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 مقاله اصيل پژوهشي

 دنبالهب بيضه سازيو اسپرمشناسي بافت بررسي معيارهاي

 كسات در موش صحرايي بالغوتجويز متوتر

4آرش خاكي-3سيد اسماعيل صفوي-2نوري ميرهادي خياط-1نوري حامد صراطي

 چكيده
و در درمان بيماريدرماني تومورهاي مختل كسات جزء داروهايي است كه در شيميومتوتر:و هدفزمينه هاي التهابي كاربردف

و تخمكروي روند بر اند كه اين دارو مطالعات نشان داده. وسيعي دارد و ساخت اسپرم و باعث كاهش باروري  اثر مهاري داشته
برو تعيين اثر تجويز متوتر حاضر با هدفمطالعه. شود تغييرات بافتي مختلف در بيضه حيوانات آزمايشگاهي مي  معيارهايروي كسات

شد در بافت بيضه موش صحرايي بالغ سازي اسپرم .انجام
مو40در اين مطالعه تجربي،:تحقيقروش به سر ) نمونه20(شاهدو) نمونه20(تجربيگروهدوش صحرايي نر نژاد ويستار،

و دوم به ترتيب تجربيگروه. تقسيم شدند يك28و14 اول  شاهد گروهوmg/kg 1 به ميزانكساتوبار، داروي متوتر روز هر هفته
و دوم يك روز28و14 مدت نيز اول از. نمودندافتيدري به صورت داخل صفاقmL/kg 10 به ميزاننيسال نرمال،بار هر هفته بعد

شد نمونه بيضه از بافت،هاي ذكر شده گذشت زمان و رنگهاي برشو پس از تهيه گيري از ائو-آميزي هماتوكسيلين بافتي  نظرزين،
و شاخص بافت  مطالعه (RI)و ضريب بازسازي (SI) ميوژنز، ضريب اسپر(TDI)اي ضريب تمايز لوله: شاملسازي هاي اسپرم شناسي

يك داده. شد و تحليل قرار گرفت،>05/0Pداري در سطح معنيطرفه ها با استفاده از آزمون آماري واريانس .ند مورد تجزيه
فريكسات اثرات مخربو داروي متوتريقدر اين تحق:ها يافته و در در گروهسازي يند اسپرما بر روي بافت بيضه هاي تحت درمان

و در روز كاهش غير معنيچهاردهم در روز RIو TDI ،SIيباضر همچنين داشت؛ شاهدمقايسه با گروه   بعد از تجويز دارو28دار
.ددانشان را ) >001/0P(يدار كاهش معني،شاهدنسبت به گروه

يك28 به مدت كساتو تجويز متوتر، مطالعهبر اساس اين:گيري نتيجه هايو شاخصسازي باعث كاهش اسپرم،بار روز هر هفته
و اثرات سمكهشود آن در بافت بيضه موش صحرايي مي  البته اثر اين دارو؛ي دارو باشد ممكن است از طريق كاهش تقسيم سلولي

نسازي اسپرمبر روي .اباروري انسان نياز به مطالعات بيشتر داردو

 موش صحـرايي بالغ؛ بيضه؛كساتو متوتر؛سازي اسپرم هاي شاخص:هاي كليدي واژه

15-9):3(16؛ 1388. مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند

 15/11/1387:پذيرش 30/8/1387:اصلاح نهايي 29/4/1387:دريافت
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 مقدمه
 به سرطانانيدن جوامع بشري، شمار مبتلاش با صنعتي

و استفاده از داروهايريرشد چشمگ در ضدي داشته سرطان
ب وسمارانيدرمان است كردهدايپيعي مبتلا به سرطان كاربرد

از، اسيدفوليك همچون متوتروكساتهاي مهاركننده).1(
، موجب مهار١هيدروفولات ردوكتاز طريق مهار آنزيم دي

ميهايد اسيساخت دارو به يك متابوليت اين. شوند نوكلئيك
هموهيدر و و داروي اصلي كسيله با فعاليت كم متابوليزه شده

و مي٢پلي گلوتاماتهها متابوليت آن در درون سلول گردند
مي براي مدت .)3،2(مانند هاي طولاني در سلول باقي

و انواع لنفو حادميلوس متوتروكسات در درمان م كودكان
بهؤم و در زنان مبتلا  ممكن است٣كوريوكارسينوماثر است

شي فعلديكأت. درمان قطعي بيماري باشد يدرمانيمي در
 كساتومتوتريوقت. از داروهاستيبيها بر كاربرد ترك سرطان

توريبا سا ازي ممكن است در درمان بعض،م گرددأ داروها
و كارسان، تخمديتومورها مفنومي كولون  واقع شوددي پستان

،٥تي، لنفوم بورك٤درمان لنفوساركوم در متوتروكسات).4(
و گردنيرهاو تومو٦ حادكي لنفوبلاستيلوسم  ناحيه سر

.)5،4(كاربرد دارد
دري به عنوان درمان كمكنيمتوتروكسات همچن

سي، تومورها٧استئوساركوما -يو دستگاه ادرارنهي مثانه، مغز،
پنيا.)6،2(شوديم استفادهيتناسل و درمانيريشگي دارو در

ن وزيسرطان مننژ يهاميرژني از مهمتريكي كاربرد دارد
.)7،4( استي آبستنكي تروفوبلاستي در تومورهايدرمان

ي انتخابي امروزه به عنوان يكي از داروهامتوتروكسات
درهشد در نظر گرفته٨دي روماتوئتيدر درمان آرتر از%60و

شنييپااريبسدارمق با مارانيب يدرمانيميتر نسبت به

1Dihydrofolate Reductase 
2Polyglutamate 
3Choriocarcinoma 
4Lymphosarcoma 
5Burkitt's Lymphoma 
6Acute Lymphoblastic Leukemia 
7Osteosarcoma 
8Rheumatoid Arthritis 

م سرطان  همچنين در درمان؛)7(شوديها، مفيد واقع
، ١٠ميوزيت، پليزي، آرتريت پسوريا٩پسوريازيس

 ١٣و واسكوليت١٢، لوپوس اريتماتوز تحت حاد١١درماتوميوزيت
).8(به كار رفته است

 داراي اثرات جانبي متنوعي در پستانداران متوتروكسات
منيازياز عوارض تجو. باشد مي  به التهاب تواني دارو

و تب اشاره نمود١٥ حادسندرم سردرد،١٤ديآراكنوئ .، درد كمر
متوتروكسات باعث بروز اثرات سمي زيادي نظير تهوع،

 پوستي،ات، بثور١٧ استوماتيت،١٦اسهال، آلوپسياستفراغ، 
ميسركوب و سميت كبدي ).8،2(شود مغز استخوان

 ١٩سازيو اسپرم١٨سازي تخمك سبب نقصتمتوتروكسا
باشد اثر مهاري داشتهو ممكن است بر روي باروريشود مي

نيز متوتروكسات،هاي فولات مانند ساير مهاركننده).5،4(
و با مرگ جنيني در ارتباط است تراتوژن بيشتر).8،2( بوده

بر عمدتاً،شده قبلي توسط محققين مختلف مطالعات انجام
 متوتروكسات بر تغييرات بافتي بيضه صورت گرفتهروي اثر

و مطالعات چنداني از  وجود سازي اسپرم هاي شاخصاست
.ندارد

اند تجويز داخل صفاقي متوتروكسات محققين نشان داده
و افزايش فضاي ساز هاي اسپرم باعث كاهش قطر لوله

و بينابيني مي  دچار تغيير ٢٠گهاي لايدي همچنين سلولشود
تجويز داخل صفاقي همچنين؛)9(ند گردميشكل

هاي ژرمينال، تغيير سميت سلولايجاد متوتروكسات باعث 
و بروز شكل سر اسپرم،  شده ريزي مرگ برنامهتغييرات بافتي

 
9Psoriasis 

10 Polymyositis 
11 Dermatomyositis 
12 Subacute Lupus Erythematosus 
13 Vasculitis 
14 Arachnoiditis 
15 Acute Headache Syndrome 
16 Alopecia 
17 Osteomatitis 
18 Oogenesis 
19 Spermatogenesis 
٢٠ Leydig Cells 
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).10(شود مي١سلولي
 تعيين اثر تجويز حاضر با هدفطالعهم مطالب فوق،بر بنا

در بافت بيضه سازي اسپرمهاي متوتروكسات بر روي شاخص
شدموش صحرايي بالغ  .انجام

 تحقيقروش
 سر موش صحرايي نر سفيد40در اين مطالعه تجربي از

 گرم بود، 200±10 وزنو هفته10سن نژاد ويستار كه داراي
ها از مركز انستيتو پاستور ايران خريداري موش. استفاده گرديد

شد از آنهاو ط. در شرايط استاندارد نگهداري ول زمان در
 ساعت12و ساعت روشنايي12تحقيق، حيوانات در شرايط 

 درجه 24±2 نگهداري محلدماي. تاريكي قرار گرفتند
و رطوبت از. بود%60تا55سانتيگراد داروي متوتروكسات

و در  . سالين حل گرديد نرمالشركت سيگما خريداري شد
و حلال به صورت داخل صفاقي ان جام تمامي تزريقات داروها

.تگرف
به موش و شاهددو گروه( گروه چهارها به طور تصادفي

و در هر شدند تقسيم) با متوتروكساتتحت درمان،دو گروه
. اي نگهداري شدند هاي جداگانه سر موش در قفس10گروه

و دومشاهددر گروه و14ها به مدت به ترتيب موش، اول
يك روز28 مساليننرمال بار، هر هفته  mL/kg10 يزان به

گ. دريافت كردند و دوم نيز موشدر ها روه تحت درمان اول
يك روز28و14به ترتيب  داروي متوتروكساتبار، هر هفته
 با در پايان آزمايش. دريافت كردندmg/kg 1 به ميزان

، جهت بيهوشيmg/kg40 به ميزان از پنتوباربيتالاستفاده
و بيضه ها از بدن خارج شكم حيوان با شكاف عرضي باز

. گرديد
ازي بافت قبل از مطالعه با ميكروسكوپس آمادهبه منظور

شد%10ها در محلول فرمالين نوري، نمونه ازند تثبيت و بعد
، براي تهيه مقاطع٢ بافتيسازي آمادهمختلف انجام مراحل

1Apoptosis 
2Tissue Passage 

٣ميكروتوم دواراز) ميكرون5با ضخامت(ميكروسكوپي

ها از روش آميزي نمونهگرنبراي. استفاده گرديد
. استفاده شد(H & E) ائوزين-هماتوكسيلين

هاي در لولهسازي اسپرمهاي شاخصبراي ارزيابي
، اسپرميوژنز(TDI)٤اي تمايز لوله ميزانضريباز،ساز مني

٥(SI) ٦ بازسازيميزانو(RI)استفاده گرديد .
ساز كه شامل هاي مني، درصد لولهTDIمحاسبه براي

و يا بيشس  تمايزيافته از ساز هاي اسپرم از سه رده سلوله
اين.، محاسبه گرديدبودندA نوع٧سلول اسپرماتوگوني

،B نوعها شامل اسپرماتوگوني بينابيني، اسپرماتوگوني سلول
و اسپرماتيد مي  بيانگر حيات شاخصاين.دنباش اسپرماتوسيت

ي اسپرماتوگوني يعن،ساز هاي بنيادي لولة منيو تمايز سلول
Aاست .

هاي اسپرماتوگوني فعال نسبت سلول،RIبراي محاسبه
ساز هاي مني هاي اسپرماتوگوني غير فعال در لوله به سلول

كه هاي مني نسبت لولهSIبراي محاسبه. محاسبه گرديد ساز
. هاي فاقد اسپرم محاسبه گرديد حاوي اسپرم بودند، به لوله

به مقطع لولة مني200 در معيارهاي ذكرشدهتمامي ساز
.)12،11(ندصورت تصادفي شمارش شد

و)11نسخه( SPSSافزار آماري با استفاده از نرمها داده
و به دنبال آن آزمون  مقايسه آزمون واريانس يك طرفه

و >05/0P داري در سطح معنييچندگانه توك مورد تجزيه
.تحليل قرار گرفتند

ها يافته
تمامي بودند، دريافت كردهسالين كه نرمالشاهددر گروه

 شامل اسپرماتوگوني، اسپرماتوسيت ساز هاي سلولي اسپرم رده
و اسپرماتوزوئيد،اوليه، اسپرماتوسيت ثانويه در اسپرماتيد

مقاطع عرضي ميكروسكوپي حاصله از بافت بيضه پس از
 

3Rotary Microtome 
4Tubule Differentiated Index 
5Spermiogenesis Index 
6Repopulation Index 
7Spermatogonium 
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هاي له توبولفاص. به خوبي مشخص بود28و14روزهاي
و بافت بينابينيسمينيفر  بافت. بودندكم آنهااز همديگر

از بينابيني هيچ در).2و1شكل(اشتدن پرخوني شواهدي
ببا هفتگي تحت درمانگروهي كه مي متوتروكسات انزه

mg/kg1هاي تغييرات چنداني در لوله14 در روز،بودند
ازو فقط توبولفر رخ نداده بود سميني ها در برخي مناطق

و سلولر فاصله گرفتههمديگ  به سازمهاي رده اسپر بودند
به صورت (Sertoli’s Cell) هاي سرتولي همراه سلول

 گروهي كه بافتي مشاهده شدند ولي در مقاطع طبيعي
يك هفته، روز28متوتروكسات را به مدت دريافت بار اي

 تخريب شواهد دچار ساز هاي رده اسپرم كرده بودند، سلول
وسلولي هاي فر عمدتا سلولهاي سميني در داخل توبول شده

.)4و3شكل(وجود داشتاسپرماتوگوني 
و TDI ،SPI، مقايسه سازي هاي اسپرم شاخصنظر از

RIهاي داري بين گروه اختلاف معني،هاي مختلف در گروه
28و فقط در روز ) <05/0P( روز وجود نداشت28و14 شاهد

 شاهد، در مقايسه با گروهودار) نوبتچهار(تجويز پس از
 هر سه شاخصيبرا(اين ضرايب دار كاهش معني

001/0P< ( دهنده نتايج آزمون توكي نشان.داشتوجود
 با دريافت تجربيها بين گروه دار اين شاخص تفاوت معني

و گروه شاهد روزچهار از نظر همچنين؛ بود14 نوبت دارو
از14بين روز مقايسه  هايو گروهز داروتجويدو نوبت پس

كه كاهش سازي، تمامي ضرايب اسپرمشاهد  يافتند هر چند
.)1جدول(نبود) <05/0P(دار معنياز نظر آماري اين كاهش

و به مـنظم.28روز شاهد در ساز در گروه هاي مني لوله-1شكل بـودن
آميـزي رنـگ. توجـه شـود سـازي هـاي رده اسـپرم حضور انواع سلول 

)×100بزرگنمايي( ائوزين-كسيلينهماتو

و به مـنظم.28ساز در گروه شاهد در روز هاي مني لوله-2شكل بـودن
آميـزي رنـگ. سـازي توجـه شـود اسـپرم هـاي رده حضور انواع سلول 

)×400بزرگنمايي( ائوزين-هماتوكسيلين

 روز28به مـدت)mg/kg1(كننده متوتروكسات گروه دريافت-3شكل
سـازي فقـط تعـداد هـاي رده اسـپرم از انواع سـلول. بار هر هفته يك

سـاز مـشاهده هـاي منـي محدودي سلول اسپرماتوگوني در ديواره لوله 
)×100بزرگنمايي( ائوزين-آميزي هماتوكسيلين رنگ. شود مي

 روز28به مـدت)mg/kg1(كننده متوتروكسات گروه دريافت-4شكل
ي ساز فقط تعداد محدودي هاي رده اسپرم از انواع سلول. باركهر هفته

. شـود سـاز مـشاهده مـي هاي منـي سلول اسپرماتوگوني در ديواره لوله 
)×400بزرگنمايي( ائوزين-آميزي هماتوكسيلين رنگ
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)بر حسب درصد(هاي مورد بررسي در گروه سازي اسپرمهاي شاخص-1جدول

 شاخص
 گروه

 ضريب بازسازي ضريب اسپرميوژنزيا ضريب تمايز لوله

88±69/844±64/9414/5±1429/3 روز شاهد
49/90±46/8602/3±66/9246/3±2848/3 روز شاهد

33/78±09/7744/3±5/8454/5±1429/5متوتروكسات روز
41±13/4756/5±5635/7±2844/2متوتروكسات روز

ANOVA 001/0P< 001/0P< 001/0P< 
ب داده  وجـوديدار تفاوت معني سازي هاي اسپرم در شاخص28و14 شاهد روزو14بين گروه متوتروكسات روز.ندا انحراف معيار ارائه شدهوه صورت ميانگين ها

را دار آزمون توكي فقط تفاوت معني.شد مشاهدهي دار تفاوت معني هاي فوقو تمامي گروه28بين گروه متوتروكسات روز. نداشت گروه متوتروكـسات روز بيني
و =001/0P،ياز لولهي براي ضريب تما>001/0P(نشان داد14 با گروه شاهد روز 28 ). براي ضريب بازسازي>001/0P براي ضريب اسپرميوژنز

 بحث
بسيت زندگداروهاي ضد سرطان مد ازياري فرد را در

دهند ولي در طول درمانيمشي به سرطان افزاانيمبتلا
و مفيد آن، بر روي ساير ممكن است  جدا از اثر درماني

بر.باشند هاي بدن اثرات سوء داشته بافت  نقش اين عوامل را
).15-1،2،13(توان مردود دانست نمييساز يند اسپرمافر

بر مطالعات فراواني در مورد اثر داروهاي شيمي درماني
سترونو بخصوص بر ميزان هورمون تستدستگاه تناسليروي 

و حيوانات مختلف انجام   كه همگي شده استدر انسان
و روند اس ، سازي پرمنشانگر اختلالات پيشرونده در بافت بيضه

و مدت زمان تجويز داروها بو .ندادهمتناسب با افزايش مقدار
دهنده سيكلوفسفاميد، نشانيمطالعات قبلي بر روي دارو

 جنسي بافت يايزاهاي اثرات مخرب اين دارو بر روي سلول
و كاهش تعداد اسپرم در موش مي بيضه  باشد هاي صحرايي

هايي كه بر روي اثرات همچنين بررسي؛)17،16،14،13،1(
د موداروي  صحرايي هايوشكسوربيسين در بافت بيضه

كه نشان داده،شده انجام  جنسي زايايهاي سلولتمام است
و بافت همبند جايگزي استن آن شدهبافت بيضه از بين رفته

)16،11 .( 
م داروهاي آمتوپترين،أمطالعاتي كه در پي تجويز تو

د و سيسومتوتروكسات، پلاتين كسوربيسين، سيكلوفسفاميد
 ه، نشان دادهشد انجاميهاي صحراي بر روي باروري موش

پلاتين، سبب مرگ است كه تمامي اين داروها به غير از سيس

مي سلول پلاتين فقط ولي سيس؛شوند هاي اسپرماتوگوني
و افزايش ليپيد در سلول هاي سبب توقف تكامل اسپرماتيدها

داروي متوتروكسات قابليت ). 16،14،13(شود سرتولي مي
پي. داردرااي بيضه- خونيعبور از سد  مطالعاتي كه در

انجام روز17 به مدتروزانه داروي متوتروكسات تجويز
كه نشان داده،گرفته هاي اسپرماتوسيت سلولازهانداست

و سلول درگهاي لايدي اوليه، ثانويه، اسپرماتيد و سرتولي
 كاهش يافته شاهدهاي مورد مطالعه در مقايسه با گروه گروه

هاي اسپرماتوسيت از حالت سلولوماتينو همچنين توده كر
و در بافت بينابيني كروي به بيضوي تغيير شكل مي دهد

و كاهش قطر لولهبيضه سبب افرايش فضا هايي سلولي
 همچنين مطالعاتي كه در پي تجويز؛)6،5(شود سمينيفر مي

هاي هفته در موش8داروي متوتروكسات پس از هفتگي
سترونواست كه ميزان تستدهصحرايي انجام گرفته، نشان دا
تحقيقات گذشته).15(يابدو كلسترول سرم كاهش مي

ت دانشمندان ثابت كرده زريق داروي متوتروكسات از است كه
و متوسط سبب  كاهش تعداد راه وريدي در دوزهاي پايين

مي در موش١اسپرم شود اما سبب آتروفي بافت هاي صحرايي
و همكاران نشان دادند كه Shrestha).5(گردد بيضه نمي

هاي باعث كاهش قطر لوله،تجويز داخل صفاقي متوتروكسات
و همچنين افزايش فضاي بين،ساز اسپرم  تغيير شكلابيني
 ولي گزارشي از اثر اين دارو؛گردندميگهاي لايدي سلول

1Oligospermia 
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 همچنين؛)9(نداه ارائه ندادسازي اسپرم هاي شاخصروي
Padmanabhan كه تجويز اند گزارش كردهو همكاران 

هاي سلولدر سميت ايجاد داخل صفاقي متوتروكسات باعث
و بروز، تغيير شكل سر اسپرم، تغيزايا مرگ يرات بافتي

 نيز حاضرنتايج مطالعه).10(شودميسلول شده ريزي برنامه
تواند سببميmg/kg1به مقدار نشان داد كه متوتروكسات

 در بافتيزسا اسپرممعيارهايو كاهش شناسي بافتتغييرات 
و و زايايهاي مرگ انواع سلولموجب بيضه گردد  جنسي
 سبب نيز در بافت بينابيني بيضهور هاي سمينيف آتروفي توبول

از ممكن است د؛ اين امرافزايش بافت همبند شو  تكثيرناشي

تجبراني و اين اثرات مخرب در قأ باشد  بليييد مطالعات
.باشدمي)9،6،5(محققين

 گيري نتيجه
ميزان باعث كاهش تواندميتجويز متوتروكسات

بايهاو شاخصسازي اسپرم بامرتبط فت بيضه موش آن در
وسازي اثر اين دارو در روند اسپرمهرچند،؛شودصحرايي 

. نياز به مطالعات بيشتر دارد، انساندر ناباروريايجاد
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Abstract                   Original Article 

 

Histological and spermatogenesis indexes study of testis 

after Methotrexate administration in adult male rat 

 
H. Serati Nouri1, MH. Khayat Nouri2, SE. Safavi3, A. Khaki4

Background and Aim: Methotrexate (MTX) as a chemotherapeutic agent is used for the treatment of a 
variety of tumors and inflammatory diseases. Different studies have shown that methotrexate has inhibitory 
effects on oogenesis and spermatogenesis, and causes impair fertility and different pathological changes in 
testis of laboratory animals. The aim of this study is to investigate the effect of methotrexate administration 
on spermatogenesis indexes in the testis of adult male rats.  

Materials and Methods: In this experimental study, 40 male Wistar rats were randomly divided into 
experimental (n=20) and control (n=20). The first and the second experimental groups were received MTX 
(1 mg/kg, IP) per week for two and four consequence week, respectively. The first and second control groups 
just received normal saline (10 ml/kg, IP) per week for two and four consequence weeks, respectively. 
Tissue sampling of the testis was done after the mentioned time for each group, tissue slices were stained by 
H&E technique. Histological and spermatogenesis indexes which include: tubular differentiation index 
(TDI), spermiogenesis index (SI), and repopulation index (RI), were studied. Data were analyzed by 
ANOVA at the significant level of P<0.05. 

Results: This study showed that methotrexate had destructive effects on testis tissue and spermatogenesis in 
treated group compared with the control. Also, results showed that TDI, RI and SI had non significant 
decreased in 14th day, but in 28th day after treatment with MTX, all indexes were significantly decreased 
compared with control group (P<0.001). 

Conclusion: This study showed that methotrexate administration (for 28 days, once a week) causes 
reduction of spermatogenesis and its indexes in rat testis tissue, probably due to reducing of cell divide and 
toxic effect of MTX. However, more studies are needed, to investigate the effect of this drug on 
spermatogenesis and infertility in human. 
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