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صورت ترکیبی بر کیفیت  بررسی اثر ملاتونین و کورکومین به

آپوپتوز و لیپید پراکسیداسیون پارامترهای اسپرم، القاء 

 غشاء در طی فرآیند انجماد اسپرم
، زینب 2امیر فرزام ، دکتر3، دکتر فرزاد رجایی2، دکتر فریبا ظفری1مریم زمانی

 *2، دکتر امیر حسینی1خداکرمی
 ، ایران.کارشناس ارشد علوم تشریح، کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، قزوین .1

 یدانشگاه علوم پزشک ر،یرواگیغ یها یماریاز ب یریشگیپ ،یو مولکول یسلول قاتیمرکز تحقاستادیار گروه علوم تشریح،  .2

 .رانیا ن،یقزو ن،یقزو

 یدانشگاه علوم پزشک ر،یرواگیغ یها یماریاز ب یریشگیپ ،یو مولکول یسلول قاتیمرکز تحقاستاد گروه علوم تشریح،  .3

 .رانیا ن،یقزو ن،یقزو

 08/06/1402  تاریخ پذیرش:  06/03/1402اریخ دریافت: ت
1

 

 

 

باشد. % آن مربوط به جنس مذکر می50کند و % زوجین را درگیر می15ناباروری اختلالی است که حدود مقدمه: 

باشد. در طی انجماد، گراد در نیتروژن مایع می درجه سانتی -196های سیمن در دمای انجماد اسپرم شامل ذخیره نمونه

و در نهایت منجر به کاهش  های عملکردی اسپرم آسیب  آپوپتوز از طریق استرس اکسیداتیو، شاخصواسطه القاء  به

های مکمل جهت محدود  اکسیدان های انجماد دارای آنتیگردد. مطالعات فراوانی مبنی بر استفاده از محیط باروری می

عنوان  صورت ترکیبی به تونین و کورکومین بههای ناشی از انجماد صورت گرفته است. در این مطالعه از ملاکردن آسیب

 اکسیدان در انجماد اسپرم استفاده شد.آنتی

مرد دارای اسپرم نرمال در دانشگاه علوم پزشکی قزوین انجام  40بر روی مایع منی  1401این مطالعه در سال کار: روش

آمیزی  مانی از رنگ اتوکسیلین، زندهآمیزی هم ، مورفولوژی از رنگCASAشد. برای بررسی تحرک اسپرم از دستگاه 

از روش واکنش با تیوباربیتوریک اسید و دستگاه  MDAگیری  از کیت تانل و اندازه DNAائوزین نگروزین، یکپارچگی 

های آنووا،  ( و آزمون25)نسخه  SPSSافزار آماری  ها با استفاده از نرم تجزیه و تحلیل دادهاسپکتروفوتومتر استفاده شد. 

 در نظر گرفته شد. دار معنی 05/0کمتر از  pطرفه انجام شد. میزان تی وابسته و آنالیز واریانس یک

 داری تأثیر معنی ،صورت ترکیبی در محیط انجماد صورت جدا و چه به استفاده از ملاتونین و کورکومین چه بهها: یافته

 .(>05/0p) داشت MDAو میزان  DNAقطعه قطعه شدن روی میزان تحرک و بقاء، بر 

صورت ترکیبی به محیط انجماد، تأثیر مثبتی بر پارامترهای اسپرم  اضافه کردن کورکومین و ملاتونین بهگیری: نتیجه

 پس از انجماد خواهد داشت.

 

 ملاتونین ،کورکومین آپوپتوز، فریز اسپرم،کلمات کلیدی: 
 

 

                                                 
: تلفن .رانیا ن،یقزو ن،یقزو یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،یمولکول یسلول قاتیمرکز تحق ؛ینیحس ریدکتر ام ول مكاتبات:ئنویسنده مس *

 Amirhosseininew1358@gmail.com پست الكترونیك: ؛33336001-028

 

 خلاصه

 IJOGI, Vol. 26, No. 6, pp. 60-71, Aug 2023 1402ماه  شهریور ،60-71: صفحه ،6 شماره ،بیست و ششم دوره
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 مقدمه
سراسر جهان درگیر % زوجین 15در حال حاضر حدود 

ناباروری هستند. بر اساس تعریف سازمان جهانی 

بهداشت، ناباروری عدم رسیدن به باروری پس از یک 

سال تلاش متداوم بدون استفاده از وسایل جلوگیری از 

شود. بارداری و بدون هرگونه مداخله پزشکی تعریف می

باشد. از % علل ناباروری مربوط به مردان می50حدود 

توان الیگواسپرمی، ه علل ناباروری در مردان میجمل

آزواسپرمی، تراتوزواسپرمی و استنوزواسپرمی، واریکوسل، 

استعمال سیگار و دخانیات، مصرف الکل، چاقی و تماس 

. امروزه برای درمان (1-7) با مواد سمیّ و اشعه را نام برد

استفاده  1(ARTهای کمک باروری )ناباروری از روش

مدت اسپرم  شود که در آن انجماد برای ذخیره طولانی می

در روش انجماد اسپرم که اولین بار در سال  کاربرد دارد.

 -196معرفی گردید، ذخیره اسپرم در دمای  1960

گراد نیتروژن مایع است که در این دما،  سانتیدرجه 

سلول هیچ فعالیت بیوشیمیایی قابل تشخیصی نخواهد 

توان به . از کاربردهای دیگر انجماد می(8-10) داشت

مانی، در ذخیره اسپرم قبل از رادیوتراپی و شیمی

وازکتومی، بیماران دیابتی، اختلالات خودایمنی، ذخیره 

اسپرم اهداءکنندگان برای داشتن زمان کافی جهت 

و در بیماران  Bو هپاتیت  HIVغربالگری از نظر ویروس 

اسپرم  آزواسپرمی انسدادی و غیرانسدادی را نام برد.

عدد میتوکندری، قادر به تولید  50-70دلیل داشتن  به

باشد. می 2(ROSهای آزاد فعال اکسیژن )رادیکال

هایی همچون ها برای انجام واکنشROSسطوح متوسط 

یابی اسپرم، واکنش آکروزومی و پایداری  ظرفیت

میتوکندری لازم است. همچنین در شرایط طبیعی 

های دفاعی سمینال پلاسما و اسپرم دارای سیستم

ها ROSاکسیدانی برای کاهش تولید بیش از حد  آنتی

های اکسیدانباشند. این مکانیسم دفاعی شامل آنتیمی

3(SODآنزیمی مانند سوپراکساید دیسموتاز )
و  

باشد. انجماد اسپرم باعث ( میEغیرآنزیمی )ویتامین 

ها افزایش پیدا کند و یا فعالیت ROSشود که تولید می

                                                 
1 Assisted Reproductive Technology 
2 Reactive Oxygen Species 
3 Superoxide Dismutase 

ها کاهش یابد و در نهایت تعادل بین اکسیداناین آنتی

-هم می اکسیدانی اسپرم به و فعالیت آنتی ROSتولید 

ایکس مرتبط  خورد که این موجب فعال شدن پروتئین

دنبال آن آزاد و به 4(BAXهای بی ) لنفوسیت 2با لنفوم 

از میتوکندری و فعال شدن کاسپازها  C شدن سیتوکروم

 DNAو در نهایت شروع آپوپتوز و قطعه قطعه شدن 

ا، القاء استرس هROSگردد. اثر منفی دیگر می

اکسیداتیو است که آن نیز منجر به پراکسیداسیون 

-ها و نوکلئوتیدها میها، کربوهیدراتلیپیدها، پروتئین

القاء . یکی از مشکلات اساسی که پس از (12، 11)شود 

شود، پراکسیداسیون لیپیدی استرس اکسیداتیو ایجاد می

 -4و  5(MDAغشاء اسپرم است. مالون دی آلدئید )

شوند هیدروکسی نونئال در نتیجه این پدیده تولید می

باشند. این ویژه غشاء سلول مخرب می که برای سلول به

محصولات با تغییر نفوذپذیری و سیالیت غشاء، باعث 

های بل برگشت به حرکت اسپرم، نشت آنزیمآسیب غیرقا

و نقایصی در نفوذپذیری  DNAداخل سلولی، آسیب 

ی هااکسیدان آنتی .(13-15) گردداسپرم به اووسیت می

عنوان مکمل برای از بین بردن اثرات مخرب  فراوانی به

استیل  Nملاتونین ) ناشی از انجماد پیشنهاد شده است.

متوکسی تریپتامین( با نام علمی ایندولامین، یک -5-

شود. آل ترشح می هورمون عصبی است که از غده پینه

این هورمون نقش مهمی در تنظیم برخی رویدادهای 

روزی(،  مانند ریتم سیرکادین )شبانهفیزیولوژیکی 

کند. های سال و تنظیم دمای بدن را ایفا می فصل

آپوپتیکی،  ملاتونین با داشتن توانایی ضدالتهابی، آنتی

های سازی رادیکال ضدسرطانی و همچنین حذف و خنثی

های هیدروکسیل، پراکسیل و آزاد همچون آنیون

ت. ملاتونین پروکسی نیترات مورد توجه قرار گرفته اس

طور غیرمستقیم اثرات تحریکی بر  تواند خود بهمی

اکسیدانی مانند گلوتاتیون پراکسیداز،  چندین آنزیم آنتی

ردوکتاز، کاتالاز و سوپراکسیداز دیسموتاز داشته باشد 

ام کورکومین یا همان زردچوبه با ن .(19-16)

دارای عملکردهای بیولوژیکی،  curcuma longaعلمی

های ضدالتهابی، دارویی و همچنین دارای فعالیت

                                                 
4 Bcl-2-associated X protein 
5 Malondialdehyde 
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باشد. فعالیت اکسیدانی می ضدسرطانی و آنتی

های فنلی و یا متیلن اکسیدانی کورکومین با گروه آنتی

مرکزی آن مرتبط است که باعث مهار و حذف رادیکال

شود. هیدروکسیل می هایهای آزاد مانند رادیکال

های فعالیت آنزیمکورکومین همچنین باعث افزایش 

داخل سلولی مانند سوپر اکسید دسموتاز، کاتالاز و ... 

مطالعات انسانی و حیوانی فراوانی  .(20-23)شود می

اکسیدانی ملاتونین و کورکومین بر  درباره اثرات آنتی

بهبود کیفیت پارامترهای اسپرم پس از انجماد و ذوب 

طور مثال  هب باشند.انجام شده است که وابسته به دوز می

(، از 2021)و همکاران  سانتوناستاسو در مطالعه

کورکومین در دوزهای مختلف استفاده شد که مؤثرترین 

میکرومولار بود.  20دوز بر روی پارامترهای اسپرم، دوز 

( که بر 2021همچنین در مطالعه کاراکوس و همکاران )

های نرمالی داشتند، انجام شد، فردی که اسپرم 23روی 

کومین باعث بهبود پارامترهای اسپرم پس از ذوب کور

 در ایمطالعه که تاکنون آنجایی از. (24-27)گردید 

روی کیفیت  توأمان ملاتونین و کورکومین بر اثر با رابطه

نگرفته است،  صورتپس از انجماد و ذوب  اسپرم انسانی

اثر ملاتونین و کورکومین  مطالعه حاضر با هدف بررسی

پارامترهای عملکردی اسپرم شامل  صورت ترکیبی بر به

 و DNAشکست بقاء، حرکت، مورفولوژی، 

 جام شد.پراکسیداسیون لیپیدهای غشاء اسپرم ان
 

 کار روش
ای )تجربی( که در سال  در این مطالعه تحلیلی مداخله

های مایع منی مورد استفاده انجام شد، نمونه 1401

های اضافی مردان داوطلب مراجعه نمونه( از نمونه 40)

کننده به آزمایشگاه پاتوهیستولوژی دکتر فرزام تهیه و 

قزوین  شناسی دانشگاه علوم پزشکی به آزمایشگاه جنین

به تمامی افراد شرکت کننده در . انتقال داده شد

هایی جهت پر کردن اطلاعات مورد نیاز مطالعه، برگه

 3-5مدت  داده شد و به آنها توصیه شد که مقاربت به

 روز نداشته باشند. شبانه

معیارهای ورود به مطالعه شامل: افراد دارای اسپرم 

سال، عامل  60 سال، سن افراد زیر 20نرمال، سن بالای 

ناباروری زنانه باشد، فاقد بیماری که سلامت فرد را در 

آینده به مخاطره بیندازد )ایدز، هپاتیت و ...( و معیارهای 

خروج از مطالعه شامل: استعمال سیگار و اعتیاد به مواد 

های طولانی مدت مخدر و مصرف الکل، سابقه بیماری

اکسیدان  آنتیمانند واریکوسل یا مصرف دارو از جمله 

نامه از داوطلبین مورد  بود. در نهایت پس از اخذ رضایت

آوری  دار جمع ها در ظروف پلاستیکی درپوشتأیید، نمونه

 37دقیقه در دستگاه انکوباتور با دمای  15-30مدت  و به

% انکوبه شده و از حالت ژل CO2-5گراد و  درجه سانتی

شناسی  نینتبدیل به حالت مایع شد و به آزمایشگاه ج

دانشگاه علوم پزشکی قزوین منتقل گردید. سپس هر 

سی( در لوله فالکون ریخته  سی 5/0نمونه به میزان لازم )

شد و در زیر هود در شرایط استریل محیط واشینگ 

(origio و آلبومین )به جهت  1به  10صورت  % به20

اضافه شد و  1به  1صورت  رقیق شدن اسپرم به نمونه به

دقیقه  5مدت  به 2500دستگاه سانترفیوز با دور لوله در 

صورت  ها بهقرار گرفت. بعد از عمل سانترفیوژ، اسپرم

پلیت در ته لوله رسوب کردند که لایه رسوب شده حاوی 

  های سالم بود که در این مرحله، مقداری از مایعاسپرم

مایع داخل لوله  مانده رویی لوله دور ریخته شد و باقی

پلیت رسوب شده دوباره با تکان دادن لوله همراه با 

مخلوط و مجدداً عمل واشینگ انجام شد و در نهایت این 

دست آمده در زیر هود به چهار گروه  سوسپانسیون به

گروه کنترل: به این گروه هیچ  -1تقسیم گردید. 

گروه ملاتونین: به این گروه، -2 اکسیدانی اضافه نشد. آنتی

مول اضافه گردید )این  میلی 01/0ملاتونین با غلظت 

( 2015فر و همکاران ) غلظت با توجه به مطالعه کریم

گروه کورکومین: به این گروه  -3. (24)تعیین گردید 

میکرومول اضافه گردید )این  20کورکومین با غلظت 

( 2021غلظت طبق مطالعه سانتوناستاسو و همکاران )

 -گروه ترکیبی ملاتونین  -4. (25)تعیین گردید 

 01/0کورکومین: به این گروه ملاتونین با غلظت 

صورت ترکیبی  ول بهمیکروم 20مول و کورکومین  میلی

ها از اتانول اکسیدان)برای رقیق کردن آنتی اضافه شد

% استفاده شد( و هم حجم نمونه )به همان اندازه 96

حجم نمونه اضافه شد( داخل کرایوتیوب، محیط انجماد 

(origio به فاصله هر )ثانیه یک قطره اضافه شد 30. 

یشگاه دقیقه در محیط آزما 3مدت  ها بهسپس کرایوتیوپ
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 -5دقیقه در درجه  3مدت  تکان داده شدند و سپس به

دقیقه  1مدت  گراد قرار داده شدند. سپس به درجه سانتی

با فورسپس از قبل سرد شده القاء و مجدداً مخلوط 

گراد قرار داده  درجه سانتی -5دقیقه در درجه  7مدت  به

دقیقه در  30مدت  شد. سپس کرایوویال حاوی مخلوط به

زت قرار گرفت و در نهایت کرایوویال همراه با بخار ا

هفته  2ور شد. بعد از  کرایوکن در تانک نیتروژن غوطه

دقیقه  10مدت  ها از تانک نیتروژن خارج و بهکرایوتیوپ

درجه  37دقیقه در ظرف آب  5در دمای اتاق و سپس 

ها ذوب گردیدند. گراد قرار داده شدند و نمونه سانتی

 (origioبا محیط شستشوی اسپرم )ها مجدداً نمونه

واشینگ و ریواشینگ شدند و در دستگاه سانترفیوژ با 

دقیقه قرار داده شدند، سپس پلیت  5مدت  به 1500دور 

نشین شده در کف  های سالم تهتشکیل شده از اسپرم

 لوله فالکون آماده آنالیز شدند. 

نمونه لاندا از هر گروه  10به میزان : ارزیابی تحرک اسپرم

ها قرار داده شد و لامل روی آن گذاشته شد و روی لام

گذاری شدند. تحرک اسپرم  ها برحسب گروه علامتلام

با استفاده از دستگاه × 40نمایی زیر میکروسکوپ با بزرگ

CASA  آنالیز اسپرم توسط کامپیوتر( بر اساس(

صورت  ( بهWHOمعیارهای سازمان جهانی بهداشت )

شرونده و غیرمتحرک مورد بررسی قرار پیشرونده، غیرپی

گرفت که در این مطالعه پیشرونده و غیرپیشرونده 

 صورت تحرک کلی در نظر گرفته شد. به

با استفاده از تهیه اسمیر روی لام با  :ارزیابی مورفولوژی

آمیزی هماتوکسیلین مورد بررسی قرار گرفت. برای  رنگ

تهیه گردید. بررسی مورفولوژی اسپرم، ابتدا لام اسمیر 

بعد از خشک شدن اسمیر تهیه شده با اتانول شستشو 

داده شد. پس از خشک شدن با رنگ هماتوکسیلین 

 آمیزی گردید و زیر میکروسکوپ با رنگ

 (.1مورد ارزیابی قرار گرفت )شکل × 100نمایی بزرگ

 -آمیزی ائوزین  با استفاده از رنگ مانی:ارزیابی زنده

نگروزین )هانکوک مدل سیتولوژی و هیستولوژی( مورد 

% با Y 1میکرولیتر از ائوزین  25بررسی قرار گرفت. 

میکرولیتر از سوسپانسیون ذوب شده مخلوط و پس  50

% به این 10میکرولیتر از نگروزین  25ثانیه،  30از 

ز این مخلوط ثانیه ا 30مخلوط اضافه شد و پس از 

گذاری  های علامتاسمیر بر روی لام 4دست آمده  به

شده تهیه گردید. پس از خشک شدن اسمیرها در 

اسپرم زیر میکروسکوپ نوری  200دمای محیط، تعداد 

 (.2شمارش گردید )شکل × 100نمایی با بزرگ

برای بررسی  :به روش تانل DNAارزیابی شکست 

انل با کیت از روش ت DNAآسیب وارد شده به 

 Rocheتشخیص مرگ سلولی با فلورسین )
Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany ،20( استفاده شد که برای این کار 

روی  PBSمیکرولیتر از هر نمونه شسته شده با بافر 

صورت اسمیر تهیه شد.  لام تمیز و عاری از چربی به

% شستشو داده 4پس از خشک شدن با پارا فرمالدهید 

صورت شناور بر  دقیقه این ماده به 45مدت  و به شده

روی اسپرم فیکس شده قرار داده شد. پس از آن هر لام 

شستشو  PBS1Xدقیقه با بافر  5بار به فاصله هر  3

 kداده شد. سپس در یک محفظه مرطوب با پروتئیناز 

دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت و مجدداً با  10مدت  به

PBS شسته شد و با H2O2 3مدت  % در آب مقطر به

 PBSدقیقه در دمای اتاق درمان گردید و دوباره با  10

ها شستشو داده شد. پس از گذشت یک ساعت روی لام

ریخته شد.  X100% و تریتون 1/0سدیم سیترات 

شستشو داده شد و  PBS1Xسپس مجدداً با بافر 

خشک گردید. آنزیم حاوی دئوکسی نوکلئوتید 

به محیط بافر حاوی  10به  1ترانسفراز به نسبت 

دار در داخل یک میکروتیوپ اضافه  نوکلئوتیدهای نشان

شد. سپس این مخلوط آنزیم و بافر بر روی هر لام در 

مدت نیم ساعت در انکوباتور  محیط تاریک ریخته و به

دقیقه با  5پس از آن هر لام به فاصله هر گذاشته شد. 

اسپرم  200شستشو داده شد و به تعداد  PBS1Xبافر 

× 100نمایی زیر میکروسکوپ فلوئورسنت با بزرگ

 (.3شمارش گردید )شکل 

میزان مالون  سنجش پراکسیداسیون لیپیدی:

تولید شده توسط تست واکنش با  (MDAآلدئید ) دی

( بر اساس روش شرح TBARSتیوباربیتوریک اسید )

تعیین شد  (1989داده شده توسط روا و همکاران )

لیتر از نمونه اسپرم درون لوله فالکون  میلی 1. (28)

لیتر بوتیلات  میلی 1ترتیب  ریخته شده، سپس به
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لیتر اتیلن دیامین  میلی 1، (BHT)هیدروکسی تولوئن 

تری  لیتر میلی 2و ( EDTAتترا استیک اسید )

به نمونه اضافه شد. سپس ( TCA)کلرواستیک اسید 

سانتریفیوژ  1200دقیقه در دور  15مدت  ها بهنمونه

لیتر از مایع رویی که فاقد هرگونه مواد  میلی 1شدند. 

رون یک میکروتیوب ریخته درشت بود، برداشته و به د

به ( TBAتیوباربیتوریک اسید ) لیتر میلی 1شد. سپس 

ها کاملاً بسته شده و آن افزوده شد. سپس در میکروتیوب

دقیقه درون حمام  15مدت  ها بهبعد از انکوباسیون نمونه

 5-10مدت  گراد، به درجه سانتی 95آب گرم با دمای 

تا سرد شوند. دقیقه در دمای محیط نگهداشته شدند 

لیتر از نمونه حاصل، درون کوت ریخته شد.  میلی 1سپس 

ها توسط دستگاه موجود در نمونه MDA غلظت

از کمپانی  7200مدل  VISاسپکتروفوتومتر )

JENWAY )نانومتر تعیین  532در طول موج  انگلستان

 شد.

ها از طریق آوری اطلاعات و داده پس از جمع

ارزیابی ذکر شده در  هایمیکروسکوپ و سایر روش

ها با استفاده  های مورد مطالعه، تجزیه و تحلیل دادهگروه

و آزمون آنووا انجام ( 25)نسخه  SPSSافزار آماری  از نرم

ها از آزمون آماری تی وابسته و  شد. جهت مقایسه داده

کمتر از  pطرفه استفاده شد. میزان آنالیز واریانس یک

 شد. در نظر گرفته دار معنی 05/0
 

  ها یافته

ترتیب  حاضر افزودن ملاتونین و کورکومین به  مطالعه در

میکرومولار به محیط  20مولار و  میلی 01/0با دوزهای 

صورت ترکیبی به  صورت منفرد و چه به انجماد چه به

مانی را نسبت به  میزان چشمگیری تحرک کل و زنده

( و همچنین باعث p<05/0گروه کنترل افزایش داد )

حاصل از لیپید  MDAو  DNAاهش شکستگی ک

 .پراکسیداسیون غشاء اسپرم گردید

  تأثیر ملاتونین و کورکومین بر روی تحرک کل:

حاضر از طریق آزمون   دست آمده از مطالعه های به داده

داری را بین تمامی  آنووا در مورد تحرک، تفاوت معنی

مقایسه سی سی در  5/0ها با حجم نمونه هر گروه گروه

-با گروه کنترل و همچنین بین گروه ملاتونین 

کورکومین در مقایسه با گروه ملاتونین و گروه کورکومین 

(، ولی دو گروه p<05/0و گروه کنترل نشان داد )

ملاتونین و کورکومین در مقایسه با یکدیگر تفاوت 

( و تأثیر این دو بر روی p=092/0داری نداشتند ) معنی

 (.1یکسان بود )نمودار  تحرک کل تقریباً

 

  

 ها پس از انجام فرآیند فریز اسپرم.تأثیر ملاتونین و کورکومین بر حرکت اسپرم -1نمودار 

 نشان داده شده است. ¥، * و #ترتیب با دار نسبت به گروه کنترل، ملاتونین، کورکومین بهاختلاف معنی

 باشد.دار می معنی p<05/0انحراف معیار و  ±ها نمایانگر میانگین  ستون
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تأثیر ملاتونین و کورکومین روی مورفولوژی 

آنووا در مورد دست آمده از آزمون  : طبق نتایج بهاسپرم

های ملاتونین و داری بین گروه مورفولوژی، تفاوت معنی

کورکومین و ترکیبی آنها با گروه کنترل وجود نداشت 

(05/0<pدر واقع این آنتی ،)ها، تغییری در اکسیدان

 (.2مورفولوژی اسپرم ایجاد نکردند )نمودار 

 ×100نمایی  میكروسكوپ نوری با بزرگ تصویر گرفته شده با -1شكل 

های غیرطبیعی: دارای نقایصی نظیر دو دم، دم خمیده، سر بزرگ، سر گرد اسپرم طبیعی: دارای یك سر بیضوی و دم بلند؛ اسپرم

 و بسیاری نقایص دیگر

 
 

 
 

 اسپرم.ها پس از انجام فرآیند فریز تأثیر ملاتونین و کورکومین بر مورفولوژی اسپرم -2نمودار 

 نشان داده شده است. ¥، * و #ترتیب با  دار نسبت به گروه کنترل، ملاتونین، کورکومین به اختلاف معنی

 باشد.دار می معنی p<05/0انحراف معیار و  ±ها نمایانگر میانگین  ستون
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اسپرم: مانی زندهتأثیر ملاتونین و کورکومین روی 

دست آمده از آزمون آنووا در مورد  های بهطبق داده

-گروه ملاتونینداری بین  مانی، تفاوت معنی زنده

کورکومین و گروه کورکومین و گروه ملاتونین با حجم 

با گروه کنترل و همچنین  سی سی در مقایسه 5/0نمونه 

کورکومین و گروه کورکومین در -بین گروه ملاتونین

ولی (، p<05/0) داشتمقایسه با گروه ملاتونین وجود 

ملاتونین در مقایسه با  -دو گروه کورکومین و کورکومین

و تأثیر این  (p=69/0داری نداشتند ) یکدیگر تفاوت معنی

 (.3مانی تقریباً یکسان بود )نمودار  زنده یدو رو
 

 
 ×100نمایی  تصویر گرفته شده با میكروسكوپ نوری با بزرگ -2شكل 

 های مرده: دارای سر قرمز یا صورتیهای زنده: دارای سر سفید، اسپرماسپرم

 

 
 ها پس از انجام فرآیند فریز اسپرم.مانی اسپرم تأثیر ملاتونین و کورکومین بر زنده -3نمودار

 نشان داده شده است. ¥، * و #ترتیب با  دار نسبت به گروه کنترل، ملاتونین، کورکومین به اختلاف معنی

 باشد.دار می معنی p<05/0انحراف معیار و  ±ها نمایانگر میانگین  ستون
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 یكپارچگیتأثیر ملاتونین و کورکومین روی 

DNA  :از آزمون  دست آمده های بهطبق دادهاسپرم

داری بین  ، اختلاف معنیDNAآنووا در مورد شکست 

کورکومین و گروه کورکومین و گروه -ملاتونینگروه 

سی در مقایسه با گروه  سی 5/0ملاتونین با حجم نمونه 

همچنین بیشترین (. p<05/0کنترل وجود داشت )

های ترتیب در گروه به DNAکاهش در شکست 

در نهایت در گروه  کورکومین، کورکومین و -ملاتونین 

 ملاتونین مشاهده شد. 

 

 
 ×100نمایی  تصویر گرفته شده با میكروسكوپ فلوئورسنت با بزرگ -3شكل 

 DNAها با سر سبز روشن: دارای شكست اسپرم

 

 
 ها پس از انجام فرآیند فریز اسپرم.هسته اسپرم DNAتأثیر ملاتونین و کورکومین بر شكست  -4نمودار 

 نشان داده شده است. ¥، * و #ترتیب با گروه کنترل، ملاتونین، کورکومین به دار نسبت بهاختلاف معنی

 باشد.دار می معنی p<05/0و  انحراف معیار ±ها نمایانگر میانگین  ستون
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 MDAمیزان تأثیر ملاتونین و کورکومین بر روی 

طبق  م:اصل از لیپید پراکسیداسیون غشای اسپرح

دست آمده از آزمون آنووا در مورد تولید  های بهداده

MDAداری بین گروه ملاتونین ، اختلاف معنی-

کورکومین و گروه کورکومین و گروه ملاتونین با حجم 

سی در مقایسه با گروه کنترل وجود  سی 5/0نمونه 

. همچنین بیشترین کاهش در تولید (p<05/0داشت )

MDA کورکومین،  -های ملاتونینترتیب در گروه به

 کورکومین و در نهایت در گروه ملاتونین وجود داشت

 .(5)نمودار 

 

 
 

 ها پس از انجام فرآیند فریز اسپرم.آلدئید غشاء اسپرم تأثیر ملاتونین و کورکومین بر میزان مالون دی -5نمودار 

 نشان داده شده است. ¥، * و #ترتیب با  دار نسبت به گروه کنترل، ملاتونین، کورکومین به اختلاف معنی

 باشد.دار می معنی p<05/0و  انحراف معیار ±ها نمایانگر میانگین  ستون
 

 بحث

ات دلیل تغییر مشکل اصلی بیولوژیکی انجماد اسپرم به

های سلولی طبیعی است.  در مکانیسم غیرقابل برگشت

های اسپرمی که در معرض دمای پایین قرار سلول

شوند  ناپذیری را متحمل می های جبران گیرند، آسیب می

مانی و توان باروری آنها  که باعث کاهش تحرک، زنده

نقش مهمی در  ROSمقادیر متعادل  (24)شود  می

یابی و واکنش آکروزومی و تثبیت میتوکندری و  ظرفیت

 ROSتحرک اسپرم دارد، ولی در حین انجماد، میزان 

تولید  ROSداخل سلولی افزایش یافته و تعادل بین 

سمینال پلاسما و اسپرم  اکسیدانی شده و مهار آنتی

خورد. این  های فعال اکسیژن به هم می علیه گونه

اند باعث تحریک استرس اکسیداتیو شود. تو موضوع می

های آزاد یکی از پیامدهای اصلی افزایش رادیکال

اکسیژن در اسپرم، پراکسیداسیون لیپیدی است که از 

هیدروکسی  -4و  MDAترین محصولات آن  خطرناک

توانند باشد. این محصولات می ( میHNE-4نونئال )

، DNAباعث اختلال شدید عملکرد پروتئین و آسیب 

ها با فعالیت کموتاکتیک و مهار تکثیر جذب لکوسیت

از طرف دیگر ساختار سلولی . (28، 14)سلولی شوند 

اسپرماتوزوآ، غشای پلاسمایی، تعداد زیاد میتوکندری، 

اکسیدان در سیتوپلاسم کم و میزان کم آنتی

ها را در مقابل سیتوپلاسم اسپرم، احتمالاً اسپرم

. مطالعه (29)کند پذیر می های آزاد آسیبرادیکال

اکسیدانی کورکومین و  حاضر با هدف بررسی اثر آنتی

 20های ترتیب در غلظت صورت ترکیبی به ملاتونین به

مولار بر روی اسپرم در طی  میلی 01/0میکرو مولار 

ذوب و بررسی این موضوع که آیا افزودن -فرآیند انجماد

بر تواند از طریق اثر  صورت ترکیبی می این مواد به

سلولی بر عملکرد سلول  داخل ROSکنترل میزان 

اسپرم تأثیرگذار باشد و بقاء و یکپارچگی غشاء و میزان 

ون لیپیدی و تحرک را در طی فرآیند پراکسیداسی

 ذوب بهبود دهد؟ -انجماد
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-نتایج این مطالعه نشان داد که افزودن این آنتی

صورت جدا و ترکیبی به محیط انجماد  ها بهاکسیدان

قطعه  مانی و کاهش قطعهتواند موجب افزایش زنده می

آپوپتوز، همچنین کاهش میزان  و DNAشدن 

ر نتیجه کاهش تولید پراکسیداسیون لیپیدی و د

MDA های اسپرم شود. ولی بر اساس نتایج در سلول

دست آمده در مورد تغییرات مورفولوژی اسپرم،   به

های مختلف در مقایسه با داری در گروه تفاوت معنی

یکدیگر و در مقایسه با گروه کنترل مشاهده نگردید. 

اکسیدانی  اثر آنتی  تاکنون مطالعات زیادی درباره

های ملاتونین و کورکومین اضافه شده به محیط مکمل

انجماد بر بهبود کیفیت پارامترهای اسپرم انجام شده 

ای به بررسی اثر ترکیبی آنها  است، ولی هیچ مطالعه

نپرداخته است. در این مطالعه اثر ملاتونین و کورکومین 

ها، مورد بررسی قرار گرفت که در مقایسه با دیگر گروه

های اسپرم داری بر کیفیت پارامتر معنیباعث تغییرات 

های مختلف ( از دوز2015فر و همکاران ) کریم شد.

استفاده کردند  001/0و  005/0، 01/0، 05/0ملاتونین 

و نشان دادند بهترین غلظت برای بهبود تحرک، 

مولار است  میلی 01/0، دوز MDAمانی و کاهش  زنده

عنوان  لار ملاتونین بهمو 01/0. در این مطالعه دوز (24)

مکمل محیط انجماد استفاده شد که در مورد بهبود 

حاضر   ، مطالعهMDAمانی و کاهش  تحرک، زنده

سو با این مطالعه بود که علت آن شاید به این دلیل  هم

باشد که دوز ملاتونین مورد استفاده در مطالعه حاضر 

فر و همکاران بود، ولی در مطالعه  کریم  طبق مطالعه

فر و همکاران از انجماد آهسته و در مطالعه حاضر  کریم

گی از انجماد سریع استفاده شد و همچنین یکپارچ

DNA فر مورد  و همچنین مورفولوژی در مطالعه کریم

مهایسن و همکاران   بررسی قرار نگرفته بود. در مطالعه

( که بر روی اسپرم خروس انجام شد، اضافه 2020)

 10-9 و 10-6 ،10-3های کردن مکمل ملاتونین در غلظت

تحرک پیشرونده،  مولار به محیط انجماد، باعث بهبود

در اسپرم  DNA fragmentation و LPOکاهش 

ها در مطالعه اکسیدان، ولی تأثیر این آنتی(16) گردید

حاضر بهتر از مطالعه مهایسن و همکاران بود که علت 

دلیل باشد که مطالعه حاضر بر روی  آن شاید به این

اسپرم انسان و با غلظت بیشتری نسبت به مطالعه 

نجام مهایسن و همکاران که روی اسپرم حیوان بود، ا

مانی  . همچنین در مطالعه حاضر میزان زنده(16)گرفت 

و مورفولوژی نیز مورد بررسی قرار گرفت که در مطالعه 

این پارامترها بررسی نشده ( 2020)ان مهایسن و همکار

که ( 2021)و همکاران  سانتوناستاسوبودند. در مطالعه 

بر روی مایع سمن انسان انجام شد، استفاده از غلظت

میکرومولار از کورکومین  20و  10، 5، 5/2های 

عنوان مکمل نشان داد که بهترین غلظت برای بهبود  به

میکرومولار است  20کیفیت پارامترهای اسپرم، غلظت 

حاضر از این غلظت استفاده شد. در مورد   که در مطالعه

حاضر با   ، مطالعهDNAتحرک و قطعه قطعه شدن 

و بود، ولی نتایج مطالعه س هم سانتوناستاسو مطالعه

ر مورد تحرک نشان داد که کورکومین د سانتوناستاسو

تأثیر بهتری روی تحرک نسبت به مطالعه حاضر داشته 

 است که علت آن شاید به این دلیل باشد که در مطالعه

هفته و در مطالعه  1مدت زمان انجماد  سانتوناستاسو

ورد هفته بود، ولی در م 2حاضر مدت زمان انجماد 

مانی، مورفولوژی و همچنین میزان تولید  بررسی زنده

MDA که در ای به آنها نشده بود، در حالیاشاره

مطالعه حاضر به آن پرداخته شد. از طرف دیگر در 

 گیری شد اندازه GPX4ژن  سانتوناستاسومطالعه 

( که بر 2021کاراکوس و همکاران )  . در مطالعه(25)

مرد نرموزواسپرم انجام شد، اضافه  23روی مایع منی 

کردن مکمل کورکومین به محیط انجماد، باعث بهبود 

مانی، بقاء( و   پارامترهای اسپرم )تحرک، زنده

و تراکم کروماتین شد که با مطالعه  DNAیکپارچگی 

 ،که در مطالعه کاراکوسحاضر همسو بود، با این تفاوت 

کورکومین بر مورفولوژی اسپرم تأثیر گذاشته بود و 

حاضر  باعث بهبود آن شده بود، ولی در مطالعه

صورت ترکیبی  صورت منفرد و چه به کورکومین چه به

با ملاتونین، تأثیری بر روی مورفولوژی نداشت. با توجه 

کل به اینکه مورفولوژی اسپرم در زمان اسپرماتوژنز ش

تواند  طور طبیعی نمی گیرد، بنابراین هیچ عاملی بهمی

-مورفولوژی اسپرم را تغییر دهد، مگر آنکه این آنتی

استفاده شوند. بنابراین  In vivoصورت  ها بهاکسیدان

ابهاماتی در مورد نتایج مربوط به مورفولوژی در این 
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مطالعه مورد نظر وجود دارد. همچنین در مطالعه ی 

مورد بررسی قرار  MDAهمکارانش میزان  کاراکوس و

 MDAنگرفت، ولی در مطالعه حاضر سطح 

 .(26) گیری شد اندازه
 

 گیری نتیجه
صورت منفرد و چه  افزودن کورکومین و ملاتونین چه به

صورت ترکیبی قبل از انجماد اسپرم به محیط انجماد  به

تواند باعث بهبود تحرک  در مردان دارای اسپرم نرمال می

مانی و کاهش مرگ، کاهش کل اسپرم، افزایش زنده

پراکسیداسیون و کاهش میزان  DNAمیزان شکست 

علت  تواند بههای غشاء شود که این اثرات میلیپید

اکسیدانی ملاتونین و کورکومین باشد.  فعالیت آنتی

دست آمده از این مطالعه،  همچنین بر اساس نتایج به

ها به محیط انجماد، تأثیری اکسیدانافزودن این آنتی

روی مورفولوژی اسپرم نخواهد داشت و همچنین 

اکسیدانی بهتری نسبت به  تا حدودی اثر آنتیکورکومین 

ملاتونین دارد. بنابراین استفاده از کورکومین و ملاتونین 

اکسیدان ممکن است عنوان آنتی صورت ترکیبی به به

بتواند تا حدودی اثرات مخرب فرآیند انجماد ذوب را 

کاهش داده و به بهبود عملکرد اسپرم کمک کرده و 

 دهد. شانس باروری را افزایش
 

 تشكر و قدردانی
های مالی دانشگاه علوم پزشکی این مطالعه با حمایت

وسیله از همکاران گروه علوم  قزوین انجام شد. بدین

تشریح دانشگاه علوم پزشکی و همکاران آزمایشگاه 

پاتوهیستولوژی دکتر فرزام که ما را در انجام این مطالعه 

 شود. یاری کردند، تشکر و قدردانی می
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