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Aim: One of main challenges in worldwide is increasing rate of depression and sexual 

dysfunction associated with antidepressant drug consumption. Regarding the role of 

Sertoli cells in spermatogenesis, this study investigated the effect of duloxetine on 

viability, apoptosis and expression of Bax and Cx43 (Connexin 43) expression in Sertoli 

cells. 

Material and Methods: TM4 Sertoli cells were cultured in DMEM/F12 medium 

containing 2.5% FBS, 5% horse serum and 1% penicillin-streptomycin. Cells were treated 

with different doses of duloxetine (3.75, 7.5, 15, 30, 60 µg/ml) for 24 to 72 hours. MTT 

assay was performed to evaluate cell viability. The rate of apoptosis was measured by flow 

cytometry and RT-qPCR was performed to evaluate of Bax (proapoptotic gene) and Cx43 

(essential for spermatogenesis) genes. 

Results: Duloxetine reduced cell survival in a dose and time-dependent manner. On the 

basis of  MTT  data, IC50 was calculated as 15 μg/ml duloxetine (p≤0.05). TM4 cell 

apoptosis increased compared to the control group at a dose of 15 μg/ml duloxetine 

(p≤0.01). RT-qPCR results showed increased expression of Cx43 (p≤0.05) and Bax 

(p≤0.01) genes under the influence of duloxetine. 
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 Conclusion: Considering the flow cytometry data and the increased expression of Bax, 

duloxetine may induce apoptosis in Sertoli cells and may be a negative and destructive 

factor for spermatogenesis process. On the other hand, by increasing the expression level 

of Cx43 gene, duloxetine increases the molecular communication via gap junctions 

between Sertoli cells and transmits apoptosis-promoting signals to spermatogenic cells 

which can influence spermatogenesis quantification. 
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 چکیده  واژگان کلیدی
 

 ،یافسرررررررررردگ 

 سررلول ن،یدولوکسررت

 آپوپتررو ، ،یسرررتول

 اتصالات شکافدار

با است.  داروهای ضدافسردگیناشی از  های عمده بشریت افزایش افسردگی و اختلال عملکرد جنسی: از چالشهدف 

و  یسآپوپتوزمانی، بر زنده را اثر داروی دولوکستین پژوهش حاضر، ،اسپرماتوژنزهای سرتولی در سلولتوجه به نقش 

های سلول ها:مواد و روش. بررسی کرده استهای سرتولی در سلول Cx43( Connexin 43) و Baxهای بیان ژن

TM4   در محیطDMEM/F12  5/2%حاوی  FBS ،5%   کشت شدند استرپتومایسین-پنی سیلین  1%سرم اسب و .

اثر داده ها سلولساعت روی  72تا  24های زمان در تریلیلیم /گرمکرویم 75/3، 5/7، 15، 30،60 یبا دوزها نیدولوکست

جهت بررسی  RT-qPCRو  یسها، فلوسایتومتری جهت ارزیابی آپوپتوزمانی سلولجهت ارزیابی زنده MTT. آزمون شد

ک دولوکستین در ی نتایج:)ضروری برای اسپرماتوژنز( انجام شد.  Cx43( و یسبرندۀ آپوپتوز)عامل پیش  Baxبیان ژن 

لیتر میلی /میکروگرم IC50 15دوز  MTTهای . بر اساس دادهدادای سلولی را کاهش الگوی وابسته به دوز و زمان، بق

 15 دوز میانه مهاری در کنترل گروه به نسبت TM4 هایسلول یس(. آپوپتوزp≤0.05) ساعت محاسبه گردید 48در 

Cx43 (p≤0.05 ) هایژن بیان افزایش از حاکی RT-qPCR. (p≤0.01)یافت  افزایش لیتر دولوکستین،میلی /میکروگرم

، Baxیتومتری و افزایش بیان ژن اهای فلوسبا توجه به داده گیری:نتیجه بود. دولوکستین تاثیر ( تحتp≤0.01) Bax و

منفی و مخرب در پیشبرد اسپرماتوژنز در نظر  یتواند عاملهای سرتولی میدر سلول یسالقای آپوپتوز بادولوکستین 

اتصالات شکافدار  توسط، نقل و انتقالات مولکولی Cx43با افزایش سطح بیان ژن  دولوکستینگرفته شود. از سوی دیگر، 

تواند باعث انتقال سیگنالهای پیش برنده آپوپتوزیس به سلولهای دودومان های سرتولی افزایش داده و میرا بین سلول

 اسپرماتوژنیک و در نتیجه کاهش کیفیت اسپرماتوژنز شود. 

15/04/1401: افتیدر خیتار  

24/07/1140: یبا نگر خیتار  

 27/07/1401: رشیپذ خیتار
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 مقدمه -1

ترین اختلالات عیشا از یکی یافسردگ نیهمچن هستند، ارتباط در یبارور زانیم کاهش با اضطراب و یافسردگ مانند یعوامل   

 شیوع. (1) کنندروانپزشکی در سراسر جهان است و تقریبا 20 درصد از مردم در طول زندگی خود این بیماری را تجربه می

 یبزرگسال نیسن در اختلال نیا بروز احتمال و است متغیـر درصـد 73 تـا 5/69 از ایرانی مختلف هایجمعیت در افسردگی

 یجنس عملکرد بر توانندیم گنادها و زیپوفیه پوتالاموس،یه بر اثر با یپزشکروان یداروها مصرف گرید طرف از .ابدییم شیافزا

در . است شده انجام یاندک مطالعات ،مردان یبارور بر اثر و یضدافسردگ یداروها استفاده با رابطه در. (2) باشند گذارریتاث

داده شده است این داروها با تغییر عدم تعادل شیمیایی نوروترانسمیترها خصوص مکانیسم عمل داروهای ضد افسردگی نشان 

های انتخابی را مهار کنند. این داروها بازجذب نوروترانسمیترها از طریق گیرندهدر مغز به کاهش علایم افسردگی کمک می

 یضد افسردگ یداروها(. 3) شوندکرده و در نتیجه موجب افزایش غلظت نوروترانسمیترهای خاص در اطراف اعصاب در مغز می

 ای نیبازگشت سروتون یانتخاب یهامهارکننده ،یاسه حلقه یضد افسردگ یداروها: اندشده یطبقه بند یبه چهار گروه اصل یفعل

SSRI( هاSelective serotonin Reuptake Inhibitorsمهارکننده ،)نینفر ینوراپ-نیبازگشت مجدد سروتون یها SNRI ها

(Serotonin-Norepinephrine Reuptake Inhibitors) دازیاکس نیمونوآم یهاو مهارکننده. SSRI صورت اختصاصی با هها ب

مسدود کردن کانال نورون سروتونرژیک، مانع بازجذب نوروترانسمیتر سروتونین توسط همان نورون تولید کننده میشوند. در 

نتیجه میزان سروتونین در فضای سیناپسی جهت انتقال به نورون پس سیناپسی افزایش مییابد. SNRIs نیز عملکردی مانند 

 SSRIs دارند، اما بهطور همزمان مانع بازجذب هر دو نوروترانسمیتر سروتونین و نوراپینفرین میشوند )4،5(.

عوامل محیطی همچون در معرض قرار گرفتن با ترکیبات شیمیایی و ناباروری یکی از مشکلات رایج برای زوجین است که  

سزایی در شکلگیری آن دارند )6(. در سیستم تولیدمثلی مردان، سلولهای سرتولی نقش بسیار مهمی در هداروها نقش ب

فرآیند تعیین جنسیت مردان در زمان جنینی، فرایند اسپرماتوژنز و تولید اسپرم در هنگام بلوغ دارند. تعداد این سلولها در 

بیضه با حجم بیضه، میزان تولید اسپرم و در نهایت میزان باروری ارتباط دارد )7(. بنابراین هرگونه اختلال در متابولیسم طبیعی 

سلولهای سرتولی ممکن است باعث اختلال در عملکرد بیضه شود. از طرفی با توجه به استفاده رایج داروهای ضدافسردگی 

توسط جوانان بهصورت دراز مدت، اثرات آنها روی باروری و عملکرد جنسی نگران کننده است )8(. دولوکستین یک داروی 

ضدافسردگی مهارکننده بازجذب سروتونین است که که با مهار ترانسپورترها )حاملین جذب( سروتونین و نوراپینفرین موجب 

مهار بازجذب این نوروترانسمیترها شده برای درمان دراز مدت بیماران مبتلا به افسردگی حاد و بی اختیاری ادرار مورد استفاده 

قرار میگیرد و متابولیسم این دارو از طریق آنزیم CYP450 کبد میباشد )9(. اما نکته قابل توجه این است که از نظر 

 فارماکولوژی، مکانیسم عمل دقیق این دارو ناشناخته است.

جا که در پستانداران تکثیر سلولهای سرتولی در بیضههای بالغ در شرایط طبیعی مشاهده از آن که است داده نشان مطالعات

نمیشود تعداد کل سلولهای سرتولی در بزرگسالی ناشی از دوران جنینی، نوزادی و عوامل محیطی است، به این معنی که 

تعداد آنها در طول عمر فرد ثابت است و تقسیم میتوز رخ نمیدهد. پس هورمونها، عوامل محیطی، مسیرهای سیگنالینگ و 

مکانیسمهای مولکولی دخیل در تکثیر سلولهای سرتولی برای تمایز اسپرم و اسپرماتوژنز مهم هستند )10(. از طرفی این نکته 

حائز اهمیت است که وجود سلولهای سرتولی برای تولید اسپرم ضروری است. این سلولها با ترشح انواع فاکتورهای رشد در 

تکثیر و تمایز سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی نقش دارند و از طریق مسیرهای مختلف سیگنال باعث حمایت، پشتیبانی، تغذیه 

 و محافظت از سلولهای دودمان اسپرماتوژنیک میشود )11(. 
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ها بسیار مهم هستند در پیشبرد عملکرد این سلول ایزا یهاسلول و گرید یسرتول یهاسلول با یسرتول یهاسلول نیب اتصالات

و اغلب هدف بسیاری از سموم میباشند. درواقع اغلب سموم و داروها با تاثیر مخرب بر سلولهای سرتولی، عملکرد بیضه را 

تحت تاثیر قرار میدهند )12(. این تعاملات سلول- سلول در تولید مولکولهای متعددی مانند هورمونها، فاکتورهای رشد، 

پروتئازها، مهارکنندههای پروتئاز و اجزای ماتریکس خارج سلولی )ECM( توسط سرتولی و سلولهای زایا نقش داشته و در 

صورت اختلال در هر یک از این موارد روند اسپرماتوژنز نیز مختل میشود )13(. از این رو اتصالات اتصالات شکاف دار و 

اتصالات محکم نه تنها محل اتصال بین این سلولها هستند، بلکه در تنظیم میزان تکثیر و تمایز سلولی نیز نقش دارند. 

مطالعات نشان داده است از دست دادن ژن GJA1 در سلولهای سرتولی با ایجاد اختلال در تنظیم پروتئینهای اتصال دهنده 

و چسبنده مانند Occludin ، β-catenin ، N-cadherin و  Zonadhesin-1 همراه است و نشاندهنده نقش مهم ژن GJA1 در 

تکامل سلول سرتولی است )14،15(. از این رو باید در زمینه حفظ باروری در مردان تاثیر داروها بر سلولهای سرتولی در نظر 

 گرفته شود و مطالعات بیشتری در رابطه با اثر برخی داروها روی این سلولها انجام شود.

 یافسردگ اختلال درماناز سوی دیگر،  ،باروری تاثیر بسزایی دارد بر روی ییتنها به خود یافسردگتحقیقات نشان داده است 

 هایدارو مصرف اثرات یرو بر پژوهش با توانیم نیبنابرا. دارد یمثلدیتول ستمیس بر یمبهم اثرات زین داروها توسط

 بروز از داروها، مصرف مورد در یآگه شیپ با ندهیآ در تا نمود کسب داروها نیا عوارض هدربار یشتریب اطلاعات ،یضدافسردگ

 .(16) شود یریجلوگ کنند،یم مصرف یضدافسردگ یداروها که یافسردگ به مبتلا مردان در یمثلدیتول مشکلات و اختلالات

 اثر هدف از پژوهش حاضر بررسی ها بررسی نشده است.بر روی این رده از سلول SNRAتاکنون اثر داروهای ضدافسردگی گروه 

 نیب دهنده اتصال ژن انیب سطح بر و نیز یسرتول یهاسلول یسو آپوپتوز بقا زانیممیزان  بر نیدولوکست یافسردگ ضد یدارو

 است. های سرتولیدر سلول 43کانکسین  یسلول

 هاو روش مواد -2

-IR. این تحقیق با کد اخلاق شده است تیرعا یشگاهیآزما واناتیکار با ح یاخلاق نیمواز هیپژوهش کل نیدر ا :یسلول کشت

KHU-REC-1400-036 یرده یسرتول یهاسلول ابتدا درباشد. مصوب کمیته اخلاق دانشگاه خوارزمی می TM4 موش یضهیب 

صورت کشت اولیه در یک فلاسک T25 به( رانیا - تهران) پاستور تویانست از روز 13 تا 11 حدود سن با Balb/c نژاد نر یسور

تهیه گردید و در محیط کشت کامل DMEM/F12 )ایده زیست نوترکیب –تهران( حاوی 5 درصد سرم اسب، 2/5 درصد سرم 

جنین گاو )FBS( و 1 درصد آنتی بیوتیک پنیسیلین/ استرپتومایسین در انکوباتور با دمای 37 درجهی سانتیگراد و 5 درصد 

 .کشت داده شد 2Coگاز 

منظور بررسی میزان سمیت داروی دولوکستین، پس از شمارش سلولی با استفاده به :یسلول تیسم یو بررس MTT  تست

ساعت  24پس از گذشت . خانه کشت داده شد 96 تیساعت در پل 24-72 ماریت جهت سلول 310 ،)نئوبار( تومتریاز لام هموسا

سلولها تحت تیمار داروی دولوکستین با دوزهای انتخابی 30،60، 15، 7/5، 3/75 میکروگرم/ میلیلیتر قرار گرفتند. این تست 

جهت بررسی و اندازهگیری میزان بقای سلولها پس از تیمار با داروی مورد نظر و تعیین غلظتی از دارو که باعث مرگ نیمی از 

 RPMI درون 1 میلی لیتر محیط کشت MTT انجام شد. برای انجام تست ابتدا میزان 5 میلیگرم )IC50( سلولها میشود

فاقد فنولرد حل شده، 200 میکرولیتر از این محلول به هر چاهک اضافه شد و بهمدت 4 ساعت درون انکوباتور قرار داده شد. 

سپس محتوای هر چاهک خالی شد و 50 میکرولیتر DMSO  جایگزین شد. در نهایت پلیت درون دستگاه الایزا ریدر قرار 

 گرفت و جذب نوری در طول موج 570 نانومتر با طول موج مبنای 630 نانومتر اندازهگیری شد.
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 15روز با غلظت  2خانه کشت داده شد و پس از  6 تیپل درسلول  510 تست، نیا انجام یبرا :یسو تآپوپ یبررس

 کشت طیمح دند،یچسب کشت ظرف کف به هاسلول کهروز  2 از پس. تیمار شدند نیدولوکست یدارو تریل یلیم/روگرمیکم

عنوان گروه تحت تیمار اثر داده شد، به هاچاهک از یکی یرو بر تریلیلیم/  کروگرمیم 15  دوز با نیدولوکست و شده خارج ییرو

یک گروه هم بهعنوان کنترل در نظر گرفته شد. پس از 48 ساعت انکوباسیون، سلولها با آنزیم تریپسین 0/25 درصد تریپسینه 

 شده و به مدت 5 دقیقه با سرعت 1200 دور/دقیقه سانتریفیوژ شدند. به رسوب حاصل، 100 میکرولیتر بافر بایندینگ، و پس 

از آن بهترتیب 10 میکرولیتر رنگ پروپیدیوم یداید و 5 میکرولیتر انکسین 5 اضافه شد، و به مدت 15 دقیقه در دمای اتاق در 

 تاریکی انکوبه گردید. در انتها آنالیز مرگ سلولی آپوپتوتیک در سلولها به روش فلوسایتومتری انجام شد.

 RT-qPCR کیتکن

/  کروگرمیم 15با دوز  ماریت تحتها از فلاسک یکی T25به دو فلاسک  یسرتول یهاسلول انتقالاز  پس :RNA استخراج

عنوان  IC50 سلولها در نظر گرفته شد( قرار گرفت و فلاسک به MTTکه در تست  ی)دوز نیدولوکست یدارو از لیترمیلی

دیگر بهعنوان کنترل در نظر گرفته شد. بههر فلاسک 1 میلیلیتر محلول ترایزول اضافه شد و سلولها توسط Scarper از کف 

فلاسک جدا شده و با متلاشی شدن سلولها، RNA خارج شد. پس از آن 250 لاندا محلول کلروفرم بهمنظور جداسازی فازها 

اضافه شد. پس از سانتریفیوژ، اضافه کردن ایزوپروپانول سرد و شستشوی رسوب با اتانول 75 درصد بسته به اندازه رسوب به 

مقدار 20 تا 50 لاندا آب DEPC اضافه شد و بر روی هات بلاک قرار داده شد تا رسوب حل شود. سپس غلظت RNA استخراج 

 شده توسط دستگاه نانودراپ و نرم افزار GENE 5 ارزیابی و تفسیر شد.

 SMOBIO (Taiwan-RP1300) تیاز ک cDNAمعکوس و ساخت  یشروع واکنش نسخه بردار یبرا :RNAا   cDNA سنتز

شد و با  ختهیر یتریکرولیم 2/0 وبیکروتیم کی دراستخراج شده  RNAهای نانوگرم از نمونه 1000. در ابتدا شداستفاده 

 تریکرولیم 5/0و  dT گویاول مریپرا تریکرولیم 5/0. شد رسانده تریکرولیم 5 حجم به تیود در کجمو DEPCاستفاده از آب 

 cDNAسنتز  Master mix تریکرولیم 5پس از آن، اضافه شد.  هانمونهجهت سنتز به  dNTPو  Random Hexamer مریپرا

ترتیب بهمدت 50 دقیقه در دمای 45 به مخلوط هر دو نمونه اضافه شد و مخلوط به RNaseو  RTase، بافر، DEPCشامل آب 

درجه سانتیگراد، 5 دقیقه در دمای 85 درجه سانتیگراد و 5 دقیقه در دمای 25 درجه سانتیگراد انکوبه شد تا آنزیم بهراحتی 

 فعالیت کند.

 شد انجام Gene Runnerنرم افزار  توسط B-actinو  Bax ،Cx43ی هاژن یبرا یاختصاص یآغازگرها یطراح :qPCR مراحل

 (. 1)جدول 

 B-actinو  Bax، Cx43 یهاژن شده یطراح یمرهایپرا یتوال :1 جدول

 

)℃( mT 
 

ꞌ5-ꞌReverse Primer Sequence 3 
 

ꞌ3-ꞌForward Primer Sequence 5 
 

Gene 

F: 61.28 

R: 62.31 TGCCACACGGAAGAAGACCTC CAGGACGCATCCACCAAGAAG Bax 
R: 61.47 

F: 61.95 GCTGGCTTGCTTGTTGTAATTGC CACTCTCACCTATGTCTCCTCCTG Cx43 
F: 59.96 

R: 59.44 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT GGCTGTATTCCCCTCCATCG B-actin 



  ، آ اده نیک نژاد الهه امینی، حدیث  ینلی ،مهنا  آذرنیا، مکوندیانمژده  241

  

 6شماره  /3دوره  /13جلد  /1401 پاییزسلول و بافت/ 

 

داده شده به  یو زمان یبرنامه حرارت طبقواکنش  نیاانجام گرفت.  PCRژن توسط واکنش  انیب یریگانداره یبرا هاژن ریکثت

  Ampliqon Sybr Green کیتکن لیاستر آب و مرهایپرا کس،یمسترم از یمخلوط و ABI Step One Plusمدل  بادستگاه 

وسیله اندازهگیری تغییرات فلورسانس در زمانهای مختلف توسط دستگاه ترموسایکلر به زیذوب ن ی. منحن(2)جدول انجام شد

 رسم شد. 

 سیکل دمایی دستگاه ترموسایکلر : 2جدول

15 min 95 ℃ Step 1 

15 Sec 95 ℃ Step 2 

1 min 

1 min 

60 ℃ (B-actin,Cx43) 

64 ℃ (Bax) 

 

Step 3 

 

 

 . شد فراهم مختلف یهانمونه در ژن کی انیب اختلاف یکم محاسبه امکان ژن، انیب یساز یکم یهاروش از استفاده با

دیتای خروجی  مقدار تینها در واستفاده شد  است جینتا زیآنال روش نیترجیرا که( ΔΔCt) یاسهیمقا Ct روش ازبرای این کار 

(Fold Chain )دشویم محاسبه ریز رابطه قیطر از:                                                                                                                                                                                                                 

FC=2-ΔΔC                  

 آماری زیآنال-3

سپس در ادامه از آزمون  انجام شد و  SPSS v.20 نرم افزار یکطرفه توسط ANOVA افزارنرمبا استفاده از  یآمار یبررس   

داری استفاده شد. مقادیر بهصورت دقیق بیان شده و سطح معنیداری p< 0.05 در نظر یتعقیبی توکی جهت بررسی دقیق معن

 گرفته شد. 

 جینتا -4

 یسلول یتسم یو بررس MTT  تست

را  یسرتول یهاسلول یبقا زانیوابسته به دوز و زمان م یالگو کیدر  نینشان داد که دولوکست  MTT تستحاصل از  جینتا   

 شیافزا زین لیسلو مرگ زانیم ابد،ی شیافزاو زمان در معرض دارو بودن که هرچه غلظت دارو  یمعن نیبه ا دهد،یکاهش م

طور که در شکل 1 مشخص است در غلظتهای 30 و 60 میکروگرم/ میلیلیتر دولوکستین میزان زندهمانی سلولهمان. ابدییم

ها بهطور معنیداری نسبت به گروه کنترل کاهش یافته است )p≤0.01; p≤0.001(. دوز 15 میکروگرم/میلیلیتر در بازه زمانی 

48 ساعت بهعنوان دوز منتخب برای آزمایشهای بعدی انتخاب شد، زیرا موجب توقف 50 درصد رشد سلولها نسبت به کنترل 

)IC50( شده بود. نتایج نشان دهندهی تفاوت معنیدار میان دادههای گروههای تیماری با غلظت بالای دارو )30 و 60 

میکروگرم/ میلیلیتر دولوکستین( نسبت به گروه کنترل بود در حالیکه در دوزهای زیر 15 میکروگرم/ میلیلیتر )3/75و 7/5 

میکروگرم/ میلیلیتر دولوکستین( در 48 ساعت که زمان انتخابی جهت بررسی آپوپتوزیس و ارزیابی بیان ژن بود تغییر 

 معنیداری نسبت به کنترل مشاهده نشد p≥0.05  )شکل 1(.
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 ،24 یهازمان در ترلکن نمونه به نسبت نیدولوکست مختلف یهاغلظت با ماریت تحت یسرتول یهاسلول یمانزنده زانیم سهیمقا :1 شکل

 .ساعت 72 و 48

داری ندارد اما یساعت با نمونه شاهد تفاوت معن 24در زمان  تریلیلیم /کروگرمیم 15و  5/7، 75/3 یهاغلظت در هاسلول یمان زنده زانیم

در غلظتهای 30 و 60 میکروگرم/ میلیلیتر میزان زنده مانی بطور معنا داری کاهش یافته است. میزان زنده مانی سلولها در غلظت 3/75 

و 7/5 میکروگرم/ میلیلیتر در زمان 48 ساعت با نمونه کنترل تفاوت معنیداری ندارد اما در سایر غلظتها تفاوت معنیداری میان میزان 

زنده مانی سلولها با کنترل دیده شد. میزان زنده مانی سلولها در تمامی غلظتهای مورد مطالعه در زمان 72 ساعت با کنترل تغاوت 

.)p<0.001: *** p<0.01,  : **, : p<0.05*( معنیداری دارد 

 

 بررسی آپوپتو یس 

 . شد استفاده AnnexinV/ PI تیک از ن،یدولوکست یدارو توسط شده القا مرگ نوع یبررس یبرا پژوهش نیا در

 /کروگرمیم 15)دوز  IC50 گروه در نیدولوکست یدارو توسط شده القا یسلول مرگ که داد نشان یتومتریفلوسا زیآنال جینتا

 درصد 9/79 ساعت 48 از پس کنترل گروه در. است داشته شیافزا کنترل گروه به نسبتساعت تیمار  48(  در بازه تریلیلیم

که در یحال در .بودند شده یسنکروز دچار درصد  13/4 و یس آپوپتوز دچار درصد  99/15  کهیحال در بودند زنده هاسلول

گروه IC50 38/9  درصد سلولها پس از تیمار 48 ساعته زنده بودند و 57/7  درصد دچار آپوپتوزیس  و 3/48  درصد تحت 

 نکروزیس قرار گرفتند )شکل 2(.

 

 48 از پس کنترل نمونه در یسنکروز و یسآپوپتوز زانیم: A یتومتری.اآنالیز مرگ سلولی توسط کیت انکسین/پروپیدیوم یدید به روش فلوس :2 شکل

 آن ر،یتصاو از کدام هر در. ساعت 48 از پس نیدولوکست تریلیلیم / کروگرمیم 15 دوز با ماریت تحت نمونه در یسنکروز و یسآپوپتوز زانیم: B   ساعت

 یهاسلول نشانگر چپ سمت بالا قسمت.  دهندیم نشان را سالم و زنده یهاسلول دارند، قرار چپ سمت نییپا قسمت در که ییهاسلول از دسته

 Early مرحله یهاسلول نشانگر راست سمت نییپا قسمت و Late Apoptosis مرحله یهاسلول نشانگر راست سمت بالا قسمت شده، یسنکروز

Apoptosis باشدیم. 
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 RT-qPCRبررسی بیان ژن با روش 

 تـر یل یل ـیم / گـرم یل ـیم 15بـا غلظـت    مـار یتحـت ت  Cx43و  Bax ژن دو هـر  انی ـب زانیم که داد نشانارزیابی بیان ژن  جینتا

صورت معنیدار افزایش یافته است که بهترتیب این افزایش در ژن پروآپوپتوتیک Bax بهبا گروه کنترل  سهیدر مقا نیدولوکست

 با p≤0.01 و درمورد ژن Cx43 با p≤0.05 معنیدار بود )شکل 3(.

 

 یلیم / گرمیلیم 15 یانه مهاریم با غلظت ماریتحت ت TM4های در سلول Cx43 بیان ژن میزان: RT-qPCR .Aبه روش  ژن انیب یبررس :3 شکل

 .نیولوکستد تریل یلیم / گرمیلیم 15 میانه مهاری با غلظت ماریتحت ت TM4های در سلول  Bax: میزان بیان ژن B. نیدولوکست تریل

 حثب -5

 اقدام و توجه یطرف از. است شده آن از حاصل اثرات و یافسردگ زانیم شیافزا باعث افراد یزندگ سبک رییتغ و مدرن یایدن   

 و دارد ییبالا اریبس وعیش یعامل چند اختلال نیا. است داشته یریچشمگ شرفتیپ گذشته به نسبت اختلال نیا درمان جهت

مدت طولانی )حداقل یک تا سه ماه( است تا اثر درمانی دارو به یضدافسردگ یهاقرص مصرفآن  درمان یهااز راه یکی

مشخص شود، بنابراین عوارض حاصل از مصرف  طولانی مدت داروهای ضدافسردگی ممکن است اثرات منفی بر روند تولیدمثل 

گذاشته که غیرقابل اجتناب است )17( در نتیجه خطر ناباروری، یکی از عوارض مهم مصرف طولانی مدت برخی داروهای 

ضدافسردگی است که از طریق اعمال اثرات منفی بر سیستم تولیدمثلی و سلولهای جنسی ایجاد میشود )18(. طبق 

تحقیقات Gao و همکاران )19( در مورد تاثیر مواد شیمیایی بر سلولهای سرتولی نشان داده شده است، از آنجایی که زنده 

ماندن سلول سرتولی برای ایجاد و حفظ اسپرماتوژنز و باروری ضروری است، این ترکیبات از طریق القای استرس اکسیداتیو و 

مرگ سلولی در سلولهای سرتولی قادر به اعمال آسیب سلولی هستند که هم راستا با تحقیق حاضر بیانگر اهمیت سلولهای 
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محافظ سرتولی در حفظ تمامیت بافت بیضه است. در پژوهش حاضر نشان داده شد داروی دولوکستین هم راستا با پژوهش 

فوق بهعنوان یک داروی شیمیایی در یک الگوی وابسته به دوز و زمان بر کاهش میزان بقای سلولهای سرتولی تاثیرگذار است. 

در خصوص اثرات دلوکستین بر باروری مردان مغایر با یافته های حاصل از این پژوهش، Punjani و همکاران )20( دلوکستین 

را بر روی پارامترهای منی، قطعه قطعه شدن DNA و هورمونهای سرم مورد بررسی قرار دادند. آنها گزارش کردند 

دلوکستین و احتمالا سایر بازدارندگان بازجذب سروتونین نوراپی نفرین بهعنوان داروهای ایمن بدون اعمال آسیب چشمگیر در 

باروری مردان میتواند در درمان ضدافسردگی مورد استفاده قرار گیرد. یافتههای حاصل از این پژوهش نشان داد داروی 

دلوکستین در غلظت میانه مهاری قادر به راه اندازی مسیر سیگنالینگ آپوپتوزیس بوده و با توجه به نقش این سلولها در 

 پیشبرد فرایند سنتز اسپرم از این طریق قادر است بر فرایند اسپرماتوژنز نیز تاثیر منفی بگذارد.

و  یپروآپوپتوز گروهکه به دو  هستند یسآپوپتوز ندیدر فرا ریدرگ یهانیپروتئ نیترماز جمله مه Bcl-2خانواده  یهانیپروتئ

قرار دارد، با حفظ  یتوکندریم یخارج یکه اکثرا در غشا Bcl-2 ییغشا نیشوند. پروتئیم بندیطبقه یآپوپتوز یآنت

هستند که از  یسخانواده محرک آپوپتوز نیا یاز اعضا گرید یبرخ ی. از طرفشودیم یسآپوپتوز سرکوب باعث ،کم یرینفوذپذ

ها میتوان به Bim ،Bak ،Bax ،Bad و Bid اشاره کرد. )21-23(. بر اساس تحقیقات القای آپوپتوزیس نیپروتئ نیجمله ا

 در سلولهای سیستم تولید مثل یکی از مکانیسم های بالقوه القای ناباروری به شمار می رود )24(.   

های کلیدی توسط Saleem و همکاران )25( نشان میدهد که پس از درمان با داروی ضد افسردگی ولنافاکسین، افتهی 

 Wang .اسپرماتوزوئیدها، دست نخورده باقی مانده است، اما با کاهش تعداد اسپرمها باروری کاهش مییابد DNA یکپارچگی

و همکاران )26( گزارش کردند که دلوکستین بهعنوان یک بازدارنده انتخابی بازجذب سروتونین و نوراپی نفرین قادر است اثرات 

نوروپاتی محیطی القا شده توسط اکسالی پلاتین بهعنوان یک داروی شیمی درمانی بر پایه پلاتینیوم را مهار کند. آنها اثبات 

کردند دولوکستین از طریق مهار بیان سطوح p53، کاسپاز 3 و 9 و سطح Bax/Bcl2  در نورونها و در کل مسیرهای پیام 

رسانی مرتبط با p53 قادر به مهار اثرات اکسالی پلاتین هست. مطالعات نشان داده است دلوکستین در مدل موشی سرطان 

پانکراس نیز قادر به بهبود درد ناشی از سرطان است. اثبات شده است که دلوکستین این اثر را از طریق پیشبرد مسیر 

نورادرنرژیک نسبت به مسیر سروتونرژیک انجام میدهد در حالی که اثرات ضدتوموری خود را روی ادنوکارسینومای پانکراس 

بدون درگیری مسیر نورادرنرژیک وساطت می کند )27(. Lu و همکاران  )28( گزارش کردند دلوکستین آسیب عصب محیطی 

ناشی از داروی ضدسرطان پاکلی تاکسل را توسط مهار کلیواژ پلی ADP ریبوز پلیمراز و ژن سرکوبگر تومور p53 و تنظیم 

اعضای خانواده Bcl2 جهت سرکوب استرس اکسیداتیو و آپوپتوزیس مهار می کند. این نتایج دلوکستین را بهعنوان یک 

کاندید دارویی جدید در نوروپاتی القا شده توسط پاکلی تاکسل معرفی میکند. تحقیق حاضر نیز نشان میدهد دولوکستین از 

طریق افزایش بیان ژن پروآپوپتوتیک Bax موجب افزایش مرگ سلولهای سرتولی شده و کاهش بقای سلولهای سرتولی 

بههمراه افزایش میزان آپوپتوزیس در سلولهای سرتولی بهنوبه خود قادر است بر زندهمانی سلولهای دودمان اسپرماتژنیک 

 تاثیر داشته و از این طریق بر باروری مردان اثرگذار باشد.

و دودمان  یسرتول یهاسلول نیارتباط ب یبزرگسالان برا ضهیدر ب هانیشده توسط کانکس جادیا داراتصالات شکاف

بافت  در نیکانکس نیترو مهم نیتر( فراوانCx43) 43 نیکانکس(. 29،30)است  یاسپرماتوژنز ضرور ندیفرا یط کیاسپرماتوژن

 یطرف ازشود، یم یمنجر به آزواسپرم یسرتول یهاسلول در آن انیعدم وجود ب ایکاهش  نشان داده شده است است که ضهیب

نشان داده  ریمطالعات اخ (.31)در مردان نابارور همراه است  ضهیژن با استعداد ابتلا به سرطان ب نیا انیباز حد  شیب شیافزا

عنوان یک تنظیم کننده مهم در بلوغ و مورفولوژی سلولهای سرتولی در بافت بیضه نقش دارد، به 43 نیاست کانکس
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بهطوریکه آنالیز فراساختار هسته ای هسته سلولهای سرتولی نشان داد در موشهای ناک اوت کانکسین 43 سلولهای 

سرتولی بهصورت نابالغ و در حال تکثیر قابل مشاهده هستند )32(. Hollenbach و همکاران )33( نیز گزارش کردند 

کانکسین 43 بهعنوان یک پروتئین غالب دخیل در اتصالات شکافدار بیضه در طی فرایند اسپرماتوژنز آسیب دیده دارای بیان 

 تغییر یافته است. به علاوه این پروتئین نقش مهمی در تنظیم شکل گیری اتصالات در سدخونی بیضهای دارد.

 قاتیتحق. بر اساس است یسرتول یهاسلول نیدر اتصالات ب Cx43 نیکننده پروتئ انیژن ب نیترفراوان GJA1ژن  

Sridharan نقش (34) و همکاران CX43 های سرتولی بسیار مهم است و این پروتئین دارای اثرات کنترلکننده بر در سلول

تکثیر در ردههای سلولی است و میتواند تنظیم کننده اصلی تکثیر سلولهای سرتولی باشد. آنها نشان دادند غیرفعال شدن 

ژن بیان کننده این پروتئین )Gja1( در موشهای نر منجر  به عدم تولید اسپرم و در نهایت باعث ناباروری میشود. بنابراین، 

درک بهتر مکانیسم تنظیم رونویسی Cx43 در سلولهای سرتولی میتواند به تعریف بهتر نقش آن در برخی شرایط 

پاتوفیزیولوژیک کمک کند. در تحقیق انجام شده روی سلولهای سرتولی نیز مشاهده شد که داروی دولوکستین از طریق 

افزایش میزان ژن بیان کنندهی پروتئین Cx43 با افزایش ارتباطات بین سلولی قادر به ارائه سیگنال پیش برنده آپوپتوزیس به 

 سلولهای مجاور درون لوله سمینیفروس بافت بیضه است.

 یریگجهینت -6

عنوان دوز بازدارنده میانی در بازه زمانی 48 به نیدولوکست تریلیلیم / کروگرمیم 15با دوز  TM4 یسرتول یهاسلول ماریت   

ساعت، از طریق افزایش بیان ژنهای Cx43 و Bax باعث کاهش عملکرد سلولهای سرتولی میشود. با توجه به آنالیز 

فلوسایتومتری مرگ سلولی و نیز افزایش بیان Bax و Cx43 احتمالا دولوکستین از طریق افزایش آپوپتوزیس در سلولهای 

سرتولی و افزایش انتقال سیگنالهای القاکننده مرگ میتواند بهعنوان عامل مخل باروری بر اسپرماتوژنز تاثیر منفی داشته  

باشد. هرچند نتایج این تحقیق حاصل بررسی در شرایط in vitro میباشد، بهطور کامل نمیتواند معرف شرایط  in vivo باشد، 

از این رو برای اثبات نتایج حاصل از این تحقیق بایستی مکانیسم مولکولی تاثیر دلوکستین در سطح پروتئین نیز بررسی شده و 

 مطالعات دیگری در سطح پیش بالینی صورت گیرد.

  و قدردانی تشکر -7

وسیله از زحمات مسئولان و کارکنان محترم آزمایشگاه مرکزی دانشگاه خوارزمی تهران و مساعدت آزمایشگاه تحقیقاتی بدین   

 ژنیران و شرکت دانش بنیان ایده زیست نوترکیب و تمامی همکاران صمیمانه سپاسگزاری مینماییم.
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