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  در ها هاي داخل سلولي و پراكسيداسيون چربي غشاي اسپرم ها برآنزيم آنتي اكسيدان اثر

  نژادهاي هلشتاين و سيمنتال رقيق كننده مني گاو
  

  2رستگار الفتي كرجي و *1حسين دقيق كيا

  دانشگاه تبريز دانشكده كشاورزي گروه علوم دامي دانشيار -1
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  چكيده

. اسـت  وواسطه افزايش انواع اكسيژن فعال ناشي از فرآيند انجماد مستعد استرس اكسيداتيو و آسيب پراكسيداتيه غشاي سلول اسپرم ب

بـر  )  SOD(و سوپراكسيد ديسموتاز ) GSH(هاي گلوتاتيون احياء شده ثير سطوح مختلف آنتي اكسيدانأتبررسي هدف مطالعه حاضر 

و ) =4n(از نژادهاي هلشـتاين  ) انزال ازهر گاو در هر نژاد 5(انزال  35. يخ گشايي شده گاونر بود-پارامترهاي بيوشيميايي اسپرم منجمد

و توسـط  ) بطور جداگانه در هر تكرار از هر نژاد(هاي مني داراي شرايط مناسب، مخلوط شده نمونه. جمع آوري شدند) =3n(سيمنتال 

 SOD در ميلـي ليتـر  واحد بين المللي  150و  100و  GSH ميلي مولار 5/7و  5زرده تخم مرغ كه حاوي سطوح  –ده تريسرقيق كنن

خنـك شـده و سـپس در     Cº5سـاعت تـا دمـاي     2هاي مني بـه مـدت   نمونه. رقيق شدند) شاهد(و يك رقيق كننده فاقد افزودني بود 

) GPx(و گلوتاتيون پراكسـيداز   SODهاي يل دي آلدهايد، فعاليت آندوژنوسي آنزيمسطح مالون. ليتر منجمد شدندميلي 5/0هاي  پايوت

داري سـطح   گاو، بطـور معنـي  به رقيق كننده انجماد منيGSH نتايج نشان داد كه افزودن هر دو سطح . گشايي ارزيابي شدندپس از يخ

 GSHاز  ميلـي مـولار   5همچنـين افـزودن سـطح    ). >05/0P(، در هر دو نـژاد كـاهش داد   كنترل را نسبت به گروهمالون دي آلدهايد 

 نتـايج ايـن مطالعـه نشـان داد كـه      بطوركلي،). >05/0P(شاهد بهبود بخشيد گروه هاي نژاد سمينتال را نسبت به اسپرم GPxفعاليت 

 اسـپرم  ءاكسيداسـيون غشـا  ثير مثبتي بر سيستم دفاع داخل سلولي و كـاهش پر أبه رقيق كننده ت GSHاز  ميلي مولار 5يا  5/7افزودن 

  .دارد

  ، پراكسيداسيون چربيانجماد مني، آنتي اكسيدان :كلمات كليدي
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  مقدمه

تكنيك انجماد اسپرم و استفاده از اسپرم منجمد شده در 

فرانكو و باروفي (تلقيح مصنوعي و توليد آزمايشگاهي رويان 

حافظ و ( و تزريق درون سيتوپلاسمي اووسيت )2002

. شودمثل مي ، موجب بهبود راندمان توليد)2004 همكاران،

استفاده از اسپرم طبيعي و كارآمد براي حصول به  اين بنابر

ها ضروري بوده و راندمان بالاي باروري در اين تكنيك

فرآوري سلول اسپرم، نقش  برايهاي بكار برده شده  روش

با وجود استفاده از . ها دارد وري اين تكنيكمهمي در بهره

هاي انجماد اسپرم، همواره ترين امكانات و روشرفتهپيش

شود كه پس از انجماد درصد چشمگيري از مشاهده مي

هاي اسپرم مرده و يا توان باروري خود را از دست  سلول

 و گيديا؛ 2000 ،؛ واتسون2000 همكاران،بيلي و (دهند  مي

  .)2007 همكاران،؛ استراديولي و 2004 همكاران،

ها و مواد گشايي غلظت آنزيميخ- يند انجمادثير فرآأتحت ت

مطالعات پيشين . يابداكسيداني به شدت كاهش ميآنتي

در اسپرم انسان، گاو و خوك و   GSHهايكاهش غلظت آنزيم

SOD  و گيديا؛ 2000 همكاران،و  بيلودو(در اسپرم گاو 

و  گيديا؛ 2007 همكاران،؛ استراديولي و 2004 همكاران،

. اندرا بعد از فرآيند انجماد، گزارش كرده) 2011 همكاران،

هايي نظير اختلال در سيستم دفاع سلولي كه در آن آنزيم

SOD ،كاتالاز ،GPx و گلوتاتيون ردوكتاز و كوفاكتور GSH 

سازي اثر انواع اكسيژن دخالت دارند، موجب كاهش خنثي

، افزايش تجمع آنها و ايجاد شرايط استرس )ROS(فعال 

هاي اسپرم باتوجه به اينكه غشاء سلول. شودمي اكسيداتيو

پستانداران نسبت بالايي از اسيدهاي چرب غير اشباع دارند 

، )2011 بيلاسپوري،؛ بنسال و 1996 ،ماكسول و واتسون(

گيرد ها مورد حمله قرار ميROSاولين محلي كه توسط 

؛ 1979 همكاران،جونز و ( اسيدهاي چرب با پيوند دوگانه است

علاوه بر آسيب غشاي سلولي در اثر اين . )1995 ،نآيتك

حملات، مشتقات حاصل از پراكسيده شدن اسيدهاي چرب 

)MDA (هاي سلولي از به سازوكارهاي متابوليسمي و ارگان

هاي جبران ناپذيري وارد ها، آسيبو پروتئين DNAجمله 

اين اختلالات در نهايت با كاهش . )1993 ،وايت(كنند مي

ماني هاي داخل سلولي، قدرت تحرك و زندهنزيمفعاليت آ

 ،وايت(شود ميها اسپرماسپرم، منجر به افت محسوس باروري 

 همكاران،؛ آيتكن و 1995 ،؛ ژاو و بوهر1995 ،؛ آيتكن1993

1998.(  

-كننده انجماد اسپرم توسط آنتيغني نمودن محيط رقيق

دمان ثر در حفظ رانؤم هايها، يكي از استراتژياكسيدان

 همكاران،و كائيل مي(باروري اسپرم، پس از انجماد است 

ثير مثبت استفاده از تركيبات آنتي اكسيداني نظير أت. )2009

، سيتئين، تائورين، E، ويتامين تولوئن يدروكسيه لاتيبوت

گلوتاتيون احياء شده و سوپراكسيد ديسموتاز و بسياري از مواد 

ين گزارش شده است آنتي اكسيداني ديگر در مطالعات پيش

؛ شوآ و 2008 همكاران،؛ بوكاك و 2005 همكاران،روكا و (

؛ هو و 2009 همكاران،؛ ساري اوزجان و 2008 ،ضميري

افزودن آنتي . )2011 همكاران،؛ پرومال و 2011 همكاران،

ها به محيط انجماد اسپرم سبب حفظ يا بهبود اكسيدان

بنسال و (شود ميعملكرد متابوليكي و ساختماني سلول اسپرم 

سازي، انجماد و كه در طول مراحل رقيق )2011 بيلاسپوري،

 ها عمدتاًاين آسيب. شودگشايي به آنها آسيب وارد مييخ

ها ROSهاي آزاد بويژه ناشي از توليد چشمگير راديكال

)H2O2 ،O2
- ،OH- (باشدمي ) ؛ وانگ 1995 همكاران،سيكا و

تامسون و ؛ 2002 ران،همكا؛ آگروال و 1997 همكاران،و 

   .)2009 همكاران،

نتايج تحقيقات پيشين حاكي از آن اسـت كـه اسـتفاده از         

در رقيق كننده انجماد مني گاو، گوسفند  GSHآنتي اكسيدان 

اسـپرم  ) حركتـي (و خوك باعث حفظ پارامترهـاي دينـاميكي   

؛ 2001 همكـاران، و  بيلـودو (شـود  پس از يـخ گشـايي آن مـي   

و  گيـديا . )2011 همكاران،؛ پرومال و 2008 ران،همكاو  گيديا

در رقيق  GSHگزارش كردند كه استفاده از ) 2008( همكاران

-كننده مني پس از انجماد، عملكرد اسپرم گـاو را بهبـود مـي   

با توجه به اينكه اسپرم سلولي هاپلوئيد بوده و بخشي از . بخشد

نـابراين  دهـد، ب سيتوپلاسم خود را در جريان بلوغ از دست مي

ها هاي انجماد نسبت به ساير سلولتوانايي آن در تعديل آسيب

؛ بوكـاك  2004 همكاران،و  گيديا( تري قرار دارددرسطح پائين

؛ پرومـــال و 2008 همكـــاران،و  گيـــديا؛ 2008 همكـــاران،و 

ثير سطوح أ؛ لذا هدف از اين تحقيق بررسي ت) 2011 همكاران،

بطـور همزمـان بـر     SODو  GSHهـاي  اكسيدانمختلف آنتي

و ميـزان پراكسـيده شـدن     GPxو  SODهـاي  فعاليت آنـزيم 

  .چربي غشاء اسپرم در رقيق كننده انجماد مني گاو نر بود

  

  هامواد و روش

اين تحقيق در مركز اصلاح نژاد شمال غرب و غـرب كشـور در   

 5(انـزال   35وع ممج .، تبريز انجام شداستان آذربايجان شرقي

 س گـاو نـر  أر 3 هلشـتاين و  س گاو نـر أر 4از ) هر گاو انزال از

 شـرايط پـرورش   سـال،  4-5بـا سـن   سيمنتال سـالم و بـارور   
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دو بار در هفته و با كمك مهبل مصنوعي جمـع آوري   ،يكسان

 5×107هـاي منـي بـا غلظـت بـيش از      در هر انزال، نمونه .شد

كل اسـپرم  و ناهنجاري % 70 الايليتر، تحرك ب اسپرم در ميلي

در نظـر   نمونه مني مناسـب عنوان ه ب% 10كمتر از  غيرطبيعي

آوري شـده از دام   گرفته شدند؛ در غيـر اينصـورت منـي جمـع    

منظور حـذف  ه در هر تكرار آزمايش، ب. مورد نظر حذف گرديد

ها در مقـادير مسـاوي بـا هـم     هاي مني داماثرات فردي، نمونه

  . شدند مخلوط 

 -تـريس بـر پايـه    كنندهسازي مني با استفاده از رقيق رقيق

 ميلـي مـولار   69اسيد سيتريك،  ميلي مولار 60(زرده تخم مرغ 

 گليسرول،% 7زرده تخم مرغ، % 20تريس، مول  25/0فركتوز، 

 ميلي گرم در ليتـر  150 جنتامايسين،ميلي گرم در ليتر  250

 50 اسپكتينومايسـين و ميلي گرم در ليتر  300 لينكومايسين،

و  بيلودو( صورت گرفت )pH 8/6با  تايلوزينميلي گرم در ليتر 

ــاران، ــارتينز و 2002 همكــــ ــاران،؛ مــــ  .)2006 همكــــ

و ) ميلـي مـولار   5/7و  5(در دو سطح  GSHهاي  اكسيدان آنتي

SOD  واحد بـين المللـي در ميلـي     150و  100(در دو سطح

سـاعت زمـان    2پس از و شد افزوده  به رقيق كننده پايه) ليتر 

ها توسط دسـتگاه   ، نمونهCº5تا  تعادل گليسرول و سرد سازي

ــگ ــيلينگ  -فيلين IMV(س , Franc (ــايوت ــاي  در پ  5/0ه

  . ندبندي شد بستهپر و  اسپرم 30×106تعداد  هليتر ب ميلي

  

  آناليزهاي بيوشيميايي

 محلـول ميلـي ليتـر    1 ،ي اسـپرم هـا پـايوت گشـايي  پس از يخ

NaCl 9/0 شـد  سـانتريفيوژ  و سپس  درصد به آنها اضافه شده

)1000× g  ــه 5در ــين  ). دقيق ــاي تعي ــراي آناليزه ــزان ب مي

هاي آنزيمي، پلت اكسيدانآنتي پراكسيداسيون چربي و فعاليت

  .ذخيره شدند -C°70و در دماي  هاسپرم جدا شد

  

  )MDA(مالونيل دي آلدئيد سطح 

توسط اسيد تيوباربيتوريك، ميزان  MDAگيري سطح با اندازه

 همكـاران ساس روش اوكـاوا و  بر اپراكسيداسيون چربي اسپرم 

 MDA ،100بـــراي تعيـــين ســـطح . بــرآورد شـــد ) 1979(

-TBAميكروليتر از سوسپانسيون پلت سلول اسپرم به محلول 

TCA )25/1 واحــد حجمــي   ٪20تــر از ليميلــيTCA ،1 

ليتـر از  ميلـي  25/1و  TBAواحد حجمـي   ٪2/0ليتر از  ميلي

در آب جوش مخلوط حاصل . اضافه گرديد) H2So4مول  05/0

پس از جوشيدن، . دقيقه قرار داده شد 60مدت ه ب) درجه 95(

بوتانول به مخلوط اضافه شده و سپس بـه مـدت    ميلي مولار 4

مايع رويـي جـدا شـده و    . سانتريفيوژ شد g 1500دقيقه در 5

اپنـدروف  (متر نانومتر توسـط بـايوفتو   535جذب نوري آن در 

توسـط ضـريب    MDAغلظـت  . گيري شـد اندازه) پلاس آلمان

 MDA. تعيـين شـد  ) µmol ⁄cm3 105×56/1( جذب ويـژه 

گرم پروتئين پلت سلول توليد شده به صورت پيكومول بر ميلي

  .ثبت گرديداسپرم 

  

  فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز

ليت گلوتاتيون پراكسـيداز مطـابق روش پاگليـا و والنتـاين     افع

 است كهصورت  زمايش بدينآاساس  .گيري شداندازه) 1976(

GPX  با اكسيداسيونGSH     توسـط كـومن هيدروپراكسـيداز

در حضور گلوتاتيون ردوكتاز و نيكـوتين آميـد   . شودكاتاليز مي

بلافاصـله گلوتـاتيون     (NADPH)وتيد فسفاتئكلونآدنين دي

 NADP بـه  NADPHهمزمان با اكسيد شـدن و اكسيد شده 

بـه    NADPHاكسيداسـيون . شـود به شكل احيـا تبـديل مـي   

NADP  نـانومتري ارتبـاط دارد   340با كاهش در جذب نوري 

فعاليـت   ،كه در اين آزمـايش بوسـيله دسـتگاه اسـپكتوفتومتر    

GPx   نــرخ كـاهش جــذب نـوري نســبت   . تشـخيص داده شـد

 20مخلـوط واكـنش شـامل    . دارد GPxمستقيمي با فعاليـت  

ليتر از پلت سـلول  ميليدر هر گرم ميلي 3(ميكروليتر از نمونه 

 05/0 ،گلوتـاتيون  مـول ميلي 4(ليتر از محلول ميلي 1 ،)اسپرم

ــر واحــد  ــاز،  در ه ــاتيون ردوكت ــر گلوت ــي 34/0ليت ــولار ميل م

NADPH ،05/0 ــي ــفات،  ميل ــافر فس ــولار ب  3/4و  pH 2/7م

ميكروليتر كومن هيدرو پراكسـيداز   40و ) EDTAمولار ميلي

دقيقه توسـط   20ميزان جذب نوري نمونه مخلوط پس از . بود

نـانومتر   340در طول مـوج  ) اپندروف پلاس آلمان(يوفتومتر با

در هــر بصــورت ميلــي واحــد  GPxمقــدار . گيــري شــدانــدازه

  .ثبت گرديدگرم پروتئين پلت سلول اسپرم  ميلي

  

  فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز

ــا اســتفاده از روش    ــت سوپراكســيد ديســموتاز ب ــزان فعالي مي

. تعيين گرديد) 1972(پيشنهاد شده توسط ميسرا و فرديوويچ 

ايـن روش از  اساس اين آزمايش بر ايـن اسـتوار اسـت كـه در     

گزانتين و گزانتين اكسيداز براي توليد راديكال سوپراكسيد كه 

ــا  3-(4-nitrophenol)-5- phenyl-(iodophenyl-4)-2ب

tetrazolium chloride (I.N.T) كه در نهايت  بكار برده شد

فعاليـت  . كنـد  تظـاهر پيـدا مـي   واكنش به رنگ قرمز فورمازان 

SOD       گيـري  با درجـه ممانعـت از انجـام ايـن واكـنش انـدازه

  .شود مي
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تحت  NTممانعت از كاهش  ٪50عامل  SODيك واحد از 

براي هر مخلوط واكنش . باشدشرايط اين آزمايش مي

 1و  )پلت سلول اسپرم(از نمونه  ميكروليتر 30ستاندارد شامل ا

ميلي  025/0ارگزانتين، ميلي مولار 05/0( ليتر از محلوليليم

ميلي  94/0و  2/10pHبا  CAPS ميلي مولار INT ،40ر مولا

. ميكروليتر از گزانتين اكسيداز بود 150و  )EDTAر مولا

اپندروف پلاس (كيوويت حاوي مخلوط نمونه توسط بايوفتومتر 

در دو مرحله تشخيص داده  نانومتر 505در طول موج ) آلمان

دومين جذب ) 2ثانيه و  30ذب نوري اوليه پس از ج) 1: شد

دقيقه پس از افزودن گزانتين اكسيداز به مخلوط  3نوري 

مورد استفاده همچنين يك گروه شاهد نيز . ثبت شد نمونه

بصورت واحد بين المللي بر گرم  SODمقدار . قرار گرفت

  .پروتئين پلت سلول اسپرم بيان شد

 
  آناليز آماري

 هاي تشـخيص بيوشـيميايي بـا اسـتفاده از    داده آناليز واريانس

ــه  ــات    GLMروي ــداقل مربع ــون ح ــط آزم ــدنبال آن توس و ب

مدل آمـاري بكـار   . ميانگين، تيمارهاي آزمايشي مقايسه شدند

  :    رفته در اين مطالعه و اجزاي آن عبارتند از 
Y ij= µ+ Ti + eij  

Y ij =مشاهده ij ام      ،Ti=اثر تيمار i ام  

µ =مشاهده ميانگين    ،eij = خطاي آزمايشياثر ij   ام 

  

  تايجن

 در تحقيـق نشـان داد كـه   ايـن  هاي آناليز دادهنتايج حاصل از 

و  نـژاد هلشـتاين   هـر دو  گشـايي شـده  يخ-اسپرم هاي منجمد

تحـت   )>05/0P(ي داربطـور معنـي   MDAميـزان   سيمنتال

در  MDAميــزان . كــاهش يافــتثير تيمارهــاي آزمايشــي أتــ

 داريبطـور معنـي   نژاد هلشتاين) ميلي مولار GSH )5/7تيمار

)05/0P<(  از تيمار شاهد وSOD )100 بـود  تـر  پـائين ) واحد

نـژاد   هـاي  در نمونـه  )ميلـي مـولار   5( GSHو تيمار ) 1شكل (

 SODاز تيمار شاهد و   )>05/0P( داريبطور معني سيمنتال

نـژاد  در  ،بعـلاوه . )1شكل ( بودتر پائين) 1شكل ) (واحد 150(

بطورمعني ) ميلي مولار GSH )5تيمار  MDAسطح سيمنتال 

شكل ( مشاهده شد) واحد150( SODكمتر از ) >05/0P(دار 

1(.   

اسپرم در  GPxهاي مربوط به ميزان فعاليت آنزيم داده

استفاده از تيمارهاي آزمايشي . نشان داده شده است 2شكل 

هاي ر نمونهد GPxفعاليت آنزيم  طالعه باعث بهبوددر اين م

در حاليكه فعاليت . در نژاد هلشتاين نشد ،مني پس از انجماد

دار افزايش هاي نژاد سيمنتال بطور معنياين آنزيم در نمونه

در  GPXدر نژاد سيمنتال، فعاليت آنزيم ). >05/0P(يافت 

 5سطح ( GSHنتي اكسيدان آگشايي با هاي مني يخمونهن

  ).>01/0P(ارها افزايش يافت ، نسبت به ساير تيم)ميلي مولار

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
هـاي گلوتـاتيون احيـاء شـده     تاثير سطوح مختلف آنتي اكسـيدان . 1شكل 

)GSH ( و سوپراكســيد ديســموتاز)SOD (  ــد ــالون دي آلدئي ــزان م ــر مي ب

)MDA( يخ گشايي شده گاو نر /اسپرم منجمد)هلشتاين؛ سيمنتال .(  

  ).>P 05/0(د ندهمي حروف متفاوت، اختلاف معني داري را نشان

  

گشايي شده هردو نژاد هلشتاين هاي مني يخآزمايش نمونه

هاي مختلفي از و سيمنتال نشان داد كه با افزودن غلظت

زرده -كننده تريسبه رقيق SODو  GSHهاي اكسيدانآنتي

  . بهبود ندادرا  SODتخم مرغ، فعاليت آنزيم 
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هـاي گلوتـاتيون احيـاء شـده     ر سطوح مختلف آنتي اكسـيدان تاثي -2 شكل

)GSH ( و سوپراكسيد ديسموتاز)SOD (  بر ميزان فعاليت آنزيم گلوتـاتيون

هلشــتاين؛ (يـخ گشـايي شــده گـاو نـر     /اسـپرم منجمــد ) GPx(پراكسـيداز  

  ). سيمنتال

  .)>P 05/0( دندهيرا نشان م يدار يحروف متفاوت، اختلاف معن

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي گلوتاتيون احياء شده تاثير سطوح مختلف آنتي اكسيدان - 3شكل 

)GSH ( و سوپراكسيد ديسموتاز)SOD ( بر ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد

هلشتاين؛ (يخ گشايي شده گاو نر /اسپرم منجمد) SOD(ديسموتاز 

  .)سيمنتال

  

  

  بحث

 زا مولار ميلي 5 نشان داد كه افزودن غلظتاين بررسي نتايج 

GSH  سبب بهبود  ،كننده انجماد مني گاو سيمنتالرقيقبه

 GSHثير غلظت أهايي كه در تتفاوت .شد GPxفعاليت آنزيم 

 احتمالاًشود ديده ميبر فعاليت اين آنزيم در بين دو نژاد 

فيزيكي و شيميايي  مربوط به تفاوت در ميزان مقاومت

 هاي انجمادي سيبو آ اسپرم در طي مراحل انجماد هاي سلول

نقش  GPxبعنوان كوفاكتور آنزيم  GSH آنتي اكسيدان .باشد

 كنداي در پاكسازي پراكسيد هيدروژن بازي ميتعيين كننده

 همكاران،؛ گيديا و 2000 همكاران،؛ بيلودو و 1996 ،سيكا(

داخل  GSHبعبارت ديگر بعلت كاهش شديد غلظت . )2004

ت مناسبي از آن مورد سلولي در طول انجماد، چنانچه غلظ

 GPxتواند با بهينه نمودن عملكرد آنزيم استفاده قرار گيرد، مي

هاي سلولي ناشي از افزايش مقدار بخش قابل توجهي از آسيب

نمودن به اكسيژن و  تبديلبا  ،راديكال پراكسيد هيدروژن را

داخل  ROSثير مثبتي بر كاهش ميزان أت داده وكاهش  ،آب

 GSHبا افزودن  GPxبهبود فعاليت آنزيم  .داشته باشدسلولي 

تور در كدهنده كاهش شديد اين كوفا بطور غير مستقيم نشان

همسو با نتايج اين نتايج  ؛گشايي مني استيند انجماد و يخآفر

 همكاران،بيلودو و است(بدست آمده توسط ديگر محققان 

 همكاران،؛ استراديولي و 2004 همكاران،؛ گيديا و 2000

در اين مطالعه  .باشدمي )2011 همكاران،گيديا و  ؛2007

هر دو نژاد در به رقيق كننده انجماد مني  GSHافزودن 

. ايجاد نكردداخل سلولي  SODتغييري در ميزان فعاليت آنزيم 

در پاكسازي ) GPxكوفاكتور آنزيم ( GSHنقش با توجه به 

م ا مكانيسم سم زدايي آنزيواكنش ي حاصل از H2O2متابوليت 

SOD )واضح است كه افزودن اين تركيب  ،)1996 ،سيكا

نتايج  بنابراين .كند ايجاد نمي SODتغييري در فعاليت آنزيم 

  . دكنييد ميأت را به درستيفوق فرضيه اين آزمايش 

يند آدر طي فر SODدهد كه آنزيم تحقيقات نشان مي
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 شودانجماد اسپرم بطور غيرقابل برگشتي از سلول خارج مي

باتوجه به . )2000 همكاران،؛ بيلودو و 1994 همكاران،سو و لا(

-(پراكسيد آزاد يوننقش مهم اين آنزيم درپاكسازي راديكال

O2(يش اتواند سبب افز، كاهش يا عدم فعاليت اين آنزيم مي

 150 سطح افزودندر اين مطالعه . شوددر سلول  ROSسطح 

بالا كننده انجماد مني هر دو نژاد، سبب به رقيق SODواحد 

هاي پس از فعاليت داخل سلولي اين آنزيم در ارزيابيرفتن 

، با اين وجود نتايج آناليز شدنسبت به ساير تيمارها انجماد 

 تفاوت SODميزان فعاليت آنزيم هاي حاصل از واريانس داده

 اليتعف افزايش. درا در هر دو نژاد نشان ندا) P=07/0(عني داري م

- با افزودن آن به رقيق كننده تريس SODآنزيم  داخل سلولي

؛ 1994 همكاران،لاسو و ( اتييد كننده گزارشأتزرده تخم مرغ 

در فعاليت دار مبني بر كاهش معني )2000 همكاران،بيلودو و 

يخ گشايي  -در طول فرايند انجمادداخل سلولي اين آنزيم 

 SODآنزيم فزودن ابا نشان داد كه لعه اين مطانتايج . باشد مي

 GPxفعاليت آنزيم ) در هر دو نژاد( ،كننده انجمادبه رقيق

  .كندپيدا نمي محسوسي تغيير

به  ROSاسيدهاي چرب غشاء اسپرم در برابر حملات 

كه بواسطه آن صدماتي از جمله كاهش  ندشدت آسيب پذير

سيختگي نرخ گ افزايش ،ديگرسوي از  و و تحرك مانيزنده

DNA اسپرم  يهاو اختلال در عملكرد فعاليت ميتوكندري

 خواهد شد مكاهش باروري اسپر موجب و نهايتاً ساختهوارد 

؛ 1990 همكاران،؛ همورستدت و 1989 همكاران،ژولين و (

بهترين استراتژي . )2000 همكاران،؛ بامبر و 1993 ،وايت

يا هش كا ،حفاظت از تخريب اسيدهاي چرب غير اشباع غشا

 .باشدها مي خطر آنها تا محدوده مقدار بيROSتوليد كنترل 

معياري از ميزان پراكسيداسيون چربي  MDAسطح تشخيص 

در اين مطالعه  .در اين آزمايش استفاده شده استكه  باشدمي

زرده  -كننده تريسبه رقيق GSHميلي مولار   5و  5/7 افزودن

هاي نژادهاي در نمونه ، به ترتيبآن تخم مرغ پيش از انجماد

كاهش  يداربطور معنيرا  MDAسطح  ،سيمنتالو هلشتاين 

همخواني  )2011( همكاراناين نتايج با مطالعات پرومال و . داد

دو نژاد  كه در هر مشاهده شدبعلاوه در اين مطالعه ما  .دارد

عملكرد  GSH مولارميلي 5و  5/7هلشتاين و سيمنتال سطوح 

 SODواحد  150و  100سبت به سطوح بهتري به ترتيب ن

توان باتوجه به نتايج به دست آمده در اين پژوهش مي. شتدا

در  GPxبا افزايش فعاليت آنزيم  نتيجه گرفت كه احتمالاً

 GSHحاوي افزودني  يخ گشايي شده- منجمداسپرم هاي نمونه

مولار به ترتيب در نژاد هلشتاين و ميلي 5و  5/7در سطوح 

. يابدميزان پراكسيده شدن اسپرماتوزوآ كاهش مي ،سيمنتال

در هر  ،داخل سلولي SODاما همزمان با بهبود فعاليت آنزيم 

ميزان  ،SODواحد  150 اضافه كردنثير أتحت ت ،دو نژاد

، به اين دليل كه يافت ها بشدت افزايشپراكسيداسيون چربي

و فعاليت  MDAدر تيمار مورد نظر همزمان افزايش سطح 

تحقيق نشان داد  حاصل از ايننتايج . مشاهده شد SOD آنزيم

هاي فعاليت آنزيم) 1996(همسو با گزارش سيكا  ،كه اولاً

SOD  وGPx  دارد؛ ثانياً ارتباطبا نرخ پراكسيداسيون چربي 

اكسيد هيدروژن نسبت به يون پراكسيد بسيار فعاليت سمي پر

بدون  SODكه افزايش فعاليت است دليل  دينبيشتر است؛ ب

سبب تجمع بيش از حد تركيب  ،GPxافزايش فعاليت 

گردد كه بدنبال آن آسيب پراكسيد هيدروژن در سلول مي

وارد  را بويژه گروهاي غير اشباعبيشتري به اسيدهاي چرب 

داخل سلولي  GPxافزايش فعاليت آنزيم  در مقابل اما. دنمايمي

. ودشميدار ميزان پراكسيده شدن چربي سبب كاهش معني

همسو ) 2005( همكارانروكا و  مطالعاتاين فرضيه با 

  .باشد مي

توان نتيجه گرفت كه با عملكرد بهينه آنتي بنابراين مي

نرخ  )GSH( و غيرآنزيمي )SOD( هاي آنزيمياكسيدان

هاي غشاء اسپرماتوزوآ كاهش يافته و پراكسيده شدن چرب

امان  هاي سلولي نيز از آسيب دربدنبال آن ساير ارگان

كسيداسيون چربي غشاء سلولي با نرخ باروري انرخ پر. مانند مي

نظر ه ب .)2011 همكاران،پرومال و ( اسپرم رابطه معكوسي دارد

داسيون چربي غشا اسپرماتوزوآ يبا كاهش نرخ پراكسرسد مي

 ميلي مولار 5و  5/7هاي انجماد حاوي سطوح در رقيق كننده

GSH )بهبود باروري ) و سيمنتال به ترتيب در نژاد هلشتاين

  .دور از انتظار نباشد

، پژوهشاين  ازبدست آمده  بر اساس نتايجرسد نظر ميه ب

بصورت  GSH، SODهاي نمين سطوح مناسب آنتي اكسيداتأ

هاي متابوليكي عليه در فعاليت بيثير مناسأتركيبي بتواند ت

ROSهاي پيوسته سوبسترا و محصولاتارتباط. ها نشان دهند 

ها دليل ROSهاي آنزيمي در مكانيسم پاكسازي اكسيدانآنتي

جهت اثبات اين اين بنابر. باشداي بر اين فرضيه ميقانع كننده

استفاده از سطوح ثير أتعيين تمطالعات آينده نيازمند فرضيه، 

در هاي آنزيمي و غير آنزيمي اكسيدانآنتي تركيبي مناسب 

  .دباشيند انجماد مني گاو نر ميآفر
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  گيرينتيجه

 ميلي مولار 5كه افزودن  نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد

GSH زرده تخم مرغ پيش از انجماد -به رقيق كننده تريس

 GSHمولار ميلي  5/7مني گاو نژاد سيمنتال و تا حدودي 

هاي غشاء اسپرم را كاهش داده و راكسيد شدن چربيپ ميزان

رود كه مي لاحتما. دهدميرا افزايش  GPxفعاليت آنزيم 

ممكن است . داشته باشدپارامتر با يكديگر ارتباط  بهبود اين دو

علت تفاوت ه باي نژادهاي مختلف همقاومت به انجماد اسپرم

بطوريكه در اين  آنها از يكديگر باشد؛ ياردر الگوهاي فراساخت

ر پارامترهاي بهاي يكساني در هر يك از تيمارها پاسخ تحقيق

   .بدست نيامدگشايي آنها ابي شده پس از يخارزي

  

  تقدير و تشكر

بدين وسيله از همكاري صميمانه مديريت و كليه كاركنان 

 آذربايجان غرب و غرب كشور، استان اصلاح نژاد شمال مركز

ايرج مهندس آقايان مهندس حسن عليخاني و  بويژه شرقي

ن پژوهش شان در انجام ايدريغهاي بيمساعدت ه دليلغفاري ب

  .گردد تشكر و قدرداني مي
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