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ABSTRACT

Background: Varicocele is one of the common causes of male infertility,
associated with increased oxidative stress and damage to sperm DNA. This
study aims to investigate the effects of L-cysteine, taurine, and vitamin B6
(LTB) on spermatogenesis, sperm function, and enzymes involved in the trans-
sulfuration pathway in the testes of varicocele-induced rats.
Methods: Male Wistar rats (180–220 g) were randomly divided into five
experimental groups: the control group (no intervention), the sham group
(simple laparotomy), the varicocele group (V), the LTB-treated control group,
and the LTB-treated varicocele group. Evaluations included sperm parameter
assessments, testicular histology analysis, measurement of testosterone levels,
vitamin B6 levels, various amino acids, and the expression of enzymes in the
trans-sulfuration pathway at the protein level using the Western blot method.
Results: The study revealed a significant reduction in sperm quality parameters
and sperm function (p<0.05) in the varicocele group compared to the control
and sham groups. Additionally, enzymes involved in the trans-sulfuration
pathway were reduced in the varicocele group compared to the sham group,
although the difference was not statistically significant. Plasma B6 levels in the
varicocele group showed a significant decrease compared to the control group
(p<0.05). Supplementation with LTB improved the negative effects of
varicocele on spermatogenesis and sperm function.
Conclusion: Antioxidants may play a role in improving varicocele. Using
amino acids and vitamins involved in the one-carbon cycle and the trans-
sulfuration pathway can enhance the testicular antioxidant system and
counteract the negative effects of varicocele. These findings highlight the need
for further studies and the potential for higher doses or longer durations of
antioxidant supplementation to achieve better therapeutic effects.
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Extended Abstract

Background: Varicocele is one of the most
common causes of male infertility, leading to
decreased sperm quality and production. The
condition is characterized by increased
dilatation in the testicular veins, which causes
temperature and biochemical changes,
resulting in elevated oxidative stress and
DNA damage to sperm. Oxidative stress
occurs when there is an imbalance between
reactive oxygen species (ROS) and the body’s
natural antioxidant defenses, causing cellular
damage to sperm membranes, proteins, lipids,
and DNA. This oxidative damage reduces
sperm motility, concentration, and
morphology, and increases DNA
fragmentation. The use of antioxidants such
as L-cysteine, taurine, and vitamin B6 has
been suggested as a potential therapeutic
strategy due to their ability to neutralize
oxidative stress and improve sperm quality by
enhancing enzymes involved in production of
antioxidant pathways, including enzymes like
cystathionine β-synthase (CBS), and
cystathionine γ-lyase (CSE), as well as heme
oxygenase-1 (HO-1) which is an inducible
enzyme that breaks down heme, producing
biliverdin, ferrous iron, and carbon
monoxide. It plays a crucial role as an
antioxidant, reducing oxidative stress in cells,
and has anti-inflammatory effects. These
antioxidants can maintain a balance in the
oxidative environment, preventing further
damage to sperm cells, and potentially
improving male fertility outcomes. The aim
of this study is to evaluate the effects of
antioxidant supplementation LTB (vitamin
B6, taurine, and L-cysteine) on sperm quality
and testicular function in a rat model of
varicocele, focusing on sperm parameters,
and sperm functional tests.
Methods: This experimental study was
conducted on 50 male Wistar rats (8 weeks
old, weighing 180-200 grams). The rats were
housed under standard laboratory conditions
and provided with food and tap water ad
libitum. The animals were randomly divided
into five groups: control (C), sham (SH),
varicocele (V), control with LTB (C+LTB),

and varicocele with LTB (V+LTB). The
groups were administered a daily oral dose of
a combination of vitamin B6 (7 mg/kg),
taurine (100 mg/kg), and L-cysteine (100
mg/kg) for two months. After the two-month
treatment period, sperm parameters including
count, motility, and morphology were
evaluated. DNA damage was assessed using
acridine orange (AO), aniline blue (AB), and
chromatin A3 (CMA3) staining. Lipid
peroxidation was measured using BODIPY
C11, a fluorescent dye. Histological analysis
of testicular tissue was performed using
hematoxylin and eosin (H&E) staining.
Western blot analysis was used to assess the
protein levels of CBS, CSE, and HO-1. Data
were analyzed using SPSS software, and
statistical significance was determined using
Shapiro-Wilk, ANOVA, and Kruskal-Wallis
tests (p<0.05).
Results: The study showed no significant
difference in body weight between the
different groups. However, the left testicle
and left epididymal weights were
significantly lower in the varicocele group
compared to the control group (p<0.05). The
varicocele group treated with LTB exhibited
significant improvements in sperm
concentration, motility, and morphology
when compared to the untreated varicocele
group (p<0.05). The Percentage of sperm
abnormal morphology was significantly
higher in the varicocele group compared to
the control group. Functional analysis
revealed increased residual histone levels,
protamine deficiency, DNA damage, and
lipid peroxidation in the varicocele group
compared to the control group. Antioxidant
treatment with LTB significantly improved
these parameters (p<0.05). Additionally,
serum metabolite analysis showed reduced
testosterone and vitamin B6 in the varicocele
group, while LTB treatment resulted in
significant increases in the both parameters
(p<0.05). Analysis of protein expression for
CBS, CSE, and HO-1 did not show
significant differences between the groups.
Discussion: The results of this study indicate
that varicocele significantly affects sperm
quality, as evidenced by reduced sperm
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concentration, motility, and morphology,
along with increased residual histones, DNA
damage, lipid peroxidation, and protamine
deficiency in sperm. These findings are
consistent with previous studies, which have
identified oxidative stress as a major factor in
sperm damage and infertility associated with
varicocele. The mechanism behind these
effects involves increased ROS, which
destabilizes sperm membranes, impairs
mitochondrial function, and causes DNA
fragmentation. This oxidative stress is further
exacerbated by lipid peroxidation, which
compromises the integrity of sperm
membranes and disrupts cellular processes
essential for sperm function. The treatment
with antioxidants, including vitamin B6,
taurine, and L-cysteine, improved sperm
quality by neutralizing ROS and reducing
lipid peroxidation, as well as enhancing
sperm motility and morphology. These results
align with prior studies that have
demonstrated the potential of antioxidants in
mitigating oxidative stress and improving
male fertility in varicocele conditions.
Despite the significant improvements in
sperm parameters, the supplementation did
not result in substantial improvements in
histone excess, DNA damage, or the Johnson
score, suggesting that while antioxidants like
LTB are effective in mitigating some forms

of oxidative damage, they may not fully
reverse all the biochemical alterations caused
by varicocele. Moreover, LTB
supplementation did not significantly affect
homocysteine, glutamate, serine, or the
expression of CBS, CSE, and HO-1 proteins,
indicating that LTB may improve sperm
quality via mechanisms independent of the
trans-sulfuration pathway. This suggests that
antioxidant supplementation could potentially
offer a therapeutic strategy for reducing
oxidative stress in varicocele, but the full
spectrum of metabolic changes associated
with the condition may require more targeted
interventions.
Conclusion: This study assessed the effects
of varicocele and antioxidant treatment on
sperm quality. Results indicated that
varicocele without antioxidant therapy led to
decreased sperm concentration, motility, and
morphology, along with increased DNA
damage. Antioxidant supplementation with
vitamin B6, taurine, and L-cysteine
significantly improved sperm parameters and
oxidative stress but did not restore key
proteins involved in oxidative stress
pathways. This may be due to the small
sample size in Western blot testing,
highlighting the need for further research
with a larger cohort.
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اصیلمقاله 

هاي دخیل در مسیر ترانس ارزیابی اسپرماتوژنز، عملکرد اسپرم و آنزیم
هاي در موشB6یستئین، تائورین و ویتامین س-سولفوراسیون تحت تاثیر ال

صحرایی تحت القاء واریکوسل
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چکیده
اسـپرم  DNAاکسیداتیو و آسـیب بـه  واریکوسل یکی از علل شایع ناباروري مردانه است که با افزایش استرس:زمینه و هدف

) بر اسپرماتوژنز، عملکرد اسپرم B6)LTBسیستئین، تائورین و ویتامین-مرتبط است. هدف این مطالعه بررسی تأثیر ترکیبات ال
هاي صحرایی واریکوسلی است.هاي دخیل در مسیر ترانس سولفوراسیون در بیضه موشو آنزیم

گرم) به صورت تصادفی در پنج گروه آزمایشی قرار گرفتند: گـروه  180-220هاي صحرایی نر سویه ویستار (موشروش کار:
سیسـتئین،  -(الLTB)، گروه کنتـرل تیمارشـده بـا    Vل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل (کنترل (بدون مداخله)، گروه شم (عم

ها شامل بررسی پارامترهاي اسپرمی، مطالعه هیسـتولوژي  . ارزیابیLTB) و گروه واریکوسل تیمارشده با B6تائورین و ویتامین 
سولفوراسـیون در سـطح   هاي مسـیر تـرانس  ، و آنزیمآمینه مختلف، اسیدهايB6گیري سطح تستوسترون، ویتامین بیضه، اندازه

پروتئین با استفاده از روش وسترن بلات بود.
واریکوسل نسبت ) در گروهp<0.05نتایج این مطالعه کاهش معنی دار در کیفیت پارامترهاي اسپرمی و عملکرد اسپرم (ها:یافته

نسبت به گروه شـم  واریکوسلدر گروه ترانس سولفوراسیونسیر هاي دخیل در مبه کنترل و شم نشان داد. علاوه بر این آنزیم
داري نشـان داد  پلاسما در گروه واریکوسل نسـبت بـه گـروه کنتـرل کـاهش معنـی      B6کاهش نشان داد اما معنادار نبود. سطح 

)p<0.05 استفاده از مکمل .(LTBبهبود بخشد.توانست اثرات منفی القاء واریکوسل بر اسپرماتوژنز و عملکرد اسپرم را
این مطالعه نشان داد که القاي واریکوسل منجر به کاهش کیفیـت پارامترهـاي اسـپرمی، عملکـرد اسـپرم و سـطح       گیري:نتیجه

دهنـده تـأثیر   سولفوراسـیون معنـادار نبـود، امـا نشـان     هاي مسـیر تـرانس  شود. هرچند کاهش آنزیمدر پلاسما میB6ویتامین 
) توانست اثرات منفی واریکوسل B6سیستئین، تائورین و ویتامین -(الLTBکی است. تجویز مکمل واریکوسل بر این مسیر متابولی

هـاي  دهنده نقش بالقوه این ترکیبـات در کـاهش آسـیب   بر اسپرماتوژنز و عملکرد اسپرم را تا حد زیادي بهبود بخشد، که نشان
ناشی از واریکوسل و بهبود باروري مردان است.

سـنتاز،  -سولفوراسـیون، سیسـتاتیونین بتـا   اریکوسل، پارامترهـاي اسـپرم، چرخـه یـک کربنـی، مسـیر تـرانس       وهاي کلیدي:واژه
لیاز-سیستاتیونین گاما
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قدمهم
ترین علل ناباروري مردان است واریکوسل یکی از شایع

طور مستقیم با مشکلاتی در فرآیند اسپرماتوژنز که به
و کیفیت اسپرم مرتبط است. این اختلال در وریـدهاي  

اي باعث ایجاد افزایش فشار در سیسـتم وریـدي   بیضه
وانـد بـه جریـان خـون در     تشـود کـه مـی   ها میبیضه

ــه ــایی و   بیض ــرات دم ــب تغیی ــیب زده و موج ــا آس ه
. در نتیجه، واریکوسـل  ]1[ها گردد بیوشیمیایی در آن

ــه ــترس ب ــل اس ــک عام ــوان ی ــلولعن ــراي س ــاي زا ب ه
تواند منجر به شود و میتولیدکننده اسپرم شناخته می
اسـپرم، کـاهش   DNAکاهش تولید اسپرم، آسیب به

. ]2[و در نهایــت نابــاروري گــردد هــا تحــرك اســپرم
اکسیداتیو یکـی از  اند که استرسها نشان دادهپژوهش

ــم ــیب مکانیس ــلی آس ــاي اص ــی از  ه ــلولی ناش ــاي س ه
اکسـیداتیو بـا افـزایش تولیـد     واریکوسل است. استرس

هـاي  و کاهش فعالیت سیسـتم 1هاي فعال اکسیژنگونه
فرآیند ها و اکسیدانی، اثرات منفی بر بیضهدفاعی آنتی

هـا  اکسـیدان در این راستا، آنتـی . ]3[تولید اسپرم دارد
ــه ــی   ب ــه م ــاتی ک ــوان ترکیب ــاهش   عن ــه ک ــد ب توانن

اي بـه خـود   اکسیداتیو کمک کنند، توجه ویـژه استرس
سیسـتئین، تـائورین و ویتـامین   -. ال]4[اند جلب کرده

B6  اکسـیدانی هسـتند کـه در    از جمله ترکیبـات آنتـی
عات مختلف مـورد توجـه قـرار    هاي اخیر در مطالسال

ــد. ایــن ترکیبــات نــهگرفتــه ــهان طــور مســتقیم تنهــا ب
دهنـد، بلکـه از طریـق    اکسیداتیو را کاهش میاسترس

توانند به بهبود هاي مختلف نیز میتأثیر بر روي آنزیم
پرماتوژنز کمـک کننـد  ـها و فرآیند اس ـعملکرد بیضه

]5-8[.
ود کـه در آن  ش ـاسترس اکسیداتیو به حالتی اطلاق می

از میــزان ظرفیــت هــاي فعــال اکســیژنتولیــد گونــه
رود و موجب آسیب بـه  اکسیدانی بدن فراتر میآنتی

شود. در مردانی که بـه  ساختارهاي سلولی مختلف می
واریکوســـل مبـــتلا هســـتند، افـــزایش تولیـــد    

1 Reactive Oxygen Species

هـا  اکسیداتیو یکی از علل اصلی آسیب به بیضهاسترس
هــاي فعــال گونــه.]3[رودهــا بــه شــمار مــیو اســپرم

هـا،  تواننـد بـه غشـاهاي سـلولی، پـروتئین     اکسیژن می
آسیب رسانده و منجـر بـه تغییـرات    DNAلیپیدها و

ساز شـوند.  هاي اسپرمساختاري و عملکردي در سلول
هـا  اکسـیداتیو بـر اسـپرم   از جمله اثرات منفی اسـترس 

هـاي  توان به کاهش تحرك، افزایش درصد اسـپرم می
اسـپرم اشـاره کـرد کـه     DNAسیب بهغیرطبیعی و آ

ایـن  گذارنـد. طور مسـتقیم بـر بـاروري تـاثیر مـی     به
تواند باعـث کـاهش   هاي اکسیداتیو همچنین میآسیب

هـا شـود   اکسـیدانی در بیضـه  هاي آنتیعملکرد آنزیم
βهـایی نظیـر سیسـتاتیونین   . در این میان، آنـزیم ]9[

 ـ(CSE)3لیـاز Ƴسیسـتاتیونین ،(CBS)2سـنتاز  م و ه
ــیژناز ــتم  HO-1(14-اکسـ ــی در سیسـ ــش مهمـ ) نقـ

ها در فرآیندهاي اکسیدانی بدن دارند. این آنزیمآنتی
اکسیدانی نظیر گلوتـاتیون و سـایر   تولید ترکیبات آنتی

. در نتیجـه،  ]10،11[ترکیبات محافظتی دخالت دارنـد  
هاي واریکوسـل، تحریـک   هاي کاهش آسیبیکی از راه

اکسـیدانی  بـود سیسـتم آنتـی   ها و بهفعالیت این آنزیم
ــزیم. ]12[ت اســ و ســنتازβهــاي سیســتاتیونینآن

در مسـیر متابولیسـم سیسـتئین و    لیازƳسیستاتیونین
کنند.تولید گلوتاتیون نقش مهمی ایفا می

ــزیم ــن آنـ ــهایـ ــا بـ ــاهش  هـ ــتقیم در کـ ــور مسـ طـ
اکسیدانی در بدن اکسیداتیو و حفظ تعادل آنتیاسترس

سـنتاز مسـئول تبـدیل    βونیندخالت دارنـد. سیسـتاتی  
سازهاي سیستاتیونین به سیستئین است که یکی از پیش

شـود. از سـوي دیگـر،    اصلی گلوتـاتیون محسـوب مـی   
ــتاتیونین ــدیل   Ƴسیسـ ــی در تبـ ــش مهمـ ــاز نقـ لیـ

. گلوتـاتیون  ]13[کند سیستاتیونین به سیستئین ایفا می
اکسیدان کلیدي، نقش محـافظتی در  عنوان یک آنتیبه

ــر  ــیببراب ــزان آن در  آس ــیداتیو دارد و می ــاي اکس ه
تواند بر کیفیت اسپرم و فرآیند اي میهاي بیضهسلول

2 Cystathionine β-Synthase
3 Cystathionine γ-Lyase
4 Heme Oxygenase 1
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. تحقیقــات نشــان ]14[اســپرماتوژنز تأثیرگــذار باشــد 
هـا در شـرایطی   اند که کاهش فعالیت این آنـزیم داده

توانـد منجـر بـه کـاهش سـطح      مانند واریکوسـل مـی  
. ]14[هـا شـود  گلوتاتیون و در نهایت آسیب به اسپرم

هـــاي دال بـــر افـــزایش ســـطح    یکـــی از نشـــانه 
اکسیداتیو، افزایش سـطح هموسیسـتئین خـون    استرس

کـربن بـوده و در   -1باشد که از محصولات چرخه می
ــرانس    ــابولیکی ت ــیر مت ــق مس ــی از طری ــرایط طبیع ش

شود. سولفوراسیون، به سیستئین تبدیل می
با سایر ، همراهB6دهد که ویتامین تحقیقات نشان می

، در تنظیم B12مانند فولات و ویتامین Bهاي ویتامین
متابولیسم تک کربنـی کـه بـراي عملکردهـاي سـلولی      
مانند سنتز نوکلئوتید و تعادل ردوکس ضروري است، 

ها می تواند منجر . کمبود این ویتامین]15[نقش دارد 
به افزایش سطح هموسیستئین شود کـه بـا پـاتولوژي    

هاي قلبـی عروقـی و   ، از جمله بیماريهابرخی بیماري
ــت   ــرتبط اس ــالقوه م ــاروري ب ــه ]11،12[ناب . در زمین

ممکـن  B6اکسـیدانی ویتـامین   واریکوسل، خواص آنتی
اکسیداتیو کمک کنـد، بنـابراین   است به کاهش استرس

تواند بهبود بخشد عملکرد بیضه و کیفیت اسپرم را می
ز طریـق  بـه طـور غیرمسـتقیم ا   B6. ویتامین ]15،11[

ــال ــازي فعــ ــطح  CSEو CBSســ ــیم ســ در تنظــ
ــاتی کـــه در تنظـــیم   هموسیســـتئین و تولیـــد ترکیبـ

دهی سـلولی نقـش   اکسیداتیو، التهاب و سیگنالاسترس
B6کند. بنابراین، کمبود ویتـامین  دارند، مشارکت می

تواند اثرات منفی بر این مسیر و سلامت کلی بـدن  می
ــه همــرا  ــزیم ب ــن دو آن ــزیم داشــته باشــد. ای -3ه آن

) در تولید MST-3(1مرکاپتوپیروات سولفوترانسفراز
هـاي سـولفیدي شـامل مولکـول هیـدروژن      متابولیت

اکسیدانی است ) که داراي خاصیت آنتیH2S(2سولفید
هاي تـائورین  اکسیدانتو سیستئین که براي سنتز آنتی

1 3-Mercaptopyruvate Sulfurtransferase
2 Hydrogen Sulfide

باشد، دخیل هسـتند  ) ضروري میGSH(3و گلوتاتیون
]18-16[ .

اکسیژناز(منوکسـید کـربن)   هـاي هـم  متابولیتیکی از
تواند با اثر بر یکی از محصولات میانی مسیر ترانس می

سولفوراسیون بـه نـام سیسـتاتیونین، منجـر بـه مهـار       
و منحصـر شـدن   CSEاز طریـق  H2Sموقـت تولیـد  

-3و CBSموقتی تولید آن از دو طریق دیگر شـامل 
MST   یـزان  شود و بدین ترتیب بـا کـاهش مـوقتی م
H2Sنقش مهمی در کنترل تولیـد رقـابتی   H2Sتولید 

. طبق مطالعـات، هموسیسـتئین   ]16-18[کند بازي می
هـاي  اکسـیداتیو مخصوصـا بیمـاري   در شرایط استرس

]19[یابـد  قلبی عروقی بطور چشمگیري افـزایش مـی  

بعلاوه، مسیر هموسیستئین نیز نقش مهمی در باروري 
شواهد در مـورد  ]19[د کنو موفقیت بارداري ایفا می

نقش مهـم مسـیر هموسیسـتئین در بـاروري در حـال      
و مشــخص شــده اســت کــه ]22-20[افــزایش اســت 

چنــدین واســطه از مســیر هموسیســتئین مســتقیماً در 
ــروتئین  ــنتز پ ــرمیم  س ــنتز و ت ــا، س ــادل DNAه و تع

هاي مهمـی در گـامتوژنز   اکسیداتیو که واسطهاسترس
راین پیشـنهاد شـده اسـت    باشند، دخیل هستند. بنابمی

ــه       ــه بـ ــیر کـ ــن مسـ ــتلال در ایـ ــالا اخـ ــه احتمـ کـ
شود، براي تولیـد مثـل   هیپرهموسیستئینمی منتهی می

. نتایج برخی از مطالعات نیز حاکی ]21،23[مضر باشد 
هاي مسیر ترانس سولفوراسـیون  از کاهش بیان آنزیم

CBSوCSE    افزایش سـطح هموسیسـتئین در افـراد
ایـی در سـال   . مطالعه]24[باشد میمبتلا به واریکوسل

بر روي پارامترهاي اسـپرم در مـردان نابـارور    2022
مبتلا به بیماري واریکوسل و مردان بارور نشان دادنـد  

هــاي نابــارور مبــتلا بــه کــه حرکــت اســپرم در گــروه
طــور قابـل تـوجهی کمتــر بـود و بیــان    واریکوسـل بـه  

هـا کـاهش   نیـز در ایـن گـروه   CSEوCBSهـاي ژن
هـا و  یافت. همچنین، ارتباط مثبتی میـان بیـان ایـن ژن   

دهد که کیفیت اسپرم مشاهده شد. این نتایج نشان می

3 Glutathione
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و در نتیجـه  CSEوCBSهـاي کاهش فعالیت آنـزیم 
، H2Sویـژه آزادسـازي  اکسیدانی، بـه کاهش دفاع آنتی

تواند نقش مهمی در ناباروري مـردان ایفـا کنـد و    می
تـر اسـت   براي بررسی دقیقنیازمند تحقیقات بیشتري 

]25[  .
همچنین در مطالعه اخیر این گروه نشان داده شد کـه  

و CBS ،CSEاکسیدانی هاي آنتیکاهش بیان پروتئین
HO-1    ــه ــاختار بیض ــه س ــیب ب ــا آس ــراه ب ــا و هم ه
B6سازي است. همچنین، کاهش شدید ویتامین اسپرم

در گردش خون گروه واریکوسـل شناسـایی شـد کـه     
ها بود. این نتـایج نشـان   ناشی از التهاب در بیضهاحتمالاً

تواند نقش کلیـدي  میB6دهد که کمبود ویتامین می
. ]26[هاي واریکوسل داشته باشد در ایجاد آسیب

اکسـیداتیو و کـاهش   واریکوسل از طریق ایجاد استرس
، CSEو CBSاکسیدانی مانند هاي آنتیفعالیت آنزیم

 ـ د اسـپرماتوژنز تـأثیر منفـی    بر کیفیت اسپرم و فرآین
گذارد. با توجه به اینکه مطالعات اخیر کـاهش بیـان   می

را در مـردان مبـتلا   B6ها و کمبود ویتامین این آنزیم
اند، بررسی تأثیر ترکیبـات  به واریکوسل گزارش کرده

تائورین و ویتامین، سیستئین-اکسیدانی مانند الآنتی
B6  ــی ــابولیکی م ــیر مت ــن مس ــر ای ــب ــات توان د اطلاع

ارزشمندي در زمینـه بهبـود نابـاروري مـردان ارائـه      
دهـــد. ایـــن مطالعـــه بـــا هـــدف بررســـی مســـیر  

سولفوراسیون و بهبود پارامترهاي اسـپرمی در  ترانس
کـارگیري  مدل حیوانی واریکوسل انجام شد تا امکان به

.این راهکار درمانی در آینده ارزیابی گردد

روش کار
باشد. ایـن  میايالعه مداخلهمطالعه به صورت مطاین 

موش صحراییحیوان آزمایشگاهی 50مطالعه بر روي 
-g)220در محـدوده وزن  Wistarهفتـه، نـژاد   8نر 

انجام گردید. ایـن مطالعـه مـورد تاییـد کمیتـه      )180
اخــــــــــــلاق موسســــــــــــه رویــــــــــــان   

)IR.ACECR.ROYAN.REC.1400.144 قـــــرار (
ــام روش  ــت. تم ــل گرف ــا و پروتک ــا   ه ــابق ب ــا مط ه

. ]27[انجام شـد  ARRIVEها و مقررات تورالعملدس
حیوانــات مــورد اســتفاده در ایــن مطالعــه از موسســه 

بیوتکنولوژي رویان در اصفهان، ایران تهیه شد.
آزمایشـگاهی حیوانـات پـرورش مرکـز درحیوانـات 

شـرایط اسـتاندارد در   تحـت پژوهشگاه رویان اصفهان
سـاعت 12وساعت تـاریکی 12هاي مخصوص، قفس

دارينگـه گـراد سـانتی درجـه 25تا20دمايونور
14مـدت بـه ها موشآزمایشاز شروعشدند. قبل

کناردرآزمایشگاهیحیواناتپرورشمرکزدرروز
بـا تاشدنددادهقرارشدهبنديصورت گروهبههم

هـاي اسـترس وکـرده پیـدا سـازش محـیط شـرایط 
نداشتهيتأثیرگونهها هیچآزمایشنتیجهبرمحیطی

جهـت وشـده تغذیـه پلیتتوسطحیواناتباشد. این
شـد. در ایـن   مـی اسـتفاده شهريآبشیرازآبدهی

مطالعه موش صحرایی بـه صـورت تصـادفی بـه پـنج      
) (بـدون مداخلـه)، گـروه شـم    Cگروه، گروه کنترل (

)SH(   ) (عمل لاپاراتومی سـاده)، گـروه واریکوسـلV ،(
سیستئین، تائورین -ل(اLTBگروه کنترل تیمارشده با 

ــامین  ــل B6) (C+LTBو ویتــ ــروه واریکوســ ) و گــ
ــا  بنــدي شــدند تقســیم)LTB)V+LTBتیمارشــده ب

مـاه از القـاء واریکوسـل،    2) و پس از گذشـت  1(شکل
سیسـتئین بـه   -و داروهـاي تـائورین و ال  B6ویتامین 

در ایـن  ماه (به صورت گاواژ) مصرف کردند.2مدت 
یـزان وزن مـوش صـحرایی و    اي یکبـار م مطالعه هفته

میزان خوراك مصرفی از طریـق تـرازو و میـزان آب    
ارزیابی شد.از طریق لوله استوانه مدرجمصرفی
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شکل شماتیک طرح مطالعه.1شکل

در این مطالعه موش صحرایی نر نژاد ویستار بـا سـن   
گرم) به صورت تصادفی 220-180هفته با وزن (6-8

)SH(شـم -2)، C) (N=10(کنتـرل  -1هـاي  در گروه
)N=10 ،(3- کنترل تیمار شده باLTB)سیسـتئین،  -ال

گروه -B6) (C+LTB) (N=10 ،(4تائورین و ویتامین 
گروه واریکوسـل تیمـار   -5) و V) (N=10(واریکوسل

) تقسیم بندي شدند. LTB)V+LTB) (N=10شده با 
دوماه بعد از القـاء  LTBهاي تحت درمان با در گروه

به مـدت دومـاه قـرار    LTBکوسل تحت تیمار با واری
به صورت دهانی از طریق روش گـاواژ  LTBگرفتند. 

: LTBمصــرف شــد.  یکبــار در روز بــه مــدت دومــاه
سیستئین-و تائورین و الB6ویتامین 

نحوه القاء واریکوسل 
ایجاد واریکوسل تجربـی مطـابق بـا روش شـرح داده     

. پروتکـل  ]28[انجـام گرفـت   Turnerشـده توسـط   
بیهوشی مطابق دستورالعمل کمیته اخلاق براي حیوانات 

. در این روش، از تزریق داخل صـفاقی  ]29[انجام شد 
2درصـد) و  10گـرم بـر کیلـوگرم کتـامین (    میلی75

درصــد) بــراي 2گــرم بــر کیلــوگرم زایلازیــن (میلــی
گـرم اسـتفاده   220تا 180هاي صحرایی با وزن موش

شی، حیوانات در وضعیت سوپاین . پس از بیهو]29[شد 
4تــا 3قــرار گرفتــه و یــک بــرش عمــودي بــه طــول 

متر، در فاصله یک بند انگشت از زیر جناق سـینه  سانتی
پس از مشاهده ورید کلیوي چـپ و محـل   .ایجاد شد

آرامی اطراف وریـد کلیـوي   ورود ورید اسپرماتیک، به

85/0به قطـر  bluntآزاد شد. سپس یک سوزن بخیه
متر در کنار ورید کلیوي قرار داده شـد و بـا نـخ    میلی

، در نزدیکی محـل انشـعاب   4-0بخیه غیرجذب سیلک 
ورید اجوف تحتانی و قبل از ورود وریـد اسـپرماتیک،   

کـاهش قطـر وریـد    گره زده شد. پس از اطمینـان از  
) و جلوگیري از آسـیب احتمـالی،   %50کلیوي (تا حدود 

خارج گردیـد. ایـن   از داخل لیگاتورbluntسوزن بخیه
اقدام موجب کاهش قطر خارجی ورید و در عین حال 

در پایان، احشا بـه  .بازگشت جریان خون در ورید شد
داخل محوطه شکمی بازگردانده شد و پس از افزودن 

بیوتیک، محل برش در دو لایه عضله و پوست بـا  آنتی
. ایـن انسـداد باعـث    ]30[استفاده از بخیـه بسـته شـد    

ر وریـدي و در نهایـت منجـر بـه ایجــاد     افـزایش فشـا  
واریکوسل شد.

B6سیستئین، تائورین و ویتامین -آماده سازي ال

سیسـتئین و تـائورین از شـرکت رهـا     -، الB6ویتامین 
ــاء     ــس از الق ــد. پ ــداري ش ــفهان خری ــتان اص دارو اس
واریکوسل به صورت همزمـان گـروه هـاي کنتـرل بـا      

LTB و واریکوسل باLTBیک بـار  به صورت روزانه)
ــامین     ــد. دوز ویت ــت کردن ــاواژ دریاف B6در روز) گ

mg/kg7]31[، دوز داروي تــــــائورینmg/kg100
]33[mg/kg100سیســـــتئین -، دوز داروي ال]32[

روز، که 65به مدت LTBاستفاده شد. تیمار با مکمل 
معادل دوره کامـل اسـپرماتوژنز در مـوش صـحرایی     

است، انجام گرفت. 
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گیرينمونه
کشـی  هاي صحرایی وزندر پایان مطالعه، تمامی موش

ــامین    ــفاقی کت ــل ص ــق داخ ــا تزری ــی ب ــدند. بیهوش ش
)mg/kg100) ــن ــپرومازین mg/kg10)، زایلازی ) و آس
)mg/kg3(      انجـام شـد و پـس از اطمینـان از بیهوشـی

گیري از قلب بـا سـرنگ از   کامل با تست فشار پا، خون
و EDTAهـاي بطن راست قلب انجام و خون در لوله

هاي خون بـراي ارزیـابی   آوري شد. نمونههپارین جمع
ــامین  ــترون، ویت ــونین،  B6تستوس ــتئین، متی ، هموسیس

گلوتامات، گلوتامین، سرین و تیروزین بـه آزمایشـگاه   
در گروه واریکوسـل  .نوبل استان اصفهان ارسال شدند

تنها، مشاهده اتسـاع در وریـدهاي اسـپرماتیک سـمت     
ها به عنـوان نشـانه موفقیـت    آنچپ و تجمع خون در

کشی، القاي واریکوسل در نظر گرفته شد. پس از آسان
بیضه چپ و راست و اپیدیدیم چپ و راست با رعایـت  
ــاي    ــپس پارامتره ــدند. س ــارج ش ــتی خ ــول بهداش اص

ها مانند طـول، ضـخامت،   مورفومتریک در همه گروه
وزن بیضه چپ و طول اپیدیدیم با اسـتفاده از کـولیس   

پـس از آن، بافـت بیضـه    گیري شد. دار اندازهشکخط
چپ به دو بخش تقسیم شد؛ یک بخش در ویال حـاوي  

-80نیتروژن مایع بـراي تخلـیص پـروتئین در فریـزر     
گراد ذخیره شد و بخش دیگر در فرمالین درجه سانتی

. شناسی نگهـداري گردیـد  هاي بافتبراي ارزیابی10٪
ــده و اجسـ ـ    ــه ش ــوش بخی ــکم م ــت، ش اد در در نهای

.هاي زرد رنگ در چاله آهک دفن شدندپلاستیک

ناحیه دمی اپیدیدیم چپ بـراي تحلیـل اسـپرمی جـدا     
شده و به آزمایشگاه منتقل گردید. بخش دم اپیدیدیم 

لیتر محیط شستشـوي  میلی5در یک پتري دیش حاوي 
و سرم آلبـومین قـرار داده شـد.    VitaSpermاسپرم

دیم به قطعـات کوچـک   براي استخراج اسپرم، دم اپیدی
دقیقه همراه با محیط کشت 30تقسیم شد و به مدت 
گـراد نگهـداري   درجه سـانتی 37در انکوباتور با دماي 

گردید. پـس از انکوباسـیون، قطعـات بـافتی از محـیط      
شـده  کشت جدا شدند و دیش حاوي اسپرم اسـتخراج 

براي بررسی تحرك اسپرم و سایر پارامترها به مـدت  

هـاي  انکوبـاتور نگهـداري شـدند. نمونـه    دقیقه در 30
هاي عملکردي اسپرمی براي ارزیابی پارامترها و تست

استفاده شدند. 
ارزیابی حجم بیضه

هاي اطراف خود جـدا  در این روش، ابتدا بیضه از بافت
میلـی لیتـر   2شد. سپس در یک لوله مدرج به میـزان  

سرم فیزیولوژیک ریخته شد، در مرحله بعد بیضـه در  
ن محلول غوطه ور شد، تفاوتی که در حجم محلـول  ای

قبل و بعد از غوطه ور شدن بیضـه مشـاهده شـد بـه     
عنوان حجم بافت بیضه در نظر گرفته شد. 

ارزیابی پارامترهاي اسپرمی
الف) ارزیابی تعداد اسپرم 

هـاي اسـپرم   براي بررسی غلظت اسپرم، ابتـدا نمونـه  
ســبشــده از اپیدیــدیم در محــیط منا  اســتخراج

VitaSperm    رقیـق شـدند. ســپس، یـک میکرولیتــر از
بندي نمونه به لام مکلر منتقل شد. این لام داراي شبکه

استاندارد است و نمونه تحت میکروسـکوپ نـوري بـا    
مشـاهده گردیـد. در ایـن مرحلـه،     (x40)بزرگنمایی

هـاي مشـخص   هاي موجـود در مربـع  شمارش اسپرم
شـده و حجـم   ارشانجام شد. با استفاده از تعـداد شـم  

ها محاسـبه و بـه صـورت    مشخص نمونه، تعداد اسپرم
.]34[لیتر بیان شد غلظت اسپرم در میلیون بر میلی

ب) تحرك اسپرم
شـده از اپیدیـدیم توسـط پیپـت     هاي استحصـال اسپرم

میکرولیتـر (یـک   10خـوبی همگـن شـدند و    کردن به
یک لامـل  قطره) بر روي یک لام قرار داده و روي آن 

نـازك از مـایع در زیـر لامـل     که لایه طوريذاشته بهگ
ــه ــط     ب ــپس توس ــردد، س ــش گ ــت پخ ــور یکنواخ ط

) تحــرك x40نمــایی میکروســکوپ نــوري (بــا بــزرگ
تحرك مورد بررسی قرار پیشرونده، درجا و اسپرم بی

هـاي میکروسـکوپی   عدد اسپرم از میدان200گرفتند. 
هـا  آنبه شکل تصادفی ارزیابی شدند و سپس میانگین 

شـد  بر اساس درصد تحرك و عدم تحرك ثبـت مـی  
]35[.
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ریخت شناسی اسپرمج) 
ــپرم و تشـــخیص   بـــراي بررســـی مورفولـــوژي اسـ

آمیـزي  هاي طبیعی از غیرطبیعی، از روش رنـگ اسپرم
200نیگروزین استفاده شد. در هر لام، تعـداد  -ائوزین

اسپرم شمارش و از نظر مورفولوژي، شامل شکل سر، 
ه میــانی و دم، بررســی شــدند. درصــد گــردن، قطعــ

هاي مورفولوژیکی محاسبه هاي داراي ناهنجارياسپرم
.]35،36[صورت درصد گزارش گردیدو نتایج به

ارزیابی کیفیت کروماتین اسپرم
DNAالف) میزان آسیب رشته 

ــتگی   ــه شکس ــابی هرگون ــراي ارزی ــته ب در دو رش
DNAنـج اسپرم حیوانات، رنگ آمیـزي آکریـدین اور

)AO(1نظر گرفتـه شـد. در ایـن روش، گسـترش     در
نازکی از سوسپانسیون اسپرم موش که در مقابل هـوا  

ها در خشک شد، تهیه گردید. به طور خلاصه، گسترش
بـه  3اسیداستیک به نسـبت  -فیکساتیوکارنوي (متانول

گراد قرار درجه سانتی4ساعت در دماي2) به مدت 1
AOوسیله محلول رنـگ  پس به ـــدند و ســـداده ش

دقیقه رنگ آمیـزي  8لیتر) به مدت گرم/میلیمیلی1(
هاي رنگ گرفته با آب جاري شستشـو داده  شدند. لام

سـپس  .شدند و سپس در برابر هوا خشـک گردیدنـد  
ــا هــا در گــروهدر همــان روز اســپرم هــاي مختلــف ب

اســــــــتفاده از میکروســــــــکوپ فلورســــــــنس
)Olympus BX51, Japan  ــایی ــا بزرگنم 100x) ب

ها با توجه به میزان رنگ پذیري، بررسی شدند. اسپرم
هـاي سـبز رنـگ یـا طبیعـی      در دوگروه شامل: اسپرم

)AOهاي قرمز رنـگ ( ) و اسپرممنفیAO بـا  مثبـت (
DNA  در پایـان، درصـد   ]37[دناتوره، قرار گرفتنـد .
هاي سبز و قرمز محاسبه شد.اسپرم

تین اسـپرم ب) میزان تراکم کروما
براي ارزیابی میـزان تراکم کروماتین اســپرم از رنـگ   

اسـتفاده شد. اساس ارزیابی AB(2آمیزي آنیلین بلو (
بر ایـن نکتـه اسـتوار اســت کــه طــی اسـپرماتوژنز     

1 Acridine Orange
2 Aniline Blue

پروتامین به جـاي هیـستون درکروماتین هسـته قـرار   
گیـرد کـه ایـن جــایگزینی در تــراکم و پایــداري       می

در ایـــن روش، .ســـیار بـــا اهمیـــت اســـتاســـپرم ب
ساعت در محلـول  2هاي تهیه شده، به مدت گسترش

درصـد در دمـاي اتـاق ثابـت شـدند.      3گلوتارآلدئید 
ــپس، لام ــگ   س ــول رن ــا محل ــا ب ــد در AB5ه درص

) بــه مــدت یــک 5/3درصــد (اســیدیته 4اسیداســتیک 
آمیزي شدند. پس از شستشو دقیقه رنگ30ساعت و 
هـا بـا   لام.ر مجاورت هوا خشک شـدند ها دبا آب، لام

,Olympus CX31اسـتفاده از میکروسـکوپ نـوري (   

Japan  100) و بزرگنمــاییx   مــورد بررســی قـــرار
ها بر اساس میزان رنگ پـذیري در دو  گرفتند. اسپرم

هاي نابــالغ بـا هیسـتون زیـاد بـه      گروه شامل: اسـپرم
گ هاي بالغ به رن) و اسپرممثبتABرنگ آبی تیـره (

) قـرار گرفتنـد، سـپس درصـد     منفیABآبی روشن (
.]38[هاي نابالغ محاسبه شد اسپرم

ج) میزان کمبود پروتـامین اسـپرم بـا رنـگ آمیـزي      
)A3)CMA3کروماسین 
بـه عنـوان یـک فلـوروکروم اسـتفاده      A3کروماسین 

شود و به صورت برگشت پـذیر بـه شـیار کوچـک     می
DNAامین در هــاي مشــابه پروتــمتصــل و بــا جایگــاه
DNAکند، بنـابراین شـدت رنـگ    رقابت میCMA3 ،

باشد. این تکنیـک  بیانگر کمبود پروتامین در اسپرم می
مشخص کننده نقص در بسته بندي کرومـاتین، بلـوغ   
هســته و متــراکم شــدن هســته اســت. در ایــن روش  

-فیکسـاتیوکارنوي ( متـانول  هاي تهیـه شـده،   گسترش
دقیقـه در  5ت ) بـه مـد  1بـه  3اسیداستیک به نسـبت  

درجه سانتی گراد قرار داده شـدند و سـپس   4دماي 
و بـافر مـک   CMA3رنـگ  میکرولیتر از  مخلوط 100

میکرولیتـر  450به CMA3میکرولیتر رنگ50(الوین 
دقیقه بر روي 30ساعت و 1بافر مک الوین) به مدت 

لام قرار داده شد (در محیط مرطوب انجـام گردیـد).   
ها در مجـاورت هـوا خشـک    ، لامپس از شستشو با آب

ــدند ــوري    لام.ش ــکوپ ن ــتفاده از میکروس ــا اس ــا ب ه
)Olympus CX31, Japan ــایی 100x) و بزرگنمـ
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ها بر اساس میـزان  مورد بررسی قرار گرفتند. اسپرم
هـاي کمبـود   رنگ پذیري در دو گروه شامل: اســپرم 

) و مثبـت CMA3پروتامین بـه رنـگ زرد درخشـان (   
) منفـی CMA3(زرد کم رنـگ  ه رنگ هاي بالغ باسپرم

هاي نابـالغ محاسـبه   قرار گرفتند، سپس درصد اسپرم
.]39[ندشد
ارزیابی سطح پراکسیداسیون لیپیدهاد) 

عنــوان یــک عامــل مهــم پــر اکسیداســیون لیپیــدي بــه
شـود کـه   رسان به غشاي اسپرم محسـوب مـی  آسیب

شـود. در ایـن   منجر به کاهش چشـمگیر بـاروري مـی   
فلورســـــــنت لیپـــــــوفیلیکی  روش از رنـــــــگ

BODIPY(581/591) C11عنوان پـروب اسـتفاده   به
عنـوان شـاخص بسـیار    حال این پروب بهگردد. تابهمی

ــیدهاي    ــیون اسـ ــراي اکسیداسـ ــاس بـ ــرب حسـ چـ
تقریبـاً نمونـه هـر درمورداستفاده قرارگرفته است. 

فلورسـانس .گرفـت قرارموردبررسیسلول1000
BODIPYاز رنگ شدهساطع -C11بانددرFL3 بـا

نـوري  بانـد بـا FL2باندنانومتر، در620نوري باند
میـزان  بهتوجهباهااسپرمشد.نانومتر شناسایی530

؛شدبررسیگروهدودرپذیريرنگآسیب لیپیدي و
هـایی کـه   اسـپرم :بودزیرمواردشاملگروهدواین

ــد     ــده بودنــد تولی ــیون ش ــار لیپیدپراکسیداس دچ
هاي طبیعـی فلورسـانس   رنگ و اسپرمفلورسانس سبز

سـپس نتـایج بـه صـورت     . به رنگ قرمز تولید کردند
. ]40[درصد لیپید پراکسیداسیون گزارش گردید 

)H & Eآمیزي هاي بافتی (رنگبررسی
هاي بافتی براي ارزیابی امتیازدهی جانسون، ابتدا نمونه

10هاي سمت چپ تهیه و در محلول فرمـالین  از بیضه
ثبیت شدند. سپس با استفاده از مراحل پاسـاژ  درصد ت

ــب ــافتی و قال ــه ضــخامت  ب ــافتی ب ــاطع ب 5گیــري، مق
میکرومتر آماده شدند. در این مطالعه، از هـر گـروه   

نمونه بافت انتخاب شد و براي هـر  3طور تصادفی به
مقطع بـافتی روي لام قـرار داده شـد کـه بـا      6نمونه 

 ـ-هـاي هماتوکسـیلین  استفاده از رنـگ  ) H&Eوزین (ائ
لولـه  50رنگ آمیزي انجام شد. بدین منظور، حداقل 

اي بین ساز از هر نمونه بررسی و به هر لوله نمرهمنی
اختصاص داده شد. امتیاز بندي به صورت زیر 10تا 1

عدم حضـور هرگونـه سـلول داخـل     :1باشد: نمره می
هـاي زایـا، تنهـا حضـور     فقـدان سـلول  :2نمره .هالوله

هـاي  وجـود تنهـا سـلول   :3نمـره  .سرتولیهاي سلول
ــپرماتوگونی ــره .اس ــلول :4نم ــاد س ــداد زی ــاي تع ه

سلول اسپرماتوسیت، بـدون  5اسپرماتوگونی، کمتر از 
تعداد زیـاد  :5نمره .حضور اسپرماتید و اسپرماتوزوآ

ــدون  ســلول هــاي اســپرماتوگونی و اسپرماتوســیت، ب
اد زیـاد  تعـد : 6نمره .حضور اسپرماتید و اسپرماتوزوآ

تـا  5هاي اسپرماتوگونی و اسپرماتوسیت، حضور سلول
: 7نمــره .ســلول اســپرماتید، بــدون اســپرماتوزوآ20

هاي اسپرماتوگونی، اسپرماتوسـیت و  تعداد زیاد سلول
تـا  5حضـور  :  8نمـره  .اسپرماتید، بدون اسپرماتوزوآ

اسـپرماتوزوآهاي زیـاد،   :9نمـره  .اسـپرماتوزوآ 10
هـاي زایـاي پراکنـده و    نامرتب با سلولاپیتلیوم زایاي

ــله ــه فاص ــیختگی لول ــومن دار، گس ــاي ل ــره .ه :10نم
اسپرماتوژنز کامل، تعداد فراوان اسپرماتوزوآ، اپیتلیوم 

.]41[ها زایاي کاملاً منظم، قطر طبیعی لومن لوله
B6ارزیابی هورمون، اسیدآمینه و ویتامین 

سیسـتئین  در این مطالعه، سطح سرمی متیونین، هومو
و تائورین با استفاده از کروماتوگرافی مایع بـا کـارایی   

طبق پروتکل تولیدکننده مورد تجزیـه و  (HPLC)بالا
تحلیل قرار گرفت. نتایج به صورت میکرومول در لیتر

(μmol/L) گــزارش شــد. همچنــین، غلظــت ســرمی
(شـرکت  ELISAهـاي با استفاده از کیتB6ویتامین

Elecsysتفاده از آنالایزرهايروش، سوئیس) و با اس

گیـري شـد. روش کـار    انـدازه Cobas e411و2010
هاي تولیدکننده انجام شد و نتایج به طبق دستورالعمل

گزارش گردید. (nmol/L)صورت نانومول در لیتر
ارزیابی میزان پروتئین از طریق وسترن بلات

ها از بافـت یـا   در آزمایش وسترن بلات، ابتدا پروتئین
ــا اســتفاده از ســلول ــا ب اســتخراج و Lysis Bufferه

ها بـه روش برادفـورد تعیـین شـد. سـپس      غلظت آن
-آمیـد اکریـل ها توسـط الکتروفـورز ژل پلـی   پروتئین
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) براســاس SDS-PAGEســدیم دودســیل ســولفات (
انتقــال PVDFوزن مولکـولی جداســازي و بـه غشــاي   

سـازي غشـا بـا شـیر خشـک      داده شدند. پس از بلوکه
، β-actin (sc-47778)هاي اولیه بادي، غشا با آنتی10%

CBS (sc-133208) وHO-1 (ab13243)   بـه مـدت
-mهـاي ثانویـه   بـادي یک شب انکوبه شد. سپس آنتی

IgGκ BP-HRP (sc-516102) وmouse anti-

rabbit IgG-HRP (sc-2357)کار رفتند. در پایـان،  به
ــروتئین ــیمیایی ( پ ــانس ش ــا روش لومینس ــا ب ) ECLه

تحلیـل  IMAGE Jافـزار  هـا بـا نـرم   شناسـایی و داده 
.]42[شدند 

آنالیز آماري 
SPSS-25)USA ,ILداده ها با استفاده از نرم افزار 

,Chicago .,Inc, SPSS    تجزیـه و تحلیـل شـد. داده (
هاي ترنسـفورم  هایی که نرمال نبودند از طریق روش

مـون نرمال گردیـد. اکثـر پارامترهـا بـا توجـه بـه آز      
نرمال بودند و از طریق روش آزمـون ویلک-شاپیرو

براي متغیرهایی با یـک فـرض ثابـت از همگنـی     توکی
سـی  ها استفاده شد. در همین حـال، آزمـون  واریانس

هـا  براي متغیرهایی که فرض همگنـی واریـانس  1دانت
هایی کـه توزیـع   دادهارزیابی گردید. ثابت نشده بود،

یـک  آنـووا اده از آزمـون نرمال نداشته انـد بـا اسـتف   
مورد تجزیه و تحلیـل قـرار   والیس-،  کروسکالطرفه

ها در بخش آمـاري توصـیفی از   توصیف دادهگرفتند. 
اسـتفاده شـد.  2هاي میـانگین و انحـراف معیـار   اخصش

ــین  ــراي >05/0pهمچن ــاداريب در نظــر ســطح معن

1 C Dunnett
2 Standard Deviation

Graphگرفتــه شــد و بــراي رســم نمــودار از  Pad

PRISM9ید.استفاده گرد

هایافته
هاي وزن موش صحرایی و ریخت سنجی بیضه ارزیابی

و اپیدیدیم (طول، عرض، ضخامت، وزن)
هاي مختلف هاي صحرایی در گروهمیانگین وزن موش

آمده است. در این مطالعه، میـانگین وزن  1در جدول 
هـا تفـاوت آمـاري معنـاداري نداشـت.      بدن بین گروه

طـور  واریکوسـل بـه  میانگین وزن بیضه چپ در گروه 
عـلاوه  ). =02/0p(معناداري، کمتر از گروه کنترل بـود 

بر این، میانگین وزن بیضه چـپ در گـروه واریکوسـل    
هاي کنتـرل، شـم و   نسبت به گروهLTBتیمار شده با

طـور معنـاداري   بـه LTBگروه کنترل تیمار شـده بـا  
). =001/0p<،014/0p=،02/0pترتیـب (به کمتر بود 
هـا  میـانگین وزن بیضـه راسـت بـین گـروه     در مقابل،

تفــاوت آمــاري معنــاداري مشــاهده نشــد. همچنــین،  
میانگین وزن اپیدیدیم سمت چپ در گروه واریکوسل 

هاي شـم، کنتـرل و   نسبت به گروهLTBتیمار شده با
طور معناداري کمتر بودبهLTBکنترل تیمار شده با

)05/0p<  .(
واریکوسل نسـبت  میانگین حجم بیضه راست در گروه 

به گروه کنترل کاهش معناداري داشت. علاوه بر ایـن،  
میانگین حجم بیضه سمت راست در گروه شـم نسـبت   

افـزایش  LTBبه گروه کنترل و کنترل تیمار شـده بـا  
همچنــین، میــانگین ).>05/0p(معنــاداري را نشــان داد

حجم بیضه سمت چپ در گروه واریکوسل تیمار شـده  
 ـ  LTBبا هـاي کنتـرل، شـم و کنتـرل     روهنسـبت بـه گ

). 1) (جدول >05/0pکاهش یافت (LTBشده بارتیما
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هاي مطالعه. مقایسه وزن بدن، اپیدیدیم و بیضه و حجم بیضه بین گروه1جدول 

LTBکنترل با تیمار )Vواریکوسل ()Cکنترل ()Sh(شمپارامتر

)C+LTB(
LTBواریکوسل با تیمار 

)V+LTB(
70/371±33/37268/21±0/38293/25±18/39594/35±26/37377/24±08/26یی موش صحرایی (گرم)وزن نها

bc28/0±41/1bc14/0±54/1ac14/0±46/1bc21/0±43/1a31/0±13/1وزن بیضه چپ (گرم)
33/1±42/12/0±35/115/0±46/145/0±38/114/0±24/0وزن بیضه راست (گرم)

66/0±68/004/0±60/005/0±70/012/0±75/006/0±22/0وزن اپیدیدیم راست (گرم)
ac23/0±77/0b06/0±71/0a14/0±65/0ab1/0±67/0abc6/0±59/0وزن اپیدیدیم چپ (گرم)

cm3(a18/0±60/1b20/0±5/1a04/0±07/1b33/0±47/1ab35/0±32/1حجم بیضه راست (
cm3(b23/0±59/1b12/0±54/1ab46/0±15/1b36/0±48/1a16/0±35/1حجم بیضه چپ (

عدم وجود اختلاف معنادار است.دهندهباشد و حروف مشترك نشاناختلاف معنادار میدهندهها حروف غیرمشترك نشاندر ستون
) و گـروه واریکوسـل   C+LTB(LTB)، گـروه کنتـرل تیمارشـده بـا     Vل لاپـاراتومی سـاده)، گـروه واریکوسـل (    (عم)SH() (بدون مداخله)، گروه شمCگروه کنترل (
)B6سیستئین، تائورین و ویتامین -الLTB)V+LTB( ،LTB)تیمارشده با 

هاي مطالعه مقایسه پارامترهاي اسپرم در بین گروه
ــروه      ــپرم در گ ــل اس ــت ک ــت و حرک ــانگین غلظ می

هـاي  ر معناداري در مقایسه با گـروه واریکوسل به طو
میانگین غلظت، ). >001/0p(کنترل و شم کاهش یافت

LTBتحرك اسپرم در گروه واریکوسل تیمار شده بـا  

نسبت به گروه واریکوسل افزایش معناداري دیده شد 
)05/0p<(   علاوه بر این، میانگین درصـد مورفولـوژي ،

سـایر  غیرطبیعی اسپرم در گروه واریکوسل نسبت بـه 
هاي آزمایشی کـاهش معنـاداري مشـاهده شـد     گروه

)05/0p<( نمودار)1،A,B   میانگین درصد اسـپرم بـا .(
مورفولوژي غیرطبیعی در گروه واریکوسل به صورت 

معنادار نسبت به گـروه کنتـرل افـزایش معنـاداري را      
علاوه بر این درصد مورفولوژي ). >05/0p(نشان داد 

LTBنترل تیمار شده بـا  غیرطبیعی اسپرم در گروه ک

نسبت به گروه کنتـرل و شـم کـاهش یافـت امـا ایـن       
).C، 1اختلاف از لحاظ آماري معنادار نبود (نمودار 

. مقایسه پارامترهاي اسپرم1نمودار 
A ( ،نمودار میانگین غلظت اسپرمB ،میانگین درصد حرکت اسپرم (Cهاي آزمایشی مطالعه را نشان گروهدر بین ) میانگین درصد مورفولوژي غیرطبیعی اسپرم

) بیان گردید.SDانحراف استاندارد (±ها به صورت میانگین دهد. دادهمی
عدم وجود اختلاف معنادار است.دهندهباشد و حروف مشترك نشاندهنده اختلاف معنادار میها حروف غیرمشترك نشاندر ستون

) و گروه واریکوسل C+LTB(LTB)، گروه کنترل تیمارشده با Vعمل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل (()SH() (بدون مداخله)، گروه شمCگروه کنترل (
)B6سیستئین، تائورین و ویتامین -الLTB)V+LTB ،(LTB)تیمارشده با 
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هاي عملکردي اسپرم در بـین  مقایسه سنجش تست
هاي مطالعهگروه

مبـود  هـاي اضـافی، ک  ارزیابی میانگین درصد هیسـتون 
و لیپیدپراکسیداسیون اسـپرم  DNAپروتامین، آسیب 

هاي کنتـرل و شـم   در گروه واریکوسل نسبت به گروه
، 2(نمـودار  )>05/0p(افزایش معناداري مشاهده شد

A 2) (شکل ،A-D .(
علاوه بر این، میانگین درصد کمبود پروتـامین و لیپیـد   

ــا   LTBپراکسیداســیون در واریکوســل تیمــار شــده ب

به گروه واریکوسـل کـاهش و بهبـود مشـاهده     نسبت 
هاي اضافی، . اما میانگین درصد هیستون)>05/0p(شد 

LTBدر گروه واریکوسل تیمار شده بـا  DNAآسیب 

کوسل اختلاف معنـاداري مشـاهده   نسبت به گروه واری
ــد ــودار نش ــد  A-E، 2(نم ــانگین درص ــین می ). همچن

در LTBهیستون اضافی در گروه کنترل تیمار شده با 
ــت  ــزایش یاف ــرل اف ــا گــروه کنت )>05/0p(مقایســه ب

).B، 2) (شکل A، 2(نمودار 

هاي عملکردي اسپرم. مقایسه تست2نمودار 
A (هاي اضافی، میانگین درصد هیستونB ،میانگین درصد کمبود پروتامین (C میانگین درصد آسیب (DNA اسپرم وDین ) میانگین درصد پراکسیداسیون لیپید را در ب

اختلاف دهندهنشانها حروف غیرمشترك ) بیان گردید. در ستونSDاستاندارد (انحراف±ها به صورت میانگین دادهدهد.هاي آزمایشی مطالعه را نشان میگروه
عدم وجود اختلاف معنادار است.دهندهنشانباشد و حروف مشترك معنادار می

) و گروه واریکوسل C+LTB(LTB)، گروه کنترل تیمارشده با V(عمل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل ()SH() (بدون مداخله)، گروه شمCگروه کنترل (
)B6سیستئین، تائورین و ویتامین -الLTB)V+LTB ،(LTB)تیمارشده با 
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هاي مختلفآمیزيشناسی اسپرم با استفاده از رنگ. ارزیابی ریخت2شکل
A ( اسپرم سالم داراي سر، تنه و دم سالم و اسپرم ناسالم ممکن است ارزیابی ریخت شناسی اسپرم از طریق رنگدهندهنشانشکل) آمیزي ائوزین و نکروزین می باشد

بلوغ طبیعی تراکم وجود دهندهنشان-ABوجود هیستون اضافی در کروماتین، دهندهنشان+ABآمیزي آنیلین بلو () رنگBباشد). حاوي سر،تنه و یا دم ناسالم می
دهندهنشان-CMA3وجود بسته بندي غیر طبیعی کروماتین و پروتامیناسیون ناکافی، دهندهنشان+CMA3(A3) رنگ آمیزي کرومایسین Cکروماتین اسپرم)، 

ناسالم است).DNAوجود دهندهنشان-AOناسالم و DNAوجود دهندهنشان+AO) رنگ آمیزي آکریدیل اورانژ (Dبندي نرمال کروماتین) و وجود بسته

هاي هیستوپاتولوژیکی بررسی
بررسی میکروسکوپی مقاطع بافت بیضه نشان داد کـه  

هـاي سـلولی   هاي کنتـرل و شـم، تمـامی رده   در گروه
مـــرتبط بـــا اســـپرماتوژنز، شـــامل اســـپرماتوگونی، 
اسپرماتوسیت اولیه، اسپرماتوسیت ثانویـه، اسـپرماتید   

وضـوح قابـل مشـاهده    هاي سرتولی، بـه گرد و سلول
). در مقابل، در گروه واریکوسل، Bو A، 3بودند (شکل

هـاي زایـا و   ادم در فضاي بینابینی بافت، تخریب سلول
کاهش برخی از پارامترهاي اسپرماتوژنز متناظر شـد 

گـروه واریکوسـل تیمـار شـده بـا      . اما در)D، 3(شکل 
LTBسل کاهش ادم در فضـاي  نسبت به گروه واریکو

ــود رده  ــابینی و بهب ــپرماتوژنز و  بین ــلولی اس ــاي س ه
. امـا در  )E،3(شـکل هـاي لیـدیگ مشـاهده شـد     سلول

افـزایش ادم و تغییـر   LTBگروه کنترل تیمار شده بـا  
ساز نسبت به گروه کنتـرل مشـاهده   هاي منیدر لوله

. همچنین ارزیـابی نمـره جانسـون در    )C، 3شکل (شد 
هـاي کنتـرل و شـم    سل نسبت بـه گـروه  گروه واریکو

. علاوه بر ایـن  )>05/0p(کاهش معناداري را نشان داد
میانگین نمره جانسون در گروه کنترل تیمـار شـده بـا    

LTB     نسبت به گروه کنتـرل و شـم کـاهش مشـاهده
شد امـا ایـن اخـتلاف از لحـاظ آمـاري معنـادار نبـود.        
همچنــین میــانگین درصــد نمــره جانســون در گــروه  

در مقایسـه بـا گـروه    LTBیکوسل تیمار شـده بـا   وار
لاف از لحــاظ واریکوســل افــزایش یافــت امــا ایــن اخــت 

)F، نمودار 3(شکل آمادري معنادار نبود
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دهد.را نشان میH&Eآمیزي . تصاویر هیستولوژي مقطع بافت بیضه با استفاده از رنگ3شکل 
A ( در این تصویر چروکیدگی و واکوئل)بافت بیضه شم .(مشاهده نشدBدایره سبز نشان دهده لوله) هاي هاي منی ساز سالم و حاوي سلول) بافت بیضه کنترل

(دایره LTB) کنترل تیمار شده با Cباشد.) اسپرماتوگونی، اسپرماتوسیت اولیه، اسپرماتید، اسپرماتید و اسپرماتوزوآ و همچنین شامل مرحله اسپرماتوژنز کامل می
) واریکوسل D)، باشد.واکوئول در بافت بیضه میدهندهنشاندهد، همچنین پیکان زرد هاي منی ساز ناشی از پدیده ادم را نشان میوکیدگی لولهچردهندهنشانزرد 

پیکان آبی باشد. بیضه میواکوئول در بافت دهندهنشاندهد، همچنین پیکان زرد هاي منی ساز ناشی از پدیده ادم را نشان میچروکیدگی لولهدهندهنشان(دایره زرد 
(در این تصویر چروکیدگی و واکوئل LTB) واریکوسل تیمار شده با E،باشد.)هاي منی ساز میهاي اسپرماتوگونی از سطح غشاء پایه لولهجدا شدن سلولدهندهنشان

باشد و حروف اختلاف معنادار در سطح آماري میدهندهننشاها حروف غیرمشترك دهد. در ستون) را نشان می10- 1) نمودار نمره جانسون (Fمشاهده نشد) 
عدم وجود اختلاف معنادار است.دهندهنشانمشترك 

) و گروه واریکوسل C+LTB(LTB)، گروه کنترل تیمارشده با V(عمل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل ()SH() (بدون مداخله)، گروه شمCگروه کنترل (
)B6سیستئین، تائورین و ویتامین -الLTB)V+LTB( ،LTB)تیمارشده با 

هاي مطالعههاي سرم در بین گروهمقایسه متابولیت
هـاي واریکوسـل،   میانگین سطح تستوسترون در گـروه 
بـه صـورت   LTBواریکوسل و کنترل تیمـار شـده بـا    

چشمگیري نسبت به گروه کنترل و شم کـاهش یافـت   
)01/0p<( نمودار)3 ،A  ن ویتـامین  ). همچنـین، میـانگی

B6   ــاداري در ــورت معن ــه ص ــل ب ــروه واریکوس در گ
مقایسه با گروه کنترل و شم کاهش معناداري را نشان 

و B6میـانگین ویتـامین   .)B، 3(نمودار )>05/0p(داد 
LTBهاي واریکوسل تیمار شده بـا  تایروزین در گروه

واریکوسل افزایش معناداري مشـاهده  نسبت به گروه
ــد ــو)>01/0p(ش ــن،  Iو B، 3دار (نم ــر ای ــلاوه ب ). ع

در گـروه کنتـرل تیمـار شـده بـا      B6میانگین ویتامین 
LTB هـاي کنتـرل، شـم و واریکوسـل     نسبت به گـروه

به صورت چشمگیري افزایش یافت LTBتیمار شده با 
)05/0p<( نمودار)3 ،B  همچنین، میانگین تـایروزین .(

نسـبت بـه   LTBدر گروه واریکوسـل تیمـار شـده بـا     
کاهش معنـاداري نشـان   LTBه واریکوسل بدون گرو
ــزان   )>05/0p(داد  ــانگین میـ ــه میـ ــن مطالعـ . در ایـ

هـاي  هموسیستئین، گلوتامات و سرین در بـین گـروه  
آزمایشــی اخــتلاف آمــاري معنــاداري مشــاهده نشــد 

میـــانگین تــائورین در گـــروه  .)HوC،G،3(نمــودار  
ــا   ــده ب ــار ش ــل تیم ــروه  LTBواریکوس ــه گ ــبت ب نس

.)>05/0p(کاهش معناداري را نشان داد واریکوسل
LTBمیانگین تائورین در گروه کنترل تیمار شـده بـا  

هاي کنتـرل و شـم تفـاوت آمـاري     در مقایسه با گروه
). میانگین میـزان  D، 3(نمودار معناداري مشاهده نشد
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متیونین و گلوتـامین در گـروه واریکوسـل نسـبت بـه      
هاي کنتـرل و شـم کـاهش معنـاداري نشـان داد      گروه

)05/0p<(   همچنین میانگین متیـونین و گلوتـامین در .
نسـبت بـه گـروه    LTBگروه واریکوسل تیمار شده با 

. )>05/0p(واریکوسل افزایش معنـاداري متنـاظر شـد    
نگین متیونین در گـروه کنتـرل تیمـار    علاوه بر این میا

نسبت به گـروه کنتـرل و شـم افـزایش     LTBشده با 
). در E، 3(نمـودار  )>01/0p(چشمگیري را نشـان داد  

میـزان گلوتـامین   LTBگروه کنتـرل تیمـار شـده بـا     
هـاي کنتـرل و شـم کـاهش معنـاداري      نسبت به گروه

).  F،3(نمودار )>05/0p(مشاهده شد 

هاي سرممقایسه متابولیت. 3نمودار 
A ( ،نمودار میانگین تستوسترونB ،میانگین هموسیستئین (C میانگین (B6 ،D ،میانگین تائورین (E ،میانگین متیونین (F ،میانگین گلوتامین (G ،میانگین گلوتامات (H (

.) بیان گردیدSDانحراف استاندارد (±ن ها به صورت میانگیدهد. دادهها را نشان می) تایروزین در بین گروهIو میانگین سرین

عدم وجود اختلاف معنادار است.دهندهنشانباشد و حروف مشترك اختلاف معنادار میدهندهنشانها حروف غیرمشترك در ستون
) و گروه واریکوسل C+LTB(LTBا )، گروه کنترل تیمارشده بV(عمل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل ()SH() (بدون مداخله)، گروه شمCگروه کنترل (

)B6سیستئین، تائورین و ویتامین -الLTB)V+LTB ،(LTB)تیمارشده با 
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وCBS ،CSEهـاي  ارزیـابی میـزان پـروتئین آنـزیم    
HO-1    هـاي  در بافت همـوژن بیضـه در بـین گـروه

مطالعه
ــروتئین  ــزان پ ــا اســتفاده از HO-1و CBS ،CSEمی ب

رسی قرار گرفـت. بـراي   روش وسترن بلات مورد بر

نمونه بافت هموژن اسـتفاده گردیـد و   3هر گروه از 
شـود، اخـتلاف   مشاهده مـی 4همانگونه که در نمودار 

هــا معنــاداري در میــزان پــروتئین هــا در بــین گــروه
).Bو A، 4) (شکل A-C، 4مشاهده نشد (نمودار 

در بافت هموژن بیضهHO-1وCBS ،CSEهاي . ارزیابی میزان پروتئین آنزیم4نمودار 
A ارزیابی پروتئین آنزیم (CBS ،B ارزیابی پروتئین آنزیم (CSE وC ارزیابی پروتئین آنزیم (HO-1داده ها دهد.ها را نشان میدر هموژن بافت بیضه در بین گروه

عدم دهندهنشانباشد و حروف مشترك اختلاف معنادار میندهدهنشانها حروف غیرمشترك ) بیان گردید. در ستونSDانحراف استاندارد (±به صورت میانگین 
وجود اختلاف معنادار است.

) و گروه واریکوسل C+LTB(LTB)، گروه کنترل تیمارشده با V(عمل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل ()SH() (بدون مداخله)، گروه شمCگروه کنترل (
)B6، تائورین و ویتامین سیستئین-الLTB)V+LTB( ،LTB)تیمارشده با 

.و پروتئین بتااکتینCBS ،CSE ،HO-1هاي آنزیمیباندهاي حاصل از وسترن بلات براي سنجش پروتئین. 4شکل 

A شکل باند پروتئین بتااکتین و آنزیم (CBS ،B شکل باند پروتئین آنزیم (CSE  و آنزیمHO-1دهد.را نشان می) گروه کنترلC(بدون مداخله)، گروه شم ()SH(
سیستئین، -الV+LTB( ،LTB)(LTB) و گروه واریکوسل تیمارشده با C+LTB(LTB)، گروه کنترل تیمارشده با V(عمل لاپاراتومی ساده)، گروه واریکوسل (

).B6تائورین و ویتامین 

بحث
نظر از علل آناتومیکی یـا عملکـردي،   واریکوسل، صرف

شـود  نجر به ایجاد اختلال در تخلیه وریدي بیضه مـی م
ــیژن و      ــود اکس ــا، کمب ــزایش دم ــبب اف ــه س درنتیج

هـاي فعــال اکســیژن در  ازحـد گونــه آزادسـازي بــیش 

این عوامل مستقیماً بـا کـاهش   ]43[گردد ها میبیضه
. در این مطالعه، براي ]25،23،17[باروري ارتباط دارد 

ــیرهاي درون  ــی مس ــلولی از مـ ـبررس ــی س دل جراح
ــوش  ــل در م ــگاهی  واریکوس ــحرایی آزمایش ــاي ص ه

طـور  خوبی تأیید شـده و بـه  استفاده شد؛ مدلی که به
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گسترده مورد مطالعه قرار گرفته است. هدف از ایـن  
هـاي  تحقیق، ارزیابی تأثیر واریکوسل بر بیـان پـروتئین  

اکسـیدانی  هاي مـرتبط بـا سیسـتم آنتـی    کلیدي آنزیم
نتـایج  .ها بودي متابولیکی آندرونی و برخی نشانگرها

این مطالعه نشان داد که واریکوسل باعث آسیب بافت 
شود. در ایـن  زایی میبیضه و اختلال در فرآیند اسپرم

مطالعه مشاهده شد که غلظت، تحرك و مورفولوژي 
ــه طبیعــی اســپرم در گــروه مــوش ــتلا ب صــحرایی مب

واریکوسل کاهش چشمگیري را نسبت به گـروه سـالم   
ــر ــن،    (گ ــر ای ــلاوه ب ــان داد. ع ــرل) نش ــم و کنت وه ش

پارامترهـاي عملکـردي اسـپرم ماننـد نقـص در بلـوغ       
هسته اسپرم، کمبود پروتـامین لیپیـد پراکسیداسـیون    

اسپرم نیز مشاهده شد. ایـن نتـایج بـا    DNAوآسیب 
آسیب بافت بیضه (نمره جانسون) در گروه واریکوسل 

ــن مطال   ــن در ای ــر ای ــلاوه ب ــت. ع ــه، همخــوانی داش ع
اکسیدانی درونـی،  هاي اصلی تولیدکننده آنتیپروتئین

ارزیابی گردید و مشاهده شـد کـه   CSEوCBSیعنی
اند امـا  توجهی کاهش یافتهطور قابلهر دو پروتئین به

از لحاظ آماري معنادار نبود و این نتایج با مطالعه قبلی 
. ]26[شیاسی و همکاران همخوانی ندارد 

و همکـاران، نشـان داده شـد کـه     در مطالعه اکبریـان  
CBSهـاي توجه بیان ژنواریکوسل باعث کاهش قابل

. ایــن دو ژن مســئول تولیــد ]25[شــود مــیCSEو
هـاي  اکسـیدان هایی هستند کـه در تولیـد آنتـی   آنزیم

هیـدروژن سـولفید   گلوتـالئون و فیزیولوژیکی ماننـد 
شود که کاهش فعالیـت ایـن   بینی مینقش دارند. پیش

هـاي  اکسـیدان ها منجر به کـاهش سـطح آنتـی   آنزیم
ها شود. در مدل حیوانی، کاهش فیزیولوژیکی در بیضه

طـور واضـح   بـه هیدروژن سـولفید گلوتالئون وسطح
مشاهده شده است و در مطالعات دیگـر نیـز کمبـود   

GSH   در بیماران مبتلا به واریکوسل به اثبـات رسـیده
یداتیو بیشتر تواند به آسیب اکسها میاست. این کاهش

در ]46-44[و کــاهش عملکــرد اســپرم منجــر شــود  
فعال شده و به کـاهش  HO-1شرایط استرس، آنزیم

کنـد. بـا   اکسـیداتیو کمـک مـی   آسیب ناشی از استرس

ــترس  ــزایش اس ــار  اف ــل، انتظ ــیداتیو در واریکوس اکس
رفــت فعالیــت ایــن آنــزیم در گــروه واریکوســل مــی

در HO-1میـزان افزایش یابـد، امـا در ایـن مطالعـه،     
گــروه واریکوســل کــاهش یافــت کــه از نظــر آمــاري 
معنادار نبود. این کاهش ممکن است ناشـی از کـاهش   

ها باشد. همچنین، یا تجزیه پروتئینHMOX1بیان ژن
از HMOX1کننده غیرمسـتقیم فعالH2Sکاهش گاز

آندوپلاسـمی منجـر بـه    اسـترس یاNrf2طریق مسیر
ورده شده و ممکـن اسـت در   هاي تا نختجمع پروتئین

.]47،48[این کاهش نقش داشته باشد
با توجه به اینکه دوره اسپرماتوژنز در موش صـحرایی  

روز است، در این مطالعه پـس از دو مـاه از   65حدود 
بـه مـدت   LTBهـاي  القاي واریکوسل، درمان با مکمل

هاي واریکوسل و کنتـرل انجـام شـد.    دو ماه در گروه
ــن مطال  ــدف از ای ــانی    ه ــأثیرات درم ــی ت ــه بررس ع

بـر  B6سیسـتئین و ویتـامین   -هـاي تـائورین، ال  مکمل
ــی   ــرد آنت ــپرم و عملک ــاي اس ــیدانی در پارامتره اکس

هاي صحرایی مبتلا به واریکوسل بود.موش
هــاي واریکوســل،   نتــایج نشــان داد کــه در گــروه    

پارامترهایی همچون غلظـت (تعـداد) اسـپرم، تحـرك     
هـاي  ین حال، میـزان اسـپرم  ها کاهش یافته و در عآن

طور چشمگیري افزایش یافت. عـلاوه بـر   غیرطبیعی به
این، در گروه واریکوسل، پارامترهاي عملکردي اسپرم 

ــیب    ــامین، آسـ ــود پروتـ ــامل کمبـ و DNAشـ
تـوجهی  پراکسیداسیون لیپیدي اسپرم نیز افزایش قابل

.نشان داد
به مدت دو LTBدر گروه واریکوسل، مصرف مکمل

توجهی در تعداد و تحرك اسپرم نشـان  بود قابلماه به
داد و همچنین میزان مورفولـوژي غیرطبیعـی اسـپرم    
کاهش یافت. این نتایج در مقایسه با گـروه واریکوسـل   
کاملاً مشـهود بـود. همچنـین، میـزان پراکسیداسـیون      

لیپیدي در اسپرم گروه واریکوسـل تحـت درمـان بـا    
LTB   ــاهش ــت، کـــ ــت. در نهایـــ ــاهش یافـــ کـــ
اکسـیداتیو باعـث بهبـود کلـی در پارامترهـاي      ساستر

اسپرم شد.
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ــان داده  ــی نشـ ــات قبلـ ــات  مطالعـ ــه ترکیبـ ــد کـ انـ
ــائورین، و الB6اکســیدانی ماننــد ویتــامینآنتــی -، ت

ــه ــتئین، ب ــیت   سیس ــه خاص ــه ب ــا توج ــه ب ــور جداگان ط
اکسـیداتیو  اکسیدانی خود منجر به کاهش استرسآنتی

یو منجـر بـه   اکسـیدات شده و در نتیجه کاهش استرس
]28-26[شود کاهش آسیب عملکرد اسپرم می

هـاي فعـال   گونـه سازي ها از طریق خنثیاکسیدانآنتی
هـاي  از آسیب به مولکول)،RNS(1اکسیژن و نیتروژن

هـا و لیپیـدها جلـوگیري    ، پروتئینDNAزیستی مانند
. یکی از مسیرهاي مهم در تنظـیم پاسـخ   ]12[کنند می

است که از طریق Nrf2/Keap1اکسیدانی، مسیرآنتی
هاي مرتبط بـا  ، ژن2Nrf2سازي فاکتور رونویسی فعال

اکســیدانی ماننــد سوپراکســید   هــاي آنتــی آنــزیم
) و GPx(4)، گلوتــاتیون پراکســیدازSOD(3دیســموتاز

ها را در برابـر  کنند و سلول) را بیان میCAT(5کاتالاز
 ـ هاي اکسیداتیو مقـاوم مـی  آسیب ، بـا  عـلاوه هسـازد. ب

جلوگیري از پراکسیداسیون لیپیدي در غشاي سـلولی،  
پایـداري غشــاء حفــظ شـده و عملکــرد ســلول بهبــود   

. ]3،29[یابدمی
شـده  ریـزي ها از مـرگ سـلولی برنامـه   اکسیدانآنتی

نیـز جلـوگیري   اکسـیداتیو اسـترس (آپوپتوز) ناشـی از  
ویژه از طریق مهار آزادسازي سـیتوکروم  کنند؛ بهمی

cوکندري و تنظیم مسیرهاي وابسته به کاسـپاز،  از میت
هـاي  که این فرآیند براي جلوگیري از تخریـب سـلول  

تواننـد  حیاتی ضروري است. همچنین، این ترکیبات می
کننـده  اي تقویـت مسیرهاي التهابی مانند فاکتور هسته

-NF(6شدههايِ بیِ فعالزنجیره سبک کاپا از لنفوسیت

κBهـاي  هش سـطح سـایتوکاین  ) را مهار کرده و با کا
) و TNF-α(7التهابی نظیر فاکتور نکروز توموري آلفـا 

)، میزان التهاب و آسـیب ناشـی از   IL-6(6-اینترلوکین

1 Nitrogen Reactive Species
2 Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2
3 Superoxide Dismutase
4 Glutation Peroxidas A
5 Catalase
6 Nuclear Factor Kappa B
7 Tumor Necrosis Factor Alpha

دهنـد. از سـوي دیگـر،    را کاهش میاکسیداتیواسترس
ــی ــیدانآنت ــامین  اکس ــائورین، ویت ــد ت ــایی مانن و Bه

ي طور خاص با تثبیت عملکرد میتوکنـدر سیستئین بهال
ــیب   ــاهش آس ــلولی   DNAو ک ــه س ــف چرخ ، از توق

ــرایط    ــت ش ــلولی را تح ــد س ــرده و رش ــوگیري ک جل
ها نشان . این مکانیسم]29و 3[کنند استرس تسهیل می

هـا نقـش مهمـی در تنظـیم     اکسیداندهند که آنتیمی
، جلوگیري از آسـیب  اکسیداتیواسترسپاسخ سلولی به 

هایی بیماريها در شرایطسلولی و بهبود عملکرد اندام
.]29[شود منجر میمانند واریکوسل

توانست کمبـود  LTBاین مطالعه نشان داد که مکمل
پروتامین را در اسپرم بهبـود بخشـد؛ امـا تـأثیري بـر      

یـا نمـره   DNAهـاي اضـافی، آسـیب   کاهش هیستون
جانسون نداشت. برخی مطالعات پیشین نشـان دادنـد   

Eهـاي و ویتـامین اسیدکه ترکیباتی مانند آلفالیپوئیک

توانند به بهبود سـاختار کرومـاتین و افـزایش    میBو
کیفیت اسپرم کمـک کننـد، امـا بـا نتـایج ایـن مطالعـه        

. در این مطالعه، بررسی ]23،28،33[همخوانی نداشت 
در بافـت  HO-1وCBS،CSEهـاي  میـزان پـروتئین  

رغم کـاهش  هاي مختلف نشان داد که علیبیضه گروه
در گروه واریکوسل، تغییرات معنـاداري در  ها پروتئین

ها مشاهده نشد. همچنین در گروه سطح این پروتئین
هـا نسـبت   اگرچه سطح پروتئین،LTBتحت درمان با

به گروه واریکوسل افزایش یافت، اما این افـزایش نیـز   
توانـد بـه   از نظر آماري معنادار نبود. این پدیـده مـی  

ت باشد که قادر بلاهاي روش وسترندلیل محدودیت
ــطح    ــی در س ــا جزئ ــک ی ــرات کوچ ــایی تغیی ــه شناس ب

و نیاز به تغییرات قابـل توجـه در   باشدنمیها پروتئین
میزان پروتئین بـراي ایجـاد تغییـرات آمـاري معنـادار      

ها، دارد. علاوه بر این، تنظیمات پس از ترجمه پروتئین
مانند فسفریلاسیون یـا استیلاسـیون، ممکـن اسـت بـر      

ها تـأثیر بگـذارد بـدون اینکـه تغییـرات      آنزیمعملکرد 
ها مشاهده شود. همچنین، معناداري در سطح پروتئین

هـایی ماننـد   هاي جبرانی در پاسخ بـه بیمـاري  مکانیسم
هــا را بــدون واریکوســل ممکــن اســت فعالیــت آنــزیم
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هـا تنظـیم کننـد. در    تغییرات آشکار در سطح پروتئین
شـتر بـر فعالیـت    ممکن است بیLTBنهایت، درمان با
هـا  ها تأثیر بگذارد تا بر سطح پروتئینآنزیمی پروتئین

تواند بر نتایج و همچنین مدت زمان و دوز درمان می
تـر اثـرات   اثرگذار باشد. بنـابراین، بـراي درك دقیـق   

هـا،  ها و فعالیت آنهاي مختلف بر این پروتئیندرمان
یگـر  هـاي د نیاز به تحقیقات تکمیلی و استفاده از روش

گیري فعالیت آنزیمی و بررسـی تغییـرات   نظیر اندازه
پس از ترجمه وجود دارد.

B6در ایــن مطالعــه، تغییــرات اســیدآمینه و ویتــامین 

مرتبط با فعالیت ترکیبـی چرخـه یـک کـربن و مسـیر      
سولفوراسیون بررسی شد. هموسیستئین که به ترانس

عنــوان مــاده اولیــه بــراي تولیــد سیســتئین در مســیر 
سولفوراسیون و متیونین در چرخـه یـک کـربن    ستران

، در گروه واریکوسل افزایش یافـت  ]49[کند عمل می
اما از لحاظ آماري معنـادار نبـود. در ایـن مطالعـه، در     

ــان    ــت درمـ ــل تحـ ــروه واریکوسـ ــطح LTBگـ سـ
هوموسیستئین افزایش غیر معناداري یافته اسـت. ایـن   

که CSEوCBSهاي دهد که آنزیمافزایش نشان می
ــتفاده     ــتئین اس ــد سیس ــراي تولی ــتئین ب از هوموسیس

اند. در نتیجه، هوموسیسـتئین در  کنند، کاهش یافتهمی
بدن انباشته شده است. 

در همــان زمــان، متیــونین در گــروه واریکوســل نیــز 
کاهش یافت، که احتمـالاً بـه دلیـل کـاهش متیلاسـیون      

دهنـده نقـص در   هموسیستئین به متیونین، کـه نشـان  
یـک کـربن اسـت. در گـروه واریکوسـل تحـت       چرخه 

میـزان متیـونین افـزایش معنـاداري را     LTBدرمان با 
نسبت به گروه واریکوسل نشان داد و این نتیجه ممکن 
ــه دلیــل تجمــع هموسیســتئین و فرآینــدهاي   اســت ب

در شرایط خـاص ماننـد   جایگزین براي تولید متیونین، 
ز ، بدن ممکن است سـطح متیـونین را ا  SAMeکمبود 

طـور موقـت آزاد کنـد تـا در     منابع دیگر در بـدن بـه  
ــد تولیــد     ــروري، مانن ــک ض ــدهاي متابولی -sفرآین

هـاي  سـازي آنـزیم  و فعـال SAMeآدنوزین متیونین
. ایـن امـر   ]50،49[سـتفاده کنـد   اCBSمهم از جملـه  

کننده باعث افـزایش سـطح   تواند به صورت جبرانمی
مهمـی در  نقـش  B6. همچنین، ویتـامین متیونین شود

تنظیم فرآیندهاي متیلاسیون و متابولیسم متیونین ایفا 
یـا سـایر   B6. افزایش مصرف ویتامین]49،50[کندمی

ترکیبات مرتبط با فرآیندهاي متابولیکی ممکـن اسـت   
طور موقت باعث افزایش سطح متیونین شود، حتی به

اگر مسیرهاي اصلی متیلاسـیون هموسیسـتئین مختـل    
شده باشند. 

طــور قابــل تــوجهی در گــروه ن، تــائورین بــههمچنــی
واریکوسل افزایش اما درگروه واریکوسل تحت درمان 

کاهش یافـت، در گـروه واریکوسـل، افـزایش     LTBبا 
دهنده این است که بدن توجه سطح تائورین نشانقابل

هـاي  طور جبرانی سعی کرده اسـت تـا از سیسـتئین   به
ت بـه دلیـل   اضافی استفاده کند. این افزایش ممکن اس

ــرایط   ــه در شــ ــد کــ ــایگزین باشــ ــیرهاي جــ مســ
شوند. یکی از ایـن مسـیرها   اکسیداتیو فعال میاسترس

سـیتئین د  تبدیل سیستئین به تائورین از طریق آنـزیم  
است که در صورت اختلال در تولید )CDO(1اکسیژناز

بـراي جلـوگیري از   و هیـدروژن سـولفید  گلوتـاتیون 
. ]51[شود فعال میهاي اضافی تجمع سمی سیستئین

در گـروه  B6در این مطالعه، همچنین سطح ویتـامین 
واریکوسل کاهش و در گروه واریکوسل تحت درمـان  

LTB   افزایش قابل توجهی را نشان داد. کـاهش سـطح
دلیـل  در گروه واریکوسل ممکن است به B6ویتامین

ــترس  ــزایش اس ــتلال در عملکــرد   اف ــیداتیو و اخ اکس
B6به این ویتامین باشـد. ویتـامین  هاي وابسته آنزیم

اکسـیدانی  هـاي آنتـی  سازي آنزیمنقش حیاتی در فعال
. کاهش سطح ویتامین]52[دارد CSEوCBSمانند
B6دنبال آن به تواند به نقص در این مسیرها و بهمی

هـا و افـزایش آسـیب    اکسـیدان اختلال در تولیـد آنتـی  
به افزایش منجرLTBاکسیداتیو منجر شود. درمان با 

در گـروه تحـت درمـان    B6قابل توجه سطح ویتامین 
LTBدلیل اثرات مثبت شد. این افزایش ممکن است به

و همچنـین بهبـود   B6بر جذب و متابولیسم ویتـامین  

1 Cysteine Dioxygenase
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هاي مرتبط با این ویتامین باشد. در این عملکرد آنزیم
مطالعــه ارزیــابی ســطح میــانگین گلوتــامین در گــروه 

در گروه واریکوسل تحت درمـان  واریکوسل کاهش و
ــین     ــات در ب ــزان گلوتام ــا می ــان داد. ام ــزایش نش اف

هاي آزمایشی اختلاف معنـاداري مشـاهده نشـد.    گروه
همچنین میـزان سـرین در گـروه واریکوسـل کـاهش      

یافت اما از لحاظ آماري معنادار نبود. 
در این مطالعه، ارزیابی گلوتامین نشان داد کـه سـطح   

وه واریکوسـل کـاهش یافتـه، امـا در     گلوتامین در گـر 
افـزایش یافتـه   LTBگروه واریکوسل تحت درمان بـا 

دهنده تأثیر مثبت درمـان بـا  است. این تغییرات نشان
LTB    در بازسازي ذخایر گلوتـامین و بهبـود وضـعیت

متابولیک در شرایط واریکوسل است. همچنین، میـزان  
شت، که ها اختلاف معناداري نداگلوتامات در بین گروه

دهنده عدم تغییرات قابـل توجـه در   ممکن است نشان
سطح گلوتامات تحت شـرایط درمـان و غیـر درمـان     

LTBرسد کـه درمـان بـا   باشد. همچنین، به نظر می

تأثیر زیادي بر سطح گلوتامات نداشته باشد. در رابطه 
با میزان سرین، مشاهده شد که اسیدآمینه سرین در 

، امـا از لحـاظ آمـاري    گروه واریکوسـل کـاهش یافـت   
تواند به دلیل تغییـرات  معنادار نبود. کاهش سرین می
ــترس  ــی از اس ــک ناش ــتلال در  متابولی ــیداتیو و اخ اکس

فرآیندهاي متابولیک در واریکوسل باشد، اما چون این 
کاهش از نظر آماري معنادار نبوده اسـت، شـاید ایـن    
تغییرات تحت تأثیر عوامل دیگري قرار گرفتـه باشـد.   
علاوه بـر ایـن در گـروه واریکوسـل، سـطح تیـروزین       

طور معناداري افزایش یافت که ممکن است ناشی از به
اکسیداتیو و اختلالات متابولیک باشد. در گـروه  استرس

، کاهش تیروزین مشاهده شد، اما LTBتحت درمان با
این کاهش از نظـر آمـاري معنـادار نبـود، کـه نشـان       

سـت تـأثیري بـر    ممکـن ا LTBدهـد درمـان بـا   مـی 
هاي متابولیسم تیروزین داشته باشد که نیاز به بررسی

ها حاکی از آن است که مکمـل این یافتهبیشتر دارند. 
LTBــد اســترسمــی اکســیداتیو، پراکسیداســیون توان

اسپرم را کـاهش داده و  DNAتکه شدنلیپیدي و تکه
را بهبود بخشد. با این حال، در این مطالعه DNAبلوغ

نتوانست تأثیر مثبتی بر عملکرد اسپرم، و LTBمکمل 
سولفوراسیونهاي کلیدي مسیر ترانسمیزان پروتئین

CBS ،CSE وHO-1گذارد.

گیرينتیجه
هـاي  این مطالعه به بررسی تأثیر واریکوسل و درمـان 

اکسیدان بر پارامترهاي اسـپرمی پرداختـه اسـت.    آنتی
ــدون در   ــل ب ــه واریکوس ــد ک ــان دادن ــایج نش ــان نت م

اکسیدانی منجر به کاهش کیفیت اسپرم و عملکرد آنتی
LTBاکسیدانیشود. استفاده از مکمل آنتیمیاسپرم

بهبود قابل توجهی در پارامترهـاي اسـپرمی و کـاهش    
پراکسیداسیون لیپیدي ایجاد کرد، هرچند تـأثیر معنـی   
ــپرم و     ــاتین اسـ ــرد کرومـ ــود عملکـ ــر بهبـ داري بـ

لفوراسیون نداشت. سوهاي مسیر ترانسپروتئین
هامحدودیت

)LTB(اکسیدانیهاي آنتیمدت زمان درمان با مکمل
در ایـن مطالعـه مـی توانـد یکـی از محـدودیت هــاي       

مـدت  مطالعه باشد که براي مشـاهده اثـرات طـولانی   
هـاي مسـیرهاي   ها بر عملکـرد اسـپرم و پـروتئین   آن

ــل     ــه دلی ــین ب ــت. همچن ــوده اس ــافی نب ــک ک متابولی
ــه ــالا روش هــاي هزین ــن Real Time PCRب ، در ای

مطالعه ارزیابی بیان ژن صورت نگرفت. 

تشکر و قدردانی
ــنل پ   ــئولین و پرسـ ــندگان از مسـ ــکده نویسـ ژوهشـ

فناوري پژوهشگاه رویان کمال تشکر و قدردانی زیست
این مقاله از پایـان نامـه دکتــراي تخصصــی     را دارند. 

زیست شناسی تکـوین مصـوب گـروه زیسـت شناسـی      
اسلامی واحـد فلاورجـان   آزادروه علوم پایه دانشگاهگ

استان اصفهان با همکاري پژوهشـکده زیسـت فنـاوري    
.استخراج شده استاستان اصفهانپژوهشگاه رویان
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