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  چکیده
 گشایییند انجماد و یخآفر بر) لیتر گرم در میلیمیلی 5/8و  5/6، 5/4، 5/2، 0(آسکوربیک اسیدهاي مختلف اثر غلظت مطالعهاین در

هاي منی نمونه. آوري شدبار جمع 2اي س بز نر بالغ، هفتهأر 4هاي منی توسط واژن مصنوعی از  نمونه. بررسی شداسپرم بز کردي
 37هاي حاوي اسپرم در آب گرم گشایی پایوتدر معرض بخار ازت منجمد و در تانک حاوي ازت مایع ذخیره شد و سپس یخرقیق شده 

. شدگیرياندازه )CASA(اي اسپرمآنالیز رایانه يسامانهاسپرم با کمک يپیشرونده تحركو کل تحرك .گراد انجام شدسانتی يدرجه
نتایج . گیري شدگشایی اندازهآلدهاید بعد از فرآیند یخديها و غلظت  مالونزنده و مورفولوژي اسپرمهاي سلامت غشا، درصد اسپرم

با گروه  يدر مقایسه آسکوربیکاسیدلیترگرم در میلیمیلی 5/6و  5/4اسپرم بز حاوي  يکننده حاصل از این آزمایش نشان داد که رقیق
سطوح مختلف ). >01/0p(هاي زنده شد اسپرمدرصد و )>05/0p(، تحرك پیشرونده )>01/0p(شاهد موجب بهبود در میزان تحرك

مطابق با نتایج این ). <05/0p(ها نداشتند آلدهاید اسپرمديداري روي سلامت غشا، مورفولوژي و مالونمعنیاثرآسکوربیکاسید
دار هاي انجماد اسپرم بز کردي باعث بهبود معنیکننده به رقیق آسکوربیکاسیدلیترگرم در میلیمیلی 5/4پژوهش افزودن سطوح 

.شودهاي زنده میهاي اسپرم از جمله تحرك و درصد اسپرمفراسنجه

اسپرم منجمد، بز کردي، رقیق کننده، اسید آسکوربیک:کلمات کلیدي

  مقدمه
انجماد منی پستانداران، تحولی اساسی در نگهداري .

 سلول اسپرم به وجود آورده و حفاظت از انجمادمنی و 
 کهباشد میپروتوپلاسم سلول جنسی راهی براي حفظ

پروريآبزي، در دامپروري ،هاگونه DNAتواند با حفظمی
هاي  کاربرد زیادي داشته باشد و بانکتنوع زیستی  ظو حف

هاي آوريفنهمراه با دیگر توانند اسپرم می يذخیره
وحشی و هاي حفاظت گونهبهبود نژادها و ، درتولیدمثلی

چنین با هم. ، نقش مهمی داشته باشنددرحال انقراضبومی 
هاي آن، انتقال به فاصله قرنطینه کردنانجماد اسپرم، امکان 

هاي ژنتیکی ها و حفظ بانککنترل بیماريخیلی دور،
با. )Maxwell and Salamon 1993(گرددممکن می

بسیاري  تولیدمثلی،هايها و تکنیکاسپرماستفاده از انجماد 

طبیعی، دانشگاه تهران، کرجي کشاورزي و منابعارشد علوم دامی، دانشکدهآموخته کارشناسیدانش1
پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران، کرج ،استادیار گروه علوم دامی2
تهران زاداسلامی، واحد علوم و تحقیقاتآباشگاه پژوهشگران جوان، دانشگاه *3

و انسانی  یاز مشکلات باروري حیوانات آزمایشگاهی، دام
.Leboeuf et al(باشد قابل حل می طور کلی، به). 2000
مهمی  هايشاخصگشایی شده از روي یخ کیفیت اسپرم

هاي زنده و درصد اسپرم،)Purdi 2006(تحركمانند 
در زمان انجماد  .شودارزیابی میها سلامت آکروزوم آن

هاي اسپرم، عوامل متعددي مانند پلاسماي منی، سلول
-کنندهو غلظت حفاظت کننده، نوعترکیب شیمیایی رقیق

 يدورههاي انجمادي، دماي نگهداري، میزان سردسازي، 
هاي واکنش گشایی، گروهسازي، روش انجماد و یخمتعادل

تواند بر کیفیت  این عوامل میو تعادل بین ) ROS(اکسیژنی 
.Leboeuf et al(ثر باشد ؤهاي منجمد ماسپرم طی . )2000

سرمایی و فشار  در معرض شوك اسپرمحفاظت انجمادي، 

E-mail: hamid_naijian@ut.ac.ir)ي مسئولنویسنده(
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نتیجه میزان اکسیداسیون غشا به گیرد و در اسمزي قرار می
هاي اکسیداتیو افزایش تر واکنشدرصد بیش يواسطه

ماندن و عمر اسپرم را زنده یابد که این امر نهایتاًمی
هاي اسپرم داراي مقادیر بالایی از سلول. دهدکاهش می

باشند و نسبت اسیدهاي اسیدهاي چرب غیراشباع می
چرب غیراشباع به اشباع در غشاي اسپرم نشخوارکنندگان 

که همین امر  استها بالاتر گر گونهکوچک نسبت به دی
 ROSهاي پراکسیداتیو در حضور ها را به آسیبغشاي آن

آسکوربیک به عنوان اولین خط اسید.سازدمستعد می
اکسیدانی در خون و پلاسماي مایع اسپرمی دفاعی آنتی

-مطرح بوده و موجب مهار روند اکسیداسیون لیپوپروتئین

اکسیدانی درصد از توان آنتی65در حدود . شودها می
پلاسماي مایع اسپرمی افراد بارور مربوط به این ویتامین 

زیرا غلظت آن در ؛)Donnelly et al. 1999(است
برابر پلاسماي خون  10پلاسماي مایع اسپرمی حدود 

.Hu et al(است   1977طی تحقیقی که در سال  ).2010
در پلاسماي مایع  ROSانجام شد مشخص شد که حضور 

آسکوربیک دار غلظت اسیداسپرمی موجب کاهش معنی
.Leboeuf et al(گرددمی اسید آسکوربیک با ).2000

تواند باعث می ROSکاهش آسیب سلولی از طریق جذب 
چنین اسیدهم. کننده شوداسپرم در رقیق يعملکرد بهینه

پروکسیل جلوگیري  هاي رادیکالآسکوربیک از فعالیت 
اسپرم ممانعت به  DNAکه با این کار از آسیب  کندمی

.Hu et al(آوردعمل می هدف از این پژوهش ).2010
اکسیدانی سطوح مختلف اسیدبررسی اثرات آنتی

-گرم در میلیمیلی 5/8و  5/6، 5/4، 5/2، 0(آسکوربیک

ثیر أدر فرآیند نگهداري اسپرم به صورت منجمد و ت )لیتر
.باشدآن بر پارامترهاي مربوط به منی بز کردي می

  کار مواد و روش
سال  3-4س بز نژاد کردي، أر4در این تحقیق از منی

کیلوگرم در ایستگاه پژوهشی  65-50و متوسط وزن
واقع در (پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران

آوري منی بزهاي جمع. استفاده شد) جنوب غربی کرج

تولید بار و در فصل  2اي آموزش دیده به صورت هفته
.صورت گرفت) ماه شهریور تا اواسط دياواخر(مثلی 
ي مورد از بزهامصنوعی مهبل يوسیلههاي منی به نمونه

درجه  37در داخل فلاسک آب گرم آوري و آزمایش جمع
هاي بررسیقرار داده شد و بلافاصله به آزمایشگاه منتقل و 

 75/0-2هاانزال حجممیانگین .اولیه انجام گردید
اسپرم در5/2×109طور متوسطه بغلظت  میزان لیتر،میلی
اسپرم  تعداددرصد و  70تر از لیتر، تحرك بیشمیلی

اسپرم درصد، در هر انزال به عنوان  10تر از کمغیرطبیعی
دام به یک هاي منی هر از نمونه. طبیعی محاسبه گردید

و  شد آزمایش مجزا ریخته يمقدار مساوي در یک لوله
هاي ها، نمونه با توجه به احتمال اثرات متقابل بین نمونه

هاي مخلوط شده نیز از منی با هم مخلوط شد و این نمونه
نظر رنگ و تحرك تقریبی ارزیابی مجدد گردید تا از 

-قیقر.جماد اطمینان حاصل شودسلامت نمونه براي ان

مورد  يمحیط پایه. تریس بود يمحیط بر پایه یک ،کننده
سیتریک اسید ، )لیتر/گرم7/30(استفاده شامل تریس

مرغ ، زرده تخم)لیتر/گرم6/12(، فروکتوز)لیتر/گرم4/16(
و جنتامایسین) V/V،درصد 5(، گلیسرول )درصد 15(
مواد مصرفی این آزمایش از  يکلیه.بود) لیتر/گرم6/0(

اسمولاریتی محیط  .ندتهیه شد )آمریکا(شرکت سیگما
تیمارهاي . تنظیم شد 8/6آن  pHو  اسمولمیلی 425پایه 

-میلی 5/8و  5/6، 5/4، 5/2، 0(سطح  4آزمایشی حاوي

کننده رقیق. اندآسکوربیک بودهاسید)لیترگرم در میلی
گروه شاهد مورد استفاده آسکوربیک به عنوان بدون اسید
.Bucak et al(قرار گرفت 2009 .(

انجماد
 ؛صورت گرفته است 10به  1سازي منی به نسبت رقیق

کننده و در داخل سی رقیقسی 10سی اسپرم و سی 1یعنی 
از لحاظ حجمی  اسپرم میلیون 40هر پایوت هم حدوداً

آزمایشی در هاي براي انجماد ابتدا نمونه. شودکشیده می
 2بندي شد و به مدت لیتري بستهمیلی 25/0هاي پایوت

گراد قرار گرفتند و پس سانتی يدرجه 5ساعت در دماي 
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 متريسانتی 4يها در فاصله تعادل، پایوت ياز طی دوره
دقیقه در معرض بخار ازت  15به مدت  از سطح ازت مایع

 ور و برايمایع منجمد و سپس در ازت مایع غوطه
.Bucak et al(نگهداري به تانک ازت منتقل شدند

2007(.

منی گشایییخ
هاي حاوي منی، پس از خارج کردن پایوت ذوب براي

ثانیه در داخل آب  30ها را به مدت منی از ازت، پایوت
به ها پایوت سپسگراد قرار داده وسانتی يدرجه 37گرم 

.Ijaz et al(هاي اپندورف تخلیه شدندداخل لوله 2009(.

ها پس از ذوب شدن ارزیابی اسپرم
تحرك

ارزیابی در این تحقیق بررسی  مورد يفراسنجهاولین 
3به این منظور . تحرك اسپرم پس از ذوب شدن بود

پایوت از هر گروه تیماري با روشی که در بالا توضیح 
هاي اپیندورف انتقال داده شد ذوب شد و به داخل لوله

سپس با استفاده از سمپلر متغیر و با برداشتن ؛داده شدند
میکرولیتر از منی روي لام و گذاشتن یک لامل  10تا  7

تمیز روي آن، لام مورد نظر با استفاده از سیستم آنالیز 
میکروسکوپ .ثبت گردید) CASA(اسپرم کامپیوتري 

CASA  کره مورد استفاده از شرکت سامسونگ و کشور
در این آزمایش پارامترهاي ارزیابی .باشدمی جنوبی

هاي متحرك و درصد تحرك مانند درصد کل اسپرم
.Bucak et al(رونده محاسبه گردیدهاي پیش اسپرم

2010(.

سلامت غشا
ها از اسپرم يدر این مطالعه براي بررسی سلامت غشا

در این آزمایش از . محلول هیپواسموتیک استفاده شد
. اسمولار استفاده گردیدمیلی 100فشار اسمزي محیط با 

اسمولار میلی 425هاي بز فشار اسمزي طبیعی براي اسپرم
ه ها به محیط هیپواسمول بواکنش اسپرم. استدر لیتر 

هایی که در این حالت اسپرم. باشدصورت تورم دم می
 دهند،میپلاسمایی سالمی دارند به محلول واکنش  يغشا

در . مانندهاي ناسالم بدون واکنش باقی میولی اسپرم
هاي با دم گره خورده به اسپرم آزمایشواقع پس از این 

ها صاف هایی که دم آنهاي زنده و اسپرم عنوان اسپرم
در تحقیق . شونداست به عنوان اسپرم مرده تلقی می

 Revellتیک مطابق با روشوحاضر آزمایش تورم هیپواسم
میکرولیتر  10مقدار .  انجام شد 1994در سال Mrodeو 

میکرولیتر از محیط  100از اسپرم ذوب شده با 
که  اسمولارمیلی 100داراي فشار اسمزي  هیپواسموتیک

9/4(سیترات سدیمو )لیتر/گرم9(حاوي فروکتوز
دقیقه در دماي  30بود مخلوط گردید سپس  )لیتر/گرم

 يبا تهیه پس از گذشت این زمان و. اتاق انکوبه شد
قطره از نمونه انکوبه شده با استفاده از  3حداقل 

بررسی میکروسکوپی . میکروسکوپ نوري بررسی شد
 يدرجه 37در دماي  گرميبا استفاده از یک صفحه

در هر . صورت گرفت 400نمایی  گراد و با بزرگسانتی
اسپرم شمارش و درصد  200گروه تیماري حداقل 

 Holt(پارچه محاسبه شد غشاي یکهاي داراي اسپرم

2000, Purdi 2006  .(

آمیزي حیاتیرنگ
هاي زنده و مرده از براي ارزیابی میزان اسپرم

. نیگروزین استفاده گردید -آمیزي حیاتی ائوزینرنگ
7/16(این محیط شامل رنگ ائوزین يمواد تشکیل دهنده

سیترات و ) لیتر/گرم 100(، رنگ نیگروزین)لیتر/گرم
آمیزي اساس این رنگ .باشدمی) لیتر/گرم29(سدیم

هاي بدین صورت است که رنگ ائوزین به داخل اسپرم
هاي زنده رنگ که اسپرمدر حالی ،کندمرده نفوذ می

ي اسپرم از نمونه µl20،آمیزيبراي این رنگ. گیرندنمی
از رنگ آماده  µl20وو روي لام قرار گرفت شد برداشته

با سر  سپس. به آن اضافه گردیدنیگروزین  -شده ائوزین
تا اسپرم با رنگ مخلوط زدههمرا سمپلر به آرامی نمونه 

ي گوشه دراز نمونه برداشته و  µl20ثانیه  30پس از . شود
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به  آنو با یک لام دیگر روي  شد لام دیگري گذاشته
لام زیر  ،پس از خشک شدن. آرامی گسترش تهیه شد
و براي  شد قرار داده 400نمایی میکروسکوپ با بزرگ

هاي مختلف آن عکس گرفته ها از بخششمارش اسپرم
اسپرم شمارش شد و درصد  200از هر نمونه . شد

. محاسبه شد) زنده(و رنگ نشده) مرده(هاي رنگیاسپرم
هایی که رنگ صورتی کم رنگ به خود گرفته یا تنها اسپرم

به عنوان اسپرم  نیز ها رنگ گرفته بوداز گردن آنبخشی 
.)Evans and Maxwell 1987(در نظر گرفته شد مرده

مورفولوژي
 3با مورفولوژي غیرطبیعی حداقل  براي ارزیابی اسپرم

سی سی 1هاي حاوي قطره از هر نمونه به میکروتیوب
 ،)لیترمیلی 5/62% (37محلول هانکوك که شامل فرمالین 

150(هانکوك ، محلول بافر)لیترمیلی150(محلول سالین
باشد، می) لیترمیلی500(و آب دو بار تقطیر) لیترمیلی

افزوده شد و سپس یک قطره از این محلول روي لام قرار 
و توسط یک لامل پوشانده شد و با شمارش  داده شد
کنتراست با اسپرماتوزوا زیر میکروسکوپ فاز 200حداقل 

هاي با مورفولوژي ، درصد اسپرم400نمایی گبزر
میانگین سه مشاهده به عنوان یک . غیرطبیعی محاسبه شد

 Schafer and(داده واحد در نظر گرفته شده است

Holzmann 2000.(

آلدهایدديمالونگیري سطح اندازه
 يدهندهآلدهاید که نشانديگیري مالونبراي اندازه

آزمایشهاي اسپرم است از پراکسیداسیون در نمونهلیپید
طبق روش یوشیکا و همکاران استفاده  یکورتیتیوبارباسید 

Esterbauer and Cheeseman(شد  آزمایشاین .)1990
مراحل  .در آزمایشگاه فیزیولوژي دانشگاه تهران انجام شد

:استشرح  این این آزمایش به

هاتهیه محلول:1مرحله 
اسید ) حجمی/وزنی(درصد  67/0محلول ) الف

وریکتتیوباربی
20تیوباربیتویک اسید در اسید گرم  134/0مقدار 

دقیقه در حمام  30سی آب دوبار تقطیر براي مدت سی
.گراد حل شدسانتی يدرجه 95آب گرم 

استیک اسیدکلرودرصد تري 10محلول ) ب
آب دوبار تقطیر  لیترمیلی 30در  TCAگرم  3مقدار 

.حل شد
EDTAو  BHTهاي محلول) ج

لیتر آب دوبار میلی 10در  EDTAگرم  037/0مقدار 
.تقطیر حل شد

.لیتر اتانول حل شدمیلی 10در  BHTگرم  2/0مقدار 
لیتر منی با یک میلی يلیتر از هر نمونهیک میلی :2مرحله 
EDTAلیتر ، یک میلیBHT  لیتر میلی 2وTCA  با هم

.مخلوط شده و به داخل فالکون ریخته شدند
دقیقه  15براي مدت  g×1200ها در فالکون: 3مرحله 

.سانتریفیوژ شدند
لیتر از محلول پس از سانتریفیوژ شدن، یک میلی: 4مرحله 

در میکروتیوب،  TBAلیتر ها با یک میلیبالاي فالکون
.آمیخته شدند

Hot Plateدقیقه در  20ها براي مدتفالکون: 5مرحله 

.گراد قرار گرفتندسانتی يدرجه 95
دقیقه در دماي اتاق سرد  30ها پس از نمونه: 6مرحله 

با (نانومتر  532شدند و سپس جذب نوري در طول موج 
.گیري شداندازه) اسپکتروفتومتر

تحلیل آماري
هاي حاصل در  داده. مرتبه تکرار شد 5مطالعهاین 

هاي آماري زیر  تصادفی و بر اساس مدل طرح کاملاًقالب 
تجزیه و تحلیل  SASافزارنرمProc GLMبه کمک رویه 

.شدندها به روش دانکن مقایسه و میانگین شدند
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yijk= µ + ai+ eij
Y :  خصوصیات کمی و کیفی اسپرمμ:   میانگین جامعهαi: اثر

اثر باقیمانده:eijسکوربیک  آسطوح مختلف اسید 

  نتایج 
نشان داده شده است،  1هاي اسپرم در جدول ویژگی

نسبت  آسکوربیکحاوي سطوح مختلف اسید يکنندهرقیق
به شاهد باعث تغییر صفات تحرك، تحرك پیشرونده و 

. شودگشایی می هاي زنده پس از انجماد و یخدرصد اسپرم
و  5/4سطوح آسکوربیکهاي مختلف اسیددر بین غلظت

دار در میزان تحركگرم باعث افزایش معنیمیلی 5/6
)01/0p<(هاي پیشرونده  ، درصد اسپرم)05/0p<( و

هاي زنده در مقایسه با گروه شاهد و سایر اسپرم
). >01/0p(آسکوربیک شده است هاي اسیدغلظت

هاي آزمایش چنین نتایج حاصل از آنالیز دادههم
دهد که هیچ و مورفولوژي نشان می ءیکپارچگی غشا

هاي اسید داري در بین هیچ یک از غلظتاختلاف معنی
).p<05/0(آسکوربیک مشاهده نشده است 

  گشایییخ -هاي کیفی منی بز کردي پس از انجمادویژگی بر )لیترگرم در میلیمیلی( آسکوربیک اثر اسید :1جدول 
SEMداريسطح معنی5/25/45/65/8)0(شاهد)درصد(اسپرمصفات 

b60/44b40/47a20/54a20/52b40/4601/023/1تحرك
b20/23b20/24a40/32ab00/27b80/2305/018/2پیشرونده

c60/50c80/52a60/61b40/58c60/5301/001/1اسپرم زنده
80/4340/4440/4680/4560/4427/091/0ءسلامت غشا

40/2280/2140/2040/1920/2041/020/1اسپرم ناهنجار
.باشددر هر ردیف می) درصد 5و1با سطح احتمال (تفاوت میانگین سطوح يحروف بالانویس غیرمشابه نشان دهنده

نتایج حاصل از لیپیدپراکسیداسیون تیمارهاي آزمایشی 
طور که نشان همان. نمایش داده شده است 2در جدول 

ثیر أآسکوربیک تداده شده است سطوح مختلف اسید

کاهش میزان لیپیدپراکسیداسیون نداشته  برداري معنی
ولی در مقایسه با شاهد توانسته به میزان کمی  ،است

).p<05/0(را کاهش دهدلیپیدپراکسیداسیون 

  گشاییبر میزان لیپیدپراکسیداسیون اسپرم منجمد بز کردي پس از یخ) لیترگرم در میلیمیلی( آسکوربیک اثر اسید :2جدول 
SEMداريسطح معنی5/25/45/65/8شاهد)لیترمیلی/ نانومول(صفت

84/176/162/165/182/124/007/0آلدهایدديمالون

مرتبط با ) CASA(نتایج حاصل آنالیز کامپیوتري 
در بین . نشان داده شده است 3تحرك در جدول 

داري در بین سطوح اختلاف معنی CASAهاي ویژگی
).>05/0p(آسکوربیک مشاهده نشد مختلف اسید

  )لیترگرم در میلیمیلی(در بین سطوح آزمایشی اسید آسکوربیک  CASAهاي حرکتی مربوط به ویژگی يمقایسه :3جدول 
SEMسطح معنی داري5/25/45/65/8)0(شاهدصفات اسپرم

34/8222/8510/9024/8502/8469/065/3سرعت در مسیر میانگین
92/6660/6978/7578/6818/6856/098/3سرعت در مسیر مستقیم

20/524/592/412/532/570/020/0جنبایی عرضی سر
00/5680/5760/6240/5800/5649/088/2خطی بودن جنبایی
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  بحث
،تحرك، درصد اسپرم زنده و سلامت آکروزوم اسپرم

در کیفیت اسپرم پس از ذوب  يتعیین کننده عوامل
.Holt et al(باشند می هاي ناشی از فرآیند تنش).  2000

هاي متعددي در ساختار اسپرم توانند باعث آسیبذوب می
و  سیتوپلاسمآن غشاي پلاسمایی،  يشوند که در نتیجه

بیند و در ها به شدت آسیب میاسپرم ساختار ژنومینیز 
ي پلاسمایی کاهش سلامت غشاباعث  ممکن استنهایت 

هاي زنده و آکروزومی، تحرك، باروري و تعداد اسپرم
.Leboeuf et al(شود  آسکوربیک در اسید). 2000

اکسیدان که  مطالعات مختلفی به عنوان یک آنتی
 شدهبررسی  ،سازوکارهاي آن هنوز  شناخته نشده است
تواند مانع از است و نشان داده شده است که می

در تحقیق حاضر . پرکسیداسیون لیپیدهاي غشایی گردد
گرم اسیدمیلی 5/6و  5/4مشاهده گردید که سطوح 

طور تواند بههاي انجماد بز می کننده در رقیقآسکوربیک
داري باعث بهبود کیفیت اسپرم بز پس از فرایند معنی

با اثرات حفاظتی اسید خصوصدر .گردد ذوب-انجماد
ذوب منابع -آسکوربیک بر اسپرم در حین فرایند انجماد

تخریب غشاي پلاسمایی . باشدمختلفی در دسترس می
هاي اسپرم یکی از دلایل کاهش باروري و جنبایی سلول

اسپرم در طول فرایند حفاظت انجمادي 
چنین حفاظت انجمادي منجر به تغییرات هم. باشدمی

DNA سیتواسکلت اسپرم، مهار اتصال اسپرم به تخمک و ،
تحرك آن د که منجر به کاهشوتخریب آکسونم اسپرم ش

آسکوربیک به عنوان اولین خط دفاعی اسید. شودمی
اکسیدانی در خون و پلاسماي مایع اسپرمی مطرح آنتی
ها ون لیپوپروتئینو موجب مهار روند اکسیداسی است

 اسید آسکوربیک. )Pursel and Graham 1967(شودمی
تواند می ROSبا کاهش آسیب سلولی از طریق جذب 

چنین هم .کننده شوداسپرم در رقیق يباعث عملکرد بهینه
هاي پروکسیل آسکوربیک از فعالیت رادیکالاسید

-میاسپرم  DNAکه با این کار از آسیب  کندمیجلوگیري 

آسکوربیک در سمیت پایین و حلالیت خوب اسید. شود
اکسیدان استفاده تا به عنوان آنتی ه استآب موجب شد

 نشان داده شد بررسیدر این .)Neill et al. 1987(شود
آسکوربیک در گرم اسیدمیلی 5/6و  5/4که سطوح 

داري باعث  طور معنیتواند بههاي انجماد بز میکنندهرقیق
. ذوب گردد-بهبود کیفیت اسپرم بز بعد از فرایند انجماد

در سال و همکاران Johnsonنتایج این آزمایش با گزارش
مطابقت دارد که در یک آزمایش با هدف بررسی  2000

آسکوربیک روي انجماد اسپرم اثر سطوح مختلف اسید
 5/4سطوح  گاو نشان دادند که میزان تحرك پیشرونده در

چنین هم. بوده استگرم نسبت به سایر سطوح بالاترمیلی
و همکاراننتایج این آزمایش با نتایج آزمایش بکونی 

)Beconi et al. 1993(،Perez 1996در سال  و همکاران 
. مطابقت دارد 2006در سال  و همکاران Mirzoyanو

آسکوربیک به ها به این نتیجه رسیدند که افزودن اسیدآن
. شودهاي آزاد میرقیق کننده باعث کاهش تولید رادیکال

ه آسکوربیک ببالاترین غلظت اسیدي حاضر در مطالعه
داري پارامترهاي جنبایی و جنبایی پیشرونده را طور معنی

شود که افزودن استنباط می که بر این اساس کاهش داد،
-دیگر آنتیهمانند آسکوربیک اسید يبیش از اندازه

 يکننده باعث تغییر خصوصیات غشابه رقیقها اکسیدان
کند ا فراهم مید که امکان لیپیدپراکسیداسیون روپلاسما ش

-و باعث تولید رادیکال گذاردمیاثر  که در سیالیت غشا

ثیرات أت .)Naijian et al. 2013(شودهاي آزاد می
واقعیت نسبت توان به این آسکوربیک را میسودمند اسید

-ثر در کاهش رادیکالؤاکسیدان بسیار مداد که یک آنتی

هاي متابولیسمی فرآیند يوسیلهه که ب است هاي آزادي
سطوح مختلف اسیددر بررسی حاضر .شودتولید می

داري در مقایسه با شاهد باعث طور معنیه آسکوربیک ب
ولی با افزودن سطح  ،مانی اسپرم شده استافزایش زنده

ه این که نشان دهند مانی کاهش یافتگرم زندهمیلی 5/8
تواند براي اسپرم میحدي نتی اکسیدان هم تا آاست که 
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تر شود خواص مضر مفید باشد و اگر از مقداري بیش
این نتایج ممکن است بر اساس این  .خواهد داشت

ثري علیه ؤآسکوربیک دفاع مواقعیت باشد که اسید
تواند از آسیب اکسیداتیو به و میاست رادیکال پروکسیل 

DNA د و توانایی اسپرم بز را به شوك ناسپرم جلوگیري ک
سرمایی تنظیم و سرانجام بقاي انجمادي اسپرم بز را افزایش 

.دهد

  گیري کلینتیجه
گرم  میلی 5/4در سطح آسکوربیکافزودن اسید

دار تریس باعث بهبود معنی يکننده بر پایهدر رقیق
کیفیت اسپرم بز کردي بعد از فرایند ذوب شدن 
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Abstract
This study  was designed  to investigate the effects of different concentrations of ascorbic 

acid (0, 2.5, 4.5, 6.5 and 8.5 mg/ml) on freezing of the Kordi goat spermatozoa. Semen 
samples were collected by an artificial vagina, twice a week from four pubertal goat. The 
extender containing semen was frozen in liquid nitrogen and then was stored until using for 
assessment. Semen was thawed at 37◦C and then motility and progressive motility were 
assessed by CASA. membrane integrity, viability and morphology of sperms were assessed 
and malondialdehiyde (MDA) concentration was measured. The results of this experiment
showed that extender containing 4.5 and 6.5 mg ascorbic acid significantly improved motility 
(P<0.01), progressive motility (P<0.05) and viability compare to control treatment (P<0.01). 
Membrane integrity, morphology and malondialdehiyde were not affected significantly by the 
different level of ascorbic acid (P>0.05). It can be concluded that adding 4.5 mg/ml ascorbic
acid in to goat extender is suitable for preservation of sperm and its fertility.

Key words: Ascorbic acid, Extender, Frozen sperm, Kordi goat
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