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 مقدمه.  1

  به   توسعه رو درحال یافته و  میزان باروري انسان در کشورهاي توسعه 
 ) است  آسیب 1کاهش  همچنین  به ).  و  ساختاري  خوردن  هم هاي 

به  اسپرم  معنی تحرك  ( طور  است  یافته  افزایش  از  2داري  یکی   .(
هاي  ملاحظه ناباروري، مربوط به آلاینده هاي بزرگ افزایش قابل نگرانی 

بر    زیستی و از جمله آنها سموم ارگانوفسفره است که تأثیر بسیار منفی 
از  اندام  ارگانوفسفره گروهی هتروژن  دارند. سموم  بدن  هاي مختلف 

شوند و داراي  ترکیبات هستند که همگی از اسید فسفریک مشتق می 
باشند. این زنجیره  دو زنجیره جانبی آلی و یک زنجیره جانبی اضافه می 

گروه می  حاوي  فسفات،  تواند  هالید،  تیوسیانات،  سیانید،  نظیر  هایی 

 1398/ 19/11تاریخ دریافت:  
 1399/ 05/03تاریخ پذیرش: 

 ها:کلیدواژه
اسپر  زنجیره 2کت  واکنش  اي  ، 

 مراز، اسپرم، موش پلی 

 چکیده
 

ها رود. اغلب پس از ورود به بافتاتفون، هورمونی اسـت که براي تسـریع روند رشـد گیاهی به کار می:  زمینه و هدف
تگاه تولیدمثلی و کاهش   بب ایجاد اختلال در دسـ پرم میسـ ی  قدرت باروري در اسـ ر با هدف بررسـ ود. مطالعه حاضـ شـ

 .در اسپرم انجام گرفت 2تأثیر اتفون بر پارامترهاي مورفولوژیکی جنین و جایابی پروتئین کت اسپر
  هاي طور کاملاً تصادفی به گروهبه  NMRIنر و ماده نژاد    سر موش سوري   78  تجربی،  مطالعه  این  در  :هامواد و روش 

گروه    همچنین  و  mg/kg  480و    240،  120آزمایشی اتفون را با دوزهاي    هايگروه .  شدند  تقسیم  آزمایشی  و  کنترل
نئوستیگمین داروي  مثبت  کردند)  mg/kg  1 /0(  کنترل  تیمار،  پس.  دریافت  روش    از  به  و  شدند  بیهوش  حیوانات 

مهرهجابه گردنیجایی  سپسآسان   هاي  گردیدند.  براي   از   اسپرم  هاينمونه  کشی  اپیدیدیم  و    PCR  ارزیابی  دم 
 . گراد نگهداري شدنددرجه سانتی  -70و تا زمان بررسی در دماي    اخذ شدند ایمونوهیستوشیمیایی

مانی، تعداد زاد و شـدگی، قابلیت زندهنتایج حاصـل از پارامترهاي مورفولوژیکی نشـان داد که میزان درصـد هچ :هایافته
هاي آزمایشــی نســبت به گروه کنترل، کاهش داشــت. همچنین کاهشــی در بیان ژن کت هولد و طول جنین در گرو

پر خص کرد که در گروه  2اسـ پرم مشـ یمیایی اسـ توشـ د. نتایج ایمونوهیسـ بت به گروه کنترل دیده شـ ی نسـ هاي آزمایشـ
ــپرمکان ــه با گروه کنترل در گروه 2هایی براي جایابی پروتئین کت اسـ ــی در مقایسـ ــد هاي آزمایشـ ــاهده نشـ مشـ

)05 /0p<   .(. 
شود. همچنین با هاي ظاهري جنین میهاي آزاد باعث کاهش ویژگیهورمون اتفون با تولید رادیکال  :گیرينتیجه

 . گرددجایابی پروتئین در اسپرم سبب اختلال در قدرت باروري و تولیدمثل میو عدم   2کاهش بیان ژن کت اسپر
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 3، شمارة 28دورة ، 1400مرداد و شهریور دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

 ) باشد  کربوکسیلات  یا  تیوفنوکسی  ارگانوفسفره 3- 7فنوکسی،  ها  ). 
به  که  هستند  استراز  کولین  مهارکننده  شیمیایی  عمده  عوامل  طور 

کش و همچنین در کشاورزي براي تسریع روند رسیدن  عنوان حشره به 
می میوه  استفاده  اتفون ها  هورمون  و    1شوند.  است  ارگانوفسفره  یک 

هندوانه)   و  انگور  فرنگی،  (گوجه  مختلف  غذایی  مواد  در  آن  حضور 
). مصرف محصولات آلوده به اتفون توسط  8،  7گزارش شده است ( 

می  درازمدت  در  آسیب انسان  افزایش  باعث  با  تواند  ارتباط  در  هایی 
تفون از  ). با توجه به تأثیرات سلولی و مولکولی ا 7،  6سلامت آن باشد ( 

پذیري  سلولی و پایداري و زیست هاي درون جمله تأثیر بر غلظت یون 
سلولی، تأثیرات بالقوه اتفون در دوزهاي مختلف بر دستگاه تولیدمثلی  

است که    ی کننده رشد گیاهی مهم تنظیم   2اتیلن بررسی شده است.  
کند. این  تنظیم می   یندهاي فیزیولوژیکی و نمو گیاهان را ا بسیاري از فر 

محدودیت دارد. اتفون    ، شکل است و کاربرد آن در مزرعه گازي   ، هورمون 
را در مزرعه   اتیلن  اتیلن، کاربرد تجاري  آزادکننده  ترکیبات  و دیگر 

یک  ن کلرواتیل فسفو   - 2اتفون با نام علمی  ).  10،  9(   سازند ممکن می 
صورت محلول  کشف شد و به   1960و نام تجاري اترل در دهه    3اسید 

). ثابت شده است که اتفون  10، 6(   شود اهان پاشیده می آبی روي گی 
،  pHپایین، پایدار است ولیکن با افزایش مقدار  pHهایی با  در محلول 

). مکانیسم اتفون  8،  5شود ( هاي فسفات و کلر تجزیه می به اتیلن و یون 
به این صورت است که ابتدا اثرات نوروتوکسین دارد و سپس از طریق  

کننده از  عنوان ماده فسفریلاسیون یت سمّی و به غلظت اتفون، خاص 
ویژه در پلاسماي برخی از حیوانات  استراز به کولین فعالیت آنزیم استیل 

می  ممانعت  انسان،  و  نتیجه  مثل رت، موش سوري، سگ  در  کند؛ 
دوز   با  اتفون  سمّیت  تأثیر  که  کردند    150و    100،  50مشاهده 

هاي سفید کوچک  ه و کبد موش هاي کلی گرم بر کیلوگرم بر بافت میلی 
آزمایشگاهی نسبت به مالئیک هیدرازید بیشتر است. در دوزهاي بالاتر  

شود و در نتیجه بیان کردند  هم باعث ایجاد گلومرولونفریت در کلیه می 
هاي کبد و کلیه آسیب  توانند بر بافت روندهاي رشد گیاه می که پیش 
ته، کاهشی در میزان  ). براساس مطالعات صورت گرف 10،  9برسانند ( 

گلبول سلول  شمارش  جمله  از  خونی  و  هاي  هموگلوبین  قرمز،  هاي 
بیلی   افزایش میزان  باعث  هماتوکریت گزارش شده است. همچنین 

شود؛ به عبارتی استفاده از هورمون اتفون در  روبین، اوره و کراتینین می 
شود. در نتیجه  موش سوري باعث سرکوب سیستم ایمنی در بدن می 

هاي  تواند از اثرات سوء اتفون در بافت ان دادند که چاي سبز می نش 
کند.   اعمال  را  اثرات محافظتی خود  و  بدن جلوگیري کند  مختلف 

به  سبز  چاي  مصرف  آنتی بنابراین  یک  و  عنوان  مؤثر  قوي  اکسیدان 
بیان    4). در بافت بیضه، ژنی به نام ژن کت اسپر دو 11باشد ( کارآمد می 

آمیز پستانداران نقش اساسی دارد.  شود که این ژن در لقاح موفقیت می 
 

1 Ethephon Hormon   
2 Ethylene   

را در بیضه یافتند که شامل نوع    2محققان چهار نوع از ژن کت اسپر 
شناسایی کردند    2001را محققان در سال    1باشد. نوع  می   4و    3،  2،  1

 ) دارد  نقش  اسپرم  تحرك  کنترل  در  کانال  .  ) 12که  همچنین یک 
کند که محصول آن تنها در قسمت اصلی  ا در اسپرم کد می کلسیمی ر 

دم اسپرم مستقر است و نیز جریان ورودي کلسیم به داخل اسپرم را  
فعال براي  براي ایجاد یک حالت بیش   2کند. کت اسپر نوع  کنترل می 

باشد.  تحرك اسپرم ضروري است و این تحرك نیز لازمه لقاح موفق می 
نوع  پروتئین  غیرمستقیم    4و    3هاي  ایمونوفلورسنت  از  استفاده  با 

اند که در ناحیه آکروزومی سر اسپرم قرار دارند و ممکن  مشخص شده 
است در واکنش آکروزومی نقش داشته باشند. لازم به توضیح است که  

اسپر  کت  ژن  بیان  مورد  از  اختلاف   2در  برخی  که  دارد  وجود  نظر 
بلوغ جنسی پدیدار    پژوهشگران گزارش کردند بیان این ژن پیش از 

شود این در حالی است که برخی از پژوهشگران نیز گزارش کردند  می 
هاي یک روزه، یک هفته و دو هفته (پیش  در موش   2بیان ژن کت اسپر 

). براساس مطالعات پیشین  14،  13شود ( از بلوغ جنسی) بیان نمی 
باعث تغییرات   اتفون  از هورمون  ثابت شده است که استفاده مزمن 

است.  ان  شده  رت  در  اسپرم  شمارش  و  تحرك  پارامترهاي  بر  دکی 
همچنین در راستاي مطالعه قبلی گزارش شده است که هورمون اتفون  

آمیزي شده توسط  هاي رنگ اسپرم   DNAگونه تغییراتی بر انسجام  هیچ
تأثیر   بررسی  با  مطالعه حاضر  بنابراین  است.  نداشته  اورنج  آکریدین 

ها، بیان ژن و  هاي مورفولوژیکی جنین گی اتفون بر خصوصیات و ویژ 
در اسپرم موش سوري صورت    2همچنین جایابی پروتئین کت اسپر 

 .  پذیرفت 

 ها مواد و روش .  2

)  NMRIسر موش سوري نر و ماده بالغ (نژاد    78در این مطالعه  
حیوانات   پرورش  و  نگهداري  محل  از  حیوانات  شدند.  آزمایش 

دا  دامپزشکی  دانشکده  در  آزمایشگاهی  و  تهیه  ارومیه  نشگاه 
به مدت  قفس  پروپیلن  از جنس  و    35هایی  نگهداري شدند  روز 

به  آب  و  (پلت)  استاندارد  و  مخصوص  اختیار  غذاي  در  آزاد  طور 
کنترل  (   1هاي موردمطالعه شامل: گروه  حیوانات قرار داده شد. گروه 

عنوان شاهد در نظر گرفته شدند و  حیوانات در این گروه به  ) منفی 
حیوانات در این    ) کنترل شم (   2اي دریافت نکردند. گروه  چ ماده هی 

به  روزانه  را  فیزیولوژي  صورت خوراکی دریافت کردند.  گروه سرم 
گرم به  میلی   120(دوز پایین) حیوانات در این گروه روزانه    3گروه  

صورت خوراکی  ازاي هر کیلوگرم از وزن بدن هورمون اتفون را به 
(دوز متوسط) حیوانات در این گروه روزانه    4دریافت کردند. گروه  

گرم به ازاي هر کیلوگرم از وزن بدن هورمون اتفون را  میلی   240

3 2-Chloroethyl Phosphonic Acid   
4 CatSper 2 Gene 



 ...پارامترهاي مورفولوژیکیو  2بررسی بیان ژن کت اسپر 
 

381 

 3، شمارة 28، دورة  1400مرداد و شهریور دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،    

(دوز بالا) حیوانات در این    5صورت خوراکی دریافت کردند. گروه  به 
گرم به ازاي هر کیلوگرم از وزن بدن هورمون  میلی   480گروه روزانه  
  ) کنترل مثبت (   6دند. گروه  صورت خوراکی دریافت کر اتفون را به 

با دوز     0/ 1حیوانات در این گروه داروي نئوستیگمین بروماید را 
به میلی  را  بدن  وزن  از  کیلوگرم  هر  ازاي  به  خوراکی  گرم  صورت 

کشی  ). پس از اتمام دوره تیمار، ابتدا وزن 16،  15اند ( دریافت کرده 
و زایلازین    گرم بر کیلوگرم) میلی   40و سپس با استفاده از کتامین ( 

جابه میلی   5(  طریق  از  کیلوگرم)  بر  مهره گرم  گردنی  جایی  هاي 
با استفاده    2ها براي ارزیابی ژن کت اسپر کشی شدند و اسپرم آسان 

اسپر PCR از   کت  پروتئین  جایابی  براي  رنگ   2و  آمیزي  از 
اخلاق   کد  با  حاضر  تحقیق  شد.  استفاده  ایمونوهیستوشیمیایی 

 ) انجام پذیرفت. AEC -UU -IR- 3/ 1105(آد/ 

 مواد شیمیایی 
تجاري     اتفون  در    48هورمون  واقع  سازنده  شرکت  از  درصد 

نئوستیگمین   داروي  همچنین  شد.  خریداري  ترکیه  استانبول 
درصد به شکل پودر از شرکت سیگما    98بروماید با درصد خلوص  

 )Sigma-Aldrich, CAS Number: 114-80-7 (   .تهیه شد 

 مولکولی  - مطالعات ژنی 
هاي اطلاعاتی و براي طراحی  ها از بانکبراي استخراج توالی ژن

نرم از  اختصاصی  پرایمرهاي  جفت  سنتز  افزارهاي  و 
بیوانفورماتیک استفاده شد. بدین منظور از محلول ترایزول براي  

ها استفاده گردید و سپس بقیه مراحل مطابق  لیز کردن سلول 
 ).17انجام شد ( Sambrookبا متد 

 )PCRمراز (اي پلیواکنش زنجیره آنالیز 
نتایج حاصل از جذب نوري به دقت ثبت شد و به کمک آنها 

ها، هاي اسپرم محاسبه شد. میانگین دادهمانی سلول میزان زنده 
ها توسط  اي دادهانحراف از میانگین و نمودارهاي ستونی مقایسه

افزار  محاسبه شدند. همچنین از نرم  22نسخه    SPSSافزار  نرم
Image J   براي پردازش و تحلیل باندهاي ژل مربوط   5/1نسخه

 استفاده شد.  PCRبه محصولات 

 وضعیت ظاهري جنین
وسیله  صورت ماکروسکوپی و به ها بهوضعیت مورفولوژیکی جنین 

 استرئومیکروسکوپ انجام گرفت.  

 آمیزي ایمونوهیستوشیمیرنگ
رنگبه ارزیابی  ابتمنظور  ایمونوهیستوشیمی،  دا  آمیزي 

مدت   به  اسپرم  از   20اسمیر  بعد  و  فیکس  متانول  با  دقیقه 

 
1 Retrival 

توسط بافر سیترات انجام  1، عمل بازیافتPBSشستشو با بافر  
دقیقه در آب    20ها به مدت  شد. پس از شستشوي مجدد، نمونه

درصد    10ها با سرم  درصد قرار گرفت. سپس نمونه   3اکسیژنه  
بادي پلی کلونال کت اسپر،  بادي اولیه (آنتی بز و در ادامه با آنتی 

درجه   4محصول شرکت سانتا کروز) به مدت یک شب در دماي  
انکوبه شد. سپس آنتیگراسانتی   horse-radish( بادي ثانویه  د 

peroxidaseanti-anti goat(    ها قرار ساعت روي نمونه  2به مدت
در دماي اتاق انکوبه شد.   2DABگرفت و با محلول سوبستراي  

نمونه نهایت  آبدر  شفاف ها  و  با  گیري  و  شدند  سازي 
ب کل  در  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  نوري  راي  میکروسکوپ 

استفاده شد   منفی  کنترل  گروه  از  ایمونوهیستوشیمی  ارزیابی 
)13.( 

 آنالیز آماري 
گروهداده بین  در  نرمها  توسط  موردمطالعه     SPSSافزارهاي 

طرفه و به دنبال آن تست  ، آزمون آنالیز واریانس یک22نسخه  
داده شدند.  مقایسه  بنفرونی  میانگین  تعقیبی  براساس   ±ها 

بی (انحراف معیار  نظر  ) معنی>05/0pان شدند و سطح  دار در 
 . گرفته شد

 . یافته ها 3

 . نتایج وضعیت جنین و مطالعات مورفولوژي در حیوان زنده  1.3

 شدگی جنین . درصد هچ 1.1.3
  100ها در گروه کنترل منفی و کنترل شم  شدگی جنین درصد هچ

گروه   همچنین  و  مثبت  کنترل  گروه  در  که  حالی  در  بود.  درصد 
کننده دوز متوسط و بالا  درصد، گروه دریافت   66/ 7آزمایشی دوز پایین  

به   33/ 6 می درصد  چنین  فوق  نتایج  به  توجه  با  آمد.  توان  دست 
گیري کرد که بیشترین زاد و ولد در گروه کنترل منفی و کنترل  نتیجه 

کننده دوز  هاي دریافت شم بود در حالی که کمترین زاد و ولد در گروه 
 ). 1الاي اتفون ثبت شد (جدول  متوسط و ب 

 متولد شده   . تعداد جنین 2.1.3
ها  نتایج حاصل از مورفولوژي جنین نشان داد که تعداد جنین

عدد، در    12طور متوسط در گروه کنترل منفی و کنترل شم  به
  8عدد، در گروه دوز متوسط    10کننده دوز پایین  گروه دریافت

ین در گروه کنترل مثبت  عدد و همچن 7عدد، در گروه دوز بالا 
بین    11 داد  نشان  آماري  آنالیز  شد.  ثبت  و  مشاهده  عدد 

دریافتگروه گروه  هاي  با  مقایسه  در  بالا  و  متوسط  کننده دوز 
). بنابراین  >05/0pداري وجود دارد (کنترل منفی اختلاف معنی

2 Diaminobenzidine Substrate 
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جنینچنین می تعداد  که  گفت  این  توان  در  شده  متولد  هاي 
ته به دوز بود و کمترین میزان زاد و ولد در  مطالعه کاملاً وابس

 ). 1بیشترین دوز مصرفی اتفون دیده شد (جدول

 مانی جنین . درصد زنده 3.1.3
ارزیابی درصد زنده  ها نشان داد که کاهشی  مانی جنین نتایج 

زنده  درصد  میزان  گروه در  در  جنین  دریافت مانی  کننده  هاي 
گر  با  مقایسه  در  مثبت  کنترل  و  بالا  منفی  دوز  کنترل  وه 

 ) شد  هیچ>0p/ 05مشاهده  که  حالی  در  اختلاف  ).  گونه 
بین گروه معنی  و متوسط  هاي دریافت داري  پایین  کننده دوز 

درصد   میزان  نداشت.  وجود  منفی  کنترل  گروه  به  نسبت 
شدت تحت  مانی جنین کاملاً در حالت وابسته به دوز به زنده 

 ). 1تأثیر اثرات سمّی اتفون قرار گرفت (جدول  

 . وزن جنین 4.1.3
جنین  وزن  گروه میانگین  بین  داد  نشان  شده  متولد  هاي  هاي 

کننده  داري وجود ندارد. فقط در گروه دریافت مختلف اختلاف معنی 
دوز بالاي اتفون و کنترل مثبت در مقایسه با گروه کنترل منفی کاهش  

 ). 2، الف و جدول 1) (تصویر >0p/ 05داشتند ( 

 . طول جنین 5.1.3
  - گیري طول جنین از روش طول سري در این تحقیق براي اندازه   

سري   1نشیمنگاهی  به   2اي پاشنه   - و  نتایج  شد.  آمده  دست استفاده 
هاي آزمایشی و گروه  داري در بین گروه نشان داد که اختلاف معنی 

کنترل منفی از نظر طول جنین وجود نداشت. کاهش اندکی در میزان  
کننده دوز بالاي اتفون نسبت به گروه  فت طول جنین در گروه دریا 

 ). 2کنترل منفی مشاهده شد (جدول  

 مقایسه میانگین اثرات دوزهاي مختلف هورمون اتفون بر میزان هچ، تعداد و قابلیت زنده مانی جنین   . 1  جدول 

 
 1گروه  

 (کنترل  منفی) 
 2گروه  

 (کنترل  شم) 
 3گروه  

 (دوز پایین) 
 4گروه  

 (دوز متوسط) 
 5گروه  

 (دوز بالا) 
 6گروه  

 (کنترل  مثبت) 

 66/ 7 33/ 6 33/ 6 66/ 7 100 100 میزان هچ شدگی جنین (درصد) 

 11 7 8 10 12 12 میانگین تعداد جنین (عدد) 

 8/ 69 صفر  90 100 100 100 قابلیت زنده مانی جنین (درصد) 
 . اند مدونّ شده   Mean±SDها بر اساس  باشد. داده هاي مورد مطالعه می دار بین گروه حروف متفاوت در هر ردیف نشان دهنده وجود اختلاف معنی * 

 
 هاي مورد مطالعه ها در گروه مشاهده وضعیت مورفولوژیکی جنین .  1شکل  

 : مقایسه میانگین اثرات دوزهاي مختلف هورمون اتفون بر وزن جنین، طول جنین و مورفولوژي جنین  2جدول 

 
 1گروه  

 (کنترل  منفی) 
 2گروه  

 (کنترل  شم) 
 3گروه  

 (دوز پایین) 
 4گروه  

 (دوز متوسط) 
 5گروه  

 (دوز بالا) 
 6گروه  

 (کنترل  مثبت) 
 a65 /1 a61 /1 a65 /1 a53 /1 b47 /1 c39 /1 وزن جنین (گرم) 

 میانگین طول جنین  
 (سانتی متر) 

a18 /2 a17 /2 a48 /2 a27 /2 b73 /1 b,c33 /1 

سالم و بدون   سالم و بدون ناهنجاري  مورفولوژي جنین 
 ناهنجاري 

سالم و بدون  
 ناهنجاري 

سالم و بدون  
 ناهنجاري 

تراتوژن، ناقص الخلقه  
 زایی و کرانیوپاگوس 

تراتوژنی و ناقص  
 الخلقه زایی 

 اند. مدونّ شده   Mean±SDها بر اساس  باشد. داده هاي مورد مطالعه می دار بین گروه حروف متفاوت در هر ردیف نشان دهنده وجود اختلاف معنی * 

 
1 Crown-Rump Length (CRL)   2 Crown-Heel Length (CHL) 
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 . مورفولوژي جنین 6.1.3
هاي کنترل منفی، کنترل شم، دوز  ها در گروه در بررسی حاضر جنین 

متوسط از نظر مورفولوژي کاملاً سالم و بدون ناهنجاري متولد  پایین و  
ها از ناحیه دست و پا  کننده دوز بالا جنین شدند. تنها در گروه دریافت 

به    1الخلقه ناقص  سري  پس  قسمت  از  جنین  دو  همچنین  و  بودند 
ناهنجاري کرانیوپاگوس  بودند و یک  ایجاد کرده    2همدیگر چسبیده 

صورت  هاي گروه دوز بالا به بودند. شایان ذکر است که تمامی جنین 
حالت  همچنین  شدند.  متولد  گروه  مرده  در  تراتوژنی  مختلف  هاي 

به  مثبت  ما کنترل  مشاهده شد. علایم  تراتوژنی  وضوح  کروسکوپیک 
صورت نقص در رشد ارگانوژنز دیده شد و تنها دو جنین از گروه دوز  به 

دست  به  نسبت  پاها  رشد  شدند.  متولد  کامل  ارگانوژنز  با  ها  بالا 
و  یافته تکامل  حیاتی  علایم  داراي  جنین  عدد  یک  فقط  و  بود  تر 
 ). 2هاي تنفسی بود. (جدول نشانه 

 . بیان ژن  2.3
کننده اتفون در  هاي دریافت بین گروه   2ژن کت اسپر   کاهشی در بیان 

مقایسه با گروه کنترل منفی دیده شد. در مطالعه حاضر، هیچ اختلاف  
بین گروه معنی  دریافت داري  متوسط وجود  هاي  و  پایین  کننده دوز 

نداشت. همچنین کاهش نسبی بین گروه کنترل مثبت نسبت به گروه  

، ب). در بررسی حاضر  2د (تصویر کنترل شم و کنترل منفی مشاهده ش 
عنوان یک ژن کنترل  نتایج نشان داد که میزان بیان ژن بتا اکتین به 

ها دیده نشد.  داري بین گروه گونه اختلاف معنی دار داخلی هیچخانه 
کننده بیشترین دوز اتفون  فقط یک کاهش نسبی بین گروه دریافت 

 الف). ،  2نسبت به گروه کنترل منفی وجود داشت (تصویر  

 . ایمونوهیستوشیمی 3.3
در    2گونه واکنش رنگی نسبت به ایمونوهیستوشیمیایی کت اسپر هیچ

، الف). زیرا در  3گروه کنترل منفی و کنترل شم مشاهده نشد (تصویر  
هاي کنترل منفی و کنترل شم در مرحله انکوبه کردن، به جاي  نمونه 

همچنین واکنش    صدم مولار استفاده شد. یک   PBSآنتی بادي اولیه از  
کننده دوز  هاي دریافت در گروه   2رنگی ایمونوهیستوشیمیایی کت اسپر 

، ج). در ضمن  3پایین، متوسط و بالاي اتفون اثرگذار نبود (تصویر  
آمیزي ایمونوهیستوشیمیایی فقط در گروه کنترل مثبت غالباً در  رنگ 

  ، ب). همچنین در 3ناحیه آکروزومی سر اسپرم جایابی شد (تصویر  
بادي اولیه،  آمیزي بدون آنتی رنگ در رنگ اي گروه نبود رسوب قهوه 

باشد. در حالی  بادي اولیه می دهنده اختصاصی بودن واکنش آنتی نشان 
گروه  در  قهوه که  رسوب  نبود  آزمایشی،  اثرات  اي هاي  بر  دال  رنگ 

 توکسیک هورمون اتفون مرتبط است. 

 
 (تصویر ب) در اسپرم موش سوري   2اکتین (تصویر الف) و باندهاي ژن کت اسپر    – باندهاي بتا   .  2شکل  

 هاي مختلف آزمایشی نسبت به بتا اکتین در گروه   2مقایسه میانگین بیان ژن کتسپر   . 3جدول  
 1گروه   

 کنترل  منفی 
 2گروه  

 کنترل  شم 
 3گروه  

 (دوز پایین) 
 4گروه  

 (دوز متوسط) 
 5گروه  

 وز بالا) (د 
 6گروه  

 (کنترل  مثبت) 
 a01 /0 ±72 /1 a22 /0 ±49 /1 b02 /0 ±83 /0 b01 /0 ±78 /0 c04 /0 ±47 /0 d12 /0 ±12 /1 2کت اسپر  

 a06 /0 ±07 /1 a03 /0 ±94 /0 a01 /0 ±90 /0 a01 /0 ±85 /0 b01 /0 ±79 /0 a03 /0 ±87 /0 اکتین   - بتا  
 اند. مدونّ شده   Mean±SDها بر اساس  باشد. داده هاي مورد مطالعه می دار بین گروه حروف متفاوت در هر ردیف نشان دهنده وجود اختلاف معنی * 

 
 رنگ آمیزي ایمونوهیستوشیمیایی اسپرم موش سوري .   3شکل  

 
1 Teratogenicity   2 Craniopagus   
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 هاي مختلف آزمایشی نسبت به بتا اکتین در گروه   2مقایسه میانگین بیان ژن کتسپر .  3جدول  
 1گروه   

 کنترل  منفی 
 2گروه  

 کنترل  شم 
 3گروه  

 پایین) (دوز  
 4گروه  

 (دوز متوسط) 
 5گروه  

 (دوز بالا) 
 6گروه  

 (کنترل  مثبت) 
 a01 /0 ±72 /1 a22 /0 ±49 /1 b02 /0 ±83 /0 b01 /0 ±78 /0 c04 /0 ±47 /0 d12 /0 ±12 /1 2کت اسپر  

 a06 /0 ±07 /1 a03 /0 ±94 /0 a01 /0 ±90 /0 a01 /0 ±85 /0 b01 /0 ±79 /0 a03 /0 ±87 /0 اکتین   - بتا  
 اند. مدونّ شده   Mean±SDها بر اساس  باشد. داده هاي مورد مطالعه می دار بین گروه دهنده وجود اختلاف معنی حروف متفاوت در هر ردیف نشان  * 

 
 گیريبحث و نتیجه . 4

باشد که  ترین سموم شیمیایی می سموم ارگانوفسفره، یکی از مهم 
قسمت  و  در  کشاورزي  جمله  از  مختلف  به هاي  عنوان  همچنین 

ترین این سموم، سم  ). یکی از مهم 3- 5رود ( کش به کار می حشره 
اتفون است که در امور کشاورزي براي بهبود در تسریع روند رشد  

عنوان هورمون  ). ماهیت اتفون به 16،  6شود ( گیاهی استفاده می 
ها،  ). اتفون پس از ورود به داخل بافت 16،  8رشد اثبات شده است ( 

طر  می از  سلولی  داخل  انفعالات  و  فعل  بري  فعالیت  یق  تواند 
گونه  تولید  در  ارگانل  این  کند.  مختل  را  فعال  میتوکندري  هاي 

هاي آزاد تولید  اي برخوردار است. رادیکال اکسیژن از اهمیت ویژه 
شده در اثر سموم ارگانوفسفره گزارش شده است. همچنین در این  

هاي مختلف  رف اتفون در بافت هاي آزاد متعاقب مص راستا رادیکال 
شوند. براساس مطالعات قبلی نشان داده شده است  بدن تولید می 
سیستم   بافت می   ROSکه  طبیعی  عملکرد  از  جمله  تواند  از  ها 

شود که تولید  دستگاه تناسلی جلوگیري کند. این سیستم باعث می 
ها کاهش پیدا کند  در داخل سلول   ATPو ذخیره انرژي به شکل  

خصوص براي تحرك  ها به به هر حال براي ادامه فعالیت بافت   ). 17( 
میانی سلول ضروري می   ATPاسپرم وجود   قطعه  در  هاي  باشد. 

اسپرم وجود    ATPهاي فراوانی براي تأمین  اسپرمی، میتوکندري 
بررسی  کرده دارد.  انجام شده مشخص  به  هاي  قادر  اتفون  که  اند 
باشد. در مطالعه  تاژنیک می هاي مختلف تراتوژنیک و مو ایجاد حالت 

اند که برخی  ها نشان داده هاي مورفولوژیکی جنین حاضر، ویژگی 
ناحیه پس  از جمله وجود چسبندگی  تراتوژنیکی؛  به  علائم  سري 

جنین  در  کرانیوپاگوس  ناهنجاري  شده  عبارتی  متولد  تازه  هاي 
ها  نشیمنگاهی جنین   - مشاهده شد. به علاوه، کاهش طول سري 

م  گروه  کاهش  صرف در  این  شد.  آشکار  اتفون  بالاي  دوز  کننده 
احتمالاً به دلیل ایجاد استرس اکسیداتیو مرتبط باشد. با توجه به  
اثرات توکسیک اتفون در شرایط لقاح داخل آزمایشگاهی، تا کنون  

مطالعه هیچ آبستن  گونه  موش  بر  اتفون  تأثیرات  زمینه  در  اي 
ي مورفولوژیکی جنین چنین  پرداخته نشده است. از نتایج پارامترها 

شدگی  کننده اتفون میزان هچهاي دریافت توان گفت که در گروه می 
طور کلی مورفولوژي آن در  جنین، تعداد جنین، طول جنین و به 

سو با مطالعه  اند. هم مقایسه با گروه کنترل کاهش نسبی نشان داده 

اصیت  ) بیان داشتند که اتفون با خ 2011حاضر، رائوف و همکاران ( 
جفتی در دوران آبستنی    - زایی و توانایی عبور از سد خونی سمّیت 

تواند تأثیرات سوئی همانند تراتوژنیک، موتاژنیک  موش سوري می 
و همچنین تغییرات پارامترهاي بیوشیمیایی بر جنین داشته باشد  

اند که این تأثیرات سوء بر جنین احتمالاً  ). همچنین اظهار داشته 8( 
هاي آزاد سمّی مرتبط بوده است. براساس  ید رادیکال در نتیجه تول 

مطالعات صورت گرفته گزارش شده است که سموم ارگانوفسفره  
شوند. با این  هاي مختلف بدن می باعث کاهش بیان ژن در بافت 

حال در بررسی حاضر نیز مشخص شد که کاهشی در میزان بیان  
سپرم، توانایی  در اسپرم وجود دارد و به دنبال آن ا   2ژن کت اسپر 

دهد و در نتیجه سبب کاهش قدرت  یابی خود را از دست می ظرفیت 
رود این کاهش محسوس در  ). احتمال می 13،  8گردد ( باروري می 

هاي سمّی و برخی اختلالات در ساختارهاي  اثر آزاد شدن رادیکال 
هم  شوند.  پدیدار  نجفی  کروموزومی  و  بابازاده  بررسی  این  با  سو 

بیان  2007(  آسیب  )  میزان  در  افزایشی  که  و    DNAداشتند 
هاي اسپرمی و همچنین کاهشی در میزان قابلیت  ومیر سلول مرگ 
مانی اسپرم متعاقب مصرف سم کلرپیریفوس در شرایط لقاح  زنده 

 ). 18داخل آزمایشگاهی مشاهده شده است ( 
در اسپرم را در    2همچنین اتفون توانست بیان ژن کت اسپر   
نسبت به گروه کنترل کاهش دهد. این کاهش    هاي آزمایشی گروه 
باشد. در همین راستا  دهنده کمرنگ شدن قدرت باروري می نشان 

می  اسپر احتمال  کت  پروتئین  نشدن  جایابی  اسپرم    2رود  در 
اختلالات  گروه  به  مربوط  کنترل،  گروه  به  نسبت  آزمایشی  هاي 

گیري  ه هاي آزاد باشد. ولی براي نتیج کروموزومی و سمیّت رادیکال 
دقیق و قطعی، نیاز به مطالعات کمیّ و کیفی بیشتري در این زمینه  

شود در صورت امکان از مصرف این  باشد؛ از این رو پیشنهاد می می 
هورمون در کشاورزي اجتناب گردد یا حداقل طبق دستورالعمل  

 شرکت سازنده و با رعایت انتخاب دوز مناسب اقدام کنند. 

 تشکر و قدردانی 
نامه  پژوهش حاضر بخشی از رساله دکتراي تخصصی با ثبت پایان 

قرار    3/پد/ 1128به شماره   در دانشکده دامپزشکی مورد موافقت 
 . گرفته است 
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Evaluation of CatSper 2 gene expression and embryonic morphological 
parameters in mice exposed to ethephon 
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Abstract 
Introduction: Ethephon is a hormone used to accelerate the plant growth 
regulator processing. Mostly, after entering to the tissues, causing 
disturbance in reproductive system and subsequently decreased sperm 
fertility potential. The aim of this study was to investigate the effect of 
ethephon on embryonic morphological parameters and CatSper 2 protein 
localization in sperm. 
Materials and Methods: In this experimental study, 78 males and 
females (NMRI Strain) mice randomly divided into experimental and 
control groups. The experimental groups received ethephon at doses of 
120, 240 and 480 mg/kg as well as the positive-control group received 
neostigmine (0.1 mg/kg). After treatment, the animals were sacrificed 
and euthanized. Sperm samples were collected from cauda epididymis 
for qRT-PCR and immunohistochemically evaluation and stored at -70 ° 
C until examination. 
Results: The results of morphological parameters showed that hatching 
percentage, viability, number and length of fetuses in experimental 
groups were lower than control group. There was also a decrease in the 
expression of CatSper 2 gene in the experimental groups compared to 
the control group. Sperm immunohistochemical results indicated that 
there was no localization for the CatSper 2 protein in the experimental 
groups versus the ones (p<0.05). 
Conclusion: Ethephon by producing free radicals causes decreased 
embryonic morphological features. It also impairs fertility and 
reproduction by decreasing the expression of CatSper 2 gene and lack of 
protein localization in sperm. 
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