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  چكيده
اكسيدان تائورين با دوزهاي مختلف بر اسـترس اكـسيداتيو و پارامترهـاي               مطالعه ارزيابي آثار افزودن آنتي     :هدف

  اسپرم منجمد شده انساني
عنوان   قسمت مساوي تقسيم شد و قسمتي به5ي اسپرم طبيعي بودند، به  نفر كه دارا20 مايع مني :ها مواد و روش

و ) گروه كنترل انجماد(اكسيدان  تازه قبل از شستشو، قسمتي پس از شستشو، قسمتي ديگر براي انجماد بدون آنتي          
اسـتفاده از   تحرك با   . مولار با روش انجماد سريع منجمد شد        ميلي 50 و   25اكسيدان تائورين با دوز      بخشي با آنتي  

شناسـي   آميزي تريپان بلو، ريخت    ماني با استفاده از رنگ     ، توان زنده  (CASA)هاي ويژة     سيستم كامپيوتري و برنامه   
 دي  7،  2كار بردن    گيري ميزان انواع اكسيژن فعال، انواع نيتروژن فعال با به          كارگيري آزمون پاپانيكولائو، اندازه    با به 

 و تشخيص كمبـود     SCD توسط   DNAاسپكتروفلورومتري، قطعه قطعه شدن     كلروفلورسين دي استات به روش      
در انتها بـا اسـتفاده از آزمـون آمـاري آنـووا نتـايج           .  بررسي شد  A3آميزي كرومايسين    پروتامين با استفاده از رنگ    

  .ارزيابي شد
 را به دنبـال داشـته و         فرآيند انجماد كاهش كيفيت پارامترهاي كلاسيك اسپرم و افزايش انواع اكسيژن فعال            :نتايج

تواند سـبب بهبـود تحـرك و نقـص پروتـامين پـس از        مولار مي  ميلي25اكسيدان تائورين تنها با دوز  افزودن آنتي 
يك از دوزهـاي تـائورين تـأثير چنـداني بـر انـواع اكـسيژن فعـال، فاكتورهـاي                     در هر صورت هيچ   . انجماد شود 

  . آن پس از انجماد ندارندDNA شناسي، توان بقاي اسپرم و قطعه قطعه شدن ريخت
  اكسيدان تائورين مانع توليد انواع اكـسيژن فعـال طـي فراينـد انجمـاد نـشده و تنهـا دوز          افزودن آنتي :گيري نتيجه

  .بخشد مولار آن قدري نقص پروتامين و تحرك اسپرم را بهبود مي  ميلي25
  

 اسـپرم، كمبـود     DNAيژن فعال، قطعـه قطعـه شـدن         اكسيدان تائورين، انواع اكس     انجماد اسپرم، آنتي   :كليدواژگان
 نقص پروتامين اسپرم
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   مقدمه-1
هـاي قابـل قبـول       انجماد مني انسان يكي از مـؤثرترين روش       

همين دليـل بايـد      به]. 1 [استبراي حفظ توانايي توليدمثل مردان      
د كه باروري و تحرك قابل      شو بانك انجمادي مناسب انتخاب      يك

 بـا وجـود  ]. 2[ا در طول مدت انجماد حفظ نمايـد      ها ر  قبول اسپرم 
شناسـي انجمـاد و      هاي فراوان در زمينـه شـناخت زيـست         كوشش

هاي گوناگون، همچنان انجماد با ايجـاد فـشارهاي          استفاده از روش  
شيميايي و فيزيكي روي غشاي اسپرم، سبب توليد بـيش از انـدازه             

 شـده  (Reactive Oxygen Species: ROS)انواع اكسيژن فعال 
 (Oxidative Stress)و در نتيجــه ايجــاد اســترس اكــسيداتيو 

 منجر  ROSبراساس مطالعات گذشته، افزايش     ]. 6-3[نمايد    مي
علت كاهش حركت اسـپرم در      . دشو  به كاهش تحرك اسپرم مي    

نتيجه آبشاري است كه در حين پراكـسيداسيون چربـي غـشاي            
ــي ــپرم رخ م ــسفريلاس   اس ــه ف ــر ب ــت منج ــد و در نهاي يون ده

شده و باعث كاهش حركـت       (Axonem)هاي اكسونم     پروتئين
 در نتيجـه اســترس  ROSافــزايش ميـزان توليــد  ]. 7[د شـو  مـي 

اكــسيداتيو، ســبب كــاهش ظرفيــت بــاروري اســپرماتوزوا      
(Spermatozoa)           در نتيجه آسيب به غشاي سـلول، تحـرك و 

خـورده و    شناختي همچـون دم پـيچ      هاي ريخت  ايجاد ناهنجاري 
 و  DNA، قطعه قطعـه شـدن       (Acrosome) اكروزوم   آسيب به 

دهند،  مطالعات نشان مي  ]. 10-8[شود    كاهش عملكرد اسپرم مي   
اكـسيداني بـسيار كمـي وجـود دارد،           هنگامي كه تركيبات آنتـي    

اســترس اكــسيداتيو در اســپروماتوزوا ســبب نابــاروري مــردان 
بنابراين ضروري است كـه بـراي جبـران كمبـود سـپر             . شود  مي

  هــاي خــارجي بــه اســپرم افــزوده شــود  اكــسيدان ، آنتــيدفــاعي
هـا متفـاوت اسـت، ولـي         اكسيدان اگرچه اعمال آنتي  ]. 12،  11[

طـور خلاصـه بـه كـاهش غلظـت اكـسيژن، حـذف         توان بـه   مي
هـاي آزاد مثـل      هاي كاتاليك فلزي و برداشت انواع راديكال       يون

O2)سوپراكسيد  
 و پروكـسيد هيـدروژن      (OH)، هيدروكـسيل    (-

(Hydrogen Peroxide:H2O2)13[اشاره نمود ...  و.[  
 مترشحه از اپيديـديم  (Seminal Plasma)سمينال پلاسما 

ــائورين    ــات ت ــلي تركيب ــع اص ــائورين (Taurine)منب  و هيپوت

(Hypotaurine)    پذيري، حفظ عملكـرد      است، كه براي ظرفيت
غشا، ديگر ساختارهاي اسپرم و كسب قـدرت بـاروري اسـپرم            

اما طي پـردازش مـايع منـي، سـمينال          ]. 15،  14 [استضروري  
همـين دليـل حـساسيت اسـپرم در          شود و به    پلاسما برداشته مي  

در مطالعـات   ]. 16[يابـد     برابر اسـترس اكـسيداتيو افـزايش مـي        
گذشته بيان شده است كه اضافه كردن تائورين به محيط انجماد           
اسپرم بز، سبب افزايش سـطح فعاليـت گلوتـاتيون پروكـسيداز            

(Glutathione Peroxidase: GSH-PX) ــامين  A و E، ويت
ريـزي    ضـد مـرگ برنامـه      آثاراز طرف ديگر    ]. 18،  17[شود    مي

اكسيداني تـائورين ثابـت     و آنتي  (Antiapoptotic)شده سلولي   
جايي كه شواهدي مبني بـر تـأثيرات         از آن ]. 20،  19[شده است   

ي شـده    نيز سع   حاضر ، در مطالعه  استمثبت تائورين در دست     
 50 و  25اكـسيدان بـا دوز        اين آنتـي   آثاراست تحقيقي در زمينه     

مولار روي اسپرم منجمد شده انساني براي حذف يا كاهش         ميلي
  .ميزان انواع اكسيژن فعال انجام شود

  

  ها  مواد و روش-2
  آوري نمونه مايع مني  جمع-2-1

 نفر مرد مراجعه كننده به پژوهـشكده رويـان،          20مايع مني   
 و بـا رضـايت كامـل     روز خودداري از مقاربـت 4 الي  3ز  پس ا 

نمونـه ايـن افـراد      . آوري شـد     جمع هاي تجربي،  مبني بر آزمايش  
، زمـان  (Viscosity)دنبال ارزيابي حجم، رنگ، ميزان چسبندگي       به

، شمارش اسپرم، تحرك، pH، (Liquefaction Time)مايع شدن 
معيارهاي اسـتاندارد   ماني اسپرم براساس     شناسي و توان زنده    ريخت

 :World Health Organization)ســازمان بهداشــت جهــاني 

WHO) و معيار كروگر (Kruger Criteria)) شناسي اسـپرم  ريخت 
)  درصــد50 ≥(Sperm Motility) درصــد، تحــرك اســپرم 15 ≥

  .طبيعي شناخته شده و براي مطالعه حاضر در نظر گرفته شد
 -1 :دش ـ تقـسيم     قسمت مـساوي   5سپس نمونه هر فرد به      

 تجزيـه و تحليـل      (Fresh)صورت تـازه     ها به  اي از اسپرم    نمونه
اي از   نمونـه -2. اكـسيدان قـرار نگرفـت    شد و در معرض آنتـي    

صورت تازه پس از شستشو با غلظت غيرمتوالي ماده          ها به  اسپرم
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 تجزيه و تحليل شد و در معرض        (Allgrad)جدا كننده سلولي    
اي از   نمونــه-3). گــروه آلگريــد (اكــسيدان قــرار نگرفـت  آنتـي 
 HSPM (Human Spermها كه فقط با محـيط انجمـاد    اسپرم

Preservation Medium)) د ش ـمخلـوط  ) اكسيدان بدون آنتي
هـا كـه در معـرض        اي از اسپرم     نمونه -4). گروه كنترل انجماد  (

. همراه محيط انجماد قـرار گرفـت       مولار تائورين به     ميلي 25دوز  

مـولار     ميلـي  50هـا كـه در معـرض دوز          از اسـپرم  اي     نمونه -5
لازم به ذكر است كه     . همراه محيط انجماد قرار گرفت     تائورين به 

 ــ  ــشت ت ــيط ك ــك مح ــادي، ي ــيط انجم ــافر امح ــپس ب   يرود ه
(Hepes-Buffered Tyrodes Medium) بـــا آلبـــومين و 

 آماده و پس از فيلتر بـا فيلتـر          1گليسرول است كه طبق جدول      
  .شداستفاده ) ر ميكرومت22/0(

  
  ]HSPM] 21 مواد در محيط انجمادي 1جدول 

  
  مولار ميلي  گرم در ليتر  مواد
 8/5 100 (NaCl)كلريد سديم 

 4/0 37/5 (KCl)كلريد پتاسيم 

 1/0 49/0 (Mgcl2. 6H2O)كلريد منيزيم 

 05/0 32/0 (NaH2PO4. 2H2O)فسفات دي هيدروژن سديم 

 4/0 72/2  (CaCl2. 2H2O)كلريد كلسيم 

 95/30 )در هر گرم (6/2  (NaHCO3)كربنات هيدروژن سديم 

 86/12 )ليتر در هر ميلي (66/2  ) درصد70-72 ((Sodium Lactate Syrup)محلول لاكتات سديم 

 5/5 0/1  گلوكز 

 - 05/0 (Kanamycin Sulphate)سولفات كانامايسين 

 0/10 21/133 (Glycine)گليسين 

 00/50 18/17  ساكاروز

 - 0/4  (Human Serum Albumin: HSA)سرم آلبومين انساني 

 00/20 )ليتر در هر ميلي (20  (HEPES) مولار هپس 1محلول 

 00/17 )ليتر در هر ميلي (150 (Glycerol)گليسرول 

  
در هر گروه آزمايشي پس از بررسي پارامترهـاي كلاسـيك           

 ،H2O2 ديگـري نظيـر بررسـي ميـزان          هـاي  ذكر شده، آزمـايش   
ــسي  ــزان پروك ــي مي ــت  بررس  :Proxinitrit Radical)نيتري

ONOO)    بررسي ميـزان سوپركـسيد اكـسيژن ،(Superoxide 

Anion Radical: O2
 DNA، بررسي ميزان قطعه قطعه شدن (-

(DNA Fragmentation)    و بررسي نقـص كمبـود پروتـامين 
(Protamin Deficiency)نيز صورت گرفت .  

  

  مسازي اسپر  روش آماده-2-2
مقداري از نمونه براي ارزيابي در گروه اول برداشته و مـابقي            

  ليتـر   ميلـي  2: هاي ديگر آزمايشي شستشو داده شـد       آن براي گروه  

ــپرم روي   ــه اس ــتون از نمون ــت  آس ــد گراديان  Density)لگري

Gradient Allgrad) 80 ــي 2( درصــد ــر ميل     درصــد40 و )ليت
   ســرعت قــه بــا دقي15مــدت  قــرار گرفــت و بــه) ليتــر ميلــي 2(

سـانتريفوژ  گـراد    سـانتي  درجه   37 دور در دقيقه در دماي       1800
پس از سانتريفوژ، رسوب در ته لوله باقي مانده با اسـتفاده            . شد

 داراي Ham's F10آوري نموده، با محيط كـشت   از پيپت جمع
 دور در   3000 سـرعت  دقيقه با    5مدت    بار به  2آلبومين انساني،   

در انتها رسوبي كه ته  لوله       . شو داده شد  دقيقه سانتريفوژ و شست   
 Ham’s F10 در كل مطالعه محيط (Ham’s F10جمع شده با 

سي   سي 10به ازاي هر  )  درصد HSA) 20 ميكروليتر   250داراي  
  .  رسانده شد20×106تعداد حدود  رقيق شده و به ) محيط است
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   ذوب- روش انجماد-2-3
  1 بـه    1  به نـسبت   HSPMاسپرم با محيط كشت انجمادي      

پـس از   .  منتقل شـد   (Cryovial)مخلوط و به داخل كرايوويال      
مدت   ها به      دقيقه تيمار با محيط انجمادي، كرايوويال      10گذشت  

متــر بــالاتر از ســطح   ســانتي7( دقيقــه روي بخــار نيتــروژن 15
قرار گرفت و در نهايـت داخـل تانـك نيتـروژن            ) نيتروژن مايع 

اكـسيدان تـائورين      ست كه آنتي  البته قابل ذكر ا   . نگهداري شدند 
  .ه شده بودضافقبل از انجماد، به محيط كشت انجمادي ا

هـا طبـق روش زيـر ذوب       هفتـه، اسـپرم    2پس از گذشـت     
قرار داده شـد تـا       دقيقه در زير آب جاري       2 تا   1مدت     به. شدند

بـراي برداشـت محـيط انجمـادي از         . به دماي معمولي رسـيدند    
بــراي شستــشو از . گرفــتهــا دوبــار شستــشو صــورت  اســپرم

Ham’s F10 استفاده شد و در نهايـت بـا دور   4 به 1نسبت   به 
پس از دور ريخـتن مـايع   .  دقيقه سانتريفوژ شد   5مدت    به 3000

 تـا دوبـاره   شدند تركيب Ham’s F10ها با محيط  رويي، اسپرم
  . برسند20×106به حجم 

  
  هاي تجزيه و تحليل اسپرم  روش-2-4
  تحرك اسپرم-2-4-1

 ميكروليتـــر از نمونـــه اســـپرم ابتـــدا روي ميكروســـل 5
(Microcell)     گذاشته و سپس در زيـر ميكروسـكوپ مـشاهده 

 ميـدان   10-7براي هر نمونـه بـا تغييـر مكـان ميكروسـل،             . دش 
ميكروسكوپي بررسي و براي تعيين نتيجه درصد كل غلظـت و           

-Computer) (CASA)افـزار    هـا، از نـرم     درصد تحرك اسپرم  

Assisted-Semen Analysis)استفاده شد .  
  

 شناسي اسپرم هاي ريخت  روش بررسي ناهنجاري-2-4-2
ــاري ــاي ريخــت درصــد ناهنج ــتفاده از   ه ــا اس ــناختي ب ش

پـس از   .  تعيـين شـد    (Papanicolaou)آميزي پاپانيكولائو     رنگ
  مـدت    درصـد بـه    70تهيه اسمير، لام مورد نظر در الكل اتـانول          

در ادامـه بـا     . آب شستـشو داده شـد      ثانيه تثبيت و سپس در       30

 (Harris Hematoxylin)ن يـس رنـگ هماتوكـسيلين هار  محلول 
آميزي و پس از شستـشو در آب، از اسـيد              ثانيه رنگ  10 مدت به

  عبـور از الكـل اتـانول       .  ثانيـه عبـور داده شـد       5مـدت    الكل بـه  
 :Orange-6) 6آميزي با اورانژ   ثانيه، رنگ20مدت  درصد به96

OG6) مدت   درصد به  96 ثانيه، عبور از الكل اتانول       12دت  م  به
 (Azo-Eosin)آميــزي بــا ائــوزين آزو   ســپس رنــگ، ثانيــه20
 ثانيـه   20مدت    درصد به  96 ثانيه، عبور از الكل اتانول       2مدت   به

 ثانيه جزء مراحل    20مدت    درصد به  100و عبور از الكل اتانول      
  .آميزي بود بعدي رنگ

  
 هاي زنده پرم تعيين درصد اس-2-4-3

 (Trypan Blue)آميزي حياتي تريپان بلو  در اين تحقيق از رنگ
از نمونـه اسـپرم و      )  ميكروليتر 100(حجم مساوي   . دشاستفاده  

رنگ تريپان بلو را با هم در يك لوله آزمايش مخلوط و پـس از               
   دقيقـه، اسـمير تهيــه شـده از آن بـا بزرگنمــايي     10-5گذشـت  

 ،آميـزي زنـده باشـد       رم در زمان رنـگ    اگر اسپ . شد  ارزيابي 400
گيرد در نتيجه قسمت سر و تنه آن  خود نمي بلو را به    رنگ تريپان 

  ).سفيد براق(تري دارد  رنگ و حالت روشن
  

  بررسي كمبود نقص پروتامين-2-4-4
ــگ  ــي از روش رن ــن بررس ــسين   در اي ــزي كروماي  A3آمي

(Cromaycine A3: CMA3)ه محلول تثبيت كنند.  استفاده شد
اسيد استيك به نسبت +متانول ((Carnoy’s Fixative)كارنوي 

بـه  ) بـا حجـم مـساوي   ( ميكروليتـر  300انـدازه    را بـه ) 1 به 3
مـدت   گراد به   درجه سانتي  4ها اضافه نموده و در حرارت        اسپرم

پـس از تهيـه دو اسـمير و خـشك شـدن             .  دقيقه تثبيت شدند   5
بـا   (A3يـسين    ميكروليتـر محلـول كروما     100-60ها، توسـط   آن

ــي25/0غلظــت  ــرم در ميل ــك   ميكروگ ــافر م ــر در ب ــوين  ليت   ال
(Mc-Elvin’s Buffer) مـولار   ميلـي 10 حاوي كلريد منيزيم (

 بهتر بودن كيفيـت     براي. شد  آميزي انجام      دقيقه رنگ  20مدت     به
 .ها در محيط تاريك و مرطوب نگهـداري شـد   آميزي، لام رنگ

ــر ميك100 ــا  اســپرم در هــر لام در زي روســكوپ فلورســنت ب
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هـاي بـا      درصد اسپرم . دشمشاهده و شمارش    × 100بزرگنمايي  
CMA3عنوان    رنگ زرد درخشان به   

هـايي هـستند كـه        اسپرم (+
  ).1شكل (د شبررسي و ثبت ) كمبود نقص پروتامين دارند

  

  
  

CMA3: ؛ فلش كوتاهCMA3آميزي   رنگ1شكل 
CMA3: ، فلش بزرگ¯

+  

  

  DNAدن  بررسي قطعه قطعه ش-2-4-5
ــراي  SCD از روش DNA بررســي قطعــه قطعــه شــدن ب

(Sperm Chromatin Dispertion Test) بـراي  .  استفاده شـد
 پـس از تـشكيل      وانجام آزمـايش، نمونـه مـايع منـي سـانتريفوژ            

 در يـك لولـه      سـپس . هـا برداشـته شـد      رسوب مقداري از اسپرم   
  و تعداد اسـپرم شد رقيق Ham’s F10آزمايش ريخته و با محيط 

ليتـر رسـانده و بـا ميكروسـكوپ        ميليون در هر ميلـي     10-5را به   
 ميكروليتر از مايع مني رقيـق شـده         30سپس  . نوري بررسي شدند  

 مخلوط (Low Melting Agarose) ميكروليتر از آگارز 70را با 
 قرار   بود كرده و روي لامي كه قبلاً با آگارز نرمال پوشانده شده          

 دقيقـه در    4مـدت     روي آن بـه     و پس از گذاشتن لامل      شد داده
سـپس لامـل را بـه آرامـي از روي لام            . قرار داده شدند    يخچال  

  طور افقي در ظرفي كـه حـاوي اسـيد           كشيده و برداشته و لام به       
  

)  نرمـال HCl 08/0 ((Denaturating Acid)واسرشت كننـده  
گـراد در     درجـه سـانتي    22 دقيقـه در دمـاي       7مدت   تازه بود به  

 در اثـر شكـسته      DNAرفت تا زنجيرهاي منفرد     تاريكي قرار گ  
 دقيقه لام از داخل اسيد به داخـل         7بعد از   . شودشدن آن ايجاد    

مـدت   ها به    برداشتن پروتئين  برايظرف حاوي محلول ليز كننده      
 دقيقـه در آب ديـونيزه       5در پي آن لام را      .  دقيقه قرار گرفت   25

ترتيب حاوي   شستشو داده و بعد از آن لام را در سه ظرف كه به            
  مـدت   كدام بـه    درصد بود هر   100 درصد و    90 درصد،   70الكل  

 دقيقه قرار داده و بعد از خشك شدن لام در مجاورت هوا در              2
 قـرار  (Wright) دقيقـه در رنـگ رايـت        5مدت   نهايت آن را به   

داده و پس از شستشو با آب، در معرض هـوا قـرار گرفـت تـا                 
 ـ     .خشك شود  وري بـا بزرگنمـايي      سپس در زير ميكروسكوپ ن

ها هاله مشاهده    هايي كه در اطراف آن      اسپرم. مشاهده شدند  100
هايي كه فاقد هاله بودند ناسالم در         هاي سالم و آن      اسپرم ،شد  مي

 بـه   ،هايي كـه داراي هالـه هـستند         اسپرم]. 22[گرفته شدند     نظر  
اگر هاله اطراف سـر اسـپرم برابـر         : چند گروه زير تقسيم شدند    

، اما  شد در نظر گرفته(Large Halo)اشد هاله بزرگ قطر سر ب
هـسته   3/1 لايه باشد در واقـع  3 تا 2اگر هاله اطراف سر اسپرم   

 از طرف .گفته شد (Medium Halo)باشد، هاله متوسط اسپرم 
ديگر اگر يك لايه هالـه در اطـراف سـر باشـد، هالـه كوچـك                  

(Small Halo) ،و سـر  اي در اطـراف سـر نباشـد    اگر هيچ لايه 
و اگـر سـر    (Without Halo)بدون هاله  ،نظر آيد كاملاً تيره به

صورت متراكم و رنگ آن كاملاً صورتي باشـد، تجزيـه            اسپرم به 
  ).2شكل (در نظر گرفته شدند  (Degraded)شده 

  
  

  ط، هاله كوچك، بدون هاله، متلاشي شدهآميزي رايت در زير ميكروسكوپ نوري؛ از چپ به راست هاله بزرگ، هاله متوس  با رنگSCD آزمون 2شكل 
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 عدد اسپرم شـمارش و شـاخص قطعـه          100در انتها تعداد    
 با DNA (DNA Fragmentation Index: DFI)قطعه شدن 

  .مددست آ استفاده از فرمول زير براي هر نمونه به
+ رصد هالـه كوچـك      د= DNAشاخص قطعه قطعه شدن     

  درصد تجزيه شده+ درصد بدون هاله 
  

O2 بررسي راديكال آزاد -2-4-6
-  

-Chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-7)از كلرونيتروبنزوديازول   

1,3- diazole: NBD-Cl) ــه ــروب  ب ــك پ ــوان ي  (Probe)عن
فلوروسنت ويژه براي سنجيدن ميزان غلظت يـون سوپراكـسيد           

با سوپراكـسيد، ميـزان      NBD-Cl پس از واكنش      كه استفاده شد 
روفلورومتر و بـا تابيـدن طـول        غلظت يون سوپراكسيد با اسپكت    

مـشاهده    نانومتر قابل550 نانومتر و انتشار طول موج 470موج 
همين منظور ويال اسپرم منجمـد شـده در دمـاي اتـاق              به. است

   بـا   NBD-Clليتـر     ميلـي  1سـپس   . دشـو قرار گرفـت تـا ذوب       
) عنــوان حــلال بــه ((Acetonitril)ليتــر از اســتونيتريل   ميلــي2

صورت استوك بوده و در تاريكي       ين محلول به  تركيب شد، كه ا   
 ميكرومـول از    100روزانـه   . مدت طولاني قابل استفاده اسـت      به

ــا  ــول را ب ــي2محل ــا     ميل ــله ب ــوط و بلافاص ــپرم مخل ــر اس ليت
O2اسپكتروفلورمتر راديكال آزاد 

 ].23[ بررسي شد -

  
  ONOO تعيين سطح -2-4-7

فلورسين  دي كلرو  7،  2 از   ONOOگيري سطح     اندازه براي
-dichlorofluorescein-diacetate: DCFH-2,7)دي استات 

DA) ــپكتروفلورومتري  (Spectrofluorometery) و روش اس
هاي اسـپرم هـر       نمونه ONOO براي ارزيابي سطح     .استفاده شد 

 :Phosphate Buffered Saline)فرد با فسفات بـافر سـالين   

PBS)) 20 4/7مـول،     ميلي=pH (   ليتـر   لـي  در هـر مي    5×106بـه
ــسيم و در     ــسمت تق ــه دو ق ــپس ب ــانده و س ــه -80رس  درج

اساسـاً محـصولات    . دش ـگـراد در لولـه اسـتريل ذخيـره           سانتي
ONOO  توسط روش فلورومتريـك (Fluorimetric Assay) 

(2,7-dichlorofluorescein)  دشو  تعيين مي .DCFDA (5,6-

Carboxy-2',7'-dichlorofluorescein diacetate) يك رنـگ  
 كه در بـين سيتوپلاسـم       استلورسنت و قابل نفوذ به غشا       غيرف

 هيـدروليز   DCFHاسپرم توسط اسـترازها بـه اسـيدهاي آزاد و           
 را بـه يـك رنـگ فلورسـنت قـوي         ONOO  ،DCFH. دشو مي

 مخلـوط   بـا  DCFDA-freeدر ايـن بررسـي      . نمايـد  اكسيد مي 
مولار در هر ليتـر بـا     ميلي DCFDA 10ليتر از     ميلي 05/0كردن  

  مــدت   نرمــال در دمــاي اتــاق بــهNaOH 01/0ليتــر از  لــي مي2
   PBSليتـر از      ميلـي  0/18سپس مخلـوط بـا      .  دقيقه تهيه شد   30
، البتـه ايـن   شـد خنثـي   ) pH=4/7(مـولار در هـر ليتـر          ميلي 25

محلول در محيط تاريك و در يـخ بـراي مـدت طـولاني قابـل                
 قـرار  DCFDAتحـت   هاي اسـپرمي كـه   نمونه. نگهداري است

اتاق تاريك   آرژنين در -L ميكروليتر   100 با   NO در بافر    گرفت
، شـد  دقيقـه انكوبـه      15مـدت    گراد به   درجه سانتي  37در دماي   

 بعـد از   شـد و  شستشو دادهpH=4/7 در PBSسپس مخلوط با   
 ســـانتريفوژ و ســـرانجام g× 214 دقيقـــه در 2مـــدت  آن بـــه

 ـفلورسنسي محلول رو  آن (Supernatant Fluorescence)ي ي
 نانومتر و انتـشار     475 اسپكتروفلورومتر و با تابيدن طول موج        با

  ].24[گيري شد   نانومتر اندازه530طول موج 
  

 H2O2بررسي راديكال آزاد -2-4-8
 بـه   DCFH-DA در مايع مني با اسـتفاده از         H2O2غلظت  

 از  DCFHمحلـول   :  شـد  گيري اندازهروش اسپكتروفلورومتري   
DCFH-DA ليتـر از      ميلي 5/0 وسيله مخلوط كردن    بهDCFH-

DA 1ليتـــر   ميلـــي2مـــولار در متـــانول بـــا   ميلـــيNaOH   
سـپس  .  دقيقه آماده شد   30مدت   مولار در دماي اتاق به      ميلي 10

pH ليتـــر از   ميلـــي10 مخلـــوط فـــوق توســـطNaOHPO4   
 و مخلوط تا قبـل از اسـتفاده،          شد  رسانده 4/7مولار به     ميلي 25

 قبــل از DCFH-DA .در يــخ و جــاي تاريــك نگهــداري شــد
ــسايد     ــل سولفوك ــا دي متي ــتون ي ــايش در اس ــر آزم ــروع ه ش

(Dimethyl Sulfoxide: DMSO) 103×1 آماده شد و محلول 
استوك در هر آزمايش به غلظت لازم بـا رقيـق كـردن در سـرم            

ــاوي   ــ(Bovine Serum Albumin: BSA)گ ــاده ش د  آم

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
08

 ]
 

                             6 / 14

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-4031-en.html


  1389 زمستان 4 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب: رس مد پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

59  

سـپس   شسته شد و    PBS اسپرم در    ليتر  در هر ميلي   5×106تعداد
 دقيقـه   30مـدت     منتقـل و بـه     DCFH-DAبه محلول اسـتوك     

هـا از محلـول اسـتوك خـارج شـده و             سپس نمونه . شدانكوبه  
  ].24 [شده  شستPBSحذف فلورسنس سطحي در دوباره براي 

  

   مطالعه آماري-2-5
هـاي آمـار      ها از روش    براي توصيف و تجزيه و تحليل داده      

 ±صـورت ميـانگين      ها بـه   داده. توصيفي و استنباطي استفاده شد    
هـا بـا      بـراي مقايـسة گـروه     . خطاي معيار گـزارش شـده اسـت       

ــن  ــل اي ــه دلي ــودني  يكــديگر، ب ــراي آزم ــه ب ــاي يكــساني،  ك ه
هاي مختلف تكرار شده است، بنابراين فرض اسـتقلال           وضعيت

مشاهدات برقرار نيست و بـراي ايـن منظـور از تحليـل خطـي               
شـد تـا سـاختار     اسـتفاده  (Mixed Model Linear)آميختـه  

 سـپس اثـر عوامـل مـورد بررسـي           ،ها مدل شده    همبستگي داده 
 REMLدر ايـن مـدل بـراي پارامترهـا از روش            . ارزيابي شود 

(Restricted Maximal Likelihood)بــراي .  اســتفاده شــد
 AIC (Akaikeتعيين مدل همبستگي، با اسـتفاده از شـاخص   

Information Criteria)  ــاخ ــدون س ــستگي ب ــدل همب تار ، م
(Unstructured)   كمترين مقدار   (د  ش انتخابAIC  را داشت  .(  

  

 در ايـن بخـش از آزمـون         (ANOVA)داري آنووا     پس از معني  
هـا بـا      دوي گـروه     براي مقايـسة دو بـه        (Tukey)تعقيبي توكي   

  .يكديگر استفاده شد
. دار در نظـر گرفتـه شـد          معني P-value 05/0مقادير كمتر از    

  .كار رفت  به16 نسخه SPSSافزار  ها نرم دهبراي تجزيه وتحليل دا
  

   نتايج-3
دهنده ميانگين درصد تحرك كلاس متفـاوت         ، نشان 1جدول  

بـا بررسـي    . هـاي آزمايـشي اسـت      داري مابين گروه    و سطح معني  
ها، مـشخص شـد كـه درصـد تحـرك كـلاس              روي اين اختلاف  

) >05/0P(دار  ها، اختلاف معنـي  هاي گروه تازه با كليه گروه  اسپرم
داشته كه اين ميزان نسبت به گروه آلگريد كمتـر ولـي نـسبت بـه              

اين بـدين معنـي اسـت       . هاي ديگر انجماد، بيشتر بوده است      گروه
ور كلـي  ط ـ كه پس از پردازش درصد تحرك افزايش يافته ولي بـه   

اگرچه ميزان درصد تحرك پـس      . دشو  انجماد سبب كاهش آن مي    
اكــسيدان  فاده از آنتــياز انجمـاد كــاهش يافتــه ولــي پــس از اســت 

تائورين در محيط انجمادي، ميزان درصد تحرك نسبت بـه گـروه            
داري  طـور معنـي   اين بهبـودي بـه    . كنترل انجماد، بهبود يافته است    

  .مولار قابل مشاهده بود  ميلي25ويژه در گروه تائورين  به

  هاي آزمايشي در بين گروه) خطاي معيار ±(ها  هاي متفاوت اسپرم  مقايسه ميانگين درصد ميزان تحرك كلاس1جدول 
  

 ها گروه
  تازه 

 )قبل انجماد(

  آلگريد 
 )قبل انجماد(

  كنترل 
 )انجماد(

 مولار   ميلي25تائورين 
 )انجماد(

 مولار   ميلي50تائورين 
 )انجماد(

 a397/0±088/31 ab436/0±750/13 abc573/0±044/17 abc750/0±599/15 450/24±441/0 )درصد) (Aكلاس (تحرك پيشرونده 

 a245/0±918/61 ab583/0±675/27 ab085/0±291/29 ab132/0±110/28 558/50±566/0 )درصد() Bكلاس (تحرك 

 a347/0±908/92 ab661/0±420/41 abc245/0±782/45 ab581/1±749/43 133/75±805/0 )درصد() B+Aكلاس (تحرك 

 a213/0±070/3 ab316/0±915/3 ab456/0±675/4 a562/0±082/4 740/16±680/0 )درصد() Cكلاس (تحرك 

 a279/0±910/95 ab803/0±340/45 abc332/1±005/52 abd614/1±156/48 723/91±523/0 )درصد ()A+B+Cكلاس (تحرك 

 a277/0±015/4 ab803/0±660/54 abc336/1±887/47 abd753/1±068/52 278/8±523/0 )درصد() Dكلاس (عدم تحرك 

  
a :و در همان سطر05/0داري   با گروه تازه در سطح معنيدار اختلاف معني   
b :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه آلگريد در سطح معني اختلاف معني  
c :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه كنترل در سطح معني اختلاف معني   
d :و در همان سطر05/0داري  مولار در سطح معني  ميلي25دار با گروه تائورين  اختلاف معني  
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  ها شناسي اسپرم  مقايسه ميانگين فاكتورهاي ريخت-3-1
ــدول    ــه ج ــه ب ــا توج ــاي  2ب ــانگين فاكتوره ــسة مي  از مقاي

د كه اختلاف دو گـروه تـازه و         ششناسي طبيعي، مشخص     ريخت
بـدين  . دار بـوده اسـت      ها از نظر آماري معني     آلگريد با تمام گروه   

شناسي طبيعـي بيـشتر بـوده        ختمعني كه قبل از انجماد درصد ري      
يك از دوزهاي اضافه شده تائورين نسبت بـه گـروه            است و هيچ  

كنتـــرل انجمـــاد، تـــأثيري روي فاكتورهـــاي مـــورد بررســـي  
هـاي بـا     درصد اسپرم .  است ها نداشته   شناسي طبيعي اسپرم   ريخت

ــيچ  ــاه و دم پ ــا تــائورين      دم كوت ــروه انجمــاد ب   خــورده در گ
  هـاي داراي    روه كنتـرل و ديگـر گـروه       مولار نسبت به گ ـ      ميلي 25

  
  
  
  
  
  
  

  
  

گونه بـود كـه افـزودن     اكسيدان كاهش يافته است و نتيجه اين     آنتي
مولار به محيط كشت انجمـاد، توانـسته           ميلي 25تائورين به ميزان    

همچنـين در   . هاي غيرطبيعي را كاهش دهـد      ميانگين درصد اسپرم  
هنگام اسـتفاده   ه  كد سيتوپلاسمي، مشاهده شد     يبررسي فاكتور زوا  
 ـهاي با زوا   از آلگريد، اسپرم   داري   د سيتوپلاسـمي كـاهش معنـي      ي

سـپس  ها در محيط انجمـاد و    ولي هنگامي كه اسپرم  دهد نشان مي 
هـايي    درصد اسـپرم    قرار گرفتند،   ذوب - فرايند انجماد  در معرض 

يابد و اين     دارند، افزايش مي  ) در ناحيه دم  (د سيتوپلاسمي   يكه زوا 
هـاي آلگريـد و انجمـادي از نظـر آمـاري             بين گـروه  اختلاف در   

  .دار نبود هاي انجمادي معني  گروهدار بود ولي در بين خود معني

  هاي آزمايشي در بين گروه)  خطاي معيار±(ها  شناسي اسپرم  مقايسه ميانگين فاكتورهاي ريخت2جدول 
  

 ها گروه
  تازه 

 )قبل انجماد(
  آلگريد 

 )قبل انجماد(
  كنترل 

 )ادانجم(
مولار   ميلي25تائورين 
 )انجماد(

 مولار   ميلي50تائورين 
 )انجماد(

 a470/0±775/23 ab376/0±675/13 ab727/0±295/14 ab668/0±292/13 400/19±477/0 )درصد(اسپرم طبيعي 

 a471/0±175/76 ab360/0±425/86 ab744/0±718/85 ab869/0±376/86 700/80±499/0 )درصد(اسپرم غيرطبيعي 

 b092/1±400/69 597/1±101/72 818/0±5531/70 950/71±562/0 525/70±673/0 )درصد ((Amorph)سپرم آمورف ا
 a203/0±725/1 ab536/0±275/7 abc781/0±860/5 ab835/0±741/6 425/3±416/0 )درصد(خورده  دم پيچاسپرم با 

 ab659/0±325/5 abc471/0±865/2 abd753/0±137/5 750/0±138/0 050/1±206/0 )درصد(اسپرم با دم كوتاه 

 a147/0±900/0 b365/0±050/3 662/0±347/2 628/0±891/1 825/2±349/0 )درصد(ده سيتوپلاسمي ياسپرم با زا
  
a :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه تازه در سطح معني اختلاف معني   
b :همان سطر و در05/0داري  دار با گروه آلگريد در سطح معني اختلاف معني  
c :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه كنترل در سطح معني اختلاف معني   
d :و در همان سطر05/0داري  مولار در سطح معني  ميلي25دار با گروه تائورين  اختلاف معني  

  
هـا    مقايسه ميانگين قابليت زنده ماندن اسپرم      -3-2

  و كمبود پروتامين
يانگين درصد قابليـت زنـده   مو بررسي   3با مشاهده جدول    

 كه انجماد اين فاكتور را كاهش       شود ميها مشخص    ماندن اسپرم 
اند   اكسيدان تائورين توانسته   هاي داراي آنتي   داده است ولي گروه   

  .داري افزايش دهند طور معني ميانگين قابليت زنده ماندن را به
 ميـانگين درصـد      كه توان بيان نمود     مي 3با توجه به جدول     

داري  طـور معنـي   هـا پـس از انجمـاد بـه     د پروتامين اسـپرم  كمبو

 ه است مولار تائورين توانست    ميلي 25، اما دوز    ه است افزايش يافت 
  .اين كمبود را رفع نمايد

  
 مقايسه ميانگين درصد فاكتورهاي قطعـه       -3-3

  DNAقطعه شدن 
طور مجزا فاكتورهاي مربوط به قطعه قطعه         به 4طبق جدول   

ــدن  ــد DNAش ــي ش ــبة   بررس ــا محاس ــت ب ، DFI و در نهاي
 پس از انجماد    DNA ميزان قطعه قطعه شدن      گيري شد كه   نتيجه
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توان بيان     همچنين مي  .دار بود   از نظر آماري معني    وافزايش يافته   
اكـسيدان نتوانـسته سـبب       يـك از دوزهـاي آنتـي        هيچ  كه داشت

 نـسبت بـه     DNAداري در ميزان قطعه قطعه شدن        كاهش معني 
  .دشونجماد گروه كنترل ا

  
  هاي آزمايشي در بين گروه)  انحراف معيار±(ها و كمبود پروتامين   مقايسة اختلاف ميانگين درصد قابليت زنده ماندن اسپرم3جدول 

  

 ها گروه
  تازه 

 )قبل انجماد(
  آلگريد 

 )قبل انجماد(
  كنترل 

 )انجماد(
 مولار   ميلي25تائورين 
 )انجماد(

 مولار   ميلي50تائورين 
 )مادانج(

 a317/0±125/95 ab067/0±050/64 abc692/2±313/65 abc092/2±155/66 775/90±564/0 )درصد(ماني  قابليت زنده
 a696/0±675/28 ab823/1±400/53 abc200/2±023/49 ab561/2±588/51 600/33±751/0 )درصد(كمبود پروتامين 

 
a :و در همان سطر 05/0داري  دار با گروه تازه در سطح معني اختلاف معني  
b :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه آلگريد در سطح معني اختلاف معني  
c :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه كنترل در سطح معني اختلاف معني  

  
  هاي آزمايشي در بين گروه)  خطاي معيار± (DNA مقايسه ميانگين درصد فاكتورهاي قطعه قطعه شدن 4جدول 

  

 ها گروه
  تازه 

 )قبل انجماد(
  آلگريد 

 )قبل انجماد(
  كنترل 

 )انجماد(
 مولار   ميلي25 تائورين
 )انجماد(

 مولار   ميلي50تائورين 
 )انجماد(

 a218/0±00/25 ab250/0±425/11 ab320/0±8330/11 ab373/0±736/11 075/22±391/0 )درصد(هاله بزرگ 

 b663/0±775/22 abe691/0±235/22 abe781/0±967/21 075/45±401/0 200/42±470/0 )درصد(هاله متوسط 

 785/51±871/0 003/44±249/0 275/43±875/0 850/18±545/0 9/20±326/0 )درصد(هاله كوچك 

 a434/0±800/8 a525/0±725/14 a582/0±325/14 a658/0±752/14 150/10±468/0 )درصد(بدون هاله 

 a184/0±525/2 ab364/0±800/7 abe383/0±836/7 abe367/0±128/8 425/4±278/0 )درصد(تجزيه شده 

DFI 600/0±475/35 a437/0±175/30 ab744/0±800/65 ab846/0±164/66 ab932/0±433/66 

 
a :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه تازه در سطح معني اختلاف معني  
b :سطر و در همان05/0داري  دار با گروه آلگريد در سطح معني اختلاف معني  
c :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه كنترل در سطح معني اختلاف معني  

 
O2 و ONOO ،H2O2 ميانگين ميزان 5جدول 

  هاي آزمايشي در بين گروه)  خطاي معيار± (-
  

 ها گروه
  تازه 

 )قبل انجماد(
  كنترل 

 )انجماد(
 مولار   ميلي25تائورين 
 )انجماد(

  مولار   ميلي50تائورين 
 )ادانجم(

ONOO) 940/49±476/1 )ميكرومول a362/1±051/78 a624/1±897/78 a387/2±845/78 

H2O2) 884/0±021/0 )ميكرومول a027/0±223/1 a036/0±193/1 a080/0±221/1 

O2
 424/39±14/3 095/40±899/2 984/42±864/2 115/29±101/2  )ميكرومول (-

  
a :و در همان سطر05/0داري  دار با گروه تازه در سطح معني اختلاف معني  

  
O2 و ONOO و H2O2 مقايسه ميزان -3-4

- 
   بيان كننده اين مطلـب اسـت كـه پـس از انجمـاد        5جدول  

  
  
  

O2 و   H2O2  ،ONOOميزان  
داري افزايش يافته و     طور معني   به -

 ROSاكسيدان نتوانـسته ميـزان       هاي داراي آنتي   يك از گروه   هيچ

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
08

 ]
 

                             9 / 14

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-4031-en.html


   و همكاراناعظم صميمي  اكسيدان تائورين و انجماد اسپرم آنتي
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

62  

يـك از    بيـان داشـت كـه هـيچ       توان   در نتيجه مي   .را كاهش دهد  
دار ميـزان    دوزهاي تائورين نتوانسته است سـبب كـاهش معنـي         

ROSنسبت به گروه كنترل انجماد شود .  
  

   بحث-4
تـرين   تـرين و رايـج      تجزيه و تحليل كيفيت اسپرم، اساسـي      

بيني باروري اسـت كـه بـر          آزمايش مورد استفاده در زمينه پيش     
شناسـي و     ك، ريخـت  هاي مهمي چون تحر    پاية برآورد شاخص  

اگرچه ارزيـابي سـاختار كرومـاتين       . ماني استوار است    توان زنده 
اسپرم يك مقياس مستقل از كيفيت اسپرم است، ولي نشان داده           

توانـد نـشانگر     هـاي كرومـاتيني مـي      شده اسـت كـه ناهنجـاري      
]. 25[ناباروري فرد حتي بدون توجه به فاكتورهاي ديگر باشـد           

 پـردازش اسـپرم، سـبب      روش يـك     اسـتفاده از    كه واضح است 
حركـت و     هاي بي  هاي متحرك و سالم از اسپرم      جداسازي اسپرم 

شود و بدين ترتيـب پـردازش مـايع منـي، سـبب               غيرطبيعي مي 
نيكلــسون ]. 27، 26[شــود  هــا مــي  بهبــود كيفيــت اســپرم  

(Nicholson)       كـه   بيـان نمودنـد    2000 و همكارانش در سـال  
اي جداسازنده سلولي بـراي     ه سانتريفوژ با شيب غلظتي محلول    

 زيـرا عـلاوه بـر جداسـازي         ،ها مفيـد اسـت     سازي اسپرم  ذخيره
 سبب بهبـود كيفيـت مـايع منـي          هاي پرتحرك و سالم كه     اسپرم
هـا،   هـاي غيرمتحـرك، لكوسـيت      ند بـا برداشـت سـلول      شـو   مي

 جمعيت يك دسـتي     توان  مي هاي خوني و سمينال پلاسما     سلول
كـه بـه دليـل      ] 28 [دسـت آورد   هبهاي متحرك سالم را      از اسپرم 

هـاي غيرطبيعـي و مـرده،        ها و اسپرم   ها، لكوسيت  حذف باكتري 
مـاني،     شده و بنابراين سبب حفظ توان زنده       ROSسبب كاهش   
 ]30،  29 [دشو شناسي طبيعي مي   د تحرك و ريخت   افزايش درص 

سـمنيال پلاسـما، منبـع      . كه با مطالعه حاضر مطابقت كامل دارد      
ست ولـي در طـي مرحلـه پـردازش از             ها سيداناك  مهمي از آنتي  

بنـابراين حـساسيت    . شـود   ها جدا شده و دور ريخته مـي        اسپرم
حـضور  ] 31[يابـد     هـا افـزايش مـي      ها به انـواع اكـسيدان      اسپرم
هـاي ناشـي از      ها در مراحل پردازش، ميزان آسـيب       اكسيدان  آنتي

ROS   جداسـازي   روشدر تحقيق حاضر، از     . دهد   را كاهش مي 

  .شد استفاده HSA و Ham’s F10لظتي آلگريد و از شيب غ
 و (Faure)و فـاره   ) 1998( و همكارانش    (Aitken)ايتكن  

ــارانش  ــد) 2004(همك ــلام نمودن ــهاع ــك Ham’s F10  ك  ي
 از ROSاكــسيدان مهــم اســت كــه بــا توانــايي برداشــت  آنتــي

 حمايــت ROSهــاي ناشــي از  اســپروماتوزوا در برابــر آســيب
 توانـايي كـاهش   Ham’s F10  كهن نمودندهمچنين بيا. كند مي

 را داراسـت و     (Malondialdehyde)سطوح مالون دي آلدهيد     
د شـو  ريزي شده سلولي     تواند سبب كاهش ميزان مرگ برنامه      مي

]26 ،32.[  
اعلام نمودنـد كـه     ) 1998( و همكارانش    (Twigg)توئيگ  

 Ham’s F10هايي همچون آلبومين كه بـه همـراه    اكسيدان آنتي
 ـ  شـود، مـي     فاده مي است اي اسـپرم و    د سـبب محافظـت غـش      توان

 ـ  بنابراين حفظ تحرك شود، ولي نمـي        در برابـر    DNAد از   توان
  ].33[د ها حمايت كن اكسيدان

هاي انجمادي اميـد بـه       هاي اخير با استفاده از بانك      در سال 
توان گفت كـه   بنابراين مي. باروري بيماران دو چندان شده است  

حركـت، تـوان    (هـا    سـي و كليـدي اسـپرم      حفظ پارامترهاي اسا  
 -هاي گوناگون طي روند انجمـاد      در برابر آسيب  ...) ماني و    زنده

هـا پـس از ذوب همـواره         ذوب و افزايش توان بـاروري اسـپرم       
بنابراين در اين تحقيـق بـا        .عنوان يك هدف مطرح بوده است      به

ONOO  ،H2O2  ،O2( توليد شده    ROSبررسي غلظت ميزان    
- (

از انجمـاد، نـشان داده شـده اسـت كـه فرآينـدهاي              قبل و پس    
ترتيب  شود و بدين     مي ROS ذوب سبب افزايش توليد      -انجماد

هـاي وارده بـه اسـپرم        تواند علتي براي افزايش ميزان آسـيب       مي
آنيـون  . باشد كه تحقيق حاضر تأييدي بر مطالعات ديگران است        

O2سوپراكسيد  
م است  وسيله اسپر  ، اولين محصول توليد شده به     -

 H2O2سـرعت بـه      هاي با طول عمر كوتـاه بـه        ولي اين راديكال  
O2تواند با    مي NOيابد و از سوي ديگر        تغيير شكل مي  

 تركيب -
وجـود آورد     بـه  -ONOOنـام    شود و يك اكسيد كننده قوي بـه       

وده و  العاده نفوذپذير ب    ، فوق H2O2غشاي اسپرم نسبت به     ]. 34[
 H2O2رسان بـه اسـپرم        ترين عامل آسيب   رسد كه مهم    نظر مي  به

شـود    است كه افزايش آن باعث پراكسيداسيون ليپيدي غشا مـي         
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ــي   و از آن] 35[ ــادير فراوان ــسان داراي مق ــه اســپرم ان جــايي ك
ــوق   ــت، ف ــباع اس ــرب غيراش ــيدهاي چ ــه   اس ــسبت ب ــاده ن الع

يگــر از ســوي د]. 36 [اســتپراكــسيداسيون ليپيــدي حــساس 
ONOO          نيز يك اكسيدكننده قوي است كه سبب اكـسيداسيون 

ــروتئين ــدها و پ ــا و  ليپي ــرات  DNAه ــاد تغيي ــا ايج ــده و ب  ش
اكسيداتيوي اسيدهاي آمينـه سـبب غيرفعـال شـدن و تخريـب             

در ايـن مطالعـه بـراي جبـران         ]. 4[د  شو   مي DNAها و    پروتئين
مولار و   لي مي 25اكسيدان تائورين با دوز       كمبود سپر دفاعي، آنتي   

  . انجمادي اسپرم افزوده شدمحلولمولار به   ميلي50
دهنـده    عنوان يك پروتئين اتصال يابنده و انتقـال        تائورين به 

مايعـات داخـل    ) +Fe3+  ،Cu2(هاي فلزي    فلزات است و به يون    
هاي   عوامل به دام اندازنده يون     ازشود و در واقع       بدن متصل مي  

هاي اكـسيژن و     توليد راديكال  كه نقش كاتاليزور در      استفلزي  
جلـوگيري از    (ROSهـاي اكـسيداسيوني      توانايي مهار واكـنش   

  ].37[را دارد ) ها تشكيل و يا به دام اندازي آن
در تحقيق حاضر افزودن تـائورين نتوانـست سـبب بهبـود            

مولار تائورين    ميلي 25شناسي طبيعي اسپرم شود و اما دوز         ريخت
هـا يـا كـاهش نقـص         مـاني اسـپرم    ندهاثر مثبتي بر افزايش توان ز     

 تائورين بر قطعه قطعه شـدن       آثار ؛از سوي ديگر  . پروتامين داشت 
DNA           د ش و همچنين نقص پروتامين هم بررسي شد و مشخص

. كه تائورين نتوانسته اثر مثبتي بر پارامترهاي ذكر شده داشته باشد          
داري  طـور معنـي    در تحقيق حاضر افزودن تـائورين نتوانـست بـه         

ايـن مطالعـه    .  توليد شـده شـود     ROSب كاهش غلظت ميزان     سب
 و همكـارانش    (Martins-Bessa) بـسا    -همانند گزارش مارتينز  

.  تائورين را بر پارامترهاي اسپرم سگ سنجيده بودند        آثاربود كه   
ولي ممكن  ]. 38[دلايل عدم وجود تأثيرات مثبت واضح نيست        

جمـاد باشـد    است به علت تركيبات مشاركت كننده در محيط ان        
در انجماد اسپرم گـاو،     . كه توانسته تأثيرات مثبت را خنثي نمايد      

  مشاركت تائورين به همراه محيط داراي گليسرول، سبب بهبود 

هاي ديگر تأثير مثبتي     حركت شد ولي حضور تائورين در محيط      
 غلظـت مـورد     ميـزان  ت بـه دليـل    كه اين ممكن اس   ] 39[نداشت  

هاي ديگر محافظت    لت مكانيسم يا به ع  استفاده بر روي مايع مني،      
هــاي گلوتــاتيون  كننــده در برابــر پراكــسيداتيوها هماننــد سيــستم

 ذوب باشـد و در نتيجـه        –پراكسيداز و ردوكتاز در فرايند انجمـاد      
]. 40[اكسيدان تأثير مثبتي مشاهده نـشده اسـت    با افزودن اين آنتي  

ر اسـپرم انـواع     طـور طبيعـي د     جايي كه اين بتا آمينو اسيد بـه        از آن 
 ممكــن اســت كــه افــزودن ايــن ،]41[شــود  هــا يافــت مــي گونــه
 (Bucak)باكاك  . اكسيدان تأثير محدودي بر اسپرم داشته باشد       آنتي

نـد   نشان داد2009 و همچنين در سال   2007و همكارانش در سال     
 تائورين به محـيط انجمـاد اسـپرم بـز، سـبب افـزايش               كه افزايش 

، كلرآمفنيكل اسـتيل    GSH-PXيت  حركت و همچنين سطوح فعال    
ــسفراز  ، (Chloramphenicol Acetyltransferase: CAT)ترن
، (Superoxide Dismutase: SOD) ديــسموتاز سوپراكــسيد

، در مقايسه با گروه كنترل شده اسـت كـه ايـن             E و   Aويتامين  
ها همچنين بيان نمودنـد كـه     آن. مطلب موافق مطالعه حاضر بود    

] 43،  42[ را كـاهش دهـد       ROS سطوح   تائورين توانسته است  
 در  دسـت آمـده    بـه اما نتايج   . كه با مطالعه حاضر منافات داشت     

 و همكـارانش در     (Micheal)، با مطالعات ميشل     حاضرتحقيق  
 آثار كه مكمل تائورين      ميشل بيان نمود   .مطابقت دارد  2007سال  

مثبتي بر تحرك اسپرم سگ داشته است ولي بـر كـاهش اكـسيژن              
البته تأييـد ايـن     ]. 44[جود در اسپرم تأثيري نداشته است       فعال مو 

  .ها به تحقيقات بيشتري با دوزهاي ديگر نياز دارد يافته
  

  تشكر و قدرداني-5
وسيله از همكاري صميمانه اعضا و كارشناسان محترم         بدين

گروه بيوشيمي دانشكده علـوم داروسـازي    پژوهشكده رويان و
  .شود كر و قدرداني ميدانشگاه علوم پزشكي تهران، تش

  

   منابع-6
[1] Hovatta O. Cryobiology of ovarian and testicular tissue. Best Pract Res Clin Obstet 
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