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 مقاله پژوهشي 
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  آزمايشگاهي (رات) بعد از فرآيند انجماد و ذوب

  

  ٣عباس احمدي ،٢٭وند عادل صابري ،١زاده علي سليمان
 

  28/06/1393 یرشپذ یختار 18/04/1393 یافتدر یختار
 
 يدهچک

 عنـوان  بـه موجب آسيب اسپرم پستانداران شـود. آلفـاتوکوفرول    تواند يم)، ناشي از فرآيند انجماد، ROSآزاد اکسيژن ( يها کاليرادتوليد  :هدف و نهيزم شيپ
ي آلفاتوکوفرول بـر شـمارش اسـپرم، تحـرک،     دانياکس يآنتهدف از اين مطالعه بررسي اثرات  در برابر استرس اکسيداتيو شناخته شده است. مؤثر دانياکس يآنت

  .باشد يماسپرم رات در طي فرآيند انجماد اسپرم  DNAي تام و تماميت دانياکس يآنتقابليت زنده ماندن، ظرفيت 
آلفاتوکوفرول. بعد از انجمـاد، تعـداد، تحـرک،     μM ۲۰۰م تازه، کنترل و رات بالغ به سه گروه تقسيم شدند: اسپر ۱۰از  شده يآور جمعاسپرم  :ها روشمواد و 

با روش آکريـدين اورنـج صـورت     DNA يزيآم رنگ لهيوس به DNAاسپرم مورد ارزيابي قرار گرفت. ميزان يکپارچگي  دانياکس يآنتميزان زنده ماندن و ميزان 
  گرفت.

 گـروه  در) TACي (دانياکس ـ يآنت ـو قدرت تام  DNAت يت زنده ماندن، تماميزان تحرک، قابليم در يتوجه قابل شيافزااز فرآيند ذوب و انجماد،  بعد :ها افتهي
  ده نشد.يد يدار يمعن تفاوت ها گروه نيب اسپرم در و شمارش يشناس ختير يدر بررس انجماد، از پس .)p<0.05شد (مشاهده  شاهد به نسبت آلفاتوکوفرول

قوي در طي انجماد منجر  دانياکس يآنت عنوان بهنتيجه گرفت که افزودن آلفاتوکوفرول  توان يمدر اين مطالعه  آمده دست بهنتايج  بر اساس :يريگ جهينتبحث و 
  .شود يمبه اثرات مثبت بر پارامترهاي اسپرم پس از ذوب در رات بالغ 

 راتذوب، انجماد،  ،DNAآلفاتوکوفرول، پارامترهاي اسپرم، تماميت کليدي:  هاي واژه
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  ده دامپزشکي، گروه علوم درمانگاهيک، دانشگاه اروميه، دانشدمثل داميتول يها يماريبو  ييار ماماياستاد ١
  سنده مسئول)ي(نوده دامپزشکي، گروه علوم درمانگاهي ک، دانشگاه تبريز، دانشدمثل داميتول يها يماريبو  ييار مامايدانش ٢
  گروه علوم پايه ،ده دامپزشکيکدانشگاه اروميه، دانش ح،يار علوم تشرياستاد ٣

  مقدمه
طي حفاظت انجمادي مايع سمينال در معرض شوک سرمايي 

و در نتيجه ميزان اکسيداسيون غشا  گيرد يمو فشار اسمزي قرار 
که  يابد يماکسيداتيو افزايش  يها واکنشدرصد بيشتر  واسطه به

 .)۱( دهد يماين امر نهايتاً زنده ماندن و عمر اسپرم را کاهش 

پس از حفاظت انجمادي  که ميزان لقاح دهد يمتحقيقات نشان 
 اي ملاحظه قابل طور بهعملکرد نامناسب غشاء آن  واسطه بهاسپرم 
 يدشدهتول) ROSآزاد ( هاي يکالرادهمچنين  .)۲( يابد يمکاهش 

موجب تغييرات اسکلت  توانند يمدر مراحل انجماد حفاظتي 

سلولي اسپرم، مهار اتصال اسپرم به تخمک و تخريب آکسونم 
آزاد  هاي يکالرادتوليد  يهبرعلاسپرم  يها سلول. )۳( اسپرم شوند

ي تجهيز شده است، اما اکسيدان آنتياکسيژن به سيستم دفاع قوي 
آزاد اکسيژن و دفاع  هاي يکالراديک عدم تعادل مابين توليد 

. )۴( شود يمي موجب استرس اکسيداتيو در اسپرم اکسيدان آنتي
آزاد  هاي يکالرادمبارزه با  جهت ها اکسيدان آنتيانواع مختلفي از 

  .)۳( اند گرفتهاکسيژن در پستانداران مورد آزمايش قرار 
آزاد  هاي يکالرادخط مقدم مبارزه برعليه  ها اکسيدان آنتي

 .)۵( اکسيژن هستند



 ۱۳۹۳ آذر، ۹، شماره ۲۵دوره   اروميه مجله پزشکي
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ي دانياکس يآنتيکي از اجزاء اصلي سيستم  Eويتامين 
غشاء در برابر  يها محافظ نيتر ياصلاسپرماتوزوآ بوده و يکي از 

 ها يچربآزاد اکسيژن و پراکسيداسيون  يها کاليرادحملات 
عضو خانواده  نيتر فعالو  نيتر فراوان. آلفاتوکوفرول )۶( باشد يم

غير آنزيمي قوي شکننده زنجير  دانياکس يآنتو يک  Eويتامين 
آزاد اکسيژن  يها کاليراد يها واکنشکه از پيشروي  بوده

 E. در حفاظت انجمادي، افزودن ويتامين )۷( کند يمجلوگيري 
موجب اثرات مثبت روي تحرک اسپرم و پتانسيل غشاء 

  .)۸( شود يمميتوکندري و نيز يکپارچگي غشاء 
ي اين ويتامين در دانياکس يآنتدر مطالعات مختلفي، نقش 

آزاد در بيضه و اسپرم  يها کاليرادمهار نمودن اثرات مخرب 
 ذکرشدهقابليت  با E . علاوه بر اين، ويتامين)۹( گزارش شده است

بيضه و اسپرم  يها سلولي دانياکس يآنتقادر است سيستم دفاعي 
  .)۱۰( را تقويت نمايد

بر ) Eويتامين (هدف از اين مطالعه بررسي اثر آلفاتوکوفرول 
تحرک اسپرم، شمارش اسپرم، قابليت زنده ماندن و قدرت تام 

اسپرم رات  DNA) مايع سمينال و تماميت TACي (دانياکس يآنت
  .باشد يمانجماد  -در طي فرآيند ذوب

  
  ها روشمواد و 

ماهه  ۴رات نر بالغ آلبينو از نژاد ويستار ( ۱۰در اين مطالعه از 
گرم) که از مرکز پرورش و نگهداري حيوانات  ۲۰۰-۲۳۰با وزن 

بود  شده هيتهآزمايشگاهي دانشکده دامپزشکي دانشگاه اروميه 
استفاده شد. حيوانات در شرايط محيطي فاقد پاتوژن و تحت 

) و با %۵۰± ۱۰) و رطوبت (C °۲ ±۲۲شرايط استاندارد دمايي (
ساعت تاريکي با دسترسي  ۱۲ساعت روشنايي و  ۱۲سيکل نوري 

کامل به آب و غذاي کافي نگهداري شدند. در اين مطالعه تمام 
 اصول اخلاقي کار با حيوانات آزمايشگاهي رعايت گرديد.

اسپرم، با ايجاد برش در  يآور جمعجهت : ها اسپرم يآور جمع
 ml ۵و به  دهيگرد ديديم از بيضه جدا کردناحيه شکم، دم اپي

 ، حاويHTF (Human Tubal Fluid) (sigma, USA)محيط 
BSA (Bovine Serum Albumen) (sigma, USA) انتقال ،

ديديم براي خروج يافت و بعد از ايجاد چند برش در دم اپي
درجه  ۳۷در دماي  درصدCO2 ۵در داخل انکوباتور  ها اسپرم

خارج و در  ها اسپرمساعت  ۵/۰گذاشته شد. بعد از  گراد يسانت
  محيط پخش شدند.

 µL ۱۴اسپرم، براي هر گروه از  يآور جمعبعد از  تيدرنها
 اتوکوفرولاآلف μM ۲۰۰ مقدارسوسپانسيون اسپرم استفاده شد. 

)Sigma, Germany( )۱۱ ( شده يآور جمعاسپرم  د.يگرداستفاده 
به سه گروه تقسيم شدند: اسپرم تازه، کنترل (حاوي اسپرم در 

 μM ۲۰۰) و دانياکس يآنتمحيط انجماد استاندارد بدون 
  .)Eن يتامي(و آلفاتوکوفرول

 يها گروهساعت در  ۳بعد از اعمال زمان تعادل به مدت 
 ۵/۰ي ها پايتدر  ها آنهاي مني رقيق شده با مکيدن  درمان، نمونه

بر روي تانک انجماد  شده يبند بستهي ها پايتپر شدند.  يتريل يليم
، در ها پايتچيده شده و براي انجماد آماده شدند. در زمان انجماد 

بالاتر از  متر يسانت ۳داخل تانک ازت در تماس با بخار ازت مايع 
 ۱۰ – ۱۵ند. بعد از سپري شدن دسطح ازت مايع قرار داده ش

در  ها پايت گراد يسانتدرجه  -۱۹۶و رسيدن دماي تانک به  دقيقه
 .)۱۲( نددور شو در ازت مايع غوطه شده يآور جمعگابلت 

درجه  ۳۷منجمد جهت يخ گشايي در بن ماري  يها اسپرم
 يپارامترهاو سپس  داده شدندثانيه قرار  ۴۰به مدت  گراد يسانت

  .)۱۳( مني ارزيابي شدند
اسپرم مطابق  ي نمونه: براي اين منظور ها اسپرمارزيابي تحرک 

براي  ها اسپرم يساز قيرقبا روش بالا استحصال شدند و متعاقب 
 ها اسپرمقطره جهت ارزيابي تحرک  ۱۰هر موش در هر گروه 

خانه از  ۱۰۰قرار گرفت. براي تعيين درصد تحرک،  مورداستفاده
 بودند شده انتخابميدان ميکروسکوپي که به شکل تصادفي  ۲۵

بر اساس درصد تحرک ثبت  ها آنارزيابي شدند و سپس ميانگين 
  .)۱۴د (يگرد

از روش استاندارد لام  ها اسپرم: براي شمارش ها اسپرمشمارش 
 ۲۰هموسايتومتري استفاده شد که براي هر موش در هر گروه 

  .)۱۵( قرار گرفت مورداستفادهقطره 
 بودن زنده: براي بررسي ميزان ها اسپرمقابليت زنده ماندن 

نگروزين استفاده شد. به اين صورت  -ائوزين يزيآم رنگاسپرم از 
و به دنبال آن يک قطره نگروزين  درصد۱که يک قطره ائوزين 

که در  روي لام گرم شده بر روي صفحه ميکروسکوپ درصد۵
بود، قرار داده شد و سپس  شده ميتنظ گراد يسانتدرجه  ۳۷دماي 

اضافه گرديد. پس از  ها رنگيک قطره از نمونه مني به  يآرام به
گسترش تهيه  ۴فوق از هر نمونه  يها رنگمخلوط کردن مني با 

در هوا، با استفاده از  ها گسترش. پس از خشک شدن )۱۵( شد
نگروزين  - ائوزين يزيآم رنگميکروسکوپ بررسي گرديدند. در 

زنده  يها اسپرمز درآمده و مرده به رنگ صورتي يا قرم يها اسپرم
 ۱۵۰. حداقل شوند يمديده  درنگيسفبه علت جذب نکردن رنگ، 
 لهيوس بهاسپرم از هر نمونه مني)  ۶۰۰اسپرم از هر اسلايد (حداقل 
 OLYMPUS BX41 (Olympusميکروسکوپ نوري مدل 

Optical Co., Japan مرده  يها اسپرم) ارزيابي شدند و با تفکيک
 يها اسپرمهر نمونه مني، درصد  شده شمارش يها اسپرماز کل 

  زنده تعيين گرديد.



 و همکارانزاده  سليمان يعل  ... ) بر اسپرماتوزوئيدهاي مايعEبررسي اثر آلفاتوکوفرول (ويتامين 
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از  ها اسپرماسپرم: براي ارزيابي مروفولوژيک  يشناس ختير
که  ييها اسپرمپاپانيکولا استفاده شد. به اين شکل که  يزيآم رنگ

بودند، شمارش شدند و نتايج بر اساس  يعيرطبيغداراي ظاهر 
  .)۱۶شد (درصد بيان 

 DNAبا  يها اسپرماسپرم: ميزان  DNAميزان آسيب به 
آکريدين اورنج طبق روش  يزيآم رنگ فنبا استفاده از  دهيد بيآس

خلاصه اين روش به  طور به. )۱۷( کاتايوز و همکاران تعيين گرديد
مني گسترش تهيه شد و اين  يها نمونهشرح روبرو است. ابتدا از 

 يها گسترشدر معرض هوا خشک شدند. سپس،  ها گسترش
 methylالکل ( - ساعت در محلول اسيد ۲به مدت  شده خشک

alcohol-glacial acetic acid 3:1, vol/vol .قرار گرفتند (
حاوي  شده هيته ١يزيآم رنگاز محلول  تريل يليميک  باًيتقرسپس، 

 bis [dimethylamino]-6 ,3اورنج ( آکريدين درصد ۰ /۰۱۹

acridine, hemi [zinc chloride] salt, Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA. دقيقه، در  ۵) روي هر لام به مدت
با آب مقطر شسته شدند.  ها نمونهدماي اتاق، قرار گرفته و سپس 

 Modelفلورسنس ( ميکروسکوپ اپي توسط ها نمونه در انتها،

GS7, Nikon Co., Japan نانومتر  ۴۵۰-۴۹۰ موج طول) با
اسپرم از هر اسلايد براي تعيين ميزان  ۲۰۰تا  ۱۰۰ارزيابي و تعداد 

، يزيآم رنگشمارش شد. در اين  دهيد بيآس DNAبا  يها اسپرم
در زير  ها آناز  شده ساطعبر اساس رنگ فلورورسنت  ها اسپرم

. شوند يم يبند ميتقساصلي سبز و قرمز  دودستهميکروسکوپ به 
 يها اسپرمطبيعي به رنگ سبز و  يها اسپرمدر زمان ارزيابي، 

  .شوند يمبه رنگ قرمز ديده  دهيد بيآس DNA داراي
ارزيابي ظرفيت  منظور بهي: دانياکس يآنتظرفيت  يريگ اندازه

ي، از آزمايش کاهش قدرت احياء کنندگي فريک يا دانياکس يآنت
FRAP  .خلاصه در  طور بهتست استفاده شدPH  پايين که توسط

-Fe IIIاستات بافر ايجاد شده بود اثر احياء شوندگي کمپلکس 

TPTZ  به فرم فروس مورد ارزيابي قرار گرفت به اين صورت که
و در  کند يماين کمپلکس در مجاورت استات بافر رنگ آبي ايجاد 

کرد. محلول آبکي  يريگ اندازه nm ۵۹۳در آن را  توان يمنتيجه 
FeII  اسکوربيک اسيد  ي شدهو غلظت مناسبي از محلول تازه تهيه

به ترتيب در قالب بلانک و محلول استاندارد مورد استفاده قرار 
  .)۱۸( گرفتند

 يها نمونهحاصل از  يها دادهپارامترهاي اسپرم:  يها دادهآناليز 
تحت ويندوز  ۱۷نسخه  SPSS، با کمک برنامه آماري موردمطالعه

)Inc., Chicago, IL, USA قرار گرفتند.  ليوتحل هيتجز) مورد
) S.E.Mابتدا ميانگين و خطاي استاندارد ( ها دادهبراي بررسي 

                                                
1. working solution 

 طرفه کيبا استفاده از آناليز واريانس  موردنظرتمامي پارامترهاي 
)one way ANOVA محاسبه شد. سپس بررسي ارتباط بين (

دار  يمعنو  ها آنپارامترهاي استفاده شد و چگونگي همبستگي 
شمارش اسپرم، تحرک اسپرم، ميزان قابليت زنده ماندن  بودن

نسبت به گروه  DNAاسپرم و تماميت  يشناس ختيراسپرم، 
 P ≤0.05 با LSDبا استفاده از تست  ها نمونهکنترل در كل 

  گرديد. محاسبه
  

  ها افتهي
بررسي شمارش اسپرم: بررسي آماري نتايج حاصل از شمارش 

 يها گروهدر گروه اسپرم تازه، آلفاتوکوفرول و کنترل بين  ها اسپرم
ي دار يمعنکه تفاوت  مختلف آزمايشي و گروه کنترل نشان داد

بين شمارش اسپرم در گروه اسپرم تازه و آلفاتوکوفرول نسبت به 
  ).۴-۱، شکل ۴-۱(جدول  گروه کنترل وجود نداشت

غير متحرک توسط  يها اسپرموضعيت تحرک اسپرم: درصد 
ميکروسکوپ نوري بررسي شد و بررسي آماري نتايج حاصل از 
بررسي تحرک اسپرم در گروه اسپرم تازه، آلفاتوکوفرول و کنترل 

) بين درصد تحرک P<0.05ي (دار يمعننشان داد که افزايش 
اسپرم در گروه آلفاتوکوفرول نسبت گروه کنترل ديده شد. 

در گروه اسپرم تازه با گروه  همچنين بين درصد تحرک اسپرم
- ۱) وجود داشت (جدول P<0.05ي (دار يمعنآلفاتوکوفرول تفاوت 

  ).۴-۲، شکل ۴
- ائوزين يزيآم رنگبررسي ميزان قابليت زنده ماندن اسپرم: 

مرده و يا زنده مورد  ييها اسپرمنگروزين براي بررسي درصد 
مرده و زنده شمارش و درصد  يها اسپرماستفاده قرار گرفت و 

گوياي اين  يزيآم رنگآمد، نتايج حاصل از اين  به دست ها آن
) بين درصد زنده P<0.05ي (دار يمعنواقعيت بود که افزايش 

ماندن اسپرم در گروه آلفاتوکوفرول نسبت گروه کنترل ديده شد 
همچنين بين درصد زنده ماندن اسپرم در گروه اسپرم تازه با گروه 

، ۱) وجود داشت (جدول P<0.05ي (دار يمعناتوکوفرول تفاوت آلف
  ).۴- ۵و  ۴- ۴، ۴- ۳شکل 

 يشناس ختيربا  ييها اسپرماسپرم:  يشناس ختيربررسي 
درصد بيان شد. بررسي آماري نتايج حاصل از  طور بهغيرطبيعي 

بررسي تحرک اسپرم در گروه اسپرم تازه، آلفاتوکوفرول و کنترل 
ي در دار يمعننشان داد که افزايش آلفاتوکوفرول به اسپرم هيچ اثر 

غيرطبيعي نسبت گروه کنترل  يشناس ختيربا  ييها اسپرمميزان 
 تفاوتروه اسپرم تازه نداشت همچنين بين گروه آلفاتوکوفرول با گ

ي وجود نداشت اما بين گروه اسپرم تازه با گروه کنترل دار يمعن
- ۷، شکل ۴-۶) وجود داشت (شکل P<0.05ي (دار يمعنتفاوت 

۴.(  
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با  شده ذوب يها اسپرم يزيآم رنگ: DNAبررسي تماميت 
AO  با ميکروسکوپ فلوئورسنت نشان داد که در  ها آنو ارزيابي

که  ييها اسپرمي درصد دار يمعنگروه آلفاتوکوفرول در سطح 
DNA  پيوسته داشتند، نسبت به گروه کنترل  نا يا رشتهدو

)، همچنين بين اسپرم تازه با گروه کنترل P<0.05بود ( تر نييپا
شکل ، ۴- ۱) (جدول P<0.05ي وجود داشت (دار يمعننيز اختلاف 

  ).۴-۱۰و  ۹-۴، ۸-۴

): بررسي آماري نتايج TACي (دانياکس يآنتبررسي قدرت تام 
در گروه اسپرم تازه، آلفاتوکوفرول و  ها اسپرمحاصل از شمارش 
ي بين قدرت تام دار يمعنکه تفاوت  کنترل نشان داد

نسبت به هم وجود دارد  ها گروه) در تمامي TACي (دانياکس يآنت
)P<0.05 ۴- ۱۱، شکل ۴-۱) (جدول.( 

) B. باشد يممرده  يها اسپرم دهنده نشان قرمزرنگ يها اسپرم) Aرات  شده ذوب- منجمد يها اسپرمارزيابي قابليت زنده ماندن در  :)۱(شکل 
 .X ۱۰۰۰نگروزين. بزرگنمايي - ائوزين يزيآم رنگ. باشد يمزنده  يها اسپرم دهنده نشان رنگ يب يها اسپرم

  

طبيعي و  DNA دهنده نشان سبزرنگبا سر  يها اسپرم) Aرات  شده ذوب-منجمد يها اسپرمدر  DNAارزيابي تماميت  :)۲(شکل 
  .X ۱۰۰۰آکريدين اورنج. بزرگنمايي  يزيآم رنگ. باشد يمدناتوره شده  DNA دهنده نشانبا سر نارنجي  يها اسپرم) B. باشد يم نخورده دست
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بعد  در مايع سمينال رات DNA) و تماميت TACي (دانياکس يآنتشمارش اسپرم، تحرک، قابليت زنده ماندن، مورفولوژي، قدرت تام  ):۱جدول (
  از ذوب

  آلفاتوکوفرول  کنترل  پارامترهاي اسپرم
  a ۱۴ /۰± ۹۲/۲۰  a ۳۳ /۰ ± ۹۲/۲۰  )۱۰۶شمارش اسپرم (

  a ۳۴/۰ ± ۵۸/۶۷  b ۴۵/۰ ± ۲۱/۷۴  تحرک اسپرم (%)
  a ۵۱/۰ ± ۰۷/۶۶  b ۲۳/۰ ± ۵۱/۷۲  قابليت زنده ماندن اسپرم (%)

  a ۰۱ /۰ ± ۲۱/۱  a ۰۱ /۰ ± ۲۰/۱  مورفولوژي اسپرم (%)
  DNA (%)  a ۲۷/۰ ± ۰۸/۸۰  b ۲۵/۰ ± ۰۸/۹۹تماميت 

  a ۱۷/۰ ± ۳۲/۶۲  b ۱۶/۰ ± ۲۵/۷۰  ) اسپرمTACي (دانياکس يآنتقدرت تام 
  )P<0.05) .(Mean±SD. (باشد يم ها دادهبين  دار يمعنحروف مختلف نشانگر اختلاف ٭

 
  يريگ جهينتو بحث 

اسپرم و نگهداري آن در حالت انجماد موجب  يساز آماده
و همچنين باعث کاهش  )۱۹(کاهش تحرک و باروري اسپرم 

). افزودن ۲۰( شود يمي مني دانياکس يآنتتوانايي دفاع 
آزاد و کاهش اثرات  يها کاليراد، با کاهش توليد ها دانياکس يآنت

منفي شوک اکسيداتيو موجب بهبود پارامترهاي اسپرم در طي 
به  دانياکس يآنت). اضافه نمودن ۲۱( شوند يمانجماد حفاظتي 

تازه يا نگهداري آن  صورت بهطي مدت نگهداري مني  کننده قيرق
در ). ۲۲در حالت انجماد در پستانداران گزارش شده است (

ن يتامير وينظ ييها دانياکس يآنت، نشان دادند که افزودن يا مطالعه
C  وE ت اسپرم سرد شده يفيک تواند يم يمن يط نگهداريبه مح

) نشان داد که ۲۰۱۴). پرومال (۲۳قوچ را بهبود بخشد ( يدر من
 ي، سبب بهبود پارامترهايع منيسموتاز به مايد ديافزودن سوپراکس

) ۲۰۱۳ن پرومال و همکاران (ي). همچن۲۴( گردد يمگاو  يمن
گاو  يمن يط نگهدارين به محيتائور افزودننشان دادند که 

  ).۲۵شود ( يمن يسبب بهبود پارامترها تواند يم
قوي شناخته شده  دانياکس يآنتيک  عنوان بهآلفاتوکوفرول 

به  Eن يتامينشان دادند که افزودن و يا مطالعهدر . )۲۱است (
ش شده يت اسپرم گاوميفين انجماد سبب بهبود کيدر ح يع منيما

) نشان دادند که افزودن ۲۰۱۳ن پور و همکاران (ي). ام۲۶است (
در گوسفند نژاد قزل سبب بهبود  يع منيبه ما Eن يتاميو

ند يبعد از فرا ها اسپرمت زنده ماندن يتحرک و قابل يپارامترها
گر نشان دادند که يد يا مطالعه). در ۲۷( گردد يمانجماد  - ذوب

 يسبب بهبود پارامترها Eن يتامياز و mM ۵/۲، ۲، ۱ يدوزها
 منظور بهمطالعه حاضر  ).۲۸( شود يم LPOاسپرم گاو و کاهش 

بررسي اثرات مثبت آلفاتوکوفرول بر شمارش، تحرک، قابليت زنده 
) و تماميت TACي (دانياکس يآنت، قدرت تام يشناس ختيرماندن، 
DNA باشد يمرات  شده ذوب -اسپرم منجمد.  

 نيتر مهم عنوان بهقابليت تحرک و زنده ماندن اسپرم 
پارامترهاي اسپرم براي سنجش توانايي لقاح و همچنين تماميت 

. غشاهاي اسپرم پستانداران حاوي شوند يمغشاء اسپرم محسوب 
که نسبت به  باشند يممقادير زيادي اسيدهاي چرب غيراشباع 

پراکسيداسيون ليپيدي حاصل از استرس اکسيداتيو (که موجب از 
هايت کاهش تحرک و داخل سلولي و درن ATPدست رفتن سريع 

در طي  .)۲۸( باشند يم) حساس شود يمقابليت حيات اسپرم 
فرآيند انجماد حفاظتي قابليت تحرک و زنده ماندن اسپرم کاهش 

 آزاد اکسيژن بوده يها کاليراد. اين کاهش به علت توليد ابدي يم
نتايج اين  بر اساس. )۲۹( شود يمکه موجب کاهش ميزان باروري 

، شده ذوبمايع سمينال منجمد و  به آلفاتوکوفرول ، افزودنيبررس
اثر مثبتي روي تحرک و زنده ماندن اسپرم دارد. اين اثر 

ي آن باشد. دانياکس يآنتآلفاتوکوفرول ممکن است ناشي از نقش 
فعاليت  ءبنابراين اين احتمال وجود دارد که اين ويتامين با ارتقا

شامل سوپراکسيد ديسموتاز،  ١ي اسپرمدانياکس يآنتسيستم دفاع 
گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز موجب افزايش تحرک و حيات 

اين نتايج مؤيد گزارشات قبلي است که نشان  .)۳۰( شود يماسپرم 
تحرک اسپرم گراز  دار يمعنموجب افزايش  Eويتامين  دهد يم

و  ۲۱( کند يمشده و از صدمات ناشي از انجماد اسپرم جلوگيري 
به مني قوچ قبل از  E). در تحقيقي ديگر با افزودن ويتامين ۱۱

در ميزان قدرت  دارنده نگه ريتأث Eانجماد نشان دادند که ويتامين 
). در ۳۱( تحرک، کيفيت اسپرم و سلامتي غشاء اسپرم داشت

 E اي ديگر نشان داده شده است که ويتامين مطالعه
)mmol/l۱۰۰( ٢) و رباميپايدmmol/l۳۰۰ باعث کاهش صدمات (

گرم شدن شده و باعث بهبود تحرک -انجماد در طول عمل انجماد
  .)۳۲( شود يمبعد از ذوب شدن 

يک فاکتور مهم براي ميزان موفقيت باروري  DNAتماميت 
 يها کاليرادمطالعات زيادي در مورد اثرات توليد  .)۳۳( باشد يم

حفاظتي بر  آزاد اکسيژن و استرس اکسيداتيو در طي انجماد
. برخي از محققين اعتقاد )۳۴( صورت گرفته است DNAصدمات 

                                                
2 sperm defense antioxidant system 
1 rebamipide 
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 ي رشته، دو DNA يبند بستهدارند که به دليل اختلال در 
DNA تواند يمکه  شوند يمدچار آسيب و اختلال  ها اسپرمي 

 اند دادهنشان  ). هاگز و همکاران۳۵شود ( ها اسپرمسبب آپوپتوز در 
حاصل از   DNAشدن  قطعه قطعهکه آلفاتوکوفرول سبب کاهش 

نشان دادند که اضافه کردن  ها آن. شوند يماسترس اکسيداتيو 
 DNAاسپرم از صدمات  يساز آمادهدر طول  Eو  Cويتامين 

ي دار يمعن). در مطالعه حاضر افزايش ۳۶( کند يماسپرم محافظت 
اسپرم بعد از انجماد در گروه  DNAدر ميزان تماميت 

که احتمالاً اين افزايش به  آلفاتوکوفرول نسبت به کنترل ديده شد
  .باشد يمي آن دانياکس يآنتعلت افزايش ظرفيت 

پلاسماي مايع سمينال يک محيط مناسب براي  TACميزان 
در  TAC. بنابراين کاهش ميزان کند يمتحرک اسپرم را فراهم 

 .)۳۷( يکي از دلايل ناباروري باشد تواند يم پلاسماي مايع سمينال
وجود يک ارتباط مثبت بين  )۲۰۰۱( کنتري و همکاران

در پلاسماي مايع سمينال را  TACپارامترهاي اسپرم و ظرفيت 
انجماد حفاظتي موجب کاهش ظرفيت دفاع  ).۳۸( اند دادهنشان 

در اين مطالعه  آمده دست بهنتايج  بر اساس .شود يمي دانياکس يآنت
افزودن آلفاتوکوفرول بر اسپرم رات قبل از انجماد موجب افزايش 

در پلاسماي مايع سمينال  TAC) سطح P<0.05( دار يمعن
  .شود يم شده ذوب

ط انجماد موجب يدر مطالعه حاضر افزودن آلفاتوکوفرول به مح
ج حاصل از مطالعات يج با نتاين نتايشد که ا يمن يبهبود پارامترها

مثل  ها گونهر يدر سا يع منيبه ما Eن يتاميبر افزودن و يگر مبنيد
 ر بود.ي) مغا۴۱) و گوزن (۴۰)، قوچ (۳۹بز (

نتيجه  توان يمدر اين مطالعه  آمده دست بهنتايج  بر اساس
گرفت که افزودن آلفاتوکوفرول به اسپرم در طي فرآيند انجماد 
اثرات مثبتي بر ميزان تحرک، قابليت زنده ماندن اسپرم، تماميت 

DNA  و سطحTAC  ها دادهمايع سمينال بعد از ذوب دارد. اين 
مايع سمينال  ييجا جابهو  يساز رهيذخ يها فندر بهبود  تواند يم

العات ديگري در آينده نياز است که مکانيزم باشد. مط کننده کمک
 يموردبررسمولکولي اثرات حفاظتي آلفاتوکوفرول را در اسپرم رات 

  قرار دهد.
  

  يتشکر و قدردان
ياري  از جناب آقاي مهندس علي لهيوس نيبدنويسندگان مقاله 

که در انجام اين تحقيق ما را ياري نمودند و معاونت محترم 
حمايت مالي مراتب  ليبه دلتحصيلات تکميلي دانشگاه اروميه 

  .دارد يمتشکر و قدرداني را اعلام 
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Abstract  
Background & Aims: Reactive oxygen species (ROS) generation, induced by the cryopreservation 
process, can be responsible for mammalian sperm damage. -tocopherol is known as an effective 
antioxidant against oxidative stress. The aim of this study was to evaluate the antioxidant effects of -
tocopherol on count, motility, viability, TAC capacity, and DNA integrity rat spermatozoa during 
semen freezing process. 
Materials & Methods: Collected sperm from 10 adult rats were divided into 3 groups: fresh sperm, 
control and -tocopherol (200 μM). After freezing-thawing, the number of spermatozoa, motility, 
viability, TAC capacity of the sperm was analyzed. DNA integrity was assessed by nuclear staining 
using acridine orange.  
Results: After freezing-thawing, there was a significant increase in the motility, viability and sperm 
DNA integrity in -tocopherol group compared to the control (p<0.05). Following cryopreservation, 
no significant differences were found in morphology and sperm count between groups.  
Conclusion: Based on our results, it is concluded that addition of -tocopherol during freezing 
resulted in positive effects on sperm parameters after thawing in adult rats.  
Keywords: -tocopherol, Sperm parameters, DNA integrity, Freeze, Thawing, Rat 
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