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چکیده

القایی اکسیداتیو ملایم با استفاده از نیتریک اکساید پیش از انجماد بر کیفیت اسـپرم  هدف از این مطالعه بررسی اثرات زمان تنش:هدف
.ذوب بود-رآیند انجمادگاو پس از ف

مقدار یک میکرومول نیتریک اکساید در زمان . دقیقه در نظر گرفته شد120در این آزمایش، زمان تعادل پیش از انجماد :هامواد و روش
.کننـده اضـافه شـد   دوره سـرد سـازي پـیش از انجمـاد بـه رقیـق      ) T120(دقیقه 120و ) T90(دقیقه 90، )T45(دقیقه 45، )T0(صفر 

. گیري شدندمانی، سلامت آکروزوم، وضعیت آپوپتوزیس و فعالیت میتوکندري اندازههاي جنبایی، یکپارچگی غشا پلاسمایی، زندهفراسنجه

و ) 7/84±8/2و 4/88±8/2(دار جنبـایی کـل   باعث بهبود معنیT45و T0هاي ایجاد تنش اکسیداتیو با نیتریک اکساید در گروه:نتایج
T0هـاي  مـانی در گـروه  درصد یکپارچگی غشـا و زنـده  ). >05/0p(ها شد در مقایسه با سایر گروه) 5/49±5/2و 4/50±5/2(رونده پیش

کـه در مقایسـه بـا    ، در حـالی )p<05/0(داري با هم نداشـتند  اختلاف معنی) 6/84±3/2و 9/2±6/75(T45و ) 6/85±3/2و 9/2±4/74(
درصـد میتوکنـدري فعـال در    ). >05/0p(داري بالاتر بودند طور معنیبه)54و 5/61(T120و) 6/69±3/2و T90)9/2±6/63هاي گروه
اخـتلاف نشـان   ) 43±42،1/3±7/65،1/3±1/3ترتیـب  به(120و 45،90هاي داري با گروهطور معنیبه) 5/82±1/3(با میزانT0گروه 
).p<05/0(ها نداشتکروزوم و درصد خطی بودن اسپرمداري بر یکپارچگی آزمان تنش تاثیر معنی). >05/0p(دادند 

هاي صفر و هاي اکسیداتیو ملایم با استفاده از غلظت یک میکرومول نیتریک اکساید در زمانرسد که با القاي تنشنظر میبه:گیرينتیجه
.ذوب شد-دقیقه سردسازي، باعث بهبود کیفیت اسپرم گاو پس از فرآیند انجماد45

میتوکندريجنبایی، آپوپتوزیس،اسپرم، تنش،:یديواژگان کل
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مقدمه

کـاهش بازده ژنتیکی و يبیشینهتلقیح مصنوعی تنها راه حصول 
ثر از اتلقـیح مصـنوعی موفـق مت ـ   است ومثلیهاي تولیدبیماري

تـرین  تـرین و کلیـدي  باشد که یکی از اصـلی عوامل متعددي می
ذوب -ینـد انجمـاد  آبعـد از فر هاي بـارور ها دسترسی به اسپرمآن
اسـمزي، شـیمیایی و   هـاي از طـرف دیگـر، تـنش   ). 1(باشد می

ترین دلایلـی هسـتند   ذوب مهم-مکانیکی طی فرآیندهاي انجماد
کردي را در اسـپرم  بیوشیمیایی و عمل، تغییرات فراساختاريکه 
ثیر ایـن فرآینـد   اآن، اسپرم تحت تآورد که در نتیجهوجود میبه

هاي آبشاري منجـر بـه کـاهش    اي از پدیدهه و مجموعهقرار گرفت
تـوان  هـاي آزاد را مـی  رادیکـال ). 2(باروري اسپرم خواهـد شـد   

ترین عامل تنش شیمیایی یا تنش اکسـیداتیو طـی فرآینـد    اصلی
بنـدي  دسـته RNSو ROSذوب دانست که بـه دو نـوع   -انجماد

-O(شــوند کــه آنیــون سوپراکســید مــی
هیــدروژن پراکســید )2

)H2O2(،هایی نیتریک اکسید، نیتروز اکسید نمونه، هیدروکسیل
آنچه که تاکنون نشـان داده  ). 4و 3(باشند ها میترین آناز فعال

هـا در  تشده است این است کـه راهبـرد کـاربرد آنتـی اکسـیدان     
خصـوص کـاهش   هـا و بـه  هاي وارد به سـلول راستاي رفع آسیب

ر اسپرم کافی نبوده است، ذوب د-صدمات ناشی از فرآیند انجماد
ــادر اســـت تنهـــا از مقـــدار انـــدکی از   زیـــرا کـــه اســـپرم قـ

اضافه شده به رقیق کننده استفاده کنـد و از  هايتاکسیدانآنتی
هاي استفاده شـده طـی زمـان    تآنتی اکسیدانکهتر اینهمه مهم

فرآوري و سردسازي اسپرم خصوصیات حفاظتی خود را از دست 
موضوع سبب شده است کـه محققـین اسـتفاده از    این . دهندمی

کارهـاي  عنوان یکـی از راه ی را بهتهاي مکمل آنتی اکسیدانروش
نوین براي آماده سازي اسپرم در مقابل صدمات ناشـی از فرآینـد   

هـاي  رسـد کـه تـنش   نظـر مـی  بـه ). 5(کار ببرند هذوب ب-انجماد
لـه  هـاي اکسـیداتیو از جم  هیدروستاتیک، اسمزي و حتی تـنش 

هـا بـه   کارهایی باشند که با بررسـی میـزان و زمـان تـنش آن    راه
کاري بـراي افـزایش رانـدمان بـاروري در حیوانـات بـه       اسپرم راه

ذوب -خصوص در افزایش کیفیت اسـپرم بعـد از فرآینـد انجمـاد    
در ایـن آزمـایش، هـدف آن اسـت کـه بتـوان بـا بررسـی         . باشد
هـاي  ملایم در دورههاي اکسیداتیو هاي مختلف ایجاد تنشزمان

هـاي  سیستم دفاعی اسپرم را در مقابل تـنش مختلف سردسازي،
بنابراین، زمان ایجاد . ذوب تحریک کرد-تر در فرآیند انجمادجدي

تـرین  توانـد اصـلی  تنش تعدیل شـده در دوره سردسـازي را مـی   
ي ایجـاد تـنش در ایـن    موضوع مطالعه براي تعیین زمـان بهینـه  

د تنش اکسیداتیو در محیط انجماد اسپرم در ایجا. مطالعه دانست
تاکنون .باشدهاي اسپرم میکاري نوین در پژوهشاین تحقیق راه

هـاي انجمـاد   هاي اسمزي و هیدروستاتیک در محیطایجاد شوك
اسپرم، محیط بلوغ اووسیت و نیز محیط کشت رویان بـه میـزان   

د کـه  محدودي بررسی شده است اما این مطالعه تلاش بر آن دار
ها را هاي مختلف، اثرات آنهاي اکسیداتیو در زمانبا ایجاد تنش

هاي ذوب شامل فراسنجه-بر کیفیت اسپرم پس از فرآیند انجماد
مانی، آپوپتوزیس، سلامت آکروزم و جنبایی، یکپارچگی غشا، زنده

.فعالیت میتوکندري بررسی نماید

هامواد و روش

شش گاو نر نژاد هلشتاین با ازآزمایشدر این :آوري منیجمع
سال واقع در مرکز تولیـد اسـپرم زر ژن   5/2تا2میانگین سنی 

گاوها در یک مکان مسـقف و در  . استفاده شد) فیروزکوه، تهران(
ي گاوهـا  داري شدند و جیرهشرایط نوري مناسب و استاندارد نگه

ن داري و بر اساس توصیه استانداردهاي گاو نر هلشتایدر حد نگه
اي یکبـار و  گیري از گاوها به صورت هفتهاسپرم. تنظیم شده بود

گیـري،  با استفاده از واژن مصنوعی انجـام شـد و پـس از اسـپرم    
ها هاي اولیه روي اسپرمها به آزمایشگاه منتقل شد و بررسینمونه

درصـد و  70هایی بـا جنبـایی کـل بـیش از     نمونه. صورت گرفت
عنوان نمونـه طبیعـی در   نزال بهدر هر ا500×106حداقل غلظت 

نظر گرفته شد و سپس با توجه به احتمال وجـود اثـرات متقابـل    
). 6(هاي اسپرم دریافتی با هم مخلوط شـدند  ها، نمونهبین نمونه

هاي مخلوط شده به چهار بخش مساوي تقسیم شدند و بـا  نمونه
.محیط انجماد رقیق سازي صورت گرفت

طابق با دستورالعمل رقیق کننـده  م:سازي محیط انجمادآماده
، رقیق سازي آن با آب دو بار تقطیر )Biovet, France(اپتیدیل 

سـپس لولـه   . مدت پنج دقیقه مخلوط شدندانجام شد و سپس به
ــایع رقیــق ــده داخــل حمــام حــاوي م درجــه 37ب گــرم آکنن

ــرار گرفــتگــراد ســانتی ــا . ق بعــد از آن تیمارهــاي آزمایشــی ب
خـوبی همـوژن   گرفته شده از گاوها مخلوط و بههاي اسپرم نمونه
. شدند

تیمارهاي آزمایشی در ایـن آزمـایش شـامل چهـار زمـان      :تیمار
عنـوان یـک تـنش اکسـیداتیو در     اضافه شدن نیتریک اکساید به

120دوره سرد سازي در این آزمـایش  . رقیق کننده اپتیدیل بود
زیـر اعمـال   صورت هاي تنش بهدقیقه در نظر گرفته شد و  زمان
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میکرومول نیتریـک اکسـید   1افزودن غلظت ): T0(1تیمار : شد
): T45(2تیمـار  ). آغـاز سـرد سـازي   (در زمان صفر سردسـازي 

دقیقـه  45میکرومول نیتریک اکسید در زمـان  1افزودن غلظت 
میکرومول نیتریـک  1افزودن غلظت ): T90(3تیمار . سردسازي

افـزودن  ): T120(4تیمار . دقیقه سردسازي90اکسید  در زمان 
ــت  ــان  1غلظ ــید در زم ــک اکس ــول نیتری ــه 120میکروم دقیق

.سردسازي

پــس از طــی شــدن زمــان تعــادل، :انجمــاد و  ذوب اســپرم
سپس . کشیده شدند25/0هاي هاي اسپرم در داخل پایوتنمونه
وسیله دسـتگاه انجمـادگر   هاي اسپرم بسته بندي شده و بهنمونه

,Digit Cools , IMVs Technologies(ریـزي  قابـل برنامـه  

L’Aigle Cedex, France (شیب انجماد در این . منجمد شدند
-5دقیقـه،  4درجه در -5تا 4اي تنظیم شد که دستگاه به گونه

35گراد در درجه سانتی-140تا -110دقیقه و 25در -110تا 
ی و هاي شدید سرمایدلیل جلوگیري از تنشاین امر بهدقیقه بود 

. شـود هاي یخ انجـام مـی  موجب تشکیل کریستالآسیب نزدن به
ها به سرعت نمونهگراد درجه سانتی-140پس از رسیدن دما به 

براي. ور شدندهاي پر از ازت غوطهبرداشته شده و در درون لیوان
30مـدت  هـاي از ازت، بـه  منی، پس از خارج کردن پـایوت ذوب

. قرار داده شدندگراد سانتیدرجه37ثانیه در داخل آب گرم 

اولین فراسـنجه مـورد   : جنباییارزیابی اسپرم پس از انجماد
ارزیابی در این تحقیق بررسی جنبایی اسپرم پـس از ذوب شـدن   

هاي داخل لولهبه این منظور سه پایوت از هر گروه ذوب و به. بود
میکرولیتـر از  10تـا  7سـپس  . لیتري انتقال داده شـدند میلی5
ی روي لام گذاشته شده و جنبایی نمونه با استفاده از سیستم من

. بررسی شد) CASA(آنالیز اسپرم کامپیوتري 

در این مطالعـه بـراي بررسـی سـلامت غشـا      :یکپارچگی غشا
در این آزمایش از . ها از محلول هیپواسموتیک استفاده شداسپرم

فشـار . اسـمول اسـتفاده شـد   میلی100محیطی با فشار اسمزي 
اسمول در میلی525تا 425هاي گاو اسمزي طبیعی براي اسپرم

بنابراین، اسپرم با قرار گـرفتن در یـک محـیط بـا     .باشدلیتر می
واکـنش  . دهـد سـرعت واکـنش نشـان مـی    اسمولاریتی پایین بـه 

در . باشـد صورت تـورم دم مـی  هها به محیط هایپواسمول باسپرم
سالمی دارند بـه محلـول   هایی که غشا پلاسماییحالت اسپرماین

. ماننـد هاي ناسالم بدون واکنش باقی میواکنش داده ولی اسپرم
در تحقیق حاضر آزمـایش تـورم هیپواسـمتیک مطـابق بـا روش      

ده میکرولیتر از اسپرم ذوب شده . انجام شد) 7(همکارانریوال و 

9(میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک که حاوي فروکتوز 100با 
. بود، مخلـوط گردیـد  )لیتر/گرم9/4(سیترات سدیم و)لیتر/گرم

پـس از گذشـت ایـن    . دقیقه در دماي اتاق انکوبه شد30سپس، 
از نمونـه انکوبـه   ) میکرولیتـر 10(قطره 3زمان و با تهیه حداقل 

. ها با استفاده از میکروسـکوپ نـوري بررسـی شـدند    شده، اسپرم
37غ در دمـاي  بررسی میکروسکوپی با استفاده از یک صـفحه دا 

در هر گروه . صورت گرفت400نمایی و با بزرگگراد درجه سانتی
هاي داراي غشاي اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم200حداقل 

.یکپارچه برآورد شد

500م، میـزان  وبـراي ارزیـابی سـلامت آکـروز    :سلامت آکـروزم 
درصد تثبیت شد96لیتر از نمونه اسپرم با میکرولیتر اتانول میلی

گـراد درجه سانتی4دقیقه در دماي 30مدت و سپس محلول به
پـس از آن،  . طور کامل انجام شـود قرار گرفت تا فرآیند تثیبت به

به PSA(Pisum sativum agglutinin)میکرولیتر از رنگ20
ور کـردن  آن اضافه و یک لام گسترش تهیه شد و پـس از غوطـه  

شک شود و بـا اسـتفاده از   شود تا لام خآن در آب اجازه داده می
هاي تعداد اسپرم) Olympus51;BX(سنامیکروسکوپ فلورس

عنـوان  هـایی بـا سـر سـبز بـه     اسپرم. شدبا آکروزم سالم شمرده 
م تخریـب  وعنوان اکـروز و اسپرم با کمربند سبز بهالمآکروزوم س

.)8(ر گرفته شدظشده در ن

مانی اسـپرم،  ندهبراي ارزیابی میزان آپوپتوزیس و ز:آپوپتوزیس
V)rlandtheNethe,Groningen-از کیـــت آنکســـین

,IQP ( طـور  بـه . اسـتفاده شـد  بر طبق دسـتورالعمل کارخانـه  و
پـس از تنظـیم   در بافر کلسیم شسـته شـدند و   هااسپرمخلاصه، 

میکرولیتـر  10لیتـر، غلظت آن به یک میلیـون اسـپرم در میلـی   
وط اسپرم افزوده شـد  میکرولیتر مخل100به VFITC-آنکسین 

10،سـپس . در دماي محیط انکوبـه شـد  دقیقه 20مدتو براي
اسپرم افـزوده  طبه مخلوPI(propidiuom Iodide)میکرولیتر

در دماي محیط انکوبه شـد و  دقیقه 10براي مدت امجددشد و
,Becton Dickinson(سپس با استفاده از دسگاه فلوسـایتومتر  

San Khosoz, CA, USA (بر طبـق  . مورد ارزیابی قرار گرفتند
، )PI/-Annexsin-(زنــده هــايفلوســایتومتري، اســپرمنتــایج 
و )PI+/Annexsin-(یسآپوپتـوز مراحـل ابتـدایی  هاياسپرم

)PI/-Annexsin+وPI+/Annexsin+(مــردههــاياســپرم

آوري رخداد جمع10000براي هر نمونه تعداد . )9(ند تعیین شد
.شد
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 ـفعـال هایی با میتوکنـدري  درصد اسپرم:میتوکندري وسـیله  هب
;R123(123-رودامـین  Invitrogen, Eugene, OR, USA ( و

PIمیکرولیتـر از محلـول   10میـزان  طور خلاصه، هب. ارزیابی شد
میکرولیتـر  500به ) لیترگرم بر میلیمیلی01/0(123-رودامین

مکـان در دقیقـه  20مـدت  نمونه منی رقیق شده افزوده شد و به
سـرعت دقیقـه بـا   3ها به مـدت  نمونه،سپس. تاریک قرار گرفت

500ســانتریفیوژ شــدند و پلــت اســپرم در  دور در دقیقــه 500
میکرولیتـر  10،سـپس . میکرولیتر بافر تریس مجددا مخلوط شد

PI)1و در اسپرم افـزوده شـد  ط به مخلو) لیترگرم بر میلیمیلی
Becton Dickinson, San(تومتروسیله فلوسایبههاآخر، نمونه

Khosoz, CA, USA(ارزیابی شد)براي هـر نمونـه تعـداد    . )9
.آوري شدرخداد جمع10000

تصـادفی  کـاملا  این آزمایش در قالب طرح آماري:آنالیز آماري
SASافـزار آمـاري   ها با نرمتکرار انجام شد و آنالیز دادهششبا 

دست آمده هاي بهیانگینم. صورت گرفتGLMي و با رویه9.1
.مقایسه شدندبا استفاده از روش توکی

نتایج

نشان داده شده است درصـد جنبـایی،   1طور که در جدول همان
جنبایی پیش رونده، سـلامت غشـا و سـرعت در مسـیر منحنـی      

ــا مقــادیر بــه(T0هــاي هــاي گــروهاســپرم در اســپرم ترتیــب، ب
T45و ) 6/60±5/3و9/2±4/74، 5/2±4/50، 8/2±4/88

ــه( ــادیر  ب ــا مق ــب، ب و 6/75±9/2، 5/49±5/2، 7/84±8/2ترتی
ها افزایش داري در مقایسه با سایر گروهطور معنیبه) 5/3±4/58

هـاي  هاي القایی در زمـان ایجاد تنش). >05/0p(پیدا کرده است
داري در درصد خطی بودن مختلف آزمایش موجب اختلاف معنی

همچنـین، نتـایج   ). p<05/0(وب نشـد  ذ-ها پس از انجماداسپرم
هاي در مقایسه با گروهT120و T90هاي دهد که گروهنشان می

T0 وT45 هـاي جنبـایی   داري در فراسـنجه باعث کاهش معنـی
همچنین، بـین  ). >05/0p(اسپرم و سلامت غشاي اسپرم گردید 

هـاي  داري از نظـر فراسـنجه  اختلاف معنیT45و T0هاي گروه
).p<05/0(نشد فوق مشاهده

در هر ردیف، a ،b ،c.هاي مختلف تنش اکسیداتیوهاي جنبایی و سلامت غشاي اسپرم گاو پس از انجماد در زمانفراسنجهSEM±میانگین : 1جدول 
).P>05/0(داري ندارند اعدادي که حروف مشترك دارند، تفاوت معنی

هـاي  د یکپارچگی آکروزم اسـپرم و اسـپرم  میانگین درص1شکل 
هـاي تعـدیل   هاي فعال را پس از تحمل تـنش داراي میتوکندري

T0هـاي فعـال در گـروه    درصد میتوکندري. دهدشده نشان می

، T45هـاي  داري در مقایسـه بـا گـروه   طور معنیبه) 1/3±5/82(
T90 وT120) و 42±1/3، 7/65±71/3بــه ترتیــب، بــا مقــادیر

ي هـا همچنـین، درصـد اسـپرم   ). >05/0p(بالاتر بـود  ) 1/3±43
طـور  بـه ) T45)1/3±7/65هاي فعال در گروه داراي میتوکندري

ترتیـب، بـا   بـه (T120وT90هاي داري در مقایسه با گروهمعنی
در مقایسـه  ). >05/0p(بـالاتر بـود   ) 43±1/3و 42±1/3مقادیر 

ي هـا اسـپرم داري در اختلاف معنیT120و T90هاي بین گروه
ذوب مشــاهده نشــد -داراي میتوکنــدري فعــال پــس از انجمــاد

کـه  دادهمچنین، نتایج نشان ). 43±71/3در مقابل 71/3±42(
هـاي مختلـف از نظـر یکپـارچگی     داري بین گـروه اختلاف معنی

.آکروزوم اسپرم وجود ندارد

T45و T0هـاي  دهد کـه در گـروه  دست آمده نشان میهنتایج ب

و 6/85±3/2ترتیب، با مقادیر به(هاي زنده صد اسپرمبیشترین در
هــاي دچــار آپوپتــوزیس و کمتــرین درصــد اســپرم) 3/2±4/84

T0T45T90T120صفت

4/88(%)کلجنبایی a 6/2±7/84 a 9/2±5/74 b 7/2±8/69 c 8/2±
4/50(%)پیشرونده جنبایی  a 5/2±5/49 a 1/2±4/41 b 7/2±8/32 c 6/2±
µm/s            (5/3±6/443±3/454/3±6/425/2±7/41(در مسیرمیانگین سرعت

µm/s                        (3/35(سرعت در مسیر مستقیم   b 5/3±6/49 a 1/3±35b 7/3±6/31 b 3/3±
µm/s                                      (6/60(سرعت در مسیر منحنی  a 8/3±4/58 a 9/2±2/54 b 3/3±5/53 b 6/3±

41/±5/398/2±6/361/2±4/382±5/2(%)خطی بودن جنبایی 
4/74(%)ءسلامتی غشا a 5/2±6/75 a 4/3±6/63 b 8/2±5/61 b 5/2±
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وجود دارنـد، کـه   ) 8/12±4/2و 8/10±4/2ترتیب، با مقادیر به(
داراي اخـتلاف  T90و T45هـاي  این مقادیر در مقایسه با گـروه 

داري در همچنــین، اخــتلاف معنــی). >05/0p(داري بــود معنــی

هـاي مختلـف مشـاهده نشـد     هـاي مـرده در گـروه   درصد اسپرم
)05/0>p() 2شکل( .

a ،b ،c.هاي مختلف تنش اکسیداتیویکپارچگی آکروزم اسپرم  و فعالیت میتوکندري اسپرم گاو پس از انجماد در زمانSEM±میانگین:1شکل 

).P>05/0(د داري ندارننقاطی که حروف مشترك دارند، تفاوت معنی
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هایی که ستونa ،b ،c.هاي مختلف تنش اکسیداتیوهاي زنده، آپوپتوزیس و مرده پس از انجماد در زماندرصد اسپرمSEM±میانگین::2شکل 
).P>05/0(داري ندارند حروف مشترك دارند، تفاوت معنی
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بحث

ــپرم  ــاد ذوب در اس ــد انجم ــه فرآین ــتانداران ب ــد  پس ــل تولی دلی
ها بر غشـاي پلاسـمایی، بـا    هاي آزاد و اثرات تخریبی آنرادیکال

ذوب همـراه اسـت  -کاهش کیفیت اسپرم پس از فرایند انجمـاد 
هاي زیادي بـراي  هاي اخیر محققین تلاشهمواره در سال). 10(

تمام . اندذوب داشته-هاي انجمادهاي آزاد از محیطحذف رادیکال
هاي هاي آزاد همواره روشهاي جلوگیري از فعالیت رادیکالروش

طور رایج شامل استفاده از ها بهاین روش). 11(تدافعی بوده است 
سوپراکسـید دیسـموتاز،   هایی همچون گلوتـاتیون،  آنتی اکسیدان

باشـد کـه قابلیـت نسـبتا     هاي سنتتیک مـی کاتالاز و سایر آنزیم
امـا آنچـه کـه    ). 12(هاي آزاد دارند خوبی براي مقابله با رادیکال

ذوب -هـاي انجمـاد  مهم است این است کـه همیشـه در محـیط   
هاي دید حرارتی و اکسیداتیو غلظت رادیکالهاي شدلیل تنشبه

ایـن موضـوع   ). 13(هـا بـوده اسـت    آزاد بیشتر از آنتی اکسـیدان 
هـاي جـایگزینی همچـون    محققین را برآن داشته است که روش

هـاي  هاي تهاجمی کنتـرل شـده را بـراي مقابلـه بـا تـنش      روش
کنون در زمینـه تولیـد   تـا ). 14(اکسیداتیو اسپرم بررسـی کننـد   

هاي فشار هاي حرارتی، تنشهاي متعددي مانند تنشتنشمثل،
هـاي اسـمزي بـر روي اووسـیت، رویـان و      هیدروستاتیک و تنش
دهـد کـه القـا کـردن     مطالعات نشان می. اسپرم انجام شده است

هایی مانند فشار هیدروسـتاتیک بـر اسـپرم باعـث افـزایش      تنش
ینـد  آاز فرمانی اسـپرم پـس  ها و بهبود جنبایی و زندهکیفیت آن

در مطالعه دیگري توسط کـو و همکـاران   . گرددذوب می-انجماد
هاي ملایم هیدروستاتیک بـر اسـپرم خـوك،    با ایجاد تنش) 15(

داري در نرخ آبستنی پس از تلقیح مصنوعی مشاهده تفاوت معنی
تـر  هاي با تنش ملایـم نشد ولی نرخ چند قلوزایی در گروه اسپرم

در این باره، محققین معتقدنـد کـه   . ردداري پیدا کافزایش معنی
هـایی در  تواند باعـث افـزایش پـروتئین   هاي ملایم میایجاد تنش

. کننـد داخل اسپرم شود که نقش مهمی در فرآیند لقاح ایفا مـی 
هاي اکسیداتیو دهد که تنشنتایج مطالعات اولیه ما نیز نشان می

باعث افزایشی تواند با استفاده از سطوح پایین نیتریک اکساید می
پس از طـرح ریـزي اولـین    . دار در کیفیت اسپرم گاو گرددمعنی

اي از نیتریک اکساید براي ایجاد تنش آزمایش که دامنه گسترده
مورد بررسی قرار گرفـت، نتـایج نشـان داد کـه یـک میکرومـول       
نیتریک اکساید نه تنها اثرات تخریبی بر اسپرم ندارد بلکه باعـث  

کـه  طوريگردد بهسیستم درونی اسپرم میافزایش و فعال شدن 
داري در مقایسـه بـا   صورت معنـی ها بهکیفیت این گروه از اسپرم

دهـد کـه زمـان القـاي     نتایج نشان مـی . رودگروه شاهد بالاتر می
کـرد سـلول خواهـد    تنش اکسیداتیو تاثیرات گوناگونی بـر عمـل  

دهـد کـه ایجـاد    نتـایج ایـن مطالعـه نشـان مـی     ).11(گذاشـت 
ي سرد سازي تاثیرات بهتري هاي اکسیداتیو در ابتداي دورهنشت

مـانی و فعالیـت   بر جنبـایی، یکپـارچگی غشـا پلاسـمایی، زنـده     
بـا توجـه   . ذوب دارد-یند انجمادآمیتوکندریایی اسپرم پس از فر

دقیقـه بـود، لـذا    120ي سردسازي در این انجماد به اینکه دوره
، 45هاي صفر، تیو شامل زمانچهار زمان براي ایجاد تنش اکسیدا

هاي جنبایی، درصد جنبـایی  در فراسنجه. انتخاب شد120و 90
هـاي صـفر و   هاي تنش دیده در زمانکل و پیش رونده در اسپرم

هاي تـنش  که در اسپرمبالاترین درصد مشاهده شد، در حالی45
درصد جنبایی کل و پـیش رونـده   120و 90هاي دیده در زمان

ــاهش معنـــی ــد کـ ــاهده شـ ــین، ). >05/0p(داري مشـ همچنـ
مانی و فعالیت میتوکندریایی هاي یکپارچگی غشا و زندهفراسنجه
دقیقـه بهبـود قابـل    45هـاي صـفر و   دهد که در زمـان نشان می

نتایج این آزمـایش  . ها وجود داردتوجهی در مقایسه با سایر زمان
ز نیتریک هاي اکسیداتیو با استفاده ادهد که ایجاد تنشنشان می

هاي ابتدایی سردسـازي فرصـت بیشـتري بـراي     اکساید در زمان
ایـن  . کنـد فعال شـدن سـازوکارهاي درونـی اسـپرم ایجـاد مـی      

ــیون     ــدن و فسفریلاس ــال ش ــامل فع ــالی ش ــازوکارهاي احتم س
هاي شـوك  هاي درون سلولی مانند پروتئینها و چاپرونپروتئین

هـا افـزایش   ف تـنش توانند در اثر انواع مختلحرارتی است که می
هـاي درون  ها قادر هستند در ترمیماین پروتئین). 16(پیدا کنند 

وکارهـاي  سـازي سـاز  و فعالDNAسلولی شامل ترمیم شکست 
همچنـین،  . پیام رسـانی درون سـلولی نقـش مهمـی ایفـا کننـد      

هـاي شـوك حرارتـی    پـروتئین محققین معتقدند که فعال شدن 
توانـد باعـث جلـوگیري از فعـال شـدن مسـیرهاي داخلـی و        می

نتایج مطالعه حاضر نیز ). 17(خارجی آپوپتوزیس در اسپرم شوند 
هایی که اسپرم زمان بیشتري موید این مطلب است، زیرا در گروه

هاي دچار هاي ملایم داشته است درصد اسپرمبراي مقابل با تنش
).>05/0p(داري کاهش پیدا کرده است طور معنیبهآپوپتوزیس

همچنین القاي تنش اکسیداتیو ملایم در اوایـل دوره سردسـازي   
خـوبی  دقیقه سردسـازي توانسـت بـه   45هاي صفر و شامل زمان

در شـرایط  . هاي با میتوکندري فعال را افزایش دهـد سطح اسپرم
اي در اسـپرم  طور کنترل شـده هاي آزاد بهطبیعی، تولید رادیکال

هاي زیاد کنترل تولید آن از اسـپرم  شود اما تحت تنشانجام می
شـود و منجـر بـه تغییراتـی در     خارج شده و میزان آن زیـاد مـی  

هـاي  دهد که پـروتئین تحقیقات نشان می). 18(گردد اسپرم می
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اي در میتوکندري وجود دارند که تحت شرایط خاص تـنش  ویژه
پــروتئین باعــث افــزایش تــنفس ایــن. کنــدافــزایش پیــدا مــی

همچنـین،  . شـود هاي آزاد میمیتوکندري و مهار فعالیت رادیکال
هاي احتمـالی از  ها در زمان تنش نیز در مقابل تنشاین پروتئین

DNAاز طرف دیگر با توجـه بـه اینکـه     ). 19(کنند محافظت می
هاي فعال اسپرم افزایش پیدا کند انرژي هرچه تعداد میتوکندري

در تحقیق حاضـر  شود،زم براي جنبایی اسپرم بیشتر فراهم میلا
خصـوص  نیز یکی از دلایل افزایش میـزان جنبـایی اسـپرم و بـه    

تواند به حفظ شدن بهتـر سـاختار   جنبایی پیش رونده اسپرم می
هـاي  هاي فعال اسـپرم در گـروه  میتوکندري و تعداد میتوکندري

نظـر  بـه ق انجـام شـده،  با توجه به تحقی ـ). 20(تنش ملایم باشد 
رسد که استفاده از نیتریک اکساید در سطح یـک میکرومـول   می

در ابتداي دوره سردسازي  بتواند تنش اکسیداتیو القایی مناسبی 
طـور  کـه بـه  ایـن تـنش در صـورتی   . را براي اسـپرم فـراهم کنـد   

تواند کیفیت اسـپرم گاوهـاي نـر    صحیحی به اسپرم القا شود می
.داري بهبود دهدور معنیطهلشتاین را به

نتیجه گیري

رسـد کـه   نظر میدست آمده از این مطالعه بهبا توجه به نتایج به
بتوان با القاي تنش اکسیداتیو ملایم بـا اسـتفاده از غلظـت یـک     
میکرومول نیتریـک اکسـاید در ابتـداي دوره سردسـازي شـامل      

هاي دقیقه سردسازي، باعث بهبود فراسنجه45هاي صفر و زمان
. ذوب شـد -ینـد انجمـاد  آثر در باروري پـس از فر وکیفی اسپرم م

کارهـاي درون  ومنظور آشکارسازي سازانجام تحقیقات بیشتر به
اي هاي بیشتر آزمایشـگاهی و مزرعـه  سلولی این فرآیند و ارزیابی

.رسدنظر میضروري به

تشکر و قدردانی

و وزکــوه شــرکت تولیــد اســپرم زر ژن فیرنویســندگان مقالــه از 
هاي براي حمایتگروه بیولوژي اسپرم پژوهشگاه رویان همچنین 

.کننددریغشان تشکر و قدردانی میبی
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Abstract

Aim: The purpose of this study was to consider the effect of mild oxidative stress period on the
frozen-thawed bull semen performance.

Material and Methods: In this study, 120 minutes was considered for equilibration of sperm before
freezing. One µm of Nitric Oxide (NO) at the 0, 45, 90 and 120 cooling period was added to the
diluant before cryopreservation. Sperm motion parameters, plasma membrane integrity, acrosome
integrity, viability, apoptosis and mitochondria activity were assessed.

Results: Induction of oxidative stress with nitric oxide in the T0 and T45 groups led to significant
improvement of total (88.4 ± 2.8, 84.7 ± 2.7) and progressive motility (50.4 ± 2.5, 49.5 ± 2.5) when
compared to other groups. Percentage of plasma membrane integrity and viability were not different in
T0 (74.4 ± 2.9 and 85.6 ± 2.9) and T45 (75.6 ± 2.9 and 84.6 ± 2.3) groups, where as it was
significantly higher when compared with T90 (63.6 ± 2.9 and 69.6 ± 2.3) and T120 (61.5 ± 2.9 and 54
± 2.3). Moreover, the highest significant percentage of spermatozoa with active mitochondria was
observed in the T0 (82.5 ± 3.1) when compared with T45 (65.7 ± 3.1), T90 (42 ± 3.1) and T120 (43 ±
3.1). Acrosome integrity and linearity of sperm were not affected by the oxidative stress treatment
time.

Conclusion: It seems that applying oxidative stress using 1 µM NO would improve post-thawed bull
sperm quality at the T0 and T45 time of cooling.

Keywords: Stress, Sperm, Motility, Apoptosis, Mitochondria
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