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  چکیده
و گلوتـاتیون احیـا   ) SOD(وتاز هـاي سوپراکسـید دیسـم   اکسیدانثیر افزودن سطوح مختلف آنتیتأانجام تحقیق حاضر بررسی هدف از 

 4-5بـا سـن   هلشـتاین  راس گـاو   4در این مطالعـه  . گاو بودیخ گشایی پس از هاي حیاتی اسپرم  ویژگیانجماد بر  قبل از )GSH(شده 
سـید  سوپراک هـاي اکسـیدان آنتـی ن افزودپس از . بعمل آمد مرتبه اسپرم گیري 20نوبت و در مجموع  5از هر گاو در . شدسال استفاده 

هـا منجمـد   نمونـه زرده تخـم مـرغ   -به رقیق کننده تـریس ) 5/7و  mM 5(میزان ه ب GSHو ) 150و  IU/ml 100(میزان ه ب دسموتاز
در سـاعات   ییپلاسـما  يغشا یکپارچگیمانی و هرونده، زند، پارامترهاي تحرك کل، تحرك پیشي منیهاگشائی نمونهیخبدنبال  .شدند

پارامترهـاي انـدازه   تاثیري بر  GSHو  سوپراکسید دسموتازهاي اکسیدانافزودن سطوح مختلف آنتی. شدندانکوباسیون تعیین  2صفر و 
غشـاء   یکپارچگیمانی و تحرك کل، زنده ،انکوباسیون پس ازساعت  2 .نداشتندگشائی در ساعت اولیه انکوباسیون پس از یخگیري شده 

افـزودن  ).  P>05/0(بهبـود یافـت   داري ، بطـور معنـی  )IU/ml 100(میـزان  ه ب ـ سوپراکسید دسـموتاز هاي منی حاوي نمونه در اسپرم
در ). P> 05/0(ردیـد  گغشاء اسـپرم   یکپارچگیباعث حفظ  )IU/ml 150(سوپراکسید دیسموتاز به محلول رقیق کننده منی به میزان 

نشـان  گشائی پس از یخرا اي قابل ملاحظهود بهبتحرك کل و یکپارچگی غشاء اسپرم،  ،)GSH )mM 5اکسیدان هاي منی با آنتینمونه
در  GSHو  سوپراکسـید دسـموتاز  هـاي  اکسیداناستفاده از آنتیبطور کلی نتایج این آزمایش نشان دهنده آن است که ). P>05/0( داد

  . مایدحفظ نگشائی کیفیت منی گاو را پس از یخ دتوانکننده میرقیق
  

  .اسپرم پارامترهاياحیا شده، سوپر اکسید دیسموتاز،  گلوتاتیون ،انجماد منی :کلمات کلیدي



    1391، زمستان 4، شماره 1مجله تحقیقات دام و طیور، جلد                 نو همکارا دقیق کیا  2   

  مقدمه
هـاي موجـودر در مسـیر توسـعه      یکی از بزرگتـرین چـالش  

هـاي   هاي تولید مثلی از قبیل تلقـیح مصـنوعی، آسـیب    تکنیک
فرآینـد  . باشـد  بر اسپرم در طی فراینـد انجمـاد منـی مـی     هوارد

، خصوصـیات  ثیر بر غشاء پلاسمایی، اسکلت سـلولی أانجماد با ت
ثر أت ـرا م آندینامیکی، هسته و متابولیسم سلول اسپرم، باروري 

وقــوع ه مهــم بــدو اتفــاق منــی انجمــاد  جریــاندر  .ســازدمــی
بیلـودا و  ( )ROS( 1زاواکـنش اکسیژن انواع  تولید) 1: پیوندد می

توانـد  کـه مـی  ) 2001؛ چـاترجی و همکـاران،   2000همکاران، 
؛ ودسپرم شکردي و ساختاري اهاي عملتغییراتی در بخشباعث 

سـطح  % 75کاهش  از جملهاکسیدانی تغییر در سیستم آنتی) 2
GSH  بیلـودا و همکـاران،   ( سوپراکسید دسموتازفعالیت % 50و
  ).2004گیدا و همکاران،  ؛2000

گشائی، با یخ-در طول فرآیند انجماد دهدمطالعات نشان می
سـیداتیوي،  عبـارت دیگـر اسـترس اک   ه یا ب ROSافزایش سطح 

مسـتعد   غیراشباع غشاء پلاسـمایی اسـپرم گـاو    اسیدهاي چرب
ترکیبات سمی حاصل از این فرآیند  هوبعلا است،پراکسیدسیون 

هـاي  تواند در ساختمان و عملکرد انـدامک می) مالونیل دآلدئید(
اخـتلال   DNA، میتوکنـدري و  پلاسـمایی  غشـاء  ماننـد مهمی 

 مـانی و نهایتـاً  ، زنـده تحـرك  این تغییراتدر نتیجه  ،ایجاد کند
   .)2011بنسال و بیلسپوري، ( دهد میهش کارا باروري اسپرم 

افـزودن آنتـی  کـه  نشان دادنـد  محققین در تحقیقات اخیر 
، باعـث بهبـود   هـاي مختلـف  گونـه  ها به محیط انجماداکسیدان

یخ گشائی -هاي منجمدمانی و باروري اسپرمصفات تحرك، زنده
؛ 2001بیلودا و همکـاران،   ؛1391مکاران، شهبازي و ه( شود می

ــاران،   ــا و همک ــاران؛  2005روک ــدا و همک ــا و ، 2011؛گی کاکی
  ).2011؛ پرومال و همکاران، 2011همکاران، 

تــري پپتیــدي متشــکل از ) GSH(گلوتــاتیون احیــا شــده 
ــه  ــیدهاي آمینـ ــتئین،  -Lاسـ ــامین و  -L- γسیسـ  -Lگلوتـ

هاي موجود در اکسیدانیگلایسین بوده و یکی از فراوانترین آنت
در را ایـن ترکیـب نقـش مهمـی     . رودبدن پستانداران بشمار می

 ایفـا  ،ها و اسیدهاي نوکلئیک سلولها، پروتئینحافظت از چربی
 بعنــوان Eگلوتــاتیون همــراه بــا ســلنیوم و ویتــامین . کنــدمـی 

اکســیدانی خــود را اعمــال نقــش آنتــی GPXآنــزیم  کوفــاکتور
) 2001( بیلودا و همکاران، .)2005مکاران، آگروال و ه( کند می

ثیر مثبـت  أافزودن ترکیبات تیول دار بدلیل ت از اشاره کردند که

                                                   

1 - Reactive Oxygen Species (ROS) 

تـوان  هاي حرکتی اسپرم به رقیق کننـده انجمـاد مـی   بر ویژگی
نشان دادنـد  ) 2008(در این راستا، بوکاك و همکاران . بهره برد

دار ماننـد   لغنی نمودن رقیق کننده انجماد با ترکیبـات تیـو  که 
GSH ترتیب سبب بهبـود سیسسـتم آنزیمـی و    ه و سیستئین ب

هاي منی قـوچ در رقیـق   حرکتی اسپرم پس از یخ گشائی نمونه
  .گرددکننده انجماد می
حـاوي عناصـر مـس و    ( سوپراکسید دسـموتاز متالوپروتئین 

، یـون سوپراکســید را بــه اکسـیژن و پراکســید هیــدروژن   )روي
م اکسیدانی بارزي در سیسـت ین نقش آنتیبنابر ا. کندمی تبدیل

   .)1996سیکا، ( کندمی ایفادفاعی داخل سلولی 
سوپراکســید تحقیقــات پیشــین نشــان داد کــه اســتفاده از 

در رقیق کننده نگهداري کوتـاه مـدت اسـپرم اسـب و      دسموتاز
هاي حرکتی و عملکـردي  انجماد منی خوك سبب حفظ ویژگی

روکـا و  (گـردد  مـی  ود بـاروري بهب ـ هـاي اسـپرم و نهایتـاً   سلول
   ).2011؛ کاکیا و همکاران، 2005همکاران، 

ثیر افـزودن سـطوح مختلـف    أت ـهدف از این مطالعه بررسی 
پیش از انجماد  GSHو  سوپراکسید دسموتازهاي اکسیدانآنتی

مـانی و  رونده، زنـده بر روي پارامترهاي تحرك کل، تحرك پیش
 اسـپرم گـاو   شـایی یـخ گ  پـس از  HOSTتست پاسخ مثبت به 
  .بودمنجمد شده، 

 
  هامواد و روش
در مرکز اصلاح نژاد شمال غرب و غـرب کشـور    این تحقیق

از چهـار گـاو هلشـتاین    در استان آذربایجان شرقی و با استفاده 
. نجـام شـد  ، با شرایط پرورش یکسـان ا هسال 4 -5 ،سالم و بارور

ی جمـع  با کمک مهبل مصنوعو هاي منی دو بار در هفته نمونه
 108غلظت بـیش از  هاي منی با در هر انزال، نمونه .ندآوري شد

و ناهنجـاري کـل    %70تحرك بیش از  ،لیتر اسپرم در میلی 5× 
عنـوان منـی نرمـال در نظـر     ه ب اسپرم غیرطبیعی،% 12کمتر از 

آوري شده از دام مورد  در غیر اینصورت منی جمع ند؛گرفته شد
منظور حـذف اثـرات   ه بمایش، در هر تکرار آز. گردیدنظر حذف 

مخلـوط  بـا هـم   مساوي در مقادیر ها هاي منی دامنمونه ،فردي
   .ندشد 

زرده تخم  -کننده تریسرقیقبا استفاده از سازي منی  رقیق
 M 25/0فرکتــوز،  mM 69، اســید ســیتریک mM60 (مــرغ 

ــریس،  ــرغ % 20ت ــم م ــرول% 7 ،زرده تخ  mg/l 250 ،گلیس
ــین، ــینلین mg/l 150 جنتامایسـ  mg/l 300 ،کومایسـ

بیلــودا و () pH 8/6 تــایلوزین بــا mg/l 50اسپکتینومایســین و
نحوي کـه  ه ب. نجام شداي ا روش دو مرحلهبه ) 2002همکاران، 



    3         سطوح مختلف گلوتاتیون و سوپراکسید دیسموتاز بر برخی از ویژگیهاي اسپرم گاو پس از انجمادتأثیر    

گلیسـرول در مرحلـه   % 3زرده تخم مرغ  -کننده تریسدر رقیق
و باقیمانـده گلیسـرول   ) Aرقیق کننده ( C°37اول و در دماي 

به مایع منی افزوده شد ) Bیق کننده رق( C°5در دماي %) 11(
 ).هردو به مقدار یکسان مورد استفاده قـرار گرفـت   Bو  Aنوع (

 GSHي هــاآنتــی اکســیدان، Bپــس از افــزودن رقیــق کننــده 
و ) 5/7و  mM 5(ســـطح  در دو )کانـــادا، آلـــدریچ -ســـیگما(

ســطح  در دو )کانـادا ، آلـدریچ  -ســیگما( سوپراکسـید دسـموتاز  
)IU/ml100  هاي مخصوص هر تیمار افـزوده  به فالکون )150و

 با) بعلت حجم کم(ها  و بعد از سپري شدن دو ساعت، نمونه شد
سـیلینگ   -سرنگ بصورت دستی پر و توسط دسـتگاه فیلینـگ  

)IMV, Franc (50×106 غلظتلیتر با میلی 5/0هاي  در پایوت 
هـا توسـط   ه سپس نمونـه شد بندي بستهلیتر در هر میلی اسپرم

بـا  ) Mini tube, Germany(نیمه اتو ماتیـک انجمـاد   دستگاه 
+ 5گراد در هـر دقیقـه از دمـاي    درجه سانتی -15شیب انجماد 
گراد کاهش داده شـد و  درجه سانتی -150گراد به درجه سانتی

ور شـده و تـا زمـان    وطـه غهـا را در ازت مـایع   پس از آن نمونه
  .گشایی نگهداري شد یخ

  
  دهاي پس از انجماارزیابی

ثانیـه   30بمـدت   C37°در داخل حمـام آب گـرم   ها نمونه
گشـایی  بعد از یـخ  2ت صفر و اساعدر و سپس  ندشدگشائی  یخ

جهــت  ،در ســاعت صــفر  قبــل از ارزیــابی  .ارزیــابی شــدند 
 ـرا  ها، نمونهیا احیاء سلولپذیري  تطابق دقیقـه در   10مـدت  ه ب

  .ندحمام آب گرم قرار گرفت
کل تمـام تیمارهـاي    تحركو  پیشروندههاي حرکتویژگی 

مجهز بـه  ) CASA( 1 اسپرم سیستم اتوماتیک آنالیز اآزمایشی ب
با بزرگ نمـایی  ) Nikon, Japan(به میکروسکوپ فازکنتراست 

هـات  (و صفحه گرم ) SAMSONG, Korea(، دوربین 100 ×
گشــائی انکوباســیون پــس از یــخ 2در ســاعات صــفر و  )اســتیج

نمونـه را  از  l µ 5کـه بود صورت  ندیبکار روش  .ندارزیابی شد
صــفحه گــرم روي لام از پــیش گــرم شــده چکانــده و بــر روي 

 شدهاز هر نمونه عکسبرداري  سپس .میکروسکوپ قرار داده شد
بـراي  . مورد آنالیز قرار گرفت CASAسیستم  نرم افزار توسطو 

) در هـر لام  اسـپرم  200(این روش بـر روي سـه لام    ،هر نمونه
  . انگین سه تکرار بعنوان داده واحد محاسبه شدو می تکرار شد

 -آمیزي ائوزینروش رنگ به کمکها مانی اسپرمدرصد زنده

                                                   

1 - Computer assay sperm analysis 

ارزیـابی   )2007(بر اساس روش بالستري و همکـاران،   نکروزین
ه گسترشی از یک قطـره نمونـه اسـپرم و دو    بدین ترتیب ک .شد

 مـانی تعـداد  و زنـده  گردیـد قطره رنگ روي یک لام گرم تهیـه  
لام بعنـوان یـک   یا میانگین سه مشاهده ( در هر لام اسپرم 200

ــه   ــر گرفت ــد در نظ ــدداده واح ــط ،)ش ــاز  توس ــکوپ ف میکروس
ــا  ) OLYMPUS, Japan(کنتراســت  ــیون ب ــن امرس ــا روغ ب

هـایی کـه   اسـپرم . مورد بررسی قرار گرفت 1000× نمایی  بزرگ
ه و دادنـد مـرد   بطور جزئی یا کامل رنگ بنفش را نشان سر آنها 

ممانعـت   قسمت سـر هایی که از ورود رنگ به داخل تنها اسپرم
   .نده شدنظر گرفت درکرده بودند بعنوان اسپرم زنده 

 پاسخ مثبت بـه میزان رچگی غشاي پلاسمایی به کمک یکپا
سـیترات سـدیم در یـک     g  9/4فرکتـوز،  HOST ) g9محلول 

بـر  ) mOm/kg  100تقطیـر بـا اسـموزیته    دوبارلیتر آب مقطر 
انجـام  بـراي   .تعیین شد) 1997(اساس روش بوکت و همکاران 

 l µ500گشائی شـده بـه  از هر نمونه اسپرم یخ l µ 50تستاین 
 دقیقـه در  60 مـدت ه و ب ـشـد   اضافهمحلول هیپواسموتیک به 

و  شـد  مخلـوط  بـه آرامـی  سپس نمونه  .شدانکوبه  C37° دماي
ي آوري شـده رو از سوسپانسـیون عمـل  ) l µ5حدود(یک قطره 

و بــا لام پوشــانده و زیــر میکروســکوپ داده اســلاید گــرم قــرار 
تکـرار شـمارش   در هـر  کـه  اسپرم  400از . بررسی شد) 400×(

 .خورده و متورم تعیین گردیدهاي با دم تابدرصد اسپرم شد،
  

  آنالیز آماري
رونـده،  پیشدست آمده براي صفات درصد تحركبهاي داده
زنده و نرخ پاسخ به محلـول  هاي کل، درصد اسپرمتحركدرصد 

HOST  ــدا بصــورت ــه   Arcsinابت ــدیل شــده ســپس تجزی تب
 SASنرم افـزار   Mixedآنها توسط رویه ) ANOVA(واریانس 

زمـان  و  ، اثـرات تیمـار  ، بطوریکـه در مـدل  ندآنالیز شد) 9.1.3(
 .ارزیابی براي تمام صفات بعنوان اثر ثابـت در نظـر گرفتـه شـد    

-Tukeyصـفات از آزمـون مقایسـه    براي مقایسه میانگین ایـن  
Kramer  5کمتـر از   داريحـداقل سـطح معنـی    .استفاده شـد 

  .نظر گرفته شد صدرد
 

  نتایج
  تحرك پیشرونده

سوپراکسید هاي مختلف ثیر افزودن غلظتأنتایج حاصل از ت
-براي صفت تحـرك کننده منی گاو هلشتاین در رقیق دسموتاز

 گشـائی در از یـخ  سـاعت پـس   2رونده در دو زمان صفر و پیش
تغییـر  ایـن صـفت    آنالیز واریانسنتایج در . آمده است 1 جدول
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در  همچنین بین هیچ یـک از تیمارهـا  . محسوسی مشاهده نشد
مشاهده  داريمعنیگشائی، تفاوت پس از یخ ارزیابی هر دو زمان

 .)1 جدول( نشد
 

 پیشـرونده  تحـرك  صـفت  )± SD( هاي میانگین مقایسه -1جدول 
 از پـس  انکوباسـیون  2 و صـفر  منـی در سـاعات   هاي نهنمو اسپرم

 .گشائی یخ
  (%)تحرك پیشرونده   

  سطوح  هاآنتی اکسیدان
ساعت صفر 
 انکوباسیون

  

 2ساعت 
  انکوباسیون

  mM 5  83/2±42/54  54/3±83/43  گلوتاتیون احیاء شده
mM 5/7 38/3±73/54  60/3±39/44  

سوپر 
  اکسیددیسموتاز

IU 100  38/3±37/59  39/5±01/49  
IU 150  91/6±87/56  30/5±62/47  

  95/38±72/3  29/50±47/2  -  شاهد
 

  تحرك کل
کـه   نتایج بدست آمده براي صـفت تحـرك کـل نشـان داد    

بکار برده شده  GSHو  سوپراکسید دسموتاز هاي مختلفغلظت
بهبـود   باعـث گشـائی  در این آزمایش در ساعت اولیه پس از یـخ 

 شـاهد ها در مقایسـه بـا گـروه    اسپرمکل دار صفت تحركمعنی
هـا در  ساعت از انکوباسیون نمونه 2حالیکه با گذشت  نشدند، در

بــا غلظــت نهــایی  سوپراکســید دســموتاز، تیمــار C°37دمــاي 
IU/ml 100       در رقیق کننـده، توانسـت کیفیـت ایـن صـفت را

در  همچنـین ). >01/0P(نسبت به گـروه شـاهد ارتقـاء بخشـد     
بـا غلظـت نهـایی     GSHهـاي حـاوي   مونهنارزیابی ساعت دوم 

mM 5    نشـان  نسبت به تیمار شاهد به مراتب عملکـرد بهتـري
  ).2 جدول) (>05/0P( داد
  

هاي هاي صفت تحرك کل اسپرم نمونهمقایسه میانگین - 2 جدول
  .گشائیانکوباسیون پس از یخ 2منی در ساعات صفر و 

  (%)تحرك کل   

ساعت صفر   سطوح  هاآنتی اکسیدان
 نکوباسیونا

  

 2ساعت 
  انکوباسیون

گلوتاتیون احیاء 
  شده

mM  5  74/2±٠3/74  a34/5±87/67  
mM 5/7 05/2±32/71  ab69/4±09/64  

سوپر 
  اکسیددیسموتاز

IU 100  57/2±64/74  a60/2±30/67  
IU 150  92/2±66/74  ab13/5±23/63  

  b88/2±98/56  98/70±37/1  -  شاهد
  ).>P 05/0(دهد ، اختلاف معنی داري را نشان میدر هر ستون حروف متفاوت* 

  زنده مانی
هاي هـر دو سـطح   نمونه نکروزین -آمیزي ائوزیننتایج رنگ

دار در سـاعت  بیانگر عدم تاثیر معنی سوپراکسید دسموتازآنزیم 
ها در سـاعت  آمیزي نمونهاست؛ اما رنگ اولیه پس از یخ گشائی

هاي زنـده در  ري درصد اسپرمدادوم ارزیابی بیانگر افزایش معنی
در مقایسه بـا   IU/ml 100هاي داراي این آنزیم با غلظت نمونه

مقایسه میانگین تیمارها براي صفت درصد اما  .گروه شاهد است
انکوباسیون  2در  GSHهاي زنده تحت تاثیر هر دو سطح اسپرم

باشـد  تیمارهـاي اعمـال شـده مـی     يدارثیر معنیأبیانگر عدم ت
  .)3جدول (

مانی اسپرم صفت زنده )± SD(هايمقایسه میانگین -3جدول 
  .گشائیانکوباسیون پس از یخ 2هاي منی در ساعات صفر و نمونه

  (%)مانی زنده    

  سطوح  هاآنتی اکسیدان

  

ساعت صفر 
 انکوباسیون

  

 2ساعت 
  انکوباسیون

  گلوتاتیون احیاء شده
mM  5  27/2±43/65  ab81/2±23/52  
mM 5/7 10/6±72/65  ab82/3±15/51  

  سوپر اکسیددیسموتاز
IU 100  11/4±64/59  a70/3±68/54  
IU 150  10/5±82/57  ab18/4±05/48  

  b93/4±82/43  39/56±75/6  0000  شاهد
  ).>P 05/0(دهد ، اختلاف معنی داري را نشان میدر هر ستون حروف متفاوت* 
  

   هاغشاء اسپرم یکپارچگی
عت اولیه در رقیق کننـدهاي حـاوي سـطوح    هاي ساارزیابی

داري بـین  تفـاوت معنـی   سوپراکسید دسموتاز و GSHمختلف 
 ازکی حـا  ایـن تحقیـق   نتـایج در حالی کـه،   .تیمارها نشان نداد
 2سـاعت   در HOSTتسـت   بـه هاي تیماري پاسخ مثبت نمونه

با غلظت  سوپراکسید دسموتازکه تیمار  بطوري ،بودانکوباسیون 
IU/ml 100 )05/0P< ( غلظـت با  سوپراکسید دسموتازتیمار و 
IU/ml 15 0 )05/0P<(  وmM 5  ازGSH )05/0P<( 

حفــظ توانــایی خــود را در  خــوبیه بــانکوباســیون  2درســاعت 
، نشـان دادنـد   شاهدها در مقایسه با گروه غشا اسپرم یکپارچگی

 .)4 جدول(
  

ء میـزان یکپـارچکی غشـا    )± SD( هايمقایسه میانگین -4جدول 
-انکوباسیون پس از یـخ  2اسپرم نمونه هاي منی در ساعات صفر و 

  .گشائی
  (%)یکپارچگی غشاء     

  سطوح  هاآنتی اکسیدان

  

ساعت صفر 
 انکوباسیون

  

 2ساعت 
  انکوباسیون

گلوتاتیون احیاء 
  شده

mM  5  31/6±09/55  a 65/5±47/46  
mM 5/7 84/4±68/53  ab67/3±41/42  

سوپر 
  یسموتازداکسید

IU 100  19/5±98/55  a 13/5±08/47  
IU 150  44/4±32/54  a 42/3±06/48  

  b 62/5±52/33  41/47±13/4  0000  شاهد
  )>P 05/0(دهد ، اختلاف معنی داري را نشان میدر هر ستون حروف متفاوت* 

  



    5         سطوح مختلف گلوتاتیون و سوپراکسید دیسموتاز بر برخی از ویژگیهاي اسپرم گاو پس از انجمادتأثیر    

  بحث
در تمـامی   ،بر اساس نتایج به دسـت آمـده از ایـن تحقیـق    

) سـاعت صـفر  (حله اول ارزیـابی  در مر ،هاي ارزیابی اسپرم تست
هـاي مختلـف آنتـی    تفاوتی بین تیمارهـاي آزمایشـی و غلظـت   

محـدودیت زمـان مجـاورت     احتمـالاً . ها مشاهده نشـد اکسیدان
هاي اسپرم دلیل اصلی ایـن عـدم تغییـر    آنتی اکسیدان با سلول

  ).2008گیدا و همکاران، (باشد 
سـپرم  هـاي حرکتـی ا  که ویژگیداد  مطالعات پیشین نشان

جان سکواز و همکـاران  ( داردرابطه مستقیمی با عملکرد باروري 
 هایی با سرعت حرکتی بیشتر شانسبطوري که اسپرم) 2003، 

ن به محل لقاح دارند؛ این در حالی اسـت  را براي رسید بیشتري
هاي وارده به اسپرم در طول انجماد از میـزان  که به سبب آسیب
کاسـته  پـس از انجمـاد بطـور محسـوس     هـا  تحرك این سـلول 

به کاربردن اسـپرم منجمـد   با ؛ بنابراین افت باروري گله شود می
انـد   اشاره نموده محقیق در این زمینه. شده اجتناب ناپذیر است

هـا  هاي حرکتی اسپرم با میزان فعالیـت میتوکنـدري  که ویژگی
اسپرم ارتباط نزدیکـی  مین کننده انرژي حرکت أبعنوان موتور ت

هـاي بـالاي   غلظـت . )2001رزپسـینی و همکـاران،   ( وجود دارد
هـا  تواند براي سلامت سلولمی) ROS(هاي فعال اکسیژن گونه

در عـین حـال آنتـی    . و فعالیت میتوکندري مخاطره آمیز باشـد 
نقـش غیـر    GSHو  سوپراکسـید دسـموتاز  هایی نظیر اکسیدان

. کنندایفا میهاي آزاد اکسیژنی قابل انکاري در پاك سازي گونه
با بهبـود شـرایط محیطـی     به منی، هالذا افزودن آنتی اکسیدان

هـا را نیـز   تحرك بیشتر اسـپرم ، و افزایش زنده مانی براي اسپرم
  .به همراه خواهد داشت

نتایج به دست آمده در ارتباط با بهبود پارامتر تحـرك کـل   
بـا   ترتیـب ه ب سوپراکسید دسموتاز و  GSHتیمارهاياسپرم در 

با تیمـار شـاهد   در مقایسه  IU/ml 100و  mM 5 غلظت نهایی
نتـایج مـا بـا    . باشـد  فوق مییید کننده فرضیه أدر این مطالعه ت

 ،و همکـاران  کاکیـا و  )1996( اسـتوژانف، و  ماکسـول هاي یافته
ــابق )2011( ــت تط ــل از  . داش ــایج حاص ــنت ــدا اتمطالع و  گی

ــاران ــال، )2011( ،همک ــاران پروم ــاكو  )2011( ،و همک و  بوک
در بدسـت آمـده در ایـن آزمـایش     بـا نتـایج    )2008( ،همکاران
 کننده انجمـاد بـر تحـرك   به رقیق GSHثیر افزودن أتخصوص 

   .مغایرت داشت کل
سوپراکسـید  وح مختلـف  دار سـط ثیر معنـی أدر مورد عدم ت

، اسپرم در آزمایش حاضر روندهپیشبر تحرك GSHو  دسموتاز
 سوپراکسـید دسـموتاز   ر رفتـه بکـا کـه دوزهـاي   گفـت  توان می

بـر  مطلـوبی  رفـت اثـرات    نتوانسته است آنگونه کـه انتظـار مـی   

سلول اسپرم بوجـود   سازي عوامل اکسیدانیهاي خنثیمکانیسم
در  سوپراکسید دسموتازح وثیر سطأاز تبدست آمده نتایج  .آورد

 و )2011( ،و همکـاران  گیـدا  مطالعاتبا  آزمایش حاضر، همسو
 ،و همکـاران  کاکیـا ، اما بـا نتـایج   بوده )2005(، نو همکارا روکا

-رقیـق  در GSHح وافـزودن سـط   اثر .مطابقت نداشت )2011(
و  گیـدا  بـا نتـایج   رونـده، پـیش بـر صـفت تحـرك    کننده انجماد

ــاران ــال، )2007( ،همک ــاران پروم ــاكو  )2011( ،و همک و  بوک
 ،و همکـاران  گیـدا ولی بـا نتـایج   مشابه بوده  )2008( ،همکاران

دلیل عدم همخـوانی بـا نتـایج     احتمالاً. ت داشتمغایر )2011(
هاي محـیط نگهـداري، گونـه،    ویژگی )2011( ،و همکاران گیدا

پروسه انجماد و دوز مورد استفاده در آن تحقیق با پـژوهش مـا   
  .باشد

در خصوص همبستگی این صفت با باروري اسپرم، تناقضات 
ــود دارد  ــادي وج ــدران .زی ــاران ژین ــی ،)1984( ،و همک و  بیل

در تحقیقـات   )2005( ،و همکاران گریترانو  )1994( ،همکاران
رونـده شـاخص   خود به این نتیجـه رسـیدند کـه تحـرك پـیش     

و  رودریگـرز در حالیکـه   ؛باشـد مناسبی براي ارزیابی منـی نمـی  
 )2000( ،ساکه و همکـاران و  )2000( مولر، ،)2011( ،همکاران

  .نظر مخالفی در این مورد دارند
که بهبود نرخ باروري اسـپرم بـا بـالا    داد نتایج پیشین نشان 

 .ي نزدیکـی دارد  رابطـه هاي زنـده بـه مـرده    بودن نسبت اسپرم
مانی پـس از انجمـاد   کاهش نرخ زنده. )2011گیدا و همکاران، (

هـا  چربـی غشـاء   با افزایش نرخ پراکسیده شـدن  یارتباط نزدیک
لولی داخـل س ـ  ROS به دنبال افزایش میزان بیش از حد اسپرم

عبارت دیگر تخریب بخشـی از   به ).2012گودري و ولک، ( دارد
ساختمان غشاء به دنبال انجماد منـی آثـار نـامطلوبی بـر سـایر      

حیات سلول را بـه خطـر    هاي داخل سلولی دارد که نهایتاًارگان
در سـاعت دوم انکوباسـیون    GSHسطوح از هیچ یک  .اندازدمی

 ایـن  ،مـانی اسـپرم نداشـتند   ظ نرخ زنـده داري بر حفثیر معنیأت
 تـیکن، و  بوکـاك ، )2011( ،و همکـاران  گیـدا نتایج با مطالعات 

اما بـا تحقیقـات    ،منطبق )2008( ،و همکاران بوکاكو  )2007(
در مقابـل افـزودن    .باشـد مـی مغـایر  ) 2007( ،و همکـاران  گیدا

بـه رقیـق کننـده انجمـاد     ) IU/ml 100( سوپراکسید دسـموتاز 
ایـن نتـایج    .را بهبود بخشید این آزمایشمانی اسپرم  دهصفت زن

 IU/ml 100بـا غلظـت    سوپراکسید دسموتازدهد که نشان می
در ایجاد تعادل بـین نـرخ   به سایر تیمارها نسبت  بیشتريثیر أت

  .دارد ROSتولید و پاك سازي 
یک تست دو زمانه است، بطوریکـه نـه تنهـا     HOSTتست 

کند بلکه معیاري از زنده ید میأیرا تسالم بودن غشاء پلاسمایی 
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تواند وجود یا عدم وجود این اختلالات را بودن اسپرم بوده و می
تـوان در مـورد ایـن صـفت     آنچـه کـه مـی    .براي ما روشن سازد

بـرهم خـوردن   تحلیل و بررسی کرد این است که محققـین بـه   
سـلول   گشـائی یخ -در طول انجماد چربی –تعادل بین پروتئین

خود را در  ها عملکرد موثرپروتئین شودباعث میدارند که اشاره 
هاي یونی غشاء از و کانال ها گیرندهها، ارتباط با ساختمان آنزیم

بنــابراین پــس از . )2002مــدیروز و همکــاران، (دســت بدهنــد 
ساختاري و عملکـردي غشـاء    یکپارچگیکه انجماد ممکن است 

و سـطح   د دسـموتاز سوپراکسیهر دو سطح آنزیم . از دست برود
mM 5 GSH کننده انجماد گاو بـر روي  بکاربرده شده در رقیق

 ـ ،ثیر نسبتا مطلـوبی از خـود نشـان دادنـد    أغشاء پلاسمایی ت ه ب
هاي  سایر اندامک آسیب به غشاء پلاسمایی و ایجاد از که طوري

نتایج ما درمورد افـزودن دو   .عمل آورده استه ب ممانعتسلولی 
و  بوکـاك  ،)2007(و همکـاران   یوسالت با مطالعا GSHسطح 
بـا نتـایج    اما ،مغایر )2008(و همکاران  بوکاكو  )2007( تیکن
را بـه  نتـایج  توان این  می .بودموافق  )2007( ،و همکاران میشل

که ناشـی  بهبود عملکرد سلول اسپرم در استفاده از منابع انرژي 
اشـد،  ب آن پس از انجماد مـی غشاء  و یکپارچگی سلامتاز حفظ 

 افـزایش و اسـپرم  ماندگاري  یند بهبودآنتیجه این فر .نسبت داد
یـک لقـاح    و نهایتـاً  رسیدن سلول اسپرم به محل لقـاح احتمال 

   .موفق خواهد بود

آنتی اکسیدان مدت زمان تماس تحقیق حاضر نشان داد که 
تواند عملکرد آن را بطور قابل توجهی  میبا اسپرم مورد استفاده 

مـورد   يهـا اکسیدانآنتی غلظتهمچنین  .ر دهدثیر قراأتحت ت
اي انتخاب شود که بتوانـد یـک نظـم و    بایست بگونهمیاستفاده 

یکپارچگی عملکرد را در سیستم دفـاع داخـل سـلولی در برابـر     
سـلول   یـد، تـا نهایتـاً   ایجاد نما ROSنظیر کننده اکسیدعوامل 

و  هـاي لازم بـراي رسـیدن بـه محـل لقـاح      ویژگی اسپرم بتواند
  .حصول یک لقاح موفق را بدست آورد نهایتاً

که اسـتفاده از   رسد به نظر می باتوجه به نتایج بدست آمده،
 سوپراکسـید دســموتاز  و) GSH )mM 5هــاي آنتـی اکسـیدان  

)IU/ml100 (هـاي کیفـی  برخی از ویژگیتواند باعث بهبود  می 
 .شودگشائی پس از یخ اسپرم گاو
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