
 

 

  

 مقاله پژوهشي

 67-76 : صفحات،1389، تابستان2، شماره11 دوره،فصلنامه باروري و ناباروري

  محافظتي ملاتونين بر تغييرات هيستولوژيك بيضه موش بالغ تحت درمان با بوسولفان اثر
 

  2، سينا خواجه جهرمي1 فغاني، معصومه*1 محمد قاسميفهيمه
  ـ درماني گيلان، رشت، ايران ، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيمركز تحقيقات سلولي و مولكولي -1
  ـ درماني گيلان، رشت، ايران ، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيييقات دانشجوكميته تحقي -2
  

  
  چكيده

.  حائز اهميت استباليني، از نظر باروريقدرت  آن در ثراتو ادرماني  شيمي سيتوتوكسيكثرات ا: زمينه و هدف
 ات اثـر  بررسي تحقيق حاضر    هدف از . استفيز به عنوان آنتي اكسيدان شناخته شده         ملاتونين، هورمون غده اپي   

بافـت شناسـي   هاي  بوسولفان با كمك ارزيابي  درمان با   محافظتي ملاتونين روي اختلالات اسپرماتوژنز ناشي از        
  .باشد ميبافت بيضه 

 گـروه   شـامل  چهـار گـروه      درحيوانـات   .  هفته انجام شد   8 موش نر بالغ     32مطالعه حاضر روي    : روش بررسي 
صورت داخل صفاقي و گـروه   ه بوسولفان بmg/kg20 تك دوز كننده دريافت، 2روه  گDMSO كننده  دريافت كنترل

 mg/kg20  دنبـال تجـويز   ه ب ـ4گـروه  . صورت داخل صفاقي درمان شدند هب روز 5براي  ملاتونين mg/kg10 با 3
 بـدن   ازهمـه حيوانـات     بيضه   روز پس از شروع درمان،       35. كرد  روز ملاتونين دريافت مي    5بوسولفان، به مدت    

 ،نيفروس هاي سمي بندي جانسون، مطالعات مورفومتري لوله  نمودن نمره شد و ارزيابيها از طريق مشخصخارج 
 ANOVAآناليزهاي آمـاري بـا كمـك روش         . هاي زايا انجام شد    و شمارش سلول   هاي ليديگ  تخمين حجم سلول  

  . دار در نظر گرفته شد  معني>05/0p انجام گرفت و سطح آماري
ارزيابيهـا براسـاس    دار در    كنتـرل، كـاهش معنـي     گروه  هاي تحت درمان با بوسولفان در مقايسه با          موش :نتايج
 نيفروس هاي سمي  پارامترهاي كمي لوله  ). >001/0p( جانسون و كيفيت اسپرماتوژنز نشان دادند     بندي   نمرهمعيار  

)05/0p< (   در . مقايسه با كنتـرل كـاهش داشـت       دار در گروه دوم در       طور معني  ههاي ليديگ ب   و حجم هسته سلول
، حجـم   )>p05/0p(نيفروس   هاي سمي   شدن قابل توجه پارامترهاي لوله     طبيعي، باعث   4حاليكه ملاتونين در گروه     

 2در مقايـسه بـا گـروه        ) >001/0p(  جانسون براساس معيار   ارزيابينتايج  و   )>001/0p( هاي ليديگ  هسته سلول 
 )>p05/0p( دار صـورت معنـي   ه ب ـ2 در مقايـسه بـا گـروه         4 زايا را در گـروه       هاي ملاتونين تعداد همه سلول   . شد

  .افزايش داد
هـاي بيـضه     دهد كه ملاتونين داراي اثر محافظتي روي آسـيب         نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي      : گيري نتيجه

هـاي   كـاهش آسـيب   اين عمل از طريـق   احتمالاً. القاء شده با بوسولفان است، هرچند كه مكانيسم نامشخص است         
  . گيرد اكسيداتيو صورت مي

  

   .، ناباروري مردان، ملاتونيناسپرماتوژنز، بوسولفان، بيضه، سلول ليديگ، شيمي درماني:  واژگانكليد
 اثر محافظتي ملاتونين بر تغييرات .محمد قاسمي فهيمه، فغاني معصومه، خواجه جهرمي سينا :نحوه استناد به اين مقاله

  ، 2، شماره )1389 (11سال : فصلنامه باروري و ناباروري. ه موش بالغ تحت درمان با بوسولفانهيستولوژيك بيض
  .67-76: صفحات

  
  

  زمينه و هدف
دسـتگاه  درماني با تغييرات زيادي در        درماني و اشعه    شيمي
    و در بين اين عوامل، داروهـاي بـا          مردان همراه است   تناسلي

  

  
 رات سـوء را روي بيـضه      خاصيت آلكيله كنندگي بيشترين اث ـ    

ــي  ــاد م ــد  ايج ــه ). 1(كنن ــروزه ب ــشورهاي  ام   خــصوص در ك

فهيمه محمد : مسئول مكاتبه ∗
 مركز تحقيقات سلولي و ،قاسمي

، دانشكده پزشكي، مجتمع مولكولي
 جاده 10دانشگاهي گيلان، كيلومتر 

  3477تهران، رشت، صندوق پستي 
 :رايانامه

Parsahistolab@gmail.com 
  6/4/1388 :دريافت
  19/8/1388 :پذيرش
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و اميد به زندگي در اين افـراد         درمان موفق بدخيمها     ،پيشرفته
 است و عمده اين افراد، به ويـژه       افزايش يافته   ي  يبه ميزان بالا  

افراد جوان، پس از بهبودي تمايل به داشتن قدرت بـاروري و            
 درماني آلكيلـه كننـده      مله عوامل شيمي  از ج ). 2(فرزند هستند   

توان بوسولفان را نام برد كه بـه منظـور درمـان لوسـمي                مي
مزمن، سرطان تخمدان و همچنين قبل از پيوند مغز استخوان          

بيشتر مطالعات در   ). 3(شود    در بيماران سرطاني استفاده مي    
روي به طور عمـده       مورد اثرات توكسيك بوسولفان بر بيضه     

خـصوص در     وندگان مانند موش و رت بوده و بـه        هاي ج   مدل
هـاي اخيـر بـه منظـور القـاء آزواسـپرمي قبـل از پيونـد                   سال
هـاي مختلـف اسـتفاده        هاي ژرمينال به بيضه در گونـه        سلول

مصرف اين دارو پـس از يـك يـا دو تزريـق     . )4،5(شده است   
 اسـپرماتوگونيها را از بـين       اي از   عمـده بخـش    ،داخل صـفاقي  

هاي تحت     باروري در موش    بهبودي ضمن اينكه . )4،5(برد    مي
طــور خــود بخــود   بــهدر طــول زمــان درمــان بــا بوســولفان 

نيفـروس   هاي سمي   گيرد؛ زيرا، بافت بيضه و لوله       صورت نمي 
  .  )6،7(بينند  هاي زايا به شدت آسيب مي و سلول

 اپي فيـز اسـت در تنظـيم          ملاتونين كه يكي از ترشحات غده     
ملاتـونين داراي   . باشـد   مؤثر مي زيولوژي  هاي في   برخي پديده 

توليـد مثـل، ايمنـي و     كننده  ـ هورموني، تنظيم      عملكرد نوروني 
علاوه بر اين موارد ملاتونين روي تكثير و تزايـد و           . دما است 

همچنين اثرات ضد سرطاني و ضد      ). 8(تمايز سلولي اثر دارد     
 امكان برداشـت  ملاتونين  ). 9(آن نيز گزارش شده است      پيري  

ــودن   ــي نم ــالو خنث ــاي آزاد  راديك ــامل ه ــالش ــاي  راديك ه
دارا هـاي پراكـسي نيتـرات را          هيدروكسيل، پراكسيل و آنيون   

ــي ــد  م ــونين در  ). 10(باش ــصرف ملات ــوشم ــزرگ   م ــاي ب ه
ــشگاهي ــر آســيب آزماي ــسيداتيو  ، ســلولها را در براب هــاي اك

هاي اكسيدان را به طرق       نمايد و در واقع استرس      محافظت مي 
ضمن اين كه نشان داده شده كه       ). 11(دهد    كاهش مي متعددي  

اكسيداني ضـعيفي روي اسـپرم       ملاتونين داراي خاصيت آنتي   
هاي مختلف  هاي ملاتونين روي بافت  گيرنده). 12(انسان است   

هاي پوشـش اپيديـديم و بـه ميـزان            از جمله پروستات، سلول   
  ). 13(شوند  كمي روي اسپرم بيان مي

ــين  ــونهمچن ــسان تجــويز ملات ــاي وارده  آســيبين در ان   ه
  

هاي اسـپرم بـه دنبـال راكتيوهـاي اكـسيژن را              به ميتوكندري 
 ملاتونين  mg/kg100يك دوز بالا،    تجويز  ). 14(دهد    كاهش مي 

، مـانع   xدر معـرض اشـعه      بزرگ آزمايشگاهي   هاي     موشدر  
عـلاوه بـر    ). 14(شود     مي آنهاهاي حاد در بيضه       ايجاد آسيب 

هـاي ديابتيـك تحـت         مـوش  ملاتـونين در     مطالعات تجويز اين  
هـاي تحـت       نيـز مـوش   و  ) 15(1درمان با استروپتوزوتوسـين     

 باعث كاهش عوارض جانبي داروهاي      2درمان با سيس پلاتين   
 معتقد است كه ملاتـونين   Reiter.شود نامبرده روي بيضه مي

). 16(تواند سميت و عوارض جانبي داروها را كاهش دهـد     مي
ستفاده تـوام ملاتـونين و بوسـولفان و اثـر آن            در ارتباط با ا   

هـدف از   لذا  . روي تغييرات بيضه گزارشي در دسترس نيست      
ملاتـونين،  احتمـالي   اثـرات محـافظتي     ارزيابي  مطالعه حاضر،   

 بـالغ   هـاي   روي تغييرات هيستولوژيك اسپرماتوژنز در موش     
  .باشد با داروي بوسولفان ميدرماني  تحت شيمي

  
  روش بررسي

 NMRI نـژاد    ،هفتـه  6-8 موش بالغ نر     32مطالعه از   در اين   
بـه   حيوانـات از موسـسه رازي خريـداري و           .گرديـد استفاده  
هاي خود با دسترسـي       هفته در قفس   2تطابق با محيط    منظور  

آزادانه به آب و غـذا و شـرايط محيطـي اسـتاندارد نگهـداري               
 8هـر گـروه شـامل       (  گـروه  4پس از آن حيوانـات بـه        . شدند
  .قسيم شدند ت)حيوان

سولفواكــسايد  متيــل دي ml5/0 بــه ميــزان :گــروه كنتــرل -1
)Sigma, USA( 2درصد ) مطابق )حلال بوسولفان udagawa 
  .  دريافت نمودندداخل صفاقي صورت تك دوز  به )3(

، mg/kg20 بـه ميـزان      : گروه تحـت درمـان بـا بوسـولفان         -2
، به صـورت داخـل صـفاقي و تـك     )Sigma, USA(بوسولفان 

  .ز دريافت نمودنددو
 روز روزانـه    5 كه به مدت     : گروه تحت درمان با ملاتونين     -3

mg/kg10 ملاتونين )Sigma, USA (  به صورت داخل صـفاقي
 Ateşşahin  جهت حلاليـت ملاتـونين مطـابق       .دريافت نمودند 

  .شد استفاده مي% 1از اتانول ) 15(

                                                 
1- Streptozotocin 
2- Cisplatin 
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، mg/kg20 ابتـدا يـك تـك دوز         : گروه تحت درمان تركيبي    -4
 روز،  5كردنـد و پـس از آن بـه مـدت              وسولفان دريافت مـي   ب

  . ملاتونين دريافت نمودندmg/kg10روزانه 
 روز پــس از شــروع درمــان، همــه حيوانــات بــه طريقــه 35

. جابجايي نخاع، كشته و بيضه آنها از حفره شكم خـارج شـد            
هـا بـه داخـل محلـول فيكـساتيو            به منظور ثبوت بافتي، بيضه    

 ساعت در دماي اتـاق      72 درصد به مدت     10فرمالدئيد بافري   
  .شدند ور مي غوطه

  نيفروس  هاي سمي ارزيابي لوله
پس از گذشت سه روز از ثابت نمودن و اطمينـان از ثبـوت              

ها با ميكروسكوپ نـوري پاسـاژ بـافتي           ها، نمونه   بافتي بيضه 
بــه منظــور مطالعــه بــا پاســاژ از اتــانول بــا درجــات  . شــدند

براي به حداكثر   .  مذاب استفاده شد   صعودي، گزيلن و پارافين   
نيفـروس در    هـاي سـمي     هاي مناسب لوله    رساندن تعداد برش  

هـا در جهـت محـور طـولي در پـارافين              مقطع عرضي، بيـضه   
سپس با استفاده از دستگاه ميكروتوم دوار       . گيري شدند   قالب

)Leitz, Germany ( مقاطعي به ضخامتμ5 از هـر  .  تهيه شـد
هيه و به طريقه هماتوكسيلين و ائـوزين         اسلايد ت  5 تا   4بيضه  
و بـا  ) Olampus, Japan(آميزي و با ميكروسكوپ نوري  رنگ

بـه منظـور    . گرفتند   مورد مطالعه قرار مي    400×درشت نمايي   
ــه  ــت لول ــوغ و كيفي ــه بل ــاي ســمي مطالع ــروس از روش  ه نيف

جـدول جانـسون بلـوغ و بـه     ). 17(شـد     جانسون استفاده مـي   
اين جـدول داراي  . دهد ها را نشان مي ولهعبارتي ديگر كيفيت ل   

براساس معيارهاي زير بـه هـر مقطـع         .  است 1-10بندي    نمره
  :شود نيفروس داده مي عرضي لوله سمي

اسپرماتوژنز كامل، تعداد زيادي سراسپرم كه در حاشيه        : 10
  .لومن گرد و منظم قرار دارند

تعداد زيادي اسپرم وجـود دارد ولـي لـومن گـرد و مـنظم               : 9
  .شود ديده نمي

  .تعداد اسپرم خيلي كم است: 8
شود ولـي تعـداد زيـادي اسـپرماتيد گـرد             اسپرم ديده نمي  : 7

  .شود ديده مي
  . شود تعداد كمي اسپرماتيد گرد ديده مي: 6
تعداد زيادي  . شود  هيچ اسپرم و اسپرماتيد گردي ديده نمي      : 5

  . شود اسپرماتوسيت اوليه ديده مي

  .شود پرماتوسيت اوليه ديده ميتعداد خيلي كمي اس: 4
ــي : 3 ــده نمـ ــه ديـ ــيت اوليـ ــيچ اسپرماتوسـ ــود هـ ــط . شـ فقـ

  .شود اسپرماتوگوني ديده مي
فقـط سـلول سـرتولي ديـده        . هيچ سلول زايا وجـود نـدارد      : 2

  .شود مي
  هـا   شود و لولـه     نه سلول زايا و نه سلول سرتولي ديده مي        : 1

  

  .آتروفيك هستند
  

  نيفروس سميارزيابي كمي پارامترهاي لوله 
نيفــروس، از  جهــت ارزيــابي كمــي پارامترهــاي لولــه ســمي

گريدهاي مدرج خطي بر لنـز چـشمي ميكروسـكوپ اسـتفاده            
نيفروس در    لوله سمي  20تصادفي  در هر حيوان به طور      . دش

 . گـرد انتخـاب و مطالعـه شـد         مقطع عرضي گرد و يـا تقريبـاً       
 عـه يـا بـرش مايـل داشـتند مطال        بودنـد   ي كه بيضوي    يها لوله

نيفـروس   هـاي سـمي     اقطـار لولـه    400×ي  يبا بزرگنمـا  . نشدند
يعني از غشاء پايه يكطرف لولـه تـا غـشاء پايـه طـرف ديگـر                 

ابتدا دو قطر عمود بر هـم       . گرديدبراساس ميكرومتر محاسبه    
. محاسبه و سپس ميـانگين اقطـار در هـر لولـه محاسـبه شـد               

ه  ميـانگين قطـر مجـراي داخـل لول ـ         ،مـشابه ه طريق   همچنين ب 
براســاس نيفــروس و ضــخامت اپيتليــوم ژرمينــال     ســمي

  ).14( شد محاسبهميكرومتر 
  

  محاسبه حجم سلولهاي ليديگ
، حجـم هـسته     1000×ي  يبا كمك گريد خطـي و بـا بزرگنمـا         

بدين ترتيب كه در هـر حيـوان        . شدمحاسبه  هاي ليديگ    سلول
 =D1/2× D2√Rابتــدا از فرمــول . گرديــد ســلول مطالعــه 20

 D1 معـادل شـعاع و       Rكه در اين فرمـول      . مدآدست   هشعاع ب 
همچنـين  . اسـت ترتيب اقطار كوچك و بـزرگ سـلول         ه  ب D2و

.  اســتفاده شــدV=4/3 π R3مطالعــه حجــم از فرمــولبــراي 
14/3=π18(  عدد ثابت بود .(  

  

  شمارش سلولهاي زايا
ــاس  ــتبراسـ ــي ريخـ ــلول شناسـ ــلول، سـ ــر سـ ــاي  هـ  هـ

ــپرما   ــه، اس ــيت اولي ــپرماتوگوني، اسپرماتوس ــرد و اس تيد گ
نيفـروس در هـر       لوله سمي  20اسپرماتوزوا در مقطع عرضي     

 گرد مـورد شـمارش قـرار        يها فقط لوله . حيوان شمارش شد  
ي كه مايل و يا بيـضوي بودنـد و يـا حـاوي              يها گرفتند و لوله  
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 لومن بودنـد مـورد شـمارش        به داخل هاي ريزش يافته     سلول
  . سلولي قرار نگرفتند

 ميكروسـكوپ نـوري در      شناسـي   خترينتايج   :آناليز آماري 
 بلوغ اسـپرماتوژنز و     وهاي مورد مطالعه با هم مقايسه        نمونه

همچنين كليه پارامترهاي كمي محاسـبه شـده بـا اسـتفاده از             
 و آزمـون واريـانس يـك طرفـه تحليـل            SPSSبرنامه آمـاري    

ها به صـورت ميـانگين و انحـراف معيـار بيـان و              يافته. شدند
همچنـين جهـت ارزيـابي    . ار تلقي گشتد  معني ≥05/0pمقادير  

  .ها از تست توكي استفاده شد دار بين گروه  تفاوت معني
  

  نتايج
، در گروه كنترل اسپرماتوژنز فعال      شناسي  بافتدر مطالعه   

 نيفــروس در مراحــل مختلــف همــراه بــا  هــاي ســمي در لولــه
در . هاي بالغ يا در حال بلوغ مـشاهده شـد          اسپرمهاي      اسپرم

ــه ــن لول ــوجهي    اي ــل ت ــال از ضــخامت قاب ــوم ژرمين ــا اپيتلي ه
هاي زايا شـامل اسـپرماتوگوني،       برخوردار بود و انواع سلول    

اسپرماتوسيت اوليـه، اسپرماتوسـيت ثانويـه، اسـپرماتيدهاي         
جوان گرد و اسـپرماتيدهاي بـالغ دراز يـا اسـپرماتوزوئيد و             

   ،در بافت بينابيني  . هاي سرتولي مشاهده شدند    همچنين سلول 
  

  

نيفـروس در    هاي سمي   لوله -B. ها توجه شود   به اسپرماتوژنز فعال در لوله    . نيفروس موش كنترل   هاي سمي   فوتوميكروگراف نوري از لوله    -A .1شكل  
هـاي    سلول در ضخامت اپيتليوم زرمينال و از بين رفتن(*)  به تخريب اسپرماتوزنز و حضور واكوئل. دهد گروه تحت درمان با بوسولفان را نشان مي 

دهد اسپرماتوزنز ماننـد كنتـرل       ا نشان مي   اسپرماتوزنز در موش تحت درمان با ملاتونين ر        -C. نيفروس توجه نمائيد   هاي سمي  زايا و كاهش اقطار لوله    
ملاتـونين باعـث حفـظ اسـپرماتوزنز در مـوش      . دهـد  ملاتونين را نشان مي+ نيفروس در گروه تحت درمان با بوسولفان    هاي سمي   لوله -D. فعال است 
  هنوز اسپرماتوژنز فعال نشده است(***) ها  ولههرچند كه در برخي ل. دهند ها اسپرماتوزنز فعال را نشان مي اغلب لوله. درماني شده است يـتحت شيم

 . برابر160ي يبزرگنما. آميزي هماتوكسيلين، ائوزين ، رنگ)LC(،سلول ليديگ ) GE(تليوم ژرمينال  ، اپي )L( لومن
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ــا  ــراه ب ــدي ســست هم عــروق خــوني، اعــصاب،   بافــت همبن
هـاي اسـيدوفيل     هاي بافـت همبنـدي و همچنـين سـلول          سلول

صورت تكي و يا تجمعات سلولي با هسته گرد قابـل            هليديگ ب 
  ).A -1شكل ( مشاهده بودند

 بوســولفان، تخريــب mg/kg20در گــروه تحــت درمــان بــا  
هـا   لب لولـه  در اغ . استمشاهده  قابل  اسپرماتوژنز به وضوح    

هاي زايا از بين رفته بودند و ضـخامت          تعداد زيادي از سلول   
 در .داشــت كــاهش داري معنــيطــور  هتليــوم ژرمينــال بــ اپــي

 تعــداد. مـشهود بودنـد   هــاضـخامت اپيتليـوم ژرمينـال واكوئل   
. ها فاقد اسپرماتيد گرد و اسپرماتيد دراز بودند        زيادي از لوله  
ــه  ــده لولـ ــپرماتوگون  عمـ ــا داراي اسـ ــم  هـ ــدادي كـ ي و تعـ

هرچنـد كـه بنـدرت هنـوز برخـي          . اسپرماتوسيت اوليه بودند  
كليـه عناصـر تـشريحي     . ها داراي اسـپرماتيد نيـز بودنـد        لوله

هاي ليديگ در فاصله     موجود در بافت بينابيني همراه با سلول      
 ).B1-شكل ( نيفروس ديده شد هاي سمي بين لوله

كرده بود   ملاتونين مصرف    mg/kg10در گروهي كه ميزان     
  خاصي در مقايسه با كنترل ديده نـشد شناسي  ريختتغييرات  

هـا داراي    در گروه تحـت درمـان تركيبـي، لولـه         ). C -1 شكل(
هاي زايا بودند و ضخامت اپيتليوم ژرمينال        انواع متنوع سلول  

در ضـخامت آن،     صورت قابل توجه بيشتر از گروه دوم و        هب
ها اسپرماتوژنز    ب لوله در اغل . شد واكوئل خيلي كمتر ديده مي    

شد هرچند كه هنوز برخي از آنهـا فعـال نـشده              فعال ديده مي  
  ).D -1 شكل(بودند 

ــره  ــانگين نم ــه   مي ــسون، درصــد لول ــدي جان ــالغ   بن ــاي ب ه
هـاي   هاي زايـا در گـروه      نيفروس و همچنين تعداد سلول     سمي

 در گـروه كنتـرل      . بيان شـده اسـت     1مورد مطالعه در جدول     
در  . بــود51/9±43/0 ن در آنهــاودي جانــسبنــ ميــانگين نمــره

 بندي جانسون  حاليكه در گروه تحت درمان با بوسولفان نمره       
 كـاهش  )>001/0P(دار صـورت معنـي    ه بود كـه ب ـ    64/0±10/3

همانطور كه در جدول مشخص است تعـداد       ). 1جدول  (داشت  
صـورت   ههاي زايا نيز در گروه تحت بوسـولفان ب ـ       كليه سلول 

در .  در مقايـسه بـا كنتـرل كـاهش دارنـد           )>001/0P(دار معني
گروهــي كــه فقــط ملاتــونين  مــصرف نمــوده بــود، ميــانگين 

 بود كه در مقايسه با كنترل تغييري نـشان          58/9±1/ن  وجانس
هاي زايا نيز در مقايسه با       ضمن اين كه تعداد كليه سلول     . نداد

در حاليكه مصرف بوسـولفان تـوام       . كنترل تفاوتي نشان نداد   
 افزايش داد كه    4/7±27/1ن را به    و ميانگين جانس  ،ينبا ملاتون 

 دار در مقايــسه بــا گــروه تحــت درمــان بــا بوســولفان معنــي
)001/0P<( هـاي زايـا در    علاوه بر آن، تعداد كليه سـلول      .  بود

  . مقايسه با گـروه تحـت درمـان بـا بوسـولفان افـزايش يافـت               
  بـه عبــارتي ديگـر مــصرف ملاتــونين باعـث افــزايش بلــوغ و    

ــ ــلولكمي ــمي  ت س ــه س ــاي لول ــت    ه ــروه تح ــروس در گ   نيف
  . درماني شد شيمي

نيفـروس و    هـاي سـمي    ميانگين تغييـرات كمـي اقطـار لولـه        
 بيان  2هاي مورد مطالعه در جدول       هاي ليديگ در گروه    سلول

تليـوم   مصرف بوسـولفان نـه تنهـا ضـخامت اپـي           .شده است 
ــال را  ــرل  μm85/3±50/28ژرمينــ ــا كنتــ ــسه بــ  در مقايــ

μm2/4±00/65    دار  كــاهش داد بلكــه باعــث كــاهش معنــي 
)05/0P<(   نيفروس نيز شد     هاي سمي   در قطر لوله)  در ). 2جدول

گروهي كه فقط ملاتونين دريافت كرده بود هرچند كه از نظـر            

  )M±SD( نيفروس موش بالغ اد سلولهاي زاياي لوله سمي اثر بوسولفان و ملاتونين بر نمره بندي جانسون و تعد.1جدول 
  

  تعداد اسپرماتوزوآ  تعداد اسپرماتوسيت گرد  تعداد اسپرماتوسيت اوليه  تعداد اسپرماتوگوني نمره بندي جانسون   گروه 

 8/139±77/40 55/140±26/30 90/63±3/8 83/3±80/0  51/9±42/0  كنترل

 ab64/0±10 /3  ab05/0±36/1 ab50/3±8/17  ab74/11±89/60 ab26/9±32/28  بوسولفان

 b6/1±58/9  b61/0±50/3 b40/6±27/60 b50/21±20/135 b20/36±42/131  ملاتونين

 a27/1±4 /7  a4/0±30/3 a40/6±22/48 a70/20±44/120 a/..34±34/100  وسولفانب+ ملاتونين
  

a :001/0در مقايسه با گروه كنترلP< ،b : 001/0بوسولفان + در مقايسه با گروه ملاتونينP<  
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 ولــي ؛ تفــاوت خاصــي بــا كنتــرل ديــده نــشدشناســي ريخــت
ــي  ــخامت اپـ  ــ ضـ ــال بـ ــوم ژرمينـ ــي  هتليـ ــورت معنـ دار  صـ

μm63/6±00/61  با كنترل     در مقايسه μm2/4±00/65   كـاهش 
 كه شايد ناشي از اثرات ملاتـونين بـر روي محـور             ؛نشان داد 

  .  گنادي باشد-هيپوتالاموسي هيپوفيزي
داري در    بوسولفان كاهش معني   mg/kg20مصرف تك دوز    

هـا و    قطـر لولـه   : نيفـروس شـامل    عمده پارامترهاي لوله سمي   
دليـل  ه  ه ب ـ ضخامت اپيتليوم ژرمينال ايجـاد نمـود هرچنـد ك ـ         

هـا   كاهش پارامترهاي نامبرده، ضخامت مجراي داخلـي لولـه        
هـاي ليـديگ     حجم هسته سلول  . داد دار نشان مي   افزايش معني 

   بـود  μm395/5±37/85در گروه تحـت درمـان بـا بوسـولفان           
دار  كـاهش معنـي    μm31/2±91/111كه در مقايسه بـا كنتـرل        

گروه تحـت   مصرف ملاتونين در    ). 2جدول   (  )>05/0P( داشت
درمان تركيبي نه تنها باعث افزايش ضخامت اپيتليوم ژرمينال 

  هـاي ليـديگ      بلكـه حجـم هـسته سـلول        ؛هـا شـد    و اقطار لولـه   
در مقايسه    )>05/0P(دار صورت معني  هب μm381/3±00/103را  

ــا بوســولفان       ــت درمــان ب ــا گــروه تح    μm395/5±37/85ب
  . افزايش داد

ــارتي ديگــر تجــويز ملاتــونين  ــزان بــه عب    mg/kg10 بــه مي
 mg/kg20درمـاني بـا       روز در گـروه تحـت شـيمي        5به مـدت    

ــوارض ناشــي از مــصرف    ــاهش ع ــه ك بوســولفان، منجــر ب
  . بوسولفان بر روي بيضه شد

  
  بحث

  مطالعــه حاضــر اثــرات بوســولفان و ملاتــونين را روي     
  

نمايد كـه    بلوغ اسپرماتوژنز بررسي مي    تغييرات كمي، كيفي و   
 بـراي كيفيـت اسـپرماتوژنز هـستند و ايـن            ماركرهاي مهمـي  

توانند اطلاعـات مفيـدي در ارتبـاط بـا پتانـسيل             پارامترها مي 
  .باروري حيوانات ارائه دهند

 بوسـولفان، باعـث     mg/kg20در اين مطالعه تجويز تك دوز       
. كاهش بلوغ اسپرماتوژنز و عمده پارامترهاي كمي بيضه شد        

هـاي زايـاي     سـلول مصرف بوسولفان باعث از بين رفتن كليه 
اثــر ناشــي از خاصــيت آلكيلــه كننــدگي  بيــضه شــد كــه ايــن

در  هـاي  بوسولفان است كه داراي اثرات مخـرب روي سـلول         
ي ديگر نيز بـر ايـن       يا هرچند كه عده  ). 19( باشد حال تكثير مي  

تواند باعـث توقـف تقـسيم        اند كه مصرف بوسولفان مي     عقيده
). 20( رگ آنهـا گـردد    هاي بنيادي اسپرماتوگوني و يا م      سلول

تواند با كاهش بلـوغ اسـپرماتوزنز همـراه          اين مطلب  خود مي    
هاي زايا از بـين رفتـه        هرچند كه تعداد زيادي از سلول     . باشد
هـا و بـر روي غـشاء پايـه هنـوز              ولـي در داخـل لولـه       ؛بودند

ــدند   ــده شـ ــپرماتوگونيها ديـ ــدن   . اسـ ــاقي مانـ ــالاً بـ احتمـ
بر اين باشـد كـه ايـن سـلولها          تواند دليلي    اسپرماتوگونيها مي 

هـاي زايـايي را در    مدتي با تقسيم خـود سـلول    بتوانند پس از  
نـشان داده شـده كـه در        . نيفـروس ايجـاد بنماينـد      لوله سـمي  

هاي  اسـپرماتوگوني     دنبال تجويز بوسولفان، سلول    هموشها ب 
 ؛ي از سـلولها را تـشكيل دهنـد      ي ـا توانند مجموعـه   باقيمانده مي 

ــل   ــن س ــه اي ــد ك ــيهرچن ــوند  ولها نم ــايز ش ــد متم   ). 21( توانن
هايي  ژرمينال واكوئل تليوم    اپيدر ضخامت   مطالعه حاضر   در  

توانند در نتيجه از بين رفتن       شود كه اين واكوئلها مي     ديده مي 
  تواننــد  در واقــع ايــن واكوئلهــا مــي. هــاي زايــا باشــند ســلول

  

  )M±SD ( اثر بوسولفان و ملاتونين بر لوله سمي نيفروس و سلول ليديگ موش بالغ.2جدول 
  

 )m3μ(حجم هسته سلول ليديگ   )μm(قطر هسته سلول ليديگ   )μm(ضخامت اپيتليوم   )μm(ومن قطر ل  ) μm (قطر لوله  گروه 

  91/111±1/2  82/6±0 /51  00/65±2/4  00/79±4/5  25/156±72/7  كنترل

  ab46/3±37 /95  ab78/6±00/67  ab85/3±50/28  ab64/0±2/5  ab95/5±37 /85  بوسولفان

  b65/8±12/155  ab51/5±87/86  ab63/6±00/61  a55/0±7/6  b37/4±02/110  ملاتونين

  a32/9±12/129  13/6±37/78  a51/5 ±13/51  39/0±71/6  a81/3±00/103  بوسولفان+ملاتونين
  

a :05/0در مقايسه با گروه كنترلP< ،b : 0/ 05بوسولفان  + در مقايسه با گروه ملاتونينP<  
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كــاهش  دهنــده از دســت دادن اتــصالات ســلولي و يــا  نــشان
تواننـد    باشـند و مـي     1هاي چـسبنده ماننـد كادهرينهـا       مولكول

ضـمن  ). 22( آپوپتوز مطـرح باشـند     عنوان يكي از علائم پره     هب
 و  mg/kg40مطالعات قبلـي تجـويز تـك دوز         براساس  اين كه   

توانـد تغييـرات      بوسولفان در موشـها مـي      mg/kg20همچنين  
  . )24،23( هاي زاياي بيضه القاء نمايد آپوپتوتيك را در سلول

 شناسـي   ريخـت علاوه بر اين بوسـولفان نـه تنهـا تغييـرات            
ــه در ســلول  فراســاختاري را در ســلول ــا بلك ــاي زاي ــاي  ه ه

هاي ليـديگ، سـرتولي و ميوئيـد     سوماتيك بيضه شامل سلول  
تواند باعث تغييرات زيادي در بيـضه و         كند كه مي   نيز القاء مي  

ــه اســپرماتوژنز نتيجــه  .اســپرماتوژنز شــوند ــن ك  ضــمن اي
). 25( هاي زايا و سوماتيك بـر يكـديگر اسـت         ثرگذاري سلول ا
هـاي   عبارت ديگر كاهش بلوغ اسـپرماتوژنز، تعـداد سـلول         ه  ب

نيفـروس در گـروه تحـت        زايا و پارامترهاي كمي لولـه سـمي       
هاي زايـا    م سلول أتواند ناشي از تغييرات تو     درماني مي  شيمي

ار و  اقط ـكنـوني   ضمن اين كـه در مطالعـه        . و سوماتيك باشد  
در تاييد ايـن  . حجم هسته و سلول ليديگ نيز كاهش نشان داد        

طـور غيرمـستقيم     هدرمـاني ب ـ   يافته نشان داده شده كه شيمي     
و باعــث اخــتلال  هــاي ليــديگ اثــر دارد روي كــاركرد ســلول

ضمن اين كه در بررسـي      ). 26( شود كاركردي اين سلولها مي   
ي موجـود در    ها  و ارگانل  اندازهبا ميكروسكوپ الكتروني نيز     

 بوسـولفان، ماننـد     mg/kg20هاي ليديگ تحت درمان با       سلول
شــبكه آندوپلاســمي صــاف، ميتوكنــدري و همچنــين قطــرات 

طور كلي در بسياري حيوانـات      ه  ب). 25( يابد چربي كاهش مي  
ــلول   ــدري در س ــمي صــاف و ميتوكن ــبكه آندوپلاس ــاي  ش ه

 يزكتـومي دنبال هيپوف ه  ب. استروئيد ساز، مانند ليديگ فراوانند    
نيــز حجــم پارامترهــاي ســلول ) 28(  كريپتوركيديــسم و)27(

اين نتايج پيشنهاد كننده اين مطلب است       . يابد ليديگ كاهش مي  
هاي ليـديگ در گـروه تحـت         ، فعاليت سنتزي سلول   كه احتمالاً 

ضـمن ايـن كـه ثابـت        . درمان با بوسولفان كاهش يافته اسـت      
دار شـبكه   هـاي ليـديگ و مق ـ      شده است كه بـين حجـم سـلول        

آندوپلاسمي و ظرفيت ترشحي سلول ليديگ ارتبـاط مـستقيم          
داراي  هـاي ليـديگ فعـالتر      عبارت ديگر، سلول  ه   ب ؛وجود دارد 

 در اين مطالعـه ميـزان       پس احتمالاً ). 29( حجم بالاتري هستند  
                                                 
1- Cadherines 

 ؛هاي ليديگ كاهش يافته اسـت      آندروژن توليدي توسط سلول   
ي در ايـن زمينـه      ا مطالعـه محققان مطالعـه حاضـر      هرچند كه   
ــدانجــام نداد  روي Chatterjeeضــمن ايــن كــه در مطالعــه   .ن

ــيمي     ــت ش ــوم و تح ــه لنف ــتلا ب ــاران مب ــطح   بيم ــاني س درم
  ). 30 (يافته بودداري كاهش   معنيطوره تستوسترون سرم ب

در مطالعـه حاضـر اثـر تجــويز ملاتـونين بـه تنهـايي و بــه       
رد صــورت تــوأم بــا بوســولفان روي اســپرماتوژنز نيــز مــو

 ترين ترشـح غـده     ملاتونين به عنوان مهم    .بررسي قرار گرفت  
ــي  ــي  اپ ــز آنت ــسيدانت  في ــده    ياك ــي كنن ــؤثر و خنث ــسيار م  ب

 انـدازه ملاتونين بـه دليـل داشـتن        ). 8( هاي آزاد است   راديكال
كوچك و خاصيت چربي دوسـتي زيـاد بـه راحتـي از غـشاء               

 غلظـت آن . شـود  د و در كل سلول پخش مينك ميسلول عبور   
 را در برابـر عوامـل       DNAدر هسته سلول بسيار بالا است و        

مطالعــه حاضــر نــشان داد كــه ). 8( نمايــد مخــرب حفــظ مــي
 روز، بـه صـورت      5 ملاتونين بـراي مـدت       mg/kg10مصرف  

ــولفان را روي    ــوء بوسـ ــرات سـ ــولفان، اثـ ــا بوسـ ــوأم بـ تـ
رسـد كـه     بنـابراين بـه نظـر مـي       . دهد اسپرماتوژنز كاهش مي  

ــد اســپ رماتوژنز در گــروه آخــر تحــت درمــان  بهبــودي رون
بـه  . اشـد اكسيدانتي ملاتونين ب    ناشي از خاصيت آنتي    ،تركيبي

هـاي   ، مصرف ملاتـونين در رت     حاضرطور مشابه با مطالعه     
هاي ديابتيـك    و همچنين رت  ) 15( تحت درمان با سيس پلاتين    

تحت درمان با استرپتوزوتوسين آسـيب وارده بـه بيـضه را            
رسد كه ملاتـونين در       بنابراين به نظر مي    ).14( دهد كاهش مي 

 نيـز سـميت و عـوارض جـانبي بوسـولفان را             حاضرمطالعه  
در مطالعــه ملاتــونين مــصرفي دوز ). 16( كــاهش داده اســت

  ).  15،14 (بود Atessahin و Guneliمشابه مطالعه حاضر 
 چـرا كـه ايـن       ؛دش ـاز بوسولفان استفاده    حاضر  در مطالعه   

 تقــسيم هــاي زايــا را در مراحــل اوليــه توانــد ســلول دارو مــي
 بـه ميـزان شـديدتري در مقايـسه بـا سـاير              )اسپرماتوگوني(

  بنـابراين،  ). 3( داروهاي گنادوتوكـسيك ديگـر تخريـب نمايـد        
 از  تـر  دنبال بوسولفان مـشكل    هكه بهبودي اسپرماتوزنز ب    دباي

). 3( باشـد ديگر داروهاي گنادوتوكـسيك و يـا ضـد سـرطان        
 بـه ازاء  mg50 تـا  mg40ولفان در دوز مصرف تك دوز بوس ـ   
هرچنـد  ). 5،4(ست   ا زواسپرمي همراه آكيلوگرم در موشها، با     

  كه دوز القاء كننده آزواسـپرمي بـا كمـك بوسـولفان وابـسته          
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). 31( بــه گونــه اســت و در حيوانــات مختلــف متفــاوت اســت
ــه  ــابراين مطالعـ ــوني بنـ ــه دوز كنـ ــشان داد كـ ، mg/kg20نـ

 .باشـد  القـاء ازواسـپرمي همـراه نمـي       بوسولفان در موش، با     
ــپرماتوژنز     ــديد اسـ ــب شـ ــب تخريـ ــه موجـ ــد كـ  و هرچنـ

  . شود مياوليگواسپرمي 
، با افـزايش    تركيبيتحت درمان    نتايج مطالعه كمي در گروه    

 ايـن   احتمـالاً . بلوغ اسپرماتوژنز در ايـن گـروه مطابقـت دارد         
تغييرات و روند حفظ اسـپرماتوژنز بـا بلـوغ بهتـر در گـروه               

  تواند ناشـي از چنـد مكانيـسم        رم نسبت به گروه دوم مي     چها
  

  :باشد
 خاصــيت آنتــي اكــسيداني قــوي ملاتــونين، چــرا كــه -الــف

هـاي آنتـي      هاي آنزيم   تواند فعاليت و يا بروز ژن       ملاتونين مي 
ديس موتاز، گلوتاتيون ردوكتـاز      سوپر اكسيد : اكسيدان مانند 

   ).8(و گلوتاتيون پر اكسيداز را تحريك نمايد 
آپوپتوتيـك ملاتـونين، كـه بـا مهـار رونـد              خواص آنتي  -ب

 هاي زايا مانع تخريب اسپرماتوژنز شده اسـت        آپوپتوز سلول 
يد اين مطلب، اثرات آنتي آپوپتوتيك ملاتـونين بـر        يدر تا ). 15(

هاي مختلف در چندين آزمـايش ديگـر نـشان داده            روي بافت 
  ).15( شده است

نين، شـايد ملاتـونين بـا      پروليفراتيـو ملاتـو     خواص آنتي  -ج
هاي اسپرماتوگوني، روند تمـايز آنهـا        مهار روند تكثير سلول   

 Glodeيد اين مطلب    يدر تا . نمايد را به اسپرماتوسيت مهار مي    
كه هـر عـاملي كـه        و همكاران براي اولين بار پيشنهاد نمودند      

محـور   شود و بتواند   LH2 و FSH1 بتواند باعث كاهش ترشح   
تواند  گنادي را مهار كند احتمالاً مي     -لاموس هيپوتا -هيپوفيزي

ــسيم   ــار تق ــث مه ــلول باع ــي    س ــپرماتوگوني در ط ــاي اس ه
ثابت نمودند كه درمان   و همكاران  Glode .درماني شود  شيمي

قبـل و    GnRHa3 با آنالوگ هورمون آزاد كننده گنـادوتروپين      
ــسفامايد،  ــصرف سيكلوفـ ــي مـ ــظ  در طـ ــث حفـ ــد باعـ رونـ

طور مشابهي تجـويز     هب). 32( ودش  در موش مي   نزژاسپرماتو
و ) 34( ، تـستوسترون  )33(، بوسـرلين    )25،3( لوپرلايد استات 

باعــث حفــظ ) FSH) 35 هــاي اســتروژن و همچنـين هورمــون 

                                                 
1- Follicle Stimulatory Hormone 
2- Luteinizing Hormone  
3- Gonadothropin Releasing Hormone analoge 

بــا بوســولفان  درمــاني اســپرماتوژنز در مــوش تحــت شــيمي
  كه خود اين عوامل نيز به نوعي باعـث مهـار محـور             ؛شود مي

مطالعـات قبلـي نـشان      . ندشـو   هيپوتالاموسي مـي   -هيپوفيزي
 در موشـها    GnRHهـاي    اند كه بـين ملاتـونين و گيرنـده         داده

  راLH و FSHرابطه معكوس وجود دارد و ملاتـونين ترشـح         
ــاهش مــي ــزارش ). 36(دهــد  ك ــه گ ــن ك ــي هــاي ضــمن اي  قبل

 دهنده اين است كه ملاتونين داراي خاصيت ضدتكثيري        نشان
هـاي   اير سـلول  و هـم روي س ـ    ) 37( هاي زايـا   هم روي سلول  

 ثابـت شـده     ،فوقهاي   هرچند كه مكانيسم  . )38،39(ديگر است   
 اثبـات آنهـا مطالعـات بيـشتري در زمينـه            بـراي باشند و    نمي

ــستوشيمي  ــولي و ايمونوهيــ ــلولي، مولكــ ــين ســ  و همچنــ
   .باشد مورد نياز ميآندوكرينولوژي 

  
  گيري نتيجه

طور خلاصه نتايج مطالعه حاضـر نـشان داد كـه تجـويز              هب
mg/kg20   ــپرماتوژنز و ــاهش اس ــث ك ــولفان، باع ــوغ  بوس بل
همچنـين تغييـرات كمـي پارامترهــاي    هـاي ژرمينـال و    سـلول 

، به مـدت    mg/kg10تجويز ملاتونين به ميزان     . شود بيضه مي 
درماني به ميزان قابل توجهي، تغييرات   روز از شروع شيمي  5

دهد و نقـش     درماني بر اسپرماتوزنز را كاهش مي      سوء شيمي 
كنـد     اين مطالعه پيشنهاد مـي     .فاظتي خوبي روي بيضه دارد    ح

كه ملاتونين ممكن است نقش مفيد و مهمي براي كاربردهـاي           
دنبال مـصرف داروهـاي       كلينيكي اختلالات كاركردي بيضه به    

  . ضد سرطان داشته باشد
  

  تشكر و قدرداني
با تشكر از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي         

بـا سـپاس از سـركار    ايت مالي اين مطالعـه و   گيلان جهت حم  
 شناســي خــانم مژگــان بــشيري كارشــناس آزمايــشگاه بافــت

 دانشكده پزشكي، جهت همكـاري صـميمانه در زمينـه بـرش،           
  .شناسي آميزي و تهيه اسلايدهاي بافت رنگ
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