
مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـي فسـا l سـال اول l شمـاره l 4 زمستان 1390
صفحه

journal.fums.ac.ir

206
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در بيضه موش صحرایی نر

مجتبی كشاورز1، محمد علی تخشيد2، عليرضا توسلی2، حسين كارگر جهرمی3، محمد حسن مشکی باف4*، یزدان حيدری1

1- گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، فارس، ایران.
2- مرکز تحقیقات فن آوری تشخیص آزمایشگاهی، دانشكده پیراپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي، شیراز، فارس، ایران.      

3- باشگاه پژوهشگران جوان، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، فارس، ایران.
4- گروه بیوشیمی، دانشگاه علوم پزشكي، فسا، فارس، ایران.   

چکيده

زمينه و هدف: سولفاسالازین دارویی است که در درمان برخی بیماری های التهابی از جمله بیماری های التهابی روده برای طولانی مدت به بیماران تجویز می شود. مصرف این دارو 
موجب بروز یک سری اثرات جانبی از جمله ایجاد عقیمی در مردان می گردد. بنابراین، در این مطالعه نقش ویتامین های E و C در پیشگیری از اثرات سولفاسالازین بر اسپرماتوژنز 

موش های صحرایی نر مورد مطالعه قرار گرفت. 

مواد و روش ها: موش های نر بالغ )200-150گرم( از نژاد ویستار به پنج گروه 8 تایی تقسیم شدند )گروه کنترل و چهار گروه تجربی(. موش ها در گروه های تجربی 1،2،3 و 
4 روزانه به مدت 14 روز متوالی سولفاسالازین )mg/kg 600( از طریق گاواژ دریافت کردند. همچنین  در این مدت موش های گروه  تجربی 2  علاوه بر سولفاسالازین روزانه 
mg/kg 20 ویتامین C وگروه تجربی 3 روزانه mg/kg 200 ویتامین E و گروه تجربی 4 روزانه mg/kg 20 ویتامین C  بعلاوه mg/kg 200 ویتامین E از طریق گاواژ دریافت 
کردند. موش های گروه کنترل فقط غذای معمول و آب دریافت نمودند. در پایان این دوره وزن بدن و نسبت وزن بیضه ها به وزن بدن اندازه گیری شد. همچنین، شمارش 
اسپرم، درصد اسپرم های زنده، مورفولوژي اسپرم ها، درصد تحرک اسپرم ها، کیفیت کروماتین، تولید روزانه اسپرم، مورفولوژي اسپرم ها، غلظت بافتی آنزیم مالون دی آلدهید 
اندازه گیري شد و همچنین بررسي بافت شناسي با میكروسكوپ نوري بر روي مقاطع بافتي بیضه انجام گردید. در پایان، نتایج توسط تست های آماری واریانس یک طرفه و 

دانكن در سطح p<0.05 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.

نتایج: نتایج نشان می دهد که مصرف سولفاسالازین بر وزن بدن، نسبت وزن بیضه به وزن بدن و غلظت سرمی هورمون تستوسترون اثر نداشته و کاهش معني داری دیده نشد، 
در حالي که بر روي سایر پارامترها شامل تحرک اسپرم، مورفولوژي اسپرم و سلول های بافت بیضه اثر گذاشته است و به اصطلاح کاهش معني داري در سطح p<0.05 ایجاد کرد. 
بیشترین اثر در گروه دریافت کننده  ترکیب ویتامین های E و C مشاهده گردید. ولی باعث کاهش معنی داری بر روی سایر پارامترها از قبیل شمارش اسپرم، درصد اسپرم های زنده، 

کیفیت کروماتین، تولید روزانه اسپرم و غلظت بافتی آنزیم مالون دی آلدهید شده است.

بحث: نتیجه این مطالعه نشان می دهد که سولفاسالازین با افزایش استرس اکسیداتیو موجب اختلال در فرآیند اسپرماتوژنز می شود و ویتامین های E و C با کاهش استرس اکسیداتیو 
موجب جلوگیري از آثار مخرب سولفاسالازین بر اسپرماتوژنز می گردد.

كلمات كليدی:  سولفاسالازین، ویتامين های E و C، اسپرماتوژنز

مقدمه 
  بررسی علل و عوامل ایجاد کننده ناباروری در مردان و چگونگی 
جلوگیری از ایجاد ناباروری در یک جامعه، کمک ارزنده به بیمارانی است 
که از ناباروری رنج می برند. سولفاسالازین دارویی است که برای درمان 
بیماری های التهابی روده مثل کولیت السراتیو و بیماری کرون و همچنین 
آرتریت روماتوئید مورد استفاده قرار می گیرند. این بیماری ها مزمن و عود 
کننده بوده و فرد بیمار بایستی برای تمام عمر از این دارو استفاده نماید که 
با توجه به اثرات جانبی خطراتی را به دنبال دارد، از جمله این مشكلات 
می توان به عقیمی در مردان اشاره نمود. سولفاسالازین از لحاظ ساختمانی 
از دو بخــش سـولفــاپیـریدین و 5 ـ آمینوسـالیسیلات تشكیـل شـده

است که توسط یک پیوند ازو به یكدیگر متصل هستند. بخش فعال دارو 
5 ـ آمینوسالیسیلات است و اثرات جانبی دارو مربوط به سولفاـ پیریدین 

است )1(.
در مطالعات متعددی نشان داده شده است که مصرف سولفاسالازین 
ممكن است موجب عقیمی در مردان گردد. لوی و همكاران برای اولین 
السراتیو نشان  اثر را در بیماران تحت درمان مبتلا به کولیت  بار این 
را  اسپرم غیر طبیعی  تات و همكاران  دادند )2(. در مطالعه دیگری 
در مایع منی بیماران تحت درمان با سولفاسالازین نشان دادند )3(. 
فوکوشیما و همكاران مكانیسم عقیمی القا شده توسط سولفاسالازین 
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قرار دادند )4( آن ها نشان دادند که تحرک اسپرم و  بررسی  را مورد 
واکنش اکروزوم که برای لقاح مهم می باشند توسط سولفاسالازین کاهش 
می یابد که نشان می دهد اثر سولفاسالازین در مرحله اسپرماتید و اپیدیمال 
است. در مطالعه ای که اخیراً انجام گردیده است نشان داده شده است که 
سولفاسالازین موجب کاهش تعداد اسپرماتید ها و درصد سلول های 
متحرک در بیضه می گردد. همچنین اختلالاتی در مورفولوژی اسپرم 
مثل اسپرم های بدون دم در دوز 600 میلي گرم در روز نشان داده 

شده است )4(. 
مكانیزم اثر سولفاسالازین در ایجاد عقیمی به خوبی مشخص نشده 
است. چندین مكانیسم در مورد اثر سولفاسالازین بر اسپرماتوژنز پیشنهاد 
شده است. یكی از مكانیزم هایی که پیشنهاد گردیده است القا استرس 
فعال  اکسیژن  انواع  تولید  موجب  که  داروهایی  می باشد،  اکسیداتیو 
می گردند، نقش مهمي در کاهش کمیت و کیفیت مایع منی دارند )4(. 
اکسیژن فعال موجب پراکسیداسیون لیپیدی اسیدهای چرب غشا سلولی 
شده و در نتیجه نفوذپذیری غشا سلولی را افزایش مي دهد که باعث 
عدم تحرک و مرگ اسپرم می گردد )5 و 6(. در مطالعه ای که اخیراً انجام 
شده است نشان داده شده است که سولفاسالازین فعالیت آنزیم های دفاع 
آنتی اکسیدانی بدن یعنی سوپر اکسید دیسموتاز و گلوتاتیون ردکتاز را 

کاهش می دهد )4(.
بر  که  اثراتی  و  سولفاسالازین  داروی  مزمن  مصرف  به  توجه  با 
عقیمی مردان می گذارد استفاده از موادی که بتواند از اثرات جانبی این 
دارو جلوگیری کند می تواند راهی برای رفع این مشكل باشد. با توجه 
به افزایش استرس اکسیداتیو توسط سولفاسالازین به نظر می رسد که 
ترکیبات آنتی اکسیدانت بتوانند در رفع اثرات جانبی این دارو موثر باشند. 
ویتامین E یا آلفاتوکوفرول ازجمله ترکیبات آنتی اکسیدان می باشد )7(. 
ویتامین E یک ویتامین محلول در چربي است که پاک کننده رادیكال های 
آزاد می باشد. یک مولكول توکوفرول به عنوان یک آنتي اکسیدان شكننده 
زنجیر می تواند دو رادیكال پروکسیل لیپید و در نتیجه دو واکنش بالقوه 
زنجیره ای پراکسیداسیون را مهار کند )8(. ویتامین C نیز از جمله ترکیبات 
آنتی اکسیدان است، این ویتامین محلول در آب است و در خنثی سازی 
رادیكال های آزاد و رفع استرس اکسیداتیو نقش دارد و علاوه بر پاک سازي 
رادیكال های آزاد موجب ورود مجدد آنتي اکسیدان های دیگر مانند ویتامین 

E و اورات ها به چرخه می شود )9(.
با توجه به مطالب عنوان شده هدف از مطالعه حاضر بررسی نقش 
حفاظتی ویتامین E و C بر آثار سولفاسالازین بر اسپرماتوژنز در موش های 

آزمایشگاهی می باشد.

مواد و روش ها
 در مطالعه تجربی حاضر، از 40 سر موش صحرایی نر بالغ از نژاد
ویستار با وزن 150 تا 200 گرم استفاده شد. حیوانات در خانه حیوانات  
واقع در دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم در شرایط استاندارد )12 ساعت 
نور، 12 ساعت تاریكی و دمای 2±22 درجه سانتی گراد( نگه داری شدند. 

این حیوانات به طور تصادفی در 5 گروه به شرح زیر قرار داده شدند:
گروه کنترل )C(: هیچ گونه دارویی دریافت نمی کردند و تمام شرایط 

نگهداری و تغذیه ی آن ها مشابه سایر گروه ها بود.

گروه تجربی اول )E1(: سولفاسالازین در دوز 600 میلي گرم در روز 
به ازاء کیلوگرم وزن بدن به صورت گاواژ و به مدت 14 روز دریافت کردند. 
انتخاب دوز با توجه به دوز مصرفی دارو و همچنین مطالعه قبلی که اثرات 
سولفاسالازین بر القا استرس اکسیداتیو عقیمی را مطالعه نموده است 

می باشد.
گروه تجربی دوم )E2(: علاوه بر سولفاسالازین در دوز 600 میلي گرم 
در روز به ازاء کیلوگرم وزن بدن ویتامین C در دوز 20 میلي گرم به ازاء 
کیلوگرم وزن بدن 15 دقیقه قبل از سولفاسالازین به صورت گاواژ دریافت 

کردند. 
گروه تجربی سوم )E3(: روزی یک بار سولفاسالازین در دوز 600 
میلي گرم در روز به ازاء کیلوگرم وزن بدن بعلاوه ویتامین E در دوز 200 
میلي گرم به ازاء کیلوگرم وزن بدن 15 دقیقه قبل از سولفاسالازین به 

صورت گاواژ دریافت کردند..
گروه تجربی چهارم )E4(: روزی یک بار سولفاسالازین در دوز 600 
میلي گرم در روز به ازاء کیلوگرم وزن بدن بعلاوه ویتامین E در دوز 200 
میلي گرم و ویتامین C در دوز 20 میلي گرم به ازاء کیلوگرم وزن بدن 
به صورت گاواژ دریافت کردند. ویتامین های  E و C، 15 دقیقه قبل از 
سولفاسالازین داده می شد. لازم به ذکر است که در حین انجام این مطالعه 
کلیه اصول اخلاقی کار با حیوانات بر اساس قانون حمایت از حیوانات 
)SPCA( که در سال 2006 در آمریكا به تصویب رسیده، مدنظر قرار 

گرفته شد.
1ـ وزن بدن و نسبت وزن بیضه ها به وزن بدن: وزن موش ها در روز 
اول و آخر آزمایش قبل از گاواژ با استفاده از ترازوي دیجیتال اندازه گیري 
و ثبت گردید. سپس با بی هوش کردن حیوان توسط اتر به طور مستقیم 
با سرنگ 5 سي سي از قلب آن ها خون گیری شد و پس از تهیه سرم در 

دمای 20-  درجه سانتي گراد نگهداری شد.
 در شرایط استریل با ایجاد شكافي در قسمت تحتاني شكم، بیضه های 
راست و چپ و اپیدیدیم راست آن ها خارج گردید. بیضه ها به صورت 
جداگانه با استفاده از ترازوي دیجیتال )سارتوریوس(، با دقت 0/0001 گرم 
وزن شدند. براي بررسي اثرات احتمالي دارو بر وزن بیضه ها، وزن به دست 
آمده، بر وزن بدن حیوان تقسیم و حاصل در عدد 100 ضرب گردید. بیضه 
راست تا شروع کار براي به دست آوردن میزان تولید روزانه اسپرم و آنزیم 
مالون دي آلدهید در دماي 20- درجه سانتی گراد منجمد گردید، بیضه 
چپ براي بررسي بافت شناسي در محلول فیكساتیوبوئن قرار داده شد.        
ناحیه  زنده: یک سانتی متر  اسپرماتوزوئیدهای  بررسی درصد  ـ   2
انتهایی اپیدیدیم را بلافاصله پس از خارج کردن از بدن با قیچی استریل 
برش داده و در محلول ایزوتونیک )4 میلي لیتر بافر فسفات سالین( قرار 
داده و توسط دستگاه هموژنایزر این بافت را هموژنیزه کرده و به مدت 5 
دقیقه در دمای 37 درجه سانتي گراد قرار می دهیم. این زمان جهت خروج 
کامل اسپرم ها از مجرا است. به کمک رنگ ائوزین ـ نگروزین و یک قطره از 
سوسپانسیون اسپرمي تهیه شده در مراحل فوق، اسمیر تهیه گردید. نظر 
به جذب رنگ توسط سیتوپلاسم سلول هاي مرده، گسترش تهیه شده با 
استفاده از میكروسكوپ نوري و بزرگ نمایي 40× مورد بررسي قرار گرفت 
و درصد اسپرم هاي زنده نسبت به تعداد کل اسپرم هاي موجود در میدان 

دید طي 10 مرتبه محاسبه گردید )9(.
3 ـ بررسي درصد تحرک اسپرم: قطره ای از سوسپانسیون اسپرمي 

بررسي خاصيت ضد اكسيداني ویتامين های E و C بر استرس اكسيداتيو ناشي از مصرف سولفاسالازین در بيضه موش صحرایی نر
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که در مرحله قبل بدست آمده را بر روي لام گذاشته، سپس در ادامه به 
کمک میكروسكوپ نوری دو چشمی ساخت شرکت Labomed آمریكا 
که مجهز به دوربین می باشد از 5 میدان میكروسكوپی با بزرگ نمایی 
40x فیلم برداری شد و با بازبینی این فیلم ها در رایانه حرکت اسپرم ها 

بررسی و میانگین این حرکت به عنوان درصد تحرک ثبت گردید.
4 ـ بررسی شمارش اسپرم: قطره ای )10 میكرولیتر( از سوسپانسیون 
اسپرمی که طي مراحل قبل به دست آمده را برداشته و روی لام نئوبار قرار 
می دهیم و تعداد کل اسپرم ها را در چهارخانه بزرگ لام )چهارخانه مربوط 
به شمارش گلبول های سفید( شمارش کرده و سپس میانگین تعداد 
اسپرم ها در یک خانه به دست می آوریم. در نهایت تعداد کل اسپرم های 
خارج شده از یک سانتی متر انتهایی مجرای اپیدیدیم را از فرمول زیر به 

دست می آوریم:
A=BC+D

A= تعداد کل اسپرم های خارج شده از یک سانتی متر مجرای اپیدیدیم
B= تعداد اسپرم های شمارش شده در 0/1 میلی متر مكعب از محلول )ابعاد یک 
خانه بزرگ عبارتست از 1 میلی متر طول، 1 میلی متر عرض و 0/1 میلی متر عمق، در 

نتیجه حجم محلولی که یک خانه بزرگ را پر می کند 0/1 میلی متر مكعب است(
C= فاکتور عمق 10 می باشد.

D= فاکتور رقت که 4000 می باشد چون اسپرم های موجود در 4 سی سی محلول 

بافر فسفات سالین انتشار یافتند.
5 ـ بررسي مورفولوژي اسپرم: براي بررسي مورفولوژي اسپرم قطره ای 
از سوسپانسیون اسپرمي که در مرحله قبل بدست آمده را بر روي لام 
گذاشته و اسمیري از آن تهیه گردید، سپس اسمیر در مخلوط اتر الكل 96 
درصد )1:1( تثبیت شد و با استفاده از رنگ آمیزي پاپانیكولا رنگ گردید و 

پس از خشک شدن توسط میكروسكوپ نوري مورد مطالعه قرار گرفت.
6 ـ بررسی کیفیت کروماتین اسپرم: براي بررسي کیفیت کروماتین 
اسپرم از رنگ آمیزي آنیلین بلو استفاده گردید در این رنگ آمیزي اسپرم های 
نابالغ به دلیل وجود هیستون زیاد به رنگ آبي در آمده و اسپرم های بالغ 
از رنگ آمیزي کمتري برخوردار می باشند. قطره ای از محیط کشت حاوي 
اسپرم را بر روي لام گذاشته سپس با لام دیگري اسمیر از آن تهیه شد. 
اسمیر در الكل 70 درصد تثبیت و در آخر رنگ آمیزي آنیلین بلو 5 درصد 
انجام شد. براي هر نمونه 100 اسپرم با بزرگ نمایی میكروسكوپ نوري 

بررسي و درصد اسپرم ها با رنگ گرفتگی کم و زیاد بیان گردید )5 و 9(.
7 ـ بررسی تولید روزانه اسپرم )DSP(: پس از خروج بیضه راست 
از انجماد و حذف کپسول آن، قطعه ای از پارانشیم بیضه توسط دستگاه 
هموژنایزر در سرعت کم به مدت 4 دقیقه در 2 میلي لیتر نرمال سالین 
هموژن گردید. از مایع حاصل از هموژنیزه شدن بیضه ها رقت 0/1 تهیه 
آنگاه به  نئوبار قرار داده شد.  از محلول حاصل بر روي لام  و قطره اي 
وسیله میكروسكوپ نوري و با بزرگ نمایي 40x تعداد اسپرم ها شمارش 
گردید. چون در موش صحرایی رشد اسپرماتوزوئیدها تقریباً 6/3 روز 
در حین اسپرماتوژنز طول مي کشد، بنابراین پس از محاسبه تعداد کل 
اسپرماتوزوئیدها، آن را بر عدد 6/3 تقسیم کرده تا میزان تولید در یک روز 

بدست آید )9(.
8 ـ بررسی میزان آنزیم مالون دی آلدهید در بافت بیضه: به کمک 
دستگاه اسپكتروفوتومتری )مدل Unico ساخت آمریكا( و با روش دارپر و 
هادلی و بر اساس واکنش با تری باربیتوریک اسید آنزیم مالون دی آلدهید 

اندازه گیري شد.

قطعه باقي مانده از بافت بیضه را در 6 سي سي محلول بافر فسفات 
هموژن قرار داده و سپس آن را در دستگاه هموژنایزر با دور کم و به 
مدت 4 دقیقه قرار می دهیم. سپس لوله حاوی سوسپانسیون حاصل )لوله 
آزمایش اول( را در دستگاه سانتریفیوژ با دور 1000 و به مدت 5 دقیقه قرار 
می دهیم. در ادامه 5 سی سی از این محلول را بر می داریم و وارد لوله دوم 
کرده و به آن 2/5 سی سی محلول تری کلرواستیک اسید اضافه می کنیم. 
لوله آزمایش شماره 2 را به مدت 15 دقیقه در آب جوش قرار می دهیم. 
پس از سرد شدن لوله دوباره در دور 1000 سانتریفیوژ شده و 2 سی سی 
از محلول رویی را برداشته و وارد لوله آزمایش سوم می کنیم. سپس به لوله 
شماره 3، یک سی سی محلول تری باربیتوریک اسید با غلظت 6/7 گرم 
در لیتر اضافه می کنیم و این لوله را برای مدت 15 دقیقه در آب جوش 
قرار می دهیم. پس از سرد شدن لوله، در طول موج 532 نانومتر غلظت 
آنزیم مالون دی آلدهید را به کمک دستگاه اسپكتروفوتومتری به دست 
می آوریم. غلظت آنزیم فوق به وسیله ضریب جذب کمپلكس مالون دی 
آلدهید تری باربیتوریک اسید که برابر با 1/56x105 به صورت نانوگرم در 

میلي گرم پروتئین است محاسبه می شود )10(.
9 ـ روش اندازه گیري هورمون تستوسترون: تستوسترون با استفاده 
از کیت الیزا )شرکت DRG آلمان( اندازه گیري گردید. به طور خلاصه 
نمونه ها در چاهک ریخته شده و سپس محلول تستوسترون و محلول 
آنتی تستوسترون اضافه شد و به مدت 90 دقیقه در 37 درجه سانتی گراد 
انكوبه گردید. چاهک ها سپس با آب دیونیزه شستشو شد و سوبسترا به 
هر چاهک افزوده شد و برای مدت 20 دقیقه انكوبه گردید. واکنش با 
افزودن محلول متوقف کننده، متوقف و جذب در طول موج 450 نانومتر 

اندازه گیري شد. 
10 ـ بررسی های بافتي بیضه: بیضه چپ قرار داده شده در فیكساتیو 
بوئن را از محلول خارج کرده سپس بافت با پارافین قالب گیري و با استفاده 
ازمیكروتوم مقاطع با ضخامت 5 میكرون تهیه و به روش هماتوکسیلین - 
ائوزین رنگ آمیزی گردید. لام هاي رنگ آمیزی شده با میكروسكوپ نوري 
و از لحاظ مشخصات زیر توسط فردی که از گروه بندی اطلاع ندارد بررسي 
اولیه، سرتولي،  اسپرماتوسیت  اسپرماتوگوني،  تعداد سلول های  گردید: 
لایدیگ، اسپرماتید، اسپرماتوزوئید. در هر نمونه 12 لوله اسپرم ساز با 
بزرگ نمایي 100× میكروسكوپ نوري بررسی گردید. اعداد به دست آمده 

به صورت میانگین تعداد سلول ها در هر لوله بیان گردید.
 SPSS تجزیه و تحلیل آماری: برای تحلیل داده ها از برنامه نرم افزاری
نسخه 16 و برای مقایسه گروه ها از آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه 
و تست دانكن استفاده شد. بر اساس تست دانكن اگر در هر گروه حداقل 
یک هدف مشترک وجود داشته باشد در این حالت اختلاف معنی داری 
وجود ندارد. مقدار p<0.05 به عنوان سطح معنی دار آماری در نظر گرفته 

شد. میانگین و انحراف معیار داده ها محاسبه شدند.

نتایج 
وزن  بیضه/  )وزن  بدن  وزن  به  بیضه ها  وزن  نسبت  و  بدن  وزن 

بدن × 100(
یافته های مربوط به وزن بدن و نسبت وزن بیضه ها به وزن بدن در 
جدول 1 نشان داده شده است. با توجه به این یافته ها و مقایسه میانگین 
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وزن بدن و همچنین میانگین تغییرات وزن بیضه های چپ و راست نسبت 
به وزن بدن نشان می دهد مصرف داروي سولفاسالازین و ویتامین های E و 
C باعث کاهش وزن در بین گروه های مختلف شده اما این کاهش اختلاف 

معني داري را نشان نمی دهد.

میانگین شمارش اسپرم: سولفاسالازین باعث کاهش معني دار تعداد 
اسپرم ها شده ولي ویتامین های E و C هر کدام به تنهایي و همچنین توأم 
با یكدیگر توانسته اند باعث افزایش معني داري در تعداد اسپرم ها نسبت به 

گروه کنترل شوند )جدول 2(.
 :)DSP( میانگین درصد اسپرماتوزوئیدهای زنده، تولید روزانه اسپرم 
و  زنده  اسپرماتوزئیدهاي  درصد  معني دار  کاهش  باعث  سولفاسالازین 
DSP شده است ولي ویتامین های E و C توأم بایكدیگر توانسته اند باعث 
افزایش معني دار درصد اسپرماتوزوئیدهاي زنده و DSP نسبت به گروه 
کنترل شوند )جدول 2(. همچنین آنالیز آماري از کاهش معني دار درصد 
اسپرم های زنده نسبت به تعداد کل اسپرم های موجود در میدان دید 

حكایت داشت )شكل 1(. 
افزایش  باعث  سولفاسالازین  اسپرم:  کروماتین  کیفیت  میانگین 
نابالغ نسبت به گروه کنترل شده است  معني دار تعداد اسپرم های 
ولي ویتامین های E و C هر کدام به تنهایي و همچنین توأم با یكدیگر 

به  نسبت  نابالغ  اسپرم های  تعداد  معني دار  کاهش  باعث  توانسته اند 
کاهش  از  آماري  آنالیز  همچنین   .)2 )جدول  شوند  کنترل  گروه 
گروه های  بین  گرفته  رنگ  زیاد  و  کم  اسپرم های  درصد  معني دار 

تجربي نسبت به گروه کنترل حكایت داشت )شكل 2(.
میانگین غلظت بافتي آنزیم مالون دي آلدهید: سولفاسالازین باعث 
افزایش معنی دار غلظت بافت آنزیم مالون دی آلدهید شده است در حالی 
که یک کاهش معنی دار در غلظت آنزیم در گروه سولفاسالازین توأم با 

ویتامین E و C مشاهده می شود )جدول 2(.
جدول  اساس  بر  تستوسترون:  هورمون  سرمي  غلظت  میانگین 
شماره 3 هیچ تغییر معنی داری در غلظت سرمی هورمون تستوسترون 
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مشاهده نشد.

شماره  جدول  طبق  اسپرم:  مورفولوژي  و  اسپرم  تحرک  درصد 
ویتامین E و C توأم  ولي  دار  معني  کاهش  باعث  سولفاسالازین   4
با یكدیگر باعث افزایش معني دار درصد تحرک اسپرم و مورفولوژي 
تحقیق  این  در  همچنین  شده اند.  کنترل  گروه  به  نسبت  اسپرم 
ناهنجاري از نوع پیچش دم اسپرم مشاهده شده و سایر ناهنجاری ها 

مشاهده نگردید )شكل 3(.

مشاهده   5 شماره  جدول  به  توجه  با  بیضه:  بافتي  بررسی های 
سلول های  تعداد  معني دار  کاهش  باعث  سولفاسالازین  که  می شود 
توأم   C و   E ویتامین  ولي  شده  لایدیگ  و  سرتولي  اسپرماتوگوني، 
سلول های  تعداد  در  معني دار  افزایش  باعث  توانسته اند  یكدیگر  با 
گروه  به  نسبت  لایدیگ  سلول های  و  سرتولي  اسپرماتوگوني، 
باعث  سولفاسالازین  که  می شود  مشاهده  همچنین  شوند.  کنترل 

مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـي فسـا l سـال اول l شمـاره l 4 زمستان 1390
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و  اسپرماتید  اولیه،  اسپرماتوسیت  تعداد سلول های  کاهش معني دار 
اسپرماتوزوئید شده است ولي ویتامین های E و C هر کدام به تنهایي و 

همچنین توأم با یكدیگر توانسته اند تعداد سلول های اسپرماتوسیت 
به طور  به گروه کنترل  را نسبت  اسپرماتوزوئید  و  اسپرماتید  اولیه، 

معني داري افزایش دهند )شكل 4(.

211صفحه
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بحث و نتيجه گيري
با توجه به مطالعات انجام شده مصرف سولفاسالازین و افزایش استرس 
اکسیداتیو )3( و در پی آن افزایش آنزیم مالون دی آلدهید که فرآورده 
نهایی پراکسیداسیون لیپیدی توسط گونه های فعال اکسیژن ROS است 
)7( می توان به این نتیجه رسید که تولید ROS باعث توقف سیكل سلولی 
و افزایش فرآیند آپوپتوز می شود که بدین ترتیب باعث کاهش تولید روزانه 

اسپرم و همچنین کاهش تعداد کلی اسپرم می شود )4، 11 و 12(. 
با توجه به این تحقیق و این مطلب که سولفاسالازین می تواند باعث 
تولید رادیكال آزاد )ROS( در سلول شود )13( می توان این استدلال 
بسیار حساس  بیضه که  آزاد در سلول های  رادیكال  تولید  آورد که  را 
هستند باعث از بین رفتن آن ها و کاهش وزن بیضه می شود؛ همچنین 
در مطالعات دیگر مشخص شد که تولید ROS باعث کاهش کمیت و 
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بررسي خاصيت ضد اكسيداني ویتامين های E و C بر استرس اكسيداتيو ناشي از مصرف سولفاسالازین در بيضه موش صحرایی نر

کیفیت مایع منی )4( و با افزایش دادن نفوذپذیری سلولی باعث از دست 
رفتن حیات اسپرم می شود )5 و 6(. به علاوه می توان گفت یكی از دلایل 
احتمالی آتروفی شدن بیضه ها عوامل ناشناخته است که در اسپرماتوژنز 
اختلال ایجاد می کنند، در نتیجه با کاهش تعداد سلول های جنسی کاهش 

وزن بیضه ها نیز اتفاق می افتد. 
طبق مطالعات دیگر مشخص شده که ROS از دو منبع متفاوت در 
مایع اسپرمی بنام های سلول های اسپرماتوزوئید آسیب دیده و گلبول های 
 ،DNA سفید فعال تولید می شود که مقادیر بالاي آن با اختلال در ساختار
کاهش درصد اسپرم های زنده و عدم اتصال اسپرم به سطح تخمک باعث 

ناباروري در مردان مي شود )14 و 15(.
مطالعات کوبایاشي و همكارانش در سال 2001 نشان داد که یک 
کاهش مستمر در تعداد سلول های اسپرم زنده و فعال در ارتباط با افزایش 
مقدار ROS وجود دارد )2(. چون باعث افزایش مقدار آنزیم مالون دي 
آلدهید و در نتیجه اختلال در نظم و فعالیت غشاء سلولي می شود به 
طوري که روندهاي انتقال یوني و گرادیان غلظتي یون ها دردو طرف غشا 

و همچنین انتقال پیامبرهاي شیمیایي نیز مختل می گردد )15 و 16(. 
اسپرم نسبت به اکسیژن حاصل از پراکسیداسیون چربی حساس بوده 
به طوری که این امر موجب تخریب غشاء و کاهش باروری آن می گردد 
)14 و 17(. مطالعات نشان می دهد که گونه های فعال اکسیژن تولید 
شده توسط لكوسیت و یا اسپرماتوزوئید در مردان عقیم اثرات مهلكی 
بر فعالیت اسپرم دارند. پراکسیداسیون چربی موجب ناهنجاری در قطعه 

میانی اسپرم و از دست دادن ظرفیت آکروزوم در لقاح می گردد )18(. 
غشاء  ساختار  درون  به  نفوذ  با  آلدهید  دي  مالون  مولكول های   
سلول موجب عدم تقارن در توزیع اجزاء لیپیدي غشاء می شود، علاوه 
بر این با ایجاد پیوندهاي محكم با DNA سلول، موجب بروز صدمات و 
شكستگی هایی در کروموزوم می شود )16 و 19(. همچنین وجود رابطه 
معكوس بین غلظت MDA و میزان چسبندگي اسپرم به سلول تخمک 
توسط ایتكن و همكارانش در سال 1988 به اثبات رسیده است؛ بنابراین 
وجود ROS و مالون دي آلدهید باعث کاهش کیفیت اسپرم می شود که 
این حالت با مصرف سولفاسالازین و ایجاد استرس اکسیداتیو مشاهده 

می شود )14، 16 و 19(.
 با توجه به این تحقیقات و همچنین نشریه ای که توسط مرکز 
»کنترل و محافظت بیماری ها« انتشار یافته و بیان کرده مواد شیمیایی 
آزاد  رادیكال های  تولید  با   )EDC( اندوکرین  سیستم  اختلال گر 
)ROS( قادر به اعمال آسیب های اکسیداتیو به مولكول های زیستی از 
قبیل DNA و پروتئین هستند )13(، احتمال می رود سولفاسالازین 
خصوصاً  بیضه  بافت  در  جهش  و   )ROS( آزاد  رادیكال  ایجاد  با 
سلول های حساس اسپرماتوگونی، اسپرماتوسیت اولیه، اسپرماتید و 
اسپرماتوزوئید باعث آسیب جدی و از بین رفتن این سلول ها شود از 
طرفی با توجه به این که در این پژوهش احتمالاً سولفاسالازین باعث 
کاهش هورمون تستوسترون )این کاهش معنی دار نبوده است( شده 

احتمال کاهش سلول های زایا وجود دارد. 
به همین خاطر احتمال آسیب و از بین رفتن سلول های بینابینی و 
سرتولی از این طریق نیز وجود دارد. همچنین عملكرد سلول های بینابینی 

تحت تأثیر سلول های سرتولی نیز قرار دارد )12(. 
ویتامین E یا آلفاتوکوفرول به علت حلالیت در چربي می تواند مانع 
از اثرات تخریبي ROS بر روي پارامترهاي اسپرم شود )18(. چون یک 
مولكول توکوفرول به عنوان یک آنتی اکسیدان شكننده زنجیره می تواند 
دو رادیكال پروکسیل لیپید و در نتیجه دو واکنش بالقوه زنجیره ای پر 

اکسیداسیون را مهار کند )8 و 20(.
آنتی اکسیدان محلول در آب  یا اسكوربیک اسید یک   C ویتامین
می باشد که علاوه بر پاک سازی رادیكال های آزاد ROS  موجب ورود 
مجدد آنتی اکسیدان های دیگر مانند ویتامین E و اورات به چرخه می شود 
)9(. بنابراین، این احتمال وجود دارد که مصرف هر دو آنتی اکسیدان فوق 

می تواند از اثرات جانبی سولفاسالازین جلوگیری کند.

تشکر و قدردانی
بخش  محترم  پرسنل  از  را  مراتب سپاس خود  مقاله  نویسندگان 

تحقیقات دانشگاه آزاد واحد جهرم اعلام می دارند.
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Abstract

Background & Objective: Sulfasalazine (SASP) is a drug used for the treatment of inflammatory bowel diseases. SASP 
causes testicular damage. The aim of this study was to verify whether or not an additional supply of vitamin E or C or 
together prevent the toxic effect of SASP on the rat spermatogenesis. 

Materials & methods: Adult male wistar rats (150-200 gr) were divided into five groups (n=8) control and four experiment-
al groups. The experimental groups were treated with SASP )600 mg/kg/day by gavage feeding ( for 14 successive days. 
Additionally the experimental group 2 were treated with the vitamin C )20 mg/kg/body weight/daily(, the experimental 
group 3 received vitamins E )200 mg/kg body weight/daily( and  the experimental group 4 received daily vitamin C and 
vitamin E  20 and 200 mg/kg body weight, respectively  through the same root. At the end of the experimental period the  
mean body weight growth and the ratio  between  body and testis weight were calculated and compared with the control 
groups, Spermatogenesis Parameters such as, daily Sperm count, percent of motility, viability, Daily sperm production 
)DSP(, testicular histopathology, serum testosterone levels and the level of Malondialehyde )MDA( were evaluated. The 
data were analyzed using Danken and one way variance test and the P≤ 0.05 were considered significant.

Results: Sperm count, percent of motility, viability and DSP were decreased in SASP treated animals. A significant decrease 
in the number of sertoli cells, Leydig cells, spermatogonia and spermatid were seen in the testis of SASP treated animals. 
The level of MDA was increased in the SASP treated group. However, Co-administration of vitamin E and C with SASP 
reduced the level of MDA and deleterious effects of SASP on the sperm parameters and testicular histology. Finally, the 
Co-administration of vitamin E and C had the most protective effects when compared with the control groups. 

Conclusion: The results suggested that additional supply of vitamin E and C protect against SASP–induced oxidative stress 
in the rat testis.

Keywords:  Sulfasalazine,Vitamin C and E, Spermatogenesis
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