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The aim of this study was to investigate the effect of trehalose on semen quality of 

Ross-308 roosters during 24 hours of storage at 5°C. Semen samples were collected 

from 10 adult roosters and diluted with Ringer’s solution containing different 

concentrations of trehalose (0, 50, and 100 mM). The experiment was conducted in a 

completely randomized design with three treatments and four replicates. Semen 

quality was assessed at 0, 6, 12, and 24 hours of storage. Evaluated parameters 

included total and progressive motility, viability, plasma membrane integrity, and 

morphological abnormalities. Data were analyzed using SAS software. The results 

indicated that addition of 50 mM trehalose significantly improved sperm quality at all 

storage times compared with both the control and the 100 mM treatment. In this group, 

total and progressive motility, viability, and membrane integrity were increased, while 

morphological abnormalities were reduced. On the other hand, the use of a higher 

concentration of trehalose (100 mM) not only did not improve sperm quality 

parameters, but also showed a negative effect on certain indices, including sperm 

morphology. In conclusion, supplementation of rooster semen diluent with 50 mM 

trehalose exerts a protective effect and is recommended for short-term storage at low 

temperature (5 °C). However, higher concentrations are not advisable due to their 

detrimental impact on sperm quality. 

Cite this article: Tabatabaei- Vakili, S. & Barzegar, S. (2026). Improving the Sperm Quality by supplementation the Disaccharide 
Trehalose to Semen Extender in Rooster.  Iranian Journal of Animal   Science, 57 (3), 369-384. DOI: 

https://doi.org/10.22059/ijas.2026.407236.654109 

 
 

 

                              © The Author(s).                                                                Publisher: The University of Tehran Press. 
                                   DOI: https://doi.org/10.22059/ijas.2026.407236.654109 

 

  

mailto:tabatabaei@asnrukh.ac.ir
mailto:s.barzegar@asnrukh.ac,ir
https://doi.org/10.22059/ijas.2026.407236.654109
https://doi.org/10.22059/ijas.2026.407236.654109
http://orcid.org/0000-0003-1598-7154
http://orcid.org/0009-0001-9174-8051
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


Improving the Sperm Quality by supplementation the Disaccharide Trehalose… /Tabatabaei- Vakili & Barzegar,370 

384-369)3(57; 6, 202Iranian Journal of Animal Science 

 

Extended Abstract 

Introduction  

Trehalose, a non-reducing disaccharide with membrane-stabilizing and antioxidant properties, has shown 

protective effects in sperm preservation across various species. Its mechanisms of action are primarily due to the 

prevention of ice crystal formation, reduction of oxidative stress, and stabilization of the plasma membrane. 

However, the optimal concentration of trehalose appears to vary between species and extender types. Despite 

extensive research on mammalian sperm cryopreservation, there is limited information on the effects of trehalose 

on poultry semen, particularly rooster sperm. The aim of the present study was to evaluate the effect of two 

concentrations of trehalose (50 and 100 mM) added to Ringer’s extender on sperm quality parameters of aging 

Ross roosters stored for 24 hours at 5 °C. 

Materials and Methods 

The study was carried out on ten mature Ross roosters (45 weeks of age). Birds were kept under controlled 

environmental conditions for two weeks prior to semen collection, with ambient temperature maintained at 19–23 

°C and a photoperiod of 14 hours light and 10 hours dark. Feed and water were provided ad libitum in accordance 

with Ross management guidelines. Semen was collected by abdominal massage every three days in four separate 

sessions. Immediately after collection, ejaculates were placed in pre-warmed tubes (38 °C) and transferred to the 

laboratory. After initial evaluation, ejaculates with poor quality were discarded, and only samples meeting the 

required standards were pooled. Each pooled sample was diluted at a ratio of 1:20 with Ringer’s solution and 

divided into three experimental groups: control (without trehalose), extender supplemented with 50 mM trehalose, 

and extender supplemented with 100 mM trehalose. Diluted semen samples were stored at 5 °C for 24 hours, and 

assessments were performed at 0, 6, 12, and 24 hours of storage. The parameters measured included total motility 

and progressive motility (evaluated under phase-contrast microscopy, 40× magnification), viability (eosin-nigrosin 

staining), plasma membrane integrity (hypo-osmotic swelling test), and morphological abnormalities. The 

experiment was conducted in a completely randomized design with three treatments and four replicates. Data were 

analyzed using the GLM procedure of SAS software. Least square means were compared using Duncan’s multiple 

range test, and differences were considered significant at P < 0.05. 

Results and Discussion 

The addition of trehalose significantly influenced sperm quality parameters during storage. The 50 mM 

trehalose treatment consistently preserved higher values of total and progressive motility compared with both the 

control and the 100 mM group (P < 0.05). This effect was particularly evident at 12 and 24 hours of storage, where 

the differences between treatments were most pronounced. In contrast, the 100 mM trehalose treatment in some 

cases presented a negative trend on sperm morphology. Sperm viability was markedly enhanced in the 50 mM 

group, with higher percentages of live spermatozoa throughout the storage period compared to the other treatments. 

Similarly, plasma membrane integrity was best maintained with 50 mM trehalose, confirming its protective role 

in preserving sperm structural functionality. The incidence of morphological abnormalities was also significantly 

reduced in the 50 mM group. The findings of this study clearly demonstrate the protective role of trehalose at the 

optimal concentration of 50 mM in preserving rooster sperm during short-term storage at 5 °C. The beneficial 

effects of trehalose can be attributed to its ability to stabilize the lipid bilayer of the sperm plasma membrane, 

prevent osmotic stress, and reduce lipid peroxidation. These results are consistent with previous reports in 

mammalian species such as bull, ram, and rabbit, where trehalose supplementation improved post-storage sperm 

quality. However, the lack of beneficial effects at 100 mM trehalose suggests that excessive concentrations may 

induce hyperosmotic stress, leading to detrimental impacts on spermatozoa. Such concentration-dependent 

responses highlight the importance of optimizing trehalose levels for each species and storage condition. This 

study also underlines the potential of trehalose as a non-toxic, cost-effective additive that could be incorporated 

into rooster semen extenders to enhance fertility outcomes in artificial insemination programs. Nevertheless, 

further research is necessary to investigate fertility performance following insemination with trehalose-treated 

semen and to compare trehalose with other protective agents under different extender formulations and storage 

conditions. 
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Conclusion 

In conclusion, supplementation of Ringer’s extender with 50 mM trehalose significantly improved semen 

quality in aging Ross roosters during 24-hour storage at 5 °C. This concentration effectively preserved motility, 

viability, plasma membrane integrity, and reduced morphological abnormalities compared with the control. The 

higher concentration (100 mM) was not beneficial and may even have adverse effects. These results suggest that 

50 mM trehalose can be recommended as an effective additive for short-term storage of rooster semen. Future 

studies should focus on fertility trials, longer storage periods, and interaction effects with other extender 

components to validate the practical applications of these findings. 
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  ها:واژهکلید

اسپرم،  تیفیترهالوز، خروس، ک
 .یمن ینگهدار

ساعته در  24 ینگهدار یط 308نژاد راس  یهااسپرم خروس تیفیاثر ترهالوز بر ک یپژوهش، بررس نیا هدف

با  یسازقیو پس از رق ی، مخلوطآورخروس بالغ جمع 10از  یمن یهابود. نمونه گرادیدرجه سانت 5 یدما

تقسیم  (مولاریلیم 100و  50، 0سطوح مختلف ترهالوز )گروه آزمایشی شامل  3اصلاح شده به  نگریمحلول ر

هر نمونه آزمایشی اسپرم در  تیفیک یابیقرار گرفت. ارز یبا چهار تکرار مورد بررس یدر قالب طرح کاملاً تصادف و

ی دربر گیرندهرد مطالعه مو یهاانجام شد. شاخص یساعت پس از نگهدار 24و  12، ۶چهار زمان صفر، طی 

بودند. ها اسپرم یکیوژمورفول یهایو ناهنجار ییپلاسما یغشا یکپارچگی ،یمانزنده رونده،شیتحرک کل و پ

ساعت  ۶و بخصوص بعد از  شیآزما یهازمان اغلبدر  مولاریلیم 50نشان داد افزودن ترهالوز با غلظت  جینتا

 100و نسبت به گروه شاهد و غلظت  دیاسپرم را بهبود بخش تیفیک یداریطور معنبه سازی منی،از ذخیره

و سلامت  یمانزنده رونده،شیتحرک کل و پ ،مولار ترهالوزمیلی 50 ماریدر ت. به نحوی که برتر بود مولاریلیم

در مقابل،  (. > 05/0P) کرد دایکاهش پ یکیمورفولوژ یهایرناهنجا زانیو م افتی شیافزااسپرم  یغشا

، بلکه در های کیفی اسپرم نشدسبب بهبود فراسنجه( نه تنها مولاریلیم 100استفاده از غلظت بالاتر ترهالوز )

 جهینت توانیمبه طور کلی از مطالعه حاضر  نشان داد. یاسپرم، اثر منف مورفولوژیها از جمله شاخص یبرخ

بر  یموثر ینقش حفاظت مولاریلیم 50 نهیدر غلظت به به رقیق کننده منی خروس ترهالوزافزودن گرفت که 

 یهااما استفاده از غلظت شود،یمتوصیه  نییپا یمدت در دماکوتاه یو در نگهداردارد اسپرم های کیفی فراسنجه

 .ستیبالاتر مناسب ن

 (،3) 57 ،رانیا نشریه علوم دامی. یمن کنندهقیترهالوز به رق دساکارییاسپرم خروس با افزودن د تیفیبهبود ک(. 1405)صالح و برزگر، صفورا  ،یلیوک یطباطبائ: استناد
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 مقدمه

 ،(گوشت مرغ،تخم) مرغ جمله از حیوانی منشاء با محصولات برای مرتبط فزاینده تقاضای و جهان جمعیت مداوم افزایش
یکی از اهداف اصلی در  .کندمی ضروری آن هایهزینه کاهش به منظور تولید کارایی افزایش برای مدرن هایحلگسترش راه

ها و هم اگرچه هم مرغ است. بالا درآوریجوجهقابلیت  همراه با زیاددر مقیاس  دارنطفههای مرغ، تولید تخمپرندگانبخش 
ها نسبت به بخش در گله نقش دارند، اما به دلیل تعداد کمتر خروسطور چشمگیری در رسیدن به نرخ باروری رضایتها بهخروس

 مسائل مهمتریناز  تولید دوران در حفظ باروری و خروس مدیریت .(et al. Ommati ,2013تر است )ها محسوسها، تأثیر آنمرغ

 هماهنگ و منظم برنامه مدیریتی یک هدف، نیازمند این به دستیابی دیگر، طرف از مادر است. مرغ واحدهای مدیران توجه مورد

 (. Devasagayam et al., 2004)باشد می پتانسیل تولید حداکثر به رسیدن برای
 نژاد، مانند مختلفی متغیرهای تأثیر تحت و است طیور هایگله در اقتصادی پیامد بر تأثیرگذار اصلی عوامل از یکی باروری

در جهت بهبود نرخ باروری و ارتقاء  .( et al.,Miazi 2012) گیردمی قرار شده تلقیح منی مایع کیفیت و گله سن تغذیه، کیفیت
آورد، به برای گله را فراهم میهای برتر کیفیت نسل پرندگان، تلقیح مصنوعی که امکان کاهش تعداد نرها و انتخاب بهینه خروس

باشد.  داشته خوبی بسیار کیفیت باید تلقیح برای شده گرفته نظر در منی مایع کند.طور قطع به دستیابی به این اهداف کمک می
 Jerysz and) ها در خروساکسیدانآنتی ویژهبه تغذیه ،(Ameen et al., 2014) ژنتیکی منشأ جمله کیفیت منی به مواردی از

qukaszewicz, 2013 )گذارندمی تاثیر زاییاسپرم طی بافت بیضه فعالیت بر که (Barber et al., 2005)، منی کنندهرقیق نوع 
 تلقیح از قبل نگهداری شرایط و منی مایع آوریجمع از شده سپری زمان ،(Kowalczyk et al., 2017) هاگونه برای شده انتخاب

(2008qukaszewicz,  ska andńSiudzi) دارد بستگی.  
 ،های مادراز پیک تولید گله ستا انتهای دوره تولید به عبارت بهتر پ 45الی  40های خصوصا از هفته با افزایش سن پرنده

محققان . (Sarabia Fragoso et al., 2023) سازدها کاهش یافته و گله را با مشکل باروری مواجه میقدرت باروری خروس
هورمون تستوسترون، حجم  غلظت ،با تولیدمثل شامل کاهش در وزن بیضه طهای کمی و کیفی مرتبصدر برخی از شاخ رتغیی

(. Avital-Cohen et al., 2013)اند رونده اسپرم را با افزایش سن پرنده گزارش کردهمایع منی، غلظت اسپرم و تحرک پیش

 و اسپرم کم تولید تولیدمثلی، رفتار کاهش تستوسترون، کاهش اکسیداتیو، استرس و بدن وزن افزایش مانند عواملی از ترکیبی
 افزایش با خروس منی در اکسیدانیآنتی است. همچنین، فعالیت دخیل مسن هایگله تولیدمثل اختلالات در اسپرم پایین کیفیت

 (.Kelso et al., 1996) یابدمی کاهش سن
 پلاسما در غشای اصلی جز سه  .کندمی ایفا اسپرم عملکردهای از بسیاری حفظگیری و شکل در مهمی نقش پلاسمایی غشای

 توجهی قابل مقدار دارای فسفولیپیدهای ویژه نقش هاپژوهش از بسیاری .گلیکولیپیدها و هااسترول فسفولیپیدها،: دارد وجود
 عین در اما کنند،می فراهم را غشا سیالیت لازم جهت درجه که اندکرده مشخص را( PUFA) چندگانه غیراشباع چرب اسیدهای

 (. ,2022Gautier and Aurich) دارند پراکسیداسیون و اکسیژن فعال هایگونه مضر اثر به نسبت را پذیریآسیب بیشترین حال
ویژه حاوی مواد های مناسب است که بهکنندههای بهبود کیفیت مایع منی در تلقیح مصنوعی، استفاده از رقیقیکی از راه بنابراین

 آزاد از و کرده محافظت سلولی غشای از توانندمی ها. آنکننداکسیدانی بوده و به حفظ و بهبود کیفیت مایع منی کمک میآنتی
et Dimitrov )کنند  جلوگیری مدت طولانی نگهداری طی منی پلاسمای مایع داخل به اسپرم از فسفولیپیدها و لیپیدها شدن

2007 .,al.)  
glucopyranosyl-d-α- 1،1(گلیکوزیدی  پیوند با که است گلوکز مولکول دو دارای احیاکننده غیر ساکاریددی یک ترهالوز،

dglucopyranoside-α-1l, از جمله  هاقارچ و برخی مخمر هایهاگ در بالا هایغلظت در معمولا اند وشده مرتبط هم( به
کند می عمل غشای سلول اسپرم کننده تثبیت عنوانبه ترهالوز (.al., et Aisen 2000) شودمی ساکارومایسس و آسپرژیلوس یافت

)2012 Ahmad and Aksoy,(پلاسمایی غشای هایپروتئین و لیپیدها از است قادر ترهالوز ساکاریددی که است شده . مشخص 
 اسیدهای اکسیداسیون از و کند محافظت اکسیژن فعال هایگونه معرض در گرفتن قرار از ناشی اکسیداتیو استرس برابر در سلولی
 سیتوزول از مکانیسم از جمله جلوگیری از خروج آب سه ایجاد با ترهالوز .(alet  Herdeiro ,.2006کند ) جلوگیری غیراشباع چرب

 بیولوژیکی هایمولکول زیستی از هایمولکول شیمیایی پایداری از اطمینان یخ و بلورهای تشکیل رساندن حداقل به سلولی،
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 سرما محافظ هایمحیط برای موثر بسیار زیستی عنوان یک جزبه ترهالوز باعث شده است که، هامکانیسم کند. اینمی محافظت
et Kikawada ) نقش داشته باشد پایین بسیار دمای در هاآن عملکرد و هااسپرم مورفولوژیکی یکپارچگی عمل کرده و در حفظ

2007 .,al.)  دار و کاربرد گسترده تلقیح مصنوعی در صنعت طیور، این پژوهش با هدف بررسی به اهمیت تولید تخم نطفهباتوجه
 گراد انجام شد.درجه سانتی 5ساعت در دمای  24های کیفی اسپرم خروس در شرایط نگهداری به مدت تاثیر ترهالوز بر فراسنجه

 پیشینه پژوهش

کلیدی دارند.  های منی نقشنمونه ذخیره و نگهداری در طول های سلولی اسپرمغشا آوردر جلوگیری از تغییرات زیان قندها
 ،تیمحافظنقش فشار اسمزی، حفظ انرژی در طول انکوباسیون، سازی فراهمعملکردهای بسیاری برای اسپرم مانند  این ترکیبات

 تحمل را گشایید و یخانجمافرایند آسیبهای ناشی از دهند تا این قابلیت را می هابه اسپرم سلولی داشته وسیالیت غشای  افزایش
رسد که شامل برقراری ثبات در نظر میکند، بهمحافظت می سازیدر برابر ذخیرهسلولها از وسیله آن ترهالوز مکانیسمی که بهکند. 

اگرچه طبیعت این مکانیسم همچنان مبهم باقی مانده است، برخی مطالعات بر این باورند که  باشد. ها و غشاهای سلولیپروتئین
 (. Bathgate et al., 2008; Hassani-Bafrani et al., 2020)د باشتوقف آسیب در سیالیت غشای سلول عامل آن می

ترهالوز  به نحوی که. گزارش شده استاد انجمذخیره و  ندیفرا یاثرات مثبت ترهالوز بر اسپرم در طدر تحقیقات پیشین، 
 Arifiantini and) گاو و (Naing et al., 2010) بز ،(Aisen et al., 2000) جمله گوسفند از حیوانات اهلی در را منی کیفیت

Yusuf, 2010) افزایش شده و با اسپرم وارد پلاسمایی غشای فسفولیپیدهای بین توانندمی ترهالوز هایبخشید. مولکول بهبود 
 نیبه عنوان مثال، بهتر .(Ahmad and Aksoy, 2012) شوند یخگشایی یا انجماد هنگام سبب حفاظت از اسپرم در غشا، سیالیت

 50با  شده یسازیغن سرولیگل و مرغفروکتوز، زرده تخم ک،یتریس دیاس س،یتر یهابیدر اسپرم گوسفند با استفاده از ترک جینتا
ی لیم 400و  200با  یبه طور قابل توجه یخگشاییاسپرم پس از  تیفیکه ک یترهالوز به دست آمد، در حال اسمولی لیم 100 ای
، هنوز برخی اختلاف نظرها در مورد خواص محافظت کنندگی با وجود این(. Jia et al., 2024) افتیترهالوز کاهش  سمولا

(. Quan et al., 2012) نبخشیدهای منجمد شده بز را بهبود یت اسپرم، ترهالوز کیفپژوهشیک  درترهالوز برای اسپرم وجود دارد. 
 Bittencourt) داشت یخگشایی فرایند انجماد و پس ازقوچ اسپرم  حرکتی هایفراسنجهعلاوه بر این، ترهالوز تاثیرات منفی بر 

et al., 2018تحرک و مورفولوژی اسپرم پس از چمول ترهالوز به محیط رقیق کننده قومیلی 100و  50با افزودن  (. همچنین ،
  (Cirit et al., 2013). بهبود نیافت گشایییخ

تحرک کلی و شامل اسپرم  کیفی هایفراسنجههای انجمادی، بقا و با افزودن ترهالوز به محیطدر انسان مشخص شد که 
ترهالوز های درمان شده با اسپرمو  یافتو آکروزوم بهبود  DNA غشاء سلولی، یکپارچگی سلامتهای زنده، پیشرفته، نرخ اسپرم

به طور آلدئید دیبا ارزیابی غلظت مالونمورفولوژی غیرطبیعی کمتری داشتند. از طرف دیگر، آسیب اکسیداتیو  ،محیط انجماددر 
تژی مناسب، اسپرم به عنوان یک استرا نگهداریبر اساس این نتایج، استفاده از ترهالوز در محیط  .داشت یکاهشروند چشمگیری 

 (.Gholami et al., 2023) تواند به بهبود تحرک و پارامترهای سلولی اسپرم کمک کندمی
 

 شناسی پژوهشروش
درجه  23-19ها در دمای هفته انجام شد. پرنده 45با سن  308قطعه خروس نژاد راس  10تحقیق حاضر با استفاده از 

ساعت تاریکی نگهداری شدند. آب به صورت آزاد و خوراک روزانه به  10 ساعت روشنایی و 14گراد، تحت برنامه نوری سانتی
های منی ها، نمونهدهی خروسها قرار گرفت. پس از دو هفته عادتگرم بر اساس کاتالوگ سویه راس در اختیار پرنده 150مقدار 

درجه  38آوری درون فلاسک آب گرم عهای منی پس از جمآوری شد. نمونهبا مالش شکمی هر سه روز یکبار در چهار نوبت جمع
بر  و شد تعیین نمونه هر تحرک و غلظت در آغاز آزمایشگاه در گراد به دور از  نور و تکان شدید به آزمایشگاه منتقل شد.سانتی

با  شده تجمیع منی ینمونه .شدند حذف آزمایش از درصد 70 از کمتر تحرک و 3×910از  کمتر غلظت با هایینمونه ی آنپایة
 گرم، سولفات منیزیم ۶4/0گرم، کلرید کلسیم 73/1گرم، کلرید پتاسیم 8/۶ کننده رینگر اصلاح شده )شامل کلرید سدیمرقیق

تقسیم و سپس  مساوی بخش سه به رقیق شد و 20به  1گرم در یک لیتر آب مقطر( با نسبت  45/2 و بیکربنات سدیم گرم 25/0
گراد درجه سانتی 5ساعت در دمای  24ها به مدت مولار ترهالوز به هر بخش اضافه شد. نمونهمیلی 100و  50به مقدار صفر، 
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 در هااسپرم پلاسمایی غشای سلامت و های مورفولوژیکیمانی، ناهنجاریزنده رونده،پیش تحرکنگهداری شدند. تحرک کل، 

 .(Bazpour et al., 2019)گیری شد سازی اندازهذخیره 24و  12، ۶، 0 هایساعت

 های اسپرمبررسی فراسنجه

 توسطها شده روی لام قرار گرفت. پس از گذاشتن لامل، حرکت اسپرممیکرولیتر از نمونه رقیق 5برای بررسی تحرک اسپرم، 
ها بر اساس نوع حرکت اسپرم. ارزیابی شد× 400مجهز به صفحه گرم و با بزرگنمایی  )المپیوس، ژاپن( میکروسکوپ فاز کنتراست

شده در  های مشاهده. درصد هر نوع تحرک از تعداد کل اسپرمارزیابی شدند( جلوروندهپیشرفته )تحرک کل و دو دسته  در قالب
عنوان نتیجه نهایی برای هر نمونه هر میدان دید محاسبه شد. میانگین درصد تحرک کل و پیشرفته از پنج میدان دید مختلف به

  .(Sharideh et al., 2019) دش گردیگزار
میکرولیتر  10انجام شد. به این منظور نیگروزین -با استفاده از رنگ ائوزین و ناهنجاری مورفولوژیکی اسپرم مانیزنده ارزیابی
قرار داده و گسترش میکرولیتر از نمونه را روی لام  5ثانیه در دمای اتاق،  30میکرولیتر از رنگ مخلوط شد و پس از  10از نمونه با 

اسپرم شمارش  200مورد بررسی قرار گرفتند و  ×400های تهیه شده با میکروسکوپ نوری در بزرگنمایی تهیه شد. در نهایت لام
برای های سفید یا بی رنگ زنده )پاسخ منفی( در نظر گرفته شدند. های به رنگ صورتی مرده )پاسخ مثبت( و اسپرمشد، اسپرم

های ، درصد اسپرمسپس .آمیزی شد نیگروزین رنگ-ی از منی روی لام با رنگ ائوزینکی کوچهای ناهنجار، نمونهبررسی اسپرم
وپ تعیین کروسکمی× 1000اسپرم در هر لام تحت بزرگ نمایی 200با استفاده از روغن ایمرسیون و شمارش حداقل  ناهنجار
غول پیکر، کوچک یا غیرطبیعی، قطعه میانی متورم و خمیده و دم خمیده . در ارزیابی مورفولوژی اسپرم، مواردی همچون سر گردید
 .(Kazemizadeh et al., 2019) خورده مورد توجه قرار گرفتندیا پیچ

گرم  375/0)میکرولیتر از محلول هایپواسموتیک  100میکرولیتر از نمونه با  10 اسپرم پلاسمایی عملکرد غشای تعیین برای 

 37دقیقه در انکوباتور  30مخلوط شد و به مدت  )لیتر آب مقطرمیلی 100گرم فروکتوز در  351/1سیترات سدیم دی هیدرات و 
با  ینور کروسکوپیم ریداده شد و ز انده شدو با لامل پوش ختهیلام ر یقطره از آن رو کیسپس گراد قرار گرفت. درجه سانتی

 هایاسپرم و )سالم پلاسمایی )غشای مثبت پاسخ عنوان دم پیچ خورده به با هایاسپرم. قرار گرفت یابیمورد ارز × 40 یینمابزرگ

 Sharideh et al., 2019).) شدند گرفته نظر در )ناسالم پلاسمایی غشای(منفی  پاسخ عنوان به خوردگیپیچ دم بدون با

 آنالیز آماری

با ها تجزیه و تحلیل داده .تکرار برای هر تیمار اجرا شد 4تیمار آزمایشی و  3ی حاضر در قالب طرح کاملاً تصادفی با مطالعه
( Repeated Measuresمکرر ) یریگهمراه با مدل اندازه (GLM) یعموم ی( و مدل خط9.4)نسخه  SASافزار استفاده از نرم
 Duncan's Multiple Range Testو آزمون  LSmeansها، از روش و اثر متقابل آن ماریاثرات زمان، ت یبررس یانجام شد. برا

 .دیاستفاده گرد هانیانگیم سهیمقا یبرا 05/0در سطح 
 

 های پژوهشیافته
 تحرک در داریمعنی مشخص شده است. در گروه شاهد، کاهش 1ها در شکل تاثیر تیمارهای آزمایشی بر تحرک کل اسپرم

 75/43به  75/8۶از  اسپرم رغم کاهش تحرکمولار ترهالوز، علیمیلی 50تیمار در (.  > 05/0Pشد ) مشاهده زمان گذشت با اسپرم
مولار، میلی 100ها تحرک بیشتری نسبت به سایر تیمارها نشان داد. در گروه ترهالوز در طول زمان، این گروه در تمامی زماندرصد 

های مختلف مشخص شد که در زمان در گروهیبین . در مقایسهمشابه گروه شاهد بودبه لحاظ آماری  اسپرم روند کاهش تحرک
مولار ترهالوز هیچ میلی 100مولار ترهالوز بود و تیمار میلی 50بیشترین میزان تحرک مربوط به تیمار  24و  12، ۶زمان صفر، 

 اختلافی با گروه شاهد نداشت.
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 گراددرجه سانتی 5اثر ترهالوز بر تحرک کل اسپرم خروس مسن گوشتی در شرایط دمای  .1 شکل

Figure 1. The effect of trehalose on the total sperm motility of aged broiler roosters at 5°C 

 

داری در معنی شاهد، کاهشگروه دهد. در های آزمایشی را نشان میها در بین گروه، تغییرات تحرک پیشرونده اسپرم2شکل 

رونده از نظر حفظ تحرک پیش مولارمیلی 50ترهالوز تیمار (. اما،  > 05/0P) در طول زمان دیده شداسپرم رونده تحرک پیش

در زمان  داشت.ساعت از ذخیره منی  24و  12های مولار ترهالوز در زمانمیلی 100و گروه شاهد گروه عملکرد بهتری نسبت به 

ها تحت تأثیر تیمارهای آزمایشی قرار نگرفت. این در حالی است که سازی منی، تحرک پیشرونده اسپرمساعت از ذخیره ۶صفر و 

 (. > 05/0Pپیشرونده اسپرم شد )تحرک سبب حفظ مولار میلی 50گروه ساعت،  24های بعدی تا در زمان

 
 گراددرجه سانتی 5م خروس مسن گوشتی در شرایط دمای رونده اسپراثر ترهالوز بر تحرک پیش. 2 شکل

Figure 2. The effect of trehalose on the progressive sperm motility of aged broiler roosters at 5°C 
 

 یافتمانی اسپرم در گروه شاهد کاهش مانی اسپرم، با افزایش زمان نگهداری منی، زندهدر خصوص زنده 3طبق نتایج شکل 

(05/0P < ای .) در مانی اسپرم با گذشت زمان زندهکاهش یافت.  24در ساعت درصد  00/44 به در زمان صفر 25/8۶ن شاخص از
 با شیب کمتری همراهشاهد گروه اما این کاهش نسبت به  ،درصد( 75/50به   75/88)از  یافتکاهش  مولار ترهالوزمیلی 50 تیمار

در . روندی مشابه با گروه شاهد داشتمانی اسپرم به لحاظ مقدار زنده مولارمیلی 100رهالوز تساعت،  12و  ۶های در زمان .بود
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اختلاف آماری  ها در زمان صفر. در مقایسه بین گروهمانی را داشتزنده مقدارساعت(، این گروه کمترین  24پایان زمان نگهداری )
داری بهتر از طور معنیمانی را داشت و بهزنده بیشترین، درصد 50/80مولار با میلی 50گروه  ۶در زمان  .دار نبودبین تیمارها معنی

ساعت از ذخیره منی،  24و  12های (. در زمان > 05/0P) بوددرصد(  00/75) مولارمیلی 100و  درصد( 50/7۶) گروه شاهد
 (. > 05/0P) داشت هامانی اسپرمآزمایشی در حفظ زندههای گروهدیگر عملکرد بهتری نسبت به  مولارمیلی 50همچنان گروه 

 

 
 گراددرجه سانتی 5مانی اسپرم خروس مسن گوشتی در شرایط دمای اثر ترهالوز بر زنده. 3 شکل

Figure 3. The effect of trehalose on the sperm viability of aged broiler roosters at 5°C 
 

غشای  سلامتکه با گذشت زمان نگهداری منی،  هرچنددر مورد عملکرد غشای پلاسمایی اسپرم،  4با توجه به شکل 
مولار ترهالوز، از شیب کاهشی میلی 50های آزمایشی روند کاهشی داشت، اما مقدار این فراسنجه در تیمار اسپرم در گروهپلاسمایی 

 ۶زمانی  شی برخوردار بود و بهترین عملکرد را در حفظ غشای پلاسمایی اسپرم در بازههای آزمایکمتری در مقایسه با دیگر گروه
 (. > 05/0Pترهالوز نشان داد ) 100ساعت از ذخیره منی در مقایسه با شاهد و سطح  24تا 

 
 گراددرجه سانتی 5گوشتی در شرایط دمای اثر ترهالوز بر عملکرد غشای پلاسمایی اسپرم خروس مسن . 4 شکل

Figure 4. The effect of trehalose on the sperm plasma membrane integrity of aged broiler roosters at 5°C 
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ساعت از نگهداری منی، مقدار این  12دهد که تا زمان های مورفولوژیکی اسپرم نشان میدر مورد ناهنجاری 5نتایج شکل 
های مورفولوژیکی اسپرم ساعت، میزان ناهنجاری 24داری نداشت. اما در زمان های آزمایشی اختلاف معنیفراسنجه در بین گروه

کمترین نوسان  (. > 05/0P)ساکارید بود مولار این دیمیلی 100داری کمتر از سطح ر معنیمولار ترهالوز بطومیلی 50در تیمار 
 مولار ترهالوز بود.میلی 50ساعت، متعلق به تیمار  24های اسپرم با افزایش زمان نگهداری منی تا افزایشی ناهنجاری

 

 
 گراددرجه سانتی 5خروس مسن گوشتی در شرایط دمای های مورفولوژیکی اسپرم اثر ترهالوز بر ناهنجاری. 5 شکل

Figure 5. The effect of trehalose on the sperm morphological defects of aged broiler roosters at 5°C 
 

 

 بحث
س معمولاً ناشی از استر که مشاهده شددر گروه شاهد داری در تحرک اسپرم با گذشت زمان در این پژوهش، کاهش معنی

مولار ترهالوز میلی 50در مقابل، تیمار . دهدسازی در دماهای پایین رخ میاکسیداتیو و آسیب به غشای اسپرم است که طی ذخیره
ترهالوز  مولاریلیم 100 ماریتدر حالی که تحرک اسپرم در  .بیشترین تحرک اسپرم را نشان دادی مختلف نگهداری منی، هادر زمان

 تیفیبر ک یکه غلظت بالاتر ترهالوز ممکن است اثرات منف دهدمی نشانیافته  نیا .نداشت با گروه شاهد یداریتفاوت معن چیه
 یا 50های جانوری متفاوت ارزیابی شده است. در گاو نر، افزودن ثیر ترهالوز در گونهامختلف، ت هایپژوهشاسپرم داشته باشد. در 

 ,.El-Sheshtawy et al) ثیر مثبتی در بهبود کیفیت منی سردشده نشان دادایس، تکننده ترمولار ترهالوز به رقیقمیلی 100 و

مولار ترهالوز به رقیق کننده میلی 50نیز افزودن  (El-Badry et al., 2017( و نریان )Uysal et al., 2007در گاو نر ) (.2015
که به بررسی  (2020) و همکاران Zhaoنی شد. اما گشایی ممنی، سبب بهبود کیفیت و تحرک اسپرم پس از فرایند انجماد و یخ

، نشان دادند تندپرداخگراد کننده تریس بر حفظ مایع منی قوچ در دمای صفر درجه سانتیهای مختلف ترهالوز در رقیقاثرات غلظت
بخشد، هیچ تاثیری بهبود میطور قابل توجهی یکپارچگی آکروزوم اسپرم را کننده مایع منی هرچند که بهمکمل ترهالوز در رقیقکه 

 رونده اسپرم ندارد.بر تحرک پیش
Thananurak  کننده، رقیق بهمولار ترهالوز میلی 5 افزودنهای اهلی تایلند، خروسکه در گزارش کردند  (2016)و همکاران

بیان نمودند که ترهالوز  (2023) و همکاران Stanishevskayaداشت. همچنین،  اسپرم روندهبهترین نتایج را از نظر تحرک پیش
 100و  50ترهالوز در غلظت  در پژوهشی، افزودن .دشتحرک اسپرم در محیط انجماد خروس  در غلظت خاصی سبب بهبود

 ,.Srinutiyakorn et al). در مقایسه با گروه شاهد شدتحرک اسپرم در برابر شوک سرمایی سبب حفظ ، به منی اسب مولارمیلی

 50سولفوکسید و متیلدی درصد 10در مورد اسپرم غاز نشان داد که ترکیب  (2023) و همکاران  Fuمطالعههمچنین،  (2017
دریافتند  (2024)و همکاران   Petričáková.گشایی شدپس از یخ اسپرم توجهی موجب بهبود تحرکطور قابلمولار ترهالوز بهمیلی
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دارد و این گروه درصد  یخگشاییرونده اسپرم پس از ر را بر تحرک کلی و پیشترین اثمولار ترهالوز مطلوبمیلی 100که افزودن 
در مورد  کنونیرا نشان داد. با این حال، نتایج مطالعه  یآکروزومآسیب های بدون آسیب غشای پلاسمایی یا بیشتری از اسپرم

ای، شرایط نگهداری )مانند های گونهشی از تفاوتخوانی نداشت که ممکن است ناها هممولار ترهالوز با این یافتهمیلی 100غلظت 
 .کننده باشدگراد(، یا نوع رقیقدرجه سانتی 5دمای 

مولار میلی 50در تیمار  .مانی اسپرم در گروه شاهد کاهش یافتمانی اسپرم، نتایج نشان داد که با گذشت زمان، زندهدر مورد زنده
 50ساعت، ترهالوز  12و  ۶های ه شاهد با شیب کمتری مشاهده شد و در زمانمانی اسپرم نسبت به گروترهالوز، کاهش زنده

مانی اسپرم نسبت به گروه شاهد داشت. این نتایج مشابه نتایج داری عملکرد بهتری در حفظ زندهطور معنیمولار بهمیلی
مولار میلی 50اند ترهالوز در غلظت است که نشان داده (2017)و همکاران   Öztürkو( 2022و همکاران )Perumal  هایپژوهش

مولار ترهالوز در این مطالعه نتایج مشابهی میلی 100در مقابل، تیمار . شودمانی اسپرم و فعالیت میتوکندری میموجب بهبود زنده
تأثیر منفی افزایش طور غیرمستقیم به ها بهمانی را نشان داد. این یافتههای مختلف، کمترین زندهبا گروه شاهد داشت و در زمان

مانی شود. این های بیشتری به غشای اسپرم وارد کند و باعث کاهش زندهتواند آسیباسمولاریته در این غلظت اشاره دارند که می
کاهش حیات اسپرم از طریق توانند منجر به های بالاتر ترهالوز میکه اشاره دارند غلظت Vitkova et al. (2021) با نتایج هایافته

 :Catalaseکاتالاز ) ،(Superoxide dismutase: SODشامل سوپراکسید دیسموتاز ) آناکسیدانی اختلال در سیستم آنتی

CAT)، ( گلوتاتیونGlutathione: GSH)  ( و گلوتاتیون پراکسیدازGlutathione peroxidase: GPX) شوند، همخوانی دارد. 
از  ی مورد بررسیهامولار در زمانمیلی 50این تحقیق نشان داد که ترهالوز در مورد عملکرد غشای پلاسمایی اسپرم، نتایج 

کننده، نقش حیاتی در ها برخوردار بود. ترهالوز احتمالا با حفظ فشار اسمزی رقیقشیب کاهشی کمتری نسبت به دیگر گروه
 Bucak and) کندغیرکاهنده عمل میعنوان یک محافظ انجماد کند و بهجلوگیری از تغییرات مضر در غشای اسپرم ایفا می

Uysal, 2008 .)آبی اسمزی پیش از انجماد، آسیب ناشی از بلورهای یخی را کاهش های هایپرتونیک و کماز طریق ایجاد محیط
ث همچنین، وجود ترهالوز موجب حفظ سیالیت غشاء با قرارگیری در دولایه فسفولیپیدها شده و باع (.Badr et al., 2010) دهدمی

ترهالوز به غشای سلولی اسپرم متصل می شود، (. Aboagla and Terada, 2003) شودپایداری بیشتر غشا در دمای پایین می
دهد، بنابراین ساختار غشای که آسیب اسپرم ناشی از کم آبی و آسیب به غشای آکروزوم و غشای پلاسمایی اسپرم را کاهش می

طور غیر مستقیم عملکرد اسپرم را تواند به(. تشخیص یکپارچگی آکروزوم میZhu et al., 2017کند )سلولی اسپرم را تثبیت می
اثر محافظتی ترهالوز با گذشت  .منعکس کند که در ارزیابی عملکرد غیرطبیعی اسپرم و اثربخشی لقاح مصنوعی اهمیت زیادی دارد

های های زیستی و تجمع ترهالوز در سلولبر روی مولکول این به دلیل اثر محافظتی غیراختصاصی ترهالوز شود.زمان آشکارتر می
  (Han et al., 2016). های محیطی شدید از جمله خشکی و استرس اسمزی بودها در تلاش برای مقابله با تنشبرخی ارگانیسم

 قطبی درشت هایتوانایی ترهالوز برای محافظت از اسیدهای چرب لیپیدهای غشایی با تشکیل یک کمپلکس ویژه با گروه
ها را کاهش داده و از تجزیه طور قابل توجهی حالت اکسیداسیون آنکه به( Yatsyshyn et al., 2017) ها ثابت شده استمولکول

همچنین، ترهالوز با جلوگیری از پراکسیداسیون لیپیدی و جریان کلسترول در . (Nery et al., 2008) ندکیها جلوگیری مآن
  DNA اکسیدانی و یکپارچگیظ یکپارچگی آن کمک کرده و از طریق کاهش استرس اکسیداتیو، پروفایل آنتیغشای اسپرم، به حف

 (. Perumal et al., 2022د )بخشرا بهبود می
مولار میلی 50ها در تیمار ساعت، میزان ناهنجاری 24های مورفولوژیکی اسپرم، نتایج نشان داد که در زمان در مورد ناهنجاری

سلولی جلوگیری کرده و در های درونرهالوز از نشت آنزیمتمولار ترهالوز بود. میلی 100داری کمتر از تیمار طور معنیلوز بهترها
 Khalili) بز(، Hu et al., 2010) مانند گاو ی مختلفهاای در گونهمطالعات گسترده .ثر بوده استوحفظ مورفولوژی سلولی م

et al., 2009) و قوچ (Jafaroghli et al., 2011)   اسپرم را تأیید  مورفولوژینیز اثربخشی ترهالوز در بهبود یکپارچگی غشا و
عنوان یک عامل پایدارکننده پروتئینی در تواند بهنشان داد که ترهالوز می (2020)و همکاران   Starciucدر همین راستا، .اندکرده

اثر محافظتی ترهالوز در برابر  Bucak and Tekin  (2007)مل کند. همچنین،سازی بلندمدت در دماهای پایین عطول ذخیره
 50ویژه در اسپرم گاو و اسب، گزارش شده است که غلظت در مطالعات جدید، به .کردند ثبتاسپرم گوسفند را  ساختارآسیب به 

 ;Jhamb et al., 2021) آکروزوم آسیب بزنند ممکن است به بیشترهای دهد و غلظتمولار ترهالوز بهترین نتایج را ارائه میمیلی
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Perumal et al., 2022.) دلیل خواص دهد و بهترهالوز با افزایش فعالیت میتوکندری، تولید انرژی و تحرک اسپرم را ارتقاء می
 Hu et al., 2010; Perumalکنددر طی انجماد محافظت میو ساختار مورفولوژیکی اسپرم  DNA اکسیدانی، از یکپارچگیآنتی

et al., 2022)  .)Zhu سیتریک، باعث  -کننده تریسمولار ترهالوز به رقیقمیلی 100که افزودن  ندنشان داد (2017) و همکاران
 :Reactive oxygen speciesهای فعال اکسیژن )سطح گونهکپارچگی غشا، سلامت آکروزوم و فعالیت میتوکندری شده و یبهبود 

ROS) را کاهش داده استدر اسپرم خرگوش  آلدهیدمالون دی و. 
ها اثر اکسیدانی ترهالوز در برابر آسیب آنگیرد و اثر آنتیهای فعال اکسیژن قرار میاسپرم در طول نگهداری در معرض گونه

-و امکان ذخیره( Watson, 1979) کندسازی اسپرم تامین میفزون بر این، ترهالوز انرژی اسپرم را در طول ذخیره حفاظتی دارد.

سازی مسیر اتوفاژی، که فرآیندی مهم در سلامت سلولی در نهایت، نقش ترهالوز در فعال .کندسازی طولانی مدت را فراهم می
های اسپرم کمک این مکانیسم به حفظ عملکرد سلول (.Xi et al., 2025) هاست، نیز مطرح شده استو کاهش پیری بیضه

 .کندمی
 

 گیرینتیجه
مولار، با حفاظت از ساختار غشای اسپرم و میلی 50که استفاده از ترهالوز در غلظت بهینه  نتیجه گرفتتوان می کلی طوربه

ثر و کاربردی در صنعت اصلاح نژاد و تلقیح مصنوعی طیور باشد. با این حال، وای متواند گزینه، میاسپرمبهبود پارامترهای حرکتی 
 تواند اثر منفی بر کیفیت اسپرم داشته باشد. شود، زیرا مینهاد نمیهای بیشتر پیشاستفاده از غلظت
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