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 چکیده

شود. اسپرم طی سرد سازی میهای وارده به سلول ها سبب کاهش آسیباستفاده از آنتی اکسیدان زمینه مطالعاتی:

و نانوسلنیوم طی فرآیند سردسازی  Eاین پژوهش به منظور افزایش خصوصیات کیفی منی خروس توسط ویتامین  هدف:

با رقیق  خروس نژاد لگهورن سفید، 20از  آوری شدهمنی جمع روش کار:درجه سانتیگراد انجام پذیرفت.  4در دمای 

(، 0.5NS% ) 5/0، یا لیتردر هر میلی E( میکروگرم ویتامین 10E) 10( و5E) 5هد( و یا دارای ی بدون آنتی اکسیدان )شاکننده

1 ( %1NS و )2 ( %2NS نانوسلنیوم رقیق شده و در دمای )C◦4 .ها شامل خصوصیات کیفی اسپرم در یخچال قرار گرفتند

 48، 24های صفر، های ناهنجار در زماناسپرممانی، درصد تحرک کل و پیشرونده، سلامت غشای پلاسمایی، درصد زنده

درصد  نتایج:آلدهید در پایان آزمایش مورد بررسی قرار گرفتند. ساعت طی فرآیند سردسازی و میزان مالون دی 72و

داری ها در اثر گذر زمان کاهش معنیرونده و همچنین سلامت غشای سیتوپلاسمی اسپرممانی، تحرک کل و پیشزنده

(. با این وجود >05/0Pهای ناهنجار در طی آزمایش روند افزایشی داشته است )(. همچنین درصد اسپرم>05/0Pداشت )

رونده های با جنبایی پیشمانی، درصد اسپرمو نانوسلنیوم موجب افزایش درصد زنده Eافزودن سطوح مختلف ویتامین 

(. همچنین درصد >05/0Pتیمارشاهد شده است )ساعت نسبت به  72و  48، 24های و غشای پلاسمایی سالم در زمان

ساعت در  72%( ودر زمان  84/69% و  91/67) به ترتیب  10Eو 5Eساعت در تیمارهای  48های متحرک در زمان اسپرم

های ناهنجار در زمان (. درصد اسپرمP>05/0داری داشته است )%( نسبت به سایر تیمارها افزایش معنی 73/56) 10Eتیمار 

( کمتر از سایر تیمارها بود 99/17) 10E( و 92/17) 5Eساعت در تیمارهای  72( و در زمان %12) 10Eعت در تیمار سا 24

(05/0 <P همچنین تیمار .)2SN  ( را نسبت به سایر تیمارها 21%/53های ناهنجار )ساعت بیشترین درصد اسپرم 72در زمان

   ( و24/3) 5E (04/3 ،)10E (34/3 ،)0.5NS( نیز در تیمارهای nmol/ml) (. میزان پراکسیداسیون لیپیدهاP> 05/0دارا بود )

1NS (30/3( کمتر از گروه شاهد )05/0( بود )41/4<P.)  نتایج نشان دادند که افزودن سطوح ویتامین  گیری نهایی:نتیجه

E (µg/ml 5  موجب بهبود کیفیت و کاهش آسیب 1و  5/0( و نانوسلنیوم )10و )اکسیداتیو اسپرم در طی های درصد

 شود.می نسبت به گروه شاهد سردسازی
 

 

 ، نانوسلنیوم، اسپرم خروسEویتامین  اکسیدان، تنش اکسیداتیو،آنتی واژگان کلیدی:
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 مقدمه

ژنتیک، تغذیه، عملکرد تولید مثلی در حیوانات تحت تاثیر 

-یکی از دغدغه (.2003مدیریت و محیط می باشد )کومار 

های بزرگ در صنعت پرورش طیور، تولید تعداد انبوه تخم

باشد. های گوشتی میدار و قابل تبدیل به جوجههای نطفه

اگرچه جهت نیل به نرخ باروری مناسب در گله، هم مرغ و 

یر خروس هم خروس نقش مهمی ایفا می کنند، اما تاث

بیشتر از مرغ می باشد. چرا که تعداد خروس ها نسبت به 

 (. 2013باشد )امتی و همکاران مرغ ها کمتر می

و میزان باروری آن طیور ی خصوصیات اسپرم درباره

پس از نگهداری طولانی مدت، آزمایشات زیادی صورت 

الی  6گرفته که به دلیل تفاوت در مدت زمان نگهداری )بین 

ساعت(، شیوه تلقیح مصنوعی و آنالیزهای مختلف در  48

ی میزان باروری، نتایج متفاوت از یکدیگر بوده و مقایسه

باشد. اما ویژگی بارز و آن ها با یکدیگر، دشوار می

مشترکی که در تمامی آزمایشات به آن اشاره شده است 

 6بیش از این موضوع است که نگهداری اسپرم رقیق شده 

شود. این کاهش کاهش نرخ باروری میساعت، موجب 

ساعت به حداکثر میزان خود می رسد  24باروری پس از 

  (.2000)دونوگو و ویشارت 

اسپرم، لیپیدهای  ییکی از عوامل مهم در قابلیت بارور

لیپیدها در پلاسمای  .باشندغشای پلاسمایی اسپرم می

اسپرم ویژگی های حیاتی داشته و جزئی از ساختار 

چرب بلند زنجیر و غیر  باشند. اسیدهایلول میغشای س

نقش مهمی در تحرک اسپرم ایفا  PUFAیا  1اشباع اسپرم

های (. ترکیب لیپید2003 و همکاران کنند )سرولینیمی

غشای اسپرم، عامل اصلی تعیین کننده تحرک، حساسیت 

 (.1990باشد )هامرستد و همکاران مانی میبه سرما و زنده

اسپرم به شدت نسبت به اکسیداسیون  های غشایلیپید

اسیدهای چرب منجر به  باشند. اکسیداسیونحساس می

شود. این ( میROSهای آزاد اکسیژن )تولید رادیکال

ها و ها در شرایط نرمال جهت برخی فعالیترادیکال

های فیزیولوژیکی اسپرم ضروری بوده اما تولید پروسه

                                                           
1Polyunsaturate Fatty Acids 

ش سیالیت ها در اسپرم موجب کاهROSبیش از حد 

ها و نهایتا کاهش آسیب پروتئین ،DNAغشاء، شکست 

)سانوکا و کارپایسز شود ها میتحرک و باروری اسپرم

 (. 2010محفوظ و همکاران و  2004

ای اکسیدانی پیشرفتهاسپرم پرندگان حاوی سیستم آنتی

آنزیماتیک نظیر های غیراکسیدانبوده که شامل آنتی

های اکسیدانگلوتاتیون و آنتی و E ،Cهای ویتامین

آنزیماتیک نظیر گلوتاتیون پراکسیداز و سوپراکسید 

(. حفظ تعادل بین تولید 1999دسموتاز می باشد )سورای 

ROS اکسیدانی جهت حفظ زنده مانی و سیستم آنتی

اسپرم ضروری بوده که با نگهداری و انجماد اسپرم این 

  (.2003 خورد )بریکو و همکارانتعادل بر هم می

جهت جلوگیری از افزایش اکسیداسیون لیپیدهای اسپرم و 

افزایش مدت زمان نگهداری اسپرم در محیط آزمایشگاه، 

های طبیعی در محیط رقیق کننده اکسیداناستفاده از آنتی

-اکسیدانرسد. از بهترین آنتیاسپرم ضروری به نظر می

یدهای های طبیعی و موثر در جلوگیری از اکسیداسیون لیپ

  و سلنیوم اشاره کرد. Eاسپرماتوزوآ می توان به ویتامین 

سیدان غشایی در اکترین آنتیبه عنوان مهم Eویتامین 

قویت سیستم ایمنی و ضمن ت باشدداخل بدن مطرح می

کند. های عروق کرونری بدن جلوگیری میبدن، از بیماری

غشای توان در محافظت از مهمترین اثرات این ویتامین می

های آزاد و های ناشی از رادیکالها در مقابل آسیبسلول

های های التهابی بوسیله تنظیم سیگنالجلوگیری از پروسه

سلولی جهت کنترل ترجمه و تحریک سیستم ایمنی نام برد 

اند که تحقیقات نشان داده (.2003)بریون و همکاران 

و به رقیق کننده اسپرم )بلسبویس  Eافزودن ویتامین 

( منجر به بهبود 2015امینی و همکاران و  1993همکاران 

کی منی و نهایتا افزایش باروری مرفولوژیخصوصیات 

 گردد.طیور می

که اعمال بوده های ضروری بدن سلنیوم یکی از مینرال 

فیزیولوژیکی زیادی دارد. مثلا به عنوان یکی از اجزای 

( و GPxها در گلوتاتیون پراکسیدازها )سلنوپروتئین
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که هردوی حضور داشته  (TrxRردوکتاز )تیوردوکسین

های بیولوژیکی مختلفی دارند )احسن و ها نقشاین

های اکسیداتیو یکی از عوامل موثر (. آسیب2014همکاران 

در باروری نرها بوده که سلنیوم نقش مهمی در محافظت 

ها و حفظ باروری نرها دارد. افزایش نرخ از این آسیب

-آلدهید و رادیکالدیداسیون لیپیدها، میزان مالونپراکسی

های آزاد اکسیژن در موش های نر دارای کمبود یا 

مسمومیت سلنیوم مشاهده شده است. متعاقبا، کاهش 

های جنبا، کاهش خصوصیات کیفی منی نظیر کاهش اسپرم

های نابهنجار نیز در غلظت اسپرم و افزایش درصد اسپرم

 (.2009ده است )کائوشال و بانسال ها مشاهده شاین موش

ی مصرف سلنیوم، با این حال، یکی از عوامل محدود کننده 

ها( )سرعت ورود به گردش خون و بافت دسترسی زیستی

(. بنابراین، 2007و سمی بودن آن است )تارز و همکاران، 

یت کمتر و های دیگر سلنیوم که سم  استفاده از فرم

تر است. نانو ذرات باشد، مناسبسودمندی بیشتری داشته 

پایین و  ( ترکیباتی با سمی تNano-seleniumسلنیوم )

دسترسی زیستی مناسب بوده و به طور چشمگیری تولید 

دهند )پنگ و همکاران ها را در بدن افزایش میپروتئینسلنو

با توجه به خواص ویتامین  (.2007وانگ و همکاران و2007

E های اکسیداتیو، به نظر آسیبسلنیوم در کاهش و نانو

اکسیدان به محیط رقیق رسد که افزودن این دو آنتیمی

کننده، موجب حفظ خصوصیات کیفی منی خروس در 

  گردد. C4°دمای 

 

 هامواد و روش

 حیوانات و طراحی آزمایش 

تحقیقاتی و  ایستگاهاین پژوهش در واحد مرغداری 

پژوهشی خلعت پوشان دانشگاه تبریز انجام پذیرفت. به 

خروس بالغ نژاد لگهورن با سن  20منظور این آزمایش از 

های انفرادی به ها در قفسهفته استفاده شد. خروس 42

 9ساعت روشنایی و  15و تحت شرایط  85×70×70ابعاد 

ا ساعت تاریکی قرار داشته و دسترسی آزاد به آب و غذ

ها با جیره بر پایه ذرت و سویا که داشتند. تمامی خروس

پروتئین در هر  %12کیلو کالری انرژی و  3170دارای 

 شدند. کیلوگرم ماده خشک داشت، تغذیه 

شکمی بر اساس روش -اسپرم گیری به روش مالش پشتی

( و به مدت سه هفته و در هر هفته 1937باروز و کوئین )

های اسپرم بلافاصله پس از اخذ نمونهپذیرفت. بار انجام  2

به آزمایشگاه منتقل  C°37توسط فلاسک حاوی آب گرم 

-. پس از رسیدن نمونه(2014)شاهوردی و همکاران  شدند

ها از نظر حجم، غلظت، رنگ ها به آزمایشگاه، ابتدا اسپرم

هایی با حجم بین تنها نمونهبررسی شده و  مرفولوژیو 

-اسپرم در هر میلی 3×910≤ و غلظت لیترمیلی 5/0تا  2/0

% مورد استفاده قرار گرفتند. به  80لیتر و تحرک بیش از 

های تایید شده با منظور از بین بردن اثرات انفرادی، نمونه

ی واحد یکدیگر تجمیع شده و به صورت یک نمونه

ی ها از رقیق کنندهدرآمدند. به منظور رقیق سازی اسپرم

( با کمی 2015اصلاح شده )امینی و همکاران،  بلستویل

پس از آماده سازی  (.1استفاده گردید )جدول  تغییرات

لیتر از میلی 3رقیق کننده )قبل از نمونه گیری(، مقدار 

ی استریل ریخته شده و به هر لوله بر لوله 6 محلول داخل

مورد نظر  اکسیدانهای آزمایشی، آنتیاساس گروه

 ا نانوسلنیوم( افزوده گردید: و ی E)ویتامین 

 ( Beltsvilleگروه شاهد : رقیق کننده معمولی )

 Eویتامین  µg/ml5: رقیق کننده معمولی + 5Eگروه 

 Eویتامین  µg/ml10+: رقیق کننده معمولی 10Eگروه 

 نانوسلنیوم %5/0: رقیق کننده معمولی + 0.5NSگروه 

 نانوسلنیوم %1: رقیق کننده معمولی + 1NSگروه 

 % نانوسلنیوم 2: رقیق کننده معمولی +2NSگروه 

 

مورد استفاده از شرکت سیگما و نانوسلنیوم  Eویتامین 

-نیز از شرکت نانوشل تهیه شده بودند. پس از مخلوط

ی اسپرم به ها با رقیق کننده، نمونهاکسیدانسازی آنتی

به داخل هر لوله اضافه گردیده و پس از  40به  1نسبت 

منتقل  C°4ها به داخل یخچال با دمای بستن درب لوله

 72و  48، 24، )شاهد( صفرهای شدند. سپس در زمان

های مورد نظر مورد ساعت پس از مخلوط سازی، نمونه
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ارزیابی قرار گرفتند. صفات مورد ارزیابی شامل درصد 

های زنده، تست سلامت های متحرک، درصد اسپرماسپرم

در  هاکی اسپرممرفولوژیغشای اسپرم، خصوصیات 

دی آلدهید ها و همچنین سنجش مقادیر مالونتمامی زمان

جهت تعیین میزان پراکسیداسیون لیپیدهای غشای  هانمونه

ها ساعت نگهداری اسپرم 72پلاسمایی اسپرم پس از 

  بودند.

 

 

 

 آزمایشات اسپرم

-ها در زمانبررسی میزان تحرک اسپرمبه منظور  تحرک

ها بر ی هر یک از گروههای مختلف، سه قطره از نمونه

روی سه لام قرار گرفته و پس از قرار دادن لامل بر روی 

فاز کنتراست  نمونه، توسط میکروسکوپ نوری

(Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City, 

CA, USA) و در دمای  400نمایی با بزرگC°37  درصد

های دارای حرکات های متحرک و همچنین اسپرماسپرم

  (.2014)اخلاقی و همکاران  پیش رونده تعیین گردیدند

 

 ی بلستویل اصلاح شدهاجزاء و مقادیر رقیق کننده -1جدول 
Table 1- Composition of the modified Beltsville extender 

 

  Compound Amount نام ماده

  Potassium Phosphate, Dibasic, Trihydrate  7.59 g آبه سه فسفات دی پتاسیم

  Sodium acetate trihydrate  3.1 g آبه سه استات سدیم

  Sodium-L-glutamate  8.67 g گلوتامات-ال سدیم

  Potassium citrate tribasic monohydrate  0.64 g سیترات پتاسیم

  Potassium phosphate monobasic  0.7 g مونوفسفات پتاسیم

  Magnesium chloride hexahydrate  0.34 g آبه 6 کلراید منیزیم

  D-(-)-Fructose  5 g فروکتوز

  N-[Tris (hydroxymethyl) methyl]-2  2.71 g تریس

 % Glycerol 1 گلیسرول

 % Soybean lecithin 1 لسیتین

 Purified water  L 1 آب مقطر دو بار تقطیر

 .2015 همکاران، و امینی از برگرفته

 زنده مانی

 از رنگ آمیزی ومرده زنده هایاسپرم میزان ارزیابی برای

 تشکیل مواد گردید. استفاده نیگروزین -ائوزین حیاتی

 ،(درلیتر گرم7/16)ائوزین  رنگ شامل محیط این دهنده

 29) سدیم و سیترات( لیتر در گرم 100) نیگروزین رنگ

بدین منظور و در هر یک از زمان  .باشندمی( درلیتر گرم

ی اسپرم رقیق شده از هر گروه نمونه µl10های ذکر شده، 

 -از رنگ ائوزین µl20بر روی یک لام قرار گرفته و با 

لام دیگر، سپس توسط یک  نیگروزین مخلوط گردید.

                                                           
1hypo-osmotic swelling test 

ی رنگ شده بر روی لام گسترش یافته و پس از نمونه

فاز کنتراست توسط میکروسکوپ  خشک شدن،

(Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City, 

CA, USA) اسپرم،  200و شمارش  400نمایی با بزرگ

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

 (. 1978ول  ایوانز و مکستعیین شدند. )

 سلامت غشائ اسپرم

( به 1THOSدر این آزمایش از تست هایپواسموتیک )

ها بر منظور بررسی سلامت غشای پلاسمایی اسپرم
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( استفاده 2009مورنو و همکاران )-اساس روش سانتیاگو

میلی  100شد. در این آزمایش از محلولی با فشار اسمزی 

( g/l 9/4( و سیترات سدیم )g/l 9اسمولار شامل فروکتوز )

که فشار اسمزی مورد نیاز استفاده گردید. با توجه به این

میلی اسمولار بوده، بنابراین قرار  310برای اسپرم خروس 

تر )هایپو اسمول( گرفتن در محیطی با فشار اسمزی پایین

هایی که غشای سالم دارند، از شود تا اسپرمموجب می

سیب دیده متمایز گردند. بدین هایی با غشای آاسپرم

های سالم پس از مواجهه با این محیط صورت که دم اسپرم

منظور آید. به متورم شده و به شکل پیچ خورده در می

در ی اسپرم هر گروه ازنمونه µl10انجام این آزمایش، 

 µlساعت( با  72و  48، 24، صفرهای مختلف )زمان طی

ن یک میکروتیوب از محلول هایپواسمول فوق درو 50

دقیقه در انکوباتور با دمای  10مخلوط شده و به مدت 

C°38  انکوبه شدند. سپسµl 5  از محلول فوق بر روی

-های با دم متورم و پیچو درصد اسپرم یک لام قرار گرفته

 400نمایی اسپرم و بزرگ 200خورده با شمارش 

تعیین گردیدند )اخلاقی و  فاز کنتراستمیکروسکوپ 

  (.2014همکاران 

 رفولوژیم

-و تعیین درصد اسپرمها اسپرم رفولوژیجهت ارزیابی م

-از نمونه اسپرم هر گروه را در زمان µl10های ناهنجار،

 37محلول هانکوک شامل فرمالین  µl150های مختلف با 

%، محلول سالین و محلول بافر در یک میکروتیوب ریخته 

قطره از مخلوط بدست آمده توسط میکروسکوپ و سه 

 200درصد و شمارش  400نمایی فاز کنتراست با بزرگ

شافر و هولزمان )اسپرم مورد ارزیابی قرار گرفتند 

2000.) 

 تعیین میزان پراکسیداسیون لیپیدهای اسپرم

به منظور تعیین میزان پراکسیداسیون لیپیدهای اسپرم از  

استفاده شد. در این تست، میزان مالون  1TBARsتست 

)یکی از محصولات نهایی  2MDAدی آلدهید یا 

                                                           
1Thiobarbituric acid reaction substances assay 
2Malondialdehyde  

پراکسیداسیون لیپیدها(، به عنوان شاخصی از میزان 

پراکسیداسیون لیپیدها از طریق واکنش با تیوباربیتوریک 

شود. بدین منظور، ابتدا به منظور گیری میاسید اندازه

ز محلول هر گروه در زمان ا ml 1ها میزان رسوب پروتئین

اسید تری  ml 2ساعت پس از نگهداری در یخچال با  72

ی استریل مخلوط شده و سپس استیک در یک لولهکلرو

جهت جلوگیری از وقوع پراکسیداسیون لیپیدی در طی 

از محلول هیدروکسی  ml 1زمان انجام این آزمایش، مقدار 

 1( به همراه % در اتانول 2) 3BHTتولوئن بوتیله شده یا 

به محلول مورد نظر افزوده گردیدند.  EDTAمیلی لیتر 

 g×1200دقیقه و با دور  15ها به مدت سپس لوله

از  ml1سانتریفیوژ شدند. پس از اتمام سانتریفیوژ، 

 67/0تیوباربیتوریک اسید  ml1با  محلول بالای هر لوله

دقیقه  20درصد در یک میکروتیوب مخلوط شده و به مدت 

ها، قرار گرفتند. پس از سرد شدن نمونه C°100در آب 

نانومتر توسط  532ها در طول موج میزان جذب نور نمونه

دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه گیری شد )سه تکرار برای 

 (.1990بار و کیزمان استرهر گروه در نظر گرفته شد( )

 تجزیه و تحیل آماری 

های بدست آمده از این آزمایش شامل تحرک کل، داده

تحرک پیش رونده، زنده مانی، سلامت غشاء و ناهنجاری 

تکرار در  4تیمار و  6به صورت طرح کاملا تصادفی با 

 repeatedهای مکرر در واحدزمان )گیریقالب طرح اندازه

measurements ی رویه( باGLM  نرم افزارSAS 9.1 

ها جهت سنجش بدین منظور ابتدا تمامی داده.آنالیز شدند

های داری بین تیمارهای آزمایشی در زمانمیزان معنی

 way-1مختلف، توسط آنالیز واریانس یکطرفه )

ANOVA مورد ارزیابی قرار گرفتند. سپس جهت )

یک از  ارزیابی سطوح معناداری بین تیمارها در داخل هر

های ساعت(، داده 72و 48، 24، صفرهای آزمایش )زمان

های مکرر گیریی واریانس اندازهمذکور توسط متد تجزیه

( مورد Repeated Measure ANOVAدر واحد زمان )

3Butylated hydroxytoluene 
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های مربوط به میزان گرفتند. همچنین دادهآنالیز قرار 

( نیز توسط MDAمالون دی آلدهید سمینال پلاسما )

و در قالب طرح کاملا  SASنرم افزار  GLMی رویه

 تصادفی مورد ارزیابی قرار گرفت. مقایسات میانگین

 Least Squareتیمارها با آزمون میانگین حداقل مربعات )

Means انجام شده و نتایج به صورت میانگین مربعات )

 ( گزارش شدند.P<05/0درصد ) 5خطا در سطح 

 نتایج و بحث

در تمامی تیمارهای آزمایشی از زمان ها مانی اسپرمزنده

داری ساعت پس از سرد سازی کاهش معنی 72صفر تا 

(05/0P< 2( داشته است )جدول).  به نحوی که در زمان

 44/92 ± 02/1مانی برابر با % صفر میانگین درصد زنده

 72و  48، 24های درصد بوده اما این مقادیر در زمان

 ± 13/3، % 68/75 ± 70/4با %ساعت به ترتیب برابر 

اما مقایسات تیمارها  بوده است. 59/44 ± 20/3و %  76/65

و  Eدهد که افزودن سطوح مختلف ویتامین نشان می

( >05/0Pدار )نانوسلنیوم به اسپرم موجب افزایش معنی

ها )به غیر از زمان صفر( مانی در تمام زماندرصد زنده

این دو ماده،  با توجه به خاصیت آنتی اکسیدانی شود.می

و نانوسلنیوم به  Eرسد که افزودن ویتامین به نظر می

ها موجب کاهش تولید و فعالیت ی اسپرممحیط نگهدارنده

ی خود سبب های آزاد شده که این امر به نوبهرادیکال

ها گردیده است )میرزایی راد و مانی اسپرمافزایش زنده

 (.2015همکاران 

 

 C◦4مانی اسپرم خروس طی نگهداری در دمای حداقل میانگین مربعات درصد زنده -2جدول

Table 2- Least square means of rooster sperm viability (%) during cooling storage at 4°C  
 

 

 تیمار

Treatment 

 )ساعت( های نگهداریزمان

Storage time (hour) 

 

SEM 

0 24 48 72 
Control Aa 91.70 Cb 67.03  Bc 60.06 Bd 38.55 1.73 

5E Aa 92.74 Bb 74.51  Ac 65.70 Ad 45.59 1.73 
10E Aa 92.59 Ab 79.45  Ac 69.31 Ad 46.05 1.73 
0.5NS Aa 91.32 Ab 79.18  Ac 67.55 Ad 45.34 1.73 
1NS Aa 92.09 ABb 75.47 Ac 65.37 Ad 44.15  1.73 
2NS Aa 94.23 ABb 78.47 Ac 66.60 Ad 47.82  1.73 

باشد. ( بین تیمارها در هر یک از زمان آزمایشی می>05/0Pدار )گر تفاوت معنی( در هر ستون بیانA,Bحروف بزرگ )

 باشد.می( بین تیمارها در کل آزمایش > 05/0Pدار )( در هر ردیف بیانگر تفاوت معنیa,bحروف کوچک )
A,B Values with different superscripts indicate a difference (P<0.05) over time within experimental groups. a,b 

Values with different superscripts indicate significant difference (P<0.05) among groups at each time point. 

درصدددد تحرک کل و پیشدددرونده نیز در اثر افزایش مدت 

 3داری داشته است )جدول زمان سردسازی کاهش معنی

سپرم (.4و  های جنبا یا متحرک در زمان میانگین درصد ا

 %47/5) 24های ( بیشددتر از زمان22/87± %46/1صددفر )

( 18/38± %85/4) 72( و ±58/58 70/3%) 48(، ±89/72

اسددت. با این وجود، افزایش سدداعت سددردسددازی بوده 

 48های متحرک در زمان داری در درصدددد اسدددپرممعنی

مارهای  عت در تی یب  10Eو  5Eسدددا به ترت و  91/67%) 

10E (73/%56 )سددداعت در تیمار  72( ودر زمان %69/84

ند هرچ (.>05/0Pنسبت به سایر تیمارها مشاهده گردید )

که سددایر تیمارها نیز به طور معنی داری درصددد جنبایی 

 (. >05/0Pداشتند ) بیشتری نسبت به تیمار شاهد

سپرم های با جنبایی پیشرونده نیز بر اثر افزایش درصد ا

(، 09/58 ± %72/2) 24های زمان نگهداری یعنی در زمان

( سددداعت 82/36 ± %01/5) 72( و 74/48 ± 99/3%) 48

داری ( کاهش معنی09/78 ± %59/0نسبت به زمان صفر )

(>05/0Pداشت )
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 C◦4حداقل میانگین مربعات درصد تحرک اسپرم خروس طی نگهداری در دمای -3جدول

Table 3- Least square means of rooster sperm total motility (%) during cooling storage at 4°C 

 

 تیمار
Treatment 

 )ساعت(های نگهداریزمان

Storage time(hour) 

 

SEM 

0 24 48 72 
Control Aa 86.81  Bb 67.56  Cc 58.03  Cd 42.62 1.79 

5E Aa 88.74  Ab 76.73  Ac 67.91 ABd 52.40 1.79 
10E Aa 89.32 Ab 80.68  Ac 69.84 Ad 56.73  1.79 
0.5NS Aa 88.39 Ab 79.33  Bc 61.18  Bd 48.52  1.79 
1NS Aa 89.03  Ab 78.76 Bc 62.83  Bd 50.89  1.79 
2NS Aa 89.88  Ab  80.74 Bc 63.32  Bd 51.29 1.79 

باشد. حروف بین تیمارها در هر یک از زمان آزمایشی می (>05/0P) دار گر تفاوت معنی( در هر ستون بیانA,Bحروف بزرگ )

 باشد.بین تیمارها در کل آزمایش می (>05/0P) دار( در هر ردیف بیانگر تفاوت معنیa,bکوچک )
A,B Values with different superscripts indicate a difference (P<0.05) over time within experimental groups. a,b Values 

with different superscripts indicate significant difference (P<0.05) among groups at each time point. 

 C◦4پیشرونده اسپرم خروس طی نگهداری در دمای  تحرک درصد مربعات میانگین حداقل -4جدول

Table 4- Least square means of rooster sperm progressive motility (%) during cooling storage at 4°C  

 

 تیمار

Treatment 

 )ساعت( های نگهداریزمان

Storage time (hour) 

 

SEM 

0 24 48 72 
Control Aa 77.00  Bb 55.09 Cc 42.04 Cd 32.17 2.13 

5E Aa 78.13 Bb 56.47  Bc 47.54 Bd 40.68 2.13 
10E Aa 78.52  Bb 57.53  Bc 48.71 ABd 41.84 2.13 
0.5NS Aa 78.18  Bb 58.22  Bc 49.63 ABd 42.73 2.13 
1NS Aa 78.00 Bb 58.13  ABc 50.28 ABd 43.36 2.13 
2NS Aa 78.72  Ab 63.12  Ac 54.26 Ad 45.17 2.13 

-( بین تیمارها در هر یک از زمان آزمایشی می> P 05/0دار )معنیگر تفاوت ( در هر ستون بیانA,Bحروف بزرگ )

 باشد.( بین تیمارها در کل آزمایش می> P 05/0دار )( در هر ردیف بیانگر تفاوت معنیa,bباشد. حروف کوچک )
A,B Values with different superscripts indicate a difference (P < 0.05) over time within experimental groups. a,b 

Values with different superscripts indicate significant difference (P < 0.05) among groups at each time point. 

 C◦4حداقل میانگین مربعات درصد یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم خروس طی نگهداری در دمای  -5جدول 

Table 5- Least square means of rooster sperm plasma membrane integrity (%) during cooling storage 

at 4°C 
 

 

 تیمار

Treatment 

 )ساعت(های نگهداریزمان

Storage time (hour) 

 

SEM 

0 24 48 72 
Control Aa 80.02 Bb 58.13 Bc 49.61 Bd 32.43 1.58 

5E Aa 79.68 Ab 63.06 Ac 54.61 Ad 37.10 1.58 
10E Aa 82.04 Ab 63.54 Ac 55.37 Ad 37.98 1.58 
0.5NS Aa 80.25 ABb 61.65 Ac 54.11 ABd 34.71 1.58 
1NS Aa 79.69 ABb 62.97 Ac 55.76 ABd 36.06 1.58 
2NS Aa 82.98 ABb 61.20 Ab 58.14 Ac 37.61 1.58 

باشد. بین تیمارها در هر یک از زمان آزمایشی می (>05/0P) دار گر تفاوت معنی( در هر ستون بیانA,Bحروف بزرگ )

 باشد.( بین تیمارها در کل آزمایش می(>05/0P) دار ( در هر ردیف بیانگر تفاوت معنیa,bحروف کوچک )
A,B Values with different superscripts indicate a difference (P<0.05) over time within experimental groups. a,b 

Values with different superscripts indicate significant difference (P<0.05) among groups at each time point. 
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اکسیدان ی آنتیهای دریافت کنندههمچنین تمامی گروه

ی بیشتری نسبت به تیمار شاهد درصد جنبایی پیشرونده

یکپارچگی  (.P> 05/0) ( داشتند2NS)خصوصا تیمار 

های تشخیص سلامت غشای پلاسمایی یکی از فراسنجه

 باشد. اسپرم بوده و در نرخ باروری موثر می

دهند که ( نشان می5شماره نتایج این آزمایش )جدول 

-های با غشای سالم در طی فرآیند سرددرصد اسپرم

داری داشته است سازی در تمامی تیمارها کاهش معنی

(05/0P<البته افزودن آنتی .)های ویتامین اکسیدانE  و

ساعت موجب  72و  48، 24های نانوسلنیوم در زمان

گروه های با غشای سالم نسبت به افزایش نرخ اسپرم

 شاهد شده است. 

های ناهنجار نیز در اثر گذر زمان، یعنی در درصد اسپرم

 48های ( و خصوصا در زمان10/14 ± %48/1) 24زمان 

-( افزایش معنی09/19 ±%47/1) 72( و 82/15 ± 85/0%)

( داشته است. 79/11 ±%41/0داری نسبت به زمان صفر )

های موجب افزایش درصد اسپرم2NSهرچند که تیمار 

شده است  10Eو  5Eناهنجار نسبت به تیمارهای شاهد، 

(05/0P<). 

آلدهید به عنوان شاخصی از دیمیزان مالون 

ها در پایان آزمایش، در پراکسیداسیون غشای اسپرم

و % 5/0و سطوح  Eی ویتامین تیمارهای دریافت کننده

داری کمتر از گروه شاهد نانوسلنیوم به طور معنی 1%

های آزاد و یا کاهش (. افزایش تولید رادیکال>05/0P) بود

ها هر دو از عوامل اکسیدانی سلولظرفیت و فعالیت آنتی

های ناشی از اصلی بوجود آمدن تنش اکسیداتیو و آسیب

 باشند. آن می

ای ترکیب لیپیدی غشای اسپرم خروس نقش تعیین کننده

سبویز و کند )بلدر کیفیت و میزان باروری آن ایفا می

(. اسپرم خروس نسبت به پستانداران 2011همکاران 

اشباع بیشتری در غشای خود دارای اسیدهای چرب غیر

بوده که این امر موجب افزایش حساسیت اسپرم خروس 

به پراکسیداسیون لیپیدها شده است )بلسبویز و همکاران 

هایی نظیر کاهش (. این امر نیز سبب افزایش آسیب1997

، تحرک و قابلیت باروری طی فرآیندهای مانیزنده

سورای و  و 2004شود )ویشارت نگهداری اسپرم می

(. این در حالیست که افزودن آنتی1998همکاران 

-های مناسب به محیط نگهداری اسپرم طیور میاکسیدان

های وارده به اسپرم کاسته تواند تا حدی از شدت آسیب

نظیر سردسازی و و کیفیت اسپرم را طی فرآیندهایی 

میرزایی  و 2015انجماد افزایش دهد )امینی و همکاران 

  (.2015راد و همکاران 

 
 ساعت سرد سازی 72آلدهید موجود در پلاسمای منی پس از دیحداقل میانگین مربعات میزان مالون-1شکل

Figure 1- Mean (±SEM) seminal plasma malondialdehyde after 72h of chilled storage 
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و  Eنتایج این آزمایش نشان دادند که افزودن ویتامین 

ی اسپرم خروس موجب نانوسلنیوم به محیط رقیق کننده

مانی، تحرک، سلامت غشایی و همچنین افزایش زنده

گردد. نتایج ما کاهش درصد اسپرمهای ناهنجار می

( بود که نشان 2015مشابه با نتایج امینی و همکاران )

ی اسپرم موجب به رقیق کننده Eدادند افزودن ویتامین 

ها شده است. هرچند که بهبود خصوصیات کیفی اسپرم

( بیان داشتند که افزودن 1993بلسبویز و همکاران )

سازی به اسپرم خروس در طی فرآیند سرد Eویتامین 

-های کیفی اسپرمساعت، تاثیری بر فراسنجه 24مدت  به

ها شده ها نداشته، اما موجب افزایش نرخ باروری اسپرم

همچنین مشابه با نتایج ما، شهبازی و همکاران  است.

به اسپرم قوچ،  E( نشان دادند که افزودن ویتامین 1390)

موجب بهبود صفات کیفی طی فرآیند سردسازی به مدت 

 است.ساعت شده  72
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Table 6- Least square means of rooster sperm abnormality (%) during cooling storage at 4°C 

 

 

 تیمار

Treatment 

 )ساعت(های نگهداریزمان

Storage time (hour) 

 

SEM 

0 24 48 72 
Control Ac 12.04 Ab 15.41 Aab 16.53 BCa 18.22  0.89 

5E Ac 12.29 ABbc 13.53 Ab 15.43 Ca 17.92 0.89 
10E Ac 11.68 Bbc 12.00 Ab 14.65 Ca 17.99 0.89 
0.5NS Ac 11.19 ABb 14.31 Ab 15.27 BCa 18.66 0.89 
1NS Ac 12.08 Ab 15.17 Ab 16.92 Aba 20.26  0.89 
2NS Ac 11.47 Ab 15.20 Ab 16.14 Aa 21.53 0.89 

باشد. حروف ( بین تیمارها در هر یک از زمان آزمایشی می> P 05/0دار )گر تفاوت معنی( در هر ستون بیانA,Bحروف بزرگ )

 باشد.کل آزمایش می ( بین تیمارها در> P 05/0دار )( در هر ردیف بیانگر تفاوت معنیa,bکوچک )
A,B Values with different superscripts indicate a difference (P < 0.05) over time within experimental groups. a,b Values 

with different superscripts indicate significant difference (P < 0.05) among groups at each time point. 
 

ها از سلول Eمطالعات متعددی به نقش محافظتی ویتامین 

های اکسیداتیو در مقابل پراکسیداسیون لیپیدها و آسیب

، اید و همکاران 1998اند )اوتسوکا و همکاران پرداخته

های این (. بر اساس یافته2013همکاران  ؛ هاشم و2006

های از طریق غیر فعال کردن رادیکال Eمحققین، ویتامین 

آزاد اکسیژن موجب کاهش پراکسیداسیون لیپیدهای 

شود. بنابر این و با توجه به نتایح این غشاء سلول می

از طریق تاثیر کاهش  Eآزمایش، استفاده از ویتامین 

د پراکسیداسیون لیپیدهای غشای اسپرم موجب بهبو

 گردیده است.سازی صفات کیفی اسپرم طی فرآیند سرد

 2014در آزمایشی که توسط شی و همکاران در سال 

انجام پذیرفت، میزان گلوتاتیون پراکسیداز به عنوان یکی 

ی های مهم سلولی در خون و بیضهاز آنتی اکسیدان

ها در اثر مصرف سلنیوم افزایش داشته است. خروس

ی آلدهید در خون و بیضهدیهمچنین میزان مالون

داری ی سلنیوم کاهش معنیمصرف کنندههای خروس

نشان داده است. بر اساس نتایج این محققین و نتایج این 

خروس از طریق  آزمایش، افزودن نانوسلنیوم به اسپرم

ها و احتمالا افزایش کاهش پراکسیداسیون لیپیدی اسپرم

اکسیدانی نظیر گلوتاتیون های آنتیسطوح آنزیم

وصیات کیفی اسپرم طی پراکسیداز، موجب افزایش خص

است. نتایج ما مشابه با نتایج  فرآیند سردسازی شده

( بود که در آزمایشی نشان 2012کامران و همکاران )

ی منی دادند افزودن سلنیوم در محیط رقیق کننده

گاومیش موجب افزایش کیفیت اسپرم پس از انجماد و 

  شود.اسپرم تازه می
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 گیرینتیجه

ی نانوسلنیوم در محیط رقیق کننده و Eکاربرد ویتامین 

منی خروس موجب کاهش پراکسیداسیون لیپیدی و 

های اکسیداتیو به اسپرم شده و متعاقبا آسیب

مانی، جنبایی، خصوصیات کیفی اسپرم مانند زنده

 4سلامت غشای سیتوپلاسمی را طی نگهداری در دمای 

  .دهندی سانتیگراد افزایش میدرجه
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Abstract  

BACKGROUND: Using antioxidants can diminish sperm damages during chilled storage. 

OBJECTIVES: The present study was designed to evaluate the effect of vitamin E and Nano-selenium 

on improvement parameters of rooster semen during chilled storage. METHODES: Semen was 

collected from twenty White Leghorn roosters and diluted with extender containing with no 

antioxidants (control), or containing 5 (E1), 10 (E2) µg/mL vitamin E or containing 0.5% (NS1), 1% 

(NS2) and 2% (NS3) Nano-selenium and then chilled in 4◦C. Sperm viability, total motility, 

Progressive motility, plasma membrane integrity and abnormality were evaluated at 0, 24, 48 and 72 

h after storage. Also, amount of malondialdehyde (MDA) was assessed in seminal plasma at the end 

of experiment. RESULTS: Sperm viability (%), total and progressive sperm motility (%) as well as 

sperm plasma membrane integrity significantly decreased among the time (P<0.05). Also, sperm 

abnormality (%) increased during experiment (P<0.05). However, adding different levels of vitamin 

E and Nano-selenium in this study significantly improved sperm viability (%), progressive sperm 

motility (%), sperm plasma membrane integrity (%) at 24, 48 and 72 h after storage in compare with 

control group (P<0.05). Moreover, total motile sperms percentage at 48 h in E1 and E2 extenders 

(67.91% and 69.84, respectively) and at 72 h in E2 extender (56.73%) was greater in compare with 

other extenders (P<0.05). NS3 extender had more abnormal sperms at 72 h (21.53%) compared to 

other extenders (P<0.05). MDA production was lower in E1, E2, NS1 and NS2 extenders (3.4, 3.34, 

3.24, 3.30 nmol/ml; respectively) compared to control extender (4.41 nmol/ml; P<0.05). 

CONCLUSIONS: With regard to these results, addition of 5 and 10 µg/mL vitamin E as well as 0.5 

and 1% Nano-selenium can be improved sperm quality and decreased sperm oxidative damages 

during chilled storage.  
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