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  چكيده

- يدانهستند. م  ياسپرماتوژنز ضرور  ي بالغ برا  ياديبن  يعنوان سلول ها) به  SSCs  (ياسپرماتوگون   ياديبن  يسلول ها  زمينه و هدف:

 يتامين چون وها هم  يداناكس   يشود. آنت  يسلول ها و اسپرماتوژنز م  ينا  يستيز  يت) باعث اختلال در فعالEMF(يسيالكترومغناط  ياه

C  از    يناش   يها  يبآسEMF  از طر اكس  شكاه  يقرا  م  يداتيواسترس   يسلول ها  ينپاراكر  يگنالينگس  ينچنبخشند. هم  يبهبود 

  ي سرتول  ي مشتق از سلول ها  يو اگزوزوم ها  C  يتاميناثر و  يسه به مقا  يجه دارد. در نت  ياساس  يها نقشSSC  يزدر حفظ و تما  يسرتول

  . ه شد ها پرداختSSCدر   EMFاز   يناش يها يببر آس

  يها بررس SSC يفسفاتاز ين آلكال يتشد. فعال ينر نابالغ جداساز يموش ها يضه از ب يو سرتول ياسپرماتوگون يسلول ها روش كار:

پنج روز قرار گرفتند و توسط غلظت  ،  ساعت  يك تسلا به مدت    يليم  ٥/٢هرتز و شدت    ٥٠  يسالكترومغناط  يدانها در معرض مSSCشد.  

ها  C  يتامينو  ينه به ز  يمارت  وممختلف اگزوز  يو غلظت  ا  ييزا  يكلون  ييتوانا  يستايي،شدند. سپس  آپوپتوز    يسلول ها بررس   ينو 

  د. گردي

ژن    يانب  يش دست آمده با افزاه  ب  يجنتا  ينچن  ها شد. همSSCهسته    ييراتو تغ  ييزا  ي كلون  يستايي،باعث كاهش ز  EMF  يافته ها:

ها SSCدر    EMFشده توسط    ئالقا  ييراتو اگزوزوم ها باعث بهبود تغ  C  يتاميند. افزودن وگردي ييد تأ SODو كاهش ژن    ٩كاسپاز  

  بود  C يتاميننسبت به و  يشتريب شاثرات بهبود بخ  يوجود اگزوزوم ها دارا ينشد، با ا
اثربخش  يافته   :يريگ  يجهنت   محيط  يزر  يها  يبتواند آس  ينشان داد كه م  يد جد   يعامل درمان  يكاگزوزوم ها را به عنوان    يها 

SSC ها را پس از قرار گرفتن در معرضEMF كند.  يابيباز  

  

  . آپوپتوز يسي،الكترومغناط يها  يداناگزوزوم، م ي، سرتول ي،اسپرماتوگون يادي بن يسلول ها واژه هاي كليدي:

  مقدمه 
و استفاده روز    يتكنولوژ  يشرفت پ  يراخ   ي در سال ها

بشر   يزندگ  يكيو الكترون  يكيالكتر  يزاتافزون از تجه 

استفاده    ياز عوارض جانب   يكيرا ساده تر كرده است، اما  

ا تول   ين از  ها    يسي الكترومغناط  ي ها  يدان م  يددستگاه 

)EMF  است كه قرار گرفتن در معرض آن ها اجتناب (

م  يرناپذ و  بشر    يزندگ  يبرا  يديتهد  تواند  ياست 

گذشته، مطالعات نشان    ي دهه ها  ي ). ط٩محسوب شود(

  EMFمدت در معرض    ي داده اند كه قرار گرفتن طولان

مخرب اثرات  است  س  يممكن  داشته    يدتول  يستمبر  مثل 

چون  هم  يمختلف   يطينسبت به عوامل مح  يضه). ب١٤باشد(
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  يار بس يمياييش  يالتهاب، تشعشعات و داروها يپرترمي،ها

ا و  است  م  ين حساس  آپوپتوز    ي عوامل  به  منجر  تواند 

ها نابارور  يجنس  يسلول  نتا٤شود(  يو    يقات تحق  يج). 

ب اثرات  مورد    يارمتناقض بس  EMF  يولوژيكمختلف در 

  ي مولكول  يها   يسم بوده و تفاوت ها عمدتاً مربوط به مكان

است، كه هنوز هم كاملاً   EMFبه  يپاسخ سلول  ي احتمال

  ي سلول  يپاسخ ها  يناز اول  يكي).  ٢٠(استدرك نشده  

ها فركانس  ها  يدتول   EMFمختلف    ي به  فعال    يگونه 

ساROS(يژناكس و  است.    يها  يكالراد  ير)  آزاد 

داده كه افزا نشان  در    يماًمستق   ROS  يدتول  يش مطالعات 

ها   ين پروتئ يپيدها،مانند ل  يسلول ياجزا  يداتيواكس يبآس

اس دارد(  يكنوكلئ   يدهايو  ا١٥نقش  بر  به   ين،). علاوه 

تول  ي خوب است كه  حد    يش ب  يدمشخص شده    ROSاز 

ژن ها و    يانب  ييرتغ   ي،در چرخه سلول  ييراتتغ  يجادباعث ا

- يم  يميآنز  يرو غ   يميآنز   يدانياكس   ي آنت   ي ها  يسممكان

مح١٠شود( عوامل  م  هم  يطي).    ي ها  يدانچون 

و    يداتيواسترس اكس   يقتوانند از طر   ي م  يس الكترومغناط 

  ي اثرات منف   يدانياكس   يآنت  يدفاع   ي ها  يستم در س   لالاخت

نت   ينددر فرآ مردان داشته    ي بارور  يجه اسپرماتوژنز و در 

است    ينيتكو  يچيدهپ  يندفرآ  يك). اسپرماتوژنز  ٣٥باشند(

از    يدهاپلوئ  يتخصص   ياربس  يكه به موجب آن اسپرم ها

)، SSCs(ياتوگون اسپرم  ياديبن   يسلول ها  يزو تما  يرتكث

).  ١٣شوند( ي م يدتول يوژنزها و اسپرم سپرماتوسيت ا  يوزم

SSC  ها سلول  عنوان  به  و  ياديبن   ي ها  با    يژگي بالغ 

مسئول اسپرماتوژنز مداوم در طول   يضه،در ب  ييخودنوزا

فعال   يزندگ و  هستند    ينا  يولوژيكي ب  يها   يتمردان 

تشعشات   ياو  يمياييمواد ش يرتواند تحت تأث يها مسلول

گ تع٢٤(يردقرار  تما  ييخودنوزا  ين ب  يقدق  ادل).   يز و 

SSC اهم بارور  ياديز  يتها  حفظ  دارد.   يدر  مردان 

  يا   يزمحيطها در طول اسپرماتوژنز توسط ر  SSC  يت فعال

از    يم   يمتنظ   يضهب  يچن كه  ها  SSCشود  سلول  و    ي ها 

شده   يلتشك   يسرتول  يخصوص سلول ها ه  ب   يكسومات

  اي فاكتوره  يدتول   يلبه دل  يسرتول  ي). سلول ها٢٥است(

  ي نقش مهم  يمنيا يستم كننده س  يلو تعد يزيتما ي،مغذ

ا ا  يزمحيطير  يجاددر  ها   يم  يفامناسب  سلول    ي كنند. 

و سا  يسرتول چون    ها هم  يتوكاين عوامل مختلف رشد 

نوروتروف ها  يكفاكتور  سلول  از    ي مشتق 

هاGDNF(يالگل سلول  فاكتور  )،  SCF(ياديبن   ي)، 

فاكتور رشد    ،)BMP4(٤استخوان    يك مورفوژن  ينپروتئ 

اپFGF2(٢يبروبلاستف رشد  فاكتور  و  EGF(يتليال)،   ،(

  ي سرتول  يسلول ها  يقت). در حق٣٦كنند(  ي ترشح م  يرهغ

طر مستق  يقاز  آندوكر  ي،سلول  يمتعاملات  و   ين ترشح 

را    يادي ز  ي و ارتباط  يگنالينگس   يرهاي خود مس  ين پاراكر

ها و    SSCسرنوشت    يتكنند كه در نها يم  گري يانجيم

تأث   سپرماتوژنزا م  يررا تحت    ينچن   ). هم٢٦دهد(  يقرار 

ب  يدجد  يسم مكان گذشته    يسلول   ين انتقال  دهه  دو  در 

وز صورت  به  كه  شده  خارج    يها  يكولكشف 

  ي ارتباطات درون سلول  ين) است و در كنترل اEVسلول(

  چند سال گذشته، مشخص شده   ي). در ط٢٣نقش دارد(

ا م  ي ها  يكول وز  ين است كه  از    يخارج سلول را  توان 

ما و  ها  سلول  مختلف  استخراج    يولوژيكيب  يعاتانواع 

ا و  حاو  يكولوز  ينكرد  ها  يها  از    يمختلف  يعوامل 

فاكتورها سا  يجمله  ها،    mRNAها،    يتوكاين رشد، 

microRNA  ل و  م  يستيفعال ز  يپيدهايها  - ياست كه 

بست بر  فرآ  ياريواند  و    يزيولوژيكيف  يندهاياز 

وز١٨(ذاردبگ  يرتأث   يزيولوژي پاتوف خارج    يها  يكول). 

گروه طبقه    ٣آن ها در    يزتوان براساس سا  يسلول را م

ها  يبند اگزوزوم  ، nm 150 -30  ( كرد:   (

  يك ) و اجسام آپوپتوتnm 1000 -100ها(يكرووزيكولم

(nm 1000<) )محموله  ياگزوزوم ها حاو  يژه،). به و١٦ -

براساس نوع سلول منشاء خود    يبات از ترك   ي خاص  ياه

پندهست ها  اگزوزوم  ها  يام.  در   ياتيح  يرسان  و  هستند 

نقش دارند    يمختلف   يو پاتولوژ  يزيولوژيكي ف  يندهايفرآ

م برا  يو  آن   يمتعدد  يدرمان  يكاربردها  يتوان  ها  از 
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- نشان داده   يمطالعات متعدد  ين چن   ). هم٣٧استفاده كرد(

با دفاع    ياهيگ   يباتترك  يدانياكس   ي آنت   يت ند كه خاصا

اكس  م  يداتيواسترس  و  است  ارتباط  اثرات    يدر  تواند 

  ي آنت  يدفاع   ي ها  يستم). س٣٠را كاهش دهد(  EMFيمنف 

  ي را برا  يعيمحافظت طب   يرامهم هستند ز ياربس  يدانياكس

ها بافت  راد  يهمه  اثرات مضر  برابر  در    ي ها   يكالبدن 

م فراهم  و  ي آزاد    يك آسكورب  -C)L  يتامين كنند. 

مهم در نظر    يداناكس   يآنت  يك) به عنوان  Vit C)(يداس

و    يكيمتابول  يندهاياز فرآ  ياريشود و در بس  يگرفته م

كند و از سلول ها در برابر    يم  يفا را ا  يالتهاب نقش مؤثر

اكس م  يداتيوصدمات  محافظت  ). ٢٩كند(  يمختلف 

  يد از تول  نينااطم  يبرا  يشگاهيآزما  يطدر شرا  C يتامين و

  ردن آپوپتوز و فعال ك  يها   يگنال، مهار سROSمناسب  

كشت اضافه    يها  يطبه مح  يضد آپوپتوز  يها  يگنالس

  يق از طر  C  يتامين). مطالعات مختلف نقش و٣٤شود(  يم

مستق  فعال   ROS  يمدفع  بهبود  - يآنت  يها  يمآنز  يتو 

جلوگ  يدانيكسا آس  يريدر  از    يناش  يسلول   يها  يباز 

اسپرماتوژنز موش را گزارش كرده    يندتشعشعات در فرآ

ها و اگزوزوم  يسرتول  يسلول ها   نقش ). با توجه به  ٨اند(

پاراكر  يكبه عنوان   ا  ين،عامل واسطه گر  از    ينهدف 

بررس مقا  يمطالعه  ها  يسهو  اگزوزوم  بهبودبخش   ياثر 

- هم   يدانياكس   يبا آنت   يسرتول   يمشتق شده از سلول ها

و آس  C  ن يتاميچون  م  يناش  يها  يببر    يدان از 

ها  EMFهرتز    ٥٠يس الكترومغناط  سلول    SSC  ي در 

  است.

  و روش ها  مواد
  حيوانات 

نژاد  يها  موش نر  در    ٣-٦( NMRIنابالغ  روزه) 

تحق   يوانخانهح   ينتكو  يكاربرد  يولوژيب   يقاتمركز 

- يي ساعت چرخه روشنا  ١٢استاندارد    يطدر شرا  يجانور

آزاد به آب و   يو دسترس  C  ° 22  ± 2 يدما  يك،ارت

نگهدار ها  يهشدند. كل  يغذا  در    يروش  استفاده  مورد 

- در پژوهش  خلاقا  يتهپژوهش بر طبق مصوبات كم ين ا

اسلام  يپزشك   يستز  يها آزاد  مشهد   يدانشگاه  واحد 

  ). IR.IAU.MSHD.REC.1398.088انجام شد(

    ياسپرماتوگون يو كشت سلول ها جداسازي

ها   جداسازي از    ياسپرماتوگون  يسلول  استفاده  با 

آنز هضم  ا  يميروش  مرحله  تغ  يدو    ي جزئ  ييراتبا 

نر    يموش ها  يضهصورت گرفت. به طور خلاصه، بافت ب

مح  به  و  شده  جدا  آنز  يط نابالغ    ي حاو   يميهضم 

ه   IV ،DNaseكلاژناز صورت    يالورونيدازو  به  و  اضافه 

- به قطعات كوچك برش داده شد. سپس نمونه  يكيمكان

مدت   به  انكوباتور    يقهدق  ١٥ها  داخل    ٥و    C ° 37در 

به نمونه ها اضافه    يپسين قرار داده شد و تر  CO2درصد  

با    يسلول   يونشد. پس از گذشت زمان مناسب،  سوسپانس

شد. در مرحله دوم   يفوژسانتر   يقهدور در دق  ١٢٠٠سرعت  

آنز سلول  يمي،هضم  مح  يپلت  تازه    يطمجدد در  هضم 

  ي سلول ها يونشدند.سپس سوسپانس   يفيوژو سانتر هانكوب

  يط در مح يبه صورت هم كشت يو سرتول ياسپرماتوگون 

كشت داده   FBSدرصد    ١٠  يحاو  DMEM-F12كشت  

  ).  ٢٦شدند(

  اگزوزوم   يو خالص ساز جداسازي

  ي مشتق از سلول ها  ي اين مطالعه از اگزوزوم ها  در

قبل  يسرتول مطالعه  در  همكاران    ي كه  و  سالك  توسط 

شد(  يجداساز استفاده  بود،  گرديده  شناسايي  ). ٢٨و 

جداساز  ين بد منظور  به  كه  ابتدا   يصورت  اگزوزوم، 

ها پروتكل    ي سرتول  ي سلول  از  استفاده    Scarpinoبا 

سوسپانس خلاصه،  طور  به  شدند.    ي سلول   يوناستخراج 

  ين از لكت  يدهپوش  يبه فلاسك ها  يميحاصل از هضم آنز

انكوباس از  پس  شد.  به    ي سرتول   ي هاسلول    يون، اضافه 

چسب  فلاسك  ها  يدهكف  سلول  مح   يو  از    يط شناور 

نها در  شدند.  ها  يتحذف  مح   يسرتول  يسلول    يط در 

كشت    DMEM-F12كشت   اگزوزوم  استخراج  جهت 

زماني كه    ي،هاي سرتول   ولداده شدند. محيط كشت سل
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درصد از فلاسك    ٨٠الي    ٧٠سلول ها تراكم در حدود  

  ٤٨الي    ٢٤مدت  را كسب كردند، حذف شد. سپس به  

شدند.  داده  كشت  سرم  فاقد  كشت  محيط  در  ساعت 

رو محلول  آور  يطمح  يسپس  جمع  و   يكشت 

سانتراگزوزوم با  ها  يفيوژها  سرعت   gمختلف(  يبا 

ساز100000 خالص  نهاي گرد  ي)  در  و  رسوب    يتد 

  حل شد.  PBSدر  ياگزوزوم

  فعاليت آلكالين فسفاتاز   ارزيابي

برا  ينآلكال  فعاليت  ها   ييشناسا  يفسفاتاز    ي سلول 

كلون  يالاسپرماتوگون   ياديبن  شد.  به    SSC  يها  يانجام 

)  گراد   سانتي  درجه  ٤(  ٪ ٤  يددر فرمالدئ  يقهدق  ١٥مدت  

تر محلول  با  بار  دو  سپس  و  شدند  داده  شسته    يس قرار 

نفتل فسفات    ي) و به سلول ها سوبستراpH  = ٩/٨شدند (

  ٢٠اضافه شد و به مدت  درصد  ٠٦/٠ونمك ويوله    ٠١/٠

سانت  ٣٧در    يقهدق انكوبه شدند. سرانجام،    گراد   يدرجه 

  يكروسكوپ سلول ها دو بار با آب مقطر شسته و در زير م 

  ).٢٦معكوس مشاهده شدند(

  يش آزما طراحي

تول   به فركانس    يسيالكترومغناط  يدانم  يدمنظور  با 

الكترومغناطEMFكم( مولد  دستگاه  از  و  يس )  (طراحي 

تكويني   شناسي  زيست  تحقيقات  مركز  در  شده  ساخته 

دانشگاه آزاد اسلامي مشهد توسط دكتر بهارآرا) استفاده  

ها٦شد( سلول  م  يالاسپرماتوگون  ي ).  تاثير    يدان تحت 

 ٥/٢) و شدت  Hzهرتز(  ٥٠  كانسبا فر  يسيالكترومغناط 

 ١روز و در هر روز به مدت    ٥) به مدت  mTتسلا(  يليم

شاهد   يسپس سلول ها در گروه ها  ساعت قرار داده شد.

گروه شاهد   -١قرار گرفت:    يمورد بررس  يرز  يو تجرب

ت  يعيطب  يط(شرا فاقد  و  سلول  گروه    -٢)،  يماركشت 

(در EMFگروه  -٣دستگاه خاموش،  يشگاهيشاهد آزما

امواج   ت   ٥٠معرض  بدون  شاهد    -٤)،  يمارهرتز  گروه 

  با   يمار هرتز و ت٥٠(در معرض امواج  PBS  يشگاهي آزما

PBS   ،(يتامين گروه و -٥به عنوان حلال اگزوزوم  C  در)

  μg/ml40  ينهبا غلظت به   يمارهرتز و ت  ٥٠معرض امواج  

امواج    -٦)،  ٣٤)(C  يتامينو معرض  اگزوزوم(در  گروه 

ت  ٥٠ و  هاي هرتز  غلظت  با  در    ي مار  اگزوزوم).  مختلف 

ساعت) به    ١روز/  ٥دوره امواج(  يانهمه گروه ها پس پا

  ي باق  يعيطب   يط در شرا  يكاورير  ساعت جهت  ٤٨مدت  

آنال سپس  و  گرفت    يزهاي مانده  صورت  نظر  مورد 

  ). ٣١شد(

  MTTسلول ها  با روش  يستاييز بررسي

با استفاده    ياسپرماتوگون  ياديبن   يسلول ها  زيستايي

 يدانها در معرض م  SSCشد. ابتدا    يين تع  MTTاز روش  

ها   ٥٠  يس الكترومغناط  غلظت  با  و  گرفتند  قرار    ي هرتز 

)  يترل يليبر م يكروگرمم ٣٠و  ٢٠،  ١٠مختلف اگزوزوم(

) همانطور كه در  يترل يليبر م يكروگرمم ٤٠(C يتامين و و

شدند. پس از    يمارشرح داده شده بود، ت   يش طرح آزما

آزما  يانپا ارز  يستاييز  يش دوره  ها  شد.    يابي سلول 

كشت سلول ها اضافه  و به مدت    يط به مح    MTTمحلول  

رويي سلول ها خارج    يطساعت انكوبه شدند. سپس مح   ٤

 ٥٦٠به سلول ها اضافه شد. جذب نوري در    DMSOو  

  ).١٠خوانده شد( مترنانومتر با استفاده از اسپكتروفتو

  ي كلون  يلتشك  آزمون

و   EMF  يرها تحت تاث   SSC  يكلون   يلتشك   توانايي

  ي قطر و تعداد كلون  يبا بررسدر روز هفتم كشت    يمارهات

م  ياسپرماتوگون  يها   يكروسكوپ توسط 

، توك  افزار    يومعكوس(المپوس  نرم  ژاپن)و   ،Image J  

  ).٣قرار گرفت( يمورد بررس

    DAPIآميزي هسته اي  رنگ

منظور ارزيابي مورفولوژي هسته ها از رنگ آميزي    به

DAPI    .استفاده شدSSC    ٦  يتدر پل  ١×١٠٦ها به تعداد 

ت از  داده شد. پس  مدت    يمارخانه كشت  به  ها   ٥سلول 

 ١٠به مدت    DAPIبا متانول ثابت شدند و با رنگ    يقهدق

آم  يقهدق نها  يزي رنگ  در    ييرات تغ   يت شدند. 
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و    يروسكوپ فلورسانس بررسيكتوسط م  يكيمورفولوژ

  ).٦شد( يعكس بردار

  Real-Time PCRبيان ژن توسط   ييرات تغ بررسي

در سطح    ي مولكول  يابي ارز  يبرا  يش آزما  يانتها  در

بر اساس    cDNAو سنتز    RNAژن، ابتدا استخراج    يانب

  ير تأث ي پارس توس انجام شد. جهت بررس يت پروتكل ك 

EMFيتامين و  يمارهاي ، ت  C    و اگزوزوم استخراج شده از

  يان سطح ب  SSC  يسلول ها  يبر رو  يسرتول  يسلول ها

آنت  آپ  SOD  يداناكس   ي ژن  توسط    ٩-كاسپاز   وپتوزي و 

ارز  Real Time -PCRروش   قرار    يابي مورد 

). ٣٩گرفت(

  
  .Real Time –PCRتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در آناليز -١جدول 

Reverse 5ʹ _  3ʹ  Forward 5ʹ_ 3ʹ  Gene 
ACCACAGAGCAGGGATTCAAGTACC  TGGTCAGACCCGCTTATGTGTCAG  SOD  

GAGAGAGGATGACCACCACAAAG GAAGAACGACCTGACTGCCAAG Caspase9 
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC  GGCACCACACCTTCTACAATG  β-actin  

  ي آمار تحليل

افزار    يآمار  آناليز نرم  آزمون  Prismتوسط   ،

ANOVA    تست منظورمقا  Tukeyو  ها    ي  يسه به  داده 

دار در نظر گرفته    يمعن   P  >٠٥/٠صورت گرفته و  سطح  

  شد. 

  نتايج 
  فسفاتاز  ين آلكال فعاليت

ها  پس  سلول  كشت    ي، اسپرماتوگون  ياديبن  ياز 

-٣سلول ها در سطح فلاسك  گسترده شدند.  با گذشت  

ها  ٤ سلول  كشت،  از  به    ياسپرماتوگون   ياديبن  ي روز 

كلون  ا  يصورت  شدند.  نظر    يكلون   ين مشخص  از  ها 

  يل ما يفسفاتاز مثبت بودند و به رنگ آب  ينآلكال  يت فعال

رنگ    ينبودند. ا  شخيصقابل ت  ي سلولها  ير به بنفش از سا

  ي فسفاتاز  ينآلكال   يبالا  يتها نشان دهنده فعال   يدر كلون 

است كه از    ياسپرماتوگون  يادي بن   يسلول ها  يتوده ها

   رود. يبه شمار م يادي سلول بن  يماركرها

  
فعاليت آلكالين :روز). ب ٣-٦استخراج شده از بيضه موش هاي نابالغ( SSCتصوير ميكروسكوپي كلوني سلول هاي  :الف-١شكل 

 فسفاتازي مثبت كلوني ها.
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  سلول ها   يستاييز

  يتامين اثرات بهبودبخش و  يسهو مقا  يمنظور بررس  به

C  ها اگزوزوم  سرتول  يو  از  در    يها  SSCبر    يمشتق 

سلول ها با استفاده از روش    ينا  يستايي، زEMFمعرض  

MTT  ما نشان داد در    يجشد. نتا  يبررس  يشآزما  ياندر پا

به طور    EMFها در گروه    SSC  يستاييبا كنترل ز  يسهمقا

توجه  كه  >٠٠١/٠Pاست(  يافته كاهش    ي قابل    ينا) 

به  غلظت  در  غلظت    C  يتامينو  ينه كاهش    ١٠μg/mlو 

است. در    >P  ٠١/٠و    >P  ٠٥/٠در سطح    يباگزوزوم بترت

  يناز اگزوزوم ا  μg/ml  ٣٠و    ٢٠  يدر غلظت ها  كه  ي حال

معن ن  يكاهش  هم١نمودار (يستدار  و   يهتجز  ين چن  ). 

  شان ن  EMFبا گروه    يسهها در مقا SSCبقا    ي آمار  يل تحل

سلول ها در غلظت    ين ا  يستايي دار ز  يمعن  يش دهنده افزا

اگزوزوم در سطح   ٣٠μg/mlو غلظت    C  يتامين و  ينهبه

٠٥/٠  <P  ٢٠در غلظت    يش افزا  ين است كه ا  μg/ml   به

دار است.   يمعن   >P ٠١/٠در سطح  يطور قابل ملاحظه ا

ا برا  ين متعاقباً،  تحل  يه تجز  يغلظت  ا  يشترب  يلو    يندر 

استف  هم  ادهمطالعه  معن   ين چن   شد.  در    يدار  ي تفاوت 

آزما  ي گروها  يستاييز  يسهمقا   يشگاهي شاهد(شاهد 

آزما كنترل)(شاهد  گروه  با  خاموش    يشگاهي دستگاه 

PBS    با گروهEMFگروه  ين از ا  ين ) مشاهده نشد، بنابرا -

  آزمون ها صرف نظر شد.  يرشاهد در سا ياه

  ي آزمون كلون

ها پس از قرار    SSC  ييزا  يكلون   يي پژوهش توانا  ين ا  در

اگزوزوم  يماريت يدر گروه ها EMFگرفتن در معرض 

  ين ا  يج قرار گرفت. نتا  يسهو مقا  يبررس مورد    C  يتامينو و

دار در تعداد    يباعث كاهش معن  EMFنشان داد    يبررس

  يتامين ) و افزودن و>٠P/ ٠٠١شود (  ي ها م  ي و قطر كلون

C  كشت باعث بهبود تعداد و قطر    طيبه مح  مو اگزوزو

  يشافزا  ينشد كه ا  EMFبا گروه    يسهها در مقا  يكلون

 يش ) افزاμg/ml  ٢٠ها در گروه اگزوزوم(  ي تعداد كلون

  C (40μg/ml) يتامين نسبت به گروه و ي قابل ملاحظه تر

در هر دو   يقطر كلون  يش افزا  ي). در حال٢نمودار  داشت(

تفاوت    >٠١/٠P  زوزم و اگ  يتامين و  يماريگروه ت بود و 

  يده و اگزوزوم د  يتامينو  يماري گروه ت  ين در ب  ي داري  معن 

  . نشد

  

  
) و ٤٠μg/ml( Cو تيمار با غلظت بهينه ويتامين  EMFپس از قرار گرفتن در معرض  SSCبررسي زيستايي سلول هاي  -١نمودار
  .  )μg/ml ٣٠ و ٢٠،  ١٠(اگزوزوم مشتق شده از سلول هاي سرتولي  مختلف هاي غلظت

  شاهد  گروه  مقايسه با در را معناداري ) اختلاف  *>٠٥/٠P ,** >٠١/٠P  ,***>٠٠١/٠P( Pشده است. مقدار  داده   نمايش SD ± ميانگين  صورت  به ها داده 

  دهد.  مي نشان EMF گروه  مقايسه با در را معناداري ) اختلاف  #>٠٥/٠P ,## >٠١/٠P  ,###>٠P/ ٠٠١(  Pمقدار  دهد. مي نشان
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ها در گروه هاي تيماري. الف. بررسي تعداد كلوني ها. ب. بررسي قطر كلوني   SSCبررسي و مقايسه توانايي كلون زايي  -٢نمودار
  ها.

 دهد. مي نشان  شاهد  گروه  مقايسه با  در  را معناداري  ) اختلاف  *>٠٥/٠P ,***>٠٠١/٠P( Pشده است. مقدار  داده   نمايش SD ± ميانگين  صورت  به ها  داده 

  دهد.  مي نشان EMF گروه  مقايسه با در  را معناداري اختلاف)  #>٠٥/٠P ,## >٠١/٠P  ,###>٠٠١/٠P( Pمقدار 

 DAPIرنگ آميزي 

داد   نشان  ٢نيز در شكل    DAPI  آميزي  رنگ  نتايج

  قطعه قطعه شده و تغيير    EMFها در گروه    SSCكه هسته  

نشان دهنده وقوع آپوپتوز  يافته  از    است كه  پس  است. 

هسته   تغييرات در  اين  ها  سلول  از   كمتري  تعداد  تيمار 

و بويژه    Cخود نشان دادند كه بيان گر اثر مثبت ويتامين  

اگزوزوم در محيط كشت و استرس اكسيداتيو ناشي از  

EMF  .باشد  

  Real-Time PCRژن توسط  انيب

ها  اني ب  سطح  د ي سوپراكس   يداني اكس  ي آنت   ي ژن 

) در  Cas 9(٩كاسپاز    يژن آپوپتوز ) و  SOD(سموتازيد

به   ت  EMFپاسخ  و اگزوزوم توسط    C  ن يتامي با و  ماري و 

Real-Time PCR  نتا  ي ري اندازه گ نشان داد   جيشد.  ما 

پس از قرار گرفتن در    ي اسپرماتوگون  يكه در سلول ها

در    ن ي چن  . همافتي  ش يفزاا  ٩سطح كاسپاز    EMFمعرض  

نسبت به كنترل مشاهده شد.    SOD  اني گروه كاهش ب  ن يا

و    C  ن ي تاميو  يژن ها در گروه ها  ن ي ا  اني كه ب  يدر حال

و كاهش   يداني اكس  يژن آنت  اني و ب افتياگزوزوم بهبود 

  .) ٣يافت(نمودار  ش يافزا ٩كاسپاز
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  با و تاثير مثبت تيمار EMFقرار گرفتن در معرض   از پس SSCسلول هاي  هسته  در تغيير دهنده  نشان DAPI آميزي رنگ -٢شكل 
  واگزوزوم هاي مشتق از سرتولي در تغييرات هسته.  Cويتامين 
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) در سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني تيمار شده  Cas9(   ٩) و كاسپازSODديسموتاز (   ژن هاي سوپراكسيد   تغييرات  الگو بيان  -٣نمودار

) سرتولي  از  مشتق  هاي  اگزوزوم  ويتامين  μg/ml٢٠با  بهينه  غلظت  و   (C  )μg/mlميدان  ٤٠ معرض  در  گرفتن  قرار  از  پس   (
  هرتز.  ٥٠الكترومغناطيس 

  
  

0

0/5

1

1/5

2

2/5

Control EMF EMF+EXO20 EMF+VitC

Re
la

tiv
e 

N
or

m
al

iz
ed

 E
xp

re
ss

io
n 

SOD

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

Control EMF EMF+EXO20 EMF+Vit C

Re
la

tiv
e 

N
or

m
al

iz
ed

 E
xp

re
ss

io
n 

Caspase 9



   EMF  80در معرض  يها SSCبر  Cنيتام ياگزوزوم و و سه يمقا              

  بحث و نتيجه گيري 
ها دل  ياسپرماتوگون   يادي بن  يسلول    يي توانا  لي به 

  ت ي و قابل   ياد ي بن   يسلول ها  ريدر حفظ ذخا  ييخودنوزا

تكو  يزيتما در  عامل    ن ي خود  عنوان  به  اسپرماتوزوآ 

  نيچن  ). هم٧شوند(  يدر نظر گرفته م  يحفظ بارور  ياصل

ها ها  يسرتول   يسلول  سلول  عنوان  ب  يبه    ضه ي پرستار 

م  وظ  يشناخته  كه  پشت  ياصل  فه يشوند  ها    ي بان ي آن 

  ني ها است. ا SSCرشد   يبرا  ي ا  هيو تغذ  ي من يا  ، يكيزي ف

ها به طور    SSC  زيو تما  ر ي سلول ها به منظور كنترل تكث 

طر  ميمستق  از  فاكتورها  ق يو    ن، يآندوكر  ژهيو  ي ترشح 

  جه ي ). در نت ١٩با آن ها ارتباط دارند(  ن يو اتوكر  ن يپاراكر

  ط ي مح  زير  كي  اه  SSCو    يسرتول  يارتباطات سلول ها

و    نيتواند تكو  ي كنند كه م  ي م  جاد يا ضهي مناسب را در ب 

فراهم كند.   يعملكرد  يها را به اسپرم ها   SSCسرنوشت  

چون    هم  يطي عوامل مح   ري تحت تأث  طيزمحير  نيا  ريي تغ

خود    يم   س ي الكترومغناط   يها  داني م تعادل  بر  تواند 

تأث  SSC  زيو تما  يينوزا   ل بگذارد و منجر به اختلا   ري ها 

و ارتباطات،    ي). در عصر تكنولوژ١در اسپرماتوژنز شود(

مختلف در    يبا فركانس ها  ياديز  يسي منابع الكترومغناط 

اطراف ما وجود دارد. مطالعات مختلف در مورد    طي مح

به    ي متناقض  جينتا  ي كيولوژي ب  ي ها  ستمي در س   EMF  ر ي تأث

نم و  است  داشته  دق   يهمراه  طور  به  خنث   قي توان    ، ياثر 

). ٢٢كرد(  ديي را تأ  يسي الكترومغناط   داني مثبت م  اي  يمنف 

ا اند كه   يشماري ب  يوجود مطالعات علم  ن يبا  نشان داده 

اندام ها در    ن ياز حساس تر  يك يمثل مرد    دي دستگاه تول

الكترومغناط  تشعشات  در    يسي برابر  گرفتن  قرار  و  است 

منف   EMFمعرض   طرز  ها   SSCبر    يبه  سلول  و    ي ها 

نت   يسرتول در  تأث   روندبر    جهيو  - يم  ري اسپرماتوژنز 

مضر  ٣١گذارد( اثرات  مورد  در  مختلف  در مطالعات   .(

EMF  اكس استرس  سطح  ها  و،ي داتي بر  سلول    ي تعداد 

تغ  يآپوپتوز شده    كيستوپاتولوژي ه   راتيي و  بحث 

  ي قبل  ي در پژوهش ها  يمشابه ا   جينتا  ،ني چن  ). هم٢است(

  ٥٠(EMF  ي اثر منف   يما گزارش شده است، در مطالعه ا

  ي ها  ب ي و آس  ي اسپرماتوگون  يادي بن  ي ) بر سلول هاهرتز

از آن پس از گذشت دوهفته را گزارش    يناش  وي دات ي اكس

ا  ميكرد ت  بي آس   ن يكه    ي با اگزوزوم ها   ماري ها پس از 

سرتول از  ا  يمشتق  ملاحظه  قابل  در  افتي  يكاهش   .

اسپرم    يبر پارامترهاEMF آور    انياثر ز  گر،يد  يپژوهش

). باتوجه به  ٥موش ها را نشان داد(  يجنس   يو هورمون ها 

اثر    سهيو مقا  يمطالعات در پژوهش حاضر به بررس  نهي شي پ

  ي سرتول   ي مشتق از سلول ها  ي و اگزوزوم ها  C  ني تاميو

م  SSC  يدر سلول ها معرض  قرار گرفتن در    دان ي پس 

  ي تسلا درط   يلي م  ٥/٢هرتز و شدت    ٥٠  س يالكترومغناط 

پرداخت   ٧ شدروز  نتاه  داد    يبررس  ن يا  جي.    EMFنشان 

معن  كاهش  ز  يباعث  توانا  ييستايدار  زا  ييو    يي كلون 

SSC  فلورسنت    ريتصاو  ن ي شود. علاوه برا  يها مDAPI  

  ني پتوز در اآپو  ش يدر هسته و افزا  راتيي نشان دهنده تغ

به عنوان    ٩كاسپاز    اني ب  ش يبا افزا  جينتا  ن يسلول ها است. ا

ب  ن يچن  شاخص آپوپتوز و هم  كي   ي ژن آنت  اني كاهش 

تر  ديي تأ  SOD  ي داني اكس محتمل    ج ينتا  حي توض   نيشد. 

شده ئ  القا ROSو تجمع  دي تول   ش يتواند افزا يحاصل م

در سلول ها باشد كه كاهش قابل ملاحظه    EMFتوسط  

SOD  و ي دات ي موضوع است و استرس اكس  ن يا  گراني ب  زي ن  

و    ضه يب  چيعدم تعادل، منجر به اختلال در ن  ن ي از ا  يناش

توسط    يمشابه  ج ينتا  ن؛يچن   . همشودعملكرد اسپرماتوژنز  

ظرف دهنده  نشان  مختلف،  تول EMF  تي مطالعات    د ي در 

در    و ي دات ي استرس اكس  يآزاد و نقش اساس   يها  كاليراد

بقا  ري مس  مي تنظ  كاهش  و  كاسپاز  به  وابسته    ئ آپوپتوز 

  Koziorowskaما،    يها  افتهي). مشابه  ٣٢باشد(  ي م  يسلول

گرفت قرار  كه  دادند  گزارش  همكاران  معرض    ن و  در 

EMF   تسلا باعث    يلي م  ٥/٢هرتز و شدت    ٥٠با فركانس

شده    ياسپرماتوگون  يدر رده سلول  ري و تكث  ئكاهش بقا

م نشان  معرض    يو  در  مداوم  گرفتن  قرار    EMFدهد 

- ). مطالعه٢١دهد(  ريي ممكن است روند اسپرماتوژنز را تغ
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  ي سي الكترومغناط   داني اثرات م  سهيبه مقا  ٢٠١٧در سال    يا

مداوم(  يپالس رو  ٥٠و  بر  ها  يهرتز)    ي سلول   ي رده 

و   ياسپرماتوگون  نظر  از  و    يلول س  ي ها  يژگيموش 

نتا  يشگاهيآزما  طيدر شرا  يياي مي وش ي ب   ني ا  جيپرداخت. 

  و يداتي استرس اكس   ئباعث القا  EMFمطالعه نشان داد كه  

- و آپوپتوز در سلول  يو به دنبال آن توقف چرخه سلول 

ها٣١شود(  يم   ياسپرماتوگون  يها گزارش    ر ي اخ  ي). 

حفظ    يبرا  دي با خواص مف  يبات ياز استفاده از ترك  يحاك

مضر   اثرات  برابر  در  اسپرماتوژنز  كه    EMFروند  است 

زميم در  نابارور  نهي تواند  كننده    دواري ام  يدرمان 

  C  ن يتاميپژوهش، ما اثر بهبودبخش و  ن ي). در ا٢٧باشد(

ها اگزوزوم  سرتول  يو  از  ها  يمشتق  سلول    ي در 

  ي بررس EMFپس قرار گرفتن در معرض  يرماتوگون اسپ 

مقا پژوهش  جينتا.  گرديد  سهيو  اين  در    ش يافزا  حاصل 

توانا  ييستايز مقا  SSC  يي زا  يكلون   يي و  در  با    سهيها 

و    SODژن    اني ب  ش يافزا  ن يچن   نشان داد. هم  EMFگروه  

كاسپاز ژن  ت   دكنندهيي تا  ٩كاهش  مثبت    ي مارهاي اثر 

و    ROSكاهش    قيو اگزوزوم است كه از طر  C  ن ي تاميو

آلوئه ورا در  اثر    يمطالعه  در  كشت است.    طيبهبود شرا

، ROSهرتز بر تعادل    EMF 50از    يناش   راتيي بهبود تغ

و آپوپتوز را نشان   ي، توقف چرخه سلولكي متابول   تي فعال

  مطابقت دارد. هم  اين پژوهش  ي ها افته يكه با  ،)٣٢داد (

  نه يدر مطالعات مختلف مشخص شده كه غلظت به  ن، ي چن

  م ي تنظ   قياحتمالاً از طر  SSCكشت    طي در مح   C  ني تاميو

ب  ROS  دي تول با آپوپتوز م  يژن ها  اني و  تواند   يمرتبط 

  ن، ي). علاوه برا٢٢كند(  تي را تقو  يادي بن   يسلول ها  ري تكث

  ي ها  بي از آس  يري جلوگ يبرا C ن يتاميو ينقش محافظت

فرآ  ئالقا  يسلول در  تشعشعات  توسط    ند يشده 

پژوهش   جي). نتا٣٠اسپرماتوژنز موش گزارش شده است(

و   يمطالعات است و اثر حفاظت ن يهم راستا با ا زي حاضر ن

ا تا  داني اكس  يآنت  ن ي بهبودبخش  البته    ي م  ديي را  كند، 

ها  C  ن يتاميو  سهيمقا از سلول ها  يبا اگزوزوم    ي مشتق 

بهبود    يسرتول در  ها  اگزوزوم  موثرتر  اثر  دهنده  نشان 

احتمالاً  يم  EMFاز    يناش  يها  بي آس قابل    راث  باشد. 

  C  نيتاميو  داني اكس   ي ملاحظه اگزوزوم ها نسبت به آنت 

مختلف موجود    يا  هيو تغذ  نيپاراكر  ي وجود فاكتورها

  ي جا كه اگزوزوم ها حاو اگزوزوم ها است. از آن  ن يدر ا

ف  يا  ژهيو  ريذخا سا  ي اكتورهااز  ها،    نيتوكايرشد، 

miRNA    ،هاmRNA    ،هاlncRNA  براساس    رهي ها، و غ

منشا هستند(  ئسلول  هم١١خود  موثر   ن،يچن  ).  نقش 

ها پاكرا  يسرتول   ي سلول  ارتباطات  در    نيو  ها  آن 

است(   طي زمحير شده  پ١٢مشخص  ها  وندي ).   يسلول 

عنوان    يسرتول اختلالات    كيبه  در درمان  موثر  روش 

سلول ها قادر به    ن يا  راياسپرماتوژنز شناخته شده است، ز 

هستند(  SSC  چي ن   يها  بيآس  مي ترم نت ١٩ها  در  جه  ي ). 

وز سلول  يها  كوليكاربرد  توسط    يخارج  شده  آزاد 

  ي اديتواند اثرات بهبود بخش ز  يم   يسرتول   ي سلول ها

بر   ناش   SSCرا  كه  كند  اعمال  گسترده    ف ي ط  يها 

با    سهيموجود در آن است در مقا  يو فاكتورها  باتيترك

  ي ها. در سالاست  C  ن ي تامي چون وهم  داني اكس   يآنت   كي

ها  ري اخ اگزوزوم  ها  يكاربرد  سلول  از    ي ادي بن  يمشتق 

  ي ري شگي با هدف پ  يمختلف   سندگانيتوسط نو  يمي مزانش

ب  شده   شنهادي مختلف پ  يها   يماري و درمان اختلالات و 

    ).١٧، ٣٣، ٣٨(است

ب  به حاضر  پژوهش  خلاصه،  مخرب   گراني طور  اثر 

  ي هااطراف ما بر سلول  طيمح  س ي الكترومغناط   يها  داني م

ن  ياسپرماتوگون   يادي بن  برا  چي و  علاوه  است.  ها    ن، يآن 

مشتق    ي و اگزوزوم ها  C  نيتاميو  دي ما از اثرات مف  جينتا

  ي باني پشت   EMFحاصل از    يها  بيدر بهبود آس  ياز سرتول

با توجه    يمشتق از سرتول   ياگزوزوم ها  ژه،يوه  كند. ب  يم

- موثر سلول ياز فاكتورها يمجموعه ا يحاو  كه ن يبه ا

دارا  ي سرتول  يها ب   ي است  بخش  بهبود    ي شتري اثرات 

و به  ا  C  ن يتامينسبت  ا  بيآس  ن يبر  براساس  بود.    ني ها 

هاافته ي اگزوزوم  سرتول  يها  از  م  يمشتق  به    ي را  توان 
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درمان  ك يعنوان   ا  دي جد  يراهكار  جهت    من يو  در  تر 

بارور پ  يبهبود سلامت  ا  شنهاديمردان  با  حال،    ن يكرد. 

دق حفظ    نگيگنالي س   يرهاي مس  ن ي ا  قي درك  هدف  با 

  ي ها  داني كه به طور مداوم در معرض م  يافراد  يبارور

  است.  يقرار دارند ضرور يط ي مح يسي الكترومغناط 

    يو قدردان تشكر
تحق  از مركز    ي كاربرد   ي ولوژي ب  قاتي همكاران 
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Abstract 
Inroduction & Objective: Spermatogonial stem cells (SSCs) as adult stem cells are crucial for 
spermatogenesis. Electromagnetic fields (EMF) leads to biological activity disruption of these cells 
and spermatogenesis. Antioxidants like vitamin C can reduce the damage caused by EMF through 
oxidative stress reduction. Recent studies also reported the key role of Sertoli cell paracrine 
signaling in regulating the maintenance and differentiation of SSCs. Thus, we examined and 
compared the effect of vitamin C and exosomes derived from Sertoli cells on damage induced by 
EMF in SSCs. 
Materials and Methods: SSCs and Sertoli cells were isolated from the testes of immature male 
mice. The alkaline phosphatase activity of SSCs was investigated. SSCs were exposed to 50 Hz 
EMF intensity of 2.5 mT for one hour/five days and were treated with the optimal concentration of 
vitamin C and various concentrations of exosome. Then the rate of viability, colonization capacity, 
and apoptosis of these cells were examined.  
Results:Our results showed the destructive effect of EMF by reducing viability, colonization rate 
and alteration of SSCs nuclei. Also, these results were confirmed by increasing expression level of 
Caspase 9 as apoptotic gene and down-regulation of SOD as antioxidant gene. The addition of 
vitamin C and exosomes improved the alterations induced by EMF in SSCs; however exosomes 
had more ameliorative effect in comparison with vitamin C on these alterations. 

Conclusion: These findings demonstrated the capacity and effectiveness of exosomes as a new 
therapeutic agent that can restore SSCs microenvironment damaged caused by EMF exposure. 
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