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برروي پارامترها و آپوپتوز  اي اثر انجماد شيشه
 اسپرم مردان بارور

  :دهيچک
  

عنـوان تكنيـك رايجـي بـراي درمـان      ه امروزه انجمـاد اسـپرم انـسان ب ـ        : و هدف  مقدمه
ش سبب كـاهش تحـرك و   يب و هاي مختلف کم انجماد به روش  .رود ميكار  ه  ناباروري ب 

بـر   اي  اما هنوز اثـر روش انجمـاد شيـشه   ،شود ميات اسپرم در مردان بارور  يت ح يقابل
.  بررسـي نـشده اسـت   زان آپوپتـوز آنهـا  يز مي و نپارامترهاي اسپرم مردان بارور    روي

 ،تحـرك ( بررسي اثر انجماد شيشه اي بر روي پارامترهاي اسـپرم  ،هدف از اين مطالعه
  . در مردان بارور استآنو ميزان آپوپتوز ) شمارش  قابليت حيات و،يژمورفولو

  
درمـاني  ــ     در مركز تحقيقـاتي ۱۳۸۸ که در سال ين مطالعه تجربيا  در :ها مواد و روش  

 بـه وسـيله    ، مرکـز  مراجعه كننده بـه  نفر ۱۷نمونه هاي سيمن    ناباروري يزد انجام شد،     
 انجـام   جهـاني آوري و آناليز آن طبق استانداردهاي سـازمان بهداشـت   خود انزالي جمع  

ن درصـد  يـي آميزي تانل و تع  ها براي رنگ   ر تهيه شد و لام    ها اسمي  سپس از نمونه  . گرفت
 در  كرايو لـوپ برداشـته شـد و مـستقيماً       بامقداري از سيمن    .  فيكس شدند  يمرگ سلول 

هـا طـي مراحلـي      نمونـه ، روز از انجماد۷پس ازگذشت حداقل  . ن مايع منجمد شد   ژنيترو
ري شده با استفاده از وآ  جمع يها داده.  شد يآن بررس  ميذوب شده و پارامترهاي اسپر    

  . شدندتجزيه و تحليل  و ويل کاکسونيزوج يتهاي آماري   و آزمونSPSSافزاز  نرم
  
 كـاهش  يدار ياي بـه طـور معن ـ   رونده بعد از انجماد شيشه      درصد تحرك پيش   :ها يافته 
و  ي اسـپرم ژداري در قابليـت حيـات و مورفولـو    ن كـاهش معنـي  يچن هم. )>۰۵/۰p(افتي

اسپرم  اما پارامتر شمارش     ،)>۰۵/۰p(داري در ميزان آپوپتوز مشاهده شد      افزايش معني 
  ).<۰۵/۰p( نداشت يدار ير معنييتغ
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  . د کمتر استانجما
  

   ي آپوپتوز، بارور، اسپرم،ي ا  انجماد شيشه: كليدييواژه ها
                             

  

   * مريم اديب
   **مينا رمضاني
   *** محمدعلي خليلي

  
  

تکويني، دانشگاه پيام  ـ  علوم جانوري  کارشناس ارشد*
 گروه زيست شناسي نور تهران، دانشکده علوم، 

ي زيست شناسي سلولي و تکويني، استاديار ا دکتر**
            دانشگاه آزاد اسلامي واحد آشتيان، دانشکده علوم،
 گروه زيست شناسي

  ديارشناسي، استا ي جنينا دکتر***
مرکز تحقيقاتي ، صدوقي يزد دانشگاه علوم پزشکي شهيد 

  درماني ناباروري
  

  ۲/۵/۱۳۸۹:تاريخ وصول
 ۲۰/۷/۱۳۸۹:تاريخ پذيرش

 
  مينا رمضاني: مؤلف مسئول

  mina.ramezani@gmail.com :پست الکترونيک





 سپرم مردان باروراثر انجماد شيشه اي بر ا

٣٥٧  )٦٠شماره پي در پي  (١٣٨٩ ـ زمستان ٤ ـ شماره ١٥مجله ارمغان دانش ـ دوره 

 مقدمه

 و  ي عمل ـ يکيانجماد اسپرم انسان به عنوان تکن     

نال اهـداء   يع سـم  ي بـه مـا    يد جهت سهولت دسترس   يمف

 و امـروزه از اسـپرم منجمـد شـده           .باشـد  ميکنندگان  

ــسان   ــده ان ــدرذوب ش ــا  از روشياريس ب ــک يه  کم

ــارور ــل رحيتلقـــنظيـــر   يبـ اســـپرم   مـــيح داخـ

 ، انجمـاد  در روند  ).۱(شود مي استفاده   ها شگاهيدرآزما

 و  اسـت  مشکل سـاز     يخ داخل سلول  ي يل بلورها يتشک

 بـه نـوع سـلول،       ي منجمـد شـده بـستگ      يها بقاء سلول 

   .)۲( و روش انجماد داردخيضد سرعت انجماد، نوع 

، انجمـاد آهـسته    شامل؛ماد   انج يها روشانواع  

 روشدر   .باشـند    مـي  اي انجماد سريع و انجماد شيشه    

 امـا در   ،ابـد ي مـي ج کـاهش    يدما به تـدر    ،انجماد آهسته 

 ۳۰ تـا   ۱۵ ها براي مدتي در فاصـله      روش سريع سلول  

ن مايع  قرار گرفتـه، سـپس        ژاز سطح نيترو  متر    سانتي

 در .شوند ميدرون مخزن نيتروژن مايع انتقال داده    ه  ب

  بنـا ).۱(شـود  ميتشكيل  هاي يخ    هر دو روش كريستال   

حـذف   جهت کـاهش زمـان و   يادي زهاي ه مطالعبر اين 

 از دري ـ مورد نمتيزات گران قيتجههاي يخ و     كريستال

 از يکــي.  صــورت گرفتــه اســتآهــسته انجمــاد روش

، اســتفاده از روش  اســپرمبي اجتنــاب از آســيهــا راه

 بـا فـرو بـردن       ،وشر ني ا در .باشد مي شدن   يا شهيش

، عمـل انجمــاد   مـايع تــروژنيع نمونـه بـه درون ن  يسـر 

ــاده ســر فــوق ــه وشــود مــيع انجــام يالع ــا  نمون ــا ب  ه

 كيلـومتر   ۷۲۰۰۰۰ (يده  سرما ي بالا يلي خ يها سرعت

د ــ ـمنجم) هي ـ ثان ۵ـ ـ ۸(ان کم   ـــو مدت زم  ) هـــبر دقيق 

   .)۳(گردند مي

ــدر اوا ــال يـ ــاهي،۱۹۸۰ل سـ  روش )۱(رال و فـ

خ را ي ـ يهـا  ستالي ـل کر ي بـدون تـشک    يا شهي ـش انجماد

ه يارا خيضد  ي بالايها ن با استفاده از غلظت    ي جن يبرا

ــد ــاد ش  .کردن ــاس انجم ــاس ــشک يا شهي ــدم ت ــر ع ل ي ب

 ي بـالا يهـا  خ به علت استفاده از غلظـت   ي يها ستاليکر

   . .)۴( سرد شدن استيخ و سرعت بالايضد 

ــاران  ــساچنكو و همكــ ــاد  )۲۰۰۳()۲(ايــ انجمــ

و لــوپ و بــدون يــ کرابــه وســيله اســپرم را يا شهيــش

ل ي ـدله ن روش ب ـيا .نمودندخ گزارش ياستفاده از ضد    

و عدم استفاده از ضـد      سرد شدن نمونه   يسرعت بالا 

ات و  يت ح يبر اسپرم دارد قابل     ميخ که خود اثرات س    ي

 انجمـاد  يسه بـا روش معمـول   يتحرک اسپرم را در مقا    

  . )۵(ش داديافزا

 زايي نرمال دخالـت دارد   پوپتوزيس در اسپرم  آ

 اسـپرم هـايي در     عدم تنظيم ايـن پروسـه ناهنجـاري        و

دهد  مي يداد مهم رو  ي در آپوپتوز دو رو    .کند يم جاديا

جـايي  ه ب ـ  و باعـث جـا  رات غـشاء اسـت    يي ـ تغ يکه اول 

 ءداخلي به نيمه خارجي غـشا فسفاتيديل سرين از نيمه     

.  است DNA ر فراگمنته شدن منظم   يين تغ ي دوم .دشو مي

 DNA ،يا رسد فعال شدن اندونوکلئاز هـسته      ميبه نظر   

دار کـردن    شکند که با نـشان     مي خاص يها را در محل  

هـا   ه شکست ي تانل که قادر است انتها      به وسيله  مييآنز

  ).۶(شود مي ي کند، بررسيي را شناساDNAره يدر زنج

 تاكنون اطلاعات بسيار كميبا توجه به اين که    

 بـر پارامترهـاي    انجمـاد  نـوع    ايـن در رابطه بـا اثـرات         

                                                
1-Rall & Fahy 
2-Isachenko et al 
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در بـاروري دارد    كه نقش مهمـي   آپوپتوزيس اسپرم و 

اي  ، در اين تحقيق تأثير انجماد شيشهدر دسترس است

 ميــزان آپوپتـوز اســپرم مــردان  وروي پارامترهــا بـر  

  .بارور مورد بررسي قرار گرفت

  

  ها مواد و روش

 اسـت کـه در      يک مطالعـه تجرب ـ   ين پژوهش   يا

  يزدي نابارور درماني  ـ مرکز تحقيقاتي  در۱۳۸۸سال 

پس از كسب رضايت كتبـي از افـراد مـورد       . انجام شد 

 فـرد مراجعـه كننـده بـه         ۱۷يمن  هـاي س ـ    مطالعه نمونه 

ق ي ـ از طر، از مقاربتي روز خوددار ۲ـ۷پس از   مركز،  

سـن  .  شـد  يورآ ل جمـع  ي در ظروف اسـتر    يانزالخود  

 سـپس  .  سـال بـود  ۳۰  ـ۵۰ن يافراد مراجعـه کننـده  ب ـ  

ــرا ــايب ــدني م ــه،ع ش ــدت     نمون ــه م ــا ب ــه يدق ۲۰ه ق

ــانت۳۷درانکوبـــاتور    CO2 بـــدون گـــراد ي درجـــه سـ

ع، يمن به حالـت مـا     يپس از برگشت س   . شدند ينگهدار

  ي سازمان بهداشت جهان  يارهايز آن بر اساس مع    يآنال

 يك ؛دشتقسيم  نمونه به دو قسمت سپس ).۷(انجام شد

و قسمت  ورت تازهصه عنوان نمونه كنترل به قسمت ب

بــه روش انجمــاد عنــوان نمونــه آزمــون ه ديگــر آن بــ

 شد تا پس   منجمد خي و بدون استفاده از ضد       يا شهيش

  .ردياز ذوب مورد بررسي قرار گ

از ميكروليتر  ۱۰ ها  اسپرم مشاهده تحرکيبرا

 قـــرار داده و بـــا يا شهيـــ لام شي بـــر رو رامنيســـ

 يهـا  پرم تعـداد اس ـ   ،ميكروسكوپ نوري  ۴۰ييبزرگنما

 آهـسته   ،رونده و رو به جلـو      شيع پ ي حرکت سر  يدارا

 يهـا   حرکـت در جـا و اسـپرم        ،رونده رو به جلـو     شيپ

  شمارش يکروسکوپيد م يدان د يحرکت را در چند م     يب

را ر متحـرک   ي ـ متحرک و غ   يها  و در صد اسپرم    كرده

 هر نمونه در قبـل و بعـد         يج برا يو نتا به دست آورده    

 ، اسـپرم  )تعـداد (ن غلظـت  يي تع يبرا .شداز انجماد ثبت    

ــر ۱۰ ــا ي از ســميكروليت ــر  ۹۹۰من ب ــول ميكروليت محل

 از آن ميكروليتـر  ۱۰سـپس  . شدق يشمارش اسپرم رق 

  .شمارش شدلام نئوبار با 

ــمآ  رنــگجهــت ــر  ۱۰،ني ائــوزيزي  ازميكروليت

ــ ميكروليتــر  ۱۰ لام قــرار داده ســپس ي رو رامنيس

 ۱۰۰ ييمـا نگبـا بزر و  به آن افزوده شدن يمحلول ائوز 

 که رنـگ    ييها اسپرم .شدمشاهده  ميكروسكوپ نوري   

اند مرده و     شده يا صورت ياند و قرمز     را به خود گرفته   

 ،انـد  دند و رنـگ را بـه خـود نگرفتـه    يآنها کـه سـر سـف      

 ۱۰۰ زنـده در  يهـا  تعـداد اسـپرم   در هـر لام      . اند زنده

ج قبـل و بعـد از انجمـاد ثبـت     ينتا  و شمرده شد اسپرم  

  .ديگرد

 سـر   ي شکل و دارا   يضي اسپرم، ب  يعي طب شکل

  درصــد۷۰کــرون اســت و حــدود ي م۵/۲×۵بــه ابعــاد 

کنواخـت  يآکـروزوم واضـح و      بـه وسـيله     سـر     ميقدا

 گـردن سـالم و    ي دارا چنـين  هـم  .پوشانده شـده اسـت    

ن يي تعيبرا .استده ي با دم کشيکيص آناتوميبدون نقا

ــا اســپرميمرفولــوژ ــول گ ، مــايع ســيمن ب مــسا يمحل

 اســپرم بــا ۱۰۰حــداقل در هــر لام .  شــدييــزآم رنــگ

ــزرگ ــا بـ ــوري   ۱۰۰يينمـ ــكوپ نـ ــر ميكروسـ از نظـ

 . شدي بررسيعي طبيمورفولوژ

 لام قــرار يمن روياز ســميكروليتــر  ۱۰مقــدار

  لام،پس از خشک شدن .شده ير تهيو از آن اسمگرفته  
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 . شـد  قه قرار داده  ي دق ۲۰د به مدت    ي پارا فرمالده  درون

 .گذاشـته شـد  قه ي دق ۳۰ مدت    به PBS درون بافر    سپس

  درجـــه۹۶قـــه در اتانـــل ي دق۲ان  بـــه مـــدت يـــدر پا

 و پس   شدهسپس لام خارج    . شد قرار داده    گراد سانتي

 يزر نگهـدار ي ـ و در فرشـده  ش شـمار ،از خشک شدن 

   .شد

 ها ولوپي کرا  منجمد کردن نمونه ها، ابتدا       يبرا

رون آورده و ي ـآرام ب برده و من فرو يع س ي درون ما  را

سـپس   .انداخته شد تروژن  ي ن ي حاو يتيونوليجعبه  در  

هـا را گرفتـه و بـدون خـارج      ولـوپ يبا کمـک پـنس کرا    

کـه درون جعبـه   ن  يتروژن به درون لوله ک ـ    يکردن از ن  

  کـين  سـپس  .تروژن است، برده شدي ني حاو يتيونولي

 قـرار   تروژني ن ه شده در تانك   ي تعب يها  از لوله  يکيدر  

 ۷حـداقل   (ين ـين معبعد از گذشت مـدت زمـا     .داده شد 

  .شدذوب و خارج هانمونه ) روز 

تانک ها از  ولوپيکرا ،ها  ذوب کردن نمونه   يبرا

ــه فــوراً و  شــده تــروژن خــارجين  شيزمــاآ درون لول

ش يزمـا آلوله  .داده شدقرار  Hams F10  محيطيحاو

 سـپس . قرار گرفـت  قه درون انکوباتور    ي دق ۱۰به مدت   

ــوپيکرا ــا  ول ــه شــد و خــارجاز آنه ــاآ  لول ش در يزم

   g۳۰۰قـه بـا دور  ي دق۵ ـ  ۸وژ به مدت يفيدستگاه سانتر

 بـه  خته شـده و   ير آن دور    يع رو يما. شدوژ  يفيسانتر

ا دو قطـره    ي ـک  ي ـ ل شـد  ي ته لوله تشک    که يت کوچک يپل

 شـدن، همـوژن   پـس از   وافـزوده  Hams F10ط  يمح ـ

  .ندشد تکرار مجدداً ، قبل از انجمادیها شيآزما

ــتاز  ــلكي ــاخت كـ ـ تان ــانشور  س ــراي  آلم ب

ــهآآميــزي تانــل و بررســي  رنــگ هــا  پوپتــوزيس نمون

کس شده در   ي ف يها لام يپس از شستشو  . شداستفاده  

 ۳ قـه در محلـول    ي دق ۱۵هـا بـه مـدت        لام،   PBSمحلول  

 و  داده شـد  در متانول قرار     پراکسيد هيدروژن    درصد

تريتون و  ترات  يسديم س سپس   .ند شستشو شد  مجدداً

ــه آن اضــافه  ــشــد ب ــ۲۵ه مــدت و ب ــه درون ي دق۱۵ـ ق

 يتـون کـه حالـت روغن ـ      ي تا تر  داده شد انکوباتور قرار   

 ي قبل ـPBSقـه از  ي دق۵ از    پـس   هـا  لام   ..دارد حل شود  

هـا   سپس  لام .ندگذاشته شدد  ي جد PBSدر   و   برداشته  

 و بـه    گذاشـته ترات  ي س  بافر تون و يدرون محلول تر  را  

 باعـث  تريتـون . داده شـد قرار  خچاليقه در ي دق۵مدت  

 از پــس. شــود هــا مــي نفوذپــذير شــدن غــشاي ســلول

م يتـر آنـز  يکرولي م۵ هـر نمونـه      يبراها    لام يشستشو

 بـا هــم   رابـل سولوشـن  يتـر ل يکرولي م۴۵سولوشـن و  

هـاي لام   ن مخلوط بـه تمـام قـسمت     ي از ا  ،مخلوط کرده 

 سـاعت درون انکوبـاتور   ۱ها بـه مـدت      لام. اضافه شد 

. وطـه صـورت گيرنـد     هاي مرب   تا واكنش  داده شد قرار  

 ميكروليتـر  ۵۰ هـر لام بـه ميـزان    بهپس از يك ساعت    

 ۱مــدت ه بــ  هــا لام  واضــافه شــدمحلــول پراكــسيداز 

هـا   سـپس لام   .ندگذاشـته شـد   ساعت درون انكوباتور    

 دقيقـه در    ۵ هر بـار بـه مـدت          و  سه بار  خارج شده و    

 ۵۰  ـ۶۰ بـراي هـر لام بـه ميـزان    . ندشـد  شستشو بافر

قه ي دق۱۵ به مدت  وشدضافه ا )۱(با دمحلول ميكروليتر

  وها دو بار در مرحله بعد لام. داده شددر محيط  قرار     

سـپس  . ندشـد شستشو بافر   دقيقه با    ۵هر بار به مدت     

هـا   لام . شدند يزيآم رنگن  يلي هماتوکس به وسيله ها   لام

                                                
1-Di Amino Bezidine (DAB) 
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زان يـــ و مشــده  ي بررسـ ـيکروســکوپ نـــور يبــا م 

ن يـي  بـه صـورت درصـد تع        شـده   آپوپتـوز  يها سلول

 يانـد آب ـ    کـه دچـار آپوپتـوز شـده        ييهـا  سـلول  .ندشد

  .بودندكم رنگ  يآبي عيطبهاي  پررنگ شده و سلول

ــع  داده ــاي  جم ــتفاده از   وآ ه ــا اس ــده ب ري ش

 و )۲(هاي آماري تي زوجي  و آزمون)SPSS )۱افزاز  نرم

  . تجزيه و تحليل شدند)۳(ويل کاکسون

  

  ها يافته

داري  معنـي  كه تفـاوت     داد   نشان    مطالعه نتايج

بين ميانگين متغيرهاي حركت سـريع، آهـسته، درجـا،          

ــي ــوژي،  ب ــت، مورفول ــقابلحرك ــت حي ــوزآ و اتي  پوپت

ــپرم ــاد  ،اس ــد از انجم ــل و بع ــش  قب ــود يا شهي  وج

تفـاوت   ،تعـداد اسـپرم   متغير   در مورد    .)>۰۵/۰p(دارد

 متغير، قبل و بعد از انجماد       ني ا داري بين ميانگين   معني

   ). ۱ جدول ()<۰۵/۰p(وجود ندارد

حرکت کل اسپرم پـس   ،حاصلهبر اساس نتايج   

ات ي ـت ح ي ـ کـاهش، قابل    درصـد  ۵۹اي   از انجماد شيشه  

 و مورفولوژي اسپرم پس از انجمـاد    درصد ۶۷اسپرم  

زان آپوپتوز يم.  كاهش داشت درصد ۹اي حدود    شيشه

ج ارتباط  ينتا .نشان داد   را  درصد ۸افزايشي در حدود    

 اسـپرم، قبـل و   ير پارامترهايزان آپوپتوز و سا  ين م يب

طـور کـه     همـان .  آمده اسـت   ۲بعد از انجماد در جدول      

رونده و  شيزان آپوپتوز با حرکت پيشود م ميمشاهده 

 يا شهي ـات اسـپرم قبـل و بعـد از انجمـاد ش           يت ح يقابل

 بـا حرکـت    يهـا   در اسـپرم   يعني. ارتباط معکوس دارد  

ه زان آپوپتـوز ب ـ   ي ـشتر م ي ـات ب يت ح يرونده و قابل   شيپ

  . کمتر استيدار يطور معن
 

  . مطالعه شده بارورمردان در اي  شيشهقبل و بعد از انجمادمعيار پارامترهاي اسپرم  مقايسه ميانگين و انحراف  :۱ جدول
  

  سطح معني داري  بعد از انجماد  قبل از انجماد  پارامتر

  > ۰۰۱/۰  ۴/ ۴۷ ±  ۸۸/۲  ۱۱/۳۱ ± ۲۷/۱۴  )درصد(حركت سريع 

  > ۰۰۱/۰  ۱۷/۲ ±۴۲/۱  ۰۰/۲۵ ±۹۹/۱۱  )درصد(حركت آهسته 
  > ۰۰۱/۰  ۵۸/۳  ±  ۴۵/۲  ۴۷/۱۱±۳۶/۴  )درصد(حركت درجا 

  > ۰۰۱/۰  ۷۶/۹۰±  ۵۲/۷  ۴۱/۳۲±۰۱/۱۰  )درصد(حركت  بي
  >  ۰۵/۰  ۰۰/۳۷ ± ۷۲/۱۱  ۰۵/۴۶±  ۴۶/۱۰  )درصد(مورفولوژي طبيعي

  > ۰۰۱/۰  ۰۵/۱۱ ±  ۳۰/۷  ۴۷/۷۸ ±۳۸/۹  )درصد(قابليت حيات 
  >  ۰۵/۰  ۷۶/۲۴± ۵/ ۰۳  ۱۶ /۴۱ ±  ۵۳/۴  )درصد(پتوز آپو

  >  ۰۰۱/۰  ۲۹/۵ ±  ۰۵/۵  ۱۱/۵۶ ±  ۴۵/۱۰      )درصد(حرکت پيشرونده 
  >  ۰۰۱/۰  ۶۴/۸ ±  ۸۱/۶  ۵۸/۶۷ ±  ۰۱/۱۰  )درصد(کل حرکت

  ۱۳۴/۰  ۰۰/۸۹ ± ۳۰/۵۹  ۱۲۰ /۷۰ ± ۹۸/ ۱۴  ) متر مكعب ميليون در سانتي(تعداد اسپرم
  

                                                
1-Statistical Package for Social Sciences 
2-Paired T-Test 
3-Wilcoxon Singed Ranks 
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  * مورد مطالعهاي در مردان بارور هاي آماري همبستگي آپوپتوز با پارامترهاي اسپرم قبل و بعد از انجماد شيشه شاخص :۲ جدول

  

  

  .م استدهنده ارتباط عکس آپوپتوز با هر يک از پارامترهاي اسپر  علامت منفي نشان،اعداد ضريب همبستگي هستند*

  

  يگير  و نتيجهبحث

هــاي   روش اســتاز آنجــا کــه مــشخص شــده

بيش سبب كاهش تحرك و قابليت       و   مختلف انجماد کم  

چنـين افـزايش آپوپتـوز در مـردان      حيات اسپرم و هـم  

 ي، هدف پـژوهش حاضـر بررس ـ  )۲ و۶(شود ميبارور  

 بـدون اسـتفاده از ضـد يـخ، بـر        يا اثر انجمـاد شيـشه    

  .  و ميزان آپوپتوز است مختلف اسپرميپارامترها

 است كه پـس از  اين دست آمده بيانگر  ه  نتايج ب 

 تحـرك  خ،ي ـ و بدون اسـتفاده از ضـد     اي انجماد شيشه 

 ي طبيعـي ژمورفولو  و، غلظتقابليت حيات،  رونده پيش

ــاســپرم ــيه  ب ــزان   طــور معن ــه و مي داري كــاهش يافت

  امـا  ،يابـد  مـي افـزايش    داري طـورمعني ه  آپوپتوزيس ب 

 . کمتـر اسـت  هـا  هميزان آپوپتوز نسبت به ساير مطالع ـ    

 سـاير محققـين   يهـا  يافتـه مطـابق بـا    نتايج اين مطالعه  

كه انجماد سبب كاهش پارامترهـاي حركتـي         نشان داد 

ن مطالعه حرکـت کـل اسـپرم        يادر  . )۸(شود اسپرم مي 

ايساچنكو . افتي کاهش  درصد۵۹پس از انجماد حدود     

جماد اسپرم مردان بـارور      پس از ان   )۲۰۰۳(و همكاران 

 حـدود  زان کـاهش تحـرک را     ين روش انجماد، م   يبا هم 

 يهـا  سه بـا روش  ي که در مقا   ند گزارش کرد   درصد ۴۰

  . )۹( نداشتيدار يمعمول انجماد تفاوت معن

شتر تحــرک اســپرم کــه در مطالعــه يــکــاهش ب

ل اسـت کـه   ين دلي به ا احتمالاً ،شود ميده  يحاضر د 

 به وسيله متحرک يها پرمابتدا اسدر مطالعه مذبور 

منجمـد   و سـپس نمونـه    ده  كـر  جدا   شناوریروش  

ه اسـپرم   ي ـق نمونـه اول   ي ـن تحق ي ـ در ا  ي ول شود،  مي

رسـد    بـه نظـر مـي      . منجمـد شـد    يرييچ تغ يبدون ه 

عبارت ديگر ميزان بقاء ه ميزان كاهش تحرك و يا ب    

حركت پس از انجماد بستگي به عوامـل مختلفـي از        

 اوليــه نمونـه داشــته  جملـه روش انجمــاد و كيفيـت  

مطابق با نتايج ساير محققان نشان داده شـد          .باشد

كــه بــدون توجــه بــه روش بررســي، مورفولــوژي 

). ۱۰(يابـــد مــي اســپرم در طــي انجمـــاد كــاهش    

دهنـد كـه سـرعت        نشان مي  انجام شده هاي    هلعمطا

توانـد در كيفيـت    مـي هاي مختلـف آن   ذوب و روش 

حاصـل از   نتـايج    .دنثر باش ـ ؤاسپرم پس از ذوب م    

حرکت بي قابليت حيات مورفولوژي تعداد  شاخص حرکت سريع حرکت آهسته حرکت درجا 

۱۵۸/۰ ۸۵۳/۰-  ۰۳۵/۰-  ۲۱۵/۰  ۰۶۷/۰  ۰۸/  ۲۳۸/۰-  قبل از انجماد 

۵۴۵/۰  ۰۰۱/۰<  ۸۹۴/۰  ۴۰۷/۰  ۷۹۹/۰  ۷۶۱/۰  ۳۵۷/۰ داري سطح معني   

۵۳۲/۰ 
- 

۴۵۴/۰  ۶۶۰/۰ -  ۶۶۸/۰  ۶۳۳/۰ -  ۴۱۱/۰ -  ۴۹۳/۰ -  پس از انجماد 

۰۲۸/۰  ۰۶۷/۰  ۰۵/۰<  ۰۵/۰<  ۰۰۶/۰  ۱۰۱/۰ داري سطح معني  >۰۵/۰   
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يند انجماد سبب كاهش   آاين مطالعه نشان داد كه فر     

شـود كـه بـا نتـايج سـاير           قابليت حيات اسپرم مـي    

ت يدر مطالعه حاضر قابل. )۱۱(محققين مطابقت دارد

  ۶۷ اي حـدود  ات اسـپرم پـس از انجمـاد شيـشه        يح

مطالعـه  کـه در   ي در صـورت ،افـت يکـاهش  درصـد  

اسپرم پس از ات يت حي قابل)۱۹۹۹()۱(گلندرو اسكالر 

اي و آهسته بـا حـضور        انجماد به دو روش شيشه    

  .)۱۲( نکرده بوديدار ير معنييتغخ يضد

ن آن زاي آپوپتوز، گزارش شده که ميدر بررس 

 نـسبت بـه    درصـد ۲۶پس از انجماد آهسته حـدود    

 نيچن ـ هـم . )۱۳(دهد ميش نشان   يقبل از انجماد افزا   

 يا شهي ـزان پس از انجماد شيمن يگزارش شده که ا 

طبـق    ).۱۲(افتـه اسـت   يش  ي افـزا   درصـد  ۲۲حدود  

در ) ۲۰۰۶(  پيروي و همكـاران به وسيلهتحقيقي كه   

پوپتـوز اسـپرم افـراد بـارور انجـام گرفـت            آمورد  

هــاي   كــه درصــد ميــانگين اســپرمه شــدنــشان داد

پوپتوتيك بعـد از انجمـاد سـريع در افـراد بـارور             آ

 عـه طبق مطال .)۱۴( برابر افزايش يافته است    ۳حدود  

 قبـل از انجمـاد حـدود        )۲۰۰۴()۲( و همكاران  مارتين

 قطعه قطعه شـده  DNA داراي  يها  درصد اسپرم  ۱۰

) ۲۰۰۶( )۳(و همكـاران   آناليـسا  .)۱۵(مشاهده شـدند  

توانـد سـبب    نشان دادند كه عفونـت باكتريـايي مـي     

پوپتوزيس در اسپرم انـسان شـود و بـا سـنجش            آ

ن  در ايDNA كه قطعه قطعه شدن  شدتانل مشخص   

هــائوبو و در مطالعــه  .)۱۶(يابـد  مــيافـراد افــزايش  

 بـا   DNAقطعه قطعه شدن    زان  ي م )۲۰۰۸( )۴(همكاران

هـاي   در نمونـه درصـد   ۲۳± ۱۴  حدود سنجش تانل 

زان آپوپتـوز   ي و م   انجماد گزارش شد   قبل از سيمن  

 .)۱۷(داشت ي نرمال اسپرم رابطه منفيبا پارامترها 

از )  ۲۰۰۷ ()۵(مــارتين و همكــارانهــاي  طبــق يافتــه

هـا    درصد سلول۱۴طريق سنجش تانل ثابت شد كه   

ــد  DNAداراي  ــده بودن ــه ش ــه قطع ــم.  قطع ــين  ه چن

 DNA ميــزان قطعـه قطعــه شــدن مـشخص شــد کـه   

   .)۱۸ (رابطه منفي با پتانسيل باروري دارد

زان آپوپتوز اسپرم مردان يدر مطالعه حاضر م   

سه ي ـافت که در مقا   يش  ي افزا  درصد ۸حدود   بارور

 را  ي از مرگ سلول   ي درصد کمتر  ها  هر مطالع يابا س 

رسـد اسـتفاده نكـردن از        مينظر  ه  ب. دهد مينشان  

آن را بـر روي       ميضد يخ در اين مطالعه اثرات س ـ      

DNA          حذف كرده و در نتيجه مرگ سـلولي كمتـري 

پوپتوز ايجاد شده بـا  ن آيچن هم. را باعث شده است   

 يعن ـي ،پارامترهاي نرمال اسپرم رابطه منفي داشت     

زان آپوپتـوز  يهر چه نمونه اسپرم نرمال تر باشد م   

كه داراي پارامترهاي سـيمن      در مرداني . کمتراست

تــر    ضــعيف DNAغيــر نرمــال هــستند حفاظــت    

  ..)۱۹(است

د کـه   ي ـآ مـي ن بر   ين مطالعه چن  يدر مجموع از ا   

زان تحرک، ي اسپرم، باعث کاهش م  يا شهيانجماد ش 

آپوپتــوز ات و افــزايش يــت حيــ و قابليمورفولــوژ

زان آپوپتوز ي اما م،شود مي اسپرم در مردان بارور  

 انجمـاد کمتـر   يها ر روش يسه با سا  ياسپرم در مقا  

                                                
1-Glander & Schaller 
2-Martin et al 
3-Annalisa et al 
4-Hao-Bo et al 
5-Martin et al 
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هـاي بـا     اسپرم مشاهده شد کهاز طرف ديگر  . است

 را نــشان DNAســيب  آســطوح پــايين، تحــرك بــالا

ــي ــده م ــ م.دن ــا   ي ــوس ب ــه معک ــوز رابط زان آپوپت

ژه حرکـــت يـــوه  اســـپرم نرمـــال بـــيپارامترهــا 

ن انجمـاد   يبنـابرا . ات داشت يت ح يرونده و قابل   شيپ

ــاز بـــا روش اخيـــر،يا شهيـــش  ي پـــس از جداسـ

زان کمتـر   ي ـل م ي ـدله   بـا تحـرک بـالا، ب ـ       يها اسپرم

خ ي ـاز به ضد يع بودن، عدم ن  يآپوپتوز، ساده و سر   

مت، جهت استفاده ي گران قيها و استفاده از دستگاه

سـي  تزريق داخـل سيتوپلا    و )۱(لقاح آزمايشگاهي در

   ..شود ميشنهاد يپ )۲(اسپرم

  

  ر و تشکريتقد

ل ي ـ به دلزدي ي ناباروريپرسنل مرکز درمان از  

بـه عمـل   طـرح تقـدير و تـشكر    اين   در اجراي    يهمکار

                                                  .آيـد  مي

         

                                                
1-In Vitro Fertilization 
2-Intra Cytoplasmic Sperm Iinjection 
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ABSTRACT: 
 
Introduction & Objective: Today, cryopreservation of the 
human sperm is a common technique for treating infertility. It 
has been indicated that cryopreservation by different methods 
decrease the sperm motility and viability in fertile men, but still 
effect of freezing of the sperm by vitrification method have not 
been evaluated on sperm parameters and apoptosis. The aim of 
this study was to evaluate the effect of vitrification of sperm of 
fertile men on different sperm parameters (motility, morphology, 
viability and count) and apoptosis after thawing.      
 
Materials & Methods:  In this experimental study which was 
conducted at Yazd Infertility Research and Clinical Center in 2009, 
seventeen semen samples were collected by masturbation from 
people who came to this centre. Semen analysis was performed 
according to WHO standards. Smear was provided from these 
samples and fixed for TUNEL staining. Some samples were 
directly cryopreserved by cryoloope in liquid nitrogen and stored at 
least for Seven days. After thawing, samples were evaluated for 
sperm parameters. The collected data was analyzed by the SPSS 
software using paired T-test and Willcoxon statistical test.  
 
Results: The progressive movement of sperm was significantly 
decreased by vitrification. Also significant decrease in viability 
and morphology of the sperm and increase in the rate of 
apoptosis was observed after vitrification. The amount of 
apoptosis had negatively correlated with normal parameters of 
spermatozoa (especially progressive motility and viability).    
 
Conclusion: These results indicated that vitrification is harmful 
for sperm parameters and of apoptosis rate in fertile men. 
However, the apoptosis rate was lower compared to other 
freezing methods. 
 
Key words: Vitrification, Sperm, Apoptosis, fertility 
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