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 چکیده

( بر BHAآنیزول )و بوتیلیتد هیدروکسی ( BHT) های مختلف بوتیلیتد هیدروکسی تولوئنتأثیر غلظت بررسیپژوهش،  اینانجام هدف از 
سال(  5/2-4قوچ بالغ و سالم نژاد سافولک ) رأسبه این منظور، از چهار  گشایی است.  یخ-یند انجمادآپس از فرهای کیفی اسپرم قوچ فراسنجه

های منی با هم مخلوط و بر پایۀ غلظت مورد نیاز به هشت گیری شد. پس از ارزیابی اولیه، نمونهو نوبت اسپرمبه مدت سه هفته و هر هفته د
اکسیدان و حلال(، شاهد مثبت )بدون شامل: شاهد منفی )بدون پاداکسنده یا آنتی] شده آمادهها با تیمارهای قسمت تقسیم شدند. سپس نمونه

 151و به مدت   یقرق[ ، هرکدام در قالب یک تیمار(BHTو  BHAهای مول از پاداکسنده میلی 2و  1، 5/1طوح پاداکسنده با افزودن حلال( و س
ها منجمد و برای لیتری کشیده شدند. پس از آن نیمیلی 25/1های ویژه درجۀ سلسیوس به تعادل رسیده و به نی )پایوت( 4دقیقه در دمای 

ی پلاسمایی غشا یکپارچگی و مانی زنده های کیفی اسپرم شامل جنبایی،گشایی، فراسنجهند. پس از یخسازی به تانک نیتروژن منتقل شدذخیره
کنندۀ اسپرم قوچ سبب بهبود جنبایی کل به رقیق BHAمول میلی 2دهد، افزودن از این آزمایش نشان می آمده دست بهنتایج  .ندارزیابی شد

رونده و یکپارچگی سبب افزایش جنبایی پیش BHAمول میلی 2. همچنین، تیمار (P<11/1)ت های شاهد مثبت و منفی شده اسنسبت به گروه
داری با تفاوت معنی BHTو  BHAمانی تیمارهای حاوی سطوح مختلف  ، اما زنده(P<15/1)ها شده است غشای اسپرم نسبت به دیگر گروه

کننده، سبب به رقیق BHAمول پاداکسندۀ میلی 2شود که افزودن گیری میبنابراین، نتیجه (.P>15/1)های شاهد مثبت و منفی نداشت گروه
 شود.های پس از انجماد اسپرم قوچ میبهبود فراسنجه

 
 .غشای اسپرم، منی، جنبایی پذیری،انجماد اسپرم قوچ، کلیدی: هایهواژ
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ABSTRACT 
The aim of this study was to evaluate the effects of different concentration of Butylated hydroxy toluene (BHT) and 
Butylated hydroxyanisole (BHA) on freezing capacity of Rams semen. Semen of four healthy mature ram (2.5 - 4 years) 
was collected, twice a week for three weeks. Collected semen samples were pooled after primary evaluation and divided 
into 8 groups. Then samples were diluted with one of the treatments [ including negative control (without antioxidants and 
DMSO), positive control (without antioxidants, with DMSO), BHA-0.5 (containing 0.5 mM BHA), BHA-1 (containing 1 
mM BHA), BHA-2 (containing 2 mM BHA), BHT-0.5 (containing 0.5 mM BHT), BHT-1 (containing 1 mM BHT) and 
BHT-2 (containing 2 mM BHT)] and were equilibrated at 4 ºC for 150 min. Afterward the cooled semen were loaded into 
0.25 mL straws and were frozen in liquid nitrogen vapor. Motion characteristic (using CASA: Computer Assisted Sperm 
Analysis), viability and membrane integrity were assessed after thawing. The results of this study showed that addition of 
2mM BHA to the extender could significantly increase total motility compared to the negative and positive control 
treatments (P>0.01). Also addition of 2 mM BHA significantly improved the progressive motility and membrane integrity 
compared to rest of the groups (P>0.05). However, different levels of BHA and BHT have not shown any significant 
difference in viability of ram sperm (P>0.05). So it is concluded that the addition of 2 mM BHA to the extender could 
improves the freezability of Ram semen. 
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 مقدمه

انجماد منی پستانداران، تحولی اساسی در نگهداری 

ذخائر توارثی  و راهی برای حفظ (Purdy, 2006)منی 

)پروتوپلاسم یاختۀ جنسی( بوده که  9ژرم پلاسم یا

ها، در دامپروری، گونه DNAواند با حفظ تمی

 ,Holt)و حفظ تنوع زیستی کاربرد داشته  پروری آبزی

های ذخیرة اسپرم، بانك باشد. همچنین (2000

یدمثلی، در تولهای فناوریهمراه با دیگر  توانند می

های و حفاظت گونه (Purdy, 2006)بهبود نژادها 

باشند  وحشی و بومی در حال انقراض، نقش داشته

(Quinn et al., 1980)های مختلف از . اسپرم در گونه

های چربی متفاوت است و نظر اندازه، شکل و ترکیب

 ,Purdy)یر مهمی دارند تأثها در انجماد  همۀ این عامل

. از سوی دیگر انجماد منی باعث ایجاد تغییر (2006

های فیزیکی به اسپرم شده و با بیوشیمیایی و آسیب

باروری را نیز  میزانمانی اسپرم، یی و زندهکاهش جنبا

 ,Leboeuf et al., 2000; Watson)دهد کاهش می

2000; Purdy, 2006)های . همچنین این آسیب

ذوب با تغییر بیوشیمیایی  -ساختاری در فرآیند انجماد

ها همراه است و از بین رفتن محتوای درونی اسپرم

(Holt, 2000; Leboeuf et al., 2003; Gacitua & 

Arav, 2005). 

یر و فعال پذ واکنشهای های آزاد مولکولرادیکال

( هستند که به دلیل ROSشده از اکسیژن ) مشتق

های مانند خود مولکول به نشده،داشتن الکترون جفت

آورده و پایدار  به دستند تا الکترون آن را کنحمله می

بلوغ های آزاد از نظر فیزیولوژیکی به شوند. رادیکال

پذیری، بیش فعالی، واکنش آکروزومی  اسپرم، ظرفیت

کند و از نظر تخمك کمك می-و آمیختگی اسپرم

باعث بروز پراکسیداسیون  (پاتولوژیکیشناسی ) بیماری

شوند و آپوپتوز در اسپرم می DNAچربی، آسیب 

(Saleh and Agarwal, 2002) به دلیل اینکه غشای .

ها، اسیدهای چرب ها فسفولیپیدپلاسمایی اسپرم

اشباع، اسیدهای چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه 

(PUFAو استرول ) های زیادی دارد، این ساختار

های های ناشی از رادیکالای مستعد آسیبویژه طور به

                                                                               
1. Germplasm 

به لحاظ  که ییها اسپرمآزاد هستند. از سوی دیگر 

را  ROSعملکردی طبیعی هستند، سطوح پایینی از 

های سرد کردن و  فرآیند نتیجۀاما در  ند ک تولید می

های یونی کلسیم تحریك شده و  (کانال) مسیر انجماد

شود فعال می ROSیك آبشار وابسته به کلسیمی از 

 (اکسیداتیو) اکسایشی که در نهایت موجب بروز آسیب

 . (Ogbuewu et al., 2010)شود  در یاخته می

و  یشیاکساسازوکارهای متفاوتی برای مهار تنش 

وجود دارد که یکی از  ROSهای ناشی از کاهش آسیب

اکسیدانی(  ها استفاده از سامانۀ پاداکسندگی )آنتیآن

ها مانند اکسیدان(است. برخی از پاداکسنده )آنتی

های فنلی، ، ترکیبE، ویتامین Cها، ویتامین کارنیتین

گلوتاتیون، برخی مواد کانی ریزمغذی مانند روی، 

، BHTهای صنعتی مانند رخی پاداکسندهسلنیوم و ب

BHA  وTBHQ  هستند  مؤثردر این فرآیند

(Agarwal & Sekhon, 2010)ترین سازوکار . اصلی

ها، دادن الکترون پیشنهادی برای عملکرد پاداکسنده

، که این عمل است هاآن و ایجاد پایداری در ROSبه 

های های آزاد به ساختاربا جلوگیری از حملۀ رادیکال

 اکسایش شود که زنجیرةدیگر، باعث می

 که پاداکسندگی شکسته شود. هنگامی (اکسیداسیون)

دهد تبدیل به  های آزاد میالکترون خود را به رادیکال

شوند که در این حالت زیانبار یك رادیکال مشخص می

یر پذ واکنشنیستند، چون توانایی انتقال الکترون بدون 

 .(Ogbuewu et al., 2010)آورند می به دستشدن را 

و بوتیلید  (BHT) بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن

 های پاداکسنده از هایینمونه( BHAهیدروکسی آنیزول )

همسان  هااین ترکیب .هستندفنولیك بازدارنده 

هستند که  Eویتامین  (آنالوگ سنتتیك) مصنوعی

تبدیل  ابی را به خودخود  اکسایشواکنش 

ه هیدروپرکسیدها کنترل های پرکسی ب رادیکال

ها در آب و پروپیل گلایکول کنند. این ترکیب می

شود. ی در الکل حل میآسان بهنامحلول هستند، اما 

 -Pیلۀ آلکیله شدن وس به بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن

pیلۀ مونو بوتیلاسیون وس بهیا  3با ایزوبوتن 2کرزول
به  8

                                                                               
2. Alkylation p-kresol 

3. Isobutene 

4. Mono butylation p 
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m-شود. همچنین تبدیل می 9کرزولBHA مخلوطی 

 -8 -بوتیل -ترت -2 از دو ترکیب ایزومریك عالی

هیدروکسی  -8 -بوتیل -ترت-3و  2هیدروکسی آنیزول

 است.  3آنیزول
گزارش شده های پژوهشگران  در نتایج بررسی

های آزاد واکنش است، این مشتقات فنولی با رادیکال

ی به خودخود  اکسایشتوانند سرعت دهند و میمی

شوند را عم مواد غذایی میکه باعث تغییر رنگ و ط

کاهش دهند. همچنین، گزارش شده است که توان 

ها در مواد غذایی با دیگر پاداکسندگی این ترکیب

کند شدة مرسوم برابری می های شناختهپاداکسنده

(Hinneburg et al., 2006; Soobrattee et al., 2005) .

های بر فراسنجه BHAو  BHTمثبت  تأثیرازاین  یشپ

(، بز Seifi-Jamadi et al., 2016فی اسب )کی

(Rahmatzadeh et al., 2017( و گاومیش )Pankaj et 

al., 2009 رسد افزودن  یم( بررسی شده است. به نظر

کنندة اسپرم قوچ نیز باعث این دو ترکیب به رقیق

گشایی شده و های کیفی آن پس از یخبهبود فراسنجه

های آزاد در حین های ناشی از تولید رادیکالآسیب

 نتایج این فرآیند را کاهش دهد. اما بر پایۀ

که به  پژوهشیصورت گرفته، تاکنون  های پژوهش

 های حفاظتی این دو ترکیب در مقایسۀ ویژگی

اسپرم قوچ پرداخته باشد، انجام نشده است، بنابراین 

پاداکسندگی  تأثیرهدف از انجام این پژوهش، بررسی 

BHT  وBHA های اسپرم قوچ پس از فرآیند بر ویژگی

ها های محافظتی آنگشایی و مقایسۀ ویژگی یخ-انجماد

 .است

 

 هامواد و روش
 مورد استفاده در طرح های داممکان انجام آزمایش و 

سافولك با رأس قوچ نژاد  چهاراز منی پژوهش در این 

سال استفاده شد که در  8تا  2/2 میانگین سنی

تحقیقات واکسن و  ۀسسؤم ایستگاه دامداری

داری هنگدر شرایط یکسان تغذیه و سازی رازی  سرم

 برای هاقوچ ابتدا دورة آزمایش آغازدر  شدند.می

                                                                               
1. M-kresol 

2. 2-tert-butyl-4-hydroxyanisole 

3. 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole 

 آموزش داده شدند و پس از آموزش و گیریاسپرم

 دوای صورت هفته به هاآوری منی قوچگرد ،دهیعادت

و به مدت سه هفته )شش تکرار در کل مرتبه 

 (شهریورماه آغاز از نیمۀ) مثللیددر فصل توآزمایش( 

انتقال آن  آوری منی ودرنگ پس از گرد بی انجام شد.

های اولیه بررسی (ایستگاه ونواقع در)به آزمایشگاه 

 .روی منی صورت گرفت

 

 مواد مورد استفاده

رو همۀ مواد شیمیایی مورد استفاده در پژوهش پیش

 ,Sigma Aldrich St. Louis, MO) 8از شرکت سیگما

USA.تهیه شدند.  2( و مرک 

 

 های پیش از انجمادآوری منی و ارزیابیگرد

های منی با مهبل مصنوعی، )با دمای درونی نمونه

C°84-32آوری شدند. برای جلوگیری  ها گرد( از قوچ

های ها، نمونهسرمایی به اسپرم (شوکتکانۀ )از ایجاد 

ك عایق منی تا زمان انتقال به آزمایشگاه، درون فلاس

داری و پس از پایان نگه C°32-38دارای آب 

)در هرکدام از تکرارهای آزمایش  سرعت به گیری نمونه

دقیقه بود(، به آزمایشگاه  22تا  24این زمان بین 

منتقل و در حمام آب گرم قرار داده شدند. برای 

های نر برای پرش و انزال مطلوب، از یك تحریك قوچ

حجم گیری استفاده شد. دام ماده و خرک جفت رأس

941 از لیتر، غلظت بیشترمیلی22/4-2منی بین 
×2/2 

 درصد و 24، تحرک بیشتر از لیتر یلیدر م

 یرطبیعیغ هایاسپرم (مورفولوژیشناختی ) ریخت

عنوان اسپرم طبیعی  هر انزال به درصد، در 94کمتر از 

 . شد در نظر گرفته

 

 پایه ۀکنندرقیق ۀروش تهی

کننده از یك محیط بر پایۀ تریس یقبرای ساخت رق

گرم(،  42/3استفاده شد. این محیط حاوی تریس )

گرم(،  26/9گرم(، فروکتوز ) 68/9سیتریك اسید )

درصد حجمی/حجمی، بدون غشای  24) مرغ تخمزردة 

درصد حجمی/حجمی( در  2ویتلین( و گلیسرول )

                                                                               
4. SIGMA  
5. Merck 
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اسمولاریتی تقطیر بود.  دو بارلیتر آب میلی 944

آن  ۀمیلی اسمول و اسیدیت 322-364یه محیط پا

 (.Naijian et al., 2013) ندتنظیم شد 9/2-1/6

 

 BHTو  BHAحاوی  یها کننده قیرق ۀروش تهی

در  BHAو  BHTحل شدن بهتر  منظور بهدر آغاز 

 24های مورد استفاده درها، غلظت کننده یقرق

( حل و DMSOمیکرولیتر دی متیل سولفوکساید )

مرغ و های بر پایۀ زردة تخم نندهک یقرقسپس به 

تریس اضافه شد. تیمارهای آزمایشی شامل شاهد 

(، شاهد - Controlمنفی: بدون پاداکسنده و حلال )

(، + Controlمثبت: بدون پاداکسنده و دارای حلال )

BHA (BHA-0.05 ،)مول میلی 42/4تیمار دارای 

 (، تیمار دارایBHA-1) BHAمول میلی 9تیمار دارای 

 42/4(، تیمار دارای BHA-2) BHAمول میلی 2

 9( و تیمار دارای BHT-0.05) BHTمول میلی

مول میلی 2( و تیمار دارای BHT-1) BHTمول ‌میلی

BHT (BHT-2 بودند. دُزهای مورد استفاده در این )

های صورت گرفته روی آزمایش بر پایۀ نتایج پژوهش

 Naijian( بز )Seifi-Jamadi et al., 2016اسپرم اسب )

et al., 2013( و گاومیش )Pankaj et al., 2009 )

 انتخاب شدند. 

 

 پردازش و انجماد منی

های اولیه و آوری منی و بررسیدرنگ پس از گردبی

از  منظور بهها ها، نمونهاطمینان از مناسب بودن آن

میان برداشتن اثر فردی با یکدیگر آمیخته شدند و بر 

آوردن  به دستازی مناسب )برای سپایۀ نسبت رقیق

لیتر( به میلیون اسپرم در هر میلی 244غلظت 

های آزمایشی های یکسان تقسیم شدند. لوله بخش

 944های تیماری در ظرف محتوای حاوی گروه

دقیقه در  924لیتر آب هم دما با محیط به مدت  میلی

درجۀ سلسیوس قرار داده شدند. هدف از  8یخچال 

درجۀ سلسیوس، سرد  8ها در دمای  ونهقرار دادن نم

ها ها است که در این زمان اسپرمکردن تدریجی نمونه

گیری یاخته توسط  با محیط به تعادل رسیده و آب

شود. آنگاه مادة سرما محافظ )گلیسرول( انجام می

ها در نی درنگ پس از سردسازی، نمونه بی

 لیتری کشیدهمیلی 22/4های ویژه انجماد  )پایوت(

ها با استفاده از ها، انتهای آنشدند. پس از پر کردن نی

پودر پلی ونیلیل الکل بسته شد. در مرحلۀ بعد، 

متری بالای سانتی 8شده به فاصلۀ  بندیهای بسته‌نی

سطح نیتروژن مایع قرار گرفته و پس از گذشت ده 

های مربوط ور شدند. نیدقیقه در نیتروژن مایع غوطه

های ویژه قرار داده شده و یوان )گابلت(به هر گروه در ل

هفته پس از انجماد( به  8تا  3گشایی )تا زمان یخ

مخزن )تانك( نیتروژن ویژة نگهداری اسپرم انتقال 

 (.Masoudi et al., 2016داده شدند )

 

 گشایییخ

از نیتروژن  شدنپس از خارج  ها نی، گشایییخبرای 

 ۀدرج 32رم ثانیه در حمام آب گ سیمایع، به مدت 

با استفاده از یك  از آن پس .ندشد داده قرار سلسیوس

مسدود  پلی واینیل الکل ردکه با پو نیقیچی سمتی از 

ریخته ریز لوله )میکروتیوپ(  روند به چیده و شده بود

 شدند. 

 

 -انجماد فرآیند از های انجام شده پسارزیابی

 گشایی یخ
 جنبایی

و  BHAتیمارشده با های برای ارزیابی جنبایی اسپرم

BHT،  با  آنگاهشدند.  گشایییخهر گروه  از نیسه

 94تا  2 یرمتغ (سمپلربردار ) نمونهاستفاده از 

یك لامل  ه شده ومیکرولیتر از منی روی لام گذاشت

با  قرار داده شد. سپس اسلاید ایجاد شده تمیز روی آن

ای اسپرم  افزار تجزیۀ رایانهنرماستفاده از 

(VideoTesT®, Sperm 3.1, Russia ) .بررسی شد

مربوط به تحرک در این  ةشد های ارزیابیفراسنجه

 روندهپیش جنبایی، (TMجنبایی کل )برنامه شامل 

(PMسرعت واقعی اسپرم در مسیر پیموده )  شده

(VCL( سرعت اسپرم در خط مستقیم ،)VSL ،)

(، معیار VAPمیانگین سرعت در مسیر مستقیم )

(، معیار مستقیم بودن LINت اسپرم )خطی بودن حرک

های (، بیشترین دامنۀ حرکتSTRحرکت اسپرم )

های جانبی ( و بسامد )فرکانس( حرکتALHجانبی )

(BCF.بودند ) 
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 یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم

برای ارزیابی یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم از 

 & Uysal)استفاده شد  (HOST)هاست  یطمح

Bucak, 2007) . کمتر اسمزی شده آزمون تورم

 میزان فعالیت اسمزی بر پایۀ (هایپواسمتیك)

گیرد، محیطی که اسپرم در آن قرار می (اسمولاریتۀ)

 944هاست  یطمح میزان فعالیت اسمزیکند. عمل می

 میزان فعالیت اسمزیو بوده میلی اسمول/کیلوگرم 

میلی اسمول/کیلوگرم  322-322مورد نیاز اسپرم قوچ 

های با غشای پلاسمایی سالم با ین اسپرمبنابرا است.

 میزان فعالیت اسمزیقرار گرفتن در یك محیط با 

های دهند و انتهای دمواکنش می سرعت بهپایین، 

 34خلاصه حدود  طور بهخورد. ها گره می آن

کمتر میکرولیتر از محیط  344میکرولیتر از منی به 

داشت که فروکتوز و سیترات سدیم  اسمزی شده

 24-34 آمده دست بهمخلوط  از آن افزوده شد. پس

شد. پس از  (انکوبهنگه داشته ) C° 32دقیقه در دمای 

 نگه داشتهمیکرولیتر از نمونۀ  94گذشت این زمان 

شده روی لام قرار داده شد و با استفاده از لامل روی 

لام گسترده شد و با استفاده از میکروسکوپ نوری فاز 

بررسی شد. در هر گروه  844گنمایی کنتراست و بزر

اسپرم شمارش شد و درصد  244کم  تیماری دست

دارای غشاء یکپارچه نسبت  خورده گرههای با دم اسپرم

به گره نخورده دارای غشاء غیر یکپارچه محاسبه شد 

(Revell & Mrode, 1994). 

 
 مانیزنده

 نیگروزین -آمیزی ائوزینمانی از رنگبرای ارزیابی زنده

های مرده رنگ ائوزین استفاده شد. در این روش اسپرم

های زنده رنگ کنند ولی اسپرمرا به خود جذب می

میکرولیتر از  2آمیزی حدود گیرند. برای این رنگنمی

 2نمونۀ اسپرم برداشته و روی لام قرار داده شد. سپس 

نیگروزین نیز  -میکرولیتر از رنگ آماده شده ائوزین

 بردار نمونهها با سر نمونه ریخته و نمونه برداشته و روی

ی هم زده شدند تا اسپرم با رنگ مخلوط شود. آرام به

میکرولیتر از نمونه برداشته و  2ثانیه حدود  34پس از 

بر گوشۀ لام دیگری گذاشته شده و با یك لام دیگر 

ی گسترش تهیه شد. پس از خشك آرام بهروی لام 

اسپرم )با استفاده از  244شدن اسلاید، از هر نمونه 

( شمارش شد و 844نمایی میکروسکوپ نوری با بزرگ

های رنگی )مرده( و رنگ نشده )زنده( درصد اسپرم

به  رنگ کمهایی که رنگ صورتی محاسبه شد. اسپرم

ها رنگ گرفته خود گرفته یا تنها بخشی از گردن آن

اسپرم زنده در نظر گرفته شد. این  عنوان بهبود 

نامند می 9در اصطلاح اسپرم گردن سوراخ اه اسپرم

(World Health Organization, 2010). 

 

 آماری لیوتحل هیتجز

های این آزمایش با استفاده از رویۀ عادی بودن داده

UNIVARIATE  آماری  افزار نرمSAS 9.1  ارزیابی و

 Arcای )یرعادی بودند با تبدیل زاویهغدرصدهایی که 

Sin √x.ا ها بوتحلیل دادهتجزیه آنگاه ( عادی شدند

 به شکل مدل SAS 9.1آماری  افزار نرم GLMرویۀ 

آماری زیر انجام گرفت. مقایسۀ میانگین حداقل 

مربعات با استفاده از آزمون دانکن انجام و سطح 

 در نظر گرفته شد. ≥42/4Pداری  یمعن
Yij=µ+Ai + eij 

 

Yijشامل  ها ه آزمایش )مشاهد از مشاهده هر = اندازة

 (استهای کیفی اسپرم پس از یخ زدن همۀ فراسنجه

μجامعه = میانگین 

Aiتیمارهای آزمایشی = اثر 

eij)اثر باقیمانده )اشتباه آزمایش = 

 

 نتایج

های جنبایی تیمارهای نتایج مربوط به فراسنجه

و  9گشایی، در جدول مختلف پس از فرآیند یخ

 گزارش شده است. 2و  9 های شکل

از این پژوهش  آمده دست بهنتایج بر پایۀ 

 2های تیمارشده با (، جنبایی کل اسپرم9)جدول

ها نسبت به دیگر گروه BHAمول پاداکسندة میلی

 های شاهد مثبت و بالاتر بود اما تنها با گروه

(. ≥49/4Pدار ایجاد کرده بود )منفی تفاوت معنی

 BHA-2رونده در گروه تیماری همچنین جنبایی پیش

 های تیماری بالاتر بوده و ت به همۀ گروهنسب

                                                                               
1. Leaky Neck Membrane  
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(. نتایج >43/4Pها داشت )داری با آنتفاوت معنی

در گروه تیماری  VSLگویای آن است که میزان 

BHA-2  شاهد مثبت و منفی بالاتر  های گروهنسبت به

های حرکتی (. اما از نظر دیگر فراسنجه>49/4Pبود )

تفاوت  هیچ BCFو  LIN ،VCL ،VAP ،ALHمانند 

های تیماری مشاهده نشد داری بین گروه معنی

(42/4P>.) 

دهد، نیز نشان می 9در نمودار  شده ارائهنتایج 

 2های تیمارشده با یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم

های بالاتر از دیگر گروه BHAمول پاداکسندة میلی

(. همچنین >42/4Pتیماری و شاهد مثبت و منفی بود )

داری در میزان  دهد، هیچ تفاوت معنینشان می 2نمودار 

های تیمارشده با سطوح مختلف مانی گروهزنده

های شاهد نسبت به گروه BHTو  BHAهای پاداکسنده

 (.<42/4Pمثبت و منفی وجود نداشت )

 بحث

حفظ و نگهداری از فسفولیپیدهای غشای اسپرم و 

ن بستگی زیادی به ها به پراکسیداسیوحساسیت آن

میزان پاداکسندة موجود در محیط دارد، که خطر آسیب 

مانی را در طول ها را کاهش و شانس زندهبه اسپرم

. از سویی (Strzezek, 2002)دهد سازی افزایش میذخیره

های گشایی سبب القای تولید رادیکالفرآیند انجماد و یخ

از بین برندة  های آزاد شده و از سوی دیگر برخی از آنزیم

 ,.Rossi et al)کند های آزاد را غیرفعال میرادیکال

. بنابراین، هرگونه کمبود در سامانۀ دفاع (2001

تواند تأثیر منفی بر جنبایی و توانایی پاداکسندگی می

ها لقاح اسپرم داشته باشد. اما هدف از افزودن پاداکسنده

صلی های آزاد نیست، بلکه هدف احذف کامل رادیکال

های رادیکال آزاد در یك حد داشتن غلظتنگه

 .(Michael et al., 2007)فیزیولوژیکی ثابت است 

 
 (Lsmeans ±SE)‌گشاییهای جنبایی اسپرم پس از فرایند یخبر فراسنجه BHTو  BHAهای . تأثیر سطوح مختلف پاداکسنده9جدول 

Table 1. Effect of Different levels of BHA and BHT on post-thawed motility parameter of Ram semen (Lsmeans ±SE) 
Treatment BHA-0.5 BHA-1 BHA-2 BHT-0.5 BHT-1 BHT-2 Control (-) Control (+) P-value 

TM (%) 48.83ab±3.17 49.19ab±3.91 59.17a±3.01 48.33ab±6.79 50.67ab±3.73 48.00ab±1.23 46.83b±1.78 47.00b±2.23 0.001 
PM (%) 25.50b±1.20 24.83b±2.21 30.50a±1.33 24.33b±1.58 25.17b±0.98 24.00b±1.29 26.00b±1.23 24.50b±2.20 0.03 
LIN (%) 69.83±2.67 69.65±2.75 71.46±5.02 68.38±4.05 66.00±2.81 69.46±3.31 67.75±3.29 67.06±2.07 ns 
VSL(µm/s) 69.77ab±3.38 69.83ab±3.14 79.84a±3.84 72.05ab±2.58 67.49b±2.29 70.29ab±2.31 65.62b±4.73 63.66b±3.17 0.001 
VCL(µm/s) 101.60±8.79 101.29±3.14 113.79±7.82 108.17±10.07 105.46±6.07 102.70±7.02 96.89±4.96 94.97±3.89 ns 
VAP(µm/s) 78.79±4.13 77.63±3.05 81.90±2.20 86.47±4.42 76.58±2.78 79.66±2.74 87.47±4.49 82.75±3.67 ns 
ALH(µm) 1.32±0.24 1.46±0.24 1.44±0.18 1.62±0.29 1.19±0.20 1.44±0.19 1.88±0.21 1.82±0.27 ns 
STR (%) 88.63abc±0.45 89.97ab±2.05 97.87a±5.57 83.72bcd±2.53 88.16abc±0.39 88.27abc±0.64 76.01d±6.23 77.53cd±4.63 0.002 
BCF (Hz) 10.50±1.77 11.17±1.07 11.00±0.90 11.63±1.34 10.33±1.35 11.22±1.12 11.84±0.75 12.32±0.73 ns 

 .استدار  ( بین تیمارها در هر ردیف بیانگر تفاوت معنیdو  a, c،bهای ناهمسان ) های با حرفمیانگین
ALH: های جانبی بر حسب میکرومتر، بیشترین دامنۀ حرکتBHAنیزول، : بوتیلیتید هیدروکسی آBHT ،بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن :BCF: های جانبی فرکانس حرکت

معیار مستقیم بودن حرکت اسپرم  :STR: انحراف استاندارد، SEرونده، : جنبایی پیشPMمعیار خطی بودن حرکت اسپرم که برحسب درصد است، : LINبر حسب هرتز، 
 سرعت اسپرم در خط مستقیم. :VSLسرعت واقعی اسپرم در مسیر طی شده،  :VCLیر مستقیم، میانگین سرعت در مس: VAP: جنبایی کل، TMبرحسب درصد، 

a, b, c and d: Means with different letters within a row are statistically significant. 
Abbreviations: ALH, Amplitude of Lateral Head displacement; BHA, Butylated Hydroxy Anisole; BHT, Butylated Hydroxy Toluene; BCF, Beat 
Cross Frequency; LIN, Linearity; PM, Progressive Motility; SE, Standard Error; STR, Straightness; TM, Total Motility; VAP, Average Path Velocity; 
VCL, Curvilinear Velocity; VSL, Straight Line Velocity. 

 

 
گشایی بر یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم قوچ پس از فرآیند یخ BHTو  BHAهای یر سطوح مختلف پاداکسندهتأث .9شکل 

(Lsmeans ±SE) 
Figure 1. The effect of different levels of BHA and BHT on plasma membrane functionality of Ram spermatozoa 

after freeze-thawing procedure (Lsmeans ±SE) 
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 (Lsmeans ±SE) گشاییمانی اسپرم قوچ پس از فرآیند یخبر زنده BHTو  BHAهای یر سطوح مختلف پاداکسندهتأث. 2شکل 

Figure 2. The effect of different levels of BHA and BHT on viability of Ram spermatozoa after freeze-thawing 

procedure (Lsmeans ±SE) 

 
 

 

 های پاداکسندهامروزه سازوکار دقیقی که نشان دهد 

سرمایی و  تکانۀغیرآنزیمی از راه آن اسپرم را در برابر 

 ,Pursel)کند مشخص نیست گرمایی محافظت می

1979; Watson, 2000) اما گزارش شده است که .

های صنعتی همسان) BHTو  BHAهای پاداکسنده

زاد از بروز های آ( با کاهش رادیکالEویتامین 

کنند. این در یاخته جلوگیری می ایشیهای اکس تنش

های آزاد کنندة رادیکال حذف عنوان بهها پاداکسنده

های ناشی از ای را از آسیب عمل کرده و دیوارة یاخته

. (Pankaj et al., 2009)کند حفظ می اکسایشیتنش 

های صورت گرفته، به نظر یۀ بررسیبر پابا این وجود، 

یر تأثهای معدودی در مورد رسد پژوهشمی

آن با پاداکسنده  تأثیرو مقایسۀ  BHAپاداکسندگی 

BHT های کیفی اسپرم پستانداران انجام بر فراسنجه

 شده باشد.

مول میلی 2نتایج این پژوهش نشان داد، افزودن 

BHA کنندة اسپرم قوچ سبب بهبود به رقیق

د. در همین شوگشایی می اسپرم پس از یخ های ویژگی

پژوهشی که روی اسپرم اسب انجام شد  نتایج راستا در

Seifi-Jamadi et al. (2016)  بیان کردند، تیمارهای

میلی  9و تیمارهای حاوی  BHAمول میلی 2حاوی 

مانی و یکپارچگی سبب بهبود جنبایی، زنده BHTمول 

شود. گشایی میغشای اسپرم پس از فرآیند یخ

 .Rahmatzadeh et al های یبررس همچنین، نتایج

به  BHAمول  میلی 8نشان داد، افزودن  (2015)

های جنبایی، سبب بهبود فراسنجه کننده رقیق

و یکپارچگی غشای اسپرم بز نسبت به گروه  مانی زنده

 Pankaj شاهد شده است. اما این نتایج با نتایجی که 

et al. (2009) بیان  نگرفتند هماهنگی نداشت. آنا

یری روی جنبایی تأث BHAکه افزودن  کردند

های غیرطبیعی و تیمارشده، شمار اسپرم های اسپرم

ای نسبت به گروه شاهد ندارد.  یکپارچگی دیوارة یاخته

را روی  BHA تأثیردر بررسی دیگر، پژوهشگران 

عملکرد دستگاه تولیدمثل موش نر بالغ بررسی کرده و 

داری روی معنی تأثیر BHAبه این نتیجه رسیدند که 

اسپرم نداشت ولی  شناختی ریختجنبایی، شمار و 

گرم به ازای کیلوگرم وزن بدن  میلی 244میزان 

موجب کاهش سرعت واقعی اسپرم در نتاج نر شد 

(Jeong et al., 2005)،  که این نتایج نیز با نتایج

 در نتایجرو هماهنگی نداشت. همچنین پژوهش پیش

 BHAت، استفاده از بررسی دیگر نشان داده شده اس

های استروژنی تیمار هایی که با ترکیبروی لنفوسیت

ها این یاخته DNAاند، باعث کاهش آسیب به شده

. برخلاف (Cemeli and Anderson, 2011)شود می

BHA تأثیرهای گوناگونی در ارتباط با پژوهش 

بر فرآیند انجماد اسپرم در  BHTپاداکسندگی 

داران انجام شده است های مختلف پستان گونه

(Farshad et al., 2010; Ijaz et al., 2009; Naijian et 

al., 2013; Neagu et al., 2010; Roca et al., 2004) .

های باعث بهبود ویژگی BHTسازوکار دقیقی که 
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 Farshad)مشخص نیست  روشن طور بهشود اسپرم می

et al., 2010) اما .Ijaz et al. (2009)  عمل سازوکار

BHT  را تشریح کرده و پیشنهاد کردند کهBHT  با

های پرکسی به هیدروپرکسیدها از  تبدیل رادیکال

کند. با این وجود در  ها جلوگیری میفعالیت زیانبار آن

داری بر یر معنیتأثهیچ  BHTاین بررسی افزودن 

های کیفی اسپرم نسبت به گروه شاهد فراسنجه

مثبت  تأثیررو یشنتایج پژوهش پ برخلافنداشت. 

 Shoae and)های گاو در گونه BHTمول  میلی 9سطح 

Zamiri, 2008)  و سگ(Neagu et al., 2010) یید تأ

های دیگر مانند در بعضی از گونه اگرچهشده است. 

دار باعث بهبود معنی BHTمولار میلی 2قوچ سطح 

مانی اسپرم شده  میزان جنبایی، یکپارچگی غشا و زنده

. همچنین برخلاف نتایج (Farshad et al., 2010)است 

در نتایج  Watson & Anderson (1983)این آزمایش 

طور  به BHT ،کردند گزارشهای خود  بررسی

در را  اسپرم قوچ کروزمیآمیزان تخریب  داری معنی

و میزان جنبایی  هسرمایی کاهش داد نتیجۀ تکانۀ

هد. در دایی افزایش میسرم تکانۀاز  را پس هااسپرم

را روی  BHTاثر  Ijaz et al. (2009)پژوهشی دیگر 

گاومیش ارزیابی  ةشد گشایییخ-کیفیت منی منجمد

مول میلی 2افزودن به این نتیجه رسیدند که  ده وکر

BHT  ها را روی اسپرم تأثیربهترین کننده،  یقرقبه

 های این آزمایش هماهنگی نداشت.که با یافته گذاشت

 

 گیری کلینتیجه

کننده بر پایۀ در رقیق BHAمول میلی 2اضافه کردن 

روندة اسپرم دار جنبایی پیشتریس باعث بهبود معنی

گشایی نسبت به دیگر یخ -قوچ پس از فرآیند انجماد

 BHTهای تیماری شده است. اما سطوح مختلف گروه

های کیفی اسپرم قوچ نسبت به یری بر فراسنجهتأث

افزودن سطوح مختلف  گروه شاهد نداشت. همچنین

مانی و باعث بهبود زنده BHTو  BHAهای پاداکسنده

 فعالیت غشای اسپرم نشد.
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