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 چکيده

اسپرم تا  يدار نگه ياسپرم قوچ ط كننده قيرق به A نيتاميو مختلف سطوحافزودن  يحفاظت اثرات يسربرمنظوره  اين پژوهش به :هدف

 .بود ييگشاخو يانجماد  و  يسردساز يدما زمان تعادل و قبل از انجماد در

ها در  نمونه ،هياول يابيپس از ارز شد، يآور جمع يواژن مصنوع لهيوس هس قوچ، بار 4اسپرم از  يها  نمونه ،مطالعه نيا در ها: مواد و روش

 هاو نمونه شده  افزوده ها نمونه  به A نيتاميو کروموليم 20و  15، 10، 5 سطوح يساز قيصورت نرمال بودن باهم مخلوط شده و پس از رق

مرحله  دو دراسپرم  يشناس ختيو ر ييپلاسماي  سلامت غشا ،يمان زنده تحرک، يها سنجهآفر. شدند منجمد ،يسردساز ساعت 2 از پس

 .شد يريگ اندازه ييگشا خي و انجماد از بعد ديآلده يد مالون زانيم نيچنهم و( انجماد از بعد و انجماد از)قبل 

 يرو يدار يمعن ريثات يسردساز يكننده ط قيرق طيمح به A نيتاميدست آمده نشان داد كه افزودن سطوح مختلف و به جينتا نتایج:

 ،(TM)كل  تحرک شيافزا باعث کروموليم 15بعد از انجماد نشان داد افزودن سطح  جينتا (،p<05/0نداشت ) يابيمورد ارز يها فراسنجه

 با رابطه در(. p<05/0) دش (VSL)اسپرم مستقيم  در مسير سرعت و (VAP) ميدر خط مستق اسپرم سرعت، (PM)رونده  شيتحرک پ

 يشناس ختيبا ر ييها اسپرم زانيم كاهشسطح  نيهم درو  دش دار يمعن شيافزا سبب کروموليم 15 سطح ،يمان زنده و ،سلامت غشا

 (.p<05/0) شد مشاهدهنسبت به گروه كنترل  ديآلده يد مالون زانيناسالم و م

كرد را در بهبود  عمل نيبهتر توانست کروموليم 15 سطح ،A نيتاميومختلف  سطوح افزودن ،حاصل جينتا توجه بهبا گيري: نتيجه

 .بدهد كاهش ييگشا خيانجماد و  يطرا  ويداتياكس يها تنشداشته باشد و  يابيمورد ارز يها فراسنجه

 A نيتاميو و،يداتياكس تنشاسپرم قوچ،  ،تدانياكس يآنت کليدي:گان ژوا
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 مقدمه

 ونقل حمل انجماد عمل. هستند ياهل واناتيح پرورش بهبود يبرا ها روش نيتر متداول از يکي يمصنوع حيتلق و اسپرم انجماد

 يمن انجماد. (1) دهد يم شيافزا را ها گونه يکيژنت تنوع و داده كاهش را واناتيح پرورش نهيهز ساخته، ريپذ امکان را اسپرم

منجر  تواند يانجماد م .(2) كند يم فايا يمصنوع حيتلق خصوص به يدمثليتول يها کيتکن توسعه و شرفتيپ در ييسزا به نقش

. عمل (3) اسپرم شود DNAبه  بيآس نيچن روزوم و همآكغشا و ساختار  يپارچگکيرفتن  نيكاهش تحرک اسپرم، ازب به

اسپرم را كاهش داده، باعث مرگ  يقدرت بارور توانديم كه شوديم اسپرمدر غشا  ويداتيو اكس ييانجماد موجب تنش سرما

عوامل تنش  نيتر مهم توان يآزاد را م ياه کاليراد .(4) شود يمصنوع حيتلق تيموفق كاهش باعث تيدرنها و دهش آن 

 ROS (Reactive Oxidative Species)دو نوع  دانست كه به ييگشا خيمرحله انجماد و  يط ييايميتنش ش اي ويداتياكس

اسيد چرب غلظت بالاي علت  اسپرم پستانداران به .(5) شوند يم ميتقس ((RNS Reactive Nitrogen Species و

يدانتي كارآمد براي دفاع در برابر آسيب پراكسيداتيو توليد شده اكس هاي آنتي در ساختار غشاي ليپيدي به سيستم نشده اشباع

 اكسيدانتي محافظ در  اسپرم در درجه اول منشا سيتوپلاسمي دارند هاي آنتي حال، سيستم بااين .(7 ،6)نياز دارد  ROSتوسط 

 يها پروتکل توسط تيدانياكس يآنت ستميس نيا نيچنهم و (8)شوند  تر در طي مراحل نهايي تمايز كنار گذاشته مي  كه بيش

كه  (11 ،10)خود نيستند  غشايسنتز مجدد اجزاي  هاي اسپرم قادر به . درنتيجه، سلول(9) شود يم فيعضت يسازرهيذخ

 در .(13, 12)شود  كرد بعدي اسپرم مي اختلال عمل ماني و ندهكاهش ز (10)شناسي  آسيب ساختاري و ريخت منجر به

 جهينت نيا ها به كردند؛ آن ييگشا خيانجماد و  طيآزاد از مح يها کاليدر رابطه با حذف راد ياديتلاش ز نيمحقق رياخ يها سال

 ،يحركت يها فراسنجهسبب بهبود  توان ياسپرم م ييگشا خيانجماد و  طيمح  به ها تدانياكس يكه افزودن انواع آنت انددهيرس

تواند  اكسيدانتي وجود دارد كه مي نواع مختلفي از عوامل آنتيا. (14)شود  وارده بر اسپرم  يها بيو كاهش آس يبارور زانيم

، در هنگام وقايع اكسيداتيو براي بهبود كيفيت اسپرم مورد استفاده قرار گيرد، زيرا ROSبدون از بين بردن كامل 

پذيري اسپرم و  طور مثال در ظرفيت كرد اسپرم پستانداران به  هاي اكسيداتيو نقش مهمي در كنترل فيزيولوژيک عمل مکانيسم

 مواد بين تعادل ايجاد و اكسيداتيو ي زنجيرهايها واكنش مهار با ها تدانياكس يآنت. (15) جوشي اسپرم با تخمک دارند يا هم

 يها سميمکان داراي مني پلاسماي طبيعي حالت . درشوند يمموجب كاهش استرس اكسيداتيو  اكسيدانتي آنتي اكسيدانتي و

براي جلوگيري از تنش اكسيداتيو ناشي  است. اسپرم به وارده آسيبو محافظت عليه هر نوع ROS مهار  براي اكسيدانتي آنتي

ها استفاده شده  اكسيدانت آنتي اسپرم انواع داري نگه مختلف مراحل ويي گشاخي-انجماد فرآيند جريان در وارده يها استرساز 

. (18-16) شده است ادي تيدانياكس يآنت يها نيتاميعنوان و به C و A ،E يها نيتاميذشته از وگمطالعات  در. (15) است

 .(19) تواند نقش بسيار مهمي در تکامل و فيزيولوژي اسپرم داردي محلول در چربي است كه ميها نيتاميورتينول يکي از 

بهداشت  زمانسا .(20) شرح داده شد تيبار توسط موناگان و اشم نياول دهايو كاروتنوئ A نيتاميي ونتاكسيدا آنتي ليپتانس

. تاكنون (21) محافظت كنندفساد در برابر  دهايپيتوانند از ل مي مشتقات آناز  کيهر  A ويتامينگزارش داد كه  يجهان

گزارش  (19) همکارانمايا سوينا و گرفته است.  اسپرم انجام كننده قيرق  مطالعات محدودي در خصوص اضافه نمودن رتينول به

درجه  41، 5مدت سه ساعت ) داري اسپرم به در شرايط نگهكننده اسپرم اپيديدمي گاو  محيط رقيق كردند افزودن رتينول به

 تواند يمچنين رتينول در شرايط تنش اكسيداتيو  كاهش تنش گرمايي شد و همتحرک و ماني  گراد( سبب افزايش زنده سانتي

تخمک بلوغ  IVM. محققين ديگري نيز گزارش كردن استفاده از رتينول در محيط (19) م شدموجب تثبيت غشاي آكروزو

اي محافظت  فشار حرارت از بلوغ هسته هاي تحت  كه رتينول در تخمکچنين بيان كردند  بخشيد و هم ( را بهبود مي2متافاز)

اي باروري و صورت رتينول بر به A. ويتامين (22)در تنش دمايي نشان داده شده است -كند و اثرات حفاظتي آن مي
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هاي زاياي  اسيد، شروع و حفظ اسپرماتوژنز و تمايز سلول . رتينول و رتينوييک(23)اسپرماتوژنز طبيعي جنس نر نياز است 

 In و In vivoهاي زاياي موش صحرايي نر نابالغ را در محيط  چنين تمايز سلول  موش نابالغ را در سيستم كشت اندام و هم

vitro نيتاميو.  (25 ،24)كند  تقويت مي A اسپرم انسان، خرگوش  يها سلولدر  (26) ضهيكرد ب و عمل يعيساختار طب يبرا

 .(27)وجود دارد  يآكروزوم يغشادر  A نيتامياز كل و درصد 90اسپرم گاو  يها سلول. در (28 ،27)است  يو گاو نر ضرور

 هاي اسپرم طي سردسازي، انجماد و كننده مني بر فراسنجه در محيط رقيق Aتاكنون گزارشي دررابطه با تاثير افزودن ويتامين 

اكسيدانت بر بهبود  عنوان آنتي به Aهدف از انجام پژوهش حاضر برسي تاثير افزودن ويتامين  است.گشايي صورت نگرفته  يخ

 .است گراد و طي انجماد و يخ گشايي درجه سانتي 4هاي اسپرم قوچ در مرحله سردسازي تا دماي  كيفيت فراسنجه

 

 ها مواد و روش

 منجاا واقع در جاده باسمنج زيتبر دانشگاه يكشاورز دانشکده زرعهمايستگاه خلعت پوشان،  داري  واحد گوسفند مطالعه در نيا

 .گرفت

 طور و همين نامه شجره براساس) برتر يکيژنت يستگيساله( باشا 4 تا 2قوچ بالغ قزل ) چهاراز  يهاي من نمونهآوري مني:  جمع

ها  هر قوچ( دوبار در هفته از قوچ يانزال )پنج انزال برا 20مجموع در آوري شدند. جمع( مناسب اسپرم تيفيك يداراي ها قوچ

ها تا زمان  آوري، انزال پس از جمع بلافاصله آوري شد. ( جمعبهارتوليدمثل )غير ، در طول فصل يبا استفاده از واژن مصنوع

 75/0حجم صورت مطلوب بودن )ها در  نمونهشدند.  داده قرارگراد  درجه سانتي 37فلاسک حاوي آب در  شگاهيدر آزما يابيارز

بردن اثرات فردي  درصد و رنگ طبيعي و بدون آلودگي( براي ازبين 10 يعيرطبيغ يمورفولوژ ،درصد 80. تحرک تريل يليم

 باهم مخلوط شده و براي مراحل بعدي آزمايش آماده شدند.

 گلوكز ليتر، در گرم 14 اسيدسيتريک ليتر، در گرم 1/27 )تريس سيتر كننده رقيقاز  در پژوهش حاضرکننده:  تهيه رقيق

 1و  سروليگل درصد 7 زانيم واستفاده شد  (=2/7pHيو دارا لوگرميك بر اسمول يليم 320 ياسمز، فشار تريل در گرم 10

. و تمامي مواد شيميايي مورد استفاده در اين مطالعه از شركت شدكننده از سرما استفاده  محافظت عنوان به نيتيدرصد لس

 آلمان تهيه شده است.-سيگما

ميکرومول  20و  15، 10، 5كننده، سطوح  كردن رقيق بعد از آمادهافزودن تيمار، سردسازي تعادل دمایي و انجماد: 

ابتدا در اتانول  A (Product Number: 5.00849, Catalogue Number: 500849, CAS Number: 68-26-8)ويتامين 

كه اثر اتانول حذف شود در تيمار شاهد نيز  در رقيق كننده تريس اضافه شده و براي اين Aويتامين حل شدند و سپس 

هاي  لوله به 1:20نسبت  و سپس اسپرم به ، اتانول وجود داشت اضافه شد. Aويتامين همان مقدار كه در تيمارهاي داراي  به

 4دماي آن روي  قبلايخچال كه  و به قرارگرفتهد گرا درجه سانتي 37ها در داخل ظروف حاوي آب  و لوله آزمايشي اضافه شد

درجه  4ها به  و رسيدن دماي نمونه و تعادل يساعت سردسازپس از دو  بود، منتقل شدند. شده  ميتنظگراد  درجه سانتي

شناسي مورد  هاي ريخت ماني، سلامت غشا پلاسمايي و ناهنجاري هاي تحرک، زنده ي از نظر فراسنجهمن هاي ، نمونهگراد سانتي

 قهيدق 7 مدت به ها تويپا، شدند كشيده يتريل يليم 25/0 يها وتيدر پاها براي انجماد ابتدا  ارزيابي قرار گرفتند. سپس نمونه

ي در داخل تانک ابيزمان ارز تاو  شدهور  غوطه عيما تروژنين و بعد در قرارگرفته عيما تروژنياز سطح ن متر يسانت 4فاصله  در

شده و در داخل بن  خارجاز ازت مايع ازت  ها تويپا، ها يابيارزبراي  .(15) شدند داري نگه گراد( درجه سانتي -196) مايع ازت

ماني، سلامت غشا  هاي تحرک، زنده شايي شدند و سپس فراسنجهثانيه يخ گ 30 مدت بهگراد  درجه سانتي 37ماري با دماي 

 . (29)آلدهيد مايع مني اندازه گيري شد  دي شناسي و ميزان مالون هاي ريخت پلاسمايي، ناهنجاري
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لام قرار داده و بعد از پوشاندن با لامل،  يرو را ياز نمونه من تريکروليم 10 مقدار ييگشا خي از پس: تحرک اسپرمارزیابي 

 كاساافزار  نرم از بااستفاده و گذاشته کروسکوپيصفحه م يرو
 (CASA‚ Video Test Sperm 3.1 Russia)(جدول يک) 

 PM ،(كل تحرک)TM يها فراسنجه اسپرم، 200حداقل  شمارش و 20× يينما بزرگ با كنتراست فاز کروسکوپيم باكمک

 خط در اسپرم سرعت) VAP ،(يجانب حركت دامنه نيترشيب) ALH ،(ي)فركانس حركت جانب BCF ،(رونده شيپ تحرک)

 .(30) گرفتند قرار يابيرزا مورد( اسپرم رونده شيپ سرعت)VSL  ،(شده يط ريمس در اسپرم يواقع سرعت) VCL ،(ميمستق

 
 Video Test Sperm 3.1مدل  CASA: مشخصات تنظیمات سیستم 1جدول 

 تنظیمات پارامتر

 53 )هرتز( نرخ فریم

 30 فریم حاصل شده

 50 حداقل کنتراست

Threshold 89 

 2 اندازه سلول )پیكسل(

 VSL 12 حداقل

 VCL 40 حداقل

 VAP 20 حداقل

 20 بزرگنمایی میكروسكوپ

 37 دما

 

 10 منظـور  بـدين  .شـد  استفاده نيگروزين-ائوزين آميزي رنگ از زنده هاي اسپرم درصد تعيين براياسپرم:  ماني ارزیابي زنده

 20 بـا  و قرارگرفتـه  لام يک برروي گشايي(هرگروه تيماري را )طي سردسازي و پس از يخ از شده رقيق مني نمونه تريل کرويم

 پس و يافته گسترش لام برروي شده رنگ نمونهديگر  لام يک توسط شدند. سپس مخلوط نيگروزين-ائوزين رنگ از کرومولاريم

 بـا  (Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City, CA, USA)فاز كنتراسـت   ميکروسکوپ توسط شدن از خشک

)شـکل   شدند تعيين شده( مرده )رنگ  و نشده( زنده )رنگ يها اسپرم درصد اسپرم،حداقل  200شمارش  و 400× يينما بزرگ

1 )(31).   

 

 

 

 

 

 
 نيوزکرني نيتست ائوز لهيوس هب اسپرم يمان زنده :1شکل 

 

 15 ، بدين منظوراستفاده شدهانکوک غيرطبيعي از تست  مورفولوژي هاي با اسپرم ارزيابي براي: اسپرم مورفولوژي ارزیابي

 5/62درصد ) 37فرمالين  شامل كه هانکوک محلول ميکروليتر 150حاوي  يها وبيتکرويم  به را نمونه از هر ميکروليتر

 500تقطير ) دوبارليتر( و آب  ميلي 150فسفات ) بافر ليتر(، محلول ميلي 150سالين( ) محلول، محلول نمکي )ليتر( يليم

حداقل  شد. باشمارش پوشانده لامل و توسط يک گرفته قرار لام روي محلول اين از قطره يک سپس و شده  افزودهليتر(،  ميلي

 ,Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City) 400×نمايي  با بزرگ كنتراست فاز ميکروسکوپ اسپرم زير 200

CA, USA)  (32)ي محاسبه شد عيرطبيغبا مورفولوژي  هايي درصد اسپرم. 
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HOST)) هاست  آزمونبراي ارزيابي سلامت غشا اسپرم از  اسپرم: پلاسمایيغشا  سلامت
. براي اين منظور شداستفاده  

 1000گرم سيترات سديم،  9/4گرم فروكتوز،  9) محيط هايپواسموتيک هاست ميکروليتر 100 از مايع مني به ميکرو ليتر 10

 تر پايين اسمزي فشار با محيطي در اسپرم قوچقرارگرفتن  اسمول( اضافه شد. ميلي 100ليتر آب مقطر با اسمولاريته  ميلي

 يها اسپرم دم كه صورت بدين .شد ديده غشا آسيب با ييها اسپرماز  سالم غشا ي باها اسپرم تواند باعث تمايز مي )هايپواسمول(

 کرومولاريم 10آزمايش،  اين انجام منظور . به(33)آيد  درمي خورده پيچ شکل به و شده محيط متورم اين با مواجهه از پس سالم

 30 مدت به و شده مخلوط وبيتکرويم يک درون فوق هايپواسمول محلول از رومولارکيم 100با شده  ييگشا خي از نمونه اسپرم

 و قرارگرفته لام برروي يک فوق محلول از کرومولاريم 5سپس شدند.  انکوبهگراد  درجه سانتي 37بادماي  ماري بن در دقيقه

 فاز با ميکروسکوپ 400× نمايي بزرگ و اسپرم 200 شمارش با خورده پيچ و متورم دم با يها اسپرم درصد

 .(15) (2شد )شکل  تعيين  (Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City, CA, USA)كنتراست

 

 
 هاست  تستوسيله  پارچگي غشا اسپرم به بررسي يک :2شکل 

 

، بااستفاده از يمن عيهاي ما نمونهدر پراكسيداسيون ليپيد عنوان شاخص  ، بهدهيآلد يد غلظت مالون: دهيآلد دي مالون

 هر محلول از تريل يليم 1، ها نيپروتئ رسوب منظور به ابتدا منظور، بدين. (30) شد يريگاندازه کيتوريوباربيت ديواكنش اس

مخلوط  استريل لوله يک در كلرواستيک، يتر دياس تريل يليم 2با گراد  درجه سانتي 37يي در دماي گشا خبعد از ي گروه تيماري

 محلول از تريل يليم 1مقدار  آزمايش، انجام زمان طي در ليپيدي پراكسيداسيون وقوع از جلوگيري سپس جهت و شده

 .افزوده شد موردنظر محلول بهEDTA  تريل يليم 1 همراه به (اتانول در دو درصد BHTيا ) شده بوتيله هيدروكسي تولوئن

از محلول رويي را  تريل يليم 1 سانتريفيوژ، اتمام از پس .شدند يفيوژسانتر g×1200بادور  دقيقه 15 مدت به ها نمونه سپس

 95آب  دقيقه در 20 مدت به و كرده مخلوط فالکن يک در درصد 67/0اسيد تيوباربيتوريک  محلول از تريل يليم 1 برداشته و با

 توسط دستگاه نانومتر 532 موج طول در ها نمونه نور جذب ميزان ،ها نمونه شدن سرد از پس .گرفتند قرار گراد درجه سانتي

 .(30)ي شدند ريگ اندازه (T80 UV/VIS PG Instruments Ltd, UK)اسپکتروفتومتر 

 

 آماري آناليز

 آمده دست به يها دو مرحله انجام شد. داده يط تکرار 5 درهمراه گروه شاهد(  به تيدانياكس يسطح آنت 4) ماريت 5 با طرح نيا

 يها و داده يسردساز يط هانکوک ،HOSTمحلول  هب پاسخ ،يمان زنده رونده شيپ تحرک كل، تحرک درصد يپارامترها يبرا

 ديآلده يد غلظت مالون و هانکوک ،HOSTمحلول  به پاسخ ،يمان زنده اسپرم، يکيكنت يها فراسنجه رونده، شيتحرک كل و پ

 سهيمقا يبرا .گرفتند قرار زيآنال مورد يتصادف كاملا طرح قالب در SAS (9.3) افزار نرم GLMيرو لهيوس بعد از انجماد به

 :از است عبارت طرح نيا يآمار مدل. شد استفاده يتوك آزمون از مارهايت نيانگيم

Yij = μ+ Ti + eij 
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= Yij شاهده ij ام 
= μ جمعيت ميانگين 

= Ti اثر تيمارها 
=eij ناشناخته عوام اثر ij ام 

 

 نتایج

درجه  4كننده طي سردسازي مايع مني تا  در محيط رقيق A نيتاميو سطوح افزودن كه دهد ينشان م 2جدول  جينتا

در افزايش تحرک،  (p<05/0)داري  هاي مورد ارزيابي شد اما نتوانست تاثير معني گراد هرچند باعث بهبود فراسنجه سانتي

 .بگذاردهايي با مورفولوژي ناسالم  ي سلامت غشا و كاهش اسپرممان زنده

 (SEM±ميانگين) گراديسانت درجه 4 يدما در قزل قوچ اسپرم يمانزنده و يحركت يهابر فراسنجه A نيتاميسطوح مختلف و ريثات :2جدول 

P-value SEM 4 ماريت 3 ماريت  2 ماريت  1 ماريت   متغير كنترل 

17/0  81/0  63/79 a 00/80 a 81/79 a 10/79 a 71/78 a TM (%) 

10/0  09/0  40/58 a 20/60 a 00/59 a 40/58 a 20/58 a PR (%) 

81/0  81/0  83/85 a 20/86 a 98/79 a 21/87 a 82/86 a يمان زنده (%) 

81/0  17/0  60/77 a 80/79 a 80/77 a 80/76 a 20/76 a  غشا سلامت(%) 

09/0  85/0  61/5 a 99/4 a 05/5 a 86/5 a 88/5 a  ناسالم اسپرم(%) 

TM: يي كل،جنبا PM: رونده يشپيي جنبا

 گشايي يرات سودمندي در تحرک اسپرم قوچ بعد از انجماد و يخثات Aدهد كه افزودن ويتامين  ينشان م 3جدول شماره  يجنتا

در محيط انجماد سبب  Aميکرومول ويتامين  15افزودن سطوح  دادنشان  جدول دو دربر داشته است، براساس نتايج حاصل از

رونده  يکرو مول سبب افزايش تحرک پيشم 15و  10چنين سطوح  در تحرک كل شد و هم (p<05/0) يدار افزايش معني

ميکرومول توانست  15هاي كينتيکي اسپرم بعد از انجماد سطح  رابطه با فراسنجه . در(p<05/0) داري شد يمعنصورت  به

 .(p<05/0دهد )داري نسبت به گروه كنترل افزايش  يمعنطور  را به BCF و VAP ،VSLهاي  فراسنجه

 

 (SEM±يانگين)م قوچ قزل شده گشايي يخ-منجمد اسپرم حركتي هاي يژگيو  Aنيتاميافزودن سطوح مختلف و ريثات :3جدول 

P-Value SEM 4 ماريت 3 ماريت  2 ماريت  1 ماريت   متغير كنترل 

001/0  06/1  00/58 ab 40/61 a 00/58 ab 20/55 b 60/54 b TM (%) 

001/0>  69/0  80/29 bc 40/34 a 40/32 ab 20/29 c 00/27 c PR (%) 

011/0  18/1  14/62 b 76/67 a 88/62 ab 92/61 b 23/59 b VAP(μm/s) 

004/0  40/1  84/57 ab 65/62 a 45/58 ab 89/55 b 18/54 b VSL(μm/s) 

74/0  31/0  80/4 a 94/4 a 41/4 a 79/4 a 51/4 a ALH(μm) 

06/0  89/1  95/110 a 16/117 a 49/114 a 78/114 a 48/109 a VCL(μm/s) 

031/0  66/0  23/25 ab 37/27 a 21/25 ab 72/24 ab 20/24 b BCF(Hz) 

 (.p<05/0دار است ) يمعنگر تفاوت  يمارها در هر سطر بيانتبين  (a,b,cناهمسان )ها با حروف  يانگينم
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گشايي در  اسپرم پس از يخ ي و سلامت غشا پلاسماييمان زندهدر محيط انجمادي بر  Aاثرات افزودن سطوح مختلف ويتامين 

كننده  رقيق‏به Aميکرو مول از ويتامين  15و  10كه افزودن سطح  دهد مينشان داده شد است، نتايج حاصل نشان  4جدول 

چنين ‏ي نسبت به گروه شاهد افزايش بدهد، همدار يمعنطور  ماني و سلامت غشا پلاسمايي اسپرم را به توانست ميزان زنده

يي نسبت گشا خيي با ريخت شناسي ناسالم را بعد از انجماد و يها اسپرمتوانست ميزان  Aکرومول ويتامين مي 15افزودن سطح 

 (.p<05/0) بدهدي كاهش دار يمعنصورت  به گروه شاهد به

كه اضافه كردن سطح  دهد مينشان  4يي نتايج حاصل از جدول گشا خآلدهيد مايع مني پس از ي دي ميزان مالون دررابطه به 

 بدهدي كاهش دار يمعنصورت  آلدهيد را به دي ي ميزان غلظت مالوندار يمعنطور  توانست به Aميکرومولار ويتامين  15

(05/0p<). 

 
 و انجماد يط ديآلده يد مالون سطح و يعيرطبيغ يمورفولوژ زانيم ،ييپلاسما غشا يپارچگ کي ،يمان زنده صفات بر A نيتاميومختلف  سطوحافزودن  ريثات: 4 جدول

 (SEM±ميانگين) ييگشا  خي
P-Value SEM 4 ماريت 3 ماريت  2 ماريت  1 ماريت   ريمتغ كنترل 

002/0  34/1  45/70 abc 20/74 a 43/71 ab 71/67 bc 40/65 c يمان زنده (%) 

003/0  94/0  52/54   abc 94/56 a 20/55 ab 44/53 ab 90/52 b سلامت غشا (%) 

005/0  58/0  21/17 ab 93/14 b 05/16 ab 86/17 ab 05/18 a ناسالم  اسپرم(%) 

015/0  18/0  75/4 ab 37/4 b 63/4 ab 17/5 a 21/5 a ديآلده يد مالون ((nmol/ml) 

 (p<5/0است )داري  گر تفاوت معني بيان يمارها در هر سطرتبين  (a, b, cناهمسان )ها با حروف  يانگينم

 

 بحث

 با همراه اسپرم يبارور تيظرف كاهش باعث انجماد و يسردساز با يمن عيما كردن رهيذخ كه است شده گزارش ،يطوركل به

 يها سلول مرگ به منجر( ROS) ريپذ واكنش ژنياكس يها گونه تجمع خاطر هب جهيدرنت و شود يم اسپرم يمان زنده تحرک

 در ها آن ترشيب هرچه تيحساس باعثاسپرم پستانداران  يدر غشا راشباعيچرب غ دياس يبالا ريمقاد وجود  .شود يم اسپرم

 زانيم شي. افزاكند يو انجماد م يسازسرد ياسپرم ط به ييها بيآس شدن وارد باعث و كند يم آزاد يها کاليراد شيافزا برابر

ROS  ونيداسياكس تعادل عدم به منجر تيدانياكس يآنت دفاع ستميسهمراه با كاهش (Redox )تواند يم شود كه مي 

را  يبارور زانيم تيقرار بدهد و درنها ريثارا تحت ت يتوكندريمثل م يداخل يها و اندامک يديپيل يغشا ،تحرک ،يمان  زنده

 ها تدانياكس يدر طول انجماد اسپرم از آنت يکيولوژيزيازحد ف شيب ROSغلظت  شيمقابله با مضرات افزا يكاهش بدهد. برا

 ها تدانياكس يآنت دهد يوجود دارد كه نشان م ياديشواهد ز. (34) شود يمختلف استفاده م يها در گونه يا صورت گسترده به

 .(35) دهد يم كاهشمختلف  يها گونه درانجماد اسپرم  يرا در ط داريپا ويداتياسترس اكس يمنف ريثات توانند يم

 و انجماد اسپرم قوچ توانست يسردساز طيمح به تدانياكس يعنوان آنت به A نيتاميودر مطالعه حاضر باافزودن سطوح بهينه  

 نيشيپ مطالعاتسو با  هم جينتا نيدهد كه ا شيافزا يريگ طور چشم هاسپرم را ب ييپلاسما يو سلامت غشا يمان زنده زانيم

هنگام  كننده اسپرم گاو محيط رقيق مول رتينول به ميلي 6بيان كردن كه افزودن  Maya-Soriano, Taberner (22)است 

 ييپلاسما يغشا ،يمان زنده شيافزا سبب( گراد يدرجه سانت 5/41و  21، 4) متفاوت مدت سه ساعت در دماهاي داري به نگه

 تيآن را خاص لينرمال شد كه دلريغ ياكروزوم با غشا ييها سبب كاهش اسپرم نيچن هم دشنسبت به گروه شاهد  ييها اسپرم

گزارش دادند كه افزودن ليکوپن  Tvrda, Mackovich (36) طورنيهم ،دانستند نوليدر رت ROS يجاروب كنندگ

 زانيم يمقدار قابل توجه به ييگشا خيانجماد و  ياسپرم گاو ط يانجماد طيمح هب Aپيش سازي از ويتامين  عنوان به
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نرمال نسبت به گروه  يآكروزوم يبا غشا ييها اسپرم شيرا كاهش داد و باعث افزا DNA يها بيو آس ديپيل ونيداسيپراكس

 ونيداسيي دربرابر پراكستاكسيدان مهم دفاع آنتي يعنوان اجزا به A نيتاميو يسازها شياز پ يبرخ. (>001/0p) ديشاهد گرد

 هاي گونه. (38) كند يمحافظت م ديپيل ونيداسيابر پراكسو از غشا پلاسما در بر ،(37) اند شده زنده شناخته يها در سلول ديپيل

 شده و اسپرم آكسونم بيآس و ATP زانيم كاهش ،يتوكندريم غشا در اختلال سبب ها يچرب ونيداسيپراكس و ژنياكس فعال

كرد غشا  سبب اختلال در عمل ATPچنين كاهش  و هم  (39) شد خواهد اسپرم رونده شيپ حركت كاهش باعث تيدرنها

 .(40) شود يم

حاصل  جيتحرک شد كه نتا يها در فراسنجه يدار يمعن شيافزا باعث A نيتاميونتايج اين پژوهش حاكي از اين است كه  

سبب افزايش  كننده اسپرم گاو محيط رقيق مول رتينول به ميلي 6كه افزودن  كردندمحققين بيان سو با مطالعات  هم

داري  ساعت نگه 3طي  VSL شيباعث افزا نيچن گروه شاهد و هم نسبت به يدار مختلف نگه يدر دماها BCFهاي  فراسنجه

 زين نيشيپ نيمحقق نيچنهمو  (22) گراد شد درجه سانتي 5/41در دماي  VCLگراد و  درجه سانتي 22و  5/41در دماي 

 گريد طورنيهم و (41)و تحرک اسپرم وجود دارد  يمن يدر پلاسما نوليرت يمحتوا نيب يمثبت يبستگ گزارش دادند هم

صورت  كننده اسپرم گاو به قيرق طيمح ( بهنوليساز رت شي)پ کوپنيل مول يليم 5/1گزارش كردند كه افزودن  نيمحقق

اسپرم بعد از  يتوكندريم تيفعال طورنيشد و هم ييگشا خيتحرک پس انجماد و  يها فراسنجه شيسبب افزا يدار يمعن

 دشمنجمد شده  يدر نمونه من يديتول ROS زانيباعث كاهش م واز گروه شاهد بود  يدر سطح بالاتر ييگشا خيانجماد و 

(36). 

، يتوكندريم يغشا لياختلال در رفتار حركت اسپرم و پتانس همراه است، كه منجر به axonemal راتييتغ انجماد اسپرم با 

.  گزارش شده است كه ارتباطات مهمي (42) شود يم يکيمورفولوژ راتييتغ شي، واكنش آكروزوم زودرس و افزاATP هيتخل

كردن كه  انيب زين گريد نيمحقق (43)بين تحرک اسپرم، پايداري ساختارهاي غشايي و متابوليسم ميتوكندري وجود دارد 

اثرات مخرب معمول انجماد بر تحرک اسپرم،  اسپرم قوچ توانست از كننده قيدر رق A نيتاميو ساز شيپ عنوان به کوپنيل

 نيتاميكه افزودن و دهد يمطالعه حاضر نشان م جينتا. (42) كند يم يريسلول جلوگ يآكروزوم و بقا يپارچگکي، يمورفولوژ

A نيمحقق جينتا سو با كه هم دشناسالم  يشناس ختيسبب كاهش اسپرم با ر و انجماد يآور عمل يط كننده قيرق طيمح به 

با  ياست در پلاسما A نيتاميو يها ساز شيپ از ي کكه ي نوليرت يمحتوا نيب يمثبت يبستگ مهكردند كه  انيبود كه ب نيشيپ

اسپرم قوچ و  يانيم يها يناهنجاربالاتر بودن  منجر به A نيتامياز و يتر نييسطح پا راينرمال بودن اسپرم وجود دارد، ز

كردند كه  انيب زين نيشيپ نيمحقق طورنيهم. (44) شود يمسبب اختلال در تحرک  شدت بهكه  شود يمدم  يخوردگ چيپ

محمد پور در  و يني. عدارد نقش ويداتياكس استرس رفع و آزاد يهاکاليراد يساز ثيخن درانت دياكس آنتيعنوان  هب A نيتاميو

اسپرم  يفيك يها طور باعث بهبود فراسنجه نيدر اسپرماتوژنژ داشته و هم يدياثر مف A نيتاميومطالعه خود گزارش دادند كه 

توانست  ييگشا خيانجماد و  يكننده ط قيرق طيدر مح A نيتامياست كه افزودن و رحاض ژوهشپ جيسو با نتا موش شد كه هم

     افزودن از بااستفاده يمختلف مطالعات. (45) شود تحرک فراسنجه شيرا كاهش بدهد و باعث افزا يانجماد يها بيآس

 ،34 ،15) شده است  انجام يديپيل ونيداسيپراكس يكاهش اثرات منف يبرا يمن كننده قيمختلف در رق يهاتدانياكسيآنت

46).  

 بيتخر باعث توانديم ،يديپيل ونيداسيپراكس يينها محصول عنوان هب ديآلده يد مالون كه است داده نشان قاتيتحق

 بر دازيپراكس ونيگلوتات تعادل ها،تدانياكس يآنت بر هاتدانيپراكس تسلط طيشرا تحت. (47)د ش هانيپروتئ و هادراتيكربوه

 تيدانياكس يآنت  نيتاميو افزودن كه دادند گزارش نيمحقق كه. شوديم مختل ويداتياكس استرس شاخص عنوان به ون،يگلوتات
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E  وC ت مو سلا يمان ندهز ،يتحرك يها سبب بهبود فراسنجه تايشد كه نها ونيو گلوتات دازيپراكس ونيگلوتات نيباعث تعادل ب

 طحيم به A نيتاميپژوهش بود كه افزودن و نيا جيسو با نتا شد كه هم DNA يپارچگ يکفظ حو  ييپلاسما يغشا

 .شد تحرک و يمان زنده شيجه سبب افزايرا كاهش بدهد و در نت ديپيل ونيداسيكساكننده توانست پر قيرق

در اسپرم شود و از تنش  ويداتيباعث تعادل اكس يرا دارد كه تاحدود نيا ييتوانا A نيتاميو كهما نشان داد  يهايبررس 

از  يريجلوگ ييتوانا A نيتاميو طورنيو هم دكن يري( جلوگييگشا خيانجماد و  ،ي)سردساز ييدر نوسانات دما ويداتياكس

 يسطوح بالا يحاو قوچ اسپرم يغشا يشاهد دارد. ساختارها گروه با سهياسپرم را در مقا يدهايپيل  به ويداتيپراكس بيآس

انجماد حساس  نديبه فرآ يا العاده طور فوق به DNAو  ليدريسولف يحاو يها نيچرب اشباع نشده چندگانه، پروتئ يدهاياس

كرد مهم  عمل  .(36) دهند ياسپرم قوچ كاهش م زيشده پس از فر اياح شده به دياكس GSHنسبت  ئدها،يكاروتنو ،هستند

، کينوئيرت دياس يها رندهيگ به دينوئيها، اتصال رت سلول دراست.  يتعادل ردوكس سلول قيدق ميتنظ ييتوانا دهاينوئيرت گريد

 ميآنز كه (49) كند يم ميترانسفراز را تنظ S ونيو گلوتات (48) سموتازيد دي، ازجمله سوپراكستدانياكس يآنت يها ژن يسيرونو

 ونيكننده آن پاک سموتازيد ديسوپراكس ميآنز. (50) كند يم فايا يسلول يدر دفاع داخل ينقش بارز سموتازيد ديسوپراكس

از  دازيپراكس ونيگلوتات ميآنزهستند.  ROS رهيزنج ليدر تشک باتيترك نيهستند كه اول دروژنيه ديو پراكس ديسوپراكس

دارد و سبب محافظت از سلول در  ها ونيداسيدر جاروب كردن پراكس ياست كه نقش مهم يدازيپراكس تيبا فعال ييها ميآنز

ها را  و آنكرده  ايرا دوباره اح شده دياكس Cو  E يها نيتاميو تواند يم ونيگلوتات نيچن هم شود، يم ويداتيبرابر تنش اكس

باشد و  يسلول تيدانياكس يآنت ستميس يياز توانا شيب تواند يم ROS ديتول زاني. مبرگرداند تيدانياكس يآنت هيساختار اول به

چرب اشباع  دياس يمحتوا ونيداسيباعث پراكس تواند يم ROSازحد  شي، مقدار بقتيبرساند. درحق بيها آس سلول به جهيدرنت

 لقب مطالعات. (51) شود يم ييپلاسماغشا  تياليرفتن س نيتحرک و ازب يجيكاهش تدر نشده غشا اسپرم شود، منجر به

 يبرا ياصل يها تدانياكس يعنوان آنت )آسکوربات( به Cتوكوفرول( و -a) E( ، نولي)رت A يها نيتاميگزارش شده است كه و

( نشان 53همکاران ) وياچيس . (52) كنند يعمل م ويداتياز استرس اكس يناش ويدژنرات يندهايو فرآ ها يماريمحافظت دربرابر ب

 نيو انجام ا دهد يم شياسترها را در غشا سلول مغز و قلب افزا نليو رت نوليرت يها ها غلظت موش به A نيتاميو زيداد كه تجو

 .همراه است ويداتيدربرابر استرس اكس ييغشا يدهايپيمقاومت ل شيكار با افزا

  

 گیرینتیجه

 4كننده اسپرم قوچ طي سردسازي و تعادل دمايي در  رقيق به A نيتاميوكه افزودن سطوح مختلف  دادپژوهش حاضر نشان 

 15هاي مورد ارزيابي داشته باشد، از طرفي افزودن سطح  داري در بهبود فراسنجه گراد نتوانست تاثير معني درجه سانتي

ماني،  گشايي توانست باعث افزايش ميزان تحرک، زنده كننده اسپرم قوچ طي انجماد و يخ محيط رقيق به Aميکرومول ويتامين 

  .شودداري  طور معني شناسي ناسالم به هايي با ريخت آلدهيد و اسپرم دي كاهش ميزان مالون چنين سلامت غشا پلاسمايي هم
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Abstract 

Aim: This study aimed to investigate the protective effects of different levels of vitamin A on ram 

sperm diluent during storage until equilibrium and before cryopreservation at 4 °C and freeze-

thawing.  

Material and Methods: In this study, 4 Ghezel rams were used for semen collection by the artificial 

vagina. After the initial evaluation, the samples with normal properties were pooled and after the 

dilution process, 0, 5, 15, and 20 µmol vitamin A were added to the samples and frozen after 2 hours 

of cooling. Parameters of motility, viability, plasma membrane integrity, and sperm morphology were 

evaluated in two steps (before and after cryopreservation) as well as malondialdehyde levels after 

freeze-thawing. 

Results: The results showed that the addition of different levels of vitamin A to the extender during 

cooling at 4 °C had no significant effect on the evaluated parameters (P <0.05). The results after 

freezing showed that a level of 15 µmol of vitamin A increased the total motility, progressive motility 

(PM), VAP, and VSL (P <0.05). Plasma membrane integrity and viability increased significantly at 

the level of 15 µmol and also adding 15 µmol levels to the freezing medium decreased the amount of 

sperm with abnormal morphology and the amount of malondialdehyde compared to the control group 

(P <0.05). 

Conclusion: According to the results of adding different levels of vitamin A, the level of 15 µmol has 

the best performance in improving the evaluated parameters and reduces oxidative stress during 

cryopreservation and thawing. 
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