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Abstract 
Objective: Oxidative stress as a consequence of aging can induce infertility in males. In 
this study, we have investigated the effects of aging on sperm parameters, intra-spermatic 
water soluble antioxidants, reactive oxygen species (ROS), and in vitro blastocyst 
formation. 
Methods: We chose 5 older NMRI male mice (10-12 months) and 5 younger NMRI male 
mice (2-3 months). Sperm parameters, ROS, soluble antioxidants level and in vitro 
fertilization rate were assessed in both groups. The results were analyzed by the 
independent sample and chi square tests. A correlation test was performed between ROS 
generation and soluble antioxidant levels. 
Results: Our data showed a significant decrease (P≤ 0.05) between sperm count, 
progressive motility and normal morphology. There was no significant difference in 
fertilization, blastocyst formation rates, ROS and water soluble antioxidant levels between 
the two groups. We observed a significant difference (P≤0.01), linear and inverted 
relation between both groups in terms of ROS and water soluble antioxidant levels.  
Conclusion: Aging causes a significant decrease in sperm count, progressive motility and 
normal morphology. The relationship between intra-spermatic oxidant and anti-oxidants 
is significant, linear and inverted in both young and aging mice. Thus, high levels of 
water soluble antioxidants are followed by decreased ROS levels. This study has shown 
that age of the male mouse did not affect the rates of in vitro fertilization and blastocyst 
formation. 
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  چكيده

سـن بـر   در ايـن پـژوهش آثـار افـزايش     . عنوان يك عامل اكسيداتيو روي ناباروري مردان تأثير دارد افزايش سن به :هدف
وجـود آمـدن    داخـل اسـپرمي و ميـزان بـه     هـاي آزاد اكسـيژن   گونـه هاي محلـول در آب و   اكسيدان پارامترهاي اسپرم، آنتي

 .ها متعاقب لقاح آزمايشگاهي در موش نر مسن در مقايسه با موش جوان ارزيابي شد بلاستوسيست

در ايـن  . انتخاب شـدند  NMRIماهه نژاد  3-2 موش نر بالغ جوان 5ماهه و  12-10سر موش نر مسن  5 :ها واد و روشم
هاي محلول در آب و ميزان لقـاح آزمايشـگاهي در دو    اكسيدان ، آنتيهاي اكسيژن آزاد گونهمطالعه پارامترهاي اسپرم، ميزان 

اي ه ـ اكسـيدان  بين ميانگين غلظت آنتـي . بررسي شد تي مستقل و مجذور كاي هاي وسيله آزمون نتايج به. گروه ارزيابي شد
  .انجام شد همبستگينيز آزمون  هاي آزاد اكسيژن گونهمحلول در آب و ميانگين بازتابش فلورسنت 

در تعداد، حركت پيشرونده و شكل طبيعي اسپرم در گروه مسن نسبت به گروه جـوان  ) ≥05/0P(داري  كاهش معني :نتايج
هـاي   گونـه شگاهي و تشكيل بلاستوسيست، سـطح  داري در ميزان درصد لقاح آزماي بين دو گروه تفاوت معني. مشاهده شد
هاي محلول  اكسيدان بين ميانگين غلظت آنتي. هاي محلول در آب موجود در اسپرم مشاهده نشد اكسيدان و آنتي آزاد اكسيژن

، )≥01/0P(دار  در هـر دو گـروه مسـن و جـوان رابطـه معنـي       هاي آزاد اكسيژن گونهدر آب و ميانگين بازتابش فلورسنت 
  .س و خطي بودمعكو
در مـوش مسـن و   . شـود  ماني اسپرم مـي  دار در تعداد، تحرك پيشرونده و درصد زنده پيري سبب كاهش معني: گيري نتيجه

بـه عـلاوه؛ سـن مـوش نـر      . ها همراه اسـت  هاي محلول در آب با كاهش سطح اكسيدان اكسيدان جوان، افزايش سطح آنتي
  .ها مؤثر باشد هاي حاصل از تكوين اين جنين و بلاستوسيتتواند بر ميزان درصد لقاح آزمايشگاهي  نمي

  
 اكسيدان ، آنتيهاي آزاد اكسيژن گونه، لقاح آزمايشگاهياسپرم، افزايش سن،  :واژگان كليد

  
  

  مقدمه
  Reactive Oxidative( گــر اكســيژن هــاي واكــنش گونــه

Specious: ROS(      طي فرآينـدهاي فيزيولـوژي طبيعـي نظيـر  

  
در  ROSحضـور . ]1[شود  وازي در بدن تشكيل ميمتابوليسم ه

سلولي نظير اسپرم به دليل فعاليت بـالا عـلاوه بـر داشـتن آثـار      

 103- 93 :، صفحات1393يز ، پاي3، شماره 17، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  ننقش سن بر باروري موش نر مس
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پذيري، بيش فعـالي، تحـرك،    مثبتي نظير تأثير در فرآيند ظرفيت
تواند منجر بـه   ، مي]2[ري وواكنش آكروزومي، حفظ قدرت بار

و تماميـت  اختلالاتي نظير كاهش بقاي اسپرم، آسيب به ساختار 
اين آثار منفي در نهايت با كاهش تحـرك  . نيز شود اسپرمهسته 
. ]3[اسـپرم اثرگـذار اسـت     -ها بـر ميـزان لقـاح تخمـك     اسپرم

حساسيت اسپرم به استرس اكسيداتيو به دليل مقـادير زيـادي از   
  Polyunsaturated Fatty(انواع اسيدهاي چـرب غيـر اشـباع    

Acids: PUFA (به اين ترتيـب،  ]. 4[ در غشا اين سلول است
  :Lipid Peroxidation(هنگامي كه آبشار ليپيد پراكسيداسيون 

LPO (درصد اسيدهاي چـرب   60افتد، تقريباً  در اسپرم راه مي
بر سـاختار و عملكردهـاي غشـا     LPO. شود از غشا حذف مي

ها، فرآيندهاي انتقـالي   يوني، هدايت گيرنده شيبمانند سياليت، 
 كـاهش  گذارد كه در نهايـت منجـر بـه    ثر ميهاي غشا ا و آنزيم
از سوي ديگر؛ افزايش ميـزان توليـد   ]. 5[شود  مي اسپرم تحرك
ROS توانـد منجـر بـه كـاهش      استرس اكسيداتيو مـي  نتيجة در
 پـيچ  دم همچـون  شناختي ريخت هاي ناهنجاري و ايجاد تحرك

 و كـاهش  DNAشـدن   قطعه آكروزوم، قطعه به خورده، آسيب
اسـپرم   باروري ظرفيت كاهش نتيجه سبب و دراسپرم  عملكرد

طور طبيعـي   جايي كه در سيستم تناسلي مردان به از آن ].6[شود  
هـا تعـادل برقـرار     اكسـيدان  توليد شده و فعاليت آنتي ROSبين 

هــاي دفــاعي  در مــايع منــي بــا مكانيســم ROSاســت، توليــد 
 ـ   آنتي ت اكسيداني اسپرم و پلاسماي مايع منـي مواجـه و در نهاي

با اين حـال، ايـن امكـان وجـود دارد كـه ايـن       . شود حذف مي
مكانيسـم دفـاعي در هـم بشــكند و ميـزان اسـترس اكســيداتيو      

اكسيداني پلاسماي مـايع منـي قـادر     دفاع آنتي]. 5[افزايش يابد 
طـي بلـوغ آن    هاي سيتوپلاسـمي اسـپرم كـه     است كمبود آنزيم

توليـدات   شـود را جبـران كنـد و اسـپرم را در برابـر      حذف مي
]. 4[اكسيداتيو ايـن سـلول طـي فعاليـت آن، محافظـت نمايـد       

 و تـأثير آن بـر  ] 7[پيري  فرايند با اكسيداتيو استرسارتباط بين 
 كيفيـت  در كـاهش  بـه همـراه   بيضـه  بافت در تخريبي تغييرات

همچنـين مشـاهده   ]. 8[اسپرم قبلاً در موش مطالعه شده اسـت  
ــزا هنــدي هــاي خوكچــه شــده كــه ســن ــر مي ــزيم نب هــاي  آن

ردوكتاز  ديسموتاز و گلوتاتيون اكسيد سوپر اكسيداني نظير آنتي
به اين ترتيـب در   ].9[تأثيرگذار است  مركزي در سيستم عصبي

زاي  اين مطالعه سعي بر آن شده است كه تـأثير عامـل اسـترس   
و  ROSسن بر پارامترهاي اسپرمي، لقاح آزمايشـگاهي، ميـزان   

لولي در اسپرم مـوش مسـن و مـوش    هاي داخل س اكسيدان آنتي
توانـد در   نتايج حاصـل از ايـن مطالعـه مـي    . جوان بررسي شود

عنـوان راهكـاري در درمـان     صورت اثر بخش بودن عصـاره بـه  
  .كار گرفته شود افراد نابارور به

  

  ها مواد و روش
  بندي حيوانات گروه

ماهه و  12-10سر موش نر مسن  5در اين مطالعه از تعداد 
براي استخراج  NMRIماهه نژاد  3-2سر موش نر بالغ  5تعداد 

هفته  NMRI 6-8سر موش ماده بالغ نژاد  20اسپرم و از تعداد 
 )IVF(منظور انجام لقاح آزمايشگاهي  براي استخراج تخمك به

خانه دانشگاه تربيـت   تمامي اين حيوانات در حيوان. استفاده شد
 12درجـه،   25مدرس در شرايط آب و هوايي مناسـب، دمـاي   

هاي جداگانـه   ساعت روشنايي و در قفس 12ساعت تاريكي و 
روش كــار بــا حيوانــات مطــابق بــا قــوانين . شــدند نگهــداري 

المللي كار با حيوانات آزمايشگاهي مصوب دانشگاه تربيـت   بين
  . مدرس انجام گرفت

  
  سازي اسپرم نحوه آماده

جايي  ها با روش جا به منظور جداسازي اسپرم، ابتدا موش به
صـورت   سـپس هـر اپيديـديم بـه    . هاي گردني كشته شدند مهره

ــرات   ــه در قط ــت  جداگان ــيط كش ــدون  HTFمح  HEPESب
، ID Bio( BSAحـاوي ) ايـران  شركت ژن و سلول ايـده آل، (

. قــرار گرفــت ليتــر گــرم در ميلــي ميلــي 15بــه ميــزان ) فرانســه
مـدت   ها توسط يك سوزن ظريف قطعه قطعه شد و به اپيديديم

درجــه  CO2، 37درصــد  2/6در شــرايط انكوبــاتور يقــه دق 10
از لولـه   ها تا اسپرم ددرصد رطوبت نگهداري ش 95، گراد سانتي
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ــوند ــارج ش ــديم]. 10[ خ ــي از اپيدي ــي   از يك ــراي بررس ــا ب ه
گيـري ظرفيـت    ، اندازهROSارزيابي ميزان پارامترهاي اسپرمي، 

مايشگاهي منظور بررسي لقاح آز از ديگري به اكسيدان كل و آنتي
)IVF (منظور انجـام   به. استفاده شدIVF هـاي فعـال و     ، اسـپرم

ده قطـره جمـع ش ـ   يهـا  در كنـاره  Swim upبا روش كه  سالم
و سـپس بـه قطـرات حـاوي      آوري عجم ـ  از كنار قطـره بودند، 
  .اضافه شدند IVFآماده شده براي  MIIهاي  تخمك
  

  بررسي پارامترهاي اسپرم
  بررسي تعداد اسپرم

ور شمارش اسپرم، چنـد مرتبـه قطـره حـاوي اسـپرم      منظ به
  سـپس مقـدار   . پيپتاژ شد تا پراكنـدگي يكنـواختي ايجـاد شـود    

ميكروليتـر آب   90ميكروليتر محيط كشت حاوي اسـپرم بـا    10
. حركـت شـوند   هـا بـي   مقطر مخلوط شد تا به اين ترتيب اسپرم

فاده ميكروليتر از اين مخلوط با اسـت  10ها در ميزان  تعداد اسپرم
و  )Hemocytometer Neubauer(از لام هموسيتومتر نئوبـار  

  . در زير ميكروسكوپ شمارش شد× 400با بزرگنمايي 
  

  بررسي تحرك اسپرم
اسپرم شمارش  100تعيين درصد تحرك اسپرم، تعداد  براي

تحـرك اسـپرم   در ايـن مطالعـه   . و نوع تحرك هركدام ثبت شد
يشـرونده آهسـته،   صورت حركت پيشرونده سريع، حركـت پ  به

   .حركت غير پيشرونده و غير متحرك بررسي شد
  

  ماني اسپرم بررسي قدرت زنده
ميكروليتــر از رنــگ  10ميكروليتــر از نمونــه اســپرم بــا  10

از  ليتـري  ميكـرو  10تريپان بلو مخلوط شد و سپس يـك قطـره   
هـا   ثانيه اسپرم 30مخلوط مذكور روي لام قرار گرفت و پس از 

هـايي كـه نقـص در     سر اسـپرم . مطالعه شد×  400با بزرگنمايي
غشاي خود داشتند، تريپان بلو را جذب كـرد و بـه رنـگ آبـي     

رنگ بود و رنگ را به  هاي زنده بي ديده شد؛ در حالي كه اسپرم
هـاي زنـده،    گيري درصـد اسـپرم   براي اندازه. خود جذب نكرد

  .هاي زنده محاسبه شد اسپرم مطالعه و درصد اسپرم 100تعداد 
  

  بررسي شكل اسپرم
  هـا بـا    در اين مطالعه بـراي بررسـي شـكل اسـپرم، اسـپرم     

 ،)Quick Diff )Avicenna Research institute-Iranرنگ 
هاي بـا اشـكال غيـر طبيعـي سـر،       سپس اسپرم. آميزي شدند رنگ

براي . اشكال غير طبيعي گردن، اشكال غير طبيعي دم ارزيابي شدند
  .اسپرم شمارش شدند 100يعي تعداد هاي طب تعيين ميزان اسپرم

  
  شناسي نمونه بافت بيضه هاي بافت بررسي

پس از برداشتن ناحيـه دم اپيديـديم، بافـت بيضـه از بـدن      
درصـد   10سـاعت در فرمـالين    48مدت  حيوان جداسازي و به

گيـري، بـا    هـاي سـريالي آب   سپس توسـط الكـل  . قرار داده شد
بعـد از تهيـه   . ري شـد گي سازي و در نهايت قالب زايلول شفاف

آميزي و  رنگ هماتوكسيلين و ائوزينبا ميكرومتري  5هاي  برش
  .زير ميكروسكوپ نوري بررسي شد

  
  )IVF(لقاح آزمايشگاهي 

  هاي ماده سازي موش آماده
 المللـي  واحد بين 10 گذاري، ميزان منظور تحريك تخمك به

PMSG )Intervet ،ــك ــد   48 و )بلژي ــاعت بع ــد  10س واح
بـه   داخل صـفاقي به روش ) ، ايرانHCG )Pregnyl ليالمل بين

سـاعت از   18-20پـس از گذشـتن   . هاي ماده تزريق شد موش
از ناحيـه آمپـول    MII، به منظور گرفتن تخمـك   HCGتزريق 

هـاي گردنـي    جـايي مهـره   ها به روش جا بـه  لوله رحمي، موش
هـا برداشـته    موش )Oviduct( لوله رحمي كشته شدند و ناحيه

ميكروليتـري كـه در زيـر     100كشـت   داخل قطـرات  شد و در
 HTFحـاوي  قطـرات كشـت   . روغن قرار داشت، گذاشته شـد 

 BSA+  )آل، ايـران  شركت ژن و سلول ايده( HEPESمحتوي 
كردن ناحيه آمپـولا،  با پاره . ليتر بود گرم در ميلي ميلي 5به ميزان 
ا در قطـره ديگـري   ه ـ تخمـك . خـارج شـدند   MIIهاي  تخمك

كـه   IVFده شدند و بـه قطـرات كشـت مخصـوص     شستشو دا
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گرم در  ميلي 15به ميزان  HEPES  +BSAبدون  HTFحاوي 
  .تر بود، انتقال يافتندلي ميلي

  
  IVFانجام روش 

 150000، حجمي از اسپرم كـه حـاوي   IVFمنظور انجام  به
كــه  IVFمربــوط بــه  ميكروليتــر 50اســپرم بــود بــه  قطــرات 

پس از . ه شده بودند، اضافه شددر آن قرار داد MIIهاي  تخمك
ســپس . شــد خاتمــه يافتــه محســوب  IVFســاعت  6گذشــت 

هاي تخم به قطرات كشت جنين كه حاوي محيط كشـت   سلول
global )Life Globalامريكا ، + (BSA  گـرم   ميلي 5به ميزان
روز كشت داده شـدند   5مدت  به. ليتر بود، منتقل شدند در ميلي

  .ها گزارش شد و تكوين جنين
  

  در سلول اسپرم ROSارزيابي ميزان 
 DCF-DA )2,7در سلول اسپرم با استفاده از  ROSميزان 

dichlorofluorescin diacetate) (Sigma كـه يـك   ) ، آلمـان
در انـواع مختلفـي از    ROSگيـري   روش عمومي بـراي انـدازه  

  . ها است و با روش فلوسيتومتري بررسي شد سلول
 4در دماي  دور در دقيقه 2500ا بها  اسپرمبه اين ترتيب كه 

دقيقـه سـانتريفوژ شـدند و سـوپ      5مـدت   گراد به سانتي درجه
اين مرحله بـا  . رويي كه حاوي محيط كشت بود دور ريخته شد

PBS )Phosphate Buffered Saline (در تاريكي . تكرار شد
   DCF-DAميكروليتـر از   10به ازاي هـر يـك ميليـون اسـپرم،     

ها اضافه شد و بـه آرامـي پيپتـاژ شـد؛      لولميكرومولار به س 20

بعد . انكوبه شدگراد  سانتيدرجه  37دقيقه در  45مدت  بهسپس 
ميكروليتـر   900انكوباسـيون در تـاريكي،    از سپري شدن مدت

PBS  ــه آن اضــافه ــا شــد و ب    در دمــاي دور در دقيقــه 2500ب
دقيقه سانتريفوژ شد، سوپ رويي  5مدت  گراد به درجه سانتي 4
  BD(هـا تخليـه و بـراي بررسـي بـا دسـتگاه فلوسـيتومتري         آن

Biosciencesآماده شد) ، آمريكا.  
  
آزمـون  (اكسيدان كـل   گيري ظرفيت آنتي اندازه

FRAP(  
گيـري ظرفيـت    هـاي مختلفـي بـراي انـدازه     اكنون روش هم

 FRAP )Fluroscenceروش . شـود  اكسيداني استفاده مي آنتي

Recovery After Photobleaching (  ــال ــه در س  1996ك
ــط  ــيار    Benzieو  Strainتوس ــك روش بس ــد، ي ــي ش معرف

  .]11[ پذير و دقيق است حساس، تكرار
اكسيداني محلـول در آب موجـود    در اين روش عوامل آنتي

تـري    در نمونه مـورد مطالعـه موجـب احيـا كمـپلكس فريـك      
) +TpTz-Fe2(بـه فـرم فـرو    ) +TpTz-Fe3(پيريديل تريـازين  

محيط اسيدي آبي رنگ است و حـداكثر جـذب   شود كه در  مي
سـرعت واكـنش بـا    . نانومتر است 593نوري آن در طول موج 

 +Fe3در اين روش . قدرت احيا كنندگي نمونه رابطه خطي دارد
شود؛ عامل محـدود كننـده سـرعت،     صورت مازاد استفاده مي به

  قدرت احيا كنندگي نمونه است
اسـتفاده از محلـول    با +Fe2هاي استاندارد يون آهن  محلول
  .)1جدول ( ميكرومولار تهيه شد 1000ذخيره آهن 

  
  هاي استاندارد يون آهن نحوه تهيه محلول 1جدول 

  

 5 محلول شاهد 4محلول شاهد 3 محلول شاهد2محلول شاهد1محلول شاهد 

 1000 500 0125250)ميكرو مول(محلول ذخيره آهن 

 0 500 100875750 آب مقطر

 1000 500 0125250)ميكرو مول(يون آهن  غلظت

  
ليتـر از محلـول كـار     ميلـي  5/1براي رسم نمـودار اسـتاندارد   

FRAP  ميكروليتر از نمونـه   50در يك لوله آزمايش ريخته شد و
 دقيقـه  10پـس از  . استاندارد به آن اضافه و كـاملاً ورتكـس شـد   

ليـه  گـراد، جـذب نـور ك    درجه سـانتي  37انكوباسيون در دماي 
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تمـامي ايـن   . نـانومتر خوانـده شـد    593ها در طول موج  نمونه
جـذب نـور كليـه    . مراحل براي نمونه مجهول نيـز تكـرار شـد   

 هاي شـاهد  محلولمقابل نانومتر در  593ها در طول موج  نمونه
ميـزان  . خوانـده شـد   )، صفر اسـتاندارد اسـت  1 محلول شاهد(

هـاي مجهـول    هاي محلول در آب در نمونه اكسيدان غلظت آنتي
  .براساس نمودار استاندارد محاسبه شد

منظـور دسترسـي بـه     دست آوردن  شيره سلولي بـه  براي به
 Triton X-100ميكروليتر  200هاي داخل سلولي،  اكسيدان آنتي

ها ريخته شد و با پيپتاژ خـوب مخلـوط    درصد روي اسپرم 5/0
تكـان   )Shaker( شـيكر  توسطدقيقه روي يخ  30مدت  به. شد
 50با فركـانس  ( اده شد؛ سپس با استفاده از دستگاه سونيكيتد

هـا شكسـته شـدند و     اسپرم )، نيم سيكل در ثانيه80هرتز، دامنه 
مـدت   گـراد بـه   درجه سانتي 4ر دماي د دور در دقيقه 14000با 
دقيقه سانتريفوژ شدند، از سوپ رويي آن كه حـاوي شـيره    15

 .زمون استفاده شدتكرار اين آ 3ها بود براي انجام  سلول

  

 هاي آماري روش
كـامپيوتري   توسـط نـرم افـزار    از اين مطالعـه  نتايج حاصل

SPSS  21نسخه )SPSS. Inc, 2012 USA (  مـورد تجزيـه و 
نتـايج حاصـل از مطالعـه     بررسـي  .تحليل آماري قـرار گرفـت  

 شـكل  ومـاني   از نظر تعداد، تحـرك، زنـده  ي اسپرمپارامترهاي 
ــاي هــا اســپرم ــه همــراه نت و ظرفيــت  ROSج بررســي ميــزان ب
  هاي مورد مطالعه با استفاده از آزمون اكسيداني كل در گروه آنتي

بررسـي   )Independent Samples Test( مسـتقل تـي   آماري
اح آزمايشگاهي و تشـكيل بلاستوسيسـت توسـط    ميزان لق .شد

هاي  در آزمون .ارزيابي شد )Chi-Square( كايمجذور  آزمون
و نتـايج   نظـر گرفتـه شـد    در ≥05/0Pي ردا يسطح معن ـفوق، 

بين ميانگين  .بيان شد) SD(انحراف معيار  ±صورت ميانگين  به
هـاي محلـول در آب و ميـانگين بازتـابش      اكسـيدان  غلظت آنتي
ي دار سطح معنـي آزمون همبستگي انجام شد،  ROSفلورسنت 

01/0P≤ نظر گرفته شد در.  

  نتايج
 بررسي با ميكروسكوپ نوري

هـاي گـروه    ت ميكروسكوپ نوري، بيضـه مـوش  در مشاهدا
طوري كه تماميت بافت و ساختار  جوان ظاهري طبيعي داشت؛ به

هـاي   در قاعـده لولـه  . طور طبيعي حفظ شده بـود  ها به و قطر لوله
هـاي سـرتولي    هاي اسپرماتوگوني به همراه سـلول  ساز، سلول مني

سـاز   نـي هـاي م  ها در داخل لولـه  به علاوه؛ دم اسپرم. مشاهده شد
هـا نيـز مـاتريكس     در فضاي بينابيني لوله. طور كامل مشهود بود به

صورت طبيعي مشاهده شد  هاي لايديك به سلولي به همراه سلول
؛ در حـالي كــه در گـروه مســن بافـت پوششــي    )الــف 1شـكل  (

تماميت بافـت حفـظ شـده بـود     . دار بود ساز شكاف هاي مني لوله
هـاي مشـهودي    زايا شـكاف هاي  هاي مختلف سلول  ولي بين رده

هـا بـه نسـبت گـروه      به علاوه؛ قطر داخلي لوله. قابل مشاهده بود
تـر بـود كـه نشـان دهنـده كـاهش        طور واضـحي بـزرگ   جوان به

. ضخامت بافت پوششي در گروه مسن نسبت به گروه جوان بـود 
صـورت   ساز نيز به هاي مني هاي موجود در داخل لوله تعداد اسپرم

  ).ب 1شكل ( داد ه جوان كاهش نشان ميواضحي نسبت به گرو
  

    

    

  )ب(و موش مسن ) الف(شناسي از بافت بيضه موش جوان  برش بافت 1شكل 
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بررسي نتايج پارامترهاي اسـپرمي در دو گـروه   
  مورد مطالعه
هـا بـر حسـب     دست آمده ميانگين تعداد اسـپرم  در نتايج به

اسـت كـه   اين در حالي . بود 8/6 ± 64/1ميليون در گروه مسن 
شـمارش شـد كـه بـا يكـديگر       90/15 ± 57/2 در گروه جوان
  ).2شكل (را نشان دادند ) =001/0P(داري  اختلاف معني

  

  
  

اعداد به صـورت  بررسي پارامتر تعداد اسپرم در موش مسن و جوان؛  2شكل 
اختلاف معني دار با گروه *:  .بيان شده است )SD(انحراف معيار  ±ميانگين 

  )≥05/0P(جوان 
  

دست آمـده بـه    در بررسي ساير پارامترهاي اسپرمي نتايج به
  . شكل زير مشاهده شد

 ± 94/2در گـروه مسـن    ماني بر حسب ميزان درصـد  زنده
بود كه با يكديگر اختلاف  99 ± 22/1گروه جوان  و در 33/97

 ).3شكل ( داري نداشت معني

در نتايج حاصل از تحرك اسپرم، مشاهده شد كه تحرك كـل  
 40/87 ± 92/7 در گروه جـوان و  33/80 ± 75/9روه مسن در گ

ميزان حركت پيشـرونده  . داري را نشان نداد بود كه اختلاف معني
 ± 19/7 و در گروه كنترل جـوان  17/58 ± 02/12 در گروه مسن

را ) =013/0P(داري  ديده شد كه با يكديگر اختلاف معنـي  2/77

و در  80/41 ± 98/12حركت سريع در گـروه مسـن   . نشان دادند
مشـاهده شـد كـه در ايـن مـورد نيـز        63 ± 84/10 گروه جـوان 
  ). 3شكل (را نشان داد ) =023/0P(داري  اختلاف معني

شكل طبيعي اسپرم بر حسب ميانگين درصد در گروه مسن 
 89 ± 31/3در حالي كـه در گـروه جـوان     بود، 75/81 ± 73/5

) =048/0P(ي دار نتايج در اين بخش تفاوت معني. مشاهده شد
  ).3شكل (را بين دو گروه نشان داد 

  

  
  

اسپرم در موش مسن  طبيعي ماني و شكل بررسي پارامتر تحرك، زنده 3شكل 
: *. بيان شده اسـت  )SD(انحراف معيار  ±صورت ميانگين  اعداد به: و جوان

 )≥05/0P(دار با گروه جوان  اختلاف معني

 

وه بررسي نتايج لقـاح آزمايشـگاهي در دو گـر   
 مورد مطالعه

نتايج حاصل از مطالعه در مورد درصد لقـاح آزمايشـگاهي   
 30/67 مسـن نشان داد كه ميزان لقـاح آزمايشـگاهي در گـروه    

ايـن نتـايج تفـاوت    . درصد بود 97/60درصد و در گروه جوان 
ــي ــداد  معن ــاري نشــان ن ــر آم ــورد درصــد . داري را از نظ در م

در گـروه جـوان   درصـد و   20مسن  بلاستوسيست نيز در گروه
كه اين نتايج نيـز بـا يكـديگر اخـتلاف      درصد مشاهده شد 26

  ).2جدول (داري نداشتند  معني

  
  بررسي لقاح آزمايشگاهي در دو گروه مسن و جوان 2جدول 

 
 )درصد(بلاستوسيست تعداد  )درصد(تعداد دو سلولي (MII)2تعداد تخمك متافاز گروه
 )26(13 )97/60(50 82 جوان

 )20( 7 )30/67(35 52 پير
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هـاي   اكسـيدان  و ميزان آنتي ROSبررسي ميزان 
  در دو گروه مورد مطالعه درون سلولي

هـاي محلـول در آب در گـروه     اكسيدان ميزان غلظت آنتي
ــن  ــرو 88/403 ± 48/179مس ــوان   ميك ــروه ج ــول و در گ   م

دسـت   اين دو غلظت به. ميكرومول مشاهده شد 88/623 ± 87/70
  ).4شكل (داري نداشت  ز كه با يكديگر اختلاف معنيآمده ني
  

    
هاي محلول در آب داخل سـلول اسـپرم    اكسيدان بررسي غلظت آنتي 4شكل 

بيـان   )SD(انحراف معيار  ±صورت ميانگين  اعداد به: در موش مسن و جوان
 .شده است

  
كـه نشـان دهنـده     DCFنتايج ميانگين بازتابش فلورسـنت  

 ± 27/378ي بود نيـز در گـروه مسـن    درون سلول ROSميزان 
. مشـاهده شـد   35/1206 ±42/288و در گروه جوان  87/1536

  ). 5شكل (دار نبود  اين اختلاف نيز از نظر آماري معني
هـاي محلـول در آب و    اكسـيدان  بين ميانگين غلظـت آنتـي  

آزمون همبستگي انجـام شـد    ROSميانگين بازتابش فلورسنت 
و  دار، معكـوس  وان رابطـه معنـي  و ج ـ مسندر هر دو گروه  كه

  .)=000/0P( بود خطي كاملاً
  

    
: درون سلولي در اسـپرم مـوش مسـن و جـوان     ROSبررسي ميزان  5شكل 
 .بيان شده است )SD(انحراف معيار  ±صورت ميانگين  اعداد به

  بحث
هاي آزاد  افزايش سن همواره با افزايش ميزان توليد راديكال

تواند منجر به كاهش تعداد  ترتيب مياست و به اين  همراه بوده
طبيعي، تحرك و در نتيجه كاهش توانايي باروري  اشكالاسپرم، 

عنوان يك عامل  بنابراين در اين مطالعه سن به]. 12[اسپرم شود 
زا در نظر گرفته شد و بررسـي تـأثيرات ايـن عامـل بـر       استرس

  .پارامترهاي اسپرمي مورد توجه قرار گرفت
حاضر، عامل سن منجر بـه كـاهش تعـداد     مطابق با مطالعه

همانند مطالعه حاضر، مقايسه پارامترهاي اسپرم بـين  . اسپرم شد
و ) Wyrobek(هاي مسن و جـوان در مطالعـه ويروبـك     گروه

در مطالعه اين گروه از محققين نشان . همكاران نيز انجام گرفت
داده شد كه پارامترهايي چون تحرك و تعداد اسپرم بـا افـزايش   

ايـن در حـالي اسـت كـه برخـي از      ]. 13[يابـد   ن كاهش ميس
محققين تنها كاهش تحـرك اسـپرم را در نتيجـه افـزايش سـن      

بر اساس نتايج حاصل از مطالعه حاضـر  ]. 14[اند  گزارش كرده
در گروه مسن نسبت به گروه جوان، حركت پيشرونده سـريع و  
حركت پيشرونده كه مجموعـه حركـات سـريع و آهسـته بـود      

در اين مطالعه تحرك كل اسـپرم  . داري را نشان داد معني كاهش
كه شامل حركت پيشرونده سريع، پيشرونده آهسته و درجا بود، 

رسـد كـه بـه     نظر مي داري را نشان نداد؛ بنابراين به تفاوت معني
دليل تعداد زياد حركـت درجـا در گـروه پيـر در ايـن پـارامتر       

  . داري از بين رفته بود معني
هــاي آزاد و  انــد كــه وقتــي راديكــال ان كــردهمحققــين بيــ

محصولات نهايي روند پركسيداسيون ليپيـد در محـيط افـزايش    
يابد  داري كاهش مي طور معني ها به يابد، قدرت تحرك اسپرم مي

هـاي   هاي يوني غشا و آنزيم كه علت اصلي آن اختلال در تبادل
از طــرف ديگــر؛ . دخيــل در انجــام ايــن تبــادلات يــوني اســت

گر باعث  هاي اكسيژن واكنش خصوص گونه هاي آزاد به ديكالرا
شـود و اسـپرم را    اكسيداني درون سلولي مي هاي آنتي مهار آنزيم

از منابع آنزيمي دخيل در تأمين انرژي مورد نياز بـراي تحـرك   
 ROSطور كلي افزايش ميـزان   به]. 16، 15[محروم خواهد كرد 

، آسـيب بـه غشـا و در    در مايع مني موجب پراكسيداسيون ليپيد
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هــاي  نتيجــه كــاهش حركــت اســپرم، غيــر فعــال كــردن آنــزيم
شود، در نتيجه اسـپرم   مي DNAگليكوليز، آسيب به آكروزوم و 

در اين . دهد قادر به اتصال به تخمك نيست و ناباروري رخ مي
در راسـتاي  ) آنزيمي و غيـر آنزيمـي  (ها  اكسيدان خصوص آنتي

ايـن  . كنـد  ترس اكسيداتيو عمل ميحفظ هموستاز و مقابله با اس
اثر كردن فعاليت  مواد با ممانعت از توليد، خنثي كردن آثار يا بي

علاوه بر تأثير ]. 17[كند  هاي آزاد، نقش خود را ايفا مي راديكال
تواند با تـأثير بـر سـاير     بر اسپرم، افزايش سن مي ROSمستقيم 
ود را ايفـا  هاي دستگاه توليد مثلي نظير لايديگ، نقش خ ـ سلول
توان اشاره داشت كـه افـزايش    به اين ترتيب براي مثال مي. كند

نيز از جمله عواملي است كـه بـه دنبـال     گيري ليپوفوشين شكل
اسـت كـه تـراكم     تحقيقات نشـان داده . دهد افزايش سن رخ مي

هـاي اپيديـديم و ليـديگ     ليپوفوشين با افزايش سـن در سـلول  
و همكاران نيـز نشـان دادنـد    ) Cao(كائو ]. 18[يابد  افزايش مي

هـاي   اكسـيدان  كه با افزايش ميزان استرس اكسيداتيو، سطح آنتي
يابد و  مهم آنزيمي و غير آنزيمي در سلول ليديگ نيز كاهش مي

از طـرف   ].19[شود  باعث كاهش سنتز و ترشح تستوسترون مي
ديگر؛ طي سنتز تستوسترون توسط سلول ليديگ، به ميزان زيادي 

ROS طوري كه اين ميزان توليد شده با مقداري  شود، به يد ميتول
. كنـد  كننـد تقريبـاً برابـري مـي     هاي اسپرم توليد مي كه ميتوكندري

ROS هـاي ليـديگ    توان مسـئول پيـري سـلول    توليد شده را مي
بنابراين مهار سنتز تستوسترون در واقع نشان دهنده پيري . دانست

تأثيرگـذار بـر سـلول    تمـامي عوامـل   ]. 20[سلول ليـديگ اسـت   
و بـه تبـع    تواند منجر به اختلال در فرآيند اسپرميوژنز لايديگ، مي

 .هاي اپيديديمي شود آن كاهش در تعداد اسپرم

هـاي   ماني در گـروه  در مطالعه حاضر، مشخص شد كه زنده
ــا يكــديگر اخــتلاف معنــي  داري نداشــتند، امــا  پيــر و جــوان ب

ــوان  2001ســال همكــاران در  و) Kobayashi(كوباياشــي  عن
هـا در ارتبـاط بـا     مـاني سـلول   كردند كه كاهش در ميزان زنـده 

دهـد   صـورت طبيعـي رخ مـي    در محيط به ROSافزايش ميزان 
مـاني،   در مطالعه حاضر مشخص شد كـه بـرخلاف زنـده   ]. 21[

داري در مقايسـه   شكل طبيعي اسپرم در گروه مسن كاهش معني

دست آمده در  با نتايج بهاين نتيجه مطابق . با گروه جوان داشت
اين گـروه  . بود 2004و همكاران در سال ) Aziz(مطالعه عزيز 

در اسپرم و نسـبت   ROSاز محققين نشان دادند كه ميان توليد 
ايـن اعتقـاد   . داري وجـود دارد  هاي بد شكل ارتباط معني اسپرم

هـاي آزاد،   وجود دارد كـه در شـرايط افـزايش ميـزان راديكـال     
هـاي   اپيتليالي منجر به ايجاد آسيب بـه سـلول   هاي ريزش سلول

به ايـن  . كند هاي سيتوپلاسمي را متلاشي مي سرتولي شده و پل
ترتيب اين فراينـد منجـر بـه كـاهش تعـداد اسـپرم و افـزايش        

اين آثار منفي ايجاد شـده بـر   ]. 22[شود  هاي اسپرم مي بدشكلي
ابليـت  صورت مستقيم بر ميـزان لقـاح و ق   پارامترهاي اسپرمي به

سازي اسپرم تأثيرگذار اسـت، بـا ايـن وجـود در تحقيـق       بارور
حاضر درصـد لقـاح آزمايشـگاهي و درصـد بلاستوسيسـت در      

. داري نداشـت  هاي مسن و جوان با يكديگر اختلاف معني گروه
تـوان بـه دليـل اسـتفاده از      دار را مـي  عدم وجود اختلاف معنـي 

هـا   ترين اسپرم كه از بهترين و سريع شده Swim upهاي  اسپرم
بـه ايـن ترتيـب شـايد بـا       .شوند، مـرتبط دانسـت   محسوب مي

ها در قطره حاوي اسپرم، ميزان اخـتلاف   انتخاب تصادفي اسپرم
ميزان غلظـت  . حقيقي بين دو گروه مسن و جوان مشخص شود

هاي محلول در آب و ميانگين بازتـابش فلورسـنت    اكسيدان آنتي
DCF دهنــده ميــزان  كــه نشــانROS  درون ســلولي اســت در
داري  هاي مسن و جـوان نيـز بـا يكـديگر اخـتلاف معنـي       گروه

تواند به اين دليل باشد كه در  دار مي نداشت؛ عدم اختلاف معني
هاي محلول در آب بررسي شـد و   اكسيدان اين تحقيق فقط آنتي

ر د .هاي آنزيمي و غير آنزيم لحاظ نشده بـود  اكسيدان ساير آنتي
ايــن صــورت ايــن احتمــال وجــود دارد كــه محتــواي ســاير  

گيــري  اكسـيدان كــه در ايـن تحقيــق انـدازه    هـاي آنتــي  آنـزيم 
است در دو گروه متفاوت باشـد و تعـادل مناسـب بـين      نشده

اكسـيداني   هـاي آنتـي   توليد شده و محتواي آنزيم ROSميزان 
 ـ . دليل بر تمامي آثار مشاهده شده در اين مطالعه باشد ن بـه اي

هــاي  ترتيــب لازم اســت مطالعــه بيشــتري روي كليــه آنــزيم 
تفاوت مشـاهده شـده   . اكسيداني درون اسپرم انجام گيرد آنتي

اكسـيداني در   هـاي آنتـي   گيري سـاير آنـزيم   احتمالي در اندازه
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هاي درماني در موارد ناباروري به دليـل   انتخاب مؤثرتر روش
  . تواند مؤثر واقع شود مي ROSافزايش 

دست آمده در ايـن مطالعـه، پيـري سـبب      با نتايج بهمطابق 
دار در تعـداد، تحـرك پيشـرونده و شـكل طبيعـي       كاهش معني
هـاي موجـود    اكسيدان رابطه بين اكسيدان و آنتي. شود اسپرم مي
هـاي مـوش مسـن و جـوان، رابطـه خطـي معكـوس         در اسپرم

هـاي   اكسيدان بود؛ به اين معني كه افزايش سطح آنتي داري معني
اين . ها همراه بوده است حلول در آب با كاهش سطح اكسيدانم

توانـد بـر ميـزان لقـاح      مطالعه نشان داد كه سن موش نـر نمـي  
هــاي حاصــل از تكــوين  آزمايشــگاهي و درصــد بلاستوســيت

به اين ترتيب لازم اسـت تـا ايـن عامـل در     . ها مؤثر باشد جنين
ر مقايسه محيط بدن در بين دو گروه مسن و جوان نيز با يكديگ

  . و بررسي شود
  

  تشكر و قدرداني
نامـه كارشناسـي ارشـد رشـته      تحقيق حاضر بخشي از پايان

علوم تشريحي مصوب دانشكده علوم پزشكي دانشـگاه تربيـت   
از . مدرس است كه با حمايت مالي آن دانشگاه انجام شده است

  .شود همكاري تكنيكي آقاي پور بيرانوند سپاسگزاري مي
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