
 

  415                                                                                                             1390 زمستان، 4، شماره 2جلد ، )پژوهشي  -علمي( مجله سلول و بافت

  )پژوهشي - علمي( مجله سلول و بافت                                                                                                                       پژوهشيمقاله 
  415- 424، 1390 زمستان، 4، شماره2جلد                                                                                                                                          

  

 فنل نونايل شده با پاراهاي بالغ تيمار  بر روي پارامترهاي اسپرم رت Eاثر محافظتي ويتامين 

  
  2، فائزه دانش پژوه *1رضا مومنيحميد

  

  38156-8-8349: دانشگاه اراك، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، كدپستي -1
  دانش آموخته كارشناسي ارشد، دانشگاه اراك، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي -2

  h-momeni@araku.ac.ir: پست الكترونيك نويسنده مسئول* 
  

  30/3/1391: تاريخ پذيرش                               21/12/1390: تاريخ دريافت
 

  چكيده

 .بودژوهش  فنل هدف اين پ هاي بالغ تيمار شده با پارا نونايل بر روي پارامترهاي اسپرم رت Eبررسي اثر ويتامين  :هدف

تيمارهـا بصـورت   . Eويتامين +فنل و پارا نونايل  Eفنل، ويتامين نونايل كنترل، پارا: هاي بالغ به چهار گروه تقسيم شدند رت :ها مواد و روش
ديـديم چـپ در محـيط كشـت  بـه       در پايان دوره تيمار، وزن بدن و بيضه چپ ثبت و ناحيه دمي اپي. روز انجام گرفت 56دهاني به مدت 

قابليت حيات، مورفولوژي و قابيلت تحـرك    هاي آزاد شده جهت بررسي پارامترهاي اسپرم از جمله تعداد،  اسپرم. كوچكي بريده شدقطعات 
  . بررسي كيفيت كروماتين از طريق رنگ آميزي هسته بوسيله آكريدين اورنژ و آنيلين بلو انجام شد. مورد استفاده قرار گرفت

كـاهش  . و مورفولوژي اسپرم طبيعي هيچگونه تغيير معني داري در چهار گروه مورد آزمايش نشـان نـداد   وزن بدن، وزن بيضه چپ :نتايج
معني داري درتعداد اسپرم، قابليت حيات و قابليت تحرك اسپرم ها در رت هاي تيمار شده با پارانونايل فنـل در مقايسـه بـا گـروه كنتـرل      

 Eداري توسـط ويتـامين    فنـل بطـور معنـي    در مقايسه با گروه پارا نونايل Eويتامين +فنل مشاهده گرديد كه اين كاهش در گروه پارا نونايل
داري افزايش  به تنهايي توانست قابليت حيات و قابليت تحرك اسپرم را در مقايسه با گروه كنترل بطور معني Eكاربرد ويتامين . جبران شد

و همچنـين جـايگزيني    DNAفنل نتوانست تغيير معنـي داري در تماميـت    پارا نونايلدر اين دوره زماني تيمار و با غلظت بكار رفته . دهد
   .پروتامين بجاي هيستون در مقايسه با گروه كنترل ايجاد نمايد

فنل بـر روي برخـي از    نونايل بعنوان يك آنتي اكسيدانت قوي قادر است اثر محافظتي در مقابل اثرات مخرب پارا Eويتامين  :نتيجه گيري
  .امترهاي اسپرم رت بالغ اعمال نمايدپار

  تامين با هيستون، جايگزيني پروDNAفنل، پارامترهاي اسپرم، تماميت  پارا نونايل: واژگان كليدي
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  مقدمه
ها در مـردان امـروزي بـه     دهد كه تعداد اسپرم مطالعات نشان مي

سـال گذشـته    50مراتب كمتر از تعداد اسپرم مرداني اسـت كـه   
يكـي از  مـردان   نابـاروري به همـين دليـل    .)1( دندرك يزندگي م

جوامع بشري امروزي و بخصوص افـرادي اسـت كـه در    معضلات 
نابـاروري مـردان مـي توانـد از     . جوامع صنعتي زندگي مي كننـد 

يد مثلي آنها ايجاد شده است متعددي كه در سلامت تولتغييرات 
مشـكلاتي در توليـد، بلـوغ، تحـرك و قابليـت لقـاح       . گردد ناشي

. مـي گـردد   اسپرم از جمله دلايل عمده ناباروري مردان محسوب
يكي از مشكلات ايجاد شده در دستگاه توليد مثل نر ممكن است 

ت محيطـي  ناشي از در معرض قـرار گـرفتن آلاينـده هـاي زيس ـ    
 يكي از اين آلاينده ها مي باشد كـه فنل  نونايل. شود محسوب مي

هـا، علـف    هـا، رنـگ   بطور گسترده در تركيباتي از جمله شـوينده 
 گيـرد  ايشي  مورد استفاده قرار ميرها و لوازم آ كش ها، حشره كش

كـه در  ) PVC(اين ماده همچنـين در پلـي وينيـل كلرايـد      ).2(
رود يافـت   ظروف پلاستيكي براي بسته بندي مواد غذايي بكار مي

 هـاي  فنـل در محـيط   مشخص شده است كه نونايل .)3( شود مي
عـلاوه بـر   . )4( شود ها يافت مي ها و درياچه آبي از جمله رودخانه

فنـل را در آب آشـاميدني    اين مطالعات متعـددي حضـور نونايـل   
بنـابراين انسـان نـه تنهـا از طريـق مـواد       . )6و5(اند زارش نمودهگ

طريـق جـذب پوسـتي و    آب آشـاميدني، بلكـه از    غذايي آلـوده و 
  .)7و5، 3( تنفس در معرض اين آلاينده قرار دارد

هـايي   فنل قادر است ناهنجـاري  دهد كه نونايل نشان مي تحقيقات
اول  بعنوان مثـال، نسـل  . در سيستم تناسلي جانور نر بوجود آورد

 هاي نري كـه در طـي دوره جنينـي، شـيرخوارگي و بعـد از      رت

بودنـد كاهشـي   فنل قرار گرفته  نونايل شيرخوارگي مورد تاثير پارا
وزن  ،)8( ، حركـات اسـپرم  )9و8( در وزن بيضـه و تعـداد اسـپرم   

همچنـين  . نشان دادند )9( ي نيفرديديم و قطر لوله هاي سم اپي
ديـديم در   هايي مبني بر كاهش تعـداد اسـپرم و وزن اپـي    گزارش

ــا ــده وجــود دارد رت هــاي ب ــن آلاين . )11و10( لغ در معــرض اي
هاي مختلفي براي عملكرد اين آلاينده زيسـت محيطـي    مكانيسم

بعنوان يك بـر هـم   تواند  ميفنل  نونايلبعنوان مثال . مطرح است
هـايي از جملـه    درون ريز در تغيير غلظت هورمـون  زننده سيستم

 ,Follicle Stimulating Hormone(هورمون محرك فوليكولي 

FSH( )8,11(وتيني ، هورمــون لــ)Luteinizing Hormone, 

LH(، تستوسترون )عمـل  در جـانور نـر    )8( و استروژن )12و11
فنل اثـرات   مطالعات نشان مي دهد كه نونايل ،علاوه بر اين. نمايد

 بيضـه  هـاي سـمي نيفـر    سمي و مخرب خود را بر روي بافت لوله
سيسـتم  اخـتلال در  و يـا   )13( سلول هاي سرتولي بيضـه  ،)11(

از طريـق القـا    )14( ديـديمي  هـاي اپـي   آنتي اكسـيدانتي اسـپرم  
  .استرس اكسيداتيو اعمال مي نمايد

 قـوي دانت غيرآنزيمـي  ييـك آنتـي اكس ـ  ) ولفرتوكو( Eويتامين 
شود كه قادر است واكنش پراكسيداسـيون ليپيـد را    محسوب مي

هـاي آزاد   بوسيله محدود نمودن عمل راديكالسلولي  هاي در غشا
مهار و بدين ترتيب غشاهاي سلولي را از آسيب القا شده بوسـيله  

در دستگاه تناسـلي نـر، نقـش آنتـي     . )15( ها محافظت نمايد آن
هاي  در مهار نمودن اثرات مخرب راديكالاكسيدانتي اين ويتامين 

علاوه بر  .گزارش شده است )19و17( اسپرم و )16( آزاد در بيضه
يت ذكر شده قـادر اسـت سيسـتم دفـاعي     لبا قاب Eمين اين، ويتا

با . )20( هاي بيضه و اسپرم را تقويت نمايد آنتي اكسيدانتي سلول
 داتيويفنل مبني بر القا اسـترس اكس ـ  توجه به اثرات سمي نونايل

بعنـوان يـك آنتـي     Eنـر، و نقـش ويتـامين     دستگاه تناسـلي  در
تـوان فـرض كـرد كـه ايـن       ايـن طـور مـي    )20( اكسيدانت قوي

ن آلاينـده زيسـت محيطـي را    ويتامين قادر باشد اثرات مخرب اي
 بنابراين اين پژوهش با هدف بررسي نقش ويتامين . خنثي نمايد

E فنـل بـر روي فاكتورهـاي اسـپرم رت بـالغ       نونايل بر اثرات پارا
  .طراحي شد

  

  ها مواد و روش

هاي نر بالغ نژاد  در اين پژوهش تجربي از رت :حيوان و تيمارها
كـه از انسـتيتو پاسـتور     گـرم  220±10ويستار با ميانگين وزنـي  

ها در قفـس هـاي    حيوان. ايران خريداري شده بودند استفاده شد
درجــه  22± 2پلاســتيكي در اتــاق حيوانــات بــا درجــه حــرارت 

سـاعت   12سـاعت تـاريكي،    12گراد و نـور كنتـرل شـده     سانتي
. روشنايي با دسترسي كامل به آب و غذاي كافي نگهداري شـدند 

ــه اصــول  ــژوهش كلي ــن پ ــاي   در اي ــوان ه ــا حي ــار ب ــي ك اخلاق
  .آزمايشگاهي رعايت شده است

): حيـوان  6در هـر گـروه   (گروه تقسيم شـدند   4هاي بالغ در  رت
فنل  ، گروه پارا نونايل)كه روغن ذرت دريافت كردند(گروه كنترل 

 100( Eگروه ويتامين ) گرم بر كيلوگرم، مرك، آلمان ميلي 250(
و گـــروه پـــارا ) آمريكـــاگـــرم بـــر كيلـــوگرم، ســـيگما،  ميلـــي
ــل ــل نوناي ــامين +فن ــي E )250ويت ــوگرم  ميل ــر كيل ــرم ب  100+گ
تيمارهـا بصـورت دهـاني و بوسـيله گـاواژ      ). گرم بر كيلوگرم ميلي

  .روز انجام شد 56روزانه به مدت
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در پايان دوره تيمار، حيوان هـا وزن، بوسـيله    :وزن بدن و بيضه
خـروج بيضـه چـپ،    پس از . اتر بي هوش و سرانجام كشته شدند

دمـي   سپس ناحيه. ز و وزن آن ثبت گرديداين اندام از چربي تمي
ديديم چپ جدا شد تا جهت آناليزهاي اسپرم كـه در زيـر بـه     اپي

  .آن اشاره شده است مورد استفاده قرار گيرد

ديديم خارج شده از هـر حيـوان بـه پليـت      اپي :شمارش اسپرم
انتقال يافـت و بـه    Ham's Fl0ميلي ليتر محيط كشت  5حاوي 

ها به درون محيط كشت به قطعات كـوچكي   منظور خروج اسپرم
ليتـر از مخلـوط    دقيقه، يـك ميلـي   10پس از گذشت . بريده شد

درصـد رقيـق و    2ميلي ليتر فرمـالين   9محيط كشت و اسپرم با 
 شمارش سرهاي اسـپرم بـا اسـتفاده از هموسـيتومتر    . فيكس شد

ها در ميلي ليتر محاسـبه   د اسپرمنئوبار انجام گرفت و سپس تعدا
شمارش اسپرم بر اساس دستورالعمل ارائه شـده از طـرف   . گرديد

 ,World Health Organization(سـازماني جهـاني بهداشـت    

WHO ()21( انجام شد .  

بــه منظــور بررســي قابليــت حيــات  :قابليــت حيــات اســپرم
هاي هر گروه بـر اسـاس دسـتورالعمل ارائـه شـده توسـط        اسپرم

WHO )21(  بطـور  . انجـام شـد  نگـروزين  -، رنگ آميـزي ائـوزين
درصـد،   10(و نگـروزين  ) درصد، مرك، آلمان 1(خلاصه، ائوزين 

 ابتـدا يـك حجـم مخلـوط    . در آب مقطر آماده شد) مرك، آلمان
با دو حجم ائوزين مخلوط و پس از گذشت  اسپرم و كشت محيط
گراد، حجـم   درجه سانتي 37ثانيه نگهداري در انكوباتور  30زمان 

) اسـپرم و ائـوزين  (لـوط سـاخته شـده    مساوي از نگروزين به مخ
هاي نازكي از مخلوط تهيه و پس از  سپس گسترش. اضافه گرديد

خشك شدن در دماي آزمايشگاه توسـط ميكروسـكوپ نـوري بـا     
اسپرم شـمارش و نسـبت درصـد     100تعداد  1000×بزرگنمايي 

در اين رنـگ آميـزي   . هاي مختلف محاسبه گرديد اسپرم در گروه
ه به رنگ سفيد، در حالي كه سر اسپرم هـاي  سر اسپرم هاي زند

  .مرده به رنگ قرمز ظاهر مي شوند

 -هاي رنگ آميزي شده بوسيله ائوزين  لامل :مورفولوژي اسپرم
نگروزين جهت ارزيابي مورفولوژي اسپرم ها مـورد اسـتفاده قـرار    

 1000× بزرگنمـايي  اسپرم بـا  100براي هر نمونه تعداد . گرفتند
بررسـي و ميـزان ناهنجـاري اسـپرم بصـورت       نوري ميكروسكوپ

  .درصد بيان شد

سـنجش حركـات اسـپرم بـر اسـاس       :قابليت تحرك  اسـپرم 
بطـور  . انجـام شـد   )WHO )21دستورالعمل ارائـه شـده توسـط    

ميكروليتر مخلوط محيط كشت و اسپرم بـر روي لام   10لاصه خ
ميـدان   5حـداقل  . مخصوص ارزيابي حركات اسپرم قـرار گرفـت  
اسـپرم از هـر    200ميكروسكوپي جهت ارزيابي حركـت حـداقل   

سـپس درصـد سـه نـوع طـرح      . نمونه مورد بررسي قـرار گرفـت  
هـاي بـا حركـت پـيش رونـده،       حركتي در اسـپرم شـامل اسـپرم   

هـاي غيرمتحركـت محاسـبه     ها با حركـات درجـا و اسـپرم    اسپرم
  .گرديد

 اسپرم و كشت محيط ابتدا از مخلوط :كيفيت كروماتين اسپرم
هاي نازكي بـر روي لام تهيـه و در درجـه حـرارت اتـاق       گسترش

، )DNA )DNA integrityجهت ارزيابي تماميت . خشك شدند
 شـدند  هاي اسپرم بوسيله آكريدين اورنـژ رنـگ آميـزي    گسترش

 3(ها در محلـول فيكسـاتور متـانول     بطور خلاصه گسترش. )22(
سـاعت   14به مـدت  ) قسمت 1(اسيد استيك گلاسيال )/ قسمت

تثبيت و سپس با محلول آكريـدين اورنـژ   گراد  درجه سانتي 4در 
دقيقـه   10براي ) pH=5/2درصد در بافر سيترات فسفاته،  19/0(

دقيقـه بـه    5هـا بوسـيله آب مقطـر بـراي      لام. رنگ آميزي شدند
سـپس  . آرامي شستشو و سپس در دماي آزمايشگاه خشك شدند

هاي رنگ آميـزي شـده بوسـيله ميكروسـكوپ فلورسـنس بـا        لام
سـه طـرح رنـگ    . مورد بررسي قـرار گرفتنـد   1000×بزرگنمايي 

ــت     ــرار گرف ــه ق ــورد توج ــپرم م ــرهاي اس ــده در س ــزي ش     :آمي
   اي يــا ســالم دو رشــته DNAهــاي بــا ســر ســبز بيــانگر  اســپرم

double – stranded DNA) ( ــا ســر زرد و        و اســپرم هــاي ب
ــز  ــانگر (قرمـ ــته DNAبيـ ــك رشـ ــده  تـ ــاتوره شـ ــا دنـ              اي يـ

)single – stranded DNA .(   اسـپرم   100در هـر لام حـداقل
اي  اي و تـك رشـته   هـاي دو رشـته   شمارش شد تا درصـد اسـپرم  

  .تعيين گردد
هـاي   به منظور كنترل روش مذكور از نمونـه : نمونه كنترل مثبت

هـاي اسـپرم از    بـدين منظـور نمونـه   . كنترل مثبت استفاده شـد 
ها تحـت   اين اسپرم  DNAسالم و بالغ گرفته شد و سپسحيوان 

پس از تهيـه  . دناتوره شد) گراد درجه سانتي 90(تاثير حرارت بالا 
  .ها به روش اشاره شده در فوق رنگ آميزي شدند گسترش، نمونه

ــامين بجــاي هيســتون،    ــايگزيني پروت ــزان ج ــين مي جهــت تعي
بطـور  . )23(هاي اسپرم با آنيلين بلو رنگ آميزي شـدند   گسترش

درصـد   4هاي اسـپرم بوسـيله محلـول فرمـالين      خلاصه گسترش
دقيقه تثبيت و پس از شستشو بـا آب مقطـر، لام هـا بـا      5براي 

درصــد،  4ك درصــد در اســيد اســتي 5آنيلــين بلــو (آنيلــين بلــو 
5/3=pH (دقيقـه در   5سپس لام ها  براي . رنگ آميزي گرديدند
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درصـد بـراي    5/0آب مقطر شستشو و سرانجام با محلول ائوزين 
ها توسـط   پس از خشك شدن، لام. يك دقيقه رنگ آميزي شدند

مـورد ارزيـابي قـرار     1000×ميكروسكوپ معمولي با بزرگنمـايي  
واجـد مقـادير زيـاد    (نابـالغ   هـاي  در اين روش سر اسپرم. گرفتند

بصورت آبي پررنـگ، در حـالي كـه اسـپرم هـاي بـالغ       ) هيستون
حـداقل  . شـوند  صورتي ظاهر مـي -به رنگ قرمز) واجد پروتامين(

هاي بـالغ و نابـالغ    اسپرم در هر لام شمارش تا درصد اسپرم 100
  .تعيين گردد

 هـاي  نمونـه  از مذكور روش كنترل منظور به: مثبت كنترل نمونه
 از بيضـه   اسپرم هاي نمونه منظور بدين. شد استفاده مثبت كنترل
روش اشـاره   بـه  گسـترش  پس از تهيه و شد گرفته نابالغ حيوان

  .شد آميزي رنگ شده در فوق

انحراف اسـتاندارد بـراي    ±نتايج بصورت ميانگين  :آناليز آماري
جهـت آنـاليز آمـاري از    . نمونه هاي موجود در هر گروه بيان شـد 

همراه شده بـا تسـت تـوكي اسـتفاده و      آناليز واريانس يك طرفه
05/0p< بعنوان مرز معني دار بودن نتايج در نظر گرفته شد.  

  نتايج
  وزن بدن و وزن بيضه چپ

روز بعد از تيمار  56ها، هاي مربوط به وزن بدن رت  ميانگين داده
هـاي چهارگانـه اخـتلاف     ل بين هيچ يـك از گـروه  نف نونايل با پارا
ميـانگين داده هـاي مربـوط بـه       ).1جدول( نشان ندادداري  معني

 Eويتـامين  تيمـار شـده بـا    در گروه فقط ها،  رت چپ وزن بيضه
داشـت   )>01/0p(داري  نسبت بـه گـروه كنتـرل افـزايش معنـي     

 ).1جدول (
  

 كيلو بر گرم ميلي 100( Eويتامين  .)گرم كيلو بر گرم ميلي 250(فنل  نونايل پارا .مقايسه ميانگين وزن بدن و بيضه رت در گروه هاي مختلف: 1جدول 
 ).** >01/0p . (در مقايسه با كنترل) a. بيان شده است mean±SDمقادير بصورت ). گرم

 Eويتامين +فنل پارا نونايل Eويتامين   فنل پارا نونايل  كنترل  وزن

16/304  )گرم(وزن رت در پايان تيمار  ±2350/315 ±9 327/50±32 325±32 
35/1  )گرم(وزن بيضه  ± 06/  35/1 ± 08/  46/1 ± 05/ **a38/1 ± 03/  

  

  
  تعداد اسپرم بررسي 

فنل نسبت بـه   لنوناي ميانگين تعداد اسپرم در گروه پارااز مقايسه 
ميانگين . مشاهده شد) >001/0p(داري گروه كنترل كاهش معني
در مقايسـه بـا    Eويتـامين  +فنـل  نونايل تعداد اسپرم در گروه پارا

بـه  . نشـان داد  )>01/0p(داري  فنل افزايش معني نونايل گروه پارا
 E، ويتـامين  Eويتـامين  +فنـل  نونايـل  عبارت ديگر در گـروه پـارا  
فنل را در خصوص كاهش تعـداد   نونايل توانست اثرات مخرب پارا

فنـل بـه طـور معنـي داري      نونايـل  اسپرم در مقايسه با گروه پـارا 
  ).2جدول( جبران نمايد

 قابليت حيات اسپرمارزيابي 

هاي زنده كه معادل قابليـت حيـات اسـپرم     ميانگين درصد اسپرم
فنل در مقايسه با گـروه   نونايل تيمار شده با پارامي باشد در گروه 

از طرفـي قابليـت   . يافـت ) >01/0p( داري كنتـرل كـاهش معنـي   

در مقايسـه بـا    Eويتـامين  +فنـل  نونايل حيات اسپرم در گروه پارا
. را نشـان داد ) >001/0p(داري  فنل افزايش معني نونايل گروه پارا

 E، ويتـامين  Eويتـامين  +فنـل  نونايل به عبارت ديگر در گروه پارا
فنل را درخصوص قابليـت حيـات    نونايل توانست اثرات مخرب پارا

داري  فنـل بـه طـور معنـي     نونايـل  اسپرم در مقايسه با گـروه پـارا  
. دهد افزايش كنترل گروه از حد تر بالا حتي را آن و جبران نمايد

بـه تنهـايي موجـب     Eعلاوه بر آن تيمـار حيوانـات بـا ويتـامين     
در قابليت حيات اسپرم  نسبت بـه  ) >001/0p(دار  ايش معنيافز

    ).2جدول (گروه كنترل شد 
  

    مورفولوژي اسپرم بررسي
ي مـورد  رت هـا  اسـپرم در  طبيعـي  ميانگين درصـد مورفولـوژي  

داري  چهارگانه اخـتلاف معنـي   هاي گروهبين هيچ يك از آزمايش 
  ).2جدول (نشان نداد 

  

 بر گرم ميلي 250(فنل  نونايل پارا .در گروه هاي مختلف) تعداد، قابليت حيات و مورفولوژي طبيعي اسپرم(مقايسه ميانگين پارامترهاي اسپرمي : 2جدول
فنـل   نونايـل  در مقايسه با پـارا : b ،در مقايسه با كنترل: a. ه استبيان شد mean±SDمقادير بصورت ). گرم كيلو بر گرم ميلي 100( Eويتامين  .)گرم كيلو

)01/0p< **  001/0وp< ***.(  
 Eويتامين +فنل پارا نونايل Eويتامين   فنل پارا نونايل  كنترل  پارامترهاي اسپرم

±31  )106(تعداد  7/814± 3/8 ***a32± 7/826± 3/3 **b 
93/62  )درصد(قابليت حيات  ± 04/2  91/56 ± 20/4 **a78/70 ± 47/1 ***a26/65 ± 97/1 ***b 

71/87  )درصد(مورفولوژي طبيعي  ± 32/289/83 ± 91/3  04/88 ± 24/3  86/87 ± 42/2  
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 قابليت تحرك اسپرم ارزيابي 
 هاي داراي حركت جلو رونده در گـروه پـارا   ميانگين درصد اسپرم

) >001/0p(داري  معنـي  فنل نسبت به گروه كنترل كاهش نونايل
ــانگين درصــد اســپرم هــاي داراي حركــت   . يافــت ــي مي از طرف

 نسبت به گروه پـارا  Eيتامين و+فنل نونايل جلورونده در گروه پارا
به عبارت . نشان دادرا ) >001/0p( داري فنل افزايش معني نونايل

توانسـت   E، ويتـامين  E ويتـامين +فنـل  نونايل ديگر در گروه پارا
هـاي   فنـل را در خصـوص درصـد اسـپرم     نونايل اثرات مخرب پارا

داري  فنل بـه طـور معنـي    نونايل جلورونده در مقايسه با گروه پارا
 ،بعـلاوه . و آن را تقريبا به حد گروه كنتـرل برسـاند   جبران نمايد
به تنهايي، موجـب افـزايش معنـي     Eبا ويتامين  ها تيمار حيوان

اسپرم هـاي جلـو رونـده نسـبت بـه       رصدددر ) >001/0p(داري 
هاي ساكن  بطوري كه اين ميزان از درصد اسپرم گروه كنترل شد

  .)3جدول (گروه كنترل بيشتر بود 

و ) >01/0p(هـاي داراي حركـات درجـا     ميانگين درصـد اسـپرم   
فنل نسبت به گروه كنترل  نونايل در گروه پارا) >001/0p(ساكن 

هـاي   طرفي ميـانگين درصـد اسـپرم   از . داري يافت افزايش معني
در گـروه  ) >001/0p(و سـاكن  ) >001/0p(داراي حركات درجا 

فنـل   نونايـل  در مقايسـه بـا گـروه پـارا     Eويتامين +فنل نونايل پارا

 بـه عبـارت ديگـر در گـروه پـارا     . داري را نشـان داد  كاهش معني
 توانسـت اثـرات مخـرب پـارا     E، ويتـامين  Eويتامين +فنل نونايل
هاي داراي حركات  فنل را در خصوص افزايش درصد اسپرم نونايل

فنــل بــه طــور  نونايــل درجــا و ســاكن در مقايســه بــا گــروه پــارا
 گـروه  حد به و آن را تقريبا جبران نمايد )p>001/0(داري  معني
بـه   Eبـا ويتـامين    هـا  علاوه بـر آن تيمـار حيـوان   . برساند كنترل

ــايي ــي   ،تنه ــاهش معن ــب ك ــد ) >001/0p(داري  موج در درص
بطـوري كـه ايـن     هاي ساكن نسبت به گـروه كنتـرل شـد    اسپرم

 هاي سـاكن گـروه كنتـرل نيـز كمتـر بـود       ميزان از درصد اسپرم
  ).3جدول(

  

  DNA تماميت ارزيابي
نشـان داد كـه    آكريدين اورنژها ي اسپرم با  گسترش يرنگ آميز
تـاثيري  فنل در مقايسه با گـروه كنتـرل    نونايل ها با پارا تيمار رت

، اسپرم نداشـت  DNAرشته اي  روي دناتوره شدن ساختمان دو
هاي تيمار شده با پارا  هاي گرفته شده از رت بطوري كه سر اسپرم

بـر عكـس    ).a1 شـكل (فنل به رنـگ سـبز نمايـان بودنـد      نونايل
آنها توسط   DNAهاي كنترل مثبت شامل اسپرم هايي كه نمونه

   حرارت بالا دناتوره شـده بودنـد بـه رنـگ نـارنجي ظـاهر شـدند        
 ).b1شكل (

  
). گرم كيلو بر گرم ميلي 100( Eويتامين  .)گرم گرم بر كيلو ميلي 250(فنل  نونايل پارا .هاي مختلف مقايسه ميانگين قابليت تحرك اسپرم در گروه: 3جدول

   .)*** >001/0pو  ** >01/0p( .فنل نونايل پارا گروهدر مقايسه با: b ،كنترلگروه در مقايسه با : a. مي باشد mean±SDمقادير بصورت 
 Eويتامين + فنل  پارا نونايل Eويتامين   فنل پارا نونايل  كنترل  )درصد(قابليت تحرك اسپرم 

30/57  جلو رونده ± 67/2  76/37 ± 74/1 ***a 86/67 ± 92/3 ***a 61/56 ± 39/3 ***b 
88/18  درجا ± 63/1  15/24 ± 65/2 **a 62/18 ± 16/3  27/17 ± 11/2 ***b 
81/23  ساكن ± 74/108/38 ± 39/3 ***a51/13 ± 74/4 ***a11/26 ± 22/3 ***b 

  
  

  
 در گروه تيمار شده با پارا و دست نخورده طبيعي DNA نشان دهندهسبز رنگ  با سر اسپرم هاي) a. در اسپرم هاي رت DNA تماميت ارزيابي :1شكل 
آن ها توسط   DNAهايي است كه  اسپرم هاي با سر نارنجي بيانگر اسپرم. نمونه كنترل مثبت )b. باشد مي )به مدتگرم  گرم بركيلو ميلي 250(فنل  نونايل

  .X1000رنگ آميزي آكريدين اورانژ، بزرگنمايي . حرارت بالا دناتوره شده است
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واجـد  اسپرم هاي بالغ بيانگر )red-pink(صورتي  -قرمز اسپرم هاي با سر)aگزيني پروتامين بجاي هيستون در كروماتين اسپرم رت ارزيابي جاي :2شكل 

هـاي   نمونه هـاي كنتـرل مثبـت شـامل اسـپرم     ) b. باشد مي)گرم گرم بر كيلو ميلي  250(فنل نونايل به رنگ در گروه تيمار شده با پاراهسته اي پروتامين 
 رنـگ آميـزي آنيلـين بلـو، بزرگنمـايي     . به دليل وجود هيستون زياد در كروماتين، به رنگ آبي ديده مـي شـود    شده از حيوان نابالغ كه سر اسپرمگرفته 

X1000.  
  

  

 ارزيابي جايگزيني پروتامين بجاي هيستون در كروماتين
هـاي   آميـزي گسـترش   رنـگ صورتي اسپرم هـا در  -سرهاي قرمز

 بيانگر ايـن بـود كـه تيمـار رت هـا بـا پـارا        آنيلين بلواسپرمي با 
روي جــايگزيني  بــر فنــل در مقايســه بــا كنتــرل تــاثيري نونايــل

هيسـتون در هسـته طـي فراينـد بلـوغ اسـپرم        به جاي پروتامين
هاي اسپرم كنترل مثبت كـه   بر عكس، نمونه ).a2 شكل(نداشت 

گرفتـه  ) ي مقدار زيادي پـروتئين هيسـتون  حاو(از حيوان نا بالغ 
  ). b2شكل (شده بود به رنگ آبي ظاهر شدند 

  

  بحث
 از فنـل بـر روي برخـي    نونايل اين مطالعه بيانگر اثرات مخرب پارا

 Eويتـامين   علاوه بر ايـن، . هاي بالغ بود پارامترهاي اسپرم در رت
اد اسـپرم، قابليـت   دل را بر روي تعنف نونايل توانست اثر سمي پارا

  .نمايدمحافظت حيات و تحرك اسپرم 
روز انجام شد تـا اثـرات ايـن     56فنل  نونايل با پارا ها تيمار حيوان

آلاينده زيست محيطي در يك دوره كامل اسپرماتوژنز كه در رت 
چنانچـه  . مي كشد مورد ارزيـابي قـرار گيـرد    لطو روز 52حدود 

ها در پايـان دوره   وزن رتنشان داد ميانگين  حاضرنتايج پژوهش 
فنـل نسـبت بـه گـروه كنتـرل تغييـر        نونايـل  تيمار در گروه پـارا 

احتمـالا  اين است كه  اين امر نشان دهنده .داري نشان نداد معني
ها در محدوده طبيعي بوده و  شرايط متابوليكي عمومي در حيوان

اين آلاينده با اين دوز و در اين دوره زمـاني تـاثيري در اشـتها و    
نتـايج مـا بـا نتـايج     . مصرف مواد غذايي حيوان ها نداشـته اسـت  

هـاي بـالغ صـورت     برخي مطالعات در اين زمينه كه بـر روي رت 
از آنجا كه در بسياري از . )24و14، 11( گرفته است مطابقت دارد

بـا دوز مشـابه مطالعـه    ( مطالعات كه اين آلاينده زيست محيطـي 
در طي دوره شيرخوارگي و پس از تولد تا سن بلـوغ بكـار   ) حاضر

هـا شـده    داري در وزن بـدن رت  ده شده موجب كـاهش معنـي  بر
، بنابراين اين احتمال وجود دارد كه طـول دوره   )24و9، 8( است

اي در تغييرات  تواند عامل تعيين كننده ميفنل  پارا نونايلبا تيمار 
  .وزن باشد

در وزن بيضه در گـروه تيمـار   داري  معنيدر مطالعه حاضر تغيير 
 )10( و همكـاران  Dejager. فنل مشاهده نشـد  نونايل شده با پارا

گـرم   ميلـي  250تا  100هاي بالغ با دوز  نشان دادند كه تيمار رت
تغييري در وزن بيضه نداشته اسـت،  به صورت دهاني بر كيلوگرم 

اهش معنـي  گرم بر كيلوگرم موجب ك ميلي 400در حالي كه دوز 
كـه   )8( از طرفي در مطالعـه قبلـي مـا   . دار وزن بيضه شده است

فنـل از   ميلي گرم بر كيلوگرم پارا نونايـل  250ها با دوز  تيمار رت
ان متولد شده از اين مادران نيز تـا  روز هفتم حاملگي آغاز و نوزاد

داري در وزن  روزگي تحت ايـن تيمـار بودنـد، كـاهش معنـي      90
تواند بيانگر اين مطلب باشد كه  اين شواهد مي. بيضه مشاهده شد

فنل احتمالا  دوز مصرفي و همچنين طول دوره تيمار با پارا نونايل
دخيـل   فنـل  هاي در معرض پارا نونايل در تغييرات وزن بيضه رت

در پژوهش حاضر وزن بيضه در گروه تيمار شده با ويتامين . است
E   داري را نشـان   به تنهايي نسبت به گروه كنترل افـزايش معنـي
قادر است موجب افـزايش   Eمشخص شده است كه ويتامين . داد

ــي ــپرماتوگوني   اپ ــزايش اس ــين اف ــال و همچن ــوم ژرمين ــا و  تلي ه
بطـور سـنتي    Eاز آنجا كه ويتـامين  . )25(ها شود  اسپرماتوسيت

، بنابراين ايـن  )26(بعنوان يك ويتامين ضد ناباروري مطرح است 
احتمال وجود دارد كـه ايـن ويتـامين بـا تـاثير مثبـت بـر رشـد         

هاي تناسلي از جملـه بيضـه و همچنـين افـزايش ضـخامت       اندام
هاي سمي نيفر و غشا پايه موجـب افـزايش    تليوم زايشي لوله اپلي

  .وزن بيضه شده باشد
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، نتـايج بررسـي   )11و10(هاي صورت گرفتـه   در توافق با پژوهش
ديديمي  هاي اپي دار تعداد اسپرم حاضر نشان دهنده كاهش معني

فنل در مقايسه با گروه كنترل  هاي تيمار شده با پارا نونايل در رت
   :رسـد  در اين خصوص  چندين فرضيه محتمل بـه نظـر مـي   . بود
فنل بعنوان يك مخرب سيستم اندوكرين  احتمال اينكه نونايل -1

توانسته است با تغيير در هورمـون هـاي دخيـل در توليـد مثـل      
در ايـن  . موجب كاهش تعداد اسپرم در اين پـژوهش شـده باشـد   

خصوص تحقيقات نشان مي دهد كه پارا نونايل فنل باعث تغييـر  
ــه تستو  ــون هــاي از جمل  LHو  FSHســترون، در غلظــت هورم

القا آپوپتوزيس و يا ساير انواع مرگ سلولي بـر   -2. )27(شود  مي
هــاي زايشــي و ســرتولي بيضــه در اثــر القــا اســترس  روي ســلول

فنـل احتمـال ديگـري در خصـوص      اكسيداتيو توسط پارا نونايـل 
در . باشـد  ديديمي در اين پژوهش مي هاي اپي كاهش تعداد اسپرم

هايي دال بر ايجاد آپوپتوزيس در سلول هاي  ين خصوص گزارشا
زايشي بيضه كه توسط اين آلاينده زيست محيطـي ايجـاد شـده    

هـاي   علي رغم كـاهش تعـداد اسـپرم   . )28و11(است وجود دارد 
ديديمي، همانطور كه در بالا اشاره شد، وزن بيضه بدون تغيير  اپي
كند كه كاهش تعـداد   ه مي تواند پيشنهادبنابراين اين نتيج. ماند

ممكن اسـت بعلـت آسـيب و يـا تخريـب      ديديمي  هاي اپي اسپرم
ــل  ــارا نوناي ــوده باشــد بافــت بيضــه ناشــي از پ بررســي . فنــل نب

هـاي تيمـار شـده بـا ايـن آلاينـده        هيستولوژيكي بافت بيضه رت
          .توانــد ايــن فرضــيه را ثابــت يــا رد نمايــد زيســت محيطــي مــي

فنـل قـادر اسـت در توليـد      مشخص شده است كه پارا نونايـل  -3
هاي آزاد كه به نوبه خود موجب پراكسيداسيون ليپيد در  راديكال

بنـابراين ايـن   . )14(شـود نقـش مهمـي بـازي نمايـد       اسپرم مـي 
احتمال وجود دارد كه پارا نونايل فنل با القا استرس اكسيداتيو بر 

هاي توليد شده اثر گذاشـته و بـدين    روند توليد اسپرم و يا اسپرم
. ديـديمي شـده باشـد    هاي اپي ترتيب موجب كاهش تعداد اسپرم

بعنـوان يـك آنتـي     Eاين احتمـال درسـت باشـد، ويتـامين     اگر 
هـاي ايجـاد شـده بوسـيله      اكسيدانت قوي كه قادر اسـت آسـيب  

بايسـتي   )29(راديكال هاي آزاد در غشاء سلول ها را مهار نمايـد  
فنـل را در خصـوص كـاهش     توانست اثرات مخرب پارا نونايـل  مي
در اين خصوص نتايج حاضر نشـان داد  . اد اسپرم بهبود بخشدتعد

ــامين ــارا نونايــل E كــه ويت ــامين +فنــل در گــروه پ بطــور  Eويت
فنـل را   داري كاهش تعداد اسپرم القا شده بوسيله پارا نونايل معني

  .جبران نمود

ترين پارامترهاي  قابليت تحرك و قابليت حيات اسپرم بعنوان مهم
انايي لقاح و همچنين تماميت غشا اسـپرم  اسپرم براي سنجش تو

غشـاهاي اسـپرم پسـتانداران حـاوي مقـادير      . شـوند  محسوب مي
زيــادي اســيدهاي چــرب غيراشــباع مــي باشــند كــه نســبت بــه 
پراكسيداسيون ليپيدي حاصل از استرس اكسيداتيو كه موجب از 

داخل سلولي و بنابراين كاهش حركـات   ATPدست رفتن سريع 
بنـابراين  . )30(باشـند   شود حساس مي سپرم ميو قابليت حيات ا

اين احتمال وجود دارد كه تغييرات ايجاد شده در طرح حركتي و 
هـاي تحـت تـاثير     ها در رت همچنين كاهش قابليت حيات اسپرم

فنل ناشي از قابليت اين آلاينده زيست محيطي در القـا   پارا نونايل
كســيداتيو بوســيله پراكسيداســيون ليپيــدي غشــاهاي اســترس ا

براي حمايت از اين ايده، در پـژوهش حاضـر نشـان    . اسپرم باشد
بعنوان يك آنتي اكسيدانت قوي در گروه  Eداده شد كه ويتامين 

داري از اثرات مخـرب پـارا    ، بطور معنيEويتامين +فنل پارا نونايل
قابليـت حيـات   فنل بر روي طرح هاي حركت و همچنـين   نونايل

در همين خصوص، نشان داده شده است كه . اسپرم ممانعت نمود
تحـت عنـوان ترولـوكس     E يك آنالوگ محلـول در آب ويتـامين  

Trolox      موجب ارتقا حركت اسـپرم و همچنـين حفـظ تماميـت
علاوه بر اين، نقـش ايـن   . )31(هاي آن مي شود  غشا ميتوكندري

ويتامين در خصـوص ارتقـا كيفيـت و بـاروري در اسـپرم انسـان       
  .)17(گزارش شده است 

ن بـود كـه كـاربرد    يكي از نتايج قابـل توجـه پـژوهش حاضـر اي ـ    
داري نسـبت بـه گـروه     به تنهايي توانست بطور معنـي  Eويتامين 

هاي  هاي جلو رونده را افزايش و درصد اسپرم كنترل درصد اسپرم
به تنهـايي موجـب    Eعلاوه بر اين ويتامين . ساكن را كاهش دهد

دار درصد قابليت حيات اسپرم در مقايسه بـا گـروه    افزايش معني
نيز ممكـن اسـت ناشـي از نقـش      Eاثر ويتامين اين . كنترل شد

بدين ترتيب ايـن احتمـال وجـود دارد    . آنتي اكسيدانتي آن باشد
كه اين ويتامين با ارتقا فعاليت سيستم دفاعي آنتـي اكسـيدانتي   

ــپرم  ــامل  Sperm defense antioxidant systemاسـ شـ
سوپراكسيداز دسموتاز، گلوتاتيون پراكسيداز و كاتالاز نقش خـود  
. را در افزايش قابليت تحرك و حيات اسپرم اعمـال نمـوده باشـد   

ممكن اسـت همچنـين توجيـه كننـده نقـش       Eاين اثر ويتامين 
حفــاظتي ايــن ويتــامين در جبــران قابليــت حيــات و تغييــرات  

در  Eويتـامين  +فنـل  هاي حركتي اسپرم در گروه پارا نونايـل  طرح
  . فنل باشد مقايسه با گروه پارا نونايل

ها، درصد مورفولوژي طبيعي اسـپرم   رسي مورفولوژي اسپرمدر بر
كـه مويـد   (فنل كاهش يافته بود  در گروه تيمار شده با پارا نونايل

، اما اين كاهش نسـبت  )هاي اسپرم است افزايش درصد ناهنجاري
اين احتمال وجود دارد كه تغييرات . دار نبود به گروه كنترل معني
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وهش بسـتگي مسـتقيم بـه دوز    اين پارامتر اسـپرمي در ايـن پـژ   
فنل و دوره زماني تيمار حيوانات با اين آلاينده  مصرفي پارا نونايل

  . زيست محيطي داشته باشد
هايي هستند كـه بـه    آميزي آكريدين اورنژ و آنيلين بلو روش رنگ

دو رشته اي در مقابل  DNA )DNAترتيب براي تعيين تماميت 
DNA و جـايگزين شـدن پروتـامين بجـاي      )22() تك رشته اي

اگرچه ناهمگون بودن رنـگ آميـزي   . بكار مي رود )32(هيستون 
در مـورد رنـگ آميـزي    (ها، طولاني بودن زمـان تثبيـت    گسترش

و خطاي مشـاهده گـر در مطالعـه ميكروسـكوپي     ) آكريدين اورنژ
هاي اين سـنجش محسـوب گـردد، امـا      دوديتممكن است از مح

هاي مفيـد بـراي    هاي ساده و ارزان هنوز به عنوان روش اين روش
ارزيابي ساختمان كروماتين در طيف وسيعي از مطالعـات پايـه و   

بـا اسـتفاده از    .)34و33(كلينيكي مورد استفاده قرار مـي گيـرد   
رنگ آميزي آكريـدين اورنـژ و آنيلـين بلـو نشـان داده شـد كـه        

فنـل در   هاي تيمار شده با پارا نونايل هاي گرفته شده از رت اسپرم
داري را به ترتيب روي دناتوره  ا گروه كنترل تغيير معنيمقايسه ب

و جايگزين ) DNAتماميت ( DNAرشته اي   شدن ساختمان دو
كـه در طـي بلـوغ اسـپرم اتفـاق      (شدن پروتامين بجاي هيستون 

اي تـاثير پـارا    تـا كنـون در هـيچ مطالعـه    . نشـان نـداد  ) افتـد  مي
ــل ــت   نوناي ــر روي تمامي ــل ب ــايگزي  DNAفن ــين ج ني و همچن

رسد كـه   به نظر مي. پروتامين بجاي هيستون گزارش نشده است
  .فنل به دوز مصرفي و دوره تيمار وابسته باشد اين اثر پارا نونايل

هايي  تفسير نتايج كسب شده از اين پژوهش بر اساس پيش فرض
فنـل و   نونايـل  ازجمله اثر القا كننده استرس اكسيداتيو توسط پارا

به عنوان يـك احتمـال و فرضـيه     Eاثر آنتي اكسيدانتي ويتامين 
بـديهي اسـت  اثبـات ايـن فرضـيه منـوط بـه        . مطرح شده است

هـــاي اســـترس اكســـيداتيو از قبيـــل  گيـــري شـــاخص انـــدازه
ــالون ــد  دي م ــيدانتي ) MDA(آلدهي ــي اكس ــايي آنت ــا /و توان احي

 Ferric Reducing/Antioxidantكنندگي آهن سـه ظرفيتـي   

Power (FRAP)  هـاي اشـاره شـده در ايـن پـژوهش       در نمونـه
هـاي آينـده    هـا در تحقيـق   لذا اندازه گيري اين شاخص. باشد مي

پيشنهاد مي شود تا بتواند در خصوص اثبات يا عـدم اثبـات ايـن    
   . فرضيه كمك نمايد

  

  نتيجه گيري
القـا  فنل بعنوان يك آلاينده زيست محيطي احتمالا بـا   پارا نونايل

هـايي را در برخـي از    استرس اكسـيداتيو قـادر اسـت ناهنجـاري    
پارامترهاي اسپرمي از قبيل تعداد، قابليت حيات، قابليت تحـرك  

بعنوان يك آنتي اكسيدانت قوي  E اسپرم بوجود آورد و ويتامين 
قادر است اثرات مخرب اين آلاينده را بر اين پارامترهـاي اسـپرم   

هاي واجـد   استفاده از مواد غذايي و ميوهبنابراين . محافظت نمايد
توانـد اسـتراتژي مناسـبي بـراي      هاي طبيعي مـي  آنتي اكسيدانت
هاي آزاد و بنابراين جلوگيري از آسيب هاي وارده  كاهش راديكال

به سيستم تناسلي در افرادي كه بيشتر در معرض آلاينـده هـاي   
ار زيست محيطي القا كننده استرس اكسيداتيو هسـتند، بـه شـم   

  .آيد
  

  تشكر و قدرداني
هاي ارزشـمند خـانم    دانند تا از كمك نويسندگان بر خود لازم مي

نجمه اسكندري و آقـاي مهـدي نـوده فراهـاني در ايـن پـژوهش       
  .تشكر و سپاسگزاري نمايند
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to investigate the effect of vitamin E on sperm parameters in adult rat 

treated with para-nonylphenol. 

Material and methods: Adult male rats were divided into four groups: Control, para-nonylphenol, 

vitamin E and para-nonylphenl+vitamin E. Oral treatments were performed till 56 days. At the end of 

treatments, body and left testis weight were recorded and left caudal epididymis was cut in a medium. 

Released spermatozoa were used to analyze sperm parameters such as sperm number, viability, 

morphology and motility. Sperm chromatin quality was assessed by nuclear staining using acridine 

orange and aniline blue.  

Results: Body and testis weight as well as normal sperm morphology showed no significant change in 

four groups. A significant decrease in the number, viability and motility of the sperm was found in rats 

treated by para-nonylphenol compared to the control. This decrease was significantly compensated by 

vitamin E in para-nonylphenol+vitamin E group compared to para-nonylphenol group. The application 

of vitamin E alone could significantly increase sperm viability and motility as comared with the 

control. Para-nonylphenol had no effect on sperm DNA integrity and histon-protamine replacement 

compared to the control. 

Conclusion: Vitamin E, as a potent antioxidant, could protect the adverse effect of para-nonylphenol 

on certain sperm parameters in adult rats. 
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