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و واكنش آكروزومي  اثرات انجماد بروش شيشه اي شدن بر تحرك، ميزان قابليت بقاء
 خودبخودي اسپرم انسان

  3*محمدرضا صادقي و 3مرضيه مباركي ،3، محمد مهدي آخوندي2لاهيجاني ، مريم شمس2،1حميد درويش نيا
  ايلام، دانشگاه پيام نور مركز ايلام، گروه زيست شناسي 1

  شهيد بهشتي، دانشكده علوم زيستيتهران، دانشگاه  2
  ابن سينا، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي توليد مثلجهاد دانشگاهي آوريهاي نوين علوم پزشكي  تهران، پژوهشكده فن 3

  11/10/86: تاريخ پذيرش   17/8/85 :تاريخ دريافت

 چكيده

يند آدر طول فر. ن ناباروري انجام مي شودامروزه، انجماد اسپرم انسان جهت پيشبرد روشهاي كمك باروري، در مراكز درما
افزون بر  ؛كاهد ذوب مجدد، از تحرك، قابليت حيات و بدنبال آن توان باروري اسپرم مي -انجماد، اثرات هيپواسموتيكي انجماد

قايسه اثر هدف اين مطالعه، م. وجود دارديند انجماد آاز اثرات منفي فرهاي منجمد كننده متنوعي براي حفظ اسپرم اين، محيط
مرد مراجعه  29نمونه هاي مني . استانجماد شيشه اي شدن، در حضور و عدم حضورمحيط منجمد كننده بر كيفيت اسپرم انسان 

 تحريكي جمع آوري، و ، بروش خود)WHOبر طبق استاندارد (كننده به مركز درمان ناباروري ابن سينا با پارامترهاي طبيعي 
و عدم حضور  )Human Sperm Preservation Mediumمحيط( سپس، جهت انجماد در حضور .مايع مني انجام گرفت آناليز

محيط منجمد كننده و نمونه . ، نمونه ها به دو بخش مساوي تقسيم شد)يعني در حضور پلاسماي سمينال(محيط منجمد كننده 
و همچنين مني و محيط منجمد كننده، وي مخلوط اني ح. درون ني مخصوص انجماد تقسيم گرديد شده، مني، با يكديگر مخلوط

حداقل بمدت يك هفته در ازت مايع و ، )انجماد شيشه اي شدن ( بطور مستقيم وارد تانك ازت مايع شده بدون محيط و  سريعاً
ميكروسكوپ نوري و قابليت حيات و واكنش آكروزومي  ذوب و درصد تحرك با استفاده از نگهداري و سپس، مجدداً

ميانگين درصد تحرك، قابليت بقاء و واكنش  .مورد ارزيابي قرار گرفتهر دو نمونه ، با رنگ آميزي سه گانه خودبخودي اسپرم
اما ). >P 001/0(نمونه هاي پس از ذوب، در مقايسه با قبل از انجماد، كاهش معني داري را نشان داد آكروزومي خودبخودي، در

. دون محيط منجمد كننده و فقط در حضور پلاسماي سمينال بدست آمدبيشترين ميزان تحرك، در نمونه هاي منجمد شده، ب
 معني دار بود از انجماد، كاملاً قبل و بعدهمچنين، تفاوت در قابليت حيات و واكنش آكروزومي خودبخودي نمونه ها، در 

)001/0 P<(نش آكروزومي بر قابليت حيات و واك ي، ولي حضور، يا عدم حضور محيط منجمد كننده، اثري معني دار
، از ) درجه سانتي گراد -196(نتايج اين مطالعه نشان داد كه ذخيره طولاني مدت در ازت مايع ). <05/0p(خودبخودي نداشت 

از سوي ديگر، ارزيابي تحرك، قابليت حيات و واكنش آكروزومي در . كاهد كيفيت پارامتر هاي اسپرم پس از ذوب مجدد مي
حضور پلاسماي  باكه روش شيشه اي شدن بدون حضور محيط انجمادي و فقط  استنمايانگر اين  از انجماد قبل و بعداسپرم، 
، كاهش كمتري در ميزان تحرك، قابليت حيات و واكنش آكروزومي خودبخودي اسپرم HSPMدر مقايسه با محيط  سمينال،
 .ايجاد مي كندانسان 

 HSPMزومي، اسپرم، شيشه اي شدن، تحرك، واكنش آكرو: هاي كليدي واژه

 sadeghi@avicenna.ac.ir: ، پست الكترونيك021-22432020 :تلفننويسنده مسئول  *
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  مقدمه
اي از علم كرايوبيولوژي است كه حفظ و   انجماد، شاخه

در حرارت را نگهداري طولاني مدت سلولها و بافتها، 
براي اولين  1776در سال ). 21(گيرد  بسيار پايين در بر مي

گزارش شد  Spallanzaniانجماد بر اسپرم توسط ثير أبار ت
زده حيوان در برف، پس از  در مني يخ :اظهار داشت يو

به حرارت محيط، تعدادي از  و رساندن ذوب مجدد
، 1866در سال . ها تحرك خود را بدست مي آورنداسپرم

Montegazza  متوجه شد كه تعداد كمي از اسپرمها پس از
 -15 ي در درجه حرارتذوب مجدد مني كه مدت زياد

ذخيره شده بود، دوباره تحرك خود را درجه سانتي گراد 
ند و پيشنهاد كرد كه بانك اسپرم منجمد شده ه ابدست آورد

انسان مي تواند باعث بقاي نسل وي بعد از مرگ پدر 
، اسپرماتوزوئيدهاي انساني را 1937درسال Jhanel. گردد

ذخيره  گراددرجه سانتي  - 79روز در دماي  40بمدت 
نمود و پس از ذوب آنها مشاهده كرد كه تعدادي از 

به  1940از اواخر دهه ).3(ند باش مياسپرمها داراي تحرك 
خصوصا گاو (بعد، امكان انجماد اسپرم چند گونه پستاندار 

بعنوان روشي كارا و مفيد،  كه  )24(، مهيا گشت )و انسان
دگان، در اهداءكنن جهت سهولت در دسترسي به مايع مني

 Assisted(هاي كمك باروري بسياري از روش
Reproductive Techniques( حفظ توان باروري نيز ، و

مردان، پيش از راديوتراپي، شيمي درماني و جراحيهاي 
  .)26و  1( گيرد خاص آسيب رسان به بيضه، انجام مي

/ در طول روند انجماد، اثرات شوك اسموتيكي انجماد
نقص و كاهش سبب به غشاء سلول، ذوب مجدد، با آسيب 

تحرك اسپرم، تغييرات مورفولوژيكي و آسيبهاي ساختاري 
شده و در نتيجه باعث  و عملكردي به آكروزوم اسپرم
هاي طي سال). 12،22(دشو كاهش توان باروري اسپرم مي

، جهت انجماد اسپرم انسان و كاهش آسيبهاي ناشي گذشته
ا و محيطهاي انجمادي ذوب مجدد، روشه /يند انجمادآاز فر

بطور معمول، دو روش براي ). 22(مختلفي ارائه شده است 

انجماد كند كه  ،مي گيردقرار انجماد اسپرم مورد استفاده 
و  ،با كاهش تدريجي دما طي چند مرحله همراه است

طي آن نمونه ها بطور مستقيم و سريع  انجماد سريع كه
ند كه ه اشان دادمحققين ن. درون ازت مايع قرار مي گيرند

جماد بايد تدريجي باشد كه خود يند انآاولين مرحله فر
، است توجه بيشتر منتهي بروش انجماد كند شدهخود ب

بطوريكه، بسياري از مراكز درماني، از روش انجماد در فاز 
ند كه طي آن نكمي استفاده ) انجماد كند( مايع  بخار ازت

پيش از انتقال به  نيهاي حاوي مايع مني و محيط انجماد را
ازت مايع، براي مدتي در فاز بخار ازت مايع بتدريج 

و پس از تكميل انجماد، به درون مخزن  كردهمنجمد 
  ).23(دكنن حاوي ازت مايع منتقل مي

هاي انجماد آهسته، امروزه، استفاده از در مقايسه با روش
اي شدن  روش انجماد فوق العاده سريع، شيشه

(vitrification)در اين روش، . باشد ر حال گسترش مي، د
با فرو بردن مستقيم و سريع نمونه ها به درون تانك ازت، 
عمل انجماد فوق العاده سريع انجام مي شود كه طي آن با 

و ) ~ K/min)720000˚  دهي سرعت خيلي بالاي سرما
، در فاز اوليه انجماد، نمونه ها )ثانيه 5- 8(مدت زمان كم 

العاده بالاي كاهش دما از  فوق سرعت ؛شود منجمد مي
هاي القائي ناشي از هاي يخ و در نتيجه از آسيب تشكيل بلور

  ).16و  15( كند هاي يخ جلوگيري ميكريستال

، امكان استفاده از )1937(و همكاران Luyetاولين بار،  
پيشنهاد شدن را براي انجماد اسپرم،   اي روش شيشه

آميز اسپرماتوزوئيد دنبال انجماد موفقيت ب. )18(كردند
اسپرماتوزوئيد  و (Luyet and Hodapp, 1938)قورباغه 
، اين روش جايگزين مناسبي (Shaffner, 1942)پرندگان 

با توجه به . )27و  14( دشآهسته معرفي براي انجماد 
شدن كمتر براي   اي از روش شيشهقبلاً ، كارهاراندمان 

انجماد تخمك و  شد و بيشتر براي انجماد اسپرم استفاده مي
 با گسترش روشهاي لقاح خارج. مي رفتجنين بكار 
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رحمي و امكان درمان ناباروريهاي ناشي از فاكتور مردانه و  
بدليل اختلال در تحرك، تعداد و مورفولوژي اسپرم، 
نگهداري نمونه افراد مبتلا به اختلالات اسپرمي، مورد 

  م در روشتوجه زياد قرار گرفته و با توجه به آسيب اسپر
اي شدن بعنوان روشي مفيد جهت  انجماد كند، روش شيشه

از سوي ). 15( انجماد اسپرم مورد توجه قرار گرفته است
ئي نظير  ، براي كاهش اثرات منفي انجماد بر سلولهاديگر

ده اند كه شاسپرم، محيطهاي منجمد كننده مختلفي معرفي 
ن آسيب با كاهش ميزان آب سلول و تغييرات اسمزي، ميزا

  ).1،31(رسانند ناشي از انجماد را به حداقل مي

بطور معمول، سه محيط منجمد كننده متداول 
HSPM،(GEYC) Glycerol. Egg yolk Citrat   ، 

در روش  Glycerol -Yolk Buffer -TEST (TYBG)و
امروزه محيطهاي  ،گيرد انجماد كند، مورد استفاده قرار مي

لظت تركيبات موجود در اين متعدد ديگري نيز، با تغيير غ
به را تا آسيب وارده به سلول  ستا  دهشها معرفي محيط

جهت جلوگيري از اثرات ). 29(ددهحداقل ممكن كاهش 
ار اسمزي و به حداقل رساندن حاصل از تغييرات شديد فش

هاي ناشي از شوك اسمزي، ماده محافظ منجمد كننده آسيب
اين مواد . وداي و تدريجي اضافه مي ش به صورت قطره

داراي درجات مختلفي از سميت و نفوذ پذيري در غشاء 
مي باشند و همواره براي غلبه بر سميت آنها،   سلول

) با غلظت پائين تر(مخلوطي از چندين ماده محافظ 
كاربرد محافظهاي انجماد،  جهت). 5( گردد استفاده مي

ا هطور معمول در سلولشود كه ب استفاده از موادي توصيه مي
كمتري براي وجود داشته و افزايش غلظت آنها سميت 

  .سلول دارد

 اولين و ، بعنواندرصد 5-10با غلظت گليسرول، 
 .دبكار مي روماده محافظ، جهت انجماد اسپرم،  ترين شايع

،  براي افزايش ميزان بازده تحرك و ساير پارامترهاي اسپرم
) و قندها پروتئينها از جمله(اين تركيب با ساير مواد مكمل 

در اغلب موارد زرده تخم مرغ . گيرد مورد استفاده قرار مي

هاي گلوكز، سوكروز بهمراه  بعنوان منبع پروتئين و قند
ها به محيطهاي انجماد آنتي بيوتيكسيترات، گليسين و 

هاي با توجه به تشابه تركيب محيط). 28(گردد  اضافه مي
لاسماي محافظ و پلاسماي سمينال، انجماد اسپرم در پ
تواند تا  سمينال، بدون افزودن ساير مواد محافظ، مي

 .حدودي از اثرات تخريبي انجماد بر عملكرد اسپرم بكاهد

هاي درمان توجه به گسترش و پيشرفت سريع روشبا 
هاي ناشي از وري و امكان درمان اغلب نابارورينابار

هاي مردانه در آينده نزديك،  لزوم انجماد اسپرم در  فاكتور
با توجه . سازد مراكز ناباروري را بيش از پيش ضروري مي

به اينكه روند انجماد با آسيب به ساختمان و عملكرد اسپرم 
، تغيير در DNAاز جمله آسيب غشاء سلولي، آكروزوم، 

آن سبب كاهش ظرفيت  مورفولوژي و كاهش تحرك
ارائه و استفاده از روشها لذا، )  7( گردد ها ميباروري اسپرم

هاي مناسب منجمد كننده، بر اساس يافته هاي حيطو م
بنابراين، . كند العاده زيادي پيدا مي تجربي، اهميت فوق

هدف اصلي اين مطالعه، بررسي قابليتهاي عملكرد اسپرم 
تحرك، قابليت بقاء و واكنش آكروزومي (انسان 

اي شدن، در حضور و  با روش انجماد شيشه) خودبخودي
 باشد كننده ميعدم حضور محيط منجمد 

  شهامواد و رو
مرد مراجعه كننده به  29نمونه مني  :جمع آوري نمونه

مركز درمان ناباروري ابن سينا، كه بر اساس استانداردهاي 
سازمان بهداشت جهاني داراي پارامترهاي طبيعي 

روز خودداري از آميزش جنسي،  2-  7، پس از )31(بودند
صرف استريل به طريق خود تحريكي در ظروف يكبار م

ماه  3دهانه گشاد، با اخذ رضايت كتبي از افراد، طي مدت 
  20-30سپس، براي مايع شدن، بمدت . دشجمع آوري 

نگهداري و مطابق  درجه سانتي گراد 37دقيقه در انكوباتور 
مورد آناليز قرار ) WHO(استاندارد سازمان بهداشت جهاني

  .گرفت
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اقيمانده نمونه مني ارزيابي پارامترهاي اسپرمي، بپس از  
، طي هاي تكميلي و انجماد، سريعاًانجام آزمايش جهت

مدت حداكثر يك ساعت به آزمايشگاه آندرولوژي 
تراكم . دشمنتقل  پژوهشكده ابن سينا دانشگاه شهيد بهشتي

، ميزان تحرك، قابليت )ميلي ليتر/ تعداد اسپرم(اسپرم 
از  حيات و واكنش آكروزومي خودبخودي نمونه ها قبل
  .انجماد و پس از ذوب مجدد، مورد ارزيابي قرار گرفت

  :آناليز مايع مني

براي مشاهده تحرك، درصد كل اسپرمهاي  :تحرك اسپرم
پس از مايع . شدارزيابي  WHOمتحرك بر اساس معيار 

ميكرو ليتر از نمونه انزال هموژن را بر  10شدن مايع مني،
پوشانده،  mm22×22روي لام شيشه اي قرار داده با لامل 

،  در )x40بزرگنمائي ( و با استفاده از ميكروسكوپ نوري 
هاي متحرك ن ميدان ميكروسكوپي، تعداد اسپرمچندي

، حركت (a)داراي حركت سريع پيشرونده و رو به جلو 
و  (c)، حركت درجا (b)آهسته پيشرونده رو به جلو 

، شمارش، سپس، درصد (d)هاي فاقد تحركت اسپرم
. دشثبت ) براي هر نمونه(تحرك و غيرمتحرك هاي ماسپرم

بمحض ذوب مجدد و حذف محافظهاي منجمد كننده، 
  . گيري شد ميزان تحرك مشابه با روش قبل از انجماد، اندازه

ميكرو ليتر از  10براي تعيين تراكم اسپرم،  :تراكم اسپرم
ميلي ليتر آب مقطر اضافه شد، و مخلوط يك مايع مني به 

. كاملا هموژن و يكنواخت گرديد) شيكربه كمك (حاصل 
ميكرو ليتر از مخلوط فوق روي لام نئوبار  10سپس، 

، براي ثابت شدن، گرفتقرار ) پوشيده شده با لامل(
. دقيقه در محيط مرطوب قرار داده شد 15ها بمدت  نمونه

 ،x40بكمك ميكروسكوپ نوري و استفاده از عدسي 
ئوبار صورت گرفت در مربعات ويژه لام ن  شمارش اسپرم

تعداد مربعات مورد شمارش، بر اساس تعداد اسپرم (
، و تعداد اسپرم در هر )باشد موجود در نمونه، متغير مي

ميلي ليتر مايع مني، بر اساس تعداد مربعات مورد شمارش 
  .و ضريب فاكتور رقت، ثبت گرديد

 :ارزيابي قابليت حيات و واكنش آكروزومي خودبخودي
اي داراي پرمهاي زنده از مرده و اسپرمهتمايز اس براي

هاي با واكنش آكروزومي، رنگ آكروزوم سالم، يا اسپرم
پس از   در اين روش،. گانه صورت گرفت آميزي سه
ميكرو ليتر مني و شستشوي اسپرمها با  200 سانتريفوژ

PBS  دقيقه با دور 5بمدتg 600با  ، رسوب اسپرمي
سپس، . دشق رقي PBSميكرو ليتر از  150افزودن 

با محلول ) 1:1(سوسپانسيون حاصل به نسبت مساوي
دقيقه در انكوباتور  15رقيق و بمدت  درصد 2ترپيان بلوي 

ميكرو ليتر  10سپس . نگهداري شد درجه سانتي گراد 37
 بااز اين مخلوط هموژن را روي لام گذاشته و 

از ) بدون رنگ(اي زنده هميكروسكوپ نوري اسپرم
به رسوب . تفكيك شد) رنگ آبي تيره( هاي مردهاسپرم

دقيقه با  5( سانتريفوژ مخلوط اسپرمي باقيمانده حاصل از
  Ham’sميلي ليترمحيط  1، )در دماي آزمايشگاه g 600دور

10-F  ،جهت شستشو و حذف رنگ، نمونه ها سه و اضافه
در . سانتريفوژ شد g 600دقيقه با دور 5بمدت هر بار مرتبه 

دقيقه  30نسيون شفاف اسپرمي بمدت مرحله بعد، سوسپا
درجه سانتي  4دماي در  درصد 3در محلول گلوتارآلدئيد 

  g 600دقيقه با دور 5تثبيت و مخلوط اسپرمي بمدت ) گراد
هيه و در از رسوب حاصل  اسمير ت. دشسانتريفوژ 

هاي خشك شده، در محلول لام. مجاورت هوا خشك شد
دقيقه  15بمدت  درصد 8/0رنگي بيسمارك براون 

قرار گرفت، پس از  درجه سانتي گراد 37درانكوباتور 
شستشوي مجدد با آب مقطر، در محلول رنگي رزبنگال 

در . دقيقه قرار داده شد 40در دماي اتاق بمدت  درصد 8/0
اتانول  با، پس از شستشو با آب مقطر، عمل آبگيري يتهان

دقيقه انجام شد و لامها در مجاورت  5بمدت  درصد 90
 x 100هوا خشك و توسط ميكروسكوپ نوري با عدسي

سان، اسپرمهاي مرده به  بدين. مورد بررسي قرار گرفت
رنگ مايل به خاكستري و اسپرمهاي زنده، به  رنگ آبي كم

ء در عين حال غشا ؛رنگ ديده مي شوند رنگ قهوه اي كم
هاي داراي آكروزوم سالم پلاسمائي ناحيه آكروزومي اسپرم
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هاي زنده ، به رنگ صورتي تا قرمز و اسپرمهو دست نخورد
در پلاسمائي از دست رفته   غشاءبا  با واكنش آكروزومي،

  .)1(ناحيه آكروزوم فاقد رنگ صورتي مي باشند 

در اين تحقيق، محيط منجمد كننده  :محيط  منجمد كننده
HSPM  ،در آزمايشگاه آندرولوژي پژوهشكده ابن سينا ،

براي يك ليتر ) 12(ير محاسبه شده ابتدا، مقاد. تهيه گرديد
، NaCl ،KCl ،CaCl2 ،MgCl2  ،NaH2PO4 ،NaHCO3از 

Hepes free acid لاكتات سديم، سوكروز، گليسين و ،
. حل گرديد دوبار تقطيرميلي ليتر آب  950گلوكز در 

، گلسيرول و آنتي )HSA(سپس، آلبومين سرم انساني 
محلول  pHرده، را اضافه ك) كانامايسين سولفات(بيوتيك 

ليتر  1، به دوبار تقطيرتنظيم و حجم نهايي، با آب  5/6در 
عبور داده و  µm22/0از فيلتر را محلول نهايي . رسانده شد

درجه  - 20در ظروف استريل، تا زمان استفاده، در دماي 
  . دشگراد، منجمد  سانتي

از ذوب و رساندن دماي محيط منجمد پس  :انجماد اسپرم
ماي آزمايشگاه، دو ميلي ليتر از نمونه مايع به د  كننده

مساوي جهت انجماد شيشه اي  دو بخش سمينال افراد به
. دشدر حضور و عدم حضور محيط منجمد كننده تقسيم 

يك ميلي ليتر از محيط منجمد كننده، قطره قطره و به آرامي 
سپس، در  ؛به نمونه سمينال اضافه و بخوبي مخلوط گرديد

دقيقه به حالت ساكن نگه  10، بمدت دماي آزمايشگاه
ميكرو ليتر از مخلوط محيط انجمادي و مايع  50.شد داشته 

سمينال، با كمك دستگاه مكنده اختصاصي پر كردن نيهاي 
 باميلي ليتري ،كه يك سر آن   25/0انجماد، بداخل نيهاي 

در دو طرف ني هوا (فيلتر پنبه مسدود شده، وارد گرديد 
/ غييرات حجم نمونه در طول انجماد باقي گذاشته تا ت

ذوب مجدد، موجب تركيدن ني و آغشته شدن فيلتر پنبه به 
قسمت باز ني توسط ). مخلوط محيط و مايع سمينال نگردد

  .مسدود گرديد (rod)ضامن پلاستيكي مخصوص 

از مخلوط نمونه مني داراي محيط انجمادي و نمونه مايع  
دو ني جهت انجماد هر كدام مني فاقد محيط انجمادي، 

در روش انجماد سريع، . تهيه گرديد ،بروش شيشه اي شدن
به درون ازت مايع  نيهاي آماده را بطور مستقيم، سريعاً

 ؛منتقل و نمونه ها منجمد شد) درجه سانتي گراد - 196(
انجماد كند، حرارت طي مدت كوتاهي از   برخلاف روش

زت مايع ا درجه سانتي گراد - 196دماي اتاق به دماي 
  .درون تانك كاهش مي يابد

نمونه ها بمدت يك هفته درون تانك  :فرايند ذوب مجدد
 ؛داري شد نگه) درجه سانتي گراد -196(محتوي ازت مايع 

ها، بر اساس برنامه زمان بندي شده سپس بتدريج تمامي ني
قبل از انجماد، براي بررسي آزمايشها، از تانك ازت مايع 

بدين سان، پس از . ت گرفتخارج و ذوب مجدد صور
ثانيه اي در بالاي بخار ازت، جهت افزايش  10تأخير 

درجه  37دقيقه در بن ماري  5تدريجي دما، نيها بمدت 
ها، پس از خارج نمودن ضامن ني. ده شدقرار دا سانتي گراد

طع و محتويات هر ني در قيچي استريل ق باانتهاي ديگر ني 
 PBSپس از شستشو با . دشهاي جداگانه تخليه ميكروتيوب

و حذف مواد محافظ، پارامترهاي تحرك، قابليت بقاء و 
واكنش آكروزومي خود بخودي اسپرم مطابق قبل از انجماد 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت

جهت مقايسه تحرك،  :تجزيه و تحليل آماري داده ها
قابليت بقاء و واكنش آكروزومي خودبخودي اسپرم انسان 

ذوب مجدد، از نرم افزار آماري  / انجماد در قبل و بعد از
SPSS   توسط  ها پارامتر. استفاده شد 5/11ويرايش
مقايسه و نتايج به صورت  Wilcoxon signed-ranksآزمون

means ± SD  05/0( 05/0بيان و سطح معني دارp< ( در
  . نظر گرفته شد

  نتايج
نتايج بدست آمده، كاهش  :اثر انجماد بر تحرك اسپرم

هاي  دار و اثرات مشخصي را در تحرك اسپرم نمونه معني
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هاي تازه و منجمد نشده  منجمد شده، در مقايسه با نمونه
انجماد در عدم حضور محيط انجمادي . نشان مي دهد

هاي  سبب كاهش كمتري در تحرك اسپرمها نسبت به نمونه
گردد  منجمد شده در حضور محيط منجمد كننده مي

نتايج، ميانگين درصد تحرك  نبراساس اي). 1نمودار (
اي  ها، در قبل از انجماد بروش شيشهاسپرم
داري به  بود، اما كاهش بارز و معني 8/52±21/7شدن

ذوب مجدد، /پس از انجماد 31/27±5/3و  27/16 95/2±

اي شدن، بترتيب، براي  با استفاده از انجماد بروش شيشه
 فقط در حضور(و بدون آن  HSPMمحيط منجمد كننده 

ميزان  .)>P 001/0(مشاهده گرديد ) پلاسماي سمينال
بازيافت تحرك اسپرمهاي منجمد شده در عدم حضور 

) فقط در حضور پلاسماي سمينال(محيط منجمد كننده 
هاي منجمد شده و با  نمونه  پس از ذوب مجدد، نسبت به

بالاتر ) >P 001/0(محيط منجمد كننده، بطور معني داري 
   ).1نمودار  A(بود 

  

  

  

  

  

  

  

  

 

اثر انجماد بر قابليت حيات و واكنش آكروزومي 
ميانگين درصد اسپرمهاي زنده در قبل  :خودبخودي اسپرم

اي بترتيب  و پس از انجماد شيشه 70/88 ± 1/3از انجماد
و بدون محيط،  HSPMبراي محيط منجمد كننده 

 001/0(داري  ، بطور معني96/79±57/3و  98/4±12/82

P< (بين حضور و عدم حضور محيط . فته استكاهش يا
مشاهده ) <05/0p(منجمد كننده تفاوت معني داري 

همچنين، ميانگين درصد اسپرمهاي  .)2نمودار (د شو نمي
هاي مني تازه و منجمد نشده  با آكروزوم سالم در نمونه

و پس از انجماد، بطور معني داري  است  74/78 11/5±
بترتيب در ، 87/69 ±08/6و  56/72 ±24/6به

و عدم حضور محيط منجمد كننده ) HSPMمحيط (حضور
، كاهش يافت )فقط در حضور پلاسماي سمينال(

)001/0P<(هاي بكاررفته، اين تفاوت معني ، كه بين محيط
افزون بر اين، ميانگين درصد ). 3نمودار (باشد  دار نمي

اسپرمهاي با آكروزوم آسيب ديده، با استفاده از محيط 
HSPMت به عدم استفاده از محيط منجمد كننده، ، نسب

داري در رابطه با درصد  تفاوت معني. استپائين تر 
ذوب مجدد / اسپرمهاي با واكنش آكروزومي، پس از انجماد

 .  مي شودمشاهده ن

  بحث
امروزه با توجه به پيشرفت روشهاي كمك باروري، جهت ذخيره 

 و رم، تخمكاسپ( طولاني مدت انواع مختلف سلولها و بافتها 
اند كه  مطالعات  نشان داده).  8(شود  ، از انجماد استفاده مي)جنين

ذوب مجدد  مايع مني در انسان و حيوانات،  سبب / روند انجماد
كاهش فعاليت متابوليك اسپرم، آسيب به غشاء پلاسمائي، در نتيجه، 
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  ،)19و  13، 12(كاهش اسپرمهاي با عملكرد طبيعي مي گردد 
بنابراين، استفاده از مواد محافظ و روش صحيح انجماد در حفظ 

  . يند بسيار مهم استآاز اثرات منفي اين فر اسپرم،

ذوب مجدد، كه ناشي از / كاهش تحرك اسپرم پس از انجماد
با مواد محافظ محيط منجمد كننده، در نتيجه   مواجهه اسپرم

نجماد باشد ، موضوع تحقيقات اخير ا شوك اسموتيكي مي
ذوب /يند انجمادآاسپرم بوده و اولين فاكتوري است كه طي فر

در اين تحقيق، ). 29(ثير قرار مي گيرد أمجدد اسپرم تحت ت
) >P 001/0(ميانگين درصد پارامترهاي اسپرم بطور معني داري 

يند انجماد، در مقايسه با قبل از انجماد، نه تنها در آدر بعد از فر
لكه در عدم حضور محيط منجمد حضور محيط  انجمادي، ب

كه در مورد نمونه هاي منجمد شده  بديامي كننده، كاهش 
بروش شيشه اي شدن، در عدم حضور محيط منجمد كننده، 

بازيافت بالاي نمونه ها در عدم حضور . كمتر استكاهش 
محيط منجمد كننده  نشان مي دهد كه انجماد بروش شيشه اي 

 تواند روش منجمد كننده، مي شدن، در عدم حضور مواد محافظ

  .  مناسبي جهت انجماد اسپرم انسان باشد 
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 - عليرغم اهميت تحرك اسپرم، مكانيسم مكانيكي يا فيزيكو
شيميائي كه سبب كاهش تعداد اسپرمهاي متحرك مي گردد،  

هاي مكانيكي  به سلول، طي آسيب). 8(شناخته باقي مانده است نا
، منجر به شكل گيري كريستالهاي يخ در درون و سرمادهي

وجود .  شود در نتيجه آسيب اسموتيكي  ميو بيرون سلول، 
غشاء پلاسمائي سالم و فيزيولوژيك، براي حفظ تحرك اسپرم 

اء را ذوب مجدد كارائي غش/ يند انجمادآفر. باشد ضروري مي
 ، زيرا غشاء هاي)4( كاهد ها ميمختل كرده و از تحرك اسپرم

درون و بيرون سلول اسپرم غني از اسيد هاي چرب با پيوند 
از سوي ديگر، سرماي زير ). 30( باشد هاي اشباع نشده مي

دماي فيزيولوژيك، فاز ليپيدي غشاء اسپرم را تغيير داده و از 
مطالعات نشان داده است كه ). 15(كاهد  پايداري و ثبات آن مي

ثير قرار أسپرم را تحت تا  (ROS) توليد گونه هاي فعال اكسيژن
قرار دادن اسپرم انسان در معرض گونه هاي فعال  دهد و مي

  ). 7و  2(كاهد   تحرك اسپرم مي اكسيژن، از كارائي و

ذوب مجدد، قابليت حيات نمونه ها را تحت / روند انجماد
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان . ثير قرار مي دهدأت

محيط و روش انجمادي، دهد كه انجماد، بدون توجه به  مي
پژوهشگران . سبب كاهش قابليت حيات اسپرم مي گردد

ها، در طي انجماد،  اند كه قابليت حيات نمونه نشان داده
كاهش معني داري دارد كه اين كاهش ممكن است به 

  ). 7( تركيبات غشاء اسپرم مربوط باشد

اسپرم داراي تركيبات ليپيدي خاص با مقادير بالاي 
استرول، اسيد هاي چرب اشباع، غير اشباع و  فسفوليپيد،

در دماي فيزيولوژيك، . ؛ليپيدهاي با دو فاز مايع و ژل است
تر، به فاز ژل  هر دو شكل وجود دارد، اما در دماي پائين

شود كه ممكن است از سياليت و قابليت حيات  تبديل مي
اسپرم در طول انجماد كاسته و موجب تخريب غشاء گردد 

كه آسيب پذيري و كاهش  مي دهدلعات نشان مطا). 11(
قابليت حيات اسپرم در طول انجماد، خصوصا نسبت به 
حمله راديكالهاي آزاد، ممكن است مربوط به ميزان بالاي 

ن پائين كلسترول و فقدان اسيدهاي چرب غير اشباع، ميزا
  ).7(هاي ترميمي باشد مكانيسم

روزوم سالم  يكي از فاكتورهاي مهم در باروري اسپرم، آك
عامل مهمي براي ارزيابي باروري مردان است  كهاست 

/ يند انجمادآنتايج اين تحقيق نشان مي دهد كه فر) . 25(
. گذارد ذوب مجدد، بر ساختار آكروزوم اثر منفي مي

باروري طبيعي ضروري بوده و عملكرد آكروزوم براي  
هاي آكروزومي اجازه رسيدن  اسپرم  به تخمك را آنزيم

آسيب اسموتيكي كه به از دست رفتن ). 32(سازد  هيا ميم
شود، بعلت چروكيدگي سلول اسپرم  غشاء اسپرم منتهي مي

بررسيهاي ). 9(در محلول هيپراسموتيك است 
اسپرم پس از  مورفولوژيكي، سيتولوژيكي و ساختاري

هاي وسيعي به غشاء پلاسمائي سرمادهي سريع، آسيب
دهد كه سبب  وزوم را نشان ميپوشاننده ناحيه قدامي و آكر

 ).12( شود  تخريب و از دست دادن محتويات آكروزوم مي

براي روش انجمادي همراه با محيط محافظ منجمد كننده  
محافظ منجمد كننده،  هاي محيط. انجماد اسپرم مهم است

يند آبراي جلوگيري از تشكيل كريستالهاي يخ در طول فر
آسيبهاي ساختاري اسپرم در انجماد و در نتيجه، اجتناب از 
اگر چه استفاده از فاز بخار . بعد از انجماد بكار مي روند

بعنوان يك روش استاندارد، جهت ) انجماد كند(ازت مايع 
شود، ولي در چند  انجماد مايع مني انسان بكار گرفته مي

سال اخير روش انجمادي فوق العاده سريع، شيشه اي 
كه بيشتر براي انجماد ، )15(شدن، گسترش يافته است 

جنين بكار مي رفت، ولي امروزه، بعلت عدم نياز به 
يند انجماد، بعنوان آقيمت و زمان كوتاه فر  تجهيزات گران

  .رود روش مفيدي جهت انجماد اسپرم بكار مي

هرچند همه تلاشهاي اوليه براي انجماد اسپرم پستانداران  
اسموتيكي ات با استفاده از روش شيشه اي شدن، بدليل اثر

 درصد 30-50(هاي انجمادي كشنده غلظت بالاي محافظ
، ميزان بقاء را )براي انجماد كند درصد 5- 7در مقايسه با 

و سبب  )27و  14(پايين آورده و به حد صفر رسانده 
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هاي اوليه شيشه اي شدن براي انجماد اسپرم گرديد كه روش
 50 (w/w) فقط در غلظتهاي بالاي). 20(بكار گرفته نشود 

پذير و نفوذ ناپذير است كه  مواد محافظ نفوذ درصد
توان با روش  هاي بزرگ، بافتها و حتي اندامها را ميسلول
اي شدن، منجمد كرد، اين شرايط به سلولها آسيب  شيشه

هاي كشنده و سبب تغييرات بيوشيميائي و آسيبرسانده 
اضر بهترين روش، در حال ح). 17( اسموتيكي مي شود

هاي خيلي بالاي سرمادهي، گرمادهي، ه از سرعتاستفاد
حجم كم نمونه و عدم بكارگيري محيط انجمادي، كه مورد 

  .باشد مي ،استفاده در اين مطالعه

يند انجماد بروش شيشه اي شدن، سرعتهاي خيلي آطي فر
گيري كريستالهاي يخ و آسيب  سرمادهي، بدون شكل بالاي

بيرون سلول به ها، سبب تبديل محلول درون و به سلول
اگر پس از انجماد . حالت جامد يا شيشه مانند مي شود

وب مجدد بكندي صورت گيرد، شيشه اي شدن، ذ
و  15( بيند هاي يخ شكل گرفته و سلول آسيب ميكريستال

ها  براي غلبه بر اين مشكل، ذوب مجدد نمونه). 17
تا كريستالهاي  دريگمي بالا صورت   با سرعتدر  گرمادهي
د، بطوريكه به اندازه كافي براي وخ تشكيل نشبزرگ ي

و آب درون  بودهآسيب رساندن به اسپرم انسان بزرگ ن
سلول در جاي خود منجمد شده و بعلت زمان كوتاه به 

بهترين نتايج، با استفاده از اين ). 8،15(حالت شيشه درآيد 
فقط در (روش و در عدم حضور محيط منجمدكننده 

  . بدست آمد) حضور پلاسماي سمينال

مسئله مهم ديگر اين است كه هنوز هيچ محيط مناسب 
ممانعت كننده از آسيب به اسپرم طي روند انجماد ارائه 

قرار گرفتن اسپرم در محيط هيپراسموتيك به . نشده است
موفق ). 13(برد  غشاء صدمه رسانده و اسپرم را از بين مي

در  ،در انجماد اسپرم در محيط بدون ماده محافظنبودن 
روش انجماد آهسته نشان مي دهد كه ممكن است نوعي 
بر همكنش  بين غلظت مطلوب ماده محافظ و سرعت 

حذف ماده . ذوب مجدد، وجود داشته باشد/ انجماد 

محافظ از محيط پيرامون اسپرم انسان، منجر به تغيير شرايط 
اسمزي، آسيب به غشاء اسپرم، كاهش طول عمر و توانائي 

، كه بيشترين كاهش تحرك )10(شود  مي باروري اسپرم
ذوب مجدد اسپرم انسان،  –مشاهده شده طي انجماد 

). 6(باشد مي بخاطر تماس اسپرم با محيط محافظ انجماد 
همانطور كه ذكر شد مواجهه غشاء اسپرم با محيط منجمد 
كننده سبب تخريب غشاء و از بين رفتن يكپارچگي آن مي 

حضور محيط انجمادي در اين تحقيق در عدم . شود
بازيافت بهتر پارامترهاي اسپرم مشاهده شد كه بخاطر عدم 
مواجهه اسپرم با محيط منجمد كننده است كه اثر منفي 

در موقع انجماد كند . شوك اسمزي را به حداقل مي رساند
به محض سرمادهي، و بدليل كاهش تدريجي دما، آب 

گر منجمد ي از همديبيرون و درون سلول با  فاصله زمان
هاي يخ شكل مي گيرند كه سبب آسيب شده و كريستال

ولي در روش شيشه اي شدن به . بيشتر به سلول مي شوند
دليل سرعت بالاي سرما دهي، مايع بيرون و درون سلول 

يد، آمي در يك زمان منجمد شده و بصورت شيشه مانند در
زمان لازم براي شكل گيري كريستالهاي يخ در نتيجه 
سبب آسيب كمتر به  رد، وان به غشاء وجود نداآسيب رس

هاي يخ  و بنابراين عدم تشكيل كريستال. اسپرم مي گردد
عدم وجود اثرات شوك اسمزي ناشي از افزودن محيط 
محافظ منجمد كننده سبب مي شود كه انجماد بروش 
شيشه اي شدن در عدم حضور ماده محافظ منجمد كننده و 

ل، سبب حفظ بهتر فقط در حضور پلاسماي سمينا
پلاسماي سمينال با . گرددمي اسپرم سلامت پارامترهاي 

دارا بودن آنتي اكسيدانهاي متفاوت، از اثرات مخرب 
راديكالهاي آزاد شكل گرفته در طي سرمادهي مي كاهد و 

نكته حائز اهميت اين .  دشو سبب حفظ غشاء اسپرم مي
آسيب  يند انجماد به اسپرمآاست كه تحت هر شرايطي، فر

  .مي رساند

نتيجه گيري كلي آنكه انجماد بروش شيشه اي شدن بر 
تحرك، قابليت بقاء و واكنش آكروزومي خودبخودي اسپرم 
اثر گذاشته، سبب كاهش اين پارامترها و آسيب به اسپرم 
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انجماد شيشه اي با توجه به بازيافت بهتر . شود مي
ها در پارامترهاي اسپرم در عدم حضور منجمد كننده و تن

حضور پلاسماي سمينال سريع و ساده انجام مي گيرد و در 
اين شرايط نياز به تجهيزات پر هزينه، جهت انجماد اسپرم 

با پژوهشهاي وسيعتر . انسان در مراكز ناباروري نمي باشد

جايگزين مناسبي براي ديگر   مي توان اين روش را
   .هاي انجماد قرار دادروش

از همكاري اعضاي محترم بدينوسيله : تشكر و سپاس
سينا در  سينا و مركز درمان ناباروري ابن پژوهشكده ابن

و طالبيان اصغر انجام اين مطالعه و نيز از زحمات آقاي 
  .مي شودتشكر و قدرداني سركار خانم مهشيد حجت 

  منابع
، صادقي، محمد رضا و شمس لاهيجاني، مريم .درويش نيا، حميد -1

و روش انجماد در فاز بخار ازت و انجماد ، مقايسه اثر د)1385(
به روش شيشه اي شدن روي پارامترهاي تحرك، ميزان شكست 

DNA پايان نامه . و واكنش آكروزومي خودبخودي اسپرم انسان
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Abstract 

Cryopreservation of human sperm is routinely performed in assisted reproduction 
wards. During which, osmotic effects of freezing and thawing can impair sperm motility 
and viability, and decrease fertilizing capacity. In addition, variety of cryoprotectants is 
available to protect sperm from negative effects of cryopreservation processes. Aim of 
present study is to compare the effects of vitrification, with and without cryoprotectant, 
on postthaw sperm quality. Semen samples obtained from 29 healthy men referring to 
Avesina Infertility Clinic, were collected by masturbation, and analyzed according to 
WHO criteria. The semen samples were divided into two equal aliquots for: vitrification 
with (HSPM) and without (only seminal plasma) cryoprotectants. Equal volume of 
cryoprotectants was added to aliquots of samples and mixture filled in straws, plunged 
into liquid nitrogen, stored for at least 7 days and thawed.  Percentage of motility was 
measured manually, using light microscope, and viability and acrosome reaction 
analysis were performed by triple staining. Sperm motility, viability and acrosome 
reaction of semen samples (n = 29), decreased significantly, after freeze/thawing, in 
comparison prior to freezing. Postthaw motility was highest in samples frozen without 
cryoprotectant, in comparison with HSPM (p<0.001). Significant differences were 
observed in the rate of viability and acrosome reaction before and after vitrification 
(P<0.001) with no significant differences between samples freezing with and without 
cryoprotectants. In conclusions, long-term storage in liquid nitrogen, at -196 ˚C, 
consistently causes reduction in postthaw sperm quality. Evaluation of motility, 
viability and acrosome reaction of human spermatozoa before and after vitrification, 
suggest that vitrification without cryoprotectant have less deleterious effects on sperm 
parameters versus HSPM cryoprotectant. 

Keywords: sperm, vitrification, motility, acrosome reaction, HSPM. 
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