
 

   3 

 2شماره  - 17دوره 
 

 1402پاییز و زمستان 

 .11-1(: 1)18؛ 1403نشریه علوم درمانگاهی دامپزشکی ایران؛ 

http://doi.org/10.22034/IJVCS.2024.14498.1059 
 

 

  mirshokraei@um.ac.ir: * پست الکترونیکی نویسنده مسئول

   

 

 

  تیفیبر ککننده ای )آلفا توکوفرول( به رقیقبررسی تأثیر افزودن ویتامین

 اسپرم منجمد سگ

 

 *3 پژمان میرشکرایی، 2مهرداد مهری، 1سید محسن جعفری

 

د، وسی مشهگاه فرددامپزشکی، دانش دانشجوی دستیاری تخصصی مامایی و بیماری های تولید مثل دام، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده. 1

 ایران. -مشهد

 ایران. -گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد. 2

 
 1402ماه بهمن 13 پذیرش:   1402اه شهریورم 1دریافت: 

 چکیده

 چکیده
 ممکن است در ییهابیآس نیرا با خود به همراه دارد. چن یسلول یهابیاز آس یاست که اشکال مختلف دهیچیپ یندیانجماد اسپرم فرا

لاده سگ قاز پنج  یمن پژوهش پانزده نمونه نیشود. در ا یباعث کاهش تحرک و بارور یمصنوع حیتلق یاستفاده برا اسپرم ذوب شده مورد

 می( تقسE نیتامیو مولاریلیم 4/0 یو دارا E نیتامیو مولاریلیم 2/0 یجداگانه به سه قسمت )کنترل، دارا ونهو هر نم یآورنر جمع

 نیا در .(P ≥05/0) است اتفاق افتاده جلو با سرعت بالاروبه یهادر تحرک اسپرم داریمعن شیافزا. نتایج این مطالعه نشان داد که شدند

 و 2/0 یهادر گروه BCFو  VCL ،VSL ،VAP ریمقاد نیجلو با سرعت بالا و همچنروبه یهادر تحرک اسپرم داریمعن شیپژوهش افزا

اسپرم  یغشا یکپارچگی یابیون ارز. در آزم(P ≥05/0) داده استرخ ییتنها در گروه مقاوم در برابر شوک سرما گروه کنترل، نسبت به 4/0

 یهابا غلظت E  نیتامیز واستفاده ا نشان داد کهمطالعه  نی. ا(P ≥05/0) وجود داشت داریمعن شیت به گروه کنترل افزانسب 4/0وه در گر

 یهارمشخص شد تنها اسپپژوهش م نیدر ا نی. همچنشودیواقع م دیاسپرم منجمد سگ مف کنندهقیرق بیدر ترک رمولایلیم 4/0و  2/0

فرض کرد  توانیو م شوندیبرخوردار م E نیتامی( از اثرات مثبت ودهیپد نیحساس به ا یها)نسبت به اسپرم ییمقاوم در برابر شوک سرما

 ها باشد. رمگروه از اسپ نیدر ا ونیداسیدر معرض پراکس راشباعیچرب غ یها دیاز اس یالاترب ریمقاد لیموضوع به دل نیکه ا

 ، تحرک اسپرم، شوک سرمایی، اسید های چرب غیراشباعEن: انجماد اسپرم سگ، ویتامیواژه های کلیدی

 

 مقدمه

لف یی که به علل مختهاسگامروزه تلقیح مصنوعی در 

قرار  ردتوجهوم شوندینمی طبیعی آبستن ریگجفتبا 

گرفته است. همچنین در مواردی تلقیح مصنوعی )دور 

بودن سگ نر از سگ ماده و یا استفاده از بانک اسپرم 

ی ی ارزشمند( با اسپرم منجمد بر منی تازه برترهاسگ

شده است تحقیقات در پیداکرده که همین موضوع باعث

ابد. یانجماد اسپرم سگ گسترش  ترنهیبهی هاروشزمینه 

 Rowsonتوسط  ولین آزمایش موفق انجماد منی سگا

 . (44)گرفت انجام 1954در سال 

ی پیچیده است که اشکال ندیفراانجماد اسپرم 

ی سلولی را با خود به همراه دارد هابیآسمختلفی از 

تحت عنوان شوک سرمایی  هابیآس. این (42)

(Coldshock بیان )و شامل مواردی چون؛  شوندیم

ی هاستالیکرتشکیل  ،ی وارده بر غشاهای سلولیهابیآس

, 25)ست دید اسموتیک ای و تغییرات شسلولدرونیخ 

یی ممکن است در اسپرم ذوب شده هابیآس. چنین (31

برای تلقیح مصنوعی باعث کاهش تحرک و  مورداستفاده

ی طورکلبهموارد مذکور،  بهباتوجه .(33)باروری شود 

اسپرم سگ در برابر انجماد از مقاومت پایینی برخوردار 

ی خود را برای مدت جلوروبهتحرک  تواندینماست و 

تا کنون  .(27, 19)طولانی در حد طبیعی حفظ کند 

ی مختلفی برای انجماد منی سگ هاکنندهقیرق

ی حاوی هاکنندهقیرققرار گرفته است.  مورداستفاده
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 بر کیفیت اسپرم منجمد سگ توکوفرولآلفااثر 

TRIS  18, 6) اندشدهنسبت به سایرین بیشتر استفاده ,

تنفس اسپرم و  میدانیم طور کههمان .(47, 46, 26, 22

ی فعال هاگونهی متابولیکی آن، باعث تولید هاتیفعال

، رادیکال هیدروکسید دیسوپر اکساکسیژنی )همانند آنیون 

در اسپرم  .(46, 45, 22) شوندیمو هیدروژن پراکسید( 

برای مواردی  ی فعال اکسیژنیهاگونهسطوح اندکی از 

، ظرفیت پذیری هاونتعفچون دفاع در برابر 

(capacitation( افزایش فعالیت ،)hyperactivation ،)

( و یا برخی از acrosome reactionواکنش آکروزومی )

 افتندیماتفاقاتی که در جریان لقاح، بین اسپرم و تخمک 

ی هاگونهتجمع بیش از حد  حالنیباا. (45, 5) اندلازم

فعال اکسیژنی، به هر علت، در محیط اسپرم از طریق 

پراکسیداسیون لیپیدی غشای اسپرم منجر به تخریب 

 هااسپرمیکپارچگی غشاهای سلولی و کاهش تحرک 

. پراکسیداسیون لیپیدی ممکن است با (30, 9, 1) شودیم

ی رینفوذپذی سلولی و افزایش غشایکپارچگی  بردننیازب

، آسیب به ساختار هامیآنزشماری از  شدنرفعالیغباعث 

DNA  به طور طبیعی . (55, 24, 14)و مرگ سلولی شود

ی آنزیمی هادانیاکسیآنتدارای انواع مختلفی از مایع منی 

را از اثرات سوء  هااسپرمو غیرآنزیمی اندوژن است که 

. اما (37, 35, 20, 13) کندیمی آزاد محافظت هاکالیراد

 دارابودناز نظر  هااسپرمکه  شودیمگفته  وجودنیباا

. از طرفی (49)ی فقیرند دانیاکسیآنتیمی ی آنزهاستمیس

رقیق کردن منی برای مقاصد نگهداری اسپرم نیز تا 

ی منی را از بین دانیاکسیآنتدودی ظرفیت طبیعی ح

 هادانیاکسیآنت کردناضافهامروزه  رفتههمیرو. بردیم

 هاکنندهقیرقغذایی و یا  رةیجی( به میرآنزیغیا  )آنزیمی

دسموتاز، دیسوپراکسپروکسیداز، همچون گلوتاتیون)

ی مهم هاحوزهبه یکی از  (توکوفرول و ...سیستئین، آلفا

, 38, 36, 23, 15, 12, 11, 4)است یقاتی بدل شدهتحق

در  دانیاکسیآنتاحتمالاً اثرگذارترین  Eویتامین  .(54

برابر فرایند پراکسیداسیون لیپیدی در غشای سلولی است 

ی است که در منی انسان دانیاکسیآنت، همچنین (32)

و در غشاهای پلاسمایی اسپرم  (48)است شناسایی شده

ن دارای اثرات محافظتی در برابر پراکسیداسیو (51)

 هااسپرمموجب بهبود تحرک  شودیملیپیدی بوده و گفته

انتظارداشت  توانیم نیبنابرا .(29, 10) شودیم

ی اسپرم از طریق هاکنندهقیرقبه  Eویتامین شدناضافه

ی فعال اکسیژنی، سبب کاهش روند هاگونهکاهش 

 (3) بعد از فرایند انجماد شود هااسپرمتحرک  رفتنازدست

از این  مورداستفادهیی در هاپژوهشفرض با همینو 

ی جانوری مختلف هاگونهدر انجماد اسپرم  دانیاکسیآنت

است. شده( انجام(54, 52, 41, 1))گاو، خوک و انسان 

در جیره  Eدرمورد انجماد اسپرم سگ تاکنون ویتامین

استفاده و اثر آن بر کیفیت اسپرم  (43)ها سگغذایی 

 است.هموردبررسی قرارگرفت

بر  Eدر مطالعه حاضر علاوه بر بررسی اثر ویتامین 

ی مختلف کیفیت اسپرم منجمد سگ )تحرک، هاشاخص

یکپارچگی غشای سلولی و  ،یمانزندهسرعت، 

ی کمتر و هاغلظتپراکسیداسیون لیپیدی( به مقایسه 

کننده و در ترکیب رقیقکوفرول( )آلفاتو Eبیشتر ویتامین

سرمایی و به شوک هااسپرمهمچنین ارتباط بین حساسیت 

 است.شدهپرداخته دانیاکسیآنتمیزان اثرگذاری این 

 

 مواد و روش کار

 ط باپانزده نمونه منی از پنج قلاده سگ نر نژاد مخلو 

( digital manipulationی )ورزدستقیف پلاستیکی و 

ه پژوهش بی دارای شرایط ورود هانمونهشد. یآورجمع

غلظت  ،)فاقد خون و ادرار و دارای رنگ و حجم طبیعی

و  %70، تحرک کلی بیشتر از  ml/sperm 610×200 بیشتر از

برای انجام مراحل ( %30غیرطبیعی کمتر از  مورفولوژی

  .شدندبعدی کار انتخاب

گروه کنترل بر اساس مطالعه  کنندةقیرقترکیب  

Bencharif  ی هاکنندهقیرق، ساخته شد. (8)و همکاران

مقادیر به ترتیب  شدناضافهبا  4/0و  2/0ی هاگروه

 Sigma)مولار آلفاتوکوفرول میلی4/0مولار و میلی2/0

)®Chemical Co بهکننده گروه کنترل، به فرمول رقیق 

آمد. همچنین طی فرایند انجماد، گلیسرول با دست

کدام از  به ترکیب هر C˚4% در دمای  5حجمی نسبت

در  هاکنندهقیرقاست. ترکیب اضافه شده هاکنندهقیرق

 آمده است. 1جدول 
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 کننده های کنترل و ذوبترکیب رقیق -1جدول 

 کننده ذوبرقیق *ومدکننده مرحله رقیق *ولاکننده مرحله رقیق 

 026/3 026/3 026/3  (gr)سیتر

 7/1 7/1 7/1  (gr)تراتیس

 25/1 25/1 25/1 (gr) فروکتوز

 20 20 0  (ml)مرغتخم زرده

 0 10 0  (ml)سرولیگل

 0 0 0  (mM)توکوفرول آلفا

 100 100 100  (ml) مقطر آب

 دستفاده در مرحله انجماموردا :مرحله دوم کنندهقیمورداستفاده در مرحله قبل از انجماد. رق :مرحله اول کنندهقیرق*

 

ون رر نمونه دی اسپرم، ههانمونهی آورجمعپس از 

قسیم تجداگانه به سه قسمت  صورتبهی استریل هالوله

ی مربوط به هر گروه هاکنندهقیرق. برای انجماد، شدیم

. شدندیم( در دو مرحله اضافه 4/0، 2/0)کنترل، 

سانتریفیوژ  هر گروه پس از  ی مرحله اولهاکنندهقیرق

ایع م ختنیدورر( و g700 دقیقه و با شتاب  6)ها نمونه

ضافه ی اسپرم هر لوله اهانمونهبه   C˚35در دمای  رویی

کننده طوری انتخاب شد که غلظت اسپرم شد. مقدار رقیق

باشد. سپس   sperm/ml100 × 106 تینهانمونه در  هر

قرار  -C˚20در دمای  C˚25ایستا در آب  صورتبه هالوله

ی به آرامبه هااسپرمدقیقه  50داده شدند تا بعد از حدود 

از  l10µبرسند. همچنین دراین مرحله میزان  C˚4دمای 

 دقیقه نگهداری در دمای 10هر نمونه جداسازی و پس از 

C˚37  برای ارزیابی تحرک اسپرم ها توسطCASA 

های دارای تحرک آنالیز شدند و بر اساس درصد اسپرم

جلو به دو گروه مقاوم در برابر شوک سرمایی )تحرک روبه

و حساس در برابر شوک سرمایی )تحرک زیر  (%70بالای 

 ی شدند.بنددسته( 70%

هر گروه با دمای   ی مرحله دومهاکنندهقیرقسپس 

C˚4  به  1 :1به نسبت حجمی گلیسرول، %  10و دارای

هر لوله اضافه شدند تا نسبت حجمی گلیسرول در کل 

ی هاویالویکرابه  هانمونه. پس از آن برسد % 5نمونه به 

دقیقه قرارگیری در دمای  30و بعد از  قلما منتهم د

C˚4 به  هاویالویکرا، برای انجماد آماده شدند. در نهایت

افقی در  صورتبه) -C˚110دقیقه در دمای  10مدت 

ی از سطح ازت مایع( قرار گرفتند تا متریسانت 4ارتفاع 

ی منجمد در تانک حاوی ازت هاویالویکرامنجمد شوند و 

ا زمان ذوب در همان شرایط نگهداری و ت شده فروبرده

 شدند.

 10ی منجمد برای ذوب به مدت حدود  هاویالویکرا

 منظوربهقرار گرفته و  C˚56مای ثانیه در حمام آب با د

 ،C˚37کاهش اثرات توکسیک گلیسرول در دمای 

به  1:  1( به نسبت 1 جدول شماره)کننده ذوب رقیق

دقیقه  10 د. پس ازاضافه ش ویالویکرامحتویات هر 

وی ر، آنالیز نهایی بر  C˚37نگهداری نمونه ها در دمای 

ب ی مختلف کیفیت اسپرم ذوهاشاخصهر نمونه انجام و 

لی یکپارچگی غشای سلو ،یمانزندهشده )تحرک، سرعت، 

 و پراکسیداسیون لیپیدی( مورد بررسی قرار گرفت. 

 Computer-assisted)) آنالیز کامپیوتری هر نمونه

spermatozoa analysis  لهیوسبهقبل و بعد از انجماد 

)شرکت هوشمند فناور( انجام شد.  HF  08/10 افزارنرم

میکرولیتر از نمونه بر  10به دنبال ذوب هر نمونه، مقدار 

( قرار داده شده مورد C˚37روی لام از پیش گرم شده )

( که بیانگر Motilityآنالیز قرار گرفت. شاخص تحرک )

چهار  افزارنرمتوسط  استتحرک نمونه های مصد اسپرمدر

)متحرک  Bجلو با سرعت بالا(، )متحرک روبهA گروه 

 حرکت)متحرک بدون  Cجلو با سرعت پایین(، روبه

. علاوه بر شدیمی بنددسته( متحرک ریغ) Dجلو( و روبه

VCL (Curvilinear velocity ، )ی هاشاخصآن، 

VSL (Straight line velocity ،)VAP 
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(Average path velocity ،)ALH (Amplitude 

of lateral head displacement ،)MAD  ،BCF 

(Beat crossed frequency و )Wobble  نیز که در

هستند مورد  هااسپرمارتباط با سرعت و نحوه حرکت 

 ی و مقایسه قرار گرفتند.ریگاندازه

 HOST((Hypoosmotic swelling از آزمایش  

test  جهت ارزیابی یکپارچگی غشای اسپرم ذوب شده

انجماد استفاده شده  ندیفرا، بعد از موردمطالعهی هاگروه

با  اسپرم ذوب شده میکروتیوبدر یک  کار نیااست. برای 

میلی  75از پیش ساخته شده ) کیاسموت پویمحلول ها

 10میلی مولار سدیم تری سیترات،  25مولار فروکتوز، 

مخلوط  90به  10قطر( به نسبت حجمی سی سی آب م

 15مقدار   C37° ایدقیقه نگهداری در دم 60. بعد از شد

 میکرولیتر از این ترکیب را توسط میکروسکوپ نوری

و بررسی ( Carl Zeiss- Axiolab) فازکنتراست

های عنوان اسپرمهای دارای دم تغییر شکل یافته بهاسپرم

 شد.  دارای غشای یکپارچه در نظر گرفته

ی هاوهگر( درViabilityهای زنده )درصد اسپرم 

 -ی ائوزینزیآمرنگ، بعد از انجماد با روش موردمطالعه

 نیگروزین محاسبه و مورد ارزیابی قرار گرفت.

از کیت تجاری مخصوص این  MDAبرای آزمون  

 یهپابر  آزموناین آزمون )شرکت کالازیست( استفاده شد. 

و یک  (TBAک اسید )ربیتاریتیو با واکنش دو مولکول

. طراحی شده است (MDA) دیآلدهیدمالون مولکول

MDA  یک محصول جانبی پروکسیداسیون لیپیدی است

لید پایین تو pHدر دمای بالا و  TBAکه بعد از اتصال با 

که می توان آن را با  کندیرنگ صورتی م

عنوان شاخصی از و به کرد یریگوفوتومتری اندازهراسپکت

 مورداستفادهزان پراکسیداسیون لیپیدی غشای اسپرم می

ی هاتیکی منی از دانیاکسیآنتبرای سنجش توان  .قرارداد

)شرکت کالازیست(، استفاده شد. در این  TACتجاری  

عنوان ی میزان اکسیداسیون آهن بهریگاندازهروش از 

ه ی منی ذوب شده بهره برددانیاکسیآنتشاخصی از توان 

 شد.

 یهادادهای انجام تست های آماری ایت بردر نه 

 One Way Repeated روشاز  این پژوهش کیپارامتر

Measure ANOVA  استفاده شد. همچنین جهت

 انجام تست های آماری تکمیلی برای مقایسه بین گروه ها 

 .است شده استفاده Duncan  روشاز 

 

 نتایج

 بعد از ذوب در گروه هااسپرممیانگین تحرک کلی 

 4/0و در گروه  7/63% 2/0، در گروه  8/60نترل،  %ک

ی  هااسپرممیانگین تحرک ی شد. ریگاندازه،  %2/62

 1/22 جلو با سرعت بالا بعد از ذوب در گروه کنترل %روبه

، بدست  9/27 % 4/0و در گروه  1/27 % 2/0، در گروه 

های در تحرک اسپرم آمد و نشان دهنده افزایش معنی دار

یج مربوط (.  سایر نتاP ≥05/0و با سرعت بالا بود )جلروبه

 دیده می شود. 2به درصد تحرک اسپرم ها در جدول 

ی بعد از ذوب گروه هااسپرمدر  VCLمیانگین  

/sکنترل 
µm 6/42  2/0، گروه s/µm 46  4/0و گروه s/µm 

های بعد از در اسپرم VSLمیانگین ، محاسبه شد.  9/46

/sذوب گروه کنترل 
µm 6/16  2/0، گروه s/µm 6/18  و

 VAPمیانگین    ی شد.ریگاندازه،  s/µm 6/19 4/0گروه 

/sهای بعد از ذوب گروه کنترل در اسپرم
µm 3/23  گروه ،

2/0 s/µm 7/25  4/0و گروه s/µm 6/26  ،آمد. به دست  

های بعد از ذوب گروه کنترل در اسپرم ALHمیانگین 

µm 3/23 2/0، گروه µm 7/25  4/0گروه و µm 6/26  ،

های بعد از ذوب در اسپرم BCFمیانگین محاسبه شد. 

   4/0گروه  و ،  Hz5    2/0، گروه  Hz4 گروه کنترل، 

Hz8/4 ،آمد. طبق نتایج مذکور، افزایش  به دست

و  VCL ،VSL ،VAP ،ALHدر مقادیر  داریمعن

BCF  نسبت به گروه  4/0و  2/0ی دارای هاگروهدر

 آمدهدستبه(. سایر نتایج P ≥05/0است ) دهدارخکنترل 

 .اندآمده 2در جدول  ارتباطنیدرا

ی آماری نشان داد که افزایش هایریگاندازههمچنین 

جلو با سرعت بالا و های روبهاسپرم در تحرک داریمعن

در  BCFو  VCL ،VSL ،VAPهمچنین مقادیر 

گروه نسبت به گروه کنترل تنها در  4/0و  2/0ی هاگروه

 (.3( )جدول P ≥05/0است ) دادهرخمقاوم 

ی ذوب شده هااسپرماز   HOS  %5/51بعد از آزمون 

و  ،2/0های ذوب شده گروه از اسپرم 1/56گروه کنترل، % 

دارای غشای  ،4/0های ذوب شده گروه از اسپرم %6/61 

نسبت به گروه  4/0یکپارچه بودند و اسپرم های گروه 

ر از یکپارچگی بالاتری در غشای دایمعنکنترل به صورت 
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همچنین در این پژوهش  (.P ≥05/0خود برخوردار بودند)

های زنده از نظر درصد اسپرم هاگروهبین  داریمعناختلاف 

از  آمدهدستبهی آماری هادادهبعد ذوب، مشاهده نشد و 

ی بین داریمعننیز اختلاف   TACو  MDAی هاآزمون

ن ندادند. نتایج مربوط این شان موردمطالعهی هاگروه

 .اندآمده 2در جدول  هاآزمون

 

 4/0و  2/0نتایج حاصل از بررسی نمونه های اسپرم منجمد سگ در گروه های کنترل،   -2جدول 

            a,b  ( 05/0حروف نامشابه نشانه وجود اختلاف معنی دار در بین گروه ها است≤ P) 
 

 4/0و  2/0 ی کنترل، هاگروه در BCFو  VCL ،VSL ،VAP ریمقاد ( و میانگینA) جلو با سرعت بالاتحرک روبهمیانگین  -3جدول 

 و حساس در برابر شوک سرمایی مقاوم های گروهاسپرم های منجمد  در

            a,b  ( 05/0حروف نامشابه نشانه وجود اختلاف معنی دار در بین گروه ها است≤ P) 

 4/0گروه  2/0گروه  گروه کنترل فراسنجه های مورد بررسی

 A a1±8/22 4/1±10/27b b5/9±10/27متحرک  یهادرصد اسپرم

 B 8/6±1/26 8/9±1/25 6/7±7/22ای متحرک هسپرمدرصد ا

 C 5/6±6/12 6/7±5/11 9/5±6/11های متحرک درصد اسپرم

 2/62±8/13 7/63±7/13 8/60±1/11 های متحرکدرصد کلی اسپرم             
VCL (µm/s) a 2/6±10/42 b 9/46±8 b 3/9±10/46 

VSL (µm/s) a 1/6±5/16 b 8/6±5/18 b 6±6/19 

(µm/s) VAP a 1/3±6/23 b 9/7±5/25 b 1/6±7/26 

ALH (µm) a 6/3±0/23 b 5/7±0/25 b 5/6±0/26 

BCF (Hz) a 5/4±1 b 4/5±1 b 5/8±1/4 

MAD (degree) 7/6±6/22 6/7±3/25 8/6±2/25 
Wobble 8/3±9/50 6/7±52 1/6±8/51 

 HOS )%( a 9/5±15/51 a b 8/1±13/56 b 6±13/61آزمون 

 7/72±4/8 5/72±8/10 6/72±8/7 ها )%(اسپرم یماندرصد زنده

 MDA (nM/mgr protein) 2/14±5/23 32±8/58 6/21±1/30آزمون 

 TAC (mM/mgr protein) 2/76±3/191 64±9/203 5/89±7/287آزمون 

 4/0گروه  2/0گروه  گروه کنترل  

 a8/9±8/23 b 3±14/29 b 1/2±11/34 مقاوم در برابر شوک سرمایی Aمتحرک  یهادرصد اسپرم

 7/23±2/8 7/25±9/7 8/20±7/7 حساس در برابر شوک سرمایی

VCL (µm/s) ییمقاوم در برابر شوک سرما a 8/9±8/50 b 3/0±6/54 b 7/7±6/56 

 3/40±1/6 6/40±8/5 1/37±8/6 ییدر برابر شوک سرما حساس

VSL (µm/s) ییدر برابر شوک سرما مقاوم a 0/4±6/19 b 8/7±6/21 b 1/7±6/23 

 3/16±3/4 6/16±2/4 7/14±6/3 ییدر برابر شوک سرما حساس
VAP (µm/s) ییدر برابر شوک سرما مقاوم a 5/4±6/27 b 2/0±6/30 b 2/5±6/32 

 6/22±4/4 9/22±8/3 6/20±3/4 ییدر برابر شوک سرما حساس
BCF (Hz) ییمقاوم در برابر شوک سرما a 5/8±1/4 b 3/9±1/5 b 2/1±1/6 

 0/4±0/1 3/4±0/1 5/3±2/1 ییدر برابر شوک سرما حساس
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 بحث

غلظت  بالابردناز طریق  تواندیمانجماد اسپرم 

سرعت پراکسیداسیون لیپیدی  ،ی آزاد اکسیژنیهاکالیراد

رخداد . (8)دهد ای اسپرم را افزایشدر سطح غش

از طریق آسیب به  خصوصاًپراکسیداسیون لیپیدی 

علت  نیترمهم ،غشاییسلولی و کاهش سیالیتغشای

شده که حضور عنوان .(7) شودیمقلمداد هااسپرمناباروری 

( با تخریب غشای پلاسمایی ROSاکسیژنی )فعالیهاگونه

موجب کاهش  DNAو میتوکندریایی و همچنین شکست 

. برای (50, 39, 21, 17, 8, 2)شد خواهد هااسپرمتحرک 

استرس اکسیداتیو،  رسانبیآسآمدن بر اثرات فائق

به جیره غذایی و یا  شدنافزوده قیطراز  هادانیاکسیآنت

 مورداستفادهی سلولی مختلف هاطیمحبه  ماًیمستق

ی انجام شده بر هاپژوهش. (38, 34, 17) اندگرفتهقرار

 (41, 38, 16)روی انجماد اسپرم گاو، خوک و انسان 

عنوان یک بهE ویتامین واردکردنکه  اندکردهمشخص

آزمایش، ی موردهاکنندهقیرقدر ترکیب  دانیاکسیآنت

ی جلوروبهدر تحرک کلی و  داریمعنسبب بهبود 

است. در مطالعه حاضر افزودن  شدهذوبهایاسپرم

 4/0و  2/0ی هاغلظتکننده با به ترکیب رقیق Eویتامین

افزایش تحرک کلی و  همچون مطالعات مذکور مولیلیم

است ایجادکرده دانیاکسیآنتی حاوی هاگروهجلو در روبه

جلو و ، تنها در تحرک روبهداریمعنافزایش  وجودنیباا

 . شودیمسرعت بالا دیده

 راشباعیغی چرب دهایاسوجود هرچه بیشتر  

( باعث افزایش PUFAبلندزنجیر )

و این به دلیل وجود  گرددیمپلاسمایی غشایسیالیت

. هاستمولکولی دوگانه در این باندهاتعداد زیاد 

است باعث مقاومت خصوصیات فیزیکی این چنینی، ممکن

از تشکیل ی ناشیهابیآسبیشتر غشاهای سلولی در برابر 

 هاتفاوتاساس  بر همین .(40)ی یخی گردند هاستالیکر

در بین  هااسپرمدر ترکیب لیپیدی غشای پلاسمایی 

ی هاتیقابلیک عامل مهم در  تواندیمی مختلف هاگونه

  .(40) باشد هاگونهبین  هااسپرممتفاوت انجماد پذیری 

در ترکیب  هاتفاوتت انتظار داش توانیمی رونیازا

موجود در غشای پلاسمایی  یها PUFAلیپیدی و درصد 

های مربوط و حتی بین اسپرم گونهکبین افراد ی هااسپرم

در توان  تواندیمی زمانی مختلف نیز هادورهبه یک فرد در 

 مطالعةنقش مهمی ایفا نماید. در  هااسپرمانجماد پذیری 

دو گروه مقاوم در برابر  به سردشدنپس از  هااسپرمحاضر 

( و حساس در برابر %70شوک سرمایی )تحرک بالای 

شدند. یبنددسته( %70شوک سرمایی )تحرک زیر 

شده تفاوت بین کیفیت این دو گروه مطالب گفته بهباتوجه

موجود در  یها PUFAتفاوت در درصد  لیبه دل تواندیم

وه های موردآزمایش باشد و گرغشای پلاسمایی اسپرم

در غشای پلاسمایی، مقاومت  PUFAدارای مقادیر بالاتر 

است و دادهسرمایی نشانبهتری از خود در برابر شوک

 برخورداراست. سردشدنبنابراین از کیفیت بالاتری پس از 

ی آماری در این مطالعه هایریگاندازه حالنیباا

 در تحرک داریمعنافزایش  دهدیمنشان

، VCLبالا و همچنین مقادیر سرعتجلوباروبههایاسپرم

VSL ،VAP  وBCF  دانیاکسیآنتی حاوی هاگروهدر 

 است.دادهرخنسبت به گروه کنترل، تنها در گروه مقاوم 

در  PUFAکه مقادیر بالاتر  اندکردهمطالعات مشخص 

ها را نسبت به رخداد غشای اسپرم، این سلول

آن،  ی به دنبالهابیآسپراکسیداسیون لیپیدی و 

در  Eگفت ویتامین توانیمبنابراین . (3)کندمی ترحساس

در معرض  PUFAمحیطی که مقادیر بالاتری از 

باشد )گروه مقاوم( نقش پراکسیداسیون وجود داشته

ی هاشاخص داریمعنود ی ایفاکرده و علت بهبترمهم

تحرک و سرعت در گروه مقاوم نسبت به گروه حساس 

 . شودیمتوضیح داده گونهنیا

در چندین مطالعه در مورد انجماد اسپرم خوک و گاو 

توکوفرول اآلف واردکردنکه  شدهدادهنشان (52, 41, 38)

سبب  ،کنندهدر ترکیب رقیق دانیاکسیآنتعنوان یک به

شده پس از های مرده ذوبدرصد اسپرم داریمعنکاهش 

در یک مطالعه انسانی  حالنیباا. گرددیمانجماد 

کننده اسپرم پیش از به محیط رقیق Eویتامین شدناضافه

شده پس از ی ذوبهااسپرمی مانزندهانجماد بر میزان 

حاضر نیز  مطالعةدر  .(53)ی نداشت داریمعن ریتأثانجماد 

پس از انجماد  هاگروهشده بین های زنده ذوبدرصد اسپرم

 ندادند. نشان داریمعنتفاوت 

در غشای اسپرم،  PUFAبه دلیل وجود مقادیر زیاد 

ها نسبت به رخداد پراکسیداسیون لیپیدی و این سلول

 E. ویتامینهستندآن، بسیار حساس دنبالی بههابیآس

ی آزادی همچون هاکالیرادمهار  طریقاز  تواندیم
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پروکسیل و الکوکسیل در سطح غشا در برابر رخداد 

. از طرفی (3)پراکسیداسیون لیپیدی ممانعت به عمل آورد 

به محیط E ویتامین شدناضافهدر یک مطالعه انسانی 

ی قرمز سبب کاهش فرایند هاگلبولنگهداری 

 پژوهشی در سال .(28)پراکسیداسیون لیپیدی شده است 

و همکارانش نشان داد که استفاده از  Rissoتوسط  2017

، بعد از هاسگغذایی  رةیجماهی و آلفا توکوفرول در  روغن

ی اسپرم هاسلولروز پراکسیداسیون لیپیدی غشای  60

 استدادهی کاهشداریمعنرا به طور  هاآناخذ شده از 

ی هاگروهی بین داریمعنحاضر اختلاف  مطالعةدر . (43)

اکسیداتیو ی استرسهاشاخصاز نظر  موردمطالعه

  نشد. ( مشاهدهTACو  MDA ی هاآزمون)

عنوان به Eبرخی مطالعات نشان دادند که ویتامین 

در حفظ یکپارچگی غشای سلولی نقش  دانیاکسیآنتیک 

در مطالعه حاضر نیز  .(52, 38, 10)مثبت دارد 

به ترکیب  شدناضافهکه این ویتامین با  شدهدادهنشان

 است.کننده سبب افزایش یکپارچگی غشا شدهرقیق

با  E این مطالعه نشان داد استفاده از ویتامین

کننده در ترکیب رقیق مولارمیلی 4/0و  2/0ی هاغلظت

 بهباتوجه حالنیباا شودیمواقعاسپرم منجمد سگ مفید 

. شودیممولار( پیشنهاد میلی 4/0نتایج، غلظت بالاتر )

های شد تنها اسپرمهمچنین در این پژوهش مشخص

های حساس نسبت به اسپرم) مقاوم در برابر شوک سرمایی

 شوندیمبرخوردار Eبه این پدیده( از اثرات مثبت ویتامین

وضوع به دلیل مقادیر بالاتری کرد که این مفرض توانیمو 

در معرض پراکسیداسیون در این گروه از  PUFAاز 

تحقیقات بیشتر در این مورد  حالنیبااباشد  هااسپرم

 .شودیمتوصیه

 

 قدردانی و تشکر

 فردوسیپژوهشی دانشگاه وسیله از معاونت بدین

مشهد که با تأمین بودجه مالی موردنیاز از این طرح 

قدردانی است، کمالحمایت کرده 50850کد پژوهشی با 

 شود. می
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Summary 
Summary 

Freezing sperm is a complex process that can result in various forms of cell damage. Such damage 

may reduce motility and fertility of thawed sperm used for artificial insemination. In this study, fifteen 

semen samples were collected from five mixed-breed male dogs and each sample was divided into 

three parts (control, 0.2 mmol vitamin E and  0.4 mmol vitamin E) Although there was an observed 

increase in motility in groups that received antioxidants, this increase was not statistically significant. 

However, the average motility of high-speed progressive sperm after thawing indicates a significant 

increase (P≤0.05) in their motility. The study showed that a significant increase (P≤0.05) in high-speed 

progressive sperm motility, VCL, VSL, VAP and BCF values in groups 0.2 and 0.4 compared to the 

control group. However, this increase was only observed in the cold shock-resistant group. In the test, 

the evaluation of the integrity of the sperm membrane in Group 0.4 showed a significant increase 

(P≤0.05) compared to the control group. The study finds that using vitamin E with concentrations of 

0.2 and 0.4 improves the resistance of sperm to shocks compared to sperm that are sensitive to this 

phenomenon. This positive effect of vitamin E can be attributed to higher levels of unsaturated fatty 

acids that are susceptible to peroxidation in this group of sperm. 

Keywords: cryopreservation of dog sperm, vitamin E, sperm motility, cold shock, unsaturated fatty 

acids 
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