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Abstract 

Purpose: The Increase of oxidative stress production a causes after oxygen free radicals one of the 

factors involved in male infertility. In this study the role of leptin in product reactive oxygen species 

in seminal plasma in adult rat were evaluated 

Materials and Methods: Sixty-five male rats were randomly divided into four groups. The control 

group receives normal saline and other animal, in experimental groups 2, 3 and 4 were given daily 

intraperitoneal leptin injections of 5, 10, or 30 mg/kg body weight for 7, 15 and 42 at all. Reactive 

Oxygen Species Levels and Expression of leptin were measured respectively with DCFH-A and 

immunohistochemical and sperm parameters were assessed by computer-assisted semen analysis 

(CASA). Two ways ANOVA with Tukey post hoc test were conducted to compare mean of groups. 

P-value < 0.05 was considered significant. 

Result: The results show that sperm count was higher in treated groups than that of control group. 

These differences were significant (p≤0.05). The interaction between treatment and time showed 

significant effect on ROS variations.After immune staining leptin were found in the seminiferous, 

tubules and Leptin receptor were found in the interstitium. 
Conclusion: the results of this study indicate that leptinadministration by increasing levels of 

oxygen free radicals, may lead toincrease of sperm count and the number of abnormal sperm in the 

experimental groups. 
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  چكيده
  در پلاسماي مايع مني موش صحرايي بالغآزاد اكسيژني  هاي راديكال بررسي نقش لپتين درالقا :هدف

حيوانات گروه كنترل طبيعي سـالين دريافـت   . م شدند گروه تقسي4به طور تصادفي انتخاب و به   موش صحرايي نر65 :ها  مواد و روش  
صورت داخل صفاقي و   ميكروگرم بر كيلوگرم به30 و   10،  5هاي دو، سه و چهار، لپتين را با سه دوز متفاوت              هاي گروه  كردند و موش  

 DA DCFH-هاي   يب با روش  سطوح راديكال آزاد اكسيژني و بيان لپتين به ترت        .  روز دريافت كردند   42و15 ، 7يك بار در روز به مدت     
همراه آزمون تعقيبـي       دوطرفه به   ANOVAآزمون.  بررسي شد  CASAگيري و پارامترهاي اسپرم با نرم افزار       و ايمونوهيستوشيمي اندازه  

Tukey0.05داري در سطح  ها استفاده و معني  براي مقايسه ميانگين بين گروه<pدر نظر گرفته شد .  
 اثـر   ).p≥0.05 (داري داشـت   هاي تيمارشده با لپتين درمقايسه باگروه كنترل افزايش معني         تعداد اسپرم درگروه   نتايج نشان دادكه     :ها  يافته

 رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي لپتـين      ).p≥0.05 (دار بود  متقابل تيمار و زمان دركل آزمايش روي تغييرات راديكال آزاد مايع مني معني            
  .پتين را درفضاي بينابيني مشخص نمودهاي سميني فروس ورسپتور ل را روي لوله

هاي آزاد اكسيژني، باعث افزايش تعداد اسپرم و افزايش  نتايج اين مطالعه نشان داد كه تزريق لپتين با افزايش سطح راديكال      :گيري  نتيجه
  .شود هاي آزمايشي مي هاي غيرطبيعي در گروه اسپرم

 

 ژني، پارامترهاي اسپرمي اگزوژنوس لپتين، راديكال آزاداكسي:ها  كليد واژه
  

  مقدمه
موجـودات  هـا در اسـپرم        mRNAها و   انواع مختلفي از پروتئين   

فرايند   كه در فرايند متابوليسم انرژي اسپرم،      شده است شناسايي  زنده  
يكـي  ،  استلقاح وحتي رشد و تكوين طبيعي جنين بسيار ضروري          

  ].1-3 [ مولكول لپتين و گيرنده آن استها از اين پروتئين
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گرفتـه شـده و      به معنـي لاغـر     لپتين از واژه يوناني لپتوس    
لپتـين   ، ايـن هورمـون در كـاهش وزن اسـت          آثارنشان دهنده   

 Jeffrey( جفـري فريـدمن    توسط محققي به نام1994درسال 

friedman( توسط بافـت  اين هورمون اغلب .]5 و4[شد كشف 
ــي  ــدســفيد چرب ــاثير  در  ه و شــدتولي ــا ت ــدن ب تنظــيم وزن ب

  ].7و6[ است گذار هاي چربي اثر برسلول
ــراي لپتــين ، از جملــه جلــو  گيري از وظــايف متعــددي ب

مصرف غذا، تحريك و تنظيم مـصرف انـرژي، تنظـيم شـروع             
بازگـشت  . گزارش شده اسـت    بلوغ و اثر بر سيستم توليد مثل      

، يكـي از    لپتـين بـا تيمـار     هـاي فاقـد ژن لپتـين          باروري موش 
  ].8[هاي تأثير اين هورمون بر سيستم توليد مثلي است مصداق

س و بـا    هـا توسـط هيپوتـالامو       كنترل ترشح گونادوتروپين  
 فاقـد   ob/obهاي    در موش . گيرد  صورت مي  GnRHميانجگري  

ژن لپتين اين چرخه كنترلي ناقص بوده و نابارور هـستند و در             
هاي توليد مثلي تحليل رفته و با تيمار لپتين،     ها ارگان   اين موش 

هـا بـه حالـت        سيستم توليد مثلي به دليل ترشح گونادوتروپين      
هـاي     چرخـه كنترلـي، ارگـان      گردد و با رفع نقـص      اول باز مي  

ايـن  . يابـد  توليد مثلي و باروري رشد و فعاليت خود را باز مي          
 و كنتـرل    GnRHتجربه، نظريه نقش مهم لپتين در تنظيم ترشح         

  ].10و9[نمايد  توليد مثل را اثبات مي
هـاي   درصـد اسـپرم  هاي متعددي مبني بر افـزايش     گزارش

ارايـه شـده اسـت        در حيوانات تيمار شده با لپتـين       طبيعيغير
بـا ايجـاد   هاي غير طبيعي   اسپرم توليد تعداد زيادلاًاحتما ].11[

در هـاي زايـا       سلول برمستقيم لپتين   استرس اكسيداتيو و تأثير     
يكـي از علـل اصـلي       استرس اكسيداتيو   . شود حاصل مي بيضه  

اسـترس اكـسيداتيو بـا افـزايش        ]. 12[ناباروري مـردان اسـت    
 بـا   وشـود   تخريب سلول ميباعثحاصل و هاي آزاد    راديكال

]. 11[دشو  تحريك مي  ،شده از آن   هاي مشتق   اكسيژن واكسيدان 
هـاي     اسـپرم  ايجاد و افزايش  نقش مهمي در    استرس اكسيداتيو   

 تغيير شكل و    كاهش تعداد اسپرم و   داشته  و باعث       غيرطبيعي  

هـاي آزاد    راديكال]. 12 [دشو  اسپرم مي  DNAشدن  قطعه قطعه   
را مـورد    DNAهاي حياتي از جملـه  بيوملكولكه است قادر 

 DNAحملــه اكــسيداتيو قــرار داده و تغييراتــي در ســاختمان
تواند موجـب   اسپرم مي  DNAايجاد نمايند،  اين تغييرات در

  ].13[ناباروري شود
لپتين تزريق شده و عمـل متقابـل لپتـين بـا      كه آيا    حال اين 

ــده ــضه گيرن ــپرماتوزوا،  اش در بي ــا در اس ــث ي ــزايش  باع اف
هـاي آزاد باعـث       شود و آيا اين راديكـال      هاي آزاد مي    راديكال

  .شود يا نه در مطالعه حاضر بررسي شد آسيب اسپرمي مي
  

  ها مواد و روش
از نوع آلبينـو   بالغ  موش صحرايي نر65  ازآزمايشدر اين  

  از موسسه  كه هفته   8-6با سن    )Sprague-Dawley(اسپراگونژاد
تحـت  هـا     اين مـوش   .شد استفاده   بودندايران تهيه شده    رازي  

 ساعت نور و    12نوري  شرايط  و  شرايط كنترل شده از نظر دما       
 و تطبيق   تنشحذف  براي  .  ساعت تاريكي نگهداري شدند    12

حيوانات با محيط جديد حيوانـات يـك هفتـه قبـل از انجـام               
هاي    در نهايت موش   . به محل نگهداري منتقل شدند     ها آزمايش

هرگـروه  ( گروه   4ايش به طور تصادفي در      صحرايي مورد آزم  
 سر و در هر گروه لپتين با سه دوز مـشخص شـده تزريـق               15

  .به شرح ذيل تقسيم بندي شدند)  سر20شد  وگروه كنترل 
در روز صـفر    موش از اين گروه      5كه  ؛  )كنترل(گروه اول    -1

 به   روز 42 و 15،  7به مدت  موش ديگر    15 و    شدند آزمايش كشته 
  .وگرم از وزن بدن سالين دريافت كردندازاي هر كيل

 ،5دوز متفـاوت   سه    با  روز 7 گروه دوم؛ لپتين به مدت       -2
  .به ازاي هر كيلوگرم از وزن بدن تزريق شد ميكروگرم 30و10

 ،5 دوز متفاوت سه   با   روز15گروه سوم؛ لپتين به مدت      -3
  .به ازاي هر كيلوگرم از وزن بدن تزريق شد ميكروگرم 30و10

 ،5دوز متفـاوت  سه   با    روز 42هارم؛ لپتين به مدت     گروه چ -4
  .به ازاي هر كيلوگرم از وزن بدن تزريق شد ميكروگرم 30و10

هـا تـوزين شـدند سـپس لپتـين و             در روز نخست مـوش    
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بـه صـورت     هاي صحرايي   بر اساس وزن موش   محلول سالين   
هـاي    مـوش  در پايـان دوره تزريـق،        .تزريق شد داخل صفاقي   

  .شدندكشته  CO2 گاز  استنشاق باصحرايي
 

  بررسي پارامترهاي اسپرم اپيديديم
بـا  برداشـته و    ها  راسـت رت  دم اپيديديم    با قيچي استريل    

 1 دريــك لولــه آزمــايش اســتريل حــاوي بــه آن بــرش چنــد
 HSA درصـد  5/2محتـوي   Ham,s F10كـشت   محيطليتر  ميلي

 درجـه   37 در انكوباتور   دقيقه 15به مدت    ها  لولهقرار داده شد،    
اور ن ش ـ محـيط در   و هـا خـارج     تا اسپرم شد  گراد انكوبه    انتيس

آناليز اسپرم بر اساس معيارهاي سازمان بهداشت جهاني . شوند
WHO (World Health Organization) ــت ــام گرف ــراي .  انج ب

ها از لام هموسـايتومتر اسـتفاده شـد و بـا              بررسي تعداد اسپرم  
مارش   ميكروســكوپ نــوري شــ×40اســتفاده از بزرگنمــايي 

شمارش براي هر نمونه دوبار انجام گرفـت و ميـانگين           . شدند
نتايج به صورت تعداد اسپرم برحسب ميليون در        . آن اعلام شد  

  .ليتر مايع مني بيان شد يك ميلي
به منظـور بررسـي مورفولـوژي اسـپرم بعـد از قـرار دادن           

  اي از محــــيط كــــشت حــــاوي اســــپرم روي لام قطــــره
(Leja, Nieuw-Vennep, The Netherlands)  بــا لام ديگــري 

اسميري از آن تهيه شد و بعـد از تثبيـت اسـمير اسـلايدها بـا                 
و زيـر ميكروسـكوپ فـاز       آميزي اسپرم بلو رنگ شـدند        رنگ

 متصل به دوربين) (NikonTM Eclipse E-200, Japan)كنتراست 
(Basler Vision TecnologieTM A312FC at 50 fps, Ahrensburg, 

Germany)  بـراي بدسـت   .  مـشاهده شـدند    ×40رگنمـايي   با بز
 اسپرم در هر نمونـه بـا        200شناسي،    آوردن پارامترهاي ريخت  

  . بررسي شدCASAاستفاده از 
  

  اندازه گيـري  براي انجام   ها    سازي نمونه  آماده
  راديكال آزاد اكسيژني

براي تهيـه   ،swim up بعد از هاي آزاد راديكالبراي بررسي 

ــولار از 50 ــنت دي   (DCFH-DA ميكرومــ ــگ فلورســ رنــ
از نمونـه   ميلي ليتـر  1به   ميكروليتر 5 )كلروفلورسين دي استات  

 بعد از آن    ،در انكوباتور انكوبه شد    دقيقه   15اضافه و به مدت     
 Hams ازمحـيط كـشت      ميكروليتر 1000ها،    براي شستن نمونه  

دقيقـه  5 و به مدت     شدها ريخته     روي نمونه ) 2/5(دار  آلبومين  
ــا ــانتريفوژ  rpm 2000دور ب ــي  و س ــراي بررس ــاب ــتگاه ب  دس

ــايتومتري -FACScan BD FACS caliber,Becton( فلوســ

Dickinson,sanjose,CA,USA( آماده شد.  
  

ي تيمار شده بـا  ها  بيضهشناسي بررسي بافت 
  روش ايمونوهيستوشيميبه لپتين 

 روز بـا لپتـين      42و 15 7 نـر بـالغ بـه مـدت          هـاي   موش
 در انتهـاي دوره     .ار شدند صورت تزريق داخل صفاقي تيم     هب

 ، كـشته شـدند    co2وسيله گاز    هي تيمار شده ب   ها  موشتزريق  
كـردن بـه    تثبيـت    بـه منظـور    آنها برداشته شد و      بيضهسپس  
 پـس از    ند،درصد قرار داده شـد     10روز در فرمالين     6 مدت

هاي فلزي    گيري با استفاده از قالب     فرآيند نفوذ پارافين، بلوك   
 6هـايي بـه ضـخامت       از ميكروتوم برش  انجام شد با استفاده     

بـراي شناسـايي حـضور لپتـين و      و سـپس     ميكرون تهيه شد  
آميـزي   رنـگ هاي سميني فـروس     رسپتور لپتين در سطح لوله    

توان بـه كمـك    در اين روش مي   . شد انجام   ايمونوسيتوشيمي
هـاي موجـود در سـطح         رسنت به وجود آنتي ژن    ئورنگ فلو 

بيضه تثبيت شده در پارافين با  بافت .هاي اسپرمي پي برد لوله
ــانول دپارافينــه شــد و ســپس   قــرار گــرفتن در گزيلــل و ات

 دقيقه براي متوقف    15 درصد به مدت     5هيدروژن پراكسيد     
ها در بـافر      نمونهكار برده شد،      س به پراكسيداز اندوژنو كردن  

 سـاعت   1به مدت   ) يك درصد  (BSAبلوكه كننده سرم بزي     
در مرحلـه بعـد     . راد انكوبه شدند  گ درجه سانتي  37در دماي   

  و) (rabbit anti-leptinآنتـــي بـــادي اوليـــه پلـــي كلونـــال 
)anti-leptin receptor ( دقيقه در تاريكي 30به لام اضافه و به مدت 

بـادي ثانويـه     آنتي و   تشوس ش TBSها در      سپس لام  ،نددقرار داده ش  
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)rabbit for leptin and goat for leptin receptor (هـا   مونهبه ن
 دقيقه در تاريكي انجام     30اضافه شد و انكوباسيون به مدت       

 DAB+CHROMOGENهـا از      آميزي هـسته   براي رنگ . گرفت
هـا توسـط ميكروسـكوپ        در نهايت آناليز برش   . استفاده شد 

  .س انجام شدنرسئوفلو
  

  ها تجزيه و تحليل آماري داده
س طرح آماري استفاده شده در اين آزمايش آناليز واريان        

 بود و معادله پارامتري كروسكال والـيس        ANOVAدو طرفه   
هايي كه دو به دو با هم متفاوت بودند،           براي شناسايي گروه  

 درصـد   5داري     در سطح معني   Tukeyاز آزمون   . استفاده شد 
هـا    بـراي آنـاليز داده  16 نـسخه  SPSS  استفاده و از برنامـه 

  .استفاده شد
 

 ها يافته

هاي تيمار شده با      تبررسي تعداد اسپرم در ر    
  لپتين

زمـان  (روز صـفر  .  آمده است  1نتايج اين بررسي در شكل      
. روز اول دوره آزمايش قبل از تزريق در هر گروه است          ) صفر

 42 و زمـان سـوم، روز        15، زمـان دوم، روز      7زمان اول، روز    
نتايج نشان دادكه در اين آزمـايش تزريـق         . دوره آزمايش است  

هاي تيمار شـده بـا لپتـين در           در گروه لپتين روي تعداد اسپرم     
  ).p≥0.05(دار بود مقايسه با گروه كنترل معني

گيـري در     هاي مختلف نمونه    شمارش تعداد اسپرم در زمان    
گروهي كه هفت روز تحت تيمـار بـا لپتـين قـرار             (گروه دوم   

داري بين سـطوح مختلـف        نشان داد كه اختلاف معني    ) گرفتند
شـمارش تعـداد    ). p≤0.05(دارد  تزريق با گروه كنترل وجود ن     

گروهي (گيري در گروه سوم       هاي مختلف نمونه    اسپرم در زمان  
نشان داد كه بـين     )  روز تحت تيمار با لپتين قرار گرفتند       15كه  

 ميكروگـرم   30 و 5،10هايي كه لپتين با دوز      گروه كنترل با گروه   
داري به صورت افزايشي وجـود        دريافت كردند، اختلاف معني   

گروهي كه  (گيري در گروه چهارم       نتايج نمونه ). p≥0.05(دارد  
نـشان داد كـه بـين       )  روز تحت تيمار با لپتين قرار گرفتنـد        42

ــا گــروه ــا دوز  گــروه كنتــرل ب  30 و10 ،5هــايي كــه لپتــين ب
داري بـه صـورت       ميكروگرم دريافت كردنـد، اخـتلاف معنـي       

  ).p≥0.05(افزايشي وجود دارد
  

  
  

تغييرات تعـداد اسـپرم در      ) انحراف معيار ±انگينمي( مقايسه ميزان    .1شكل  
   روز42گروه شاهد وآزمايش در دوره تزريق لپتين به مدت 

  هـا  گـروه  بـين  دار معنـي  تفـاوت  وجـود  دهنـده  نـشان  حروف غيـر مـشابه  
  .)p≥0.05(است 
 

هاي تيمار  شناسي اسپرم در رت بررسي ريخت
  شده با لپتين

ن درصـد   شـناختي نـشان داد كـه بـي         هـاي ريخـت     بررسي
هاي آزمايشي    شناسي طبيعي گروه   هاي اپيديديم با ريخت     اسپرم

داري وجـود دارد     در مقايسه بـا گـروه كنتـرل اخـتلاف معنـي           
)0.05≤p) (1جدول.(  

هـا در     شـناختي بـين گـروه       در بررسي پارامترهاي ريخـت    
 ميكروگرم تزريـق شـددر روزهـاي        5گروهي كه لپتين با دوز      

ــه ــف نمون ــري  مختل ــي) وزر42و7،15(گي ــتلاف معن داري  اخ
و 10هايي كه لپتين بـا دوز          اما در گروه   ).p≤0.05(مشاهده نشد 

داري   ميكروگرم تزريق شد با گذشت زمان اخـتلاف معنـي          30
 .)p≥0.05(به صورت كاهشي مشاهده شد 
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 مورد هاي گروه در اپيديديم دم اسپرم مورفولوژيك هاي يافته ميانه .1جدول

  مطالعه

 متغييرها طبيعي  ير طبيعيسر غ دم غير طبيعي
-روز
 گروه

1/19±32/16  
1/58±26/58  
1/60±19/41 

913/±14/41  
692/±75/10  
587/±9/08 

1/71±51/66  
1/01±91/62  
1/22±71/50 

  5دوز 
  10دوز
 30دوز 

 كنترل

25/1±23/25  
  22/62±2/06٭
 26/12±3/04٭

595/±21/75  
  16/25±21/2٭
 23/87±25/3٭

88/±55/00  
1/54±61/12  
 47/50±2/45٭

  5دوز 
  10دوز
 30دوز 

ــروه  گـ
)7 

 )روزه
2/15±00/22  
  17/62±1/63٭
 27/37±2/30٭

1/3±20/87  
  19/87±35/1٭
 23/87±71/3٭

3/89±57/1  
35/±62/50  
 50/00±/79٭

  5دوز 
  10دوز
 30دوز 

ــروه  گـ
)15 

 )روزه

87/±25/75  
  75/43±3/7٭
 7/50±4/33٭

84/2±18/25  
  21/25±37/3٭
 20/12±51/3٭

2/50±56/00  
  35/00±7/90٭
  38/62±2/96٭
 

  5دوز 
  10دوز
 30دوز 

ــروه  گـ
)42 

 )روزه

 و در   )p≥0.05(داري   دار با گروه كنتـرل در سـطح معنـي          اختلاف معني * 
  همان رديف

  
در ) ROS(بررسي سطح راديكال آزاد اكسيژني      

  هاي تيمار شده با لپتين رت
ــاني   ــين در دوره زم ــق لپت ــر تزري  روزه روي ايجــاد 42اث

روز صـفر روز اول دوره      .  اكسيژني بررسـي شـد     راديكال آزاد 
، 7زمـان اول روز  . آزمايش قبل از تزريق در هـر گـروه اسـت     

.  دوره آزمـايش اسـت     42 و زمان سوم روز      15زمان دوم روز    
هـاي صـحرايي نـر در     هاي آزاد اكسيژني موش راديكال درصد
دهد كه   گيري در گروه كنترل نشان مي      هاي مختلف نمونه    زمان
داري در ميزان فاكتورهاي مورد      ه اختلاف آماري معني   گون هيچ

  ).p≤0.05(نظر وجود ندارد 
هـاي    هاي آزاد اكسيژني نمونه منـي مـوش         درصد راديكال 
گيري در گروه دوم نـشان   هاي مختلف نمونه  صحرايي در زمان  

 اخـتلاف  30 و 10 بـا دوز  5داد كه بـين ميـزان كنتـرل و دوز       
 با  10همچنين بين ميزان دوز     .)p≥0.05 (داري وجود دارد   معني
ــي 30دوز  ــتلاف معن ــود     اخ ــشي وج ــورت كاه ــه ص داري ب
  .)P≥0.05(دارد

بررسي ميزان راديكال آزاد توليد شده در پاسخ به تزريق          
گروهي (گيري درگروه سوم   هاي مختلف نمونه    لپتين در زمان  

نـشان داد كـه درصـد       )  روز تزريق شد   15كه لپتين به مدت     
 و  10،30اكسيژني گروه كنترل با دوزهـاي       هاي آزاد     راديكال

 اخــتلاف آمــاري  30 و10 بــا دوزهــاي  5همچنــين دوز 
گروهي كه لپتـين    (در گروه چهارم    .)p≥0.05(داري دارد  معني

هـاي آزاد     بـين ميـزان راديكـال     )  روز تزريق شد   42به مدت   
اكسيژني توليد شده در گروه كنترل و گروهـي كـه لپتـين بـا            

هايي كه لپتـين بـا دوز          شده با گروه    ميكروگرم تزريق  5دوز  
 تزريق شده اختلاف معني داري به صورت افزايشي         30 و 10

  .)p≥0.05(مشاهده شد
ــق،   ــسه دوز در روزهــاي مختلــف تزري ــين در مقاي همچن

 بين گـروه دوم     5ها در دوز      هاي آزاد بين گروه     درصد راديكال 
 بـا گـروه   ) روز تحت تيمار با لپتين قرار گرفتنـد        7گروهي كه (

 42گروهي كه   (سوم و همچنين بين گروه دوم با گروه چهارم          
داري  اخـتلاف معنـي   ) روز تحت تيمار با لپتـين قـرار گرفتنـد         

 بـين گـروه دوم بـا گـروه          10در دوز . )p≥0.05(مشاهده شـد    
 داري بـه صـورت كاهـشي وجـود دارد          چهارم اختلاف معنـي   

)0.05≤p( . نيــز بــين گــروه دوم بــا گــروه چهــارم 30در دوز 
 )p≥0.05(داري به صـورت كاهـشي وجـود دارد         ختلاف معني ا
  ).2شكل (

  

  
  

تغييـرات راديكـال آزاد     ) انحـراف معيـار   ±ميانگين( مقايسه ميزان    .2شكل  
   روز42اكسيژني در گروه شاهد و آزمايش در دوره تزريق لپتين به مدت 

 هـا  گـروه  بـين  دار معنـي  تفـاوت  وجـود  دهنـده  نـشان  حـروف غيرمـشابه  

  )p≥0.05(است
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  آناليز ايمونوهيستوشيمي
آميزي ايمونوهيستوشيمي براي لپتين و گيرنـده      شدت رنگ 
 6 تــا 3هــاي  هــاي آزمايــشي و كنتــرل در شــكل آن در گــروه
هاي تيمـار شـده بـا لپتـين،           بافت بيضه موش  . شود مشاهده مي 

آميـزي   بادي آنتي لپتين و آنتي رسپتور لپتين، رنگ    وسيله آنتي  به
رنگ آميزي اختصاصي لپتـين     ) 3شكل   (درگروه كنترل . شدند

هـاي سـميني      نشان داد كه لپتين در لولـه      ) ايمونوهيستوشيمي(
هـا بيـان      هاي زايـا و اغلـب اسپرماتوسـيت         فروس روي سلول  

هاي   آميزي اختصاصي گيرنده لپتين در گروه      شود و در رنگ    مي
، گيرنـده لپتـين در فـضاي بينـابيني و           )6 تا   5شكل  (آزمايشي  

هاي لايديگ مشاهده شد و نتايج نشان داد كـه         ولاغلب در سل  
 .بيان گيرنده لپتين با غلظت اسپرم نسبت عكس دارد

  
هـاي    آميزي اايمونوهيستوشيمي براي شناسايي لپتين در لولـه         رنگ .3شكل  

هاي رنـگ شـده لپتـين روي          سلول: A. سميني فروس رت  درگروه كنترل     
   ميكرومتر10:هاي سميني فروس، بار لوله

  
هـاي   آميزي ايمونوهيستوشيمي بـراي شناسـايي لپتـين در سـلول            رنگ .4شكل  

 روز تزريـق    15 ميكروگرم به مدت     30لايديگ رت در گروهي كه لپتين با دوز         
   ميكرومتر10: هاي رنگ شده لپتين در فضاي بينابيني، بار سلول: B. شد

  

  
  

هـاي   تـين در سـلول     رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي براي شناسـايي لپ       .5شكل  
 روز تزريـق  7 ميكروگرم بـه مـدت   10لايديگ رت در گروهي كه لپتين با دوز     

   ميكرومتر10: هاي رنگ شده لپتين در فضاي بينابيني، ، بار سلول: C.شد
  

  
  

هـاي   رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي بـراي شناسـايي لپتـين در سـلول          . 6شكل  
 روز تزريـق    42 ميكروگرم به مدت     30لايديگ رت در گروهي كه لپتين با دوز         

   ميكرومتر10: هاي رنگ شده لپتين در فضاي بينابيني،  بار سلول: D. شد
  

  بحث
محور تحقيق حاضر بررسي آثـار اگزوژنـوس لپتـين بـر       
تغييــرات تعــداد اســپرم، پارامترهــاي اســپرمي وســطح      

شناسي بيضه از نظـر      هاي آزاد اكسيژني بود و بافت       راديكال
  .اش در بافت بيضه مطالعه شد  و گيرندهجايگاه لپتين

دست آمده در تحقيـق حاضـر تزريـق          بر اساس نتايج به   
هـاي    لپتين باعث افزايش قابل توجه تعداد اسـپرم در گـروه          

 ميكروگـرم، در مقايـسه بـا گـروه          30 و 10آزمايشي  با دوز     

A
A

 µm10   

B

B

 µm10  

C

C

 µm10 

D D
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 ميكروگرم تحت تيمار با لپتين      5كنترل و گروهي كه با دوز       
ــدك   ــد، ش ــرار گرفتن ــاراش    ق ــه ب ــا مطالع ــايج ب ــن نت ه اي

)Barash( در مطالعــه . همـسو بــودBarash و همكــاران وزن 
هاي صحرايي تيمار شـده       بيضه و وزيكول سمينال در موش     

با لپتين، افزايش يافت و ايـن امـر باعـث  افـزايش ارتفـاع                
هاي اپيتليال و افزايش تعداد اسپرم در مقايسه با گروه           سلول

  ].14[كنترل شد 
) Chehabو Weigle ،Campfield(كامفيلد و چهاب ويگل، 
شناسي بافت تخمدان نشان  هاي خود روي بافت در پژوهش

هاي تيمار شده با  دادند كه وزن تخمدان و بيضه در موش
يابد و لپتين در تخمدان باعث توسعه  لپتين افزايش مي

هاي  هاي لوله ها و در بيضه باعث تحريك سلول فوليكول
  ].16- 18[شود  سميني فروس مي

  را)Bray(در حالي كـه نتـايج ايـن تحقيـق نتـايج بـراي               
  كــاهش تعــداد  در مطالعــات خــودBrayكنــد،  تأييــد نمــي
  هــــاي اپيديــــديم وكــــاهش قطــــر لولــــه اســــپرم در

  هـــاي صـــحرايي چـــاق زوكـــر ســـميني فـــر در مـــوش
)Zucker(            تيمار شده با لپتين را گـزارش نمـود ولـي تعـداد

ها افزايش يافتـه بـود و ايـن           ونههاي غيرطبيعي در نم     اسپرم
هـاي مـورد    تفاوت نتايج ممكن است بـه دليـل نـژاد مـوش       

گونه تفسير   نيز اين تفاوت را اينBarash]. 15[مطالعه  باشد 
كرد كه هرچند مكمل لپتين در زمان كمبود لپتـين عملكـرد            

بخشد ولي ممكـن اسـت ميـزان دوز          توليد مثل را بهبود مي    
، اثـرعكس روي توليـد مثـل داشـته          لپتين در زمان دسترسي   

  ].14[ باشد
براساس نتايج حاصل از بررسي حاضر كيفيت اسپرم 

هاي نر مورد مطالعه با ميزان دوز لپتين تزريق شده  موش
هاي تيمار شده  طوري كه در موش ارتباط عكس داشتند، به

هاي غير   روز، اسپرم42 ميكروگرم به مدت 30با دوز 

در مقايسه با گروه )  بدون قلابدم پيچ خورده و(طبيعي 
و ) Haron( هاي هارن اين نتايج  با يافته. كنترل بيشتر بود

هاي توليد  همكاران كه ارتباط بين لپتين و سطوح هورمون
مثلي و اثرشان بر پارامترهاي مورفولوژيكي اسپرم را 

 نيز Haronهاي  در پژوهش. گزارش نمودند، همسو بود
 ميكروگرم 30ه لپتين را با دوز كيفيت اسپرم در گروهي ك
ها  تر از ساير گروه داري پايين گرفته بودند به طور معني

 در مطالعه خود بيان كرد كه ميزان Haronهمچنين . بود
هاي آزمايشي با گروه  هاي گروه غلظت لپتين در سرم موش
 LH و FSHاي نداشت اما سطح  كنترل تفاوت قابل ملاحظه

 ميكروگرم تزريق 30 و 10با دوز هايي كه لپتين  در موش
طور معني داري بالاتر  شد در مقايسه با گروه كنترل به

سمپر، باريو - هاي تنا و طبق پژوهش] 12[گزارش شده بود 
كه ) Fombonne و Tena-Sempere،Barreiro(و فومبن 

 و FSHسطح  هاي غيرطبيعي را با افزايش افزايش اسپرم
LHتين  مرتبط دانسته، ممكن هاي تيمار شده با لپ  در موش

است يكي از دلايل نقص اسپرمي مشاهده شده در بررسي 
   درLH و FSHحاضر، مربوط به افزايش سطح 

هاي تيمار شده با لپتين در مقايسه با گروه كنترل  گروه
  ].19- 21[باشد 

ــدي   ــاولي و زهـ ــافي، پـ ) Zohdy وHanafy ،Pauli(هانـ
بـي در نتيجـه     اندكـه بـين افـزايش بافـت چر         گزارش نموده 

افــزايش ســطح چــرخش لپتــين در بــدن بــا كــاهش ســطح 
تستسترون و افزايش سطح استروژن ارتباط وجـود دارد؛ در          

ــه  ــات چــاقي ب ــن مطالع ــل ملاحظــه  اي ــور قاب اي ترشــح  ط
گـذارد   كند و روي توليد مثل اثر مي       ها را مختل مي     هورمون

  و گــزارش شــده كــه هــر تغييــري در افــزايش ســطح      
]. 22- 24[رماتوژنز اثر آسيب رسـان دارد       استروژن روي اسپ  
ــپرم ــزايش اس ــوش  اف ــر طبيعــي در م ــاي غي ــار ه ــاي تيم   ه
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كه با اسـتروژن بـه       FSHدنبال افزايش سطح     شده با لپتين به   
طور   افتد و همين    كند، اتفاق مي    صورت سينرژيست عمل مي   

ــه  ــژوهشZohdy  وHanafy ، Pauliك ــه  در پ ــود ب ــاي خ   ه
طح اســتروژن باعــث نقــص آن اشــاره كردنــد تغييــر در ســ

  .شود اسپرمي مي
هـاي غيـر طبيعـي در مطالعـه           دليل ديگر افزايش اسـپرم    

  هـــاي آزاد اكـــسيژني حاضـــر افـــزايش ســـطح راديكـــال
ــال  ــود، راديك ــاي   ب ــي از فاكتوره ــسيژني يك ــاي آزاد اك   ه

هـاي غيـر      مؤثر در ناباروري مردان از طريـق توليـد اسـپرم          
ه تيمـار شـده بـا       طبيعي است، در مطالعه حاضر در سه گرو       

، يعنـي   15هـاي آزاد  در روز         لپتين، افزايش درصد راديكال   
ها به بلوغ كامل نرسيده بودند، مـشاهده          در زماني كه اسپرم   

ميـزان  ) روز42( تا انتهـاي دوره    15شد؛ در حالي كه از روز       
هـاي آزمايـشي كـاهش        هاي آزاد اكسيژني در گروه      راديكال

ا با افزايش قدرت دفاعي     پيدا كرد كه مي توان اين كاهش ر       
 هاي آزاد اكسيژني توجيه نمـود  اسپرم بالغ در مقابل راديكال   

با توجه اينكه دوره اسپرماتوژنز در رت از سلول زايـا تـا             ( 
 روز است اما حداكثر بلوغ در رت حدود         54-52اسپرماتيد  

نتايج تحقيق حاضـر بـا      ]. 25) [انجامد   روز به طول مي    100
 )Aitken و clark ،Ollero( و آيـتكن  مطالعات كلارك، الـرو 

  .همسو بود
clark         خـود  را   مـايع منـي      درمنبع اوليـه اكـسيژن فعـال

هـاي آزاد     هـاي بـا راديكـال       داند و در نمونه     مياتوزوا  اسپرم
مورفولوژي غير طبيعي و    هاي با     اكسيژني بالا، افزايش اسپرم   

 ـ     را گـزارش   داخـل اووسـيت     ه  كاهش ظرفيت نفوذ اسپرم ب
  ].26[نمود 

Ollero    ــه ــده ب ــيب ايجــاد ش ــاران آس وســيله   و همك
هاي آزاد اكسيژني در اسپرم انسان را يكـي از علـل              راديكال

اصلي ناباروري مردان گزارش نمودند، اين پژوهشگران بيان   

هاي نابالغ با باقيمانده سيتوپلاسمي و سر غيـر           كردند اسپرم 
توليـد  هـاي آزاد اكـسيژني را         طبيعي بيشترين ميزان راديكال   
  ].27[شود  هاي بالغ ديده مي كرده و كمترين مقدار در اسپرم

Aitken       هـاي آزاد      و همكاران نيز افزايش توليد راديكـال
هاي زاينده مردان را با كاهش كيفيـت          اكسيژني توسط سلول  

هاي آزاد    اسپرم مرتبط دانسته و حضور ميزان پايين راديكال       
ل متـراكم كـردن     شـام (اكسيژني براي عملكرد طبيعي اسپرم      

DNA    داننـد ولـي      را ضروري مـي   )  و تقويت ظرفيت پذيري
 DNAافزايش آن را نيز تهديـدي بـراي قطعـه قطعـه شـدن               

  ].28[اسپرم گزارش نمودند 
  هـــاي ايمونوهيـــستوشيمي بافـــت بيـــضه در بررســـي

ــده آن      ــين وگيرن ــاه لپت ــايي جايگ ــور شناس ــه منظ ــه ب   ك
  كنتـرل، در اين مطالعه انجام شـد، مـشخص شـد در گـروه              

ــه و اغلــب روي اسپرماتوســيت    هــا لپتــين روي غــشاي پاي
ــي در بافــت  ــان شــده ول ــشد؛  بي ــشاهده ن ــابيني م ــاي بين   ه

  هـاي آزمايـشي بيـان گيرنـده لپتـين           در حالي كـه در گـروه      
  نتــايج ايمونوهيــستو شــيمي. در فــضاي بينــابيني بــالا بــود

  هـاي   تأييدي بر نتـايج پارامترهـاي مورفولـوژي و راديكـال          
ــروهآزاد در ــت   گ ــرل اس ــشي و كنت ــاي آزماي ــروه. ه   در گ
ــه (ســوم  ــرار 15گروهــي ك ــين ق ــا لپت   روز تحــت تيمــار ب

ــد ــزان راديكــال )گرفتن ــزايش مي ــسيژني ، اف ــاي آزاد اك و  ه
همچنين بيشترين درصد نقص اسپرمي مشاهده شـد كـه در           
بررسي ايمونوهيستوشيمي نيز، بيشترين بيان گيرنده لپتين در 

هـاي آكـوئيلا    نتايج، با يافتـه  اين.  شدناحيه بينابيني مشاهده 
Aquila) ( ــشيكاوا ــسو اســت) Ishikawa(و اي  و Aquila. هم

Ishikawaنيز افزايش بيان mRNA  ي گيرنده لپتين را در زمان
انـد   هـاي صـحرايي گـزارش نمـوده         نقص اسپرمي در موش   

و همكاران  نيز حـضور لپتـين    )Glander(گلاندر ]. 30و29[
يني فــروس بيمــاران نابــارور گــزارش هــاي ســم را در لولــه
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  ].31[اند  كرده
Bin             و همكاران  نقص اسپرماتوژنز را بـا افـزايش بيـان 

ها مـرتبط دانـسته كـه ايـن           لپتين و گيرنده آن در بيضه رت      
  ].32[نتايج با نتايج تحقيق حاضر مطابقت دارد 

باتوجه به نقش لپتين در افـزايش تعـداد اسـپرم و البتـه              
افـزايش   هاي غير طبيعي از طريق      جاد اسپرم تأثيري كه در اي   
هـاي    كند، در برنامه   هاي آزاد اكسيژني ايفا مي      سطح راديكال 

باروري افراد چاق نابارور،كنترل سطح چرخش اين هورمون 
رسد  نظر مي  ها ضروري به    در بدن و استفاده از آنتي اكسيدان      

  .تو مديريت بهتر اين كار نيازمند تحقيق و مطالعه بيشتر اس
  

  تقدير و تشكر
اين پروژه با حمايت مـالي پژوهـشگاه رويـان صـورت            
گرفته و بدين وسيله از مديريت و همچنـين از همفكـري و         

هـاي اسـپرم      همياري صميمانه كارشناسان محترم آزمايشگاه    
شناسـي وبخـش حيوانـات       بيولوژي، فلوسـايتومتري، بافـت    

آزمايشگاهي پژوهشگاه در اجـراي ايـن پـژوهش تـشكر و            
  .شود درداني ميق
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