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Background and Objectives: Dietary supplementation of trace 
minerals (zinc, copper and manganese) has positive effects on various 

aspects of reproductive performance of farm animals and it has a 

strong antioxidant effect on sperm function. Also, feeding with trace 
minerals affects the functional structure of sperm cells and increases 

the quality of sperm for cryopreservation because it may lead to cell 

damage, production of reactive oxygen species and reducing the 

antioxidant capacity of seminal plasma. The objective of this study 

was to investigate whether dietary supplementation of zinc, copper and 

manganese affected on sperm motion characteristics, percentage of 
viability, sperm membrane integrity after thawing, and flow cytometry 

tests including apoptosis, hydrogen peroxide and molecular oxygen. 
 
Materials and Methods: Ten mature Afshari rams were all fed a 

nutritionally adequate diet for 70 days, from the end of September to 

the beginning of December. Half of the rams were randomly 
designated to receive dietary supplementation with a sulfate source of 

zinc, copper and manganese once daily for 70 days, starting 1 week 

after the study began. All ejaculates were diluted with a Tris-based 

cryoprotective extender. The extended semen was subsequently loaded 
into 0. 5 mL plastic straws and then they were frozen by the bio-freezer 

machine. One week after freezing, three straws of each ram were 

thawed and evaluated for sperm motion characteristics by computer-
assisted-semen-analysis system, hypoosmotic swelling test and live 

sperm percentage. In addition, we examined hydrogen peroxide, 

molecular oxygen and apoptosis in frozen sperm. Proc Mixed was used 
for analysis of repeated measures data. 

 

Results: Motion characteristics, percentage of sperm viability and 

sperm membrane integrity after thawing in the Supplemented group 
was relatively stable and significantly higher than in the Control group 

from day 28 onwards (P<0/05). At the end of this research, the levels 

of hydrogen peroxide, molecular oxygen, early apoptosis, late 
apoptosis and necrosis in the control group were significantly higher 

than the Supplemented group (P<0/05). The average number of live 

sperm in the Supplement group increased slightly at the end of the 

research period outside the breeding season, but it was not significant 
compared to the beginning of the period, but this rate at the end of the 
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period was significantly higher than that of the Control group (P<0.05). 

 

Conclusion: The results showed that the simultaneous 

supplementation of zinc, copper and manganese elements, even after 
the reproductive season, can have beneficial effects on the quality and 

freezing ability of sperm after thawing and prevent the creation of 

reactive oxygen species and the occurrence of apoptosis. 
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 های کلیدی:واژه

 انجماد

 یعناصر معدن

 قوچ

 یمن

نیاز )روی، مس و منگنز( نقش محوری بر مکمل کردن برخی از مواد معدنی کم سابقه و هدف:

 بر یقو یتاکسیدانآنتی اثرات یداراو های مختلف عملکرد تولیدمثلی حیوانات مزرعه دارد جنبه

باعث   وگذارد تغذیه با مواد معدنی بر عملکرد اسپرم تأثیر میهمچنین،  باشد.می اسپرم کارکرد

های بثه تولیثد گونثه است منجر ممکن زیرا انجماد؛ شودافزایش کیفیت اسپرم برای انجماد می

 یمنث یپلاسثما تیدانیاکسثیآنت تیکاهش ظرفآسیب به سلول اسپرم و  جهینتدرفعال اکسیژن و 

نیثاز روی، مثس و زمان مواد معدنی کمسازی همهدف از این مطالعه بررسی تأثیر مکمل شود.

مانی، درصد یکپارچگی غشای اسثپرم بعثد از بوو و های جنبایی، درصد زندهمنگنز بر ویژگی

 ی شده سلول بود.زیربرنامههای فعال اکسیژن و مرگ تولید گونه
 

گثروه  هر طور تصادفی در دو گروه آزمایشی کهبه نژاد افشاریقوچ  رأس 14 ها:مواد و روش

خوراکی با منبع سثولفات روی،  ها مکملبود قرار گرفتند. در گروه تیمار قوچ پنج تکرار شامل

تغذیه کردند.  آبرماهروز از اواخر شهریور تا اوایل  74 به مدتبار در روز مس و منگنز را یک

شثد و در مرغ رقیق زرده تخم -کننده انجماد بر پایه تریسطور جداگانه با رقیقها بهاسپرم قوچ

طور جداگانه با ایجاد خلأ کشیده شد و سپس توسط دسثتگاه بثایو لیتری بههای نیم میلیپایوت

های جنبایی اسپرم ها بوو شدند و ویژگیفریزر منجمد شدند. یک هفته بعد از انجماد، پایوت

اسپرم، آزمون تورم هایپواسموتیک برای ارزیابی یکپارچگی غشای اسپرم  گرزینالآتوسط سیستم 

 و دروژنیثه دیپراکسث شامل ژنیاکس فعال هایگونهو درصد اسپرم زنده ارزیابی شد. همچنین، 

 .قرار گرفثت یموردبررسسلول نیز در اسپرم منجمد  شدهیزیربرنامهاکسیژن مولکولی و مرگ 

 .شدند لیتحلوهیتجز MIXED هیرو و تکرارپذیر یهاداده روش به هاداده
 

های جنبایی اسپرم، درصد یکپارچگی غشای اسثپرم و درصثد میانگین تغییرات ویژگی ها:یافته

آزمثایش بثا  22اسپرم زنده بعد از بوو در گروه تیمار تقریباً در طول دوره ثابت بود و از روز 

داری بیشتر از طور معنیبه 74تا روز  22خارج شدن از فصل تولیدمثل افت پیدا نکرد و از روز 

اکسیژن مولکولی،  و دروژنیه دیپراکس. در پایان این پژوهش مقادیر (P<45/4)بود  گروه شاهد

داری بیشثتر از گثروه طثور معنثیآپوپتوز اولیه، آپوپتثوز ثانویثه و نکثروز در گثروه شثاهد بثه

. میانگین شمار اسپرم زنده در گروه مکمل در انتهثای دوره (P<45/4)مکمل بود  کنندهافتیدر
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از فصل تولیدمثل به مقدار کمی افزایش پیدا کرد، ولی نسبت به ابتدای دوره پژوهش در خارج 

داری بیشثتر از گثروه شثاهد بثود طثور معنثیدار نبود اما این میانگین در انتهثای دوره بثهمعنی

(45/4>P.) 
 

حتی با خارج  عناصر روی، مس و منگنز زمانهمسازی مکملنتایج نشان دادند که  گیری:نتیجه

و  بعد از بوو تأثیرات مفیثدی بگثذارد پذیری اسپرمتواند بر انجمادمی شدن از فصل تولیدمثل

 شود. های فعال اکسیژنسلول و ایجاد گونه شدهیزیربرنامهمانع افزایش مرگ 
 

. قثوچ یمنث یرپثذیمثس و منگنثز بثر انجماد ،یزمان عناصثر روهم سازیمکمل ریتأث(. 144۱) .ک، یزدیرضا .،آ ،یدیتوح .،ص ،یزرگر استناد:

 .۱5-54(، 1)12، پژوهش در نشخوارکنندگان

 
                                                    DOI: 10.22069/ejrr.2023.21500.1905 

                   نویسندگان. ©ناشر: دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان                                
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 مقدمه

های برتثر بثرای برای حفظ ژن یروش یانجماد من 

اصثلا   روند بهبود ژنتیکثیدر مدت طولانی و تسریع

 در(. 2442و همکثاران،  Plessis Du)اسثت دام نثژاد 

 اکسیژن و سرمایی شوک معرض در انجماد، منی طول

 بثه حساسثیت خثود نوبثهبه کثه گیثردمثی قثرار هوا

-گونثه بیشثتر تولید علت به را 1لیپیدها پراکسیداسیون

 دهثثدمثثی ، افثثزایش)راس( 2هثثای فعثثال اکسثثیژن

(Alizadeh  ،2424و همکاران). سثازیرقیق، همچنین 

غلظثثثثت  پلاسثثثثمای منثثثثی موجثثثثب کثثثثاهش

 کثهیهنگثام. شودمیموجود در آن  یهاتدانیساکآنتی

 تولیثثدمثل دهنثثدهیاریثث یهثثاروش طثثی در اسثثپرم

-معثرض گونثهخطر تولید و در ، دشویم کاریدست

اسثپرم  هایسلولبرای  قرار گرفتن های فعال اکسیژن

 سازوکار (.2442و همکاران،  Du Plessis)وجود دارد 

 اسثمزی، تثنش بثه اسثت منجثر ممکن انجماد آسیب

 سثلول، تولیثد داخثل یخ بلور تشکیل سرمایی، شوک

 هایسامانه در های فعال اکسیژن، تغییرگونه حدازشیب

 دشثرایط شثو ایثن از ترکیبثی و یتاکسثیدانآنتی دفاع

(Bilodeau  ،2444و همکثثثاران .)اسثثثتفاده از مثثثواد 

هثای پلاسثمای افزودنی مانند اسیدهای آمینه، پروتئین

به منی تثازه یثا منجمثد یثک  هاتاناکسیدآنتی و منی

اسثپرم و جنبثایی روش معمول است که بثه افثزایش 

و از آسیب اسثپرم  کندمیکمک  هاآنزیمکنترل ترشح 

 کنثدرقیثق شثدن و انجمثاد جلثوگیری مثی به علثت

(Sangeeta 2415همکثثاران،  و.)  اخیثثر  هایسثثالدر

تغذیثه بثا مثواد معثدنی در  اسثت کثه شدهدادهنشان 

 یریپذانجماد افزایش قابلیت سببی ازرعهمحیوانات 

و  Dance) شثثودمثثیبثثرای لقثثا   اسثثپرمو توانثثایی 

معدنی به حفثظ درصثد  هایمکمل(. 2416همکاران، 

و افثزایش خثواص  سثالمبیشتری از اسپرم با غشثای 

                                                
1. Lipid Peroxidation    

2. Reactive Oxygen Species (ROS) 

و  Kendall) کنثثدمیکمثثک  هثثاآندر  یتاکسثثیدانآنتی

است کثه تغذیثه بثا  شدهدادهنشان (. 2444همکاران، 

-مثی تثأثیراسثپرم  هایسلول مواد معدنی بر عملکرد

در  هاریزمغثذی (.2446و همکثاران،  Kumar) گذارد

مثثال،  عنوانبه .حیوانات اهلی حیاتی هستند تولیدمثل

روی در عملکرد اسپرم مهم است زیرا کاهش غلظثت 

هثد و دکیفیت اسپرم را کاهش می ،روی پلاسمای منی

در گاو نثر، مکمثل روی  .گذاردمیمنفی  تأثیربر لقا  

باع  افزایش حجم مایع منی، غلظت اسثپرم، درصثد 

و  Rowe) شثثودمی اسثثپرمجنبثثایی اسثثپرم زنثثده و 

و محثافظتی  یتاکسثیدانآنتیاثرات . (2414همکاران، 

 هایسثامانهمنگنز در برابر پراکسیداسثیون لیپیثدی در 

و همکثاران،  Chen) اسثت دشثدهییتأمختلف  زیستی

2446.) 

ی زیسثثتبثثرای بسثثیاری از فرآینثثدهای  نیثثز مثثس 

بثر  توانثدمیکثه  ی اسثتعنصثر مس. است ازیموردن

و  Wong) بگثذارد تثأثیرتولید، بلوغ و باروری اسپرم 

جیره خوراکی گاو نثر سازی مکمل(. 2441همکاران، 

میتوکنثدری  ظرفیثت باع  بهبودروی، مس و منگنز  با

اسثثپرم، درصثثد اسثثپرم زنثثده و یکپثثارچگی غشثثای 

بثا (. 2421و همکثاران،  Geary) شثودمثیکروموزوم 

روی،  زمثانهمسثازی مکملما، اثرات  دانشتوجه به 

پذیری منی قوچ گثزارش نشثده انجمادبر مس و منگنز 

سثازی مکمثل تأثیر ارزیابی از این مطالعههدف . است

بثثر  زمثثانهم طوربثثه نیثثازکم ایثثن سثثه مثثاده معثثدنی

درصثد ، درصد اسپرم زنده، اسپرم جنبایی هایویژگی

 هثایآزمثایشو بعد از بوو یکپارچگی غشای اسپرم 

، ۱سثلول شثدهیزیربرنامثه مرگفلوسایتومتری شامل 

 بود. 5اکسیژن مولکولی و 4دروژنیه دیپراکس

 

 هامواد و روش

                                                
3. Apoptosis 

4. H2O2  

5. O2  



 ۲۰۴5، ۲، شماره ۲۱پژوهش در نشخوارکنندگان، دوره 

۰۴ 

این آزمایش از اواخر شهریور تا اوایثل  :شیآزما طرح

قثوچ بثارور نثژاد  رأس 14 .انجثام شثد 1444 آبرماه

صثنعت فثردوس و افشاری واقع در دامثداری کشثت 

 144سال و میانگین وزنی  5/2زنجان با میانگین سنی 

تثایی شثامل  5طور تصادفی به دو گثروه به، کیلوگرم

عناصثر  سثولفاتمحتوی منبثع ) مکملگروه شاهد و 

ها بعثد از قثرار گثرفتن در ( تقسیم شدند. قوچگانهسه

 ،با جیثره پایثههمراه روز  74 به مدتجایگاه انفرادی 

 مطابق با جداول استاندارد شدهمیتنظ مکمل اختصاصی

، (2447) 1یملث قثاتیتحق انجمثن احتیاجات غثذایی

صثورت بثهآور آریانثا، در شرکت زیست فن شدههیته

ها( همراه بثا مقثدار کمثی بار در روز )صبحسرک یک

هثا( خوراک )بثرای اطمینثان از مصثرف کامثل مکمل

ها سه بار در قوچ ،در مجموع .(1)جدول  تغذیه شدند

تغذیثه بثا دسترسثی آزاد بثه آو روز )در حد اشثتها( 

ی ها( تغذیه قوچ4روز گیری اول )بعد از نمونه شدند.

سثولفات  معثدنی اختصاصثی بثا مکمثل گروه مکمل

. (1)جثثدول  آغثثاز شثثد شثثامل روی، مثثس و منگنثثز

مواد مغثذی جیره پایه و است، تمامی اجزای  بکرقابل

های گروه شاهد هماننثد گثروه قوچ برای مورداستفاده

مکمل بود و فقط عناصثر روی، مثس و منگنثز بثرای 

 .ندگروه شاهد حذف شد

دو هفتثه  مثدتبثههثا قوچ :اسپرم و انجماد آوریجمع

 ,IMV) برای استحصال اسپرم توسط مهبل مصثنوعی

France) ها بعد از اسپرم تمامی قوچدهی شدند. عادت

اولیثه شثد و  ارزیثابیاستحصثال زیثر میکروسثکو  

 طثوربهدرصد داشتند  24بالای جنبایی که  هاییاسپرم

زرده -کننثده انجمثاد بثر پایثه تثریسجداگانه با رقیق

و  (mOsm/L) ۱24)اسثمولاریتی:  رقیق شثد مرغتخم

pH: 2/7( )Zargari ،در  ( و2416 و همکثثثثثثثثثاران

جداگانثه پلثاک  طوربثهکه  یتریلیلیمنیم های پایوت

بود بثا  شدهثبتبرای تفکیک  هاآنها روی گوش قوچ

                                                
1. National Research Council (NRC) 

های حاوی اسپرم پایوت ایجاد خلأ کشیده شد و سپس

( قثرار Aragene, Iranدر داخل دستگاه بثایو فریثزر )

 برنامثه انجمثاد اسثپرم ،دستورالعملطبق  و داده شدند

گثراد درجه سثانتی 5ابتدا دما به  کهیطوربهاجرا شد. 

و به مدت یک ساعت در این دمثا بثاقی  یافتکاهش 

 گثرادیسثانتدرجثه  1۱4ماند و سپس دمثا بثه منفثی 

هثای تانک هثا درپثایوت تیثدرنهاو  کاهش پیدا کرد

 .انجماد سه ساعت(مدت )طول  ندازت بخیره شد

ها برای یک هفته بعد از انجماد، پایوت: اسپرم یابیارز

، درصثد اسثپرم زنثده و یکپثارچگی جنبثاییارزیابی 

 بعد از انجمثاد ارزیابی منیغشای اسپرم بوو شدند. 

 رأسانثزال بثرای هثر  6)مجمثوع بار یک روز 14هر 

طور جداگانثه صثورت هثا بثهروی تمثامی قوچقوچ( 

رونثده، سثرعت کثل و جنبثایی پیشجنبثایی . گرفت

، سثثرعت 2ها در مسثثیر طثثی شثثدهواقعثثی اسثثپرم

، سثثرعت در مسثثیر منحنثثی ۱هامالخط اسثثپرمسثثتقیم

 6جانبیجنبایی و حداکثر دامنه  5، خطی بودن4میانگین

 Sperm Class) توسثثط سیسثثتم ارزیثثابی اسثثپرم

Analyzer (SCA),Version 5.1; Microptic, 

Barcelona, Spain) ، ارزیابی و ثبثت گردیثد. درصثد

-آمیزی ائثوزینهای زنثده بثا اسثتفاده از رنث اسپرم

اسپرم در هر نمونه با استفاده  244ارزیابی نیگروزین و 

مثثورد × 444از میکروسثثکو  نثثوری بثثا بزرگنمثثایی 

(. Maxwell ،1827و  Evansارزیثثابی قثثرار گرفثثت )

یکپارچگی غشای اسپرم بثا اسثتفاده از آزمثون تثورم 

بثرای ایثن منظثور،  .گیری شثداندازه 7هایپواسموتیک

با  mOsm 144لیتر از محلول هایپواسموتیک میلی 544

گراد درجثه سثانتی ۱7میکرولیتر مایع منی در دمای  5

یثک قطثره از نمونثه  دقیقه انکوبثه شثد. ۱4 به مدت

                                                
1. Track velocity (VCL) 

2. Progressive velocity (VSL) 

3. Path velocity (VAP) 

4. Linearity (LIN)  

5. Lateral amplitude (ALH) 

6. Hypo osmotic swelling test (HOST) 
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انکوبه شده روی یک لام از قبل گثرم شثده قثرار داده 

-شد و با استفاده از میکروسکو  نوری با بزرگنمایی 

ارزیابی شد. پنج میدان میکروسکوپی )مجموعاً × 444

اسثثپرم( بثثرای تعیثثین درصثثد اسثثپرم سثثالم  244

 (.Jeyendran ،1882) گرفتندقرار  یموردبررس

 

 های خوراکی و مواد مغذی جیره پایه برای همه قوچاجزا -1جدول 

Table 1- Ingredients and nutrient composition of the basal diet fed to all rams 

 درصد در ماده خشک
(Percent in dry matter) 

یخوراک یاجزا  

(Ingredient) 

47.6 (Alfalfa hay) یونجه خشک علف  

18.4 (Wheat straw) کاه گندم 

10.71 (Barley grain (finely ground)))دانه جو )آسیاو شده 

10.5 (Corn (finely ground)) )برت )آسیاو شده 

3.0 (Soybean meal) کنجاله سویا 

8.0 (Wheat bran) سبوس گندم 
1.8   aمکمل ویتامینه و معدنی 

(Vitamin and mineral premix) 

(Amount) مقادیر (Nutrient composition) محتوای مواد مغدی   

(روز/ لوگرمی)کی مصرف خشک ماده 2.45  

Dry matter intake (kg/day) 
 پروتئین خام )درصد( 12.00

Crude protein (%) 
کیلوگرم(ی/ مگا کالری قابل متابولیسم )انرژ 2.97  

Metabolizable energy (Mcal/kg) 
 الیاف نامحلول در شوینده خنثی )درصد( 49.30

Neutral detergent fiber (%) 
 کلسیم )گرم/ روز( 18.00

Calcium (g/day) 
 فسفر )گرم/ روز( 9.00

Phosphorus (g/day) 
 روی )قسمت در میلیون( 19.50

Zinc (ppm) 
میلیون(منگنز )قسمت در  48.90  

Manganese (ppm) 
 مس )قسمت در میلیون( 5.00

Copper (ppm) 

 a   :گرم، روی: میلی 544گرم، مس: میلی 754المللی، ویتامین ای: واحد بین 11444: ۱المللی، ویتامین دی واحد بین 114444محتوا/ کیلوگرم: ویتامین آ

 گرم.میلی 25گرم، ید: میلی 5گرم، کبالت: میلی 15گرم، سلنیوم: میلی 2444گرم، آهن: میلی 1444گرم، منگنز: میلی 1654

کرد که عناصر معدنی استفاده شده در گروه شاهد عناصر روی، مس و منگنز حذف شده بود( دریافت می-گرم مکمل )در مکمل ویتامینه 48گروه روزانه هر 

 ( استاندارد شده بود.2447) یمل قاتیتحق انجمن ها مطابق با جداولمعدنی و ویتامین
a Content/kg: vit. A, 110000 IU; vit. D3, 11000 IU; vit E, 750 mg; Cu, 500 mg; Zn, 1650 mg; Mn, 1000 mg; Fe, 2000 
mg; Se, 15 mg; Co, 5 mg; I, 25 mg. 

Each group received daily 49 grams of supplements (In the vitamin and mineral premix used in the control group, 
zinc, copper and manganese elements were removed), which were balanced with mineral elements and vitamins 
according to the NRC (2007) tables. 
Dietary supplements: control group: supplement without Cu, Zn, and Mn; supplemented group: supplement with Cu, 
Zn, and Mn sulfate. 
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ی هثاگونثهو  سلول شدهیزیربرنامه مرگآزمایش  

 (4)روز  فعال اکسیژن به روش فلوسایتومتری در ابتدا

انجام شد. ارزیثابی مثرگ  پژوهش (74)روز  و انتهای

 بثا اسثتفاده از کیثتسلول در اسثپرم  شدهیزیربرنامه

Annexin V (Roche)  و توسثثثثثط دسثثثثثتگاه

انجثثام شثثد  ((Partec PAS, Germanyفلوسثثایتومتر

(Oosterhuis  ،بثثرای2444و همکثثاران .)  ارزیثثابی

 و دروژنیثه دیپراکسث)ی فعثال اکسثیژن هاگونهغلظت 

  DCFDAیماده در اسپرم منجمد از (اکسیژن مولکثولی

گثر واکثنش هثایگونثه این شناسایی برای DCHF یا

 بثه ماده (. این2418و همکاران،  Shehat)استفاده شد 

هثای آنزیم توسط سپس و کرده های اسپرم نفوبسلول

 درون و شثودمثی 1سلولی دی استریفاید داخل استراز

-گونثه توسط شدن احیا از پس افتد ومی دام به سلول

نشثان  فلورسثانس خاصیت خود از اکسیژن فعال های

 دهد که توسط دستگاه فلوسایتومتری بررسی شد. می

هثا بثا اسثتفاده از رویثه آمثاری داده :یآمار واکاوی

Univariate (2442) افثثزارنرم SAS و بثثر  1/8 نسثثخه

اساس نتایج آزمون کولموگروف اسمیرنوف و ارزیابی 

نمودار پراکندگی، کشیدگی و چثولگی توزیثع نرمثال 

غیر  یهاداده صورت نیازبررسی شد و در  هاماندهیباق

در قالثب طثر  کاملثاً  هثادادهنرمال تصثحیح شثدند. 

 MIXED هیرو و تکرارپذیر یهاداده روش به یتصادف

-مدل آزمایشی و اجثزای آن بثه. شدند لیتحلوهیتجز

 :باشدیمزیر صورت 
Yijkl = µ+Ti + Sj (Ti) + Pk + (T*P) ik + eijkl 

ijklY: وابسثثته ریثمتغ، µ :کثل نیانگیثثم، iT :مثثاریت اثثثر 

: kP ،()فرد وانیح اثر :i(T jS( ،(اشکال مختلف مکمل

 یخطثا: ijkle ،در زمثان مثاریت اثر: ik (T*P) ،زمان اثر

 .ماندهیباق
ije + i+ T µ = ijY 

                                                
1. De-esterified 

ijY: وابسته ریمتغ، µ :کثل نیانگیم، iT :مثاریت اثثر،ij e :

برای از بین بثردن اثثر است  بکرقابل .ماندهیباق یخطا

 از تجزیه کوواریانس استفاده شد. اول یریگنمونه

 

 

 نتایج و بحث

اسپرم بعد از  جنبایی هایویژگیمیانگین تغییرات  

 جنبثثاییکثثل، درصثثد جنبثثایی درصثثد شثثامل  بوو
 ها در مسیر طی شدهسرعت واقعی اسپرم رونده،پیش

 هاالخط اسثپرممسثتقیمسثرعت  ،)میکرومتر بر ثانیثه(

 سرعت در مسیر منحنی میثانگین، )میکرومتر بر ثانیه(

حداکثر دامنه  و خطی بودن درصد، )میکرومتر بر ثانیه(

در  تقریبثاً گروه مکمثلدر  )میکرومتر( جانبیجنبایی 

آزمثایش بثا خثارج  22روز و از  طول دوره ثابت بود

نسثبت بثه ابتثدای آزمثایش و  تولیدمثلشدن از فصل 

 74روز  تثا 22روز از  و افت پیثدا نکثردگروه شاهد 

 کثهیدرحال بیشتر از گروه شاهد بود. داریمعنی طوربه

در گثروه اسثپرم جنبایی  هایویژگیمیانگین تغییرات 

تغییثرات فصثلی قثرار  ریتثأثتحثت  22روز شاهد از 

گذشثته  روزهثایو به گثروه مکمثل نسبت گرفت و 

 طوربثه 74روز تثا  22روز شروع به کاهش کرد و از 

بثه  74روز و در کمتر از گروه مکمل بثود  داریمعنی

. (2و  1)شثکل  (P<45/4خود رسید ) مقدارکمترین 

مانی اسپرم و یکپارچگی غشای اسپرم نیثز درصد زنده

)پایثثان فصثثل تولیثثدمثل(  22در گثثروه شثثاهد از روز 

شروع به کاهش کرد و در پایثان مطالعثه بثه کمتثرین 

، درصثد اسثپرم همچنین(. P<45/4)مقدار خود رسید 

ای اسثپرم در گثروه مکمثل از زنده و یکپارچگی غش

بالاتر بود و حتی  داریمعنی طوربه 74تا روز  22روز 

 (P<45/4)با خارج شدن از فصل تولیدمثل ثابت ماند 

 زیادی مزایای بوو اسپرمو  انجماد اگرچه. (۱)شکل 

 شثدهگزارش ایگسترده طوربه اما دارد، تولیدمثل برای

 و انجمثاد سثازی،خنک شامل انجماد فرآیند که است
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 اسثپرم عملکرد در جدی مخرو تغییرات باع  بوو

همچنثثثین،  (.2448و همکثثثاران،  Colás) شثثثودمی

 بوو و انجمثاد رونثد کثه است شدهشناخته یخوببه

 در نثامطلوو تغییثرات منجربثه تنهثا نثه اسثپرم شدن

جنبثایی  و آکروزوم وضعیت غشایی، لیپیدهای ترکیب

اسپرم  DNA آسیب افزایش باع  بلکه شود،می اسپرم

  .(2414و همکاران،  Said)  شودمی نیز

 

 
 های گروه مکمل و شاهد.رونده بعد از بوو در طول دوره در قوچپیشجنبایی کل و جنبایی تغییرات  (SEM±) میانگین -1شکل 

a,b  دار دیمعناختلاف  دهندهنشاننقاط پایانی حروف متفاوت در( 54/4ر سطح>P )باشدیم. 

Figure 1- Mean (±SEM) total and progressive motility end points after thawing during the study for Control (Con) 
and Supplemented (Supp) rams. 

a,bWithin an end point and a day, means without a common superscript differ (P< 0/05). 

 

 در موجثود هایاسثپرم از ٪54 تقریبثاً حقیقت، در 

 ماننثدمی زنثده بوو و انجمثاد ینثدآفر از پثس انزال

(Bailey  ،2442و همکاران) . افزودن مثواد معثدنی و

منثی در طثی انجمثاد،  کننثدهرقیقاسیدهای آمینه بثه 

و مورفولوژی اسپرم را بعد از بوو جنبایی ، مانیزنده

 (.2415و همکاران،  Sangeeta) بخشدمیبهبود 

طور مثثثرتری در بثدن بثرای مواد معدنی آلی بثه 

و گیرنثد قثرار می مورداسثتفادهعملکرد تولیدی بهینه 

اسثپرم و بثاروری جنبایی برای بهبود تولید مایع منی، 

(. 2414و همکثاران،  Rowe) اندشنهادشدهیپجنس نر 

 در و روی از میان مواد معدنی کمیثاو، عناصثر مثس

مثل دام خوراکی حیوانات تأثیر بیشتری در تولید جیره

جنبثثایی هثثای (. ویژگیMacDonald ،2444دارنثثد )

های معدنی ی تحت تأثیر مکملتوجهقابلطور اسپرم به

. (2412و همکثثاران،  Arangasamy) گیرنثثدقثثرار می

پژوهش با نتثایج مطالعثات قبلثی در مثورد  نتایج این

، Tharwat) بثثودگوسثفند، بثثز و گثاو در یثثک راسثتا 

و  Kumar ؛2444و همکثثثثثثثاران،  Kendall ؛1882

 اسپرم به انرژی موجثود ازجنبایی  (.2446همکاران، 

روی فرآیند  عنصر دارد و یبستگ 1آدنوزین تری فسفات

آدنثوزین تثری  استفاده از انرژی را از طریثق سیسثتم

                                                
1. Adenosine triphosphate (ATP) 
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کنثثد و همچنثثین سثثوربیتول کنتثثرل می فسثثفات

کند کثه وژناز را تنظیم میدهیدروژناز و لاکتات دهیدر

و  El-Masry) اسثپرم دارنثدجنبایی نقش اصلی را در 

Nasr ،2414.)  ،یکپارچگی غشثای پلاسثمایی اسثپرم

هثایی هسثتند کثه سالم بثودن و زنثده مانثدن ویژگی

های مستقیماً پتانسیل باروری یا نتیجه بثاروری نمونثه

و  Kasimanickamکننثثثد )بینثثثی میمنثثثی را پیش

 (2412) همکاران و Arangasamy (.2412همکاران، 

در مطالعه خود بیان کردند مواد معدنی کمیاو روی و 

کننثد. مس از اسپرم بثز در برابثر سثرما محافظثت می

همچنین، بیان کردند تغذیه اضافی مس و روی آلی در 

زنده ماندن اسپرم،  منجر بهبز نقش محافظتی داشت و 

ی و آکثروزوم، تحثرک و یکپارچگی غشثای پلاسثمای

 مکمل همچنین، مصرف کاهش استرس اکسیداتیو شد.

 از پثسجنبثایی  در یتوجهقابثل بهبود منجر به منگنز

 گثثاو منجمثثد اسثثپرم هایپواسثثموتیک تثثورم و بوو

 (.1884و همکاران،  Magnusشود )می

 

 
، سرعت در مسیر منحنی میانگین (VSL)ها الخط اسپرم، سرعت مستقیم(VCL)ها در مسیر طی شده سرعت واقعی اسپرم (SEM±)میانگین  -2شکل 

(VAP) خطی بودن ،LIN) و حداکثر دامنه جنبایی جانبی )(ALH) های گروه مکمل و شاهد.بعد از بوو در طول دوره در قوچ 
a,b  داریمعن اختلاف دهندهنشاننقاط پایانی حروف متفاوت در ( 54/4در سطح>P )باشدیم. 

Figure 2- Mean (±SEM) track velocity (VCL), progressive velocity (VSL), path velocity (VAP), linearity (LIN), and 

lateral amplitude (ALH) end points after thawing during the study for Control (Con) and Supplemented (Supp) rams. 
Within an end point and a day, means without a common superscript differ (P<0/05).a,b 
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غلظت بالای روی در پلاسثمای منثی بثا افثزایش  

مرتبط است، ( 1888و همکاران،  Fuse)اسپرم جنبایی 

از دسثت دادن  عث کاهش غلظثت روی با کهیدرحال

و  Marzec) شثثثودمییکپثثثارچگی غشثثثای اسثثثپرم 

یش زنده مانثدن اسثپرم ممکثن افزا(. 2412 همکاران،

تثبیت غشثا  توسثط روی باشثد کثه از  لیبه دلاست 

و سایر اجثزای مهثم اسثپرم  هاپروتئین، هاآنزیمنشت 

و عمر عملکردی اسپرم را افثزایش  کندمیجلوگیری 

عنوان روی بثثه. (Karima ،2415و  Miloud) دهثثدمی

های آنزیمی های متعدد، در واکنشجزئی از متالوآنزیم

ین، لیپیثد و مرتبط با متابولیسثم کربوهیثدرات، پثروتئ

مانی اسید نوکلئیک نیز نقش دارد و ممکن است زنثده

. (2444و همکثاران،  McCall) اسپرم را بهبود بخشثد

 گذارنثدمی تأثیرهمگی بر باروری روی، مس و منگنز 

(Wilde ،2446).  ،اسثپرم و جنبثایی کیفیت مایع منی

روی و مثس بهبثود  هثایمکملدرصد اسپرم زنده بثا 

در  .(Christensen ،1887و  Gooneratne) یابثثثثدمی

 دروژنیه دیپراکسپایان این پژوهش تغییرات میانگین 

داری معنثی طوربثهدر گروه شاهد  اکسیژن مولکولی و

(. 2)جثثدول  (P<45/4)بیشثثتر از گثثروه مکمثثل بثثود 

در گروه مکمل در انتهثای دوره )خثارج از  کهیدرحال

فصل تولیدمثل( به مقدار کمی کثاهش پیثدا کثرد کثه 

دار نسبت به ابتدای دوره )اواخر فصل تولیدمثل( معنی

دار بثثود نبثثود، ولثثی نسثثبت بثثه گثثروه شثثاهد معنثثی

(45/4>P).

 

 
 های گروه مکمل و شاهد.بعد از بوو در طول دوره در قوچتغییرات درصد اسپرم زنده و یکپارچگی غشای اسپرم  (SEM±) میانگین -۱شکل 

a,b  دارییدهنده سطح معننشان نقاط پایانیحروف متفاوت در ( 54/4در سطح>P )باشدیم. 

Figure 3- Mean (±SEM) viability and Host end points after thawing during the study for Control (Con) and 

Supplemented (Supp) rams. 
a,bWithin an end point and a day, means without a common superscript differ (P<0/05). 

 

و  هیثثانو آپوپتثوز ه،یثاول آپوپتوز تغییرات میانگین 

داری معنثی طوربثهدر گروه شثاهد  74نکروز در روز 

(. ۱)جثثدول  (P<45/4)بیشثثتر از گثثروه مکمثثل بثثود 

در گروه مکمل در انتهثای دوره )خثارج از  کهیدرحال

فصل تولیدمثل( به مقدار کمی کثاهش پیثدا کثرد کثه 

دار نسبت به ابتدای دوره )اواخر فصل تولیدمثل( معنی

دار بثثود نبثثود، ولثثی نسثثبت بثثه گثثروه شثثاهد معنثثی

(45/4>P).  زنثثده در گثثروه مکمثثل در  اسثثپرمشثثمار
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انتهای دوره پژوهش در خارج از فصثل تولیثدمثل بثه 

ولثی نسثبت بثه ابتثدای  ،مقدار کمی افزایش پیدا کرد

ولثی ایثن مقثدار در انتهثای دوره  .دار نبوددوره معنی

(. P<45/4داری بیشتر از گروه شاهد بود )معنی طوربه

از  میانگین شمار اسپرم زنده در گروه شاهد در خثارج

فصل تولیدمثل نسبت به ابتدای دوره و گثروه مکمثل 

 (.P<45/4دار داشت )کاهش معنی

 

 اهد و مکمل بعد از انجمادی گروه شهاقوچدر اسپرم  اکسیژن مولکولی و دروژنیه دیپراکس (SEM±) تغییرات میانگین -2 جدول

Table 2- LSM (±SEM) of apoptosis and Flow Cytometry in Control and Supplemented rams sperm after 
cryopreservation 

P-value 
74روز   

Day 70 

4 روز  

Day 0 

× تیمار زمان   
Treatment 

× time 

 زمان

Time 

 تیمار

Treatment 

 مکمل

Supplemented 

 شاهد

Control 

 مکمل

Supplemented 

 شاهد

Control 

 

<0.05 <0.05 <0.05 94.44±0.98b 99.60±0.20a 96.76±0.89 96.60±0.61 

 یمولکولاکسیژن

(درصد)  

 Molecular 

oxygen (%) 

<0.05 <0.05 <0.05 66.80±1.34b 74.39±2.02a 68.18±1.17 68.02±1.94 

 نهیدروژپراکسید

(درصد)  

Hydrogen 
peroxide (%) 

a,b دارییدهنده سطح معننشان یفحروف متفاوت در هر رد ( 54/4در سطح>P )باشدیم. 

a,bWithin each row, means without a common superscript differed (P<0.05). 

 

 
 گروه شاهد و مکمل بعد از انجماد یهاقوچسلول در اسپرم  شدهیزیربرنامهمرگ   (SEM±)تغییرات میانگین  -۱ جدول

Table 3- LSM (±SEM) of apoptosis in Control and Supplemented rams sperm after cryopreservation 

P-value 
74روز   

Day 70 

0 روز  

Day 0 
 

× تیمار زمان   
Treatment 

× time 

 زمان
Time 

 تیمار
Treatment 

 مکمل
Supplemented 

 شاهد
Control 

 مکمل
Supplemented 

 شاهد
Control 

 

<0.05 <0.05 < 0.05 10.61±0.93b 12.22±0.50a 10.81±0.74 10.29±0.49 

 لیهآپوپتوز او
(درصد)  

Early 
apoptosis 

(%) 

<0.05 <0.05 <0.05 18.15±0.46b 20.13±0.38a 17.72±0.50 18.25±0.40 

 هانویآپوپتوز ث
(درصد)  

Late 
apoptosis 

(%) 

<0.05 <0.05 <0.05 53.89±0.93b 57.24±1.05a 54.17±1.00 54.72±1.04 

 نکروز

(درصد)  

Necrosis 
(%) 

 
<0.05 

 
<0.05 

 
<0.05 

 
17.45±0.46a 

 
10.46±1.04b 

 
17.30±0.46 

 
16.74±1.01 

 شمار اسپرم
(درصد) زنده  

Live (%) 
a,b دارییدهنده سطح معننشان یفحروف متفاوت در هر رد ( 54/4در سطح>P )باشدیم. 

a,bWithin each row, means without a common superscript differed (P<0/05). 
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 بثثه حسثثاس بوو و انجمثثاد طثثی در اسثثپرم 

 فشثار ایجثاد باعث  کثه اسثت، پراکسیداسیون لیپیثد

 Tvrdá) شودمی سلول غشای بر یتوجهقابل مکانیکی

 استرس با سرمایی ، شوکدرواقع (.241۱و همکاران، 

دارد.  ارتبثاط فعال اکسیژن هایگونه تولید و اکسیداتیو
فعثال  هایگونثه بالثای غلظت معرض در گرفتن قرار

پلاسثما،  میتوکنثدری، غشای در اختلال باع  اکسیژن
 بثه منجر شود کهمی DNA و کروموزوم شدن تکهتکه

خواهثثد شثثد  اسثثپرم مانثثدن زنثثده وجنبثثایی  کثثاهش

(Gadea  در2411همکاران، و .) بثرای عثادی، شرایط 
 ،فعثال اکسثیژن هایگونثه مخثرو اثرات سازیخنثی

 سیسثثتم تعثثدادی دارای منثثی پلاسثثمای و اسثثپرم
از  را فعال اکسثیژن هایگونه کههستند  یتاکسیدانآنتی

 جلثثوگیری داخثثل سثثلولی آسثثیب از و دنثثبرمیبثثین 
 بثین تعادل عدم .(2411و همکاران،  Gadea) دکننمی

 فعالیثثثت و فعثثثال اکسثثثیژن هایگونثثثه حضثثثور

 اسثپرم انجماد آسیب اصلی دلیل اسپرم یتاکسیدانآنتی
 غشثای ،اسپرماتوزوئیدها خاص سلولی ساختار .است

 و کم سیتوپلاسم ،میتوکندری زیاد تعداد آن، پلاسمایی
 در را هثاآن اسثپرم، سیتوپلاسثم در کم تاکسیدانآنتی

 Bollwein) کنثدمی پذیرآسیب آزاد هایرادیکال برابر

 ،روی یتاکسثثیدانآنتیخثثواص  (.2442و همکثثاران، 

لیت لیپیثد او بثر سثی کنثدمیغشاهای اسپرم را تثبیت 

از غشاهای اسپرم محافظت  جهینت درو  گذاردمی تأثیر
بنثثثثثابراین، سیسثثثثثتم ؛ (Sikka ،2441) کنثثثثثدمی

تثا  دهثدمیاجثازه  هثاتاکسیدانآنتیبه  یتاکسیدانآنتی
ال فعث هایگونهتوسط  جادشدهیاپیوندهای کووالانسی 

جثثانبی اسثثیدهای چثثرو  هثثایزنجیرهاکسثثیژن بثثین 

گفت که  توانمی ،بنابراین؛ دبشکن رالیپیدهای غشایی 
بسثثزایی در حفثثظ  تثثأثیر یتاکسثثیدانآنتیظرفیثثت 

و همکثاران  Towhidi) یکپارچگی غشای اسثپرم دارد
از طریثق   غشثا. مکمل مس و روی با تثبیثت (241۱

 هثثایواکنشانثثداختن  تثثأخیردر بثثه  هثثاآنتوانثثایی 
 بخشثدمیاسپرم را بهبثود  مانیزندهآزاد،  هایرادیکال

(Cheah  وYang ،2411.)  با توجه بثه مطالعثاتی کثه

اسثثپرم را در داخثثل و خثثارج از فصثثل  هثثایویژگی

و همکثثاران،  Zargari) انثثدکردهارزیثثابی  تولیثثدمثل

کثثه  شثثدهانیب( 2422و همکثثاران،  Mahala ؛2416
ی و تولیثثدمثل هثثایویژگی تولیثثدمثلفصثثل از خثثارج 

و مطابق با  گیردمیقرار  تأثیرخصوصیات اسپرم تحت 
 بکرقابثل .یابثدمیکثاهش  گروه شاهد در این مطالعه

و  تولیثدمثلبا پایان فصل  زمانهم حاضر مطالعهاست 
از ابتثدا تثا اگرچثه  بثود.ی تولیثدمثلشروع فصل غیر 

اسثپرم و  هثایویژگیتغییری در  هیچانتهای پژوهش 

امثا نکتثه  ،فلوسایتومتری در گروه مکمل مشاهده نشد
از  شدن خارجبا  هاویژگیاین است که این  توجهقابل

برخلثاف  74روز تثا 22از روز یعنثی  تولیدمثلفصل 
 گفثت مکمثل توانمیبنابراین، ؛ دحفظ ش شاهدگروه 

 کیفثی هثایویژگیروی، مثس و منگنثز معدنی حاوی 
از افثزایش  حفثظ و تولیدمثلخارج از فصل اسپرم را 

 شدهیزیربرنامه مرگو فعال اکسیژن  هایگونهمقادیر 

 .کندمیجلوگیری  سلول

 
 گیرینتیجه

-نتایج این پژوهش نشان داد که مکمل کلی،طوربه 

-مثیروی، مس و منگنثز  نیازکم عناصر زمانهمسازی 

بعثد از بوو تثأثیرات  پثذیری اسثپرمتواند بر انجماد
های فعال اکسثیژن و و مانع ایجاد گونه مفیدی بگذارد

شود و همچنثین، از  سلول شدهیزیربرنامهبروز مرگ 
در خثارج از فصثل افت کیفیت اسپرم بعد از انجمثاد 

 جلوگیری نماید.تولیدمثل 
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