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Background and Objectives Levofloxacin is a fluoroquinolone. Long-term use of antibiotics, including 
fluoroquinolone antibiotics, causes dystrophic changes in the ovaries. In this study, the effects of levo-
floxacin on the development of ovarian follicles and their apoptosis in the in vitro and in vivo conditions 
of NMRI Mouse were investigated.
Methods In the vitro study, isolated ovaries of animals were treated with levofloxacin at concentrations 
of 1, 2, 5, 10 µg/ml for 6 days and in the vivo study were treated with levofloxacin at concentrations of 
100, 200, 400 and 800 mg/kg. After 24 days, animals were sacrificed in the in vivo groups and ovary 
samples were obtained. Hematoxylin and eosin (H&E) stains for histological studies also Real Time PCR 
techniques for study of expression rate of Bax and Bcl-2 genes were performed in both groups.
Results The results of the in vitro study showed that the dose of 2 μg/ml induced apoptosis in the mono-
layer primary follicles. Doses of 5 and 10 μg/ml increased the induction of apoptosis in the multilayer 
primary follicle. The number of secondary follicles at the 5 μg/ml dose had the most decrease. While at 
the dose of 10 μg/ml, the number of mature follicles had the most increase. As the antibiotic concen-
tration increases, the expression of the Bax gene decreases and Bcl-2  gene increases significantly. The 
results of the in vitro study showed that the number of primary and secondary follicles decreased dose-
dependently. The number of atretic follicles increased significantly with increasing dose. The expression 
of the Bax and Bcl-2  genes increased with increasing levofloxacin antibiotic concentration.
Conclusion This study demonstrates that levofloxacin induces apoptosis in ovarian follicles
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مقاله پژوهشی

بررسی اثرات آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر میزان بیان ژن های آپوپتوز در فولیکول های تخمدان 
موش نژاد NMRI در شرایط برون تنی و درون تنی

آنتی بیوتیک های  از جمله  آنتی بیوتیك ها،  طولانی مدت  مصرف  است.  فلوروکینولون  آنتی بیوتیک  یک  لووفلوکساسین  و هدف  زمینه 
فلوروکینولون،  باعث تغییرات دیستروفیک در تخمدان ها می شود. در این مطالعه، اثرات آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر تكوین فولیكول های 

تخمدان و میزان آپوپتوز آن ها در شرایط برون تنی و درون تنی موش های سوری نژاد NMRI بررسی شد.

روش بررسی در مطالعه برون تنی، تخمدان های جداسازی شده از حیوانات با غلظت های یک، دو، سه و ده میكروگرم بر میلی لیتر به مدت 
شش روز با آنتی بیوتیک لووفلوکساسین تحت تیمار قرار گرفتند و در مطالعه درون تنی موش های ماده در گروه های آزمایش با داروی 
لووفلوکساسین با غلظت های صد، دویست، چهارصد و هشتصد میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن تحت تیمار قرار گرفتند. پس از  24 روز 
حیوانات گروه درون تنی، کشته شده و نمونه بافت تخمدان تهیه شد. سپس رنگ آمیزی  هماتوکسیلین-ائوزین جهت بررسی های بافتی و 

همچنین تكنیک Real Time PCR جهت بررسی میزان بیان ژن های Bax و Bcl-2 برای هر دو گروه انجام شد. 

یافته ها نتایج مطالعه برون تنی نشان داد که دُز دو میكروگرم بر میلی لیتر، آپوپتوز را در فولیكول اولیه تک  لایه القا کرد. دُزهای پنج و ده 
میكروگرم بر میلی لیتر، روند القای آپوپتوز را در فولیكول اولیه چند لایه افزایش دادند. تعداد فولیكول های ثانویه در دُز  پنج میكروگرم 
بر میلی لیتر، بیشترین کاهش را داشت در صورتی که تعداد فولیكول بالغ  در دُز ده میكروگرم بر میلی لیتر بیشترین افزایش را داشت. با 
افزایش غلظت لووفلوکساسین، بیان ژن Bax کاهش و بیان Bcl-2 افزایش معناداری داشت. در مطالعه درون تنی مشاهده شد که تعداد 
فولیكول های اولیه و ثانویه به طور معناداری به صورت وابسته به دُز کاهش یافت. تعداد فولیكول های آترتیک با افزایش دُز به طور معناداری 

افزایش یافت. با افزایش غلظت لووفلوکساسین در این گروه، بیان هر دو ژن Bax و Bcl-2 افزایش یافت.

نتیجه گیری این بررسی نشان می دهد که آنتی بیوتیک لووفلوکساسین باعث القای آپوپتوز در فولیكول های تخمدان می شود.

کلیدواژه ها: 
لووفلوکساسین، آپوپتوز،  

تخمدان، سرطان 
تخمدان، ژن  Bax، ژن 

 Bcl-2
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مقدمه

از میان بسیاری از اندام ها که در دوران جنینی در معرض آپوپتوز 
قرار می گیرند، گناد های ماده به طور ممتد بیشترین آپوپتوز1 را داشته 
که همراه با تكمیل و بلوغ جرم لاین صورت می گیرد. جرم سل های 
ماده اووسیت  به شدت آسیب پذیر هستند، به خصوص در شرایط 
پاتولوژیک، مانند درمان های ضد سرطان که در نهایت باعث نارسایی 
از مرگ تسریع شده اووسیت ها  ناباروری ناشی  زودرس تخمدان و 
می شود. تلاش ها برای درک وقوع و تنظیم آپوپتوز در تخمدان، هم 

1. Apoptosis

از نظر بیولوژیک و هم کلینیكال اهمیت دارد ]1[.  

فلوروکینولون ها2 به عنوان آنتی بیوتیک های پراستفاده در دهه  های 
اخیر، بسیار مورد توجه محققین قرار گرفته اند. اگرچه استفاده از 
آنتی بیوتیک ها رو به افزایش است، اما آسیب های احتمالی آن ها نیز 
باید در نظر گرفته شود. فلوروکینولون ها  به علت توانایی شان در مهار 
همانندسازی و رونویسی دی انِ اِی3 باکتری ها از طریق هدف گیری 

دی انِ اِی ژیراز یا توپوایزومراز4 نوع 2 بسیار شناخته شده هستند.

2. Fluoroquinolone
3.  Deoxyribonucleic acid (DNA)
4. Topoisomerase
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حضور هر دو آنزیم برای رشد باکتری ضروری است. از آنجا که 
هر دو آنزیم از همتای شان در پستانداران بسیار متفاوت هستند، 
فلوروکینولون ها نسبت به باکتری ها هزاران بار حساس  تر هستند 
]2[. آنتی بیوتیك لووفلوکساسین5 از انواع فلوروکینولون ها است. 
و  موکسی فلوکساسین7  لووفلوکساسین،  سیپروفلوکساسین6، 
جمی فلوکساسین8 قادرند عفونت های ادراری را در دوران بارداری 
کاملًا موفقیت آمیز درمان کنند، اما استفاده از آنتی بیوتیک ها در 

دوران بارداری، اثرات تراتوژنیک بر جنین دارد ]3[.

اثرات تخریبی برخی از فلوروکینولون ها مانند سیپروفلوکساسین 
بر دستگاه تناسلی نر و ماده اثبات شده است ]4[. آنتی بیوتیک  های 
فلوروکینولون، از جمله لووفلوکساسین، اثرات ضد تكثیر سلولی، 
به خصوص در انواع سل لاین های سرطانی از خود نشان داده اند 
فلوروکینولون ها  سلولی  سازوکارهای ضدتكثیر  از  یكی   .]5-7[
اثر بر عوامل مسیر آپوپتوز است. پروتئین Bcl-2 به عنوان یک 
آپوپتوز  فرایند  تنظیم  ژرمینال در  پروتواونكوژن در سلول های 
 Caspases و Bcl-2 سلولی دخالت می کند. دو خانواده بزرگ ژنی
در مسیر آپوپتوز درگیر هستند. خانواده  Bcl-2 دو گروه پروتئینی 
پیش برنده آپوپتوز و مهارکننده آپوپتوز دارد. نسبت متوسط این 

پروتئین ها سرنوشت یك سلول را تعیین می کند ]8[. 

پروتئین Bcl-2 یك مولكول Prosurvival است. این پروتئین 
از  و  است  گرفته  قرار  میتوکندرى  و  پوشش هسته  در  غشایی 
طریق اتصال به BAX وظیفه خود را انجام می دهد ]9[. پروتئین 
BAG1 از اعضاى آنتی  آپوپتوز9 خانواده  Bcl-2 بوده و آپوپتوز را 
 Bcl-2 از نظر ساختارى هومولوگ BAX مهار می کند. پروتئین
بوده و پیش برنده آپوپتوز است که در سیتوپلاسم یا غشاى سلولی 
قرار می گیرد؛ بنابراین از نظر عملكردى این پروتئین آنتاگونسیت 

نقش حفاظتی Bcl-2 است ]10[.

 سیگنال هاى مرگ، سبب راه اندازى پروتئین هاى آپوپتوزى 
خانواده Bcl-2، به ویژه BAX می شوند ]11[. این پروتئین ها موجب 
تراوش سیتوکروم C از میتوکندرى به بیرون می شوند. سیتوکروم

 C آزاد شده و فاکتور فعال کننده پروتئاز آپوپتوزى Apaf-1 به 
کاسپاز 9 متصل شده و آبشار کاسپازى10 را فعال می کند که منجر 

به مرگ سلولی خواهد شد ]12[.  

از آنجا که تا کنون اثرات احتمالی آنتی بیوتیک لووفلوکساسین 
بر  آپوپتوز  فولیكول های تخمدان بررسی نشده است و با توجه 
به اهمیت و مصرف زیاد آنتی بیوتیك ها، از جمله لووفلوکساسین، 
در مطالعه حاضر به تعیین اثرات احتمالی این دارو بر آپوپتوز 

فولیكول های تخمدان پرداخته شد.

 5. Levofloxacin
6.  Ciprofloxacin
7. Moxifloxacin
8. Gemifloxacin
9. Anti-Apoptosis
10. Cascade Caspase

روش بررسی

این پژوهش در حیوان خانه دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم انجام 
 NMRI شد. تعداد شصت سر موش سوری ماده 8-6 هفته نژاد
با محدوده وزنی 30-25 گرم از انستیتو پاستور ایران11 خریداری 
شد. موش ها در شرایط استاندارد دمایی 2±29 درجه سانتی گراد 
و رطوبت نسبی 48-45 درصد و سیكل دوازده ساعت تاریكی و 
دوازده ساعت روشنایی با دسترسی آزاد به پلت و آب شیرین قرار 
گرفتند. حیوانات به طور تصادفی به دو گروه سی تایی درون تنی 
و برون تنی تقسیم شدند. گروه درون تنی به پنج گروه شش تایی 

تقسیم شدند، که شامل: 

گروه کنترل

آزمایش  و گروه های  لووفلوکساسین  آنتی بیوتیک  بدون دریافت 
صد، دویست، چهارصد و هشتصد میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن که  
روزانه آنتی بیوتیک را به صورت گاواژ به مدت 24 روز دریافت کردند. 
تخمدان ها جدا شد. سپس مطالعات بافت شناسی و آنالیز آزمایش پی 
سی آر کرونا Real Time PCR  به منظور تعیین بیان ژنی BAX و 
Bcl-2 بر آن ها انجام گرفت. گروه برون تنی نیز به پنج گروه شش تایی 
تقسیم شده و سپس حیوانات تشریح شدند که بلافاصله تخمدان ها 
جدا شده و به صورت گروه های زیر کشت شدند. در گروه کنترل 
بدون اضافه کردن آنتی بیوتیک لووفلوکساسین به محیط کشت و در 
گروه های آزمایش یک، دو، پنج و ده میكروگرم در میلی لیتر به ترتیب 
همین میزان از آنتی بیوتیک به محیط کشت پایه تخمدان ها افزوده 
شد. سپس مطالعات بافت شناسی و آنالیز Real Time PCR  به منظور 
تعیین بیان ژنی BAX و Bcl-2 بر آن ها انجام گرفت. آنتی بیوتیک 

لووفلوکساسین از از شرکت سیگما و آلدریچ آمریكا تهیه شده است.

کشت تخمدان

همه محلول ها و وسایل مورد استفاده در کشت، استریل شدند. 
تخمدان ها از موش های ماده جدا و پس از جدا کردن چربی از 
آن ها و دو بار شست وشو در محلول نمكی بالانس  شده هنكس12 
به ظروف مخصوص کشت اندام، منتقل شد. محیط کشت مصرفی 
شامل DMEM F12 و α-MEM به نسبت مساوی که به آن سه 
میلی گرم بر میلی لیتر BSA ، 0/23 میلی مولار اسید پیرویک و 1  
درصد پنی سیلسن13-استرپتومایسین14 اضافه و توسط فیلتر سر 
سرنگی استریل شد. pH محیط کشت نیز در حد 7/4  تنظیم شد. 
تخمدان ها درون انكوباتور دی اکسید کربن15 5 درصد و 95 درصد 
هوا در دمای 0/5±37 درجه سانتی گراد به مدت شش روز انكوبه 

شدند. محیط کشت به صورت روزانه تعویض شد.

11. https://fa.pasteur.ac.ir/
12. Hanks’ Balanced Salts Solution (HBSS)
13. Penicillin
14. Streptomycin

  15. Carbon dioxide (CO2)

صدیقه سادات برهانی و همکاران. بررسی اثرات آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر میزان بیان ژن های آپوپتوز در فولیکول های تخمدان موش نژاد  NMRIدر شرایط برون تنی و درون تنی

http://journal.muq.ac.ir/fa
https://fa.pasteur.ac.ir/


609

آذر 1400 . دوره 15 . شماره 9 

مطالعه بافت شناسی 

پس از خارج کردن تخمدان های گروه کنترل و تیمار تحت 
کشت در گروه برون تنی و همچنین تخمدان های گروه درونی پس 
از تشریح حیوان، در محلول بوئن فیكس شدند، سپس مراحل 
آبگیری و  قالب گیری  با پارافین و برش گیری انجام شد. برش ها 
به صورت سریالی روی لام فیكس شدند. با توجه به اینكه اندازه 
هر فولیكول بالغ 25 میكرومتر است، از طرفی ضخامت برش هر 
نمونه پنج میكرومتر در نظر گرفته شد؛ بنابراین هر پنج مقطع 
به صورت متناوب روی لام قرار گرفت و بعد از آماده سازی آن، 
نمونه ها به روش رنگ آمیزی  هماتوکسیلین-ائوزین16 انجام شدند. 
از مقاطع میكروسكوپی عكس برداری شد و ارزیابی میكروسكوپی 
اندازه سلول های تكا و گرانولوزا ، طول و عرض تخمدان و شمارش 
رنگ آمیزی  تحت  تخمدان،  آسیب دیده  و  سالم  فولیكول های 

هماتوکسیلین ـ ائوزین، توسط نرم افزار Image J انجام شد.

مطالعات مولکولی 

 Real Time از روش Bcl-2 و BAX  جهت بررسی بیان ژن های
بافت  از   RNA استخراج  ابتدا  روش  این  در  شد.  استفاده   PCR
تخمدان ها توسط کیت شرکت GeneAll  انجام شد. تعیین کمیت 
و خلوص RNA با استفاده  از دستگاه نانودراپ17 که به مقدار بسیار 
کمی از RNA در حد نانوگرم نیاز دارد، انجام شد. برای تعیین 
کیفیت RNA استخراج شده از روش الكتروفورز استفاده شد. به 
منظور بررسی  RNA ژنومیک استخراج شده، نمونه حاصل روی 
ژل آگارز  1 درصد، الكتروفورز شد. بعد از انجام استخراج، سنتز 
HyperScriptTM RT pre- 18 با استفاده از کیت لدی ان ای مكم

mix (with Random hexamer) شرکت GeneAll انجام شد. با 
استفاده از پرایمرهای طراحی شده  واکنش زنجیره ای پلیمراز انجام 
گرفت. پس از اتمام تست و به دست آوردن CT های ژن رفرنس و 
ژن مورد نظر از روش ΔΔCT برای محاسبه میزان بیان ژن استفاده 
 19GAPDH شد. میزان بیان هرکدام از ژن ها با ژن کنترل داخلی
مقایسه شد. توالی پرایمر های مورد استفاده در زیر آورده شده است:

BAX (F) TTCACAGGTTGGCATTAGG

(R) TCAGCCCATCTTCTTCCAG

Bcl-2 (F) CCCTTCGGAGTTTAATCAGA

(R) CCTTCTTCTCGGCAATTTAC

GAPDH (F) AAGGTCATCCCAGAGCTGAA

(R) CTGCTTCACCACCTTCTTGA

16. Hematoxylin and eosin (H&E stain) or (HE stain)
17. NanoDrop
18. Complementary DNA (cDNA)
 19. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

ارزیابی آماری داده ها

داده های این مطالعه به صورت میانگین و انحراف معیار بیان 
شد. برای آنالیز آماری و مقایسه بین گروه های مختلف از روش 
آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی توکی استفاده شد. در 
تمام محاسبات P<0/05 از لحاظ آماری، معنادار در نظر گرفته شد.

یافته ها

نتایج تغییرات هیستولوژیکی القا شده توسط غلظت های مختلف 
گروه  سوری،  تخمدان  بافت  بر  لووفلوکساسین  آنتی بیوتیک 

برون تنی 

برون تنی تحت  تخمدان در گروه های  بافت  فوتومیكروگراف 
تیمار با دُز های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین نشان داد 
که تعداد فولیكول های اولیه و ثانویه کاهش پیدا کرده، در حالی 
که با افزایش فولیكول های بالغ مواجه شدیم )تصویر شماره 1 
الف و ب(. در دُز دو میكروگرم بر میلی لیتر ، تعداد فولیكول های 
اولیه بیشترین  کاهش را داشت. میان گروه دارویی با غلظت دو 
میكروگرم بر میلی لیتر و گروه کنترل، اختلاف معناداری در سطح 
0/01 و نیز میان همین گروه و گروه ده میكروگرم بر میلی لیتر 
اختلاف معناداری در سطح 0/05 وجود دارد و تعداد سلول ها 

کاهش یافته است )تصویر شماره 1 الف(.

همچنین در دُز پنج میكروگرم بر میلی لیتر ، هم فولیكول اولیه 
و هم ثانویه بیشترین کاهش تعداد را نشان دادند، در حالی که دُز 
ده میكروگرم بر میلی لیتر بیشترین افزایش تعداد فولیكول های 
بالغ را داشت )تصویر شماره 1 ج(. اندازه لایه تكا تغییر معناداری 
نداشت )تصویر شماره 1 د(، ولی اندازه لایه گرانولوزا در غلظت 
پنج میكروگرم بر میلی لیتر کاهش معنادار را نشان داد که این 
نتایج نشان دهنده آسیب بافتی تخمدان به صورت کاهش تعداد 
فولیكول های اولیه و ثانویه و همچنین کاهش اندازه لایه گرانولوزا 

است )تصویر شماره 2(.

نتایج تغییرات هیستولوژیکی القا شده توسط غلظت های مختلف 
گروه  سوری،  تخمدان  بافت  بر  لووفلوکساسین  آنتی بیوتیک 

درون تنی 

تحت  درون تنی  گروه های  در  تخمدان  بافت  فوتومیكروگراف 
تیمار با غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین نشان داد 
که تعداد فولیكول های اولیه و ثانویه و بالغ و همچنین تعداد جسم 
زرد در گروه هشتصد میلی گرم بر کیلو گرم بیشترین کاهش را 

نشان داد )تصویر شماره 3 الف، ب و ج - تصویر شماره 4 الف(. 

این در حالی بود که در دُز هشتصد میلی گرم بر کیلو گرم با 
)تصویر  شدیم  روبه رو  آترتیک  فولیكول های  افزایش  بیشترین 
شماره 3 د(. اندازه لایه تكا و گرانولوزا به طور معناداری کاهش پیدا 
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PrF: Primordial Follicle, PF: Primary Follicle, SF: Secondary Follicle, PAF: Preantral Follicle, AF: Antral Follicle,
 S: stroma, Oo: oocyte, S: stroma, Oo: oocyte

تصویر 2. تغییرات هیستولوژیكی بافت تخمدان سوری درگروه برون تنی.
 الف: گروه یک میكروگرم بر میلی لیتر، بزرگ نمایی: 10x : ساختمان طبیعی تخمدان بدون تغییر در تعداد فولیكول ها را نشان می دهد. ب: گروه دو میكروگرم بر 
میلی لیتر، بزرگ نمایی: 10x : کاهش تعداد فولیكول های اولیه را نشان می دهد. ج: گروه پنج میكروگرم بر میلی لیتر، بزرگ نمایی: 10x : کاهش تعداد فولیكول های 

اولیه و ثانویه را نشان می دهد . د: گروه ده میكروگرم بر میلی لیتر، بزرگ نمایی: 40x : افزایش تعداد فولیكول های بالغ را نشان می دهد.

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

ساختمان طبیعی : 10xبزرگنمایی:  ،میکروگرم بر میلی لیتر 1الف: گروه . سوری درگروه برون تنی : تغییرات هیستولوژیکی بافت تخمدان1تصویر شماره 
تعداد فولیکول های اولیه را نشان می کاهش : 10xبزرگنمایی:  ،میکروگرم بر میلی لیتر 2تخمدان بدون تغییر در تعداد فولیکول ها را نشان می دهد.ب: گروه 

 ،میکروگرم بر میلی لیتر 10کاهش تعداد فولیکول های اولیه و ثانویه را نشان می دهد.د: گروه : 10xبزرگنمایی:  ،میکروگرم بر میلی لیتر 5دهد.ج: گروه 
 افزایش تعداد فولیکول های بالغ را نشان می دهد.: 40xبزرگنمایی: 

 ب الف

 د ج

تصویر 1. اثر غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین 
 الف( تعداد فولیكول های اولیه. ** کاهش معنادار در مقایسه با گروه کنترل. # افزایش معنادار در مقایسه با گروه دو میكروگرم بر میلی لیتر. ب( تعداد فولیكول های 
ثانویه. * و *** کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل . # کاهش معنادار نسبت به گروه یک میكروگرم بر میلی لیتر. ج( تعداد فولیكول های بالغ. * و *** کاهش معنادار 
نسبت به گروه کنترل. # # و### افزایش معنادار نسبت به گروه یک میكروگرم بر میلی لیتر. د( اندازه لایه تكا در شرایط برون تنی.کاهش معنادار تعداد فولیكول های 

اولیه و ثانویه نسبت به گروه کنترل. اندازه لایه تكا تغییر معناداری نشان نداد.
 P< 0/001 *** ،P< 0/01  ** ،P< 0/05*

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

افزایش # کاهش معنی دار در مقایسه با گروه کنترل.  ** .اثر غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر الف( تعداد فولیکول های اولیه :3تصویر شماره 
کاهش معنی دار نسبت  #کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  ***و  * .ب(تعداد فولیکول های ثانویه میکروگرم بر میلی لیتر. 2معنی دار در مقایسه با گروه 

 1افزایش معنی دار نسبت به گروه ### و#  #کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  ***و  * .ج(تعداد فولیکول های بالغ میکروگرم بر میلی لیتر. 1به گروه 
معنی د( اندازه لایه تکا در شرایط برون تنی.کاهش معنی دار تعداد فولیکول های اولیه و ثانویه نسبت به گروه کنترل.اندازه لایه تکا تغییر  میکروگرم بر میلی لیتر. 

  >p<- **  01/0*** - p<001/0    p 05/0*  داری نشان نداد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ب الف

 د ج
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کرد )تصویر شماره 4 ب و ج(. طول تخمدان نیز به طور وابسته به 
دُز کاهش معناداری نسبت به گروه کنترل داشت )تصویرشماره 
4 د(. در پارانشیم تخمدان در گروه دویست میلی گرم بر کیلوگرم 
کاملًا افزایش رگ های خونی مشاهده شد )تصویر شماره 5 ب ( 
که این اثرگذاری لووفلوکساسین در گروه های چهارصد و هشتصد 
آترتیک  فولیكول های  افزایش  صورت  به  کیلوگرم  بر  میلی گرم 
مشاهده شد )تصویر شماره 5 ج و د(  که این نتایج نشان دهنده 
آسیب پذیری قابل توجه بافت تخمدان در دُز هشتصد میلی گرم بر 

کیلو گرم از آنتی بیوتیک لووفلوکساسین  است )تصویر شماره 5(.

تغییرات بیان ژن های BAX و Bcl-2 در گروه برون تنی 

در   BAX ژن  بیان  سطح  که  داد  نشان  حاضر  تجربیات  نتایج 
آنتی بیوتیک  مختلف  دُز های  با  تیمار  تحت  تخمدان  سلول های 
لووفلوکساسین، با افزایش غلظت آنتی بیوتیک،کاهش معناداری دارد، 
در حالی که سطح بیان ژن Bcl-2 ، با افزایش غلظت آنتی بیوتیک 

لووفلوکساسین، افزایش معنادار را نشان داد )تصویر شماره 6 الف(.

تغییرات بیان ژن های BAX و Bcl-2 در گروه درون تنی 

نتایج تغییرات بیان ژن های BAX و Bcl-2  در گروه درون تنی 
در سلول های تخمدان به این صورت است که با افزایش غلظت 
  Bcl-2 و BAX آنتی بیوتیک لووفلوکساسین میزان بیان ژن های

افزایش معنادار را نشان داد )تصویر شماره 6 ب(.

بحث

و  فیزیولوژیک  فرایندهای  برخی  در  مهمی  نقش  آپوپتوز 
فرایندها  این  از  یكی   .]13[ دارد  پاتولوژیک  شرایط  همچنین 
این  آپوپتوز در  فولیكولی در تخمدان است که دخالت  آترزی 
فرایند به اثبات رسیده است. آترزی فولیكولی یک فرایند وابسته 
به مراحل تكوینی است که قسمت عمده آن در مرحله انتقالی 

تصویر 3. اثر غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین 
الف( تعداد فولیكول های اولیه. ** و *** کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل. # # کاهش معنادار نسبت به گروه صد میلی گرم در کیلوگرم.  ب( تعداد فولیكول های 
ثانویه. * و ** کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل. # کاهش معنادار نسبت به گروه صد میلی گرم در کیلوگرم. ج( تعداد فولیكول های بالغ. ** کاهش معنادار نسبت 
به گروه کنترل. # # کاهش معنادار نسبت به گروه دویست میلی گرم در کیلوگرم. د( تعداد فولیكول آترتیک در شرایط درون تنی. * و *** افزایش معنادار نسبت به 
 ،P< 0/05* .گروه کنترل . # و ## و ### به ترتیب افزایش معنادار گروه دویست و چهارصد و هشتصد میلی گرم در کیلوگرم نسبت به گروه صد میلی گرم در کیلوگرم

 P< 0/001 *** ،P< 0/01  **

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 #کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  ***و  ** .: اثر غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر الف( تعداد فولیکول های اولیه4تصویر شماره 
کاهش معنی  #کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  **و  * .ب(تعداد فولیکول های ثانویه . میلی گرم در کیلوگرم 100کاهش معنی دار نسبت به گروه #

 200کاهش معنی دار نسبت به گروه # #کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  ** .ج(تعداد فولیکول های بالغ میلی گرم در کیلوگرم.   100دار نسبت به گروه 
به ترتیب افزایش ### و ## و #افزایش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  ***و  * د( تعداد فولیکول آترتیک در شرایط درون تنی. میلی گرم در کیلوگرم.

  میلی گرم در کیلوگرم. 100میلی گرم در کیلوگرم نسبت به گروه  800و  400و  200معنی دار گروه 

*05/0 p<- **  01/0*** - p<001/0    p<  

 

 

 

 

 

 

 

 ب الف

 د ج
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بین فولیكول های پره آنترال و شروع تشكیل آنتروم و در طول 
تكوین فولیكول های تخمدانی اتفاق می افتد. آترزی فولیكولی با 
آپوپتوز سلول های گرانولوزای فولیكولی آغاز شده و سپس دیگر 

ترکیبات فولیكولی دچار مرگ می شوند ]15 ،14[. 

آنتی بیوتیک های  توسط  آپوپتوز  القای  از  نشانه هایی 
فلوروکینولون در مطالعات مختلف یافت شده است. همچنین 
که  بودند  کرده  ابراز   1997 و   2001 سال های  در  مطالعاتی 
داروهای سیتوتوکسیک احتمالًا سیگنال های القاکننده آپوپتوز را 
فعال می کنند، زیرا هم بیان BAX و هم آپوپتوز را از طریق گیرنده 
هیدروکربنی آروماتیكی در اووسیت های موش افزایش می دهند 

.]16 ، 17[

 ثابت شده است که در موش های ترانسژنیک که Bcl-2 در 

تخمدان آن ها بیش بیان شده بود، مهار آپوپتوز سلول فولیكولار 
و افزایش فولیكولوژنزیس دیده شد که نشان دهنده این است که 
راستا  این  در  تخمدان عمل می کند ]18[.  در   Bcl-2 سیستم
نتایج مطالعه حاضر نشان داد که در تخمدان های گروه برون تنی 
سطح بیان ژن BAX در سلول های تخمدان تحت تیمار با دُزهای 
مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین )غلظت های یک، دو، پنج و 
ده میكروگرم بر میلی لیتر(، با افزایش غلظت آنتی بیوتیک، کاهش 
معناداری دارد، در حالی که سطح بیان ژن Bcl-2 افزایش معنادار 
سرکوب  در   Bcl-2 نقش  بیان کننده  می تواند  که  داد  نشان  را 
آپوپتوز در سلول ها و افزایش بقای سلول ها در حضور آنتی بیوتیک 

لووفلوکساسین  باشد.

و   BAX  ژن های بیان  تغییرات  حاضر،  مطالعه  در  سویی  از 
Bcl2 در تخمدان های گروه درون تنی با افزایش دُز آنتی بیوتیک 

تصویر 4. اثر غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین 
 الف( تعداد جسم زرد. ** و *** کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل. # و ## و ### کاهش معنادار نسبت به گروه صد میلی گرم در کیلوگرم. ب( اندازه لایه تكا. 
**کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل. ج( اندازه لایه گرانولوزا. ** و *** کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل. # و ### کاهش معنادار نسبت به گروه صد میلی گرم 
در کیلوگرم. د( طول تخمدان در شرایط درون تنی. **و *** کاهش معنادار نسبت به گروه کنترل . # و## کاهش معنادار نسبت به گروه صد میلی گرم در کیلوگرم. 
بیشترین کاهش تعداد جسم زرد و اندازه لایه گرانولوزا در گروه هشتصد میلی گرم در کیلوگرم لووفلوکساسین.کاهش معنادار و وابسته به دُز طول تخمدان با افزایش 

دُز آنتی بیوتیک لووفلوکساسین. 
 P< 0/001 *** ،P< 0/01  ** ،P< 0/05*

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

### و##و#کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل .  ***و  ** .غلظت های مختلف آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر الف( تعداد جسم زرد: اثر 5تصویر شماره 

 ***و  **. ج(اندازه لایه گرانولوزا  کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل.** .ب(اندازه لایه تکامیلی گرم در کیلوگرم  100کاهش معنی دار نسبت به گروه 
 ***و ** د( طول تخمدان در شرایط درون تنی.میلی گرم در کیلوگرم  100کاهش معنی دار نسبت به گروه ###  و#  کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل . 
و اندازه لایه  بیشترین کاهش تعداد جسم زردمیلی گرم در کیلوگرم.  100کاهش معنی دار نسبت به گروه ## و#کاهش معنی دار نسبت به گروه کنترل . 

  .کاهش معنی دار ووابسته به دوز طول تخمدان با افزایش دوز آنتی بیوتیک لووفلوکساسین.میلی گرم در کیلوگرم لووفلوکساسین 800در گروه  گرانولوزا
*05/0 p<- **  01/0*** - p<001/0    p<  
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لووفلوکساسین )غلظت های صد، دویست، چهارصد و هشتصد 
میلی گرم بر کیلوگرم( افزایش معنادار هر دو ژن را نشان داد. 
در این پژوهش مشاهده شد که با افزایش غلظت آنتی بیوتیک 
پیدا  کاهش  برون تنی  گروه  در   BAX بیان  لووفلوکساسین، 
می کند، در حالی که در گروه درون تنی افزایش معنادار داشت 
که نشان دهنده احتمال اثر آپوپتوزی این آنتی بیوتیک در شرایط 

درون تنی است. 

بروک20  و  آنتی بیوتیک ها،  سیتوتوکسیک  نتایج  تأیید  در 
همكارانش بر سلول های ملانومای COLO829  نشان دادند که 
تیمار با لومفلوکساسین21  بقای سلولی را از طریق شكست غشای 
 G2/M و S میتوکندریایی در روشی وابسته به دُز و زمان در فاز

با مهار توپوایزومرازاز نوع 2 کاهش می دهد ]19[.

 هم راستا با مطالعه حاضر در فعال شدن مسیر میتوکندریایی 
آپوپتوز، یانگ و همكاران نشان دادند که لووفلوکساسین با کاهش 
کلاژن نوع 2 در سلول های هسته پالپوسوس موش صحرایی در 
BAX/Bcl-2/cas-  شرایط آزمایشگاهی از طریق فعال سازی مسیر

pase3، اثرات محرومیت از سرم را بر Anoikis افزایش می دهد 
]20[. همچنین گزارش های زیادی در سال های اخیر نشان دهنده 

20. Beberok
21. Lomefloxacin

نیز  آن ها  در  که  بوده  فلوروکینولون ها  ضد سرطانی  خاصیت 
افزایش بیان BAX دیده شده است، به طوری که ثابت کردند که 
فلوروکینولون ها از خاصیت آنتی بیوتیكی به خاصیت ضد سرطانی 

تغییر مسیر داده اند ]13[. 

که  داد  نشان  همكاران  و  سایكوفسكی22  مطالعه  همچنین 
 G2/M فاز  در  را   Jurkat سلول های  تكثیر  سیپروفلوکساسین 
چرخه سلولی با تأثیر منفی بر تشكیل دوک های میتوزی و القای 
آنیوپلوئیدی مهار می کند و می تواند باعث بروز آپوپتوز شود ]21[.

درون تنی  گروه  در   BAX پروتئین  افزایش  وجود  با  بنابراین 
 Bcl2 می توان این گونه اثبات کرد که از آنجا که افزایش سطوح
چه در شرایط برون و درون تنی دیده می شود، می توان احتمال 
داد اثرات سیتوتوکسیک این آنتی بیوتیک در دُزهای یادشده بر 

تخمدان مؤثر واقع نشده است.

در  درون تنی  شرایط  در  بافتی  بررسی های  دیگر،  سوی  از 
مطالعه حاضر نشان داد که اندازه لایه گرانولوزا، تعداد جسم زرد و 
طول تخمدان به طور وابسته به دُز نسبت به گروه کنترل کاهش 
معناداری داشت که تخریب این لایه را ثابت می کند. همچنین 
در همه گروه های تحت تیمار با دُزهای مختلف لووفلوکساسین 

22. Tsivkovskii

PrF: Primordial Follicle, PF: Primary Follicle, PAF: Preantral Follicle, SF: Secondary Follicle, AF: Antral Follicle,
A: Atretic Follicle, CL: Corpus Luteum, S: stroma,RBC: Red Blood Cell, GC: Granulosa Cell, Cc: Cumulus cell, TC: Theca Cell, Oo: oocyt

تصویر 5. تغییرات هیستولوژیكی بافت تخمدان سوری در گروه درون تنی
الف: گروه صد میلی گرم بر کیلوگرم، بزرگ نمایی: 40x : فولیكول های اولیه و ثانویه و آنترال و جسم زرد در حد نرمال دیده شد. پارانشیم تخمدان حالت طبیعی دارد. 
ب: گروه دویست میلی گرم بر کیلوگرم ، بزرگ نمایی: 40x : میزان فولیكول ها ترمال مشاهده شد. در پارانشیم تخمدان افزایش میزان رگ های خونی دیده شد. ج: گروه 
چهارصد میلی گرم بر کیلوگرم ، بزرگ نمایی: 10x : میزان فولیكول های آترتیک افزایش یافته است. د: گروه هشتصد میلی گرم بر کیلوگرم ، بزرگ نمایی: 40x : بیشترین 
کاهش تعداد فولیكول های اولیه و ثانویه و بالغ و همچنین جسم زرد در این گروه دیده شد. اندازه لایه تكا و گرانولوزا کاهش پیدا کرده است. تعداد فولیكول های 

آترتیک به طور قابل ملاحظه ای افزایش پیدا کرده است.

PrF:Primordial Follicle ,PF:Primary Follicle, SF:Secondary Follicle, PAF:Preantral Follicle, AF:Antral Follicle ,S:stroma, 
Oo:oocyte, S:stroma, Oo:oocyte 

 

 

 

 

 

 

فولیکول های اولیه  : 40xبزرگنمایی:  کیلوگرم،میلی گرم بر  100الف: گروه . سوری درگروه درون تنی : تغییرات هیستولوژیکی بافت تخمدان2تصویر شماره 
میزان فولیکول : 40xبزرگنمایی:  میلی گرم بر کیلوگرم ، 200ب: گروه وثانویه و آنترال و جسم زرد در حد نرمال دیده شد.پارانشیم تخمدان حالت طبیعی دارد.

میزان فولیکول های  : 10xبزرگنمایی:  میلی گرم بر کیلوگرم ، 400ج: گروه شد.ها ترمال مشاهده شد.در پارانشیم تخمدان افزایش میزان رگ های خونی دیده 
بیشترین کاهش تعداد فولیکول های اولیه و ثانویه و بالغ و همچنین جسم زرد  : 40xبزرگنمایی:  میلی گرم بر کیلوگرم ، 800د: گروه آترتیک افزایش یافته است.

 رانولوزا کاهش پیدا کرده است.تعداد فولیکول های آترتیک به طور قابل ملاحظه ای افزایش پیدا کرده است.در این گروه دیده شد.اندازه لایه تکا و گ

 

PrF:Primordial Follicle, PF:Primary Follicle, PAF:Preantral Follicle, SF:Secondary Follicle, AF:Antral Follicle, A:Atretic 
Follicle, CL:Corpus Luteum, S:stroma,RBC:Red Blood Cell, GC:Granulosa Cell, Cc:Cumulus cell,TC:Theca Cell, Oo:oocyt 
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نسبت به گروه کنترل به طور معناداری اندازه لایه تكا کاهش پیدا 
کرده بود و بیشترین میزان کاهش در دُز دویست میلی گرم بر 

کیلوگرم مشاهده شد.

همچنین در این دُز بالاترین میزان فولیكول بالغ مشاهده شده 
است، به طوری که می توان گفت دُز دویست میلی گرم بر کیلوگرم 
تعداد این فولیكول های بالغ را در حد گروه کنترل حفظ کرده بود 
و به بیان دیگر، تغییر معناداری نسبت به گروه کنترل نداشت. 
همچنین کاهش فولیكول اولیه و ثانویه به ترتیب با افزایش غلظت 
دارو مشاهده شد، به طوری که در گروه تحت تیمار با دُز هشتصد 
میلی گرم بر کیلوگرم کمترین تعداد این فولیكول ها وجود داشت، 
ولی بالعكس آن با افزایش غلظت لووفلوکساسین افزایش غلظت 

در  اثر مخرب  بیشترین  است.  قابل مشاهده  آترتیک  فولیكول 
پارانشیم تخمدان در گروه دویست میلی گرم بر کیلوگرم مشهود 

بود که افزایش رگ های خونی دیده شد.  

اما در این مطالعه در شرایط برون تنی مشاهده شد که در روند 
تكوین فولیكول اولیه میان گروه دارویی با غلظت دو میكروگرم 
بر  میلی لیتر و گروه کنترل، کاهش معناداری در سطح 0/01 و 
نیز میان همین گروه و گروه ده میكروگرم بر میلی لیتر  افزایش 

معناداری در سطح 0/05 وجود دارد. 

این نتایج حاکی از آن است که  دُز دو میكروگرم بر میلی لیتر، 
احتمالًا آپوپتوز را در این مرحله فولیكولی القا کرده و جمعیت این 

تصویر 6. افزایش غلظت آنتی بیوتیک لووفلوکساسین
 الف( تغییرات بیان ژن های  BAX و Bcl2  و نسبت بیان BAX/Bcl2 در تخمدان های گروه برون تنی، تحت تیمار با غلظت های یک، دو، پنج و ده میكروگرم بر میلی لیتر 
آنتی بیوتیک لووفلوکساسین. کاهش معنادار BAX و افزایش Bcl2. ب( تغییرات بیان ژن های  BAX و Bcl2 و نسبت بیان BAX/Bcl2 در تخمدان های گروه  درون تنی، 
تحت تیمار با غلظت های صد، دویست، چهارصد و هشتصد میلی گرم بر کیلوگرم آنتی بیوتیک لووفلوکساسین. افزایش معنادار هر دو ژن با افزایش دُز آنتی بیوتیک 

لووفلوکساسین. * تغییرات معنادار نسبت به گروه کنترل
P< 0/001 *** ،P< 0/01  ** ،P< 0/05*

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 10و -5-2-1در تخمدان های گروه برون تنی،تحت تیمار با غلظت های Bax/Bcl2 و نسبت بیان   Bcl2و  Bax تغییرات بیان ژن های  الف( :6تصویر شماره 
 و نسبت بیان  Bcl2و  Bax تغییرات بیان ژن های  ب(Bcl2  و افزایش Baxن.کاهش معنی دار میکروگرم بر میلی لیتر آنتی بیوتیک لووفلوکساسی

Bax/Bcl2 افزایش معنی میلی گرم بر کیلوگرم آنتی بیوتیک لووفلوکساسین 800و 400-200-100تنی،تحت تیمار با غلظت های در تخمدان های گروه درون.
  >p<- **  01/0*** - p<001/0    p 05/0* تغییرات معنی دار نسبت به گروه کنترل. *دار هر دو ژن با افزایش دوز آنتی بیوتیک لووفلوکساسین. 

  

  

 

 الف

 ب

صدیقه سادات برهانی و همکاران. بررسی اثرات آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر میزان بیان ژن های آپوپتوز در فولیکول های تخمدان موش نژاد  NMRIدر شرایط برون تنی و درون تنی

http://journal.muq.ac.ir/fa


615

آذر 1400 . دوره 15 . شماره 9 

سلول ها را کاهش داده است. همچنین اگرچه تعداد فولیكول های 
ثانویه به طور وابسته به دُز کاهش یافته است، اما بیشترین کاهش 
در دُز پنج میكروگرم بر میلی لیتر مشاهده شد. نتایج این بررسی 
همچنین نشان داد که تعداد فولیكول بالغ به طور وابسته به دُز 
افزایش یافته است، به طوری که در دُز ده میكروگرم بر میلی لیتر 
بیشترین تعداد این فولیكول ها وجود دارد، اما در ساختار لایه 
تكا تفاوت معناداری مشاهده نشد؛ بنابراین می توان اثرات تخریب 

بافتی را چه در شرایط برون  تنی و چه درون تنی تأیید کرد.

در تأیید مطالعات بافت شناسی تحقیق حاضر و ارتباط مستقیم 
نیز  بیان پروتئین های آپوپتوزی، واسكیوو و همكارانش  با  آنها 
گرانولوزای  سلول های  در   Bcl-2و  BAX خانواده  دادند  نشان 
این  از  اما هیچ یک  بیان می شوند،  رشد  در حال  فولیكول های 
پروتئین ها در فولیكول های نخستین وجود ندارند، اما بیان BAX از 
مرحله فولیكول اولیه به بعد مشهود است و بیان Bcl-2 در برخی 
از فولیكول های ثانویه و در تمام فولیكول های آنترال بیان می شود 
]22[. رابلِس و همكاران نیز ابراز کردند که فاکتور فعال کننده 
پروتئاز آپوپتوزی-231 نیز در سلول های گرانولوزا بیان می شود 
و توسط خانواده Bcl-2 میانجی گری کننده رهاسازی سیتوکروم 

سی24 فعال می شود ]23[. 

این مطالعه، تزریق سیپروفلوکساسین  با  همچنین هم راستا 
بدن  وزن  کیلوگرم  بر  میلی گرم  دُز یک   در  به صورت هفتگی 
خرگوش های آلبینو به مدت چهار هفته، باعث کاهش معنادار 
هیستولوژیک  تغییرات  همچنین  و  خرگوش ها  تخمدان  وزن 
واضح، ازجمله هموراژی و متلاشی شدن دیواره تخمدان و کاهش 

تعداد فولیكول ها شد ]4[.

بنابراین می توان گفت در مطالعه حاضر کاهش فولیكول های 
اولیه و ثانویه و افرایش فولیكول های بالغ ناشی از لووفلوکساسین 
شرایط پیش آپوپتوزی را فراهم می کند که البته از سوی دیگر ، 

بیان بالای پروتئین Bcl-2 با آن مخالفت می کند.

نتیجه گیری

این مطالعه نشان داد که در معرض قرار گرفتن با آنتی بیوتیک 
لووفلوکساسین می تواند در دُزهای بالا منجر به آسیب به سیستم تولید 
مثل ماده شود، به طوری که در دُز هشتصد میلی گرم بر کیلوگرم 
لووفلوکساسین، بیشترین کاهش در تعداد فولیكول های اولیه و ثانویه و 
تعداد جسم زرد را نشان داد و در مقابل به   طور چشم گیری فولیكول های 
در   Bcl-2 ضد آپوپتوزی  پروتئین  افزایش  داد.  افزایش  را  آترتیک 
تخمدان، نشان دهنده عدم القای آپوپتوز در سلول های سالم تخمدان 
آنتی بیوتیک های  از  ایمن تر  استفاده  امید  است که  بالا  دُزهای  در 

فلوروکینولون، از جمله لووفلوکساسین را تقویت می کند.

23.  Apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1)
24. Cytochrome c
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پیروی از اصول اخلاق پژوهش
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.)REC.1398.012
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پژوهش مشارکت داشتند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

صدیقه سادات برهانی و همکاران. بررسی اثرات آنتی بیوتیک لووفلوکساسین بر میزان بیان ژن های آپوپتوز در فولیکول های تخمدان موش نژاد  NMRIدر شرایط برون تنی و درون تنی
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