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چکیده

اسـپرم  DNAبررسی اثرات مخرب دوزهاي مختلف نانوذرات نقره بـر پتانسـیل بـاروري، سـاختار کرومـاتین و      مطالعههدف از این :هدف
.بوداپیدیدیمی موش 

سه گروه مطالعه جهت تجـویز دهـانی نـانوذرات    وتایی شامل یک گروه کنترل6موش نر سوري در چهار گروه 24تعداد:هاواد و روشم
دیدیمی سپس اسپرم هاي اپی.هفته در نظر گرفته شدند5مدت در روز بهبر کیلوگرممیکرو لیتر200و 100، 50نقره با دوزهاي مختلف
تـراکم کرومـاتین، شـدت    . آسـپیره شـدند  WHOمعیارهـاي  هاي معمول میکروسکوپی و بر اساس اسپرم به روشبراي آنالیز پارامترهاي 

A3انیلین بلو، تولوئیدن بلو و کرومومایسـین  شامل ترتیب هببا سه روش سیتوشیمی مختلف ناهنجاري و میزان پروتامین کروماتین اسپرم 

.ندارزیابی گردید

هاي مورد در مقایسه با گروه کنترل و سایر گروه)نانوذرات نقرهبالاترین دوز گروه دریافت کننده (نتایج نشان داد که سومین گروه :نتایج
هـاي  گروه. بودندهاي با مورفولوژي نرمال هاي با حرکت سریع و کمترین درصد اسپرمبررسی داراي کمترین تعداد، کمترین درصد اسپرم

II وIIIنشان دادندمیزان تراکم کروماتین و نقص پروتامین اسپرمدر ها داري را با سایر گروه، اختلاف معنی.

تصـور  . اسپرم موش، مشـاهده گردیـد  DNAثیرات منفی نانو ذرات نقره بر پارامترها، ساختار کروماتین و ادر این مطالعه، ت:نتیجه گیري
.باشندکه اثر منفی نانوذرات نقره بر کیفیت اسپرم قابل ملاحظه بوده و وابسته به دوز مصرفی میشودمی

، موشDNAنانوذرات نقره، پارامترهاي اسپرم، کروماتین، :واژگان کلیدي
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قدمهم

هـایی در محـدوده   ذرات جامد کلوئیدي با اندازهنانوذرات شامل
ها یا هزاران اتم تشکیل شده و نانومتر بوده که از ده100تا 10
شمار عنوان یکی از پرکاربردترین مواد در دانش فناوري نانو بهبه

ناشـی از انـدازه بسـیار کوچـک     اها عمدترفتار آن). 1(روندمی
ــواص فیزیک  آن ــوده و خ ــا ب ــت،   ه ــون حلالی ــیمیایی همچ وش

پذیري، میزان عبور نور، هدایت الکتریکی و توان مغناطیسی نفوذ
مقیـاس  خود ولـی در  کنترل نشده اي در مقایسه با مواد مشابه 

، انتقـال  هاي زیسـتی شناسایی مولکول). 3و 2(میکرونی دارند 
هـایی نظیـر   ها، درمـان بیمـاري  ها و ژنهدفمند داروها، واکسن

هاي عصبی و نخـایی، تـرمیم   سرطان، دیابت، ایدز، ترمیم آسیب
ي مغزي و تولید مواد ضد میکروبی هاسلولها، افزایش عمر زخم

). 4(دباشـن تنها بخـش کـوچکی از کاربردهـاي ایـن مـواد مـی      
خصوصیات مهم و ویـژه نـانوذرات نقـره از قبیـل تـاثیر سـریع،       
پایداري زیاد، قابلیت اضافه شدن به الیاف و پلیمرها و خاصـیت  

بالا باعث شده است کـه در اکثـر صـنایع از جملـه     ضد باکتري
نقـره در ابعـاد نـانو بـر     . صنایع غذایی مورد استفاده قـرار گیـرد  

هـا اثـر گذاشـته    یکروارگانیسـم متابولیسم، تنفس و تولید مثل م
نوع بـاکتري شـناخته   650که این مواد تاکنون بیش از طوريهب

دو صـورت  نقـره بـه  ذرات نانو). 7و6، 5(شده را از بین برده اند 
در فنـاوري  . شـود تولیـد مـی  ) کلوئید(و مایع ) کامپوزیت(پودر 

حالـت  صورت کلوئیدي در محلـولی بـه  هاي نقره بهنانونقره، یون
، ضدقارچباکتريضدسوسپانسیون قرار دارند که داراي خاصیت 

).9و 8(باشند ویروس میضدو

هـاي زیـادي کـه    رغم استفاده فـراوان از نـانوذرات و تـلاش   علی
هاي مطلـوب نـانو نقـره در پزشـکی     منظور نشان دادن ویژگیبه

و هـا سـلول صورت گرفته، هنوز اثرات بیولوژیکی ایـن ذرات بـر   
تحقیقـات بـر روي   . باشـد طـور کامـل مشـخص نمـی    بههااندام

دهند که پس از استنشاق، بلع یا تزریق نـانو  حیوانات  نشان می
توانند در پوست یا ریه رسـوب کـرده و   ذرات نقره، این مواد می

هــا، هــاي ثانویــه نظیــر کبــد، طحــال، کلیــهســپس بــه جایگــاه
بدیهی است . جا شوندهها جابها و بیضهها، مغز، تخمدانماهیچه

که در این اعضا اثرات سمی  مختلفـی مشـاهده گردیـده اسـت     
)10-14 .(

در پژوهش دیگري که در زمینه اثرات مخرب نانوذرات نقـره بـر   
سیستم تناسلی مذکر صورت پذیرفته نشان داده شده است کـه  

هـاي جنسـی نـر اثـرات منفـی      این نانو ذرات قادرند بـر سـلول  

داري کـاهش  طـور معنـی  اسپرم را بـه گذاشته و قابلیت باروري 
).20-15(دهند 

هـا  از زوجدرصـد 15ناباروري مشـکل عمـده اي اسـت کـه در     
50مشاهده شده و مطالعات آماري نشـان داده انـد کـه حـدود     

). 21(باشـد  از این موارد مربـوط بـه فـاکتور مردانـه مـی     درصد
اسپرم و کرد رویکرد جدید ارزیابی  ناباروري  مردان بررسی عمل

کـه  از آنجـائی . باشـد ارزیابی کروماتین هسته اسپرم میاخصوص
باشند، هـر گونـه   هاي مرد حامل نیمی از ژنوم جنینی میگامت

ناهنجاري در ساختار کروماتین اسپرم بر جنین تـاثیر نـامطلوب   
علاوه بر ایـن، تـراکم کرومـاتین اسـپرم داراي نقـش      . گذاردمی

).22(باشد ایج اولیه باروري میکلیدي در باروري مردان و نت

هـاي مختلـف   با توجه به کاربرد گسترده نانوذرات نقره در شاخه
رسد که بررسی نظر میپزشکی، صنایع غذایی و لوازم آرایشی به

هـاي  ویـژه ارگـان  هاي مختلف، بـه اثرات منفی این مواد بر بافت
ف لذا هد. باشدي اسپرمی حائز اهمیت میهاسلولتولیدمثلی و 

از این تحقیق بررسی اثرات مخرب دوزهـاي مختلـف نـانوذرات    
اسـپرم  DNAنقره بر پتانسـیل بـاروري، سـاختار کرومـاتین و     

.باشدموش میدر حیوان آزمایشگاهی دیدیمی اپی

هامواد و روش

صـورت محلـول بـا غلظـت    نانومتر به40به ابعادو ذرات نقرهنان
سنتز شـده  10گرم بر لیترمیلی79/0مولار و وزن 43/1× 4-10

از پژوهشکده علوم پایه نانوفناوري دانشگاه پیام نور اسـتان یـزد   
.تهیه گردید

سرموش نر بـالغ از نـژاد   24منظور انجام این مطالعه تجربی، به
گـروه تجربـی   3تایی شامل گروه کنتـرل و  6گروه 4سوري به 

25تـا  20تقسیم شده و در شرایط کنترل شده درجـه حـرارت  
درصد با دوره نـوري  60تا 55گراد، رطوبت حدود درجه سانتی

ساعت تاریکی با دسترسی آسان به آب 12ساعت روشنایی و 12
ــه    ــانون نگ ــوابط ق ــق ض ــل طب ــذاي کام ــات و غ داري از حیوان

35مدتبههاي گروه مطالعه موش. داري شدندآزمایشگاهی نگه
ه مـورد تجـویز دهـانی    روزان) بیش از یک دوره اسپرماتوژنز(روز 

گـروه مـورد مطالعـه    . یق گاواژ قرار گرفتنـد رنانوذرات نقره از ط
ــه  ــر روز بـ ــوم هـ ــب دوز اول، دوم و سـ 200و 100، 50ترتیـ

نانوذرات نقره محلول و گروه کنترل تنهـا  بر کیلوگرممیکرولیتر
.نمودندصورت دهانی دریافت میسرم فیزیولوژي به
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و سـپس  شـده  ازه گیـري وزنـی   هـا انـد  موش،پس از این مدت
جهت بررسی پارامترهاي اسـپرمی،  . گردیدندهوش توسط اتر بی

که در قطـب  مدیدیها برش داده شد و دم اپیناحیه شکم موش
، توسط قیچـی اسـتریل   باشدمیتحتانی هر بیضه قابل مشاهده 

serum-free medium forبریـده شـده و در محـیط کشـت    

Chinese Hamster ovary cellsیاHamsF10  قـرار گرفـت .
صـورت  ي اسپرم بـه هاسلولسپس با فشردن و تکان دادن آرام، 

دیـدیم از  قطعـات اضـافی اپـی   . شناور وارد محیط کشت شـدند 
ــاوي     ــت ح ــیط کش ــن مح ــده و ای ــته ش ــرف برداش ــل ظ داخ

درجـه  37دقیقـه در دمـاي   30مـدت بـه سوسپانسیون اسـپرم  
ــا فشــار گــراد ســانتی ــه درصــدCO25ب بعــد از . گردیــدانکوب

سوسپانسـیون حـاوي اسـپرم    میکرولیتر10مقـدار  انکوباسیون، 
). 23(توسط سمپلر برداشته شده و مورد آنالیز قرار گرفتند 

هـا بـا   اسـپرم مطالعـه مورفولـوژي  :پارامترهاي اسپرم) الف
استاندارد رنگ آمیزي پاپـانیکولا انجـام   دستورالعملاستفاده از 

هاي معمـول بـراي   نوع رنگ آمیزي یکی از روشاین ). 24(شد 
باشد که در آن نـواحی آکـروزوم و   بررسی مورفولوژي اسپرم می

گــردد، بخــش ســر و قطعــه میــانی اســپرم رنــگ آمیــزي مــی 
که ناحیه سر آبی و بخش قطعه میانی قرمز یـا صـورتی   طوريبه

پـس از رنـگ آمیـزي اسـپرم، اشـکال طبیعـی و       . شودرنگ می
100×نمـایی  رم، در زیر میکروسکوپ بـا بـزرگ  غیرطبیعی اسپ

اشـکال غیرطبیعـی اسـپرم شـامل     . نـد مورد بررسی قـرار گرفت 
هایی با دو سر بزرگ، سر کوچک، سر گرد، بدون آکروزوم، اسپرم

سر سنجاقی، دم بلند یا کوتاه، بدون دم و یـا دم پـیچ خـورده و    
. باشندقطره سیتوپلاسمی می

ــر اســاس معیارهــاي اســپرم) motility(مطالعــه حرکــت  هــا ب
(WHO)World Health Organizationبـراي  . انجام گردید

میکرولیتر از هر نمونـه را در  10ها، مقدار بررسی تحرك اسپرم
قرار داده و پس از گذاشتن درپـوش  Makler chamberمرکز 

مشــاهده و 40×نمــایی توســط میکروســکوپ نــوري بــا بــزرگ
سلول مورد شمارش 200سی، تعداد در این برر. شمارش گردید

قرار گرفتـه و از ایـن تعـداد درصـد تحـرك اسـپرم بـر اسـاس         
د ش ـمشـخص  ) WHO(سازمان بهداشـت جهـانی   دستورالعمل

هاي متحـرك بـا   به گروهها را اسپرم، در این بررسی). 26و 25(
، متحـرك بـا حرکـت پـیش     )aنـوع  (حرکت پیش رونده سریع 

نـوع  (هاي متحرك به فرم درجـا  اسپرم،  )bنوع (رونده آهسته  
c (  و بدون  تحرك) نوعd (بندي شدندگروه.

روش سیتوپلاسمی اسپرم به) Viability(مطالعه قابلیت حیات
و با استفاده از رنگ آمیزي ائوزین و توسط میکروسـکوپ نـوري   

ي زنـده  هـا اسـپرم ). 27و 26(انجام گردید 40×نمایی با بزرگ
دن غشا سیتوپلاسـمی رنـگ ائـوزین وارد شـده     دلیل سالم بوبه
کننـد و بنـابراین در زیـر    داخل سـلول را مجـددا خـارج مـی    به

کـه کـه   در حالی. میکروسکوپ بدون رنگ قابل مشاهده هستند
آسـیب دیـده رنـگ وارد شـده     دلیـل غشـا  ي مرده بـه هااسپرم

داخل سـلول را حفـظ نمـوده لـذا بعـد از شستشـو همچنـان        به
.شوندمشاهده میرنگیصورتبه

:اسپرمDNAمطالعه ساختار کروماتین و  ) ب
جهت مطالعه میـزان  Aniline Blueرنگ آمیزي آنیلین بلو -1

رنـگ  ). 29و28، 23(تراکم کروماتین اسـپرم اسـتفاده گردیـد    
ر هاي اضافی را دخاص وجود هیستونطوربهآنیلین بلو اسیدي، 

جــایی هطــی جابــ. دهــدســاختار کرومــاتین اســپرم نشــان مــی
ها با پروتامین و تراکم کروماتین در مرحله اسپرمیوژنز، هیستون

، ولـی  نگرفتـه ي طبیعی رنـگ آنیلـین بلـو را بـه خـود      هااسپرم
یی که تراکم ناقص دارند یا بلوغ کافی را طی نکرده اند، هااسپرم

. ندگیرخود میاین رنگ را به

Toluidineرنگ آمیزي تولوئیدن بلو -2 Blue  جهت تخمـین
28، 23(شدت ناهنجـاري کرومـاتین اسـپرم اسـتفاده گردیـد      

که براي تعیین بودهتولوئیدن بلو، یک رنگ متاکروماتیک ). 30و
قطعـه قطعـه   میـزان  کیفیت و کمیت تراکم کروماتین هسـته و  

هـاي فســفات  اسـپرم، از طریــق پیونـد بـا گــروه   DNAشـدن  
در ایـن تسـت،  . شـود استفاده میآسیب دیده DNAهاي رشته

DNAهرچه میزان تراکم کروماتین کمتر باشد، رنـگ پـذیري   

بنابراین طیفی از رنگ بـین  . یابدتوسط تولوئیدن بلو افزایش می
اسـپرم بـا   (، آبـی تیـره   )اسپرم با کرومـاتین نرمـال  (آبی روشن 

و ) اسپرم با کروماتین ناهنجـار (، بنفش )کروماتین کمی ناهنجار
قابــل ) اســپرم بــا کرومــاتین بســیار ناهنجــار(ی بـالاخره ارغــوان 

. باشدتشخیص می

بـراي بررسـی بلـوغ هسـته     A3رنگ آمیزي کرومومایسـین  -3
، 23(استفاده گردیـد  (CMA3)کروماتین اسپرم نقصاسپرم و 

کـه بـا مولکـول    بـوده کرومومایسین یک فلـوروکروم  ). 30و28
دو رشـته اي  DNAپروتامین براي اتصـال بـه شـیار کوچـک     

ها با طی روند اسپرماتوژنز قسمت عمده هیستون. کندرقابت می
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 ــ . جــا شــده تـا کرومــاتین اســپرم متــراکم شــود هپروتـامین جاب
گیرنـد و  رنگ میCMA3یی با نقصان پروتامین توسط هااسپرم

ضمن بررسی با میکروسکوپ فلورسنت بـه رنـگ زرد درخشـان    
یی بـا کرومـاتین   هـا اسـپرم قع در واهااسپرماین . شونددیده می

بنابراین رنـگ آمیـزي کرومومایسـین    . گردندنابالغ محسوب می
یک روش حساس و مفید براي بررسی وضعیت تراکم کروماتین 

.باشدمیطور غیر مستقیم و بررسی محتواي پروتامین به

براي انجام محاسبات آماري از نرم افـزار آمـاري  :آنالیز آماري
SPSS صـورت  میـانگین تمـام پارامترهـا بـه    . شـد استفاده 17
Mean±SD05/0دار و سطح معنیp<مقایسـه  . نشان داده شد

ها میانگین غلظت کیفیت پارامترهاي اسپرمی در بین تمام گروه
Tukeyو بین دو گروه با آزمـون  ANOVAبا استفاده از تست 

. مورد ارزیابی قرار گرفت

نتایج

قبل و بعد از تیمـار بـا نـانوذرات نقـره،     ها در بررسی وزن موش
مقایسـه  . هـا مشـاهده نگردیـد   داري در بـین گـروه  تفاوت معنی

داري هاي مختلف، تفاوت معنیبین گروههااسپرممیانگین تعداد 
گروه مطالعه سوم، حیوانات که طوريبه. )>05/0p(را نشان داد

 ـبوکه بیشترین دوز مصرفی نانوذرات نقره را دریافـت کـرده   د، ن
کمترین میانگین تعداد اسپرم در مقایسه با گروه کنترل و حتی 

را دارا هـاي مـورد مطالعـه اول و گـروه دوم     هدر مقایسه با گـرو 
). 1جدول(بودند

ختلفهاي ممقایسه میانگین پارامترهاي اسپرم در گروه: 1جدول 
پارامترهاي اسپرم گروه کنترل 

)n=6(
aگروه مطالعه

)n=6(
bگروه مطالعه 

)n=6(
cگروه مطالعه 

)n=6(
p- value

abc
p-value

ab
p-value

ac
p-value

bc

تعداد اسپرم 
)/ml106×( 27±3.5 23.66±8 21.00±3.6 17.00±3.5 *0.004 0.897 *0.008 0.053

هاي زنده اسپرم
(%) 64.6±3.7 61.1±4.8 51.8±7.5 52.4±8.32 *0.029 0.027 0.661 0.219

رونده حرکت پیش
(%)سریع  35.83±4.49 49±8.14 37.6±4.33 18.16±5.45 *0.000 *0.005 *0.000 *0.000

رونده حرکت پیش
(%)آهسته  33.5±2.34 22.33±5.64 15.6±2.51 22.33±5.68 *0.000 *0.019 1.000 *0.019

به فرم متحرك
(%)درجا  19.16±4.7 16.83±3.54 28.2±3.11 44±5.83 *0.000 *0.001 *0.000 *0.000

هاي بی اسپرم
(%)حرکت  11.5±2.88 11.66±3.38 18.4±5.22 17±3.28 *0.009 *0.007 *0.022 0.541

هاي با اسپرم
مورفولوژي طبیعی 

(%)
70.83±5.47 69.17±3.6 64.67±3.8 64.17±5.6 0.192 0.262 *0.027 0.973

a= نانو ذرات نقره میکرولیتر50گروه دریافت کننده دوز 

b= نانو ذرات نقره میکرولیتر 100گروه دریافت کننده دوز 

c=نانو ذرات نقره میکرولیتر 200گروه دریافت کننده دوز 

بـین  هـا اسپرممقایسه میانگین درصد حرکت پیش رونده سریع 
. هـا نشـان داد  داري را بین گـروه هاي مختلف تفاوت معنیگروه

یی با حرکت پیش رونده سریع در گروه هااسپرممیانگین درصد 
از . هـا بـود  داري کمتر از سایر گروهطور معنیبه3مورد مطالعه 

1گروه مورد مطالعـه  طرفی درصد حرکت پیش رونده سریع در
داري  طور معنیها و حتی گروه کنترل بهدر مقایسه با سایر گروه

2داري بین گروه کنترل و گـروه  تفاوت معنیولی، بیشتر بوده
آهسـته  روندهپیشمقایسه میانگین درصد حرکت . دشمشاهده ن

. هـا نشـان داد  داري را بـین گـروه  یـز، تفـاوت معنـی   نهـا اسپرم
آهسـته در گـروه کنتـرل در    روندهپیشصد حرکت میانگین در

. داري بیشـتر بـوده اسـت   طـور معنـی  ها بهمقایسه با سایر گروه
مشـاهده  2و 3هاي مـورد مطالعـه   داري بین گروهتفاوت معنی
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ي با حرکت آهسته در گروه مورد هااسپرمهمچنین درصد . دشن
. بـوده اسـت  2ي بیشـتر از گـروه   دارمعنیطور به1و 3مطالعه 

فرم غیرطبیعی درجـا  بههااسپرممقایسه میانگین درصد حرکت 
میانگین درصـد  . نشان دادهاگروهي را بین دارمعنینیز، تفاوت 

در مقایسـه بـا سـایر    3فرم درجا در گـروه  حرکت غیرطبیعی به
درحـالی کـه گـروه    . ي بیشتر بوده استدارمعنیطور بههاگروه
ي هـا اسـپرم اي کمترین میانگین درصـد  دارمعنیطوربهل کنتر

. داشـت 3و گـروه  2فرم درجا در مقایسه بـا گـروه   متحرك به
مـورد مطالعـه   1ي بـین گـروه کنتـرل و گـروه     دارمعنیتفاوت 

ي هـا اسـپرم ي از لحـاظ درصـد   دارمعنیاختلاف . دشمشاهده ن
3و 2گـروه مـورد مطالعـه   . شدمشاهده هاگروهتحرك بین بی
ي بـی حرکـت   هااسپرمي داراي بیشترین درصد دارمعنیطوربه

. بودنـد 1ي کنترل  و گروه مـورد مطالعـه   هاگروهدر مقایسه با 
دیده نشـد  3و 2ي مورد مطالعه هاگروهي بین دارمعنیتفاوت 

ي مختلـف  هـا گروهبین هااسپرممقایسه مورفولوژي ). 1جدول(
ي مـورد  هـا گـروه ي غیرطبیعی در هااسپرمنشان داد که درصد 

ي دریافت کننده دوزهاي بالاتر نـانوذرات  هاگروهویژه مطالعه، به
دار نبوده نقره بیشتر بوده، هر چند که این اختلاف چندان معنی

مقایسه آنالیز میانگین درصـد قابلیـت حیـات    ).1جدول(است 

. دي مختلف نشـان دا هاگروهي را بین دارمعنی، تفاوت هااسپرم
در این میان گـروه مـورد مطالعـه دوم و سـوم کمتـرین درصـد       

البتـه  . ي زنده را در مقایسـه بـا گـروه کنتـرل داشـتند     هااسپرم
ي زنده در گروه کنتـرل و  هااسپرمي بین درصد دارمعنیتفاوت 

).1جدول(گروه اول مشاهده نگردید 

نشـان دهنـده تغییـرات سـاختار     2و 1هـاي شـکل و 2جدول 
هــايدادهآنــالیز .باشــدهــاي مختلــف مــیدر گــروهکرومــاتین 

داري بـین  نشـان داد کـه تفـاوت معنـی    آمیزي آنیلین بلـو  رنگ
هاي دریافت کننده دوزهاي متوسط و بالاي نانوذرات نقـره  گروه

هـاي نابـالغ مربـوط بـه     وجود داشته و بیشترین درصـد اسـپرم  
دریافت کرده بودند، را میکرولیتر نانوذره نقره 200گروهی که  

ي دریافـت  هاگروهرنگ آمیزي تولوئیدین بلو، فقط در.باشدمی
تفــاوت میکرولیتــر نــانوذره نقــره 200و 100دوزهــايکننــده

در لـی  و) ≥001/0p(ها نشان دادنـد داري را با سایر گروهمعنی
مقایسـه .داري مشـاهده نشـد  یمیکرولیترتفـاوت معن ـ 50گروه
نشـان داد  A3نگ آمیـزي کرومومایسـین  رهاي مربوط بهداده
کننـده دوز و همچنـین   دریافـت هاي مختلـف  گروهدر بین که 

صـورت  تفـاوت بـه  کـرده بودنـد،   ها و گروه کنترلبین این گروه
.دار بودیمعن

هاي مختلفگروههایی با کروماتین نابالغ در مقایسه میانگین اسپرم: 2جدول 
رنگ آمیزي 

کروماتین
گروه کنترل 

)n=6(
گروه مطالعه 

a)n=6(
bگروه مطالعه 

)n=6(
cگروه مطالعه 

)n=6( p- value abc
p-value

ab
p-value

ac
p-value

bc

تولوئیدن بلو 10.7±1.3 10±1.1 15.9±1.3 20±3.5 0.264 0.278 0.000 0.055

آنیلین بلو 8.5±1.1 9±0.7 11.4±1.2 14.5±2.1 0.062 0.076 0.021 0.042

کرومومایسین 
A3

25±6.4 28.2±3.5 46.5±2.1 68.5±5.7 0.021 0.035 0.000 0.001

a= نانو ذرات نقره میکرولیتر50گروه دریافت کننده دوز 

b= نانو ذرات نقره میکرولیتر 100گروه دریافت کننده دوز 

c=نانو ذرات نقره میکرولیتر 200گروه دریافت کننده دوز 

همـراه نقـص   گروه تحت تیمار با نانو ذرات نقره داراي درصد بیشتري از اسـپرم بـا رنـگ زرد درخشـان بـه     . اسپرمA3رنگ آمیزي کرومومایسین : 1شکل
).100×بزرگنمایی (باشند پروتامین می
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باشـند  هـاي بـنفش رنـگ بـا هیسـتون اضـافی مـی       گروه تحت تیمار با نانوذرات نقره داراي درصد بالایی از اسپرم.رنگ آمیزي آنیلین بلو اسپرم: 2شکل 
).100×بزرگنمایی (

حث ب

صورت گسـترده در محصـولات مصـرفی    هاگرچه نانوذرات نقره ب
هـا در  آنرود، اطلاعات سـم شناسـی کـافی در مـورد    کار میهب

یکی از مسیرهاي ورود نانوذرات، دهـانی یـا   . باشددسترس نمی
خوراکی است که ممکن است در مـورد بسـیاري از محصـولات    

پسـتانک  ،هاي قابل بازیافـت بطري,هامصرفی مثل خمیردندان
.ها مهم باشدلوازم آشپزخانه و اسباب بازي، بچه

نوذرات نقـره بـر   اي مبنی بر اثر ایـن نـا  در بررسی متون مطالعه
ساختار کروماتین اسپرم مشاهده نگردید و لذا نتایج این مطالعه 

ما تلاش کردیم ،دراین پژوهش.گرددبراي اولین بار گزارش می
نـانومتري بـا دوزهـاي    40تا اثرات پاتولوژیـک نـانوذرات نقـره    

مختلف را بر پارامترهاي اسپرم از جمله تعداد، قابلیـت حیـاتی،   
، همچنـین بـر روي پارامترهـاي    هـا اسپرملوژي حرکت و مورفو

. نمـاییم اسپرم موش سوري بررسـی  DNAساختار کروماتین و 
، 05/0صـورت خـوراکی در دوزهـاي    سمیت نانو ذره نقره که به

ها به موش) میکرولیتر200و  100، 50(لیتر میلی2/0و 1/0
. داده شد، در مقایسه با گروه کنترل  مورد مطالعـه قـرار گرفـت   

ثیرات منفی نانو ذرات نقره بر پارامترها، سـاختار  اتنتایج مطالعه 
همچنین بررسـی  .را نشان داداسپرم موشDNAکروماتین و 

ها نشان داد که تغییرات ایجاد شده توسط این نانو ذرات در داده
تار کرومـاتین اسـپرم وابسـته بـه دوز     پارامترها و همچنین ساخ

در هـاي تحقیـق حاضـر،    در راسـتاي یافتـه  . باشـد مصرفی مـی 
میـزان  اثر نانوذرات نقره بر مشابه ضمن بررسیااي نسبتمطالعه

نشان داده شده است و پارامترهاي اسپرمی DNAاکسیداسیون 
و تغییـر مورفولـوژي مجـاري    DNAافـزایش اکسیداسـیون   که

میـزان  بـه هاي تیمار شده با نـانوذرات نقـره   اسپرم ساز در گروه

ذکر است کـه  لازم به. ه استبودداري بالاتر از گروه کنترل معنی
ی بـا مورفولـوژي   یهـا تغییري در تعـداد اسـپرم  در این پژوهش

).31(دشها مشاهده نغیرطبیعی بین گروه

مقدمه عنـوان گردیـد، نـانوذرات فلـزي     طور که در بخش همان
اي ه ـهـاي بیولـوژیکی و بافـت   داراي اثرات مخربی بـر سیسـتم  

و زارچـی رضـایی  توسطکهیدر پژوهش.باشندمختلف بدن می
سر موش صـحرایی نـر بـالغ  انجـام     50، بر روي )12(همکاران 

،دوز بالادر نانومتري 70نانوذرات نقره گرفت نشان داده شد که
بیشتري ) یسو نکروزیسریزي، آپوپتوزخون(اثرات پاتولوژیکی 

.نمایـد نسبت به مصرف دوزهاي پایین ایجاد میرا در بافت ریه
اثر نانوذرات نقره بر بافت ریه قابل ملاحظه بود و در این مطالعه 

در.بودنـد هـاي سـلولی و بـافتی    حاصله نشانگر آسیباتتغییر
، اثـر نـانوذرات   )11(ی و همکـاران  دیگر، رضایی زارچايمطالعه

نتایج حاصل از . دندنموهاي خونی موش را بررسی نقره بر سلول
200(تحقیق نشان داد که نانوذرات نقـره در دوزهـاي بـالا    این 
منجـر بـه مهـار فرآینـد لختگـی توسـط       ) گرم بر کیلوگرممیلی

. شودریزي  میها در خون و در نتیجه افزایش زمان خونپلاکت
ي خـونی از  هاسلولها نشان داد که تعداد وه بر این نتایج آنعلا

ي سفید و قرمز، غلطت هموگلوبین، تعـداد  هاسلولجمله تعداد 
ي هـا گروهي در مقایسه با دارمعنیطوربهنوتروفیل و لنفوسیت 

، در )32(همکـاران مقصـود احمـد و  .کنترل تغییر کرده اسـت 
ي پستانداران بررسی هاسلولرا در DNAهاي اي آسیبمطالعه
ها نشان داد که نانوذرات نقـره پوشـش   نتایج مطالعه آن. نمودند

ایجـاد  دار آسیب شدیدتري را نسبت به نانوذرات بدون پوشـش  
بیشتر میزان بهطور ویژه هو ذرات پوشش پلی ساکاریدي بنموده

که تراکم ذرات بدون پوشش محدود توزیع شده بودند، در حالی
.باشدها میاندامکيح در دسترس و غشابه سطو
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بـر توانـایی بـاروري و    را فلـزي مطالعات متعددي اثر نـانوذرات  
ییـد نتـایج   ادر ت.ه انـد کرد اسپرم را مورد بررسی قـرار داد عمل

، در یـک مطالعـه اثـر    )33(و همکـاران  Talebiتحقیق حاضر، 
بـر  میلی گرم300و 50، 5نانوذرات اکسید روي با سه غلظت 

نتایج حاصـل از  . کیلوگرم بر اسپرماتوژنز موش را بررسی نمودند
ها نشان داد که نانوذرات اکسید روي موجـب آسـیب   مطالعه آن

هـا وابسـته بـه دوز    ایـن آسـیب  شـده و رساندن به بافت بیضـه  
هـایی در سیتوپلاسـم   حضور واکوئل. باشندمیمصرفی نانوذرات 

هـا سـلول نشانگر آسیب مستقیم به ایـن  کهي سرتولیهاسلول
-ايي بسیار بزرگ چند هسـته هاسلولتشکیل ه و همچنینبود

ي اسـپرماتوگونی کـه ارتباطشـان را بـا     هـا سـلول که عمـدتا از  
انـد از نتـایج تحقیـق مـذکور     ي سـرتولی از دسـت داده  هاسلول

شـامل  ،پارامترهـاي اسـپرم  در طی بررسی همچنین . باشندمی
ي بـا اشـکال غیـر طبیعـی، در     هـا اسپرمك و درصد تعداد، تحر

یی که نانوذرات اکسید روي با دوز بـالا را مصـرف کـرده    هاگروه
میـر شـکرایی و   .افـزایش یافتـه بـود   ي دارمعنـی طور هبودند، ب

8که بـر روي اسـپرم   in vitro، در یک آزمایش )18(همکاران 
رانقـره ذرات نانوس قوچ نژاد بختیاري انجام دادند، اثر کلوئید ار

بر طبق نتایج . قرار دادندبررسی مورد بر پارامترهاي اسپرم قوچ 
اســپرم خصوصــیات نقــره بــر ذرات ایــن آزمــایش، کلوئیــد نــانو

کـه ایـن امـر    داشـته پارامترهاي تحرك اثرات منفی خصوصبه
توانـد  مـی تواند شاهدي بر این ادعا باشد که نـانوذرات نقـره   می

.ر سازداثمتمیزان باروري اسپرم 

اثـرات حـاد   ، )Gromadzka-Ostrowska)17گروه تحقیقاتی 
بـر رونـد   را تجویز داخل وریدي یک دوز واحد از نانوذرات نقـره  

هاي صـحرایی  ساز موشهاي منیاسپرماتوژنز و مورفولوژي لوله
داري کـاهش معنـی  نشان داد کهنتایج . قرار دادندبررسی مورد 

هـاي صـحرایی تحـت    دیدیمی در موشي اپیهااسپرمدر تعداد 
اثرات وابسته به دوز و وابسته به زمان صورت گرفته و اینتیمار 

سـطح  سـبب افـزایش   همچنین تزریق نانوذرات نقره . باشندمی
تست کامت گردیده که باي زاینده هاسلولدر DNAآسیب به 

اتهاي بافت شناسـی، تغییـر  بررسی. باشدقابل اندازه گیري می
هـاي صـحرایی   هاي مـوش هاي اسپرم ساز بیضهلوژي لولهمورفو

مراتــب بیشــتر از تغییــرات بــهنــانومتري 200دریافــت کننــده 
نانومتري 20نانوذرات نقره مورفولوژیکی در گروه مصرف کننده 

و همکـاران  Bakiتوسط که در مطالعه اي دیگر .گزارش گردید
ي هـا سلولاد ، اثرات نانو ذرات نقره بر تعدصورت پذیرفت)19(

هـاي جنسـی   ي لایدیگ و سطح هورمـون هاسلولاسپرم، تعداد 

هورمون محرك فولیکولی و LH)(هورمون لوتینی تستوسترون، 
)(FSHها نشان داد که تعداد نتایج آن. مورد بررسی قرار گرفت

ي هـا گروهي مورد مطالعه به ویژه هاگروهي لایدیگ در هاسلول
نـانوذرات نقـره   گرم بـر کیلـوگرم   میلی200دریافت کننده دوز 

از طرفـی غلظـت هورمـون    . داري کاهش یافته بـود معنیطوربه
داري کـم و معنـی طـور بهترتیب بهLHتستوسترون و هورمون 

مشـاهده  FSHداري در غلظـت  د، هر چند تغییر معنـی شزیاد 
داري در تعـداد، مورفولـوژي   از طرفی کـاهش معنـی  . نشده بود

نتـایج  با ي متحرك مشاهده گردید که هااسپرمطبیعی و درصد 
گــروه تحقیقــاتی .نــدحاصــل از تحقیــق مــا قابــل مقایســه بود

Miresmaeili)20( اي که با هدف ارزیابی نقـش  در مطالعهنیز
ي اسـپرماتوگونی،  هاسلولنانوذرات نقره بر واکنش آکروزومی و 

نانومــتري  70صـحرایی کـه نـانوذرات نقـره     هايبر روي موش
، نشان دادند که شدصورت خوراکی دریافت کرده بودند، انجام هب

و داشـته نانوذرات نقره اثرات منفی بر واکنش آکروزومی اسپرم 
ي هـا سـلول ي باعـث کـاهش تعـداد    دارمعنـی طوربههمچنین 

شـود ولـی بـر تعـداد     هاي اولیـه مـی  اسپرماتید و اسپرماتوسیت
ذکر اسـت کـه   لارم به.ي ندارددارمعنیي سرتولی تاثیر هاسلول

با توجه به اثرات بیولوژیکی مشابهی که توسط نـانوذرات نقـره و   
د شوهایی نظیر بیضه اعمال میها و بافتنانوذرات روي بر سلول

م عمـل ایـن دو نـوع    س ـمکانیتوان نتیجه گرفت که احتمـالا می
).34و33، 19(باشد نانوذره فلزي مشابه می

و کرومــاتین اســپرم DNAم ایجــاد ضــایعات ســدر بیــان مکانی
توان گفت که مطالعـات نشـان   دلیل مصرف نانوذرات نقره میهب

هاي آزاد توسط نانوذرات فلزي همچـون  دهنده افزایش رادیکال
با توجه به اینکه نانوذرات نقره بـا  ). 34(باشند نانوذرات نقره می

هـاي آزاد  تعددي سبب افـزایش سـطح رادیکـال   هاي ممکانیسم
هـایی بـا  رود کـه درصـد اسـپرم   د، بنابراین انتظـار مـی  نگردمی

حیوانـات  جهش یافته نیـز در  آسیب دیده و DNAکروماتین و
ذکر اسـت کـه ایـن وضـعیت     لازم به. افزایش یابدمورد آزمایش

د شوهاي آینده هاي متعددي در نسلآسیبتواند سبب بروز می
هـاي  ، واسـطه )ROS(پـذیر  واکـنش هـاي اکسـیژن   گونه). 16(

شیمیایی با نیمه عمر پائینی هستند که در مسیرهاي متابولیکی 
هـاي  رادیکال. شوندهاي هوازي از اکسیژن مشتق میهمه سلول

پذیر بوده خاطر داشتن الکترون جفت نشده بسیار واکنشآزاد به
هـاي  مـاکرومولکول و قادرند براي جبران کمبود اکسیژن خـود، 

هـا، قنـدها، لیپیـدها و    زیستی نظیـر آمینواسـیدها یـا پـروتئین    
اسیدهاي نوکلئوئیک را مورد حمله قرار داده و با آسـیب شـدید   
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رد سـلولی نهایتـا سـبب مـرگ زودرس سـلولی      کساختار و عمل
هاي در مطالعه حاضر نیز اگرچه میزان رادیکال).35(گردند می

قرار نگرفت ولی با توجه به مطالعات قبلی آزاد مورد اندازه گیري
هاي کروماتین توان علت اصلی ناهنجاريما و دیگر محققین می

.اسپرم را استرس اکسیداتیو دانستDNAو 

نتیجه گیري

هاي دریافت کننده نانوذرات نقـره  تحقیق ما نشان داد که موش
تـر در  کیفیـت پـائین  هـایی بـا   اسپرمچشم گیري داراي طوربه

. باشدبوده و این کاهش وابسته به دوز میمقایسه با گروه کنترل 
همچنین مطالعه حاضر نشان داد که مسمومیت با نانوذرات نقره 

هایی با کروماتین نابالغ گردیده کـه ایـن امـر    سبب تولید اسپرم
. تواند سبب کاهش پتانسیل باروري گرددنوبه خود میبه

 ـ لذا، کـاهش  ر روي پارامترهـاي اسـپرمی و   اثر نانوذرات نقـره ب
عنوان یکی از موضوعات اساسی در نظر تواند بهقدرت باروري می

هـاي آینـده   عنوان یک زنگ خطـر بـراي نسـل   بهشده و گرفته 
هـاي مختلـف،   اگرچه امروزه با پیشرفت تکنیک. محسوب گردد

صاحب فرزند شـوند، امـا احتمـال    توانندمیمردان نابارور اغلب
مثلا اسپرمی که در یـک یـا چنـد ژن    (اسپرم غیر طبیعی اینکه 

صورت مصنوعی در بارورسازي به) خاص دچار جهش شده باشد
محـدودیت بنابراین بررسـی و  . تخمک شرکت نماید، وجود دارد

هاي مختلف از اهمیت خاصی استفاده از نانوذرات نقره در زمینه
ی مـوثر بـر   عنوان یکـی از فاکتورهـاي اساس ـ  برخوردار بوده و به

تحقیقـات بیشـتر، درك   .توانایی باروري مورد بررسی قرار گیرد
هـاي مختلـف را   مکانیسم دقیق روند تاثیر  نـانوذرات بـر بافـت   

.روشن خواهد ساخت

تشکر و قدردانی

هاي بی شائبه اساتید و همکاران پژوهشکده با تشکر از همکاري
علوم پایه و فنـاوري نـانو تکنولـوژي دانشـگاه پیـام نـور، مرکـز        

فیزیولـوژي دانشـگاه علـوم    گروهدرمانی و تحقیقاتی ناباروري و 
پزشکی شهید صدوقی یزد که در مراحل مختلـف ایـن تحقیـق    
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Abstract

Aim: The aim of this study was to evaluate the negative effects of different doses of silver
nanoparticles on fertility potential, chromatin structure and DNA integrity of epididymal sperm in
mice.

Material and Methods: Twenty four male mice were divided into 4 groups (n=6) including one
control and three experimental groups for orally administration of silver nanoparticles with three
different doses (50, 100 and 200 μl/kg/day) for 5 weeks. Then, cauda epididymal spermatozoa were
aspirated for analysis of sperm parameters using general microscopy methods and according to WHO
criteria. Chromatin condensation, intensity of sperm chromatin abnormalities and protamine
deficiency were assessed by three different cytochemical tests including aniline blue (AB), toluidine
blue (TB) and chromomycin A3 (CMA3) tests respectively.

Results: Results showed that third group (treated with the highest silver nanoparticles dose), had the
lowest sperm number, the lowest of sperm fast motility percentage and the lowest sperm percentage
having normal morphology significantly in comparison with control and others groups. The II and III
groups significantly showed differences in sperm chromatin condensation and deficiency comparing to
other groups.

Conclusion: In this study the negative effect of silver nanoparticles on mice sperm parameters, sperm
chromatin structure and DNA integrity were observed. It is believed that the negative effects of silver
nanoparticles on sperm quality are significant and depend on used doses.
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