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مقدمه
تحرک در اسپرم عاملی ضروری جهت لقاح است )15،16( و مواد 
مختلفی از جمله گلوکز و اسید سیتریک بر این فاکتور تاثیر گذار 

است )7(.

متابولیزه  به  قادر  جانوری  های  گونه  از  بسیاری  اسپرم  چه  اگر 
بین گونه ای  تفاوت های  لحاظ  این  از  باشد،  کردن گلوکز می 

وجود دارد ) 6،8،14(.

تحقیق ها بر روی اسپرم اپیدیدیمی موش نشان دهنده کاهش 
تحرک آن در محیط فاقد گلوکز است )19(. درمورد نقش اسید 
اینکه می  به دلیل  تعیین غلظت و درصد مناسب آن  سیتریک 
دقیق  محدوده  در  باید  دهد  تغییر  را  کشت  محیط   PH تواند 

بررسی تاثیر توأمان گلوکز و اسید سیتریک بر حرکت اسپرم گاو
الهام اسدی

استادیار دانشگاه آزاد اسلامی واحد اسلامشهر، اسلامشهر، ایران

چکیده
سابقه و هدف:از آنجا که تحرک اسپرم یکی از فرایندهای ضرروی و تعیین گر جهت لقاح است و گلوکز از مواد لازم برای تامین نیاز 
تحرک در اسپرم بسیاری از گونه های جانوری است و هم چنین اسید سیتریک از جمله موادی است که اسپرم قادر به متابولیزه کردن آن 

می باشد، در تحقیق حاضر به بررسی نقش این دو فاکتور در الگوی تحرک اسپرم گاو در محیط BO پرداخته شده است. 

مواد و روش ها: بیضه های بالغ گاو در مجاورت یخ به آزمایشگاه منتقل گردید. بیضه ها را از داخل تونیکا آلبوژینا خارج نموده 
سپس با ایجاد شکافی در قسمت فاقد عروق و با فشار بر قسمت دم اپیدیدیم یک قطره مایع سرشار از اسپرم داخل پلیت حاوی محیط 
Bo نموده و نمونه مذکور را در انکوباتور دارای 5% از گاز CO2 در هوای مرطوب و درجه حرارت 38 درجه سانتی گراد قرار داده شد، 
به گونه ای که هر محیط حاوی 6-4 میلیون اسپرم در میلی لیتر محیط حاوی اسپرم باشد. محیط های حاوی نمونه اسپرم رقیق شده را 

در انکوباتور قرار داده و در ساعت‌ های 1 تا 8، اسپرم‌ ها از لحاظ پارامتر‌های زیر مورد بررسی ارزیابی قرار گرفتند.

یافته ها:نتایج این بررسی نشان داد که بهترین اثر افزایش دهندگی اسید سیتریک بر حرکت سریع اسپرم‌ ها در غلظت G1 گلوکز 
مشاهده می شود و اسپرم ‌ها در ساعت 6 افزایش تحرک معنی دار نشان دادند )P<0/05(. هم چنین از لحاظ میزان اسپرم‌ های متحرک 

.(P<0/05) گلوکز در ساعت 4 و 6 افزایش معنی دار مشاهده گردید G1 با سرعت سریع و آهسته در حضور اسید سیتریک و غلظت

.(P<0/05)گلوکز در  ساعت 2 و 4 افزایش معنی داری را شاهد شد G1 از لحاظ میزان ماندگاری در حضور اسید سیتریک و غلظت

این در حالی است که چنین افزایشی را در محیط حاوی اسید و غلظت G2 گلوکز مشاهده نشده است. در بررسی پارامترهای الگوی 
سرعت حرکت اسپرم در غلظت G1 و G2 گلوکز در حضور و عدم حضور اسید سیتریک گروه های مورد آزمایش فاقد اختلاف معنی دار 

بودند. 

نتیجه گیری: این نتایج نشان می  دهد که اگرچه اسید سیتریک بر پارامترهای فوق نقش افزاینده دارد ولی این افزایش مبتنی بر 
پارامترهای دیگری چون غلظت گلوکز می باشد. هم چنین بر الگوی حرکت و سرعت اسپرم بی تاثیر است. 

کلیدواژه ها: اسپرم اپیدیدیمی – گلوکز – اسید سیتریک – ماندگاری – سرعت حرکت.
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نویسنده مسئول :

تهران، شهرک ژاندارمری، خ گلستان 11، پلاک 4
asadi@asadi.ir: ایمیل

تاریخ دریافت : 1393/06/26
تاریخ پذیرش :1394/02/21

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره پنجم، شماره بیستم -  پائیز 1394
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اسید  اثر  مورد  در  متناقضی  های  گزارش   .)2,11( شود  تنظیم 
سیتریک افزوده شده به محیط نگهداری اسپرم وجود دارد )11(.

استفاده اسپرم گاو میش از گلوکز نیز مشاهده گردیده )3، 9(. 
هم چنین یافته هایی دال بر عدم استفاده اسپرم گاو از گلوکز 
و قابلیت بقاء آن در محیط فاقد گلوکز می باشد )18،17(. اگر 
چه مدت زمانی که اسپرم قادر به ماندگاری و تحرک در چنین 
دلیل  به  اخیر  گزارش  دارد  احتمال  و  نشده  است ذکر  محیطی 

استفاده از اسپرم انزالی و تفاوت آن با اسپرم اپیدیدیمی باشد. 

مناسب  بررسی محیط های  زمینه  در  تحقیقات  در حال حاضر 
صورت  مختلف  جانوری  های  گونه  در  مصنوعی  تلقیح  جهت 
می‌گیرد. برخی محیط ها بر پایه فرمول ساده نمکی ارائه شده 
پیروات،  افزودن  همراه  به   Eagle, Earl, Ringer توسط 
لاکات، گلوکز و آلبومین می باشد. نمونه دیگر محیط BO است 
که اولین بار توسط   Bracket and Oliphant طرح گردید و 
جهت کشت طولانی مدت اسپرم مناسب است)23(. این تحقیق 
طراحی شده تا ارتباطی بین اثر توامان گلوکز و  اسید سیتریک 

بر تحرک و الگوی آن و بقای اسپرم بیابد.

مواد و روش کار
در تحقیق حاضر جهت به دست آوردن اسپرم اپیدیدیمی، بیضه 
های بالغ گاو از کشتارگاه های اطراف تهران در مجاورت یخ به 
آزمایشگاه انتقال یافت و این انتقال به زمانی در حدود یک ساعت 

احتیاج داشت.

بهترین   2003 سال  در  همکاران  و   Kaabi پژوهش  مطابق 
کیفیت اسپرم اپیدیدیمی از بیضه هایی که در کنار یخ 5 درجه 
سانتی گراد حمل شده اند در مقایسه با آن ‌هایی که در دمای 24 
درجه سانتیگراد منتقل شده اند، حاصل می شود. سپس بیضه ها 
را از داخل تویکا آلبوژینا خارج کرده، قسمت دم اپیدیدیمی را با 
سرم فیزیولوژیکی 37 درجه سانتی گراد شسته و با گاز استریل 
خشک نموده و با اسکالپل شماره 21 شکافی را در قسمت فاقد 
مایع  قطره  یک  قسمت  این  دادن  فشار  با  و  کرده  ایجاد  عروق 
 37 BO سرشار از اسپرم داخل پلیت حاوی 2 سی سی محیط
درجه سانتی گراد ریخته و جهت جلوگیری از به هم چسبیدن 
را  نمونه  سمپلر  توسط  مرتبه  چند  )اگلونیناسیون(  اسپرم ‌ها 
مخلوط نمودند و محیط فوق در شرایط استریل تهیه شده است. 
سپس نمونه ذکر شده را در انکوباتور دارای 5% از گاز CO2 در 
هوای مرطوب و درجه حرارت 38 درجه سانتی گراد قرار داده 
شد. جهت شمارش اسپرم های رقیق شده و تعیین غلظت نمونه 
را  اسپرم  مناسب  دقت  نئوبار  لام  از  استفاده  با  آمده  دست  به 

تهیه کرده به طوری که حدود 6-4 میلیون اسپرم در میلی لیتر 
اسپرم  از حد  تراکم بیش  زیرا  باشد  در هر محیط وجود داشته 
در محیط BO موجب اشتباه در آزمایش می شود. محیط‌های 
مورد آزمایش ما دارای BSA و Na pyruvate وNaHco3 و 
 Kcl و Cacl2 2 وH2o و NaH2Po4 6 وH2o و Mgcl2 
و  گلوکز 0/625  مختلف  غلظت  و 2   D glucose و Nacl و 
1/25  گرم بر لیتر در حضور و عدم حضور اسید سیتریک  است.

سپس محیط های حاوی نمونه اسپرم رقیق شده را در انکوباتور با 
دمای 38 درجه و غلظت 5% از گاز Co2 قرار داده و در ساعات 1 
و 2 و 3 و 4 و 6 و 8 اسپرم‌ ها از لحاظ پارامترهای زیر با استفاده 

از دستگاه   CASA مورد ارزیابی قرار گرفتند. 

• 	class A اسپرم ‌های متحرک با سرعت بالا

• با حرکت سریع و آهسته 	 درصد اسپرم‌ های متحرک 
ClassA+B

• درصد اسپرم های زنده 1	

• میانگین سرعت حرکت سر اسپرم در یک خط مستقیم 	
2  VSL  (میکرومتر بر ثانیه)

• منحنی 	 مسیر  در  اسپرم  حرکت  سرعت  میانگین 
3  VCL )میکرومتر بر ثانیه(

• 	) واقعی  مسیر  میانگین  در  اسپرم  سرعت  میانگین 
4  VAP  (میکرومتر بر ثانیه

• فرکانسی که در آن سر اسپرم مسیر میانگین حرکت 	
5 BCF  (هرتز) اسپرم را قطع می کند

آنالیز آماری

توسط سیستم  پارامترهای مختلف حرکت  اندازه گیری  از  پس 
اسید  حضور  عدم  و  حضور  در   BO محیط‌های  در   CASA
دست  به  های  داده  انکوباسیون،  ساعت   8 مدت  تا  سیتریک 
 One آمده برای هر گروه تعیین گردید و توسط آزمون آماری
Way Anova و تست ‌های تکمیلی Turkey و Sheffe مورد 
قبول  آماری مورد  استنتاج  مرز  و  قرار گرفت  ارزیابی  و  مقایسه 
برای بررسی اختلاف میانگین ها )P<0/05( در نظر گرفته شد.

 Live ratio 	1

  Straight Line Velocity 	2

  Curvilinear velocity 	3

  Average Path Velocity 	4

 Beat Cross Frequency 	5
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نتایج:
جدول 1 درصد اسپرم‌ هایی که حرکت سریع دارند در دو غلظت 
G1 و G2 گلوکز در حضور و عدم حضور اسید سیتریک نمایش 
تنظیم  استاندارد  ± خطای  میانگین  اساس  بر  می دهد. جدول 

شده است. 

در حضور   6 در ساعت  میزان حرکت سریع  لحاظ  از  ها  اسپرم‌ 
اسید سیتریک افزایش معنی دار نشان دادند )P<0/05( در حالی 

که چنین افزایشی در غلظت G2 گلوکز مشاهده نگردید. 

 G2 و G1 جدول 2 درصد اسپرم ‌های متحرک را در دو غلظت
گلوکز در حضور و عدم حضور اسید سیتریک نشان می  دهد. 
جدول بر اساس میانگین ± خطای استاندارد تنظیم شده است. 

در  گلوکز   G1 غلظت  در  متحرک  اسپرم ‌های  درصد  لحاظ  از 
حضور اسید سیتریک در ساعت 4 و 6 افزایش معنی دار نشان 
دادند )P<0/05( در حالی که چنین اثری در غلظت G2 گلوکز 

در حضور اسید سیتریک مشاهده نشد. 

 G2 و G1 جدول 3 نشانگر درصد اسپرم‌ های زنده در دو غلظت
بر  است. جدول  اسید سیتریک  عدم حضور  و  در حضور  گلوکز 

اساس میانگین ± خطای استاندارد تنظیم شده است. 

اسپرم ‌ها از لحاظ درصد ماندگاری در حضور اسید سیتریک در 
ساعت 2 و 4 افزایش معنی دار نشان دادند. درحالی که چنین 

افزایشی در غلظت G2 گلوکز و اسید مشاهده نشد. 

جدول 4 میانگین سرعت حرکت سر اسپرم در یک خط مستقیم 
برحسب میکرومتر بر ثانیه در غلظت های G1 و G2 گلوکز در 
حضور و عدم حضور اسید سیتریک را نشان می  دهد . جدول بر 
اساس میانگین ± خطای استاندارد تنظیم شده است. گروه ها با 

یکدیگر فاقد اختلاف معنی دار بودند. 

بر  اسپرم در مسیر منحنی )میکرومتر  جدول 5 سرعت حرکت 
ثانیه( در قسمت‌ های G1 و G2 گلوکز در حضور و عدم حضور 
 ± میانگین  براساس  دهد. جدول  می   نشان  را  سیتریک  اسید 
فاقد  یکدیگر  با  ها  گروه  است.  شده  تنظیم  استاندارد  خطای 

اختلاف معنی دار بودند. 

جدول 6 میانگین سرعت حرکت اسپرم در میانگین مسیر واقعی 
)میکرومتر بر ثانیه( در غلظت های G1 و G2 گلوکز در حضور 
و عدم حضور اسید سیتریک را نشان می  دهد. جدول بر اساس 
میانگین ± خطای استاندار تنظیم شده است. گروه ها با یکدیگر 

فاقد اختلاف معنی دار بودند .

جدول 7 فرکانسی که در آن سر اسپرم میانگین حرکت اسپرم را 
قطع می کند )هرتز( در غلظت‌های G1 و G2 گلوکز در حضور 
و عدم حضور اسید سیتریک را نشان می دهد. جدول بر اساس 
میانگین ± خطای استاندار تنظیم شده است. گروه ها با یکدیگر 

فاقد اختلاف معنی دار بودند.

زمان آزمایش

هشتمششمچهارمسومدوماول
G1+A51/2±3/845± 0/756/8±7/951/7±±2/657/13/956/1±3/2

G151/3±3/634/4±3/949/5±1/841/2±2/935±348/6±6/6

G2+A43/9± 6/748/7±54/456/2±4/554/4±4/560/5±35/350/1±4/6

G248± 2/450/8±4/252/4±5/350/2±447/2±2/747/7±0/8

class A جدول 1 – بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر

زمان آزمایش
هشتمششمچهارمسومدوماول

G1+A80/5±1/668/6±2/377/9±3/873/4±1/471/6±6/379/4±5/2

G1
84/3±1/80/6±1/90/3±485/7±1/86/1±2/91/7±5/

88973

G2+A80/5±0/881/1±5/186/9±4/385/5±3/285±0/585/3±0/7

G2
82/7±2/784±2/488/4±1/388/1±2/688/9±1/883/1±1/4

class B جدول 2 – بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر

زمان آزمایش

هشتمششمچهارمسومدوماول

G1+A80/5±1/668/6±2/377/9±3/873/4±1/471/6±6/379/4±5/2

G1
84/3±1/880/6±1/890/3±485/7±1/986/1±2/791/7±5/3

G2+A80/5±0/881/1±5/186/9±4/385/5±3/285±0/585/3±0/7

G2
82/7±2/784±2/488/4±1/388/1±2/688/9±1/883/1±1/4

live ratio جدول 3 – بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر
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زمان آزمایش

هشتمششمچهارمسومدوماول
G1+A53/8±2/652/5±1/356/1±3/653/1±0/356/6±2/255/3±3/1

G1
68/7±9/254/3±4/266/7±2/960/5±2/957/1±3/665/1±5/3

G2+A46/8±5/553/1±2/856/1±2/753/5±2/556/6±2/255/3±3/1

G2
58/4±4/156/2±1/147/5±5/961/7±457/7±4/855/3±4

vsl جدول 4– بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر

زمان آزمایش
هشتمششمچهارمسومدوماول

G1+A80/3±176/6±1/677/8±3/878/9±1/480/6±1/477/6±4/4

G184±3/476/8±4/486/2±382/5±2/987/7±3/885/6±6/5

G2+A70/4±3/378/4±387/4±2/477/7±387/5±1/580/77±2/5

G285/6±577±4/374/6±685±5/781/9±4/982±5

vcl جدول 5 – بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر

زمان آزمایش
هشتمششمچهارمسومدوماول

G1+A60/1±2/458/9±1/161/8±3/959/6±0/364/2±1/860/7±3/7

G1
67/4±360/1±4/272/5±3/166±2/662/5±3/470/2±5/6

G2+A52/7±5/559/3±2/861/8±2/659/6±2/468/6±2/262/1±3/6

G2
64/4±4/162±1/563±667/9±4/263/7±5/161/5±4/2

VAP جدول 6 – بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر

زمان آزمایش
هشتمششمچهارمسومدوماول

G1+A5/5±0/67/2±05/7±0/85/7±0/95±0/96/8±0/4

G1
5/8±0/97/6±0/26/7±0/47/3±0/28/2±0/46/8±0/5

G2+A7/3±0/56±14/9±0/75/9±0/96/1±0/26/8±0/4

G2
6/9±0/26/2±11/6±5/76/8±0/67/2±0/65/8±0/6

BCF جدول 7 – بررسی نتایج اثر گلوکز و اسید سیتریک بر پارامتر

بحث
تحرک اسپرم از پارامترهای مهمی است که در تحقیق های انجام 
گرفته در زمینه ناباروری بسیار مورد توجه قرار می گیرد از جمله 
فاکتورهای تاثیر گذار بر آن می توان به متابولیسم اسپرم و منبع 

نمود)4،5،12(  اشاره  این سلول‌ های  برای  استفاده  انرژی مورد 
.گزارش ‌هایی حاکی از وجود مقادیر مختلفی گلوکز در پلاسمای 
سمینال جانوران مختلفی هم چون گاو میش، سگ، انسان ارائه 
منی  که  وقتی  گلوکز  میزان  چنین  هم  است)1،20،22( .  شده 
در دمای بدن انکوبه می شود کاهش یافته و در طی این مسیر 
از  حاکی  دلایلی  نیز   .)1( می کند  تغییر  اسپرم  حرکت  الگوی 
توانایی اسپرم برخی جانوران مانند سگ جهت گلوکونئوژنز وجود 
دارد و این امر آن ‌ها را قادر می سازد که در محیط‌ های فاقد 
گلوکز متحرک بماند )20(. گزارش ها در بررسی حرکت اسپرم 
سگ حاکی از تاثیر گذار بودن غلظت گلوکز بر نوع حرکت اسپرم 
باشد.  می  جانور  این  در   VCL, BCF, ALH فاکتورهای  و 
گزارش های متناقض می تواند به خاطر تجویز دوزهای مختلف 

این ماده و نوع جانور مورد آزمایش باشد )20(.

اسید  بالا  بسیار  مقادیر  عالی محتوی  از طرفی منی پستانداران 
سیتریک است و بسیاری از تشکیل دهنده های منی به عنوان 
وجود  و  دارند)11(  اسپرم  تحرک  در  نقشی  انرژی  منبع  یک 
گزارش  جانوری  گونه   100 از  بیش  منی  در  سیتریک  اسید 
برقراری  در  تواند  اسید سیتریک می  به علاوه  گردیده)10،22( 
در  طریق  این  از  و  بوده  موثر  اسپرم  برای  اسمزی  بالانس  یک 
تحرک آن موثر باشد)13(. در این تحقیق به تاثیر این دو ماده 
در محیط  حاوی دو غلظت G1 و G2 گلوکز در حضور و عدم 
این  به  اسپرم  افزودن  از  پس  و  پرداخته  سیتریک  اسید  حضور 
الگوی  ماندگاری  لحاظ  از  انکوباسیون  ساعت   8 تا  محیط ‌ها 

حرکت اسپرم بررسی شده اند. 

در مقایسه تحرک اسپرم در محیط BO پارامتر Class A در 
غلظت G1 گلوکز در حضور اسید سیتریک در مقایسه با محیط 
فاقد اسید سیتریک در ساعت ششم افزایش معنی دار مشاهده 

شد.  

در مقایسه اسپرم‌ های متحرک نیز شاهد افزایش آن در حضور 
اسید سیتریک و غلظتG1 گلوکز هستیم و درساعت ‌های 4 و 6 

گروه ها دارای اختلاف معنی دار بودند.
هم چنین از لحاظ میزان درصد اسپرم های زنده نیز در ساعات 
مختلف شاهد افزایش بوده و در ساعت های 2 و 4 گروه ها با 

یکدیگر دارای اختلاف معنی دار بودند.
افزایش تحرک  از  با برخی گزارشات حاکی  توافق  نتایج در  این 
اسپرم در نتیجه افزودن اسیدسیتریک به محیط نگه داری اسپرم 
که  است  این  از  حاکی  نیز  موش  در  )2،17(. گزارشات  است 
افزودن اسید سیتریک به محیط نگه داری اسپرم موجب افزایش 
تحرک و در نتیجه افزایش میزان باروری در IVF می شود)14( .
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احتمالا نقش اخیر در افزایش تحرک از طریق متابولیزه شدن این 
ماده توسط این سلول هاست.

نتیجه گیری
از مجموع این نتایج چنین برمیآید که در گاو، اسید سیتریک بر 
تحرک و ماندگاری اسپرم نقش افزاینده دارد و احتمالا می تواند 
میزان باروری را از این طریق بالا ببرد. حال آن که چنین اثری 
در غلظت G2 گلوکز مشاهده نشد. محتمل است که چنین اثری 

از طریق تامین یک منبع انرژی مازاد بر گلوکز باشد.

 VSL, VCL, گلوکز پارامترهای G2 و G1 در هر دو غلظت
که  بودند  معنی دار  اختلاف  فاقد  ها  گروه  بین   VAP, BCF
نشان می  دهد اگر چه اسید سیتریک در غلظت G1 گلوکز بر بقا 
و تحرک اسپرم نقش افزاینده دارد ولی بر الگوی حرکتی آن‌ ها 
بی اثر است و احتمالا علت بی تاثیری آن در ماندگاری و تحرک 
از  در غلظت G2 گلوکز ترجیح سلول‌ های جنسی در استفاده 
گلوکز به جای اسید سیتریک است. این که اسید سیتریک با چه 
تاثیرگذاری و از چه طریق چنین نقش محرکی را بر ماندگاری 
و سرعت حرکت اسپرم ایجاد می کند و در همان حال بر الگوی 
این درحالی  تاثیر می ماند مشخص نیست.  فاقد  حرکت اسپرم 
است که احتمال می دهیم این ماده در غلظت G1 گلوکز نقش 

مکمل را در تهیه انرژی برای این سلول‌ ها ایفا کند. 

پیشنهادها: 

• های 	 محیط‌  در  گلوکز  از  متفاوتی  دوزهای  بررسی 
مذکور.

• تحرک 	 بر  سیتریک  اسید  متفاوت  دوزهای  بررسی 
اسپرم.

• بر قطره پروتوپلاسمی و 	 بررسی نقش اسید سیتریک 
تحرک اسپرم در محیط‌ های فوق. 

سپاسگزاری:
از جناب آقای دکتر پرویز تاجیک به خاطر دراختیار قرار دادن 

سیستم کاسا جهت انجام این پژوهش نهایت قدردانی را دارم. 
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