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 ميزان لقاحهايي كه در انجماد اسپرم صورت گرفته است،  رغم پيشرفت علي :مينه و هدفز
اينكه هيالورونان نقش   با توجه به.يابد طور چشمگيري كاهش مي اد و ذوب بهها پس از انجم اسپرم

ميزان  روي هيالورونان µg/ml750   تحقيق حاضر اثر دوز اسپرم دارد لذا درميزان لقاح مهمي در
  .بررسي شده است قبل از انجماد و پس از ذوب هاي موش سوري اسپرملقاح 

. صورت تصادفي انتخاب شدند  به نر سوري سر موش24در اين مطالعه تعداد  :روش بررسي
بدون كنترل ( ه اولگرو. دست آمده از هر حيوان نر به چهار گروه تقسيم شدندبهاي  نمونه
هيالورونان افزوده  µg/ml750 قبل از انجماد( گروه سوم ،)كنترل منجمد شده( گروه دوم ،)انجماد

ها در  انجماد اسپرم).  اضافه شدهيالورونانپس از ذوب همين ميزان (و گروه چهارم ) شد
پس از .  انجام شد skim milk%3رافينوز و % 18ليتري و با استفاده از ضد يخ   ميلي8/1كرايوتيوب 

هاي   ساعت جنين18صورت گرفت و بعد از  II، IVF ها و تهيه اووسيت متافاز ذوب كردن نمونه
  .و سلولي شمارش شدندد

ها  به نمونه هيالورونان پس از ذوب µg/ml750دوز   افزودننتايج اين تحقيق نشان داد كه: ها يافته
 بر روي اضافه كردن همين دوز قبل از انجماداما رد، ها دا  اسپرمميزان لقاح را روي  مثبتيتاثير

  . بودتاثير  بيفاكتور فوق
  به هيالورونانµg/ml750  افزودن رسد كه هاي اين مطالعه به نظر مي  با توجه به يافته:گيري نتيجه

 نمائيم  توصيه ميلذا .شود  ميها  اسپرم ميزان لقاحباعث افزايش ،منجمد شده پس از ذوباسپرم 
تايج حاصله در  از ن،تاييد آندر صورت  انساني و  جام تحقيقي مشابه در مورد نمونهان با

  .استفاده به عمل آيد IVFهاي  كلينيك

  . ميزان لقاح باروري آزمايشگاهي،، انجماد اسپرمهيالورونان،: كلمات كليدي
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تانداران از ـ پـس يت بـاروري اسـپرم  ـتلاش براي حفـظ قابل ـ   

 فريز شـده در     اسپرم. ش شروع شده است   ـ سال پي  135حدود  
 ـ   ـتواند براي انت   تانداران نر مي  ـپس ارزش   تيكي بـا  ـقال مـواد ژن

حيوانـات    همچنـين در   1.ادرات اسـتفاده شـود    ـمثلا بـراي ص ـ   
ــ ــر م ــشگاهي نظي ــراي حفــظ  آزماي ــالقوه ب وش، يــك روش ب

اري اســپرم نگهــد يافتــه، منجمــد كــردن و ي جهــشهــا رشــته
 ـ   مدـمنج 2.آنهاست  اي در  طـور گـسترده     هسازي اسپرم انساني ب
 IVFبـاروري آزمايـشگاهي       و AIح مصنوعي   ـهاي تلقي  برنامه

سي بــراي ـــفــراهم آوردن شان و بــراي نگهــداري گامــت نــر
 ـ    باروري طـور مثـال در درمـان     بـه . رود كـار مـي   ههاي بعـدي ب
بعضي از   ي و راديوتراپ توتوكسيك،ـدرماني سي  ي شيم 3بدخيمي

هاي جراحي كه ممكن است منجر بـه يـك نقـص             انواع درمان 
 يا اختلال در عملكرد سيستم انزالي شـود، فريـز       عملكرد بيضه 

باروري بعـدي   ها قبل از شروع درمان اميدي براي         كردن اسپرم 
 كننده اسپرم، استفاده از      در افراد اهدا   4.كند بيماران را فراهم مي   

يات افراد اهدا كننده ازنظر     ـبررسي جزئ  فريز شده اجازه     سمين
 5.وردآ وجود مـي    را به  HBS و   HIVقبيل هايي از  وجود عفونت 

ــل    ــي از قبي ــال جراح ــرار اعم ــراي تك ــين ب  )MESA(همچن
Microsurgical Epididimal Sperm Aspiration و(TESE)  

Testicular Sperm Extractionنوان اعمـال جراحـي   ـع ـ ه كه ب
توان از منجمد كردن     شود، مي  مي استفاده مي  درماني در آزوسپر  

هاي متنـوعي كـه در        يرغم پيشرفت ـعل 6.مودـفاده ن ـاسپرم است 
 و ميزان  سازي اسپرم صورت گرفته است موتليتي      روش منجمد 

طور چشمگيري كاهش     ها پس از انجماد و ذوب به        اسپرم لقاح
يك راهكار مناسب براي بهبود كيفيت اسپرم منجمد         4.يابد مي

مختلـف از جملـه هيالورنيـك       شده، استفاده از مواد افزودنـي       
ــان كــه يكــي از اجــزاء موكــوس   7.باشــد اســيد مــي هيالورون

 يك جزء مهم    8.سرويكال، مايع فوليكولار و مايع سمينال است      
ــلولي  ــارج س ــاتريكس خ ــيم  م ــي در تنظ ــوده و نقــش مهم  ب

هاي سلولي مختلف مثل حركت، اثر متقابـل سـلول بـه             پروسه
چهارده سـال    9.دهد ز و تمايز انجام مي    ـدر طي مورفوژن  سلول  

ــان در   ــده هيالورون ــشف دو گيرن ــا ك ــيش ب ــلول  پ ــطح س س
 براي اولين بار نقش ايـن مـاده   RHAMM 111و CD4410يعني

پـذيري سـلول     م مـستقيم مـوتليتي، مهـاجرت و نفـوذ         در تنظي 
 و  كـه هيالورونيـك اسـيد، مـوتليتي        از آنجـائي   12.مشخص شد 
 اسپرم را پس از انجماد و ذوب بهبود بخـشيده           ريقابليت بارو 

 اسپرم در طي لذادهد  ت زنده ماندن اسپرم را افزايش مي قدر و
 اسـتفاده از  13.موثرتر خواهد بود اووسيت ـعمل متقابل اسپرم  
عنوان يـك راهكـار كـاربردي، در جهـت           ههيالورونيك اسيد ب  

بـا  . ودش ـ پرم در طي انجماد و ذوب توصيه مي       بهبود كيفيت اس  
ورونان توجه به اينكه نتايج متضادي در مورد زمان افزودن هيال         

ه است لذا   دست آمد هاي مختلف ب    در پروسه انجمادي در گونه    
ــر دوز  ــق حاضــر اث ــي  ميكــرو750 در تحقي ــرم در ميل ــر گ  ليت

 قبل از انجماد و پـس از ذوب بـر           را در دو مرحله   هيالورونان  
 .دهيم مي موش سوري مورد بررسي قرار  سمينروي

  

  
تصادفي  صورت  سر موش نر نژاد سوري به24تعداد 

هر موش نر  شده از  تهيهاسپرم هاي انتخاب شدند، سپس نمونه
 كنترل( 1گروه: بندي شد گروه به شرح زير تقسيمچهاربه 
 قرار گرفتند HTFمعرض محيط  تنها در بدون انجمادكه): تازه
 2گروه. نان به اين محيط اضافه نشدهيالورو ازهيچ دوزي   و
 در مراحل انجماد و پس از ذوبكه ): كنترل انجمادي(

    انجماد  از   قبلكه: 3گروه  .هيالورونان دريافت نكردند
µg/ml 750 قبل از انجماد : 4گروه .افزوده شد هيالورونان

 µg/ml750 ،ريافت نكرده ولي پس از ذوبهيالورونان د
 ساعت ها پس از دو در تمام گروه. افزوده شدان هيالورون

) غلظت( سپس تعداد .انكوباسيون آناليز اسپرم انجام شد
  .ها در هر گروه با استفاده از لام نئوبار شمارش شد اسپرم

مقدمه

  بررسيروش
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هاي نژاد  ابتدا به موش ،IIهاي متافاز  تهيه اووسيتجهت
 ده ساعت 48اقي و بعد از  داخل صف PMSG واحددهسوري 
 با روز بعد. صورت داخل صفاقي تزريق شد  بهHCG واحد

 پس. ه شدند كشتها هاي گردني موش استفاده از جابجايي مهره
 رحم را كه در بين انتهاي  لوله انتهاي شكم،از باز نمودن ناحيه

هاي رحم و تخمدان مربوطه قرار داشت جدا  يك از شاخ هر
 IIفاز هاي متا در زير ميكروسكوپ معكوس اووسيت نموده و

   .ندهاي رحم خارج شد با پاره كردن لوله
 ساعت در داخل دو به مدت   اسپرمهاي نمونه  IVFجهت

دست آورند  هپذيري را ب  انكوبه شدند تا ظرفيتCo2انكوباتور 
را در قطرات محيط  II  متافازهاي مرحله  اووسيتآنگاه،
 4-6و به مدت افزوده شده  ها اسپرمو  قرار داده  T6كشت
 ها اووسيتسپس . كوبه شدند انCO2ت در انكوباتور ساع

 تا ند كشت جديد منتقل گرديد به محيطجهت شستشو
هاي لقاح يافته در محيط كشت جديد حاوي مواد  اووسيت

در .  دو سلولي برسندذايي كافي رشد نموده و به مرحلهغ
هاي دو سلولي را  نهايت در صبح روز بعد تعداد جنين

ين طريق ميزان لقاح در هر يك از از ا شمارش نموده و
 .)1 شمارهتصوير( كنترل محاسبه گرديد هاي آزمون و گروه

نرم افزار  هاي آزمون با گروه كنترل از براي مقايسه گروه
SPSSآزمون آماري   وt-testاستفاده شد .  

  
  
  
  
  

 
  
 
  
  
  

  . دو سلوليدست آمده در مرحله هاي به جنين: 1-تصوير

  
 :هاي آزمـون  ها در گروه كنترل با گروه     اسپرم فرتيليته  مقايسه
و در   06/52)  با اسپرم تـازه    كنترل( 1 در گروه  فرتيليتهن  يميانگ
افـزودن  ( 3، در گروه  65/40) اسپرم فريز شده  كنترل با   ( 2گروه

ــان ــاد هيالورون ــل از انجم ــروه95/40 )قب ــز( 4 و در گ ودن اف
دست آمده و  هطبق نتايج ب. بود 20/60)هيالورونان پس از ذوب  
 ها پـس از    ميزان لقاح اسپرم    با هم،  2و1مقايسه دو گروه كنترل     
نسبت به گروه منجمد    صد را    در 41/12انجماد كاهشي برابر با     

دار بوده و     معني اين اختلاف از نظر آماري    . دهد نشده نشان مي  
هـا    ماد بر كاهش قابليت بـاروري اسـپرم       مويد تاثير پروسه انج   

ي دو  هـا   نتايج حاصـل از ميـزان لقـاح نمونـه          مقايسه .باشد مي
رسد اضافه  نظر مي نبوده و به دار  از نظر آماري معني   3و 2گروه  

ي در افزايش قابليـت     كردن هيالورونان قبل از انجماد تاثير مثبت      
دست آمده  اختلاف نتايج ب  با   4ه در گرو  .ها ندارد  باروري اسپرم 
اضافه كردن دار بود، يعني اين  معني=P ٠٠٠/٠ از نظر آماري با

ها   اسپرم فرتيليته داراي اثر مثبت روي      هيالورونان پس از ذوب   
باعـث افـزايش قابليـت      داري   طور معنـي    تواند به    و مي  دباش مي

 دسـت آمـده از    نتـاج ب  . ها در محيط كشت شود      باروري اسپرم 
رت نمـوداري در زيـر نـشان        صـو   آناليزهاي آماري فوق را بـه     

  ).1نمودار شماره(ايم  داده
  
  
  
  

  
 
  

  

 
 
 
 
 

  .ها  مقايسه ميزان لقاح اسپرم:1-نمودار
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هيالورونيك اسيد بر روي اعمال فيزيولـوژيكي مهـم اسـپرم           

 14.نقش مهمـي دارد     و ميزان لقاح   پذيري و موتيليتي    نفوذ دمانن
 µg/ml 750 دوز    افـزودن  در تحقيق حاضر مـشاهده شـد كـه        

 اسـپرم تـاثير مثبتـي       قابليـت بـاروري     پس از ذوب   هيالورونان
گـردد    مي )=٠٠٠/٠P( در حد بالايي     آنداشته و باعث افزايش     

 افـزودن همـين دوز قبـل از انجمـاد           و نيز مشخص گرديد كه    
و Pena در اين زمينـه   .اسپرم ندارد تاثيري بر روي ميزان لقاح

 و  µg/ml 500فاوت   تاثير دو دوز مت    2004همكارانش در سال    
µg/ml 1000        هيالورونان را روي موتيليتي اسپرم خوك مطالعه

هـا    موتيليتي اسپرم  µg/ml 500كرده و گزارش نمودند كه دوز       
 دهد افزايش مي% 30ها را   موتيليتي اسپرم 1000و دوز   % 4/9 را

حــين انجمــاد باعــث محافظــت از و افــزودن هيالورونــان در 
 توسط  1997مطالعه ديگري كه در سال       در   15.شود ها مي  اسپرم

Sbracia    و همكــارانش انجــام شــد تــاثير دوز µg/ml 250 
هيالورونيك اسيد بر روي اسپرم انساني پس از انجماد و ذوب           
بررسي گرديد و نتايج حاصل نشان داد كه افزودن هيالورونـان           

ها ندارد ولـي اضـافه        انجماد اثر حفاظتي بر روي اسپرم      قبل از 
پذيري اسپرم باعث    پس از ذوب در طي زمان ظرفيت      ن آن   كرد

اين تحقيق مطـرح گرديـد   همچنين در . شود بهبود موتيليتي مي  
پروسه انجماد باعث تغييـر سـاختمان هيالورونيـك          ًكه احتمالا 

يالورونان بر  مكانيزم اثر ه    بايد توجه داشت كه    16.شود اسيد مي 
سطح سلول  در ها به اين صورت است كه      روي موتيليتي اسپرم  

ــام  ــه ن ــان ب ــده شــناخته شــده هيالورون   وCD44هــاي  دو گيرن
RHAMM  با عمل متقابل خود  كه هيالورونان   10و11. وجود دارد

 هاي اتـصالي  ها و افزايش فسفوريلاسيون پروتئين   با اين گيرنده  
كـه ايـن    (كنـد    ونان تحرك اسپرم را ميـانجيگري مـي        هيالور به

 و  17.)افتـد  اسپرم اتفاق مـي   سيون ابتدا در دم     افزايش فسفوريلا 
ــزايش   ــي Ca+2در نهايــت باعــث اف ــردد  داخــل ســلولي م . گ
 داخــل ســلولي را در اســپرم Ca+2هيالورونــان عمــل افــزايش 

 بـدين  ،دهـد  ه تاثير متقابل با غشاء پلاسمايي انجام مـي      واسط هب
 باعـث  PH-20طريق كه هيالورونان متصل به غشاء پلاسـمايي   

هـاي داخـل سـلولي       تقال سـيگنال   رسپتورهايي كه در ان    تجمع
در  Ca+2شود در نتيجه اسـپرم سـطح بـالايي از            نقش دارند مي  
دهـد كـه      رسپتورهاي زيادي در سطح نشان مي      داخل سلول و  

وناپلاسـيدا  باعث افزايش عمـل اكـروزم بعـد از اتـصال بـه ز             
د كـه دوز معينـي از هيالورونـان         رس ـ  لذا به نظر مي    18.شوند مي
 در. ي موتيليتي اسپرم داشته باشـد     اثير را رو  تواند بيشترين ت   مي

 شناسـايي   CD44اين رابطه اعمالي كه براي گيرنده هيالورونـان         
 بـه ليگانـدهاي متعـددي متـصل         CD44 :1اند عبارتنـد از      شده
 19.كنـد  ه كردن فاكتورهاي رشد شركت مي     شود و در مخابر    مي
ه  با افزايش هيالورونان ماتريكس خارج سلولي لازم است ك         :2

هيالورونان به سطوح سلول لنگـر بيانـدازد كـه ايـن عمـل در               
 نقش CD44 :3 20.شود  ميانجيگري مي CD44بيشتر موارد توسط    

بزرگي در برقراري ارتباط سلول با مـاتريكس خـارج سـلولي            
توانـد آندوسـيتوز     كنـد و تحـت بعـضي شـرايط مـي           زي مي با

هيالورونان را ميانجيگري كند بـراي مثـال در طـي مورفـوژنز             
پوســت، غــضروف و در طــي رشــد هــايي ماننــد ريــه،  بافــت

 جديـد    مهمترين عملي كه بـراي گيرنـده       21.هاي دراز  استخوان
ــان يعنــي  ــان  RHAMMهيالورن  موجــود در ســطح اســپرم بي

پاسـخ بـه    گيرنده در   شود افزايش تحرك اسپرم توسط اين        مي
 يك پروتئين اتصالي هيالورونان بـه نـام         22.باشد هيالورونان مي 

HABP1     نيز در سطح اسپرم انسان وجود دارد كه اين پـروتئين 
در سطح اسـپرم بيمـاران اليگواسـپرمي و آسيتنوزواسـپرمي در            

دهـد و ايـن       افراد نورمواسـپرمي كـاهش نـشان مـي         مقايسه با 
 ـ      پروتئين وقتي  كنـد فعـال     صال پيـدا مـي     كه بـا هيالورونـان ات

ها هيالورونان وارد شده     وسيله آن  ههايي كه ب    مكانيزم 22.شود مي
طور كامل مطالعه نـشده اسـت امـا احتمـالاً            شود به  شكسته مي 

هيالورونيــداز آنــدروزومال و ليزوزمــال در ايــن كــار دخالــت 
اي   و همكارانش طي مطالعـه     Hall به غير از اين نتايج،       23.دارد

  انجـام دادنـد    هـاي هيالورونـان    گيرنده روي   1996كه در سال    

بحث
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هاي هيالورونان در ورود هيالورونان      گيرنده كه   گزارش نمودند 
ها محدود بـوده و بـا        خل سلول موثر هستند و اين گيرنده      به دا 

اضافه نمودن سطح بالايي از هيالورونان از خارج افزايـشي در           
 و ن مطالعـه لـذا از نتـايج حاصـل از اي ـ         14.شـود  ها ديده نمي  آن

مقـدار و دوز  شـود كـه يـك       مطالعات قبلي چنين استنباط مـي     
 و بهبـود    مناسب از هيالورونان بـراي افـزايش تحـرك سـلول          

با توجه به نتايج حاصـل از مطالعـه    . لازم است قابليت باروري 
ديگري كه توسط همين گـروه در آزمايـشگاه جنـين شناسـي             

 ثـر سـه دوز    دانشگاه علوم پزشكي تهران انجـام شـده اسـت ا          
µg/ml 1250 ،1000 ،750 هيالورونيــــك اســــيد بــــر روي 
هاي موش سوري پس انجماد و ذوب در محـيط كـشت             اسپرم

 بيـشترين   µg/ml 750 بررسي گرديد و طبق نتايج حاصله دوز      
هـا   ي ويتاليتي و ميزان بـاروري نمونـه       تاثير را در بهبود موتيليت    

يري بر روي   داشت ضمن اينكه هيچكدام از سه دوز مذكور تاث        
قـات  با توجـه بـه مـوارد مـذكور و تحقي          . مورفولوژي نداشتند 

 µg/ml 750 اين مطالعه تاثير دوز   متفاوتي كه انجام شده بود در     
 .هيالورونان را در زمان قبل و پـس از انجمـاد بررسـي كـرديم        

ــه  ــشان داد ك ــق ن ــن تحقي ــايج اي ــزودننت  µg/ml 750دوز   اف
 قابليت   را روي   مثبتي تاثير ها به نمونه  هيالورونان پس از ذوب   

  اضافه كردن همين دوز از  ي كهـ در حالها دارد،  اسپرمباروري

هـيچ تـاثير مثبتـي بـر روي بهبـود            هيالورونان قبل از انجمـاد    
به اين ترتيب احتمال دارد كه       .ها نداشت  ت باروري اسپرم  قابلي

ود و  انجماد باعث تغييـر در سـاختمان هيالورونيـك اسـيد ش ـ           
 بـراي بهبـود قابليـت       توانـد  ردن آن پـس از ذوب مـي       اضافه ك 

موش سوري در محيط كشت مورد استفاده       هاي    باروري اسپرم 
  .قرار گيرد
ه در ايـن    دسـت آمـد   از نتـايج ب   : گيـري و پيـشنهادها     نتيجه

گـرم   ميكرو 750 دوز    افـزودن  شود كه  مطالعه چنين استنتاج مي   
روي وب  پـس از ذ اسـپرم  هيالورونـان بـه نمونـه      ليتـر  بر ميلي 

 تـاثير    موش سوري در محيط كشت     يها  اسپرم قابليت باروري 
الورونـان  كه اضافه كردن همـين دوز هي       ، در صورتي   دارد مثبت

هاي  ناليزآ داري در نتايج   ها تفاوت معني    قبل از انجماد به نمونه    
نـان  شود ميزان هيالورو   مي پيشنهاد   .انجام شده مشاهده نگرديد   

ت در صور هاي اسپرم انسان و نهفوق بعد از تست بر روي نمو
 .كار گرفته شود تاييد جهت استفاده در انسان به

  
  :سپاسگزاري

داننـد از معاونـت پژوهـشي         نويسندگان مقاله بر خود لازم مـي      
هـاي ايـن      دانشگاه علوم پزشكي تهران به خاطر تـامين هزينـه         

  .پروژه تشكر و قدرداني كنند
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Background: Freezing and thawing induce a number of insults to the sperm 
cells, such as low motility and low fertilization capability. For evaluation of 
hyaluronan (HA) supplementation on sperm characteristics, we investigated 
the effect of hyaluronan (HA) on mouse sperm before freezing and after 
thawing. 
Methods: For this purpose we removed cauda epididimes from 24 male mice 
with aseptic method and freezed the semen in 1.8ml cryotubes with %18 
raffinose and %3 skim milk cryoprotectant solution.We had 4 groups: group 
1(fresh control) group 2(freeze control) group 3(supplemented 750 µg/ml HA 
to sperm before freezing) and group 4(supplemented 750 µg/ml HA to sperm 
after thawing). Fertility rate evaluated after routine IVF by counting two-cell 
stage embryos. 
Results: HA supplementation (750µg/ml) after thawing improved fertilization 
capability parameters but supplementation before freezing had no effect on 
mentioned characteristic. 
Conclusion: Acording to data of present study the hyaluronan supplemen- 
tation (750µg/ml) after thawing has the greatest effect on the fertility rate of 
sperms. 

  
Keywords: Hyaluronan (HA), Cryoprotectant Agent (CPA), In Vitro Fertiliza-
tion (IVF), Fertilization capability. 
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