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Abstract :

Objective : The study aimed to study the effect of rapid freezing and thawing on Malondialdehyde concentration and
abnormal sperm chromatin percent and sperm parameters of Asthenozoospermic patients

Methodology : This study was performed in the laboratory of Intra cytoplasmic Injection and freezing of sperm in the
fertility center of Al-Sader Medical City / Al-najaf Alashraf City during the period from May, 2012 to April 2013 ,
The study included 30 of  Asthenozoospermic patients, the statistical analysis of this study  performed by using
Student's t – test and paired t – test  at the level of probability 0.05

Results : the results showed that is sperm rapid  freezing process of patients who were Included  in the study  by used
sperm freezing media ( Sperm Freeze) and doing the thawing processes after one month From freezing leads to a
significant decreasing (p<0.05) In the sperm concentration, sperm progressive motility percent, sperm viability
percent and normal sperm morphology percent. and a significant increasing (p<0.05) In The Malondialdehyde
concentration and  abnormal Sperm chromatin percent and no significant difference(p<0.05)  In round  Cell

concentration in comparison with their ranges  after activation

Conclusion : It can be concluded From this study  that  sperm rapid  freezing and thawing processes had a negative
effects on the semen and sperm parameters and Malondialdehyde concentration and abnormal sperm chromatin

percent In the all samples  of study included patients .

Recommendation: Adding Anti oxidants to the sperm freezing media to decrease the negative  effects of freezing
and increase the sperm parameters .
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:الخلاصة

ألالدیھاید دايالمني و النطف وتركیز ألمالون معاییرتھدف الدراسة الحالیة إلى محاولة التعرف على تأثیر عملیات التجمید السریع والإذابة في :الھدف 
MDA والنسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي لمرضى وھن النطفAsthenozoospermic

، / :المنھجیة
و ) 33.1±1.23(   .  30وشملت الدراسة 2013إلى نیسان2012وامتدت الدراسة من المدة أیار 

ت –
)Student's t – test ( ت –و اختبار)paired t – test ( 0.05على مستوى الاحتمالیة

وإجراء، ) Sperm Freeze(نتائج أن عملیة التجمید السریع لنطف المرضى المشمولین في الدراسة باستعمال وسط تجمید النطف  الأظھرت .:النتائج
في كل من تركیز النطف والنسبة المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیة و النسبة ) P<0.05(عملیة الإذابة بعد مرور شھر واحد أدت إلى   انخفاض معنوي 

و MDAھاید  ألدیدايفي معدلات كل من تركیز المالون ) P<0.05(المئویة لعیوشیة النطف و النسبة المئویة للنطف السویة و حدوث زیادة معنویة 
.في تركیز الخلایا الدائریة مقارنة مع معدلاتھا بعد التنشیط ) P<0.05" (معنویا" النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي وعدم وجود فرقا

دايو النطف وتركیز ألمالون المنيمعاییریستنتج من ھذه الدراسة بأن عملیات التجمید السریع والإذابة للنطف تمتلك تأثیرات سلبیة في :الاستنتاجات 
والنسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي في كل عینات المرضى المشمولین بالدراسة   MDAألالدیھاید 

.إضافة مضادات الأكسدة لاوساط تجمید النطف لغرض التقلیل من تأثیرات التجمید وتحسین معاییر النطف :التوصیات 
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:المقدمة 

من مجموع الأزواج الذین یرغبون بالحصول على % 15حالة مرضیة تؤثر في حوالي infertilityإن عدم الخصوبة 
% 50تشكل عوامل عدم الخصوبة الذكریة ما نسبتھ حوالي ، بیرةوھي مشكلة طبیة واسعة الانتشار ولھا تأثیرات نفسیة ك،أطفال

Idiopathic)Sharlipأسبابھا غیر مشخصةمنھا % 25من ھذه الحالة ویكون حوالي  et al,2002(  . مرضى أنواعواحد
ذات الحركة التقدمیة  الحالة التي یكون فیھا  النسبة المئویة للنطفبأنھاتعرف حالة وھن النطف وعدم الخصوبة ھم وھن النطف 

,WHO(خلال ساعة واحدة بعد القذف % 25أو إن  النسبة المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیة السریعة أقل من %50اقل من 
Curi( الحالة ھذهمن مرضى عدم الخصوبة یعانون من 20%و إن  ما نسبتھ ، )1999 et al. ,. 2003 (

ملحوظا نتیجة التقدم المستمر في تقنیات التكاثر " وخلال العقود الأخیرة الماضیة شھدت علاجات حالات عدم الخصوبة تطورا
فأصبح cell manipulationوتقنیات التعامل والتداخل الخلوي Assisted reproduction techniques(ART)المعان 

النطف وھنأو azoospermicالمرضى الذین لم تنجح معھم التداخلات الطبیة مثل  مرضى انعدام النطف 
Asthenozoospermic یمتلكون الفرصة لان یحصلوا على الأطفال إذا أمكن الحصول على نطفة مفردة فقط لغرض

Sinan( استخدامھا في التلقیحات داخل المختبر et al,2008.(. تشمل تقنیات التكاثر المعان عدداً من الطرق المختلفة للتلقیح
والمشیح الأنثوي ) النطفة ( والتي تتطلب وجود كل من المشیج الذكري IVF )( In vitro fertilizationخارج الجسم الحي 

مشاج ذات أعمار قصیرة ونتیجة كون ھذه الأ، في المختبر  Fertilizationخارج الجسم الحي لإحداث الإخصاب )البیضة (
استدعى ذلك توفیر طرق لمحاولة الحفاظ على حیاة ھذه الأمشاج إلى الوقت الذي یتطلب فیھ ، وسریعة التضرر خارج الجسم 

Richard)(إجراء عملیة التلقیح  et al وأفضل وسیلة لتحقیق ھذا الھدف یكون بحفظ ھذه الأمشاج باستخدام عملیة 2006,
0م -196أو -80حفظ المواد البیولوجیة بدرجة حرارة اقل من الصفر مثل والتي یتم فیھا )(cryopreservationالتجمید  

إلى "أساساعملیة التجمیدو تھدف ،والتي عندھا التفاعلات الخلویة الكیموحیویة المسؤولة عن موت الخلایا یحد منھا بصورة فعالة
حیث  إن الخلایا ،الوظیفي بعد مدة من الحفظ بدرجة حرارة تقل عن الصفر المئوي محاولة الحفاظ على عیوشیة الخلایا والنشاط

درجة مئویة تحت الصفر یحدث فیھا عند ھذه النقطة توقف في ظاھرة النفوذ –196المحفوظة بدرجة حرارة مساویة إلى 
Dohle(تفاعلات الكیمائیة وكذلك خفض الطاقة الحراریة اللازمة لإتمام ال، )  Cellular Diffusion( الخلوي  et al. ,

ساعد على حفظ الخصوبة بغض النظر عن السبب الذي testicular tissueإن تجمید النطف والأنسجة الخصویة .)2007
وأصبحت عملیات حفظ النطف و الأنسجة الخصویة باستخدام التجمید ذات أھمیة اكبر نتیجة ،یؤدي إلى حالة عدم الخصوبة  

ولغرض حفظ الخصوبة semen banksالبحثیة وتطور التطبیقات السریریة في وسائل التكاثر المعان وبنوك المني المتطلبات
Richard)بعد التعرض للعلاجات الكیمیائیة والعلاجات الإشعاعیة أو العملیات الجراحیة ذات التأثیرات المحتملة على الخصوبة

et al Vitrificationب " طریقة تدعى ، د الحدیثة ضمن ھذا الحقل من علم التناسل و إحدى تقنیات علم التجمی.(2006,
حورت عن الطریقة البطیئة والتي تھدف لتحقیق نفس ’وتشمل عدداً من الطرق ، )التحول إلى حالة شبیھة الزجاج( والتي تعني 

الجفاف والتأثیرات السامة الحادثة عند الدرجة ، تكوین الثلج الخلوي،الغایة وھي  محاولة الحفاظ على الخلیة من تأثیرات التبرید
Naworth)(  الحراریة الواطئة ولا تحتاج التقنیة إلى متطلبات خاصة لتحقیق ذلك et al. ,2002. تتضمن عملیة التجمید

ة واطئة تعرف للنطف إجراء عدد من العملیات مثل عملیة تخفیف الوسط المراد تجمیده بإضافة مواد كیمیاویة ذات أوزان جزئی
وكذلك عملیة غمر المزیج في سائل النتروجین ذي ، Cryoprotectants Substancesبالمواد الحافظة من ضرر التجمید 

م وعملیة التدفئة والإذابة للعینات والتي تشمل بدورھا عدد من العملیات من تدفئة بأسخدام الحمام المائي -196درجة حرارة 
یعتقد أن . (Luvoni, 2006)جمید بأجراء عملیة الطرد المركزي وإضافة میدیا التنشیط وغیرھا وإجراء عملیة فصل وسط الت

كل خطوة من ھذه العملیات تستحث حدوث تأثیرات سلبیة قد تؤدي لتولید الضرر في كل من التركیب والوظیفة للنطف 
(Woods et al,2004) . إلى حالة خفض درجة الحرارة إلى ما بعد درجة نطف الحیوانات الثدییة تكون ذات  تحسسیة مرتفعة

البلازمیة والأغشیة داخل الخلویة والتي تعتبر مواقع وذلك ناتج من الخصوصیة في تركیب الأغشیة) صفر مْ (انجماد الماء 
Bailey(رئیسیة  لحدوث الجرح الخلوي عند تجمیدھا      et al, 2003    ( ،دراسة إلى تفلذا فان إجراء دراستنا الحالیة ھد

تأثیر عملیات التجمید السریع والإذابة في مستویات الأنواع الاوكسجینیة الفعالة والضرر في كروماتین النطف وعلاقة ذلك مع 
النطف المتمثلة بتركیز النطف والنسبة المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیة والنسبة المئویة لعیوشیھ النطف والنسبة معاییر

..ف السویةالمئویة للنط
:د وطرائق العملالموا

على الوعاء المریضوكتب اسم ملي لتراً  ) 40(نظیفاً وجافاً ومعقماً سعتھ Containerجمعت عینات السائل المنوي في وعاء 
ثم وضعت العینات في Abstinence Periodأیام ) 5- 3(بعد مدة امتناع  Masturbationجمع المني بطریقة الاستمناء ، 

بعد اكتمال الاماعة التي تم تثبیت .Normal Liquefactionمْ  للسماح لھا بالاماعة الطبیعیة 37حاضنة  بدرجة حرارة  
Spermتركیز النطف   والتي تشمل معلومات ونتائج اختبارات المنيزمنھا فحصت كل عینة فحصاً عیانیاً و مجھریاً وسجلت

Concentrationو النسبة المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیةSperm progressive Motilityة للنطف و النسبة المئوی
و تركیز Sperm viability percentو النسبة المئویة لعیوشیة النطف  Normal sperm morphology percentالسویة   

Round  Cellالخلایا الدائریة  Concentrationإلى تقریر منظمة الصحة العالمیة " استنادا   )( WHO, 1999, 2010
Muslih)في البلازما المنویة للسائل المنوي حسب الطریقة الموصوفة في MDAیھاید الددايتم حساب تركیز المالون و. et

al., 2002)
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حسب الخطوات Aniline blue stainباستخدام صبغة الانلین الأزرق تم تقییم الضرر الحاصل في كروماتین النطف و
Vieytes:التالیة  et.al.,2008; Sasikumar and Dakshayani,2013)( صبغة الانلین الأزرق تحضیرحیث تم

Aniline blue stainمل من محلول الفوسفات الدارئ 100غرام من الصبغة في 5إذابة  بPBS ثم وضعت في حمام مائي
الثلجي لغرض الوصول إلى الأس ألخلیكقطرات من حامض إلیھامغلي لفترة قصیرة ثم تم ترشیح الصبغة ثم أضیف 

% 3وضعت كمیة من محلول الكلوترالدیھاید : الآتیةالخطوات طریقة تصبیغ  كروماتین النطفةوتضمنت 3.5دروجیني الھی
تم عمل مسحة من السائل المنوي ، وضعت كمیة من الصبغة الانیلین الأزرق المحضرة في جار آخروالمحضر في جار خاص

وضعت الشریحة الزجاجیة الحاملة للمسحة في محلول ، ن الجفافعلى شریحة زجاجیة وتركت في درجة حرارة الغرفة لحی
تم غسل الشریحة الحاملة للمسحة باستخدام محلول الفوسفات الدارئ ،لغرض التثبیت لمدة نصف ساعة% 3الكلوترالدیھاید 

PBS، الانلین وغسلت نقلت الشریحة من صبغةودقائق7وضعت الشریحة الحاملة للمسحة في صبغة الانلین الأزرق لمدة
لوحظ في فحص الشریحة المحضر أن النطف المتضررة حدث اصطباغ . بالماء المقطر ثم تركت لتجف بدرجة حرارة الغرفة 

نطفة في كل 200في رأس النطفة باللون الأزرق والنطف غیر المتضررة تكون عدیمة اوقلیلة الصبغة وتم حساب على الأقل 
والكروماتین السوي وحسب المعادلةChromatin abnormalityروماتین النطف المتضررة شریحة وحددت النسبة المئویة لك

عدد النطف ذات الكروماتین المتضرر

x100ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ= نسبة الضرر 

عملیات التجمید السریع إجراءوتمعدد النطف الكلي   

وحسب الطریقة IVF Mediumالوسط ألزرعي تم إجراء عملیة تنشیط النطف باستخدام تقنیة الغسل والنبذ وباستخدام
عملیات : الآتیةالخطوات للنطف وفق عملیات التجمید السریع والإذابة تم إجراءو، ) 2006(  الموصوفة من قبل ألمرشدي 

مایكرو لتر من العینة  المنشطة والمحضرة في أنبوب 250تم وضع - Sperm Vitrification Processes:التجمید السریع 
بصورة تدریجیة وبنسبة  Sperm Freezeتم إضافة وسط تجمید النطف ثم ، مل 1.8الذي حجمھ Cryovialsالتجمید الخاص 

إلى بخار سائل Cryovialsعُرض المزیج في أنبوب التجمید الخاص . ویتم المزج بصورة جیدة  ،من حجم العینة 1:0.7
Cryovialsیغُمر المزیج في أنبوب التجمید الخاص ،دقائق10عن مستوى سائل النتروجین لمدة سم20النتروجین على ارتفاع 

Mohammad)الحوض الذي یحوي سائل النتروجین في  et al , ,2012)

:Sperm Thawing Processes-Cryovials
، ثمدقائق 5لمدة 0م37وضعت في حمام مائي بدرجة حرارة .

MDAداي. /دورة2000مركزي بسرعة 
250IVF Medium ،6%CO2

3730( Mohammad et al ,2012 )،
ت –,

)Student's t – test ( ت –و اختبار)paired t – test ( 0.05على مستوى الاحتمالیة.

في ) P<0.05(أن عملیة تنشیط النطف أدت إلى انخفاض معنوي ) 1( الجدول لیھ اأظھرت نتائج الدراسة الح:النتائج
عدلاتھا قبل التنشیطمعدلات تركیز النطف و  تركیز الخلایا الدائریة و النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي مقارنة مع م

في كل من النسبة المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیة والنسبة المئویة لعیوشیة ) P<0.05(معنویة بینما لوحظ وجود زیادة 
.مقارنة مع معدلاتھا قبل التنشیط MDAألدیھاید  دايالنطف و النسبة المئویة للنطف السویة وتركیز المالون 
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والنسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي قبل التنشیط مقارنة ببعد التنشیط MDAالدیھایددايالنطف ومستوى المالونمعاییر)1(  جدول 
باستخدام تقنیة الغسل والنبذAsthenozoospermic patientsلمرضى وھن النطف

یدل على وجود الفروق المعنویة aالحرف ، 30= عدد المرضى  ،  SEالخطأ القیاسي  الأرقام في الجدول تمثل المعدل 
)P<0.05(

یط النطف باستخدام تقنیة لمرضى وھن النطف بعد إجراء عملیة تنش) لتر/مایكرومول(MDAتركیز المالون داي الالدیھاید ) 1( شكل 
.)P<0.05(یدل على وجود الفروق المعنویة aالحرف   ،  30= عدد المرضى  ،العسل والنبذ 
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.  العسل والنبذ النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي لمرضى وھن النطف بعد إجراء عملیة تنشیط النطف باستخدام تقنیة ) 2( شكل 
.)P<0.05(یدل على وجود الفروق المعنویة aالحرف   .   30= عدد المرضى  

Sperm(أن عملیة التجمید السریع للنطف باستخدام وسط تجمید النطف  )  2( وأظھرت نتائج الدراسة الحإلیھ الجدول 
Freeze ( ،فاض معنوي وإجراء عملیة الإذابة بعد مرور شھر واحد أدت إلى  انخ)P<0.05 ( في كل من تركیز النطف والنسبة

المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیة و النسبة المئویة لعیوشیة النطف و النسبة المئویة للنطف السویة مقارنة مع معدلاتھا بعد 
و النسبة المئویة MDAالمالون داي ألدیھاید  من تركیزفي معدلات كل) P<0.05(ولوحظ حدوث زیادة معنویة ،  التنشیط 

" إما تركیز الخلایا الدائریة لم تظھر فرقا.لكروماتین النطف غیر السوي مقارنة مع معدلاتھا ببعد التنشیط  وكما مبین في الجدول 
مقارنة مع معدلاتھا بعد التنشیط) P<0.05" (معنویا

والنسبة المئویة لكروماتین النطف غیر MDAالدیھاید دايف وتركیز المالونالنطمعاییرتأثیر التجمید السریع والإذابة لمدة شھر في )  2(  جدول 
Asthenozoospermic patientsالسوي لمرضى وھن النطف

تنشیط النطف

المدروسة    معاییرال

) (IVFتنشیط النطف باستخدام الوسط 
دقیقة30ومدة حضن 

( تجمید النطف باستخدام وسط تجمید النطف
Sperm Freeze(

بعد التجمید والإذابةبعد التنشیط

8.93)مل/ ملیون (تركیز النطف  0.64a 7.80  0.61

61.06(%)ذات الحركة التقدمیة النسبة المئویة للنطف  1.100a 29.14  1.23

50.25(%)النسبة المئویة للنطف السویة  0.93a 39.87  1.21

75.33(%)وشیة النطفلعیالنسبة المئویة  1.123a 29.50  0.91

2.71)مل/ ملیون (تركیز الخلایا الدائریة  0.142.40  0.09
MDAالدیھاید دايتركیز المالون 

9.26)لتر / مایكرو مول(  0.44a 14.26  0.47
النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي 

(%)34.94  1.48a 67.38  1.15

)P<0.05(یدل على وجود الفروق المعنویة aالحرف ، 30= عدد المرضى  ،SEالخطأ القیاسي  الأرقام في الجدول تمثل المعدل 
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د مدة شھر واحد من لمرضى وھن النطف بعMDAالدیھاید دايفي تركیز المالونالإذابةتأثیر التجمید السریع و) 3( شكل 
.)P<0.05(یدل على وجود الفروق المعنویة aالحرف   .   30= عدد المرضى  .التجمید 

تأثیر التجمید السریع والاذابة في النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي لمرضى وھن النطف بعد مدة شھر واحد ) 4(شكل 
.)P<0.05(یدل على وجود الفروق المعنویة aالحرف   .   30= المرضى  عدد.من التجمید 

إن لتنشیط :                                                                                                                            المناقشة
البشریة خارج الجسم الحي لغرض استخدامھا في التلقیح الاصطناعي ، أھمیة كبیرة  في التغلب على العدید من مشاكل النطف 

السائل المنوي غیر السوي  وكذلك في اختزال الوقت اللازم لتمكین النطف مقارنة مع حدوث ھذه العملیة داخل الجسم الحي 
(Dugan et al.,1997).خدمة في تنشیط النطف البشریة في الزجاج أو خارج الجسم بشكل یحاكي أو وتصمم التقنیات المست

یقلد العملیات التي تحدث في الجسم الحي من حیث الفصل بین النطف والبلازما المنوي ، واختیار النطف ذات الحركة الطبیعیة 
Yogev)والجیدة  et al في تركیز النطف المسترجعة >p )0.05( اً بینت نتائج الدراسة الحالیة انخفاضاً معنوی.  (2000,.

وھذا یتفق مع ما توصلت إلیھ دراسات سابقة ،وھن النطفباستعمال تقنیة الغسل والنبذ مقارنة بقیمھا قبل التنشیط لمرضى
لك إلى بقاء وربما یعود السبب في ذ). 2010،ألعبیدي(أشارت إلى أن تقنیة الغسل والنبذ تعمل على تقلیل عدد النطف المسترجعة 

.النطف المیتة والنطف غیر المتحركة في الحبیبیة النطفیة المترسبة وعدم قدرتھا على الصعود إلى الجزء الاعلى من المستنبت 
في النسبة المئویة للنطف غیر السویة مقارنة بقیمھا قبل التنشیط >p )0.05( اً معنویاً و بینت نتائج دراستنا الحالیة انخفاض

زى ذلك إلى أن النطف السویة ھي التي تستطیع الصعود إلى الجزء الأعلى من المستنبت حیث یتم الفحص وعادة تكون وربما یع
Henkel)الخلایا الواھنة وذات الشكل غیر السويتستقرة النطفیة حیث حبیبمستویات الأنواع الاوكسجینیة الفعالة اقل مقارنة بال

and Schill, 2003)  .إلى إن استعمال تقنیة ) 2010(لحالیة مع ما توصلت إلیھ دراسة سابقة إذ أشار العبیدي وتتفق الدراسة ا
كما .  الغسل والنبذ لتنشیط نطف المرض المصابین بوھن النطف الحاد والمعتدل یقلل من النسبة المئویة للنطف غیر السویة  

) 2002،لحربيا(یا الدائریة وھذا یتفق مع ما توصلت إلیھ في تركیز الخلا>p )0.05( أظھرت نتائج الدراسة انخفاضاً معنویاً 
2000تقنیھ الغسل والنبذ بقوة عمالباستةحیث أشار إلى حدوث انخفاض معنوي في تركیز كریات الدم البیض والخلایا البلعمی

ذه الخلایا لا تمتلك القدرة على إلى أن ھالخلایا الدائریةوربما یرجع السبب في انخفاض تركیز.  دقیقھ ولمدة خمس دقائق/دورة 
.        .النبذ ةاحھ إلى الأعلى بعد إجراء عملیبالس

وبینت نتائج الدراسة الحالیة الدور الواضح لجھاز النبذ في زیادة مستوى الأنواع الاوكسجینیة الفعالة حیث أظھرت النتائج زیادة 
. نیة الغسل والنبذ مقارنة بقیمھا قبل التنشیط تقالدیھاید باستعمالدايمعنویة في تركیز المالون 

9.26

14.26

0

2

4

6

8

10

12

14

16

SE= 0.44

a
SE-= 0.47

بعد التجمید والاذابة                                              بعد التنشیط             

34.94

67.38

0
10
20
30
40
50
60
70
80

SE= 1.48

a
SE= 1.15

بعد التجمید والاذابة                                              بعد التنشیط     

ید 
یھا

لالد
ي ا

نائ
ن ث

الو
الم

ز 
ركی

ت
M

D
A

)
ول

وم
كر

مای
/

تر
ل

(
ي 

سو
 ال

یر
 غ

ف
نط

 ال
ین

مات
رو

 لك
ویة

لمئ
ة ا

سب
الن

%



7

نفاذیة غشاء النطف وزیادة مستوى الأنواع الاوكسجینیة الفعالة، فيوربما یعزى ذلك إلى تأثیر عملیة نبذ عینات السائل المنوي 
تؤدي تلك العوامل إلى حدوث إزالة مضادات الأكسدة الموجودة في البلازما المنویة ومن ثم یعني كما إن إزالة البلازما المنویة 

حالة اضطراب في التوازن بین الأنواع الاوكسجینیة الفعالة ومضادات الأكسدة مما یعطي فرصة اكبر لإنتاج الأنواع 
وتتفق نتائج دراستنا مع ما توصل . الدیھایددايالاوكسجینیة الفعالة من قبل النطف، وكناتج نھائي لھذه العملیة یزداد تركیز المالون

زیادة معنویة في مستوى الأنواع الاوكسجینیة الفعالة و واحظحیث لا)2006(والمرشدي (1998)وجماعتھTwiggلیھإ
كما بینت نتائج الدراسة الحالیة حصول .الدیھاید  باستعمال تقنیة الغسل والنبذ مقارنة بقیمھا قبل التنشیط دايتركیز المالون 

النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي بعد التنشیط عند استعمال تقنیة الغسل والنبذ في(p<0.05)انخفاض  معنوي 
وقد یفسر ذلك إلى إن النطف ذات التركیب والمظھر السوي والحركة النشطة ھي التي تتمكن من الصعود ، لمرضى وھن النطف 

Andrabi ,2009)(یب الكروماتینيلى مستوى  التركإلى سطح الوسط ألزرعي وغالبا ما تكون ھذه النطف ذات تركیب سلیم ع
                                                                                 .                     .

بعد الإذابةوإجراء عملیة (Sperm Freeze)أظھرت النتائج أن عملیة التجمید السریع للنطف بأستخدام وسط تجمید النطف 
في تركیز النطف والنسبة المئویة (p<0.05)معنوي انخفاضإلى حدوث أدتوھن النطف  مرضى في عیناتمرور شھر واحد

. طللنطف ذات الحركة التقدمیة والنسبة المئویة لعیوشیة النطف والنسبة المئویة للنطف السویة مقارنة مع معدلاتھا بعد التنشی
وتتفق نتائج الدراسة الحالیة مع دراسات سابقة توصلت إلى حدوث انخفاض معنوي في تركیز النطف والنسبة المئویة للنطف 

and Lee( ذات الحركة التقدمیة والنسبة المئویة لعیوشیة النطف والنسبة المئویة للنطف السویة والإذابة  مقارنة بقبل التجمید 
et al, 20122008( sinan et al  وذكرHammadeh  حدوث زیادة معنویة ) 2001(  وجماعتھ(p<0.05) في

وFraserوأشاربعد عملیة التجمید للنطف )  مستویات الأنواع الاوكسجینیة الفعالة أو(الدیھاید دايالمالون تركیز
Strzezek    )2004 (زیادة معنویة  حدوث إلىتؤدي والإذابةعملیات التجمید إنإلى(p<0.05) في النسبة المئویة

عملیة التجمید للنطف تتضمن إجراء عدد قد یعود سبب ذلك إلى إن ،) (DNAإلالضرر في أولكروماتین النطف غیر السوي 
افظة من العملیات مثل عملیة تخفیف الوسط المراد تجمیده بإضافة مواد كیمیاویة ذات أوزان جزئیة واطئة تعرف بالمواد الح

م وعملیة التدفئة والإذابة -196وكذلك عملیة غمر المزیج في سائل النتروجین ذي درجة حرارة ، للنطف من ضرر التجمید 
للعینات والتي تشمل بدورھا عدد من العملیات من تدفئة بأسخدام الحمام المائي وإجراء عملیة فصل الوسط التجمید بإجراء عملیة 

یعتقد أن كل خطوة من ھذه العملیات تستحث حدوث تأثیرات (Luvoni, 2006)ا التنشیط وغیرھا الطرد المركزي وإضافة میدی
Woods)سلبیة قد تؤدي لتولید الضرر في كل من التركیب والوظیفة للنطف et al,2004)، وعند إجراء عملیة التجمید

ووظیفة النطف في داخلة  والتي تتولد من معاییرلى للمزیج یحدث ھناك عدة تغایرات في محتوى المزیج والتي تكون موثره ع
Lin( البلازمیة النطفیة   للأغشیةStructural propertiesوالخواص التركیبیة  Thermodynamicالحركیات الحراریة  

et al الإذابةعملیة تستحث عملیة التجمید للنطف حدوث تغایرات غشائیة غیر رجعیة والتي تؤدي عند إجراءحیث، )  1993 ,
إلى حدوث  تغیرات في فعالیة البروتینات وكذلك تغایرات في القدرة النفوذیھ للغشاء البلازمي  للمذابات و الایونات والمواد من 

المتولدة من  ألنطفيالتغیرات على مستوى التركیب وھذه، الذي یؤدي إلى خفض كبیر في الوظیفة النطفیة الأمر، الخلیة والیھا
Cold shock)Dziekonskaانخفاض درجة الحرارة وزیادة البرودة یشار لھا بمصطلح   حالة  et al حیث إن ) . 2009 ,

إلى  fluid stateخفض درجة الحرارة یؤدي إلى بدء  طور من انتقال حالة الدھون الداخلة في تركیب الغشاء من الحالة اللینة 
ور من التحول یحدث ضمن مدى معین من الدرجات الحراریة یعتمد على تركیب وھذا الط، (Gel state )الطور الھلامي 

الأنواعتكون درجة حرارة انتقال الطور لھذه التغیرات متغایرة مع ) .  Watson ,2000( الدھنیة المكونة للغشاء الأحماض
أنواعالدھنیة  وتعتمد على تركیبھم و لا یحدث ھذا الطور الانتقالي في حالة الدھون المركبة للغشاء في نفس الوقت لاختلاف 

تمیل مناطق الطور الھلالي للتجمع ، لذا سیكون ھناك وجود لكل من الحالتین ضمن مدى من خفض درجة الحرارة، الدھون
بین الطورین الدھنیین ومع البروتین  (junction area)السائل بما یولد مناطق ارتباط والاصطفاف مع بقیة  الدھون في الطور 

والتجزؤ  والتحطم وكذلك عالیة subject to fusionوالتي تكون تكون ذات بیئة تركیبیة ضعیفة جداً ومعرضة للانشطار 
permeable to ions)   .Hammerstedtالنفوذیة للایونات  et al, 1990 . ( إن ھذه التغایرات في طوبوغرافیة  الغشاء

الذي یؤدي إلى حدوث الأمرالغشاء إنزیماتغیر خطیة لقسم من إنزیمیةإلى تكون حالة من استحثاث حركات أیضاتؤدي 
Dziekonska(قصور وتغایر في القدرة النفوذیة الغشائیة للمواد المختلفة      et al, 2009(. عند

حدوث عملیة خفض في درجة الحرارة المعرض لھا الغشاء یحدث اضطراب في التداخلات الدھنیة البروتینیة وكذلك قصور في 
العمل الانزیمي والقنوات الناقلة والمستقبلات البروتینیة مما یؤدي إلى فقدان الغشاء قسم من سلامتھ الھیكلیة والوظیفیة   

)Medeiros et al, 2002 .   ( لقسم من البروتینات الغشائیة مثل تلك التي تعمل في نقل الكلوكوز إزاحةوقد یحدث كذلك عملیة
إثناءلھا إزالةحیث شخص حدوث الأغشیةوخصوصاً الھیكسوز والذي یلعب دوراً مھماً في تنظیم ایض سكر الفركتوز خلال 

Dziekonska. ب والخنزیروالكلالإنسانالبلازما النطفیة لدى أغشیةالتجمید في  et al, 2009)(                                                                       .
على خفض تعمل المذابات الموجودة ضمن المحتوى المائي النطفي ، مْ -130–0إن الانخفاض الشدید لدرجة الحرارة  من مدى 

أي إن عملیة تكوین البلورات الثلجیة للماء  تطلب درجة حرارة  اقل من ) مْ 15-- 10-(جماد للمزیج لیكون حوالي نقطة الان
وھذا الثلج المتكون یزید من . عند ھذه  الدرجات یبدأ تكون  الثلج في الوسط خارج الخلیة) صفر مْ (درجة حرارة الماء المقطر 

رج وكنتیجة  لذلك یتكون تد)  . Andrabi ,2007( .ح والبروتینات وغیرھا في الوسطتركیز المذابات مثل السكریات والاملا
مما في الخارج و لذلك ینفذ  الماء أبطئحیث  إن  الماء الموجود داخل النطف یكون تحولھ إلى ثلج .جدید في الضغط الازموزي

وذلك یؤدي إلى حدوث حالة من الجفاف الخلوي وخصوصاً من منطقة رأس النطفة الأغشیةمن داخل الخلیة إلى الخارج عبر 
cellular dehydration  داخل الخلایا النطفیة.   (Andrabi , 2007, Watson, 2000)                                                                            .
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داخل المقصورة الإحداثفأن ، حدوث في الجفاف داخل الخلیةیرافقھ زیادةلخلیة والذي وعند تكوین الثلج في المنطقة خارج ا
التجمید حدث بسرعة فان الخلایا لن فإذا. تعتمد على معدل التبرید الذي تتعرض لھ العینةcellular compartmentالخلویة 

خلوي والذي یؤدي زیادة تكوینھ  إلى خفض فرصة حیاتیھ تستطیع أن تجف بصورة كفؤءةَ لذا الماء الباقي سوف یكون ثلجاً داخل 
كما إن  تكوین البلورات الثلجیة داخل المقصورة الخلویة یؤدي لان  تكون العضیات الخلویة معرضة إلى الخطر نتیجة ،الخلیة 

Lee.  (    الذي یضعف من احتمالیة حیاتیة الخلیةالأمرالمحیطة بھا الأغشیةاحتمالیة تضرر  et al إضافة لذلك )   . 2012,
یؤدي ھذا الوضع إلى حدوث تغایرات في حجم الخلیة نتیجة التغایرات في حركة الماء وحدوث حالة الجفاف الخلوي إضافة إلى 

.                        .                                            التأثیرات السمیة التي تنتج من ارتفاع تركیز المذابات
Ultra structuralالدراسات المتابعة لتأثیرات عملیات التجمید فوق التركیبیة  أوضحت studies حدوث تأثیرات ضارة على

Nishizono)العضیات النطفیة المختلفة مثل تلك الملاحظ حدوثھا في بیوت الطاقة  et al,2004) ، المذكورة التأثیراتحیث إن
أظھرتحیث  ، المحیطة بالعضیات الخلویة المختلفة الأغشیةوإنماالبلازمیة السایتوبلازمیة فقط الأغشیةلاتقتصر على أنفا

et. (المتولد من خفض درجة الحرارةألتأكسديدراسات التجمید وجود دور سلبي على المیتوكوندریا نتیجة الجھد  al ,2002
Connell .  ( قصور في القدرة إلىوالتي تؤدي ، تكون الأغشیة المایتوكوندیریة معرضة إلى الضرر المتولد من عملیة التجمید

ونتیجة كثافة ، النفوذیة الغشائیة وتحریر الأنواع الاوكسجینة الفعالة بشكل كبیر الأمر الذي یؤدي إلى زیادة مستویاتھا في الوسط 
فمن المتوقع إن یكون ھناك زیادة اكبر في مستوى الأنواع الاوكسجینة الفعالة داخل ، لمیتوكوندیریة  في الخلایا النطفیة الإعداد ا

Said).  الدفاعیة  الأكسدةالوسط وبالمقابل تنخفض قدرة مضادات  et al وغیر الإنزیمیةالأكسدةإن مضادات .  (2010,
انات الثدییة ومنھا خلایا النطف تكون ذات فعالیة عالیة في حمایة الخلایا من حدوث عملیة الموجودة في خلایا الحیوالإنزیمیة

Andrabi( بیركسدة الدھون المتولدة من فعالیة الأنواع الاوكسجینة الفعالة  et al الدراسات إن عملیة أوضحت)  . 2009,
حیث ذكرت دراسة  الإنزیمیةوغیر الإنزیمیةالأكسدةالتجمید تؤدي إلى حدوث انخفاض معنوي في مستویات كل من مضادات 

Kumarوالإذابةبعد إجراء عملیات التجمید الأكسدةحدوث انخفاض معنوي في مستویات مضادات ) 2011( وجماعتھ
واعالأنإن الزیادة العالیة في مستویات .   داخل الوسط ROSالاوكسجینیة الفعالة الأنواعوحدوث زیادة في مستویات 

ربما یؤدي إلى زیادة معدلات  الموت الخلوي المبرمج في مجتمع الخلایا الأكسدةوانخفاض مضادات الاوكسجینیة الفعالة
Wang(النطفیة    et al, 2003 .( الاوكسجینیة الفعالة الأنواعو یؤدي زیادة مستویاتROS الأكسدةعلى حساب مضادات

proteinsوالبروتینات Lipidsوكل المكونات الخلویة للنطف مثل الدھون ، oxidative stressألتأكسديلحدو ث حالة الجھد 
Said(    السامة    ألتأكسديالإجھادلتأثیراتمحتملة أھدافتكون sugarsوالسكریات acidNucleicالنوویة والأحماض

et al لتي تدخل في تركیب الغشاء البلازمي النطفي بشكل الجزیئات الكبیرة عرضة للخطر واأكثروتعد الدھون )  .2010,
الآصرةإن وجود . من اصرتین مزدوجة بین جزئتي الكاربونأكثروالتي تحتوي على PUFAدھنیة غیر مشبعة أحماض

ثرأكھدروجین ضعیفة ونتیجة لذلك تكون ذرة الھیدروجین -المثلین كاربونأصرةالمجاورة إلى مجموعة المثلین تجعل المزدوجة
Kumar. (عرضة للانفصال  et al Lipidالدھن أكسدةیؤدي الھجوم الاجھادي إلى حدوث حالة تسمى )  . 2011,

peroxidation الخلویة بواسطة سلسلة من   تفاعلات التحفیز الأغشیةالدھنیة غیر المشبعة في الأحماضوالتي تمثل تحلل
من الحامض الدھني غیر المشبع +Hایون الھیدروجینإزالةیعمل الجذر الحرعلى تبدا العملیة عندما إذ،الذاتي للجذور الحرة  

lipidلیكون جذر البیروكسي الدھني الأوكسجینثم یتفاعل مع Lipid free radicalلیكون مركب الجذر الحر الدھني  
peroxy radical وھكذا تستمر تفاعلات انتشار السلسلةpropagatingباط جذرین مع بعضھما التي تتوقف عند ارت(Said et

al واتفقت ، في النسبة المئویة للنطف ذات الحركة التقدمیة ) (p<0.05نتائج الدراسة حدوث انخفاض معنوي أظھرت( 2010,
Lee( النتائج مع دراسة العالم   et al منھا إن عملیات الأسبابمثل ھذا الانخفاض یمكن إن یعزى إلى عدد من ، ) 2012,

الخلایا البلازمیة وفي تركیب المایتوكوندریا التي تعتبر المصدر الرئیسي للطاقة أغشیةید استحثت حدوث ضرر في التجم
Dieالذي یؤدي إلى قصور في كل من الایض الخلوي وبقیة الوظائف الخلویة مثل الحركة الأمرالحركة لإدارةالمتطلبة 

Diekonska et al ,2009) . ( البلازمیة الأغشیةیا في النطف تقع على امتداد القطعة الوسطیة بین المیتوكوندرإنحیث
et al. (والعوامید الغمدیة التسعة مكونة طبقة تغطیھا تجھز الطاقة اللازمة لحركة النطف   ,2002Connell .  ( والكمیة

في glucolysisلسكري تجھز إما عن طریق عملیة التحلل اATPالكبیرة من الطاقة التي تجھز لحركة النطف بشكل 
الحادثة في داخل المایتوكوندریا oxidative phosphylartinالسایتوبلازم  أو عن طریق عملیة الفسفرة التأكسدیة 

Dziekonska et al, 2009; )  .  ( وینقلATP المتولد من عملیة الفسفرة التأكسدیة الحادثة في المنطقة الداخلیة من الغشاء
لذلك القصور في فعالیة المیتوكوندریا ربما یفسر ،لغرض إدارة الحركة micro Tubulesإلى النبیبات الدقیقة المیتوكوندریري 

Connell(الانخفاض في الحركة النطفیة  et al ,2002, Januskauskas, and Zillinskas, 2002 (, قد الأخروالسبب
Sinan(حیث ذكرت دراسة ،ن الحركة یكون نتیجة زیادة حدوث الضرر في الذیل النطفي المسؤول ع et al حدوث ) 2008,

الفعالة تؤثر بشكل مباشر في الأوكسجینزیادة في ضرر الذیل النطفي عند عملیة التجمید اضافة إلى إن زیادة مستویات انواع 
إلى حدوث تضرر ةإضاف،خفض الحركة نتیجة سلسلة من  العملیات المؤكسدة للدھون الغشائیة والمؤدیة لفقدانھ سلامتھ 

كما اوضحت الدراسة إن حدوث القصور في كل من المیتوكوندریا ، ببروتینات المحور المؤدیة إلى حدوث شلل في النطف  
.                          .                                                            والغشاء البلازمي ساھمت في قصور الحركة النطفیة 

وقد یعزى سبب انخفاض الحركة إلى زیادة النسبة المئویة للخلایا غیر الحیة في مجتمع النطف ومن ثم انخفاض النسبة المئویة 
سدي نتیجة بعض التغیرات الحادثة في عملیة النقل الفعال كذلك قد تنقص الحركة بعد حدوث الجھد التاك.    للنطف التحركة  

)  .                . Silva and Gadella,2006(والنفوذیة الغشائیة في منطقة ذیل النطفة 
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واتفقت النتائج ، في النسبة المئویة لعیوشیة النطف مقارنة بقبل التجمید (p<0.05)النتائج حدوث انخفاض معنوي وأظھرت
وقد یعزى ذلك إلى تاثیرات البئیة الفیزیائیة والكیمیائیة التي تعرضت لھا النطف  (Muhammad ,2011 ).دراسة مع

(Hammadeh et al حیث إن تكوین البلورات الثلجیة  خارج الخلایا یعد العامل الرئیسي الذي قد یؤدي إلى الاذى (1996,
داخل الخلیة والذي قد یؤدي إلى ضرر في تركیب كل من الأغشیة والعضیات الفیزیائي للنطف كذلك تكوین البلورات الثلجیة 

Sinan( الخلویة   et al,2008.  ( كذلك فان عملیة التبادل المائي بین داخل وخارج الخلیة خلال المراحل الاولیة قبل التجمید
سلة من التغایرات الحجمیة من انكماش وتورم عند إضافة  المواد الحافظة للنطف من ضرر التجمید تؤدي إلى مرور الخلایا بسل

Medeiroالسماح بنفوذیة الصبغة أووالعضیات والموت للخلایا الأغشیةوالذي یؤدي إلى فقدان سلامة  et al,2002)  .  ( و
متولدة من الالتأثیراتوقد یفسر ذلك نتیجة ،في النسبة المئویة للنطف السویة (p<0.05)النتائج حدوث انخفاض معنوي أظھرت

تكوین البلورات الثلجیة خارج الخلیة الذي یلحق الضرر في المظھر الخارجي  وكذلك قد یعزى السبب إلى جریان السائل غیر 
Sinanالمسیطر علیھ داخل الخلیة خلال عملیة الإذابة وحدوث حالة الانتفاخ الخلوي    et al كما أظھرت نتائج )  . (2008,

وقد یفسر ذلك نتیجة لزیادة انتاج  ،الدیھاید مقارنة بقبل التجمید دايفي تركیز المالون (p<0.05)یة الدراسة حدوث زیادة معنو
ومن ثم حدوث حالة الجھد التأكسدي ،الأكسدةالانواع الاوكسجینة الفعالة خلال التجمید وانخفاض القدرة الدفاعیة لمضادات 

البلازمیة والخلویة للنطف وزیادة تحللھا ومن ثم زیادة في تركیز یةالأغشوالذي ادى إلى حدوث عملیة بیروكسدة الدھن في 
الدھنیة في عملیة الأحماضالذي یعتبر احد الجزیئات الكیمیائیة الناتجة من سلسلة تحلل ) MDA(الدیھاید دايالمالون 

لجھد التأكسدي ویعد الزیادة في تركیزة الدیھاید منتجاً ثانویاً یشیر إلى مدى ضراوة ادايویعد المالون . البیروكسدة الدھنیة  
Hammadeh)الفعالة الأوكسجینكمؤشر لزیادة مستویات انواع  et al, وأظھرت نتائج الدراسة حدوث زیادة معنویة . (2001

التي واتفقت نتائجنا مع عدد من الدراسات، في النسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي مقارنة بقیمھا قبل عملیة التجمید 
Fraser and)في النسبة المئویة لكروماتین النطف السوي ومنھا  altered or damagedضررأووثقت حدوث تغایر 

Strzezek 2004, Hammadeh et al, ھناك ثلاثة نظریات محتملة قد تفسر الضرر في تركیب الكروماتین   .   (2001
defective sperm Chromatinتعبئة الكروماتین النطفي خللاً في:تشملوالحامض النووي منقوص الأوكسجین

Pachaging وخللاً في عملیة الموت الخلوي المبرمجApoptosis عملیات التجمید تزداد حالة الجھد وإثناء، ألتأكسديوالجھد
والذي الأكسدةالدفاعیة لمضادات الاوكسجینة الفعالة وانخفاض القدرة الأنواعالمتولدة من الزیادة العالیة في مستویات ألتأكسدي

Fraser and(الأوكسجینالحامض النووي منقوص أشرطةیؤدي إلى حدوث كسر في الروابط الكروماتینیة وحدوث تحطم في 
Stzezek , 2004  ،( Chohan et al ,2004. تؤدي إلى حدوث زیادة في الموت والإذابةإضافة إلى إن عملیات التجمید

Khan( الخلوي المبرمج  et al فان الزیادة في كل من العاملین المذكورین ینعكس سلبا على النسبة المئویة لذا).2009,
).Fraser and Strzezek 2004(لكروماتین النطف السوي

المني و یستنتج من ھذه الدراسة بأن عملیات التجمید السریع والإذابة للنطف تمتلك تأثیرات سلبیة في معاییر :الاستنتاجات
والنسبة المئویة لكروماتین النطف غیر السوي في كل عینات المرضى المشمولین MDAالنطف وتركیز ألمالون داي ألالدیھاید 

بالدراسة

.تجمید النطف لغرض التقلیل من تأثیرات التجمید وتحسین معاییر النطف لأوساطإضافة مضادات الأكسدة :التوصیات

:المصادر 

دراسة مقارنة لتقنیات تنشیط النطف في الزجاج لمرضى العقم المصابین بقلة ووھن .) 2002. (نھى یعرب محمد الحربي ،-1
.جامعة بابل . ماجستیر ، كلیة العلوم أطروحة. النطف 

رمعاییفي تنشیط Ferticult Flushing Mediaألزرعيتأثیر استخدام الوسط ) . 2010(سماح عامر حمود ، ألعبیدي-2
. جامعة الكوفة ، كلیة العلوم ، رسالة ماجستیر .النطفالنطف في الزجاج لمرضى العقم المصابین بوھن 

معایر النطف البشریة في الأكسدةالھیدروجین وبعض مضادات دبیرو كسیتأثیر) . 2006( صاحب یحیى ، ألمرشدي-3
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