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Abstract 

Objective 

The use of herbal medicines is even more common in East. Besides, more than half of all spinal 

cord injuries happen in individuals aged 15 to 30, most of whom are males (80 percent). Following 

spinal cord injuries, male fertility especially sperm parameters such as sperm movement 

decreases. Male fertility depends on different parameters, such as sperm count, motility, viability 

and epididymal sperm reserves as well as expression levels of cation channel sperm-associated 

protein 1, 2 (CATSPER1, 2). Additionally, Blepharis.persica seed extract traditionally used to 

promote male infertility. The purpose of the present study was to measure the effect of 

Blepharis.persica aqueous extract on some semen parameters and gene expression in male rats 

after SCI. 
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Materials and methods 

This experimental study was performed on 30 male Wistar rats which divided into 5 groups: one 

control, and four experimental groups. SCI rats orally treated with plant extract (100, 200 and 

300mg Kg-1) daily for 15 days. Body weights, morphological features of testes (diameters of the 

seminiferous tubules), sperm parameters (motility, viability and epididymal sperm reserves) and 

CATSPER1, 2 gene expressions were assayed at 30th and 60th days and compared with control 

and SCI groups. The data were analyzed using SPSS software by one‐way ANOVA test and 

through Tukey's test (P<0.05) was considered statistically significant. 

 

Results 

The results of the present study demonstrated that the sperm viability, diameters of the 

seminiferous tubules increased significantly (4.89%) at 300 mg Kg-1 of Blepharis.persica 

aqueous extract. Expression levels of CATSPER1, 2 genes were significantly increased in 

experimental groups (P<0.05).  

 

Conclusions 

These results indicated that Blepharis.persica seed extract can improve the recovery of male 

fertility. This study could provide insights into consumption of plant extract in treatment of male 

infertility with SCI. 
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 چکيده 

 ساله 15-30 جوانان نخاعی ضایعه با افراد از ٪62 یباًعلاوه، تقردر آسیای یرقی معمول است. به یاهیگ یاستفاده از داروها هدف:

 یهایاخص یژهمردان به و یقدرت بارور ی،نخاع هایآسیب دنبال به. دهندمی تشکیک را گروه این از ٪80 حدود مردان که هستند

 یرماندن و ذخااز جمله تعداد استتکرم، تحر ، زنده یمختلف یمردان به پارامترها ی. باروریابدمیاستتکرم مانند حرکت استتکرم کاه  

بستتتگی دارد.  (CATSPER 1, 2) 2، 1استتکرم  یدر غشتتا یونی ینیپروتئ یهاژن کانال یانب یتانم ینو همچن یدیدیماستتکرم اپ

سنت ین،علاوه بر ا سنبک به طور  ستفاده م یب بود مشکلات نابارور یبرا یاز عصاره دانه خار ضر یودیمردان ا . هدف از مطالعه حا
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صاره آب یاخص یسنج  اثر ع سنبک بر  سکرم و ب یهاخار س ییصحرا یهادر موش CATSPERژن  یانا  ینخاع یبنر پس از آ

 بود.

انجام ید.  یشیآزما گروه یامک کنترل و چ ار گروه 5در  یستارو ییسر موش صحرا 30 یرو یمطالعه تجرب ینا ها:مواد و روش

در  گرمیلیم 300 و 200، 100با عصتتاره خارستتنبک ) یروز به صتتورت خوراک 15بعد از ضتتایعه نخاعی، به مدت  یحیوان یهاگروه

های اسکرم )یامک تحر ، زنده ماندن ساز(، یاخصتحت تیمار قرار گرفتند. وزن بدن، مورفولوژی بیضه )قطر لوله اسکرم (یلوگرمک

گروه ضتتایعه تخاعی  و با گروه کنترل و یریگاندازه 60و  30 یدر روزها CATSPER 1, 2ژن  یان( و بیدیدیماستتکرم اپ یرو ذخا

سهمقا ستفاده از نرمید. داده ی  (P<0.05)داری سطح معنی تعقیبی توکی در ونو آزم طرفهیک، آنالیت واریانس SPSSافتار  ها با ا

 یدند. یکو تحل یهتجت

 300ستتکرم با مصتترف ستتاز کاه ، ضتتخامت اپیتلیوم بیضتته و تحر  امطالعه نشتتان داد میتان قطر لوله استتکرم یننتایج ا نتایج:

که  ییهادر گروه CATSPER 1, 2ژن  یان. سطح بیابدیم ی داری افتاخارسنبک به طور معنی یعصاره آب یلوگرمدر ک گرمیلیم

 .(P<0.05) افتای  یافتداری به صورت معنی ینخاع یعهگروه ضا با یسهبا عصاره خار سنبک بودند در مقا یمارتحت ت

عینی در مورد  ین ب یکمطالعه  ینوثر بایتتتد. ادر جنس نر م یدر درمان نابارور تواندیعصتتتاره دانه خارستتتنبک م گيري:نتيجه

 دهد.ارائه می ینخاع یبپس از آس یخارسنبک در درمان نابارور یاهمصرف عصاره گ

 نر موش صحراییخارسنبک، باروری، بیان ژن، : هاکليدواژه
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( بر Blepharis.persicaعصاره خارسنبک ) یخوراکتاثیر مصرف ( 1400پور علی )اهید، رنجبر م دی، یفیعیعسکری ن استناد:

-1(، 2)13 ،مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. پس از ضایعه نخاعی ییصحرا یهاهای اسکرم در موشو یاخص CATSPERژن  یانب

20. 

 

 

Publisher: Faculty of Agriculture and Technology Institute of Plant 

Production, Shahid Bahonar University of Kerman-Iranian 

Biotechnology Society. 

© the authors 

 

 

  



 1400و همکاران، عسکري 

5 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 مقدمه

تر توسط افراد و حت( پذیرش راCao et al. 2018تر )دسترسی آسان استفاده از گیاهان دارویی به دلیک عوارض جانبی کمتر،

ستفاده از ای دارد و در سالبودن، سابقه دیرینهصرفهبهمقرون ستفاده از داروهای ییمیایی و داروهای گیاهی همهای اخیر ا زمان با ا

 (. Bellampalli et al. 2019است. )تن ایی به منظور کاه  اثرات جانبی داروهای ییمیایی مدنظر قرار گرفتهیا به

ها در بیوتیکای آنتیجعلاوه، استتتفاده از فیتوبیوتیک ها و گیاهان دارویی به عنوان محر  ریتتد طبیعی ضتتد میکروبی به به

های ضتتتدمیکروبی و های خاص، فعالیتتغذیه حیوانات قطعاً فواید زیادی برای ب بود پارامترهای عملکردی، ستتترکوی بیماری

 .Masoudzadeh et alهای گواریتتی و ب بود عملکردهای کبدی دارد )اکستتیدانی، اثرات هیکوکلستتترولمیک، تقویت آنتیمآنتی

شان داد2020 سایر حیوانات باعث افتایناه(. محققان ن ضریب د که افتودن این گیاهان به رژیم غذایی طیور و  صرف خورا ،    م

د گیاهان دارویی با توجه به خواص ارزیمندر این پژوه ،  (.Masoudzadeh et al. 2020یود )تبدیک غذا و عملکرد لایه می

لات باروری استفاده انتخای ید که در طب سنتی برای ب بود اختلا Blepharis persicaبومی ایران، گیاه خارسنبک با نام علمی 

 . (Aghaabbasi et al. 2018)یود می

ید می 100دارای  Blepharisجنس  سیری ر سیری و نیمه گرم ست که در مناطق گرم سنبک از  .کندگونه گیاهی ا گیاه خار

نام علمی  Blepharisجنس  به این گیاه،  (Gutterman 1972)یتتتود یتتتناخته می Blepharis persicaبا  گونه مشتتتا

Blepharis. edulis ست که در بیابان ید میا سنبک  . گیاه (Pande and Pathak 2009) کندهای خاورمیانه و آفریقا ر خار

 Ruellia و Blepharis edulis  ، Ruellia ciliarisهای علمی مشتتاب ی استتت که کمتر کاربرد دارند و به نامدارای استتم

persica  یناخته صر و ایران دیده میدهنیت  ستان، م ستان، عرب ستان، پاک ست. در مناطق گرم و خشک هندو یود. در ایران در یا

توان آلانتوان، کاتچول، تانن، روید. از ترکیبات یتتیمیایی این گیاه میجنوی کرمان، فارس، بندرعباس، ستتیستتتان و بلوچستتتان می

ساله و کوتاه قد، دارای برگساپونین و گلوکت را نام برد. گیاهی چ ضی  هایند سولی ایکک بی شه آن به عنوان و میوه کک ست. از ری

ستفاده  ستریتی موثر آن در بندآوردن خون و برگ یودمیمدر ا ست و اطلاعات . تحقیقات زیادی بر روی این گیاه انجاا شده ا م ن

سی فتای او  در هند از دانه آن به عنوان مدر.  (Khare 2007)کمی از خواص و فواید دارویی این گیاه وجود دارد دهنده قوای جن

ستفاده می ستان برای عفونت د یود.ا ستفاده می ستگاهاز پودر گیاه در هندو سلی ا تواکسین به عنوان متابولیت یود. گلوکوزید بنتنا

 (.Harraz 1996) جداسازی یده است  blepharis edulisاکسیدان از بذر گیاهثانویه و آنتی

هایی کته تحتت از جمله دستتگاهیود، ضایعه نخاعی است. م مترین مشکلاتی که سبب ایجاد ناباروری می سوی دیگر، از از

تأثیر ضایعه نخاعی قرار می تد مشکک ناباروری و یا کاه  باروری را در افراد جوان ایجاد دستگاه تولیدمثک است که می گیرد،ت توان

بتتته نخاب بتتتر اثتتتر تصتتتادفات،  آسیبست، همراه بتتتا عواقتتتب متعدد که م مترین عوامک ایجاد آن نماید. ضایعه نخاعی آسیبی ا

 62بایتد. حتدود هتتای دژنراتیتتو نخاب و اعمال جراحتی نادرستت متیاصتابت تیتر، تومتتور، اختتتلالات متتادرزادی بیماری

درصد از  80ستال هستتند کته جتنس مذکر حتدود 30تا ستن کمتر از برند، جوانانی بدرصداز افرادی که از ضایعه نخاعی رنج می
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تی تکیک م تتلا را تش تروه مب تدگ تأثیر کوتاه و یا درازمدت (Kafetsoulis et al. 2006) ده ته ت . اخیراً تحقیقات وسیعی در زمین

انتتات آزمایشتتگاهی انجام یده استتتت های دوره استتکرماتوژنت در حیوضایعه نخاعی بر پتانسیک باروری استکرم و دیگتر ستلول

(2017Sinha et al. در .)هفتته( بعد از  20) هفته( و درازمتدت 2میتتتتان اسکرماتوژنت در کوتاه مدت ) محققانراستتتتا، ایتتتن

اختتتتلالات نشتتتان داده است کتتته . (Hirsch et al. 1999ایجاد ضایعه نخاعی در موش صحرایی بتتتالر را بررستتتی کردنتتتد )

 میتتتان تغییرات در اسکرماتوژنتو مشخص یده است که  مدت بعد از ضایعه نخاعی نیت وجود دارداستکرماتوژنت حتتی در دوره کوتاه

تالر  تی  از هم در ضایعه نخاعی بعد از در موش صحرایی ب ت تدت )ب ت ته( 4درازم ت تاهو هم در هفت ته( کوت تس از دو هفت تدت )پ م

تتان هورمونافتد اگاتفاق می ترم موش صحرایی ر چه می تی در س تای جنس تی یک ماه ب بود میبعد از ه یابد ضایعه نخاعی در ط

تکرماتوژنت در موش صحرایی  تتان اس ته و می تاه  می بعد از آسیبولی دوره اسکرماتوژنت تحلیک رفت یابد. این نتایج نشان نخاعی ک

 (. Huang et al. 1998) یودتت اسکرماتوژنت میدهد که ضایعه نخاعی موجب تحلیک قابتک برگشمی

و میتان بیان ژن ای خانواده  دارنتد اثردوره استکرماتوژنت  دیگر، فاکتورهتای غیرهورمتونی در تتأثیر ضایعه نخاعی بتراز سوی

یوند و حضور یان میب کند. این ژن ا تن ا در بیضهکنند، تغییر میکه کانال ای کلسیمی را در اسکرم کد می CATSPER 1-4ژنی 

 (. .2003Quill et alباید )آن ا برای تحر  و قدرت باروری اسکرم ضروری می

ر هورمتتتونی در مراحتتتک متتتتمن ضایعه نخاعی در حضتتتور عملکرد طبیعی محو در موش صحرایی، تحلیتتتک استتتکرماتوژنت

توفیت تی-هیک ته نیت رخ م مونی ممکن است ه می یود که مکانیسم ای غیرهور(. بنابراین، حدس زد(Von et al. 2018دهد بیض

 (. Khalili et al. 2003در پسرفت اسکرماتوژنت دخالتت دایتته بایتند )

ته مرتبط های عصبی مطالعات دیگر نشان داده است که قطع ریته با بیضه در روند پسرفت اسکرماتوژنت نق  دارد و چ ار هفت

(. Chow et al. 2000بود ) هتای موش صحرایی گتروه یتم خواهدکمتتر از بیضته درصد 25بعتد از قطتع عصب، وزن بیضه ها 

سی 80علاوه، در اواخر دهه به سممیلادی مطالعات و برر ین نمود که مکانی ترین های مولکولی در زمره م مهای به عمک آمده رو

 Mohammadabadiها( هستند )تنظیم ژن ، رونویسی، ترجمه و حتی نحوهDNAفرایندهای ژنتیکی )مشتمک بر همانندسازی 

and Tohidinejad 2017سلول دارای تعداد زیادی ژن می ید که هیچ(. ماده ژنتیکی یک  یوند زمان بیان نمیگاه به طور همبا

 Tohidi nezhadنمایند )و در یک زمان خاص فقط تعداد کمی از آن ا بیان یتده و پروتئین یا آنتیم مورد نیاز ستلول را تولید می

et al. 2015ید می صورت عدم نیاز به فرآورده ژن، آن ژن کند کنترل می(. نیاز به بیان ژن توسط محیطی که در آن ر یود و در 

 E.coli(. ستتاز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری Mohammadabadi 2020به صتتورت خاموش و غیرفعال باقی خواهد ماند )

ید ) شف  سبتاً باهای یوکاریوتی تحت کنترل موقت و چندبعدی می. بیان ژن(Ahsani et al. 2019aک ید. تن ا یک مجموعه ن

ستگی دارد )یود و نیت بیان ژنها بیان میکوچک از تمام ژنوم در هر یک از انواب بافت  Mohammadabadiها به مرحله نمو ب

et al. 2018ها برای هر بافت اختصتت(. بنابراین، بیان ژن در یوکاریوت( اصتتی استتتAhsani et al. 2019b همچنین مقدار .)
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سایر بافت صولات ژن که در همان بافت و نیت در  صول را میمح سبب تنظیم بیان آن ژن هایی که آن مح یده  ساخته  سازند، 

ساسی مطالعه ژنMohammadabadi 2021یود )می عه های مرتبط با صفات اقتصادی و مطالها و پروتئین(. یکی از اقدامات ا

 (. لذا، هدف از مطالعه حاضر سنج  اثر عصاره آبیJafari Darehdor et al. 2016آن ا در سطح سلولی یا کروموزومی است )

 بود. (SCI) های صحرایی نر پس از آسیب نخاعیدر موش CATSPERهای اسکرم و بیان ژن بر برخی یاخص خارسنبک

 

 مواد و روش ها

منطقه ک نوج با طول  ارسنبک از مناطق جنوبی و گرمسیر استان کرمان در فصک ب ار ازگیاه ختهيه گياه و عصاره گياهی: 

سطح دریا  27عرض جغرافیایی  درجه، 57جغرافیایی  یمتر جمع 508درجه و ارتفاب از  سط گیاه  ید. گیاه در آوری و تو ناس تایید 

 ند. ری در دمایی اتاق نگ داری یدگیسایه و دمای محیط خشک ید و بذرهای گیاه جدا یدند و تا زمان عصاره

سونيک براي تهيه عصاره آبی:  سونیکروش فراصوت یا الترا صوت )الترا ستفاده برای ت یه عصاره آبی روش فرا ( ا

دقیقه  30لیتر آی مقطر حک و به مدت میلی 300گرم از بذر به کمک دستگاه آسیای کاملاً پودر ید. پودر حاصک در  40ابتدا  گردید.

یرکت  200ای با فرکانس ثاتیه 10دقیقه یک توقف  و هر دو سونیک  ستگاه اولترا مریکا قرار آساخت  Hielschorکیلو هرتت، در د

برای جداسازی ، عدبحدود دو ساعت  .ال نگ داری یدچعصاره صاف و در یخ 1گرفت. در مرحله بعدی، با کمک کاغذ صافی واتمن

ستگاه روتاری در دمای  سازی کامک حلال  45حلال ازد ید. در ن ایت برای جدا ستفاده  سانتیگراد ا ز عصاره در داخک اون به ادرجه 

یده در آمد  45ساعت در دمایی  48مدت  شک و پودر  صورت خ صاره آبی ب ید. ع سانتیگراد قرار داده  ستفاده در  ودرجه  تا زمان ا

 نگ داری ید.نتیگراد درجه سا -20دمای 

 3ا سن تقریبی بگرم،  250±30حدود وزنی  با ویستار نژاد راس موش صحرایی نر 30 از تحقیق این در: هاي حيوانیگروه

مان انجام آزمای  حیوانات ماه استفاده ید که از بخ  حیوانات دانشکده پتیکی، دانشگاه علوم پتیکی کرمان خریداری یدند. تا ز

 درجه سانتیگراد نگ داری یدند.  24تا  22استاندارد روزانه و درجه حرارت در یرایط نوری 

سط  ضدعفونی نمودن محک، یک برش در خط و شت و  ییدن موهای ناحیه پ یجاد گردید، اپس از بی وش نمودن حیوان و ترا

ضایعه نخاعی با انداختن وزنه ده گرمی از T9عضلات و تیغه م ره  سکس مدل کوفتگی  ید،  یته  متر بر روی میلی 25ب ارتفا بردا

تاب ایجاد گردید پس از ایجاد ضایعه عضلات و پوست بخیه  T10قطعه  ت تا دو د، تخلیه مثانه روزانه دوبینخت ت ار انجام وحیوانات ت

 متتاه متتورد بررستتی قتترار گرفتنتتد. 

ضایعه نخاعی )گروه سی عبارت بودند از: گروه کنترل بدون ایجاد  ضایعه نخاعی )(1های مورد برر های تیمار ( و گروه2، گروه 

 200، 100روز )دو هفته بعد از ایجاد ضایعه نخاعی( روزانه به مقدار  15( که به مدت 3با عصاره گیاهی بعد از ایجاد ضایعه نخاعی )
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سنبک از طریق دهان، میلی 300و  صاره آبی گیاه خار صورت گاواژ،گرم بر کیلوگرم وزن بدن ع روز دریافت کردند. در  یک بار در به 

 گیری انجام ید.نمونه 60و  30روزهای 

شکده دامکتیکی، دا IR.UK.VETMED.REC.1400.003این مطالعه با کد اخلاق  شگاه به تصویب کمیته اخلاق دان ن

 د.یی ید باهنر کرمان و با رعایت اصول اخلاقی مورد تایید کمیته نظارت بر حیوانات آزمایشگاهی انجام 

)یتترکت  TMplus-RNXهای بافت بیضتته حیوانات، با استتتفاده از محلول از نمونه RNAاستتتخراج : RNAاستتخرا  

ز ژل آگارز یک درصد سنجی و الکتروفوربه منظور تعیین کمیت و کیفیت آن، از طیف RNAپس از استخراج انجام ید.  سیناکلون(

ید. میتان جذی  ستفاده  سککتروفتومتر در طول موج RNAا ستگاه ا ستفاده از د ید که برای نانومت 280و  260 یهابا ا سنجیده  ر 

اکن  واستتتفاده گردید  cDNAکُک برای ستتاخت  RNAاز  µg1استتت. در مرحله بعد  8/1-2این نستتبت  RNAنمونه خالص 

میک ژنو DNAت که، برای حذف مطابق دستتتورالعمک کیت یتترکت یکتا تج یتآزما انجام یتتد. به این صتتور cDNAستتاخت 

به  DEPCحاوی  ریخته یتتتد و با آی RNaseدرون لوله عاری از  DNaseIمیکرولیتر بافر  DNaseI ،1میکرولیتر  1احتمالی، 

س برای غیر فعال یتتدن درجه ستتانتیگراد قرار گرفتند. ستتک 37دقیقه در دمای  30مدت ها بهمیکرولیتر رستتانده یتتد. لوله 10حجم 

DNaseI ،1  میکرولیترEDTA ند. درجه سانتیگراد قرار گرفت 65دقیقه در دمای  10ها به مدت اضافه و نمونه 

ضافه و در دمای  2ها پس از آن، به هر کدام از لوله صادفی ا س 65میکروگرم پرایمر هگتامر ت  5انتیگراد انکوبه و پس از درجه 

 به صورت زیر انجام ید: cDNAواکن  ساخت  سکسدقیقه سریعا به یخ منتقک یدند. 

  M-MuLV RTمیکرولیتر بافر همراه آنتیم  4 -

 ( dNTPمولار نوکلئوتیدها )میلی 10میکرولیتر مخلوط  2 -

 واحدM-MuLV RT (200 )میکرولیتر آنتیم  1 -

 میکرولیتر رسید 20آی استریک تا جایی که حجم ن ایی به  -

 اه ترموسایکلر یدند:ها با برنامه دمایی زیر وارد دستگسکس نمونه

 دقیقه 10درجه سانتیگراد به مدت  25دمای  -

 دقیقه 60درجه سانتیگراد به مدت  42دمای  -

 دقیقه 10درجه سانتیگراد به مدت  72دمای  -

، یک لوله به cDNAدرجه سانتیگراد نگ داری ید. در فرایند ساخت  -20ساخته یده در دمای  cDNAپس از این مرحله، 

 کار رفته انجام ید.هبود که برای تست آلودگی مواد ب RNAل منفی وجود دایت که حاوی تمام اجتای واکن  به جت عنوان کنتر
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ر کدام از میکرولیتر از ه cDNA ،1میکرولیتر از  1میکرولیتر با حضتتتور  15ستتتیکک و حجم  45در  RT-qPCRواکن  

میکرولیتر آی  5/4یکتا تج یت آزما و  SYBR-Greenکیت  میکرولیتر محلول 5/7و  1-پرایمرهای نشتتتان داده یتتتده در جدول

 اجرا ید. ROTOR GENE 3000 (Corbett- Real time)دیونیته استریک در دستگاه 

 (.2-عنوان ژن کنترل داخلی استفاده ید )جدولبه GAPDHاز ژن  

 

 . پرایمرهاي مورد استفاده در این پژوهش1جدول

Table 1. Primers used in this study 
 ژن

Gene 

 رفت آغازگر

Sense Primer 

 برگشت آغازگر

Antisense Primer 

 منبع

Reference 

دماي ذوب )درجه 

 سانتيگراد(

Tm ( ͦC) 

 شده تکثير قطعه طول

 )جفت باز(

Amplicon size 

(bp) 

CATSPER1 5'-TCT TGG AGC GAT 

GAG GAC-3' 

5'- GAC GAT TGT GTT 

CAG GCA-3' 

Soleimani et al. 

2018 

68 204 

CATSPER2 5'-TGG TTG TTG CTT 

GGT TCC-3' 

5'-TTC CTT GAC TGG 

TTC CTC T-3' 

Soleimani et al. 

2018 
67 193 

GAPDH  5’. GAA CAT CAT 

CCC TGC ATC CA -3’ 

5’. CCA GTG AGC TTC 

CCG TTC A -3’ 

Harrison et al. 

2001 
61 68 

 

 RT qPCR . ترکيبات واکنش2جدول 

Table 2. Compounds of the RT-qPCR reaction 

 غلظت نهایی

Final Concentration 

 مقدار

Volume/Reaction 

 نوع ماده

Component 

1X 7.5 µL RealQ Plus 

2x Master Mix 

0.1 µM 0.25 µL Forward primer (10 µM) 

0.1 µM 0.25 µL  0  Reverse primer (10 µM) 

50 ng Ml-1 1 µL Cdna 

 6 µL Deionized H2O 

 

صاصیت محصول تکثیر در بررسی بیان ژن برای هر نمونه سه تکرار گذایته ید و نتایج حاصک از بیان ژن برای بررسی اخت

سبت ژن هدف به ژن مرجع های یاهد و تیمار، نبرای نمونه ct ΔΔ و با استفاده از روش یده، منحنی ذوی مورد بررسی قرار گرفت

GAPDH  از طریق ct2-ΔΔ ( 2001محاسبه گردیدSchmittgen.  Livak and.) 
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ید،: بررسی مورفولوژي بيضه یتتتت 10های بیضه در فرمالین نمونه بیضه حیوانات وزن  دند. ج تتتتت درصد قرار داده 

ته، با استفاده از تا ضخامت پنج میکرومتر توسط دستگاه میکروتوم ت ی تاطعی ب ته مورفولوژی، مق تیلین مطالع توزین،  -هماتوکس ائ

یدند. در هر مقرنگ سی  سککی موتیک برر صاویر میکرو سکوپ نوری و نرم افتار آنالیت ت ست لوله به آمیتی و با میکرو طع، تعداد بی

یتتد. ضتتخامت  گیری و میانگین قطر لوله محاستتبهصتتورت تصتتادفی انتخای، قطر بترگ و کوچک به صتتورت عمود بر هم اندازه

  محاستبه گردید سازاسکرمغیرمستقیم و با کسر قطر مجرای داخلی لوله از قطر لولته  تلیوم ژرمینال نیت به صورتاپی

سپرم شات ا صحراییهاموش 60و30در روزهای : آزمای یدند و پس از خ ی  شته  ارج کردن از طریق قطع نخاب گردنی ک

شت  ستریک قطعه قطعه و داخک محیط ک یرایط ا سیله قیچی تحت  ست، این ناحیه به و سرم گاو حاوی T6دم اپیدیدیم را آلبومین 

(BSA)  ( نگ داری یدند. آنالیت اسکرم بر اساس م 37به مدت یک ساعت در انکوباتور ) رهای سازمان ب دایت عیادرجه سانتیگراد

سکرم سکرم، تعیین درصد ا ید. درصد تحر  ا سکرم اپیدیدیم بررسیج انی انجام   .Chapin et al) ید های زنده، میتان ذخیره ا

سکرم (1992 صد تحر  ا صورت که: برای تعیین در یمارش و نوب حرکت )حرکت پی  رونده 100. به این  سکرم  سریع، حرکت  ا

ید. به منظور تعیین قدرت زندهپی غیرپی  رونده آهسته، حرکت  سکرم، رونده و غیر متحر ( آن ا ثبت  میکرولیتر نمونه  10مانی ا

سکرم با  سکس میکرولیتر رنگ تریکان 10ا ید و مقدار  وی لام قرار گرفت و بعد از میکرولیتر از مخلوط مذکور برای ر 10بلو مخلوط 

در ن ایت درصتتد  وصتتورت بی رنگ و استتکرم مرده به رنگ آبی دیده یتتدند هده بهای زنها بررستتی یتتدند. استتکرمثانیه استتکرم 20

 های زنده محاسبه ید.اسکرم

شی از هایگروه اطلاعات آماری آنالیت انجام برای ها:آناليز داده سخه افتار ) نرم آزمای ستفاده SPSS( 26ن گردید. نتایج  ا

های آزمایشی میانگین گروه گرفت. برای مقایسه قرار تحلیک و تجتیه مورد طرفه،یک واریانس آنالیت از استفاده با مختلف هایگروه

 ید. گرفته نظر درصد در 5اختلافات  بودن دارمعنی آزمون توکی استفاده ید و سطح از

 

 نتایج و بحث

 میتان تحر  اسکرم 60و 30نتایج حاصک از بررسی میتان تحر  اسکرماتوزئیدها نشان داد که در روز : آزمایشات اسپرم

بالاتر از گروهمیلی 300و  200های چ ارم و پنجم )در گروه ماری گرم بر کیلوگرم عصتتتاره(  های دیگر بود و این میتان از نظر آ

(0.05>Pمعنی ).هایی که در یک جای ثابت تحر  کمی دایتتتند در این بررستتی، تحر  پی  رونده مدنظر بود و استتکرم دار بود

 60در روز  تغییر کرده بود. 60و  30های دیگر درروزهای میتان زنده ماندن اسکرم در گروه پنجم در مقایسه با گروه محاسبه نگردید.

(. علاوه بر این، P>0.05دار نبود )از نظر آماری معنی ولی این مقدارزنده ماندن استتتکرم در گروه پنجم بیشتتتتر بود  هرچند مقدار
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های آزمایشتتی تحت تیمار درمقایستته با گروه حیوانات در گروه ( و وزن بدن(ESRیتتد که میتان ذخیره استتکرم اپیدیدیم مشتتخص

 (.3داری ندایت )جدولکنترل و ضایعه نخاعی تغییر معنی

( P>0.05) وزن بیضه در گروه های مختلف تفاوت معنی داری ندایت: اثرات تيمارهاي مختلف بر مورفولوژي بيضه

 جم بود.به کنترل و گروه پنداری نسبت ستاز در گروه دوم دارای افتای  معنتیهای اسکرمقطر لومن و لولهولی 

 300و  200سطوح  داری در ضتتتتخامت اپیتلیوم ژرمینال برای گروه دوم و سوم در مقایسه با، کاه  معنتتتتیدیگر یاز سو 

توگرم وزن بدن و کنترل مشاهده ید میلی در  60و  30ر روزهای مورفولوژی بیضه در حیوانات د .(4)جدول  (P<0.05)گرم بر کیل

ست. علاوه 1یکک  یده ا شان داده  سکرماتوگونیا در روز برن سرعت تشکیک ا که این  می ب بود یافتک در گروه پنجم مقدار 60این، 

 (.P>0.05دار نبود )از نظر آماری معنی مقدار

ستفاده ازRNAخلوص و کیفیت : RT-qPCRنتایج  یده با ا ستخراج  صد  های ا ، 2یکک )الکتروفورز ژل آگارز یک در

نه تقریباً برابر با در یرایط ب ی RNAبرای  A260 / A280اسککتروفتومتری مورد بررسی قرار گرفت و نسبت جذی نوری  و (الف

یکک  2 یده و نیت منحنی ذوی در  صویر باندهای تکثیر  ست. نتایج  2بود. ت یده ا شان داده  شان RT-qPCRن داد که حیوانات  ن

صاره در گروه پنجم تغییر بیان  ضایعه نخاعی ) 30در روز  CATSPER1تحت تیمار با ع سه با گروه  ( از نظر آماری 2گروه در مقای

سه با گر CATSPER1مقدار تغییر بیان ژن  60دار بود. در روز معنی ضایعه نخاعی )گروه در گرو ه های چ ارم و پنجم در مقای وه 

ماری معنی2 با گروه دوم در گروه های CATSPER2ژن   60و  30دار بود. در روزهای ( از نظر آ قایستتته  چ ارم و پنجم  در م

 (. 3)یکک  (P<0.05)دار بود اری این مقدار معنیافتای  بیان نشان داد که از نظر آم

های ساده را قبک این نکته حائت اهمیت است که، در ب بود وضعیت بارداری افراد باضایعه نخاعی، باید در ابتدا سعی یود روش

گیاهی در طبیعت وجود  تر انجام و مدنظر قرار داد. تعداد زیادی از داروهایتر و ت اجمیهای جراحی پیشتتترفتهاز مراجعه به روش

تواند قدرت باروری مردان را ب بود بخشند. در این میان، گیاه خارسنبک درطب سنتی برای ب بود باروری مردان در ایران دارند که می

و باعث  نشان داد که این گیاه به افتای  تعداد و فعالیت اسکرم کمک کرده in vivoیود. نتایج اولیه این مطالعه نیت در استفاده می

و همچنین  یتتود. این اثر ممکن استتت به دلیک وجود استتیدلینولئیکمی CATSPER2 و CATSPER1 هایافتای  بیان ژن

آن باید. عصاره بذر گیاه خارسنبک یامک درصد زیادی از ترکیبات فنولی و فلاونوئیدی همچون ایمیدازول است های اکسیدانآنتی

مطالعه بر روی اسیدهای چری ضروری و اثتتتتر آن بتتتتر رید و  .(Aghaabbasi et al. 2020)اکسیدانی دارند. که خاصیت آنتی

تت که اسید لینولئیک محر  رید و بلوغ جنسی است بلوغ جنسی خرگوش تشان داده اس تشگاهی ن  .Hirsch et al)های آزمای

توج ی در عصاره خارسنبک نیت وجود دارد( . علاوه بر این، استتتید لینولئیتتتک بعنوان اسیدچری ضروری )که به میتان قابک (1999

تاترکیبات حاوی استید نق  م می در سنتت پروستتاگلندین هتا دارد و بسیاری از اعمال بیولوژیکی تولید مثلی حیوانات تغذیه یده ب

  (.Ahluwalia et al. 1967) لینولئیتک تحت تأثیر پروستاگلندین قرار دارد
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 هاي اسپرموزن بدن و شاخص. تأثير تيمارهاي مختلف بر 3جدول 

Table 3. Effect of different treatments on body weight, and sperm parameters (*: P <0.05) 

 صفت

Trait 

دن بوزن 

 )گرم(

Body Weight 

(gr) 

 اسپرم تحرک

 )درصد(

Motility (%) 

اسپرم  مانیزنده

  )درصد(

Viability (%) 

اسپرم اپيدیدیم  ذخيره

×610 

epididymal sperm 

6reserves×10 

 کنترل

Control 

 30روز 

Day 30 

247.02± 1.95 37.84±2.58 47.56±2.36 172.03±2.91 

 60روز 

Day 60 

248.09±1.97 38.02±0.46 48.32±1.25 170.98±3.68 

 2گروه 

Group 

2 

 30روز 

Day 30 

249.23±1.54 37.57±1.01 46.25±0.94 167.83±2.71 

 60روز 

Day 60 

244.28±2.04 38.12±0.97 47.51±1.05 169.15±2.91 

 3گروه 

Group 

3 

 30روز 

Day 30 

248.01±1.07 37.18±1.80 47.14±1.89 167.34±1.80 

 60روز 

Day 60 

248.12±1.36 38.06±1.34 48.86±0.98 169.85±1.98 

 4گروه 

Group 

4 

 30روز 

Day 30 

247.08±1.08 38.87±1.28 49.28±1.89 170.04±1.05 

 60روز 

Day 60 

249.91±1.47 40.38±1.08* 49.96±1.85 171.01±1.78 

 5گروه 

Group 

5 

 30روز 

Day 30 

248.21±1.27 41.08±1.58* 49.04±0.89 171.34±1.85 

 60روز 

Day 60 

249.91±1.06 42.91±1.43* 49.86±1.48 171.81±2.38 

غییر در میتان زنده ت. (P<0.05) دار بوددر گروه ای چ ارم و پنجم از نظر آماری معنی میتان تحر  اسکرم 60و 30در روز 

 (.P>0.05دار نبود )( و وزن بدن رت ا از نظر آماری معنی(ESRماندن اسکرم میتان ذخیره اسکرم اپیدیدیم 
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 ستازاسپرم لوله و قطر بيضه اپيتليوم وزن بيضه ضخامت. تأثير تيمارهاي مختلف بر 4 جدول

Table 4. Effect of different treatments on testis weight testes epithelium thickness and 

seminiferous tubules Diameter (*: P <0.05) 

 صفت

Trait 

 ستاز )ميکرومتر(قطر لوله اسپرم

seminiferous tubules Diameter 

(µm) 

ضخامت اپيتليوم بيضه 

 )ميکرومتر(

testes epithelium thickness 

(µm) 

 وزن بيضه )گرم(

Testis Weight 

(gr) 

 کنترل

Control 

 30روز 

Day 30 

187.92±.083 

 

51.23±1.26 1.43±2.01 

 60روز 

Day 60 

190.36±1.63 

 

49.21±2.01 1.47±1.02 

 2گروه 

Group 

2 

 30روز 

Day 30 

209.91±2.53 45.35±1.56 1.49±0.89 

 60روز 

Day 60 

211.36±0.86 43.09±3.24 1.45±1.09 

 3گروه 

Group 

3 

 30روز 

Day 30 

201.54±1.27 44.09±3.21 1.44±0.95 

 60روز 

Day 60 

203.59±1.35 44.96±.092 1.49±1.36 

 4گروه 

Group 

4 

 30روز 

Day 30 

201.31±2.09 45.68±1.38 1.48±3.10 

 60روز 

Day 60 

197.86±1.56 46.09±2.56 1.43±0.91 

 5گروه 

Group 

5 

 30روز 

Day 30 

196.96±0.94 47.09±2.61 1.46±2.61 

 60روز 

Day 60 

194.61±1.06* 48.75±3.01* 1.42±1.91 

 بیضه(. تغییر در میتان وزن P<0.05) دار بوداز نظر آماری معنی ستازضخامت اپیتلیوم بیضه و قطر لوله اسکرممیتان  60در روز 

 (.P>0.05دار نبود )از نظر آماری معنی



 (1400تابستان  ،2، شماره 14مجله بيوتکنولوژي کشاورزي )دوره 

14 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

ه . مورفولوژي بيضه موشهاي صحرایی بزرگسال نژاد ویستار تحت تيمار با تيمار خارسنبل. قطر لول1شکل 

،   ب(، ضخامت اپيتليوم ژرمينال )فاصله بين دو پيکان زرد(. الف، قرمزاسپرم ساز )فاصله بين پيکانهاي 

ایی بعد از تيمار به ترتيب در گروههاي اول، دوم، پنجم. بزرگنم 60ر روز مورفولوژي بيضه موش صحرایی د

 ميکرومتر 50. نوار مقياس  400×

Figure 1. Testicular morphology of adult Wistar rats treated with Blepharis persica. A, 

B, C Testicular morphology of rat (Seminiferous tubule diameter (the distance between the 

white arrows), the thickness of germinal epithelium (the distance between the two yellow 

arrows).) on day 60 after treatment in the first, second and fifth groups, respectively. 

(Magnification = 400×, Scale bar = 50 μm) 

 

های لکرد هورموننشان دادند که اسیدهای چری غیرایباب با افتای  تریح و ب بود عم et al Feng (2015).در پژوهشی 

لول و رسکتورهای داخک . اسیدهای چری غیرایباب از طریق اثر برسطح سیودملکرد تولید مثلی جوندگان میجنسی، باعث افتای  ع

چری غیرایباب با تغییرات  کنند. بعضی از اثرات اسیدهاین را کنترل میکنندکه سیگنال ای سلولی و الگوهای بیان ژسلولی عمک می

س نر دارند، که نق  م می در تنظیم تولید مثک جن LHRو  GnRHR ،FSHRترکیبات اسید چری غشاهای سلولی و تاثیر بر 

 (. .2004Millar et alباید )مرتبط می
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، bp 100مارکر اندازه  1کامل استخرا  شده از بافت بيضه. ستون  RNA الکتروفورز ژل آگارز: . الف2شکل 

يب : به ترتو د ب،   ،ضایعه نخاعی هاي کنترل،استخرا  شده از گروه RNAترتيب نمونه به 4تا  2هاي ستون

جفت باز  68و  193، 204هاي  با اندازه GAPDHو  CATSPER1 ،CATSPER2هاي الکتروفورز ژل آگارز بيان ژن

هاي ، ه: منحنی ذوب اختصاصی پرایمرهاي مربوط به ژن(cDNAمربوط به نمونه کنترل منفی بدون  1)ستون 

CATSPER1 ،CATSPER2  وGAPDH  

Figure 2. Representative plots of RT-qPCRs using specific primers for Rat. A: Agarose gel 

electrophoresis of total RNAs from the testes. B, C and D: Real-time PCRs using 

CATSPER1, CATSPER2, and GAPDH primer pairs cDNAs templates using extracted RNAs 

(D) resulted in products with single melting peaks (E) and in discrete bands in the agarose 

gel at 204, 193, and 68 bp, respectively. No template (cDNA) controls were used to monitor 

genomic DNA contamination 

 

یتان ذخیره اسکرم اپیدیدیم ماز عصاره خارسنبک تاثیری بر روی وزن و نتایج حاصک از این مطالعه نشان داد که اگرچه استفاده 

مقدار تحر  آن ا کاملا  میتان زنده ماندن اسکرم و ب بود درطوریکه میتان هندارد ولی سبب ب بود برخی خصوصیات اسکرم ید، ب

علت تغییر در یود که بهمی CATSPER2و  CATSPER1های مشخص بود. علاوه بر این، استفاده از آن باعث افتای  بیان ژن

عنوان هتواند برکیب میت ها نق  م می در اسکرماتوژنت پستانداران دارند، استفاده از ایناز انجاکه این ژن بوده و mRNAسطح 

 راهکاری درب بود خصوصیات تولیدمثلی درنظرگرفته یود.
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 در حيوانات تحت تيمار با. RT-qPCRتوسط ،CATSPER1,2 هايرونوشت . تجزیه و تحليل بيان3شکل 

هاي: گروهبه ترتيب  5و  4، 3، 2، 1)خاعی در مقایسه با گروه کنترل نضایعه  عصاره گياه خارسنبل و گروه

کيلوگرم وزن برگرمميلی 300و  200، 100هاي کنترل، ضایعه نخاعی و استفاده از عصاره گياهی در غلظت

 .بدن(

Figure 2. Expression analysis of CATSPER1, 2 transcripts by RT-qPCR. Quantification was 

performed in B.P treated animals and SCI group in comparison to the control group after 

normalization to GAPDH 1, 2, 3, 4 and 5: control, SCI and plant extract treated (100, 200 

and 300 mg / kg body weight). 

 

اد نشان د 1CATSPERنق  م می در کنترل تحر  اسکرم دارد، بررسی موش نا  اوت برای ژن 1CATSPERزیرا ژن 

ست وموش ضروری ا سکرم و نفوذ به داخک تخمک  ضور این ژن برای باروری موش نر، تحر  ا فوق کاملا  صحرایی هایکه ح

سکرم و  2CATSPERژن  .( .2001Ren et al)عقیم بودند  ساسی دارد و در تحر  ا سکرماتوژنت نق  ا قاح موفق نق  لنیت در ا

ک از این پژوه  (. بر اساس نتایج حاص .2013Smith et al) یودی کامک حیوان میاساسی دارد و حذف این ژن نیت سبب عقیم

های ن ژنعصتتتاره آبی گیاه خارستتتنبک باعث افتای  بیاگرم بر کیلوگرم وزن بدن میلی 300مشتتتخص یتتتد که استتتتفاده از 

1CATSPER  2وCATSPER یود.و ا افتای  میتان تحر  اسکرم می 

در این مطالعه از داروی گیاهی خارستتنبک در درمان ناباروری بعد از ضتتایعه نخاعی استتتفاده یتتده استتت  هرچند که : گيرينتيجه

مشتتتخص نشتتتد که چه ترکیبی از اجتای این گیاه در این روش درمانی موثرتر استتتت. با این وجود، درمان ترکیبی در عمک بالینی 
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توان همراه با استتفاده از داروهای یتیمیایی از داروهای گیاهی با اثرات جانبی و می (Sanchez et al. 2012یتود )استتفاده می

های مختلف برروی ارزیابی تأثیر تواند در استتتفاده از تکنیککمتر نیت استتتفاده کرد. علاوه براین، نتایج تجتیه و تحلیک استتکرم می

سکرم در این آزمای  کاملا کنترل ستخراج یده بود ولی حتی نمونه بگذارد. اگر چه روش ارزیابی ا شابه ا یرایط م هایی که تحت 

شات مختلف، نتایج متفاوتی میمی صیه مییوند، در آزمای یت ج انی تو سازمان ب دا کند که دو مرتبه نمونه دهند. به همین دلیک، 

اولین مورد گتارش ب بود  ها، این مطالعه ارزیتتمند استتت و به عنوانبا وجود این محدودیت ( 1997Zheng)گیری انجام یتتود 

سکرم تحت درمان باگیاه خارسنبک می ید. نتایج این مطالعه توان بالینی درمان با داروهای گیاهی در مردان با ضایعه خصوصیات ا با

نبک، برای بررستتی اثرات بالینی درمان باگیاه خارستتمیتان زنده ماندن و تحر  استتکرم. کند، به ویژه برای ب بود نخاعی را تایید می

صادفی با طرح یده ت شات کنترل  ید و آزمای صرف بطورکلی، یافتههای دقیق انجام  شان می دهد که م روزه  15های این مطالعه ن

سنبک  ضایعه نخاعی تاثیر مثبت بر برخی پارامترهای  300به مقدار عصاره آبی گیاه خار میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن بعد از ایجاد 

سکرم و میتان بیان ژن ضایعه نخاعی دارد و میCATSPER1,2 ای ا ید. درتواند ، در مدل حیوانی  علاوه  درمان ناباروری موثر با

تواند با عوارض جانبی براین، استتتفاده از این روش درمانی در درمان ترکیبی با استتتفاده همتمان از داروهای یتتیمیایی و گیاهی می

 های تکمیلی ضروری است.تر و انجام تستنجام آزمای  در مدت طولانیولیکن به منظور تایید ن ایی ا کمتری موثر باید،

سگزاري:  و یمال یتبه خاطر حما یشتترفتهپ یو فناور یصتتنعت یلیتکم یلاتدانشتتگاه تحصتت یاز معاونت محترم پژوهشتت سپا

  .یودیم یپژوه  حاضر سکاسگتار یدر اجرا 7ص//2705/97اعتبار با یماره قراردارد  یصتخص

 

 منابع

( بیان ژن لکتین در بافت چربی زیرپوستی گاوهای 1398احسنی محمدرضا ، محمدآبادی محمدرضا ، اسدی فوزی و همکاران )

 .135-150(، 1)11. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCRهلشتاین با استفاده از 

( مقایسه سطوح مختلف بیان 1393ی عذرا )توحیدی نژاد فاطمه، محمدآبادی محمدرضا، اسمعیلی زاده کشکوئیه علی، نجمی نور

 . 35-50(، 4)6در بافت های مختلف بت کرکی راینی. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی   Rhebژن

  CIB4( بررسی بیان ژن 1395جعفری دره در امیر حسین، محمدآبادی محمدرضا، اسمعیلی زاده کشکوئیه علی، ریاحی مدوار علی )

-132(، 4)4. مجله پژوه  در نشخوارکنندگان Real Time qPCRمانی با استفاده از های مختلف گوسفند کردر بافت

119. 

. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCRدر بت کرکی راینی با استفاده از  ESR1بیان ژن ( 1399محمدآبادی محمدرضا )

12(1 ،)192-177 . 

javascript:void(0)
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-181(، 4)12در بت. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی  ESR2مختص بافت ژن  mRNA( پروفایک بیانی 1399ا )محمدآبادی محمدرض

167 . 
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