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Abstract 

Background and Objective: Antioxidant apigenin (AP) is a natural, non-mutagenic, and less toxic flavonoid with 

pharmacological anti-cancer, anti-viral, anti-bacterial, anti-apoptotic, and anti-inflammatory activities. This antioxidant is 

easily received by the cell, binds to sperm DNA, and forms a DNA-AP complex, thereby protecting sperm DNA. The present 

study was conducted to determine the antioxidant effect of AP on human sperm quality after freezing-thawing. 

Methods: In this descriptive-analytical study, 10 normozoospermic samples underwent freezing-thawing conditions, and 

sperm functional tests were investigated in different AP concentrations, including 0.4 mM, 0.2 mM, 0.1 mM, and 0.05 mM. 

Results: The quality of total sperm parameters and functional tests decreased after freezing compared to before freezing. 

Among the AP concentrations, only in the 0.2 mM AP concentration, the improvement of the additional histone percentage, 

protamine deficiency, and sperm DNA health were observed compared to the control; this finding was not statistically 

significant. 

Conclusion: The use of AP with a concentration of 0.2 mM during freezing-thawing culminates in improving sperm 

functional tests. 
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Extended Abstract 
 

Introduction 

atients with cancer and males with severe oligozoospermia or 

azoospermia are more likely to experience infertility problems due 

to spermatogenesis dysfunction. Certain treatments (chemotherapy, 

radiotherapy, and surgery) result in complications, such as impaired 

spermatogenesis, decreased secretion of testosterone hormone, or sexual 

dysfunction, which can influence the patient’s fertility and mental health. 

Sperm freezing is a way to cope with this concern and preserve an 

individual’s fertility. The plasma membrane and the mitochondrial 

membrane are vulnerable to freezing and any disruption in the activity of the 

mitochondria may culminate in decreasing sperm motility and life. 

Optimizing sperm preparation techniques, the nature of sperm freezing 

medium, and freezing-thawing protocols should be able to minimize the 

induction of cell apoptosis in sperm freezing and result in achieving more 

success in assisted reproductive technologies using frozen sperm. The use of 

two antioxidants, namely catalase and ascorbate, on human sperm freezing 

medium by reducing DNA damage and imposing positive effects on 

mitochondrial membrane function has given rise to improved sperm motility 

and life after thawing. Adding vitamin E to human sperm freezing medium 

as a non-enzymatic antioxidant has been shown to improve sperm motility 

after freezing-thawing and has reduced DNA damage. So far, numerous 

studies have been conducted on the human sperm freezing-thawing method 

and several antioxidants or compounds have been used to maintain 

functional health of sperm; however, there are still conflicting results in this 

regard. An antioxidant that has a crucial function in lessening the impacts of 

oxidative stress and temperature stress is apigenin (AP). According to the 

authors’ search, no study has been conducted on the effect of AP on human 

sperm function after freezing-thawing. Therefore, the present study was 

conducted to determine the antioxidant effect of AP on human sperm quality 

after freezing-thawing. 

Methods 

This descriptive-analytical study was conducted on 10 normozoospermia 

samples at Royan Research Institute, Iran during 2020. Each sample was 

collected in a sterile plastic container. It was then kept at room temperature 

for 20-30 minutes to liquefy and analyzed according to the World Health 

Organization (WHO) standard. After macroscopic examination of semen 

(appearance quality, liquefaction, viscosity, and volume), microscopic 

evaluation of semen, including sperm concentration, was performed using a 

Meckler counter slide, sperm motility was evaluated using computer-assisted 

sperm analysis (CASA) software, and sperm morphology was evaluated 

using Papanicolaou staining. The sperm freezing protocol was implemented 

based on the manufacturer’s (Vitrolife, Sweden) instructions. For sperm 

sample thawing, we placed the freezing straw in water with a temperature of 

35-37 ℃, and 30 seconds were considered for the complete thawing of the 

sample. Then, the contents of the straw were depleted into a 5 mL centrifuge 

tube, and, afterward, sperm parameters and sperm functional tests were 

performed. In order to achieve an optimal AP concentration, a dilution series 

was first prepared. According to the previous studies, the dilution series 

involved concentrations of 0.4 mM, 0.2 mM, 0.1 mM, and 0.05 mM. On 

each of the 10 sperm samples, six groups were considered as follows. 
The first group: The sample before freezing, which was a sperm sample 

without AP before the freezing process; the second group (control): The 

sample for freezing, which was the semen sample without AP after freezing; 

the third, fourth, fifth, and sixth groups: Included AP concentrations of 0.4 

mM, 0.2 mM, 0.1 mM, and 0.05 mM, respectively, which were placed in the 

freezing-thawing process. 

After one day, the thawing process was performed. Sperm motility, life, 

and functional tests, including intracellular reactive oxygen species (ROS), 

sperm lipid peroxidation, additional sperm histone, protamine deficiency, 

and sperm DNA health, were evaluated before freezing and after thawing 

each sample. Papanicolaou staining was used to assess sperm morphology. 

Abnormalities were evaluated in three main parts of sperm, including head, 

trunk, and tail, and the results were reported as the abnormal sperm 

morphology percentage. Sperm lipid peroxidation level was evaluated by 

BODIPY staining (Invitrogen | Thermo Fisher Scientific-USA). Sperm ROS 

level was examined using flow cytometry and 2, 7-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) staining. Chromomycin 

A3 (CMA3) staining was used for the assessment of sperm chromatin 

packaging and indirect observation of protamine deficiency. Sperm with 

insufficient protamine content turned into light yellow and sperm with 

sufficient protamine content turned into dark yellow. The results were 

reported as sperm protamine deficiency percentage. In order to evaluate 

sperm DNA health using acridine orange staining, a healthy sperm 

population was detectable in green color and sperms with DNA damage in 

red to yellow-orange colors. The results were reported as sperm DNA 

damage percentage. 

Results 
The mean percentage of sperm life in the control group (without AP) after 

freezing (36.14±4.52) compared to before freezing (68.43±3.55) and the 

mean percentage of sperm motility after freezing (14.26 ±6.33) compared to 

before freezing (67.29±6.42) indicated a statistically significant reduction 

(P<0.05). The mean percentage of sperm life in the groups treated with 

concentrations of 0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, and 0.4 mM after freezing was 

38.37±5.17, 34.62±5.03, 41.93±5.38, and 33.37±5.06, respectively, and the 

mean score of sperm motility after freezing was 10.45±2.91, 9.91±2.92, 

11.13±2.18, and 5.79±2.89, respectively, compared to the control group not 

treated with AP after freezing, which showed no significant changes; 

however, the mean percentage of sperm motility in the groups treated with 

AP (0.05, 0.1, 0.2, and 0.4 mM) showed a statistically significant effect 

compared to the group before freezing (P<0.05). The mean percentage of 

abnormal sperm morphology in the groups treated with AP (0.05, 0.1, 0.2, 

and 0.4 mM) did not show any statistically significant effect compared to the 

group before freezing. The mean percentage of sperm BIDOPY, the mean 

percentage of sperm DCF, the mean percentage of additional histone of the 

sperm nucleus, and the mean percentage of sperm DNA damage were not 

statistically significant in the groups treated with AP with different 

concentrations compared to the control group and the group before freezing. 

The mean percentage of sperm protamine deficiency in the groups treated 

with AP with different concentrations showed no statistically significant 

difference compared to the control group. Additionally, the mean percentage 

of sperm protamine deficiency in the groups treated with AP in different 

concentrations was not statistically significant compared to the group before 

freezing. 

Conclusion  
In the current research, the human sperm sample life before and after 

freezing was assessed in different groups, and sperm life after freezing 

decreased compared to the non-freezing sample. In this study, the AP 

concentration of 0.2 mM after freezing had a better life than the other groups 

after freezing; however, it was not statistically significant. Also, the amount 

of intracellular ROS and lipid peroxidation before and after freezing were 

examined in different groups. In different groups after freezing, no 

significant statistical difference was found among different AP 

concentrations. In the group of 0.2 mM AP, the improvement of sperm 

additional histone percentage, protamine deficiency, and sperm DNA health 

was observed, and no statistically significant difference was observed. 
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P 

Although the improvement of functional tests was observed after applying AP with a 

concentration of 0.2 mM during freezing-thawing, further research with other AP concentrations 

is required to specify the functional effect of using the antioxidant AP on sperm function. 
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 ذوب - فریز از پس انسانی اسپرم کیفیت بر اپیژنین اکسیدانی آنتی اثر
   4اربابیان مریم ،  3نیکوزر بهاره ،  2و1یی ایراناسماعیل آسیه

   2و6نصراصفهانی محمدحسین، دکتر    5*دکتر مرضیه تولائی

 اصفهان، ،یجانور یفناورت سیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یفناور ستیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه ،یکروبیم یفناور یستزد ارش یکارشناس دانشجوی 1

 دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورت فسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه میکروبی، یفناور یستز ارشد کارشناس 3ن. ایرا اصفهان، اصفهان، ناباروری و باروری مرکز 2 .رانیا

 مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یجهاددانشگاه یفناور ستیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه ،یمولکول یسلول یشناس یستزس کارشنا 4. رانیا اصفهان، ،یجانور یفناورت سیز گروه مثل،

 اصفهان، ،یجانور یفناورت سیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورت فسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه دانشیار، 5. رانیا اصفهان، ،یجانور یفناور ستیز گروه

 .رانیا اصفهان، ،یجانور یفناورت سیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورت فسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه استاد، 6 .رانیا
 

 دهیچک

 فارموکولوژیکی هایفعالیت دارای که است سمی کمتر و غیرموتاژن طبیعی، فلاونوئید یک (Apigenin: AP) اپیژنین اکسیدانآنتی هدف: و زمینه
به  شود ومی دریافت سلول توسط راحتی به اکسیدان آنتی ایناست.  التهاب ضد و آپوپتوز ضد باکتریایی، ضد ویروسی، ضد سرطان، ضد مانند

DNA س کمپلک تشکیل وشده  متصل اسپرمDNA-AP از  صورت این به لذا ؛دهدمیDNA اثراین مطالعه به منظور تعیین  کند.می محافظت اسپرم 
  انجام شد. ذوب – فریز از پس انسانی اسپرم کیفیت بر اپیژنین اکسیدانی آنتی

 اسپرم عملکردی هایتست و گرفتند قرار ذوب - فریز شرایط تحت رموزواسپرمیون نمونه 01 تحلیلی -در این مطالعه توصیفی  بررسی: روش
 ند.مورد بررسی قرار گرفت مولارمیلی 10/1 و 0/1 ،2/1 ، 4/1 شامل اپیژنین متفاوت هایغلظت در

 در فقط اپیژنین، هایغلظت بین در یافت. کاهش فریز از قبل به نسبت فریز از پس عملکردی هایتست و اسپرمی پارامترهای کل کیفیت ها:یافته
 نظر ازو این یافته  شد مشاهده کنترل به نسبت اسپرم DNA سلامت و پروتامین کمبود اضافه، هیستون درصد بهبود اپیژنین، مولار میلی2/1 غلظت
 نبود. دارمعنی آماری

 گردد.اسپرم می عملکردی هایتست بهبود باعث ذوب – فریز طی مولارمیلی 2/1با غلظت  اپیژنین از استفاده گیري:نتیجه

 ذوب -یز فر،  اسپرم ، اپیژنین ،ها اکسیدان آنتی ، اکسیداتیو استرس کلیدي: هايواژه
 

 tavalaee.royan@gmail.com   و   m.tavalaee@royan-rc.ac.ir ی:پست الکترونیک،  دکتر مرضیه تولائی * نويسنده مسؤول:
 2165105۹، نمابر 635-21651059تلفن  ،یجهاد دانشگاه یناورت فسیپژوهشکده ز، انیپژوهشگاه رویان، رو یابانخ یسلمان، انتها یاباناصفهان، خوراسگان، خ نشانی:

 5/59/5069 انتشار 96/0/5069 پذيرش 55/1/5069 اصلاح نهايی 90/5/5069 وصول

 

 مقدمه
 یا شدید الیگوزواسپرمی به مبتلا مردان و سرطان به مبتلا بیماران

 زیاد احتمال به ،اسپرماتوژنز عملکرد اختلال دلیل به آزواسپرمی
 این درمان روند در اصلی چالش و هستند ناباروری مشکلات دارای

 درمانی،)شیمی خاص هایدرمان زیرا است. سلامتی بازیابی بیماران،
 در اختلال مانند جانبی عوارض به منجر جراحی( و رادیوتراپی

 عملکرد اختلال یا تستوسترون هورمون ترشح کاهش زایی،اسپرم
 گذار اثر بیمار روانی و باروری سلامت بر تواندمیشده که  جنسی
 ایویژه اهمیت از درمان شروع از قبل باروری حفظ بنابراین، باشد.

 و نگرانی این با مقابله برای راهی اسپرم، انجماد است. برخوردار
 و Polge که شد آغاز هنگامی انجماد بحث 1فرد است. باروری حفظ

 کرایوپروتکتانت یک عنوان به گلیسرول که کردند کشفهمکاران 

 زیادی مطالعات در همچنین 2د.کنمی عمل انجمادی محافظ ماده یا
 191)دمای منفی  مایع نیتروژن در شده ذخیره اسپرم که شده گزارش

 است. نگهداری قابل ترطولانی زمان برای حتی گراد(،سانتی درجه
 کاهش و است تاثیر تحت ذوب-فریز طی اسپرم ءغشا سلامت اگرچه

 برخی در اسپرم حرکت اینحال با ؛شودمی منجر را حیات و تحرک
 بالاتر نسبت دلیل به اسپرم 3.است برگشت قابل حدی تا هانمونه

 در بالاتر اشباع چرب اسیدهای محتوی و فسفولیپید به کلسترول
 تحمل به قادر متراکم، کروماتین و کوچک اندازه اسپرم، غشای

 به نسبت آب کم محتوی علاوه به است. دمایی تغییرات از یکسری
 خود از بیشتری مقاومت انجماد هایآسیب برابر در هاسلول سایر
 مواردی به توانمی اسپرم انجماد کاربردهای جمله از 4.دهندمی نشان

 احتمال که بیمارانیدر مجدد  گیرینمونه از جلوگیری جمله از

https://orcid.org/0009-0001-9343-6932
https://orcid.org/0000-0002-7465-7158
https://scholar.google.com/citations?user=OBjb1aQAAAAJ&hl=en
https://orcid.org/0000-0001-7828-4822
https://scholar.google.com/citations?hl=en&user=BeQanTwAAAAJ
mailto:tavalaee.royan@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-9954-964X
https://scholar.google.com/citations?user=CiFS3TEAAAAJ&hl=en
https://orcid.org/0000-0003-1983-3435
https://scholar.google.com/citations?user=s-_kOUcAAAAJ&hl=en


 ذوب - اثر آنتي اکسیداني اپیژنین بر کیفیت اسپرم انساني پس از فریز/  68

 (69)پي در پي  3/ شماره  28/ دوره  3081بهار مجله دانشگاه علوم پزشكي گرگان / 

اشاره  دارند را باروری کمک هایتکنیک از بار یک از بیش استفاده
 در اهداکننده افراد اسپرم نگهداریاسپرم برای  انجمادنمود. همچنین 

 از خاصی انواع از قبل یا وازکتومی از قبل باروری حفظ اسپرم، بانک
 مزایای وجود با 5.کرد اشارهتوان می بیضه یا لگن جراحی هایعمل
؛ شود استفاده ناباروری درمان مراکز در توانسته که تکنیک این بسیار

 بالایی درصد حفظ برای محققان بنابراین دارد. همراه به یزن معایبی اما
 این سازیبهینه یا و برتر هایروش یافتن پی در کارا هایاسپرم از

 هستند. تکنیک
 پلاسمایی غشاء یکپارچگی و ساختار آسیب سبب تواندمی انجماد

 غشاء 1.است اسپرم حیات و تحرک برای مهمی عامل کهشود 
 هرگونه و ندحساس انجماد به نسبت میتوکندری غشاء و پلاسمایی

 تحرک کاهش به منجر است ممکن هامیتوکندری فعالیت در اختلال
 اسپرم، سازیآماده هایتکنیک سازیبهینه 7د.گرد اسپرم حیات و

 یستیبا ذوب-انجماد هایپروتکل و اسپرم انجماد محیط ماهیت
 حداقل به اسپرم انجماد در را سلولی آپوپتوز القاء که باشد ایگونهبه

 هایروش در بیشتر موفقیت به یابیدست باعث ورسانده 
ای مطالعه در 8.گرددانجماد یافته؛  اسپرم از استفاده با باروریکمک

 و Q10 کوآنزیم افزودن ؛شد انجام انسان منی مایع رویکه 
 کاهش به منجر توجهی قابل طور به اسپرم محیط به کارنیتین-ال

 انجماد طی را اسپرم به آسیب میزان تواندکه می گردید ROS سطح
 9.دهد تقلیل

 محیط روی بر آسکوربات و کاتالاز اکسیدانآنتی دو از استفاده
 عملکرد بر مثبت اثر و DNA آسیب کاهش با انسانی اسپرم انجماد

 ذوب از پس اسپرم حیات و تحرک بهبود به منجر میتوکندری غشاء
 به انسانی اسپرم انجماد محیط به نیز E ویتامین افزودن 11.است شده

 اسپرم تحرک بهبود به منجر غیرآنزیمی اکسیدانآنتی یک عنوان
 داده کاهش را DNA آسیب و گردیده ذوب و انجماد از پس

 اسپرم ذوب-فریز روش زمینه در متعددی مطالعات تاکنون 11.است
 حفظ برای متعددی ترکیبات یا هااکسیدانتآنتی و شده انجام انسانی

 نتایج زمینه این در هنوز ولی ؛شده استفاده اسپرم عملکردی سلامت
 عملکرد دارای که هاییاکسیدانتآنتی از یکی دارد. وجود متناقضی

 است؛ دمایی استرس و اکسیداتیو استرس اثرات کاهش در مهم
 7 و 5 و 4 فرمول دارای اکسیدانآنتی ایناست.  (AP)ن اپیژنی
 این است. طبیعی فلاونوئید یک که بوده فلاون هیدروکسیتری
 هایفعالیت و است سمی کمتر و غیرموتاژن اکسیدانآنتی

 ضدباکتریایی، ضدویروسی، ضدسرطان، مانند فارموکولوژیکی
 این که زمانی 12.دارد لتهاباضد و ضدآپوپتوز اکسیدانی،آنتی
 ؛شودمی متصل اسپرم DNA به و دریافت سلول توسط اکسیدانآنتی

 DNA ازبه این طریق  لذا .دهدمی را DNA-AP کمپلکس تشکیل
 طبیعی عملکرد بر اپیژنین محافظتی اثر 13.کندمی محافظت اسپرم

 رت مدل یک در سلولی آپوپتوز و اکسیداتیو استرس کاهش اسپرم،
 این در اپیژنین خوراکی مصرفو گزارش شد که  بررسی نابارور نر

 دیسموتاز، سوپراکسید هایآنزیم فعالیت افزایش با نابارور هایموش
 3کاسپاز و آلدهیددیمالون میزان کاهشو نیز  پراکسیداز گلوتاتیون

 در و بیضه اکسیدانیآنتی وضعیت بهبود به منجر داریمعنی صورتبه
 در اپیژنین از استفاده 14.است شده اسپرمی پارامترهای کیفیت نهایت
 بهبود باعث گراز، اسپرم انجماد محیط در مولارمیلی 2/1 بهینه غلظت

اثر  با رابطه در 15.است شده انجماد از پس اسپرم حیات و تحرک
طبق بررسی  ذوب،-انجماد از پس انسانی اسپرم عملکرد بر اپیژنین

این مطالعه به منظور لذا  است. نشده انجام ایمطالعه هنوز نویسندگان
 اثر آنتی اکسیدانی اپیژنین بر کیفیت اسپرم انسانی پس از فریزتعیین 

 انجام شد. ذوب –

 بررسی روش
در  رموزواسپرمیونمونه ن 11 روی تحلیلی –این مطالعه توصیفی 

 انجام شد. 1399پژوهشگاه رویان طی سال 
 - رویان پژوهشگاه پژوهش در اخلاق کمیته تایید مورد مطالعه

 قرار (IR.ACECR.ROYAN.REC.1399.025) دانشگاهی جهاد
کنندگان در مطالعه به طور کامل برای شرکت طرح مراحل گرفت.

 در شرکت برای زوجین موافقت صورت درتوضیح داده شد و 
 نمونه هر شد. داده قرار آنها اختیار در کتبی نامهرضایت فرم ،مطالعه

 زوجین، توسط نزدیکی از پرهیز روز 4 الی 3 از پس استمنا طریق از
 شدن مایع برای سپس گردید. آوریجمع استریل پلاستیکی ظرف در
 استاندارد مطابق و نگهداری اتاق دمای در دقیقه 21-31 مدت به

 مایع ماکروسکوپی بررسی از پس شد. آنالیز جهانی بهداشت سازمان
 ارزیابی حجم(، و گرانروی شدگی،مایع ظاهری، )کیفیت منی

 لام از استفاده با اسپرم غلظت جمله از منی مایع میکروسکوپی
 افزارهاینرم از استفاده با اسپرم تحرک ،(Meckler) مکلر شمارشگر

 آمیزیرنگ از استفاده با اسپرم مورفولوژی (،CASA) ایرایانه
 گرفت. صورت پاپانیکولائو
 Vitrolife) سازنده شرکت اساس بر اسپرم انجماد روش پروتکل

 دقیقه 11 مدت به آرامی به منی مایع مونه. در ابتدا نشد انجامسوئد( 
 (fresh) فریز محیط به یک به یک نسبت به قطره قطره صورت به

 کاملاً تا شد داده زمان نیز دیگر دقیقه 11 سپس شد. اضافه اسپرم
 از پس گیرد. قرار تماس در و مخلوط منی مایع با اسپرم فریز محیط

 خمیر توسط آن دیگر سر و شده کشیده نی داخل به نمونه آن
آنها  نی، سر دو شدن بسته از اطمینان پس از شد. مسدود هماتوکریت

 با دقیقه 31 مدت به )ریل( مخصوصی ظروف درون مجزا طورهب
درجه  81)دمای منفی  مایع ازت بخار روی بر متریسانتی 1-3 فاصله
 از پس گرفت. قرار هانی تدریجی شدن منجمد منظور بهگراد( سانتی

با دمای  مایع ازت درون را نی حاوی هایریل دقیقه، 31 گذشت



 63 و همكاران / ایراني آسیه اسماعیلي 

 (69)پي در پي  3/ شماره  28/ دوره  3081بهار مجله دانشگاه علوم پزشكي گرگان /  

 به ازت شدن وارد با کردیم. ور غوطهگراد درجه سانتی 191منفی 
 برای ازت تانک داخلی )اجزاء کنیستر داخل به آنها ریل، داخل

 داده انتقال مدت، طولانی سازیذخیره برای انجماد( نی نگهداری
 ند.شد

 35-37 دمای با آب درون را فریز نی، اسپرم نمونه ذوببرای 
 در نمونه، کامل ذوب برای ثانیه 31و یمداد رارگراد قدرجه سانتی

 سانتریفیوژ لوله درون به نی محتویات سپس شد. گرفته نظر
 هایتست و اسپرمی پارامترهای ادامه در و گردید تخلیه لیتریمیلی 5

 شد. انجام اسپرم عملکردی
 آن از رقتی سری ابتدا اپیژنین از بهینه غلظت یک به دستیابیبرای 

 ،2/1 ،4/1 هایغلظت شامل مقالات اساس بر رقت سری گردید. تهیه
 اسپرمی نمونه 11 از یک هر روی بر 15ند.بود مولارمیلی 15/1 و 1/1

 ند.شد گرفته نظر در به شرح زیر گروه شش
 از قبل اپیژنین بدون منی نمونه که فریز از قبل نمونهگروه اول: 

 بود. فریز فرایند
 پس اپیژنین فاقد منی نمونه که فریز برای نمونهگروه دوم )کنترل(: 

 بود. فریز از
 ذوب-فریز فرآیند در که اپیژنین مولارمیلی 4/1سوم: غلظت گروه 

 .گرفت قرار
-فریز فرآیند در که اپیژنین مولارمیلی 2/1گروه چهارم: غلظت 

 .گرفت قرار ذوب
-فریز فرآیند در که اپیژنین مولارمیلی 1/1گروه پنجم: غلظت 

 .گرفت قرار ذوب
-فریز فرآیند در که اپیژنین مولارمیلی 15/1گروه ششم: غلظت 

 .گرفت قرار ذوب
 از پس و انجماد از قبل شد. انجام ذوب فرآیند روز یک از پس
 عملکردی هایتست و اسپرم حیات تحرک، میزان نمونه، هر ذوب
 اسپرم، لیپیدی پراکسیداسیون سلولی، داخل ROS شامل اسپرم

 مورد اسپرم DNA سلامت و پروتامین کمبود اسپرم، اضافه هیستون
 15ند.گرفت قرار ارزیابی
 کرده، همگن خوبیبه را منی مایع نمونه، اسپرم حیات بررسیبرای 

- ائوزین سوسپانسیون از مساوی حجم با را منی مایع از میکرولیتر 51
 روی گسترش یک شد. داده زمان ثانیه 31 و نموده مخلوط نگروزین

 تعداد شد. خشک محیط هوای در و ایجاد ایشیشه لام یک
 کمک با را )زنده( نشده رنگ یا )مرده( شده آمیزیرنگ هایسلول

 211 حداقل نمونه هر برای و کرده محاسبه آزمایشگاهی شمارشگر
 شمارش (100x) روشن زمینه نوری میکروسکوپ از استفاده با اسپرم

 11گردید. گزارش حیات درصد صورت به نتایجو 
 پاپانیکولائو آمیزیرنگ از اسپرم مورفولوژی ارزیابی منظور به

انجام  WHO دستورالعمل طبق آمیزیرنگ روش این شد. استفاده

 دم و تنه سر، شامل اسپرم اصلی قسمت سه در هاناهنجاری 11.شد
 با اسپرم درصد صورت به نتایج و ندگرفت قرار ارزیابی مورد

 ند.شد گزارش غیرطبیعی مورفولوژی

 BODIPY آمیزیرنگ با اسپرم پراکسیداسیونسطح لیپید 
(Invitrogen | Thermo Fisher Scientific - USA) ارزیابی مورد 

 دمای در دقیقه 31 مدت به لیترمیلی بر اسپرم 2×111 گرفت. قرار
 متیل دی در محلول Bodipy C11 در گرادسانتی درجه 37

 Bodipy C11ز ا مولارمیلی 5 نهایی غلظت با سولفوکساید
(Merck, USA) با اسپرم هاینمونه سپسو  انکوبه PBS شدند. شسته 

 یفلوسایتومتر دستگاه از استفاده با لیپیدی پراکسیداسیون درصد
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) هر برای شد. ارزیابی 

 منفی کنترل و (H2O2 با شده )تیمار مثبت کنترل لوله دو نمونه،
 17.شد گرفته نظر در (PBS- با شده )تیمار

 7-2 رنگ و فلوسایتومتری دستگاه از استفاده با اسپرم ROS سطح
 مورد (DCFH-DA) استاتدی فلوروسنس هیدروکلرودیدی

 بر اسپرم DA-DCFH، 111×1 آمیزیرنگ برای گرفت. قرار بررسی
 مولارمیلی 5 معرض در دقیقه 31 مدت به PBS در لیترمیلی

DCFH-DA اسپرم شدت و درصد . سپسگرفت قرار اتاق دمای در 
ROS فلوسایتومتری دستگاه توسط مثبت 

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) هاینمونه 
 بدون PBS از استفاده با منفی کنترل عنوان به نشده آمیزیرنگ
DA-DCFH 18.گرفتند قرار استفاده مورد 

 غیرمستقیم مشاهده و اسپرم کروماتین بندیبسته بررسیبرای 
 استفاده A3 (CMA3) کرومومایسین آمیزیرنگ از پروتامین کمبود
 و گردید تهیه شده، شسته اسپرم اسمیر دو نمونه، هر از 19.گردید
 میکرولیتر 211 با اسمیرها سپس شد. فیکس کارنوی محلول با سپس

لیتر( گرم بر میلیمیلی CMA3 25/1ی )آمیزرنگ محلول
 یک از استفاده با ×x-PBS (3)با  شستشو از پس شدند. آمیزیرنگ

 مناسب فیلترهای با ژاپن( ،Olympus) فلورسنت میکروسکوپ
(nm 471-411 ، 100 نماییبزرگx )ارزیابی اسپرم 211 حداقل 

 اسپرم و روشن زرد رنگ به ناکافی پروتامین محتوی با اسپرم ند.شد
 صورتبه  نتایج درآمدند. تیره زرد رنگ به کافی پروتامین محتوی با

 11.شد گزارش اسپرم پروتامین کمبود درصد
 نمونه هر از اسپرم DNA مانده باقی یا اضافی هیستون بررسیبرای 
 گلوتارآلدئید با ترتیب به اسلایدها سپس گردید. تهیه اسمیری

 درصد 4 استیک اسید در درصد 5 )آبی( بلو آنیلیندرصد و  5/2
 اتانول حمام از استفاده با اسلایدها سپس شدند. آمیزیرنگ و تثبیت

 زایلول در و خشک درصد( 111 و درصد 91 درصد، 71) متوالی
 انتلان مونت محیط با اسمیرها نهایت در شدند. داده قرار دقیقه( 5)

 یک توسط اسپرم 211 حداقل تصادفی، طور به شدند. پوشانده سریع
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. شد شمارش نوری میکروسکوپ از استفاده با دیده آموزش فرد
 نتایج 21بود. ایهسته بلوغ عدم دهندهنشان آبی به مایل اسپرم

 .شد گزارش اضافی هیستون درصد صورتبه
 آکریدین آمیزیرنگو انجام  اسپرم DNA سلامت ارزیابیبرای 

 تهیه منظور به .شد تهیه اسپرمی نمونه از اسمیر یک ابتدا اورنژ،
به یک با هم  3متانول به اسید استیک به نسبت  کارنوی، فیکساتیو

 یک در و شد ریخته کارنوی فیکساتیو اسمیر، روی شد. مخلوط
 درجه 4 دمای در ساعت 2 مدت به (Chamber) مرطوب محیط
 با را لام ساعت، 2 زمان مدت از پس .شد داده قرار گرادسانتی

 روی را رنگ از میکرولیتر 111 دیم.دا شو و شست PBS لیترمیلی 2
 شستشو PBS با اسلایدها سپس و داده قرار دقیقه 8 مدت به اسمیر
 اسپرم 211 حداقل 100x نماییبزرگ با و مونت اسلایدها شدند.

 از استفاده با اسپرم DNA سلامت ارزیابی برای 11شد. شمارش
 و سبز رنگ به سالم، اسپرمی جمعیت اورانژ، آکریدین آمیزیرنگ
 قابل نارنجی - زرد تا قرمز هایرنگ به DNA آسیب با هااسپرم

 گزارش اسپرم DNA آسیب درصد صورتبه نتایج 21بودند. شناسایی
 .شد

تجزیه و تحلیل  SPSS-11.5افزار آماری ها با استفاده از نرمداده
 لحاظ از ابتدا گروه شش بین مطالعه متغیرهای مقایسه برایشدند. 

 آزمون از سپسند. گرفت قرار بررسی مورد هاداده بودن نرمال
One way ANOVA تست و Tukey ی هاداده و شد استفاده

 قرار بررسی مورد Non parametric آزمون طریق ازغیرنرمال 
 گردید. گزارش mean±SEM صورت به هامیانگین مقایسه .گرفتند

 در نظر گرفته شد. 15/1ها کمتر از داری آزمونسطح معنی

 هایافته
 از پس اپیژنین( )فاقد کنترل گروه در اسپرم حیات درصد میانگین

و نیز  (43/18±55/3) فریز از قبل به نسبت (14/31±52/4) فریز
 در مقایسه (21/14±33/1)میانگین درصد تحرک اسپرم بعد از فریز 

ند داد نشان یدارمعنیآماری  کاهش (29/17±42/1)با قبل از فریز 
(15/1P<.) با شده تیمار هایگروه در اسپرم حیات درصد میانگین 

 ترتیب به فریز از پس مولارمیلی 4/1 ،2/1 ،1/1 ،15/1 هایغلظت
 و نیز 37/33±11/5 و 38/5±93/41 ،13/5±12/34 ،17/5±37/38

 ،45/11±91/2 ترتیب به فریز از پسمیانگین تحرک اسپرم 
 کنترل گروه به نسبت 79/5±89/2 و 18/2±13/11 ،92/2±91/9

 نشان یدارمعنیآماری  تغییرات فریز از پس اپیژنین با تیمار بدون
 تیمار هایگروه در اسپرم تحرک درصد میانگین که حالی در. ندادند

 قبل گروه به نسبت مولار(میلی 4/1 ،2/1 ،1/1 ،15/1) اپیژنین با شده
و  نمودار یک( )>15/1P) دادند نشان یدارمعنیآماری  اثر فریز از

 (.شکل یک
 پس کنترل گروه در اسپرم غیرطبیعی مورفولوژی درصد یانگینم

 قبل غیرطبیعی مورفولوژی درصد به نسبت (42/73±11/11) فریز از
 میانگین .ندادند نشان یدارمعنیآماری  اثر (14/71±93/11) فریز از

 با شده تیمار هایگروه در اسپرم غیرطبیعی مورفولوژی درصد
 ترتیب به فریز از پس مولار( میلی 4/1 ،2/1 ،1/1 ،15/1) هایغلظت

 17/74±14/11 و 84/11±89/72 ،19/11±41/74 ،45/11±11/75
 نشان یدارمعنیآماری  تغییرات فریز از پس کنترل گروه به نسبت
 در اسپرم غیرطبیعی مورفولوژی درصد میانگین همچنین .ندادند
 مولار(میلی 4/1 ،2/1 ،1/1 ،15/1) اپیژنین با شده تیمار هایگروه
 دندادن نشان یدارمعنی آماری اثر فریز از قبل گروه به نسبت

 (.شکل یک)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 فریز از پس کنترل گروه در اسپرم Bodipy درصد میانگین
 فریز از قبل اسپرم Bodipy درصد به نسبت (14/3±11/11)
 .نبوددار معنینشان داد که از نظر آماری  افزایش (15/2±5/14)

 با اپیژنین با شده تیمار هایگروه در اسپرم Bodipy درصد میانگین
 از فریز از قبل گروه و نیز کنترل گروه به نسبت مختلف هایغلظت

های مختلف اپیژنین بر میانگین درصد غلظت : میانگین و انحراف معیار درصد 1نمودار 
 از فريز حیات و تحرک و مورفولوژی اسپرم قبل و بعد

نشان دهنده داری و حروف غیر مشترک عدم معنینشان دهنده حروف مشترک 
 ها است.گروه (>05/0P) داریمعنی
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 اسپرم قبل و بعد از فريز DCFو  Bodipyهای مختلف اپیژنین بر میانگین درصد غلظتمیانگین و انحراف معیار : 1جدول 

 قبل از فریز مشخصه اسپرمی
 بعد از فریزها گروه

 میلی مولار 0/6 اپیژنین میلی مولار  9/6اپیژنین  میلی مولار  5/6اپیژنین  میلی مولار 61/6اپیژنین  کنترل
 59/55±01/3 59/59±20/5 91/50±69/9 1/50±۹5/9 50±60/3 1/50±01/9 اسپرم Bodipyدرصد 

 50±9۹/3 1/59±92/5 91/5۹±23/9 ۹1/50±95/3 51/53±91/9 59/50±۹9/5 اسپرم DCFدرصد 
 ندارد.ها وجود داری در هر ردیف بین گروهمعنیآماری اختلاف 

 
 اسپرم قبل و بعد از فريز DNAهای مختلف اپیژنین بر میانگین درصد کمبود پروتامین اسپرم، درصد هیستون اضافی اسپرم و آسیب غلظتمیانگین و انحراف معیار : 2جدول 

 قبل از فریز مشخصه اسپرمی
 بعد از فریزها گروه

 مولار میلی 0/6اپیژنین  میلی مولار 9/6اپیژنین  میلی مولار 5/6اپیژنین  میلی مولار 61/6اپیژنین  کنترل
 19/0±53/9۹ 05/0±15/33 25/3±۹1/95 9۹/1±00/93 1/3±05/52 91/0±1/90 (+CMA3درصد کمبود پروتامین )

 32/9±50/39 51/9±6۹/35 33/3±00/06 52/0±6۹/30 15/3±۹5/35 30/1±1/05 (+ABدرصد هیستون اضافی )
 20/1±51/0۹ ۹5/0±31/۹5 50/0±95/05 09/0±00/15 ۹1/۹±۹5/15 20/0±95/09 (+AOاسپرم ) DNAدرصد آسیب 

 

 ب الف

 پارامترهای میکروسکوپی اسپرم. ارزيابی:  1 شکل
. فلش صورتی: نگروزين–ائوزين حیات اسپرم با استفاده از رنگ آمیزی  ارزيابی ب( مورفولوژی اسپرم با استفاده از رنگ آمیزی پاپانیکولائو. ارزيابی الف(

 ه دارای سر به رنگ سفید.های زنداسپرم ؛ فلش زرد:رنگ صورتی روشن تا قرمزهای مرده دارای سر به اسپرم

CMA3+ 

CMA3- 

 الف

AB- 

AB+ 

 ب

AO+ 

AO- 

 ج

های با رنگ زرد )کمبود پروتامین( و اسپرم +CMAهای با رنگ زرد براق ، اسپرمCMA3های عملکردی اسپرم. الف: بررسی کمبود پروتامین با استفاده از رنگ آمیزی تست ارزيابی : 2شکل 

و  (+AB)های دارای هیستون اضافی در هسته به رنگ آبی تیرهب: بررسی هیستون اضافی در اسپرم با استفاده از رنگ آمیزی آنیلین بلو، اسپرم هستند. ) اسپرم سالم( -CMA3کمرنگ 
های به رنگ سبز نشانگر ا استفاده از رنگ آمیزی آکريدين اورانژ، اسپرمب DNAآسیب  ارزيابیج:  هستند.  (-AB)ن وشاسپرم های دارای محتوی هیستون طبیعی در هسته به رنگ آبی ر

 ( است.+AO) DNAقرمز نشانگر آسیب -های به رنگ نارنجی( و اسپرم-AO) DNAاسپرم با سلامت 
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 (.جدول یک) نبوددار معنی آماری نظر
 فریز از پس کنترل گروه در اسپرم DCF درصد میانگین

 فریز از قبل اسپرم DCF درصد به نسبت (25/2±85/13)
 DCF درصد میانگین نبود.دار معنی آماری نظر از (72/1±12/14)

 نسبت مختلف هایغلظت با اپیژنین با شده تیمار هایگروه در اسپرم
 .نبوددار معنی آماری نظر از فریز از قبل گروهو نیز  کنترل گروه به
 (.جدول یک)

 فریز از پس کنترل گروه در اسپرم پروتامین کمبود درصد میانگین
فریز  از قبل پروتامین کمبود درصد به نسبت (18/1±58/33)
. نبوددار معنی آماری نظرکه از  داشت افزایش (52/4±83/27)

 با شده تیمار هایگروه در اسپرم پروتامین کمبود درصد میانگین
آماری  اختلاف کنترل گروه به نسبت مختلف هایغلظت با اپیژنین

 اسپرم پروتامین کمبود درصد میانگین همچنین نشان نداد. یدارمعنی
 به نسبت مختلف هایغلظت در اپیژنین با شده تیمار هایگروه در

 .(2شکل ) (2جدول ) دار نبودمعنی آماری نظر از فریز از قبل گروه
 فریز از پس کنترل گروه در اسپرم اضافی هیستون درصد میانگین

 فریز از قبل هسته اضافی هیستون درصد به نسبت (15/2±17/38)
 .نبوددار معنیداشت که از نظر آماری  افزایش (39/2±14/32)

 با شده تیمار هایگروه در اسپرم هسته اضافی هیستون درصد میانگین
 از قبل گروه و کنترل گروه به نسبت مختلف هایغلظت با اپیژنین

 (.2جدول ی نداشت )دارمعنیآماری  اختلاف فریز

 فریز از پس کنترل گروه در اسپرم DNA آسیب درصد میانگین
 فریز از قبل DNA آسیب درصد به نسبت (71/1±35/71)
د. نبودار معنی آماری نظر ازداشت که  افزایش (94/5±85/47)

 اپیژنین با شده تیمار هایگروه در اسپرم DNA آسیب درصد میانگین
 فریز از از قبل گروهو  کنترل گروه به نسبت مختلف هایغلظت با

 (.2جدول ) نبوددار معنی آماری نظر

 بحث
 در فریز از بعد و قبل انسانی اسپرم نمونه حیات حاضر مطالعه در
 سایر همانند و گرفت قرار بررسی مورد مختلف هایگروه

 نشده فریز نمونه به نسبت فریز از پس اسپرم حیات 11و7و1و3مطالعات
 اکسیدانآنتی از استفادهو همکاران  Pei مطالعه در .کرد پیدا کاهش
 بهبود به منجر گراز اسپرم نمونه در مولارمیلی 2/1 غلظت در اپیژنین
 از پس اپیژنین( )فاقد کنترل گروه به نسبت فریز از پس اسپرم حیات

 اپیژنین مولارمیلی2/1 غلظت نیز حاضر مطالعه در 15ه است.شد فریز
 بهتری حیات فریز از پس هایگروه بقیه به نسبت فریز، از پس

 نبود. دارمعنیاز نظر آماری  ولی ؛داشت
 آسیب افزایش با ذوب از پس اسپرم نمونه مطالعات، از بسیاری در

DNA برگشتی غیرقابل تغییرات ذوب و انجماد پروسه و است همراه 
 در که عواملی جمله از کند.می ایجاد اسپرم ژنوم سلامت در را

 به توانمی ؛دارند نقش ذوب و فریز پروسه طی اسپرم DNA آسیب
 افزایش با 22.نمود اشاره اکسیداتیو استرس ایجاد و سرمایی شوک
 را DNA و یافته کاهش هااکسیدانتآنتی دفاعی سیستم ،ROS تولید

 احتمالاً  طرفی، از کند.می اکسیداتیو استرس از ناشی آسیب مستعد
 و کاسپازها شدنفعال آپوپتوز، فرآیند القاء باعث انجماد روند

 منظوربه 23.شودمی DNA کننده تخریب اختصاصی اندونوکلئازهای
 هایمکمل از پیش هاسال از اسپرم، نمونه فریز مشکل کردن حل

 استرس مشکل رفع برای اینحال با است. شده استفاده اکسیدانیآنتی
 بیشتری هایبررسی به نیاز اسپرم، نمونه انجماد فرایند طی اکسیداتیو

 و کارنیتین-ال توجهی قابل مقدار اپیدیدیم در 24.است
 حیاتی اثر دهندهنشان تواندمی که دارد وجود کارنیتین-ال-استیل

 کارنیتین-ال از باشد. اسپرماتوژنز و اسپرم متابولیسم بر کارنیتین-ال
 شود.می استفاده اسپرم تحرک تقویت برای آزمایشگاهی شرایط در

 ضروری ATP تولید برای که میتوکندری در اسیدچرب انتقال زیرا
 همچنین گیرد. قرار کارنیتین ال تأثیر تحت است ممکن ؛است

 زمان به وابسته اکسیدانآنتی یک ملاتونین که اندداده نشان تحقیقات
 و I میتوکندری تنفسی زنجیره هایکمپلکس تغییر با که است دوز و

IV، حذف و میتوکندری انتقال زنجیره پتانسیل بهبود ROS، تواندمی 
 اسپرم پیشرونده تحرک حال، این با شود. اسپرم تحرک بهبود موجب

 هاینمونه در فریز محیط به کارنیتین-ال مکمل افزودن از پس
در  همکاران و Zuo 25بوده است. کنترل گروه مانند آستنوزواسپرمی

 بهینه دوز عنوان به را کارنیتین-ال-استیل مولارمیلی 5/7 ، 2117سال 
 آستنوزواسپرمی هاینمونه در ذوب از پس اسپرم تحرک بهبود برای
 در I ترانسفراز کارنیتین-ال اشباع به توانمی را نتیجه این دادند. نشان

 پیشنهاد همکاران و Rossi 21د.دا نسبت میتوکندری خارجی غشای
 طریق از کاتالاز و دسموتاز اکسید سوپر هایآنزیم که کردند

 بازیابی به منجر لیپیدی پراکسیداسیون و ROS تولید جلوگیری
 27.شودمی ذوب و انجماد فرآیند از پس اسپرم پارامترهای کیفیت

 اسپرم DNA ازکه  چربی در محلولی هااکسیدانآنتی از دیگر یکی
 این است. E ویتامین ؛کندمی محافظت انجماد مضر اثرات برابر در

 را آزاد هایرادیکال و دارد قرار سلولی غشای در اکسیدانآنتی
 کند.می تبدیل توکوفروکسیل آلفا هایرادیکال به و کرده خنثی

Kalthur شدن اضافه با فریز محیط که کردند گزارش همکاران و 
 28ت.اس شده اسپرم DNA سلامت بهبود به منجر E ویتامین

 پراکسیداسیون و سلولی داخل ROS مقدار حاضر مطالعه در
 قرار بررسی مورد مختلف هایگروه در فریز، از بعد و قبل لیپیدی
 هایغلظت بین در فریز، از پس مختلف هایگروه در گرفت.
 در مقابل، در یافت نشد. یدارمعنیآماری  اختلاف اپیژنین مختلف
 و قبل انسان اسپرم پارامترهای روی بر میواینوزیتول اثر که ایمطالعه

 از پس ROS تولید کاهش باعث ماده اینارزیابی شد؛  فریز از بعد
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 اپیژنین، مولارمیلی2/1 گروه در حاضر، مطالعه در 29گردید. فریز
 DNA سلامت و پروتامین کمبود اسپرم، اضافی هیستون درصد بهبود
 نشد. مشاهده یدارمعنی تفاوت ماریکه از نظر آ شد مشاهده اسپرم

 توسط طبیعی صورت به که کانتاگزانتین دیکاروتنوئاثر  ایمطالعه در
 در آن بر علاوه و دندشومی بیوسنتز هایباکتر و هاقارچ ها،جلبک
 یکل ایشیاشر ژهیو به هاسمیکروارگانیم توسط نیز شگاهیآزما محیط

 کانتاگزانتین. کردند بررسی انسانی اسپرم روی بر را شودمی وسنتزیب
 و ROS یپاکساز در آن عملکرد و بود یدانیاکسیآنت نقش دارای
 تمامهمچنین  31د.ش گزارش دیپیل ونیلاسیفسفور از یریجلوگ

 قبل با مقایسه در توجهی قابل طوربه ذوب از پس اسپرم پارامترهای
 طوربه توانست میکرومولار 25 کانتاگزانتین یافت. کاهش انجماد از

 مورفولوژی حیات، پیشرونده، تحرک و اسپرم تحرک توجهی قابل
 را DNA آسیب و آکروزوم یکپارچگی کروماتین، بندیبسته طبیعی،

 گروه در فریز از پس مورفولوژی کیفیت همچنین، بخشد. بهبود
یافت. در  کاهش دارییمعن طورهب کانتاگزانتین( )فاقد کنترل
آماری  اختلاف فریز از بعد و قبل اسپرم مورفولوژیکه حالی

 31.نداشت دارییمعن
، اکسیدان اپیژنینآنتی و دسترسی به تهیه درمحدودیت ه با توجه ب

ذوب قرار  - یزفر یطتحت شرا ینمونه نورموزواسپرم 11تعداد 
 شود.های این مطالعه محسوب میکه از محدودیت گرفتند

 گیرينتیجه
های عملکردی گرچه بهبود تستنتایج این مطالعه نشان داد که 

ذوب  - مولار طی فریزمیلی 2/1با غلظت پس از استفاده از اپیژنین 
های دیگری از اپیژنین مطالعات بیشتر با غلظتاما گردید؛ مشاهده 

اکسیدان اپیژنین بر عملکردی استفاده از آنتی راثانجام شود تا  ستیبای
 عملکرد اسپرم مشخص گردد.

 قدردانی و تشکر
 (99111121 )شماره مصوب تحقیقاتی طرح حاصل مقاله این

 بود. دانشگاهی جهاد فناوریزیست پژوهشکده، رویان پژوهشگاه
 پروژه این پیشبرد درنحوی  به که اساتیدیهمه  از وسیلهبدین

 کنندگانشرکتگردد. همچنین از ؛ سپاسگزاری میداشتند همکاری
 ندارد. وجود منافع تضاد نویسندگان بیننماییم. در مطالعه تشکر می
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