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Abstract 

Purpose: The aim of this study was to investigate the protective effect of melatonin on sperm 

parameters, epididymis and seminal vesicle morphology in adult mouse under chemotherapy. 

Materials and Methods: Male adult NMRI mice were divided into four groups. The control group 

received a single dose of DMSO, Group 2 received a single dose of busulfan 20 mg/kg. Group 3 

was administered melatonin 10 mg/kg for 5 days. Group 4 received a 5 days course of melatonin 10 

mg/kg following an initial dose of busulfan 20 mg/kg. Animals were sacrificed 35 days after 

treatment and evaluations were made by determining of sperm count and sperm quality, histological 

study of epididymis, seminal vesicle and measuring of plasma testosterone level. Statistical analyses 

were performed using ANOVA and Tuckey test.  

Results: Busulfan significantly reduced sperm count, sperm motility and normal morphology and 

testosterone level in comparison with that of control group (P< 0.01). However, combined treatment 

increased mentioned parameters in compare with those of chemotherapy treated group (P< 0.01). In 

histological evaluations busulfan resulted in vacuoles in epithelial thickness of epididymis and 

reduced epithelial cell height in comparison with that of control group (P< 0.001). Busulfan reduced 

semen fluid and epithelial folds and epithelial cell height in seminal vesicle in comparison with 

those of control group (P< 0.001). However, combined treatment, resulted in recovery and 

normalization of the epididymis and seminal vesicle.  

Conclusion: Melatonin has protective effect on epididymal sperm parameters, seminal vesicle and 

epididymis morphology in mouse under treatment with chemotherapy. Although the mechanism is 

not clear, it acts probably by decreasing oxidative stresses.  
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  چكيده
  درماني  اسي اپيديديم و كيسه مني در موش بالغ تحت شيميشن  بررسي اثر محافظتي ملاتونين بر پارامترهاي اسپرم و ريخت:هدف

 گـروه .  دريافت كردDMSOيك دوز دي متيل سولفوكسايد گروه كنترل . به چهار گروه تقسيم شدند بالغ نر هاي موش :ها مواد و روش
گـرم بركيلـوگرم ملاتـونين         ميلي 10 روز، روزانه    5به مدت   ،  گروه سوم . بوسولفان دريافت كرد   ميلي گرم بركيلوگرم     20دوم، يك دوز    

گـرم     ميلـي  10 روز، روزانـه     5، بـه مـدت      بوسـولفان گـرم بركيلـوگرم        ميلـي  20چهارم به دنبال دريافت يك دوز      گروه   ه و دريافت كرد 
و   از طريق مـشخص نمـودن تعـداد   ها يارزيابتشريح شدند و  تيماروع ر روز پس از ش35 حيوانات.دريافت كرد بركيلوگرم ملاتونين 

آناليزهـاي   .گيري تستوسترون پلاسما صـورت گرفـت        يفيت اسپرم اپيديديم و مطالعات هيستولوژيك دم اپيديديم، كيسه مني و اندازه           ك
  . طرفه و آزمون توكي انجام شد آماري با آزمون آناليز واريانس يك

اسپرم و سطح تستوسترون در مقايسه با گروه شناسي طبيعي  دار در تعداد و تحرك اسپرم و ريخت بوسولفان باعث كاهش معني :ها يافته
درمـاني شـد      كه درمان تركيبي، باعث افزايش پارامترهـاي نـامبرده در مقايـسه بـا گـروه تحـت شـيمي                     در حالي ). p>0/05(كنترل شد   

)0/01<p .(              هاي اپيتليـال     ولدر ارزيابي هيستولوژيكي، بوسولفان باعث ايجاد حفراتي در ضخامت اپيتليوم اپيديديم و كاهش ارتفاع سل
هاي اپيتليـال     هاي اپيتليالي و كاهش ارتفاع سلول       بوسولفان باعث كاهش مايع مني و چين      ). p>0/001(اپيديديم در مقايسه با كنترل شد     

  .ها شد تر شدن بافت كه درمان تركيبي باعث بهبودي و طبيعي در حالي. در مقايسه با گروه كنترل شد) p>0/001(كيسه مني 
هر چند كه مكانيـسم نامـشخص   . درماني است  ملاتونين داراي اثر محافظتي بر اپيديديم و كيسه مني در موش تحت شيمي      :يگير نتيجه

 .گيرد هاي اكسيداتيو صورت مي است، اما احتمالاً اين عمل از طريق كاهش آسيب
  

  ملاتونين، بوسولفان،مورفومتري، اپيديديم، كيسه مني :ها كليدواژه
  

  مقدمه
درمـاني و راديـوتراپي اخـتلالات زيـادي در            يميعوامل ش 

كننــد و در بــين ايــن عوامــل،  رونــد اســپرماتوژنز ايجــاد مــي
 داروهايي كه داراي خاصيت آلكيله كنندگي هـستند، بيـشترين         

ــد    ــضه دارن ــر بي ــوء را ب ــار س ــم]. 1[آث ــروزه رژي ــاي ام  ه
ميزان زيادي بقاي بيمـاراني را كـه از           درماني موفق نيز به     شيمي
ــر  شــراي ــاي غي ــضه، هــوچكين و لنفوم ــد ســرطان بي   طي مانن
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ده ايـن   برند، افزايش داده است و عم       هوچكين يا لوسمي رنج مي    
ويژه افراد جوان، پس از بهبودي خواهـان داشـتن فرزنـد              افراد، به 
بنابراين اختلالات ايجاد شـده در بـاروري بـه دنبـال            ]. 2[هستند  
هر چند كه حفـظ     . درماني از نظر باليني اهميت بالايي دارد        شيمي

درمـاني، روش     صورت منجمد قبل از شـروع شـيمي         مايع مني به  
ظ باروري است، اما كيفيت اسپرم پـس از         قابل اطميناني براي حف   

هـاي   كند و در برخي مـوارد روش   ذوب كردن مايع مني تغيير مي     
داخـل سيتوپلاسـم      مدرن كمك باروري مانند تزريـق اسـپرم بـه         

از جملـه   ]. 3[ براي بـاروري مـورد نيـاز اسـت           ICSI] [اووسيت  
تـوان بوسـولفان را نـام بـرد كـه داراي              درماني مـي    عوامل شيمي 

ت آلكيله كنندگي بوده و براي درمان لوسمي مزمن، سرطان خاصي
تخمدان و همچنين قبل از پيوند مغز استخوان در بيماران سرطاني 

مصرف اين دارو پس از يـك يـا دو تزريـق            ]. 3[شود    استفاده مي 
؛ ضمن  ]4[برد    ها را از بين مي      داخل صفاقي، عمده اسپرماتوگوني   
 تحت درمان با بوسـولفان      هاي  اين كه بازگشت باروري در موش     

هـاي    گيرد زيرا، بافـت بيـضه و لولـه          صورت مؤثر صورت نمي     به
  ].5[بينند  شدت آسيب مي هاي زايا به سمي نيفروس و سلول

ــال د ــد،1981ر س ــشنهاد   (Glode) گل ــارانش پي و همك
هاي اسپرماتوگوني و در نتيجـه   تقسيم سلول نمودند كه مهار

درماني، ممكـن اسـت       ي شيمي ها ط  مهار تمايز اسپرماتوگوني  
هـاي زايـا و در نتيجـه حفـظ قـدرت             باعث محافظت سلول  

او پيشنهاد كرد هـر عـاملي كـه بتوانـد     . دشو باروري بيماران
ــاهش ترشــح ــدLH  و FSH باعــث ك محــور  شــود و بتوان

ــوفيزي ــالاموس- هيپ ــادي را مهــار كنــد-  هيپوت احتمــالاً ، گن
توگوني طـي  هـاي اسـپرما   سـلول  تواند باعث مهار تقسيم مي

ها را در برابر عوامل     شده و در نتيجه اين سلول     درماني    شيمي
در ايـن   بعـدها مطالعـات متعـددي   ]. 6[مخرب حفظ نمايـد  

زمينه انجـام گرفـت و نـشان داده شـد كـه مـصرف برخـي                 
 آنالوگ يا آنتاگونيست هورمـون آزاد كننـده گنـادو           داروهاي
دنبال    به هاي زايا   ، پس از تخريب شديد سلول     GnRHتروپيني

، گزانــديونعوامــل گنــادو توكــسيك مختلــف ماننــد ه    

،دي گرماي مـزمن  .  ايندنوپريدين ،اشعه درماني ،  پروكاربازين
 يا درمان بـا     سيكلوفسفامايد و بوسولفان  برومو كلرو پروپان،    

تواند باعث حفظ يا بر قراري اسپرم زايي در           مي ]8و7[اشعه  
هـاي    رمـون  عـلاوه بـر آن هو      .دهاي سمي نيفروس شـو      لوله

 FSH] 10و9[ديگري مانند استروژن، تستوسترون و همچنين       
نيز براي حفـظ اسـپرماتوژنز در حيوانـات تحـت درمـان بـا               

  .اند درماني يا راديوتراپي استفاده شده شيمي
توانـد    ملاتونين كه يكي از ترشحات غده اپي فيز است مي         

. هــاي فيزيولوژيــك شــركت نمايــد در تنظــيم برخــي پديــده
هورموني، تنظيم توليد مثـل،     -ين داراي عملكرد نوروني   ملاتون

علاوه بر اين مـوارد ملاتـونين بـر تكثيـر و            . ايمني و دما است   
رسپتورهاي ملاتونين روي  ]. 11[تزايد و تمايز سلولي اثر دارد       

مغز، شبكيه، سيـستم قلبـي عروقـي،        : اندام هاي مختلف مانند   
هـا،    آديپوسـيت هـاي ايمنـي،       ها، سـلول    دستگاه گوارشي، كليه  

هاي گرانولـوزاي     هاي پوششي پروستات و پستان، سلول       سلول
و دسـتگاه تناسـلي     ] 12و11[تخمدان، ميـومتر رحـم، پوسـت        

ميزان كمـي روي      هاي پوشش اپيديديم و به      مردانه مانند سلول  
 در in vivoهمچنين در محـيط  . شود بيان مي] 13[اسپرماتوزوآ 

هـاي وارده بـه       ميـزان آسـيب   ها ديده شده كه ملاتونين،        انسان
دنبال راكتيوهـاي اكـسيژن را كـاهش          هاي اسپرم به    ميتوكندري

اند كه بين ملاتـونين و        مطالعات قبلي نشان داده    ].13[دهد    مي
ها رابطـه معكـوس وجـود دارد و           در موش  GnRHهاي   گيرنده

 و FSH)( هورمـون تحريـك كننـده فوليكـولي        ملاتونين ترشح 
عبـارت   ، بـه دهـد  را كـاهش مـي  )  (LHههورمون لوتئينيزه كنند

 - هيپوتالاموس -هيپوفيزيتواند باعث تغيير در محور        ديگر مي 
دهنـده   ها قبلـي نـشان      ضمن اين كه گزارش   ] 14. [ شود گنادي

اين است كه ملاتونين داراي خاصيت ضد تكثيـري هـم روي            
 هــاي ديگــر اســت و هــم روي ســلول] 15[هــاي زايــا  ســلول

ــه ح. ]17و16[ ــدف مطالع ــالي  ه ــش احتم ــي نق ــر، بررس اض
محافظتي ملاتونين روي پارامترهاي اسپرم اپيديـديم و سـطح          

شناسـي اپيديـديم و كيـسه منـي           تستوسترون پلاسما و ريخت   
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  .موش بالغ تحت درمان با بوسولفان بود
  

  ها مواد و روش
 نـژاد   ،هفتـه  6 -  8 موش بـالغ نـر       32در اين مطالعه از     

NMRI   سـسه رازي خريـداري     ؤ حيوانـات از م    .شـد  استفاده
هـاي خـود بـا        هفته در قفس   2 تطابق با محيط     براي و   هشد

دسترسي آزادانه به آب و غذا و شـرايط محيطـي اسـتاندارد            
هـر گـروه   ،  گروه4پس از آن حيوانات به     . نگهداري شدند   

  . حيوان تقسيم شدند8شامل 
دي متيــل ســولفو  ml 5/0ميــزان   كــه بــهگــروه كنتــرل -1

صـورت    بـه  )حلال بوسولفان  ( درصد 2  )sigma,USA(اكسايد  
 گروه تحت تيمار با بوسولفان كه      -2. تك دوز دريافت نمودند   

، بـصورت داخـل     )sigma,USA(، بوسولفان   mg/kg 20ميزان    به
 گـروه تحـت تيمـار بـا        -3.صفاقي و تك دوز دريافت نمودند     

ــه مــدت   ــونين كــه ب ــه 5ملات ــونين mg/kg10 روز روزان  ملات
)Sigma-USA (4. صورت داخل صـفاقي دريافـت نمودنـد         به-

، mg/kg 20گروه تحت درمان تركيبي كه ابتـدا يـك تـك دوز             
 روز، روزانـه    5بوسولفان دريافت كردند و پس از آن به مدت          

mg/kg10ملاتونين دريافت نمودند . 

ــه  35 ــه طريق ــات ب  روز پــس از شــروع تيمــار، همــه حيوان
ف تحتـاني اقـدام بـه       جايي نخاع، كشته شدند و از وريد اجو         جابه

خونگيري شد، سپس اپيديديم هر دو طرف و همچنين كيسه مني           
هاي اطـراف جـدا       سمت راست از حفره شكمي خارج و از بافت        
از دم اپيديـديم و     . شدند و مورد مطالعه ميكروسكوپي قرار گرفتند      

كيسه مني سمت راست نمونه بافتي برداشته شد و براي ثبـوت در         
  . درصد قرار داده شد10فري محلول فرمالدييد با

  
   اسپرمپارامترهايارزيابي 

براي ارزيابي پارامترهاي اسپرم از دم اپيديديم سمت چپ         
  داخـل پتـري ديـش حـاوي محلـول هـامز             استفاده شد كه بـه    

)Ham,s-f10 (    بـه  . گراد منتقل شد     درجه سانتي  37گرم شده در

مك تيغه  ها از اپيديديم، اپيديديم با ك       منظور خارج شدن اسپرم   
جراحي به قطعـات كوچـك بريـده و سـپس پتـري ديـش در             

 درصد به مدت چهل     CO2 5گراد و      درجه سانتي  37انكوباتور  
  .و پنج دقيقه قرار داده شد

  
  مطالعه حركت اسپرم

. پس از گذشت نيم ساعت پتري ديش از انكوباتور خارج شد          
 قطره از محلول روي يـك اسـلايد         2براي ارزيابي حركت اسپرم،     

ميكروسكوپي چكانده و سپس روي هر كدام يك لامل قـرار داده            
 ميدان ديد ميكروسكوپي با بزرگنمايي      5در هر حيوان حداقل     . شد

  .هاي متحرك مشخص شد  برابر مطالعه و درصد اسپرم400
  

  مطالعه تعداد اسپرم
 ميكروليتر از سوسپانسيون اسپرم روي يـك لام نئوبـار           20

حركت شدن   گذشت چند دقيقه و بي    انتقال داده شده و پس از       
 106 خانه شمارش شد و به صورت        5ها در     ها، تعداد اسپرم    آن

  .ليتر بيان شد بر ميلي
  

  شناسي اسپرم مطالعه ريخت
 ميكروليتري از سوسپانـسيون اسـپرم روي        20يك قطره   

يك اسلايد گـسترانده و پـس از خـشك شـدن در هـوا در                
وش پاپـانيكولا    درصد تثبيـت شـد و سـپس بـا ر           96اتانول  
هـا و     هـا روي لام     آميزي شد و پس از چـسباندن لامـل          رنگ

 1000ها در زير ميكروسكوپ با بزرگنمـايي        خشك شدن آن  
 2000. شناسـي سـر و دم ارزيـابي شـد           برابر از نظر ريخـت    

سلول در هر حيوان مطالعه شد و مواردي مانند كوچكي يـا            
ايي بزرگي سر، شكل غيرطبيعي سر يا دو سـر بـودن و جـد             

سر از دم، دم كوتاه، دم بلند، مارپيچي بودن دم، دم خميـده             
و وجود دو دم به عنوان اشـكال غيرطبيعـي در نظـر گرفتـه               

  .شده و به صورت درصد بيان شد
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  گيري تستوسترون سرم اندازه
آوري شـده     براي تعيين غلظت تـستوسترون، خـون جمـع        

 سـپس نمونـه   .  ساعت در يخچال قرار داده شد      24براي مدت   
 دور در دقيقه و     2000به دستگاه سانتريفوژ منتقل و با سرعت        

براي تعيين  .  دقيقه، عمل جداسازي سرم انجام شد      20به مدت   
) RDG,Germany(تستوسترون سرم، از روش راديو ايمونواسي       

  .استفاده شد
  

  مطالعه بافتي اپيديديم و كيسه مني
فتي، پس از گذشت سه روز از تثبيت و اطمينان از ثبوت با           

. ها براي مطالعه با ميكروسكوپ نوري پاساژ بافتي شدند          نمونه
به منظور پاسـاژ از اتـانول بـا درجـات صـعودي، گزيلـول و                

 و با اسـتفاده از دسـتگاه ميكروتـوم          پارافين مذاب استفاده شد   
تهيـه   ميكـرون  5 مقاطعي با ضـخامت ) Leitz, Germany( دوار
ــافتي از هــر . شــد ــه ب ــق ســلايد انتخــا ا5نمون ــه طري ب و ب

 آميزي و با ميكروسـكوپ نـوري   رنگ هماتوكسيلين و ائوزين
)Olympus (بــراي تغييــرات ضــخامت اپيتليــوم .  شــد مطالعــه

اپيديديم وقطر لومن اپي ديديم و همچنين ضـخامت اپيتليـوم           
از گريــدهاي مــدرج خطــي كــه بــر لنــز چــشمي كيـسه منــي  

 هـر   در. شـد  اسـتفاده    شده بـود    و كاليبره  ميكروسكوپ نصب 
  گـرد   مقطع عرضي گرد يـا تقريبـاً       20 تصادفيحيوان به طور    

همچنين براي بررسي تغييرات  . انتخاب و مطالعه شد   اپيديديم،  
هاي اپيتليال اپيديديم و كيسه مني با  اندازه و شكل هسته سلول    

 برابر، قطر بزرگ    1000كمك لنز چشمي مدرج، با بزرگنمايي       
)D1 (    و قطر هسته)D2 (شد و سپس ميانگين قطـر       گيري  اندازه 

در هــر حيــوان . دســت آمــد  بــهd=√D1×D2هــسته از فرمــول 
  ].18[گيري شد   هسته اندازه50تعداد
  

  آناليزهاي آماري
هـاي   شناسي ميكروسـكوپ نـوري در نمونـه         نتايج ريخت 

كليه پارامترهاي كمي محاسـبه     . مورد مطالعه با هم مقايسه شد     
 و آزمون واريـانس يـك       SPSSشده با استفاده از برنامه آماري       

ها به صورت ميانگين و انحـراف معيـار           يافته. شدطرفه تحليل   
همچنـين  . شـد  در نظـر گرفتـه    دار    معني >p 0/05بيان و مقادير  

 تـوكي    آزمـون  هـا از    دار بـين گـروه      ارزيابي تفاوت معني   براي
  .استفاده شد

  

  ها يافته
سـپرم  در مطالعه حاضر، تيمار با بوسولفان باعث كاهش تعداد ا         

) ×mL/106( در مقايسه با كنترل      06/10± 71/6) ×mL/106(ميزان    به
هاي سر و     اين در حالي بود كه ميزان ناهنجاري      .  شد 69/2±42/31

دار افـزايش يافـت       صـورت معنـي     دم اسپرم در مقايسه با كنترل بـه       
دار باعـث     صورت معنـي    همچنين تيمار با بوسولفان به    ). 1جدول  (

 در مقايسه با كنتـرل      96/21±34/22م از   كاهش درصد تحرك اسپر   
درمان تركيبي، باعث حفظ پارامترهاي نـامبرده       .  شد ±54/86 54/4

علاوه بر ايـن، سـبب      . در اسپرم در مقابل آثار زيانبار بوسولفان شد       
 در مقايسه با گـروه      mL/106× (52/2±43/22(افزايش تعداد اسپرم    

 شــد و mL/106× (06/10± 71/6(تحــت درمــان بــا بوســولفان    
 را نيـز در مقايـسه بـا گـروه           81/73 ± 76/3درصد تحرك اسـپرم     

). 1جـدول   ( افـزايش داد     96/21±34/22تحت درمان با بوسولفان     
. شناسي غيرطبيعي سر و دم نيـز شـد          همچنين باعث كاهش ريخت   

لازم به ذكر است كـه مـصرف ملاتـونين بـه تنهـايي، تـأثيري بـر                  
  . پارامترهاي اسپرم نگذاشت

  

  گيري تستوسترون ازهاند
ــه  ــستوسترون ب ــزان  مــصرف بوســولفان، باعــث كــاهش ت مي

ng/mL 07/0±62/2      در مقايسه با كنترل )ng/mL 07/0±59/3 (شد .
بوسولفان، سبب افـزايش    + كه مصرف همزمان ملاتونين       در حالي 

 در مقايسه با بوسولفان بـه       ng/mL04/0±92/2 ميزان  تستوسترون به 
ين بــه تنهــايي تــأثيري بــر ســطح مــصرف ملاتــون. تنهــايي شــد

  ).1جدول (تستوسترون سرم در مقايسه با گروه كنترل نداشت 



   فهيمه محمد قاسمي و همكاران30

 89، بهار 30مجله علوم تشريح ايران، سال هشتم، شماره 

30 

   اثر ملاتونين و بوسولفان بر پارامترهاي اسپرم و سطح تستوسترون پلاسماي موش بالغ.1جدول
  

  تعداد اسپرم  گروه مورد مطالعه
)mL / 106 ×(   

  تحرك اسپرم
( %)  

شناسي غير  ريخت
  (% )طبيعي سر

  شناسي  ختري
  (% )غيرطبيعي دم

  سطح تستوسترون
)ng/mL(  

  b07/0±59/3 08/4±25/1  68/3±84/0 54/86±54/4  42/31± 69/2  كنترل
 abc06/10 ±71 /6  abc34/22±96/21 abc07/2±96/9  ac03/1±55/7 abc07/0±62/2  بوسولفان

  b04/0±52/3 62/4±91/0 90/3±16/1 01/85±43/4  25/30±01/3  ملاتونين
 ac52/2±43 /22  76/3±81/73 a70/0±31/6  ac28/1±25/6  ac04/0±92/2  بوسولفان+ونينملات

  . است  انحراف معيار بيان شده±همه مقادير بر اساس ميانگين 
a :0/05دار در مقايسه با كنترل  مقادير معني<p ،b :0/05بوسولفان+ دار در مقايسه باملاتونين  مقادير معني<p ،C :0/01ر مقايسه با ملاتونين دار د مقادير معني<p  

  
  شناسي اپيديديم ريخت

هـاي كنتـرل      در مطالعه با ميكروسكوپ نوري، در نمونـه       
تعداد زيادي مقاطع عرضي و همچنين تعدادي مقـاطع مايـل           

در هر مقطع، يك لومن مـشخص وجـود         . خورد  به چشم مي  
بافت پوششي  . داشت كه حاوي مقادير زيادي اسپرم بالغ بود       

هاي آن،    اي بود كه سلول     يك رديف سلول استوانه   متشكل از   
داراي قطبيت مشخص بوده و از غشاي پايه تا لـومن امتـداد             

هـاي بلنـد و واضـح         هـا، مـژه     در ناحيه رأسي سلول   . داشتند
در اطـراف غـشاي پايـه، يـك رديـف نـازك             . مشاهده شـد  

هـا، بافـت      بـين لولـه   . خـورد   هاي ميوييد به چشم مـي       سلول
هـاي    ت بافت همبندي سست حـاوي سـلول       صور  بينابيني به 

در ) 1- شـكل كنتـرل  . (همبند و عروق خـوني مـشاهده شـد    
گروه تحت درمان با بوسولفان ساختار بافتي اپيديديم حفـظ          

خورد، بـا     شده بود، يعني لومن و اپيتليوم واضح به چشم مي         
ها در داخل لـومن در مقايـسه بـا            اين تفاوت كه تراكم اسپرم    

من اين كه در ضخامت اپيتليوم در برخي        ض. كنترل كمتر بود  
ها حفراتي نيز وجود داشـت كـه ايـن حالـت در گـروه                 لوله

رسيد كه در بخش      كنترل اصلاً ديده نشد، همچنين به نظر مي       
هـا در مقايـسه بـا كنتـرل           هاي اپيتليال تعداد مژه     رأسي سلول 
در گروه تحـت درمـان بـا        ). 1- شكل بوسولفان (كمتر باشند   

شناسي خاصي در مقايسه بـا كنتـرل          وت ريخت ملاتونين تفا 
در گروه تحت درمان تركيبي، ). 1- شكل ملاتونين(ديده نشد 

ها در داخل لومن در مقايسه بـا          علاوه بر اين كه تراكم اسپرم     
درماني بالاتر بود، در ضخامت اپيتليوم نيز         گروه تحت شيمي  

ماننـد گـروه كنتـرل در بخـش         . خورد  اي به چشم نمي     حفره
. شـدند   ها به وضوح ديده مـي       هاي اپيتليال، مژك     سلول رأسي

هاي آزمايش تفـاوت خاصـي در بافـت           در هيچ يك از گروه    
  ). 1- شكل تركيبي(بينابيني در مقايسه با كنترل ديده نشد 

در گروه تحت تيمـار بـا بوسـولفان، ضـخامت اپيتليـوم             
 ميكرومتـر بـود كـه در مقايـسه بـا            25/13± 48/1اپيديديم  

دار داشــت   ميكرومتــر، كــاهش معنــي75/17± 03/1كنتــرل 
ها در مقايسه با گـروه كنتـرل          همچنين قطر لوله  ). 2جدول  (

55/4±75/154 VS 37/4±63/143 ــاهش ــر، كــ  ميكرومتــ
در حالي كه درمان تركيبي باعث افـزايش    . داري داشت   معني

 ميكرومتـر، در مقايـسه بـا گـروه          85/150±9/4قطر لوله به    
). 2جـدول   ( شـد    63/143±37/4نتحت تيمار بـا بوسـولفا     

ــر ريخــت   ــايي، ب ــه تنه ــونين ب ــر  تجــويز ملات شناســي و ب
ــأثيري نداشــت  ــديم ت ــومتري اپيدي ــسته . مورف ــاي ه قطره

هاي آزمايش بـا كنتـرل        هاي اپيتليال اپيديديم در گروه      سلول
  ).2جدول (تفاوتي نداشت 
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کنترل بوسولفان

ملاتونين ترکيبی

  
در گروه تحت تيمار با بوسولفان بـه  . هاي كنترل، تحت تيمار با بوسولفان، ملاتونين و درمان تركيبي ز دم اپيديديم در موشتصوير ميكروسكوپ نوري ا   .1شكل  

وم ها نمايشگر حفرات ايجاد شده در ضخامت اپيتلي ـ        پيكان. ها و همچنين كاهش ارتفاع اپيتليوم در مقايسه با كنترل توجه نماييد             كاهش تراكم اسپرم در داخل لوله     
، )Ec(، سـلول اپيتليـال      )L(لـومن   . ها و ازبين رفتن حفرات در ضخامت اپيتليوم توجه كنيـد            در گروه درمان تركيبي به افزايش نسبي تراكم اسپرم در لوله          . هستند

  . ميكرومتر50: بار.  ائوزين-هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  

کنترل

ملاتونين

بوسولفان

ملاتونينترکيبی

  
در موش تحت تيمار با بوسولفان به كاهش نـسبي          . ي از كيسه مني در موش كنترل، تحت تيمار با بوسولفان، ملاتونين و درمان تركيبي               تصوير ميكروسكوپ نور   .2شكل  

م و افـزايش    در موش تحت درمان تركيبي به افزايش نسبي انـشعابات اپيتليـو           . انشعابات اپيتليوم و كاهش ترشحات اسيدوفيل داخل لومن در مقايسه با كنترل توجه نماييد             
  . ميكرومتر50: بار.  ائوزين–هماتوكسيلين : رنگ آميزي. ترشحات اسيدوفيل داخل لومن در مقايسه با موش تحت درمان با بوسولفان توجه نماييد

  
  شناسي كيسه مني ريخت

هاي كنترل، حفره مركزي بزرگ پر از مايع مني و            در نمونه 
پيتليال از يـك    بافت ا . خورد  به صورت ائوزينوفيل به چشم مي     

هـاي پايـه هرمـي        اي اصلي و سـلول      هاي استوانه   رديف سلول 
هاي اپيتليومي فراوان و نسبتاً بزرگ كه  تشكيل شده بود و چين 

در اطـراف   . خـورد   به سمت لومن امتداد داشت به چـشم مـي         
غشاي پايه بافت همبندي ديده شد كـه در برخـي نـواحي بـه               

عبـارتي ديگـر    سمت حفره مركـزي كـشيده شـده بـود و بـه              
در گـروه  . هاي اپيتليوم تـشكيل داده بودنـد    محوري براي چين 

  هاي بـافتي حفـظ شـده         تحت درمان با بوسولفان تمام ويژگي     
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   اثر ملاتونين و بوسولفان به تنهائي و توام با هم بر اپيتليوم اپيديديم و كيسه مني موش بالغ.2جدول 
  

ارتفاع اپيتليوم   گروه مورد مطالعه
قطر هسته سلول   قطر لوله اپيديديم  ديماپيدي

  اپيتليال اپيديديم
  ارتفاع اپيتليوم
  كيسه مني

قطر هسته سلول 
  اپيتليال كيسه مني

 31/8±95/0 68/14±79/0  62/10±06/1 75/154±55/4  75/17± 03/1  كنترل

  a48/1 ±25 /13  abc37/4±63/14388/0±8/9  بوسولفان
abc78/0±40/11 29/0±91/7 

 25/8±75/0 75/14±55/0 21/10±90/0 27/152±83/4  50/17±92/0  ملاتونين

 18/8±76/0 96/13±64/0 73/10±66/0 85/150±94/4  17/ 08±67/0  بوسولفان+ملاتونين

  . كليه مقادير بر اساس واحد ميكرومتر است.اند  انحراف معيار بيان شده±همه مقادير بر اساس ميانگين 
a :0/01ا كنترل دار در مقايسه ب مقادير معني<p ،b : 0/01بوسولفان+ دار در مقايسه باملاتونين  مقادير معني<P ،C : 0/01دار در مقايسه باملاتونين مقادير معني<p  

  
بود، با اين تفاوت كه ميزان توده ائوزينوفيل مايع مني در حفره         

هـاي اپيتليـومي نيـز در           چـين  .رسـيد   مركزي كمتر به نظر مـي     
ل كـوچكتر بـوده و از انـشعابات كمـي           مقايسه با گـروه كنتـر     

 تجويز ملاتونين به تنهايي تـأثير خاصـي بـر           .برخوردار بودند 
ايـن در حـالي بـود كـه در          . شناسي كيسه مني نداشـت      ريخت

شناسي كيسه منـي شـباهت        گروه تحت درمان تركيبي، ريخت    
عـلاوه بـر تغييـرات      ) . 2شـكل   (زيادي با گروه كنترل داشت      

پيتليوم نيز در گروه تحت درمـان بـا         شناسي، ضخامت ا    ريخت
دار در    بـه صـورت معنـي     )  ميكرومتر 40/11±78/0(بوسولفان  

كاهش يافت؛  )  ميكرومتر 68/14±79/0(مقايسه با گروه كنترل     
هـاي اپيتليـوم    در حالي كه تجويز درمان تركيبي، ارتفاع سـلول      

تجـويز  .  ميكرومتـر افـزايش داد     96/13±64/0كيسه مني را به     
هـاي اپيتليـال      به تنهايي تأثيري بر مورفومتري سـلول      ملاتونين  

هاي اپيتليال كيسه منـي در        قطر هسته سلول  . كيسه مني نداشت  
  ).2جدول (هاي آزمايش با كنترل تفاوتي نشان نداد  گروه
  

  بحث
ــونين را    در  ــولفان و ملات ــار بوس ــر آث ــه حاض ــر مطالع ب

شناسـي   پارامترهاي اسپرم، سطح تـستوسترون سـرم و ريخـت        
هاي مهمي بـراي     شاخصد كه    ش بررسيپيديديم و كيسه مني     ا

توانـد اطلاعـات مفيـدي در         مي  باروري مردانه است و    كيفيت
  .ه دهديارتباط با پتانسيل باروري حيوانات ارا

ميـزان    در مطالعه حاضر، مـصرف يـك دوز بوسـولفان بـه           
 mg/kg20      اين كاهش  . ، باعث كاهش تعداد اسپرم اپيديديم شد

هـاي    اشي از آثار آلكيله كنندگي بوسولفان بر سـلول        تواند ن   مي
ــوز ســلول ] 19[اســپرماتوژنيك  ــر القــاي آپوپت ــا در اث هــاي  ي

باشدكه باعث كاهش   ] 21و20[اسپرماتوژنيك توسط بوسولفان    
هاي اسپرماتوژنيك و در نتيجه كاهش تعداد اسپرم          تعداد سلول 

 ثانويه  تواند ناشي از آثار     كاهش تعداد اسپرم همچنين مي    . شود
 - هيپـوفيز  -بوسولفان در ارتباط با تأثير بر محور هيپوتالاموس       

هـاي سـوماتيك      گناد يا تأثير توكسيك بوسـولفان روي سـلول        
مطالعه حاضر همچنين نشان داد كـه تجـويز         ]. 22[بيضه باشد   

شناسي غيرطبيعـي در      يك دوز بوسولفان باعث افزايش ريخت     
 است كه شكل اسـپرم      نشان داده شده  . شود  سر و دم اسپرم مي    

هاي اتوزوم و جنسي زيـادي        ژنتيكي توسط ژن    به صورت پلي  
هـاي مربـوط بـه        ضمن اين كه ناهنجاري   ]. 23[شود    كنترل مي 

هاي زايا ارتبـاط دارنـد        هاي جهشي سلول    سر اسپرم با فعاليت   
به طور مـشابهي درمـان بـا سيكلوفـسفامايد باعـث            ] 24 و23[

در مطالعه  ]. 26 و   6[شود      شناسي غيرطبيعي مي    افزايش ريخت 
 روز بررسي شـد،  35حاضر، پارامترهاي اسپرم پس از گذشت       

كشد      هفته طول مي   5ها    زيرا فرايند كامل اسپرماتوژنز در موش     
 DNAمشخص است كه طي فراينـد اسـپرماتوژنز سـنتز           ]. 25[

اي طـي     دهد و سـنتز دوبـاره       قبل از شروع تقسيم ميوز رخ مي      
بنابراين در ايـن   ]. 26[دهد    توژنز رخ نمي  دوره يا سيكل اسپرما   
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 هفته از شروع درمان با بوسولفان،       5مطالعه كه پس از گذشت      
سر اسپرم دچار تغيير شكل شده است؛ بدين معني اسـت كـه             

 .هـا مـؤثر بـوده اسـت     بوسولفان احتمـالاً روي اسـپرماتوگوني     
طور كه در مطالعـات قبلـي نيـز شـرح داده شـده اسـت                  همان

شــود   مــيA1اعــث از بــين رفــتن اســپرماتوگوني بوســولفان ب
ضمن اين كه در مطالعات قبلي نيز نـشان داده شـده            ] 21و20[

اســـت كـــه بيـــشترين تـــأثير آپوپتوتيـــك بوســـولفان روي 
]. 21و20[اسپرماتوگوني و پس ازآن، اسپرماتوسيت اوليه است        

ــا    ــشان داده شــده كــه بوســولفان ب ــد مطالــب فــوق ن در تأيي
عي و موتاسيون كشنده در اسـپرم همـراه         شناسي غيرطبي   ريخت
كاهش در تحرك اسپرم در گروه تحت درمـان بـا           ]. 19[است  

تواند ناشي از آثار سمي بوسـولفان روي          بوسولفان احتمالاً مي  
فلاژل باشد كه يك ماشين مهم براي تحرك اسـپرم محـسوب            

 كه يك منبع مهـم انـرژي بـراي تحـرك اسـپرم              ATP. شود  مي
تواند با كاهش حركت اسپرم همراه باشد     است و كاهش آن مي    

درمان تركيبي با ملاتونين و بوسولفان باعـث حفـظ          ]. 28و27[
اپيديديم كه مخزن نگهداري    . پارامترهاي اسپرم و اپيديديم شد    

آيد و    ها به شمار مي     اسپرم است، مكان مهمي براي بلوغ اسپرم      
عه عـلاوه   در اين مطال  . ارتباط مستقيمي نيز با اسپرماتوژنز دارد     

بر پارامترهاي اسپرم، مورفومتري اپيديديم نيز در گروه تحـت          
تواند ناشي از    اين تغييرات مي  . درمان با بوسولفان كاهش يافت    

درمـاني    تغييرات هورموني نيز باشد كه در گروه تحـت شـيمي          
شناسي اپيديديم  كاهش هورمون تستوسترون با تغييرات ريخت  

ــواني دارد ــه . همخ ــد يافت ــوق در تأيي ــه  ف ــرجدر مطالع  چت
(Chatterjee)  ــه لنفــوم و تحــت ــتلا ب درمــان  روي بيمــاران مب

 ـ   ، نشان داد كه     درماني  شيمي صـورت   هسطح تستوسترون سرم ب
از آنجا كه سلول هاي اپيتليال       ].29[ يابد  ميداري كاهش    معني

اپيديديم داراي رسپتور آنـدروژني هـستند، بـه تغييـرات ايـن             
گـزارش شـده اسـت كـه        ]. 30[د  هورمون نيز بـسيار حـساسن     

رسپتورهاي ملاتـونين نـه تنهـا روي اسـپرماتوزوآ بلكـه روي             
ها   بنابراين احتمالاً در حالي كه اسپرم     . اپيديديم نيز وجود دارند   

كننـد، تحـت تـأثير        مراحل بلوغ خود را در اپيديديم طـي مـي         
ملاتونين به عنوان   ]. 12[ملاتونين در اپيديديم نيز قرار بگيرند       

  بسيار مـؤثر و    اكسيدان  يك آنتي   و غده اپي فيز   ترين ترشح  مهم
  

ملاتـونين بـه دليـل      ]. 11[هاي آزاد اسـت      كننده راديكال  خنثي
 كوچك و خاصيت چربي دوستي زياد به راحتـي          اندازهداشتن  
. شـود   سلول عبور كرده و در كل سـلول پخـش مـي            ياز غشا 

ر برابـر   را دDNA و بـوده غلظت آن در هسته سلول بسيار بالا     
مطالعه حاضر نشان داد كه      .]11[نمايد   عوامل مخرب حفظ مي   

 روز، بـه صـورت      5 ملاتونين بـراي مـدت       mg/kg 10مصرف  
اپيديـديم و    با بوسولفان، آثار سوء بوسـولفان را روي          همزمان

رسد كه بهبـودي     بنابراين به نظر مي   . دهد  كاهش مي  كيسه مني 
 درمـان تركيبـي    در گـروه آخـر كـه تحـت     هاي نـامبرده    ارگان
 اند ناشي از خاصيت آنتي اكسيداني ملاتونين بـوده اسـت           بوده

 -5-هاي ملاتـونين يعنـي، ان اسـتيل           همچنين متابوليت ]. 11[
كنـد، لازم     هاي آزاد را خنثي مـي       متوكسي نورآمين نيز راديكال   

توانـد فعاليـت يـا بـروز ژن           به ذكر اسـت كـه ملاتـونين، مـي         
ننـد سـوپر اكـسايد ديـس موتـاز،          هاي آنتي اكـسيدان ما      آنزيم

گلوتاتيون ردوكتاز و گلوتاتيون پر اكسيداز را تحريـك نمايـد           
كه اين امر خود باعث افزايش خاصـيت آنتـي اكـسيداني ايـن              

  ].11[شود  هورمون مي
مـصرف ملاتـونين در      حاضـر    به طـور مـشابه بـا مطالعـه        

پارامترهـاي اسـپرم و     هاي تحت درمان بـا سـيس پلاتـين           رت
و همچنــين مــصرف ] 31[بخــشد  وژنز را بهبــود مــياســپرمات
هاي ديابتيك تحت درمان با استرپتوزوتوسين        رت  در ملاتونين

آسيب وارده به بيـضه را      ،  ]33[ Xهاي تحت اشعه      و رت ] 32[
رسد كه ملاتونين در مطالعه      بنابراين به نظر مي   . دهد كاهش مي 

  نيز سميت و عوارض جانبي بوسـولفان را كـاهش داده           حاضر
 5 ملاتونين بـراي   mg/kg 10مطالعه از دوز    اين  در  ]. 34 [است

ــتفاده  ــذروز اس ــه ش ــشابه مطالع ــه م ــونلي   ك ــساهين و گ  آت
(Atessahin& Guneli) در اين مطالعه عـلاوه بـر   ] 32و31[است

ــرات ريخــت   ــز تغيي ــي ني ــسه من ــديم، در كي ــي و  اپيدي شناس
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 و  كيسه مني مقدار زيـادي مـايع توليـد        . مورفومتري ايجاد شد  
كند كه تركيب آن براي هر گونه اختـصاصي اسـت،             ترشح مي 

اين ترشحات نقش مهمي در روندهاي مختلف ماننـد تـشكيل     
هاي ايمنـي     لخته مني، بلوغ اسپرم و دخالت در سركوب پاسخ        

شناسي كيسه مني در      تغييرات ايجاد شده در ريخت    ]. 35[دارد  
 باشـد   تواند ناشي از كاهش تـستوسترون سـرم         اين مطالعه مي  

چرا كه مهمترين هورمـون تنظـيم كننـده فعاليـت كيـسه منـي               
گيـري   ها نقش مهمـي در شـكل     ؛ آندروژن ]36[آندروژن است   

غده كيسه مني و وقوع تمايز سلولي طي دوران جنيني، تولد و            
  ].37[پس از تولد دارد 

هـاي    علاوه بـر خـواص آنتـي اكـسيداني ملاتـونين مكانيـسم            
ظ پارامترهـاي اسـپرم و سـاختار        احتمالي ديگري كـه باعـث حف ـ      

خواص آنتي  ناشي از تواند اند احتمالاً مي  اپيديديم و كيسه مني شده    
 باشد؛ ضمن اين كه در اين مطالعه در ضخامت آپوپتوتيك ملاتونين

درماني حفراتي مشاهده شـد       اپيتليوم اپيديديم در گروه تحت شيمي     
تـصالات  دهنـده از دسـت دادن ا       توانـد نـشان    مـي كه اين حفرات    

هـا باشـد و      هاي چسبنده ماننـد كـادهرين      سلولي ياكاهش مولكول  
 البتـه   .]38[د  شوم پره آپوپتوز مطرح     يعنوان يكي از علا   ه  تواند ب  مي

. ها اين حفرات مـشاهده نـشد        در گروه درمان تركيبي و ساير گروه      
هـاي   ر آنتي آپوپتوتيك ملاتـونين بـر بافـت        اثآيد اين مطلب،    يدر تا 

]. 39 و 32[ين آزمايش ديگر نشان داده شده اسـت         مختلف در چند  
واص آنتـي پروليفراتيـو   مكانيسم احتمالي ديگر شـايد ناشـي از خ ـ      

هـاي   بـا مهـار رونـد تكثيرسـلول        ، شـايد ملاتـونين     باشد ملاتونين
   و  نمايد ها را به اسپرماتوسيت مهار مي      اسپرماتوگوني، روند تمايز آن   

  

هـاي    مخرب بوسولفان بـر سـلول     در نتيجه مانع از تاثيرگذاري آثار       
دهنـده    قبلي نـشان   هاي   كه گزارش  قابل ذكر است  ]. 6[ شود  زايا مي 

كـه ملاتـونين داراي خاصـيت ضـد تكثيـري هـم روي              است  اين  
]. 17و16[هاي ديگـر اسـت       و هم روي سلول   ] 15[هاي زايا    سلول

 اثبـات   براي و   يستهاي ذكر شده ثابت شده ن      هر چند كه مكانيسم   
ــا  آن ــه ه ــولي و    مب ــلولي، مولك ــه س ــشتري در زمين ــات بي طالع

  . است نياز و فراساختاريايمونوهيستوشيمي
طور خلاصه نتايج مطالعه حاضـر نـشان داد كـه تجـويز              هب

mg/kg 20     پارامترهاي اسپرم اپيديديم    بوسولفان، باعث كاهش
. شـود  مـي شناسي كيـسه منـي        و ساختار آن و همچنين ريخت     

 روز از شـروع     5، به مـدت     mg/kg 10ميزان    تجويز ملاتونين به  
درماني   ميزان قابل توجهي، تغييرات سوء شيمي       درماني به   شيمي

دهد و نقش حفاظتي خوبي       كاهش مي  را بر پارامترهاي نامبرده   
كند كه ملاتـونين ممكـن         اين مطالعه پيشنهاد مي    . دارد ها  آنبر  

است يك نقش مفيد و مهم براي كاربردهاي باليني اخـتلالات           
ركردي بيضه و اپيديديم و بـه عبـارتي دسـتگاه توليـد مثـل               كا

  .ضد سرطان داشته باشد دنبال مصرف داروهاي مردانه به
  

  تشكرتقدير و 
وسيله از معاونت محترم پـژو هـشي دانـشگاه علـوم              بدين

سـركار خـانم    پزشكي گيلان براي حمايت مالي اين مطالعه و         
دانـشكده  شناسـي     مژگان بشيري كارشـناس آزمايـشگاه بافـت       

آميزي و    همكاري صميمانه در زمينه برش، رنگ      برايپزشكي،  
  .شود سپاسگزاري ميشناسي  تهيه اسلايدهاي بافت
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