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اگرچه واريكوسل يكي از علل عمده ناباروري مردان است اما مكانيـسم دقيقـي كـه از طريـق آن سـبب                       :زمينه و هدف  
مطالعـات اخيـر بـه نقـش اسـترس اكـسيداتيو            . شده اسـت  شود به درستي شناخته ن     اختلال عملكرد بيضه و ناباروري مي     

اگرچـه گزارشـات متعـددي بـه        . اند اي مهم در اختلال عملكرد اسپرم در افراد واريكوسلي پرداخته          عنوان عامل واسطه   هب
ما هنوز  اند، ا  افزايش آنيون سوپراكسايد در مايع مني و بافت بيضه افراد واريكوسلي و نيز در مطالعات حيواني اشاره كرده                 

هدف از انجام اين مطالعه بررسي توليـد آنيـون          . هاي فعال اكسيژن در شرايط واريكوسل مشخص نيست        منبع توليد گونه  
در : روش بررسي .باشـد  هاي فعال اكسيژن عمده توليد شده در اسپرم مي         عنوان يكي از گونه    هسوپراكسايد داخل سلولي ب   

 مـورد بررسـي قـرار       دو و واريكوسل     يك ، واريكوسل shamگروه كنترل،    چهار سر موش صحرايي نر در       28اين مطالعه   
توليد . گيري انجام شد  ماه نمونهشش و دوپس از طي   . از طريق انسداد نسبي وريد كليه چپ، واريكوسل القا شد         . گرفت

بـراي  . شـد رسـي   اكسيداني مايع مني و خصوصيات اسپرم بر       آنيون سوپراكسايد، پتانسيل غشاي ميتوكندري، فعاليت آنتي      
هيدرواتيـديوم و    ي هـاي د   بررسي آنيون سوپراكسايد داخل سلولي و پتانسيل غشاي ميتوكندري بـه ترتيـب از فلروكـروم               

دنبال القـاي واريكوسـل      هاين تحقيق نشان داد كه ب     : ها  يافته.  فلوسايتومتري انجام شد   با استفاده شد و آناليز      123رودامين  
، )80/2±45/0 (و پتانـسيل غـشاي ميتوكنـدري      )p≥05/0( )04/12±89/1(ل سلولي افزايش    توليد آنيون سوپراكسايد داخ   

 :گيري نتيجه. )p≥05/0 (يابد كاهش مي )28/31±27/4(، تحرك اسپرم )28/12±05/1 (هاي زنده، تعداد اسپرم درصد سلول
  . راهكار درماني مدنظر قرار گيردها به عنوان اكسيدان باشد كه بايد در انتخاب آنتي ، داخل سلول ميROSمنبع توليد 

  
  سوپراكسايد، واريكوسل، پتانسيل غشاي ميتوكندري، فلوسايتومتري آنيون :كليدي كلمات

  

  

  
ــل ــدي   )Varicocele (واريكوس ــبكه وري ــك ش ــساع پاتولوژي  ات

پامپينيفرم طناب اسپرماتيك است كه شيوع آن در كـل جامعـه تقريبـاً              
كننده به مراكز    مردان مراجعه % 41ست كه   باشد، اين در حالي ا     مي% 15

 مكانيسم دقيقي كه واريكوسل     1.باشند ناباروري مبتلا به واريكوسل مي    
شود به خوبي شناخته نشده است، امـا         از طريق آن سبب ناباروري مي     

گنـادي،  -هاي متعددي از قبيل نقص در محور هيپوتالاموسي        به تئوري 
ي، افـزايش درجـه حـرارت       ها ناشـي از اسـتاز وريـد        هيپوكسي بيضه 

هاي سمي از كليه يا آدرنال اشـاره شـده           ها و ريفلاكس متابوليت    بيضه
ها بـا    اند كه بسياري از اين مكانيسم      مطالعات اخير مطرح نموده    2.است

گونـه   3.شوند واسطه استرس اكسيداتيو سبب اختلال عملكرد بيضه مي 

توليـد شـده   عمـده   Reactive Oxygen Species (ROS(فعال اكسيژن 
 گزارشـات متعـددي از   4.باشـد  توسط اسپرم، آنيـون سوپراكـسايد مـي    

افزايش آنيون سوپراكسايد در سيمن و بافت بيضه افراد واريكوسلي و           
كنـد    كـه پيـشنهاد مـي      5و6نيز در مطالعات حيواني مطـرح شـده اسـت         

هـاي فعـال     دليل افـزايش گونـه     هاختلال عملكرد اسپرم شايد بخشي ب     
وسيله اسپرم يك فرايند فيزيولوژيك است       ه ب ROS توليد   .اكسيژن باشد 

ــطه  ــش واس ــه نق ــسم  ك ــي در مكاني ــيگنال،  اي مهم ــال س ــاي انتق  ه
 -پذيري اسپرم، تسهيل واكنش آكروزومـي و فيـوژن اووسـيت           ظرفيت

كه اسپرم در غـشاي پلاسـمايي خـود          آنجايي  اما از  7.كند اسپرم ايفا مي  
هاي   و نيز سيتوپلاسم آن آنزيم     مقادير زيادي اسيدچرب غيراشباع دارد    

ــه آســيب)scavanger(رفتگــر  ــاي ناشــي از اســترس   كمــي دارد ب ه
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 ـ     اكسيداتيو آيـد، حـساس     وجـود مـي    هكه در شرايط غيرفيزيولوژيك ب
 پراكسيداسيون ليپيد اسيدهاي چـرب غيـر اشـباع در سـر و              8.باشد مي

تي و سبب تغيير مورفولوژي اسپرم و كاهش مـوتيلي    قطعه مياني اسپرم،  
 استرس اكسيداتيو   9.شود اووسيت مي  -ناكارآمدي واكنش فيوژن اسپرم   

بخـشي از   . رسـاند   در هسته اسپرم نيز آسيب مي      DNAپارچگي   به يك 
مبتلايـان بـه واريكوسـل       افزايش حساسيت به اسـترس اكـسيداتيو در       

 Totalاكــسيداني  دليــل اخــتلال در ظرفيــت آنتــي هممكــن اســت بــ

Antioxidant Capacity; (TAC) مكانيـسم   10و11. پلاسماي سمن باشـد
گـردد، تـاكنون    دقيقي كه واريكوسـل سـبب آسـيب اسـپرماتوژنز مـي           

محققان استرس اكـسيداتيو را بـه عنـوان عامـل           . مشخص نشده است  
ايـن در حـالي     . انـد  اختلال عملكرد اسپرم در اين شرايط مطرح كـرده        

اكـسيداني   هـاي دفـاع آنتـي    است كه اطلاعات اندكي در مورد سيـستم      
تحقيقات مختلف نتـايج     اسپرم در شرايط واريكوسل وجود دارد و در       

هـاي   انجام تحقيقـات بـا اسـتفاده از نمونـه         . متناقضي ارائه شده است   
هـاي بـافتي از نظـر        زيرا دسترسي به نمونه    انساني بسيار مشكل است،   

پذير نيـست و شـرايط ايجـاد واريكوسـل، سـن بيمـار،               اخلاقي امكان 
هايي هـستند كـه      هاي ژنتيكي محدوديت   ناباروري و تفاوت  باروري و   

امروزه محققـان را بـه سـوي مطالعـه مكانيـسم ايجـاد اخـتلالات در                 
بــا توجــه بــه . انــد واريكوســل در حيوانــات آزمايــشگاهي ســوق داده

توضيحات فوق، ما در اين مطالعـه بـر آن شـديم تـا ابتـدا در مـوش                   
ا نمـوده و سـپس بـر روي         طور تجربي، واريكوسل را الق ـ     هصحرايي ب 

رغـم   علـي . هـاي مختلـف را ارزيـابي كنـيم         نمونه اسپرم آنها شاخص   
مطالعاتي كه در اين زمينه انجام پذيرفته و افزايش اسـترس اكـسيداتيو             

انـد، امـا بيـشتر ايـن مطالعـات       در بيماران واريكوسل را مطرح نمـوده  
و هاي اسـترس اكـسيداتيو در بيـضه بـوده            محدود به بررسي شاخص   

هـاي   طـور مـستقيم در اسـپرم مـوش     ه بROSگيري توليد  تاكنون اندازه 
همچنان منبع توليد    و صحرايي مبتلا به واريكوسل گزارش نشده است      

  . باشد هاي فعال اكسيژن در شرايط واريكوسل مورد سوال مي گونه
  

  

  

باشد كـه در     مي )Experimental( اين تحقيق، نوعي مطالعه تجربي    
پزشـكي   ه فيزيولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم      در گرو  87سال  

هـاي مطالعـه بـر       كليه آزمايشات و تمامي روش    . تهران انجام پذيرفت  
در  .روي حيوانات به تاييد كميته اخلاق دانشگاه علوم پزشكي رسـيد          

 Sprague-Dawleyژاد       سر موش صحرايي نر از ن      28اين مطالعه تعداد    
تمـام  . رد اسـتفاده قـرار گرفـت       گـرم مـو    160-180در محدوده وزني  

/ ، سـيكل روشـنايي    )C°22-20(حيوانات در شرايط اسـتاندارد دمـايي        
 ساعته نگهداري شدند و دسترسي آزادانـه بـه آب و غـذا              12تاريكي  
 گـروه  :حيوانات در چهار گـروه مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد            .داشتند

اد هاي صحرايي بود كه در آنهـا بـا انـسد           شامل موش : واريكوسل يك 
 ماه از دونسبي وريد كليوي چپ، واريكوسل القا گرديد و پس از طي        

هـاي   شامل موش : گروه واريكوسل دو  . گيري انجام شد   جراحي، نمونه 
گيري انجـام    ، نمونه  شش ماه پس از القاي واريكوسل      صحرايي بود كه  

هايي بودند كه تحت عمل جراحي لاپـاراتومي         موش: shamگروه   .شد
شدند كـه هيچگونـه      هايي را شامل مي    موش: وه كنترل گر .قرار گرفتند 
لازم به ذكر است كه در هـر دو         . روي آنها صورت نگرفت    جراحي بر 

روش  . ماه در نظر گرفته شدشش و دوهاي    زمان shamگروه كنترل و    
براي القاي واريكوسـل، پـس از بيهوشـي     ): القاي واريكوسل (جراحي  

هـا در وضـعيت       مـوش  )ipورت   به ص  mg⁄kg50 (با پنتوباربيتال سديم  
سوپاين قرار داده شـده و يـك بـرش ميـدلاين عمـودي در شـكم در             

پس از يـافتن وريـد كليـوي چـپ و           . متر ايجاد شد    سانتي 3-4حدود  
محل ورود وريد اسپرماتيك داخلي بـه آن، بـه آرامـي اطـراف وريـد                

 به  20 آزاد گرديد، سپس كاتتر آنژيوكت نمره        Tearingكليوي چپ با    
 ـ      موا صـفر   -4وسـيله نـخ بخيـه سـيلك          هزات وريد قرار داده شده و ب

كه محل گره بعد از محـل        آنژيوكت روي وريد گره زده شد به طوري       
در نزديكي وريد   (ورود وريد اسپرماتيك داخلي به وريد كليوي باشد         

بعد از زدن گره، آنژيوكت به آرامي خارج شده و بـه            ). اجوف تحتاني 
اين امر قطر وريد كليه چپ      .  شود re-expandوريد اجازه داده شد كه      

لايه  سپس محل برش شكمي در دو     . كاهش خواهد داد  % 50را حدود   
 شـش  و    پس از طي دو    :گيري نمونه 12.بخيه زده شد  ) عضله و پوست  (

هاي واريكوسل، ديلاتاسيون وريد اسـپرماتيك داخلـي در          ماه در گروه  
فـت، وريـد اورتـرال      حيوانات از طريق مشاهده مورد بررسي قرار گر       

هـاي    سپس از مـوش    13.چپ به عنوان كنترل داخلي در نظر گرفته شد        
ــد،    ــشاهده گردي ــا م ــد اســپرماتيك در آنه ــساع وري ــه ات صــحرايي ك

. گيري از اپيديديم دمي سمت راسـت و چـپ صـورت گرفـت              نمونه
  14. بررسي شدWHOتعداد اسپرم و تحرك طبق روش 

يـد آنيـون سوپراكـسايد،      جهت بررسي تول   :بررسي فلوسايتومتري 
هـــا از طريـــق   ســـلولviabilityپتانـــسيل غـــشاي ميتوكنـــدري و 
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 دقيقـه   سـه فلوسايتومتري، محلول حاصل از اپيديديم دمي بـه مـدت           
)500×g ( ســانتريفوژ شــده تــا پلاســما ازpelletســلولي جــدا شــود  .

اكـسيداني در    گيـري ظرفيـت كـل آنتـي        پلاسماي حاصله جهت اندازه   
فـسفات بـافر     (PBS سـلولي در     Pellet. هـداري شـد    نگ -C°70 فريزر
 اسپرم 1×106تا محلولي با تعداد حدود  ور شد غوطه) pH=4/7، سالين

جهت بررسي توليد آنيـون سوپراكـسايد،      . ليتر حاصل شود   در هر ميلي  
هـاي   ترتيب از رنـگ    ها به   سلول viabilityپتانسيل غشاي ميتوكندري،    

.  يديد پروپيـديوم اسـتفاده نمـوديم        و 123 هيدرواتيديوم، رودامين  دي
هـا از طريـق فلوسـايتومتر        داده.  خريداري شـد   sigmaها از    فلروكروم

باشـد،    مـي 488كه مجهز به ليزر آرگون ) دانمارك (Partec PASمدل 
 (FSC)اطلاعــات مربــوط بــه انــدازه ســلول از طريــق  . ارزيــابي شــد

Forward Scatter   ل از طريـق   و اطلاعات مربوط بـه گرانـوليتي سـلو
(SCC) Side Scatter بـه كمـك پـلات دو بعـدي هـر دو      .  فراهم شـد

براي جمعيت مورد نظر انتخاب شده تعريـف شـد و            gate پارامتر يك 
در . از جمعيت مورد مطالعه حذف شـد       debrisعوامل ناخواسته مانند    

فلورسـانس  .  سلول مورد بررسي قرار گرفـت      10000هر نمونه تقريباً    
 Propidium Iodide وروكروم هاي يديـد پروپيـديوم  ساطع شده از فل

(PI)  در بانــدFL3  هيدرواتيــديوم و   نــانومتر و دي620بــا بانــد نــوري
ــا بانــد نــوري FL2  در123رودامــين  ــانومتر شناســايي شــد585 ب .  ن
جهـت  .  آناليز شـد   Flomaxافزار   هاي شناسايي شده توسط نرم     سيگنال

 از FL2 و FL3ر بانــدهاي هــا د هــم افتــادگي ســيگنال جداســازي روي
Colour Compensationهــاي فلوســايتومتري بــه  داده.  اســتفاده شــد

 Mean Fluorescence Intensity صورت ميانگين شـدت فلورسـانس  

(MFI)  گيري ظرفيت   اندازه :اكسيداني بررسي فعاليت آنتي   . گزارش شد

نتـايج   15. انجـام شـد  Koracevic روشاكـسيداني بـر اسـاس      كل آنتي 
بر اساس اين متد، توانـايي مـايع        . مول بر ليتر ارائه شد     صورت ميلي  به

مني در مهار توليد ماده فعال اسـيد تيوباربيتوريـك از بنـزوات سـديم               
.  ارزيـابي شـد    Fentonهاي آزاد حاصـل از واكـنش         تحت اثر راديكال  

مول بر ليتر اسيد اوريك به عنوان اسـتاندارد در نظـر              ميلي يكمحلول  
و تـست    16ويراسـت    SPSSها بر اساس برنامه آماري       ادهد. گرفته شد 

طرفه مورد بررسـي قـرار گرفـت و بـراي مقايـسه              آناليز واريانس يك  
بـراي مقايـسه اخـتلاف بـين        . چندگانه از شاخص توكي استفاده شـد      

ها بـه   داده.  استفاده شدPaired t-testهاي سمت راست و چپ از  داده
داري در سطح     ختلاف معني  ا . گزارش شده است   Mean±SEMصورت  

05/0≤pدر نظر گرفته شد .  
  

  
  

جهت بررسي اثر واريكوسل بر توليد آنيـون سوپراكـسايد داخـل            
 دار هيدرواتيديوم استفاده شد و افـزايش معنـي        سلولي از فلروكروم دي   

)05/0≤p (            توليد آنيون سوپراكسايد داخـل سـلولي از طريـق افـزايش
هيدرواتيديوم در هر دو گروه      ديميانگين شدت فلورسانس فلروكروم     

شـكل   و 1جـدول  (  مشاهده شـد shamواريكوسل نسبت به كنترل و      
جهت بررسي اثر واريكوسـل بـر پتانـسيل غـشاي ميتوكنـدري از              ). 1

 در) p≥05/0(داري   استفاده شد و كاهش معني     123فلروكروم رودامين   
س پتانسيل غشاي ميتوكندري از طريق كاهش ميانگين شدت فلورسـان         

  در هـر دو گـروه واريكوسـل در مقايـسه بـا             123فلروكروم رودامين   
 براي بررسي زنـده   ). 2 و شكل    1جدول  ( مشاهده شد    shamكنترل و   

  هاي مرده  ولـدر سل.  استفاده شد)PI(ها از يديد پروپيديوم  بودن سلول
  
  )معيار انحراف± ميانگين:ها داده(. هاي مختلف  و در گروه مثبت-PI  هاي درصد سلول  منفي وPI/ مثبت -Rhمثبت،  - DHEهاي  ميانگين شدت فلورسانس سلول: 1 -جدول
هاي  ميانگين شدت فلورسانس در سلول  طرف  گروه

DHE  مثبت  
ميانگين شدت فلورسانس در 

  مثبت Rhهاي  سلول
 PI هاي  سلولميانگين

  مثبت
  اكسيداني نتيآفعاليت 

 141/0±043/0 10/13±61/1 32/17±05/3 7/2±41/0  راست  كنترل

 150/0±054/0 36/11±82/1 54/16±19/2 52/2±06/0  چپ  

Sham 209/0±068/0 31/12±50/1 16/25±74/4 2/3±43/0  راست 

 168/0±048/0 31/12±50/1 12/24±97/5 2/3±67/0  چپ  

 177/0±029/0 *28/16±44/1 *80/2±45/0 *04/12±89/1  راست  1واريكوسل 

 207/0±043/0 *91/15±27/1 *80/1±30/0 *33/12±48/2  چپ  

 261/0±030/0 #*66/31±32/7 *21/1±04/0 *42/19±07/4  راست  2واريكوسل 

 241/0±038/0 #*40/30±/76 *29/1±07/0 *41/18±95/2  چپ  

  p≥05/0 با يكداري در مقايسه با گروه واريكوسل  اختلاف معني #، p≥05/0با  shamداري در مقايسه با گروه كنترل و  اختلاف معني*

 هايافته
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 PI/ مثبت -RHمثبت،  -DHEهاي  ميانگين شدت فلورسانس سلول: 2 -جدول
. اي مختلفه  مثبت و تعداد و تحرك اسپرم در گروه- PIهاي  درصد سلول منفي و

  )انحراف معيار±  ميانگين:ها داده(
  تحرك اسپرم  106×تعداد اسپرم   طرف  گروه
 28/51±27/2 92/30±46/0  راست  كنترل

 28/50±03/3 58/30±47/2  چپ  
sham  14/50±04/3 42/32±02/1  راست 

 53±94/3 71/31±79/1  چپ  

 *27±63/2 *28/12±05/1  راست  1واريكوسل 

 *28/31±27/4 *35/13±31/1  چپ  

 *14/33±12/4 *10±70/1  راست  2واريكوسل 

 *57/30±15/4 *07/9±63/1  چپ  

داري در  اختلاف معني #، p≥05/0با  shamداري در مقايسه با گروه كنترل و  اختلاف معني*
  p≥05/0مقايسه با گروه واريكوسل يك با 

  
  
  
  
  
  
   

  
 در گروه كنترل و گـروه       DHEپلات دو بعدي مقايسه شدت فلورسانس       : 1 -شكل

شكل چپ پلات دو بعدي مربوط به گـروه كنتـرل و شـكل راسـت                . واريكوسل
 ـ   . باشد  مربوط به گروه واريكوسل مي     ت سـلولي در گـروه      شيفت به راست جمعي

 مثبت با ميانگين شـدت فلورسـانس بـالا          -DHEهاي    واريكوسل نشاندهنده سلول  
 در  DHE. FL3 هاي مربوط به شدت فلورسانس      ها نمايانگر كانال   x  در محور  FL2 (.باشد  مي

  .)PI هاي مربوط به شدت فلورسانس ها نمايانگر كانال y محور
  

  
PI       و سبب ايجـاد فلورسـانس        از غشاي آسيب ديده سلول عبور كرده 

هـاي مـرده و       مثبت نشانه سـلول    -PIهاي   بنابراين سلول . شود قرمز مي 
نتايج به صـورت    . باشند هاي زنده مي    منفي نشانه سلول   –PIهاي   سلول

 مثبـت در    -PIهاي    در اين آزمايش درصد سلول    . درصد نشان داده شد   
ي دار گـروه واريكوســل يــك و گــروه واريكوســل دو افــزايش معنــي 

)05/0≤p (     با گروه كنترل و شم داشت )  در مورد ). 3 و شكل    1جدول 
 اكـسيداني كـل مـايع منـي، تفـاوت           اثر واريكوسـل بـر فعاليـت آنتـي        

داد و  تع ـ). 1جـدول   (اي مختلف مـشاهده نـشد       ه  داري در گروه   معني
   ) p≥05/0(دار  يش معني كاههاي واريكوسل روهها در گ رمـرك اسپـتح

  
  
  
  
  
  
  

  

 در گروه كنترل و Rhفلورسانس  ت دو بعدي مقايسه شدتپلا: 2 -شكل
كنترل و شكل راست  شكل چپ پلات دو بعدي مربوط به گروه. واريكوسل گروه

شيفت به چپ جمعيت سلولي در گروه . باشد واريكوسل مي مربوط به گروه
 مثبت در -Rhهاي  واريكوسل نشاندهنده كاهش تعداد و شدت فلورسانس سلول

هاي مربوط به شدت  ها نمايانگر كانال x در محور FL2(.باشد ل ميگروه واريكوس
 )PI هاي مربوط به شدت فلورسانس ها نمايانگر كانال y در محور Rh. FL3 فلورسانس

  
  
  
  
  
  
  

  

 نشاندهنده Aشكل . PI هيستوگرام مقايسه ميانگين شدت فلورسانس : 3 -شكل
 مربوط به ميانگين شدت Bدر گروه كنترل و شكل PI ميانگين شدت فلورسانس 

هاي  ها نمايانگر كانال y  در محورFL3(. باشد  در گروه واريكوسل ميPIفلورسانس 
  .)ها ها نشاندهنده تعداد اسپرم x  در محورPI .Countsمربوط به شدت فلورسانس 

  

داري بين   تفاوت معني ). 2جدول  (مقايسه با كنترل و شم نشان داد        در   
هـا و در كليـه       راست و چپ در كليه گـروه      هاي حاصل از سمت      داده

  .)2 و 1 جدول( هاي مورد ارزيابي مشاهده نشد شاخص
  
  

تحقيقات متعددي افزايش آنيـون سوپراكـسايد را در واريكوسـل           
روي بافت بيـضه در مـدل حيـواني          اي كه بر   مطالعه. اند گزارش نموده 

ت از  موش صحرايي انجام گرفته، وجود آنيون سوپراكـسايد را در باف ـ          
مورد بررسي قـرار داده و افـزايش    Chemiluminescenceطريق روش  

 همچنين افـزايش    6.آن پس از القاي واريكوسل را گزارش نموده است        
هاي فعال اكسيژن در مايع مني افراد واريكوسلي نيز گزارش شده            گونه

 بحث

Contro Vareicocele

Vareicocele Control

Aَ Bَ 
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 كـه شاخـصي از      malondeaddehyde (MDA) بررسي سـطوح     5.است
باشــد در بافــت بيــضه مــردان مبــتلا بــه  پراكــسيداسيون ليپيــدها مــي

آنهـا گـزارش كردنـد اگرچـه        . شد بررسي   Koksalواريكوسل توسط   
 در بافـت بيـضه در ميـان افـراد           MDAداري در سـطوح      تفاوت معنـي  

 واريكوسـل در    سـه واريكوسلي وجود ندارد، اما در بيماران با درجـه          
شـود كـه    مـشاهده مـي   ROSايينتر افزايش سـطوح  مقايسه با درجات پ 

كند اثرات ناباروري همـراه بـا واريكوسـل شـايد بخـشي              پيشنهاد مي 
هـاي فعـال      در تمامي اين مطالعـات ميـزان گونـه         16. باشد ROSدليل   هب

اكسيژن در خارج از سلول اسپرم مورد بررسي قرار گرفت، بـا توجـه              
 دانستن اين مطلب كـه    ROSهاي ناشي از     به حساسيت اسپرم به آسيب    

، سلول اسپرم بوده يا توسط منابع خارج سلولي ماننـد           ROSمنبع توليد   
هاي بعـدي جهـت      گيري شود، چه بسا در تصميم     ها ايجاد مي   لكوسيت

وپراكـسايد داخـل    در مطالعه ما توليد آنيون س     . كننده باشد  درمان كمك 
ي قـرار   هيدرواتيـديوم مـورد بررس ـ     آميزي بـا دي     سلول از طريق رنگ   

 ماه  دو در گروه واريكوسل شده پس از        MFIگرفت و مشاهده شد كه      
اگرچه اين افزايش بـا     .  برابر افزايش يافت   چهارنسبت به گروه كنترل     

داري بين گـروه واريكوسـل        افزايش زمان ادامه داشت اما تفاوت معني      
دهـد كـه    اين مطلب نشان مـي .  ماه مشاهده نشد  دو ماه نسبت به     شش

تواند داخـل سـلول       در شرايط واريكوسل مي    ROSمنبع توليد   احتمالاً  
هاي مشاهده شده بـه صـورت تغييـر پارامترهـاي            باشد و عامل آسيب   

سيمن يعني كاهش تعداد، تحرك، پتانسيل غشاي ميتوكندري به دليـل           
هاي آزاد   ميزان گونه  Hendin .باشد آنيون سوپراكسايد داخل سلول مي    

 بيمــار 21سيداني مــايع منــي را در اكــ اكــسيژن و ظرفيــت كــل آنتــي
كـه    فرد سالم مقايسه كرده و مشاهده نمـود        15واريكوسلي نابارور با    

اكـسيداني   در بيماران واريكوسلي نسبت به گروه كنترل، ظرفيت آنتـي         
 البته مطالعات ديگري نيز وجود دارند كـه چنـين   17.يابد كل كاهش مي  

 و  MDA سـطوح    Koksal 2002در سال   . اند اي را مشاهده نكرده    رابطه
 و فعاليـت  Super Oxide Desmutase (SOD) سوپراكـسايد دسـموتاز  

گيري نموده و گـزارش      بافت بيضه موش صحرايي اندازه     كاتالاز را در  
آنهـا   .هـا ديـده نـشد      اكسيدان كرد كه هيچ تغييري در سطوح اين آنتي       

 پيشنهاد كردند كه استرس اكسيداتيو مـسئول ايجـاد اخـتلال عملكـرد            
 12.باشد ها همراه با واريكوسل ايجاد شده در موش صحرايي نمي          بيضه

 بررسـي   Koracevic اكسيداني كل طبق متد    در اين تحقيق فعاليت آنتي    
داري از نظـر فعاليـت       نتايج حاصله نـشان داد كـه تفـاوت معنـي          . شد

. هاي واريكوسل نسبت به كنترل وجـود نـدارد         اكسيداني در گروه   آنتي
 كه در مطالعه كنوني افزايش توليد آنيـون سوپراكـسايد           رسد نظر مي  هب

اكسيداني در مايع    داخل سلولي نتوانسته است سبب تغيير فعاليت آنتي       
 مني در حيوانات واريكوسـلي شـود اگرچـه كـاهش تعـداد، تحـرك،              

 .خـوبي قابـل مـشاهده بـود        ه ب Viabilityپتانسيل غشاي ميتوكندري و     
ارزشي جهت تعيـين سـلامت و       پتانسيل غشاي ميتوكندري شاخص با    

روي رابطـه بـين پتانـسيل        اي كـه بـر     در مطالعه . عملكرد سلول است  
غشاي ميتوكندري و كيفيت اسپرم و توانـايي بـاروري انجـام گرفتـه،              

هاي  نشان داده شد كه پتانسيل غشاي ميتوكندري بالا نشاندهنده اسپرم         
 ROSتوليـد    ميتوكندري منبع عمـده      18.باشد طبيعي با حركت بيشتر مي    

 مزدوج شدن انتقال الكترون با فـسفريلاسيون        19.باشد داخل سلولي مي  
شـود كـه     اكسيداتيو سبب حفظ پتانسيل غشاي بالا در ميتوكندري مـي         

ايـن فراينـد در     . باشـد  هاي سوماتيك مـي     در سلول  ATPنيازمند توليد   
بينـد، بنـابراين پتانـسيل غـشاي          آسـيب مـي    ROSاسپرم در اثر توليـد      

ــيميتوك ــاهش م ــدري ك ــد ن ــسيل غــشاي  . ياب ــوني پتان ــه كن در مطالع
 مـورد بررسـي قـرار       123ميتوكندري اسپرم توسط فلروكروم رودامين      

رنگ فلورسانت كـاتيوني اسـت كـه بـدون اثـر             123 رودامين. گرفت
شــود و توليــد  سايتوتوكــسيك توســط ميتوكنــدري فعــال گرفتــه مــي

سيله ميتوكنـدري بـه     و هگرفته شدن آن ب   . كند فلورسانس سبز رنگ مي   
فقـدان  .  بستگي داردtransemembrane potential پتانسيل بين غشايي

. فلورسانس نشاندهنده نقـص در پتانـسيل غـشاي ميتوكنـدري اسـت            
نتايج به صورت ميانگين شدت فلورسانس رودامـين گـزارش شـد و             

دنبال ايجاد واريكوسل در حيوانات اين شـاخص         همشاهده گرديد كه ب   
 ـ          . ابدي كاهش مي  نظـر   هبا توجه به مطالعات انجام گرفته در اين مـورد ب

 در  ROSرسد كاهش پتانسيل غشاي ميتوكندري ناشـي از افـزايش            مي
ســت مــسئول بخــشي از اخــتلالات عملكــرد اســپرم  ا ســلول ممكــن

 Viabilityجهــت بررســي  .در افــراد واريكوســلي باشــد) نابــاروري(
در . سـتفاده شـده اسـت   هـا از دو روش در مطالعـات مختلـف ا          اسپرم

 SYBR-14 با اسـتفاده از فلروكـروم        Viableهاي   برخي مطالعات سلول  
 ـ     هـاي زنـده را مـشخص        طـور اختـصاصي سـلول      هبررسي شده كـه ب

هـاي مـرده از طريـق        گيري سلول  و در برخي مطالعات اندازه     20كند مي
 از غـشاي    PIهـاي مـرده       در سلول  19.يديد پروپيديوم انجام شده است    

. شـود  يده سلول عبور كرده و سبب ايجاد فلورسانس قرمز مي         آسيب د 
 –PIهـاي    هاي مرده و سـلول      مثبت نشانه سلول   -PIهاي   بنابراين سلول 
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از طرفـي نـشان داده شـده كـه          . باشـند  هاي زنده مي   منفي نشانه سلول  
باشـد و    كـم مـي  Viableهاي   داخل سلولي در سلولROSميزان توليد   

 ـ نشاندهنده ميزانـي اسـت ك ـ      طـور فيزيولوژيـك در اسـپرم توليـد       هه ب
 كـه از    Viabilityرسد كاهش    نظر مي  هبا توجه به موارد فوق ب     . شود مي

 ـ           طريق افزايش سلول   دليـل   ههاي مرده در مطالعه ما نـشان داده شـد، ب
در مـورد اثـرات      .افزايش آنيون سوپراكـسايد در داخـل سـلول باشـد          

 تعـداد و تحـرك اسـپرم و         واريكوسل بر پارامترهاي مايع مني از قبيل      
اي كه   مطالعه. ها مطالعات بسياري انجام شده است      تاثير بر حجم بيضه   

WHO    كـشور  24 بر روي مردان مبـتلا بـه واريكوسـل در          92 در سال 
هـا در ايـن      انجام داد گزارش نمود كه تعداد كل اسپرم و حجم بيـضه           

رم در  داري در تحـرك اسـپ      افراد كاهش يافته است اگرچه تغيير معنـي       
 40مطالعه ديگري كه پارامترهاي سـيمن را در         . اين افراد مشاهده نشد   

فرد مبتلا به واريكوسل با افراد سالم مقايسه كرده بود، گـزارش نمـود              
 21.ها در افراد واريكوسلي كاهش يافته اسـت        كه تعداد و حركت اسپرم    

تناقض موجود در مطالعات مختلف شايد از طريق تفـاوت در انـدازه             
در ايـن مطالعـه     . هاي ارزيابي قابـل توجيـه باشـد        ه و تنوع آزمون   گرو

هـاي   القاي واريكوسل سبب كاهش تعداد و تحـرك اسـپرم در گـروه            
 ROSهمانطور كه ذكـر شـد افـزايش         . واريكوسل نسبت به كنترل شد    

سبب افزايش پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاي پلاسمايي اسپرم شده كه         
ر نتيجه سـبب كـاهش تحـرك اسـپرم          سياليت غشا را كاهش داده و د      

كنـد كـه يكـي از        هاي حاصل از اين مطالعه پيشنهاد مـي        يافته .شود مي
باشد كـه بايـد در       هاي فعال اكسيژن، داخل سلول مي      منابع توليد گونه  

ها به عنوان راهكار درماني در شرايط واريكوسـل     اكسيدان انتخاب آنتي 
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Evaluation of sperm superoxide anion production and Mitochondrial 
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Background: Varicocele is a major cause of male infertility, but its pathophysiology is 
unclear. Recent studies declare that fertile varicocele people with normal semen 
analysis are also at risk of loss of infertility. The exact mechanism by which varicocele 
damages spermatogenesis is still unknown. Some studies have reported increased 
Reactive Oxygen Species (ROS) is a major factor in semen of men with varicocele. The 
aim of this study was to investigate whether the source of elevated ROS is intracellular 
or not. In addition, we studied Mitochondrial Membrane Potential (MMP), viability, 
antioxidant activity, sperm count and motility in these rats. 
Methods: The study group consisted of 28 male rats divided in four groups: control, 
sham, varicocele 1, varicocele 2, Experimental varicocele was established by partial 
ligation of the left renal vein in last two groups. Animals were sacrificed two and six 
months after surgery and dilation of the internal spermatic veins was observed. Then, 
superoxide anion production and Mitochondrial Membrane Potential were evaluated by 
Flow cytometry sperm characteristics were evaluated by Flow cytometry. Sperm 
superoxide anion production was assessed by the dihydroethidium and Mitochondrial 
Membrane Potential with rhodamin 123. 
Results: Our results showed intracellular superoxide anion production significantly 
increased and Mitochondrial Membrane Potential, viability, sperm count and motility 
significantly decreased in rats with experimental left varicocele. However, there was no 
significant difference for seminal plasma antioxidant activity between all groups. 
Conclusions: Consequently, our findings suggest that one of the main sources of ROS 
production is intracellular and we must consider it in treatment. 
 
Keywords: Superoxide anion, mitochondrial membrane potential, varicocele, 
dihydroethidium, rhodamin 123. 
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