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 چکیده 

هدف:  و  بافت    پیچ   زمینه  به  آسیب  به  منجر  که  گردد  می  محسوب  ارولوژیک  اورژانس  یک  بیضه  خوردگی 

اکسیدانی   آنتی  خاصیت  با  رابطه  در  متعددی  مطالعات  اخیر  های  سال  در  گردد.  می  اباروری  ن و  بیضه 

رت   در  آپوپتوز  میزان  بر  دیاموند  انوذره  ن اثرات  بررسی  هدف  با  حاضر  تحقیق  است.  گرفته  صورت  نانوذرات 

 مبتلا به ایسکمی/ رپرفیوژن بیضه انجام شده است.    های 

ها  روش  و  با سن    48  : مواد  الغ  ب و وزن    20رت  رپرفیوژن    250هفته   / ایسکمی  گرم در دو گروه کنترل  و 

با  گروه  دو  هر  شدند.  مطالعه  وارد  و   بیضه  دوز    کیوتن  در  انودیاموند  مدت    LD50ن شدند.    10به  تیمار  روز 

آزمون   ا  ب ها  سلول  آپوپتوز  و  مانی  زنده  میزان  و  گردیده  خارج  ها  بیضه  فلوسایتومتری    MTTسپس  و 

ندازه گیری شد.    BCL2و    BAXارزیابی گشته و بیان ژن های    ا

ها:  بیان ژن    یافته  افزایش  انودیاموند در گروه کنترل باعث  با ن بیان ژن    BAXتیمار  گردید    BCL2و کاهش 

گروه   بیضه در حالیکه در  رپرفیوژن  عکس داشت   ایسکمی/  اثرات  اثر  نانودیاموند  و  کیوتن  زمانی مصرف  . هم 

انودیاموند را جبران نمود.   (P< 0.05).  سوء ن

گیری  دوز  نتیجه  در  انودیاموند  ن   :LD50    به مبتلا  های  رت  بیضه در  رپرفیوژن  آنتی    ایسکمی/  اثرات 

 کاهش آپوپتوز گردید. اکسیدانی داشته و باعث  

انوذره دیاموند،   کلید واژه ها:   . ، آپوپتوز ایسکمی/ رپرفیوژن   آنتی اکسیدان کیوتن،   ن
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 مقدمه   

مهم   معضلات  از  یکی  می -بهداشتی ناباروری  مختلف محسوب  جوامع  در  زوج    15-10که    شود درمانی  درصد 

قرار می  تاثیر  را تحت  وسا   زوجینی   . دهد ها  از  استفاده  بدون  ر   ی ر ی شگ ی پ   ل ی که  باردا سال    ک ی   در عرض   ی از 

به   خو   ستند ی ن   بارداری قادر  نابارور  م ا زوج  بروز    . ( Khazaie and Nasr Esfahani., 2014) شوند   ی نده 

زوج ناباروری می  مورد  در  اولیه  نازایی  باشد.  ویه  ثان یا  اولیه  نشده تواند  باردار  هرگز  که  دارد  کاربرد  اند  هایی 

می  کار  به  کسانی  برای  ثانویه  نازایی  داشته و  را  باروری  ار  ب یک  حداقل  سابقه  که  اباروری   اند. رود  ن   شیوع 

که    درصد   15حدود   باشد  می   ٪ 30می  نه  مردا عامل  اباروری    . ( Jungwirth et al., 2012) باشد  آن  ن

مختلفی  علل  به   مردانه  توان  می  مردان  اباروری  ن علل  جمله  از  بیضه    دارد.  بافت  نمود  ایسکمی    که اشاره 

به  اکسیژن    منجر  فعال  های  گونه  تولید  شود    (ROS)افزایش  رادیکال های  .  می  از حد  یا بیش  افزایش مزمن و 

آزاد روی عملکرد فیزیولوژیکی سلول ها اثر مخرب داشته و باعث تغییرات غیر قابل بازگشت در ساختمان ماکروملکول های  

به ماکروملکول   ایجاد شده  از جمله آسیب های  توان به شکسته شدن رشته بیولوژیکی می شود.  های موجود در سلول می 

DNA  پراکسیداسیون لیپیدهای غشائ سلولی، صدمه به پروتئین های ناقل در غشا و آسیب آنزیم های داخل سلولی اشاره ،

و  . (Barbieri et al., 2013)کرد   اشباع  غیر  اسیدهای چرب  از  زیادی  مقادیر  داشتن  علت  به  ویژه،  طور  به  اسپرماتوزوآ 

آنزیم پائین  آنتیمحتوای  آسیب های  به  مستعد  سیتوپلاسم،  در  اکسیداتیاکسیدانی  استرس  باشد.  های  می  به   ROSحمله  و 

اسپرم می افزایش نقص در شکل ظاهری  بقا و  باعث کاهش  اسپرم و  لیپیدی غشاء  پراکسیداسیون   De)شود.  اسپرم، سبب 

Lamirande and Gagnon., 1995).   هنگامیکه میزان تولیدROS های سلولی  اکسیدانی باشد، ارگانل  بیش از دفاع آنتی

پروتئینآسیب لیپیدها،  دیدن  آسیب  دلیل  به  را   توجهی  قابل  اکسیداتیو  کربوهیدرات  DNAها،  های  و  و  کرده  دریافت  ها 

، غشاهای داخلی و خارجی میتوکندری ROSی  سطوح بالا .. (Cocuzza et al., 2007)افتدسرانجام مرگ سلول اتفاق می

نماید  شود. این ترکیب کاسپازها را فعال و آپوپتوز را القا میاز میتوکندری می C1را تخریب و سبب رهایی پروتئین سیتوکروم  

تا کنون هیچ درمان     .  (Choudhary et al., 2010)گردد  ها و حالت آزواسپرمی می و سرانجام منجر به کاهش شمار اسپرم

از آسیب ایسکمیک مانند مصرف آنتی اکسیدان ها  ما با برخی مداخلات  رپرفیوژن یافت نشده است، ا-قطعی برای جلوگیری 

ها قادر به مقابله با  در شرایط عادی آنتی اکسیدان .  میزان آسیب دیدگی را کاهش داد  ROSمی توان از طریق کاهش اثرات  

کیوتن   کوآنزیمکنند.      توانند از استرس اکسیداتیو جلوگیریباشند بنابراین میاثرات مضر ناشی از گونه های فعال اکسیژن می

برای حفظ تمامیت غشای سلولی سالم و همچنین عملکرد سلولی به ویژه برای سلول های جدید از  آنتی اکسیدانی است که  

( باعث کاهش استرس SODبا افزایش دو آنزیم کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز )  Q10کوآنزیم    جمله اسپرم مورد نیاز است.

مطالعات نشان می دهد که نانوذرات    هم چنین  .(Lafuente et al., 2013)   گردد.پارامترهای اسپرم میاکسیداتیو و بهبود  

 ,.Elshaari, Faraget al می توانند اثرات آنتی اکسیدانی داشته و باعث کاهش آسیب سلولی شوند ) در غلظت های پایین

2012.) 
 

1C-Cytochrome  
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های  و بیان ژن  نموده بیضه ارزیابی   ایسکمی رپرفیوژن را بر کاهش ضایعات نانودیاموند آنتی اکسیدانی  در مطالعه حاضر، اثرات

 .دخیل در آپوپتوز میتوکندری را بررسی کردیم

 

 

 

 

 

 مواد و روش ها 

حاضر با رعایت توصیه های کمیته اخلاق شامل به   تجربی نخستین گام در هر پژوهش رعایت موازین اخلاقی است. تحقیق

کارگیری حداق حیوانات، وارد نمودن حداقل شوک به حیوانات، رعایت اصول و پرورش حیوانات  و با کسب مجوز اخلاق به کد  

IR.IAU.TNB.REC.1399.024 انجام شد   .    

بهشتی و بخش ملکولی در بیمارستان امام خمینی )ره( مدلینگ حیوانی در دانشکده داروسازی دانشگاه شهید  تحقیق حاضردر  

   .تهران انجام شد

  Sigmaa Aldrich  شرکت  ( را از 3.18نانومتر، چگالی    4، اندازه ذرات:  >٪97بدین منظور ابتدا نانوذرات الماس )خلوص

از شرکت    هم چنینو  آلمان(ساخت کشور) را  آمریک)   Antiagingکیوتن    LD50و دوز   هنمودخریداری    ا (ساخت کشور 

،  0.005بر این اساس، غلظت های    .ها شدغلظتی است که باعث مرگ نیمی از موش  LD50را تعیین نمودیم. دوز  نانوذرات  

 معادل     LD50میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن به موش ها داده شدو در نهایت ، دوز    0.05و    0.04،  0.03،  0.02،  0.01

 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن تعیین شد. 0.02

بالغ    48رای انجام مطالعه کنونی،  ب تقریبی    20رت نر  انی  250-300هفته با وزن  از  ستیتو پاستور تهران خریداری شد.  گرم 

استاندارد   شرایط  تحت  و    12حیوانات  نور  دمای    12ساعت  در  تاریکی  سانتی  25±2ساعت  نسبی  درجه  رطوبت  و  گراد 

ای یکسان و قرار داده شدند. کلیه حیوانات از نسبت یکسان ذرت، گندم و جو تغذیه شدند و تحت شرایط تغذیه  10٪±50٪

 روز در حیوان خانه نگهداری شدند.   10ار گرفتند و برای انجام آزمایشات و سازگاری با محیط دسترسی آزاد به آب قر

گرم  میلی  10ها با کتامین )موش  تقسیم شدند. سپس    سازگاری با محیط حیوانها به دو دسته کیس و کنترل  روز  10  پس از

در گروه    در هر دو گروه برش در ناحیه اسکروتال داده شد.    لیتر( بیهوش شدند. بر میلیگرم  میلی  20لیتر( و زایلازین )در میلی

ساعت و سپس برگشت بیضه   1.5به مدت  و  درجه در خلاف جهت عقربه های ساعت    720    میزانها به  با پیچاندن بیضهکیس  

تورشن  ها   اول  وضعیت  شد,دتورشن    –به  تورشن  انجام  و  شد  انجام  جراحی  صرفا  کنترل  گروه  در  صورت    –.  دتورشن 

الیگوآستنوتراتوزوسپرمی شدید،  .نپذیرفت پاتولوژیک  از تایید  نانو    LD50روز با دوز    10به مدت    دستهرت ها در دو  پس  از 

 موش بود.  6گروه و هر گروه شامل  4هر دسته شامل    .(Hussain M et al., 2010)ذرات تیمار شدند 

 گروه ها عبارت بودند از:  

دریافت کننده  2( گروه کنترل،   1 دریافت کننده کیوتن  ( 3،  نانودیاموند( گروه کنترل  کنترل  دریافت  4گروه  کنترل  گروه   )

نانودیاموند و کیوتن     -( گروه تورشن 7نانودیاموندیافت کننده  دتورشن در  -( گروه تورشن6دتورشن    -گروه تورشن  ( 5کننده 

 دتورشن دریافت کننده نانودیاموند و کیوتن   -( گروه تورشن8دتورشن دریافت کننده کیوتن 

از   دیاموند    10بعد  نانو  با  تیمار  از کتامین  و کیوتن  روز  استفاده  با  را  زایلزین    %10موش ها  در    %2و  نموده، سپس  بیهوش 

اپیدیدیم و بافت بیضه را خارج نمودیم و در شرایط استریل در محیط   شرایط استریل با ایجاد برش در ناحیه تحتانی شکم، 

 . (Mirzaei M et al., 2019) حاوی آنتی بیوتیک از خون و چربی عاری و شستشو داده شد.RPMI-1640 کشت 
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 MTTرنگ آمیزی  ارزیابی زنده مانی با  

میلی لیتر بافر فسفات حل    1دی فنیل تترازولیوم بروماید( )سیگما آلدریچ( در    5و  2)   MTT میلی گرم  5برای این منظور  

میلی گرم از بافت    20تا  10 .میلی گرم بر میلی لیتر تهیه و برای استفاده در یخچال نگهداری شد  5شد و محلول با غلظت  

دور در دقیقه   12000دقیقه در  12درجه سانتیگراد به مدت  4توسط هموژنایزر لیز شد و سپس در دمای  PBS بیضه در بافر

درجه   37ساعت در دمای    2لوله ها سپس به مدت   .به لوله ها اضافه شد MTT میکرولیتر محلول  50سپس   .سانتریفیوژ شد

به هر لوله اضافه شد و به خوبی تکان داده شد   DMSO میکرومتر  500ساعت انکوباسیون،    2از  سانتیگراد انکوبه شدند. پس  

  560 موج ساعت بعد جذب در طول1تایی انتقال و  96های محلول به چاهک  سپس .تا تمام کریستال های فرمازون حل شوند

 Wang H et)گردید  قرائت     Multi plate reader به وسیله 99/1 با کالیبرسیوننانومتر   630و طول موج رفرانسنانومتر 

al., 2019)    

 ارزیابی نکروز و آپوپتوز با فلوسایتومتری 

به   (PI) برای نشان دادن آپوپتوز و رنگ آمیزی همزمان با پروپیدیم یدید Annexin V-FITC در این روش از رنگ آمیزی

بافر اتصال به سلول های تیمار شده اضافه    μl  100 بدین منظور   .شدعنوان نشانگر برای تمایز بین نکروز و آپوپتوز استفاده  

دقیقه در    15و به مدت    μl  5  Annexin V-FITC (Sigma Aldrich)و سانتریفوژ با     PBSنموده پس از شستشو با  

 ( PBS میلی لیتر  100میلی لیتر /  10)      μl10   PI وبه شد. پس از شستشو و سانتریفیوژ مجدد،انک  C°   4تاریکی و دمای  

(( Sigma Aldrich   به رسوب سلولی اضافه شد و فلوسیتومتری با استفاده از فلوسیتومتر Partec GmbH     (Partec 

PA S،آلمان( انجام شد  (Wang H et al., 2019 .) 

 cDNAو سنتز   RNAاستخراج  

بافت بیضه و سنتز    RNAاستخراج   اسخراج   cDNAاز  ایران( و کیت سنتز RNA توسط کیت  تهران،  آزما،  )یکتا تجهیز 

cDNA    )لازم به ذکر است که  طبق دستورالعمل سازنده انجام شد.  )یکتا تجهیز آزما، تهران، ایران RNA    استخراج شده

 سنتز شد.   cDNA  پسس تهتوسط نانودراپ )شرکت آرتین آزما مهر( مورد ارزیابی قرار گرف

 ارزیابی بیان ژن

توالی پرایمر  .(Entezari, M et al, 2019) پرایمرهای لازمه طراحی شدند   Bcl-2 و     Bax هدف  جهت ژن هایابتدا  

ژن   ازپرایمرهای فوق و  با استفاده      Real Time PCR به منظور بررسی تغییرات بیانی ،    .ارائه شده است  1در جدول  

   )شرکت تاکارا ( انجام شد.و با روش سایبرگرین  جهت کنترل داخلی β-Actinساختمانی 

 

 

 Real Time PCRزمان و دماهای بکار گرفته شده در . 1جدول 

 Step (ċ) زمان تعداد سیکلها

1 

 

 

40 

 

Min 15 

 

s 15 
  

s 30    

95 

 

95 

 

60 

Initial Denaturation 

 

Denaturation 
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 . .c.  . (H&E x 200)  . بافت بیضه گروه ایسکمی .Bبافت بیضه گروه کنترل .  A. 1شکل

 

 

 (Entezari, M et al, 2019). توالی پرایمرها 2جدول 

Genes  Sequence [3’-5’] 

Rat-Bax-F  AGGGTGGCTGGGAAGGC 

Rat-Bax-R  TGAGCGAGGCGGTGAGG 

Rat-Bcl-2-F  ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC 

Rat-Bcl-2-R  AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC 

Rat-β-Actin-F  CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT 

Rat-β-Actin-R  CGTCACACTTCATGATGGAATTGA 
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 تحلیل آماری 

افزار از نرم  آنالیز واریانس یک  22نسخه   SPSS داده های بدست آمده  با استفاده  و آزمون توکی با   (ANOVA) طرفهو 

 تجزیه و تحلیل شدند.     >05/0Pسطح معنی دار 

 نتایج 

 ارزیابی زنده مانی  -1

بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق ایسکمی بیضه به طور معنی داری میزان زنده مانی را کاهش داد. تیمار با نانو ذره دیاموند  

. تیمار هم زمان   (p = 0.000 )کاهش اما در گروه ایسکمی بیضه افزایش دادبه طور معنی داری در گروه نرمال زنده مانی را 

بنابراین ملاحظه   رت ها با نانودیاموند و کیوتن در هر دو  گروه آسیب سلولی را جبران نموده باعث افزایش زنده مانی گردید. 

 د. مرگ سلولی را کاهش می ده LD50می گردد که در موارد آسیب سلولی مانند ایسکمی بیضه نانو دیاموند در دوز 

 

 . ارزیابی زنده مانی در دو گروه نرمال و ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با نانو ذره دیاموند و کوآنزیم کیوتن 1نمودار 

 ارزیابی میزان  نکروز و آپوپتوز   -2

دار میزان نکروز  گردید. شواهد حاکی از افزایش معنیجهت ارزیابی میزان  نکروز و آپوپتوز از داده های فلوسایتومتری استفاده 

 (.P<0.001های مبتلا به ایسکمی بیضه بود )در سلول های بیضه رت
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 Q10ها شد. همچنین، کوآنزیم  نانو دیاموند در گروه ایسکمی باعث کاهش و در گروه نرمال باعث افزایش نکروز در این سلول 

دار و قوی در کاهش نکروز سلول های بیضه بعد از فرآیند ایسکمی رپرفیوژن نشان داد. تجویز همزمان نانو دیاموندو  تأثیر معنی

 (.  P<0.001باعث کاهش مرگ سلول های بیضه به علت نکروز در گروه ایسکمی بیضه شد ) Q10کوآنزیم 

افزای کننده  تایید  فلوسایتومتری  از  حاصل  نتایج  ایسکمی همچنین  گروه  در  آپوپتوز  کاهش  و  نرمال  گروه  در  آپوپتوز  ش 

آنتی   با  نانودیاموند  زمان  هم  تیمار  که  گردید  مشخص  زیر  نمودارهای  اساس  بر  بود.  نانودیاموند  با  تیمار  متعاقب  رپرفیوژن 

 اکسیدان کیوتن باعث کاهش آپوپتوز شده است.

 

 

 نرمال بافت بیضهفلوسایتومتری در گروه سلول های  . 2نمودار

 

 

 فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با نانو دیاموند  .3نمودار

 

 فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با آنتی اکسیدان کیوتن  .4نمودار 
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 دیاموند و کیوتنفلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با نانو   . 5نمودار 

 

 فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه  .6نمودار 

 

 تیمار شده با نانو دیاموند رپرفیوژن فلوسایتومتری سلول های ایسکمی بیضه  . 7نمودار 

 

 فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با کیوتن  .8نمودار
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 فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با نانو دیاموند و کیوتن . 9نمودار 

 

 

   BCL2و    BAX  های    ارزیابی بیان ژن  -3

  میزان بیشترین  و   BAX ژن بیان میزان کمترین Q10 کوآنزیم کننده دریافت سالم های رت  گروه تحقیق حاضر نشان داد که 

  . شد   BCL2ژن  و کاهش بیان    BAX  ژن  بیان  افزایش  باعث  دیاموند  ذره  نانو  با  نرمال  های  رت  تیمار   را داشتند  BCL2ژن  بیان

  ذره   نانو  با  ایسکمیک  های  رت  تیمار  .یافتکاهش  BCL2 و بیان ژن  افزایش  BAX  ژن  بیان  بیضه  ایسکمی  متعاقب  چنین  هم

  را BAX   ژن  بیان  داری  معنی  طور  به  گروه  این  در   Q10  کوآنزیم  تجویز.  شد  BCL2 و افزایش  BAX بیان  کاهش  باعث  دیاموند

و    BAX کاهش  به   منجر  داری  معنی  طور  به  دیاموند  نانو  و  کیوتن  کوآنزیم  مصرف  زمانی  هم  .دادرا افزایش  BCL2 و  کاهش

 (. P = 0.0000)   .  در هر دو گروه شد  BCL2 افزایش 

در گروه ایسکمی بیضه و کمترین آن در گروه نرمال دریافت کننده کیوتن  Bax/Bcl-2 هم چنین بیشترین نسبت بیان ژن

ایسکمی رپرفیوژن بیضه و افزایش آن در رت های   هایدر رت  Bax/Bcl-2 منجر به کاهش نسبت بیان بود. تیمار با نانودیاموند 

 .سالم شد

Untreated DIA Q10 Q10+DIA Untreated DIA Q10 Q10+DIA

0

1

2

3

4

5

Bax

m
R

N
A

 f
o

ld
 c

h
a
n

g
e

Healthy Ischemia

✱✱✱✱

****

**** ****

**** **** ****

 
کوآنزیم  و  دیاموندنانو ذرات  تیمار شده با  ایسکمی رپرفیوژن بیضههای سالم و مبتلا به رت در BAXبیان ژن   .10نمودار 
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کوآنزیم  و دیاموند نانو ذرات  تیمار شده با  ایسکمی رپرفیوژن بیضه های سالم و مبتلا بهرت در BCL2بیان ژن  . 11 نمودار

 کیوتن
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بیضه تیمار شده با نانو دیاموند و   ایسکمی رپرفیوژندر رت های سالم و  BAX / BCL2بررسی مقایسه ای نسبت  .12نمودار 

 کوآنزیم کیوتن

 بحث

نتااایج بررساای هااای بدساات آمااده از مطالعااه حاضاار نشااان داد  کااه در بافاات هااای آساایب دیااده م اال بافاات ایسااکمیک 

خاصاایت آنتاای اکساایدانی داشااته، همچنااین هاام زمااانی مصاارف نااانو دیامونااد  بااا آنتاای  LD50در دوز  نانودیامونااد

تواناد توقاف عرضاه خاون باه یاک انادام میاکسیدان کیوتن خاصایت آنتای اکسایدانی ناانو دیاموناد را افازایش مای دهاد. 

. متعاقااب ایسااکمی غلظاات اکساایژن و (Mallick et al., 2004)بااه ساارعت منجاار بااه آساایب و ماارگ ساالولی گااردد 

مااواد متااابولیکی بااه ساارعت در نااواحی ایسااکمیک کاااهش ماای یابااد. کاااهش اکساایژن ساابب اخااتلال در عملکاارد 

میتوکناادری هااا و تولیااد رادیکااال هااای آزاد ماای شااود. از طرفاای برقااراری مجاادد جریااان خااون متعاقااب ایسااکمی ساابب 

هاا و آزاد شادن محتویاات آن هاا و تساریع در تولیاد رادیکاال هاای افزایش تولیاد پرواکسایدانت هاا، آسایب میتوکنادری  

.  کااهش فعالیات و ظرفیات آنازیم هاای آنتای اکسایدانی و افازایش رادیکاال هاای (Cho et al., 2013)آزاد مای شاود 

آزاد منجاار بااه وارد شاادن آساایب جاادی بااه اجاازای تشااکیل دهنااده ساالول هااا نظیاار لیپیاادها، پااروتئین هااا و اساایدهای 

 Al-Maghrebi .(Carden and Granger., 2000)نوکلئیااک شااده و در نهایاات باعااث ماارگ ساالولی ماای شااود 

M  باعااث افاازایش ژن ایسااکمی رپرفیااوژن بیضااهنشااان دادنااد کااه  2010و همکاااران در سااال  BAX و کاااهش ژن 

BCL2  و هم چنین افزایش قطعه قطعه شدنDNA  می گردد (Al-Maghrebi M et al., 2010). 

YG  Gong    نشان دادند که ایسکمی رپرفیوژن بیضه به طور معنی داری میزان آپوپتوز را افزایش   2006و همکاران در سال

 .(Gong YG et al., 2006)می دهد 

در تحقیق حاضر متعاقب ایسکمی رپرفیوژن بیضه زنده مانی به طور معنی داری کاهش و مرگ سلولی افزایش پیدا کرد. هم  

لذا افزایش    را کاهش داد.   BCL-2را افزایش و بیان ژن  BAX چنین ایسکمی رپرفیوژن بیضه به طور معنی داری بیان ژن  

 ر این تحقیق تایید گردید.  د بیضه نکروز و آپوپتوز متعاقب ایسکمی رپرفیوژن
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از جمله عوامل محیطی تاثیر گذار در ناباروری مردان نانو ذرات می باشند. مطالعات متعددی نشان داده اند که نانو ذرات می  

توانند از غشاء سلولی عبور کرده و باعث تخریب سلول گردند. هم چنین نشان داده شده که نانو ذرات با اختلال در عملکرد  

در بررسی   2018و همکارانش در سال    Domínguez GAندری بر میزان آپوپتوز و مرگ سلولی تاثیر گذار می باشند.  میتوک

اس مسیرهای  بر  دیاموند  نانو  در  اثرات  اکسیداتیو  شدن    Daphnia Magnaترس  فعال  باعث  دیاموند  نانو  که  دادند  نشان 

 Domínguez G.A etمسیرهای استرس اکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپیدها می گردد و این اثر وابسته به دوز می باشد

al.,2018).)   

Xia T  در بررسی اثرات سوء نانو پارتیکل ها نشان دادند که نانو پارتیکل ها با تولید بالای  2006و همکارانش در سالROS  ،

بر سیستم آنتی اکسیدانی سلول غلبه کرده و با کاهش عملکرد میتوکندری باعث افزایش استرس اکسیداتیو شده و آپوپتوز را  

بیان نمودند که نانو پارتیکل های   2016و همکارانش در سال  Lavrinenko V (Xia T et al., 2006).افزایش می دهند 

گردند   می  میتوکندری  شدن  واکوئله  باعث  سال    (Lavrinenko V et al., 2016).دیاموند  در  همکارانش  و  قوشچیان 

در هیپوکامپ  موش های صحرایی پرداختند. آن ها نشان    BAXو    BCL2به بررسی اثرات نانو ذرات بر بیان ژن های    2016

شده     Cباعث ناپایداری غشاء میتوکندری و در نتیجه افزایش سیتوکروم    BAXو افزایش    BCL2دادند که نانو ذرات با کاهش  

 (Ghooshchian M et al., 2016).      منجر به افزایش آپوپتوز گشته اندو بدین صورت 

هم چنین    در این مطالعه متعاقب تیمار رت ها با نانو ذرات در گروه نرمال شاهد کاهش چشمگیری در میزان زنده مانی بودیم. 

در راستای مطالعات صورت گرفته  بیانگر افزایش آپوپتوز بود. تحقیق فعلی    BAXو افزایش بیان ژن    BCL2کاهش بیان ژن  

 می باشد.  

این   در  است.  آن ها صورت گرفته  توسط  آپوپتوز  و کاهش  نانو ذرات  اکسیدانی  آنتی  راستای خاصیت  متعددی در  مطالعات 

اثرات آنتی اکسیدانی نانو سلنیوم بر بافت بیضه رت را ارزیابی نموده و نشان    2020و همکاران در سال    Hamida RSراستا  

دادند که نانو سلنیوم اثر آنتی اکسیدانی داشته و باعث افزایش آنزیم های سوپراکسید دیسموتاز، گلوتاتیون پراکسیداز شده،  

 (. (Hamida RS et al., 2020اهش می دهد سطح تستوسترون را بالا برده و مالون دآلدئید را ک

اکساید    2019خمیس و همکاران در سال   نانو ذره زینک  اثرات  با    (ZnO NPs) در بررسی  تیمار شده  بر بیضه رت های 

مالون دآلدئید را افزایش  داکسوروبیسین سطح آنزیم های آنتی اکسیدانی را کاهش و سطح  ، بیان داشتند که  داکسوروبیسین

با ایجاد خاصیت آنتی اکسیدانی اثر    میلی گرم در کیلوگرم وزن بدن   3ر عین حال تیمار با نانو ذره زینک در دوز  می دهد. د

مالون دآلدئید را کاهش می دهد. آن ها نتیجه گرفتند  و سطح    عکس داشته، سطح آنزیم های آنتی اکسیدانی را افزایش داده 

گرم وزن بدن از طریق افزایش فعالیت آنتی اکسیدانی و آندروژنی سمیت  میلی گرم در کیلو  3در دوز     ZnO NPs که تجویز

 .   et al., 2019)  (El-Maddawy  ژنی ناشی از دوکسوروبیسین را بهبود می بخشد

از   2013کمالی و همکاران در سال   نانو ذرات چشمگیرتر  اثرات منفی  بیان داشتند که  نانو ذرات  در بررسی سمیت سلولی 

ها است. ولی به طور کلی صرف نظر از اثرات دوگانه نانو ذرات، عملکرد آن ها تا حدودی مشابه بنظر می رسد.  اثرات م بت آن  

  Kamaliدر جنبه های منفی به عنوان افزاینده و در جنبه های م بت به عنوان کاهنده رادیکال های آزاد عمل می کنند )

M et al., 2013فعال فرآیندی  آپوپتوز  که  جا  آن  از  تراکم    (.  ها،  آنزیم  فعالیت  نظیر  اعمالی  و  است  انرژی  به  وابسته  و 

کروماتین و تشکیل وزیکول های آپوپتوتیک کاملا تنظیم شده و نیازمند صرف انرژی است لذا انتظار می رود در طی فرآیند  

نرژی درون سلولی،  درون سلولی مشاهده نگردد. محققین عنوان می کنند که میزان ا  ATPآپوپتوز کاهش شدید در میزان  

آپوپتوز گرچه میزان   باشد. به طوری که در  تعیین کننده نوع مرگ سلولی می  لیکن    ATPعامل مهم و  و  یابد  کاهش می 

انرژی مورد نیاز فرآیندهایی که فعالانه در طی آن رخ می دهد کماکان در سلول موجود است و در صورتی که کاهش شدید  

 (. Sans  A et al., 2006روز را نشان خواهد داد )انرژی صورت گیرد، سلول علائم نک
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از آن جا  در مطالعه حاضر ملاحظه گردید که تیمار با نانو ذرات در گروه ایسکمی بیضه باعث بهبود آسیب های سلولی شدند.  

سترس ایجاد که سلول های گروه نرمال استرسی نداشته و سطح انرژی نرمالی دارند احتمال می رود که تیمار با نانو ذرات ا

نموده و باعث افت شدید انرژی درونی شده و میزان مرگ سلولی را افزایش داده اما در گروه ایسکمی بیضه فرآیند ایسکمی 

استرسی شدید برای سلول محسوب می شود و متعاقب فرآیند نکروز افت شدید سطح انرژی در این گروه اتفاق افتاده و تیمار  

ه سطح انرژی درونی شده و لذا نانو ذرات در این گروه خاصیت آنتی اکسیدانی نشان داده، منجر با نانو ذرات باعث کاهش آهست

از طرفی ملاحظه گردید که تیمار با نانو ذرات    به کاهش آسیب سلولی و هدایت مرگ سلولی از نکروز به سمت آپوپتوز شدند.

 ، کاهش آپوپتوز و افزایش زنده مانی در این گروه گشت.  BCL2متعاقب ایسکمی رپرفیوژن بیضه منجر به افزایش بیان ژن 

 آنتی  ترکیبات  از  استفاده   نابارور،  بیماران  در  اکسیدانتیآنتی  هایمکمل  و  داروها  با   باروری  و  تولیدم ل  سیستم  حفظنظر به  

مشخص کرد که   2کوکران   ریاخ  یبررس  رسد.   می   نظر  به   منطقی   کاملا  امری  بیماران  این  در  کیوتن  کوآنزیم   مانند   اکسیدانی

دارند.   یدار  یمعن  شیافزا  یباردار  زانیتولد زنده و م  زانیدر م  یکنند از نظر آمار  یها استفاده م  دان یاکس  یکه از آنت  یمردان

تول  یکسان  یبرا تحت  کمک  دیکه  دارند  یم ل  آنت،  قرار  از  افزا  دانیاکس  یاستفاده  باعث  حاملگ   شانس  ش یها  شد.    ینرخ 

داد    شتریب  قاتیتحق آنت  ریتأثنشان  مد  دانیاکس  یمکمل  نابارور  یپزشک  تی ریدر  درمان  اس  یو  لازم  )مردان  -Moraت 

., 2013Esteves C et al .) 

 و   آپوپتوز  ژن  بیان  بر  کیوتن  کوآنزیم  تاثیر  صحرایی  های  موش   به  بوسولفان  تزریق  از  پس  2020  سال  در  همکاران  و  شهروز

 بوسولفان،  با   شده   درمان  هایموش  سرم  در  که  داد  نشان  تحقیق  این  از  حاصل  نتایج   نمودند.   ارزیابی  را  اکسیداتیو  استرس

  صورت   به  را  اکسیداتیو  استرس  توانست Q10 کوآنزیم  کننده  دریافت   گروه   و  تهیاف  افزایش  روز  35  طی  در  اکسیداتیو  استرس

  که  دادند  نشان  و  نموده  گیری  اندازه  را  3  کاسپاز  و  BCL2 ,BAX  های  ژن  بیان  محققین  از  گروه   این  .دهد  کاهش   داریمعنی

  و   داده  افزایش  را  /BCL2 BAX  نسبت  و  داده   کاهش   را  BCL2  ژن  بیان   و   افزایش  را  3  کاسپاز  و   BAX  ژن  بیان  بوسولفان

 خود  تحقیقات  ضمن  محققین  گردید.   آپوپتوز  کاهش   باعث  و   داشته  عکس  اثر  کیوتن  کوآنزیم  اما   شد   آپوپتوز  افزایش  به  منجر

  به   منجر  و   داده   کاهش   را  بوسولفان  از  ناشی   سلولی   های  آسیب  کیوتن  کوآنزیم   با  بوسولفان  مصرف  زمانی   هم   که   دادند   نشان

   ).(Shahrooz R et al., 2020 گردد  می آپوپتوز کاهش

Khadragy -EL Manal  ثیر تجویز کوآنزیمتا  بررسی   در  2020  سال  در  همکاران  وQ10    ناشی از استات بر آسیب بیضه

 منجر   BCL2  ژن  افزایش  و  3  کاسپاز  و  BAX  های  ژن  کاهش  با  Q10تجویز کوآنزیم    که  دادند  نشان  سرب در موش صحرایی

 چنین  هم   و   شده   بیضه  وزن  افزایش  باعث   کیوتن  کوآنزیم   با   تیمار  که  دادند  نشان   چنین  هم  ها   آن  گردد.   می   آپوپتوز  کاهش   به

 (. al., et khadragy -EL Manal 2020) دهد.  می  افزایش را اکسیدانی  آنتی های  آنزیم سطح

  BAXرپرفیوژن بیضه منجر به کاهش ژن    –در تحقیق حاضر تیمار رت ها با کوآنزیم کیوتن در هر دو گروه نرمال و ایسکمی  

هم چنین کاربرد    و بالطبع کاهش آپوپتوز شد. لذا تحقیق حاضر هم سو با مطالعات انجام شده می باشد.   BCL2و افزایش ژن  

الماس به طور معنی داری اثرات سمی نانو ذرات را کاهش داده به طور معنی داری    همزمان کوآنزیم کیوتن همراه با نانو ذرات

افزون    توجه به افزایش روزبا    را افزایش داده و منجر به کاهش آپوپتوز گردید.   BCL2را کاهش و بیان ژن    BAXبیان ژن  

های آزاد و حساسیت بیش از حد سلول های اسپرم نسبت به  در تولید و افزایش رادیکال  آن هانقش    و  استفاده از نانو ذرات

در دوزهای معینی  رود که نانو ذرات  اسپرم، احتمال می  یاکسیدانهای فعال اکسیژن و کاهش سطح آنتیاثرات پاتولوژیک گونه 

، لذا  هش کیفیت و توانایی بارورسازی اسپرم گردندسبب اثرات پاتولوژیک و استرس اکسیداتیو در مایع سمینال و در پی آن کا

ذرات نانو  از  ناشی  سلولی  های  آسیب  کاهش  گردد جهت  می  اکسیدان  توصیه  انتی  تا    Q10  از  گردد  بهبود  استفاده  سبب 

آن جا که    .سیب دیده شویمآمسیرهای   ایجاد  از  انسانها  بهداشت  را روی سلامت و  فراوانی  تاثیرات  زندگی صنعتی  تغییرات 

 
2Cochrane  
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بهبود   جهتتوصیه می گردد که در گروه بیماران نابارور  سیستم های باروریو با توجه به نقش دوگانه نانو ذرات در  کرده است

هم چنین سنتز سبز نانو ذرات در این زمینه می تواند م مر ثمر    از آنتی اکسیدان ها استفاده گردد.   سیب دیده آمسیرهای  

 باشد. 
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Abstract 

Background and Aim: Testicular torsion is a urological emergency that leads to testicular 

tissue damage and infertility. In recent years, several studies have been conducted on the 

antioxidant properties of nanoparticles. The aim of this study was to investigate the effects of 

Diamond nanoparticles on the  apoptosis in rats with testicular ischemia / reperfusion. 

Methods: 48 adult rats aged 20 weeks and weighing 250 g in the control and ischemia / 

testicular reperfusion groups were included in the study. Both groups were treated with q10 

and nanodiamond at a dose of LD50 for 10 days. Then the testes were removed and the 

survival and apoptosis of the cells were assessed by MTT and flowcytometry and the 

expression of BAX and BCL2 genes was measured. 

Results: Treatment with nanodiamond in the control group increased the expression of BAX 

gene and decreased the expression of BCL2 gene, while in the ischemia / reperfusion group it 

had the opposite effect. Simultaneous use of Q10 and nanodiamond compensated for the 

adverse effects of nanodiamond (P <0.05). 

Conclusion: Nanodiamond at LD50 dose in rats with testicular ischemia / reperfusion had 

antioxidant effects and reduced apoptosis . 

Keywords: Diamond nanoparticles, antioxidant, ischemia / reperfusion, apoptosis. 

 

 

 جداول: 

 

 

 Real Time PCRزمان و دماهای بکار گرفته شده در . 1جدول 

 Step (ċ) زمان تعداد سیکلها

1 

 

 

40 

 

 

Min 15 

 

s 15 
  

s 30    

95 

 

95 

 

60 

Initial Denaturation 

 

Denaturation 

 

Annealing 

 

 

 

 

 (Entezari, M et al, 2019). توالی پرایمرها 2جدول 
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Genes  Sequence [3’-5’] 

Rat-Bax-F  AGGGTGGCTGGGAAGGC 

Rat-Bax-R  TGAGCGAGGCGGTGAGG 

Rat-Bcl-2-F  ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC 

Rat-Bcl-2-R  AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC 

Rat-β-Actin-F  CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT 

Rat-β-Actin-R  CGTCACACTTCATGATGGAATTGA 

 

 

 

 

 

 تصاویر: 

 

 

 

 

 . .c.  .(H&E x 200). بافت بیضه گروه ایسکمی   .B. بافت بیضه گروه کنترل A. 1شکل
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 نمودارها:

 

 . ارزیابی زنده مانی در دو گروه نرمال و ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با نانو ذره دیاموند و کوآنزیم کیوتن 1نمودار 
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 های نرمال بافت بیضهفلوسایتومتری در گروه سلول  . 2نمودار

 

 

 فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با نانو دیاموند . 3نمودار 

 

 فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با آنتی اکسیدان کیوتن . 4نمودار 

 

 دیاموند و کیوتن  فلوسایتومتری در سلول های نرمال بافت بیضه تیمار شده با نانو.  5نمودار 
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 فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه . 6نمودار 

 

 تیمار شده با نانو دیاموند رپرفیوژن فلوسایتومتری سلول های ایسکمی بیضه .  7نمودار 

 

 فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با کیوتن . 8نمودار

 

 فلوسایتومتری در سلول های ایسکمی رپرفیوژن بیضه تیمار شده با نانو دیاموند و کیوتن.  9نمودار 
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کوآنزیم  و  دیاموندنانو ذرات  تیمار شده با  ایسکمی رپرفیوژن بیضههای سالم و مبتلا به رت در BAXبیان ژن   .10نمودار 

 کیوتن

 
کوآنزیم  و دیاموند نانو ذرات  تیمار شده با  ایسکمی رپرفیوژن بیضه های سالم و مبتلا بهرت در BCL2. بیان ژن  11 نمودار

 کیوتن
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بیضه تیمار شده با نانو دیاموند و   ایسکمی رپرفیوژندر رت های سالم و  BAX / BCL2بررسی مقایسه ای نسبت . 12نمودار 

 کوآنزیم کیوتن
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