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 مرغ و مقایسه آن با لستین سویا و استخراج لیپوپروتئین با چگالی کم از زرده تخم

 کننده تجاری آندرومد در انجمادپذیری اسپرم گاورقیق

   
 

 تبریز دانشگاه ،کشاورزی دانشکده ،دامی علوم گروه: ایرج اشرفی 

 تبریز دانشگاه ،کشاورزی دانشکده ،دامی علوم گروه :*کیادقیقسین ح 

 :تبریز دانشگاه ،کشاورزی دانشکده ،دامی علوم گروه غلامعلی مقدم 

 تبریز دانشگاه ،دامپزشکی دانشکدهوند: عادل صابری 

 

 1395 دیتاریخ پذیرش:           1395 مهر تاریخ دریافت:

 چکیده

گیرد. لذا استفاده از مواد محافظ شوک سرما در طی فرآیند انجماد ساختارهای بیوشیمیایی و آناتومیکی سلول اسپرم تحت تاثیر قرار می            

ا باشد. هدف از این مطالعه بررسی تاثیر استفاده از سطوح مختلف لیپوپروتئین بترین بخش درفرآیند انجماد اسپرم میدر محیط انجماد، ضروری

کننده تجاری آندرومد بر عنوان ماده محافظ شوک سرما، در مقایسه با رقیقدرصد( و سطوح مختلف لستین سویا به 10و  8، 6چگالی کم )

گیری رأس گاو هلشتاین دو بار در هفته توسط واژن مصنوعی اسپرم 3باشد. در این تحقیق از گشایی شده گاو هلشتاین مییخ-های منجمداسپرم

شده منی بعد از سردسازی و پر شدن در های رقیقها به نسبت مساوی با هم مخلوط شدند. نمونهها، انزالجهت از بین بردن اثرات فردی دام شد.

چنین سطوح مختلف و هم LDLگشایی نشان داد که بین سطوح مختلف داری شدند. نتایج بعد از یخها، منجمد شده و در ازت مایع نگهپایوت

دار پارامترهای کننده آندرومد موجب بهبود معنیوجود ندارد. استفاده از رقیقداری از نظر پارامترهای ارزیابی شده ویا اختلاف معنیلستین س

، 1رونده در سطوح . جنبایی پیش>P)05/0شد ) LDLمانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم در سطوح مختلف کنتیکی و جنبایی، زنده

مانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی سطوح مختلف داری در زندهتر از آندرومد بود. اختلاف معنیداری پایینطور معنیهستین بدرصد ل 2و  5/1

کننده تجاری آندرومد درصد لستین سویا نتایج مشابهی با رقیق 3کننده حاوی توان رقیقطورکلی میهکننده آندرومد مشاهده نشد. بلستین و رقیق

 داشت.
 

 ، گاو هلشتاینآندرومد لستین سویا،، لیپوپروتئین با چگالی کمانجماد اسپرم،  کلمات کلیدی:

 daghighkia@tabrizu.ac.ir :پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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 مقدمه
هاي توانند همراه با ديگر تكنولوژيهاي ذخيره اسپرم، ميبانك       

هاي وحشي و بومي درحال توليدمثلي، دربهبود نژادها و حفاظت گونه

نقش داشته باشند. انجماد اسپرم، امكان قرنطينه كردن آن،  انقراض،

هاي ها و حفظ بانككنترل بيماري ،هاي دورترمكانانتقال آن به 

 طورهو ب( Mascarenhas ،2009و  Barbas)را ممكن ساخته ژنتيكي 

كننده هاي كمكتكنيكساير كلي حفاظت از انجماد اسپرم همراه با 

جهت حل مشكلات باروري حيوانات واني در كاربرد فرابه توليدمثل، 

و Breitbart ) آزمايشگاهي، دامي و انسان داشته و خواهد داشت

Spungin ،1997 .)،عوامل  در مراحل حفاظت از انجماد سلول اسپرم

 تركيب پلاسماي مني، تركيب شيميايي رقيق نظيركليدي زيادي 

داري، دماي نگههاي انجمادي، كنندهو غلظت حفاظت ها، نوعكننده

هاي گشايي، گروهدهي، روش انجماد و يخدوره تعادل ميزان سردسازي،

واكنش اكسيژني و كنترل بهداشت روي عمر سلول اسپرم اثر گذاشته، 

 باشدبخش تعادل بين اين عوامل، مهم ميو جهت كسب نتايج رضايت

(Bailey  ،2000و همكاران) . 

شدت فسفولپيدها به سرمايي شوک ،بذو-انجماد فرآيند جريان در       

و  داده هاي موجود در سطح غشا را تحت تاثير قرارو گليكوپروتئين

براي جلوگيري  شود.مي ساختاري و بيوشيميايي هايشروع آسيب باعث

علاوه بر مواد محافظ درون سلولي، به مواد  ها،به اسپرم از اين آسيب

 اين مواد عمدتا   .خواهد داشت محافظ خارج سلولي نيز نياز

چون زرده تخم هاي موجود در منابعي همها و پروتئينليپوپروتئين

مرغ، شير و منابع گياهي مثل شيره سويا و شيره نارگيل است. اين 

مواد با عمل بر روي غشاء سلولي، اسپرم را در برابر شوک سرما 

هاي پايين استفاده از مواد محافظتي در غلظت د.كنمحافظت مي

ها و غلظت بالاي آنوده كافي نب ن است كه براي حفاظت از اسپرمممك

، Maxwellو  Salamon)نيز ممكن است كه براي اسپرم سمي باشد 

 ر زرده تخمياثتمكانيسم دقيق  در خصوص اطلاعات دقيقي (.1995

هاي متنوعي درباره و فرضيه باشدميدر دسترس نبر روي اسپرم مرغ 

 Low density يا LDL) كم چگالي با هايليپوپروتئينوجود دارد.  اين اثر

lipoprotein) كه در  آيندشمار ميهبمرغ بخش تاثيرگذار زرده تخم

ذوب با اتصال به غشاي اسپرم باعث مقاومت اسپرم -طي فرآيند انجماد

هرحال نقش هب (.Watson ،1976) شودحرارتي مي هايدر برابر آسيب

در برقراري پيوند و  LDLها و لپيدهاي موجود در كامل پروتئين

 LDL. نشده است طوركامل مشخصهارتباط با غشاي اسپرم هنوز ب

حاوي مقاديري فسفاتيديل كولين و فسفاتيدل سرين است كه در طي 

 طور مرتب جايگزين فسفوليپدهاي از دستهذوب ب-فرآيند انجماد

فسفولپيدها  (.Foot ،1987و  Graham)شوند رفته غشاي اسپرم مي

توانند يك پرده محافظتي در اطراف غشاي اسپرم تشكيل دهند. مي

وجود به LDLهاي لاين پرده محافظتي در زمان شكسته شدن مولكو

. جذب و ژلاتينه شدن (1996 و همكاران، Trimeche) آيدمي

باعث تشكيل يك  ،در اطراف غشاي اسپرم LDLهاي آپوپروتئين

هاي يخ در اطراف غشاي اسپرم غشاي محافظتي در مقابل كريستال

كه  اين است. فرضيه ديگر (2002و همكاران،  Moussa) شود

براي اتصال به غشاي اسپرم با  (LDL) هاي با چگالي كمليپوپروتئين

كند. اين رقابت ميمني موجود در پلاسماي  پپتيدهاي كاتتيونيك

كيلو دالتون، با اتصال به غشاي  5تر از زن مولكولي كمو باپپتيدها 

 باعث خارج شدن كلسترول از سطح غشا شوندتوانند مياسپرم 

(Vaupel ،1973). مرغ براي بسيار مثبت زرده تخم اثراترغم علي

دنبال راهكاري هاي اخير پژوهشگران بهمحافظت از اسپرم، در سال

 منيهاي كنندهمرغ در رقيقتخمبراي حذف و يا كاهش مقدار زرده 

مرغ ترين بخش موجود در زرده تخمپستانداران هستند. مهم

ها در هاي با چگالي كم هستند. مقدار اين ليپوپروتئينليپوپروتئين

چون وراثت، تغذيه، تعداد تواند متغير باشد و عواملي همزرده مي

ها را ار آنمرغ مقدداري تخمگذاري مرغ و شرايط نگهروزهاي تخم

هاي تهيه غلظتاست تا تحت تاثير قرار دهد. اين امر سبب شده 

با مشكل  منيهاي انجماد كنندهمرغ در رقيقاستانداردي از زرده تخم

 عنوان يك رقيقمرغ بههاي حاوي زرده تخمكنندهروبرو شود و رقيق

ر مرغ دغلظت زرده تخم با افزايش كننده غيراستاندارد شناخته شوند.

 يابدهاي زنده و متحرک افزايش مياگرچه درصد اسپرم كننده،رقيق

و همكاران،  Fukui) يابدآكروزوم سالم كاهش مي با هاياسپرم درصد ولي

 كننده اسپرم درترين بخش شركت. ناحيه آكروزم اسپرم، مهم(2008

باشد  ها آسيب ديدهكه آكروزم آن هاييلقاح است. بنابراين اسپرم عمل

و همكاران،  Amirat) شوندهاي غيربارور تلقي ميعنوان اسپرمبه

 ،مرغم در اثر افزايش غلظت زرده تخمو. كاهش سلامت آكروز(2004

، Martinو  Watson) قوچ ،(Salamon ،1991و  Ritar) هاي بزدر گونه

 ثابت شده است. (1993و همكاران،  Kumarگاوميش ) و( 1975

هايي است كه طور طبيعي حاوي آلودگيهمرغ بزرده تخم علاوه بر اين

و  Gil) ال آن شودقباعث انت منيهاي كنندهتواند از طريق رقيقمي

انتقال يك بيماري نه تنها قادر به ها . اين آلودگي(2003همكاران، 

تواند با توليد سمومي ميها در آنهاي موجود ميكروارگانيزمبوده بلكه 
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و  Bousseau) دنها شوو باعث مرگ آنته گذاشبر روي اسپرم تاثير 

نشان دادند كه حضور  (2002)و همكاران  Moussa .(1998همكاران، 

تواند باعث ممانعت از تنفس اسپرم مرغ ميسري مواد در زرده تخميك

اين امر سبب شده است و كاهش دهد را آنماني تحرک و زندهشده 

 افزايش يابد. موثر آنكه تقاضا براي جايگزين كردن زرده بابخش 

Anel گزارش دادند كه سويا حاوي مقدار بالايي  (2006) و همكاران

 10حدود  مرغ است. لسيتين دراز فسفولپيدهاي شبيه زرده تخم

دهد و با توجه به حضور درصد از فسفولپيدهاي زرده را تشكيل مي

عنوان يك هتوان از آن بفسفولپيدهاي مشابه زرده در سويا مي

. استفاده از (Fukui ،2008) گزين گياهي مناسب استفاده نمودجاي

آورد كه حذف منابع وجود ميهمنابع جايگزين گياهي اين امكان را ب

 .(Bilaspuri ،2011و Bansal )طور كامل صورت گيردهآلودگي ب

چون عصاره سويا داراي اثر محفاظتي بهتري منابع گياهي هم       

ها كنندهو ساختار اسپرم در اين رقيق بودهمرغ در مقايسه با زرده تخم

 گيرندتر تحت تاثير صدمات ناشي از آسيب سرمايي قرار ميكم

(Hinsch  ،1997و همكاران)هاي گياهي كننده. با گذشت زمان رقيق

نيز دچار تغييراتي شده اند. اين تغييرات در جهت بهبود باروري اسپرم 

عات دقيقي در مورد اين تغييرات در هر حال اطلاايجاد شده است. به

شوند. هاي بسته به بازار عرضه ميها با فرمولنيست و همه آن دسترس

 minitübشركت  ها آندرومد نام دارد كه ساختكنندهيكي از اين رقيق

. بنابراين در اين مطالعه سعي شده است با استخراج دقيق و باشدمي

و سطوح مختلف  LDLمحافظتي اثراتمرغ، از زرده تخم LDL استاندارد

كننده تجاري آندرومد بر خصوصيات لستين سويا در مقايسه با رقيق

 بررسي قرار گيرد. مورد گاو شده گشايييخ-ميكروسكوپي اسپرم منجمد
 

 هامواد و روش
هاي تازه از يك گله مرغتخم: مرغاز زرده تخم LDLاستخراج        

صورت ها بهمرغآوري شدند. تخمجمع كه جيره غذايي يكسان داشتند

ها به دستي شكسته شده و زرده از آلبومين جدا شد. هر يك از زرده

هاي غلط داده شدند تا شالاز و باقيماندهصافي دقت روي كاغذ 

آلبومين از غشاي ويتلين جدا شود. سپس ويتيلن شكاف داده شده و 

 ي شد.آورزرده در بشري كه داخل آب يخ قرار دارد جمع

ابتدا زرده با محلول : مرغجداسازی پلاسمای زرده تخم       

مدت ( و بهW/W( رقيق شده )NACLمولار  17/0ايزوتونيك سالين )

دقيق  45مدت زن مگنتي بهم زده شد. سپس بهيك ساعت توسط هم

سانتريفيوژ شد. سپس پلاسما بار c°10در دماي  g×10000 با دور

پلاسما در دماي  و ها سانتريفيوژ شدگرانول منظور حذف كاملديگر به

c°4  .نگه داشته شد 

مخلوط شده  % 40پلاسما با سولفات آمونيوم : LDLاستخراج        

زده شد تا ليوتين رسوب كند. در طي اين همهمدت يك ساعت بو به

سپس  .ثابت و تحت كنترل بود c°4و دما در  7/8بر روي  pHمرحله 

 سانتريفيوژ شد تا c°10در دماي  g×10000 با دور هدقيق 45مدت به

مدت حداقل به محلول رويي از رسوب جدا شود. سپس  محلول رويي

حذف شود. محلول باقي  ساعت دياليز شد تا سولفات آمونيوم كاملا  6

مانده شناور كه مانده دوباره طبق مراحل قبل سانتريفيوژ شده و باقي

 (.2002و همكاران،  Moussa) بود جمع آوري گرديد LDLسرشار از 

در اين تحقيق از سه رأس گاو هلشتاين )با : آوری منیجمع       

داري يكسان( با استفاده از واژن اي و نگهشرايط محيطي، تغذيه

گيري شد. براي از بين بردن اثرات مصنوعي دو بار در هفته اسپرم

هاي اسپرم هر سه رأس از سلول هاي نر، به تعداد مساويفردي دام

دام نر در هر تكرار آزمايشي مخلوط و استفاده شدند. تمام اجزاي واژن 

گرم شدند. دماي  c°40مدت حداقل يك ساعت در دماي همصنوعي ب

چنين براي سهولت دخول بود و هم c°42-45داخلي واژن مصنوعي 

هاي نمونه بود. شده واژن با وازلين آغشته داخلي نر، سطح دام تناسلي آلت

آوري شده بلافاصله به آزمايشگاه منتقل و در حمام آب مني جمع

c°34 ها از نظر حجم، رنگ، عدم آلودگي به قرار داده شدند. نمونه

هاي مني رونده بررسي شده و نمونهادرار و خون، غلظت و تحرک پيش

از  ترليتر، غلظت بيشميلي 5-12 داراي رنگ كرمي تيره، حجم بين 

رونده ليتر نمونه مني و تحرک پيشيك ميليارد اسپرم در هر يك ميلي

وسيله هدرصد در اين تحقيق استفاده شد. غلظت اسپرم ب 70بالاتر از 

رونده با سيستم كاسا تعيين شد دستگاه فتومتر و درصد تحرک پيش

(Gil  ،2003و همكاران) . 

كننده تجاري رقيقدر اين تحقيق از يك : کنندهتهیه رقیق       

ليتر اين ميلي 100كننده بر پايه تريس كه و هفت رقيق آندرومد

گرم  1گرم اسيدسيتريك،  48/1گرم تريس،  42/2محلول حاوي

 30ميكروليتر جنتامايسين،  50ليترگليسرول،ميلي 4/6فروكتوز، 

ميكروليتر تايلوزين و درصدهاي مختلف  5/2ميكروليتر لينكوپك و 

%( و يا درصدهاي  3و  1 ،5/1 ،2)( 3644P)سيگما، سويا لستين 

 %( بود استفاده شد.  10و  6 ،8 ) LDLمختلف 

پس : بندی و انجماداعمال تیمار، سردسازی، تعادل، بسته       

ميليون اسپرم در هر  50هاي مني با غلظت از ارزيابي اوليه، نمونه
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 هايكنندهرقيقهاي حاوي كننده به فالكونليتر محلول رقيقميلي

بندي شدند. پر و بستهليتر ميلي5/0هاي شده و در پايوت اضافه مختلف

منتقل شدند و پس از  C°5ها روي راک چيده شده به دماي پايوت

ساعت زمان تعادل در اين دما توسط دستگاه نيمه 2سپري كردن 

اتوماتيك انجماد اسپرم منجمد شده و به تانك ازت مايع )دماي 

C°196-) داري شدند گشايي در اين دما نگهانتقال يافته و تا زمان يخ

(Ashrafi  ،2013و همكاران.) 

: ارزیابی تحرک اسپرم-گشاییارزیابی اسپرم بعد از یخ       

(، C°37ثانيه در حمام آب گرم حاوي دماي 40گشايي )بعد از يخ

، سرعت PM(2(رونده ، تحرک پيش1)TM (هاي تحرک كليفراسنج

، راستي VAP(4(ميانگين ، سرعت در مسير 3)VCL(منحني در مسير 

، سرعت در   BCF(6(، تناوب عرضي زنش   5)STR(مسير طي شده 

و خطي بودن   ALH(8(، جنبايي عرضي سر 7)VSL(مسير مستقيم 

گشايي شده و جهت ها يخارزيابي شدند. ابتدا نمونه LIN(9 (جنبايي

دقيقه در دماي  5مدت هسلولي، بدرونپذيري و بازگشت آب تطابق

C°37  ميكروليتر از نمونه روي  5حمام آب گرم انكوبه شدند. سپس

( قرار داده و بعد از پوشش با C°37لام از قبل گرم شده )در دماي 

لامل، روي صفحه گرم ميكروسكوپ قرار داده شد. از هر نمونه حداقل 

وسيله هاسپرم ب 200تصادفي انتخاب و تعداد  طور كاملا هفيلد ب 10

نمايي بزرگ با (CASA‚Video TesT Sperm 3.1 Russia) كاسا سيستم

 .آناليز شد× 10

ي آميزوسيله روش رنگهاين تست ب: مانی اسپرمدرصد زنده       

 5ميكروليتر از نمونه مني با  5يابي شد. ابتدا نيگروزين ارز-ائوزين

 100ليتر آب مقطر، نيگروزين گرم/ 7/16)ائوزين ميكروليتر رنگ 

م به گرم/ليتر آب مقطر( روي لا 29ليتر آب مقطر، بافر سيترات گرم/

آرامي مخلوط و با لام ديگري گسترش تهيه شد. جهت خشك كردن، 

. قرار گرفت C° 37مدت سه دقيقه در دماي نمونه گسترش يافته به

 وري و روغن ايمرسيون باوسيله ميكروسكوپ نهاسپرم ب 200تعداد

ي رنگ طوركلي و جزئههايي كه باسپرم آناليز شد.× 1000نمايي بزرگ

نگ رهايي كه قرمز مايل به بنفش به خود گرفته بودند مرده و اسپرم

 . (Maxwell ،1987و  Evans) نگرفته بودند زنده محسوب شدند خودبه

                                                           
1- Total Motility 
2-Progressive Motility 
3- Curvilinear velocity (micron/sec) (VCL) 
4- Average path velocity (micron/sec) (VAP) 
5- Sperm track straightness (%) (STR) 

اين : (HOSTتست یکپارچگی غشای پلاسمایی )تست        

كار هتست براي بررسي يكپارچگي غشاي پلاسمايي سلول اسپرم ب

 ميكرو 500آرامي با ميكروليتر از نمونه مني به 50گرفته شد. ابتدا 

 9/4گرم/ليتر فروكتوز،  9دما )حاوي ليتر محلول هيپواسموتيك هم

دقيقه در حمام آب  60مدت هليتر سيترات سديم( مخلوط و بگرم/

ميكروليتر از نمونه مخلوط  5انكوبه شد. سپس مقدار ( C°37گرم )

دما شده قرار گرفته و با لامل پوشانده شد. شده و روي لام از پيش هم

لام روي صفحه گرم ميكروسكوپ فاز كنتراست قرار داده شد. تعداد 

شمارش و درصد اسپرم با دم متورم × 400نمايي اسپرم با بزرگ 200

عنوان درصد پاسخ به محلول ن و بهو تاب خورده )طبيعي( تعيي

 . (Mrode ،1994و  Revell) هيپواسموتيك ثبت شد

هاي حاصل تكرار انجام شد. داده 5اين مطالعه در : آنالیز آماری       

 SASافزار كمك نرماز اين مطالعه در قالب طرح كاملا  تصادفي به

ن وش دانكرها بهتجزيه وتحليل گرديد. مقايسه ميانگين GLMرويه 

05/0Pداري انجام گرفت. سطح معني ي مدل آمار در نظر گرفته شد. ˂ 

 اين طرح عبارت بود از:

Yij=µ+ Treati+eij 

هاي هاست با داده مشاهده شده براي فراسنج برابر ijYدر اين مدل،  كه 

ر است ام برابi=اثر تيمار iTreat= ميانگين جامعه، μگيري شده، اندازه

 مانده يا خطا بود.= اثر باقيijeبا اثر تيمار و 

 

 نتایج 
ها براي پارامترهاي تحرک در جدول نتايج حاصل از آناليز داده       

با  LDLنتايج نشان داد در مقايسه سطوح مختلف  آمده است. 1

چنين مقايسه سطوح مختلف لستين سويا با يكديگر يكديگر و هم

كننده آندرومد داري وجود نداشت . استفاده از رقيقاختلاف معني

تمامي پارامترها كنتيكي و جنبايي  >P)05/0) دارموجب بهبود معني

 LDL6كننده شد. البته اختلاف رقيق LDLنسبت به سطوح مختلف 

دار نيست. اختلاف با آندرومد در پارامتر تناوب عرضي زنش معني

كننده آندرومد و سطوح بين رقيقداري در پارامتر جنبايي كل معني

مختلف لستين مشاهده نشد. راستي مسير طي شده، سرعت در مسير 

6- Beat cross frequency (Hz) (BCF) 
7- Straight – line velocity (micron/sec) (VSL) 
8- Lateral head displacement (micron) (ALH) 
9-Linearity (%) (LIN= VSL/VCL×100) 
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 داريطور معنيهكننده آندرومد بمنحني و جنبايي عرضي سر در رقيق

(05/0(P< چنين پارامترهاي از سطوح مختلف لستين است. هم تربيش

سرعت در رونده، سرعت در مسير مستقيم و ميانگين جنبايي پيش

تر از بيش >P)05/0)داري طور معنيهكننده آندرومد بمسير رقيق

 %3درصد لستين است ولي اين اختلاف با سطح  2و  5/1، 1سطوح 

دار كننده آندرومد موجب بهبود معنيدار نيست. رقيقلستين معني

(05/0(P<  لستين و  %2درصد خطي بودن جنبايي نسبت به سطح

 شود در حاليلستين مي %3و  2به سطوح  تناوب عرضي زنش نسبت

كه اين اختلاف با ساير سطوح لستين در مورد پارامترهاي مذكور 

  LDL 8 كنندهدار نيست. پارامتر درصد جنبايي كل در رقيقمعني

تر از ساير گروه هاي تيماري است ولي اختلاف داري پايينطور معنيهب

نسبت به سطوح مختلف  LDLدرصد  10و  6داري بين سطوح معني

داري بين سطوح مختلف كه اختلاف معنيلستين مشاهده نشد. با اين

LDL  ،و سطوح مختلف لستين در مورد صفات راستي مسير طي شده

درصد خطي بودن جنبايي و تناوب عرضي زنش مشاهده نشد ولي 

هاي كنندههاي لستين نسبت به رقيقكنندهسطوح مختلف رقيق

LDL 05/0) دارد معنيموجب بهبو(P< .ساير صفات كنتيكي شد 

 

 LDLو  لستین سویاهای حاوی سطوح مختلف کنندهرقیقآندرومد و کننده گشایی شده گاو توسط رقیقیخ-مقایسه پارامترهای تحرکی و کنتیکی اسپرم منجمد: 1جدول

 (>05/0Pدار بين سطوح است )دهنده تفاوت معنيمشابه در يك رديف نشانحروف غير       

 
 

و  1 شكلماني در ها براي پارامتر زندهنتايج حاصل از آناليز داده       

در  آمده است. 2 شكلبراي پارامتر يكپارچگي غشاي پلاسمايي در 

چنين مقايسه سطوح با يكديگر و هم LDLمقايسه سطوح مختلف 

داري براي هر دو پارامتر مختلف لستين سويا با يكديگر اختلاف معني

دار كننده آندرومد موجب بهبود معنيمذكور مشاهده نشد. رقيق

(05/0(P< چنين ها شد. همكنندهنسبت ساير رقيق هر دو پارامتر

ماني و زنده >P)05/0) داريطور معنيهب 8LDLكننده رقيق

ها را كنندهتري نسبت به ساير رقيقيكپارچگي غشاي پلاسمايي كم

 همراه داشت. به

1لستین  LDL 6 LDL 8 LDL 10 صفات 5/1لستین   2لستین   3لستین    آندرومد 

)درصد( جنبايي  87/8 ± 3/2bc 83/1 ± 6/4c 87/8 ± 4/6bc 91/0 ± 1/8ab 90/5 ± 1/4ab 89/2 ± 4/0ab 92/5 ± 0/8ab 93/5 ± 1/4a 

روندهجنبايي پيش  

 )درصد(
48/6±4/3c 47/7±3/5c 49/0±7/2c 59/9±2/1b 58/4±7/0b 58/1±2/7b 61/3±2/9ab 65/8±2/8a 

 راستي مسير طي شده

 )درصد(
0/82 ± 0/03b 0/79 ± 0/01b 0/79 ± 0/02b 0/81 ± 0/01b 0/81 ± 0/02b 0/81 ± 0/01b 0/81 ± 0/01b 0/84 ± 0/04a 

سرعت در مسير 

 منحني

 )ميكرون/ثانيه(

90/4 ± 6/0c 90/9 ± 7/74c 94/2 ± 12/5c 114/1 ± 6/4b 109/8 ± 13/6b 113/5 ± 4/4b 116/0 ± 8/0b 127/2 ± 6/6a 

سر جنبايي عرضي  

 )ميكرون(
1/7 ± 0/08c 1/7 ± 0/14c 1/8 ± 0/21c 2/1 ± 0/10b 2/1 ±0/17b 2/2 ± 0/15b 2/2 ± 0/12b 2/4 ± 0/18a 

سرعت در مسير 

 مستقيم 

 )ميكرون/ثانيه(

39/8 ± 2/9c 40/9 ± 3/8c 41/0 ± 5/7c 51/2 ± 5/3b 48/9 ± 7/2b 50/5 ± 3/0b 53/5 ± 2/9ab 58/4 ± 3/2a 

سرعت در مسير 

ميانگين 

 )ميكرون/ثانيه(

46/1 ± 3/4c 47/0 ± 3/7c 47/4 ± 6/5c 57/9 ± 5/5b 55/6 ± 7/7b 57/0 ± 2/9b 60/3 ± 2/8ab 65/8 ± 3/6a 

خطي بودن  ميزان

 جنبايي
0/413 ± 0/03b 0/397 ±0/01b 0/396 ±0/03b 0/401 ± 0/02ab 0/404 ± 0/02ab 0/391 ± 0/01b 0/416 ±0/02ab 0/434 ± 0/03a 

 تناوب عرضي زنش

 )هرتز(
15/5±0/5ab 15/1±0/2b 15/1±0/4b 15/5±0/3ab 15/5±0/9ab 15/0±0/5b 15/1±0/6b 16/0±0/3a 
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 گشایی شده گاو توسط رقیقیخ-منجمدمانی اسپرم زندهدرصد نمودار مقایسه : 1شکل 

 .LDLو  لستین سویاهای حاوی سطوح مختلف کنندهرقیقآندرومد و کننده 

-یخ-یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم منجمددرصد نمودار مقایسه : 2شکل 

های حاوی سطوح کنندهرقیقآندرومد و کننده گشایی شده گاو توسط رقیق

 .LDLو  لستین سویامختلف 

 (>05/0Pدار بين سطوح است )دهنده تفاوت معنينشان هر ستونروف غيرمشابه در ح

 بحث

جاي به LDLهاي استفاده از در اين مطالعه با توجه به مزيت       

هاي با چگالي ليپوپروتئينكننده انجماد اسپرم، مرغ در رقيقزرده تخم

كننده بر پايه مرغ استخراج شده و اثرات آن در رقيقاز زرده تخم كم

تريس براي انجمادپذيري اسپرم گاو مورد بررسي قرار گرفت. سطوح 

جنبايي و كنتيكي،  خوبي را در ارتباط با پارامترهاي نتايج LDL مختلف

همراه داشتند. ماني و يكپارچگي غشاي پلاسمايي بعد از انجماد بهزنده

Pace  وGraham (1974) با استفاده از اولتراسانتريفيوژ را مرغزرده تخم 

هاي با چگالي سازي كردند و مشاهده نمودند كه ليپوپروتئينخالص

 اثر . محققيندارند( اثر محفاظتي بر روي غشاي اسپرم LDLكم )

بر روي غشاي اسپرم در را هاي با چگالي كم محافظتي ليپوپروتئين

(. 2002و همكاران،  Moussa) اندكردهذوب تاييد -طي فرآيند انجماد

 ندقادر ،فسفولپيدي هايبخش خصوصبا چگالي كم به هايليپوپروتئين

آسيب به  فسفولپيدهاي  تاخير افتادنباعث به با اتصال به غشاي اسپرم

و در نتيجه باعث افزايش مقاومت  شدهغشا در موقع شوک سرمايي 

هر حال به .(2002و همكاران،  Thun) ها در برابر اين شوک شوندآن

در برقراري پيوند  LDLپيدهاي موجود در يها و لنقش كامل پروتئين

نشده است  طور كامل مشخصهو ارتباط با غشاي اسپرم هنوز ب

(Moussa  ،2002و همكاران)كه حدود كم  هاي با چگالي. ليپوپروتئين

در بخش محلول  ،دهندمرغ را تشكيل ميماده جامد زرده تخم % 66

چگالي LDL. (Nakai ،1986و  Powrie) قرار دارند پلاسما يعنيزرده 

 17-60 شعاع باشكل  و ساختار آن كروي داشته ليترميلي گرم در982/0

گليسريد، فسفولپيد تري مشتمل بر LDL % 83-89است. حدود  نانومتر

، Martinو  Cook) و مابقي آن بخش پروتئيني است بوده و كلسترول

خصوص فسفاتيدل كولين و فسفاتيدل سرين فسفولپيدها به .(1969

داشته و نقش محافظتي براي  LDLنقش مهمي در استحكام ساختار 

چنين جذب و هم(. Foot ،1987و  Graham)كنند اسپرم ايفا مي

باعث  ،در اطراف غشاي اسپرم LDLهاي ژلاتينه شدن آپوپروتئين

هاي يخ در اطراف تشكيل يك غشاي محافظتي در مقابل كريستال

 ،سري مواد در زرده. حضور يك(Tsutsui، 1988) شودغشاي اسپرم مي

دهد. با ايجاد اختلال در تنفس سلولي، تحرک اسپرم را كاهش مي

 حذفكننده سبب استخراج بخش موثر زرده و اضافه كردن آن به رقيق

(. 2002همكاران،  و Moussa) شودميسلولي  كننده تنفسممانعت مواد

بر روي اسپرم گاو در طي دوره  LDLاثرات محافظتي اي كه در مطالعه

درصد  20تا  LDL (5/2 كارگيري سطوح مختلفي ازهبا ب ،ذوب-انجماد

تحرک و خصوصيات  نشان داد كهبودبررسي شده  (هاكنندهدر رقيق

داري نسبت معني طورهب LDL هاي حاويكنندهدر رقيق حركتي اسپرم

كننده تجاري بر پايه زرده تخم كننده تجاري تريلاديل ]رقيقبه رقيق

هاي پاسخ LDL هاييك از غلظت بالاتر بود. اگرچه هر [شاهدگروه  مرغ،
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درصد بهترين  10تا  5هاي بين متفاوتي را ايجاد كردند ولي غلظت

. (2002همكاران،  و Moussa) دادند نشان شاهددر مقايسه با گروه  نتايج

Demianowicz  وStrezek (1996 ) با جداسازي پلاسماي زرده تخم

نشان HDL  (High density lipoprotein )و LDLمرغ به دو بخش 

زرده كامل براي اسپرم به محافظت بهتري را نسبت  LDLدادند كه 

دار تحرک اسپرم نسبت باعث كاهش معني HDLكند ولي ايجاد مي

 .شودميكامل به زرده 

درصد  10و  8، 6داري بين سطوح در مطالعه حاضر تفاوت معني       

LDL  در پارامترهاي ارزيابي شده مشاهده نشد. با اين وجود مطالعات

بيش از حد مورد نياز  LDLافزايش غلظت اند كه گذشته گزارش كرده

طور كامل هلت دقيق آن هنوز بگردد. عباعث كاهش تحرک اسپرم مي

باعث كاهش فشار اسمزي  LDL احتمالا  افزايش غلظت ،نيست مشخص

هاي موجود شود كه با رسوب دادن فروكتوز و نمككننده ميرقيق

 LDLافتد. فرضيه ديگر اين است كه افزايش غلظت اين اتفاق مي

حفاظتي و اثرات داده ها را به دور هم افزايش تجمع و گردآمدگي آن

 (.2002و همكاران،  Moussa)دهد ها را كاهش ميآن

درصد از فسفولپيدهاي زرده را تشكيل  10لسيتين در حدود        

توان دهد و با توجه به حضور فسفولپيدهاي مشابه زرده در سويا ميمي

عنوان يك جايگزين گياهي مناسب استفاده نمود. استفاده از از آن به

ممكن كامل  طوربه را اهي امكان حذف منابع آلودگيگي منابع جايگزين

همين دليل فسفولپيدهاي . به(2008و همكاران،  Fukui) سازدمي

يك منبع لپيدي گياهي جايگزيني بهتري براي عنوان هتواند بميسويا 

باشد. با گذشت مرغ مستخرج از زرده تخم LDLو يا مرغ زرده تخم

هر به ،اندگياهي نيز دچار تغييراتي شدههاي تجاري كنندهزمان رقيق

و همه نبوده حال اطلاعات دقيقي در مورد اين تغييرات در دسترس 

شوند. آندرومد يكي از اين هاي بسته به بازار عرضه ميها با فرمولآن

 تاكنون براي رقيق است كه ساخت كشور آلمان بوده و ها كنندهرقيق

 Aurich)، اسب (2003 همكاران، و Aires) گاومني سازي و انجماد 

و بز كوهي  (2008و همكاران،  Fukui)، گوسفند (2007و همكاران، 

(Saragusty  ،2006و همكاران )  قرار گرفته است. رقيق استفادهمورد 

باشد حاوي لسيتين سويا، كننده آندرومدكه بر پايه بافر تريس مي

 .(2008و همكاران،  Fukui)باشدسيتريك اسيد، قند و گليسرول مي

چنين هاي تجاري و همكنندهمشخص نبودن تركيب دقيق رقيق

هاي زياد خريد آن، ما را بر آن داشت كه با طراحي اين آزمايش هزينه

كننده گامي را در راستاي و تعيين درصد لستين مورد نياز در رقيق

تايج .  نشته شودانجماد اسپرم بردا گياهي كنندهرقيق ساخت خودكفايي

حاصل از اين مطالعه نشان داد استفاده از سطوح مختلف لستين سويا 

تواند نتايج مشابه با كننده انجماد اسپرم ميدرصد( در رقيق 3الي  1)

كننده آندرومد داشته باشد. براساس مرور منابع صورت گرفته رقيق

و لستين سويا  LDLاي مبني بر مقايسه سطوح مختلف تاكنون مطالعه

دهد در اكثر پارامترهاي اين مطالعه نشان مي ش نشده است. نتايجگزار

تواند نتايجي حتي بهتر ارزيابي شده سطوح لستين استفاده شده مي

( نشان دادند 2000و همكاران ) Gilهمراه داشته باشد. نيز به LDLاز 

باشد عصاره سويا مي حاوي كه پلاس بايوسفوس تجاري كه ميحط انجماد

خصوصيات حركت اسپرم گاو را در مقايسه با محيط حاوي تحرک و 

استفاده  با( 2008(و همكاران  Fukui دهد.مرغ افزايش ميزرده تخم

كننده آندرومد جهت انجماد سيمن قوچ گزارش دادند كه درصد رقيق

هاي تلقيح شده با اسپرم منجمد زايي در ميشآبستني و درصد بره

مرغ كننده حاوي زرده تخمايسه با رقيقكننده در مقشده در اين رقيق

داري ندارد. رقيق كننده آندرومد كه حاوي لسيتين هيچ اختلاف معني

سويا است باعث افزايش توان تحرک اسپرم و درصد آبستني بعد از 

 (.2003 و همكاران، Aires)شود تقيح ماده گاوهاي فحل مي

 3و  2، 5/1، 1 در مطالعه حاضر تفاوت معني داري بين سطوح       

درصد لستين در پارامترهاي ارزيابي شده مشاهده نشد. با اين وجود 

بيش از  لستينافزايش غلظت اند كه مطالعات گذشته گزارش كرده

تواند كه مي گردداسپرم مي قدرت باروريحد مورد نياز باعث كاهش 

ناشي از افزايش ويسكوزيته و فشار اسمزي در پي استفاده از سطوح 

در مطالعه حاضر . (2000و همكاران،  Van) باشدتر لستين سويا شبي

كننده آندرومد در انجماد كارگيري رقيقهبهترين نتايج حاصل از ب

ها در اكسيداناسپرم بود. وجود تركيبات ناشناخته مانند انواع آنتي

چنين اسمولاريته تنظيم شده اين كننده آندرومد و همتركيب رقيق

هايي باشد كه كنندهند از دلايل برتري آندرومد بر رقيقتوانرقيق مي

 در اين مطالعه مورد بررسي قرار گرفت.
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