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خانوارچندیایک. استهمراهگوسفندوموئیبزهاي
درودهندمیتشکیل»کوخ«نامه بتولیديواحدیک

پرورشبهاقداممنطقهمشجرمراتعازمشخصیمساحت
اتماموشروعبابزهااینغذاییمنبع. نمایند میبزاین

غالباًسالمقاطعسایردرومرتعیگیاهانرویش،فصل
درمرخزبز .)1390مفاخري (استبلوطدرختانبرگ

 .Pattie et al(استمعروفآنقورهنامبهدیگرکشورهاي

1990.(
تاکنون براي است که  روشیترین تلقیح مصنوعی مهم

. اي ابداع گردیده استژنتیکی حیوانات مزرعه يارتقا
هاي این موضوع به این دلیل است که تعداد اندکی از دام

نر انتخاب شده قادر به تولید تعداد کافی اسپرم براي 
بارورسازي هزاران دام ماده در هر سال هستند، در حالی

گیري طبیعی و حتی با استفاده از که در روش جفت
انتقال جنین فقط تعداد قابل قبولی نتاج به هایی نظیر روش

به عبارت دیگر ؛شودازاي هر دام ماده در سال حاصل می
اقدام توان گفت که تلقیح مصنوعی ارزشمندترین می

 جهت حفظ منابع دامی مدیریتی است که در سراسر جهان
 ياستفاده از منی منجمد شده .گیردمورد استفاده قرار می

تلقیح مصنوعی، نسبت به دیگر  يامهگاو شیري در برن
و در مورد بز و گوسفندان  استحیوانات اهلی رایج 

کشورهاي اروپایی ویژه دره شیري در چند سال گذشته ب
موفقیت در ). Anzar et al. 2003(افزایش یافته است

آوري تلقیح مصنوعی بز، به مدیریت صحیح جمع يبرنامه
انجماد و چگونگی اسپرم در برابرفظت از احممنی، 

، داردبالا بستگی بارورياستفاده آن روي بزهاي ماده با 
که با استفاده از ذخایر اسپرم بزهاي نر اصیل با طوريه ب

کارگیري یک سیستم تلقیح ه صفات ژنتیکی برتر و ب
توان با بارور نمودن چندین بز ماده، مید مصنوعی کارآم

ین طریق، ژن اه انتخاب را در جمعیت بزها تسریع و ب

یکی از اهداف . گسترش داداي را مطلوب حیوان مزرعه
اي، استفاده از آن حفاظت از انجماد منی حیوانات مزرعه

و موفقیت در حفاظت  استهاي تلقیح مصنوعی در برنامه
هاي تلقیح مصنوعی را در اصلاح از انجماد منی، مزیت

 .Andrabi et al(هاي بومی افزایش خواهد دادنژاد دام

برخی در پستانداران، پلاسماي منی حاوي ).2006
سوپراکسید دسموتاز، کاتالاز، اکسیدانی مانندترکیبات آنتی

هاي آزاد هاي رادیکالگلوتاتیون پراکسیداز و پاك کننده
، هیپوتائورین، تائورین و آلبومین E ،Cشبیه ویتامین 

تلقیح  روشبا پیشرفت در ). Holt 2000(باشد می
مصنوعی، منی براي تولید حداکثر تعداد دوزها از یک 

شود و تکرار این عمل باعث کاهش رقیق می ،انزال
در  ،اکسیدانی طبیعی اسپرم شدههاي ترکیبات آنتیغلظت

وقتی اسپرماتوزوآ در . شوندپذیر میها آسیبنتیجه اسپرم
 ،گیرندطی محافظت سرمایی در معرض آسیب قرار می

 ROS)هاي آزاد اکسیژنرادیکال(براي تولید شرایط
هاي اکسیدانیابد و از طرف دیگر کمبود آنتیافزایش می

پذیرتر را آسیب هااسپرمطبیعی در منی رقیق شده 
که شرایط منی به حالت اول بنابراین براي این. نمایدمی

ها در اکسیداناضافه نمودن سطوح طبیعی آنتی،برگردد
 .Ijaz et al(استوري انجماد منی ضروري ایند فرآفر

یک آنالوگ ) BHT(تولوئن بوتیلیتد هیدروکسی).2009
ه است که واکنش اتواکسیداسیون را ب Eسنتتیک ویتامین 

هاي پرکسی به هیدروپرکسیدها تبدیل رادیکال يوسیله
هاي جامد سفید کریستالصورت ه بBHT.کندکنترل می

در آب و پروپیل گلایکول . باشدبا بوي ضعیف می
. شوداما به راحتی در الکل حل می ،نامحلول است

مرغ براي تخم يثیرات بسیار مثبت زردهأرغم تعلی
هاي اخیر پژوهشگران به دنبال محافظت از اسپرم، در سال

مرغ تخم يراهکاري براي حذف و یا کاهش مقدار زرده
-تخم يزرده .هاي منی پستانداران هستنددر رقیق کننده

هاي مایکوپلاسمایی آلودگیمرغ به طور طبیعی حاوي 
اعث هاي منی بتواند از طریق رقیق کنندهاست که می

اي شود اي و بین گونهانتقال آن به صورت درون گونه
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)Gil et al. 2003 .(ها نه تنها به مناطق اطراف این آلودگی
به شوند، بلکه از طریق صادرات اسپرم منتقل می

 .Aires et al(کشورهاي دیگر هم قابل انتقال هستند 

مثل  هاتوانند باعث شیوع انواع بیماريو می) 2003
معتقد است که Bousseau. شوند ...آنفلونزاي مرغی و 

د باعث انتقال یک نتوانکه میها علاوه بر آناین آلودگی
هاي موجود با میکروارگانیزمممکن است د، نبیماري شو

و باعث  گذاشتهثیر أسموم روي اسپرم ت بعضی از تولید
لستین . )Bousseau et al. 1998(د نشومیها مرگ آن

 يسویا حاوي مقدار بالایی از فسفولیپیدهاي شبیه زرده
درصد از  10لستین در حدود  .مرغ استتخم

دهد و با توجه به فسفولیپیدهاي زرده را تشکیل می
توان از آن مشابه زرده در سویا میحضور فسفولیپیدهاي 

 .به عنوان یک جایگزین گیاهی مناسب استفاده نمود
استفاده از منابع جایگزین گیاهی این امکان را به وجود 

آورد که حذف منابع آلودگی به طور کامل صورت می
نتایج مطالعات گسترده . )Fukui et al. 2007(بگیرد

-اي و درونگونههاي بینبیانگر خطر بالاي انتقال بیماري

. حیوانی است هاي با منشأکنندهرقیقاي در استفاده ازگونه
گیاهی توسط  کننده با منشأچندین محصول جدید رقیق

کشورهاي اروپایی به بازار مصرف عرضه شده که فرمول 
بالاي خرید  نسبتاً يبا توجه به هزینه.استها ناشناخته آن

 يکنندهاست که جهت ساخت رقیق ها لازمکنندهاین رقیق
گیاهی در اي با منشأهگیري از نگهدارندهکارآمد با بهره

با توجه به مطالب ذکر شده . اقدام شودداخل کشور
اکسیدانی سطوح هدف از این آزمایش بررسی اثر آنتی

-در رقیق) مولارمیلی 4و  BHT)0 ،5/0 ،1 ،2مختلف 

هاي لسیتین سویا روي فراسنجه درصد 5/1ي حاوي کننده
.بودذوب-کیفی اسپرم بز مرخز بعد از فرآیند انجماد

کار مواد و روش
-4س بز نژاد مرخز، با سن أر 4در این تحقیق از منی 

علوم  يسسهؤیلوگرم در مک 65-50سال و متوسط وزن 3
. استفاده شد) ، استان البرزواقع در کرج(دامی کشور 

 2اي منی بزهاي آموزش دیده به صورت هفتهآوري جمع
شهریور تا اواسط دي اواخر(بار و در فصل تولید مثلی 

). Amoah and Gelaye 1997(صورت گرفت ) ماه
 C37°منی در آب  يگیري، نمونه بلافاصله پس از اسپرم

و براي ارزیابی کیفیت اسپرم به آزمایشگاه  گرفتقرار 
هایی براي انجماد استفاده مونهفقط از ن. انتقال داده شد

م در اسپر 5/2×109تر از شد که داراي منی با غلظت بیش
درصد و مرفولوژي طبیعی  75لیتر، حداقل جنبایی  میلی

هاي منی هر دام به یک از نمونه .بودند درصد 85بیش از 
آزمایش مجزا ریخته و با  يمقدار مساوي در یک لوله

هاي منی ها، نمونه توجه به احتمال اثرات متقابل بین نمونه
مورد استفاده شامل  يمحیط پایه. با هم مخلوط شد

، )لیتر/گرم 4/16(، سیتریک اسید )لیتر/گرم 7/30(تریس 
، )لیتر/گرم 15(، لستین سویا )لیتر/گرم 6/12(فروکتوز

 6/0(و جنتامایسین ) V/V(درصد 5مقدار گلیسرول 
اسمولار میلی 425اسمولاریتی محیط پایه . بود) لیتر/گرم
تیمارهاي آزمایشی حاوي. تنظیم شد 7بر روي آن  pHو 
بوتیلیتید ) مولارمیلی 4و  2، 1، 5/0، 0(سطح  5

.بودند)BHT(هیدروکسی تولوئن 
هاي هاي آزمایشی در پایوتابتدا نمونه ،براي انجماد

ساعت در  2بندي شده و به مدت لیتري بستهمیلی5/0
گراد قرار گرفتند و پس از طی سانتی يدرجه 5دماي 

متري به سانتی 5يها در فاصله تعادل، پایوت يدوره
دقیقه در معرض بخار ازت مایع منجمد و سپس  10مدت 

ور شده و براي نگهداري به تانک ازت در ازت مایع غوطه
).Naijian et al. 2013(منتقل شدند 

هاي حاوي منی، پس از خارج کردن پایوت ذوب براي
ثانیه در داخل آب گرم  30به مدت  ،هامنی از ازت، پایوت

ها به و سپس پایوت شد گراد قرار دادهسانتی يدرجه 37
).Ijaz et al. 2009(هاي اپندورف تخلیه شدند داخل لوله

ها پس از ذوب شدن ارزیابی اسپرم
مورد ارزیابی در این تحقیق بررسی  ياولین فراسنجه

 3به این منظور . اسپرم پس از ذوب شدن بود جنبایی

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


پناه، حمیدرضا نائیجیان و رضا مسعوديحسن صادقی

1394، تابستان 2مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 80

هاي پایوت از هر گروه تیماري ذوب شده و به داخل لوله
سپس با استفاده از سمپلر ؛اپیندورف انتقال داده شدند

میکرولیتر از منی روي لام و  10تا  7متغیر و با برداشتن 
گذاشتن یک لامل تمیز روي آن، لام مورد نظر با استفاده 

پس از . از سیستم آنالیز اسپرم کامپیوتري  بررسی شد
، CASAافزار نرم يوسیلهه هاي اسپرم ببررسی نمونه

.Bucak et al(ردیدگها ثبت اسپرم جنباییمیزان  2010.(
پارامترهاي حرکتی ارزیابی شده شامل درصد جنبایی کل 

منحنی میانگین سرعت در مسیر (VAPو پیش رونده، 
سرعت مستقیم (VSL،)الخط بر حسب میکرومتر بر ثانیه

حداکثر (ALH،)ها برحسب میکرومتر بر ثانیه الخط اسپرم
معیار (LINو  )حرکات جانبی برحسب درصد يدامنه

.بودند) خطی بودن حرکت برحسب درصد
 ،هااسپرم يغشا یکپارچگیدر این مطالعه براي بررسی 

محیط هیپواسموتیک . از محلول هیپواسموتیک استفاده شد
بر اساس اسمولاریتی محیطی که اسپرم در آن قرار 

در این آزمایش از محیط با فشار . کندعمل می ،گیرد می
.استفاده گردید در لیتر اسمولارمیلی100اسمزي 

.شدسنجیدهاسمومتردستگاهتوسطمحلولاسمولاریته
اسمولار میلی 425هاي بز فشار اسمزي طبیعی براي اسپرم

بنابراین اسپرم با قرار گرفتن در یک محیط با . استدر لیتر 
واکنش . دهداسمولاریتی پایین به سرعت واکنش نشان می

. باشدتورم دم می صورته به محیط هیپواسمول بها اسپرم
پلاسمایی سالمی  هایی که غشايدر این حالت اسپرم

هاي ناسالم بدون دارند به محلول واکنش داده ولی اسپرم
 آزمایشدر واقع پس از انجام این . مانندباقی میواکنش 

هاي زنده و  با دم گره خورده به عنوان اسپرمهاي اسپرم
ها صاف است به عنوان اسپرم مرده که دم آن هاییاسپرم

در تحقیق حاضر آزمایش تورم . شوندتلقی می
) Morde)1994و Revellتیک مطابق با روشوهیپواسم

 100میکرولیتر از اسپرم ذوب شده با  10مقدار . انجام شد
مواد آن در جدول  میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک که

دقیقه در دماي  30سپس و مخلوط گردید ،آمده است 1
پس از گذشت این زمان و با تهیه حداقل  .اتاق انکوبه شد

انکوبه شده با استفاده از  ياز نمونه) µl10(قطره  3
بررسی میکروسکوپی با . میکروسکوپ نوري بررسی شد

-سانتی يدرجه 37داغ در دماي  ياستفاده از یک صفحه

در هر گروه . صورت گرفت 400نمایی  گراد و با بزرگ
-اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم 200تیماري حداقل 

).Purdi 2006(پارچه محاسبه شد  هاي داراي غشاي یک

براي HOSTمحیط  ياجزاي مواد تشکیل دهنده: 1جدول 
اسپرمیکپارچگی غشاي ارزیابی 
مقدارمواد

)لیتر/گرم(9فروکتوز
)لیتر/گرم(9/4سیترات سدیم

mOsm/L(100(اسمولاریتی

آمیزي ها از رنگاسپرم مانیزنده براي ارزیابی میزان
 يمواد تشکیل دهنده. نیگروزین استفاده گردید -ائوزین

آمیزي اساس این رنگ. آمده است 2در جدول این محیط 
هاي بدین صورت است که رنگ ائوزین به داخل اسپرم

هاي زنده رنگ که اسپرمدر حالی ،کندمرده نفوذ می
ي اسپرم از نمونه µl20آمیزي براي این رنگ. گیرندنمی

از رنگ آماده شده  µl20مقدار . بر روي لام قرار گرفت
به آرامی  شد ونیگروزین روي نمونه ریخته  -ائوزین

پس از . تا اسپرم با رنگ مخلوط شود شد زدهنمونه هم
ي لام و بر گوشه شد از نمونه برداشته µl20ثانیه  30

دیگري گذاشته و با یک لام دیگر روي لام به آرامی 
لام زیر  ،پس از خشک شدن. گسترش تهیه شد

و براي شد قرار داده  400نمایی میکروسکوپ با بزرگ
هاي مختلف آن عکس گرفته ها از بخششمارش اسپرم

اسپرم شمارش شد و درصد 200از هر نمونه . شد
محاسبه شد ) زنده(و رنگ نشده ) مرده(هاي رنگی اسپرم

)Evans and Maxwell 1987.(
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 -محیط ائوزین ياجزاي مواد تشکیل دهنده: 2جدول 
مانی اسپرمجهت بررسی زنده نیگروزین

مقدارمواد
)لیتر/گرم(7/16رنگ ائوزین

)لیتر/گرم(29سیترات سدیم
)لیتر/گرم(100نیگروزینرنگ 

 3با مرفولوژي غیرطبیعی حداقل  براي ارزیابی اسپرم
سی سی 1هاي حاوي قطره از هر نمونه به میکروتیوب

5/62(درصد  37محلول هانکوك که شامل فرمالین 
، محلول بافر)لیترمیلی150(، محلول سالین )لیترمیلی

-میلی500(تقطیر و آب دو بار ) لیترمیلی150(فسفات 

باشد، افزوده شد و سپس یک قطره از این محلول می) لیتر
روي لام قرار گرفت و توسط یک لامل پوشانده شد و با 

اسپرماتوزوا زیر میکروسکوپ  200شمارش حداقل 
هاي با ، درصد اسپرم400نمایی فازکنتراست با بزرگ

میانگین سه . گردیدمورفولوژي غیرطبیعی محاسبه 
ده به عنوان یک داده واحد در نظر گرفته شده است مشاه

)Schafer and Holzmann 2000.(
ز ذوب ا-یند انجمادرآارزیابی حالت آکروزمی بعد از ف 

یند آاز فر هاي ناشیاین جهت بسیار مهم است که آسیب
واکنش آکروزم را در بعضی از ذوب ممکن است -انجماد
ها آکروزم آن يناحیهو یا ها تحریک کرده باشد اسپرم

صورت قادر به اتصال به آسیب دیده باشد که در این
نابارور  جنبایی،رغم داشتن تخمک نیستند و در نتیجه علی

-براي ارزیابی حالت آکروزمی در اسپرم روش. باشندمی

آمیزي ها رنگهاي متفاوتی وجود دارند که اساس اکثر آن
حاضر از روش  در تحقیق. استهاي فلورسنت با رنگ

گیري کلروتتراسایکلین فلورسنت استفاده شد که به اندازه
مطابق با روش  آزمایشاین .معروف است CTCروش 

).Perez et al. 1996(تپرز و همکاران صورت گرف
. محلول نیاز است 3آمیزي کلروتتراسایکلین به براي رنگ

محلول . استشده  درج3در جدول  CTCمحلول اجزاء 
است که شامل  Fixingآمیزي محلول دوم در این رنگ

این محلول . استدر بافر تریس  درصد 1گلوتارآلدهید 
توان از آن براي مدت ندارد و می نگهداريمحدودیت 

این محلول نیز مانند محلول  pH.طولانی استفاده نمود
CTC  سوم که محلول . تنظیم شود 4/7بر رويباید

آمین دياتیلنتري M22/0شامل استMountingمحلول 
90درصد فسفات بافر سالین و  10در یک محیط حاوي 

آمیزي، اولین قدم در رنگ. استدرصد گلیسرول
 ذوب حاوي-پس از انجماد منی. سازي اسپرم استآماده

تواند مانع از باشد که میکننده میمنی و رقیقپلاسماي 
بنابراین خارج کردن ،ثیر رنگ بر روي اسپرم شودأت

به منظور . استکننده بسیار مهم منی و رقیقپلاسماي 
 منیکننده، پس از ذوب و رقیق منیحذف پلاسماي 

دقیقه در دستگاه  10کننده ابتدا به مدت محتوي رقیق
پس از . قرار داده شددور در دقیقه 1200سانتریفیوژ، در 

 3مقدار تشوي مجدد، حذف مایع رویی و به منظور شس
فسفات به لوله اضافه شد و  نمکی بافر لیتر محلولمیلی

دور در دقیقه  700دقیقه و با دور 10به مدت  دوباره
20مقدار .سپس مایع رویی حذف شد ،سانتریفیوژ شد

روي لام در یک اتاق تاریک  CTCمیکرولیتر از محلول 
 .)بردرنگ فلورسنت را از بین می نورزیرا (قرار داده شد

میکرولیتر از سوسپانسیون اسپرم به آرامی به  20سپس
 CTCبا محلول  و سریعاً شدروي لام اضافه  CTCمحلول 

ثانیه بعد از مخلوط شدن پانزده .مخلوط شد
میکرولیتر از  CTC ،5سوسپانسیون اسپرم با محلول 

و به آرامی مخلوط  گردیدبه آن اضافه  Fixingمحلول 
با مخلوط  Fixingکامل محلول  بعد از مخلوط شدن.شد

 Mountingاز محلول میکرولیتر CTC ،3اسپرم و محلول 
و لام یک لامل بزرگ روي آن قرار داده.به آن اضافه شد

تا مایعات شد ده بین دو دستمال کاغذي فشرو لامل 
 . ها در یک لایه قرار گیرندو اسپرماضافی خارج شود 

در جاي و مسدود شددور لام و لامل با لاك ناخن  دور تا
آمیزي هاي رنگتمامی لام. قرار داده شد Cº4تاریک در
 .آمیزي خوانده شداعت پس از رنگس 2اکثر تا شده حد
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 سههاي میکروسکوپ فلورسنت، با استفاده از بررسی
:ها قابل مشاهده استالگوي فلورسانت در اسپرم

فلورسانت روشن درکل سر یا تنها در : Fالگوي
.)یابی نشدهاسپرم ظرفیت(بعد از آکروزوم  يناحیه

آکروزوم يفلورسانت روشن تنها در ناحیه: Bالگوي 
.)یابی شدهاسپرم ظرفیت(

یا تنها سر و يبدون  فلورسانت در ناحیه: ARالگوي 
.)شدهواکنش آکروزومی (ییاستوا يفلورسانت در ناحیه

اسپرم  200لام تهیه شد و حداقل  3از هر تیمار حداقل 
میکروسکوپ فلورسنت  40ی نمایدر هر لام با درشت

.بررسی شدند

جهت CTCمحیط  ياجزاي مواد تشکیل دهنده:3جدول
میوارزیابی حالت آکروز

)میلی مولار(مقدارمواد
20تریس

130سدیم کلراید
5ال سیستئین

75/0کلروتتراسایکلین فلورسنت
pH4/7

هاي حاصل از داده.مرتبه تکرار شد 5ها،آزمایش تمام
 این مطالعه به صورت جداگانه در قالب طرح کاملاً

 SASافزارنرمProc GLMي تصادفی به کمک رویه
.ها به روش دانکن مقایسه شدندو میانگینتجزیه و تحلیل 

نتایج 
شده بز مرخز در  ذوبهاي حرکتی اسپرم ویژگینتایج 

 1کننده حاوي سطح رقیق. نشان داده شده است 4جدول 
داري نسبت به سطوح دیگر به طور معنیBHTمولار میلی

باعث تغییر صفات جنبایی و جنبایی پیشرونده اسپرم پس 
این تفاوت در مقایسه ). >05/0P(شدذوب از انجماد و 

چنین نتایج هم). >05/0P(بوددار معنی با گروه شاهد نیز
جنباییهاي مرتبط با  آنالیز کامپیوتري داده از حاصل

)CASA (هاي  ویژگید که در بین انشان دCASA هیچ
و نیز BHTداري در بین سطوح مختلف اختلاف معنی

).P<05/0(وجود نداردشاهد
نشان داده شده  5نتایج صفات تولید مثلی در جدول 

نسبت به  BHTحاوي سطوح مختلف  يکنندهاست، رقیق
مانی شاهد باعث تغییر صفات یکپارچگی غشا و زنده

در بین سطوح مختلف . شداسپرم پس از انجماد و ذوب 
BHT دار در میزان مولار باعث افزایش معنیمیلی 1، سطح

 و یکپارچه در مقایسه با گروه شاهد هاي زنده درصد اسپرم
چنین نتایج هم).  >05/0P(شده است  BHTح و سایر سطو

دهد هاي آزمایش مرفولوژي نشان میداده تحلیلحاصل از 
هايداري از نظر درصد اسپرمکه هیچ اختلاف معنی

وجود نداردBHTدر بین هیچ یک از سطوح غیرطبیعی
)05/0>P.(

در بین سطوح آزمایشی بز مرخزشده  ذوب-منجمدهاي حرکتی اسپرم ویژگی يمقایسه :4جدول 
)مولارمیلی(بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن

SEMداريسطح معنی5/0124)0(شاهدصفات

b3/45b2/48a4/55b9/47b3/4405/021/2(%)جنبایی
b8/21b6/25a2/32b9/25b2/2105/093/1(%)پیشرونده

8/922/947/961/943/91Ns11/2(µm/s)میانگین سرعت در مسیر 
6/752/784/798/776/75Ns08/3(µm/s)سرعت در مسیر مستقیم

9/378/387/421/407/38Ns25/1(%)خطی بودن جنبایی 
7/95/92/98/99/9Ns27/0(%)جنبایی عرضی سر 
.باشدمی) درصد 5با سطح احتمال (سطوح  تفاوت میانگین يدهندهحروف غیرمشابه نشان

Ns باشددار نمیاین است که تفاوت معنی يدهندهنشان.
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شده بز مرخز در بین سطوح ذوب -منجمدمانی اسپرم ، مرفولوژي و زندهءصفات یکپارچگی غشا يمقایسه  :5جدول 
)مولارمیلی(آزمایشی بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن 

SEMداريسطح معنی5/0124)0(شاهدصفات تولید مثلی

b1/31b2/34a8/43b4/34b1/3005/072/1(%)یکپارچگی غشا 
b5/32b7/36a6/44b2/35b4/3005/023/2(%)مانی زنده

1/85/82/87/89/8Ns2/1(%)غیرطبیعیهاياسپرم
.باشدمی) درصد 5با سطح احتمال (سطوح  تفاوت میانگین يدهندهحروف غیرمشابه نشان

Ns باشددار نمیاین است که تفاوت معنی يدهندهنشان.

م پس از می اسپرومیانگین الگوهاي آکروز نتایج
آمیزي کلروتتراسایکلین در رنگ ذوب با استفاده از-انجماد

 F ،Bالگوهاي  يمقایسه. نشان داده شده است 6جدول 
سطوح  در بین تیمارهاي آزمایشی نشان داد که ARو 

ثیري بر حالت أدر محیط انجماد اسپرم تBHTمختلف 
و اختلاف بین هیچ کدام از  ها نداشته استکروزمی اسپرمآ

. )P<05/0(نبوده است دارمعنیتیمارها از نظر آماري

سطوح مختلف بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن اثر :  6جدول 
ذوب شده  -اسپرم منجمدحالت آکروزومی بر) مولارمیلی(

بز مرخز در

الگوهاي آکروزومیتیمار
FBAR

21/1033/6946/20)0(شاهد
5/044/1178/6778/20

111/1321/6468/22
278/1051/6671/22
482/944/6874/21

بحث
اکسیدانی اثرات آنتی خصوصهاي گوناگونی در پژوهش

BHTهاي مختلف یند انجماد اسپرم در گونهبر فرآ
مرغ تخم ياي که حاوي زردهکنندهرقیق يبر پایهپستانداران 

.Farshad et al(انجام شده استاست  2010, Pursel and 

Graham 1967.(اکسیدانیولی آزمایشی که اثرات آنتی
BHTگیاهی مورد مطالعه قرار  يکننده بر پایهرا در رقیق

و همکاران Graham.است تا کنون صورت نگرفته ،دهد
اکسیدانی آنتیBHTگزارش دادند که  1992در سال 

و در  کندمیغشاي اسپرم نفوذ که به درون استفنولی 
د که وشمیهاي غشا نتیجه باعث کاهش ویسکوزیته چربی

کم کاهش ،یابدمی کاهشسیالیت چربی هنگامی که دما 
اسپرم و در نتیجه باعث کاهش نفوذپذیري غشاي  شودمی

. شودگرفتن در معرض شوك سرمایی میدر موقع قرار
هاي با تبدیل رادیکالBHTکه  شدهبینی پیشهمچنین 

ها بار آنپرکسی به هیدروپرکسیدها از فعالیت زیان
مطابق با بسیاري از ).Ijaz et al. 2009(کند جلوگیري می

باعث ایجاد تغییر  BHTها، در این پژوهش نیز آزمایش
. دار در کیفیت اسپرم در مقایسه با گروه شاهد شدمعنی

توانست باعث ایجاد BHTمولار میلی 1تنها سطح 
.مانی اسپرم گرددو زندهجنبایی دار در میزان تغییرات معنی

باعث ایجاد اثرات  BHTدر این آزمایش سطوح بالاي 
ذوب  - یند انجمادآکننده بر کیفیت اسپرم بعد از فرتخریب

و همکاران  Watsonشد که نتایج این آزمایش با گزارش
 4مطابقت دارد که نشان دادند که سطح  1983در سال 

دار میزان باروري باعث کاهش معنیBHTمولارمیلی
نیز  1992در سال Cranو Bamba. شده استاسپرم 

 BHTمولار میلی 2تر از که غلظت بیش ندمشاهده کرد
. ندذوب ندار-یند انجمادهیچ اثر محافظتی بر اسپرم در فرآ

دار میزان آسیب معنیباعث کاهشBHTدر خوك 
مولار آن باعث افزایش میلی 4گردد و میزان آکروزمی می

گردد که بر اسپرم اثر منفی میزان پرکسیداسیون لیپید می
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 تخریب).Pursel and  Graham 1967(گذارد می
یکپارچگی غشاي پلاسمایی اسپرم ناشی از به هم 
ریختگی آرایش لیپیدها در داخل غشا در طول حفظ 

تري را القا هاي سلولی بیشانجماد منی ممکن است آسیب
 Holt(د و در نتیجه منجر به مرگ سلول اسپرم شود نک

and North شده است که لستین اعلام. )1994
موجود در سویا فسفولیپیدهاي غشاي ) فسفاتیدیل کولین(

اسپرم را با قرارگیري روي سطح غشاها محافظت کرده و 
 -هاي فرآیند انجمادتحمل و مقاومت اسپرم به آسیب

ساز و کنون تا). Watson 1981(دهد ذوب را افزایش می
لستین سویا سبب محافظت اسپرم  دقیقی که چگونهکار 

طور کامل ه شود بدر طول فرآیندهاي انجماد و ذوب می
 بر این نظر پژوهشگرانبسیاري از این . روشن نشده است

ثري اسپرماتوزوا را ؤطور مه که لستین قادر است ب هستند

هاي ناشی از انجماد اسپرم محافظت کند، در برابر آسیب
منجر به افزایش نسبت  ندهکنبه رقیقچون افزودن آن

ذوب  - پس از انجماد سپرم زنده و غیر آپوپتوزیسا
در تغییراتی ذوب موجب  -رآیند انجمادف. گرددمی

باعث آسیب به  شود که این تغییراتمیمرفولوژي اسپرم 
این امر . دگردمیتوکندري اسپرم میغشاي آکروزوم و 

ها بعد از شود که تنها درصد کمی از اسپرمسبب می
ذوب داراي غشاي سالم و فعالیت طبیعی  -انجماد

 جنبايهاي میتوکندري باشند و در نتیجه تعداد اسپرم
.ذوب وجود خواهد داشت -تري بعد از انجمادکم

اضافه براساس نتایج این مطالعه نشان داده شد که 
 5/1کننده بر پایه در رقیقBHTمولار میلی 1نمودن 

دار کیفیت اسپرم بز لستین سویا باعث بهبود معنی درصد
.شودمی ذوب-مرخز پس از فرآیند انجماد
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Evaluation of antioxidant effects of butylated hydroxytoluene in 
the soybean lecithin based extender on frozen-thawed semen 

quality in Markhoz goat
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Abstract
This study was carried out to evaluate the potential impact of butylated hydroxytoluene 

(BHT) on the frozen–thawed semen quality of Markhoz goat. Semen samples were collected 
by an artificial vagina, twice a week from the four matured goat. Semen samples were diluted 
in extender containing tris, fructose, 1.5% soybean lecithin and various concentrations of 
BHT (0, 0.5, 1, 2 and 4 mM). After cooling at 5 ºC for two hours, semen samples were frozen 
in liquid nitrogen vapor and plunged into liquid nitrogen for storage. Motility indices, 
viability, membrane integrity, morphology and acrosome status of Markhoz goat semen were 
assessed after freezing-thawing. Results of this experiment showed that extender containing 
1mM BHT significantly improved motility, progressive motility, membrane integrity and 
viability compare with control treatment (P<0.05). Morphology and acrosome status were not 
significantly affected by the different levels of BHT (P≥0.05). It can be concluded that adding 
1mM BHT to the soybean lecithinin-based extender is suitable for cryopreservation of 
Markhoz gaot sperm and maintain its fertility.
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