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 راینداسپرم انسانی طی فهای سلولی فراسنجهبر  زیلیتول یتاکسیدانضد نقش

 ییگشا خی -انجماد

 2اردشیر علیجانیرشید  و *1داریوش غلامی

 فناوری میکروبیگروه زیست فناوری،دانشکده زیست های نوین آمل،دانشگاه تخصصی فناوری آمل، ،ایران 1

 فناوری دریاگروه زیست فناوری،دانشکده زیست ی نوین آمل،هادانشگاه تخصصی فناوری آمل، ،ایران 2

 24/03/1402تاریخ پذیرش:  18/03/1401تاریخ دریافت: 

 چکیده

 جملههای اسپرمی از مبتلا به نقصو همچنین افراد  در مردان مبتلا به سرطان دمثلیتولبقای انجماد اسپرم روشی مناسب برای 

ای همانی سلولهمنجر به کاهش نرخ زند ناشی از انجماد اسپرم هایآسیباسپرمی و الیگو اسپرمی است.  آزوهای ناهنجاری

طی  دانتیضد اکس عنوانبهالکل قندی زیلیتول . هدف از این مطالعه بررسی اثر پلیشودمی باروری اسپرم و به دنبال آن کاهش

رمال انسانی از نمونه اسپرم ن 60 ر این مطالعهدهای آزاد تولیدشده است. فرآیند انجماد اسپرم و درنتیجه، کاهش سطح رادیکال

زه، گروه تا کنترلشامل گروه به سه گروه آوری شد و  پژوهشگاه رویان جمعکننده به مرکز تحقیقات ناباروری مراجعه فرد 60

کمل جمادی مبا محیط انانجمادی ) تیمارو گروه  (ندمنجمد شد ییتنهابههایی که با محیط انجمادی اسپرم نمونه) یانجمادکنترل 

شای مانی و تورم غزنده . جنبایی اسپرم،بندی شدند( تقسیمندزیلیتول منجمد شد دانتیضد اکسمولار میلی 55 با غلظتشده 

نتایج این مطالعه سی شد. های مذکور بررهای آزاد در نمونههمچنین سطح رادیکالو  یابیارز WHOاسپرمی بر اساس معیارهای 

 هاسلول مانیزنده نرخ لا رفتنباو همچنین  های اسپرمیبهبودی فراسنجه باعث محیط انجمادی افزودن زیلیتول به نشان داد که

توان نتیجه گرفت که افزودن میطالعه از این م. کاهش یافت یتوجهقابلطور بهدر حضور زیلیتول های آزاد سطح رادیکال شد.

هت جدر اسپرم، یک راهکار مناسب  یگشاییخ-یند انجمادفرابه محیط انجمادی طی  دانتیضد اکسیک ترکیب عنوان زیلیتول به

 است.این محیط انجمادی های آزاد کاهش سطح رادیکال

 زیلیتول، اسپرم، گشایییخ-انجماد، دانتیضد اکس های کلیدی:واژه

 d.gholami@ausmt.ac.ir، پست الکترونیکی:  011-44442135* نویسنده مسئول، تلفن: 

 مقدمه

روشی ارزشمند برای حفظ باروری در  انجماد اسپرم

روش . این (34) است فناوری کمک باروری هایکلینیک

راه برای حفظ باروری در مردان مبتلا به  مؤثرترین

 استه و غیر خود ایمنیاولیگواسپرمی، سرطان، بیماری 

(21; ، روشدست آمده با این های بهرغم موفقیتعلی .(44 

به اسپرم که منجر به کاهش  کارکردیآسیب ساختاری و 

کاهش توانایی لقاح  درنهایتو  جنبایی، مانیزندهقابلیت 

. طی این فرآیند (17 ;16 ;14 ;7) فتدا، اتفاق میشوداسپرم می

و آسیب  ییسرما، شوک سلولیدرونیخ  هایبلورهتشکیل 

 های اکسیژن فعالاسمزی منجر به افزایش سطوح گونه

(ROS) (Reactive oxygen species )(38 ;37 ;20 ;13) شودمی .

و شود مییداتیو استرس اکسمنجر به  ROSافزایش سطوح 

 کل ضد اکسیدانتییت کاهش سطح ظرف همچنین باعث

منجر به اختلال در پتانسیل میتوکندری و  . این امرشودمی

 هایرادیکال .شودنیز می های اسپرمی سلولغشای پلاسما

های اسیدهای آزاد اکسیژن در پی آزادسازی الکترون
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-های برگشتها منجر به آسیبنوکلئیک، لیپیدها و پروتئین

. در شرایط (41 ;36 ;29 ;18 ;4) شوندمیناپذیر به سلول 

های آزاد مانند آنیون استرس اکسیداتیو، رادیکال

سوپراکسید و پراکسید هیدروژن منجر به افزایش 

 (PUFAs) غیراشباع غشا اسیدهای چرباکسیداسیون 

(Polyunsaturated fatty acids )از دست موجب شود که می

این  .شودغشاها می کارکردیارچگی ساختاری و دادن یکپ

توان با تخمین را می PUFAsشدت آسیب پراکسیداتیو 

پایدار انتهایی پراکسیداسیون لیپید از  آلدئیدیمحصولات 

 سنجید.( Malondialdehyde)( MDA)ید ئآلدقبیل مالون دی

پرم برای توسعه فناوری انجماد اس زیادیهای امروزه تلاش

زدن منی متوقف ترین مسئله در یخمهم جام است.در حال ان

زدن است؛ یخ زمانهای متابولیکی اسپرم در کردن فعالیت

ح و فرایند لقایی گشایخکه جنبایی اسپرم تا زمان  ایگونهبه

 هایهبلوربه تعویق بیافتد. سرما و فرایند انجماد و ایجاد 

دار د. مقبار باشتواند برای اسپرم زیانمی سلولییخ درون

های مختلف متفاوت است آثار سوء این فرایند در گونه

-ها و بافتترین روش حفاظت سلول. امروزه، معمول(35)

 ایدمتیل سولفوکسها از انجماد، استفاده از گلیسرول و دی

از  .است( Cryoprotectant) محافظ انجمادیعنوان به

 رسانکه این ترکیبات در برخی از مسیرهای پیامآنجایی

ای همحافظکنند، استفاده از این سلولی اختلال ایجاد می

 همچنینویژه در زمینه پزشکی تولیدمثل و به ،انجمادی

ساز سئله، بسیار م(Progenitor) های اجدادیذخیره سلول

. مطالعات شرمن نشان داد که استفاده از (42) است

نوسانات  جملهگلیسرول ممکن است، باعث تغییراتی از 

 هم ریختگیغشایی، تغییر در غشای درونی آکروزومی و به

ماد گسترده در انج طوربهگلیسرول میتوکندریایی شود. 

ن سلول تواند به درومی اما ،شودمیاسپرم انسان استفاده 

-یپیداختار غشایی، نفوذپذیری و پایداری لس برو  نفوذ کند

های پروتئینهمچنین و موجود در سطح غشا های دو لایه 

 .(40)گذارد ب آن اثرسطحی 

وز ترهال و مانند سوکروز نفوذناپذیری مواد محافظ انجماد

ر فقط د درنتیجه، .دنسلولی عبور کن ید از غشانتواننمی

ر بد. این ماده ندهخود را نشان می کارکردسلول  رج ازخا

تواند مانند و می بوده تأثیرگذارتوپلاسمی سلول سی یغشا

یک محلول عمل کرده و نقطه انجمادی سلول اسپرم را 

 دهد که افزودن مواد. تحقیقات نشان می(12) کاهش دهد

 تی مانند انواع قندها، بقایمحافظ انجمادی کربوهیدرا

 ها را پس از انجماد در اسپرم انسان، ماهی و سگسلول

 .(13) دهدمیافزایش 

های اخیر، مطالعات متعددی برای بهبود فرآیند در سال

ضد با  یجمادسازی محیط انانجماد اسپرم با مکمل

پتانسیل محافظتی  هاآناست و نتایج  شدهانجامها اکسیدانت

. (7)دهد یمانجماد نشان فرایند را در ها اکسیدانتضد 

کربنه طبیعی است که در الکل قندی پنج نوعیزیلیتول 

 هاسبزیها و بیشتر مواد گیاهی از جمله بسیاری از میوه

 طور گسترده محصولاتبهاین ترکیب شود. یافت می

ن شکر ترکیبی که جایگزی عنوانبهو « بدون قند»غذایی 

 .(47) شودمیاستفاده شده است، 

ضد یک  عنوانبه بررسی اثرات باهدفاین مطالعه 

بر  ینساناسپرم ایی گشایخ -طی فرایند انجماد اکسیدانت

ر موجود د MDAو  ROSسطح  اسپرم،مانی و زنده جنبایی

 انجام شد. یمن

 مواد و روشها

 شدهخریداریبیشتر مواد شیمیایی از شرکت سیگما آلدریچ 

 شدهدرجاست و در غیر این صورت نام شرکت سازنده 

 است.

در این : سازی اولیه اسپرمسازی و رقیقگیری، آمادهنمونه

)افرادی که اسپرم فرد نرموزوسپرم  60مطالعه نمونه منی 

های سی اثر زیلیتول بر فراسنجهبرای بررنرمال دارند( 

 هاینمونه) WHOسلولی و فرایند آپوپتوز مطابق معیارهای 

درصد، حداقل غلظت  40با شرایط حداقل حرکت  اسپرم
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( غیرنرمالاسپرم  درصد 4میلیون و حداکثر مورفولوژی  20

این مطالعه در قالب طرح کاملًا  .(43) آوری شدجمع

گروه کنترل تازه، کنترل بعد از انجماد و تیمار  3تصادفی با 

 )محیط انجمادی مکمل با زیلیتول( انجام شد. یانجماد

اخلاق پژوهش  تهیکموسیله بهحاضر همچنین مطالعه 

 رانیآمل، آمل، ا های نوینتخصصی فناوریدانشگاه 

(Ir.ausmt.rec.1402.02 )شد دییتأ. 

وری کننده به مرکز نابارهای منی از افراد مراجعهنمونه

دم نزدیکی با روز دوره ع 7-3پژوهشگاه رویان مطابق 

در ( Coitus)یا نزدیکی ( Masturbation)روش استمناء 

های اخذشده های استریل پلاستیکی اخذ شد. نمونهظرف

شدن ه جهت مایعدرج 37دقیقه در انکوباتور  40تا  20

لحاظ حجم، رنگ، ویسکوزیته، نگهداری شده و سپس به

ی سازرقیقفرایند مورد ارزیابی قرار گرفتند.  pHغلظت و 

 1به  1و با نسبت اسپرم محیط انجمادی افزودن منی با 

دقیقه در  10و سپس مخلوط حاصل به مدت انجام شد 

 .سازی انجام شودداری شد تا متعادلدمای اتاق نگه

مرغ محیط انجمادی بر پایه زرده تخم: محیط انجمادی

 صورت زیر تهیه شد:به

رم گ 3/1گرم سیترات سدیم و  3/1گرم از گلوکز را با  5/1

، 25های گلیسین با همدیگر مخلوط و زیلیتول در غلظت

 افزوده شدصورت جداگانه( )به مولارمیلی 150و  100، 55

به آن  مرغلیتر زرده تخملیمی 20لیتر گلیسرول و میلی 15و 

ده رسانلیتر میلی 100و با آب مقطر به حجم نهایی اضافه 

دقیقه در حمام آب  40. سپس محلول مذکور به مدت شد

 2/7تا  8/6بین  pHانکوبه و به دنبال آن  C 56°با دمای 

 شرکت مرک،)میکرومتر  44/0. محلول با فیلتر متعادل شد

 .(43) شدنگهداری  -C 20°فیلتر و در ( امریکا

های حاوی اسپرم و ابتدا پایوت: گشایییخ -فرایند انجماد

متری بالاتر سانتی 5دقیقه در  15محیط انجمادی به مدت 

از سطح نیتروژن مایع نگهداری و سپس در نیتروژن مایع 

 قرارداددو تا سه هفته از  نکهیا از بعد. شدند برده فرو

یتروژن از نها ها در نیتروژن مایع سپری شد، پایوتنمونه

 37ماری و بعد از چند دقیقه که در بن مایع خارج شده

 1گراد قرار گرفتند، محتوای پایوت به نسبت درجه سانتی

در  هانمونهسپس  شد. مخلوط Tyrode (5)در محلول  4به 

g800  5/0و رسوب در  شدهدقیقه سانتریفیوژ  4و به مدت 

و برای  شدمخلوط  یآرامبه Tyrodeاز محلول لیتر میلی

 گرفتقرار  مورداستفادههای مختلف کیفیت اسپرم ارزیابی

(13). 

با استفاده از  جنباییهای مربوط به ارزیابی فراسنجه

 CASA (Computer Assisted Spermکامپیوتری افزارنرم

Analyzer) 

-یخ -اسپرم پس از فرآیند انجماد ییجنابررسی  برای 

)شرکت  5.1نسخه  CASA کامپیوتری افزارنرمگشایی از 

 6 . بدین منظور ابتدااستفاده شد( میکروپتیک، اسپانیا

به زیر میکروسکوپ گشایی شده یخلیتر از منی میکرو

معکوس فاز کنتراست منتقل و جنبایی اسپرم با استفاده از 

SCA (Sperm class analyzer ) افزارنرم مجهز بهرایانه 

هایی که توسط این سیستم برآورد ارزیابی شد. فراسنجه

، جنبایی ((%) Total motility) ، شامل جنبایی کلشدند

 (%) LIN (Linearity،((%) Progressive motility) روندهپیش

(lin=VSL/VCL×100)) ،STR (Sperm track straightness 

(%) (STR=VSL/VAP×100)) ،VCL (Curvilinear velocity 

(micron/sec)) ،( Amplitude of Lateral head displacement 

(micron)) ALH، ( Average path velocity 

(micron/sec))VAP ،VSL (Straight line velocity 

(micron/sec) ) وBCF (Beat cross frequency (Hz) ).بودند 

 مانی اسپرمبررسی زنده

 -آمیزی ائوزینمانی اسپرم با استفاده از رنگبررسی زنده

لیتر میکرو 10ابتدا  در این روش. تگرفنگروزین صورت 

نگروزین  -میکرولیتر از مخلوط رنگ ائوزین 10از نمونه با 

تا واکنش  داده شدو یک دقیقه زمان  شدهم مخلوط روی لا
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گیرد. سپس با یک لام ساده با زاویه پذیری صورت برنگ

 شدتا اسمیر تهیه  کشیدهها روی نمونه و لام تا انتدرجه  45

تا در دمای اتاق خشک شود. سپس با  شد دادهو اجازه 

و شمارش انجام  x100میکروسکوپ نوری و بزرگنمایی 

 .(15) شددرصد بیان  برحسبمانی زنده

 بررسی یکپارچگی 

 (Hypo- Osmotic Swelling Test )(HOSTغشا )

گرم  735/0مقدار  بررسی یکپارچگی غشای سلول منظوربه

در  وکتوزفر-Dگرم از  351/1از دهیدرات سدیم سیترات با 

به  شدههیهت)محلول  شد لیتر آب مقطر حلمیلی 100

با  Swellingمحلول . سپس معروف است( Swellingمحلول 

درجه  37دقیقه در  5 به مدتو  شدهقیرق 1:2نسبت 

 .گرفتقرار  گرادسانتی

ر از میکرولیت 40با  Swellingلیتر از محلول میکرو 80مقدار 

 درجه 37دقیقه در  30و به مدت  شدهمخلوط نمونه 

از  تریکرونیم 10سپس مقدار  شد.قرار داده گراد سانتی

ر از رنگ ائوزین روی لام لیتمیکرو 10شده را با نمونه تهیه

داده دار گذاشته و مخلوط کرده و یک دقیقه زمان هحاشی

 . سپس با یک لام ساده رویانجام شود تا واکنششود می

شود. لام در دمای محیط خشک آن کشیده و اسمیر تهیه می

، شرکت CKX41)مدل  و با میکروسکوپ نوری شده

ها با دم . اسپرمشدبررسی  X40با عدسی  (اولیمپوس، ژاپن

و  خوردهچیپ هاآنهایی که دم ده و اسپرمبدون تغییر، مر

ظر صورت گرفته زنده در ن هاآنمتورم است و واکنش در 

 .شدندگرفته 

 های آزاد سلولگیری رادیکالاندازه

نس الومینسبا دستگاه کمی آزاد هایرادیکالگیری اندازه

)مدل  . اساس دستگاه کمی لومینسانسگرفتانجام 

INDRA 200،ها در فوتون شمارش چین( ، شرکت آپتاسیس

 شود.بیان می RLU/S/million spermدقیقه است و با واحد 

 7 زمانمدت و g300دور با در این روش، ابتدا مایع منی 

اسپرم جدا  یهاسلولیع منی از تا ما سانتریفیوژ شددقیقه 

به  PBS محلول ها باسلولرسوب محتوی د. سپس شو

 و g300دور و دوباره با  رسانده شدلیتر میلی 3حجم 

لول از س 20×610. مقدار سانتریفیوژ شددقیقه  7 زمانمدت

لیتر میلی 1به حجم  PBS محلول محلول برداشته و با

های پلیت سفید در یک ستون سپس در چاهک. شدرسانده 

 یترمیکرو ل 200بلانک حاوی  از بالا به پایین به ترتیب:

 5میکرولیتر به اضافه  196کنترل منفی شامل ، PBS محلول

 175کنترل مثبت شامل  ،میکرولیتر محلول لومینال

 5و  2O2Hمیکرولیتر  20به اضافه  PBS محلول میکرولیتر

 195مقدار  افزوده شد. به دنبال آنمیکرولیتر لومینال 

به هر  میکرولیتر از محلول لومینال 5میکرولیتر از نمونه و 

 15تگاه به مدت و پس از تنظیمات دس شدچاهک اضافه 

 .(13) گرفتدقیقه خوانش صورت 

 ید حاصل ازئآلددیگیری میزان تغییرات مالون اندازه

 TBARSهای منی با استفاده از روش پراکسیداسیون لیپید

(Thiobarbituric acid reactive substances) 

یفیوژ سانتر g300دور دقیقه و با  5ابتدا نمونه منی به مدت 

 TBA (100به  منی یپلاسما 2به  1. سپس به نسبت شد

 900به همراه  (منیپلاسمای ) رویی یکرولیتر از مایعم

 میکرولیتر آب مقطر در لوله آزمایش ریخته شد و به هر

با همدیگر  (اضافه شد TBAمیکرولیتر معرف  500لوله 

ی ماری با دمادقیقه در بن 15مخلوط و بلافاصله به مدت 

دقیقه  5. سپس به مدت شدگراد انکوبه درجه سانتی 95

 g300 دوردقیقه با  5ه مدت روی یخ انکوبه و ب نمونه

 ی باو مایع رویی با دستگاه اسپکتروفتومتر شدسانتریفیوژ 

های . جذب نوری نمونهشدنانومتر خوانش  532 موجطول

)نانومول در  MDAمختلف یادداشت و در پایان، غلظت 

 دمحاسبه شبر اساس ضریب جذب مولی آن لیتر( میلی

(3). 
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 آنالیز آماری

 SPSS افزارنرم وسیلهبهاضر های حاصل از مطالعه حداده

 لیوتحلهیتجز. دگرفتنقرار  لیوتحلهیتجزمورد  25 نسخه

ل آن و به دنباراهه بر اساس آنالیز واریانس یک هاداده

 .استفاده شد یچندگروه سهیمقا یبرا یتوک یبیآزمون تعق

دار و معنی شدارائه  Mean±SD صورتبهها نمایش داده

 است. شدهگرفته( در نظر P<05/0بودن نتایج در سطح )

 نتایج

 تعیین غلظت زیلیتول

. است زیلیتولمطالعه تعیین غلظت مناسب  نخستمرحله 

 مولارمیلی 150و  100، 55، 25 هایزیلیتول در غلظت

سپس محاسبه شده و به محیط انجمادی اضافه شد. 

های اسپرمی شامل جنبایی کل و جنبایی فراسنجه

در حضور هر غلظت و بعد از طی فرایند  روندهپیش

 1طور که در شکل بررسی شد. همان گشاییخی -انجماد

و ( 93/64± 11/4)%است، میانگین جنبایی کل  شدهمشاهده

 55در حضور غلظت  (93/31± 73/2)%رونده جنبایی پیش

؛ (P< 05/0)دهد بیشترین درصد را نشان می مولارمیلی

 55غلظت  ،موردمطالعههای از بین غلظتبنابراین، 

 انتخاب شد دانتیاکس ضدعنوان غلظت نهایی مولار بهمیلی

های اسپرم در حضور این غلظت انجام و سایر ارزیابی

 گرفت.

 

رونده )ب( های مختلف زیلیتول. درصد جنبایی کل )الف( و جنبایی پیشدرصد در غلظت برحسبرونده میانگین جنبایی کل و جنبایی پیش -1شکل 

داری با نیهای با حروف غیرمشابه، تفاوت معدار بالاتر است. ستونطور معنیهای دیگر بهمولار از پلی الکل زیلیتول نسبت به غلظتمیلی 55در غلظت 

رود و رین مقدار به کار میبرای گروه با بالات aحرف  .با یکدیگر ندارند یداریمعنبا حروف مشابه تفاوت  یهاستونو  (P< 05/0) یکدیگر دارند

 شوند.میمشخص تر به ترتیب حروف الفبا مقادیر پایین

 

 های اسپرمیفراسنجهبررسی 

 1در جدول های مختلف در گروه جنباییمیانگین درصد 

مربوط به  جنباییشده است. بالاترین درصد نشان داده

مربوط به  جنباییترین درصد و پایین گروه کنترل تازه

نیز  یگروه تیمار انجماد .است (P< 05/0) یگروه انجماد

ان داری در میزدارای تفاوت معنی یبا گروه کنترل انجماد

 ز تفاوتبود، همچنین با گروه کنترل تازه نی جنبایی کل

 .(P< 05/0) داری داشتمعنی

رونده نیز دارای روند مشابهی پیش جنباییهمچنین درصد 

رونده مربوط به گروه پیش جنباییبود. بالاترین درصد 

 بود یترین مربوط به کنترل انجمادکنترل تازه و پایین

(05/0 >P)نیز  ی. گروه کنترل تازه با گروه تیمار انجماد

شت. بین کنترل بعد از انجماد و گروه دار داتفاوت معنی

 داری مشاهده شدتیمار بعد از انجماد نیز تفاوت معنی

(05/0 >P). 
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 .گشاییخی -طی فرایند انجماد موردمطالعههای رونده گروهکل و پیش جنباییدرصد  -1جدول 

P-value جنبایی )%(  کنترل تازه کنترل انجمادی انجمادی تیمار 

0100/0  60/07± 3/23b 49/94± 1/59c 79/05± 3/37a جنبایی کل 

0300/0  31/58± 10/72b 23/11± 6/95c 59/68± 11/19a روندهجنبایی پیش 

071/0  28/46± 10/99 8/23  ± 6/6  6/20  ± 2/9  روندهجنبایی غیرپیش 

رای مقایسهه چنهدگروهی باز آزمون تعقیبی توکی  .20 (. تعداد تکرار =P< 05/0دار دارند )هایی که دارای حروف غیرمشابه هستند، تفاوت معنیمیانگین

 استفاده شد.

 

 های حرکتیشاخصارزیابی 

است، شاخص  شدهدادهنشان  2 طور که در جدولهمان

VCL ،VSL  وVAP  نسبت به  انجمادیدر گروه کنترل

( P< 05/0داری )طور معنیبه یو تیمار انجماد تازهکنترل 

 .بود ترنییپا

 انجمادیدر گروه کنترل  BCFو  LIN ،ALHهای شاخص

( P< 05/0داری )طور معنیبه تازه نسبت به گروه کنترل

های یادشده در دو گروه کنترل بعد از شاخص .بودبالاتر 

 باهمداری انجماد و گروه تیمار بعد از انجماد اختلاف معنی

در دو گروه کنترل تازه و  ALHو  LINدو شاخص نداشتند. 

در  STRدار نداشتند. شاخص ی اختلاف معنیتیمار انجماد

 05/0)دار بود فاقد اختلاف معنی موردمطالعههر سه گروه 

<P). 

 

 .گشاییخی -طی فرایند انجمادهای حرکتی اسپرم مقایسه شاخص -2جدول 

P-value های حرکتیشاخص کنترل تازه کنترل انجمادی تیمار انجمادی 

0001/0  65/59 ± 14/01b 49/26 ± 14/7c 87/14 ± 9/87a VCL (µm/s) 

0003/0  32/61 ± 8/89b 22/58 ± 9/16c 42/99 ± 18/01a VSL (µm/s) 

0002/0  36/81 ± 8/22b 28/59 ± 11/13c 57/45 ± 21/17a VAP (µm/s) 

005/0  39/38 ± 8/73ab 34/37 ± 15/32b 48/57 ± 8/33a LIN (%) 

106/0  12/68 ± 86/9  64/92± 15/58 73/97 ± 7/69 STR (%) 

001/0  1/84± 0/38ab 1/52 ± 0/49b 2/29 ± 0/63a ALH (µM) 

0004/0  10/26 ± 3/47b 9/83 ± 2/15b 15/23 ± 3/8a BCF (Hz) 

از  .20ند. تعداد تکرار = میانگین بیان شد± SDصورت (. مقادیر بهP< 05/0دار دارند )هایی که دارای حروف غیرمشابه هستند، تفاوت معنیمیانگین

 آزمون تعقیبی توکی برای مقایسه چندگروهی استفاده شد.

 

 مانی اسپرمبررسی زنده

 ها با زندمانی طبیعی در دو، درصد اسپرم2مطابق شکل 

( و گروه تیمار انجمادی 13/76±8/2گروه کنترل تازه )

دار در مقایسه با کنترل انجمادی طور معنیبه (6/2±33/67)

مانی طبیعی (. زندهP< 05/0( بالاتر بود )62/2±13/41)

ها در گروه کنترل تازه در مقایسه با گروه تیمار اسپرم

 (.P< 05/0)بالاتر بود داری طور معنیبه یانجماد
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های رنگ گرفته )قرمز( های اسپرم؛ اسپرمسلولتصویر میکروسکوپ فاز کنتراست الف( . موردمطالعههای گروهمانی اسپرم در درصد زنده -2شکل 

و گروه  یجماددار در مقایسه با کنترل انطور معنیاسپرم در گروه کنترل تازه بهمانی نرخ زندهب( های رنگ نگرفته )سفید( زنده هستند. مرده و اسپرم

میانگین بیان ± SDصورت (. مقادیر بهP< 05/0دار دارند )هایی که دارای حروف غیرمشابه هستند، تفاوت معنی. میانگیناست بالاتر انجمادیتیمار 

 ، از آزمون تعقیبی توکی برای مقایسه چندگروهی استفاده شد.20شدند. تعداد تکرار = 

 

 د زیلیتولدر حضور و نبو یکپارچگی غشا اسپرم

ها در دو گروه یکپارچگی غشای اسپرم 3مطابق شکل 

( و گروه تیمار بعد از انجماد 24/88±68/0کنترل تازه )

دار در مقایسه با کنترل بعد از طور معنی( به68/0±4/64)

(. یکپارچگی P< 05/0( بالاتر بود )76/36±68/0انجماد )

ا گروه ها در گروه کنترل تازه در مقایسه بغشای اسپرم

 داری متفاوت بود.طور معنیتیمار بعد از انجماد به

 
خورده در های با دم متورم و پیچاسپرمها؛ تصویر میکروسکوپ فاز کنتراست سلولالف( . موردمطالعههای در گروهیکپارچگی غشای اسپرم  -3شکل 

یکپارچگی غشای ب(  دهد.ینشان نم یرییتغ لم در محیط هیپواسموتیکبا غشای ناسااسپرم  کهیدرحالهستند  محلول هیپواسموتیک دارای غشای سالم

هایی که دارای حروف غیرمشابه . میانگیناستبالاتری انجمادی داری در مقایسه با کنترل طور معنیبهانجمادی و گروه تیمار  در گروه کنترل تازهاسپرم 

 از آزمون تعقیبی توکی برای مقایسه چندگروهی استفاده شد. ،20(. تعداد تکرار = P< 05/0دار دارند )هستند، تفاوت معنی
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 های آزاد اکسیژنرادیکالگیری اندازه

شود، غلظت مشاهده می 4شکل طور که در همان

 یدر گروه کنترل انجماد های آزاد اکسیژنرادیکال

(sperm610×20RLU/Sec/ 34/65±11/0881 نسبت به )

( و sperm610×20RLU/Sec/ 01/25±34/540کنترل تازه )

( sperm610×20RLU/Sec/ 73/42±00/769) یتیمار انجماد

(. همچنین P< 05/0) بودداری بالاتر طور معنیبه

طور به یدر گروه تیمار انجمادهای آزاد اکسیژن رادیکال

 (.P< 05/0) بودداری نسبت به گروه کنترل تازه بالاتر معنی

 

 
داری در طور معنیهای آزاد اکسیژن در گروه کنترل انجمادی به. سطح رادیکالموردمطالعههای در گروههای آزاد اکسیژن سطح رادیکال -4شکل 

(. تعداد P< 05/0دار دارند )هایی که دارای حروف غیرمشابه هستند، تفاوت معنیمقایسه با دو گروه کنترل تازه و تیمار انجمادی بالاتر است. میانگین

 یبی توکی برای مقایسه چندگروهی استفاده شد.، از آزمون تعق20تکرار = 

 

 های منیگیری میزان پراکسیداسیون لیپیداندازه

-شود، سطح مالون دیمشاهده می 5شکل طور که در همان

( ɳmol/ml 41/3±69/44) یآلدئید در گروه کنترل انجماد

 ɳmol/mlداری نسبت به گروه کنترل تازه )طور معنیبه

 ɳmol/mlیمار بعد از انجماد )( و گروه ت02/2±54/31

 همچنین سطح مالون(. P< 05/0( بیشتر بود )71/2±36/34

کنترل گروه  نسبت به تیمار انجمادیآلدئید در گروه دی

 (.P< 05/0دار بالاتر بود )طور معنیتازه به

 بحث

 شود باعث تغییراتی در اسپرم می گشاییخی -جمادفرایند ان

های گرمایی و سرمایی توان به تنشها میترین آنکه از مهم

-خیها که هنگام فرایند سردسازی و اشاره کرد. این تنش

شوند، منجر به تولید تنش دیگری به اسپرم وارد می گشایی

کاهش شوند که احتمالاً دلیل اصلی نام تنش اکسیداتیو میبه

تواند می تنش. این (46) پارامترهای حرکتی اسپرم است

و شروع آپوپتوز  DNAآسیب غشای اسپرم، آسیب منجر به 

باعث آسیب به  عواملی که نیترمهماز یکی  .(39) شود

های آزاد شود، رادیکالسلول اسپرم طی فرایند انجماد می

ترین عامل توان اصلیهای آزاد را میرادیکالاکسیژن است. 

-خی -یند انجماداتنش شیمیایی یا تنش اکسیداتیو طی فر

 دانست. گشایی
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ه با دو گروه داری در مقایسطور معنیرل انجمادی بهه کنتآلدئید در گرودی . سطح مالونموردمطالعههای دی آلدئید در گروهغلظت مالون -5شکل 

، از 20(. تعداد تکرار = P< 05/0دار دارند )هایی که دارای حروف غیرمشابه هستند، تفاوت معنیکنترل تازه و تیمار انجمادی بالاتر است. میانگین

 آزمون تعقیبی توکی برای مقایسه چندگروهی استفاده شد.

 

 Reactive) پذیر اکسیژنهای واکنشمقادیر اندک انواع گونه

oxygen species )ر فیزیولوژیکی برای توانایی لقاح و ازنظ

پذیری اسپرم نیاز است، واکنش آکروزومی و ظرفیت

 .(6) شودهرچند مقادیر زیاد آن موجب آسیب به اسپرم می

های مؤثر در پذیر اکسیژن از فعالیت آنزیمهای واکنشگونه

های فسفریلاسیون اکسیداتیو، گلیکولیز یا دیگر فرایند

برای سلول اسپرم جلوگیری  ATPهای تولیدکننده مسیر

مجموعه این عوامل باعث تنش اکسیداتیو خواهند کنند. می

غشا  هایپراکسیداسیون لیپید شد که نتیجه آن در فاز اول،

است و سپس تخریب و عبور از غشای سلول و درنهایت، 

های بر فعالیتتأثیر سلولی و های دروندسترسی به اندامک

های بیوشیمیایی در داخل سلول و کنشها و تغییر برهمآن

به  منجر اسپرم که هایسلول DNAدر  ایجاد شکستگی نیز

. این امر سبب (19 ;11) شودکاهش توان باروری اسپرم می

 هایضداکسیدانتشود که محققین اقدام به استفاده از می

آوری منظور جمعهای انجماد اسپرم بهسنتتیک در محیط

 و در داخل آنان سازیخنثی سپس و فعال های آزادرادیکال

 .(27)نمایند  هاسلول خارج

گسترده برای  طوربهاگرچه این روزها از انجماد اسپرم    

 شود، اما اثرات نامطلوب آن برحفظ باروری استفاده می

و سایر  مانیجنبایی، زندهپارامترهای کلاسیک اسپرم، 

تفاده از اس. (23)اسپرم را نباید نادیده گرفت  هایفراسنجه

دهنده اثرات مثبت بر در طول انجماد نشان هادانتیاکس ضد

در اسپرم  تیدانیاکس ضدهای اسپرم است. مکمل فراسنجه

خ بقای ، حفظ نرگشاییخیدر افزایش جنبایی پس از 

که در طول اسپرم فعال  DNAسلولی و مهار افزایش آسیب 

 ;48). ، کارآمدتر بوددهدیرخ م یسازرهینشده در طول ذخ

50). 

 دانتیاکس ضد مولارمیلی 55در مطالعه حاضر، اثرات 

 مانی،نرخ زنده، اسپرم بر پارامترهای کلاسیک زیلیتول

 های اکسیژن آزادرادیکالپراکسیداسیون غشای لیپیدها و 

 است. شدهیبررسپس از انجماد مایع منی 

 ضدو کاهش  ROSاسترس اکسیداتیو به دلیل تولید    

 (12) دهدمحیطی طی انجماد اسپرم رخ می هایدانتیاکس

انسان بر ترکیب لیپیدها، و استرس اکسیداتیو در اسپرم 
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و منجر به کاهش زنده  گذاردیمتأثیر  DNAها و پروتئین

نتایج حاصل  .(1) شودیمماندن، تحرک و پتانسیل باروری 

 ;13)از این مطالعه نیز در تطابق با مطالعات پیشین است 

مانی و جنبایی گشایی زندهیخ-و طی فرایند انجماد (15

یکی از  های اسپرم کاهش چشمگیری نشان داد.سلول

راهکارهای موجود برای مقابله با شرایط فرسایش 

 ضداکسیداتیو در طول فرایند انجماد، استفاده از 

زیلیتول  دانتیاکس ضداست. استفاده از  هادانتیاکس

یک  عنوانبهدر محیط انجماد پلی الکل قندی یک  عنوانبه

با  احتمالاًماده محافظ غیرقابل نفوذ به داخل سلول، 

، کارکرد و یسلولدرونیخ  یهابلورهجلوگیری از تشکیل 

این یافته در کند. ساختار اسپرم را تا حدودی محافظت می

پیشین است که نشان دادند که ترکیبات  یهاافتهیتطابق با 

های ناشی از انجماد باعث کاهش آسیب دانتیضد اکس

اسپرم از جمله ترمیم کارکرد اسپرم و محافظت از ساختار 

 .(25 ;2)شوند آن می

درگیر در  یسلولدرونهای تواند اندامچنین آسیبی می

تحرک و بقای سلول را به دلیل تغییر در فشار اسمزی و 

یخ که در طول فرآیند انجماد رخ  یهابلورهل تشکی

بنابراین فرآیند انجماد ؛ (9)دهد، به خطر بیاندازد می

 .(26)شود  ROSهای تواند باعث تولید مولکولمی ییتنهابه

شود، در مشاهده میطور که از نتایج این مطالعه همان

های آزاد حضور زیلیتول آسیب ناشی از افزایش رادیکال

-خی -ای انجمادهای اسپرم طی فرایندهاکسیژن به سلول

رسد و یکی از دلایل این امر این به حداقل می گشایی

ها تواند به لیپیدهای غشای سلولاست که زیلیتول می

مانع از اکسیداسیون لیپیدها  هاآنمتصل شود و با پوشاندن 

چکواما و . (28) های آزاد اکسیژن شودو افزایش رادیکال

زیلیتول باعث نشان دادند که  2017همکاران در سال 

از جمله گلوتاتیون  دانتیاکس ضدهای افزایش سطح آنزیم

ردوکتاز، سوپراکسید موتاز و کاتالاز در شرایط 

در شود. زیلیتول آزمایشگاهی و در بدن موجودات زنده می

شرایط آزمایشگاهی اکسید نیتریک و رادیکال هیدروکسیل 

، جهیدرنتو  (10) شودمیآهن باعث احیای مهار و  ار

 هاافتهیرسد و این ها به حداقل میاحتمال آسیب به سلول

 .در تطابق با نتایج مطالعه حاضر است

 عنوان یک نشانگرعلاوه بر این، پراکسیداسیون لیپیدی به   

سیستم فیزیولوژیکی  اصلی استرس اکسیداتیو در

 TBARSگیری ازهتواند با انداست که می شدهییشناسا

امر به دلیل ین . ا(49 ;8)تعیین شود  MDAعنوان معادل به

 ست که باعث اختلال در مونتاژ غشای سلولیا ROS تجمع

 غییر درشود و باعث تغییر در سیالیت و نفوذپذیری، تمی

 سطح .(33) شودانتقال یون و مهار فرآیندهای متابولیک می

ع نوااپراکسیداسیون لیپید در پلاسمای منی نشانگر خوبی از 

به محیط  هادانتیاکس ضداختلالات اسپرم است. افزودن 

را انجماد خطرات پراکسیداسیون لیپیدی در غشای اسپرم 

باعث  لزیلیتوافزودن در این مطالعه،  .(32)دهد کاهش می

کاهش پراکسیداسیون لیپیدی در پلاسمای مایع منی و 

های پیشین این یافته با یافته که شد MDAکاهش سطح 

ر و همکاران د وگنیهمچنین با نتایج . (30)مطابقت دارد 

داری رابطه منفی معنیها مطابقت دارد که در آن 2011 سال

مشاهده و تحرک اسپرم  پلاسمای منی MDAبین غلظت 

کند که پراکسیداسیون لیپیدی مسئول کاهش تأیید میو  شد

 .(31) توجه در تحرک استقابل

های اسپرم طی بر سلولاثرات حفاظت انجمادی زیلیتول 

است.  نشدهشناختهخوبی به گشاییخی -فرایند انجماد

گزارش دادند  2020، ژانگ و همکاران در سال حالنیباا

یخ  یاهبلورهآسیب ناشی از  یتوجهقابل طوربهزیلیتول که 

دهد. در اینجا، های عضلانی را کاهش میبزرگ به بافت

های زیلیتول احتمالًا با تشکیل پیوندهای هیدروژنی مولکول

های آب ای، جایگزین مولکولهای ماهیچهبزرگ با پروتئین

ها در غیاب آب در حالت ، ساختار آنجهیدرنتشدند و 

ی شد زده تثبیت شده و مانع از تخریب ساختار بافتیخ

های ها حاکی از آن است که برخی از الکلگزارش .(47)

توانند تثبیت برخی از قندی، مانند زیلیتول و سوربیتول، می
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های بیولوژیکی را در برابر تغییرات لمولکودرشت

دناتوره شدن متعاقب آن  ساختاری ناشی از دمای پایین و

 ،بر اساس مطالعات ساختار مولکولی. (22)حفظ کنند 

های قندی خطی مانند زیلیتول، مانیتول و سوربیتول الکل

های آب را متصل خوبی بتوانند مولکولفراوان به احتمالبه

 یهابلورهبه خود نگه دارند و از این طریق مانع از تشکیل 

تغییر در . (47)ها شوند پذیر آب به سلولمنظم و آسیب

ای )میوفیبریلار( ممکن است ای ماهیچههای رشتهپروتئین

ATPase (-+2Caبه دلیل فقدان فعالیت پمپ کلسیم 

ATPase ) باشد. سرهای کروی میوزین مسئول اصلی

های موجود برای نمونه. (45)است  ATPase-+2Caفعالیت 

 ATPase-+2Caفعالیت پمپ  توجهقابلدر محیط آبی، کاهش 
به دلیل تجمع سرهای کروی میوزین و بازآرایی  احتمالاً

پروتئین طی -پروتئین هایبرهمکنشها از طریق پروتئین

های یخ رخ دهد. پایداری پروتئین یهابلورهتشکیل 

برخی از  لهیوسبهده گستر طوربهریل ممکن است میوفیب

هیدروکسیل کنترل شوند. کونگ و همکاران ترکیبات پلی

توانند یبات پلی الکل مانند سوربیتول مینشان دادند که ترک

اثرات  ATPase-+2Caبا ممانعت از کاهش فعالیت پمپ 

های عضلانی منجمد سلولمحافظ انجمادی قابل قبولی بر 

 شدهشیآزمادر اینجا، مانیتول و زیلیتول  .(24) دهندنشان 

 زنجیره کربنیاز تعداد زیادی گروه هیدروکسیل روی 

هر دو با وزن مولکولی کوچک و  است که شدهلیتشک

ین برهمکنش داشته و بخشی ساختار خطی، احتمالاً با میوز

های آب را در اطراف سطح میوزین جایگزین از مولکول

 ATPase-+2Caپروتئین اند که منجر به تثبیت ساختاری کرده
 .(47) شودمی

 گیرینتیجه

که  شخص شدمطالعه م نیدر ا آمدهدستبه جیطبق نتا 

 طیبه مح مولارمیلی 55با غلظت  تولیلیافزودن ز جهیدرنت

 ی از جملهاسپرم یهافراسنجه یبهبود ،اسپرم یانجماد

 یمانزنده و همچنین روندهپیشجنبایی کل و جنبایی 

 همچنین. شودمیاهده مش یتوجهقابلطور بهها سلول

 -انجماد ندیفرا یط دانتیاکس ضدعنوان به تولیلیافزودن ز

 و آزاد مؤثر است یهاکالیدر کاهش سطح راد گشاییخی

 یاتمطالع نیچن نیبنابرا؛ شودباعث بهبود شرایط انجماد می

 سازی محیطبهینه یراه را برا تواندیمطالعه م نیاز جمله ا

 گشاییخی -فرایند انجماد کشت انجمادی اسپرم طی

 یک محیط کشت انجمادی یهموارتر کند که منجر به معرف

 در این زمینه شود. دیجد

 یو قدردان تشکر

این طرح تحقیقاتی با استفاده از اعتبارات ویژه پژوهشی 

( دانشگاه تخصصی 14697/20/14با شماره  )گرنت

ن است. همچنین نویسندگا شدهانجامنوین آمل  یهایفناور

معاونت پژوهشی پژوهشگاه رویان و گروه اسپرم  از

 کمال تشکر را دارند.بیولوژی 
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Abstract 

Sperm cryopreservation is a suitable method for the survival of reproduction in men 

with cancer as well as people with sperm deficiency such as azoospermia and 

oligospermia. The cryopreservation damage leads to a decrease in the survival rate of 

sperm and fertility handicap. The aim of this study is to investigate the effect of the 

polyalcohol xylitol as an antioxidant during sperm cryopreservation and, finally, to 

reduce the level of free radicals. In this study, 60 normal human sperm samples were 

collected from 60 people referred to the Infertility Research Center of Royan Research 

Institute and divided into three groups, including a fresh control group, a frozen control 

group (samples that were frozen with sperm freezing medium alone) and frozen 

treatment group (They were frozen with freezing medium supplemented with a 

concentration of 55 mM xylitol). Sperm motility, viability, and membrane swelling 

were evaluated based on WHO criteria and the level of free radicals in the mentioned 

samples. The results of this study showed that adding xylitol to the freezing medium 

improved the sperm parameters and also increased the survival rate of the cells. The 

level of free radicals decreased significantly in the presence of xylitol. From this study, 

it can be concluded that adding xylitol as an antioxidant compound to the freezing 

medium during sperm cryopreservation is a suitable strategy to reduce the free radicals 

level in the freezing medium. 
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