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  چكيده
  هاي متفاوت نيكوتين تيمار با دوزهاي زاياي موش نر بالغ پس از  ارزيابي فعاليت تكثيري سلول :هدف

هاي دو،  كنترل نرمال سالين دريافت كردند و حيوانات در گروه-گروه شم .  گروه تقسيم شدند4 به NMRIهاي نر بالغ      موش :ها  مواد و روش  
صـورت داخـل صـفاقي و         نيكوتين به . تندفگرم بر كيلوگرم نيكوتين قرار گر        ميلي 4/0 و   2/0،  1/0هاي     تحت تزريق دوز   ترتيب  سه و چهار به   

 و Ki67روش ايمونوهيـستوشيمي ها توسط  همه حيوانات در روز پانزدهم تشريح شده و ارزيابي       .  روز تجويز شد   14بار در روز به مدت        يك
هاي زاياي ميتوتيك، ميوتيك و ارزيابي كيفيت اسپرماتوژنز و همچنين آزمون             رسي فعاليت تكثيري سلول   ترتيب براي بر    نمره دهي جانسون به   

  . تجزيه و تحليل شدANOVA و Tukeyهاي  ها با آزمون  داده. اليزا براي بررسي سطح تستوسترون سرم انجام شد
داري نمره جانسون را نسبت بـه گـروه           طور معني    به رم بر كيلوگرم  گ  ميلي 4/0 و   2/0هاي     تيمار حيوانات توسط نيكوتين با دوز      :ها   يافته
هاي  دار در سلول طور معني  را بهKi67 ميزان شاخص گرم بر كيلوگرم ميلي 2/0 و 4/0نيكوتين در دوز . )p<0.05(كنترل كاهش داد-شم

سـطح  . هاي اسپرماتوگوني بي اثر بـود      بر سلول  در حالي كه  . )p<0.001(مقايسه با گروه كنترل، كاهش داد        تن در  ميوزي لپتوتن و پاكي   
  )p<0.05(نيز نسبت به گروه كنترل كاهش يافت  4 و 3سرمي تستوسترون در گروه 

 و اين موضوع در غالب يك فرايند وابـسته  است مضري روي فرايند اسپرماتوژنز  آثاراين مطالعه نشان داد نيكوتين داراي :گيـري   نتيجه
هـاي   دهد بنابراين ايـن احتمـال وجـود دارد كـه مكانيـسم            هاي پايين، در فعاليت تكثيري، تغييري رخ نمي         زاگرچه در دو  . استبه دوز   

  . دنبال مصرف نيكوتين دخيل باشند هديگري نيز در كاهش بلوغ و كيفيت اسپرماتوژنز ب
  

  بيضه، كيفيت اسپرماتوژنز نيكوتين، تكثير، :ها كليدواژه
  

  مقدمه
تـرين عـادات در      ان يكي از رايج   عنو آثار مصرف سيگار به   

هاي مختلـف     دنيا بر توليد مثل مردان، به ميزان زيادي در گونه         
توانـد بـر     سيگار مي . پستانداران مورد مطالعه قرار گرفته است     

يـك  . ]1[اسـپرم اثـر گذاشـته و آن را مختـل نمايـد               عملكرد
ــدود   ــيگاري در ح ــش 4720س ــمي و جه ــاده س ــد  زا  م مانن

هـاي آروماتيـك و نيكـوتين را          مونوكسيد كربن، هيـدروكربن   
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عنـوان يـك     ، بـه  C10H14N2نيكـوتين   . ]2[كند   استنشاق مي 
آلكالوييد بسيار فرار از اجزا مهم دود سيگار بوده و قادر به            

مقدار نيكوتين  . استايجاد بسياري از آثار زيان آور در بدن         
 در صـد متغيـر بـوده و       8/0 تا   5/0موجود در گياه تنباكو از      

در . ]3[ درصـد نيكـوتين دارد       24 تـا    2يك نخ سيگار بـين      
ترين عامـل ايجـاد       در صد نيكوتين كه مهم     90 تا   50حدود  

شـود   وابستگي به تنباكو است طي سيگار كشيدن جذب مي        
هاي مختلف بـدن       نيكوتين قادر است هموستاز سيستم    . ]2[

مانند قلبي عروقي، آندوكرين وهمچنين سيستم تناسلي را بر 
مصرف نيكوتين هم در زنان و هم در مردان بـا           .]2[هم بزند 

روي  In vitroلعات مطا. ايجاد اختلالات باروري همراه است
تواند با  اند، نيكوتين مي هاي تخمدان انساني نشان داده سلول
هاسازي پروژسترون عاملي براي القاي اختلال در فاز          مهار ر 

ضمن اين كه نيكـوتين داراي آثـار مهـاري    .]4[لوتئالي شود  
هـاي تكـاي داخلـي در         روي توليد آندروژن توسـط سـلول      

در مردان  In vitroاز طرفي ديگر مطالعات. ]5[تخمدان است
اند كه تيمار اسپرم با نيكوتين نه تنها باعث كاهش  نشان داده 

، بلكـه بـر روي مراحـل لقـاح و           ]6[شود   حركت اسپرم مي  
همچنين . ]7[گذارد  اتصال اسپرم به اووسيت نيز اثر سوء مي

هـاي ليـديگ و       مصرف نيكوتين با اختلال در كاركرد سلول      
كاهش ميزان تستوسترون همراه است كـه نقـش تنظيمـي و            

ــپرماتوژنز دارد    ــد اس ــسيارمهمي در رون ــده ب . ]2[نگهدارن
هـاي     مصرف نيكوتين در حيوانات آزمايشگاهي مانند موش      

 نيز با كاهش وزن بيضه و اخـتلالات         ]9[ها      و سگ  ]8[بالغ  
اســپرماتوژنز، آتروفــي غــدد فرعــي تناســلي و اپيديــديم و 

 .مجراي دفران همراه است

هـايي باعـث      سمي يا مكانيسم  اين كه نيكوتين با چه مكاني     
شـود دقيقـا معلـوم       ايجاد اختلالات نامبرده در اسپرماتوژنز مي     

ها، تغييـر در سـيكل سـلولي يـا             شايد يكي از مكانيسم   . نيست
تغيير در ميزان بروز مـرگ و تكثيـر سـلولي توسـط نيكـوتين               

هـاي     سـلولي خـود را از طريـق گيرنـده          آثـار نيكـوتين   . باشد

ايـن  . ]10[كند   اعمال مي ) nAChRs(يني  نيكوتيني استيل كول  
هاي عصبي  طور گسترده در سلول ها علاوه بر اين كه به  رسپتور

، ]11و  10[اي وجـود دارد       ماهيچـه  –و محل اتصالات عصبي     
هـاي     هاي غيـر عـصبي ماننـد سـلول          در تعداد زيادي از سلول    

 يافت ل نيز ها و دستگاه توليد مث      تليالي برونش، آستروسيت   اپي
  .]12[شود  مي

هاي مختلـف مطالعـات        در ارتباط با آثار نيكوتين بر بافت      
بـراي مثـال    . متعدد و در عين حال متناقضي در دسترس است        
ــيط    ــده در مح ــام ش ــات انج ــاس مطالع ــر اس روي  In vivoب

، پـانكراس   ]14[، ريـه    ]13[هاي مختلف مانند تخمـدان         بافت
هامستر،   روي    كه ]17[هاي عصبي مغز      ، سلول ]16[، مغز   ]15[

رت و موش صورت گرفته است نشان داده شده كه نيكـوتين            
ايــن در حــالي اســت كــه . داراي خاصــيت آپوپتــوتزي اســت

 در )ليپو پلي ساكاريد(LPS  هاي تحت تيمار با  نيكوتين در رت
هاي قلبي را كاهش   ميزان بروز آپوپتوز در سلولIn vivoمحيط 

 ــ. ]18[داد  ــين در مح ــلول in vitroيط همچن ــار س ــاي    تيم ه
ــساني  ــوش    ، ســلول]19[لنفوســيت ان ــي م ــاي ايمن  و ]20[ه

 با نيكـوتين، باعـث مهـار        ]21[هاي سرطاني ريه انساني        سلول
همچنين در مطالعاتي اذعان شده اسـت كـه         . بروز آپوپتوز شد  

نخاعي است  هاي    نيكوتين به عنوان محافظ عصبي براي نورون      
همچنين در برخي مطالعات ديگر به آثار وابسته بـه دوز           . ]22[

هاي فئوكروموسايتوما     نيكوتين براي محافظت سلولي در سلول     
در ارتباط با آثار نيكـوتين بـر        . ]23-25[رت اشاره شده است     

هـايي متفـاوت در دسـترس        هاي مختلف گـزارش     تكثير سلول 
و همكارانش انجام دادند    ) Yang(اي كه يانگ     در مطالعه . است

نشان داده شد كه نيكوتين داراي آثار القا، تكثير و عروق زايي            
هاي اندوتليالي وريد نافي انساني است و ايـن           بر كشت سلول  

 نيز )Villablanca(ويلابلانكا . ]26[آثار نيز وابسته به دوز است   
تواند سـبب تكثيـر      هاي پايين مي    د كه نيكوتين در دوز    نشان دا 
هاي بـالا سـبب القـاي         هاي اندوتليالي شود ولي در دوز       سلول

بيـان  ) Zhang(ضـمن ايـن كـه ژانـگ         . ]27[شـود    آپوپتوز مي 
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تواند سـبب تحريـك      هاي بالاي نيكوتين مي     كند كه غلظت   مي
هــاي  پروليفراســيون و محافظــت در برابــر آپوپتــوز در ســلول

با توجه به موارد ذكر شده در فوق بـه          . ]28[سرطان ريه شود    
رسد كه نيكوتين با تأثير بر ميزان بروز آپوپتوز يا تكثير            نظر مي 

 يـا مـرگ   ءهـا، در ميـزان بقـا    سلولي مربوط به چرخـه سـلول    
هاي بافتي نقش داشته باشـد و ايـن           ها و جمعيت سلول     سلول
  .استمتفاوت  هاي مختلف  در دوزآثار

 نيكـوتين بـر فعاليـت تكثيـري         آثـار تا كنون در ارتباط بـا       
بنـابراين   نشده اسـت،     مشاهدههاي زاياي بيضه گزارشي       سلول

هـاي    هدف از مطالعه حاضر، تعيـين فعاليـت تكثيـري سـلول           
هاي    ميتوتيك و ميوتيك بيضه موش نر بالغ تحت درمان با دوز          

  .مختلف نيكوتين در مدت كوتاه دو هفته است
  

  ها  مواد و روش
 نـژاد   ،هفتـه  6-8 مـوش بـالغ نـر        32 رويمطالعه حاضـر    

NMRI  سسه رازي خريـداري    ؤ حيوانات از م   .صورت گرفت
هايي كه دسترسي آزادانه به غذا و آب          ها در قفس    موش. شدند

 از   شرايط محيطـي اسـتاندارد     همچنين. داري شدند  داشتند نگه 
هـا     نظر نور، دما و رطوبت به صورت يكـسان بـراي همـه آن             

 8هر گـروه شـامل      (  گروه 4آن حيوانات به    پس از   . ايجاد شد 
  . تقسيم شدند)حيوان

 روز 14 يك نوبت به مدت روزي) كنترل: (اول گروه
صورت داخل صفاقي تحت تزريق نرمال سالين يك درصد  به

  .قرار گرفتند
 روز به 14اين گروه روزي يك نوبت به مدت : گروه دوم

گرم  ميلي1/0به ميزان ) Sigma(صورت داخل صفاقي نيكوتين 
  . دريافت نمودندبر كيلوگرم

 روز به 14اين گروه روزي يك نوبت به مدت : گروه سوم
گرم  ميلي2/0به ميزان ) Sigma(صورت داخل صفاقي نيكوتين 

  . دريافت نمودندبر كيلوگرم
 روز  14 اين گروه روزي يك نوبت به مدت         :گروه چهارم 

ــوتين    ــفاقي نيك ــل ص ــورت داخ ــه ص ــزان  ) Sigma(ب ــه مي ب
  .نمودند دريافت  گرم بر كيلوگرم ميلي4/0

.  رقيق سازي نيكوتين از نرمال سـالين اسـتفاده شـد           براي 
بديهي است كه دوز نيكوتين و مدت زمان مصرف و آزمـايش            
بر اساس مطالعات قبلـي كـه روي مـوش و رت انجـام شـده                

 2/0ايــن مطالعــه غلظــت در . ]9 و8 ،3[ه اســتشــدانتخــاب 
عنوان غلظـت اپتـيمم در نظـر          نيكوتين به  گرم بر كيلوگرم    ميلي

 50گرفته شده است و معادل سـطح نيكـوتين خـون در حـد               
لازم به ذكر است كه در انسان،       . ]29[ليتر است    نانوگرم برميلي 

 50دنبال مصرف چند سيگار  متوسط سطح نيكوتين در خون به
هـاي    بـه عبـارت ديگـر دوز       .]30[ليتـر اسـت       بر ميلي  نانوگرم
گـرم بـر      ميلي 2/0 و   گرم بر كيلوگرم    ميلي1/0بي نيكوتين   انتخا

 در اين مطالعه به ترتيـب       گرم بر كيلوگرم    ميلي 4/0 و   كيلوگرم
 عدد سيگار در روز توسط يك فرد        20 و   10،  5معادل مصرف   
  .]30و29[سيگاري است 

هاي   وز در سلولها، مراحل ميت نظر به اين كه در موش
كشد   روز طول مي5 حدود B و بينابيني و Aاسپرماتوگوني 

: شامل(و مراحل پروفاز ميوز يك كه نسبتاً طولاني است 
 6(تن  ، پاكي)  روز5/1(، زيگوتن ) روز2حدود (لپتوتن 

جمعاً ) است) كمتر از يك روز(و ديپلوتن و دياكينز ) روز
 روز پس از 15؛ بنابراين ]31[كشد   روز طول مي10حدود 

 نخاع، كشته جايي طريق جابه شروع درمان، همه حيوانات به
از وريد . ها از حفره شكم خارج شد و بيضه راست آن

گيري صورت  ليتر نيز خون  ميلي1اجوف تحتاني هر حيوان 
ها در داخل محلول   منظور ثبوت بافتي، بيضه به. پذيرفت

 ساعت 72 درصد به مدت 10تثبيت كننده فرمالدييد بافري 
وز از پس از گذشت سه ر. شدند ور  در دماي اتاق غوطه

  ها، براي   ثابت نمودن و اطمينان از ثبوت بافتي بيضه
  پاساژ بافتي از اتانول با درجات صعودي، گزيلن و 

ها در جهت محور طولي در   بيضه. پارافين مذاب استفاده شد
گيري شدند و سپس با استفاده از دستگاه  پارافين قالب
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 μ5مقاطعي به ضخامت ) Leitz, Germany(ميكروتوم دوار 
 اسلايد تهيه و به طريق 5 تا 4از هر بيضه . تهيه شد

آميزي و با ميكروسكوپ نوري  هماتوكسيلين و ائوزين رنگ
)Olampus, Japan ( مطالعه شد × 400و با بزرگنمايي .  

  
ــا روش   ارزيـــابي كيفيـــت اســـپرماتوژنز بـ

  جانسون
هــاي ســمي نيفــروس از  منظــور مطالعــه كيفيــت لولــه بــه
بدين منظـور از    . ]32[ استفاده شد    "ننمره دهي جانسو  "روش

نيفروس در هر حيـوان اسـتفاده        لوله سمي    100مقطع عرضي   
  .  تعلق گرفت10 تا 1شد و به هر لوله نمرات 

ــه   براســاس معيــار هــاي زيــر بــه هــر مقطــع عرضــي لول
 .شد داده ، نمره نيفروس سمي

اســپرماتوژنز كامــل، تعــداد زيــادي سراســپرم كــه در : 10
 .حاشيه لومن گرد و منظم قرار دارند

ومن گرد و مـنظم     تعداد زيادي اسپرم وجود دارد ولي ل       :9
 .شود ديده نمي

 .تعداد اسپرم خيلي كم است: 8

شود ولي تعداد زيادي اسـپرماتيد گـرد          اسپرم ديده نمي  : 7
 .شود ديده مي

 .شود تعداد كمي اسپرماتيد گرد ديده مي: 6

تعـداد  . شـود   هيچ اسپرم و اسپرماتيد گردي ديـده نمـي         :5
  .شود زيادي اسپرماتوسيت اوليه ديده مي

 .شود اد خيلي كمي اسپرماتوسيت اوليه ديده ميتعد :4

ــي  : 3 ــده نم ــه دي ــيت اولي ــيچ اسپرماتوس ــود ه ــط . ش فق
 .شود اسپرماتوگوني ديده مي

فقط سلول سـرتولي ديـده   . هيچ سلول زايا وجود ندارد  :2
 .شود مي

شـود و   نه سلول زايا و نـه سـلول سـرتولي ديـده مـي       :1
  .ها آتروفيك هستند  لوله

  سپرماتوژنزارزيابي كميت ا
به منظور ارزيابي كميت اسـپرماتوژنز از شـمارش سـلولي           

 لولـه سـمي     20 تـا    15بـدين ترتيـب كـه تعـداد         . استفاده شد 
 اسـپرماتوژنز در    7 و   8نيفروس در مقطع عرضي و در مراحل        

 متر مربـع از هـر لولـه،        ميلي 1×1هر حيوان انتخاب ودر سطح      
 اوليـه لپتـوتن و   هاي اسپرماتوگوني، اسپرماتوسيت   تعداد سلول 

هاي گرد و اسپرماتوزوا در هر لولـه از نظـر             تن، اسپرماتيد  پاكي
براي شمارش سـلولي از     . مورفولوژي شناسايي و شمارش شد    

 . استفاده شد× 400 ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي

  
  هاي در حال تكثير  ارزيابي سلول

) Dako , North America (بدين منظور از كيت تشخيصي
Ki-67ميكرون  پنج هاي با ضخامت  ابتدا برش.  استفاده شد
با كمك گزيلول در دو  ييزدا پارافين مرحله  پس از آنوتهيه 

. گرفتاتانول با درجات نزولي قرار  مرحله انجام و بافت در
ها در محلول بافر فسفات حاوي اسيد سيتريك با  سپس لام

pH 6/2 شد تا  دقيقه قرار داده 15 در مايكروويو به مدت
پس از شستشو با فسفات . مدآزماني كه محلول به جوش 

 مربوط، سيستم رديابيبادي اوليه و  بافر، با استفاده از آنتي
آميزي بر اساس دستورالعمل موجود در كيت انجام  رنگ

لازم به ذكر است همراه با هر سري گذاشتن نشانگر . پذيرفت
زارش شده بود يك لام كه قبلاً از نظر نشانگر مربوط مثبت گ

آميزي قرار گرفت تا  عنوان كنترل با همان روش تحت رنگ به
به منظور . آميزي اطمينان حاصل شود از فرايند رنگ

آميزي هماتوكسيلين استفاده  ها از رنگ  لام آميزي زمينه رنگ
× 400ها با ميكروسكوپ نوري و بزرگنمايي   سپس لام .شد

اي رنگ به عنوان  ه ها با هسته قهو  سلول. ارزيابي شد
در هر حيوان ايندكس . هاي در حال تكثير تلقي شدند سلول
Ki-67 در هر رده سلولي اسپرماتوگوني، اسپرماتوسيت اوليه 

بدين ترتيب . تن محاسبه شد لپتوتن و اسپرماتوسيت اوليه پاكي
 لوله سمي نيفروس در مقطع عرضي 20كه در هر اسلايد 
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هاي در حال تكثير در هر رده   ارزيابي شد و سپس تعداد سلول
هاي موجود  همان رده سلول سلولي شمارش و بر تعداد كل

 ضرب و به صورت 100در لوله تقسيم و پاسخ نهايي در عدد 
  . درصد بيان شد

  
  هاي ليديگ  محاسبه حجم سلول

 كه روي لنز چشمي ميكروسكوپ با كمك گريد خطي
هاي   ل، حجم هسته سلو×1000ي ي و با بزرگنمانصب شد

 سلول 20بدين ترتيب كه در هر حيوان  .شدمحاسبه ليديگ 
مد آدست  ه شعاع ب=D1)/2× (D2√Rابتدا از فرمول . شدمطالعه 

ترتيب اقطار ه ب D2 و D1معادل شعاع و  Rكه در اين فرمول 
مطالعه حجم از براي  همچنين. است هستهبزرگ كوچك و 

  .]33[ ثابت بود عدد π=14/3. استفاده شد V=4/3 π R3 فرمول
  

  ارزيابي تستوسترون سرم
ليتر خـون از     از هر حيوان در حين تشريح حدود يك ميلي        

 2500وريد اجوف تحتاني تهيه و در ميكروسـانترفيوژ بـا دور            
پـس از جـدا     .  دقيقـه قـرار داده شـد       5دور در دقيقه به مدت      

نمودن سرم، با استفاده از روش اليزا سطح سرمي تـستوسترون           
  . تعيين شد

  
  آناليز آماري

در  ميكروسكوپ نوري شناسي و كيفي ريختنتايج 
هاي مورد مطالعه با هم مقايسه و همچنين كليه   نمونه
 SPSSهاي كمي محاسبه شده با استفاده از برنامه آماري  پارامتر
ها   يافته. شدتحليل   آزمون واريانس يك طرفهو 16نسخه 

 p<0.05  رين و انحراف معيار بيان و مقاديصورت ميانگ به
دار بين    ارزيابي تفاوت معنيبرايهمچنين . شددار تلقي  معني
  .شدتوكي استفاده  آزمون ها از  گروه

  ها  يافته
بر اساس بررسي مشاهداتي كه توسط ميكروسـكوپ نـوري          

ها اسپرماتوژنز فعال  صورت پذيرفت در بيضه گروه كنترل در لوله
ي، هــاي اســپرماتوگون هــا شــامل ســلول تمــام رده ســلول(بــود 

هـاي    هاي گـرد، اسـپرماتيد    اسپرماتوسيت اوليه و ثانويه، اسپرماتيد  
. هاي سرتولي مشاهده شـدند       و همچنين سلول  ) اسپرماتوزآ(دراز  

 اسپرماتوژنز بودند، داراي    8 و   7ها كه در فاز       محدوده اغلب لومن  
در بافـت   . حاشيه منظم و تعداد نسبتاً زيادي اسـپرماتوزوييد بـود         

هـاي    ت همبند سست حاوي عروق خـوني و سـلول         بينابيني، باف 
هـاي     سـلول . هاي ليـديگ مـشاهده شـد        همبند به انضمام سلول   

. اي اسـيدوفيل مـشاهده شـدند       ليديگ به صورت گروهي و توده     
دست آمد و در      به 9±30/0ميانگين نمره جانسون در گروه كنترل       

واقع بيانگر اين نكته است كه اسپرماتوژنز بـه صـورت فعـال در              
نظـر   در مشاهده با ميكروسكوپ نوري به     . ها در جريان است      ولهل

رسيد نيكوتين باعث اختلال در اسپرماتوژنز شده است چرا كه  مي
رسـيد ايـن     هاي زايا و اسپرم بالغ كمتر بـه نظـر مـي             تعداد سلول 

با ايـن  . تر ديده شد  چهارم واضح ويژه بهتغييرات در گروه سوم و      
هـا نيـز      ايا و سـوماتيك در ايـن لولـه        هاي سلولي ز    حال تمام رده  

هاي كمي    رسيد كه پارامتر   در گروه چهارم به نظر مي     . مشاهده شد 
لوله سمينيفروس در مقايسه با كنترل كاهش واضح يافتـه باشـند             

 گـرم بـر كيلـوگرم       ميلي 4/0 و   2/0هاي    نيكوتين در دوز  ). 1شكل  (
ت يعني گروه سوم و چهارم، سبب كاهش نمره جانسون به صور          

 در مقابــل  5/8±50/1 و 05/0p< ،60/1± 6/8(دار شــد   معنــي 
  .)1جدول ) (30/0±0/9

 گرم بر كيلـوگرم     ميلي 1/0 و   2/0و  4/0هاي    نيكوتين در دوز  
ــدت  ــه م ــه2ب ــدكس   هفت ــر اين ــاثيري ب ــاي   ســلولKi67ت ه

ــت  ــپرماتوگوني نداش ــدكس  . اس ــه اين ــالي ك در  Ki67 در ح
هاي سوم    كي تن در گروه   هاي اسپر ماتوسيت اوليه لپتوتن و پا        سلول

به  .دار در مقايسه با كنترل كاهش داشت به طور معنيچهـارم  و  
ميـزان   عبارت ديگر تيمار با نيكـوتين بـه مـدت دو هفتـه بـر              

هاي ميتوتيـك اسـپر مـاتوگوني تـاثيري      سلول Ki67 ايندكس
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هـاي    هاي ميوتيك و در گروه      و اين اثر فقط در سلول     . نداشت
  )1جدول (. ديده شدچهارم سوم و 

با اين وجود در خصوص سطح سرمي تستوسترون، نتـايج      
   و 3حكايت از كاهش سطح سـرمي ايـن هورمـون در گـروه              

  بـدين ترتيـب كـه سـطح        .  نسبت بـه گـروه كنتـرل داشـتند         4
  ng/ml 06/0±5/3ســـرمي تـــستوسترون در گـــروه كنتـــرل 

گـرم    ميليدست آمد اما در سه گروه تحت درمان با نيكوتين           ه  ب
، ng/ml 53/0±62/2 بـه ترتيـب      4/0 و   2/0،  1/0 گرمبر كيلـو  
ng/ml 06/0±53/2   و ng/ml 05/0±5/2   بـه  .  حاصل گرديـد

عبارت ديگـر ايـن مـساله نـشان داد كـه تجـويز نيكـوتين در                 
توانـد منجـر بـه       مـي  گرم بـر كيلـوگرم      ميلي 4/0 و   2/0هاي    دوز

  ).p<0.05( كاهش تستوسترون شود
حاسبه شد كـه در گـروه       هاي ليديگ نيز م     حجم هسته سلول  

ايــن متغييــر در .  ميكــرو متــر مكعــب بــود60/110±6/2كنتــرل 
 نيكوتين دريافـت    گرم بر كيلوگرم    ميلي 1/0خصوص گروه دوم كه     

 ميكرو متر مكعب برآورد شـد كـه تفـاوت           52/104±4/3كردند  
ولي در گروه سوم و چهارم كه       . داري با گروه كنترل نداشت      معني

ها تزريـق       نيكوتين به آن   گرم بر كيلوگرم    يليم 4/0 و   2/0به ترتيب   
 62/2 و 23/100± 80/3 هاي ليديگ شده بود، حجم هسته سلول

 ميكــرو متــر مكعــب محاســبه شــد كــه داراي تفــاوت ±48/98
  . داري با گروه كنترل بود و كاهش واضحي را نشان داد معني

 نيكوتين تاثيري بر بر كيلوگرم گرم ميلي1/0تيمار با 
هاي اوليه  هاي اسپرماتوگوني، اسپرماتوسيت  ولشمارش سل
هاي گرد و اسپرماتوزوا نداشت  تن، اسپرماتيد لپتوتن، پاكي

 4/0 و 2/0هاي  هر چند كه تجويز نيكوتين با دوز). 2جدول (
هاي   داري تعداد سلول طور معني  بهگرم بر كيلوگرم ميلي

هاي گرد  تن، اسپرماتيد هاي اوليه لپتوتن و پاكي اسپرماتوسيت
دار در مقايسه با كنترل كاهش  طور معني و اسپرماتوزوا را به

در  تن هاي اوليه پاكي  تعداد اسپرماتوسيت).p<0.05(داد 
هاي سوم و    عدد بود كه اين رقم در گروه21/32±20/2كنترل
  ). 2جدول . ( بود31/20±60/3 و 12/24±02/4 چهارم

  

  
 : A. هاي سمي نيفروس موش بالغ فوتوميكروگراف نوري از لوله. 1شكل 
تحت تيمار : Cگرم بر كيلوگرم،   ميلي1/0تحت تيمار با نيكوتين : B ،كنترل

 4/0تحـت تيمـار بـا نيكـوتين     :  D ميليگـرم بـر كيلـوگرم،   2/0با نيكوتين 
 KI-67هـاي     اي رنگ معرف سـلول      هاي قهو ه    سلول. گرم بر كيلوگرم    ميلي

) Ge(اسپرماتوسيت اوليه،   ) PS(لومن،  ) L. (مثبت يا در حال تكثير هستند     
.  و هماتوكسيلين  KI-67 :آميزي  رنگ. اسپرماتوگوني) Sg(اپيتليوم ژرمينال،   

   ميكرومتر50 :بار
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هـاي مختلـف نيكـوتين        هاي ليديگ در بيضه موش نر بالغ تحت تيمـار بـا دوز               ، سطح تستوسترون و حجم هسته سلول      KI67نمره جانسون، ايندكس     .1جدول  
Mean±SD)(  

  نمره جانسون  گروه
سطح تستوسترون 

نانوگرم بر (
  )ليتر ميلي

حجم هسته 
هاي ليديگ   سلول
ميكرومتر (

  )مكعب

ايندكس 
KI67اسپرماتوگو
   )درصد(ني 

 KI67ايندكس 
   )درصد(لپتوتن 

 KI67ايندكس 
   )درصد(تن  پاكي

  50/87±20/3  33/83±33/2  70/72±60/3  60/110±60/2  50/3±06/0  00/9±/30  كنترل

ــروه دوم  ــوتين(گ  1/0  نيك
  80/82±41/4  14/80±80/2  40/68±40/2  52/104±40/3  62/2±03/0  2/9±20/0  )گرم بر كيلوگرم ميلي

ــوم  ــروه سـ ــوتين (گـ نيكـ
23/100±80/3  *53/2±06/0  *6/8±60/1  )گرم بر كيلوگرم ميلي2/0

*  3/4±21/66  11/4±24/71*  10/2±21/74*  

/ 4نيكـوتين     (ارم  چهگروه  
  *5/71±6/3  *20/67±20/3  12/65±8/3  *48/98±62/2  *50/2±05/0  *5/8±50/1  )رم بر كيلوگرمگ  ميلي0

   .)p<0.05(دار در مقايسه با كنترل يمقادير معن* 
  

  )(Mean±SDهاي مختلف نيكوتين هاي سمي نيفروس  موش نر بالغ تحت تيمار با دوز هاي زاياي بيضه درلوله تعداد سلول .2جدول 

اسپر ماتوسيت اوليه   گونياسپر ماتو  گروه
  لپتوتن

اسپر ماتوسيت 
  اسپر ماتوزوا  اسپر ماتيد گرد  تن اوليه پاكي

  12/88±70/8  14/120±40/8  21/32±20/2  42/24±12/3  86/11±80/2  كنترل
  80/79±00/8  40/112±20/7  41/30±14/3  40/22±10/2  32/10±45/2  )گرم بر كيلوگرم ميلي 1/0  نيكوتين(گروه دوم 

  *24/71±7/6 *31/96±6 /4  *12/24±4 /02  *22/18±3 /14  24/11±90/1  )گرم بر كيلوگرم ميلي2/0نيكوتين  (سوم گروه 

  *14/58±1/8 *62/74±8 /07  *31/20±3 /60  *12/15±4 /36  68/9±32/2  )گرم بر كيلوگرم  ميلي0/ 4نيكوتين  (ارم چهگروه 

   .)p<0.05(دار در مقايسه با كنترل يمقادير معن* 
  

  بحث
نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد كه مصرف نيكوتين 

 14 به مدت گرم بر كيلوگرم ميلي 4/0 و 2/0، 1/0هاي  در دوز
 دار تستوسترون در مقايسه با كنترل روز باعث كاهش معني

ترين هورمون دخيل در فرايند  تستوسترون مهم. شود مي
شود  شح ميهاي ليديگ تر  اسپرماتوژنز است و به وسيله سلول

و در دوران بلوغ در مردان در ايجاد علايم مردانگي، حفط 
اين . هاي وابسته به آندروژن نقش دارد  رشد و كاركرد ارگان

هاي جنسي در مردان مانند تمايلات جنسي،   هورمون بر رفتار
خودي طي خواب، انزال و پديده  به تحريك جنسي، نعوذ خود

  هاي  گيرنده. ]34[ ارگاسم طي فعاليت جنسي نقش دارد
  

هاي   هاي ليديگ بلكه روي سلول  نها بر سلولآندروژن نه ت
سوماتيك ديگر بيضه يعني ميوييد و سرتولي نيز وجود دارد 

دانيم كه اسپرماتوژنز يك فرايند ناشي از عملكرد  و مي ]34[
تستوسترون يك . هاي زايا و سوماتيك است  متقابل سلول

كننده آندوكرين و پاراكرين  هورمون مقلد و تحريك
، حفظ آن و اسپرماتوژنز است و قادر به شروع اسپرماتوژنز

 بنابراين هرگونه تخريب يا .]34[تشكيل اسپرماتوزآ است 
هاي ليديگ ممكن است باعث آتروفي بيضه،   اختلال در سلول

ها، اختلال در نعوذ و در كل ناباروري  اختلال عملكرد گناد
ها، اين مطالعه نشان داد كه    در تأييد اين يافته.]34[شود مردان 
هاي تحت درمان با   هاي ليديگ در گروه   سلولهستهحجم 
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.  كاهش داشته استگرم بر كيلوگرم ميلي 4/0 و 2/0هاي  دوز
هاي  حجم هسته سلولدر همين راستا نشان داده شده است كه 

 LHو  FSHهاي  دنبال هيپوفيزكتومي و قطع هورمون به ليديگ
 كاهش hCGو كاهش هورمون  ]28[و كريپتوركيديسم  ]27[

  .]35[يابد  مي
هاي بدن در   كاملاً مشخص است كه تعداد زيادي از سلول

هاي سنتزي متفاوتي دارند كه اين   هاي مختلف فعاليت  زمان
. تواند متناسب با پراكندگي كروماتين در هسته باشد فعاليت مي

زماني كه تراكم كروماتين زيادتر باشد هسته كوچكتر و حجم 
زماني كه تراكم كروماتين آن نيز كمتر است، بر عكس در 

 كمتر است هسته بزرگتر بوده و حجم هسته نيز افزايش
اند كه تغيير در  ضمن اين كه مطالعات نشان داده. ]33[يابد  مي

حجم هاي ليديگ با تغييرات   سايز سلول و سيتو پلاسم سلول
   .]37 و36[دارد ها ارتباط مثبت  هسته آن

اين نتايج احتمالاً بيـانگر ايـن اسـت كـه فعاليـت سـنتزي               
 4/0 و   2/0 هـاي تحـت درمـان بـا          هاي ليديگ در گروه      سلول
  .ته استكاهش ياف گرم بر كيلوگرم ميلي

انجـام شـده،    از طرف ديگـر بـر اسـاس چنـدين مطالعـه             
 FSHار آزادسازي   هاند كه نيكوتين باعث م      ه  محققين نشان داد  

شود و اين عملكرد از طريق تاثير مهـاري   از هيپوفيز مي   LHو  
  .]29 و8[گيرد   ميبر هيپوتالاموس صورت

نتايج حاصل از ايـن آزمـايش همچنـين نـشان داد كـه بـا                
هاي زايـاي      دوز نيكوتين، ميزان فعاليت تكثيري سلول     افزايش  

يابد كه شايد اين خود يـك مكانيـسمي بـراي             بيضه كاهش مي  
توانـد بـه راحتـي از         نيكـوتين مـي   . كاهش نمره جانسون باشد   

هاي بدن عبور كرده و قابليت واكنش با برخي از             غشاي سلول 
وپلاسـم  هاي توبولين در سيت      اجزاي درون سلولي نظير پروتئين    

هـاي زايـاي جنـسي را          هاي در حال تقسيم نظير سـلول         سلول
تواند منجر بـه اخـتلال در تقـسيم           داراست و از اين طريق مي     

 در ايـن آزمـايش نـشان داده شـد كـه           . ]33 و 32[سلولي شود   
هـاي اسپرماتوسـيت اوليـه لپتـوتن و             در سـلول   Ki67شاخص  

هاي سوم و چهارم كاهش يافت؛ در حالي كه            تن در گروه   اكيپ
هاي اسپرماتوگوني در هـيچ گروهـي ايـن شـاخص             در سلول 

 هـاي   به عبارت ديگر تيمار بـا نيكـوتين در دوز         . تغييري ننمود 
 براي مدت دو هفتـه بـر        گرم بر كيلوگرم    ميلي 4/0 و   2/0،  1/0

اين تفـاوت اثـر     احتمالاً  . هاي ميتوتيك بيضه اثري ندارد       سلول
هــاي ميوتيــك و ميتوتيــك ناشــي از تفــاوت در    روي ســلول

هـاي زايـاي بيـضه         هاي نيكوتيني بـر سـلول       پراكندگي رسپتور 
در همين راستا نـشان داده شـده اسـت كـه نيكـوتين از       . است

گذارد و ايـن      هاي استيل كوليني نيكوتيني اثر مي       طريق رسپتور 
هـا    هـا و اسـپرماتيد       تها اغلـب روي اسپرماتوسـي       نوع رسپتور 

ضـمن ايـن كـه نـشان داده شـده اسـت كـه               . شـوند   يافت مي 
اسپرماتوزوا نيز داراي يك نوع رسـپتور كلينرژيـك نيكـوتيني           

در تأييد اين يافته نشان داده شده كه تعدادي         . ]39و  38[است  
نرژيكي بر تحرك اسـپرم  هاي كلي    ها و آنتاگونيست     از آگونيست 

  . ]39 و38[اثر دارد 
آزمايش حاضر نشان داد كه اثر نيكوتين بر تكثير 

هاي  يعني در دوز. هاي زاياي بيضه وابسته به دوز است  سلول
تأثير  تر بي هاي پايين بالا اثر آنتي پروليفراتيو دارد ولي در دوز

مالاً مدت زمان مصرف نيكوتين نيز در اين زمينه احت. است
نشان داده است كه افزايش ) Nesseim(نسيم . اثر خواهد داشت

دوز و زمان مصرف نيكوتين با تغييرات تخريبي بافت بيضه 
مشابه با همين يافته ديده . ]40[ها ارتباط مستقيم دارد  در رت

هاي   ها در سلول اثار نيكوتين بر تكثير سلولشده است كه 
هاي اندوتليالي   ، سلول]23-25[رت  فئوكروموسايتوماي

صورت وابسته به   به]28[هاي سرطان ريه    و سلول]27و26[
  .دوز است

هـاي گـرد و    اين كه چرا در اين مطالعـه تعـداد اسـپرماتيد        
رم كـاهش     چهـا هاي سوم و      همچنين اسپرماتوزوا نيز در گروه    

داشتند را شايد بتوان به كاهش هورمون تـستوسترون در ايـن            
در  ر مهـم  هورمون تستوسترون يك فـاكتو    . ها ارتباط داد    گروه

همچنين  و) اسپرماتوسيتوژنز(شروع و حفظ تقسيمات سلولي      
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هاي گـرد     در روند اسپرميوژنز يا تمايز مورفولوژيك اسپرماتيد      
هـاي    نشان داده شده است كـه در مـوش        .  است به اسپرماتوزوا 

hpG     هـا فاقـد اسـپرماتيد        هاي آن    بيضه است،كه فاقد آندروژن
  .]41[ گرد و اسپرماتوزوا است
هــاي ديگــري عــلاوه بــر كــاهش تكثيــر  احتمــالا مكانيــسم

هاي زاياي بيضه و كـاهش تـستوسترون در كـاهش بلـوغ         سلول
هـا القـاي      شـايد يكـي از ايـن مكانيـسم        . وژنز نقش دارد  اسپرمات

و ) Kim(در ايــن رابطــه كــيم . آپوپتــوز توســط نيكــوتين باشــد
ــال  ــاران در س ــه 2005همك ــك مطالع ــه روي in vitro در ي  ك

هاي ليديگ موش انجام شـد، نـشان دادنـد كـه نيكـوتين                سلول
 در in vivoنيكـوتين در محـيط   . ]34[داراي اثر آپوپتوتيك است 

هـاي    ي آپوپتـوز بـر سـلول      تخمدان نيز داراي آثـار القـا كننـدگ        
دانيم يكي از عـواملي كـه    ضمن اين كه مي . ]15[گرانولوزا است   

ها شود تغييرات هورموني     د باعث القاي آپوپتوز در سلول     توان  مي

بر كيلوگرم   گرم   ميلي 4/0 و   2/0است كه در گروه تحت تيمار با        
 .دار كاهش يافته است طور معني نيكوتين، تستوسترون به

 هفتـه در    2اين مطالعه نشان داد كه تجـويز نيكـوتين بـه مـدت              
كاهش سطح تستوسترون   گرم بر كيلوگرم با       ميلي 4/0 و   2/0هاي    دوز

يـت اوليـه و در           در سلول  ki67سرم و كاهش شاخص    هاي اسپرماتوس
ها همـراه     نهايت كاهش نمره جانسون يا كيفيت اسپرماتوژنز در موش        

بررسي مولكولي و ژني دخيل در سيكل سلولي، تكثير و مرگ           . است
تـر مكانيـسم      دنبال نيكوتين براي فهم دقيـق       هاي زاياي بيضه به     سلول

 .شود اي مطالعات بعدي پيشنهاد ميبر
 

  تقدير و تشكر
از معاونت محترم پژوهشي و كميته تحقيقـات دانـشجويي    

حمايت مالي مطالعه حاضر    بابت  دانشگاه علوم پزشكي گيلان     
  .شود  و قدرداني ميتشكر
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