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 چکیده

اری و د، نگهدتولید مقادیر زیاد رادیکال آزاد طی فرآیندهای انجما ،باروری اسپرم: یکی از دلایل کاهش زمینه مطالعاتی

 اهآنمانی میزان زنده کاهشغشاء اسپرم وبیوشیمیایی و  یهای آزاد منجر به تغییرات فراساختاراست. رادیکالگشایی یخ

دن کر لیاست که با تبد E نیتامیو کیآنالوگ سنتت کی (BHT)تولوئن  یدروکسیه دیلیبوتد. نشومیگشایی یخپس از 

رات هدف این تحقیق بررسی اث :هدف شود.یم ونیداسیباعث کنترل اتواکس ،دایدروپروکسیبه ه یپروکس یهاکالیراد

ز پنج قوچ، ا :کارروش .بودگشایی یخ -به منظور بهبود کیفیت منی قوچ در فرآیند انجماد BHT استفاده از سطوح مختلف

فزوده شد. ا سیتر هیکننده بر پاقیبه رق مولار(میلی 3و  1 ،5/1 ،2) BHT . سطوح مختلفشدی رگی اسپرم دوبار در هفته

 مقدارو  یعیطب ریغ یهااسپرم شمار ،ءغشا یکپارچگی ،یمان، زندهحرکتی هایفراسنجه  ،یمن هاینمونه گشاییخیبعد از 

-ندهزدرصد باعث افزایش  BHTمولار میلی 2و  5/1افزودن سطوح : نتایج .ندشد یابیارز (MDA) ونیداسیپراکس دیپیل

 شد ها و کاهش درصد اسپرم های غیرطبیعی نسبت به گروه کنترلاسپرم تحرک کلو  مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی

(05/0P<).  مولار از میلی 2و  5/1افزودنBHT دار میزان باعث کاهش معنیMDA  شد(05/0P<).  افزودن سطوح

 2و  1تیمارهای  .(>05/0P)ها نسبت به گروه شاهد شد رونده اسپرمدار حرکت پیشباعث کاهش معنی BHTمختلف 

 افزودن سطوح مختلف. (>05/0P) ندها در مسیر مستقیم شدسرعت حرکت اسپرمداری معنیمولار باعث کاهش میلی

BHT و سرعت در مسیر منحنی نسبت به ، خطی بودن حرکت زنشی در فراسنجه های تناوب عرضی تاثیر معنی دار

بطور  نسبت به گروه شاهدرا  هااسپرم راستی مسیر طی شده مولاریلیم 3و  5/1 یمارهایت گروه شاهد ایجاد نکرد.

ننده منی به رقیق ک BHTهای حاصل از آنالیز آماری نشان داد که افزودن داده: گیرینتیجه .دادند شیافزا دارییمعن

 ها، بعد از یخ گشایی می شود.باعث بهبود اکثر پارامترهای اسپرم

 

 ، انجماد/یخ گشاییBHTهای آزاد، اسپرم، رادیکال کلیدی: واژگان
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 مقدمه

به منظور تحقق بخشیدن به بسیاری از مزایای بالقوه 

بلند مدت یک سازی منی برای تلقیح مصنوعی، ذخیره

شود. این امر بوسیله فرآیند امر ضروری محسوب می

-شود، فرآیندی که باعث توقف فعالیتانجماد محقق می

سازی ها و در نتیجه امکان ذخیرههای متابولیکی اسپرم

شود باروری می دارمعنی بدون کاهشو بطور نامحدود 

محافظت  یط اسپرم یوقت (.2000)بایلی و همکاران 

برای  طیشرا ،گیردمیقرار  بیدر معرض آس ییسرما

و از  ابدییم شیافزا (ROS( 1های آزادرادیکال دیتول

 قیرق یدر من یعیطب هایدانیاکسیکمبود آنت گریطرف د

برای  نی. بنابرادینمایم رتریپذبیها را آسشده اسپرم

اضافه نمودن  برگردد، به حالت اول یمن طیشرا نکهیا

وری انجماد آفر ندیدر فرآ هادانیاکسیآنت یعیسطوح طب

از سوی (. 2009و همکاران  جازی)ا ضروری است یمن

مانی دیگر انجماد اسپرم با مشکلاتی از قبیل کاهش زنده

گشایی ها بعد از فرآیند انجماد و یخو تحرک اسپرم

به حداقل ممکن مواجه است. انجماد منی در واقع 

گشایی تا زمان یخهای متابولیکی اسپرم فعالیت رساندن

ایجاد (. 2007)فروزانفر و همکاران  استو فرآیند تلقیح 

-و پاکسازی آنها توسط آنتی ROSتعادل بین تولید 

بقای سلول اسپرم و  برای یامل مهمعها اکسیدان

 تکنی)آ عملکرد آنها پیش و پس از حفاظت انجمادی است

 یارهیزنجی هابا مهار واکنش هادانیاکسیآنت(. 1995

-یآنت وی دانیمواد اکس نیتعادل ب جادیو ا ویداتیاکس

 شوندیم ویداتیموجب کاهش استرس اکس یدانیاکس

های بالای وجود غلظت (.2011 یلاسپوری)بانسال و ب

چرب بلند زنجیر در داخل ساختار لیپید سلول  اسیدهای

برای حفاظت  اکسیدانی مؤثراسپرم نیاز به سیستم آنتی

)ماکسل و  اسپرم در مقابل آسیب پراکسیداسیون دارد

بوتیلیتد (. 2011 یلاسپوریبانسال و بو  1996واتسون 

                                           
1Reactive oxygen species - 

( یک آنالوگ سنتتیک BHT) 2هیدروکسی تولوئن

است که واکنش اتواکسیداسیون را بوسیله  Eویتامین 

های پراکسی به هیدروپراکسیدها کنترل تبدیل رادیکال

های جامد سفید رنگ بصورت کریستال BHT کند.می

اما  بودهدر آب و پروپیل گلایکول نامحلول  باشد کهمی

این مشتقات فنولی با  .شودبه راحتی در الکل حل می

های دهند )جاروب کنندههای آزاد واکنش میرادیکال

توانند سرعت شوند( و میهای آزاد نامیده میرادیکال

)واتسون و اندرسون  اتواکسیداسیون را کاهش دهند

گزارش کردند  1992رمستد در سال گراهام و ه (.1983

اکسیدانی فنولی است که به درون غشای آنتی BHTکه 

لیپیدهای باعث کاهش ویسکوزیته کرده اسپرم نفوذ 

 یابدکاهش میغشا سیالیت . طی انجماد شودمی ییغشا

وذپذیری غشای کاهش نفباعث  BHT نتیجهدر  که

گرفتن در معرض شوک سرمایی موقع قراراسپرم در 

با  BHTکه  است شدهنشان داده شود. همچنین می

کسیدها از اکسی به هیدروپراهای پرتبدیل رادیکال

طی فرایند انجماد در اسپرم  هاآن بارفعالیت زیان

(. 2009و همکاران  جازی)ا کندجلوگیری می گاومیش

استفاده از سطوح مختلف هدف از این پژوهش این بنابر

BHT  جهت بهبود کیفیت منی و عملکرد اسپرم قوچ در

 .باشددر حین فرآیند انجماد/یخ گشایی می

 

 هامواد و روش

 آوری منیجمع

و با  پوشانخلعتدر ایستگاه تحقیقاتی  این تحقیق 

. شد انجام سال 2-3 با سن قوچ قزل استفاده از پنج

در فصل های آموزش دیده منی از قوچ آوریجمع

با استفاده از واژن ای دو بار و هفته تولیدمثلی،

برای از بین بردن اثرات فردی  .صورت گرفت مصنوعی

های منی از هر های نر، مقادیر مساوی از نمونهدام

 باهم مخلوط آزمایشی چهار رأس قوچ در هر تکرار

                                           
2 -Butylated hydroxy toluene 
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در هر انزال  فاده قرار گرفت.شده و سپس مورد است

لیتر، اسپرم در میلی 3×910از غلظت بیش  با هاینمونه

 کمتر از اسپرم غیرطبیعیدرصد و  70بیش از  تحرک

 شدند. درصد بعنوان منی طبیعی در نظر گرفته 10

 کننده، سردسازی و انجمادتهیه رقیق

ها از یک محیط بر پایه برای ساخت انواع رقیق کننده 

 گرم/لیتر،1/27)تریس  بافر تریس استفاده شد

 .گرم/لیتر(10فروکتوز گرم/لیتر و 14اسیدسیتریک 

گلیسرول و زرده تخم مرغ بعنوان عوامل محافظ 

اسمولاریتی محیط  .قرار گرفتاستفاده  مورد انجمادی

 2/7میلی اسمول/کیلوگرم و اسیدیته آن در  325پایه در 

های انجمادی در بن طتنظیم شد. قبل از شروع کار محی

 سپس زرده تخم مرغ به .قرار داده شد C37◦ ماری

درصد به  درصد و گلیسرول به نسبت هفت 20نسبت 

آنگاه سطوح مختلف  محیط پایه تریس اضافه شد.

BHT (1 ،5/1 ،2  میلی3و )بعد از انجام پیش مولار

لیتر از میلی 5 به ،آزمایش های تعیین سطوح بهینه

های انجمادی آماده شده اضافه شد و یک تیمار محیط

به نسبت  سازیشاهد درنظر گرفته شد. رقیقبه عنوان 

. سپس لوله منی در انجام شد C37◦دمای در و  20به  1

در  .قرار داده شد C37◦لیتر آب میلی 100ظرف محتوی 

 دقیقه 120به مدت  C4◦ لدر یخچا هانمونه مرحله بعدی

ها در نمونه نمودن بلافاصله بعد از سرد ند.قرار گرفت

 بهو  لیتر کشیده شدمیلی 25/0های انجماد داخل پایوت

 پس. ندگرفت قرار ازت سطح یبالا یمتریسانت 5 فاصله

 عیما ازت داخلبه هاپایوتسریعا  قه،یدق 12 گذشت از

(◦C196- )های منی، بمنظور ارزیابی نمونه. انتقال یافتند

ثانیه در حمام آبگرم  30به مدت  را های منیپایوت

◦C37  انجام شود گشایییخقرار دادیم تا عمل. 

 ارزیابی تحرک اسپرم

-ها بعد از فرایند انجمادبررسی تحرک اسپرمبمنظور 

شده گشایی یخدو پایوت از هر گروه تیماری گشایی یخ

رقیق انتقال داده شدند.  های میکروتیوبو به داخل لوله

برای کاهش غلظت و به نسبت های مختلف سازی نمونه 

 10تا  7سپس انجام گرفت. مطلوب تر ارزیابی 

قرار گرفت  روی لام رقیق شده  منینمونه میکرولیتر از 

یستم سبا استفاده از  ،اسپرم حرکتیهای فراسنجه و

 CASA‚Video TesTم )اسپر یابیارز یوتریکامپ

Sperm 3.1, Russia )ندشد یابیارز. 

 مانی اسپرمزنده

 رنیگ محلیول از زنیده هیایاسیپرم درصید تعییین برای

-سیلول درصید. شید استفاده نیگروزین -نیائوز زییآم

 بییا یکروسییکوپیم یییدد دانیییم در مییرده و زنییده هییای

 50 زی،ییآم رنیگ بیرای. شدندشمارش  x40یی بزرگنما

میکرولیتر از رنیگ  10میکرولیتر از اسپرم رقیق شده با 

روی لام مخلیوط و گسترشیی  سریعاائوزین نیگروزین 

از . گردییدسپس در مجاورت هوا خشیک  شداز آن تهیه 

 زنیده هیای در اسپرمقادر به نفوذ رنگ ائوزین  آنجائیکه

 و میرده عنیوانببینفش  هسیته بیا  هایسلول نمی باشد،

ه بی دیسف رنگ یاصورتی کم رنگهسته به  اب یهااسپرم

 .شمارش گردیدگرفته و  نظر در زندهاسپرم  عنوان

 یکپارچگی غشای اسپرم

محلول یکپارچگی غشای اسپرم از  برای ارزیابی پارامتر

 9)فروکتیوز  1مرود مطابق روش ریوال وهایپواسموتیک 

گرم/لیتیر و اسییمولاریته  9/4گرم/لیتیر، سییترات سیدیم 

. بعییید از اسیییتفاده شییید میلیییی اسیییمول/کیلوگرم(100

 2 میکروتیییوبهییا بییه داخییل پایوتمحتییوای شییایی، گیخ

 1200دقیقیه بیا دور  10به مدت  و شد لیتری تخلیه میلی

سپس قسمت بالای میکروتیوب که حیاوی سانتریفیوژ و 

میکرولیتیر از منیی  10و بعید از آن  شده جدا کنندهرقیق

 میکرولیتیییر از محییییط هایپواسیییموتیک هیییاس100بیییه 
2(HOS)  در داخیل انکوبیاتورسپس  گردید.اضافه C◦37 

پس از گذشیت ایین زمیان و قرار داده دقیقه  30به مدت 

( از µ 110) با تهیه حیداقل سیه قطیرهها وضعیت اسپرم

                                           
1 Revell and Mrode 

2 Hypo-osmotic swelling test 
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نمونیییه انکوبیییه شیییده بیییا اسیییتفاده از میکروسیییکو  

. در هر گروه تیماری حیداقل گردیدفازکنتراست بررسی 

های با دم درصد اسپرم سپس .اسپرم شمارش شد 200

های اسپرمنسبت به  (یکپارچهدارای غشای )گره خورده 

 محاسبه شد. ،(دارای غشاء غیریکپارچه)گره نخورده 

 اسپرم غیرطبیعی

 3 حیداقل یعییرطبیغ یهااسیپرمدرصید  یبررسی یبرا

 1 یحییاو یهیاوبیکروتیم بیهمنییی  نمونیه هیر از قطیره

 از قطیره کیی سیپس وضیافه ا هانکوک محلول تریلیلیم

 کییپس از پوشیش بیا  و داده قرار لام یرو محلول نیا

 فیاز کروسیکو یم رییاسیپرماتوزوآ ز 200 حداقل لامل

)ضخیم بودن قطعه  یعیرطبیغ یهااسپرم x40 کنتراست

 ، دم پیچ خیورده(نی، خمیدیگی قطعه میانی، دم بریدهمیا

 شمارش گردید.

 آلدهیدگیری غلظت مالون دیاندازه

بعنوان شاخص  1(MDA) آلدهیددیغلظت مالون

های منی است که با پراکسیداسیون لیپید در نمونه

-یری میگاندازهاستفاده از واکنش تیوباربیتوریک اسید 

لیتر از هر نمونه منی با یک میلیبرای این منظور شود. 

با هم را  2TCAلیتر دو میلی و EDTAلیتر یک میلی

. های مخروطی ریخته شدندو به داخل لوله کردهمخلوط 

دقیقه  15برای مدت  g 1200مخروطی در  لوله

لیتر از محلول بالای پس یک میلیس کردهسانتریفیوژ 

در میکروتیوب  TBAلیتر لوله مخروطی با یک میلی

دقیقه در بن  20لوله مخروطی برای مدت . گردید مخلوط

دقیقه در  30 در مدتها نمونه .داده شدقرار C95◦ماری 

را  آنها جذب نوریمیزان و سپس  هدمای اتاق سرد شد

 532در طول موج و اسپکتروفتومتر با استفاده از 

نانو ) MDAغلظت  در پایان، .شدگیری نانومتر اندازه

 .گردیدمحاسبه  (لیتر منییلیممول در 

 آنالیز آماری

                                           
1 Malondialdehyde 
2 Trichloroacetic acid 

 از حاصیل هیایداده تکرار انجیام شید. 5در  مطالعه این

 کیاملاً طیرح قالیب در جداگانیه صیورت بیه مطالعیه نیا

 و هییتجزGLM  هیرو SAS نرم افزار کمک به یتصادف

تیوکی انجیام  روش بیه هانیانگیممقایسه  وشده  لیتحل

    طرح عبارت است از: این آماری گرفت. مدل

Yij = µ+ Treati + eij 

برابر است با داده مشاهده شیده بیرای  Yijدر این مدل، 

، مییانگین جامعیه= μ گییری شیده،هیای انیدازهفراسنجه

Treati اثر تیمار=i و اثر تیمارام برابر است با ،eij= اثیر 

 .بودباقیمانده یا خطا 

 

 نتایج

 مانیزنده

داری بطور معنی BHTمولار میلی 2و  5/1افزودن 

نسبت به گروه کنترل ها را مانی اسپرمزندهدرصد 

 که افزودن سطوح بالاتر از اینداد. در حالیافزایش 

 ددا کاهش مانی رازنده مولار(میلی 3)سطح  مقادیر

(05/0P<).  
 

 
 

 بر درصد زنده مانی BHT اثرات سطوح مختلف-1شکل 
Figure 1- Effects of different levels of BHT on 

viability percentage 
 %5دار در سطح وجود اختلاف معنی دهندهحروف غیرمشابه نشان

 باشد.می

Dissimilar letters show significantly different  
(P < 0.05). 

 

 یکپارچگی غشای پلاسمایی
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بیشترین افزایش  BHTمول از میلی 2تیمار دارای 

. تیمار داشت گروه شاهد را نسبت بهیکپارچگی غشاء 

 داری سبب افزایشمعنیطوربمولار نیز میلی 5/1

 ها نسبت به گروه شاهد شدیکپارچگی غشای اسپرم

(05/0P<).  مولار تفاوت معنی داری نسبت میلی 1تیمار

  BHTمولارمیلی 3تیمار  نداشت.به گروه کنترل 

های را نسبت به گروه یکپارچگی غشا کمترین درصد

 داشت. دیگر

 

 
بردرصد یکپارچگی  BHTمختلف  اثرات سطوح-2شکل 

 غشای پلاسمایی
Figure 2- effects of different levels of BHT on 

Plasma membrane integrity percentage 
 

 های غیرطبیعیدرصد اسپرم

-میلی 2و  5/1که تیمارهای  نشان داد این مطالعه نتایج

های درصد اسپرم دارباعث کاهش معنی BHTمولار 

این در  .(>05/0P) نسبت به گروه شاهد شدغیرطبیعی 

مولار از آن تفاوت میلی 3و  1حالی است که سطوح 

 3ایجاد نکرد و سطح نسبت به گروه شاهد داری معنی

های غیرطبیعی درصد اسپرم بیشترین BHTمولار میلی

 را داشت. 

 
 

بر درصد اسپرم  BHTاثرات سطوح مختلف -3شکل  

 غیرطبیعی
Figure 3- effects of different levels of BHT on 

Abnormality percentage  
 

 

 آلدهیددیغلظت مالون  بر BHTاثرات سطوح مختلف -4شکل 
Figure 4- Effects of different levels of BHT on malondialdehyde concentration 

 

-بطور معنی BHTمولار میلی 2و  5/1تیمارهای حاوی  آلدهیدغلظت مالون دی

آلدهید را کاهش دادند داری میزان تولید مالون دی
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(05/0P<) مولار میلی 1. بین تیمار حاویBHT  و تیمار

 دار بود اما میزان کاهش تولیدشاهد نیز تفاوت معنی

میلی مولار  2و  5/1آلدهید نسبت به دو تیمار دیمالون

مولار میلی 3. بین تیمار  حاوی (>05/0P)کمتر بود 

BHT  داری مشاهده نشد.و شاهد تفاوت معنی 

 روندهارزیابی تحرک کل و تحرک پیش

بر پارامترهای تحرک  BHTتأثیرات سطوح مختلف 

مطابق نتایج این جدول  آمده است. 1اسپرم در جدول 

مولار از میلی 3و  2 ،5/1 ،1 تیمارهای دارای سطوح

BHT  تحرک کلدار معنیسبب افزایش (TM)1  نسبت به

 2(PM) روندهتحرک پیش. (P>05/0)گروه شاهد شد 

-میلی 2و  5/1، 1در تیمارهای دریافت کننده ها اسپرم

 (>05/0P)کاهش یافت نسبت به گروه شاهد مولار 

-یتفاوت معن مولارمیلی 3درحالیکه تیمار دریافت کننده 

  .نداشت داری با تیمار شاهد

 پارامترهای تحرک اسپرم

هیچ یک از سطوح با توجه به نتایج به دست آمده 

 هااز نظر خطی بودن حرکت اسپرم BHTمختلف 

(LIN)3 شتندداری نشان ندابا گروه کنترل تفاوت معنی. 

معنی دار باعث کاهش  BHTافزودن سطوح مختلف 

نسبت به گروه شاهد شد  4(ALHتحرک عرضی سر )

(05/0P<.) 

دار باعث افزایش معنیمولار میلی 3و  5/1افزودن 

نسبت به گروه شاهد  5(STR) استی مسیر طی شدهر

( در حالیکه سایر سطوح تغییر معنی >05/0P)شدند

  داری را در این صفت ایجاد نکردند.

                                           
1- Total Motility (TM) 

2- Progressive Motility (PM) 

3- Linearity (%) (LIN = VSL/VCL × 100) 

4- Lateral head displacement (micron) 

5- Straightness (%) (STR= VSL/VAP × 100) 

داری در تاثیر معنی BHTافزودن سطوح مختلف  

ی تیمارهای مختلف گروه 6(BCF)عرضی زنش تناوب

 نسبت به گروه شاهد ایجاد نکرد.

دار معنیباعث کاهش مولار میلی 5/1و  1افزودن 

 7(VSL) ها در مسیر مستقیمسرعت حرکت اسپرم

( درحالیکه سایر >05/0P) شدنسبت به گروه شاهد 

  معنی داری با گروه شاهد ایجاد نکرد. سطوح اختلاف

سرعت داری در تاثیر معنی BHTافزودن سطوح مختلف 

نسبت به   8(VCL)ها در مسیر منحنی حرکت اسپرم

 . گروه شاهد ایجاد نکرد

میانگین  BHTمولار از میلی 2و  5/1، 1تیمارهای 

داری نسبت به را بطور معنی 9(VAP) سرعت در مسیر

 3 درحالیکه افزودن (>05/0P) کاهش دادندتیمار شاهد 

 شاهد ایجاد نکرد.ا گروه داری بتفاوت معنیمولار میلی

                                           
6- Beat cross frequency (Hz) 

7- Straight line velocity (micron/sec) 

8- Curvilinear velocity (micron/sec) 

9- Average path velocity (micron/sec) 
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 BHT  مختلفهای پارامترهای جنبایی اسپرم قوچ بعد از فرآیند انجماد/ یخ گشایی در سطوح مقایسه میانگین -1جدول 
Table 1- comparison of ram sperm motility parameters after the process of freezing / thawing at different levels 

of BHT 

Parameters 
TM 

 )%(  

PM 

 )%(  

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

)µm/s  (  

STR  

()%  
ALH (µm) 

LIN 

()%  

 

BCF (Hz) 

Control 44.6b±5.59 27.0a±3.56 30.4a±3.32 24.9a±2.92 40.3a±7.30 60.5b±2.12 2.1a±0.23 26.2a±3.34 16.8a±2.54 

BHT 1 77.2a±6.25 13.4b±3.98 16.5b±3.71 13.6b±3.27 40.5a±8.16 66.3ab±2.37 1.0b±0.26 25.5a±3.74 14.2a±2.84 

BHT 1.5 76.6a±5.59 14.5b±3.56 16.7b±3.32 13.4b±2.92 42.5a±7.30 68.9a±2.12 1.1b±0.23 23.8a±3.34 17.4a±2.54 

BHT 2 76.5a±5.59 14.1b±3.98 19.4b±3.32 16.3ab±2.92 46.7a±7.30 65.4ab±2.12 1.2b±0.23 23.8a±3.34 14.4a±2.54 

BHT 3 79.3a±7.22 17.0ab±4.60 20.9ab±4.2 17.4ba±3.78 48.0a±9.42 68.5a±2.78 1.1b±0.30 28.3a±4.32 12.1a±3.28 

 .(>05/0P)دار می باشند دارای اختلاف معنیهای هر ستون با حروف غیرمشترک میانگین
Mean within same column with different superscripts differ (P< 0.05)  

 

 
 

 رونده درصد تحرک کل و پیشبر  BHTاثرات سطوح مختلف  -5شکل 

Figure 5- Effects of different levels of BHT on Total & Progressive motility percentage 

 باشد.می %5دار در سطح وجود اختلاف معنی دهندهحروف غیرمشابه نشان

Dissimilar letters show significantly different  (P < 0.05). 
  

 بحث

در معرض  ییمحافظت سرما یط اسپرماتوزوآ در یوقت

 شیافزا ROS دیبرای تول طیشرا د،ریگیقرار م بیآس

 یعیطب هایدانیاکسیکمبود آنت گریو از طرف د ابدییم

. دینمایم رتریپذبیها را آسشده اسپرم قیرق یدر من

 برگردد، به حالت اول یمن طیشرا نکهیبرای ا نیبنابرا

 ندیدر فرآ هادانیاکسیآنت یعیاضافه نمودن سطوح طب

و همکاران  جازی)ا ضروری است یوری انجماد منآفر

آنزیمی های غیراکسیدانکه جزو آنتی Eویتامین (. 2009

شود بیشتر از آلفاتوکوفرول تشکیل یافته بندی میطبقه

های آزاد به ای قوی جهت حذف رادیکالو بعنوان ماده

-رود، بوتیلیتد هیدروکسی تولوئن نیز از آنالوگکار می

اکسیدان آنتی است که به عنوان Eهای سنتتیک ویتامین 

گراهام و  گیرد.در صنایع مختلف مورد استفاده قرار می

-آنتی BHT که دادند گزارش 1992 سال در همرستد

 نفوذ سپرما غشای درون به که است یفنولاکسیدانی 

 لیپیدهای تهیسکوزیو کاهش باعث جهینت در و کندیم

-یم کاهش دما که یهنگام غشا تیالیس. شودیم غشا

 این آنتی اکسیدانافزودن  جهینت در و شودیم کم ابد،ی

 گرفتن قرارهنگام  اسپرم غشای ریینفوذپذ کاهش باعث

نشان داده ن یهمچن .شودیم ییسرما شوک معرض در

 به یکساپری هاکالیراد لیتبد با BHT که شده است

-یم رییجلوگ آنها انباریز تیفعال از دهایکساپر درویه

اضر به پژوهش حدر (. 2009و همکاران  جازی)ا کند
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در فرآیند انجماد  بررسی اثرات سطوح مختلف این ماده

افزودن در این مطالعه گشایی پرداخته شده است. و یخ

ها را مانی اسپرمزنده BHTمولار میلی 2و  5/1سطوح 

داد. این داری نسبت به گروه کنترل افزایش بطور معنی

ادیر بالاتر از این مق ح در حالی است که افزودن سط

 3افزودن سطح و مانی داشته تأثیر معکوسی بر زنده

نتایج مطالعه  .مانی را کاهش دادمولار زندهمیلی

 روی اسپرم گاومیش (1391) تجویدی عصر و همکاران

ها با نیز نشان داد بالاترین درصد زنده مانی اسپرم

بدست آمد و با بالا بردن  BHTمولار میلی 2افزودن 

مانی مولار درصد زندهمیلی 3به  اکسیدانسطح این آنتی

اکسیدان مورد در واقع بالا بردن سطح آنتی ،کاهش یافت

ها و اکسیداناستفاده با برهم زدن تعادل بین آنتی

 شود.ها میهای فعال سبب افت جنبایی اسپرماکسیژن

( نیز بالاترین درصد 1394) صادقی پناه و همکاران

مولار میلی 1را در سطح  اسپرم بز مرخز مانیزنده

با کاهش  BHTبدست آوردند و با افزایش سطوح 

بامبا و کران در سال  مانی مواجه شدند.درصد زنده

 مولاریلیم 2از  شتریمشاهده کردند که غلظت ب 1992

-انجماد ندیدر فرآبز بوئر بر اسپرم  یاثر محافظت چیه

اسپرم ذوب شده  یحرکت هاییژگیو جیذوب ندارند. نتا

 حاوی سطوح مختلف کننده قیرق کهنشان داد  بز مرخز

BHT  یکپارچگیصفات  رییباعث تغنسبت به شاهد 

 پس از انجماد و ذوب شد اسپرم یمانغشا و زنده

 ،سطوح مختلف نی. در ب(1394پناه و همکاران ی)صادق

 درصد داریمعن شیباعث افزا مولاریلیم 1سطح 

با گروه  سهیدر مقابز مرخز  کپارچهیهای زنده و اسپرم

 3و  2 ،5/1 ،1 تیمارهای دارای سطوح .شاهد شده است

تحرک کل دار باعث افزایش معنی BHTمولار از میلی

 3ها نسبت به گروه شاهد شد که تیمار دارای اسپرم

تحرک . (>05/0P) بیشترین تاثیر را داشتمولار میلی

و  5/1، 1رونده در تیمارهای دریافت کننده سطوح پیش

-نسبت به گروه شاهد کاهش معنی  BHTمولار میلی 2

  .(>05/0P) داری را نشان داد

 (1394) در پژوهشی که توسط صادقی پناه و همکاران

  BHT مولاریلیم 1 سطح حاوی کننده قیرقانجام شد 

 رییتغ باعث دارییمعن بطور گرید سطوح به سبتن

 انجماد از پس اسپرم شروندهیپ ییجنبا و ییجنبا صفات

ذوب موجب -انجماد ندیفرآ در واقع .شد ذوب و

 راتییتغ نیکه ا شودیاسپرم م رفولوژیوم در یراتییتغ

اسپرم  توکندرییآکروزوم و م غشای به بیباعث آس

از  یکه تنها درصد کم شودیم سبب امر نیا. گرددیم

ذوب دارای غشای سالم و -انجماد ها بعد ازاسپرم

تعداد  جهیباشند و در نت توکندرییمی عیطب تیفعال

ذوب وجود -بعد از انجماد کمتری های جنبایاسپرم

( نیز نشان دادند 2015) مرینو و همکاران خواهد داشت.

مورد استفاده در منی منجمد  BHTکه با افزایش سطح 

 یابدرونده به شدت کاهش میتحرک پیش درصدانسان 

ترزینسکا و  شود.و در سطوح بالاتر نزدیک صفر می

نشان ( با مطالعه روی اسپرم خوک 2015) همکاران

سبب بهبود  BHTمولار میلی 2و  1دادند که سطوح 

ها را مانی اسپرمرونده شده و نیز زندهتحرک کل و پیش

 .دبربالا می شاهد گروه بادر مقایسه بطور معنی داری 

واتسون و اندرسون  با گزارش شیآزما نیا جینتا

مولار میلی 4مطابقت دارد که نشان دادند سطح  (1983)

BHT قوچ اسپرم باروری قدارم داریکاهش معن باعث 

باعث کاهش معنی دار مقدار  BHT در خوک ،شده است

آن  مولاریلیم 4 زانیو م گرددیم یآکروزمآسیب 

که بر  گرددیم دیپیل ونیداسیکساپر قدارم شیباعث افزا

 در (.1967)پورسل و گراهام  گذاردی میاسپرم اثر منف

 از ناشی هایآسیب محافظتی با دو مکانیسم BHTواقع 

 اسپرماتوزوآ غشای ( به1دهد: کاهش می را انجماد

 محافظت باعث داده افزایش را غشا سیالیت و شده وارد

 لیپید هایرادیکال آورفعالیت زیان از( 2 شود،می آن

 جلوگیری به هیدروپراکسیدها، آنها تبدیل با پراکسید

در پژوهش حاضر  (.1988و کلارکسون  تکنی)آ کندمی

میزان  BHTمولار میلی 2و  5/1افزودن مقدار 

کاهش داده و سبب کاهش پراکسیداسیون لیپیدی را 
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-آلدهید شد اما با افزایش غلظت آنتیدیتولید مالون

یافته ور معکوسی تغییر طب اکسیدان مورد استفاده نتیجه

مطابق همین  آلدهید افزایش یافت.دیو تولید مالون

(، نیز نشان 2011) ممون و همکاران تحقیقات، مطالعه

مولار میلی 2و  1داد به کار بردن تیمارهای دارای 

BHT مانی، ها شده و زندهسبب افزایش کیفیت اسپرم

مشابه  جینتادهد. تحرک و یکپارچگی غشا را افزایش می

های بالا نشان دادند که برای در غلظت زین

بز (، 2008 رییو ضم ی)شعاعاسپرماتوزوآی گاو 

و کلارکسون  تکنی)آانسان (، 2008و همکاران  فای)خل

 2004)روکا و همکاران  یوانیهای حگونه گریو د (1988

و همکاران  جازیاست. ا یسم( 1992بامبا و کران  و

، نشان دادند شیگاوم یرو خود قیدر تحق زی( ن2009)

 تراتیس-سیکننده تر قیبه رق BHTمول یلیم 3افزودن 

های فراسنجهدار یمعنمرغ باعث کاهشزرده تخم

 جینتا .دوشمی نمونه ها طی انجماداسپرماتوزوآ 

ر حاض با نتایجنیز مطالعات تجویدی عصر و همکاران 

 و تحرک که داد نشانآنها همخوانی داشته و نتایج 

 لیبدل ییگشاخی از بعد اسپرماتوزوآ آکروزمی کپارچگی

-میلی 3و  BHT(5/0 ،1 ،2 مختلف هایغلظت افزودن

 بهبود مرغتخم زرده تراتیس-سیتر کننده قیرق بامول( 

 آکروزم یکپارچگی و تحرک نیشتریب .افتی

به  BHT مولیلیم 2 و 1 هایغلظت در اسپرماتوزوآ

 و همکاران نتایج مطالعات صادقی پناه دست آمد.

از نظر  BHTبین سطوح مختلف نشان داد  (1394)

پارامترهای میانگین سرعت در مسیر، سرعت در مسیر 

مستقیم، خطی بودن جنبایی، تحرک عرضی سر و 

داری وجود های غیرطبیعی تفاوت معنیدرصد اسپرم

تمالا ها احهای موجود در نتایج این پژوهشتفاوت ندارد.

روش به نوع حیوان مورد آزمایش، نوع رقیق کننده یا 

  باشد.انجمادی مربوط می

 

  نتیجه گیری

-میلی 2و  5/1 سطوح که نتایج این پژوهش نشان داد

مانی، پارامترهای زنده بهبود باعث BHTمولار 

یکپارچگی غشای پلاسمایی، درصد اسپرم های 

کل بعد از  آلدهید و تحرکدیغیرطبیعی، غلظت مالون

فرآیند انجماد و یخگشایی شده درحالیکه سطوح بالاتر 

این  بنابر .از این مقادیر باعث افت این پارامترها شدند

BHT های ناشی تواند آسیباکسیدان میبه عنوان آنتی

های اکسیژن فعال را کاهش دهد، ولی مطالعات از گونه

در  BHTبیشتری بمنظور بررسی تأثیر سطوح مختلف 

 .گشایی نیاز استرآیند انجماد و یخف
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Abstract 
BACKGROUND: One of the reasons for reduction of fertility in sperm is extra production of free 

radicals during various stages including cryopreservation, storage and freeze-thawing process of 

sperm. Free radicals lead to changes in biochemical and ultrastructure of the sperm membrane, 

decreasing survival rate after thawing of sperm. Butylated hydroxytoluene (BHT) is a synthetic 

analogue of vitamin E that controls the auto-oxidation reaction by converting peroxy radicals to 

hydroperoxides. OBGECTIVES: The purpose of this study was to investigate the effects of different 

levels of Butylated hydroxytoluen (BHT) to improve the quality of ram semen in the process of 

freezing/thawing. METHODS: In this study, five rams were used for semen collection twice a week. 

Different levels of BHT (1, 1.5, 2, 3 mM) were added to tris-yolk based diluents. After freezing-

thawing of semen samples, the dynamic parameters, viability, membrane integrity‚ sperm 

abnormality and lipid peroxidation (MDA) were evaluated. RESULTS: the addition of 1.5, 2 mM 

BHT significantly improved total and progressive motility, viability and plasma membrane integrity 

and decreased the sperm abnormality percentage compared with the control group (P< 0.05). 

Addition of 1.5 and 2 mM BHT was significantly reduced MDA concentration (P < 0.05). 

Treatments 1 and 2 mM significantly decreased sperm straight line velocity. Treatments 1 mM 

showed significant differences with the control group regarding beat cross frequency of sperm. 

Treatments 1.5, 2 and 3 mM were significantly increased sperm curvilinear velocity. 

CONCLUSIONS: Statistical analysis of data showed that the addition of BHT to semen diluent 

improves the majority of sperm parameters after thawing. 
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