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هاي آزاد اكسيژن نجماد اسپرم، اثرات مخرب راديكالپس از ا DNAك فرضيه در مورد آسيب ي

اثر  هدف از اين مطالعه بررسي. شودانجماد و يخ گشايي توليد مي فرآيندهاياست كه در طي 
 Huso)پرم فيل ماهياس DNA ساختار آنتي اكسيدان بر يكپارچگي نبه عنوا Eويتامين  محافظتي

huso)  از اسپرم استحصالي براي انجماد به سه بخش تقسيم و با استفاده. باشدپس از انجماد مي 
در غلظت هاي  Eگروه شاهد يا به همراه ويتامين  نبه عنوا ييتنهاه بDMSO  محيط انجماد حاوي

از روش . گرديد ارينگهد مايع ازت روز در تانك 30 به مدت و شده سازيرقيق µM 1200و  600
در   (Huso huso)اسپرم فيل ماهي DNAميكروالكتروفورتيك كامت براي بررسي يكپارچگي 

گيري آسيب هاي منعكس شده بصورت پاسخ به فرايند انجماد استفاده گرديد كه بر مبناي اندازه
 هدر اسپرم يخ گشايي شد DNAطبق نتايج سطح آسيب . باشدشكست رشته اي در سلول ها مي

نسبت به ميزان اندازه گيري شده در اسپرم تازه بالاتر )  > 05/0P(داري بطور معني گروه شاهد
 داشت بطوريكه در غلظت DNAنيز اثري وابسته به دز بر ميزان آسيب  Eافزودن ويتامين . بود

µM 600 دار در سطح آسيب كاهش غير معنيDNA  نسبت به گروه شاهد مشاهده شد ولي در
به دليل  ارزيابي شد كه احتمالاً DNAدر آسيب اي قابل ملاحظه افزايش µM1200 غلظت 
نتايج ميزان كاهش تحرك بر طبق بعلاوه . بود Eويتامين ناشي از دز بالاي  پرواكسيداني خاصيت

  .ارتباط داشت DNAيخ گشايي با شكست رشته  -ناشي از فرايند انجماد
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   مقدمه

هاي مهم جهت حفظ و نگه داري ذخاير ژنتيكي و كي از فناوريي
باشد كه تا به امروز افزايش ماندگاري اسپرم حفاظت انجمادي مي

 .Billard et al(ي ماهي صورت گرفته است گونه 200در بيش از 

زيادي مبني  هاي رغم مزاياي اين تكنيك گزارشاما علي. )2004
اسپرم طي انجماد وجود دارد كه لزوم بررسي بر كاهش كيفيت 

كند بيشتر روي عوامل آسيب رسان و حذف آن ها را روشن مي
)Horvath and Urbanyi 2000; Fraser et al. 2006(.پارامترهايي 

 استفاده اسپرم كيفيت ارزيابي براي گشايييخ -پس از انجماد كه

آسيب ) 1: دكر تقسيم اصلي دسته به چهار توانمي را شوندمي
تغييرات بيوشيميايي و ) 3اختلال فيزيولوژيك ) 2لوژيك ومورف

تا كنون مطالعات . )Jun et al. 2006(DNA آسيب ) 4متابوليك 
 انجام اسپرم ماهيان كيفيت روي انجماد بسياري جهت بررسي تأثير

كه براي انتقال درست  - اسپرم DNA١است ولي يكپارچگي  گرفته
بندرت مورد توجه و  - تاج حياتي استاطلاعات ژنتيكي به ن

 .Cabrita et al. 2005; Kopeika et al(بررسي قرار گرفته است 

2005; Jun et al. 2006; Li et al. 2008( .در حالي كه بنظر مي-

رسد بهترين شاخص در بحث كيفيت اسپرم منجمد شده براي 
 تا ،)Li et al. 2008(باشد  DNAكپارچگي يموفقيت توليد مثل، 

نسبت به ساير اين عامل جايي كه طبق نظر بعضي از پژوهشگران 
هاي اسپرمي نظير تحرك، نشانگر بهتري براي عملكرد پارامتر

 از يكي عنوان و امروزه به )Tuncer et al. 2010(اسپرم بوده 

 باروري توان در ارزيابي سمينال مايع كيفيت مهم هايشاخص

اسپرم برخلاف اكثر  از طرف ديگر. شودمي شناخته جنس نر
 DNAبراي ترميم آسيب  مؤثريهاي سوماتيك، سيستم سلول
 DNA، بنابراين حفاظت كامل از )Genesca et al. 1992(ندارد 

ها در زمان طراحي پروتكل انجماد اسپرم باشد بايد جزو اولويت
)Pérez-Cerezales et al. 2010( .در گذشته ارزيابي آسيبDNA  

دگي شديد كروماتين هسته آن دشوار بود اسپرم به علت فشر
)Lopez-Fernandez et al. 2008( عمليات به محدود عمدتاً  و

ج حاصله از اسپرم هاي يكرومزومي نتاهاي آسيب  لقاح و مشاهده
ولي در  )Mirzoyan et al. 2006( شدمي يخ گشايي شده- انجماد

                                                            
1 DNA Integrity 

به عرصه آبزي پروري و زيست فناوري هاي اخير ورود سال
هاي تخصصي جديد جهت ارزيابي كيفيت مايع ستفاده از روشا

لكولي، امكان شناسايي انواع مختلف آسيب وسمينال در سطح م
 و افزايش كارائي پيشرفترا فراهم آورده و سبب  DNAبه 

. )Cabrita et al. 2010(اسپرم گرديده است  هاي انجمادپروتكل
به سنجش  توانمي DNAهاي تعيين آسيب از مهمترين روش

كه بر مبناي اندازه گيري شكستگي  اشاره نمود ٢)SCGE(كامت 
و  )Cabrita et al. 2010(باشد در سلول مي DNAهاي رشته 

در مطالعات مربوط به اسپرم ماهيان به چند سال  استفاده از آن
 .Cabrita et al. 2005; Ciereszko et al( شودمحدود مي اخير

2006; Jun et al. 2006; Li et al. 2008; Perez-Cerezales et al. 
2010( .  

ناشي از انجماد  DNAاز فرضيه هاي جديد در مورد آسيب  يكي
است كه  3(ROS)هاي آزاد اكسيژن اسپرم، اثرات تخريبي راديكال

 و سرمايي هاي انجماد و يخ گشايي و شوك هايدر طي فرايند
 Labbe et al. 2001; Mirzoyan et(شود توليد مي اسمزي فشار

al. 2006( . قرارگيريDNA  اكسيداتيو ناشي از تنش در معرض
ROS گردد كه مهمترين آن منجر به انواع مختلفي از آسيب مي

 Slupphaug(است  DNAك يا هر دو رشته يايجاد شكستگي در 

et al. 2003; Pérez-Cerezales et al. 2009( .هاي البته مكانيسم
هاي مكانيكي و اكسيداتيو نظير آسيبغير از استرس ه ديگري ب

توانند در شكسته شدن هاي كروماتين نيز ميصدمه به پروتئين
DNA  ناشي از انجماد درگير باشند كه اهميت كمتري دارند

)Pérez-Cerezales et al. 2009(.٤سولفوكسايد متيل دي(DMSO) 

باشد و بهترين بازدهي مي ٥سرمايي محافظ ترين مواداز رايج 
 دارد 6فاظتي را در نگه داري اسپرم تاسماهيان درياي خزرح

)Cherepanov and Kopeika 1999; Billard et al. 2004( . اما
 (·OH)گزارشاتي مبني بر اينكه اين ماده راديكال آزاد هيدروكسيل 

، )Miller and Cornwell 1978(كند، منتشر شده است توليد مي
ده از اين ماده به عنوان محافظ توصيه شده كه در صورت استفا لذا

-Martínez(سرما، از آنتي اكسيدان ها به همراه آن استفاده شود 

                                                            
2 Single Cell Gel Electrophoresis 
3 Reactive Oxygen Species 
4 Dimethyl sulfoxide 
5 Cryoprotectants 
6 Ponto-Caspian sturgeon 
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Páramo et al. 2009(. جمع با كه هستند تركيباتي ها اكسيدان آنتي 

و  درون از آنان حذف و سازي خنثي موجب محيط، از ROSآوري 
كار برده از مهمترين آنتي اكسيدان هاي ب. شوندمي سلول ها برون

 علت بهاشاره نمود كه  Eتوان به ويتامين شده براي اين منظور مي

 در و كرده عبور اسپرم غشاء از تواندمي بودن چربي در محلول

داشته  آزاد هاي راديكال حذف در بيشتري را و مستقيم ثيرأت نتيجه
 مطالعات متعددي در زمينه كنون تا. (Upreti et al. 1997)باشد 

اسپرم  انجماد سرمايي شوك اثرات بر كاهش ها اكسيدان آنتي اثر
، گاو )Kalthur et al. 2010( از جمله انسان پستانداران در
)Arshami et al. 2006( گراز ،)Breininger et al. 2005(  و قوچ
)Andreea and Stela 2010( در حيطه  ولي .است صورت گرفته

 بر مواد گونهاينافظتي مح ثيرأت زمينه در محدودي گزارشات آبزيان،

 دارد وجود DNAكپارچگي يماهي نظير  اسپرم كيفي پارامترهاي
)Pérez-Cerezales et al. 2009(  توان به ميكه از آن جمله

تاس ماهي روسي گونه هاي مطالعات صورت گرفته بر روي 
(Acipenser gueldenstaedti) )Mirzoyan et al. 2006( ،شانك 

(Sparus    aurata)  سيم دريايي و(Dicentrarchus labrax) 
لذا هدف از اين مطالعه . )Cabrita et al. 2011( اشاره نمود

به عنوان يك آنتي اكسيدان  Eويتامين  ارزيابي اثر محافظتي
اسپرم  DNA ساختار كپارچگييبر فيزيولوژيكي شناخته شده 

 .بودتوسط سنجش كامت   (Huso huso)منجمد شده فيل ماهي

  
   هاو روشمواد

جهت القاي رسيدگي  با تزريق هيپوفيز گيري بطور خلاصه اسپرم
  كردن مولد آماده فيل ماهي بيهوش جنسيو سپس

 (Huso huso)  داري نگه )كيلوگرم 45ساله با وزن  9(پرورشي
 دكتر خاوياري ماهيان المللي بين تحقيقات شده در كارگاه انستيتو

اسپرم  DNAپارچگي كيتحرك و . گرفت صورت دادمان رشت
مابقي . تازه پس از گذشت چند ساعت مورد بررسي قرار گرفت

 محيط انجماد استفاده از بابه سه گروه تقسيم و اسپرم ها 
 mM8/1 ، زرده تخم مرغدرصد  20بافر تريس،  mM  4/23حاوي
يا به  )بعنوان گروه شاهد(تنها  DMSO درصد 15و ز وساكار

 نسبت به )mM 1200يا  600اي در غلظت ه( Eهمراه ويتامين 

 5/0) ١پايوت( پلاستيكي هاي نازك لوله در و شده سازيرقيق 1:1
 سرمادهي از پس و سازيبا رنگ هاي مختلف ذخيره ميلي ليتري

 براي نگهداري سانتيگراد درجه - 196 برودت به رسيدن و تدريجي

 Ahmadifakhabi( شد مايع ازتحاوي  تانك وارد مدت طولاني

et al. 2009( . نگه داري، اسپرم از شروع روز  30پس از گذشت
ثانيه  20درجه سانتيگراد بمدت  40ها در بن ماري با دماي 

بصورت همزمان  DNAكپارچگي يشده و تحرك و  انجمادزدايي
سمينال  مايع µl10 براي ارزيابي تحرك، . مورد بررسي قرار گرفت

) آب(حلول فعال كننده م µl100 را با ) تازه يا انجماد زدايي شده(
 بررسيمورد  نوري كروسكوپيبا م تحرك مخلوط و بلافاصله

آسيب  گيرياندازه. )Ahmadifakhabi et al. 2009( قرار گرفت
DNA به روش آزمون كامت قليايي طبق روش  اسپرم)Li et al. 

 lµ 200(اسپرم تازه  lµ 50بطور اجمالي . صورت گرفت )2008
) فاقد كلسيم و منيزيم(افر نمكي فسفات ب ml 5 با) منجمد شده

آگارز  lµ 800از اين سوسپانسيون با  lµ 100رقيق سازي شده و 
گراد درجه سانتي 40در دماي  2نقطه ذوب پايين درصد 75/0

 لامل آن روي اي منتقل وروي لام سمباده مخلوط شده و سريعاً

ل جهت دقيقه در دماي يخچا 10به مدت  در ادامه شد و داده قرار
سپس لامل برداشته . سفت شدن و چسبيدن آگارز نگه داشته شد

، pH=10با  كننده خنك ليزدقيقه در بافر  60شده و لام به مدت 
تريس،  mM 100 EDTA ، mM10كلريد سديم،  M  5/2حاوي
كه به فاصله كوتاهي قبل از  ٣درصد سديم لوريل ساركوزان يك

 DMSOدرصد و  يكسبت به ن x-100انجام آزمون به آن تريتون 
 و سيتوپلاسم ، جهت حذفدرصد اضافه شده بود 10به نسبت 

 لكولوم پيچش شدن در ادامه براي باز. اسپرم قرار گرفت غشاي
DNA با  لام ها بطور افقي در تانك الكتروفورز حاوي بافر قليايي

12=pH  يك ميلي مولارحاوي EDTA وmM 300 NaOH  بمدت
 منبع الكتروفورز به تانك سپس در همان. دقيقه قرار گرفتند 20

 20ميلي آمپر به مدت  300ولت و  25شرايط  با و متصل تغذيه
 لام ها در ادامه در بافر خنثي كننده. دقيقه الكتروفورز انجام شد

)5/7=pH  حاوي تريسM 4/0( 10مدت ه سه مرتبه و هر بار ب 

                                                            
1 Straw 
2 Low melting point agarose 
3 Sodium lauryl sarcosinate 
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لص به كردن در اتانول خا سفيكشده و براي  داده دقيقه شستشو
. دقيقه قرار داده شده و بعد در مجاورت هوا خشك شدند 5مدت 

افزودن رنگ اتيديم  قبل از مشاهده لام ها توسط ميكروسكوپ با
 پميكروسكورنگ آميزي شده و به كمك ) µg/ml20(مايد وبر

-، تصاوير ديجيتال از نمونه (Zeiss, Germany)  اپي فلوئورسانس

عدد پايوت و از  3براي هر تيمار  ).1شكل (هاي هر لام تهيه شد 
سلول بصورت  100عدد لام تهيه شد كه در هر كدام  3هر پايوت 
كي از ي. مورد بررسي قرار گرفتدر نقاط مختلف لام تصادفي 

كه قضاوت در مورد ميزان آسيب وارده به  مهمترين پارامترها
DNA درصد كمي  شود،بر مبناي آن انجام ميDNA  در

نرم توسط ، كه)Konca et al.  2003(است  1 (DNAT%)بالهند
مورد  )1 معادله(رابطه زير بر طبق   ™V 1.5 Comet Scoreافزار 

  .كامت است 3سر Hو  2دنباله T آنكه در  ارزيابي قرار گرفت
  DNAT = 100 × (DNAC — DNAH) ⁄ DNAC%         1معادله 

ه ب - ددرص 75بالاي  DNATلازم به ذكر است كه سلول هاي با 
 .قرار نگرفتندو آناليز مورد بررسي  - عنوان شاخص آپوپتوزيس

آنها بصورت  ثبت و شده مطرح فاكتورهاي گيرياندازه از پس
توسط )  > 05/0P( درصد 95انحراف معيار در سطح  ±ميانگين 

با استفاده از نرم ) One-Way ANOVA(آناليز واريانس يك طرفه 
نمودارها نيز با استفاده از . شدندبا يكديگر مقايسه  SPSSافزار 
 .شدترسيم  EXCEL برنامه

  
   نتايج و بحث

 نيانگيو اسپرم تازه از نظر مگروه شاهد  نيب نتايج نشان داد كه
 يدار آمار ياختلاف معن دهايزمان و درصد تحرك اسپرماتوزوئ

زمان و درصد  نيب از طرف ديگر. ) > 05/0P( وجود داشت
 Eويتامين  Mµ 600 و گروه حاوي شاهدگروه  يتحرك اسپرم ها

 Mµ 1200حاوي گروه  يدار وجود نداشت ول ياختلاف معن
دار  ياختلاف معنگروه شاهد از نظر درصد تحرك با  Eويتامين 
  .)1جدول ( داشتند ) > 05/0P(آماري 

نيز بر طبق نتايج، سطح آسيب ها در اسپرم  DNAاز نظر آسيب 
  بود، بالاتر   تازه  اسپرم به   سبتن  معني داري  گروه شاهد بطور

                                                            
1 Percent tail DNA 
2 Tail 
3 Head 

 از پس و قبل دهاياسپرماتوزوئ تحرك درصد و زمان نيانگيم سهيمقا -1 جدول
  يانجماد مختلف يها طيمح با انجماد

  %درصد تحرك   )ثانيه(زمان تحرك   ماده محافظ سرمايي

  a41/7 ± 13/81  26/275 ± 73/14 -  قبل از انجماد

س از انجماد
پ

 DMSO )73/93±  31/43  )شاهد  b32/2  ±27/24  

M Eµ  600  +DMSO  23/15 ± 24/104  b15/5 ± 34/27   

M Eµ 1200 +DMSO   37/23 ± 43/91  c92/7 ± 48/10   

 
 

 
 دهاياسپرماتوزوئ DNA در شده مشاهده بيآس مختلفي ها درجه -1 شكل
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 مختلف انجماد يط هايمح قبل و پس از انجماد با (Huso huso) يل ماهيف كامت اسپرم دنبالهدر  DNAدرصد  -2 شكل

 
بين گروه شاهد و  ) > 05/0P(آماري  تفاوت معني داربطوريكه 

 DNAاز لحاظ آسيب   Eويتامين Mµ600گروه دريافت كننده 
 DNAافزايش سطح آسيب  Mµ 1200مشاهده نشد اما در غلظت 

پس از  DNAب ميزان آسيبعلاوه اين  .بطور شاخص رخ داد
افزودن مكمل آنتي اكسيداني به محيط انجماد كاهش معني دار 

  ).2 شكل(نيافت 
در طي دهه گذشته پيشرفت هاي سريع در عرصه بيولوژي 
ملكولي توليد مثل به ايجاد و تكامل چند روش جهت ارزيابي 

كي از اين روش ها ي. منجر شده است آسيب ژنومي اسپرم
جمله مزاياي آن به عنوان يك روش  باشد كه ازسنجش كامت مي

بسيار مناسب براي سنجش ميزان آسيب وارده به ژنوم گونه هاي 
نسبت به ساير روش ) 1 ؛توان به موارد زير اشاره نمودمختلف مي

هاي موجود، تعداد كمي سلول براي انجام اين آزمايش مورد نياز 
اين روش يك روش دقيق و حساس، قابل اطمينان، ) 2 .است

اي ريع و كم هزينه براي سنجش شكست تك و يا دورشتهس
و ) DNAدالتون  1010يك شكست به ازاي (DNA مولكول 

اين ) 3. شودمحسوب مي 1بازيهمچنين شناسايي نقاط ناپايدار 
) 4. هاي يوكاريوتي به كار برد توان براي كليه سلولروش را مي

ي هاي متافازبرخلاف ساير روش هاي سيتوژنتيك و روش
همچنين ) 5. ارتباطي به تقسيم سلولي نداشته و مستقل از آن است

 Lee(باشد مي DNAقادر به شناسايي كلاس هاي مختلف آسيب 

and Steinert 2003; Deguchi et al. 2007; Ali et al. 2008; 
Pérez-Cerezales et al. 2009(.  از مهمترين كاربرد هاي اين

                                                            
1 Alkali labile sites  

توان به بررسي اثرات يمربوط به آبزيان م علومروش در 
، تشخيص مواد غذايي ٢ژنوتوكسيك مواد جهش زا، ماده زايي

 اسپرم طي نگه  DNAيكپارچگي  پرتو ديده و مطالعات مربوط به

در طول  .)Moodi 2012(داري كوتاه يا بلند مدت اشاره نمود 
فرايند انجماد، اسپرم در معرض عوامل مختلفي نظير شوك هاي 

ماده محافظ سرما، رقيق سازي با محيط انجماد  دمايي، مواجهه با
گيرد كه همگي اين عوامل به و كاهش ظرفيت اكسيداني قرار مي

نظير راديكال هاي هيدروپروكسيل  ROSعلت توليد بيش از حد 
تحرك، ساختار، بقا و توانايي بارورسازي آن را  و هيدروكسيل

ست كه گزارش شده ا. )Ball 2008( دهندتحت تاثير قرار مي
تجمع بيش از حد اين راديكال هاي آزاد سبب ايجاد آسيب در 

DNA اسپرم چندين گونه نظير انسان، اسب و گاو شده است 
)Cabrita et al. 2011(.  در برابر تنش هاي به هر حال مقاومت

 DNAشود است و گمان مي اكسيداتيو بر حسب گونه متفاوت
ب انجمادي داشته اسپرم ماهيان حساسيت هاي بيشتري به آسي

نتايج به دست آمده در مطالعه ما . )Cabrita et al. 2010(باشند 
دهد كه پروتكل مورد استفاده براي انجماد اسپرم فيل نشان مي

گردد بطوريكه مي DNAماهي باعث آسيب قابل توجهي در سطح 
)  > 05/0P(داري در گروه شاهد بطور معني DNAسطح آسيب 

هرچند . زه گيري شده در اسپرم تازه بالاتر بودنسبت به ميزان اندا
 عوامل توسط  DNAآسيب ايجاد مانع اكسيدان آنتي مواد وجود

اثري وابسته به  Eشود، در مطالعه ما افزودن ويتامين مي اكسيداتيو

                                                            
2 Gynogenesis 
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 µM 600 داشت بطوريكه در غلظت DNAدز بر ميزان آسيب 
ه گروه نسبت ب DNAدر سطح آسيب آماري كاهش غير معني دار 

افزايش معني دار  µM1200 شاهد مشاهده شد ولي در غلظت 
)05/0P <(  آسيب   درDNA   دليل   به  احتمالاً  كه  شد  ارزيابي 

 جينتا .ناشي از دز بالاي آنتي اكسيدان بود پرواكسيداني خاصيت
 دانياكس يآنت كردن اضافهاثرات دهد كه ينشان م قاتيتحقديگر 
براي . است آن به غلظت مورد استفادهوابسته  انجماد اسپرم يها ط

 تا 50 بين( كم هاي غلظت در تنها Cويتامين اي مثال در مطالعه

µM 800( روند مهار موجب بوده و اكسيداني آنتي خاصيت واجد 

 در و گرديده انسان هاي اسپرم نمونه در چربي پراكسيداسيون

 از را يدانيپرواكس خاصيت )بالا به µM 1000(بيشتر  هاي غلظت

در مورد ويتامين  .)Arabi and Shahgolian 2007( نشان داد خود
E  كه غلظت  يطور اثرات نسبت به غلظت آن متفاوت است بهنيز 

 يآن اثرات آنت نييپا يغلظت ها يول ويداتياثرات اكس آن يبالا
در . )Brzezińska-Ślebodzińska et al. 1995(د دار ويداتياكس

 )mM 5/0و  E )1/0ويتامين از صورت گرفت  يراًاخمطالعه اي كه 
 شانك ماهيان عنوان آنتي اكسيدان در محيط انجماد اسپرمه ب

(Sparus aurata)  و سيم دريايي(Dicentrarchus labrax) 
بر تحرك و  آن را استفاده شده است كه در نهايت اثر مثبت

 مشاهده نكردند و عنوان نمودند كه احتمالاً DNA كپارچگيي
اي اثرات بسته به نوع آنتي اكسيدان مورد استفاده، خاص گونه

 ها اكسيدان آنتي كاربرد بنابراين، .)Cabrita et al. 2011(باشد مي

 بسيار محدودة يك در كه بوده لبه دو يك تيغ از استفاده نظير
 مجموعه به تبديل ماهيت، تغيير ضمن غلظتي، از تغييرات ظريف
اثر خاص لذا ، شد خواهند ها سلول براي خطرآفرين عوامل اي از

اضافه شده كه  نه تنها به نوع آنتي اكسيدان گونه اي احتمالاً
از  .)Cabrita et al. 2011(همچنين به غلظت آن وابسته است 

تحرك اسپرم پس از انجماد با ميزان طرف ديگر مشاهده شد كه 
 اين احتمال وجود دارد كه. ارتباط مستقيم داشت DNAآسيب 

مرتبط با عملكرد  علي رغم اينكه تحرك اسپرمي اصولاً
 - ميتوكندريايي است، اما كاهش در اين ميزان بعلت فرايند انجماد

گزارش . )Li et al. 2008(مرتبط باشد  DNAيخ گشايي با آسيب 
شده است كه نمونه هاي اسپرم داراي تحرك پايين حاوي سطح 

 با كه به نحوي )Irvine et al. 2000(هستند  DNAبالايي از آسيب 

 و داراي تحرك اسپرم هاي درصد ، DNAشكستگي ميزان افزايش
 است نكته مويد اين مطلب اين .يابدمي كاهش طبيعي مورفولوژي

 آزاد هاي راديكال توليد(  DNAشكسته شدن در موثر عوامل كه

 ثيرأتنيز  اسپرم سلولي عملكرد و ساختار بر توانندمي) اكسيژن
  .)Razavi et al. 2007(بگذارند 

با  DMSOبا  )Huso huso(در مجموع انجماد اسپرم فيل ماهي 
و نيز كاهش تحرك همراه  DNAافزايش شاخص در ميزان آسيب 

سبب  µM 600در محدوده غلظتي  Eبود كه افزودن ويتامين 
محافظت از سلول ها در مقابل آسيب هاي ناشي از راديكال هاي 

زايش نامحسوس درصد تحرك و آزاد شد كه نتيجه آن اف
از آنجايي كه بقاي اسپرم و . اسپرم بود DNAيكپارچگي 

پارامترهاي آن پس از انجماد به فاكتورهاي متعددي از جمله 
در راستاي اين امر استاندارد كردن . محيط انجمادي بستگي دارد

براي حفظ پارامترهاي اسپرم و كاهش  بهينهمحيط و ايجاد شرايط 
مترين مساله است؛ لذا لازم است تا پژوهش هاي آسيب ها مه

بيشتري به منظور انتخاب بهترين غلظت از آنتي اكسيدان ها و يا 
و اسيد آسكوربات صورت  Eتركيبي از آنها، به ويژه ويتامين 

لقاح اسپرم هاي منجمد شود كه با پيشنهاد ميهمچنين . بگيرد
ال جنيني را تواند تكامل نرمكه مي DNA، سطحي از آسيب شده

در . قرار دهد در مطالعات آتي مورد بررسي قرار گيرد رتحت تأثي
اسپرم فيل  DNAنهايت قابليت روش كامت در نمايش آسيب 

  .گيردماهي مورد تأييد قرار مي
  سپاسگزاري

كه ما اصغر كوثري، رحيم حسيني و احمد فرهادي از آقايان علي
 .ييمنمااسگزاري ميسپ را در انجام اين تحقيق مساعدت نمودند
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