
 1388شهريور / 97شماره / سال بيست و هفتم  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  400

  

  

  
  

  

  
  

 
 

  

  

 4/6/87 :دريافتتاريخ 

  30/2/88 :تاريخ پذيرش

آمفتامين بر روي تكثير و آپوپتوزيس  مت بررسي اثرات تك دوز 

  هاي اجدادي اسپرم در موش صحرايي بالغ سلول
  

  ***، دكتر سيد حسن علوي**دكتر سيد عادل معلم ،*دكتر محمد محسن تقوي

  

 .، رفسنجان، ايرانكرمان ، دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان،ي پزشكي ستاديار، گروه علوم تشريحي، دانشكدهاآناتوميست،  *
دانشگاه علوم پزشكي مشهد، ، داروسازي ي دانشيار، گروه فارماكوديناميك و سم شناسي، دانشكدهمتخصص سم شناسي،  **

 .مشهد، ايران

  .، دانشگاه علوم پزشكي مشهد، مشهد، ايراني پزشكي دانشكدهاستاديار، گروه علوم تشريحي، آناتوميست،  ***

  

  :مقدمه

  

  چكيده

اي توسط جوانان و  طور فزآينده  كه به باشد آمفتامين يك داروي محرك سيستم عصبي مركزي مي مت

آمفتامين بر روي سيستم توليد مثل جنس نر ناشناخته  اثرات مت. گيرد نوجوانان مورد سوء استفاده قرار مي

بار تزريق سه دوز مختلف اين دارو را بر تكثير و آپوپتوزيس  يك اتما اثر ،تجربي ي در اين مطالعه. باشد يم

  .هاي اجدادي اسپرم موش صحرايي بالغ ارزيابي نموديم سلول

 1و  5، 15(آمفتامين  تحت تزريق سه دوز مختلف مت صورت داخل صفاقي  بهچهار گروه موش صحرايي بالغ   :روش ها

 ي ترتيب جهت مطالعه  راست و چپ به ي مقاطع مربوط به بيضه. قرار گرفتند يا سالين) گرم بر كيلوگرم ليمي

هاي در حال  براي سلول. آميزي شد رنگ هاي ايمونوهيستوشيمي با استفاده از روشآپوپتوزيس و تكثير سلولي 

  .هايي محاسبه گرديد تكثير و آپوپتوتيك ايندكس

همين كاهش را در رابطه با نسبت . داري داشت لي در گروه آزمايش با بالاترين دوز كاهش معنيتكثير سلو  يافته ها

. تكثير به آپوپتوزيس در دو گروه با دوز بالا مشاهده نموديم، اما وقوع آپوپتوزيس در اين دو گروه افزايش يافت

گرم بر  ميلي 15آمفتامين با دوز  ا متدر حال تكثير بودند، ام ها اسپرماتوگوني% 95بيش از  شاهددر گروه 

هاي  برعكس در بعضي لوله. گرديد% 85هاي در حال تكثير تا حدود   باعث كاهش اسپرماتوگونيكيلوگرم 

دار بين گروه با دوز  اين اختلاف معني. ساز در گروه با دوز بالا تعداد سلول آپوپتوتيك حداقل دو برابر شد اسپرم

  .باشد تا حدودي وابسته به دوز اين دارو مي ي اثرات تر نشان دهندههاي با دوز بالا پايين و گروه

تواند باعث تغيير در نسبت  مي ،ويژه با دوز بالا آمفتامين به  بار مت اين مطالعه نشان داد كه حتي مصرف يك  :نتيجه گيري

تواند منجر به  له ميأمس اين ،سازي مختل شده بنابراين فرآيند طبيعي اسپرم. تكثير به آپوپتوزيس در بيضه گردد

  .مشكلاتي در باروري مردان شود

 موش صحرايي ،هاي اجدادي اسپرم سلول ،آپوپتوزيسآمفتامين، تكثير سلولي،  مت  :واژگان كليدي
  :تعداد صفحات

  :ها تعداد جدول
  :تعداد نمودارها
  :تعداد منابع
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  مقدمه

آمفتامين دارويي محرك سيستم عصـبي مركـزي    مت

ان يكـي از  عنـو  آمفتامين به  ا سوء استفاده از متم، ااست

گـردان در جامعـه    هـاي روان  تركيبات موجود در قـرص 

خصوص در بين جوانان و نوجوانان يعني گروهي كـه   به

بـه   باشـند رو بـه افـزايش بـوده،     در سن توليد مثل مـي 

  ). 1- 2(صورت يك معضل اجتماعي درآمده است 

هـاي   سـاز شـامل سـلول    هـاي اسـپرم   تليوم لولـه  اپي

ــي (germ cells)ســرتولي و اجــدادي  . باشــد اســپرم م

اسـپرماتوگوني،   هاي اجدادي اسـپرم خـود شـامل    سلول

ثانويـه و اسـپرماتيد    اسپرماتوسـيت  ،ليـه اسپرماتوسيت او

ها، با فعاليت ميتوزي شـديد تكثيـر    اسپرماتوگوني. است

گردنـد و در نهايـت    سپس وارد تقسـيم ميـوز مـي    ،يافته

سـلولي  در هنگـام تقسـيم   . نماينـد  ها را توليد مـي  اسپرم

يـا   PCNA(اي سلول  ژن تكثير هسته ژني به نام آنتي آنتي

proliferating cell nuclear antigen (سلول  ي در هسته

كيلو دالتـوني   35ژن يك پروتئين  اين آنتي. گردد بيان مي

را تشـكيل   polymerase δ DNAاسـت كـه بخشـي از    

. اين آنزيم در تنظيم سـيكل سـلولي نقـش دارد   . دهد مي

 PCNAداراي  ،حال تقسيم ميتوز بوده هايي كه در سلول

همين نـام   باشند، از طريق روش ايمنوهيستوشيمي به  مي

بـر اسـپرماتوگوني،     در بيضه عـلاوه  . يت هستندؤقابل ر

  ). 3(ژن را دارند  ليه نيز اين آنتياو هاي اسپرماتوسيت

ــه تعــدادي   ــوم ســلولي ب ــوزيس ژن در هنگــام آپوپت

مونو و (با وزن ملكولي پايين  DNAاي  قطعات دو رشته

اين قطعات داراي انتهـاي  . شكند مي) ها اوليگونوكلئوزوم

3′-OH هـا را بـا نوكلئوتيـدهاي     تـوان آن  كه مـي  هستند

 TUNELنـام   دار از طريق يك واكنش آنزيمي بـه   نشان

)TdT-mediated X-dUTP nick end labeling ( نمايان

دي سـلول  سـالم تعـدا   ي حتـي در يـك بيضـه   . ساخت

  ).4(شود  آپوپتوتيك ديده مي

در رابطــه بــا اثــرات مضــر ايــن دارو بــر روي      

هاي مختلف فرد بالغ مطالعـات زيـادي صـورت     دستگاه

مطالعــات چنــدي نيــز در رابطــه بــا ). 5(گرفتــه اســت 

تراتوژنيك بودن و اثر سمي اين دارو بـر جنـين وجـود    

و همكــاران بــه بررســي تكامــل قلــب      Inoue .دارد

هـا در دوران   اي موش صـحرايي كـه مـادران آن   ه جنين

. آمفتامين دريافـت كـرده بودنـد، پرداختنـد     بارداري مت

هـاي   نتايج نشان داد كـه دارو باعـث آسـيب بـه سـلول     

 ).6(گردد  عضلاني قلب جنين و تكامل غيرنرمال آن مي

Smith   ــه ــك مطالع ــاران در ي ــته ي  و همك ــر  گذش نگ

هـا در   كه مادران آنمحدوديت پارامترهاي رشد نوزاداني 

  ). 7(را نشان دادند  اند طول بارداري دارو مصرف كرده

آمفتــامين در  چــه اثــر القــايي آپوپتــوزيس مــت اگــر

و همكاران  Yamamoto ي ساز در مطالعه هاي اسپرم لوله

امـا تـأثير ايـن دارو بـر روي      ،)8(به اثبات رسيده است 

ن سـاز و نسـبت بـي    هـاي اسـپرم   هـاي لولـه   تكثير سلول

هـاي آپوپتوتيـك    هـاي در حـال تكثيـر بـه سـلول      سلول

در مطالعـات  . ه اسـت شـد مطالعـه ن ) هموستاز سـلولي (

آپوپتوتيـك و  (معمول اين دو نوع سـلول  به طور مشابه 

گيرند و چـه   با هم مورد ارزيابي قرار مي) در حال تكثير

تـوان بـه    مـي  ،براي مثال. دست آيد  بسا نتايج متفاوتي به

 ي هـا در مطالعـه   آن. همكاران اشاره كردو  Carmenكار 

اي باعث بر هم خـوردن   خود اثبات كردند كه نهان بيضه

هاي آپوپتوتيك  هاي در حال تكثير به سلول نسبت سلول

كه در مطالعات قبلي بيان شده بود كـه   گردد، در حالي مي

تغييـري   چنـدان  هاي آپوپتوتيـك در ايـن عارضـه    سلول

با توجه بـه فرهنـگ   از يك طرف بنابراين ). 9(يابند  نمي

ي ما كه جوانـان پسـر آزادي اجتمـاعي     حاكم در جامعه

ء اسـتفاده از ايـن   بيشتري داشته، در نتيجه احتمـال سـو  
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و از طـرف ديگـر ايـن     اسـت ها بيشـتر   دارو در بين آن

كنندگان اين قبيـل داروهـا وجـود     عقيده در بين مصرف

وارضـي  گونـه ع  دارد كه مصرف تفنني اين داروهـا هـيچ  

كننـدگان، بـراي اغفـال     ندارد و توليدكننـدگان و پخـش  

لـذا در ايـن    ؛كنند هايي استفاده مي جوانان از چنين حربه

مطالعه بر آن شديم كه اثـر ايـن دارو بـر روي تكثيـر و     

ساز و نسبت آن دو بعـد   هاي اسپرم هاي لوله مرگ سلول

  .بار تزريق سه دوز مختلف دارو را بررسي كنيم از يك

  

  ها شرو

موش صـحرايي بـالغ    28تعداد  ،تجربي ي در اين مطالعه

از  ،گــرم 200- 250اي بــا وزن  هفتــه wistar، 8 -7نــژاد 

ي بــوعلي مشــهد انتخــاب  پژوهشــكده ي حيــوان خانــه

حيوانات در طول مطالعه، دسترسي كـافي بـه آب   . دندش

 12سـاعت تـاريكي و    12سيكل نوري  ند وو غذا داشت

  .ها تأمين گرديد ساعت روشنايي براي آن

آمفتــامين  مــت: آمفتــامين ســازي محلــول مــت آمــاده

هيدروكلريد خالص با روش يـددار كـردن نورافيـدريين    

آمفتـامين در گـروه شـيمي     هيدروكلريد و احياي به مت

). 10(داروسازي مشهد تهيـه گرديـد    ي دارويي دانشكده

  .هاي مورد نظر با نرمال سالين رقيق شد دارو در غلظت

تـايي   7صورت تصادفي به چهار گـروه    به حيوانات

گـرم   ميلـي  1 ، 5 و 15سه گروه دوزهـاي  . تقسيم شدند

عنـوان گـروه    آمفتامين و گروه چهارم به  گرم مت بر كيلو

آمفتامين بـا سـالين    مت). 8(سالين دريافت كردند  ،شاهد

ساعت بعد  24صورت داخل صفاقي تزريق گرديد و   به

) گرم بر كيلوگرم ميلي 30(وپنتان حيوانات با تي ،از تزريق

ها با برش جراحي بـاز   ي آن ي سينه قفسه. بيهوش شدند

اي و احتمـال   با توجه به كوچك بودن شريان بيضه. دش

مسدود شدن آن در هنگام عمل پرفيوژن، قبل از تزريـق  

. محلول فيكساتيو از يك محلول شستشـو اسـتفاده شـد   

ــامل   ــول ش ــن محل ــام  9اي ــك طع ــرم نم ــرم  25 ،گ گ

polyvinylpyrrolidone(PVP M.W.40000)، 25/0 

در يـك ليتـر آب    procain-HCLگـرم   5گرم هپارين و 

پرفيــوژن هــر دو محلــول شستشــو و ). 11(مقطــر بــود 

متصل به سـرنگ   scale veinفيكساتيو با استفاده از يك 

سـوراخ كـردن دهليـز     از طريق بطن چپ وسي  سي 50

هـا خـارج     يضهب تسرعبه سپس . راست صورت گرفت

سوراخ در تونيكا آلبوژيناي دو قطب بيضـه   5و با ايجاد 

سـاعت در   24مـدت    ها بـه  بيضه ،جهت نفوذ فيكساتيو

براي خـارج نمـودن اسـيد    . دشمحلول فيكساتيو فيكس 

ــ ــت ،كپيكري ــراي  باف ــا ب ــل  48ه ــاعت در الك % 70س

سـپس بـه   . و روزي سه بار الكل تعويض شد هدارينگ

ها به  بافت ،باقي مانده كن اسيد پيكريمنظور خنثي نمود 

كربنـات   و ليتيـوم % 70الكل اتيليك  ي محلول اشباع شده

بـار تعـويض شـد تـا      و اين محلول چندين منتقل گرديد

از بين رفت  كطور كامل رنگ زرد اسيد پيكري  تقريباً به

آغشـتگي   ،سازي شفاف ،گيري مراحل مختلف آب). 12(

بق بـا پروتوكـل اسـتاندارد    گيري مطـا  به پارافين و قالب

ترتيـب بـراي     ميكروني بـه  7و  4هاي  انجام شد و برش

هاي  تهيه و از لام TUNELو  PCNAآميزي  روش رنگ

  .استفاده شد poly-L-lysineكد شده با 

كيـت  : PCNAآميزي ايمنوهيستوشيمي با كيت  رنگ

PCNA  از شركتZymed     آلمان خريـداري شـد و بـر

آميــزي مقــاطع صــورت  گرنــ ،اســاس پروتوكــل كيــت

آميزي به ترتيب زير  طور خلاصه مراحل رنگ  به. گرفت

سـازي مقـاطع جهـت     در ابتدا مراحـل آمـاده  . انجام شد

 ـ آميزي، شـامل پـارافين زدايـي، آب    رنگ ي و خنثـي  رگي

 ي در مرحلـه . نمودن اندوژن پراكسيدازها صورت گرفت

هــاي مختلــف موجــود در كيــت شــامل  م از محلــولدو
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موشـي بيوتينـه    ي بـادي اوليـه   كننده، آنتـي  وكمحلول بل

، استرپتاويدين پراكسيداز، كرومـوژن  PCNAضد  ي شده

DAB در آخــر بعــد از . و هماتوكســيلين اســتفاده شــد

ســازي بــا اســتفاده از چســب     گيــري و شــفاف  آب

Histomount همـراه  . بر روي مقاطع لامل چسبانده شد

ت موجود در مثب شاهدهاي مورد آزمايش چند لام  با لام

بادي چنـد   آميزي گرديد و با حذف آنتي خود كيت رنگ

  .دشآميزي  منفي نيز رنگ شاهدلام 

  :TUNELهيستوشيمي با كيت  آميزي ايمنو رنگ

آلمان خريداري شد و  Rocheاز شركت  TUNELكيت 

هـا طـي    آميـزي نمونـه   رنگ ،با توجه به پروتوكل مربوط

  .مراحل زير انجام گرديد

آميـزي   سازي مقاطع جهت رنگ احل آمادهدر ابتدا مر

 ني و خنثـي نمـودن انـدوژ   رگي زدايي، آب شامل پارافين

بعـــد  ي در مرحلـــه. پراكســـيدازها صـــورت گرفـــت

افـزايش   proteinase Kها با استفاده از  پذيري بافت نفوذ

 هاي موجود در كيـت شـامل   داده شد و سپس از محلول

ــال دي  ــزيم ترمين ــي آن ــديل  اكس ــر نوكلئوتي ــرا انست ، زف

بـادي   شامل آنتـي (  Converter-APنوكلئوتيدها، محلول

) ضد فلوئوروسين كونژوگـه شـده بـا آلكـالين فسـفاتاز     

هــاي  جهــت نمايــان شــدن محــل ســلول. اســتفاده شــد

اســتفاده و در ) DAB(آپوپتوتيــك از محلــول سوبســترا 

 .دش counterstainآخر مقاطع با هماتوكسيلين 

 تمد جه حرارت اتاق به در در DNase Іچند لام با 

هـاي   عنـوان لام  هـا بـه    دقيقه انكوبه گرديـد و از آن  10

 شـاهد هاي  همين ترتيب لام  به. مثبت استفاده شد شاهد

  .فراز رنگ شدند منفي با حذف ترمينال ترانس

ــه ــگ  نمون ــاي رن ــتفاده از     ه ــا اس ــده ب ــزي ش آمي

و  BX51 مـــدل Olympusميكروســـكوپ تحقيقـــاتي 

مـورد مطالعـه قـرار     life scienceتري افـزار كـامپيو   نـرم 

هـاي كيفـي بـه نيمـه كمـي       منظور تبديل داده به  ؛گرفت

طــور   ســاز در هــر حيــوان بــه اســپرم ي لولــه 50تعــداد 

زيــر  ي د و بــا اســتفاده از معادلــهشــتصــادفي انتخــاب 

هـاي در حـال    ترتيب براي تعداد سـلول  هايي به  ايندكس

  :دست آمد  به تكثير يا مرگ و نسبت اين دو ايندكس
PI = (nоtub+×nоcell+×100)/(nоtotal×d) 

  + n tub،اينـدكس تكثيـر سـلولي    PIدر اين معادلـه  

تعـداد   n cellهاي در حال تكثيـر،   ها با سلول درصد لوله

تعـداد كـل    n totalهاي درحال تكثير در هر لوله،   سلول

ي فـوق بـراي    معادلـه . باشـد  ها مـي  قطر لوله dها و  لوله

. نيـز اسـتفاده شـد   ) AI(ايندكس مرگ سلولي  ي همحاسب

هـاي   هـا و لولـه   بـار تعـداد سـلول    با اين تفاوت كه ايـن 

مين اينـدكس  سـو . پتوتيك شمارش و محاسبه گرديدآپو

  ).9(بود  AI/PIمحاسبه شده، نسبت ايندكس 

  :تجزيه و تحليل آماري

منظور بررسي وجـود يـا عـدم وجـود اخـتلاف بـين         به

دنبال آن،   و به (ANOVA)اليز واريانس آزمون آنها  داده

نتـايجي كـه داراي   . شـد  انجـام  Tukey-Kramerآزمون 

عنوان نتـايج    بود، به 05/0 يا مساوي تر كوچك Pارزش 

ــي ــد   معن ــه ش ــر گرفت ــه .نددار در نظ ــه و  كلي ي تجزي

 ي  نسـخه  SPSS  افزار مرهاي آماري با استفاده از ن تحليل

  .انجام شد )version 10; SPSS Inc., Chicago, IL(ده 
 

 ها يافته

سـاز، در   هاي اسـپرم  لوله PCNAآميزي با روش  در رنگ

اتوگونيا در هـاي اسـپرم   سـلول  %95 حـدود  شاهدگروه 

هاي آزمـايش   ا اين مقدار براي گروهحال تكثير بودند، ام

در مقابــل در ). 1شــكل (بــود  %85بــا دوز بــالا حــدود 

آزمـايش بـا دوز بـالا    ساز گروه  هاي اسپرم بعضي از لوله

سـلول آپوپتوتيـك مشـاهده گرديـد، در      5تـا   3بيش از 

سـلول   3هـاي بـا    ندرت لوله   به شاهدكه در گروه   حالي
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ها بدون چنـين   در حال مرگ مشاهده نموديم و اكثر لوله

آميـزي بـا هـر دو     در رنـگ ). 2شكل (هايي بودند  سلول

هـاي   هاي اسـپرماتوگوني، سـلول   بر سلول روش، علاوه 

هـاي   هـاي اسپرماتوسـيت   بعضي از سـلول  مانندديگري 

هاي بينابيني لايديك نيز رنگ گرفتنـد كـه    ليه و سلولاو

اي تكثيـر سـلولي در    ژن هسـته  ي وجود آنتي دهنده نشان

مـا   ي ها نيز مي باشد، ولي ملاك محاسـبه  اين نوع سلول

  . هاي اسپرماتوگونيا بود تكثير و آپوپتوزيس در سلول

 

             
 

 PCNAآميزي شده با روش  ي موش صحرايي رنگ مقاطعي از بيضه .1شكل 

ها برداشته و مطالعه  آن ي بار تزريق دارو يا سالين قرار گرفتند، بيضه كه حيوانات تحت يك  بعد از اينساعت  24). گرم بر كيلوگرم ميلي 15گروه با دوز داروي ( 3گروه آزمايش: ، بشاهدگروه : الف

ها سلول كمون از  هاي در حال تكثير و نوك پيكان ها سلول پيكان. توجه نماييد شاهدها در گروه آزمايش و در مقايسه با گروه  پذيري سلول هاي در حال تكثير و كاهش رنگ به كاهش تعداد سلول .دش

 ).X  40نمايي بزرگ(دهد  نظر تكثير را نشان مي

 

               
 

 

 TUNEL آميزي شده با روش ي موش صحرايي رنگ ضهمقاطعي از بي. 2شكل

به افزايش تعداد . دشها برداشته و مطالعه  آن ي ، بيضه بار تزريق دارو يا سالين قرار گرفتند كه حيوانات تحت يك  بعد از اينساعت  24). گرم بر كيلوگرم ميلي15( 3گروه آزمايش: ، بشاهدگروه : الف

 ).X 40بزرگ نمايي ( دهد  هاي سالم را نشان مي ها سلول هاي آپوپتوتيك و نوك پيكان سلول  ها پيكان. توجه نماييد شاهدايش و در مقايسه با گروه هاي آپوپتوتيك در گروه آزم سلول
  

 و آزمايش شاهدهاي  هاي اسپرماتوگوني گروه در سلول وهاي تكثير، آپوپتوزيس و نسبت بين آن د مقادير عددي ايندكس .1جدول

  . و آزمايش شاهددار بين گروه  اختلافات معني 1
  . دار بين گروه آزمايش با دوز پايين و دو گروه آزمايش با دوز بالا اختلافات معني 2

  3گروه آزمايش   2گروه آزمايش  1گروه آزمايش   شاهدروه گ  ايندكس

  25/343±9311،2/1  25/346±6292/0  350 ± 291/1  5/350±041/1  تكثير

  20441/0±20069681/0،  19346775/0±0063851،2/0  167683/0 ± 001198/0  166875/0±004550/0  وپتوزيسپآ

  75/1685±0561،2/64  1796±431،2/65  2088±965/25  525/2105±045/66  تكثير بر آپوپتوزيس
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  . موش صحرايي ي ساز بيضه هاي اسپرم در لوله) PI/AI(آمفتامين بر ايندكس نسبت تكثير بر آپوپتوزيس  بار تزريق مت اثر يك .1نمودار 

ها  ي آن ساعت بعد، بيضه 24يا سالين قرار گرفتند، ) گرم بر كيلوگرم ميلي 1و  5، 15( بار تزريق سه دوز متفاوت دارو  كه حيوانات تحت يك بعد از اين

  كاهش داد شاهدز بالا و در مقايسه با گروه را در دو گروه با دو PI/AIآمفتامين نسبت  برداشته شد و مطالعه گرديد مت
** 01/0P ≤  

* 05/0P ≤  

 باشند مي mean ± SEMي  مقادير نشان دهنده

 

مــاري صــورت حاضــر دو نــوع بررســي آ ي در مطالعــه

ــين  ل مقايســههــدف از بررســي او. گرفــت ي آمــاري ب

در ارتباط بـا تغييـرات    شاهدهاي آزمايش و گروه  گروه

هاي فوق و هدف از بررسـي دوم    سايجاد شده در ايندك

ي هـا  هـا در بـين خـود گـروه     ي آماري اينـدكس  مقايسه

ل مشـخص شـد كـه    در بررسـي او . آزمايش با هم بـود 

تكثير سلولي و نسبت تكثير به آپوپتوزيس در دو گـروه  

كـاهش   شـاهد آزمايش با دوز بالا در مقايسـه بـا گـروه    

هـا   آپوپتوزيس در اين گروه ،عكس بر. داري داشت معني

تكثيـر سـلولي در   . )1 و نمودار 1جدول (افزايش يافت 

كـاهش  گرم بـر كيلـوگرم    ميلي 15 با دوز گروه آزمايش

).  ≥ 01/0P(داشـت   شـاهد داري نسبت بـه گـروه    معني

گـرم بـر    ميلـي  5 بـا دوز  آپوپتوزيس در گـروه آزمـايش  

و در گروه با بـالاترين دوز نسـبت    ) ≥ 05/0P( كيلوگرم

در ). 1جدول ) ( ≥ 01/0P(ايش يافت افز شاهدبه گروه 

هاي آزمايش بـا هـم مشـخص شـد كـه       ي گروه مقايسه

هـاي بـالا بـين     داري در رابطه با اينـدكس  اختلاف معني

گــرم بــر  ميلــي 1( گــروه آزمــايش كــه دوز پــايين دارو

ــوگرم ــالاي دارو  و آن) كيل ــاي ب ــه دوزه ــا ك  5و  15( ه

نـد، وجـود   بود را دريافـت كـرده   ) گرم بر كيلوگرم ميلي

اما چنين اختلافـاتي بـين دو گـروه بـا دوز بـالا      . داشت

در رابطه بـا تكثيـر سـلولي و    ). 1جدول (وجود نداشت 

گـرم بـر    ميلـي  1نسبت تكثير به آپوپتوزيس بـين گـروه   

 ) ≥ 05/0P( دار و دو گروه ديگر اختلاف معنـي كيلوگرم 

در رابطـه بـا اينـدكس آپوپتـوزيس ايـن      . وجود داشـت 

و )  ≥ 05/0P(گـروه اول و دوم   ي مقايسـه در  اخـتلاف 

)  ≥ 01/0P(ي گـروه اول و سـوم    همچنـين در مقايسـه  

رسـد   نظـر مـي    بنـابراين بـه  . داري داشـت  اختلاف معني

. اختلافات مشاهده شده تا حدودي وابسته به دوز باشـد 

ي  هــاي آزمــايش فاصــله هــاي گــروه در بعضــي از لولــه

ــي  ــري در اپ ــه   مختص ــين لاي ــوم ب ــلو تلي ــاي  لي س ه

هـاي   هاي سـلولي يعنـي لايـه    اسپرماتوگوني و ساير لايه

٠

�٠٠

١٠٠٠

١�٠٠

٢٠٠٠

٢�٠٠


�و
 ��ه� )�����(
١
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٢
�و
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هاي اسپرماتوسـيت اوليـه، اسـپرماتيد و     مربوط به سلول

چه از دست دادن بافت بينابيني  اگر. شد ديده مي اه اسپرم

سـازي   دليل فرآيند آمـاده   هاي مركزي بيضه به در قسمت

مقــاطع و تعــدد مراحــل آن امــري طبيعــي اســت و در  

له أامـا ايـن مس ـ   ،ت مربوطه گزارش گرديده استمطالعا

مقـاطع  . هاي آزمايش با شدت بيشتري ديده شد در گروه

آمينوبنزيـدين   دي(كار رفته  منفي رنگ كروموژن به شاهد

خوبي در   همثبت ب شاهدرا نگرفتند، اما مقاطع ) DABيا 

راهنمـا،   ي در مطالعـه . مناطق مورد انتظار رنـگ گرفتنـد  

از ميـان   كـه  مورد آزمايش قرار گرفت چندين فيكساتيو

 Davidson ي ها مايع بوئن و مـايع تعـديل داده شـده    آن

بهتـــرين فيكســـاتيو بافـــت بيضـــه جهـــت كارهـــاي 

   .ايمنوهيستوشيمي تشخيص داده شد

  

  بحث

ــه  ــايج مطالع ــي  نت ــان م ــا نش ــه داروي   ي م ــد ك ده

هاي  آمفتامين از يك طرف باعث كاهش تكثير سلول مت

و نسـبت تكثيـر بـه آپوپتـوزيس در ايـن      اسـپرماتوگونيا  

و از طـرف ديگـر   ) 1و نمـودار   1شـكل  (ها شده  سلول

شـكل  ( كند ساز القاء مي هاي اسپرم آپوپتوزيس را در لوله

سـاز   هـاي اسـپرم   تليوم لوله هموستاز اپي). 1و جدول  2

هـر  . وابسته به مرگ سلولي و فعاليـت تكثيـري آن دارد  

فرآيند را بر هم زند، باعـث  عاملي كه تعادل بين اين دو 

ــرات بافــت گــردد كــه عواقــب آن  شناســي آن مــي تغيي

. ناكارآمدي بيضه در توليد اسپرم و ناباروري خواهد بـود 

مردان با سن بالا نيـز   ي در واقع چنين حالتي را در بيضه

طـور كـه گفتـه شـد،       همـان ). 9(توان مشاهده نمود  مي

هـاي در حـال    آمفتامين از طريق كاهش تعداد سلول مت

هـاي آپوپتوتيـك باعـث     تكثير و افـزايش تعـداد سـلول   

هـاي   هاي در حال تكثيـر بـه سـلول    كاهش نسبت سلول

هموسـتاز طبيعـي بيضـه را بـر هـم       ،آپوپتوتيك گرديده

  . خواهد زد

آمفتـامين در   ي جنينـي مـت  اثرات تراتوژنيك و سـم 

ــال ــط   س ــف توس ــاي مختل ــاران  Yamamotoه و همك

ــه  ــده مطالع ــه اثش ــت  و ب ــيده اس ــات رس ). 13- 15(ب

هاي مختلفـي در مـورد اثـر ايـن دارو بـر روي       پژوهش

 دستگاه تناسـلي نـر انجـام گرفتـه اسـت كـه از آن بـين       

ــي ــاي    م ــر از كاره ــي ديگ ــه يك ــوان ب  Yamamoto ت

نشـان داد كـه ميـل و توانـايي      كـه  اشاره كرد وهمكاران

هاي نـر بـا تجـويز ايـن دارو كـاهش       گيري موش جفت

مطالعـات ديگـر اثـرات مهـاري آمفتـامين      . )16(يابد  مي

بر روي توليد تستوسـترون   ،دارويي ديگر از اين خانواده

ايـن اثـر از   . هاي بينابيني بيضه را نشـان داد  توسط سلول

كـاهش فعاليـت    ،حلقـوي  AMPطريق افـزايش توليـد   

هـاي مربـوط بـه توليـد ايـن       هاي كلسـيم و آنـزيم   كانال

مشـخص گرديـد كـه    همچنـين  . گردد هورمون القاء مي

مانع از ترشـح   ها نآمفتامين با كاهش ترشح گونادوتروپي

چندين گـزارش مـوردي در   ). 17(گردد  تستوسترون مي

گـردان بـر روي    هـاي روان  رابطه با اثـرات سـوء قـرص   

و  Dubinبـراي مثـال   . دستگاه توليد مثل نر وجـود دارد 

را در يـك مـرد جـوان     Priapismيك مـورد از  همكار 

  ). 18(وده است گزارش نم

، وقـوع  CNSآمفتـامين در   اثرات مـت  مطالعات قبلي

هــا،  هــا، هپاتوســيت نكــروز و آپوپتــوزيس در ميوســيت

هاي سروتونرژيك و دوپامينرژيك موجود در مغز  نورون

هـاي بـالا    و در غلظت in vitroصورت  مياني و حتي به 

دهـد و احتمـال    هاي نئوكورتيكال را نشان مـي  در نورون

ده اســت كــه دارو از طريــق تشــكيل راديكــال  داده شــ

هيدروكسيل و فعال كردن مسيرهاي آپوپتـوزيس اثـرات   

و  Yamamotoهمچنـين  ). 19(كنـد   خود را اعمال مـي 
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سـاز را   هـاي اسـپرم   همكاران القاي آپوپتوزيس در لولـه 

چنين بروز آپوپتـوزيس همـراه بـا     ها، هم آن. نشان دادند

تليـوم   هـاي اپـي   لولتشكيل ساختارهاي واكوئولي در س

هـاي   ها را گزارش كردند و احتمال دادند كه سـلول  لوله

هــايي هســتند كــه وارد مســير  واكوئــولي همــان ســلول

آميزي مقاطع بـا روش   ما نيز در رنگ. اند شده كآپوپتوتي

TUNEL    ا ام ـ ،چنين سـاختارهايي را مشـاهده نمـوديم

هــا  مكانيســم القــاي آپوپتــوزيس توســط دارو بــراي آن

اخته ماند و تنهـا تغييـرات غلظـت تستوسـترون در     ناشن

ــاي      ــؤثر در الق ــالي م ــل احتم ــي از عوام ــون را يك خ

  ).8(آپوپتوزيس توسط دارو پيشنهاد كردند 

گـزارش شـده   و همكاران  Yamamotoي  در مطالعه

ي جفـت    هاي ماده هاي واژينال موش بود كه تعداد پلاك

انـد   كـرده داده شده با نرهايي كـه ايـن دارو را دريافـت    

يابد، حتي چنين حالتي را بعد از قطـع دارو و   كاهش مي

 احتمـال . نـد بود  پاك شدن آن از خـون مشـاهده نمـوده   

گيري مربوط به كـاهش   تضعيف رفتارهاي جفت رود مي

باشد، چرا كـه ايـن رفتارهـا     سطح تستوسترون در خون 

اين هورمون . ارتباط با غلظت تستوسترون در خون دارد

هـاي دوپـامين در    گيرنده ،شدن دوپامين شدهباعث آزاد 

اين ناحيـه از مغـز   . كنند اپتيك را تحريك مي پره ي ناحيه

رفتارهـاي   اصـلي بـراي   ي داران، ناحيـه   هاي مهـره  گونه

از  اه ـ ي دارويـي آمفتـامين   خـانواده ). 16( اسـت جنسي 

طريــق اثــر مســتقيم روي بيضــه باعــث كــاهش ترشــح 

ــد  تستوســترون مــي ــا القــاي  ايــن). 8، 17(گردن كــه آي

ساز توسط دارو اثـري بـر     هاي اسپرم آپوپتوزيس در لوله

گيري دارد يـا خيـر، هنـوز معلـوم      روي رفتارهاي جفت

كـه در رابطـه بـا اثـر داروي       بـا توجـه بـه ايـن    . نيست

اي  آمفتامين بر روي تكثير سـلولي در بيضـه مطالعـه    مت

لاوه ي ما نشان داد كـه ايـن دارو ع ـ   مطالعه ،وجود ندارد

بر القاي آپوپتوزيس، باعث كاهش تكثير سلولي و بـرهم  

هاي اسـپرم   خوردن نسبت تكثير به مرگ سلولي در لوله

كـه در دوز بـالا كـاهش تكثيـر       طوري  گردد، به ساز مي

در گـروه   %95در مقايسه با ( %85سلولي حتي به حدود 

مكانيسمي كه از طريق آن دارو باعـث  . رسد مي) شاهد

گـردد، مشـابه بـا آپوپتـوزيس،      سلولي مي كاهش تكثير

هـاي   كـه قسـمت    با توجه به اين. چندان روشن نيست

مختلف دستگاه تناسلي نر از سيسـتم عصـبي خودكـار    

نمايـد و   الياف آدرنرژيـك و كولينرژيـك دريافـت مـي    

ــك در اعمــال قســمت  ــاف نورآدرنرژي هــاي  نقــش الي

مختلف دستگاه تناسلي نر از جمله اپيديديم مشـخص  

از طرفي دارو باعث افزايش خالص  و )20(ده است ش

 ،آزاد شدن مونوآمينونوروترانسميترها يعنـي سـروتونين  

دارو  ممكن است ،)5(گردند  و دوپامين مي ننورآدرنالي

با تغيير در ميزان ترشح نوروترانسميترهاي فوق اثـرات  

  .كند خود را القاء 

د كــه ســوء اســتفاده از انتــايج ايــن مطالعــه نشــان د

گـردان حتـي بـه     هـاي روان  آمفتامين به شكل قرص مت

هـم    توانـد باعـث بـر    بـار، مـي   شكل تفنني و براي يـك 

خوردن هموستاز طبيعي بيضه از طريق كـاهش تكثيـر و    

پيامـد آن   دارد شـود كـه احتمـال    افزايش مرگ سـلولي  

اثبـات ايـن موضـوع نيـاز بـه       باشـد؛ ناتواني در باروري 

  .هاي انساني دارد نمونهخصوص در   تحقيق بيشتر به
 

 تشكر و قدرداني

وسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم  بدين

پزشكي مشهد بابت تصويب طرح پژوهشي و 

زاده بابت  هاي مالي و از آقاي دكتر هادي حمايت

 دآمفتامين و از خانم فريبا متجد ساخت داروي مت

 .نماييم هاي عملي خود تشكر مي بابت كمك
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Abstract 
Methamphetamine (MAMP) is a central nervous system stimulant that 
is increasingly abused by teenagers and young adults. The MAMP 
effects on the male reproductive system are not clear. In this 
experimental study, we evaluated the effects of single injection of 
three different doses of MAMP on the proliferation and apoptosis of 
the sperm germ cells in the mature rat. 

Background: 

A single dose of MAMP in different doses (1, 5 or 15 mg/kg) or normal 
saline was administered intraperitoneally in four groups of mature male 
rats. The right and left tissue sections were immunostained with 
immunohistochemical methods for proliferation and apoptosis, 
respectively. Indexes were calculated for proliferating and apoptotic cells. 

Methods:  

Cell proliferation decreased significantly in the group which treated with 
the highest dose. The ratio of proliferation to apoptosis decreased 
significantly in two groups with the highest doses. Conversely, apoptosis 
occurrence was increased in these groups. In the control group, more than 
95% of spermatogonia were proliferating cells; however, 15mg/kg of 
MAMP caused an 85% reduction in the number of proliferating 
spermatogonia. On the contrary, the number of apoptotic cells at least 
doubled in some tubules of these groups. There were significant 
differences between the lower dose group and the higher doses groups. 
Therefore, the observed differences were relatively dose-dependent. 

Findings: 

This study revealed that one exposure to MAMP particularly at the 
high dose can change the proliferation/apoptosis ratio of 
spermatogonia in rat testis. Therefore, this would adversely affect the 
normal spermatogenesis process and could lead to disturbances in 
male fertility.  

Conclusion: 

 

Methamphetamine, Cell proliferation, Apoptosis, Sperm germ cells, 
Rat. 
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