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Background and Objectives: Goat is one of the first animals that was domesticated by 

humans, and according to the available evidence, the origin of domestication of this animal 

is considered to be in the country of Iran. Considering the hot and dry climate developing in 

Iran, the reproduction management of this valuable livestock can improve livestock 

production in the country. One of the technologies that help reproductive management is 

artificial insemination. In this method, superior genes of animals with high genetic value 

are rapidly developed in the herd. In the first stage, for successful artificial insemination, 

suitable sperm is needed for insemination. One of the methods to preserve sperm is its long-

term preservation by freezing. Osmotic, chemical, and mechanical stresses during freezing 

processes are the most important reasons that cause ultrastructural, biochemical and 

functional changes in sperm, which reduce sperm fertility. Peroxidation of membrane lipids 

is one of the most important chemical stresses in the freezing-thawing process. L-carnitine 

is a quasi-vitamin derived from the amino acid lysine and methionine with antioxidant 

properties that plays an important role in increasing sperm fertility. L-Carnitine is essential 

for the beta oxidation of long-chain fatty acids in the mitochondria, and it has a positive 

effect on the metabolism, maturation, and motility of sperm by supplying the energy 

required by sperm. Therefore, the purpose of this research was to investigate the effect of 

different levels of L-carnitine during the freezing process to maintain the quality of goat 

semen. 

 

Materials and Methods: In this experiment, 5 Saanen goats were used in this experiment. 

After sperm collection and initial evaluation, in order to eliminate individual effects, semen 

samples were mixed. Different levels of L-carnitine (1, 0, 2, 5 and 10 mM) were added to 

the sperm diluent and the sperm samples were diluted and frozen. Microscopic evaluation 

of sperm was done after freezing-thawing and the qualitative parameters of sperm including 

motility, progressive motility, morphology, plasma membrane function, acrosome health, 

mitochondrial activity, DNA breakage rate, apoptosis, and membrane lipid peroxidation 

were evaluated. 

 

Results: According to the results of this research, the use of L-carnitine in the freezing 

process improved the qualitative parameters of goat sperm, so that in the thawed sperm, the 

highest amount of total motility, progressive motility, plasma membrane health, 

mitochondrial activity, viability and the lowest level of lipid peroxidation and pseudo-

apoptotic changes were observed in the treatment receiving 5 mM L-carnitine. The use of 

non-optimal concentrations (1 and 10 mM) of L-carnitine was not as effective as the 

optimal dose (5 mM). 

 

 

 

 

 

 

 



 

Conclusion: To conclude, supplementation of goat semen freezing medium with an 

optimal dose of 5 mM L-carnitine is recommended due to the improvement of sperm 

quality parameters. Therefore, the use of this supplement can be a practical method to 

maintain the quality of goat semen during its transportation to farms for reproductive 

purposes and artificial insemination of commercial herds. 
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 های کلیدی: واژه

 اسپرم 

 نیتیکارن-ال

 انجماد

 بز

 به توجه باو است  شده یاهلاولین حیواناتی است که به دست انسان  ازجملهبز  سابقه و هدف:

نیمه گرمسیری  دانند. با توجه به اقلیم می انرـیا رکشودام را  ینا نشد هلیا منشأ دموجو هداشو

تواند موجب بهبود تولیدات دامی در کشور شـود.   این دام ارزشمند می دمثلیتولایران، مدیریت 

 ـتول تیریکننده به مد کمک یها یاز فناور یکی روش  نی ـدر ا. اسـت  یمصـنوع  حیمثـل، تلق ـ  دی

 یهـا  هاز را یک ـی. ابـد ی یدر گلـه توسـعه م ـ   سرعت بهبالا  یکیبا ارزش ژنت یها برتر دام یها ژن

هـای اسـمزی،   اسـتر   .پدیده انجماد اسـت  توسط  آن مدت یطولان ینگهدار، اسپرم ینگهدار

کـه تیییـرات فراسـاختاری،     ترین دلایلی هستند مکانیکی، طی فرآیندهای انجماد مهم شیمیایی و

-بـاروری اسـپرم مـی    آورند که موجب کاهشمی وجود به بیوشیمیایی و عملکردی را در اسپرم

-های شیمیایی در فرآینـد انجمـاد  استر  نیتر مهمکسیداسیون لیپیدهای غشا یکی از شوند. پرا

لیـزین و متیـونین بـا خـوا       نهیدآمیاسکارنیتین یک شبه ویتامین مشتق از -گشایی است. الیخ

-کنـد. ال   های بـاروری اسـپرم بـازی مـی     اکسیدانی است که نقش مهمی در افزایش قابلیت آنتی

های چرب با زنجیره بلند در میتوکندری ضروری است و بـا   اکسیداسیون اسیدکارنیتین برای بتا 

بنابراین هـد    ؛مثبتی بر متابولیسم، بلوغ و تحرک اسپرم دارد ریتأثاسپرم،  ازیموردنانرژی  نیتأم

کارنیتین در طول فرایند انجماد برای حفظ -از اجرای این پژوهش بررسی اثر سطوح مختلف ال

 .بز بود کیفیت منی
 

گیـری و   بز نژاد سانن اسـتفاده شـد. پـز از اسـپرم     رأ  5آزمایش از در این  ها: مواد و روش

-السـطوح مختلـف    های منی مخلوط شدند. حذ  اثرات فردی، نمونه منظور بهارزیابی اولیه، 

 ـ( به رقمولار میلی 10و  5 ،2، 1، 0)کارنیتین  هـای منـی   کننـده اسـپرم افـزوده شـد و نمونـه      قی

و  شـد انجـام   گشایی خی-اسپرم بعد از انجمادی کروسکوپیارزیابی م .منجمد شدند زی وسا رقیق

رونده، مورفولوژی، عملکرد غشا پلاسمایی،  های کیفی اسپرم شامل تحرک، تحرک پیش فراسنجه

، آپوپتـوز، میـزان و پراکسیداسـیون    DNAسلامت آکروزوم، فعالیت میتوکندری، میزان شکست 

  .ندقرار گرفت یابیارز موردلیپیدهای غشایی 



 

کارنیتین در فرایند انجماد موجـب  -بر اسا  نتایج حاصل از این پژوهش، استفاده از ال :ها یافته

شـده بیشـترین میـزان     ییگشـا  خیدر اسپرم  که یطور بههای کیفی اسپرم بز شد،  بهبود فراسنجه

 نیکمتـر  و یمان زنده، رونده، سلامت غشا پلاسمایی، فعالیت میتوکندری تحرک کل، تحرک پیش

-مـولار ال  میلـی  5کننـده   در تیمـار دریافـت  شبه آپوپتـوز   راتییو تی دیپیل ونیداسیپراکسمیزان 

 انـدازه  بـه  کارنیتین-( المولار یلیم 10و  1) نهیربهیغ یها استفاده از غلظتکارنیتین مشاهده شد. 

تحـت   یعیرطبیغ یرم با مورفولوژاسپ زانیمدر این آزمایش  ( مؤثر نبود.مولار یلیم 5) نهیدوز به

 قرار نگرفت. نیتیکارن-ال  مکمل ریتأث
 

به  نیتیکارن-ال مولار یلیم 5 نهیبز با دوز به انجماد منی طیمح یساز مکمل ن،یبنابرا گیری: نتیجه

توانـد  استفاده از این مکمل مـی  که یطور به. شود یمتوصیه  ی کیفی اسپرمها دلیل بهبود شاخص

 ـاهـدا  تول  یبه مزارع برا ی حفظ کیفیت منی بز در انتقال آنبرا یعمل یروش  حیو تلق ـ یدمثلی

 باشد. یتجار یها گله مصنوعی
 

افـزودن   ریتأث(. 1404. )شهروز ،یخرم ؛فاطمه ،یزارع ؛محمد ،یدریح ؛حانهیر ،یناطق ؛دینو ،یداداشپور دواچ ؛رضا ،یمسعود استناد:

(، 2)13، پـژوهش در نشـخوارکنندگان  یخگشـایی.  -فرآینـد انجمـاد   رم بز پـز از کارنیتین به رقیق کننده بر کیفیت اسپ-ال
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 مقدمه

بز از جمله اولین حیوانـاتی اسـت کـه بـه دسـت       

دام  ینا شمندارز یهـا  یژگیوت. از اس شده یاهلانسان 

 (، لیاو ا گوشت ،شیر )تولید  دنبو چنــــــــدمنظوره
 از هـتیذی ،محیطی سخت یطاشر برابردر  بالا متومقا

 که زارهـا  بوتهو  ها سرشاخه مثل ارزش کم خشبی ادمو

ــا دام ایبر ــلیگر د یه ــتفاده قاب  نهایتو در  نیست اس

 سـت اـهدام ایرـس با مقایسهدر  ارینگهد پایین هزینه

(Heidari   ،2022و همکـاران)بنـابراین بـا توجـه بـه      ؛

در ایـران، مـدیریت    توسعه درحالاقلیم گرم و خشک 

توانـد موجـب بهبـود     این دام ارزشـمند مـی   دمثلیتول

 یهـا  یاز فنـاور  یک ـتولیدات دامی در کشور شـود. ی 

،  اصـلاح نـژاد دام  و  مثـل  دیتول تیریکننده به مد کمک

(. 2012و همکـاران،   Masoudi) است یمصنوع حیتلق

 یک ـیبـا ارزش ژنت  یهـا  برتر دام یها روش ژن نیدر ا

نخست  ۀ. در مرحلابدی یدر گله توسعه م سرعت بهبالا 

بـه اسـپرم    ،یمصـنوع  حیتلق ـ زی ـآم تیموفقانجام  یبرا

ــرا ــ یمناســب ب ــن حیتلق ــا از راه یکــی اســت. ازی  یه

ــدار ــپرم ینگه ــ اس ــه یاریبس ــا از گون ــح یه ی، وانی

 پدیده انجماد است توسط ها آن مدت یطولان یرنگهدا

(Walters  ،2018و همکاران). از مزایای انجماد اسپرم 

 زیادی دام ماده با تعداد زمان هم نمودن بارور به توان می

هزینـه   حـذ   برتـر،  نژاد با های نردام اسپرم استفاده از

 مربوط به مراقبت حیوانات نر، افـزایش مخـزن ژنـی،   

 بـه  آوری جمـع  و مراکز تولیـد  از منی مایع آسان انتقال

هـا و از بـین رفـتن اخـتلا  در فصـل      مکان دورترین

های اسمزی، شیمیایی گیری اشاره نمود. استر جفت

تـرین دلایلـی    مکانیکی، طی فرآیندهای انجماد مهـم  و

ــتند ــیمیایی و    هس ــاختاری، بیوش ــرات فراس ــه تییی ک

 تی ـدرنها آورند کهمی وجود به عملکردی را در اسپرم

و  Waltersشـوند ) باروری اسـپرم مـی   موجب کاهش

(. پراکسیداسیون لیپیدهای غشـا یکـی   2018همکاران، 

-های شیمیایی در فرآینـد انجمـاد  استر  نیتر مهماز 

ــخ ــال  ی ــت. رادیک ــایی اس ــل از  گش ــای آزاد حاص ه

پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی، عملکرد طبیعی سلول 

-سلولی را افـزایش مـی  را مختل کرده و احتمال مرگ 

 Esmaeilkhanian ؛2023و همکـاران،   Rezaei)دهند 

(. غشــای پلاســمایی اســپرم دارای 2023 همکــاران، و

 فراوان اسـت  اسیدهای چرب غیراشباع با پیوند دوگانه

 غشادر  عشباا به عشبااغیر بچر یسیدهاا نسبتو 

 هـا  گونه یگرد به نسبت کوچک نکنندگاارنشخو مسپرا

هــا را بــه آســیب    غشــا آنمر ا همین که ستا بالاتر

حفاظـت از   منظـور  بـه سـازد.   پراکسیداتیو مسـتعد مـی  

هـا در   اکسـیدان  اسپرم در برابر تنش اکسیداتیو از آنتـی 

کارنیتین یک شبه -. الشود یممحیط انجمادی استفاده 

لیزین و متیونین با خـوا    نهیدآمیاسویتامین مشتق از 

در افــزایش  اکســیدانی اســت کــه نقــش مهمــی  آنتــی

کـارنیتین  -کنـد. ال   های باروری اسپرم بازی می قابلیت

های چرب با زنجیره بلند در  برای بتا اکسیداسیون اسید

 ازی ـموردنانـرژی   نیتأممیتوکندری ضروری است و با 

مثبتی بر متابولیسم، بلوغ و تحـرک اسـپرم    ریتأثاسپرم، 

ــاران،  Heidari)دارد  ــارن-ال(. 2022و همکــ  نیتیکــ

و  نمـوده عمـل   دانیاکس ـ یآنت ـ کی ـ عنـوان  بهتواند  یم

 ROSو  کـرده را مهار  دشدهیتول دیاکس سوپر یها ونی

و همکـاران،   Banihani) نماید ییزدا را سم شده انباشته

و کـلات  کرده را مهار  دازیاکس نیزانتگ تیفعال(. 2014

بــرد  یمــ نیرا از بــ دروژنیــه دیو پراکســ یفلــز

(Guengerich، 2006.) از اسپرم در برابـر   نیتیرنکا-ال

که ممکـن اسـت    کند یمحافظت م دیپیل ونیداسیپراکس

آن مــرتبط باشــد  ییایمیوشــیو ب یکیبــه نقــش متــابول

(Fattah  ،2017و همکــاران.) ونیداســیکــاهش پراکس 

در  طورمعمـول  بـه کـارنیتین  -در اثر افـزودن ال  یدیپیل

و  Derin)اســت  شــده دادهنشــان  یکــینیمطالعــات کل

(. هــد  از مطالعــه حاضــر بررســی 2004، همکــاران

کـارنیتین بـر پارامترهـای حرکتـی     -اثرات حفـاظتی ال 

، MDA، تولیـد  DNAاسپرم، عملکـرد غشـا، شکسـت    



 ۱۴۰۴، 2، شماره ۱۳پژوهش در نشخوارکنندگان، دوره 

 بـر فعالیت میتوکنـدری، یکپـارچگی آکـروزوم و نیـز     

ــوز ــزان آپوپت ــزاســپرم  می ــز پ ــد از ب -انجمــاد فراین

 گشایی بوده است. یخ
 

 هامواد و روش

ساله  3-4رأ  بز نژاد سانن  5داد در این آزمایش تع

کیلوگرم برای مطالعه انتخاب  80 ± 5با میانگین وزنی 

بر را  ها جیره پایه شدند. در طول اجرای آزمایش، دام

و  NRC 2007توسط  شده ارائه استانداردهایاسا  

آزاد دریافت نمودند.  صورت بهآب و نمک را 

 است. هشد دادهنشان  1ترکیبات جیره پایه در جدول 
 

 ایه بر اساس درصد ماده خشکپاجزای خوراک  -1 جدول

Table 1- Ingredients of basal feed (based on dry matter%) 

 percent درصد Ingredients اجزا

 Corn grain 28.00 ذرت دانه

 Barley  6.04 جو

 Wheat bran 10.18سبو  گندم 

 Salt 0.32 نمک

 Fish oil 2.00وغن ماهی ر

 Calcium carbonate 0.50 میکربنات کلس

 ی و ویتامینهمعدن مواد مخلوط شیپ

Mineral and Vitamin Premix 
0.50 

 Alfalfa 41.96یونجه 

 Wheat straw 9.50کاه گندم 

 Chemical componentیی )درصد( ایمیش باتیترک

 Crude protein 12.00 خام نیپروتئ

 ME (Mcal/kg) 2.24قابل متابولیسم انرژی 

 NDF 48.60ی خنث ندهیشو در محلول الیا 

 Ether Extract 5.28ی عصاره اتر

 Ca (%DM) 0.79کلسیم )درصد در ماده خشک(

 P(%DM) 0.31فسفر )درصد در ماده خشک(

 

 کـارنیتین بـر منـی بـز، نمونـه     -برای بررسی اثر ال

ه و مـورد  شـد  ییگشـا  خی ـمنجمـد و   شده یآور جمع

هـا  ارزیابی میکروسکوپی قرار گرفت. به این منظور بز

شـدند   یده عادت یریگ اسپرمبه مدت دو هفته برای 

آوری منی دو بار در هفته و با استفاده از  و سپز جمع

آوری منـی از   واژن مصنوعی انجام شد. پـز از جمـع  

قـرار   مورداسـتفاده دام و قبل از آنکه در فرایند انجماد 

اید کمیت و کیفیت آن شامل رنگ، بو، غلظت، ب گیرد،

قرار گیـرد. بـر    یموردبررسحجم منی و تحرک اسپرم 

هایی که به رنگ کرمی، حجم این اسا  فقط از نمونه

بـیش از   یمـان  بازندههایی لیتر و دارای اسپرم میلی 2-1

درصد  15کمتر از  یعیرطبیغو مورفولوژی  درصد 70

لیتـر بـود بـرای     میلـی اسپرم در هر  3×  109و غلظت 

(. 2022و همکـاران،   Heidari)آزمایش اسـتفاده شـد   

هـای منـی   سپز برای از بین بردن اثرات فردی، نمونه

بـا یکـدیگر    یری ـگ اسپرمدر هر نوبت  شده یآور جمع

کننـده   مخلوط شده و وارد مرحله انجماد شدند. رقیـق 

ی تـریز  بـر پایـه   کننده قیرقپایه منی در این آزمایش 

گـرم   6/12، زیترگرم بر لیتر  7/30که متشکل از بود 

در  5، کیتریس ـ دیاسگرم بر لیتر  4/16، فروکتوزبر لیتر 
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در  15، نیس ـیجنتاماگرم بـر لیتـر    6/0، سرولیگلصد 

بـود.   مقطـر  آب تـر یل یل ـیم 100 و مـرغ  تخم زردهصد 

، 0کـارنیتین ) -های مختلـف ال  برای این منظور غلظت

کننده پایه اضافه شد.  ( به رقیقمولار میلی 10و  5، 2، 1

و  یحجـم من ـ  1به نسبت و  اتاق یدر دماسازی  قیرق

که غلظت  یطور . بهانجام شد کننده پایه رقیقحجم  10

ابتدا تمام  بود. تریل یلیدر هر م ونیلیم 300اسپرم  یینها

کننده بـا اسـتفاده    مواد شیمیایی لازم برای ساخت رقیق

لیتـر آب   میلی 100سپز از ترازوی دیجیتال وزن شد. 

و مخلـوط حاصـل بـه     شـده  اضـافه مقطر به تمام مواد 

دقیقه توسط مگنت همگـن شـد. بـه ازا هـر      15مدت 

گرم در لیتـر جنتامایسـین بـه      6/0کننده،  لیتر رقیق میلی

 pHکننـده،   کننده اضافه شـد. پـز از تهیـه رقیـق     رقیق

و  8/6 متـر دیجیتـال بـه میـزان     pH لهیوس ـ بـه محلول 

اسـمول در   میلـی  425لاریته با دستگاه اسـمومتر  اسمو

-های مختلف ال شد. در مرحله بعد غلظت لیتر تنظیم 

کننـده   مولار( به رقیـق  میلی 10و  5، 2، 1، 0کارنیتین )

 (.2022و همکاران،  Heidari) پایه اضافه شد

انجماد، یـک رک را روی ظـر  حـاوی     منظور به 

له رک از سـطح  فاص ـ کـه  یطـور  بهداده  ازت مایع قرار

هـا را روی   متر بود. سپز پـایوت  سانتی 10ازت مایع 

دقیقــه  8-10افقــی چیــده و بعــد از  صــورت بــهرک 

ها  گیری در بخار ازت مایع و رسیدن دمای پایوت قرار

ــا  -80بــه  ــایوت درجــه ســانتی -100ت هــای  گــراد، پ

و در ازت مـایع بـا    شـده  منتقـل شده به کانیستر  منجمد

گـراد موجـود در تانـک ازت     انتیدرجه س -196دمای 

 1ها به مدت  یخ گشایی، پایوت منظور بهشدند.  ذخیره 

گیرد. سپز  گراد قرار می درجه سانتی 38دقیقه در آب 

 5/1های  و به میکروتیوبلبه پر  شده آن قیچی شده 

میکروسـکوپی   و جهت ارزیـابی  شده منتقللیتری  میلی

ای کیفـی  ه ـ سـپز فراسـنجه   .تقرار گرف مورداستفاده

مـانی،   رونـده، زنـده   اسپرم شامل تحرک و تحرک پیش

عملکرد غشا، مورفولوژی اسپرم، یکپارچگی آکروزوم، 

فعالیت میتوکنـدری، میـزان پراکسیداسـیون لیپیـدهای     

مـورد ارزیـابی    DNAو میزان شکسـت   غشایی اسپرم

 (.2022و همکاران،  Heidari) قرار گرفت

سـپرم پـز از   های حرکتـی ا برای بررسی فراسنجه 

کـامپیوتری آنـالیز    افزار نرماز   گشایی یخ-فرایند انجماد

 ,SCA version 5.1; microptic, Barcelona) 1اسـپرم 

Spain)     استفاده شد. به این صـورت کـه دو پـایوت از

هر تیمار به داخل میکروتیوب انتقال داده شـد. سـپز   

لیتر از منی روی لام منتقـل و  میکرو 10توسط سمپلر، 

ــک ــر     ی ــت. لام زی ــرار گرف ــز روی آن ق ــل تمی لام

هـای   و فراسـنجه  شده منتقلمیکروسکوپ فازکنتراست 

 افـزار  نـرم حرکتی اسپرم با استفاده از رایانه مجهـز بـه   

ــالیز اســپرم ارزیــابی شــد  و  Masoudi) کــامپیوتری آن

 بررسـی یکپـارچگی غشـا    منظور به (.2022همکاران، 

 اسـتفاده شـد   2تورم هیپواسموتیک آزموناز  پلاسمایی

(Revell و Mrode ،1994 .)  ــمولاریت ــا  اس ــر اس  هب

. نمایـد  گیرد عمل مـی محیطی که اسپرم در آن قرار می

اسـمول و   میلـی  100محیط هیپواسموتیک  هاسمولاریت

ــرای اســـپرم     ــمولاریته موردنیـــاز بـ  320-375اسـ

اسپرم با قـرار گـرفتن   بر این اسا  اسمول است.  میلی

 سرعت واکـنش  به تر پایین هریتدر یک محیط با اسمولا

خـورد.  گـره مـی    دهد و انتهای دم آنمی اسمزی نشان

تواننـد   میهای با غشا سالم  اسپرم فقطاست که  روشن

های مرده هیچ  دهند و اسپرمنشان به این تیییر واکنش 

های با دم  اسپرم آزموناین در دهند. واکنشی نشان نمی

هـا   هایی کـه دم آن های زنده و اسپرم اسپرم خورده گره

بـرای انجـام    شـوند. اسپرم مرده تلقی مـی  صا  است

بـا   1:10اسـپرم بـه نسـبت    نمونه میکرولیتر  30 تست

و  شـده لیتر محلول هیپواسموتیک مخلـوط   میکرو 300

گـراد   درجه سـانتی  37دقیقه در انکوباتور  30به مدت 

میکرولیتـر از نمونـه را روی    10سـپز   .قرار داده شد

                                                           
1. Computer-Aided Sperm Analysis (CASA) 

2. Hypo osmotic (HOST) 



 ۱۴۰۴، 2، شماره ۱۳پژوهش در نشخوارکنندگان، دوره 

نمـوده   تهیهقرار داده و با لام دیگر گسترش  گوشه لام 

ــدن   ــک شـ ــز از خشـ ــط و پـ ــه، آن را توسـ  نمونـ

 200. تعـداد  نماینـد  مـی میکروسکوپ نوری ارزیـابی  

های بـا غشـا    شده و سپز درصد اسپرم اسپرم شمارش

ــالم و  ــبس ــده تخری ــبه  ش ــد محاس و  Masoudi) ش

 (.2022همکاران، 

پرم از به منظور بررسی اختلالات مورفولـوژی اس ـ  

هـانکوک شـامل    استفاده شـد. محلـول   هانکوک محلول

 500گرم کلرید سـدیم در   01/9سالین ) محلول سدیم

و محلول بافر است. برای ارزیـابی   لیتر آب مقطر( میلی

قطره از هر  3طبیعی، های دارای مورفولوژی غیراسپرم

های حـاوی یـک   تیوبمیکرولیتر( به میکرو 30نمونه )

هانکوک اضافه شد. سپز یک قطره از  وللیتر محلمیلی

گذاری شـد. بـا    و لامل قرارگرفتهاین محلول روی لام 

بزرگنمـایی   و کنتراسـت  فـاز  کروسـکوپ یم ازاستفاده 

و نتیجــه  شــده شــمارش یعــیرطبیغهــای  اســپرم 400

طبیعـی )آکـروزوم    های غیردرصد کل اسپرم صورت به

انی ، اختلالات دم و قطعـه می ـ جداشدهغیرطبیعی، سر 

 گــزارش شــد شــده شــمارشاســپرم( بــه کــل اســپرم 

(Heidari  ،ــاران ــارچگی  2022و همک ــی یکپ (. بررس

انجام  PSAآکروزم اسپرم با استفاده از رنگ فلورسنت 

ــی ــود م ــاران،  Zarei) ش ــن  2022و همک ــت ای (. جه

 5/1 میکرولیتر اسپرم را به لوله 250مقدار   آمیزی، رنگ

 10بـه مـدت    g×1200 لیتری اضـافه کـرده و در   میلی

شود. پز از برداشتن پلت رویـی   میدقیقه سانتریفیوژ 

و تنظیم غلظت پلت اسپرم به میزان یک میلیون اسـپرم  

ــه اســپرم در  10لیتــر،  در میلــی  50میکرولیتــر از نمون

و محلول به مدت  شده حلدرصد  96میکرولیتر اتانول 

ا گیرد ت ـ گراد قرار می درجه سانتی 4دقیقه در دمای  30

میکرولیتـر محلــول اســپرم و   10تثبیـت شــود. ســپز  

بتـوان از آن   کـه  یطور بهگیرد  اتانول روی لام قرار می

 20گسترش تهیه نمود. پز از خشـک شـدن اتـانول،    

لیتـر( روی لام   میکرولیتر در میلی 50) PSAمیکرولیتر 

درجــه  4دقیقــه در دمــای  10قــرار داده و بــه مــدت 

 نیبعـدازا شـود.   ر داده مـی گراد و در تاریکی قرا سانتی

ور کرده و بعد  بار در آب مقطر غوطه 15مرحله لام را 

و تعـداد   شـده  دادهاز خشک شدن با گلیسرول پوشش 

اسپرم در هر اسلاید با میکروسکوپ فلورسنت و  200

هایی کـه   شود. اسپرم ارزیابی انجام می 400بزرگنمایی 

روزوم اسـپرم دارای آک ـ  عنوان بهدارای سر سبز هستند 

اسـپرم   عنـوان  بـه های دارای کمربند سبز  سالم و اسپرم

 شود. در نظر گرفته می شده بیتخربا آکروزم 

پتانســیل غشــا میتوکنــدری اســپرم توســط رنــگ   

و  Masoudi) مورد ارزیابی قرار گرفـت  123رودامین 

یک پراب فلورسـنت   123(. رودامین 2022همکاران، 

ــین     ــیل ب ــط پتانس ــه توس ــت ک ــاتیونی اس ــایی ک غش

و به غشـا داخلـی میتوکنـدری     شده جذبمیتوکندری 

دهنده بروز  شود. فقدان رنگ فلورسنز نشانمتصل می

ــرای   اخــتلال در پتانســیل غشــا میتوکنــدری اســت. ب

ارزیابی فعالیت میتوکندری ابتـدا نمونـه اسـپرم بـرای     

شـده و سـپز   کننـده سـانتریفیوژ    حذ  قسمت رقیق

-یتر بافر تریز مخلوط ل میلی 500با  شده لیتشکپلت 

شود. رنگ رودامین در اتاق تاریک به نمونه اسـپرم   می

میکرولیتــر رودامــین بــه نمونــه  10شــود.  اضــافه مــی

دقیقه قرار داده  20و در دمای اتاق به مدت  شده اضافه

1میکرولیتر پروپیودیم آیودید 10دقیقه  20شد. بعد از 
 

 ــ   ــزان فعالی ــز از آن می ــد. پ ــافه ش ــه اض ــه نمون ت ب

وسـیله دسـتگاه فلوسـایتومتری     ها بـه  میتوکندری نمونه

شــد. در نمــودار فلوســایتومتری، نمونــه  گیــری انــدازه

-R123+/ PI) رودامین مثبت و پروپیودیم آیودید منفی

نمونه دارای میتوکندری فعال و نمونه رودامین مثبت  (

میتوکنـدری   (+R123+/PI) و پروپیودیم آیودید مثبـت 

 گرفته شد. فعال در نظر غیر

                                                           
1. Propidium Iodide (PI) 
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منظور تشخیص میزان وقوع آپوپتـوز اسـپرم کـه     به 

  سـرین  مانی اسپرم اسـت از فسـفاتیدیل   معیاری از زنده

یک نشانگر استفاده شد. فسفاتیدیل سـرین در   عنوان به

حالت طبیعـی یـا زنـده اسـپرم در داخـل سیتوپلاسـم       

ــن نشــانگر در ســطح   ــرار دارد و حاــور ای اســپرم ق

اسپرم علامت اولیـه مبنـی بـر    خارجی غشا پلاسمایی 

-بروز آپوپتوز است زیرا در طول آپوپتوز، فسـفاتیدیل 

سرین از سطح سیتوپلاسمی غشا پلاسمایی بـه سـطح   

 1دهـد. انکسـین وی  خارج سلولی غشا تیییر مکان می

در حاور یون کلسـیم تمایـل زیـادی بـه اتصـال بـه       

توانـد  سرین دارد و به دلیل این ویژگی مـی فسفاتیدیل

ــه ــوان ب ــوز     عن ــخیص آپوپت ــرای تش ــانگر ب ــک نش ی

بـه یـک مـاده     قرار گیرد. اگر انکسین وی مورداستفاده

فلورسنت متصل شود توسـط دسـتگاه فلوسـایتومتری    

بـرای تشـخیص    طورمعمـول  بهشود.  تشخیص داده می

هـای   کونژوگـه شـده بـا رنـگ     انکسین وی آپوپتوز از

ط شود تا بتوان توس ـاستفاده می PIو  FITCفلورسنت 

آن سه جمعیت سلولی زنده و مـرده را تشـخیص داد.   

 ,IQP-116F, PSD Kit) به این منظور از کیت آپوتـوز 

the Netherland)  منـی بـرای     استفاده شد. ابتدا نمونـه

 شـود. نمونـه   کننده سانتریفیوژ مـی حذ  قسمت رقیق

ــه ــافر کلســیم شستشــو شــده و ســپز  ب  10وســیله ب

و نمونـه در   شـده  اضافهمنی  میکرولیتر انکسین وی به

گراد بـه مـدت   درجه سانتی 4مکان تاریک و در دمای 

میکرولیتـر   10شود. پز از آن،  دقیقه نگهداری می 20

-و بعد میزان جا شده اضافهبه نمونه  پروپیودیم آیودید

سرین غشا اسپرم به وسیله دسـتگاه  جایی فسفاتیدیلبه

ر پایـان دو  گیرد. د فلوسایتومتری مورد ارزیابی قرار می

اسپرم زنده  عنوان بهسالم و آپوپوتوز اولیه  اسپرمگروه 

اسـپرم   عنـوان  بـه و دو گروه آپوپتوز ثانویه و نکـروزه  

 مرده گزارش شدند.

                                                           
1. Annexin V 

ــج   ــی از رای ــرین روش یک ــر    ت ــی ن ــای بررس ه

گیری غلظت  پراکسیداسیون لیپیدهای غشا اسپرم اندازه

 اسـت  3توسط تیوباربیوتوریک اسید 2مالون دی آلدهید

(Masoudi  ،2022و همکاران.)     یـک مولکـول مـالون

دی آلدهید با دو مولکول تیوباربیوتوریک اسید واکنش 

کنـد کـه دارای    تولید می رنگ یصورتداده و محصولی 

بـرای   .نانومتر اسـت  532 موج طولبیشترین جذب در 

لیتر نمونـه منـی بـا یـک      انجام این آزمایش، یک میلی

درصد مخلوط شده  20 4اسید تیککلرواس لیتر تری میلی

 شـود.  دقیقـه سـانتریفیوژ مـی    15به مـدت   g×900در 

بـا یـک     لیتـر از محلـول بـالای لولـه     سپز یک میلـی 

در میکروتیـوب مخلـوط    اسید لیتر تیوباربیوتوریک میلی

 100دقیقه در دمـای   20این مخلوط به مدت  شود. می

دقیقـه   30پز از   نمونه گیرد. گراد قرار می درجه سانتی

ــوری آن در    ــذب ن ــده و ج ــرد ش ــاق س ــای ات در دم

گیـری   نانومتر با اسـپکتروفتومتر انـدازه   532 موج طول

 شود. می

 زانی ـم یبررس ـ یمناسـب بـرا   هـای  شرو ی ازکی 

بررسـی سـاختار   روش  DNA بـه  واردشدههای  بیسآ

 (.2022و همکاران،  Heidari) است  5کروماتین اسپرم

  بر اسـا  واست سنت وابسته به رنگ فلور این روش

ــ ــاختار   تیخاص ــدن س ــاتوره ش ــ DNAدن  لدر مقاب

در ایـن روش از   اسـتوار اسـت.   یدیا اس ـ ای ـحرارت 

 رنـگ آکریـدین اورنـج   آمیزی توسـط   رنگ
اسـتفاده   6

یـک رنـگ انتخـابی      آکریـدین اورنـج  شود. رنـگ   می

یـا   DNAمتاکروم برای اسید نوکلئیـک اسـت کـه بـه     

RNA خه سلولی کاربرد شود و در تعیین چرمتصل می

 مـوج  طـول و  DNAدارد. این رنگ در اثر اتصـال بـه   

نــانومتر موجــب انتشــار رنــگ ســبز فلورســانز  525

                                                           
2 .Malondialdehyde (MDA) 

3. Thiobarbituric acid (TBA) 

4. Trichloroacetic acid (TCA) 

5. Sperm chromatin structure assay (SCSA) 

6. Acridine Orange 
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نـانومتر   630 موج طولدر  RNAبه  بااتصالشود و  می

کند. در اسپرم طبیعـی،   رنگ قرمز فلورسانز منتشر می

ای متصل شده و رنگ سبز دیده دورشته DNAرنگ به 

دنـاتوره شـده    DNAطبیعی به  رم غیرشود و در اسپ می

شود و رنـگ قرمـز یـا    است متصل می یا رشته تککه 

ها آمیزی سلول شود. نتیجه فرایند رنگ نارنجی دیده می

ــا      ــایتومتری ی ــتگاه فلوس ــط دس ــگ توس ــن رن ــا ای ب

نتـایج حاصـل    شود.میکروسکوپ فلورسنز آنالیز می

کارنیتین در قالب طـرح  -سطوح مختلف ال شیآزمااز 

 ـ Proc GLMتصـادفی بـا اسـتفاده از     املاًک ـ  لهیوس ـ هب

ــرم ــزار ن ــاری  اف ــی  SASآم ــطح معن ــالیز و س داری  آن

05/0>P     هـا بـا   در نظر گرفتـه شـد. مقایسـه میـانگین

 استفاده از روش توکی انجام شد.

 

 نتایج و بحث

های حرکتی  کارنیتین بر فراسنجه-اثر استفاده از ال 

 2 گشایی در جـدول  یخ-اسپرم بز پز از فرایند انجماد

است. بر اسا  نتایج حاصل اسـتفاده از   شده دادهنشان 

کننـده   کـارنیتین در رقیـق  -مـولار ال  میلی 5های  غلظت

ــرک      ــرک و تح ــظ تح ــب حف ــپرم موج ــاد اس انجم

گشایی شـده   رونده اسپرم پز از فرایند انجماد یخ پیش

است که این اختلا  در مقایسه با گروه کنترل و سایر 

-(. استفاده از الP<05/0دار بوده است ) عنیها مگروه

هـای حرکتـی اسـپرم     بر سایر فراسنجه یریتأثکارنیتین 

 نداشت.

 
 گشایی یخ-انجماد از فرایند پساسپرم  های حرکتی فراسنجهبر کارنیتین  -های مختلف ال غلظتاثر  -2 جدول

Table 2- The effect of different L-carnitine concentrations on sperm motility parameters after freezing-

thawing process 

 مولار( کارنیتین )میلی-تیمار ال         

L-carnitine treatment (mM) 
 SEM 10 5 2 1 0 خطای میانگین استاندارد

 هافراسنجه

Parameters 
1.60 45.70b 53.60a 46.40b 45.70 b 44.30b (%) TM 

1.30 28.70b 33.30a 29.00b 28.60b 27.40b (%) PM 

1.50 86.00 87.50 86.10 87.40 85.30 (µm/s) VAP 

1.00 77.70 78.80 77.90 78.20 77.00 (µm/s) VSL 

2.0 165.50 167.40 166.40 165 164.20 (µm/s) VCL 

1.10 46.90 47/00 46.80 47.30 46.80 LIN (%) 

TM  متحرک یها اسپرمتحرک کل؛ درصد ،PM  جلو روبهتحرک  یدارا یها اسپرمدرصد  ؛رونده شیپتحرک ،VAP سـرعت حرکـت اسـپرم در     نیانگیم

 اخـتلا   دهنـده  نشـان  رمشـترک یغ . حـرو  بودن حرکت اسـپرم  یدرصد خط LIN ی،منحن ریسرعت در مس VCL، میمستق ریسرعت در مس VSL ،ریمس

 (.P<05/0است ) ردیف در تیمارها میان دار معنی

Different letters within the same row show significant differences among the groups (P<0.05). Means ± SEM of total 

motility (TM), progressive motility (PM), average path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL), curvilinear 

velocity (VCL), linearity (LIN) and lipid peroxidation (MDA) were assessed. 

 

بـه   نیتیکـارن -ال مطالعات قبلـی افـزودن   اسا  بر 

و  Zhangتحـرک ) انجماد اسـپرم باعـح حفـظ     طیمح

و  Banihani) آکروزوم یکپارچگیو ( 2016همکاران، 

-ال وانـات، یدر حشـد.   اسپرم انسان( 2012همکاران، 

 Yeste)خـوک  بر تحرک اسپرم  یدیاثرات مف نیتیکارن

ــاران  ــاو (،2010و همک ــاران و  Sarıözkan) گ همک

ــز ) (،2014 ــاران، و Bucakبـ ــو  (،2010 همکـ  قـ

(Galarza  ،ــاران ــرو  (، 2020و همکـ و  Fattah)خـ

ــاران،  ــدرچ( 2017همک ــاران،  Sarica) نیو بل و همک

( نشان داده است کـه بـا نتـایج مطالعـه حاضـر      2007

، مــانی زنــدهدر مطالعــه حاضــر، بهبــود مطابقــت دارد. 

قـش  اسـپرم ممکـن اسـت بـا ن     اتحرک و عملکرد غش



 و همکارانی رضا مسعود... / کارنيتين به رقيق کننده-تاثير افزودن ال   

 

ــابول ــارن-ال یکیمت ــد نیتیک ــرتبط باش و  Banihani) م

ــاران،  ــارن-ال(. 2012همک ــا  نیتیک ــهب ــال  لیتس انتق

منجر  یتوکندریم یغشا داخل قیچرب از طر یدهایاس

ــود تول  ــه بهب ــب ــوز دی ــر نیآدن ــفات یت ــیر فس  در مس

 یبـرا  یانـرژ مهـم  کـه منبـع    شـود  یم ـ ونیداسیاکس بتا

تسـهیل در   نیبنـابرا  ؛شـود  محسوب مـی تحرک اسپرم 

 ی نقشبرا یمعقول سمیفسفات مکان یتر نیآدنوز نیتأم

اسـپرم   ییحفظ تحرک و عملکرد غشا در نیتیکارن-ال

تجمـع   ن،ی ـعلاوه بر ا انجماد است. ندیبز در طول فرآ

 بی ـدر اسپرم منجـر بـه تخر  آزاد اکسیژن  یها کالیراد

توانـد   یمشود که  یفسفات م یتر نیغشا و کمبود آدنوز

 ،Dokmeci) داشـته باشـد   یمنف ـ ریاسپرم تأث تیفیبر ک

 بــردن نیتوانــد در از بـ ـ یمــ نیتیکــارن-ال(. 2005

 بیآس ـ جـاد یو ا شـده  انباشته آزاد اکسیژن یها کالیراد

و  Fattah) باشد مؤثراسپرم  یساز رهیکمتر در طول ذخ

 نیتیکـارن -غلظت ال گر،ید یاز سو(، 2017همکاران، 

 یت بـه پلاسـما  نسـب  یمن ـ عیمـا  یدر پلاسما یبالاتر

ــه  (Lewin ،1996 و Jeulin) شـــد افـــتیخـــون  کـ

از  یانـرژ  دی ـدر تول نیتیکارن-دهنده نقش مهم ال نشان

ــطر ــه پ قی ــچرخ ــت رواتی ــاران،  Gibb) اس و همک

 نیتیکــارن-در حاــور ال رواتیــپ ســتمیس(. 2015

، (2000 همکـــاران،و  Stradaioli) کارآمـــدتر اســـت

 لی ـتوانـد دل  یم ـ تروایپ ستمیراندمان بالاتر س نیرابناب

ــرید ــرا یگ ــا   یب ــرد غش ــرک و عملک ــالاتر  ییتح ب

و  Galarza) باشد نیتیکارن-شده با ال ماریت یها نمونه

-ال ن،یش ـیبا توجـه بـه مطالعـات پ   (. 2020همکاران، 

و همکــاران،  Zhang) تحـرک اســپرم انسـان   نیتیکـارن 

 قــــو  (،2010 همکــــاران، و Bucak)بــــز ، (2016

(Galarza  ،2020و همکــاران ) ــه و  Manee-In)و گرب

مطالعـه   جیکه با نتا هدیرا بهبود بخش (2014همکاران، 

گزارش داد کـه   یگریحاضر مطابقت داشت. مطالعه د

 یتـوجه  قابلاثر  چیه نیتیکارن-اسپرم انسان با ال تیمار

ــدارد  و  Duru) بــر تحــرک اســپرم و عملکــرد غشــا ن

توانـد بـه عوامـل     یاخـتلا  م ـ  نیا(. 2000ن، همکارا

و  کننـده  رقیـق  ی، اجـزا  گونـه اخـتلا   ماننـد   یمختلف

 نیهمچن ـ نیتیکـارن -انجماد مربوط باشد. ال یها روش

 کـه  کنـد  تی ـاسـپرم را تثب  ییقادر است غشـا پلاسـما  

 تیالیکه س ییغشا دیپیتعامل با فسفول قیاحتمالاً از طر

 ـ. اشـود  انجام مـی  دنکن یم لیرا تعد ییغشا پلاسما  نی

هـای ناشـی از    بیاسپرم را در برابر آس متمقاو دهیپد

 بخشد. یبهبود م ییگشا خیو  انجماد

کننـده   کارنیتین در رقیق -استفاده از تیمار ال ریتأث

ی غیرطبیعی و مورفولوژانجماد بر سلامت غشا اسپرم، 

-اسپرم بز پز از فرایند انجمـاد  DNAمیزان شکست 

اسـت. پـز از    شـده  دادهنشان  3ول گشایی در جد یخ

هاست بیشترین درصد اسپرم با غشا سـالم   انجام تست

کــارنیتین  -مــولار ال میلــی 5کننــده  دریافــت  در گـروه 

هـا  که این اختلا  نسبت به سـایر گـروه   شده مشاهده

(. همچنـین نتـایج نشـان    P<05/0دار بوده است ) معنی

کننـده   رقیـق کـارنیتین در  -داد استفاده از تیمارهـای ال 

 یریتـأث گشایی  یخ-انجماد اسپرم پز از فرایند انجماد

ــر  ــوژب ــی مورفول ــن    ی غیرطبیع نداشــته و درصــد ای

دار نبوده است. کمترین ها معنیفراسنجه در میان گروه

  در گـــروه دهیـ ـد بیآسـ ـ DNAدرصــد اســپرم بـــا   

 شـده  مشـاهده کارنیتین  -مولار ال میلی 5کننده  دریافت

دار بـوده   ها معنـی سبت به سایر گروهکه این اختلا  ن

 (.P<05/0است )
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 گشایی یخ-انجماد از پساسپرم  DNAعملکرد غشا، مورفولوژی و شکست  کارنیتین بر-های مختلف ال غلظتاثر  -3 جدول

Table 3- The effect of different concentrations of L-carnitine on membrane function, morphology and 

DNA fragmentation of sperm after freezing-thawing 

 مولار( کارنیتین )میلی-تیمار ال
L-carnitine treatment (mM) 

خطای میانگین 

 استاندارد

SEM 

10 5 2 1 0 
 ها  فراسنجه

Parameters 

1.00 45.80b 52.50a 46.90b 46.20b 45.50b 

 غشا )%( عملکرد
Membrane performance 

(%) 

1.60 17.00 17.20 16.20 16.50 15.00 
 )%(مورفولوژی 

Morphology (%) 

1.20 13.10b 9.50a 12.90b 13.30b 14.80b 
 )%( DNAشکست 

DNA fragmentation (%) 

 (.P<05/0است ) ردیف در تیمارها میان دار معنی اختلا  دهنده نشان رمشترکیغ حرو 

Different letters within the same row show significant differences among the groups (P<0.05). 
 

ــایش  ــن آزم ــمدر ای ــوژ  زانی ــا مورفول ــپرم ب  یاس

قرار نگرفت.  نیتیکارن-ال  مکمل ریتحت تأث یعیرطبیغ

 ریاسـپرم تحـت تـأث    یرسـد کـه مورفولـوژ    یبه نظر م

 یها یناهنجار رایز ،ردیگ یپردازش قرار نم یها کیتکن

دهـد.   یر  م ـ یـی زا اسـپرم  ندفرای اسپرم در طول هیاول

مطابق با برخی مطالعات اخیر است  این پژوهش جینتا

(Fattah  ،2017و همکــاران .)نمودنــد ارشگــز هــا آن 

 چیخـرو  ه ـ  یکننـده من ـ  قیرقبه  تنیکارن-ال افزودن

 ندیاسپرم در طول فرآ یعیرطبیغ یبر مورفولوژ یریتأث

بـر   خـوراکی  تنیکـارن -ال دیانجماد نداشت، اما اثر مف

ــوژ ــب   یمورفول ــپرم در اس ــزارشاس ــده گ ــت  ش اس

(Stradaioli  2000 همکاران،و) اثر اسـتفاده   4. جدول

کارنیتین بر میزان پراکسیداسیون لیپیـد، فعالیـت   -از ال

میتوکندری و یکپارچگی آکـروزوم اسـپرم بـز پـز از     

. با استفاده از دهد یمگشایی را نشان  یخ-فرایند انجماد

کننده انجماد اسپرم کمترین میزان  کارنیتین در رقیق-ال

ــالون ــد م ــد در گــروه دی تولی ــت آلدهی ــده  دریاف  5کنن

هـا  کارنیتین مشاهده شد که اخـتلا  آن -مولار ال  میلی

 (.P<05/0دار بوده است ) کنترل معنی  نسبت به گروه

ــارزدر  ــفعال یابی ــدریم تی ــگ  توکن ــط رن ی توس

ــنت  ــفلورس ــتریب، نیرودام ــا    نیش ــپرم ب ــد اس درص

ــدرتیم ــروه یوکن ــالم در گ ــای س ــتیدر ه ــده  اف  5کنن

ــی ــولار ال میل ــارنیتین-م ــد ک ــاهده ش (. P<05/0) مش

ارزیابی یکپارچگی آکروزم اسـپرم از   منظور بههمچنین 

 جینتـا اسـتفاده شـد. بـر اسـا       PSAرنگ فلورسنت 

حاصل بیشترین میزان حفظ یکپـارچگی آکـروزوم در   

رنیتین کـا -میلـی مـولار ال   5کننـده   های دریافـت  گروه

داری  هـا اخـتلا  معنـی    که با سایر گـروه  شده مشاهده

 (.P<05/0داشته است )

 دانیاکس ـ یآنت ـ کی ـعنوان  تواند به یم نیتیکارن-ال 

را مهـار   دشدهیتول دیاکس سوپر یها ونیو  نمودهعمل 

را  شــده انباشــتهآزاد اکســیژن  یهــا کــالیرادو  کــرده

ــم ــیزدا س ــد ) ی ــاران،  Banihaniنمای  .(2014و همک

و  یو کلات فلـز کرده را مهار  دازیاکس نیزانتگ تیفعال

 ـ دروژنی ـه دیپراکس  ،Guengerich) بـرد  یم ـ نیرا از ب

 ونیداس ـیاز اسپرم در برابر پراکس نیتیکارن-ال (.2006

کـه ممکـن اسـت بـه نقـش       کنـد  یمحافظـت م ـ  دیپیل

و  Fattah)آن مــرتبط باشــد  ییایمیوشــیو ب یکیمتــابول

 (.2017همکاران، 
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-انجماد از پساسپرم ، فعالیت میتوکندری و یکپارچگی آکروزوم MDAکارنیتین بر تولید -های مختلف ال غلظتاثر  -4 لجدو

 گشایی یخ

Table 4- The effect of different L-carnitine concentrations on MDA production, mitochondrial activity 

and sperm acrosome integrity after freezing-thawing 

خطای میانگین 

 SEM استاندارد

 مولار( کارنیتین )میلی-تیمار ال

L-carnitine treatment (mM) 

10 5 2 1 0 
 ها  فراسنجه

Parameters 

0.30 3.50b 2.70a 3.15ab 3.55b 4.25c 
 مالون دی آلدهید غلظت

Concentration (nmol/ml) MDA 

1.10 54.50b 58.90a 55.00b 53.40b 50.20c 
 )%(ی توکندریم تیفعال

Mitochondrial activity (%) 

1.30 56.60bc 62.70a 58.40b 56.00bc 54.80c 
 )%( آکروزم یکپارچگی

Acrosome integrity (%) 
 (.P<05/0است ) ردیف در تیمارها میان دار معنی اختلا  دهنده نشان رمشترکیغ حرو 

Different letters within the same row show significant differences among the groups (P<0.05). 
 

 ـپیل ونیداسیکاهش پراکس  -در اثـر افـزودن ال   یدی

نشـان   یک ـینیدر مطالعـات کل  طورمعمـول  بـه کارنیتین 

ــده داده ــت ش ــاران،  Derin) اس ــا(. 2004و همک  جینت

 ـپیل ونیداسیکسپرا ارتباط بادر  مطالعه حاضر نیـز   یدی

گـــروه  در دیـ ـپیل ونیداســـیپراکس دهــد  نشــان مـــی 

کمتـر بـود کـه     نیتیکارن-ال مولار میلی 5کننده  دریافت

-ال دی ـدر مورد اثـرات مف  پیشین ی مطالعاتها افتهیبا 

و  Di Giacomo) مختلــف یهــا لولبــر ســ نیتیکــارن

ــاران،  ــلول( 1993همکـ ــپرم  و سـ و  Banihani)اسـ

 نهیافزودن غلظت به طابقت داشت.م( 2012همکاران، 

 ـانجماد مهم است، ز طیبه مح نیتیکارن-ال  غلظـت  رای

 ری ـغ یهـا  در هنگام استفاده از غلظتآلدهید  دی مالون

 شـده  گـزارش در مطالعات قبلـی   .ابدی یم شیافزا نهیبه

اسـپرم   یبـرا  نیتیکـارن -بـالاتر ال  یها است که غلظت

ــدیاپ ــم یمیدی ــه س ــوده  یگرب ــب و  Manee-Inت )اس

ــاران،  ــپرم (. 2014همک ــهاس ــظرف هرگون ــاتل  تی  ش

-انتقـال ال  یخـود را بـرا  مخصو  بـه   نیتیکارن-ال

ــابرا نیتیکــارن ــه نیدارد، بن  یهــا دوز مطلــوب در گون

 10مختلــف متفــاوت اســت. در مطالعــه حاضــر،     

 دوز انـدازه  بهاما  ،بود یسم ریغ نیتیکارن-ال مولار یلیم

عملکـرد آن   نیبنـابرا نبـود،   مـؤثر مولار(  یلیم 5) نهیبه

کـارنیتین  -المـولار   یلیم 5کننده  دریافت کمتر از گروه

شاتل  تینسبت به ظرف دانیاکس یآنت یبود. مقدار اضاف

شـود کـه    لیتبد ویداتیاکس یسوبسترا کیتواند به  یم

 ـپیل ونیداس ـیاسپرم را در برابـر پراکس  تـر   حسـا   یدی

العات مطبنابراین  ؛(2017و همکاران،  Fattah) کند یم

اثـرات   قیدق یمولکول سمیمکان ییشناسا یبرا یشتریب

در این  است. ازیموردن نیتیکارن-ال یمار سطوح بالا

ــژوهش  ــود فعال نیتیکــارن-اســتفاده از الپ ــدر بهب  تی

 یدهایاس ـ ونقـل  حمـل  لیبـود. تسـه   مؤثر یتوکندریم

-توسـط ال  یتوکنـدر یم یغشـا داخل ـ  قیچرب از طر

فسـفات از   یتـر  نیآدنوز دیمنجر به بهبود تول نیتیکارن

را  یشـود کـه سـوخت بهتـر     یم ونیداسیاکس بتا قیطر

 تیفعال نیب نی. همچنندک یتحرک اسپرم فراهم م یبرا

 .وجـود دارد  یرابطه منطق ـاسپرم و تحرک  یتوکندریم

 است یتوکندریم تیتحرک اسپرم نسبتاً وابسته به فعال

(Shahverdi  ،ــاران ــا(. 2015و همکـ ــعیت نیـ  وضـ

در  نیتیکـارن -ال یتلینقـش اسـمولا   لی ـد بـه دل توان یم

 کننـده  بـه رقیـق   نیتیکـارن -ال افزودنکننده باشد.  قیرق

+Na یجزئمنجر به حذ  
حفـظ   یکننـده بـرا   قیاز رق 
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ــیزوتونیا ــ ی آنتیسـ ــود یمـ  ،Erecińska و Silver) شـ

1997). Na
فسـفات را بـا فعـال     یتر نیکاهش آدنوز +

Na یها کردن پمپ
-
ATPase دهـد  یم شیافزا (Silver 

ــابرا ؛(Erecińska، 1997 و ــرات مف نیبنـ ــاثـ -ال دیـ

Naحذ   لیممکن است به دل نیتیکارن
 Gibb)باشد  +

باعـح   طیدر مح +Na کاهش رایز (.2015و همکاران، 

کـه منجـر بـه     شـود  یاسپرم م ـ ازیموردن یکاهش انرژ

 و شـود  یفسفات م یتر نیآدنوز تخلیه تر کاهش آهسته

اسپرم را  مانی هو زند یتوکندریم تیفعال یمؤثر طور به

 بخشـد  یبهبود م تر یطولان یساز رهیذخ یها دوره یبرا

(Gibb  ،ــاران ــح ا  (.2015و همک ــاد باع ــادیانجم  ج

ــتی ــال  راتیی ــپرم و کان ــروزوم اس ــدد در آک ــا متع  یه

 ـنام یانجمـاد  یریپـذ  تیظرفکه  شود یم یمیکلس  دهی

ــ ــود یم ــاران،  Kadirvel) ش ــزا(. 2012و همک  شیاف

 نیسـر  لیدیآپوپتوز مانند خارج شدن فسفات یرهافاکتو

را القا  وزومتواند واکنش آکر یانجماد م ندیدر طول فرآ

ــد ) ــاران،  Anzarنمایـ ــتفاده از  (.2002و همکـ  5اسـ

را  یشتریآکروزوم ب یکپارچگی نیتیکارن-مولار ال یلیم

-ال یدهنـده نقـش محـافظت    کـه نشـان   نماید می نیتأم

 نیتیکارن-روزوم است. اثر الآک یکپارچگیبر  نیتیکارن

اسـپرم   انجمـاد در  نیآکـروزوم در ح ـ  یکپـارچگ یبر 

 آنیـوره  یو بزها (2017و همکاران،  Fattah) خرو 

(Bucak 2010 همکاران، و )قرار گرفـت   یابیمورد ارز

آکروزوم پز از  یکپارچگیدر حفظ  شده ارائه جیو نتا

 با نتایج پژوهش حاضر مطابقت داشت.انجماد  ندیفرآ

کـارنیتین در  -اسـتفاده از تیمـار ال   ریتأث، 5جدول  

مانی و میزان پیشرفت آپوپتوز اسپرم کننده بر زنده رقیق

دهد. در گشایی را نشان می یخ-بز پز از فرایند انجماد

ی سـالم و دارای آپوپتـوز اولیـه    هـا  این جدول اسـپرم 

ی نکـروزه و دارای آپوپتـوز   هـا  زنده و اسـپرم  عنوان به

مـرده در نظـر گرفتـه شـدند. در میـان       عنـوان  بهثانویه 

کـارنیتین بیشـترین تعـداد    -کننـده ال  های دریافت گروه

مـولار   میلی 5کننده  دریافت  اسپرم زنده مربوط به گروه

های کنترل و با گروه کارنیتین است که اختلا  آن-ال

(. نتـایج  P<05/0دار بـوده اسـت )  سایر تیمارها معنـی 

کـارنیتین موجـب کـاهش    -از الدهد استفاده  نشان می

تعداد مرگ سلولی ناشـی از آپوپتـوز در طـول فراینـد     

گشایی شده است و کمتـرین تعـداد اسـپرم     یخ-انجماد

کارنیتین بود کـه  -مولار ال میلی 5مرده مربوط به تیمار 

 (.P<05/0داری داشت ) با سایر تیمارها اختلا  معنی
 

 گشایی یخ-انجماد فرایند از پساسپرم  آپوپتوزبر کارنیتین-های مختلف ال غلظتاثر  -5 جدول

Table 5- The effect of different L-carnitine concentrations on sperm apoptosis after freezing-thawing 

process 

خطای میانگین 

 SEM استاندارد

 مولار( کارنیتین )میلی-تیمار ال

L-carnitine treatment (mM) 

10 5 2 1 0 
 ها اسنجهفر

Parameters 

1.50 51.30b 56.40a 52.40b 51.50b 50.00b 
 )%(زنده 

Live (%) 

1.50 48.70b 43.60a 47.60b 49.50b 50.00b 
 )%(مرده 

Dead (%) 
 (.P<05/0است ) ردیف در تیمارها میان دار معنی اختلا  دهنده نشان رمشترکیغ حرو 

Different letters within the same row show significant differences among the groups (P<0.05). 
 

ــتی ــا اســتفاده ا  راتیی ــوز در اســپرم ب ز شــبه آپوپت

ــد   ــودیم آیودی ــین وی/ پروپی ــراانکس ــخ یب  صیتش

 راتییاز تی یا نشانه عنوان به نیسر لیدیفسفات ییجابجا

انجماد و  ندیقرار گرفت. فرآ یابیشبه آپوپتوز مورد ارز

از سـمت   نیسـر  لیدیدن فسـفات خـارج ش ـ  ییگشا خی

د ده ـ یم ـ شیرا افـزا  داخلی غشا به سمت خارج غشا
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(Anzar  ،2002و همکاران.) که ال دبو نیما ا هیفرض-

آپوپتـوز ماننـد   ی نشانگرهابروز ممکن است  نیتیکارن

 نیتیکارن-کننده ال تیاثر تثب لیرا به دل نیسر لیدیفسفات

ژوهش مـا  پ جیاسپرم کاهش دهد. نتا ییبر غشا پلاسما

-ال بـر ایـن اسـا     ی مطابقت داشت.با مطالعات قبل

را در  یاسپرماتوگون یادیبن یها سلول آپوپتوز نیتیکارن

-مکمـل ال حـاوی   ییغـذا  می ـکـه از رژ  ییهـا  مـوش 

ــارن ــتیذ نیتیک ــ هی ــد یم ــاهش  کردن و  Kangداد )ک

ــاران،  ــدر (. 2011همک ــان کی ــه انس ــابه،  یمطالع مش

در  یانجمـاد  ینگهـدار اسپرم پـز از   مانی بالاتر زنده

ــور ال ــارن-حا ــد  نیتیک ــت آم ــه دس و  Banihani) ب

 راتیی ـتی نیتیکارن-ال ن،یعلاوه بر ا (.2014همکاران، 

اسپرم خرو  که  یرا در حفاظت انجماد پتوزشبه آپو

را  ه بـود منجمد شـد  نیتیکارن-ال یکننده حاو قیدر رق

( کـه بـا نتـایج    2017و همکـاران،   Fattah) کاهش داد

 اضر مطابقت دارد.پژوهش ح

 

 گيری نتيجه

های شیمیایی و اکسیداتیو ناشی از سردسـازی و  آسیب

 ؛شـوند  انجماد موجب اختلال در عملکـرد اسـپرم مـی   

هـایی بـا صـفات برتـر،     کار اسـتفاده از دام  بنابراین راه

اســپرم اســت. اســتفاده از مــواد    ســازی ذخیــره بهینــه

اند سبب بهبـود  توکننده اسپرم می در رقیق  اکسیدان آنتی

بازده اسپرم منجمد شود. بر اسا  نتایج حاصل از این 

کــارنیتین در فراینــد انجمــاد -پــژوهش، اســتفاده از ال

هـای کیفـی اسـپرم بـز شـد،       موجب بهبـود فراسـنجه  

شده بیشـترین میـزان    ییگشا خیدر اسپرم  که یطور به

ــیش   ــرک پ ــل، تح ــرک ک ــا   تح ــلامت غش ــده، س رون

 نیکمتـر  و یمـان  زنـده دری، پلاسمایی، فعالیت میتوکن

در شـبه آپوپتـوز    راتییو تی دیپیل ونیداسیپراکسمیزان 

کارنیتین مشـاهده  -مولار ال میلی 5کننده  تیمار دریافت

بـز بـا    انجمـاد منـی   طیمح یساز مکمل ن،یبنابرا ؛شد

بـرای حفـظ    یعمل ـ یروش ـ نیتیکـارن -ال مقادیر بهینه

ــز  ــراکیفیــت منــی ب ــاهــدا  تول یب  حیو تلقــ یدمثلی

 باشد. می یتجار یها گله مصنوعی
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