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 چكيده
   تعيين غلظتهاي بهينه گليسرول و زرده تخم مرغ به منظور انجماد مايع مني قوچ :هدف

صورت يك روز در ميان جمع  از هر قوچ دو انزال پي درپي  به. جمع آوري مايع مني توسط واژن مصنوعي انجام شد: مواد و روشها
 ساعت 2گراد به مدت  درجه سانتي5اي رقيق شدند و تا دماي  ها با محيطهاي انجماد فوق به روش يك مرحله نمونه. آوري شد

 دقيقه در بخار نيتروژن قرار داده 12ها به مدت  ني.  كشيده شدندml 5/0هاي انجماد  صورت تدريجي سرد شدند، سپس به داخل ني به
  .مايع نگهداري شدندشدند و براي ذخيره نهايي در نيتروژن 

هاي تيماري، اسپرمهاي قوچ پس از انجماد ـ ذوب داراي تحرك  اين تحقيق نشان داد كه هر چند در تمام گروه  نتايج حاصل از:ها يافته
  .هاي مختلف تيماري با يكديگر متفاوت است بودند ولي درصد تحرك در گروه

هاي   ذوب در تمام گروه-ست كه هر چند درصد تحرك اسپرم پس از انجماداين تحقيق بيانگر اين ا نتايج حاصل از: گيري  نتيجه
  هاي تيماري ،گروه  دهد ولي در بين گروه را نشان مي ) p≤0.05(تيماري در مقايسه با حالت قبل از انجماد كاهش معني داري 

E10G4)10 درصد4/3(، كمترين )درصد گليسرول4درصد زرده تخم مرغ و ( وگروهE20G8)20درصد 8د زرده تخم مرغ و درص
  .درصد تحرك اسپرم را پس از انجماد ذوب نشان دادند) درصد48(بيشترين  ،)گليسرول

  
  ذوب، گليسرول، زرده  اسپرم قوچ، انجماد ـ :ها كليدواژه
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  مقدمه
گامت، شـامل در معـرض   (Cryopreservation) حفظ انجمادي 

 قـــرار دادن ابتـــدايي گامتهـــا بـــا مـــواد محـــافظ انجمـــاد 

)Cryoprotectant(           ،كاهش دما به زير صـفر درجـه سـانتيگراد ،
ذخيره، ذوب و سرانجام حذف ماده محافظ انجماد و بازگشت          

امـروزه تلاشـهاي   . به حالت طبيعي فيزيولوژيكي گامت اسـت      
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اي روي تكـوين تكنيكهـاي تلقـيح مـصنوعي در         قابل ملاحظه 
انجـام  گوسفند با استفاده از اسپرم منجمد شده قـوچ در حـال             

انجماد و ذخيره مايع مني قـوچ، شـامل قـراردادن مـايع             . است
مني در ازت مـايع و در نتيجـه توقـف واكنـشهاي متـابوليكي               

 Fertile)(توان طول زمان باروري  بدين وسيله مي. اسپرم است

life    از مزاياي منجمد كردن اسـپرم قـوچ        .  اسپرم را افزايش داد
اد زيادي ميش با اسـتفاده      توان به بارور نمودن همزمان تعد       مي

از اسپرم قوچهاي با نژاد برتر، انتقال آسان مايع منـي از مركـز              
توليد و جمع آوري به دورترين دامداريها، ذخيـره ژنهـا بـراي             
استفاده آينده و تضمين در مقابل از دست دادن نرهاي منحصر           

  .به فرد اشاره نمود
 صـنعتي   هر چند در اغلب گاوداريهاي سنتي، نيمـه صـنعتي و          

كشورمان تلقيح مصنوعي، به طـور معمـول از اسـپرم منجمـد             
شود، با اين حال استفاده از ايـن روش در            شده گاو استفاده مي   

گوسفند با مشكلاتي از جمله بقاء و تحرك كم اسپرمها بعد از            
بقـاي اسـپرم قـوچ پـس از         .  ذوب همراه است   -فرايند انجماد 

ددي از قبيـل نـوع و   انجماد ـ ذوب متـاثر از فاكتورهـاي متع ـ   
غلظت اجزاي مورد استفاده در محيط انجماد مايع مني، غلظت          
گليسرول يا ساير مواد محافظ كننده در برابر انجمـاد، كيفيـت            

 ذوب و همچنــين كيفيــت مــايع منــي مــورد –روش انجمــاد 
بنابراين استفاده از محـيط     . ]3و1،2[استفاده براي انجماد است     
چ كـه بتوانـد از اسـپرمها در برابـر           انجماد مناسب مايع مني قو    

 ذوب محافظت كند و بقاي و تحرك اسـپرم          -آسيبهاي انجماد 
را بعد از انجماد ـ ذوب حفظ كند،گام مهمي در جهت استفاده 

  .از تلقيح مصنوعي در گوسفند است
تمام روشهاي انجماد سلولي بر اساس استفاده از يك يـا چنـد     

ي متيـل سولفوكـسايد     گليـسرول، د  . ماده محافظ انجماد است   
)DMSO ( و اتــيلن گليكــول، عوامــل محــافظ انجمــادي درون

سلولي يا نفوذ كننده هستند، كه وزن مولكولي آنها نـسبتا كـم             
هاي پستانداران عموما به كمك       اسپرم گونه ). MW<100(است  

. شـود   گليسرول به عنوان مـاده محـافظ انجمـاد، منجمـد مـي            
افـزودن  . ون سـلول اسـت    گليسرول يك ماده قابل نفوذ به در      

گليسرول به مايع مني قبـل از انجمـاد، شـامل مرحلـه موازنـه               
واسطه شيب  اين مرحله آب درون سلولي اسپرم به است كه طي

اسمزي خارج شده و گليسرول جايگزين آن مي شود و بـدين    
ترتيب مـانع تـشكيل كريـستالهاي يـخ درون سـلولي شـده و               

تـشكيل كريـستالهاي يـخ      سلولها را در برابر آسيب حاصل از        
علاوه زرده تخم مـرغ نيـز يـك           به. ]6و5،  4[كند    محافظت مي 

جزء معمول تشكيل دهنده محيط انجمادها اسـت و بـا عمـل             
روي غشاي سلولي، اسپرم را در برابر شوك سـرما محافظـت            

توانـد توسـط      از طرف ديگر غلظت گليسرول مـي      . ]7[كند    مي
انجماد تحت تاثير قرار    ميزان زرده تخم مرغ موجود در محيط        

اين تحقيق به منظور بررسي آثار غلظتهـاي مختلـف        . ]8[گيرد  
گليسرول و زرده تخم مـرغ در محـيط بـر پايـه تـريس روي                

 -كيفيت و تحرك اسپرم قوچ نـژاد بختيـاري پـس از انجمـاد              
 محـيط انجمـاد     9بدين منظور تاثير    . ذوب مايع مني انجام شد    

ده و گليـسرول در محـيط بـر    مايع مني با غلظتهاي مختلف زر  
پايه تريس، روي كيفيت و توان تحـرك اسـپرم قـوچ پـس از               

  .   ذوب مورد بررسي قرار گرفت–انجماد 
  

  مواد و روشها
  جمع آوري مايع مني 

 2سن بيش از    (در اين تحقيق از سيمن قوچهاي نژاد بختياري         
اي دو    جمع آوري مايع مني به صورت هفته      . استفاده شد ) سال
 10-15به صورت يك يا دو انزال پـي در پـي بـا فاصـله                بار،  

) گـراد   درجه سـانتي  40-42(دقيقه با استفاده از واژن مصنوعي       
 .انجام پذيرفت

  
  محيط انجماد

در اين تحقيق از محيط انجمـاد بـر پايـه تـريس و غلظتهـاي                
 و  10(و زرده تخم مرغ     )  درصد 8 و   6 و   4(مختلف گليسرول   

اجـزاي تـشكيل دهنـده محـيط        . استفاده شد )  درصد 20 و   15
  .خلاصه شده است 1 انجماد در جدول



  
  و همكارانفروزانفر

 

 18مجله علوم تشريح ايران، پنجم،  شماره 

20 20

  

    مقدار و نوع اجزا تشكيل دهنده محيط پايه انجماد.1جدول 

Osmolarity. 
m.osm 

 
pH 

Citric acid
gr/l. 

Glucose 
gr/l 

Tris 
gr/l 

Compon
ent 

 

325 7.2 18.253 5.0456 36.342 dosage 

  
 مايع منيپردازش 
  5/3 × 109 ميلي ليتـر، غلظـت بيـشتر از            75/0 -2حجم بين   

 درصـد و مرفولـوژي   70اسپرم درميلي ليتر، تحـرك بيـشتر از      
 درصد اسپرم غير طبيعي، در هـر انـزال بـه عنـوان              10كمتر از   
مـايع  صـورت     نرمال در نظر گرفته شد، در غيـر ايـن          مايع مني 

بلافاصله بعد از جمـع     . ي جمع آوري شده حذف شدند     ها  مني
 20 و   مايع مني  حجم   1، رقيق سازي به نسبت      مايع مني آوري  

ــيط ــم محـ ــاي    حجـ ــذكر در دمـ ــوق الـ ــاد فـ ــاي انجمـ هـ
 در ظـرف    مايع منـي  سپس لوله   .  انجام شد  گراد  سانتي  درجه37

 قـرار داده شـد و   گراد سانتي درجه37سي سي آب  100محتوي  
در آزمايشگاه پس . شد دقيقه به آزمايشگاه منتقل      30در عرض   
غلظت، مرفولوژي و تحرك    (وليه فاكتورهاي اسپرمي    از آناليز ا  
 سرد  براي، در صورت مناسب بودن فاكتورهاي فوق،        )اسپرمها

ــ(شــدن تــدريجي و انكوباســيون بــا محــيط انجمــاد  ويــژه  هب
سـاعت  2، ظرف آب محتوي لوله اسپرمي به مـدت          )گليسرول

غلظـت نهـايي    . شـد  نگهـداري    گـراد   سانتي  درجه5در يخچال   
 ميليون اسپرم در هر ميلـي ليتـر تعيـين           100-200ان  ميز  اسپرم به 

، مـايع منـي    ساعت جهـت حفـظ دمـاي         2پس از گذشت    . شد
 روي كريستالهاي يخ قرار داده شـد        مايع مني ظرف آب محتوي    

  . ميلي ليتر كشيده شد25/0و بلافاصله در داخل نيهاي انجماد 
  

  ذوب مايع مني-انجماد

 5(لاي سـطح ازت مـايع        دقيقـه در بـا     12 ابتدا نيها به مـدت      
قرار گرفتند و سپس به سرعت در ازت مايع انتقـال           ) متر سانتي

ها از ازت مايع خارج و  براي ذوب ـ مايع مني، ني . داده شدند
گـراد قـرار داده       سـانتي   درجه37 دقيقه در حمام آب      1به مدت   

  .شدند، سپس پارامترهاي اسپرم ارزيابي شد
  

  طراحي آزمايش
سـازي كلـي محيطهـاي انجمـاد مـورد           ه مراحـل آمـاد    1شكل  

  .دهد استفاده اين تحقيق را نشان مي
هـاي تيمـاري سـه بـار       اين تحقيق به ازاي هر يك از گـروه          در

 ني منجمد و پـس از ذوب        10تكرار انجام شد و در هر تكرار        
  . ارزيابي آماري انجام شد

  
  تجزيه و تحليل آماري

 chi squareيز آمـاري  ارتباط بين پارامترهـا بـا اسـتفاده از آنـال    
 انجام  spssآناليزهاي آماري با استفاده از نرم افزار        . بررسي شد 

  . گرفت
  

  ها يافته
 درصـد   10نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه در غلظت           

 درصد گليسرول، تحرك اسپرم پس      8 و   4،6زرده و غلظتهاي    
هـاي      ذوب روند افزايشي را به ترتيـب در گـروه           -از انجماد   

ايــن   نــشان مــي دهــد كــهE10G8  وE10G4 ،E10G6يمــاري ت
 E10G8 و   E10G6 بـا    E10G4هاي تيماري     افزايش در بين گروه   

  ).  2شكل (است  ) p≤0.05(از نظر آماري معني دار 

، 4 درصـد زرده و غلظتهـاي    15تيمار مايع مني قوچ با غلظت       
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منجـر بـه افـزايش درصـد        ) 3شـكل   ( درصد گليسرول    8 و   6
اين افزايش در بـين        ذوب شد كه   -م پس از انجماد   تحرك اسپر 

 از E15G8 بـا  E15G6و E15G8  بـا  E15G4هاي تيمـاري   گروه
 20همچنين در غلظـت     . است ) p≤0.05(نظر آماري معني دار     

 درصـد گليـسرول نيـز يـك     8 و 6، 4درصد زرده و غلظتهاي   
روند افزايش در درصد تحـرك اسـپرم پـس از انجمـاد ذوب              

 و  E20G4هـاي تيمـاري        اين افزايش بين گروه    مشاهده شد كه  
E20G6 ــا گــروه تيمــاري  از نظــر آمــاري معنــي دار E20G8 ب

)p≤0.05 (  است) 4شكل .(  
طور كلي نتايج حاصل از اين تحقيـق بيـانگر آن اسـت كـه                 به

 ذوب،  -درصد تحرك اسپرم قوچ نژاد بختياري پس از انجماد        
ل از انجماد كـاهش     هاي تيماري در مقايسه با قب       در تمام گروه  
همچنـين گـروه تيمـاري      . را نـشان داد    ) p≤0.05(معني داري   

E10G4  ــاري ــروه تيم ــرين و گ ــشترين درصــد E20G8 كمت  بي
تحرك اسپرم را پـس از انجمـاد ـ ذوب در مقايـسه بـا سـاير       

  . هاي تيماري نشان دادند گروه
  

  
   تخم مرغ بر روي كيفيت تحرك اسپرم قوچ پس از انجماد ـ ذوبطراحي آزمايش جهت بررسي تاثير همزمان گليسرول و زرده. 1شكل 
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 درصـد  8 و 6، 4 درصـد زرده و غلظتهـاي   10 تأثير تيمار غلظت  .2شكل  

گليسرول در محيط پايه تريس بر تحرك اسپرم قوچ پس از انجماد ـ ذوب  
 بـا  E10G4هر سه گروه تيماري با گروه قبل از انجماد و گروه          . مايع مني 
ــروه ــ گ ــي   E10G8 و E10G6اي ه ــشان م ــي داري را ن ــاوت معن  تف
   ).p≤0.05(دهد

  

  
 درصـد   8 و   6،  4 درصـد زرده و غلظتهـاي        15 تأثير تيمار غلظت   .3شكل  

 ذوب  -گليسرول در محيط پايه تريس بر تحرك اسپرم قوچ پس از انجماد           
هـاي    هر سه گـروه تيمـاري بـا گـروه قبـل از انجمـاد و گـروه                 . مايع مني 
E15G4   و E15G6    با گروه E15G8         تفاوت معني داري را نـشان مـي 

   ).p≤0.05(دهد
  

  
 درصـد  8 و 6، 4 درصـد زرده و غلظتهـاي   20 تأثير تيمار غلظت  .4شكل  

 ذوب  -گليسرول در محيط پايه تريس بر تحرك اسپرم قوچ پس از انجماد           
هـاي    هر سه گـروه تيمـاري بـا گـروه قبـل از انجمـاد و گـروه                 . مايع مني 
E20G4   و E20G6    با گروه E20G8         تفاوت معني داري را نـشان مـي 

  ).p≤0.05(دهد

  بحث
از انجماد طولاني مدت مايع منـي قـوچ بـراي بـارور نمـودن               
همزمان تعداد زيادي ميش، ذخيره ژنها براي اسـتفاده آينـده و            

 منحـصر بـه فـرد       تضمين در مقابـل از دسـت دادن قوچهـاي         
تـوان بـه      همچنين اسپرم منجمد شـده را مـي       . شود  استفاده مي 

  .راحتي در مسافتهاي طولاني حمل و نقل نمود
 ذوب مـايع منـي   -تحقيقات نشان داده كه طي فراينـد انجمـاد      

پارامترهاي اصلي مايع مني شامل تعداد اسپرمها، مرفولـوژي و          
ز مهمتـرين   يكـي ا  . گيـرد   تحرك اسپرم تحت تـاثير قـرار مـي        

پارامترها براي ارزيـابي كيفيـت محـيط انجمـاد مـايع منـي و               
 ذوب،  -همچنين كـارآيي روش مـورد اسـتفاده بـراي انجمـاد           

از . ذوب اسـت  –بررسي توانايي تحرك اسپرم پس از انجمـاد         
تـوان بـه آسـيب بـه فراسـاختار            علل كاهش تحرك اسپرم مي    

  گـزارش شـده اسـت كـه حفـظ انجمـادي           .اسپرم اشاره نمـود   
موجب تغييراتي در مرفولـوژي اسـپرم، آسـيب بـه آكـروزوم،             

. ] 10 و   9 [شود    آسيب ميتوكندريايي و آسيب به دم اسپرم مي       
 ذوب داراي   –بنابراين درصد كمي از اسپرمها بعـد از انجمـاد           

. ]11[غشاي سالم و فعاليت طبيعـي ميتوكنـدري و دم هـستند         
ي به تغييـرات     ذوب نيز تا حدود    -تحرك اسپرم بعد از انجماد    

 و همكـاران تـاثير      (Sonmez)سونمز  . ]12[فوق حساس است    
غلظتهاي مختلف گليسرول و اسيد اسكوربيك را در محيط بر          

نتـايج  . پايه تريس جهت انجماد مايع مني قوچ بررسي نمودند        
تجربيات آنها نشان داد كه تحرك اسپرم پـس از انجمـاد ذوب        

]. 13[درصـد بـود      1-44هاي تيمـاري مختلـف بـين          در گروه 
 - و همكــاران تــاثير محــيط انجمــاد شــير(Gabriella)گــابريلا 

لاكتوز ـ زرده تخم مرغ را روي تحرك اسـپرم قـوچ، پـس از     
نتـايج  .  ذوب در فصول مختلف سال بررسي نمودند       –انجماد  

 ذوب  -تجربيات آنها نشان داد كه تحرك اسپرم پس از انجماد         
بـا  ]. 14[ درصد بـود   1/11 -9/36در فصول مختلف سال بين      

وجودي اينكه عموماً پذيرفته شده است كه تحرك اسپرم طـي           

 گروهها

 گروهها
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يابد، اما مكانيسمي كه به موجـب آن           ذوب كاهش مي   -انجماد
طور كامـل مـشخص نـشده اسـت         گيرد، به   اين امر صورت مي   

  .]16و15[
درصـد   ) p≤0.05(تحقيق حاضر نيز بيـانگر كـاهش معنـي دار         

 ذوب، در   –ري پـس از انجمـاد       تحرك اسپرم قوچ نژاد بختيـا     
هـر  . هاي تيماري اسـت     مقايسه با قبل از انجماد در تمام گروه       

هــاي تيمــاري از قبيــل  چنـد ايــن كــاهش در برخــي از گـروه  
E10G4 ،E10G6 ،E10G8 ،E15G4 و E15G6  ــاده ــوق العــ  فــ

ويـژه گـروه       و به  E15G8چشمگير است ولي در گروه تيماري       
كـاهش نـسبتا    ) درصـد 48  و 4/33به ترتيـب     (E20G8تيماري  

  . دهد معمولي را نشان مي
گليسرول معمولترين عامل محافظ انجمادي مورد استفاده براي 

توان بلافاصله بعد     گليسرول را مي  . انجماد مايع مني قوچ است    
 درجه سانتي   5يا در   ) در يك مرحله  (از جمع آوري مايع مني      

غلظت . ]17و7[به مايع مني اضافه كرد      ) در دو مرحله    ( گراد  
نهايي گليسرول در محيط انجماد براي انجماد مايع مني قـوچ،           

شــود  در نهايــت بــه وســيله خاصــيت ســمي آن محــدود مــي
كه به نوبه خود بـه ميـزان خنـك سـازي و انجمـاد               . 19و18[
 ]21  [، نوع و غلظت اجزاي تشكيل دهنده محيط انجماد        ]20[

ظــت غل.  بــستگي دارد]22[و روش اضــافه كــردن گليــسرول 
اپتيمال گليسرول اضافه شده به رقيق كننـده مـايع منـي قـوچ،              
همچنين به ميزان زرده تخم مـرغ موجـود در آن بـستگي دارد        

زرده تخم مرغ يكي از اجزاي معمـول مـورد اسـتفاده در             . ]8[
محيط انجماد مايع مني است و اسپرمها را در برابر شوك سرما            

ع منـي نقـش   كند و در طـي انجمـاد ـ ذوب مـاي     محافظت مي
عقيده بـر ايـن اسـت كـه زرده در           . محافظتي براي اسپرم دارد   

  . كند سطح غشاي پلاسمايي سلول عمل مي
غلظت اپتيمم زرده در رقيق كننده مايع مني قـوچ بـستگي بـه              

گرچه زرده تخـم    . ]23[اجزاي تشكيل دهنده رقيق كننده دارد       
مناسـب  توان با ماده ديگري با فعاليت         مرغ را بعضي مواقع مي    

جايگزين نمود، با اين حال در مورد انجماد مـايع منـي قـوچ،              
زرده به واسطه خاصيت محافظتي روي غشاي سلولي، يكي از          

نتـايج حاصـل از ايـن       . ]7[اجزاي مهم محـيط انجمـاد اسـت         
تحقيق نشان داد كه افزايش غلضت زرده تخم مـرغ تـا ميـزان              

د حجم   درص 8 درصد و افزايش غلظت گليسرول تا ميزان         20
كلي محيط انجماد، آثار مثبتي روي توان حركت اسـپرم قـوچ            

  . پس از انجماد ـ ذوب دارد
در طي فرايند انجماد ـ ذوب سلولها و بافتها يكي از مهمتـرين   
مشكلات ايجاد كريستالهاي يخ درون سـلولي اسـت كـه ايـن             

توانند موجب مرگ سلول شوند بـه         كريستالها به نوبه خود مي    
 عمل جايگزيني آب    E20G8ه در گروه تيماري       رسد ك   نظر مي 

هاي تيماري به نحو بهتري  با گليسرول در مقايسه با ساير گروه
درصد زرده تخم مرغ در اين      20علاوه غلظت     صورت گرفته به  

محيط نيز كارايي مناسـبي در محافظـت از غـشاي سـلولي در              
  .مقايسه با ساير سلولهاي تيماري داشته است

 كـه غلظـت اپتيمـال گليـسرول در محـيط            پيشنهاد شده است  
انجماد سيمن همچنين به غلظت نـسبي اسـپرماتوزوآ بـستگي           

ــه نظــر مــي. ]24[دارد رســد كــه در غلظــت اســتفاده شــده    ب
ميلـي  / اسـپرم  100-200 × 106(اسپرماتوزوآ در ايـن تحقيـق       

درصـد  8درصد زرده، همراه با غلظـت       20تداخل غلظت   ) ليتر
 ـ     گـروه  (ر پايـه تـريس و گلـوكز         گليسرول در محيط انجماد ب

اي  انجمــاد بهتــرين  در روش يــك مرحلــه) E20G8تيمــاري  
كارايي را براي حفظ تحرك اسپرم قوچ نژاد بختياري داشـته و    

  . شود ترين محيط براي انجماد پيشنهاد  مي عنوان مناسب به
  

  تقدير و تشكر
نويسندگان مقاله از مديريت محترم پژوهـشكده رويـان بابـت           

 نمـودن امكانـات و تجهيـزات و همچنـين از مـديريت              فراهم
هـاي    محترم سازمان حفاظت محيط زيست اصفهان كه هزينـه        
  .نمايند مادي انجام اين طرح را فراهم نمودند، سپاسگزاري مي



  
  و همكارانفروزانفر

 

 18مجله علوم تشريح ايران، پنجم،  شماره 
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