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: بررسي تغييرات استرس اكسيداتيو ناشي از تيمارهاي جيوه و نيكوتين دراسپرم گاو
  تعديل توسط منگنز و آلبومين

  

  . 2(.Ph.D )، احمدعلي محمدپور 1(.Ph.D )مهران عربي 
  .، ايران شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم پايه،شناسي گروه زيستاستاديار،  -1
  .، ايران شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده دامپزشكي،م پايهگروه علواستاديار،  – 2
  

  
  

  
  

ينـد اسـترس اكـسيداتيو يـا افـزايش      آكنـد، فر   شاخص در نابـاروري مـردان ايفـاء مـي      ييكي از عوامل مهمي كه نقش      :زمينه و هدف  
در پـژوهش  . گـذارد  ل افراد بر جـاي مـي   كه در بيشتر موارد اثرات منفي بر روند توليدمثاستهاي آزاد در محيط      غيرطبيعي راديكال 

به عنوان يون فلزي با توزيع فـراوان در         ) µM1200 و µM600(نيز تغييرات احتمالي استرس اكسيداتيو ناشي از اثرات جيوه           حاضر
بـر سـاختار بيوشـيميايي غـشاء         در محـيط آزمايـشگاه    به عنوان يك آلكالوييـد مهـم در دود سـيگار،            ) µM75 /0(محيط و نيكوتين    

در حـضور و  هاي اسـپرم گـاو       ، قدرت تحرك و واكنش آكروزومي سلول      )GSH(، ميزان گلوتاتيون     )LPO ،پراكسيداسيون چربيها (
   .بررسي گرديد) BSA ( گاوم سرمنگنز و آلبومينتركيبات بدون حضور 

. ه در محيط انجـام شـد       توليد شد  MDAسنجش ميزان پراكسيداسيون چربي هاي غشاء به كمك اندازه گيري غلظت             :  بررسي روش
 احياء شده، و واكنش آكروزومي نيز با بـه كـارگيري روش هـضم               DTNBبا اندازه گيري ميزان   ) GSH(غلظت گلوتاتيون احياء شده     

اتـاق   و در حـرارت   كنتراسـت درصد سلول هاي متحرك و غيرمتحرك به كمك ميكروسكوپ فـاز         . ژلاتين مورد سنجش قرار گرفتند    
با استفاده از آزمون و  SPSS به كمك نرم افزارارزيابي آماري .ا فواصل زماني يك ساعته، شمارش گرديدند دقيقه و ب120 مدت طي

t 05/0مقدار. انجام گرفتp<معني دار در نظرگرفته شد  نيز از نظرآماري .    
. محـيط حـاوي اسـپرم گرديـد       ) >LPO) 01/0pداري در ميزان      اين پژوهش افزودن جيوه و نيكوتين موجب افزايش معني         در :نتايج

) در فواصل زمـاني مختلـف     (، قدرت تحرك    GSHداري در ميزان غلظت      علاوه بر اين، تيمارهاي جيوه و نيكوتين موجب كاهش معني         
آلبـومين باعـث     منگنـز و تركيباتدر مقابل، كاربرد . هاي گاو گرديدند اسپرم) ها كاهش درصد هاله  (هاي آكروزومي    و درصد واكنش  

 آلبومين  با توجه به اين نتايج    . تر عمل نمود   برتر و با نتايج مطلوب    يون  در اين قسمت منگنز به عنوان       . سازي اين روندها شد    معكوس
سـازي هـر چـه بيـشتر         هاي فلزي واجد خاصيت پرواكـسيداني گرديـده، كـه نتيجـه آن نـاتوان               هاي زياد از يون    در همراهي با غلظت   

و كـاهش در ميـزان قـدرت تحـرك در     ) >001/0p(واكـنش آكروزومـي   ، كـاهش  >p)GSH) 01/0 و كـاهش    LPOافـزايش (اسپرمها  
  . بود )فواصل زماني مختلف

 اثـرات خـود را از       ، و ايـن دو    باشند  مي جيوه و نيكوتين قادر به القاء ناباروري در اسپرم           مطالعه حاضر نتايج  براساس   :گيري  نتيجه
علاوه . كنند ، اعمال ميتحركزيولوژيكي اسپرم نظير ساختار غشاء و ميزان قدرت بيوشيميايي وفيپارامترهاي طريق تغيير در برخي 

اي در نظر گرفت كه گاه پس از كـاربرد، اثـرات ناخواسـته و                 به عنوان تيغ دو لبه    توان    ميرا  ) ومينبه ويژه آلب  (اكسيدانها   آنتيبر اين   
   .دهد منفي از خود بروز مي

  

مواد تحرك اسپرم، واكنش آكروزومي، گلوتاتيون، استرس اكسيداتيو، ن، منگنز، آلبومين، جيوه، نيكوتي ،اسپرم : واژگانكليد
  .اكسيدان آنتي

  

  . ، ايرانشهركرد ،115صندوق پستي ، شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه شهركرد دكتر مهران عربي، گروه زيست : مكاتبهمسئول
      mehranarabi@hotmail.com :پست الكترونيك
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154  84بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

   زمينه و هدف
ينـد اسـترس    آناباروري مردان فر  در  يكي از عوامل مهم     

 كه در بيشتر موارد، اثرات منفـي         است OS(1( اكسيداتيو
). 1(گـذارد    روند توليدمثل افراد بر جاي مـي      گامتها و   بر  

 توليـد و    سرعت كه   كند  زماني بروز مي   ،اين نوع استرس  
از تـر    بـيش ) ROS( 2هـاي آزاد اكـسيژن      راديكـال  ةعرض

. سرعت دفـع آن از محـيط درون و بـرون سـلول باشـد             
  بنابراين تمامي موجودات زنـده هـوازي بـا پارادوكـسي           

   يعنـي از    هـستند؛ روبـرو   ) O2(به نام اكسيژن مولكـولي      
طي روند   و از سوي ديگر      اكسيژن نياز دارند  يك سو به    
ــترس  ــسيداتيواسـ ــواع  ،اكـ ــال  ROSانـ ــر راديكـ  نظيـ

O2(وپراكـــسيد و آنيـــون س) OH(هيدروكـــسيل 
 بـــر) -

و بقــاء  شــتهدامنفــي  ثيرأعملكــرد و ســاختار ســلولها تــ
  .دهد معرض خطر قرار مي موجود زنده را در

سـازي    خنثي با هدف  3اكسيدان امروزه كاربرد مواد آنتي   
ROS   كاهش اثرات منفـي ناشـي از         وOS      بـر سـلولها و 
اسـپرم  . داردمحققان بسياري قرار     هاي بدن مدنظر   بافت

اكـسيدانها در    دارا بـودن مقـادير كمـي از آنتـي         به علـت    
كــاهش سيتوپلاســم در طــي رونــد  (سيتوپلاســم خــود 

ــپرماتوژنز ــستم )اسـ ــه سيـ ــسته بـ ــسيار وابـ ــاي  ، بـ هـ
 و  اسـت اكسيداني موجود در پلاسـماي مـايع منـي           آنتي

چنانچه به هر علتي نظير شستـشو، ايـن بخـش از مـايع              
هـاي    يبآسمني از آن جدا شود، اسپرمها بسيار مستعد         

  ). 1-5(خواهند شد اكسيداتيو 
  پراكـسيداسيون   در سلول هـا، OSيكي از تظاهرات مهم 

  اي  ه كـه بـه عنـوان پديـد        اسـت   LPO(4 (غـشاء ليپيدهاي  
   چـرب   هاي غني از اسيدهاي      سلول   در تمامي   فيزيولوژي
   شـامل    هـا    واكـنش    و از مجموعـه     دهـد   مي  ، رخ  غيراشباع
   در اسـيدهاي     دوگانـه    پيونـدهاي   مجدد   و تشكيل   تخريب
 موجب تخريب   LPOروند  . شود   مي  غشايي تشكيل چرب  

                                                           
1- Oxidative Stress  
2- Reactive Oxygen Species 
3- Antioxidants 
4- Lipid Peroxidation  

هـاي   ساختار غشاء، كاهش قدرت تحـرك، مهـار فعاليـت         
 اســپرم DNAايجــاد شكــستگي در ســاختار  آنزيمــي، و

در بيشتر موارد، اين قبيل تغييـرات     . )1،2،4،6،7 (شود مي
  ).  1،7،8(بود همراه با ايجاد ناباروري در افراد خواهد 

فعاليـت  بـراي   عنوان يون فلزي كميـاب       به ) +Mn2(منگنز
 سوپراكـــسيد ديـــسموتاز ميتوكنـــدري و نيـــز آنـــزيم

 هاي هيدرولاز و كربوكـسيلاز سـلولي       سازي آنزيم  عالف
برخـــي   در برخـــورد بـــامنگنـــز) 9(ضـــروري اســـت 

ــال ــون  راديك ــر آني ــاي آزاد نظي ــمن   ه ــسايد ض   سوپراك
 گـردد  ث حذف اين راديكـال مـي      باع  +Mn3تبديل شدن به  

آلبومين نيز به عنوان پروتئين كوچـك موجـود در           ).10(
  ي  هـاي فلـز    يـون  و با عمل كلاتوري خـود،        سمينالمايع  
هـاي پراكـسيداسيون       واكـنش    و گسترش    پيشرفت  عامل

 Kankoferتحقيـق   .)11(نمايد  و حذف مي  جذب  را  سلولي  
اكسيداني  آنتي يها و همكاران نشان داد كه وجود فعاليت

موجـب مهـار رونـد       بسمينال اس ـ در مايع   )نوع آنزيمي (
  .)12(شود  غشايي مي و توقف پراكسيداسيون ROSتوليد

  استرس اكسيداتيو  القاء  با توجه به مطالب فوق و اهميت        
هاي فلزي و ديگر تركيبات شـيميايي آلاينـده          توسط يون 

محيط كه موجـب بـسياري از اخـتلالات بيوشـيميايي و             
هدف اين مطالعه بررسي گردد،  ها مي لكردي در سلولعم

كلريـد جيـوه و     افـزودن   اثرات منفـي احتمـالي ناشـي از         
نيكوتين بـر عملكـرد اسـپرم گـاو، بـه عنـوان يـك مـدل                 

منگنز وآلبومين در تعديل تركيبات جانوري و ميان كنش 
  . باشد مي in vitroاين اثرات در شرايط 

  
  روش بررسي

در ايـن    :هـاي اسـپرمي    ازي نمونـه  جمع آوري و آماده س ـ    
 انزال يافته گاو نـژاد      هاي  ها روي اسپرم   تحقيق، آزمايش 

سمينال بدين منظور دوازده نمونه . شدانجام  5هولشتاين
از مركـز   به كمك روش واژن مصنوعي،      )  خالص سيمن(

ســــازمان  اصــــلاح نــــژاد دام و تلقــــيح مــــصنوعي

                                                           
5- Holstein 
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 از  جهادكشاورزي، روستاي كبوترآباد، شهرستان زيـار     
هـاي مـذكور بـه       نمونـه . گرديد تهيهتوابع شهر اصفهان    

سرعت و در يك فلاسك حاوي يخ، به محـل آزمايـشگاه            
فيزيولوژي جانوري در دانشگاه شهركرد منتقـل شـد و          

 g8/0:شـامل ( 1پس از شستشو با محلول رينگـر تـايرود        
NaCl،g 02/0 KCl،g02/0 CaCl2، g 1/0 NaHCO3، g 

005/0 NaH2PO4، g 01/0MgCl2، g1/0  ،گلــــوكزg5/0 
Hepes در ml100  دو بـار  )  آب مقطر دو بار تقطير شـده

 تـا  گرديـد )  دقيقـه 5، هر بار بـه مـدت       g500(سانتريفوژ  
در نهايــت . از اســپرم تفكيــك گــردد النيســمپلاســماي 

رسوب اسپرمي حاصله به چهار بخش مساوي تقسيم و         
حـداقل مقـدار رينگـر تـايرود         به صـورت حـل شـده در       

مراحل بعدي پژوهش مـورد      در) پانسيون سلولي سوس(
  .  گرفتند استفاده قرار

بـه ايـن    : هـاي غـشاء    ليپيـد سنجش ميزان پراكسيداسيون    
دهنــده بــا اســيد  منظــور مقــدار توليــد تركيبــات واكــنش

 ، در3 از جمله مالونـدي آلدئيـد  TBA(2 (تيوباربي تيوريك 
 مخلوط واكنش. شدگيري  اندازه،  حاوي اسپرم گاو محيط

، بـا يـا     TBA %2/1 شامل نمونـه اسـپرمي، محلـول آبـي        
اكسيدانها بود كه به     هاي فلزي، نيكوتين و آنتي     بدون يون 

ــدت  ــه در 90مـ ــاي  دقيقـ ــدند  C37 °دمـ ــه شـ   . انكوبـ
ــا    ــنش، و درانتهـ ــوط واكـ ــرارت دادن مخلـ ــس از حـ پـ

 MDA+TBAســانتريفوژ كــردن، مقــدارغلظت مجموعــه 
تـرين   ي سطحي محيط يا ميزان جذب نور      در .تشكيل شد 

 بـا كمـك     nm532مخلوط واكنش، در طـول مـوج         لايه از 
روش طيف سنجي نـوري سـنجيده شـد و واحـد نهـايي              

، در نظرگرفته n moles MDA/mg protein/min براي آن
در اين پژوهش جهت نشان دادن فعاليت ويـژه          .)13(شد  

هاي بيوشـيميايي، واحـدهاي مربوطـه در ميـزان            واكنش
) گـرم   برحسب ميلي (هاي اسپرمي     ونهمحتوي پروتئين نم  

   . بيان گرديدند

                                                           
1- Tyrode’s ringer 
2- Thiobarbituric acid 
3- Malondialdehyde (MDA) 

به منظـور تعيـين ميـزان       : تعيين ميزان واكنش آكروزومي   
هاي آكروزومـي انجـام شـده در شـرايط           درصد واكنش 

اسـتفاده شـد     4مختلف از روش آزمـايش هـضم ژلاتـين        
در اين روش لامها پس از شستشو با الكل به مدت           ). 14(

و سـپس يـك لايـه        ندي شد دو ساعت در يخچال نگهدار    
ــازك  ــين ) µl100(نـ ــول ژلاتـ ــان %5/2از محلـ  روي آنـ

در مرحله بعد لامها به مدت يك شـب         . گسترش داده شد  
صـبح روز   .  گلوتارآلدئيد تثبيت گرديد   %05/0در محلول   

بعد يك شستشوي كامل به وسيله آب مقطر جهت حذف          
مازاد گلوتارآلدئيد روي لامها به عمل آمـد و سـپس بـه             

هاي اسپرمي به سطح آنان اضـافه         از نمونه  µl50ان  ميز
 سـاعت در  24گرديد و در انتهاي اين بخش، لامها بـراي       

.  نگهداري شـدند C39 °درون يك اتاقك مرطوب با دماي 
 5پس از انقضاي اين مدت، لامها بـا رنـگ كوماسـي آبـي         

 و به كمك ميكروسكوپ نوري معمولي       ندآميزي شد  رنگ
عداد و درصد نقاط روشن اطـراف       ت) 400با بزرگنمايي   (

هاي هضم ژلاتـين توسـط       محل (6ها سر اسپرمها يا هاله   
  .ثبت گرديد) هاي آزاد شده از آكروزوم آنزيم
اين : هاي سولفيدريل غيرپروتئيني   گيري ميزان گروه   اندازه
اكسيداني غيرآنزيمـي    ها به عنوان يك سيستم آنتي      گروه

ــان%90در درون اســپرم، كــه در حــدود  ــاتيون  آن  گلوت
هاي اسپرم هومـوژن      است، در نمونه   )GSH(احياء شده   

، به مدت   RPM 250-300به كمك هوموژنايزر با     ( 7شده
، با يا بدون يـون فلـزي و نيكـوتين، و نيـز              ) ثانيه 30-20

  و بـا   )  دقيقـه  90بـا زمـان انكوباسـيون       (اكـسيدانها    آنتي
 به عنوان معرف به انجـام رسـيد و          DTNBبه كارگيري   

، در µmoles-SH/mg protein/minد نهـايي بـراي آن  واح
  .)15(نظر گرفته شد 

 ايـن بررسـي، تعـداد و    بـراي : بررسي قدرت تحرك اسپرم 
هـاي   هاي متحـرك و غيرمتحـرك درمحـيط      درصد سلول 

، و در حرارت    تراستنكمتفاوت به كمك ميكروسكوپ فاز    
                                                           
4- Gelatin digestion test 
5- Commasie blue 
6- Halos 
7- Homogenated sperm samples 
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 دقيقه و با فواصل زماني يـك سـاعت،          120اتاق، به مدت    
بنــدي   نــوع و درجــه،در ايــن مرحلــه. رديدنــدشــمارش گ

حركت اسپرمها مد نظـر نبـود و هـر اسـپرم بـا فعاليـت                
حركتي مشخص در ميدان ديد به عنوان سـلول متحـرك           

هـاي فاقـد حركـت در قبـل و پـس از              اسـپرم . ثبت گرديد 
هاي غيرمتحرك    نيكوتين و جيوه به عنوان سلول      افزودن

  ).16(ند در نظر گرفته شد) غيرفعال يا مرده(
ــت ــوتين و   غلظـ ــوه، نيكـ ــتفاده از جيـ ــورد اسـ ــاي مـ هـ

در پژوهش حاضـر، اثـرات كلريـد جيـوه          : اكسيدانها آنتي
)HgCl2 ( هاي   با غلظتµM600 و µM1200     و نيكوتين بـا 

 گاو را در ميانكنش با        بر عملكرد اسپرم   mM75/0غلظت  
 و آلبـومين    mM1/0بـا غلظـت     ) MnCl2(منگنـز   تركيبات  

   .نموديم بررسي%  1با غلظت   )(BSAسرم گاوي 
كليه مـواد شـيميايي مـورد       : مواد شيميايي و آناليز آماري    

  . شـد  تهيه و خريداري    آلمان Merck ةاستفاده از كارخان  
در آب مقطر دو  (PBSهاي مورد استفاده به كمك    محلول

  . تهيه شدند) بار تقطير
، روش )(SPSS  version 11.0نرم افـزار  گيري از با بهره

بـه  . مـورد اسـتفاده قرارگرفـت   Student’s t-test ماري آ
هــاي تجربــي  هــاي گــروه كمــك ايــن روش ميــانگين داده

مقـدار  . مقايـسه گرديـد   ) كنتـرل (با گـروه شـاهد      ) تيمار(
05/0p<گرفته شد دار در نظر ، از نظرآماري معني .  
  

  نتايج
هاي حاصل     در مورد ميانگين داده     t-testآزمون آماري   

 MDA يا تعيـين غلظـت       LPOنجش ميزان   از آزمايش س  
اي، نـشان داد كـه        دقيقه 90بعد از يك دوره انكوباسيون      

و نيكـــوتين ) 1200 وµM600( كلريـــد جيـــوه افـــزودن
)mM75/0 (       داري در   موجب افزايش قابل توجـه و معنـي

 محيط در مقايسه بـا      MDA+TBAميزان توليد كمپلكس    
  ، )يدانهااكـس  بـدون جيـوه، نيكـوتين و آنتـي        (گروه شاهد   

) >01/0p (%07/29 و   88/34 ،   74/26به ترتيب به ميزان     
هـاي   اكـسيدان   آنتـي  افـزودن ). 1شـمارة   جـدول   (گرديد  

منگنز و آلبومين به محـيط حـاوي اسـپرم گـاو موجـب               
  يعني LPO توليد محصول مهم روند  دردار كاهش معني

MDAگرديد  .  
هـاي   هنكته قابل توجه در اين ميان اثر آلبـومين در نمون ـ   

   جيـوه بـود كـه       µM1200 اسپرمي تيمار شده با غلظـت       
 محــيط MDAكاهــشي در ميــزان توليــد باعــث نــه تنهــا 
 MDA بلكه موجـب افزايـشي نـسبي در مقـادير            ؛نگرديد
  در اين قـسمت از آزمايـشها، جيـوه         ). %76/7(د  شمحيط  

 MDAبــه صــورت وابــسته بــه دوز در پيــشبرد توليــد 
  ). 1شمارة جدول (محيط وارد عمل گرديد 

 مقادير ثبت شده مربوط به تـاثير جيـوه    2  شمارة جدول
 موجود در   (GSH)هاي تيولي    و نيكوتين بر ميزان گروه    

با زمـان انكوباسـيون     (هاي گاو    هاي حاوي اسپرم   محيط
از نظـر آمـاري مـشخص       . دهـد   را نـشان مـي    )  دقيقه 90

ــوه و نيكــوتين، كــاهش    ــد كــه پــس از كــاربرد جي گردي
هاي حاوي اسپرم گاو     محيط GSHغلظت   در   يدار معني

، %79/22پديد آمد كه ايـن كـاهش بـه ترتيـب بـه ميـزان                

  در نمونه هاي اسپرم گاو تيمار شده با جيوه و نيكوتين ) پراكسيداسيون چربي ها(ليد شده   تو MDA ميزانمقايسه -1جدول 
 )BSA(با يا بدون منگنز و آلبومين 

n moles MDA/mg protein/min  
M ±SD 

  نيكوتين
mM 75/0 

  كلريد جيوه
µM  1200 

  كلريد جيوه
µM 600 

 شاهد

 گروهها 
   اكسيدانها آنتي

 اكسيدان بدون آنتي  0050/0±086/0  ∗0 /0045/0±109  ∗ 0050/0±116/0  ∗0049/0±111/0

 mM 1/0منگنز   0048/0±087/0  0051/0±093/0  0052/0±097/0  0051/0±095/0

0045/0±098/0  0047/0±125/0∗  0053/0±095/0  0051/0±086/0  BSA 1% 

  .>01/0p ):اكسيدان، جيوه و نيكوتين بدون آنتي(  مقايسه شده با گروه شاهد pمقادير ∗   
 .است) هر كدام با سه مرتبه تكرار( مربوط به سه مشاهده مستقل  M±SD    هر داده نشانگر
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در ايــن قــسمت ميــزان كــاهش .  بــود%69/27 و 71/33%
GSH    اد شـده   ج ـفاصل كـاهش اي     توسط نيكوتين در حد

ــرار داشــت   ــوه ق ــاوت از جي در . توســط دو غلظــت متف
 نيـز مـشخص     2شـمارة   بررسي نتايج مندرج در جدول      

هاي اسـپرمي تيمـار      د كه كاربرد آلبومين در نمونه     گردي
 جيـوه، ميـزان كـاهش غلظـت         µM 1200شده با غلظـت     

GSH 2  شمارةجدول( )%22/12(د ش محيط تشديد.(  

ــمارة  در  ــدول ش ــوتين   3ج ــوه و نيك ــاثير جي ــايج ت   ، نت
بر ميزان قدرت تحرك اسـپرم گـاو در محـدوده زمـاني             

بـر اسـاس ايـن      .  دقيقه به نمايش درآمـده اسـت       120-0
 دقيقـه  120پس از طـي زمـان   ها مشخص گرديد كه      داده

داري در قـــدرت تحـــرك  انكوباســـيون، كـــاهش معنـــي
) >01/0p (%35/10هـاي گـروه شـاهد بـه ميـزان            اسپرم
د و ايـن ميـزان كـاهش در تيمارهـاي جيـوه و              شپديدار  

در نمونه هاي اسپرم گاو تيمار شده با جيوه و نيكوتين با يا بدون منگنز ) GSH( يلي غير پروتئيني ميزان گروه هاي سولفيدر-2جدول 
  ).BSA(و آلبومين 

µmoles –SH/mg protein/min 
M±SD  

  نيكوتين
mM 75/0 

  كلريد جيوه
µM  1200 

  كلريد جيوه
µM 600 

  شاهد

  گروهها
 اكسيدانها آنتي

 بدون آنتي اكسيدان  217/0±31/5  ∗302/0±10/4  ∗∗219/0±52/3  ∗∗287/0±84/3

 mM1/0 منگنز     210/0±37/5  ∗∗219/0±87/4  ∗247/0±34/4  ∗227/0±48/4

233/0±46/4∗  221/0±09/3∗∗  211/0±52/4  214/0±29/5  BSA  1% 

  .∗ >05/0pو  ∗∗ >01/0p): اكسيدان، جيوه و نيكوتين بدون آنتي( مقايسه شده با گروه شاهد pمقادير    
 .است) هر كدام با سه مرتبه تكرار( مربوط به سه مشاهده مستقل  M±SD داده نشانگر هر  

هاي متحرك اسپرم  بر درصد سلول)  ميلي مولار75/0(و نيكوتين )  ميكرومولار1200 و600(نشان دهنده اثر كلريد جيوه -3جدول 
  گاو با يا بدون حضور منگنز و آلبومين

)دقيقه(ن زمان انكوباسيو  
M±SD 

120 90 30 0 

 درصد اسپرم هاي 
 متحرك

گروه تيمار
 بدون آنتي اكسيدان، جيوه و نيكوتين  9/0±87  3/1±85  * 5/1±81  ** 1±78

 µM 600 كلريد جيوه  87 3/1±  4/1±84  * 9/1±80  ** 9/0±76

 µM 600 +Mn كلريد جيوه  9/0±87  5/1±86  2±83  * 9/1±79

 µM 600 +BSA كلريد جيوه  9/1±87  2/2±85  * 3±79  ** 7/1±78

 µM 1200 كلريد جيوه  86 ± 3  * 1/2±81  * 9/1±79  ** 73 2±

 µM 1200 +Mn كلريد جيوه  2±86  3/1±84  * 1/3±81  ** 9/1±75

 µM 1200 +BSA كلريد جيوه  3±86  * 2/2±82  ** 7/1±75  *** 2±71

 mM 75/0نيكوتين   87 + 2  * 6/1±82  * 3±79  ** 8/2±75

 mM 75/0 +Mnنيكوتين  87 + 2  3±85  * 4/2±81  ** 2±76

 mM 75/0 +BSA نيكوتين  87 + 9/1  4/1±86  * 3±82  4±79

  * >p<،01/0p< **، 05/0p***001/0 :)اكسيدان،جيوه ونيكوتين، در زمان صفر انكوباسيون بدون آنتي(شده با گروه شاهد مقايسهpمقادير           

 .است) هر كدام با سه مرتبه تكرار(  مربوط به سه مشاهده مستقل  Mean±SDهر داده نشانگر              
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در اين مجموعه   .  و بيشتر گرديد   هيافتتداوم  نيكوتين نيز   
ــشها، م ــوان  از آزماي ــومين از ت ــا آلب ــسه ب ــز در مقاي نگن

اكـسيداني بهتـري در جهـت افـزايش ميـزان قـدرت              آنتي
هــاي تيمــاري و نيــز شــاهد  تحــرك اســپرمها در گــروه

مشابه با موارد قبلي، در اين قسمت نيـز         . برخوردار بود 
  هــاي تيمــار شــده بــا غلظــت  كــاربرد آلبــومين در گــروه

µM 1200   داشـت و   يج معكـوس بـه دنبـال        ا از جيوه نت ـ
 دقيقــه پــس از 120 و 90در (منجــر بــه كــاهش بيــشتر 

  .  گرديدهاقدرت تحرك اسپرم) شروع انكوباسيون
ــي    ــت آكروزومـ ــزان فعاليـ ــنجش ميـ ــايش سـ در آزمـ

 گاو در شرايط مختلـف مـشخص گرديـد كـه       هاي  اسپرم
و نيكــــوتين ) µm1200 وµM600(تيمارهــــاي جيــــوه 

)mM75/0 (  ي هـا  دار درصـد اسـپرم     موجب كاهش معني
اين ). 4  شمارة جدول(واجد واكنش آكروزومي گرديدند     

 بيشتر از ساير    µM1200ميزان كاهش در تيمار با جيوه       
منگنـــز از قـــدرت ). >001/0p، %98/10(تيمارهـــا بـــود 

. ري نسبت به آلبومين برخـوردار بـود       تاكسيداني به  آنتي
اي  در اين قسمت نيز آلبومين رفتار بيوشـيميايي مـشابه         

ــه داد ــروهرا ارائ ــت     و در گ ــا غلظ ــده ب ــار ش ــاي تيم ه
 µM1200            از جيوه، موجـب كـاهش بيـشتري در تعـداد 

 جــدول(كــروزوم تخليــه شـده، گرديــد  آهــاي بـا   اسـپرم 
  ).  4 شمارة

  بحث
 ROSكه اثرات منفـي     است  هاي اخير نشان داده      پژوهش

 بر ساختار اسپرم، به عنوان يـك عامـل مهـم در             LPOو
ظر گرفته شده، و از ميان      بروز ناباروري در انسان در ن     

توان به اخـتلالات وسـيع غـشاء، كـاهش قـدرت             ميآنها  
ــب     ــه موج ــپرمها، ك ــي اس ــتلالات آكروزوم ــرك، اخ تح

 اشـاره  و انجـام لقـاح     تخمـك    هاسپرم ب ـ اتصال  تضعيف  
ــود  ــه اســپرم طــي   از آن جــايي). 1،3،4،6، 16-18(نم ك

اي از سيتوپلاسـم خـود را از         اسپرماتوژنز حجـم عمـده    
هـاي سـوماتيك از       لذا در مقايسه با سلول     ؛دهد دست مي 

 و  هستند كمتري برخوردار    ياكسيدان آنتيذخيره و توان    
) زيـست اسـپرمها   بقاء  محيط  (سمينال  چنانچه پلاسماي   

ــي    ــادي از آنت ــواع زي ــاوي ان ــه ح ــت،   ك ــسيدان هاس   اك
به نحوي از آنان جدا گـردد شـرايط بـسيار خطرنـاك و           

فـراهم خواهـد آورد كـه       نامطلوبي را براي ايـن سـلولها        
   موجود در محـيط بـه آنـان         ROSاولين پيامد آن هجوم     

   ).17، 18( خواهد بود
   وµM600هـــاي  در پـــژوهش حاضـــر اثـــرات غلظـــت

µM1200  جيوه و mM75/0هاي  نيكوتين بر روي اسپرم 
منگنز و آلبـومين مـورد      تركيبات  گاو و ميان كنش آن با       

  . بررسي قرارگرفت
 ــ    اســتسيار فعــال و ليپوفيــل جيــوه يــك يــون فلــزي ب

مخـاط   هـا و   به طوري كه بخار آن به سرعت از راه ريه         

سلول هاي اسپرم گاو با يا بدون ) درصد هاله ها(هاي آكروزومي  و نيكوتين بر درصد واكنش) Hg( نشان دهنده اثر جيوه -4جدول 
  )BSA( و آلبومين (Mn)منگنز 

  (Halos %) ها درصد هاله

  نيكوتين
mM 75/0 

  كلريد جيوه
µM  1200 

  كلريد جيوه
µM 600 

 شاهد

  گروهها
  كسيدانهاا آنتي

 بدون آنتي اكسيدان  9/1±91  ∗∗8/1±85  2±81  ∗∗7/1±83

 mM1/0 منگنز    7/1±91  9/1±88  ∗∗∗∗5/1±86  ∗∗∗∗9/1±88

3/1±86∗  6/1±78∗∗∗  2±84∗∗  5/1±92  BSA 1%  
  ∗ >p< ،01 /0p< ∗∗ ،05 /0p∗∗∗ 0 / 001): جيوه، نيكوتين و آنتي اكسيدانبدون ( مقايسه شده با گروه شاهد pمقادير       

  ∗∗∗∗ >0p/ 05: مقايسه شده با گروه تيمار جيوه يا نيكوتين مربوطه      

  .است) هر كدام با سه مرتبه تكرار(  مربوط به سه مشاهده مستقل  Mean±SDهر داده نشانگر       
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اين عنـصر پـس از جـذب در         . شود دهان جذب خون مي   
هـاي بـدن      ودر بافت  ايدنم ميبدن از غشاء سلولها عبور      

هاي زيادي از اثرات سمي       گزارش ).19(گردد انباشته مي 
 جيـوه   .هاي جانوري موجود است    جيوه برعملكرد سلول  

هاي   لوله به درون سلول، آسيب     ROSموجب القاء توليد    
 شـود    سـلولها مـي     در زوپوپت ـآو  القـاء   ساز بيـضه،     مني

 نتايج حاصـل از پـژوهش حاضـر نيـز نـشان             ).23-20(
دهد كه جيوه به صورت وابسته بـه زمـان، قـادر بـه               مي

هاي اسپرم    در نمونه  LPOدار روند    القاء و پيشبرد معني   
 محـيط بـه     MDA اين اثر با افزايش غلظت       ، كه استگاو  

  . اثبات رسيد
در مورد مكانيسم و محل اثر جيوه در غشاء سلولها، در           

هـاي كبـدي و      كـه جيـوه در بافـت        عنـوان شـد    يگزارش
 و  شـود   مـي  LPOكليوي موشها موجب گـسترش رونـد        

ايــن اثــر خــود را از طريــق پراكــسيداسيون فــسفاتيديل 
ن موجـود در غـشاء ايـن        سرين و فسفاتيديل اتانول آمي    

سلولها به انجام رسانيده كه خود مؤيد حـساسيت زيـاد           
 همچنـين   ).24(اين دو فسفوليپيد نسبت بـه جيـوه اسـت           

جيــوه عــلاوه بــر هــاي اخيــر تحقيقــات  براســاس يافتــه
پروتئينها، به  ) تيولي(هاي سولفيدريلي    چسبيدن به گروه  

دي هـاي فـسفوليپي    اي از نقاط ويژه در مجموعه      مجموعه
غشاء سلولها نيز متصل شده و موجب كـاهش سـياليت           

در يكـي از جديـدترين  پژوهـشها    . )25(شـود   غشاء مـي  
 و همكـاران مـشخص شـد كـه جيـوه از       Marchiتوسط

ــسفوليپاز  طريــق فعــال غــشاء  موجــود در  A2ســازي ف
هاي سلولها موجب ناپايداري و تخريب ساختار        ليزوزوم

  ).26(شود  غشاء اين اندامك درون سلولي مي
 ROSاز سوي ديگر در ساير پژوهشها به توليد مستقيم          

  هـاي بـدن جـانوران اشـاره         توسط تاثير جيوه بر بافـت     
هـاي آنـان      در سلول  LPOكه موجب پيشبرد روند      دارد
  ).27-29(شود  مي

هاي فلزي جيوه و مس بر       نتايج قبلي در مورد تاثير يون     
دهـد   ن مي هاي آبشش ماهي كپور معمولي نيز نشا       سلول

كه جيوه بـه صـورت وابـسته بـه غلظـت، موجـب القـاء                
 در MDAپراكـــسيداسيون ســـلولي و افـــزايش توليـــد 

بـر طبـق يـك      ). 5(شـود    هاي سـلولي مـي     سوسپانسيون
اي خـود    هاي فلزي به كمك عمل واسـطه       قاعده كلي، يون  

بـه عنـوان محـرك      (OH. قدرت قادر به توليد راديكال پر    
 بوده كه با    ROSيگر انواع   از د ) LPOاصلي شروع روند    

 و به صـورت زيـر       است ويس معروف    -نام معادله هابر  
  ):30(رسد  به انجام مي

    يون فلزي   
.O2

- + H2O2               .           O2 + .OH + OH- 
 

 فعـال در دود     اي  از سويي ديگر، نيكوتين به عنوان مـاده       
سـيمن  پلاسـماي  ROS  بـه افـزايش سـطح    منجرسيگار 

اخــتلال در قــدرت بــدين ترتيــب درجــاتي از  شــود، يمــ
 در پژوهش حاضـر     ).31(كند     مي القاءباروري اسپرم را    

پـس از   محـيط   LPOنيكوتين، ميـزان فزودن نيز پس از ا
دار افزايش يافـت      دقيقه انكوباسيون به صورت معني     90

 در محــيط حــاوي ROSكــه ايــن مويــد افــزايش ميــزان 
ه بـروز پراكـسيداسيون      منجـر ب ـ    و هاي گاو بـود    اسپرم
هاي پانكراس در انسان     اي روي سلول   در مطالعه . گرديد

مشخص گرديد كه افزودن نيكوتين به محيط كـشت ايـن    
 محيط و به دنبال آن      ROSسلولها موجب افزايش ميزان     

 ).32 (گردد  ميLPOافزايش روند 

MDA               نيز بـه عنـوان يكـي از محـصولات نهـايي رونـد 
LPO    بـه سـاختار بيوشـيميايي غـشاء      به راحتي با نفوذ 

سلولها موجب عدم تقارن در ساختار ليپيدي آن شـده و        
. شـود  به اين ترتيب موجـب كـاهش سـياليت غـشاء مـي            

كاهش سياليت غشاء موجب كاهش قدرت تحرك اسـپرم         
اتصال به تخمـك و عمـل لقـاح         و نيز عدم كارايي اسپرم      

      ).33(گردد  مي

GSH  ــري ــوان ت ــه عن ــد  ب ــم يپپتي ــواع  مه در درون ان
  mM10هـاي موجـودات زنـده بـا حـداكثر غلظـت              سلول

با توجه به وجـود گـروه تيـول در سـاختار          . وجود دارد 
GSH    هـاي    با راديكالتركيب و واكنش خنثي كنندگي اين
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آزاد محيط، در صورت بروز هرگونه اختلال در توليد و          
 LPO ، شاهد گسترش هرچـه بيـشتر رونـد     GSHذخيره  

 در تيمارهــاي GSH كــاهش ميــزان ). 34(خــواهيم بــود 
 نتــايج ).35(مختلــف بــا جيــوه بــه اثبــات رســيده اســت 

 نـشان داد كـه تيمارهـاي جيـوه و           حاضـر هاي   آزمايش
داري در   نيكوتين موجب كـاهش قابـل ملاحظـه و معنـي          

اي   طي مطالعه . هاي اسپرم گاو گرديد     نمونه GSHميزان  
  توسـط ميـانكنش    GSHنيـز مـشخص گرديـد كـه         ديگر  

اتـصال يـك يـون      (ستقيم با عناصر فلزي نظيـر جيـوه         م
، سبب  )GSH مولكولجيوه به روش كوئووالانسي با دو       

سازي و سپس دور سازي آنان از محـيط زيـست            خنثي
 GSHسلولها شده و بدين ترتيـب ضـمن كـاهش غلظـت            
كاســته  ســلول، از ســميت جيــوه در درون ســلولها نيــز

 LPOه القـاء     از سـوي ديگـر بـا توجـه ب ـ          ).36(شود   مي
توسط جيوه و نيكوتين كه به طور يقين از مـسير توليـد             

ROS  ،كاهش ميزان     عبور نمودهGSH    محيط در ارتباط 
اكـسيداني ايـن تركيـب بـوده كـه ضـمن            با اثر قوي آنتي   

 محـيط، بـه گلوتـاتيون اكـسيد شـده           ROSسـازي    خنثي
   .تبديل شده است

  ل ـامـوان عـه عنـرمها بـ اسپةدـرونـرك پيشـدرت تحـق
 و  شـود   مـي كننده و موثر در باروري افراد مطـرح          تعيين

ايـن پـژوهش    طي  . آميز خواهد بود   متضمن لقاح موفقيت  
مــشخص شــد كــه تيمارهــاي جيــوه و نيكــوتين موجــب 

گـردد و   هـاي متحـرك در محـيط         كاهش درصد اسـپرم   
قـدرت تحـرك اسـپرمها بـه هنگـام          براساس نتايج قبلـي     

د و محصولات مياني و يا نهايي       هاي آزا  افزايش راديكال 
داري   درمحـيط آزمـايش، بـه صـورت معنـي          LPOروند  

فراينـدهاي   كاهش يافته و در واقع بـه دنبـال اخـتلال در           
آن، از ميـزان   هـاي دخيـل در   تبادل يوني غـشاء وآنـزيم     

   ).37(شــود  فعاليــت و تحــرك ايــن ســلولها كاســته مــي 
 درون  هاي  موجب مهار آنزيم   ROSاز سوي ديگر، انواع     

 بـدين ترتيـب اسـپرمها از منـابع          ،گـردد    مـي  سلولي نيـز  
 مـورد نيـاز جهـت قـدرت         ATP مينأآنزيمي دخيل در ت ـ   

 تغييرات ناشي از ).3،16،37،38 (گردند تحرك محروم مي
پراكسيداسيون اجزاء غشاء اسـپرمها منجـر بـه كـاهش           

به عنوان يك پمپ يوني      (Na+/K+-ATPase  آنزيم فعاليت
 در نهايت افت شديد در قدرت تحرك        و) دخيل در حركت  

 در پژوهش ديگري در سـال       ).38(شود    مي اسپرمهااين  
هـاي فلـزي سـمي از         نيز مشخص گرديد كه يـون      2000

ــق ايجــاد اخــتلال در ســازمان   اجــزاء غــشاء دهــي طري
داري در  هــاي اســپرم، باعــث كــاهش معنــي ميتوكنــدري

  ).39(شوند  قدرت تحرك آنان مي
هاي هيدروليتيك از    اد شدن آنزيم  آز(واكنش آكروزومي   

كامـل و طبيعـي جهـت نفـوذ         ) كيسه آكروزومـي اسـپرم    
بـه دنبـال آن     هاي محافظ تخمـك و       اسپرم به درون لايه   

ــل  ــاح لازم و ضــروري اســت عم ــايج  . لق ــر اســاس نت ب
پــژوهش، تيمارهــاي جيــوه و نيكــوتين موجــب كــاهش  

هـــاي واجـــد واكـــنش  داري در درصـــد اســـپرم معنـــي
بر اسـاس نتـايج سـاير پژوهـشها،         . دندآكروزومي گردي 

 بر اسپرمها   LPOو ROSنقايص عملكردي ناشي از تاثير    
 واكـنش آكروزومـي   نجامموجب كاهش قدرت تحرك و ا     

 اسپرم در    ناقص در آنان شده كه نتيجه آن عدم موفقيت        
  .)17(اتصال به تخمك و عمل لقاح است

توان به بـروز تغييـرات ناشـي از          اين نتايج مي  براساس  
 در غشاء اسپرمها اشاره نمود كه دهايليپپراكسيداسيون 

منجر به ارائه يك واكـنش آكروزومـي غيرطبيعـي شـده            
از آن جايي كه وجود يـك غـشاء سـالم و طبيعـي              . است

جهــت انجــام واكــنش آكروزومــي ضــروري اســت، لــذا 
هرگونه ايجـاد آسـيب در سـاختار بيوشـيميايي غـشاء،            

اخـتلال در   ها و   منجر به كـاهش قـدرت بـاروري اسـپرم         
در پژوهش حاضر، منگنز    . خواهد شد روند باروري فرد    

ــود وضــعيت غــشاء    ــشتري در جهــت بهب ــزان بي ــه مي ب
ــا    ــسه ب ــان در مقاي ــي آن ــنش آكروزوم اســپرمها و واك

  . آلبومين عمل نمود
ــي  ــاربرد آنت ــده    ك ــواد دور كنن ــوان م ــه عن ــسيدانها ب اك

ــال ــلولها موجــب    راديك ــراف س ــيط اط ــاي آزاد از مح ه
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 و ديگر اثرات منفي آنان شـده  LPOسازي روند   كشفرو
و بدين ترتيب ساختار بيوشيميايي سلولها و فيزيولوژي        

ــد   ــد مان ــوظ خواهن ــان محف ــژوهش حاضــرنيز  . آن در پ
هاي مشخص از منگنـز      مشخص گرديد كه كاربرد غلظت    

، افـزايش  LPOمهـار رونـد   كـاهش و  و آلبومين موجـب   
در قـدرت تحـرك      در محيط، و ايجاد بهبود       GSHميزان  

ــي  ــپرمها م ــوان   . شــود اس ــه عن ــز ب ــان منگن ــن مي در اي
  تر نسبت به آلبومين     اكسيدان بهتر و با نتايج مطلوب      آنتي

  .عمل نمود
  

  گيري نتيجه
  در بررسي به عمل آمـده در پـژوهش حاضـر مـشخص             

اكـسيداني، واجـد     شد كه آلبومين علاوه بر فعاليـت آنتـي    
  در خـصوص  . اشدب نوعي خاصيت پرواكسيداني نيز مي    

هاي   توجيه اين خاصيت آلبومين كه در مواجهه با غلظت        
  تـوان   ، مـي  دهـد   مـي خود نشان   از  هاي فلزي    زياد از يون  

  

 كه گروه تيولي موجود در سـاختار آلبـومين          كردعنوان  
هاي فلزي شده و اين روند       موجب اوتواكسيداسيون يون  
هاي سوپراكسيد به محـيط      در نهايت موجب عرضه يون    

كه خود عامل تشديد كننده پراكسيداسيون سلولي        ده،ش
اكسيدانها به مثابـه يـك    بنابراين كاربرد آنتي . خواهد بود 
 كـه در يـك محـدوده بـسيار ظريـف از             استتيغ دو لبه    

تغييــرات غلظــت، ضــمن تغييرماهيــت، مبــدل بــه عوامــل 
  ).40(خطرآفرين براي بسياري از سلولها خواهند شد 

  
  تشكر و قدرداني

  بدين وسـيله مراتـب تقـدير و تـشكر خـود را از              فين  مؤل
  در آنــاليز (همكــاري ســركار خــانم دكتــر نهــا افتخــاري 

  هاي جناب آقاي سيد رسول صـيدايي        و از كمك  ) آماري
كارشــناس محتــرم آزمايــشگاه ) در اجــراي آزمايــشها(

  فيزيولــوژي جــانوري گــروه زيــست شناســي دانــشگاه  
  .دارند شهركرد، اعلام مي
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