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Abstract

Tribulus terrestris (TT) is a flowering plant, traditionally being used as an aphrodisiac
agent. Studies shown that TT extract increases testosterone levels and produces
aphrodisiac effects. Nowadays is a major ingredient of most aphrodisiac drugs but there
is no document about its testicular pathology in long term use. The purpose of our study
was to identify the effects in rats of oral TT on body weight, testicular histopathology and
weight at normal and double doses to presume its probable negative effects in human
while using exaggerated for long period of time. 30 male mature SD rats were used, kept
in individual cages, fed with standard ration and water ad libitum, divided into 3 groups
(G); ¢, a and b received placebo and oral doses of 10 and 20 mg/kg of TT, SID for
8weeks .Rats were weighted at day 1, and At the end of the study, all were weighted,
anaesthetized and the left testis excised. Testicular weigh with and without epididymis
was recorded then histopathologic slides prepared with H&E and Masson trichrome, and
focused on seminiferous tube diameter, epithelial layer thickness, interstitial space length,
testicular capsule thickness. All stages of the experiment were conducted as blind. Data
statistically analyzed by variance analysis (ANOVA) and Tukey test, at a significance
level of 5% (p<0.05). Results showed a significant body weight gain in G-a and body
weight loss in G-b. Testis weighting showed a significant increase in G-a, but there was
no significant difference between G-c and b. Microscopic examination of G-b showed,
shrunken seminiferous tubes and spermatogoni cells were lower in population. Primary
spermatocyte and spermatozoids, in comparison with groups’ ¢ and b, in lower
concentration, destruction of seminiferous tubes group b. Sub cortical vessels were
thickened and distributed. All parameters in other two groups were normal. Results
indicate that exaggerated use of TTE over 8 weeks may result in destructive effects on
male genital system in rats which may in turn induce male fertility problems. The use of
TTE with caution is suggested. Further research to evaluate effects on fertility, sperm
count, reproductive status is indicated.

Keywords: Tribulus tertestris, Testis, Histopathology
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چكيده


خارخاسک​(Tribulus tertestris)  گیاه گل​زا است که به طور سنتی به عنوان محرک میل جنسی استفاده می​شود. مطالعات نشان داده​اند که عصاره خارخاسک​ (TTE) غلظت خونی تستسترون را افزوده و آثار افزاینده میل جنسی ایجاد می​نماید. هر چند این عصاره امروزه به​عنوان یکی از​ مهم​ترین اجزای تشکیل دهنده داروهای آفرودیازیک می​​باشد، ولی اطلاعات مشخصی در ارتباط با آثار هیستولوژیک آن بر بیضه در مصرف طولانی مدت وجود ندارد. هدف مطالعه حاضر تعیین اثرات تجویز خوراکی و طولانی مدت دوز معمول (mg/kg 10) و دوز (mg/kg  20) از عصاره خارخاسک​ بر وزن بدن، هیستولوژی و وزن بیضه، در موش​های صحرایی بود تا بتوان آثار احتمالی منفی آن را در موارد مصرف افراطی دارو تخمین زد. بدین منظور 30 سر موش صحرایی نر بالغ نژاد Sprague Dawley به طور تصادفی انتخاب و به سه گروه تقسیم شدند که به ترتیب، شاهد (گروه C)، دز mg/kg10 عصاره (گروه A ) و دز  mg/kg20 عصاره​ (گروه B)​ را یک بار در روز به مدت 8 هفته دریافت کردند.​ حیوانات در روز اول وزن​کشی شدند و​ در روز آخر نیز
 بی​هوش گردیده و مجددا ًَ وزن کشی شده و بیضه سمت چپ همه گروه​ها به روش جراحی باز برداشته و وزن بیضه به همراه و بدون اپیدیدیم اندازه​گیری شد. مقاطع هیستوپاتولوژی از بافت بیضه​ها به روش​ رنگ​آمیزی هماتوکسیلین-ائوزین و تریکروماسون جهت مطالعات ریزبینی آماده شد. در برش​های تهیه شده، قطر لوله​های اسپرم​ساز، ضخامت لایه اپیتلیالی، طول فضای بینابینی و ضخامت کپسول بیضه، مورد بررسی قرار گرفت. همه مراحل تحقیق به​صورت کور انجام گردید. جهت تحلیل داده​ها از آزمون آناليز واريانس يك​طرفه و آزمون تعقیبی توکی استفاده گرديد. مقدار 05/0p< براي تعيين سطح معني​دار بودن بين گروه​ها در نظر گرفته شد. نتایج حاصله افزایش معنی​داری را در وزن گروه A و کاهش معنی​داری را در وزن موش​های گروه B در مقایسه با گروه C نشان داد. توزین بیضه​ها افزایش وزن معنی​داری را در در گروه A نشان داد ولی تفاوت معنی​داری مابین وزن بیضه گروه C با B برآورد نگردید. بررسی میکروسکوپیک گروه B حضور لوله​های اسپرم​ساز چروکیده و کاهش تعداد سلول​های اسپرماتوگونی را مشخص نمود. اسپرماتوسیت اولیه و اسپرماتوزویید​ها در مقایسه با گروه A و C تعداد کمتری داشتند و تخریب لوله​های اسپرم​ساز در گروه  Bکاملاً واضح بود. عروق زیر کپسولی ضخیم و منتشر بوده و همه پارامترهای مذکور در دو گروه دیگر طبیعی بودند. نتایج نشان می​دهند که مصرف افراطی عصاره خارخاسک به مدت 8 هفته می​تواند به آثار تخریبی در سیستم تناسلی موش​های صحرایی بیانجامد که می​تواند مشکلات باروری برای جنس نر پیش آورد.


مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 1، پیاپی 17، صفحات: 1049-1043.

کليد واژه​ها: خارخاسک، بیضه

مقدمه


     خارخاسک یک گیاه بوته​ای بومی مناطق گرمسیری کویری و حاره است و در ایران به​ویژه در کویر مرکزی و دشت لوط به صورت خودرو وجود دارد. میوه چهار بخشی و نرم با خارهای تیزی که دارد بیشترین قسمت اثر گذار و مورد استفاده دارویی می​باشد(1، 5 و 6). این گياه و محصولات آن به طور گسترده در طب سنتي چين و هند براي درمان بيماري​هاي مزمن مختلف از جمله بيماري​هاي دستگاه ادراري، قلبي- عروقي و اختلالات معده​اي- روده​اي و براي بهبود عملكرد جنسي در مردها بكار برده مي​شده است (2). گیاه خارخاسك به​علت داشتن استروئیدهای مختلف باعث تحریك اسپرماتوژنز شده و با تأثیر بر روی سلول​های سرتولی موجب افزایش تولید اسپرم می​گردد (4). امروزه اين گياه بخش اصلی تشکیل دهنده اکثر داروهای آفرودیازیک می​باشد (1). بدین منظور و به دلیل گستردگی استفاده از داروهای آفرودیازیک و متعاقباً افزایش مصرف خارخاسکدر میان جوامع مختلف، اهمیت تأثیر دارو بر بافت​شناسی بیضه به​عنوان یک سوأل اساسی مطرح می​گردد.  همچنین آثار دیگری از جمله ابعاد و وزن بیضه و وضعیت بدنی حیوان نیز از اهداف دیگر مورد بررسی بودند.

مواد و روش​ها

     21 سرموش صحرایی نر 3-4 ماهه با وزن 350-250​ گرم به طور تصادفی انتخاب و پس از بررسی از لحاظ سلامت ظاهری، در داخل سه قفس مجزا در محل مراقبت از حیوانات دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی تبریز نگه​داری شدند تا ابتدا با محیط جدید تطبیق یابند. در طول کل دوره تحقیق همه موش​ها تحت 12 ساعت نور​دهی و 12 ساعت تاریکی و دمای محیط 22 تا 27 درجه سانتی​گراد و دسترسی آزاد به آب نگه​داری شدند. تغذیه موش​ها در کل دوره تحقیق به شکل پليت​هاي آماده كه به طور تمام وقت در اختيار آنها قرار داشت انجام گرفت. پس از سپری​شدن دورۀ دو​هفتگی تطبیق با محیط، عصاره تريبولوس ترتستریس خوراکی گیاهی تهیه شده از محل دانشکده داروسازی دانشگاه تبریز را با دوز mg/kg10 (گروه A ) وmg/kg 20 (گروه B) یک​بار در روز براي هر موش تجویز گردید (10). به دليل تلخ مزگی، دارو با مقداري شكر مخلوط شد و توسط سرنگ به موش​های دو گروه تیمار گاواژ گردید. لازم به ذکر است گروه شاهد (گروه C)  نیز آب مقطر و شکر دریافت نمودند. در روز آخر ابتدا موش​ها توسط رامپون و کتامین به ترتیب با دوز mg/kg10 وmg/kg 60 به صورت تزریق داخل صفاقی بی​هوش گردیدند (10 و 11). سپس 
آماده​سازی جراحی در ناحیه اسکروتوم انجام​ گرفته، ضد​عفونی و شان​گذاری شده و بیضه​ها به همراه اپیدیدیم به روش 
اخته​کردن بسته خارج گشتند. بیضه​ها را به همراه اپیدیدم از سایر بافت​هایی که متصل به آنها بودند جدا و یک بار همراه با اپيدیدیم و بار دیگر اپیدیدیم جدا گردیده و بیضه به تنهایی توسط ترازوی دیجیتال اندازه​گیری شد. سپس ابعاد بیضه یعنی قطر طولی و قطر عرضی آن توسط کولیس دیجیتال اندازه​گیری و ثبت شد. بیضه جدا شده از اپیدیدیم پس از اندازه​گیری ابعاد آن به درون فر مالین 10% انتقال سپس نمونه​ها برای تهیه مقاطع میکروسکوپی و رنگ​آمیزی اختصاصی هماتوکسیلین- ائوزین و تریکروماسون و ارزیابی تغییرات بافت​شناسی بیضه به آزمایشگاه بافت​شناسی ارسال گردیدند.

یافته​ها

    نتایج حاصل از اندازه​گیری​های ابعاد و وزن نشان داد که وزن حیوان و همچنین وزن بیضه با یا بدون اپیدیدیم و ابعاد آن در دوز نرمال نسبت به دو گروه دیگر افزایش داشته است (جدول 1) .

جدول 1- مقایسه وزن حیوان، وزن بیضه با یا بدون اپیدیدیم و ابعاد آن در گروه​های مورد مطالعه


		پارامترها

گروه

		وزن حيوان


(گرم)

		وزن بيضه با اپيديديم


(گرم)

		وزن بيضه بدون اپيديديم


(گرم)

		قطر عرضي بيضه


(ميلي​متر)

		قطر طولي بيضه


 (ميلي​متر)



		c

		23/47±02/293

		219 /0±032/1

		2/0±68/0

		79/0±80/9

		08/0±90/16



		A

		7/21±24/306

		091/0±33/1

		07/0±98/0

		25/0±03/11

		63/0±36/18



		B

		82/4±94/247

		115 /0±12/1

		1/0±71/0

		83/0±82/9

		02/1±92/16



		  مقدار  p در آزمون ANOVA

		025/0

		185/0

		059/0

		197/0

		262/0





نتايج بافت شناسی 

در مشاهدات ریز​بینی انجام شده، ساختار بافتي بيضه گروه A در مقايسه با ساختار بافتي گروه شاهد تغييرات مورفولوژیک چشم​گيري نداشت. در اين بررسی، مقاطع عرضي و طولي لوله​هاي مني​ساز، تراكم سلولي سلول​هاي رده جنسي و فاصله فضاي بينابيني به حالت طبیعی مشاهده شدند.
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نگاره 1- نماي ميكروسكوپي از بافت بيضه گروه کنترل. به ضخامت کپسول بیضه و تراکم درون توبولی را توجه کنید (رنگ​آمیزی H&E بزرگنمايي × 4) (1)-
نماي ميكروسكوپي از بافت بيضه گروه  A(رنگ​آمیزی H&E بزرگنمايي × 4) (2)- نماي ميكروسكوپي لوله​هاي مني​ساز، فضاي بينابيني از بافت بيضه گروه C (رنگ​آمیزی H&E بزرگنمايي×  10)(3)- نماي ميكروسكوپي لوله​هاي مني​ساز، فضاي بينابيني از بافت بيضه گروه A (رنگ​آمیزی H&E بزرگنمايي× 10)(4).


در مشاهدات ساختار بافتي گروه B، لوله​هاي مني​ساز به اشكال نامنظم و چروك خورده ديده شده و سلول​هاي اسپرماتوگوني با تراكم كم ديده شدند. سلول​هاي رده جنسي اسپرماتوسيت اوليه، ثانويه و اسپرماتوزوييد در مقايسه با گروه A و C در حد پاييني ديده شدند. به دنبال تخريب و تخليه اپي​تليوم 
لوله​هاي مني​ساز در گروه B، افزايش چشم​گير فضاي بينابيني و همچنين پراكندگي سلول​هاي لايديك در آن فضا وجود داشت.
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نگاره 2- نماي ميكروسكوپي لوله​هاي مني​ساز و فضاي بينابيني از بافت بيضه گروه B (رنگ​آمیزی H&E بزرگنمايي× 10)(5)- نماي ميكروسكوپي لوله​هاي مني​ساز از بافت بيضه گروه B (رنگ​آمیزی H&E  بزرگنمايي 10×)(6)- در مطالعه روی کپسول بیضه که با رنگ​آمیزی اختصاصی تری کروم ماسون تهیه شده بود تراکم و حضور رشته​های کلاژن تیپ 1 در وضعیت مشابهی با گروه C دیده شده. در این نمونه​ها کپسول بیضه به رنگ آبی قابل تفکیک از ساختار بافت بیضه می​باشد (7 و 8).


وضعیت کپسول بافت بیضه در گروه B نشان از القاء روند فیبروزی داشت سلول​های فیبروبلاستی در این گروه رشته​های کلاژنی تیپ 1 بیشتر ساخته شده و در نتیجه قطر کپسول در این گروه در مقایسه با دو گروه قبلی بیشتر از چند برابر دیده شد. ضخامت کپسول بیضه در رنگ​آمیزی اختصاصی​
تر​یکروماسون از سایر ساختارهای بافت به​خوبی قابل تفکیک بود. از تغییرات دیگر در گروه B، گسترش و قطور شدن عروق مجاور زیر کپسول بیضه بود که در مقایسه با گروه​های C و A چشم​گیر بود. که درحین ایجاد روند فیبروزی تظاهر کرده بود.
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نگاره 3- نمای میکروسکوپی از کپسول بیضه گروه A (رنگ​آمیزی تری کروم ماسون1- بزرگنمایی × 10 راست و بزرگنمایی × 40 ، چپ)(9 و 10)-  نمای میکروسکپی از کپسول بیضه گروه B  (رنگ​آمیزی تری کروم ماسون 1-بزرگنمایی× 10 )(11)- نمای میکروسکپی از کپسول بیضه گروه B، گسترش گروه خونی در کپسول بیضه در روند القاء فیبروزی (رنگ​آمیزی تری کروم ماسون  بزگنمایی×40)(12).

نتایج به​دست​آمده از بیومتری پارامتر​های کمی نشان داد که اندازه لوله منی​ساز و ارتفاع اپی​تلیوم لوله منی​ساز در گروه B به طور معنی​دار نسبت به گروه A و C کاهش داشت (001/0p<) همچنین فاکتورهای فوق در گروه A نسبت به گروه C تفاوت معنی​داری نداشت. فاصله فضای بینابینی و ضخامت کپسول بیضه گروه B در مقایسه با گروه A به طور معنی​داری افزایش داشت (001/0p<). فاکتور​های فوق در گروه A نسبت به گروه C تفاوت معنی​داری نداشت.


جدول 2- جدول میانگین پارامترهای بافت بیضه بر حسب میکرومتر، هر پارامتر به صورت mean±SEM ارائه شده است (n=7)

		تعداد

		اندازه قطر لوله منی​ساز

		ارتفاع لوله اپی​تلیوم

		فاصله فضایی بینابینی

		ضخامت کپسول بیضه



		گروه B

		1±2/96

		0/48±8/3

		8/57±16/8

		0/65±24/4



		گروه  A

		0/02±4/1

		0/56±18/5

		0/53±8/75

		0/35±8/8



		گروه C

		0/03±3/9

		0/5±19

		0/08±8/59

		0/9±8/9





بحث و نتيجه‌گيري

    ضعف قوای جسمی و متعاقباً جنسی در کهنسالان، شرایط سخت زندگی و استرس روانی و عدم وجود تجربه رفتار جنسی در حیوانات و حتی انسانها به شرایط خاصی منجر 
می​شود که در طی آن، فرد تمایل به انجام رفتار تولیدمثلی نداشته و گاهاً تداوم نسل به خطر می​افتد. چراکه در حیواناتی که به​طور فصلی تولید​مثل می​نمایند به​ویژه حیواناتی همچون سگ که سالی یک یا حداکثر دوبار قابلیت تولید مثل دارند وجود لیبیدو یا میل جنسی کافی،  جهت شروع، ادامه و خاتمه روند تولیدمثلی ضرورت دارد. از آنجایی​که همیشه در مدیریت تولیدمثلی حیوانات تمامی شرایط مناسب و صحیح وجود نداشته و گاهاً ندانسته رعایت نمی​شوند لذا ضرورت می​یابد تا به طریقی میل جنسی را در انسان یا حیوان به حد نرمال بازگرداند تا این روند به درستی انجام پذیرد. از گیاهان آفرودیازیک چهار مورد مهم عبارتند از خارخاسک، زنجبیل، زعفران و دارچین که مورد ابتدایی از همه معروف​تر و مؤثر​تر بوده و در ترکیب اکثر داروهای آفرودیازیک جزو مهم​ترین و پرغلظت​ترین قسمت دارو محسوب می​شود (1 و 2).

  Walidو همکاران تأثیر تریبولوس آلتوس را به عنوان گونه دیگری از تریبولوس​ها بر​ روی میزان تستوسترون خون موش صحرایی نر آزمایش کردند. در این بررسی مخلوتی از اندام​های ریشه​ای، هوایی، گل و میوه گیاه به​صورت پودر و در متانول 70 درصد خیسانده و عمل​آوری و تهیه شدند. عصاره مذکور با دوز50 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن در یک دوز واحد گاواژ گردید و نتایجی که به​دست آمد حاکی از افزایش میزان تستوسترون خون بوده است (19). Kalamegam و همکاران نیز نشان دادند که خارخاسک در موش​های اخته شده نیز می​تواند میزان تستوسترون خون را افرایش دهد که قرابت عینی با نتایج حاصل از تحقیق حاضر دارد، چرا که رشد و نمو بافت بیضه که در گروهA  مشاهده شد می​تواند ناشی از افزایش میزان تستوسترون باشد (3، 8 و11).  Giorgiaو همکاران در یک بررسی دیگر اثر عصاره خارخاسک را در خروس بر روی کیفیت اسپرم مورد مطالعه قرار دادند (12). در این راستابه میزان mg/kg 10 به مدت 4 هفته به آب آشامیدنی حیوانات اضافه شد. در پایان دوره به طریقه ماساژ به 
جمع​آوری اسپرم پرداختند و در این میان حجم اسپرم به​طور بارز و برجسته​ای (29 درصد) افزایش یافته بود و با انجام تست تغییر رنگ متیلن بلو مشخص گردید که  تحرک اسپرم نیز  افزایش یافته است، باز این نتیجه نیز نشانی مستقیم و عمده بر افزایش تستوسترون در طول دوره تحقیق داشته است چرا که برای افزایش تعداد اسپرم ضرورتاً به مقادیر بالا و پایای تستوسترون نیاز است (13).  Tomovaو همکاران نیز دریافتند که خارخاسک در تسریع اسپرماتوژنز قوچ​ها اثرات مثبتی داشته است که باز با نتایج تحقیق حاضر مطابقت دارد. در این تحقیق نیز افزایش اندازه استرومای بیضه به همراه لومن​های پر از اسپرم می​تواند گوا​هی بر افزایش میزان تستوسترون بوده باشد (16). Antonio و همکاران وAdimoelja  و همکاران اثرات افزاینده قوه جنسی توسط خارخاسک را به​طور قطع از لحاظ افزایش میزان تستوسترون و فرکانس جفت​گیری و افزایش غلظت اسپرم مورد ارزیابی قرار دادند. قابل ذکر اینکه در تحقیق ایشان رفتار موش​های نر در مقایسه با گروه کنترل، تهاجمی تر شده بود و رفتارهای مکرر تولید مثلی و نزاع در میانشان مشاهده می​شد​ (17 و 18).  Jin-wen huangو همکاران پس از مطالعه و بررسی بر روی ترکیب شیمیایی این گیاه موادی همچونterrestrinins D-glucopyranosyl  furostanol, را یافتنند (7). مشخص گردیده است furostanol  بخشی از ترکیب این گیاه به عنوان ماده​ای با اثرات مشابه با تستوسترون عمل می​نماید و در بافت​های محیطی بدن به تستوسترون تبدیل می​گردد. Neychev و همکاران تأثیر معنی​داری بر تولید تستوسترون در​ جوانان در حال بلوغ با تجویز خوراکی خارخاسک مشاهده ننمودند. که با نتیجه تحقیق حاضر همخوانی ندارد. شاید دلیل عدم همخوانی، بالا بودن مقادیر تستوسترون درونزاد در این سنین و عدم پاسخگویی بیشتر به افزایش تستوسترون باشد (18). Gauthaman  و همکاران دریافتند که در اثر مصرف خوراکی خارخاسک با دوز  mg/Kg5، یک بار در روز، فشار خون کاورنوزی پنیس در موش​های رت اخته شده در مقایسه با گروهی که تحت تجویز زیر جلدی تستوسترون با دوز mg/Kg10 دوبار در هفته قرار گرفته بودند افزایش​ یافته، فرکانس جفت​گیری افزایش یافته و فاصله میان هر جفت​گیری کم​تر شده است (10). با توجه به بررسي​هاي انجام شده و تجويز خوراكي محلول تريبولوس ترتستریس و مشاهده اثرات اين دارو در موش​هاي نر بالغ، مصرف این دارو تا مشخص شدن نتایج کامل در مطالعات بعدی از لحاظ میزان باروری توصیه نمی​شود و توصیه می​گردد مصرف دارو در انسان​هایی که صاحب فرزند نشده​اند منع گردد لکن برای افرادی که قصد داشتن فرزند ندارند بلامانع می​باشد. البته مصرف بلامانع، در استفاده از دوز توصیه شده درمانی می​باشد.
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