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  هاي مختلف از اسكوربات بر پارامترهاي اسپرمي در گاوثير غلظتأت
  مهران عربي

   شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم،گروه زيست شناسي
 چكيده

در پژوهش حاضر، اثرات    . ست قرار گرفته ا   توجه بعنوان اصلي ترين عامل ايجاد عقيمي در اسپرمها مورد           ،ROS،هاي اكسيژن متابوليت
كروزومـي، و درصـد سـلولهاي       آ، بر ساختار غـشاء،واكنش      ) ميكرومولار   C )2000 -300ويتامين  يا  تفاوت از اسكوربات    غلظتهاي م 

 .بررسي گرديد) LPO( عنوان محرك پراكسيداسيون چربيهاي حاوي يونهاي آهن دو ظرفيتي، ب  اسپرم  زنده گاو هولشتاين در محيطها      
LPO     بعنوان يكي از نتايج هجوم  ROS  هاي زيستي مطرح بوده كه ضمن آسيب رساني به اسـتحكام غـشاء، موجـب غيـر                 غشا به

نتايج ايـن پـژوهش نـشان داد، اسـكوربات در          .  در تحرك و فعاليت اسپرمها نيز مي شود        مؤثرفعال شدن بسياري از آنزيمهاي غشايي       
 كه نتيجـه آن     ودشمي  ز راديكالهاي آزاد محيط      محافظت ازسلولها در مقابل آسيبهاي ناشي ا       سبب ميكرومولار   1000از   ترغلظتهاي كم 

همچنين اضافه   . استكروزومي، و نيز بالا رفتن درصد اسپرمهاي زنده در محيط           آ غشاء، افزايش واكنشهاي     يبهبود وضعيت استحكام  
حـيط  م) LPOبعنوان يكي از محصولات نهايي رونـد        ( MDAسازي اين محدوده غلظت اسكوربات باعث كاهش معني دار ميزان           

تنها نقش حفاظتي و آنتي اكسيداني نداشته ه  آن ن  از  ميكرومولار و بيشتر   1000از سوي ديگر، اسكوربات در محدوده غلظتي       .گرددمي  
بـا  ( عنوان يك پرواكسيدان عمل نموده وموجب بروز آسـيبهاي فـراوان در سـاختار غـشاء    ن ايجاد كمپلكس بايونهاي آهن، ب    بلكه ضم 

اسـكوربات  بطـوركلي چـون     . مـي شـود   و كاهش درصد واكنـشهاي اكروزومـي و اسـپرمهاي زنـده              ،) محيط MDAافزايش ميزان   
 محققين با عنايت به اين رويكرد منفي اسكوربات، مـي بايـست در زمينـه هـايي نظيـر لقـاح                      رددرغلظتهاي مختلف اثرات متفاوتي دا    

اثـرات مخـرب    نظر قرار داده تا  اين مسئله را مديبطور جد آزمايشگاهي، كشت سلولي و نگهداري و ذخيره سازي سلولهاي جنسي، 
  .  در سيستمهاي زيستي به حداقل رسانند راآن

  .كروزومي،آزمايش ئوزين آ اسپرم گاو، اسكوربات، پراكسيداسيون، واكنش:هاي كليدي واژه
  مقدمه 
    Reactive Oxygen) (هــاي اكــسيژن مولكــوليمتابوليت

Species, ROSــر ــال هيدرو نظي ــسيل راديك  و)OH. (ك
O2.( آنيون سوپراكسيد 

اعمال و    بر با تأثير منفي   قادرند   )-
معرض خطـر     بقاء موجودات زنده را در     ،هاساختار سلول 

 عنوان يكي از عوامل اصلي بروز نابـاروري  و بدهندقرار

، از يك  ROS).24 ،1( در مردان شناخته شوند) عقيمي(
طبيعي نظير واكـنش    طرف جهت انجام برخي روندهاي      

 بـا   ها ضروري بـوده و از طرفـي ديگـر         كروزومي اسپرم ا
ــزايش ــتاف ــترس  ، در محــيط آن غلظ ــه اس ــوم ب   موس
، موجـب مهـار قـدرت      ( Oxidative stress) اكسيداتيو
 . ودشمي  ها  نيز تغيير در شكل ظاهري اين سلول      تحرك و   

  از ناباروري را ايجاد مي متفاوتيبدين ترتيب درصدهاي
مهــم اســترس اكــسيداتيو در ات يكــي از تظــاهر. نمايــد
 Lipid( چربـــي غـــشايي پراكـــسيداسيون ها،لســـلو

peroxidation, LPO( مي باشد. LPOپيچيده   يك پديده 
ــوژيكي ــوده وفيزيول ــامي  ب ــلول  در تم ــي از  س هاي غن

 شــامل و  مــي دهــد   رخ  غيــر اشــباع،  چــرب اســيدهاي
 مجـدد     و تـشكيل     تخريب  مانند  هاواكنشاز     اي مجموعه

 LPOرونـد   .  مي باشـد   اآنه در ساختار      دوگانه  دهايپيون
غشاء، كـاهش قـدرت تحـرك،        موجب تخريب ساختار  

 هاي متعـدد در    ر فعاليتهاي آنزيمي،وايجـاد شكـستگي     مها
DNA هاي اسپرم شده، كه حاصـل آنـان نابـاروري           سلول

  .  ) 24، 4، 5، 6، 3، 1 (مي باشد

 ROS آوري جمـع  تركيباتي هستند كه با     هاآنتي اكسيدان 
 و حذف آنـان از درون و        از محيط، موجب خنثي سازي    

ــي شــوند  ــلولها م ــرون س ــلول. ب ــپرم در طــي س هاي اس
 آنتــي واســپرماتوژنز، حجــم زيــادي از سيتوپلاســم    

، و بـدين ترتيـب      مي دهند دست  خود را از    هاي  اكسيدان
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ــد پراكــسيداسيون ســلولي حــساس مــي   ــل رون در مقاب
ــد ــا ). 24(گردن ــه ورام ــت غوط ــودنبعل ــپرمها در  ا ب س

 حـاوي  )Seminal plasma()مني( پلاسماي مايع اسپرمي
، )Cويتـامين   (اسـكوربات   :  نظير وانهاي فرا آنتي اكسيدان 

و  تــورين، گروههــاي ســولفيدريل، گلوتــاتيون، كاتــالاز
 بخوبي در مقابـل رونـد اسـترس         ،سوپراكسيد ديسموتاز 

زه اسـتراتژي كـاربرد     امرو. شوندكسيداتيو محافظت مي    ا
و رفـع   كـاهش اثـر اكـسيدان       ها در راستاي    كسيدانآنتي ا 

فتـه  محققـان قـرار گر     نظـر   مد ،صدمات وارده به سلول   
 قوي در محـيط و  ثر وؤوجود يك آنتي اكسيدان م    . است

هاي اسـپرم محـروم از محـيط حـامي          در زماني كه سلول   
، بسيار كارسـاز    هستندخود يعني پلاسماي مايع اسپرمي      

مشخص  از طرفي    . اهد شد بوده و منجر به بقاء آنان خو      
كه، درپلاسماي مايع اسپرمي مردان نابارور يا        شده است 

درمقايسه با مردان بارور يا طبيعي مقـاديركمتري از          عقيم
  ).25، 1(ها وجود داردآنتي اكسيدان

عنوان اولين خط دفاعي آنتـي اكـسيداني در         اسكوربات ب 
خون و پلاسماي مايع اسپرمي مطـرح بـوده، و موجـب            

درحـدود  . ها مي شـود   ند اكسيداسيون ليپوپروتئين  ومهار ر 
 درصد از توان آنتي اكسيداني پلاسماي مايع اسـپرمي        65

 زيـرا  ). 12(مربوط به اين ويتامين مي باشـد        افراد بارور   
 برابـر   10  در پلاسماي مـايع اسـپرمي حـدود        آنغلظت  

) µM 40      در مقابـل   µM 364 ( استپلاسماي خون   
 در  ROSد كـه حـضور      ششخص   م 1977در سال   ). 17(

پلاسماي مايع اسپرمي موجب كاهش معنـي دار غلظـت          
  ).  20(اسكوربات مي گردد

هاي متفـاوت   غلظت  اثر مطالعهپژوهش  انجام اين   هدف از   
 هاي اسپرم گاو تيمار   درمحيطهاي حاوي سلول  اسكوربات  

 ميلـي   2/0محلـول    (،LPO)پرومـوتر (عامل القاء   شده با   
مي باشـد كـه نتـايج آن        ) FeSO4مولار سولفات آهن يا     

 جهـت بررسـي سـاختار غـشاء     LPOسـنجش ميـزان   با  
هاي اسـپرم   ت تعيين درصد سلول   ، هضم ژلاتين جه   اسپرم

با ائوزين جهت   كروزومي، و رنگ آميزي     آواجد واكنش   
ــپرم  ــداد اس ــي تع ــال بررس ــده و فع ــي هاي زن  در بررس

  .  مورد استفاده قرار گرفتمرناباروري اسپ

  ها مواد و روش
 پـژوهش   :ها و نمونه هـاي اسـپرمي      آماده سازي محلول  

هاي اسـپرم گـاو    بر روي سـلول In vitroصورت حاضر ب
نه نمونـه اسـپرمي     . دشانجام    (Holstein) نژاد هولشتاين 

از مركـز   ) مايع مني خالص بـدون تركيبـات نگهدارنـده        (
ــاد    ــازمان جه ــصنوعي س ــيح م ــژاد دام و تلق ــلاح ن  اص

 شهرسـتان زيـار، از توابـع    كشاورزي، روستاي كبوترآباد، 
نمونه هـاي مـذكور بـه       . اصفهان تهيه و خريداري گرديد    

سرعت و در يك فلاسك حاوي يخ ، به محل آزمايشگاه           
فيزيولوژي جانوري در دانـشگاه شـهركرد منتقـل شـد و            

 گـرم   8/0: شـامل (پس از شستشو با محلول رينگرتايرود     
NaCl ،02/0 گــرم KCl  ،02/0 گــرم CaCl2 ، 1/0گــرم  

NaHCO3،  005/0 گــرم NaH2PO4  ،01/0 گــرم MgCl2 
ليتر آب  ميلي  100 ، و    Hepes گرم   5/0 گرم گلوكز،    1/0،

، هـر بـار     xg 500( دو بار سانتريفوژ  ) مقطر دو بار تقطير   
 ـ شـد )  دقيقه   10مدت  ب هاي پلاسـماي منـي از سـلول      ا   ت

 در مقـدار   رسـوب اسـپرمي   . طور كامل جدا گردد   اسپرم ب 
مراحل بعدي پـژوهش     درنگر حل شد و     كمي محلول ري  

  .استفاده قرارگرفت مورد

 Ohkawaسـاس روش ا بـر   :LPOندازه گيري ميـزان  ا

 پـس از  در ايـن روش     . انجام گرفـت   )23(وهمكارانش  
 دقيقـه در نهايـت ميـزان       90 بمدتانكوباسيون نمونه ها    

ــك  ــيد تيوباربيتيوري ــد اس  Thiobarbituric acid)تولي

reactive substances, TBARS)    ــا اجــسام واكــنش ب
 ,Malondialdehyde)( از جمله مالون دي آلدييد دهنده

MDA درصــد از مقــدار 50 كــه در حــدود TBARS را 
 در  و، در محـيط حـاوي نمونـه اسـپرمي           شامل مي شود  

مخلوط واكنش   . نانومتر اندازه گيري شد    532طول موج   
ــيل    ــولفات دودســ ــپرمي، ســ ــه اســ ــامل نمونــ شــ
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، با يا   TBA درصد   2/1الص،محلول  سديم،اسيداستيك خ 
پـس از   . مـي باشـد   هـاي فلـزي و اسـكوربات        بدون يون 

 - ان محلـول  ميلـي ليتـر از       3 ،مخلوطاين  حرارت دادن   
ــانول ــدين + بوت ــه آن پيري ــزوده ب ــاف ــس از ،اًو نهايت  پ

ــوري   ــزان جــذب ن ــاني ســانتريفوژ، مي ــول فوق ــا محل ب
  .ش قرار گرفتسنجمورد اسپكتروفوتومتر 

مقدار  :  پروتئين نمونه هاي اسپرمياندازه گيري
   جهت  لازم  از پارامترهاي عنوان يكي نمونه ها ب پروتئين
با اندازه  كه مي باشد MDA  ويژه  فعاليت  ميزان محاسبه
با استفاده از سولفات نمونه ها  نوري   جذبگيري

  وسيله نانومتر ب750  موجر طول دودسيل سديم د
ار پروتئين نمونه ها محاسبه مقد و انجاماسپكتروفتومتر 

  ) .19(شد 

منظور تعيين درصد تعداد سلولهاي ب  :آزمايش ائوزين
 دقيقه انكوباسيون، از 90 طي اسپرم زنده و غير زنده

 400تعداد  . ائوزين استفاده گرديد باروش رنگ آميزي
عدد اسپرم توسط ميكروسكوپ نوري معمولي بر روي 

 زنده فاقد خاصيت هاياسپرم . گرديد هر لام شمارش
بدون ( زنده هاي غيررنگ پذيري بوده و در مقابل اسپرم

  ).9(به رنگ قرمز تا صورتي مشاهده شدند ) تحرك

هاي درصـد واكنـش   تعيـين    : كروزوميآبررسي واكنش    
 نجاما  از روش آزمايش هضم ژلاتين     با استفاده آكروزومي  

 الكـل  بمدت دوساعت بـا    در اين روش لامها     ).15(د  ش
سـپس يـك لايـه        .يخچال نگهداري شـد    درو   شستشو
 درصـد بـر     5/2از محلول ژلاتين     ) ميكروليتر 100( نازك

  با قـرار دادن   در مرحله بعد    .روي آنان گسترش داده شد    
ــا بلام ــدته ــول   م ــه در محل ــه دقيق ــد 05/0 س  درص

جهــت حــذف مــازاد   . تثبيــت گرديدنــد،گلوتارآلدئيــد
 12ده و بمـدت     لامها با آب مقطر شسته ش ـ     گلوتارآلدئيد  

 ميكروليتـر از  50 و سـپس  در يخچـال نگهـداري     ساعت
اسـكوربات بـه     آهن و  تيمار شده با  (نمونه هاي اسپرمي    

يا بدون تيمـار     صورت مجزا و يا با هم،و نيز گروه شاهد        

 بمـدت  لامها   .به سطح آنان اضافه گرديد    ) صورت مجزا ب
 39دمـاي    ساعت در درون يـك اتاقـك مرطـوب بـا           24

ها اين مدت ،لام  بعد از     .ي گراد نگهداري شد   درجه سانت 
ميكروسـكوپ  ا  رنگ آميزي شده و ب     بارنگ كوماسي آبي  

 قــرار  مــورد بررســي) 400بزرگنمــايي (نــوري معمــولي 
 محل هـضم ژلاتـين    ( هاله   واجد   اسپرم  هاي سلول . گرفت

كروزومـي  آدر نتيجـه واكـنش      ا  ه سر اسپرم   در اطراف  كه
   و ثبـت     شمارش   هاله   بدون  يو نيز سلولها  ) يدآمي  پديد  
ها واجـد    سـلول   درصـد  50 بيش از     كه در صورتي   . گرديد

 عملكـرد      نمـود كـه      گيـري   يجـه  نت  تـوان   هاله باشند، مـي   
  كرزومـي آ   در جهـت انجـام واكـنش         نمونـه    آن  هايسلول

  . است  بوده طبيعي

 در هر آزمايش، ميـانگين      :روش آماري و مواد شيميايي    
 بـا گـروه شـاهد بـه كمـك روش            شده گروه هاي تيمار  

Student’s t-test   و توسـط نـرم افـزار  SPSS)Version 

داده ها حاصل سه تكـرار مـستقل        .  مقايسه گرديد   )11.0
معيـار   انحـراف    ± بصورت ميـانگين  هستند كه   سه تايي   
    . شده اندمشخص

  نتايج 
كه نشان مي دهد ،  LPOسنجش ميزانحاصل از تايج ن

پرم گاو  به نمونه هاي اسLPOتر پرومونمودناضافه 
  يا توليدLPO  در گسترشمنجر به افزايش معني دار

MDA  ين ميزان افزايش وابسته به ا. )1شكل  (گرددمي
پس كه بطوريمي گيرد خود  سير صعودي ب بوده وزمان
 درجه سانتي 37در حرارت ( سه ساعت انكوباسيون از

) >001/0p(  درصد 23/69ميزان اين افزايش ب) گراد
بدون آهن و ( گروه شاهد منفي MDA مقدارنسبت به

اضافه . بود) در زمان صفر از انكوباسيون اسكوربات،
 اسكوربات به  ميكرومولار500 و300هاي غلظتكردن

 MDAمحيط فوق موجب كاهش معني داري در ميزان 
 500طوريكه ميزان كاهش در غلظت توليد شده گرديد، ب

اعت پس از شروع ميكرومولار اسكوربات سه س
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جالب . بود )>p 01/0(درصد  25/24انكوباسيون درحد 
  اسكورباتبيشترهاي  غلظتكردنكه، اضافه توجه آن

به محيط واكنش، نه تنها )  ميكرومولار2000-1000(
روند پراكسيداسيون نگرديد بلكه موجب كاهش موجب 

، بطوريكه اين شد MDA افزايش فزاينده اي در غلظت

 2000در غلظت )  به شاهد مربوطهنسبت(افزايش 
شكل ( رسيد )>001/0p ( درصد 93/76ميكرومولار به  

1.(  

  
  
  
  
  
  
  

  . در فواصل زماني مختلف هاي متفاوت از اسكورباتدر نمونه هاي اسپرم گاو واجد يونهاي آهن وغلظت توليد شده  MDA ميزان)1 شكل
 T  :ب ميكرومولار است مقدار غلظت اسكوربات بر حس)شاهد( رينگر تايرود.  

  
هاي زنده و فعال گاو طي دوره سه ساعته درصد اسپرم

شدت ، ب )LPOپروموتر(هاي آهن انكوباسيون با يون
دوره انكوباسيون، تعداد پس از طوريكه كاهش يافت ب

در مقايسه با  درصد 86/42هاي زنده محيط به اسپرم
هاي كم غلظت درحضور. )2شكل( شاهد منفي رسيد

هاي درصد اسپرم ،) ميكرومولار500 و300(اسكوربات 
در هر زمان از (زنده درمقايسه با گروه شاهد مربوطه 

اين ميزان افزايش درغلظت . افزايش يافت) انكوباسيون
 در سومين ساعت از  ميكرومولار اسكوربات و500

. بود) >01/0p (درصد 51/32ميزان انكوباسيون ب
بات، درصد  ميكرومولار و بالاتر اسكور1000غلظت در

در بالاترين . شدت كاهش يافتمحيط بهاي زنده اسپرم
وباسيون، غلظت اسكوربات و در آخرين ساعت از انك

هاي تيمار يافنه نسبت به گروه اين ميزان كاهش در گروه
شكل (رسيد) >001/0p (درصد 43/51شاهد منفي به 

2.(  
 نشان داد كهكروزومي يا هضم ژلاتين آآزمايش واكنش 

كروزومي آهاي شاهد منفي ميزان واكنشدر گروه 

افزودن . )3شكل (است  درصد 62 اسپرمهاي گاو
هاي اسپرم گاو، موجب كاهش ه يونهاي آهن به نمون

بت به شاهد  ، نس>05/0p ، درصد14/16(معني داري 
درصد (كروزومي آتعداد اسپرمهاي واجد واكنش ) منفي

 اين در. در انتهاي زمان انكوباسيون گرديد) هاله ها
الگوي عمل اسكوربات مشابه با دو آزمايش بخش نيز 

 500 د بدين معنا كه اسكوربات در غلظتهاي تا قبل بو
 تعداد هاله ها، و در افزايشموجب ميكرومولار 

 ميكرومولار نقش پرواكسيداني 1000 از  بالاترهايغلظت
مهار كننده واكنش ( نده تعداد هاله ها ش دهداشته و كاه

 ميكرومولار 2000استفاده از غلظت   .ستا) كروزوميآ
 ميزان تااسكوربات موجب كاهش درصد هاله ها 

  پس از انكوباسيون در مقايسه با شاهد منفيدرصد23
  .    گرديد
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   .در فواصل زماني مختلف هاي متفاوت از اسكورباتنده و فعال گاو در محيط واجد يونهاي آهن وغلظتهاي ز درصد سلول)2شكل 
T  :غلظت اسكوربات بر حسب ميكرومولار است)شاهد (رينگر تايرود .  

  

  

  

  

  

  
اسكوربات در فواصل  هاي متفاوت ازدر محيط واجد يونهاي آهن وغلظت) توليد هاله(ي هاي اسپرم گاو با واكنش اكروزوم درصد سلول)3شكل 

  .است غلظت اسكوربات بر حسب ميكرومولار )شاهد (رينگر تايرود :T  .زماني مختلف

  بحث و نتيجه گيري 
از جمله مباحث روز در علم فيزيولوژي توليد مثل 

. مي باشدجانوران، تأثير عوامل محيطي بر ميزان باروري 
ي سمي در بدن جانوران يكي از تجمع عوامل محيط

در بدن .  مي شودترين علل عقيمي محسوبمهم
سيژن در بروز حالات هاي آزاد اكجانوران راديكال

طور اخص، ك بطور اعم و در ايجاد عقيمي بپاتولوژي
اختلالات عملكردي زيادي در . دخالت مستقيم دارند

 پديدار مي LPO وROS ثيرأدنبال تهاي اسپرم بلسلو
گردد، كه مي توان به كاهش قدرت تحرك، اختلالات  

 با كروزومي، و اختلالات جدي در غشاء سلول اسپرمآ
 سطح تخمك  اتصال اسپرم به كنندگي تضعيفخاصيت

  .)26، 46، 13،15، 3، 2، 1 (نمود اشاره

هاي اسپرم در طي روند اسپرماتوژنز حجم عمده اي سلول
سيتوپلاسم خود را از دست  داده،  بنابراين در مقايسه از 

مي ها روبرو  سوماتيكي با كمبود آنتي اكسيدانهايبا سلول
سپرمي يا محيط  پلاسماي مايع ابا جداشدن.  شود

اوي انواع زيادي از آنتي ها كه حاي اسپرمزيست و شن
براي هاست، شرايط بسيار خطرناك و نامطلوبي اكسيدان

 كه اولين پيامد آن هجوم شدها فراهم خواهد اين سلول
ROS 24، 2( موجود در محيط خواهد بود.(  

عنوان يك آنتي اكسيدان در پژوهش حاضر، اسكوربات ب
رمي، در محدوده مهم و بسيار فعال در پلاسماي مايع اسپ

 ميكرومولار مورد استفاده 2000 تا 300غلظتي خاص از
هدف اصلي ازاين طرح ارزيابي اثرات آنتي . قرار گرفت
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بر برخي از خصوصيات عملكردي اكسيداني اسكوربات 
هاي اسپرم گاو در طي روند پراكسيداسيون القاء سلول

بر اساس .  بودLPO)پروموتر(شده توسط سولفات آهن 
گونه و همانانجام شده هاي داده هاي حاصل از آزمايش

 فزودن، ا)در گروه كنترول مثبت(كه انتظار مي رفت 
زمان موجب افزايش ه يونهاي آهن، بصورت وابسته ب

اسكوربات .  محيط گرديدMDA ميزان توليد معني دار
اعث  ميكرومولار و كمتر از آن ب500در غلظت

هاي  چربيهاي غشايي اسپرممهارگسترش پراكسيداسيون
اين يافته هم سو با نتايج حاصل از مجموعه . شدگاو 

تحقيقاتي است كه در طي آنان مشخص گرديد كه 
 روزانه اسكوربات به رژيم غذايي حيوانات، فزودنا

موجب بهبود كيفيت مايع اسپرمي، افزايش قدرت 
هاي آزاد در افت شديد در ميزان توليد راديكالباروري، و 

 .)28 ،12، 7(تگاه توليد مثلي بدن آنان خواهد شد دس
 در هم سويي با  اين تحقيقهمچنين، نتايج آزمايش

 به 1998، در سال  In vitroكه به روش  استتحقيقي 
 انجام رسيد و در آن مشخص گرديد كه اسكوربات تنها

 ميكرومولار واجد خاصيت 800 تا50هاي بين غلظت در
 در نمونه LPO مهار روند آنتي اكسيداني بوده و موجب

  ).13(هاي اسپرم انسان مي گردد 

در واقع كارايي اسكوربات در بهبود باروري، ناشي از 
در جمع آوري و خنثي سازي راديكالهاي آزاد  نقش آن 

ها و اي پروكسيل از محيط زيست اسپرمهبويژه راديكال
 روند پراكسيداسيون سلولي است ادن بهدر نتيجه پايان د

هر حال بر اساس نتايج پژوهش  ب).10،12،17،28(
حاضر، خاصيت آنتي اكسيداني و حفاظتي اسكوربات 

 پراكسيداسيون سلولي تنها محدود به غلظت درمقابله با
از آن بوده و حداكثر  ترغلظتهاي كم ميكرومولار و 500

 خاصيت آنتي اكسيداني اين ويتامين نيز مربوط به غلظت
هاي بالاتر از ظتغل در. ميكرومولار آن است 500

اسكوربات اين روند حفاظتي معكوس شده و در 
داسيون در نواحي راستاي گسترش هر چه بيشتر پراكسي

ويژه غشاء هاي سلولي و اندامكي عمل مختلف ازسلول ب
 اين عملكرد منفي اسكوربات مربوط به تغيير. مي نمايد

بوده كه  ماهيت آن از آنتي اكسيدان به پرواكسيدان در
هاي فلزي نظير ايجاد كمپلكس با يونهاي زياد و تدرغلظ

  .)26، 23، 24، 12 (آهن، پديدار مي گردد

  علاوه بر اين و بر اساس ديگر يافته ها، مشخص شده
بعنوان يك عامل احياء كننده  كه اسكوربات است

آهن و مس از   يونهاي فلزي نظيرشدنموجب رها 
ترتيب با ها شده و بدين ر بيوشيميايي غشاء سلولساختا
هاي موسوم  يونهاي آهن در مجموعه واكنشنمودنوارد 

آب اكسيژنه تبديل كننده  (Fenton reaction) به فنتون
، موجبات به راديكال بسيار فعال هيدروكسيلمحيط 

). 16(  را فراهم خواهد نمودLPO گسترش بيش از پيش
نهاي غير آنزيمي نظير نتي اكسيداآ كهبنابراين، عليرغم آن

مين خط دفاعي پس از آنتي عنوان دوكوربات باس
هاي آنزيمي نظير كاتالاز، در مهار روند اكسيدان

پراكسيداسيون عمل مي نمايند، اما كاربرد آنان به مثابه 
 از يكه در محدوده بسيار ظريف است دو لبه يتيغ

آفرين  عوامل خطرماهيت، ب تغييرات غلظتي ضمن تغيير
  .دها مبدل خواهند شبراي سلول

  Lagares  و همكارانش نشان دادند كه يك همبستگي
 و رنگ ثبت بين نتايج آزمايش تورم اسپرمقوي و م

هاي زنده و  با ائوزين جهت تعيين تعداد سلولآميزي
 با افزايش پيوند هاي LPO روند  ).18(فعال، وجود دارد

 و مي شوددوگانه در غشاء، موجب آسيب رساني به آن 
ار غشاء، موجب م ريختن ساختهبدين ترتيب ضمن ب
   .)24، 22، 2(ها مي گرددغير فعال شدن سلول

 موجب مهار آنزيمهاي ROSويژه انواع راديكالهاي آزاد ب
ها از  و بدين ترتيب اسپرممي شودي نيز درون سلول

 مورد نياز جهت ATP مينأمنابع آنزيمي دخيل در ت
در   .)24، 11 (تحرك و فعاليت محروم مي گردند

 موجب افت شديدي در LPOش حاضر، پروموترپژوه
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با توجه به . مي شودهاي زنده و فعال گاو درصد اسپرم
هاي زنده را مي توان به مموارد بالا، كاهش در تعداد اسپر

 بر ساختار غشاء و LPO و ROSمجموعه اثرات سوء
اسكوربات با توان آنتي اكسيداني . عملكرد آن نسبت داد

موجب ) تر از آنمولار و كم ميكرو500در غلظت (ود خ
هاي د اما در غلظت گرد مي اين اثرات سوءشدنخنثي 
معكوس اين روند  )با بروز خاصيت پرواكسيداني(بالاتر 

در . ايدافزمي هاي غيرفعال محيط شده و بر ميزان اسپرم
هاي غلظت(كه اسكوربات   آمده استگزارش ديگر

ان در نمونه هاي اسپرم انس)  ميكرومولار4000-1000
تيمار شده با آهن، موجب افت شديد قدرت تحرك 

  ). 26( اسپرمها مي شود

 واكنش انجامهاي اسپرم در ميزان توانايي سلول
ها بوده بخشي از مرحله ظرفيت پذيري اسپرم( اكروزومي

مي آزاد  هاي هيدروليتيكي اسپرمآنزيم كه در طي آن
 اسپرم به تخمك نقش مهمي را ايفاء رسيدن و در شود
كننده اي در باروري   تعيينيبعنوان عامل) نمايدمي 

مطرح بوده و تضمين كننده فرايند لقاح كامل و مناسب 
استحكام طبيعي غشاء نه تنها براي متابوليسم  .است

طبيعي اسپرم، بلكه جهت اتصال موفق آن به تخمك و 
واكنش اكروزومي طبيعي اسپرم نيز، لازم و ضروري 

هاي با واكنش اسپرمدرصد ، اين مطالعهدر . است
هاي تيمار در گروه) هضم لايه نازك ژلاتين(  اكروزومي

 استراتژي  بمقدار زياد كاهش يافت بنابراينشده با آهن
 بيشتر كاربرد مواد آنتي اكسيدان در جهت بهبود هر چه

عنوان يك امر وضعيت استحكام غشاء اسپرمها ب
ضروري، مورد نظر پژوهشگران اين حوزه قرار گرفته 

در ( اسكوربات با توان آنتي اكسيداني خود). 27(است 
موجب خنثي )  ميكرومولار و كمتر از آن500غلظت 

  اثرات سوء آهن بر رويدادهاي سلولي شروع كنندهشدن

 اما در غلظتهاي بالاتر اين مي شودكروزومي آواكنش 
هاي فاقد واكنش شمار اسپرمروند معكوس شده و 

  .ايش مي يابدن دار افزهاي ژلاتيروي لامكروزومي آ

 ها در اسپرمLPO ن القاء شد حاصل ازنقايصاز جمله 
ده كه  اختلالات گسترده در غشاء سلولي آنان بوايجاد

ها به سطح تخمك مي موجب تضعيف اتصال اين سلول
 )H2O2( از طرف ديگر، آب اكسيژنه ).24، 15، 3(شود

ويس مطرح  -هابر بعنوان سوبستراي اصلي در واكنش
هاي ده و در حضور يونهاي آهن به راديكالبو
هاي فعال به نوبه اين راديكال.دروكسيل مبدل مي شودهي

هاي زيستي  در غشاLPOخود موجب القاء و گسترش
هاي يج آن ايجاد اختلال در غشاد شد و يكي از نتاخواه

  :كروزومي خواهد بودآكروزومي و سپس مهار واكنش آ
Haber-Weiss equation:    . O2

- + H2O2               . O2 +.OH+ OH- 

ت يوني نقش مهمي در شروع واكنش  نقل وانتقالا
در اين راستا نيز   ).8( ندها ايفاء مي ككروزومي اسپرمآ

ار   موجب مهLPOكه القاء روند  استمشخص شده 
، 8(هاي اسپرم مي شود تبادلات يوني لازم جهت فعاليت

هاي مختلف ر غلظتدر مجموع، اسكوربات د). 27، 14
يكرد اثرات متفاوتي داشته و محققين با عنايت به اين رو

را در زمينه هايي نظير منفي اسكوربات، مي بايست آن
ولي و نگهداري و ذخيره آزمايشگاهي، كشت سل لقاح

 تا دده نظر قرار دهاي جنسي، بطور جدي مسازي سلول
هاي زيستي به حداقل را در سيستماثرات مخرب آن

  . درسان

باسپاس از زحمات سركار خانم :   و تشكررتقدي
 افتخاري در آناليزهاي آماري و جناب آقاي لدكتر نها

  .  رسول صيدايي در انجام كارهاي آزمايشگاهي

 
 

  

  

 يون فلز
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Abstract 

Oxygen metabolites as reactive oxygen species (ROS) are considered as major factors in 
male infertility. In the present investigation, we aimed to study the effect of different 
concentrations of ascorbate/vitamin C (300-2000 micromolar), on membrane integrity, 
acrosome reaction, and viability of bull (Holstein) spermatozoa in presence of iron 
(ferrous) ions as lipid peroxidation (LPO) promoter. LPO is one of the manifestations of 
ROS attack in biological membranes. LPO impinges on membrane integrity, triggers 
inactivation of membrane bound enzymes which involve in sperm motility. Ascorbate 
in concentrations below 1000 micromolar protects spermatozoa from free radical 
damages as evidenced from improvement in their membrane integrity (data of LPO 
test), elevated acrosome reactions, and increased viability. Concomitantly, there is also 
witnessed depletion of malondialdehyde (MDA)(an end product of LPO) generation 
following ascorbate supplementation. Ascorbate at 1000 micromolar concentration and 
above, however, is not protective, as evidenced by abrupt fall in sperm membrane 
integrity and rate of acrosome reactions and lowered % live sperm cells. Collectively, 
ascorbate acts as a double-edged sward in different concentrations and researchers must 
keep in mind this negative side of ascorbate application in their research fields like in 
vitro fertilization, cell culture, and preservation of gametes to minimize its deleterious 
impacts on biological systems.    

Keywords: Bull sperm, Ascorbate, Peroxidation, Acrosome reaction, Eosin test.  
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