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Abstract 
 

Background and purpose: Oxidative stress induced by cyclophosphamide (CP), a 

chemotherapeutic agent, causes vulnerability of sperm and declining the fertility power. Then in this 

study the effect of crocin (saffron extract) on amelioration of these side effects was investigated. 

Materials and methods: In this study 24 adult male mice were divided in three groups (n=8). 

Control group received normal saline (0.2 ml/day, IP), CP group received cyclophosphamide  

(15 mg/kg/week, IP), and CP+Cr group received crocin (200 mg/kg/day, IP) along with CP for 35 days. 

Then the animals were euthanized and malondialdehyde (MDA) in testis was assayed. After collection of 

sperm from caudate of epididymis, the rate of DNA damage was calculated by acridine orange staining. 

After stimulation of ovulation in 72 female adult mice, oocytes were collected and transferred in HTF 

medium that contained BSA. Then, in-vitro fertilization (IVF) was done with capacitated sperms. The rate 

of fertilization and primitive embryonic growth were evaluated for 120 hours. 

Results: The results showed increase in fertilization, two cell embryos and blastocysts in CP+Cr 

group compared to those of the CP group (P<0.05). Also, the crocin in CP+Cr group prevented the increase 

of total number of arrested embryos and percentage of arrested embryos type I, II, and III (P<0.05). 

Decrease in MDA assay and sperms with damaged DNA were observed more in CP+Cr group (P<0.05). 

Conclusion: This study showed the efficiency of crocin in amelioration of fertility and growth of 

primitive embryo in animals that received CP. 

 

Keywords: Cyclophosphamide, crocin, DNA damage, in vitro fertilization, malondialdehyde 

 

 

J Mazandaran Univ Med Sci 2014; 24(114): 49-59 (Persian). 



 
        
  
  
  درانــــازنـــكـــي مـــزشــــوم پــلــــگاه عـشـــه دانـــلــمج

  )49-59(   1393آبان سال    118شماره  بيست و چهارم   دوره 

  1393آبان ،  118، شماره  بيست و چهارمدوره                                                              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                            50

 پژوهشي

اسپرم و لقاح داخل  DNAحافظتي كروسين بر آسيب ارزيابي اثر م
  آزمايشگاهي موش هاي نر بالغ تحت درمان با سيكلوفسفاميد

  
        1ياريتزهرا بخ

        2رسول شهروز
        3عباس احمدي

  3فرهاد سلطانعلي نژاد
  چكيده
پـذيري   موجـب آسـيب   استرس اكسيداتيو ناشي از عـوارض جـانبي شـيمي درمـاني بـا سيكلوفسـفاميد       :و هدف سابقه

بـر بهبـود ايـن عـوارض      )عصاره زعفـران ( لذا در اين مطالعه تأثير كروسين. شود اسپرماتوزوئيدها و كاهش توان باروري مي
  .بررسي شد

، )cc,day,IP2/0(گروه كنتـرل سـرم فيزيولـوژي    . گروه مساوي قرار گرفتند 3موش سوري نر بالغ در  :ها مواد و روش
علاوه بر سيكلوفسفاميد روزانه  (CP+Cr) كروسين+و گروه سيكلوفسفاميد) CP )mg/kg/week,IP15 گروه سيكلوفسفاميد

 دي كشـي شـده و ميـزان مـالون     سپس حيوانـات آسـان  . روز دريافت نمودند 35را به مدت ) mg/kg/day,IP200(كروسين 
آميـزي   توسـط رنـگ   DNAشكسـته شـدن   پس از استحصـال اسـپرم از دم اپيديـديم ميـزان     . گيري شد ها اندازه آلدئيد بيضه

هـاي جـدا شـده در     سر موش ماده بـالغ، تخمـك   72گذاري در تعداد  پس از تحريك تخمك. آكريدين اورنج محاسبه شد
ميـزان لقـاح و رشـد    . هاي ظرفيت يافته قرار گرفتنـد  مورد لقاح داخل آزمايشگاهي با اسپرم BSAحاوي  HTFمحيط كشت 
  .ارزيابي شدساعت  120ها طي  جنيني گروه
هـاي دوسـلولي و    هـا نشـان از افـزايش لقـاح، جنـين      نتـايج بررسـي درصـد لقـاح داخـل آزمايشـگاهي اسـپرم        :ها يافته

توانسـت از   CP+Crچنـين كروسـين در گـروه     هم). >p 05/0(داشت  CPنسبت به گروه  CP+Crها در گروه  بلاستوسيست
 CPدر مقايسـه بـا گـروه     IIIو  IIو  Iشـده تيـپ    اي متوقـف ه ـ هـاي متوقـف شـده و درصـد جنـين      افزايش تعداد كل جنـين 

نسبت به  CP+Crديده نيز در گروه  آسيب DNAهاي با  آلدئيد و اسپرم كاهش ميزان مالون دي). >p 05/0(جلوگيري نمايد 
  ).>p 05/0(مشاهده شد CPگروه 

شد جنين اوليه در حيوانات دريافـت كننـده   نتايج اين مطالعه توانايي كروسين در بهبود توان باروري و روند ر :استنتاج
  .سيكلوفسفاميد را نشان داد

  

  آلدئيد دي ، لقاح داخل آزمايشگاهي، مالونDNAسيكلوفسفاميد، كروسين، آسيب : واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
با افزايش تعـداد افـراد جـواني كـه از سـرطان جـان       

 اند، احتمال بروز ناباروري نگراني عمـده  سالم به در برده
سيكلوفسـفاميد بـه عنـوان    . )1(بيماران را سبب شده است

  ي ـاده در شيمـورد استفـاي مـرين داروهـت جـي از رايـيك
  

  E-mail:sara_bakhtiari1@yahoo.com                                                    پلاك دانشگاه، يكو ،5 ايستگاه ،2 فاز فرهنگيان :كرمانشاه - زهرا بختياري :مولف مسئول

  ، اروميه، ايراناروميه دانشگاه ،يدامپزشك دانشكدهاي، بافت شناسي مقايسه ارشد يكارشناس .1
  ، اروميه، ايراناروميه دانشگاه ،يدامپزشك دانشكده ، پايه علوم گروه، دانشيار .2
  ، اروميه، ايراناروميه دانشگاه ،يدامپزشك دانشكده ، پايه علوم گروه ،استاديار. 3
 10/8/1393 :تاريخ تصويب              9/7/1393 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات              1/4/1393: افت تاريخ دري  
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هاي ضدسرطاني خود به واسطه  درماني، علاوه بر فعاليت
 فســـفوراش يعنـــي  متابوليـــت سايتوتوكســـيك اصـــلي

هــاي آزاد اكســيژن  بــا توليــد راديكــال ،)2(آميدموســتارد
)ROS (اكسيداتيو اختلالات و ايجاد استرس سلول در داخل 

ــد    ــي خواه ــادي را در پ ــيميايي زي ــك و بيوش فيزيولوژي
كه نهايتاً منجر بـه كـاهش بـاروري در افـراد      )3-5(داشت

  .)6،7(شود تحت درمان مي
 45الـي   25مطالعات صورت گرفته نشان دادند كـه  

در  ROSدرصد مـردان نابـارور داراي سـطوح بـالايي از     
علاوه بر اين نقش  .)8،9(اند مني خود بوده هاي مايع نمونه

و  )10(سيكلوفسفاميد در بروز اليگواسپرمي و آزواسپرمي
در مـردان بـالغ    )6(هـاي اسـپرماتوژنيك   نيز حذف چرخه

تحت درمان با اين دارو به اثبات رسيده است بـه طـوري   
 بيني بـوده  كه بازگشت باروري در اين بيماران غيرقابل پيش

 هاي بررسي. )11(انجامد ها به طول مي د سالو در برخي موار
هـا را   آزمايشگاهي صورت گرفته، نقش آنتي اكسيدانت

ــايي  ROSدر كــاهش توليــد  توســط اســپرم و بهبــود توان
، از ايـن  )12-14(انـد  تكاملي جنين مـورد تأييـد قـرار داده   

هــاي  روي بــا توجــه بــه كــاربرد روزافــزون تكنيــك     
ــر  ــابي ســطIVFآزمايشــگاهي نظي ــز  ROSوح ، ارزي و ني

تواند ما را  هاي مؤثر و كارا مي استفاده از آنتي اكسيدانت
كـه تحقيقـات    به نتـايج بهينـه رهنمـون سـازد، هـم چنـان      

انـد كـه ايـن تركيبـات قادرنـد       صورت گرفته نشـان داده 
اثرات سمي پراكسيد هيدروژن بر روي جنين را بـه نحـو   

 زعفـران يـا سـافرون يكـي از    . )15(مطلوبي كاهش دهنـد 
گياهان دارويي است كه در ايران به ميزان فراوان كشـت  

انـد كـه    مطالعـات داروشناسـي نشـان داده   . شـود  داده مـي 
 داراي خواص درمـاني متعـددي  ) عصاره زعفران( كروسين

، )19(، ضدتشــنج)16-18(از جملــه اثــرات ضــدتوموري  
ــاب ــي خــون   )20(ضــددرد و الته ــده چرب و كــاهش دهن

 مطالعه از كروسـين كـه يكـي از    لذا در اين. )21،22(باشد مي
 مواد اصلي موثر در زعفران با خواص آنتي اكسـيدانتي و از 

، به منظور بهبود )23(باشد هاي آزاد مي بين برنده راديكال
  حيوانـات   عوارض ناشي از سيكلوفسفاميد بر توان بـاروري 

  

  .آزمايشگاهي تحت درمان با اين دارو استفاده گرديد
  

  ها روش مواد و
سر موش سوري نر  24ن مطالعه تجربي، تعداد در اي

قـبلاً  كه گرمي  25تا  20) اي هفته 8تا6(بالغ  NMRI نژاد
در  هــا آن هــا از طريــق قــرار دادن از توانــايي بــاروري آن

، در شـرايط  هاي ماده اطمينان حاصل شده بود كنار موش
 30گـراد، رطوبـت    درجه سانتي22 ± 2استاندارد با دماي 

 10سـاعت روشـنايي و   14با سيكل نوري درصد و  60تا 
بـه طـور تصـادفي     سپس. ساعت تاريكي نگهداري شدند

طـول دوره  (روز 35تـايي بـا دوره درمـاني     8گروه  3در 
   :قرار گرفتند) جنسي موش سوري نر

گروه كنتـرل بـه طـور روزانـه سـرم فيزيولـوژي        -1
)cc,IP2/0 (دريافت نمودند.   

) mg/kg/week,IP15(سيكلوفسفاميد  CPگروه  -2
   .دريافت كردند

بــه همــراه سيكلوفســفاميد مشــابه  CP+Crگــروه  -3
را نيــــز ) mg/kg/day,IP200(، كروســــين  CPگــــروه 

   .دريافت نمودند
 

 داروها نحوي تهيه

   گرمـــــي سيكلوفســـــفاميد  ميلـــــي 500ويـــــال 
(Baxter, Germany)   ليتـر سـرم    ميلـي  50تهيـه شـد و در

 )mg/kg/week, IP)15روفيزيولوژي استريل حل و مقدار دا
 .)24(ميلي ليتر محاسبه گرديـد  1/0براي هر موش در حجم 

 هـاي سـفيد آزمايشـگاهي    مقدار كروسين موثر در مـوش 
mg/kg)200( باشــد مــي)جهــت تهيــه آن . )25mg200  از

 (SIGMA-USA-ALDRICH-17304) پودر كروسـين 
ليتر سرم فيزيولوژي اسـتريل حـل كـرده و     ميلي 10را در 
ميلـي ليتـر بـه     2/0داروي تزريقي براي هـر مـوش   مقدار 

   .دست آمد
  

  (IVF)بررسي قابليت باروري آزمايشگاهي 
هـاي سـوري مـاده بـالغ      موشدر پايان دوره درمان، 

ازاي هـر   بـه . شدندجوان آماده تحريك تخمك گذاري 
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تحريــك . مــوش مــاده در نظــر گرفتــه شــد  3مــوش نــر 
 هورمـون حـد  وا 10گذاري با اسـتفاده از تزريـق    تخمك
PMSG )  ــركت ــاخت ش ــدFolligonس ــا46و) ، هلن  48ت

سـاخت  (HCG  واحـد هورمـون   10سـاعت بعـد تزريـق    
بـه روش   ليتر ميلي 1/0به حجم ) ، هلندFolligonشركت 

روز پيش از لقـاح، محـيط   .داخل صفاقي صورت گرفت
 12هاي لازم آماده شد و جهت به تعـادل رسـيدن    كشت

 5ر بــا تركيــب گــازي قبــل از لقــاح در انكوبــاتوســاعت 
. گراد قـرار گرفـت   درجه سانتي 37و دماي  CO2 درصد
ــا  HTFهـــاي لقـــاح بـــا محـــيط كشـــت   ديـــش   كـــه بـ

mg/ml BSA (sigma) 4 گذاري  تركيب شده بود، قطره
ميكروليتـري در هـر ديـش بـراي      500يك قطـره  . شدند

 شـو و و  ميكروليتري براي شسـت  100لقاح و چندين قطرة 
هـا   تريل گذاشته و روي سـطح آن هاي اس كشت در ديش
 10 .پوشانده شد) Mineral oil, sigma(با روغن معدني 

هــاي مــاده  ، مــوش HCGســاعت پــس از تزريــق 12تــا 
هاي رحمي در  لولهپس از قرار گرفتن . كشي شدند آسان

 Dissecting با اسـتفاده از تكنيـك  درجه،  37محيط كشت 
محـيط   به قطـرات  شوو  از شست بعد و ها خارج تخمك

 و HTF كشـت  لقاح در زير روغن معدني حاوي محـيط 
mg/ml BSA4  هـاي نـر آسـان     سپس موش. شدندمنتقل
پـس از ايجـاد چنـد بـرش دردم اپيديـديم      كشي شدند و 
ــا HTFهــاي حــاوي محــيط كشــت ديــش درون پتــري ، ب

 30بـه مـدت   ) Swim up(اسـتفاده از روش شناورسـازي  
ــاتور اســپرم عــد از بررســي هــا خــارج و ب دقيقــه در انكوب

ساعت داخل انكوباتور  1ها جهت توانايي به مدت  اسپرم
ي ها اسپرمپس از آن . تا زمان انجام لقاح قرار داده شدند

 ليتر محيط به تعداد يك ميليون به ازاي هر ميليمتحرك، 
عمـل  ، سـاعت بعـد    6تـا   5 حـدود . شـدند  اضافه، شتك

 تيـب بـدين تر . هسـته انجـام شـد    با مشاهده دو پـيش لقاح 
شو در داخـل  و  آمده بعد از شستدست ه ب هاي زيگوت
ميكروليتري در زير روغن معـدني بـه مـدت     100قطرات

ســاعت پــس از  24. )26(ســاعت كشــت داده شــدند 120
سـاعت بعـد از    120هـاي دوسـلولي و   كشت تعداد جنـين 

هـاي متوقـف شـده     ها و جنين كشت تعداد بلاستوسيست
كوس مورد بررسي كوپ معدر هر گروه در زير ميكروس

اسـپرم،   DNAجهت بررسـي ميـزان آسـيب    . قرار گرفت
هاي اسپرم بـه دسـت آمـده از     پس از تهيه اسمير از نمونه
 2هــا بــه مــدت  هــا، لام شــدن آن دم اپيديــديم و خشــك

ساعت توسط محلول كارنوي فـيكس گرديـد و بعـد بـه     
اورنــج  آميــزي آكريــدين دقيقــه توســط رنــگ 10مــدت 
هـا بـا    شو بـا آب، لام و  س از شستپ. آميزي شدند رنگ

بررسي و نتـايج   nm 460ميكروسكوپ فلورسنت و فيلتر 
   .)27(نيز در قالب درصد بيان شد

در پايان با استفاده از عصاره بافتي حاصل از هموژن 
 آلدئيـد انجـام   دي ها آزمايش تعيين ميزان مـالون  كردن بيضه

، يكي از محصولات جـانبي پراكسيداسـيون ليپيـدي   . شد
مالون دي آلدئيد است كه جهت بـرآورد ميـزان آسـيب    

 گـرم  0/ 2-  0/ 3براي اين منظور . پراكسيداتيو كاربرد دارد
هموژنـه  )  mM 150( ها در كلريد پتاسيم خنك  از نمونه

 10بـه مـدت    3000شده و سپس تركيب حاصل در دور 
 3ليتر از ماده رويي با  ميلي 0/ 5. دقيقه سانتريفيوژ گرديد

مخلـوط شـد   ) درصـد  V/V 1( ليتـر اسيدفسـفريك   ميلي
 ليتـر  ، ا ميليVortex (Supernatant) سپس اوسط ورتكس

TBA g/L)7/6 (هـا بـراي    نمونـه . هـا اضـافه شـد    به نمونه
گـراد قـرار    درجـه سـانتي   100دقيقـه در دمـاي    45مدت 

 3پــس از افــزودن . گرفتــه و ســپس در يــخ ســرد شــدند 
دقيقـه   10ا مجدا بـه مـدت   بوتانول، نمونه ه -ليتر ان ميلي

 مقدار جذب ماده رويـي . سانتريفيوژ شدند 3000در دور 
(Vortex)    نـانومتر و   532به وسـيله اسـپكتروفتومتري در

محاسـبه   MDAبر اساس منحني كاليبراسـيون اسـتاندارد   
آلدئيـد بـه صـورت     گرديد و در نهايت مقدار مـالون دي 

 . )28(گـــرم پـــروتئين بيـــان شـــد نـــانومول در هـــر ميلـــي

ها نيـز بـر اسـاس روش لـوري مـورد       ميزان پروتئين نمونه
آمـده از   هاي به دست داده. )29(اندازه گيري قرار گرفت

ــالونبررســي  ــزان م ــد بيضــه و آســيب دي مي   DNA آلدئي

  و بـــه روش آمـــاري 1SPSSافـــزار  نـــرم توســـطاســـپرم 

                                                 
1. Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 



   
  زهرا بختياري وهمكاران     

  

  53       1393آبان ،  118، شماره  بيست و چهارمدوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                            

 پژوهشي

مـورد آنـاليز    )p >05/0( درسـطح  2دانكن آزمونو  1آنووا
هاي حاصل از لقاح داخل  چنين داده هم. فتآماري قرار گر
و  3تـب ي افزار مين ـ ها با استفاده از نرم گروه آزمايشگاهي

   .آناليز شدند 4روش توپروپرشن
  

  يافته ها
آلدئيد بافت بيضـه   دي گيري ميزان مالون نتايج اندازه

 CP+Crمشخص كرد كه مقـادير ايـن پـارامتر در گـروه     
ــر ميلــي 3/8 ± 11/0( ــانومول ب ــروتئينگــ ن كــاهش  )رم پ

نانومول بر  CP )5/0± 1/15داري را نسبت به گروه  معني
 ).1نمودارشـماره () p >05/0( نشـان داد  )گرم پـروتئين  ميلي
هـاي بـا    دار ميانگين درصـد اسـپرم   چنين افزايش معني هم

DNA ديــده در گــروه   آســيبCP )75/3±75/41 ( در
 )55/1±5/18( CP+Crو ) 2±71/0( مقايسه با گروه كنتـرل 

  .)2نمودار شماره ( )>05/0p(مشاهده شد
 نتـايج حاصـل از   1محل قرارگيـري نمـودار شـماره    

هـا نشـان    بررسي درصد لقاح داخل آزمايشـگاهي اسـپرم  
دار  داد كــه تجــويز سيكلوفســفاميد باعــث كــاهش معنــي

ــاح از ــه  37/93 درصــد لق ــرل ب در  67/75 در گــروه كنت
شده است كه نشان از كاهش قـدرت بـاروري    CPگروه 
تجويز توأم كروسين . توسط سيكلوفسفاميد داردها  اسپرم

باعـث بهبـود    CP+Crبه همراه سيكلوفسـفاميد در گـروه   
هاي ايجـاد شـده توسـط سيكلوفسـفاميد بـر تـوان        آسيب

دار درصـد   باروري شده اسـت كـه باعـث افـزايش معنـي     
درصـد در ايـن    88/86بـه   CPلقاح در مقايسـه بـا گـروه    

  ).p >05/0( گروه شده است

ير متشابه در نمودارها نشان دهنـده وجـود   حروف غ
). p >05/0( باشــد هــا مــي دار بــين گــروه اخــتلاف معنــي

هــاي دوســلولي ايجــاد شــده كــه   مقايســه درصــد جنــين
دهنده شـروع شـكافتگي اسـت مشـخص كـرد كـه        نشان

دار درصـد ايـن    تجويز سيكلوفسفاميد باعث كاهش معني

                                                 
1. ANOVA 
2. Duncan 
3. Minitab 
4. Two Propertion 

شـده   CPدر گـروه   75در گروه كنترل به  87ها از  جنين
است كه تجويز توام كروسـين بـه همـراه سيكلوفسـفاميد     

دار درصـــد  باعـــث افـــزايش معنـــي CP+Crدر گـــروه 
ــين ــه گــروه  جن ــزان  CP  هــاي دو ســلولي نســبت ب ــه مي ب

   ).p >05/0( گرديد )57/90(
  

  
  

 هاي مختلف آلدئيد در گروه دي مقايسه ميزان مالون :1نمودارشماره
)Mean+Se(  

  

  
  

هاي  در گروه DNAبررسي درصد ميانگين شكست : 2نمودارشماره
 آزمايشي

  
ساعت به مرحلـه   120هايي كه پس از  بررسي جنين

 بلاستوسيست رسيده بودند مشخص كرد كه سيكلوفسفاميد
درصــد در گــروه  86/66باعــث كــاهش ايــن پــارامتر از 

شده است در حالي  CPدرصد در گروه 86/17كنترل به 
هـا بـه طـور     لاستوسيسـت افـزايش ب  CP+Crكه در گروه 

   ).p >05/0( درصد مشاهده شد 03/66دار به ميزان  معني
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شـده در   هاي متوقف افزايش درصد تعداد كل جنين
و  )13/33(در مقايسه بـا گـروه كنتـرل   ) CP )14/82گروه 

CP+Cr )96/33 ( مشاهده شد كه اين افزايش در گروهCP 
 ).p >05/0( دار بـود  معنـي  CP+Crهـاي كنتـرل و    با گـروه 

 داراي بلاسـتومرهاي ( I هاي متوقف شده تيپ درصد جنين
افـزايش   )فراگمانته شدن و نكروتيـك بـودن كامـل    ليز،

هــاي  نســبت بــه گــروه) CP )6/11داري در گــروه  معنــي
   .)p >05/0( نشان داد) 88/1( CP+Crو ) 18/1( كنترل

ليـز  ( II هاي متوقف شده تيپ چنين درصد جنين هم
داراي ( IIIو) در تعدادي از بلاستومرهاو فراگمانته شدن 

تعــداد كمــي بلاســتومرهاي ليــز و فراگمانتــه و وزيكــول 
داري بــا  افــزايش معنــي CPنيــز در گــروه ) سيتوپلاســمي
هــا داشــت كــه حضــور كروســين در گــروه  ســاير گــروه

CP+Cr اين پارامترهـا در مقايسـه    دار باعث كاهش معني
 )1ارهجـــدول شـــم( )p >05/0( گرديـــد CPبـــا گـــروه 

   .)3تا  1تصاوير شماره (
  

  حثب
كــاهش ميــزان بــاروري و كيفيــت جنــين بــا ميــزان  

هاي آسيب ديده اسـپرم، ارتبـاط مسـتقيم     DNAفراواني 
هم چنـين ارتبـاط مسـتقيمي بـين درصـد لقـاح       . )30(دارد

اسـپرم وجـود    DNAداخل آزمايشگاهي و ميزان آسيب 
اسپرم درصد لقاح بـه  DNA در صورت آسيب شديد . دارد

 علاوه بر اين استرس اكسـيداتيو، . )31(يابد شدت كاهش مي
را افـزايش   DNAبروز شكست در يك يا هـر دو رشـته   

ــي ــه طــور   . )32(دهــد م طــولاني مــدت سيكلوفســفاميد ب
و اتصـالات   DNAهاي رشته  داري ميزان شكستگي معني

هاي تحـت درمـان    را در اسپرم رتDNA-DNAعرضي 
ن مطالعات انجام شده بـر روي انسـا   .)33(دهد افزايش مي

اسپرم را بر روي تكامل جنـين   DNAنيز اثر منفي آسيب 
چنـين   هم. )34(اند در روند لقاح خارج رحمي تأييد كرده

هـا در   اكسـيدانت  نيـز بـر نقـش آنتـي     گزارشات ديگـري 
ــاروري و  DNAكــاهش آســيب  و نيــز افــزايش ميــزان ب

ــه ــاليني صــحه لان ــد گــذارده گزينــي ب ــابراين  .)36،35(ان بن
  ميزان دار ه گرفت كه كاهش معنيتوان چنين نتيج مي

  
  

ها به مرحله  گروه كنترل، درصد بالايي از جنين :1شماره  تصوير
هاي حاصله كيفيت مناسبي از  بلاستوسيست بلاستوسيست رسيده و
  .نظر مورفولوژي دارند

  

  
  

هـا در مراحـل    جنـين  ، درصـد بـالايي از  CPگـروه    :2تصوير شماره 
وتنهـا درصـد كمـي از جنـين هـا بـه       انـد   مختلف رشد متوقف شده

هـاي حاصـله از نظـر     بلاستوسيسـت . مرحله بلاستوسيست رسيده اند
 مورفولوژي كيفيت مناسبي ندارند و جنين هاي متوقـف شـده اكثـراً   

   .مي باشند ΙΙو  Ιتيپ 
  

  
  

ها به مرحله  ، درصد بالايي از جنينCP+Crگروه  :3تصوير شماره 
هاي حاصله كيفيت مناسبي از  تبلاستوسيست رسيده وبلاستوسيس

ها  درصد كمي ازجنين. دارند CPنظر مورفولوژي درمقايسه با گروه 
 ΙΙΙ و ΙΙ هاي متوقف شده از  نوع تيپ متوقف شده اند و اكثر جنين

  .هستند
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وجود اختلاف a (رد مطالعههاي مختلف مو ميانگين نتايج حاصل از بررسي لقاح داخل آزمايشگاهي و روند رشد جنيني در گروه :1جدول شماره
  )CPوجود اختلاف معني دار با گروه  bمعني دار با گروه كنترل، 

  

 |||هاي متوقف شده نوع جنين

(%) 

 ||جنين هاي متوقف شده نوع  

(%) 

 |هاي متوقف شده نوعجنين

(%) 

 كل جنين هاي متوقف شده

(%) 

 بلاستوسيست

(%) 

 هاي دوسلوليجنين

(%) 

 ميزان لقاح

(%) 

 هاگروه د اووسيتتعدا

 كنترل 181 37/93 87 86/66 13/33 18/1 14/4 81/27

25/56a 29/14a 6/11a 14/82a 86/17a 75a 67/75a 148 CP 

41/26b 67/5b 88/1b 96/33b 03/66b 57/90b 88/86b 122 CP+Cr 

  
  

هاي دوسلولي، بلاستوسيست و بـه طـور كلـي     لقاح، رويان
ت تحت درمـان در گـروه   كاهش ميزان باروري در حيوانا

CP هــا، بــه دليــل عمــل متابوليــت   نســبت بــه ســاير گــروه
سيكلوفسفاميد به نام فسفورآميدموستارد در ايجاد اتصـالي  

باشد، در حالي كـه   مي )DNA )37متقاطع در بين دو رشته 
كروسين با تـأثيرات محـافظتي خـود بـر كـاهش ميـانگين       

 دار اســپرم موجــب افــزايش معنــي DNAدرصــد شكســت 
ــاروري در گــروه  ــه گــروه  CP+Crدرصــد ب  CPنســبت ب

يكي ديگر از علل مهم پـايين بـودن درصـد توليـد     . گرديد
هـاي آزاد   جنين در شرايط آزمايشـگاهي، توليـد راديكـال   

شـود ايـن عامـل در     است كـه تصـور مـي   ) ROS(اكسيژن 
، توقـف رشـد جنـين و    )38(توقف تقسيم ميوزي اووسـيت 

توليدشــده ROS. )39(مــرگ ســلولي دخالــت داشــته باشــد
ــپرم  ــط اس ــايي      توس ــز توان ــي و ني ــايع من ــت م ــا كيفي ــا ب ه

بارورسازي اسپرم در شرايط آزمايشگاهي ارتبـاط عكـس   
به اسيدهاي چرب غيراشباع كـه در غشـاء    ROS .)40(دارد

سلولي حضور دارند حمله كرده و موجب شروع مجموعه 
هاي شـيميايي تحـت عنـوان پراكسيداسـيون      اي از واكنش

اي نسـبت   ها حساسيت ويژه اسپرم. )42،41(گردد يدي ميليپ
به آسيب هاي ناشي از استرس اكسـيداتيو دارنـد چـرا كـه     
غشاء پلاسـمايي آن هـا داراي مقـادير بـالايي از اسـيدهاي      
چرب غيراشباع بوده و در سيتوپلاسم آن ها ميـزان انـدكي   

ايـن در حـالي اسـت     ).44،43(هاي مهاري وجود دارد آنزيم
هـاي اكسـيداتيو ناشـي از     اند آسيب ها نشان داده سيكه برر

سيكلوفسفاميد بـه واسـطه توليـد پراكسـيد هيـدروژن روي      
يكـي از محصـولات جـانبي پراكسيداسـيون     . )45(دهند مي

اين محصـول جـانبي در   . باشد آلدئيد مي دي ليپيدي، مالون
هــاي بيوشــيميايي متعــددي جهــت بــرآورد ميــزان  ارزيــابي

لـذا نتـايج حاصـل از    . )46(آسيب پراكسيداتيو كاربرد دارد
ــدازه ــالون  ان ــادير م ــري مق ــه   دي گي ــت بيض ــد در باف آلدئي
دار اين پـارامتر   هاي آزمايشي كه بيانگر افزايش معني گروه

باشـد خـود بـه     ها مـي  در مقايسه با ساير گروه CPدر گروه 
ي مهم و تأثيرگذار در كـاهش درصـد بـاروري    عنوان عامل
يكـي از دلايـل مهـم ايـن امـر      . آيد حساب مي اين گروه به

مطابق مطالعات صورت گرفته اين است كـه عملكردهـاي   
مهم اسپرم از جملـه ظرفيـت يـابي، واكـنش آكروزومـي،      
اتصال به زوناپلوسـيدا و نفـوذ بـه تخمـك مسـتلزم وجـود       

تـوان افـزايش    پس مـي . )48،47(باشد مي ROSميزان طبيعي 
نسبت بـه گـروه    CP+Crدار درصد باروري در گروه  معني
CP ــه نقــش آنتــي اكســيدانتي كروســين در ســركوب  را ب

ROS ــده ــبت داد  ) 49(توليدش ــفاميد نس ــط سيكلوفس  .توس
اكسيدانتي كروسـين در بهبـود    مطالعات گذشته نقش آنتي

ن هـايي ماننـد ديـس ليپيـدميا و آترواسـكلروز نشـا       بيماري
در مطالعه ديگري سـافرون و اجـزاي فعـالش    . )50(دهد مي

ــافرانال ( ــين و س ــتند جراحــت  ) كروس  -lschemiaتوانس

Reperfusion     ايجاد شده در بافت مغـز و كليـه را كـاهش
هـم چنـين در يـك بررسـي تـاثير كروسـين بـه        . )51(دهند

ــدرچين   ــوان يــك عامــل ضــد آترواســكلروز در بل ــا  عن ه
لعه حاضر نيـز نشـان داده شـد    در مطا. )52(مشخص گرديد

دار ميـــزان  كـــه كروســـين از طريـــق كـــاهش معنـــي    
آلدئيـد موجـب بهبـود عملكـرد اسـپرم در لقـاح        دي مالون

  .گردد آميز با تخمك مي موفقيت
گيـري كـرد كـه در مجمـوع      تـوان نتيجـه   در پايان مي

توان نتيجه گرفت كه كروسين به علت داشتن خاصيت  مي
دار احتمـال بـاروري    به طور معني تواند آنتي اكسيدانتي مي

   .را در حيوانات تحت درمان با سيكلوفسفاميد افزايش دهد
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  سپاسگزاري
اين مقاله حاصل بخشي از پايـان نامـه تحـت عنـوان     

مطالعه بافت شناسي بيضه و ارزيابي پارامترهاي باروري "
 هاي سـوري تحـت درمـان بـا سيكلوفسـفاميد و      در موش

ــين و ا  ــرواتنقــش محــافظتي كروس ــل پي در مقطــع  "تي
باشـد كـه بـا حمايـت      مي 1392كارشناسي ارشد در سال 

بخش بافت شناسي دانشكده دامپزشكي دانشـگاه اروميـه   
  .اجرا شده است

 

References 
1. Kenny LB, Laufer MR, Grant FD, Grier H, 

Diller L. High risk of infertility and long 

term gonadal damage in males treated with 

high dose cyclophosphamide for sarcoma 

during childhood. Cancer 2001; 91(3): 613-

621. 

2. Boyd VL, Robbins JD, Egan W, Ludeman SM. 

31P Nuclear magnetic resonance spectroscopic 

observation of the intracellular transformations 

of oncostatic cyclophosphamide metabolites. J 

Med Chem 1986; 29(7): 1206-1210. 

3. Das UB, Mallick M, Debnath JM, Ghosh D. 

Protective effect of ascorbic acid on 

cyclophosphamide- induced testicular 

gametogenic and androgenic disorders in 

male rats. Asian J Androl 2002; 4(3): 201-207. 

4. Ghosh D, Das UB, Misro M. Protective role 

of alpha-tocopherol- succinate (provitamin-

E) in cyclophosphamide induced testicular 

gametogenic and steroidogenic disorders: a 

correlative approach to oxidative stress. Free 

Radic Res 2002; 36(11): 1209-1218. 

5. Manda K, Bhatia AL. Prophylactic action of 

melatonin against cyclophosphamide-induced 

oxidative stress in mice. Cell Biol Toxicol 

2003; 19(6): 367-372. 

6. Howell S, Shalet S. Gonadal damage from 

chemotherapy and radiotherapy. Endocrinol 

Metab Clin North Am 1998; 27(4): 927-943. 

7. Chapman RM. Gonadal injury resulting from 

chemotherapy. Am J Ind Med 1983; 4(1-2): 

149-161. 

8. de Lamirande E, Leduc BE, Iwasaki A, 

Hassouna M, and Gagnon C. Increased 

reactive oxygen species formation in semen 

of patients with spinal cord injury. Fertil 

Steril 1995; 64(3): 637-642. 

9. Padron OF, Brackett NL, Sharma RK, Lynne 

CM, Thomas AJ Jr, Agarwal A. Seminal 

reactive oxygen species, sperm motility and 

morphology in men with spinal cord injury. 

Fertil Steril 1997; 67(6): 1115-11120. 

10. Qureshi MS, Pennington JH, Goldsmith HJ, 

Cox PE. Cyclophosphamide therapy and 

sterility. Lancet 1972; 2(7790): 1290-1291. 

11. Buchanan JD, Fairley KF, Barrie JU.  

Return of spermatogenesis after stopping 

cyclophosphamide therapy. Lancet 1975; 

2(7926): 156-157. 

12. Tatemoto H, Ootaki K, Shigeta K, Muto N. 

Enhancement of developmental competence 

after in vitro fertilization of porcine oocytes 

by treatment with ascorbic acid 2-O-alpha-

glucoside during in vitro maturation. Biol 

Reprod 2001; 65(6): 1800-1806. 

13. Ali AA, Bilodeau JF, Sirard MA. Antioxidant 

requirements for bovine oocytes varies 

during in vitro maturation, fertilization and 

development. Theriogenology 2003; 59(3-40): 

939-949. 

14. Esfandiari N, Falcone T, Agarwal A, Attaran 

M, Nelson DR, Sharma RK. Protein 

supplementation and the incidence of 

apoptosis and oxidative stress in mouse 



   
  زهرا بختياري وهمكاران     

  

  57       1393آبان ،  118، شماره  بيست و چهارمدوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                            

 پژوهشي

embryos. Obstet Gynecol 2005; 105(30): 

653-660. 

15. Zhang X, Sharma RK, Agarwal A, Falcone T. 

Effect of pentoxifylline in reducing oxidative 

stress-induced embryotoxicity. J Assist 

Reprod Genet 2005; 22(11-12): 415-417. 

16. Nair SC, Pannikar B, Panikar KR, Antitumour 

activity of saffron (Crocus sativus). Cancer 

Lett 1991; 57(2): 109-114. 

17. Escribano J, Alonso GL, Coca-Prados M, 

Fernandez JA. Crocin, safranal and picrocrocin 

from saffron (Crocus sativus L.) inhibit the 

growth of human cancer cells in vitro. 

Cancer Lett 1996; 100(1-2): 23-30. 

18. Abdullaev FI. Cancer chemopreventive and 

tumoricidal properties of saffron (Crocus 

sativus L.). Exp Biol Med 2002; 227(1): 20-

25. 

19. Hosseinzadeh H, Khosravan V. Anticonvulsant 

effects of aqueous and ethanolic extracts of 

Crocus sativus L. stigmas in mice. Arch 

Intern Med 2002; 5: 44-47. 

20. Hosseinzadeh H, Younesi HM. Antinociceptive 

and anti-inflammatory effects of Crocus 

sativus L. stigma and petal extracts in mice, 

BMC Pharmacol. 2002; 2: 7. 

21. He SY, Qian ZY, Tang FT, Wen N, Xu G-L, 

Sheng L. Effect of crocin on experimental 

atherosclerosis in quails and its mechanisms. 

Life Sci 2005; 77(8): 907-921. 

22. Lee IA, Lee JH, Baek NI, Kim DH. 

Antihyperlipidemic effect of crocin isolated 

from the fructus of Gardenia jasminoides and 

its metabolite Crocetin. Biol Pharm Bull 

2005; 28(11): 2106-2110. 

23. Rios JL, Recio MC, Giner RM, Manez S. An 

update review of saffron and its active 

constituents. Phytotherapy Research 1998; 

10(3): 189-193. 

24. Selvakumar E, Prahalathan C, Sudharsan PT, 

and Varalakshmi P. Protective effect of lipoic 

acid on cyclophosphamide-induced testicular 

toxicity. Clin Chim Acta 2006; 367(1-2): 

114-119. 

25. Hosseinzadeh H, Abootorabi A, Sadeghnia 

HR. Protective effect of Crocus sativus 

stigma extract and crocin (trans-crocin 4) on 

methyl methanesulfonate-induced DNA 

damage in mice organs. DNA Cell Biol 

2008; 27(12): 657-664. 

26. Nagai T, Takaba H, Miyake K, Hirabayashi 

Y, Yamada K. Testicular mast cells 

heterogeneity in idiopathic male infertility. 

Fertil Steril. 1992; 57(6): 1331-1336. 

27. Sadeghi MR, Hodjat M, Lakpour N, Arefi S, 

Amirjannati N, Modarresi T, et al. Effects of 

sperm chromatin integrity on fertilization rate 

and embryo quality following intracytoplasmic 

sperm injection. Avicenna J Med Biotechnol 

2009; 1(3): 173-180. 

28. Niehaus WG Jr, Samuelsson B. Formation of 

malonaldehyde from phospholipid arachidonate 

during microsomal lipid peroxidation. Eur J 

Biochem 1968; 6(1): 126-130. 

29. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, 

Randall RJ. Protein measurement with the 

Folin phenol reagent. J Biol Chem 1951; 

193(1): 265-275. 

30. Sakkas D, Urner F, Bizzaro D, Manicardi G, 

Bianchi PG, Shoukir Y, et al. Sperm nuclear 

DNA damage and altered chromatin 

structure: effect on fertilization and embryo 

development. Hum Reprod 1998; 13(suppl 

4): 11-19. 

31. Lewis SE, Aitkcn RJ. DNA damage to 

spermatozoa has impacts on fertilization and 

pregnancy. Cell Tissue Res 2005; 322(1): 33-

41.  



  تحت درمان با سيكلوفسفاميد لقاح داخل آزمايشگاهي موش هاي و كروسين
 

8  1393، آبان  118رم ، شماره دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                   دوره بيست و چها مجله 

32. Aitken RJ, Krausz C. Oxidative stress,  

DNA damage and the Y chromosome. 

Reproduction 2001; 122(4): 497-506. 

33. Qiu J, Hales BF, Robaire B. Damage to  

rat spermatozoa DNA after chronic 

cyclophosphamide exposure. Biol Reprod 

1995; 53(6): 1465-1473. 

34. Seli E, Gardner DK, Schoolcraft WB, Sakkas 

D. Extent of nuclear DNA damage in 

ejaculated spermatozoa impacts on blastocyst 

development after in vitro fertilization. Fertil 

Steril 2002; 82(2): 378-383. 

35. Hughes CM, Lewis SE, McKelvey-Martin 

VJ, Thompson W. The effects of antioxidant 

supplementation during Percoll preparation 

human sperm DNA integrity. Hum Reprod 

1998; 13(5): 1240-1247. 

36. Greco E, Romano S, Iacobelli M, Ferrero S, 

Baroni E, Minasi MG, et al. ICSI in cases of 

sperm DNA damage: beneficial effect of oral 

antioxidant treatment. Hum Reprod 2005; 

20(9): 2590-2594. 

37. Arumugam N, Silvakumar V, Thanislass J, 

and Devaraj H. Effects of acrolein on rat 

liver antioxidant defense system. Indian J 

Exp Biol 1997; 35(12): 1373-1374. 

38. Nakamura Y, Nagamata Y, Sugino N, 

Takayama H, Kato H. Nitric oxide inhibits 

oocyte meiotic maturation. Biol Reprod 

2002; 67(5): 1588-1692. 

39. Hashimoto S, Minami N, Yamada M, Imai 

H. Excessive concentration of glucose during 

in vitro maturation impairs the developmental 

competence of bovine oocytes after in vitro 

fertilization: Relevance to intracellular reactive 

oxygen species and glutathione contents. Mol 

Reprod Dev 2000; 56(4): 520-526. 

40. Aitken RJ. The Amoroso lecture. The human 

spermatozoon a cell in crisis? J Reprod Fertil 

1999; 115(1): 1-7. 

41. Aitken RJ. Free radicals, lipid peroxidation 

and sperm function. Reprod Fertil Dev 1995; 

7(4): 659-668. 

42. Kodama H, Kuribayashi Y, Gagnon C. Effect 

of sperm lipid peroxidation on fertilization. J 

Androl 1996; 17(2): 151-157. 

43. Sharma RK, Agarwal A. Role of reactive 

oxygen species in male infertility. Urology 

1996; 48(6): 835-850. 

44. Vernet P, Aitken RJ, Drevet JR. Antioxidant 

strategies in the epididymis. Mol Cell 

Endocrinol 2004; 216(1-2): 31-39. 

45. Murata M, Suzuki T, Midorikawa K, Oikawa 

S, Kawanishi S. Oxidative DNA damage 

induced by a hydroperoxide derivative of 

cyclophosphamide. Free Radic Biol Med.  

2004; 37(6): 793-802. 

46. De Lamirande E, Gagnon C. Impact of 

reactive oxygen species on spermatozoa: a 

balancing act between beneficial and 

detrimental effects. Hum Reprod 1995; 

10(suppl 1): 15-21. 

47. De Lamirande E, Jiang H, Zini A, Kodama 

H, Gagnon C. Reactive oxygen species and 

sperm physiology. Rev Reprod 1997; 2(1): 

48-54. 

48. Aitken RJ, Clarkson JS, Fishel S. Generation of 

reactive oxygen species, lipid peroxidation, 

and human sperm function. Biol Reprod 

1989; 41(1): 183-197. 

49. Lamirande ED, Gagnon C. Reactive oxygen 

species and human spermatozoa. II. 

Depletion of adenosine triphosphate plays an 

important role in the inhibition of sperm 

motility. J Androl 1992; 13(5): 379-386. 

50. Xi L, Qian Z, DU P, FU J. Pharmacokinetic 

properties of crocin (crocetin diagentiobiose 

ester) following oral administration in rats. 

Phytomedicine 2007; 14(9): 633-636. 



   
  زهرا بختياري وهمكاران     

  

  59       1393آبان ،  118، شماره  بيست و چهارمدوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                            

 پژوهشي

51. Hosseinzadeh H, Modaghegh MH, Saffari Z. 

Crocus sativus L. (saffron) extract and its 

active constituents (crocin and safranal) on 

ischemia-reperfusion in rat skeletal muscle. 

Evid Based Complement Alternat Med 2009; 

6(3): 343-350. 

52. He SY1, Qian ZY, Tang FT, Wen N, Xu GL, 

Sheng L. Effect of crocin on experimental 

atherosclerosis in quails and its mechanisms. 

Life Sci 2005; 77(8): 907-921. 

 


