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Abstract 
Background: In Asthenoteratozoospermic  men, low motility, defected DNA and highly oxidative 

stress in  sperm   cause  poor  assisted reproductive techniques (ART) outcomes. The aim of this study was to 
determine the effect of Vitamin E (Vit E), as a potent antioxidant, on sperm motility, viability and DNA 
integrity at different times of in vitro incubation (after 2, 4 and 6-h) to improve asthenoteratozoospermic 
semen samples for ART. 

Materials and Methods: Asthenoteratozoospermic semen samples of 50 volunteers were collected and 
examined. Each sample was divided into two groups of control and vitamin E (2mM) and kept in the 37 °C and 
6 % CO2 for 2, 4 and 6 hours. After this incubation, sperm motility, viability and sperm DNA fragmentation 
(SCD) were evaluated in each group. Data were analyzed using repeated measurement of ANOVA and T-test. 
The means were considered significantly different at p<0.05. 

Results:Significant decrease in total and progressive motility and viability as well as significant increase 
in sperm DNA damage (after 6h of incubation) were found in control group vs. the control group before 
incubation (p<0.05). The sperm motility and viability was significantly higher in vitamin E group compared to 
untreated control group (p<0.05). Our results also showed that DNA fragmentation significantly was lower after 
6h of vitamin E treatment (p<0.05).  

Conclusion: In vitro supplementation of vitamin E in asthenoteratozoospermia semen samples may 
protect spermatozoa from maltreatment effect of ROS during sperm sampling via keeping enzymatic and 
antioxidant process in optimum condition.  
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  چکیده

و استرس اکسیداتیو بـالا در اسـپرم مـردان آستنوتراتوزواسـپرمی موجـب بـازده        DNAتحرك پایین، آسیب  زمینه و هدف:
به عنـوان یـک    Eتعیین اثر ویتامین  ،گردد. هدف از این مطالعه در این بیماران می (ART)هاي کمک باروري  ضعیف درمان

سـاعت) بـه    6و  4، 2هاي مختلـف انکوباسـیون (پـس از     اسپرم در زمان DNAبر تحرك، حیات و آسیب  اکسیدان قوي آنتی
  بود. ARTمنظور بهبود خصوصیات اسپرم افراد آستنوتراتوزواسپرمی جهت 

آوري و سپس ارزیابی شد. هر نمونه به دو گروه کنترل و تیمار  بیمار آستنوتراتوزواسپرمی جمع 50نمونه منی  ها: مواد و روش
 6و  4، 2مـدت   بـه  درصـد   6 با غلظـت  CO2گراد و  درجه سانتی 37بندي و سپس در دماي  تقسیم ومول)میکر E )2ویتامین 

اسپرم  در هر گروه ارزیابی گردید.  DNAساعت نگهداري شد. پس از انکوباسیون، پارامترهاي تحرك، حیات و فراگمنتاسیون 
هـا در سـطح     و تفـاوت میـانگین   تـی تسـت تحلیـل   ن و آزمو (ANOVA)گیري تکراري  ها از طریق روش آماري اندازه داده
05/0p< دار در نظر گرفته شد. معنی  

اسـپرم   DNAداري در میـزان آسـیب    داري در میزان قابلیت تحرك و حیات اسپرم و نیز افزایش معنی کاهش معنی ها: یافته
. میزان تحـرك و حیـات در   )>05/0p(ساعت انکوباسیون) در گروه کنترل نسبت به پیش از انکوباسیون مشاهده شد 6(پس از 

اسپرم نیـز   DNAآسیب  .)>05/0p(داري افزایش داشت  در مقایسه با گروه کنترل غیر تیماري به طور معنی Eگروه ویتامین 
  نشان داد. را )>05/0p(داري  ساعت تیمار با ویتامین کاهش معنی 6پس از 
موجب حفاظت اسـپرماتوزوآ در برابـر    Eهاي منی بیماران آستنوتراتوزواسپرمی با ویتامین  نمونه in vitroتیمار  گیري: نتیجه

  گردد. از طریق حفظ شرایط آنتی اکسیدانی می ROSاثرات مخرب 
  .E، ویتامین DNA اسپرم، آستنوتراتوزواسپرمی، استرس اکسیداتیو، فراگمنتاسیون واژگان کلیدي:

  
  تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسیایران،  * نویسنده مسئول:

Email: gh.vaezi@yahoo.com 
   



 همکاران علی اصغر غفاري زاده و                                                                                       …  بر Eبررسی اثر مدت زمان انکوباسیون و تیمار ویتامین

 64                                                                                                                 1396 شهریور، 6، شماره بیستممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

  مقدمه
ناباروري از مشکلات اساسی جوامع امروزي است 
که زوج هاي درگیر را هم از نظر پزشکی و هم از نظر روانی 

-10تحت شعاع قرار می دهد. براساس آمارهاي جهانی حدود 
درصد زوج ها نابارورند. براساس همین مطالعات، سهم  15

). 1درصد است ( 40-25در ناباروري مردان 
آستنوتراتوزواسپرمی یکی از دلایل ناباروري و یا کاهش 
باروري در مردان است. از مشخصه اسپرم این افراد تحرك 

درصد  96و ناهنجاري مورفولوژي بیش از  درصد 40کمتر از 
می باشد. در واقع اسپرم این افراد نسبت به اسپرم افراد بارور 

تولید می (ROS)یی رادیکال هاي آزاد اکسیژنمقادیر بالا
). علاوه بر این، مطالعات نشان داده که میزان 2،3کند (
منی افراد آستنوتراتوزواسپرمی  (MDA)دي آلدئید مالون

نسبت به میزان آن در افراد نرمال داراي افزایش معنی دار و 
داراي کاهش معنی (TAC)میزان ظرفیت آنتی اکسیدانی 

هاي  ). تحقیقات حاکی از آن است که رادیکال4داري است (
آزاد، عامل عمده اختلال در عملکرد اسپرم است و استرس 
اکسیداتیو و لیپید پراکسیداسیون غشاي پلاسمایی اسپرم ایجاد 
شده توسط آن می تواند موجب القاء تغییرات مخرب در 
اجزاي سلولی شود و به عملکرد هاي اسپرمی وابسته به غشاي 

آسیب  DNAایی و نیز عملکردهاي وابسته به تمامیت پلاسم
که نمونه منی افراد  علاوه بر این ).3برساند (

آستنوتراتوزواسپرمی خود داراي آسیب اسپرمی و 
لیپیدپراکسیداسیون بالا می باشد، آماده سازي و نگهداري 
اسپرم این افراد نیز در محیط آزمایشگاه براي انجام تکنیک 

، ممکن است چندین ساعت به طول (ART)کمک باروري 
بینجامدو طی این مرحله به دلیل ایجاد عدم تعادل در ظرفیت 

، اسپرم ها آسیب ROSآنتی اکسیدانی و افزایش در تولید 
). بنابراین براي 5،6دیده و عملکرد آن  کاهش می یابد (

جلوگیري از این آسیب، اضافه نمودن فاکتورهاي آنتی 
رمی ممکن است موثر واقع شود و میزان اکسیدانی به محیط اسپ

از جمله آنتی  Eویتامین   ).7را افزایش دهد ( ARTموفقیت 

هایی است که به طور طبیعی در مایع منی وجود دارد  اکسیدان
این آنتی اکسیدان فعالیت رادیکال هاي آزاد را خنثی و از 
تولید لیپیدپراکسیدها که سوخت واکنش زنجیره پراکسیداتیو 

هاي  د جلوگیري می کند و در نتیجه اسپرم را از آسیبهستن
ROS در زمینه اثر ویتامین 8،9کند ( حفاظت می .(E  بر

حفاظت انجمادي اسپرم در مدل هاي حیوانی و اسپرم انسانی 
مطالعاتی انجام گرفته است که بیانگر اثر وابسته به دوز ویتامین 

E یپید مهار ل در بهبود تحرك و حیات اسپرم از طریق
). 10،11(پراکسیداسیون غشاي پلاسمایی اسپرم می باشد 

در ترکیب با دیگر آنتی اکسیدان  Eتجویز خوراکی ویتامین 
را در بیماران نابارور  DNAها نیز توانسته است میزان آسیب 

کاهش و باعث افزایش تحرك و بهبود مورفولوژي اسپرم 
).  با توجه به استرس 13،12افراد آستنوتراتوزواسپرمی شود(

اکسیداتیو بالاي موجود در مایع منی بیماران 
استنوتراتوزواسپرمی و همچنین استرس اکسیداتیو ایجاد شده 

م این افراد در محیط در مراحل آماده سازي و نگهداري اسپر
در  Eآزمایشگاه و با توجه به نقش آنتی اکسیدانی ویتامین 

بهبود خصوصیات اسپرم، هدف از این مطالعه تعیین اثر ویتامین 
E  ،در زمان هاي انکوباسیون مختلف بر روي قابلیت تحرك

اسپرم مردان نابارور  DNAحیات و تمامیت 
  آستنوتراتوزواسپرمی بود.

  
  ها مواد و روش

مرد نابارور  50از مایع منی ،تجربی در این مطالعه
سال) مراجعه کننده به  40تا  25آستنوتراتوزواسپرمی (

مرکزفوق تخصصی درمان ناباروري جهاد دانشگاهی استان 
مرکزي (امید رویان) که بیش از یک سال از اقدامشان براي 
بارداري بدون پیش گیري گذشته استفاده شد. نمونه ها با 

روز پس از آخرین انزال یا نزدیکی با  3اصله زمانی ف
و دهان گشاد مخصوص و در ظروف  Masturbationروش

با رعایت اصول این مطالعه . )2( جمع آوري شدغیرتوکسیک 
و با مجوز کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه علوم پزشکی  اخلاقی
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صورت IRANKMU.REC.1394.37 شماره به اراك
 .گرفت

  سازي اسپرم  آماده
 قهیدق 30 مدت  منی براي مایع شدن، به هاي نمونه

طبق منی آنالیز مایع  و قرار داده شد درجه 37درانکوباتور 
). سپس 2گرفت (انجام  دستورالعمل سازمان بهداشت جهانی

ها در دو مرحله  شستشو داده شد. نمونه هاي اسپرم در  اسپرم
سانتریفوژ شده و  دقیقه 10) به مدت RPM( 2500دور 

پلاسما از پلت اسپرمی جدا گردید. سپس پلاسما در فریزر 
درجه سانتی گراد تا زمان آنجام آنالیزهاي مربوطه  -80

پلاسماي هاي  نمونهنگهداري شد. میزان پراکسیداسیون لیپیدي 
اسپرم در گروه هاي مختلف به روش اسپکتوفتومتري 

 Buege and Austطبق متد  (TBA)تیوباربیتوریک اسید 
 (TAC)).ظرفیت آنتیاکسیدانی کل 14اندازه گیري گردید (

 Antioxidants Power مایع منی نیز به روش 

(FRAP)Ferric Reducing of و طبق متدBenzie  ،
). پس از شستشو پلت اسپرمی با محیط 15گیري شد ( اندازه

حاوي   Ham’s F10(GIBCO, Paisley, UK) کشت 
 ,Octapharma, Lachen)ن سرم انسانی آلبومی درصد 10

Awitzerland)   مخلوط شد و شمارش اسپرم بر اساس
انجام شد.  (WHO) سازمان بهداشت جهانیدستور العمل 

نمونه هاي اسپرم در لوله هاي اپندورف جداگانه تفکیک شد 
اسپرم) و به هر یک  از لوله ها  2×106(یک میلی لیتر داراي 

 Hams F10نترل شامل محیط هاي صفر (گروه ک غلظت
 E(Sigmaمیلی مولار ویتامین  2درصد آلبومین) و  10حاوي 

Aldrich, St. Louis, MO, USA)  به عنوان دوز)
اپتیمم براي اسپرماتوزوآ)، اضافه شد. انتخاب دوز طبق 
مطالعات پیشین پیرامون اثر حفاظتی این آنتی اکسیدان ها بر 

صورت گرفت  in vitroپارامترهاي اسپرم در محیط 
،  2، 0هاي اسپرم در زمان هاي مختلف ( ). سپس نمونه16،17(
ساعت) انکوبه شدندو جهت اندازه گیري پارامترهاي  6و  4

  اسپرمی مورد استفاده قرار گرفتند. 

  ارزیابی حیات اسپرم
به منظور بررسی حیات اسپرم از روش رنگ آمیزي 

انجام  این روش ). براي 2نگروزین استفاده شد ( –ائوزین 
درصد نگروزین در  10محلول یک درصد ائوزین و محلول 

 Merck)آب مقطر تهیه گردید. سپس محلول ائوزین 

KGaA, Darmstadt, Germany)  را به نسبت دو به
ثانیه محلول  30یک به مخلوط اسپرم اضافه کرده و پس از 

 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)نگروزین 
وط فوق اضافه شد. از مخلوط حاصل گسترش به اندازه مخل

زیر  X 100تهیه و پس از خشک شدن لام، با بزرگنمایی
حیات  Nikon Eclipse E200)میکروسکوپ نوري (مدل 

اسپرم هاي زنده در این  سلول هاي اسپرم بررسی گردید. سر
رنگ آمیزي به رنگ سفید و اسپرم هاي مرده به رنگ قرمز 

رنگ قرمز درون سیتوپلاسم به علت مشاهده می شوند که این 
عبور ائوزین از غشاي اسپرم مرده است. در این آزمون درصد 

  ).2اسپرم هاي زنده گزارش شد(
 ارزیابی تحرك اسپرم

میکرو لیتر از  10براي سنجش حرکت اسپرم ابتدا 
سوسپانسیون محیط کشت و اسپرم روي لام منتقل و حرکات 

مورد  X40اسپرم زیر میکروسکوپ نوري با بزرگنمایی 
میدان دید میکروسکوپ براي  5بررسی قرار گرفت. حداقل 

اسپرم براي هر نمونه بررسی و  200تعیین قابلیت تحرك 
داراي حرکت پیشرونده، حرکت درجا و درصد اسپرم هاي 

  ).2بدون حرکت محاسبه گردید (
  اسپرم DNAارزیابی فراگمنتاسیون 

در اسپرم را می توان به طور مستقیم  DNAآسیب 
(شکست و اکسیداسیون) و یا به طور غیر مستقیم (تراکم 

 SCD (spermکروماتین) مورد ارزیابی قرار داد. تست 

chromatin dispersion test)  شکست ،DNA  را
میکرولیتر از  70کند. براي انجام این تست،  اندازه گیري می

لیتر نمونه هاي  میلیون در هر میلی10-5نمونه اسپرمی با غلظت
در زمان هاي مختلف با  Eکنترل و تیمار شده با ویتامین 
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درجه 37با درجه ذوب پایین) در دماي( آگاروز یک درصد 
 65/0ي لامی که از قبل با آگاروز سانتیگراد مخلوط و بر رو

درصد پوشیده بود گذاشته شد و باگذاشتن یک لامل بر روي 
درجه سانتیگراد قرار گرفت.  4دقیقه در دماي 4آن، به مدت

سپس با جدا کردن لامل ها، هر لام به صورت افقی در محلول 
دقیقه در دماي اتاق و  7نرمال به مدت 08/0اسیدکلریدریک 

دقیقه در محلول  25ارداده شد و سپس به مدت در تاریکی قر
دقیقه با آب  5مدت  ها به در ادامه لام  لیز کننده قرار گرفت.

دقیقه 2درصد،100و70،90ترتیب در الکل مقطر شستشو و به
 بعد از خشک شدن لام ها، با محلول رنگ .دهیدراته شد

Wright و PBS  رنگ آمیزي و بعد  1 :  1نسبت به
آب معمولی شستشو و توسط میکروسکوپ نوري دقیقه با 10از

هسته  ( DNAدرصد اسپرمهاي با آسیب   .بررسی گردید
 degrade اسپرم با هاله کوچک، بدون هاله و سلول اسپرم

هسته اسپرم با هاله بزرگ و هاله (  DNAشده) و بدون آسیب 
صورت اندیکس  ارزیابی شد که در مجموع نتایج به )متوسط

  ).18گزارش گردید ( (DFI)فراگمنتاسیون
  آماري  نحلیل

 22نسخه  SPSSداده هاي حاصل با استفاده از نرم افزار 
(IBM Statistics 22)  مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار

گرفتند. به منظور بررسی اثر متقابل گروه ها در زمان هاي 
متفاوت برروي پارامترهاي مختلف اسپرم از آنالیز واریانس 

چنین براي مقایسه  اندازه گیري تکراري  استفاده شد. هم
-tو کنترل از آزمون  Eپارامترهاي مختلف بین گروه ویتامین 

test استفاده گردید. در نهایت مقادیر بصورت میانگین  مستقل
  انحراف معیار بیان شد و تفاوت میانگین ها در سطح ±
 05/0 p< .معنی دار در نظر گرفته شد  

  
  یافته ها

  خصوصیات مایع منی افراد آستنوتراتوزواسپرمی
نشان دهنده  1داده هاي توصیفی حاضر در جدول 

نفر از افراد آستنوتراتوزواسپرمی  50خصوصیات مایع منی 

باشد. در  پیش از انکوبه کردن اسپرم با محیط هاي تیماري می
این جدول خصوصیاتی چون حجم مایع سمن، تحرك، تعداد، 

 FRAPو  MDAحیات و مورفولوژي طبیعی اسپرم، میزان 
اسپرم این بیماران نشان داده  DNAمیزان آسیب  مایع منی و
  شده است. 

. اطلاعات توصیفی مربوط به پارامترهاي مایع منی 1جدول 
  .ها یش از تیمار با آنتی اکسیدانبیماران آستنوتراتوزواسپرمی پ

 SD±میانگین (n=50)پارامترها
  78/1±35/3 (ml)حجم 
PH 28/0±91/7  

  6/26±4/74  (ml/106×)تعداد اسپرم 
  2/34±7/10  تحرك کل (%)

  2/34±57/10  تحرك پیشرونده اسپرم (%)
  6/57±5/18  حیات اسپرم (%)

  6/1±7/0  مورفولوژي طبیعی اسپرم (%)
MDA  پلاسماي سمینال(nmol/ml 

seminal plasma)  
5/0±93/1  

 µmol/l)ظرفیت آنتی اکسیدانتی تام 
seminal plasma)  

3/150±2/1339  

  53/22±74/6  اسپرم (%) DNA فراگمنتاسیون
  

مقایسه درصد تحرك اسپرم در گروه کنترل در 
دار  گر کاهش معنی هاي مختلف انکوباسیون، بیان زمان

رونده نسبت به تحرك پیش از  تحرك کل و تحرك پیش
هاي اسپرم تیمار نشده،  انکوباسیون بود. به طوریکه در نمونه

ساعت به  4و  2رونده اسپرم پس از میزان تحرك کل و پیش
به  )>01/0p(ساعت به میزان  6و پس از  )>05/0p(میزان 

  1طور که در نمودار  همان طور معنی داري کاهش یافته بود.
 E )2مشاهده می شود، در نمونه هاي تیمار شده با ویتامین 

در درصد  )>05/0p(میلی مولار )، افزایش معنی داري 
بت به گروه کنترل غیر تیماري مشاهده تحرك کل اسپرم نس

ساعت   6گردید.  این افزایش درمیزان تحرك اسپرم در زمان 
به طور قابل ملاحظه اي نسبت به سایر زمان هاي انکوباسیون 

نشان دهنده افزایش معنی دار تحرك  2بیشتر بود. نتایج نمودار 
ا ساعت انکوباسیون نمونه ه 6و  4، 2رونده اسپرم پس از پیش

  می باشد.  )>E)01/0pبا ویتامین 
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و  Eهاي ویتامین  درصد تحرك کل اسپرم در گروه .1نمودار 

ساعت پس از انکوباسیون.  6و  4، 2، 0کنترل در زمان هاي 
 انحراف معیار ارائه شده است.  ±مقادیر بصورت میانگین 

*p<0.05, ** p<0.001  مقایسه آماري با گروه کنترل پیش از
  مقایسه آماري با گروه کنترل  p<0.05#انکوباسیون.

  

 Eهاي ویتامین  رونده اسپرم در گروهدرصد تحرك پیش .2نمودار 
ساعت پس از انکوباسیون.  6و  4، 2، 0و کنترل در زمان هاي 

انحراف معیار ارائه شده است.  ± مقادیر به صورت میانگین
p<0.01*  و**p<0.001 دار گروه کنترل در مقایسه  تفاوت معنی

مقایسه آماري با p<0.03, ##p<0.01#با پیش ازانکوباسیون.
  گروه کنترل.

  
  قابلیت حیات اسپرم 

به منظور بررسی قابلیت حیات یا زنده مانی اسپرم از 
) استفاده E&Nنگروزین (-روش هاي رنگ آمیزي ائوزین

). نتایج آنالیزها نشان داد که میانگین قابلیت 1شد (تصویر 
 6و  )>01/0p( 4حیات اسپرم در گروه کنترل در زمان هاي 

بعد از انکوباسیون اسپرم داراي کاهش  )>001/0p(ساعت 
ساعت از  2معنی داري می باشد. اما پس از گذشت 
ها  غشاء اسپرمانکوباسیون نمونه ها میزان زنده مانی و سلامت 

).  علاوه 3در گروه کنترل کاهش معنی داري نشان نداد(نمودار
درصد قابلیت حیات مربوط به میانگین  3بر این، نمودار 

و نیز گروه کنترل  Eرا در گروه هاي ویتامین اسپرم  هاي نمونه
غیر تیماري نشان می دهداین نتایج نشان داد که قابلیت حیات 

نسبت به گروه کنترل پس از  E اسپرم در گروه ویتامین
ساعت داراي افزایش معنی  6و  4،  2انکوباسیون در زمان هاي 

  .)>03/0p(دار می باشد 
  
  
  

     

هاي زنده  نشان می دهد. اسپرم E (B)و ویتامین  (A)نکروزین در گروه کنترل -آمیزي ائوزین ها را توسط رنگ .  قابلیت حیات اسپرم1تصویر
  ). ×100نمایی  شوند (بزرگ هاي مرده به رنگ قرمز مشاهده می سفید رنگ و اسپرم 

A B 
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-. درصد قابلیت حیات با استفاده از رنگ آمیزي ائوزین3نمودار 

، 2و کنترل در زمان هاي صفر،  Eهاي ویتامین  نگروزین در گروه
  ±صورت میانگین ه ساعت پس از انکوباسیون. مقادیر ب 6و  4

تفاوت  p<0.001**و *p<0.01 انحراف معیار ارائه شده است.
دار گروه کنترل در مقایسه با پیش از  معنی

  مقایسه آماري با گروه کنترل. P<0.03, #p<0.01##انکوباسیون.
  

اسپرم با استفاده از آزمون  DNAفراگمنتاسیونبررسی میزان 
SCD  

اسپرم با استفاده از  DNAمقایسه میانگین شکست 
بیانگر افزایش معنی دار میزان فراگمنتاسیون  SCDتست 
DNA  ساعت در گروه کنترل نسبت به پیش از  6پس از

هاي اسپرم  ).  در نمونه4(نمودار  )p<0.01(انکوباسیون بود
در میزان  >p)01/0(کاهش معنی داري Eتامین تیمار شده با وی
ساعت انکوباسیون، از طریق  6پس از DNA فراگمنتاسیون 

هاي داراي هاله طبیعی در مقایسه با گروه  گیري اسپرم اندازه
  ). 2)(تصویر 4کنترل مشاهده شد (نمودار 

  

 

اسپرم با استفاده از تست  DNA. بررسی میزان آسیب 4نمودار 
SCD هاي ویتامین  در گروهE  6و  4، 2، 0و کنترل در زمان هاي 

انحراف   ±صورت میانگین ه ساعت پس از انکوباسیون. مقادیر ب
دار گروه کنترل در  تفاوت معنی*p<0.01 معیار ارائه شده است

مقایسه آماري با گروه  p<0.02#مقایسه با پیش از انکوباسیون.
  کنترل.

  

  

نشان می دهد.  E (B)و ویتامین  (A)و رنگ آمیزي رایت در گروه کنترل  SCDاسپرم را توسط تکنیک  DNAمیزان آسیب  .2تصویر
هاي بدون  شده) با فلش قرمز و اسپرم degrade (هسته اسپرم با هاله کوچک، بدون هاله و سلول اسپرم DNAهاي داراي آسیب  اسپرم
  ). ×100نمایی  اند (بزرگ با فلش مشکی مشخص شده )اسپرم با هاله بزرگ و هاله متوسطهسته (  DNAآسیب 

  

A B 
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  بحث  
میزان  ،که نتایج تحقیق حاضر نشان داد نچنا

هاي مختلف  رونده اسپرم پس از زمانتحرك کل و پیش
انکوباسیون در گروه کنترل نسبت به پیش از انکوباسیون داراي 
کاهش معنی داري بود، اما  میزان حیات اسپرم پس از گذشت 

ساعت از انکوباسیون کاهش معنی داري با لحظه صفر  2
ساعت انکوباسیون داراي کاهش  6و  4نداشت و تنها پس از 

.  در مطالعه دیگري نیز کاهش تدریجی در معنی داري بود
تحرك و حیات اسپرم همراه با افزایش پیوسته در سطح 

MDA   ساعت پس از انکوباسیون اسپرم مشاهده  6تا  5/0طی
گردید که تغییر در این پارامترها به استرس اکسیداتیو ایجاد 
شده توسط اسپرماتوزوآ طی نگهداري و انکوباسیون آن در 

نسبت داده شد. چرا که به دلیل محتواي پایین  آزمایشگاه،
هاي آنتی اکسیدانی در اسپرم انسان توانایی مقابله کامل  آنزیم

هاي آزاد  با استرس اکسیداتیو وجود ندارد، در نتیجه رادیکال
اکسیژن تولید شده توسط اسپرماتوزوآ و لوکوسیت ها می 

داخل سلولی و در نهایت  ATPتواند باعث افت سطح 
چنین با ایجاد لیپید پراکسیداسیون در  رك اسپرم شود و همتح

غشاء پلاسمایی اسپرم که غنی از اسید چرب غیر اشباع است، 
می تواند باعث افزایش نفوذ پذیري غشاء ، غیر فعالسازي 

). مطالعات 16آنزیم ها و تولید محصولات اسپرم کش شود (
ه یک نیز نشان داد ک 2001 کوبایاشی وهمکاران در سال

کاهش پیوسته در تعداد سلولهاي اسپرم زنده و فعال در ارتباط 
نتایج ارزیابی تست  ).19وجود دارد ( ROS با افزایش مقدار

SCD  نشان داد که میزان آسیبDNA  6اسپرم بعد از 
ساعت انکوباسیون درگروه کنترل غیرتیماري نسبت به پیش از 
انکوباسیون داراي افزایش معنی داري است. در یک مطالعه اي 

به  SCDکه توسط فرناندز و همکاران با استفاده از روش 
اسپرم اسب نر انجام شده DNAمنظور ارزیابی میزان آسیب 

اسپرم وارد  DNAسیب که به نشان دادند که بیشترین میزان آ
ساعت انکوباسیون اسپرم  6شده مربوط به زمان هاي بیش از 

). یکی از علل 20درجه سانتی گراد می باشد( 37در دماي 

اسپرم ممکن است ناشی از استرس اکسیداتیو  DNAآسیب 
می توانند از میتوکندري و ناحیه میانی  ROSباشد. ترکیبات 

ار کروماتینی در سر اسپرم دسترسی اسپرم آزاد شده و به ساخت
پیدا کنند. رادیکال هاي آزاد اکسیژنی مانند هیدروژن پراکسید 
به لحاظ توانایی نفوذپذیري از خلال غشا احاطه کننده هسته، 
قابلیت تحت تاثیر قرار دادن هسته اسپرم و آسیب رساندن به 

ي ). طی لیپیدپراکسیداسیون مولکول هاي لیپید21آن را دارند (
شکسته شده و محصولات حاوي کربونیل پایدار فراوانی مانند 

آلکنال از  -2-هیدروکسی-4و  (MDA)مالون دي آلدئید 
بوجود می آیند.  DHAهمانند  6-اسیدهاي چرب امگا

MDA  آلکنال توکسی ژنیک  -2-هیدروکسی -4جهش زا و
است. و تولید این محصولات، علاوه بر سمیت سلولی، 

اسپرم به همراه دارند.  DNAمانند شکست  خطرات دیگري را
بنابراین، لیپیدپراکسیداسیون نه تنها به طور مستقیم سبب آسیب 
دیدن غشا و عملکرد آن می شود، بلکه به طور غیر مستقیم 

).علاوه بر 22و سلامت آن نیز تاثیر می گذارد ( DNAروي 
این حجم کوچک مولکول هاي اکسیدان آنها را قادر می 

به مناطقی از کروماتین نفوذ کنند که نوکلئازهایی  سازد تا
به دلیل حجم زیادش قابلیت دسترسی به آن  DNase Iچون 

را ندارند. این دلایل به خوبی این مطلب را توجیه می کند که 
از طریق تنش اکسایشی  DNAبه چه دلیل بیشترین آسیب به 

). براي غلبه بر عدم تعادل بین سطوح 23حاصل می شود (
ROS که با  و استرس اکسیداتیو، محققان تلاش نمودند

افزودن ترکیبات آنتی اکسیدانی در شرایط آزمایشگاهی به 
محیط آماده سازي اسپرم بهبودي را در نتایج روش هاي 

)، چرا که استفاده 24،7ایجاد نمایند( (ART)کمک باروري 
ممکن است منجر به کاهش  ARTاز اسپرم آسیب دیده در 

). نتایج 7لقاح و آبستنی گردد( ر در میزان موفقیت درمعنی دا
حاصله از این پژوهش نشان می دهد که تحرك کل،  تحرك 

به طور معنی  Eپیشرونده و حیات در گروه تیمار شده با ویتاین 
داري نسبت به گروه کنترل افزایش و از طرفی درصد اسپرم 

ه اي آسیب دیده کاهش می یابد. تاکنون مطالع DNAهاي با 
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بر پارامترهاي  Eدر زمینه اثر تیمار درون آزمایشگاهی ویتامین 
اسپرم بیماران آستنوتراتوزواسپرمی صورت نگرفته است. اما 

بر قابلیت  Eمطالعات مختلفی بر روي اثر حفاظتی ویتامین 
  in vivoحیات و تحرك اسپرم انسانی و حیوانی در شرایط 

)که با نتایج 8،16،17،25صورت گرفته است ( in vitro و 
 Eتجویز خوراکی ویتامین  مطالعه حاضر هم راستا می باشد.

میکروگرم)  200) همراه با سلنیوم (به میزان IU 400(به میزان 
روز، بهبود  100در بیماران استنوتراتوزواسپرمی به مدت 

). علاوه 26تحرك و مورفولوژي اسپرم این افراد را نشان داد(
نمونه هاي اسپرم انسانی با دوزهاي  in vitroبر این، در تیمار 

، تحرك اسپرم به صورت Eمیلی مولار) از ویتامین  2تا  1/0(
 2و  1وابسته به دوز بعد از زمان یک ساعت تیمار در دوزهاي 

میلی مولار افزایش معنی داري در مقایسه با گروه کنترل 
میلی مولار، تحرك و حیات  2داشت. با این حال، در دوز 

ساعت انکوباسیون نسبت به گروه کنترل به  6پرم پس از اس
میزان بیشترین مقدار بود. حیات اسپرم نیز بعد از دو ساعت در 

). تیمار نمونه 16دوزهاي یک و دو میلی مولار افزایش یافت (
 40هاي منی افراد تراتواسپرمی با آلفاتوکوفرول به میزان 

فزایش تحرك و میکرومولار به مدت یک ساعت نشان دهنده ا
حیات اسپرم در نمونه هاي تیماري آلفاتوکوفرول نسبت به 

). در مطالعه نظم بجنوردي و همکاران نیز 25گروه کنترل بود (
مولار) بر روي  میلی 5 و 2،1 هاي (با غلظت Eکه اثر ویتامین 

پارامترهاي اسپرم افراد الیگواسپرمی و نیز افراد طبیعی پس از 
 E شد. نتایج نشان داد که افزودن ویتامینانجماد سریع بررسی 

میلی مولار بر قدرت تحرك و به ویژه حـرکت  2در دوز 
 ).11ماندن اسپرم تاثیر معنی دار دارد ( پیشرونده و میـزان زنـده

هاي با  دار میزان اسپرم در این مطالعه شاهد کاهش معنی
DNA دیده در گروه ویتامین  آسیبE  در مقایسه با گروه

ل بودیم. مطالعات مختلفی که بر روي تیمار خوراکی کنتر
اثر  Eانجام گرفته نیز بیانگر این بود که ویتامین  Eویتامین 

اسپرم انسان دارد و باعث کاهش  DNAحفاظتی بر تمامیت 
یا آلفا  E ویتامین ).27-29می گردد ( DNAمیزان آسیب 

ات تواند مانع از اثر توکوفرول به علت حلالیت در چربی می
). یک 30بر روي پارامترهاي اسپرم شود ( ROS تخریبی

مولکول توکوفرول به عنوان یک آنتی اکسیدانت زنجیره 
تواند دو رادیکال پروکسیل لیپید و در نتیجه دو  شکن، می

 ).31اي پراکسیداسیون را مهار کند(  واکنش بالقوه زنجیره
باعث حفاظت غشاي پلاسمایی اسپرم در برابر  Eویتامین 

آسیب می شود علاوه بر این مورفولوژي و تحرك اسپرم را نیز 
 ). ویتامین32کند ( از طریق اتصال به اندوپراکسیدها حفظ می

E  باافـزایش سیسـتم آنتی اکسیدانی باعث افزایش قابلیت
از  چنین به واسطه جلوگیري ). هم16شـود ( حیـات اسـپرم مـی

و جلوگیري از آسیب  DNAآسیب اکسیداتیو اندوژنوس 
وسیله  شود و بدینغشاء موجب محافظت اسپرماتوزوآ می

کمک می کند تا اسپرم به حمله اکسیداتیو غلبه کند. ویتامین 
E تواند از این طریق درصد تحرك و حیات اسپرم را بهبود می

 ).17اسپرم شود( DNAبخشد و موجب حفظ تمامیت 

  
  نتیجه گیري

به یافته هاي این مطالعه به نظر می رسد که  توجهبا 
مولار به محیط اسپرمی نمونه  میلی 2به میزان  Eافزودن ویتامین 

هاي بیماران آستنوتراتوزواسپرمی در شرایط درون 
تواند روش  می ARTآزمایشگاهی پیش از انجام تکنیک هاي 

این  DNAموثري در بهبود تحرك، حیات و کاهش آسیب 
افراد باشد و بنابراین استفاده از آن بتواند به عنوان بخشی از 

 .یند درمان بیماران نابارور قرار گیردآفر

  تشکر و قدردانی
مرکز فوق تخصصی درمان از  فراوانبا تشکر 

که  دانشگاه اراكو  ی استان مرکزيدانشگاهناباروري جهاد 
امکانات و تجهیزات لازم براي انجام این تحقیق را فراهم 

  .نمودند
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