
 

508 

Original Article 
 

The effect of rapid freezing on the expression of SPAG5 and SPAG9 in 

human spermatozoa 

 
Faraji S1,2, Rashki-Ghaleno L2, Sharafi M2, Hezavehei M2, Totonchi M3, Shahverdi A2*, Fathi R2* 

 

1- Department of Molecular and Cellular Biology, Faculty of Basic Science and Advanced Technologies in 

Biology, University of Science and Culture, ACECR, Tehran, I.R. Iran. 

   2- Department of Embryology, Reproductive Biomedicine Research Center, Royan Institute for Reproductive 

Biomedicine, ACECR, Tehran, I.R. Iran. 

3- Department of Genetics, Reproductive Biomedicine Research Center, Royan Institute for Reproductive 

Biomedicine, ACECR, Tehran, I.R. Iran. 

 

Received: 2020/05/20 | Accepted: 2020/10/12  

  

Abstract: 
 

Background: Sperm associated antigens (SPAGs) play an important role in the incidence of 

various cancers including breast, lung, liver, and bladder. SPAGs are also important in sperm 

functions, such as motility. However, it seems that sperm cryopreservation as one of the 

assisted reproductive techniques (ART), can affect the expression of these genes. This study 

aimed to evaluate the effect of freezing on the expression of human SPAG 5 and 9 in human 

spermatozoa.  

Materials and Methods: In the present experimental study, twelve semen samples in terms 

of normozoospermic parameters were collected from individuals referred to the Royan 

Institute, and progressive motile sperms were isolated by density gradient centrifugation 

(DGC). Each sample was divided into two, non-frozen (control) and frozen groups. After rapid 

freezing and three-day storage in liquid nitrogen, samples were thawed in tap water and 

incubated for 2 hours of recovery-time in a CO2 incubator. RNA extraction in both groups was 

performed using TRIzol; and SPAG5 and 9 were evaluated by Real-time PCR technique. 

Results: Based on statistical analysis, the expression of SPAG5 decreased significantly in the 

frozen group compared to the control group (P≤0.05); In contrast, there was no significant 

difference in the expression of SPAG9 between the control and frozen groups. 

Conclusion: Considering the cold shock in the future of cell, a significant reduction in SPAG5 

expression in the frozen group may indicate probable influences in the derived fetus. 
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  انسانی اسپرم SPAG9 و SPAG5 هایژن بیان بر سریع انجماد ثیرأت بررسی
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 مقدمه

 با بارلیناوّ ،(SPAGs) اسپرم اختصاصی هایژنآنتی

 به تا شدند. مطرح و شناسایی ،اسپرم غشایی هایپروتئین عنوان

 کیلو 24-71 مولکولی وزن دامنه با هاژنآنتی این از نوع 18 امروز

  .[1] اندشده شناسایی دالتون
 

 و پایه علوم دانشکده مولکولی، و سلولی شناسیزیست گروه آموختهدانش .1

 ایران تهران، فرهنگ، و علم دانشگاه زیستی، نوین هایفناوری

 پزشکی تحقیقات مرکز شناسی،جنین گروه تولیدمثل، بیولوژی دکتری دانشجوی .2

 جهاد رویان، پژوهشگاه تولیدمثل، پزشکی علوم و شناسیزیست پژوهشکده تولیدمثل،

 ایران تهران، دانشگاهی،

 تیترب دانشگاه ،یکشاورز دانشکده ور،یط تیریمد و پرورش گروه ،استادیار .3

  رانیا تهران، مدرس،

 پژوهشکده تولیدمثل، پزشکی تحقیقات مرکز شناسی،جنین گروه ،پسادکتری .4

 ایران تهران، دانشگاهی، جهاد رویان، پژوهشگاه تولیدمثل، پزشکی علوم و شناسیزیست

 شناسیزیست پژوهشکده تولیدمثل، پزشکی تحقیقات مرکز ژنتیک، گروه ،دانشیار .5

  ایران تهران، دانشگاهی، جهاد رویان، پژوهشگاه تولیدمثل، پزشکی علوم و

 شناسیزیست پژوهشکده تولیدمثل، پزشکی تحقیقات مرکز شناسی،جنین گروه ،استاد .6

 ایران تهران، دانشگاهی، جهاد رویان، پژوهشگاه تولیدمثل، پزشکی علوم و

 پژوهشکده تولیدمثل، پزشکی تحقیقات مرکز شناسی،جنین گروه ،استادیار .7

 ایران تهران، دانشگاهی، جهاد رویان، پژوهشگاه تولیدمثل، پزشکی علوم و شناسیزیست

  مسؤول: نویسنده نشانی *

  یشمال هاشمیبن ابانیخ یانتها رسالت، بزرگراه تهران،

    021 22306481  دورنویس:                            021 23562000 تلفن:

 rfathi79@royaninstitute.org  الکترونيک: پست

 21/7/1399 نهایی: پذیرش تاریخ                           31/2/1399 :دریافت تاریخ

 حیاتی و مهم هایپروتئین از ،انسانی اسپرم اختصاصی هایژنآنتی

 دم، ساختاری انسجام حفظ تحرک، باروری، در که هستند اسپرم

 هشت نقش به تاکنون .باشندمی دخیل رسانیپیام و سلول گیریشکل

SPAG اسپرم اختصاصی ژنآنتی .[2] است شده اشاره ناباروری در 

 در و 17 کروموزوم روی که است SPAG5 ژن محصول ،5 نوع

 بیان و باشدمی اگزون 24 دارای ودارد  قرار 17q11.2 موقعیت

 کبد، جفت، مانند دیگر هایبافت در ودارد  بیضه در ایگسترده

 استدار کمی بسیار بیان نیز بزرگ روده و تیموس پانکراس،

)GeneCards ;Uniprot(. در پروتئین این عملکردی هاینقش از 

 سپاراز فعالیت تنظیم ها،سانتریول تقسیم در نقش به توانمی سلول

 هایکروموزوم جداسازی مستلزم که میتوزی دوک ضروری ءجز و

 از حاکی ،مطالعات نتایج نمود. اشاره است، آنافاز مرحله در طبیعی

 مناسبی آگهیپیش تواندمی SPAG5 ژن بیان افزایش که است آن

 نوع اسپرم اختصاصی ژنآنتی .[3] باشد سینه سرطان تشخیص برای

 در و 17 کروموزوم روی که است SPAG9 ژن محصول نیز 9

 بیان و باشدمی اگزون 34 دارای و رددا قرار 17q21.33 موقعیت

 از .(Uniprot; GeneCards) استدار بیضه در ایگسترده

 تنظیم در نقش به توانمی سلول در پروتئین این عملکردی هاینقش

 تنظیم و اسپرماتوژنز ،JUN kinase کردن فعال سلولی، چرخه مثبت

 به پروتئین این کرد. اشاره عصبی و عضلانی هایسلول تمایز مثبت

 خلاصه:

 دارند. مثانه و کبد ریه، سینه، سرطان مانند ،مختلف هایسرطان بروز در مهمی نقش ،(SPAG) اسپرم اختصاصی هایژنآنتی هدف: و سابقه

 از یکی عنوانبه اسپرم انجماد رسدمی نظربه حالاین با دارند. تحرک همچون اسپرم، عملکردهای در بالایی اهمیت هاSPAG همچنین

 اسپرم 9 و 5 هایSPAG بیان بر ،انجماد اثر ارزیابی حاضر، مطالعه هدف باشد. ثیرگذارأت هاژن این بیان بر تواندمی باروریکمک هایروش

 باشد.می انسانی

 رویان پژوهشگاه به کنندهمراجعه مردان منی از ،اسپرم طبیعی پارامترهای نظر از نرمال نمونه 12 حاضر، تجربی مطالعه در ها:روش و مواد

 غیرانجمادی گروه دو به هانمونه شد. جداسازی بالا ثرؤم تحرک دارای هایاسپرم غلظت ،گرادیان وژیسانتریف روش با وگردید  آوریجمع

 آب شیر زیر هانمونه نیتروژن، تانک در روز سه برای نگهداری و سریع روش به انجماد از پس .ندشد تقسیم انجمادی گروه و کنترل( )گروه

صورت  ترایزول از استفاده با گروه دو هر در RNA استخراج گرفتند. قرار CO2 دارای انکوباتور در ساعت دو مدتبه و ندشد ذوب سرد

 د.ش انجام Real-time PCR روش با SPAG5 و SPAG9 هایژن ارزیابی وگرفت 

 مقابل در(؛ ≥05/0P) داشت دارییمعن کاهش کنترل گروه به نسبت انجمادی گروه در SPAG5 بیان آماری، تحلیل و تجزیه براساس نتایج:

 نشد. مشاهده انجمادی و کنترل گروه بین SPAG9 ژن بیان در دارییمعن تفاوت

 بروز بیانگر تواندمی انجمادی گروه در SPAG5 داریمعن بیان کاهش سلول، آینده در سرما از حاصل شوک گرفتن نظر در با گیری:نتیجه

 باشد. حاصل جنین در آن احتمالی اثرات

 انجماد ژن،آنتی اسپرم، کلیدی: واژگان

 515-508 صفحات ،1399دی  - آذر ،5 شماره چهارم، و بیست دوره فیض، پژوهشی - علمی نامهماه دو                                                          
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 هایسرطان انواع جمله از تومورها از مختلفی انواع در شدت

 رددا بیان افزایش استخوان و ریه کبد، اندومتر، معده، پروستات،

 عملکردهای از کند.می فعال میزبان در را ایمنی پاسخ و [13-4]

 تسهیل به توانمی ،شده داده نسبت پروتئین این به که دیگری

 سرطان لیهاوّ نشانگر کلیه، سرطانی هایسلول تهاجم و مهاجرت

 .[14] کرد اشاره (AML) میلوئیدی حاد لوکمی و سرویکس سینه،

 که است SPAG1 ژن محصول ،1 نوع اسپرم اختصاصی ژنآنتی

 21 دارای و رددا قرار 8q22.2 موقعیت در و 8 کروموزوم روی

 و بیضه ،کلیه بزرگ، روده ریه، در SPAG1 بیان باشد.می اگزون

 هاینقش از است. شده گزارش مغز در آن بالای بسیار بیان همچنین

 باروری، در نقشایفای  به توانمی سلول در پروتئین این عملکردی

 و GTP به اتصال مژه، در داینئین بازوهای سیتوپلاسمی بندیسرهم

 .(Uniprot; GeneCards) کرد اشاره سلول، در GTPase نیز

 باشدمی باروریکمک هایروش در ثرؤم فرآیندهای جمله از انجماد

 .[15] دارد وسیعی کاربرد اسپرم ذخیره و حفظ برای امروزه که

 فرآیند ،است شده ذکر شدهانجام مطالعات بیشتر در که طورهمان

 است ممکن که کندمی هاییچالش دچار را سلول ،انجماد

 و هاژن بیان در یا و باشد داشته همراه به سلول برای را هاییآسیب

 مطالعات تاکنون .[16-18] نماید ایجاد تغییراتی سلولی هایپروتئین

 قابل تعداد که است شده انجام انسانی اسپرم انجماد روی بر بسیاری

 مورد یک در تنها اند.پرداخته پروتئینی تغییرات به هاآن از توجهی

 است. شده برده نام اسپرم اختصاصی هایژنآنتی از گزارشات این از

Bogle عنوان تحت گزارشی در 2017 سال در همکاران و 

 فرآیند طی در انسانی هایاسپرم پروتئینی تغییرات شناسایی»

 در و انجماد از پس اسپرم، پروتئینی تغییرات بررسی به ،«انجماد

 نتایج مقایسه به گزارش این در اند.پرداخته اسپرم، ذوب مرحله

 ذوب فرآیند در متفاوت دمای درجه دو در اسپرم انکوباسیون

 ،انجماد فرآیند از مرحله هر در کهاست  شده گزارش و پرداخته

 قابلیت تواندمی که دهدمی رخ توجهیقابل پروتئینی تغییرات

 میان در .نماید مختلآن را  و دهد قرار ثیرأت تحت را اسپرم باروری

 از تنها بودند، شده تغییر دستخوش گزارش این در که هاییپروتئین

 اخیر، مطالعات طبق .[19] است شده برده نام SPAG 17 ژنآنتی

 این وباشد می انکار غیرقابل هاسرطان در هاپروتئین این نقش

 اسپرم در عوامل این جایگاه و نقش بررسی اهمیت به موضوع

 موجب هاپروتئین این عملکرد و بیان در اختلال هرگونه افزاید.می

 ریه، تخمدان، سینه، هایسرطان جمله از هاسرطان از مختلفی انواع

 در .[2] شودمی پروستات و بزرگ روده مثانه، کلیه، کبد، پانکراس،

جلب کرده  خود به را توجه بیشترین سینه سرطان ها،سرطان میان

 سرطان در ثرؤم هایژن بیان موضوع به که مقالاتی اکثر در و است

 خود به را هاگزارش بیشترین 9 و 5 هایSPAG اند،پرداخته سینه

 بر سرما اثرگذاری به حاضر مطالعه در رواین از اند.داده اختصاص

  است. شده پرداخته 9 و 5 هایSPAG در ژن بیان

 

 هاروش و مواد

 اخلاق کمیته توسط مطالعه این نمونه: آوریجمع و انتخاب

 شماره با رویان پژوهشگاه پزشکی

(IR.ACECR.ROYAN.REC.1397.231) است. شده ییدأت 

 هاینمونه از استفاده از ،نامهرضایت فرم واسطهبه افراد همه همچنین

 و بودند مطلع تحقیق اهداف برای هاآن بالینی هایداده و منی مایع

 منی از ml2 حجم با نمونه 12 تعداد بود. محرمانه نیز هاآن اطلاعات

 توجه با و خروج و ورود معیارهای گرفتن نظر در با نورمواسپرمیک

 1397 سال مردادماه تا خرداد زمانی بازه در ،مشابه مطالعات به

 روز 4 الی 3 از پس هانمونه این .[20،19] شدند آوریجمع

 و ندشد آوریجمع استمنا، طریق از مقاربت از زوجین خودداری

 سمی اثرات نداشتن نظر از که استریل پلاستیکی ظروف در سپس

 30 مدت به نمونه هر و ندگرفت قرار بودند، شده کنترل اسپرم روی

 صورت شدگیمایع تا شد انکوبه گرادسانتی درجه 37 دمای در دقیقه

 سازمان دستورالعمل طبق سمینال مایع لیهاوّ آنالیز سپس پذیرد.

 هاینمونه مشخصات از .[21] شد انجام (2010) جهانی بهداشت

 و گرانروی نمود: اشاره موارد این به توانمی استفاده مورد

 مابین اسپرمی غلظت درصد، چهار از بالاتر اسپرم طبیعی مورفولوژی

 از بالاتر اسپرم کلی تحرک انمیز و لیترمیلی در میلیون 120 تا 100

 مساوی قسمت دو به را نمونه شدگی،مایع از پس .باشد درصد 70

 با و زنده اسپرماتوزوئیدهای جداسازی منظور به و یمکرد تقسیم

 سانتریفیوژ روش با جداگانه صورتبه بخش هر بالا، ثرؤم تحرک

 گروه عنوانبه هاقسمت از یکی شد. داده شستشو غلظت گرادیان

 روش با سپس و شد بردهبه آزمایشگاه  RNA استخراج برای تازه

Real time PCR نیز دیگر قسمت شدند. آنالیز موردنظر ژن دو هر 

 د.گردی ذوب روز سه از پس و شد منجمد ،انجمادی گروه عنوانبه

 روش با هاژن بیان بررسی و RNA استخراج فرآیند ذوب، از پس

Real time RCR  سانتریفیوژ شد. انجام تازه گروهو مطابق با 

 تحرک،بی و کم تحرک دارای هایاسپرم حذف برای غلظت: گرادیان

 غلظت گرادیان سانتریفیوژ روش از ،اپیتلیال هایسلول و هالکوسیت

 اسپرم که جاییآن از شد. استفاده (درصد 90-45) Allgrad دولایه

 از پس دارد، هاسلول سایر به نسبت بیشتری چگالی ،بالغ و سالم

 به کند.می پیدا تجمع فالکون انتهای در رسوب صورتبه سانتریفیوژ

 ،Lightglobal )شرکت Allgrad لایه دو از اسپرم، رسوب منظور

 دارای HTF کشت محیط با درصد 90 و درصد 45 (آمریکا کشور
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 آمریکا( کشور ،Sigma)شرکت انسانی آلبومین سرم درصد 5

 rpm1800 سرعت با دقیقه 15 مدتبه سپس و شد استفاده

 بار دو با شدهآوریجمع هایاسپرم آن از پس د.گردی سانتریفیوژ

 دقیقه پنج مدت به دارسرم HTF محیط لیترمیلی سه با همراه تکرار

 هاآن از نیز Allgrad ماندهباقی تا شدند شسته rpm3000 دور با

 انجمادی گروه هاینمونه تمام ذوب: و انجماد فرآیند .[22] شود جدا

 ناباروری کلینیک در استفاده مورد پروتکل روش به ،مطالعه این در

 از استفاده با اسپرم سریع انجماد شدند. منجمد رویان پژوهشگاه

 عنوانبه بلژیک( کشور ،Fertipro )شرکت Sperm freeze محیط

 میزان پذیرفت. صورت محصول راهنمای بروشوربا  مطابق و یخ ضد

 محیط از لیترمیلی 7/0 میزان با اسپرم نمونه هر از لیترمیلی یک

Sperm freeze در تعادل دوره شدن سپری از پس .شد مخلوط 

 بخار روی بر دقیقه 15 مدت به هانمونه دقیقه(، 10) اتاق دمای

 شدند. منتقل نیتروژن تانک درون به سپس و ندگرفت قرار نیتروژن

 دقیقه پنج مدت هب و خارج نیتروژن تانک از هانمونه روز سه از پس

 محیط حذف منظور به و ذوب از پس شدند. ذوب آب شیر زیر در

 مدت به و افزوده دارسرم HTF محیط لیترمیلی چهار میزان یخ، ضد

 سانتریفیوژ، از پس شد. سانتریفیوژ rpm2000 سرعت با دقیقه پنج

 HTF لیترمیلی یک میزان ،انتهایی رسوب به و شد جدا رویی محلول

 دارCO2 انکوباتور درون ساعت دو مدت به وگردید  افزوده دارسرم

 RNA استخراج برای ،انتهایی رسوب نهایت در .[23] شدند انکوبه

 از پس اسپرم سلول برای بهینه بازیابی زمان شد. بردهبه آزمایشگاه 

 انکوبهجهت  مناسب زمان بهترین تعیین برای ذوب: و انجماد فرآیند

 اختصاصی ژنآنتی دیگر از ،ذوب فرآیند از پس اسپرم سلول کردن

 از بیشتر اطمینان برای شد. استفاده SPAG1 نام به انسانی اسپرم

 عملکرد ،مولکولی مسیرهای در که شد استفاده ژنی از نتیجه،

 انتخاب ارزیابی این برای رواین از SPAG1 و باشد داشته شاخصی

 مسیر جمله از و ژنومی عملکرد در که نقشی دلیلبه که شد

 تغییرات وباشد می اهمیت حائز ،(Uniprot) دارد سلولی رسانیپیام

 مناسب زمان تشخیص برای خوبی انگرنش تواندمی ژن این در بیان

 اختصاصی ژنآنتی ارزیابی باشد. هااسپرم کردن انکوبهجهت  بهینه

 و پذیرفت صورت مرحله این در فقط ،(SPAG1) 1 انسانی اسپرم

 شد. استفاده ذوب مرحله در اسپرم بهینه بازیابی زمان تعیین برای

 درمان بخش آزمایشگاه از لیترمیلی سه حجم با منی نمونه 4 تعداد

 تقسیم لیتریمیلی یک قسمت سه به ند وشد تهیه رویان پژوهشگاه

 غلظت گرادیان وژیسانتریف روش به جداگانه صورتبه وگردیدند 

 ،تازه( )گروه کنترل نمونه عنوانبه قسمت یک شدند.داده  شستشو

 صورتبه بعدی قسمت دو و کرد طی را RNA استخراج فرآیند

 منظور به ذوب فرآیند روز، سه گذشت از پس شدند. منجمد جداگانه

 در ژن بیان فرآیند بازیابی برای کردن انکوبه زمان بهترین تعیین

 به جداگانه صورتبهانجام شد که  شدهذوب نمونه دو اسپرم سلول

 قرار دارCO2 انکوباتور در ساعت دو و [23] ساعت یک مدت

 ،انجمادی و تازه هایگروه در SPAG1 ژن بیان ارزیابی .گرفتند

 Applied )شرکت Real time PCR دستگاه وسیلهبه

Biosystems، استخراج پذیرفت. صورت آمریکا( کشور RNA: 

 TRIzol محلول از ،بالغ اسپرم کل RNA جداسازی منظور به

 شرکت دستورالعمل طبق آمریکا( کشور ،Invitrogen )شرکت

 از استفاده با جداشده RNA کمیت شد. استفاده سازنده

 NanoDrop 1000، Thermo) نانودراپ اسپکتروفوتومتر

Fisher) گرفت. قرار بررسی مورد  

 روش از استفاده با :Real time PCR از استفاده با ژن بیان ارزیابی

Real time PCR، ژن سه رونوشت بیان بررسی SPAG5, 

SPAG9 و SPAG1 برای بهینه بازیابی زمان تعیین مرحله در )فقط 

 با گرفت. قرار بررسی مورد انسانی بالغ اسپرم در اسپرم( ذوب

 ارزیابی ،(1 )جدول شدهطراحی اختصاصی پرایمرهای از استفاده

 پرایمرهای شد. انجام Real time PCR تکنیکوسیله به هاژن بیان

 Perl Primer افزارهاینرم از موردنظر هایژن برای اختصاصی

Version 1.1.21 و Gene Runner Version 6.00 طراحی 

 قرار استفاده مورد داخلی کنترل عنوانبه β-ACTIN ژن شدند.

 الگو، عنوانبه RNA رشته روی از cDNA ساخت منظور به گرفت.

 ،Takara )شرکت Takara کیتو  معکوس بردارینسخه تکنیک از

 یک ،Real-time PCR انجامجهت  شد. استفاده ژاپن( کشور

 به و (β-ACTIN) دارخانه ژن پرایمرهای برای واکنش مخلوط

 ژاپن( کشور ،SYBR )کیت واکنش مخلوط نیز دیگر هایژ تعداد

 ازای به Real time PCR مخصوص هایاستریپ درون شد. تهیه

 و ریخته واکنش مخلوط از میکرولیتر 8 مقدار PCR واکنش هر

 هاچاهک این داخل جداگانه صورتبه cDNA از میکرولیتر 2 سپس

 واکنش، انجام جهت موردنظر حجم ساختن آماده از پس شد. اضافه

 10 مدت به گرادسانتی درجه 95 دمایی چرخه با PCR واکنش

 گرادسانتی درجه 60 و ثانیه، 15 مدت به گرادسانتی درجه 95 دقیقه،

 دقت، افزایش برای پذیرفت. صورت چرخه 40 در دقیقه 1 مدت هب

 فوق، هایواکنش بر علاوه شد. انجام بیولوژیک تکرار دو با نمونه هر

 ct مقادیر گرفت. انجامنیز  الگو بدون واکنش یک ژن هر ازای به

 به ctΔ-2 فرمول و ctΔ رابطه از استفاده با آزمایش از حاصل

 و ارزیابی منظور به مطالعه این در شدند. تبدیل نسبی هایکمیت

 هایاسپرممیان  9 و 5 و 1 هایبه شماره SPAG ژن بیان مقایسه

 Relative) نسبی سنجیکمیت روش از تازه هایاسپرمو  منجمد
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Quantitation) بیانی مطالعات در که است شده استفاده، 

 رود.می شمار به مقایسه و ارزیابی برای روش ترینمناسب

 SPSS افزارنرم از ها،داده مقایسه و آنالیز منظور به آماری: آنالیز

 برای شد.استفاده  (≥05/0P) آماری دارییمعن سطح و 20 ویرایش

 استفاده اسمیرنف - کولموگروف آزمون از اعداد نرمال توزیع ییدأت

 طرفهیک واریانس آنالیز آزمون ،هاگروه بین مقایسه منظور به شد.

(One-way ANOVA) آزمون نیز و بهینه بازیابی زمان برای t 

  شد. برده کارهب هاژن بیان ارزیابی برای مستقل

 

 نتایج

 بازیابی زمان برای SPAG1 ژن بیان از حاصل یکمّ نتیجه

 زمان تعیین برای ذوب: و انجماد فرآیند از پس اسپرم سلول بهینه

 هایزمان ترتیب به ،ذوب از پس اسپرم کردن انکوبه جهت مناسب

 هایارزیابی در گرفتند. قرار ارزیابی مورد ساعت دو و ساعت یک

 ساعت یکنتایج  میان دارییمعن تفاوت آماری لحاظ از شده،انجام

 میزان ها،داده به توجه با اما نشد. مشاهده انکوباسیون ساعت دو و

 به نسبت انکوباسیون ساعت دو زمانمدت در SPAG1 در ژن بیان

 هانمونه ریکاوری برای زمان این نتیجه در بود؛ بهتر و بیشتر ساعت 1

 (.1 شماره )نمودار شد گرفته نظر در ذوب از پس

 
 زمانمدت در شدهذوب و ساعته 1 انکوباسیون زمانمدت در شدهذوب و تازه گروه سه در SPAG1 در ژن بیان هایداده مقایسه -1 شماره نمودار

 آماری لحاظ از اگرچه است. یافته کاهش انکوباسیون( ساعت 2 و انکوباسیون ساعت 1) انجمادی هایگروه در بیان میزان ساعته. 2 انکوباسیون

 بیشتر کمي شدهانکوبه ساعت 2 انجمادی گروه در ژن بیان میزان اما نشد؛ مشاهده انکوباسیون ساعت 2 و 1 انجمادی گروه دو میان داریيمعن تفاوت

 (.=4n) بود دیگر گروه از

 

 حرکتی هایویژگی روی بر ذوب و انجماد فرآیند ثیرأت همچنین

 استفاده با ساعت 2 و 1 بازیابی نزمامدت و تازه گروه سه در اسپرم

 شماره )جدول گرفت قرار ارزیابی مورد CASA ایرایانه سیستم از

 اسپرم سلول در SPAG 5 , 9هایژن بیان از حاصل یکمّ نتایج (.2

 ژن بیان کاهش میزان ها،ارزیابی طبق ذوب: و انجماد فرآیند از پس

SPAG5 (02/0±01/0) میانگین با انجماد( از )قبل تازه گروه در 

 آماری نظر از (005/0±001/0) میانگین با انجمادی گروه به نسبت

 بیان کاهش میزان کهحالی در (.2 نمودار ،=009/0P) بود داریمعن

 آماری لحاظ از انجمادی گروه به نسبت تازه گروه در SPAG9 ژن

  (.2 شماره نمودار ،=3/0P) نشد گزارش داریمعن

 

 پرایمر به مربوط اطلاعات -1 شماره جدول
پرایمر نام (ˊ5-ˊ3)پرایمر توالی (bp) محصول طول  

122 
   F:               GAGCCAGCAGGAAGTGAAA 

SPAG1 
   R:                AGTTCCAGAGCCCTGTTAC 

139 
F:              CAGCACCATAGCAGATAACC 

SPAG5 
 R:        CTCTTGTTCAGTCTTCTCCTTTAG 

148    F:              TTCAAGCACTCCCACCAAAG 
SPAG9 

   R:              CTCAACTTCCCGACCCATTC 

90    F:             CAAGATCATTGCTCCTCCTG 
ß ACTIN 

   R:              ATCCACATCTGCTGGAAGG 

F: Forward, R: Reverse 

 

 

 

۰.۰۰
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 انجمادی و تازه گروه دو در اسپرم حرکتي هایویژگي روی بر ذوب - انجماد فرآیند اثر به مربوط اطلاعات -2 شماره جدول
ساعت 1 بازیابی زمان تازه  ساعت 2 بازیابی زمان   

Total Motility (%) 89/2±2a 43/6±5/6b 48/4±4/4b 

Progressive Motility (%) 60/2±3/9a 35±3/6b 38/3±3/1b 

VCL (μm/s) 47/7±1/9a 41/7±6/8a 41/9±4/2a 

VSL (μm/s) 20 ±1/2a 20/7±2/9a 19/7±2a 

VAP (μm/s) 30/1±1/4a 25/6±3/7a 25±2/2a 

LIN (%) 40/2±1/6a 38±5/1a 43/4±3/6a 

STR (%) 61/8±1/6a 63/3±4/6a 66/4±2/5a 

WOB (μm/s) 62/7±1a 48/6±4/3b 57/3±3/8a 

 و (one-way ANOVA) طرفهیک واریانس تحلیل آزمون توسط هاگروه بین داريمعن اختلاف واست  شده ارائه (mean ± SEM) استاندارد انحراف و میانگین صورتبه هاداده

 بین در داريمعن تفاوت وجود دهندهنشان ردیف هر در (a, b, c) متفاوت حروف .>n = 12; P)05/0) گرفت قرار بررسي مورد (post hoc Tukey test) توکي تعقیبي آزمون

 هاست.گروه
LIN, linearity; STR, amplitude of straightness; VAP, average path velocity; VCL, curvilinear velocity; VSL, straight linear velocity; WOB, 

wobble. 
 

  
 لحاظ ازو  یافته کاهش گروه دو هر در بیان میزان انجمادی. و تازه گروه دو در 9 و 5 هایSPAG در ژن بیان هایداده مقایسه -2 شماره نمودار

 است. داریيمعن دهندهنشان * علامت (.≥12n=، 05/0P) ه استشد گزارش داريمعن SPAG5 در کاهش این آماری

 

  بحث

 هایپروتئین ،(SPAGs) اسپرم اختصاصی هایژنآنتی

 باروری اسپرم، تکامل روند رسانی،پیام ساختاری، لحاظ از بااهمیتی

 هاپروتئین این روند.می شمار به انسانی اسپرم هایسلول در تحرک و

وجود  نیز بدن مختلف هایبافت در ،اسپرم سلول در بیان بر علاوه

از طریق ایجاد  ناباروری موجب نقصان، صورت در احتمالاً و دارند

 از جمله مختلف هایبیماری و اسپرم سلول عملکرد در اختلال

 روش بهاسپرم  انجماد .[2] شوندمی مربوطه هایبافت در سرطان

 هایکلینیک در استفاده مورد باروری حفظ فرآیندهای از یکی ،سریع

 که باشدمی انسانی اسپرم مدتطولانی نگهداری برای ناباروری

 بیشتر دیگر، مشابه هایروش به نسبت سلول کمتر آسیب دلیلبه

 حفظ به توانمی اسپرم انجماد دلایل از است. گرفته قرار توجه مورد

 و درمانیشیمی واسطهبه که سرطانی به مبتلا افراد در باروری

 اند،گرفته قرار باروری دادن دست از خطر معرض در درمانیاشعه

 سبب به اسپرم انجماد که اندداده نشان هایبررس .[15] کرد اشاره

 بیان روی تواندمی دارد، همراه به که نامناسبی اثرات و هاچالش

 که شد مطرح ایفرضیه چنین بنابراین ؛[16] باشد ثیرگذارأت نیز هاژن

 و 5 انسانی اسپرم اختصاصی هایژنآنتی بیان یرو تواندمی انجماد

 الؤس و باشد داشته بسزایی ثیراتأت ذوب و انجماد فرآیند طی در 9

 اهمیت دلیلبه که بوداستوار  پایه این بر حاضر مطالعه در اساسی

 اسپرم اختصاصی هایژنآنتی این ژنی بیان آیا ها،پروتئین این

 بنابراین ؟یا خیر بگیرد قرار ثیرأتتحت انجماد فرآیند اثر در تواندمی

 ارزیابی مورد 9 و 5 انسانی هایSPAG بیان روی انجماد فرآیند اثر

 مخرب اثرات و انجمادبه دنبال  که شد مشاهده و گرفت قرار

 دارییمعن کاهش SPAG5 ژن در رونوشت بیان میزان آن، احتمالی

 و Mazzilli ،1995 سال در. است داشته کنترل گروه به نسبت

 ROS (Reactive انجماد، فرآیند طی که کردند گزارش همکاران

oxygen species) تحرک ،اکسیداتیو استرس این وشود می تولید 

 این حیاتی هایفعالیت بر و دهدمی کاهش را اسپرم مانیزنده و

 ها،شکاف یکسری ایجاد با ROS .[24] دارد بسزایی ثیرأت نیز سلول

 حتی و دارنیتروژن بازهای در اصلاحات متقاطع، هایواکنش

 گذاردمی ثیرأت DNA یکپارچگی روی ،DNA رشته در شکست
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 ،آن از ناشی اکسیداتیو استرس و انجماد ثیرأت به گزارشات در .[25]

 و اشاره نیز سلولی هایفعالیت تنظیم و هاMicroRNA افزایش رب

 طریق از توانندمی هاMicroRNA که است شده بیان گونهاین

 باشند داشته هاژن بیان در تنظیمی نقش ،رسانیپیام مختلف مسیرهای

 بر درجه 4 سرمای از حاصل شوک ثیرأت به نیز ایمطالعه در .[26]

 در .[27] است شده اشاره هاMicroRNA از انواعی افزایش

 دادند، انجام 2016 سال در همکاران و Zhang که ایمطالعه

 SPAG5 ژن بر مستقیم طوربه miR-539 که شد گزارش گونهاین

 توانمی بنابراین ؛[28] دهدمی کاهش را آن بیان وگذارد می ثیرأت

 ایجاد با انجماد از حاصل شوک احتمالاً که گرفت نتیجه گونهاین

 اسید این و دوشمی miR-539 افزایش موجب اکسیداتیو استرس

 با .گرددمی آن بیان کاهشباعث  SPAG5 ژن روی اثر با نوکلئیک

 5 انسانی اسپرم اختصاصی هایژنآنتی انکار غیرقابل نقش به توجه

 اشارهنکته  این به توانمی ؛[29،14،2] سرطان و هابیماری در 9 و

 در خصوصبه درمانی،پیش مهم شاخص یک هاSPAG که کرد

  [.30] باشندمی سرطان به مبتلا افراد

 

 گیرینتیجه

 در معمولاً که هستند هایینمونه ،منجمد سالم هایاسپرم

 گیرند.می قرار استفاده مورد تلقیح فرآیند برای ناباروری هایکلینیک

 مولکولی اهمیت از ،انجماد فرآیند از بعد اسپرم سلامت بنابراین،

 با تواندمی هااسپرم در DNA آسیب این، بر علاوه است. برخوردار

 تغییر همچنین و باشد ارتباط در ICSI و IVF در نارسایی افزایش

 و هابیماری ایجاد به منجر تواندمی حیاتی هایژناز  برخی بیان در

 در هاSPAG مهم بسیار نقش دلیلبه گردد. مختلف هایسرطان

 این بیان در تغییر مختلف، هایبیماری حتی و جنین رشد و تکامل

 باشد داشته همراه به را ثیراتیأت آینده در است ممکن حیاتی هایژن

 بیشتر مطالعات با باشد.می حیطه این در بیشتر تحقیقات نیازمند که

 انجماد و و سرما با هاآن ارتباط بررسی و هاMicroRNA روی بر

 به اعتمادتری قابل نتایج آینده در ،ROS میزان بررسی همچنین

 آمد. خواهد دست

 

 قدردانی و تشکر

 نویسنده ارشد کارشناسی پروژه از برگرفته ،حاضر مطالعه

 این اجرای در نوعی به که افرادی تمامی از وسیلهبدین باشد.می لاوّ

 وحید آقای جناب خصوصبه اند،بوده گریاری و داشته نقش پژوهش

 و تشکر حیدری عابد الهام خانم سرکار و برزآبادی اسماعیلی

 شناسیجنین گروه ییدأت و حمایت با پژوهش این شود.می قدردانی

  .است گرفته انجام رویان پژوهشگاه
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