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 چکیده

 ییزااسپرم و ضهیدر بافت ب یراتییبا بروز تغ مصرف آنبوده و  نیاز مشتقات آمفتام داتیفنلیمتزمینه مطالعاتی: 

ر کوتین بنیکوتین یک آلکالوئید سمی است که با اشکال مختلف در دسترس افراد قرار دارد. اثرات منفی نیت. همراه اس

های ردهفنیدات گرایش به مصرف فرآواستفاده از ترکیبات محرک نظیر متیل هدف: اسپرماتوژنز گزارش شده است.

فنیدات و نیکوتین بر ساختار و عملکرد بافت دهد. در این مطالعه اثر مصرف همزمان متیلحاوی نیکوتین را افزایش می

مدت هشت هفته گرم/کیلوگرم( بهمیلی 4گرم/کیلوگرم( و نیکوتین )میلی10فنیدات )متیل کار:روشبیضه بررسی گردید. 

صحرایی بالغ استفاده شد. حیوانات به چهار گروه  سر موش 40همزمان در  صورت داخل صفاقی بطور جداگانه یابه

نیکوتین تقسیم شدند. در انتهای مطالعه، +فنیداتفنیدات، نیکوتین و متیلحیوان در هر گروه( شامل گروه کنترل، متیل 10)

کشی شده و ها آسانپس موشخونگیری از حیوانات جهت آنالیز هورمونی و سنجش استرس اکسیداتیو به عمل آمده س

دیدیم جهت های اپیهای بافت بیضه جهت مطالعات هیستومورفومتری و نمونهها ثبت گردید. نمونهوزن بدن و بیضه

ر دفنیدات و نیکوتین موجب ایجاد تغییرات ساختاری و عملکردی استفاده از متیل نتایج:سازی شد. آنالیز اسپرم آماده

های تحت درمان مشاهده شد. استفاده ها در گروها گروه کنترل گردید. کاهش وزن نسبی بیضهبافت بیضه در مقایسه ب

گردید. در  LHو کاهش هورمون  FSHزایش سطح سرمی هورمون فنیدات و نیکوتین بطور مجزا موجب افاز متیل

کننده همزمان این ترکیبات افزایش های مذکور سطح خونی تستوسترون در مقایسه با گروه کنترل و گروه دریافتگروه

شناسی تغییرات مطالعات بافت های تحت درمان افزایش یافت. دریافت. شاخص استرس اکسیداتیو در سرم موش

تلیوم زایگر و کاهش ساز، کاهش ارتفاع اپیهای اسپرمر لولهساختاری نظیر افزایش ضخامت کپسول همبندی، کاهش قط

های های دریافت کننده متیل فنیدات و نیکوتین مشاهده شد. شاخصهای میکروسکوپی اسپرماتوژنز در گروهشاخص

 مانیهای تحت درمان کاهش یافت. بیشترین میزان کاهش جمعیت اسپرم و درصد تحرک و زندهآنالیز اسپرم در گروه

گیری نتیجهفیندات و نیکوتین ثبت گردید. ترتیب در گروه دریافت کننده نیکوتین و گروه دریافت کننده همزمان متیلبه

ری در فنیدات و نیکوتین، اثرات منفی نیکوتین نقش بیشتنتایج این مطالعه نشان داد در موارد مصرف همزمان متیلنهایی: 

 بیضه داشته باشد. بروز تغییرات ساختاری و عملکردی بافت 
 

 فنیدات، موش صحرایی، نیکوتینبیضه، متیل  واژگان کلیدی:
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 مقدمه

فرآیند بسیار  در بافت بیضه یک اسپرمروند تولید 

های ای از تکثیر و تمایز سلولیافتهپیچیده و سازمان

به  یو میوز یتقسیمات متوالی میتوز بابنیادی است که 

ک )تر کنندتمایز پیدا می سلول جنسیتعداد بیشماری 

های حساس بافت بیضه از بافت (.2017زبان و همکاران 

گردد. در این عوامل خطر محیطی محسوب میدر برابر 

درصد از علل ناباروری  40زمینه گزارش شده است که 

باشد )آگاروال و همکاران مربوط به جنس مذکر می

(. انواع مختلفی از اختلالات ساختاری و عملکردی 2008

دهد که در ارتباط های رده اسپرماتوژنز رخ میدر سلول

(. 2008)آیتکن و رومن باشد با مشکلات باروری می

 برای درمان و بوده آمفتامین مشتقات از فنیداتمتیل

 درمان اختلالاتی برای نیز و کودکان فعالیبیش سندرم

 خواب و اختلالات افسردگی کاردی،تاکی سندرم نظیر

و 1992گیرد )کراوس و همکاران مورد استفاده قرار می

و  2002و دوسکوچ و همکاران 1995لوین و همکاران 

فنیدات در (. استفاده از متیل2010جانسو و همکاران 

های صحرایی موجب اختلال در عملکرد محور موش

گردد )آدریانی و همکاران گناد می -هیپوفیز -مغز

عملکرد بافت پوششی زایا بافت بیضه توسط (. 2006

گردد. در این میان، عوامل گوناگونی کنترل می

ز اهمیت بالایی برخوردار های هیپوفیزی اگنادوتروپین

هستند. مسیرهای دوپامینرژیک در آزادسازی هورمون 

ها نقش دارند )سیچانووسکا و آزادکننده گنادوتروپین

 (. 2010همکاران 

تواند موجب نیکوتین یک آلکالوئید سمی است که می

اختلالات عملکردی متعددی در دستگاه تناسلی گردد 

(. گزارش شده است که 2016اسپونر و همکاران -)میراندا

فنیدات موجب استفاده از ترکیبات محرک نظیر متیل

کنندگان به استفاده از سیگار افزایش تمایل مصرف

(. در این مطالعه اثرات 2008گردد )ووترز و همکاران می

فنیدات و نیکوتین بر ساختار و مدت متیلمصرف طولانی

ررسی های صحرایی بالغ بعملکرد بافت بیضه در موش

 گردید.
 

 هامواد و روش

با میانگین سر موش صحرایی بالغ  40در این مطالعه 

مدت هشت هفته تحت مطالعه قرار بهگرم  135وزنی 

گرفتند. شرایط نگهداری و تغذیه تمام حیوانات یکسان 

شده و آب مصرفی بود. این حیوانات توسط پلت تغذیه

های موشگردید. ها از آب معمولی شهری تأمین آن

گراد و درجه سانتی 22 ±2صحرایی در درجه حرارت  

ساعت تاریکی  12ساعت روشنایی و  12تحت شرایط 

طور تصادفی به چهار گروه نگهداری شدند. حیوانات به

شامل گروه کنترل و سه گروه تیمار تقسیم شدند. 

فنیدات، های تیمار شامل گروه دریافت کننده متیلگروه

ده نیکوتین و گروه دریافت کننده گروه دریافت کنن

فنیدات و نیکوتین بود. در گروه کنترل سرم همزمان متیل

های تیمار تزریق فیزیولوژی با حجم یکسان با گروه

 گردید.  

گرم ازای هر کیلوگرم بهمیلی 10فنیدات به میزان متیل

صورت داخل صفاقی استفاده گردید )گها و وزن بدن به

 Sigma-Aldrich, Stهمچنین نیکوتین )(. 2000همکاران 

Louis, MO 63178 USAگرم به ازای میلی 4میزان ( به

صورت داخل صفاقی استفاده هرکیلوگرم وزن بدن به

(. در انتهای مطالعه ابتدا 2010شد )نسیم و همکاران 

حیوانات با اتر بیهوش شده و سپس خونگیری از قلب 

گیری سطوح دازههای سرم جهت انانجام گردید. نمونه

های هیپوفیزی و هورمون تستوسترون در گنادوتروپین

کشی درجه نگهداری شدند. پس از آسان 20دمای منفی 

های راست و چپ از بدن جداشده و با حیوانات،  بیضه

هزارم گرم وزن شدند. استفاده از ترازو با حساسیت یک

منظور بررسی ساختار پس از توزین گنادها، به

ها در برداری از بیضهی بافت بیضه، نمونههاسلول

های آزمایشی مختلف صورت پذیرفت. غلظت خونی گروه

 FSH، (Diaplus Inc. USA) های تستوسترونهورمون



 93                                                هاي صحرایی بالغاثرات مصرف همزمان متیل فنیدات و نیکوتین بر ساختار و عملکرد بافت بیضه موش

(DRG Instruments GmbH, Germany ) وLH (DRG 

Instruments GmbH, Germany ) با استفاده از روش

 گیری شد.ندازههای اختصاصی االایزا با استفاده از کیت

آلدهید بر اساس گیری سطوح سرمی مالوندیاندازه

تیوباربیتوریک اسید -آلدهیدروش کمپلکس مالوندی

منظور مطالعه به(. 1979انجام شد )اوکاوا 

هیستومورفومتری بیضه، پس از تهیه مقاطع 

ائوزین، -آمیزی هماتوکسیلینهیستولوژیک و رنگ

ه از میکروسکوپ اسلایدهای میکروسکوپی با استفاد

با ( .LABOMED CxL, Labo America, Incنوری )

دست های مختلف مطالعه شدند. تصاویر بهدرشتنمایی

( به کمک نرم Dino-Liteآمده توسط دوربین دیجیتال )

 DinoCapture 2.0, Versionافزار آنالیز تصاویر )

1.5.28.A مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. در مطالعه )

مورفومتریک بافت بیضه، فاکتورهایی نظیر ضخامت 

ساز، ارتفاع های اسپرمکپسول همبندی، قطر خارجی لوله

های ساز در گروههای اسپرمبافت پوششی زایا لوله

گیری شده و باهم مقایسه گردید. جهت مختلف اندازه

ساز در هر لوله اسپرم 20مطالعات مورفومتری تعداد 

لوله به ازای هر گروه( مطالعه  200 نمونه بافتی )مجموعاً

 شد.

های منظور ارزیابی میکروسکوپی اسپرماتوژنز در لولهبه

، ضریب  )TDI(1ایساز ، از سه شاخص تمایز لولهاسپرم

 )RI(3و شاخص تجدید جمعیت )SPI(2اسپرمیوژنز

ای، درصد . برای محاسبه شاخص تمایز لولهشداستفاده 

ل سه یا بیش از سه ردیف از ساز که شامهای اسپرملوله

های رده اسپرماتوژنز تمایزیافته از اسپرماتوگونی سلول

باشد، محاسبه گردید. این شاخص بیانگر حیات و تمایز 

ساز است. برای محاسبه های بنیادی لوله اسپرمسلول

های اسپرماتوگونی شاخص تجدید جمعیت، نسبت سلول

های ل در لولههای اسپرماتوگونی غیرفعافعال به سلول

منظور محاسبه ضریب ساز، محاسبه گردید. بهاسپرم

                                                           
1-Tubular Differentiation index 

2- Spermiogenesis Index 

3-Repopulation Index  

ساز حاوی اسپرم به های اسپرماسپرمیوژنز، نسبت لوله

های فاقد اسپرم محاسبه شد )میکسوویاک و لوله

(. جهت آنالیز 2000و شتی و همکاران  1998همکاران 

اسپرم، بافت بیضه از اپیدیدیم جدا شده و دم اپیدیدیم در 

قطعه لیتر نرمال سالین قطعهدیش حاوی دو میلیریپت

لیتر رسانده شد. شده و سپس حجم محلول به پنج میلی

 37دقیقه از انکوباسیون محلول در انکوباتور  10پس از 

درجه، شمارش تعداد اسپرم با استفاده از لام نئوبار 

(. جهت 1983وایروبک و همکاران محاسبه گردید )

میدان  10ها تعداد پرمبررسی درصد تحرک اس

میکروسکوپی مورد بررسی قرار گرفت. تعیین درصد 

نگروزین صورت -ها با روش ائوزینمانی اسپرمزنده

میکرولیتر از محلول حاوی  20پذیرفت. بدین منظور 

اسپرم با حجم مساوی از محلول ائوزین و نگروزین 

 200برابر تعداد  400مخلوط شده و با درشتنمایی 

هر نمونه بررسی شد )وایروبک و همکاران  اسپرم در

شده و با بیان mean ± SDصورت ها به(. داده1983

نسخه  GraphPad PRISMافزاری استفاده از بستة نرم

های بررسی گردیدند. جهت مقایسه داده 04/5

های مورد مطالعه ها بین گروهآمده و مقایسه آندستبه

آزمون طرفه و پساز آزمون آماری آنالیز واریانس یک

( P <0.05)آزمون تعقیبی( توکی استفاده شد. مقدار )

ها در نظر گرفته داری بین گروهبرای تعیین سطح معنی

  شد.

 

 نتایج و بحث

میانگین وزن بدن و وزن بیضه ها را در  1جدول 

داری در دهد. اختلاف معنیهای مختلف نشان میگروه

های تحت مطالعه وزن ابتدایی و انتهایی بین گروه

ها در (. میانگین وزن بیضه1مشاهده نشد )جدول 

فنیدات و نیکوتین در مقایسه های دریافت کننده متیلگروه

فت. این کاهش در گروه دریافت با گروه کنترل کاهش یا

دار بود کننده نیکوتین در مقایسه با گروه کنترل معنی

(P<0.05در این رابطه، نسبت وزن بیضه .) ها به وزن
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های تحت درمان در مقایسه با گروه بدن در تمام گروه

کنترل کاهش یافت. بیشترین میزان کاهش در شاخص 

گروه دریافت  مذکور در گروه دریافت کننده نیکوتین و

 فنیدات و نیکوتین مشاهده گردید.کننده همزمان متیل

 

 های تحت مطالعهمیانگین وزن بدن و وزن بیضه در گروه -1جدول 

Table 1- Mean of body and testicular weight in experimental groups 

Traits Control Methylphenidate Nicotine Methylphenidate+Nicotine P-

value 

SEM 

Initial body weight(g) 138±19.54 137.8±3.93 131.4±13.94 134.4±4.77 0.11 5.38 

Final body weight(g) 163.6±18.19  150.8±11.03 143.8±6.39  152±12.00 0.20 5.93 

Testicular weight (g) 2.34±0.24a  2.14±0.16ab 1.81±0.34b  1.90±0.25ab 0.03 0.12 

Testicular/body weight 

ratio (%) 

1.43 1.41 1.25 1.25   

Data are presented as mean±SD. Means with different superscripts have significant difference (P<0.05). SEM: Standard 

error of means 

 

های محور میانگین سطوح سرمی هورمون 2جدول 

گناد و شاخص استرس اکسیداتیو را نشان -هیپوفیز

فنیدات و دهد. بر این اساس، مصرف جداگانه متیلمی

نیکوتین موجب افزایش میانگین سطح سرمی هورمون 

FSH  در مقایسه با گروه کنترل گردید. این افزایش در

(. P<0.05دار بود )معنیفنیدات گروه دریافت کننده متیل

صورت جداگانه فنیدات و نیکوتین بهاستفاده از متیل

گردید. در این  LHموجب کاهش غلظت خونی هورمون 

بین، مصرف همزمان ترکیبات فوق موجب افزایش 

های دریافت در مقایسه با گروه LHدار هورمون معنی

(. 2صورت مجزا شد )جدول کننده این ترکیبات به

های سطوح سرمی تستوسترون در تمامی گروه میانگین

تحت درمان در مقایسه با گروه کنترل افزایش یافت. این 

کننده نیکوتین و نیز در گروه افزایش در گروه دریافت

فنیدات و نیکوتین در مقایسه با گروه کننده متیلدریافت

(. همچنین، استفاده از P<0.05دار بود )کنترل معنی

دار سطح سرمی یی موجب افزایش معنیتنهانیکوتین به

تستوسترون در مقایسه با مصرف همزمان این ترکیب با 

فنیدات گردید. شاخص استرس اکسیداتیو در متیل

های تیمار در مقایسه با گروه کنترل افزایش یافت. گروه

در این میان، بیشترین میزان افزایش شاخص مذکور در 

. با (P<0.05) گردید کننده نیکوتین مشاهدهگروه دریافت

این وجود، تغییرات مشاهده شده در شاخص استرس 

دار آماری به سطح معنیها در سایر گروهاکسیداتیو 

 نرسید.

 

 های تحت مطالعهسطح خونی گنادوتروپینهای هیپوفیزی، تستوسترون و شاخص استرس اکسیداتیو در گروه -2جدول 

Table 2- Serum level of pituitary gonadotropins, testosterone and oxidative stress index in experimental groups 

Traits Control Methylphenidate Nicotine Methylphenidate+Nicotine P-value SEM 

FSH (IU/ml) 0.37±0.12a 0.78±0.02b  0.50±0.01ab 0.30±0.01a 0.002 0.02 

LH (µIU/L) 20±0.95ab 18.2±0.83a  17.9±0.86a  21.2±1.82b   0.008 0.59 

Testosterone 

(ng/ml) 

0.25±0.17a 1.20±0.14a 2.95±0.77b 0.70±0.43a 0.0006 0.24 

MDA 

(mmol/mg Prt.) 

0.63±0.23a 

 

0.94±0.32ab 1.51±0.39b 1.03±0.32ab 0.031 0.17 

Data are presented as mean±SD. Means with different superscripts have significant difference (P<0.05). SEM: Standard 

error of means 
 

نتایج حاصل از بررسی هیستومورفومتری بافت  3جدول 

های میکروسکوپی اسپرماتوژنز را بیضه و شاخص

ن ضخامت کپسول دهد. بر این اساس، میانگینشان می

های تحت درمان در مقایسه با همبندی بیضه در گروه
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های گروه کنترل افزایش یافت. میانگین قطر لوله

های تلیوم زایا در تمام گروهساز و ارتفاع اپیاسپرم

داری یافت تیمار در مقایسه با گروه کنترل کاهش معنی

(05/0P<) میانگین . تغییرات مشاهده شده در

های میکروسکوپی اسپرماتوژنز مانند نتایج شاخص

هیستومورفومتری بافت بیضه بود. در این میان، کمترین 

های مذکور در گروه دریافت کننده میزان شاخص

( 1شناسی )شکل نیکوتین مشاهده گردید. تغییرات بافت

در راستای نتایج حاصل از بررسی موروفومتری بیانگر 

ساز های اسپرمختاری در دیواره لولهبروز تغییرات سا

 باشد. می

 

 های تحت مطالعههای میکروسکوپی اسپرماتوژنز بافت بیضه در گروههیستومورفومتری و شاخص -3جدول 

 Table 3-Histomorphometry and microscopic indices of spermatogenesis in experimental groups 

 

Traits Control Methylphenidate Nicotine Methylphenidate+Nicotine P-value SEM 

Capsular 

thickness (µm) 

21.64±1.41 22.02±2.37 22.58±1.78 22.34±1.89 0.563 0.70 

Seminiferous 

tubules 

diameter (µm) 

292.5±14.37a  224.3±47.39b  209.2±44.57b  203.6±45.23b  <0.0001 11.98 

Germinal 

epithelium 

height (µm) 

81.20±5.73a  71.27±9.03b 63.05±8.79b  64.37±7.73b  <0.0001 2.47 

Tubular 

differentiation 

index (%) 

81.2±4.43a  65.2±7.49b  59.1±10.1b  61.5±9.21b  <0.0001 2.46 

Spermiogenesis 

index (%) 

82.8±6.48a 

  

68±8.73b 

  

63.6±9.21b 

  

65±10.5b 

  

<0.0001 2.76 

Repopulation 

index (%) 

81.1±5.51a 

  

70.7±8.48b 

 

61.2±8.37c 

  

66.1±7.48bc 

  

<0.0001 2.35 

Data are presented as mean±SD. Means with different superscripts have significant difference (P<0.05). SEM: Standard 

error of means 

 

نتایج حاصل از آنالیز اسپرم نشان داد که میانگین 

شده در مقایسه با  های تیمارجمعیت اسپرم در گروه

(. میانگین 4داری یافت )جدول گروه کنترل کاهش معنی

های تحت مانی اسپرم در گروهدرصد تحرک و زنده

داری نشان در مقایسه با گروه کنترل کاهش معنی درمان

 (. P<0.05داد )

 

 های تحت مطالعههای آنالیز اسپرم در گروهشاخص -4جدول 
Table 4- Sperm analysis indices in experimental groups 

Traits Control Methylphenidate Nicotine Methylphenidate+Nicotine P-value SEM 

Sperm 

count 

(106/ml) 

76.6±11.2a 

  

64.2±12.8ab 

  

50.4±8.37c 

 

54.6±9.57bc 

  

<0.0001 3.39 

Sperm 

motility 

(%) 

81.7±9.62a 

  

63.6±6.88b 

  

55.2±9.07b 

  

48.8±8.41b 

  

<0.0001 3.63 

Sperm 

viability 

(%) 

80.1±7.52a 

  

63.5±6.66b 

  

53±8.37b 

  

51.7±14.2b 

  

<0.0001 3.69 

Data are presented as mean±SD. Means with different superscripts have significant difference (P<0.05). SEM: Standard 

error of means 
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 های تحت مطالعهمیکروگراف نوری بافت بیضه در گروه -1شکل 

 (A )بافت بیضه گروه کنترل. لوله( های اسپرم سازSTدارای آرایش سلولی منظم مشاهده می )( .شوندB مقطعع عرضعی )

همراه کعاهش شعکی( بعه( و فاقد سلول )پیکان مASTهای تغییر شکل یافته )فنیدات. لولهساز در گروه متیلهای اسپرملوله

( بافت بیضه موش صحرایی گعروه تیمعار بعا Cجمعیت و اختلال در اتصالات سلولی )علامت ستاره( قابل مشاهده است. )

سعاز های اسپرم( مقطع عرضی لولهDگردد. )( مشاهده میASTساز )نیکوتین. کاهش شدید جمعیت سلولی در لوله اسپرم

فنیدات و نیکوتین. کاهش شدید جمعیت سعلولی )پیکعان ده با مصرف همزمان متیلدر بافت بیضه موش صحرایی تیمار ش

 برابر. 400ائوزین. بزرگنمایی -مشکی( قابل مشاهده است. رنگ آمیزی هماتوکسیلین

Figure 1- Light micrograph of testicular tissue in experimental groups 

(A) Control group. Seminiferous tubules (ST) are observed with normal architecture. (B) 

Transverse section of seminiferous tubules in methylphenidate treated group. Atrophied tubules 

(AST) with lacking cell (black arrows) observed with decrease of cell population and cell junction 

impairment (asterisks). (C) Testicular tissue of nicotine treated group. Prominent cell population 

decrement has been observed in seminiferous tubules (AST). (D)  Cross section of seminiferous 

tubules following simultaneous administration of methylphenidate and nicotine. Intensive decrease 

of cellular population (black arrows) observed. Hematoxylin-Eosin staining. ×400 Magnification. 

 

های حساس در برابر عوامل خطر بافت بیضه از بافت

گردد. انواع مختلفی از اختلالات محیطی محسوب می

های رده اسپرماتوژنز ساختاری و عملکردی در سلول

باشد دهد که در ارتباط با مشکلات باروری میرخ می

تلیوم زایگر بافت عملکرد اپی(. 2008)آیتکن و رومن 

گردد. در این ونی کنترل میبیضه توسط عوامل گوناگ

های هیپوفیزی از اهمیت بالایی میان، گنادوتروپین

برخوردار هستند. مسیرهای دوپامینرژیک در آزادسازی 

هورمون آزادکننده گنادوتروپینها نقش دارند 

فنیدات از طریق (. متیل2010)سیچانوسکا و همکاران 

پامینی های دو( و انتقال دهندهD2های دوپامینی )گیرنده

و اوت  2006نماید )آداویا اوزیگاوا و همکاران فعالیت می
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های (. بافت بیضه و سلول2007و همکاران 

های اسپرماتوزوئید در موش صحرایی حاوی گیرنده

های آدرینرژیک دوپامینی و انواع مختلفی از گیرنده

های اصلی در عملکرد رغم اینکه مکانیسمهستند. علی

اند با این دقیق شناسایی نشده دوپامین هنوز بطور

های دوپامینی در بافت بیضه و وجود، حضور گیرنده

فنیدات دهد که مصرف متیلهای زایگر نشان میسلول

دارای اثرات مستقیمی بر دستگاه تناسلی باشد. در این 

رابطه، با وجود گزارشات متعددی مبنی بر مشاهده 

ن ولی اختلالات اسپرماتوژنز در مطالعات گوناگو

های اصلی اثرات منفی متیل همچنان مکانیسم یا مکانیسم

خوبی شناسایی نشده فنیدات بر دستگاه تناسلی نر به

 2010جانسو همکاران  ،2006است )آدریانی و همکاران 

 (. 2013و کیانی فرد و همکاران 

گزارش شده است که استفاده از ترکیبات محرک نظیر 

کنندگان به یل مصرففنیدات موجب افزایش تمامتیل

 (. 2008گردد )ووترز و همکاران استفاده از سیگار می

نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد که استفاده از  

فنیدات یا نیکوتین بصورت مجزا یا ترکیبی اثر قابل متیل

های صحرایی ندارد. توجهی بر وزن نهایی بدن در موش

ز نسبت وزن ها و نیدر این بین، میانگین وزن بیضه

های دریافت کننده ترکیبات بیضه به وزن بدن در گروه

گیری وزن تام و وزن نسبی فوق کاهش یافت. اندازه

شناسی از اهمیت بالایی ها در مطالعات سماندام

(.  وزن 2004برخوردار است )کریسمن و همکاران 

های تمایز یافته رده ها به حجم و توده سلولبیضه

(. نتایج 2001سته است )کاتو و همکاران اسپرماتوژنز واب

یک مطالعه نشان داده که استفاده از هیدروکلرید کوکائین 

فنیدات از نظر ساختاری( سبب )ترکیبی شبیه به متیل

ها شده است )جورج و همکاران کاهش وزن بیضه

(. در تحقیق حاضر، نتایج حاصل از بررسی وزن 1996

تواند ها میبی بیضهها نشان داد که کاهش وزن نسبیضه

های اسپرم ساز در پارانشیم بیضه دلیل آتروفی لولهبه

دنبال استفاده از ایجاد گردد. گزارش شده است که به

های فنیدات، اختلاف قابل توجهی در وزن موشمتیل

صحرایی نر در مقایسه با گروه کنترل وجود ندارد 

قب (. در یک تحقیق متعا2014)مونتاگنینی و همکاران 

گرم بر کیلوگرم( میلی 5فنیدات )مصرف دوز پایین متیل

اختلاف قابل توجهی بین وزن بیضه در مقایسه با گروه 

فنیدات که دوز بالای متیلکنترل وجود نداشت در حالی

ها ها در مقایسه با سایر گروهباعث کاهش وزن بیضه

 (. 2010شد )جانسو و همکاران 

های در گروه FSHمون در این مطالعه، سطح سرمی هور

طور مجزا نسبت فنیدات و نیکوتین بهدریافت کننده متیل

کننده همزمان این ترکیبات به گروه کنترل و گروه دریافت

افزایش یافت. در این میان، کاهش سطح سرمی هورمون 

LH فنیدات و های صحرایی دریافت کننده متیلدر موش

دست آمده در مطالعه نیکوتین مشاهده گردید. نتایج به

فنیدات و حاضر نشان داد که مصرف مجزای متیل

نیکوتین موجب افزایش سطح خونی هورمون 

فنیدات گردد. متعاقب مصرف متیلتستوسترون می

مشاهده  های محور هیپوفیز بیضهتغییراتی در هورمون

های (. همچنین، در موش2006شده است )آدریانی و لئو 

دار صحرایی دریافت کننده نیکوتین به کاهش معنی

های مذکور اشاره شده است سطوح سرمی هورمون

 (. 2017)مصدق و همکاران 

های حساس در برابر استرس بافت بیضه یکی از بافت

 ونیداسیبا پراکس ژنیفعال اکس باتیترک اکسیداتیو است.

 گرددیم یسلول منجر به مرگ سلول یغشا هاییچرب

استفاده از نیکوتین موجب  (.1996)آلووالیا و همکاران 

گردد. این امر موجب های آزاد اکسیژن میتولید رادیکال

ایجاد استرس اکسیداتیو، پراکسیداسیون چربی و آسیب 

های (. رادیکال2018گردد )آزاد و همکاران سلولی می

د اکسیژن و استرس اکسیداتیو یکی از عوامل مهم در آزا

(. در 2018بروز اختلالات باروری است )آزاد و همکاران 

این مطالعه میزان سطوح شاخص استرس اکسیداتیو 

(MDAدر خون و بافت بیضه موش ) های صحرایی

فنیدات و نیکوتین در مقایسه با گروه دریافت کننده متیل
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های اسپرماتوزئید به واسطه لکنترل افزایش یافت. سلو

وجود مقادیر فراوانی از چربی در ساختمان خود نسبت 

به آسیب سلولی ایجاد شده در شرایط استرس 

 (.2000اکسیداتیو بسیار حساس هستند )شن و اونگ 

در تحقیق حاضر نتایج حاصل از مطالعات مورفومتری 

فنیدات و نیکوتین بافت بیضه نشان داد که مصرف متیل

های بب ایجاد تغییرات متعدد ساختاری در لولهس

ساز شده و میزان این تغییرات متعاقب مصرف اسپرم

یکی از دلایل گردد. همزمان ترکیبات مذکور بیشتر می

اصلی آسیب بافت بیضه افزایش میزان پراکسیداسیون 

چربی است که موجب آسیب اکسیداتیو ماده ژنتیکی 

های ول و تکامل سلولاسپرم، اختلال عملکرد غشای سل

و حمزه و  2008گردد )آیتکن و رومن اسپرماتوزوئید می

های میکروسکوپی مطالعه شاخص(. 2014الحربی 

اسپرماتوژنز روشی مطمئن جهت ارزیابی فعالیت بافت 

(. در مطالعه 2000باشد )شتی و همکاران بیضه می

های حاضر بیشترین میزان کاهش در شاخص

توژنز در گروه دریافت کننده میکروسکوپی اسپرما

های میکروسکوپی نیکوتین مشاهده شد. کاهش شاخص

دهنده تغییر در روند تقسیم تواند نشاناسپرماتوژنز می

های رده اسپرماتوژنز باشد و تمایز سلولی در سلول

(. بر اساس نتایج 2016)موسوی پورگوهر و همکاران 

و نیکوتین فنیدات این مطالعه، مصرف طولانی مدت متیل

های آنالیز اسپرم در تمام موجب کاهش شاخص

های دریافت کننده در مقایسه با گروه کنترل گردید. گروه

فنیدات و نیکوتین همچنین، استفاده همزمان از متیل

ها مانی اسپرمموجب کاهش بیشتر درصد تحرک و زنده

گردد. در مقایسه با مصرف مجزای این ترکیبات می

که مصرف نیکوتین موجب کاهش مشخص شده است 

جمعیت و نیز کاهش درصد تحرک اسپرماتوزوئیدها 

(. نتایج یک مطالعه نشان 2018گردد )آزاد و همکاران می

فنیدات در داده است که مصرف طولانی مدت متیل

های صحرایی بالغ موجب افزایش جمعیت موش

اسپرماتوزوئیدهای موجود در اپیدیدیم در مقایسه با 

گردد با این وجود، درصد ی گروه کنترل میهاموش

ها کاهش می یابد )آزاد و مانی اسپرمتحرک و زنده

 (. 2018همکاران 
 

 گیری کلینتیجه

رسد که نظر میبا توجه به نتایج این تحقیق، چنین به

دنبال میزان تغییرات ساختاری و عملکردی بافت بیضه به

فنیدات و نیکوتین در مقایسه با استفاده مجزا از متیل

استفاده همزمان این ترکیبات با یکدیگر متفاوت است. در 

های مورد ارزیابی در این این میان، بسیاری از شاخص

های صحرایی دریافت کننده نیکوتین در لعه در موشمطا

های تیمار دیگر از کاهش بیشتری مقایسه با گروه

برخوردار بود. همچنین، مقایسه میانگین نتایج بدست 

خصوص در های سه گانه تیمار بهآمده بین گروه

مطالعات مورفومتری و آنالیز اسپرم نشان داد که میزان 

گروه دریافت کننده نیکوتین و تغییرات مشاهده شده بین 

فنیدات و نیکوتین از گروه دریافت کننده همزمان متیل

دهنده تواند نشانتشابه بیشتری برخوردار است که می

اثرگذاری بیشتر نیکوتین بر بروز تغییرات یاد شده در 

 موارد مصرف همزمان ترکیبات مذکور باشد.
 

 تشکر و قدردانی

نویسندگان از حمایت معاونت محترم پژوهشی دانشگاه 

تبریز کمال سپاسگزاری را دارند.
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Introduction: Exposure to different xenobiotics can affect the male reproductive system by making 

structural and functional changes in testicular tissue (Aitken and Roman 2008). The changes in the 

cellular structure of testicular tissue are associated with varying degrees of infertility (Aitken and 

Roman 2008). Methylphenidate is an amphetamine derivative which used for treatment of ADHD 

syndrome (Kraus and Burch 1992 and Levin and Kleber 1995 and Doskoch 2002 and Cansu et al 2010). 

Long-term administration of methylphenidate has been associated with changes in testicular tissue 

and sperm population. Nicotine is a toxic alkaloid that available in a wide range of population 

through different forms (Miranda-Spooner et al 2016). The negative effects of nicotine on 

spermatogenesis and decreased sperm quality have been reported (Mosadegh et al 2017). 

Experimental studies in humans and laboratory animals have shown that the use of stimulant 

compounds such as methylphenidate and amphetamine derivatives increases the tendency to 

consume nicotine-containing products (Wooters et al 2008). Given the importance of above 

mentioned subject and the negative effects of nicotine (as a gonadotoxic composition) and 

methylphenidate on the reproductive system, in this study the effects and the complications of the 

long-term exposure to methylphenidate and nicotine in the form of simultaneous administration 

were evaluated on the structure and the function of testicular tissue in animal model of adult rats. 

Material and methods: Methylphenidate (10 mg/kg b.w.) (Geha et al 2000) and Nicotine (4 mg/kg 

b.w.) (Nesseim et al 2010) were administrated intraperitoneally once a day for eight weeks in adult 

rats. The animals were divided into control and three treatment groups: 1) methylphenidate 

administrated group; 2) nicotine administrated group and 3) methylphenidate+nicotine 

administrated group. At the end of the eight weeks, the blood sampling was performed for 

measurement of the blood levels of pituitary gonadotropins (follicle stimulating hormone and 

luteinizing hormone) and testosterone. Plasma lipid peroxidation (malondialdehyde) assay was 

performed on the blood samples Briefly, testicular tissues were homogenized in KCl. Measurement 

of tissue and plasma malondialdehyde (MDA) levels were quantitatively carried out base on the 

MDA-TBA (thiobarbituric acid) complex formation (Katoh et al 2002). The animals were euthanized 

and the body and testicular weight were recorded. Testicular tissue samples were fixed in 10% 

formaldehyde solution and paraffin embedded tissue were prepared for histomorphometrical study 

and evaluation of microscopic indices of spermatogenesis. For morphometric assessment of 

seminiferous tubules, the slides were studied at 200× magnification. To get extra precise results, 

only the seminiferous tubules (STs) that sectioned transversely were studied and the shortest 

diameter of seminiferous tubules was considered for measurement. For every one animal, three 

microscopic slides from different parts of testicular tissue were prepared and 200 tubules were 

studied. For estimation of spermatogenesis in testicular tissue, three different indices were used. 

Tubular differentiation index (TDI), repopulation index (RI) and spermiogenesis index (SPI). To 

determine the tubular differentiation index, the number of seminiferous tubules with more than 

three layers of germinal cells derived from type A of spermatogonia was calculated. To find out the 
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repopulation index, the ratio of active spermatogonia (with euchromatic nucleus) to inactive ones 

(with dense heterochromatic nucleus) was evaluated. The ratio of the number of seminiferous 

tubules with spermatozoids to the empty tubules, were calculated for spermiogenesis index 

(Miskowiak et al 1998 and Shetty et al 2000). The sperm analysis was performed on the epididymal 

tissue. For analyses of sperm, the cauda epididymis was separated from testis and cut into small 

pieces into one milliliter of Ham’s F10 culture medium. The epididymal sperm count was evaluated 

by hemocytometer with light microscope at ×400 magnification. Sperm motility was assessed with 

a phase contrast microscope at ×400 magnification. In average 10 microscopic fields were observed 

and the mean of counted sperms was considered as sperm motility for each rat (Wyrobek et al 1983). 

The results were analyzed using the GraphPad PRISM® software version 5.04 (GraphPad Software, 

Inc. USA). All data were reported as mean (SD). The comparison of the means between 

experimental groups was evaluated by one way-ANOVA method followed by Tukey’s multiple 

comparison tests. Differences were considered to be statistically significant if P< 0.05. 

Results and discussion: The results showed that, the administration of methylphenidate and 

nicotine separately or simultaneously induce various structural and functional changes in testicular 

tissue compared to control group. There was no significant difference in body weight between 

experimental groups (P<0.05). The mean of testicular weight was reduced in all treated groups in 

comparison to control group. The ratio of testicular/body weight was decreased in treated groups 

compared to control group. The separate administration of methylphenidate and nicotine was led to 

elevation of the blood FSH levels (P=0.002) and decrement of the blood LH levels (P=0.008). 

Whereas, the coadministration of these compounds led to increase of the blood LH levels. The 

mean of the blood testosterone levels was increased in all treated groups in comparison to control 

group (P=0.0002). This elevation of the blood testosterone levels was observed in separately treated 

groups. The mean of the serum malondialdehyde was increased in treated groups compared to 

control group (P=0.25). The most elevation of serum malondialdehyde levels was observed in 

nicotine treated animals.  Histomorphometrical studies indicate various structural changes in 

testicular tissue such as increasing of the capsule thickness, reduction of tubular diameter, decrease 

of the height of germinal epithelium. All microscopic indices of spermatogenesis were reduced in 

treated groups in comparison to control group (P<0.0001). Accordingly, the lowest indices of 

spermatogenesis were observed in nicotine administrated group. All sperm analysis indices were 

reduced in treated groups in comparison to control group. The lowest mean of epididymal sperm 

population and sperm motility and viability was observed in nicotine treated group and 

methylphenidate+nicotine administrated group consequently (P<0.0001). 

Conclusion: In conclusion, nicotine and methylphenidate induces testicular tissue damage with 

different mechanisms. However, the results of this study showed that the simultaneous 

administration of methylphenidate and nicotine could exacerbate the structural and functional 

alterations of testicular tissue. Moreover, the comparison of the results between treated groups 

expresses the greater and stronger portion of nicotine in inducing of alterations in testicular tissue 

structure and function.  
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