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 چکیده

 اسپرم از (، محافظتART) زادآوری فناوری کمکمنظور افزایش کیفیت اسپرم و در نتیجه موفقیت ترین اقدامات به: یکی از مهممقدمه

های آزاد، از اکسیدانی است که با از بین بردن رادیکالزوراترول یک ترکیب آنتیباشد. می انجماد حین در اکسیداتیو هایواکنش برابر در

 و انسان اسپرم عملکردی پارامترهای اثر رزوراترول بر تعیین حاضر مطالعه . هدف از نمایدهای مزمن محافظت میبدن در برابر بیماری

 باشد.می  دانجما از پس Caspase3 و  HSP70 هایژن بیان و آپوپتوز ارزیابی

قم که همگی معیارهای ورود به مطالعه را دارا بودند  ACECRمرد مراجعه کننده به مرکز ناباروری  40: در این مطالعه از هامواد و روش

 استنوتراسپرمی به مبتلا افراد دوم گروه و طبیعی WHO معیار با به عنوان جامعه هدف استفاده شد. جامعه هدف به دو گروه مردان

 های مختلف رزوراترول منجمد شدند.ها با غلظتگیری اسپرم، اسپرمتقسیم شدند. پس از نمونه

 و آپوپتوز،  (ROS)پذیرواکنش اکسیژن هایگونه، ماندنزنده، تحرک، مورفولوژی، غلظت شامل اسپرم پارامترهای نظر از منی هاینمونه

 ند.گرفت قرار بررسی مورد 3 کاسپاز و HSP70 هایژن بیان

≥P)داد  افزایش را اسپرم تحرک توجهیقابل طوربه مولارمیلی 05/0 و 02/0 رزوراترول :هایافته  شاهد گروه با مقایسه در اما، (0/001

≥P)یافت  کاهش مولارمیلی 1/0 و 25/0 رزوراترول با  05/0 ویژهبه رزوراترول دوزهای همه، مولارمیلی 25/0  رزوراترول جز. به(0/001

 و آپوپتوز باعث کاهش مولارمیلی 05/0و  مولارمیلی 02/0 ویژهبه رزوراترول دوزهای تمام .(˂05/0P) شد اسپرم افزایش باعث مولارمیلی

 گردید. Caspase3 و HSP70 هایژن بیان

 جانبی عوارض داد و باعث کاهش افزایش را اسپرم کیفیت چشمگیری طوربه انجماد از قبل رزوراترول مکمل، کلی طور: بهگیرینتیجه

 گردید. انجماد شوک

 

 HSP70 ا،یاسپرم، رزوراترول، استنوتراتاسپرم :یدیکل کلمات
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مقدمه
از  نظرصرف را مردان باروری قدرت اسپرم، انجماد

کند. این روش  می حفظ هاسال برای ،1ناباروری اتیولوژی

 رادیوتراپی، از قبل اسپرم ذخیره از جمله مختلفی موارد برای

 طی (. در1گردد )استفاده می وازکتومی و درمانیشیمی

-می قرار اسمزی فشار و سرما شوک معرض در منی، انجماد

-واکنش دلیل به غشا اکسیداسیون میزان، نتیجه در و گیرد

 کاهش باعث نهایت در که، یابدمی افزایش اکسیداتیو های

مختلف نشان  تحقیقات .شودمی اسپرم ماندن زنده و تحرک

داد که پس از انجماد اسپرم، غشاء، عملکرد صحیح خود را از 

 قابل میزان به اسپرم انجماد از پس لقاح دست داده و میزان

از جمله  HSPA2 (. پروتئین2یابد )می کاهش توجهی

استرس  باشند که در هنگامهای شوک حرارتی میپروتئین

-پروتئین بازیابی به میزان آن در سلول افزایش یافته و منجر

 جدید هایپروتئین سنتز و استرس از ناشی شدهتخریب های

 .(3.4شود )می تعمیر قابلغیر هایپروتئین با جایگزینی برای

شده های تخریبها در ترمیم پروتئینبیان زیاد چاپرون

-جایگزینی با پروتئین های جدید وپپتیدهمچنین سنتز پلی

در صورت  HSPA2 . پروتئینترمیم نقش دارد های غیرقابل

شود و در سلول، بافت یا ارگان تحت یک استرس بیان می

 هایهمچنین سطوح بالای پروتئین .پاسخ استرسی است

HSP70 ها به عوامل با مهار آپوپتوز و مقاومت سلول

 دارد. گوناگون شیمی درمانی ارتباط

 نابارور مردان که است داده نشان مختلف مطالعات

 بارور مردان به نسبت بیشتری پروتامین/  هیستون نسبت

 نقص به منجر پروتامین/  هیستون نسبت در نقص (.5دارند )

 را اسپرم DNA که شودمی اسپرم کروماتین تجمع در

 لقاح میزان کاهش نتیجه در و خارجی شوک آسیب مستعد

 (. 6.7کند )می بیماران نوع این در

                                                   
1 Aetiological  Pregnancy 

 در اساسی نقش کاسپاز نام به خاص پروتئین همچنین

سازی سازی کاسپاز، خارجفعالدارند.  آپوپتوز میزان تنظیم

سرین، تغییر پتانسیل غشای میتوکندری و  فسفاتیدیل

های آپوپتوز در از نشانه DNA شدنقطعهقطعه

 دهدمی نشان اخیر مطالعات(. 8) اسپرماتوزوای انسانی است

 و داشته اکسیدانیآنتی خاصیت کم غلظت در NOکه 

 بالا هایغلظت در ولی . کندمی خنثی را اکسیدسوپر آنیون

 از C سیتوکروم سازیآزادنیتریت سبب پراکسید تشکیل با

 باعث کاسپازها کردنفعال با و شده میتوکندری غشای

 (.8) شودمی آپوپتوز ایجاد

-لوله اپیتلیوم در پروآنزیم عنوانبه ابتدا پروتئینازها این

 آبشار هایفعالیت به منجر سپس و شوندمی ترشح منی های

-می القا را پرواپوپتوتیک هایسیگنال که شوندمی دیگری

-گیرنده مانند، اسپرم در سلول مرگ های(. گیرنده9کنند )

 توسط که هستند عواملی جمله از، TNFα و FAS های

-می سلولی مرگ به منجر و شوندمی فعال کاسپازشبه آنزیم

 هایاکسیدانآنتی، اخیر تحقیقات (. در10.11شوند )

، ویتامین C، ویتامین زآگزانتین و لوتئیناز جمله  مختلفی

E در اسپرم پلاسمایی غشای از محافظت و بتاکاروتن برای 

 انجماد از ناشی هایآسیب سایر و اکسیداتیو هایواکنش برابر

 کاهش با هااکسیدان(. آنتی12.13است ) شده ایشآزم

 اسپرم، تحرک حفظ برای اکسیژن آزاد هایرادیکال تشکیل

 یک (. رزوراترول14.15دهند )می تغییر را سلولی شرایط

این ماده  است. قوی اکسیدانیآنتی خواص با تیول ترکیب

های فنلی طبیعی است که با از بین بردن رادیکالپلی یک

 .نمایدهای مزمن محافظت میاز بدن در برابر بیماریآزاد، 

رزوراترول و فالونوئیدها توسط گیاهان و از یک مسیر مشترک 

شوند. همچنین رزوراترول یک فیتوآلکسین است سنتز می

رزوراترول در دوزهای پایین خود بقای سلول را (. 16.17)

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%88%D8%AA%D8%A6%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%88%D8%AA%D8%A6%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%A2%DA%AF%D8%B2%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%A2%DA%AF%D8%B2%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%D9%86
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ل حا کند، مانند محافظت قلبی و عصبی؛ و در عینفراهم می

آن باعث افزایش مرگ سلولی در درمان  بالایدوزهای 

های بیولوژیکی . یکی از فعالیت(16) شودسرطان می

دلیل اینکه اکسیدانی آن است و بهرزوراترول پتانسیل آنتی

های آزاد در تغییر لیپیدی دارد، تعامل بیشتری با رادیکال

کسیدازی سفت و سخت اقادر است خود را به غشاهای پر

بنابراین، رزوراترول در  .اند و سیالیت غشا را افزایش دهدبرس

 غشاهای سلول در برابر پراکسیداسیون لیپیدی و آسیب

DNA  ایجادشده توسط ROS اثری محافظتی نشان می-

به توضیحات ارائه شده، هدف از این مطالعه توجه(. با17) دهد

رزوراترول بر پارامترهای  اکسیدانتبررسی اثر آنتی

افراد  HSP70و  3های کاسپازوشیمیایی اسپرم و بیان ژنبی

 باشد. نابارور آستنواسپرمی تحت شرایط انجماد می

 

  هاروش مواد و

 مرکز ناباروری در مرکز 1399در سال  مطالعه این

   .انجام گردید ایران/  قم ،(ACECR) تحقیقات و آموزش

 استنوتراتاسپرمیمرد نابارور  20جامعه مورد مطالعه شامل 

باشند ای میسال که فاقد بیماری زمینه 35تا  25دارای سن 

عنوان گروه شاهد بود مرد سالم به 20عنوان گروه بیمار و به

نامه کتبی و داشتن معیارهای ورود به که پس از اخذ رضایت

 و تحرک سرعت اسپرم، مطالعه، وارد مطالعه شدند. غلظت

 WHO هایتوصیه به توجه با مورفولوژی تحلیل و تجزیه

  (.18شد ) ارزیابی

به  در این مطالعه از کیت تانل شرکت پرومگا آلمان

شرکت  MDA ELISA منظور انجام تست تانل، کیت

zelbio آلدهید  دی مالون آلمان برای انجام تست تشخیص

شرکت آبکم آمریکا برای ارزیابی  ROS Assay و کیت

ROS  .استفاده گردید 

 نامهرضایت مطالعه، در شرکت از قبل مارانبی از همه

 آزواسپرمی، وجود اخذ گردید. معیار ورود به مطالعه کتبی

-آنتی/  دارو از استفاده لکوسیتوسپرمیا، یا شدید الیگوسپرمی

 یا درمانیشیمی معرض در گرفتنقرار ها،اکسیدان

 داشتندرصورت بارور مردان. بودند واریکوسل یا پرتودرمانی

 .شدند خارج مطالعه از واریکوسلکتومی یا وازوازوستومی سابقه

-به هاهای منی، نمونهدر این مطالعه پس از اخذ نمونه

 درجه 37 دمای دار و CO2 انکوباسیون در دقیقه 30 مدت

 اسپرم، پارامترهای ارزیابی از قبل تا داده شد قرار گرادسانتی

 نظر از منی هاینمونه سپس. شود انجام منی سازیمایع

 و مورفولوژی اسپرم، غلظت جمله از مختلف پارامترهای

 درجه 3 در اسپرم گرفتند. تحرک قرار ارزیابی مورد تحرک

: B درجه کم، سرعت و دورانی درجا،: A درجه: شد ارزیابی

 .سریع و پیشرو خطی،: C درجه سرعت،کم خطی

-بافت اسمیرهای از استفاده با اسپرم ماندنزنده بررسی

 و ائوزین %4 محلول) نیگروسین-ائوزین به آغشته شناسی

طبق و ( سدیم سیترات نیگروسین در  %8 محلول

شد  انجام( WHOبهداشت ) یدستورالعمل سازمان جهان

(19.) 

 تازه، منی مایع در مختلف پارامترهای ارزیابی از پس

 جدا هم از مساوی میزان شش به نمونه هر از ماندهباقی حجم

 ، 01/0 هایغلظت رزوراترول در با و رزوراترول بدون: شد

(. نمونه مایع منی 20مولار )میلی 25/0 و 1/0 ، 05/0 ، /02

های مختلف دقیقه با غلظت 10مدت صورت جداگانه بهبه

ها نگهداری و سپس محیط فریز اسپرم به نمونه رزوراترول

اضافه گردید. سپس با استفاده از روش استاندارد انجماد 

ها منجمد و به تانک ازت حداقل به مدت یک سریع، نمونه

 هفته وارد و نگهداری شدند.

 

 انجماد روش

شد:  تقسیم مقدار چهار به منی هاینمونه از یک هر

 ، 02/0 ،01/0 نمونه با و( شاهد) رزوراترول نمونه بدون

 1 مدت به رزوراترول که مولارمیلی 25/0 و 1/0 ،05/0
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 گردید. سپس انکوبه گرادسانتی درجه 37 دمای در ساعت

 Lifeکننده )خنک کنندهمحافظت محیط یک با منی مایع

global-Belgium) دمای در و شدهرقیق 1: 1 نسبت در 

 سپس گردید. انکوبه ساعت یک مدت به گرادسانتی درجه 4

-منجمد گرادسانتی درجه 20- دمای در دقیقه 10 مدتبه

 گردید. معلق بخار فاز نیتروژن در ساعت 1 مدتبه و شده

-سانتی درجه 196- در مایع نیتروژن در روز 7 مدتبه سپس

 نیتروژن مخزن از منجمد های(. نمونه21شدند ) ذخیره گراد

 در تعادل ثانیه، 20 از پس و شد استخراج ذوب برای مایع

 گرادسانتی درجه 37 در کامل ذوب برای آزمایشگاه هوای

 و آلبومین %10نمودن با اضافه گردید. سپس ورغوطه

شد.  پاک یخضد g300 با سرعت دقیقه 5 مدتبه سانتریفیوژ

 تحلیل و تجزیه مورد اسپرم پارامترهای نظر از هانمونه سپس

 .گرفتند قرار

 

 MDA و ROS گیریاندازه

 تیوباربیتوریک اسید دهندهواکنش هایگونه

(TBARS )آلدئیددیمالون غلظت گیریاندازه عنوانبه 

(MDA )لیپید پراکسیداسیون نهایی محصول اسپرم، در 

(LPO)، کیت توسط MDA ELISA  و طبق پروتکل

 طول در MDA سطح .شد استاندارد موجود در کیت تعیین

گردید  گزارش لیترمیلی/  نانومول عنوانبه نانومتر 532 موج

( 6 و 5) از استفاده با اسپرم هاینمونه در ROS (. سطح22)

 استراستیل و استاتدیفلورسینکلرودی-'7 ، ′ 2-متیل کلرو

(CM-H2DCFDA )توسط کیت ROS Assay   و

 شد. این طبق پروتوکل استاندارد موجود در کیت ارزیابی

 ROS 2 ′ ، 7 dia به وابسته اکسیداسیون اساسبر روش

 فلورسنتفلورسینکلرودی به کلروفلوئورسیندیاستاتدی

(DCF )است .DCF که است فلورسنت بسیار ترکیب یک 

 تشخیص قابل نانومتر 535 در فلورسانس سنجیطیف با

 میکرومولار 10 با( لیترمیلی 5×  106) اسپرماتوزوآ. است

CM-H2DCFDA درجه 37 در دقیقه 30 مدتبه 

 گرفتند. قرار درمان تحت تاریکی در گرادسانتی

 

 real-time PCRو انجام   RNAاستخراج

 تریازول با روش استاندارد RNA Total استخراج

میکرولیتر محلول  100ها با استفاده از شد. ابتدا نمونه انجام

SDS شده سپس از محلول تریازول و کلروفرم یک درصد لیز

از پروتئین و دیگر عوامل سلولی  RNAجهت جداسازی 

 با نانومتر 260 طول موج در RNA غلظت استفاده گردید.

 اندازه NanoDrop اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده

 بود، 8/1 از بالاتر 260/280 جذب نسبت کهآنجاشد. از گیری

 گردید. سنتز استفاده cDNA سنتز برای هانمونه این از

cDNA سنتز کیت از استفاده با cDNA (Takara Bio ،

Otsu ،Japan) کیت  در موجود استاندارد پروتکل و طبق

 پلیمراز ایزنجیره واکنش برای آغازگر شد. طراحی انجام

 انجام perlprimer توسط هدف مورد ژنومی مناطق برای

 ،مناسب آغازگر جفت یک انتخاب از . پس(0.1.1 نسخه) شد

 شدهانتخاب آغازگر آن، صحیح طراحی از اطمینان برای

 ،(Gene Runner Hastings Software توسط

Hudson، NYهایسایت و( 6.5.47 نسخه ؛ UCSC و 

Blast NCBI (.1 جدول) گرفت قرار بررسی مورد 

 /GAPDH 3 کاسپاز ژن هایپرایمر : توالی1 جدول

 (5-3توالی ) نام ژن
 طول قطعه تکثیری

 )جفت باز(

 دمای ذوب

 گراد ()درجه سانتی
 CG درصد 

Caspase3 
F: AAGCGAATCAATGGACTCTGG 
R: CTGTACCAGACCGAGATGTC 

134 59/4 
60/5 

47/62 
55/0 

GAPDH F: CCATGAGAAGTATGACAAC 161 53 42/11 
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 (5-3توالی ) نام ژن
 طول قطعه تکثیری

 )جفت باز(

 دمای ذوب

 گراد ()درجه سانتی
 CG درصد 

R :GAGTCCTTCCACGATACC 1/56 56/55 

HSP70- 
F: CATCGACTTCTACACGTCCA 

R: CAAAGTCCTTGAGTCCCAAC 
170 50 

51 

20 

20 

 SYBRes از میکرولیتر 10 نهایی حجم در هاواکنش

Green Real-time PCR Master Mixes Thermo 

Fisher Scientific) ،Waltham ،MA ،USA )انجام 

.شد انجام 2 جدول مطابق PCR دمای برنامه .شد

 مقایسه از مطالعه این در ژن بیان تغییرات مطالعه برای 

 ژن بیان با مقایسه در نسبت این و استفاده( (ΔΔ CT روش

GAPGH شد. روش محاسبه داخلی کنترل عنوانبه 

 شاهد نمونه و آزمایش نمونه بین نسبی تفاوت نسبی، مقایسه

 .گردید استفاده از فرمول زیر مقایسه با

 

 آپوپتوز تعیین

که  TUNEL روش از استفاده با اسپرم، نمونه هر برای

کند به فلورسنت یا شیمیایی استفاده میاز یک لیبل 

به انتهای  TdT شود که توسطنوکلئوتیدهایی متصل می

 با پایان در انداضافه شده DNA شکاف هیدروکسیل-3′

 روشه،) InSitu سلول مرگ تشخیص کیت از استفاده

 روی بر اسپرم اسمیرهای. شد ارزیابی( آلمان مانهایم،

 پارافورمالدئید %4 حلولم یک در و میکروسکوپ اسلایدهای

(Merck )محلول در PBS در ساعت 1 مدتبه RT ثابت 

 %1/0 محلول با و شسته PBS در اسلایدها شد. سپس

-به( سیگما) ٪1/0 سدیم سیترات محلول در ایکس-تریتون

 بار. یافتند نفوذ گرادسانتی درجه 4 دمای در دقیقه 2 مدت

 ساعت یک مدتبه سپس و شسته PBS در اسلایدها دیگر

 گرادسانتی درجه 37 دمای در مرطوب و تاریک ایمحفظه در

 آن، از پس .شدند انکوبه TUNEL مخلوط میکرولیتر 50 با

 حاوی نصب محیط با و شدند شسته PBS در اسلایدها

DAPI شدند  آمیزیرنگ(Burlingame، CA، USA .)

-به مورفولوژیکی نظر از اسپرم 200 حداقل اسلاید، هر در

 Leitz فلورسانس میکروسکوپ در رندوم صورت

DMRBE تعداد  (.آلمان لایکا، زلار،) شد ارزیابی

 کنندمی ساطع سبز فلورسانس اسپرماتوزوئیدهایی که

(TUNEL مثبت )هایاسپرم کل تعداد از درصدی عنوانبه 

 شد. ثبت شدهشمارش

 ژن بیان تغییرات : بررسی2 جدول
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 آماری تحلیل

 آزمون از استفاده با مداوم متغیرهای بودننرمال

Kolmogorov-Smirnov عنوانبه هاداده و شد تأیید 

 با هاداده تحلیلوتجزیه. شدند گزارش   SEM± میانگین

 برای Tukey آزمون و طرفهیک ANOVA از استفاده

post-hoc آماری افزارنرم با هاداده تمام. شد انجامspss 

version 20   گردید تحلیل و تجزیه. 

 نتایج

 اسپرم تحرک

 میزان توجهیقابل طوربه رزوراترول ،1 نمودار اساسبر

-میلی 05/0 و 02/0 ، 01/0 هایغلظت در را اسپرم تحرک

-با(. ˂05/0Pداد ) افزایش کنترل گروه با مقایسه در مولار

 پارامتر این ناچیزی طوربه مولارمیلی 1/0 رزوراترول حال،این

 توسط توجهیقابل طوربه اسپرم تحرک و داد افزایش را

 با مقایسه در مولارمیلی 1/0 مولار ومیلی 25/0 رزوراترول 

یافت. کاهش ˂05/0Pدر سطح معناداری  شاهد

 با شاهد گروه با مقایسه در B درجه میانگین همچنین،

یافت  افزایش توجهیقابل طوربه مولارمیلی 0.05 رزوراترول

(  05/0P˂( ) 2 نمودار .)میلی25/0 رزوراترول  که،حالیدر-

در سطح  را B درجه توجهیقابل طوربه شاهد به نسبت مولار

 که طورهمان (.2 داد )نمودار کاهش ˂05/0Pمعناداری 

 05/0 تا 01/0 دوز از رزوراترول دهد،می نشان 3 نمودار

 درجه میانگین افزایش باعث توجهیقابل طوربه مولارمیلی

C شد کنترل گروه با مقایسه در (05/0P˂ .)حال،اینبا 

 گروه و رزوراترول دیگر هایغلظت بین داریمعنی تفاوت

≥Pنداشت ) وجود کنترل 0/001).
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/05  کنترل فریز* در مقایسه با گروه 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/01  تازه++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 
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 اسپرم غلظت و گیریشکل مانی،زنده

 همه تقریباً دهد،می نشان 4 نمودار که طورهمان

 داریمعنی طوربه مولارمیلی 05/0 ویژهبه رزوراترول دوزهای

شد  کنترل گروه با مقایسه در اسپرم افزایش باعث

(05/0P˂،) مولار.میلی 25/0 جز دوزبه 

 طبیعی مورفولوژی میانگین که داد نشان ما هاییافته

-اینبا. یابدمی رزوراترول افزایش هایغلظت تمام با ها اسپرم

 گروه به نسبت مولارمیلی 05/0 رزوراترول گروه در این حال،

( ˂05/0P) بود بالاتر توجهیقابل طوربه فقط شاهد

 (.5نمودار )

 بیشتر در اسپرم غلظت ،6و 4 نمودار مطابق این،برعلاوه

-قابل طوربه کنترل گروه با مقایسه رزوراترول در دوزهای

 05/0 رزوراترول همچنین(. ˂05/0P ) یافت افزایش توجهی

 25/0 رزوراترول کهحالیدر داشت؛ را اثر بالاترین مولارمیلی

 کاهش کنترل گروه با مقایسه در را اسپرم غلظت مولارمیلی

داد.
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 : بررسی قابلیت حیات اسپرم 4نمودار 

 

 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 
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p < 0/05  کنترل فریز* در مقایسه با گروه 

 

 اسپرم  : بررسی مورفولوژی 5نمودار 
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 لیتر: بررسی تعداد اسپرم در واحد میلی 6نمودار 

 

 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/05  کنترل فریز* در مقایسه با گروه 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 
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 MDA و پذیرواکنش اکسیژن هایگونه

 در تمام که دهدمی نشان ما هاییافته ،7 نمودار مطابق

-معنی طوربه مولارمیلی 05/0 ویژهرزوراترول به هایغلظت

-می کاهش کنترل گروه با مقایسه در را ROS تولید داری

-به و 02/0 رزوراترول ،8 نمودار براساس (.˂05/0P ) دهد

 MDA توجهیقابل طوربه مولارمیلی 05/0 رزوراترول ویژه

 .(˂05/0P) دهدمی کاهش کنترل گروه با مقایسه در را
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/01  کنترل فریز** در مقایسه با گروه 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 

 ROS: بررسی غلظت  7نمودار 
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 

 MDA: بررسی غلظت  8نمودار 
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 Caspase3 و HSPA70 هایژن بیان و آپوپتوز

 در HSPA70 ژن بیان بیشترین که داد نشان هایافته

رزوراترول  دوزهای تمام و است شده مشاهده کنترل گروه

 گروه با مقایسه در را بیان مولارمیلی 05/0 و 02/0 ویژهبه

 ( )نمودار ˂05/0P) دهدمی کاهش داریمعنی طوربه کنترل

9.) 

 ژن بیان مورد در نتایج همین که است توجه جالب

caspase3  05/0سطح معناداری درP˂ است شده مشاهده 

. (10  )نمودار
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 

  HSPA70: بررسی بیان ژن  9نمودار 
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 caspase3: بررسی بیان ژن  10نمودار 

 

 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/05  کنترل فریز* در مقایسه با گروه 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 
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-غلظت تمام که نشان داد 11 نمودار همچنین بررسی

 گروه با مقایسه در آپوپتوز کاهش زوراترول باعثر های

 نشان 11 در نمودار کهطورهمان(. ˂05/0Pشود )می کنترل

 و یافته کاهش مولارمیلی5/0 در آپوپتوز است، شده داده

 . است داده رخ دوز این در آپوپتوز میزان کمترین

بحث
زمینه  در استفاده مورد آزمایش ترینرایج و تریناساسی

 باشد می اسپرم پارامترهای کیفیت بررسی باروری، بینیپیش

 رابطه اسپرماتوزوآ، کیفیت افزایش اینکهبه(. نظر23)

 تحرک با هاییاسپرم و دارد باروری در با موفقیت مستقیمی

-می باروری میزان افزایش به منجر مورفولوژی نرمال و بالا

 سالم، و پرتحرک هایاسپرم با جداسازی توانمی پس گردند،

 بنابراین. برداشت IVF میزان موفقیت افزایش در مهم گامی

  up Swim روش از با استفاده تا شد سعی مطالعه این در

 که دیگر مهم مسأله. دست یابیم بالا کیفیت با هاییاسپرم به

 افزایش دهد،قرار می الشعاعتحت را اسپرماتوزوآ کیفیت

 و ROS افزایش تولید باشد؛می منی مایع در ROS سطح

 لیپید پراکسیداسیون سبب استرس اکسیداسیون، ایجاد

 و همچنین اسپرم پلاسمایی غشای غیراشباع چرب اسیدهای

کروماتین  ساختار و هااسپرم حرکتی هایویژگی به آسیب

دهند می کاهش را اسپرم باروری توانایی نهایت در و شوندمی

(24.) 

 کاهش به منجر سرد شوک طریق از اسپرم انجماد

 ،membrane غشا چگییکپار در اختلال و اسپرم تحرک

 شودمی میتوکندری عملکرد و آکروزوم واکنش در اختلال

(25.)  

 اکسیدانآنتی سطح کاهش ذوب، - انجماد فرآیند طی

 هاینقص سبب که دهدمی رخ ROS افزایش غلظت و

. گرددمی اسپرم مورفولوژی در نهایت و غشا در فراوانی

 معنادار افزایش سبب های مورفولوژیکیناهنجاری افزایش
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 گزارش شده است.  Mean ± SEMصورت نتایج به

p < 0/001  تازه+++ در مقایسه با گروه کنترل 

p < 0/001  کنترل فریز*** در مقایسه با گروه 

 : بررسی آپوپتوز )درصد( 11نمودار 
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 و تحرک دارمعنی کاهش در نتیجه و غیرطبیعی هایاسپرم

 . (26) شودمی هااسپرم بقای توانایی

 نیز انجماد از پس هااسپرم تعداد حاضر تحقیق در

 انجماد طی دمایی شدید تغییرات که شد نشان داده و بررسی

 تطبیق آن با را خود بتواند سلول که طبیعی نیست پدیده یک

-می ایجاد اسپرم تعداد کاهش این تغییرات دنبال به و دهد

 وسازسوخت عمل طی و است سلول هوازی یک اسپرم. شود

 طول در را عملکرد این و نمایدتولید می آزاد رادیکال خود،

 دلیلبه بنابراین کند؛می مداوم حفظ صورتبه انجماد مدت

 توازن منی، در مایع موجود اکسیدانآنتی سطح کاهش

-به در اسپرم اکسیدانآنتی سطح و ROS تولید بین طبیعی

 تعادل ایجادشده، عدم دلیلبه ترتیباینبه و خوردمی هم

 آن ایجاد عملکرد و اسپرم ساختار کیفیت در مخربی تغییرات

از  بخشی اسپرم، پردازش هایتکنیک طی در. شد خواهد

-می هااکسیدانآنتی  انواع حاوی )که پلاسما سمینال حجم

 سانتریفیوژهای دلیلبه همچنین شود؛می باشد( برداشته

در  .(27) یابدمی افزایش نیز ROSتولید  مکرر،

گزارش گردید که  2009و همکاران در سال   Patelمطالعه

بسیاری از عوامل فیزیولوژیکی، ژنتیکی و محیطی در باروری 

پایین  گذار است، استرس اکسیداتیو، سطوحمردان تاثیر

و همکارانش آسیب  Patel. طبق مطالعات Eو  Cویتامین 

غشای لیپیدی با عوارضی در مورفولوژی و تحرک اسپرم در 

در غشای اسپرم  ROSارتباط است که بیانگر سطوح بالای 

است. این نتایج با نتایج حاصل از این مطالعه همخوانی دارد 

(27.) 

 بیولوژی شناخت در زمینه اخیر هایپیشرفت علیرغم

 اسپرم، در انجماد گوناگون هایروش از استفاده و انجماد

 – اسپرم منجمد با باروری و لقاح موفقیت درصد هم هنوز

سایر  همانند نیز حاضر تحقیق در. است پایین شدهذوب

 دلیلبه ذوب - انجماد فرآیند که شد داده نشان تحقیقات

 شوک قبیل از سلول به زنندهآسیب مختلف وجود عوامل

 و اسپرم کیفیت کاهش سبب اکسیداتیو،و استرس سرمایی

 اسپرم غشای. شودمی باروری کاهش پتانسیل نتیجه در

 نفوذپذیر العادهفوقH2O2 هیدروژن پراکسید به نسبت

 به رسانآسیب ترین عاملمهم که رسدمی نظربه و باشدمی

 باعث لیپید آن افزایش که است H2O2 همین اسپرم

 (.28) شودمی غشا پراکسیداسیون

 1997و همکاران در سال  Soleasهمچنین در مطالعه 

عنوان گردید که افزودن رزوراترول قبل از فرآیند انجماد قادر 

به جلوگیری از آسیب اکسیداتیو به اسپرم در مردان نابارور و 

این مشخص شده است برهمچنین مردان بارور است. علاوه

است و نیز کاهش میزان  ROSقادر به کاهشکه این ترکیب 

H2O2های چربی، حفظ یکپارچگی ، مهار تشکیل رادیکال

شود که با نتایج حاصل از پژوهش ما غشا و تعادل یونی می

 (.29همخوانی داشت )

 نتیجه در و ROS تولید افزایش گفت توانبنابراین می

 تتغییرا سبب سیتوتوکسیک،تولید آلدهیدهای و اکسیداتیو

 آکروزوم به آسیب و غشا تخریب با شود ومی غشا بیوشیمیایی

 بقای توان و تحرک کاهش ، موجب ATPتولید فرآیند و

 (.29.30) گرددمی هااسپرم

 این در گرفتهصورت مطالعات بهتوجهبا نتیجهدر

 برای اسپرم دفاعی مکانیسم که رسدنظر میبه خصوص،

 هایاسترس مقابل در اشساختار سلولی از محافظت

 لازم کارایی و ظرفیت و ذوب انجماد فرآیند طی اکسیداسیون

 سپر کمبود جبران که برای است ضروری بنابراین ندارد؛ را

 در. گردد اسپرم اضافه به خارجی هایاکسیدانآنتی دفاعی،

 افزودن که با است بوده این بر محققان تلاش اخیر ایساله

 ROS میزان  اسپرم، شستشوی محیط به اکسیدانآنتی

 اکسیداتیو هایاسترس و مکرر سانتریفیوژهای از حاصل

 (.31) دهند کاهش اسپرم سازیآماده طی را از آن حاصل

 طوربه اسپرم تعداد ذوب - فرآیند انجماد به خاطر زیرا

 با up swim فرآیند چون در. یابدمی کاهش داریمعنی
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 توانمی را این کاهش بنابراین هستیم، روروبه متحرک اسپرم

 طی را کاهش آن و داد نسبت متحرک هایاسپرم تعداد به

میتوکندری  فعالیت نقص به خاطر ذوب - انجماد فرآیند

 . (32) دانست

 که افزودن داد نشان نیز همکاران و Branco مطالعه

-اسید و Resveratrol شیمیایی هایاکسیدانآنتی

ساختار  حفظ در انسان سیمن انجمادی محلول به آسکوربیک

DNA خصوصبه نابارور و بارور مردان گروه دو هر در اسپرم 

 با و است بوده مؤثر بسیار انجماد از پس نابارور، در گروه

 از پس اسپرم غلظت و شکل در تغییری مکمل این دو حضور

  .(33) مشاهده نشد انجماد

 محلول هایاکسیدانآنتی دهدمی نشان تحقیقات نتایج

 چربی در محلول هایاکسیدانآنتی و C ویتامین مانند آب در

 شوندمی آزاد هایرادیکال کاهش باعث E ویتامین مانند

 بر اکسیدانآنتی این تأثیر مورد در گزارشی هیچ. (34)

 .ندارد وجود انسان اسپرم پارامترهای کیفیت

نیز  انسانی اسپرم انجمادی محلول به E ویتامین افزودن

 ارزیابی مورد 2009 سال در همکاران و Taylor مطالعه در

 بود، مشهود اسپرم تحرک بر فوق مواد تأثیر قرار گرفت؛

 DNA ساختار حفظ و بقا درصد در افزایش کههرچند

 . (35نداشت ) تأثیری

-به رزوراترول، افزودن که داد نشان حاضر مطالعه نتایج

 توجهیقابل طوربه مولار،میلی 05/0 و 02/0 دوزهای ویژه

-می اسپرم روندهپیش تحرک ویژهبه و تحرک افزایش باعث

 سال در خود مطالعه در نیز همکاران و Garcez  شود.

 Resveratrol شیمیایی اکسیدانآنتی افزودن تأثیر 2010

دادند.  قرار بررسی مورد انسان اسپرم محلول انجمادی به را

 از پس اسپرم و مورفولوژی غلظت که آنها مشاهده نمودند

 است شده حفظ اسپرم تحرک بر بدون اثر انجماد فرآیند

(36.) 

 ROS سطح شد، داده نشان 7 نمودار در که طورهمان

 کاهش مولارمیلی 25/0 جزبه رزوراترول دوزهای تمام در

 ویژهبه و مولارمیلی 02/0 دوز در کاهش ترینمهم اما. یابدمی

 رزوراترول فرضیه است ممکن که افتاد اتفاق مولارمیلی 05/0

 دوز عنوانبه را مولارمیلی 05/0 و کند تأیید را دوز به وابسته

 با هایافته این. بگیرد نظردر انسانی هاینمونه برای بهینه

 همکاران و Mata و( 2015) همکاران و پرز مطالعات نتایج

 1.5 و مولارمیلی 1 دوز از ترتیب به که است سازگار( 2012)

 کردند استفاده قرمز گوزن و گاو اسپرم نمونه برای مولارمیلی

(18، 26) . 

 نشان حیوانی هایمدل داخل سلولی مطالعات در اخیراً

-موش در را اسپرم تولید رزوراترول قدرت که است شده داده

 - هیپوفیزی – محور هیپوتاالموسی تحریک با صحرایی های

 (.37) دهدمی جانبی افزایش عوارض القای بدون و گنادی

 افزایش سطح وسیلهبه رزوراترول نیز خرگوش در

های اسپرم تعداد روی بر مثبت اثر تواندمی خون تستوسترون

 (.38) باشد داشته اپیدیدیم هایاسپرم تحرک و بیضه

 با B و A تحرک کاهش حاضر، مطالعه در مشابه،طوربه

 در توجهقابل کاهش بیشترین و شد آغاز مولارمیلی 1/0 دوز

 نمودار) شد مشاهده مولارمیلی 25/0 رزوراترول دوز بالاترین

 عوارض رزوراترول و دوز به وابسته منشاء است ممکن این(. 1

 .دهد نشان مولارمیلی 05/0 از بالاتر دوزهای در را آن جانبی

 تمام تقریباً که داد نشان ما مطالعه هاییافته همچنین،

 شوندمی ماندنزنده افزایش رزوراترول باعث دوزهای

 05/0 و 02/0 دوزهای در افزایش این مجدداً،(. 4نمودار)

 آن اثربخشی بر را اکسیدانآنتی سطح تأثیر که بود بارزتر

 را مولارمیلی 5/0 و 02/0 دوزهای بنابراین کند،می تأیید

 بیشترین. گرفت نظردر مطلوب دوزهای عنوانبه توانمی

 و 05/0 رزوراترول در اسپرم غلظت و مورفولوژی در تأثیر

 این کاهشی روند که است توجهجالب. بود مولارمیلی 02/0

 توجهیقابل طوررزوراترول به دوزهای افزایش با نیز هاشاخص
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 و نتایج مطالعه مایکل(. 7و  6، 5نمودار) شد معکوس

 از پس 5/1 رزوراترول مصرف که داد نشان( 2007) همکاران

 سگ اسپرم در ماندنزنده باعث انجماد، برابر در محافظت

 . (25) شودمی

 آسیب و اکسیداتیوپیش از استرس را هاسلول رزوراترول،

 نشان همکاران و Chan اینبرعلاوه. کندمی محافظت بافتی

 یا C هایویتامین و ترانس رزوراترول از ترکیبی که دادند

E به اکسیدانآنتی سه از هر مؤثرتر هاسلول از حفاظت در-

 (.39) باشدمی تنهایی

 برعلاوه HSP70 که است آن از حاکی متعدد مطالعات

 (. نتایج مطالعه40) دارد نقش نیز جنین نموورشد در لقاح،

Juan  آنتی وجود که است داده نشان( 1998) همکاران و-

 در بلاستوسیت رشد سرعت کاهش باعث HSP70 بادی

 آن از حاکی همچنین مطالعه چندین. (41) شودمی موش

 جنینی اولیه رشد در آپوپتوز کنندهمهار HSP70 که است

-می بلاستوسیت رشد کاهش باعث HSP70 مهار و است

 مردان ناباروری و سلولیمرگ افزایش با است ممکن و شود

 . (42) باشد همراه

 با HSP70 ژن بیان که داد نشان ما مطالعه هاییافته

 حالت،ایندر. یابدمی رسوراترول کاهش دوزهای تمام

 را تأثیر بیشترین نیز مولارمیلی 05/0 و 02/0 دوزهای

 مربوط اسپرم باروری و بلوغ به پروتئین این وجود. داشتند

 با میوز مراحل در پروتئین این بیان عدم یا کاهش. شودمی

 آزواسپرمی و اولیگوزواسپرمیا آنوپلوئیدی، مانند میوز نقایص

 پروتئین این بیان در نقص هرگونه. (43) بود خواهد همراه

 و شودمی DNA آسیب به منجر اسپرموژنز نهایی مرحله در

 و غیرطبیعی مورفولوژی سیتوپلاسمی، حذف عدم دلیلبه

 بین از نیز تخمک اتصال پروتئین، این نامناسب جایگزینی

 پروتئین یک عنوانبه همچنین پروتئین این (.40) رودمی

 هایپروتئین از مناسب کنندهجمع یک و کلسیم به متصل

  (.44) کندمی عمل خازن فرآیند در اسپرم غشای

 مصرف که داد نشان حاضر مطالعه نتایج دیگر،طرفاز

 باعث مولار،میلی 05/0 و 02/0 دوزهای در ویژهبه رزوراترول،

 روند نظر از(. 11نمودار) شودمی آپوپتوز توجهقابل کاهش

 خاص دوزهای اثر و شده تکرار قبلی نتایج فزاینده، و کاهشی

 .کندمی تأیید را اکسیدانآنتی این

 کاسپاز،ژن بیان رسوراترول بر اکسیدانآنتی اثر مورد در

 و HSP70 ژن به مربوط هاییافته مشابه کاملاً نتایج

 توجیه برای مکانیسم چندین. (45) بود آپوپتوز وضعیت

 آن از بخشی که است شده ارائه 3- کاسپاز ژن بیان اثرات

 سطح در تغییر سلولی، تکثیر مهار آنزیم، فعالیت به مربوط

 . (46)  است آزاد هایرادیکال بردن بین از و گلوتاتیون

 

 گیرینتیجه

 از قبل ماندنزنده عامل یک عنوانرزوراترول به مکمل

 و دارد روش این عوارض کاهش در فعالی نقش انجماد

 این. شود ART موفقیت افزایش به منجر تواندمی بنابراین

 گیریچشم طرز به را اسپرم پارامترهای کیفیت اکسیدانآنتی

که در  دهدمی کاهش را فعال اکسیژن سطح و داده افزایش

 و HSP70 هایژن بیان و آپوپتوز کاهش باعث نتیجه

Caspase3 05/0 و 02/0 نتایج نشان داد دوزهای. شودمی 

 ART تواند درمی مطلوب، دوزهای عنوانبه مولار،میلی

 مطالعات کمبود بهتوجهبا حال،اینبا. باشند موثر و مفید بسیار

 تمرکز با بیشتر مطالعات ها،نمونه انحنای عدم و انسانی نمونه

 عملکردی هایمکانیسم به توجه رزوراترول و دقیق دوز بر

 .باشد لازم است ممکن مربوطه

 

 ملاحظات اخلاقی
 پژوهشی قبل از شروع مطالعه کد اخلاق از معاونت

اخذ گردید. اطلاعات در هر مرحله بدون نام بیمار  دانشگاه

ها تحلیل و بررسی گردید و نتایج حاصل از بررسی پرونده
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 توسط مطالعه کاملا محرمانه نزد محقق محفوظ ماند. این

با تائیدیه به  قم واحد اسلامی آزاد دانشگاه اخلاق کمیته

مورد تائید  IR.IAU.QOM.REC.1398.002شماره 

  قرار گرفت.

 

 حمایت مالی
این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 علوم و تحقیقات تهران انجام گردید.

 تشکر و قدردانی
وسیله از تمامی اساتید دانشگاه آزاد اسلامی واحد بدین

جهاد  یمرکز درمان نابارورن علوم و تحقیقات و همچنی

اند که ما را در انجام این پژوهش یاری نموده قم  یدانشگاه

 کمال تشکر و قدردانی را داریم.

 

 تضاد منافع
گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان نشده هیچ

 .است
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Abstract 

Introduction: One of the most important measures to increase sperm quality and consequently the 

success of assisted reproductive technology (ART) is to protect sperm against oxidative reactions 

during freezing. Zoratrol is an antioxidant compound that protects the body against chronic diseases 

by scavenging free radicals. The aim of this study was to evaluate the effect of resveratrol on human 

sperm functional parameters and to evaluate apoptosis and expression of HSP70 and Caspase3 genes 

after cryopreservation. 

Materials and Methods: In this study, 40 men referred to the ACECR Infertility Center in Qom, all 

of whom met the inclusion criteria, were used as the target population. The target population was 

divided into two groups of men with normal WHO criteria and a second group of patients with 

asthenotracheal sperm. After sperm sampling, the sperm was frozen with different concentrations of 

resveratrol. Semen samples were examined for sperm parameters including concentration, 

morphology, motility, viability, reactive oxygen species (ROS), apoptosis and expression of HSP70 

and caspase 3 genes. 

 Results: Resveratrol significantly increased sperm motility by 0.02 and 0.05 mM (P≤0.001), but 

decreased compared to the control group with resveratrol by 0.25 and 0.1 mM (P≤0.001). With the 

exception of resveratrol 0.25 mM, all doses of resveratrol, especially 0.05 mM, increased sperm count 

(P˂0.05). All doses of resveratrol, especially 0.02 mM and 0.05 mM, reduced apoptosis and expression 

of HSP70 and caspase3 genes. 

Conclusion: In general, resveratrol supplementation before cryopreservation significantly increased 

sperm quality and reduced the side effects of cryopreservation shock. 

 

Keywords: Sperm, Resveratrol, Stenotratospermia, HSP70 

 
  

 

 


