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چکیده
بـز  اسپرم پذیريانجمادبوتیلیتد هیدروکسی آنیزول بر بهبود یدان اکسیتسطوح مختلف آنی تاثیرمنظور بررسمطالعه حاضر به

توسط واژن مصنوعی، به مـدت پـنج هفتـه و    آوري مایع منیمنظور جمعبهسال) 4-3چهار راس بز مهابادي (انجام شد.يمهاباد
داراي کیفیت خوب با هم مخلوط شـدند و  هاي منینمونههر هفته یک نوبت در طول فصل غیر تولیدمثلی مورد استفاده قرار گرفت.

مولار)  به پنج قسمت مسـاوي  بوتیلیتد هیدروکسی آنیزول (صفر، یک، دو و چهار میلیمختلفيهاغلظتيحاوکننده همراه با رقیق
ارزیـابی  ناهنجـاري کـل  وپارچگی غشـا مانی، یک، زندهروندههاي اسپرم، از جمله جنبایی کل، جنبایی پیشتقسیم شد. فراسنجه

رونـده اسـپرم   مانی، یکپارچگی غشا و جنبایی پـیش دار زنده، سبب بهبود معنیBHAمولار با توجه به نتایج، غلظت چهار میلیشد.
هـاي شـاهد وجـود    مولار) و گـروه داري بین سطوح دیگر (یک و دو میلیاما تفاوت معنی.)P>05/0(گشایی شده است پس از یخ

داري نبود هاي شاهد داراي تفاوت آماري معنیو گروهBHAبر این درصد نابهنجاري بین سطوح مختلف علاوه ).P<05/0(نداشت 
)05/0>P.(وجودمطالعه حاضر نشان داد کهBHAـکننده، ممکن استرقیقدر  پـس از  بـز اسـپرم یفیـت بهبـود ک يبـرا یروش

.گشایی باشدیخ

، بز مهابادي، جنبایی، کیفیتآنیزولیدروکسیهاکسیدان بوتیلیتدکلیدي: اسپرم، آنتیهايواژه

مقدمه
صورت انجماد عملی ضـروري  سازي بهینه اسپرم بهذخیره

اگرچـه  در جهت بهبود بازده استفاده از تلقیح مصـنوعی اسـت  
دهند که تلقیح مصنوعی با اسـپرم منجمـد  ها نشان میگزارش

1سـپرم تـازه  گشایی شده باروري کمتري را در مقایسه با ایخ-

). انجماد اسپرم، شامل در معـرض قـرار دادن   21داشته است (
، کـاهش دمـا بـه زیـر     2ها با مواد محافظ انجمادابتدایی اسپرم

و ذخیـره آن بـه مـدت   3گراد، آبزدایی سلولیصفر درجه سانتی
اسـپرم کـردن منجمـد از مزایاي). 17باشد (هاي طولانی می

زیـادي دام مـاده بـا   تعـداد همزمـان نمودنباروربهتوانمی
هـاي حـذف هزینـه  برتـر، نـژاد باهاي نرداماسپرماستفاده از
ازمنـی مـایع آسانجاییهجابحیوانات نر،نگهداريمربوط به 

اثـر از بین رفتن ،هامکاندورترینبهآوريجمعومراکز تولید
آیندهبراي استفادههاژنچنین ذخیرههم،گیريجفتدر فصل 

و فـرد منحصـر بـه  نرهـاي دادندستازمقابلدرضمینتو
.)11(نمـود جلوگیري از انقراض نسل نژادهاي خـاص اشـاره  

شـوك  همه مراحل انجام گرفته براي انجماد اسپرم سبب بروز
که موجـب  شودمیاسپرميغشابهیداتیوو حمله اکسماییسر

یی کـاهش توانـا  منجـر بـه  در نهایـت  و ي اسـپرم  کاهش بقا
). هـدف از اضـافه کـردن    9،16گردد (میاسپرم ري سلولبارو

مرغ و لسیتین تخمهاي مناسب اسپرم از جمله زردهکنندهرقیق
هـاي اسـپرم، حفاظـت    سویا، تأمین انـرژي مـورد نیـاز سـلول    

هاي ناشـی از سـرد   هاي دمایی، کاهش تنشها از آسیبسلول
یت ایجـاد  هاي اسپرم و در نهاگشایی سلولکردن، انجماد و یخ

).8،20،27است (ها یک محیط مناسب براي زنده ماندن اسپرم
هسـتند  هاي مشتق شده از اکسیژنمولکولهاي آزاد،رادیکال

و 4پـذیري یزیولـوژیکی بـه بلـوغ اسـپرم، ظرفیـت     از نظر فکه 
از نظـر پـاتولوژیکی باعـث    و کند واکنش آکروزومی کمک می

شـوند  ل اسپرم میسلوDNAپراکسیداسیون لیپید و آسیب به 
موجود در مایع منـی همبسـتگی منفـی    5ROS. میزان )3،24(

شناسـی عـادي   بسیار بالایی با جنبایی، تعداد اسـپرم و ریخـت  
تنش اکسیداتیو در مایع منـی اثـر بـدي بـر     ).2ها دارد (اسپرم

روي جنبایی و سایر عملکردهاي اسپرم به ویژه پیوستن اسپرم 
آید که تعـادلی بـین تولیـد    وجود میدارد و زمانی ب6به اووسیت

ROSهاي موجود در محیط وجود نداشته باشداکسیدانو آنتی
ي مختلــف در محــیط باعــث هــااکســیدانوجــود آنتــی.)1،6(

. داشـته باشـند  سـطح ثـابتی   منیپلاسماي درROSشود می
شـوند  سـبب مـی  هـاي آزاد،  رادیکـال با حذفهااکسیدانآنتی

ــر هــااســپرم تــر شــوند هــاي اکســیداتیو مقــاومنشتــدر براب
7اکســیدان بوتیلیــد هیدروکســی آنیــزول   آنتــی).4،14،21(

ترکیـب آنـالوگی   هاي جامد سـفید بـا بـوي ضـعیف،     کریستال
خلـوطی از دو ترکیـب ایزومریـک    مباشـد کـه  مـی Eویتامین 

تـرت -3و 8هیدروکسـی آنیـزول  -4-بوتیـل -ترت-2عالی
عنـوان  بـه BHAسـت. از  ا9هیدروکسی آنیزول-4-بوتیل-

بسـته  یی،و مـاده نگهدارنـده در مـواد غـذا    یداناکسیآنتیک
و یکلاستیشی،خوراك دام، محصولات آرایی،مواد غذايبند

ایـن مشـتقات فنـولی بـا     شـود. ی استفاده مـی محصولات نفت
هــاي دهنــد (جــاروب کننــدههــاي آزاد واکــنش مــیرادیکــال
تواننــد ســرعت و مــیشــوند) هــاي آزاد نامیــده مــیرادیکــال

اتواکسیداسیون کـه باعـث تغییـر رنـگ و طعـم مـواد غـذایی        
همچنـین بـه عنـوان یـک     BHAشوند را کـاهش دهنـد.   می

کننده مهار اتوپلیمریزاسیون پراکسـیدهاي آلـی اسـتفاده    تثبیت
1-Fresh semen 2- Cryoprotectant 3- Cellular Dehydration
4-Capacitation 5-Reactive oxygen spaces 6-Fuse
7-Butylated Hydroxy Anisole 8- 2-tert-butyl 9- 4-hydroxyanisole

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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واکــنش اتواکسیداســیون را بــا تبــدیل    BHAشــود.مــی
کنـد.  کسـی بـه هیدروپرکسـیدها کنتـرل مـی     اهاي پررادیکال

) مـانع شـروع واکـنش    BHAهـاي غیرآنزیمـی (  اکسیدانآنتی
اي و اکسیداسیون در واکنش پراکسیداسیون لیپید شـده  زنجیره

ــر  ــع دیگـ ــش دارد (ROSو در دفـ ــا نقـ ــات .)14هـ مطالعـ
BHTو BHAنشـان داد کـه  روي اسـپرم گـاو  یشگاهیآزما
کننـد  هاي آزاد عمل میهاي رادیکالسازي کنندهعنوان پاكبه

و غشاي سلولی را در برابر پراکسیداسـیون لیپیـدي محافظـت    
هاي مختلف ویتامین اکسیداندر پژوهشی اثر آنتی. )5(کندمی
E ،BHAجنبایی اسپرم میزان و کاتالاز را بر 1، پروپیل گالات

پانکـاج  ). در همین راستا28(قوچ مورد بررسی قرار دادند دادند
BHAو BHTهاي اکسیدانآنتیاثر افزودن)19(و همکاران

اي اي از گاومیش رودخانـه کننده اسپرم سرد شده گونهبه رقیق
.قـرار دادنـد  هاي جنبایی را مورد ارزیابیجهت بهبود فراسنجه

بـر  BHAاکسـیدان  بنابراین بـا توجـه بـه وجـود تـاثیر آنتـی      
، بررسی دف از پژوهش پیش روههاي جنبایی اسپرم فراسنجه

کننـده منـی بـر    در رقیـق BHAاکسیدان آنتیسطوح مختلف 
هاي میکروسکوپی اسپرم بز مهابادي از جملـه میـزان   شاخص

ولوژي اسپرم پـس از  مانی، یکپارچگی غشا و مورفجنبایی، زنده
.باشدمیگشایی یخانجمادفرآیند

هامواد و روش
4-3در این تحقیق از منی چهـار بـز نـر نـژاد مهابـادي (     

فاده شد. بزهـاي نـر در ایسـتگاه پژوهشـی پـردیس      سال) است
کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران واقع در محمد شهر و 

شدند. پس اي یکسان نگهداري میدر شرایط محیطی و تغذیه
آوري منی به صورت هفتـه ، جمعدهی و آموزش بزهااز عادت

اي یک بار به مدت پنج هفته و در فصـل غیـر تولیـدمثلی بـه     
از بزهاي مورد نظر انجـام شـد. بـراي    2سیله مهبل مصنوعیو

هاي منـی  ها، نمونهجلوگیري از ایجاد شوك سرمایی به اسپرم
تا زمان انتقال به آزمایشـگاه، درون فلاسـک عـایق داراي آب    

گیري گراد نگهداري و پس از اتمام نمونهدرجه سانتی37-35
گـرم قـرار داده   به سرعت، به آزمایشگاه منتقل و در حمام آب

هـاي  آوري منی و انتقال، بررسـی درنگ پس از جمعشدند. بی
ــتر از     ــت بیش ــت. غلظ ــورت گرف ــی ص ــه روي من لازم اولی

لیتـر،  میلی75/0-2لیتر، حجم بین میلیاسپرم در5/2× 109
10شناسـی کمتـر از   درصـد و ریخـت  70جنبندگی بیشـتر از  

ان نمونه طبیعـی در  عنود اسپرم غیرطبیعی در هر انزال بهدرص
، از میـان برداشـتن اثـر فـردي    سپس جهت. نظر گرفته شدند

با توجه بـه احتمـال   با یکدیگر آمیخته شدند و هاي منینمونه
هاي منی مخلوط شـده  ها، نمونهوجود اثرات متقابل بین نمونه

گـردد، تـا از   نیز از نظر رنگ و جنبنـدگی ارزیـابی مجـدد مـی    
). بـراي  7(اصـل گـردد   اطمینان حسلامت نمونه براي انجماد

کننـده بـر   دهنده رقیـق اجزاي تشکیلکننده، ماده سازي رقیقآ
.SIGMA ALDRICH Stپایـه تـریس از شـرکت سـیگما (    

Louis, MO, USA ( .اسـمولاریته و  خریداري شده بودندpH
تنظـیم  1/7تـا  9/6اسمولار و میلی340محیط پایه به ترتیب 

حجمـی) و پـنج   /یتین سویا (وزنیشد. در نهایت دو درصد لس
کننده بر پایه تـریس  درصد گلیسرول (حجمی/حجمی) به رقیق

هـاي بدسـت آمـده بـه  براسـاس      سپس اسـپرم اضافه کردیم.
غلظت مورد نیـاز بـه تیمارهـاي مختلـف تقسـیم شـده و بـه        

و دو، یـک (BHAهاي مختلـف  هاي حاوي غلظتکنندهرقیق
اکسـیدان) و  منفـی (بـدون آنتـی   مولار)، گروه شاهد میلیچهار

متیـــل گـــروه شـــاهد مثبـــت (داراي مقـــدار مشـــخص دي
) افزوده شدند. قبل از انجام این مراحـل سـطوح   3سولفوکساید
متیـل  در دي4هـایی اکسیدان به صورت الایکـوت مختلف آنتی

سازي، براي تعویض پس از رقیقسولفوکساید تهیه شده بودند.
هاي رقیق شـده بـراي   رم، نمونهگلیسرول با آب موجود در اسپ

داري شـده و  گـراد نگـه  ي سانتیدرجه37پنج دقیقه در دماي 
سـاعت در یخچـال قـرار داده    5/2ها براي مـدت  سپس نمونه

گـراد برسـد.   درجـه سـانتی  5تـا  4شدند تا دماي آن به حدود 
درجـه  5تـا  4ها پس از رقیق و سـرد شـدن تـا دمـاي     اسپرم
لیتـري کشـیده   میلـی 25/0هاي (اسـترا)  گراد، به پایوتسانتی

بسـته شـد.   5وینیل الکلوسیله پودر پلیها بهشده و انتهاي آن
هـا در فاصـله   پـایوت 6ي اسـتایروفوم سپس با استفاده از جعبه

12متري از بخار نیتروژن قرار داده شده و پـس از  چهار سانتی
نی، دقیقه در داخل نیتروژن مایع شناور شـدند. در مرحلـه پایـا   

دار منتقل شده و تا زمان ارزیـابی  هاي نشانها به گوبلتپایوت
داري شـدند. پـس از   هاي کیفی در نیتروژن مایع نگهفراسنجه

ها به صورت جداگانـه در  سازي به مدت دو هفته، پایوتذخیره
ثانیه در حمام آب گـرم  30گراد به مدت سانتیدرجه 37دماي 

هـا بـا   جنبایی اسـپرم دند.جهت ارزیابی میکروسکوپی ذوب ش
برابـر)  100نمایی یکروسکوپ فاز کنتراست (بزرگاستفاده از م
هـاي هـر گـروه تیمـاري     بـه ایـن منظـور پـایوت    تعیین شـد.  

میکرولیتـر از  10گشایی شدند و سپس با استفاده از سمپلر، یخ
منی روي لام گذاشته شد، جنبایی اسپرم با اسـتفاده از سـامانه   

CASA; IVOS version(7ابی اسـپرم کامپیوتري ارزی ـ 12;
Hamilton-Thorne Biosciences( شـــــد. ارزیـــــابی

رك در ایـن برنامـه   هاي ارزیابی شده مربوط بـه تح ـ فراسنجه
، درصـد خطـی بـودن    رونـده ، جنبایی پـیش شامل جنبایی کل

)، سـرعت در  STR(9راستی مسیر طـی شـده  )،LIN(8جنبایی
ــی ــیر منحن ــیVCL(10مس ــایی عرض ــر)، جنب )، ALH(11س

ــیر   ــرعت در مس ــانگین س ــیر  VAP(12می ــرعت در مس )، س
) بودنــد. BCF(14تنــاوب عرضــی زنــش) و VSL(13مســتقیم

اسـپرم بـا   200بر اساس شمارش حداقل برآورد تحرك اسپرم
همچنـین  ستماتیک مورد ارزیـابی قـرار گرفـت.   مشخصات سی

15بــراي بررســی یکپــارچگی غشــاي اســپرم از آزمــون هــاس

)HOST (طابق با روش ریوال و همکاران م) 23استفاده شد .(
اسـمولار  میلـی 100با توجه به اینکه اسمولاریتی محیط هاس 

اسـمولار  میلـی 425-525و اسمولاریته مورد نیاز براي اسپرم 
هاي سالم با قرار گرفتن در یک محیط بـا  است. بنابراین اسپرم

ي دم دهـد و انتهـا  اسمولاریتی پایین به سـرعت واکـنش مـی   
200میکرولیتر از منـی بـا   20کارخورد. براي این ها گره میآن

ــاي    ــموتیک در دم ــیط هایپواس ــر از مح ــه 37میکرولیت درج
پس از گذشت این . دقیقه انکوبه شدند30گراد به مدت سانتی

هاي انکوبه شده با استفاده از میکروسـکوپ نـوري   زمان نمونه
زیـابی و در هـر گـروه    برابـر) ار 400فاز کنتراست (بزرگنمایی 

هـاي  اسپرم شمارش شده و درصد اسـپرم 200تیماري حداقل 
1-n-propyl gallate 2- Artificial Vagina 3- Dimethyl sulfoxide 4- Aliquots
5- Poly Vinyl Alcohol 6- Styrofoam Box 7-Computer Assisted System Analyzer (CASA) 8-Linearity
9- Sperm track straightness 10- Curvilinear velocity 11- Lateral head displacement 12-Average path velocity
13- Straight line velocity 14- Beat cross frequency
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بـراي  هـاي مـرده محاسـبه شـد.    با دم سالم نسبت به اسـپرم 
ــده  ــابی زنــ ــگ ارزیــ ــانی از رنــ ــوزین مــ ــزي ائــ آمیــ

میکرولیتـر از  10نگروزین استفاده شد. براي این کار حدود  -
دهـیم سـپس   میي اسپرم را برداشته و بر روي لام قرارنمونه

نیگـروزین  -میکرولیتر نیز از رنگ آماده شده ائوزین10حدود 
روي نمونه ریخته و بـا سـر سـمپلر بـه آرامـی نمونـه را هـم        

زنیم تا اسپرم با رنگ مخلوط شود. پس از تهیه گسـترش و  می
خشــک شــدن نمونــه، لام را زیــر میکروســکوپ نــوري و  بــا 

هـا از  اي شـمارش اسـپرم  مشاهده شده و بر400نمایی بزرگ
200هاي مختلف آن عکس گرفتـه شـد. از هـر نمونـه     بخش

) و هاي مرده (رنـگ گرفتـه  اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم
هایی که رنگ صورتی کم زنده (بی رنگ ) محاسبه شد. اسپرم

ها رنـگ  از گردن آنرنگ به خود گرفته بودند و یا تنها بخشی
براي ارزیابی ده در نظر گرفته شد.عنوان اسپرم زنگرفته بود به

میکرولیتر از هر نمونه بـه  30هاي غیرطبیعی نیز، حدود اسپرم
افزوده میکرولیتر محلول هانکوك300هاي حاوي میکروتیوب

). سپس یک قطره از این محلول روي لام قرار گرفته 25شد (
200و توسط یک لامل پوشانده شـده و بـا شـمارش حـداقل     

نمـایی  یر میکروسکوپ فازکنتراسـت بـا بـزرگ   د زاسپرماتوزوئی
اختلالات آکروزوم و اسپرم با آکروزوم غیرطبیعی (، درصد400

) دمناهنجـاري و میانی غیـر طبیعـی  قطعه،سر، سر جدا شده

این آزمایش در قالب طرح کاملا تصـادفی  محاسبه شده است.
SASافزار نرمGLMي با پنج تکرار توسط رویه تجزیه و 9.1

ها با آزمون دانکن مقایسه شدند:تحلیل شد و میانگین
Yij=µ+Ti + eij

ام، iام در تیمار jعملکرد صفت وابسته نمونه Yijدر این رابطه: 
µ ،میانگین جامعهTi اثر تیمار وeijمانده است.اثر عوامل باقی

و بحثنتایج
رونـده و  جنبـایی کـل، جنبـایی پـیش    مربوط بهنتایج 

درBHAهـاي تیمـار شـده بـا     هاي حرکتـی اسـپرم  جهفراسن
د کـه  ن ـدهنشان داده شـده اسـت. نتـایج نشـان مـی     1جدول 

کننــده اســپرم بــز بــه رقیــقBHAافــزودن ســطوح مختلــف 
دار جنبایی کل نسبت به گروه شاهد مهابادي سبب بهبود معنی

مولار . افزودن دوزهاي یک و چهار میلی)P>05/0(شده است
BHAرونده نسبت بـه  داري در جنبایی پیشود معنیسبب بهب

. همچنـین  )P>05/0(هـاي تیمـاري شـده اسـت     سایر گـروه 
سبب بهبود سـرعت در مسـیر   BHAمولار افزودن چهار میلی

)، جنبـایی  VCLی (منحن ـیرسـرعت در مس ـ )، VSLمستقیم (
) شـده  STR) و راستی مسـیر طـی شـده (   ALHعرضی سر (

).P>05/0(است 

يمهابادهايشده بزگشایییخمنجمداسپرمییجنبايهافراسنجهبر BHAاکسیدانیسطوح مختلف آنتیرتاث- 1جدول
Table 1. Influence of different concentrations of Butylated hydroxy anisole on sperm motility of Mahabadi goats

following the freeze–thaw process

BHAهاي تیمار شـده بـا   مانی اسپرمزندهمربوط بهنتایج
د کـه  ن ـدهآورده شده است. این نتـایج نشـان مـی   1شکلدر

کننـده سـبب بهبـود    به رقیـق BHAمولار افزودن چهار میلی
مانی اسپرم بزهاي مهابادي نسبت به گروه شاهد دار زندهمعنی
. امـا گـروه   )P>05/0(هاي تیمـاري شـده اسـت    یر گروهو سا

، تفـاوت  BHAاکسـیدان  مـولار آنتـی  تیماري یک و دو میلـی 
.)>05/0P(داري را بـا گـروه شـاهد نشـان نـداد      آماري معنـی 

دهـد کـه   هاي حاصل از این پژوهش نشان مـی همچنین یافته

کننـده اسـپرم   به رقیـق BHAمولار افزودن یک و چهار میلی
هاي تیماري پارچگی غشا نسبت به سایر گروهبهبود یکسبب 

، در حالیکه گروه تیمـاري یـک   )P>05/0، 2شکل(شده است 
داري را بـا گـروه شـاهد ایجـاد     تفاوت معنیBHAمولار میلی
BHAاکسـیدان  افزودن سطوح مختلف آنتی).P<05/0(نکرد 

داري ه اسپرم بزهاي مهابادي تفاوت آماري معنـی کنندبه رقیق
هاي نابهنجار نسبت شناسی و کاهش میزان اسپرمرا در ریخت

).P<05/0، 3شکل (به گروه شاهد نشان نداد 

SEM)-شاهد (شاهد (+)مولارمیلی4مولارمیلی2مولارمیلی1فراسنجهتیمار/

ab45bc60/41a60/50bc20/38bc20/4211/2جنبایی کل (%)
ab40/34b80/32a60/38b31b40/3352/1رونده (%)جنبایی پیش

VSL (µm/s)
b40/41b10/39a09/52b21/43a73/4876/1

VCL (µm/s)
bc108c56/104a77/128bc15/109ab30/12082/4

VAP(µm/s)
b14/56b86/52a18/72a54/66a87/7088/2

LIN (%)
b20/38b38a20/42ab20/40a60/4101/0

ALH(µm)
b27/4b13/4a03/5b29/4ab66/420/0

WOB (%)
b20/45b80/44ab60/47a40/49a40/5001/0

STR (%)
ab40/58b80/57a20/63b40/56ab60/5801/0

BCF (Hz)
ab60/18bc98/17a94/19c62/16c29/1659/0

MAD ( °)
ab08/54ab57/53b96/50a83/52a55/5404/1
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±شایی شده بزهاي مهابادي (میانگینگیخ-منجمداسپرم مانی زندهبراکسیدان بوتیلیتد هیدروکسی آنیزولیسطوح مختلف آنتیرتاث-1شکل
خطاي استاندارد).

Figure 1. Influence of different concentrations of Butylated hydroxy anisole on sperm viability of Mahabadi goats
following the freeze-thaw process (Mean ± SEM)

گشایی بزهايیخنجمادافرآیندپس از اسپرمیکپارچگی غشاء براکسیدان بوتیلیتد هیدروکسی آنیزولیسطوح مختلف آنتیرتاث-2شکل
خطاي استاندارد).±مهابادي (میانگین

Figure 2. Influence of different concentrations of Butylated hydroxy anisole on sperm membrane integrity of
Mahabadi goats following the freeze-thaw process (Mean ± SEM)

گشایی بزهاي مهابادي یخانجمادفرآیندناهنجاري اسپرم پس از براکسیدان بوتیلیتد هیدروکسی آنیزولیسطوح مختلف آنتیر تاث-3شکل
خطاي استاندارد).±(میانگین

Figure 3. Influence of different concentrations of Butylated hydroxy anisole on sperm abnormality of Mahabadi
goats following the freeze-thaw process (Mean ±SEM)
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ــظ  ــدارحف ــفوليو نگه ــایپیدهاياز فس ــپرم و يغش اس
میـزان بـه زیـادي  یبسـتگ یداسـیون پراکسها به حساسیت آن

بــه یبکــه خطـر آس ــموجـود در محــیط دارد، یداناکســیآنت ـ
را در طـول  مـانی دهـد و شـانس زنـده   یکاهش م ـرا ها اسپرم

بخـش  ینکمبود این،بنابرا.)26(دهدیمیشافزايسازیرهذخ
لقـاح اسـپرم   ییو توانـا جنبـایی بـر  یتواند اثر منفیمدتوانیم
ییـرات باعـث تغ ي است کهفرآیندیداسیونپراکس.شته باشددا
یردر آکروزوم سلول اسپرم، از دست دادن غیژهبه وي،ختارسا

وسـاز  در سوختشدیديییراتتغجنبایی ویعقابل برگشت سر
در حال حاضر سازوکار دقیقـی کـه   ).13شود (سلول اسپرم می
هاي غیرآنزیمی از طریق آن اسـپرم را  اکسیداننشان دهد آنتی

د مشـخص  کن ـدر برابر شوك سرمایی و گرمایی محافظت می
دهد که افزودن )، نتایج پژوهش حاضر نشان می22،29نیست (

کننـده اسـپرم بزهـاي    به رقیـق BHAمولار یک و چهار میلی
مهابادي، ممکن است سبب بهبود جنبایی کل، جنبـایی پـیش  

م نسـبت بـه گـروه    پارچگی غشاي پلاسمایی اسپررونده و یک
ردد. ذوب گــ-انجمــادفرآینــدپــس از شــاهد مثبــت و منفــی 

کننده سـبب  به رقیقBHAمولار همچنین افزودن چهار میلی
مانی اسپرم بز نسبت بـه سـایر گـروه   داري در زندهبهبود معنی

تنش اکسـیداتیو سـبب آغـاز سلسـله     هاي تیماري شده است. 
سـبب مـرگ سـلول    نهایت درشود کههاي آبشاري میفرآیند

تـرین  مهـم مـانی اسـپرم  گردد. در این بین جنبایی و زنـده می
گیرنـد و  ر قرار میراحتی تحت تاثیهایی هستند که بهفراسنجه

زدن یـخ فرآیندترین دلیل کاهش باروري پس از بنابراین اصلی
دنبال آن کاهشی آشـکار در  مانی و بهگشایی کاهش زندهو یخ

 ـگ ـ) 10کملی و همکاران (. )15(باشندجنبایی می د زارش کردن
هـایی کـه بـا ترکیبـات     نفوسـیت روي لBHAکه اسـتفاده از  

ایـن  DNAاند، باعث کاهش آسـیب بـه   استروژنی تیمار شده
هـاي مختلـف   اکسیداندر پژوهشی دیگر اثر آنتی.ها شدسلول

را بر جنبایی اسپرم قوچ مورد بررسی قرار دادند و نشـان دادنـد   
BHAمیکرومولار 100که تیمار اسپرم قوچ با دوزهاي بالاي 

کند اما علاوه هاي جنبایی ایجاد نمیفراسنجههیچ بهبودي در 
ساعت انکوباسیون کردن در 24بر بهبود درصد جنبایی پس از 

ســـایر میکـــرو مـــولار) BHA)1/0-10دوزهـــاي پـــایین 
میـانگین شـتاب در مسـیر مسـتقیم     نظیرهاي حرکتیشاخص

)VAP) شــتاب اســپرم در خــط مســتقیم ،(VSLي )، بیشــینه
)ALHنبی اسپرم بر حسب میکرومتـر ( هاي جاي حرکتدامنه

ــه ــز ب ــرار  نی ــاثیر ق ــی تحــت ت ــهطــور مثبت ).28(اســتگرفت
هــایی نگهدارنــده،)BHTوBHA(ماننــد هــا یداناکســیآنتــ

یـک کـه باعـث   یداسـیون متوقف کردن اکسهستند که جهت
هـا و  اشباع در روغنیرچرب غیدهايدر اسيایرهواکنش زنج

 ـ انــداختن یرو در بـه تـأخ  ددگـر شـود اسـتفاده مـی   ی مـی چرب
Eو Cویتـامین  .ها موثر هستندها و روغنیچربیداسیوناکس

هاي غیرآنزیمی هستند که بسته بـه دوز  اکسیدانجز انواع آنتی
دهنـد. مصـرف   مشخصی اثرات حفـاظتی خـود را نشـان مـی    

به ترتیب منجر به کاهش غلظـت مارکرهـاي   Eو Cویتامین 
بوتیلیتـد  . شـود مـی DNAه شدن پرکسیداسیون لیپید و تجزی

محسوبEهاي آنالوگی ویتامین هیدروکسی آنیزول از ترکیب
ایجـاد  و یژناکس ـيهایکالبا کاهش راداثر خود را و شود می

بـا ایـن   .کنداعمال مییداسیوناکسهايفرآیندوقفه در انتشار 
بـر  BHAاکسیدانی مطالعات معدودي در مورد تاثیر آنتیوجود

هاي کیفی اسپرم پستانداران انجام شده اسـت و  جهروي فراسن
و ماده نگهدارنده در مـواد  یداناکسیآنتیکعنوان بهBHAاز 

ی و محصــولات نفتــیکلاســتیشــی،محصــولات آرایی،غــذا
اضـافه  اکسیدانی، هاي آنتیویژگیا توجه به بشود. استفاده می

یـق مولار بوتیلیتد هیدروکسـی تولـوئن در رق  نمودن یک میلی
دار کیفیت اسپرم بعـد از  کننده بر پایه تریس باعث بهبود معنی

ذوب در اسپرم بز شده است کـه بـا نتـایج مـا     -انجمادفرآیند
روي عملکـرد دسـتگاه   اي ). نتـایج مطالعـه  18خوانی دارد (هم

اثـر  BHAنشان داد که 2005تولیدمثل موش نر بالغ در سال 
ورفولوژي اسپرم نداشت ولی داري روي جنبایی، تعداد و ممعنی

گرم بـه ازاي کیلـوگرم وزن بـدن منجـر بـه      میلی500میزان 
کاهش سرعت واقعی اسپرم در نتاج نر گردید که به نـوعی بـا   

هـاي کیفـی اسـپرم بـز داراي تنـاقض      نتایج مـا در فراسـنجه  
ــی ــد (م ــه ). 12باش ــی ک ــده  روي در پژوهش ــرد ش ــپرم س اس
انجام شد، پژوهشگران گزارش اياي از گاومیش رودخانهگونه

بــه BHAو BHTهــاي اکســیدانکردنــد کــه افــزودن آنتــی
کننده  سبب بهبود در جنبایی کـل و یکپـارچگی غشـاي    رقیق

بر BHTآکروزومی شد. در این پژوهش نشان داده شد که اثر 
اي بسـیار بیشـتر از سـایر    هاي رودخانهجنبایی اسپرم گاومیش

بود. همچنین گزارش شـد کـه   BHAها به ویژه اکسیدانآنتی
هــاي اثــري بــر کــاهش شــمار اســپرمBHAاکســیدان آنتــی

غیرطبیعی و یکپارچگی دیواره سلولی نداشـت کـه بـا بررسـی     
).19هاي ناهنجار پژوهش حاضر مطابقت دارد (اسپرم

چهـار دهـد کـه افـزودن    نتایج ایـن پـژوهش نشـان مـی    
در روکســی آنیــزولبوتیلیتــد هیداکســیدان آنتــیمــولار میلــی
کیفیـت دارمعنـی سبب بهبـود کننده بر پایه لسیتین سویارقیق

شده است.گشایییخ-انجمادفرآیندپس از اسپرم بز مهابادي
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Abstract
Present study was conducted to evaluate the supplementation of different levels of

antioxidant Butylated Hydroxyanisole (BHA) on the improvement cryopreservation of
Mahabadi goat sperm. Four healthy Mahabadi goats (3-4 years) were used to collect semen
samples by artificial vagina, once a week for five weeks during non-breeding season. Good
quality samples were pooled and divided into five equal aliquots supplemented with extender
containing different concentrations of BHA (0, 1, 2 and 4 mM). Sperm parameters, including
motility and progressive motility, viability, membrane integrity and total abnormality were
assessed. According to the results, BHA at the concentration of 4 mM significantly improved
sperm post-thaw viability, membrane integrity, total and progressive motility (P<0.05), but there
were no significantly differences among other levels (1 and 2 mM) and control groups (P>0.05).
Furthermore, abnormality percentage was not significant among different levels of BHA and
control groups (P>0.05). Current study indicated that inclusion of BHA in extender may be an
approach to improve post thaw goat sperm quality.

Keywords: Antioxidant Butylated hydroxy anisole, Mahabadi Goat, Motility, Quality, Sperm
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