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      چكيده

 
سي اثر تمـرين شـنا، است. هدف از پژوهش حاضر برر علت آزواسپرميدرصد موارد به 20-10وري در مردان نابار: زمينه و هدف

  هاي مدل آزواسپرمي بود.هاي درگير در اتوفاژي در موشسلول و ليزر بر بيان ژن
ت آزمايشـگاهي انـااز مركز پژوهش و تكثيـر حيو ايهفته 8تا  6رت سر  30كه  پژوهش حاضر از نوع تجربي هست :اركروش 
در  ماهپس از گذشت يك والقاء  گرمميلي 40مدل آزواسپرمي با داروي بوسولفان با دوز و سپس  ،انتخاب صورت تصادفيتهران به

، گـروه كنتـرل نارل بيمار + شسالم، كنترل بيمار + ليزر، كنتبندي شدند: كنترل بيمار، كنترل صورت زير گروهها بههر گروه موش
صـورت پيونـد در بنيادي بـه هايبار سلولماه بعد از ايجاد مدل يكل بيمار + سلول + ليزر + شنا (يكنترسلول و گروه ك بيمار +

با  ل ليزريوند سلوپهفته از  زده شد سپس پس از گذشت يكپيوند ناحيه مجران دفران به ميزان يك ميليون سلول براي هر موش
بـار ا فاصله هر هفتـه يـكدوره مطالعه بصورت سه تكرار در كل ژول به 3وات و انرژي يميل 10نانومتر و توان  8/632وج طول م

شـنا  روز در هفتـه 5 ،وزردقيقـه در  30مـدت انه بهصورت روزند سلولي بر روي شكم، بهاعمال شد و پس از بهبود زخم ناحيه پيو
  هفته انجام گرفت. 8مدت انجام دادند كه اين زمان به

 Beclin-1و  )≥LC3 )01/0Pهـاي دار بيـان ژنيج نشان داد كه القاي مـدل آزواسـپرمي سـبب افـزايش معنـينتا ها:يافته
)01/0P≤( و ليزر سبب كاهش  شد كه شنا در تركيب با سلول نسبت به گروه كنترل بافت بيضهLC3 )05/0P≤(  وBeclin-

1 )05/0P≤( هاي مدل آزواسپرمي شد.و مهار اتوفاژي در موش  
هـاي ر مـوشدظتي خود را درماني و ليزردرماني با مهار اتوفاژي ممكن است اثر حفاتمرين شنا در تركيب با سلول گيري:نتيجه

  ها شود.مدل آزواسپرمي اعمال نمايد و سبب بارور شدن موش
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Abstract   
 
Background & Aims: Infertility in men is 10-20% of cases due to azoospermia and usually due 
to disorders of the reproductive system. Normally, the population of men with azoospermia is 
estimated to be around 2% (1) and it has been shown that in 20% of infertile men, azoospermia is 
the main cause of infertility (2). Non-obstructive azoospermia is a state in which no sperm is 
observed in ejaculation and is related to intra-testicular disorders and as a result spermatogenesis 
disorders, while in obstructive azoospermia, spermatogenesis is normal and the defect is related to 
obstruction in the ejaculatory ducts (3). In a study, decreased expression of autophagy pathway 
genes (Lc3B, Beclin1) was observed in patients with azoospermia (4). The aim of this study was 
to investigate the effect of swimming, cell and laser training on the expression of genes involved 
in autophagy in azoospermia model mice. 
Methods: The samples of the present study were male Wistar laboratory rats, which were under 
control in the laboratory in terms of many variables, therefore, the present study was of an 
experimental type. 30 6 to 8 week old rats from the research center and Reproduction of laboratory 
animals in Tehran were randomly selected. In order to create azoospermia model, the drug 
busulfan was injected intraperitoneally for each rat at a dose of 40 mg/kg of body weight (15). 
After a month of inducing the model, the rats in each group were divided as follows: Patient 
control group (one month after creating the model until the end of the study, they remained for 8 
weeks), healthy control group (kept for 8 weeks), patient control group + low power laser (one 
month after creating the model, low laser Power with a wavelength of 632.8 nm and a power of 10 
mW and an energy of 3 joules was applied three times in the entire study period with an interval of 
one week in the testicular region of azoospermic rats and rats until the end of the study for 8 
weeks. were maintained), the patient control group + exercise (one month after creating 
azoospermic mice for 8 weeks, they swam daily for 30 minutes a day, 5 days a week), the patient 
control group + cell (one month later From the creation of azoospermic mice, stem cells were 
transplanted in the vas deferens region at the rate of one million cells per mouse in the right testis 
and the rats were kept for 8 weeks until the end of the study), patient control group + cells + low 
laser power + exercise (one month after the creation of azoospermic mice, stem cells were 
transplanted once in the vas deferens in the amount of one million cells for each mouse, then after 
a week of low power laser cell transplantation with wavelength 632.8 nm and power of 10 mW 
and energy of 3 joules were applied three times during the entire study period with an interval of 
one week and after the healing of the wound of the cell graft area on the abdomen, it was applied 
topically for 30 minutes a day. They swam 5 days a week, which lasted for 8 weeks). Tissue 
sampling was done from the testicular tissue of mice under completely similar conditions and in 
basic conditions (two days after the end of the training period). In order to eliminate the acute 
effect of training, sampling of the animals was done 48 hours after the last swimming training 
program. For this purpose, the animals were anesthetized by peritoneal injection of ketamine (30-
50 mg/kg) and xylazine (5-3 mg/kg) and then killed, and after killing the transplanted tissues, they 
were evaluated for genetic studies. To check the expression of the studied genes in each group, 
real time PCR technique was used to examine the tissues. First, primer design was done and then 
total RNA was extracted from the tissues and converted into cDNA. Then, the cDNA was 
amplified by PCR and analyzed for the expression of the mentioned genes. To analyze the 
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findings of this research, Smirnov's Kalmograph tests, one-way analysis of variance and Tukey's 
were used to compare between different groups. All calculations were done using SPSS/22 
statistical software and at a significant level of P≤0.05. 
Results: The results showed that there is a significant difference between the average expression 
of the Beclin gene in testicular tissue in different research groups; The control group has a 
significant difference with the model group at the confidence level of 0.01, and the model group 
has a significant difference with the cell, laser and training group at the confidence level of 0.05. 
Also, the results show that cells, laser and exercise simultaneously had an effect on the expression 
of Beclin gene in testicular tissue in azoospermia model mice. Also, the next finding showed that 
there is a significant difference between the average LC3 gene expression of testicular tissue in 
different research groups; The control group has a significant difference with the model group at 
the confidence level of 0.01, and the model group has a significant difference with the cell, laser 
and training group at the confidence level of 0.05. Also, the results show that cells, laser and 
training simultaneously had an effect on the expression of LC3 gene in testicular tissue in 
azoospermia model mice. 
Conclusion: The results of the research showed that by inducing the azoospermia model, the 
expression of LC3 and Beclin-1 genes in the testicular tissue of mice increased significantly 
compared to the control group. On the other hand, with the implementation of exercise, cell and 
laser treatment methods, the expression of the mentioned genes in mice decreased compared to the 
azoospermic group, showing that this decrease was significant only in the combined exercise, cell 
and laser group. Research has shown that exercise can be a key factor in the regulation of proteins 
involved in the autophagy pathway, and the regulation of autophagy by exercise can be a key 
process in cellular and molecular mechanisms (11,10). The main path of the proteins involved in 
the autophagy process is regulated by complex regulatory mechanisms, which can be different 
input signals such as nutrients, growth factors, hormones, intracellular calcium concentration, ATP 
level, hypoxia, etc. The main regulatory pathway of these factors is the mTORC1 pathway, which 
is activated in cellular responses such as growth, proliferation, protein synthesis, and autophagy 
(11). The mTORC1 pathway can activate or inhibit the autophagy mechanism by regulating 
ULK1, ATG13 and FIP200 proteins (25). Various studies have shown that LC3 can increase cell 
death or its survival (26), it is also known as one of the effective factors in autophagy, which 
according to the available evidence can have an apoptotic function (27). It has been reported that 
decreased autophagic activity due to decreased expression of LC3 and Beclin-1 can be associated 
with tumorigenesis and increased tumor growth (28). No research was found that investigated the 
effect of stem cells and laser therapy on the expression of genes involved in autophagy. The 
results of the present study showed that cell therapy and laser therapy alone and in combination do 
not have a significant effect on the expression of LC3 and Beclin-1 genes in the testicular tissue of 
azoospermia model mice, but cell therapy and laser therapy in combination with exercise caused a 
significant decrease in these genes. And somehow it inhibited autophagy in testicular tissue of 
azoospermia model mice. Therefore, it is possible that exercise combined with cell therapy and 
laser therapy by inhibiting autophagy in the testicular tissue of azoospermia model mice induced 
with busulfan exerts its protective effect and in this way causes the fertility of azoospermia model 
mice, but a definite opinion needs more research in this regard. It is the context. In general, it has 
been shown in the research that autophagy is activated in pathological conditions and may have 
destructive effects on the tissue. In the present study, the induction of the azoospermia model by 
busulfan leads to an increase in the genes involved in autophagy and in some way activates the 
pathway that exercise Exercise in combination with cells and laser therapy by reducing genes and 
somehow inhibiting autophagy may exert its protective effect and thus prevent infertility in mice. 
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 و همكاران ياسد هيمهد

  مقدمه
ــاروري در مــردان  علــت درصــد مــوارد بــه 20-10ناب

علـت اخـتلالات سيسـتم طور معمول بهآزواسپرمي و به
طور معمول جمعيت مردان آزواسـپرمي تناسلي است. به

) و نشـان داده 1درصد تخمين زده شده است ( 2حدود 
درصد مردان نابـارور، آزواسـپرمي  20شده است كه در 

). آزواســپرمي 2باشــد (علــت اصــلي نابــاروري مــي
غيرانسدادي حالتي اسـت كـه در انـزال هـيچ اسـپرمي 

اي و شود و مربوط به اختلالات داخل بيضهمشاهده نمي
ر دكه باشد، درحاليدر نتيجه اختلال در اسپرماتوژنز مي

آزواسپرمي انسدادي اسپرماتوژنز طبيعـي بـوده و نقـص 
در ).3باشـد (مربوط بـه انسـداد در مجـاري انزالـي مـي

 ,Lc3Bهاي مسـير اتوفـاژي (اي كاهش بيان ژنمطالعه
Beclin1ران مبتلا به ازواسپرمي مشاهده شـده ) در بيما

  ).4( است
 وده از نظر ژنتيكـي ريزي شي يك فرايند برنامهاتوفاژ

هـاي سـلولي بـا شده است كه پـروتئينتكاملي حفاظت
كنـد. در واقـع هـا را تخريـب مـيعمر طولاني و ارگانل

توفاژي شـامل تشـكيل وزيكـول دو غشـايي اسـت كـه ا
كنـد و سـپس بـا ها را احاطـه مـيسيتوپلاسم و ارگانل

ا رشود، بنـابراين محتـواي ليـزوزوم ها ادغام ميليزوزوم
ژن ويـژه، اتوفـاژي را  30). حـدود 5كنـد (تخريب مـي
(پـروتئين  LC3هـا، كنند كه از بين ايـن ژنتنظيم مي

) نقش مهمـي در ميكروتوبولمرتبط با  3زنجيره سبك 
كنـد و معمـولا بـه عنـوان ي پستانداران ايفـا مـياتوفاژ

گيـرد نشانگر تشكيل اتوفاگوزوم مورد استفاده قـرار مـي
ه هاي مشاهده شده در بافت به نوبـكه تعداد اتوفاگوزوم

ر عنوان مقياس فعاليت اتوفاگيك در نظـتواند بهخود مي
جزئـي از  Beclin-1چنين پـروتئين ). هم6گرفته شود (

ـــول ـــفاتيديل اينوزيت ـــپلكس فس ـــلاس  3-كم  шك
)PIK3C3گـذاري و ) است كه نقـش اساسـي در هسـته

-نظر مـيچنين بهتشكيل اتوفاگوزوم بر عهده دارد و هم
رسد در نروژنز و مرگ سلولي نيز دخالـت داشـته باشـد 

)7.(  
هـاي مختلـف فعاليت بدني كه امروزه در برابر بيماري

رود باعـث كـاهش شمار مـيردي مناسبي بهحل كاربراه
عوامل خطرزاي قلبي، جلـوگيري از تخريـب ميوكـارد و 

چنـين، تمرينـات ). هم8شود (افزايش عملكرد قلب مي
ي هـاي متـابوليكي عضـلهورزشي منجـر بـه سـازگاري

عروقـي، تركيـب بـدن و كنتـرل اسكلتي، آمادگي قلبـي
مـورد  هاي مختلفـي در). پژوهش9شود (گليسيمي مي

تأثير فعاليت ورزشي بر اتوفاژي انجام شده است، جوكار 
و همكاران نشان دادند كه هشت هفته تمـرين ورزشـي 

و  FOXO3aهـاي منجر بـه كـاهش محتـواي پـروتئين
Beclin-1 هاي مبتلا بافت قلب و مهار اتوفاژي در موش

نژاد و همكاران چنين، آقاعلي). هم10شود (به ديابت مي
ت ورزشي در مقابله بـا رشـد تومـور از طريـق اثر تمرينا

هاي مبتلا در موش Bcl-2و  LC3هاي تغيير در بيان ژن
ــان داده ــرطان را نش ــه س ــد (ب ــال  ).11ان ــن ح ــا اي ب

سازوكارهاي مكانيسم سلولي و مولكولي هنوز به خـوبي 
 شناخته نشده است.

ــاروري مــردان از از طرفــي،  ــراي درمــان ناب امــروزه ب
درماني بـا اسـتفاده از ي از جمله سلولهاي مختلفروش
). در ميـان 12( باشـدهاي بنيادي مزانشيمي مـيسلول
هـاي درماني اسـتفاده از سـلولهاي مختلف سلولروش

بنيــادي بــراي بازگردانــدن ســاختار يــا عملكــرد بافــت 
). 14،13ديده بسيار مورد توجه قرار گرفته است (آسيب

ي مـورد اسـتفاده هـاي بنيـادمنابع مختلفي براي سلول
هـاي بنيـادي جنينـي يـا گيرد از جملـه سـلولقرار مي
هـاي هاي بنيادي پرتـوان، امـا اسـتفاده از سـلولسلول

دليل سهولت در دسترسي و كار بـا بنيادي مزانشيمي به
هاي بنيادي مزانشيمي آن مورد توجه بسيار است. سلول

تواند از منابع مختلفي ماننـد مغـز اسـتخوان، بافـت مي
چربي، پالپ دندان و خون قائدگي كـه همگـي توانـايي 

هـاي مختلـف از خـود نشـان بالايي براي تمايز به بافت
ــهداده ــد ب ــد (ان ــان 17،16،15دســت آين ــن مي )، در اي

هاي بنيادي مزانشـيمي مغـز اسـتخوان بـه دليـل سلول
توجـه  هاي سلولي موردتوانايي بالا در تمايز به انواع رده

ــرار گرفتــهبســياري از پژوهشــگر ــد (ان ق در ). 18،13ان
كـه  ) نشـان دادنـد2017پژوهشي مظفـر و همكـاران (

هــاي بنيــادي محــيط اســتفاده شــده در كشــت ســلول
توانـد موجــب بازگشــت مزانشـيمي مغــز اسـتخوان مــي

شـده شـود هاي آزواسپرميك القـاءاسپرماتوژنز در موش
)19.(  

مطالعات نشان داده است كه هرگونه تغييـر از طرفي، 
تليـوم هـاي اپـيمورفولوژيكي و يا بيوشيميايي در سلول

بيضه موجـب تغييـر در رونـد اسـپرماتوژنز و تغييـر در 
). تابش نور با برخـي 20شود (ها ميميزان باروري موش
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هاي خاص (ماده جاذب نور حساس بـه طـول طول موج
موج) در سلول قادر است، بعضي از اجزاء سـلولي ماننـد 

هاي فعال كرده و به اين ترتيب واكنشها را فيبروبلاست
). عـلاوه 21شيميايي و متابوليسم سلولي را تغيير دهد (
هـا و افـزايش بر اين ليـزر موجـب بـروز گرمـا در بافـت

ها شده است. امروزه اين باور وجود آپوپتوزيس در سلول
هـايي از جملـه دارد كه تحريكات خارج سـلولي، پاسـخ

دهند را تحت تأثير قرار مي تكثير، تمايز و حتي آپوپتوز
)22.(  

نيـاز  ري در مـردانروروند رو به رشـد نابـا با توجه به
مبرم جهت پيدا كردن رويكردهاي درماني جديد جهـت 

هـاي موجـود احسـاس جايگزيني و يا كمك بـه درمـان
درمـاني و ليـزر و تأثيرات مفيد تمـرين، سـلول شود.مي

هــا را در اينكـه تـاكنون پژوهشـي كـه اثـر همزمـان آن
مدل آزواسپرمي بررسـي نمـوده باشـد يافـت هاي موش
تمـرين،  پژوهش بنا دارد بررسي نمايد كه آيـا اين نشد.

بافـت  Beclin-1و  LC3هـاي سلول و ليزر بر بيـان ژن
داري دارد يـا آزواسپرمي اثر معنيهاي مدل بيضه موش

  خير؟
  

  روش كار
نر  هاي آزمايشگاهيرا موش پژوهش حاضرنمونه هاي 
صورت تصادفي انتخـاب كه به دادند كيلتش نژاد ويستار

ه هـا در آزمايشـگاه بـبا توجه به اين كه آزمودني شدند.
و ها تحت كنترل بودند، از ايـن رلحاظ بسياري از متغير

  .بوداز نوع تجربي  پژوهش حاضر
نر  هاي صحرائيآماري اين پژوهش شامل موش نمونه

بودند كه از بـين هفته  8ا ت 6با سن حدود  ويستار  نژاد
حيوانـات  و تكثيـرمركز پـژوهش  از سر موش 30ها آن

ها پس از انتقال آزمودنيخريداري و  آزمايشگاهي تهران
ك هفتـه سـازگاري بـا يـ پـس از و به محيط آزمايشگاه

هـاي تايي در قفـس 5هاي صورت گروهمحيط جديد، به
 ±4/1ميانگين دمـاي پلي كربنات شفاف در محيطي با 

ي و چرخـهدرصـد  55گـراد، رطوبـت درجه سانتي 22
-نگهداري شدند. ساعته نگه 12:12تاريكي به روشنايي 

المللـي داري حيوانات مطابق با راهنماي انستيتوي بـين
هـاي ايـن مطالعـه بـا رعايـت اصـول سلامت و پروتكل

 .اعلاميه هلسينكي و ضوابط اخلاق پزشـكي انجـام شـد
پژوهش از غذاي پك سـاخت  چنين حيوانات در طيهم

گرم به ازاي هـر  10شركت بهپرور كرج روزانه به ميزان 
وزن كشـي هفتگـي)  گرم وزن بدن (بـا توجـه بـه 100

هايي بـه آب صورت آزاد از طريق بطريتغذيه شدند و به
 مصرفي دسترسي داشتند. 

 6هاي بالغ ، ابتدا رتبه منظور ايجاد مدل آزواسپرمي
گـرم مـورد  250تـا  220انگين وزني اي با ميهفته 8تا 

 40س داروي بوسولفان بـا دوز استفاده قرار گرفتند. سپ
صـورت داخـل ها بـهگرم بر كيلوگرم وزن بدن رتميلي

پس از گذشـت ). 15( صفاقي براي هر رت تزريق گرديد
صـورت زيـر ها بـهز القا مدل در هر گروه موشيك ماه ا

  گروه بندي شدند: 
(يك ماه بعـد از ايجـاد مـدل تـا  گروه كنترل بيمار -

  .هفته) 8پايان مطالعه باقي ماندند به مدت 
هفتـه نگهـداري  8گروه كنتـرل سـالم (بـه مـدت  -

  .شدند)
 گروه كنترل بيمار + ليزر كم توان (يك مـاه بعـد از -

 ونـانومتر  8/632ليزر كم توان با طول موج  ايجاد مدل،
رار صورت سـه تكـژول به 3ميلي وات و انرژي  10ان تو

 بـار در ناحيـهفاصله هر هفته يكدر كل دوره مطالعه با 
 هاي آزواسپرمي اعمال شد. و رت ها تا پايانبيضه موش

  هفته نگهداري شدند) 8مطالعه به مدت 
+ ورزش (يك مـاه بعـد از ايجـاد گروه كنترل بيمار  -

صورت روزانـه هفته، به 8هاي آزواسپرمي به مدت موش
روز در هفتـه شـنا انجـام  5دقيقـه در روز  30مـدت به

  .دادند)
+ سلول (يك مـاه بعـد از ايجـاد گروه كنترل بيمار  -

صورت هاي بنيادي بهبار سلولهاي آزواسپرمي يكموش
پيوند در ناحيه مجران دفـران بـه ميـزان يـك ميليـون 

بيضه سـمت راسـت پيونـد زده سلول براي هر موش در 
نگهـداري هفتـه  8ها تا پايان مطالعه به مدت شد و رت

  .شدند)
گروه كنترل بيمار + سلول + ليزر كم توان + ورزش  -

سـپرمي يـك بـار (يك ماه بعد از ايجاد موش هـاي آزوا
صـورت پيونـد در ناحيـه مجـران سلول هاي بنيادي بـه

دفران به ميزان يك ميليون سلول براي هر موش پيونـد 
زده شد سپس پس از گذشت يك هفته از پيوند سـلول 

 10ان نـانومتر و تـو 8/632با طـول مـوج ليزر كم توان 
صـورت سـه تكـرار در كـل ژول به 3ميلي وات و انرژي 

دوره مطالعه با فاصله هر هفته يك بار اعمال شد و پس 
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-احيه پيونـد سـلولي بـر روي شـكم، بـهاز بهبود زخم ن
روز در هفتـه  5دقيقه در روز  30صورت رزوانه به مدت 

هفتـه انجـام  8مـدت  شنا انجام دادند كه اين زمان بـه
 گرفت).
بـا شـرايط  هـاموش بيضـهگيري بافتي از بافـت نمونه

كاملا مشابه و در شرايط پايه (دو روز پس از پايان دوره 
-جهت حذف اثر حـاد تمـرين، نمونـهانجام شد. تمرين)

ساعت بعد از آخرين برنامه  48برداي از حيوانات پس از 
تدا حيوانـات بـا تمريني شنا انجام گرفت. بدين منظور اب

) و mg/kg30- 50( استفاده از تزريـق صـفاقي كتـامين
 هوش و سپس كشته شـدند) بيmg/kg 3- 5زايلازين (

هـاي پيونـد شـده جهـت بررسـي و پس از كشتار بافت
  مطالعات ژني مورد ارزيابي قرار گرفتند. 

هاي مورد مطالعه تحقيق در هـر براي بررسي بيان ژن
 PCR Real Time تكنيـك هـا بـاافـتگـروه بررسـي ب

استفاده شد. ابتدا طراحـي پرايمـر انجـام شـد و سـپس 
RNA  هــا اســتخراج گرديــد و بــه از بافــتكــلcDNA 

تكثير شده PCR به روش  cDNAتبديل گرديد. سپس 
  هاي ذكر شده مورد بررسي قرار گرفت.و از نظر بيان ژن

ژن، ابتـدا  انيـدر سـطح ب يمولكول يهايبررس جهت
هـاي مـورد هـا در همـه گـروهبافـتاز  RNAاستخراج 

) آلمـان ،كيـاژنطبق پروتكل شركت سـازنده ( ،بررسي
با خلوص و غلظـت  RNAاز استخراج  پس انجام گرفت.
مـورد مطالعـه، مراحـل سـنتز  يهـانمونه يبالا از تمام

cDNA ) طبـق پروتكـل شـركت سـازندهFermentas, 
USA انجام گرفت و سپس (cDNA  سنتز شـده جهـت

معكـوس مـورد اسـتفاده قـرار  يسـيام واكـنش رونوانج
  گرفت. 
ابتدا با اسـتفاده از محلـول ، RT-qPCR كيتكن براي

 ناژنيهـا طبـق پروتكـل سـكـل سـلول RNA ازول،يك
 DNAبــا  ياز آلـودگ نــانياسـتخراج شــد و جهـت اطم

) قرار گرفت. (DNase I Fermentasدر معرض  ك،يژنوم
سـتگاه اسـتخراج شـده بـا د يهـاRNAتيـفيسپس ك

قـرار  يابيـ) مـورد ارزDPI-1, Kiagen( ياسپكترفتومتر
از  ياتـــك رشـــته cDNAهيـــگرفـــت. جهـــت ته

 مي) و آنزOligodt (MWG-Biotech, Germany)مريپرا
ــردار ــخه ب ــوس ( ينس ــاس Fermentasمعك ــر اس ) و ب

با اسـتفاده  PCRپروتكل مربوطه انجام شد. هر واكنش 
) و (PCR master mix Applied Biosystemsاز 

SYBER Green در دسـتگاه )Applied Biosystems, 
Sequences Detection Systems Focter City, CA. (

ABI Step One  طبق پروتكـل شـركت سـازنده انجـام
در  Real-Time PCRهر چرخه  يبرا كليس 40گرفت. 

درجـه  94شـامل  كليهـر سـ ينظر گرفته شد و دماها
گـراد يدرجـه سـانت 58-60 ه،يـثان 20 يگراد برايسانت
 هيـثان 30 يگـراد بـرايدرجه سانت 72و  هيثان 30 يبرا
صـحت  يجهـت بررسـ Meltingمـودارشـدند. ن ميتنظ

 يانجام شـده و بـه صـورت اختصاصـ PCRي هاواكنش
هر ژن و در هر بـار از واكـنش بـه همـراه نمـودار  يبرا

در هر واكنش  يوجود آلودگ يجهت بررس يكنترل منف
  ر گرفت. قرا يابيمورد ارز

هــاي ايــن پــژوهش از بــراي تجزيــه و تحليــل يافتــه
ــالموآزمون ــاي ك ــانس ه ــاليز واري ــميرنف، آن گراف اس
هـاي مختلـف طرفه و توكي براي مقايسه بين گـروهيك

افـزار استفاده شد. كليـه محاسـبات بـا اسـتفاده از نـرم
انجـام  ≥P 05/0دار و در سطح معنـيSPSS/22 آماري 

  شد.
  

  هايافته
 Beclinبـين ميـانگين بيـان ژن نشان داد كـه  نتايج

-تفاوت معنـي هاي مختلف پژوهشبافت بيضه در گروه
مـدل در سـطح گـروه كنترل با  گروهداري وجود دارد؛ 

و گروه مـدل بـا گـروه سـلول و ليـزر و  01/0اطمينان 
دار دارند. اختلاف معني 05/0در سطح اطمينان تمرين 

است كه سلول و ليزر  ي آنچنين نتايج نشان دهندههم
بافـت  Beclinبـر بيـان ژن زمـان  و تمرين به طور هـم

تـاثير گـذار بـود هـاي مـدل ازواسـپرمي بيضه در موش
  ).1(نمودار 

بين ميانگين بيـان نشان داد كه  چنين يافته بعديهم
 هــاي مختلــف پــژوهشگــروهبافــت بيضــه در  LC3ژن 

 مـدلگروه كنترل با  گروهداري وجود دارد؛ تفاوت معني
و گروه مدل بـا گـروه سـلول و  01/0در سطح اطمينان 

دار اختلاف معني 05/0در سطح اطمينان ليزر و تمرين 
ي آن است كه سلول چنين نتايج نشان دهندههمدارند. 

 بافـت LC3ن بر بيان ژزمان  و ليزر و تمرين به طور هم
تـاثير گـذار بـود هـاي مـدل ازواسـپرمي بيضه در موش

  ).2(نمودار 
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 بحث
نتايج پژوهش نشان داد كه با القاي مدل آزواسـپرمي 

هـا بافت بيضه در مـوش Beclin-1و  LC3هاي بيان ژن
داشـت. از داري معنـينسبت به گـروه كنتـرل افـزايش 

هاي درماني تمرين، سـلول و ليـزر طرفي با اجراي روش
هـا نسـبت بـه گـروه هاي ذكـر شـده در مـوشبيان ژن

آزواسپرمي كاهش نشان داد كـه ايـن كـاهش فقـط در 
  دار بود.گروه تركيبي تمرين، سلول و ليزر معني

تواننـد اند كه تمرينات ورزشي ميتحقيقات نشان داده
هـاي درگيـر در ليـدي در تنظـيم پـروتئينيك عامل ك

و تنظيم اتوفاژي توسـط تمرينـات مسير اتوفاژي باشند 
تواند فرايندي كليدي در سازوكارهاي سلولي ورزشي مي

). محققان تـاكنون تحقيقـي را 11،10و مولكولي باشد (
هاي را در بيضه آزمودني Beclin-1كه محتواي پروتئين 

باشـند مشـاهده نكردنـد.  گيري كـردهآزواسپرمي اندازه
) كـاهش محتـواي 2019حال، جوكار و همكاران (بااين

Beclin-1 هاي ديابتي مشاهده را در بافت قلب آزمودني
) 2018و همكــاران ( )Brandt( برنــدت). 10كردنــد (

عضــله اســكلتي  Beclin-1افــزايش محتــواي پــروتئين 
). نتـايج پـژوهش 23انـد (هاي سالم را نشـان دادهموش

  
 پژوهش هاي مختلفدر گروه Beclinبيان ژن ميانگين سطوح  -1نمودار 

  
 پژوهش هاي مختلفدر گروه LC3بيان ژن ميانگين سطوح  -2نمودار 
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ر با تحقيق جوكـار و همكـاران همسـو و بـا نتـايج حاض
هاي موجـود پژوهش برندت در يك راستا نيست، تفاوت

تـوان بـه نـوع تمرينـات انجـام شـده و در پژوهش مـي
ها و بيمار بـودن اشـاره كـرد كـه چنين نوع آزمودنيهم
وجـود آمـده باشـد. اگـر تواند دليلي بـر تنـاقض بـهمي

-از طريق تخريب پروتئين توانداتوفاژي تنظيم شود، مي
هـا هاي آمينـه در سـلولشده و توليد اسيدهاي دناتوره

). 10كنـد (اصلي رشد و بقاي سلول را فـراهم ي زمينه
ها اتوفاژي يك فرايند ضروري براي عملكرد طبيعي بافت

باشــد، بنــابراين، تنظــيم فراينــد اتوفــاژي از طريــق مي
اني مفيـد در تواند يك روش درمهاي ورزشي ميفعاليت

  ).24شرايط پاتولوژيك باشد (
هـاي درگيـر در فراينـد اتوفـاژي مسير اصلي پروتئين

 شـوداي تنظيم ميتوسط سازوكارهاي تنظيمي پيچيده
هـاي ورودي گونـاگون از جملـه توان به سيگنالكه مي

هـا، غلظـت مواد مغـذي، فاكتورهـاي رشـدي، هورمـون
ي و ... باشد. ، هيپوكسATPكلسيم داخل سلولي، ميزان 

 mTORC1كننده اين عوامـل مسـير مسير اصلي تنظيم
هاي سلولي مانند رشد، تكثيـر، سـنتز است كه در پاسخ

). مســير 11شــود (پــروتئين و اتوفــاژي فعــال مــي
mTORC1 هـاي با تنظيم پـروتئينULK1 ،ATG13  و

FIP200 كننده يا مهاركننـده سـاز و كـار تواند فعالمي
 .)25اتوفاژي باشد (

توانـد مـي LC3انـد كـه مطالعات مختلف نشـان داده
-)، هـم26را افـزايش دهـد (مرگ سلولي و يا بقـاي آن

عنـوان يكـي از عوامـل مـوثر در اتوفـاژي نيـز چنين به
توانـد شناخته شده است كه بر اساس شواهد موجود مي

). گـزارش شـده 27عملكرد آپوپتوتيـك داشـته باشـد (
دليـل كـم شـدن ك بـهاست كه كاهش فعاليت اتوفاژيـ

توانـد بـا تومـوروژنز و مي Beclin-1و  LC3ميزان بيان 
 ).28افزايش رشد تومور همراه باشد (

) بهبـود قابـل توجـه فراينـد 2017مظفر و همكاران (
هـاي هاي بـافتي بيضـه در نمونـهاسپرماتوژنز و شاخص

هاي بنيادي تحت درمان با محيط كشت حاصل از سلول
وان نسبت بـه گـروه آزواسـپرميك مزانشيمي مغز استخ

هـاي راسـتا پـژوهش). هـم19القاشده را نشان دادنـد (
ديگري نيز در حيواناتي نظيـر همسـتر و مـوش بيـانگر 
بهبود قابل ملاحظه فرايند اسپرماتوژنز در اثر درمـان بـا 

هــاي بنيــادي در ). ســلول29-31ســلول بنيــادي بــود (

رض ناشـي از بسياري از موارد براي كاهش التهاب و عوا
شوند و به همين دليـل اسـتفاده از ايـن آن استفاده مي

هـاي خـود ايمنـي رو بـه ها براي مقابله با بيماريسلول
هاي بنيادي قابليـت تـرميم و ). سلول32افزايش است (

ديده را دارند و يا اين كه محيطـي تبديل به بافت صدمه
كننـد، هـا را فـراهم مـيمناسب براي ترميم ايـن بافـت

محققين را بر آن داشته است تـا بـا اسـتفاده از محـيط 
هاي بنيادي به بررسـي اثـرات آن كشت حاصل از سلول

 بپردازند.
شـده پيشـين نشـان داده اسـت كـه تحقيقات انجـام

هاي بنيادي مزانشيمي فاكتورهاي گوناگوني را در سلول
تـوان بـه كنند كه از آن جمله مـيمحيط كشت رها مي
 Transforming هــاي بتــاســتحالفاكتورهــاي رشــد ا

growth factor beta(TGF-β) ــــيتي  ، هپاتوس
Hepatocyte growth factor(HGF)كراتينوســيتي ، 
Keratinocyte growth factor(KGF)  فيبروبلاســتي ،

ـــه ،  Basic fibroblast growth factor(bFGF) پاي
ــي ــدوتليال عروق  Vascular endothelial growth ان

factor(VEGF) 33ها اشاره نمود (سيتوكين و.(  
است كه محـيط كشـت  تحقيقات متعددي نشان داده

هاي بنيادي حـاوي فاكتورهـاي رشـد و حاصل از سلول
هاي مختلفـي اسـت كـه در فراينـد چنين سيتوكينهم

 ). اسـتفاده از محـيط35،34تواند مؤثر باشد (ترميم مي
دليـل سـهولت در هاي بنيادي بـهكشت حاصل از سلول

هـاي جـايي نسـبت بـه سـلولگهداري، ذخيره و جابـهن
هـاي چنين احتمـال كمتـر ايجـاد واكـنشبنيادي و هم
ــي ــراي اســتفاده در ايمنــي م ــه مناســبي ب ــد گزين توان

ز اهمين دليل امروزه اسـتفاده هاي بافتي باشد، بهترميم
هـاي بنيـادي در تـرميم محيط كشت حاصـل از سـلول

  ).36رار گرفته است (عوارض مختلف مورد توجه بسيار ق
ــد كــه بســياري از مطالعــات نشــان دادهاز طرفــي،  ان

ــق وضــعيت  ــلول  Redoxمســيرهاي ســلولي از طري س
سلولي از طريق  Redoxشود. تعديل وضعيت تنظيم مي

ســنتز  A2و فســفوليپاز  NF-KBبــرداري عامــل نســخه
DNA تـوان ريـتم دهند. بنابراين ليزر كـمرا افزايش مي

و ميـوزي را در اسـپرماتوژنز سـرعت  تقسيمات ميتوزي
خصـوص هـاي ژرمينـال بـهبخشد و در تعداد سـلولمي

  ).22نمايد (هاي اوليه، افزايش ايجاد مياسپرماتوسيت
توان علاوه بر تأثير بر فسفوريلاسيون پرتوهاي ليزر كم
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 ATPهــا و افــزايش توليــد اكســيداتيو در ميتوكنــدري
ســكوپي) را ميكروسيركولاســيون (گــردش خــون ميكرو

مواد شيميايي ماننـد  دهند. ليزر با آزادسازيافزايش مي
شود كـه همـراه بـا هيستامين سبب انبساط عروقي مي

ها سبب افزايش افزايش فسفوريلاسيون اكسيداتيو سلول
). افـزايش ميكروسـير 22گـردد (متابوليسم سلولي مـي

ــود  ــيون در بيضــه وضــعيت متابوليســمي را بهب كولاس
پس تابش ليزر اثر تحريكي بيولوژيك مهم بخشد كه مي

). تحــت تــإثير 37كنــد (در اســپرماتوژنز را توجيــه مــي
تـوان تغييراتـي در مرحلـه پـاكي تـن پرتوهاي ليزر كم

اسپرماتوسيت اوليه و اسـپرماتيدها در درجـات مختلـف 
شود و در نتيجه طـول فـاز سـيكل سـلولي در ايجاد مي

). از طـرف 38نمايـد (هاي ژرمينال تغيير ميانواع سلول
ويـژه بـا طيـف مـادون قرمـز ديگر پرتو ليزر كم توان به

)IR ــر روي ــا اث ــزايش توليــد تستوســترون ب ) ســبب اف
 FSH). تستوسـترون و 39شـود (هاي لايديگ ميسلول

براي اتصال اسپرماتيد و اجزاء سلولي سـرتولي ضـروري 
هـاي هستند. اسپرماتوزوئيدهاي در حال نمو توسط پـل

هم متصل هستند. اين شبكه سـلولي، لاسميك بهسيتوپ
طور فيزيكـي توسـط انشـعابات سيتوپلاسـمي وسـيع به

گردد. به علت ايـن كـه هاي سرتولي پشتيباني ميسلول
هـا، اسـپرماتيدها و اسـپرماتوزوئيدها از اسپرماتوتوسيت

انـد، ايـن اي جـدا گشـتهبيضـه-خون توسط سد خـوني
ادل مـواد غـذايي و هاي اسـپرماتوژنيك بـراي تبـسلول

هاي سرتولي وابسته هسـتند. سـد ها، به سلولمتابوليت
هاي در حال رشد را از حملـه هاي سرتولي، اسپرمسلول

نمايد و هنگام اسپرميوژنز ايمونولوژيك نيز محافظت مي
شـود و ايـن سيتوپلاسم اضافي اسپرماتيد از آن جدا مي

ي هـاهـاي سـلولقطعات سيتوپلاسمي توسط ليـزوزوم
  ).40شوند (سرتولي فاگوسيته و منهدم مي

هاي بنيادي و ليزر درماني را در تحقيقي كه اثر سلول
هاي درگير در اتوفاژي بررسي كرده باشد يافـت بيان ژن

درمـاني و نشد. نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه سلول
اي تنهايي و تركيبي تأثيري قابل ملاحظـهليزردرماني به

هاي بافت بيضه موش Beclin-1و  LC3هاي بر بيان ژن
درماني و ليزردرماني در مدل آزواسپرمي ندارد، اما سلول

دار ايـن تركيب با تمرينات ورزشي سبب كـاهش معنـي
ها و به نـوعي سـبب مهـار اتوفـاژي در بافـت بيضـه ژن

هــاي مــدل آزواســپرمي شــد. لــذا ممكــن اســت مــوش

يزردرماني درماني و لتمرينات ورزشي در تركيب با سلول
ــوش ــت بيضــه م ــاژي در باف ــار اتوف ــا مه ــدل ب ــاي م ه

آزواسپرمي القاء شده با بوسولفان اثـر حفـاظتي خـود را 
هاي اعمال نمايد و به اين طريق سبب بارور شدن موش

مدل آزواسپرمي شـود ولـي اظهـارنظر قطعـي نيازمنـد 
  باشد.پژوهش بيشتر در اين زمينه مي

  
  گيرينتيجه

ده شده است كـه در طور كلي در تحقيقات نشان دابه
و ممكـن اسـت  شودشرايط پاتولوژيك اتوفاژي فعال مي

آثار مخربي در بافت داشته باشد در پژوهش حاضـر نيـز 
القاي مدل آزواسپرمي توسط بوسولفان منجر به افزايش 

هاي درگير در اتوفاژي و به نوعي فعال شـدن مسـير ژن
ني دارد كه تمرين ورزشي در تركيب با سلول و ليزردرما

 ها و به نوعي مهار اتوفاژي ممكن است اثـربا كاهش ژن
حفاظتي خـود را اعمـال و بـه ايـن ترتيـب از نابـاروري 

  ها جلوگيري نمايد.موش
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