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چکيد ه 

فرآیند  میتوتمپو طی  میتوکندریایی  اکسیدان هدفمند  آنتی  از  استفاده  با  گوسفند  در  اسپرم  کیفیت  بررسی حفظ  این مطالعه  از  هدف 
سردسازی در رقیق کننده حاوی لسیتین سویا بوده است. در این آزمایش اسپرم از 5 رأس قوچ نژاد زندی جمع آوری به رقیق کننده های 
حاوی صفر، 0/5، 5، 50 و 500 میکرومولار میتوتمپو اضافه و سپس در دمای 4 درجه سانتیگراد به مدت 48 ساعت ذخیره شدند. کیفیت 
اسپرم در زمانهای 0، 24 و 48 ساعت سردسازی مورد ارزیابی آزمایشگاهی قرار گرفتند و فراسنجه های جنبایی کل، جنبایی پیشرونده، 
زنده مانی، سلامت غشا، فعالیت میتوکندری و میزان لیپید پراکسیداسیون مورد ارزیابی قرار گرفتند. نتایج نشان داد در زمان 0 اختلافی 
بین تیمارها مشاهده نشد. در زمانهای 24 و 48 ساعت سردسازی، استفاده از تیمارهای 5 و 50 میکرو مولار میتوتمپو منجر به حفظ جنبایی 
کل، جنبایی پیشرونده، زنده مانی، سلامت غشا و همچنین کاهش مقدار پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی در اسپرم سردشده قوچ شد. نتیجه 
گیری کلی اینکه استفاده از تیمارهای 5 و 50 میکرومولار آنتی اکسیدان میتوتمپو  میتواند راهکاری مناسب در جهت حفظ کیفیت اسپرم 

قوچ در هنگام فرآیند سردسازی در رقیق کننده گیاهی اسپرم باشد.

كلمات كليدی: اسپرم، سردسازی، قوچ، میتوتمپو، لسیتین سویا
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The aim of this study was to evaluate the sperm quality preservation in sheep using mitochondria-targeted antioxidant 
Mito-TEMPO during chilling process. In this experiment, semen samples were collected from five Zandi rams and 
added to the extender containing 0, 0.5, 1, 5, 50 and 500 µM Mito-TEMPO and stored at 4 ˚C until 48 hours. Sperm 
quality was evaluated at 0, 24 and 48 hours after chilling and total motility, progressive motility, viability, membrane 
integrity, mitochondrial activity and lipid peroxidation were assessed. No difference was observed between treatments 
at time 0 of cooling. During 24 and 48 hours cooling periods, using 5 and 50 µM Mito-TEMPO increased total motil-
ity, progressive motility, viability, membrane integrity, mitochondrial activity and decreased lipid peroxidation in ram 
chilled sperm. In conclusion, using 5 and 50 µM Mito-TEMPO in chilling herbal extender could be a suitable method 
to conserve ram sperm quality during chilling process. 
 Key words: Sperm, Chilling, Ram, Mito-TEMPO, Soybean lecithin 

مقدمه
پرورش گوسفند در ایران دارای قدمت تاریخی بسیار طولانی می باشد. اما 
محدودیت مراتع و شرایط آب و هوایی در ایران از یک سو و بازده پایین 
پرورش  در صنعت  مصنوعی  تلقیح  از  بهینه  استفاده  عدم  و  تولید مثلی 
گوسفند از سوی دیگر، موجب عدم صرفه اقتصادی پرورش گوسفند شده 
است. بهبود بازده تولید مثل توسط بکارگیری فناوريهاي تولید مثلی یکی 
از موثر ترین راه کارهای افزایش بهره وری در پرورش دام است )1(. یکی 
مصنوعی  تلقیح  تولید مثل،  کارایی  افزایش  فناوريها جهت  مهم ترین  از 
میباشد. از جمله مزایای تلقیح مصنوعی می توان به بهداشت بهتر گله، 
آسانتر  نر،  حیوانات  نگهداري  هزینههاي  کاهش  گله،  در  ایمنی  بهبود 
نوع  تغییر  براي  دورگگیري  امکان  افزایش  جدید،  ژنوم  ورود  شدن 
تولید حیوانات، افزایش سرعت پیشرفت ژنتیکی در گله و افزایش تولید 
حیواناتی با توان تولیدي بالاتر اشاره کرد )1(. اما تلقیح مصنوعی با اسپرم 
تازه با محدودیت هایی از قبیل کمبود قوچ با ویژگی های خاص در گله، 
اسپرم گیری و تلقیح به طور هم زمان در گله، عدم امکان استفاده مفید 
از قوچ های برتر در سطح وسیع تر و محدودیت در حمل و نقل اسپرم 
مواجه است. بنابراین برای غلبه بر این مشکلات باید از اسپرم سردشده و 

یا منجمد استفاده نمود  )13(.
امروزه تلاش های قابل ملاحظه ای بر روی تکوین تکنیک های سردسازی 
و انجماد اسپرم در حال انجام است. فراوری سرمایی اسپرم با مشکلاتی 
از جمله کاهش زنده مانی و تحرک اسپرم ها بعد از فراوری مواجه است. 
در  موجود  اجزای  غلظت  و  نوع  منی،  کیفیت  قبیل  از  متعددی  عوامل 
رقیق کننده بر کیفیت اسپرم فراوری شده تاثیر می گذارند )9(. بنابراین 
استفاده از آنتی اکسیدان در رقیق کننده مناسب منی که بتواند از اسپرم ها 
در برابر آسیب های سرمایی محافظت کند و زنده مانی و جنبایی اسپرم را 
حفظ کند، گام مهمی در جهت استفاده از تلقیح مصنوعی است. همچنین 
در  موثر  راهکارهای  از  رقیق کننده  در  آنتی اکسیدانی  منبع  از  استفاده 

بهبود کیفیت اسپرم می باشد )1(.
میتوتمپو یک آنتی اکسیدان هدفمند میتوکندریایی با خاصیت آنتی اکسیدانی 
قوی است که به دلیل داشتن بار مثبت می تواند به راحتی از  لایه های لیپید 
غشاء عبور کرده  و تا 1000 برابر در ماتریکس میتوکندری تجمع یابد )2(، 
و با از بین بردن یا مهار تولید رادیکال های آزاد اکسیژن میتوکندریایی و 

پراکسیداسیون لیپید، اثر آنتی اکسیدانی هدفمند را اعمال می کند )10(.
هدف از این مطالعه حفظ کیفیت اسپرم سردشده قوچ در زمان ذخیره 
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منبع  افزودن  از  استفاده  با  سویا  لسیتین  حاوی  رقیق کننده  در  سرمایی 
آنتی اکسیدانی میتوتمپو می باشد تا بدین طریق بتوان کارایی اسپرم قوچ 

را در ارزیابی های آزمایشگاهی حفظ نمود.

مواد و روش ها
پنج رأس قوچ نژاد زندی سه تا چهار ساله برای این مطالعه انتخاب شدند. 
اسپرم از قوچ ها جمع آوری و به رقیق کننده حاوی صفر،  0/5، 5، 50 و 
سانتی گراد  درجه   4 دمای  در  و سپس  اضافه  میتوتمپو  میکرو مولار   500
نگهداری شدند. رقیق کننده پایه  شامل 2/7 گرم تریس، 1 گرم فروکتوز و 
1/4 گرم سیتریک اسید در 100 میلی لیتر آب دو بار تقطیر بود. سپس به 

رقیق کننده 1 درصد )وزن/حجم( لسیتین سویا اضافه شد. 
نمونه های منی دوبار در هفته با استفاده از واژن مصنوعی جمع آوری شد. 
بلافاصله پس از جمع آوری منی، نمونه ها داخل بن ماری با دمای 37 درجه 
سانتی گراد قرار گرفتند. نمونه های منی گرفته شده در هر نوبت با هدف 
مخلوط  از  قبل  آمیخته  شدند.  یکدیگر  با  فردی  اثرات  برداشتن  میان  از 
شدن نمونه های اسپرم، ارزیابی های اولیه روی آن ها صورت  گرفت و فقط 
از نمونه هایی برای ادامه استفاده شد که دارای اسپرم های با جنبایی بیش 
از 70 درصد بودند. رقیق سازی به نسبت یک حجم منی و 10 حجم رقیق 
کننده در دمای اتاق انجام شد طوری که غلظت نهایی اسپرم 400 میلیون 
در هر میلی لیتر باشد تعداد اسپرم در انزال با استفاده از لام نئوبار زیر 

میکروسکوپ نوری شمارش شد.
زنده  پیشرونده،  جنبایی  کل،  جنبایی  شامل  اسپرم  کیفی  فراسنجه های 
مانی، سلامت غشا، فعالیت میتوکندری و میزان پراکسیداسیون لیپیدهای 
سازی  ذخیره  از  پس  ساعت   48 و   24  ،0 زمان های  در  اسپرم  غشایی 

سرمایی ارزیابی شدند.
نرم  در گروه های مختلف،   اسپرم  ویژگی های حرکتی  بررسی  به منظور 
و   )8( قرار گرفت   استفاده  اسپرم مورد  آنالیز جنبایی  کامپیوتری  افزار 

فراسنجه های جنبایی کل )TM( و جنبایی پیش رونده )PM( ثبت و گزارش 
شدند.

برای ارزیابی زنده مانی از رنگ آمیزی ائوزین-نیگروزین استفاده شد )13( 
و از هر نمونه 200 اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم های رنگی )مرده( 
و رنگ نشده )زنده( محاسبه شد. اسپرم هایی که رنگ به خود نگرفته 
بودند و یا تنها بخشی از گردن آن ها رنگ گرفته بود به عنوان اسپرم زنده 

در نظر گرفته شد.
هیپواسموتیک  تورم  تست  از  غشا  یکپارچگی  و  فعالیت  بررسي  براي 
در  اسپرم  که  محيطي  اسمولاريتي  اساس  بر  هاست  تست  شد.  استفاده 
آن قرار مي گيرد عمل مي کند )9(. تعداد 200 اسپرم شمارش شده و سپس 

درصد اسپرم های با غشا سالم و آسیب دیده محاسبه  شد.
به وسیله  رودامین-123  وسیله  به  میتوکندریایی  فعالیت  تحقیق  این  در 
دستگاه فلوسایتومتری اندازه گیری شد )6( در نمودار دستگاه فلوسایتومتر 
PI-( باشد، به عنوان نمونه   /+R123(  منفی PI نمونه رودامین مثبت و 
 )+PI/+R123(مثبت PI دارای میتوکندری فعال و نمونه رودامین مثبت و

باشد به عنوان میتوکندری غیر فعال در نظر گرفته شد.
از  یکی   )TBA( اسید  تیوباربیوتوریک  با   MDA غلظت  اندازه گیری 
یک   .)7( است  لیپیدها  پراکسیداسیون  نرخ  بررسی  روش های  رایج ترین 
این  فرآورده  و  می دهد  واکنش   TBA مولکول  دو  با   MDA مولکول 
واکنش، مولکولی صورتی رنگ است که بیشترین جذب را در طول موج 

532 نانومتر دارد. 
 GLM رویه  از  استفاده  با  تصادفی  کاملا  طرح  قالب  در  آماری  آنالیز 

نرم افزار SAS آنالیز و مقایسه میانگین ها با آزمون توکی انجام شد. 

نتایج و بحث
نتایج مربوط به جنبایی کل و پیشرونده اسپرم قوچ پس از 0، 24 و 48 
آنتی اکسیدان  مختلف  دوزهای  حاوی  رقیق کننده   در  سردسازی  ساعت 

جدول 1- اثر غلظت های مختلف میتوتمپو برفراسنجه های حرکتی اسپرم پس از فرایند سردسازی.

.)P≥0/05( حروف غیر مشترک نشان دهنده اختلاف معنی دار میان تیمارها در ستون است

جنبایی پیش رونده اسپرم )%(جنبایی اسپرم )%(فراسنجه

 h 24 h 48 h0 h24 h48 h 0تیمار )میکرو مولار( 

090/0 52/2 b 34/4 b69/2 30/5 b 16/1 b

0/590/5 53/7 b 35/2 b68/5 31/5 b 16/9 b

588/9 57/7 a40/0 a69/5 37/2 a 21/5 a

5090/0 58/5 a 40/2 a70/1 36/8 a 21/2 a

50090/6 51/9 b 33/6 b69/4 30/3 b 15/5 b

SEM0/81/01/00/91/31/0

تاثیر افزودن آنتی اکسیدان هدفمند میتوکندریایی   ...
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جدول 2- اثر غلظت های مختلف میتوتمپو بر زنده مانی و سلامت غشا اسپرم پس از فرایند سردسازی.

.)P≥0/05(حروف غیر مشترک نشان دهنده اختلاف معنی دار میان تیمارها در ستون است

سلامت غشا اسپرم )%(زنده مانی اسپرم )%(فراسنجه

 h 0 h 24 48h  0h  24h  48h تیمار )میکرو مولار( 

089/5 64/7 b 34/2 b90/1 68/5 b 38/8 b

0/590/0 65/2 b 35/7 b90/2 69/4 b 40/3 b

590/5 69/4 a 40/0 a91/0 73/6 a 45/0 a

5090/0 70/0 a 40/2 a91/5 72/5 a 44/4 a

50090/6 64/2 b 32/8 b91/0 67/6 b 37/5 b

SEM0/70/91/50/81/21/7

است.  شده  داده  نشان  یک  جدول  در  میتوتمپو  میتوکندریایی  هدفمند 
اسپرم،  ذخیره سازی  زمان  افزایش  با  کلی  طور  به  می دهد،  نشان  نتایج 
میزان توانایی جنبایی کل و پیشرونده اسپرم نسبت به زمان استحصال منی 
کاهش می یابد، اما استفاده از تیمارهای 5 و 50 میکرو مولار آنتی اکسیدان 
هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو بالاترین درصد جنبایی کل و پیشرونده را 
در زمان 24 و 48 ساعت پس از سردسازی به همراه داشت که این اختلاف 
در مقایسه با سایر گروه ها معنی دار بوده است )P>0/05( ولی در زمان 0 
تیمارها تاثیر معنی داری از خود نشان ندادند. در این مطالعه استفاده از 
آنتی اکسیدان هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو منجر به بهبود جنبایی کل 
و جنبایی پیشرونده شد که نتایج حاصل با نتایج مطالعات انجام شده در 

خروس )6( و قوچ )13( هم خوانی داشت. 
نتایج مربوط به زنده مانی و سلامت غشا اسپرم قوچ پس از سردسازی در 
جدول دو نشان داده شده است. در زمان 0 هیچکدام از تیمارها تاثیری 
بر زنده مانی و یا سلامت غشا اسپرم نداشتند. در زمان ها 24 و 48 ساعت 
پس از سردسازی، نتایج تست هاست و ائوزین-نیگروزین نشان داد که در 
مورد سلامت غشا و زنده مانی اسپرم بیشترین درصد اسپرم زنده و با غشا 
سالم مربوط به گروه های دریافت کننده 5 و 50 میکرو مولار آنتی اکسیدان 
هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو بوده که اختلاف آن با گروه های کنترل و 
سایر تیمارها معنی دار بوده است )P>0/05(. نتایج این قسمت با نتایج 

مطالعات انجام شده در قوچ )13( و خروس )6( همخوانی داشت.
لیپیدهای غشایی و فعالیت میتوکندری  پراکسیداسیون  به  نتایج مربوط 
رقیق کننده  حاوی  در  و 48 ساعت سردسازی   24  ،0 از  پس  قوچ  اسپرم 
دوزهای مختلف آنتی اکسیدان هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو در جدول 
سه نشان داده شده است. مشابه با تست های قبلی در زمان 0 اختلافی 
بین تیمارها مشاهده نشد. نتایج نشان می دهد استفاده از آنتی اکسیدان 
هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو در رقیق کننده اسپرم در هر دو زمان 24 
لیپیدهای غشایی  پراکسیداسیون  و 48 ساعت سردسازی موجب کاهش 

غشایی  لیپیدهای  پراکسیداسیون  میزان  کمترین  که  طوری  به  می شود 
آنتی اکسیدان  میکرو مولار   50 و   5 دریافت کننده  گروه های  به  مربوط 
هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو بوده است که اختلاف آن با گروه کنترل 

 .)P>0/05(  و سایر تیمارها معنی دار بود
دریافت کننده  گروه های  به  مربوط  میتوکندری  فعالیت  درصد  بیشترین 
5 و 50 میکرو مولار آنتی اکسیدان هدفمند میتوکندریایی میتوتمپو بوده 
است  بوده  معنی دار  تیمارها  سایر  و  کنترل  گروه های  با  آن  اختلاف  که 
)P>0/05(. نتایج این قسمت با نتایج مطالعات انجام شده در قوچ )13( 

و خروس )6( همخوانی داشت
مکانیسم احتمالی میتوتمپو در کاهش صدمات ناشی از فرایند سردسازی 
و  حد  از  بیش  تولید  از  جلوگیری  در  آن  اثر  به  مربوط  احتمالا  اسپرم، 
ساختار  طریق  از  سرد سازی  از  ناشی  اکسیژن  آزاد  رادیکال های  سرریز 
هیدروکسیلامینی خود است. میتوتمپو به عنوان تقلیدکننده سوپر اکسید 
دو  غشا  و  الکترون  انتقال  زنجیره  پایداری  حفظ  برای   دیسموتاز 
فعالیت  مورد  در  قبلی  مطالعات  با  که  می کند  عمل  فسفولیپیدی  لایه 
از آنجا  آنتی اکسیدانی میتوتمپو در سایر سیستم ها سازگار است )11( و 
شناخته   )SOD( سوپر اکسید دیسموتاز  مقلد  عنوان  به  نیتروکسیدها  که 
می شوند، میتوتمپو به عنوان یک سوپراکسید دیسموتاز میتوکندریایی و 
جاروب کننده رادیکال آزاد به طور مستقیم در خنثی سازی رادیکال های 

اکسیژن میتوکندریایی عمل می کند )3(.
علاوه بر این تجمع رادیکال های آزاد اکسیژن سبب تخریب پروتئین های 
باروری اسپرم  غشا و کروماتین اسپرم و سرانجام کاهش تحرک و توان 
میتوتمپو  میکرومولار   50 و   5 سطح  دو  آزمایش  این  در   .)12( می شود 
رقیق سازی  از  بعد  زمان های  در  اسپرم  کیفی  فاکتورهای  بهبود  موجب 
رادیکال  شدن  دیسموت  از  ناشی  مستقیم  طور  به  نتایج  این  شد.  منی 
اکسیژن و جمع آوری آن توسط میتوتمپو بوده است که با مطالعات قبلی 
اثرات غلظت های  بر روی اسپرم مطابقت دارد. لو و همکاران )2018( 
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ازفرایند  پس  انسانی  اسپرم های  کیفیت  روی  بر  را  میتوتمپو  از  مختلف 
انجماد یخ گشایی مورد بررسی قرار دادند و پیشنهاد کردند که افزودن 
ماندن،  زنده  اسپرم،  تحرک  بهبود  باعث  توجهی  قابل  طور  به  میتوتمپو 
یکپارچگی غشایی و پتانسیل غشا میتوکندری بعد از یخ گشایی می شود 
و  یافته  افزایش  آنتی اکسیدانی  آنزیم های  فعالیت  حال،  همین  در   .)5(
 50 و   5 است.  یافته  کاهش  میتوتمپو  گروه  در  مالون دی آلدهید   مقدار 
میکرومولار میتوتمپو به طور موثری کیفیت اسپرم، زنده مانی، تحرک و 
یکپارچگی غشا پلاسمایی را بهبود بخشیده است. در این مطالعه پتانسیل 
غشا میتوکندری اسپرم پس از سردسازی کاهش یافته و افزودن میتوتمپو 
)5-50 میکرومولار( به طور قابل توجهی روند کاهشی را متوقف کرده، 
مطابقت  دیگر  سیستم های  در  میتوتمپو  آزمایش  از  حاصل  نتایج  با  که 
دارد )4( که احتمالا علت اصلی اثرات حفاظت کنندگی میتوتمپو بر اسپرم 
بر روی  در مطالعه خود   )2019( این ژنگ و همكاران  بر  است. علاوه 
بيماران استنوزواسپرمي دریافتند افزودن غلظت هاي مختلف میتوتمپو به 
محیط انجماد باعث بهبود قابل توجهي در زنده مانی، تحرك، تماميت غشا 
پلاسمایی، پتانسيل غشا ميتوكندريايي، فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی 

و کاهش تشکیل محصولات اکسیداسیون می شود )11(. 

نتیجه گیری 
میتوکندریایی  هدفمند  آنتی اکسیدان  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج 
میتوتمپو دارای اثرات محافظتی مناسبی برای حفظ کیفیت اسپرم می باشد. 
هدفمند  آنتی اکسیدانی  خاصیت  دارای  مناسب  سطوح  در  ترکیب  این 
است و موجب حفظ فراسنجه های کیفی اسپرم پس از سردسازی می شود 
آنتی اکسیدان،  این  محافظتی  خواص  از  استفاده  با  می توان  نتیجه  در  و 

بازده باروری اسپرم را پس فرایند سردسازی حفظ نمود.
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