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 در شرايط  شدهنگنز بر اسپرم انساني تيماراثرات آنتي اكسيداني م
  مقايسه با روي ، نيكل ، و ترولوكس: مختلف 

  مهران عربي
   شهركرد-  دانشگاه شهركرد- دانشكده علوم-گروه زيست شناسي

 

 چكيده

خته مي عنوان يكي از عوامل ايجاد ناباروري در مردان شنا ب ،ROS،   اكسيژن فعال مشتقاتانواع 
 فعال شدن و غير) LPO(ها   در سلولها منجر به پراكسيداسيون چربي ROSتوليد فزاينده . شوند 

در مطالعه حاضر .د  گرد، مييد هاي چرب غير اشباع واجد غشايي مملو از اس سلولها بويژه اسپرمها
 -پلكس فرواء شده توسط كمالق  ( LPOتوان آنتي اكسيداني منگنز در راستاي غلبه بر   روند 

مقايسه   ) Eمشابه محلول در آب ويتامين  (در برابر روي، نيكل و ترولوكس) اسكوربات و  نيكوتين 
 توليد شده   (MDA)مالون دي آلدئيد  ظتاز روش اسپكتروفوتومتري سنجش غلمقايسه جهت  .گرديد

  مقدار كونژوگه سنجشا  نيز بGST ترانسفراز يا -  Sفعاليت گلوتاتيون. در محيط استفاده شد 
آزمايش تورم . رار گرفتقتوليد شده در محيط مورد ارزيابي  CDNB-GSH ) مزدوج(

 - tآزمون روش آماري مورد استفاده .دش بررسي استحكام غشاء انجام هايپواوسموتيك نيز جهت
 افتژه منگنز به محيط واكنش موجب وي نشان مي دهد كه افزودن يونهاي فلزي ب نتايج. استيودنت بود 

، )تر  كمkiبا توجه به (هاي فلزي منگنز در ميان ديگر يون.  گرديدGSTيت ال فعكاهش و نيز MDAمقدار
 و نيز GSTكاهش فعاليت . و پس از ترولوكس، از پتانسيل آنتي اكسيداني بهتري برخوردار بود  

كمياب مويد هاي فلزي م ، و نيز بهبود قدرت تحرك اسپرمها در حضور يونهاي متورافزايش اسپرم
ها ست كه به نوبه خود مانع از بروز ناباروري  در عناصر غشايي اسپرمLPOفروكش  سازي روند 

لقاح خارج    نظير ART  شرايط عمل در انواعستا مي توان از منگنز   در بهبوددر اين را.مي شوند
  . استفاده اي ويژه وبهينه نمود  ICSIو تزريق درون سيتوپلاسمي اسپرم يا  رحمي

  
   ., LPO, GST, HOSTقدرت تحرك، آنتي اكسيدان ، اسپرم : واژه هاي كليدي 
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  مقدمه
 بــا وجــود ضــروري بــودن اكســيژن مولكــولي،  

، ) OH . (مشتقات آن نظير راديكال هيدروكسـيل  
ــون و سوپراكســايد  O2 .( آني

ــر ) - ــرد و ، ب عملك
 منفي مي گذارد  ثير  أساختار بيوشيميايي سلولها ت   

ر معرض خطر جدي قرار     د زنده را د   و بقاء موجو  
همين علت اكسيژن را نوعي تيغ دو لبه        ب. مي دهد   

  مجموعه متابوليتهاي اكسيژن  .  نظر مي گيرند     در
ــا ــام ب ــواع    ن ــيژنان ــال  اكس  Reactive) فع

Oxygen Species, ROS) عنــوان يكــي از   ب
يا عقيمي در انسان مطـرح      عوامل ايجاد ناباروري    

 در دو مسـير مخـالف بـر     ROS .)34(ند مي باش
ثير دارد، از   أهاي اسپرم ت  ملكرد و ساختار سلول   ع
روند هاي طبيعي اسپرم    سو جهت انجام برخي     يك

اســت، و از كروزومــي ضــروري  آنظيــر واكــنش
هاي افـزايش يابنـده خـود در        سوي ديگر در غلظت   

 محــيط كــه موســوم بــه اســترس اكســيداتيو     
(Oxidative Stress, OS)  ار است ، موجـب مه ـ

  و نيـز تغييـردر شـكل   (Motility) قدرت تحـرك 
هاي اسـپرم مـي گـردد ودر نهايـت          ظاهري سـلول  
در ســاير . يمــي يــك فــرد مــي شــودمنجــر بــه عق

ــروز آســيب ســلول ــز موجــب ب هاي جــدي در ها ني
  . )9 و 8، 7، 6(   ي آنان مي شودDNAساختار 

منظـور جمـع آوري و سـپس        در شرايط طبيعـي ب    
و خـارج سـلول ،   داخـل    ، در    ROSخنثي سـازي    
هاي سـلول . د عمـل مـي شـوند       وار هآنتي اكسـيدان  

دار زيـادي   اسپرم در طي روند اسپرماتوژنز ، مق ـ      
 همـــراه مـــواد آنتـــي از سيتوپلاســـم خـــود را 

اكســيداني موجــود در آن از دســت داده و بــدين 
 حساس مي گردند ، اما      OSترتيب در مقابل روند     

كـه محتـوي      علت غوطه وري در مـايع اسـپرمي       ب
نظير اسيد اسكوربيك ،    هاي فراواني   آنتي اكسيدان 

، )تيولي(ها ، تورين ، گروه هاي سولفيدريلي        اورات
خـوبي  ز و سوپراكسايد ديسـموتاز اسـت، ب       كاتالا

در .  محافظــت    مــي گردنــدOSدر مقابــل رونــد 
 كه در پلاسماي است هاي اخير نيز ثابت شدهسال

 دار كمتـري از   مايع اسـپرمي مـردان نابـارور مق ـ       
ها در مقايسه با مـردان بـارور        انواع آنتي اكسيدان  

ــود دارد  ــلول   .)34 و 23، 18(وج ــپرم س هاي اس
يد هاي چرب    مقادير زيادي از اس    دارا بودن علت  ب

  بسـيار   OS، بـراي دريافـت   غير اشباع در غشاء
 واحــد هــاي مــي باشــند و بــدين ترتيــب  مســتعد
 براحتـي   )در غشاء سلول و غشاء اندامكها      (چربي

 موسوم بـه پراكسيداسـيون      چار اكسيداسيوني   د
ــا چربي ــي  (Lipid Peroxidation, LPO)ه م
تعـديل و يـا      ها عملكـرد آنتـي اكسـيدان      بـا كه  شود

ــد . خنثــي مــي گــردد   موجــب تخريــب LPOرون
ــار     ــرك، مه ــدرت تح ــاهش ق ــاء، ك ــاختار غش س

  DNAهاي آنزيمي ، و ايجـاد شكسـتگي در         فعاليت
ان يكي از عوامل    سلولهاي اسپرم شده، و لذا بعنو     

 ،8 ،5( بروز ناباروري در مردان مطرح اسـت      مهم  
  .)34 و 24، 9
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به عنوان يك يـون فلـزي كميـاب    )  +Mn 2( منگنز
جهت توليد سوپراكسايد ديسموتاز ميتوكندريايي     

هيدرولاز ها و   : و نيز فعال سازي آنزيمهايي نظير     
 كربوكسيلازهاي سـلولي لازم و ضـروري اسـت        

ــين من .)33( ــون     همچن ــا آني ــورد ب ــز در برخ گن
 موجـب   ،  +Mn 3سوپراكسايد ضـمن تبـديل بـه    

حذف ايـن راديكـال آزاد از محـيط عمـل سـلولها                
 همچنـين برخــي محققـين ديگــر    .)17(مـي گــردد  

گزارش نموده انـد كـه، منگنـز  قـادر بـه مهـار و                
 inهاي درهر دو محيطLPOفروكش سازي موج 

vivo  و in vitro  ــ .)23 و 4(اســت ــاي  ب ر مبن
ي جهت ايجاد نقـص     عنوان مكانيسم  ب LPOكشف  

ي، ها ودر نهايـت القـاء نابـارور       در عملكرد اسپرم  
ها در راســتاي اســتراتژي كــاربرد آنتــي اكســيدان

ي و رفــع صــدمات وارده بــه ايــن معكــوس ســاز
وجـود  . فتـه اسـت   ها مدنظر محققان قرار گر    سلول

ثر و قـوي در زمـاني كـه         ؤيك آنتـي اكسـيدان م ـ     
سـپرم محـروم از محـيط حـامي خـود           هاي ا سلول

يعني پلاسماي مايع اسپرمي اند ، بسيار كارسـاز         
و حائز اهميت بوده و منجر به بقـاء آنـان خواهـد      

  .)33 و 18، 7(شد 
در پژوهش حاضر سـعي بـر آن بـوده تـا اثـرات              

ــز ــي مــولار1/0(آنتــي اكســيداني منگن را در )  ميل
هاي متفاوت از نظروجـود عوامـل       شرايط و محيط  

 ) +Fe2( ده نظير نيكوتين ، كمپلكس فرو     يد كنن اكس
 مورد ارزيـابي قـرار    ،)  C ويتامين(و اسكوربات 

 از جنبه ها با عملكـرد        و اين توان در برخي     ،كيرد
ــر  يون ــل   ديگـ ــر نيكـ ــزي نظيـ ــاي فلـ ،  )+Ni2(هـ

محلـول در   مشابه  (و نيز ترولوكس     ) +Zn2(روي
 10-100هاي متفـاوت،  در غلظت ) ( Eآب ويتامين 

  . مقايسه گردد ) يكرومولار م
  ترانسفراز- Sميزان فعاليت گلوتاتيون

(Glutathione S-Transferas, GST) عنوان يك نيز ب
نزيمي موجود در درون و برون اكسيدان آ آنتي
هاي اسپرم ، در شرايط فوق مورد سنجش سلول

در انتهاي پژوهش، از آزمايشهاي   .قرار گرفت
 و نيز تورم هاارزيابي قدرت تحرك اسپرم

 Hypo-Osmotic Swelling) هايپواوسموتيك

(HOS) Test, HOST)   بررسي ميزان جهت
 . هاي اسپرم استفاده گرديداستحكام غشاء سلول

  
  هامواد و روش

نمونـه هـاي مـورد        : نمونه هاي اسپرم انسـان    
ــيگاري     ــر س ــالم و غي ــراد س ــتفاده  از اف در (اس

ان ساكن در شهرسـت   )  سال 23-28محدوده سني   
شهركرد، به صورت داوطلبانه، اخذ و جمع آوري        

- 30نمونه هاي اسپرمي پـس از گذشـت         . گرديد  
 دقيقه در دماي اتاق، از حالت لخته اي خارج و     20

 امنطبــق بــ آبكــي گرديــده و ســپس نمونــه هــاي 
 از نظر تعـداد     معيارهاي  سازمان بهداشت جهاني    

ــاير    ــوژي  و س ــرك، مورفول ــدرت تح ــلول، ق  س
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، انتخـاب   يك نمونه سـالم و كامـل      مشخصه هاي   
  .شدند

 :ها  و نمونه هاي اسـپرمي         آماده سازي محلول  
هاي مورد اسـتفاده      تمامي محلول  حلال موجود در  

   ( PBS  بـافر فسـفاته سـالين دار يـا    اين پژوهش
نمونـه هـاي   . بـود  ) 2/7 برابـر  pH مـولار بـا  2/0

چنـد  و بـا     شسـت و شـو       PBSبا محلول  اسپرمي
ن و  مگ ـ، بصـورت ه    وموژنايزر پيستون ه  ضربه  

 ميلـي ليتـر از نمونـه        1/0 سـپس  . مديكدست درآ 
بــه درون هــر يــك از لولــه هــاي   هــاي اســپرمي
مقــدار آنتــي . دشــ افــزوده رد نظــرآزمــايش مــو

ــورد اســتفاده و محــرك اكســيدان  در LPOهاي م
 . ميلي ليتر بود1/0 نيزلوط واكنش مخ

 بـــر اســـاس  :LPO انـــدازه گيـــري  ميـــزان 
. انجـام گرفـت  ) 29( وهمكارانش  Ohkawaروش

 زمـان انكوباسـيون     بطور خلاصه، در اين روش      
 ميــزان توليــد پايــان  در و  دقيقــه 60نمونــه هــا 

از    اجسام واكنش دهنده با اسيد تيوباربيتيوريـك      
 ايـن    كـه   اندازه گيري شـد    جمله مالون دي آلدئيد   

ــاده ــدود  مــ ــدار 50 حــ ــد  مقــ ــيد  درصــ اســ
.  اختصـاص مـي دهـد    را به خود تيوباربيتيوريك

ــپلكس  ــغلظـــت كمـ ــالون دي آلدئيـ ــيد  + دمـ اسـ
 نانومتر قابـل    532، در طول موج     تيوباربيتيوريك

مخلوط واكنش شـامل نمونـه      . اندازه گيري است    
اسـيد اسـتيك     اسپرمي، سولفات دودسيل سديم ،    

ــي    ــول آبـ ــالص ، محلـ ــد 2/1خـ ــيد  درصـ اسـ

. هـاي فلـزي بـود   ، با يا بدون يون تيوباربيتيوريك
 3از حـرارت دادن مخلـوط واكـنش ، بـه آن             پس  

ــ-ميلــي ليتــر از مخلــوط  ان پيريــدين + انول  بوت
ميـزان جـذب     پس از سـانتريفوژ،      ، كه   افزوده شد 

ــه  ــرين لاي ــا نــوري ســطحي ت  مخلــوط واكــنش ب
  .اسپكتروفوتومتر سنجيده شد

  بـر اسـاس روش   :GSTاندازه گيري فعاليـت  

Habig    يـن  در ا .)22(و همكارانش انجـام گرفـت
 ابتـدا بـا هموژنـايزر       سنجش نمونه هاي اسپرمي   
سـپس بـا چنـد بـار     . كاملاً خرد و همگن مي شود     

 ) انتي گـراد   درجه س  4در دماي   (سانتريفوژ شدن   
 Post-Mitochondrial (نـــــام خشـــــي ب ب

Supernatant,PMS(  ــي از ــدا  ،GST  غنــ  جــ
يك مـاده   عنوان   ب CDNBدر اين روش از   . گرديد  

جهـت واكـنش  بـا گـروه           ،الكتروفيل در مخلـوط   
پــس از  . اســتفاده شــدســولفيدريلي گلوتــاتيون ، 

  مقــدار ( GSTشــروع واكــنش ، ميــزان فعاليــت  
 دقيقه 5 طي   ) توليد شدهCDNB-GSH كمپلكس

   .  اندازه گيري شد  نانومتر340ر طول موج و د
جهـت بررسـي     :   سنجش قدرت تحـرك اسـپرم     

د  ، تعـداد و درص ـ     هاميزان قـدرت تحـرك اسـپرم      
هـاي   درمحيط  آن هاي متحـرك وغيرمتحـرك    سلول

وسـكوپ فازمتضـاد ، و در       متفاوت به كمـك ميكر    
مدت سه سـاعت و  ، ب ) Co2  + 30( اق حرارت ات

  ).   35(شدصل زماني يك ساعت ، شمارش با فوا
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 بـر اسـاس     ) :HOST( تورم هايپواوسموتيك    
ــت  Jeyendranروش  ــام گرف ــارانش انج    و همك

 محـــــــيط  از يـــــــك در ايـــــــن روش).  26(
ــاي شــامل محلول(هايپواوســموتيك  ــي 150ه  ميل

جهـت  ) اوسمولار از فروكتـوز و سـيترات سـديم        
هاي  اسـپرم    رزيابي ميزان استحكام  غشاء سلول     ا

پـس  . در گروه هاي شاهد و تيمار اسـتفاده شـد            
 ميكروليتـر از ايـن      10،   ازيك ساعت انكوباسيون  

  سـلولي را بـر روي لام قـرار داده         سوسپانسيون  
 تعـداد و    ، فـاز متضـاد     به كمك  ميكروسـكوپ     و

  ةبـا پـيچش در ناحي ـ   (هاي متـورم      درصد اسـپرم  
بـا غشـاء سـالم و       هاي طبيعـي    يعني اسپرم ) هادم

  .شدفعال ، ثبت 
 در هر آزمـايش     : روش آماري و مواد شيميايي      

،  ميانگين گروه هاي تيمار يافته با گروه شاهد به           
توســط نــرم  و Student’s  t-testكمــك روش  

 قايسه گرديد م )SPSS)VERSION  11.0 افزار
صـورت سـه    داده هاي حاصل از اين پـژوهش ب       . 

مواد شـيميايي   . د  تكرار مستقل سه تايي مي باشن     
 ان تهيــه آلمــMerck ةاز كارخانــمــورد اســتفاده 

  .              گرديد

  
   نتايج

ــنجش  ــا    (   LPO س ــوتين و ي ــا نيك ــار ب تيم

: در حضـورمنگنز    ) ت   اسـكوربا  -كمپلكس آهن 

در )  ميلـي مـولار    1/0( منگنز   ة نشان دهند  1شكل  

  در نمونـه هـاي       LPOمقابله بـا گسـترش رونـد        
 5/0(اسپرم انساني با يـا بـدون تيمـار نيكـوتيني            

 10-60(و در فواصل زماني مختلـف     ) ميلي مولار 
 كـه    اسـت  دراين شكل مشخص شده   . است) دقيقه

ــوتين ب ــان مو  نيك ــه زم ــته ب ــورت وابس ــب ص ج
  شـده، وافـزايش معنـي دار       LPOگسترش رونـد    

در  ، و    يـد آن اسـت    ؤمحـيط  م    در    MDAغلظت  
ن  دقيقه پس از شـروع انكوباسـيون ايـن ميـزا           60

بـدون نيكـوتين و     (افزايش نسبت به گروه شـاهد       
ــز ــود) >001/0p%  (150 حــدود ) منگن  پــس از. ب
كاهش معنـي داري    )  ميلي ليتر  1/0( منگنز   افزودن

 ، در فواصل زماني مختلـف     ،نيكوتيندر تيمارهاي   
 انكوباسـيون ميـزان     پديدار گرديـد، بطوريكـه در     

 محــيط نســبت بــه گــروه MDAكــاهش  غلظــت 
بــود ) >001/0p% (94شــاهد مربوطــه در حــدود 

  ) . 1شكل (
 مربوط به اثر منگنـز     2داده هاي موجود در شكل      

 اسپرم انسان  در     بربر تغييرات ناشي از نيكوتين      
+ آهـن (   LPO محـرك   مختلـف    حضور غلظتهـاي  

بـوده و بيـانگر ايـن       ) 1 : 5اسكوربات ، با نسـبت      
 موجـب   يطور معني دار   كه نيكوتين ب   ستمطلب ا 

 محـرك در      القاء شده توسـط       LPOتشديد روند 
  منگنـز     افـزودن   نيـز  ونه هاي اسپرمي شده و      نم

ــي دار   ــاهش معن ــث ك ــد باع ــيط MDA تولي  مح
)01/0p< (ــامي غلظت ــادر تم ــرك گريه ــد  مح دي
  ) .     2شكل (
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ها در نمونه هاي اسپرم انساني  در مقابله با پراكسيداسيون چربي)mM 1/0( منگنز نمودار افزايش – 1 شكل

 >p< 0.05 )   ،b ) p< 0.01 )  ،c )  p ( ، در فواصل زماني مختلف)  ميلي مولار0 /5(با يا بدون تيمار نيكوتيني 
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ها در نمونه هاي اسپرم انساني با يا  در مقابله با پراكسيداسيون چربي)mM 1/0(منگنز ش نمودار افزاي  - 2شكل 

 >p< 0.05 )   ،b ) p (  ) .1 : 5نسبت  (LPOهاي مختلف از محرك، در حضور غلظت) mM 5/0(بدون تيمار نيكوتيني 

0.01 )  ،c )  p< 0.001(   p< 0.01( ** )   
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منگنز با نيكل،  قدرت آنتي اكسيداني 1در جدول
 و بر طبق مقايسه شده است، روي، و ترولوكس

   با پراكسيداسيون القاء شده توسطآن  در مقابله
 10-100(ها  ، منگنز در تمامي غلظتLPOمحرك

نسبت به دو يون فلزي ديگر يعني ) ميكرومولار
نتي اكسيداني بهتري نيكل و روي از اثرآ

 ، اما اثر آنتي اكسيداني استبرخوردار 
 سه يون فلزي نامبرده بيشتر  هرترولوكس از

ترتيب روي و نيكل از پس از منگنز ب. دمي باش
) . 1جدول (نظر قدرت آنتي اكسيداني قرار دارند 

روش (سبه اي ديگر علاوه بر اين، در محا
 با و) هاي مربوطه ذكر نشده اندمحاسبه و فرمول

عنوان نوعي نمايش بهره گيري از پلات ديكسون ب
يكي، ميزان قدرت مهاركنندگي اين مواد در سينيت

مقابله با پراكسيداسيون القاء شده مورد ارزيابي 
  ثابت مهار  مقدارقرار گرفته و از اين طريق

آنتي  ) Inhibitor constant,Ki( كنندگي
در اين . نيز محاسبه گرديد هاي مربوطهاكسيدان

تري كم  kiبين ، عاملي كه از نظر عددي واجد 
اجد قدرت آنتي اكسيداني بيشتري نيز باشد، و

ه شده محاسب  kiبوده، و با اين وصف مقادير 
    :استين قرار دها بمربوط به اين آنتي اكسيدان

ki  Trolox = 0.465  mM   ,  ki  Mn
2+ 

= 0.645   mM  ,  ki  

Zn
2+ 

= 2.136  mM , ki  Ni
2+ 

= 2.218  mM      ،                
ان بالاي آنتي اكسيداني  تويدؤاصله منتيجه ح

در مقايسه با روي و )  پس از ترولوكس(منگنز 
  .   است  نيكل

در اين پـژوهش ميـزان       : GST سنجش فعاليت   
يـك   ( GST ترانسـفراز يـا   - Sفعاليت گلوتاتيون

هاي  سـلول  داخـل و خـارج   ي  آنتي اكسيدان آنزيم  
ين و  در حضور منگنز و تحت تيمار نيكوت      ) اسپرم

عنـوان   از غلظتهاي مختلف  گلوتاتيون ب هاستفادبا  
ــز  ــتراي آن ــا 10از (يم سوبس ــولار50 ت )   ميكروم

 منگنـز   افـزودن    و معلوم گرديـد كـه        شدبررسي  
موجب كندي عمل و در نهايت مهار فعاليـت آنتـي           

در مقابـل نيـز تيمـار    .مـي شـود    GST اكسيداني
ــوتيني ب ــينيكـ ــور معنـ ــوجهطـ ي  دار و قابـــل تـ

)001/0p< ( مي ايش فعاليت اين آنزيم     وجب افز ، م
از طرف ديگـر، بـر اسـاس داده      ) . 2جدول  (د  گرد

، پارامتر هاي سـينيتيكي     2هاي موجود در جدول     
و ســرعت مــاكزيمم واكــنش  ) km( ثابــت تعــادل 

 رسم اب (  GSTمربوط به فعاليت) Vmax(آنزيمي 
قبــل و پــس از در ) Lineweaver-Burk نمــودار

 شـد كـه نـوع        و مشخص   منگنز، محاسبه    فزودنا
 GSTمهار اعمال شده از سوي منگنز بر فعاليـت          

ــابتي اســت   ــر رق ــار غي ــوع مه ــددي . از ن مقدارع
درج  3 مربوطـه در جـدول       پارامترهاي سينيتيكي 

 .شده است

 درصــد  ، 3در شــكل : ها  قــدرت تحــرك اســپرم
قدرت تحرك  اسپرم انسـان در سـاعات مختلـف           

 بـر هـم   و درmM  5 /0انكوباسـيون بـا نيكـوتين   
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ها در نمونه    در مقابله با پراكسيداسيون چربي     هاي فلزي و ترولوكس    غلظتهاي مختلف يون   اثر افزودن مقايسه   :  1جدول  
  ) .µM 750  :150اسكوربات ، با نسبت + آهن ( LPO با محركشدههاي اسپرم انساني تيمار 

  
  ويتامين  يون فلزي

  ترولوكس  µM (   2+  Mn  2+  Ni  2+  Zn   ( غلظت
10  010/0 ± 242 /0 a  027/0 ± 291/0  015/0 ± 253/0   a  012/0 ± 220/0 b  
25  014/0 ±233/0   a  016/0 ± 285/0  011/0 ± 250/0   a    014/0 ± 206/0 b  
50  012/0 ± 232/0  a   022/0 ± 277/0  009/0 ± 242/0   a  009/0 ± 205/0 b  
75  009/0 ± 227/0 b  015/0 ± 281/0  012/0 ± 238/0   a   014/0 ± 207/0 b  
100  013/0 ± 213/0 b  025/0 ± 242/0  a  013/0 ± 235/0 a      012/0 ± 202/0 b  

  315/0  ± 018/0= ، بدون تيمار نيكوتين و بدون آنتي اكسيدان  ) LPOواجد محرك(مقدار گروه شاهد مثبت 

  
  

 در نمونه هاي اسپرم انساني با يا بدون تيمار نيكوتيني GSTبر فعاليت ) mM 1/0 ( منگنز اثر افزودن : 2جدول 
)mM 5/ 0(هاي مختلف از سوبسترا ، در حضور غلظت) احياء شدهگلوتاتيون. (  

  
  بدون تيمار

  تيمار نيكوتيني

     +Mn 2با    Mn  +2بدون    Mn  +2با   Mn  +2بدون   )GSH  )  mMغلظت 
10  021/0 ± 162/0  027/0 ±   128 /0  013/0 ± 194/0  017/0 ± 175/0  
20  018/0 ± 280/0  012/0 ±  223/0     a   016/0 ± 341/0 b  009/0 ± 325/0  
30  015/0 ± 400/0  009/0 ± 290/0    b  031/0 ± 465/0 b  037/0 ± 400/0  
40  028/0 ± 435/0  012/0 ±  355 /0 b      029/0 ± 513/0 b  024/0 ± 481 /0 a  
50  013/0 ± 513/0  023/0 ±  419/0  b   048/0 ± 588/0 b  035/0 ± 406/0 b  
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و ) mM  5/ 0( مختلف انكوباسيون با نيكوتين نهايزماهاي اسپرم انسان در ميزان قدرت تحرك سلولنمودار  – 3شكل 
 >a ) p< 0.05 )  ، b )  p  : مربوطه تيمارنيكوتين با شده مقايسه.  آنتي اكسيدانها mM 1/0  با غلظت آن كنشبر همدر 

0.01 )  ،c )  p< 0.001 ) .    شاهد) اكسيدان آنتي فاقد و انكوباسيون صفر زمان با شده مقايسه : p< 0.001, ( ** ) p< 
0.01 , ( * ) p< 0.05 ( *** ) . 

مقادير درون جدول بر .نمايش داده شده است  )سه تايي(  با سه تكرار مستقل Mean ± SDورتهر داده به ص
nMحسب MDA/mg protein/min مقايسه شده با گروه شاهد مثبت .   هستندap<0.05  :  , bp<0.01.    

  CDNB-GSH ادير درون جدول بر حسبمق  .  با سه تكرار مستقل سه تايي نمايش داده شده است  Mean ± SDهر داده به صورت 

conjugates /mg protein .min  µM  هستند .)    p< 0.05 ( a، )  p < 0.01 ( bو ) p< 0.001 ( c:    مقايسه شده با گروه شاهد) بدون منگنز
  .مربوطه  ) و بدون نيكوتين
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پارامتر  و )mM 5/ 0( ، با يا بدون تيمار نيكوتين GSTبر روي فعاليت ) mM 1/0 (به اثر مهار كنندگي منگنز  : 3جدول 
   .آنهاي سينيتيكي مربوط 

 
  Vmax    [ µM 
CDNB-GSH  
conjugates / 

mg protein .min ] 

km  

(µM) 
 

 

910/0  
 

44/44  بدون منگنز 

730/0  44/44  واجد منگنز 

بدون 
 نيكوتين

 
087/1  
 

44/44  بدون منگنز 

952/0  
 

44/44  واجد منگنز 

واجد 
 نيكوتين

 

 
 

 mM(ها ، با يا بدون تيمار نيكوتيني  دمةجد تورم هايپواوسموتيك در ناحيهاي اسپرم انساني وادرصد سلول : 4جدول 
  .ها ، و در حضور آنتي اكسيدان)5/0

    )ساعت(زمان انكوباسيون 

  آنتي اكسيدان ها  0  1
)mM 1/0(  

8/0 + 56  %  **  9/0 + 63%  0  
6/0 + 61   %  b  8/0 + 64%   Trolox  
9/0 + 60  % b     9/0 + 64%   Mn

2+  
6/0+ 58  %  a  1 + 63%    Zn

2+  

  

5/0 + 57   %    8/0 + 62%    Ni
2+  

  . **  >0p/ 01:   )  شاهد(سيون وفاقد آنتي اكسيدان مقايسه شده با زمان صفرانكوبا
0p< b     ، 05 /0p<  a/ 01: در آخر يك ساعت ) بدون آنتي اكسيدان(مقايسه شده با تيمار نيكوتين 

 .نمايش داده شده است  ) سه تايي (   با سه تكرار مستقل  Mean ± SDصورتهر داده ب                

  

هاي   آنتــي اكســيدانmM 1 /0 كــنش بــا غلظــت
ه اسـت   نشان داد ترولوكس، منگنز، روي ، و نيكل       

آزمــايش مشــخص گرديــد كــه نيكــوتين در ايــن .
ــي داري در   ــور معنــ ــف  بطــ ــاي مختلــ  زمانهــ

 اسپرمها شـده،    انكوباسيون موجب كاهش تحرك   
ــه دربطوري ــان ك ــرين زم ــولاني ت  انكوباســيون ط

 زمـان شـروع   83 ±8/0ها از   ميزان تحرك اسـپرم   
ــه ــل) >001/0p(درصــد   75 ± 8/0 ب ــتتقلي   . ياف

در  آنتـي اكسـيدانها نيـز        فـزودن نتايج حاصل از ا   
بـوده،  LPO  بخـش همسويي با نتايج موجود در 

 منگنز  پس از ترولوكس و بـالا تـر           بدين صورت   
يكــل موجــب بهبــود وضــعيت تحــرك از روي و ن

هاي واجد نيكوتين گرديده و اين      اسپرمها درمحيط 
اعت دوم از انكوباسيون مشهودتر     اثر مثبت در س   

  ) .3شكل (بود 
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آنـاليز آمـاري داده   :  هايپواوسـموتيك     تـورم 
 نشــان مــي دهــد كــه 4دول هــاي موجــود در جــ

 عمل  عنوان  عامل مخرب  غشاء اسپرم        نيكوتين ب 
نموده و در اينجا كاهش ميزان درصد اسپرمهاي         

 >01/0p،   %  12/11) ( هاي پيچيده   با دم ( متورم  
خـرب در    بروز تغييـرات منفـي وم      نشان دهنده   )

افـزودن آنتـي    . استحكام غشـاء ايـن سلولهاسـت      
هاي حـاوي نيكـوتين، مـانع از        اكسيدانها به محيط  

هاي اسپرم متورم گرديد     تعداد سلول  بروز كاهش   
 ةز پژوهش نيز كاربرد منگنز نتيج ـ     در اين بخش ا   .

 يـك    داشـت و   بهتري  نسبت به اثـر روي و نيكـل         
وباسيون موجب افزايش تعـداد      انك ز   پس ا  ساعت
درصد  60 +9/0 به 56 +8/0هاي متورم از      اسپرم

)01 /0p<  (از نظر قدرت آنتي اكسـيداني       . گرديد 
ترتيـب  پـايين      بالاتر و روي و نيكل ب      ، ترولوكس   

   ) . 4جدول (تر از منگنز قرار دارند 

 
 

  بحث و نتيجه گيري 
ــي مرح  يئاز آنجا ــپرم در ط ــلولهاي اس ــه س ــه ك ل

اسپرماتوژنز حجم زيادي از سيتوپلاسم خـود را        
ــد  از  ــود سيســتم(دســت مــي دهن ــي كمب هاي آنت

ــيدا ــلولهاي   )نياكس ــا س ــه ب ــابراين در مقايس ، بن
 حساسيت بيشتري نسبت بـه افـزايش     سوماتيكي  

ــزان  ــيط،  ROSميـ ــدمحـ ــد  . دارنـ ــين پيامـ اولـ
ــروز  ROSهجــوم ــه ســاختار هــاي غشــايي، ب  ب

لولي در درون غشـاء سـلول و        پراكسيداسيون س 
   .)34 و 24، 18، 6(ها است اندامك

ور كننـده   عنوان عوامـل د   كاربرد آنتي اكسيدانها ب   
ــيط     ــاي آزاد از مح ــز راديكاله ــمي و ني ــواد س م

 شـده و    LPOها موجب مهار روند     پيرامون سلول 
نتيجه آن حفظ ساختار بيوشيميايي سلولها سـت        

 كاربرد آنتي   ، استراتژي بهمين دليل  . )34 و   9،  2(
 ســازي و رفــع ها در راســتاي معكــوساكســيدان

هاي اســپرم مــدنظر  صــدمات وارده بــه ســلول  
ــه اســت بســياري از  ــان قــرار گرفت ــز . محقق منگن

كميـاب و نيـز يـك       عنوان يك يون فلـزي مهـم و         ب
طــور مســتقيم و بــا اتصــال بــه آنتــي اكســيدان، ب

ــون ــه    آني ــديل ب ــايد ضــمن تب ،  +Mn3سوپراكس
هـاي  ديكال و يـا ديگـر راديكال      ف اين را  موجب حذ 

ــرون   ــر پراكســيل ، از محــيط درون و ب آزاد نظي
ــر    ــا بطــور غي ســلولها ي اســپرم مــي گــردد و ي
مستقيم و بعنوان كوآنزيم، با شركت در سـاختار         
آنزيم سوپراكسايد ديسـموتاز موجبـات حـذف و         

، 14 (خنثي سازي اين آنيون را فراهم  مي سـازد         
ر، تــوان آنتــي  در پــژوهش حاضــ .)33 و 23، 17

اكسـيداني منگنــز در محــيط هــاي مختلــف مــورد  
در نخسـتين مرحلـه از      . ارزيابي قرار گرفته است   

اين آزمايش ها، توان منگنز در برخورد با شرايط         
پراكسيداسيون سلولي ناشي از كـاربرد نيكـوتين        

ــا محــرك    ــي ب ــا در همراه ــايي و ي ــه تنه   LPOب
ســنجيده شــد و مشــخص گرديــد كــه منگنــز در  
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خـوبي   با شرايط نامطلوب ايجـاد شـده، ب        اجههمو
 و  LPOوارد عمل گرديده و موجـب مهـار رونـد           

 ، 1994در ســال . كــاهش اثــرات جــانبي آن شــد 
 يـك    افـزودن  گروهي از محققين عنوان نمودند كه     

هاي حاصل از سانتريفوژ    آنتي اكسيدان به اسپرم   
مايع اسـپرمي، موجـب كـاهش صـدمات سـلولي           

در . ش بر آنان مـي گـردد        ناشي از اجراء اين رو    
 )LPO(ها  راس اين صدمات پراكسيداسيون چربي    

 كه خود ناشي از افـزايش غيـر طبيعـي           ردقرار دا 
 مشـخص شـده      .)3 ( در محيط است   ROSميزان  
 در بـدن انسـان در بـروز         ROSكـه اثـرات     است  

تولوژيك بطور اعـم، و در ايجـاد عقيمـي         حالات پا 
 در ادامـه     .)38(طور اخص، دخالت مستقيم دارد      ب

ها ، مقايسه اي بين تـوان آنتـي اكسـيداني          آزمايش
ــا روي، نيكــل و تر ــز ب ــوكس، در شــرايط منگن ول

 ki ةپراكسيداسيون بعمل آمد ، كه پس از محاسـب        
  kiمربوط به هر يك، مشخص گرديد كه منگنز بـا           

) ولـي بيشـتر از ترولـوكس      ( نيكل   تر از روي و   كم
 قبـل كس و   عنوان آنتي اكسيدان در پس از ترولو      ب

ترولـوكس  .  از دو يون فلزي ديگر قرار مي گيـرد        
 هيدروكسـي تتـرا متيـل       - 6با فرمول ساختماني    

) مشابه( اسيد كربوكسيليك ، آنالوگ      -2-كرومان
ــا  ــول در آب آلف ــوفرول-محل ــا  (ATP)  توك ي

 بــوده ، لــذا واجــد خاصــيت ليپــوفيلي Eويتــامين 
همراه با خاصيت هيدروفيلي است و بدين ترتيـب         

ا قـدرتي مضـاعف در دو فـاز چربـي و آبـي در        ب

درون و برون غشـاء سـلولها عمـل نمـوده و بـه              
خنثي سازي راديكالهاي آزاد و سپس جمع آوري        

 در يــك 1995 در ســال  .)12 (آنــان مــي پــردازد
آزمايش نشان داده شد كه كاربرد ترولـوكس در         

 LPOنمونه هاي اسپرم بز تيمار يافته با محـرك          
ــي   ــاهش معن ــب ك ــد  % ) 62(  داري موج در تولي

توجـه   بـا     .)13 ( مي شود  LPOمحصولات نهايي 
 تـوان بـالاي ترولـوكس در مقابلـه بـا شـرايط              به

پراكسيداسيون، مي توان اين ويتـامين را بعنـوان         
يك مقياس و يـا اشـل مناسـب در نظـر گرفـت و               
 سپس توان آنتي اكسيدانهاي ديگري نظيـر منگنـز        

ــا آن ــد مقايســه را ب ــز  در  .نمودن ــورد روي ني م
پژوهشهاي انجام شـده نشـان مـي دهـد كـه ايـن           

 از طريـق خنثـي      ،LPOعنصر قادر به مهار روند      
 در سـلولهاي  ، هيدروپراكسـيدهاي ليپيـدي    نمودن

  .)20 (مــي باشــد ها، كبــدي و نيــز اريتروســايت  
 ــ ــادي دارترشــحات غــده پروســتات واجــد مق  زي

ه كه نقـش مهمـي در حفاظـت از          عنصر روي بود  
وسـيله  بنـين روي    چ هم  .ر عهـده دارد   ها ب ـ اسپرم

 ، مـانع از     II)( بـا آهـن      III)( آهن   كردنجايگزين  
هاي  يـا واكنش ـ   ROSورود آهن در چرخه توليـد       

 در اين ميان نيـز،       .)32 و 30،  23 (فنتون مي شود  
 ضـعيف تـرين آنتـي    ki نيكل بـا بيشـترين مقـدار   

   .استاكسيدان 
عنـوان يـك    بGST ترانسـفراز يـا   - Sگلوتـاتيون 

زيمي، موجود در داخـل و خـارج        نتي اكسيدان آن  آ
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 يــا   GSHهاي اســپرم، بــا اســتفاده از  ســلول
عنوان سوبسـترا ، موجـب      گلوتاتيون احياء شده ب   

 در بسـياري از   .)26 ( آنان مـي شـود    شدنخنثي  
 ، ميــزان ROSهــاي بــدن بــا افــزايش ميــزان بافت

 نيز افزايش معني داري را نشان مـي       GSTفعاليت
هاي مــا نيــز پــس از  در آزمايشــ .)37 و21(دهــد 

 در ميـزان    يكاربرد نيكـوتين، افـزايش معنـي دار       
هـــاي سوبســـترا در تمـــام غلظت (GSTفعاليـــت 

)(001/0p< ( منگنـز   فـزودن ، ا در ادامـه    .ديده شد 
بعنوان يـك آنتـي اكسـيدان قـوي موجـب كـاهش        

 در . گرديــدGSTمعنــي داري در ميــزان فعاليــت 
امتر هـاي    پـار  ةپژوهش حاضر، بر اساس محاسب    

هاي متفاوت   كنش منگنز در محيط    برهمسينيتيكي  
مشــخص گرديــد كــه  ) kmثابــت مانــدن مقــدار ( 

صــورت غيــر رقــابتي موجــب مهــار      منگنــز ب
  .  ، در تيمار نيكوتيني شده است  GSTفعاليت

ــر روي ســلول  هاي اســپرم  در پژوهشــي ديگــر ب
 منجـر بـه     GST شـدن عنوان گرديد كه غير فعال      

كسيداسيون سلولي، مهار قـدرت     پيشبرد روند پرا  
تحرك، و در نهايت مهار اتصال اسپرم به تخمـك          

 به دنبال گزارش ديگري در سـال        ). 21(مي شود   
 GST مشــخص گرديــد كــه ميــزان فعاليــت2000
در محيطهاي حـاوي پراكسـيد      هاي ژرمينال   سلول

طـور معنـي داري افـزايش يافتـه و در     هيدروژن ب 
ن آنـزيم، ميـزان      مهار كننده اي    استفاده از  صورت

مـي    نيز به شدت افزايش  LPOتوليد محصولات
   ).31(يابد 

 بعنوان يك عامل    ها اسپرم ةقدرت تحرك پيشروند  
ثر در بـاروري مـردان مطـرح        ؤتعيين كننـده و م ـ    
در . لقـاح مناسـب و كامـل اسـت     بوده و متضـمن     

عنــوان گرديــده كــه قــدرت هاي متعــددي گزارشــ
هـاي  ديكالتحرك اسپرمها در صورت  افـزايش را       

 درمحـيط ،  LPOآزاد و محصولات نهـايي رونـد     
در واقـع ايـن     . بطور معني داري كاهش مـي يابـد       
اينـدهاي تبـادل    كاهش به دنبال بروز اختلال درفر     

 19،  1(هاي دخيل درآن اسـت      يوني غشاء و آنزيم   
هــاي آزاد بــويژه  از ســوي ديگــر، راديكال).  34و 

لي سـلو هاي درون    موجب مهار آنزيم   ROSانواع  
ها از منـابع آنزيمـي      گرديده و بدين ترتيب اسـپرم     

 مورد نياز جهـت تحـرك و    ATPدخيل در تامين
  . )34 و 16، 15، 7 (فعاليت محروم مي گردند

ل كاهش ميزان تحـرك  در پژوهش حاضر، به دنبا 
ا نيكـوتين ، افـزودن آنتـي        ها پس از تيمار ب    اسپرم
ها به محيط موجـب بهبـود و اصـلاح ايـن            اكسيدان
ــوان آنتــي  مــورددر ايــن . يت شــد وضــع ــز ت  ني

 كمتـر از  و  ( از روي و نيكـل       بيشاكسيداني منگنز   
هاي  راديكال كردن منگنز با دور      .است) ترولوكس

 اصلاح قدرت تحرك    آزاد محيط ، موجب بهبود و     
جب  منگنز از مسير ديگري مو      . مي گردد  هااسپرم

. مـي شـود     ها  افزايش ميزان قدرت تحرك اسـپرم     
عنوان يك محرك قوي   كه اين عنصر ب    بدين ترتيب 
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( سيكلاز  ) آدنيلات(ليل  در فعال سازي آنزيم آدني    
ــل در تحــرك اســپرم   از آنزيم ــم دخي ــاي   مه ) ه

موجود در غشاء اين سلولها وارد عمل مي گـردد          
نمـود   نيـز عنـوان      1988 در سال    يپژوهش).  28(

از (ها با آب اكسيژنه     كه ، انكوباسيون توام اسپرم    
-+Na+-Kموجب مهار عمل آنزيم           ) ROSانواع  

ATPase)    هـاي دخيـل در تحـرك       از جمله آنزيم
ــان ــود ) آن ــي ش ــه ). 27 (م ــوع رابط   اي در مجم

 موجـود   ROSمعكوس و منفي قوي بـين ميـزان         
ها ايع منــي و ميــزان قــدرت تحــرك اســپرم در مــ

ها كــاربرد آنتــي اكســيدان).  25و 11 (وجــود دارد
ها ك اسـپرم  همـراه بـا بهبـود قـدرت تحـر         هميشه

 آنتي اكسيداني   ة مجموع فزودننبوده بطوري كه ا   
اسكوربات و آلفا توكوفرول منجـر بـه اصـلاح و           

محيط ها در   ميم قدرت تحرك تقليل يافته اسپرم     تر
، )ROSباترشح  ( هاي فعال شده    حاوي لوكوسايت 

       ).15 (نمي گردد

ئيد نتـايج حاصـل   أ و در ت   LPOبه دنبال آزمايش    
منظـور   تـورم هايپواوسـموتيك ب      ، آزمايش  از آن 

 كـه در    شـد ارزيابي ميزان استحكام غشاء انجـام       
هاي ســالم و فعــال در محــيط   طــي آن اســپرم 

غييـر  هايپواوسموتيك دچـار تـورم شـده و ايـن ت          
مـي   هاي آنان ظـاهر    دم ةبصورت پيچش در ناحي   

 نيكـوتين بـه محـيط       افـزودن  پـس از     ). 26 (گردد
كـاهش  هاي انسـاني در طـي يـك سـاعت ،            اسپرم

ــي داري  ــداد ) >01/0p،  % 12/11( معنــ  درتعــ

هـاي پـيچ خـورده بـه        سلولهاي متورم شده با دم    
ل وقوع پيوست كه اين پديده به منزله بروز اشـكا         

هاي اسـپرم   در ساختار و اسـتحكام غشـاء سـلول        
. پــس از بــروز پراكسيداســيون ســلولي اســت    

 با افزايش پيوند هاي دوگانه در غشاء        LPOروند
 شـده و    آنهـا ب آسـيب و ناپايـداري       سلولها، موج 

بدين ترتيب ضمن برهم ريختن ساختار غشاء ها،        
، 19، 1(موجب غير فعال شدن آنان نيز مي گـردد          

ــين ميــزان   يــك راب .)34 و 31 طــه مثبــت قــوي ب
هاي اسپرم متحرك و فعال با ميـزان        درصد سلول 

ــيط    ــورم در محـــ ــلولهاي متـــ ــد ســـ درصـــ
اين بخـش   در  ).  26 (هايپواوسموتيك وجود دارد  

نيز منگنز در مواجهه بـا شـرايط پراكسيداسـيون          
آنتـي  تحميل شده از سوي نيكـوتين واجـد تـوان           

هاي فلزي ديگر بود    اكسيداني بهتري نسبت به يون    
تنها بـراي متابوليسـم     استحكام طبيعي غشاء نه     . 

ها بلكه جهت اتصال موفق اسپرم به       طبيعي اسپرم 
 نيـز   عـي و  تخمك، واكنش اكروزومي كامـل و طبي      

ــابي ســلول  ــت ي ــد ظرفي ــپرم، لازم و فراين هاي اس
لـذا مـي بايسـت اسـتراتژي        ).  36 (ضروري است 

 كاربرد مواد آنتي اكسيدان در جهت بهبود هر چه        
عنـوان  بيشتر وضعيت استحكام غشاء اسـپرمها ب      

يك امر ضروري ، مـورد نظـر پژوهشـگران ايـن            
  .حوزه كاري قرار گيرد 

ربرد و استفاده   كامي توان گفت كه     خلاصه  بطور  
آنزيمـي و يـا غيـر       (بموقع از مواد آنتي اكسـيدان       
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هاي فلزي كمياب نظير    آنزيمي ، ويتامينها و يا يون     
هاي مرتبط با توليد مثل بسيار      در پژوهش ) گنزمن: 

و در اين راسـتا مـي تـوان از    مي باشد، ضروري  
 در ،منگنــز در بهبــودي  شــرايط محــيط عمــل    

ها، در انـواع  سـپرم  نگهداري ا   ويژه محيطهاي مايع 

 ARTتكنولوژيهاي كمك كننده به توليـد مثـل يـا           
ــا تزريـــق درون   نظيرلقـــاح خـــارج رحمـــي و يـ

 اسـتفاده اي ويـژه وبهينـه    ،سيتوپلاسـمي اسـپرم  
  .نمود

  :تشكر و قدرداني 

ه علـوم ، همكـاري سـركار         از زحمات و مساعدت جناب آقاي دكتر بهزاد شارقي رئيس محترم دانشـكد            
ا افتخاري در آناليزهـاي آمـاري ، و نيـز از همكـاري هميشـگي جنـاب آقـاي سـيد رسـول            نه خانم دكتر 
) كارشناس محترم آزمايشگاه فيزيولوژي جانوري، گروه زيسـت شناسـي دانشـگاه شـهركرد             (صيدايي  
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