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  گراد بر روي حركت، بقا و  ي سانتي درجه 4- 6ي مايع مني در حرارت  اثرات نگهداري نمونه

  اسپرم DNAدناتوره شدن 

  
  4ايرانپور گلشن فرهاد ،3بقازاده شكوفه ،2دشتي غلامرضا، 1ناطقيان زهره

  
  

  چكيده

مقابل عوامل مختلف شيميايي و محيطي مقاومت كند. از  تواند در متراكم مي DNAيوكاريوتيك است و اين  DNAترين  متراكم ،اسپرم پستانداران DNA مقدمه:

شسته  ي ثير نگهداري نمونهأبررسي ت ،شود، هدف از اين مطالعه اسپرم تلقي مي DNAمرگ سلولي معادل مرگ هسته و دناتوره شدن  ،معمولبه طور كه  ييجا آن

زماني مرگ سلولي با دناتوره  اسپرم مردان نورموزواسپرم و بررسي هم DNAگراد) بر درصد بقا، حركت كل و تماميت  سانتي ي درجه 4-6مايع مني در يخچال ( ي شده

  .آن بود DNAشدن 

روز در  12مدت ه ها ب شسته شد. اين نمونه Ham’s F10مايع مني مردان نورموزواسپرم دو بار در محيط كشت  ي نمونه 13تجربي،  ي در اين مطالعه ها: روش

دو  DNAهاي زنده، متحرك و داراي  ، درصد اسپرم12 و 7، 5، 2، 1گيري)،  در روزهاي صفر (بلافاصله پس از نمونه .گراد نگهداري شدند سانتي ي درجه 4- 6حرارت 

 .گيري شدند اندازه Acridine orangeآميزي  و رنگ Eosin‐Nigrosinآميزي  ترتيب با استفاده از رنگه ها ب اسپرم DNAگيري گرديد. بقا و تماميت  اي اندازه رشته

ها،  بقا و حركت اسپرم بر خلاف). P > 05/0( ها در يخچال كاهش يافت روز نگهداري نمونه 12در طي  يدار ها به طور معني ميزان بقا و حركت كل اسپرم ها: يافته

 .داري نداشت  يروز نگهداري، تغيير معن 12تا پايان  DNAتماميت 

  .گردد مايع مني در يخچال حفظ مي ي روز نگهداري نمونه 12اسپرم حتي پس از  DNAكند كه تماميت  اين مطالعه پيشنهاد مي گيري: نتيجه

  نگهداري اسپرم، اسپرم ،DNAدناتوره شدن  واژگان كليدي:

  

گراد بر  ي سانتي درجه 4- 6ي مايع مني در حرارت  اثرات نگهداري نمونه .ايرانپور فرهاد گلشن بقازاده شكوفه، دشتي غلامرضا،، ناطقيان زهره ارجاع:

  1181-1186): 401( 34؛ 1395مجله دانشكده پزشكي اصفهان . اسپرم DNAروي حركت، بقا و دناتوره شدن 

  

  مقدمه

DNA  تـرين  متـراكم  ،اسپرم پسـتانداران DNA    يوكاريوتيـك اسـت و

 ـ  هـاي ميتوتيـك مـي    سـلول  DNAتر از  بار متراكم 6حداقل  ه باشـد. ب

پـروتئين ديگـري بـه     ،بالايي از تراكم ي منظور دستيابي به چنين درجه

د و وش مياسپرم باند  DNA ي جاي هيستون به زنجيرهه نام پروتامين ب

 ،تـراكم م DNA كنـد. ايـن   كروماتين نظم خطي و پهلو به پهلو پيدا مي

). بـا  1شـيميايي و محيطـي مقاومـت كنـد (    عوامـل  مقابل  تواند در مي

اسپرم نسبت بـه   ي رسد كه تخريب هسته نظر ميه ب ،فرضي چنين پيش

). در ايـن  2خير بيفتد (أتواند به ت مي ،هاي اسپرم تخريب غشا و ارگانل

ممكن است بازيابي اسپرم از اپيديـديم، ابـزاري قـوي بـراي      ،صورت

حفظ مواد ژنتيكي باارزش پس از مرگ جاندار باشد و نيـز نگهـداري   

توانـد از كـاهش تحـرك و     كوتاه مدت اسپرم بدون منجمد كردن، مـي 

. تحقيقات انجام شده در ايـن زمينـه   )3-4باروري آن جلوگيري كند (

  ت مختلـف در محـيط كشـت انجـام     هـاي موجـودا   با نگهداري اسپرم

  گرفته است.

Nichi   و همكاران نشان دادند كه نگهداري كوتاه مدت اپيديـديم

ي  درجـه  34نسـبت بـه دمـاي     گـراد  ي سـانتي  درجـه  4گاو در دماي 

هاي با كيفيت بهتر و بـا قابليـت لقـاح آزمايشـگاهي      اسپرم گراد، سانتي

 مقاله پژوهشي
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هـاي مـرده را بـراي     شمو ،و همكاران An). 3كند ( فراهم مي يبالاتر

هاي  اسپرم يهاي زماني مختلف در يخچال نگهداري كردند و بقا دوره

كاشـت   ،لقـاح آزمايشـگاهي  ا روش ها را ب اپيديديم اين موش ي ناحيه

هـاي   جنين و انتقال جنين بررسي نمودند. ايشـان دريافتنـد كـه اسـپرم    

نگهـداري در  روز  5هـا را بعـد از    درصد اووسيت 21توانند  موش نر مي

دست آمـده  ه هاي ب گراد بارور كنند و نيز اسپرم سانتي ي درجه 4- 6دماي 

روز نگهـداري   7ها را پس از  درصد اووسيت 39از نوعي موش هيبريد، 

  ). 5( توانند بارور نمايند گراد مي سانتي ي درجه 4- 6در دماي 

دهنـد كـه تماميـت     برخي از تحقيقات صورت گرفتـه نشـان مـي   

مايع مني با مدت زمان نگهداري آن رابطه  ي اسپرم در نمونهكروماتين 

روز  15و گـاهي تـا    5دارد كه اين مدت زمان در اسپرم سگ حداقل 

روي  گراد بوده اسـت. تحقيقـات ديگـر بـر     سانتي ي درجه 5در دماي 

 ي درجـه  5سـاعت و در دمـاي    48نگهداري مايع مني انسان به مدت 

رسـد   ين را نشان نداده است. به نظر مـي گراد، تغييري در كرومات سانتي

توانـد باعـث    مـي  ،گـراد  سـانتي  ي درجه 5دماي  ها در نگهداري اسپرم

   .)6-8(حفظ يكپارچگي كروماتين و نيز بهترين كيفيت مايع مني باشد 

 ـ ، توجه لازم به خصوصـيات منحصـر  پيشيندر مطالعات  فـرد  ه ب

وانـايي مقاومـت اسـپرم در مقابـل     اسپرم يعني تراكم كروماتين و نيز ت

بـر   پژوهشگرانقبلي  ي مطالعه است. همچنين،تخريب صورت نگرفته 

هـاي   اپيديديم موش در زمان ي دست آمده از ناحيهه هاي ب روي اسپرم

اسپرم در مقابـل   DNAمختلف پس از مرگ جانور، حاكي از مقاومت 

هـدف از  ، . از ايـن رو )2روز پس از مرگ است ( 12دناتوره شدن تا 

 ،له در مورد اسپرم انسـان بـود. در واقـع   أاين مطالعه بررسي همين مس

شود، اگـر   سلول معادل مرگ آن تلقي مي يچون همواره تخريب غشا

خير أآن بـه ت ـ  ياسپرم نسبت بـه تخريـب غشـا    ي دناتوره شدن هسته

توانـد معـادل مـرگ     مـي  ،نشانگر آن است كه مرگ سلول اسپرم ،بيفتد

اسـپرم در مقابـل    DNAآن نباشد. در صورت اثبات مقاومـت   ي هسته

توان اطلاعات ژنتيك را حتي پس از مرگ  مي ،دناتوره شدن و تخريب

هـاي درمـان    تواند به روش له در آينده ميأاسپرم بازيابي كرد و اين مس

  .هاي كمياب كمك نمايد ناباروري و نيز حفظ گونه

  

  ها روش

مايع مني  ي نمونه 13تجربي بود كه بر روي  ي يك مطالعه ،اين مطالعه

گيـري   روش نمونـه  بـا اسـتفاده از  انجام گرفت. جمعيت مورد مطالعه 

سـاله) نورموزواسـپرم مراجعـه     19-47تصادفي ساده از بـين مـردان (  

كننده به مركز باروري و ناباروري بيمارستان شهيد بهشتي اصـفهان در  

  انتخاب شدند.  1394سال 

هـاي   نمونه. روز مقاربت نداشتند 3-4طالعه حداقل مردان مورد م

مايع مني در ظروف پلاستيكي اسـتريل و دهـان گشـادي كـه از نظـر      

آوري  نداشتن اثرات سمي بر روي اسـپرم كنتـرل شـده بودنـد، جمـع     

  دقيقــه جهــت مــايع شــدن در انكوبــاتور  20-30مــدت ه و بــ گرديــد

ا دو بـار بـا محـيط    ه نمونه ،گراد قرار گرفت. سپس سانتي ي درجه 37

F10 Ham̓كشت  s     در  ،پـس از آن  و ندحـاوي آلبـومين شسـته شـد

 ـ سانتي ي درجه 4-6 دماي روز نگهـداري   12مـدت  ه گراد (يخچال) ب

 و 7، 5، 2، 1گيري)،  شدند. طي روزهاي صفر (بلافاصله پس از نمونه

 DNAهاي زنـده) و نيـز آسـيب     بقا (درصد اسپرم ،، ميزان حركت12

  مورد بررسي قرار گرفت.ها  اسپرم

هـا بـه    درصد حركـت اسـپرم   ها: روش تعيين ميزان حركت اسپرم

ميكروسـكوپ نـوري    40مستقيم و در زير عدسي  ي صورت مشاهده

هـاي   ها، درصد كل اسـپرم  گيري شد. براي بررسي حركت اسپرم اندازه

ــر متحــرك (  آهســته، متحــرك (ســريع، ) در Immotileدرجــا) و غي

  مجموع شمارش شد. 

 :Eosin‐Nigrosinآميـزي   هـا بـا رنـگ    اسپرم يروش بررسي بقا

بررسـي   Eosin‐Nigrosinآميـزي   هاي هر گروه بـا رنـگ   اسپرم يبقا

  )Merck, Germany( Eosin Y ،. بـه طـور خلاصـه   )9-10گرديد (

درصــد در آب   Nigrosin )Merck, Germany (10درصــد و   1 

 Eosinيـك حجـم از نمونـه بـا دو حجـم       ،. ابتـدا شـدند مقطر آماده 

 ي درجـه  37ثانيـه نگهـداري در انكوبـاتور     30و پـس از   شدمخلوط 

به مخلوط ساخته شده (اسپرم  Nigrosinگراد، حجم مساوي از  سانتي

هاي نازكي (اسمير) از مخلـوط   گستره ،د. سپسي) اضافه گردEosinو 

كروسـكوپ  تهيه و پس از خشك شدن در دماي آزمايشگاه توسـط مي 

اسپرم شمارش شد  200تعداد  100نمايي عدسي شيئي  نوري با بزرگ

د. با توجه به نفوذ رنـگ  يهاي زنده محاسبه گرد و نسبت درصد اسپرم

Eosin هـاي   سر اسـپرم  بود،ها صدمه ديده  آن يهايي كه غشا به اسپرم

  ند.دهاي مرده به رنگ قرمز مشاهده ش زنده به رنگ سفيد و سر اسپرم

 :Acridine orangeآميزي  با رنگ DNA ي بررسي زنجيرهروش 

ــگ ــزي  از رن ــراي  )Acridine orange )Sigma, Germanyآمي ب

 اي (دنـاتوره) اسـتفاده شـد    اي از تك رشـته  دو رشته DNAتشخيص 

مايع منـي   ي آميزي، ابتدا از نمونه . جهت انجام اين نوع رنگ)12-11(

مـدت دو   ه، حـداقل ب ـ خشك يراسم ،اسمير خشك تهيه گرديد. سپس

) قـرار گرفـت و   يكاسـت  يدمتانول اس 3/1( يساعت در محلول كارنو

رنگ شـد. محلـول    Acridine orangeمحلول  ي يلهوس هب ،بعد از آن

گـرم   1شامل ( ليتر محلول استوك ميلي 10با اضافه كردن  ،آميزي رنگ

Acridine orange  ليتـر سـيتريك    ميلي 40به  )ليتر آب ميلي 1000در

 ـ  Na2HPO4.7H2O 3/0ليتـر از   ميلي 5/2مولار و  1/0اسيد  ه مـولار ب

سـاعت در   24ظرف مدت حداكثر  ،دست آمدهه ب ي د. نمونهمدست آ

بـه طـور   ). 11زير ميكروسكوپ فلورسنت مورد بررسي قرار گرفت (

 ،سه اسلايد در نظر گرفته شد و در هر اسلايد ،براي هر نمونه ،معمول
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اي در  دو رشـته  DNAهاي طبيعـي بـا    اسپرم و داسپرم شمرده ش 200

و بـه صـورت درصـدي     شـدند زير ميكروسكوپ به رنگ سبز ديـده  

اي  تك رشـته  DNAهايي كه داراي  اسپرم ،. همچنينگرديدندمحاسبه 

  .  در آمدندبه رنگ نارنجي تا قرمز  بودند،(دناتوره) 

 افـزار  آوري نتـايج، آنـاليز آمـاري بـا اسـتفاده از نـرم       پس از جمع

SPSS 20ي  نســخه )version 20, SPSS Inc., Chicago, IL (

 Tukey يبيآزمون تعقهاي آماري مورد استفاده شامل  انجام شد. آزمون

  بودند. Repeated measurements ANOVAو 

  

  ها افتهي

  هاي متحرك   ثير مدت زمان نگهداري بر درصد كل اسپرمأتعيين ت

نگهـداري نمونـه در يخچـال    چه مدت زمـان   ، هر1بر اساس جدول 

ديـده  كـاهش  نيـز  هاي متحـرك   درصد كل اسپرمدر ، فتيا افزايش مي

روز نگهـداري در يخچـال، كـاهش     2از  ). بعـد P > 0500/0(شد  مي

و اين روند كاهشي در  بودهاي متحرك قابل ملاحظه  درصد كل اسپرم

  حـدود   ،روزهاي آتي نيز ادامه يافت. بـدين ترتيـب كـه در روز صـفر    

روز نگهـداري   12بعـد از   امـا  ،ها متحـرك بودنـد   درصد از اسپرم 63

  نمونه در دماي يخچال هيچ اسپرم متحركي وجود نداشت.

  

  ها در روزهاي مختلف  درصد حركت كل اسپرم .1جدول 

  نگهداري در يخچال

  زمان بررسي نمونه (روز)
 حركت كل (درصد)

  )يارانحراف مع ±(ميانگين 

0  1/15 ± 8/63 

1 0/12 ± 0/45 

2 9/6 ± 3/21  

5 8/5 ± 0/11  

7 9/3 ± 2/5  

12  0/0 ± 0/0  

  0001/0  مختلف با روز صفر يروزها ي يسهمقا P مقدار

  

  ها ثير مدت زمان نگهداري بر بقاي اسپرمأتعيين ت

 فـت، يا چه مدت زمان نگهـداري افـزايش مـي    هر ،2بر اساس جدول 

روز  2از  ). بعـد P > 0500/0(داشـت  هاي زنده كـاهش   درصد اسپرم

و ايـن  بـود  در دماي يخچال كاهش درصد اسپرم زنده قابـل ملاحظـه   

 70حـدود   ،كـه در روز صـفر   به طـوري كرد؛ روند كاهشي ادامه پيدا 

 11روز، تنهـا   12كـه بعـد از    در حـالي  ؛ها زنده بودند درصد از اسپرم

  ها زنده ماندند. درصد اسپرم

  در روزهاي مختلف نگهداري در يخچالهاي زنده  درصد اسپرم .2جدول 

  زمان بررسي نمونه (روز)
 بقا (درصد)

  )يارانحراف مع ±(ميانگين 

0  12 ± 70  

1 13 ± 62 

2 15 ± 42 

5 15 ± 30  

7 13 ± 23  

12  7 ± 11 

  0001/0  مختلف با روز صفر يروزها ي يسهمقا P مقدار

  

  اسپرم DNAثير مدت زمان نگهداري بر تماميت أتعيين ت

اي  دو رشـته  DNAهاي با  ، درصد اسپرم1 شكلو  3 بر اساس جدول

 يـن داري نكـرد. بـر ا   تغيير معنـي  ،در طول مدت نگهداري در يخچال

سـالم بـا مـدت زمـان نگهـداري       DNAميزان درصد اسپرم با  ،اساس

  ). P < 0500/0( شتندا يدار يمعن ي نمونه رابطه

  

  سالم در روزهاي مختلف  DNAهاي با  درصد اسپرم .3جدول 

  نگهداري در يخچال

  زمان بررسي نمونه (روز)
DNA (درصد) سالم 

  )يارانحراف مع ±(ميانگين 

0  8/0 ± 0/98  

1 5/0 ± 3/98  

2 5/0 ± 7/97 

5 5/0 ± 7/98 

7 5/0 ± 3/98 

12  5/0 ± 7/98  

  9999/0  روزهاي مختلف با روز صفر ي مقايسه P مقدار

 

  
 DNA: نمايش اسپرم با Acridine orangeآميزي  رنگ. 1 شكل

اي به رنگ  تك رشته ي دناتوره DNAاي به رنگ سبز و  سالم دو رشته

  ×) 1000 نمايي نارنجي با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت (بزرگ
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  بحث

هـاي موجـود در بـدن حيوانـات دچـار       پس از مرگ، اسپرم نهايتدر 

اسپرم از اپيديديم تـا مـدتي   تخريب خواهند شد. ممكن است بازيابي 

براي حفاظت از مـواد ژنتيكـي بـا ارزش     يپس از مرگ ابزار قدرتمند

  .)2باشد (

اند كه نگهـداري اپيديـديم حيوانـات     مطالعات متعددي نشان داده

گـراد   سانتي ي درجه 4-5 دماي مختلف (گوزن قرمز، گراز و قوچ) در

 اسپرمي را حفـظ كنـد  تواند برخي از پارامترهاي  مي ،براي چندين روز

)15-13.(  

Kishikawa ي درجـه  4ها را در دمـاي   و همكاران، اجساد موش 

 يروز نگهــداري كردنــد و حركــت و بقــا 20مــدت ه گــراد بــ ســانتي

 ،نگهداري 20ها را در روزهاي صفر تا  اپيديديم آن ي هاي ناحيه اسپرم

روز پـس از مـرگ    10بررسي نمودند. اين محققين نشـان دادنـد كـه    

امـا   ،آوري شـده زنـده بودنـد    هاي جمع درصد اسپرم 30حدود  ،وشم

لقاح آزمايشگاهي محدود شده  ها در ها در باروري اووسيت توانايي آن

 ،ها به داخل اووسـيت تزريـق شـوند، ميـزان بـاروري      اسپرم بود و اگر

هاي غير متحرك  درصد خواهد بود. ايشان دريافتند كه اسپرم 80بالاي 

هـاي   روز پس از مرگ نيـز قـادر بـه توليـد جنـين      20 بازيابي شده تا

  ).16( باشند مي طبيعي

اپيديديم اجساد  ي هاي ناحيه اسپرمپژوهشگران، قبلي  پژوهشدر 

روز بعد از مـرگ   12گراد تا مدت  سانتي ي درجه 4-6موش در دماي 

مـورد   12و  10، 7، 5، 3، 2، 1، نگهداري شدند و در روزهـاي صـفر  

ميزان بقـا و  ، روز 12نتايج نشان داد كه در مدت  .گرفتندآزمايش قرار 

 ).2اما تماميت كروماتين تغييري نكـرد (  ،ها كاهش يافت حركت اسپرم

نتايج بيانگر كاهش ناگهاني حركت و بقا در روز سوم بعد از  ،همچنين

اپيديـديم مـوش را    ي هـاي ناحيـه   مرگ بود و نشان داد كه اگر اسـپرم 

  هـا تـا    اسـپرم  يميزان حركـت و بقـا   ،آوري كرد نتوان به سرعت جمع

تواننـد بـراي    هـا مـي   و اين اسپرم باشد ميساعت پس از مرگ بالا  48

 ي ). نتايج مطالعـه 2( لقاح داخل آزمايشگاهي مورد استفاده قرار گيرند

 موش است. پژوهشگران بر رويقبلي  ي يد نتايج مطالعهؤم ،حاضر

مـردان   ي منـي شسـته شـده    هاي مـايع  حاضر، نمونه ي در مطالعه

روز در يخچال نگهداري شدند. بر اسـاس   12مدت ه نورموزواسپرم ب

ها رونـدي كاهشـي    ، تحرك و زنده ماندن اسپرمضراي ح طالعهنتايج م

بـه   ،ند و ايـن كـاهش  شـت برداري دا روز پس از نمونه 12در طي مدت 

چـه در ايـن ميـان     آن بـود. روز نگهداري چشـمگيرتر   2ويژه پس از 

هـاي بـا    دار در درصـد اسـپرم   عدم تغيير معني ،ديرس نظر ميه جالب ب

DNA درصـد   11 ،بـرداري  پس از نمونـه  12. در روز بوداي  دو رشته

در حـالي   .ها هنوز زنده بودند و اسپرم متحركي وجـود نداشـت   اسپرم

  .بوددرصد 98اي هنوز هم  دو رشته DNAها با  كه درصد اسپرم

تفـاوت زيـادي بـين كرومـاتين اسـپرم و      طور كه اشاره شـد،   همان

تـرين   اسپرم پسـتانداران متـراكم   DNAهاي سوماتيك وجود دارد.  سلول

DNA   هـا بـه    يوكاريوتي است و چنين تراكمي در اثر اتصـال پروتـامين

DNA آيـد.   وجود مـي ه و نظم خطي و پهلو به پهلوي كروماتين اسپرم ب

ي مرگ سلول (تخريب غشـا زماني  بيانگر عدم هم ي حاضر، مطالعهنتايج 

اسـاس نتـايج ايـن     در اسپرم انسان اسـت. بـر   DNAسلول) و تماميت 

توانـد در   اسپرم مي ي مايع مني، هسته ي مطالعه، در حين نگهداري نمونه

اسـپرم در   DNAمقاومـت   ،طور كليه برابر دناتوره شدن مقاومت كند. ب

ل نگهـداري  برابر دناتوره شدن ممكن است به ما در بهبـود روش معمـو  

سـازي اسـپرم ماننـد     هاي جديـد بـراي ذخيـره    اسپرم و پيدا كردن روش

  .زماني طولاني كمك كند ي انجماد براي يك دوره

  

  تشكر و قدرداني

 ـ  ي نامه پايان برگرفته ازاين مقاله  طـرح   ي شـماره ه كارشناسي ارشـد ب

وري دانشگاه علوم پزشـكي  آ معاونت تحقيقات و فنمصوب  394954

معاونت بـه دليـل حمايـت مـالي     اين از بدين وسيله  .باشد مياصفهان 
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Effects of Keeping Semen Samples in 4-6 ˚C on Sperm  Motility, Viability and 

DNA Denaturation 
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Abstract 
Background: Mammalian sperm DNA is the most compacted eukaryotic DNA and this compacted DNA can 
resist against different environmental and chemical factors.  The aim of this study was to assess the effects of 
keeping washed semen sample in refrigerator (4-6 ˚C) on sperm viability, total motility and DNA integrity in 
normozoospermic men. 

Methods: In this experimental study, 13 semen samples of normozoospermic men were washed twice in 
modified Ham's F10 medium. These samples were kept in refrigerator (4-6 ˚C) up to 12 days. On the 0 
(immediately after sampling), 1st, 2nd, 5th, 7th and 12th days, the proportion of viable, motile, double stranded 
DNA spermatozoa were examined. Viability and DNA integrity of sperm cells were examined consecutively 
using eosin-nigrosin and acridine orange staining. 

Findings: The viability and total motility of sperm cells significantly decreased (P < 0.05) during 12 days of 
storage in refrigerator (4-6 ˚C). In contrast with sperm viability and motility, DNA integrity was without 
significant changes up to 12 days of storage. 

Conclusion: This study suggests that sperm DNA integrity is preserved even after 12 days of keeping semen 
sample in refrigerator. 
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