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تلف آزاد كننده نيتريك اكسايد بر ميزان تحرك و حيات اثر سطوح مخ
   قوچ افشاري درگشايي پس از يخ يدهائاسپرماتوز

  
Effect of Different Levels of Nitric-oxide Donor on Motility 

and Viability of Spermatozoa Post Thawing in Afshari 
Rams. 

 
 2 سيد حسين حجازي،1حميدرضا خدائي

 و دانشجوي دكتراي )مركز گلپايگان( يات علمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد خوراسگان عضو ه-1 
 khodaei@khuisf.ac.ir :پست الكترونيك، تخصصي علوم دامي

   عضو هيات علمي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان -2

  چكيده
اي  نيتروپروسايد بر قدرت تحرك وحيات اسپرماتوزوئيده سديم بررسي اثر افزودنبه منظور

 ساله نژاد افشاري انتخاب و توسط واژن 4-3 قوچ 50 تعداد ،گشايي قوچ نژاد افشاري، پس از يخ
ها پس از آناليز كمي و كيفي توسط رقيق كننده رقيق شده و  نمونه. گيري شد اسپرممصنوعي از آنها 
س از پ.  هفته منجمد شدند10گراد در نيتروژن مايع به مدت  سانتي  درجه196در دماي منفي 

هاي   نانومول سديم نيتروپروسايد در زمان200 و 100، 50، 25 تيمار 4ها بوسيله  گشايي، نمونه يخ
و با گروه شاهد توسط برنامه )  تكرار2هرتيمار ( انكوبه شدند ) دقيقه60 و 45، 30، 15، 5 (گوناگون

 نتايج طرح .م شد آزمايش به صورت طرح كاملا تصادفي انجا. مقايسه شدندSASنامه نرم افزاري 
هاي بالاي آن، نه تنها از قدرت تحرك و   برخلاف غلظت،هاي كم نيتريك اكسايد نشان داد غلظت

با . شدهاي مورد بحث  دار در شاخص كاهد، بلكه باعث افزايش معني هاي قوچ نمي مانايي اسپرم
رل كيفيت مني شود نيتريك اكسايد داراي نفش مهمي در كنت توجه به نتايج حاصله حدس زده مي

 .ها پس از يخ گشايي دارد قوچ

  قوچ  نيتريك اكسايد، اسپرماتوزوييد،: كليديكلمات
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  مقدمه
مدت كوتاهي است كه مشخص شده است نيتريك اكسايد نقش مهمي در كليه 

نيتريك اكسايد در بدن . Dixit and Parvizi, 2001)(   توليد مثلي حيوانات داردهاي فعاليت
نيتريك اكسايد توانايي . شود نين ساخته ميژك اكسايد سينتتاز و از مولكول ال آراز آنزيم نيتري

هاي جنسي  ساخت هورمونسولفور را دارد و از آنجايي كه  -هاي آهن  پيوند با كمپلكس
 سولفور وجود دارد، نيتريك –هاي آهن  هايي سروكار دارد كه در آنها كملپكس  با آنزيماستروئيدي
نيتريك اكسايد روي بسياري از سلولها از  .ها شود فعاليت اين آنزيمتغيير  موجب تواند اكسايد مي

                       گذارد هاي آندوتليال عروق، ماكروفاژها و ماست سلها اثر مي جمله سلول
(Kuhn and  Astrid, 2002).ودر نتيجه اند شدهها در بافت بينابيني بيضه نيز يافت   اين سلول 

                            باشند سازي نيتريك اكسايد در بافت بيضه مي  همي در آزادمنبع م
(Dixit and Parvizi, 2001) . مطالعات نيز نشان داده است كه نيتريك اكسايد داراي اثر

                           هاي لايديگ دارد و احتمالاً بر اسپرماتوژنز موثر است مستقيم بر سلول
)Zini et al., 2001 Kuhn and Astrid, 2002 (نيتريك اكسايد در گزارش كردند 

 در  از مهمترين نكات.هاي اكسيژن موثر است ها از طريق كاهش اثر راديكال محافظت سلول
مطالعات نشان . استها  ها به اسپرم گشايي آن به حداقل رساندن آسيب انجماد اسپرم و سپس يخ

اري ميان افزايش غلطت نيتريت و نيترات در سمينال پلاسما و كاهش درصد د  همبستگي معنيد،دا
  .Huang and Khorram, 2002)  (دوجود دار ها تحرك اسپرم

 ندگاريمطالعات انجام شده پيرامون ارتباط غلظت نيتريك اكسايد و قابليت تحرك و ما
ر قوچ اطلاعاتي در دسترس  و د(Revelli et al., 2001)  ها تنها در انسان صورت گرفته اسپرم
ها در  هدف از انجام اين مطالعه بررسي اثر افزودن آزادكنندهاي نيتريك اكسايد به اسپرم. نيست

  .بودگشايي  شرايط پس از يخ
  

  ها مواد و روش
 سال انتخاب شدند و در شرايط طبيعي 4 تا 3 قوچ نژاد افشاري با ميانگين سني 50تعداد 

ها به مدت دو هفته به روش اسپرم گيري  قوچ. معمول نگهداري شدندگوسفنداري و جيره غذايي 
، غلظت، pHآوري شده، از نظر حجم مني،  هاي جمع نمونه. عادت پذير شدند) واژن مصنوعي(
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هاي  ها از نظر غلظت متابوليت نمونهسپس ها مورد بررسي قرار گرفت  تحرك و مورفولوژي اسپرم
  .سنجيده شدند، به وسيله روش گريس )نيتراتنيتريت و (پايدار نيتريك اكسايد 

 در رقيق و )Egg Yolk_TRIS Fructose(ها توسط رقيق كننده مناسب  نمونه
 درجه 70هاي مخصوص قرار داده شد و به طور تدريجي طي دو ساعت به دماي منفي پايوت

بل از رقيق شدن از ها ق نمونه. سانتيگراد رسانيده شد و پس از آن در نيتروژن مايع قرار داده شدند
، بوسيله روش گريس مورد )نيتريت و نيترات(نظر غلظت متابوليتهاي پايدار نيتريك اكسايد 

  .بررسي قرار گرفتند
با توجه به طرح كاملا تصادفي آزمايش، . گشايي شدند ها يخ  هفته، نمونه10پس از 

گروه (هاي صفر نانومول  غلظت با  به ترتيب) تكرار2( تايي 5 گروه 5 به طور تصادفي در ها نمونه
 22 نانومول سديم نيتروپروسايد در دماي 200 نانومول و  100 نانومول، 50 نانومول، 25، )شاهد

 قدرت تحرك و 60 و 45، 30، 15، 5پس از آن در دقايق . گراد انكوبه شدند درجه سانتي
پرم و قابليت حيات تحرك اسپرم با دستگاه كامپيوتري شمارش اس.  شدبررسي اسپرم دگاريمان

ها  دادهها و انجام آزمون دانكن  ميانگينجهت مقايسه  .بوسيله رنگ آميزي با ائوزين سنجيده شد
  .)SAS Institute, 1998( آناليز شد SASبوسيله نرم افزار آماري 

  
   و بحثنتايج

 نانومول سديم نيتروپروسايد در تمامي دقايق آزمايش 25مطالعه حاضر نشان داد، غلظت 

 دادو تحرك اسپرماتوزوئيدها را بيش از ساير تيمارها و شاهد افزايش ) دگاريمان(قدرت حياتي 

)05/0P<(  60 درصد در دقيقه 60 درصد در دقيقه پنجم به 80تيمار اول از ، درصد اسپرم زنده 

داري نداشت،   درصد، نسبت به گروه شاهد تفاوت معني5 كاهش يافت، اين ميزان اگرچه در سطح

  .بالاتر از گروه شاهد را نمايش دادا از نظر كمي همواره عددي ام
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 گشايي  ـ اثر سديم نيتروپروسايد بر تحرك اسپرماتوزوئيدهاي قوچ پس از يخ1جدول 

Table 1.Effect of Sodium Nitroproside on Rams Sperm Motility Then Thawing.  
    Sperm motility        

65 min  45 min  30 min  15 min  5 min  Sodium 
Nitroproside  

5a±51  5a±53  3a±66  4a±72  3a±73  No Treatment  
6b±57  2b±59  6a±68  2a±73  2b±79  A1(25NM)  
6b±57  6c±49  5b±57  1b±66  6c±68  A2(50NM)  
4d±35  7d±37  4c±51  4c±60  5c±67  A3(100NM) 
6d±30  7d±37  6c±48  7d±53  4d±54  A4(200NM) 

  )P <05/0. (دار است ستون نشان دهنده عدم اختلاف معنيحروف مشترك در هر 
Means in each column without common letters significantly (P<0.05). 

  
نتايج همچنين نشان داد، سديم نيتروپروسايد درصد اسپرم زنده را در تيمارهاي سوم و 

 به 60 و 45رم زنده در دقايق  كه درصد اسپ ، به نحوي)P > 05/0(دهد  چهارم به سرعت كاهش مي
  .رسد  درصد در اين دو تيمار مي40كمتر از 

  
  گيري  نتيجه

مطالعه حاضر نشان داد نيتريك اكسايد و آزاد كننده آن بر فيزيولوژي اسپرم پس از يخ 
گيري پيش از آزمون غلظت نيتريك اكسايد در مايع مني، حضور  اندازه .گشايي موثر است

هاي پايدار  به طور ميانگين مجموع متابوليت. ر نيتريك اكسايد را مشخص نمودهاي پايدا ابوليتتم
بنابراين در گروه شاهد نيز كه .  نانومول برآورد شد10نيتريك اكسايد در مايع مني قوچ 

تيمار اول .  نانومول نيتريك اكسايد وجود داشت10نيتروپروسايد وجود نداشت، به طور معمول 
اين موضوع با . ها و قدرت تحرك آنها داشت ن تاثير را بر حيات اسپرم نانومول بيشتري25با 

در اين . (Revelli et al., 2001) تحقيقاتي در مورد مني انسان و هامستر منطبق است 
هاي ناچيز آزاد كننده  ها نيز مشخص شده است اسپرماتوزوئيدهاي انكوبه شده با غلظت پژوهش

هاي آن  كه مهار كننده ها دارند در حالي ت تحرك و حيات اسپرمنيتريك اكسايد اثر مطلوبي بر قدر
البته در مورد انسان مقالاتي نيز وجود دارد كه هر . كاهند ها مي از قدرت تحرك و حيات اسپرم

 اما نتايج .(Revelli et al., 2001)  كند گونه ارتباط ميان نيتريك اكسايد و كيفيت مني را رد مي
  .گشايي مايع مني حكايت دارد اري نيتريك اكسايد پس از يخاين آزمايش از اثر گذ
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بعضي از . هاي هيدروكسيل اثر كشنده بر اسپرم دارند اصولاً هيدروژن پراكسايد و راديكال
هاي كم هيدروژن پراكسايد يا آنيون سوپراكسايد موجب افزايش  مطالعات نشان دادند، غلظت

رو به  از اين. (Aitken et al., 2004) شود   ميظرفيت پذيري اسپرم در بعضي از پستانداران
از طرفي . هاي كم نيتريك اكسايد موجب افزايش توانايي باروري اسپرم شود رسد غلظت نظر مي

                   هاي آكروزومي دارد نشان داده شده است نيتريك اكسايد اثر مستقيمي بر واكنش
(Aitken et al., 2004)ايط انجام آزمايش حاضر كه شامل رقيق سازي،  اما با توجه با شر

باشد؛  نيتريك اكسايد احتمالاً اثر خود را به دليل خاصيت محافظت  انجماد و ذوب مجدد مني مي
نيتريك اكسايد داراي اثر ضد پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاي سلول . كند سلولي اش اعمال مي

به عنوان شاخصي جهت سنجش ( نازگيري لاكتات دهيدروژ اندازه .(Nathan, 1992) است
مايع مني نيز نشان داد، كمترين ميزان اين (Khodaei, 2000)  ها سلامتي غشاي سلول اسپرم

كه در تيمار سوم و چهارم افزايش غلظت لاكتات  شود، در حالي آنزيم در تيمار اول مشاهده مي
شود اثر  مي  پايان پيشنهاددر.داري در سطح يك درصد ديده شد دهيدروژناز به طور كاملاً معني

افزودن آزاد كننده نيتريك اكسايد در قدرت لقاحي قوچ در شرايط مختلف مورد ارزيابي قرار 
  .گيرد

. كنند  گروهي از تركيبات و بيو مولكول ها علم فيزيولوژي را بسيار ياري ميبعضي مواقع 
دهد ازاد كننده  قيق نشان مينتيجه نهايي تح. به نظر ميرسد نيتريك اكسايد يكي از آنها باشد

ها را زياد كند  تواند قدرت تحرك و ماندگاري اسپرم نيتريك اكسايد به عنوان يك ماده محرك مي
شايد از اين . و به عبارتي يكي از مشكلات مهم را پس از يخ گشايي اسپرم از پيش رو بردارد

  .ره بردهاي جانوري و انسان نيز به موضوع بتوان براي اسپرم ساير گونه
  

  سپاسگزاري
 و آزمايشگاه از همكاري پژوهشكده امين اصفهان و آزمايشگاه دكتر جلاير اصفهان

 كه در تهيه مواد آزمايشي و ازت مايع ما را در اين تحقيق بيمارستان نور و حضرت علي اصغر
 .اند، سپاسگزاريم ههمراهي نمود
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