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 چكيده

اين مطالعه با اين هدف انجام شد تا مشخص شود كه آيا سيليمارين قادر است اثرات مخـرب سـديم ارسـنيت را بـر روي تماميـت:هدف

DNA و هسته اسپرم قوچ محافظت كند.

و روش از)Ovis aries(قوچ فراهاني ديديم هاي گرفته شده از اپي اسپرم:ها مواد -1:شـدند بـه پـنج گـروه تقسـيم Swim up، پـس

 180مـدت بـه)Mµ10(هاي تيمار شده بـا سـديم آرسـنيت اسپرم-3،)كنترل(دقيقه 180هاي لحظه اسپرم-2هاي لحظه صفر، اسپرم

+Mµ20(هاي تيمار توام سيليمارين اسپرم-4دقيقه، و 180مدتبه)Mµ10(سديم آرسنيت) هـاي تيمـار شـده بـا اسـپرم-5دقيقـه

،Sperm Chromatin Dispersion (SCD)با استفاده از تستاسپرم قوچ DNA تماميت. دقيقه 180مدتهب)Mµ20(سيليمارين 

مورد ارزيابي قـرار DNAاي اورنژ، جهت بررسي دناتوره شدن ساختمان دو رشته آميزي آكريدين رنگو  DNAمنظور بررسي شكستگي به

ازبه. گرفت شد كوئيك، قطر هسته اسپرم اندازه-آميزي با ديف رنگمنظور بررسي تماميت هسته اسپرم، پس .گيري

بهDNA در گروه تيمار شده با سديم آرسنيت، درصد شكستگي:نتايج ويداري افزا طور معني نسبت به گروه كنترل طوربه قطر هستهش

. اسـپرم نداشـت DNAاي ان دو رشـته اين آلاينده زيست محيطي تاثيري بر دنـاتوره شـدن سـاختمكه حاليدر. داري كاهش يافت معني

س تو كاهش قطر هسته را نسبت DNAت توانست شكستگييم آرسنيسد+نيماريليكاربرد مشترك سديبه گروه تيم آرسـنيمار شده با

.جبران كندطور معني داري به

و قطـر هسـته DNAعنوان يك آنتي اكسيدانت قوي قادر است اثرات مخرب سديم آرسنيت را بر شكستگيبهنيماريليس:نتيجه گيري

.اسپرم قوچ جبران نمايد

نيماريليساسپرم، آرسنيك،:واژگان كليدي
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 مقدمه
و ها، راه تقاضاي روز افزون بشر براي غذا، ايجاد كارخانه ها

سبب شده كه محيط زيست به انواع فلزات استخراج معادن
بر ها علاوه امروزه برخي از اين آلاينده. سمي آلوده شود

و آب وارد چرخه آلوده  هاي غذايي سازي محيط زيست
كه يكي از اين آلاينده).1( اند شده ها آرسنيك است

بيستمين عنصر فراوان موجود در پوسته زمين را تشكيل 
و صنايع ذوب فلزات اين فلز نامحلول. دهد مي در صنعت
و آرسنيت تبديل طور مكرر به فرم به هاي محلول آرسنات

و پس از ورود به طبيعت سبب آلوده شدن منابع  شده
و منا ميطبيعي بر اين، علاوه).2(دشو بع آب آشاميدني
كشكاربرد آرسن ها،كش ها، علف يك در ساخت شيشه، آفت

و محافظ چوب نيز  مواد كشنده جوندگان، مواد نگه دارنده
بدين ترتيب).3( شود موجب آلوده شدن محيط زيست مي

به افزايش ورود آرسنيك به محيط زيست موجب روند رو 
و دام به مخاطره افتدشده است كه سلام  مطالعات.ت انسان

 جانور دمثليتول ستميسبركيرسنآ مخرب آثار دهنده نشان
 طبق.دشويمهاآنيناباروربه منجركه باشديم نر

،)4(ضهيب وزن كاهش سببكيرسنآ،شده انجام قاتيتحق
رهيذخ كاهشو ساز اسپرميها لوله قطر لومنشيفزاا

،)6و5( بالغيها اسپرم تعداد كاهش،)5و4(دياسپرماتوزوئ
 كاهش،)7و5(ها اسپرمو تحركاتيحتيقابل كاهش
 LH (Luteinizingل شامل دمثيتولدرليدخيها هورمون

Hormone)،FSH (Follicle Stimulating hormone)و
كه.شودمي)6و4( تستوسترون  مشخص شده است

و القاي استرس هاي آزاد آرسنيك با توليد راديكال
).9و8( كند اكسيداتيو اثرات مخرب خود را اعمال مي
هاي اكسيدانت علاوه بر اين آرسنيك ممكن است سطح آنتي

از در اين).10( داخل سلولي را كاهش دهد صورت استفاده
مي اكسيدانت آنتي و تواند از طريق حذف راديكال ها هاي آزاد

يدانتي، اثرات مخرب اكس افزايش ظرفيت سيستم دفاع آنتي
ماده سيليمارين. اين آلاينده زيست محيطي را خنثي نمايد

باميمر خارييدارواهيگوهيماي دانهاز دست آمده موثر به
كه Silybum marianumيعلم نام كي عنوانبه است

مي فلاونوئيد پلي و خاصيت فنلي محسوب شود
).12و11(است آن به اثبات رسيدهيدانتياكسيآنت

DNA ژن هاي لازم براي ايجاد يك فرد اسپرم نيمي از
مواد ژنتيكي اسپرم طبيعي براي لقاح. همراه دارد كامل را به

و رشد جنين كه در نهايت منجر به ايجاد يك نسل  موفق
غير طبيعي DNAبنابراين.شود، مورد نياز است سالم مي

دشو تواند سبب ايجاد اختلال در فرايند توليد مثل مي
با متعددي مطالعات).13( ارتباط بين كاهش توان باروري

با درصد اسپرم  آسيب ديده را گزارش كردند DNA هاي
كه با گسترش روند صنعتي شدن از آنجا).15و14(

و دام  جوامع، ميزان ورود آرسنيك به محيط زندگي انسان
و با توجه به اثرات مخرب آرسنيك بر  افزايش يافته است
و ناباروري احتمالا از طريق القاي استرس  توليد مثل
اكسيداتيو، لذا اين مطالعه با اين هدف انجام شد تا بررسي 

اكسيدانت قوي قادر وان يك آنتيعن كند آيا سيليمارين به
و DNAاست اثرات مخرب سديم آرسنيت را بر تماميت 

.هسته اسپرم قوچ فراهاني مهار نمايد

و روش ها مواد

و روش جمع نمونه :ديديم آوري اسپرم از اپيها
هاي قوچ فراهاني بلافاصله بعد از ذبح در كشتارگاه بيضه

و در مجاورت يخ كمتر  از يك ساعت به اراك، دريافت
شد تحقيقاتي زيست آزمايشگاه نكات.شناسي انتقال داده

حياخلاقي در مطالعات بال و ابتدا چند.دشتيواني رعايني
و سپس اسپرم برش در ناحيه دمي اپي با ديديم ايجاد ها

)Ham's F10)Sigma,USAسرنگ حاوي محيط كشت 
ابتدا پارامترهاي. داخل يك لوله فالكون استريل وارد شدند

و قابليت تحرك اسپرم تعيين شد تا اطلاعات اوليه از  تعداد
با سپس نمونه.دشولحاظ كيفيت اسپرم كسب  هاي اسپرم

به مدت يك ساعت شدن، Swim upكيفيت بالا به منظور
ارششم.گراد قرار داده شدنددرجه سانتي37در انكوباتور 

)16( اسپرم بر اساس دستورالعمل سازمان جهاني سلامت
.انجام شد

و تيمار اسپرم گروه  Swim هاي اسپرمنمونه:ها بندي

upهاي استريل هاي پليت شده بعد از شمارش در خانه
. اسپرم بود5×106كه هر خانه حاوي طوري تفكيك شدند به

به سپس پليت هر =6n(گروه5هاي حاوي اسپرم براي
:ترتيب زير تقسيم شدندبه) گروه

دقيقه 180هاي لحظه اسپرم-2هاي لحظه صفر، اسپرم-1
هاي تيمار شده با سديم آرسنيت اسپرم-3،)كنترل(
)µM10 (هاي تيمار توام اسپرم-4دقيقه، 180مدتبه

+ µM20(سيليمارين  مدتبه) µM10(سديم آرسنيت)
دقيقه قبل از سديم آرسنيت15سيليمارين(دقيقه 180
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شد به هاي تيمار شده با سيليمارين اسپرم-5،)كار برده
)µM20 (هاي مختلف هاي گروه اسپرم. دقيقه 180مدتبه

و در انكوباتور درجه سانتي37در دماي  دارCO2 گراد
.داري شدند نگه

اسپرم توسط تست DNAارزيابي شكست
SCD(Sperm Chromatin Dispersion):با توجه به

به DNAمكانيسم متراكم شدن بيشتر  در اسپرم نسبت
توانمي SCD هاي سوماتيك، با استفاده از تست سلول

را با استفاده از بافر ليز DNAدرجات متفاوتي از شكست 
دي كننده كه منجر به شكسته شدن باند و هاي سولفيد

مي خارج شدن پروتئين براي انجام اين.، ارزيابي كردشود ها
. پوشيده شدند درصد65/0ها با نرمال آگارزلام تست، ابتدا

با درجه ذوب پايين درصد1ميكروليتر از آگارز 140سپس
و يك لامل بر روي ميكروليتر نمونه اسپرم60با  مخلوط

و در دماي  به درجه سانتي4آن قرار داده شد 5مدت گراد
از.دشداري دقيقه نگه لام پس جدا سازي لامل از لام، هر

و در تاريكي صورت افقي در محلولبه در دماي اتاق
. دقيقه قرار گرفت7مدتبه درصد8/0اسيدكلريدريك 

سپس هر لام بعد از قرار گيري در محلول ليز كننده
به25مدت به ) دو بار(دقيقه5مدت دقيقه، با آب مقطر

و در هر يك از الكل  درصد 70،90،100 هاي شسته
شدآب دقيقه2مدت به لام. گيري ها پس از خشك شدن

به 1x(PBS(و Wrightآميزي با رنگ در دماي اتاق، رنگ
و سپس10مدتبه 1:1نسبت آبهالام دقيقه انجام با

با استفاده از ميكروسكوپ نوري).17( معمولي شسته شدند
م 200در هر نمونه 1000×با بزرگنمايي  و اسپرم شاهده

هاي بدون هاله صورت درصد اسپرمبه DNAشكست 
)DNA شد) شكسته شده .بيان

تك رشتهدو DNAبررسي اي رشته اي در مقابل
آميزي اكريدين توسط رنگ) DNAدناتوره شدن(

از ميكروليتر10آميزي آكريدين اورنژ، براي رنگ: اورنژ
و محيط كشت گروه بر سوسپانسيون اسپرم هاي پنج گانه

و يك گسترش از نمونه تهيه  .دشروي لام قرار داده شد
ها در هوا، لام در محلول پس از خشك شدن گسترش

به3نسبتبه(اسيد استيك گلايسيل-فيكساتور متانول
شد14مدتبه)1 لام. ساعت قرار داده بهه سپس مدتا

ب درصد19(دقيقه با محلول آكريدين اورنژ 10 افر در
به رنگ)pH=5/2(سيترات فسفات،  و 5مدت آميزي شده

با. دقيقه با آب جاري شستشو داده شدند لامل گذاري
 1x(PBS(Phosphate(استفاده از يك قطره محلول 

Buffered Saline) -توسط.گليسرول صورت گرفت
) OLYMPUS, DP71, Japan(ميكروسكوپ فلورسانس

و با استفاده از بزرگنمايي  مجهز به دوربين، با فيلتر مناسب
شد 100، در هر اسلايد 1000× ها اسپرم. اسپرم شمارش

در با توجه به ايه اسپرم: گروه شامل3ميزان رنگ پذيري
حالت(هاي زرد رنگ، اسپرم)طبيعي DNAبا(سبز رنگ
تك DNAبا(هاي قرمز رنگو اسپرم) حدواسط  دناتوره

براي تهيه نمونه كنترل مثبت،.بررسي شدند)اي رشته
و محلول اكريدين 500 ميكروليتر از سوسپانسيون اسپرم

از. اورنژ در يك لوله اپندورف ريخته شد سپس با استفاده
درجه96دقيقه در دماي30مدت دستگاه ترموسايكلر به

شد سانتي آن).18( گراد حرارت داده  ميكروليتر10بعد از
و با بزرگنمايي از نمونه براي تهيه گسترش استفاده شد

شد 1000× و عكس گرفته .بررسي
آميزي رنگ- بررسي تغييرات كمي قطر هسته اسپرم

ي اسپرم براي بررسي كمي تغييرات هسته:كوئيك-ديف
شد-از رنگ آميزي ديف آميزي در اين رنگ. كوئيك استفاده

و هسته آكروزوم اسپرم بنفش كم و دم رنگ ، قطعه مياني
10آميزي، براي رنگ).17( شودبنفش تيره ديده مي

بر ميكروليتر از سوسپانسيون اسپرم گروه هاي پنج گانه
و يك  لام قرار داده شد شروي .دگسترش از نمونه تهيه
لام پس از خشك شدن گسترش به ها، به25مدت ها ثانيه

-Diff ترتيب در فيكساتور متانول خالص، محلول رنگ
Quick-1 و محلول رنگDiff-Quick-2 قرار داده شدند 

ها با استفاده از ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي نمونه).17(
شد 1000× و عكس گيري عكس.ارزيابي هاي با استفاده از

هاي پنج ها در گروه گرفته شده، قطر كوچك هسته اسپرم
م اندازه اسپر 100گانه توسط نرم افزار موتيك براي تعداد 

.گيري شد

ها آناليز آماري داده
بهداده انحراف معيار با استفاده±صورت ميانگين هاي حاصل

)One-WayANOVA(طرفه از روش آناليز واريانس يك
و و تحليل آماري قرار گرفت براي مقايسه مورد تجزيه

sها از تست آماري ميانگين test´Tuekyاستفاده شد .
دار در نظر معني >05/0pدر سطح ها تفاوت ميانگين

.شد گرفته
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 نتايج

 اسپرم DNA ارزيابي شكست
در گروه تيمار DNA نتايج نشان داد كه درصد شكستگي

به10(شده با سديم آرسنيت  ) دقيقه 180مدت ميكرومولار
طوربه) دقيقه 180غلظت صفر، لحظه(نسبت به گروه كنترل

كاربرد مشترك. يافت افزايش)p>001/0(داري معني

+ ميكرومولار20(سيليمارين  10(سديم آرسنيت)
به 180مدتبه) ميكرومولار دقيقه توانست اين اثر را نسبت

طوربه) ميكرومولار10(گروه تيمار شده با سديم آرسنيت 
شكل(تا حد گروه كنترل جبران كند)p>001/0(داري معني

).2و1

و سديم آرسنيت توسط تست اسپرم قوچ در گروه DNAارزيابي شكستگي:1شكل  SCD (Sperm Chromatinهاي تيمار شده با سيليمارين
Dispersion) .به كد ميانگين. انحراف معيار ارائه شده است±صورت ميانگين مقادير دار نسبت به يكديگر متفاوت، داراي تفاوت معنيهاي حرف هاي با

يك. باشد مي .p>05/0براي هر گروه=6nطرف، تست توكي، آناليز واريانس

بهدر اسپرم قوچ تيمار شده با سيليمار DNAارزيابي شكست:2شكل و سديم آرسنيت  SCD (Spermدقيقه توسط تست 180مدت ين
Chromatin Dispersion).1(هاي تيمار شده با سديم اسپرم)3) 180غلظت صفر، لحظه(هاي گروه كنترل اسپرم)2هاي لحضه صفر اسپرم

به10آرسنيت  به10سديم آرسنيت+ر ميكرومولا20هاي تيمارشده با سيليمارين اسپرم)4دقيقه 180مدت ميكرومولار دقيقه 180مدت ميكرومولار
به20هاي تيمار شده با سيليمارين اسپرم)5 با)a(دقيقه 180مدت ميكرومولار با)b(سالم، با هاله DNAاسپرم شكسته شده، بدون DNAاسپرم

 1000×بزرگنمايي. هاله

ش به DNAاي دن ساختمان دو رشتهبررسي دناتوره
 رنگ آميزي اكريدين اورانژ- اي اسپرم تك رشته

ميكرومولار سديم آرسنيت10ها با غلظت تيمار اسپرم
غلظت صفر،(دقيقه در مقايسه با گروه كنترل 180مدت به

ي روي دناتوره شدن تأثير،)دقيقه 180لحضه زماني 
).3شكل(اسپرم نداشت DNAاي ساختمان دو رشته
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 180غلظت صفر، لحظه(هاي گروه كنترل اسپرم-1. اسپرم توسط رنگ آميزي اكريدين اورنژ DNAاي ارزيابي دناتوره شدن ساختمان دو رشته:3شكل
با)دقيقه به10(تيمار اسپرم با سديم آرسنيت-2اي سالم سبز رنگ، دو رشته DNA، اسپرم در مقايسه با كنترل تأثير) دقيقه 180مدت ميكرومولار

با: كنترل مثبت)3(نداشت DNAاي قابل توجهي بر دناتوره شدن ساختمان دو رشته .1000×بزرگنمايي. اي زرد رنگ تك رشته DNAاسپرم قوچ

رنگ آميزي ديف- بررسي تغييرات قطر هسته اسپرم
 كوئيك

نتايج نشان داد كه قطر هسته در گروه تيمار شده با سديم
به10آرسنيت  دقيقه نسبت به گروه 180مدت ميكرومولار
داري طور معنيبه) دقيقه 180غلظت صفر، لحظه(كنترل 

)001/0<p(20كاربرد مشترك سيليمارين. كاهش يافت
به10سديم آرسنيت+ ميكرومولار  180مدت ميكرومولار

دقيقه توانست اين اثر را نسبت به گروه تيمار شده با سديم
)p>001/0(به طور معني داري) ميكرومولار10(آرسنيت 

).4شكل(تا حد گروه كنترل جبران كند

و سديم آرسنيت بررسي تغييرات قطرهسته اسپرم قوچ در گروه:4شكل با ميانگين. رنگ آميزي ديف كوئيك- هاي تيمار شده با سيليمارين هاي
مي هاي متفاوت، داراي تفاوت معني حرف كد .p>05/0براي هر گروه=6nطرف، تست توكي،يكآناليز واريانس. باشد دار نسبت به يكديگر

 بحث
كه سديم آرسنيت موجب نتايج اين پژوهش نشان داد

قطر هسته اسپرمو كاهشDNA افزايش درصد شكستگي 
و سيليمارين توانست اثرات مخرب اين آلاينده  قوچ شد

. ها مهار نمايد زيست محيطي را بر اين پارامتر
از)19( تركيبات آرسنيك براي سلول سمي هستند  كه

 اكسيداتيو توان به القاي استرس جمله خواص سمي آن مي
از آرسنيك با توليد راديكال).20( اشاره كرد جمله هاي آزاد

 ,reactive oxygen species)گر واكنشژنيهاي اكس گونه
ROS) )21(هاي داخل اكسيدانت سطح آنتيو يا كاهش
 تواند نقش خود را در القاي استرسمي)8( سلولي
با.ايفا نمايدويداتياكس مشخص شده است كه آرسنيك

هاي ترميم يا ايجاد اختلال در عملكرد آنزيم ROS توليد
به DNA كننده ).13( شودمي DNAسبب آسيب

و ROSمطالعات متعدد بيانگر رابطه مستقيم بين افزايش

بنابراين اين).24و23( باشد اسپرم ميDNA كستش
و متراكم شدن DNAاحتمال وجود دارد كه شكستگي 

هسته اسپرم در اين پژوهش نيز ناشي از القاي استرس
از. اكسيداتيو توسط سديم آرسنيت باشد در جهت حمايت

يك اين احتمال نتايج ما نشان داد كه سيليمارين به عنوان
ق آنتي توانست اثرات مخرب سديم)12و11(وياكسيدانت

و هسته اسپرم DNAآرسنيت را در خصوص تماميت 
اينكه استرس اكسيداتيو حاصل از سديم. بهبود بخشد

و مسيري منجر به شكستگي  آرسنيت از چه مكانيسم
DNA و متراكم شدن هسته اسپرم شده است به تحقيق

با با اين. بيشتري نياز دارد ا حال، ينكه شكستگي توجه به
DNA به هاي ترتيب از مشخصهو متراكم شدن هسته

آپوپتوزيس)26(و مورفولوژيكي)25( بيوشيميايي
مي محسوب مي گيرد كه در اين شوند، اين فرضيه قوت

و پژوهش سديم آرسنيت احتمالا با توليد راديكال هاي آزاد
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مسيكي،ويداتياكسن القاي استرسيبنابرا ازيا چند ر
و از اين هايريمس آپوپتوزيس را در اسپرم فعال نموده

و متراكم شدن هسته DNAطريق منجر به شكستگي 
مي راديكال.اسپرم شده باشد به هاي آزاد صورت توانند
و يا غير كردن مسير داخلي مستقيم از طريق فعال مستقيم

اي اي يا دو رشته آپوپتوزيس سبب شكستگي تك رشته
DNA هاي آزاد در اين مسير راديكال).28و27( شوند
م قادرند آزاد موجبوريپذ را نفوذتوكندرييغشاي خارجي

پنيسازي پروتئ دويب مستقر در فضايآپوپتوزييشهاي ن
 c،AIF(Apoptosis توكروميسي ميتوكندري مثل غشا

Inducing Factor)،اندونوكلئازGوCAD (Caspase-
Activated DNase)29( شوندلستويس داخل به.(

ميمسcتوكروميس وابسته به آپوپتوزيسييايتوكندرير
از فعال شده هاي كاسپاز انواع.)30(ندك كاسپاز را فعال مي

و هاي سازي اندونوكلئاز سبب فعال3طريق كاسپاز سلولي
 همچنين ساير).31( شوندمي DNAدر نهايت شكستگي 

پنيپروتئ Gو اندونوكلئاز AIF آپوپتوزي شامليش هاي
به توانندمي CADو سبب،هسته پس از انتقال

شويتراكم كرومات همچنينو DNAشكستگي و32(دنن
33(.

ازنياي شامل پروتئ ماتريكس يا اسكلت هسته هاي متعددي
مينيجمله لام كه نقش مهمي در حفظ تماميت باشد ها

و غشاي  و واجد ارتباطاتي با كروماتين هسته هسته دارند
مي.)34( باشند مي لام مطالعات نشان درنيدهند كه ها

و بدين ترتيب موجب)35(س شكسته شدهيطي آپوپتوز
كه مشخص شده. شوند فروپاشي ساختار هسته مي در است
بهمي6فرايند آپوپتوزيس كاسپاز عنوان يك پروتئاز تواند

دارد كه بنابراين اين احتمال وجود).36( لامين عمل نمايد
در اين پژوهش سديم آرسنيت با القاي استرس اكسيداتيو 
و در اين مسير با فعال  منجر به آغاز فرايند آپوپتوزيس شده

و پروتئاز نمودن نوكلئاز به ها ب سببيترت ها
بررسي.و متراكم شدن هسته شده باشد DNAشكستگي

و DNAجزئيات مربوط به شكستگي  از طريق الكتروفورز
ت ها در اسپرم بررسي فعاليت كاسپاز همچنين مار شدهيهاي
سيم آرسنيبا سد و مييماريليت رديتواند در اثباتن ا
ايفرض .دين پژوهش كمك نمايه مطرح در

نتايج اين پژوهش همچنين نشان داد كه سديم آرسنيت بر
مي. بود تأثيربي DNAروي دناتوره شدن  تواند اين نتيجه

غلظت سديم آرسنيت براي اعمال اثرو تأثيرعلت زمان به
فشردگي اينبر علاوه. باشد DNAبر روي دناتوره شدن

بندي توسط وسيله بستهبه زياد كروماتين در اسپرم بالغ
ممكن است علت عدم)37(پروتامين طي اسپرميوژنز 

.توسط سديم آرسنيت باشد DNAدناتوره شدن 

 نتيجه گيري
كاهش قطر هستهو DNAسديم آرسنيت سبب شكستگي

آن. اسپرم قوچ شد به از يك جا كه سيليمارين عنوان
را آنتي اكسيدانت قوي توانست اثرات مخرب سديم آرسنيت

هاي اسپرم مهار نمايد، احتمالا اين آلاينده بر اين پارامتر
زيست محيطي اثرات خود را براين پارامترها از طريق القاي 

و آپوپتوزيس اع .مال نموده استاسترس اكسيداتيو

و قدرداني  تشكر
پژوهش حاضر در گروه زيست شناسي دانشگاه اراك انجام

از. شده است و قدرداني خود را نويسندگان مراتب تشكر
به تمامي افرادي كه در اين پژوهش ياري نموده ويژه اند

سركار محترم خانم نجمه اسكندري كارشناس آزمايشگاه 
. آورندميعمل تحقيقاتي زيست شناسي به
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Abstract 
Aim: This study was performed to investigate if silymarin can prevent the adverse effects of sodium 
arsenite on ram sperm DNA and nuclear integrity. 
Material and Methods: Epididymal sperm obtained from Farahani’s ram (Ovis aries) was swim up 
and divided into five groups: 1. Sperm at 0 hour, 2. sperm at 180 minutes (control), 3. sperm treated 
with sodium arsenite (10µM) for 180 minutes, 4. sperm treated with silymarin (20 µM) + sodium 
arsenite (10 µM) for 180 minutes and 5. sperm treated with silymarin (20 µM) for 180 minutes. Ram´s 
sperm DNA integrity was assessed by SCD (Sperm Chromatine Dispersion) test to study DNA 
fragmentation and Acridine orange staining was used to estimate DNA denaturation (double-strand 
DNA versus single-strand DNA). To evaluate sperm nuclear integrity, Diff-quick staining was used 
and sperm nuclear diameter was measured. 
Results: DNA fragmentation percent and nuclear diameter of the spermatozoa were significantly 
increased and decreased, respectively, in sodium arsenite group compared to the control samples. 
While this toxicant had no effect on sperm DNA denaturation. In silymarin + sodium arsenite group, 
silymarin was able to significantly ameliorate the adverse effects of sodium arsenite on these sperm 
parameters compared to sodium arsenite group.  
Conclusion: Silymarin as a potent antioxidant could compensate the adverse effects of sodium 
arsenite on DNA fragmentation and nuclear diameter of ram sperm. 
Key words: Arsenic, Silymarin, Spermatozoa 
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