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های  رابطه بین غلظت کلسیم داخل سلولي و تولید راديكال

ذوب شده ـ آزاد اکسیژن در اسپرماتوزوای تازه و منجمد

 انسان
 3بهاره ابراهیمي، *6، سارا کشتگر0فريده ايروانپور

مرکز  3،گروه فیزيولوژی، دانشگاه علوم پزشكي شیراز، شیراز، ايران 6،شیراز، دانشگاه علوم پزشكي شیراز، شیراز، ايرانمرکز تحقیقات علوم اعصاب  0

 تحقیقات سالمندی، دانشگاه علوم پزشكي شیراز، شیراز، ايران

 10/10/0011 تاريخ پذيرش:           03/15/0011تاريخ وصول: 

 چكیده:

بسیاری از  ها است. ها به صورت منجمد در نیتروژن مايع يک روش پرکاربرد برای حفظ طولاني مدت آن نگهداری اسپرمزمینه و هدف: 

ها ناشي از  دهند. اين آسیب مانند و بسیاری نیز قدرت تحرک خود را از دست مي ها پس از ذوب شدن، آسیب ديده و زنده نمي اين اسپرم

های  های يخ و افزايش تولید راديكال ا به خاطر تغییرات فشار اسمزی، تشكیل کريستاله آسیب به غشا اسپرم و تغییر نفوذپذيری به يون

های آزاد اکسیژن در اسپرماتوزوای  هدف از اين مطالعه تعیین رابطه بین غلظت کلسیم داخل سلولي و تولید راديكالآزاد اکسیژن است. 

 .تازه و منجمدـ ذوب شده انسان بود
 

به  انتخاب و  نمونه سیمن انسان بارور به طور تصادفي 35تعداد انجام شد،  0336در سال  که نیمه تجربيدر اين مطالعه  روش بررسي:

نیتروژن مايع  های استاندارد انجماد برای يک ماه در های گروه دوم به روش ذوب شده تقسیم شدند. اسپرمـ دو گروه تازه و منجمد

قرار گرفتند.  (A23187)میكرومولار اينوفور کلسیم  01های منجمد، پس از ذوب شدن در معرض  اسپرم های تازه و نگهداری شدند. اسپرم

 میزان تحرک، بقا و وضعیت آکروزوم در هر دو گروه در شروع آزمايش و بعد از قرار گرفتن در معرض اينوفور کلسیم بررسي شد.

های آزاد اکسیژن با  و میزان تولید راديكال Flou-3/AMاز رنگ فلوروسنت محتوای کلسیم داخل سلول، با روش فلوسیتومتری و استفاده 

تجزيه و تحلیل و پیرسون  ويتنيـ  منهای  با آزمونآوری شده  ی جمعها لومینیسنس ارزيابي شد. داده  استفاده از لومینول و با روش کمي

 .ندشد
 

ذوب به طور ـ های با آکروزوم سالم پس از پروسه انجماد اسپرمهای زنده، متحرک و پیشرونده و درصد  درصد کل اسپرم ها: يافته

های زنده و  های زنده شد، اما درصد اسپرم به محیط سبب افزايش کلسیم داخل سلولي اسپرم A23187 داری کاهش يافت. افزودن معني

ولي اين افزايش  ،در هر دو گروه بیشتر کردهای زنده  های آزاد اکسیژن را به ازای سلول متحرک هر دو گروه را کم کرد. تولید راديكال

دار بین کلسیم داخل  . نتايج وجود يک رابطه مثبت معني(>000/0p)داری از گروه تازه بیشتر بود ذوب شده به طور معنيـ در گروه منجمد

 های آزاد اکسیژن را نشان داد. سلولي و تولید راديكال
 

ـ  های تازه يا منجمدبه اسپرم A23187 به وسیلهاما افزايش ورود کلسیم  ،يون کلسیم برای عملكرد طبیعي اسپرم لازم است  گیری: نتیجه

داری با کلسیم داخل  و معني های آزاد اکسیژن رابطه مستقیم  شود. میزان راديكال ذوب شده، سبب آسیب بیشتر و کاهش حرکت و بقا مي

شوند و اين مسئله ممكن است به خاطر افزايش  ناشي از انجماد با مقادير زيادتر کلسیم داخل سلولي تشديد ميهای  سلولي دارد. آسیب

 های آزاد اکسیژن باشد. تولید راديكال
 

 های آزاد اکسیژن، آسیب ناشي از انجماد ذوب اسپرم، کلسیم داخل سلولي، راديكالـاسپرماتوزوا، انجماد های کلیدی: واژه

 شیراز، دانشگاه علوم پزشكي شیراز، گروه فیزيولوزی، مسئول: سارا کشتگرنويسنده *
Email: keshtgar@sums.ac.ir 
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 مقدمه

هـای   نگهداری اسپرم انسـان بـرای مـدت   برای 

طولاني، آن را بـه صـورت منجمـد شـده در نیتـروژن      

. با اين روش، هر چند کـه درصـدی   دهند قرار ميمايع 

ها پس از ذوب شدن، توانايي لقاح و بـاروری   از اسپرم

از آنها نیـز در   تعداد قابل توجهيولي  ،کنند را حفظ مي

يـــادی هـــای ز ذوب، آســـیبـ طـــي پروســـه انجمادـــ

توان به کـاهش   ميها  اين آسیبکه از جمله  (0)بینند مي

هـای   و افـزايش تعـداد اسـپرم    DNAتحرک، آسـیب بـه   

هـا در   . ايـن آسـیب  (6ـ0)مرده در هر نمونه اشاره کرد

ای ناشـي از انجمـاد شـناخته    ه ـ مجموع به نـام آسـیب  

شـامل تغییـرات   هـای مختلفـي    که علـت ( 5و 2)شود مي

اد ــــذوب، ايجـ  ه انجمادــفشار اسمزی در طي پروس

هـای آزاد   هـای يـخ،  افـزايش تولیـد راديكـال      کريستال

بـرای بـروز آنهـا     استرس اکسیداتیو اکسیژن و ايجاد 

 (.5و 2)وجود دارد

 ــ ــه انجماد ــاهش   ـپروس ــبب ک ــزان ذوب س می

هــای آزاد  هــا و افـزايش تولیــد راديكـال   اکسـیدان  آنتـي 

سیتوپلاسـم  . اسپرم بالغ، حجـم  (2ـ8)شود اکسیژن مي

هــــای  انــــدکي دارد و بنــــابراين محتــــوای آنــــزيم

اکسیداني آن اندک است و از طرف ديگـر، مقـادير    آنتي

زيادی اسیدهای چـرب اشـباع نشـده در غشـا اسـپرم      

های ناشي  وجود دارد که اين سلول را بسیار به آسیب

بـه نظـر   . (3ـ00)نمايد از استرس اکسیداتیو حساس مي

هـای ناشـي از    آسـیب ز رسـد کـه حـداقل بخشـي ا     مي

 (.06انجماد به خاطر استرس اکسیداتیو باشد)

 NADPHغشـــــايي میتوکنـــــدری و آنـــــزيم 

هـای   دو منبع اصلي بـرای تولیـد راديكـال    (0)5اکسیداز

. افـزايش  (03ـ05)آزاد اکسیژن در اسپرم انسان هستند

هـای   راديكـال سبب افزايش تولیـد  کلسیم داخل سلولي 

 (02)در اسپرم تازه )منجمد نشـده( اسـب   آزاد اکسیژن

ثیر مثبــت أ. تــ(00و  08)و اســپرم انســان شــده اســت

های  افزايش کلسیم داخل سلولي بر روی تولید راديكال

نشـــان داده  میتوکنـــدری بـــه وســـیله آزاد اکســـیژن

 NADPHآنـزيم   (. از اين گذشته کشـ  وجـود  03شده)

( و 00و05بـر روی اسـپرماتوزوآی انسـان)    5اکسیداز

ايـن آنـزيم بـه کلسـیم داخـل       یـت يافتن وابسـتگي فعال 

ــه بخشــي از    ــت نمــود ک ــن احتمــال را تقوي ســلولي اي

هــای آزاد تولیــد شــده در اســپرم، بــه دنبــال  راديكــال

افزايش کلسیم داخـل سـلولي، ممكـن اسـت بـه خـاطر       

افـزايش  بنـابراين   (.61افزايش فعالیت اين آنزيم باشـد) 

وز اســترس بــیش از حــد کلســیم داخــل ســلولي و بــر

هـايي هسـتند کـه بـه نظـر       اکسیداتیو از جمله مكانیسم

هـای ناشـي از انجمـاد نقـش      رسد در ايجاد آسـیب  مي

   .(60ـ60)داشته باشند

بـه افـزايش    هـا  پـژوهش در حالي که بعضي از 

کیـد  أبعـد از ذوب شـدن، ت   اسـپرماتوزوآ کلسیم داخل 

ديگر، کاهش غلظـت   های پژوهش، در (65و 62)کنند مي

ذوب گـزارش شـده   ـ   کلسـیم در طـي پروسـه انجمـاد    

. از طرف ديگر نشـان داده شـده اسـت    (60و  68)است

هـای مخصـوا انجمـادی کـه      که اسـتفاده از محلـول  

ــت  ــاوی غلظ ــا     ح ــتند ي ــیم هس ــری از کلس ــای کمت ه

هستند کـه بـا    EDTAهايي که حاوی موادی نظیر  محیط
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 ــ ه داخــل اســپرم چــلات کــردن کلســیم، از ورود آن ب

شود که میزان بقا اسـپرم   جلوگیری مي کنند، سبب مي

  .(63)و تحرک آن بعد از ذوب شدن، افزايش يابد

از طـرف ديگــر، نقـش بســیار اساسـي کلســیم    

عملكرد نرمال اسپرم انسان، شـناخته شـده    برای حفظ

در  ايـن يـون  بسیاری به نقش  های پژوهشدر است و 

پذيری  تحرک اسپرم، ايجاد واکنش آکروزومي، ظرفیت

هدف از ايـن  . (31و  30)کید شده استأو توانايي لقاح ت

مطالعه تعیین رابطه بین غلظت کلسیم داخـل سـلولي و   

هــای آزاد اکســیژن در اســپرماتوزوای  تولیــد راديكــال

 تازه و منجمدـ ذوب شده انسان بود.

 

 روش بررسي

 0336 کـه در سـال   تجربينیمه در اين مطالعه 

 انمـرد  های مـايع منـي   نمونهآزمايش روی  انجام شد،

مايع مني بـه   تجزيه و تحلیلکه برای  ای  ساله 01تا  61

 وبودنـد   مراجعه کـرده مرکز درمان ناباروری شیراز 

هـا   آنخـرين فعالیـت جنسـي    آروز از  5تـا   3کم  دست

سـاعت  نیم  ی مايع منيها نمونهشد.  گذشته بود، انجام

داری و پس از روان شدن مايع مني،  در دمای اتاق نگه

بررسـي   هـا  نمونـه حجم، اسیديته و میـزان چسـبندگي   

ــا حرکــت پــیش  شــد. درصــد اســپرم ــده و  هــای ب رون

، درصـد  تحـرک  بـي هـای   ، درصد اسپرمرونده پیش غیر

 طبیعـي های با شكل ظـاهری   های زنده و اسپرم اسپرم

جهـاني ارزيـابي   مطابق معیارهـای سـازمان بهداشـت    

تا اين قسمت از آزمايشات در مرکـز درمـان    (.36شد)

نمونـه کـه    35 از باقیماندهحجم ناباروری انجام شد و 

مطابق معیارهـای   و ديگر مورد استفاده آن مرکز نبود

، در بودنـد بـارور  طبیعـي و  سازمان بهداشـت جهـاني   

هــای ايــن  کمتــر از يــک ســاعت بــرای انجــام آزمــايش

انجـام   آزمايشگاه دانشگاه انتقال داده شـد. پژوهش به 

اخلاق دانشگاه علـوم پزشـكي    ی اين پژوهش در کمیته

 .ه استبه تصويب رسید شیراز

 )سیگما، ان 01افـبا محیط کشت همز ها نمونه

هـای مـرده،    تـا سـلول   شـو داده شـد   و  ( شست2233

های اپیتلیـومي حـذف شـود.     های سفید و سلول گلبول

گـراد و   درجـه سـانتي   30ها در دمای  پس از آن نمونه

شــد تــا  شــتهدا  دی اکســیدکربن نگــه درصــد 5فشــار 

بعـد   .شوندهای متحرک در محیط کشت شناور  اسپرم

آوری و تعداد اسـپرم بـا    از يک ساعت مايع رويي جمع

هـای   لام نئوبار شمارش شد. درصد اسپرم استفاده از

، درصــد رونــده پــیش  غیــررونــده و   بــا حرکــت پــیش

های زنده ارزيابي  تحرک و درصد اسپرم بيهای  اسپرم

تصادفي بـه دو    شیوههای مايع مني به  . نمونه(36)شد

 تقسـیم شـد.   ذوب شـده ـ منجمد ـتـازه و  اصـلي   دسته

ديگـر   ی هـا در هـر نمونـه بـا نمونـه      تعداد اسپرمچون 

ها طوری رقیـق شـد کـه در نهايـت      متفاوت بود، نمونه

میلیـون در   61هـا بـه    از آن يـک تعـداد اسـپرم در هـر    

پنج نمونه از هر گروه برای ارزيـابي  و  لیتر رسید میلي

 سلولي آماده شد.  درونکلسیم 

ــه ــرای نمون ــ ب شــده   ذوبـ هــای گــروه منجمد

 شـد. ابتـدا محـیط کشـت خـاا      زير انجام  های همرحل

بــا حجــم برابــر بــا  (ORIGIO11010010)انجمــاد اســپرم

و در  محیط کشت هر نمونه، با سرعت بسـیار آهسـته  
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شد و با اضافه کردن هر  اضافه دقیقه به آن  01 عرض

قطره مخلوط به آهستگي و دقت هـم زده شـد. حـدود    

هــای مــو ین   میكرولیتــر از مخلــوط بــه لولــه    511

شـد   بستهها  ، انتهای لولهمخصوا انجماد کشیده شد

 31بـرای  اتـاق،   دمـای در نگهداری دقیقه  01و پس از 

 گذاشته،گراد  سانتي  درجه ـ01 دمایدقیقه در فريزر با 

به  ها انتقال داده شد. نمونهازت مايع  مخزنو سپس به 

شـد. پـس از    شـته دا يک ماه در نیتروژن مايع نگهمدت 

ــت ــان  نگذشــ ــن زمــ ــه ،ايــ ــا در  نمونــ ــایهــ                            دمــ

ــاق ذوب و  ــذفاتـ ــرای حـ ــردن بـ ــت  کـ ــیط کشـ                     محـ

شـو داده   و  شسـت  01افـ مخصوا انجماد، با همز ـ

 .(33)شد

ذوب شـده بـه سـه    ــ    هر نمونه تازه يا منجمد

( و DMSOدرصـد   0/1گروه آزمايشـي کنتـرل، حـلال)   

ــاوی   ــروه ح ــولار  01گ ــوان  A23187میكروم ــه عن ، ب

ــور کلســیم، )ســیگما ســي  ( تقســیم شــد. 0566ايونوف

ــه ــای     نمون ــاعت در دم ــک س ــرای ي ــا ب ــه  30ه درج

دی اکســید کــربن نگهــداری  درصــد 5گــراد و  ســانتي

 شدند.

ها از میكروسكوپ  برای ارزيابي حرکت اسپرم

برابـر اسـتفاده شـد.     011کنتراست با بزرگنمايي ـ فاز

میكرولیتر از نمونه بر روی لام گذاشته و بـا   01حجم 

اســتفاده از بــا روی آن پوشــانده شــد و  66×66لامــل 

فیلد هـر   01دوربین متصل به میكروسكوپ، از حداقل 

برداری شـد. حرکـت    ثانیه فیلم 05کدام به مدت حداقل 

های بـا   اسپرم بررسي شد و درصد اسپرم 611حداقل 

رونـــده، درصـــد  پیشغیـــررونـــده و  حرکـــات پـــیش

تحـرک مطـابق دسـتورالعمل سـازمان      هـای بـي   اسپرم

 (. 36بهداشت جهاني تعیین شد)

های مرده و زنده، از برای تعیین درصد اسپرم

آمیزی ا وزين اسـتفاده شـد، بـا ايـن روش     روش رنگ

های مرده با غشاء پلاسمايي آسیب ديـده، رنـگ   اسپرم

گــرم 5/1گیرنــد. بــرای تهیــه رنــگ ا ــوزين،  قرمــز مــي

سـديم   درصـد  3/1لیتر محلـول  میلي 011در   Yا وزين

ــد و    ــل گردي ــد ح ــر از 5کلراي ــا   میكرولیت ــه ب  5نمون

میكرولیتر از محلول ا وزين، بر روی لام، مخلوط شـد.  

ثانیه،  31روی آن گذاشته و بعد از  66×66سپس لامل 

 011و بـا بزرگنمـايي   نوری میكروسكوپ  اسلايدها با

اسـپرم   611حداقل  ،برابر مورد بررسي قرار داده شد

بـه   ،هايي که رنـگ نگرفتـه بودنـد    . اسپرمشدشمارش 

 ،های که رنگ قرمز گرفتـه بودنـد   ه و اسپرمعنوان زند

 .(36)به عنوان اسپرم مرده شمارش شدند

ــماز  ــر  01 حج ــروه  میكرولیت ــر گ ــه ه از نمون

دقیقـه در هـوای اتـاق     01و به مدت  کشیده شد اسمیر

 31به مـدت  ته شد تا خشک شود. سپس اسلايدهاگذاش

 قرارداده شدندمتانول خالص در حوضچه حاوی  ثانیه

در معرض هوای اتـاق گذاشـته و خشـک    پس از آن و 

، داخل فريزر در دمـای  آزمايششدند و تا زمان انجام 

   .نگهداری شدند  گراد ـ درجه سانتي61

 وضــعیتبــرای بررســي  در روز آزمــايش، 

با فسفات بـافر    FITC-PSAلكتینها،   آکروزومي اسپرم

رقیق شد. اسـلايدها   61به  0( به نسبت =0/0pHسالین)

خارج شدند و در دمای اتـاق،   گراد ـ درجه سانتي61از 

از محلـول   µL51قرار داده شدند. هر نمونه در معرض 
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قرار FITC-PSA ( لیتر میكروگرم بر میلي 51رقیق شده )

دقیقــه داخــل اتاقــک مرطــوب و  31گرفـت و بــه مــدت  

بـه  دقیقـه اسـلايدها    31تاريک قرار داده شد. در پايان 

دقیقه در ظرف حاوی آب مقطر گذاشـته شـد.    05مدت 

میكروگـرم در   01با غلظـت   DAPI میكرولیتر 51سپس 

اتاقک در دقیقه  5و بر روی اسمیر ريخته شد لیتر  میلي

دقیقه در  5مرطوب و تاريک انكوبه شد. سپس به مدت 

اسلايدها در انتها ظرف حاوی آب مقطر گذاشته شد و 

میكروسـكوپ   بـه وسـیله  از نظر واکـنش آکروزومـي   

در بزرگنمـايي   DAPIو  FITCبـا فیلترهـای    فلوروسنت

X0111 به وسـیله به اين ترتیب که ابتدا  ،بررسي شدند 

ها بـه صـورت آبـي درخشـان     هسته سلول DAPIفیلتر 

فیلتـر  به وسـیله  آکروزوم و سپس  تشخیص داده شد

FITC هــر گــروه در  .(36)مــورد بررســي قــرار گرفــت

 سـه هـا بـه   اسپرم شمارش شـد و اسـپرم   011حداقل 

هايي که در ناحیه سر، رنـگ   اسپرم. دسته تقسیم شدند

هـای سـالم،    سبز بـا درخشـندگي زيـاد داشتند)اسـپرم    

، انـد(  هايي که واکـنش آکروزومـي نداشـته    يعني اسپرم

هايي که در ناحیه سر درخشندگي سبز ضعیفي  اسپرم

ــه و داشتند)اســپرم اکــنش آکروزومــي نســبي هــايي ک

هـا   هـايي کـه تنهـا ناحیـه اسـتوايي آن      اسپرم، اند( داده

هايي که واکنش آکروزومـي   درخشندگي داشتند)اسپرم

 .(اند کامل داده

هـای   راديكـال میزان تولید پايه و تحريک شـده  

اســپرم بــه وســیله ســنجش  بــه وســیله آزاد اکســیژن

ريـدر   لومینسنس با استفاده از دستگاه میكروپلیت کِمي

گیری شد. برای اين منظور از پروب لومینول بـه   اندازه

استفاده شـد. بـه    Horseradish Peroxidase (HRP)همراه 

میكرولیتـر از نمونـه شسـته شـده      311طور خلاصـه  

لیتـر در   میلیون اسپرم در هر میلـي  61اسپرم با غلظت 

خانه قرار داده شد و پروب لومینول حل شده  32پلیت 

ــا غلظــت نهــايي  DMSOدر  ــه آن  651ب میكرومــولار ب

واحـد در   06با غلظت نهـايي  HRPاضافه گرديد. سپس 

سیگنال حاصله به هر چاهک  تقويتجهت لیتر  هر میلي

 30لومینسـنس در دمـای     اضافه گرديد. سیگنال کِمـي 

دقیقـه در گـروه هـای     05مـدت  گـراد بـه    درجه سانتي

مختل  آزمايشي مورد بررسي قرار گرفت. زمان جمع 

 .   (05)ثانیه بود 01آوری سیگنال در هر زمان 

دسـتگاه   بـه وسـیله  میزان کلسیم داخل سلولي 

فلوسايتومتری مورد ارزيابي قـرار گرفـت. بـرای ايـن     

جهـت شناسـايي   Fluo-3 AM منظوراز پـروب فلورسـنت  

منظـور   بـه  PI فلوروسنت ي و مادهکلسیم درون سلول

 011ها اسـتفاده شـد. بـه     بررسي وضعیت بقای سلول

 01میكرولیتر از نمونه شسته شـده اسـپرم بـا غلظـت     

حـل  Fluo-3 AMمیلیون اسپرم در هر میلـي لیتـر پـروب   

میكرومـولار اضـافه    0با غلظت نهـايي   DMSOشده در 

ــای     ــاريكي و در دم ــا در ت ــه ه ــد. نمون ــه  30ش درج

دقیقه نگهداری شـدند. پـس از    31گراد، به مدت  سانتي

دقیقه  5اضافي به مدت   دقیقه به منظور حذف رنگ 31

سانتريفوژ شدند، سپس محلول رويـي دور   g× 511در 

ريخته شـد و رسـوب بـه دسـت آمـده بـا اسـتفاده از        

میكرولیتـر   511بـه حجـم    مجـددا   01اف ـهمز ـمحلول 

هـا بـه    روههـای همـه گ ـ   پس از آن نمونـه  رسانده شد.

های مخصوا فلوسايتومتری انتقـال داده شـد و    لوله
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با غلظت نهايي  سالین بافر فسفاتحل شده در  PIماده 

میكرومــولار اضــافه شــد. تمــام مراحــل در تــاريكي  5

 به وسـیله اسپرم در هر گروه  51111انجام شد. تعداد 

ارزيـابي   (بیوساينسس، آمريكـا دستگاه فلوسیتومتری)

آنـالیز   FlowJoشد و نتـايج بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      

 .(33)شد

آوری شــده بــا اســتفاده از    هــای جمــع  داده

 و ويتنــي مــنهــای آمــاری  و آزمــون SPSS افــزار نــرم

  تجزيه و تحلیل شدند. پیرسون

 

 ها يافته

پس از شستشو،  در ابتدای آزمايش و ها، نمونه

ذوب ـ به صورت تصادفي به دو گروه تـازه و منجمد ـ 

شده تقسیم شدند و قبل از اين که پروسه انجماد روی 

 ؛هـا از جملـه   نمونه ها صورت گیرد، مشخصات نمونـه 

میزان و انواع تحرک، درصد بقا و واکنش آکروزومـي  

آورده شـده اسـت و    0بررسي شـد. نتـايج در جـدول    

ها در شروع آزمايش از لحـا    نشان مي دهد که نمونه

هـايي کـه واکـنش     حرکت، درصد بقا و درصـد اسـپرم  

داری  اند، تفـاوت معنـي   آکروزومي خود به خود داشته

 با هم نداشتند.

ــل اســپرم  ــا درصــد ک ــرک و درصــد ه ی متح

ــه   اســپرم ــس از پروس ــت پیشــرونده پ ــا حرک ــای ب               ه

، در حالي يافتداری کاهش  ذوب به طور معنيـ انجماد

هـای بـا حرکـت غیـر      که در اين شرايط تعـداد اسـپرم  

. کردهای بدون تحرک، افزايش پیدا  پیشرونده و اسپرم

آکروزومـي هـم نشـان دهنـده      وضـعیت ارزيابي بقا و 

آکروزومي پـس از   از دست رفتنکاهش بقا و افزايش 

 (.0)جدول بودذوب ـ  پروسه انجماد

های زنده در  حرکت پیشرونده و درصد اسپرم

ذوب شـده کـه   ـ های گروه تازه و گروه منجمد ـ اسپرم

اند، بـه طـور    داشته A23187برای يک ساعت در معرض

داری کــاهش يافـــت. در ايــن شــرايط، تمـــام     معنــي 

 0/01 ± 3/8 ه وذوب شــدـ هــای گــروه منجمدــ اســپرم

ــپرم  ــد از اس ــازه  درص ــای ت ــده    ،ه ــرک ش ــدون تح ب

در محیط سبب افـزايش   A23187(. وجود 0بودند)شكل 

در گروه تازه شد، امـا ايـن    های بدون آکروزوم اسپرم

در لـذا   ؛ذوب شـده تغییـر نكـرد   ـ درصد گروه منجمد ـ

داری بـا گـروه کنتـرل     گروه حـلال نیـز تفـاوت معنـي    

 مشاهده نشد.

 ،مواجهـه بـا عوامـل اکسـید کننـده      لومینول در

دستگاه پلیت  به وسیلهنوری از خود ساطع مي کند که 

. در ايـن  قابل ارزيابي است لومینوسنسمجهز به  ريدر

میزان نور ساطع شده به عنوان واحـد نسـبي    آزمايش

گزارش شده است. واحد نسبي نور در بین  RLUنور يا 

نیــز  A23187هــای آزمايشــي حتــي در حضــور  هگــرو

هــای آزمايشــي از خــود  داری در گــروه تفــاوت معنــي

نشان نداد، اما وقتي واحد نسبي نـور سـاطع شـده بـه     

های زنده محاسبه شده، تفاوت آشكار شد.  ازای سلول

 ،نشــان داده شــده اســت 6طــور کــه در جــدول  همــان

بـه  تولید شده  داری بین واحد نسبي نور اختلاف معني

ـ های تـازه و منجمد ـ  روهبین گهای زنده،  سلولوسیله 

ــم در حضــور     ــرل و ه ــت کنت ــم در حال ذوب شــده ه

A23187 .مشاهده شد 
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هـای آزمايشـي، میـزان کلسـیم      در تمام گـروه 

داخل سلولي و بقا اسپرم با روش فلوسیتومتری و بـا  

ــروب ــای فلوروســنت  اســتفاده از پ  PIو  Fluo-3 AMه

نشان داده شده اسـت.   6ارزيابي شد و نتايج در شكل 

 ـمنجمد ـ در گروه های مرده با کلسیم کم رصد اسپرمد

داری بالاتر از گروه تازه بـود   ذوب شده به طور معني

هـای زنـده بـا کلسـیم بـالا در       و برعكس درصد سلول

ذوب شده کمتر از گروه تازه بـود.  ـ های منجمد اسپرم

های زنده با کلسیم بالا در محـیط   گر چه درصد سلول

ــا شــدت متوســط    A23187حــاوی  ــت، ام ــری نیاف تغیی

داری زياد شد و در گروه  نورفلوروسنت به طور معني

در و  1/580±3/32بــــــه  0/680 ±2/60تــــــازه از 

بـه   1/005±8/06از ذوب شده ـ منجمدروه ـــــــــــگ

 .(6ـ )شكل هرسید 8/30±1/311

نشان مـي دهـد کـه يـک رابطـه مثبـت        3شكل 

بین متوسط نورفلوروسنت مربـوط   (p=13/1)دار معني

هـای آزاد اکسـیژن در    و  تولید راديكـال  Fluo-3 AMبه 

( RLU )بر اساس واحد نسبي نور ساطع شده يـا اسپرم

 وجود دارد.

 شدههای منجمد  ذوب شده در شروع آزمايش و پس از ذوب اسپرمـ های گروه تازه و منجمد : مشخصات اسپرم0جدول 

 

 ها)درصد( مشخصات اسپرم

 

 (08گروه تازه )تعداد =

 خطای استاندارد ±میانگین 

 

 (00تعداد =گروه منجمد ـ ذوب شده)

 خطای استاندارد ±میانگین 

 بعد از ذوب ذوب-قبل از پروسه انجماد

6/6 ±6/00  حرکت پیشرونده    3/00±1/6  5/06±8/6 ** 

0/6±2/00  حرکت غیر پیشرونده  1/06±0/0  2/63±1/3 ** 

8/0±0/00  اسپرم های بدون حرکت  1/02±3/0  0/23±0/0 ** 

0/88  حرکت کل ± 8/0  3/83±3/0  0/32±0/0 ** 

0/0±3/31  بقا  6/88±0/0  0/03±3/6 ** 

3/8   واکنش آکروزومي   ± 3/0  0/8  ± 5/0  0/83±6/3 ** 

 

 (>110/1pذوب)ـ پروسه انجماد ها قبل از طي های تازه و اسپرم دار با اسپرم نشان دهنده اختلاف معني **
 

 

 ذوب شدهـهای تازه و منجمد های آزاد اکسیژن در گروه بر تولید راديكال A23187: اثر 6جدول 

 

 RLU)واحد نسبي نور ) گروه

 خطای استاندارد ±میانگین 

 به ازاء هر سلول زنده 01111واحد نسبي نور ضربدر 

 خطای استاندارد ±میانگین  

 اسپرم های تازه
 5/00 ±0/00 1/06601±3/3388 کنترل

A23187 (01 )3/80 ±6/01* 1/00303±2/6636 میكرومولار 

 ذوب شده-اسپرم های منجمد
 0/28±3/0† 1/8020±3/215 کنترل

A23187 (01 )6/6386±0/0002†* 8/01223±0/0230 میكرومولار 

 (>110/1pدار با اسپرم تازه) نشان دهنده اختلاف معني †( و >10/1pهای کنترل مربوطه) دار با گروه نشان دهنده اختلاف معني *
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نشان دهنده اختلاف معني دار با گروه های کنترل  *ذوب شده. -روی حرکت، بقا و وضعیت آکروزوم در گروه تازه و منجمد A23187: اثر 0شكل 

 .(>110/1pنشان دهنده اختلاف معني دار با اسپرم های تازه مشابه ) †( و >110/1pمربوطه )

 

 
های تازه در گروه کنترل و گروه حاوی  . ال  و ب(  به ترتیب، اسپرمPIو Fluo-3 AM آمیزی فلوروسنت اسپرماتوزوآی انسان با  : رنگ6شكل 

A23187ذوب شده در گروه کنترل و گروه حاوی -های منجمد . ج و د( اسپرمA23187 .ه( شدت متوسط نور فلوروسنت در گروه های آزمايشي .

 (>10/1pنشان دهنده اختلاف معني دار با گروه های کنترل مربوطه ) *
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 و شدت نسبي نور Fluo-3 AM: رابطه بین شدت متوسط نورفلوروسنت ناشي از 3شكل 

 

 بحث

ادـ ذوب، ـــه انجمــــي پروســـها در ط اسپرم

بیننـد کــه در مجمـوع بـه نــام     هـای زيــادی مـي   آسـیب 

بخشـي   وشـود   های ناشي از انجماد شناخته مي آسیب

هـای   ها به خـاطر افـزايش تولیـد راديكـال     از اين آسیب

رابطـه مثبـت بـین    در ضمن (. 5و 2آزاد اکسیژن است)

هــای  افــزايش کلســیم داخــل ســلولي و تولیــد راديكــال

وابسـتگي فعالیـت    .(03داده شـده) آزاداکسیژن نشـان  

به کلسـیم داخـل سـلولي نیـز      5اکسیدازNADPH  آنزيم

هـدف از ايـن مطالعـه تعیـین     (. لذا 61اثبات شده است)

ــد      ــلولي و تولی ــل س ــیم داخ ــت کلس ــین غلظ ــه ب رابط

های آزاد اکسـیژن در اسـپرماتوزوای تـازه و     راديكال

 منجمدـ ذوب شده انسان بود.

هـای اسـتاندارد بـرای     در اين مطالعه از روش 

ها استفاده شده، اما به هـر حـال    ذوب اسپرمو  انجماد

های متحرک  های زنده و درصد کل اسپرم تعداد اسپرم

کــاهش نشــان داد و میــزان    درصــد 51تــا حــدود  

 هــايي کــه آکــروزوم خــود را در طــي پروســه  اســپرم

داری  ذوب از دست دادند نیـز بـه طـور معنـي    ـ   انجماد

البته اين نتايج دور از انتظـار نبـود و در    افزايش يافت.

نیز به اين موارد اشـاره شـده اسـت و     ها پژوهشتمام 

هــای ناشــي از انجمــاد از آن يــاد  تحـت عنــوان آســیب 

 (. 0ـ2شود) مي

نقش کلسیم داخل سلولي در قبلي  های پژوهش

پـذيری و تـوان لقـاح و ايجـاد      حرکت اسـپرم، ظرفیـت  

.  (06و  00، 31، 30)اند نشان داده را واکنش آکروزومي

هر تغییری در غلظت کلسیم داخل سلولي اثرات مهمـي  

گـذارد و تغییـرات     بر علمكرد فیزيولوژيک اسـپرم مـي  

(. 00تواند منجر به بروز علايم کلینیكي شـود)  شديد مي

ــیم     ــور کلس ــتفاده از اينوف ــا اس ــر ب ــه حاض در مطالع
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A23187ثیر أ، کلسیم داخل سلولي را افزايش داديم و ت ـ

آن را بر روی علمكردهای اصلي اسپرم تازه انسـان و  

ذوب را طـي کـرده اسـت،    ـ   اسپرمي که پروسه انجماد

 ضمن با استفاده از فلوسیتومتری،در بررسي نموديم. 

، دريافتیم که ارزيابي کرديمنیز کلسیم داخل سلولي را 

حـاوی کلسـیم بـالا بعـد از     زنـده  هـای   اسـپرم  درصد

ــ ــي  ذوب،ـ پروســه انجماد ــور معن ــه ط ــاهش  ب داری ک

در  درصـد  2/66 وگروه تازه  دردرصد  0/06)يابد مي

. اسـتفاده از کلسـیم اينوفـور    ذوب شده(ـ گروه منجمد

A23187   شـود،   باعث ورود کلسیم به داخل سـلول مـي 

در هر دو گروه آزمايشي، میانگین  اين ماده استفاده از

دهـد،   شدت نور فلوروسنت را زياد کرد که نشـان مـي  

هـايي کـه    اين اينوفور به داخل سـلول  به وسیلهکلسیم 

و در  غشا سیتوپلاسمي سالم دارند، وارد شـده اسـت  

بـه   A23187اضافه کردن  .ها باقي مانده است اين سلول

دار مـر  سـلولي در هـر دو     محیط سبب افزايش معني

نشان داده شده است کـه مقـادير    ،گروه آزمايشي شد

سـلول سـبب بـاز شـدن منافـذ      بالای کلسیم در داخـل  

شــود و  مــوقتي در غشــا داخلــي میتوکنــدری مــي    

تواند از ايـن منافـذ خـارج شـود و      سیتوکروم سي مي

ای مشــابه  ســبب فعــال شــدن کاســپاز و ايجــاد پديــده

(. از اين گذشته آسیب ايجـاد شـده در   03آپپتوز گردد)

ــال  یغشــا م ــره انتق ــدری، ســبب اخــتلال در زنجی توکن

دهد و در عـین   را کاهش مي ATPالكترون شده و تولید 

هــای آزاد اکســیژن افــزايش     حــال تولیــد راديكــال  

اند که  نشان دادهها  پژوهشاز طرف ديگر، (. 35يابد) مي

به کلسـیم داخـل سـلولي وابسـته      NOX5فعالیت آنزيم 

است و افزايش در کلسیم داخـل سـلولي، فعالیـت ايـن     

. بنـابراين يـک توضـی     (00)دهـد  آنزيم را افزايش مـي 

ثیر کلسـیم بـر افـزايش    أدربـاره نحـوه ت ـ  ديگر محتمل 

هـای آزاد اکسـیژن، از  طريـق افـزايش      تولید راديكـال 

هـای   کـاهش درصـد اسـپرم   . (33)اسـت  NOX5فعالیت 

کـاهش تحـرک اسـپرم و کـاهش تـوان لقـاح در       ، زنده

ذوب شـده ممكـن اسـت بـه خـاطر      ـهای منجمد ـ اسپرم

ــال  ــد راديك ــزايش تولی ــا   اف ــای آزاد اکســیژن در آنه ه

 (.2باشد)

های تـازه   در مطالعه ديگری که بر روی اسپرم

باعــث  A23187نشــان داده شــد کــه  ،انجــام شــده بــود

افـــزايش کلســـیم داخـــل ســـلولي و افـــزايش تولیـــد 

شـود و در عـین حـال     هـای آزاد اکسـیژن مـي    راديكال

مطالعه (. 32و حرکت اسپرم را کم مي کند) ATPمیزان 

روی حرکـت و بقـا    A23187نشان داد که اثرات  ضرحا

هـای تـازه و ذوب شـده کاهشـي و مشـابه هـم        اسپرم

هـای زنـده بـا     اسپرمدرصد ها،  است. بر طبق اين يافته

نـور فلوروسـنت ناشـي از    متوسـط  کلسیم بالا، شدت 

هـای زنـده در گـروه     حضور کلسیم و درصـد اسـپرم  

داری از گـروه تـازه    ذوب شده بـه طـور معنـي   ـمنجمد

ذوب تعـداد  ـ کمتر است. يعني در طـي پروسـه انجماد ـ  

های متحـرک   و تعداد اسپرماند  ها مرده زيادی از سلول

نشان در مطالعه حاضر نیز کمتر از گروه تازه هستند. 

و افـزايش کلسـیم    A23187اضافه کردن با  کهه شد داد

نـه تنهـا بـه بهبـود بقـا و      ها  داخل سلولي به اين سلول
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 تحــرک اســپرم کمكــي نمــي کنــد، بلكــه اثــرات مخــرب

 نیز دارد. بیشتری 

هـای   اين مطالعه نشـان داد کـه تولیـد راديكـال    

هـای ذوب شـده زنـده     سـلول  به وسـیله آزاد اکسیژن 

سـبب   A23187های تازه بیشـتر اسـت.    نسبت به سلول

 دو هـای آزاد اکسـیژن در هـر    افزايش تولیـد راديكـال  

ـ   ثیر در گـروه منجمـد  أگروه آزمايشي شد، اما ايـن ت ـ 

مـا   اين ترتیـب، به ذوب شده بیشتر از گروه تازه بود. 

وجود يک رابطه مثبت را بین کلسـیم داخـل سـلولي و    

های انسـاني   های آزاد اکسیژن در اسپرم تولید راديكال

نشـان داده اسـت کـه     هـا  نشان داديم. بعضي گـزارش 

های  کاهش در کلسیم خارج سلولي، اسپرم را از آسیب

سـبب   EDTAکند. اسـتفاده از   ناشي از انجماد حفظ مي

 EDTAشده اسـت و ترکیـب    کاهش آسیب به آکروزوم

اکسـیدان توانسـته    با ترولـوکس بـه عنـوان يـک آنتـي     

 (.63حرکات پیشرونده اسپرم را بهبود دهد)

واکـنش آکروزومـي، يـک پروسـه وابسـته بــه      

هـای تـازه بـا کمـک      کلسیم ديگر اسـت کـه در اسـپرم   

A23187 های تـازه   ورود کلسیم به اسپرم ،القا مي شود

درصـد  تواند منجر به اگزوسیتوز آکروزوم شـود.   مي

هايي که آکـروزوم آنهـا آسـیب ديـده اسـت در       اسپرم

و در  درصـد بـود   83حدود ذوب شده، ـ   گروه منجمد

سـبب بـروز آسـیب     A23187اين شرايط، اضافه کردن 

، يعنـي از قبـل و طـي    بیشتر بـه آکـرزوم نشـده اسـت    

وارد ذوب آسیب شديد بـه آکـروزوم   ـ   پروسه انجماد

هـای   هايي که بـرای آسـیب   يكي از مكانیسم شده است.

یب بـه  انجماد به اسپرم بیان شـده اسـت، آس ـ  ناشي از 

( و ايجاد شوک اسـموتیک  66غشا در اثر انجماد است)

های  های يخ ممكن است که اين آسیب و ايجاد کريستال

هـا اسـت کـه     (. با اين مكانیسم63غشايي را ايجاد کنند)

شـوند،   هايي که منجمد مـي  توجهي از اسپرمتعداد قابل 

 دهنـد.  بینند و آکروزوم خود را از دست مـي  آسیب مي

 ءالبته در اين مطالعه به طـور مسـتقل آسـیب بـه غشـا     

سلولي بررسي نشد و تنهـا آکـروزوم مـورد بررسـي     

هـای کلـي بـه غشـا      قرار گرفت و بهتر است که آسـیب 

د. در ذوب بررسي شـو  ـ  اسپرم در طي پروسه انجماد

هـايي کـه    ضمن پیشنهاد مي شود که اثر آنتي اکسیدان

قابلیت نفوذ به داخل سلول دارند نیز بررسـي گـردد و   

های اين مقاله  تواند مهر تا یدی بر يافته اين بررسي مي

 باشد.

 

 گیری نتیجه

توان گفت افـزايش ورود کلسـیم     در مجموع مي

تازه يـا  های  به اسپرم A23187کلسیم اينوفور به وسیله

ذوب شـده، سـبب آسـیب بیشـتر بـه آنهـا و        ـ ـ منجمد

هـای آزاد   شود. میزان راديكـال  کاهش حرکت و بقا مي

داری بـا میـزان کلسـیم     اکسیژن رابطه مستقیم و معني

داخل سلولي دارد و هر چند که افـزايش کلسـیم داخـل    

پـذيری و واکـنش    سلولي برای ايجاد تحرک و ظرفیـت 

مقــادير بــیش از حــد    آکروزومــي لازم اســت، امــا  

وسیله اينوفـور  ه فیزيولوژيک آن و افزايش ورود آن ب

هـا در اثـر    زا اسـت. آسـیب   کلسیم، برای سلول آسـیب 
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انجماد با مقادير زيادتر کلسـیم داخـل سـلولي تشـديد     

شوند و اين مسئله ممكـن اسـت بـه خـاطر افـزايش       مي

 های آزاد اکسیژن باشد. تولید راديكال

 

 تقدير و تشكر

نامـه کارشناسـي    از پايـان بر گرفتـه   مقالهاين 

ــد  ــته  ارشــ ــوژیرشــ ــد  فیزيولــ ــا کــ ــلاق بــ اخــ

IR.SUMS.REC.1391.S6159    دانشــگاه علــوم پزشــكي

انجـام  اين دانشـگاه  با حمايت مالي باشد که  شیراز مي

شد. از کارشناسـان محتـرم مرکـز درمـان نابـاروری      

ذبیحي برای کمک در  عبداللهشیراز مرجانه کازروني و 

هـا و از کارشناسـان    آوری نمونـه  الیز اولیـه و جمـع  آن

محترم آزمايشگاه مرکـزی دانشـكده پزشـكي شـیراز     

ــمیمانه   ــیتومتری صـ ــام فلوسـ ــک در انجـ ــرای کمـ بـ

 کنیم. سپاسگزاری مي
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Abstract: 
 

Background & aim: Storing frozen sperm in liquid nitrogen is a widely used method of preserving 
them for a long time. Many of these sperms are not damaged or survive after thawing, and many lose 
their motility. These injuries are caused by damage to the sperm membrane and changes in 
permeability to ions due to changes in osmotic pressure, the formation of ice crystals, and increased 
production of oxygen free radicals. The aim of the present study was to determine the relationship 
between intracellular calcium concentration and the production of oxygen free radicals in fresh and 
frozen human-thawed spermatozoa. 
 

Methods: Thirty-five human sperm were washed and randomly allocated into fresh and frozen-thawed 
groups. The sperm of the frozen-thawed group were preserved under liquid nitrogen for one month. 
The effect of 10 µM calcium ionophore A23187 was evaluated on fresh and thawed sperm motility, 
viability, and acrosome reaction. Oxygen free radical production and intracellular calcium content were 
evaluated using luminol and Flou-3/AM staining by chemiluminescence and flowcytometric method, 
respectively. Data were compared using the Mann–Whitney test. P<0.05 was considered statistically 
significant. 
 

Results: The percentage of alive, motile and progressive sperm and the percentage of sperm with 
intact acrosome decreased significantly after the freezing-thawing process. The addition of A23187 to 
the medium increased intracellular calcium in live sperm but decreased the percentage of live and 
motile sperm in both groups. The production of free radicals increased per live cell in both groups, but 
this increase was significantly higher in the frozen-thawed group than in the fresh group. The results 
indicated a significant positive relationship between intracellular calcium and the production of oxygen 
free radicals. 
 

Conclusion: Calcium ions were required for normal sperm function, but increased calcium entry by 
A23187 into fresh or frozen-thawed sperm causes more damage and reduced motility and survival. 
The amount of oxygen free radicals had a direct and significant relationship with intracellular calcium. 
Freezing damage was exacerbated by higher levels of intracellular calcium, which may be due to 
increased production of oxygen free radicals. 
 

Keywords: Human spermatozoa, Cryopreservation, Intracellular calcium, Reactive oxygen species, 
Cryoinjury 
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