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 چکيده

کننده منی  لیتر( در رقیق گرم بر میلی میلی 6و  5/4، 3، 5/1)صفر،  Cهدف اين پژوهش، مقايسه اثر افزودن سطوح مختلف ويتامین  :هدف

 بود.   گشايی يخ-های کیفی اسپرم بز نجدی پس از انجماد بر شاخص

آوری  ای دوبار جمع کیلوگرم، هفته 50±5نر با متوسط وزن  راس بز 4های منی توسط دستگاه الکتروجاکولیتور از  نمونه ها: مواد و روش

های زنده و  (، درصد اسپرمCASAای اسپرم ) گشايی ازنظر تحرک باکمک سامانه آنالیز رايانه    يخ-های اسپرم بعد از انجماد شد. نمونه

 ی شدند.گیر گشايی اندازه يخ-نیز بعد از انجماد یتاکسیدان آنتیناهنجار، سلامت غشا و ظرفیت 

در مقايسه با گروه  Cگرم ويتامین  میلی 5/4و  3ی اسپرم بز حاوی سطوح  کنندهنتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد که رقیق ج:نتاي

گرم  میلی 3اسپرم سطح  ی(. در سلامت غشاp<05/0های زنده شد ) رونده و درصد اسپرم شاهد موجب بهبود تحرک کل، تحرک پیش

 Cگرم ويتامین  میلی 6و  5/4(؛ اما با سطوح p<05/0داشت ) Cگرم ويتامین  میلی 5/1داری با شاهد و سطح  تفاوت معنی Cويتامین 

(. ظرفیت p>05/0قرار نگرفت ) Cهای ناهنجار تحت تاثیر سطوح مختلف ويتامین  داری نداشت. درصد اسپرم اختلاف معنی

  داری نسبت به خود اختصاص داد و تفاوت معنی ترين مقدار را به ، بیشCرم ويتامین گ میلی 6و  5/4ی اسپرم در سطوح تاکسیدان آنتی

 (. p<05/0شاهد داشتند )

کننده تريس بعد از انجماد اسپرم بز نجدی  رقیق  به Cگرم ويتامین  میلی 5/4و  3مطابق با نتايج اين پژوهش افزودن سطوح  گيری: نتيجه

 شود. اسپرم می ی تاکسیدان آنتیو ظرفیت های کیفی  باعث بهبود فراسنجه

 Cکننده تريس، ويتامین گشايی، بز نجدی، رقیق يخ-اسپرم، انجماد كليدی:گان ژوا
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 مقدمه

وجـود آورده و راهـی بـرای حفـ       داری منی و حفاظت انجماد سـلول اسـپرم بـه    انجماد منی پستاندارن، تحولی اساسی در نگه

زيسـتی   پـروری و حفـ  تنـو     پروری و آبزی ها در بخش دام گونه DNAحف   تواند به باشد که می پروتوپلاسم سلول جنسی می

های تولیدمثلی، در بهبود نژادها و حفاظـت   ديگر فناوری توانند همراه با های ذخیره اسپرم می کاربرد زيادی داشته باشد و بانک

 بـرای  در تولیـدمثل  اسپرم انجمادی حف  دانش های وحشی و بومی درحال انقراض، نقش مهمی داشته باشند. درواقع از گونه

 هـای  گونه حف  مکانی، و زمانی درنظرگرفتن محدوديت بدون ها، گله در برتر های ژن و توزيع برتر های ژن با نر جنس انتخاب

 گامـت  بـا  هـا  آن تـاثیرات متقابـل   و اسـپرم  فعالیـت  روی مطالعات و ها های ژنتیکی، کنترل بیماری انقراض، حف  بانک درحال

 (.  1کرد ) ادهاستف توان می

مـانی اسـپرم بعـد از     کـردی در غشـای اسـپرم، میـزان زنـده      اعمال تغییرات فراساختاری، بیوشیمیايی و عمـل  انجماد اسپرم با

گشايی(  سازی، تعادل و سردسازی، انجماد و يخ (. ارزيابی هريک از مراحل انجماد )رقیق2دهد ) گشايی را تحت تاثیر قرار می يخ

(. 4،  3اسـپرم آسـیب رسـانده و تحـرک و بـاروری را کـاهش دهنـد )        کرد طبیعـی  ساختار غشای پلاسمايی و عمل تواند به می

دهـی   اسپرم درحین انجماد شامل ايجاد بلورهای يخی، استرس اکسیداتیو، تغییرات اسـمزی و سـازمان   های وارد شده به آسیب

گشايی برای  يخ-انجماد ترين عوارض ناشی از فرايند (. تنش اکسیداتیو از مهم6، 5پروتئین در غشای سلولی است )-مجدد لیپید

يـخ گشـايی   -مايع منی در جلوگیری از پراکسیداسیون لیپیدها طـی فراينـد انجمـاد    یتاکسیدان آنتیاسپرم است. غلظت عوامل 

(. اضـافه کـردن   7) يابـد  قابـل تـوجهی مـی    منـی کـاهش   کـردن  رقیـق  و آوری عمـل  هنگـام  رسـد، زيـرا در   نظر مـی  ناکافی به

های اسپرم و جلـوگیری از تشـکیل پراکسیداسـیون اکسـیژن در زمـان       ی محافظت از غشای سلولهای لازم برا تاکسیدان آنتی

های فعال اکسیژن و پراکسیداسیون لیپیـدی را کـاهش داده و سـبب     انجماد اسپرم لازم و ضروری است اثرات زيان بار راديکال

تــرين  (. مهــم10، 9، 8ايی شــود )گشــپــاریگی غشــا پــس از يــخ هــای کیفــی منــی از قبیــل تحــرک و يــک بهبــود فراســنجه

يک ويتـامین محلـول در آب    C(. ويتامین 13، 12، 11باشند ) می Eو  Cهای  های موجود در مايع منی ويتامین تاکسیدان آنتی

اکسـیدانت   آنتـی  صورت پـیش  های پايین به دارد، اين ويتامین در غلظت ی تاکسیدان آنتیهای بهینه خاصیت  است که در غلظت

توانـد بـا اکسـیژن واکـنش داده و باعـث تولیـد        هـای کـه مـی    شـکل  تبديل فلـزات سـه ظرفیتـی بـه     نند، و منجر بهک عمل می

عنـوان   ینین به آنزيم مورد نیاز است و هم 8عنوان کوفاکتور برای حداقل  به Cشود. ويتامین  های پراکسیداسیون می آغازکننده

در  یتاکسـیدان  آنتیعنوان اولین خط دفاعی  (. اين ويتامین به14دهد ) می های آزاد واکنش نشان با راديکال تکسیدانا يک آنتی

درصـد از   65(. در حـدود  15شود ) ها می منی مطرح بوده و موجب مهار روند اکسیداسیون لیپوپروتئین مايع  خون و پلاسمايی 

اين ويتامین است زيرا غلظت آن در پلاسمايی مايع منی حدود  منی افراد بارور مربوط به مايع  پلاسمای  یتاکسیدان آنتیظرفیت 

های پراکسیل جلـوگیری   های آزاد از فعالیت راديکال با جذب راديکال C(. ويتامین 16تر از پلاسمای خون است ) برابر بیش 10

(. هـدف پـژوهش حاضـر بررسـی اثـرات      12، 16، 11آورد ) عمـل مـی   عت بهاسپرم ممان DNAکار از آسیب به   اين کند، و با می

گشايی و تاثیر آن بـر پارامترهـای کیفـی     يخ-داری اسپرم بعد از انجماد در فرايند نگه Cسطوح مختلف ويتامین ی تاکسیدان آنتی

 باشد. مربوط به اسپرم بز نجدی می

 

 ها مواد و روش

اه دامپروری دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان واقع در شـهر ملاثـانی   پژوهش حاضر در ايستگ محل انجام پژوهش:

 31دقیقه و عرض جغرافیـايی   52درجه و  48کیلومتری شمال شرقی اهواز انجام شد، اين مکان دارای طول جغرافیايی  36در 
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ونی، در نزديکـی جايگـاه بزهـای مـاده     باشد. بزها مورد مطالعه در يک جايگاه مسقف نیمه باز با کـف بت ـ  دقیقه، می 36درجه و 

 ها قرار داشت. شدند. جايگاه دارای آخور و آبشخور دسته جمعی بوده، آب و خوراک در حد اشتها در اختیار دام داری می نگه

کیلـوگرم اسـتفاده شـد. بزهـای      50±5ساله نجدی با متوسط وزن  3تا  2راس بز  4در اين آزمايش، از  ی اجرای طرح: شيوه

آوری  های منـی جمـع   وسیله دستگاه الکترواجاکولیتور عادت داده شد و از اين طريق نمونه گیری به هفته برای اسپرم مدت دو به

 ارزيـابی  غلظـت، جنبـايی و مرفولـوژی    منی، حجم ازنظر هرنمونه آزمايشگاه،  های منی بلافاصله پس از انتقال به شد. نمونه می

اسـپرم در   5/2×109طـور متوسـط    لیتـر، میـزان غلظـت بـه     میلی 75/0-2ارای میانگین حجم که د های نمونه فقط و شد اولیه

برای  .شدند استفاده آزمايش برای داشتند، درصد 10از  تر کم غیرطبیعی اسپرم تعداد درصد و 75از  تر جنبايی بیش لیتر، میلی

آوری شده مخلـوط شـدند. سـپس از رقیـق کننـده       عهای جم های فردی منی ها و پراکنش جلوگیری از اثرات متقابل بین نمونه

قسـمت تقسـیم و    5اضافه شده )يک قسمت نمونه مايع منی و هفت قسمت محلول رقیـق کننـده( و بعـد بـه      7به  1نسبت  به

اسید تهیه شده از شـرکت سـیگما( افـزوده شـد. تیمارهـا شـامل        صورت پودر آسکوربیک )به Cها سطوح مختلف ويتامین  آن به

 باشد.   لیتر( می گرم در میلی میلی 6، 5/4، 3، 5/1)صفر،  Cسطوح مختلف ويتامین 

مـواد  و بـه مرکـز تولیـد    گـراد قـرار داده شـد،     درجه سانتی 37ها در يک يونولیت آب گرم  جهت انجماد نمونه انجماد اسپرم:

و کار انجماد اسپرم در ژنتیکی دام و طیور خوزستان در ايستگاه درآويزه وابسته به جهاد سازندگی استان خوزستان منتقل شد، 

بندی شـد و   متری بسته میلی 5/0های آزمايشی در پايوت  ، نمونهpHگیری  گرفت. بعد از ارزيابی اولیه و اندازه آن جا صورت می

متـری از   سـانتی  4هـا در فاصـله    گراد انتقال داده شد. پس از طی دوره تعادل، پايوت درجه سانتی 5 يخچال ساعت به 2مدت  به

تانک ازت   داری به ور و برای نگه دقیقه در معرض بخار ازت مايع منجمد و سپس در ازت مايع غوطه 15مدت  سطح ازت مايع به

 منتقل شدند.

ثانیه داخـل   30مدت  ها را به های حاوی منی از ازت، پايوت ارج کردن پايوتگشايی منی، پس از خ برای يخ گشايی اسپرم: يخ

هـای   های منی تحت ارزيـابی فراسـنجه   های میکروتیوپ تخلیه شدند. نمونه داخل لوله ها به آب قرار داده و سپس محتوی پايوت

منظور افـزايش   ها قرار گرفته شد. به رمهای مرفولوژيکی اسپ مانی، سلامت غشا، ناهنجاری کیفی اسپرم شامل درصد تحرک، زنده

ها که برای انجام آزمـايش ظرفیـت    تکرار انجام شد. قسمتی از نمونه 4بار با فواصل زمانی ثابت و با  3در دقت کار، اين آزمايش 

میـزان تـوان   گیری  تام کنار گذاشته شده بود جهت جدا شدن پلاسمايی منی سانتريفوژ شدند و تا زمان اندازه ی تاکسیدان آنتی

 4تیمـار و   5داری شد. اين آزمايش در قالب طـرح کـاملا تصـادفی بـا      گراد نگه درجه سانتی -20تام در دمای  ی تاکسیدان آنتی

 تکرار صورت گرفت.

 ها ها و رقيق كننده سازی محلول آماده

اسید تهیه شـده از شـرکت سـیگما(، تـريس، فروکتـوز،       صورت پودر آسکوربیک )به Cويتامین  مواد شيميايی مورد استفاده:

 اسید )منوهیدرات(، ائوزين و نیگروزين از شرکت مرک و روغن ايمرسیون تهیه شد.  سیتريک

شامل: کننده پايه در اين پژوهش مورد استفاده قرار گرفت  عنوان رقیق کننده به اين رقیق مرغ: زرده تخم-كننده تريس رقيق

 5درصـد، گلیسـرول    15مـر    )گرم/لیتـر(، زرده تخـم   6/12)گرم/لیتر(، فروکتوز  4/16اسید  )گرم/لیتر(، سیتريک 7/30تريس 

گـرم   میلـی  64/1گـرم تـريس،    میلـی  07/3لیتـر(،   میلـی  100)گرم/لیتر(. بـرای تهیـه بـافر تـريس )     6/0درصد و جنتامايسین 

آن بـه   pHمتر آب مقطر اضافه کرده و پس از مخلوط شدن  میلی 80فروکتوز را به گرم  میلی 26/1اسیدمنوهیدرات و  سیتريک

مر   کننده اضافه شد. برای اضافه کردن زرده تخم رقیق درصد )حجم/حجم( به 15میزان  مر  به رسانده شد و سپس زرده تخم 7

ضدعفونی و خشک شـده. پـس از شکسـتن     وسیله دستمال کاغذی آغشته به الکل پاک، مر  با آب شسته و به ابتدا پوسته تخم
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هـا   مر  با تا کردن و فشار دادن کاغذ صافی در ظرف اسـتريل ريختـه شـد. سـپس زرده     مر  و جداکردن سفیده، زرده تخم تخم

 شود. آن اضافه می رول بهیسخر گلآهم زده شد تا مخلوط شوند و در  ای استريل خوب به زن شیشه کمک هم به

استفاده از دسـتگاه الکترواجـاکولاتور    دهی با اسپرم مدت دوهفته به و  عملیات آزمايشی طرح، بزها بهپیش از شر گيری: اسپرم

عادت داده شدند. دراين روش ابتدا بزهای مقیده شده را خوابانده و پس از تمیز نمودن محیط اطراف بیضه و آلت تناسلی و نیز 

پارافین آغشته نموده و   گیری فراهم شد. سپس الکترود دستگاه را به ی غلاف، شرايط لازم جهت اسپرم ییدن موهای پوشاننده

ی جنسـی   متر وارد رکتوم نموده تا مرکز انزال و غدد ضمیمه سانتی 20تا  15پس از خارج نمودن مدفو  حیوان، آن را تا عمق 

تـدريج افـزايش    ولت( آغاز شـد و بـه   2کم ) قرار دارند، تحريک نمايد. تحريک با ولتاژ L4و  L2 ،L3های  را که در امتداد مهره

ثانیه استراحت، ولتاژ اعمال شده و  10-20شد و پس از  صفر برگردانده می  ولتاژ به ،از هربار افزايش ولت( يافت. پس 8)حداکثر 

 .شدمیآوری  دما، جمع های مدرج بزرگ هم شد و منی انزال شده در فالکون ، انزال انجام می8ولتاژ   رسیدن به از  پس

هـای فاقـد    رونده کنـد، درصـد اسـپرم    رونده سريع، تحرک پیش برای بررسی درصد تحرک پیش ها: رونده اسپرم تحرك پيش

های حرکتی ازجمله سرعت حرکت در مسیر خطی و منحنی، زاويه حرکت و غیره، يک قطره اسپرم زير  حرکت و ساير مشخصه

ــه  ــوری متصــل ب ــکوپ ن ــه  میکرس ــانتیتور و برنام ــاه CASAم ــه   مش ــن مطالع ــتفاده در اي ــورد اس ــتگاه م ــدل دس ــد. م د ش

HFTCASA:6.50(Computer Aided Semen Analysis) .بود 

نیگروزين )ساخت شرکت -های منی توسط ائوزين آمیزی نمونه منظور از روش رنگ  اين  برای های زنده و مرده: درصد اسپرم

گراد قـرار داده و پـس از افـزودن     درجه سانتی 37روی لام گرم مرک آلمان( استفاده شد. يک قطره نمونه منی رقیق شده را بر

 زا سپ ـ .دش ـ هی ـهت شرتسگ ،نآ زا هجرد دارگ‮درجه سانتی 40تا  30آن، توسط لام تمیز ديگری با زوايه  مخلوط رنگ آماده به

 پوکس ـورکیم طسوت اه ملا ،شرتسگ ندش کشخ زا سپ و دوش کشخ ات هداد رارق مرگ هحفص کي یور ار ملا ،شرتسگ هیهت

 ـر هدرم ـ یاه مرپسا .تفرگ رارق یبايزرا دروم نویسرميا نغور زا هدافتسا اب و ×0001 یيامن گرزب اب یرون  ـا گن  بذج ـ ار نيزوئ

 دادع ـت لقادح .دندنام یقاب گنر یب و هتفرگن دوخ هب ار نيزوئا گنر ،هدنز یاه مرپسا هک یلاحرد ؛دندش هديد گنر یتروص و هدرک

 ‮.دش دروآرب هدرم و هدنز یاه مرپسا دصرد و هتفرگ رارق یبايزرا دروم فلتخم یپوکسورکیم یاه نادیم رد مرپسا 002

های آمـاده شـده بـرای ارزيـابی      ها، از نمونه برای ارزيابی مورفولوژيکی اسپرم ها: های مورفولوژيکی اسپرم درصد ناهنجاری

مورد ارزيـابی  × 1000نمايی  های میکروسکوپی با بزرگ ر میداناسپرم د 200های زنده و مرده استفاده شد. حداقل تعداد  اسپرم

 های مشاهده شده برحسب درصد بیان شد. های اسپرم قرار گرفته و سپس ناهنجاری

 100میکرولیتـر محلـول هیپواسـموتیک دارای فشـار اسـمزی       100گشايی با  میکرولیتر از اسپرم يخ 10مقدار  سلامت غشا:

دقیقه در دمای اتـا    30گرم/لیتر( بود مخلوط شد، سپس  9/4گرم/لیتر( و سیترات سديم ) 9وز )اسمولار که حاوی فرکت میلی

قطره از نمونه انکوبه شده با استفاده از میکروسکوپ نوری بررسی شـد،   3انکوبه شد. پس از گذشت اين زمان و با تهیه حداقل 

های دارای  مورد ارزيابی قرار گرفت و سپس درصد اسپرم 400نمايی  اسپرم در میدان میکروسکوپی با بزرگ 200حداقل تعداد 

 پاریه محاسبه شد. غشا يک

مـاری در   های منـی در حمـام بـن    ی تام، ابتدا نمونهتاکسیدانبرای ارزيابی ظرفیت آنتیی: تاكسيدانارزيابی ظرفيت تام آنتی

هـا در   پلاسمای منی در هرزمان، بلافاصله نمونهآوری، جهت جداسازی  داری شدند، بعد از جمع گراد نگه درجه سانتی 37دمای 

 ها قرار داده و جهت دقیقه سانتريفیوژ شدند. سپس محلول رويی را از رسوب جدا کرده و در میکروتیوپ 10مدت  به 3000دور 

داری و بـه   گـراد نگـه   درجـه سـانتی   -20های حاوی نمونه پلاسما در دمای  ی تام، میکروتیوپاکسیدان گیری ظرفیت آنتی اندازه

 FRAP: Ferric Reducingروش ) ی تام مايع سـمینال بـه  تاکسیدان منتقل شدند. فعالیت آنتیآزمايشگاه شهید یمران اهواز 
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Ability of Plasmaهای مايع منـی در احیـا يـون فريـک       اکسیدانتگیری شد. اساس اين روش برمبنايی توانايی آنتی ( اندازه

 Strainو  Benzieاستفاده از متـد   با FRAPباشد. آزمايش  های تام می اکسیدانت فعالیت آنتیيون فرو است که نشان دهنده  به

صورت میکرومولار يون فريک در هر لیتر مـايع منـی    گیری و نتايج به (، اندازهTCAقدرت آنتی اکسیدانت مايع سمینال ) (17)

لیتـر از مـاده    میلـی  1لیتـر بـافر اسـتات بـا      میلی 10قرار زير تهیه شد: میزان  به FRAPهمین منظور ابتدا محلول  بیان شد. به

 1مـول در لیتـر( مخلـوط شـد، سـپس بـه محلـول فـو           میلی 40اسید ) ( محلول در کلريدريکTPTZپیريديل تريازين ) تری

(. ايـن  خريـداری شـدند   Sigmaگما مول در لیتر( اضافه شد. )تمام مواد از شرکت سـی  میلی 20فريک ) لیتر محلول کلريد میلی

دهد. پس از تهیه محلول کار، داخل هر  يون فرو نشان می های مايع منی را در کاهش يون فريک به تاکسیدان روش توانايی آنتی

مـاری انکوبـه    گـراد در بـن   درجه سانتی 37دقیقه در دمای  5مدت  اضافه شد و به FRAPلیتر محلول  میلی 5/1یاهک حدود 

هـای   هريـک از یاهـک   میکرولیتر از آب مقطـر بـه   50های مشخص و  میکرولیتر از محلول استاندارد با غلظت 50س شدند. سپ

هـای آزمايشـی از    دقیقه حرارات داده شدند و بعـد از خـارج نمـودن کیـت     10مدت   مربوطه اضافه شد و مجددا در بن ماری به

نانومتر با دسـتگاه اسـپکتروفتومتر خوانـده شـد و مقـدار       593ج ها در طول مو ماری و تشکیل کمپلکس رنگی، جذب نمونه بن

FRAP اسـتفاده از اسـتاندارد    دسـت آمـده بـا    بهTrolox  واحـد   بـهequivalent/LµmolTrolox     تبـديل شـدند و براسـاس

 لیتر بیان شد.   میکرومول بر میلی

 آماری آناليز

اده شده و نمودارها طرفه استفيک و آزمون تحلیل واريانس INSTAT-3افزار ها از نرم جهت تجزيه و تحلیل آماری داده

کم سه مرتبه تکرار شد. ها تلقی شد و هر آزمايش دست دار بودن داده معنی>p 05/0رسم شدند.  EXCEL هازطريق برنام

 از سه آزمايش جداگانه است.  means ± SD هدهند نشانها داده

 

  نتایج

مانی، سـلامت غشـا و ناهنجـاری مورفولـوژيکی اسـپرم بـز        ، زندههروند برتحرک کل، تحرک پیش Cاثر سطوح مختلف ويتامین 

رونـده و   بر تحرک کـل، تحـرک پـیش     Cکه اثر ويتامین دادبیان شد؛ نتايج نشان  1گشايی در جدول  يخ-نجدی پس از انجماد

 Cگـرم ويتـامین    میلـی  5/4و  3ان داد کـه سـطوح   تحرک اسپرم نش  (. نتايج مربوط بهp<05/0دار بود ) مانی اسپرم معنی زنده

تفـاوت   Cگـرم ويتـامین    میلـی  5/1دارد. سطوح شاهد و  Cگرم ويتامین  میلی 5/1داری با سطوح شاهد و سطح  اختلاف معنی

گـرم   میلـی  5/4و  5/1داری با سـطوح   تفاوت معنی Cگرم ويتامین  میلی 6ینین سطح  (، همp>05/0داری نشان ندادند ) معنی

نشـان داد   Cگـرم ويتـامین    میلـی  6داری با سـطوح   تفاوت معنی Cگرم ويتامین  میلی 3(. سطح p>05/0نداشت ) Cويتامین 

(05/0>pزنده .)  گرم ويتامین  میلی 6و  5/4، 3مانی اسپرم در سطوحC گرم ويتامین  میلی 5/1تیمار شاهد و سطح  نسبت بهC 

داری بـاهم نشـان    تفـاوت معنـی   Cگرم ويتامین  میلی 6و  5/4، 3يک از سطوح  (. هیچp<05/0داری نشان دادند ) تفاوت معنی

 Cگرم ويتـامین   میلی 5/1تیمار شاهد و سطح  نسبت به Cگرم ويتامین  میلی 3(. سلامت غشا اسپرم در سطح p>05/0ندادند )

تفـاوت   Cگـرم ويتـامین    میلی 3البته سطح  (؛p<05/0اين سطوح نشان داد ) داری را با میانگین بالاتری داشته و تفاوت معنی

 Cگـرم ويتـامین    میلی 6و  5/4(. تیمار شاهد با سطوح p>05/0نشان نداد ) Cگرم ويتامین  میلی 6و  5/4داری با سطوح  معنی

(؛ سـطوح  p>05/0داری مشاهده نشد ) تفاوت معنی Cگرم ويتامین  میلی 5/1(، اما با سطح p<05/0داری داشت ) تفاوت معنی

 (.p>05/0داری نشان ندادند ) ديگر تفاوت معنی نسبت به هم Cگرم ويتامین  میلی 6و  5/4، 5/1
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 گشايی يخ-های کیفی منی بز نجدی پس از انجماد لیتر( بر فراسنجه گرم بر میلی )میلی C: اثر ويتامین 1جدول 

 6 5/4 3 5/1 شاهد )صفر( صفات اسپرم )درصد(

 d75/28 49/1±dc75/35 22/3±a50/57 14/3±ab25/48 14/3±bc00/41±14/3 تحرک  

 b75/35 63/6±b25/40 86/5±a50/56 14/3±a25/55 14/3±a00/54±25/2 اسپرم زنده

 c25/51 66/3±bc25/60 73/4±a75/73 14/3±ab00/70 14/3±ab00/69±26/4 سلامت غشا

 50/20±14/3 50/14±14/3 25/15±10/1 2/23±48/2 75/22±72/5 ناهنجاری اسپرم

 (.p<05/0باشد ) ی تفاوت میانگین سطوح در هر رديف می دهنده حروف لاتین غیرمشابه نشان

 

گشـايی در سیسـتم آنـالیز کـامپیوتری      انوا  تحرک اسپرم بز نجـدی پـس از انجمـاد و يـخ     بر Cتاثیر سطوح مختلف ويتامین 

CASA  آورده شده است. ويتامین  2در جدولC   گـرم ويتـامین    میلـی  3رونـده سـريع در سـطح     برتحـرک پـیشC   اخـتلاف

طور مشـاهده   رونده کند نیز تاثیر گذار بوده است و همان برتحرک پیش C(. ويتامین p<05/0داری با گروه شاهد داشت ) معنی

و  5/4(. ولی سـطوح  p<05/0داری است ) دارای اختلاف معنی 5/1گرم با گروه شاهد و سطح  میلی 6و  5/4، 3شود سطوح  می

رونـده تـاثیر    برتحـرک بـدون پـیش    C(. ويتـامین  p>05/0داری ندارنـد )  ديگـر اخـتلاف معنـی    با يـک  Cگرم ويتامین  میلی 6

 (. p>05/0داری نداشته است ) معنی

 
 (CSASگشايی در سیستم آنالیز کامپیوتری ) يخ -لیتر( بر انوا  تحرک اسپرم بز نجدی پس از پس از انجماد گرم بر میلی )میلی C:  اثر ويتامین 2جدول 

 6 5/4 3 5/1 شاهد )صفر( صفات اسپرم )درصد(

 c05/4 27/1±bc02/6 49/0±a43/10 46/1±ab72/8 47/1±ab62/7±52/0 رونده سريع پیش

 c08/16 51/0±c47/18 09/1±a18/35 09/1±ab48/32 25/4±b26/27±63/0 رونده کند پیش

 18/6±12/3 02/8±54/3 63/11±92/2 37/9±90/1 20/6±86/1 رونده  بدون پیش

 (.P<05/0باشد ) ی تفاوت میانگین سطوح در هر رديف می حروف لاتین غیرمشابه نشان دهنده

 

و  3نشـان داده اسـت؛ سـطوح     3در جدول  CASAاسپرم در سیستم آنالیزی کامپیوتری   های حرکتی مربوط به برخی ويژگی

داری  سرعت در مسیر منحنی، سرعت در طول مسیر خود و سرعت در مسیر مستقیم اختلاف معنـی ، Cگرم ويتامین  میلی 5/4

 (.  p<05/0با گروه شاهد دارند )

 
 لیتر( گرم بر میلی )میلی Cدر بین سطوح آزمايشی ويتامین  CSASهای حرکتی مربوط به  ی ويژگی : مقايسه3جدول 

 6 5/4 3 5/1 شاهد )صفر( صفات اسپرم )درصد(

 06/0±b62/0 07/0±b73/0 11/0±a49/1 17/0±b89/0 02/0±b64/0 (µmجابجايی جانبی سر )

 73/0±c78/10 16/1±c95/11 91/2±a69/26 91/2±b26/18 34/0±c33/0 (µm/sسرعت در مسیر منحنی )

 52/0±c00/5 76/0±c00/6 35/1±a37/13 35/1±b16/9 28/0±c09/6 (µm/sسرعت در مسیر مستقیم )

 27/0±c55/3 58/0±c37/4 95/0±a17/9 95/0±b43/6 23/0±c35/4 (  µm/sدرطول مسیر خود )سرعت 

 (.p<05/0باشد ) ی تفاوت میانگین سطوح در هر رديف می حروف لاتین غیرمشابه نشان دهنده

 

هـای سـر،    يک از ناهنجـاری  داری بر هیچ تاثیر معنی Cنشان داده شده است سطوح مختلف ويتامین  4طور که در جدول  همان

 (.  p>05/0گردن و دم نداشته است )

 (CSASگشايی در سیستم آنالیز کامپیوتری ) يخ-لیتر( بر انوا  تحرک اسپرم بز نجدی پس از انجماد گرم بر میلی )میلی C. اثر ويتامین 4جدول 

انــــوا  ناهنجــــاری   

 )درصد(

 6 5/4 3 5/1 شاهد )صفر(

 50/12±84/2 00/10±47/1 00/11±40/0 75/16±59/2 50/15±42/3 دم

 00/5±95/1 00/3±41/1 25/2±75/0 00/5±70/0 25/5±75/1 سر  

 5/2±73/1 50/1±28/0 00/2±70/0 25/1±25/0 25/2±25/1 گردن 
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تـرين   نتـايج بـیش   آورده شده اسـت؛ باتوجـه بـه    5تام منی بز نجدی در جدول ی تاکسیدان آنتیبر ظرفیت  Cنتايج اثر ويتامین 

داری نشـان داد   بـود کـه بـا گـروه شـاهد اخـتلاف معنـی        Cگـرم ويتـامین    میلی 6سطح  تام مربوط بهی تاکسیدان آنتیظرفیت 

(05/0>p تیمار شاهد و سطح ،)گرم ويتامین  میلی 5/1C  گرم ويتامین  میلی 6و  5/4با سطوحC   داری داشـته   اخـتلاف معنـی

(05/0>p اما با سطح ،)گرم ويتامین  میلی 3C داری نمی اين اختلاف معنی ( 05/0باشد<p  اخـتلاف معنـی ،)   داری در ظرفیـت

 (.  p>05/0مشاهده نشد ) Cگرم ويتامین  میلی 6و  5/4، 3تام در سطوح ی تاکسیدان آنتی

 
 گشايی يخ-تام پلاسمای منی بز نجدی پس از انجماد ی تاکسیدان آنتیلیتر( بر انوا  بر ظرفیت  گرم بر میلی )میلی C. اثر ويتامین 5جدول 

 6 5/4 3 5/1 شاهد )صفر( صفات اسپرم

ی تــام تاکســیدان ظرفیــت آنتــی

(Li/mµ  ) 

33/36±b00/766 68/50±b50/917 05/67±ab50/991 60/141±a00/1277 91/153±a75/1298 

 (.p<05/0باشد ) ی تفاوت میانگین سطوح در هر رديف می لاتین غیرمشابه نشان دهندهحروف 

 

 

 بحث

 مانی ، زندههروند تحرک کل، تحرک پیشهای  کننده منی باعث بهبود فراسنجه در رقیق Cاستفاده از ويتامین  در پژوهش حاضر

م اسـپرم عوامـل   واسپرم زنـده و سـلامت آکـروز    تحرک، درصد؛ شد گشايی يخ-بز نجدی پس از انجماد اسپرم یسلامت غشاو 

های متعددی در ساختار اسپرم  توانند باعث آسیب های می (. تنش2باشند ) گشايی می تعیین کننده در کیفیت اسپرم پس از يخ

دت ش ـ هـا بـه   ی آن غشای پلاسمايی، سیتوپلاسم و نیـز سـاختار ژنـومی اسـپرم     گشايی شوند که در نتیجه يخ-در فرايند انجماد

ديده و درنهايت ممکن است باعث کاهش سلامت غشای پلاسمايی و آکروزمی، تحرک، تعداد اسپرم زنده و باروری شـود   آسیب

ی در خون و پلاسـمای مـايع اسـپرمی مطـرح بـوده و موجـب مهـار        تاکسیدان وان اولین خط دفاعی آنتیعن به C(. ويتامین 18)

ايـن   پلاسمای منـی افـراد بـارور مربـوط بـه      ی تاکسیدان آنتیدرصد ظرفیت  65شود. در حدود  ها می اکسیداسیون لیپوپروتئین

عنوان يک مـاده   به C(. ويتامین 16برابر پلاسمای خون است ) 10(، زيرا غلظت آن در پلاسمای منی حدود 15ويتامین است )

در مـايع   Cینـین ويتـامین    (. هـم 13توانند در بهبود خصوصیات اسپرم موثر باشد ) شناخته شده است که میی تاکسیدان آنتی

هـای آزاد داشـته و    اپیديدم و پلاسمای منی یند گونه حیوانی ازجمله قوچ وجود دارد و يک نقش محافظتی در برابـر راديکـال  

( گزارش 8(. در راستای نتايج حاضر علوی و همکاران )19شود ) ماتوزوئید در مقابل اکسیداسیون میداری غشای اسپر باعث نگه

های زنده بز کردی بعد از انجماد  رونده و درصد اسپرم لیتر بر تحرک پیش گرم بر میلی میلی 5/4در سطح  Cکردند که ويتامین 

هـای   در رقیـق کننـده   Cگرم ويتـامین   میلی 5/4و  3که سطوح مشاهده شد نیز داری شد. در تحقیق حاضر  باعث بهبود معنی

بـا   Cگشـايی شـد. ويتـامین     يخ-داری باعث بهبود کیفیت اسپرم بز پس از فرايند انجماد طور معنی تواند به انجماد بز نجدی می

در رقیـق کننـده شـود.    ی اسپرم  کرد بهینه تواند باعث عمل های فعال راديکال آزاد می کاهش آسیب سلولی ازطريق جذب گونه

اسـپرم   DNAکـار از آسـیب    ايـن  کنـد کـه بـا    های آزاد جلـوگیری مـی   از فعالیت راديکال Cرسد ويتامین  نظر می ینین به هم

مـايع اسـپرم    به C( گزارش کردند که افزودن ويتامین 21(. موافق با پژوهش حاضر آرشامی و همکاران )20شود ) جلوگیری می

تنی جلوگیری و سبب بهبود کیفیـت اسـپرم شـد.     ساعت در محیط برون 24اسپرم حداقل برای مدت های  گاو از تخريب سلول

را در محیط، بر پايه تريس جهت انجماد منی قوچ بررسی نمودنـد   Cهای مختلف ويتامین  ( تاثیر غلظت22سونمز و همکاران )

های تیمـاری مختلـف    گشايی در گروه يخ-از انجماد تحرک اسپرم پس Cها نشان داد باافزايش سطح ويتامین  و نتايج تجربی آن

هـای تحـرک شـد؛     باعـث بهبـود انـوا  فراسـنجه     Cدر اين مطالعه ويتـامین   افزايش يافت که با مطالعه حاضر مطابقت داشت.
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بر انجماد اسپرم گاو سـطح   C( نشان دادند در يک آزمايش با هدف بررسی سطوح مختلف ويتامین 23جوهانسون و همکاران )

رونده اسپرم شد، که با نتايج حاضر موافـق بـود. در راسـتای نتـايج حاضـر       باعث افزايش تحرک پیش Cگرم ويتامین  میلی 5/4

رونده بز کردی بعـد   لیتر روی تحرک پیش گرم بر میلی میلی 5/4در سطح  C( گزارش کردند که ويتامین 24علوی و همکاران )

باعـث بهبـود ظرفیـت     Cگرم ويتامین  میلی 5/1دهد سطوح بالای  مطالعه  نشان می اين نتايج داری دارد. یر معنیاز انجماد تاث

های ناشی از اکسیداسیون مواد يکی از علل مهـم کـاهش    سازی اسپرم، آسیب در طول دوره ذخیره ؛شود ی تام میتاکسیدان آنتی

(حسـاس  Reactive oxygen species:ROSترکیبات فعال اکسـیژن )  هباشد. اسپرم نسبت ب قدرت و تحرک باروری اسپرم می

(. باتوجه به سیتوپلاسم محدود 26، 25های یرب غیراشبا  است ) است، یراکه غشايی پلاسمايی آن حاوی مقادير زيادی اسید

منـی باشـد   ی تاکسـیدان  آنتـی ازحد تـوان   بیش ROS(. زمانی که تولید 28، 27کم است ) های محافظتی آن خیلی اسپرم، آنزيم

های اکسیداتیوی، پلاسمای منی دارای يک منبـع   (. در مقابل اين آسیب5، 25، 29شود ) کرد اسپرم می موجب اختلال در عمل

هـای   اکسـیدانت  ها آنزيمی ازقبیل سوپراکسید ديسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسـیداز، ردوکتـاز و آنتـی    تاکسیدان تیغنی از آن

 TCA: totalهای تام ) اکسیدانت  عنوان ظرفیت آنتی ، پیروات، گلوتاتیون وغیره تحتC، ويتامین Eمی ازقبیل ويتامین غیرآنزي

antioxidant capacityدر برابر حملات ها  های خاصی نقشی اساسی در حف  اسپرم باشد که هريک با مکانسیم ( میROS  و

افـزوده   Cتر روشن کردن نقش ويتـامین   (. بنابراين در اين پژوهش برای بیش31، 30، 27های آزاد دارند ) سازی راديکال خنثی

در پلاسمای منـی   Cگیری شد. غلظت بالای ويتامین  مايع منی اندازه TCAتام )  اکسیدانت منی بز نجدی، ظرفیت آنتی شده به

قـادر   C(. ويتـامین  32باشـد )  مـی  DNAو جلوگیری ازآسیب اکسیداتیو  ROSنقش آن در حف  اسپرم از حملات  احتمالا به

ترتیـب کـه در ابتـدا     ايـن  های آزاد را کاهش دهد بـه  های فلزی اکسید کننده و راديکال طور کاتالیتیکی انتقال فعال يون است به

(، 33دهـد )  ( را تشکیل مـی AFR: Ascorbate Free Radicalهای آزاد اسکوربات ) شد و راديکال خود اکسید می Cويتامین 

ويتـامین   های نامتجانس مجددا بـه  تواند طی واکنش که می طوری نسبتا غیرفعال است به AFRهای آزاد،  ديگر راديکال برخلاف

C  ( و دهیدورآسکوربیک اسـیدDHAA: Dehydroascorbate     تبـديل شـد و درنتیجـه از گسـترش واکـنش )    هـای شکسـت

هـای آزاد نشـان    سـازی راديکـال   را در خنثـی  Cويتامین  تداناکسی ها اهمیت آنتی اين يافته(. 34کند ) ای جلوگیری می زنجیره

ارتبـاط داد.   Cويتـامین   ی تاکسـیدان  آنتـی تـوان بـه خاصـیت     تام را مـی ی تاکسیدان آنتیدهد. بنابراين اين افزايش ظرفیت  می

ماندن اسپرم خرگـوش شـده    موجب افزايش قدرت تحرک، بلو  و زنده C درهمین راستا گزارش شده است که افزودن ويتامین

تام پلاسمای سمینال با کـاهش کیفیـت اسـپرم ارتبـاط نزديکـی وجـود دارد،        یتاکسیدان آنتی(. بین کاهش ظرفیت 13است )

یرفعـال شـدن   کـاهش تحـرک اسـپرم، غ    های آزاد در غشای اسپرم منجر بـه  ازحد راديکال علت تولید بیش آسیب ايجاد شده به

، 11، 8شـود  )  و درنهايت باعـث نـاتوانی در بـاروری مـی     DNAغشای آکروزمی، اکسید شدن   های گلیکولیتیک و آسیب آنزيم

شـود   تام می یتاکسیدان آنتیهای آزاد نقش موثری داشته و موجب افزايش ظرفیت  در کاهش راديکال C(. بنابراين ويتامین 10

بررسـی   ( کـه بـه  35اخیرا در مطالعه اريان و همکـاران )  گشايی دارد. نجدی بعد از انجماد و يخ که اثر مثبتی بر کیفیت منی بز

تاثیرات گیاه خارخاسک روی کیفیت اسپرم انجماد شده بز پرداختند نشـان دادنـد کـه اسـتفاده از خارخاسـک )میـزان بـالای        

مانی، فعالیت غشـای اسـپرم و    باعث افزايش تحرک، زندهفرد آن( توانست  قوی و منحصربه ی تاکسیدان آنتیعنوان  به Cويتامین 

دست آمـده از ايـن    های به آلدهید شد، که با کل يافته دی کاهش غلظت مالون ینین منجر به اسپرم هم ی تاکسیدان آنتیظرفیت 

 پژوهش مطابقت داشت.  
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 گیرینتیجه

کننده منی بز نجدی، استفاده  رقیق به Cتوان نتیجه گرفت که باافزدون سطوح مختلف ويتامین  طورکلی از پژوهش حاضر می به

گشـايی   يخ-های کیفی اسپرم بعد از انجماد گرم( سبب بهبود اغلب فراسنجه میلی 5/4و  3)ترجیحا  Cهای بالاتر ويتامین  از دوز

کننـده   در رقیـق  C تام را افزايش دهد؛ لذا استفاده از دوزهـای بـالاتر ويتـامین     ی تاکسیدان یآنتینین توانست ظرافیت   شد. هم

توانـد   مـی  Cدهد کـه ويتـامین    شود. اين نتايج نشان می گشايی می يخ-کرد اسپرم بعد از فرايند انجماد اسپرم باعث بهبود عمل

-اين طريق باعت بهبـود کیفیـت اسـپرم بعـد از فراينـد انجمـاد       مايع منی را افزايش دهد، و احتمالا ازی تاکسیدان آنتیظرفیت 

 گشايی شده است. يخ
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Abstract 

Aim: The aim of this study was the effect of adding different levels of vitamin C (0, 1.5, 3, 4.5 and 6 

mg / ml) after freezing in semen diluent on the quality parameters of Najdi goat sperm. 

Material and Methods: Semen samples were collected twice a week from 4 male goats with an 

average weight of 50 ± 5 kg by electroojaculator. The sperm samples after cryopreservation were 

analyzed for sperm motility and velocity characteristics using computerized sperm analysis system 

(CASA), percentage of sperm survival and abnormal sperm, membrane health and antioxidant 

capacity. 

Results: The results showed that the levels of 3 and 4.5 mg of vitamin C in diluent of goat sperm 

containing improved total motility, progressive motility and percentage of sperm survival in 

comparison with the control group (P<0.05). In sperm membrane health, the level of 3 mg of vitamin 

C was significantly different from the control and the level of 1.5 mg of vitamin C (P <0.05); But there 

was no significant difference with levels of 4.5 and 6 mg of vitamin C. The percentage of abnormal 

sperm was not affected by different levels of vitamin C (P <0.05). Sperm antioxidant capacity at the 

levels of 4.5 and 6 mg of vitamin C, had the highest value and had a significant difference compared 

to the control treatment (P <0.05). 

Conclusion: According to the results of this study, adding 3 and 4.5 mg levels of vitamin C to Tris 

diluent Najdi goat sperm improves sperm quality parameters and sperm antioxidant capacity after 

freezing. 
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