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  :مقدمه

 مولكولي فعال، قابل )NO (نيتريك اكسايد

يرآلي، آزاد و ناپايدار بوده كه اولين بار در انتشار، غ

عروق به عنوان يك فاكتور شل كننده مورد توجه قرار 

اين ماده در سلولهاي متنوعي توليد شده و . گرفت

  بعنوان مثال در . دهداعمال متفاوتي را انجام مي

 توليد شده و ،خصوص ماكروفاژهاه هاي ايمني ب سلول

  وري مشاركتـــاي تومـــه لكشتن باكتريها و يا سلودر 

  
عصبي به عنوان ناقل عصبي  و يا در سيستم مي كند

. و در بسياري از اعمال مغزي دخالت دارد مطرح بوده

همچنين مشخص شده است كه نيتريك اكسايد در 

 )NANC=Non-Adrenergic Non-Cholinergic(سيستم 

ر  دNOامروزه حضور حال،  به هر .نقش مهمي را بعهده دارد

هاي بدن ثابت شده  بسياري از اعمال فيزيولوژيك دستگاه

ــرآينفـي يك ــريك اكسايد در طــنيت). 1(است     آنزيمي ازدـ

  :چكيده
اسپرم، منجمله در تنظيم بسياري از اعمال  و ناپايدار است كه مولكولي فعالنيتريك اكسايد  :زمينه و هدف

 cGMPهدف از اين مطالعه بررسي اثر نيتريك اكسايد و . كروزومي و كموتاكسي اسپرم نقش داردواكنش آ
)cyclic Guanosine Mono Phosphate (در حركت پيشرونده اسپرم انسان مي باشد.  

به مدت )  نمونه20(د سالم ااسپرم نمونه هاي مني افربعد از انكوباسيون در يك مطالعه تجربي  :روش بررسي
، )دهنده نيتريك اكسايد (GSNO ،)مهار كننده آنزيم گوانيلات سيكلاز محلول (ODQدر حضور دقيقه  90

cGMP 8-bromo-) آنالوگcGMP(، ODQ+GSNOحركت پيشرونده اسپرم توسط سيستم  و گروه كنترل ،
 داده ها . گرفتمورد ارزيابي قرار دقيقه 90  و60، 30در فواصل زماني  )CASA(  آناليز كننده اسپرمكامپيوتري

  . زوجي تجزيه و تحليل شدندtبا استفاده از آزمون 
 -cGMP 8-bromo با  و90 در دقيقه %1/4به ميزان  GSNO حركت پيشرونده اسپرم در انكوباسيون با :يافته ها
 ،30در دقيقه % 7/10به ميزان  05/0p<(. ODQ (افزايش يافت نسبت به گروه كنترل، 60 در دقيقه %4به ميزان 

را بطور معني داري نسبت به گروه كنترل حركت پيشرونده اسپرم  90 در دقيقه %2/12 و 60در دقيقه % 2/11
 %9/9و % 8/10، %7/9به ميزانموجب كاهش حركت پيشرونده اسپرم نيز  05/0p<( .ODQ+GSNO (كاهش داد

  . )>05/0p ( شد نسبت به گروه كنترل90و  60، 30به ترتيب در دقايق 
 نيتريك اكسايد كنترل كننده حركت پيشرونده اسپرم از طريق فعال كردن آنزيم گوانيلات سيكلاز :رينتيجه گي
  . در انسان است cGMPو ساختن 

  
  .نيتريك اكسايد، اسپرم، حركت پيشرونده : كليديه هايواژ
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  ). 3،2(شود آرژينين و اكسيژن حاصل مي-واكنش ال

  بوده، دو   ايزومر نيتريك اكسايد شامل سهسازندههاي آنزيم

ه  اين آنزيم به شكل ساختماني در سلول ديدايزومر

هاي  سوم تنها در سلول ايزومركه مي شوند در حالي

يكي از اشكال ساختماني اين . شود شده، ديده ميتحريك

 ، اصطلاحاًشـــدا يافت ــــزيم كه اولين بار نرونهـــآن

nNOS) neuronal Nitric Oxide Synthase(  ناميده  

كه شكل ساختماني ديگر آنزيم كه در  در حالي. مي شود

  تحت عنوان،ندوتليال كشف گرديدآ سلولهاي ابتدا در

eNOS )endothelial Nitric Oxide Synthase( گذاري  نام

 در انسان و NOSاكنون اين دو نوع ايزوفرم . )4 (شد

 اينكه برخي پستانداران كاملاً شناسايي شده و با توجه به

هاي ديگر بدن نيز ديده شده اند نام آنها را  در قسمت

 در NOSنوع سوم .  تغيير داده اندNOS-3 و NOS-1به 

ود، اين ايزوفرم ابتدا ـــال ساخته مي شـــسلولهاي فع

در ماكروفاژهاي موش كشف گرديد و با توجه به 

  اينكه در سلولها القاء مي شود، آن را تحت عنوان

NOS-2) iNOS inducible Nitric Oxide Synthase= (

  ). 2(نامگذاري كردند 

ي از اعمال فيزيولوژيك اندامها  در بسيارNO اثر

بويژه دستگاه توليد مثل مورد و دستگاههاي مختلف بدن 

 ، مطالعات مختلفكه طوريه  ب.توجه قرار گرفته است

مثل جنس  توليد بيانگر نقش اين ماده در عملكرد دستگاه

به عنوان مثال در جنس ماده، .  بوده استنيزنر و ماده 

 يدوژنز، غليانئاسترو تخمك زائي، نيتريك اكسايد در

LH )Luteinizing Hormone Surge( ،گذاري، تخمك

تنظيم سيكل جنسي، لانه گزيني، لقاح، فعل و انفعالات 

رحم و تخمدان، ترشح پروستاگلاندينها، تنظيم عمل جسم 

 انقباض رحم و آغاز زايمان دخالت زرد، تنظيم قابليت

توان نر ميمتنوع نيتريك اكسايد در جنس از اثرات . دارد

، واكنش آكروزومي، پذيريبه تحرك اسپرم، ظرفيت

 تخمك، اسپرماتوژنز، اكموتاكسي، قابليت اتصال اسپرم ب

گنادي - هيپوفيزي-تنظيم عملكرد محور هيپوتالاموس

  .)7،6،5( اشاره نمود

 را بيان مي كند و  eNOSآنزيمانسان طبيعي اسپرم 

هاي با  ر اسپرمان اين آنزيم دـــست كه بي ااين در حالي

مطالعات همچنين نشان ). 8(تحرك كم بيشتر بوده است 

رايط آزمايشگاهي غلظت هاي كم ــد كه در شندهمي

و انسان را د گوسفن) 9(نيتريك اكسايد تحرك اسپرم موش 

 قيم وستارتباط مدر تحقيقي ديگر، ). 10،11(دهد  ميافزايش

هاي  اسپرمدادـتع و دـداري بين غلظت نيتريك اكسايمعني

 از مطالعات داديـتع). 12،13(بي تحرك مشاهده گرديد 

 فعال كننده اصلي آنزيم ،ريك اكسايدــدهند كه نيتنشان مي

گوانيلات سيكلاز محلول در اسپرم است و مقدار قابل 

 )cGMP) cyclic Guanosine Mono Phosphate  ازايتوجه

،  آنزيم، موجب واكنش آكروزوميحاصله از عمل اين

د شو تخمك مي - كموتاكسي اسپرم و واكنش اسپرم

 در تحرك cGMPچنين بنظر مي رسد كه ). 14،15(

 تحقيق ناز اياسپرم نيز نقش داشته باشد و در واقع هدف 

نيز روشن شدن اين موضوع و ارتباط آن با نيتريك 

  .اكسايد است

  

  :روش بررسي

از افراد سالمي كه جهـت      در اين مطالعه تجربي،     

 در تـورين ايتاليـا   S. Anna به بيمارستان ي باروري ارزياب

تعـداد   ،)1384در پـائيز و زمـستان   (بودند كرده  مراجعه  

بعـد از قـرار دادن منـي بـه          .  گرديـد  مني تهيـه   نمونه   20

 درجـه سـانتيگراد   37 دقيقه در درجه حـرارت    30مدت  

جهــت تبــديل شــدن آن بــه حالــت مــايع، نمونــه هــا بــا  

ــتفاده از سيــستم    يوتري آنــاليز كننــده اســپرم    كــامپاس

CASA )Computer-Aided Sperm Analysis (  مطـابق

با دستورالعمل سازمان بهداشـت جهـاني، مـورد ارزيـابي           

 هــائي كــه از تنهــا نمونــه). 16( رفتنــداوليــه قــرار مــي گ

ــي    ــاي طبيع ــارامتر ه ــ(پ ــشتر ازغلظت  و ml/106×20 ي بي
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 در برخــوردار بودنــد،) %50تر از بــالا حركــت پيــشرونده

  . تحقيق مورد استفاده قرار مي گرفتند

هــاي پــر تحــرك بــا روش شــناور ســازي اســپرم 

)Swim up ( مــايع و بــا اســتفاده از محـيط اصــلاح شــده 

ــسان  ــولي ان ــه  )HTF) Human Tubal Fluid توب از ك

جــدا خريــداري شــده بودنــد  Irvine Sientificشــركت 

بدين صـورت كـه در يـك لولـه آزمـايش تـه              . گرديدند

 HTF ميلي ليتر محـيط اصـلاح شـده          1 مقدار   ،طيمخرو

. ليتر از مني به ته لوله اضافه مي شد          ميلي 1ريخته، سپس   

 قرار داده، بعد از º45 با زاويه  ºC37 دقيقه در    60حدود  

 ميلي ليتر از مايع روئي لوله بـه يـك           5/0زمان مذكور،   

جهـت  . دي ـ ميلي ليتري منتقل مي گرد     5/1ميكروتيوب  

 ميلـي ليتـر     1هاي بدست آمده، حدود      شستشوي اسپرم 

 شـده    به ميكروتيوب اضافه   HTFاز محيط اصلاح شده     

د سـپس مــايع روئــي  يــ سـانتريفوژ گرد g 500و در دور 

اسپرمهاي بدسـت آمـده بعـد از شـناور          . شددور ريخته   

اسـپرماتوگوني،  (داراي حداقل سلول هاي گرد      سازي،

متـر از   ك) (وسيت، اسپرماتيد و گلبولهاي سـفيد     اسپرمات

ml/106
  .بودند) 1×

ط اصلاح ـــسوسپانسيوني از اسپرم و محي

 ميكروليتر محتوي 200 به ميزان HTFده ـــش

106حدود 
ر ـــار از هـــيمدر پنج ترم ــــ اسپ2×

ه ــ درج37ه حرارت ـــه و در درجـــتهينمونه 

در معرض ار اول ــيمدر ت دقيقه 90به مدت يگراد سانت

µM150 GSNO) S-nitrosoglutathion(،دوميمار  ت،  

 µM 100 ODQ  )α]quinoxalin-1-one- [4,3  oxadiozolo 1H-[1,2,4 ](،  

mM 150 8-bromo-cGMP ساخت (سوم يمار ت

   در معرض چهارمتيمارو در ) Sigmaشركت 

GSNO+ODQ مقادير ذكر شده مربوط به ( شد قرار داده

  اين هر ماده، با توجه به تست اوليه دوزهاي مختلف 

  يمار پنجم در ت). انتخاب شد ،روي اسپرم مواد بر

   بدون HTFسوسپانسيوني از اسپرم و محيط اصلاح شده 

  

  

  جايگزين مواد  HTF حجم مساوي از(مواد مذكور 

 كنترل، آماده شده وگروه به عنوان ) دش مي مذكور

اسپرمهاي معلق در آن همانند نمونه هاي ديگر مورد 

  .گرفت ارزيابي قرار

حركت پيشرونده اسپرم كه شامل مجموعه حركـات        

 CASAسريع و آهسته متمايل به جلو بود با استفاده از سيـستم            

)Color Sperm Analysis System,WLJY-900, China (

ســرعت : گرفـت در شـرايط زيـر مــورد ارزيـابي قــرار    

ز  زمان آنالي، زمينه در ثانيه20تصوير برداري دستگاه،   

 سـرعت اسـپرم هـاي       ، ثانيـه  15ز  در هر زمينه، كمتـر ا     

 تعداد ميدان ميكروسكوپي ،µm/s  180 -0قابل آناليز،

درشت نمائي   ميدان براي هر نمونه و     6مورد ارزيابي،   

در ايــن تحقيــق از لام . x200 عدسـي مــورد اسـتفاده   

 جهـــت آنـــاليز µ 20 بـــا عمـــق Macklerمخـــصوص 

 حركتـي اسـپرمها در      آنـاليز . اسپرمها اسـتفاده گرديـد    

يـك از     دقيقه براي هر   90 و   60،  30،  0صل زماني   فوا

. گرفـت مـي  نمونه هاي تحت آزمايش و كنترل انجام     

ــا اســتفاده از آزمونهــاي آمــاري  داده هــا  تجزيــه و  tب

  .تحليل گرديد

  

  :يافته ها

ــش  ان مــي دهــد كــه ـــيافتــه هــاي ايــن مطالعــه ن

GSNO  در غلظــتµM 150   ــزايش حركــت موجــب اف

د كـه البتـه   ـــ ـ دقيقه گردي 60بعد از   ها   رمـــپيشرونده اسپ 

 بـه  نـسبت ) %1/4 (ايـن افـزايش   هــــ دقيق90تنها در زمان   

 در 05/0p<( .8-Br-cGMP(نمونه كنترل معنـي دار بـود     

 دقيقـه موجـب   90 و 60، در زمان هـاي    mM 150غلظت  

ا ـــ ـتنهكـه    شـد هـا    رمـــده اسپ ـــافزايش حركت پيشرون  

 ).>05/0p (معنـي دار بـود     )%4 ( اين افزايش  60در دقيقه   

تنهــائي و يــا  بــه µM 100 بــا غلظــت ODQ رار دادنـــــق

 اوي اسـپرم، ـــ ـح محـيط  در  µM150GSNOراه بـا  ــهم

  ها رمـــرونده اسپـــركت پيشــش در حـــوجب كاهـــم
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  )دقيقه ( زمان                                
مـاره   وـدار شـ   وBr-cGMP-8و  ODQ ،GSNOاثــرات  :1نمـ

ODQ+GSNO زمانهاي مختلف اسپرم در   بر حركت پيشرونده  
* 05/0p<20          . نسبت به گروه كنترلn=  

GSNO= S-nitrosoglutathione 
8-Br-cGMP= 8-Brom-cyclic Guanosine Mono Phosphate 

)α]quinoxalin-1-one- [4,3   oxadiozolo 1H-[1,2,4]( ODQ=  

  
  

 درصــد در 7/10 بــه ميــزان ODQصــورت كـه،    بــدين.شـد 

ــه  ـــه  2/11، 30دقيق ــد در دقيقـ ــد2/12 و 60 درص  در  درص

را نسبت بـه گـروه كنتـرل        حركت پيشرونده اسپرم     90دقيقه  

ب كاهش  جمونيز   ODQ+GSNO و) >05/0p(كاهش داد   

ــه ميــزاندر حركــت پيــشرونده اســپرم   8/10درصــد،  7/9 ب

 نـسبت   90و   60،  30 به ترتيب در دقايق      درصد 9/9 و   درصد

 البته بايد توجه داشت كـه دو        ).>05/0p ( شد به گروه كنترل  

 بـــا يكـــديگر، حركـــت پيـــشرونده GSNO و ODQمـــاده 

  ). 1شماره نمودار (متري كاهش دادند اسپرمها را به ميزان ك
  

  :بحث

  وژيكـا اهميت بيولــكسايد مولكولي بنيتريك ا

 دـــاننرم مــقش مهم آن را در فيزيولوژي اسپن بالاست و

 غيره به  نز وژكسي اسپرم، حركت اسپرم، اسپرماتوكموتا

  مطالعات نشان مي دهند كه ). 9،14 (ستده اياثبات رس

  نيتريك اكسايد اثرات خود را از طريق يك مسير داخل 

  

سلولي كه منجر به فعال شدن آنزيم گوانيلات سيكلاز و 

اين . )17،18 (، ايفاء مي كندمي شود cGMPتوليد 

رهاي سيگنال دهنده داخل سلولي مرتبط با نيتريك مسي

اكسايد، در بسياري از سلول هاي پيكري و سلولهاي جنسي 

البته مطالعاتي هم حاكي از ). 19 (ندا مانند اسپرم يافت شده

آن است كه نيتريك اكسايد اثرات خود را از طريق 

   ).20( نيز انجام مي دهد cGMPمسيرهاي غير وابسته به 

ــر در مطال ــه حاض ــده   GSNO، ع ــوان دهن ــه عن  ب

ــد     ــا تولي ــون اســپرم ب نيتريــك اكــسايد، در محــيط پيرام

نيتريك اكسايد موجب افزايش حركت پيشرونده اسـپرم        

 و همكــاران نيــز Hassanpour.  دقيقــه گرديــد90بعــد از 

 بـه عنـوان دهنـده نيتريـك اكـسايد اســتفاده      SNPكـه از  

رونده  توانستد موجب افزايش حركـت پيـش       ه بودند، كرد

كـه   ه شـد   نـشان داد   همين مطالعـه،  در  ). 10(اسپرم شوند   

) L-NAMEتوسـط   (مهار آنزيم سازنده نيتريك اكسايد      

مي تواند حركت اسـپرم را بـه طـور چـشمگيري كـاهش       

 ه تائيـدي بـر نتيج ـ   مذكوربه هر حال مطالعات  ). 10(دهد  

ــر    بدســت آمــده در ايــن تحقيــق اســت اگرچــه زمــان اث

GSNO            نسبت به مواد مشابه در مطالعـات قبلـي متفـاوت 

 قـدار متفـاوت  بوده كـه حـاكي از ويژگـي ايـن مـاده و م          

ــط آن   ــسايد توس ــك اك ــد نيتري ــپرم  ،تولي ــيط اس    در مح

  .مي تواند باشد

 Br-cGMP-8بخش ديگري از ايـن تحقيـق،         در

 ، قابل نفوذ به داخل سلول     cGMPبه عنوان يك آنالوگ     

موجـب افـزايش حركـت     كـه   مورد استفاده قرار گرفـت      

  براي اولين بار نـشان داده شـد كـه           پيشرونده اسپرم شد و   

cGMP       اسپرم  حركت پيشرونده  به عنوان پيامبر ثانويه در 

  بـه ODQه، از ــد اين نتيجـــجهت تائي. ان نقش دارد  ـانس

ــازنده    ــزيم س ــده آن ــوان مهاركنن ــوانيلات  (cGMPعن گ

كه ماده اخير به  هنگامي. نيز استفاده شد ) سيكلاز محلول 

 محيط اسپرم افزوده شـد، حركـات اسـپرم را كـاهش داد     

   در داخـل    cGMPكه ايـن هـم دلالـت بـر سـاخته شـدن              
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 اســپرم و مــشاركت آن در مكانيــسم حركــت پيــشرونده 

ــه .  دارداســپرم ــز Burgerالبت    و Lefivre و همكــاران و ني

مهـار آنـزيم فـسفودي    همكاران در مطالعات خود نيـز بـا     

   سـلول را كـاهش      cGMPآنـزيم مـذكور     ( سـلول    استراز

توانستند فعاليت اسپرم را افزايش دهنـد كـه بـه           ) مي دهد 

 در تحـرك    cGMPطور غير مـستقيم حـاكي از دخالـت          

ايـن   اطلاعات متضادي نيز در   ). 21،22( ه است اسپرم بود 

رابطه منتشر شده است كـه نـشان مـي دهـد مهـار آنـزيم                

 تغيير قابل توجه اي را      Sildenafilفسفودي استراز توسط    

  ).23،24(در حركت اسپرم ايجاد نمي كند 

در نكته قابـل توجـه      شته  گذبا توجه به تحقيقات     

 ،اثـر مهـاري خـود را   اين است كه اين ماده ،  ODQ مورد

 وابــسته بـه نيتريــك  ي كـه بـر آنـزيم گــوانيلات سـيكلاز   

بــا توجـه بــه ايــن  ). 25( اعمـال مــي كنـد    اســت،اكـسايد 

ــا تك ــاري موضــوع و ب ــر مه ــر اث ــه ب ــر حركــت  ODQ ي ب

پيشرونده اسـپرم، مـي تـوان بـر اثـر نيتريـك اكـسايد در                

 فعال كردن گوانيلات سـيكلاز و  طريق حركت اسپرم از

جهت تائيـد ايـن مطلـب، بـه        .  صحه گذارد  cGMPتوليد  

 نيز اضافه گرديـد كـه       ODQ، ماده   GSNOمحيط حاوي   

در تحـرك اسـپرم   GSNO  موجب كاهش اثر تحريكـي 

ه مي توان چنين استنباط كرد كه نيتريـك اكـسايد           شد ك 

با افزايش فعاليـت آنـزيم گـوانيلات سـيكلاز در اسـپرم،             

  . آن مي شود پيشرونده موجب كنترل حركت

دخالـت  طالعـه كـه نـشان دهنـده     توجه به اين م   با      

 طبيعـي اسـپرم اسـت پيـشنهاد         تيتريك اكسيد در حرك   ن

 مربـوط   هـاي  مي گردد در مطالعه بر روي علل ناباروري       

به عدم تحرك اسپرم نيتريك اكسيد و عوامل وابـسته بـه          

  .آن نيز مورد توجه قرار گيرد

  

  :نتيجه گيري

نيتريك اكسايد كنترل كننده حركت پيـشرونده       

  ل كـردن آنـزيم گـوانيلات سـيكلاز و          اسپرم از طريق فعا   

  .در انسان است cGMPساختن 

  

  :قدرداني تشكر و

 ــ  ــه حاضــر بخــشي از يافت ــشي در  مطالع ــاي پژوه ه ه

ــش ــورين ايتاليـــدان ـــگاه ت ــي باشــ ـــا م ــشكر و . دـــ  ضــمن ت

ــشگاه و بخــــش      ــن دانــ ــسئولين ايــ ــدرداني از مــ    IVFقــ

)In vitro fertilization ( بيمارستانS. Anna  بدين وسـيله ،

از دكتر آلبرتو ريولي استاد دانشكده پزشكي آن دانشگاه كـه           

  .يمانه تشكر مي نمايممرا دراين امر راهنمائي نموده اند، صم
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