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  چكيده
بنابراين شناسايي اين عوامل يا  . شود  مي ناباروري محسوب هاي    ع عوامل محيطي سمي در بدن جانوران يكي از مهم ترين علت           تجم    

اسـپرمي از گاوهـاي نـژاد    هـاي   در ايـن پـژوهش نمونـه   .گذارند، بسيار مهم اسـت    مياثرها  موقعيت هايي كه بر عملكرد طبيعي اسپرم     
غشايي بر اساس ميزان توليد تركيبات واكـنش دهنـده بـا            هاي    ميزان اكسيداسيون چربي  . يه شدند هولشتاين به صورت خالص و تازه ته      

 در حــضور القــاء TBA+MDAميــزان كمــپلكس . ســنجيده شــد) MDA( بــه ويــژه مــالون دي آلدييــدTBA)(اســيدتايوباربي توريــك 
 ميلي مولار   ٥/٠‐٥هاي    و غلظت )  اسيد اسكوربيك   ميكرومولار از  ٥٠٠آهن و   ميكرومولاراز سولفات  ١٠٠محلول   (LPO)پروموتر(كننده

 درصـد آلبـومين بـه عنـوان        ٢٥/٥ ميلي مـولار تـورين و        ٥/١غلظت  .  درصد آلبومين مورد سنجش قرار گرفت      ٢٥/٠‐٢٥/٥تورين و يا    
آهـن  در مرحلـة بعـد، پـنج غلظـت مختلـف از محلـول كـافئين و يـا سـولفات            . آنتي اكسيداني انتخـاب شـدند     هاي    موثرترين غلظت 

در . اسـپرمي اضـافه گرديدنـد     هـاي     در حضور و يا عدم حضور آنتي اكسيدان ها، به نمونه          )  ميكرومولار ٢٠٠‐٤٠٠‐٦٠٠‐٨٠٠و١٠٠٠(
پس از اضافه سازي آلبومين و تورين .   نسبت به گروه شاهد افزايش معني داري را نشان داد    LPOتمامي تيمارهاي كافئين و آهن،ميزان      

تيمار برخلاف گروه شـاهد،ناحيه هالـه       هاي    درتمامي گروه .  در محيط كاهش يافت    MDAيمار شده، ميزان توليد     اسپرمي ت هاي    به نمونه 
در واكـنش اكروزومـي فقـط در گـروه شـاهد طبيعـي              ها    عملكرد سلول .مشاهده نشد ) محل هضم ژلاتين در نتيجة واكنش اكروزومي      (

ميـزان شـكنندگي   . اسپرم تشكيل نـشد هاي  مي، هيچ هاله اي در اطراف سلول      تيمار به دليل اختلال در واكنش اكروزو      هاي    در گروه .بود
منفرد و بـه كمـك روش رنـگ آميـزي نيتـرات      هاي  اسپرم نيز با استفاده از روش ژل الكتروفورز براي سلولهاي   سلولD NAوآسيب 

 DNAتيمـار جزيـي و ميـزان درصـد          هـاي     در همة گروه   DNAنتايج به دست آمده نشان داد كه آسيب         . نقره، مورد بررسي قرار گرفت    
  .شاهد از نظر آماري معني دار نبودهاي  تيمار نسبت به گروههاي  آسيب ديده در گروه

  
   .DNAاسپرم گاو، پراكسيداسيون، كافئين، آهن، واكنش اكروزومي،: كليديهاي  واژه
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 ٨٦

  مقدمه
اكسيژن موسوم به انواع اكـسيژن      هاي     مجموعه متابوليت     

  بوده كه بـه عنـوان يكـي از عوامـل ايجـاد               ROSيا    ١فعال
از ). ١(شـوند   مـي ناباروري در مردان و نيز در زنان شـناخته  

O2.( معــروف تــرين ايــن مــشتقات آنيــون سوپراكــسيد
و  )-

ــسيل  ــال هيدروك ــستند)(OHراديك ــري  ROS. ه  داراي اث
اسـپرم بـوده، از يـك    هـاي     دوگانه برعمل و ساختار سـلول     

خي رونـدهاي طبيعـي نظيـر واكـنش         طرف جهت انجام بر   
هـاي    اكروزومي ضروري بوده، واز طرفـي ديگـردر غلظـت         

 اسـت ،  ٢زياد در محيط كه موسـوم بـه اسـترس اكـسيداتيو           
و نيز تغييـر در شـكل ظـاهري          موجب مهار قدرت تحرك     

شده  و بدين ترتيب  درصدهايي از نابـاروري          ها    اين سلول 
رات مهم ايـن نـوع      يكي از تظاه  ). ١(را ايجاد خواهند نمود   

. اسـت )(LPO ٣غـشاء هـاي    چربي پراكسيداسيون از استرس،
LPO  هـايي كـه      سـلول    در   بـوده و     فيزيولوژيـك    يك پديده  

 PUFA يـا    ٤ غيـر اشـباع        چرب  غشاء آنان غني از اسيدهاي    
   شــامل  كــه  هــايي  واكــنش  و از مجموعــه  داده  رخ هــستند،
   در اين اسيدهاي    انه دوگ   مجدد پيوندهاي    و تشكيل   تخريب

 موجـب تخريـب     LPOروند  . شود   مي  غشايي است، تشكيل  
هــاي  ساختارغــشاء،كاهش قــدرت تحــرك، مهــار فعاليــت 

اسپرم شـده،   هاي     سلول DNAآنزيمي، وايجاد شكستگي در     
كه هريك به تنهايي و يا در همراهي با ديگر عوامـل منجـر              

  ).۱‐۸(گردند   ميبه ناباروري
غشاء و  هاي     چربي   شدن   پراكسيده   بين   معكوسي  رابطه    

 In vitroو In vivo  در شـرايط ها    اسپرم  قدرت تحرك ميزان
ــود دارد  ــدل). ٢،۹(وجــ ــوع دو مــ ــراي در مجمــ    بــ

 
1. Reactive oxygen species 
2 . Oxidative stress 
3. Lipid peroxidation 
4. Polyunsaturated fatty acids 

   اكسيژناسيون ‐ ١:شود  پيشنهاد مي ها     چربي  پراكسيداسيون
  ايكوزانوئيـد    توليـد كننـده     هاي   آنزيم   وسيله   به  آنزيمي كه 

 غيـر آنزيمـي، كـه         اكـسيژناسيون  ‐ ٢شـوند، و    مي  هدايت
  ROSتحريـك توسـط  ( بوده PUFA  همان اتواكسيداسيون

هـا     اكـسيدان   كه در نهايت تحت اثر آنتي     )   واسطه  وفلزات
 ROS  دهد كه    مي   جديد نشان   مطالعات). ١٠(گردد  مي مهار

 اسپرمهاي    سلول DNA در  جدي هاي ، باعث بروز آسيب
ــي ــود م ــل در). ١٥( ش ــلول  مقاب ــاي  س ــد  ه ــپرم واج اس

 DNAتـدافعي در مواجهـه بـا اكـسيداسيون          هاي    مكانيسم
   و بسته بندي بسيار فـشرده        آرايش ‐  الف: بوده كه شامل    

DNA مـايع   پلاسـماي هـاي      وجود آنتـي اكـسيدا ن      ‐ ،ب   
موادي هـستند كـه    ٥آنتي اكسيدان ها).١١(باشد  مي اسپرمي

ثـي سـازي آنـان در    و سپس خن ROS قادر به جمع آوري 
اسـپرم  هـاي     سلول. باشند  مي بدنهاي    داخل و خارج سلول   

در طي روند اسپرماتوژنز، مقدار زيادي از سيتوپلاسم خـود          
را به همراه مواد آنتـي اكـسيداني موجـود در آن  از دسـت                

پراكـسيداسيون سـلولي     داده و بدين ترتيب در مقابل رونـد       
پلاسـماي مـايع    حساس گرديده،اما به علت غوطه وري در        

: فراواني نظيـر  هاي    كه محتوي آنتي اكسيدان   ٦ )مني(اسپرمي  
ــامين(اســكوربات  هــاي  ،اورات هــا،  تــورين، گــروه)Cويت

 و    آلبـومين    مثل   كوچك   پروتئيني  هاي  سولفيدريلي، مولكول 
،كاتالاز و سوپراكسيد ديسموتاز است، بـه خـوبي           گلوتاتيون

ــترس اكــــسيداتيو محا   فظــــتدر مقابــــل رونــــد اســ
در هـا     امـروزه اسـتراتژي كـاربرد آنتـي اكـسيدان         .گردند مي

هـا    راستاي معكوس سازي و رفع صدمات وارده بـه سـلول          
وجود يـك آنتـي اكـسيدان       .قرار گرفته است   مدنظرمحققان

اسـپرم  هـاي   موثر و قوي در محيط و در زمـاني كـه سـلول            

 
5. Antioxidants 
6. Seminal plasma 

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


   ...بررسي اثرات كافئين و آهن بر پراكيداسيون چربي هاي غشاء واكنش  
 

 ٨٧

از محيط حامي خود يعني پلاسـماي مـايع اسـپرمي            محروم
در . ر كارساز بوده و منجر به بقاء آنان خواهد شد         اند ، بسيا  

اين راستا نيزمشخص گرديده كه، درپلاسماي مايع اسـپرمي        
هـا    مقاديركمتري از انواع آنتي اكـسيدان     )عقيم(مردان نابارور 

  ).٢و١( درمقايسه با مردان بارور يا طبيعي وجود دارد
مهم تـرين بتـا     ) آمينو اسيد اتان سولفونيك   ‐٢( ١تورين   

اين اسيد آمينـه    .اسيد آمينه ضروري در بدن جانوران است      
كاربردي نداشته و اغلـب بـه صـورت       ها    در سنتز پروتئين  

عـضله قلبـي و اسـكلتي       هـاي     آزاد يا پپتيد ساده در بافت     
البته امروزه تورين به عنـوان عامـل        . ونيز مغز وجود دارد   

پايدار كننده غشاء ونوعي آنتي اكـسيدان مـورد شناسـايي           
آلبومين نيز به عنوان يـك پـروتئين     ).١٢(ر گرفته است    قرا

 خود  ٢كوچك موجود در مايع اسپرمي و با عمل كلاتوري        
  را كـه  هـا      موجود در محيط زيست سـلول       ي  فلزهاي    يون

پراكـسيداسيون  هـاي       واكـنش    و گـسترش     پيشرفت  باعث
هـم  ).١٠(سـازد   مـي   دور  شوند، جذب نموده و     مي سلولي

 آلبـومين واجـد خاصـيت جـذب         چنين مشخص شده كه   
تركيبات مضري نظير نيترات پروكسي كه از واكنش آنيون         

باشد   مي گردد، نيز   مي سوپراكسيد با اكسيد نيتريك حاصل    
 در تركيــب قهـوه، چــاي، كاكـائو، وانــواع   ٣كـافئين ). ١٣(

وجود داشته و ماده اي ليپوفيـل اسـت كـه بـه             ها    شكلات
آهن نيـز   ). ١٥و١٤ (كند  مي عبورها    راحتي از غشاء سلول   

به عنوان يكي از عناصر فلزي واسطه، نقـش مهمـي را در           
ــلول    ــاتولوژي سـ ــز پـ ــوژي و نيـ ــا  فيزيولـ ــاء هـ ايفـ

هدف از طراحي و اجـراي ايـن پـژوهش          ).١٠،١٥(كند مي
 ١٠٠٠(متفـاوت از كـافئين وآهـن        هاي    بررسي اثر غلظت  

م در حـضورو ياعـد    )  ميكرومولار ٢٠٠‐٤٠٠‐٦٠٠‐٨٠٠و

 
1. Taurine 
2. Chelator 
3. Caffeine 

آلبـومين و تـورين،     هاي    از آنتي اكسيدان  موثر  هاي    غلظت
غــشايي، واكــنش هــاي  بــر ميــزان پراكــسيداسيون چربــي
ــست  ــزان شك ــي، و مي ــاي  اكروزوم ــود در ه  DNAموج

  .اسپرم گاو هولشتاين بودهاي  نمونه
  

  ها مواد و روش
  هاي مايع اسپرمي تهيه نمونه

 ٤ نـژاد هولـشتاين       از گاوهاي     مايع اسپرمي   هاي  نمونه     
   نـژاد و تلقـيح     از مركـز اصـلاح       و تازه    خالص   صورت  به

   تحقيقـات    سـازمان    بـه    كبوترآباد وابـسته     منطقه  مصنوعي
   دليـل   بـه .  شـدند    تهيـه    اصـفهان    اسـتان   جهاد كـشاورزي  

   طولاني بين مركز و دانـشگاه شـهركرد، و جهـت            مسافت
  در ظـروف  هـا      اسپرم، نمونه هاي     سلول   از مرگ   جلوگيري

  قرار داده ) يخهاي    لايه (  حرارتي   دار استريل با عايق     ربد
 دار   با بافر فسفاته سـالين    ها     در آزمايشگاه نمونه  . شدند مي
  .سانتريفوژ گرديدند  و رقيق) =pH ٢/٧ (PBSيا
  

  غشاء هاي  اندازه گيري پراكسيداسيون چربي
از قـدرت واكـنش   )١٦(در اين روش حساس و ساده       

بــا مــالون دي ) (TBA ٥ تيــو باربيتوريــكدهنــدگي اســيد
ــد ــايي از   ) (MDA( ٦آلديي ــك محــصول نه ــوان ي ــه عن ب

اسـتفاده شـد و در انتهـا ميـزان          ) پراكسيداسيون چربي ها  
 تعيين گرديد كـه معـادل بـا         TBA+MDAتوليد كمپلكس   

 LPOبـراي سـنجش     . بـود هـا     ميزان پراكسيداسيون چربي  
 ليتـر از      ميلـي  ١/٠ بـا     اسپرمي   ليتر از نمونه     ميلي ١/٠ابتدا    

   ميلـي  ٥/٠   همـراه   و يا كافئين و آهن  بـه       ها      اكسيدان  آنتي
   آزمـايش  در لولـه  PBS  ليتـر از   ميلـي ٣/٠و  Tris  ليتـر از 

 
4. Holstein 
5. Thiobarbituric acid 
6. Malondialdehyde 
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   درجـه  ٣٧   ها در انكوباتور در دماي       لوله  سپس. شد  ريخته
در انتهـا،   .  شـدند    قـرار داده     دقيقه ٦٠   مدت  گراد به   سانتي

  سرد متوقف TCA  ليتر از  يك ميلي  سازي  اضافهبا  واكنش
ــد ــن. گرديـ ــه در ايـ ــه  مرحلـ ــه  لولـ ــا بـ ــدت هـ  ١٠   مـ

   ليتر از سطحي ترين بخش      يك ميلي .سانتريفوژشدند  دقيقه
 ديگـر از     اي   مجموعـه    شد و به    برداشتهها      لوله   درون  مايع
   اضـافه   آنـان  بـه  TBA ليتر از  از قبل يك ميلي  كه هايي لوله
  هـا در بـن      در پايان كـار، لولـه     .  گرديدند   بود، افزوده   شده

   بـه    از آن   پـس .  شـدند     قرار داده     دقيقه ١٠   مدت  ماري به 
  و،در دمـاي    گرديد   مقطرافزوده   ليتر آب    يك ميلي   هر لوله 

 هـر     نـوري    نانومتر مقـدار جـذب     ٥٣٢   موج  اتاق،در طول 
اب مـوثرترين   جهـت انتخ ـ  .  گرديـد    و ثبـت     خوانـده   لوله

آلبـومين و تـورين در جهـت    هاي  غلظت از آنتي اكسيدان 
مقابله با شرايط پراكسيداسيون سـلولي، مقـدار كمـپلكس          

TBA+MDA پرومــوتر( در حــضور القــاء كننــده( LPO 

 ٥٠٠ ميكرومـــولار از ســـولفات آهـــن و ١٠٠محلـــول (
ميلي /. ٥‐٥هاي    و غلظت ) ميكرومولار از اسيداسكوربيك  

درصد آلبومين مـورد سـنجش     /. ٢٥‐٢٥/٥ مولار تورين و  
در مرحلة بعد، پنج غلظـت نهـايي كـافئين و           . قرار گرفت 

آهن در حضور و يا عدم حـضور غلظـت مـوثر از آنتـي               
  .اكسيدان ها، به نمونههاي اسپرمي اضافه گرديدند

  
  نمونه اسپرمي هاي  تعيين ميزان پروتئين

  ز پارامترهـاي   ا  به عنوان يكـي   ها     نمونه  مقدار پروتئين      
در  .  اسـت MDA ويـژه    فعاليـت   ميزان   محاسبه   جهت  لازم

 SDS١  نوري نمونه بـا اسـتفاده از    اين روش مقدار جذب
 اسـپكتروفتومتر     وسـيله     نـانومتر  بـه      ٧٥٠  مـوج در طول   
  ).١٧(محاسبه شدها  مقدار پروتئين نمونهتعيين و 

 
1. Sodium-dodecyle-sulphate 

  بررسي واكنش اكروزومي  
اســپرم در واكــنش هــاي  د ســلولجهــت تعيــين عملكــر     

). ١٨(مطـابق  بـا آزمـايش ژلاتـين عمـل گرديـد        اكروزومي  
از )  ميكــرو مــولار ١٠٠٠(بــدين منظــور بيــشترين غلظــت 

كافئين و آهـن بـه همـراه غلظـت انتخـاب شـده از تـورين                 
ژلاتين دار اضافه شد و سپس بـه كمـك    هاي    وآلبومين به لام  

   شـده   آميزي  رنگهاي   لام. كوماسي بلو رنگ آميزي گرديدند    
 قـرار     مورد بررسـي   ٤٠   با بزرگنمايي     نوري   با ميكروسكوپ 

محـل هـضم    ( ٢ هالـه      واجـد    اسپرم  هاي  تعداد سلول . گرفتند
  سـر اسـپرم     ژلاتين در نتيجه واكنش   اكروزومي در اطـراف         

.  گرديدنـد   و ثبـت   شـمارش    هالـه    بدون  هاي  و نيز سلول  ) ها
حـداقل پـنج   ) با گروه شـاهد مربوطـه  همراه (براي هر تيمار  

  سـلول    ٤٠٠لام انتخاب گرديدند و در هر لام تعداد حداقل          
  .اسپرم مورد بررسي قرار گرفتند

 
   اسپرمDNAهاي  گيري ميزان شكست اندازه
هــاي  بــه منظــور مــشخص ســازي درصــد شكــست      

ــان  ــود در نردبــ ــورز  ازروش ژل ،DNAموجــ الكتروفــ
 اسـتفاده شـد     ١٤ دار   دنباله  ستاره  منفرد يا روش  هاي     سلول

 از    لايـه   يـك جهت آماده كـردن لام هـا،  ابتـدا           ). ١١،١۹(
گـسترش داده  ها   لام  بر روي  طبيعي  جوش آگاروز با نقطه  

 اتـاق    به مـدت يـك شـب در دمـاي         ها    پس از آن،لام  .شد
   ميكروليتـر از محلـول     ٨٠در مرحله بعد،    .نگهداري شدند 

   ميكروليتـر از نمونـه     ٢٠ و   پـايين    جـوش   آگا روز  با نقطه    
پس از منجمد شـدن  . اضافه گرديد ها     لام   سطح  اسپرمي به 

 آگـاروز    از محلـول    آگاروز و برداشتن لامل، سومين لايـه        
 هـرلام اضـافه       سـطح    بـه   ) پـايين    جـوش   از نوع با نقطه   (

   تجزيـه    محلـول    حـاوي    كه  در ظرفي ها     لام  سپس. گرديد
 

2. Halo 
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سـلولي  هاي    به منظور تجزيه غشاء   (د بود    و سر    تازه  كننده
، قـرار   ) DNA  نردبان هاي و هسته اي و نيز باز شدن  پيچ

 ٤    در دمـاي     سـاعت  ٤   مـدت    بـه    مرحلـه   اين.  شدند  داده
 ٤٠   مدت  الكتروفورز به .  رسيد   انجام  درجه سانتي گراد به   

 آمپر به صورت افقـي بـه انجـام            ميلي ٣٠٠ و تحت     دقيقه
پس از شستشو بـا محلـول خنثـي كننـده و انجـام              . رسيد

 با محلـول نيتـرات نقـره رنـگ          ها    روند ثبيت سلولي، لام   
رنگ آميزي شده بـه     هاي    پس از بررسي لام   . آميزي شدند 

هـاي    وسيله ميكروسكوپ نوري معمـولي، تعـداد سـلول        
از  (DNAهـاي     واجـد شكـست   هـاي     طبيعي ونيـز سـلول    

 از لحـاظ آمـاري      محاسـبه و  ) نظرقطعه قطعه شدن هـسته    
هـاي    در هـر يـك از گـروه       هـا     ميزان معنـي دار بـودن آن      
  .تيماري و شاهد تعيين شد

  

  مواد شيميايي و روش آماري
كليه مواد شيميايي مـورد اسـتفاده از        در اين پژوهش         

. تهيـه و خريـداري گرديدنـد     آلمـان Merckكارخانـه ي  
در آب مقطـر     (PBSمورد استفاده بـه كمـك       هاي    محلول

بــا بهــره گيــري ازنــرم . تهيــه گرديدنــد) دو بــار تقطيــر
ــزار ــاري )(SPSS  version 11.0اف  one-way، روش آم

ANOVA    مختلـف از آنتـي     هاي     در مقايسه اثرات غلظت
  وLPOبــر رونــد ) مقايــسه درون گروهــي(هــا  اكــسيدان

  جهـت    t-test روش آمـاري     ن غلظـت و   يانتخاب موثرتر 
تيمـار  هـاي   گروههاي    دهبررسي ميزان اختلاف ميانگين دا    

مـورد  هـا   در ساير مقايسه)مرجع(با گروه شاهد   ) تجربي(
 ،از نظرآمـاري معنـي      >٠٥/٠pمقـدار   . استفاده قرارگرفتند 

حاصـل از ايـن پـژوهش       هـاي     داده.دار در نظرگرفته شد   
ايـن  .باشـند   مـي  به صورت سه تكرار مـستقل سـه تـايي         

بيـان   انحـراف اسـتاندارد      +بـه صـورت ميـانگين       ها    داده

    .شده اند
  

  
  نتايج

در غـشاء   هـا     اندازه گيري ميزان پراكسيداسيون چربـي     
   گاوهاي  اسپرم
  و بـه    LPOبر اساس نتايج، پس از استفاده از پروموتر            

) درصد/. ٢٥‐٢٥/٥(كار گيري محدوده غلظتي از آلبومين       
 درصــد از ٢٥/٥،غلظــت )ميلــي مــولار/. ٥‐٥(و تــورين 
لار از تـورين بـه عنـوان مـوثرين      ميلي مـو ٥/١آلبومين و   

 از ايـن دو آنتــي  LPOدر كـاهش دادن ميـزان   هـا   غلظـت 
به عبارت ديگر،اين دو غلظت     . اكسيدان انتخاب گرديدند  

از آلبومين و تورين بيـشترين مقـدار كـاهش را در ميـزان        
ــد  ــاي  معـــرف پراكـــسيداسيون چربـــي (MDAتوليـ هـ

هــاي  شــكل (>p)٠٠١/٠(محــيط باعــث گرديدنــد )غــشاء
تيماري حـاوي كـافئين وآهـن،    هاي  در تمامي گروه  ).٢و١

 نسبت به گروه شاهد افـزايش معنـي داري را           LPOميزان  
انتخاب شده  هاي    نشان داد كه پس از اضافه سازي غلظت       

اسپرمي، كاهش معنـي    هاي    به اين نمونه  ها    ازآنتي اكسيدان 
). ٤ و ٣ هاي    شكل( پديدار شد    MDAداري در ميزان توليد   

 ه اين نتايج و پس از بررسي مقايسه اي، به نظـر           با توجه ب  
رسد كه قدرت آنتي اكسيداني آلبومين در خنثي سازي            مي

در . بيش تر از تـورين باشـد  ها  روند پراكسيداسيون چربي  
اسـپرمي  هـاي     ايـن قـسمت نمونـه     هاي    مجموعه آزمايش 

متفاوت در طي روزهـاي جداگانـه مـورد ارزيـابي قـرار             
  . گرفتند

  
  گاوهاي  در اسپرمنش اكروزومي بررسي واك

  در هيچ    شده نشان داد كه      آميزي  رنگهاي     لام  بررسي     
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هاي حاوي  در نمونه) MDAميزان توليد (هاي غشاء  هاي مختلف از آلبومين بر پراكسيداسيون چربي  بررسي اثر غلظت‐١شكل 

  .ين مشاهده شد در حداكثر غلظت آلبومMDAترين ميزان توليد  كم. هاي گاو اسپرم

  
هاي حاوي  در نمونه) MDAميزان توليد (هاي غشاء  هاي مختلف از تورين بر پراكسيداسيون چربي  بررسي اثر غلظت‐٢شكل 

  .مولار تورين مشاهده شد  ميلي۱/۵ در غلظت MDAترين ميزان توليد  كم. هاي گاو اسپرم
  

ي هـا     سـلول   تيمار شده با كافئين و آهن     هاي      از گروه   يك
 در   فقـط  واجـد هالـه  هاي    دار وجود نداشت و سلول    هاله
  بنـابراين ). ٥شكل  ( گرديدند     مشاهده   شاهد  گروههاي    لام

اسـپرم در اجـراي     هـاي      رسـد عملكـرد سـلول       مي  نظر  به
تيمـاري  هاي     اكروزومي در گروه    مراحل مولكولي واكنش  

  . شديد شده است دچار اختلال
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هاي حاوي  در نمونه) MDAميزان توليد (هاي غشاء  هاي مختلف از كافئين بر پراكسيداسيون چربي  بررسي اثر غلظت‐٣شكل 

  ).جدا و يا به صورت تركيب با هم(هاي گاوبا و يا بدون حضور آلبومين و يا تورين  اسپرم
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي  در نمونه) MDAميزان توليد (هاي غشاء   بر پراكسيداسيون چربيسولفات آهنهاي مختلف از   بررسي اثر غلظت‐٤شكل 
  ).جدا و يا به صورت تركيب با هم(هاي گاوبا و يا بدون حضور آلبومين و يا تورين  حاوي اسپرم

  
  گاوهاي  در اسپرم DNAهاي  بررسي ميزان شكست

   حاضـر، مـشخص شـد كـه          پژوهش   نتايج   به  با توجه      
 بـروز    ث از كافئين، وآهـن، باع ـ       مورد استفاده   هاي  غلظت
 گـاو در   اسـپرم هاي   سلول DNA در ساختار  جزيي آسيب
 شـاهد غيـر معنـي         گـروه    بـه   نـسبت  ( تيمـاري هاي    گروه

  موجـود در سـاختار   هـاي  آسـيب .  گرديدند<p)٠٥/٠دار،

DNA تيمار  شـده   (  شاهد مثبت  در گروه  اسپرم هاي سلول
   قطعـه    قطعـه    صـورت    به  )  ميلي مولار  ١٠با آب اكسيژنه    

  ). ٦شكل ( گرديدند   مشخص  هسته شدن
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 ٩٢

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در )فلش نشان دهنده منطقه هاله ذوب ژلاتين(. هاي گاو رنگ آميزي شده با كوماسي بلو در گروه شاهد منفي اسپرم ‐ ٥شكل 
 ). ×٤٠٠(اطراف سر سلول اسپرم است

  
  
  
  
  
  
  
  
  

فلش ).  ميلي مولار١٠تيمار شده با آب اكسيژنه (روه شاهد مثبت ر گدهاي گاو رنگ آميزي شده با نيترات نقره  اسپرم ‐٦شكل 
) DNAبدون شكستگي در (هاي سالم  اسپرم. است) DNAهاي  شكستگي(نشان دهنده سلول اسپرم با هسته قطعه قطعه شده 
  ). ×٤٠٠(هستند   هاي يكدست تيره واجد هسته

  
  گيري  بحث و نتيجه

ــي  ــسيداسيون چربـ ــزان پراكـ ــي ميـ ــا  بررسـ ر دهـ
  گاو هاي  غشاءاسپرم

اسپرم كـه بـه دنبـال       هاي    نقايص عملكردي در سلول        
گردنـد، بـه عنـوان        مـي    برآنان پديدار   LPO و ROSاثرات  

از آن . يك عامل اصلي در بروز نابـاروري مطـرح هـستند    
تـوان بـه كـاهش درقـدرت تحـرك، اخـتلالات               مـي  ميان

ــشاء    ــسترده در غ ــدي و گ ــتلالات ج ــي، و اخ اكروزوم
هـا    اسپرم كه موجب تضعيف اتصال اين سلول      هاي    لسلو

  ).٣،۶،۹،۲۰ ،١،۲(شوند، اشاره نمود   ميبه سطح تخمك
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در پــژوهش حاضــر، اضــافه ســازي آهــن و كــافئين بــه  
.   گرديد  LPOروند  اسپرم گاو موجب گسترش     هاي    نمونه

علت افزايش پراكسيداسيون سلولي در حضورآهن مربوط       
 برطبق يك قاعده كلـي،      . به خاصيت كاتاليتيكي آن است    

فلزي با عمل واسـطه اي خـود قـادر بـه توليـد              هاي    يون
 محرك اصلي روند    )((OH.راديكال پرقدرت هيدروكسيل    

LPO (     از ديگر انواعROS     نظيرآنيون سوپراكسيد  ).O2
و )-

هــا  مجموعــه ايــن واكــنش.هــستند) H2O2(آب اكــسيژنه 
رابطـه   ويس بوده كه بـه صـورت         ‐موسوم به معادله هابر   

  ): ١٠(شود  ميزير نمايش داده
  يون فلزي                         

. O2
- + H2O2         . O2 + .OH + OH- 

 
موجود در محيط به     Cهم چنين مشخص شده كه ويتامين     

هـاي   عنوان يك عامل احياء كننده،موجب رها سازي يـون   
ــرآهن و مــس از ســاختار بيوشــيميايي غــشاء   فلــزي نظي

در هـا     ه و بدين ترتيب با وارد سازي اين يون        شدها    سلول
‐موسـوم بـه فنتـون و سـپس هـابر          هاي    مجموعه واكنش 

ويس، موجبـات گـسترش بـيش از پـيش پراكـسيداسيون       
هاي   در مورد مكانيسم  ). ٢١(سلولي را فراهم خواهد نمود    

عمل كافئين در افزايش دهي پراكسيداسيون سلولي موارد        
  . باشند  ميزير قابل بررسي

  MDA  ميزان  يكي از دلايل افزايش رسد كه  مي نظر به     
 . توليـد   افـزايش  تيمارشده با كافئين،هاي   در گروهLPOو

O2
 آنـزيم سوپراكسيدديـسموتاز       مهـار فعاليـت      در نتيجه  -

 مـورد    اسپرمي  مدل  در يك LPO در ايجاد     اثر كافئين .باشد
   ميلـي ١٠٠ ( ين كافئ  كه  شده  و مشخص    قرار گرفته   بررسي
 دار موجـود در      تيول  هاي      پروتئين   چرخشي  حركت)مولار
 افـزايش     و ايـن     داده   را افـزايش    ميكروسكوپيهاي     ميسل

 آنـزيم سوپراكـسيدسموتاز و در        مربوط به مهـار فعاليـت     

O2. توليد و اثـر    نتيجه افزايش 
در ). ٢٢(  در محـيط اسـت  -

جعفـري و   هـاي     نيز دو محقق ايرانـي بـه نـام         ٢٠٠٠سال  
 ميلـي   ٥‐٢٠هـاي     رباني نشان دادند كه كافئين در غلظـت       

O2 .مولار باعث افزايش شديدي در توليد
 شده كـه يكـي    -

 DNAزيــاد در ســاختارهــاي  از نتــايج آن بــروز شكــست
شـشي در مـوش اسـت       هـاي     ماكروفاژهاي مقيم آلوئـول   

در پس از تيمـار   LPO   ميزان  ديگر، افزايش از طرف).٢٣(
   گلوتـاتيون   سـطح   كـاهش   با كافئين رامي توان به    ها    اسپرم

جهـت    GSHوجـود  .  مربـوط دانـست   GSHاحيا، شده يا
 از  ROS و نيـز حـذف  LPO از گسترش رونـد   جلوگيري

ــوده محــيط ضــروري ــزان آن  ب ــاهش در مي  موجــب   وك
  بـه . خواهد شـد    اسپرمهاي  در غشاء سلول LPO  پيشرفت

 .mg/kg B.W( هـا   بـه مـوش   ن تزريق روزانـه كـافئي   دنبال
   در صد نـسبت ٥/٢٢ در حدود   كبدي GSH،سطوح)١٠٠

مـشخص شـده كـه       ).٢٤( يافـت      كـاهش    گروه شـاهد    به
هيدروپراكسيدها هاي     ذخاير راديكال   كافئين با آزاد سازي   

 رااز خود بـه       پرواكسيداني  نوعي فعاليت ها    از غشاء اسپرم  
 ديگـر    خود توسط  نوبه هبها      راديكال  اين.گذارد  مي نمايش

جديـد  هاي      و با ايجاد راديكال      شده   جذب  عناصر غشايي 
موجبـات تخريـب ايـن      هـا      عمل اسپرم   در غشاء و محيط   

  ).٢٢(نواحي را فراهم خواهند آورد
بـه عنـوان مـواد دوركننـده        هـا     كاربرد آنتي اكسيدان        

آزاد از محـيط اطـراف سـلول هـا، موجـب      هـاي    راديكال
  شده و بدين ترتيـب سـاختار         LPO سازي روند    فروكش

در سـال   . نيزمحفـوظ خواهنـد مانـد     ها    بيوشيميايي سلول 
، گروهي از محققين عنوان نمودندكه اضافه سـازي         ١٩٩٤

حاصـل از  هـاي   يك آنتـي اكـسيدان بـه مجموعـه اسـپرم      
سانتريفوژ مايع اسپرمي، موجب كاهش صـدمات سـلولي         

در راس اين   ).١(گردد ي م ناشي از اجراء اين روش بر آنان      
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 قــرار داشــته كــه خــود ناشــي از افــزايش LPOصــدمات 
در پـژوهش   ).۱‐۳( در محيط است     ROSغيرطبيعي ميزان   

حاضرمشخص گرديد كه كاربرد غلظـت هـايي معـين از            
 بسيار مـوثر و   LPOتورين و آلبومين در مهار سازي روند        

  . مفيد خواهد بود
   پراكـسيداسيون   يـزان  بـر م     اثر تـورين     تحقيق  در يك       

  بـا رژيـم  هـاي     مـوش  سلولي در جدار سرخرگ آئـورت    
، مـورد بررسـي       ) هفته ٤  به مدت ( غني از فروكتوز      غذايي

   ليپيـدي   قرار گرفت و مشخص شد كه ميزان پراكسيدهاي       
   در مـوش هـايي       به آنان    مربوط   كونژوگه  و ساير تركيبات  

 بودنـد،     كرده   دريافت   آشاميدني   با آب    را همراه    تورين  كه
در همين راسـتا،    ).٢٥( طور معني داري كاهش يافته بود       به

Balkanنــشان دادنــد كــه٢٠٠٢   در ســال  و همكــارانش    
 بـا    كونژوگـه   تركيبات و سطح MDA   ميزان كاربرد تورين

  ، كاهش    خرگوش   را در  پلاسماي خون، كبد و آئورت         آن
 كبـد بـدون       اكسيداني   آنتي   سيستم   مطالعه  در اين . دهد مي

   اثـر تنهـا بـه    رسد اعمال ايـن    مي  نظر  تغيير باقي ماند و به    
   در كـاهش   و تـاثير آن   تـورين   اكسيداني   آنتي   قدرت  دليل

  ). ٢٦( باشد  خون سرومهاي  دهي چربي
 تنها    نه  در مورد آلبومين نيز مشخص شده كه آلبومين            
 ٢ از فعاليـت فـسفوليپاز    شـي  نا  ليپيـدي   پراكـسيدهاي  بـه 

Aقـادر اسـت    بلكـه  سازد،  مي شده و آنان را بي اثر    متصل 
   بـر آن    علاوه.  كند  را نيز ترميم  ها     چربي  كه پراكسيداسيون 

 و كلاتـوري خـود،        اكـسيداني    آنتـي    خاصـيت    وسـيله   به
ــزات ــه اي  واســطه فل ــشرفت  باعــث  را ك      و گــسترش  پي
شوند را جذب نمـوده       مي سلولياكسيداسيون  هاي     واكنش

هم چنين در يك    ).١٠(سازد  مي  دور  و در نهايت از محيط    
 نيـز واجـد      گزارش جالب توجه آمـده اسـت كـه،آلبومين        

   را بـه     ليپيـدي    و پراكـسيدهاي     بـوده    پراكسيدازي  فعاليت

 و بـدين سـان آنـان را از            سـاخته    مبدل  مربوطههاي     الكل
  ). ٢٧(سازد  ي مدورها    سلول  عمل محيط

  
  گاوهاي  بررسي واكنش اكروزومي در اسپرم

اسـپرم در اجـراي واكـنش       هـاي     ميزان توانايي سلول        
اكروزومي به عنـوان عامـل تعيـين كننـده اي در بـاروري         
مطرح بوده وتضمين كننده فرايند لقـاح كامـل و مناسـب            

استحكام طبيعـي غـشاء نـه تنهـا بـراي متابوليـسم             . است
م ها،بلكه جهت اتصال موفق اسپرم به تخمك        طبيعي اسپر 

بخـشي از مرحلـه ظرفيـت       (و واكنش اكروزومي طبيعـي      
بوده كه به همراه با حركات شديد تـاژك         ها    پذيري اسپرم 

در دست يابي اسپرم به تخمك نقش مهمي داشته و منجر           
. اسپرم، لازم و ضروري است    هاي    سلول) گردد  مي به لقاح 

كـاربرد مـواد آنتـي اكـسيدان در         در اين ارتباط استراتژي     
جهت بهبـود هـر چـه بيـشتر وضـعيت اسـتحكام غـشاء               

به عنوان يك امر ضروري، مـورد نظـر پـژوهش           ها    اسپرم
اسـپرم  هاي    سلول). ٢٨(گران اين حوزه قرار گرفته است       

در طي روند اسپرماتوژنز حجم عمـده اي از سيتوپلاسـم           
هـاي    سـلول خود را از دست داده، بنابراين در مقايسه بـا           

سوماتيكي واجد مـواد آنتـي اكـسيدان كـم تـري بـوده و               
هـا    چنانچه پلاسماي مايع اسپرمي يا محيط زيست اسـپرم        

آنزيمي و غير   هاي    كه حاوي انواع زيادي از آنتي اكسيدان      
آنزيمي است، از آنان جدا گردد شـرايط بـسيار نامـساعد            

فـراهم آورده كـه اولـين       ها    وخطرناكي را براي اين سلول    
  ).١،۲( موجود در محيط خواهد بودROSپيامد آن هجوم

 در پژوهش حاضر، واكنش اكروزومي و بـه دنبـال آن        
تيمـار شـده بـا      هـاي     هضم لايه نازك از ژلاتين در گـروه       

نقايص القاء شده   از جمله   . كافئين و آهن مشاهده نگرديد    
اختلالات گـسترده در غـشاء      ها     در اسپرم  LPOتوسط اثر   
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 ٩٥

هـا     بوده كه موجب تضعيف اتصال اين سلول       سلولي آنان 
   ارائه   در جهت   كافئين). ٢،۹،۱۸(شوند  مي به سطح تخمك  

 از   مختلـف هـاي     گونـه هـاي      اسـپرم    پذيري  پديده ظرفيت 
  كـافئين بـا تغييـر غلظـت       . پستانداران نقشي اساسـي دارد    

  هـاي    آنـزيم    موجب افزايش فعاليـت      درون سلولي   كلسيم
   ترتيـب    و بـدين     شده   اكروزومي  كنشدخيل در پيشبرد وا   

 تخليـه محتـوي كيـسه        در طي پـژوهش حاضـر موجـب       
 از    قبـل   هيدروليتيكي آن در مرحله   هاي     وآنزيم  اكروزومي

.                           اســت دار شــده ژلاتــينهــاي   لام  بــه ســازي اضــافه
Funahashi and Nagai ــال ــه  ٢٠٠١ در س ــشان دادندك  ن

 خـود    اكروزومـي   و واكنش  پذيري   ظرفيت  موجب  كافئين
  ).٢٩(شود   ميبزهاي    در اسپرم  خودي به

     HSU نشان دادند كـه     ١٩٩١ نيز در سال      همكارانش  و 
 القـاء      قـادر بـه     ROS به عنوان يكي از انواع         اكسيژنه  آب

  مـوش صـحرايي اسـت     هـاي      در اسپرم    اكروزومي  واكنش
تــوان در   مــيديگــري رااز طـرف ديگــر مكانيــسم  ). ٣٠(

ارتباط با آب اكسيژنه عنوان نمود و آن اين كه ايـن مـاده              
  ويس مطرح    ‐به عنوان سوبستراي اصلي در واكنش هابر      

ــون  ــوده و درحــضور ي ــاي  ب ــال ه ــه راديك ــن ب ــاي  آه ه
نيـز بـه نوبـه      هـا     اين راديكال . شود  مي هيدروكسيل مبدل 

 در غـشاهاي زيـستي      LPO گـسترش  خود موجب القـاءو   
اهند شد و يكي از نتايج حتمـي آن ايجـاد اخـتلال در     خو

اكروزومي و سـپس مهـار واكـنش اكروزومـي          هاي    غشاء
  LPOهم چنين مشخص شده كـه القـاء رونـد     .خواهد بود 

 اسـپرم هاي    موجب مهار تبادلات يوني لازم جهت فعاليت      
    ). ٢٨،۳۱(شود مي

   داري   معنـي    كـاهش    در پژوهش حاضر، هر چند كه          
پـس از اضـافه سـازي    LPO      نهايي  توليد محصولاتدر

   عنوان   را به    آن  توان   گرديد،اما نمي   حاصلها    آنتي اكسيدان 

 عملكرد    چگونگي   ارزيابي   جهت   و معيار مشخصي    ملاك
 و    زيرا بازسـازي     در نظر گرفت     اسپرم  هاي   سلول  اكروزوم

   بـه    اسـپرم   هاي   غشاء سلول    به   وارد شده   هاي   آسيب  ترميم
 حاصــل   و آلبـومين   عملكـرد تـورين    توسـط  طـور كامـل  

هـا    واكـنش   ايـن  نيز در طي MAD   غلظت نگرديد و ميزان
   آنتـي    تـوان    رغـم   لـذا علـي   . خـود نرسـيد      حد طبيعـي    به

 تـرميم و بازسـازي       آلبومين، مقـدمات    و   تورين  اكسيداني
  . نگرديد  فراهم  طور كامل  به اكروزوم

  
  گاوهاي   در اسپرمDNAهاي  ميزان شكستبررسي 

  مانع از پيـشبرد  DNAاحتمالي در ساختار  هاي    آسيب     
روند لقاح نشده، اما اين امكان وجـود دارد كـه در آينـده              

  و  Barroso).١١(جنينـي منجرگـردد   هـاي   به ناهنجـاري 
 ROS عنـوان نمودنـد كـه مقـدار       ٢٠٠٠همكارانش در سال  

تـوان بـه عنـوان يـك عامـل           مي توليد شده در محيط را        
  بـه شـمار آورد    DNAپيشگويي كننده در بروز آسيب در       

در پژوهش حاضر، اضافه سازي كافئين و آهـن بـه       ). ٣٢(
شـديد و   هـاي     اسپرم گاو منجر به بروز آسـيب      هاي    نمونه

 و  Lopez.                 نگرديدDNAمعني دار در ساختار
   صورت  به ROS  كه دادند  نشان١٩٩٨همكارانش در سال 

 در    ايجـاد آسـيب      قادر به    و در دراز مدت      زمان   به  وابسته
   اثراتي  و چنين  بوده  انسان اسپرمهاي   سلول DNAساختار

  بـه ). ٣٣(يابنـد    مي   تعديل   اكسيداني  با استفاده از مواد آنتي    
   چگـونگي    آن   كمـك    به   بتوان   كه   دقيقي   مكانيسم  هر حال 
   اسـپرم  هـاي   سـلول  DNAين و آهن را بر سـاختار اثر كافئ
  .  نيست  مشخص  درستي  نمود، به توجيه

) ROS     اكـسيداسيون  قـادر بـه  )   اكـسيژنه   آب  ويـژه  بـه   
  هاي ها در سلول  پروتئين  برخي   و هم چنين DNAبازهاي
  هـاي    ايجـاد پـل      منجر به    اكسيداسيون   و اين    بوده  مختلف
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در ساير ).٣١( خواهد شد DNA ي دو رشته   در بين عرضي
نشان داده شده كه يك همبـستگي منفـي بـين           ها    پژوهش

 و كيفيـت مـايع اسـپرمي از نظـر        DNAهـاي     ميزان آسيب 
وجـود دارد   ها    شكل، قدرت تحرك، وتوان باروري اسپرم     

 و بـا در نظـر گيـري           مطالـب    اين   به  با توجه ). ٩،١١،٣٤(
   رغـم    علـي    اظهار نمود كه    نتوا  اين پژوهش، مي  هاي     داده

 حـاوي    هـاي   در محـيط  هـا      چربـي   وجود پراكـسيداسيون  
 آزاد و    هـاي    مقدار راديكال    آن كه    علت  كافئين و آهن،  به    

   اسـپرم  هـاي  سـلول  DNA   اطراف  در محيط   كافي ROSيا
  DNA شـديد در  هـاي   نگرديده بود، لذا آسـيب  گاو فراهم

   اختلافـات    ديگـر آن كـه      تـه نك.  نگرديـد    و ثبـت    مشاهده
   جانوري، موجب  مختلف  هاي  ها و گونه     جنس  موجود بين 
   اسـپرم  هـاي   سـلول  DNA در سـاختار   متفاوت بروز نتايج

در ايـن قـسمت دو      . گـردد    اكسيداتيو مي    استرس  متعاقب
   بـين   اخـتلاف ‐اول:  مـد نظـر قـرار دارنـد       مهـم   اختلاف

ها و نيـز غـشاء     سلول ايي غشاء پلاسم ساختار بيوشيميايي 
   مقاومت   ميزان   طور مسلم    به   كه   اسپرم  هاي   سلول  اي  هسته

   اكـسيداتيو از خـود نـشان         اسـترس    را در مقابـل     متفاوتي
 و   مختلـف   اكـسيداني   آنتـي   وجود منابع‐دهند، و دوم  مي

 در   اسـپرم  هاي  سلول  هسته  و شيره   در سيتوپلاسم   متفاوت
 مختلف جانوري، كه در ايـن ارتبـاط       هاي  هها و گون    جنس

  هـاي    سـلول    اكـسيداني    آنتـي    توان   اظهار نمود كه    توان  مي
   در انـسان    آنـان    مـشابه   هاي   با سلول    گاو در مقايسه    اسپرم

 را در   بيـشتري   نيـز مقاومـت   آنـان  DNA بيشتر بوده، لـذا 
آزاد محيط از خـود بـه نمـايش    هاي  مقابل هجوم راديكال 

  . نيز خواهد داشت  بيشتري رده،  و بنابراين مصونيتگذا
  

  تشكر و قدرداني
بــدين وســيله از مــسؤلين دانــشگاه پيــام نــور مركــز      

اصفهان به جهت تامين منـابع مـالي ايـن پـژوهش و نيـز               
مساعدت جناب آقاي  دكتر بهزاد شـارقي رئـيس محتـرم            
   دانشكده علوم دانشگاه شهركرد، و همكاري جناب آقـاي         
ــشگاه     ــرم آزماي ــناس محت ــيدايي كارش ــول ص ــيد رس س
ــشگاه    ــي دان ــست شناس ــروه زي ــانوري گ ــوژي ج فيزيول

  .گردد  ميشهركرد، تشكر و قدرداني
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