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 مقدمه
گری هستند که با های واکنشهای فعال اکسیژن، مولکولگروه        

های بخش ها به، لیپیدها و پروتئینDNA مانند هاییتخریب بیومولکول

مختلف سلول مانند غشای پلاسمایی آسیب وارد نموده و باعث اختلال 

، Cederbaum و Wu ؛1984 همکاران، و MelloFilho) گردندمی سلول در

وسیله ه(. استرس اکسیداتیو بJackson ،2008و   Powers؛2003

  هیدروکسیل رادیکال و سوپراکسید مثل اکسیژن فعال هایگروه

وجود می آیند که نه تنها در محیط خارج سلولی وجود دارند، بلکه به

فرایند گلیکولیز و عنوان فراورده فرعی متابولیسم انرژی نیز طی هب

و همکاران،  Guerinآیند )وجود میهفسفریلاسیون در میتوکندری ب

های زیاد در رغم پیشرفت(. علی2005و همکاران  Balaban ؛2001

های که رویان رسدنظر میتولید رویان آزمایشگاهی در دو دهه اخیر، به

ترکیبات  ،PHمثل  های محیطیدلیل تفاوتهاین شرایط ب شده در تولید

های های اکسیژن آزاد، با رویانچنین سطح گروهمحیط کشت و هم

طبیعی از نظرکیفیتی متفاوت باشند. مطالعات نشان داده است که 

های اکسیژن ای مثل افزایش تجمع گروهشرایط محیطی غیربهینه

، و همکاران Gotoداری بر رشد رویان خواهد داشت )فعال تاثیر معنی

های اکسیژن فعال داخل عدم تعادل بین غلظت گروه (. چرا که1993

ها در میزان استرس اکسیداتیو ایجاد شده موثر اکسیدانسلولی و آنتی

رود که این استرس اکسیداتیو سلامت تولیدمثل و بوده و احتمال می

ویژه در مراحل اولیه تحت تاثیر قرار هرویان را ب ها و نهایتاًرشد تخمک

(. 2005و همکاران،  Agarwal ؛2003مکاران، و ه Agarwalدهد )

های اکسیژن فعال مانند تحقیقات نشان داده است که میزان گروه البته

توانند در عنوان مثال در جایی میهنمایند، بشمشیر دولبه عمل می

های کلیدی در فرایندهای فیزیولوژیک مفید و موثر ایجاد سیگنال

د باعث اختلال در دستگاه تولیدمثلی تواننباشند اما در جایی دیگر می

 (.2005و همکاران،  Agarwal ؛2003و همکاران،  Agarwalگردند )

مطالعات نشان داده است که استرس اکسیداتیو بالا تحت شرایط 

و  Khuranaآزمایشگاهی بر رشد اولیه رویان در نتیجه القای آپپتوز )

Niemann ،2000؛ Liu  وKeefe ،2000لگوی بیان ژن و (، تغییر در ا

و همکاران،  Rinaudo ؛2007و همکاران،  Harveyمتابولیسم رویانی )

و همکاران،  Sudano(، تجمع لیپید و کاهش کیفیت رویان )2006

استرس اکسیداتیو در نتیجه عدم تعادل  گذارد.( اثر منفی می2011

د. شومنی ایجاد می مایع در پلاسمای هااکسیدانها و آنتیبین اکسیدان

های مختلف مقابله کننده با استرس اکسیداتیو یکی بنابراین مکانیسم

از عناصر کلیدی بهبود کیفیت و رشد رویان در شرایط آزمایشگاهی 

دهد که با (. مطالعات نشان میTakahashi ،2012رود )شمار میبه

های کیفی اسپرم و توان فراسنجهزا میگیری یک عامل تنشکاربه

ر شرایط آزمایشگاهی بهبود بخشید. این پدیده که یک اووسیت را د

حد کشندگی است موجب القای یک پاسخ که همراه با  تنش زیر

 در تمام شود تقریباًهای بعدی میمقاومت نسبت به تنش موقت افزایش

های چندسلولی ها گرفته تا ارگانیسمسطح زندگی موجودات از باکتری

 العمل موجود از سه مرحلهکسمشاهده شده است. در سطح سلولی ع

حساس شدن، ارزیابی و سپس خنثی کردن آسیب وارد شده توسط 

هایی تشکیل نتیجه افزایش موقتی مقاومت به چنین آسیب تنش و در

های مکانیکی )استفاده از چون اعمال تنشهایی همشده است. روش

لراید، های اسمزی )استفاده از سدیم کهیدروستاتیک بالا( و تنش فشار

کارهای نه چندان مشخص هالوز وسوکروز( با سازوقندهایی مانند تری

امروزه مورد تحقیق  شوند،می ایویژه هایشدن پروتئین موجب فعال که

اند در معرض گیرند. مطالعات قبلی در گاو و موش نشان دادهقرار می

سلولی یا بلاستوسیت در مقابل  16تا  9قرار دادن زیگوت، رویان 

باری برروی تکوین رویان دارد و باعث یدروژن پراکسید اثرات زیانه

 ؛1999و همکاران،  Moralesگردد )تکه شدن رویان و آپپتوز میتکه

Feugang  ،اند که در(. اما مطالعاتی نیز نشان داده2004و همکاران 

ها در که استرس در دوره زمانی کوتاه و تدریجی به اووسیتصورتی

تا  30همراه خواهد داشت. هارد شود، اثرات مفیدی را بدوره بلوغ و

دقیقه فشار هیدروستاتیک باعث افزایش تکوین رویان خوک بعد  120

 Du( و بعد از انجماد )2008و همکاران،  Pribenszkyاز فعال شدن )

اند که یک ( داشته است. مطالعات دیگر نشان داده2008و همکاران، 

ک، سوکروز و ترهالوز در طول دوره ساعت استرس اسمزی توسط نم

شود بلوغ باعث افزایش کلیواژ و تولید بلاستوسیست بعد از انجماد می

(Lin  ،هیدروژن پراکسید اگزوژنوز درصورت غیر 2009و همکاران .)

های اکسیژن بسیار فعال مثل رادیکال هیدروکسیل فعال بودن به گروه

 Klaunigشوند )می تبدیل اتنیتر پروکسی مثل نیتروژن فعال هایگروه و

با توجه به مقدمه فوق، هدف از انجام این  (.Kamendulis ،2004و 

تحقیق، بررسی و مطالعه تاثیر سطح محدودی از استرس اکسیداتیو 

نر و تحریک آن به  گامت کشندگی بر حد با هیدروژن پراکسید و زیر

 باشد.یان میگشایی و اثر آن بر رشد روانجام واکنش دفاعی، پس از یخ

 

 هامواد و روش 

دامی جاهد  هاینهاده شرکت ژنتیکی مواد تولید تحقیق در مرکز این       

واقع در محمدشهر کرج انجام شد. از سه راس گاو نر نژاد هلشتاین با 

های اسپرم به سرعت گیری شد. نمونهاستفاده از واژن مصنوعی اسپرم

شد. درجه سلسیوس قرار داده  37به آزمایشگاه منتقل و در حمام آب 

های پس از بررسی حجم منی، غلظت اسپرم و درصد تحرک، نمونه

های آزمایشی به پنج منی با یکدیگر مخلوط شد و با توجه به گروه
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کننده ترتیب شامل رقیقهای آزمایشی بهبخش تقسیم شدند. گروه

، 10،50های حاویآندرومد بدون هیدروژن پراکسید )شاهد(، و گروه

، فرآیند انجمادبرای  میکرومولار هیدروژن پراکسید بودند. 200و  100

پر و  یتریلیلیم 5/0 یهایوتپا درهای آزمایشی ی منی گروههانمونه

گراد رسانیده سانتیدرجه  4 به سپس هایوتپای شدند. دما یبندبسته

 ها به دستگاه انجماد اسپرمیوتپا ساعت، 5/3گذشت  از شد و پس

ها به یوتپای دمایقه، با رسیدن دق 12 ند. پس از گذشتتقل شدمن

 یبا دما یعازت ما های حاویتانک ها بهنمونه گراد،سانتیدرجه  -140

ها ساعت پس از انجماد نمونه 72 .یافتند انتقالگراد ه سانتیدرج -196

رونده( یشپکل و  حرکت ها )شاملاسپرم تحرک میزان و شدند گشایییخ

 (CASA   Computer Assisted Semenافزاریتفاده از سیستم نرماس با

Analysis Animal Version 12.3 CEROS, Hamilton-Thorne 

Biosciences, Beverly, MA, USA) از بعد بلافاصله هایزمان در 

 گشایی و یک ساعت بعد از قرار گرفتن در انکوباسیون  دارای دماییخ

رحم دام ماده مورد  سازی محیطگراد به جهت شبیهدرجه سانتی 37

رونده اسپرم و ارزیابی قرار گرفت و اطلاعات مربوط به حرکت پیش

مانی اسپرم از حرکت کل اسپرم ثبت گردید. برای ارزیابی میزان زنده

این آزمون بر پایه میزان  استفاده شد.ین وزنگر-ینزئوآمیزی ارنگ

دیده بدرون غشا سلولی که آسینکروزین به-نفوذپذیری رنگ ائوزین

درون غشا سلولی بیانگر سلامت غشا است. باشد و عدم نفوذ رنگ بهمی

اگر سر اسپرم به رنگ قرمز و یا صورتی تیره در بیاید آن اسپرم مرده 

شود زنده تلقی و اگر سر آن صورتی روشن یا سفید شود محسوب می

مانده خود بگیرد ولی باقیگردد. اگر ناحیه گردن رنگ صورتی بهمی

دهنده مرگ سلول نیست، سلول مذکور زنده رنگ نگیرد نشان سر

دهنده نشست غشا در قسمت گردن آن است. است و این حالت نشان

میکرولیتر از نمونه اسپرم روی لام قرار داده شد و  10برای این کار 

وسیله هنمونه ریخته شد و ب رویین وزنگر-ینزئوشده ا رنگ آماده سپس

 10آرامی مخلوط شد سپس ا رنگ بهسر سمپلر نمونه اسپرم ب

آمیزی شده برداشته شد و بر روی لام میکرولیتر از نمونه اسپرم رنگ

آرامی گسترش داده شد. پس از جدید قرار گرفت و با یک لام دیگر به

 200خشک شدن، لام در زیر میکروسکوپ قرار داده شد و از هر لام 

ه و رنگ نشده محاسبه های رنگ شدو فراوانی اسپرم شد شمارش اسپرم

 Hos) =Hypoیکپارچگی غشای اسپرم از آزمون هاس برای بررسی شد.

Osmotic Swelling Test) پایه میزان استفاده شد. این آزمون بر

نخورده در محیط با فشار نفوذپذیری غشا سلولی یک سلول دست

فشار اسمزی  محیط ها درهایپواسموتیک است. قرار دادن اسپرم اسمزی

های با شود. سلولتر منجر به خمیدگی در ناحیه دم اسپرم میپایین

توانند انواع خمیدگی را در ناحیه دم داشته ساختار غشا سالم که می

گشایی بعد از یخ شوند.نظر گرفته میعنوان اسپرم سالم درباشند، به

لیتری تخلیه میلی 2داخل میکروتیوپ ها بهها، محتوی پایوتنمونه

سانتریفیوژ شد. سپس قسمت بالای g 1200دقیقه با  10مدت به شد و

میکرولیتر از منی  20کننده بود جدا شد و میکروتیوپ که حاوی رقیق

میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک هاس  200سانتریفیوژ شده به 

درجه  37دقیقه در داخل انکوباتور با دمای  30مدت اضافه شد و به

شد. سپس از نمونه  انکوبه شده سه قطره جداگانه گراد قرار داده سانتی

ها فازکنتراست ارزیابی میکروسکوپ و با استفاده از تهیه میکرولیتری 10

های با اسپرم شمارش شد و فراوانی اسپرم 200انجام شد. در هر لام 

های با دم گره چنین اسپرمخورده دارای غشای یکپارچه و هم دم گره

پس از سنجش تابعیت  شد. یکپارچه محاسبهنخورده دارای غشای غیر

های حاصل از انجام این پژوهش از توزیع نرمال، در صورت نیاز داده

ها استفاده و سپس همه داده  CoXBoxها از روش به نرمال کردن داده

تصادفی )تیمارهای مندرج در جداول یک تا  در قالب یک طرح کاملاً

ش آزمون مقایسه میانگین چند ها با روسه( آنالیز و مقایسه میانگین

بوده است.  5ای دانکن انجام شد. تعداد تکرارها برای هر تیمار دامنه

 درصد در نظر گرفته شد. 1احتمال بروز خطای نوع اول در این آزمون 

 

 نتایج
ارهای های حرکتی اسپرم تحت تاثیر تیمبه فراسنجه مربوط نتایج       

ه نوشته شد 1کوباسیون در جدول مختلف قبل از انجماد و پس از ان

اهد شترین میانگین حرکت در کل تیمارها، مربوط به تیمار است. بیش

هده میکرومولار مشا 50 از ترکم پراکسید هیدروژن تیمارهایی با غلظت و

(. نکته حائز اهمیت این است که گروه شاهد بدون >01/0P) شد

ژن ومولار هیدرومیکر 50و  10هیدروژن پراکسید با تیمارهای حاوی 

ت افزایش غلظ (.≤01/0P) داری نداشتندمعنی تفاوت با یکدیگر پراکسید

سید هیدروژن پراک میکرومولار( 200و  100میکرومولار ) 50تر از بیش

 های اسپرم شده بوددار در میانگین حرکت سلولباعث کاهش معنی

 کرومی 200که تیمارهای آزمایشی حاوی هیدروژن پراکسید طوریبه

  (.>01/0P) ترین میانگین حرکتی را از خود نشان دادندمولار کم

زیادی  نیز توجه شود، تشابه 3و  2ول شماره اجد اگر به نتایج       

ا هکه تمامی این فراسنجه چرا مشاهده است قابل حرکتی هایفراسنجه با

زیولوژی از دیدگاه فی هاآن همه و داشته رابطه یکدیگر با فیزیولوژیک نظر از

 نگماری تست رآبا یکدیگر همبستگی دارند. نتایج و آماری به نوعی 

 های زنده دردهد که تعداد سلولروزین نشان مینک-آمیزی ائوزین

 200ترین و در غلظت میکرومولار هیدروژن پراکسید بیش 10غلظت 

 (. >01/0P) میکرومولار هیدروژن پراکسید بدترین بوده است

 

 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjD84zX0LPYAhUGZlAKHQkqDPQQFggwMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.ivf1.com%2Fcomputer-assisted-semen-analysis%2F&usg=AOvVaw0o5VBKguehDO-xWz35mhgV
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjD84zX0LPYAhUGZlAKHQkqDPQQFggwMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.ivf1.com%2Fcomputer-assisted-semen-analysis%2F&usg=AOvVaw0o5VBKguehDO-xWz35mhgV
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 های حرکتی اسپرم تحت تاثیر تیمارهای مختلف: فراسنجه1جدول 

 

 نیگروزین-ائوزینآمیزی : نتایج مربوط به رنگ2جدول        

 

 : نتایج مربوط به تست هاس3جدول 

 تیمار
 خوردهبا دم پیچ هایاسپرم

خطای استاندارد ±میانگین   

 a 2/19 ± 50/06 شاهد

هیدروژنمیکرومولار پراکسید 10  52/69 ± 1/50 a 

هیدروژنمیکرومولار پراکسید 50  49/94 ±3/35 a 

 b 1/03± 40/18 هیدروژندمیکرومولار پراکسی 100

هیدروژنمیکرومولار پراکسید 200  39/11 ±0/91 b 
  

شود. مشاهده مینتایج حاصل از تست هاس  میانگین 3درجدول        

حرکتی را تایید نموده و افزایش  هاینتایج فراسنجه نیز کاملاًاین نتایج 

میکرومولار  50غلظت هیدروژن پراکسید در این آزمایش نیز تا سطح 

( و بیش از آن یعنی ≤01/0P) دار با گروه شاهد بودهبدون تفاوت معنی

نظر میانگین  میکرومولار از 50 زیر هایبا غلظت 200و  100 هایغلظت

 (.>01/0P) دار استخورده دارای تفاوت معنیهایی با دم پیچاسپرم
 

 بحث

ترین میانگین حرکت در کل تیمارها، مربوط به تیمار شاهد بیش       

میکرومولار  50تر از و تیمارهایی با غلظت هیدروژن پراکسید کم

(. نکته حائز اهمیت این است که 1( )جدول >01/0P) مشاهده شد

 50و  10گروه شاهد بدون هیدروژن پراکسید با تیمارهای حاوی 

داری نداشتند میکرومولار هیدروژن پراکسید با یکدیگر تفاوت معنی

(01/0P≥افزایش غلظت بیش .) 200و  100میکرومولار ) 50تر از 

دار در میانگین عنیمیکرومولار( هیدروژن پراکسید باعث کاهش م

که تیمارهای آزمایشی طوریهای اسپرم شده بود بهحرکت سلول

ترین میانگین حرکتی میکرومولار کم 200حاوی هیدروژن پراکسید 

ای، که از نظر مقایسه. با توجه به این(>01/0P) را از خود نشان دادند

ه تر از فراسنجمهمرونده چنین حرکت پیشو هم سریع حرکت فراسنجه

تری در افزایش احتمال آبستنی خواهند حرکت بوده و نقش بیش

توان ، می1های مندرج مربوطه در جدول داشت لذا با دقت در میانگین

 50استنباط نمود که غلظت هیدروژن پراکسید حداکثر تا مقدار 

میکرومولار باعث بهبود فراسنجه حرکت سریع شده است اما با افزایش 

میکرومولار، میانگین  50الارفتن غلظت آن از هیدروژن پراکسید و ب

دار نسبت به سایر تیمارها کاهش یافت حرکت سریع با تفاوت معنی

(01/0P<)ًمشابه در فراسنجه حرکت  . همین موضوع با روندی تقریبا

 رونده نیز مشاهده شد.پیش

دهد که آمیزی ائوزین نکروزین نشان میماری تست رنگانتایج        

میکرومولار هیدروژن پراکسید  10زنده در غلظت  هایتعداد سلول

میکرومولار هیدروژن پراکسید بدترین  200ترین و در غلظت بیش

میانگین نتایج حاصل از  3. درجدول (2)جدول (>01/0P) بوده است

های نتایج فراسنجه شود. این نتایج  نیز کاملاًمشاهده میتست هاس 

ت هیدروژن پراکسید در این حرکتی را تایید نموده و افزایش غلظ

دار با گروه میکرومولار بدون تفاوت معنی 50آزمایش نیز تا سطح 

با  200و  100های ( و بیش از آن یعنی غلظت≤01/0P) شاهد بوده

 تیمار
 میانگین حرکت 

خطای استاندارد±  

روندهمیانگین حرکت پیش  

خطای استاندارد±  

 میانگین حرکت سریع

خطای استاندارد ±  

 ab 22/98 ± 2/36 ab 17/67 ± 2/04 a 2/82 ± 30/95 شاهد

 a 34/55 ± 4/32 a 26/26 ± 2/98 a 4/96 ± 43/48 میکرومولار پراکسیدهیدروژن 10

 a 25/24 ± 3/87 ab 19/6 ± 3/22 a 5/42 ± 34/29 شاهد پس از انکوباسیون

 4/11a 28/46 ± 4/50 ab 22/16 ± 3/89 a ± 36/05 میکرومولار پراکسیدهیدروژن پس از انکوباسیون 10

 a 29/84 ± 4/79 ab 20/80 ± 4/04 a 7/04 ± 40/81 میکرومولار پراکسیدهیدروژن 50

 bc 7/11 ± 3/17 c 2/21 ± 1/06 b 4/09 ± 18/21 میکرومولار پراکسیدهیدروژن 100

 cd 3/90 ± 2/43 c 1/42 ± 1/21 b 3/40 ± 10/48 میکرومولار پراکسیدهیدروژن 200

 ab 21/11 ± 3/74 b 7/61 ± 2/30 b 4/11 ± 28/21 میکرومولار پراکسیدهیدروژن پس از انکوباسیون 50

 cd 2/83 ± 0/74 c 0/41 ± 0/08 b 0/58 ± 11/56 میکرومولار پراکسیدهیدروژن پس از انکوباسیون 100

 d 0/35 ± 0/15 c 0/05 ± 0/04 b 1/38 ± 2/80 میکرومولار پراکسیدهیدروژن پس از انکوباسیون 200

 تیمار
های رنگ نگرفتهاسپرم  

خطای استاندارد ±میانگین   

 ab 2/42 ± 66/25 شاهد

هیدروژنمیکرومولار پراکسید 10  70/14 ±  2/87 a 

هیدروژنمیکرومولار پراکسید 50  65/50 ±1/54 ab 

 ab 1/64± 64/69 هیدروژنمیکرومولار پراکسید 100

هیدروژنمیکرومولار پراکسید 200  59/05 ± 3/28 b 
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هایی با دم پیچ میکرومولار از نظر میانگین اسپرم 50های زیر غلظت

 .(>01/0P) دار استخورده دارای تفاوت معنی

شود که افزودن هیدروژن پراکسید فقط ونه استنباط میگلذا این       

های حرکتی، فراسنجه دار بهتری برمیکرومولار تاثیر معنی 50تا سطح 

ها داشته است اما با این وجود با تیمار شاهد مانی و ناهنجاریزنده

طرف دیگر غلظت  نداشته است. از پراکسید تفاوتی بدون هیدروژن یعنی

میکرومولار نیز باعث بدتر شدن  200و  100یعنی  50بیش از 

تواند بیان کننده های حرکتی شد. این نتیجه از یک جهت میفراسنجه

میکرومولار  50این موضوع باشد که تنش ایجاد شده تا سطج 

های قدر کم بوده که برای تحریک مکانیسمهیدروژن پراکسید آن

برخوردار  تقویتی حرکتی اسپرم پس از انکوباسیون از قدرت کافی

تر هیدروژن پراکسید یعنی نبوده است و از طرف دیگر نیز سطوح بیش

میکرومولار باعث پراکسیداسیون شدید و تخریب سلولی  200و  100

مانی شده است. بنابراین های حرکتی و زندهو بدتر شدن فراسنجه

گونه بیان نمود که نتایج آن اهمیت این تحقیق را شاید بتوان این

افتن دو دامنه غلظتی بالا و پایین هیدروژن پراکسید یعنی منجر به ی

هایی که حد پایین آن با گروه میکرومولار بوده است. دامنه 100و  50

دار نداشته و حد بالای آن نیز بدون هیدروژن پراکسید تفاوت معنی

های حرکتی شده است بنابراین پیشنهاد منجر به بدتر شدن فراسنجه

زمایش برای آل نتایج این پژوهش تکرار این شود که در تکمیمی

صورت همیکرومولار هیدروژن پراکسید ب 100تا  50های بین غلظت

های رگرسیونی انجام شود تا نقطه بهینه این غلظت بر فراسنجه

 .حرکتی تعیین شود

سازی دالبته زمان ایجاد تنش ملایم اکسیداتیو در فرایند سر       

ه حائز اهمیت است. این موضوع های مشاهده شداسپرم نیز در پاسخ

حائز اهمیت است که تنش اکسیداتیو در چه زمانی از سردسازی و به  

( در تحقیقی 1394مقدار ایجاد شده است. شرفی و همکاران )چه

 سازی های مختلف سردنشان دادندکه تنش ایجاد شده در زمان

ثیر قرار مثلی اسپرم گاو را تحت تاهای تولیدتواند کیقیت فراسنجهمی

های پیشنهادی غلظت در شاید مدت آن تاثیری نداشت، بنابراین اما دهد

 فوق زمان استفاده از عامل تنش نیز طی فرایند سردسازی بتواند 

 عنوان یک عامل موثر بر پاسخ مد نظر واقع شود.به

Sharma       (2015 نیز در تحقیقی مشابهُ تاثیر غلظت بالای )600 

های دقیقه را بر فراسنجه 30ر مدت زمان میکرومولار آب اکسیژنه د

 دار مشاهده نمودند.های اکسیداتیو معنیحرکتی و تنش
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