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Cryopreservation imposes physical and chemical stress on sperm, resulting in 

decreased motility, viability, and overall quality. This study aimed to investigate the 

effect of different concentrations of soy lecithin nanoliposomes (1, 2, and 3%) on the 

quality of sperm from Sarabi dogs after freezing-thawing. Sperm collection was 

performed manually from three Sarabi dogs using hand stimulation and a suitable 

collection device in the presence of a female dog in heat to stimulate sexual desire. 

The evaluation parameters included sperm motility, abnormalities (Hancock), sperm 

membrane integrity (eosin-nigrosin), acrosome membrane integrity (PSA), and 

membrane activity (HAST) after the freezing-thawing process. The results of this 

study showed that the extender containing 2% lecithin nanoliposomes exhibited higher 

total motility (65.5±1.8) compared to other nanoliposomal treatments, although this 

difference was not statistically significant compared to the control group (66.7±1.8) 

(P<0.05). The progressive motility results showed that the L2 group (55.5±1.5) was 

significantly higher than the other groups, although it did not differ significantly from 

the control treatment (52.3±1.5) (P<0.05). Similarly, the highest percentage of 

integrity, membrane activity, and acrosome integrity was related to the 2% lecithin 

nanoliposomes treatment, which did not differ significantly from the control treatment 

(P<0.05). Sperm abnormalities in this experiment were not significantly affected by 

the type of extender. Therefore, it seems that the use of the extender containing 2% 

lecithin Soy lecithin nanoliposomes can improve the properties of dog sperm after 

freeze-thaw. 
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Extended Abstract 

Introduction  

Sperm cryopreservation has significantly improved assisted reproductive technologies (ART) and has enabled 

the conservation of endangered dog breeds (Dalmazzo et al., 2018; Nguyen et al., 2019). However, a major 

challenge in cryopreservation is the risk of contamination from animal-derived components such as egg yolk or 

milk, which are commonly used in extenders (Bousseau et al., 1998). Egg yolk is widely known as a cryoprotectant 

that lowers the freezing point of the medium and reduces the formation of ice crystals (Farstad, 2000). Based on 

this, we hypothesized that a soy lecithin nanoliposome-based diluent would demonstrate better efficacy for canine 

sperm cryopreservation compared to a traditional egg yolk-based diluent. The development of such an optimal 

extender could improve canine sperm cryopreservation protocols for artificial insemination. However, the 

underlying cellular mechanisms through which egg yolk or soy lecithin affects in vivo fertility potential in dogs 

have not yet been fully elucidated. Therefore, this study aimed to evaluate a comprehensive set of parameters, 

including motility, morphological abnormalities and plasma membrane integrity, acrosome membrane integrity, 

and membrane activity to evaluate the optimal cryopreservation extender. Therefore, this study aimed to evaluate 

the effect of different concentrations of soy lecithin nanoliposome on the quality of frozen-thawed Sarabi dog 

sperm. 

 

Materials and methods 

Semen samples were collected from three healthy Sarabi dogs aged 3 to 4 years. Semen collection was 

performed manually by an experienced technician. To stimulate sexual desire, the samples were collected in the 

presence of a female dog in heat. Immediately after collection, each ejaculate was evaluated for color, volume, 

concentration, sperm motility, viability (plasma membrane integrity), morphology, and motility. Evaluation 

parameters included sperm motility, abnormalities (Hancock), sperm membrane integrity (eosin-nigrosin), 

acrosome membrane integrity (PSA), and membrane activity (HASt) after freeze-thaw. 

 

Results and Discussion 

The results of this study showed that the L2 and EY groups had the highest total mobility (65.5 ± 1.8 and 66.7 

± 1.8), which were significantly different from the L1 group (58.2 ± 1.8). Also, the results of progressive mobility 

showed that the L2 group (55.5 ± 1.5) was significantly higher than the other groups, although there was no 

significant difference with the control treatment (52.3 ± 1.5) (P<0.05). 

The results of eosin-nigrosin staining are given in Table 2. The results of this evaluation showed that the L2 

treatments (69.5 ± 1.3) and the control group (62.1 ± 0.3) showed the highest cell membrane integrity, and no 

significant difference was observed between these two treatments (P < 0.05). The lowest percentage of cell 

membrane integrity was in the L3 group (53.1 ± 0.3), which showed a significant difference with the L2 and control 

groups (P < 0.05). The sperm acrosome integrity results are given in Table 2. This study showed that the treatment 

based on 2% soy lecithin nanoliposomes had the highest percentage of acrosome integrity (1.78 ± 2.2), which was 

significantly different from other nanoliposome-based treatments. 

 

Conclusion 

This study showed that an extender containing 2% lecithin nanoliposomes was highly effective for canine 

sperm cryopreservation. The positive results observed establish it as an effective plant-based alternative for canine 

sperm cryopreservation and cryopreservation protocols. Therefore, it appears that soy lecithin could be 

successfully used as a plant-based alternative to egg yolk-based extender in canine cryopreservation environments. 

 

Author Contributions 
Touba Nadri: Conceptualization, Validation, Methodology, Software, Formal analysis,  Investigation, Writing 

- Original Draft, Supervision, Formal analysis, Investigation. 

 

Data Availability Statement 
The data supporting the reported results are collected and used from published articles, to which we have 

referred in the manuscript. 

 

Ethical considerations 
The authors avoided data fabrication, falsification, plagiarism, and misconduct. 

 

Conflict of interest 
The author declares no conflict of interest. 

 



 3، شماره  57ایران، دوره    علوم دامی نشریه                                                                 
گاه تهران  2423-7949: الکترونیکی  شاپا                                                                                    انتشارات دانش

Homepage: http://ijas.ut.ac.ir//                     

 

پس از اسپرم سگ  بر کیفیت کننده قیدر رق ایسو نیتیلساثر سطوح مختلف نانولیپوزوم 

 ذوب-انجماد

 

   1ی ندر یطوب

 

 t.nadri@urmia.ac.ir: رایانامه. رانیا ه،یاروم ه،یدانشگاه اروم ،یدانشکده کشاورز ،یگروه علوم دام. نویسنده مسئول، 1
 

  چکیده اطلاعات مقاله

 نوع مقاله: 
 

 مقالة پژوهشی
 

 
 

 01/10/1404 :افتیدر خیتار

 01/02/1405: بازنگری خیتار

 07/02/1405: رشیپذ خیتار
 1405 پاییز: انتشار خیتار

 

 
  ها:واژهکلید

سگ، اسپرم، زرده تخم مرغ، 
 .پوزومینانوذارت، لانجماد،  ن،یتیلس

 اسپرم کیفیت افتو زنده مانی و  تحرک کاهش موجب شیمیایی و فیزیکی هایتنش ایجاد با اسپرم انجماد
اسپرم  تیفبر کی( درصد3 و 2 ،1) ایسو نیتنانولیپوزوم لسیمختلف  یهامطالعه اثر غلظت نیاهدف از  .شودمی

به روش دستی با   یسگ نژاد سراب سه قلادهاز  اسپرم گیرید. بو یذوب بررس-انجمادپس از نژاد سرابی سگ 
 کیتحر یسگ ماده فحل برا کیحضور  و درتحریک دستی با استفاده از وسیله جمع آوری مناسب استفاده از 

ی اسپرم غشا یکپارچگی ،)هانکوک( هایشامل تحرک اسپرم، ناهنجار یابیارز یپارامترها .شد انجام یجنس لیم
ذوب -انجماد ندیپس از فرآ ( و فعالیت غشاء )هاست(PSA) آکروزوم وزین(، یکپارچگی غشاینیگر -)ائوزین
ی مارهایت ریبا سا سهمقای در نیتلسی درصد نانولیپوزوم2 یکننده حاو قینشان داد که رق این مطالعه جیبود. نتا

( تفاوت 7/66±8/1کنترل ) ( نشان داد اگرچه، در مقایسه با گروه5/65±8/1جنبایی کل بالاتری ) نانولیپوزمی
( با اختلاف 5/1±5/55) L2. نتایج جنبایی پیشرونده نشان داد که گروه P) >05/0 (معنی داری نشان نداد 

 >05/0 ((3/52± 5/1معنی داری بالاتر از سایر گروهها بود اگرچه با تیمار کنترل تفاوت معنی داری نداشت )
(P. درصد  2و یکپارچگی آکروزوم مربوط به تیمار غشاء  فعالیت یکپارچگی،درصد  نبالاتری مشابه، طور به

در این  اسپرم یهای. ناهنجارP) >05/0 (کنترل نداشت ماریبا ت یدارمعنی تفاوت که بود نانولیپوزوم لسیتین
یا با حفظ نانولیپوزوم لسیتین سو ،،بنابراینقرار نگرفت.  کنندهقینوع رق ریتحت تأث یداریبه طور معن آزمایش

 اسپرم سگ کننده انجمادعنوان جایگزین بالقوه در رقیقمرغ، قابلیت استفاده بهزرده تخم با کیفیت اسپرم مشابه
 .را نشان داد
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 مقدمه

در که سگ  یهاو امکان حفظ گونه را بهبود بخشیده( ART) یکمک بارور یهایفناور یاسپرم به طور قابل توجهانجماد 
چالش  کیحال،  نی. با ا(Dalmazzo et al., 2018; Nguyen et al., 2019) کرده استرا فراهم انقراض هستند  معرض خطر 

 هاکنندهقیمعمولاً در رقاست که  ریش ایمانند زرده تخم مرغ  واناتیمشتق شده از ح یاز اجزا یناش یآلودگ طرعمده در انجماد، خ
که  شودیشناخته م یمحافظ انجماد کی. زرده تخم مرغ به طور گسترده به عنوان (Bousseau et al., 1998)شوندیاستفاده م

زرده  یلوب پلاسما. خواص مط(Farstad, 2000)دهدیرا کاهش م خی هایستالیکر لیو تشک ادهرا کاهش د طینقطه انجماد مح
زرده  یمناسب برا ینیگزی(، آن را به جاLDLکم ) یبا چگال نیپوپروتئیاستخراج ساده آن و اثرات مشابه ل ندیتخم مرغ، از جمله فرآ

ه است، از شد لیتشک نیکول لیدیکه عمدتاً از فسفات ا،یسو نیتیلس ،. در مقابل(Shah et al., 2017)کندیم لیتخم مرغ کامل تبد
 کندیعمل م دانیاکسیآنت کیو به عنوان  (Agarwal et al., 2014)کندیدر طول انجماد محافظت م دیپیفسفول یغشا یکپارچگی

  .(Nadri et al., 2022)ش دهدیذوب را افزا-انجمادتا زنده ماندن و تحرک پس از  دهدیآزاد را کاهش م یهاکالیراد بیو آس
متفاوت  یآنها به طور قابل توجه ییایمیوشیب باتیهستند، اما ترک دیپیمنابع فسفول ایسو نیتیاگرچه هم زرده تخم مرغ و هم لس

غلظت  یاسپرم، حاو یاغش ایزرده تخم مرغ  راشباعیچرب غ یدهایبا اس سهیدر مقا ایمشتق شده از سو یدهایپیاست. فسفول
 Parks)دهندیم شیو مقاومت در برابر شوک سرما را افزا ءغشا تیالیهستند که به طور بالقوه س راشباعیچرب غ یدهایاز اس یبالاتر

& Lynch, 1992). 

  پیشینه پژوهش

 ی. در حالدهندیسگ گزارش م یمن عیمواد محافظ انجماد در ما نیا یرا در مورد اثربخش یمتناقض یهاافتهی یقبل مطالعات
فروکتوز -تراتیس-سیتر یهاکنندهقیزرده تخم مرغ در رق نیگزیجا تواندینم ایسو نیتیکه لس دهدینشان م قاتیتحق یکه برخ

به طور مؤثر  تواندیم ایسو نیتیکه لس دهندینشان م گری، مطالعات د(Nguyen et al., 2019)سرد کردن اسپرم سگ شود  یبرا
 یهایابیاست که ارز نی. نکته قابل توجه ا(Hermansson et al., 2021) ر انجماد اسپرم سگ شودزرده تخم مرغ د نیگزیجا

 ایزرده تخم مرغ درصد  20نشان داده است که  خوکاسپرم  یرو یاسهیکم بوده است. مطالعات مقا قاتیتحق نیدر ا یبارور
 .(Pearodwong et al., 2019)شودیم هیتوص اسپرم خوک انجماد یبرا نیتیلس درصد3زرده تخم مرغ و درصد  10از  یبیترک

انجماد اسپرم سگ در نظر گرفته  یزرده تخم مرغ برا یبرا یوانیح ریبالقوه مناسب و غ نیگزیجا کیبه عنوان  ایسو نیتیلس
 یبانیاسپرم پس از ذوب شدن پشت تیفیآن در حفظ ک یاز اثربخش یقبل یشگاهیکه مطالعات آزما ی. در حالشودیم
را  یشتریب قاتیاست و تحق یآن همچنان ناکاف یلقاح درون تن تیمورد ظرف در ی، شواهد قطع(Dalmazzo et al., 2018)کنندیم
در  ایسو نیتیلسنانولیپوزوم بر  یمبتن کنندهقیرق کیکه ما این بود  هیرضف نی. بر اساس ا(Dalmazzo et al., 2018) طلبدیم

 نی. توسعه چندهدیسگ نشان م اسپرمانجماد  یبرا یبهتر یمرغ، اثربخشبر زرده تخم یمبتن یسنت کنندهقیرق کیبا  سهیمقا
 یسلول یهاسمیحال، مکان نیاصلاح کند. با ا یمصنوع حیتلق یانجماد اسپرم سگ را برا یهاپروتکل تواندیم یانهیبه کنندهقیرق

به طور کامل  وزهن گذارند،یم ریها تأثدر سگ یدرون تن یبارور لیبر پتانس ایسو نیتیلس ایمرغ آنها زرده تخم قیکه از طر یاساس
 ی وکیمورفولوژ یهایناهنجار ،جنباییجامع از پارامترها از جمله  یامجموعه یابیمطالعه با هدف ارز نیا ن،یاند. بنابراروشن نشده

بنابراین انجام شد.  نهیبه یانجماد رقیق کننده ارزیابی یبراو فعالیت غشاء  آکروزوم یی، یکپارچگی غشایپلاسما یغشا یکپارچگی
گ س شدهییگشاخی-اسپرم منجمد تیفیبر ک ایسو نیتیلسنانولیپوزوم مختلف  یهااثر غلظت یابی، ارزهدف از انجام این مطالعه

 .بود ینژاد سراب

 روش شناسی پژوهش
 

موجود در بافر از شرکت  ییایمیمواد ش ریشد و سا یداری( خرSt. Louis, MO, USA) چیآلدر-گمایاز شرکت س ایسو نیتیلس
 شد. یداری( خرDarmstadt, Germanyمرک )

توسط  یبه صورت دست یمن یآورشد. جمع یآورسال جمع 4تا  3سالم با سن  یسگ نژاد سراب قلادهسه از  نمونه اسپرم
انجام شد. بلافاصله پس از  فحل سگ ماده کیدر حضور  هانمونه یآورجمع ،یجنس لیم کیتحر یبرا. باتجربه شد نیتکنس



    521                یندر /.ذوب-اسپرم سگ پس از انجماد تیفیبر ک کننده قیدر رق ایسو نیتیلس پوزومیاثر سطوح مختلف نانول (پژوهشی –)علمی 

 

 

 یابیارز تحرکو  یپلاسما(، مورفولوژ یغشا یکپارچگی) یمانهر انزال از نظر رنگ، حجم، غلظت، تحرک اسپرم، زنده ،یآورجمع

اسپرم  ۹00×610 ≤، غلظت 80 ٪ ≤را داشتند در مطالعه گنجانده شدند: تحرک  ریز یفیک یارهایکه مع یمن یهاشد. فقط نمونه

 دو بار در هفته و به مدت سه هفته تکرار شد. شیآزما نی. ادرصد 10 ≥ یعیرطبیغ یو مورفولوژ تریلیلیدر م

، L1با  بیشدند که به ترت هی( تهیحجم/ی)وزن درصد  3و  2، 1 یهابا غلظت ایسو نیتیلسنانولیپوزوم  هیبر پا یهاکنندهقیرق
L2  وL3  .سیتر هیبر پا کنندهقیرقگروه کنترل )مشخص شدند (g 025/3)، یتریس دیاس ( کg 675/1 ) و فروکتوز( g 25/1)   و
 فیلمبا استفاده از روش  هاپوزومیل شد. هیته میلی لیتر آب مقطر 100در  (یحجم/ی)حجمبه صورت   (EYمرغ )زرده تخم 15%

در  یچرخش ریساعت در دستگاه تبخ 2کلروفرم حل شد و محلول حاصل به مدت  تریلیلیم 5در  ایسو نیتیشدند. لس هینازک ته
 کیمدت  به اهنمونه .بماند یباق یدیپینازک ل هیلا کیشود و  ریتحت خلاء قرار داده شد تا حلال تبخ گرادیدرجه سانت 40 یدما

بر  یبافر مبتن کیبا  جیبه تدر یدیپیل هیحذف شود. لا ماندهیتحت خلاء قرار داده شدند تا کلروفرم باق کاتوریشب در دستگاه دس
به مدت  ونیتکان داده شد. سپس امولس گرادیدرجه سانت 40 یساعت در دما 1به مدت  یبه آرام ونیشد و امولس دراتهیه سیتر

( منتقل شد تا به اندازه ذرات مورد رانی، تهران، اMechanical Probe Sonicator ،Topsonics) کاتوریسون هبه دستگا قهیدق 20
 ونیفرمولاس یهایژگیقطر و و نیانگیشد. م ینگهدار گرادیدرجه سانت 4 یبرسد و سپس در دما نانومتر 100به زیر نظر 
، .Zetasizer (Zeta Plus ،Brookhaven Instruments Corp ستمیس کی( توسط DLS) اینور پو یبر اساس پراکندگ یپوزومینانول

Holtsvilleاندازه، شکل و تجمع ذرات، با استفاده  عیشامل توز پوزوم،ینانول یهایژگیشد. و نیی( تعکایمتحده آمر الاتیا ورک،یوی، ن
 داسی ٪1با  یمنف یزیآماده از رنگ، آلمان( و با استفZeiss Em10C ،Oberkochen؛ TEM) یعبور یالکترون کروسکوپیاز م

 .شدند یابیارز کیفسفوتنگست
درجه  4 یساعت در دما 2( قرار داده شد و سپس به مدت گرادیدرجه سانت 25اتاق )حدود  یدر دما قهیدق 5به مدت  یمن

 Biovet ،L'Agile) یتریلیلیم 25/0 یفرانسو یهاپایوتسرد شده در  یمن. (Dalmazzo et al., 2018)دیبه تعادل رس گرادیسانت

Franceقهیدق 12به مدت  هاپایوت. ندشد بستهالکل  لینیویشد و سپس با پودر پل ختهیر تریلیلیماسپرم در   5 ×710 ( با تراکم 
 عیما تروژنیدر ن ینگهدار یبرا هاپایوتقرار گرفتند. متعاقباً،  ع،یما تروژنیبالاتر از ن متریسانت 4 ع،یما تروژنیدر معرض بخارات ن

و  ییدازخیدر حمام آب  هیثان 30به مدت  گرادیدرجه سانت 37 یدر دما داگانهبه صورت ج هایخگشایی نمونهور شدند. غوطه
 .شدند یابیارز

 ,CASA; 12.3 CEROS, Hamilton Thorne Biosciences) یوتریکامپ یزهایاسپرم با استفاده از آنال یحرکت یپارامترها

Beverly, MA, USAاسپرم  200حداقل  آورده شده است. 1اسپرم در جدول  یوتریکامپ زیآنالتنظمیات دستگاه  شدند. یابی( ارز
 یهااسپرم لشدند. نسبت ک یابیارز زیدر طول آنال گرادیدرجه سانت 37ثابت  یاستاندارد و با حفظ دما طیدر هر نمونه تحت شرا

هر نمونه  یبرا ریز یحرکت یپارامترها ن،یشد. علاوه بر ا یریگاندازه %( PM) شروندهیمتحرک پ یهاو اسپرم %(TMمتحرک )
، VAP) رمسی(، سرعت متوسط هیبر ثان متریلی، مVCL) ی(، سرعت منحنهیبر ثان متریلی، مVSL) میشدند: سرعت خط مستق یابیارز
بودن  می، هرتز(، مستقBCF) ی(، فرکانس ضربدرVSL/VCLمحاسبه شده به صورت  %؛ LINبودن ) یه(، خطیبر ثان متریلیم
(STR درصد؛ محاسبه شده به صورت ،VSL/VAPو دامنه جابجا )یجانب یی ( سرALHرمتیلی، م). 

 تریلمیکرو 10 بیشامل ترک یزیآمرنگ ندیشد. فرآ یابیارز نیگروزین-نیائوز یزیآماسپرم با استفاده از رنگ یکپارچگی غشای
دوم بود. پس از  دیرنگ با استفاده از اسلا عیاز قبل گرم شده و سپس حذف سر دیاسلا کی یرنگ رو تریلمیکرو 20با  یمن عیما

که  ییهاشدند. اسپرم یبررسx 400 ییفاز کنتراست با بزرگنما کروسکوپیم با غشای یکپارچه و مردهبا  یهاخشک شدن، اسپرم
که کاملاً فاقد رنگ بودند به عنوان زنده  ییهاکه اسپرم یشدند، در حال یبندزنده طبقه ریبه عنوان غ دادندیرنگ بنفش را نشان م

 .(Bucak et al., 2007)شدند  یبندطبقه
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 CASA ماتی. تنظ1 جدول

Table 1. The setting of CASA 
Set value Parameters 

50 Frame Rate 

20 µm Chamber Depth 

200 X Magnification 

60 Pixels Minimum contrast 

15 µm/s Minimum VCL mean 

0.7 µm/s Minimum STR mean 

0.3 µm/s Minimum ALH mean 

 

 یابیارز یبرا ک،یپواسموتیخورده اسپرم در معرض محلول ه چیپ یها(، بر اساس وجود دمHOST) کیپواسموتیتورم ه شیآزما
 اسمولیلیم 100محلول  تریلیلیم 1با  یمن عیما تریکرولیم 10 ونیسنجش با انکوباس نیاستفاده شد. ا ییپلاسما یعملکرد غشا

اتاق  یدر دما قهیدق 60به مدت  گرادیدرجه سانت 37 ی( در دمامیسد تراتیس مولاریلیم 2/1۹و  توزفروک مولاریلیم 6/57) تریدر ل
اسپرم  200شدند، و حداقل  یبررس 400 ییمعکوس با بزرگنما ینور کروسکوپیم باها همگن شدند و متعاقباً مخلوط. انجام شد

 .ثبت شد دهیو خم پیچ خوردهدم  یدارا یهاشدند. درصد اسپرم یابیمجزا ارز یکروسکوپیم دانیدر حداقل پنج م
 ونیاز سوسپانس تریکرولیم 5شد. ابتدا،  یابیارز Pisum sativum (PSA) نینیآکروزوم با استفاده از آگلوت یکپارچگی غشای

 تریکرولیم 30اسپرم با  ونیاز سوسپانس تریکرولیم 10بعد،  قهیدق 15( اضافه شد و ٪۹6اتانول )با خلوص  تریکرولیم 100اسپرم به 
PSA یی اسپرم در هر لام با بزرگنما 200مخلوط شد.  یاشهیلام ش کی یروX  400 فلورسنت  کروسکوپیبا م(BX51 ،

Olympus) لتریمجهز به نور فلورسانس و ف FITC نانومتر( مشاهده شدند.  570-560نانومتر و انتشار در  500-455در  کی)تحر
رنگ  که  ییهاکه سر اسپرم یشدند، در حال فتهکه رنگ سبز فلورسانس داشتند، به عنوان آکروزوم سالم در نظر گر ییهامسر اسپر

 .((Nadri et all., 2025 ثبت شدند دهید بیفلورسانس نداشتند، به عنوان آکروزوم آس

ک تحت ونکامحلول ه تریلیکروم 300شده در  تینمونه اسپرم تثب تریلمیکرو 15شامل  ییهادر نمونه ریخت شناسی
اسپرم در هر  200شد. در مجموع  لیو تحل هیبرابر تجز 1000 یی؛ المپوس، ژاپن( با بزرگنماCKX41فاز کنتراست ) کروسکوپیم

و  یانیقطعه م یهاجدا شده، نقص یسر، سرها یهایاز جمله ناهنجار رم،اسپ یهایدرصد کل ناهنجار نییتع ینمونه برا
 .قرار گرفتند یابیدم، مورد ارز یهایناهنجار
در  شیقرار گرفتند. آزما لیو تحل هیمورد تجز  SAS (version 9.1, 2002, Cary, NC, USA)افزار ها با استفاده از نرمداده

 .دیگرد یررسب  UNIVARIATE هیها با استفاده از روبا شش تکرار انجام شد. نرمال بودن داده یقالب طرح کاملاً تصادف

 انسیوار زیبا استفاده از آنال مارهایاثر ت گرفت.  انجام مارهایت سهیها بر اساس مقاداده لیتحل مار،یسطوح ت تیماه لیبه دل
ها انجام گرفت. داده یبا آزمون توک هانیانگیم سهیبودن، مقا داریشد و در صورت معن یبررس (One-way ANOVA) طرفهکی

 .ارائه شدند نیانگیم استاندارد یخطا ± نیانگیبه صورت م

 اثر میانگین، :μ مقدار هر مشاهده،  Yij : بود، که در آن   Үij= μ + Ti + eijبه صورت  داده هاوتحلیل  مدل آماری برای تجزیه
Ti:  ،اثر تیمارهای آزمایشیeij :اثرات باقیمانده. 
 

 های پژوهش یافته

بیشترین  (EY) و گروه کنترل L2 تیمارنشان داده شده است، نتایج این پژوهش بیانگر آن بود که  2که در جدول  طورهمان
 8/1)داشتندL1 داری با تیمارتفاوت معنیکه این دو تیمار طوریبه(  7/66 ± 8/1و   5/65 ± 8/1) میزان جنبایی کل را نشان دادند
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با این مقدار بالاتری نسبت به سایر تیمارها نشان داد، L2 (5/1 ± 5/55 ) ونده، تیماردر خصوص جنبایی پیشر( داشتند. 2/58 ±
گروه با اختلاف معنی داری بالاتر از  مشاهده نشد. P) >05/0 ((3/52 ± 5/1) داری بین این تیمار و گروه کنترلحال تفاوت معنی

های حرکتی در این پژوهش تحت تاثیر تیمارها سایر گروهها بود اگرچه با تیمار کنترل تفاوت معنی داری نداشت سایر فراسنجه
 (.2)جدول قرار نگرفتند

 سپرم سگ پس از فرایند انجماد و ذوب، نتایج به صورت میانگینهای سرعت اهای حرکتی و فراسنجهاثر سطوح مختلف نانولیپوزوم لسیتین سویا بر ویژگی .2جدول 

درصد  2رقیق کننده حاوی  L2درصد نانولیپوزوم لسیتین سویا، : 1: رقیق کننده حاوی  P: L1) >05/0 (خطای استاندارد میانگین نشان داده شده است   ±
 درصد زرده تخم مرغ 15: رقیق کننده بر پایه EYلسیتین سویا،  درصد نانولیپوزوم 3رقیق کننده حاوی  L3نانولیپوزوم لسیتین سویا، :

Table 2. Effects of different levels of soy lecithin nanoliposomes on the kinematic parameters of post-thaw 

canine sperm. Results are mean ± SEM. Differing letters within a row indicate P<0.05; L1: Extender containing 

of 1% soy lecithin nanoliposome, L2: Extender containing of 2% soy lecithin nanoliposome, L3: Extender 

containing of 3% soy lecithin nanoliposome, EY: 15% Egg yolk-based extender 

   Groups   

P-value L3 L2 L1 EY  

0.05< ab1.8±  62.0 a1.8±  65.5 b1.8±  58.2 a1.8 ±66.7 Total motility 

(%) 

0.05< c1.5±38.4 a1.5±55.5 b1.5±45.3 a1.5±52.3 
Progressive 

Motility (%) 

NS 23.5±1.9 25.2±1.9 27.1±1.9 27.4±1.9 VSL (µm/s) 

NS 62.0±1.7 60.0±1.7 62.5±1.7 64.0±1.7 VCL (µm/s) 

NS 21.2±1.4 24.1±1.4 22.2±1.4 25.7±1.4 VAP (µm/s) 

NS 54.4±1.9 52.2±1.9 50.0±1.9 53.0±1.9 STR (%) 

NS 20.7±1.5 21.4±1.5 24.0±1.5 25.7±1.5 LIN (%) 

NS 3.2±0.4 3.4±0.4 3.0±0.4 3.3±0.4 ALH (µm) 

سرعت اسپرم در خط مستقیم، : VSLاست.درصد  5در سطح معنی داری های مختلف دار در تیماردهنده وجود تفاوت معنیها نشاندر ردیف حروف غیر مشابه
VCL  :شده،  سرعت واقعی اسپرم در مسیر طی :VAP  میانگین سرعت در مسیر مستقیم :LIN   ،معیار خطی بودن حرکت اسپرم که برحسب درصد :STR 

  جانبی بر حسب میکرومتر،های حرکته بیشترین دامن ALH: معیار مستقیم بودن حرکت اسپرم برحسب درصد 

 

 L2نیگروزین نشان داد که   تیمار  -رنگ آمیزی اِئوزین زنشان داده شده است  نتایج حاصل ا 3همانطور که در جدول شماره 
داری با تفاوت معنیکه این مقدار طوریبه   به خود اختصاص داد(  را 5/65 ± 7/1سلول )درصد زنده مانی بالاترین درصد 

داری تفاوت معنیبا این حال، . P) >05/0 (( داشت5/53 ± 7/1و  3/5۹ ± 7/1تفاوت معنی داری )به ترتیب  L3 و  L1  تیمارهای
 .مشاهده نشد(  7/1 ± 3/64) (EY) و گروه کنترل L2 بین تیمار

 و گروه کنترلL2 (3/1 ± 5/6۹  )تیماربر اساس این نتایج، آورده شده است.  3هاست در جدول شماره نتایج حاصل از آزمون 

(EY) (3/1 ± 0/62) داری بین این دو تیمار تفاوت معنیکه طوریبالاترین درصد فعالیت غشای پلاسمایی را نشان دادند، به
داری با تفاوت معنیکه (  بود 3/1 ± 0/53) L3 کمترین درصد فعالیت غشای پلاسمایی مربوط به تیمار. P) >05/0 (مشاهده نشد

 .P) >05/0 (نشان داد وه کنترلو گر L2 تیمار

 2های این مطالعه نشان داد که تیمار حاویآورده شده است. یافته 3نیز در جدول  یکپارچگی آکروزوم اسپرمنتایج مربوط به  
داری معنیبا این حال تفاوت نشان داد، ( 1/78 ± 2/2) بالاترین درصد یکپارچگی آکروزوم را (L2) نانولیپوزوم لسیتین سویادرصد 

 .P) >05/0 (مشاهده نشد(  2/2 ± 7/75) (EY) بین این تیمار و گروه کنترل

نشان داده شده است. نتایج به دست آمده از این ارزیابی نشان داد  3نتایج حاصل از ارزیابی ریخت شناختی در جدول شماره 
 .P) >05/0 (که از نظر ریخت شناختی، تیمارهای مختلف تفاوت معنی داری با هم نداشتند 
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ذوب شده سگ. نتایج به  -منجمد اثر سطوح مختلف آلفا لیپوییک اسید بر  زنده مانی، یکپارچگی غشاء، یکپارچگی آکروزوم و ریخت شناختی اسپرم   .3جدول 

 2رقیق کننده حاوی  L2درصد نانولیپوزوم لسیتین سویا، : 1: رقیق کننده حاوی  P: L1) >05/0 (خطای استاندارد میانگین نشان داده شده است   ± صورت میانگین
 درصد زرده تخم مرغ 15: رقیق کننده بر پایه EYدرصد نانولیپوزوم لسیتین سویا،  3رقیق کننده حاوی  L3درصد نانولیپوزوم لسیتین سویا، :

Table 3. Effect of different levels of soy lecithin nanoliposomes on post-thaw canine sperm viability, membrane 

integrity, Acrosome imtegrity, and morphology. Results are mean ± SEM. (P<0.05). L1: Extender containing of 

1% soy lecithin nanoliposome, L2: Extender containing of 2% soy lecithin nanoliposome, L3: Extender 

containing of 3% soy lecithin nanoliposome, EY: 15% Egg yolk-based extender 

   Groups        

P-value L3 L2 L1 EY  

0.05< c1.7±53.5 a1.7±65.5 b1.7±59.3 a1.7±64.3 Vability (%) 

0.05< c1.3±53.0 a1.3±69.5 b1.3±60.5 b1.3±62.0 Cell membrane 

functionality (%) 

0.05< b2.2±70.4 a2.2±78.1 b2.2±66.5 a2.2±75.7 Morphology (%) 

NS 80.7±3.3 82.8±3.3 82.4±3.3 84.5±3.3 Acrosome imtegrity 

(%) 

 است.درصد  5در سطح معنی داری های مختلف دار در تیماردهنده وجود تفاوت معنیها نشاندر ردیف حروف غیر مشابه

 

 بحث
دهد. نتایج مطالعه حاضر درک ما را از نقش نانوذرات لسیتین سویا در حفظ خواص عملکردی اسپرم منجمد سگ افزایش می 

–درصد نانوذرات لسیتین سویا توانست جنبایی کل و پیشرونده اسپرم را پس از فرآیند انجماد 2کننده حاوی نشان داد که رقیق

 بالاتر هاگروه سایر به نسبت تیمار این در شدهمشاهده مقادیر اگرچه که ایگونهبه کند؛ حفظ کنترل گروه مشابه سطحی در ذوب
 عدم و اسپرم کیفیت بر سویا لسیتین نانوذرات حفاظتی اثر بیانگر هایافته این. نشد مشاهده کنترل گروه با داریمعنی تفاوت اما بود،

بز همسو است،  ی همچونهادر گونه یقبل قاتیبا تحق نتایج نیا.است ذوب–انجماد از پس حرکتی پارامترهای بر منفی اثر ایجاد
گزارش شده است  ایسو نیتلسی نانوذرات درصد 2 و مرغتخم زرده درصد 20 یهاکنندهقیرق نیبر حفظ اسپرم ب یکه اثرات مشابه

(Sun et al., 2020) .یمناسب یهانیگزیبه عنوان جا استممکن  ایسو نیتیبر لس یمبتن یهاکنندهقیکه رق دهدینشان م جینتا نیا 
 یمبتن یهاکنندهقیرق دوارکنندهیکاربرد ام شتر،یمختلف عمل کنند. مطالعات ب یهاانجماد اسپرم در گونه یمرغ برازرده تخم یبرا

 Beccaglia et al., 2009; Kmenta et al., 2011; Reed et)اندکرده دییتأ شتریاد اسپرم بانجم یهارا در پروتکل ایسو نیتیبر لس

al., 2009)مواد  یمحافظت یهاسمیاسپرم و مکان یغشا ییایمیوشیممکن است به خواص ب هاافتهی نیا یکیولوژیزیف ی. مبنا
 محافظ انجماد نسبت داده شود. 

تفاوت  درصد نانولیپوزوم 2پایه بر  کنندهقینشان داد که رق ءغشا تیو فعال یکپارچگی یهایابیارز جیدر مطالعه حاضر، نتا
مطالعات نشان ،. نشان داد نسبت به سایر تیمارهای حاوی نانولیپوزوم درصد را نبالاتریاما  وجود نداشت گروه کنترلبا  یداریمعن

 یغشا یدهایپیکه فسفول دهدینشان م نیبگذارند. ا ریاسپرم تأث یغشا بیبر ترک توانندیم کنندهقیرق باتیترکداده است که 
 ن،یتیلسنانولیپوزوم  برپایه کنندهقیرق رسدیکنند. به نظر م رییتغ کنندهقیموجود در رق دهایپیفسفول بیتوسط ترک توانندیاسپرم م

. آوردبعمل میرا  خوبی از غشای اسپرممحافظت  نیو بنابرا کندیاسپرم فراهم م یغشا یرا برا دهایپیاز فسفول یمتنوع بیترک
لازم  ییغشا یریپذاست که انعطاف (PUFA)چندگانه  راشباعیچرب غ یدهایاز اس یقابل توجه یهاغلظت یاسپرم حاو یغشا
 لیتشک قیاز طر ستمیس نیا شود،یآغاز م ویداتیکه استرس اکس یحال، هنگام نی. با اکندیرا فراهم م زیآمتیلقاح موفق یبرا
 ,Dix & Aikens) شودیم تیخودتقو کنند،یرا منتشر م ویداتیاکس یهاکه واکنش دکنندهیاکس باتیترک ریو سا دهایدروپراکسیه

1993; Parks & Hammerstedt, 1985). مؤثر عمل  دانیاکسیآنت کیبه عنوان  ایسو نیتیاند که لسنشان داده یمتعدد قاتیتحق
 Judde et)ابدییم شیافزا شود،یم یغن نیکول لیدیفسفات یکه با سطوح بالا یهنگام ژهیآن به و یمحافظت یو اثربخش کندیم
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al., 2003; Nasir et al., 2007)بر  یمبتن یهاکنندهقیرق یاوقات به خوب یگاه نیتیبر لس یمبتن یهاکنندهقیحال، رق نی. با ا
درصد  2تخم مرغ باشد. در مطالعه حاضر نیز رقیق کننده بر پایه  زرده دیپیفسفول بیترک لیبه دل احتمالاً کنند،یزرده عمل نم

کننده به خوبی نانولیپوزوم تفاوت معنی داری با زرده تخم مرغ نداشت و در پارامترهای مورد بررسی در این مطالعه این دو رقیق
 د.سبب حفظ کیفیت اسپرم سگ پس از انجماد و یخ گشایی شدن

و تفاوت  نشان داد  بالاترین درصد یکپارچگی آکروزوم را  نانولیپوزوم لسیتین سویادرصد  2تیمار حاوی ،پژوهش حاضردر 
 ایسو نیتیباشد. لس ایسو نیتیلس یدیپیخواص فسفول لیبه دل تواندیکه م مشاهده نشد داری بین این تیمار و گروه کنترلمعنی
است.  لیدیزوفسفاتیو ل نیسر لیدیفسفات ک،یدیفسفات دیاس تول،ینوزیا لیدیفسفات ن،یاتانول آم لیدیفسفات ن،یکول لیدیفسفات یحاو

 یندهایدر عملکرد اسپرم و فرآ یو به طور قابل توجه کنندیاسپرم عمل م یغشا یاصل یبه عنوان عناصر ساختار دهایپیفسفول
و اسپرم  اهو ادغام تخمک یمرتبط با غشاء مانند واکنش آکروزوم یدادهای. رو(Helmerich & Koehler, 2003) لقاح نقش دارند

 شیآرا لی. به دل(Tavilani et al., 2007)مهم هستند  اریاسپرم بس یاتیعمل ییبقا، بلوغ و کارا یدارند که برا یبستگ دهایپیل نیبه ا
 ،یسلول یبه غشاها هیشب ،یضرور یدیپیل یهاهیدارند خود را به صورت دولا لیتما باتیترک نی(، اکیپاتی)آمف یرقطبیغ-یقطب
 Zhao)کنندیعمل م نیکول لیدیبه عنوان منابع فسفات نیتیاست که هم زرده تخم مرغ و هم لس نیدهند. نکته قابل توجه ا شیآرا

et al., 2023).  یتوکندریبر عملکرد و تحرک م یقابل توجه راتیتأث نیتیلس کمگزارش شده است که زرده تخم مرغ و سطوح 
زرده تخم مرغ در انجماد  یبرا یمناسب نیگزیبه عنوان جا تواندمی ایسو نیتیلسرقیق کننده بر پایه نانولیپوزوم  جه،یدارند. در نت

 نهیبه یهاکه غلظت ه شده استدنشان دا ای مطالعه در .(Dalmazzo et al., 2018; Zhao et al., 2023)اسپرم سگ عمل کند
 یبرا ینیگزیبه عنوان جا تواندیم نیتیلس دهدمی نشان که است، درصد 20 و1 بیبه ترت در رقیق کننده و زرده تخم مرغ نیتیلس

 1زرده تخم مرغ و  پلاسمای درصد 20 حاوی یکنندهقیرق ن،ی. علاوه بر ا(Forouzanfar et al., 2010)کندزرده تخم مرغ عمل 
نشان  نیزرده تخم مرغ کامل عمل کند. همچن یحاو یسنت یهاکنندهقیرق یمؤثر برا ینیگزیبه عنوان جا تواندیم نیتلسی درصد

 Parks & Lynch, 1992; Pearodwong et) شودیم یو نرخ جوجه درآور یبارور شیباعث افزا بیترک نیداده شده است که ا

al., 2019). لیدر طول انجماد به دل نیتیلسنانولیپوزوم اسپرم، استفاده از  یغشا یکپارچگیمشاهده شده در  راتییبا وجود تغ 
 نانولیپوزوم 2 و زرده یمارهایت نینشان داد که ب نیهمچن مطالعه نی. ا(Parks & Lynch, 1992)شودیم هیآن توص یخواص محافظت

 لیاحتمالاً به دل موضوع نیوجود ندارد. ا یداریتفاوت معن جنبایی و یکپارچگی و فعالیت غشاء درصداز نظر  ایسو نیتلسی
غالب در  دیپی( به عنوان فسفولPC) نیکول لیدیمرغ است. فسفاتو زرده تخم نیتیلس دیپیفسفول بیعمده در ترک یهاشباهت
در  ایسو نیتیلسنانولیپوزوم غلظت  شی. در مطالعه حاضر، افزاکندیپستانداران عمل م یتوکندریم یو خارج یداخل یغشاها

 نیکول لیدیفسفات یسطح خارج سلول شیکه افزا میکنیم شنهادیاسپرم شد. پ تیفیک یمنجر به کاهش پارامترها کنندهقیرق
را  یتوکندریعدم تعادل ممکن است عملکرد م نیشود. ا یو خارج سلول یدرون سلول یهاطیمح نیاختلاف ب جادیباعث ا تواندیم

 نیکول لیدیاز فسفات یغن یهانیتیلسنانوذرات بالاتر  یهاشده با نسبت اهدهمش یتوکندریکاهش عملکرد م جهیمختل کند، در نت
 .دهدیم حیرا توض

 یریگجهینت

درصد نانولیپوزوم لسیتین سویا توانایی حفظ کیفیت اسپرم سگ پس  2کننده حاوی این مطالعه نشان داد که استفاده از رقیق
 حاوی تیمارهای بین دارمعنی تفاوت مشاهده عدم. دارد مرغتخم زرده حاوی کنندهرقیق مشابه سطحی در را ذوب–از فرآیند انجماد

 تحرک، جمله از اسپرم، کیفی پارامترهای بر منفی اثر ایجاد عدم و هانانولیپوزوم حفاظتی اثر دهندهنشان کنترل گروه و نانولیپوزوم
 بر بالقوه جایگزین یک عنوانبه تواندمی سویا لسیتین نانولیپوزوم اساس، این بر. است غشایی یکپارچگی و مانیزنده مورفولوژی،

ای های سردسازی و انجماد اسپرم سگ مطرح شود و گزینهمرغ در پروتکلزرده تخم حاوی هایکنندهرقیق برای گیاهی منابع پایه
 باروری در سگ باشدهای کمکقبول برای کاربرد در فناوریقابل

 عتعارض مناف

 .ندارد هیچگونه تعارض منافع بین نویسندگان وجود
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