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ABSTRACT 

Background and aim: Cryopreservation is one of the common techniques in the management of 

infertility, which can damage the sperm cell and its function by producing reactive oxygen 

species. To determine health and fertility of cryopreserved sperm, we evaluated different markers 

in infertile men. The aim of this study was to investigate the effect of biotin and folic acid on 

motility, viablity, shape, chromatin density and membrane integrity of cryopreserved and thawed 

sperm in normozoospermic men. 

Materials and Method: In this experimental study, 30 samples were collected from 

normozoospermic men. Every sample included fresh pre-cryopreservation group, cryopreserved 

control groups, biotin (10 mM), folic acid (50 nM), and combination of biotin (10 mM) and folic 

acid (50 nM) groups. Sperms were frozen for two weeks using the usual freezing technique at -

196 ° C and then thawed. Samples were evaluated for motility before and after freezing using 

computer-aided sperm analysis software. We assessed sperm viability by eosin-negrosin staining, 

chromatin density by toluidine blue staining and membrane integrity by hypo osmotic swelling 

test. 

Results: Before cryopreservation, motility, viability, chromatin density, sperm membrane 

integrity were higher and the number of immotile sperms were lower in all groups (p <0.001). 

Quality of chromatin was higher in the groups of folic acid, biotin + folic acid and biotin than in 

the control group. Mean sperm viability was higher in the three above mentioned groups than in 

the control group. We found higher sperm membrane integrity in the folic acid, biotin and 

combination groups than in control group (p <0.001). After cryopreservation, a positive 

correlation was found between sperm chromatin quality and membrane integrity. 

Conclusion: Biotin and folic acid showed a protective effects on chromatin quality, membrane 

integrity, viability of the sperms and played an important role in maintaining sperm parameters 

after cryopreservation. 
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 38-1400/49  آبانو  مهر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

غشا  يتو تمام کروماتين تراکم ،شکل ،ياتح ،بر حرکت يدفوليکو اس بيوتين تأثير بررسي

 .نورموزواسپرمي مرداندر  و ذوب شده انجماد اسپرم
 .5دشتی فضللا، ابو6،4شیلا اسحاقی ،6،3 دشتی رضا غلام ،6،2ایرانپور ،فرهادگلشن1منتظری ریحانه

 0000-0001-5414-6118 :ارکید کد .ایران ،اصفهان ،تشریحعلوم  گروه ، پزشکی دانشکده اصفهان، پزشکی علوم ، دانشگاه. دکترای پزشکی1

 .0000-0002-2725-6423 :ارکید کد .ایران ،اصفهان ،علوم تشریحی گروه ،پزشکی دانشکده ،علوم پزشکی اصفهان دانشگاه ، یاردانش .2

 ،dashti@mui.ac.ir: الکترونیک پست :مسئول نویسنده ایران. ،اصفهان ،تشریحی علوم گروه ،اصفهان پزشکی علوم دانشکده ،اصفهان پزشکی علوم دانشگاه ،استاد .3 

  0000-0003-3390-3233 ،کد ارکید:03137929040:تلفن

 0000-0001-9181-8761:ارکید کد .یرانا ،اصفهان ،اصفهان پزشکی علوم دانشگاه ،بهشتی شهید بیمارستان ،زمایشگاهآ کارشناس .4

 0000-0001-8088-2020 :یدارک کد .ایران ،شهرکرد ،پزشکیدامه دکدانش، آزاد شهرکرددانشگاه  ،پزشکیحرفه ای دام یدکترا .5

 .یرانا ،اصفهان ،اصفهان پزشکی علوم دانشگاه-بهشتی شهید یمارستانب مریم. حضرت ناباروری و یمرکز باور .6

 

 چکیده

اکسیژن موجب آسیب سلول  فعال هاییکالرادبا تولید  ،ناباروری است-در باروری یجای ریکی از تکنیک انجماد :زمینه و هدف

 .استناباروری  مرداندر مارکرهای مختلف  یابیارز ،و قدرت باروری اسپرم انجماد سلامتتشخیص . شودیمآن  و عملکرداسپرم 

 انجماد اسپرم غشا یتو تمام تراکم کروماتین ،شکل ،یاتح فولیک بر حرکت،اسید بیوتین و  یرتأثبررسی ما  هدف ،این مطالعه در

 .استی نورموزواسپرم در مردانو ذوب شده 

 ،انجماادشامل گروه تاازه قلال از  ،شد. هر نمونه یآورجمع ینمونه نورموزواسپرم 30تجربی،  یمطالعهاین  در :ها روش و مواد

فولیاک  اساید و (mM10)و ترکیاب بیاوتین  (nM50)  اسایدفولیک ، (mM10) یاوتین، بشاده ی کنتارل انجمااد یهاگروه

(nM50). و سپس ذوب شدند. نمونه ها  ماانج گرادیسانت یدرجه -196در دمای ماد انجتکنیک رایج  اببه مدت دو هفته  هااسپرم

شد. حیات اسپرم با ارزیابی  computer-aided sperm analysisحرکت با نرم افزار آنالیز اسپرم از لحاظ انجماد قلل و بعد از 

 hypoتمامیات غشاا باا  ( وToluidine blueبلاو  کروماتین با رنگ آمیزی تولوییادین  تراکم نگروزین،-رنگ آمیزی ائوزین

Osmotic swelling Test شدند. بررسی 

 حرکاتیب یهااساپرمو بیشاتر  هاگروهدر همه  غشا اسپرم یتتمام تراکم کروماتین، ، شکل ،یاتح حرکت،انجماد  از قلل :یافته ها

باود.  بیشتر کنترل هبنسلت  وبیوتین فولیکدسیا+بیوتین ،اسید فولیک هایگروه درکروماتین، . کیفیت (>p 001/0شد   دیده کمتر

 دو هار یابو ترک بیاوتین ،اسایدفولیک یهاادر گروه ساالم غشاا باا باود. اساپرم کنتارل از بیشتر گروه در سه اسپرم حیات میانگین

 شد. دیدهم پس از انجماد ارتلاط مثلت بین کیفیت طلیعی کروماتین اسپرم و یکپارچگی غشا اسپر. (>p 001/0بود   بیشترازکنترل

 حفا  در مهمای نقا  و اساپرم یااتح ساالم، یغشاا کرومااتین، کیفیات روی محافظتی اثر فولیک اسید و یوتینب :گیرییجهنت

 .داشت انجماد از بعد اسپرم یپارامترها

 .انجماد ،اسپرم ،حیات ،ینکرومات فولیک، یداس بیوتین، :یدیکل یهاواژه

 7/2/1400یرش:پذ 6/2/1400اصلاحیه نهایی: 1/3/98وصول مقاله:
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 40غلامرضا دشتی    

 1400  آبانو  مهر/  ششدانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و مجله علمی 

 مقدمه

پرکاربرد در زمیناه  هاییکتکناسپرم از جمله  انجمادفرایند 

ایان تکنیاک  در .اساتباناک اساپرم باروری و نابااروری و 

شاایمیایی  یهاااواکن اسااپرم از آساایب ناشاای از  یهاساالول

و امکاان ذییاره اساپرم باه مادت  شاوندیمی محافظت سلول

 منظااور حفاا  ن روش بااهایاا .(1-4 کناادیمطااوینی فااراهم 

قلال از شاروش شایمی  مردان ملتلا به سارطان بیماران باروری

یا اعمال جراحای باا احتماال آسایب باه  یوتراپیراد درمانی،

 یازن و انزالای مشکلات اب اییضهب نارسایی احتمال با بیضه ها

جهت ذییره اساپرم وازکتومی  جراحی عمل تحت مردان در

 تکنیاک این امروزه .(4- 5 شودیماستفاده  انجماداز فرآیند 

 دست به اسپرم نگهداری در بلکه انزالی یهادر اسپرم تنها نه

 intracytoplasmicانجااام  جهاات بیضااه از بافااتآمااده 

sperm injection (ICSI) 5 گیردیم قرار استفاده مورد) .

 چارب غیار انداران دارای اسایدغشا پلاسما سلول هاای پسات

ساس باه آنازیم لیپیدپراکسایداز است که ح (PUFA) اشلاش

می باشد و ایان آنازیم در اثار رادیکاال هاای آزاد اکسایژن 

(ROS)  باعث تخریب ماتریکس و ایاتلال عملکارد اساپرم

آزاد  هاااییکالرادتولیااد دایلاای  ،گاماات هااا.(6 ماای شااود

 هااییکتکنیط آزمایشاگاه و و همچناین محا دارند اکسیژن

 ،کشاات حایطم مرئی،ترکیاب نااور ازجملاه کماک بااروری

 طاایو  کردنااد سااانترفیو  اکساایژن، غلظاات دماا، ،PH ،دارو

  فعاال هاای رادیکاال تولید در اسپرماتوزوآ، نیز سازی آماده

 تغییر یا ROS عملکرد .(7 - 8 هستند مؤثر (ROSکسیژن  ا

 باه اساپرم DNA حساسیت افزای  باعث اسپرم پروتامین در

پرم و پیوناد اس DNAبازهای  .(9 شودیمن آ شدن تکه تکه

حساس هساتند و موجاب  ROSفسفودی استراز به صدمات 

عرضی پاروتیین هاا و تجزیاه شادن  یوستگیپ تخریب بازها،

DNA  هاا موجاب ینثای  اکسایدانیآنت. (10- 11 شودمی

در سامن مای  ( موجوو ROS) رادیکال هاای آزاد اکسایژن

و آنتاای  ROSبااه طااور طلیعاای بااین تولیااد . (12,11 شااود

ولای در  ای سامن تعاادل نسالی دیاده مای شاوداکسیدان ها

یوردن تعادل موجب تشادید اثارات مخارب  به همصورت 

تاا حادودی  تاوانیم اکسایدانیآنتو باا اساتفاده از  شودیم

باه عناوان آنتای  E یتاامینو مصارف. (13 کاردتعادل حف  

اسپرم یرگوش ناشی  DNAموجب کاه  آسیب اکسیدان 

ویتامین  .(14 شودمی  هنو آاز مصرف غذاهای پرکلسترول 

C  موجاب  اسات اکسیدانییآنت یاصیت دارای کهو منتون

هاای اساپرم  و حمایت از سلولاسپرم  DNAآسیب  کاه 

مای  آسایکلوویرسیتوتوکسای اثار مقابل در آپوپتوز  در برابر

 محلاول ویتاامین 9اساید فولیاک یاا ویتاامین ب . (15 شوند

اسات. اساید  انیاکسید آنتی یاصیت دارای که درآب است

 .(16 باشاد مای ویتاامین ایان وصاناعی سنتتیک فولیک فرم

 وتکامال رشاد یبارا مهم مغزی ریز ( یک7 ویتامین  بیوتین

 هااای واکاان  همااه در آناازیم یااک کااوا عنااوان بااه و اساات

 گلوکوناؤ نز  چارب، اسایدهای درسایت کربوکسیلاسیون

 قا ن پاورین نوکلیوتیاد دوبااره وسانتز آمینواسید متابولیسم

 دوران در بیاوتین کملاود کاه اناد کرده ثابت مطالعات دارد.

 میشاود  همساترها و هاا درماوش تراتو نسایتی باعاث جنینی

 ناشاانایته هنااوز اسااپرم عملکاارد روی بیااوتین اثاار اگرچااه

بیاوتین  غلظت بهترین که داده نشان ای در مطالعه. (17 است

nM 10دوز افاازودندر مطالعااه ی دیگااری  .(17 اساات 

nmol/L 50 اساپرم انجماادقلال از  محایط باه فولیک اساید 

 وحرکت حیات شامل اسپرم پارامترهای بهلود موجب انسانی

رای اسپرم ب انجمادبا توجه به استفاده از روش . (18 شود می

حف  باروری و نق  آنتای اکسایدان هاا در کااه  اثارات 

بررسای در ایان مطالعاه ما  هدف ،آزاد اکسیژن هاییکالراد

باار روی ک و بیااوتین را فولیاا اسااید افاازودن دو ماااده ریتااأث

غشاا  یتتمام ،شکل ،یاتح حرکت،پارامترهای اسپرم شامل 

در  و ذوب شاده انجماااد و میازان آسایب کروماااتین اساپرم

 کااه  باه سامت بتاوان تاا .باشدیم نورموزواسپرمی مردان

 فرایند در ها اسپرم بقا و باروری وافزای  مصرفی های هزینه

 .باشد داشته دانجما
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 بررسی تاثیر بیوتین و اسید فولیک بر ...   41

 1400  آبانو  مهر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 مواد و روش ها

 نگار ینادهآ (experimental) از نوش کارآزماییاین مطالعه 

 علاوم دانشاگاه کمیتاه ایالا از مجاوز ایذ پس از بوده که 

 نموناه 30 جمعیات ماورد مطالعاه د.انجام ش اصفهان پزشکی

مراجعااه کننااده بااه مرکااز مااردان نورموزاسااپرم  اسااپرم مااایع

بهشتی اصفهان در ساال  شهید مارستانباروری و ناباروری بی

از نمونه ها به روش نموناه گیاری تصاادفی  .گرفت انجام 97

دارای معیارهاااای  ساااال و 45تاااا  25سااانین  باااین افاااراد

رهااااای سااااازمان جهااااانی نورموزواسااااپرمی طلاااا  معیا

و باا شاامل ماوارد زیار  (19 2010در سال(WHO)بهداشت

م از پرسااماایع  های نمونه گرفتن رضایت آگاهانه انجام شد.

و  ندروز پاای  مقارباات نداشاات 4الاای  3مردانای کااه حااداقل 

 .شد گرفته استریل درظروف

 کشات ودرمحایط شاده شساته درآزمایشگاه ها نمونه سپس

 هااا د.آنالیزنمونااهیگرد نگهااداری( Ham᾿sF10  آللااومین

گرفت.  صورت جهانی بهداشت سازمان استانداردهای مطاب 

سیم کردیم و یک قسمت آن قلال قسمت تق 5نمونه ها را به 

 حیاات مورفولاو ی، شامل: غلظات، پارامترهای یزم انجماد

  کروماتین مورد بررسی قرار گرفت کیفیت اسپرم، وتحرك

 2قسمت باقی مانده را هر کدام جداگانه در ویاال هاای  4 و

 فریاز محایط باا انجمااد  چهارگروهدر (cryovial)سی  یس

 محایط باا انجمااد ،کنترل( روهاکسیدان  گ آنتی بدون اسپرم

 فریاز باامحیط انجماد ،بیوتین  mM10غل  حاوی فریزاسپرم

 محایط باا انجمااد فولیاک اساید nM50غلظت حاوی اسپرم

 فولیاک و غلظات اساید nM50غلظات  حااوی اساپرم فریز

mM10 و یاار  انجمااد دو هفتاه از بعاد هاا نموناه ،بیوتین 

 بررسی شد. پرماس پارامترهای لحاظ از ومجدداشدند  ذوب

  اسپرم: وذوب انجماد روش

 vitrolife  (Spermشرکت از انسانی، اسپرم فریز یطمح

Freeze Solution,Vitrolife, Goteborg, 

Sweden)هایویال از استفاده با اسپرم فریز .شد یریداری 

 پروتکل  اساس بر وذوب فریز مراحل که سی سی 2فریز 

vitrolife توصیف که هاییگروه برطل  .گرفت انجام 

 هردوغنی یا بیوتین یا فولیک اسید محیط با این شدند،

 اکثری حد منظورحف  به انجماد مراحل .ندشد سازی

 انجام دقت و زمان درکوتاهترین اسپرم عملکرد و قابلیت

 تمامی مطالعه نیاز طل  بر شد، بیان همانطورکه ابتدا شد.

 بررسی پایه یهاداده داشتن منظور به وآنالیزها پارامترها

 مایع حرارت ی درجه که کردیم حاصل اطمینان شد. سپس

 حجم باشد. اتا  دمای با اسپرم برابر فریز محلول و سمن

 مخلوط هم با را سمن ومایع فریزاسپرم محلول از برابری

 فریز محلول قطره وقطره آرامی به اینصورت که به کردیم.

 با قطره هر از بعد و کرده اضافه سمن مایع به را اسپرم

 بسته. محکم را لوله درب سپس دادیم. تکان را لوله دقت

 نگهداری اتا  دمای در دقیقه 10از  بی  مدت به سپس

 وسپس ردیمک گذاری نشانه گروه حسب بر را هاویال شد.

 کردیم. اضافه ویال به به را شده تهیه مپرسمایع ا مخلوط

 3-1ضخامت  به ای صفحه روی را انجماد هایویال

مایع نیترو ن  حمام روی را وصفحه گذاشته سانتیمتری

 و مرحله این  باانجام قرار دادیم. دقیقه 30مدت  به (-196 

اقل  حد به ها آسیب ها، نمونه ناگهانی انجماد از پرهیز

 و بردیم فرو مایع نیترو ن دایل را ها سپس ویال رسید.(

از  کردیم. بعد ذییره گرادسانتی ی درجه – 196دردمای 

دو هفته ویال ها از تانک یار  و بایفاصله دایل ظرف 

دقیقه در حمام آب  10حاوی نیترو ن مایع و نهایتا به مدت 

 درجه سانتی گراد غوطه ور شده و سپس ارزیابی 2±35

 مورد ارزیابی قرار گرفتند. اسپرم یارامترهای

 ها: اسپرم مورفولو ی و غلظت حرکت، میزان تعیین روش

پرم بر اساس دستورالعمل ساازمان بهداشات جهاانی آنالیز اس

 World Health Organization WHO)  .انجااام شااد

 فاکتورهااا ازمهمتاارین کاایی اسااپرم ومورفولااو ی تحاارك

 نارم از اساتفاده بااکاه  باشد می فرد باروری پتانسیل درتعیین

 assisted sperm analysis (CASA) افزارکااامپیوتر

computer 20د گیری ش اندازه). 

 نگروزین:-ائوزین آمیزی بارنگ ها اسپرم حیات ارزیابی
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 نگاروزین-ائاوزین آمیازی رناگ باا اسپرم حیات بررسی 

 ذوب اسپرماتوزوآ ازمحلول قطره (. یک21 گرفت صورت

 مقطرمخلوط درآب را شده آماده %1ائوزین  دوقطره با شده

 به %10ازنگروزین  قطره 3ثانیه  30ازگذشت زمان  وپس شد

 شیشهای یمهای روی بر ازهرنمونه .گردید اضافه لولهرمح

 آزمایشاگاه دماای در شادن ازیشک پس شد  تهیه اسمیر

 100شایئی  بزرگنمایی عدسی با نوری میکروسکوپ توسط

 ودرصاد شاده شامارش اساپرم 200اقال  حاد تعاداد باه

 آمیازی رناگ گردیاد. درایان محاساله زناده اساپرمهای

 مرده های اسپرم که حالیدر سفید، رنگ به زنده اسپرمهای

 وباه رناگ کارده راجاذب ائوزین رنگ شده پاره باغشای

 (1(  شکل 21-22 ظاهرشدند قرمز

 مرده سلول عنوان به (bزرنگ ) قرم های اسپرم و زنده سلول (،aرنگ ) های بدون نگروزین. اسپرم-ائوزین آمیزی رنگ.1شکل .

 .×(1000 نمایی بزرگ نوری، میکروسکوپ)شد  نظرگرفته در

 تولوئیادین آمیازی رنگ با اسپرم کروماتین آسیب بررسی

 :  Toluidine Blue(TB) بلو

 تااراکم وکمیاات کیفیاات آمیاازی، رنااگروش  ایاان در

 اسامیرهای د.ناک مای رامشاخص اساپرم ی هسته کروماتین

 باه تاازه واساتون %96اتاانول  محلاول با را شده تهیه اسپرم

 دقیقه 30به مدت  گرادسانتی ی درجه 4دردمای  1:1نسلت 

 ی درجاه 4دماای  در دقیقاه 5ماادت  باه و کردهفیکسا

اسید انکوباه  هیدروکلریکنرمال  1/0 محلول در گرادسانتی

 بااآب مرتلاه 3و  دقیقاه 2مادت  باه هاا . اسالایددیمکار

 %05/0بلاو تولوئیادین درمحلاول ونهایتاا شاد مقطرشساته

 ورناگ داده قارار دقیقاه 10مدت  به %50درسیتراتفسفات 

 میکروساکوپ زیار در اساپرماتوزوآ 200. درهرنموناه شاد

و  بررسای برابار 100چشامی عدسای نماایی بزرگ با نوری

                اسااپرماتوزوآ، ساار آمیاازی رنااگ برطلاا  شااد.شاامارش 

 باه صافر نمره با شد.اسپرم به هر اسپرم داده 2تا  0هاینمره 

 دارای TB)   یعایطلیاا  نرمالکروماتین  دارای سلول عنوان

با کروماتین غیر طلیعی دارای سار باا  اسپرم وسر آبی روشن 

غیرطلیعای   سالول عنوان به 2و 1های  نمره بارنگ آبی تیره 

+(TB) 2(  شکل 22, 23 ه شدنددرنظرگرفت). 

 

 

 

 

 

 
 و :بنفش2یف( صورت خف به غیرطبیعی تیره )کروماتین آبی :1 (طبیعی روشن )کروماتین آبی بلو.: تولوئیدینآمیزی  رنگ .2شکل 

 .×(1000 نمایی بزرگ نوری، میکروسکوپ). غیرطبیعی( شدیدا ارغوانی)کروماتین
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 1400  آبانو  مهر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 HOST(Hypo Osmotic: بررسی تمامیت غشا به روش 

swelling Test): 

گارم 735/0 اساپرم در تاورم ایجادکنناده محلاول تهیاه برای

گارم دی فروکتاوز در  351/1سدیم سیترات دی هیدریاد و 

 1قسامت هاای  ساپس .آب یالص حال شاد لیتر یلیم 100

درجه  20با دمای منهای  انجمادلیتری از این محلول در  یلیم

استفاده برای هر نمونه یکی از  موقع سانتیگراد نگهداری شد.

دیم تاا نماودرجه قارار  37شده را در دمای انجمادویال های 

به ویاال  اسپرماز نمونه مایع  یکرولیترم 100گرم شد و سپس 

باه  درجاه 37 یدماادر  بعاد و یوب مخلوط کاردیم. اضافه

از مخلوط تهیه  یکرولیترم 10.سپس قرار دادیم یقهدق 30مدت

روی آن یمل گذاشتیم سپس شده روی یک یم قرارداده و 

با بزرگنمایی عدسی شیئی با استفاده از میکروسکوپ نوری  .

ند و اسپرماتوزوآ شامارش شاد 200از هر نمونه حداقل  100

در این شد.اسپرم های متورم با دم پیچ یورده محاسله  درصد

و متاورم  روش اسپرم های زنده با غشا سالم، دم پیچ یاورده

دم صااف و متاورم  ،واسپرم ها با غشای سلولی تخریب شده

 .(3شکل (24ند شدمشاهده نشده 

 
واسپرم های با دم صاف دارای غشا ( +HOST)غشا سالم یدارا های با دم پیچ خورده، اسپرم .HOSTآمیزی  رنگ .3شکل 

 .×(1000 نمایی بزرگ نوری، میکروسکوپ).(-HOST)ناسالم

 

 :آنالیز آماری

 SPSSVersion 20آناااالیز آمااااری از نااارم افااازار 

Inc.,Chicago.IL) ) مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفات. در

آنااالیز واریااانس وابسااته و  Tآماااری ایاان مطالعااه از آزمااون 

باه عناوان  > 001/0pمقادار  بررسی شاد. مقایسه ویکطرفه 

 سطح معنی داری در نظر گرفته شد.

 :نتایج

، در نمونه های تازه و قلال از 1 نمودارو1-3بر اساس جدول 

و بین تاراکم غیار طلیعای کرومااتین  ،و ذوبانجماد فرآیند 

ارتلااط مساتقیم وجاود کااه  اساپرم باا غشاال ساالم میزان 

فزودن بیوتین ااب، انجمادز پس اهمچنین  .(p<001/0  داشت

ساپرم فولیک به محیط کشت اسپرم موجب افازای  ا و اسید

که ت شداسالم غشال ها با تراکم کرماتین سالم و اسپرم ها با 

و نسالت باه قلال از  اسیدفولیک نسلت به بیوتین موثرتر باود

و  بیااوتین در حااالی کااه.انجماااد ایاان ارتلاااط معناااداری بااود

یاات و مورفولاو ی اساپرم شاد. حفا  ح باعثاسیدفولیک 

و باا شاکل طلیعای در گاروه هاای زناده میانگین اسپرم های 

بااود از گااروه کنتاارل  بیشااتردارای بیااوتین و اساایدفولیک 

 001/0>p ).  میانگین تراکم کرومااتین، حیاات در حالی که

اسپرم، اسپرم با غشال ساالم و اساپرم باا شاکل نرماال در هار 

طور معنااداری کمتار از قلال از  چهار گروه بعد از انجماد به

کااه  تاراکم کرومااتین، حیاات  .(> p 001/0 انجماد بود 

اسپرم، اسپرم با غشال ساالم و اساپرم باا شاکل نرماال بعاد از 

انجماد نسلت باه قلال از انجمااد باین چهاار گاروه ایاتلاف 

. همچنااین کاااه  تااراکم (>p 001/0 داشاات  یمعنااادار

 ه اسید فولیک کمتر از گروهکروماتین بعد از انجماد در گرو

، در گاروه بیوتین+اساید فولیاک باود اسید فولیاک+ بیوتین

کمتر از گروه بیوتین و در گروه بیوتین کمتر از گروه کنترل 
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درصااد اسااپرم بااا حرکاات پیشاارونده انجماااد، پااس از  .بااود

 (C)و حرکات درجاا (B)، حرکت پیشرونده کناد(A)سریع

کمتار از قلال از انجمااد در هر چهار گروه به طور معناداری 

در هر (D)بی حرکت  هایاما درصد اسپرم  (>p 001/0بود  

چهااار گااروه  بااه طااور معناااداری بیشااتر از قلاال از انجماااد 

کاه  حیات اسپرم در گروه کنتارل باه طاور معنااداری بود.

باین ساه گاروه  اماا( >p 001/0 باود  بیشتر از سه گروه دیگر

  .(< p 05/0 ت نداشوجود  یدیگر ایتلاف معنادار
 

 :تراکم کروماتین، حیات اسپرم، اسپرم با غشاء سالم و اسپرم با شکل نرمال قبل و بعد از انجماد در چهار گروه .1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 متغیر

 

 گروه

  بعد از انجماد قلل از انجماد

P-value 
انحراف  میانگین انحراف معیار میانگین

 معیار

 

 

تااااااااراکم 

 کروماتین

 <001/0 8/9 7/83 3/6 7/94 بیوتین

 <001/0 5/10 8/86 3/6 7/94 بیوتین+اسید فولیک

 <001/0 4/9 3/89 3/6 7/94 اسید فولیک

 <001/0 6/9 4/77 3/6 7/94 کنترل

 

 

حیااااااااات 

 اسپرم

 <001/0 01/13 4/42 9/8 1/65 بیوتین

 <001/0 7/11 4/39 9/8 1/65 بیوتین+اسید فولیک

 <001/0 5/9 5/37 9/8 1/65 اسید فولیک

 <001/0 1/9 6/22 9/8 1/65 کنترل

 

 

درصاااااااد 

اساااپرم باااا 

 غشال سالم

 <001/0 7/9 7/65 1/8 1/79 بیوتین

 <001/0 4/8 8/66 1/8 1/79 بیوتین+اسید فولیک

 <001/0 9/7 02/72 1/8 1/79 اسید فولیک

 <001/0 4/10 5/54 1/8 1/79 کنترل

 

 

درصاااااااد 

اساااپرم باااا 

 شکل نرمال

 <001/0 9/1 9/1 8/0 5/5 بیوتین

 <001/0 8/1 9/1 8/0 5/5 بیوتین+اسید فولیک

 <001/0 8/1 7/1 8/0 5/5 اسید فولیک

 <001/0 3/0 1/0 8/0 5/5 کنترل
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 1400  آبانو  مهر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 
 ازانجماد قبل به نسبت بعدازانجماد نرمال شکل با اسپرم و سالم غشاءا ب اسپرم اسپرم، حیات کروماتین، تراکم : کاهش1نمودار

 .درچهارگروه

 
 .اسپرم با حرکت پیشرونده سریع، حرکت پیشرونده کند، با حرکت درجا و بی حرکت قبل و بعد از انجماد در چهار گروه :2جدول

 

 متغیر

 

 گروه

  بعد از انجماد قلل از انجماد

P-value 
انحااااااااراف  میانگین

 معیار

انحااااااااراف  میانگین

 معیار

 

 

درصااااد اسااااپرم بااااا 

کاااات پیشاااارونده حر

 سریع

 <001/0 5/1 9/1 03/8 3/22 بیوتین

بیوتین+اسااااااااااید 

 فولیک

3/22 03/8 3/4 1/6 001/0> 

 <001/0 9/1 7/1 03/8 3/22 اسید فولیک

 <001/0 8/0 4/0 03/8 3/22 کنترل

 

 

درصااااد اسااااپرم بااااا 

 حرکت پیشرونده کند

 <001/0 7/11 6/15 3/8 3/41 بیوتین

بیوتین+اسااااااااااید 

 فولیک

3/41 3/8 5/15 5/13 001/0> 

 <001/0 9/8 4/12 3/8 3/41 اسید فولیک

 <001/0 2/12 8/17 3/8 3/41 کنترل

 

 

درصااااد اسااااپرم بااااا 

 حرکت درجا

 <001/0 3/5 6/9 3/4 5/23 بیوتین

بیوتین+اسااااااااااید 

 فولیک

5/23 3/4 4/7 4/4 001/0> 

 <001/0 01/6 1/10 3/4 5/23 اسید فولیک

 <001/0 4/4 1/7 3/4 5/23 کنترل

 

 

درصاااد اساااپرم بااای 

 حرکت

 <001/0 4/16 8/72 4/8 9/12 بیوتین

بیوتین+اسااااااااااید 

 فولیک

9/12 4/8 7/72 9/20 001/0> 

 <001/0 4/15 9/75 4/8 9/12 اسید فولیک

 <001/0 9/14 7/74 4/8 9/12 کنترل
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 1400  آبانو  مهر/  ششدانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و مجله علمی 

عد از انجماد نسبت به قبل از انجماد در چهار ب Dاسپرم  %افزایش  و Cو حرکت B، حرکت Aاسپرم با حرکت  %کاهش  .3جدول

 :گروه

 P-value انحراف معیار میانگین گروه متغیر

 

 

کاااه  درصااد اسااپرم بااا حرکاات 

 پیشرونده سریع

  2/8 4/20 بیوتین

 

32/0 

 4/8 03/18 بیوتین+اسید فولیک

 7/7 7/20 اسید فولیک

 1/8 9/21 کنترل

 

 

کاااه  درصااد اسااپرم بااا حرکاات 

 ونده کندپیشر

  6/15 7/25 بیوتین

 

64/0 

 1/17 5/25 بیوتین+اسید فولیک

 1/13 6/28 اسید فولیک

 3/14 5/23 کنترل

 

 

 کاه  درصد اسپرم با حرکت درجا

  9/6 9/13 بیوتین

 

21/0 

 1/7 1/16 بیوتین+اسید فولیک

 6/6 4/13 اسید فولیک

 6/5 4/16 کنترل

 

 

 حرکت افزای  درصد اسپرم بی

  9/16 9/59 بیوتین

 

89/0 

 9/21 6/59 بیوتین+اسید فولیک

 3/17 7/62 اسید فولیک

 8/14 8/61 کنترل

بعاد از انجمااد نسالت باه قلال از انجمااد باین چهاار گاروه ایاتلاف  D افزای  اساپرم حرکات و Cو حرکت  B، حرکت Aکاه  درصد اسپرم با حرکت 

 (.<p 05/0نداشت   یمعنادار

 

 حثب

و ترکیاب هار دو فولیکاسید تاثیر بیوتین و حاضر در مطالعه  

فرایناد مقابال گاروه کنتارل در به عنوان آنتای اکسایدان در 

نقا  مهمای پارامترهاای اساپرم حف  ر روی اسپرم ب انجماد

تراکم کروماتین با رناگ آمیازی ه یمطالع یندرا .ته استشدا

بیاوتین و  وفولیکااساید ،یدن بلو سنجیده و مشااهده شدئتولو

مطالعاات  کرومااتین دارد. بهتار حفا ترکیب هردو موجب 

گذشته نشان داده اند که فرآیناد انجمااد میتواناد بار پاارامتر 

های اساپرمی نظیار حرکات، بقاا و نیاز مااده ی  نتیکای آن 

(. در یک مطالعاه نتیجاه کرفتناد کاه 22اثرات مخربی دارد 

انجماد بار استرس اکسیداتیو نق  عمده ای در القای آسیب 

فکاوری و (. 24دارد  اسپرم انساان  DNAروی یکپارچگی 

همکاران نشاان دادناد افازودن آنتای اکسایدان اسایدفولیک 

داشات را باه هماراه اسپرم رت در  بهلود پارامترهای حرکتی

گازارش شاد ساطح پاایین  در مطالعه دیگاری ین( همچن25 

 .(26  می شود DNAفویت موجب افزای  آسیب 

ر، اثر مثلت کاربرد آنتی اکسیدان در محیط گدی اتدر مطالع

د و توانایی به حداقل رسااندن انجماد اسپرم را ثابت کرده اند

(. 28,27دارناد  انجمااد اساپرم کاه  قادرت بااروری ریاثت

Fortes  گاو نر و باا انادازه گیاری  133و همکاران با مطالعه

محتوای پروتامین اساپرم آن هاا و مشااهده ی ارتلااط آن باا 

گازارش کردناد کاه احتماای کملاود  DNAمیزان تخریاب 

پروتامین فاکتور تاثیر گذاری در تخریب و یا آسیب پاذیری 

DNA 29 باشداین سلول ها می.) 

جلاااوگیری از فولیاااک دراساااید تااااثیر  مطالعاااهدرایااان 

همچناین  .داشاته اساتتین بیشتر از بیاواسپرم کروماتین آسیل

نگاروزین بررسای  -نحیات اسپرم که با رنگ آمیزی ائاوزی

بیااوتین و اساایدفولیک هاار دو موجااب افاازای  حیااات ، شااد
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اسپرم شدند ولی تفاوتی بین سه گروه بیوتین،اسایدفولیک و 

گزارش شاده  ،.در مطالعه یآنها مشاهده نشدهر دو ترکیب 

 نسلت اسپرم وبهلودحرکتکه بیوتین موجب افزای  حیات 

 .(17  اسات باوده ماوثر انجمااد درفرایناد کنتارل گاروه به

اسایدفولیک اثر مثلت کاربرد آنتی اکسایدان،  قللی مطالعات

محیط انجماد قلل از فرآیند انجماد اساپرم، درصاد حیاات به 

وحرکت اسپرم را بعد از انجماد در مقایساه باا گاروه کنتارل 

نتاایج .(22,18,11 ته اساتشا دا موجب بهلود حیاات اساپرم

یازان تاراکم هاای انجاام شاده در شارایطی کاه بار مپژوه 

راساتا باا نتاایج مطالعاه ی ماا کروماتین تاثیر گذار است، هم

 باشد.می

( 5پنتوکسای فیلین ویتاامین ب  یرتااث ،نتایج مطالعه ی دیگار

در فرایناد فریاز  HOSTروی تمامیت غشاا اساپرم باا روش 

مطالعاه گذشاته  .(30اسپرم در حف  غشا ماوثر نلاوده اسات 

زی ابازاری مهام بارای کاه تسات تاورم هیپاو اسام داد نشان

در  ارزیابی میزان آسیب غشایی ناشی از سیگار کشیدن است

اثار مثلات کااربرد دو حاضر در مطالعه (.31مردان ناباروری 

بررساای اسااپرم روی حفاا  تمامیاات غشااا ربااآنتاای اکساایدان 

 فولیااک هاار دو در حفاا  غشااا مااوثراسااید بیوتین و د،یااردگ

در حرکاات و ین فولیااک بیشااتر از بیااوتاسااید نااد و تاااثیر بود

مطالعه یک در همراستا با این نتایج، .ده استبوکیفیت اسپرم 

تعاداد وحرکات افازای   موجاب ،فولیاک اسایددرمان با  ،

 . (32 شد نسلت به گروه کنترل نرمالاسپرم سلول های 

تمامیات وسالامت کرومااتین از  بررسی این با توجه به نتایج

کاه  شاودپیشنهاد مایانجماد قلل و بعد از فرآیند ،غشا اسپرم

تواناد یکای از دییال تراکم غیر طلیعی کروماتین اسپرم مای

 حساسیت بیشتر تمامیت غشا اسپرم آن نسلت به آسیب باشد.

قلاال از فریااز،  یرسااد در مااردان نورموزواسااپرمنظاار ماای بااه

تمامیات غشااا  و TBارزیاابی وضاعیت تاراکم کروماااتین باا 

 انسایل بااروریحفا  پتنشان دهناده  HOSTاسپرم با روش 

نقشای حیااتی در ارزیاابی میتواناد  HOSTتسات باشد.  فرد

معیااوب دراسااپرم از طریاا   یغشااا .دشااابعملکاارد اسااپرم 

تشخیص داده می شود که ممکن است در  HOSTآزمای  

حالی  در باشد.مفید  HOSTبهلود میزان موفقیت در لقاح و 

یط در محبیوتین و اسیدفولیک آنتی اکسیدان  دو کاربردکه 

و ذوب، یاا باه علاارت بهتار در  انجمااد از قللانجماد اسپرم 

های در معرض آسیب، با انجام رنگ آمیزی نسلتا ساده نمونه

با اطمینان بیشتری به وضعیت سالامت می توان  TBو ارزان 

 .پی برد اسپرم کروماتین

 

 گیرینتیجه 

 ،کرومااتین کیفیاتبیوتین و اسید فولیک اثر محافظتی روی 

و نقا  مهمای در حفا  پاارامتر اساپرم  یاتح الم،س غشائ

اسپرم و تکنیک های وابساته باه  انجماددر فرایند  های اسپرم

اما برای تأیید این اثر تحقیقات بیشاتری یزم  ،داشته باشد آن

مطالعات آینده می تاوانیم از ترکیاب هار دو روش  در است.

 نیهمچنا اساتفاده کنایم. انجمادیوراکی و افزودن به محیط 

می توان تاثیر این دو ماده را در مردان با مشکل بااروری نیاز 

 قرار داد.بررسی مورد 

 

 تشکر وقدر دانی

وری دانشااگاه علااوم آ تحقیقااات وفاانمحتاارم از معاوناات 

 حمایت از این طارح سپاساگذاریم. دلیل به پزشکی اصفهان

بااه شااماره طاارح دکتااری پزشااکی ایاان مقالااه از پایااان نامااه 
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