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 مقاله پژوهشی 

  in vitro طیدر شرا یموش یسرتول يها سلولات یت اتانول بر حیاز سم يریدر جلوگ يرو یمحافظت اثر
  

  ٥٭يلانيوا روشن ميش ،٤متذکر يمرتض ،٣فاطمه خردمند ،٢دريپورح ميمر ،١يلا پورحسنعليناز
 

  14/10/1393 یرشپذ یختار 18/07/1393 یافتدر یختار
 
 دهیچک

م مراحـل اسـپرماتوژنز را مختـل    يرمسـتق يا غي ـم يمسـتق  طور بهو  باشد يممرد  يدمثليتول بر عملکرد يسم جانبه همهاثرات  ياتانول دارا :هدف و نهیزم شیپ
 يدمثلي ـتولت ي ـبـر ظرف  يق اثر اتانول و رويسم دقيانکم حال نيباا. دهد يماهش ک يرجنسيغ يها سلولاتانول را در  ياثرات سم ،يرو دانتياکس يآنت. سازد يم

 يو مورفولوژ يات سلوليزان حيبر م ياثرات تنها و توأم اتانول و رو يبررس منظور به. مطالعه حاضر باشد يمناشناخته  يا ضهيبک يسومات يها سلولبخصوص بر 
  انجام شده است. يسرتول يها سلولکشت 

 ۲۴و کنترل، به مدت  يش درماني)، پ۸ (µMي)، روmM۱۶۰اتانول (شامل:  يشت در چهار گروه اصلکمراحل  يط بعد از يموش يسرتول يها سلول روش کار:
ط يبا محنترل، فقط کو سپس با اتانول و در گروه  يابتدا با رو ها سلول، يش درمانيافتند. در گروه پيمار مربوطه مواجهه يت يشت حاوکط يساعت با مح ۴۸ا ي
 شدند.  يکروسکوپ معکوس بررسيتوسط م يکيرات مورفولوژييو تغ MTTبا روش  يات سلوليزان حيامل مواجهه شدند. سپس مکشت ک

در  يدر گروه رو يات سلوليزان حيده شد. ميد ها گروهر يسه با سايدر مقا يکيرات مورفولوژييو تغ يات سلوليزان حيدر م دار يمعناهش کدر گروه اتانول  ج:ینتا
 ـک ـ ينسبت به گـروه رو  يات سلوليزان حي، ميش درمانيافت. در گروه پيش ينترل افزاک يو حت ها گروهر يسه با سايمقا ش ينسـبت بـه اتـانول افـزا     ياهش ول
  داشت.  يدار يمعن

 ـ يخود به خود يجاد مرگ سلولين است از اکمم ي. رودهد يمف يرا تخف يسرتول يها سلول يريپذ ستيزان زياهش مک، اثرات اتانول در يرو :يریگ جهینت ا ي
  سم داشته باشد.  يلکو ال يدر نابارور ينيت بالياهم کيد و ينما يريشگيپ يجنس يها سلولدر  کيپاتولوژ

 ي، اتانول، روي، سلول سرتوليات سلوليح :يدیکلمات کل
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  ه بوده است.ياروم يدر دانشگاه علوم پزشک يدانشکده پزشک يولوژيزيارشد گروه ف يارشناسک نامه انيپان مقاله حاصل يا
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  هياروم ي، دانشگاه علوم پزشکيدانشکده پزشکح، يگروه علوم تشر، يکارشناس ارشد بافت شناس ٢
  هياروم ي، دانشگاه علوم پزشکيدانشکده پزشک، يو مولکول يمرکز سلول، يميوشيار گروه بياستاد ٣
  هياروم ي، دانشگاه علوم پزشکيدانشکده پزشک، يو مولکول يسلولتحقيقات مرکز ، يولوژيکروبيار گروه ميدانش ٤
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  مقدمه
باردارشدن پس از يک سال  دري يک زوج توانناناباروري به 

که شود  يبدون استفاده از وسايل پيشگيري اطلاق مرابطه جنسي 
ناباروري . علت )۱(سازد  يرا درگير م زوجين درصد ۸-۱۲حدود 

درصد ۴۰درصد زوجين مربوط به مردان، در حدود ۴۰در بيش از 
 درصد۱۰درصد به هر دو جنس و در حدود ۱۰مربوط به زنان، در 

). عواملي که باعث ناباروري ۳،۲از زوجين نامشخص است (
تواند طيفي از علل  يمشوند بسيار متعدد و مختلف هستند که  يم

حيطي و اکتسابي را شامل شود. فيزيولوژيک تا عوامل م -تشريحي
ين عوامل محيطي تأثيرگذار بر سيستم توليدمثلي شامل تر مهم

ها، اشعه، سيگار و اتانول  کش استرس، بيماري، چاقي، سموم و آفت
عنوان  نول بهرسد در اين ميان مصرف اتا يم. به نظر )۷-۴( باشند يم

سومين ريسک فاکتور بعد از سيگار و فشارخون بالا که منجر به 
جانبه  ، داراي اثرات همه)۸(شوند  يمهاي مختلف در افراد  يماريب

صورت  تواند اثرات خود را به يمبر عملکرد توليدمثلي باشد که 
 . )۹( مستقيم و غيرمستقيم آشکار سازد
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هايي که مصرف اتانول در دوره  بسياري از افراد از آسيب
اما بسياري از زوجين باور  اند آگاهکند  يمبارداري بر جنين وارد 

را مختل کند و  ها آنندارند که مصرف اتانول بتواند قدرت باروري 
 تواند يممصرف اتانول   جبران در باروري ايجاد نمايد. اثرات غيرقابل

 ازجملهک يوپاتولوژيزيو ف يکيرات مورفولوژييباعث تغ
از  يکه حاکشود  يهورمون - يسم و اختلالات ترشحيپوگناديه

 رغم يعل. )۱۳-۱۰, ۵(باشد يمآن  pantesticular ياثرات سم
ستم يس يرر در مورد اثرات سوء اتانول بر روکگزارشات متعدد و م

 ريتأثدر خصوص  يضيضدونق، مطالعات يو قدرت بارور دمثليتول
 يبارور يه اثر اتانول روک )۱۵- ۱۴(ر آن وجود دارند يا عدم تأثيو 

، اکثر مطالعات وجود نيباا. دهند يماز ابهام قرار  يا هالهرا در 
از مواجهه با اتانول را  يناش ياز اختلال در بارور يگذشته درجات

ند يت اثر در فرايدر هر دو جنس و خصوصاً در جنس مذکر با غالب
ن مطالعات نشان ي. ا)۱۷-۱۶, ۱۲, ۱۰( اند کردهاسپرماتوژنز گزارش 

ق حاد و يا تزرياز اتانول و  يغن مدت يطولانم يکه رژ اند داده
 يها سلولش آپوپتوز در يباعث افزا ضهيبم اتانول به داخل يمستق

 .)۱۲، ۱۹،۱۸(ت شده استيو اسپرماتوس يا، اسپرماتوگونيزا

ر ياز سا يعيف وسيه طکضه، بليب تنها نهاز اتانول  يآپوپتوز ناش
 يها سميمکانو با  )۲۰(متفاوت  يزان بروزيبدن را، با م يها سلول

، ) (TNFفاکتورو، تومور نکروز يداتيوابسته به استرس اکس
. بر )۱۸،۲۱( سازد يمر يدرگ Fas ligandکاسپاز و  يها نيپروتئ

جاد يگزارش شده، اتانول باعث ا يوانيو ح ياساس مطالعات انسان
پوتالاموس و يدر ه خصوصاً( CNSبروبلاست ها، يآپوپتوز در ف

ال يتل ياپ يها سلولدر  يکل طور بهپوکمپ)، پروستات ، کبد و يه
در  .)۲۰( شود يم يال عروق خونيبدن و آندوتل يها بافتشتر يب

از  يناش يکياز مطالعات ثابت شده است که اثرات آپوپتوت يبعض
 ) قابلZN( يرو زجملهاها  دانتياکس ياز آنت ياتانول توسط انواع

در  يکه آپوپتوز کبد يا مطالعه. در )۲۲،۲۳(برگشت بوده است 
باعث  يمورد مطالعه قرار گرفته است، مصرف رو يموش صحرائ

 يها سميمکانق يجاد شده توسط اتانول از طريمهار آپوپتوز ا
ق يو از طر )۲۲( ۹و ۸و وابسته به کاسپاز يداتياکس يم آنتيرمستقيغ

  شده است.  )TNF )۲۳و   Fas ligandوابسته به  يها سميمکان
اثرات   In Vitro يبه بررس يان مطالعات محدودين ميدر ا

بافت  يها سلولضه (يک بيسومات يها سلول ياتانول بخصوص بررو
ات و يزان حيبر م ريتأثگ) از نقطه نظر يديو ل يبان: سرتوليپشت

اثر  يکه به بررس يا مطالعه. در اند پرداخته ها آن يريست پذيز
ش ي، افزااند پرداخته يگ موشيديل يها سلولکشت  ياتانول رو

و  bax depended سم وابسته بهيق مکانيزان آپوپتوز از طريم
 يها سلولنکه ي. با وجود ا)۲۴(گزارش شده است  ۳اسپاز ک

اتانول  ياثرات سمدر نشان دادن  يا ضهيب يها سلولن ياول يسرتول

اثرات  يبه بررس ياختصاص طور بهکه  يمطالعات  ،)۱۷( اند بوده
ات يزان حيم ي، از منظر بررسيسرتول يها سلولکشت  ياتانول رو

. اند بودهار محدود ير در آن، بپردازند بسيدرگ يها سميمکانو  يسلول
م و يمستق طور به يسرتول يها سلولکه عملکرد  ياز آنجائ

، به گذارد يمند اسپرماتوژنز اثر يد اسپرم و فرايتول يم رويرمستقيغ
 يسم اثر اتانول در ناباروريبردن به مکان يپ يکه برا رسد يمنظر 
 يها سلولمانند  يا ضهيبک يسومات يها سلول يآن رو ريتأث يبررس

 ييت زدايگر، اثرات سميد ياز سو .باشد يد و ضروريمف يسرتول
 يها سلولاز اتانول بر  يف عوارض ناشيا تخفيو  يريدر جلوگ يرو

ن ين، ايبنابرا؛ نشده است يبررس يا ضهيبک يو سومات يجنس
ات يزان حيو م ياثرات اتانول بر مورفولوژ يمطالعه با هدف بررس

 ي) و نقش محافظت(TM4 يسرتول يها سلولشت ک يسلول
  صورت گرفته است.  يرو ياحتمال

  
  کار روشمواد و 

  :کشت سلول -
از بانک  (TM4, Mus Musculus( يموش يسرتول يها سلول

ه شده و بر اساس يته رانيتو پاستور ايستيوابسته به  ان يسلول
ط کشت يمح در ١ياديبن يها سلولون يپروتکل کلکس

F12/Hepes/DMEM و  يگاو ينيسرم جن درصد۵/۲ يحاو
 ml ۲۵در فلاسک  نيليس يپن U/ml ۱۰۰ و  يسرم اسب درصد۵

 CO2، درصد۹۵زان رطوبت يدر انکوباتور با م ه،کشت داده شد
ض يساعت تعو ۲۴گرفته و هر درجه قرار  ۳۷ يو دما درصد۵

درصد سطح  ۱۰۰-۸۰حدود  ي. بعد از همپوشانشدند يمط يمح
. گرفت يمصورت X ۱ نيپسيها با محلول تر پاساژ سلولفلاسک، 

ابتدا ت، يبه پل ها سلولاز  ينيو انتقال تعداد مع ينه سازيبه يبرا
ها  شمارش سلول ون ييپان بلو تعيزنده با رنگ تر يها درصد سلول

 هر چاهک به سلول ۵۰۰۰و  گرفت يمبا کمک لام نئوبار صورت 
شات يآزما يک سري يط. شد يممنتقل  ته صاف يا خانه ۹۶ت يپل

 ۱۶۰و  mM ۲۰ ،۴۰ ،۸۰ يها غلظتبا  ها سلولمار ي، تيمقدمات
 ,Ethanol for molecular biology, Merckاتانول ( يبرا

Germany يها غلظت) و  با µM ۸ ،۱۶ ،۳۲  يرو يبرا ۶۴و 
)Sigma, Zink Sulphateدر دو خانم دکتر خردمند) ي، اهدائ ،

 ۲MTTساعته صورت گرفت. بعد از انجام ۴۸و  ۲۴زمان مواجهه 
 يدار يمعنقرار گرفتند تا از نظر  يآمار يمورد بررس ها دادهه، ياول

ب غلظت ين ترتيشوند. بد يمختلف بررس يو زمانها ها غلظتدر 
ن يشتريب ها سلوله در آن ک ياتانول و غلظت ي) براIC50مناسب (

                                                
1 American Type Culture Collection. 
2 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide). 
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را داشتند، انتخاب شدند.  بر اساس آن  ينسبت به رو يپاسخ ده
) گروه اتانول ۱مورد مطالعه به چهار گروه شامل  ياصل يها گروه
mM۱۶۰ ،۲ي) گروه رو µM ۸ ،۳يبا رو يش درماني) گروه پ 
µM۸  با اتانول  بعداًکهmM۱۶۰  گروه کنترل  ۴مواجهه شدند و (
 يها گروهشت در کط يشات محيم شدند. در طول انجام آزمايتقس

 يا روياتانول و  يشت حاوکط يساعت با مح ۲۴مربوطه هر 
امل کشت کط ينترل از محکو در مورد گروه  ديگرد يمض يتعو
رار در کبار ت ۵فوق  يها گروه ي. براشد يمض استفاده يتعو يبرا

ت يچاهک از هر پل ۵در  ها سلولکه  ين معنينظر گرفته شد، بد
ه در مواجهه کنيهر غلظت/زمان کشت داده شدند. با توجه به ا يبرا

 ين زمان برايده شد ايد ين پاسخ دهيشتريساعته ب ۴۸
  د.  يانتخاب گرد يبعد يها يبررس

  :MTT  با روش يات سلوليزان حيم يبررس -
 ير سلوليت سنجش تکثيبا استفاده از ک يات سلوليزان حيم

Cayman Chemical Company, USA)(MTT شد. در  يابيارز
 يل غشايل داشتن بار مثبت و پتانسي(به دل MTTن سنجش، يا

برداشت شده و توسط  ها سلول) توسط ها سلول ييپلاسما
NADPH گردد يما يبه فورمازان اح يدوردوکتاز داخل سلولياکس .

که حل  باشند يمره يرنگ بنفش ت يفورمازان دارا يها ستاليکر
در  يستال، رنگيکر کننده حلبا محلول  ها ستاليکرن يکردن ا

 يريگ اندازهقابل  nm ۵۷۰که در طول موج  کند يمجاد يط ايمح
در  ها سلول) ۱ر انجام گرفت: يطبق مراحل زMTT سنجش  .است

از  lµ۱۰۰ در cells/well ۱۰۳×۵با تراکم  يچاهک ۹۶ت يپل
 يساعت در انکوباتور حاو ۲۴ط، کشت داده شدند و به مدت يمح

CO2  .در مواجهه با  يطبق گروه بند ها سلول) ۲قرار گرفتند
 ي) پس از ط۳ط کشت کامل قرار گرفتند. يمح ايو  ياتانول، رو

به هر چاهک  MTTاز معرف  Lµ۱۰ن مواجهه، يساعت از آخر ۲۴
تال يکر اربيش يقه رويک دقيو به مدت  ي) به آرام۴اضافه شد. 
ساعت در انکوباتور قرار داده  ۳به مدت  ها سلول) ۵د. يمخلوط گرد

) ۶ره در ته چاهک شد. يت يها ستاليکرجاد يشدند که منجر به ا
تک  يها سلولب رساندن به يط کشت هر چاهک بدون آسيمح
ستال به يکر ◌ٔ کنندهاز محلول حل  lµ ۱۰۰) ۷ره شد. يه، آسپيلا

جاد يط ايدر مح ين محلول رنگ بنفشيهر چاهک افزوده شد که ا
با استفاده از  nm ۶۳۰ -۵۴۵) جذب هر نمونه در طول موج ۸کرد. 

 قرار گرفت. يريگ اندازهدر مورد يت ريکروپليم
  :TM4 يها سلول يکيمورفولوژ يبررس -
توسط  )TM4( يسرتول يها سلولکشت  يکيمورفولوژ يبررس

با  (invert) کروسکوپ معکوسيدو مشاهده گر و با استفاده از م
ل، کاز نظر ش يلکبطور  ها سلولانجام شد.  ۴۰و ۲۰ يبزرگنمائ
در سطح  ها سلول يزان همپوشانين ميو همچن يتوپلاسميزوائد س

 ين حاصل از دو بررسيانگيشدند. م يابيارز يا خانه ۹۶ت صاف يپل
 يداده اصل عنوان به يتصادف صورت بهنه مختلف يزم ۸متفاوت در 

مورد مطالعه از نظر اثرات القا شده  يها گروهمد نظر قرارگرفت. 
  .سه شدندينترل مقاکگر و با گروه يکديبا  يتوسط اتانول و رو

 :يآمار يبررس -

 GraphPad Instat افزار نرمتوسط  ها دادهل يه و تحليتجز
از تست  ها دادهع ينوع توز يبررس يصورت گرفت. برا 3.05نسخه 

Kolmogorov-Smirnov ع ياستفاده شد. به علت نرمال بودن توز
 يها دادهن يانگياستفاده شد. م کيپارامتر يها تستاز  ها داده

قرار  يز آماريهر غلظت/زمان مورد آنال يچاهک برا ۵حاصل از 
ن دو گروه، از آزمون يب ها دادهن يانگيم ◌ٔ سهيمقا يگرفت. برا

)Independent- samples (t-test  ن يانگيسه ميمقا يو برا
ک طرفه استفاده ي ANOVAمختلف، از آزمون  يها گروه يها داده

شده،  يارتباطات بررس يدار يمعندر مورد  يريگ ميتصم يشد. برا
p≤0.05 ن يانگيج بر اساس ميملاک قضاوت قرار گرفت و نتا ±

 يمربوط به بررس يز آماريدر آنال .ار نشان داده شديمع يخطا
در هر نمونه کشت،  scoreمحاسبه  و يابيبعد از ارز يمورفولوژ

 ANOVAو توسط آزمون  SPSS 17توسط نرم افزار  يز آماريآنال

 صورت گرفت.  Tukeyو تست  
 
  ها افتهی

مواجهه با اتانول،  يها گروهدر  يات سلوليزان حيم -
  :يش درمانيو پ يرو

) TM4( يسرتول يها سلولکشت  يات سلوليزان حيم يبررس
 يها سلولن منظور يا يصورت گرفت. برا MTTتوسط روش 

، mM ۲۰ يها غلظت، با يمراحل کشت سلول يبعد از ط يسرتول
ساعت مواجهه شدند.  ۴۸ا  ي ۲۴اتانول به مدت  ۱۶۰و  ۸۰، ۴۰

ات يزان حيم يانگر روند کاهشيب يز آماري، آنالMTTبعد از انجام 
رات ييتغ يافت کننده اتانول بود وليدر يها گروه يدر تمام يسلول
از اتانول  يبالاتر يها غلظتکه در معرض  يدر گروههائ دار يمعن

ات يزان حين ميانگيم کهيبطور). ۱بودند مشاهده شد (نمودار 
سه با گروه کنترل به يدر مقا mM ۱۶۰اتانول  يدرگروهها يسلول

د و ينترل رسکدرصد گروه  ۵۰حدود  يعنيزان خود ين ميکمتر
ات يزان حيسه ميدر مقا .)p<0.01بود ( دار يمعنن کاهش يا

ساعته تفاوت  ۴۸ساعته با  ۲۴مواجهه  يها گروهن يب يسلول
  وجود نداشت.  يدار يمعن

، به مدت يسرتول يها سلولاز  يگريد يب، سرين ترتيبه هم
، μM ۸ يها غلظت يط کشت حاويساعت در معرض مح ۴۸ا ي ۲۴
انگر يب يآمار يها يبررسقرار گرفتند.  يسولفات رو ۶۴و  ۳۲، ۱۶

بود. در هر دو  ها گروهن يدر ا يات سلوليزان حيرات در مييالقاء تغ
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ه در معرض ک ييها گروهدر  يات سلوليزان حيزمان مواجهه، م
نترل کقرار داشتند نسبت به گروه  ياز رو ين ترييپا يها غلظت

 يدار يمعنش يافت نموده بود افزايامل درکشت کط يه فقط محک
 يات سلوليزان حيمثال، م عنوان بهکه ي). بطور۲دار نشان داد (نمو

 يدرصد در گروه ۴۰۳±۴۲ بهنترل، کدرصد در گروه  ۱۰۰±۱۶از 
ش يافت کرده بودند، افزايدر µM ۸ يساعت رو ۴۸که به مدت 

تفاوت در  يش غلظت رويبا افزا .)p<0.001داد (نشان  يدار يمعن
 يها گروهر يساسه با گروه کنترل و يدر مقا يات سلوليزان حيم

افت کننده يدر يها گروهکه در يطور بهافت. يشده کاهش  يبررس
ن تفاوت يد. همچنيدرصد رس ۱۱۲±۱۳زان يبه م  µM ۶۴ يرو

 ۲۴ يها مواجههن يب يآمار يزهاياز نظر آنال يدار يمعنر و يچشمگ
  ساعته گزارش نشد. ۴۸و 

 و mM۱۶۰ک القاء شده توسط اتانول يبا توجه به اثرات توکس
اثرات توأم  يبا هدف بررس يشي، آزماµM ۸ يرو ياثرات محافظت

، ابتدا ها سلولسوم  ين منظور، سريصورت گرفت. بد ياتانول و رو
شدند و سپس  يش درمانيپ µM ۸ يساعت با رو ۴۸به مدت 

قرار گرفتند،  mM۱۶۰ساعت در معرض اتانول  ۴۸مجدداً به مدت 
قرار گرفت. با  يابيمورد ارز ها آندر  يات سلوليزان حيسپس م

ن يانگين گروه  با ميدر ا يات سلوليزان حيم يج آماريتوجه به نتا
 يش درمانيپ يدرصد نسبت به گروه اتانول که با رو۳۹۲/ ۱۳۶±۵

را  يدار يمعنش يدرصد افزا۱۰۳/ ۵±۴/۳۱ن يانگينشده بود با م
 يشات بررسيآزما ين سري). در آخر۳)(نمودارp<0.05داد (نشان 

و   µM ۸ ي، روmM۱۶۰، اثرات مواجهه با اتانول يات سلوليح
زان يساعته) بر م ۴۸و  ۲۴ يها مواجهه(در  يش درمانيپ يگروه

ه در نمودار کسه شدند. همانطور ينترل مقاکبا گروه  يات سلوليح
در گروه اتانول  يات سلوليزان حيآورده شده است، م ۴شماره 

ش ينسبت به کنترل افزا ينسبت به کنترل کاهش و در گروه رو
 يکه قبل از مواجهه با اتانول در معرض رو ين گروهيافت. همچني

نسبت به گروه بدون  يشتريب يات سلوليزان حيقرار گرفته بودند م
  ).۴(نمودار دهند يمنشان  يش درمانيپ

مواجهه با اتانول،  يها گروهدر  يکيرات مورفولوژييتغ -
 :يش درمانيو پ يرو

ساعته با اتانول  ۴۸بعد از مواجهه  يسرتول يها سلولشت ک
mM)۱۶۰( ي)، روµM ۸(  و اتانولmM)۱۶۰شده  يش درماني) پ
رات ييقرار گرفتند و تغ يکيمورفولوژ ي) مورد بررسµM ۸( يبا رو

سه شدند. ينترل مقاکگر و با گروه يدکيو با  يابيجاد شده ارزيا
و  ها سلولکل ) ش۱ر بودند: يشامل موارد ز يمورد بررس يشاخصها
) با F(٢يبروبلاستيا فيشکل  يدوک يها سلول: يتوپلاسميزوائد س

                                                
2 Fibroblasty 

 يا پلي يا ستاره يها سلولمتر، ک يتوپلاسميتوپلاسم و زوائد سيس
زان ي) م۲شتر. يب يتوپلاسميتوپلاسم و زوائد سي) با سP(٣گونال

  درصد. صورت بهاز کشت  يخال يت و فضاهايسطح پل ٤يهمپوشان
  : ها سلولرات شکل ييتغ

گروه کنترل با گروه اتانول  يکيرات مورفولوژييسه تغيمقا
تحت مواجهه  يها سلولر در شکل يياتانول در القا تغ يانگر توانائيب

ا ي يستاره ا يها سلولل کبه ش ها سلولثر کنترل اکبود. درگروه 
ه زوائد کاد يز يتوپلاسميتوپلاسم و زوائد سيزان سيگونال با م يپل
مشخص بودند،  ٥درهم فرورفته يها استطالهل کبه ش يتوپلاسميس
 يپل يها سلولزان يم يز آماري). در آنالA-۱ل کششدند (ده يد

که در  يشد در حال يابيدرصد ارز ۸/۹۱±۳/۱ن گروه يگونال در ا
اهش محسوس کاز  يدرصد حاک۴/۱۹±۴/۴ن يانگيگروه اتانول با م

). از A-۱و   B -۱ل ک) (ش۰۱P<0.00نسبت به گروه کنترل بود (
با  يبروبلاستيا في يکدو يها سلولنترل کگر در گروه يد يسو

زان يم،  فقط به مک يتوپلاسميتوپلاسم و زوائد سيزان سيم
در  ها سلولن يه تعداد اک يدرصد گزارش شد در حال ۲۵/۱±۷۵/۸

ل کدرصد برآورد شد (ش ۶/۸۰±۴/۴ن يانگياد و با ميگروه اتانول ز
B -۱   وA-۱ در اکثر  ها سلولز شکل ين يگروه مواجهه با رو). در
گونال با  يپل يها سلول صورت بهمشابه گروه کنترل و  ها نهيزم
رگروه يه به جز گروه کنترل، با ساکدرصد بود  ۹۰±۶/۱نيانگيم

-Dل ک) (ش۱P<0.00دار بود ( يرات معنييمورد مطالعه تغ يها
ن يانگي، ميشده با رو يش درمانين در گروه اتانول پي). همچن۱

نسبت به  يگونال نسبت به گروه کنترل کاهش، ول يپل يها سلول
 يپل يها سلول) و درصد ۱P<0.00افته بود (يش يگروه اتانول افزا

  ).C-۱ل کدرصد گزارش شد (ش ۹/۷۶±۲ن گروه يگونال در ا
  :ها سلول يزان همپوشانيرات مييتغ

 يزان همپوشاني، ميز آماريو آنال يکروسکوپيم يبراساس بررس
ه کدرصد بود  ۳/۹۶±۲در گروه کنترل ها سلولت توسط يسطح پل

درصد نشان  ۲۵±۹/۱ن يانگيبا م يدار يمعناهش کدر گروه اتانول 
 ها سلول يزان همپوشاني، مي). در گروه روA-۱و   B -۱ل کداد (ش

درصدگزارش شد  ۴/۹۴±۵/۱نيانگيباً مشابه گروه کنترل و با ميتقر
 يدار يمعنمطالعه، به جز گروه کنترل، تفاوت  يها گروهر يکه با سا
شده  يش درمانيدرگروه اتانول پ .)D-۱ل ک) (شP<0.001داشت (

 ۴/۷۹±۲ين آماريانگيت با ميسطح پل يزان همپوشاني، ميبا رو
 يکاهش، ول يکنترل و رو يها گروهسه با يه در مقاکدرصد بود 

  ).۱لک) (ش۱P<0.00(افته بود يش ينسبت به گروه اتانول افزا

                                                
3 Polygonal 
4 Confluency 
5 Interdigitating 
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 ۴۸و  ۲۴ يها در مواجهه يسرتول يها سلولدر كشت  يات سلوليزان حيمختلف اتانول بر م يها مقايسه اثرات مواجهه با غلظت :)1( نمودار

و  160mMن گروه اتانول يدار ب يتفاوت معن يباشد ول يش در غلظت اتانول ميبا افزا يات سلوليزان حياز کاهش در م ين نمودار حاکيا .ساعته
   .ساعته وجود دارد ۴۸گروه کنترل در مواجهه 

  . (P<0.05) باشد يمدار  يرات معنييانگر تغيب *      

  
ساعته.  ٤٨و  ٢٤ يها مواجههدر  يسرتول يها سلولدر كشت  يات سلوليزان حيبر م يمختلف رو يها مقايسه اثرات مواجهه با غلظت :)2( نمودار

 دهند:يح نشان ميدار را مطابق با توضيمعن يهاگذاشته شده تفاوت يهاعلامت
 . (P <0.001) باشد يمساعته  ۲۴ در مواجهه μM ۸ ين گروه کنترل و رويدار ب يرات معنييانگر تغيب *     
   .    (P <0.01)باشد يمساعته  ۲۴ در مواجهه μM ۶۴ يو رو μM ۸ ين گروه رويدار ب يرات معنييتغ انگريب  #    

    يرو يها گروهن گروه کنترل و يدار ب يرات معنييانگر تغيب  μM۸ ،۱۶ باشد يمساعته  ۴۸در مواجهه  ۳۲و .(P <0.01)       
    ين گروه رويدار ب يرات معنييانگر تغيب μM ۸  يروو μM ۶۴  باشد يمساعته  ۴۸در مواجهه  (P <0.001).  
   .  (P <0.05) باشد يمساعته  ۴۸در مواجهه  μM ۶۴ يو رو μM ۱۶ ين گروه رويدار ب يرات معنييانگر تغيب +   

  
 يها غلظتاتانول در گروههائي كه تحت پيش درماني با  mM۱۶۰ مقايسه تغييرات در ميزان حيات سلولي ناشي از مواجهه با ):3نمودار (
ل وساعت قبل از مواجهه با اتان ۴۸، به مدت يرو ۶۴و  μM ۸ ،۱۶ ،۳۲ يها غلظتدر معرض  ها سلول ين بررسيقرار گرفتند. در ا يمختلف رو

  دهد.يرا نشان م mM۱۶۰نسبت به گروه اتانول  µM۸ يبا رو يش درمانيدر گروه پ يات سلوليش حيسه افزاين مقايا قرار گرفتند.
  . (P<0.05) باشد يمدار  يرات معنييانگر تغيب * 
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ساعت  ۴۸يا ۲۴سرتولي به مدت  يها سلول سرتولي. يها سلولاثرات ناشي از تيمارهاي مختلف بر ميزان حيات سلولي در كشت  :)4( نمودار

) قرار گرفتند. همچنين در گروه يرو(گروه  يرو μM ۸ اتانول (گروه اتانول) و  mM۱۶۰تحت مواجهه با محيط كشت كامل(گروه كنترل)،  
 mM۱۶۰با  ساعت ۴۸يا  ۲۴قرار گرفتند و سپس به مدت  يرو μM ۸ساعت تحت پيش درماني با  ۴۸ابتدا به مدت  ها سلولپيش درماني، 

  .باشند يمو حاصل از دو بار كشت جداگانه  اند شدهارائه   mean values ±S.E.Mاتانول مواجهه يافتند. نتايج به صورت 
  

  
  الف

 
  ب   

  
    ج

  د               

  کروسکوپ معکوس. يمورد مطالعه با م يها گروهسرتولي در  يها سلولبررسي مورفولوژيكي ): 1شکل (
اتانول،  يط کشت حاويبا مح ها سلول). μM۸(يروگروه د:، يگروه اتانول پيش درماني شده با روج:)، mM۱۶۰گروه اتانول(ب::گروه كنترل، الف 

کروسکوپ معکوس (درشت يبا م يکيرات مورفولوژييساعت مواجهه، تغ ۴۸گروه کنترل) مواجهه شدند. بعد از  يط کشت کامل (برايا محيو  يرو
استطاله دار پلي گونال و با ميزان  يها لولسبه شكل  ها سلول، غالبيت يكنترل و رو ) مورد مطالعه قرار گرفت. مطابق با شکل، در گروه۴۰ ينمائ

. در گروه اتانول پيش شوند يمو ميزان همپوشاني كمتر ديده  ها استطالهبه شكل دوكي با  ها سلولهمپوشاني بالا هستند. در گروه اتانول، بيشتر 
  .باشد يمكمتر ولي از گروه اتانول بيشتر  يگونال و ميزان همپوشاني از گروه كنترل و رو پلي يها سلول، ميزان يدرماني شده با رو
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  بحث
از مواجهه تنها و  ياثرات ناش يمطالعه حاضر با هدف بررس

از نقطه نظر  يموش يسرتول يها سلولشت کبر  يتوأم اتانول و رو
انجام گرفت.  يات سلوليزان حيو م يکيرات مورفولوژييتغ يبررس
مختلف  يها غلظتدر معرض  يسرتول يها سلولن مطالعه يدر ا

ساعت قرار  ۴۸و  ۲۴به مدت  ها آنا مواجهه توأم يو  ياتانول و رو
 يغلظت ولاهش وابسته به کاز  يکافته ما حاي نيتر مهمگرفتند. 

 ير در مورفولوژييو تغ يات سلوليزان حير وابسته به زمان در ميغ
زان يش در مين افزايمواجهه با اتانول بود. همچن يها گروهسلول در 

ه ک ييها ا گروهيو  يافته با رويمواجهه  يها گروهدر  يات سلوليح
  ده شد. يقرار گرفته بودند د يقبل از اتانول در معرض رو

رات ييدر خصوص القاء تغ يوجود مطالعات متعدد رغم يعل
 ازجملهاز اتانول،  يناش ييايميوشيو ب يکي، پاتولوژيفراساختار

، تناقضات )۲۱- ۲۰(مختلف بدن يها بافتدر  کيرات آپوپتوتييتغ
. )۱۵-۱۴(ز استيچالش برانگ يدر مورد اثر اتانول در قدرت بارور

  in vitroبا توجه به تضاد و خلاء موجود و محدود بودن مطالعات
جاد يا يدمثليتولرات يير در تغيدرگ يها سميمکانشف ک يه در پک

شتر مطالعات يز بکگر تمريد يشده توسط اتانول هستند و از سو
 يسرتول يها سلولق ين تحقيا و اسپرم، در ايزا يها سلول يرو

  هدف مطالعه قرار گرفتند. 
در معرض  يسرتول يها سلولشت کدر مطالعه حاضر در ابتدا 

و  ۲۴ يها مواجههاز اتانول در  ۱۶۰و  mM۲۰ ،۴۰ ،۸۰ يها غلظت
در هر دو زمان مواجهه  يات سلوليزان حيساعته قرار گرفتند. م ۴۸

 mM ۱۶۰در غلظت   تاًينهاافت و ياهش کش غلظت اتانول يبا افزا
د. در مطالعات ينترل رسکگروه  يات سلوليدرصد ح ۵۰به حدود 

ا يزا يها سلولاز اتانول در  يناش يکيرات آپوپتوتييجاد تغي،  ايقبل
 ين سرتوليو همچن )۲۴(گ يديل يها سلول، )۱۸-۱۷(و اسپرم 

گر ين ديبا مطالعه حاضر توسط محقق يمشابه يها غلظت، در )۱۷(
ات يزان حيم ين مطالعات، بررسيه در اکنيگزارش شده است. با ا

 يز اصلک" مورد سنجش قرار نگرفته است و تمرماًيمستق يسلول
و  ها ژنان يزان بيم يرات القا شده توسط اتانول روييتغ يشتر رويب

در  يبوده است ول يان آپوپتوز سلوليمطرح در جر يها نيپروتئ
و مهار  يريست پذيزان زيرات در مييمجموع، از نقطه نظر القاء تغ

ن گزارشات يمشابه، ا يها غلظتاز اتانول در  يناش ير سلوليثکت
رات يي. در مورد تغباشند يمما  يها افتهيهمسو و موافق با 

انجام  يها يبررسه کي، از آنجائيسرتول يها سلول يکيمورفولوژ
وپ کروسکيم کمکو با  يلکل کشده در مطالعه حاضر به ش

" خصوصاًشتر و يات بيوس بوده است، قضاوت در مورد جزئکمع
القاء ، يلک طور به ير نبود. وليان پذکرات مربوط به هسته امييتغ

اهش کت و يدر پل يخال يشتر شدن جاهايل بکاثرات اتانول به ش

اهش در تعداد کاز  يناش تواند يمت يسطح پل يزان همپوشانيدر م
نده کزان يش ميو افزا ها آن يزنده و قدرت چسبندگ يها سلول

زان و تعداد زوائد ياهش در مکن يباشد. همچن ها آنشدن 
و  يريست پذيرات در زييه تغنندکس کمنع احتمالاً يتوپلاسميس
اهش کما،  يها افتهي دييتأ. در باشد يماز اتانول  يناش يات سلوليح

زوله يا کيديلا يها سلولتوپلاسم در يزان سيو م يز سلوليدر سا
و حباب دار و  )۲۵(ه با اتانول يوانات تحت تغذيضه حيشده از ب

از  يندگکو  يزان جدا شدگيش در مينامنظم شدن سلول و افزا
 )۲۴, ۲۲(گ مواجهه شده با اتانول يديل يها سلولشت کت در يپل

و روش  يگزارش شده است. متفاوت بودن نوع سلول مورد بررس
ن ين مطالعه حاضر با ايب ها تفاوت يننده بعضکه يار، توجک

 کمکق تر با يمطالعات دق ه لزوم انجامک باشد يمگزارشات 
  . سازد يمرا مطرح  يترونکا اليوپ فلوئورسانس و کروسکيم

، دانتياکس يآنتک ي عنوان به ين، رويشيبراساس مطالعات پ
ند ي، فرايضه ايا و بيزا يها سلولات يح يبرا يضرور يماده ا

. )۲۸-۲۶, ۲۲(باشد يم يبارور تاًينهااسپرماتوژنز، حرکت اسپرم و 
دانت ين اکسيک حالت عدم تعادل بي رسد يمگر به نظر يد ياز سو

دانت ها در افراد مصرف کننده اتانول وجود دارد ياکس يها و آنت
 ها سلولمورد مطالعه،  يها گروهاز  يکيدر مطالعه حاضر، در  .)۲۲(

نول شده و سپس در معرض اتا يش درمانيپ μM۸ يابتدا با رو
mM۱۶۰ يزان قابل توجهيبه م يبا رو يش درمانيقرار گرفتند. پ 

سه با يدر مقا ها سلولن يدر ا يات سلوليزان حيش ميباعث افزا
در معرض اتانول تنها شد و در واقع اثرات اتانول در  يها سلول

ن يهمسو با ا ).۳را جبران نمود (نمودار  يات سلوليزان حياهش مک
از  يه روک اند دادهنشان  يبدک يها سلول يقات بررويافته، تحقي
ق مهار ياز طر يبدک يتهاياز اتانول در هپاتوس يجاد آپوپتوز ناشيا

ر در آپوپتوز ممانعت يدرگ يرهايو و مسيداتياسترس اکس
اتانول  يکي. هرچند در مطالعه حاضر اثرات آپوپتوت)۲۲،۲۳(کند يم

قرار نگرفته و از  يابيم مورد ارزيمستق طور به يرو يو ضد آپوپتوز
ن نقطه يحداقل از ا ين لحاظ با مطالعه فوق متفاوت است، وليا

اتانول در  يات سلوليو ضد ح ياز اثرات سم ينظر که رو
همسو و  دهد يما آنرا کاهش يو  کند يممقابله  يسرتول يها سلول

ما،  يها افتهيگر طبق يد ي. از سوباشد يمموافق با مطالعه فوق 
ات يزان حياهش مکنه تنها اثرات اتانول در  يرو با يش درمانيپ

را  ها سلولن يدر ا يريست پذيزان زيه مکرد بلکرا جبران  يسلول
ن ي). در هم۴ش داد (نمودار ينترل افزاکنسبت به گروه  يحت

در معرض  يه به تنهائک ها سلولاز  يگريراستا، در گروه د
 ۱۶و  μM۸  يها گروهر ي" در زخصوصاً ياز رو يمختلف يها غلظت

ات يزان حيساعته، م ۴۸و  ۲۴قرار گرفتند، در هر دو مواجهه 
). ۴و  ۲افت (نمودار يش ينترل افزاکسه با گروه يدر مقا يسلول
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ه کت دارد ين واقعيافته دلالت بر اين دو يجه استنباط شده از اينت
 ياز مرگ خود به خود تواند يماهش اثرات اتانول کعلاوه بر  يرو

ه با گذشت ک يسرتول يها سلولشده)  يزيبرنامه را مرگ ي(و 
، ها افتهين يا دييتأند. در ک يريز جلوگين افتد يمزمان اتفاق 

ه کاز آن بوده است  يکمطالعه حاضر حا يکيمورفولوژ يها يبررس
ل، کرات شييباعث جبران اثرات اتانول در تغ يبا رو يش درمانيپ
بوده است. هر  ها سلول يريست پذياهش زکو  يزان همپوشانيم

قرار گرفته بودند  ييبه تنها يه در معرض روک ييها چند در سلول
تفاوت واضح و  يکينترل از نظر مورفولوژکنسبت به گروه 

رات ييبروز زودتر تغ احتمالاً يوجود نداشت ول يدار يمعن
ن يننده اکه يتوج )۱۷(يکيرات مورفولوژيينسبت به تغ ييايميوشيب
با  يکيمورفولوژ يها يبررسه ضرورت انجام کافته باشد ي

  د.يتر را مطرح نما يطولان يها مواجهه

 يسرتول يها سلوله ک داده نشان قيدق يا سهيمقا مطالعات
ات يو خصوص يز سلولير و تمايثکت تينظر ظرفژه از يبه و يموش
 شاهد با باشد، نيچن نيا اگر .)۲۹،۳۰(انسان است  مشابه يژنوم

اهش ک دارد احتمال مشابه قاتيتحق و ق حاضريتحق جينتا گرفتن
، حداقل يسرتول يها سلولاز اتانول در  يناش يريپذ ستيات و زيح

 يلکمردان ال يمطرح در نابارور ياحتمال يها سميمکاناز  يبخش
 مطالعه نيا در شده دهيد اثرات ميتعم سو کي از است يهيباشد. بد

و  ها گناليس اتيجزئ کشف گريد يسو از و يانسان يها سلول به
 ارتباط که بتواند پروسه نيا در مسئول يولکمول - يسلول يرهايمس

ا آنرا يد و يرا شفاف نما يرو ياثرات سوء اتانول و اثرات محافظت
 يلکدر مردان ال ياز نابارور يريشگيدر پ مؤثرمل کم کي عنوان به

 قيتحق و طلبد يم نهيزم نيا در را يشتريب يد، بررسينما يمعرف
  باشد.  ندهيآ مطالعات يبرا يا هيپا و رهگشا تواند يمحاضر 
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Abstract 
Background & Aims: Ethanol has overall toxic effects on male fertility which directly or indirectly 
disturbs spermatogenesis. Zinc as an antioxidant agent, reduces ethanol-induced toxic effects on 
somatic (non-sexual) cells. However, the underling mechanism of effects of ethanol and zink on 
fertility potential especially on testis somatic cells is poorly understood. Accordingly, in the present 
study was aimed to investigate the effects of single and co-administration of ethanol and zinc on 
viability and morphology of cultured sertoli cells.  
Materials & Methods: The mouse sertoli cells were cultured and investigated in four main groups 
including: ethanol (160mM), zinc (8µM), pretreatment and control, in which cells were exposed to 
treatment containing medium for 24 or 48 hours. In pretreatment group, cells were incubated with zinc 
before ethanol exposure and in control group cells were only incubated with free medium without any 
further treatment. The cellular viability was then assessed using MTT method and morphological 
alterations were investigated with invert microscope. 
Results: There was a significant decrease in cell viability and some morphological alterations in 
ethanol group compared to other groups. Cell viability increased in zinc group compared to other 
groups even in the control group. In pretreatment group cell viability significantly decreased in 
comparison to zinc group but increased compared to ethanol group.   
Conclusion: Zinc reduces ethanol-induced effects in decreasing cell viability. Zinc may prevent 
spontaneously- or pathologically-induced apoptosis in germ cells suggesting a probable clinical 
importance and therapeutic effects of zinc on alcoholism and male infertility. 
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