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 چكيده

از:هدف به هدف بر اين پژوهش بررسي اثر كروسين . ساز موش استي بنيادي اسپرمها سلولروي عنوان يكي از مواد فعال زيستي زعفران

و روش  DMEM/F12كشـت در محـيط Balb/C بنيادي اسپرماتوگوني موش نوزاد نژاديها سلولاين مطالعه آزمايشگاهيدر:ها مواد

روز تيمـار شـدند بـراي شناسـايي12و6مـدتبه) ميكروگرم بر ميلي ليتر40،20،10،5،5/2(هاي كروسين كشت داده شده با غلظت

ازي بنيادي از آزمون آلكالين فسفاتاز،ها سلول و DAPI، دين اورنـجيي زنده از آزمون اكرها سلول، تشخيص MTTتست بررسي سميت

شد DCF-DAاز آزمونتپتانسيل آنتي اكسيدان تست دانكن صـورت  ANOVA آزمون،SPSS آناليز آماري توسط نرم افزار. استفاده

و شد نظر دار در معني>05/0p گرفته .گرفته

ايـن. سـاز اعمـال نكـردي بنيادي اسپرمها سلولگيري بر روي ليتر سميت چشمميكروگرم بر ميلي20 هاي زيركروسين در غلظت:نتايج

از كشتپس6ليتر كروسين در روز ميكروگرم بر ميلي40و20تحت تاثير دوزهاي ساز اسپرمي بنياديها سلولحالي است كه زيستايي در

و در روز24و21ميزان به  ميكروسـكوپ توسـط هـا سـلول بـودن زنـده بررسـي هچنين.درصد كاهش يافت41و29ميزانبه12درصد

5،10،5/2( هـاي غلظـتدررا كروسـينيتاكسـيدان آنتيو محافظتي اثر فلوريمتري توسطيتاكسيدانآنتي پتانسيل بررسيو فلورسانس

.داد نشان روز6از بعد كروسين) ليتر ميليبر ميكروگرم

مي:نتيجه گيري بر كروسين ازي بنيادي اسپرمها سلولروي تواند اثر حفاظتي برطريق ساز موشي داشته باشد كه زيسـتايي حداقل تاثير

و ميرو كاهشها سلول مييسلولمرگ .كند اثر خود را ايفا

 هاي بنيادي اسپرماتوگوني، سلوليس، آپوپتوزتكروسين، آنتي اكسيدان:واژگان كليدي



و همكاران...هاي پتانسيل آنتي اكسيدانتي كروسين بر روي سلولبررسي  جواد بهار آرا

و بافت 1395 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 220 

 مقدمه
شمار به زنانو در مردان مهم مشكلات از يكي ناباروري

كه رود، به گونه مي  اپيدميولوژيكو شواهد باليني اي
عوامل).1(اند را تائيد نموده مردان در ناباروري افزايش

پرتوهاي يونيزان هاي مغناطيسي، متعددي همچون ميدان
و برخي داروها منجر به افزايش  و استعمال دخانيات

 از طرفي با توجه به موثر بودن.شوند ناباروري در مردان مي
مردان، باروري در افزايش ميزان گياهي داروهاي برخي

كه تحقيقات گسترده اي براي كشف مواد فعال زيستي
صورت گرفته بر مشكل ناباروري مردان غلبه كنند، بتوانند
به).3و2(است  از جنبه ديگر، در بيماراني كه مبتلا

و تحت روش و سرطان هستند هاي درماني شيمي درماني
پرتو درماني قرار مي گيرند، اسپرم آسيب ديده افزايش 

در شود، از اين يافته كه منجر به ناباروري مي رو دانشمندان
اسها سلولتلاشند كه با غني سازي  ساز راه پرمي بنيادي

.)4(حلي براي رفع اين مشكل پيدا كنند 
و بيضه داراي پتانسيل خود ساز اسپرمهاي لوله بازسازي

ها سلولي زاياي اسپرم هستند، بنابراين اينها سلولتوليد 
.)2(توانند نقش مهمي در درمان ناباروري داشته باشند مي

و كشت ي بنيادي اسپرماتوگونيها سلولجداسازي
به مي تواند نقش مهمي در درمان ناباروري بيماران مبتلا

و تحت درمان با روش و سرطان بوده  هاي شيمي درماني
رو دانشمندان از اين.)5(پرتو درماني هستند ايفا كند

وها سلولبراي جداسازي  تمايز نيافتهي اسپرماتوگوني
و براي شناسايي آن ها از ماركرهاي بسيار تلاش كرده

.)6( اندي استفاده كردهخاص
حدود هشت درصد از جمعيت كشور ايران دچار مشكل

و حدود نيمي از مشكلات ناباروري به علت ناباروري بوده
مينقص در فاكتور در).8و7(باشد هاي مردانه

مي پيشرفت دهند هاي اخير طب باروري، مطالعات نشان
فاكتور مهمي) هاي فعال اكسيژن گونه( ROSتوليد بالاي

و يكي از است كه باعث اختلال در عملكرد اسپرم شده
مي معضلات ناباروري در مردان به در مردان. آيد حساب

در مايع مني وجود ROSنابارور مقدار زيادي از فاكتور 
به دارد كه ممكن است يكي از دلايل ناباروري آن حساب ها

).10و9(آيد 
كه ROSتوليد كننده در شرايط فيزيولوژيك اسپرم بوده

نقش مهمي در عملكرد اسپرم در طي ظرفيت يابي اسپرم، 
و الحاق اووسيت ايفا مي طي. كند واكنش آكروزومي در

ها در مايع مني شرايط استرس، ميزان توليد اين راديكال
و سيستم افزايش يافته كه عدم تعادل در توليد اين راديكال ها

فسفريلاسيون كمتر از حد معمولي موجبتآنتي اكسيدان
و  و بقا آكسونم، پراكسيداسون ليپيد، از دست دادن تحرك

).11(شود نهايتا بروز آسيب به سيستم توليدمثلي مي
و فعال ROSسطوح پايين براي برخي عملكردهاي سلولي

،شدن برخي از مسيرهاي سيگنالينگ سلولي ضروري است
هاي جدي تواند آسيبميها اما سطوح بالاي اين راديكال

و اثرات مخربي بر تكوين  در عملكرد سلول ايجاد نموده
ب. اوليه جنين القا كند ضدهبنابراين كارگيري تركيبات

كه از فعاليت مخرب)تآنتي اكسيدان(اكسيداتيو 
به راديكال مي هاي آزاد جلوگيري كنند، ضروري رسد نظر

عوامل آنتي رو مطالعات بر روي از اين).13و12(
بهتاكسيدان هاي سوخت منظور جلوگيري از آسيبي جديد

و  و ساز سلول اسپرم ممكن است باعث افزايش تحرك
و افزايش ظرفيت لقاح يابي شود ).9(مورفولوژي طبيعي

و داراي زعفران يك گياه چند ساله از خانواده زنبقيان
و آنتي اكسيدان يتخاصيت ضد سرطاني، ضد التهابي

به)14و13(شدبا مي طور گسترده در كشورهاي هند، كه
و به يونان، ايران، اسپانيا، فرانسه و عنوان غيره كشت شده

و محرك  ضد اسپاسم، سهل الهضم، ضد درد، ضد نفخ
و به و داروي غرايز جنسي در طب سنتي يك معدي عنوان

تحقيقات نشان).16و15(شود ادويه غذايي استفاده مي
و ناتواني جنسي داده اند  كه زعفران در درمان ناباروري

با توجه به كاربرد زعفران).18و17(نقش موثري دارد 
ي بنياديها سلولعنوان يك طعم دهنده غذايي، اهميت به

اسپرماتوژنيك در درمان ناباروري، آسيب پذيري بالاي اين
و لزوم شناساييها سلول در برابر تركيبات مختلف

و آنتي اكسيدانتركيبات طبيع كهتي داراي اثر حفاظتي ي
ي اسپرماتوژنيك وارد كنندها سلولكمترين سميت را بر

در اين پژوهش تجربي آزمايشگاهي، سميت كروسين.)8(
بر به عنوان يكي از مواد فعال زيستي موجود در زعفران

موشي مورد بررسي قرار ساز اسپرمي بنياديها سلولروي 
.گرفت

و روش ها مواد

و كشت براي:ساز اسپرمي بنياديها سلولجداسازي
به. اين منظور، دو مرحله هضم آنزيمي صورت گرفت

نر اين بي10صورت كه موش هوش شده، بافت بيضه روزه
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و داخل محلول حاوي آنتي بيوتيك PBS موش جدا شده
تا 100 سپس به بافت تكه تكه شده،. شستشو داده شد

و 200 دقيقه داخل15ميكرو ليتر كلاژناز اضافه شده
دقيقه15 پس از گذشت. قرار داده شدCO2 انكوباتور 

بيوپسي بافت بيضه از داخل انكوباتور خارج شده، به آن 
و به دقيقه داخل انكوباتور10 مدت تريپسين اضافه شده

ميكرو 100سوسپانسيون سلولي سانتريفوژ شد،. قرار گرفت
و درون DMEM-F12 درصد10ليتر محيط  اضافه شد

شد2/0پليت كوت شده با ژلاتين  از. درصد كشت داده پس
بهها سلوليك شبانه روز محيط رويي  و ها سلولخارج شده

نانوگرم20ميزان محيط حاوي فاكتور رشد فيبروبلاستي به
و سرم ده درصد افزوده شد  ).4(بر ميلي ليتر

براي شناسايي:ي فعاليت آلكالين فسفاتازارزياب
و4، ساز اسپرمي بنياديها سلول روز بعد از جداسازي

10دقيقه در معرض فرمالين10مدتبهها سلولكشت، 
پس درجه سانتي4درصد در دماي گراد قرار داده شدند،

دو بار شستشو =pH)٩/٨(از آن توسط محلول تريس 
و به آن سوبستراي نفتل فسفات  و نمك ويوله01/0شدند

و06/0 در30 مدتبهدرصد اضافه شد انكوباتور دقيقه
و در زير2سپس. قرار گرفت بار با آب شستشو داده شد

 ساز اسپرمهاي سلولي بنيادي ميكروسكوپ معكوس توده
).20(مورد بررسي قرار گرفت
و تاييد:ها گروه بندي آزمايش پس از جداسازي

، جهت بررسي اثر ساز اسپرمي بنياديها سلولاستخراج 
هاي كنترل در گروهها سلول،ها سلولكروسين بر روي اين

هاي هاي تيماري تحت تاثير غلظتو گروه) فاقد تيمار(
يكروگرم بر ميليم40،20،10،5،5/2(مختلف كروسين 

مي)ليتر .شوند تقسيم بندي
جهت: MTTرسي سميت كروسين توسط آزمون بر

ي بنياديها سلولبررسي سميت كروسين بر روي 
 DMEM-F12در محيط كشتها سلول، اين ساز اسپرم

صد10حاوي) شركت ايده زيست، ايران( 1و FBSدر
، Gibcoشركت( درصد پني سيلين استرپتومايسين

داده گراد كشت درجه سانتي37درون انكوباتور)آمريكا
 با استفاده از روش كروسين سميت سلوليو شدند

MTT)شركتApplichemمورد ارزيابي قرار)، آلمان
خانه كشت96پليتدرها سلولمنظور براي اين. گرفت

و با غلظت ،40،20،10( كروسينهاي مختلف داده شدند

تيمار روز12و6 مدتبه) ليتر يكروگرم بر ميليم5،5/2
در4 مدتبهها سلولاز اين مدتپس. شدند ساعت

قرار گرفته) ليتر ميلي گرم بر ميليMTT )5معرض رنگ 
حل كردن كريستال DMSOو  به جهت هاي فورمازان

درها سلول و جذب نانومتر توسط 560اضافه شد
شد)، آمريكاEpochشركت(اسپكتروفتومتر  .)12(خوانده

و/ آزمون اكريدين اورنج :DAPIپروپوديوم ايدايد
يوم ايدايد براي تشخيصيدپروپ/ اكريدين اورنج آميزي رنگ

بهها سلول و مرده ميي زنده بهكار يها سلولكه طوري رود
بهها سلولزنده به رنگ سبز، و نكروزه ترتيبي آپوپتوزي

و قرمز قابل تشخيص هستند  .)21(به رنگ زرد، نارنجي
هاي غلظتباها سلولتيمار پس از روز6 براي اين منظور،

و تيمارها سلولمختلف كروسين، به  10ي گروه كنترل
و پروپوديوم ايدايد ميكروليتر10ميكروليتر اكريدين اورنج
و زيستايي  در زير ميكروسكوپها سلولاضافه شده

.مورد بررسي قرار گرفت فلورسانس
به DAPI آميزي رنگ ژي منظور بررسي مورفولو نيز كه

ب ميههسته يها سلولروز پس از تيمار، بر روي6رود، كار
و و گروه كنترل تيمار متانول جهت تثبيت افزوده شده

ليتر ميكروگرم بر ميلي50سپس در معرض رنگ با دوز 
و در زير ميكروسكوپ فلورسنت مورد بررسي  قرارگرفته

.قرارگرفتند
برتتعيين ظرفيت آنتي اكسيدان ي كروسين

در 500000تعداد:ساز اسپرمي بنياديها سلول سلول
و 96 پليت ساعت توسط24 گذشت از بعد خانه كشت

 روز6 از بعد. هاي مختلف كروسين تيمار شدند غلظت
وها سلولمحيط رويي  معرضدرها سلول برداشته شده

30 برايگراد سانتيدرجه37 در2O٢H ميكروليتر 50
به.دقيقه انكوبه شدند كفها سلولسپس ي

ميكرو مولار اضافه شد، دور پليتDCFH-DA 5پليت
و شدت فلورسنس   DCFفويل آلومينيومي پيچيده شده

.)22(توسط فلوريمتر مورد بررسي قرار گرفت

 آناليز آماري
 طرفه، آزمون يكSPSSآناليز آماري توسط نرم افزار

ANOVA صورتها مقايسه داده منظور تست دانكن به
و در مقايسه گروه  هاي تيماري با گروه كنترل سطح گرفته

05/0p<دار در نظر گرفته شد معني.
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 نتايج
:ساز اسپرمي بنياديها سلولجداسازي

كه نتايج آزمون فعاليت آلكالين فسفاتازي نشان داد
روز4ي بنيادي اسپرماتوژنيك پس از گذشتها سلول
هايي را ايجاد نمودند كه يه رنگ آبي مايل به بنفش كلوني

در. قابل تشخيص بودندها سلولاز ساير  ظهور رنگ آبي

بالاي هاي سلولي كف پليت نشان دهنده فعاليت كلوني
ي بنياديها سلولهاي سلولي آلكالين فسفاتازي توده

است كه از بارزترين ماركرهاي سلول بنيادي ساز اسپرم
مي به كه.روند شمار ي سرتوليها سلولاين در حالي است
.)1 شكل( عنوان كنترل منفي جذب رنگ را نشان ندادند به

نر هاي بنيادي اسپرم مورفولوژي سلول:A:1شكل به4روزه10ساز موش ). آميزي بدون رنگ(هايي قابل مشاهده است صورت كلوني روز پس از كشت كه
B:بزرگنمايي) آميزي پس از رنگ(ساز موشي است هاي بنيادي اسپرم روز پس از كشت كه بيانگر فعاليت آلكالين فسفاتازي سلول4ظهور رنگ آبي

١٠٠×.C:به سلول و رنگ آلكالين فسفات هاي دوكي شكل سرتولي كه مشاهده زير ميكروسكوپ. از را جذب نكردندعنوان كنترل منفي استفاده شده
.400×معكوس، بزرگنمايي 

دو ساز اسپرمي بنياديها سلولبررسي مورفولوژي در طي
 DMEM-F12در محيطها سلولهفته از كشت اين 

از3 ساز اسپرمي بنياديها سلولنشان داد كه روز پس
هايي اتصال يافته به لايه سلولي صورت توده كشت، به

، قابل)ي سرتولي دوكي شكلها سلولاحتمالا(زيري 
ازها سلولروز پس از كشت اين4. مشاهده هستند قبل

درها سلولانجام آزمون آلكالين فسفاتاز موروفولوژي اين 
و كلوني زير ميكروسكوپ معكوس مورد بررسي قرار گرفت

اسها سلول بهپي بنيادي شد رماتوژنيك . وضوح مشاهده
و كندن تكها سلولپس از پاساژ سلولي از كف پليت،

و در  لايه فيبروبلاستي در كف ظرف مشاهده نشد
بهها سلولحالت اين صورت مثلثي كشيده به كف پليتي

د ي بنياديها سلولكهر حاليچسبيده بودند،
شكل مشاهده شدند اتوژنيك با مورفولوژي دايرهاسپرم . اي

 ساز اسپرمي بنياديها سلولهمچنين پس از پاساژ تمايل
).2شكل(خوبي قابل مشاهده بود به ايجاد كلوني به

به3ساز هاي بنيادي اسپرم سلول)A:2شكل هاي سرتولي دوكي احتمالا سلول(هايي اتصال يافته به لايه سلولي زيري صورت توده روز پس از كشت،
به روز پس از كشت كه توده4هاي بنيادي اسرماتوژنيك كلوني سلول)B،٢٠٠×بزرگنمايي.، قابل مشاهده است)شكل مي ها را دهد وضوح نشان

به سلول)C، ١٠٠×بزرگنمايي  هاي بنيادي اسپرماتوژنيك كه سلول صورت مثلثي شكل به كف پليت چسبيده در حالي هاي سرتولي پس از اولين پاساژ
به هاي بنيادي اسپرم تمايل سلول)D،�٠٠×بزرگنمايي. شوند با مورفولوژي دايره اي شكل مشاهده مي خوبي قابل ساز به ايجاد كلوني پس از پاساژ اول

.400×معكوس، بزرگنمايي مشاهده زير ميكروسكوپ. مشاهده است


