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هاي اسپرم گاومیش  اکسیدانی بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن بر فراسنجه اثر آنتی
  گشایی  یخ -یند انجمادآپس از فر

  
  4یاشرف رجیا ،3یبهشت میرح ،*2کهرام دیحم ،1عصر يدیتجو صادق

  
  رانیا شبستر، شبستر، واحد یاسلام آزاد دانشگاه ارشد یکارشناس يدانشجو. 1

  رانیا کرج، هران،ت دانشگاه استادیار .2
  رانیا شبستر، شبستر، واحد یاسلام آزاد دانشگاهاستادیار  .3

  رانیا تهران، قات،یتحق و علوم واحد ،یاسلام آزاد دانشگاه ، نخبگان و جوان پژوهشگران باشگاه .4

  

  دهیچک
 شیگاوم اسپرم يها فراسنجه بر) BHT( تولوئن یدروکسیه تدیلیبوت مختلف يها غلظت یدانیاکس یآنت اثر یبررس هدف با قیتحق نیا

 زرده –تراتیس - سیتر کننده قیرق نوع دو با ،يآور جمع از پس شیگاوم یمن يها نمونه. شد انجام ییگشا خی -انجماد ندیآفر از پس
 در پسس و سرد گراد یسانت درجه 5 تا و قیرق )مولار یلیم3و BHT )0، 5/0،1، 2 مختلف يها غلظت همراه به وکسلیبا و مرغ تخم

 غشاي یکپارچگی ماندن، زنده قابلیت اسپرم، تحرك يها فراسنجه. شدند رهیذخ عیما ازت يحاو تانک در و منجمد ازت بخار معرض
 واکنش و هیپواسموتیک التهابی تست تال،یسوپراو آمیزي رنگ ،يا سهیمقا فاز کروسکوپیم توسط بیترت به آکروزمی و پلاسمایی
 قیرق نوع دو هر آمده دست به جینتا اساس بر. گرفت قرار یابیارز مورد ییگشا خی از پس ساعت 6 و صفر يها زمان در پلاسما آکروزمی

 غلظت. شد اسپرم انجماد ییتوانا بهبود باعث )P> 05/0(يدار یطورمعن به شاهد گروه به نسبت BHT مختلف سطوح يحاو کننده
 05/0( بهبود نیشتریب کننده قیرق نوع دو هر در ییگشا خی از پس ساعت 6 مول یلیم 1 و ییگشا خی از بعد صفر زمان در مول یلیم2
<P( مول یلیم 3 افزودن وجود نیا با. داشت شده یابیارز يها یژگیو در را BHT موجب شده استفاده يها غلظت ریسا به نسبت 

   .  دیگرد شده یابیارز يها هفراسنج از یبرخ تیفیک کاهش
  

 انجماد از محافظت دان،یاکس یآنت تولوئن، یدروکسیه تدیلیبوت ش،یگاوم یمن: يدیکل کلمات
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  مقدمه
 حیتلق ،یاهل يها دام پرورش یصنعت يها ستمیدرس     

 لیدل به. دارد مثل دیتول کنترل در یمهم نقش یمصنوع
 در گاومیش اسپرماتوزوآي ناچیز باروري و انجماد قابلیت

 گشایییخ -منجمد یمن با مصنوعی تلقیح کاربرد گاو، با سهیمقا
کاکار ( است شده گزارش محدود مقیاس یک در شیگاوم شده

؛ اندرابی و همکاران، 1988موئر و همکاران،  ؛1981و آناند،
. )2005 ؛ کومارسان و همکاران،2003؛ احمد و همکاران،2008

 ایجاد به شیگاوم منی موفق سرمایی فظتامح رو، این از
 کمک یژنتیک ذخیره گهدارين و نر هايگامت بلندمدت ذخیره
 اقتصادي ارزش و گوشت و شیر تولید تواندزمیین و کرد خواهد

  .دهد بهبود را دام نیا
دادن اسپرم در ازت مایع  انجماد و ذخیره اسپرم، شامل قرار

با کاهش و . هاي متابولیکی آن است و در نتیجه توقف واکنش
افزایش ها  یا توقف متابولیسم اسپرم طول عمر باروري آن

ها براي مدت زمان  توان از آن یابد و در نتیجه می می
حفظ انجمادي اسپرم تغییرات . تري استفاده نمود طولانی

فراساختاري، بیوشیمیایی و عملکردي را در غشاي اسپرم به 
بعد از  رامانی اسپرم  آورد که در نتیجه آن زنده وجود می

  . )2000ت، هل( دهد ثیر قرار میأتحت ت یخ گشایی-انجماد
 غشاي تخریب موجب تواند می که عواملی از یکی

 هاي دیگر فعالیت و حرکت در اختلال پلاسمایی،
 تعادل ایجاد. هستند آزاد هاي رادیکال شود، اسپرماتوزوییدها

 واکنش هايگروه هايوردهآفر و آزاد هاي رادیکال تولید بین
 عامل یک ها،اکسیدان آنتی توسط ها آن زدایی سم و اکسیژنی

 از بعد و قبل ها، آن عملکرد و اسپرم سلول بقاي در مهم
 باعث تعادل این خوردن هم  به که باشدمی انجمادي حفاظت
  . )1995آیتکن، ( شودمی اکسیداتیوي استرس
یآنت باتیترک يحاو یمن يپلاسما پستانداران، در

 ونیگلوتات کاتالاز، سموتاز،ید دیسوپراکس مانند یدانیاکس
 نیتامیو از جمله آزاد يهاکالیراد يهاکننده پاك و دازیسپراک

E، C، و آمولر ( باشدیم نیآلبوم و نیتائور ن،یپوتائوریه
؛ لویس و همکاران، 2000؛ زینی و همکاران، 1990سیتز،
 دیتول يبرا یمن ،یمصنوع حیتلق کیتکن در شرفتیپ با). 1997

 عمل نیا تکرار و شودیم قیرق انزال کی از دوزها تعداد حداکثر

 شده اسپرم یعیطب یدانیاکسیآنت باتیترک غلظت کاهش باعث
 در اسپرماتوزوآ یوقت. شوندیم ریپذبیآس هااسپرم جهینت در
 طیشرا رندیگیم قرار بیآس معرض در ییسرما محافظت یط
یآنت کمبود گرید طرف از و ابدییم شیافزا ROS دیتول يبرا

 رتریپذبیآس را طیشرا شده قیرق یمن در یعیطب يهادانیاکس
 اضافه اول حالت به یمن طیشرا برگشت يبرا نیبنابرا. دینمایم

 یمن انجماد ندیآفر در هادانیاکسیآنت یعیطب سطوح نمودن
  ).2009ایجاز و همکاران، ( رسدیم نظر به يضرور

 کینتتیس آنالوگ کی ،)BHT( تولوئنیدروکسیه تدیلیبوت
 لیتبد لهیبوس را ونیداسیاتواکس کنشوا و است E نیتامیو

 BHT. کندیم کنترل دهایدروپراکسیه به یپراکس يهاکالیراد
دونوغو و ( نر بوقلمون در یمن عیما حفظ يبرا تیموفق با

 قوچ اسپرم در سرما شوك بیآس حداقل ، )1997دونوغو، 
شعاعی و ضمیري، ( نر گاو ،)1983 واتسون و آندرسون،(

 یوانیح يها گونه گرید و )2008و همکاران، خلیفا ( بز ،)2008
 از هدف نیبنابرا. است شده شیآزما )2004روکا و همکاران، (

 کی عنوان به BHT مختلف يدوزها اثر یبررس حاضر مطالعه
  .بود شیگاوم یمن کنندهقیرق در دانیاکس یآنت

 
  ها روش و مواد

  آن يورآفر و یمن نمونه هیته
 یشگاوم 4از  یواژن مصنوع یک یلهبوس یمن هاينمونه     

اواخر پاییز و اوایل (یدمثل در فصل تول) سال 4تا  2( بالغ
 آوريجمع هیاروم جبل یشگاوم یقاتدر مرکز تحق) زمستان

 ممانعت و کاذب پرش 3 شامل که اولیه تحریک از بعد. شد
 بر که شد داده اجازه نر گاومیش به ،بود گیريجفت از شدید
نمونه آوري،جمع از بعد. دهد انجام پرش ماده گاومیش روي
منتقل شده و در  یشگاهبه آزما یقهدق 1خام در عرض  یمن هاي

 یاز بررس پس. شد ينگهدار یشآزما يبرا ºC37حمام آب 
 یعیطب هاينمونه ،غلظت و مورفولوژي حرکتی، هاي فراسنجه

 یقشده در رق مخلوطهم  با شیحذف اثر دام از آزما جهت
 يآوربعد از جمع قهیدق 10در  C°37در  شدهماده آ هاي کننده

. شد استفاده کننده قیرق نوع دو از قیتحق نیا در. شد قیرق
 مرغ، تخمزرده - سیترکننده  قیرق تریل یلیم100 هیته يبرا

 گرم 25/1 ک،یتریس دیاس گرم 675/1 س،یتر گرم 028/3
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 G، 100،000 نیلیس یپن یالملل نیب واحد 100،000فروکتوز،
آب دوبار  تریل یلیم 50سولفات را در  نیسیاسترپتوما کروگرمیم

 زرده تریل یلیم 20شده حل کرده و بعد از افزودن  ریتقط
 100محلول به حجم  سرولیگل تریل یلیم 7و  مرغ تخم

 اساس بر وکسلیبا يتجار کننده قیرق. شد رسانده تریل یلیم
 ریتقط باردو آب با 4 به 1 نسبت با سازنده، شرکت عمل دستور

گرم  میلی 66/0و  44/0 ،22/0 ،11/0ریمقاد. شد قیرق شده
BHT وزن  مول یلیم 3 و 2، 1 ،5/0 يها غلظت يبرا بیبه ترت

کامل  ریپس از تبخ. حل شدند اتانول تریل یلیم 2شده و در 
 يها لوله يدر انتها BHTنازك  یستالیکر هیلا کی ،اتانول

  ).2009ن، ایجاز و همکارا( ماند یباق یشیآزما
 اسپرم قبل از انجماد  يآور عمل مراحل

 يدارا که ییها نمونه ه،یاول یابیارز و يآور جمع از پس     
 10 از کمتر یعیرطبیغ يها اسپرم ودرصد  70 يبالا تحرك

 آماده قبلاً که ییها کننده قیرق. شدند مخلوط هم با درصد بود
در و شده  ختهیر يتریل یلیم 15 فالکون يها لوله در بودند شده

 يها لوله به اسپرم نمودن اضافه از بعد. شدند داده قرار يمار بن
 کننده قیرق و اسپرم يحاو مخلوط کننده، قیرق يحاو فالکون

 قرار يمار که در بن BHTمختلف  يها غلظت يحاو يها لوله به
 و شده انکوبه ها لوله نیا در قهیدق 5 مدت به و منتقل داشتند،

 200در حدود ( C°37 آب درونفالکون در  يها لوله سپس
به  جیمنتقل شدند تا به تدر خچالیگذاشته و به ) تریل یلیم

  . برسند ºC 5يدما
 و اسپرم مخلوط تعادل، زمان ساعت 4 شدن يسپر از بعد

 يها وتیپا در نگیلیس - نگیلیف دستگاه لهیبوس ها کننده قیرق
 50× 106 يحاو وتیپا هر. شدند پر يتریل یلیم 5/0

 ازت بخار لهیوس به ها وتیمرحله، پا نیبعد از ا. اسپرماتوزوآ بود
 عیاز سطح ازت ما متر یسانت 4 فاصله با قهیدق 8 مدت به عیما

 رهیذخ -ºC 196 عیدر ازت ما یابیمنجمد شده و تا زمان ارز
  .)2009ایجاز و همکاران، ( شدند

   یخ گشاییبعد از  یمن يها فراسنجه یابیرزا
 يمار از هر سطح در بن وتیپا 5 ،یمن يها نمونه یابیارز يبرا

ºC 37  دندیگرد ییگشا خیثانیه،  30به مدت.  
 ییگشا خی از پس اسپرم تحرك

 گذاشته شده گرم قبلاً لام کی يرو شده، ذوب اسپرم قطره کی
 هر در اسپرماتوزوآ 200شمارش با. شد پوشانده لامل کی با و

. شد نییتع تحرك درصد) 40( کروسکوپیم ریز دیاسلا
 گرفته نظر در واحد داده کی عنوان به مشاهده سه نیانگیم

  .شد
  ییپلاسما يغشا یکپارچگی

 التهاب تست از استفاده با ییپلاسما يغشا یکپارچگی     
محلول  کیبه طور خلاصه، ). HOS( شد نییتع کیپواسموتیه
 گرم 735/0 کردن باحل) mOsm/L 190( کیپواسموتیه
فروکتوز  D)-( گرم 351/1 و دراتیهيد تراتیس میسد- يتر

 شیآزما نیا يبرا. آماده شد زهیونیآب مقطر  تریلیلیم 100در 
از  تریکرولیم 50با  کیپواسموتیمحلول ه تریکرولیم 500ابتدا 

 قهیدق 45 يذوب مخلوط شده و برا-هر نمونه اسپرم منجمد
 متیملا با نمونه ون،یانکوباس از بعد. شد انکوبه ºC 37در

 مخلوط از) تریکرولیم 5حدود ( قطره کی سپس. شد مخلوط
 با شد، داده قرار شده گرم قبلاً که لام يرو شده يآورعمل
 200. شد یبررس) 40×( کروسکوپیم با و پوشانده لامل

 با ياسپرماتوزوآ درصد و شد شمارش دیاسلا هر در اسپرماتوزوآ
 کی عنوان هب مشاهده سه نیانگیم. شد نییتع خوردهتاب دم

  ).2009 آدیل و همکاران،( شد گرفته نظر در واحد داده
   آکروزوم یکپارچگی

 50ذوب شده در - از هر نمونه منجمد تریکرولیم 500     
 تراتیس (W/V)%  9/2در % 1 دیفرمالدئ تراتیس تریکرولیم

 ریز اسپرماتوزوآ 200. شد کسیف دراتیهيد میسد- يتر
 هاآن نرمال سر سأر یدگبرآم يبرا) 100( کروسکوپیم

موج آکروزوم آکروزوم، نبود هیشب ییهايناهنجار. شد شمارش
ایجاز و همکاران، ( شودیم شمارش متورم آکروزوم ای و دار

2009.( 

  اسپرم ماندنزنده تیقابل
 يدیاسلا کی يرو شدهذوب -منجمد یمن از تریکرولیم 20     
 بیترک تریکرولیم 100 با و شد داده قرار شده گرم قبلاً که

 B، 5  %(w/v) نیائوز (w/v)%1 [تالیسوپراو يزیآمرنگ
 ]محلول دراتیهيد تراتیس میسد-يتر%  3در  نیگروزین

 کیشکل،  کینازك و  هیلا کی جادیا يسپس برا. مخلوط شد
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 لام يرو شده يآوراز مخلوط عمل) تریکرولیم 5حدود (قطره 
. شد هیته آن از گسترش کی و شد داده قرار شده گرم قبلاً که
 کروسکوپیم ریز دیاسلا نمونه هوا، در شدن خشک از بعد

)100 (ریغ يسرها يبرا اسپرماتوزوآ 200. شودیم مشاهده 
 يسرها يبرا زین و زنده حالت در اسپرماتوزوآ شده، يزیآمرنگ
اسپرماتوزوآ در حالت ) ییجز ایبه طور کامل (شده  يزیآمرنگ

  . )2007ستري و همکاران،بال( مرده، شمارش شد
  اطلاعات تحلیل و تجزیه روش

 در جداگانه صورت به این مطالعه از حاصل هاي داده     
نرم Proc GLM رویه کمک به تصادفی کاملاً طرح قالب

. مقایسه شدند LSDها با  و میانگین تحلیل و تجزیه  SASافزار
گزارش  .mean ± S.E.Mتکرار به صورت  5نتایج حاصل از 

  .شد
  

  جیاتن
 یکپارچگی و تحرك که به دست آمده نشان داد جینتا     
 يهاغلظت افزودن لیدل به ییگشاخی از بعد اسپرماتوزوآ آکروزم

 شدهقیرق یمن در) مول یلیم 3 و BHT )0 ،5/0 ،1 ،2مختلف 
 افتی بهبود مرغتخم زرده تراتیس - سیتر کنندهقیرق با
)05/0<P( ) آکروزم  یکپارچگیرك و تح نیشتریب. )1جدول

بدست آمد  BHT مولیلیم 2 و 1 يهااسپرماتوزوآ در غلظت
)05/0 <P .(زین یمن یمانزنده و کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ 
). P> 05/0( افتی بهبودBHT  مول یلیم 2 و 1 افزودن با

 آمد بدست مولیلیم 2 غلظت در یمان هزند مقدار نیبالاتر
)05/0 <P .(یالتهاب پاسخ و آکروزم یکپارچگی تحرك، مقدار 
 يداریتفاوت معن BHT مول یلیم 2 و 1 در کیپواسموتیه

 یمن کنندهقیرق به مولیلیم 3 افزودن با ،اما. نداشت
 یالتهاب پاسخ آکروزم، یکپارچگی تحرك، يها فراسنجه

 با سهیمقا در هااسپرماتوزوآ یمانزنده و کیپواسموتیه
 ،)P>05/0( افتیکاهش  BHT لمو یلیم 2و  1 ياه غلظت

 را کنندهقیرق طیشرا شاهددر تمام موارد نسبت به گروه  یول
 يماریت شیآزما نیا در جینتا نیبهتر). P> 05/0( داد بهبود

 . شد  اضافه کنندهقیبه رق BHT مولیلیم 2 که بود

 از ساعت 6 از بعد یابیارز مورد يها فراسنجه تمام
به  تداده شده است که نسبنشان  2یی در جدول گشا خی

بطور قابل توجهی ) 1جدول ( هاي قبل از انجماد فراسنجه
 ساعت 6 اسپرماتوزوآ آکروزم یکپارچگی و تحرك. افتیکاهش 

 مولیلیم 1 و 5/0 يهاغلظت افزودن با ییگشاخی از پس
BHT زرده تراتیس -سیتر کنندهقیرق با شدهقیرق یدر من 

 افتی بهبود یشیآزما يها گروه گرید و شاهد به نسبت مرغتخم
)05/0 <P .(یلیم 1تحرك اسپرماتوزوآ در غلظت  نیشتریب

 نیب آکروزم یکپارچگی). P> 05/0(بدست آمد  BHT مول
نداشت  يداریتفاوت معن BHT مولیلیم 1 و 5/0 سطوح

  مول یلیم 1و  5/0با افزودن  کیپواسموتیه یپاسخ التهاب.

BHTمول یلیم 1 فزودنا با یمن یمانزنده وBHT  افتیبهبود 
)05/0 <P .(زنده و کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ مقدار نیبالاتر

 با اما). P> 05/0( آمد بدست مول یلیم 1 غلظت در یمان
 یمن کنندهقیبه رق BHT مول یلیم 3 و 2 افزودن

 یالتهاب پاسخ آکروزم، یکپارچگی تحرك، يها فراسنجه
 يهابا غلظت سهیاسپرماتوزوآ در مقا یمانزنده و کیپواسموتیه
 نیبهتر). P> 05/0( افتیکاهش  BHT مول یلیم 1 و 5/0
به  BHT مول یلیم 1 که بود يماریت شیآزما نیا در جینتا
 . شد  اضافه کنندهقیرق

 بعد اسپرماتوزوآ آکروزم یکپارچگی و تحرك يها فراسنجه
 لیدل هبنشان داده شده است که  3در جدول  ییگشاخی از

) مول یلیم 3و  BHT )5/0 ،1  ،2مختلف  يهاغلظت افزودن
به  نسبت وکسلیبا يتجار کنندهقیرق با شده قیرق یمن در

تحرك و  نیشتریب). P> 05/0( افتی بهبودگروه شاهد 
 مولیلیم 2و  1 يها آکروزم اسپرماتوزوآ در غلظت یکپارچگی

BHT یمانزندهو  کیپواسموتیه یپاسخ التهاب. مشاهده شد 
 افتیبهبود  BHT مولیلیم 2 و 1 يهاغلظت در زین یمن
)05/0 <P .(یلیم 2 غلظت در یمانزنده پاسخ مقدار نیشتریب 

 آکروزم یکپارچگی تحرك، مقدار). P> 05/0( آمد بدست مول
تفاوت  BHT مول یلیم 2 و 1 در کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ و

به  BHT مول یلیم 3 نافزود با برعکس،. نداشت يداریمعن
 با سهیمقا در یابیمورد ارز يها فراسنجه تمام یمن کنندهقیرق

) P> 05/0( افتیکاهش  BHT مول یلیم 2 و 1 يهاغلظت
 شیافزا شاهدآکروزم را نسبت به گروه  یکپارچگیتحرك و  یول

 2 که بود يماریت شیآزما نیا در جینتا نیبهتر). P> 05/0( داد
 .شد اضافه کنندهقیه رقب BHT مول یلیم
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 مورد يها فراسنجه تمامکه  دهد یم نشان 4 جدول جینتا
 4و  3جدول  سهیدر مقا ییگشا خی از ساعت 6 از بعد یابیارز
 6 اسپرماتوزوآ، آکروزم یکپارچگی و تحرك. افتیکاهش  داًیشد

 یلیم 1 و 5/0 يهاغلظت افزودن با ییگشاخی از پس ساعت
 وکسلیبا يتجار کننده قیشده با رق قیرق یدر من BHT مول

پاسخ  وتحرك اسپرماتوزوآ  نیشتریب). P> 05/0( افتیبهبود 

بدست آمد  BHT مول یلیم 1 غلظت در کیپواسموتیه یالتهاب
)05/0 <P (. ،مولیلیم 3 و 2 افزودن با برعکس BHT  به

 سهیدر مقا شیآزما مورد يها فراسنجه تمام یکننده من قیرق
 افتیکاهش  BHT مول یلیم 1 و 5/0 يهابا غلظت

)05/0<P .(1 که بود يماریت شیآزما نیا در جینتا نیبهتر 
 .شد اضافه کنندهقیبه رق BHT مول یلیم

  
 تراتیس -سیتر کنندهقیرق در ییگشاخیشده، بعد از  ییمحافظت سرما شیگاوم یمن تیفیک بر BHTافزودن  ریثأت - 1 جدول

  )خطاي معیار±میانگین ( مرغتخم زرده
  BHT يها غلظت (%) اسپرماتوزوآ يها فراسنجه

  )مولار یلیم( تحرك آکروزم یکپارچگی کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ یمانزنده
08/55 ± 60/1a 42/92 ± 1/37a 28/19 ± 42/1a 16/39 ± 10/1a 0/0  
96/55 ± 28/1a 44/08 ± 1/32ac 36/22 ± 36/1b 20/43 ± 59/1b 5/0  
36/65 ± 40/1b 50/12 ± 1/33b 12/26 ± 42/1c 36/53 ± 44/1c 0/1  
96/70 ± 23/1c 51/24 ± 1/58b 92/26 ± 32/1c 68/53 ± 49/1c 0/2  
00/58 ± 24/1d 44/88 ± 1/33c 92/23 ± 22/1b 52/48 ± 46/1d 0/3  

  .تاس ستون هر در)  P> 05/0( داریمعن اختلاف دهندهنشان) a, b, c, d( مختلف حروف
 
 
 

 - سیتر کنندهقیرق در ییگشاخیساعت بعد از  6 شده، ییمحافظت سرما شیگاوم یمن تیفیک بر BHTافزودن  ریثأت -2 جدول
  )خطاي معیار±میانگین (مرغتخم زرده تراتیس

  BHT يها غلظت (%) اسپرماتوزوآ يها فراسنجه
  )مولار یلیم( تحرك آکروزم یکپارچگی کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ یمانزنده
88/20 ± 33/1a 12/19 ± 25/1a 00/8 ± 31/1a 16/17 ± 49/1a 0/0  
68/21 ± 34/1a 64/21 ± 36/1b 72/9 ± 18/1b 20/19 ± 31/1b 5/0  
24/24 ± 10/1b 44/22 ± 29/1b 36/11 ± 37/1b 08/24 ± 43/1c 0/1  
20/17 ± 40/1c 08/13 ± 28/1c 68/7 ± 26/1a 92/11 ± 20/1d 0/2  
96/14 ± 39/1d 28/8 ± 24/1d 12/4 ± 22/1c 76/4 ± 86/0e 0/3  

  .است ستون هر در)  P> 05/0( داریمعن اختلاف دهندهنشان) a, b, c, d( مختلف حروف
 
 

 
 

ي تجار کنندهقیرق در ییگشاخیشده،  بعد از  ییمحافظت سرما شیگاوم یمن تیفیک بر BHTافزودن  ریثأت - 3 جدول
  )خطاي معیار±نگین میا(وکسلیبا

  BHT يها غلظت (%) اسپرماتوزوآ يها فراسنجه
  )مولار یلیم( تحرك آکروزم یکپارچگی کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ یمانزنده
88/61 ± 22/1a 96/45 ± 29/1a 16/22 ± 30/1a 20/47 ± 64/1a 0/0  
00/62 ± 33/1a 20/46 ± 26/1a 04/24 ± 11/1b 96/49 ± 58/1b 5/0  
80/65 ± 36/1b 52/50 ± 48/1b 28/27 ± 45/1cd 04/59 ± 63/1c 0/1  
96/68 ± 31/1c 08/51 ± 44/1b 00/28 ± 29/1c 28/59 ± 51/1c 0/2  
96/62 ± 31/1a 04/46 ± 49/1a 88/25 ± 33/1d 24/56 ± 79/1d 0/3  

  .است تونس هر در)  P> 05/0( داریمعن اختلاف دهندهنشان) a, b, c, d( مختلف حروف
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 يتجار کنندهقیدررق ییگشاخیاز بعد ساعت 6شده، ییمحافظت سرما شیگاوم یمن تیفیک بر BHTافزودن  ریثأت -4 جدول
  )خطاي معیار±میانگین (وکسلیبا

  BHT يها غلظت (%) اسپرماتوزوآ يها فراسنجه
  )مولار یلیم( تحرك آکروزم یکپارچگی کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ یمانزنده
92/28 ± 36/1a 96/20 ± 23/1a 12/10 ± 29/1ac 80/21 ± 10/1a 0/0  
28/29 ± 01/2a 60/21 ± 37/1a 28/11 ± 29/1ab 36/24 ± 73/1b 5/0  
88/30 ± 33/1a 12/24 ± 31/1b 24/12 ± 24/1b 96/28 ± 71/1c 0/1  
00/24 ± 32/1b 20/16 ± 41/1c 20/9 ± 33/1c 20/17 ± 17/1d 0/2  
12/22 ± 42/1b 92/10 ± 29/1d 96/4 ± 09/1d 88/9 ± 21/1e 0/3  

  .است ستون هر در)   P> 05/0( داریمعن اختلاف دهندهنشان) a, b, c, d( مختلف حروف

  

   بحث
 پس تیفیک که داد نشان شیآزما نیا) 1 جدول( جینتا

 تحرك، يها فراسنجه برحسب شیگاوم یمن ییگشاخیاز
 با یمانزنده و کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ آکروزم، یکپارچگی

 یقبل يها گزارش. افتی بهبود کننده قیرق در BHT افزودن
 بهبود باعث کنندهقیرق در BHT بردن کار به دهد یم نشان

دونوغو و دونوغو، ( بوقلمون شده سرد ياسپرماتوزوآ تیفیک
شعاعی و (نر گاو شده ییسرما محافظت ياسپرماتوزوآ ،)1997
 و واتسون( قوچ ، )2001 ؛ چاترجی و گاگنن،2008ي،ضمیر

 يها گونه و )2008 خلیفا و همکاران،( بز ، )1983آندرسون، 
  .است شده )1992؛ بامبا و کران، 2004 روکا و همکاران،( گرید

که به لحاظ عملکردي طبیعی است، سطوح پایینی  اسپرمی
هاي  یندآاثر فراما در  . کند را تولید می فعال ژنیاکس يها گونه از

هاي یونی کلسیم تحریک شده و  سرد کردن و انجماد، کانال
را  فعال ژنیاکس يها گونهاز   یک شیوع وابسته به کلسیمی

. شود نشان داده که در نهایت منجر به استرس اکسیداتیو می
ممکن است با  فعال ژنیاکس يها گونهتولید مقدار متوسط از 

سیتاسیون و واکنش اده با کاپیندهاي طبیعی بلوغ درگیر شآفر
اضافی و  فعال ژنیاکس يها گونهآکروزمی، همراه شود ولی 

هایی که در  استرس اکسیداتیو باعث کاهش فعالیت آنزیم
اکسیدانی نقش دارند شده و موجب افزایش  سیستم دفاعی آنتی

پراکسیداسیون لیپید، کاهش یکپارچگی غشا، افزایش 
،  هاي موجود در غشا آنزیم نفوذپذیري سلول، غیرفعال شدن

، کاهش در جنبایی و ظرفیت باروري اسپرم DNAآسیب به 
 هستند آورانیز اسپرماتوزوآ يبرا و شود ذخیره شده می

 دو با. BHT )2000، ؛ واتسون2001 گاگنن، چاترجی و(
 کاهش را انجماد از یناش يها بیآس یمحافظت سمیمکان

 تیالیس و شده وارد اسپرماتوزوآ يغشا بهBHT )1 دهد، یم
 تیفعال از) 2 شود،یم آن محافظت باعث داده شیافزا را غشا

 به هاآن لیتبد با یدپراکس دیپیل يهاکالیراد آورانیز
آیتکن و کلارکسون، ( کندیم يریجلوگ دها،یدروپراکسیه

1988.(  
 نیح در هادانیاکسیآنت و کنندهقیرق اجزا نیب متقابل اثر

 يبرا يگرید مهم عامل دان،یاکسیآنت کی ییکارآ یابیارز
 محلول در BHTاز يادیز مقدار که دارد امکان. است قیتحق
 کی و بماند یباق مرغتخم زرده يدهایپیل با وستهیپ یچرب

 غشا در نفوذ تیقابل BHT يهامولکول از ینییپا غلظت
. )2008خلیفا و همکاران، ( باشند داشته را یمن ییپلاسما
 افزودن که کردند گزارش) 1992( انهمکار و گراهام

 قیرق در شده قیرق ياسپرماتوزوآ تحرك ،BHT يها گآنالو
 قیرق با سهیمقا هنگام را مرغتخم زرده فاقد يهاکننده
 نیا اساس بر. داد کاهش مرغتخم زرده يحاو يها کننده

 یمکمل اثر آن يهاآنالوگ ای BHT که شد داده نشان مطالعات
 و فایخل. دارد بیآس از اسپرماتوزوآ محافظت در مرغتخم زرده با

 محافظت نهیبه زانیم که کردند گزارش زین) 2008( همکاران
 يهاکننده قیرق در مولیلیم 5/0 غلظت در بز یمن ییسرما

 در BHT مولیلیم 3/0 غلظت و مرغتخم زرده هیپا بر یمن
   .باشدیم مرغتخم زرده فاقد يهاکننده قیرق

 یعیطب عملکرد با يولوژیزیف محدوده در ROS از محافظت
 آکروزم یکپارچگی و يریپذتیظرف ،یپرتحرک مانند اسپرماتوزوآ
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 در هادانیاکسیآنت افزودن. )1995آیتکن، ( است مرتبط
 ROS شده القا ویداتیاکس استرس يرو دیشا بالاتر يها غلظت

 را اسپرماتوزوآ و ROS يعملکرد ارتباط یول باشند اثر یب
 يهاغلظت علاوه به. )2004روکا و همکاران، ( کنندیم تلمخ

 نقطه از بالاتر ییپلاسما يغشا تیالیس توانندیم BHT بالاتر
 بیآس شدن مستعد باعث که دهند شیافزا را شده خواسته
 غلظت رو نیا از ).2008شعاعی و ضمیري، ( شودیم یآکروزم
BHT، قیرق در يریکارگ به هنگام که است يگرید مهم عامل
  .ردیگ قرار مطالعه مورد یستیبا کننده
 تیفیک) مولیلیم BHT )3 غلظت نیبالاتر مطالعه، نیا در

 زین مشابه جینتا. داد کاهش ییگشاخی از پس را اسپرماتوزوآ
 گاو ياسپرماتوزوآ يبرا بالا يهاغلظت در BHT که دادند نشان

 ،)2008خلیفا و همکاران، ( بز ،)2008شعاعی و ضمیري، (
ی وانیح يها گونه گرید و )1988آیتکن و کلارکسون، ( انسان

. است یسم) 1992و کران،  ؛ بامبا2004، همکارانروکا و (
 یمن يرو که یقیتحق در زین) 2009( همکاران و جازیا

قیرق به BHT مولیلیم 3 افزودن بودند، داده انجام شیگاوم
 داریعنم کاهش باعث مرغ تخم زرده تراتیس -سیتر کننده

 به مربوط جینتا نیبهتر. بود شده اسپرماتوزوآ يها فراسنجه
 يداریمعن تفاوت که بود BHT مولیلیم 2 و 1 يهاغلظت

 حاضر قیتحق جینتامقایسه  با. شدینم دهید غلظت دو نیا نیب
 که شد داده نشان )2009ایجاز و همکاران، (و مطالعه قبلی 

 به مشابه پاسخ تواند یم شیگاوم مختلف ينژادها از اسپرم
 افزودن با) 2009(همکاران و جازیا. باشد داشته BHT افزودن

تخم زرده تراتیس - سیتر کنندهقیرق در BHT مولیلیم 2
 به بودند کرده گزارش را جینتا نیبهتر شیگاوم یمن در مرغ
 پاسخ آکروزم، یکپارچگی تحرك، يها فراسنجه که يطور
 ،5/58 بیترت به اسپرماتوزوآ یمانزنده و کیپواسموتیه یالتهاب

 از استفاده زین حاضر مطالعه در. بود درصد 6/67 و 3/52 ،7/28
 کننده قیرق در شد، باعث را جینتا نیبهتر BHT مولیلیم 2
 یکپارچگی تحرك، مقدار مرغتخم زرده تراتیس - سیتر

 بیترت به یمانزنده و کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ آکروزم،
 کنندهقیرق در و بود درصد 96/70 و 24/51 ،92/26 ،68/53

 و 08/51 ،00/28 ،28/59 بیترت به ریمقاد نیا وکسلیبا

 جینتا شودیم مشاهده که طورهمان. بودند درصد 96/68
 با آمده دست به يهاداده از) 2009( همکاران و جازیا گزارش

 جینتا مشابه باًیتقر مرغتخم زرده تراتیس -سیتر کنندهقیرق
 وکسلیبا کننده قیرق با آمده بدست ياه داده از مطالعه نیا

) 2008( يریضم و یشعاع که يامطالعه در جینتا نیبهتر. است
 در  BHTمول یلیم 1 افزودن با بودند، داده انجام گاو یمن يرو
 جلو، روبه حرکت برحسب ترات،یس -مرغتخم زرده کنندهقیرق

 ،2/44 بیترت به پارچهکی آکروزم با زنده اسپرم و یمانزنده
  .کردند گزارش 7/48 و 9/48

) مولیلیم BHT )5/0 -3 يهاغلظت تفاوت مطالعه، نیا در
 ساعت 6 و ییگشاخی از پس بلافاصله اسپرماتوزوآ تیفیک بر

قیرق در اسپرماتوزوآ یابیارز. شد یابیارز ییگشاخی از پس
 ،ییشاگخی از پس بلافاصله مرغتخم زرده تراتیس- سیتر کننده
 شیافزا باعث BHT مولیلیم 2 و 1 يریکارگ به که داد نشان

 بر. شد شاهد گروه به نسبت تحرك يدرصد 13 دار یمعن
 کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ و آکروزم یکپارچگی تحرك، حسب
 BHTمولیلیم 2 و 1 يهاغلظت افزودن نیب يداریمعن تفاوت

یلیم 2 یوقت یانمزنده مقدار یول نداشت وجود کنندهقیرق در
 اضافه مرغتخم زرده تراتیس-سیتر کنندهقیرق به BHT مول
 يهاافتهی با موافق جینتا نیا. بود مارهایت ریسا از شتریب شد،

  . بود )2009( همکاران و جازیا
 يتجار کنندهقیرق در یمن يها فراسنجه یبررس جینتا

 زرده تراتیس-سیتر کنندهقیرق در جینتا مشابه زین وکسلیبا
 است شده داده نشان 3 جدول در کهيطور به. بود مرغتخم

 باعث وکسلیبا کننده قیرق در BHTمولیلیم 2 و 1 افزودن
 یکپارچگی تحرك، نظر از نیهمچن. شد یمن تیفیک بهبود

 نیب يداریمعن تفاوت کیپواسموتیه یالتهاب پاسخ و آکروزم
 وجود کنندهقیرق بهBHT  مولیلیم 2 و 1 يهاغلظت افزودن
یلیم 1 ماریت از مولیلیم 2 ماریت یمانزنده مقدار و نداشت

 کنندهقیرق به BHTمولیلیم 3 افزودن. بود شتریب BHTمول
 آکروزم یکپارچگی و تحرك حسب بر شاهد، ماریت به نسبت
 تیفیک افت باعث یول شد اسپرماتوزوآ تیفیک بهبود سبب

  . شد BHT مولیلیم 2 و 1 يمارهایت با سهیمقا در اسپرماتوزوآ
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 و 2 یمن تیفیک یابیارز در) 2008( يریضم و یشعاع     
 1 يریکارگ به با را جینتا نیبهتر ییگشا خی از پس ساعت 4
 یمن در تراتیس-مرغتخم زرده کنندهقیرق در BHTمول یلیم

خی از پس ساعت 2 يبرا جینتا نیا. بودند کرده گزارش گاو
 با زنده اسپرم و یمانزنده جلو، روبه حرکت برحسب ییگشا

 ساعت 4 يبرا و 34 و 4/34 ،4/35 بیترت به کپارچهی آکروزم
. اندشده ثبت 9/27 و 1/28 ،1/17 زین ییگشاخی از پس

 4 و 2 افزودن با جلو به رو حرکت مثال يبرا ن،یهمچن
. بودند 2/6 و 7/6 ییگشاخی از پس ساعت BHT ، 4مول یلیم

 ییگشاخی لحظه از چه هر دهدیم نشان جینتا نیا که يطور به
 نسبت همان به زین یمن تیفیک شودیم يسپر يشتریب زمان

 ییگشاخی از پس ساعت 6 یمن تیفیک کاهش.ابدییم کاهش
  .شد گزارش هم حاضر مطالعه در

 گونه به وابسته BHT نهیبه غلظت که رسدیم نظر به
 خوك يبرا BHT نهیبه غلظت مثال يبرا. است توانایح

 1-5/0 گاو يبرا و) 1992و کران،  بامبا( مولیلیم 2- 05/0
  ).2008شعاعی و ضمیري، ( بود مولیلیم

 ساعت 6 اسپرماتوزوآ يها فراسنجه یبررس مطالعه، نیا در
 مولیلیم 3 و 2 يهاغلظت که داد نشان ،ییگشاخی از پس

BHT، هم و مرغتخم زرده تراتیس -سیتر کنندهقیرق در هم 
  .شد یمن تیفیک افت باعث وکسلیبا يتجار کنندهقیرق در

 -سیتر کنندهقیرق در اسپرماتوزوآ تیفیک یبررس با جینتا
 که داد نشان ییگشاخی از پس ساعت 6 مرغتخم زرده تراتیس

 ریسا به نسبت BHT مولیلیم 1 و 5/0 يهاغلظت افزودن
 پاسخ و آکروزم یکپارچگی تحرك، برحسب. بود بهتر هاغلظت
 و 5/0 يهاغلظت نیب يداریمعن تفاوت کیپواسموتیه یالتهاب

 با یمانزنده مقدار نیشتریب و نداشت وجودBHT  مولیلیم 1
یلیم 3 و 2 يمارهایت. آمد بدست BHTمولیلیم 1 افزودن

 سهیمقا در تحرك يدرصد 13 تا 6 کاهش باعث BHT یمول
  ).2 جدول( شدند اهدش ماریت با

 وکسلیبا يتجار کنندهقیرق در یمن يها فراسنجه یابیارز
 1 افزودن که داد نشان ،)4 جدول( ییگشاخی از پس ساعت 6
 تیفیک بهبود باعث مارهایت ریسا به نسبت BHT مولیلیم

 BHTمولیلیم 3 و 2 يهاغلظت نیهمچن. شد اسپرماتوزوآ
  .شدند شاهد رمایت به نسبت یمن تیفیک افت باعث
 و یشعاع که است یقیتحق يهاافتهی با موافق جینتا نیا
 بودند کرده گزارش و داده انجام گاو یمن يرو) 2008( يریضم
خی از پس ساعت BHT، 4مولیلیم 4 و 2 يهاغلظت که

 با جینتا نیبهتر و شودیاسپرماتوزوآم تیفیک افت باعث ییگشا
 زرده تراتیس - سیتر هکنند قیرق به BHTمولیلیم 1 افزودن

 .بود آمده بدست مرغتخم

 محافظت يبرا BHT مولیلیم 2 يهاغلظت تینها در
 به ترمناسب ییگشاخی از پس بلافاصله شیگاوم یمن ییسرما
 پس يریگ اندازه يها فراسنجه اکثر دیشد کاهش. رسندیم نظر

 بلافاصله یمن از که کند یم شنهادیپ ییگشا خی از ساعت 6 از
 6 اسپرماتوزوآ یبررس جینتا یول. شود استفاده ییگشا خی از پس

 2 افزودن که داد نشان مطالعه نیا در ییگشاخی از پس ساعت
 اسپرماتوزوآ يها فراسنجه بهبود سبب تنها نه BHT مولیلیم

 مولیلیم 1 افزودن و شد زین هاآن تیفیک افت سبب بلکه نشد
BHT در. شد باعث ییگشاخی از پس ساعت 6 را يبهتر جینتا 

 سطوح از استفاده یمصنوع حیتلق افتادن ریخأت به با جهینت
  .دینما تر نامطلوب را طیشرا تواند یم BHT يبالا

 عنوان به BHTدهد یم نشان مطالعه نیا از حاصل جینتا
 ژنیاکس يها گونه از یناش يها بیآس تواند یم دانیاکس یآنت

 به ریثأت یبررس يبرا يشتریب مطالعات یول دهد کاهش را فعال
.است  ازین     مورد شیگاوم يبارور نرخ يرو BHT يریکارگ
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