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چكيد ه 
این مطالعه به بررسی اثرات انجماد و افزودن روتین به رقیق کننده مایع منی گاو سمینتال انجام پذیرفته است. هدف از این مطالعه بررسی 
DNA اسپرم و میزان مالون دی آلدئید و ظرفیت تام آنتی  پارامترهای جنبایی، یکپارچگی غشای پلاسمایی، قدرت زنده ماندن و آسیب 
اکسیدانی اسپرم، جهت تشخیص غلظت موثر روتین برای انجماد مایع منی گاو سمینتال می باشد. روتین در پنج غلظت 0/2، 0/4، 0/6، 0/8 و 
1 میلی مولار، به ترتیب به رقیق کننده انجماد اسپرم گاو سمینتال اضافه شد. نتایج بدست آمده نشان داد که افزودن 0/4 و 0/6 میلی مولار 
روتین به طور معنی داری باعث بهبود شاخص های جنبایی کل و پیش رونده اسپرم، قدرت زنده مانی اسپرم، یکپارچگی غشای پلاسمایی، 
ظرفیت تام آنتی اکسیدانی و کاهش آسیب DNA اسپرم نسبت به گروه کنترل شد. بنابراین می توان نتیجه گیری کرد که افزودن 0/4 و 0/6 
میلی مولار روتین به محیط انجماد اسپرم گاو سیمنتال با افزایش بهبود کیفیت اسپرم بعد از فرایند انجماد، احتمالا ممکن است باعث بالارفتن 

نرخ باروری بعد از تلقیح مصنوعی با اسپرم منجمد شود. 
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This study investigates the effects of cryopreservation and supplementation of Simmental bull’s semen with Rutin. There-
fore, this study aimed to assess motility parameters, sperm viability, oxidative stress parameters, and DNA damage to detect 
the optimum concentrations of Rutin for Simmental bull semen cryopreservation. Five concentrations of Rutin with 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8, and 1.0 mM were added to the freezing extender of Simmental bull sperm, respectively. The obtained results 
showed that the addition of 0.4 and 0.6 mM of rutin significantly improves total motility, progressive motility, plasma mem-
brane integrity, total antioxidant capacity, reducing damage to sperm DNA, sperm viability and motility characteristics, ex-
cept STR, compared to the control group. In conclusion, supplementation with Rutin in cryopreservation medium protects 
Simmental bull sperm against ROS attack by enhancing the antioxidative defense. Therefore, we conclude that the addition 
of 0.4 and 0.6 mM rutin to the Simmental bovine sperm cryopreservation extender can improve post-freezing sperm quality 
and may improve conception rates after artificial insemination with frozen sperm. 
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مقدمه
سیستم تولیدمثل، از آنجایی که منجر به حفظ بقای نسل بشر و گونه های 
مختلف جانوران و سایر جانداران می شود، از اهمیت ویژه ای برخوردار 
می باشد و نارسایی در هر یک از بخش های آن، به نحوی در تولید، تکامل 
و عملکرد اسپرم ها موثر می باشند و رسیدن به این هدف را غیرممکن 
می سازد. با توجه به گسترش تلقیح مصنوعی اسپرم در گونه های مختلف 
دامی، شناسایی روش ها و موادی که بتوانند اسپرم ها را با بهترین کیفیت 
از محققین قرار گرفته است )18(.  حفظ نمایند مورد مطالعه بسیاری 
تلقیح مصنوعی، ابزاری ارزشمند برای گسترش ژن های مطلوبِ گاوهای 

نر منتخب در جمعیت های گاوهای ماده است )38(.
تولید و نگهداری اسپرم بصورت منجمد شامل مجموعه ای از فرایندهای 
مختلف شامل رقیق سازی اسپرم در رقیق کننده مناسب، فرایند انجماد 
و ارزیابی های بعد از یخ زدایی می باشد. حین فرایندهای انجماد و خنک  
کردن، اسپرم نسبت به فشار اسمزی نامتعادل، دناتوراسیون پروتئینی، 
اسیدوز سلولی، از دست رفتن انرژي، تخریب غشایی، کریستالیزاسیون 
بدنه سلولی، از بین رفتن ثبات اسکلت سلولی و ایجاد رادیکال های آزاد 

یا گونه های فعال اکسیژن حساس هستند )8(. 
مشکل اسپرم منجمد، کیفیت پایین اسپرماتوزوآ بعد از فرایند یخ زدایی 
فراساختاری  و  عملکردی  کیفیت  تغییرات  با  مشکل  این  و  است 
اسپرماتوزوآ مشخص می شود و عدم باروری تخمک را به همراه دارد 
غشای  غیراشباع  چرب  اسیدهای  حساسیت  خاطر  به  مسئله  این   .)1(

همچنین   .)41( می دهد  رخ  انجماد  حین  پایین  دماهای  به  پلاسمایی 
می توان گفت که یکی از علل کاهش باروری ناشی از تلقیح مصنوعی 
توازن  نتیجه عدم  در  که  است  اکسیداتیوی  استرس  اسپرم های منجمد، 
بین تولید گونه های فعال اکسیژن و دفاع آنتی اکسیدانی ایجاد می شود 
)19(. در مطالعات مختلف نشان داده شده است که سرد کردن و انجماد 
گونه های  تولید  با  و  می شود  اسپرم  در  قوی  اکسیداتیو  اثرات  سبب 
انواع  و  اسپرم  غشاء  در  لیپیدی  پراکسیداسیون  باعث  فعال،  اکسیژن 
تغییرات فیزیکی و شیمیایی سلول های اسپرم می شود و در نتیجه کاهش 

کیفیت اسپرم ها بعد از فرایند انجماد-یخ گشایی می شود )36(.
استفاده از آنتی اکسیدانی که در محیط رقیق کننده منی بتواند از اسپرم 
در برابر آسیب های انجماد-یخ گشایی محافظت کند بسیار حائز اهمیت 
اکسیدان های  آنتی  افزودن  که  می دهد  نشان  تحقیقات  نتایج  است. 
مختلف به رقیق کننده مایع منی گاو در طول نگهداری می تواند سبب 
بهبود قدرت زنده مانی و جنبایی اسپرم بعد از فرایند نگهداری شود، که 
بسته به نوع و غلظت آنتی اکسیدان ها می تواند متفاوت باشد )34، 42(. 
آنتی اکسیدان هایی که به رقیق کننده اضافه می شوند، می توانند عملکرد 
از  ناشی  اکسیداتیو  استرس  اثرات مضر  و  کنند  تقویت  را  اسپرماتوزوآ 
رادیکال های آزاد حین انجماد را کاهش دهند آنتی اکسیدان های طبیعی 
از  یکی  هستند.  شده  ذوب  و  منجمد  اسپرم  برای  خوبی  محافظ های 
آنتی اکسیدان هایی که می توان نام برد روتین است که یک فلاونوئید 
این  می شود.  شناخته  نیز   P ویتامین  عنوان  به  روتین،  است.  گیاهی 
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ماده به وفور در مرکبات یافت شده و دارای چندین ویژگی دارویی، 
از جمله محافظت از قلب )44(، ضد التهاب )28(، ضد سرطان )37( و 
داده  نشان  قبلی  )10، 30( می باشد. مطالعات  اکسیدانی  آنتی  فعالیت 
است که روتین می تواند مستقیمًا ROS را از طریق اهدای الکترون به 
رادیکال های آزاد پاک کند )16(. تحقیقات اخیر نقش محافظتی روتین را 
بر عملکرد تولیدمثلی نرها در شرایط آزمایشگاهی نشان می دهد )24(. 
بنابراین، هدف از این مطالعه بررسی تأثیرات روتین بر روی منی گاو 

بعد از فریند انجماد-یخ گشایی است.
 

مواد و روش ها
نحوه جمع آوری منی  

در این بررسی از سه راس گاو سیمنتال، با استفاده از واژن مصنوعی نمونه 
منی گرفته خواهد شد. تمامی گاوها از نظر رژیم غذایی، رژیم درمانی، 
شرایط نگهداری و مانکن مورد استفاده برای نمونه گیری )که یک گاو ماده 
بود( در شرایط کاملا یکسانی قرار خواهند داشت. در هر نوبت آزمایش 
از هر گاو یک نمونه اخذ شده و حجم نمونه ثبت می گردد و جهت عدم 

تفاوت گونه ای نمونه ها با هم ادغام می گردد. 
و  منی  مایع  لیتر  میلی   2-6 حدود  حجم  که  نمونه هایی  مطالعه  این  در 
غلظت بالای 109 × 1 اسپرم و تحرک حداقل 50 درصدی داشته باشند، 
اخذ شده و با هم ادغام می گردند. برای شمارش تعداد اسپرماتوزوئیدها 
تعداد  و  شد  خواهد  ارزیابی  هموسایتومتر  لام  توسط  لیتر  میلی  هر  در 
اطلاعات حجم نمونه منی  براساس  اسپرم ها مشخص می گردد. همچنین 
جمع آوری شده و نیز تعداد اسپرماتوزوئیدهای در نظر گرفته شده برای 
اسپرماتوزوئید(،  میلیون   15( داده خواهد شد  به سیستم  پایوت که  هر 
حجم رقیق کننده و تعداد پایوت های مورد نیاز برای بسته بندی محاسبه 

خواهد شد.
حجم مایع منی اخذ شده- )تعداد دوز اسپرم × حجم پایوت اسپرم }0/5 

سی سی{(= حجم مورد نیاز رقیق کننده
به دنبال اخذ منی از گاو، نمونه های به دست آمده در رقیق کننده تریس 
– اسید سیتریک )شامل تريس 2/66 گرم، اسيد سيتريك 1/47 گرم، گلوكز 
0/63 گرم، سیستئین 0/13 گرم،20% زرده تخم مرغ و پنی سیلین 1 میلی 
تا  تقطير  دوبار  مقطر  در آب  میلی گرم محلول   1 استرپتومایسین  و  گرم 
رساندن حجم به 100 میلی لیتر( )35( به نسبت 1 به 10 تا 1 به 15 )بسته 
به غلظت و شمارش اسپرم( رقیق خواهند شد )غلظت نهایی اسپرم در 
هر پایوت 15 میلیون( و سپس نمونه ها، در دستگاه بن ماری در دمای 37 
درجه سانتی گراد قرار داده خواهند شد. قابل ذکر است که برای هر گروه 

3 بار تکرار انجام خواهد پذیرفت.  
در این مرحله هر نمونه منی به گروه های زیر تقسیم می شود:

1- گروه اول )کنترل(: اسپرم + رقیق کننده استاندارد + 7% گلیسرول )35(
2- گروه دوم: اسپرم + رقیق کننده استاندارد + 7% گلیسرول + روتین 

0/2 میلی مول
3- گروه سوم: اسپرم + رقیق کننده استاندارد + 7% گلیسرول + روتین 

0/4 میلی مول
4- گروه چهارم: اسپرم + رقیق کننده استاندارد + 7% گلیسرول + روتین 

0/6 میلی مول

5- گروه پنجم: اسپرم + رقیق کننده استاندارد + 7% گلیسرول + روتین 
0/8 میلی مول

6- گروه ششم: اسپرم + رقیق کننده استاندارد + 7% گلیسرول + روتین 
1 میلی مول )46(.

بررسی حجم منی  
مدرج  لوله های  از  استفاده  با  منی  حجم  نمونه گیری،  از  پس  بلافاصله 
اندازه گیری می شد. نمونه هایی برای مطالعه مورد استفاده قرار می گرفتند 

که حجم آنها بیشتر از 0/75 میلی لیتر بود.

بررسی جنبایی اسپرم   
آنالیز  رایانه ای  سیستم  از  جنبایی،  شاخص های  و  جنبایی  بررسی  جهت 
 Videotest, St. Petersburg, ;3.2 Test Sperm( اسپرم یا کاسا  استفاده شد
 1 جدول  در  حاضر  مطالعه  در  مورداستفاده  کاسا  تنظیمات   .)Russia
لام  روی  بر  گروه  هر  از  میکرولیتر   5 بررسی  این  در  است.  ارائه شده 
 ,Olympus, BX41( نوری  میکروسکوپ  گرم  روی صفحه  بر  قرارگرفته 
از  بعد  ساعت   48 و   24 صفر،  زمان های  در  و  ریخته   )Tokyo, Japan
نگهداری در دمای یخچال، جنبایی کل، جنبایی پیش رونده و شاخصه های 
پیموده  مسیر  در  اسپرم  واقعی  سرعت  شاخص  شامل:  اسپرم  حرکتی 
شده )VCL(، سرعت اسپرم در خط مستقیم )VCL(، بسامد )فرکانس( 
حرکت های جانبی )BCF(، معیار مستقیم بودن حرکت اسپرم )STR( و 
میانگین سرعت در مسیر مستقیم )VAP ( مورد ارزیابی )3( قرار گرفتند 

)تعداد 500 اسپرم مورد ارزیابی قرار گرفت(.

بررسی قابلیت زنده مانی اسپرم   
ائوزین- رنگ آمیزی  اسپرم ها،  زنده مانی  قابلیت  میزان  بررسی  جهت 

مبنای  رنگ آمیزی  روش  این  در  گرفت.  قرار  مورداستفاده  نگروزین 
از اسپرم های مرده آسیب به غشای پلاسمایی  تشخیص اسپرم های زنده 
است به طوری که غشای اسپرم های مرده در برابر رنگ مذکور نفوذپذیر 
می گردند. بنابراین آن دسته از اسپرم هایی که رنگ گرفته بودند به عنوان 
اسپرم هاي مرده در نظر گرفته شدند. در این مطالعه از هر نمونه، تعداد 
200 اسپرم مورد بررسی قرار گرفت و نتایج حاصل در قالب درصد بیان 

شدند )45(.

  )HOST( بررسي يكپارچگي غشای پلاسمایی اسپرم تست
مني  نمونه هاي  اسپرماتوزوئيدهاي  پلاسماي  غشاء  يكپارچگي  ارزيابي 
جمع آوري شده با استفاده از روش آزمايش HOS انجام گرفت. براي اين 
منظور محلول HOS با حل كردن 0/735 گرم سيترات سديم و 1/351 گرم 

فروكتوز در 100 ميلي ليتر آب مقطر انجام گرفت گزارش گرديد.

ارزیابی آسیب DNA اسپرم  
برای ارزیابی هرگونه شکستگی در دو رشته DNA اسپرم، از رنگ آمیزی 
آکریدین اورنج استفاده شد. پس از تهیه اسمیر از نمونه ها و خشک شدن 
آن ها، لام ها به مدت 24 ساعت توسط محلول کارنوی فیکس گردیدند 
و بعد به مدت 10 دقیقه توسط رنگ آمیزی آکریدین اورنج رنگ آمیزی 
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شدند.

ارزیابی ظرفیت تام آنتی اکسیدانی  
جهت ارزیابی ظرفیت آنتی اکسیدانی، از کیت سنجش ظرفیت تام آنتی 
 Total Antioxidant Capacity ;15012-Naxifer™ -Cat# NS( اکسیدانی
شرکت   )Assay Kit-TAC; Navand Salamat Company; Urmia; Iran
نوند سلامت مورد استفاده قرار گرفت. واحد ظرفیت تام آنتی اکسیدانی 

بصورت mmol/L بیان گردید.

  )MDA( ارزیابی میزان مالون دی آلدئید
 MDA (Nalondi™-Lipid Peroxidation Assay کیت  از  ارزیابی  جهت 
نوند  شرکت   )Kit (NID); Navand Salamat Company; Urmia; Iran
سلامت مورد استفاده قرار گرفت و میزان MDA بصورت mmol/L بیان 

گردید.

روش ارزیابی آماری  
از  استفاده  با   26 نسخه   SPSS آماری  نرم افزار  اســتفاده  با  داده ها 
قرار  تحلیل  تجزیه  و  مورد   One-way ANOVA و   Tukey تست های 

گرفت و سطح معنی داری P>0/05 در نظر گرفته شد.

نتایج  
جنبایی کل اسپرم

بررسی جنبایی کل اسپرم ها نشان داد که گروه هایی که 0/4، 0/6، 0/8 و 1 
میلی مولار روتین دریافت کرده بودند بطور معنی داری )p>0/05( بالاتر 
از گروه کنترل بودند )جدول 1(. در این بررسی مشخص گردید که بین 
گروه های حاوی 0/8 و 1 میلی مولار روتین و همچنین بین گروه های 0/2 
میلی مولار و کنترل اختلاف معنی داری وجود نداشت )جدول 1(. در این 
بررسی مشخص گردید که گروه های حاوی 0/4 و 0/6 میلی مولار روتین 
دارای بالاترین )p>0/05( درصد جنبایی کل اسپرم ها در بین سایر گروه ها 

می باشد )جدول 1(.

جنبایی پیش رونده
بررسی درصد جنبایی پیش رونده نشان داد که گروه های 0/2 میلی مولار 
جنبایی  درصد  کمترین   )p>0/05( معنی داری  بطور  کنترل  و  روتین 
پیش رونده را به خود اختصاص داده بودند )جدول 1(. همچنین در این 
بررسی مشخص گردید که درصد جنبایی پیش رونده گروه هایی که 0/4، 
معنی داری  بطور  بودند  کرده  دریافت  روتین  میلی مولار   1 و   0/8  ،0/6
گروه های  که  بود  حالی  در  این  بودند،  کنترل  گروه  از  بالاتر   )p>0/05(
درصد  میزان   )p>0/05( بالاترین  روتین  مولار  میلی   0/6 و   0/4 حاوی 

جدول1- اثر افزودن غلظت های مختلف روتین در رقیق کننده منی بر جنبایی کل و پیش رونده اسپرم گاو پس از افزودن غلظت های مختلف 

روتین در رقیق کننده منی.

- حروف مختلف )a-d( در هر ردیف نشان دهنده اختلاف معنی دار p >0/0۵ است. 

- * واحد ها بصورت میلی مولار می باشد

- VCL: سرعت در مسیر میانگین؛ VSL: سرعت در مسیر مستقیم؛ VAP: سرعت در مسیر منحنی؛ STR: راستی مسیر طی شده؛ BCF: تناوب عرضی زنش. حروف مختلف 

)a-d( در هر ردیف نشان دهنده اختلاف معنی دار p >0/0۵ است.

- * واحد ها بصورت میلی مولار می باشد

جدول2- میانگین )± خطای استاندارد( تغییرات شاخص های جنبایی اسپرم گاو پس از افزودن غلظت های مختلف روتین در رقیق کننده.

*1 روتین*0/8 روتین*0/6 روتین*0/4 روتین* 0/2 روتینکنترلشاخص

d 63/50±1/34 cd 74/29±1/78 a 71/19±1/25 a 66/92±1/53 b 65/31±1/45 bc 1/47±61/30 )%( جنبایی کلی

c 21/75±1/22 c 35/44±1/56 a 34/11±1/30 a 28/45±1/29 b 26/20±1/53 b 1/39±19/21 )%( جنبایی پیش رونده

*1 روتین*0/8 روتین*0/6 روتین*0/4 روتین* 0/2 روتینکنترلشاخص

VCL )µm/S( 37/49±1/75 d 38/70±1/28 d 47/25±1/70 a 45/35±1/22 ab 42/27±1/45 bc 40/45±1/70 cd

VSL )µm/S( 21/60±1/33 c 23/09±1/45 c 33/41±1/39 a 32/40±1/83 a 28/39±1/48 b 27/47±1/19 b

VAP )µm/S( 28/24±1/61 d 30/65±1/58 c 42/76±1/81 a 39/22±1/56 a 35/83±1/05 b 35/70±1/24 b

STR )%( 64/39±1/47 a 64/42±1/75 a 65/11±1/63 a 64/85±1/59 a 64/69±1/40 a 64/47±1/63 a

BCF )Hz( 2/73±0/15 a 2/75±0/11 a 2/79±0/13 a 2/79±0/15 a 2/78±0/13 a  2/77±0/19 a

ارزیابی استفاده از مکمل روتین در  ...
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جنبایی پیش رونده را به خود اختصاص داده بودند )جدول 1(. 

شاخص های جنبایی اسپرم
)VCL( شاخص سرعت واقعی اسپرم در مسیر پیموده شده

بررسی شاخص VCL نشان داد که گروه های 0/4، 0/6 و 0/8 میلی مولار 
گروه  از  بالاتر   VCL شاخص  میزان   )p>0/05( معنی داری  بطور  روتین 
کنترل بود )جدول 2(. در این مطالعه همچنین مشخص گردید که افزودن 
0/2، 0/8 و 1 میلی مولار روتین نتوانست بهبودی در این شاخص نسبت 

به گروه کنترل ایجاد نمایند )جدول 2(.

شاخص سرعت اسپرم در خط مستقیم )VSL( و میانگین سرعت در 
  )VAP( مسیر مستقیم

افزودن  نتایج نشان می دهند که   ،VAP و   VSL بررسی شاخص های  در 
معنی دار  طور  به  مولار  میلی   1 و   0/8  ،0/6  ،0/4 غلظت های  با  روتین 
درمانی  گروه های  سایر  به  نسبت  را  شاخص  دو  این  میزان   )p>0/05(
افزایش داده اند )جدول 1(. علاوه بر این، نتایج نشان می دهند که میزان 
بین  روتین،  مولار  میلی   0/2 گروه  و  کنترل  گروه  بین  شاخص  دو  این 
گروه های 0/4 و 0/6 میلی مولار روتین، و بین گروه های 0/8 و 1 میلی 

مولار روتین، اختلاف معنی داری وجود ندارد )جدول 2(.

  )STR( شاخص معیار مستقیم بودن حرکت اسپرم
از  هیچکدام  بین  در  که  می دهد  نشان   STR شاخص  درصد  بررسی 
گروه های درمانی اختلاف معنی داری )p<0/05( وجود ندارد )جدول 2(.

  )BCF( حرکت های جانبی )شاخص بسامد )فرکانس
افزودن دوزهای روتین هیچ گونه  با  BCF نشان داد که  بررسی شاخص 
اختلاف معنی داری بر میزان این شاخص ایجاد نکرده و اختلاف معنی داری 

)p<0/05( وجود ندارد )جدول 2(.

زنده مانی اسپرم  
بررسی درصد زنده مانی اسپرم نشان داد که افزودن 0/4، 0/6، 0/8 و 1 
میلی مولار روتین به رقیق کننده مایع منی گاو سیمنتال باعث افزایش 
معنی دار )p>0/05( درصد اسپرم های زنده نسبت به گروه کنترل می شود. 
در این بررسی همچنین نشان داده شد گروه های 0/4 و 0/6 میلی مولار 
روتین، دارای بالاترین )p>0/05( درصد اسپرم های زنده نسبت به سایر 
گروه های درمانی را به خود اختصاص داده اند )جدول 3(. علاوه بر این 
اختلاف  روتین  مولار  میلی   0/2 و  کنترل  گروه های  بین  گردید  مشخص 

معنی داری وجود ندارد )جدول 3، شکل 1(.

بررسی درصد یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم  
 HOS بررسی درصد پیوستگی غشاء پلاسمایی اسپرم با استفاده از روش
روتین،  مولار  میلی   1 و   0/8  ،0/6  ،0/4 حاوی  گروه های  که  داد  نشان 
بطور معنی داری )p>0/05( باعث بهبود پیوستگی غشاء پلاسمایی اسپرم 
بعد از فرایند انجماد-یخ گشایی نسبت به سایر گروه های درمانی می گردد 
)جدول 3(. علاوه براین مشخص شد که بین گروه های 0/4 و 0/6 میلی 
مولار، بین گروه های 0/8 و 1 میلی مولار، بین گروه های 1 و 0/2 میلی 
مولار و بین گروه های 0/2 میلی مولار روتین و کنترل اختلاف معنی داری 

شکل 1- زنده مانی اسپرم گاو سیمنتال بعد از فرایند انجماد-یخ گشایی با استفاده از روش ائوزین-نگروزین. فلش سفید نشانگر  اسپرم های 

مرده )رنگ گرفته( و  فلش سیاه نشانگر اسپرم های زنده )رنگ نگرفته(. بزرگ نمایی 400 برابر.
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وجود ندارد )جدول 3، شکل 2(.

بررسی درصد آسیب  DNA اسپرم  
بررسی آسیب DNA اسپرم ها نشان داد که افزودن 0/2، 0/4، 0/6، 0/8 
فرایند  از  بعد  را  اسپرم   DNA آسیب  توانستند  روتین  مولار  میلی   1 و 
کنترل  گروه  به  نسبت   )p>0/05( معنی داری  بطور  یخ گشایی  انجماد- 

کاهش دهند )جدول 3(.

بررسی ظرفیت تام آنتی اکسیدانی  
بررسی ظرفیت تام آنتی اکسیدانی نشان داد که گروه های حاوی 0/4، 0/6، 
آنتی اکسیدانی  تام  میزان ظرفیت  توانستند  روتین  مولار  میلی   1 و   0/8
را بطور معنی داری )p>0/05( نسبت به گروه 0/2 میلی مولار روتین و 
کنترل افزایش دهد )جدول 4(. علاوه براین مشخص گردید بین گروه های 
0/4 و 0/6 میلی مولار روتین، بین گروه های 0/8 و 1 میلی مولار، بین 
گروه های 1 و 0/2 میلی مولار و بین گروه های 0/2 میلی مولار روتین و 

کنترل اختلاف معنی داری وجود ندارد )جدول 4(.

بررسی میزان مالون دی آلدئید  
بررسی میزان مالون دی  آلدئید نشان می دهد که تمامی گروه هایی که به 
آن ها روتین افزوده گردیده بود )0/4، 0/6، 0/8 و 1 میلی مولار روتین( 
به استثناء گروهی که 0/2 میلی مولار افزوده شده بود توانستند بطور 
به  نسبت  آلدئید  دی  مالون  میزان  کاهش  باعث   )p>0/05( معنی داری 

گروه کنترل شوند )جدول 4(. 

بحث  
در این مطالعه، اثرات افزودن روتین در رقیق کننده اسپرم گاو طی مراحل 
که  داد  نشان  نتایج حاضر  قرار گرفت.  انجماد-یخ گشایی مورد مطالعه 
کیفی  فراسنجه های  قابل توجهی  به طور  روتین  حاوی  اسپرم  نمونه های 

اسپرم گاو را بعد از انجماد- یخ گشایی بهبود می بخشد.
کار  به  منجمد  اسپرم  کیفیت  افزایش  برای  زیادی  اکسیدان های  آنتی 
می روند. اما با وجود برخی اطلاعات امیدوارکننده، اثرات محافظتی این 
آنتی اکسیدان ها در زمان انجماد همواره اندک و محدود است. به عنوان 
نانوذرات اکسید روی )21( در محیط  یا  افزودن رسوراترول )15(  مثال 
انجماد باعث کاهش آسیب پراکسیداسیون لیپیدی یا آسیب DNA اسپرم 
را  اسپرم  جنبایی  به  مربوط  فاکتورهای  به طرز محسوسی  اما  می شود. 
بهبود نمی دهد. گرچه باید توجه داشت که جنبایی و باروری دو فراسنجه 
مجزا هستند و جنبایی به معنای بارور بودن نیست ولی همچنان جنبایی 
جنبایی   .)29( است  بارور  اسپرم  یک  ویژگی های  ضروری ترین  از  یکی 
و  است  اسپرم  کیفیت  به  مربوط  فاکتور های  مهم ترین  از  یکی  اسپرم 
ضعیف بودن جنبایی اسپرم باعث ناباروری می گردد )27(. در بررسی که 
توسط ورستگان و همکاران 2002 انجام گرفته است مشخص کرده اند كه 
شاخص های جنبایی از اهميت ویژه ای برخوردار هستند )43(. در مطالعه 
حاضر نشان داده شد که افزودن روتین در بعضی دوزها می تواند باعث 
بهبود عملکرد اسپرم گاو سیمنتال بعد از فرایند انجماد- یخ گشایی گردد. 

شکل2- یکپارچگیغشاء پالسماییاسپرم گاو سیمنتالبعد از فرایندانجماد-یخ گشاییبا استفاده از روشHOS. فلش سفید 168

نشانگر اسپرم هایدم خمیدهدارایغشاء پالسماییسالم؛ فلش سیاهنشانگر اسپرمهایبا دم صاف دارایغشاء پالسماییناسالم 169

بزرگ نمایی400برابر.
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گزارش اینانچ و همکاران در سال 2018 )20( بر روی شاخص های جنبایی 
مستقیم،  خط  سرعت  خطی،  انحنای  سرعت  بین  که  داد  نشان  اسپرم 
تلقیح  از  پس  لقاح  نرخ  با  متقاطع  فرکانس ضربان  و  جابجایی  دامنه ی 
مصنوعی همبستگی مثبت وجود دارد. مقالات مختلف بیان کرده اند که 
 )17( B12 و ویتامین )4( C ویتامین ،)47( E ویتامین هایی مانند ویتامین
از یخ گشایی دارند. در  افزایش جنبایی اسپرم پس  تأثیر قابل توجهی بر 
از  مانع  می تواند  کننده ها  رقیق  در  اکسیدان ها  آنتی  از  استفاده  نتیجه 
 .)11( شود  لیپیدی  پراکسیداسیون  و  اکسیژن  آزاد  رادیکال های  افزایش 
بنابراین، کاهش میزان رادیکال های آزاد اکسیژن ممکن است باعث بهبود 

جنبایی و قدرت زنده مانی اسپرم شود )7(. 
بر اساس تحقیقات، اسپرم می تواند در طول انجماد تحت تغییرات نکروز 
حاد قرار گیرد که در درجه اول به دلیل عدم تعادل اسمزی است. پس 
از یخ گشایی، مقدار زیادی از اسپرم باقیمانده می تواند در معرض آسیب 
آپوپتوز  کشنده قرار گیرد که ممکن است منجر به مرگ سلولی مشابه 
شود و در نتیجه طول عمر آن ها را کوتاه کند. یافته ها بر اهمیت افزایش 
روش های انجماد برای ذخیره سازی مایع منی و نیاز به مطالعات بیشتر 
می کنند  تأکید  اسپرم  کیفیت  حفظ  برای  مؤثرتر  تکنیک های  ارائه  برای 
)33( علت اصلی آسیب سلول های اسپرم در حین انجماد، اختلالی است 
که به پلاسمای غشاء اسپرم وارد می شود )41(. در طول فرآیند انجماد، 
ژل  به  مایع  فاز  تغییر  باعث  فسفولیپید  جانبی  حرکت  محدودیت های 
تغییرات  این  می کند.  شکننده  و  سفت  را  پلاسمایی  غشاء  و  می شود 

به طور  پروتئین ها  بنابراین،  و  می شود  لیپیدی  فاز  جداسازی  به  منجر 
ماندن  زنده  بهبود  منظور  به   .)12( برگشت ناپذیر خوشه بندی می شوند 
اسپرم و حفظ عملکرد غشای پلاسمایی، استفاده از رقیق کننده مناسب و 
حفظ دمای ایده آل در طول نگهداری ضروری است. انصاری و همکاران 
دریافتند که کاهش درصد آکروزوم های سالم دست نخورده و کل فعالیت 
آکروزین حداقل تا حدی مسئول آسیب عملکردی غیرقابل برگشتی است 
که انجماد می تواند بر زنده مانی اسپرم وارد کند )6(. برای جلوگیری از 
اثرات مضر ذخیره سازی بر کیفیت مایع منی، مانند کاهش زنده ماندن و 
عملکرد غشای پلاسمایی، رقیق کننده هایی حاوی آنتی اکسیدان ها و مواد 
شیمیایی محافظ تکمیل می شوند )22، 23(. در مطالعه ای خو و همکاران 
در سال 2020 نشان دادند که، افزودن روتین به رقیق کننده منی  نه تنها 
باعث افزایش جنبایی اسپرم می شود بلکه خصوصیات فیزیولوژیک اسپرم 
را نیز بهبود داد. در این مطالعه همچنین مشخص شد استفاده از روتین 
GLP، در عملکرد میتوکندری و پیوستگی آکروزوم نقش  با  در مقایسه 
بهتری ایفا می کند؛ ولی تفاوت معنی داری میان روتین و ویتامین C در 
این  در  نداشت.  وجود  اسپرم  به  مربوط  فیزیولوژیک  پارامترهای  مورد 
مطالعه نشان داده شد که روتین به طرز محسوسی باعث افزایش نرخ 
نشان  نیز  در مطالعه حاضر   .)46( بلاستوسیست می شود  نرخ  و  تسهیم 
داده شد که روتین می تواند باعث بهبود قدرت زنده مانی و یکپارچگی 

غشاء اسپرم بعد از فرایند انجماد و یخ گشایی گردید. 
یک  عنوان  به  که  اسپرم،  انجماد  فرآیند  که  است  داده  نشان  تحقیقات 

جدول 3- درصد قابلیت زنده مانی، یکپارچگی غشاء و آسیب DNA اسپرم گاو پس از افزودن غلظت های مختلف روتین در رقیق کننده.

جدول 4- میانگین میزان ظرفیت تام آنتی اکسیدانی و مالون دی آلدئید در گروه های درمانی مختلف طی فرایند انجماد- یخ گشایی اسپرم گاو سیمنتال.

- حروف مختلف )a-d( در هر ردیف نشان دهنده اختلاف معنی دار p >0/0۵ است.

- * واحد ها بصورت میلی مولار می باشد

- حروف مختلف )a-d( در هر ردیف نشان دهنده اختلاف معنی دار p>0/0۵ است.

- * واحد ها بصورت میلی مولار می باشد.

*1 روتین*0/8 روتین*0/6 روتین*0/4 روتین* 0/2 روتینکنترلشاخص

d 61/79±1/43 cd 72/65±1/39 a 69/30±1/57 a 65/76±1/30 b 64/22±1/25 bc 1/40±59/31 )%( زنده مانی اسپرم

c 55/71±1/70 bc 65/39±1/45 a 63/78±1/67 a 58/41±1/22 b 57/70±1/34 b 1/42±53/63 )%( یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم

DNA )%(9/24±0/35 a 8/83±0/19 b 5/10±0/14 d 5/83±0/11 d 7/05±0/19 c 7/83±0/12 c آسیب

*1 روتین*0/8 روتین*0/6 روتین*0/4 روتین* 0/2 روتینکنترلشاخص

mmol/L( 1/20±0/12 c 1/23±0/15 c 3/35±0/14 a 3/04±0/14 a 2/56±0/18 b 2/40±0/11 b( ظرفیت تام آنتی اکسیدانی

mmol/L( 2/63±0/15 a 2/35±0/11 a 0/44±0/14 d 0/61±0/11 c 1/53±0/15 b 1/60±0/11 b( مالون دی آلدئید
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فرآیند غیرمطلوب در نظر گرفته می شود، منجر به ناپایداری کروماتین و 
شکستگی تکه های DNA در اسپرم گرازها و پرندگان می شود )14(. آسیب 
فرآیند  در طول  که  است  مکانیسم های مختلفی  از  ناشی  احتمالاً   DNA
داخلی،  آنتی اکسیدان های  غلظت  کاهش  اثر  بر  و  می دهد  رخ  انجماد 
ویژگی های ساختاری و عملکردی اسپرم به خطر می افتد )2(. شکستگی 
دو رشته ای DNA به دلیل تولید بالای ROS، اختلال در آنزیم های ترمیم 
ایاد  را  اسپرم   DNA مولکول  ژنومی  نواحی  در  مکانیکی  تنش  و   DNA
سلولی  انقباض  دلیل  به  کروماتین  تراکم  نواحی،  این  در  زیرا  می نماید، 
می تواند   DNA آسیب  که  داده اند  نشان  تحقیقات   .)9( می یابد  افزایش 
یکی از علل ناباروری در دام های نر باشد و روتین توانسته است باعث 
کاهش آسیب DNA اسپرم در گوسفند شود )31، 32، 40(. احتمالاً روتین 
از طریق ورود به فضای داخلی سلول به طرقی مانند انتشار غیرفعال یا 
اندوسیتوز، با غشاهای بیولوژیکی تعامل داشته باشد و بتواند از آسیب 
ناشی از یخ زدگی جلوگیری کنند و فرآیند بازسازی سلولی را تقویت کنند 
)26(. در مطالعه حاضر نشان داده شد که افزودن روتین به رقیق کننده 
اسپرم   DNA آسیب  و  غشاء  یکپارچگی  بهبود  باعث  می تواند  گاو  منی 
بعد از فرایند انجماد و یخ گشایی گردد. این نتایج موید پژوهشی بود که 
نشان دادند که افزودن روتین به محیط سرمایش باعث بهود قابل توجه 
 DNA و  آکروزوم  یکپارچگی  و  میتوکندری  عملکرد  غشاء،  یکپارچگی 
از طریق  روتین  که  کرد  تأیید  نیز  دیگر  مطالعات   .)46( اسپرم می شود 
پارامترها در موش  بهبود  باعث  اکسیدانی خود، می توانند  آنتی  فعالیت 

سوری شود )13، 39(.
در مطالعه حاضر نشان داده شد که افزودن روتین به رقیق کننده مایع 
میزان  و  اکسیدانی  آنتی  تام  ظرفیت  میزان  می تواند  سیمنتال  گاو  منی 
 )25( و همکاران  در مطالعه ای خان  بخشد.  بهبود  را  آلدئید  مالون دی 
گزارش کردند که اضافه کردن روتین، اثرات آسیب زای رادیکال های آزاد 
و یا پراکسیداسیون لیپیدی بر اسپرم را با بهبود فعالیت آنزیم های آنتی 
اکسیدانی در مدل موش تضعیف می کند. مطابق با نتایج به دست آمده، 
آنتی  ظرفیت  روتین،  که  داده اند  گزارش  نیز   )5( همکاران  و  آناپورنا 
 SOD، CAT اکسیدانی را توسط افزایش فعالیت  آنزیم های آنتی اکسیدانی
و GSH-Px در موش افزایش می دهد. تفسیر احتمالی برای مکانیسم آنتی 
اکسیدانی با استفاده از روتین این است که روتین قادر است الکترون هایی 
را اهدا کند که مستقیمًا هدف رادیکال های هیدروکسیل و سوپراکسید 

هستند )16(. 

نتیجه گیری  
این یافته ها نشان می دهد که افزودن روتین در دوزهای بین 0/4 تا 0/8 
میلی مولار به رقیق کننده منی می تواند پارامترهای اسپرم، ظرفیت تام 
آنتی اکسیدانی و میزان مالون دی آلدئید اسپرم را بهبود بخشد. همچنین 
از این نتایج می توان اینگونه نتیجه گیری نمود که دوزهای کم مانند 0/2 
میلی مولار نمی تواند خاصیت آنتی اکسیدانی کافی برای بهبود پارامترهای 
در  مختلف  نتایج  به  توجه  با  همچنین  گردد.  یخ گشایی  از  بعد  اسپرم 
دوزهای بالاتر از 0/8 میلی مولار در پارامترهای مختلف اسپرم، می توان 
اثرات  روتین  بالاتر  دوزهای  است  ممکن  که  نمود  نتیجه گیری  اینگونه 
توکسیک بر روی اسپرم داشته باشد و بایستی با احتیاط مصرف گردند.  

متوسط  دوزهای  در  روتین  که  کرد  کلی  نتیجه گیری  می توان  بنابراین، 
بهبود  را  گاو سیمنتال  می تواند کیفیت منی منجمد- یخ گشایی شده در 
رقیق  در  روتین  افزودن  اثرات  تعیین  برای  بیشتر  مطالعات  اما  بخشد، 

کننده بر باروری گاو ضروری است.

تشکر و قدردانی  
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه ارومیه که با تصویب و 
حمایت مالی امکان انجام مطالعه را فراهم آوردند تشکر به عمل می آید.

پاورقی ها
1-Computer-assisted sperm analysis.
2-Curvilinear Velocity.
3-Straight – line Velocity.
4-Beat Cross Frequency.
5-Sperm Track Straightness.
6-Average Path Velocity.
7-Ganoderma Lucidum Polysaccharide.
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