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ABSTRACT

Background & objectives: The present study investigated the effects of royal jelly on lead
acetate induced toxicity on sperm parameters, reproductive hormone assay, and bak gene
expression in NMRI male mice.
Methods: In this study, fifty four male mice were randomly divided into nine groups: control
group (without royal jelly) (n=6); sham group(10 ml normal saline) (n=6); lead group (1000
ppm, oral) (n=6); Group 4: royal jelly (100 mg/kg/day, oral) (n=6); Group 5: royal jelly (250
mg/kg/day, oral)(n=6); Group 6: royal jelly (500 mg/kg/day, oral)(n=6); Group 7: royal jelly
(100 mg/kg/day, oral) + 1000 ppm lead (n=6); Group 8: royal jelly (250 mg/kg/day, oral) +
1000 ppm lead (n=6) and Group 9: royal jelly (500 mg/kg/day, oral) + 1000 ppm lead (n=6).
On day 35, blood samples were collected from anaesthetized mice by cardiac puncture to
assess reproductive hormones and the testes were harvested for determination of sperm
parameters and expression bak gene. Sperm parameters including motility, viability, DNA
damage, morphology and total antioxidant capacity (TAC) levels were determined.
Results: The results showed that administration of royal jelly significantly enhanced sperm
parameters and all reproductive hormone levels compared to control mice, (p<0.05). Also,
treatment with lead acetate caused a significant reduction in levels of all reproductive
hormones and a significant diminution in sperm motility, morphology, viability; with an
increase in percentage of dead spermatocytes (p<0.05). The co-administration of the 250 and
500 mg/kg/day royal jelly with lead acetate could ameliorate the deleterious effects of lead
acetate resulting in a significant increase in sperm parameters and all reproductive hormones
and increase the total antioxidant capacity (TAC) levels (p<0.05). Also, the expression of bak
gene in all treated (sham, royal jelly groups) and control groups was significantly lower than
the lead acetate group (p<0.05).
Conclusion: In conclusion, our findings suggest that the royal jelly has a beneficial effect on
male reproductive parameters following lead acetate induced toxicity in mice.
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bakان بیان ژن بررسی اثر محافظتی ژل رویال بر پارامترهاي اسپرم و میز
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چکیده
مطالعه حاضر به بررسی تاثیر ژل رویال بر سمیت ناشی از استات سـرب بـر پارامترهـاي اسـپرم، سـنجش      زمینه و هدف:

پرداخته است.NMRIاهی نژاد هاي نر کوچک آزمایشگهاي تولیدمثلی و بیان ژن باك در موشهورمون
گروه تقسیم شدند: گروه کنترل (بدون ژل رویال) 9پنجاه و چهار موش نر به طور تصادفی به در این بررسی، روش کار:

: ژل رویـال  4سـر)؛ گـروه   6، خـوراکی) ( 1000ppmسر)؛ گروه سـرب ( 6میلی لیتر نرمال سالین) (10سر). گروه شم (6(
میلی گرم در کیلـوگرم در روز، خـوراکی)   250: ژل رویال (5سر)؛ گروه 6یلوگرم در روز، خوراکی) (میلی گرم در ک100(
میلـی گـرم در   100: ژل رویال (7سر)؛ گروه 6میلی گرم در کیلوگرم در روز، خوراکی) (500: ژل رویال (6سر)؛ گروه 6(

میلی گرم در کیلوگرم در روز، خوراکی)+ 250یال (: ژل رو8سر)؛ گروه 6سرب (1000ppmکیلوگرم در روز، خوراکی)+ 
1000ppm) سرب 500: ژل رویال (9سر) و گروه 6سرب +(1000میلی گرم در کیلوگرم در روز، خوراکیppm)6 .(سر

، خونگیري از موش هاي بیهوش شده از طریق قلب براي آزمایش هورمون هاي جنسی و بیضه ها براي بررسی 35در روز 
و DNAجمع آوري شد. پارامترهاي اسپرم شامل تحـرك، قابلیـت زنـده مـانی، آسـیب      bakهاي اسپرم و بیان ژن پارامتر

) انجام شد.TACمورفولوژي و میزان سطح ظرفیت کل آنتی اکسیدان (
دار یهاي گروه کنترل، باعث افزایش معننتایج به دست آمده نشان داد که مصرف ژل رویال در مقایسه با موشیافته ها:

دار در . همچنین درمان با استات سرب باعث کـاهش معنـی  )p>05/0(پارامترهاي اسپرم و سطح هورمون هاي جنسی شد 
هـاي  هاي جنسی و کاهش قابل توجه تحرك، مورفولوژي، قدرت زنده مانی اسپرم، با افزایش درصد اسپرمسطح هورمون

بر کیلوگرم در روز ژل رویال با استات سرب توانست اثـرات  میلی گرم 500و 250. مصرف همزمان )p>05/0(مرده شد 
هاي جنسی و سطح کـل  مضر استات سرب را بهبود بخشد و منجر به افزایش قابل توجهی در پارامترهاي اسپرم و هورمون

بـه طـور   در گـروه کنتـرل و گـروه هـاي ژل رویـال      bak. همچنین میـزان بیـان ژن   )p>05/0() شد TACآنتی اکسیدان (
نسبت به گروه استات سرب کمتر بود.) p>05/0(داري نیمع

یافته هاي مطالعه حاضر نشان داد که ژل رویال اثرات محافظتی بسزایی در برابر سمیت تولیـدمثلی ناشـی از   نتیجه گیري:
هاي کوچک آزمایشگاهی دارد.استات سرب در موش

، ژل رویال، استات سرب، موش آزمایشگاهی: پارامترهاي اسپرم، هورمون هاي استروئیديواژه هاي کلیدي 
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مقدمه
طی و مواد شـیمیایی  هاي محیتماس فزاینده با آلاینده

ت بهداشـت  تـرین عامـل بـروز مشـکلا    وان اصـلی عنبه
15]. حــدودا1،2ًشــود [بــاروري در نظــر گرفتــه مــی

ي انسـانی تحـت تـاثیر نابـاروري قـرار     هـا درصد زوج
تـوان  مینیمی از موارد ناباروري راگیرند و تقریباًمی

]. همچنـین تمــاس بــا مــواد  3بـه مــردان نســبت داد [ 
اسپرم مردان را ي محیطی کیفیت هاشیمیایی و آلاینده

مطالعــات انســانی، حیــوانی و .]4،5دهــد [مــیکــاهش
آزمایشگاهی نشان داده اسـت کـه تمـاس محیطـی یـا      
شغلی با فلزات سنگین ممکـن اسـت سـلامت بـاروري     

مردان را تحت تاثیر قرار دهد. 
فلزات بسـیار سـمی بـراي انسـان و سـایر      وسرب جز

گیـر  پستانداران است که در محیط زنـدگی انسـان فرا  
هااستخوانخصوصاًهستند و در طول زندگی، در بدن

شـمار شـغلی کـه    کنند. جدا از منـابع بـی  میتجمع پیدا
دهنـد،  مـی انسان را در معرض تماس بـا سـرب قـرار   

شـغلی آلـودگی انسـان بـا سـرب      مهمترین منـابع غیر 
ق غـذاهایی کـه از منـاط   خصوصـاً (هـا غـذا :عبارتند از

انـد)، آب (در اثـر   شـده آلوده به فلزات سنگین حاصل
هـوا  ،ي سـربی) هـا تماس آب نـرم و اسـیدي بـا لولـه    

در اثر استنشاق هواي آلوده در مناطق ترافیکی عمدتاً(
کـه پایـه سـربی دارنـد، عـادت      ییهـا و متراکم)، رنگ

ي الکلی آلـوده بـه   هاکشیدن و مصرف نوشیدنیسیگار
]. 5سرب [
، خطـوط  هاهاي اخیر استفاده از سرب در رنگدر سال

دلیل عوارض جانبی نـاگوار در چنـدین   لوله و صنایع به
ي قبلـی حـاکی از   هاکشور محدود شده است. گزارش

از تجویز استات سرب باعث درصد15/0آن است که 
)ROSل آزاد اکسـیژن ( هـا تولید بیش از حد رادیکـال 

ل آزاد هـا ایـن میـزان افـزایش در رادیکـال    .شـود می
ه اســترس اکســیداتیو و توانــد منجــر بــمــیاکســیژن

هاي دژنراتیو در سطح بافـت شـود   بسیاري از واکنش
، تغییـرات  DNAي هـا تغییـر در پـروتئین  که منجر بـه  

پاتولوژي مهم در بافت بیضه، کاهش اسپرم و تغییرات 

سر اسپرم مثل بزرگ شدن آن، کاهش میانگین قطـر  
سـاز و میـزان تکثیـر    ي اسـپرم هـا داخلی مجاري لولـه 

، IIو Iي اسپرماتوسـیت  هـا اینـده در رده هاي زسلول
تأثیر بر سـاختار دسـتگاه تولیـدمثل جـنس نـر، رونـد       

ل آزاد هـا . از جمله رادیکال]6-8شود [اسپرماتوژنزمی
ــه سوپراکســید (مــیاکســیژن  ــوان ب O2ت

پراکســید )، -
) -HO(ي هیدروکسـیل هاو رادیکال)H2O2هیدروژن (

اسـپرم (کـه   صورت مستقیم به غشاي اشاره کرد که به
داراي مقادیر بالایی اسـید چـرب غیراشـباع بـا پیونـد      

کنند و منجر به میاسپرم حملهDNAدوگانه است) و 
ریـزي  (مـرگ برنامـه  کاهش تحرك و القاي آپوپتـوز 

ي کمتـري هـا در نتیجه اسـپرم ،شوندمیشده سلول)
توانند به تخمک برسند و این امر منجر به کـاهش  می

آپوپتوز یک پاسخ غیر التهـابی  ]. 9،10شود [میباروري
به آسیب بافتی است. در سیسـتم تناسـلی حیـوان نـر،     

طبیعـی ي غیرهـا آپوپتوز سـبب از بـین رفـتن اسـپرم    
ــی ــابر م ــود. بن ــبب   ش ــوز س ــردن آپوپت ــل نک این عم

ي غیرطبیعـی هـا آمدن جمعیت زیادي از اسپرمبوجود
]. تحقیقـات قبلـی رابطـه مثبتـی را بـین      11گـردد [ می

و ل آزاد اکسـیژن  هـا رادیکـال ز اسپرم ناشـی از  آپوپتو
در مردان مبتلا به نابـاروري  Bakبیان بیش از حد ژن 
].12برقرار کرده است [

عمـدتاً براي غلبه بر خسارات ناشی از سرب، مطالعات 
شده اسـت کـه   انجامي آنتی اکسیدانی هاروي درمان

اثرات محافظتی روي سمیت تولید مثل ناشی از سرب 
ي ها]. ترکیبات آنتی اکسیدانی در واکنش13،14[دارند

ي آزاد در داخل بدن واکـنش  هاتک الکترون با رادیکال
ــان ــینش ــوگیري م ــیداتیو جل ــیب اکس ــد و از آس دهن

ي طبیعـی نـه تنهـا    هـا کنند. بنابراین، آنتی اکسیدانمی
هـا نقش مهمی در پیشگیري و درمـان کمکـی بیمـاري   

عـوارض جـانبی بـراي    تواننـد از بـروز  مـی دارند بلکه
]. 15سلامتی انسان جلوگیري کنند [

ژل رویال یک ماده طبیعی است کـه یکـی از مهمتـرین    
آید. ژل رویـال از  میمحصولات زنبور عسل به حساب

غــدد موجــود در هیپوفــارنکس زنبــور عســل کــارگر 
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هـا شـود و از آن بـراي تغذیـه تمـامی لارو    میساخته
]. تجزیـه و  16شود [میصرف نظر از جنسیت استفاده
دهـد کـه ایـن مـاده     میتحلیل ترکیب شیمیایی نشان

طبیعی حاوي مخلـوط پیچیـده اي از اسـیدهاي آمینـه     
 ـ، قنـدها، اس هاآزاد، پروتئین عمـدتاً یدهاي چـرب ( ــــ

دکنوئیــک اســید)، مــواد معــدنی -2-هیدروکســی-10
(بـه طـور عمـده    هـا آهن و کلسـیم)، ویتـامین  عمدتاً(

]. مطالعـات مختلـف   17و غیره) اسـت [ تیامین، نیاسین 
خاصیت آنتی اکسیدانی ژل رویال را نشـان داده اسـت   

]21-18.[
بر این اساس هدف از مطالعـه حاضـر بررسـی اثـرات     
ــپرم،    ــر پارامترهــاي اس ــال ب ــی اکســیدانی ژل روی آنت

بدنبال bakهاي استروئیدي و میزان بیان ژن هورمون
مسـمومیت  سمیت تولید مثل ناشی از اسـتات سـرب (  

.بودخوراکی) در موش آزمایشگاهی

روش کار
ــام مطالعـــه حاضـــر از   ســـر مـــوش 54بـــراي انجـ

) جـوان  NMRIآزمایشگاهی نر بالغ نـژاد ان ام ار اي ( 
گرم که از مرکـز  30±6اي، با میانگین وزنی هفته8-6

پرورش و نگهـداري حیوانـات آزمایشـگاهی دانشـکده     
بود استفاده شـد.  دامپزشکی دانشگاه ارومیه تهیه شده

ي هـا آزمایشات بر روي حیوانات مطابق دسـتورالعمل 
کمیته اخلاقی تحقیق در حیوانات آزمایشگاهی دانشـگاه  

-IR-UU-AECآد3ارومیه انجـام شـد (کـد اخلاقـی:     

°C). حیوانات در شرایط استاندارد دمایی (2020؛/206

ساعت روشنایی/تاریکی بـا  12) و با سیکل نوري 22±2
گــروه 9امــل بــه آب و غــذاي کــافی در دسترســی ک

سر) در مرکز پرورش و نگهداري 6درمانی (هر گروه
حیوانـات آزمایشــگاهی دانشــکده دامپزشــکی دانشــگاه  

ي گروه کنترل سـالم،  هاارومیه نگهداري شدند. موش
هـا هیچ دارویی دریافت نکردند. در گروه شم، مـوش 

نـد.  میلی لیتر نرمال سالین دریافـت کرد 10به مقدار 
ppm1000به میـزان هادر گروه کنترل بیمار، موش

]. 22استات سرب بصورت خـوراکی دریافـت کردنـد [   

در سه گروه تیمار همزمان با مصـرف اسـتات سـرب،    
میلـی گـرم بـه    500و 250، 100ژل رویال به مقـدار  

] که در نرمال سالین حل 23ازاي هرکیلوگرم در روز [
هـم فقـط ژل   گـروه شده بود، استفاده شد و در سـه  

رویال بـا همـان دوزهـاي مشـخص اسـتفاده گردیـد.       
هاي سفید کوچک آزمایشگاهی موجـود در هـر   موش

ــا 24روزه [35گــروه پــس از اتمــام دوره درمــان  ]، ب
) و ســپس mg/kg; IP75اسـتفاده از داروي کتــامین ( 

کشـی شـدند   ي گردن آسـان هاجایی مهرهتوسط جابه
ــا یضــه] و پــس از کالبدگشــایی، ب25[ هــا و اپیدیــدیم ب

رعایت اصـول اسـتریل سـریعاً برداشـته شـد. در ایـن       
) 5G-316512مطالعه استات سرب از شرکت سـیگما ( 

-scو ژل رویـال از شــرکت سـانتاکروز بیوتکنولــوژي (  

) تهیه شد.296279
ارزیابی پارامترهاي اسپرم

به منظور ارزیابی خصوصیات اسپرم ابتـدا اپیدیـدیم از   
هـاي اطـراف آن تمیـز    ا شـده و بافـت  بافت بیضه جد

هـاي  دیـش بلافاصله دم اپیدیدیم درون پتـري گردید.
قرارگرفـت.  HTF1لیتر محیط کشتاوي یک میلیــح

براي جلوگیري از ایجاد شـوك حرارتـی و آسـیب بـه     
ها، تمام وسایل مورد اسـتفاده و محـیط کشـت    اسپرم

ــاتور   ــرف در انکوب ــل از مص ــرار داده 37قب ــه ق درج
. سپس دم اپیدیدیم در داخل محـیط کشـت بـه    شدند

دقیقـه در  20قطعات کوچک خـرد شـده و بـه مـدت     
درون محیط کشت در انکوباتور باقی ماندند تا امکـان  

هـا از اپیدیـدیم فـراهم آیـد. در نهایـت      خروج اسپرم
سوسپانسیون حاوي اسپرم با استفاده از محـیط کشـت   

س از ]. پــ27] رقیـق گردیـد [  26[20بــه 1بـه نسـبت   
ــابی شــمارش   ــدیم ارزی استحصــال اســپرم از دم اپیدی

.ارزیابی شدندهااسپرم و میزان تحرك اسپرم

بررسی تحرك اسپرم
جهت بررسی تحرك اسپرم، از پروتکـل آزمایشـگاهی   

WHO استفاده شد. در این بررسیµl10 از هر گروه
بــر روي میکروســکوپ نــوري درجــه 37بــر روي لام 

1 Human Tubal Fluid
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)Olympus, BX41, Tokyo, Japan ریخته و حداقل (
هـا در پنج میدان دیـد میکروسـکوپی، تحـرك اسـپرم    

اسـپرم مـورد   200مورد ارزیابی قرار گرفتند (تعداد 
].28[ارزیابی قرار گرفت)

بررسی قابلیت زنده مانی
هــامــانی اســپرمبررســی میــزان قــدرت زنـده جهـت 

نگـروزین مـورد اسـتفاده قـرار     -آمیزي ائـوزین رنگ
هـاي  ي زنده از اسپرمهاي تشخیص اسپرمگرفت. مبنا

آمیزي بـر ایـن اصـل اسـتوار     مرده در این روش رنگ
ها در است که در اثر آسیب به غشاء پلاسمایی، اسپرم

گردنـد. بنـابراین آن   میبرابر رنگ مذکور نفوذپذیر
یی که رنگ گرفته بودنـد بـه عنـوان    هادسته از اسپرم

در ایــن ي مــرده در نظــر گرفتــه شــدند.هــااســپرم
اسپرم مورد بررسی قرار گرفت و 200مطالعه، تعداد 

]. 29[نتایج حاصل در قالب درصد بیان شدند
اسپرمDNAبررسی آسیب 

آمیـزي  از رنـگ هـا اسپرمDNAجهت بررسی آسیب 
شـده،  نج استفاده گردید. اسمیرهاي تهیهآکریدین اور

دن در محلــول فیکســاتور کــارنوي، بعــد از فــیکس شــ
آمیـزي رنـگ دقیقه با رنگ آکریدین اورنج 5مدت به

شــدند. ســپس اســلایدها بــا اســتفاده از میکروســکوپ 
,Model GS7, Nikon Co., Tokyoفلورســنت (

Japan  عـدد  200) بررسی گردیدند. در این بررسـی
ي بـا  هـا اسپرم مورد بررسی قرار گرفـت کـه اسـپرم   

DNA یکپارچه به رنگ سبز وDNA  دناتوره به رنـگ
].30نارنجی دیده شدند [زرد تا 

ارزیابی سطح هورمونی
ي کوچـک آزمایشـگاهی،   هـا همزمان با بیهوشی موش

توسط خونگیري از قلب آنهـا انجـام گردیـد و سـپس     
 ـسهتگاـــسد 10تبه مدو3000دوربا ژ،انتریفیوـــ
دیــــــد. گرا نها جدم آشدند تا سرژ قیقه سانتریفیود
 ـه سیلــسوولهها به ــلدردموجومرـــس مپلر بهــــ

ــرو جه در-20ه و در یگر منتقل شدي دهابتیومیکـــ
نگهـداري  هـا گیري هورموناد تا زمان اندازهسانتیگر

ــدند.  ــا FSHوLHون، سطح سرمی تستوسترشــ بــ

ـــسا ـــالایکیت ده از تفاــ ) Diablast Co. USA(زاــ
ند. شدي گیرازهندا

ارزیابی ظرفیت آنتی اکسیدانی بر اساس احیاء آهـن  
)FRAP1(

جهــت ارزیــابی قــدرت تــام آنتــی اکســیدانی از روش
ارزیابی ظرفیت آنتی اکسیدانی بر اساس احیاء آهن یا

FRAP    استفاده شد، بدین صـورت کـه ابتـدا معـرف
FRAP میلـی لیتـر از معـرف تـازه     1تهیه شد، سپس
FRAP ي سـرم اضـافه   هـا میلی لیتـر از نمونـه  50به

) و FeCl3هن (مخلوط کلرید آFRAPگردید. معرف 
2،4،6-Tripyridyl-S-triazine)TPTZ  است کـه در (

یک بافر حل شده اسـت. ایـن مخلـوط بیرنـگ تـا زرد      
باشد و زمانی که نمونه به این محلول اضـافه میرنگ
شـود، رنـگ آبـی را    مـی شود و این کمپلکس احیاءمی
نانومتر توسط دسـتگاه  593دهد که در طول موج می

].31شدند [فلوسایتومتر قرائت
از بافت بیضهbakارزیابی ژن آپوپتوز 

در بافـت  bakجهت ارزیابی میزان بیـان ژن آپوپتـوز   
بیضه در مطالعه حاضر از همان بیضـه اي کـه ارزیـابی    

بـا  RNAانجام شد استفاده گردید. استخراجهااسپرم
) شــــرکت CinnaPure-RNAاســــتفاده از کیــــت (

cDNAو ساخت) Cat. No.: PR891620سیناکلون (

شـرکت  Viva 2-steps RT-PCRبا استفاده از کیـت  
)Cat. No.: RTPL12-100app  .ــت ــورت گرف ) ص

ــی مــورد اســتفاده شــامل یــک چرخــه برنامــه حر ارت
15درجه به مـدت  95سازي اولیه در دماي واسرشت

درجـه و  62ر دمـاي  ثانیه مرحلـه اتصـال د  60دقیقه، 
20مـدت  درجـه بـه   70شدن در دماي مرحله طویل

دقیقـه  10ثانیه و مرحله طویل شدن اضافی به مـدت  
درجه، بود. محصولات بدست آمـده در  70در دماي 
الکتروفـورز  bp100درصـد بـا مـارکر    5/1ژل آگارز 
تهیه شده براي بررسی میزان cDNAي هاشد. نمونه

و Realtime-PCRبـه روش  ]bak]32بیان نسبی ژن 

1 Ferric Reduction Antioxidant Power
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ــا اس ـــتــبــ ــتـــفاده از دســـــ ™StepOneگاه ـــــ

)Applied Biosystems  18) در مقایسه بـا ژنsRNA
) به عنوان ژن رفرنس مـورد اسـتفاده قـرار    1(جدول 
گرفتند.

RT-PCRو PCR. مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده در 1جدول 

(bp)سایزژنتوالی پرایمرنام ژن

bak5-CCCAGGACACAGAGGAGGTC-3
5-GCCCAACAGAACCACACCAAAA-3

518

18S rRNA5-CGCGGTTCTATT TTGTTGGT-3
5-AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3

219

ي آماريهاآنالیز
ي این مطالعه با استفاده از نـرم افـزار آمـاري    هاداده

SPSS-23   مورد ارزیابی قرار گرفتند. جهـت مقایسـه
طرفه و بـه دنبـال آن   یکآنالیز واریانسهاگروهبین

مورد استفاده قرار اي چندگانه توکیهاي مقایسهتست
داري براي تعیین سـطح معنـی  >05/0pگرفت. مقدار

شد.ها در نظر گرفتهبین گروه

هایافته
نتایج حاصل از بررسی پارامترهاي اسپرم

آنهـا بـین   هو مقایس ـهـا نتایج حاصل از شمارش اسپرم
ي تیمـار  هـا ي کنترل، شم، کنترل بیمار و گروههاگروه

ادند که بعد از تحـت درمـان قـرار گـرفتن بـا      نشان د
ي آزمایشــی تعــداد هــاي گــروههــاســرب در مــوش

را در )>05/0p(داري کاهش معنیهاي موشهااسپرم
). 2مقایسه با گروه کنترل شـم نشـان دادنـد (جـدول     

یی کـه سـرب را بـه همـراه ژل     هـا همچنین در گـروه 
یال میزان دوز ژل رورویال دریافت کردند، با افزایش

به هاي تحت درمان، تعداد اسپرم در گروههادر گروه
). در ارزیـابی نتـایج   2گروه کنترل نزدیک شد (جدول 

، نشان داده شـد کـه درصـد    هاحاصل از تحرك اسپرم
ي کنترل و تحت درمان با هادر گروههاتحرك اسپرم

 ـ  ال نسـبت بـه گـروه سـرب     دوزهاي مختلـف ژل روی
داشـت، همچنـین نتـایج    )>05/0p(داريافزایش معنی

حاصل از این بررسی نشان داد که بـا افـزایش دوز ژل   
هـاي تحـت درمـان، درصـد تحـرك      رویال در گـروه 

). نتایج حاصـل  2دول بهبود بیشتري یافتند (جهااسپرم

ي سـرب و  هـا در گـروه هامانی اسپرماز درصد زنده
ــب   ــه ترتیـ ــرل، بـ 08/81±33/1و 84/57±27/1کنتـ

مانی در گـروه  دهد درصد زندهمیباشد که نشانمی
ــاهش   ــرب ک ــدول  ) >05/0p(س ــت (ج ــه اس ). 2یافت

در سـایر  هـا مـانی اسـپرم  همچنین نتایج درصد زنـده 
 ـ  هاگروه ا افـزایش دوز ژل  ي درمانی نشـان داد کـه ب

افـزایش یافتـه و بـه    هامانی اسپرمرویال درصد زنده
آمیـزي رنگ). 1گروه کنترل نزدیک شده است (شکل 

ي هـا باآکریدین اورنج نشان داد که در گروههااسپرم
یی کـه ژل رویـال را دریافـت کـرده     هـا کنترل و گروه

اي دو رشـته DNAیی کـه هـا بودنـد، درصـد اسـپرم   
نسبت به ،)>05/0p(داري پیوسته داشتند بطور معنینا

). نتـایج حاصـل از   2تـر بـود (شـکل   گروه سرب پـایین 
ي سـرب  هاگروهنشان داد که هاریخت شناسی اسپرم

)>05/0p(داري بطـور معنـی  100+ ژل رویال و سرب
داراي درصد کمتري از ریخت شناسی طبیعـی نسـبت   

). همچنـین  2ي درمانی هستند (جدول هابه بقیه گروه
نشـان  هـا ارزیابی درصد ریخت شناسی طبیعی اسـپرم 

یی که سرب هاداد که افزایش دوز ژل رویال در گروه
کردنـد، توانسـت   مـی ل دریافـت را به همراه ژل رویا

ــه   ــود داده و ب درصــد ریخــت شناســی طبیعــی را بهب
).2ي کنترل و شم نزدیک نماید (جدول هاگروه

(TAC)بررسی قدرت تام آنتی اکسیدانی

نشان داد که تجویز سـرب  TACنتایج حاصل بررسی 
) ظرفیــت تــام  >05/0pســبب کــاهش معنــی دار (  

ویـال از کـاهش   اکسیدانی گردید. همچنـین ژل ر آنتی
یی که سرب بـا  هاظرفیت تام آنتی اکسیدانی در گروه
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دوزهاي مختلف ژل رویال در آنها دریافت شده بـود،  
).3جلوگیري نمود (جدول 

FSHو LHون وتستوسترنمورهوارزیابی

نسبت کننده سرب یافتوه درگرن در مورهوهر سه 
د. یافته بو)>05/0p(داري معنیکاهش ل کنتروه به گر

ــین در  ــاهوگرهمچن ــرب را  ییه ــه س ــال با ک ژل روی
با افزایش هانمورهویناسطح دریافت کرده بودند، 

ــت و ا   ــود یاف ــال بهب را )>05/0p(یش افزدوز ژل روی
).3نشان دادند (جدول 

RealTime-PCRزنتایج حاصل ا

براي بررسی صحت و حصول اطمینان از درست بودن 
واکــنش ، محصــولات تکثیرشــده درcDNAمحصــول 

در ژل bakهـاي  اي پلیمراز بـا پرایمرهـاي ژن  زنجیره
درصد الکتروفورز شد و باندي بـا انـدازه   5/1آگاروز 

bp518     بدست آمـد. میـزان بیـان نسـبی ژنbak در
بدست آمده بـراي  ctبافت بیضه با استفاده از مقادیر

ژن رفـرانس محاسـبه   ctو مقادیرهاهر یک از نمونه
ها اختلاف در بین تمامی گروهbakژن گردید. در بیان 

مشـاهده شـد. نتـایج حاصـل از     )>05/0p(داري معنی
ي درمـانی نشـان داد   هـا در گروهbakمیزان بیان ژن 

سـرب نسـبت   استاتدر گروهbakکه میزان بیان ژن 
ــروه  ــه گ ــاب ــزایش   ه ــم اف ــرل و ش )>05/0p(ي کنت

یی کـه  هـا ). همچنین گروه4داري داشت (جدولمعنی
رویال را دریافت کرده بودند، نشان داده شد کـه  ژل 

ــال توانســت میــزان بیــان ژن   را bakافــزایش ژل روی
).4کاهش داده و به گروه کنترل نزدیک نماید (جدول

)Mean±SEMي مختلف درمانی (ها. مقایسه میانگین پارامترهاي اسپرمی در گروه2جدول 

به صورت ستونی با هم مقایسه شدند).ها. (داده)p>0.05باشد (میهاوف مختلف نشانگر اختلاف معنی دار بین دادهحر*

ي هاي بی رنگ نشان دهنده اسپرمها) اسپرمBباشد؛ میي مردههاي قرمز رنگ نشان دهنده اسپرمهااسپرم) A. ارزیابی قابلیت زنده ماندن ؛1شکل 
400Xنگروزین. بزرگنمایی - ائوزینآمیزينگرباشد. میزنده

شمارش اسپرم پارامترهاي اسپرم
قابلیت زنده ماندن سپرم (%)تحرك ا)106(

اسپرم (%)
ریخت شناسی 
(%)DNAآسیبطبیعی اسپرم (%)

a47/1±11/27a32/1±24/76a33/1±08/81a71/1±37/90a14/1±08/3کنترل
a39/1±35/26a56/1±28/75a81/1±73/79a19/1±20/89a37/1±94/2شم (نرمال سالین)

100a73/1±06/27a77/1±38/76a45/2±66/81a82/1±74/89a36/1±11/3ژل رویال 
250a16/2±55/27a07/1±33/76a29/1±01/82a30/1±48/90a79/1±09/3ژل رویال 
500a59/1±60/27a44/1±29/77a50/1±37/82a04/1±69/90a28/1±11/3ژل رویال 

ppm1000(b81/0±77/11b28/1±49/51b27/1±84/57b63/1±48/76b88/0±79/18سرب (
100b39/1±19/12c39/1±60/53c92/0±63/59b28/1±38/77c40/1±92/16سرب + ژل رویال 
250c38/1±26/15d18/1±07/58d62/1±20/64c78/1±11/84d39/1±35/13سرب + ژل رویال 
500d17/1±61/18e62/1±38/61e40/1±44/71c60/1±62/85e12/1±70/8سرب + ژل رویال 
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ي با سر ها) اسپرمBباشد؛ میطبیعی و دست نخوردهDNAي با سر سبز رنگ نشان دهنده ها) اسپرمA؛ هادر اسپرمDNA. ارزیابی تمامیت 2شکل 
200Xآکریدین اورنج. بزرگنمایی آمیزيرنگباشد. میدناتوره شدهDNAنارنجی نشان دهنده 

ي مختلف درمانیهادر گروههاو هورمونمیزان ظرفیت تام آنتی اکسیدانی.3ول جد
μmol L-1(LH (mIU/ml)FSH (mIU/ml)تستوسترون ()μmol L-1قدرت تام آنتی اکسیدانی (

a11/1±21/2a37/1±07/6a92/0±20/3a84/1±40/4کنترل
a48/1±22/2a66/1±89/5a42/1±21/3a59/1±38/4شم (نرمال سالین)

100a63/1±25/2a37/1±76/5a92/0±20/3a30/1±43/4ژل رویال 
250a50/1±48/2a37/1±13/6a47/1±11/3a78/1±66/4ژل رویال 
500a04/1±88/2a55/1±14/6a63/1±25/3a39/1±59/4ژل رویال 

ppm1000(b14/1±56/0b34/1±19/3b33/1±64/0b39/1±52/1سرب (
100c20/1±93/0b46/1±36/3b621±76/0c21/1±91/1رویال سرب + ژل

250d69/0±44/1c08/1±22/4c17/1±19/1d37/0±50/2سرب + ژل رویال 
500e23/1±87/1c26/1±57/4c08/1±05/2e10/1±88/2سرب + ژل رویال 

با هم مقایسه شدند).ستونیبه صورت ها) (دادهp() .Mean±SEM>0.05باشد (میهاحروف مختلف نشانگر اختلاف معنی دار بین داده-

ي تحت درمان هادر بین گروهBak. میانگین میزان بیان ژن 4جدول
نسبت به ژن رفرنس

Bakيهاگروه (fold increases)
a93/0±48/0کنترل

a21/1±46/0شم (نرمال سالین)
100a34/1±49/0ژل رویال 
250a10/1±47/0ژل رویال 
500a85/0±46/0ژل رویال 

ppm1000(b92/1±31/3سرب (
100b69/1±05/3سرب + ژل رویال 
250c81/1±04/2سرب + ژل رویال 
500d33/1±22/1سرب + ژل رویال 

)p>0.05باشد (میهاحروف مختلف نشانگر اختلاف معنی دار بین داده

بحث
ی عامل مهمی گرفتن در معرض مواد سمامروزه قرار

توانـد بـه یـک مـاده     میدر ناباروري مردان است که
]. قرارگـرفتن در  8ی مانند سرب منتسب شود [محیط

ــه  ــرب ب ــرض س ــاي   مع ــر پارامتره ــتقیم ب ــور مس ط
گذار است و باعث کاهش وزن بیضه و تولیدمثلی تأثیر

هـــاي لیـــدیگ و کـــاهش اپیدیـــدیم، تعـــداد ســـلول
براین در ایـن مطالعـه   ]. بنـا 33شـود [ میاسپرماتوژنز
دهندگی ژل رویال بر کیفیت پارامترهـاي  اثرات بهبود

اسپرم در موش آزمایشگاهی تحت درمـان بـا اسـتات    
سرب مورد بررسی قرار گرفت.

در گزارشــی گارســا و همکــاران نشــان دادنــد کــه در 
، هـا یی که سرب دریافـت کردنـد وزن بیضـه   هاموش

بـه طـور   هـا سـاز و تعـداد اسـپرم   ي منـی هاقطر لوله
اي ]. همچنـین در مطالعـه  34[یافتچشمگیري کاهش

روز اسـتات  45ي صحرایی مدت هادیگر به آب موش
ي هـا و مشـاهده شـد وزن انـدام   گردیدسرب اضافه 

مانی اسپرم اسپرم و زندهتناسلی، تعداد اسپرم، تحرك 
]. مطالعات گذشته موید مطالعه حاضر 7کاهش یافت [
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ــروه  ــه در گ ــت ک ــااس ــتي دره ــرب،  یاف ــده س کنن
اسپرم، تحرك اسپرم پارامترهاي اسپرم از جمله تعداد 

یابد و همچنـین آسـیب   میمانی کاهشهو قابلیت زند
یابد.میاسپرم افزایشDNAبه 

داراي مقـادیر  هـا که غشاي پلاسمایی اسـپرم از آنجایی
بالایی اسید چرب غیر اشباع با پیوند دوگانه است و در 

ي مهـاري  هـا میـزان انـدکی آنـزیم   سیتوپلاسم اسپرم 
در ROSوجود دارد لـذا اسـپرم بـه افـزایش میـزان     

نشـان داده  ها]. بررسی35پلاسماي منی حساس است [
است که بـین کیفیـت پـایین اسـپرم و افـزایش تولیـد      

ROS] اثـرات مثبـت   36ارتباط مستقیمی وجود دارد .[
، ، کبـد هاي آنتی اکسیدانی ژل رویال در بیضههافعالیت

ي توموري، فعالیت جنسـی  ها، لوزالمعده، سلولهاکلیه
طور رایی نر بالغ و مردان نابارور بهي صحهادر موش
]. خاصـیت  18، 37-39اي شناخته شده اسـت [ گسترده

آنتــی اکســیدانی ژل رویــال مربــوط بــه عملکــرد      
باشـد  مـی ي آزادهـا ي آن در مهار رادیکالهاپروتیین

آنتی اکسیدانی از هیـدرولیز  بیوپپتید 29]. بیش از 40[
ي ژل رویـــال حاصـــل شـــده اســـت و هـــاپـــروتیین

ي متعددي براي خاصیت آنتی اکسیدانی ژل هامکانیسم
هـا رویال شناسایی شده است که از جمله این مکانیسـم 

ي هیدروکسـیل، مهـار   هـا تـوان بـه مهـار رادیکـال    می
ــال ــارادیک ــزات و  ه ــردن فل ــلاته ک ــید، ش ي سوپراکس

]. 41ید هیدروژن اشاره کرد [پاکسازي پراکس
اي عبدالهادي و همکاران نشان دادند که در در مطالعه

ز آلومینیوم ژل رویال اثر تنش اکسیداتیو ناشی از تجوی
اي دیگر همچنین در مطالعه].42کننده دارد [محافظت

نشان داده شد که ژل رویال سبب بهبـود پارامترهـاي   
متولون شـده  یي درمان شده با اکسهامنی در موش

]. در مطالعه حاضر همانند مطالعات گذشـته 43است [
توانـد سـبب بهبـود    مـی نشان داده شد که ژل رویـال 
یی شود که تحت تـاثیر  هاپارامترهاي اسپرم در موش

ند.بودسرب قرار گرفته 
اي اثرات دوز پایین و متوسط استات سـرب  در مطالعه

ی در موش صحرایی به مدت دو هفتـه مـورد بررس ـ  

قرار گرفت و نشان داده شد کـه هـر دو دوز مـورد    
شده هااستفاده در مطالعه سبب کاهش تحرك اسپرم

تغییـر نکردنـد   FSHوLHي هـا میزان هورمونولی
ولی میزان تستوسترون افزایش یافت کـه نشـانگر اثـر    

]. مطالعـه  44انتخابی سرب بر روي بافت بیضه اسـت [ 
که در دادته نشانحاضر نیز در راستاي مطالعات گذش

و LHي تستوسـترون،  هـا گروه سرب میزان هورمون
FSHي هـا داري نسـبت بـه سـایر گـروه    کاهش معنی

تحــت درمــان از خــود نشــان داد. همچنــین حســن و  
گـزارش کردنـد ژل رویـال    در مطالعه خـود  همکاران 

ي غیرنرمال هاباعث کاهش مالون دي آلدهید، اسپرم
، هـا مـانی اسـپرم  صد زنـده ، درهاو بهبود تعداد اسپرم

سطح سرمی تستوسترون و گلوتایتون پروکسیداز شد 
]43 .[

ي آزاد بـراي  هـا در مطالعات مختلف توانـایی رادیکـال  
بـه  Bcl-2يهـا فسفوریلاسـیون و تغییـرات پـروتئین   

]. 45عنوان مارکرهاي آپوپتوز نشان داده شده اسـت [ 
 ـ1جئونگ راز و همکاران اثر آلفاتوکوفرول در اسپرم گ

هاي و اثرات آن بر پارامترهاي اسپرم و میزان بیان ژن
و Bcl-2lهاي ضدآپوپتوز () و ژنBaxوBakآپوپتوز (

Bcl-xlــی کرد ــه  ) را بررس ــد ک ــان دادن ــا نش ــد. آنه ن
افزودن آلفاتوکوفرول در محیط اسپرم به عنوان یـک  

هـاي آپوپتـوز   آنتی اکسیدان، سبب کـاهش بـروز ژن  
بعد از ذوب اسپرمDNAدنبوسیله کاهش تکه تکه ش

]. نتایج حاصل از این مطالعه نیز تأیید کرد 46شود [می
ي تحت درمان بـا اسـتات   هادر گروهbakکه بیان ژن 

هـا در سطح سلولROSافزایش میزاندلیلسرب به
یی که ژل رویال هایافت و در گروهداريافزایش معنی

زاد ي آاه ـاستفاده شد بدلیل کـاهش میـزان رادیکـال   
، ژل رویال توانسـت میـزان   هااکسیژن در سطح سلول

را کاهش دهد. bakبیان ژن آپوپتوز 

1 Jeong
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گیرينتیجه
ــاز برر ــمطالعه حاضي هایافتهی س ــچان تور میـ نین ـ
سستروز اموجب براستات سرب که د کري گیرنتیجه

ي ســمی هاسترــــساین اکه ددتیو میگرایدــــکسا
ترسی به ــسددرلختلاادیجااسطه وایمیایی به ــبیوش

ي کنشهاوايیزرپیژي،نرام ـمتابولیسوها روژنندآ
ــوز، و افـــزایش بیـــان ژنلتهابی ا موجب هـــاي آپوپتـ

مثلــــی مــــوش  تولیده ستگادمسمومیت تولیدمثلی 
ــگاهی  ن ین مطالعه نشاانکه ل آحا، نددگرمیآزمایشــ

ــال که داد  ي یژگیهادن وبودارابه سبب ژل رویــــــ

ر نتیجه قابلیت مهاو در بل ملاحظه قااکســــیدانی نتیآ
ن و مهــار افــزایش بیــان ژن   کسیژي آزاد اهالیکاراد

بر ابردر محافظت نسبی د یجاابه در قا)، bakآپوپتوز (
تولیدمثلی ه ستگاب اســتات ســـرب در د نامطلوات ثرا

شود.میموش آزمایشگاهی

تشکر و قدردانی
ــرم     ــت محت ــیله از معاون ــه بدینوس ــندگان مقال نویس

شی دانشگاه ارومیه بدلیل حمایـت مـالی مراتـب    پژوه
. ددارنـــــمـــــیتشـــــکر و قـــــدردانی را اعـــــلام
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