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  مقاله اصیل پژوهشی

  )Camellia sinensis( نقش حفاظتی عصاره هیدروالکلی چاي سبز
 NMRIنژاد  هاي بر پارامترهاي اسپرم و بافت بیضه در موش 

  آرسنیت سدیم در معرض 
  

  2مریم محمدي ، 1زاده علی شریعتسید محمد
  

  چکیده
بررسی  ،این مطالعه هدف از . آزاد و تخریب بافتی است ید رادیکالمحیطی با توان تول آلاینده زیست یک ،آرسنیت  سدیم :و هدف زمینه

  .بودآرسنیت  هاي تیمارشده با سدیم هاي اسپرم و بافت بیضه موش اکسیدان، بر پارامتر عنوان یک آنتی به) GTE(سبز  اثر عصاره چاي
کنترل،  :هاي شامل گروه )n=6(گروه  4 رد ،طور تصادفی به ،NMRIنژاد  نر بالغهاي  موش ،در این مطالعه تجربی :تحقیقروش 
قرار  GTE+ آرسنیت سدیمکننده  گروه دریافتو ) mg/kg/day100( GTEکننده  دریافت ،)mg/kg/day 5(آرسنیت  سدیمکننده  دریافت
در  ،اپیدیدیم چپ ثبت و ناحیه دمی ،در پایان دوره تیمار، وزن بدن و بیضه چپ. صورت دهانی تیمار شدند روز به 34ت مد و به گرفتند

. گرفت   استفاده قرار مورد  ،م هاي اسپر  ربررسی برخی از پارامت براي ،شده  هاي خارج  اسپرم . قطعه شد قطعه  Ham's F10محیط کشت
مشاهدات  برايبیضه چپ . بلو ارزیابی شد اورانژ و آنیلین اي آکریدین   هسته  هاي آمیزي رنگ  ت کروماتین اسپرم، توسطکیفی

گیري  لیپیدي اندازه عنوان شاخص پراکسیداسیون به ،سرم) MDA( آلدئید دي سطح مالون. گرفت قرار مورد استفادهشناختی  آسیب افتب
  .آنالیز شدند One-Way ANOVAها با روش آماري  داده. شد

و همچنین کاهش >P) 01/0( رماسپ و مورفولوژي طبیعی>P) 001/0(   ك، قابلیت حیاتداري در تعداد، تحرّ کاهش معنی :ها یافته
آرسنیت در مقایسه با  هاي تیمارشده با سدیم در موش>P) 001/0(ساز و ضخامت اپیتلیوم زایشی  هاي منی داري در قطر لوله معنی

 MDAساز و سطح  هاي منی داري در قطر لومن لوله افزایش معنی ،آرسنیت با سدیم شدههاي تیمار موش. گروه کنترل مشاهده گردید
)001/0 (P<آرسنیت سدیمکننده  دریافتپارامترهاي فوق در گروه . نشان دادند+GTE آرسنیت سدیم. داري جبران شد معنی طور به، 
  . هیستون نداشت  جاي اسپرم و جایگزینی پروتامین به DNAت ثیري بر وزن بدن و بیضه، قطر هسته اسپرماتوگونی،کیفیأت

  .آرسنیت مفید باشد ت ناشی از سدیمحدودي در کاهش سمیتواند تا احتمالاً می، )GTE( سبز عصاره الکلی چاي :گیري نتیجه
  ؛ موشعصاره چاي سبز ؛آرسنیت سدیم ؛پارامترهاي اسپرم ؛بیضه :هاي کلیدي واژه
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  مقدمه
خود با عواملی تماس  شغل در محیط زندگی و ،انسان

. خطر اندازد  تواند عملکرد دستگاه تولید مثل را به دارد که می
هاي  دلیل تقسیم سریع سلول مثل مردان بهدستگاه تولید 

شیمیایی و عوامل  اسپرماتوگونی، نسبت به بسیاري از مواد
هاي کشاورزي و صنعتی تولید  فیزیکی که در اثر فعالیت

هاي  در میان آلاینده). 1(بسیار حساس است  ،دنشو می
تواند  عنصري است که می) Arsenic( شیمیایی، آرسنیک

هاي معدنی  در آب ،هاي مختلف خاك لایه وسیله انحلال از هب
غلظت آرسنیک در منابع زمینی آب . حضور داشته باشد

. سلامت جهانی است یکی از مهمترین مشکلات ،آشامیدنی
هاي آرسنات   شکلآرسنیک غیرآلی به  ،در آب آشامیدنی

گزارش . شود یافت می) ظرفیتی سه(و آرسنیت ) ظرفیتی پنج(
؛ت ترکیبات آرسنیت بالاتر از آرسنات استشده است که سمی 

ها،  کش ها، حشره کش آرسنیک در ساخت علف ،این علاوه بر
ارنده مواد غذایی و حتی کشنده جوندگان، مواد نگهد مواد

ه عنوان یک ماد از طرفی آرسنیک به ؛داروها کاربرد دارد
 :زا مطرح است که قادر است از طرق مختلف از جمله سرطان

جذب و سلامتی انسان و  ،پوست، سیستم تنفس و گوارش
یکی از ترکیبات آرسنیک، ). 2(حیوانات را تهدید نماید 

. رنگ است بو و بی ي بیا هباشد که ماد آرسنیت می سدیم
تواند  اشد و میب محیطی می یک آلاینده زیست ،آرسنیت سدیم

را در  هایی ناهنجاري ،اکسیداتیو از طریق ایجاد استرس
در  ،ت آرسنیکیمسمومی. کند مثلی نر القاسیستم تولید 

هاي  حیوانات آزمایشگاهی موجب ناتوانی در عملکرد سلول
ت منفی را بر روي اسپرماتوژنز ترتیب اثرا لیدیگ شده و بدین

تحقیقات نشان داده است که ). 3(نماید  اعمال می
هاي  اکسیداتیو در بافت استرس يموجب القا ،تیآرسن میسد

یکی از علل ناباروري در . شود ها می مختلف بدن ازجمله بیضه
 ROS(1(ال اکسیژن هاي فع اکسیداتیو و گونه مردان، استرس

یک عامل اکسیدکننده از گروه  ،این ترکیب .باشد می
                                                        

1 Reactive Oxygen Species 

تواند به  هاي آزاد است که تولید بیش از اندازه آن می رادیکال
اي بر  اثر بازدارنده ،آرسنیت سدیم). 4(اسپرم آسیب برساند 

تواند منجر به  هاي استروئیدساز بیضه دارد و می فعالیت آنزیم
 :هاي جنسی مثل تغییر و اختلال در سطح هورمون

همچنین ؛ )6 ،5(ا و تستوسترون شود ه گنادوتروپین
ت هاي اپیدیدیم، قابلی تواند تعداد اسپرم آرسنیت می سدیم

مورفولوژي طبیعی و فعالیت  و ها ك اسپرمحیات و تحرّ
  ).5 ،3( اکسیدانی را کاهش دهد سیستم دفاعی آنتی

هاي رایج در جهان است که  یکی از آشامیدنی ،سبز چاي
 گالات نیگالوکاتچ یاپ :شامل لافع مهم يها نیکاتچحاوي 

)EGCG(2 نیگالوکاتچ یاپ و )EC(3 است )یکی ،نیکاتچ). 7 
 تیفعال که اشدب یم سبز يچا در موجود يها فنل یپل از
 برنده نیازب و دهد یم شیافزا را پلاسما یدانیاکس یآنت
 دانیاکس یآنت کی عنوان به -نیکاتچ. است آزاد هاي کالیراد
 يرو بر و همچنین تولید مثلی گاهدست يرو بر - یعیطب

 کاهش ،یگدیل يها سلول توسط تستوسترون دیتول کیتحر
 ضهیب بافت دیپیفسفول و دیسریگل يتر کلسترول، کل يمحتو

 مواد یی حاصل اززا جهش از مانع نیهمچن و گذارد یم اثر
  ).8( گردد یم کروموزوم يرو بر زا جهشیی ایمیش

ت وابسته شد به ،لقاح اسپرم و كتحرّ ماندن، توانایی زنده 
  ر آنها در پلاسماي منیثّؤاکسیدانی م به بیان ظرفیت آنتی

عنوان  ها به فنل بودن پلی ت غنیعلّ سبز به باشد که چاي می
پذیر و  باعث مهار اکسیژن واکنش ،اکسیدان قوي آنتی
شود که در نهایت موجب افزایش  هاي نیتروژن می گونه
9(گردد  ت اسپرم میکیفی( .  

م آرسنیت بر روي سیست از طرفی اثرات نامطلوب سدیم
 تیسم نقش به توجه با ).6 ،3(تولید مثلی نر ثابت شده است 

 وسعت به توجه با و مثلی نر بر سیستم تولید تیآرسن میسد
ت قوي و خاصی زیست  محیط در هماد این یپراکندگ

ر منظو مطالعه حاضر به ،سبز يچا عصاره اکسیدانی آنتی

                                                        
2 Epigallocatechin gallate 

3 Epigallocatechin 



  مریم محمدي و زاده سید محمدعلی شریعت                                                بررسی نقش حفاظتی عصاره هیدروالکلی چاي سبز بر پارامترهاي اسپرم

 434

سبز بر روي پارامترهاي  چاي هیدروالکلی بررسی اثر عصاره
آرسنیت  هاي بالغ تیمارشده با سدیم اسپرم و بافت بیضه موش

  .گرفتصورت 
  

  تحقیقروش 
  :حیوانات و تیمار

با وزن  NMRIهاي بالغ نژاد  روي موش بر ،این تحقیق
gr5±30 انیستیتو پاستور ایراناز  ،حیوانات. انجام شد، 

در شرایط استاندارد  ،سازگاري با محیط برايو  خریداري
 12گراد و نور محیطی با شرایط  درجه سانتی 21±2دماي(

هفته با 2ت مد به ،)ساعت روشنایی 12ساعت تاریکی و 
 ، درهاي بالغ موش. دسترسی آزاد به آب و غذا نگهداري شدند

تیمار با (گروه کنترل : شامل) براي هر گروه=n 6(گروه  4
شده از  تهیه)mg/kg/day5) (5، 6)(آرسنیت  گروه سدیم، )آب

سبز  ، گروه چاي)شرکت مرك آلمان
)mg/kg/day100)(10()شده از پژوهشکده گیاهان  هتهی

آرسنیت  سدیم+سبز گروه چاي و) دارویی جهاد دانشگاهی کرج
ت مد صورت دهانی از طریق گاواژ به به ،تیمار. قرار گرفتند

انجام  )11()اسپرماتوژنز در موش طول دوره کامل(روز 34
وزن شده و توسط  ،پس از پایان دوره تیمار، حیوانات. گرفت

سپس ناحیه دمی ؛ بیهوش و سرانجام کشته شدند ،اتر اتیل دي
 ،آنالیز پارامترهاي اسپرم برايجدا شد تا آنها اپیدیدیم چپ 

، خارج شد؛ بافت همچنین بیضه چپ؛ دنمورد استفاده قرار گیر
  .گردیدو وزن آن ثبت از بیضه زدوده چربی 

   :بررسی تعداد اسپرم
لیتر محیط کشت  میلی5/1به  ،موششده هر اپیدیدیم جدا

Ham’s F10 آناز  ها منتقل گردید و براي خروج اسپرم 
 ده دقیقه بعد،. اده شدمحیط کشت، به چند قطعه برش د

با  ،محیط کشت حاوي اسپرم میکرولیتر سوسپانسیون100
 .رقیق شد) 1:9نسبت % (2ولیتر فیکساتیو فرمالین میکر900

، زیر با استفاده از هموسیتومتر نئوبار ها اسپرم سپس سر
شمارش اسپرم بر اساس  .شمارش شد ،میکروسکوپ

 1WHO سازمان جهانی سلامت دستورالعمل
)WHO 1999( مکعب لیتر  تعداد اسپرم در میلیو  انجام شد

  .محاسبه گردید
حرك اسپرمت تبررسی قابلی:  

 WHO سنجش حرکت اسپرم بر اساس دستورالعمل 
)WHO 1999( ترتیب که ابتدا بدین ؛انجام شد µl10  از

 سوسپانسیون محیط کشت و اسپرم روي لام چمبر منتقل و
زیر میکروسکوپ نوري  ،هاي مختلف در گروه حرکات اسپرم

میدان  5حداقل . مورد بررسی قرار گرفت× 20بزرگنمایی با
اسپرم براي  200ت تحرك یکروسکوپ براي تعیین قابلیدید م

هاي داراي حرکات پیشرونده،  درصد اسپرم بررسی و موشهر 
  .حرکات درجا و بدون حرکت محاسبه گردید

ت حیات اسپرمبررسی قابلی:  
اساس دستورالعمل  ت حیات اسپرم، برسنجش قابلی براي

WHO )WHO 1999(، نکروزین -آمیزي ائوزین رنگ
 از( %10و نکروزین  %1طور خلاصه، ائوزین  هب. ت گرفتصور

نسبت  .سالین آماده شد در نرمال) شرکت مرك آلمان
اپندورف  در ،حجم ائوزین یون اسپرم و دوحجم سوسپانس یک

 درجه37در انکوباتور  نگهداريثانیه  30مخلوط و پس از 
شد ، حجم مساوي از محلول نکروزین به آن اضافه گراد سانتی

پس از  .سترش نازکی از نمونه بر روي لام ایجاد گردیدو گ
شدن گسترش، با استفاده از میکروسکوپ معمولی با  خشک

و نسبت درصد  اسپرم شمارش شد 100تعداد  ،×100عدسی 
در این . هاي مختلف محاسبه گردید اسپرم در گروه

در حالی که سر شد؛ سفید  ،هاي زنده سر اسپرم ،آمیزي رنگ
  .درآمد قرمز به رنگ ردههاي م اسپرم

  :هاي مورفولوژیکی اسپرم بررسی ناهنجاري
 - هاي ائوزین منظور بررسی مورفولوژي اسپرم، لام به

مورد  ،ت حیات اسپرمشده براي بررسی قابلی نکروزین تهیه
اسپرم با بزرگنمایی 100 ،براي هر نمونه. استفاده قرار گرفت

                                                        
1 World Health Organization 
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ها  جاريمیکروسکوپ نوري بررسی و میزان ناهن ×100
       .صورت درصد بیان شد به

ت کروماتین اسپرمکیفی  
  : )AO(اورانژ  آمیزي اکریدین رنگ

داده  ه و اجازهتهی ،سترش نازکی از سوسپانسیون اسپرمگ
 DNAت براي بررسی تمامی. مقابل هوا خشک شود تا درشد 

. استفاده شد AO(1(اورانژ  آمیزي اکریدین اسپرم، از رنگ
شده  براساس دستورالعمل شرح داده ،اورانژ کریدینآمیزي ا رنگ

به طور خلاصه،  ؛)12(و همکاران انجام شد Tejada وسیله  هب
گلاسیال  استیکاسید- متانولها در محلول فیکساتیو  گسترش

قرار داده  C?4 در دماي ساعت14ت مد به) 1به  3به نسبت (
 %19/0رنگ ( AOکاري  وسیله محلول رنگ هو سپس ب شد
دقیقه 10ت مد به ،)=5/2pH فسفات بافر سیترات در

دقیقه با آب 5ت مد به ،گرفته هاي رنگ لام .گردیدآمیزي  رنگ
 .گردیدند و سپس در برابر هوا خشکشد جاري شستشو داده 

  توسط فیلتر سبا استفاده از میکروسکوپ فلورسن و
 nm Reflector450  100 با استفاده از عدسی ابژکتیوو× 

ها با توجه به میزان  اسپرم. ندقرار گرفت سیبرر مورد
با (هاي سبزرنگ  اسپرم: در سه گروه شامل ،پذیري رنگ

DNA (هاي زردرنگ  ، اسپرم)طبیعیو ) واسط حالت حد
بررسی ) اي رشته دناتوره تک DNAبا (رنگ  هاي قرم اسپرم
 .شدند

   :نمونه کنترل مثبت
ترل مثبت هاي کن از نمونه ،کنترل روش مذکور منظور به

از حیوان سالم و  ،هاي اسپرم منظور نمونه بدین ؛استفاده شد
ثیر أتحت ت ،ها این اسپرم DNAبالغ گرفته شد و سپس 

شد دناتوره  دقیقه 30تمد به )گراد درجه سانتی 90(حرارت بالا 
شده در فوق  ها به روش اشاره و پس از تهیه گسترش، نمونه

  .آمیزي شدند رنگ
  

                                                        
1 Acridine orange 

  :بلو ینآمیزي آنیل رنگ
پروتامین اسپرم،  -براي بررسی جایگزینی هیستون 

. آمیزي شدند رنگ AB(2(بلو  وسیله آنیلین هها ب گسترش
شده  بلو براساس دستورالعمل شرح داده آمیزي آنیلین رنگ

طور  به). 13( و همکاران انجام شد Wongandوسیله  هب
دقیقه در 5ت مد به ،شده اسپرم تهیههاي  خلاصه، گسترش
پس از شستشو با آب،  ها، لام .شدند ثابت% 4محلول فرمالین 

 ،%4استیک در اسید% 5بلو  آنیلین(بلو  آنیلین در محلول
5/3=pH(، به پس از شستشو . آمیزي شدند دقیقه رنگ5ت مد

و  دقیقه قرار گرفتند یکت مد به% 5/0ها در ائوزین  با آب، لام
 .وا خشک شدنده مجاورت در شسته و ،با آبطور مجدد  به

 ×100ها با استفاده از میکروسکوپ نوري و ابژکتیو  لام
پذیري در دو  ها با توجه به میزان رنگ اسپرم. ندبررسی گردید

هاي هیستون  هاي نابالغ با پروتئین اسپرم :گروه بررسی شدند
هاي بالغ با  به رنگ آبی تیره و اسپرم) غنی از لیزین(اي  هسته

 -به رنگ قرمز) سیستئین و آرژنینغنی از (ها  پروتامین
 ).red-pink( صورتی

   :نمونه کنترل مثبت
هاي کنترل مثبت  از نمونه ،منظور کنترل روش مذکور به

در محیط  ،هاي موش نابالغ بیضهمنظور  بدین ؛استفاده شد
قطعه شد و از سوسپانسیون محیط کشت   کشت قطعه

ر فوق شده د روش اشاره بهتهیه گردید و   هایی گسترش
  .آمیزي شد رنگ

  :بررسی بافت بیضه برايسازي نمونه  آماده
 بعد از خروج از بدن حیوان، در فیکساتیو، بیضه چپ

MDF3 گیري و پاساژ بافتی  سپس برش ؛)14(داده شد  قرار
منظور بررسی تغییرات  سرانجام به. انجام شد

روش میکرونی با 5هاي  هیستومورفولوژیکی بیضه، لام
  .آمیزي شدند رنگ  (Heiden hain Azan)آزان هاین هایدن
  

                                                        
2 Aniline blue  
3 Modified Davidson’s Fluid 
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، ضخامت قطر لومن ساز، منی هاي گیري قطر لوله اندازه
قطر هسته اسپرماتوگونی با استفاده از  اپیتلیوم زایشی و
  : نرم افزار موتیک

قطر ، ساز منیهاي  منظور محاسبه میانگین قطر لوله به
اپیتلیوم  و ضخامتاسپرماتوگونی  هاي سلول هسته، قطر لومن

به این ترتیب عمل شد که ابتدا از اسلایدهاي  ،زایشی
تعدادي فیلد  ،صورت تصادفی هب ،میکرونی بافت بیضه5

 Olympus BX41TEمدل توسط میکروسکوپ  انتخاب و
، لومنقطر ، ساز منیهاي  سپس قطر لوله ؛برداري شد عکس
و ضخامت اپیتلیوم  اسپرماتوگونی هاي سلول هستهقطر 
) Motic image 2000(افزار موتیک  به کمک نرم ،زایشی
  .گیري و ثبت گردید اندازه

یپیدي از طریق سنجش ل بررسی میزان پراکسیداسیون
  :)MDA(آلدئید  دي مالون

و  Buegeآلدئید، از روش  دي گیري مالون براي اندازه
Aust ابتدا یک محلول . استفاده شدTCA-TBA-HCL ،
 Trichloroacetic (TCA)( اسید کلرواستیک تري :شامل
acid( 15) %gr/ml(اسید  ، تیوباربیوتیک))TBA( 

)Thiobarbituric acid( 375/0) %gr/ml ( و
لیتر از  میلی5/0سپس  ؛ه شدتهی ،نرمال 25/0اسیدکلریدریک 

 TBA-HCL لیتر از محلول میلییک با  ،نمونه سرم خونی
TCA-  به ومخلوط ر ، قراماري جوش دقیقه در بن15ت مد
دقیقه 10ت مد ماري، به از بن خروجبعد از  ،ها نمونه. داده شد

ت جدا شد و جذب آن دقّ به آنها مایع رویی و سانتریفوژ شدند
که حاوي تمام ترکیبات به  blankنانومتر در برابر 532در 

آلدئید  دي غلظت مالون. شد استثناي نمونه بود، خوانده
)MDA( )Malondialdehyde(  از ضریب با استفاده

 آن که عبارت است از) cxtinction coefficient(خاموشی 
M-1 Cm-1 105× 56/1  محاسبه گردید و برحسب نانومول بر

  ).16، 15(بیان شد ) nmol/ml(لیتر  میلی
  :ها روش آماري آنالیز داده

و  )16 ویرایش( SPSSافزار  توسط نرم ،هاي حاصل داده
  طرفه اریانس یکآنالیز و آماري  روشبا استفاده از 

)One way ANOVA(  و آزمون متعاقبTukey ، مورد
ها در  تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت و تفاوت میانگین

  .دار در نظر گرفته شد معنی >05/0Pسطح 
  
  ها یافته

  :وزن بدن و بیضه
ها در پایان دوره تیمار  براي هر موش، وزن بدن و بیضه 
داري در میانگین وزن بدن  هیچ اختلاف معنی. گیري شد اندازه

 جدول)(<05/0P(ها در بین چهار گروه وجود نداشت  و بیضه
1.(  

ك اسپرمت تحرّقابلی:  
میانگین درصد  ،آرسنیت هاي تیمارشده با سدیم در موش

نسبت به گروه کنترل  ،هاي داراي حرکات جلورونده اسپرم
و میانگین درصد  )>001/0P( داري یافت کاهش معنی

داراي حرکات درجا و ساکن در مقایسه با گروه  هاي اسپرم
در گروه . )>001/0P( داري نشان داد کنترل افزایش معنی

آرسنیت،  سبز نسبت به گروه سدیم عصاره چاي+آرسنیت سدیم
در میانگین درصد  )>001/0P(داري  یک افزایش معنی

 داري هاي داراي حرکات جلورونده و یک کاهش معنی اسپرم
)001/0P<(  هاي داراي حرکات درجا  میانگین درصد اسپرمدر

2 جدول(گروه کنترل مشاهده شد  و ساکن تا حد.( 
 )معیار انحراف ±میانگین( آرسنیت و عصاره چاي سبز روز پس از تیمار با سدیم 34 ،هاي مختلف مقایسه میانگین وزن بدن و بیضه موش در گروه -1جدول 

چاي +یتآرسن سدیم  آرسنیت سدیم  کنترل  ها گروه
سطح   چاي سبز  سبز

  داري معنی
  57/0  72/36±72/1  63/34±36/3  55/34±40/2  95/35±64/3  )گرم( دوره تیمار وزن موش در پایان

  66/0  13/0±03/0  12/0±02/0  12/0±02/0  13/0± 02/0  )گرم(وزن بیضه 
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  :تعداد اسپرم
هاي  میانگین تعداد اسپرم این مطالعه،نتایج بر طبق  

 ،آرسنیت در مقایسه با گروه کنترل گروه سدیماپیدیدیم در 
میانگین  ازطرفی ؛کاهش یافت )>001/0P(داري  طور معنی به

سبز در  عصاره چاي+آرسنیت گروه سدیم تعداد اسپرم در
نشان داد  داري آرسنیت افزایش معنی مقایسه با گروه سدیم

)001/0P<()3جدول.(  
ت حیات اسپرمقابلی:  

ت حیات ي زنده که معادل قابلیها میانگین درصد اسپرم
در مقایسه  آرسنیت شده با سدیمتیمار در گروه ،باشد اسپرم می

طرفی  از؛ )>001/0P(یافت داري  با گروه کنترل کاهش معنی
سبز  چاي عصاره+آرسنیت گروه سدیم ت حیات اسپرم درقابلی

داري را نشان  افزایش معنی ،آرسنیت در مقایسه با گروه سدیم
 گروه دررسد  نظر می هب ،به عبارت دیگر. )>001/0P(داد 

 هتوانستسبز  عصاره چاي، سبز عصاره چاي+آرسنیت سدیم
ت حیات را درخصوص قابلی آرسنیت سدیم باثرات مخرّ است

داري  طور معنی به آرسنیت سدیماسپرم در مقایسه با گروه 
  ).3جدول( جبران نماید

   :هاي مورفولوژیکی اسپرم ناهنجاري
 داري افزایش معنی ،آرسنیت اي تیمارشده با سدیمه موش

اي مورفولوژیکی اسپرم نشان دادند ه در ناهنجاري
)001/0P<(. عصاره  سبز، چاي عصاره+آرسنیت در گروه سدیم

 هاي داري ناهنجاري طور معنی به ،استسبز توانسته  چاي
آرسنیت کاهش  مورفولوژیکی اسپرم را در مقایسه با گره سدیم

هاي  تعدادي از ناهنجاري). 3جدول ()>001/0P(دهد 
، سر آمورف ره سیتوپلاسمیقط: مورفولوژیکی اسپرم شامل

)head amorphous (آرسنیت  و دم پیچیده در گروه سدیم
  .نشان داده شده است یک دارد که در شکل وجود

 آرسنیت و عصاره چاي سبز سدیمر با روز پس از تیما34 ،هاي مختلف مقایسه میانگین قابلیت تحرك اسپرم در گروه -2جدول 
  )معیار انحراف±میانگین(

  داري سطح معنی  چاي سبز  چاي سبز+آرسنیت سدیم  آرسنیت سدیم  کنترل  ها گروه
  >a 84/3±85/55  b 05/2±94/66  24/2±21/72  001/0P  32/68± 06/2  )درصد(جلورونده

  >a 59/2±21/27  b40/2±64/21  02/2±77/17  001/0P  94/19±64/0  )درصد(درجا
  >a 09/2±94/16  b 57/1±44/11  30/1±02/10  001/0P  74/11±82/1  )درصد(ساکن

a :001/0( آرسنیت نسبت به گروه کنترل مقایسه آماري گروه سدیمP<(  
b: 001/0( آرسنیت اي سبز نسبت به گروه سدیمچ+آرسنیت مقایسه آماري گروه سدیمP<(             

  
روز پس از تیمار با  34 ،هاي مختلف قابلیت حیات و مورفولوژي طبیعی اسپرم در گروه مقایسه میانگین تعداد، -3 جدول
  )معیار انحراف±میانگین( آرسنیت و عصاره چاي سبز سدیم

چاي +آرسنیت سدیم  آرسنیت سدیم  کنترل  ها گروه
  داري سطح معنی  چاي سبز  سبز

 a1 45/0±60/96  b1 37/0±74/97  54/0±18/98  008/0  91/97±73/0  )درصد( مورفولوژي طبیعی اسپرم

  >a2 42/3±03/61  b2 21/2±00/77  14/2±43/80  001/0P  31/77±11/2  )درصد(قابلیت حیات اسپرم 
  >a2 13/1±00/6  b2 50/3±35/10  19/5±38/11  001/0P  42/10±30/1  )106×(تعداد اسپرم 

a: سدیم آرسنیت نسبت به گروه کنترل مقایسه آماري گروه a1: )01/0P<( ،a2 :)001/0P< (  
b :آرسنیت چاي سبز نسبت به گروه سدیم+مقایسه آماري گروه سدیم آرسنیت .b1 : )01/0P<( ،b2 :)001/0P<(   
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ت کروماتین اسپرمکیفی :  
نشان داد که  AOهاي اسپرمی با  گسترش يآمیز رنگ

 ،در مقایسه با گروه کنترل ،آرسنیت سدیمها با  موشتیمار 
ي DNAاي  شدن ساختمان دورشته ثیري روي دناتورهأت

هاي کنترل مثبت شامل  برعکس، نمونه .اسپرم نداشت
  شده  آنها توسط حرارت بالا دناتوره DNAهایی که  اسپرم
 علاوه بر ؛)a-b2 شکل(به رنگ نارنجی ظاهر شدند  ،بودند

بیانگر این بود  ،ABهاي اسپرمی با  گسترش آمیزي رنگ این،
 ،کنترلگروه در مقایسه با  آرسنیت سدیمبا  ها موشکه تیمار 

ثیري روي جایگزینی هیستون با پروتامین در هسته طی أت
هاي کنترل مثبت  برعکس، نمونه. فرایند بلوغ اسپرم نداشت

 )حاوي مقدار زیادي پروتئین هیستون(که از حیوان نابالغ 
  ).c-d2 شکل(به رنگ آبی ظاهر شدند  ،گرفته شده بود

  
-آمیزي ائوزین ، رنگ)mg/kg/day5( آرسنیت سدیمبا  شدههاي مورفولوژیکی اسپرم در گروه تیمار هنجاريبرخی از نا -1شکل 

  قطره سیتوپلاسمی :)head amorphous ()c(سرآمورف  :)Coiled or curled(. )b(دم پیچیده یا مجعد  :)a(× 100نکروزین، بزرگنمایی

  
گروه  :)a(اورانژ  آمیزي آکریدین رنگ. ×100بزرگنمایی ،بلو رانژ و آنیلیناو شده توسط آکریدین آمیزي هاي رنگ اسپرم -2شکل

 نمونه: )mg/kg/day 5( .)d(آرسنیت  گروه سدیم :)c(. بلو آمیزي آنیلین رنگ. کنترل مثبت نمونه): mg/kg/day5( .)b( آرسنیت سدیم
  .کنترل مثبت

  
 سبز و عصاره چاي )mg/kg/day5(آرسنیت  هاي مختلف تیمارشده با سدیم روههاي بالغ در گ تصاویر میکروسکوپی از بافت بیضه موش -3شکل

)mg/kg/day100(. دهنده نشان× 10هاین آزان، بزرگنمایی -آمیزي هایدن میکرونی، رنگ 5هاي  برش: (a) :هاي گروه  ساختمان طبیعی بافت بیضه در موش
و  دار شدن همراه با کاهش ضخامت اپیتلیوم زایشی، تخریب اسپرماتوژنز واکوئل ژنره و  د: (b). )ستاره( کنترل با آرایش و اندازه طبیعی ضخامت اپیتلیوم زایشی

گروه عصاره چاي  آرایش تقریباً طبیعی اپیتلیوم زایشی و اسپرماتوژنز طبیعی در (c):. )نوك پیکان(آرسنیت  افزایش در قطر لومن توبول در گروه سدیم
  .)ستاره( ساز شبیه به گروه کنترل در گروه عصاره چاي سبز هاي منی نماي لوله (d):. )ستاره(آرسنیت  سدیم+سبز
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در بافت  (µm) هاي اسپرماتوگونی و ضخامت اپیتلیوم زایشی سلول ساز، قطرلومن، قطر هسته هاي منی مقایسه میانگین قطر لوله -4جدول 
  )معیار انحراف±میانگین( آرسنیت و عصاره چاي سبز روز پس از تیمار با سدیم 34 ،هاي مختلف آلدئید درگروه دي بیضه و میانگین میزان مالون

a  :001/0( آرسنیت نسبت به گروه کنترل مقایسه آماري گروه سدیم (P<  
b: 001/0(آرسنیت  چاي سبز نسبت به گروه سدیم+مقایسه آماري گروه سدیم آرسنیت(P< 

هاي  ساز، قطر هسته سلول هاي منی لوله قطر لومن، قطر
  ):µm(اسپرماتوگونی و ضخامت اپیتلیوم زایشی 

 ، ساختار معمولی داشتندساز هاي منی لوله ،روه کنترلدر گ
ساز  هاي منی دیواره لوله ،آرسنیت در گروه سدیم). a3 شکل(

ساز  هاي منی نامنظم شده و همچنین ضخامت دیواره لوله
یک کاهش  ،در این گروه ؛)b3 شکل( بودکاهش یافته 

ساز و ضخامت اپیتلیوم   هاي منی داري در قطر لوله معنی
ساز در  هاي منی داري در قطر لومن لوله شی و افزایش معنیزای

هیچ تغییر  .)>001/0P(مقایسه با گروه کنترل مشاهده شد 
ها  داري در قطر هسته اسپرماتوگونی در بین گروه معنی

  ).4جدول )(=69/0P(مشاهده نشد 
 سبز، عصاره چاي عصاره چاي+آرسنیت در گروه سدیم 

آرسنیت  ژیک ناشی از سدیم اتولوتغییرات هیستوپ سبز توانست
 به عبارت دیگر، عصاره چاي ؛را در بافت بیضه بهبود بخشد

هاي  حدودي تغییرات نامطلوب در قطر لولهسبز توانست تا
ساز و ضخامت اپیتلیوم  هاي منی ساز و قطر لومن لوله منی

هاي تیمارشده با  که در بافت بیضه موش را زایشی
ترمیم نماید د، بوآرسنیت ایجاد شده  سدیم

 .)>c3()001/0Pشکل(
  

  

بررسی میزان پراکسیداسیون لیپیدي از طریق سنجش 
  :)MDA(آلدئید  دي مالون

آرسنیت  گروه سدیم آلدئید سرم در دي مقایسه میزان مالون
 داري نشان داد نسبت به گروه کنترل افزایش معنی

)001/0P<( گروه  آلدئید سرم در دي از طرفی میزان مالون؛
سبز، در مقایسه با گروه  عصاره چاي+آرسنیت یمسد

 ؛)>001/0P(داري نشان داد  کاهش معنی ،آرسنیت سدیم
در گروه  که رسد نظر می هب ،عبارت دیگر به

 هتوانستسبز  عصاره چاي، سبز عصاره چاي+آرسنیت سدیم
در مقایسه با گروه  میزان پراکسیداسیون لیپیدي را است
  ).4جدول ( کاهش دهدداري  طور معنی به ،آرسنیت سدیم

  
  بحث

روي  آرسنیت بر نتایج پژوهش حاضر نشان داد که سدیم
 ،هاي بالغ پارامترهاي اسپرم اپیدیدیم و بافت بیضه موش

 براین، نشان داده شد علاوه ؛کند اثرات نامطلوبی اعمال می
آرسنیت بر روي این  ی سدیماثر سم ،سبز که عصاره چاي

در مطالعه حاضر، هیچ اختلاف . کند پارامترها را جبران می
هاي تیمارشده با  در موش ،ها و بدن داري در وزن بیضه معنی
هاي قبلی در مورد  نتایج ما با یافته. آرسنیت مشاهده نشد سدیم

) 18(و بدن ) 17(ها  آرسنیت بر روي وزن بیضه اثر سدیم
چند در برخی از مطالعات، کاهش وزن  هر .همخوانی دارد

چاي +آرسنیت سدیم  آرسنیت سدیم  کنترل  ها گروه
سطح   چاي سبز  سبز

  داري معنی
  >50/2±23/182  a 83/3±33/156  b55/4±76/180  26/4±63/185  001/0P  (µm)ساز  قطر لوله منی
  >67/4±70/76  a 98/1±35/98  b23/2±29/78  84/3±31/73  001/0P  (µm)قطر لومن 

  >11/1±02/56  a 79/1±05/36  b52/1±22/55  01/2±48/57  001/0P  (µm)ضخامت اپیتلیوم زایشی 
  04/0±72/4  03/0±68/4  03/0±70/4  08/0±76/4  69/0  (µm)قطر هسته اسپرماتوگونی 

  >MDA)(nmol/ml(  30/0±22/4  a 24/0±20/6  b 44/0±48/4  50/0±19/4  001/0P(آلدئید  دي مالون
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آرسنیت گزارش  بدن در حیوانات تیمارشده با سدیم ها و بیضه
زمان  تدلیل مد این نتایج ممکن است به ؛)6، 5(شده است 

در توافق ). 18( آرسنیت باشد تیمار یا دوزهاي متفاوت سدیم
، نتایج پژوهش حاضر همچنین کاهش )3(با مطالعات قبلی 

با شده هاي تیمار ها در موش اسپرم داري در تعداد کلّ معنی
یک احتمال براي این اثر، ممکن . آرسنیت نشان داد سدیم

و  LH ،FSH :هایی مثل دلیل کاهش هورمون است به
ر هستند ثّؤها م تستوسترون باشد که در کاهش تعداد اسپرم

آرسنیت  که سدیماست از سوي دیگر گزارش شده  ؛)5(
ي روي استرس اکسیداتیو، اثرات مضرّ يوسیله القا هب

بنابراین  ؛)3( کند ها اعمال می ختلف از جمله بیضههاي م اندام
تواند از استرس  کاهش تعداد اسپرم میاست که شده  فرض

از طرفی در ؛ آرسنیت ناشی شود شده توسط سدیملقااکسیداتیو ا
عنوان یک  سبز به  سبز، چاي  عصاره چاي+آرسنیت گروه سدیم

داد روي تع آرسنیت بر ، اثر مضر سدیم)19(اکسیدان  آنتی
دهنده  نشان ،نتایج پژوهش حاضر. کند اسپرم را جبران می

ّکاهش در قابلیهاي  ك اسپرمت تحرّت حیات و قابلی
ت حیات اسپرم یک احتمال در کاهش قابلی. اپیدیدیمی بود

هاي  آرسنیت بر روي میتوکندري ثیر سدیمأتواند ناشی از ت می
با ایجاد  ،نیتآرس این احتمال وجود دارد که سدیم. اسپرم باشد

منجر به  ،استرس اکسیداتیو و در پی آن پراکسیداسیون لیپید
ها  میتوکندري يتغییر در تراوایی غشا و یا تغییر پتانسیل غشا

شدن فاکتورهاي نوبه خود منجر به آزاد شده باشد که به
 کننده آپاپتوزیسو فاکتور القا  cسیتوکروم :آپوپتوژنیک مثل

)Apoptosis inducing factor( شود می ها رياز میتوکند .
همچنین این آلاینده ممکن است با ایجاد اختلال در عملکرد 

موجب اختلال در فرآیند فسفوریلاسیون  ،ها میتوکندري
) ATP )20اکسیداتیو در این اندامک شده و منجر به تخلیه 

ت حیات در نهایت منجر به کاهش قابلی ودر اسپرم شود 
آرسنیت همچنین قادر است با اتصال  سدیم. اسپرم شده باشد

باعث ایجاد اختلال و کاهش در  ،به لیگاندهاي حاوي سولفور
و ) 21(اکسیدانت شود  هاي سیستم دفاعی آنتی فعالیت آنزیم

آرسنیت روي  تواند در تشدید اثرات اکسیداتیو سدیم این امر می
کروماتین و تاژك در . ر باشدثّؤت حیات اسپرم مکاهش قابلی

رم پستانداران، شامل مقادیر زیادي پروتامین غنی از تیول اسپ
ترتیب در نگهداري از   باشد که به هاي سولفیدریل می و گروه

کاهش در  احتمالاً. ك اسپرم دخالت دارندت تحرّثبات و قابلی
ك اسپرم که در این تحقیق مشاهده شد، ممکن ت تحرّقابلی

تیول یا سولفیدریل هاي  دلیل اتصال آرسنیک به گروه است به
ول ؤهاي میتوکندریایی مس هاي اسپرم یا مهار آنزیم پروتئین

اکسیداتیو  استرس ياز طرفی، القا ؛)3( حرکت اسپرم باشد
، شدن اسیدهاي چرب غشاآرسنیت و پراکسید توسط سدیم
ت کاهش در فعالی و رفتن سیالیت غشا دستمنجر به از

رفتن تدریجی  دسته ازو کانال یونی و در نتیج هاي غشا آنزیم
شود  اتصال به اووسیت می برايها  ك و توانایی اسپرمتحرّ

ت حیات و که کاهش قابلی است احتمال داده شده). 22(
از توانایی این سم در  ،آرسنیت ك اسپرم توسط سدیمتحرّ
سبز  عصاره چاي. شود میاسترس اکسیداتیو ناشی  يالقا
، اکسیداتیو هار استرسبا م ،اکسیدان قوي عنوان یک آنتی به

ترتیب از  پراکسیداسیون لیپید را در اسپرم کاهش داده و بدین
افزایش و همچنین از طریق نماید  میها جلوگیري  مرگ اسپرم

و ت حیات قابلیموجب افزایش  ،اکسیدانتی سیستم دفاع آنتی
سبز نسبت  عصاره چاي+آرسنیت ك اسپرم در گروه سدیمتحرّ

افزایش  ،نتایج حاصل. )23(ود ش می آرسنیت به گروه سدیم
 :جمله هاي مورفولوژیکی اسپرم از هی در ناهنجاريتوج قابل

 هاي تیمارشده با دم پیچیده و سرآمورف در موش
 ROSدهد که تولید  این نشان می. آرسنیت نشان داد سدیم

هاي مورفولوژیکی را  تواند ناهنجاري می ،آرسنیت توسط سدیم
  ). 24( در اسپرم القا کند

بلو،  اورنژ و آنیلین آمیزي اکریدین با استفاده از رنگ
داري  آرسنیت، هیچ اختلاف معنی با سدیم شدههاي تیمار موش

پروتامین نشان - اسپرم و جایگزینی هیستون DNAدر کیفیت 
 ؛)25( ریز است ب قوي غدد درونیک مخرّ ،آرسنیک. ندادند

ي اسپرم در این بنابراین احتمال دیگر براي تغییر پارامترها
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. تحقیق، ممکن است با این خاصیت آرسنیک مرتبط باشد
ساز که با کاهش تجمع  هاي منی افزایش در قطر لومن لوله

دلیل کاهش سطوح  ممکن است به ،اسپرم مرتبط است
خصوص تستوسترون در اثر تیمار با  ها و به گنادوتروپین

م سر MDAاز طرفی افزایش غلظت  ؛)5، 3( آرسنیک باشد
آرسنیت در مقایسه با سایر  خونی در مطالعه ما در گروه سدیم

دهنده افزایش پراکسیداسیون لیپیدي و  ها که نشان گروه
تواند  تی در این گروه است، میخوردن تعادل اکسیدان برهم

یدکننده نتایج دیگر ما در این مطالعه باشد که تأی
 تهآرسنیت با ویژگی استرس اکسیداتیوي خود توانس سدیم
  . اثر سوء بگذارد ،بر پارامترهاي اسپرم است

 
  گیري نتیجه

محیطی قوي  عنوان یک آلاینده زیست به، آرسنیت سدیم
 دهنده اثرات نشان ،نتایج حاصل از این مطالعه .مطرح است

ت تحرّنامطلوب این آلاینده بر تعداد، قابلیت حیات، ك، قابلی

ساز،  هاي منی مورفولوژي طبیعی اسپرم و همچنین قطر لوله
ازطرفی  ؛استقطر لومن و ضخامت اپیتلیوم زایشی 

اسپرم و  DNAت ثیري روي کیفیأهیچ ت ،آرسنیت سدیم
هاي بالغ  جاي هیستون در موش جایگزینی پروتامین به

این ، نتایج همچنین ؛ی نداشتتیمارشده با این ماده سم
 تاحدودي نشان داد که عصاره چاي سبز قادر استمطالعه 

ك، ت تحرّآرسنیت بر روي تعداد، قابلی رات مضر سدیماث
ت حیات، مورفولوژي اسپرم و بافت بیضه را جبران نمایدقابلی.  
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Abstract                   Original Article 
 
 

Protective role of green tea (Camellia sinensis) hydroalcholic 
extract on sperm parameters and testicular tissue in NMRI 

mice exposed to sodium arsenite 
 

Seyyed Mohammad Ali Shariatzadeh 1, Maryam Mohammadi2 

 

Background and Aim: Sodium arsenite is an environmental pollutant with the capacity of generating free 
radicals and tissue damage. The aim of the current study was to investigate the effect of green tea extract 
(GTE), as an antioxidant, on sperm parameters and testis tissues of the mice treated with sodium arsenite. 

Materials and Methods: Twenty-four adult male NMRI mice with mean body weight 30±5g were 
randomly divided into 4 equal groups: control, sodium arsenite (5mg/kg/d.), GTE (100mg/kg/d.) and sodium 
arsenite+GTE. Oral treatments were performed as long as 34 days. At the end of treatments, body and left 
testis weight were recorded and the left caudal epididymis of each subject was cut under Ham's F10. Then, 
the released spermatozoa were used to analyze sperm parameters. Sperm chromatin quality was assessed by 
nuclear staining using acridine orange and aniline blue. The left testis of each mouse was used for 
histopathological observation. The serum malondialdehyde (MDA) level was measured as an index of lipid 
peroxidation. Finally, the obtained data was analyzed by means of one-was ANOVA at the significant level 
P<0.05. 

Results: A significant decrease in the number, motility, viability (P<0.001) and normal morphology of 
sperm (P<0.01) and also in mean diameter of seminiferous tubules, germinal epithelium thickness (P<0.001) 
were found in the mice treated with sodium arsenite compared to the controls. The mice treated with sodium 
arsenite revealed a significant increase in the mean diameter of seminiferous tubules lumen and MDA levels 
(P<0.001). The above parameters were significantly compensated in the sodium arsenite+GTE group. 
Sodium arsenite had no effect on the body and testis weight, diameter of spermatogonial nucleus, sperm 
DNA integrity, and histone-protamine replacement. 

Conclusion:  The results indicate that green tea extract can partially be useful in reducing sodium arsenite-
induced toxicity. 
Key Words: Sodium arsenite; Sperm parameters; Green tea extract; Testis; Mice 
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