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چکیده
نژادگاواسپرمپارامترهاي حیاتیولیپیديپراکسیداسیونمیزانبرکاتچیناکسیدانی ثیر خواص آنتیأت،حاضر يهدف از مطالعه

مهبلکمکبه هفتهر دبارو د، هلشتاین نژاد بالغ س گاوأر چهار ازاین پژوهش  در. باشدمیذوب-انجمادفرایندازپسهلشتاین
 .شدندمخلوطبا هم مساويي هانسبتبه ل هاانزاها،دامفردياثراتبردنبینازجهت.آوري شدجمع منیهاي نمونهمصنوعی

 به کاتچینلیتربر میلیم گرمیلی40و  30، 20، )شاهد(مقادیر صفر .تقسیم شدند) تکرار 8(گروه  چهارصورت مساوي به بههانمونه
مدت بهتعادل،وسردسازيطی مراحل ازپس ي منیهانمونه. اضافه شد هابه نمونهتخم  يزرده -سیترات يبر پایهکننده رقیق همراه

.شدش روش الایزا سنج بااسپرم هاي آلدئید در نمونهدينمالو فرایند ذوب، میزانپس از . دشدني نگهدارت ازداخل تانکر دروز 30
غشا، میزان یکپارچگی، نتایج با توجه به.زنده مورد بررسی قرار گرفتهاياسپرمتحرك و درصدغشا، میزان یکپارچگی ،همچنین

در مقایسه با  کاتچین لیترگرم بر میلیمیلی40و 30، 20ي هابا غلظتتحت تیمار اسپرمهاي در نمونه زندههاياسپرمتحرك و درصد
داري طور معنیبهصورت وابسته به دوز بهآلدئید ديمالون میزانداري افزایش و طور معنیبهصورت وابسته به دوز به گروه شاهد
پراکسیداسیون و کاهش اسپرمحیاتیپارامترهاي بهبودموجب  گاو مایع منیيکنندهرقیقدرکاتچینازاستفاده،بنابراین.کاهش یافت

.دشومیذوب-انجمادفرایندازپساسپرم در لیپیدي

گاو ،پراکسیداسیون لیپیدي، اسپرم، کاتچین:کلیديکلمات

مقدمه
نگهداريوحفظجهتمهمهايفناوريازیکی.

حفاظت،اسپرمماندگاريافزایشوژنتیکیذخایر
تلقیحمزایايه بدستیابیمنظوربهاست و انجمادي
صورتبهمنیمایعتمدطولانیسازيذخیرهو مصنوعی

. )Purdy 2006(دشومیمحسوبامر ضروريیکدمنجم
هرگاهکهاستاستوارپایهاینبرانجمادمکانیسم 
دما منجمد کاهشاثردرسلولدرموجودسیتوپلاسم

یاسلول کاهش ومولکولیو  بیوشیمیاییفرآیندهاي،شود
به.یابدمیافزایشسلوليبقانتیجهدرشود، میمتوقف

هايفعالیت کاهشباانجمادد فرآینعبارت دیگر 
راآنطولانی مدتسازيذخیرهن امکام اسپرمتابولیکی

فرآیندطی).Moce and Vicente 2009(دکنمیا مهی
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. شوندها میغشا و اختلال در ساختمان میتوکندري
باروريت قدروتحركمانی،زنده، کیفیتهمچنین 

).Vilela et al. 2017(یابد کاهش میهااسپرم
فرایند انجماد اسپرم با  ،طی تحقیقات انجام شده

هاي گر اکسیژن سبب آسیبهاي واکنشتشکیل گونه
این امر از عوامل مهم در کاهش . شوداکسیداتیو می

گشایی است تحرك و باروري اسپرم پس از یخ
)Chatterjee and Gagnon  ،طی فرایند انجماد. )2001

نتیجهدر،گیردمیسرمایی قرارشوكض معردرمنیمایع
هايواکنشتربیشواسطه درصدبهغشااکسیداسیونمیزان
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Yue(یابد میافزایشاکسیداتیو  et al. اسپرم). 2005
غیراشباع،واشباعچرباز اسیدهايمملوپستانداران
انواعاثرمستعدبسیارکهاستو استرولفسفولیپید

آمدنوجوده باین امر سبب. باشدمیهاي فعالاکسیژن
اغلبکلیطوربه.شودمیساختمانی اسپرمهايآسیب
آسیب ها،سلولتمامدرلیپیديمهم پراکسیداسیوناثرات

وسلولیداخلهايارگانل، اختلال در غشاساختار در
هاي گیرندهانتقال غشا و اختلال درفرآیندهاي تغییر

Lucio(است غشایی  et al. 2016.(
آزاد هاي رادیکالسنتزکههستندترکیباتیهااکسیدانآنتی

کنندمیمقابلههاآنفعالیتبایاوکردهرا مهار
)Glasauer and Chandel 2014.(و اسپرمهاي سلول

وآنزیمیاکسیدانیمکانیسم آنتیدارايمایع منی 
مایع منی  سازيفرآیند رقیقدرولیباشندمیغیرآنزیمی

داخلی هاياکسیدانآنتیسازي،جهت انجماد و ذخیره
بنابراین جهت. دنیابمیکاهشموجود در مایع منی

افزودنبهنیاز،اسپرمهاي اکسیداتیو جلوگیري از آسیب
 .Farhadi et al(استخارجیاءبا منشاکسیدانآنتی

 مانند هاي متنوعیاکسیدانلازم به ذکر است آنتی.)2016
آنیزول و هیدروکسیتولوئن، بوتیلایتدبتاهیدروکسی

جهت محافظت اسپرم در طول فرایند  گالاتپروپیل
 .Malo et al(گیردقرار میمورد استفاده ذوب-انجماد

سنتتیک هاي اکسیدانآنتی زبا این حال، استفاده ا. )2011
داراي عوارض متنوعی است که اخیراً محققین  )مصنوعی(

-هاي اسپرم منجمد را به جایگزینی آنتیو تولید کننده

هاي گیاهی متمایل اکسیدانهاي صناعی با آنتیاکسیدان
.Daghighkia et al(کرده است  رقیق از طرفی ). 2015

ناپذیر سازي امري اجتنابکردن مایع منی در زمان ذخیره
اکسیدانی به مایع منی است بنابراین افزودن ترکیبات آنتی

.اند مفید باشدتوسازي میدر زمان ذخیره
 26/290وزن مولکولی  و C15H14O6با فرمول ن اتچیک

به چاي سبز يفلاونوئیدهاترین از فراوانگرم بر مول
 کاتچین). Gadkari and Balaraman 2015(رود شمار می

درصد از وزن  35تا  25و حدود  است ال-3-فلاوانیک

ترین از مهمهمچنین  ،دشوخشک چاي سبز را شامل می
 Gadkari(رودشمار میبه هاي چاي سبزاکسیدانآنتی

and Balaraman 2015 .(سبز شامل هاي چاي کاتچین
-گالوکاتچین و اپیکاتچین گالات، اپیکاتچین، اپیاپی

ترین ترین و فعالفراوان. باشندگالات می- 3-گالوکاتچین
گالوکاتچین اکسیدانی اپیکاتچین از نظر فعالیت آنتی

Choi(باشد گالات می et al. 2016 .( طی تحقیقات انجام
قابلیت تحرك، تواند چاي سبز می يشده تجویز عصاره

-هاي اسپرممورفولوژي طبیعی اسپرم و همچنین قطر لوله

هاي تلیوم زایا را در موشساز، قطر لومن و ضخامت اپی
سدیم آرسنیت تا حدود زیادي  يصحرایی مصرف کننده

. )Shariatzadeh and Mohammadi 2015(بهبود بخشد
 يعصاره کاتچین موجود در مشخص شده استهمچنین 

-اکسیدان قوي با مهار استرسعنوان یک آنتیبز بهچاي س

اکسیداتیو ناشی از سدیم آرسنیت، پراکسیداسیون لیپیدي 
ها را در اسپرم کاهش داده و بدین ترتیب از مرگ اسپرم

 Shariatzadeh and Mohammadi(نماید جلوگیري می

کاتچین داراي خواص تحقیقات نشان داده است ).2015
-عنوان آنتیهاي آزاد بوده و بهرادیکال يمهار کننده

Spadiene(کند اکسیدان بیولوژیک عمل می et al. 2014 .(
هاي تواند رادیکالهمچنین مشخص شده است کاتچین می
Spadiene(سوپراکسید و هیدروکسیل را مهار کند  et al. 

ها علاوه بر اثرات گزارش شده است کاتچین). 2014
-طور غیرمستقیم آنتیتوانند بهیم، میاکسیدانی مستقآنتی

 Lambert(هاي درون سلولی بدن را افزایش دهنداکسیدان

and Elias 2010( .موش همچنین مشخص شده است-

-اند افزایش سطوح آنتیهایی که کاتچین دریافت کرده

، )GPX(هاي درونی، از قبیل گلوتاتیون پراکسیدازاکسیدان
و  )SOD(سوپراکسید دسموتاز، )GR(ردوکتازگلوتاتیون 

 Lambert and Elias(اند را نشان داده)CAT(کاتالاز 

تحقیقات نشان داده است کاتچین موجود در ). 2010
و کاهش آسیب  آزادهايرادیکالمهارقطریازسبزچاي

آسیبهايسلولدر)A(القاء آپوپتوزازDNAاکسیداتیو 
مطابق ). Ishii et al. 2008(کند جلوگیري می دیده
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ثیر کاتچین بر اسپرم أمطالعات انجام شده، گزارشی از ت
اکسیدانی خواص آنتیگاو هلشتاین مشاهده نشد، از طرفی 

، هدف در مطالعات مختلف به اثبات رسیده است کاتچین
اثر کاتچین بر پراکسیداسیون لیپیدي واز این مطالعه تعیین 

پارامترهاي حیاتی اسپرم گاو نژاد هلشتاین پس از فرایند 
.باشدمیذوب  -انجماد

کارروشومواد
تجربی حاضر تحت نظارت معاونت آموزشی  يمطالعه

پژوهشی دانشگاه پیام نور استان خراسان رضوي در  –
 4این پژوهش از منی در . طراحی و اجرا شد 1395سال 

و اي یکسانبا شرایط محیطی و تغذیه راس گاو هلشتاین
در سن  مطلوبهاي تولید مثلی سلامت عمومی و ویژگی

گاوها از یک گاوداري خصوصی .استفاده شد سالگی 2
با استفاده از .میامی مشهد انتخاب شدند يواقع در جاده

 گیريواژن مصنوعی و به تعداد دو بار در هفته اسپرم
میان برداشتن تأثیرات فردي  سپس با هدف از.شد انجام

هاي منی هر دام به مقدار مساوي در هر تکرار ها، نمونهدام
قبل از لازم به ذکر است  .آزمایشی با هم مخلوط شدند

مدت گیري، تمام اجزاي واژن مصنوعی بهانجام اسپرم
گراد سانتی يدرجه 40-42حداقل یک ساعت در دماي 

منظور به ،منی مایع آورياز جمع پس.قرار داده شد
درنگ به آزمایشگاه منتقل و در هاي ابتدایی بیبررسی

هاي نمونه .گراد قرار گرفتسانتی يدرجه 35حمام آب 
منی ابتدا از نظر رنگ، عدم آلودگی به ادرار و خون مورد 

هایی که داراي رنگ کرمی، بررسی قرار گرفتند و نمونه
سلول  1×109تر از لیتر، غلظت بیشمیلی 5-12حجم بین 

تر از لیتر، درصد حرکت پیشرونده بیشاسپرم در هر میلی
درصد غیرطبیعی در  10از ترکممورفولوژيو  درصد 70

عنوان منی طبیعی در نظر گرفته شدهر انزال بودند، به
)Gil et al. -هاي جمعصورت منیدر غیر این. )2003

دستگاه  ها توسطغلظت اسپرم. آوري شده حذف شدند
نده به کمک سیستم کاسا فتومتر و درصد تحرك پیش رو

.تعیین شد

 يزرده -کننده بر پایه سیتراتدر این تحقیق از رقیق
لیتر میلی 100تخم مرغ استفاده شد بدین صورت که 

 3لیتر محلول سیتراتمیلی 67کننده پایه داراي رقیق
لیتر میلی 7مرغ،تخم يلیتر زردهمیلی 25،درصد

-میلی 3/0بیوتیک جنتامایسین، لیتر آنتیمیلی 5گلیسرول، 

همچنین  .باشدمیلیتر تایلوزین میلی 025/0، لینکوپکلیتر
pH سازي در رقیق. تنظیم شد9/6حدود در کننده رقیق

نحوي که اي استفاده شد، بهها از روش دو مرحلهاسپرم
درصد گلیسرول 3کننده با اول محلول رقیق يدر مرحله

کننده با دوم محلول رقیق يو در مرحله) Aکننده رقیق(
به مایع منی افزوده ) Bيکنندهرقیق(صد گلیسرولدر 11
ه ها بکنندهلازم به ذکر است ترکیبات و حجم رقیق .شد

Ashrafi(کاملاً یکسان بوده است  ،جر درصد گلیسرول et 

al. با )Sigma-Aldrich, Germany(کاتچین).2013
به  لیترگرم بر میلیمیلی 40و  30، 0،20هايغلظت

.افزوده شد Aيکنندهمحلول رقیق
در هر (ندگروه مساوي تقسیم شد 4به  هاي منینمونه

و سه  )کاتچینغلظت صفر (گروه شاهد ).تکرار 8گروه 
گرم بر میلی 40و  30، 20هاي گروه تحت تیمار با غلظت

هاي منی با پس از ارزیابی اولیه، نمونه.کاتچینلیترمیلی
کننده لیتر محلول رقیقمیلیون اسپرم در هر میلی 50غلظت 
و کاتچینحاوي سطوح مختلف  نفالکوهاي به لوله

 )درصد گلیسرول 3حاوي  کنندهرقیق(Aيکنندهرقیق
 5داخل ظرف آب ها به سپس فالکون. نداضافه شد

پس از سرد شدن و . گراد منتقل شدندسانتی يدرجه
Bيکنندهگراد رقیقسانتی يدرجه 5تعادل در دماي 

 يدرجه 5با دماي ) درصد گلیسرول 11حاوي  کنندهرقیق(
ها اضافه شد تا غلظت نهایی گراد به فالکونسانتی

-هاي منی در پایوتنمونه. درصد برسد 7گلیسرول به 

وینیل پودر پلی و توسط ریخته شدلیتري هاي نیم میلی
Daghighkia(شدندبندي بستهالکل  et al. 2015( .
 يدرجه، -80و -20، -4به دمايترتیب ها به نمونه
ها به تانک ازت مایع با سپس پایوت. رسیدندگرادسانتی
گراد منتقل شدند و به مدت سانتی يدرجه -196دماي 
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 Shahbazzadeh et(روز در این دما نگهداري شدند 30

al. هاي حاوي منی منجمد روز پایوت 30از  پس.)2015
شده از تانک ازت خارج شدند و در داخل حمام آب گرم 

گشایی ثانیه یخ 45گراد به مدت سانتی يدرجه 37با دماي 
 5/1هاي سپس محتویات پایوت درون میکروتیوپ.شدند
Daghighkia(لیتر تخلیه شدمیلی et al. 2015(.

ها با میکروتیوپ، آلدئیدديجهت ارزیابی میزان مالون
) RCF(نسبی ، نیروي)RPM(دور دقیقه 3500سرعت 

1235g توسط سپس. دقیقه سانتریفوژ شدند 5مدت و به
در . سانتریفوژ تکرار شد سه مرتبه بافر سیترات شستشو و

به مانده هاي باقینهایت محلول سطحی حذف و اسپرم
به مدت  )Sigma-Aldrich, Germany(همراه بافر تریس

دور در دقیقه  5000دقیقه توسط دستگاه هموژنایزر با  2
جهت . لیتر آب دیونیزه حل شدندمیلی 1و در هموژنیزه 

ها، تمامی مراحل ها و پروتئینجلوگیري از تخریب آنزیم
) دارسانتریفوژ یخچال(گراد سانتی يدرجه 4در دماي 

فنیل متیل سولفونیل مولار میلی 5/0انجام شد و از محلول 
استفاده شد اسپرمهايآنزیميعنوان مهارکنندهبهفلوراید

)Malek-Mohammadi et al. -ديمیزان مالون. )2015

هايکیت،ELISAروشتوسطپژوهش حاضر آلدئید در
و دستگاه )Finetest, China(تستفاینشرکتساخت

کیت .شدسنجش )Stat Fax-2100, USA(الایزاریدر
نانوگرم بر  75/18>حساسیت داراي آلدئید مالون دي

 لیترنانوگرم بر میلی 25/31- 2000يمحدوده و لیترمیلی
.باشدمی

غشايیکپارچگیبررسیجهت،پژوهشایندر
 .دشاستفادهHypo Osmotic Swellingاز آزموناسپرم

بتیومیکروداخلهاي اسپرم به نمونه،ییگشایخازپس
.نددشسانتریفیوژدور1200بادقیقه10به مدتتخلیه و 

ه کنندرقیقحاويکهب میکروتیوبالاي قسمتسپس
100هاسپرم ب میکرولیتر10از آنپسوجداسازي،است

وفروکتوزحاويه کک هایپواسموتیمحیطازمیکرولیتر
بااسپرمهاي نمونه.دش، اضافهاسته بودسدیمسیترات

سرعتبهپاییناسمولاریتیبامحیطیکدرقرارگرفتن

محیطدرهااسپرمواکنش.دهدمینشانواکنش
ایندر.شودنمایان میدمتورمصورتبهیپواسمولاه

دردارندسالمیپلاسماییغشايکههاییاسپرمحالت
واکنشبدونناسالمهاياسپرمولیدادهواکنشمحلول

-اسپرمآزمایشاینانجامازپسواقعدر.مانندمیباقی

-اسپرموزندههاياسپرمعنوانبهخوردهتابدمباهاي

تلقیمردهاسپرمعنوانبهاستصافهاآندمکههایی
هاي اسپرم از نمونهه دقیق30ت گذشز اپس.شوندمی

,CKX31)Olympusمدل معکوستوسط میکروسکوپ

Japan(400نمایی و با بزرگ مجهز به دوربین عکاسی 
اسلایدهردراسپرم 200حداقل .تصویربرداري شد برابر

تاب(طبیعیدمباهاياسپرمدرصدوشدشمارش 
دشمحاسبه  )صاف(طبیعیغیر نسبت به ) خورده

)Sadeghipanah et al. 2015(.
توسط،گشایییخها پس از ارزیابی جنبانی اسپرم

در  .دشثبت )CASA(مایع منیکامپیوتريآنالیزسیستم
درصد ی مانندنارزیابی جنباهاياین آزمایش فراسنجه

هاي اسپرم، درصد)Total Motility: TM(کل  ینجنبا
Progressive(ه روندپیش Movement: PM( درصد ،

ی نجنبا،)Linearity: LIN(م اسپرینخطی بودن جنبا
 :Lateral Displacement of Sperm Head(سر عرضی

ALH(منحنی سرعت اسپرم در مسیر ، میانگین
)Curvilinear Velocity: VCL(، میانگین سرعت اسپرم

میانگین و )Average Path Velocity: VAP(مسیر در
 :Straight Line Velocity(مستقیم سرعت اسپرم در مسیر

VSL(محاسبه شد)Mohammadian et al. 2016(.
 -ائوزینآمیزيرنگاززندهاسپرمدرصدتعیینجهت
بدینآمیزيرنگایناساس .شداستفادهنگروزین
-هاي مرده نفوذ میاسپرم بهرنگ ائوزینکهاستصورت

براي . گیرندهاي زنده رنگ نمیحالی که اسپرمکند، در
اسپرم روي لام  هاير از نمونهماکرولیت 20آمیزياین رنگ

روي آن  مذکورماکرولیتر از رنگ  20قرار گرفت سپس 
 يپس از ترکیب رنگ با اسپرم و تهیه. ریخته شد

 هاي اسپرم توسط میکروسکوپ معکوس، نمونهگسترش
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برابر مورد  400نمایی با بزرگ مجهز به دوربین عکاسی
رنگ هایی که صورتی کماسپرم.بررسی قرار گرفت

ها رنگ گرفته بود، اسپرم زنده تنها بخشی از آنبودند یا 
هاي ها از بخششمارش اسپرم جهت. در نظر گرفته شد

گسترش تهیه شده تصویربرداري شد و حداقل مختلف 
 Mohammadian(اسپرم مورد شمارش قرار گرفت 200

et al. 2016, De Graaf et al. 2007.(
SPSSافزار آماري دست آمده توسط نرماطلاعات به

دست که نتایج بهبا توجه به این. تحلیل شد 20ویرایش
آمده کمی است، توسط آزمون کلوموگروف اسمیرنوف 

ها بررسی شد فراوانی داده فرض طبیعی بودن توزیع
)05/0P> .(هاي مورد جهت مقایسه میانگین بین گروه

 طرفه و جهت مقایسه زوجآزمایش از آنالیز واریانس یک
همچنین  .ها از آزمون تعقیبی توکی استفاده شدگروه

بههمراه محاسبات آماري مربوطهبهدست آمدهنتایج به

سطح . گزارش شد میانگینمعیارخطاي±میانگینصورت 
.در نظر گرفته شد 05/0ها داري در آزمونمعنی

نتایج
افزودن سطوح  هاي این مطالعه نشان دادتحلیل داده

 يکنندهکاتچین به رقیقلیترگرم بر میلیمیلی40و  30، 20
به) صفر کاتچینغلظت (در مقایسه با گروه شاهد  ،اسپرم

، )TM(ی کل ندرصد جنباصورت وابسته به دوز مصرفی 
ی عرضی سر نجنبا، )PM(روندههاي پیشاسپرمدرصد

)ALH( میانگین سرعت اسپرم در مسیر منحنی ،)VCL( ،
و میانگین سرعت ) VAP(مسیر میانگین سرعت اسپرم در

داري طور معنیرا به) VSL(مستقیم اسپرم در مسیر
مقایسه براي درصد خطی  این).>05/0P(افزایش داد 

داري نداشتاختلاف معنی) LIN(اسپرم ینبودن جنبا
)05/0P>() 1جدول(.

هاي مختلف کاتچیندر اثر غلظتگاو نژاد هلشتاین اسپرمسرعتیهايفراسنجهویجنبانانحراف معیار ±یرات میانگین یتغ:1جدول

پارچگی نتایج پژوهش حاضر نشان داد درصد یک
هاي تحت در گروهمانی اسپرم زندهدرصدغشاي سلولی و 

 کاتچینلیترگرم بر میلیمیلی40و  30، 20سطوح  تیمار با
صورت وابسته به دوز مصرفی در مقایسه با گروه شاهد به

).2جدول ) (>05/0P(داري افزایش یافت طور معنیبه

 30، 20بر اساس نتایج پژوهش حاضر افزودن سطوح 
اسپرم،  يکنندهکاتچین به رقیقلیترگرم بر میلیمیلی40و 

 صورت وابسته به دوز مصرفیبهدر مقایسه با گروه شاهد 
) >05/0P(شد  آلدئیدمالون ديدار سبب کاهش معنی

).2جدول (

شاخص
گروه

TM
)درصد(

PM
)درصد(

LIN
)درصد(

ALH
)µm(

VCL
)µm/s(

VAP
)µm/s(

VSL
)µm/s(

49/13±78/2045/2±64/4088/1±58/108/5±35/013/0±40/2808/0±25/4311/3±24/6شاهد

کاتچین

20
mg/ml

05/4±48/61a71/2±42/45a05/0±32/025/0±49/2a37/2±05/62a11/2±35/42a43/3±46/25a

30
mg/ml

19/5±30/75
ab

53/2±75/51
ab

11/0±36/030/0±63/3ab48/5±22/70
ab

21/3±57/50
ab

50/2±75/32
ab

40
mg/ml

78/3±30/81
abc

06/4±71/60
abc

06/0±33/052/0±18/4abc19/4±34/94
abc

08/3±52/63
abc

13/3±19/48
abc

One-way ANOVA
p-value

006/0004/0061/0008/0011/0001/0001/0



سادات وفامژده عمادي و تکتممقدم، حشمت سپهري

1398تابستان، 2، شماره پانزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 64

آلدئیدديمانی و میزان مالوندرصد یکپارچگی غشاي سلولی، درصد زندهانحراف معیار ±تغییرات میانگین :2ل جدو
هاي مختلفهاي مختلف کاتچین در گروهاسپرم گاو نژاد هلشتاین در اثر غلظت

شاخص
گروه

پارچگی غشایک
)درصد(

مانیمیزان زنده
)درصد(

آلدئیدمالون دي
)ng/ml(

51/86±60/5288/3±85/4061/3±83/2شاهد

کاتچین

20
)mg/ml(

55/4±30/58a02/4±80/69a30/4±18/65a

30
)mg/ml(

28/5±73/72ab52/2±14/77ab46/3±30/41ab

40
)mg/ml(

52/4±73/88abc40/4±32/84abc12/3±52/32abc

One-way ANOVA
p-value

006/0014/0002/0

بحث
فلاونوئیدها هم در شرایط آزمایشگاهی و هم در بدن 

سرطان دارند اسیدانی و آنتیموجود زنده خواص آنتی
)Shariatzade and Mohammadi 2015 .( مصرف چاي

پراکسیداز سبز موجب افزایش فعالیت کاتالاز و گلوتاتیون 
-اکسیدانی چاي سبز میاثر آنتی يدهندهمی شود که نشان

-باشد و این اثر به کاتچین موجود در آن نسبت داده می

اثرپژوهش حاضر در ). Lambert and Elias 2010(شود 
حیاتیپارامترهايولیپیديپراکسیداسیونبرکاتچین

مورد ذوب-انجمادفرایندازپسهلشتایننژادگاواسپرم
فراینددر این مطالعه مشخص شد . بررسی قرار گرفت

-سلولافزایش پراکسیداسیون لیپیديسبب ذوب-انجماد

 حیاتی اسپرمپارامترهاي موجب کاهش کمیو  هاي اسپرم
همسو با نتایج پژوهش حاضر محققین نشان . شودمی

-مالون دي میزان سبب افزایشذوب-دادند فرایند انجماد

شود که گویاي افزایش هاي اسپرم میسلول آلدئید
.Farhadi et al(پراکسیداسیون لیپیدي است  نتایج .)2015

با افزایش ذوب-پژوهشی نشان داد فرایند انجماد
پراکسیداسیون لیپیدهاي غشاء اسپرم سبب تغییر 

.Amini-Pour et al(شودیکپارچگی غشاء اسپرم می

میزان تحرك اسپرم، در پژوهشی مشخص شد ).2013
اسپرم پس از فرایند ءدرصد زنده ماندن و یکپارچگی غشا

هايتنشنتیجه این امر در. یابدکاهش میذوب-انجماد
، ءغشاسیالیتدرتغییرباکهشوداکسیداتیو ایجاد می

از سوي دیگر  .شودمیاسپرمتحركدرسبب اختلال
اسیدهاي چرببه پراکسیداسیونء ت غشادر سیالیر تغیی

اسپرم نسبت داده شده است ء غشاغیراشباع
)Mohammadian, et al. در پژوهشی دیگر ).2016

گشایی هاي میکروسکوپی اسپرم یخمشخص شد شاخص
شده مانند میزان تحرك و درصد زنده ماندن و یکپارچگی 

-اسپرم در نتیجه افزایش پراکسیداسیون لیپیدي کاهش می

Daghighkia et(یابد  al. محققین به بررسی .)2015
گر اکسیژن و واکنشهايگونهمیزانحرکتی،هايشاخص

پراکسیداسیون لیپیدي اسپرم منجمد پرداختند و مشخص 
هاي با تشکیل گونهذوب -شده است فرایند انجماد

اکسیدانی گر اکسیژن و با تضعیف سیستم دفاع آنتیواکنش
هاي پیدي و آسیباسپرم، سبب افزایش پراکسیداسیون لی

شود، که از عوامل مهم در کاهش تحرك و اکسیداتیو می
.Liu et al(گشایی است باروري اسپرم پس از یخ 2016.(
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مختلفنژادهايمنجمداسپرم کیفیت پژوهشی به بررسی
-پیشتحرك، حرکتقوچ پرداخت و مشخص شد درصد

.یابدکاهش مییعیطبوزندهاسپرهايد درصه وروند
و تغییر  DNAهاي اکسیداتیو به افزایش آسیباین امر

طی ، هاي یخفشار اسمزي در نتیجه تشکیل کریستال
.Dolati Doorbash et al(شدفرایند انجماد نسبت داده

همسو با نتایج پژوهش حاضر محققین نشان ). 2015
با ایجاد شوك سرمایی سبب  انسان اند انجماد اسپرمداده

کاهش تحرك اسپرم و کاهش یکپارچگی غشاي اسپرم 
.Oberoi et al(شودمی همسو با نتایج پژوهش ).2014

ذوب با افزایش -انجمادحاضر مشخص شد فرایند
و پارامترهاي پراکسیداسیون لیپیدي سبب کاهش کیفیت 

مانی،درصد زنده ی،میزان جنبان از نظر حیاتی اسپرم
شود آکروزوم میسلامتء اسپرم ویکپارچگی غشا

)Farhadi et al. پژوهشی به بررسی فاکتورهاي).2015
 گشایییخفرایند ازپسگاومیشمیکروسکوپیک اسپرم

درانجمادرفعوانجمادفرآیند پرداخت و گزارش شد در
،غشاءغیراشباعچرباسیدهايپراکسیداسیوناثر

-می ایجاداکسیژنآزادهايرادیکالوفعالهايمولکول

مانی،زندهقابلیتگشایی،یخازپستحركکهدشو
رااسپرمعملکردوباروريسلولی،درونآنزیمیفعالیت
Beheshti(کند می مختل et al. 2012, Swami et al.

هاي به بررسی فراسنجه دیگر پژوهشی.)2017
ذوب  -انجمادمیکروسکوپی اسپرم گاو پس از فرایند 

هاي اکسیداتیو بهپرداخت و مشخص شده است آسیب
ذوب،  -هاي آزاد در طی فرایند انجماددلیل تولید رادیکال

. باشدترین دلایل کاهش باروري اسپرم مییکی از مهم
ذوب سبب  -فرایند انجماد ه استهمچنین گزارش شد

کاهش پارامترهاي سرعت در مسیر مستقیم، سرعت در 
شود و درصد تحرك مسیر منحنی و سرعت میانگین می

-مانی و میزان یکرونده، تحرك کل، درصد زندهپیش

گشایی یخ - هاي انجمادپارچگی غشاي پلاسمایی اسپرم
.Daghighkia et al(یابد شده کاهش می  يمقایسه).2015

پژوهش حاضر با سایر مطالعات انجام شده در این نتایج 

دست آمده بودن اطلاعات به همسو يدهندهنشان زمینه
.است

درکاتچینازمشخص شد استفادهحاضر يمطالعهدر 
بهبود سببگاو نژاد هلشتاین مایع منیيکنندهرقیق

 لیپیديپراکسیداسیون و کاهش اسپرمحیاتیپارامترهاي
تحقیقات .دشومیذوب- انجمادفرایندازپساسپرم در

 هااکسیدانآنتیتوسطانجماديحفاظتنشان داده است 
راسلولیشرایط،آزادرادیکالتشکیلکاهشباتواندمی

در نهایت سبب حفاظت اسپرم طی  کهدده تغییرطوري
جاییآناز). Purdy 2006(شود ذوب -فرایند انجماد

نظربهلذااستثرؤملقاحمیزانبراسپرمپارامترهايکه
هايشوكمنفیاثراتکاهشباهااکسیدانآنتیکهرسدمی

حفظو اسپرمپارامترهايهبودب نیزواکسیداتیو
-قطع میطوربهانجمادمراحلازپساسپرمپارامترهاي

همسو با ).Purdy 2006(د ثر باشؤملقاحمیزانبرتوانند
-افزودن آنتیهاي موجود مشخص شده استگزارش

کننده،رقیقبهدرون سلولی مانند کاتالاز هاي اکسیدان
ترکمن پس هاياسباسپرمپارامترهاي حیاتی بهبودسبب

Seifi Jamadi(شود ذوب می -از فرایند انجماد et al. 

-همچنین گزارش شده است ترکیبات آنتی). 2016

میانگینمانندهاي حرکتیشاخصتوانند اکسیدانی می
 ومستقیمخطدراسپرمشتابمستقیم،مسیردرشتاب
، همچنین یکپارچگی اسپرمجانبیهايحرکتدامنه

مثبتیطور را بهاسپرم مانی و درصد زندهپلاسماییغشاي
Seifi Jamadi(بخشد د و بهبو دادهقرارتأثیرتحت et al. 

2016, Mostek et al. 2017( . به  که پژوهشینتایج
قوچ پس چاي سبز بر کیفیت اسپرم  يبررسی اثر عصاره

اثر مثبت  ذوب پرداخته است حاکی از -از فرایند انجماد
کاهش میزان  چاي سبز در يافزودن عصاره

-میهاي اسپرم منجمد پروکسیداسیون لیپیدي در نمونه

چاي  يهمچنین مشخص شده است افزودن عصاره. باشد
قوچ تواند سبب بهبود کیفیت اسپرم کننده میسبز به رقیق

هاي فنولذوب شود و این امر به پلی -انجمادپس از فرایند 
ه استمانند کاتچین نسبت داده شد ،موجود در چاي سبز
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)Mehdipour et al. 2016(. پژوهشی به بررسی اثر در
برسبزچايهیدروالکلیيعصارهحفاظتینقش

معرض هاي آزمایشگاهی درموشدراسپرمپارامترهاي
 يمحققین نشان دادند عصارهسدیم آرسنیت پرداخته شد و 

افزایش  موجببا کاهش پراکسیداسیون لیپیدي چاي سبز
-مانی و افزایش درصد اسپرمتحرك، افزایش درصد زنده

در آزمایشگاهی هاي هایی با مورفولوژي طبیعی در موش
 Shariatzadeh and(شود آرسنیت میمعرض سدیم 

Mohammadi 2015.( کاهشانددادهاحتمالمحققین
شوك پس از فرایند موش اسپرمكتحروحیاتقابلیت
هاي اسپرمدر سلول اکسیداتیواسترسالقاء از،گرمایی

سبزچاييعصارهو نیز کاتچین موجود در شودمیناشی
اکسیداتیو استرسمهارباقوي،اکسیدانآنتییکعنوانبه

ها کاهش کیفیت اسپرم ازي لیپیدپراکسیداسیونو 
سیستمتقویت طریقازهمچنین.نمایدمیجلوگیري

قابلیتافزایشموجب،مایع منی یاکسیدانآنتیدفاع
).Abshenas et al. 2011(شود میاسپرمكتحر وحیات

چاي سفید به علت دارا بودن مقادیر فراوانی  علاوهه ب
اکسیداتیو بیضه تواند با کاهش شرایط استرسکاتچین می

هاي سبب بهبود پارامترهاي حیاتی اسپرم در موش
 .Oliveira et al(صحرایی مبتلا به پیش دیابت شود 

صورت به محققین نشان دادند کاتچینهمچنین ). 2015
تواند سبب افزایش تحرك اسپرم می وابسته به دوز مصرفی

 .Purdy et al(گشایی شودیخ -بز پس از فرایند انجماد

.که با نتایج پژوهش حاضر همسو است )2004
در انتها لازم به ذکر است ارزیابی اسپرم از طریق 

گیري با اندازه ههاي دینامیکی و مورفولوژي، همرافراسنجه

است اطلاعات کاملی میزان پراکسیداسیون لیپیدي ممکن 
. گشایی شده ارائه ندهددر مورد توانایی باروري اسپرم یخ

-جنبه يدر زمینه تکمیلیهاي بنابراین نیاز است بررسی

گشایی شده هاي مختلف پارامترهاي حیاتی اسپرم یخ
بعديمطالعاتدرشودمیپیشنهادهمچنین .انجام شود

سازوکاري چنینسطوح متفاوت کاتچین جهت ارزیابی
که در همچنین با توجه به این .قرار گیرداستفادهمورد

پژوهش حاضر تنها پارامترهاي حیاتی اسپرم و میزان 
مورد گشایی شده هاي یخپراکسیداسیون لیپیدي در اسپرم

شود در مطالعات آتی ، پیشنهاد میقرار گرفته استبررسی
-هاي آنتییند آپوپتوزیس و میزان آنزیمآاثر کاتچین بر فر

ذوب مورد مطالعه  -اکسیدانی اسپرم پس از فرایند انجماد
مکانیسم دقیق اثر  عدم بررسیهمچنین .قرار گیرد
-جمله محدودیتدست آمده ازمورد نتایج بهکاتچین در

.باشدهاي این مطالعه می
توان گفت افزودن دست آمده میتوجه به نتایج بهبا 

-اسپرم می يکنندهبه مایع رقیقعنوان مکمل به کاتچین

پراکسیداسیون لیپیدي ناشی از کاهش ثیر مثبتی بر أتواند ت
همچنین کاتچین .داشته باشد ذوب-فرایند انجماد

بعد از فرایند  اسپرمحیاتیبهبود پارامترهايموجب
را بهکاتچین توانرو میاز این.شودمی ذوب-انجماد

هاي ناشی طبیعی در بهبود آسیب اکسیدانآنتی عنوان یک
مطابق نتایج .نمودمعرفی اسپرم ذوب-از فرایند انجماد

گرم در میلی 40این آزمایش بهترین عملکرد از سطح 
.دست آمده لیتر بمیلی

تشکر و قدردانی
علاوه ه ب.کمال تشکر و قدردانی را به عمل آورنددانشگاه پیام نورهاي حمایت زداند انویسندگان مقاله بر خود لازم می

شوراي پژوهشی دانشگاه پیام نور استان خراسان رضوي  يلازم به ذکر است که این مقاله از طرح پژوهشی مصوب در جلسه
.استخراج گردید
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Abstract
The aim of this study was to determine the antioxidant properties of catechin on lipid 

peroxidation and vital parameters of Holstein bull sperm after the freeze-thawing process. In 
this experimental study, semen samples were collected from four mature Holstein bull, twice 
a week using an artificial vagina. Ejaculates were pooled in order to eliminate the individual 
effects of bull. Semen samples were divided into four equal groups (8 reps). Zero (control), 
20, 30 and 40 mg/ml of catechin with diluents based on egg yolk-citrate were added to the 
semen samples. Following cooling and equilibration stage of semen samples, the samples 
were stored in a nitrogen tank for a period of 30 days. After thawing procedure, the level of 
malondialdehyde in sperm samples were measured using the ELISA method. Also, membrane 
integrity, motility and viability of sperm were also examined. Results showed, membrane 
integrity, motility and viability of sperm samples treated with a concentration of 20, 30 and 40
mg/ml catechin in dose-dependent manner significantly increased and level of 
malondialdehyde dose-dependent manner significantly decreased, compared to the control 
groups. Therefore, the use of catechin in bull semen diluent can improve sperm vital 
parameters and decreases lipid peroxidation of sperm after the freeze-thawing process.
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