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Abstract: 
 
Background:  Freezing human semen is considered an effective technique in assisted 
reproductive techniques (ART). During cryopreservation, sperm cells are exposed to 
chemical and physical stress, resulting in damage to the axonum, increased morphological 
deficits in the middle segment, and decreased sperm motility. In this study, the effects of 
trehalose and resveratrol antioxidants on sperm parameters during freezing and thawing 
processes were evaluated. 
Materials and Methods: A cross-sectional study was performed on 40 normal semen 
samples divided into 7 groups. The effects of these antioxidants on sperm parameters were 
investigated by computer analysis (CASA) and sperm chromatin (SCD) evaluation. It should 
be noted that P<0.05 was considered statistically significant. 
Results: Group 3 (freezing and treating with 100 mM trehalose) showed the highest 
percentage of motility, acrosome membrane integrity, and plasma membrane integrity 
compared to the control group and had healthier DNA after thawing and fewer survival of 
sperm.  
Conclusion: According to the results, it can be concluded that trehalose samples in general 
improve the quality of semen and even after thawing it is involved in maintaining sperm 
motility. Resveratrol causes toxicity at high concentrations and causes undesirable changes 
in osmotic pressure, but at low concentrations it has beneficial effects on sperm survival and 
inhibits ROS as a potent antioxidant. 
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 تأثیرات ترهالوز و رزوراترول بر پارامترهای سلول اسپرم پس از فرآیند انجماد
 

بافرانی حسن حسنی
1

، حامد حداد کاشانی
2*

پورفاطمه شابه، 
3

 

 

 مقدمه

برای حفظ ها انجماد اسپرم انسان یکی از مؤثرترین راه

توانایی تولیدمثل در مردان است و برای موارد مختلفی استفاده 

شود؛ این موارد شامل ذخیره اسپرم قبل از رادیوتراپی، می

ها از نظر باشد که مایع منی آندرمانی و وازکتومی میشیمی

د و جهت ذخیره اسپرم وشمیبررسی  HIV های هپاتیت وبیماری

برداشت اسپرم از بیضه یا تخلیه اسپرم از افراد آزواسپرمی عمل 

طی حفاظت انجمادی،  .گردداپیدیدیم به طریق زیرپوستی انجام می

گیرد و منجر به سیمن تحت شوک سرمایی و فشار اسمزی قرار می

م اسپرم تغییراتی در شکل اسپرم، آسیب به میتوکندری، آکروزوم و دُ

 . [1]تر است سشود. حرکت اسپرم به تغییرات انجماد حسامی
 

. استاد، مرکز تحقیقات علوم تشریح، پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه علوم 1

 پزشکی کاشان، ایران

مرکز تحقیقات علوم تشریح، پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه علوم استادیار، . 2

 پزشکی کاشان، کاشان، ایران

 یدانشگاه علوم پزشک یه،پژوهشکده علوم پا یح،علوم تشر یقاتمرکز تحق .3

 یرانکاشان، کاشان، ا

 نشانی نویسنده مسؤول: *

دانشگاه علوم  یه،پژوهشکده علوم پا یح،علوم تشر یقاتمرکز تحق، کاشان

 کاشان یپزشک

 03155540021 دورنویس:                            09137430153تلفن: 

 hamedir2010@gmail.com   پست الکترونيک:

 3/12/1398 تاریخ پذیرش نهایی:                           3/9/1398 :تاریخ دریافت

از آن  که شوندآور میفاکتورهای زیادی منجر به این تغییرات زیان

اسمزی و توان به تشکیل یخ داخل سلولی، افزایش فشار جمله می

اشاره  [3،2]دنبال کاهش تدریجی دما افزایش غلظت محلول به

برگشت گسیختگی غیرقابلکرد. این تغییرات منجر به از هم

های دنبال آن آشفتگی اندامکای و پلاسمایی و بهغشاهای هسته

که با اینشود. داخل سلولی و تمرکز نامناسب کروماتین می

با آسیب اسپرماتوزوآ در طی انجماد های زیادی در ارتباط مکانیسم

های ولی از این میان تولید بیش از حد متابولیت ،وجود دارد

ترین فاکتور ذکر شده عنوان مهمبه (ROS) پذیر اکسیژنواکنش

نابالغ یا ناقص(  وصاًصدر مایع منی توسط اسپرم )مخ ROS .است

برای  ROSشود. اگرچه مقدار کمی ها تولید میو لوکوسیت

که مقدار آن ولی در صورتی ،ملکرد طبیعی اسپرم لازم استع

. اسپرم [4]شود بالاتر رود باعث اختلال در عملکرد اسپرم می

-انسانی سوپراکسید آنیون )
2Oکه به هیدروژن  کند( تولید می

. سوپراکسید و هیدروژن [5]شود تبدیل می )2O2H( پروکساید

( OH-رادیکال هیدروکسیل )پروکساید این توانایی را دارند که به 

. مکانیسم [6]تبدیل شوند و به اجزای سلولی آسیب وارد کنند 

به اسپرماتوزوا همچنین شامل آسیب اکسیداتیو به  ROSصدمه 

( LPOغشای لیپیدی اسپرم است که منجر به پراکسیداسیون لیپید )

های آنزیماتیک اکسیدانپلاسمای مایع منی حاوی آنتی .[7]شود می

کند یرآنزیماتیک است که اثرات تخریبی اکسیداتیوها را کم میو غ

 خلاصه:

شود. در طی روند ( محسوب میARTباروری )های کمکعنوان یک روش مؤثر در تکنیکانجماد نمونه منی انسان به :سابقه و هدف

 قایصن ، افزایشمآکسونبه  آسیب گیرند و در نتیجهقرار میهای فیزیکی و شیمیایی های اسپرم در معرض استرسانجماد، سلول

های ترهالوز و اکسیدانتأثیرات آنتی ،گردد. به این ترتیب در این مطالعهایجاد میتحرک اسپرم  قطعه میانی و کاهش مورفولوژیکی

 .گیردمیرزوراترول بر پارامترهای اسپرم در طی فرآیندهای انجماد و ذوب مورد ارزیابی قرار 

ات شده بودند، انجام گرفت. اثر تقسیمگروه  7طبیعی مایع منی که در  نمونه 40مطالعه مقطعی بر روی  ها:مواد و روش

( بررسی گردید. SCD( و ارزیابی کروماتین اسپرم )CASAهای آنالیز کامپیوتری )های مذکور بر پارامترهای اسپرم با روشاکسیدانآنتی

 دار در نظر گرفته شد.یمعن یآمار از نظر>P 05/0 است ذکر به لازم

آکروزوم و  میلی مولار(، بیشترین درصد تحرک، سالم بودن غشای 100)تیمار محیط انجمادی و شستشو با ترهالوز  3گروه  :نتايج

 یکمتر بقا بود وسالم بیشتری  DNAی را در مقایسه با گروه کنترل نشان داد و پس از ذوب نیز دارای یپلاسما ینقص بودن غشابی

 کرد. اسپرم را دچار مشکل می

بخشند و حتی بود میهای دارای ترهالوز میزان کیفیت سیمن را بهطور کلی نمونهتوان بیان داشت که بهبا توجه به نتایج می گیری:نتیجه

عنوان و به ردرم دااسپ یروی بقاین اثرات مفیدی یهای پادر غلظتهم رزوراترول بعد از ذوب هم در حفظ تحرک اسپرم نقش دارند. 

 کند.را مهار می ROS ،اکسیدانی قویآنتی

 اکسیدان، ترهالوز، رزوراترولانجماد، اسپرم، آنتی :كلیدی واژگان

 270-281 ، صفحات1399 شهریور-مرداد، 3 پژوهشی فیض، دوره بیست و چهارم، شماره – نامه علمیدو ماه                                                    
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در برابر اسپرم را  هااکسیدانآنتی اند کهنشان دادهمطالعات . [8]

ROS و ازنمایند میها محافظت لکوسیت تولیدشده توسط 

بهبود  اسیمن ر کیفیتکنند، جلوگیری می DNA قطعه شدنقطعه

 بلوغ، از اسپرم را کاهش دادهآسیب ناشی از انجماد ، بخشندمی

ها ایجاد برای این سلول کلی را زودرس اسپرم جلوگیری و تحریک

. به این ترتیب طیفی از مواد محافظتی که اکثراً شامل [9]کنند می

های ناشی از انجماد منظور کاهش آسیببه ،شوندها میاکسیدانآنتی

ساکارید و قندی دی ،ترهالوز .[10]اند به کار گرفته شده

هم در یک ه احیاکننده است که دارای دو واحد گلوکز متصل بغیر

طور . موجودات آنیدروبیوتیک به[12،11] باشدپیوند گلیکوزیدی می

ساکاریدها های بالای ترهالوز )و گاهی دیگر دیکلی حاوی غلظت

که نماتود و الیگوساکاریدها( هستند. نشان داده شده است زمانی

 درصد 20دهد، به همان اندازه آرامی آب از دست مینکوس به آفل

ی این موجودات یتوانا شود.از وزن خشک آن تبدیل به ترهالوز می

برای زنده ماندن در نبود آب ارتباط قوی را با سنتز ترهالوز نشان 

ی جزئی کلیدی از سلول است و یغشای پلاسما .[12،11]دهد می

توسط غشاهای این کار باید در طول انجماد محافظت شود. 

آسیب  شود وانجام می ایهای ورقهوزیکول عنوان مثالبه ،مصنوعی

دهد. همچنین میکاهش را وسیله مخلوط شدن و ادغام بهایجادشده 

مثل ترهالوز و سوکروز نسبت های انجماد کنندهسری از محافظتیک

این قندها . بنابراین [12،11]به گلیسرول اثر محافظتی بیشتری دارند 

آبی غشا در طول کم درآور در جلوگیری از تغییرات زیان احتمالاً

علاوه قندها عملکردهای بسیاری برای اسپرم دارند. بهنقشی کلیدی 

انرژی را برای سلول اسپرم در طول انکوباسیون فراهم  مانند ؛دارند

 ،عمل کرده ند، مثل یک محافظنکد، فشار اسمزی را حفظ مینکنمی

د، به اسپرماتوزوآ این قابلیت ندهاسپرم را افزایش می یالیت غشاسی

ذوب را تحمل کند.  –های ناشی از انجماد د تا آسیبندهرا می

انجماد پوست جنین انسان توسط ترهالوز نیز گزارش شده است. 

مطالعات دیگر نیز اثرات مثبت ترهالوز را در حفظ از بسیاری 

اند. مکانیسمی ها نشان دادهو لیپوزوم [12،11]شده های خشکسلول

آبی یا انجماد محافظت ها را از کموسیله آن ترهالوز سلولکه به

ها و رسد که شامل برقراری ثبات در پروتئیننظر میبه ،کندمی

چنان مبهم غشاهای سلولی است؛ اگرچه طبیعت این مکانیسم هم

که توقف آسیب در باقی مانده است، برخی مطالعات بر این باورند 

 .[12،11] باشدآن میعامل سلول  یسیالیت غشا

 رزوراترول

های گونهتوسط  فنلی طبیعی است کهرزوراترول پلی

های حمله و اشعه فرابنفشتابش آسیب،  پاسخ به در مختلف گیاهی

رزوراترول و فلاونوئیدها توسط گیاهان و از  .شودقارچی سنتز می

شوند. همچنین رزوراترول یک یک مسیر مشترک سنتز می

 یبقاخود دوزهای پایین در رزوراترول  .[12،11]فیتوآلکسین است 

 حالو در عین؛ عصبی و قلبی محافظت، مانند کندسلول را فراهم می

 در درمان سرطان مرگ سلولی افزایش دوزهای بالای آن باعث

 پتانسیلرزوراترول بیولوژیکی  هایفعالیتیکی از شود. می

های رادیکال باتعامل بیشتری  کهدلیل اینبه و است آن اکسیدانیآنتی

 به غشاهایخود را قادر است  لایه لیپیدی دارد، تغییر آزاد در

. غشا را افزایش دهد سیالیت د وانرسبسفت و سخت  پروکسیدازی

پراکسیداسیون  برابر درراین، رزوراترول در غشاهای سلول بناب

نشان  اثری محافظتی ROS ایجادشده توسط DNA آسیب و لیپیدی

 های کبدمیکروزومدر که  دادند نشان و همکارانش Blond .دهدمی

یا  NADPHبه  وابستهپراکسیداسیون  در، موش صحرایی

برای  کوئرکتین در مقایسه بارزوراترول  موردنیاز، غلظت غیرآنزیمی

به بود.  برابر کمتر حدود سهپراکسیداسیونی  مهار درصد 50 تولید

لیپوپروتئین را تنظیم و تجمع  متابولیسم، اکسیدانآنتی اینعلاوه 

اعتقاد  کند.درمانی را اعمال می طور کل فعالیتیپلاکتی را مهار و به

هایی با چگالی کم بر این است که تغییر در خواص لیپوپروتئین

( نقش مهمی PUFAتوسط اکسیداسیون اسیدهای چرب غیراشباع )

کند. اکسیداسیون روی کاتابولیسم بخش شرائین ایفا می را در تصلب

های ( توسط سیستم گیرندهAPO B) LDLپروتئینی ذرات مضر 

APO B/E گذارد، بنابراین نقش محافظتی غذاهای غنی از تأثیر می

ها نسبت داده شده است. اکسیدانی آنترکیبات فنلی به خواص آنتی

صورت مکمل رزوراترول به، با توجه به مطالعات زیاد درون سلولی

 سولفونات و بهطور عمده و به متابولیزه به سرعت، جذب به خوبی

تبدیل  ،شونددفع می ادرار که از طریق گلوکورونیداز ترکیبات

 یتیسمّ هیچ قابل تحمل است ورزوراترول رسد می نظربهشود. می

است که کننده ساکارید و غیراحیاقندی دی ،ترهالوز .کندایجاد نمی

هم در یک پیوند گلیکوزیدی ه دارای دو واحد گلوکز متصل ب

ها، باشد. این قند در طیف وسیعی از موجودات، شامل: باکتریمی

گان و گیاهان پست و عالی وجود مهرها، حشرات، بیمخمرها، قارچ

ها در برابر های ترهالوز حفاظت سلول. یکی از نقش[13]دارد. 

رو شدن ساکارومایسز سرویزیه با هست. روبهای اکسیژن ارادیکال

در مقابل یک بازدارنده قرار گرفتن یک شوک حرارتی ملایم یا 

طور قابل و همچنین بهشود میپروتئوزوم باعث ذخیره ترهالوز 

های ها را در مقابله با سیستم مولد رادیکالسلول یای بقاملاحظه

ها به دمای طبیعی سلولکه حال زمانیدهد. با اینآزاد افزایش می

به آن مقاومت  هم حجم ترهالوز و هم ،شوندرشدشان برگردانده می

ز و . ترهالو[14]کند استرس اکسیژنی به سرعت کاهش پیدا می

ای هستند که شباهتی عمدهکنندهسوکروز هر دو قندهای غیراحیا
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ها . هر دو در سیتوزول سلولوجود دارددر سنتز و عملکردشان 

های مربوط به خودشان شوند و ممکن است در سلولمیذخیره 

های بالا حضور پیدا بسته به شرایط مختلف محیطی در غلظت

انجماد پوست جنین انسان توسط ترهالوز گزارش همچنین کنند. 

ترهالوز مکانیسمی که  .اندنشان دادهآن را ها شده است و لیپوزوم

نظر به ،کندجماد محافظت میآبی یا انها را از کمسلول ،وسیله آنبه

ها و غشاهای سلولی رسد که شامل: برقراری ثبات در پروتئینمی

چنان مبهم باقی مانده است، ؛ اگرچه طبیعت این مکانیسم همباشد

 یبرخی مطالعات بر این باورند که توقف آسیب در سیالیت غشا

که فنلی طبیعی است رزوراترول پلی .[15]باشد سلول باعث آن می

های مختلف گیاهی در پاسخ به آسیب، تابش اشعه توسط گونه

شود؛ اگرچه مکانیسم دقیق های قارچی سنتز میفرابنفش و حمله

های بالای حال غلظتیت رزوراترول هنوز تعریف نشده، با اینسمّ

غشای  F0/F1-ATPaseپمپ پروتونی  F1رزوراترول از تشکیل 

در مسیر  ADPاز  ATPول سنتز ؤدرونی میتوکندری که مس

و  Li .[16]کند. جلوگیری می ،باشدفسفوریلاسیون اکسیداتیو می

در فرآیند انجماد باعث صدماتی  ROSهمکارانش نشان دادند 

( در catalase( و کاتالاز )ascorbateشود و آسکوربات )می

های ناشی از انجماد ، آسیبROSمحیط انجمادی با کنترل سطح 

و همکارانش نیز اثرات  Branco. [17] دهندرا کاهش می

ناشی از فرآیند  DNAو اسید آسکوربیک را بر آسیب رزوراترول 

این آسیب را در هر رزوراترول انجماد بررسی کردند و نشان دادند 

و اسید آسکوربیک تنها در گروه  ؛دو گروه مردان بارور و نابارور

 Eگر ویتامین . در تحقیقی دی[18]مردان نابارور کاهش داده است 

را در محیط انجماد گروهی از مردان آزو اسپرم اثر دادند و اثرات 

بعد از ذوب  DNAمثبت آن را بر حرکت اسپرم و حفظ ساختار 

و  Fatma. در طی تحقیقی که توسط [19]مشاهده کردند 

عنوان یک همکارانش انجام شد، اثر روغن هسته خرما را به

 2O2Hاکسیدان بر بهبود کیفیت اسپرم طی آسیب وارده توسط آنتی

 یبررسی کردند و به این نتیجه رسیدند که میزان تحرک و بقا

. در [20]اسپرم افزایش و واکنش آکروزومی بهبود یافته است 

اکسیدان عنوان یک آنتیآباد زعفران را بهتحقیقی در دانشگاه خرم

غیربارور اثر دادند و مشاهده گیاهی در رژیم غذایی تعدادی مرد 

از مطالب  .[21]کردند میزان تحرک و شکل اسپرم بهبود یافته است 

آید که استفاده از یک ترکیب دست میفوق این نتیجه به

 -یند انجماد آرای حفظ کیفیت اسپرم در برابر فراکسیدانی بآنتی

باشد. ذوب در مراحل انجماد اسپرم امری لازم و ضروری می

های اسپرم یهای سیمن دارای ترهالوز، تحرک و بقاهنمون

در حالتی که آب  .[21] بخشندپستانداران را بهبود می شدهمنجمد

رسان یابد، ترهالوز در جلوگیری از تغییرات آسیبسلول کاهش می

به غشا نقش کلیدی دارد؛ و عمل آن به جایگزین کردن آب در 

چنین حالت پایداری را در هم .[21]شود میمربوط اسپرم  یغشا

 ؛کندها ایجاد میها و لیپیدهای غشا در طول استرسپروتئین

 .[21]انجماد، گرما، خشکی و استرس اکسیداتیو  شرایطی مانند:

و  ردنیک با گلیسرول اثر سینرژیک داترهالوز در شرایط هایپرتو

مانند یک محافظ از تشکیل بلورهای یخ داخل سلولی جلوگیری 

راین در این مطالعه تلاش بر آن است تا از ب. بنا[21]کند می

ترهالوز و رزوراترول برای بهبود پارامترهای کیفی و کیفیت 

ذوب استفاده گردد.  - یند انجمادآکروماتین اسپرم انسان پس از فر

ثیرات ترهالوز و رزوراترول بر کیفیت پارامترهای أبا توجه به ت

اسپرم  تاین ترکیبات بر کیفیأثیر تدر این مطالعه به بررسی  ،اسپرم

 پردازیم.می

 

 هامواد و روش

کننده به بارور مراجعه بیمار مرد 40جامعه پژوهش از 

و  رندسال دا 45تا  25مرکز درمان ناباروری تشکیل شده است که 

و برای درمان  [22] نرمال هستند WHOبراساس استانداردهای 

ناباروری همسرانشان به مرکز باروری و ناباروری مراجعه و 

در این موافقت خود را برای همکاری با طرح اعلام نمودند. 

مطالعه هر فرد تحت تیمار یک روش درمانی قرار گرفت و از 

که چهل نفر به  ترتیب . به اینانجام شدگیری یک بار نمونهکدام هر

مدل  6و بر روی اسپرم هر فرد  ندبندی شدمهای مختلف تقسیگروه

شده در ظروف پلاستیکی های گرفتهتیمار صورت گرفت. نمونه

ها شدن نمونهآوری شد. پس از مایعاستریل مخصوص، جمع

(liquefactionاسمیر لام خشک از نمونه ،)،  جهت بررسی

بهداشت پارامترهای اسپرم تهیه و براساس استانداردهای سازمان 

اکسیدان ترهالوز در مرحله اول از آنتیجهانی تعیین شد. 

(Trehalose - Sigma - T5251) ، و در مرحله دوم از

 (،Resveratrol – Sigma - R5010اکسیدان رزوراترول )آنتی

نامه رضایت ،کننده در این طرحد. از تمامی افراد شرکتشاستفاده 

 WHOآمده مطابق معیارهای دستههای باخلاقی گرفته شد. نمونه

اصول بیانیه  ،در کلیه مراحل تحقیق .[22] بارور محسوب شدند

هلسینکی و مصوبات کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی رعایت 

 د و اطلاعات بیماران محرمانه باقی ماند.ش

 روش اجرای آزمایش

  گروه اول )گروه کنترل(:

 سرم. درصد Ham's F-10  +10های سیمن + محیط کشت نمونه

 گروه دوم )گروه کنترل انجماد(:
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 محلول انجمادی.  + های سیمننمونه

)گروه انجمادی(: ، چهارم، پنجم، ششم، هفتم و هشتمسومگروه 

 های مختلف ترهالوز و رزوراترول. های سیمن + غلظتنمونه

های استاندارد در انتهای هر مرحله پس از شستشوی اسپرم با روش

Pure  وSwim up دقیقه در انکوباتور  45مدت  ها را بهنمونه
C˚37  های هر گروه از لحاظ پارامترهای . سپس نمونهکردیمانکوبه

اسپرم بررسی و ارزیابی ساختار کروماتینی اسپرم نیز انجام شد. 

به مقدار مساوی از  ،های موردنظر ریختهابتدا سیمن را در تیوب

مخلوط  آن را کاملاًمحیط کشت اضافه کردیم و به حجم سیمن 

 5به مدت  3000و سپس آن را داخل سانتریفیوژ با دور نمودیم 

 ،یمیدمایع رویی پلاک را کش ،با سمپلردر ادامه  دقیقه قرار دادیم.

از محیط کشت حاوی غلظت موردنظر  lµ500-100بعد به اندازه 

 ،ریختیمشده روی پلاک تشکیلرا از دیواره ظرف به آرامی 

دقیقه  30-60به مدت که پلاک به هم نخورد. سپس آن را طوریبه

های فعال شروع به . در این مدت اسپرمدادیمداخل انکوباتور قرار 

کنند. پس حرکت و شنا کردن به سمت بالا، درون محیط کشت می

سطح رویی لوله را اسپیره کرده )برداشت  ازاز انکوباسیون نصف 

از آن برای ارزیابی پارامترهای مختلف اسپرم استفاده  ،کرده(

به  freshصورت نمونه سیمن را به ،در روش انجماد کنیم.می

دقیقه قبل از شروع  10ریزیم. اندازه موردنظر داخل میکروتیوب می

دمای تا همکنیم میکار انجماد، محیط انجماد را از یخچال خارج 

شده حاوی انجمادهای الیکوتدقیقه قبل محیط  30محیط شود و 

تا در دمای محیط کنیم میهای مختلف را از فریزر خارج غلظت

قطره بر روی سیمن صورت قطرهمحیط فریز را به ذوب شود.

کنیم. نسبت سیمن به محیط انجمادی زمان پیپتاژ میریزیم و هممی

دقیقه  10مدت است. پس از اضافه کردن محیط انجماد به 1به  1

شده را گذاریم. در این مدت مواد مخلوطا در دمای اتاق میآن ر

ها را داخل کنیم. نیهای مخصوص فریز اسپرم لود میداخل نی

container دقیقه بر روی بخار نیتروژن ) 30مدت و بهcm7  بالاتر

ها را داخل Containerدهیم. از سطح نیتروژن مایع( قرار می

تخلیه شود،  تا حباب داخل آن کاملاًکنیم میور نیتروژن مایع غوطه

پس در روش گرم کردن  کنیم.سپس آن را به تانک ازت منتقل می

 40مدت و بهکنیم میها را از ازت  خارج هفته نی 2از گذشت 

ها را سپس نی دهیم.با دستمال کاغذی به آرامی ماساژ می ثانیه

 کاملاً آن رابعد دهیم، قرار می 30˚دقیقه داخل آب  1مدت به

های موردنظر انتقال و محتوای داخل نی را به تیوبکنیم میخشک 

بار شستشو ها یکبرای برداشت محیط انجمادی از اسپرم دهیم.می

محتویات نی را با  1به  1برای شستشو به نسبت  دهیم.انجام می

Hams F10 دقیقه با  5مدت آن را به، حاوی غلظت مخلوط نموده

پس از سانتریفیوژ مایع  کنیم.منتقل می ،سانتریفیوژبه  3000دور 

از  مانده به اندازه مناسبروی پلاک باقی ،رویی را برداشته

های حاوی اسپرم را تیوبپایان در  ریزیم.های موردنظر میاستوک

 swimدهیم و پس از داخل انکوباتور قرار می دقیقه 30مدت به

up کنیم.پارامترهای اسپرم را بررسی می 

 بررسی غلظت اسپرم

 ،گذاریممیاز نمونه را روی لام  lµ5برای مطالعه غلظت اسپرم 

ها را سپس در زیر میکروسکوپ با کمک لام نئوبار تعداد اسپرم

. برای هر نمونه با تغییر دهیممیپس هر آزمایش مورد بررسی قرار 

فریم متعدد گرفته و درصد کل غلظت ثبت  7-10مکان میکروسل 

 شد.

  Diff Quickآمیزی بررسی مورفولوژی اسپرم با رنگ

صورت اسمیر روی لام کشیده و از اسپرم به lµ20حدود 

ها در انکوبه قرار داده شد. نمونه 37˚دقیقه در انکوباتور  2تا  1

ثانیه فیکس شدند. سپس با  25تا  20مدت درجه به 70اتانول 

 Diff Bثانیه و بعد با محلول  25تا  20مدت به Diff Aمحلول 

د. پس از خشک شدن با نشومی آمیزیثانیه رنگ 25تا  20مدت به

توسط روغن  ×100نمایی استفاده از میکروسکوپ نوری و با بزرگ

گردد. برای بررسی می عدد اسپرم( 100امرسیون )در هر نمونه 

 [22] شودمی استفاده WHOارزیابی مورفولوژی اسپرم از معیار 

های های مربوط به سر، ب( ناهنجاریکه شامل: الف( ناهنجاری

 باشد.های مربوط به دم میج( ناهنجاری و مربوط به گردن

 اسپرم یبررسی بقا

منظور حجم مساوی از نمونه اسپرم و رنگ تریپان بدین

پس از  ،( را با هم در یک میکروتیوب مخلوط نمودهlµ100بلو )

روی  ،از آن را با سمپلر برداشته lµ20دقیقه حدود  5-10گذشت 

با  ،گذاریم و سپس یک لامل بر روی آن قرار دادهلام می

دهیم. اگر اسپرم میزان بقا را مورد ارزیابی قرار می 400نمایی بزرگ

رنگ تریپان بلو را به خود  ،آمیزی زنده باشددر زمان رنگ

تری مت سر و تنه آن رنگ و حالت روشنگیرد، در نتیجه قسنمی

دلیل نقص در های مرده بهکه اسپرمدر حالی ؛دارد )سفید براق(

به رنگ  ،غشاهای پلاسمایی خود رنگ تریپان بلو را به خود گرفته

 آیند.تیره در می

 انجام اسپرموگرام

سیمن، پارامترهای اسپرم براساس  Liquefactionپس از 

. شستشوی اسپرم [22] شوندمی گیریاندازه WHOاستانداردهای 

شود. ارزیابیانجام می Swim upو  Pureهای استاندارد با روش
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اسپرم( طبق  یپارامترهای اسپرم )تعداد، تحرک، مورفولوژی و بقا

 گردد.بررسی می WHO [22]معیارهای 

 هاروش تجزیه و تحلیل داده

 SPSSافزار آوری و ورود به نرمها پس از جمعداده

های تکراری از طریق آزمون تحلیل واریانس با اندازه ،16 ویرایش

از  >05/0P. لازم به ذکر است ندمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت

 دار در نظر گرفته شد.نظر آماری معنی

 

 نتايج

 شهید نفر که به مراکز نازایی بیمارستان 40مایع منی 

معیارهای بهشتی کاشان مراجعه نموده بودند و براساس 

 Kruger criteria (Motility>60% andو  WHOاستاندارد

morphology>15%) از لحاظ  ،دارای اسپرم طبیعی بودند

مانند حجم، رنگ، ویسکوزیته تعداد و  ،پارامترهای کلاسیک اسپرم

های مختلف بر روی بررسی تحرک، مورد بررسی قرار گرفتند.

مثبت ترهالوز و رزوراترول بر ثیر أدهنده تهای اسپرم نشاننمونه

دوزهای پس از بررسی . باشدپس از انجماد می هاروی تعداد اسپرم

 100و  50، دوزهای 1مطابق جدول  مختلف ترهالوز و رزوراترول

میکرومولار از رزوراترول  15و  10مولار از ترهالوز و میلی

عنوان دوز منتخب از مرحله قبلی جهت ادامه مطالعه مورد به

ثیر کیفی بهتری أترهالوز ت 100و  50دوزهای  ستفاده قرار گرفتند.ا

ثیر أاما افزایش میزان دوز دارویی ت ،بر پارامترهای اسپرم داشتند

ت. همچنین در مورد رزوراترول بر پارامترهای اسپرم داش ءسو

تری نسبت به دوزهای دیگر داشتند. ثیر مناسبأت 15و  10های دوز

لیتر مایع منی در هر میلی 610 اسپرم براساس در این مطالعه تعداد

 محاسبه گردیده است.

 

 و رزوراترول های ترهالوزاکسیدانمختلف آزمایشی پس از تیمار با آنتیهای ی میانگین تعداد پارامترهای اسپرم در بین گروهمقایسه -1 شماره جدول
 هاگروه تعداد تحرک

 کنترل 62/65 17/1± 27/87 53/1±

4/2± 22/78 62/53 ± 5/1  انجماد 

9/2± 70/80 7/1± 62/51 50 mM T
reh

alo
se

 

1/2± 40/88 7/1± 25/62 100 mM 

52/0± 90/68 10/0± 05/38 200 mM 

2/1± 40/54 4/1± 55/47 10 μM R
esv

eratro
l

 

2/2± 12/38 6/1± 15/36 15μM 

46/0± 09/25 14/0± 10/30 50 μM 

 سرم 10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت اسپرم شسته گروه اول )کنترل قبل از انجماد(: نمونه

 سرم 10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت گروه دوم )پس از انجماد(: نمونه اسپرم شسته

 mM 50سرم + ترهالوز  10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت : نمونه اسپرم شستهسومگروه 

 mM 100سرم + ترهالوز  10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت : نمونه اسپرم شستهچهارمگروه 

 mM 200سرم + ترهالوز  10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت : نمونه اسپرم شستهپنجمگروه 

 Mμ 10سرم + رزوراترول  10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت : نمونه اسپرم شستهششمگروه 

 Mμ 15سرم + رزوراترول  10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت : نمونه اسپرم شستههفتمگروه 

 Mμ 50سرم + رزوراترول  10Ham´s F  +%10شده + محیط کشت : نمونه اسپرم شستهه هشتمگرو

 

های های اسپرمی بین گروهارزیابی و مقایسه اسپرموگرام نمونه

 مختلف آزمایشی

 های مختلف آزمایشیدر گروه مقایسه میزان تعداد

 داریصورت معنیانجماد به ها پس از مرحلهتعداد اسپرم

(0001/0P≤) خاطر اثرات مضر انجماد ، این کاهش بهتکاهش یاف

 Swim up های زنده در مرحلهاست که بر روی تعداد اسپرم

های ها در گروهتعداد اسپرمدر در این مطالعه  گذارد.میجای به

گرچه افزایش معناداری نسبت به تیمارشده با ترهالوز و رزوراترول 

با شده تیمارولی در گروه  ،<05/0Pشود گروه انجماد دیده نمی

های تیمارشده افزایش دیده نسبت به سایر گروه mM100ترهالوز 

اکسیدانی بر محیط ی اثر مثبت آنتیدهندهتواند نشانشود که میمی

ثیر أت 100. این مطالعه نشان داد که ترهالوز انجمادی باشد

بهبوددهندگی بهتری بر پارامترهای اسپرم نسبت به سایر دوزهای 

 .(2 شماره )جدول دارویی دارد
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و  های ترهالوزاکسیدانتیمار با آنتیو  های مختلف آزمایشی پس از انجمادمیانگین پارامترهای اسپرم در بین گروه مقایسه -2 شماره جدول

 رزوراترول

 

 گروه ها        متغیر
 P* 15انجماد+رزوراترول  10انجماد+رزوراترول  100انجماد+ترهالوز  50انجماد+ترهالوز  انجماد کنترل

 

62/65 (mL/610) *تعداد اسپرم ± 17/1  4/53 ± 5/1  62/51 ± 7/1  25/61 ± 7/1  55/47 ± 4/1  15/36 ± 6/1  0 

27/86 درصد تحرک اسپرم ± 5/1  22/87 ± 4/2  80/70±2/9 40/88 ± 1/2  40/54 ± 2/1  12/38 ± 2/2  0 

90/80 اسپرم یدرصد بقا ± 7/2  30/64 ± 4/2  17/60 ± 1/2  47/76 ± 5/11  72/70 ± 3/3  92/49 ± 3/2  0 

22/54 درصد مورفولوژی طبیعی ± 9/1  70/49 ± 5/2  57/30 ± 1/2  30/44 ± 0/2  05/33 ± 9/1  82/20 ± 4/2  0 

50/48 درصد پراکندگی کروماتین ± 33/2  05/54 ± 3/3  60/36 ± 9/1  20/20 ± 5/2  07/32 ± 9/1  67/50 ± 6/3  0 

05/0<P* میانگین گزارش شده است. ± معیارصورت انحرافهای داخل جدول بهداده دار در نظر گرفته شده است.از نظر آماری معنی 

 لیتر مایع منی محاسبه گردیده است.در هر میلی 610 براساس: تعداد اسپرم (mL/610) *تعداد اسپرم

 

 های مختلف آزمایشیدر گروهمقایسه میزان تحرک 

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که در گروه کنترل، 

بوده که نسبت به سایر  27/86±5/1 هادرصد تحرک اسپرم

 .<05/0P های مورد آزمایش تغییر معناداری نداشته استگروه

نسبت به گروه کنترل افزایش دیده  های انجمادیگرچه در گروه

دنبال ها بهخاطر کاهش شدید تعداد اسپرمتواند بهشود که میمی

های تعداد اسپرم swim upکه در مرحله  فرآیند انجماد باشد

 یابد.شدت کاهش میمتحرک به

های آزمایشی محیط درصد تحرک در گروه ،2 شماره طبق جدول

نسبت به  mM100انجمادی + تیمار محیط انجمادی با ترهالوز 

. این مقدار >05/0Pها افزایش معناداری نشان داده است سایر گروه

در مرحله پس ترهالوز اکسیدانی تواند ناشی از اثر آنتیافزایش می

از انجماد باشد که این افزایش در این گروه در مورد پارامتر تعداد 

 هم دیده شد.

 های مختلف آزمایشیها در گروهاسپرم یمقایسه قابلیت بقا

 یآمده در گروه کنترل، قابلیت بقادستمطابق با نتایج به

بوده است که پس از انجماد این مقدار  90/80±7/2 هااسپرم

 ی. قابلیت بقا>05/0P کاهش یافته و این کاهش معنادار بوده است

 mM100با ترهالوز  تیمار+  انجمادیپس از انجماد در گروه 

نشان ها و حتی گروه انجمادی افزایش معنادار نسبت به سایر گروه

داری ولی نسبت به گروه کنترل تغییر معنی ؛>05/0Pداده است 

ثیر مثبت أتبیانگر که این موضوع  <05/0P ه استنشان نداد

 باشد.مولار بر پارامتر افزایش بقا میمیلی 100ترهالوز 

های مختلف ها در گروهاسپرممقایسه میزان مورفولوژی طبیعی 

 آزمایشی

در گروه کنترل، میزان  ،آمدهدستمطابق با نتایج به

بود که پس از انجماد در  22/54±9/1 مورفولوژی طبیعی اسپرم

گروه و  mM50انجمادی + تیمار محیط انجمادی با ترهالوز گروه 

اختلاف  μM15انجمادی + تیمار محیط انجمادی با رزوراترول 

 داری مشاهده گردید.معنی

های مختلف در گروه (SCD)مقایسه پراکندگی کروماتین اسپرم 

 آزمایشی

بود  50/48±3/2های سالم مطابق با نتایج، درصد پراکندگی نمونه

ها در مرحله انجمادی کاهش نسبت به سایر گروهدر آن که 

های انجمادی بین . همچنین در گروهشدمشاهده  >05/0P معناداری

 تیمار افزایش معناداریگروه کنترل انجماد در مقایسه با سه گروه 

05/0P<  ها اکسیدانشاید به این دلیل باشد که آنتی کهدیده شد؛

 اند.جلوگیری کرده DNAتا مقداری از تخریب 

 

 بحث

مورد استفاده در زمینه ترین آزمایش ترین و رایجاساسی

. [23]باشد بینی باروری، بررسی کیفیت پارامترهای اسپرم میپیش

که افزایش کیفیت اسپرماتوزوآ، رابطه مستقیمی با نظر به این

هایی با تحرک بالا و مورفولوژی موفقیت در باروری دارد و اسپرم

 توان باگردند، پس مینرمال منجر به افزایش میزان باروری می

های پرتحرک و سالم، گامی مهم در افزایش میزان جداسازی اسپرم

در این مطالعه سعی شد تا با بنابراین برداشت.   IVFموفقیت

هایی با کیفیت بالا دست به اسپرم  Swim upاستفاده از روش

الشعاع قرار له مهم دیگر که کیفیت اسپرماتوزوآ را تحتأ. مسبیمیا

باشد؛ افزایش مایع منی می در ROSدهد، افزایش سطح می

و ایجاد استرس اکسیداسیون، سبب لیپید   ROSتولید

پراکسیداسیون اسیدهای چرب غیراشباع غشای پلاسمایی اسپرم و 

ها و ساختار کروماتین های حرکتی اسپرمهمچنین آسیب به ویژگی

دهند را کاهش میشوند و در نهایت توانایی باروری اسپرم می

اثرات با استفاده از سعی شد در این مطالعه ن برای همی. [24]

های ترهالوز و رزوراترول در ضمن فرآیند انجماد و اکسیدانآنتی
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لاترین سطح پس شده را در با Swim upهای ذوب، کیفیت اسپرم

 .اییماز انجماد حفظ نم

ها بر پارامترهای اسپرمی پس از فرآیند اکسیدانبررسی تأثیر آنتی

 ذوب –انجماد 

اکسیدان و افزایش کاهش سطح آنتی ،ذوب -طی فرآیند انجماد 

های فراوانی در غشا و در سبب نقص دهد کهرخ می ROSغلظت 

های گردد. افزایش ناهنجارینهایت مورفولوژی اسپرم می

های غیرطبیعی و در مورفولوژیکی سبب افزایش معنادار اسپرم

 .[25] شودها میاسپرم یدار تحرک و توانایی بقانتیجه کاهش معنی

ها پس از انجماد نیز بررسی و نشان در تحقیق حاضر تعداد اسپرم

داده شد که تغییرات شدید دمایی طی انجماد یک پدیده طبیعی 

نیست که سلول بتواند خود را با آن تطبیق دهد و به دنبال این 

اسپرم یک سلول  .شودایجاد میتغییرات کاهش تعداد اسپرم 

د، رادیکال آزاد تولید از خووسهوازی است و طی عمل سوخت

صورت مداوم د و این عملکرد را در طول مدت انجماد بهنمایمی

اکسیدان موجود در دلیل کاهش سطح آنتیبهبنابراین  ؛کندحفظ می

اکسیدان در و سطح آنتی ROSمایع منی، توازن طبیعی بین تولید 

دلیل عدم تعادل خورد و به این ترتیب بهاسپرم به هم می

ده، تغییرات مخربی در کیفیت ساختار اسپرم و عملکرد آن ایجادش

بخشی از  ،های پردازش اسپرمد. در طی تکنیکشایجاد خواهد 

باشد( ها میاکسیدانحجم سمینال پلاسما )که حاوی انواع آنتی

دلیل سانتریفیوژهای مکرر، تولید شود؛ همچنین بهبرداشته می

ROS های اخیر در رغم پیشرفتعلی .[25]یابد نیز افزایش می

های گوناگون در زمینه شناخت بیولوژی انجماد و استفاده از روش

ح و باروری با اسپرم انجماد اسپرم، هنوز هم درصد موفقیت لقا

شده پایین است. در تحقیق حاضر نیز همانند سایر ذوب -منجمد 

وجود دلیل ذوب به -که فرآیند انجماد  ه شدتحقیقات نشان داد

زننده به سلول از قبیل شوک سرمایی و مل مختلف آسیبعوا

اکسیداتیو، سبب کاهش کیفیت اسپرم و در نتیجه کاهش استرس 

اسپرم نسبت به پراکسید هیدروژن  یشود. غشاپتانسیل باروری می

2O2H ترین رسد که مهمنظر میهبباشد و میالعاده نفوذپذیر فوق

است که افزایش آن باعث  2O2H همین رسان به اسپرمعامل آسیب

که اسپرم انسان جاییو از آن [26]شود لیپید پراکسیداسیون غشا می

العاده دارای مقادیر زیادی اسیدهای چرب غیراشباع است، فوق

. از سوی دیگر [27]باشد نسبت به لیپید پراکسیداسیون حساس می

( نیز یک اکسیدکننده قوی است که ONOOپروکسی نیتریت )

د و با ایجاد وشمی DNAها و پروتئین ،سیداسیون لیپیدهاسبب اک

تغییرات اکسیداتیوی اسیدهای آمینه سبب غیرفعال شدن و دژنره 

. بنابراین [28-30]گردد می DNAها و تخریب شدن پروتئین

و در نتیجه اکسیداتیو و تولید  ROSتوان گفت افزایش تولید می

شود میآلدهیدهای سیتوتوکسیک، سبب تغییرات بیوشیمیایی غشا 

، ATPو با تخریب غشا و آسیب به آکروزوم و فرآیند تولید 

در  .[32،31]گردد ها میاسپرم یموجب کاهش تحرک و توان بقا

نظر گرفته در این خصوص، بهبا توجه به مطالعات صورتنتیجه 

رسد که مکانیسم دفاعی اسپرم برای محافظت از ساختار می

های اکسیداسیون طی فرآیند انجماد و ش در مقابل استرساسلولی

کارایی لازم را ندارد؛ بنابراین ضروری است که  ذوب ظرفیت و

های خارجی به اسپرم اکسیدانبرای جبران کمبود سپر دفاعی، آنتی

محققان بر این بوده است که های اخیر تلاش اضافه گردد. در سال

 ROSان زمی ،اکسیدان به محیط شستشوی اسپرمبا افزودن آنتی

های اکسیداتیو حاصل از حاصل از سانتریفیوژهای مکرر و استرس

فرآیند خاطر زیرا به [29]سازی اسپرم کاهش دهند طی آمادهرا آن 

یابد. چون کاهش میداری طور معنیبهذوب تعداد اسپرم  -انجماد 

این  ، بنابراینرو هستیمهبا اسپرم متحرک روب  swim upفرآینددر 

های متحرک نسبت داد و کاهش توان به تعداد اسپرمکاهش را می

خاطر نقص فعالیت میتوکندری ذوب به -آن را طی فرآیند انجماد 

های انجمادی که با در این تحقیق میزان تحرک گروه .[25]دانست 

مولار ترهالوز تیمار شده بودند، نسبت به گروه میلی 100و  50

اکسیدان کنترل افزایش نشان داده است. درواقع افزودن آنتی

اسپرم اثر معناداری داشته است.  یترهالوز بر پارامتر حرکتی و بقا

اکسیدان را روی پارامتر حرکت و در تحقیقی دیگر اثر مثبت آنتی

در تحقیق حاضر با بررسی میزان  .[17] انداسپرم نشان داده یبقا

پراکندگی کروماتین اسپرم قبل و پس از انجماد، مشخص شد که 

طور معناداری درصد میزان آن در گروه کنترل پس از انجماد به

صدمه به وارد شدن دهنده افزایش یافته است که این نشان

کروماتین اسپرم طی مرحله انجماد است. علاوه بر اثرات منفی 

ROS اسپرم،  یبر حرکت و بقاROS تواند به میDNA  هسته

. در این تحقیق بین گروه کنترل [17] اسپرم نیز آسیب برساند

اکسیدان تغییرات معناداری دیده گروه تیمارشده با آنتی 3انجماد و 

 10مولار از ترهالوز و میلی 100و  50که در گروه طوریشد؛ به

میکرومولار از رزوراترول درصد کمتری از پراکندگی کروماتین را 

گزارش کرده است که  2005در سال  Jiangداشتیم. از طرفی 

و  [33]اسپرم اثر نامطلوبی ندارد  DNAفرآیند انجماد بر 

Donnelly های گزارش کرده است که تنها اسپرم 2001 در سال

اند نشان داده  DNAر منفی انجماد را بر رویمردان نابارور اث

قطعه همچنین در این تحقیق نشان داده شده که میزان قطعه .[34]

 100و  50های تیمار محیط انجمادی با در گروه DNAشدن 

میکرومولار از رزوراترول نسبت به  10مولار از ترهالوز و میلی
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گروه کنترل انجمادی کاهش معناداری داشته است. در تحقیقی 

سموتاز به محیط یدیگر نشان داده شده که افزودن سوپراکسید د

 DNAقطعه شدن تواند منجر به افزایش قطعهشستشوی اسپرم می

های متفاوتی که در های مختلف انجماد و فرمول. روش[35]گردد 

تواند دلیل این می ،های مختلف برای انجماد وجود داردآزمایشگاه

نیز در تحقیقاتش نشان داده  Katrina Taylorباشد. ها تفاوت

اکسیدان به محیط انجمادی تنها بر تحرک اثر است که افزودن آنتی

تأثیر بوده است بی DNAمثبتی داشته است و بر بقا و شکستگی 

ذوب  -ای نشان داده شده است که فرآیند فریز . در مطالعه[36]

سجام باعث آسیب معناداری به کروماتین اسپرم، مورفولوژی و ان

در دو گروه مردان بارور و نابارور  (membrane integrity)غشا 

و همکارانش نیز نشان داد که   Brancoمطالعه .[37]شود می

و اسید  Resveratrolهای شیمیایی اکسیدانافزودن آنتی

آسکوربیک به محلول انجمادی سیمن انسان در حفظ ساختار 

DNA خصوص در اسپرم در هر دو گروه مردان بارور و نابارور به

و با حضور این است گروه نابارور، پس از انجماد بسیار مؤثر بوده 

دو مکمل تغییری در شکل و غلظت اسپرم پس از انجماد مشاهده 

نیز به محلول انجمادی اسپرم انسانی  E. افزودن ویتامین [38]نشد 

مورد ارزیابی قرار  2009نش در سال و همکارا Taylorدر مطالعه 

گرفت؛ تأثیر مواد فوق بر تحرک اسپرم مشهود بود، هرچند که در 

در  .[36]تأثیری نداشت  DNAافزایش درصد بقا و حفظ ساختار 

ها فاقد اثر معناداری بر اکسیدانتحقیق حاضر انجماد و افزودن آنتی

ر مرحله مورفولوژی اسپرم قبل و بعد از فرآیند انجماد و د

اکسیدان بوده های تیمارشده با آنتیانجمادی بر هرکدام از گروه

 2010و همکارانش نیز در مطالعه خود در سال  Garcezاست. 

به محلول را  Resveratrolاکسیدان شیمیایی تأثیر افزودن آنتی

انجمادی اسپرم انسان مورد بررسی قرار دادند، سپس مشاهده 

یند انجماد بدون آمورفولوژی اسپرم پس از فرنمودند که غلظت و 

این تحقیق در تعداد،  .[39]اثر بر تحرک اسپرم حفظ شده است 

های پس از انجماد که ترهالوز و اسپرم در گروه یتحرک و بقا

اضافه شده بود، ها به آنرزوراترول در دو مرحله انجماد و ذوب 

به این ترتیب  افزایش نشان داد و این افزایش هم معنادار بود.

که بیان  2010و همکارانش در سال  Saidهای مطابق با یافته

بیشترین میزان  آنلیه های اوّی ذوب و ساعتکردند در مرحله

گیرد، در این مطالعه آسیب به ساختار سلول اسپرم صورت می

تواند ها در این مرحله میاکسیداننشان داده شد که حضور آنتی

های اکسیداسیون به همراه در کاهش میزان استرسبیشترین تأثیر را 

ی کلیدی در تولید گزارش شده است که نکته .[40]داشته باشد 

ROS تواند مربوط به دیده میهای معیوب یا صدمهناشی از اسپرم

اسپرم  swim-upسازی اسپرم باشد. شستشو و های آمادهتکنیک

 ROSبیش از حد  همراه با سانتریفیوژهای متعدد منجر به تولید

 ROSمنظور ایجاد تعادل بین جاست بههببنابراین . [41]شود می

و  ROSاکسیدان، سطح مطلوب کارگیری آنتیتولیدشده و میزان به

اکسیدان در سمینال پلاسما مشخص گردد، همچنین دوز مؤثر آنتی

اکسیدان به مایع سیمن بیشترین تأثیر را بر ساختار و تا افزودن آنتی

در مجموع حفظ پارامترهای اسپرم پس  لکرد اسپرم داشته باشد.عم

طور قطعی بر میزان موفقیت لقاح مؤثر است. از از مراحل انجماد به

به فاکتورهای  ،اسپرم و پارامترهای آن پس از انجماد یطرفی بقا

متعددی از جمله عناصر محیط کشت بستگی دارد. مطالعه حاضر و 

دهنده های متحرک نشانزمینه تعداد اسپرمشده در های انجامبررسی

های متحرک و شکل این است که ارتباط واضحی بین تعداد اسپرم

ذوب کاهش سطح  -ها وجود دارد. طی فرآیند انجماد آنطبیعی 

های نقصبروز ، سبب ROSاکسیدان و افزایش غلظت آنتی

 گردد. افزایشفراوانی در غشا و در نهایت مورفولوژی اسپرم می

های های مورفولوژیکی سبب افزایش معنادار اسپرمناهنجاری

های طبیعی و تحرک و دار اسپرمغیرطبیعی و در نتیجه کاهش معنی

این تحقیق نیز همانند سایر تحقیقات  گردد.ها میآن یتوانایی بقا

عوامل مختلف ایجاد دلیل ذوب به -نشان داد که فرآیند انجماد 

اکسیداتیو، استرس قبیل شوک سرمایی و زننده به سلول از آسیب

سبب کاهش کیفیت اسپرم و در نتیجه کاهش پتانسیل باروری 

شود. بنابراین در این تحقیق با بررسی تعداد اسپرم قبل و بعد از می

ترین مسأله است؛ پارامترهای اسپرم مهم که انجماد مشاهده گردید

مواد مکمل در جهت ایجاد  کهرسد نظر میضروری بهبنابراین 

به کار شرایط مناسب برای حفظ پارامترهای اسپرم پس از انجماد 

های بقا و تکثیر کراتینوسیت Walter [42] و Holian .گرفته شود

مورد  ،بودند که در معرض رزوراترول قرار گرفته اطبیعی انسان ر

ارزیابی قرار دادند و این موضوع را دریافتند که رزوراترول حتی 

این  تکثیر مهارباعث کمتر از میکرومولار هم  هایدر غلظت

های بالاتر غلظت درشود، اما میدر شرایط آزمایشگاهی  هاسلول

بر آلاباما ای که دانشگاه . طی مطالعهاردها دی بر روی آناثرات سمّ

، انجام داد ،رزوراترول داشتندحاوی  تغذیهکه  هاییموشروی 

 سرطان پروستات درعوامل  در پیدایش درصد 87کاهش حدود 

سرطان  پیشرفت این سرعتو علاوه بر این  مشخص شد هاموش

بود. همچنین از سرطان مری، روده و پستان هم یافته  هشنیز کا

رفتن سطح کند. به این دلیل که سرطان پستان از بالا جلوگیری می

ی بین رزوراترول و سرطان شود، رابطهاستروژن در خون ایجاد می

تواند سرعت این سرطان پستان قابل توجه است و رزوراترول می

با استفاده از مثبت یا منفی  مطالعات دیگریا متوقف کند.  مرا نیز ک
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که رزوراترول با  ندهای سرطانی پستان، نشان دادبودن سلول

کند. در های استروژنی رقابت میاسترادیول برای اتصال به گیرنده

( وجود MCF-7حالتی که استروژن مثبت سرطان پستان انسان )

های بالا از گسترش سلولی آن رزوراترول در غلظت ،دارد

اثرات رزوراترول را بر و همکارانش   Zou.[43] کندجلوگیری می

های عضله صافی که کشت داده چرخه سلولی سلولتکثیر و کنترل 

 50-100های مورد بررسی قرار دادند؛ غلظت ،شده بود

تکثیر این  درصد 70-90میکرومولار رزوراترول باعث کاهش 

آپوپتوز  یها شد و اثرات ضدمیتوزی آن از طریق القاسلول

رسد مربوط به مسدود کردن نظر میاست، بلکه بهصورت نگرفته 

مطالعات داخل  در اخیراً .[44] در چرخه سلولی باشد G1/Sفاز 

رزوراترول که  استشده  نشان داده های حیوانیمدل سلولی

 محور های صحرایی با تحریکدر موش رااسپرم  تولیدقدرت 

عوارض جانبی  القای بدون و گنادی - هیپوفیزی – هیپوتالاموسی

وسیله افزایش بهدر خرگوش نیز رزوراترول  .[45]دهد افزایش می

های تواند اثر مثبت بر روی تعداد اسپرمسطح تستوسترون خون می

 که جاآن. از [46]های اپیدیدیم داشته باشد بیضه و تحرک اسپرم

 هایگیرنده اثر آن بر و است مانندمولکول استروژنرزوراترول یک 

پاسخ رزوراترول  که مال وجود داردتاح این، شده اثبات استروژن

hCG-LH  [47] تغییر دهدنیز  های استروژنگیرنده طریق ازرا .

در  hCG بر( کمدر غلظت ) افزایشی دارای یک اثررزوراترول 

با  [48] در مطالعات دیگران باشد.می تستوسترون تحریک تولید

)سلول تومور کرومافینی آدرنال موش  PC12استفاده از سلول 

صحرایی( اثرات رزوراترول در طول اکسیداسیون چربی ناشی از 

های عصبی ها برای سلولد؛ این سلولشآهن و اتانول آزمایش 

در نظر گرفته شدند و نسبت به  mode1عنوان دوپامینرژیک به

های آزاد بسیار حساس های فلزی سنگین و حمله رادیکالیون

ها را از ند. در نتیجه مشاهده کردند که رزوراترول سلولبود

 کند. علاوه براکسیداتیو و آسیب بافتی محافظت میاسترس پیش

و همکارانش نشان دادند که ترکیبی از ترانس  Chan این

ها مؤثرتر از در حفاظت از سلول Eیا  Cهای رزوراترول و ویتامین

. در کل ممکن [49]باشد تنهایی میها بهاکسیدانآنتی هر سه این

 کهاز اینغیر میکرومولار  200 رزوراترول، مثلاً است غلظت بالای

محیط ایجاد  فشار اسمزی درنیز تغییراتی را ، شودیت میسمّباعث 

 ود وشمیی یپلاسما غشای یکپارچگیتغییر در  به که منجر کند

رزوراترول های پایین دهد. همچنین غلظتاسپرم را کاهش می یبقا

تواند اثرات مییا انجماد سیمن،  IVF-ICSIهایی مانند در روش

اکسیدانی داشته آنتی وضعیت و اسپرم کلی یمفیدی بر روی بقا

دهنده و ادامه ROSبرای  عنوان یک مهارکنندهبهباشد و نیز 

نقش رزوراترول در رژیم غذایی برای . کار برده شودمتابولیک به

ید شده است، فقط باید یعروقی تأ -های قلبی جلوگیری از بیماری

رزوراترول خالص به شکل مطالعات بالینی انجام شود که از 

تواند در درمان دارویی مناسب برای اثبات این موضوع که می

 .گردداستفاده  ،ها هم مفید باشدسرطان

 

 گیری نتیجه

 و 100، 50ترهالوز )های سیمن با طیفی از دوزهای نمونه

های و مورد بررسی قرار گرفتند. نمونه ندمولار( رقیق شدمیلی 200

ن مولار، بیشترین درصد تحرک، سالم بودمیلی 100دارای ترهالوز 

ی را در مقایسه با یپلاسما ینقص بودن غشاغشای آکروزوم و بی

گروه کنترل نشان دادند. هیچ تفاوتی در تحرک اسپرم بین 

و  100های غلظت مولار مشاهده نشد.میلی 100و  50های گروه

های دیگر، بیشترین مقدار در مقایسه با گروهمولار میلی 200

ون تاتیهای دارای ترهالوز فعالیت گلوکالاتاز را دارا بودند. نمونه

 ، امادهندپراکسیداز را در مقایسه با گروه کنترل افزایش می

مولار( فعالیت گلوتاتیون میلی 200و  100دوزهای بالای آن )

در  دهند.می مولار کاهشمیلی 50پراکسیداز را در مقایسه با دوز 

شده ترهالوز، استرس اکسیداتیو ایجاد های داراینتیجه نمونه

دهند و میزان کیفیت سیمن را ذوب را کاهش می -وسیله انجماد به

أثیر آن ترهالوز، تاکسیدانی نتیبخشند و همچنین ویژگی آبهبود می

ین یپا هایغلظت اثردهد. نشان می را در حفاظت انجمادی غشا

اتیو اکسید فسفوریلاسیون برای هاژن القای با در ارتباط رزوراترول

 از غیر بهو و سیر تکاملی میتوکندری اثبات شده است 

اسپرم  وسازسوخترا برای  انرژیتواند ، میاکسیدان بودنآنتی

 اسپرم را بهبود بخشد. ینتیجه بقا در و فراهم کند

 

 و قدرداني تشکر

بود و  9102 با شماره یاین مقاله بخشی از طرح

معاونت تحقیقات و فناوی دانشگاه حمایت نویسندگان مقاله از 

 علوم پزشکی کاشان کمال تشکر و قدردانی را دارند.
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