
Introduction: Azoospermia is defined as the absence of sperm from 
semen. Spermatogenesis may be highly sensitive to compounds that 
interfere with mitochondrial energy metabolism and control of cellular 
respiration. The aim of this study was to evaluate the expression of 
SIRT1 and PGC-1α genes in testicular tissue of azoospermic rats treat-
ed with busulfan after a period of swimming training.
Methods: In this experimental study, 20 adult male wistar rats were 
randomly divided into four groups of healthy control: sham, azoosper-
mia, exercise + azoospermia after azoospermia model was created. Ex-
ercise + azoospermia group, one month after azoospermia, performed 
low-intensity swimming exercises for 8 weeks, five days a week for 30 
minutes each day. One-way analysis of variance was used to analyze 
the data.
Results: The results showed that azoospermia group significantly re-
duced the expression level of SIRT1 and PGC-1α genes compared to 
healthy control group and 8 weeks of low intensity aerobic training 
caused a significant increase in Azoospermia + exercise group com-
pared to azoospermia group. Has been.
Conclusion: In general, the results of the present study indicate that 
regular aerobic exercise such as low-intensity swimming in controlling 
the effects of infertility through the maintenance and development of 
mitochondrial biogenesis helps to improve the process of spermato-
genesis.
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بررسى بیان ژنهاى SIRT1 و PGC-1α در بافت بیضه موشهاى آزواسپرمى شده 
با بوسولفان متعاقب یک دوره تمرینات شنا

سحر کوچکى1 
هاجر عباس زاده2*

پروین فرزانگى3
ــود.  ــف مى ش ــى تعری ــع من ــپرم از مای ــود اس ــدم وج ــوان ع ــه عن ــپرمى ب ــه:  آزواس مقدم
ــرژى  ــم ان ــا متابولیس ــه ب ــد ک ــى باش ــه ترکیبات ــاس ب ــیار حس ــت بس ــن اس ــپرماتوژنز ممک اس
ــان  ــد. هــدف پژوهــش حاضــر بررســى بی ــلولى تداخــل دارن ــرل تنفــس س ــدرى و کنت میتوکن
ــولفان  ــا بوس ــده ب ــپرمى ش ــاى آزواس ــت بیضــه موش ه ــاى SIRT1 و PGC-1α در باف ژنه

ــود.  ــنا ب ــات ش ــک دوره تمرین ــب ی متعاق
روش کار: در ایــن مطالعــه تجربــى، 20 ســر مــوش صحرایــى نــر بالــغ نــژاد ویســتار پــس از 
ایجــاد مــدل آزواســپپرمى به صــورت تصادفــى بــه چهــار گــروه کنتــرل ســالم، شــم، آزواســپرمى، 
تمریــن+ آزواســپرمى دســته بندى شــدند. گــروه تمریــن+ آزواســپرمى، یــک مــاه بعــد از ایجــاد 
آزواســپرمى، بــه مــدت 8 هفتــه و هــر هفتــه پنــج روز و هــر روز بــه مــدت 30 دقیقــه بــه انجــام 
ــز واریانــس  ــه و تحلیــل داده هــا از آنالی ــد. جهــت تجزی ــا شــدت پاییــن پرداختن تمریــن شــنا ب

ــد.   ــتفاده گردی ــه اس یک طرف
ــرل ســالم موجــب  ــه گــروه کنت ــا: نتایــج نشــان داد کــه گــروه آزواســپرمى نســبت ب یافته ه
کاهــش معنــادار ســطح بیــان ژن SIRT1 و PGC-1α مى شــود و 8 هفتــه تمریــن هــوازى 
شــنا بــا شــدت پاییــن موجــب افزایــش معنــادار آن در گــروه تمریــن+ آزواســپرمى نســبت بــه 

گــروه آزواســپرمى شــده اســت.
ــت ورزشــى  ــه فعالی ــر آن اســت ک ــق حاضــر بیانگ ــج تحقی ــى نتای ــور کل ــرى: به ط نتیجه گی
ــارورى از  ــار ناشــى از بیمارى هــاى ناب ــا شــدت پاییــن در مهــار آث منظــم هــوازى ماننــد شــنا ب
ــایانى  ــک ش ــپرماتوژنز کم ــد اس ــود فرآین ــدرى در بهب ــز میتوکن ــعه بیوژن ــظ و توس ــق حف طری

مى کنــد.
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مقدمه
نابــارورى مــردان بــه یــک مشــکل جهانــى تبدیــل شــده اســت و در 50 
درصــد از مــوارد نابــارورى نقــش دارد. علــت اصلــى نابــارورى مــردان 
ــت.  ــپرمى اس ــپرمى و آزواس ــد اولیگوزواس ــپرماتوژنز مانن ــت اس شکس
ــف  ــى تعری ــع من ــپرم از مای ــود اس ــدم وج ــوان ع ــه عن ــپرمى ب آزواس
مى شــود و در 15 درصــد افــراد نابــارور وجــود دارد. آزواســپرمى مربــوط 
ــى،  ــلال ژنتیک ــه اخت ــه ب ــت ک ــص اس ــى ناق ــپرم زای ــد اس ــه فرآین ب
مشــکل هورمونــى یــا نارســایى بیضــه مربــوط مى شــود (1). از طرفــى، 
اســپرماتوژنز چرخــه اى از فرآینــد منظــم و پیوســته بــراى تکثیــر و تمایز 
ــون  ــدود 100 میلی ــر روز ح ــه ه ــت ک ــه اس ــاى مردان ــلول هاى زای س
ــوغ  ــد از دوران بل ــن فرآین ــد. ای ــد مى کن ــغ تولی ــردان بال ــپرم در م اس
ــپرماتوژنز،  ــود. اس ــظ مى ش ــرگ حف ــان م ــا زم ــود و ت ــروع مى ش ش
داخــل لوله هــاى اسپرم ســاز کــه حــاوى مخلوطــى از ســلول هاى 
زایــا و ســلول هاى ســرتولى هســتند، اتفــاق مى افتــد. ســلول هاى 
ــد و  ــا مى کنن ــا ایف ــراى ســلول هاى زای ــتارى را ب ســرتولى نقــش پرس
همچنیــن در طــول رویدادهــاى اســپرم زایــى هماهنــگ مى شــوند (2). 
ــردان  ــل در م ــد مث ــد ضــرورى در حفــظ تولی اســپرماتوژنز یــک فرآین
ــدد  ــان غ ــه عملکــرد همزم ــوط ب اســت. عملکــرد طبیعــى بیضــه مرب
ــرتولى  ــلول هاى س ــن س ــن و واکنــش بی ــل پاراکری ــز و عوام درون ری
ــدت  ــه ش ــپرم زایى ب ــد (3). اس ــپرم زا مى باش ــلول هاى اس ــط س توس
بــه متابولیســم انــرژى و متابولیســم گلیکولیتیــک وابســته اســت، زیــرا 
ــى  ــتر اصل ــرتولى، بس ــلول هاى س ــط س ــده توس ــد ش ــات تولی لاکت
ســلول هاى زاینــده اســت. میتوکنــدرى ســلول هاى زایــاى جــدا شــده 
ــد  ــر تولی ــه حداکث ــک ب ــرعتى نزدی ــا س ــوه ATP را ب ــور بالق ــه ط ب
ــه  ــاس ب ــیار حس ــت بس ــن اس ــپرماتوژنز ممک ــن، اس ــد. بنابرای مى کن
ــرل  ــدرى و کنت ــرژى میتوکن ــم ان ــا متابولیس ــه ب ــد ک ــى باش ترکیبات
ــار  ــم رفت ــر در تنظی ــه تغیی ــر گون ــد. ه ــل دارن ــلولى تداخ ــس س تنف
متابولیــک ایــن  ســلول ها ممکــن اســت توســعه طبیعــى اســپرماتوژنز 
و در نتیجــه بــارورى مــردان را بــه خطــر بیانــدازد. پیشــنهاد شــده اســت 
کــه میتوکندرى هــا نیــز در ایــن فرآینــد دژنراتیــو اســپرم نقــش دارنــد 
(4). در اســپرم بالــغ، میتوکندرى هــا آکســوزوم و الیــاف متراکــم مربــوط 
بــه قســمت میانــى را از طریــق فسفوریلاســیون اکســیداتیو، مى پوشــاند 
کــه باعــث افزایــش تولیــد آدنوزیــن تــرى فســفات (ATP)  مى شــود. 
ــره  ــن بخــش اســت (زنجی ــامل چندی ــدرى ش ــى میتوکن غشــاى داخل
انتقــال الکتــرون، ETC)، کــه الکترون هــاى حاصــل از اکسیداســیون 
دى هیدروفلاوین-آدنیــن دى نوکلئوتیــد (FADH2) و نیکوتیــن آمیــد 
آدنیــن دى نوکلئوتیــد (NADH) را انتقــال مى دهــد. در ایــن فرآینــد 
یــک گرادیــان پروتــون اســمزى در سراســر غشــاى داخلــى میتوکندرى 
ایجــاد مى شــود و متعاقبــا توســط ATP ســنتاز بــراى فســفریله کــردن 
آدنوزیــن دى فســفات (ADP) بــه ATP اســتفاده مى شــود. بــه نظــر 
ــراى تحــرك  مى رســد ATP مشــتق از فسفوریلاســیون اکســیداتیو ب
اســپرم مهــم اســت. بیــان چندیــن پروتئیــن میتوکنــدرى اســپرم، ممکن 

ــر کنــد. نشــان داده شــده کــه مهارکننده هــاى  اســت در بیمــاران تغیی
ــه  ــرون وجــود دارد کــه ب ــال الکت ــره انتق ــراى زنجی خیلــى متفاوتــى ب
ــاى  ــان و موش ه ــر دوى انس ــپرم در ه ــرك اس ــر تح ــى ب ــور منف ط
ــوى  ــاط ق ــه ارتب ــت ک ــب اس ــد. جال ــر مى گذارن ــده تاثی ــى ش مهندس
ــود  ــدرى وج ــپرم داخــل میتوکن ــن پتانســیل غشــایى و تحــرك اس بی
ــراى  ــدرى، ب ــغ، میتوکن دارد. در قســمت میانــى اســپرم پســتانداران بال
ــراى حرکــت اســپرم نقــش اساســى دارد.  ــاز ب ــرژى مــورد نی ایجــاد ان
ــرژى ممکــن اســت باعــث توقــف  ــر ایــن، کاهــش تولیــد ان عــلاوه ب
ــده  ــذارى ش ــاى کدگ ــود (4). پروتئین ه ــپرم زایى ش ــى اس ــوز در ط می
میتوکنــدرى کــه در ژنــوم هســته اى بیــان می شــوند، در فسفوریالســیون 
ــش  ــدرى نق ــاى میتوکن ــن و ورود پروتئین ه ــنتز آه ــیداتیو، بیوس اکس
دارنــد. از جملــه رایج تریــن فاکتورهــاى رونویســی کــه پروموتــر 
ــواده  ــی از خان ــامل ژن های ــد ش ــال می کنن ــدرى را فع ــاى میتوکن ژن ه
PGC- گیرنــده کواکتیویتــور گامــا بــراى تکثیــر پراکســی زوم ماننــد

1α هســتند. ایــن خانــواده از کواکتیویتورهــا چنــد مســیر ســوخت وســاز 
بــدن ماننــد تنفــس ســلولی، ترموژنــز و متابولیســم را تنظیــم می کننــد. 
اگرچــه ایــن کواکتیویتورهــا بیوژنــز میتوکنــدرى را تحریــک می کننــد، 
ــی  ــروه متنوع ــط گ ــت PGC-1α توس ــدار فعالی ــان و مق ــزان بی می
از فاکتورهــاى بالادســت از جملــه تنظیــم کننده هــاى خامــوش 
 ،(Silent information regulator-SIRTs 1-7) اطلاعــات
SIRT، تنظیــم می شــود (5، 6). هفــت همولــوگ پســتانداران از 
SIRT (SIRTs 1-7)، پروتئین هایــى متعلــق بــه خانــواده اى از 
ــا  ــى ب ــه طــور تکامل ــه ب ــه NAD+ هســتند ک آنزیم هــاى وابســته ب
ــظ  ــل ترانســفراز حف ــو-ADP ریبوزی ــا مون ــتیلاز و ی ــت دى اس فعالی
شــده اند. ســیرتوئین ها در فرآیندهــاى ســلولى متنوعــى از جملــه 
تنظیــم آپوپتــوز توســط اســتیل زدایــى p53 بــه دنبــال تنظیــم پاییــن 
دســت Bax نقــش دارنــد. SIRT1 عــلاوه بــر نقــش آپوپتــوز، نقــش 
ــر  ــر اســپرم زایــى تأثی ــد ب ــز دارد کــه مى توان ضدالتهابــى در بیضــه نی
بگــذارد. نشــان داده شــده اســت کــه عــدم وجــود SIRT1 بــه طــور 
ــل توجهــى باعــث کاهــش اســپرماتوژنز در مــوش  مى شــود، کــه  قاب
ــوژى  ــراى فیزیول ــطه SIRT1 ب ــا واس ــیرهاى ب ــد مس ــان مى ده نش
ــى آن در دى  ــل توانای ــه دلی ــم هســتند SIRT 1 .(8 ،7) ب بیضــه مه
اســیتیله کــردن هیســتون ها و پروتئین هــاى غیرهیســتونى ماننــد 
ــت.  ــاط اس ــن در ارتب ــا س ــط ب ــارى مرتب ــن بیم ــه چندی PGC-1 ب
ــلول را در  ــت س ــم و   سرنوش ــوژى، متابولیس ــد بیول ــن، مى توان بنابرای
ــن، ســیرتوئین ها نقــش مهمــى  ــد. بنابرای ــم کن ــف تنظی ســطوح مختل
در طیــف وســیعى از فرآیندهــاى بیولوژیکــى دارنــد. تنظیــم متابولیســم 
گلیکولیتیــک و کنتــرل تنفسى-متابولیســمى انــرژى میتوکنــدرى 
ــا  ــا را ب ــى آن ه ــاط فیزیولوژیک ــا ارتب ــه تنه ــیرتوئین ها ن ــط س توس
ــد  ــان مى ده ــن نش ــه، همچنی ــد، بلک ــش مى ده ــه افزای ــط بیض محی
کــه ایــن متابولیســم هــا عملکــرد اســپرم و در نتیجــه ســلامت بــارورى 
ــلول هاى  ــراى س ــدرى ب ــت میتوکن ــد. فعالی ــرل مى کنن ــردان را کنت ] م
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اســپرم بالــغ نیــز حیاتــى اســت زیــرا بــا تحــرك اســپرم مرتبــط اســت 
کــه، عامــل مهمــى بــراى نفــوذ ســلول هاى کومولــوس و زونــا 
پلوســیدا تخمــک اســت (4، 9). شــواهد زیــادى وجــود دارد کــه نشــان 
ــر  ــى ب ــر نامطلوب ــد تاثی ــى تحــرك مى توان ــى ب ــد ســبک زندگ مى ده
تولیــد اســپرم در بیضــه داشــته باشــد. بــا ایــن حــال، داده هــا در مــورد 
ــال،  ــوان مث ــه عن ــتند. ب ــوع هس ــپرماتوژنز متن ــر اس ــرات ورزش ب اث
ــى  ــتقامتى طولان ــى اس ــات ورزش ــد تمرین ــان مى دهن ــا نش گزارش ه
ــه  ــه نوب ــه ب ــد، ک ــترون را کاهــش ده ــد تستوس ــد تولی ــدت مى توان م
خــود مى توانــد بــا کاهــش اســپرماتوژنز همــراه باشــد. در واقــع، ســطح 
ــا  ــد 30 ت ــتقامتى مى توان ــده اس ــن ش ــکاران تمری ــترون ورزش تستوس
ــنى  ــان س ــرل همس ــروه کنت ــه در گ ــى ک ــر از آن های ــد کمت 40 درص
ــان  ــى نش ــاى حیوان ــتفاده از مدل ه ــا اس ــات ب ــد. مطالع ــد، باش بودن
ــوب  ــرده محس ــه ورزش فش ــنا در روز ک ــاعت ش ــه 3 س ــد ک مى ده
مى شــود باعــث ایجــاد اختــلالات گامتوژنیــک و اســتروئیدوژنیک 
ــود.  ــى مى ش ــوش صحرای ــیداتیو در م ــش اســترس اکس بیضــه و افزای
ــش  ــث کاه ــش دوار باع ــداوم روى چرخ ــدن م ــر، دوی ــوى دیگ از س
تجمــع آســیب اکســیداتیو شــده و کاهــش مرتبــط بــا ســن در اســپرم 
ــاى  ــان نابارورى ه ــد (7). درم ــود مى بخش ــوش را بهب ــه م ــى بیض زای
ــاب  ــکى به حس ــوم پزش ــزرگ در عل ــى ب ــپرمى، چالش ــى از آزواس ناش
مى آیــد (10). یکــى از راهکارهایــى کــه محققــان بــر نابــارورى موثــر 
میداننــد، فعالیــت ورزشــى مى باشــد. چــرا کــه نابــارورى ناشــى از عــدم 
ــود، از  ــاهده مى ش ــپرمى مش ــه آزواس ــلا ب ــراد مبت ــه در اف ــرك ک تح
ــوند (11).  ــوب مى ش ــکى محس ــل پزش ــه محاف ــاى قابل توج نگرانى ه
کاهــش فعالیــت بدنــى مى توانــد باعــث کاهــش مقــدار هورمون هــاى 
ــه و  ــدن بیض ــر ش ــز کوچک ت ــارورى و نی ــى و ب ــپرم زای ــى، اس جنس
ــدك  ــات ان ــود اطلاع ــه وج ــه ب ــا توج ــردد. ب ــى گ ــدار من کاهــش مق
ــز  ــر در بیوژن ــاى موث ــر ژن ه ــى ب ــت ورزش ــر فعالی ــوص تاثی در خص
ــن  ــپرمى ای ــدل آزواس ــاى م ــه موش ه ــت بیض ــى در باف میتوکندریای
 PGC-1α و SIRT1 ــاى ــان ژن ه ــى بی ــدف بررس ــا ه پژوهــش ب
ــا بوســولفان متعاقــب  در بافــت بیضــه موش هــاى آزواســپرمى شــده ب

یــک دوره تمرینــات شــنا انجــام شــده اســت. 

روش کار
ــغ  ــر بال ــى ن ــوش صحرای ــر م ــداد 20 س ــى تع ــه تجرب ــن مطالع در ای
ــرم  ــى 14/78±205/65 گ ــن وزن ــا میانگی ــه اى ب ــتار 8 هفت ــژاد ویس ن
از انســتیتو پاســتور خریــدارى شــدند. حیوانــات در محیطــى بــا 
ــد و  ــت 55 درص ــانتیگراد، رطوب ــه س ــاى 1/4± 22 درج ــن دم میانگی
ــوص  ــاى مخص ــاعت در قفس ه ــى 12:12 س ــنایى تاریک ــه روش چرخ
ــق  ــات مطاب ــات نگهــدارى شــدند. نگهــداري حیوان از جنــس پلى کربن
ــن  ــاي ای ــلامت و پروتکل ه ــى س ــتیتوي بین الملل ــاي انس ــا راهنم ب
ــلاق  ــط اخ ــینکى و ضواب ــه هلس ــول اعلامی ــت اص ــا رعای ــه ب مطالع
ــه  ــه ب ــت و آب ک ــذاى پل ــات از غ ــد (12). حیوان ــام ش ــکى انج پزش

صــورت آزاد در اختیــار قــرار مى گرفــت، تیمــار شــدند. غــذاى مصرفــى 
حیوانــات بــا توجــه بــه وزنکشــى هفتگــى بــه میــزان 10 گــرم بــه ازاى 

ــرار داشــت. ــوان ق ــار حی ــدن در اختی ــرم وزن ب ــر 100 گ ه
Bu-) ــدا داروى بوســولفان ــه منظــور ایجــاد مــدل آزواســپپرمى، ابت ب

ــاى  ــدن موش ه ــرم وزن ب ــر کیلوگ ــرم ب ــا دوز 40 میلیگ sulfan) ب
ــى  ــوش صحرای ــر م ــراى ه ــى ب ــل صفاق ــورت داخ ــى به ص صحرای
تزریــق گردیــد. پــس از گذشــت یــک مــاه از القــا مــدل در هــر گــروه 
ــر) و  ــپرمى (5 س ــروه آزواس ــه 2 گ ــى ب ــورت تصادف ــه ص ــا ب موش ه
تمرین+آزواســپرمى (5 ســر) تقســیم شــدند. یــک گــروه کنتــرل ســالم 
(5 ســر)، بــدون ایجــاد مــدل و یــک گــروه شــم (5 ســر) فقــط بــراى 
کنتــرل اثــر تزریــق در نظــر گرفتــه شــد. گــروه آزواســپرمى، یــک مــاه 
بعــد از ایجــاد مــدل تــا پایــان مطالعــه (مــدت 8 هفتــه) باقــى ماندنــد 
ــدند  ــدارى ش ــه نگه ــدت 8 هفت ــه م ــم ب ــالم و ش ــرل س ــروه کنت و گ
ــاى  ــاد موش ه ــد از ایج ــاه بع ــک م ــپرمى، ی ــن+ آزواس ــروه تمری و گ

ــه انجــام تمریــن شــنا پرداختنــد.  ــه مــدت 8 هفتــه ب آزواســپرمى ب
قبــل  آزواســپرمى،  تمریــن+  گروه هــاى  صحرایــى  موش هــاى 
ــار  ــر ب ــه (5 روز) ه ــک هفت ــدت ی ــه م ــى، ب ــکل اصل ــروع پروت از ش
ــش  ــا آب و کاه ــنایى ها ب ــه منظورآش ــه ب ــدت 20 دقیق ــدت م ــه م ب
ــا شــرایط تمرینــى، در داخــل اســتخر آب  اســترس شــنا و ســازگارى ب
ــق در  ــان دوره تحقی ــا پای ــه ت ــپس 5 روز در هفت ــد. س ــرار مى گرفتن ق
یــک مخــزن آب بــه ابعــاد 50×50×100 ســانتیمترى بــا درجــه حــرارت 
30-32 درجــه ســانتیگراد در طــى 8 هفتــه بــه شــنا پرداختنــد. مــدت 
زمــان تمریــن در آب، روزانــه 30 دقیقــه تــا پایــان مــدت تمریــن بــود. 
ــس از  ــات پ ــرداى از حیوان ــن، نمونه ب ــاد تمری ــر ح ــذف اث ــت ح جه
48 ســاعت بعــد از آخریــن برنامــه تمرینــى شــنا انجــام گرفــت. بدیــن 
mg/) منظــور ابتــدا حیوانــات بــا اســتفاده از تزریــق صفاقــى کتامیــن
ــته  ــپس کش ــوش و س ــن (mg/kg 3- 5) بیه kg30-50) و زایلازی
ــه  ــه ناحی ــوط ب ــده مرب ــد ش ــاى پیون ــتار بافت ه ــس از کش ــدند و پ ش
ــى  ــورد ارزیاب ــى م بیضــه جهــت بررســى بافت شناســى و مطالعــات ژن
قــرار گرفتنــد. بــراى ایــن منظــور نمونه هــاى بافتــى بــه فرمالیــن 10 
ــک ازت  ــه تان ــان ژن ب ــى بی ــه بررس ــوط ب ــاى مرب ــد و نمونه ه درص

منتقــل شــدند.
ــروه  ــر گ ــاى SIRT1 و PGC-1α در ه ــان ژنه ــى بی ــراى بررس ب
ــد.  ــتفاده ش ــک PCR Real Time اس ــا تکنی ــا ب ــى بافت ه بررس
ــا  ــد و ســپس  RNA کل از بافت ه ــام ش ــر انج ــدا طراحــى پرایم ابت
 cDNA  ــپس ــد. س ــل گردی ــه cDNA تبدی ــد و ب ــتخراج گردی اس
بــه روش PCR تکثیــر شــده و از تکنیــک RT-qPCR جهــت 
تاییــد بیــان ژن هــاى مــورد مطالعــه بــه صــورت کمــى اســتفاده شــد. 
 ،(Kiazol) بــراى ایــن منظــور ابتــدا بــا اســتفاده از محلــول کیــازول
 (CinnaGen) ســیناژن  پروتــکل  طبــق  ســلول ها  کل   RNA
ــک،  ــا DNA ژنومی ــى ب ــان از آلودگ ــت اطمین ــد و جه ــتخراج ش اس
] در معــرض DNase IFermentas قــرار گرفــت. عــلاوه بــر ایــن، 
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جهــت ارزیابــى یکپارچگــى RNA اســتخراج شــده از ژل الکتروفــورز 
ــد. اســتفاده گردی

ــدا  ــه 300-200 لان ــت بیض ــه باف ــدا ب ــتخراج  RNA ابت ــت اس جه
کیــازول اضافــه شــد و بــه مــدت 24 ســاعت آن در دمــاى 80- قــرار 
گرفــت. پــس از 24 ســاعت پــلاك موجــود در کرایوتیــوب را در حالــت 
نیمــه انجمــاد توســط سرســمپلر خــرد کــرده، ســپس کمــى آن را پیپتــاژ 
گردیــد. ســپس بــه نمونــه حــدود 100 لانــدا کلروفــرم اضافــه شــد تــا 
ــلول ها در  ــا س ــه ب ــدود 1 دقیق ــول ح ــن محل ــود. ای ــز ش ــلول ها لی س
ــدت  ــه م ــا دور 12000 ب ــول را ب ــه محل ــس از 1 دقیق ــود. پ ــاس ب تم
ــه ســه  ــول ب ــانتریفیوژ محل ــد. پــس از س ــانتریفیوژ گردی ــه س 10 دقیق
 RNA فــاز تقســیم شــد: قســمت بالایــى لولــه کــه شــفاف و حــاوى
ــز  ــوى بافــت لی ــه ســفید رنــگ و محت ــه ک ــود. قســمت وســطى لول ب
شــده بــود. قســمت پایینــى لولــه کــه صورتــى و حــاوى کیــازول بــود. 
مایــع شــفاف قســمت بالایــى لولــه کــه حــاوى RNA بــود بــه آرامــى 
برداشــته و در یــک میکروتیــوب DEPC شــده، قــرار داده شــد. پــس 
1 سیســى ایزوپروپانــول را بــر روى RNA شــفاف ریختــه شــد و بــه 
ــفاف  ــول ش ــد. ایزوپروپران ــم زده ش ــه ه ــت ب ــا دس ــه ب ــدت 1 دقیق م
ــم  ــا ه ــن دو ب ــى ای ــا وقت ــد ام ــفاف مى باش ــز ش ــوده و RNA نی ب
مخلــوط شــوند مایــع کــدرى را بــه وجــود مى آورنــد. پــس از افــزودن 
ــدت 10  ــه م ــا دور 12000 ب ــانتریفیوژ ب ــا در س ــول نمونه ه ایزوپروپران
ــع  ــانتریفیوژ مای ــردن از س ــارج ک ــس از خ ــدند. پ ــرار داده ش ــه ق دقیق
ــد. پــس از  ــه گردی ــکل 70 اضاف ــه و روى آن 1 سیســى ال رویــى تخلی
Vortex کــردن، مخلــوط در ســانتریفیوژ بــه مــدت 10 دقیقــه بــا دور 
ــد و  ــه گردی ــا ســمپلر تخلی ــع رویــى ب ــرار گرفــت. ســپس مای 7500 ق
ــه منظــور حــل  ــوب خشــک شــد. ب ســپس پــلاك در داخــل میکروتی
ــر روى  ــه ب ــر 60 درج ــدا آب مقط ــزان 20 لان ــه می ــردن RNA ب ک
ــا سرســمپلر  ــه شــد. ســپس کمــى ب ــوب ریخت پــلاك داخــل میکروتی
ــرار داده  ــر روى صفحــه ى 60 درجــه ق ــه مــدت 5 دقیقــه ب ــاژ و ب پیپت

شــد. 
Oli- ــر ــته اى از پرایم ــک رش ــه  cDNA ت ــت تهی ــن جه همچنی
نســخه بردارى  آنزیــم  و   godtMWG-Biotech, Germany
طبــق  و  اســتفاده   (Fermentas) فرمنتــاز  (شــرکت  معکــوس 
ــا  دســتورالعمل شــرکت ســازنده انجــام گرفــت. هــر واکنــش PCR ب
و  PCR master mixApplied Biosystems از  اســتفاده 
Applied Biosystems, Se- ،ــتگاه SYBER Green در دس
 ABI) Foster City CA ،quences DetectionSystems
ــت. 40  ــام گرف ــازنده انج ــرکت س ــکل ش ــق پروت Step One) طب
ســیکل بــراى هــر چرخــه Real-Time PCR در نظــر گرفتــه شــد 
و دماهــاى هــر ســیکل شــامل 94 درجــه ســانتیگراد بــراى 20 ثانیــه، 
60-58 درجــه ســانتیگراد بــراى 30 ثانیــه و 72 درجــه ســانتیگراد بــراى 
ــودار Melting جهــت بررســى صحــت  ــم شــدند. نم ــه تنظی 30 ثانی
واکنش هــاى PCR انجــام شــده و بــه صــورت اختصاصــى بــراى هــر 

ژن و در هــر بــار از واکنــش بــه همــراه نمــودار کنتــرل منفــى جهــت 
بررســى وجــود آلودگــى در هــر واکنــش مــورد ارزیابــى قــرار گرفــت. 
ــا روش  ــه، ب ــن مطالع ــى در ای ــورد بررس ــاى م ــان ژن ه ــبت بی نس
مقایســه اى چرخــه آســتانه (Thereshold Cycle: CT) مــورد 
ــول  ــا در فرم ــرار دادن داده ه ــتفاده از ق ــا اس ــد. ب ــرار گرفتن ــى ق ارزیاب

ــر: زی

منحنــى اســتاندارد اختصاصــى هــر ژن بــا اســتفاده از حداقــل 5 غلظــت 
لگاریتمــى بــه ترتیــب رقیــق شــونده از کنتــرل مثبــت هــر ژن رســم 
ــا ژن مرجــع نرمالیــز شــده و بیــان  گردیــد. میــزان بیــان ژن هــدف ب

ژن هــاى گــروه ســالم بــه عنــوان کالیبراتــور در نظــر گرفتــه شــد.

در فرمــول فــوق E معــرف Efficiency اســت و بــا اســتفاده از رســم 
منحنــى اســتاندارد بــراى ژن بــه دســت مى آیــد (13). 

بعــد از تحلیــل آزمایشــگاهی نمونه هــاي بافتــى، بــراى توصیــف کمــى 
ــراف  ــن و انح ــامل میانگی ــى ش ــار توصیف ــاخص هاى آم ــا از ش داده ه
اســتاندارد و آمــار اســتنباطى اســتفاده شــد. ابتــدا جهــت تعییــن طبیعــى 
بــودن توزیــع داده هــا از آزمــون شــاپیروویلک و بــراى تعییــن تجانــس 
واریانــس از آزمــون لــون اســتفاده شــد. ســپس بــا توجــه بــه طبیعــى 
ــون  ــامل آزم ــک ش ــون پارامتری ــا از آزم ــع داده ه ــوه توزی ــودن نح ب
تحلیــل واریانــس یک طرفــه و آزمــون تعقیبــى توکــى در ســطح 
معنــاداري p≤0/05 بــراى بررســى تغییــرات بیــان ژن SIRT1 و 
ــرم  ــارى از ن ــور آم ــه ام ــام کلی ــراى انج ــد. ب ــتفاده ش PGC-1α اس
افــزار SPSS نســخه 23 اســتفاده شــد و بــراى رســم نمــودار از نــرم 

ــد. ــزار اکســل اســتفاده گردی اف

یافته ها
ــى در گروه هــاى  ــن وزن موش هــاى صحرای جــدول شــماره 1، میانگی
ــل  ــون تحلی ــج آزم ــد. نتای ــان مى ده ــه را نش ــورد مطالع ــف م مختل
ــادارى در وزن موش هــاى  ــاوت معن ــه نشــان داد تف واریانــس یک طرف
ــدارد (0/05  ــود ن ــه وج ــورد مطالع ــف م ــاى مختل ــى در گروه ه صحرای

 .(p≥
نتایــج آزمــون تعقیبــى توکــى نشــان داد کــه گــروه آزواســپرمى نســبت 
ــان ژن  ــطح بی ــادار س ــش معن ــب کاه ــالم موج ــرل س ــروه کنت ــه گ ب
ــا شــدت پاییــن  SIRT1  مى شــود و 8 هفتــه تمریــن هــوازى شــنا ب
موجــب افزایــش معنــادار آن در گــروه تمریــن+ آزواســپرمى نســبت بــه 

] گــروه آزواســپرمى شــده اســت (p= 0/001) (نمــودار شــماره 1).
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همچنیــن نتایــج آزمــون تعقیبــى توکــى نشــان داد کــه گــروه 
آزواســپرمى نســبت بــه گــروه کنتــرل ســالم موجــب کاهــش معنــادار 
ســطح بیــان ژن PGC-1α مى شــود و 8 هفتــه تمریــن هــوازى شــنا 

بــا شــدت پاییــن موجــب افزایــش غیــر معنــادار آن در گــروه تمریــن+ 
ــب  ــه ترتی ــده اســت (ب ــپرمى ش ــروه آزواس ــه گ ــپرمى نســبت ب آزواس

] p= 0/484 ،p= 0/024) (نمــودار شــماره 2).
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بحث و نتیجه گیرى
ــن  ــدت پایی ــا ش ــنا ب ــن ش ــه تمری ــر 8 هفت ــر تاثی ــق حاض در تحقی
بــر بیــان ژن هــاى SIRT1 و PGC-1α در موش هــاى مــدل 
آزواســپرمى مــورد بررســى قــرار گرفــت. نتایــج نشــان داد کــه القــاى 
 SIRT1 ــاى ــان ژن ه ــطح بی ــش س ــبب کاه ــپرمى س ــدل آزواس م
و PGC-1α شــده و انجــام 8 هفتــه تمریــن هــوازى شــنا بــا 
ــن+  ــروه تمری ــاخص ها در گ ــن ش ــش ای ــب افزای ــن موج ــدت پایی ش
آزواســپرمى نســبت بــه گــروه آزواســپرمى شــده اســت. در راســتا نتایــج 
ایــن تحقیــق، نشــان داده شــد کــه تمریــن هــوازى بــا توجــه بــه بهبــود 
ســطح بیــان ژن هــاى موثــر در بیوژنــز میتوکنــدرى و بهبــود ســلول هاى 
ــارورى را افزایــش میدهــد  اســپرماتوگونى، ســطح کیفیــت جنســى و ب
ــى بیانگــر توانایــى ســلول ها در  (14). از ســوى دیگــر مطالعــات حیوان
ــتند.  ــات هس ــت ورزشــى در حیوان ــس از فعالی ــارورى، پ ــدن ب بازگردان
ــردد.  ــک1 گ ــید نیتری ــدن اکس ــث آزاد ش ــد باع ــى مى توان ــت بدن فعالی
اکســید نیتریــک، آنزیــم گوانیــل ســیکلاز را فعــال کــرده و در نتیجــه 
ــه اتســاع  ــد. ایــن افزایــش منجــر ب ــزان 2cGMP افزایــش مى یاب می

1. Nitric oxide
2. cyclic guanosine monophosphate

عــروق دســتگاه تناســلى شــده و باعــث افزایــش جریــان خــون در آن 
ــد اســپرم مى گــردد و  ــه افزایــش تولی مى شــود و متعاقــب آن منجــر ب
در نتیجــه باعــث کاهــش احتمــال نابــارورى در افــرادى مى گــردد کــه 
ــت  ــده اند (15، 16). فعالی ــى ش ــار عقیم ــپرم دچ ــود اس ــت کمب ــه عل ب
ــان خــون به تدریــج  ــه علــت افزایــش جری ــا متوســط ب ورزشــى آرام ت
ــه  ــدید ب ــت ش ــا فعالی ــود ام ــى مى ش ــت متابولیک ــود فعالی ــبب بهب س
ــه ســمت ماهیچه هــاى در حــال  ــان خــون ب ــر جهــت جری دلیــل تغیی
ــمت  ــراف قس ــود (16، 17). در اط ــش آن مى ش ــبب کاه ــت س فعالی
میانــى اســپرم غلافــى از میتوکنــدرى وجــود دارد کــه غشــاى داخلــى 
ــد.  ــهیل مى کن ــیداتیو تس ــیون اکس ــا فسفوریلاس ــد ATP را ب آن تولی
ــه  ــه ارائ ــادر ب ــت ق ــن اس ــند ممک ــد باش ــا ناکارآم ــر میتوکندرى ه اگ
ــه،  ــن زمین ــند (18). در ای ــوب نباش ــراى تحــرك مطل ــى ب ATP کاف
ــه  ــد در مطالع ــاهده ش ــان ژن SIRT1 و PGC-1α مش ــش بی افزای
ــا افزایــش پتانســیل غشــا و فعالیــت  ــن ممکــن اســت ب ــا تمری ــا، ب م
متابولیــک میتوکنــدرى همــراه باشــد. در قســمت میانــى اســپرم 
پســتانداران بالــغ، میتوکنــدرى، بــراى ایجــاد انــرژى مــورد نیــاز بــراى 
ــد  ــن، کاهــش تولی ــر ای حرکــت اســپرم نقــش اساســى دارد. عــلاوه ب
ــى  ــپرم زای ــى اس ــوز در ط ــف می ــث توق ــت باع ــن اس ــرژى ممک ان
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ــردى در  ــه ف ــور منحصــر ب ــه ط ــپرم ب ــاى اس ــود (4). میتوکندرى ه ش
ــا انــرژى را بــه ســرعت و بــه طــور  قســمت میانــى قــرار مى گیرنــد ت
ــاز  ــا نی ــن میتوکندرى ه ــد. ای ــن کنن ــراى تحــرك اســپرم تامی ــر ب موث
شــدید اســپرم بــه انــرژى را بــا اســتفاده از فسفوریلاســیون اکســیداتیو 
(OXPHOS) از طریــق زنجیــره انتقــال الکتــرون (ETC) تســهیل 
ــم  ــپرم مه ــراى اس ــا ب ــه میتوکندرى ه ــى ک ــد (18). از دلایل مى کنن
هســتند ایــن اســت کــه آن هــا تنهــا اندامک هایــى هســتند کــه ژنــوم 
ــى  ــط از اگزون های ــدرى فق ــوم میتوکن ــد: mtDNA ژن ــود را دارن خ
ــد، تشــکیل شــده اســت.  کــه بــدون اینتــرون بیــن ژن هــا وجــود دارن
ــر  ــذارى ب ــا حــذف نقطــه اى، ظرفیــت تاثیرگ ــن، هــر جهــش ی بنابرای
عملکــرد میتوکندریایــى در پشــتیبانى از تنفــس ســلولى را دارد. برخــى 
ــرش و  ــد ب ــم  مى توان ــن مکانیس ــه ای ــد ک ــزارش کرده ان ــان گ محقق
ــدرى  ــد. میتوکن ــم کن ــیداتیو را ترمی ــب اکس ــى از تخری ــاى ناش پایه ه
همچنیــن بــه ســرعت، بــدون سیســتم تصحیــح قابــل توجــه ى تکثیــر 
مى شــود و نــرخ جهــش 10 تــا 100 برابــر بیشــتر از DNA هســته اى 

ــت (18).  (nDNA) اس
ــه  ــتند ک ــان داش ــود اذع ــه خ ــکاران (2017) در مطالع ــو و هم جوزک
افزایــش چگالــى مویرگــى و جریــان خــون، منجــر بــه بهبــود ســطح و 
تحــرك و تمایــز ســلول هاى بــارور مى شــود (19). همچنیــن تحقیقــات 
انجــام شــده بــر روى اثرگــذارى فعالیــت بدنــى بــر ســلول هاى 
اســپرماتوگونى نشــان مى دهــد کــه بــه دنبــال فعالیــت بدنــى بــه ویــژه 
ــود  ــپتورهاى موج ــدن فوتواکس ــال ش ــا فع ــلولى ب ــخ س ــوازى، پاس ه
ــر آن  ــده و در اث ــاز ش ــدرى آغ ــع در میتوکن ــى واق ــره تنفس در زنجی
ــا تغییــرات حالــت  ردوکــس ســلولى تغییــر حالــت مى دهــد و همــراه ب
ــال شــدن  ــرات PH و فع ــى کلســیم و تغیی ــا جابجای غشــاء ســلولى ب
ساخته شــدن  بــه  منجــر   DNA شــدن2  مضاعــف  و   CAMP1

ــب  ــن  ترتی ــه  ای ــود. ب ــلولى مى ش ــر س ــد و تکثی ــاى جدی پروتئین ه
پاســخ هاى ســلولى از ســطح ســلولى بــه ســطح بافــت و ارگان کشــانده 
ــیون3،  ــو واسکولاریزاس ــلولى، نئ ــر س ــد تکثی ــى مانن ــر ات ــود و اث مى ش
شــیفت متابولیســم بــه ســمت هــوازى و متعــادل کــردن ســطح بــارورى 
ــکاران (2014)  ــارا و هم ــد (20). ن ــل مى آی ــارورى حاص ــش ناب و کاه
ــاى  ــطوح SIRT1 و PGC1α در موش ه ــرات س ــى تغیی ــه بررس ب
جــوان (3 ماهــه) و میانســال (18 ماهــه) بررســى کردنــد کــه در هــر دو 
 (AMPK ،PGC-1α ،SIRT1) ــادار ــش معن ــى افزای ــروه تمرین گ
مشــاهده شــد. پروتــکل تمرینــى بــه مــدت 8 هفتــه و هرهفتــه 5 روز 
بــه مــدت 50 دقیقــه اجــرا شــد. ســرعت نوارگــردان 0/8 و 1/2 کیلومتــر 
 SIRT1 ،ــده ــام ش ــات انج ــاس مطالع ــر اس ــود (21). ب ــاعت ب ــر س ب
ــد  ســبب دى استیلاســیون و فعالیــت PGC1α مى شــود کــه مى توان
1. Cyclic Adenosine Monophosphate
2. Duplication
3. Neovascularization

کــه  را   NRF2 و   NRF1 جملــه  از  رونویســى  مختلــف  عوامــل 
فاکتورهــاى تعدیــل کننــده ژن هــاى دخیــل در اکسیداســیون اســیدهاى 
چــرب در میتوکنــدرى، چرخــه TCA و زنجیــره تنفســى اند را تنظیــم 
ــه  ــد ک ــم مى کن ــى را تنظی ــه ژنتیک ــد PGC1α .(22) برنام مى کنن
ــه  ــرژى ب ــاى ان ــه نیازه ــخ گویى ب ــراى پاس ــلول ها را ب ــازگارى س س
ــره  ــان ژن زنجی ــا بی ــان PGC1α در میوتوب ه ــى آورد. بی ــان م ارمغ
ــدري را  ــز میتوکن ــش و بیوژن ــیتوکروم C) را افزای ــد س ــی (مانن تنفس

افزایــش می دهــد (21). 
ــر و  ــه تغیی ــت ک ــر آن اس ــر بیانگ ــق حاض ــج تحقی ــى نتای ــور کل به ط
ــلول هاى  ــدرى  س ــز میتوکن ــر در بیوژن ــاى موث ــان ژن ه ــش بی کاه
بافــت بیضــه در فرآینــد اســپرماتوژنز مى توانــد باعــث کاهــش بــارورى 
ــوازى  ــم ه ــى منظ ــت ورزش ــى فعالی ــردد، ول ــارورى گ ــش ناب و افزای
ــاى  ــى از بیمارى ه ــار ناش ــار آث ــن در مه ــدت پایی ــا ش ــنا ب ــد ش مانن
ــود  ــدرى در بهب ــز میتوکن ــعه بیوژن ــظ و توس ــق حف ــارورى از طری ناب

ــد. ــایانى مى کن ــک ش ــپرماتوژنز کم ــد اس فرآین

تشکر و قدردانى
ــى  ــوژى ورزش ــرى فیزیول ــاله دوره دکت ــه از رس ــه برگرفت ــن مقال ای
مى باشــد. بدینوســیله نویســندگان تشــکر خــود را از تمامــى کســانى که 

ــد. ــلام مى دارن ــد، اع ــارى نموده ان ــاله ی ــداف رس ــبرد اه در پیش

تاییدیه اخلاقى
ایــن پژوهــش توســط کمیتــه مراقبــت از حیوانــات و اســتفاده از آن در 
دانشــگاه آزاد اســلامى واحــد ســارى تاییــد شــده اســت (شــماره مجــوز 

.(1398,149.REC.SARI.IAU.IR :تصویــب

تعارض منافع 
هیچ گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان نشده است.
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