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 چکیده

های قابل توجهی صورت گرفته است. نگهداری اسپرم به صورت کوتاه و طولانی مدت پیشرفت زمینه در زمینه مطالعاتی: 
 .کندمی متأثرعملکرد و کیفیت اسپرم را  یدانیاکسهای فعال اکسیژن و کاهش فعالیت آنتییند از طریق تولید گونهآاین فر

غیرهدفمند به منظور کاهش استرس اکسیداتیو و بهبود عملکرد اسپرم اکسیدان هدفمند و در این تحقیق از ترکیب آنتی هدف:

مالش هفته به روش  30سن  با راس سویه خروس 15های منی از بدین منظور نمونه :هاروشو  مواد .طیور استفاده شد
 کرومولاریم MitoQ   +5/0 نانومولار 1/0: 1 ماریتها و افزودن سازی نمونهآوری شدند. پس از رقیقجمع شکمی-پشتی

 1/0+  کیل کنندهقیرق: 3 ماریت ،فیلینپنتوکسی کرومولاریم Mito Q  +75/0نانومولار 1/0: 2 ماریت ن،یلیفیپنتوکس
 ماریت ،فیلینپنتوکسی کرومولاریم MitoQ  +5/0نانومولار 2/0: 4 ماریت ن،یلیفیپنتوکس کرومولاریم MitoQ  +1نانومولار

 کرومولاریم MitoQ  +1مولار نانو 2/0: 6 ماریت ،فیلینپنتوکسی کرومولاریم MitoQ  +75/0 نانومولار 2/0: 5
و  24، 1های ساعت در یخچال نگهداری شده و در زمان 48به مدت  گراددرجه سانتی 4 یدماها در نمونه ،فیلینپنتوکسی

میزان  ،ساعت 48پلاسمایی، و در زمان مانی، یکپارچگی غشای تحرک، زنده هایویژگیها از نظر ساعت نمونه 48

در یک ساعت  1 یمارتنتایج:  سالم مورد ارزیابی قرار گرفتند.نا ریخت شناسیهای با و درصد اسپرملیپید پراکسیداسیون 
زی اساعت پس از سردس 24در  .(>05/0Pشد ) شاهدت به گروه باسپرم نس یمانزندهپس از سردسازی باعث افزایش 

باعث  5تحرک کل و تیمار دار معنیباعث افزایش  5و  4. تیمار شداسپرم  روندهپیشباعث افزایش حرکت  5و  4، 1 یمارت
ساعت  48در  .(>05/0Pشد ) شاهدنسبت به گروه  اسپرم یسلامت غشادار معنیباعث افزایش  4 یمارتو  یمانزندهافزایش 

دار باعث کاهش معنی 6و  5 ،4 ،3 ،1 یهاتیمار و لدهیدآدار غلظت مالون دباعث کاهش معنی 5و  4 یمارتپس از سردسازی 

 5 یمارتنتایج این مطالعه نشان داد که افزودن  :نهایی گیرینتیجه .(>05/0P) نسبت به گروه کنترل شد ناسالم یهااسپرم
 .شتسردسازی بهترین عملکرد را دا ساعت 48به نمونه منی طی 

 

 اسپرم خروسفیلین، اکسیدان هدفمند، پنتوکسی، آنتیلیپید کسیداسیونا: میتوکندری، پرکلیدی واژگان
  

 مقدمه
افزایش  برایهای مدیریتی تلقیح مصنوعی از جمله روش

به توجه با مرغ مادر است.راندمان تولیدمثل در گله 

-تلقیحتکنیکوگیریاسپرمدراخیرهایپیشرفت

هااسپرمکیفیتحفظرسدمیبه نظرمصنوعی پرندگان،

درک  باشدبرخوردارایویژهاهمیتازتلقیح،  مانز تا
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برایمناسبشرایطمنی،نگهداریهایروشبهتر از
راباروریدرکاهشبدونساعت 24مدته بحفظ آن

مرغانپرورشمراکزبرایامراین استفراهم نموده
مراکزازساعت24از کمترایفاصلهدرکهمادر گوشتی

اقتصادیومفیدبسیارتواندمیدارند،قرارتهیه منی

هزینهوهاخروسحملبجایصورت،در این باشد
نموداکتفامنیمایعحملبهتنهاتوانمیهاآنپرورش 

 تنیبرون نگهداری یهاروش از .(2014)اختر و همکاران 

 که است مایع صورتبه منی نگهداری پرندگان، اسپرم

 دانیاکسیآنت افزودن ترکیبات با است شده همواره سعی

ه ب مدت نگهداری در هااسپرم باروری ،هاکنندهقیرق به

 طوره ب که ییهاکنندهقیرق از .شود حفظ مایع صورت

 منی تنیبرون مربوط به نگهداری تحقیقات در گسترده

 است، گرفته قرار استفاده مورد مایع صورته ب پرندگان

 متعددی عوامل .کرد اشاره کننده لیک رقیق به توانمی

 منی تنی برون ذخیره هنگام به اسپرم باروری کاهش در

توجه  مورد همواره که مواردی از یکی اما، نقش دارند
 غشای فسفولیپیدی برگشت غیرقابل تغییرات است بوده

 از فسفولیپیدها .است پراکسیداسیون اثر در اسپرم

-می آن اصلی سیالیت عامل و بوده غشا اصلی ترکیبات

 اکسیداسیون، فرایندهای در خصوصیت این باشند؛

 و پستانداران آکروزومی در واکنش پذیری،ظرفیت
 حائز بسیار خروس و خوک انسان، هایاسپرم تحرک

 از .(2013همکاران  تارویش و مارگارت (است اهمیت
ه جمله معایب این روش، کاهش سریع قدرت باروری ب

یدهای چرب غیراشباع و تشکیل اسدلیل اکسیداسیون 
سازی منی بصورت مایع و های آزاد طی ذخیرهیکالراد

 که آنجا از. (5138 احمدی و ضمیری) یخ زده است
 سازوکارهای طریق از گوناگون یدانیاکسیآنتترکیبات 

 روش یک تنها که است واضح کنند،می مختلفی عمل
 هایشاخص تمام تأثیر از جامعی بینیتواند پیشنمی

پالگری ) را نشان دهد یدانیاکسیآنت هایدر ویژگی درگیر
 و فیلینپنتوکسی که رسدمی نظر به (.2000و همکاران 

cAMP دهندمی افزایش را هااسپرم فعالیت مدت طول. 
 شوند،می cAMP سطوح افزایش سبب که تیمارهایی

 همچنین و اسپرم سرعت و تحرک افزایش به منجر اغلب

 .هستند آکروزومی واکنش القای آگونیست
 هایرادیکال جاروب کنندگی خاصیت فیلینپنتوکسی

 اکثر در .2007)همکاران  و استیو (باشدمی دارا را آزاد

 کندمی دخالت اسپرم تحرک کنترل در cAMP ،هاگونه
 متیل یک فیلینپنتوکسی .(2016ابوالحایجا )بانی هانی و 

 استفاده مردان ناباروری درمان در که است گزانتین

 منی هاینمونه در (.2015شود )هربمونت و سیفر، می

 افزودن صورت در (کم  تحرک با هایاسپرم (افراد

 روندهپیش تحرک با هایاسپرم درصد فیلینپنتوکسی

 اصلی (. وظیفه1993یابد )یوویچ می افزایش

 نوکلئوتید استراز فسفودی آنزیم مهار ،فیلینپنتوکسی

شود می cAMP  سطوح افزایش به منجر که است حلقوی

 رفتن بالا سبب نوکلئوتید .)2019)لوسوویز و همکاران 

 با شودمی سلولی داخل ATP تولید و گلیکولیز میزان

 نادیده تواننمی را شده شناخته اثرهای دیگر وجود این

 (کلسیم انتقالات و نقل در تغییر مثال عنوانبه گرفت؛

 آدنوزین عمل ( آنتاگونیسم1992همکاران و سیدر

 تولید مهار یا) 2019اندوژنوس )لوسوویز و همکاران 

. )2017اکسیژن )گاستی و همکاران  فعال هایگونه
 شوک به هااسپرم خوب پاسخاتفاق،  این با زمانهم

 فیلینپنتوکسی که است این دهندهنشان  هیپواسموتیکی،

)گاستی و  کندمی غشاء بهتر عمل یکپارچگی حفظ در

 برای MitoQ هدفمند اکسیدانآنتی .)2017همکاران 

 میتوکندری به کینولیوبی اکسیدانیآنتی بخش انتقال

 عملکرد .1999)همکاران  و اسمیت (است شده طراحی

MitoQ  اندعبارت اکسیداتیو هایآسیب از پیشگیری در 

 آزاد مهار ،2O2Hکردن  بلوکه آپوپتوز، کردن از مسدود

 لیپید کاهش و ROS تولید کاهش ،Cسیتوکروم  شدن

 (.2010 اسمیت و مورفی (باشدمی پراکسیداسیون
MitoQ مشتقات یا کارنتین پالمتی از ترصرفههب 
 احیاء آن اکسید شکل زیرا ،است E ویتامین ،کاتیونی

 پذیرفتن با تواندیم یدانیاکسیآنت فرآیند طول در و شده

 عبارتهب گردد. احیاء دوباره تنفسی زنجیره از الکترون

 (است بازسازی قابلیت اکسیدان باآنتی یک MitoQ دیگر

 هدفمند اکسیدانآنتی. 2009) همکاران و یواسکالچ

MitoQ یدتولافزایش  طریق از ATP، تولید کاهشROS 



 73                     … در نگهداري طی خروس اسپرم کیفیت بر لیک کننده رقیق در فیلینپنتوکسی و غیرهدفمند MitoQ هدفمند اکسیدانآنتی مخلوط تأثیر

 .کندخود را اعمال مینقش  اکسیدانیآنتی دفاع افزایش ،
 انباشته MitoQ که دادند نشان وضوحه ب هاآزمایش

 توسط شدن اکسید از تواند بعدمی میتوکندری در شده

 برابر سلول را در و احیاء شده دوباره الکترونی زنجیره

 )اسکالچو و همکاراننماید  محافظت اکسیداتیو استرس

بار از ترکیبی از مخلوط در این مطالعه برای اولین (.2009
-هدفمند و غیرهدفمند در محیط رقیق دانیاکسیآنتدو 

 اسپرم خروس طی سردسازی استفاده شده است. کننده

 

 هامواد روش
و  تحقیقاتی ایستگاه مرغداری واحد در پژوهش این

 .پذیرفت انجام تبریز دانشگاه پوشان خلعت پژوهشی

 پژوهش حیوانات و طراحی 
 30سن  با راس سویه بالغ خروس 15 از بدین منظور

به  انفرادی هایقفس در هاخروس .شد استفاده هفته
 ساعت 15 شرایط تحت ومتر سانتی  85×70×70 ابعاد

که با جیره  داشته قرار تاریکی ساعت 9 و روشنایی
 برای هر خروسدر روز   گرم 150و به میزان   یکسان

 20، گندم درصد 95/8، دانه سویا درصد 8/50)دانه ذرت 
فسفات کلسیم، درصد17، سبوس گندم درصد

 38/0، نمک درصد38/0کلسیم ، کربناتدرصد74/0
 ودرصد  17/0، میتونین درصد 08/0، لایزین درصد
ذیه شدند و تغ ،(درصد 5/0 معدنیهای ویتامینی و مکمل

 آب داشتند. به آزاد دسترسی هاخروس
 انجام شد. شکمی-پشتی مالش روش به گیریاسپرم

گیری اسپرم مدت یک ماه عادت دهی شده وه ها بخروس
 اسپرم هاینمونه .انجام گرفت بار هفته دو هر در

درجه  37 گرم آب حاوی فلاسک توسط بلافاصله
بوروس و کوئین )  منتقل شدند آزمایشگاه به گراد سانتی
 ابتدا آزمایشگاه، به هانمونه رسیدن از . پس(1937
 ریخت شناسیتحرک و  غلظت، ،حجم نظر از هااسپرم

-میلی 0/7تا  0/2 با حجم هایینمونه تنها و شده بررسی

 سالم ظاهربا های اسپرم ، درصد 80 از بیش تحرکلیتر، 
 مورد در میلی لیتر 3×610 و غلظت  درصد90بیش از 
 انفرادی، اثرات بردن بین از رایب .گرفتند قرار استفاده

                                                           
1Lake 

 شناسی، ریختتحرک، حجم نظر از شده دییتأ هاینمونه
ه ب .شدند با یکدیگر مخلوط آلودگی و عدم وجود و غلظت

 )فروکتوزلیک کننده ها از رقیقسازی اسپرممنظور رقیق
 92/1 الگلوتاماتسدیم، گرم 5/0 سیتراتپتاسیم ،گرم 8/0

 لستین، گرم 07/0استات ، منیزیمگرم 3/0 وینیلپلی، گرم

سی 100تقطیر  بار ، آب دودرصد11 ، گلیسیرولگرم 1/0
سازی آماده از پس. شدبا کمی تغییرات استفاده  )سی

 استریل لوله 7 داخلرا  از محلول لیترمیلی 2کننده، رقیق
 آزمایشی، هایگروه بر اساس لوله هر به و ریخته

آزمایشی  هایگروه. شداضافه  نظر مورد اکسیدانآنتی
 عبارت بودند از:

 1کننده لیکرقیق گروه شاهد:

 MitoQ  +5/0نانومولار  1/0کننده لیک +: رقیق1 یمارت
 فیلینپنتوکسی یکرومولارم

 MitoQ  +75/0نانومولار  1/0کننده لیک +: رقیق2 یمارت
 فیلینپنتوکسی یکرومولارم
 MitoQ  +1نانومولار  1/0کننده لیک + : رقیق3 یمارت

 فیلینپنتوکسیمیکرومولار 
 MitoQ  +5/0نانومولار  2/0کننده لیک +: رقیق4 یمارت

 فیلینپنتوکسیمیکرومولار 
 MitoQ  +75/0نانومولار  2/0کننده لیک +: رقیق5 یمارت

 فیلینپنتوکسیمیکرومولار 
 MitoQ + 1نانومولار  2/0کننده لیک +: رقیق6 یمارت
 فیلینپنتوکسی یکرومولارم

مواد شیمیایی مورد استفاده در مطالعه حاضر از شرکت 
-آنتی سازی مخلوط از پسو سیگما تهیه شدند.  مرک

 20 به 1 نسبت به اسپرم نمونه کننده، رقیق با هااکسیدان
 هالوله درب از بستن پس و شده اضافه لوله هر داخل به
 .منتقل شدندگراد درجه سانتی 4 دمای با یخچال داخل به

 مخلوط از پس ساعت 48 و 24، 1 یهازمان در سپس
 گرفتند. قرار مورد ارزیابی نظر، مورد هاینمونه سازی،

 ،روندهشیپو نیز با حرکت  متحرک هایدرصد اسپرم
های با غشاء سالم، در زنده، درصد اسپرم هایاسپرم

 همچنین درصدها اندازه گرفته شده و همه زمان
سالم و  هایاسپرمها )اسپرم کیرفولوژوم خصوصیات



 1399سال /3شماره  30هاي علوم دامی/ جلد شریه پژوهشن                                                                                          ایکقیو  دق ينظر    74 

 تعیین برای) هاآلدهید نمونهدیمالون ناسالم( و مقادیر
 اسپرم( غشای پلاسمایی لیپیدهای پراکسیداسیون مقدار

مورد سنجش قرار  ها،اسپرم نگهداری ساعت 48 از پس
 .گرفتند

 اسپرم تحرک
 5 رونده،پیش کل وتحرک  پارامترهای ارزیابی برای

 بعد و شد داده قرار لام منی را روی نمونه از میکرولیتر

 نمونه هر از زیر میکروسکوپ در با لامل پوشاندن از

 و انتخاب شده تصادفی کاملاً طوره ب فیلد 10 حداقل

سیستم  بوسیله اسپرم  200 حداقل تحرک پارامترهای
 CASA, Video Test کامپیوتری ارزیابی اسپرم

Sperm 3.1, Russia)) مورد ارزیابی قرار گرفتند.  

 مانیزنده 
 رنگ از و مرده زنده هایاسپرم میزان ارزیابی برای

 بدین .گردید ستفادها نیگروزین-ائوزین آمیزی حیاتی
لیتر میکرو 10 اعت(س 48و  24، 1ها )در همه زمان منظور
 قرار لام یک روی بر گروه هر از شده رقیق اسپرم نمونه
 ائوزین نیگروزین رنگ ازمیکرولیتر  20 با و گرفته

 شده رنگ دیگر نمونه لام یک توسط . سپسشد مخلوط
 توسط شدن، از خشک پس و یافته گسترش لام روی بر

 ,.Labomed LX400; labomed Incمیکروسکوپ

Culver City, CA, USA) ) بزرگنمایی فازکنتراست با 

 (زنده هایاسپرم درصد اسپرم، 200 شمارش و 40 ×
ایوانز و ) شدند تعیین شده( رنگ (مرده و نشده( رنگ

 .)1987 مکس ول

  اسپرم پلاسماییغشاء  سلامت

هاست برای ارزیابی سلامت غشا اسپرم از آزمون 
((HOST  برای )2017 بالریکا و همکاران) شداستفاده .

گرم  9) محیط هایپواسموتیک هاستاز این منظور 
میلی لیتر آب  1000گرم سیترات سدیم،  9/4فروکتوز، 

 با .استفاده گردیدمیلی اسمول(  100مقطر با اسمولاریته 
 اسپرم نیاز برای مورد اسمزی فشار اینکه به توجه

 در قرارگرفتن این بنابر بوده، اسمولار میلی 310 خروس
 تواندمی اسمول( )هایپو کم تر اسمزی فشار با محیطی

 با هاییاز اسپرم سالم غشای های بااسپرم باعث تمایز

                                                           
2 Thiobarbituric acid reactive substances 

 هایاسپرم دم که بدین صورت .شد دیده آسیب غشای
 شکل به و شده محیط متورم این با مواجهه از پس سالم

 10آزمایش،  این منظور انجامهب آید.می در خورده پیچ
 ساعت 48و  24، 1ها در زمان ) از نمونه اسپرم لیترمیکرو

 درون فوق هایپواسمول محلول از میکرولیتر 100با  )
 در دقیقه 30 بمدت و شده میکروتیوب مخلوط یک

شدند.  انکوبه گراد درجه سانتی 37دمای  با انکوباتور
 قرار لام روی یک بر فوق محلول ازمیکرولیتر  5 سپس
 با خورده پیچ و متورم دم با هایاسپرم درصد و گرفته

 با میکروسکوپ 40× بزرگنمایی و اسپرم 200 شمارش
 .)1994)ریول و مرود  شدند  تعیین فازکنتراست

  ریخت شناسی ارزیابی
 محلول از اسپرم ریخت شناسی ارزیابی برای

 محلول تهیه برای شد. استفاده  (Hankok)هانکوک

محلول سدیم  1/9 سالین سدیم محلول ابتدا هانکوک
 .شد تهیه تقطیر بار دولیتر از آب میلی 500کلراید در 

 از میکرولیتر 15 ،هااسپرم یشناسختیر ارزیابی برای

 میکرولیتر 150 حاوی هایمیکروتیوب به منی نمونه هر

. 2000)  هولزمن و اسکافر (شد افزوده هانکوک محلول از
 و داده قرار لام روی را مخلوط این از قطره یک سپس

 اسپرم 200 حداقل شمارش با و پوشانده لامل یک توسط

 درصد ،40× بزرگنمایی با فازکنتراست میکروسکوپ زیر

هانکوک و ) شدند محاسبه غیرطبیعی هایاسپرم

 .)1956 همکاران،

 ونیداسیپراکس دیپیل

از  اسپرم لیپیدهای پراکسیداسیون مقدار تعیین بمنظور
 مالون مقدار تست، این در .شد استفاده STBAR2 تست

 پراکسیداسیون مقدار از شاخصی عنوانه ب آلدهید دی

 اسید تیوباربیتوریک با واکنش طریق از لیپیدها

 رسوب منظوره ب ابتدا منظور، شد. بدین گیریاندازه

بعد از  گروه تیماری هر محلول از لیترمیلی 1 هاپروتئین
 لیترمیلی 2با  گراد درجه سانتس 37ذوب در دمای 

 کردهمخلوط  استریل لوله یک در کلرواستیک یدتریاس

 لیپیدی پراکسیداسیون وقوع از جلوگیری برایسپس  و

 محلول از لیترمیلی 1مقدار  آزمایش، انجام زمان طی
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 در دو درصد BHT) شده بوتیله هیدروکسی تولوئن

 نظر مورد محلول بهEDTA لیترمیلی 1 همراه به (اتانول

 ×gدور  با دقیقه 15 مدته ب هانمونه سپس .افزوده شد
 1 سانتریفیوژ، اتمام از پس .شدند یفیوژسانتر 1200
 لیتر ازمیلی 1 از محلول رویی را برداشته و با لیترمیلی

 فالکون یک در درصد 67/0اسید  تیوباربیتوریک محلول

گراد سانتی 95آب  دقیقه در 20مدت ه ب و کرده مخلوط
 نور جذب میزان ،هانمونه شدن سرد از پس .گرفتند قرار

 توسط دستگاه نانومتر 532موج  طول در هانمونه

 T80 UV/VIS PG Instruments) اسپکتروفتومتر

Ltd, UK ) (.1990 )استربار و کیزمانشدند  گیریاندازه 

 آنالیز آماری
 های. دادهانجام شد تکرار 4 و تیمار 7 با مطالعه حاضر 

 کل، تحرک تحرک درصد پارامترهای برای آمده دسته ب

در همه   HOSTمحلول به پاسخ مانی،رونده زنده پیش
سطح  ک وهانکو های مربوط به تستوداده هازمان

 نرم  GLM رویه بوسیله 48آلدهاید در ساعت -مالوندی

 مورد تصادفی کاملاً طرح قالب در SAS (9.3) افزار

 از تیمارها میانگین مقایسه برای .گرفتند قرار آنالیز

 عبارت طرح این آماری شد. مدل استفاده توکی آزمون

 :از است

ij+ e i= μ+ T ijY 

i=(1-10) j = (1-5),  

ijY = هشاهد ij ام 

= μ جمعیت میانگین 

iT = اثر تیمارها 

ije= ناشناخته عوام اثر ij ام 
 

 و بحث نتایج
 پرورش طیور، صنعت تلقیح مصنوعی در بهبودبرای 

مدت اسپرم برای کوتاهسازی های ذخیره بهبود روش
 ،ساعت در شرایط مزرعه 24تا  6مدت ه حفظ باروری ب

 علل اصلییکی از . )2015زندیه و شرفی ) حیاتی است
تنی، تنش برون نگهداریکاهش کیفیت اسپرم در 

-از ظرفیت آنتی ROS. زمانیکه تولید اکسیداتیو است

اکسیدانی پلاسمای منی بیشتر شود، باعث تنش 

شود. همه اجزای سلولی شامل لیپیدها، اکسیداتیو می
و قندها از اهداف احتمالی تنش  اسیدنوکلئیکها، پروتئین

 افزایش. )2008 لوکازویس و همکارانهستند )اکسیداتیو 
 فعالیت و کاهش ظرفیت یا و آزاد هایرادیکال تولید
 وجودهب عوامل اصلی از دو هر هاسلول اکسیدانیآنتی
 .باشندمی از آن ناشی هایآسیب و اکسیداتیو تنش آمدن

ای کننده تعیین نقش خروس اسپرم غشای لیپیدی ترکیب
)بلسبویز و  کندمی ایفا آن باروری نرخ و کیفیت در

-اکسیدانمخلوط آنتی از استفاده اثرات .)2011  همکاران

های حرکت فراسنجه بر لینیفو پنتوکسی MitoQ های
مانی و سلامت غشا در پیش رونده، تحرک کل، زنده

دست هنتایج باست.  شده آورده 1 جدولدر  1ساعت 
 1دهد تیمار آمده از بررسی سطوح مختلف نشان می

مانی نسبت به گروه دار درصد زندهباعث افزایش معنی
(. همچنین افزودن همه تیمارها به >05/0Pکنترل شد )

دار منی طی فرآیند سردسازی باعث بهبود غیرمعنی
که با نتایج کواکیک و  پارامترهای حرکتی آنها شد

در توافق بود که گزارش دادند افزودن  )2006) همکاران
به اسپرم،  دقیقه 20مدت ه ب نیلیفیپنتوکس مولمیلی 76/1

ای افزایش طور قابل ملاحظهه تحرک اسپرم را بمقدار 
 داد.

ساعت پس از سردسازی  24 (2 بررسی نتایج )جدول
 MitoQنانومولار 1/0) 1دهد که افزودن تیمارنشان می

 2/0) 4، تیمار(فیلینپنتوکسییکرومولار م 5/0+ 
و ( فیلینپنتوکسیمیکرومولار  MitoQ  +5/0نانومولار

میکرومولار  MitoQ  +75/0نانومولار 2/0) 5تیمار 
-ساعت باعث افزایش معنی 24زمان  در (فیلینپنتوکسی

شد رونده اسپرم نسبت به گروه شاهد دار حرکت پیش
(05/0P<) باعث افزایش  6و  5. همچنین سطوح تیمار

. (>05/0P)دار تحرک کل نسبت به تیمار شاهد شد معنی
داری در تحرک کل افزایش غیرمعنیالبته بقیه سطوح نیز 

 MitoQ  +5/0نانومولار  2/0) 4داشتند. همچنین تیمار 
داد دار تعافزایش معنی باعث (فیلینپنتوکسیمیکرومولار 

 .(>05/0P) سالم در نمونه منی شدهای با غشاء اسپرم
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Table 1- Effect of used combined antioxidants MitiQ and pentoxifylline on total motility, progressive motility, 

viability and plasma membrane integrity one hour after chilling storage 
%integrity Plasma membrane %Viability %Progressive motility Total motility% Variable 

80.19 b95.79 71.50 90.75 Control 
3.258 a97.68 72.75 97.50 Treatment 1 

81.93 ab96.54 73.00 92.25 Treatment 2 
81.50 ab96.41 72.50 92.00 Treatment 3 

84.63 ab96.84 75.00 92.00 Treatment 4 
82.40 ab97.53 76.75 92.25 Treatment 5 
85.43 ab97.08 73.00 93.00 Treatment 6 
1.35 0.41 1.24 0.80 SEM 

Tratment1: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment2: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.75µM; Tratment3: MitoQ 

0.1nM+pentoxyfeline 1µM; Tratment4: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment5: MitoQ 0.2nM+ pentoxyfeline 

0.75µM; Tratment6: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.1µM.  

The values with different superscript letters in a column are significantly different (P<0.05) 

 

Table 2- Effect of used combined antioxidants MitiQ and pentoxifylline on total motility, progressive motility, 

viability and plasma membrane integrity 24h after chilling storage 

%integrity Plasma membrane %Viability %Progressive motility Total motility% Variable 
b61.89 b73/53 c55/50 b72/00 Control 
ab66.19 ab78.73 ab63.25 ab75.75 Treatment 1 
b62.19 ab74.12 bc56.00 b72.25 Treatment 2 
ab65.12 ab76.07 abc58.25 ab75.00 Treatment 3 
a69.64 ab79.98 a65.25 ab74.50 Treatment 4 
ab66.49 a79.35 a64.75 a77.25 Treatment 5 
ab65.18 ab76.32 abc59.00 a77.25 Treatment 6 

1.22 1.21 1.68 0.93 SEM 
Tratment1: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment2: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.75µM; Tratment3: MitoQ 

0.1nM+pentoxyfeline 1µM; Tratment4: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment5: MitoQ 0.2nM+ pentoxyfeline 

0.75µM; Tratment6: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.1µM.  

The values with different superscript letters in a column are significantly different (P<0.05) 

 
 2/0) 4 تیماردهد که افزودن نشان می 3نتایج جدول 

 و (فیلینمیکرومولار پنتوکسی MitoQ  +5/0نانومولار
میکرومولار  MitoQ  +75/0نانومولار 2/0) 5 تیمار

دار حرکت افزایش معنی به منی باعث  (فیلینپنتوکسی
 شدساعت بعد از سردسازی  48ها در اسپرمرونده پیش

(05/0P<) نانومولار 2/0) 5 تیمار. افزودنMitoQ  +
باعث افزایش تحرک  (فیلینپنتوکسیمیکرومولار  75/0

 2/0) 5 تیمار. (>05/0P)کل نسبت به گروه کنترل شد 
 (فیلینپنتوکسیمیکرومولار  MitoQ  +75/0نانومولار

های زنده نسبت به گروه باعث افزایش درصد اسپرم
 هایگونه مقدار افزایش همچنین .(>05/0P)کنترل شد 

 در اختلال سبب هاچربی و پراکسیداسیون اکسیژن فعال
 آکسونم آسیب و ATP میزان کاهش غشاء میتوکندری،

رونده پیش حرکت کاهش باعث نهایت در شده واسپرم 
 ؛ سانوکا1999 همکاران و شد )بلسبوییس خواهد اسپرم

 هدفمند اکسیدانآنتی مکانیسم. )2004 کارپیزس و

MitoQ طریق از دیگر هدفمند هایاکسیدان آنتی تمام و 

 دفاع افزایش و ROS تولید کاهش ،ATP تولیدافزایش 

. )2009 همکاران و اسکالچیو) باشدمی اکسیدانیآنتی
 وضعیت اسپرم بر فیلین پنتوکسی های اثرگذارمکانیسم

 ATP تبدیل استراز، افزایش دی فسفو مهار :عبارتند از

 و کلسیم سلولی انتقال داخل و نقل بر تأثیر ،cAMP به
 و دژنراسیون از ناشی آزاد هایرادیکال بردن بین از

. )1993کرد )یاوچی و همکاران،  خلاصه هااسپرم نکروز
از گروه  فیلین یک مهارکننده فسفودی استرازپنتوکسی

شود. می cAMPمهار تجزیه  متیل گزانتین است که باعث
کند که پروتئین کیناز را فعال می cAMPدر اسپرم، 

پروتئین تیروزین را بر  وظیفه تنظیم فسفوریلاسیون
عهده دارد که یک مسیر تنظیمی مهم در تعدیل وقایع 

شود که پذیری اسپرم است؛ این باعث میمرتبط با ظرفیت
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م اسپرم سالم بوده و از هایپراکتیوشدن آن وآکروز

. در نتیجه در )2017  جلوگیری شود )گاستی و همکاران
مثبت بر  یرتأثفیلین باعث این تحقیق، افزودن پنتوکسی

در یک تحقیق نشان داده شد که  روی جنبایی اسپرم شد.

-فیلین یک محرک قوی برای تحرک اسپرم میپنتوکسی

)بانی هانی و باشد که با تحقیق ما همخوانی داشت 
بعنوان یک  فیلینانسان، پنتوکسی در .(2016ابوالحایجا 

شود )برای تکنولوژی محرک جنبایی اسپرم استفاده می
باروری دارد  نرختولیدمثلی( که اثرات مثبتی در 

 .(2015  )هربمونت و سیفر
 

Table 3- Effect of used combined antioxidants MitiQ and pentoxifylline on total motility, progressive motility, 

viability and plasma membrane integrity 48h after chilling storage 

%integrity Plasma membrane %Viability %Progressive motility Total motility% Variable 
c53.23 b60.58 b48.5 b59.25 Control 
ab61.45 ab66.07 ab52.25 ab63.50 Treatment 1 
cb53.93 ab61.88 ab49.25 ab60.00 Treatment 2 
cb53.82 ab63.56 ab50.75 ab61.00 Treatment 3 

65.12a ab65.90 a54.75 ab61.25 Treatment 4 
a65.79 a68.99 a54.50 a67.50 Treatment 5 
ab61.14 ab66.72 ab51.50 ab64.75 Treatment 6 

1.69 1.67 1.29 1.57 SEM 
Tratment1: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment2: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.75µM; Tratment3: MitoQ 

0.1nM+pentoxyfeline 1µM; Tratment4: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment5: MitoQ 0.2nM+ pentoxyfeline 

0.75µM; Tratment6: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.1µM.  

The values with different superscript letters in a column are significantly different (P<0.05) 

 

 1 تیمارهایدهد افزودن دست آمده نشان میه نتایج ب
میکرومولار  MitoQ  +5/0نانومولار 1/0)

 MitoQ  +1نانومولار 1/0) 3، (فیلینپنتوکسی
+  MitoQنانومولار 2/0) 4، (فیلینپنتوکسیمیکرومولار 

 2/0) 5، (فیلینپنتوکسیمیکرومولار  5/0

و  (فیلینپنتوکسیمیکرومولار  MitoQ  +75/0نانومولار
میکرومولار  MitoQ  +1نانومولار 2/0) 6

 هایاسپرمتعداد دار معنیباعث کاهش  (فیلینپنتوکسی
شود ساعت پس از سردسازی می 48 در ناسالم

(05/0P<) (.1 )شکل 
 

 
 

Figure 1-Effect of used combined antioxidants MitiQ and pentoxifylline on reducing of abnormal sperms 48h 

after chilling storage 

Tratment1: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment2: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.75µM; Tratment3: MitoQ 

0.1nM+pentoxyfeline 1µM; Tratment4: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment5: MitoQ 0.2nM+ pentoxyfeline 

0.75µM; Tratment6: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.1µM.  
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از  شاخصی عنوانه ب آلدهیددمالونمقدار 
 ،آزمایش پایان در هااسپرم غشای پراکسیداسیون

 MitoQ  +5/0نانومولار 2/0) 4تیمارهای  درگروه
 2/0) 5تیمار  و(فیلینپنتوکسیمیکرومولار 

ه ب (فیلینپنتوکسیمیکرومولار  MitoQ  +75/0نانومولار

)شکل  (>05/0P)شاهد بود  گروه از کمتر داریمعنی طور
( در توافق 2018که با نتایج سانکلرسیلوا و همکاران ) (2

 و کاهش ظرفیت یا و آزاد ادیکالهایر تولید افزایشبود. 
 عوامل اصلی از دو هر ها،سلول اکسیدانیآنتی فعالیت
 از آن ناشی هایآسیب و اکسیداتیو تنش آمدن بوجود

 نقش خروس اسپرم غشای لیپیدی ترکیب .باشندمی
کند می ایفا آن باروری میزان و کیفیت ای درکننده تعیین

 به نسبت خروس . اسپرم)2011و همکاران  بلسبویز (
 در بیشتری غیراشباع چرب اسیدهای پستانداران دارای

 حساسیت افزایش موجب امر این که خود بوده غشای
 است شده لیپیدها پراکسیداسیون خروس به اسپرم

 افزایش سبب امر این (؛1993  همکاران و بلسبویز)
 قابلیت و تحرک مانی،کاهش زنده نظیر هاییآسیب

 (شود می اسپرم فرآیندهای نگهداری طی باروری
 افزودن که حالیست در . این)1998  و همکاران سورای

 طیور اسپرم نگهداری محیط به مناسب آنتی اکسیدانهای
 کاسته اسپرم به وارده آسیبهای شدت از حدی تا تواندمی

و  سردسازی نظیر فرآیندهایی طی را اسپرم کیفیت و
 .)2015  و همکاران میرزایی راد) دهد افزایش انجماد

عنوان ه تحقیقات نشان داده است که مالون دی آلدهید ب
تواند باعث محصول نهایی پراکسیداسیون لیپیدی، می

ژانگ و ) شودها نیها و پروتئِتخریب کربوهیدرات
ها بر تحت شرایط تسلط پراکسیدان(. 2019  همکاران

ها، تعادل گلوتاتیون پراکسیداز بر آنتی اکسیدان
عنوان شاخص استرس اکسیداتیو مختل ه گلوتاتیون، ب

( در یک 2019(. ژانگ و همکاران )2002شود )جونز می
داری باعث بطور معنی  MitoQتحقیق نشان دادند که

وتاتیون و در نتیجه باعث افزایش نسبت گل MDAکاهش 
پراکسیداز به گلوتاتیون شد که  با تحقیق حاضر در توافق 

 بود.

 

 
Figure 1-Effect of used combined antioxidants MitiQ and pentoxifylline on the amount of seminal plasma 

malondialdehyde 48h after chilling storage 

Tratment1: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment2: MitoQ 0.1nM+pentoxyfeline 0.75µM; Tratment3: MitoQ 

0.1nM+pentoxyfeline 1µM; Tratment4: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.5µM; Tratment5: MitoQ 0.2nM+ pentoxyfeline 

0.75µM; Tratment6: MitoQ 0.2nM+pentoxyfeline 0.1µM.  

 

های اکسیدانمطالعات مختلفی با استفاده از افزودن آنتی
کننده منی برای کاهش اثرات منفی مختلف در رقیق

خرم ابادی و است )شده  پراکسیداسیون لیپیدی انجام

یب آستواند سبب یم ROS زیاد سطوح .)1396 همکاران
DNA ی مانزندهو در نتیجه موجب کاهش  اسپرم شده

همچنین تحرک اسپرم یکی از مهمترین . شوداسپرم 
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پارامترها در رابطه با انتقال در طول مجاری تناسلی ماده 
بوده و مرتبط با بارور کردن اووسیت ثانویه است. 

عنوان یک عامل احیا کننده تحرک ه عملکرد میتوکندری ب
ری انرژی مورد نیاز اسپرم شناخته شده است و میتوکند

ماکلود )کند برای تولید و انتشار امواج تاژکی را فراهم می
دهد . نتایج حاصل از این بررسی نشان می)1953و کلد 

 itoQM +5/0 نانومولار  2/0) 4کردن تیمار که اضافه 
نانومولار  2/0) 5تیمارو  (فیلینپنتوکسیمیکرومولار 

 itoQM +75/0  باعث  (فیلینپنتوکسیمیکرومولار
رونده نسبت به گروه کنترل دار حرکت پیشافزایش معنی

 شد. پس از سردسازی 48و  24در ساعات 

-بار پارامتر حاضر برای اولین در مطالعه :گیرینتیجه 

ها، پراکسیداسیون مانی اسپرمهای مختلف مانند زنده
تحرک پیش رونده  تحرک کل و ،یشناس ختیرچربی، 

ساعت  48اسپرم و یکپارچگی غشای پلاسمایی طی 
مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج  C 4°نگهداری در دمای 

و  MitoQاین مطالعه نشان دادند که استفاده ترکیبی از 
 5/0و  MitoQنانومولار  2/0در سطوح  فیلینپنتوکسی

دار سبب بهبود معنی فیلینپنتوکسیمولار  میکرو
های خروس طی سرد عملکردی اسپرم هایپارامتر

 سازی شد.
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Introduction: Refrigeration is a common method for the reduction of sperm metabolism to conserve 

the sperm quality during in-vitro storage. Numerous studies have attempted to optimize the quality 

of stored rooster semen for periods more than 24 h, but the obtained reproductive efficiency have not 

been satisfactory. Deleterious effects of chilling storage on the rooster sperm may cause a reduction 

in reproductive performance. It seems that improvement and enrichment of cooling storage methods 

are required in order to recover the highest quality of sperm before using in assisted reproductive 

technique (ART). Nonetheless, this process affects sperm function and quality by producing reactive 

oxygen species (ROS) and reducing antioxidant activity. The plasma membrane of sperm contains 

high amounts of unsaturated fatty acids prone to oxidation that would subsequently could reduce 

membrane integrity, decreasing its kinetic and fertility perperties (Ahmadi and Zamiri 2007). The 

targeted antioxidant, MitoQ, exerts its antioxidant activity by increasing ATP production and 

reducing ROS production. Experiments have clearly shown that MitoQ accumulated in mitochondria 

can be restored after oxidation by the electron chain and protect the cell against oxidative stress 

(Skulachev et al 2009). On the one hand, MitoQ protects mitochondria from oxidative damage by 

protecting the mitochondrial membrane potential (Murphy and Smith, 2000). On the other hand, 

pentoxifylline conserves sperm function by other mechanisms:   (1) inhibition of phosphodiesterase 

activity, (2) increasing in the conversion of ATP to cAMP, (3) regulating intracellular calcium 

transport and (4) scavenging free radicals, induced by spermatozoa, and decreasing oxidative activity 

(Esteves et al 2007). 

Purpose: In this study, the effects of combined targeted and non-targeted antioxidants, MitoQ and 

pentoxifylline, on reduction of oxidative stress and improving rooster sperm quality were studied.  

Material and methods: This study was carried out in the poultry unit of Tabriz University research 

station. For this purpose, 15 adult Ross breeds (30 weeks old) were used. The roosters were housed 

in individual cages 70×70×85 cm under 15 h light and 9 h dark conditions with the diet of 150 g per 

day for each rooster (50.8% corn, 8.95% soybean, 20% wheat, 14% wheat bran, 0.74% dicalcium 

phosphate, 1.8% limestone, 0.38%salt,0.08% lysine, 0.17% methionine and 0.5%vitamin and mineral 

supplements ) and ad-libitum water. Sperm collection was done by dorsal abdominal method. Sperm 

samples were transferred to the laboratory immediately after collection at 37°C. To eliminate 

individual differences and obtain sufficient sperm for analysis, in each replicate, the ejaculates of the 

15 roosters were briefly inspected and ejaculates with ≥ 300 × 106 spermatozoa/mL, ≥ 90% normal 

morphology and ≥ 80% motility were then pooled. In this study, the combined antioxidant effects of 
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targeted MitoQ and non-targeted pentoxifylline antioxidants were evaluated in Lake extender based 

on lecithin. The treatments used in this experiment were: Treatment 1 (0.1 nm MitoQ + 0.5 µM 

Pentoxifylline), Treatment 2 (0.1 nm MitoQ + 0.75 µM Pentoxifylline), Treatment 3 (0.1 nm MitoQ + 

1 µM Pentoxifylline), Treatment 4 (0.2 nm MitoQ + 0.5 µM Pentoxifylline), Ttreatment 5 (0.2 nm 

MitoQ + 0.75 µM Pentoxifylline) and Treatment 6 (0.2 nm MitoQ + 1 µM Pentoxifylline).After 

diluting the samples and adding different levels of both antioxidants and cooling, the samples were 

stored in the refrigerator at 4°C for 48 hours. Samples were evaluated at different time points (1, 24 

and 48 hours) for the selected sperm parameters (motility, viability, and plasma membrane integrity). 

Lipid peroxidation and percentage of sperms with normal morphology were evaluated at 48 hours. 

Results and discussion: Accordign to our findings, treatment 1 increased sperm viability in the 

control group one hour after cooling (P<0.05). Treatments 1, 4 and 5 increased the progressive 

motility compared with the control group at 24 h after cooling (P<0.05). Treatments 4 increased this 

parameter 48 h after cooling (P<0.05). Treatment 4 and 5 significantly reduced malondialdehyde 

concentration at 48 h after cooling. Treatment 5 significantly increased viability and sperm with intact 

membrane integrity compared with control group (P<0.05). All treatments except for treatment 

2showed less unhealthy sperm compared with the control group (P<0.05). To improve artificial 

insemination in the poultry industry, improving short-term sperm storage methods is critical for 

maintaining fertility for 6 up to 24 hours under field conditions (Zhandi and sharafi 2016). Another 

main reason for loss of frozen sperm fertility, in addition to cold shock, is the occurrence of oxidative 

stress (Łukaszewicz et al 2008). Despite many advances in the field of sperm cryopreservation, this 

process has the potential to affect yield and function due to the introduction of mechanical and 

chemical damages (Wang et al., 1991), production of ROS, oxidative stress, and reduction of 

antioxidant activity (Ahmadi and Zamiri 2007). The freezing process leads to significant damage to 

the sperm subsequently resulting in the release of several compounds (e.g,  cAMP) and loss of motility 

thus reducing the fertility of the specimen (Chaudhry et al., 1975). Due to the positive effect of 

targeted and non-targeted antioxidants on improving sperm motility parameters, this study was the 

first to use a combination of these antioxidants in semen cryopreservation.  

Conclusion: The results of this study showed that the addition of treatment 5(0.2 nm MitoQ + 0.75 

µM Pentoxifylline) to the semen sample had the best performance during 48 h of refrigeration. 
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