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Abstract: 
 
Background: Nowadays, cryopreservation of human sperm is considered as a common 
technique for treating infertility. Although cryopreservation causes a decrease in sperm motility 
and viability in infertile men, the effect of freezing the sperm by vitrification in infertile men has 
not been evaluated. The aim of this study was to evaluate the effect of vitrification on some 
parameters of sperm including motility, morphology, viability, count and apoptosis after thawing 
in infertile men.      
Materials and Methods: Semen samples (No=17) of participants referring to Clinical Center for 
Infertility of Yazd were collected by masturbation. Semen analysis was performed according to 
WHO standards. The smears provided were fixed for TUNEL staining. Some samples directly 
cryopreserved by cryoloope method and stored for at least 7 days. After thawing, samples were 
evaluated for sperm parameters. Data obtained before and after the vitrification were compared 
using paired t-test and Willcaxon statistical tests.  
Results: A significant decrease in viability and morphology of the sperm and an increase in the 
rate of apoptosis were observed after vitrification. The percent of apoptosis was negatively 
correlated with normal parameters of spermatozoa (especially progressive motility and viability).    
Conclusion: The results indicate that vitrification has a detrimental effect on sperm parameters 
and apoptosis rate in infertile men. However, the rate of apoptosis in this method was lower than 
that in other freezing methods.  
  
Keywords: Vitrification, Sperm, Apoptosis, Male Infertility 

 
* Corresponding Author. 
Email: mina_ramezani@hotmail.com 
Tel: 0098 912 223 8405 
Fax: 0098 862 722 4373                                                                                              ccoonnfflliicctt  ooff  IInntteerreessttss:: NNoo  
                                                                 Feyz, Journal of Kashan University of Medical Sciences Spring 2010; Vol 14, No 1, Pages 18-25  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
13

 ]
 

                               1 / 8

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-869-fa.html


19 

  اسپرم مردان نابارورحياتي و ميزان آپوپتوز  يبر پارامترها اياثر انجماد شيشه
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  دمهقم
-امروزه انجماد اسپرم انسان براي افزايش موفقيـت روش        

- بانك اسپرم براي مـردان در معـرض شـيمي          ،هاي كمك باروري  

 انجام  معمولطور  ه  و نقائص انزالي ب    جراحي   ،راديوتراپي،  درماني
 ذخيـره اسـپرم ايـن       ، در مورد مردان نابارور    ،همچنين .]1 [گيردمي

 مقدار  ندست آورد ه  كند كه زمان لازم براي ب     موقعيت را ايجاد مي   
 ].1[ اح مصنوعي يا آزمايشگاهي فـراهم آيـد       قكافي اسپرم جهت ل   

هاي يخ  هاي آب به صورت كريستال    انجماد شامل رسوب مولكول   
 در .است محلول در آنباشد كه نتيجه آن جدا شدن آب از مواد مي

اين روند تشكيل بلورهاي يخ داخل سلولي و غلظـت مـواد حـل              
هاي منجمد شده بستگي به نوع  و بقاء سلولاستشده، مشكل ساز  

  ]. 2 [ و روش انجماد داردضد يخسلول، سرعت انجماد، نوع 
   

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد آشتيان ، علومدانشكده اسي،استاديار، گروه زيست شن 1
 استاديار، مركز تحقيقاتي درماني ناباروري، دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد 2
دانـشگاه پيـام     ، علـوم  ، دانـشكده   زيست شناسـي   گروه،  كارشناس ارشد علوم جانوري    3

   مركز تهران-نور
  :نشاني نويسنده مسوول *

  زاد اسلامي، گروه زيست شناسيآشتيان، دانشگاه آ
ــويس                                  0912 223 8405 :تلفن          0862  722 4373 :دورنـــ

 mina_ramezani@hotmail.com :كيپست الكترون

  10/11/88 :       تاريخ پذيرش نهايي    30/6/88: تاريخ دريافت

 ـ  سـه توان به هاي انجماد را مي روش انجمـاد   :ود دسـته تقـسيم نم
 در   انجمـاد آهـسته    روش .اي، انجماد سريع و انجماد شيشه     آهسته

امـا در   يابـد،   دما به تدريج كاهش مي    گيرد و   چند مرحله انجام مي   
 30 تـا    15(اي خـاص    ها براي مدتي در فاصـله     سلولروش سريع   

 ـ    ژاز سطح نيترو  ) سانتيمتر عبـارتي در معـرض بخـار       ه  ن مـايع و ب
درون ه  ، سپس ب  ) درجه سانتيگراد  -60حدود  (ن، قرار گرفته    ژنيترو

 به دليـل    ، در هر دو روش    .شوندن مايع انتقال داده مي    ژمخزن نيترو 
 بنـابراين  .دوش ـمي، نتايج مطلوبي حاصل نهاي يخ تشكيل كريستال 

 هـاي يـخ و     كريستال حذفمطالعات زيادي جهت كاهش زمان و       
ت گرفتـه    صـور  آهسته انجماد    مورد نياز در   تجهيزات گران قيمت  

-هاي اجتناب از آسيب به واسطه تشكيل كريستاليكي از راه. است

- شيشه روش  در .باشداي شدن مي  هاي يخ، استفاده از روش شيشه     

 با فرو بردن مستقيم و سريع نمونـه هـا بـه درون تانـك                ،اي شدن 
در ايـن   . شـود نيتروژن، عمل انجماد فوق العاده سريع انجـام مـي         

ــهروش ــا نمون ــا ب ــرعته ــرما  س ــالاي س ــي ب ــاي خيل ــي  ه ده
)K/min720000 (     و مدت زمان كم)گردندمنجمد مي )  ثانيه 5-8 
 تعداد كمي از اسپرم ها پـس        تنها شد   مشخص،  1866در سال    ].3[

 -Cº 15 كه مدت زيادي در درجه حرارت مايع منياز ذوب مجدد 
در ]. 4 [آورنـد ميذخيره شده بود، دوباره تحرك خود را به دست          

  خلاصه
كه انجمـاد   است  مشخص شده    .رودكار مي ه  تكنيك رايج براي درمان ناباروري ب     يك  عنوان  ه  امروزه انجماد اسپرم انسان ب     :سابقه و هدف  

اي بـر    اثر روش انجماد شيـشه      هنوز ،اما. شودهاي مختلف كمابيش سبب كاهش تحرك و قابليت حيات اسپرم در مردان بارور مي             به روش 
 و ميـزان     حيـاتي  اي بر پارامترهـاي    بررسي اثر انجماد شيشه    ،هدف از اين مطالعه   . روي پارامترهاي اسپرم مردان نابارور بررسي نشده است       

  .در مردان نابارور استاسپرم آپوپتوز 
 خـود   پـس از   ،كننده به مركز تحقيقاتي درماني ناباروري يزد       بيمار مراجعه    17 مايع مني هاي  نمونهدر اين مطالعه تجربي      :هامواد و روش  

ها براي رنگ  و لامهها اسمير تهيه شدسپس از نمونه. انزالي جمع آوري و آناليز آن طبق استانداردهاي سازمان جهاني بهداشت انجام گرفت            
. ن مايع منجمـد شـد     ژ و در نيترو   هپ برداشته شد   توسط كرايولو  مايع مني مقداري از   . آميزي تانل و تعيين درصد مرگ سلولي فيكس شدند        

آن  )شـمارش   قابليـت حيـات و     ،يژمورفولـو  ،تحـرك ( حياتيها ذوب شده و پارامترهاي       نمونه ، روز از انجماد   7گذشت حداقل    پس از 
  .گرديدند و ويل كاكسون مقايسه زوجي t هايهاي قبل و بعد از انجماد توسط آزمونداده. ندبررسي شد

داري در قابليـت حيـات و        كاهش معنـي   ،همچنين. داري كاهش يافت  اي به طور معني   صد تحرك پيشرونده بعد از انجماد شيشه       در : نتايج
  . داري نداشت پارامتر شمارش تغيير معني،اما. داري در ميزان آپوپتوز مشاهده شدو افزايش معني ي اسپرمژمورفولو

 ء و ميزان آپوپتوز اسپرم مردان نابارور اثـر سـو          ي حياتي اي بر روي پارامترها   نجماد شيشه نشان داد كه ا   مطالعه حاضر    نتايج   :نتيجه گيري 
  . هاي انجماد كمتر استنسبت به ساير روشايجاد شده توسط اين روش هر چند ميزان آپوپتوز . دارد

  ي مردان آپوپتوز، نابارور، اسپرم،اي انجماد شيشه:واژگان كليدي
 18-25 ، صفحات1389، بهار 1 پژوهشي فيض، دوره چهاردهم، شماره–فصلنامه علمي                                                                           
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 رمضاني و همكاران

1 شماره |14 دوره |1389 بهار |فصلنامه فيض  20

 مشاهده كرد كه بخشي از اسـپرماتوزوئيدهاي        Jhanel 1938سال  
 روز 40، بعد از گذشـت  ‐C º 79انسان با ذخيره سازي در حرارت

 انجمـاد   1942در سـال     .]5 [تا حدي زنده و داراي تحرك هـستند       
اسپرم خرگوش و انسان با استفاده از لوپ بـاكتريولوژي گـزارش            

سـرد شـدن را     توانست سرعت   دليل حجم كم نمونه مي    ه  شد كه ب  
 اسـپرم زنـده پـس از     درصد40يش از ببا اين روش  . افزايش دهد 

 ـ    انجماد در نيتروژن مايع و ذوب سريع اين نمونه         ه هـاي كوچـك ب
 دانـشمندان همـواره در انديـشه         تاكنون از آن زمان   ].6 [دست آمد 

 هستند كه بتواند به سادگي اسپرم را منجمد كرده          هايييافتن روش 
. بر كميت و كيفيت اسپرم تاثير سـوئي نگـذارد         و پس از ذوب نيز      

. اي اسـت  هاي نسبتا جديد انجمـاد، انجمـاد شيـشه        يكي از روش  
هاي يخ بـه علـت      اي بر عدم تشكيل كريستال    اساس انجماد شيشه  

 ـ         استفاده از غلظت   ه هاي بالاي ضد يخ و سرعت بالاي سرد شدن ب
) ‐C º196(  مـستقيم نمونـه در نيتـروژن مـايع         شدندليل غوطه ور  

در اين روش مايعات داخل نمونه به هنگام سرد شدن بدون            .است
در . ]7 [شـوند اي تبديل مي  جامد شيشه يك  تشكيل كريستال يخ به     

فرآيند انجماد به دليل تبديل آب داخل سلولي به كريستال يخ، بـه             
شـكل، انـدازه،    . ]8 [ به ويژه غشاء آن آسيب وارد مي شود        ،سلول

-بليت نفوذپذيري غشاء يا توانـائي پاسـخ    اسيون و قا  روضعيت هيد 

ي به تغييرات اسمزي از شاخص هاي عمده يك سـلول بـراي             يگو
 انجماد موفق   ،البته.  است حفظ قابليت حيات خود در طول انجماد      

به روند برگشت سلول به حرارت طبيعي، بدون هيچ گونـه آسـيب             
ساختماني و يا بيوشيميايي كه سبب مرگ سلولي شود نيز بـستگي            

شوند، به علـت اينكـه   ها منجمد مي  ها و بافت  وقتي كه سلول  . دارد
هـا در   ها و پروتئين  باشد، نمك يخ تركيبي از ذرات آب خالص مي      

-تري دارند، تغليظ مـي هاي غير منجمد كه نقطه انجماد پايين بخش

هاي هاي بالاي ضد يخ در مورد سلول      از غلظت  استفاده. ]9 [شوند
ين و يا بافت و اندام، جهت جلـوگيري از          ، جن بزرگي مثل اووسيت  

 2003  در سـال     ،امـا . اثرات كشنده كريستال يخ ضـروري اسـت       
-يك روش جديد انجماد شيشهو همكاران   Isachenko،ميلادي

اي اسپرم با استفاده از انجماد مستقيم نمونه در نيتروژن مايع توسط            
ن روش  اي. ندگزارش كرد را  كرايولوپ و بدون استفاده از ضد يخ        

 C/minº 105 بـيش از  ( دليل سرعت بالاي سـرد شـدن نمونـه        ه  ب

اي و عدم استفاده از ضد يخ كه خود اثرات سمي و كشنده           ) 2/7×
 قابليت حيات و تحرك اسپرم را در مقايسه با روش           ،بر اسپرم دارد  

البته در ايـن روش فقـط اسـپرم         . ]10 [معمولي انجماد افزايش داد   
هـاي  با توجه به اينكه روش     .قرار گرفت مردان بارور مورد بررسي     

 بيـشتر در مـورد مـردان نابـارور          ،كمك باروري از جمله انجمـاد     
- حاضر بررسي اثر انجماد شيـشه      مطالعه  از هدفشود،  استفاده مي 

وسيله فروبردن مستقيم نمونه در نيتروژن      ه   يعني انجماد سريع ب    اي،
 Cº 37در محـيط    سريع با استفاده از قرار دادن نمونه        مايع و ذوب    

كـارگيري  ه به رغم ببا توجه به اينكه  . مردان نابارور است بر اسپرم 
 تاكنون اطلاعات بسيار كمـي در رابطـه بـا اثـرات             ،انجماد اسپرم 

 ـكـه ن  ) مرگ سلولي برنامه ريزي شـده     (انجماد بر آپوپتوزيس     ش ق
در بخـش ديگـر ايـن       ،مهمي در باروري دارد در دسـترس اسـت        

بررسـي   مورد اي بر ميزان آپوپتور اسپرم    د شيشه تاثير انجما تحقيق  
يند مهمي اسـت كـه در اسـپرم زايـي           آپوپتوزيس فر آ .قرار گرفت 

- بيولـوژيكي ناهنجـاري    فرآيندعدم تنظيم اين    . نرمال دخالت دارد  

 ـ ناباروري ايجاد كرده و باعثهاي مردان هايي در گامت    .شـود يم
ي تغييـرات غـشاء     دهد كه اول  در آپوپتوز دو رويداد مهم روي مي      

 فسفاتيديل سرين از نيمه داخلـي بـه          شدن جاه  ب  و باعث جا   است
قابـل   Vبـا آنكـسين     و  شـود   نيمه خارجي غشاي پلاسـمايي مـي      

ه كـه   د نـشان دا   V با آنكسين انجام شده   مطالعات   .استشناسايي  
ذوب شـده در     -ن ليپيد در غشاي پلاسمايي اسپرم منجمد      يويفوزد

. ]11 [داري بيـشتر اسـت    طور معنـي  ه  نسان ب مقايسه با اسپرم تازه ا    
 شـدن   تكـه تكـه   .  اسـت  DNA شدن منظم    تكه تكه دومين تغيير   

فرآيند غير قابل برگشتي است كه حتي قبل از اينكـه تغييراتـي در              
رسـد  به نظـر مـي    . پذيردصورت مي نفوذ پذيري غشاء روي دهد،      
اعـث  اي وابسته به كلسيم و منيـزيم ب       فعال شدن اندونوكلئاز هسته   

  را در محل   DNA  اين آنزيم به طور انتخابي،     .شوداين رويداد مي  
دار كـردن آنزيمـي      با نشان  وشكند  بين واحدهاي نوكلئوزومي مي   

 را DNAهـا در زنجيـره      توسط تانل كه قادر است انتهاي شكست      
حساسيت تانل بـالا اسـت و بـراي      . شودشناسايي كند، بررسي مي   
 در مطالعـه حاضـر از       ،بنابراين ].13،12[ آپوپتوز اختصاصي است  
 بررسـي   در مجمـوع بـه دليـل اهميـت         .روش تانل اسـتفاده شـد     

هاي مختلف انجماد براي پي بردن به علل كاهش بـاروري           پروتكل
- بررسي اثرات انجماد شيشه    با هدف  مطالعه حاضر    ،پس از انجماد  

مـردان   و نيز ميزان آپوپتـوز اسـپرم         حياتياي بر چند پارامتر مهم      
  . انجام گرفتبارورنا
  

  هامواد و روش
 افـراد مراجعـه     مايع مني هاي  نمونهدر اين مطالعه تجربي     

 روز  2-7 پـس از     ،يـزد ناباروري  كننده به مركز تحقيقاتي درماني      
 در ظـروف اسـتريل      انزالـي  از طريق خـود      ،خودداري از مقاربت  

 .  سـال بـود     30-50سن افراد مراجعه كننده بين      . ندوري شد آجمع
 انكوباتور  دقيقه در  20-30ها به مدت     نمونه ، براي مايع شدن   سپس

)Cº 37 (  بدونCO2    منـي پس از برگشت مـايع      . ندشدنگهداري 
 بـر اسـاس معيارهـاي سـازمان بهداشـت        آناليز آن  به حالت مايع،  
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 WHO(جهاني   ـ پـس  .]14 [انجام شـد ) 1999 ت رنـگ و  از ثب
 ـ يك قـسم  . نددشتقسيم   به دو قسمت     هاحجم، نمونه  عنـوان  ه  ت ب

 ـ      صورت تازه ه  نمونه كنترل ب   عنـوان نمونـه    ه  و قسمت ديگـر آن ب
 شد تا پس از ذوب مـورد        اي منجمد به روش انجماد شيشه   آزمون  

  بود كـه    نمونه 17هاي مورد بررسي    تعداد نمونه . رديبررسي قرار گ  
  يعنـي نابـارور    غير نرمال ان بهداشت جهاني    از نظر معيارهاي سازم   

   .راد مورد مطالعه همگي اليگو اسپرم بودنداف .ارزيابي شدند
  

  :ارزيابي تحرك و غلظت

 بـر روي  مايع منـي  ميكروليتر از 10 ،براي مشاهده تحرك  
بـا اسـتفاده از     . پوشانده شـد  و با لامل    شده  اي قرار داده    لام شيشه 

هاي داراي   تعداد اسپرم  ،X 40ميكروسكوپ نوري و با بزرگنمايي      
 ، آهسته پيشرونده رو به جلـو ،و به جلو  حركت سريع پيشرونده و ر    

حركـت در چنـد ميـدان ديـد         هـاي بـي   حركت در جـا و اسـپرم      
هـاي متحـرك و غيـر       و درصد اسپرم  شده  ميكروسكوپي شمارش   

 نتايج براي هر نمونه در قبل و بعد از انجماد           .مددست آ ه  متحرك ب 
مـايع   ميكروليتر از    10 ، اسپرم )تعداد( براي تعيين غلظت   .شدثبت  

 10سـپس   . شد ميكروليتر محلول شمارش اسپرم رقيق       990 با   نيم
  .شمارش شد لام نئوبار توسطميكروليتر از آن 

  
  :ارزيابي قابليت حيات

 روي لام   مايع منـي  ميكروليتر   10 ،ميزي ائوزين آدر رنگ   
بـه آن افـزوده    ميكروليتر محلول ائوزين   10سپس  شده و   قرار داده   

پ وبا لامل توسـط ميكروسـك      ها نمونه پس از پوشاندن سطح    .شد
هايي كه رنـگ    اسپرم .ندشدمشاهده   X 100با بزرگنمايي   و  نوري  

محسوب  مرده   ، بودند  و قرمز يا صورتي شده      بوده را به خود گرفته   
 ، بودنـد  و رنگ را به خود نگرفتـه     بوده  كه سر سفيد   ييو آنها شده  
ي زنـده   هاتعداد اسپرم . )1  شماره شكل(  در نظر گرفته شدند    زنده
  .نتايج قبل و بعد از انجماد ثبت گرديد  وشمرده شد اسپرم 100در 

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  .)X100 ( ها رنگ آميزي ائوزين براي ارزيابي قابليت حيات نمونه-1شكل شماره 
  .ذوب/ هاي مرده پس از انجماداسپرم: سر پيكان .ذوب/ هاي زنده پس از انجماداسپرم:  پيكان

  
  :يژارزيابي مورفولو

سر به ابعاد   يك  شكل طبيعي اسپرم، بيضي شكل و داراي        
 توسـط   آن قـدامي     درصـد  70 حـدود    بـوده كـه    ميكرون   5/2×5

 در ضـمن داراي     .آكروزوم واضح و يكنواخت پوشانده شده است      
 اسـت گردن سالم و بدون نقائص آناتوميكي با دم دراز و كـشيده             

 مـايع منـي   از   ليتـر  ميكرو 10 ،فولوژي اسپرم وربراي تعيين م   .]15[
 محلول گيمسا بـه آن       ميكروليتر 10سپس  شده،   لام قرار داده     روي

 اسپرم با   100حداقل   .از آن اسمير تهيه شد    در نهايت   افزوده شد و    
  .از نظر مورفولوژي طبيعي بررسي شد x100  بزرگنمايي

 
  :فيكس كردن نمونه براي مدت طولاني

و شده ر داده   روي لام قرا   مايع مني  ميكروليتر از    10مقدار  
 دقيقـه  20به مـدت   پس از خشك شدن لام،. شداز آن اسمير تهيه     

درون  دقيقـه    30به مدت    سپس . شد  پارا فرمالدهيد قرار داده    درون
 96ل و دقيقـه در اتـان    2در پايان  به مـدت        .گذاشته شد  PBSبافر  

 و پـس از     شـده خـارج   از محلـول    سپس لام   . شددرجه قرار داده    
   .شد در فريزر نگهداري ذاري و شماره گخشك شدن

  
  :اي شدنها به روش شيشهمنجمد كردن نمونه

 درون   را هـا كرايولـوپ  ابتدا   ،هابراي منجمد كردن نمونه   
 بيرون آورده و در جعبه يونوليتي       سپس به آرامي   ، فروبرده منيمايع  

ها را  كرايولوپ، با كمك پنس ،سپس .ندانداخته شد حاوي نيتروژن   
كه درون  ن  يرج كردن از نيتروژن به درون لوله ك       گرفته و بدون خا   

بعـد از گذشـت      .ندبرده شـد   ،جعبه يونوليتي حاوي نيتروژن است    
 وشده خارج از نيتروژن  هانمونه)  روز7حداقل (مدت زمان معيني 

  .ندشدذوب 
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  :هاذوب كردن نمونه
تانـك نيتـروژن    ها از   كرايولوپها  براي ذوب كردن نمونه   

 Hamm's حـاوي زمـايش آ درون لوله عتبه سرو  ، شدهخارج

F10   دقيقه درون انكوباتور    10زمايش به مدت    آلوله   .داده شد قرار 
زمايش به آ لوله  وه شد خارج از آن ها   كرايولوپ سپس. گرفتقرار  

 مـايع روي    ،پسس .شد  سانتريفيوژ    g 300 دقيقه با دور     5-8مدت  
يك  ل شد  ته لوله تشكي    كه  پليت كوچكي  به ه و ريخته شد آن دور   

 Hamm'sيا دو قطره محيط   F‐10 شدن،هموژن پس از  ،افزوده 
  .ندشد تكرار دوباره ،آزمايشات قبل از انجماد

  
  : تانلميزيآرنگ 

 از  ،هـا پوپتوزيس نمونه آبراي رنگ آميزي تانل و بررسي       
ميـزان آپوپتـوزيس    . شـد  استفاده   )Germany (پوپتوزيسآكيت  

آميزي د از انجماد به روش رنگ     هاي فيكس شده قبل و بع     نمونه لام 
هاي فيكس شـده بـه      لام،  به اين صورت كه ابتدا     .شدتانل بررسي   

هـا بـه    لام ،سـپس . ندداده شد  قرار   PBS دقيقه در محلول     5مدت  
 بـا   پراكـسيد هيـدروژن     درصـد  3  دقيقه در محلول   10- 15مدت  
 PBS دقيقـه در     5 بـه مـدت      هـا  لام دوبـاره  .داده شد  قرار   متانول
 ،ن ريختـه  و گرم سديم سيترات را در لوله فـالك        3/0 .نده شد گذاشت
ريختـه   درون لوله حاوي سديم سـيترات    PBSليتر    ميلي  50سپس  

ن حـاوي   ولوله فالك  .شد ميكروليتر تريتون به آن اضافه       300 و   شد
 دقيقه درون انكوباتور قـرار      25-15تريتون و سيترات بافر به مدت       

 5 بعد از    هالام .ني دارد حل شود    تا تريتون كه حالت روغ     داده شد 

 قـرار داده  جديـد    PBSدر  شده و   قبلي برداشته   را   PBSدقيقه از   
 محتويات لوله   ، درون جار ريخته   PBS ميلي ليتر    250سپس   .ندشد
ها درون محلول تريتون و سـيترات  لام .آن ريخته شد ن درون   وفالك
يقـه در    دق 15يـا   (  دقيقه در يخچال   5و به مدت    شده   گذاشتهبافر  
-تريتون باعث نفوذپذير شدن غشاي سلول     . ندداده شد قرار   )محيط

  و هداده شـد   دقيقـه شستـشو      5 به مدت    PBS با   سپس. شودها مي 
محلـول   ميكروليتر   45 و   محلول آژيمي  ميكروليتر   5براي هر نمونه    

هاي  از اين مخلوط به تمام قسمت      ،با هم مخلوط كرده   نشان دار را    
داده  ساعت درون انكوبـاتور قـرار   1مدت  ا به   هلام. اضافه شد لام  
 هر  بهپس از يك ساعت     . هاي مربوطه صورت گيرند    تا واكنش  شد
 ـهالام. اضافه شد) پراكسيداز  (POD ميكروليتر محلول  50لام   ه  ب

 سـاعت   1پـس از      و هگذاشته شد  ساعت درون انكوباتور     1مدت  
 5 بار بـه مـدت        هر ،و سه بار  شده  ها از انكوباتور بيرون آورده      لام

 براي هر لام بـه      ،سپس. ندداده شد  شستشو   PBSدقيقه در محلول    
ها بـه مـدت     لام. شدضافه  ا DAB محلول  ميكروليتر 50-60ميزان  

 هـر   ،ها دو بـار   در مرحله بعد لام   . گرفتند دقيقه در محيط  قرار       15
 ،سـپس . ندداده شـد   شستـشو    PBS  دقيقه با محلول   5بار به مدت    

ــا لام ــسيلين  همتوســطه ــزي شــدنداتوك ــگ آمي ــا لام .رن ــا ب ه
هـاي آپوپتـوز بـه       و ميزان سلول   شدهميكروسكوپ نوري بررسي    

 ،انـد هايي كه دچار آپوپتـوز شـده   سلول .شدصورت درصد تعيين    
شـكل  ( بودنـد كم رنـگ  آبي  ي  طبيعهاي  آبي پررنگ شده و سلول    

  .)2شماره 

  
  
  
  
  
  
  
  

   .)X100 (ي آپوپتوزيس رنگ آميزي تانل براي ارزياب-2شكل شماره 
  .ذوب/ هاي آپوپتوتيك پس از انجماداسپرم: سر پيكان .ذوب/ هاي غير آپوپتوتيك پس از انجماداسپرم: پيكان

  
  

  : آماريآناليز
 .اسـتفاده شـد   SPSS  نرم افزارها از تحليل دادهبه منظور

تعيـين  ها توسط آزمون كولمـوگروف اسـميرنوف        نرمال بودن داده  
ي حركت آهسته، درجا، قابليت حيـات و        متغيرهاورد  در م  .گرديد

 t  پارامتريـك  آماريآزمون   ، توزيع نرمال داشتند   آپوپتوز اسپرم كه  
، در مـورد متغيرهـاي شـمارش، مورفولـوژي        . كار رفت ه  بزوجي  

 آزمـون نـا     ،حركت پيشرونده و كل كـه توزيـع نرمـال نداشـتند           
ب همبستگي  در محاسبه ضري.كار رفته  بپارامتريك ويل كاكسون
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-سطح معنـي   .استفاده شد و اسپيرمن    ضريب همبستگي پيرسون  از  

  .در نظر گرفته شد >05/0P داري
  

  نتايج
 افـراد نابـارور،   در   دهد كـه  نشان مي مطالعه حاضر   نتايج  

متغيرهاي حركـت سـريع، آهـسته،       داري بين ميانگين    تفاوت معني 
قبل و بعد    ،پوپتوزآ و   قابليت حيات حركت، مورفولوژي،   درجا، بي 
تفـاوت   تعداد اسپرم متغير    در مورد  . وجود دارد  ايشيشه از انجماد 

  متغير، قبل و بعد از انجماد وجود ندارد         اين داري بين ميانگين  معني
    در اين مطالعه حركت كل اسپرم پس از انجماد.)1  شمارهجدول(

و   درصـد  52 ،قابليت حيات اسپرم   ؛ كاهش  درصد 5/47 ،ايشيشه
  درصـد  0/0 7 حـدود    ،ايي اسپرم پس از انجماد شيـشه      مورفولوژ

  درصد 011/0 آپوپتوز افزايشي در حدود      ميزان ،اما .كاهش داشت 
، ي اسـپرم بين ميزان آپوپتوز و ساير پارامترهـا   نتايج ارتباط    .داشت

طور كـه    همان . آمده است  2  شماره جدول  در و بعد از انجماد   قبل  
 و قابليـت     آهـسته  ،سريعركت   ميزان آپوپتوز با ح    ،شودمشاهده مي 

 ؛اي ارتبـاط معكـوس دارد     شيشه حيات اسپرم قبل و بعد از انجماد      
 ميـزان   ، و قابليت حيات بيـشتر     سريعهاي با حركت    يعني در اسپرم  

داري بـين    ولي ارتباط معني   ،داري كمتر است  آپوپتوز به طور معني   
.نــداردوجــود  مورفولــوژي و تعــداد اســپرم بــا آپوپتــوز    

  
 اي در مردان نابارور قبل و بعد از انجماد شيشه،هاي آماري پارامترهاي اسپرم شاخص– 1اره جدول شم

                  هاشاخص     
   پس از انجماد  قبل از انجماد     

SDX متغيرها ± SDX  P مقدار  ±

 >001/0 99/1±35/1 64/18±10/6 حركت سريع

 >001/0 2 /30±00/2 47/23±25/11 آهسته

 >001/0 52/4±51/2 47/13±95/5 درجا

 >001/0 23/92±22/7 00/41±19/20 حركتبي

 018/0 52/11±57/9 52/18±87/13 مورفولوژي

 >001/0 64/8±66/3 58/60±15/19 قابليت حيات

 >001/0 29/34±02/10 50/23±31/8 آپوپتوز

 068/0 82/17±87/2 15/19±58/2 10 6) غلظت ( شمارش 

 >001/0 70/3±35/2 11/42±15/16 حركت پيشرونده

 >001/0 88/7± 74/3 58/55±94/18 كل حركت
 

اي در مردان نابارورل و بعد از انجماد شيشه قب،هاي آماري همبستگي آپوپتوز با پارامترهاي اسپرم  شاخص-2جدول شماره   

  
  بحث

انجمـاد   است كه پـس از     اين گردست آمده بيان  ه  نتايج ب 
ي ژمورفولـو   و غلظـت  ،قابليت حيـات   ،اي تحرك پيشرونده  شيشه
ه داري كاهش يافته و ميزان آپوپتوزيس ب      طور معني ه   ب  اسپرم طبيعي

نظر از روش     صرف انجماد هر نوع  .يابدافزايش مي  داريطورمعني
- شاخص اثر منفي بر تحرك اسپرم داشته و باعث كاهش مقدار     آن،

. گـردد قبل از انجماد مي   مرحله  در مقايسه با    شدن   پس از ذوب     ها
اند كه انجماد سبب كاهش پارامترهـاي       بسياري از محققين دريافته   

حركـت كـل    نيـز    در اين مطالعه     .]16-18 [شودحركتي اسپرم مي  

ــس از  ــپرم پ ــدود اس ــاد ح ــد5/47انجم ــت درص ــاهش ياف .  ك
Isachencho    پس از انجماد اسپرم مردان بـارور بـا         و همكاران

  درصـد  40حـدود   در   ميزان كاهش تحرك را      ،همين روش انجماد  
هاي معمول انجمـاد تفـاوت      با روش در مقايسه    كه   ندگزارش كرد 

كـاهش را  ايـن   Schallerو Glander  .]19 [داري نداشتمعني
كاهش بيشتر  . ]20 [ند اعلام كرد  درصد 37نجماد آهسته   در روش ا  

تحرك اسپرم كه در مطالعه حاضر ديده مي شود احتمـالا بـه ايـن            
هـاي متحـرك را     ابتدا اسـپرم  ] Isachencho ]19دليل است كه    

 ،منجمد كرد  جدا كرده و سپس نمونه راSwim upتوسط روش 

 متغيرها
  شمارش  مورفولوژي  قابليت حيات  حركتبي  حركت درجا  حركت آهسته  حركت سريع                   
 182/0 159/0 -676/0 776/0 -265/0 -124/0 -730/0 قبل از انجماد

 P 001/0 636/0 304/0 001/0< 003/0 542/0 484/0 مقدار 

 -128/0 -375/0 -327/0 520/0 -373/0 -484/0 -602/0 پس از انجماد
  هاشاخص
 

 P 011/0 049/0 141/0 032/0 2/0 138/0 623/0 مقدار 
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 ييري منجمد شد  ولي در اين تحقيق نمونه اوليه اسپرم بدون هيچ تغ         
  مربـوط بـه افـراد      و تفاوت ديگر اينكه در اين مطالعه نمونه اسپرم        

معيارهـا در  برخـي  مايع انزال مردان طبيعي بر اسـاس     . نابارور بود 
كـه بـر اسـاس       در حالي  ؛]21[  درصد اسپرم طبيعي دارد    14حدود  

 WHO( معيارهاي اصلي ها  درصد از اسپرم30در حدود ) 1999
 در ايـن تحقيـق بـراي        لـذا، . دنباش ـ ي طبيعي مي  ژداراي مورفولو 

پـس از   . ي اسپرم از معيارهاي اصلي استفاده شد      ژارزيابي مورفولو 
-طور معنـي  ه  ها ب ي طبيعي اسپرم  ژانجماد مشاهده شد كه مورفولو    

ساير تفاوتي كه در نتايج تحقيق حاضر با        . داري كاهش يافته است   
لعات آنها اخـتلاف    ست كه در مطا    ا شود در اين  ديده مي مطالعات  

 قبل و   ،مردان بارور و نابارور   ي اسپرم در    ژداري بين مورفولو  معني
شـايد ايـن اخـتلاف مربـوط بـه           .شودبعد از انجماد مشاهده نمي    
زيرا ارزيابي آنهـا بـر اسـاس        . ي باشد ژمعيارهاي بررسي مورفولو  

واضح است كـه فراينـد انجمـاد و          .]23،22 [معيارهاي اصلي نبود  
نتايج حاصـل از ايـن   . رساندبليت حيات اسپرم زيان مي    ذوب به قا  

مطالعه نشان داد كه فرايند انجماد سبب كاهش قابليت حيات اسپرم 
در مطالعه  . ]25،24 [شود كه با نتايج ساير محققين مطابقت دارد       مي

 52اي حـدود    حاضر قابليت حيات اسپرم پـس از انجمـاد شيـشه          
و  Glanderقيقـات   كـه در تح    در صـورتي   ؛ كاهش يافت  درصد

Schaller       قابليت حيات اسپرم پس از انجماد به دو روش شيشه-

هاي مردان  البته در نمونه  (اي و آهسته با حضور محافظين انجمادي        
بـا  (در بررسـي آپوپتـوز    ].20 [داري نكرده بـود   تغيير معني ) بارور

، گزارش شده كـه ميـزان آن پـس از انجمـاد             )Vتكنيك آنكسين   
- نسبت به قبل از انجماد افزايش نشان مي         درصد 26آهسته حدود   

 22اي حـدود     اين ميزان پس از انجماد شيـشه       ،همچنين. ]26 [دهد
 تحقيقي كه توسـط     بر اساس نتايج  . ]20 [ افزايش يافته است   درصد

پوپتوز اسـپرم افـراد نابـارور توسـط          آدر مورد    و همكاران پيروي  
 كـه   ه شـد  نشان داد  ، و روش انجماد سريع انجام گرفت      Vانكسين  

پوپتوتيك بعد از انجماد سريع در افـراد        آهاي  درصد ميانگين اسپرم  
 قبل گزارش شده كه .]27 [ برابر افزايش يافته است6نابارور حدود 

شكـسته   DNAداراي  اسپرم هاي گاو     درصد   10از انجماد حدود    
 2008در سـال     و همكـاران     Zhang در مطالعه    .]28 [ هستند شده

 23±14  حـدود  بـا سـنجش تانـل   DNAقطعه شـدن  قطعه  ميزان  

  و ميـزان    انجمـاد گـزارش شـد      قبـل از   منيهاي  در نمونه  درصد
در  ].29 [آپوپتوز با پارامترهاي نرمال اسـپرم رابطـه منفـي داشـت           

  درصـد  11مطالعه حاضر ميزان آپوپتوز اسپرم مردان نابارورحدود        
تـري از  افزايش يافت كه در مقايسه با ساير مطالعـات در صـد كم         

رسد استفاده نكردن از ضد     نظر مي ه  ب. دهدمرگ سلولي را نشان مي    
 حذف كرده و DNAيخ در اين مطالعه اثرات سمي آن را بر روي           

 ،همچنـين . در نتيجه مرگ سلولي كمتـري را باعـث شـده اسـت            
 ؛پوپتوز ايجاد شده با پارامترهاي نرمال اسپرم رابطه منفـي داشـت   آ

.  ميزان آپوپتوز كمتراسـت    ،تر باشد نرماليعني هر چه نمونه اسپرم      
 در اسـپرم  انزالـي انـسان    DNAسـيب   آ ها نشان داده كه   پژوهش

 نمايـان   DNAهايي در دو زنجيره يا يـك زنجيـره          توسط شكست 
 ، غير نرمـال هـستند     منيكه داراي پارامترهاي     در مرداني  .شودمي

   .]31،30 [تر است ضعيفDNAحفاظت 
  

  نتيجه گيري
اي اسـپرم، باعـث     انجماد شيشه توان گفت   ميدر مجموع   

كاهش ميزان تحـرك، مورفولـوژي و قابليـت حيـات و افـزايش              
 ميزان آپوپتوز اسـپرم     ،اما. شودمي آپوپتوز اسپرم در مردان نابارور    

 از طـرف ديگـر    . هاي انجماد كمتر اسـت    در مقايسه با ساير روش    
سطوح ،  ك بالا هاي با تحر   اسپرم كهنتايج مطالعه حاضر نشان دادند      

 ـده را نشان مـي    DNAسيب   آ پايين  ميـزان آپوپتـوز رابطـه        و دن
ويژه حركـت پيـشرونده و      ه  ب(معكوس با پارامترهاي اسپرم نرمال      

اي پس از جدا سـازي      بنابراين انجماد شيشه  . دارد) قابليت حيات 
هاي با تحرك بالا، به دليل ميزان كمتـر آپوپتـوز، سـاده و              اسپرم

هاي گـران   ياز به ضد يخ و استفاده از دستگاه       سريع بودن، عدم ن   
  و IVF (In Vitro fertilization) درقيمت، جهت استفاده 

(Intra Cytoplasmic Sperm Injection) ICSI پيشنهاد 
   .شودمي
  

  تشكر و قدرداني
مركـز درمـاني نابـاروري      مسئولين محتـرم    نويسندگان از   

-هـاي بـي    كمـك   و هاي مـالي  حمايتشهيد صدوقي يزد به دليل      

  .كمال تشكر و سپاس را دارنددريغشان 
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