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چکیده
سیتربافرهیپابرکنندهقیرقحجم20دری دمثلیتولفصلدرساله 3-4مهابادي نژادبزراس4ازآمدهدستبهی منحجمکی

عنوانبهمرغتخمزردهدرصدیکوی وانیرحیغمنشابای افزودنعنوانبهایسوتنیلسدرصد5/2و5/0،1،5/1،2ریمقادي حاو
ي هااسپرمزانیموغشاءی پارچگیک،یمانزندهشرونده،یپوکلیی جنبابرهایافزودناثراتوشدمخلوطی وانیحمنشابای افزودن

نشانجینتا. شدندی بررسگرادیسانتدرجه4ي دمادری مني دارنگهازپسساعت48و2،6،24دری عیرطبیغي مورفولوژي دارا
هاي با مورفولوژي طبیعی پارچگی غشاء، زنده مانی و درصد اسپرمداري میزان جنبایی کل و پیشرونده، یکبا افزایش زمان نگهکهدادند

پارچگی داري در جنبایی کل و پیشرونده و یکزیابی هیچ تفاوت معنیهاي مورد اردر زمان.)P>05/0(افتندیداري کاهش طور معنیبه
داري منی در شرایط سرد زنده مانی اسپرم در ساعت پس از نگه24در ). P<05/0(هاي مختلف وجود نداشتهکنندغشاء بین رقیق

داري منی ساعت پس از نگه48و 24، 6ر د.  درصد لسیتین بود5/0کننده حاوي تر از رقیقدرصد لسیتین بیش5/1کننده حاوي رقیق
تر از سایر داري کمطور معنیدرصد لسیتین به5/1کننده حاوي هاي با مورفولوژي غیرطبیعی در رقیقدر شرایط سرد درصد اسپرم

5/1کننده حاوي قدست آمده، رقیبا توجه به نتایج به). P>05/0(هاي حاوي زرده و برخی از سطوح مختلف لسیتین بودندکنندهرقیق
.باشدداري اسپرم بز در شرایط سرد میکننده مناسب براي نگهعنوان رقیقدرصد لسیتین سویا به

کننده، اسپرم بز، شرایط سرد ذخیرهلسیتین سویا، رقیق:کلمات کلیدي

karimikazem@gmail.com: پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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مقدمه
مطالعات آزمایشگاهی برايمناسبروشیکاسپرمدارينگه

بخش اساسی و هاي اهلی است و دامو تلقیح مصنوعی در 
آوري فنایناز.آیدمیحسابتولیدمثل بههايآوريفنضروري در

و داراي ارزش اصلاحی بالانر دامانتخاب براي در تولیدمثل، 
نظرگرفتن محدودیت ها بدون درهاي برتر در گلهتوزیع ژن

طی فرآیند ). Maia ،2010(شود زمانی و مکانی استفاده می
و Alaud(مهمی مانند ترکیب پلاسماي منی عواملداري، گهن

داري ها، دماي نگهکنندهشیمیایی رقیقترکیب،)1981،همکاران
تواند بر کیفیت و باروري اسپرم و میزان سردسازي، می

ترین و در حال مهم،هادارندهاضافه کردن نگه. ثیرگذار باشدأت
داري نگهمورددر اخیرهدر دهترین موضوع تحقیقاتحاضر اصلی
هدف از اضافه ). 1993،و همکارانAitken(باشد اسپرم می
داري، تأمین انرژي مورد نیاز هاي نگهدارنده به محیطکردن نگه

هاي دمایی، کاهش ها از آسیبهاي اسپرم، حفاظت سلولسلول
هاي فیزیکی و شیمیایی ناشی از سرد کردن و در نهایت تنش

از . باشدها میط مناسب براي زنده ماندن اسپرمک محییایجاد 
مرغ اثرات مثبت زرده تخم) 1939(و همکاران Philipsکه وقتی

عنوان زرده به،سازي منی پستانداران ثابت نمودندرا براي ذخیره
کی از اجزاء معمول در محیط انجماد اسپرم پستانداران مورد ی

بخش (LDL) چگالی کمهاي بالیپوپروتئین. استفاده قرار گرفت
داري مرغ با اتصال به غشاي اسپرم طی فرآیند نگهزرده تخم

هاي حرارتی باعث بالا بردن مقاومت اسپرم در برابر آسیب
کند سرمایی محافظت میتنشاسپرم را در برابر وشودمی

)Watson ،1976 .(چنینهم LDLحاوي مقادیري فسفاتیدیل
گشایی خی- ست که طی فرآیند انجمادو فسفاتیدل سرین اکولین

طور مرتب جایگزین فسفولیپدهاي از دست رفته غشاي اسپرم به
با وجود اثرات بسیار ). Foote ،1987و Graham(شوند می

هاي سازي منی در تمامی گونهمرغ براي رقیقمثبت زرده تخم
هاي اخیر استفاده از آن با مشکلاتی روبرو پستانداران، در سال

ا کاهش مقدار آن در یهایی براي حذف و ده است و تلاشش
عنوان بهمشکلات زردهترینمهم.استگرفتهصورتهاکنندهرقیق

هاي آلودگیموجود در آن،LDLیک افزودنی متغیر بودن میزان
میکروبی قابل انتقال و  تولید سموم میکروبی موثر بر افزایش 

هاي کنندهد تا رقیقشونباشند که باعث میمرگ اسپرم می
هاي غیراستاندارد کنندهعنوان رقیقمرغ بهحاوي زرده تخم

،و همکارانBousseau؛2003و همکاران Gil(شناخته شوند 
نشان دادند که )2002(و همکاران Moussaچنین هم.)1998

تواند باعث ممانعت میمرغ کهسري مواد در زرده تخمکیحضور
مانی اسپرم را کاهش جنبایی و زندهاز تنفس اسپرم شود 

این امر سبب شده است که تقاضا براي جایگزین کردن . دهدمی
کی ی.ابدیا دیگر مواد جایگزین افزایش یثر آن ؤزرده با بخش م
ک یمرغ با هاي تجاري که در آن زرده تخمکنندهاز اولین رقیق

دارنده غیرحیوانی جایگزین شده است، بیوسیفوس پلاسنگه
، BrillardوBousseau(نام دارد)عصاره سویاحاويکنندهرقیق(

باشد که براي کننده ساخت کشور فرانسه میاین رقیق). 1994
. مختلف مورد بررسی قرار گرفته استيهاانجماد اسپرم گونه

Gilتجاري کنندهنشان دادند که رقیق) 2000(و همکاران
ات حرکتی اسپرم گاو بیوسیفوس باعث بهبود جنبایی و خصوصی

منابع گیاهی .شودمیمرغتخمزردهحاويکنندهرقیقبامقایسهدر
داراي اثر محافظتی بهتري در مقایسه با ،چون عصاره سویاهم

تر ها کمکنندهمرغ است و ساختار اسپرم در این رقیقزرده تخم
گیرند تحت تأثیر صدمات ناشی از آسیب سرمایی قرار می

)Hinsch1997همکاران، و.(Aires و همکاران)نشان ) 2003
دار درصد کننده آندرومد باعث افزایش معنیدادند که رقیق

گاو فحل تلقیح شده با اسپرم 20000آبستنی در بیش از 
حاوي کننده در مقایسه با رقیق کنندهآن رقیقبامنجمد شده 

ه در مقایس) 2008(و همکارانFukui.شدمرغ زرده تخم
هاي حاوي زرده کنندهکننده حاوي افزودنی گیاهی با رقیقرقیق
زایی در مرغ نشان دادند که بین درصد آبستنی و درصد برهتخم

هاي تلقیح شده با اسپرم منجمد در دو رقیق کننده تفاوت میش
بررسی اثر محافظتی لیپیدهاي سویا بر . داري وجود نداردمعنی

دهد که اختلاف ایی نشان میکیفیت منی گاوهاي وحشی اروپ
شناسیریختداري در جنبایی، خصوصیات حرکتی ومعنی
هاي حاوي شیره کنندهرقیقدرگشاییخی- بعد از انجماداسپرم

Perez-Garnelo(شتمرغ وجود نداسویا در مقایسه با زرده تخم

دادند که نشان)2008(همکاران وAgarwal).2006،همکارانو
دارنده قادر نیست همانند ماده نگهکیعنوان ا بهسویلسیتین

گشایی خی-انسان طی فرآیند انجماداسپرمازمحافظتباعثزرده
.دارنددنبالداري در جنبایی را بهشود و کاهش معنی

Forouzanfar اي بر انجماد اسپرم در مطالعه) 2009(و همکاران
کردندا گزارشمرغ با لسیتین سویقوچ با جایگزینی زرده تخم

- مرغ در رقیقتخمزردهجایگزینتواندسویا میلسیتین%1که
اي در مطالعه) 2009(و همکاران Sharafi.کننده منی قوچ شود

لسیتین سویا %1بر انجماد اسپرم قوچ نشان دادند که غلظت 
منظور اثرات محافظتی برابري با محیط تجاري بایوکسل به

در این مطالعه میزان . ري بختیاري داردانجماد اسپرم قوچ نژاد ل
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مانی، وضعیت آکروزومی و توانایی لقاح جنبایی، زنده
درصد کیبر پایهآزمایشگاهی اسپرم در دو محیط انجماد

. لسیتین سویا و محیط تجاري بایوکسل برابر بود
هاي مختلف هدف از تحقیق حاضر بررسی و مقایسه نسبت

ان افزودنی با منشا غیرحیوانی و البته انتخاب عنوسویا بهلسیتین
بهترین نسبت از نظر اثرات محافظتی در شرایط سرد به عنوان 

. باشدکننده مناسب براي سپرم بز میرقیق

هامواد و روش
در این : مکان و حیوانات مورد استفاده در آزمایش
ال س3-4تحقیق از منی چهار راس بز نژاد مهابادي با سن 

صورت هاي آموزش دیده بهآوري منی بزجمع. استفاده شد
در مزرعه 1393اي دوبار و در فصل تولیدمثلی در مهر ماه هفته

بلافاصله . هفته صورت گرفت4مدت تحقیقاتی دانشگاه تهران به
آوري منی و انتقال آن به آزمایشگاه دانشگاه تهران، پس از جمع

.گرفتهاي اولیه روي منی صورتبررسی
بزهاي مذکور : تغذیه و مدیریت حیوانات مورد آزمایش

مسقف با کف سیمانی تحت شرایط نور در یک جایگاه نیمه
در طول . تغذیه شدندداريحد نگهجیره درو باگرفتهقرارطبیعی
.صورت آزاد به آب و آجر معدنی دسترسی داشتندبههابزتحقیق

هاي نمونه:داريزیابی پیش از نگهآوري منی و ارجمع
هاي مورد وسیله مهبل مصنوعی از بزاي دوبار بهمنی هفته

ها شستشو گیري، مهبلقبل از نمونه. آوري شدندآزمایش جمع
آوري نمونه، براي سهولت در و استریل شده و در حین جمع

دخول آلت حیوان سطح داخلی مهبل با ژل لغزنده کننده 
فشار درون مهبل مصنوعی با باز کردن شیر و . آغشته گردید

دمیدن هوا به درون محفظه تنظیم شده و براي جلوگیري از 
هاي منی تا زمان انتقال ها، نمونهایجاد شوك سرمایی به اسپرم

گراددرجه سانتی37به آزمایشگاه، درون فلاسک عایق داراي آب
مایشگاه گیري به سرعت به آزداري و پس از اتمام نمونهنگه

گراد قرار درجه سانتی37منتقل و در حمام آب گرم با دماي 
تر ازلیتر، غلظت بیشمیلی75/0-2حجم بین . داده شدند

درصد و 70تر از لیتر، جنبایی بیشاسپرم درمیلی5/2×109
درصد در هر انزال به 10تر از مورفولوژي اسپرم غیرطبیعی کم
هاي منی سپس از نمونه. شده عنوان نمونه طبیعی در نظر گرفت

و هر دام به یک مقدار مساوي در یک لوله آزمایش مجزا ریخته
هاي منی ها، نمونهاحتمال اثرات متقابل بین نمونهبهتوجهبا

مخلوط شده نیز از نظر رنگ و جنبایی تقریبی ارزیابی مجدد 

شدند تا از سلامت نمونه براي انجماد اطمینان حاصل شود
)Fazeli ،2010و همکاران(.

کننده از براي ساخت رقیق:هاي آزمایشمواد و محیط
محیط پایه حاوي . یک محیط بر پایه تریس استفاده گردید

10گرم بر لیتر سیتریک اسید، 14گرم بر لیتر تریس، 1/27
براي ارزیابی . لیسیتین سویا بود% 1گرم بر لیتر فروکتوز و

HOST=Hypo(م از محیط هاستپارچگی غشاي اسپرکی

osmotic swelling test ( گرم بر لیتر فروکتوز،  9متشکل از
گرم بر لیتر سیترات سدیم استفاده شد که اسمولالیتی آن  9/4

آمیزي مانی از رنگبراي ارزیابی زنده. میلی اسمول بود100
گرم 29گرم در لیتر ائوزین، 7/16نیگروزین متشکل از -ائوزین

گرم در لیتر رنگ نگروزین 100لیتر سیترات سدیم  و در 
ها با هاي غیرطبیعی و اسپرمبراي ارزیابی اسپرم. استفاده شد 

لیتر میلی5/62آکروزوم غیرطبیعی از محلول هانکوك متشکل از
لیتر میلی150لیتر محلول سالین، میلی150، %37فرمالین

در . یر استفاده شدلیتر آب دوبار تقطمیلی500محلول بافر و 
دارنده هاي حاوي نگهکنندهاین مطالعه براي ساخت انواع رقیق

ک محیط بر پایه بافر تریس استفاده شدیبا منشأ گیاهی از 
)Fazeli ،2010و همکاران.(

انجماد گیاهی هايمحیطساختبراي:آزمایشیتیمارهاي
فر تریس تهیه و حاوي لسیتین سویا از روز قبل محیط بر پایه با

هاي غلظت.شدندداريگراد نگهسانتیدرجه4دمايدرخچالیدر
عنوان به) درصد5/2و 2، 5/1، 5/0،0(مختلف لیستین سویا 

به محیط پایه حاوي بافر تریس کنندهرقیقافزودنیاجزايازیکی
داري ساعت نگه48هاي رقیق شده تا سپس نمونه. اضافه گردید

تیمار مذکور یک تیمار  که در 5ن تحقیق علاوه بر در ای. شدند
عنوان افزودنی با بهمرغآن به جاي لسیتین سویا از زرده تخم

منشاء حیوانی استفاده شده بود براي مقایسه با تیمارهاي فوق 
). 2010و همکاران، Fazeli(جداگانه در نظر گرفته شدصورتبه

1سازي به نسبت قرقی: اسپرمهايارزیابیپردازش و 
سپس لوله منی . کننده انجام  شدحجم رقیق20حجم منی و 

گراد قرار درجه سانتی37سی آب سی100در ظرف محتوي 
گراد درجه سانتی5داده شد و بعد از قرار گرفتن در یخچال 

اولین فراسنجه مورد ارزیابی در . داري شدساعت نگه48طی 
. پرم پس از شروع سردسازي بوداین تحقیق بررسی جنبایی اس

به این منظور منی روي لام قرار گرفت و با گذاشتن یک لامل 
تمیز روي آن، لام با روش چشمی مورد ارزیابی قرار گرفت و 

پارچگی کیبررسی . جنبایی پشرونده هر نمونه ثبت گردید
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تست هاست براساس . غشاء اسپرم با تست هاست انجام شد
. کندعمل میگیرداسپرم در آن قرار میاسمولاریتی محیطی که

اسمول و اسمولاریته مورد میلی100اسمولاریتی محیط هاست 
بنابراین، اسپرم با قرار . اسمول استمیلی425نیاز براي اسپرم 

گرفتن در یک محیط با اسمولاریتی پایین به سرعت واکنش 
بدیهی است که تنها . خورددهد و انتهاي دم آن گره میمی

هاي زنده قادر هستند به این نوع تغییر واکنش دهند و اسپرم
گیرند هیچ واکنشی هاي مرده که در این محیط قرار میاسپرم

هاي با دم در واقع پس از انجام این تست اسپرم. دهندنشان نمی
ها هایی که دم آنهاي زنده و اسپرمعنوان اسپرمگره خورده به
به این منظور، . شوندتلقی میعنوان اسپرم مردهصاف است به

میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک 100میکرولیتر از منی به ده
هاست که حاوي فروکتوز و سیترات سدیم بود اضافه و سپس 

دقیقه،30پس از گذشت . دقیقه در دماي اتاق انکوبه شد30
. نمونه انکوبه شده با استفاده از میکروسکوپ نوري بررسی شد

37یکروسکوپی با استفاده از یک صفحه داغ در دماي بررسی م
در هر . صورت گرفت400نمایی گراد و با بزرگدرجه سانتی

هاي اسپرماسپرم شمارش شد و درصد200گروه تیماري حداقل
محاسبه ) مرده(نسبت به گره نخورده ) زنده(با دم گره خورده 

نیگروزین -آمیزي ائوزینمانی از رنگبراي ارزیابی زنده.شد
هاي باشد که اسپرماین روش بر این اساس می. استفاده شد

هاي زنده کنند ولی اسپرممرده رنگ ائوزین را به خود جذب می
آمیزي پس زمینه و رنگ نیگروزین براي رنگ. گیرندرنگ نمی

. ایجاد اختلاف میان اسپرم و رنگ زمینه براي دید بهتر است
اسپرم را برداشته ياز نمونهولیتر میکر20آمیزيبراي این رنگ

از رنگ آماده شده میکرولیتر20و روي لام قرار داده و سپس 
نیگروزین روي نمونه ریخته و با سر سمپلر به آرامی -ائوزین

پس از خشک . نمونه را هم زده تا اسپرم با رنگ مخلوط شود
قرار داده و 400نمایی شدن لام را زیر میکروسکوپ با بزرگ

هاي مختلف آن عکس شد و ها از بخشراي شمارش اسپرمب
هاي اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم200سپس از هر نمونه 

هایی که اسپرم. محاسبه شد) زنده(و رنگ نشده ) مرده(رنگی 
ها ا تنها بخشی از گردن آنیخود گرفته رنگ صورتی کم رنگ به

براي . ه شدندعنوان اسپرم زنده درنظر گرفترنگ گرفته بود به
قطره از هر نمونه به 3هاي غیرطبیعی حداقل ارزیابی اسپرم

سی محلول هانکوك افزوده شده و سی1هاي حاوي میکروتیوب
ک یک قطره از این محلول روي لام قرار گرفته و توسط یسپس 

اسپرماتوزوا زیر 200لامل پوشانده شده و با شمارش حداقل 
هاي ، درصد اسپرم400نمایی گمیکروسکوپ فازکنتراست با بزر

. غیرطبیعی و اسپرم با آکروزوم غیرطبیعی محاسبه شده است
ک داده واحد در نظر گرفته شده یعنوان میانگین سه مشاهده به

). 2010و همکاران، Fazeli(است
پژوهشنیاازحاصلهايداده:هاتجزیه و تحلیل داده

باو)SAS،2003موسسهSAS (آماريافزارنرمازاستفادهبا
لیتحلوهیتجزموردشوندهتکرارمشاهداتزیآنالوMIXهیرو

.اندشدهدادهشینماSEMوLSmeanصورتبههاداده.گرفتندقرار

نتایج
هاي اولیه آوري شده منی از نظر ویژگیهاي جمعنمونه

طلوب بودن مورد ارزیابی قرار گرفت تا م) رنگ، حجم و جنبایی(
هاي ارزیابی تمام نمونه. ها براي انجام آزمایش مشخص گرددآن

بودند و براساس روش ارزیابی ) کرم(شده، داراي رنگ مناسب 
.  درصد بودند70اولیه ایوانس داراي جنبایی بیش از 

داري میزان جنبایی نتایج نشان داد که با افزایش زمان نگه
جدول (پارچگی غشاء و یک) 2جدول(، پیشرونده)1جدول(کل

هاي در فراسنجهاما)P>05/0(یابدمیکاهشداريمعنیطوربه)3
هاي مورد ارزیابی داري در زمانجنبایی کل هیچ تفاوت معنی

).P<05/0هاي مختلف وجود نداردکنندهبین رقیق
دهنده تفاوت نشان) 4جدول (مانینتایج مربوط به زنده

داري اسپرم ساعت پس از نگه24ها در کنندهار بین رقیقدمعنی
مانی اسپرم در رقیق زنده24که در ساعت طوريهباشد بمی

کنندهتر از رقیقدرصد لسیتین بیش5/1هاي حاوي کننده
از سوي دیگر با افزایش زمان . درصد لسیتین بود5/0حاوي 

6در .نشان دادداري را مانی کاهش معنیداري میزان زندهنگه
هاي با مورفولوژي داري منی درصد اسپرمساعت پس از نگه

طور درصد لسیتین به5/1کننده حاوي غیرطبیعی در رقیق
درصد 5/2و 2هاي حاوي زرده، کنندهتر از رقیقداري کممعنی

هاي با مورفولوژي نیز درصد اسپرم24در ساعت .لسیتین بودند
طور درصد لسیتین به5/1حاوي کننده غیرطبیعی در رقیق

استثناي رقیق کننده به(ها کنندهتر از سایر رقیقداري کممعنی
هاي با نیز اسپرم48در ساعت .بودند) درصد لسیتین2حاوي 

درصد لسیتین 5/1کننده حاوي مورفولوژي غیرطبیعی در رقیق
و 5/0هاي حاوي زرده، کنندهتر از رقیقداري کمطور معنیبه
هاي با مورفولوژي درصد اسپرم).P>05/0(لسیتین بودند5/2%

هاي کیفی غیرطبیعی نیز همسو با تغییرات در سایر فراسنجه
.داري افزایش یافتاسپرم با افزایش زمان نگه
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ي دارنگهتلف مخي هازمانهاي حاوي مقادیرمتفاوت لسیتین سویا در هاي موجود در رقیق کنندهدرصد جنبایی کل اسپرم: 1جدول 
به حالت سرداسپرم

SEM)ساعت(اسپرمي دارنگهزمان
کل

اثري داری معن
يدارنگهزمان 48 24 6 2

درایسوتسنیلسدرصد
کنندهقیرق

* 4/49 c 6/57 b 6/68 a 4/72 a 5/0
* 4/53 c 6/64 b 2/74 a 2/74 a 1
* 4/55 c 8/66 b 6/77 a 2/81 a 5/1
* 2/52 c 0/64 b 4/75 a 2/78 a 2
* 0/54 c 6/66 b 8/74 a 2/76 a 5/2
* 0/50 c 6/60 b 4/75 a 6/78 a مرغتخمزرده% 1

03/4 Ns Ns Ns Ns ماریتاثري داریمعن
abc :05/0(د نباشهاي مربوطه میدار بین میانگینحروف انگلیسی متفاوت در هر ردیف بیانگر وجود تفاوت معنی<P.(
Ns :05/0(دار عدم وجود تفاوت معنی>P( ، :*05/0دار در سطح وجود تفاوت معنی<P

ي مختلف هازمانهاي حاوي مقادیر متفاوت لسیتین سویا در هاي موجود در رقیق کنندهدرصد جنبایی پیشرونده اسپرم: 2جدول 
به حالت سرداسپرمي دارنگه
SEM)ساعت(اسپرمي دارنگهزمان

کل
اثري داری معن

يدارنگهزمان 48 24 6 2
تسنیلسدرصد

کنندهقیرقدرایسو
* 6/38 c 4/44 b 0/54 a 8/54 a 5/0
* 2/37 c 2/47 b 0/55 a 8/58 a 1
* 0/42 c 6/50 b 8/58 a 2/63 a 5/1
* 2/37 c 0/46 b 2/58 a 8/59 a 2
* 0/36 c 2/46 b 6/56 a 0/57 a 5/2
* 6/34 c 2/44 b 4/56 a 6/58 a مرغتخمزرده% 1

9/3 Ns Ns Ns Ns ماریتاثري داریمعن
abc :05/0(د نباشهاي مربوطه میدار بین میانگینحروف انگلیسی متفاوت در هر ردیف بیانگر وجود تفاوت معنی<P.(
Ns :05/0(دار عدم وجود تفاوت معنی>P( ، :*05/0دار در سطح وجود تفاوت معنی<P

ي مختلف هازمانهاي حاوي مقادیر متفاوت لسیتین سویا در موجود در رقیق کنندههايپارچگی غشاي اسپرمکیدرصد : 3جدول 
به حالت سرداسپرمي دارنگه
SEM)ساعت(اسپرمي دارنگهزمان

کل
اثري داری معن

يدارنگهزمان 48 24 6 2
ایسوتسنیلسدرصد
کنندهقیرقدر

* 8/44 c 6/54 b 2/66 a 8/69 a 5/0
* 2/48 c 6/60 b 2/68 a 8/70 a 1
* 0/49 c 6/61 b 2/72 a 8/75 a 5/1
* 6/48 c 2/58 b 8/69 a 0/73 a 2
* 6/49 c 8/58 b 0/71 a 6/71 a 5/2
* 8/46 c 0/57 b 2/71 a 4/72 a مرغتخمزرده% 1

99/3 Ns Ns Ns Ns ماریتاثري داریمعن
abc :05/0(د نباشهاي مربوطه میبین میانگیندار حروف انگلیسی متفاوت در هر ردیف بیانگر وجود تفاوت معنی<P.(
Ns :05/0(دار عدم وجود تفاوت معنی>P( ، :*05/0دار در سطح وجود تفاوت معنی<P
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اسپرمي دارنگهي مختلف هازمانهاي حاوي مقادیر متفاوت لسیتین سویا در هاي موجود در رقیق کنندهمانی اسپرمدرصد زنده: 4جدول 
به حالت سرد

SEM)ساعت(اسپرمي دارنگهزمان
کل

اثري داری معن
يدارنگهزمان 48 24 6 2

تسنیلسدرصد
کنندهقیرقدرایسو

* 8/51 c 0/59 bB 6/70 a 8/75 a 5/0
* 2/58 c 0/64 bAB 0/76 a 6/77 a 1
* 0/60 c 4/71 bA 4/79 a 0/83 a 5/1
* 0/57 c 8/65 bAB 0/78 a 2/80 a 2
* 0/59 c 0/68 bAB 6/77 a 2/79 a 5/2
* 2/55 c 8/64 bAB 0/78 a 0/83 a مرغتخمزرده% 1

89/3 Ns * Ns Ns ماریتاثري داریمعن
abc :05/0(د نباشهاي مربوطه میدار بین میانگینحروف انگلیسی متفاوت در هر ردیف بیانگر وجود تفاوت معنی<P.(
Ns :05/0(دار عدم وجود تفاوت معنی>P( ، :* 05/0دار در سطح معنیوجود تفاوت<P

ي مختلف هازمانهاي حاوي مقادیر متفاوت لسیتین سویا در کنندههاي  داراي مورفولوژي غیرطبیعی در رقیقدرصد اسپرم: 5جدول 
به حالت سرداسپرمي دارنگه
SEM)ساعت(اسپرمي دارنگهزمان

کل
اثري داری معن

يدارنگهزمان 48 24 6 2
ایسوتسنیلسدرصد
کنندهقیرقدر

* 0/13 aA 9/10 bA 8/9 bAB 8/9 b 5/0
* 4/12 aAB 5/11 abA 2/10 bcAB 7/9 c 1
* 2/10 aB 6/8 bB 2/8 bB 6/7 b 5/1
* 1/12 aAB 7/10 abAB 5/10 bA 4/8 c 2
* 8/13 aA 4/11 abA 2/11 abA 9/9 b 5/2
* 7/13 aA 1/12 bA 8/11 bA 9/9 c مرغتخمزرده% 1

81/0 * * * Ns ماریتاثري داریمعن
abc :05/0(د نباشهاي مربوطه میدار بین میانگینحروف انگلیسی متفاوت در هر ردیف بیانگر وجود تفاوت معنی<P.(
Ns :05/0(دار عدم وجود تفاوت معنی>P( ، :*05/0دار در سطح وجود تفاوت معنی<P

بحث
و پیشرونده و تحقیق حاضر با افزایش زمان جنبایی کلدر 

داد که با سایر مطالعات نشانداريمعنیکاهشغشاءپارچگییک
ساختاريهايبیآس). 1382همکاران،وفولادوند(داردخوانیهم

کاهشوسرمادردارينگهعلتبهغشاءرساختاريیغو
توانندیمسرمادردارينگهی طآکسونمنیپروتئونیلاسیفسفر

همکاران،وBaumber(باشداسپرمی یجنباکاهشلیدلااز
اثرتواندیماسپرمشروندهیپتحركکاهشلیدلکی)2000

در.)Watson،1996وMaxwell(باشدسردسازيندیفرآ
دارينگهدومروزدرکهشدمشخصقوچاسپرمبرايمطالعه
قیرقدرشروندهیپیی جنبازانیمگرادیسانتدرجه4دراسپرم

استریشي حاوکنندهقیرقازبهترایسونیتیلسحاويکننده
)Kasimanickamی پژوهشدرنیچنهم). 2011همکاران،و
یی توانامرغتخمزردهحاويکنندهقیرقکهشددادهنشانگرید

داشتدارينگهساعت30ازبعداسپرمدارينگهبرايبهتري
)Paulenzهمکارانوفولادوندمطالعهدر). 2003همکاران،و
طیشرادرقوچاسپرمي دارنگهمختلفهايزماندر،)1393(

ایوزردهر،یش% 1ي حاوکنندهقیرقسهنیبی تفاوتسرد
باکهنشدمشاهدهاسپرمی مانزندهبرریتاثنظرازایسونیتیلس
برعلاوهمطالعه اخیرجینتااما.داردمطابقتقیتحقنیاجینتا
ساعت24دراسپرمی مانزندهنظرازدهرچنکهدادنشانآن
نیتیلس% 1ي حاوکنندهقیرقدونیبسردطیشرادررهیذخ
کهیهنگاماماندشتوجودی تفاوتمرغتخمزرده% 1یاوایسو
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افتیشیافزا% 5/1بهکنندهقیرقدرموجودنیتیلسسطح
نیتیلسمختلفسطوحنیبنابراشدبهتری مانزندهبرآناثرات

اریبسواثرگذارعاملیکعنوانبهخودکنندهقیرقدرایسو
اثراتهرچندکهاستتیواقعنیاانگریبوباشدیممطرحمهم

ي هاکالیراددیتولکاهشبهی مانزندهشیافزادرهاکنندهقیرق
اما) Ball،2001(استمربوطییسرماي هاتنشکاهشوآزاد

قیرقدرایسونیتیلسسطحشیافزاباکهداردوجودامکاننیا
حداقلبهرااثراتنیابتواندرصد5/1بهدرصد1ازکننده
) درصد5/2یا2مثلاً(بالاترسطوحازتوانینمالبتهورساند

. داشتراي انتظارنیچنزینکنندهقیرقدرایسونیتیلس
شدنریپ،)Graham،1993وAmann(ییسرماهايشوك

شیافزاو) Watson،1981(سازيرهیذخی طدراسپرماتوزوا
)2011همکاران،وAlvarez(ریپذواکنشهايژنیاکسدیتول
شیآزمادر. دنباشاسپرمیی غشاخسارتلیدلاازتوانندیم

سطوحنیباسپرمي غشاسلامتنظرازي داریمعنتفاوتحاضر
چیهونداشتوجودکنندهقیرقدرایسونیتیلسمختلف

ی برخجینتاباکهندادندنشانخوداززردهباسطوحنیای تفاوت
وBohlooli؛1393همکاران،وفولادوند(نداردمطابقتنیمحقق

حداقلکهکرداستدلالنیچنبتواندیشا). 2012همکاران،
ممانعتجهتبهکنندهقیرقبهافزودني برالازميایسونیتیلس
نیاشیافزاواشدبیمدرصد5/0اسپرمي غشابهخسارتاز

نخواهدطیشراترشیببهبودبهی کمکبالاترسطوحبهسطح
5/1کننده حاوي رقیقدست آمده،هبا توجه به نتایج ب. کرد

داري کننده مناسب براي نگهعنوان رقیقدرصد لسیتین سویا به
مانی زندهسردشرایطکه درباشد چرااسپرم بز در شرایط سرد می

کنندهرقیقنوعایندردارينگهازپسساعت24درهااسپرم
6چنین در هموبودزردهوگیاهیهايکنندهرقیقسایرازتربیش

هاي داراي مورفولوژي داري درصد اسپرمساعت پس از نگه24تا
هاي حاوي درصدهاي کنندهتر از سایر رقیقدر آن کمغیرطبیعی

داري م و با توجه به نگهمتفاوت لسیتین سویا و زرده بود  اسپر
تري نسبت به شرایط انجماد اسپرم در شرایط سرد که تنش کم

کننده کافی درصد لسیتین در رقیق5/0کند، سطحمیایجاد
لازم . داري کنداست و قادر است که اسپرم را در این شرایط نگه

به ذکر است که براي اینکه لسیتین در شرایط انجماد اثرات 
آن استفاده شود %5/1را دارا باشد باید از سطح محافظتی خود 

)Sharafiاز طرف دیگر، استفاده از زرده ).2009همکاران،و
هاي اخیر با بروز داري اسپرم در سالهاي نگهمرغ در محیطتخم

مرغ متغیطر بودن کیفیت زرده تخم. مشکلاتی همراه بوده است
گذاري روزهاي تخموراثت، تعدادمانندو وابستگی آن به عواملی 

هاي استاندارد غلظتتهیهکهاستشدهباعثآندارينگهشرایطو
چنین،هم. روبرو شودداري با مشکلنگههاياز آن در محیط

ها و وسیله باکتريمرغ احتمال انتقال آلودگی بهتخمزرده
زرده داراي پروژسترون است . دهدمایکوپلاسماها را افزایش می

پذیري زود هنگام اسپرم شده و به آکروزوم تکه سبب ظرفی
است یاز معایب دیگر آن وجود ذرات. کنداسپرم آسیب وارد می

را دچار CASAخصوص با هاي میکروسکوپی بهکه ارزیابی
. گیردکند، زیرا ذرات را نیز اسپرم مرده در نظر میمشکل می

هاي خوب و عنوان لیپوپروتئینها بهHDLبرخلاف بدن که 
LDLتوان شوند، میهاي بد نامیده میعنوان لیپوپروتئینها به

هاي HDLها را جایگزین یکدیگر نمود، زیرا جا نام آندر این
ها را از میان داشته و اثرات مفید آنLDLزرده اثر معکوس با 

- مرغ در نگهکه اثر اصلی زرده تخمبا توجه به این. دارندبرمی
هاي با چگالی کم لیپوپروتئینها مربوط به بخش داري سلول

عنوان ماده باشد لذا استفاده از لسیتین سویا بهمانند لسیتین می
کیفیتتواندمیمنیکنندهرقیقتجاري قابل دسترس در محیط

با توجه به مواردي که . حد قابل قبولی افزایش دهدتارامحیط
در مرغذکر شد در این تحقیق لسیتین سویا جایگزین زرده تخم

.منی شدکنندهرقیق
5/1حاوي کنندهدست آمده، رقیقهبا توجه به نتایج ب

داري مناسب براي نگهکنندهعنوان رقیقدرصد لسیتین سویا به
ها  باشد چرا که در زنده مانی اسپرماسپرم بز در شرایط سرد می

داري منی در شرایط سرد در این رقیق ساعت پس از نگه24در 
هاي گیاهی و زرده بود و کنندهتر از سایر رقیقننده بیشک

داري اسپرم بز در شرایط ساعت پس از نگه24تا 6چنین در هم
هاي داراي مورفولوژي غیرطبیعی در آن سرد، درصد اسپرم

هاي حاوي درصدهاي متفاوت لسیتین کنندهتر از سایر رقیقکم
.  سویا و زرده بود

منابع
اثرسهیمقا.1393، .و ژندي م. ؛ کریمی، ك.ففولادوند،.1

نگهداريبرمرغتخمزردهوریشن،یتیلسکنندهقیرقسه
ی پژوهشی علمفصلنامه. سردطیشرادرزندينژادقوچی من
.88تا83صفحات،2شماره،6سال.جانوريستیزطیمح

2. Agarwal, A.; Prabakaran, SA. and Said T.M., 2005.
Prevention of oxidative stress injury to sperm. J androl,
Vol. 26,pp: 654.

3. Aires, V.A.; Hinsch, K.D.; Mueller-Schloesser, F.;
Bogner, K.; Mueller-Schloesser, S. and Hinsch, E.,
2003. In vitro and in vivo comparison of egg yolk-based
and soybean lecithin-based extenders for cryo



....بزاسپرميهایژگیوبری وانیحباتیترکازي عاری منکنندهقیرقمختلفي هاغلظتاثراتکریمی و ژندي                       

58

preservation of bovine semen. Theriogenology. Vol. 60,
pp: 269-279.

4. Aitken, R.J., Harkiss, D. and Buckingham, D., 1993.
Relationship betweeniron-catalysed lipid peroxidation
potential and human spermfunction. Journal of
Reproduction and Fertility. Vol. 98, pp: 257-265.

5. Alaud, D.; Chaudhry, R.A. and Ahmad, K., 1981.
Effect of different extenders on freezability of buffalo
semen. J PakVet. Vol. 1, pp: 59-61.

6. Amann, R.P. and Graham, J.K., 1993. Spermatozoa
function in: Kinnor.A.O. and Voss, J.L., Equine
reproduction. Philadelpha: Lea and Febiger. pp: 715-745.

7. Ball, B.A.; Medina, V.; Gravance, C.G. and Bumber,
J., 2001. Effect of antioxidants on preservation of
motility, viability and acrosomal integrity of equine
spermatozoa during storage at 5 degree C.
Theriogenology. Vol. 56, No. 4, pp: 577-589.

8. Baumber, J.; Ball, B.A.; Gravance, C.G.; Medina, V.
and Davies, M.C.G., 2000. The effect of reactive
oxygen Species on equine sperm motility, viability,
acrosomal integrity, mitochondrial membrane potential
and membrane lipid peroxidation. Andrology. Vol. 21,
No. 6, pp: 895-902.

9. Bohlooli, S.; Cedden, F.; Pisjang, J.; Razzaghzadeh,
S. and Bozoglu, S., 2012. The effect of different
extenders .on post thaw sperm viability, motility and
membrane integrity in cryopreserved semen of zandi
ram. J. Basic. Appl. Sci. Vol 2, pp: 1120-1123.

10. Bousseau, S.; Brillard, J.; Marquant-Le Guienne, B.;
Guerin, B.; Camus, A. and Lechat, M., 1998.
Comparison of bacteriological qualities of various egg
yolk sources and the in vitro and in vivo fertilizing
potential of bovine semen frozen in egg yolk or lecithin
based diluents. Theriogenology. Vol. 50, pp: 699-706.

11. Bousseau, S. and Brillard, J., 1994. In vitro and in vivo
results of fertility in cattle, following inseminations
performed with semen diluted and frozen in a diluent
free of animal origin products (Biociphos Plus).

12. Fazeli, P.; Zamiri, M.J.; Farshad, A. and Khalili, B.,
2010. Effects of vitamin C on testicular and seminal
characteristics of Markhoz goats. Iranian Journal of
Veterinary Research. Vol. 11, No. 3, Ser. No. 32, pp:
267-272.

13. Forouzanfar, M.; Sharafi, M.; Hosseini, S.M.;
Ostadhosseini, S.; Hajian, M. and Hosseini, L., 2010.
In vitro comparison of egg yolk-based and soybean
lecithin-based extenders for cryopreservation of ram
semen. Theriogenology. Vol. 73, pp: 480-487.

14. Fukui, Y.; Kohno, H.; Togari, T.; Hiwasa, M. and
Okabe, K., 2008. Fertility after artificial insemination
using a soybean-based semen extender (AndroMed) in
sheep. Journal of Reproduction and Development. Vol.
73, pp: 480-487.

15. Gil, J.; Januskauskas, A.; Haard, M.C.; Haard, M.;
Johanisson, A. and Soderquist, L., 2000. Functional
Sperm Parameters and Fertility of Bull Semen Extended
in Biociphos Plus® and Triladyl®. Reproduction in
Domestic Animals. Vol. 35. pp: 69-77.

16. Gil, J.; Rodriguez-Irazoqui, M.; Lundeheim, N.;
Soderquist, L. and Rodriguez-Martinez, H., 2003.
Fertility of ram semen frozen in Bioexcell and used for
cervical artificial insemination. Theriogenology. Vol, 59,
pp: 1157-1170.

17. Graham, J. and Foote, R., 1987. Effect of several
lipids, fatty acyl chain length, and degree of unsaturation

on the motility of bull spermatozoa after cold shock and
freezing. Cryobiology. Vol, 24, pp: 42-52.

18. Hinsch, E.; Hinsch, K.D.; Boehm, J.; Schill, W.B. and
Mueller-Schloesser, F., 1997. Functional Parameters
and Fertilization Success of Bovine Semen
Cryopreserved in Egg yolk Free and Egg yolk
Containing Extenders. Reproduction in Domestic
Animals. Vol, 32, pp: 143-149.

19. Kasimanickam, R.; kasimanickam, V.; Tibary, A.
and Pelzer, K., 2011. Effect of semen extenders on
sperm parameters of ram semen during liquid storage at
4° C. Small Ruminant Research. Vol. 99, No. 2-3, pp:

208-213.
20. Maia, M.S.; Bicudo, S.D.; Sicherle, C.C.; Rodello, L.

and Gallego, I.C.S., 2010. Lipid peroxidation and
generation of hydrogen peroxide in frozen-thawed ram
semen cryopreserved in extenders with antioxidants.
Anim Reprod Sci. Vol. 122, pp: 118-123.

21. Maxwell, W.M.C. and Watson, P.F., 1996. Recent
progress in the preservation of ram semen. Animal
Reproduction Science. Vol. 42, No. 1-4, pp: 55-65.

22. Moussa, M.; Martinet, V.;Trimeche, A.; Tainturier,
D. and Anton, M., 2002. Low density lipoproteins
extracted from hen egg yolk by an easy method:
cryoprotective effect on frozen–thawed bull semen.
Theriogenology. Vol, 57, pp: 1695-1706.

23. Paulenz, H.; Soderquist, L.; Perez-Pe, R. and Berg,
K.A., 2002. Effect of different extenders and storage
temperatures on sperm viability of liquid ram semen.
Theriogenology. Vol. 57, No. 2, pp: 823-836.

24. Perez-Garnelo, S.; Oter, M.;Borque, C.; Talavera,
C.; Delclaux, M. and Martinez-Nevado, E., 2006.
Post-thaw viability of European Bison (Bison Bonasus)
semen frozen with extenders containing egg yolk or
lipids of plant origin and examined with a heterologous
in vitro fertilization assay. J Zoo and Wildlife Med. Vol.
37, pp: 116-125.

25. Phillips, P.H., 1939. Preservation of bull semen. Journal
of biological chemistry. Vol, 130, pp: 415.

26. Sharafi, M.; Forouzanfar, M.; Hosseini, S.M.;
Hajian, M.; Ostadhosseini, S. and Hosseini, L., 2009.
In vitro comparison of soybean lecithin based-extender
with commercially available extender for Ram semen
cryopreservation. International J Fert Steril. Vol, 3, pp:
149-152.

27. Watson, P., 1976. The protection of ram and bull
spermatozoa by the low density lipoprotein fraction of
egg yolk during storage at 5 C and deep-freezing. Journal
of thermal biology. Vol. 1, pp: 137-141.


