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 زنده ماندن  وتحرك مورفولوژي، بر  قبل از انجماد و پس از ذوباثر هيالورونان

  هاي موش سوري اسپرم

   ؛2محمد بربرستاني دكتر ؛2اكبر شعباني ؛3دكتر محمد اكبري ؛2 *؛ دكتر عليقلي سبحاني1ميترا بختياري

  5پور  عظيم هدايت؛4دكتر پريچهر پاسبخش

  چكيده 
داري گامت نر و  هاي تلقيح مصنوعي و باروري آزمايشگاهي براي نگه اي در برنامه طور گسترده  منجمدسازي اسپرم به:مقدمه

اسپرم صورت گرفته است،  علي رغم پيشرفت هايي كه در انجماد. كار مي رود هاي بعدي به فراهم آوردن شانسي براي باروري

ميزان هيالورونيك اسيد، كه  اين  با توجه به.يابد گيري كاهش مي طور چشم ميزان تحرك اسپرم ها پس از انجماد و ذوب به

 حضور اسپرم در موجبدهد و  افزايش مي  اسپرم را پس از انجماد و ذوب بهبود بخشيده و قدرت زنده ماندن اسپرم راتحرك

كار  يك راهعنوان  هيالورونيك اسيد به از  استفاده، بنابراينشود مي  اووسيت در بدن موجود زندهـطي عمل متقابل اسپرم 

 روي هيالورونانلذا در تحقيق حاضر اثر  .شود بهبود كيفيت اسپرم در طي انجماد و ذوب توصيه ميمنظور  بهكاربردي آماده، 

  .است شده  بررسياز ذوب قبل از انجماد و پسسورياي موشه اسپرمقابليت زنده ماندن  وميزان تحركمورفولوژي، عوامل 

آمده از  دست  به سيمنهاي نمونه. صورت تصادفي انتخاب شدند  به نر سوريسر موش 6مطالعه تعداد  در اين :ها مواد و روش

 گروه سوم قبل از انجماد ، گروه دوم كنترل منجمدشده،بدون انجماد كنترل گروه اول. هر حيوان نر به چهار گروه تقسيم شدند

ليتري و با   ميلي8/1ها در كرايوتيوب  انجماد اسپرم. اضافه شد هيالورونانهيالورونان افزوده شد و گروه چهارم پس از ذوب 

آميزي پاپانيكولا و   توسط رنگها اسپرم مورفولوژي . انجام شد skim milk درصد3رافينوز و درصد 18استفاده از ضد يخ 

ها با مشاهده   اسپرمن تحركميزاهمچنين .  مورد بررسي قرار گرفتBآميزي فوق حياتي ائوزين  ها با رنگ  آنقابليت زنده ماندن

  . استفاده شدتست تيآزمون آماري  هاي آزمون با گروه كنترل از اين مطالعه براي مقايسه گروه در .رديدگميكروسكوپي بررسي

  وكميزان تحر روي  مثبتثيرأتدار ناطور مع ها به به نمونه هيالورونان پس از ذوب  افزودننتايج اين تحقيق نشان داد كه: ها يافته

 بود و هيچ ثيرأت بيعوامل مذكور ر روي د اضافه كردن همين دوز قبل از انجماد ).>001/0P( ها دارد  اسپرمقابليت زنده ماندن

  .ها مشاهده نشد  روي مورفولوژي اسپرم قبل از انجماد و پس از ذوب هيالورونانمذكورثيري از دوز أت

 موجب به سيمن منجمدشده پس از ذوب هيالورونان افزودن رسد كه نظر مي ههاي اين مطالعه ب با توجه به يافته: گيري نتيجه

  »6/6/1387 :پذيرش9/9/1384:دريافت«      .شود  ميها  اسپرمقابليت زنده ماندن  وافزايش تحرك

  . قابليت زنده ماندن،، ميزان تحركمورفولوژي ، انجماد اسپرمهيالورونان،: ها كليدواژه

  ت علمي دانشگاه علوم پزشكي تهرانأدانشيار گروه آناتومي و عضو هي. 2     علوم پزشكي شهيد بهشتي دانشگاه اتومي گروه آندانشجوي دكتري. 1

  ت علمي سازمان تاتأ محقق آمار و عضو هي.4     ت علمي دانشگاه علوم پزشكي تهرانأاستاد گروه آناتومي و عضو هي. 3

  علوم پزشكي تهران مربي گروه آناتومي و عضو هيات علمي دانشگاه .5

  09123266638: تلفن،  گروه آناتومي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،بان پورسينا ا خي، تهران:دار مكاتبات  عهده*

E-mail: aligholi1177@yahoo.com 
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  مقدمه
تانداران از ـيت باروري اسپرم پسـ تلاش براي حفظ قابل 

سيمن فريزشده . ش شروع شده استـ سال پي135حدود 

قال راحت ـ انتبرايتواند  تانداران نر ميـدر پس

تيكي موردنظر در بعد مسافتي طولاني ـاختصاصات ژن

 از سوي ديگر توليد حيوانات). 1( استفاده شود

Transgenicها مستلزم وقت و هزينه  داري آن  و نگه

حيوانات آزمايشگاهي نظير موش،   لذا در،زيادي است

، Transgenicهاي  راي حفظ گونهيك روش بالقوه ب

   ).2(ست  اها داري اسپرم آن نگه منجمد كردن و

 اي در طور گسترده همنجمدسازي اسپرم انساني ب

باروري آزمايشگاهي براي  ح مصنوعي وـهاي تلقي هبرنام

هاي  آوردن شانسي براي باروري فراهم و نر داري گامت نگه

) 3(مان بدخيمي طور مثال در در به. رود كار مي هبعدي ب

بعضي از  راديوتراپي و توتوكسيك،ـشيمي درماني سي

هاي جراحي كه ممكن است منجر به يك  انواع درمان

يكولار يا اختلال در عملكرد سيستم انزالي ـنقص تست

ها قبل از شروع درمان اميدي  شود، فريز كردن اسپرم

 در افراد). 4( كند براي باروري بعدي بيماران را فراهم مي

 فريزشده اجازه  اسپرم، استفاده از سيمن  كننده اهداء

هايي  كننده ازنظر وجود عفونت يات افراد اهداءيجز بررسي

همچنين ). 5(آورد  وجود مي را بهHBS   وHIV قبيل از

MESAبراي تكرار اعمال جراحي از قبيل 
TESE   و1

2 

نوان اعمال جراحي درماني در آزوسپرمي استفاده ـع هب كه

  ).6(نمود فادهـتوان از منجمد كردن اسپرم است ود، ميش مي

هاي متنوعي كه در روش  رغم پيشرفت يـعل

 و نكرد منجمدسازي اسپرم صورت گرفته است عمل

طور  ها پس از انجماد و ذوب به ميزان تحرك اسپرم

  ).4(يابد  گيري كاهش مي چشم

كار مناسب براي بهبود كيفيت اسپرم  يك راه

اده از مواد افزودني مختلف از جمله منجمدشده، استف

  . )7(باشد  هيالورنيك اسيد مي

هيالورونان كه يكي از اجزاء موكوس سرويكال، مايع 

يك جزء مهم ). 8( فوليكولار و مايع سمينال است

ماتريكس خارج سلولي بوده و نقش مهمي در تنظيم 

 حركت، اثر متقابل سلول انندهاي سلولي مختلف م پروسه

  ). 9(دهد  ز و تمايز انجام ميـدر طي مورفوژنبه سلول 

 سال پيش با كشف دو گيرنده هيالورونان در  چهارده

براي )  11( RHAMM 1و ) CD44 )10 سطح سلول يعني

اولين بار نقش اين ماده در تنظيم مستقيم ميزان تحرك، 

  ).12(مهاجرت و نفوذپذيري سلول مشخص شد 

 اسيد، ميزان تحرك ي كه هيالورونيكيبنابراين از آنجا

قدرت  اسپرم را پس از انجماد و ذوب بهبود بخشيده و

حضور موجب دهد و  زنده ماندن اسپرم را افزايش مي

اووسيت در بدن موجود  -اسپرم در طي عمل متقابل اسپرم

 لذا استفاده از هيالورونيك ،)14 و 13،  8(شود  زنده مي

 بهبود كيفيت رمنظو بهكار كاربردي،  عنوان يك راه هاسيد ب

   .شود اسپرم در طي انجماد و ذوب توصيه مي

باتوجه به نتايج حاصل از مطالعه ديگري كه توسط 

  شناسي دانشگاه تحقيق در آزمايشگاه جنين همين گروه

1. Microsurgical epididymal sperm aspiration 

2. Testicular sperm extraction 
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 و 1000 ،750 سه دوزعلوم پزشكي تهران انجام شد اثر 

ر روي دهيالورونيك اسيد  ليتر ميكروگرم در ميلي 1250

نجماد و ذوب در محيط ز اهاي موش سوري پس ا اسپرم

 750  دوزآمده دست بهكشت بررسي گرديد و طبق نتايج 

ثير را بر بهبود أبيشترين ت ليتر ميكروگرم در ميلي

و  با توجه به مورد مذكور .پارامترهاي اسپرم داشت

گزارشات متناقضي كه در مورد زمان افزودن هيالورونان 

آمده  دست هاي مختلف به در پروسه انجمادي در گونه

 ميكروگرم در 750 لذا در تحقيق حاضر اثر دوز  ،است

 هيالورونان را در دو مرحله  قبل از انجماد و ليتر ميلي

ر روي سيمن موش سوري مورد بررسي دپس از ذوب 

  .قرار داديم

  
  ها واد و روشم

بـه  . )15 (تهيه گرديد   Nakagataضديخ بر اساس روش     

 (Merk)  رافينوز پنتاهيـدرات mg8/1 اين ترتيب كه ابتد ا

)W/V 18 (%   را درml 9        آب مقطر دو بار تقطير در حالي 

 سـپس . شناور مي باشد حل شد C  ْ60كه در حمام آب 

mg 3/0 ــك  )Non fat skim milk،sigma( شيرخشـ

)W/V3(% و محلـول   طور كامل حل كرده را نيز در آن به

 در rpm14000 دقيقه بـا دور      10مدت    آمده را به   دست به

در صـورت كـدر بـودن    . دستگاه سانتريفيوژ قرار داديـم  

محلول رويي سانتريفيوژ تا شفاف شـدن كامـل محلـول           

سـپس محلـول رويـي را جـدا         . چندين بار تكرار گرديد   

بـه ايـن    . ا فيلتـر نمـوديم    آن ر m µ 45/0كرده و با فيلتر   

 هاي اسـتريل   ترتيب محلول ضد يخ آماده شده را در لوله        

ml 5/1 با حجم ml1 درجه  -20 تقسيم نموده و در دماي  

  . داري كرديم نگهگراد  سانتي

استر تهيه كرديم و يك توري  سپس يك ظرف پلي

فلزي را طوري روي ظرف قرار داديم كه بتوان 

قرار داد تا در معرض بخار ها را روي آن  كرايوتيوب

ها داخل  در مرحله بعد كرايوتيوپ. نيتروژن قرار بگيرند

  .ور شدند نيتروژن مايع غوطه

هاي حاوي ضد يخ را  قبل از تهيه اسپرم يكي از لوله

 خارج نموده و در گراد  درجه سانتي-20  دماياز

 پس از ذوب شدن محلول ضديخ آن ،انكوباتور قرار داديم

  .ديش كوچك تخليه نموديم  پتريرا داخل يك

 نژاد  از نر بالغ سر موش6تعداد  براي تهيه اسپرم

گروه فارماكولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه ( سوري

  استفاده مورد هفته6-8با سن بين ) علوم پزشكي تهران

 مدت خانه به ها پس از ورود به حيوان موش. قرار گرفتند

 وفق جا آن شرايط داري شدند تا با هفته نگه  يكحداقل

و  تاريكي   ساعت12حيوانات تحت شرايط  پيدا كنند، 

داري  نگهگراد   درجه سانتي20-25 ساعت نور و دماي 12

براي تهيه اسپرم موش نر را به طريق كشيدن و  .شدند

هاي گردني كشته و سپس پوست را از  جايي مهره جابه

ناحيه شكم از دو طرف سري و دمي با دو انگشت شست 

 به اين ترتيب پوست ،و سبابه گرفته و به طرفين كشيديم

فاسياي . ها در ناحيه شكم نمايان شدند جدا شده و بيضه

ها را با قيچي استريل پاره كرديم و پس از  روي بيضه

ر روي بيضه قرار دمشخص شدن اپيديديم كه مانند عصا 

نموده و هر اپيديديم را به دو  داشت، دم اپيديديم را جدا

سپس يك بخش از يك اپيديديم را  . ت تقسيم نموديمقسم

 گروه كنترل براي(قرار داديم HamsF10 در محيط كشت 
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ديش  ها را در پتري  سپس بقيه قسمت،)با اسپرم تازه

ظرف   ثانيه حركت دادن30حاوي ضديخ گذاشته پس از 

ها را با قيچي   آن،ها براي كمك به آزاد شدن اسپرم

كه درب  ديش را درحالي  پتري،هقطعه كرد استريل قطعه

ايم با  آن را به حالت وارونه داخل انكوباتور قرار داده

پس .  دقيقه روي آن گذاشتيم10 درجه به مدت 45زاويه 

ديش را با همان زاويه از انكوباتور   پتري،از زمان مقرر

 ،كار را ادامه داديم لامينار خارج كرده و در زير هود

 از ،ديش برداشتيم از داخل پتريابتدا بقاياي نسوج را 

 µlit100ها و ضديخ حجمي معادل  محلول حاوي اسپرم

سپس .  ريخته شدml8/1 هاي برداشته و داخل كرايوتيوپ

ها را روي توري تعبيه شده در  بلافاصله كرايوتيوپ

مدت  ها به كه همه نمونه طوري سيستم انجمادي چيديم به

). -Cْ90( ر بگيرند دقيقه در معرض بخار نيتروژن قرا10

 در داخل نيتروژن ها را سريعاً  دقيقه كرايوتيوب10پس از 

  . ور نموديم غوطه) -C ْ196( مايع

ها را در داخل آب  كرايوتيوپها   ذوب نمونهبراي

Cْ37، سپس حدود .  دقيقه شناور كرديم2مدت  بهµl200  

 5( روي آن ريخته و بعد از سانتريفيوژ HamsF10  مديوم

 دوبار را دور ريخته  و محلول رويي آن) g 5000بادقيقه 

   پس از دور ريختن محلول رويي. تكرار نموديم

، محيط كشت µl100)  جدا كردن كامل ضديخبراي(

HamsF10آمده، حاوي  دست محلول به.  به آن افزوديم

اي است كه براي آناليز  هاي منجمد و ذوب شده اسپرم

 را به قطرات محيط  از آنµlit20-10 ،ها كافي است آن

كشت افزوده و پس از دو ساعت انكوباسيون مورد 

  .بررسي قرار داد

 4هر موش نر به  شده از  تهيه اسپرمهاي سپس نمونه

 :) تازهكنترل (1گروه : بندي شد  تقسيمذيلشرح  گروه به

 تنها در معرض محيط  بدون انجمادهايي بودند كه نمونه

HamsF10هيالورونان  از قرار گرفتند و هيچ دوزي 

 ،  به اين محيط اضافه نشد)sigma شركت ژرف خرد(

هاي اين گروه در مراحل   نمونه:)كنترل انجمادي( 2گروه 

 گروه ،انجماد و پس از ذوب هيالورونان دريافت نكردند

 هيالورونان µg/ml750به اين گروه قبل از انجماد : 3

د ها قبل از انجما  اين نمونه:4 گروه و افزوده شد

 ها هيالورونان دريافت نكرده ولي پس از ذوب به آن

µg/ml750 افزوده شد هيالورونان .  

 ساعت انكوباسيون آناليز 2ها پس از  در تمام گروه

ها در هر  اسپرم) غلظت( سپس تعداد .اسپرم انجام شد

براي تعيين . گروه با استفاده از لام نئوبار شمارش شد

ميدان  ميكروسكوپي مشاهده ها را در چند  موتيليتي، اسپرم

 ها را با استفاده از درجات قراردادي سرعت آن نموده و

WHO ها را در چهار گروه  كه سرعت حركت اسپرم  

  :شد آورده دست كند به بندي مي  طبقهذيلبه شرح 

هايشان  هايي كه دم  اسپرم-2 ،هاي فاقد حركت  اسپرم-1

  ،خورد ولي حركت رو به جلو ندارند تكان مي

كنند اما در  طرف جلو حركت مي هايي كه به  اسپرم-3

دار يا با سرعت آهسته در مسيري  مسيري منحني و پيچ

  طور سريع در مسير  هايي كه به  اسپرم-4  ومستقيم

كه  با توجه به اين .مستقيم به طرف جلو شنا مي كنند

   در فرايند لقاح 4 و 3هاي با موتيليتي درجه  اسپرم

در تحقيق حاضر ميانگين مجموع  لذا ،ثر هستندؤم

 عنوان موتيليتي كل در هر ها به  اسپرم4  و3موتيليتي درجه 
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 .شد گرفته آزمون در نظر هاي  گروه گروه كنترل ودو

 بار 3ها نيز براي هر نمونه  محاسبه ميزان تحرك اسپرم

عنوان نتيجه  آمده به دست سپس ميانگين به. تكرار شد

  .نهايي ثبت شد

هاي زنده متحرك و غيرمتحرك  يي اسپرم شناسابراي

حياتي  آميزي فوق توان از رنگ هاي مرده مي از اسپرم

آميزي وجود  تركيبات مختلفي براي رنگ. استفاده نمود

ها مخلوط آئوزين و يك رنگ متضاد  دارند كه اغلب آن

حياتي  آميزي فوق در اين تحقيق از رنگ. دنباش آن مي

   .گرديد استفاده B آئوزين

  ائوزين و:شامل آميزي واد مورد استفاده در اين رنگم

 از litµ40 براي اين كار .باشند  ميسالين محلول نرمال

) در سالين% B )5/0  ائوزينlitµ10نمونه اسپرم را با 

بلافاصله لامل را روي قطره قرار سپس مخلوط نموده و

اگر .  مطالعه نموديمx400نمايي  داده و آن را با بزرگ

ئوزين را به اآميزي زنده باشد رنگ  ر زمان رنگاسپرم د

 گيرد در نتيجه قسمت سر و تنه آن رنگ و خود نمي

دليل  هاي مرده به كه اسپرم حالي در .حالت روشن دارد

شاي پلاسمايي خود رنگ ائوزين را به خود غنقص در 

با محاسبه . آيد ها به رنگ قرمز در مي گرفته و سر آن

هاي  كل تعداد اسپرم گرفته بهن هاي رنگ تعداد اسپرم

 بار 3اين كار . آمد دست هاي زنده به موجود درصد اسپرم

صورت جدول ثبت   سپس ميانگين نتايج به،شد تكرار

  .گرديد

 از طبيعيبهترين روش براي تشخيص مورفولوژي 

آميزي پاپانيكولا بوده   استفاده از رنگ اسپرمطبيعيغير

ت ضد و نقيضي  در اين رابطه نظرااًاست كه اخير

ه هنوز هم در كاست، اما باتوجه به اين شده هيارا

طور معمول از اين روش  شناسي به هاي جنين آزمايشگاه

آميزي  شود،  لذا در تحقيق حاضر هم از رنگ ياستفاده م

  . استفاده شدمذكور

اما است شده  هاي زيادي براي اسپرم ذكر  ابنورمالي

 :شاملاند   بررسي شدههايي كه در اين تحقيق نورمالياب

Coild tail ،Stumped tail ،Cytoplasmic Droplet و 

Remanentباشند  مي.  

 يك قطره از محيط كشت حاوي اسپرم ،اسمير تهيه براي

روي لام  استفاده از لامل بهقرار داده شد و با بر روي لام 

آمده در هواي آزمايشگاه قرار  دست اسمير به .گرديدپخش 

 بايد توجه داشت كه ماندن دري خشك شود، تا قه شدداد

 خشك شدن موجبمدت زياد در هواي آزمايشگاه  به

آميزي  شود، سپس رنگ ها مي ها و بدشكل شدن آن اسپرم

آميزي هسته اسپرم به   در اين رنگ.پاپانيكولا انجام شد

رنگ صورتي و ناحيه   كروزوم و دم اسپرم بهآ ،رنگ آبي

 در اين تحقيق .آيد يره در ميپشتي آكروزوم به رنگ آبي ت

، Stumped tail (S.T)هاي اسپرم از نظر مورفولوژي سلول

)(C.T Coild tail ،)(C.D Cytoplasmic Droplet و (RE)  

  ، در تعداد مذكورآميزي شده با روش  در هر لام رنگ

عامل شده از چهار   عدد اسپرم تعداد موارد مشاهده100

  شت شد و اين كارطور مجزا ياددا تحت بررسي به

  آمده  دست  ميانگين به. بار تكرار گرديد3براي هر نمونه 

  صورت  نهايي بهعنوان نتيجه   بار شمارش به3از 

هاي  براي مقايسه گروه در مطالعه حاضر .جدول ثبت شد

   تستتيآزمون آماري از آزمون با گروه كنترل 

  .استفاده شد
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  ها يافته
 در گروه كنترل با ها مقايسه موتيليتي اسپرم-1

 با  كنترل1 ميانگين موتيليتي در گروه: هاي آزمون گروه

 كنترل با اسپرم 2ه  و در گرو  درصد08/75 اسپرم تازه

 افزودن هيالورونان 3 در گروه  درصد،06/58فريزشده 

 افزودن 4در گروه   ودرصد 02/59قبل از انجماد 

 Postآناليز .  بوددرصد 80/73هيالورونان پس از ذوب 

hoc و آزمون 2 نشان داد كه اين تفاوت بين گروه كنترل 

دار است امعن)  پس از ذوبµg/ml750 دوز (4

)001/0P<.(  در واقع افزودن دوز مورد نظر هيالورونان

 افزايش ميزان تحرك موجب ها پس از ذوب، به نمونه

 و آزمون 2 ولي تفاوت بين گروه كنترل .ها گرديد اسپرم

بنابراين  .دار نبودامعن)  قبل از انجمادµg/ml750 دوز (3

ها،  افزودن دوز مذكور هيالورونان قبل از انجماد به نمونه

  ).1نمودار  (ثيري نداشتأها ت بر ميزان تحرك اسپرم

 هاي موردميانگين درصد تحرك اسپرم در گروه مقايسه  -1نمودار 

بدون  اسپرم منجمد 2نسبت به گروه كنترل  )>001/0P( * [مطالعه

 ].هيالورونان نشان داده شده است

ها در گروه كنترل با   اسپرمVitality مقايسه -2

 با  كنترل1 در گروه ويتاليتي  ميانگين:هاي آزمون گروه

 كنترل با اسپرم 2ه  و در گرودرصد 03/95اسپرم تازه 

 افزودن هيالورونان 3 در گروه درصد، 30/84فريزشده 

 افزودن 4در گروه   ودرصد 02/85قبل از انجماد 

 Postآناليز .  بوددرصد 05/93هيالورونان پس از ذوب 

hoc و آزمون 2 نشان داد كه اين تفاوت بين گروه كنترل 

دار است نامع)  پس از ذوبµg/ml750 دوز (4

)001/0P<.(  در واقع افزودن دوز مورد نظر هيالورونان به

ندن  افزايش قابليت زنده ماموجب ها پس از ذوب، نمونه

 3 و آزمون 2 ولي تفاوت بين گروه كنترل .ها گرديد اسپرم

بنابراين  .دار نبودامعن)  قبل از انجمادµg/ml750 دوز(

ها،  افزودن دوز مذكور هيالورونان قبل از انجماد به نمونه

  ).2نمودار  (.ثيري نداشتأها ت بر قابليت زنده ماندن اسپرم

  

 هاي زنده بين گروه هاي مورد  مقايسه ميانگين درصد اسپرم-2نمودار 

 اسپرم منجمد بدون 2نسبت به گروه كنترل ) >001/0P (* [ مطالعه

 ].هيالورونان نشان داده شده است
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 هاي آزموني موش سوري گروه كنترل و گروهها مقايسه مورفولوژي اسپرم -3نمودار 

  

ها در گروه كنترل با   اسپرممورفولوژي مقايسه -3

 عوامل  مقايسه ميانگيندر :هاي آزمون وهگر

 Stumped tail ،Coild tail، Cytoplasmic(مورفولوژي 

Druplet و Remanent (هاي آماري نشان داد كه  بررسي

گونه اختلاف  هاي مورد مطالعه هيچ طوركلي بين گروه به

  ).<05/0P(داري وجود ندارد امعن

توان نتيجه گرفت كه افزودن هيالورونان در  در كل مي

عوامل ثيري بر أ ت،هاي فبل از انجماد و پس از ذوب زمان

 ها نداشت مورد بررسي مربوط به مورفولوژي اسپرم

  ).3نمودار (

  
  بحث

ترين  همكارانش عقيده داشتند كه يكي از مهم و هال

 آن تحرك ميزان ، ناباوري اسپرمكننده هاي تعيين شاخص

اسپرم براي نفوذ به موكوس گردن رحم و مهاجرت . است

نث تا محل لقاح حركت ؤبه سمت دستگاه تناسلي جنس م

 شفاف   همچنين تحرك اسپرم براي نفوذ به منطقه.كند مي

ر روي دهيالورونان  ).16( اووسيت لازم و ضروري است

 نفوذپذيري و د مانن،اعمال فيزيولوژيكي مهم اسپرما توزوا

  ).17( ثير فراواني داردأ تتحرك آنميزان 

 دوز  افزودندر تحقيق حاضر مشاهده شد كه

µg/ml750تحرك روي ميزان  پس از ذوب هيالورونان 

 در حد آنب افزايش موجثير مثبتي داشته و أاسپرم ت

 ،شده همچنين طبق مطالعات آماري انجام ،گردد بالايي مي

قبل ها   هيالورونيك اسيد به نمونهµg/ml750افزودن دوز 

ها  ثيري روي ميزان تحرك اسپرمأگونه ت  هيچ،از انجماد

 با گروه كنترل تفاوت آمده دست بهنداشته و نتايج 

دهد  آمده نشان مي دست بنابراين نتايج به. داري نداردامعن
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ر روي تحرك ددهنده هيالورونان  رغم اثر افزايش كه علي

ود  هنگامي كه اين ماده قبل از انجماد افزوده ش،اسپرم

احتمال دارد كه . دهد دست مي تاثير مثبت خود را از

ب برهم ريختن ساختمان هيالورونيك موجپروسه انجماد 

اسيد شود و در نتيجه پس از ذوب ديگر عملكرد آن را 

  .كنيم مشاهده نمي

ثير دو أ ت2004و همكارانش در سال پينا  در اين زمينه

وي  هيالورونان را رµg/ml1000و  500دوز متفاوت 

 اسپرم خوك بعد از انجماد و ذوب كردن ميزان تحرك

مجدد آن مطالعه كرده و گزارش نمودند كه دوز 

µg/ml500 1000 و دوز  درصد4/9ها را   اسپرمتحرك 

 كه ).14(دهد   افزايش مي درصد30ها را  موتيليتي اسپرم

ثير دوز  أ روي تمذكورنتيجه حاصل از مطالعه محققين 

µg/ml1000 اي  تا اندازهحاضر هحاصل از مطالع با نتيجه 

تر  ثير دوز كمأر روي تد. روي دوز مذكور مطابقت دارد

  ثير دوز أ ت روي و همكارانشپينا µg/ml1000 از

/ml µg500تر از  ثير آن را كمأ هيالورونان مطالعه كرده، ت

با توجه به نتايج حاصل .  گزارش نمودندµg/m1000 دوز

تحقيق در  همين گروهاز مطالعه ديگري كه توسط 

شناسي دانشگاه علوم پزشكي تهران  آزمايشگاه جنين

 µg/ml1250 و 1000 ،750 انجام شد اثر سه دوز

از هاي موش سوري پس  ر روي اسپرمبهيالورونيك اسيد 

انجماد و ذوب در محيط كشت بررسي گرديد و طبق 

 بهبود  موجبµg/ml1000 و 750نتايج حاصله دوزهاي 

 ضمن ،ها شدند اليتي و ميزان باروري نمونهموتيليتي ويت

 از دوزبيشتر هيالورونان  µg/ml750دوز كه  اين

µg/m1000 علاوه بر دو .  مذكور شدعواملب بهبود موج

  نيزµg/ml1250 روي دوز ،دوز ذكرشده در اين مطالعه

ثير مثبتي أتنها ت مطالعه شده و مشاهده شد كه دوز اخير نه

ثير معكوس روي أارد بلكه تها  ند  اسپرمتحركروي 

كدام از سه دوز مذكور  هيچ همچنين .داردعامل مذكور 

 با توجه ).19 و 18( ثيري بر روي مورفولوژي نداشتندأت

 متناقضي كه در مورد زمان ياه به موارد مذكور و گزارش

اضافه كردن هيالورونان در پروسه انجماد وجود داشت 

 مرحله قبل از انجماد  هيالورونان را در دوµg/ml750 دوز

  . و پس از ذوب بررسي كرديم

  با كشف دو گيرنده1995 و همكارانش در سال آروفو

 نقش RHAMM و CD44هيالورونان سطح سلولي يعني 

هيالورونان را در تنظيم مستقيم تحرك، تهاجم و 

و   سياااسبرهمچنين ). 10(ها نشان دادند  نفوذپذيري سلول

 ثابت كردند كه هيالورونان 1997سال  همكارانش نيز در

تحرك اسپرم را بعد از اعمال انجماد و ذوب شدن 

همراه  ر بهوذكمتمام مطالعات ). 20(دهد  افزايش مي

ثير أيد اين مطلب است كه هيالورونان تؤمطالعه حاضر م

م اثر س مكاني.ها دارد  اسپرمافزايش تحركسزايي روي  به

 در سطح ست كه به اين صورت اعامل مذكورآن بر روي 

 RHAMM و CD44هاي  سلول دو گيرنده هيالورونان به نام

Receptor for hgaluronan  Mediated Motility)(   وجود

هيالورونان با عمل متقابل خود با اين . )22 و 21(دارد 

هاي اتصالي  ها و افزايش فسفوريلاسيون پروتئين گيرنده

 افزايش .كند گري مي هيالورونان تحرك اسپرم را ميانجي

هاي اتصالي هيالورونان ابتدا در دم  پروتئين فسفوريلاسيون

 افزايش موجبو در نهايت ) 23(افتد  اسپرم اتفاق مي

Ca
هيالورونان عمل افزايش . گردد  داخل سلولي مي2+
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Ca
 ثير متقابل باأواسطه ت ه داخل سلولي را در اسپرم ب2+

بدين طريق  ،دهد  انجام ميPH-20غشاء پلاسمايي گيرنده 

 تجمع موجب PH-20  گيرندهكه هيالورونان متصل به

هاي داخل سلولي نقش  رسپتورهايي كه در انتقال سيگنال

Ca در نتيجه اسپرم سطح بالايي از .شود دارند مي
در  2+

دهد  داخل سلول و رسپتورهاي زيادي در سطح نشان مي

 افزايش عمل اكروزم بعد از اتصال به موجبكه 

  ). 24(شوند   ميزوناپلاسيدا

 1996اي كه در سال   و همكارانش طي مطالعههال

  گزارش نمودند انجام دادندهاي هيالورونان گيرندهروي 

هاي هيالورونان در ورود هيالورونان به داخل  گيرندهكه 

ها محدود بوده و با اضافه  ثر هستند و اين گيرندهؤسلول م

افزايشي در  ،نمودن سطح بالايي از هيالورونان از خارج

لذا از نتايج حاصل از اين . )16(شود  ها ديده نمي آن

شود كه يك  مطالعه و مطالعات قبلي چنين استنباط مي

مقدار دوز مناسب از هيالورونان براي افزايش تحرك 

 µg/ml750سلول لازم است كه در اين مطالعه دوز 

  .نشان دادعامل مذكور بيشترين اثر را روي 

ثير هيالورونان أتحاضر تحقيق در  اين علاوه بر

)µg/ml750 ( ها نيز   اسپرمقابليت زنده ماندنعامل روي

 µg/ml750 دوز  افزودن كهگرديد مشاهده مطالعه شد و

ها   اسپرمقابليت زنده ماندن روي  پس از ذوبهيالورونان

همچنين . گردد  ميآنب افزايش موجثير مثبتي داشته و أت

 µg/ml750 افزودن دوز ،هشد طبق مطالعات آماري انجام

گونه   هيچ،ها قبل از انجماد هيالورونيك اسيد به نمونه

ها نداشته و نتايج  اسپرم تاثيري روي قابليت زنده ماندن

. داري نداردابا گروه كنترل تفاوت معنآمده  دست به

رغم اثر  دهد كه علي آمده نشان مي دست بنابراين نتايج به

 ، روي زنده ماندن اسپرمرددهنده هيالورونان  افزايش

ثير مثبت أهنگامي كه اين ماده قبل از انجماد افزوده شود ت

ر ددهد و اين نتيجه مشابه اثر آن  دست مي خود را از

ه مشابه دآم دست نتايج به. باشد  تحرك ميعاملروي 

همكارانش در سال و   پيناهدر اين زمين تحقيقي است كه

 ، كه هيالورونانگزارش كردند واند انجام داده 2004

محافظت In vitro  شده را در طي تكامل هاي ذوب اسپرم

ها حتي بعد  استحكام غشاي آن ب پايداري وموجكرده و 

  ).14( شود انجام عمل انجماد و ذوب مجدد مي از

شده موروفولوژي اسپرم عامل  انجام مطالعات طبق

 IVFصورت  خصوص به هثري در عمل باروري بؤم

اي در اين زمينه كه آيا هيالورونان  يچ مطالعه اما ه،باشد مي

ثيرگذار است يا نه صورت أروي مورفولوژي اسپرم ت

در اين تحقيق اثر دوزهاي ذكرشده روي  لذا .نگرفته است

، Stumped tail ،Coild tail( مورفولوژي عوامل

Cytoplasmic Druplet و Remanent ( مطالعه شد و هيچ

ضمن  ،مذكور مشاهده نشد عواملها روي  ثيري از آنأت

اين كه زمان افزودن هيالورونان قبل از انجماد و پس از 

 علت احتمالي آن ممكن .ذوب نيز نتايج يكساني داشت

ي ژت گرفته باشد كه مورفولوأاست از اين واقعيت نش

 در طي اسپرميوژنيز ي متفاوتعواملثر از تأها م اسپرم

وم و كروزآ بلوغ عواملاز جمله اين . باشد مي

 در مورد هر دو .باشد بندي كروماتين اسپرم مي سازمان

 را ها آنرسد كه هيالورونان بتواند  نظر نمي  بهمذكور عامل

اين امر را حاضر هاي تحقيق  ثير قرار دهد و يافتهأتحت ت

  .كند ثابت مي
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 µg/ml750 دوز شود كه گيري مي در پايان نتيجه

 زنده ماندن قابليت و  افزايش تحركموجبهيالورونان 

طبق . شود  ميموش پس از انجماد در محيط كشت اسپرم

هيالورونان پس   افزودنآمده از اين تحقيق دست نتايج به

قابليت  و  تحركثير را در افزايشأ بيشترين تاز ذوب

از طرفي با . ها پس از ذوب داشت اسپرم زنده ماندن

 متناقضي كه در مورد زمان اضافه ياه توجه به گزارش

 دوز ،دن هيالورونان در پروسه انجماد وجود داشتكر

تحت آزمايش در دو مرحله قبل از انجماد و پس از ذوب 

  نشان داد كه احتمالاًطالعهنتايج م. شدبا هم مقايسه 

ب برهم ريختن ساختمان هيالورونان شده و موجانجماد 

  . شود ميعوامل مذكور ر روي دمانع اثرگذاري آن 

  گيري نتيجه
شود در  به نتايج حاصل از اين تحقيق توصيه ميباتوجه 

 هيالورونيك µg/ml750هاي تحقيقاتي از دوز  آزمايشگاه

هاي منجمدشده موش سوري  اسيد پس از ذوب اسپرم

ضمن . ها استفاده شود  افزايش قابليت باروري آنبراي

ييد أر روي اسپرم انساني و تدكه با تكرار اين آزمايش  اين

مند   بهرهIVFهاي  ايج آن در كلينيكتوان از نت آن مي

  .گرديد
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Introduction: Sperm Cryopreservation is widely used as a way of preserving the male sperm used in 

future artificial insemination and fertilization. Despite all the recent advances in Cryopreservation 

technology, sperm motility is negatively affected by freezing and the thawing afterwards. Yet hyaluronic 

acid is believed to improve the vitality and motility of the sperm, enhancing the physiological functions 

of spermatozoa for the conception.  This study investigates the effects of hyaluronan (HA) 

supplementation on characteristics of morphology, motility and vitality of mice sperm before the 

freezing and after the thawing.  

Materials and Methods: 6 male mice were randomly selected for the purpose of this study. Semen 

samples were removed from the animals and then were divided into four groups. The first was control 

group without freezing. The second was the frozen control group. For the third, hyaluronan was added 

before the freezing, while it was used after the thawing for the last one. Semen was frozen in 1.8 ml 

cryotubes with %18 raffinose and % 3 skim milk. Sperm morphology was examined through Papa 

Nicolao staining. Eosin B was used to analyses viability. Motility parameters were assessed through 

observation under inverted microscope.  Data were analyzed using the T- test. 

Results: Based on the results of the study, HA supplementation (750 µg/ml) improved the motility and 

vitality parameters (P<0.05) when it was added after the thawing, while no effect was observed when it 

was added before the freezing.  HA did not change the sperm morphology when it was added either 

before the freezing or after the thawing. 

Conclusion: Based on the results of the study, HA supplementation (750 µg/ml) after the thawing of the 

frozen sperm improves the motility and the vitality of the sperms. 

Key words: Hyaluronan (HA), Cryopreservation, Morphology, Motility,Vitality. 
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