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 چکیده

منظور مطالعه اثر تنش حرارتی بر کیفیت اسپرم گاوهای نژاد آبی بلژیکی از سه رأس گاو نر آبی بلژیکی که در شرایط در این آزمایش به

اثرات تنش حرارتی بیضه دو راس گاو نر با استفاده از کیسه  سازیگیری استفاده شد. برای شبیهیکسان مدیریتی و تغذیه قرار داشتند برای اسپرم

های اولیه، منجمد شدند. پس از آوری شده و پس از ارزیابیسازی شد. پس از دو هفته در مجموع تعداد پنج انزال از گاوهای نر جمعنایلونی عایق

های مانی، تولید رادیکالها، زندهزومی، وضعیت کروماتین اسپرمهای اسپرم، یکپارچگی غشای آکروهای جنبایی، ناهنجاریگشایی، فراسنجهیخ

رونده و حرکت درمسیر مستقیم در گروه آزاد هیدروژن پراکسید و هیدروکسیل ارزیابی شدند. نتایج نشان داد که درصد جنبایی کل، جنبایی پیش

های های گره خورده و اسپرمهای با دمهای کل، اسپرمدرصد ناهنجاریچنین، تر از گروه شاهد بود. همداری پایینطور معنیتحت تنش حرارتی به

دست آمده، تنش حرارتی باعث ه(. براساس نتایج ب≥05/0P) تر از گروه شاهد بودبا قطره پروتوپلاسمی سری در گروه تحت تنش حرارتی بیش

چنین، تنش ها نداشت. همهای آکروزومی اسپرمبر افزایش آسیب داری( اما اثر معنی≥05/0P) های کروماتین اسپرم گاو شدهافزایش ناهنجاری

( و رادیکال هیدروکسیل را H2O2( و میزان تولید پروکسید هیدروژن )≥01/0P) گشایی شدهها پس از یخمانی اسپرمحرارتی باعث کاهش زنده

های کیفی اسپرم تواند اثرات نامطلوبی بر ویژگیحرارتی میتوان نتیجه گرفت که تنش (. براساس نتایج این آزمایش می≥05/0P) دهدافزایش می

 پس از انزال داشته و احتمالا باروری گاوها را نیز تحت تاثیر قرار دهد.

  حرارتهای آزاد، شاخص دما و انجماد اسپرم، باروری، رادیکال کلمات کلیدی:

 Hamid_kohram@yahoo.com پست الکترونیکی نویسنده مسئول:* 
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 مقدمه

 و تنش حرارتی یکی از نتایج اصلی و مستقیم بروز تغییرات آب       

هایی از قبیل دمای روند که توسط شاخصشمار میهوایی در جهان به

گیرد آفتاب، بارش و باد تحت تاثیر قرار میمحیط، رطوبت، تابش 

(Habeeb  ،شاخص دمایی2018و همکاران .)- ( رطوبتیThermal 

Humidity Index, THI شاخصی است که با تلفیق اثر دما و رطوبت )

محیط، ارزیابی دقیق و کمی اثر تنش حرارتی بر جانوران را میسر 

(. 2018کاران، و هم Habeeb؛ Hansen ،2009و  Dikmenسازد )می

تواند بر در جانوران می THIگزارش شده است که دامنه قابل تحمل 

هوایی منطقه تغییر پیدا کند. بر این اساس، در  و اساس شرایط آب

برای گاوهای شیری در منطقه  THIپژوهشی گزارش شد که آستانه 

هوایی اروپا، نسبت به مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری بسیار وآب

در جانوران، دمای  (.2015و همکاران،  Al-Kanaanتر است )ینپای

ای بالاتر از محیطی بالا، باعث افزایش دمای عمومی بدن، به نقطه

و  Silanikoveنقطه دمایی فیزیولوژیک شده و منجر به کاهش تولید )

Koluman ،2015( و اختلال در تولیدمثل )Boni ،2019گردد. (. می

واسطه دلیل تولید گرمای متابولیکی بهان، بهچنین نشخوارکنندگهم

تولید شیر، نشخوار و هضم میکروبی، حساسیت بالایی به تنش حرارتی 

(. در این راستا گزارش شده 2016و همکاران،  Chengدهند )نشان می

شود است که تنش حرارتی منجر به کاهش کیفیت اسپرم گاوها می

گیرایی نقش اساسی دارد.  که به نوبه خود در کاهش نرخ آبستنی و

علاوه بر آن، تنش حرارتی سبب کاهش غلظت، جنبایی، یکپارچگی 

و افزایش  DNAغشای پلاسمایی، و افزایش احتمال بروز جهش در 

(. 2016و همکاران،  Sabés-Alsinگردد )های اسپرم میناهنجاری

های مختلف گزارش شده است که افزایش دمای چنین در پژوهشهم

ای بالاتر از ظرفیت دمایی بدن منجر به افزایش در دامنهمحیطی 

و  Durairajanayagamشناسی اسپرم انسان )های ریختناهنجاری

 Hamilton(، قوچ )2009و همکاران،  Paul( موش )2015همکاران، 

 Cheng( و گاو نر )2003و همکاران،  Brito(، نریان )2016و همکاران، 

ه نتیجه آن کاهش باروری است شود، ک( می2016و همکاران، 

(Yaeram  ،در تنش حرارتی، حیوانات برای جبران 2006و همکاران .)

تنش وارد شده، دمای بدن خود را از طریق تغییرات فیزیولوژیکی 

های آزاد دهند. این تغییرات باعث افزایش تولید رادیکالتغییر می

کیفیت  (، که اولین عامل کاهش2008و همکاران،  Paulشود )می

 Sabés-Alsina؛ 2016و همکاران،  Castroروند )شمار میها بهاسپرم

روزه  60 نر فرآیندی تقریباً در گاوهای سازی(. اسپرم2016و همکاران، 

)اسپرمیوژنز، میوز و اسپرماتوسیتوژنسیز(  مجزا مرحله سه دارای که است

ها اسپرم (. پس از این مراحل2019و همکاران،  Sabés-Alsin) باشدمی

های کاربردی، نیاز برای رسیدن به بلوغ کامل و تبدیل شدن به اسپرم

و  Staubبه یک مرحله بلوغ تکمیلی در اپیدیدم بیضه نیز دارند )

Johnson ،2016سازی، (. گزارش شده است که طی فرآیند اسپرم

 ها به تنش حرارتی هستند. ترین سلولهای زاینده حساسسلول

( و دیپلوتن Pachyteneتن )در مرحله پاکی موجود هایسلول چنین،هم

(Diploteneمیوز ) های اسپرماتید اولیه حساسیت بالایی یک و سلول

(. در مقابل، 2012و همکاران،  Shiraishiحرارتی دارند ) نسبت به تنش

های موجود در اپیدیدیم بیضه هیچ واکنش فعالی نسبت به تنش سلول

رسد نظر می(. به2014و همکاران،  Rahman)دهند حرارتی نشان نمی

اثرات منفی تنش حرارتی بر اسپرم پستانداران بلافاصله پس از بروز 

(. بلکه 2020و همکاران،  Llamas-Luceñoتنش قابل بررسی نیست )

هفته پس از آن در انزال  8این اثرات دو هفته پس از تنش حرارتی وتا 

(. بنابراین، اگر ارزیابی اثر Hansen ،2009قابل مشاهده خواهند بود )

های اسپرم بلافاصله پس از بروز در انزال تنش حرارتی بر فراسنجه

دست نخواهد آمد. گاو نژاد آبی بلژیکی تری بهبررسی شود، نتایج دقیق

(Belgian Blue جزو گاوهای نژاد گوشتی است که ویژگی بارز آن )

پی بروز یک جهش در ( در Double-muscledتولید عضلات دوگانه )

رویه عضلات است. این نژاد، منبع ژن مربوط به جلوگیری از رشد بی

باشد ویژه بلژیک میاصلی تولید گوشت در کشورهای مرکزی اروپا به

(De Behr  ،گزارش2001و همکاران .)اند که های مختلف نشان داده

عضلانی بودن شدید، کیسه بیضه کوچک و ظرفیت تنظیم دمایی 

(. سبب شده 2011و همکاران،  Rahmanین در بیضه این نژاد )پای

 Hoflackتا گاوهای نر این نژاد حساسیت بالایی به تنش حرارتی ) است

ویژه در آب و هوای مرطوب بلژیک نشان ( به2006؛ 2007و همکاران، 

چنین، در پژوهشی دیگر گزارش شد که گاوهای نژاد آبی دهند. هم

ی به تنش حرارتی نسبت گاوهای هلشتاین تربلژیکی حساسیت بیش

های از روش استفاده رسدنظر میبه (.2011 و همکاران، Rahman) دارند

گری گاوهای گوشتی آبی بلژیکی با نژادهای موجود در ایران آمیخته

نقش اساسی در بهبود و خودکفایی تولید گوشت در کشور داشته 

تی در تولیدمثل گاوهای چنین با توجه به اهمیت تنش حرارباشد. هم

شیری و گوشتی، هدف از انجام این آزمایش مطالعه اثر تنش حرارتی 

سازی بیضه بر تولید وسیله عایقسازی شده )مصنوعی( بهشبیه

 های آزاد و کیفیت اسپرم گاوهای آبی بلژیکی بود.رادیکال
 

 هامواد و روش

در این آزمایش از سه رأس گاو  آوری اسپرم:حیوانات و جمع       

آوری و ماه( که در مرکز جمع 43تا  41نر نژاد آبی بلژیکی )سن 

( Cineyواقع در شهر سینی کشور بلژیک ) AWE انجماد اسپرم شرکت

درجه شرقی(  11و  5درجه شمالی و  29و  5)موقعیت جغرافیایی 

ستفاده شدند، اداری میای و مدیریتی نگهتحت شرایط یکسان تغذیه
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شد. برای بررسی اثر تنش حرارتی بر کیفیت اسپرم گاوها، بیضه دو 

مدت دو روز عایق شدند تا تحت تنش حرارتی قرار راس گاو نر به

های یک راس گاو نر نیز چنین در این آزمایش از اسپرمگیرند. هم

ها گیری و انجماد جداگانه اسپرمعنوان شاهد استفاده شد. اسپرمبه

های روز پس از تنش حرارتی انجام شده و براساس پژوهش 28تا  14

انزال از سه راس  15عنوان یک تکرار )در مجموع قبلی، هر انزال به

. در این پژوهش (2014و همکاران،  Rahman) درنظر گرفته شد گاو نر(

گیری عنوان روز نمونهپس از بروز تنش حرارتی به 28تا  14روزهای 

سازی اثر (. برای شبیه2019و همکاران،  Sabés-Alsinaاستفاده شد )

تنش حرارتی بیضه. پس از قرار دادن بیضه در کیسه، اطمینان حاصل 

شد که کیسه بیضه تا انتهای شکمی آن در کیسه قرار گرفته باشند. 

از کیسه خارج  ها بررسی شدند تا تصادفاًسپس طی دو روز آینده بیضه

سازی گاوها در حالت طبیعی در داخل قنشده باشند. طی زمان عای

داری شده و دسترسی آزاد به آب و خوراک داشتند. این جایگاه نگه

)تنش حرارتی  حرارتی تابستانی و زمانی که تنش روند در اواخر تابستان

 . (2011و همکاران،  Rahmanطبیعی( به اتمام رسیده بود انجام شد )

درصد  60های دارای بیش از لانزا پردازش و انجماد اسپرم:       

لیتر توسط میلیون اسپرم در هر میلی 300جنبایی کل و بیش از 

 100شده ) ( رقیقCryo-Vet, Quebriac, France) کننده اُپتیدیلرقیق

لیتر( و طی چهار ساعت تا دمای چهار درجه میلیون اسپرم در هر میلی

استفاده از  گراد سرد شدند. سپس منی رقیق و سرد شده باسانتی

 ,IMV, Technologies-Digitcool, L'Aigleبندی )های بستهدستگاه

Franceلیتری کشیده شده و توسط میلی 25/0 هایداخل پایوت( به

 ,IMV, Technologies-Digitcoolشدند ) منجمد داربرنامه سیستم یک

L'Aigle, Franceها تا طور خلاصه در مرحله اول دمای پایوت(. به 

گراد در دقیقه کاهش درجه سانتی -5گراد و با نرخ درجه سانتی -10

گراد، درجه سانتی -140تا  -10ها از دمای یافت سپس دمای پایوت

گراد در دقیقه کاهش یافته و در مرحله بعدی درجه سانتی -40با نرخ 

 مخزنها در ور شده و پس از انجماد کامل، پایوتدر ازت مایع غوطه

 (.2017و همکاران،  Ashrafiسازی شدند )یرهازت مشخص ذخ

های شناسی اسپرمهای حرکتی و ریختارزیابی فراسنجه       

های منجمد شده برای هر گاو نر در هر انزال پایوت گشایی شده:یخ

گشایی شده و گراد یخدرجه سانتی 37)پنج تکرار( درون آب با دمای 

مدت ( رقیق شده و به1:3سه )با استفاده از یک بافر با نسبت یک به 

داشته شدند، سپس یک قطره پنج دقیقه بر روی یک صفحه گرم نگه

 C; Leja counting˚ 37میکرولیتر( از نمونه بر روی لام لجا ) 3)معادل 

chambers, depth 20 mm; Microptics, Barcelona, Spain قرار )

شناختی وارد سیستم ریخت و حرکتی هایفراسنجه برای ارزیابی و گرفته

 ,IVOS-II CASA system( شدند )CASAآنالیز کامپیوتری اسپرم )

Hamilton Thorne Inc, Beverly, USA اسپرم در  1000(. حداقل

ارزیابی  X100نمایی هر نمونه و در هشت میدان مختلف و با بزرگ

شدند. سیستم کامپیوتری مذکور کلیه اعمال نظیر ثبت تصویر، تنظیم 

خودکار انجام داده و پس از  طور کاملاًهای دید را بهخاب میدانو انت

های حرکتی و دست آمده را که شامل فراسنجههارزیابی، نتایج ب

های ریخت شناسی هستند، در قالب فایل اکسل به اپراتور ناهنجاری

های حرکتی (. فراسنجه2018و همکاران،  Murphyکند )ارایه می

سرعت واقعی رونده، ایی کل و جنبایی پیشارزیابی شده شامل جنب

 ، سرعت اسپرم در خط مستقیم(VCL) اسپرم در مسیر طی شده

(VSL)میانگین سرعت در مسیر مستقیم ، (VAP) ،خطی بودن  درصد

، حداکثر (STR) اسپرم حرکت بودن مستقیم درصد ،(LIN) اسپرم حرکت

برحسب  (BCF) حرکات جانبی فرکانس و (ALH) دامنه حرکات جانبی

های ریخت شناسی نیز شامل درصد بود. همچنین، ناهنجاریهرتز 

های با دم خمیده و پیچ خورده، درصد کل، درصد اسپرم هایناهنجاری

 دم بودند.  به به سر و نزدیک نزدیک پروتوپلاسمی هایهای با قطرهاسپرم

وضعیت  شده: گشایییخ هایاسپرم آکروزوم وضعیت ارزیابی       

متصل  PNAها با استفاده از پروب فلوئورسنت آکروزومی اسپرم غشای

(. PNA-FITC; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) شد ارزیابی FITC به

 +2و کلسیم +2فاقد منیزیوم PBSها با استفاده از طور خلاصه، نمونهبه

(-PBS با شتاب )دقیقه شستشو  10مدت دور در دقیقه و به 600

-PNAلیتر از محلول میزان یک میکروگرم در میلیشدند. سپس به

FITC 15مدت ها اضافه شده و در محل تاریک با دمای اتاق بهبه آن 

 های رنگدقیقه انکوبه شدند. پس از دوبار شستشوی دیگر، اسپرم

آمیزی شده روی اسلایدها قرار گرفته و با استفاده از میکروسکوپ 

ارزیابی شدند. برای  X200نمایی مجهز به سیستم فلوئورسنت با بزرگ

اسپرم شمارش شده  200حداقل  های با آکروزوم سالم،تشخیص اسپرم

 Leemansگردید ) محاسبه سالم آکروزوم دارای هاینسبی اسپرم درصد و

هایی که بدون ناحیه روشن در بخش . اسپرم(2014و همکاران، 

هایی که در ناحیه های طبیعی و اسپرمعنوان اسپرمآکروزومی بودند به

های با آکروزوم عنوان اسپرمدادند بهآکروزومی نوری را نشان می

 .(2012و همکاران،  Nizańskiدیده در نظر گرفته شدند )آسیب

وضعیت  شده: گشایییخ هایاسپرم کروماتین وضعیت ارزیابی       

انجام شد  3CMAها با استفاده از رنگ فلوئورسنت کروماتین اسپرم

(Sigma-aldrich, Diegem, Belgium.) ها پس از در این روش، اسپرم

 g600شستشو شده )سانتریفیوژ با قدرت  PBS-گشایی با استفاده ازیخ

( فیکس Carnoy’s solutionدقیقه( و در محلول کارنوی ) 10مدت به

شدند. محلول کارنوی از ترکیب متانول و استیک اسید به نسبت سه 

شده در سه قطره از محلول  آید. سپس پلیت تشکیلدست میهبه یک ب
-PBS ًدقیقه در تاریکی با استفاده از  20مدت رقیق شده و به مجددا
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 از حل شدن 3CMAدر دمای اتاق انکوبه شدند. رنگ  3CMAرنگ 

 McIlveenمحلول مکیلوین ) در که 3CMA لیترمیلی در گرممیلی 25/0

solution9/32 مولار، 1/0 سیتریک اسیدلیتر ( )شامل: هفت میلی 

مول کلیرید میلی 10مولار و  2/0 لیتر از سیدم فسفات هفت آبهمیلی

ها دقیق کل سلول ها برای ارزیابیسپس نمونه آید.دست میهب منیزیوم(

 33342لیتر از رنگ فلئورسنت هوخست گرم در میلیبا پنج میلی

ها برای حذف نمونه مدت پنج دقیقه انکوبه شدند. در مرحله بعدبه

 و با استفاده از های فلوئورسنترنگ مقادیر اضافی
-PBS  .شستشو شدند

های شستشو شده با استفاده از محلول اسلایدها، نمونه سازیآماده برای

روی  [diazabicy- clo (2.2.2) octane solution, DABCO-1،4]دابکو 

اسپرم  200لام قرار گرفتند. برای ارزیابی وضعیت کروماتین حداقل 

میکروسکوپ مجهز به سیستم  x200نمایی در هر اسلاید با بزرگ

 شمارش شدند (Olympus IX80, Olympus Corporation) فلوئورسنت

(Castro  ،2018و همکاران)هایی که رنگ سبز متمایل به زرد . اسپرم

های نابجا و اسپرم های با کروماتینعنوان اسپرمدند بهدامی نشان روشن

های با وضعیت کروماتین مناسب عنوان اسپرمبا رنگ سبز تیره به

 .(2011و همکاران،  Rahmanبندی شدند )دسته

برای  شده: گشایییخ هایاسپرم فلوسایتومتری هایارزیابی       

فلوسایتومتری، تعداد سه پایوت ها با استفاده از دستگاه ارزیابی نمونه

گشایی شده و با همدیگر مخلوط شدند. از هر انزال )چهار تکرار( یخ

در دقیقه  g600شستشو شده )با قدرت  PBS-ها دوبار در سپس نمونه

 5/2 تا غلظت نهایی مدت پنج دقیقه در محیط تاریک( و مجدداًبه

(. سپس PBS-لیتر رقیق شدند )با استفاده از اسپرم در هر میلی نمیلیو

حلول ممیکرولیتر از  200های فلوسایتومتریبرای هرکدام از ارزیابی

داده شد.  هر نمونه( اختصاص )معادل نیم میلیون اسپرماتوزوا در حاصل

های فلوسایتومتری با استفاده از دستگاه سایتوفلکس ارزیابی

(CytoFLEX, Beckman Coulter Inc., Atlanta, Georgia, USA )

نانومتری بود،  638و  488، 405که مجهز به سه نوع لیزر مختلف 

های رنگ کردن دستگاه فلوسایتومتری، نمونه انجام شد. پس از کالیبره

نانومتر برانگیخته شده و سپس توسط دستگاه  488شده با طول موج 

مانی، زندهها از قبیل بررسی شدند. برای ارزیابی هریک از فراسنجه

 PIهای سوپراکسید، شدت فلوئورسنت و تولید یون 2O2Hمیزان تولید 

اساس ه فلوسایتومتری ارزیابی شدند. بربا استفاده از دستگا FITCو 

های استفاده شده، اطلاعات حاصل از دفترچه راهنما دستگاه و رنگ

 در طول موج FITCو فلئورسنت  42/582 موج در طول PIفلوئورسنت 

شدند. در مجموع با استفاده از فلوسایتومتر برانگیخته می 40/525

میکرولیتر  30( Flow rateمشاهده )اسپرماتوزوا( با نرخ گذر ) 10000

ها، همه داده دست آوردنهنمونه ارزیابی شد. پس از ب در دقیقه برای هر

های اسپرم سلول شده، فلوسایتومتری تصحیح شاهد گروه ها براساسآن

ها استفاده صورت انفرادی رنگ شده بودند برای ادامه ارزیابیبه که

هم چسبیده و ذرات ریز موجود در نمونه از های بهشدند.کلیه سلول

ها از داده سازیخارج شدند. سپس برای کمی های حاصلداده مجموعه

 ,Beckman Coulter) شد استفاده v2.0.0.153 نسخه  CytExpertافزارنرم

Inc., California, USAهای (. کانالPI  وFITC  چهار زیر مجموعه از

 (.2018و همکاران،  Husseiniها را ایجاد کردند )اسپرم

 یون و هیدروژن پراکسید تولید میزان گیریاندازه       

( 2O2Hاین پژوهش میزان تولید پراکسید هیدروژن ) در هیدروکسیل:

 هیدروفلوئورزین دی کلرودی دی 7و  2با استفاده از پروب فلوئورسنت 

چنین هم و (DCFH-DA, Sigma-aldrich, Diegem, Belgium) استات

  CellROX( با استفاده از پروب O-*میزان تولید رادیکال سوپراکسید )

green (Waltham, MA, USA) شد ارزیابی (Lançoni ؛ 2017 همکاران، و

Maíra Bianchi Rodrigues  ،این منظور یک  به .(2015و همکاران

میکرومول محلول حاوی  100همراه میکرولیتری به 200های الایکوت

و یکی دیگر با استفاده از پنج میکروکول  DCFH-DA فلوئورسنت پروب

دقیقه در تاریکی و  30مدت به CellROX greenمحلول حاوی پروب 

ستفاده با ا دوبار هانمونه سپس شدند. انکوبه گرادسانتی درجه 37دمای  در

میکرومول  5/1 و دقیقه( پنج مدتبه g270 قدرت )با شده شستشو PBS-از

ها اضافه شد. پس از حدود پنج ( به آنPI) پروب پروپیدیوم آیداید

ها به ظرف مخصوص )ظرف دقیقه انکوباسیون مجدد در تاریکی، نمونه

 200منتقل شدند. یک نمونه  چاهک( دستگاه فلوسایتومتری 96 دارای

عنوان گروه شاهد فلوسایتومتری آمیزی نشده نیز بهمیکرولیتری رنگ

های ظرف فلوسایتومتری شد. برای تجزیه ها وارد چاهکهمراه نمونهبه

های آزاد، نمودار میزان تولید رادیکالهای مربوط بهو تحلیل داده

، در  CytExpertافزار جمعیت بررسی شده برای هر ارزیابی توسط نرم

راست پایینی(  )چارک اول زیرمجموعه شود.تقسیم می زیرمجموعه چهار

اند دهنده بخشی از جمعیت اسپرم که زنده بوده و رنگ نگرفتهنشان

(DCF/-PI  یا-CellROX/-PI )(. زیرمجموعه دوم )چارک راست بالایی

کنند تولید نمی یا یون سوپراکسید 2O2Hمرده که  جمعیت دهندهنشان

(-PI+/DCFیا-CellROX/+PI )(. زیرمجموعه سوم )چارک چپ پایینی

های رادیکال رغم زنده بودن تولیدکه علی جمعیت است شامل بخشی از

نهایت آخرین زیرمجموعه  در و (CellROX/-PI+یا  DCF/-PI+) دارند آزاد

 هایرادیکال که هستند ایمرده هایاسپرم دهندهنشان چپ( بالایی )چارک

برای تجزیه و تحلیل  (.CellROX+/PI-یا  DCF/+PI+) کنندمی تولید آزاد

 2O2Hهای زنده که آماری اعداد زیرمجموعه سوم که شامل اسپرم

 .(2016و همکاران،  Castroکنند، استفاده شد )تولید می

مانی زنده شده: گشاییهای یخاسپرم مانیزنده میزان ارزیابی       

انجام شد.  PIشده با استفاده از پروب فلوئورسنت  گشاییهای یخاسپرم

میکرولیتر از محلول حاوی اسپرم شستشو شده  200برای این ارزیابی 

    (DOI): 10.22034/AEJ.2020.124759   



 1399 زمستان، 4، شماره مدوازدهسال                                                              پژوهشی محیط زیست جانوری    فصلنامه علمی 
 

89 

گراد درجه سانتی 37 دمای در PIمیکرومول  5/1 پنج دقیقه با5مدت به

ها دوبار شستشو شده و با و در محفظه تاریک انکوبه شد. سپس نمونه

ها ها و انتقال آنسازی نمونهند. پس از آمادهرقیق شد PBS-استفاده از 

ها، با استفاده از دستگاه فلوسایتومتری مورد ارزیابی قرار به چاهک

مانی دارای دو زیر مجموعه مختلف بود. گرفتند. نمودار مربوط به زنده

 نشان PI+جمعیت زنده و زیرمجموعه  دهندهنشان  PI-زیرمجموعه 

 جمعیت مرده بودند دهنده

زمایش دست آمده از این آههای بداده تجزیه و تحلیل آماری:       

چنین واکاوی شدند. هم SASافزار آماری نرم GLMبا استفاده از رویه 

 و آزمون UNIVARIATEها با استفاده از رویه بودن داده نرمال شاخص

Shapiro-Wilk نرمال نبودند با استفاده  هاکه دادهانجام شد. درصورتی

یش اثر ها نرمال شدند. در مدل آزماداده Arcsinاز دستور تغییر ریشه 

دفی درنظر عنوان متغییرهای ثابت و تصاترتیب بهتیمار و اثر گاو نر به

 بیان شدند و Means ±SE صورتگرفته شدند. پس از واکاوی نتایج به

ته داری درنظر گرفسطح معنی عنوانبه (≥05/0P) دانکن با سطح آزمون

 شد.

 

 نتایج

شناسی های حرکتی و ریختنتایج اثر تنش حرارتی بر فراسنجه       

آورده شده  2و  1ترتیب در جداول گشایی شده گاوهای نر بهاسپرم یخ

دهد که درصد جنبایی کل، جنبایی است. نتایج این آزمایش نشان می

( در گروه STRدرمسیر مستقیم )پیشرونده و فراسنجه درصد حرکت 

تر از گروه تنش حرارتی بود. (. بیش≥05/0P) داریطور معنیشاهد به

، VCL ،LIN ،VAPهای حرکتی از قبیل مورد سایر فراسنجه اما در

STR  وALH های آزمایشی مشاهده نشد داری بین گروهتفاوت معنی

(05/0P> نتایج ارائه شده در جدول .)که درصد دهد نشان می 2

های گره خورده و درصد های با دمهای کل، درصد اسپرمناهنجاری

های با قطره پروتوپلاسمی سری در گروه تحت تنش حرارتی اسپرم

(. اما دو گروه ≥05/0P)تر از گروه شاهد بود داری بیشطور معنیبه

های با دم پیچ خورده و داری در درصد اسپرمتیماری تفاوت معنی

(. <05/0P) های با قطره پروتوپلاسمی دمی نشان ندادنددرصد اسپرم

های پروتامین و وضعیت آکروزوم نتایج اثر تنش حرارتی بر ناهنجاری

آورده شده است. نتایج  3گشایی شده گاوهای نر در جدول اسپرم یخ

های دار ناهنجاریدهند که تنش حرارتی باعث افزایش معنینشان می

گونه که در جدول (. همان=001/0P) است کروماتین اسپرم گاو شده

های ناهنجاری افزایش بر داریمعنی اثر حرارتی تنش شده است داده نشان

مانی، زنده بر حرارتی تنش اثر نتایج (.<05/0P) نداشت هااسپرم پروتامینی

های آزاد پراکسید هیدروژن و هیدروکسیل در اسپرم تولید رادیکال

آورده شده است. نتایج این  4گشایی شده گاوهای نر در جدول یخ

داری باعث کاهش طور معنیدهد که تنش حرارتی بهنشان می پژوهش

(. براساس نتایج ≥01/0P) شودگشایی میها پس از یخمانی اسپرمزنده

و رادیکال هیدروکسیل در  H2O2اشاره شده در جدول پنج، غلظت 

داری نسبت طور معنیی قرار گرفته بود، بهحرارت که تحت تنش گروهی

 (.≥05/0P) تر بودبه گروه شاهد بیش

 
 (Means ± SEگاوهای نر )های یخ گشایی شده های حرکتی اسپرم: اثر تنش حرارتی بر فراسنجه1جدول 

 فراسنجه
 تیمار

P-Value 
 تنش حرارتی شاهد

 a48.37 2.14 ± b33.77 0.005 ± 0.38 (درصدجنبایی کل )

 a26.70 1.58 ± b15.91 0.005 ± 1.27 (درصدجنبایی پیش رونده )

 0.571 143.52 ± 5.20 137.34 ± 5.79 سرعت واقعی اسپرم در مسیر طی شده )میکرومتر بر ثانیه(

 0.841 59.47 ± 2.33 60.43 ± 1.89 سرعت اسپرم در خط مستقیم )میکرومتر بر ثانیه(

 0.706 75.44 ± 2.92 73.18 ± 2.32 میانگین سرعت در مسیر مستقیم )میکرومتر بر ثانیه(

 a81.00 0.59 ± b78.36 0.047 ± 0.58 (درصدمعیار مستقیم بودن حرکت اسپرم )

 0.088 42.41 ± 0.62 44.69 ± 0.77 (درصداسپرم )معیار خطی بودن حرکت 

 0.271 6.63 ± 0.23 6.08 ± 0.25 حداکثر دامنه حرکات جانبی )میکرومتر(

 a31.05 0.65 ± b27.80 0.01 ± 0.29 فرکانس حرکات جانبی )هرتز(
a  وb )دار استدهنده تفاوت معنیحروف نامشابه در هر ستون نشاندارای های میانگین (05/0≥P). 
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 (Means ± SEهای یخ گشایی شده گاوهای نر )شناسی اسپرمهای ریخت: اثر تنش حرارتی بر فراسنجه2جدول 

 فراسنجه )درصد(
 تیمار

P-Value 
 تنش حرارتی شاهد

 b6.80 0.86 ± a11.37 0.031 ± 1.71 های کلناهنجاری

 b1.96 0.32 ± a4.24 0.004 ± 0.26 دم گره خورده

 0.435 0.37 ± 0.06 0.26 ± 0.08 دم پیچ خورده

 b2.13 0.35 ± a4.13 0.019 ± 0.59 قطره پروتوپلاسمی سری

 0.833 2.61 ± 0.31 2.43 ± 0.28 قطره پروتوپلاسمی دمی
a             وb )دار استتفاوت معنیدهنده حروف نامشابه در هر ستون نشاندارای های میانگین (05/0≥P). 

 

 (Means ± SEهای پروتامین و وضعیت آکروزوم اسپرم یخ گشایی شده گاوهای نر ): اثر تنش حرارتی بر ناهنجاری3جدول 

 فراسنجه )درصد(
 تیمار

P-Value 
 تنش حرارتی شاهد

 b1.92 0.48 ± a4.15 0.013 ± 0.36 های کروماتینناهنجاری

 0.918 36.43 ± 4.61 35.70 ± 1.88 آکروزومیهای ناهنجاری

a            وb )دار استدهنده تفاوت معنیحروف نامشابه در هر ستون نشاندارای های میانگین (05/0≥P). 

 

 (Means ± SEگشایی شده گاوهای نر )های آزاد در اسپرم یخمانی و میزان تولید رادیکال: اثر تنش حرارتی بر زنده4جدول 

 فراسنجه )درصد(
 تیمار

P-Value 
 تنش حرارتی شاهد

 2.09 ± a53.72 3.67 ± b41.71 0.035 (PI+)مانی زنده

 2O2H (+DCF/-PI) 2.22 ± b18.11 2.87 ± a28.74 0.013غلظت 

-غلظت رادیکال 
2O

 (+CellROX/-PI) 1.44 ± b15.36 2.93 ± a25.97 0.008 

a  وb )دار استدهنده تفاوت معنینامشابه در هر ستون نشانحروف دارای های میانگین (05/0≥P). PI ،پروپیدیوم یداید :H2O2 ،هیدروژن پراکسید :O2-یون هیدروکسیل : 

 

 بحث 

افزایش دمای بیضه در تابستان منجر به کاهش شدید کیفیت        

؛  2016و همکاران،  Chengهای مختلف همانند گاو نر )اسپرم گونه

Rahman انسان (،2011 همکاران، و (Hamerezaee 2018 همکاران، و ،)

و همکاران،  Safaa(، خرگوش )2008 همکاران، و Pérez‐Crespo).موش

و همکاران،  Hamilton؛ 2016و همکاران،  Bianchi( و قوچ )2008

در دمایی سازی طور طبیعی در پستانداران اسپرمگردد. به( می2016

از نظر آناتومیکی  چنین،هم گیرد.می صورت مرکزی بدن دمای از ترپایین

ن تکامل یافته است که منجر به تنظیم اساختارهایی در بیضه پستاندار

شود. براساس نتایج حرارت بهتر بیضه در دمای مختلف محیطی می

حاصل از این پژوهش، نشان داده شد که تنش حرارتی طبیعی اثر 

گشایی شده های یخرونده اسپرمواضحی بر جنبایی کل و جنبایی پیش

اند که تنش حرارتی تابستانی نقش بسیار ها نشان دادهداشت. پژوهش

گشایی داشته های اسپرم پس از فرآیند انجماد و یخنامطلوبی بر ویژگی

( 2017و همکاران ) De(. در این راستا 2012و همکاران،  Orgal) است

 VAPو  LINهای با حرکت سریع، کردند که درصد اسپرمگزارش 

هایی که در معرض تنش حرارتی قرار گرفته بودند های تازه قوچاسپرم

بسیار کاهش یافته بود اما تنش حرارتی اثری بر حجم منی، غلظت 

 VSL ،VCLهای حرکتی از قبیل اسپرم، جنبایی کل و سایر فراسنجه

( 2017و همکاران ) Malamaهشی چنین، در پژونداشت. هم STRو 

های منجمد رونده اسپرمگزارش کردند که جنبایی کل و جنبایی پیش

اند. شده گاوهای نر هلشتاین در فصل تابستان روندی کاهشی داشته

که افزایش دمای محیطی  کردند ای دیگر پژوهشگران گزارشمطالعه در

اسپرم و از حد مطلوب منجر به کاهش حجم منی، جنبایی، غلظت 

و همکاران،  Hamerezaeeشود )های کل اسپرم انسان میناهنجاری

منتشر شده است، گزارش شد  چنین در پژوهشی که اخیراً(. هم2018

های مانی اسپرمکه تنش حرارتی در طی تابستان منجر به کاهش زنده

تنش  (.2020و همکاران،  Lliamas-Luceñoگردد )منجمد شده می

هایی که در مراحل میوز و اسپرمیوژنیک از بر اسپرمحرارتی با اثر 

گذارد. در گاوسانان مراحل تکامل اسپرم در بیضه قرار دارند، اثر می

از هفته سوم تا پنجم مراحل تکامل اسپرم اتفاق  این مراحل تقریباً
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گزارش شده است  (2011و همکاران ) Rahmanافتد. در پژوهشی می

گیری شکل عدم مراحل، این در حرارتی تنش حساسیت اسپرم به دلیل که

تواند یکی از دلایل اصلی نقص ها است، که میصحیح کروماتین اسپرم

با تغییر در شکل ظاهری  DNAها باشد. این نقص در اسپرم DNAدر 

هسته و در نهایت شکل اسپرم در ارتباط است که منجر به افزایش 

شناختی شده و های ریختهای با ناهنجاریهای مرده و اسپرماسپرم

های بعد از ها در نمونهدر نهایت منجر به کاهش جنبایی کل اسپرم

های عمده (. ناهنجاری2007و همکاران،  Hoflackگردد )انزال می

های شناختی که در پژوهش اخیر گزارش شد شامل ناهنجاریریخت

ی و اهای هستههای غشای آکروزومی(، وزیکولویژه ناهنجاریسر )به

های چنین، در این راستا پژوهشباشد. همهای دمی میناهنجاری

شناسی اسپرم منجر به های ریختاند که ناهنجاریدیگر نشان داده

و همکاران،  Mahmoudاست ) شده مختلف حرکتی هایفراسنجه کاهش

های انجام شده، نتایج مطالعه حاضر (. مطابق با نتایج پژوهش1998

های اسپرم تنش حرارتی منجر به افزایش ناهنجاریدهد که نشان می

چنین حضور قطرات پروتوپلاسمی که های دم و هماز قبیل ناهنجاری

ها طی دوران تکامل در بیضه است، نشان از عدم بلوغ مناسب اسپرم

های ذکر شده سبب کاهش رسد بروز ناهنجارینظر میگردد. بهمی

رونده و سایر کل و جنبایی پیشهای حرکتی از قبیل جنبایی فراسنجه

(. نتایج 2008و همکاران،  Fernandesشود )های حرکتی میشاخصه

Rahman ( 2011و همکاران) دهد که دلیل تاثیر تنش نشان می

تر تحت های اسپرم را پس از چهار هفته بیشحرارتی درصد ناهنجاری

دلیل چهارم بهها اشاره کردند که قبل از هفته دهد. آنتاثیر قرار می

اند، ها در مراحل نهایی تکامل در اپیدیدیمیس قرار داشتهکه اسپرماین

هایی بنابراین تاثیر قابل توجهی از تنش حرارتی نپذیرفتند. اما اسپرم

که در فازهای آکروزوم و گلژی مرحله اسپرمیوژنیک قرار داشتند 

و  Safaaگر چنین، در پژوهشی دیتر تحت تاثیر قرار گرفتند. همبیش

( گزارش شده است که تنش حرارتی طبیعی در 2008همکاران )

تابستان منجر به کاهش غلظت اسپرم، جنبایی، زنده مانی، یکپارچگی 

های اسپرم خرگوش در مقایسه غشای پلاسمایی و افزایش ناهنجاری

 گردد.دست آمده در فصل زمستان میههای ببا اسپرم

تواند دلیل اثرات تنش حرارتی رد که میچندین فرضیه وجود دا       

های کیفی اسپرم را توضیح دهند. در پژوهشی گزارش شد بر ویژگی

ها طی تنش حرارتی یکی از دلایل که آسیب به میتوکندری اسپرم

باشد کیفیت اسپرم پس از انزال می حرارتی در کاهش اصلی نقش تنش

(Pérez‐Crespo  ،جنبایی اسپرم به2008و همکاران .)ای طور ویژه

است. بنابراین، هر عملی که منجر به حذف یا  ATPوابسته به حضور 

گردد نقش مستقیمی در کاهش کیفیت اسپرم  ATPکاهش آزادسازی 

مورد نیاز اسپرم توسط چرخه  ATPخواهد داشت. بخش بزرگی از 

گردد. در مطالعه د میفسفریلاسیون اکسیداتیو در میتوکندری تولی

حاضر میزان تولید رادیکال آزاد پراکسید هیدروژن در اسپرم گاوهایی 

که تحت تنش حرارتی قرار گرفته بودند افزایش یافت. این افزایش 

چنین افزایش های حرکتی و هممنجر به کاهش شدید در فراسنجه

یش گشایی شده گردید. در شرایط عادی افزاهای یخناهنجاری اسپرم

گردد که این دمای بیضه منجر به افزایش سوخت و ساز در بیضه می

روند منجر به افزایش نیاز بیضه به اکسیژن خواهد شد. بنابراین، 

ساختار بیضه با افزایش جریان خون ورودی درصدد جبران نیاز خود 

همکاران،  و Paulآید )به اکسیژن و کاهش اثرات تنش حرارتی بر می

رسانی توانایی جبران این میزان از نیاز سیستم خون (. اما چون2009

به اکسیژن را ندارد بنابراین بافت بیضه در معرض کمبود اکسیژن 

. (2018و همکاران،  Rahmanگیرد )ناشی از تنش حرارتی قرار می

هوازی بیضه باعث تغییرات وسیعی در ساختار هسته شرایط بی

که تنش ویژه اینشود. بهمیهای دومین و اسپرماتیدها اسپرماتوسیت

شود ها نیز میحرارتی منجر به تغییر در شکل و تراکم کروماتین اسپرم

شود مانی و جنبایی اسپرم میکه در نهایت باعث کاهش توان زنده

(Fernandes  ،بنابراین، با نارسایی به2008و همکاران .) وجود آمده در

پاسخ افزایش قابل ملاحظه زنجیره انتقال الکترون میتوکندری، اولین 

(. 2009، 2008و همکاران،  Paul) بود خواهد های آزادرادیکال میزان در

 هایویژگی کاهش اصلی دیگر از دلایل های آزاد نیز یکیرادیکال افزایش

باشد. شناختی میریخت هایناهنجاری افزایش چنینهم و اسپرم کیفی

د که افزایش تقاضای در یک مقاله مروری پژوهشگران گزارش کردن

های آزاد و در اکسیژن توسط میتوکندری باعث افزایش تولید رادیکال

چنین، (. همBoni ،2019) گرددهای مختلف میآسیب به سلول نتیجه

گزارش شده است که تنش  (2005و همکاران ) Ishiiدر پژوهشی دیگر 

مرگ  های آزاد و در نتیجه افزایشحرارتی منجر به افزایش رادیکال

ها این روند مختل اکسیداندر موش شد که با اضافه کردند آنتی سلولی

های استفاده شده اکسیدانکردند که آنتی شد. این پژوهشگران گزارش

های مرگ ترین شناسه)یکی از مهم cمنجر به کاهش تولید سیتوکروم 

ریزی شده سلولی( از میتوکندری شده و در نتیجه میزان مرگ برنامه

 لی را کاهش دادند.سلو

های دهند که درصد ناهنجاریرو نشان مینتایج پژوهش پیش       

های با قطرات های با دم گرده خورده و درصد اسپرمکل، درصد اسپرم

حرارتی، نسبت به گروه شاهد افزایش  تنش گروه تحت پروتوپلاسمی در

تحت تنش چنین تراکم نابجای کروماتین در اسپرم گروه یافته بود. هم

ها حرارتی افزایش یافته بود. تراکم کم یا نابجای کروماتین در اسپرم

‐Nasrهای اصلی ناهنجاری پروتامین در اسپرم است )یکی از نشانه

Esfahani  ،؛ 2004و همکارانRahman  ،از طرفی 2011و همکاران .)

های های پروتامین یکی از دلایل اصلی بروز ناهنجاریدیگر ناهنجاری
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رود. مطابق شمار میهای مختلف بهشناختی سر در اسپرم گونهختری

( گزارش کردند که 2016و همکاران ) Lucioرو با نتایج پژوهش پیش

تنش حرارتی القایی تراکم طبیعی کروماتین را در اسپرم گاو تحت 

های سری گردید. تاثیر قرار داد که سبب افزایش درصد ناهنجاری

( گزارش کردند که تنش حرارتی 2016) کارانو هم Bianchiچنین هم

، آسیب به غشای DNAهفته سبب قطعه قطعه شدند  3القایی پس از 

ها شناختی در اسپرم قوچهای ریختپلاسمایی و افزایش ناهنجاری

ویژه شناسی )بههای ریخترسد افزایش ناهنجارینظر میگردید. به

سازی یی در متراکمهای مربوط به سر( در نتیجه نارساناهنجاری

باشد، زیرا در این کروماتین در گامه گلژی و آکروزوم اسپرمیوژنز می

تری به تنش ها حساسیت بیشسازی، سلولمرحله از روند اسپرم

 (.Donnell ،2014حرارتی دارند )

براساس نتایج حاصل از مطالعه حاضر فرض شد کاهش        

دلیل افزایش حرارتی بههای تحت تنش های حرکتی اسپرمفراسنجه

های سر باشد. اما بر شناختی از قبیل ناهنجاریهای ریختناهنجاری

( گزارش کردند 2016و همکاران ) Sabés-Alsinaخلاف این فرضیه 

های آکروزومی مانی، ناهنجاریرونده، زندهپیش جنبایی کل، جنبایی که

 و حضور قطرات پروتوپلاسمی اسپرم خرگوش تحت تاثیر تنش

 VCLو  VSL ،VAPهایی از قبیل اما فراسنجه ،حرارتی قرار نگرفتند

-Sabésدر فضل تابستان و پس از بروز تنش حرارتی افزایش یافتند )

Alsina  ،ای دیگر همین پژوهشگران (. در مطالعه2016و همکاران

(Sabés-Alsina  ،2017و همکاران)  گزارش کردند که جنبایی کل و

های هیدروژن پراکسید رادیکال تولید ،VAP، STR ی،مانزنده پیشرونده،

های با آکروزوم یکپارچه گاوهای نر و هیدروکسیل و درصد اسپرم

  تر از فصل زمستان بود.هلشتاین در فصل بهار بیش

دهد که افزایش دمای نتایج حاصل از این پژوهش نشان می       

 هایناهنجاریبیضه در گاوهای نر نژاد آبی بلژیکی سبب افزایش 

های حرکتی مانی و فراسنجهشناختی شده و در نتیجه زندهریخت

چنین تولید دهد. همها را پس از دو هفته تحت کاهش میاسپرم

هایی که تحت تنش حرارتی بودند افزایش های آزاد در اسپرمرادیکال

دهند که تنش حرارتی منجر به یابد. علاوه بر این نتایج نشان میمی

های با کروماتین نابجا و غشای آکروزومی آسیب یش درصد اسپرمافزا

 شود.دیده می
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Abstract 
 This study was aimed to evaluate whether high ambient temperature (heat stress, HS) can 

affect sperm quality parameters in Belgian blue bulls. For this purpose, semen samples were 

collected from three healthy mature Belgian blue bulls which were located in a breeding 

company under uniform feeding and management conditions. After semen collection, and the 

primary evaluations, the ejaculates with more than 60 percent total motility were subjected to the 

freezing process. After thawing the samples were used to assess the motion parameters, 

morphological abnormalities, acrosome integrity, chromatin condensation, viability, hydrogen 

peroxide (H2O2) and hydroxyl ion production. The results indicated that total and progressive 

motility and straight-line velocity were lower in the HS group compared to the control (P≤0.05), 

moreover, the generation of H2O2, hydroxyl ions, percentage of aberrant chromatin 

condensation, total morphological abnormal sperm cells, spermatozoa with bent tails and 

proximal protoplasmic droplets were higher in the HS compared to the control (P≤0.05) while 

the percentage pf damaged acrosome was not differ between HS and control (P≥0.05). In 

conclusion, these findings show that elevated ambient temperature can decrease the quality of 

frozen-thawed bull spermatozoa may leading to a lower fertility rate. 
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