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  چکیده

پژوهش . کند آزاد عمل می هاي رادیکالبراي طیف وسیعی از کننده  جاروب بعنوانمحلول در آب است که  اکسیدانت آنتیترین  عمده اسید آسکوربیک
پلاسماي منی قوچ قزل پس  اکسیدانتی آنتیهاي  بر کیفیت اسپرم، پراکسیداسیون لیپید و فعالیت آنزیم اسید آسکوربیکافزودن  تأثیرمطالعه  بمنظورحاضر 

حذف اثرات بمنظور . اخذ گردید توسط واژن مصنوعی و یکبارهر سه روز از پنج رأس قوچ نژاد قزل منی  هاي نمونه. انجام شد گشایی یخ-فرآیند انجماداز 
شده  رقیقمنی هاي  نمونهبه ) بر میلی لیتر گرم میلی 2و  5/1، یک، 5/0، صفر(اسید  سطوح مختلف آسکوربیک. منی با هم مخلوط شدندهاي  نمونهفردي، 

 هـاي  نمونـه  گشـایی  یخپس از . شدند نگهداريتا زمان ارزیابی در ازت مایع  ها نمونهبعد از فرآوري و انجماد . رقیق اضافه گردید مرغ تخمزرده -با تریس
و ظرفیت  اکسیدانتی آنتیهاي  آنزیم ، یکپارچگی غشاء، ناهنجاري مورفولوژیکی، پراکسیداسیون لیپید، فعالیتمانی زندهجنبایی اسپرم،  هاي فراسنجهمنی، 
باعـث بهبـود    اسـید  آسـکوربیک  لیتـر  میلیبر  گرم میلی 5/1و  یک که افزودن داد نشان ها نمونهنتایج ارزیابی . مورد ارزیابی قرار گرفتند اکسیدانتی آنتیکل 

هـاي بـا مورفولـوژي غیرطبیعـی در     درصـد اسـپرم  . شاهد شدو یکپارچگی غشاي پلاسمایی در مقایسه با گروه  مانی زندهتحرك،  هاي فراسنجه دار معنی
تولیدي در تیمار  آلدهید دي مالونمیزان ). P>05/0(یافت  داري معنینسبت به گروه شاهد کاهش  ،اسید آسکوربیک لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1با  کننده رقیق

و  یـک در سـطوح   اکسـیدانتی  آنتـی پراکسـیداز و ظرفیـت تـام     فعالیت آنزیم گلوتاتیونمیزان . داد نشانکاهش  ،اسید آسکوربیک لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1
در  داري معنـی آسکوربیک بهبـود   لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1و  5/0دیسموتاز در سطوح  کسیداُ و مقدار آنزیم سوپراسید  آسکوربیک لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1

در  گـرم  میلـی 5/1حاوي شده  رقیقدر منی  گشایی یخ-مورد ارزیابی پس از انجماد هاي فراسنجهین نتایج در بهتر، کلیبطور. مقایسه با گروه کنترل داشت
 . آمد دست هب اسید آسکوربیک لیتر میلی

 
 .، قوچاکسیدانتی آنتیهاي  ، آنزیمگشایی یخ-، انجماداسید آسکوربیک :کلیديهاي  واژه

  
  1 مقدمه

و پراکسیداسـیون  استرس اکسیداتیو ناشی از عـدم متعـادل بـین    
هـاي اسـمزي و    در کنار تنش. باشد میهر سیستم  هاي اکسیدانت آنتی

اثـر را بـر کیفیـت     تـرین  بیشمکانیکی وارد بر اسپرم تنش اکسیداتیو 
سیتوپلاسمی و مقدار  اکسیدانتی آنتیفقدان محتواي ). 12(اسپرم دارد 

اسپرم را بسیار مستعد   غشاء، سلول بالاي اسیدهاي چرب غیراشباع در
هماننـد پراکسـید   آزادي  هـاي  رادیکـال پراکسیداسیون لیپیـد توسـط   
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که سـبب  کند  میهیدروژن، آنیون سوپراکسید و رادیکال هیدروکسیل 
سـازي هـوازي اسـپرم     آسیب ساختاري غشاي اسپرم در طول ذخیـره 

هـاي فیزیکـی و    فرآینـد سردسـازي و انجمـاد، اسـترس    ). 7(شود  می
و توانایی  مانی زنده ترتیب بهکند که  شیمیایی به غشاي اسپرم وارد می

اسپرم در طول  استرس سرمایی وارده به. دهد آن را کاهش می باروري
آزاد ارتباط  هاي رادیکالفرآیند سردسازي با استرس اکسیداتیو ناشی از 

هـاي اسـیدهاي    آزاد در پی آزادسازي الکترون هاي رادیکال). 36(دارد 
ناپـذیر بـه    برگشـت هاي  ها منجر به آسیب نوکلئیک، لیپیدها و پروتئین

توســط سیســتم  آزاد عمــدتاً هــاي رادیکــال). 37(وند شــ ســلول مــی
ها نقش مهمی در مهـار   اکسیدانت آنتی. شوند حذف می اکسیدانتی آنتی

در صـورت آسـیب یـا فقـدان ایـن سیسـتم،       . آزاد دارنـد  هاي رادیکال
هـاي  پراکسیداسیون لیپیدي غشاي پلاسمایی اسپرم منجر بـه آسـیب  

در  اکسیدانتی آنتیسیستم ). 8(شود  ساختاري و عملکردي به سلول می
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هـــاي اکســیداتیوي، داراي یـــک منبـــع غنـــی از   مقابــل آســـیب 
دیسـموتاز، کاتـالاز،    سوپراکسـید هاي آنزیمـی از قبیـل    اکسیدانت آنتی

هاي غیرآنزیمی از قبیل ویتـامین   اکسیدانت آنتیپراکسیداز و  گلوتاتیون
E ویتامین ،C      پیـروات، گلوتـاتیون، کـارنیتین، توکـوفرول، تـورین و ،

) TAC( اکسـیدانتی  آنتـی هیپوتورین تحت عنوان کلـی ظرفیـت تـام    
هـاي خاصـی نقـش اساسـی در حفـظ       باشد که هریک با مکانیسم می

آزاد دارنـد   هـاي  رادیکـال سازي  خنثیو  ROSاسپرم در برابر حملات 
انجمادي اسپرم مطـرح  مختلفی براي حفاظت هاي  روشامروزه ). 24(

ار اسـتفاده از  ک ـچنـان راه  ولـی هـم   ،گیـرد  مـی و مورد اسـتفاده قـرار   
و  مـانی  زنـده ها روش شناخته شده خوبی بـراي بهبـود    اکسیدانت آنتی

ــامین ). 26(هــاي اســپرم منجمــد شــده اســت  تحــرك ســلول  Cویت
ب آغیرآنزیمـی و محلـول در    اکسـیدانت  آنتـی یک ) اسید آسکوربیک(

ت در مـایع منـی   اکسـیدانت  آنتـی ترین  رسد مهم می نظر به. )5(باشد  می
برابـر بیشـتر از    10است که غلظت آن در پلاسـماي منـی    Cویتامین 

شـود   از وزیکـول سـمینال ترشـح مـی     عمدتاًپلاسماي خون است که 
کنـد   قوي عمل میدهنده  الکترونیک  عنوان به اسید آسکوربیک). 23(

سوپراکسـید، پراکسـید و هیدروکسـیل بـه شـکل       هاي رادیکالکه با 
را دوباره  Eویتامین چنین همه، داد نشانواکنش  اسید آسکوربیکدهیدرو

هـاي   ها را در برابـر آسـیب   اسپرم اسید آسکوربیک. اندازد به جریان می
DNA  ایجاد شده توسط رادیکالH2O2   محافظت کرده و نیتریـت را

یـادي افـزودن ایـن آنتـی     اگرچـه مطالعـات ز  ). 18(دهـد   کاهش مـی 
 ؛ اطلاعات در مورداند دادهمطالعه قرار  موردرا در گاو و اسب  تاکسیدان

در قوچ قزل و در خارج فصل تولیـدمثلی   اکسیدانت آنتیاستفاده از این 
ــدك اســت ــف  . ان ــژوهش اســتفاده از ســطوح مختل ــن پ هــدف از ای

بهبـود   غیرآنزیمی جهـت  اکسیدانت آنتییک  عنوان به اسید آسکوربیک
 گشـایی  یخ-کیفیت منی و عملکرد اسپرم قوچ قزل طی فرآیند انجماد

 .بود
  

 ها روشمواد و 

  تهیه نمونه منی و فرآوري آن
دانشگاه تبریز واقع در استان  پوشان خلعت یستگاهدر ا این پژوهش
 باقوچ قزل رأس از پنج منی آوري  جمع. گرفت انجام آذربایجان شرقی

 ی ومصـنوع  واژنبـا اسـتفاده از   یطـی یکسـان،   و مح اي یهتغذ یطشرا
هـا از نظـر    منی هر یک از قوچ هاي نمونه. انجام گرفتدوبار در هفته 

بـه ادرار و خـون و    یتحـرك، عـدم آلـودگ    حجم، رنگ، غلظت اولیه،
 ـ هـاي  نمونهسپس و  یبررس یعیطب ياسپرم با موفولوژ یزانم بـا   یمن

 ،لیتـر  میلـی اسـپرم در هـر    یلیـارد م یـک از  یشترغلظت ب ی،رنگ کرم
درصـد اسـپرم    10کمتـر از   يدرصـد و مورفولـوژ    70از  یشترتحرك ب

صورت،  ینا یردر غ منی نرمال در نظرگرفته شدند؛ عنوان به یرطبیعیغ
اثـرات   و احتمـالاً  ياثرات فـرد  براي از بین بردن. یدنمونه حذف گرد

 وي از هر قوچ بـا نرمال در مقادیر مسا هاي نمونه، ها نمونه ینمتقابل ب
زرده -بـر پایـه تـریس    کننده رقیقدر این تحقیق از . هم مخلوط شدند

. اسـتفاده شـد   اسـید  آسکوربیکهمراه سطوح مختلف  به) 31( مرغ تخم
) mg mL-1 2 ،5/1 ،1 ،5/0 ،0( مختلف يها با نسبت اسید آسکوربیک

دو . افـزوده شـدند   یسـرول و گل مـرغ  تخـم زرده  ،بـافر  يحاومحیط به 
 ـ هاي نمونه ،و تعادل يسردسازساعت پس از سپري شدن مرحله   یمن

هـا بعـد از انجمـاد تـا      یوتپا. پر شدند يلیتر میلی 25/0 هاي یوتدر پا
  .شدند داري نگه )-C°196( یعدر ازت مازمان ارزیابی 

  
  اسپرم هاي فراسنجهو ارزیابی  گشایی یخ

سپس در داخل ، خارجاز تانک ازت ی منجمد من يحاوهاي  یوتپا
 ـ. شـدند  گشـایی  یخیه ثان 30 مدت به C°37يحمام آب گرم با دما ی من

 يگذار شماره يلیتر میلی 5/1 یکروتیوبم یکشده در درون  گشایی یخ
در حمـام   یقـه دقپنج  مدت به یريو سپس جهت تطابق پذ یهشده تخل

 .شد آب گرم قرار داده
  

  تحرك اسپرم
 گشـایی  یـخ ارزیابی پارامترهـاي تحـرك اسـپرم، بعـد از     منظور  به

 هـاي کنتیـک   و ویژگـی رونده  پیش، تحرك تحرك کل هاي فراسنجه
منحنـی،   یر، سـرعت در مسـیر  سرعت در مس ـ یانگینشامل م یحرکت

مستقیم، جنبایی عرضی سـر، خطـی بـودن جنبـایی،      سرعت در مسیر
 یزآنـال  یسـتم س توسـط زنـش   یو تناوب عرض ـ راستی مسیر طی شده

 . یدگرد یابیارز VT SPERM 3.1مدل CASA(1( يا یانهرا
 
  اسپرم مانی زنده

-آمیـزي ائـوزین   رنگاسپرم با استفاده از روش  مانی زندهوضعیت 
گـرم   9/2 ین،گرم رنگ نگروز Y، 10گرم رنگ ائوزین 67/1( نیگروزین

پـس از  . شـد  یـابی ارز) آب مقطـر  یتـر ل یلـی م 100در  یمسـد  یتراتس
از رنگ،  یکرولیترم پنجبا  یاز نمونه من یکرولیترم 10اسپرم،  گشایی یخ
 یگرلام د یکمخلوط سپس با  یآرام بهلام گرم قرار داده و  ي یکرو

گرفتـه و   قـرار  C°37ي شده در دما یهگسترش ته. شد یهگسترش ته
فـاز   یکروسـکوپ اسپرم با اسـتفاده از م  200پس از خشک شدن تعداد 

کـه   ییهـا  اسپرم. قرار گرفت یمورد بررس× 40 ییکنتراست با بزرگنما
خود گرفته بودند، اسـپرم مـرده و    بهیا کامل رنگ بنفش ئی جز طور به

 عنوان بهداخل خود ممانعت کرده بودند،  بههایی که از ورود رنگ  اسپرم
 ).13(اسپرم زنده محسوب شدند 

  
  ي پلاسمایی اسپرمغشا یکپارچگی

مایی سلول اسـپرم از تسـت   براي بررسی یکپارچگی غشاي پلاس
                                                             
1- Computer Assisted Sperm Analyzer 
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اساس روش ریـوال  بر HOST(1( تورم اسپرم در محیط هیپواسموتیک
 عنوان بهو متورم خورده  تابم با د يها اسپرم. شد استفاده) 32(و مرود 

 يهـا  و اسپرم هسالم در نظر گرفته شد ییپلاسما يبا غشا يها اسپرم
اسپرم با غشاي آسیب دیده تعیین شدند عنوان بهم صاف با د. 

  
  اسپرم مورفولوژي

 از محلول هـانکوك اسـتفاده شـد    براي ارزیابی مورفولوژي اسپرم
ــرم 10). 16( ــه منـ ـ  یکرولیت ــایی یــخی از هــر نمون شــده بــه   گش
. از محلول هانکوك افزوده شـد  یکرولیترم 150 يحاو هاي یکروتیوبم

 یـک لام قـرار گرفتـه و توسـط     يمخلوط رو ینقطره از ا یکسپس 
 اسپرم زیر میکروسکوپ فـاز  200با شمارش حداقل . لامل پوشانده شد
 یرطبیعـی و غ یعـی طب يهـا  درصد اسپرم× 40 نمایی کنتراست با بزرگ

 یـانی بخـش م  یده،چسـب  يبـودن آکـروزوم، سـرها    یعـی طبیرشامل غ
 . ندم محاسبه شدد هاي یبو آس یرطبیعیغ

  
  اسیون لیپیدارزیابی میزان پراکسید

در  یداسـیون پراکس یپیدشاخص ل عنوان به آلدهید دي مالون غلظت
 گیـري  اندازه یداس یوباربیتوریتیکبا استفاده از واکنش ت یمن هاي نمونه

با دو مولکول  MDAمولکول  یدییکاس یطو شرا C95°يدر دما. شد
 یرنگ یواکنش داده و کمپلکس صورت TBA(2( یداس یوباربیتوریتیکت

 لیتر یک میلیمقدار  MDAغلظت  گیري اندازه يبرا. آورد یرا بوجود م
 یککلرواسـت  يدرصـد تـر   20 يمحلول حـاو  لیتر میلی 2از هر نمونه با 

 EDTA لیتـر  یـک میلـی  و تولـوئن   یدروکسـی ه یلتیدبوت mL1ید، اس
) g1200( یقهدق 15 مدت بهاضافه شده و  ها ینپروتئ يجداساز منظور به

 لیتر میلییک با  ییاز محلول رو لیتر میلییک سپس . شدندیفیوژ سانتر
در  یقهدق 20مدت بهدرصد تیوباربیتوریتیک اسید  67/0 از محلول حاوي

یـخ  در داخل  ها نمونهبعد از سردشدن . حرارت داده شدند C95°يدما
 nmدر طول موج  ییمحلول رو MDAعدد جذب  یقه،دق 30مدت  در

در پایان غلظـت  . شد گیري اندازهوسیله دستگاه اسپکتروفتومتر  هب 532
  ).14( محاسبه شد آلدهید دي مالون
  
 یت سوپراکسید دیسموتازفعال میزان

 g 3000در یقـه دق 15 مـدت  به گشایی یخاسپرم پس از  هاي نمونه
و بـه هـر    هشد آوري جمعیی رو یعما. شدند یفیوژسانتر) یقهدور در دق(

 یعاز مـا . یداضافه گرد X-100یتونتر یکرولیترم 500 ها نمونهکدام از 
بـراي   .هاي آنزیمی اسپرم استفاده شـد  فعالیت گیري اندازه يبرا ییرو

ــدازه ــري  ان ــت گی ــدوکس  Ransodاز کی ــرکت رن  RANDOX(ش
Laboratories Ltd.,UK( اساس این آزمـایش تسـریع   . استفاده شد

                                                             
1- Hypo Osmotic Swelling Test 
2- Tiobarbitoretic Acid 

توسـط آنـزیم    H2O2و  O2ه و تبدیل آن ب O2دیسموتاسیون رادیکال 
SOD است. 
  
  پراکسیداز گلوتاتیونیم آنز گیري اندازه

شـرکت رنـدوکس    Ranselمقدار آنزیم از کیت  گیري اندازهبراي 
)RANDOX Laboratories Ltd.,UK( استفاده شد. 

  
  یمن يپلاسما تام اکسیدانتی آنتیظرفیت 

 رنـدوکس و با استفاده از کیـت  ی سنج رنگبراساس  TACمیزان 
)RANDOX Laboratories Ltd., UK( منظور  بدین. ارزیابی گردید

 مـدت  بـه  C37°گـرم   مایع منی منجمد شده بـه آرامـی در حمـام آب   
. آن ارزیابی شـد  اکسیدانتی آنتیظرفیت  شده و فوراً گشایی یخثانیه  30

اسـاس روش   بـر  ي منیپلاسما تام اکسیدانت آنتیگیري مقادیر  اندازه
TEAC3 اســاس مهارکننــدگی بــا     بــرایــن روش  . م شــد انجــا

در . شود انجام می ABTS4یون کات یکالهاي جاذب راد اکسیدانت آنتی
 ABTSیون کـات  یدجهت تول H2O2و  یدازبا پراکس ABTSروش  ینا

 ـ یـدار انکوبه شده و رنگ پا حـداکثر جـذب نـوري آن    کـه  سـبز  -یآب
 ـ یـد نانومتر اسـت، تول  600  ـ   یم اسـپکتروفتومتري    یلهوس ـ هشـود کـه ب
  .)27(است  یريگ اندازه قابل

  
  آنالیزآماري

. یـد تکـرار انجـام گرد   پـنج و هرکدام در  یمارت پنجبا  یقتحق این
بـا اسـتفاده از    یآمده در قالب طـرح کـاملاً تصـادف    دست به يها داده
 يبـرا . شـدند  یزآنـال  GLMیـه  و با کمـک رو ) SAS )3.1.9افزار  نرم
اي تـوکی   یسـه از آزمـون مقا  اکسـیدانت  آنتـی اثرات  داري معنی یینتع

اثـر  . گزارش شد پنج درصددر سطح  داري معنیشد و اختلاف  استفاده
 .اثر ثابت در نظر گرفته شد عنوان بهتیمار 
  

 نتایج 

نمـایش   1نتایج حاصل از ارزیابی پارامترهاي تحـرك در جـدول   
د اسـی  لیتـر  میلـی بـر   گـرم  میلـی  5/1و یـک  افـزودن  . داده شده است

، )TM(صفات تحرك کل  داري معنی طور به کننده رقیقبه آسکوربیک 
و تحـرك  ) VCL(، سرعت در مسیر منحنـی  )PM(رونده  تحرك پیش
). P>05/0(د را نسبت به گروه شاهد بهبود بخشـی ) ALH(عرضی سر 

نتـایج  . نبـود  دار معنـی اختلاف سایر سطوح تیماري نسبت بـه شـاهد   
که بـراي پـارامتر میـانگین سـرعت در     گر آن است  مطالعه حاضر بیان

بهترین عملکـرد در  ) VSL(و سرعت در مسیر مستقیم ) VAP(مسیر 

                                                             
3- Trolox equivalent antioxidant capacity 
4- 2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate] 
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 طـور  بـه مشـاهده شـد کـه     لیتـر  میلـی بـر   گرم میلی 5/1تیماري   گروه
امـا  ). P>05/0(نسبت به گروه شاهد افـزایش یافتـه بـود     داري معنی

، راسـتی مسـیر طـی شـده     )LIN(صفات درصد خطی بـودن تحـرك   
)STR ( و تناوب عرضی زنش)BCF (  دار معنـی نسبت به گروه شـاهد 

 لیتـر  میلـی بـر   گـرم  میلی 5/1نتایج حاکی از آن است که افزودن . نبود
هـا ایجـاد    روي پارامترهاي تحرك اسپرماي  بالقوهاثر  اسید آسکوربیک
 .آن پی برد اکسیدانتی آنتیتوان به اثر  کرد که می

  
  1گشایی یخ-انجماد یندتحرك اسپرم پس از فرآ هاي فراسنجهبر  اسید آسکوربیکسطوح مختلف  تأثیر -1جدول

Table 1-The effect of different levels of Ascorbic acid on sperm motility parameters after freezing-thawing process1 

  آزمایشیتیمارهاي فراسنجه هاي تحرك اسپرم
(Antioxidants) (mg ml-1)  SEM P-Value 

Sperm motility parameters Control 0.5 1 1.5 2   تحرك کل 
TM (%) 

44/60c  46/20bc 49/60b 60/20a 40d 1/574 0/0001 

 تحرك پیشرونده
PM (%) 

27/73bc  27/20bc 29/80b  35/43a 24/85c 1/241 0/0001 

 میانگین سرعت در مسیر
VAP(µm s-1) 

20/82b  23/02b 26/65ab  31/76a 25/05ab 2/656 0/0382 

 سرعت در مسیر مستقیم
VSL (µm s-1) 

17/82b  19b 21/06b 25/69a 21/17ab 2/454 0/01433 

 سرعت در مسیر منحنی
VCL (µm s-1) 

50/91c  55/12c 65/63b 75/09a 52/68c 2/755 0/0001 

 راستی مسیر طی شده
STR (%) 

70/93  70/45 68/50 72/37 72/22 0/022 0/6663 

 تحرك عرضی سر
ALH (µm) 

1/21c  1/53abc 1/82ab 1/98a 1/27bc 0/218 0/0504 

 درصد خطی بودن تحرك
LIN (%) 

26/46  29/51 25/51 30/77 29/20 0/023 0/7006 

 تناوب عرضی زنش
BCF (Hz) 

15/08  12/78 15 15/47 13/44 1/722 0/6877 
  .)P >05/0( باشند دار می هاي با حروف غیر مشابه در هر ردیف داراي اختلاف معنی میانگین 1

1 Mean with different alphabets are statistically different (P< 0.05).  
  

ــایج حاصــل از  ــأثیرنت ــف  ت ــر  اســید آســکوربیکســطوح مختل ب
، یکپارچگی غشـاي پلاسـمایی، مورفولـوژي و    مانی زنده هاي فراسنجه

. ه شـده اسـت  داد نشـان  2میزان پراکسیداسیون لیپید اسپرم در جدول 
 لیتـر  میلـی بـر   گـرم  میلـی  5/1و یـک  دهد که افزودن  نتایج نشان می

، مانی زندهباعث بهبود  داري معنی طور به کننده رقیقبه اسید آسکوربیک
ــاهش   ــمایی و ک ــارچگی غشــاي پلاس ــییکپ ــپرم  دار معن ــزان اس می

هـاي   نسبت به گروه شـاهد و سـایر گـروه    گشایی یخغیرطبیعی بعد از 
 ـ  يهـا  مکـه د  ییها اسپرم تعداد). P>05/0(تیماري شد   یچمتـورم و پ

ها  اسپرم يکه غشا یمعن ینبد .بود یشترسطوح ب ینخورده داشتند در ا
سـطوح بـالاتر    .حفـظ شـدند   یخوب بهز انجماد ا یدر برابر صدمات ناش

ــکوربیک ــید  اس ــتند  اس ــفات داش ــن ص ــی روي ای ــر منف ــزان  .اث می
در سطح  اسید آسکوربیکهاي تیمار شده با  پراکسیداسیون لیپید اسپرم

یکـه میـزان   طور بـه . تمایل به کاهش داشت لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1
ــدود  ــاهش در ح ــود) mol ml-1( 85/19ک ــه . ب ــب توج ــه  آنجال ک

نـه تنهـا موجـب کـاهش رونـد       اسـید  آسـکوربیک هاي بیشـتر   غلظت

شـد   MDAبلکه موجب افزایش غلظت  ،پراکسیداسیون لیپید نگردید
؛ )P>05/0(بـود   دار معنییکه این افزایش نسبت به گروه شاهد طور به

اسـیدي بـودن    دلیـل  بـه محـیط   pHناشی از کـاهش تواند  میاین امر 
 .باشد اسید کآسکوربی

اکسـیدانتتی پلاسـماي منـی در     هـاي آنتـی   بررسی فعالیت آنـزیم 
هـاي   میـزان فعالیـت آنـزیم   . داده شده است نشان 4و  3، 2هاي  شکل

ــطوح یــک و      ــاتیون پراکســیداز در س ــموتاز و گلوت سوپراکسیددیس
اسید نسـبت بـه شـاهد افـزایش      لیتر آسکوربیک گرم بر میلی میلی 5/1

اکسـیدانتتی نیـز در    ظرفیـت تـام آنتـی   ). P>05/0(داري داشت  معنی
اسـید بهبـود    لیتـر آسـکوربیک   گـرم بـر میلـی    میلـی  5/1و  5/0سطوح 

  ).P>05/0(داري در مقایسه با گروه کنترل داشتند  معنی
  
  بحث

اکسـیدانت   عنوان یک آنتی اسید به در مطالعات مختلف آسکوربیک
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آن هنوز هـم شـناخته   مورد استفاده قرار گرفته ولی سازوکارهاي تأثیر 
اسـید   داده شده است که آسکوربیک در این مطالعات نشان. نشده است

مطالعـاتی در  . تواند مانع از پراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی گـردد  می
، بهبود پارامترهـاي  )30(بر منی قوچ آتاباي  C خصوص تأثیر ویتامین 

و اسـپرم بـز مرخـز    ) 12( ، سمینال پلاسماي انسان)25(اسپرم موش 
تخریـب غشـاي پلاسـمایی اسـپرم یکـی از      . انجام گرفته است) 15(

هـاي اسـپرم در طـول فرآینـد      دلایل کاهش باروري و جنبایی سـلول 
توانـد منجـر بـه     حفاظـت انجمـادي مـی   . باشـد  حفاظت انجمادي می

، سیتواسکلت اسپرم، مهار اتصال اسپرم به تخمـک  DNAتغییراتی در 
ونم اسپرم شود که نهایتاً منجر بـه کـاهش تحـرك آن    و تخریب آکس

ــی ــردد   م ــکوربیک). 8(گ ــه  آس ــید ب ــاعی   اس ــط دف ــین خ ــوان اول عن
اکسیدانتتی در خون و مایع پلاسـمایی اسـپرم مطـرح اسـت کـه       آنتی
). 2(شـود   هـا   تواند موجـب مهـار رونـد اکسیداسـیون لیپـوپروتئین      می

هـاي   جذب رادیکـال اسید با کاهش آسیب سلولی از طریق  آسکوربیک
چنـین   هم. کننده شود تواند باعث بهبود عملکرد اسپرم در رقیق آزاد می

کنـد کـه بـا ایـن کـار       هاي پراکسیل جلوگیري می از فعالیت رادیکال
DNA سـمیت پـایین و حلالیـت    . شـود  اسپرم از آسیب محافظت می

عنـوان   اسید در آب موجـب شـده اسـت تـا از آن بـه      خوب آسکوربیک
  ).40(یدانت استفاده شود اکس آنتی

  
 1گشایی یخ-انجماد ینداسپرم پس از فرآ صفات ارزیابیبر  اسید آسکوربیکسطوح مختلف  تأثیر -2جدول

Table 1-The effect of different levels of Ascorbic acid on sperm assessment parameters after freezing-thawing process1 

  تیمارهاي آزمایشی اسپرم یابیصفات ارز
 (Antioxidants) (mg ml-1) SEM P-value  

Sperm assessment parameters Control 0.5 1 1.5 2 
  (%)زنده مانی 

Viability (%) 
49/14cd  51/21bc 54/50b  64/28a 44/74d 1/675 0/0001 

  (%)یکپارچگی غشاي پلاسمایی 
Plasma membrane integrity (%) 

39/68c  40/02c 44/50b 54/70a 34/28d 1/462 0/0001 

  (%)اسپرم غیرطبیعی 
Sperm abnormalities (%) 

17/81b  17/76b 16/46ab 14/04a 19/18b  1/191 0/0456 

  آلدهیدديمالونغلظت 
MDA (moL mL-1) 

 
23/59ab  23/73bc 22/11ab 19/85a 34/07c 1/648 0/0004 

  .)P >05/0( باشند دار می هاي با حروف غیر مشابه در هر ردیف داراي اختلاف معنی میانگین 1
1 Mean with different alphabets are statistically different (P< 0.05). 

  

 
  اسید آسکوربیکدیسموتاز با استفاده از سطوح مختلف تیماري  سوپراُکسیدمقایسه میانگین مقادیر  - 1شکل 

Figure 1- Comparing the mean Superoxide dismutase parameter using different levels of Ascorbic acid 
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  اسید آسکوربیکپراکسیداز با استفاده از سطوح مختلف تیماري  گلوتاتیونمقایسه میانگین مقادیر  - 2شکل 

Figure 2-Comparing the mean Glutathione peroxidase parameter using different levels of Ascorbic acid  
 

  
 اسید آسکوربیکبا استفاده از سطوح مختلف تیماري  اکسیدانتی آنتیمقایسه میانگین مقادیر ظرفیت تام  - 3شکل 

Figure 2-Comparing the mean Total antioxidant capacity using different levels of Ascorbic acid 
  

بـر   گرم میلی 5/1که افزودن  داد نشاننتایخ حاصل از این بررسی 
 طـور  بـه  تواند میدر رقیق کننده انجماد قوچ  اسید آسکوربیک لیتر میلی
 گشـایی  یخ-باعث بهبود کیفیت اسپرم بعد از فرآیند انجماد داري معنی
مطابقت دارد ) 2(نتایج این آزمایش با گزارش علوي و همکاران . گردد

 اسـید  آسـکوربیک از  گـرم  میلی  5/6و  5/4که در آن استفاده از سطوح 
بـا نتـایج    چنین هم. ز شداسپرم برونده  پیشباعث بهبود میزان تحرك 

مطابقـت  ) 28(و میر زویان و همکاران ) 9(آزمایش بکونی و همکاران 
کننده باعث کـاهش   رقیقبه  اسید آسکوربیکافزودن  ها آنه در دارد ک
در مطالعــه حاضــر بــالاترین غلظــت . شــد آزاد  هــاي رادیکــالتولیــد 

فراسنجه تحرك کل را کـاهش داد   داري معنی طور به اسید آسکوربیک
  استنباط کـرد کـه افـزودن بـیش از انـدازه     توان  میکه بر این اساس 

ها باعث تغییر خصوصیات  اکسیدانت آنتیر همانند دیگ اسید آسکوربیک
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شود که امکـان پراکسیداسـیون لیپیـد را فـراهم      غشاي پلاسمایی می
غلظت بالا ممکن است در سیالیت غشاء اثر گذاشـته و باعـث   . کند می

 چنـین  هـم ). 29(آزاد شـود   هـاي  رادیکالبرهم خوردن تعادل غشایی 
محیط pH با تغییرات می تواند اسید آسکوربیکخاصیت اسیدي  دلیل به
در بررسـی حاضـر سـطوح    . بگذارد تأثیرمورد ارزیابی  هاي فراسنجهبر 

در  داري معنی طور به اسید آسکوربیک لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1و یک 
اسپرم شـد؛ ولـی بـا افـزودن      مانی زندهمقایسه با شاهد باعث افزایش 

آن است دهنده  نشانکاهش یافت که  مانی زنده لیتر میلیبر  گرم میلی 2
براي اسـپرم مفیـد باشـد و     تواند میتا دامنه خاصی  اکسیدانت آنتیکه 

ایـن نتـایج   . اگر از مقداري بیشتر شود خواص معکوسی خواهد داشت
 توانـد  مـی  اسید آسکوربیکممکن است بر اساس این واقعیت باشد که 

 ـ بـدین را علیه رادیکال پرواکسیل ایجاد کرده و مؤثري دفاع  ب از ترتی
قادر است تحمل اسپرم قوچ  چنین هم. آسیب اکسیداتیو جلوگیري کند

را به شوك سرمایی افزایش داده و سرانجام بقاي انجمـادي اسـپرم را   
محدود بـه تحـرك    اسید آسکوربیکعملکرد مثبت ). 28(افزایش دهد 

و یکپارچگی غشاي پلاسـمایی   مانی زندهنبوده و سبب افزایش درصد 
. در مقایسه با گروه شـاهد شـد   گشایی یخرآیند انجماد و اسپرم بعد از ف
 اسـید  آسـکوربیک  لیتـر  میلـی بـر   گـرم  میلـی  5/1و یـک  در تیمارهاي 

و یکپارچگی غشاء حاصل شد کـه در مقایسـه بـا     مانی زنده ترین بیش
 اسـید  آسکوربیکتوان بیان کرد که  می. بود دار معنیگروه شاهد تفاوت 
قـوي حفاظـت غشـایی مطلـوبی را      اکسیدانتتی آنتیبا داشتن خاصیت 

 داد نشـان نتایج ایـن بررسـی   . ایجاد کرده و عملکرد خوبی داشته است
بـه   اسـید  آسـکوربیک  لیتـر  میلـی بـر   گـرم  میلی 5/1و یک که افزودن 

هاي با موروفولوژي  تعداد اسپرم دار معنیمنی باعث کاهش  کننده رقیق
در  اکسـیدانت  آنتـی د مثبت ایـن  عملکردهنده  نشانغیرطبیعی شد که 

آزاد در طی فرآیند انجماد منجـر بـه    هاي رادیکالتولید . باشد منی می
هاي منجمـد   اسپرم). 10(شود  پراکسیداسیون لیپیدي غشاي اسپرم می

ســطح  اســید آســکوربیکاز  لیتــر میلــیبــر  گــرم میلــی 5/1شــده بــا 
ایـن   در .دنبـو  دار معنـی پراکسیداسیون را کاهش داد اما ایـن کـاهش   

هاي ناشی از  هاي اسپرم در برابر آسیب سطح، غشاي پلاسمایی سلول
استفاده از این . به خوبی محافظت شدند اسید آسکوربیکانجماد توسط 

مثبتی در سیستم دفاعی داخل سـلولی داشـته و بـا حفـظ      تأثیرسطح 
عملکرد و یکپارچگی غشاي پلاسـمایی موجـب ادامـه حیـات سـلول      

 ـ نتایج. شود اسپرم می  یـت تـام  کـه ظرف  دهـد  یمطالعه حاضر نشان م
ی و آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز در سطوح من يپلاسما اکسیدانتتی آنتی
 نسبت به گروه شـاهد  اسید آسکوربیک لیتر میلیبر  گرم میلی 5/1و یک 

ممکـن اسـت    TACسـطح  افـزایش  . داشته است داري معنیافزایش 
 يهـا  بازدارنـده  یـرا ز. باشـد اسپرم داشـته  تحرك در  داري معنینقش 
وجـود   یمن يدر اسپرم و پلاسما CATوSOD، GPXشامل  یمختلف

سبب حفظ اسـپرم   یلو پروکس یلآلوکس هاي رادیکالدارد که با حذف 
 SODدر این مطالعه میزان فعالیـت  . شود یم یداتیواکس یبدر برابر آس

 اسید آسکوربیک لیتر میلیبر  گرم میلییک و  5/0در گروه تیمار شده با 
 یمیدفاع آنز هاي یستمس. یافت داري معنینسبت به گروه شاهد بهبود 

را  گشـایی  یـخ بعـد از   مـانی  زنـده  تواند میسلول اسپرم  اکسیدانت آنتی
هـاي   مقایسـه فعالیـت آنـزیم   منظـور   بهاي که  طی مطالعه. فراهم کند

 طراحی شد مشاهده گردید که فعالیت GPX و SOD اکسیدانتتی آنتی
SOD  نسبت بهGPX مطالعـات  ). 6(تر است  در اسپرم خرگوش قوي

، Cهـایی از قبیـل ویتـامین     اکسـیدانت  آنتـی نـد کـه   داد نشانبسیاري 
، آنزیم سوپراکسیددیسـموتاز و کاتـالاز از کـاهش تحـرك     Eویتامین 

یکـی از   اسـید  آسـکوربیک که  این بهبا توجه . کنند اسپرم جلوگیري می
باشد پلاسماي منی به کاهش  هاي بدن می اکسیدانت آنتیترین  فراوان

عـلاوه بـر ارزیـابی دو    ). 11(در بدن بسیار حسـاس اسـت    Cویتامین 
 توانـد  مینیز  اکسیدانتتی آنتیارزیابی ظرفیت تام  SOD و GPXآنزیم 

در ایـن مطالعـه   . شاخص مناسبی براي ارزیابی وضعیت سـلول باشـد  
مـورد مطالعـه    اسید آسکوربیکده با هاي تیمار ش در گروه TACمقدار 

در همه سطوح  TACبر اساس نتایج این مطالعه میانگین . قرار گرفت
و شـی  . ، میـزان فعالیـت ایـن آنـزیم افـزایش یافـت      اسید آسکوربیک
 ـ يپلاسما TACینارتباط مثبت ب یک) 33(همکاران  و تحـرك   یمن

 یدانتتیاکس ـ آنتـی بنابر این هر چه ظرفیت تـام  . اسپرم مشاهده کردند
بـا   TACارتبـاط  . افزایش یابد میزان تحرك نیز بهبود خواهـد یافـت  

بسـتگی   وجـود یـک هـم   دهنده  نشانرونده اسپرم  درصد تحرك پیش
  ). 20(و تحرك اسپرم است  TACمثبت بین 

انجـام گرفـت،   ) 34(ي که توسط سـونمز و همکـاران   ا مطالعهدر 
بــه  mg/mL 2 و 1، 5/0هــاي مختلــف  در نســبت اســید آســکوربیک

منی گوسفند آکارامان افزوده شد، نتایج این آزمایش ثابـت   کننده رقیق
به منی رقیق شـده هـیچ تغییـري در     اسید آسکوربیککرد که افزودن 

مطالعـه انجـام شـده توسـط آزاوي و     . خصوصیات اسپرم ایجاد نکـرد 
کـه افـزودن    داد نشـان بر روي اسـپرم گوسـفند آواسـی    ) 7(همکاران 
بـه   مـرغ  تخـم زرده -گلـوکز -پایه تریس رقیق کننده بر در Cویتامین 

هایی که سردسازي شده بودنـد، سـبب    در اسپرم mg/mL 9/0میزان 
اسپرم، حفـظ و بهبـود طـول عمـر و کیفیـت       مانی زندهافزایش میزان 

یکـه میـزان   بطوراسپرم، کاهش ناهنجـاري و نقـص آکروزومـی شـد     
رصـد ناهنجـاري   د 8/18 اسـید  آسـکوربیک ناهنجاري در گروه حـاوي  

 .مشاهده شد) درصد  6/37(اسپرمی در مقایسه با گروه کنترل 
  

  گیري کلی نتیجه
تـوان   میاین مطالعه و  یشینمطالعات پنتایج حاصل از توجه به  با

، یکپارچگی غشاي آکـروزوم  مانی زندهسبب حفظ  Cگفت که ویتامین 
قابلیـت   اسـید  آسـکوربیک . شـود  و بهبود دیگر پارامترهاي اسپرم مـی 

بنـابر ایـن   . سازي هیدروژن پراکسید تولید شده در محیط را دارد خنثی
 لیتـر  میلـی بـر   گـرم  میلی 5/1و یک توان نتیجه گرفت که افزودن  می
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Introduction The cryopreservation of spermatozoa has provided special opportunities for the preservation of 

genetic resources and improving breed programs by the artificial insemination technique (Holt, 1996). Sperm 
cryopreservation stimulates intracellular ice crystals formation, increasing osmotic and chilling injury that causes 
sperm cell damage (Isachenko et al. 2003). Freezing and thawing processes impose physical and chemical insults 
on the sperm membrane that decrease sperm viability and fertilizing ability (Alvarez and Storey, 1992). Both 
damages are associated with excessive generation of reactive oxygen species (ROS) and peroxidation of the 
phospholipids in the membrane (Wang et al. 1997; Lasso et al. 1994). High concentrations of ROS have a 
negative effect on sperm quality and increased degradation of DNA, lipid peroxidation and oxidative stress 
which inhibits sperm motility and changes the structure of sperm and finally the reduces the fertility (Aitken et 
al., 1997; Agarwal and Saleh, 2002; Khosrowbeygi and Zarghami, 2007; Zalata et al., 1995). Seminal plasma 
contains enzymes such as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX) and catalase (CAT) which 
have an important role in the inhibition of the deleterious effects of ROS. Lipid peroxidation may be done due to 
lack of coordination between SOD, GPX, and CAT in seminal plasma or deficiency of total antioxidant capacity 
of the cell (Tavilani et al., 2008). Ascorbic acid is the main water-soluble antioxidant which acts as a scavenger 
for a whole range of reactive oxygen species. Ascorbic acid acts as a strong electron donor reacts with 
superoxide, peroxide and hydroxyl to form dehydroascorbic acid. Ascorbic acid protects sperm DNA against 
damage caused by H2O2 radical and reduces the amount of nitrite. This study was conducted to study the effects 
of adding ascorbic acid on sperm quality, plasma lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities of ram 
semen after freeze- thawing process. 

 
Material and Methods Five sexually mature Ghezel rams (3 to 4 years of age) were used. Semen samples 

were collected every three days using an artificial vagina. In order to eliminate the individual differences, 
ejaculates containing sperm with >80% progressive motility, volume of 0.75 to 2 mL, sperm concentrations 
greater than 3 × 109 sperm/mL and sperm abnormalities of less than 10%, were pooled. Different levels of 
Ascorbic acid (0, 0.5, 1, 1.5 and 2 mg mL-1) were added in tris-egg yolk based diluent. After processing and 
freezing, the samples were stored in liquid nitrogen until the time of evaluation. After thawing of semen samples, 
Sperm motility characteristics were analyzed using computer-assisted sperm analysis. The sperm viability was 
determined by means of the nigrosin–eosin staining method. The hypo-osmotic swelling test (HOS-test) was 
used to evaluate functional sperm plasma membrane integrity after freeze-thawing. Sperm abnormalities were 
assessed using Hancock solution. Lipid peroxidation was measured with determining malondialdehyde and the 
seminal plasma antioxidant enzymes of glutathione peroxidase, superoxide dismutase and total antioxidant 
capacity using the RANDOX Laboratories kit. Statistical analyses were performed using SAS software (9.1.3) 
software using GLM procedures. The least square means were calculated to determine the differences between 
the experimental treatments for the post-thaw evaluation times. 

 
Results and Discussion The results showed that the 1 and 1.5 mg/mL ascorbic acid significantly improved 

the total motility (TM), progressive motility (PM), curvilinear velocity (VCL) compared to the control group (P< 
0.05). Average path velocity (VAP) and straight line velocity (VSL) in semen samples receiving 1.5 mg ml-1 
ascorbic acid was increased compared to control group (P< 0.05). But the Linearity percentage (LIN) and sperm 
track straightness (STR) was not significant compared to the control group. Viability and integrity of the plasma 
membrane parameters were improved in groups receiving 1 and 1.5 mg/ml ascorbic acid compared to the control 
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group. The percentage of sperm with abnormal morphology in 1.5 mg mL-1 Ascorbic acid significantly was 
decreased than the control group (P<0.05). Malondialdehyde production in 1.5 mg mL-1 ascorbic acid treatment 
tended to have decreased (P<0.05). Superoxide dismutase and glutathione peroxidase enzyme activity were 
significantly increased in treatments with 1 and 1.5 mg/ml ascorbic acid compared to control (P<0.05). Total 
antioxidant capacity in groups receiving 0.5 and 1.5 mg mL-1 ascorbic acid showed a significant improvement 
compared to the control group (P<0.05). 

 
Conclusion The findings of this study was showed that the diluent contains 1.5 mg/mL ascorbic acid 

significantly improved sperm parameters compared to other levels, after freezing-thawing process. 
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