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  چكيده
هاي فعال اكسيژن و پراكسيداسيون ليپيدي به اسپرم دچار آسيب فرايند انجماد اسپرم در نتيجه توليد گونه طي :سابقه و هدف

 آنتي افزودن آثار ارزيابي مطالعههدف از اين . باشداكسيداتيو شده كه احتمالاً اين آسيب دليل اصلي كاهش پارامترهاي حركتي آن مي

  .بودانساني  شده منجمد اسپرمحركتي  پارامترهاي و اكسيداتيو مختلف بر استرس دوزهاي با ملاتونين اكسيدان

 قسمتي و شد تقسيم مساوي قسمت 6 به هر نمونه. جمع آوري گرديد ،بودند طبيعي اسپرم داراي كه نفر 13مني  مايع: بررسي روش

 با محيط شستشوي اسپرم سانتريفيوژ و شسته شده و به يك بخش بدون  انجماد براي ديگر قسمتي انجماد، از قبل تازهنمونه  به عنوان

 منجمد انجمادآهسته با روش مولار ميلي 001/0و  001، 1/0 ،1 دوز هاي در اكسيدان ملاتونين آنتي اكسيدان، چهار بخش ديگر با آنتي

مالون دي آلدهيد با  و اكسيژن راديكال هاي آزاد ، همچنين CASAويژة هاي برنامه و كامپيوتري ستماز سي استفاده با تحرك. شد
   .شد ارزيابي نتايج ANOVAآماري  آزمون از استفاده با انتها در .اندازه گيري شد ELISAاستفاده از كيت 

كاهش  و افزودن آنتي اكسيدان ملاتونين باعث داشتدنبال ه اسپرم را ب كاهش پارامترهاي حركتي كلاسيك انجماد فرآيند: هايافته
 بهبود سبب تواند مي مولار ميلي 01/0 دوز با تنها ملاتونين افزودنديده شد  ميزان راديكال هاي آزاد اكسيژن و مالون دي آلدهيد شد و

   .شود انجماد از اسپرم پس تحرك
هاي فعال اكسيژن و همچنين مانع فرايند ليپيد پراكسيداسيون گونه اعانو توليد مانع ملاتونين اكسيدان آنتي افزودن: گيرينتيجه

  .بخشدمي بهبود را اسپرم تحرك قدرت آن مولار ميلي 01/0دوز  تنها و شده انجماد فرايند طي غشاي اسپرم 

  .هاي آزاد اكسيژن، مالون دي آلدهيد، موتيليتي، حفاظت انجمادي، ملاتونينراديكال :واژگان كليدي
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 فيزيولـوژيكي  طبيعـي  حالت به بازگشت و انجماد محافظ ماده

اي در طور گسترده منجمد سازي اسپرم انساني به. است گامت
ه گ ـهاي تلقيح مصنوعي و بـاروري آزمايشـگاهي بـراي ن   برنامه

هاي بعـدي  داري گامت نر و فراهم آوردن شانسي براي باروري
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نجـر بـه يـك نقـص     هاي جراحـي كـه ممكـن اسـت م    درمان
تستيكولار و يا اختلال در سيستم عملكرد انزالي شود، انجمـاد  

ها قبـل از شـروع درمـان اميـدي بـراي بـاروري بعـدي        اسپرم
در افـراد اهداكننــده اســپرم   ).2(كنــد بيمـاران را فــراهم مـي  

استفاده از سيمن فريز شده اجازه بررسي جزئيـات افـراد اهـدا    
را فـراهم   HBSو HIVيي ماننـد  كننده از نظر وجود عفونت ها

همچنـين بـراي تكـرار اعمـال جراحـي از قبيـل       . )3(آورد مي
MESA )Microsurgical Epididymal sperm aspiration (و 
TESE )testicular sperm extraction (    كه بـه عنـوان اعمـال

تـوان از  شـود، مـي  جراحي در درمان آزوسـپرمي اسـتفاده مـي   
هـاي  عليـرغم پيشـرفت  . ه نمـود منجمد كردن اسـپرم اسـتفاد  

زيادي كه در زمينه انجماد اسپرم صورت گرفته اسـت، ميـزان   
ذوب بـه طـور   -ها پس از فراينـد انجمـاد  تحرك و بقاي اسپرم

يك راهكـار مناسـب بـراي بهبـود      .يابدچشمگيري كاهش مي
آنتـي   كيفيت اسپرم منجمد شده افزودن مواد مختلف از جمله

 .)4(باشد ها مياكسيدان

اكسـيژني   هـاي فعـال  گونـه  تشـكيل  اسـپرم بـا   انجمـاد  فرايند
)ROS(از كـه  بـوده  اكسيداتيوي همراه هايآسيب و ، استرس 

نگهداري  طول در اسپرم باروري و تحرك در كاهش مهم عوامل
 طــي حفاظــت). 6و  5(شــوند مــي محســوب  (Semen)منــي

 اسـمزي  فشـار  و سرمايي شوك معرض در انجمادي، مايع مني
 واسـطه  بـه  غشـاء  اكسيداسـيون  ميـزان  در نتيجه و گرفته قرار

 امـر  كه اين يابدمي افزايش اكسيداتيو بيشتر واكنشهاي درصد

 كه آنجايي از. )7(دهد مي كاهش را اسپرم عمر تحرك و نهايتاً

رسـد  مـي  نظر به لذا مؤثراست لقاح بر ميزان پارامترهاي اسپرم
 اثـرات  وكـاهش  آزاد ايهراديكال كاهش با هااكسيدانآنتي كه

 در پارامترهاي اسـپرم  بهبود همچنين و اكسيداتيو شوك منفي
   .)8(است  برخوردار كلينيكي اهميت از ARTهاي تكنيك

 برخي تنظيم در است كه فيزاپي غده ترشحات از يكي ملاتونين

 برداشـت  قدرت ملاتونين. باشدمي مؤثر فيزيولوژيك هايپديده
 هــايراديكــال شــامل آزاد هــايراديكــال نمــودن خنثــي و

 دارا را نيتـرات  پراكسـي  هـاي  آنيـون  و پراكسيل هيدروكسيل،
در انسان ها ديـده شـده    In vivoهمچنين در محيط . باشدمي

 ROSهاي اكسيداتيو ناشـي از  است كه ملاتونين ميزان آسيب
نتـايج  . )9(دهـد  هـاي اسـپرم را كـاهش مـي    بـه ميتوكنـدري  

هـا از  اكسـيدان آنتـي  كـردن  اضـافه  هك دهدنشان مي تحقيقات
اسـت   غلظـت  بـه  وابسـته  اسـپرم  انجمـاد  طـي  جمله ملاتونين

 كـه  هـايي محدوديت علت به هاتلاش تمامي عليرغم. )10،11(

 نمونـه مطـرح   نگهداري و تهيه جمله از انساني منابع زمينه در

 هـا بـر  اكسيدانآنتي تاثير خصوص در زيادي مبهم است، نكات

ر د لذا .دارد وجود انجماد از پس انساني اسپرم رهايپارامت حفظ
 اكسيدان ملاتـونين آنتي هاي مختلفتاثير غلظت حاضر تحقيق

 انسـاني  اسـپرم  پارامترهـاي و همچنين  ROS، MDAميزان  بر
  . بررسي شد انجماد از پس

  
  مواد و روشها

 20مرد بارور با تـراكم اسـپرم بيشـتر از     13از  ،در اين مطالعه
روز خـودداري از مقاربـت،    2-3يليون در ميلي ليتـر پـس از   م

ها به مـدت  به منظور مايع شدن نمونه. نمونه مني دريافت شد
گـراد نگهـداري   درجـه سـانتي   37دقيقه در انكوبـاتور   30-20

پس از تبديل مني به حالت مايع، بر اسـاس معيارهـاي   . شدند
ولـوژي  از نظر حجـم، تحـرك و مورف  )  1999(سازمان جهاني 

به  اسپرم تحرك. )12(توسط دستگاه سيمن آناليزور آناليز شد 
 خطـي،  حركـت ): aكـلاس  ( 1درجـه  ) 1: تقسيم شد درجه 4

بـا   حركـت خطـي   ):bكلاس ( 2 درجه) 2سريع؛  و رونده پيش
 بـا  و دورانـي  درجـا،  حركت ):cكلاس ( 3 درجه) 3؛ سرعت كم

 .فاقد هر گونه حركت ):dكلاس ( 4كم؛ درجه  سرعت

 اينمونـه   :شد تقسيم مساوي قسمت 6 به فرد هر نمونه سپس

 در و شـد  و تحليـل  تجزيـه   (Fresh)تـازه  صورت به هااسپرم از

هـا پـس از   اي از اسپرمنمونه. نگرفت قرار اكسيدانآنتي معرض
شستشو در محيط انجمادي بدون ملاتـونين، باقيمانـده نمونـه    

ميلـي مـولار    001/0و  01/0، 1/0، 1جهت انجماد با دوزهاي 
پس از تركيب شدن نمونه مني با . ملاتونين در نظر گرفته شد

، ســـانتريفيوژ )SAGE, USA(محــيط شستشــوي اســپرم    
)Hettich, 5000g(   پـلاك سـلولي تشـكيل شــده    . انجـام شـد

مجددا با محيط شستشوي اسپرم تركيب گرديد و سپس براي 
سـيون  از سوسپان 7/1:0هاي آزمايشي مـورد نظـر نسـبت    گروه

محيط انجماد اسپرم، به آرامي و بـه صـورت قطـره بـه     : سلولي
، دقيقـه در دمـاي اتـاق    10ها به مدت نمونه. قطره تركيب شد

دقيقه در دماي  10درجه سانتيگراد،  -20دقيقه در دماي  10
درجه سانتيگراد و در نهايت به درون تانك نيتروژن مـايع   -70

. هـا خـارج و ذوب شـدند   بعد از دو هفته نمونـه  . منتقل شدند
ها از تانك نيتروژن خـارج  ها كرايوتيوببراي ذوب كردن نمونه

. دقيقه در دمـاي اتـاق قـرار داده شـدند     2تا  1شده، به مدت 
در جـه سـانتيگراد نگـه     37دقيقه درون بن ماري  2-5سپس 

ــه. داشــته شــدند ــه مــدت نمون ــا ب ــا دور  7ه ــه ب  g300دقيق
 سـپس محـيط   . دور ريختـه شـد  مايع رويي . سانتريفيوژ شدند

. شستشوي اسپرم اضافه و همان آناليز قبل از انجماد انجام شد
مجددا به همـان ترتيـب سـانتريفيوژ انجـام گرديـد و پـس از       
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ها روي يخ نمونه PBSشستشوي پلاك تشكيل شده با محلول 
هــا بــا دســتگاه ســونيكاتور منتقــل شــد و ليــز كــردن ســلول

)BanDelin (انجام شد .  
اين سنجش با ): ROS(هاي آزاد اكسيژن ش راديكالسنج

مطــابق . انجــام شــد )ELISA )Blue Geneاســتفاده از كيــت 
دستورالعمل كيت عمل شد و در نهايـت مقـدار جـذب نـوري     

)OD (بـا رسـم   . ها توسط دسـتگاه فتـومتر خوانـده شـد    نمونه
هاي استاندارد موجود، استانداردها در مقابل غلظت ODنمودار 
  .محاسبه گرديد μg/mlبر حسب  ROSاي هغلظت

بـه   MDAمقـادير   :)MDA(سنجش مـالون دي آلدهيـد   
هـاي  در نمونـه ) LPO(عنوان شاخص فعاليت ليپيد پراكسيداز 

و بـر  ) cayman(تيوباربيتوريك اسيد  اسپرم با استفاده از كيت

كميـت  ). 12(گيـري شـد   اندازه اساس روش رائو و همكارانش
 ODبا رسم نمـودار  با تيوباربيتوريك اسيد  دهندهمواد واكنش 

هاي استاندارد موجود، بـر حسـب   استانداردها در مقابل غلظت
nmol/lit محاسبه گرديد.  

بيـان   انحراف معيـار  ±نتايج به صورت ميانگين :آناليز آماري
ها با استفاده از آناليز يك طرفـه واريـانس   ميانگين گروه. شدند

)ANOVA(  وPost hoc-Tukey  مقادير . شدندو تحليل تجزيه
05/0< P بررســي . دار در نظــر گرفتــه شــدبــه عنــوان معنــي

و  ROSو تحرك اسپرم و همچنين بين  MDAهمبستگي بين 
آناليز ضريب همبسـتگي اسـپيرمن   تحرك اسپرم با استفاده از 

  .انجام شد
  

 
. هاي مختلف ملاتونين، كنترل انجماد و گروه قبل از انجمادهاي تيمار شده با غلظتها در گروهمقايسه موتيليتي اسپرم -1شكل 

 گروه تيمار شده با ملاتونين = MLT1ترل انجماد؛ گروه كن= CGگروه كنترل انجماد؛ = CGگروه قبل از انجماد؛ = Prefreez: اختصارها

mM1؛ MLT0.1 = گروه تيمار شده با ملاتونين mM1/0؛MLT0.01  = گروه تيمار شده با ملاتونينmM 01/0 ؛MLT0.001 =
 .>0/0P 5:  *؛mM001 /0 گروه تيمار شده با ملاتونين  
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  هايافته
 مختلف هايكلاس تحرك درصد ميانگين دهنده نشان 1شكل 
 بـا . اسـت  آزمايشـي  هـاي گـروه  بين داريمعني طحس واسپرم 

 تحـرك  درصـد  كـه  شـد  مشـخص  ها،اختلاف اين روي بررسي

دار معنـي  اختلافـي  هـا، گـروه  تمـام  بـا  )Fresh( تازه هاياسپرم
)05/0P<( انجمـاد  از پـس  تحـرك  درصـد  ميزان اگرچه. رددا 

 ملاتونين در اكسيدان آنتي از استفاده از پس ولي يافته كاهش

كنتـرل   گـروه  بـه  نسـبت  تحرك درصد ميزان انجمادي، محيط
 طـور  بـه  بهبـودي  اين .است يافته بهبود )CG freeze(انجماد 

 قابـل  مـولار  ميلـي  01/0ملاتونين  گروه در ويژه به داريمعني

و گـروه كنتـرل انجمـاد     cو  a ،bهـاي  كلاسدر  .بود مشاهده
 داريافـزايش معنـي  d اي و در كـلاس  كـاهش قابـل ملاحظـه   

مشـاهده گرديـد   ) Prefreeze(گروه قبـل از انجمـاد   نسبت به 
)05/0P< .(  
  

  
 )ROS( هاي آزاد اكسيژنميانگين غلظت راديكال -2شكل 

هاي با محيط انجمادي حاوي دوزهاي مختلف ملاتونين و گروه گروه
گروه تيمار = MLT1گروه كنترل انجماد؛ = CG. بدون ملاتونين

گروه تيمار شده با = MLT0.1  ؛mM1 شده با ملاتونين 
 گروه تيمار شده با ملاتونين=  MLT0.01؛mM1/0 ملاتونين 

mM01/0؛MLT0.001  =  گروه تيمار شده با ملاتونين  
 mM001 /00/0 5:  *؛P<. 

  
هـاي انجمـادي و گـروه كنتـرل     بين گروه cو  aهاي در كلاس

پـس از   ).<05/0P(داري مشاهده نگرديـد  انجماد تفاوت معني
بـه طـور    bهـاي افزايشـي ملاتـونين، كـلاس     بـا غلظـت   تيمار

 mMمتناسب افزايش يافت، اما ايـن افـرايش تنهـا در غلظـت     
دار بـود  ملاتونين نسبت به گروه كنتـرل انجمـاد معنـي    01/0

)05 /0<p(.    هـاي افزايشـي   همچنين پس از تيمـار بـا غلظـت
يافـت، امـا ايـن    كـاهش  به طـور متناسـب    dملاتونين، كلاس 

ملاتـونين نسـبت بـه گـروه      mM 01/0كاهش تنها در غلظت 
 .)p>0/ 05(دار بود كنترل انجماد معني

  

   ROSمقايسه غلظت 
نتايج مطالعـه ميـانگين غلظـت راديكـال هـاي آزاد  اكسـيژن       

)ROS ( بر حسب μg/ml هـاي  در گروه در اسپرم منجمد شده
و  MLT)(تـونين  با محيط انجمادي حاوي دوزهاي مختلف ملا

. نشان داده شـده اسـت   2در شكل ) (CGگروه بدون ملاتونين 
در  ROSگـردد، غلظـت   همانطور كه در اين شكل مشاهده مي

هاي منجمد شده با دوزهاي مختلـف ملاتـونين كـاهش    اسپرم
هاي با ملاتونين، راديكـال هـاي   پيدا كرده است و در بين گروه

نسبت  mM 01/0تونين آزاد اكسيژن در محيط انجمادي با ملا
  هـا و گـروه كنتـرل كـاهش قابـل ملاحظـه اي       به ديگـر گـروه  

)05/0< p (دهدرا نشان مي. 

   MDAمقايسه غلظت 
 طبــق نمــودار اســتاندارد بــر حســب      كــه MDAغلظــت 

nmol/lit اين شـكل  . نشان داده شده است 3محاسبه شده در شكل
ين به عنـوان  هاي مختلف ملاتوندهد كه استفاده از غلظتنشان مي

توانند تا حدودي مانع روند ليپيد پراكسيداسـيون  اكسيدان ميآنتي
ــد     ــد ليپي ــايي رون ــدار محصــول نه ــاهش مق ــه ك ــردد، بطوريك گ

هاي تيمار شـده بـا   گروه پراكسيداسيون يعني مالون دي آلدهيد در
هـاي منجمـد   اين كاهش در اسپرم. دهدملاتونين كاهش نشان مي

  ملاتــونين كــاهش mM 01/0ا دوز شــده در محــيط انجمــادي بــ
  . )>05/0P( دهدداري نسبت به گروه كنترل نشان ميمعني

  
در گروه  )MDA( ميانگين غلظت مالون دي آلدهيد -3شكل 

هاي با محيط انجمادي حاوي دوز هاي مختلف ملاتونين و گروه 
گروه تيمار = MLT1گروه كنترل انجماد؛ = CG. بدون ملاتونين

 گروه تيمار شده با ملاتونين= MLT0.1  ؛mM1 شده با ملاتونين 
mM1/0؛MLT0.01  =گروه تيمار شده با ملاتونين 

mM01/0؛MLT0.001  =  گروه تيمار شده با ملاتونين  
 mM001 /00/0 5:  *؛P<. 

  
  بحث

توسـط   اسـپرم  بـر  انجمـاد  تـأثير  بار اولين براي 1776 سال در
 زده يـخ  منـي  در  كـه  داشت اظهار وي .شد رشگزا اسپلانزي

MD
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 تعدادي محيط، حرارت به رساندن و مجدد ذوب از پس ،حيوان

 1866 سـال  در .آورنـد مـي  دسته ب را خود تحرك هااسپرم از

 ذوب از پـس  هـا اسـپرم  از كمي تعداد كه شد متوجه مونتگازا 

 درجـه  15 حـرارت  درجـه  در زيـادي  مـدت  كـه  منـي  مجـدد 

 ـ را خـود  تحـرك  دوبـاره  بود، دهش ذخيره سانتيگراد  دسـت ه ب

 ـ را انسـاني  اسپرماتوزوئيدهاي جانل 1937 درسال. اندآورده ه ب
 و نمـود  ذخيـره  گراد سانتي درجه -79 دماي در روز 40 مدت
 داراي هـا اسـپرم  از تعـدادي  كـه  كرد مشاهده آنها ذوب از پس

 آنتـي  كه دهدمي نشان تحقيقات نتايج .)13(باشند مي تحرك

 در محلول هاياكسيدان آنتي و چربي در محلول يهااكسيدان

 كهآنجايي از .دارند موثري نقش آزاد هايراديكال كاهش در آب

 رسد كهمي نظر به لذا موثرند، لقاح بر ميزان اسپرم پارامترهاي

 اثـرات  وكـاهش  آزاد هـاي  راديكـال  كاهش با هااكسيدان آنتي

 از هاي اسـپرم پارامتر بهبود اكسيداتيو و همچنين شوك منفي

 .)14(اسـت   برخـوردار  ART كلينيكـي در تكنيكهـاي   اهميت
نشان داد كه ملاتونين باعث  In vitro در شرايط پلزيس مطالعه

يـا غيـر مسـتقيم راديكـال هـاي آزاد      خنثي كـردن مسـتقيم   
امــا بــر ميــزان  ،شــود NOنيتــروژن و كــاهش قابــل ملاحظــه 

در مطالعـه مـا   . )15( هاي آزاد اكسيژن تـاثيري نـدارد  راديكال
هــاي در اســپرم) ROS(هــاي آزاد اكســيژن بررســي راديكــال

منجمد شده در محيط انجمادي بـدون ملاتـونين و همچنـين    
هـاي منجمـد شـده در    ها در اسپرممقايسه ميزان اين راديكال

، 1/0، 1(هاي مختلف ملاتـونين  محيط انجمادي حاوي  غلظت
بر حسب ميلي مولار نشان داد كـه ملاتـونين   ) 001/0و  01/0

بنـابراين  . شـود هـاي آزاد اكسـيژن مـي   باعث كاهش راديكـال 
گزارش ما بر خلاف گزارشاتي اسـت كـه اثـر آنتـي اكسـيداني      

     هــاي آزاد بــر پايــه نيتــروژن ي راديكــالملاتــونين را تنهــا رو
داري بـين  همچنين در مطالعه ما ارتباط قابل معنـي  .دانندمي

و ميزان تحرك اسپرم ديده نشد كه اين نتيجه با  MDAسطح 
 را ارتبـاطي  همكاران مطابقت داشت كه هيچ سليمان وگزارش 

 پلاسـماي سـمينال   MDA سـطح   و اسپرم تحرك ميزان بين

مشاهده شد كه به انجام شده  در تحقيق). 16( نكردند مشاهده
طور كلي تاثير ملاتونين بر پارامترهاي حركتي اسـپرم وابسـته   

كه اثر  باشد و اين گزارش با مطالعه بال و همكارانشبه دوز مي
وابسته به دوز ملاتونين را بر پارامتر هاي حركتي اسپرم مـوش  

ــرايط  ــد  In vitroدر ش ــزارش نمودن ــين گ ــاكو و و همچن  س
مطابقت دارد  ،كه اين اثر را در گوسفند نشان دادندهمكارانش 

 انجمـادي  هـاي بانك از استفاده با اخير هايل سا در .)18 ،17(
 تـوان مـي  بنابراين .است شده چندان دو بيماران باروري به اميد
 حركـت، ( هـا اسپرم كليدي و اساسي پارامترهاي حفظ كه گفت
 رونـد  طـي  گونـاگون  هـاي آسيب برابر در)  ... و ماني زنده توان

 همواره ذوب از پس اسپرمها باروري توان افزايش و ذوب-انجماد
 با توجه به نتايج حاصل از. است بوده مطرح هدف يك عنوان به

توان با تكرار آزمايشات ديگـر در ايـن زمينـه و    اين مطالعه مي
همچنين . دمند گردياز اين نتايج بهره IVFتاييد آنها در مراكز 

هاي ديگر پستانداران از نتـايج  با تكرار اين آزمايش روي نمونه
ــا در آزمايشــگاه  ــاروري آنه ــزايش قابليــت ب ــراي اف هــاي آن ب

 .تحقيقاتي استفاده نمود

شـد كـه    مشـخص  حاضـر  پـژوهش  در آمده عمل به بررسي در
هاي فعـال  گونه انواع توليد مانع ملاتونين اكسيدان آنتي افزودن

و همچنين مانع فرايند ليپيد پراكسيداسـيون غشـاي   اكسيژن 
 آن مولار ميلي 01/0دوز  تنها و شده انجماد فرايند طي اسپرم 

    .بخشدمي بهبود را اسپرم تحرك
 

 و تشكر دانيقدر
از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ايـلام كـه بـا    

ا ، م)65/901014شماره (هاي اين طرح تصويب و تأمين هزينه
اند، سپاسـگزاري  را در انجام اين پروژه تحقيقاتي ياري رسانيده

  .نماييممي
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