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Abstract 
Background and Objectives: Cryopreservation of sperm is a widely 

used technique to maintain and protect fertility men in certain 

conditions, such as infertility and malignancy treatments. The aim of 

this study was to determine the effects of cryopreservation on sperm 

functional and molecular parameters in infertile men with 

asthenoteratozoospermia.  

 

Methods: According to previous studies in this field, semen samples 

were collected from 20 people with asthenoteratozoospermia. A part of 

sample was first examined as a fresh sample before rapid freezing. In 

the following, the samples were freezed using rapid freezing protocol 

for 14 days in liquid nitrogen and then were thawed, and finally, the 

functional parameters were analyzed by sperm analysis method and 

DNA fragmentation was assessed using TUNEL test. Viability 

percentage was evaluated by eosin-nigrosin staining. Data were 

analyzed using paired t-test. 

 

Results: Cryopreservation led to significant decrease in sperm motility, 

viability, concentration, and normal morphology (p < 0.001). DNA 

damage significantly increased during cryopreservation (p < 0.01).  

 

Conclusion: Common cryopreservation process has detrimental effects 

on human sperm functional and molecular parameters and can reduce 

fertility potential.  

 

Keywords: Cryopreservation; Asthenoteratozoospermia; Semen 

analysis; DNA fragmentation. 
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 چکیده

انجماد اسپرم یک روش پركاربرد برای نگهداری و حفظ باروری مردان در  :زمینه و هدف

باشد. در این ارتباط، مطالعه حاضر با هدف  می بدخیمیشرایط خاص مانند درمان ناباروری و 

در مردان نابارور مبتلا به اسپرم و مولکولی  تعیین اثرات انجماد بر پارامترهای حیاتی

 آستنوتراتوزواسپرمیا انجام شد.

فرد مبتلا به  20با توجه به مطالعات پیشین در این زمینه، مایع منی  روش بررسی:

ی شد. بخشی از هر نمونه ابتدا به عنوان نمونه تازه مورد بررسی و آور آستنوتراتوزواسپرمیا جمع

آنالیز قرار گرفت. در ادامه به منظور بررسی اثرات انجماد، هر نمونه به روش سریع منجمد شد و 

ها ذوب گردیدند و در نهایت  روز در نیتروژن مایع ذخیره گردید. در ادامه نمونه 14به مدت 

 DNAاستفاده از روش آنالیز اسپرم و میزان شکست پارامترهای عملکردی با 

(Deoxyribonucleic acidاز طریق آزمون تانل بررسی شد. درصد زنده )  مانی نیز با استفاده از

زوجی تجزیه و  tها با استفاده از آزمون آماری  نگروزین سنجیده شد. داده -آمیزی ائوزین رنگ

 تحلیل گردیدند.

مانی، غلظت و مورفولوژی  سبب كاهش معنادار درصد حركت، زندهفرایند انجماد  ها: یافته

(. بر مبنای نتایج، P˂001/0های اسپرم بیماران مبتلا به آستنوتراتوزواسپرمیا گردید ) طبیعی نمونه

 (. >01/0Pطی فرایند انجماد افزایش معناداری یافت ) DNA میزان شکست

های عملکردی و مولکولی اسپرم  بر ویژگیفرایند مرسوم انجماد اثرات مخربی گیری:  نتیجه

 تواند موجب كاهش پتانسیل باروری گردد. انسان دارد و می

 .DNAها: انجماد اسپرم؛ آستنوتراتوزواسپرمیا؛ آنالیز سمن؛ شکست  كلیدواژه
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 مقدمه
های كمک باروری و  ت در روشهای اخیر در پی پیشرف در سال

های ناباروری در حال پیشرفت چشمگیر  دستکاری سلولی، درمان

باشد. امروزه مردان الیگواسپرمیا و حتی آزواسپرمیا نیز از امکان  می

ها به  دار شدن برخوردار هستند؛ حتی اگر تنها یک اسپرم از آن بچه

 دست بیاید.

مردان را صرف نظر از  انجماد اسپرم و بافت بیضه، قدرت باروری

به طور كلی،  .(1)كند  ها حفظ می اتیولوژی ناباروری، برای سال

های فریز اسپرم شامل: مواد محافظ، منابع انرژی، پروتئینی،  محیط

و فشار اسمزی محیط و  PHمواد یونی و غیر یونی جهت حفظ 

باشد.  ها می بیوتیک سایر مواد افزودنی مانند اسیدهای چرب و آنتی

گلیسرول غالباً به عنوان یک ماده محافظ قابل نفوذ به اسپرم مورد 

گیرد؛ هرچند ممکن است اثرات سمی بر غشای  ه قرار میاستفاد

  (.1پلاسمایی و متابولیسم اسپرم منجمد و ذوب شده داشته باشد )

كیفیت و قدرت باروری اسپرم فریز و ذوب در فرایند انجماد، 

. در این فرایند، منی با شوک سرمایی و (2)یابد  شده كاهش می

درجه  -196ها در دمای  شود. نمونه اكسیژن جوی مواجه می

شوند. در این دما  گراد در نیتروژن مایع نگهداری می سانتی

عملکرد بیولوژیک سلول متوقف شده و محتوای آب سلول در 

شود. از آنجایی كه اسپرم  فرایند فریز و ذوب دستخوش تغییر می

انتهای تمایز، مقدار زیادی از سیتوپلاسم خود را از دست در 

دهد، در مقابل عوامل مختلف اكسیدكننده و پراكسیداسیون  می

های  باشد. پراكسیداسیون لیپیدی در واكنش تر می لیپید غشا حساس

آنزیمی و نیز توسط اسپرم در فرایند انجماد ایجاد شده و ساختار 

. به دلیل تمایل زیاد عوامل (3) دهد غشا را تحت تأثیر قرار می

تواند تغییراتی را  های دیگر می به واكنش با مولکولاكسیدكننده 

كه این امر منجر  (4)در ساختار و عملکرد سلول اسپرم پدید آورد 

پذیری اسپرم و تغییرات مخرب در عملکردها و ساختار  به آسیب

ه نوبه خود گردد. این امر ب می DNAمولکولی اسپرم به ویژه 

تواند باعث كاهش تحرک اسپرم گردد. همچنین انجماد ممکن  می

است تغییراتی را در ساختار كربوهیدراتی غشای اسپرم ایجاد كند 

پذیری،  و عملکرد فیزیولوژیکی اسپرم از جمله میزان ظرفیت

واكنش آكروزومی و نفوذپذیری اسپرم را دستخوش تغییر قرار 

 . (5)دهد 

 

های آزاد را افزایش دهد و بر  تواند تولید رادیکال انجماد اسپرم می

. در مطالعات پیشین بیان شده (6)تأثیرگذار باشد  DNAساختار 

یکی از است كه یکپارچگی ساختار كروماتین پستانداران 

پارامترهای حیاتی اسپرم برای به اشتراک گذاشتن ژنتیک پدری 

باشد. انجماد و استرس اكسیداتیو  در تکوین جنین و نسل سالم می

تواند با تأثیر بر كروماتین بر ناباروری مردان اثرگذار باشد؛  می

بنابراین، ارزیابی كروماتین پس از فرایند فریز و ذوب برای 

 . (7-9)ت روش انجماد بسیار اهمیت دارد اطمینان از موفقی

با توجه به شیوع قابل توجه ناباروری در ایران و سایر نقاط جهان و 

نیز نظر به عواقب قابل توجه و مخرب اجتماعی و روانی حاصل از 

رم و ها، ضرورت انجام فرایند انجماد اسپ ناباروری برای خانواده

های نوین كمک باروری و حفظ پتانسیل  بافت بیضه در روش

باروری در افراد با روند كاهشی تعداد اسپرم، افراد تحت 

درمانی، رادیوتراپی و یا افراد تحت اعمال جراحی خاص و  شیمی

همچنین با توجه به مطالعات محدود در زمینه اثرات فرایندهای 

ر مراكز ناباروری كشور بر مرسوم انجماد و ذوب مورد استفاده د

های اسپرم مردان مبتلا  های اسپرم به ویژه در نمونه ویژگی

آستنوتراتوزواسپرمیا و نیز از آنجایی كه این گروه از افراد نابارور، 

كنندگان به مراكز درمان ناباروری را  تعداد بسیاری از مراجعه

دهند، پژوهش حاضر با هدف بررسی اثرات مخرب  تشکیل می

های آزاد بر پارامترهای  ایند انجماد و ذوب همچون رادیکالفر

( در DNAعملکردی و میزان سلامت كروماتین )شکست 

های اسپرم مردان نابارور مبتلا به آستنوتراتوزواسپرمیا انجام  نمونه

 شد.

 

 روش بررسی
در  باشد كه میآزمایشگاهی  -پژوهش حاضر یک مطالعه تجربی

م پایه دانشگاه آزاد همدان با شماره كمیته اخلاق دانشکده علو

مورد تأیید قرار گرفته است. در این پژوهش با  1663/5/1398

رعایت موازین اخلاقی و حفظ اسرار بیماران و با توجه به 

مرد با مشخصات  20مایع منی مطالعات پیشین، 

درصد،  40آستنوتراتوزواسپرمیا )میزان حركت كلی كمتر از 

درصد و نرمال مورفولوژی كمتر از  32از حركت پیشرونده كمتر 

 ز درمان ـركـكننده به م سال مراجعه 40تا  20درصد( و رده سنی  4
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در فاصله زمانی شهریور تا اسفند  ناباروری جهاد دانشگاهی قم

پس از سه تا چهار روز خودداری از مقاربـت و بـا  1398سال 

روف در ظ رضـایت كامـل در مورد انجام آزمایشات تجربی

آوری گردید. مردان نابارور آستنوتراتواسپرمیا مبتلا  استریل جمع

های دستگاه تناسلی، واریکوسل، لکواسپرمیا،  به عفونت

های جنسی  هیدروسل، دیابت ملیتوس، چاقی و اختلالات هورمون

 از مطالعه خارج شدند.

 20-30ها به مدت  پس از اخذ نمونه، به منظور مایع شدن، نمونه

گراد نگهداری شدند. پس از مایع  درجه سانتی 37ر دمای دقیقه د

رونده  پارامترهای اسپرمی از نظر تعداد، حركت پیش شدن نمونه،

مانی و مورفولوژی براساس معیارهای  رونده، میزان زنده و غیر پیش

سازمان جهانی بهداشت بررسی و ثبت گردید. میزان شکست 

DNA نای مطالعات پیشین نیز سنجیده شد. از سوی دیگر بر مب

روز  14ها با روش فریز سریع منجمد شدند و به مدت  (، نمونه9)

گراد ذخیره شدند.  درجه سانتی -196در نیتروژن مایع با دمای 

ها، مجدداً ذوب شده و آنالیز  برای بررسی تأثیر فریز بر نمونه

 گردیدند. 

های جهانی  به منظور بررسی اسپرموگرام بیماران از پروتکل

WHO (World Health Organization( )2010 استفاده شد )

همچنین برای سنجش میزان حركت از میکروسکوپ نوری . (10)

(Nikonمجهز به نرم ) افزار 

(Germany ،SDC313B ،CASA-LABOMED بهره گرفته )

میکرولیتر از نمونه روی لام تمیز و عاری از  10منظور،  بدین .شد

 x40چربی قرار داده شد و با لامل پوشیده گردید و با بزرگنمایی 

ت و میزان حركت براساس حركت مورد بررسی قرار گرف

بندی و  رونده و كاملاً فاقد حركت دسته رونده، غیر پیش پیش

ها نیز بر مبنای تحقیقات پیشین  گزارش گردید. مورفولوژی اسپرم

 200آمیزی پاپانیکولائو بررسی شد. در این مرحله  با روش رنگ

های نرمال و غیر  اسپرم مورد بررسی قرار گرفت و درصد اسپرم

      ها بررسی و ثبت گردید.  نرمال و نیز درصد انواع ناهنجاری 

         ها با استفاده از لام نئوبار  شایان ذكر است كه تعداد اسپرم

(India ،Rohemبررسی گردید و بر حسب میلیون بر میلی )  لیتر

 بیان شد. 

 

 

آمیزی  ای رنگ مانی اسپرم براساس پروتکل تک مرحله میزان زنده

نکروزین )هوشمند فناور تهران، ایران( سنجیده شد. ابتدا  -ینائوز

درصد با یک قطره از نمونه منی  1دو قطره از رنگ ائوزین 

ثانیه، سه قطره از نگروزین  30مخلوط گردید و پس از گذشت 

درصد به نمونه اضافه شد. سپس روی لامی تمیز و عاری از  10

قرار داده شد و اسمیر  میکرولیتر از مخلوط آماده شده 10چربی، 

بررسی شد.  100تهیه گشت. سپس لام آماده شده با بزرگنمایی 

های با رنگ  اسپرم شمارش گردید و اسپرم 200برای هر نمونه 

های با رنگ  سفید یا بدون رنگ، زنده در نظر گرفته شدند و اسپرم

 .(11)های مرده محسوب گردیدند  صورتی تا قرمز، اسپرم

در این مطالعه فریز اسپرم براساس پروتکل فریز سریع انجام شد 

                          رم انسانی. فریز اسپرم به وسیله محیط فریز اسپ(12)

(Life global-Belgium .صورت گرفت ) 

ها در كرایو ویال  در این راستا پس از مایع شدن منی، نمونه

(Germany ،Greiner bio-one ریخته شدند و محیط فریز اسپرم )

دقیقه  10به آرامی و قطره قطره به نمونه اضافه گردید و به مدت 

دقیقه روی بخار  15قی ماند. سپس به مدت در دمای اتاق با

متر از سطح نیتروژن مایع با  سانتی 10-15تقریبی   نیتروژن با فاصله

گراد به صورت افقی قرار گرفت.  درجه سانتی -180دمای تقریبی 

روز  14ور شد و به مدت  پس از این مدت در نیتروژن مایع غوطه

دید. پس از در تانک مخصوص حاوی نیتروژن مایع ذخیره گر

ها از تانک خارج  سپری شدن این زمان به منظور فرایند ذوب نمونه

ثانیه در بن  30دقیقه در دمای محیط و به مدت  1-2شده، به مدت 

گراد قرار داده شد. بلافاصله  درجه سانتی 37ماری با دمای تقریبی 

پس از این مرحله، به منظور حذف مواد محافظ اسپرم و محیط 

دقیقه با سرعت  5مونه اسپرم دو بار و هر بار به مدت فریز، هر ن

ایران(  -دور در دقیقه با محیط شستشوی اسپرم )ویتا اسپرم 300

( گردید. در ادامه، محیط رویی Germany  ،Hettichسانتریفیوژ )

خارج شده و رسوب باقیمانده با محیط شستشو رقیق شد. تمام 

ند قبل از فریز آنالیز گردیدند. ها از نظر پارامترهای اسپرم مان نمونه

نتایج قبل از انجماد و پس از ذوب به لحاظ آماری مورد بررسی 

 قرار گرفتند.
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از آزمون  DNAوارد شده به  در ادامه جهت بررسی آسیب

TUNEL ( dUTP Transferase Deoxynucleotidyl Terminal

Labeling End Nick( و كیت )Germany ،Mannheim ،

Roche ر این مرحله میزان آسیب به د. (13)( استفاده شدDNA 

نمونه اسپرم آستنوتراتوزواسپرمیا، قبل و بعد از فریز سنجیده  20در 

میکرولیتر از هر  20شد. به طور كلی قبل و بعد از فرایند انجماد، 

PBS (Phosphate Buffered Saline )نمونه شسته شده با بافر 

س از خشک روی لام تمیز و عاری از چربی گسترش تهیه شد و پ

درصد بدون متانول فیکس گردید و به مدت  4شدن با فرمالدهید 

 PBSدقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. سپس با محلول  25

در  X100درصد تریتون  1/0شستشو داده شد و محلول نفوذپذیر )

دقیقه  10درصد سدیم سیترات( به آن اضافه گردید. پس از  1/0

شستشو داده شد. سپس  PBSبار با قرار گرفتن در دمای اتاق، دو 

میکرولیتر از تركیب واكنشگر فعال به هر لام در  50اضافه كردن 

درجه  37ها در انکوباتوری با دمای  تاریکی و انکوباسیون لام

و اضافه  PBSگراد صورت گرفت. در انتها، دو بار شستشو با  سانتی

( انجام :Phosphatidylinositol PIكردن فسفاتیدیل اینوزیتول )

 TdTشد. براساس این روش، رنگ فلورسنت با استفاده از آنزیم 

یابد.  ( اتصال میDNA)قطعات شکسته  DNAʹ3از  OH–به انتهای 

دهنده شکستگی  رنگ فلورسنت مشاهده شده در هر اسپرم نشان

اسپرم با  200باشد. در این مطالعه  می DNAهای  در رشته یا رشته

( Japan ،Tokyo ،BX51ورسنت )استفاده از میکروسکوپ فل

های  های با سر قرمز رنگ به عنوان اسپرم شمارش گردید. اسپرم

های دارای شکست  های با سر سبز به عنوان اسپرم سالم و اسپرم

DNA .در نظر گرفته شدند  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SPSS 16افزار  در نهایت، به منظور تجزیه و تحلیل آماری از نرم
زوجی تجزیه و  tاز آزمون آماری  با استفادهها  دادهاستفاده شد. 

( در نظر >05/0αتحلیل گردیدند. اختلاف آماری در سطح )

 گرفته شد.

 

 ها یافته
سال و  7/34±27/4كننده در این مطالعه  میانگین سنی افراد شركت

سال بود و میانگین حجم سمن  8/2±2/1مدت زمان ناباروری 

ها از  یز آماری نشان داد كه دادهلیتر محاسبه شد. آنال میلی 9/0±8/2

توزیع طبیعی برخوردار هستند. در این مطالعه بررسی اثر 

زای انجماد بر پارامترهای عملکردی و مولکولی اسپرم افراد  آسیب

های آنالیز اسپرم،  نابارور آستنوتراتوزواسپرمیا با استفاده از روش

تا نگروزین و آزمون تانل انجام شد  -آمیزی ائوزین رنگ

وسیله میزان آسیب اسپرم در فرایند انجماد مورد ارزیابی قرار  بدین

 گیرد.

های اسپرم  ذوب در نمونه -نتایج نشان دادند كه فرایند انجماد

گرفته شده از مردان مبتلا به آستنوتراتوزواسپرمیا موجب كاهش 

معنادار میانگین كل تحرک اسپرم شده است. بر مبنای نتایج، 

اسپرم بر غلظت آن اثرگذار بوده و به شکل  فرایند انجماد

معناداری موجب كاهش تعداد اسپرم در حجم شده است. از سوی 

دیگر، فرایند انجماد باعث كاهش معنادار درصد قابلیت زنده 

ماندن اسپرم در مردان آستنوتراتوزواسپرمیا گردیده است. باید 

ایند خاطرنشان ساخت كه درصد نرمال مورفولوژی اسپرم در فر

یابد  انجماد دستخوش تغییر شده و به طور معناداری كاهش می

 (.1و شکل  1)جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : پارامترهای اسپرم افراد آستنوتراتوزواسپرمیا قبل و بعد از فرایند انجماد1جدول شماره 

 آنالیز قبل از فریز و ذوب بعد از فریز و ذوب سطح معناداری

001/0>P 9/1±9/15 9/0±7/34 )میزان حركت )درصد 

001/0>P 8/0±1/4 4/1±8/12 درصد(رونده ) حركت پیش 

001/0>P 9/2±2/21 0/3±6/58 مانی )درصد( میزان زنده 

001/0>P 7/4±5/26 5/6±9/61 لیتر( غلظت )میلیون/میلی 

001/0>P 1/0±8/0 1/0±2 نرمال مورفولوژی 

001/0>P 3/1±7/16 6/0±3/8 خوردگی دم پیچ 

 اند. انحراف معیار بیان شده±ها به صورت میانگین داده٭
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های زنده و  های با سر سفید، اسپرم مانی اسپرم: اسپرم زان زندهنگروزین جهت بررسی می -آمیزی ائوزین : الف )سمت راست(: رنگ1شکل شماره 

های اسپرم  آمیزی پاپانیکولائو به منظور بررسی مورفولوژی و ناهنجاری باشند؛ ب )سمت چپ(: رنگ های غیر زنده می های با سر قرمز، اسپرم اسپرم

 که توسط میکروسکوپ نوری انجام شده است

 پس از فرایند  DNAدر این مطالعه میانگین درصد تکه تکه شدن  

 

 (.2و شکل  1ری پیدا كرد )نمودار ذوب افزایش معنادا -انجماد

 
 (.=20Nآستنوتراتواسپرمیای انسان ) قبل و بعد از فرایند فریز و ذوب در اسپرم DNA: مقایسه درصد شکست 1نمودار شماره 

 نشان ( 01/0دهنده اختلاف معنادار بین دو گروه استP<.) 

 

 

 
سالم و  DNAهای با سر قرمز دارای  در اسپرم.  اسپرمDNA دن برای بررسی میزان قطعه قطعه ش TUNEL: آزمون 2شکل شماره 

 دیده بودند که به وسیله میکروسکوپ فلورسنت مشاهده شدند. آسیب DNAهای با سر سبز دارای  اسپرم

 

 

69 
 1399 خرداد، سوم، شماره چهاردهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 International License Creative Commons Attribution License 4.0 

 



 

 

ن الهام آسا                                                                ...های عملکردی و مولکولی اسپرم مردان نابارور  ماد بر ویژگیزای فرایند انج بررسی اثرات آسیب ا ر کا هم  و 

 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

  بحث
امروزه انجماد اسپرم انسان بخشی از فرایند درمان ناباروری است. 

های شیمیایی و فیزیکی منجر به تغییراتی  هرچند طی انجماد، تنش

مانی اسپرم، تحرک، سلامت آكروزوم و  در تركیبات لیپیدی، زنده

شود. تمام این تغییرات پتانسیل باروری مردان  میDNA شکست 

های  رسد چند فاكتور در میزان آسیب دهد. به نظر می را كاهش می

از مطالعات  وارد شده به اسپرم نقش دارد. در این راستا، برخی

آسیب فیزیکی مستقیم به ساختار یا عملکرد اسپرم را گزارش 

اند كه مربوط به تشکیل یخ و فشار اسمزی بالا در طول  كرده

. شوک سرما در طول انجماد اسپرم با (14)باشد  فرایند انجماد می

باشد.  های اكسیژن فعال مرتبط می استرس اكسیداتیو و تولید گونه

اثرات تخریبی استرس اكسیداتیو از طریق حمله عوامل اكسید 

اسپرم اعمال   های متیلن فسفولیپیدهای غشای كننده به گروه

رک و ها حاكی از آن هستند كه پس از انجماد، تح شود. یافته می

. (15)یابد  درصد كاهش می 75تا  25زنده ماندن اسپرم در حدود 

منجر به تکه تکه شدن تواند  رادیکال آزاد میاز سوی دیگر، تولید 

DNA تر  های منجمد شده از طول عمر كوتاه و آپاپتوز شود. اسپرم

های تازه برخوردار هستند. این مهم  و باروری كمتر نسبت به اسپرم

Oتواند ناشی از تفاوت زیاد در تولید می
و یا افزایش  H2O2 و  -2

Ca ادزسیم آهای كل غلظت یون
. نتایج (16)درون سلولی باشد  +2

های  مانی اسپرم شان دادند كه میزان زندهحاصل از مطالعه حاضر ن

تازه به طور معناداری بالاتر از گروه اسپرم فریز و ذوب شده است 

دهنده اثر منفی فرایند انجماد بر اسپرم  تواند نشان كه این امر می

تواند  مانی طی فرایند انجماد می انسان باشد. كاهش درصد زنده

رم با تغییرات اسمزی و ناشی از در معرض قرار گرفتن غشای اسپ

شیمیایی ناشی از فرایند انجماد باشد. گلیسرول استفاده شده در 

. (17)تواند اثر سمی بر اسپرم داشته باشد  های فریز نیز می محیط

های اسپرم برای لقاح و  ترین ویژگی تحرک در اسپرم یکی از مهم

باشد. نتایج حاصل از این مطالعه نشان دادند كه انجماد  باروری می

م انسان دارد؛ به طوری كه به شکل تأثیر منفی بر حركت اسپر

دهد كه  معناداری حركت اسپرم را پس از فریز و ذوب كاهش می

باشد.  این نتایج همراستا با نتایج دیگر مطالعات انجام شده می

های اسپرم برای لقاح و  ترین ویژگی تحرک در اسپرم یکی از مهم

 باروری است. 

كه مواجهه با غلظت اند  نشان دادهگرفته  نتایج مطالعات صورت

بالای عوامل استرس اكسیداتیو منجر به اختلال در ساختار 

میتوكندری و غشای پلاسمایی و در نهایت منجر به تکه تکه شدن 

DNA شود. همچنین مطالعات قبلی  و شکست كروموزومی می

های ناشی از استرس اكسیداتیو بیشتر بر  اند كه آسیب نشان داده

ر است؛ در نتیجه ایجاد نقص در قسمت میانی دم اثرگذا

میتوكندری و پراكسیداسیون لیپیدی در غشا متعاقباً موجب كاهش 

گردد  میزان حركت اسپرم و مورفولوژی در پروسه انجماد می

. نتایج مطالعه حاضر نشان دادند كه مورفولوژی نرمال (19،18)

ا یابد؛ كه این مهم ب طی فرایند اسپرم به طور معناداری كاهش می

. باشد همراستا می تولایی و سعیدنیا و  Ozkavukcuنتایج مطالعات

خوردگی در دم  براین، انجماد موجب افزایش درصد پیچ علاوه

آورد. این  اسپرم شده و سر اسپرم را به صورت دوكی شکل درمی

تواند به دلیل آسیب به ساختار لیپیدی غشا به دنبال تغییرات  امر می

میکروسکوپ  ی ها یافته .(20،2،1) اسمزی در انجماد باشد

های با مورفولوژی نرمال  اند كه درصد اسپرم الکترونی اثبات كرده

میزان ناهنجاری در دم اسپرم و  در فرایند انجماد كاهش یافته

تواند اثر منفی بر لقاح و تکوین  یابد كه این امر می افزایش می

 .(1)داشته باشد  جنین

در  DNAر نشان دادند كه میزان تکه تکه شدن نتایج مطالعه حاض

شود. در مطالعات پیشین نیز گزارش  حین انجماد دچار افزایش می

ذوب  -اسپرم افراد نابارور طی فرایند انجماد DNAشده است كه 

اند  ین راستا، مطالعات نشان داده. در ا(21)گردد  دچار آسیب می

پذیری اسپرم افراد نابارور در فرایند انجماد به طور  كه میزان آسیب

گیر در مکانیسم در .(22)باشد  معناداری بیشتر از افراد بارور می

ناشی از انجماد تاكنون به طور كامل  DNAاتیولوژی آسیب 

مشخص نشده است. برخی از مطالعات افزایش كاسپازهای فعال 

پس از انجماد در اسپرم را گزارش نموده و برخی دیگر افزایش 

. برخی از محققان (23)دهند  را نشان می DNAآسیب اكسیداتیو 

اند كه فرایند فریز منجر به تغییر در ساختار  گزارش كرده

شود )در اصطلاح به تراكم بیش از حد كروماتین  كروماتین می

ندهای . این تراكم بیش از حد به افزایش با(24)شود(  گفته می

تواند یک خطر بالقوه برای  سولفید نسبت داده شده و می دی

 رم به داخل تخمک و ـام تزریق اسپـه در هنگـكاهش باز شدن هست
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تواند ناشی از حمله  می DNA. شکست (25)كاهش لقاح باشد 

سولفیدی و یا  ، باندهای دیDNAهای  های آزاد به رشته رادیکال

 .(26)القای آپاپتوز و فعال شدن فاكتورهای آپاپتوزی باشد 

داخل  H2O2اند كه طی فرایند فریز، میزان  مطالعات اولیه نشان داده

یابد.  های تازه افزایش می سلولی به شکل معناداری نسبت به اسپرم

ترین رادیکال آزادی است كه منجر به  پراكسید هیدروژن مهم

. (27)شود  كاهش تحرک اسپرم و در نهایت كاهش لقاح می

های مختلف بیولوژیکی در اسپرم انسانی منجر به آسیب  موقعیت

DNA تواند ناشی از القای آبشار آپاپتوز  شوند كه این مهم می می

باشد. از سوی دیگر تغییر در نفوذپذیری، یکپارچگی و تقارن 

غشای پلاسما مربوط به القای آپاپتوز است. آپاپتوز اسپرم پس از 

های اكسیژن فعال  داتیو و ایجاد گونهانجماد به دلیل استرس اكسی

های  منجر به كاهش طول عمر اسپرم دهد و ممکن است رخ می

Ca. فرایند انجماد با افزایش غلظت (29،28)بازمانده شود 
داخل  +2

در سیتوپلاسم  آپوپتوزسلولی منجر به آزادسازی فاكتورهای 

. با توجه به كاهش معنادار پارامترهای عملکردی و (30)شود  می

ذوب  -تغییرات منفی ساختاری كروماتین متعاقب فرایند انجماد

اكسیداتیو این فرایند ای از آن ناشی از اثرات  كه بخش عمده

است، یک راهکار برای كاهش اثرات منفی انجماد بر اسپرم و 

مواد  اكسیدانی سیتوپلاسم اسپرم و اضافه كردن جبران نقص آنتی

باشد )كه  های مناسب به محیط فریز می اكسیدان محافظ مانند آنتی

های  باشند(. روش محققان در پژوهش حاضر در حال انجام آن می

یز اسپرم نیز ممکن است به كاهش تأثیرات منفی انجماد جدید فر

 كمک كند.

 

 

 

  گیری نتیجه
به طور كلی نتایج پژوهش حاضر به روشنی نشان دادند كه فرایند 

انجماد، اثرات منفی بر پارامترهای مهم و حیاتی اسپرم داشته و 

باعث كاهش میزان زنده ماندن، تحرک، مورفولوژی نرمال و 

های  را در اسپرم DNAشود و میزان شکست  می ها غلظت اسپرم

تواند ناشی  ها می دهد. این آسیب آستنوتراتوزواسپرمیا افزایش می

های آزاد، تغییرات اسمزی، تشکیل یخ داخل سلول،  از رادیکال

اكسیدانی و القای آپوپتوز باشد. از سوی دیگر، انجماد  نقص آنتی

راد آستنوتراتوزواسپرمیا تواند پتانسیل باروری اسپرم را در اف می

شود جهت غلبه بر این مشکل و  كاهش دهد؛ از این رو پیشنهاد می

      های فریز و یا  های كمک باروری، محیط بهبود نتایج روش

ذوب اسپرم با استفاده از مواد بیولوژیک و محافظ مانند 

های نوین در فرایند  های مناسب غنی گردد. روش اكسیدان آنتی

توانند  باشند نیز می پرم كه همچنان در فاز تحقیقاتی میانجماد اس

های منجمد و ذوب شده  های كمتر به اسپرم امیدبخش آسیب

تر تأثیرات استرس سرمایی،  باشند. به منظور شناسایی كامل

های  مطالعات بیشتری در زمینه مولکولی و انجام آزمون

ز توان این مهم را ا تر مورد نیاز است كه می اختصاصی

 های پژوهش حاضر قلمداد كرد. محدودیت

 

 تشکر و قدردانی
مطالعه حاضر با حمایت معاونت پژوهشی واحد علوم و تحقیقات 

وسیله  دانشگاه آزاد اسلامی همدان انجام شده است. بدین

 IVFنویسندگان مراتب تقدیر و تشکر خود را از كاركنان محترم 

 نمایند. اعلام میشهرستان قم  ACECRمركز تحقیقات ناباروری 
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