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 چکیده
طرح کاملاً  کیبا استفاده از چهار رأس بز در قالب  یشیآزما ،اسپرم بز یریبر انجمادپذ مرغ اثر سطوح مختلف زرده تخم سهیمنظور مقا به

 قیرق درصد 20و  15دو سطح زرده در  هیبر پا کننده قیو در رق یآور جمع دو بار در هفته از حیواناتها  نمونه. انجام شد شش تکراربا  یتصادف

درصد  ،یکپارچگی غشا، CASAاسپرم با کمک  ی حرکتیها یژگیو ازجملهکیفی  یهافراسنجه ،ییگشاخیو سپس منجمد شدند. پس از 

مورد   DNA شدن‌قطعهقطعهآکروزوم و  یکپارچگی ،آپپتوز وضعیت ،یعیی اسپرم با شکل طبها ، درصد سلولفعال یهای اسپرم با غشا سلول

 20 یحاو کننده قیدر رق رونده، شیپ ییکل و جنبا یی. جنباشدند زیآنال  SASافزار نرم GLM هیها با استفاده از رو قرار گرفتند. داده یابیارز

 دار یمعن تفاوت (35/52±29/1 و 21/68±69/1 بیترت‌درصد زرده )به 15 ر برابرد( 57/52±29/1 و 00/69±69/1 بیترت‌درصد زرده )به

 بیترتدرصد زرده )به 20 یحاو کننده قیدر رق یعیهای اسپرم طب و درصد سلول فعال یدرصد اسپرم زنده، اسپرم با غشا نی. همچننداشت

( 25/79±85/1 و 37/72±43/2 ،65/86±08/1 بیترتزرده )به درصد 15 یحاو کننده قیرق در و (31/84±85/1 و 43/2±80/72 ،08/1±88/83

اما  نداشت. داری معنیبین دو گروه آزمایشی تفاوت  DNAشدن قطعه قطعهدرصد اسپرم با آکروزوم سالم و نرخ داری نداشتند. اختلاف معنی

 (52/45±17/0)درصد 15حاوی  گروه به نسبت (18/46±17/0)درصد  20ی در گروه حاوی شتریب زنده  های اسپرم سلول ،یسآپپتوز آزموندر 

مرغ است، درصد زرده تخم 20کننده حاوی انجمادپذیری اسپرم بز در رقیقنسبی دهنده بهبود ی حاضر نشانهاداده (.P<05/0)دیده شد زرده 

 نیاز است.، به مطالعات باروری درون تنی کننده قیرقدر خصوص سطح مناسب زرده در  تر قیدقبرای اظهارنظر اما 

 

 .منی، مرغ تخمزرده ، کننده قیرق بز، ی کلیدی:ها واژه
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ABSTRACT 
This research aimed to evaluate two concentrations of egg yolk inclusion rate (15% and 20%) in the semen extender 
of goat semen cryopreserved during breeding season. Thirty ejaculates were collected from five trained Mahabadi 
goats and diluted in egg yolk based extenders. The semen samples were frozen, and after thawing evaluated for 
seminal characteristics i.e. sperm motility and morphology, membrane and acrosome integrity, viability, apoptosis 
status and DNA fragmentation. The data were analyzed using GLM procedure in SAS software. There were not 
significant differences in total and progressive motility of sperm in 20% egg yolk extender (69.00±1.69 and 
52.57±1.29 respectively) and 15% egg yolk extender (68.21±1.69 and 52.35±1.29 respectively). Moreover, sperm 
viability, membrane integrity, and normal sperm cells percentage in extender with 20% and 15% egg yolk were 
evaluated to be (83.88±1.08, 72.80±2.43, and 84.31±1.85) and (86.65±1.08, 72.37±2.43, and 79.25±1.85) 
respectively. Also, in the terms of sperm with intact acrosome and DNA fragmentation rate, no significant differences 
were observed in the extenders. In the apoptosis test, more live sperms were observed in the group containing 20% 
egg yolk compared with the one containing 15% egg yolk. To elucidate the effect of diluents used in present study on 
sperm fertility, further studies should be conducted in vivo.  
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 مقدمه

 استفاده مصنوعی، تلقیح از استفاده برای گام نیتر مهم

 از بتواند که است منی مناسب انجماد محیط از

 -انجماد های آسیب برابر در  اسپرم یها سلول

 را اسپرم جنبایی و یمان زنده و کند محافظت ییگشا خی

 اضافه از هدف کند. حفظ گشایی یخ-انجماد از پس

 تأمین به مایع منی برای انجماد،  کننده قیرق کردن

 از ها سلول حفاظت اسپرم، های سلول ازین مورد انرژی

 و یزیکیف های تنش کاهش دمایی، های آسیب

 و ییگشاخی و انجماد کردن، سرد از ناشی شیمیایی

زنده ماندن  برای مناسب محیط یک ایجاد تیدرنها

 است. ها اسپرم

 درون یخ یها ستالیکر تشکیل و سرمایی تنش

 هستند منی انجماد فرآیند مشکلات نیتر مهم سلول،

 در بیوشیمیایی و ساختاری یها بیآس موجب که

 انجمادی حفظ برای جهت همین به ،شوند یم اسپرم

عنوان  به زرده وجود دارد. ،ها محافظ سرما به نیاز اسپرم

 پستانداران اسپرم کننده رقیق در معمول اجزای از یکی

 برون محافظ سرما ،مرغ تخم ی زرده شود.استفاده می

 محافظت سرمایی تنش از را اسپرم و است سلولی

 ،مرغ تخم ی هزرد ی نگهدارنده بخش نیتر . مهمکند یم

 از که هستند (LDL) پایین چگالی با یها نیپوپروتئیل

زرده  .دنکن یم محافظت انجماد طی غشا یکپارچگی

 -مرغ علاوه بر دارا بودن بخش سرما محافظتیتخم

حاوی  -های با چگالی پایینیعنی لیپوپروتئین

های کنندهترکیبات دیگری است که در عملکرد رقیق

مرغ باشند. برای مثال زرده تخممی مؤثربر پایه زرده 

و  Eاکسیدان قوی مانند ویتامین حاوی چندین آنتی

فسویتین است که دارای پتانسیل بالایی برای مهار 

ای اکسیداسیون، اکسیداسیون لیپید و واکنش زنجیره

 ,.Bencharif et al) پراکسیداسیون غشای اسپرم است

نزیم بر اساس نتایج تحقیقات مختلف آ .(2008

مترشحه از غدد کوپر بز، باعث آزاد شدن  Aفسفولیپاز 

اسیدهای چرب غیراشباع اولئیک و لینولئیک و 

شود اسیدهای چرب اشباع پالمیتیک و استئاریک می

و اختلال در تنفس  pHکه نتیجه این عمل کاهش 

و محدودیت  (Amoah & Gelaye, 1997) سلولی

با این  .شودز میکننده منی باستفاده از زرده در رقیق

حال مشخص شده که غلظت این آنزیم تغییرات فصلی 

داشته و در فصل تولید مثلی شاهد حداقل مقادیر این 

 . با(Nunes, 1982) آنزیم در مایع منی بز هستیم

 ترکیبات با مناسب کننده قیرق یک از استفاده

 از ناشی باروری افت مشکل بر توان یم ،کننده محافظت

 در طبیعی و جنبا زنده، آیسپرماتوزوا درصد کاهش

 در یمؤثر گام غلبه کرد و یخ گشایی،-انجماد پی

 برداشت.  مصنوعی موفقیت تلقیح

درصد زرده  12گزارش شده است که غلظت 

درصد، بر جنبایی  6و  5/1مرغ نسبت به غلظت  تخم

رونده و یکپارچگی غشای پلاسمایی و آکروزوم پیش

. در (Cabrera et al., 2005)اسپرم بز اثر مثبتی داشت 

داری مطالعه دیگری در فصل تولیدمثلی تفاوت معنی

 5/2های منی بز حاوی کنندهدر نرخ باروری بین رقیق

 Bispo et) مرغ وجود نداشتدرصد زرده تخم 20و 

al., 2011.)  ی که بر روی منی قوچ انجام ا مطالعهدر

رتیب شد، بیشترین و کمترین درصد تحرک اسپرم به ت

و  مرغ تخمدرصد زرده  20مربوط به تیمار حاوی 

درصد زرده  10هشت درصد گلیسرول و تیمار حاوی 

 Forouzanfar et) درصد گلیسرول بود 4و  مرغ تخم

al., 2010). که استفاده از درصدهای  با توجه به این

کننده منی منجر به مرغ در رقیقمختلف زرده تخم

 این انجام از ا هدفگزارش نتایج متفاوت شده، لذ

مرغ در یابی به سطح بهینه زرده تخمپژوهش، دست

ی پیشرفته ها یابیارز کننده منی بز با استفاده ازرقیق

 .بود اسپرم بز انجماد برون تنی برای

 

 هامواد و روش

هفته  ششمدت  و به در فصل تولیدمثلی شیآزما نیا

و  یکشاورز سیپردعلوم دامی  یپژوهش مزرعهدر 

واقع در شهرستان کرج دانشگاه تهران  یعیبع طبمنا

 شگاهیدر آزمامراحل انجماد اسپرم . انجام شد

و منابع  یکشاورز سیپرد یگروه علوم دام یولوژیزیف

پژوهش، از  نیدر ا .دیدانشگاه تهران اجرا گرد یعیطب

استفاده  آموزش دیده نژاد مهابادی بز نر چهار یمن

 کسانی طیدر شراسال،  3-4نر با سن  یشد. بزها

. شدند ینگهدار یتیریو مد یطیمح ،یا هیتغذ

دو بار در  یبا استفاده از واژن مصنوع یمن یآور جمع
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 اواخرتا  بهشتیارد اواخرهفته از  6، به مدت هفته

و  یمن یآور انجام شد. بلافاصله پس از جمع تیرماه

 یبر رو ییابتدا یها ی، بررسآزمایشگاهانتقال آن به 

 75/0-2 نیحجم ب یدارا یها . نمونهگردید انجام یمن

اسپرم در  5/2×109 از شتریغلظت ب تر،یل یلیم

 یعیدرصد و اسپرم طب 70از  شتریب ییجنبا تر،یل یلیم

 مناسبعنوان نمونه  در هر انزال به ،درصد 85از  بالاتر

 نیب یحذف اثرات فرد یدر نظر گرفته شد و برا

 کننده قیرق .شدندمخلوط  مناسب یها نمونه ،نر یبزها

 سیتریک گرم در لیتر، 2/30: تریس) تریس بافر حاوی

 ،(گرم در لیتر 5/12: فروکتوز گرم در لیتر، 17: اسید

 ،(حجمی/ حجمی 20% یا %15) مرغ تخمزرده 

 شکستن از پس .بود (حجمی/ حجمی %5) گلیسرول

آن به یک دیش استریل منتقل شد و  ی زرده مرغ، تخم

محتوای  یتریل یلیم 20سرنگ  با استفاده از یک

 از پس. شد خارجمرغ  ی تخم دور زرده ی دهیسف

 50در لوله کونیکال ها را  زردهچندین زرده،  جداسازی

با  ،زردههمگن کردن  ی ریخته و برایتریل یلیم

ی  استفاده از زرده . غلظت موردیکدیگر مخلوط شدند

 -صورت درصد حجمی مرغ در این آزمایش به تخم

 بامرغ  ی تخم زرده کردنود. پس از حل حجمی ب

بافر  ی هیدرصد در محیط بر پا 20و  15 یها غلظت

انجماد پس از  طیافزوده شد. مح سرولیگل ،تریس

 پسشد.  ینگهدار گراد یدرجه سانت 5 یدر دما ه،یته

 ،(کننده قیرق حجم 20 منی، حجم 1) یساز قیرق از

جه به مدت دو ساعت در یخچال چهار در ها نمونه

 یریشگیجهت پی شدند. در آخر، سردسازگراد  سانتی

از پر شدن، در  شیها پوتیپا ،ییدما یهااز تنش

  شدند. ینگهدار خچالی یدما

است که  یا گونه  انجماد به هایوتیپا ساختار

شده  دهیپوش کولگلای لنیات یپل لهیوس آن به یسو کی

 با استفاده ازسوی دیگر آن پس از کشیدن نمونه،  و

به مدت  هاوتیسپس پا .شد بسته تیرهماتوکریخم

سطح  یبالا یمتر یسانت پنجدر فاصله  قهیدق 15-10

 عیو سپس درون ازت ما دازت در بخار ازت قرار گرفتن

 . برایو در تانک ازت قرار گرفتند هور شدغوطه

 از هاپایوت کردن خارج از پس منی، گشایی یخ

 به و اتاق دمای در ثانیه 10 مدت به مایع، نیتروژن

 گراد، سانتی درجه 37 گرم آب حمام در ثانیه 45 مدت

 گرفتند. قرار

اسپرم با  یحرکت هایفراسنجه ،مطالعه نیدر ا

 ,CASA (CASA, Video Test-Sperm 2.1 ستمیس

St. Petersburg, Russia)، یکپارچگی غشای اسپرم با 

 شناختیریخت ن،یگروزین-نیائوز یزیآم روش رنگ

اسپرم به  فعالیت غشایبا محلول هانکوک، اسپرم 

روش  اسپرم به وضعیت آپپتوزیس ،HOST روش

-PSAروش  آکروزوم به یکپارچگی ،یتومتریفلوسا

FITC و قطعه قطعه شدن DNA روش  بهSCSA  انجام

  گرفت.

شامل:   CASAآنالیز شده توسط  هایفراسنجه

 PM))رونده جنبایی پیش، (%) TM))کل جنبایی 

، VAP (µm/s))) مسیر سرعت در یانگینم، (%)

سرعت در  ،VSL (µm/s))) سرعت در مسیر مستقیم

 (، جنبایی عرضی سرVCL (µm/s)) مسیر منحنی

((ALH (µm/s) ی خطی بودن جنبای، درصد((Lin 

بود.  STR (µm/s))) و راستی مسیر طی شده (%)

آمیزی پلاسمایی از رنگ برای ارزیابی یکپارچگی غشای

ی این روش پایهنیگروزین استفاده شد.  -ائوزین

رنگ ائوزین  ،اسپرم مردههای سلولگونه است که  این

زنده رنگ  هایسلولکنند، ولی را به خود جذب می

اسپرم  تریل کرویم 10گیرند. برای ارزیابی نمونه نمی

سمپلر بر روی یک لام گرم و تمیز قرار داده  لهیوس به

با  زیر میکروسکوپ ها ، لامیزیآم پس از رنگ .شد

اسپرم  200لام، . از هر ندشد ارزیابی 400نمایی بزرگ

رنگی )مرده( و رنگ  هایسلولشمارش شد و درصد 

 یغشا تیفعال یابیارزبرای  محاسبه شد. ،نشده )زنده(

 300 امنی بنمونه از  تریل کرویم 30اسپرم  ییپلاسما

با فشار اسمزی از محیط هایپواسموتیک  تریل کرویم

 30اسمول بر کیلوگرم، مخلوط و پس از میلی 100

 10 ،گراد یدرجه سانت 37دمای  انکوباسیون دردقیقه 

ریخته و لامل گذاری لام  یبر رو مخلوطاز  تریل کرویم

شد. لام حاصل، زیر میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 

اسپرم شمارش  200 لام تعداداز هر ارزیابی شد.  400

های )اسپرمخورده دم گره یداراهای و درصد اسپرم

 ,Revell & Mrode) شدمحاسبه  دارای غشای فعال(

1994). 
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از محلول هانکوک  ،یشناس ختیر یابیارز یبرا 

هانکوک شامل  طی. محHancock, 1994)) شداستفاده 

 تریل یلیم 150درصد(،  37) نیفرمال تریل یلیم 5/62

 500محلول بافر و  تریل یلیم 150 ن،یمحلول سال

 یابیارز یبرا .است ریآب دو بار تقط تریل یلیم

اسپرم سه قطره از هر نمونه اسپرم در  یها یناهنجار

 کی یحاو وبیتکرویبه م گراد یدرجه سانت 37 یدما

 کیاز محلول هانکوک افزوده شد. سپس  تریل یلیم

لام قرارگرفته و لامل  یمحلول بر رو نیقطره از ا

 ییبا بزرگنما وسکوپکریشد و با استفاده از م یگذار

 یمختلف آن عکس گرفته شد. برا یها از بخش 400

 یعیرطبیهای اسپرم غ محاسبه درصد کل سلول

بخش  ده،یچسب یبودن آکروزوم، سرها یعیرطبی)غ

اسپرم  200دم( تعداد  یها بیو آس یعیرطبیغ یانیم

  قرارگرفته و شمارش شد. یبررس از هر نمونه مورد

با  گشاییپتوز پس از یخوضعیت آپ یابیارزبرای 

عنوان  به نیسر لیدیاز فسفاتاستفاده از روش آنکسین، 

 تیکآپوپتو ایبودن   زنده صیتشخ ینشانگر برا کی

. (Zanganeh et al., 2013)شدن اسپرم استفاده شد 

اسپرم، از  ییپلاسما یدر سطح غشافوق  حضور نشانگر

 ای یعیآپپتوز است که در حالت طب هیاول یها نشانه

 افتیاسپرم  توپلاسمیحالت زنده اسپرم در داخل س

از  نیسر لیدیآپپتوز، فسفات ندی. در طول فرآشود یم

به سطح خارج  ییپلاسما یغشا یتوپلاسمیسطح س

 ونیدر حضور  نی. آنکسدهد یمکان م رییتغ یسلول

 نیسر لیدیبه اتصال به فسفات یادیز لیتما میکلس

نشانگر در  کیعنوان  به تواند یم لیدل نیهم دارد و به

 نی. اگر آنکسردیگ اراستفاده قر آپپتوز مورد صیتشخ

با دستگاه  توان یماده فلورسنت متصل باشد م کیبه 

 نیداد. در ا صیرا تشخ آپپتوزمراحل  تومتریفلوسا

 FITCکونژوگه شده با  نیمعمول از آنکس طور روش، به

تا بتوان با آن سه  شود یاستفاده م PIهمراه رنگ 

در  یاآپپتوز   نیمراحل آغاز درزنده،  یسلول تیجمع

 یداد. برا صیآپپتوز/ نکروز را تشخ یینهامرحله 

 یغشا نیسر لیدیفسفات ییجا جابه زانیم یریگ اندازه

 ,IQP-116F, PSD Kit) نیآنکس تیاسپرم از ک

Netherlandکه دستگاه  یدر نمودار شد. ( استفاده

 PIو  یمنف نآنکسی یها نمونه، دهد یم تومتریفلوسا

مثبت و  نیآنکس، عنوان اسپرم زنده ( به-A-/PI) یمنف

PI یمنف (A+/PI- )دچار  یعنوان نمونه زنده ولبه

( +A+/PIمثبت ) PIمثبت و  نیآنکسو  هیآپپتوز اول

در نظر  هیمرده و دچار آپپتوز ثانو معنوان اسپر به

( +A-/PIمثبت ) PIو  یمنف نیآنکسشوند. گرفته می

 نیکه آنکس ،شود یم ینوان اسپرم نکروز شده تلقع به

مثبت باهم کل  PIمثبت،  نیمثبت و آنکس PI ،یمنف

دو گروه  ،مطالعه نی. در اشوند یاسپرم مرده را شامل م

گرفته  ظرهای اسپرم مرده در ن عنوان سلول آخر به

رخداد توسط دستگاه  10000شدند. تعداد 

  ثبت شد. یتومتریفلوسا

آکروزوم، از رنگ  یکپارچگی یریگ اندازه یبرا

 ,.Emamverdi et al) استفاده شد PSA-FITC فلورسنت

اسپرم در  200تعداد  24×24لامل  استفاده از اب (.2013

( Olympus;51BXفلورسنت ) کروسکوپیبا م دیهر اسلا

های  شد. سلول یابیارز کیدر اتاق تار 400 ییبا بزرگنما

 ،نخورده و سالم  وم دستعنوان آکروز سبز به اسپرم با سر

عنوان آکروزوم  های اسپرم با کمربند سبز به و سلول

  در نظر گرفته شد. شده  بیتخر

 از DNAقطعه شدن   قطعه زانیم نییتعبرای 

روش، وجود  نیاساس ااستفاده شد.  SCSAروش 

 هدر هنگام مواجه DNAو  نیساختار کرومات تیحساس

اورنژ  نیدیآکر کیمتاکرومات یها یژگیو و دیبا اس

 رهیدوزنج نیمنومر ب کی عنوان به کرومفلورو نیاست. ا

DNA که  یگیرد. زمان قرار میDNA است،  یعیطب

 DNA رشته تک با کرومکه فلورو یرنگ سبز و زمان

. کند یاز خود ساطع م ،ینارنج-رنگ قرمز ،شود بیترک

های اسپرم رنگ گرفته توسط دستگاه  سلول

های  سلول ،تی. درنهاشوند یمشخص م ،یتومتریفلوسا

های اسپرم زنده  ناسالم از کل سلول DNAبا  اسپرم

 .شود یمشخص م

  SAS افزار نرمها پس از ارزیابی نرمال بودن با داده

تصادفی با مدل  کاملاًدر قالب طرح   GLMو با رویه 

 شد. لیتحل و  هیتجززیر 
Yij= µ + Ai + eij. 

Yij :سطح به مربوط مشاهده i اکتورفم ا A در 

: Ai ،موردنظر صفت برای جامعه میانگین :j  ،µتکرار

 .مانده یباق اشتباه :A، eij فاکتورم ا i سطح
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 نتایج و بحث 

 نشان دو و یک جدول در بز اسپرم یها یژگیو

زرده  درصد 15 حاوی کننده قیرق است.شده  داده

 درصد جنبایی، میزان در یدار یمعنباعث تغییر 

 زنده های اسپرم سلول و رونده شیپ رمهای اسپ سلول

 زرده نشد درصد 20 حاوی کننده قیرقبا  مقایسه در

(05/0>P) .کامپیوتری آنالیز از حاصل نتایج (CASA )

  .استشده   داده نشان 1 جدول در جنبایی با مرتبط

 
 جنبایی های فراسنجه( LSMeans)میانگین  .1 جدول

 خ گشاییمختلف پس از ی تیمارهای در بز اسپرم
Table 1. The effect of different extenders on post-thaw 

sperm motility and motion parameters (Lsmean ± SEM) 
Parameters 15% yolk            20% yolk 

TM (%) 69.00 ± 1.70 68.21 ± 1.68 
PM (%) 52.57 ± 1.24 52.35 ± 1.34 
Lin (%) 32.45 ± 0.84 33.77 ± 0.90 
VSL (µm/s) 28.79 ± 2.37 31.62 ± 2.22 
VCL (µm/s) 72.22 ± 5.30 78.71 ± 4.56 
VAP (µm/s) 37.06 ± 2.86 40.67 ± 2.84 
ALH (µm/s) 2.10 ± 0.09 2.24 ± 0.16 
STR (µm/s) 64.07 ± 1.13 66.03 ± 1.03 
BCF(Hz) 11.30 ± 0.4 11.87 ± 0.48 

 TM(جنبایی  ،)کلPM (وندهر شیپ حرکت،) VAP (مسیر در سرعت 

 مسیر در سرعت) VCL ،مستقیم( مسیر در )سرعت  VSL،میانگین(

 STR  و( جنبایی بودن خطی) LIN سر(، عرضی جنبایی) ALH ،منحنی(

 (شده طی مسیر )راستی

 

 ییجنبا، انجماد موفق عوامل نیتر از مهم یکی

 ادعا .ذوب است -انجماد ندیاز فرآ پس اسپرم مناسب

مرغ  از مواد موجود در زرده تخم یکه برخ شده است

 نیکه ا شود یاسپرم م ییمانع تنفس و کاهش جنبا

 Aires et)می گردد  شتریدرصد زرده ب شیعمل با افزا

al., 2003)یدار ی. اما در پژوهش حاضر تفاوت معن 

زرده  نشد. مرغ مشاهده سطوح مختلف زرده تخم نیب

منی برای های مرغ ترکیب رایج رقیق کنندهتخم

های اهلی است، که نقش آن محافظت بیشتر گونه

غشای اسپرم مقابل شوک سرمایی است. به هر حال 

فسفولیپازهای موجود در پلاسمای منی که با لسیتین 

دهند، ترکیبات سمی برای زرده اثر متقابل می

کنند که استفاده از زرده اسپرماتوزوآ تولید می

هایی از سال یا به دوره های پایینرا به غلظت مرغ تخم

کند که فعالیت فسفولیپازی کاهش یافته، محدود می

(Ritar & Salamon., 1991).  در طول فصل

غیرتولیدمثلی در اثر غلظت بالای پرولاکتین فعالیت 

 Aپیشابراهی افزایش یافته و فسفولیپاز  -غدد پیازی

  Aشود. از طرفی سطوح فسفولیپاز بیشتری تولید می

یدمثلی در کمترین مقدار خود در تول در فصل

آوری شده در پلاسمای منی در مقایسه با منی جمع

تفاوت  .Nunes, 1982))خارج فصل تولید مثل است 

سطوح تستوسترون سرم در فصل تولیدمثل و 

( ng/dl57/288 در برابر   ng/dl7/346 غیرتولیدمثل )

پیشابراهی و  -نیز ممکن است در تحریک غدد پیازی

 Bispo ) باشد مؤثرکننده زرده  های لختهلید آنزیمتو

et al., 2011) گزارش شده که آنزیم لیزوفسفولیپاز .

شود، بر این اساس زرده مهار می توسط برخی ترکیبات

به لیزوفسفولیپاز در منی رقیق  Aفسفولیپاز  که نسبت

به  1سازی کاهش یافت ) طی رقیق( 10به  1نشده )

5/1 )(Chauchan & Ananed, 1990 .) چندین

، ترانسفرین و آلبومین پروتئین نظیر بتالاکتوگلوبولین

-پیازیاثر مثبت غیراختصاصی بر فعالیت لیپاز غدد 

ها یا توان گفت که ایندارند و میپیشابراهی 

های مشابه پلاسمای منی غلظتشان تغییرات  پروتئین

فصلی داشته و فعالیت آنزیمی پلاسمای منی را تعدیل 

از  (.Pelicer-Rubio & Combarnous, 1998) ندکمی

مرغ در های بالاتر زرده تخمرو استفاده از غلظتاین

رقیق کننده و افزایش فشار اسمزی متعاقب آن، منجر 

به دهیدراسیون سلولی و کاهش تشکیل یخ درون 

شود و همچنین با سلولی طی فرآیند انجماد می

وی سطح جایگزینی فسفولیپیدهای تخریب شده ر

سلول در اثر شوک حرارتی و تثبیت غشا، برای 

 Bispo et) کندجلوگیری از اختلال در غشا عمل می

al., 2011.)  درصد زرده  20گزارش شده است که

کننده طی فصل تولیدمثلی منجر به مرغ در رقیقتخم

 Daskin) گشایی شده بز شدافزایش تحرک اسپرم یخ

& Tekin, 1996)برخی محققان . (Ferreia et al., 

2014; Cabrera et al., 2005; Bispo et al., 2011) 

مشاهده کردند که بیشترین غلظت استفاده شده زرده 

کننده  ( در رقیقدرصد20و  10، 12ترتیب  مرغ )بهتخم

منی در فصل تولیدمثل منجر به بهبود خصوصیات 

گشایی شده بز شد. تیمار حرکتی و باروری اسپرم یخ

درصد گلیسرول  7مرغ به همراه  زرده تخم درصد 20

یخ -دارای بیشترین تحرک اسپرم پس از انجماد
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همراه  مرغ به درصد زرده تخم 15گشایی بوده و تیمار 

گشایی درصد گلیسرول کمترین جنبایی اسپرم یخ 5

 .(Forouzanfar et al., 2010) شده قوچ را داشته است

انجام شد، ی بز مرخز بر رودر تحقیقی متفاوت که 

مانی اسپرم در و زنده رونده شیپمیزان جنبایی 

مرغ بیشترین و  درصد زرده تخم 15کننده حاوی  رقیق

 .(Naijian et al., 1396) درصد کمترین بوده است 20

همچنین در تحقیقی که بر روی بز سانن انجام شد، 

مرغ در درصد زرده تخم 18نشان داده شد که 

تری درصد تحرک پایین 6و  12کننده نسبت به  رقیق

 Dias همچنین .(Ustuner et al., 2009)را ایجاد کرد 

تر زرده های پایینمشاهده کرد که غلظت (2010)

کند. طبق نتایج درصد( نتایج بهتری را ایجاد می 5/2)

Bispo et al. (2011)  مرغ درصد زرده تخم 5/2غلظت

درصد نرخ آبستنی را در فصل  20نسبت به غلظت 

غیر تولیدمثلی افزایش داد. علت مغایرت این گزارشات 

توان به تفاوت در ترکیبات  با تحقیق حاضر را می

، نسبت رقیق سازی، نوع و گونه حیوان، کننده رقیق

 کارگیری سطوحی گیری و یا بهتفاوت فصل نمونه

کار رفته در این  متفاوت از سطوح زرده تخم مرغ به

اثر  رسدنظر می ود، بهبا این وجپژوهش، نسبت داد. 

مرغ بر فعالیت انجمادی اسپرم بز منفی زرده تخم

بیشتر برای نژادهای بز کشورهای مناطق معتدله و 

عرض جغرافیایی بالا طی فصل غیر تولیدمثلی اهمیت 

داشته و ممکن است این اثر برای نژادهای مناطق 

شان کمتر تحت تاثیر گرمتر که فعالیت تولیدمثلی

 گیرد، اهمیت نداشته باشد. صلی قرار میتغییرات ف

 آزمون یها داده آنالیز از حاصل نتایج همچنین

 که دهد یم نشان یشناس ختیر و غشا یکپارچگی

وجود  مرغ تخم زرده سطوح بین یدار یمعن اختلاف

 (.P<05/0) ندارد

 یها نیپوپروتئیل را مرغ تخم زرده درصد 60 حدود

 از درصد 15 تا 10 که دهند یم تشکیل کم چگالی با

 فسفاتیدیلازجمله  فسفولیپیدی منابع را مقدار این

 نظر به. دهد یم تشکیل سرین فسفاتیدیل و کولین

 چگالی با یها نیپوپروتئیل رگذاریتأث بخش که رسد یم

 لایه تشکیل با که هستند فسفولیپیدی منابع کم

 محافظت باعث اسپرم غشای اطراف در محافظتی

. شوند یم سرمایی یها بیسآ برابر در اسپرم

 هیلا کی توانند یم فسفولیپیدها که است شنهادشدهیپ

 نِیژلات از بعد اسپرم غشای سطح در را محافظتی

 ,.Phillips et al) بیاورند وجود به ها نیپوپروتئیل شدن

 فسفولیپیدهای که دادند گزارش همچنین. (2009

 دتوانن یم کم چگالی با یها نیپوپروتئیل در موجود

 حین در که اسپرم غشای فسفولیپیدهای از مقداری

کنند  جایگزین ،روند یم بین از سرمایی آسیب

((Graham et al., 1987. از  احتمالا مرغ تخم زرده

 فعال ترکیبات از ناشی های خسارت کاهش طریق

 .میکند محافظت اسپرم غشا پلاسمایی از اکسیژن

 
برخی صفات مربوط به  (LSMeans)میانگین  .2جدول 

سالم در   DNAهنجار و  های اسپرم سلولی، مان زنده

 گشایی تیمارهای مختلف پس از یخ
Table 2. The effect of different extenders on post-

thawed sperm parameters: sperm viability, sperm 

morphology and intact DNA (LSMean ± SEM) 
 Parameters 15% yolk       20%yolk 

Membrane integrity 83.88±1.11 86.65±105 
Sperm viability 72.80±2.46 72.35±2.41 

Normal sperm 85.31±1.76 79.25±1.92 

Sperm with intact acrosome 64.93±2.76 69.53±2.81 
DNA fragmentation rate 1.75±1.77 1.38±1.74 

Membrane integrity  غشای پلاسمایی(، )یکپارچگیSperm viability 

 Sperm with intact اسپرم هنجار(،) Normal sperm، مانی اسپرم()زنده

acrosome  ،)اسپرم با آکروزوم سالم(DNA fragmentation rate  نرخ(

 .(DNAقطعه قطعه شدن 

 

 نیمؤثرتر سرین فسفاتیدیل و کولین فسفاتیدیل 

 ماتوزوااسپر از حفاظت برای فسفولیپیدی بخش

 هایپوزومیافزودن ل .(Graham et al., 1987) هستند

مرغ سبب  زرده تخم نکولی لیدیاز فسفات شده  لیتشک

اسپرم و  یغشا یدهایپیل فاز انتقال یدما رییتغ

اسپرم به سرما شده  تیسبب کاهش حساس جهیدرنت

زرده به  یها نیپوپروتئی. ل(Zeron, et al., 2002) است

به  تواند یم نیو ا چسبند یپرم ماس ییسماپلا یغشا

اسپرم و  ییپلاسما یغشا نیتماس محکم ب

به حفظ  تواند یم جهیکمک کند و درنت دهایپیفسفول

 اسپرم، کمک کند یبه غشا کینزد دیپیل یغلظت بالا

(Watson et al., 2000). 

بین دو  شود یممشاهده  2که در جدول گونه همان

ی دار یمعنالم تفاوت درصد آکروزوم س نظر ازسطح زرده 
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های  وجود ندارد. عملکرد آکروزوم برای توانایی لقاح سلول

ی آکروزوم اجازه ها میآنزضروری است، زیرا   اسپرم

به غشای پلاسمای تخمک منتقل شوند.  ها آنتا  دهند یم

اسپرم،  یشناس ختیموجب تغییراتی در ر حفظ انجمادی

سیب به دم آسیب میتوکندریایی و آ آسیب به آکروزوم،

های ضروری برای نفوذ . آکروزوم، آنزیمشود یاسپرم م

کند. آکروزین یکی از اسپرم به تخمک را ذخیره می

آکروزین( در فعال )پروها است که به شکل غیرپروتئاز

شود. بعد از واکنش آکروزومی،  آکروزوم ذخیره می

پروآکروزین تبدیل به آلفا آکروزین شده و به آکروزوم 

تبدیل به بتا  خود خودبه. سپس آلفا آکروزین بدچس یم

-آکروزین شده و به داخل محیط داخل سلولی رها می

 pHبستگی به  شدت بهشود. فعال شدن پروآکروزین 

یی، گشا خداخل آکروزومی دارد. طی فرایند انجماد ی

آسیب به غشای پلاسمایی ممکن است منجر به افزایش 

pH  پروآکروزین را داخل سلولی شود که فعال شدن

و درنتیجه درصد اسپرم با آکروزوم سالم  کند یمتسریع 

. (Bucak, et al., 2008)دهد پس از انجماد را کاهش می

در  تواند یم کننده قیرقمرغ به  اضافه کردن زرده تخم

را  آکروزومهنگام یخ گشایی، جنبایی و یکپارچگی 

به  ییسرما بیآس. (Dorado et al., 2007)افزایش دهد 

باشد که  ییایمیوشیب ایو  یاسپرم، ممکن است ساختار

 یغشا ،ییپلاسما یدر غشا ،ها بیآس نیا شتریب

و  ییپلاسما ی. غشاافتد یو آکروزوم، اتفاق م یآکروزوم

در  شتریب ،یا هسته یها آکروزوم اسپرم، نسبت به بخش

 یاغش ،تر یصورت جزئ و به رندیگ یقرار م بیمعرض آس

 رتریپذ بیآن آس یدرون ینسبت به غشاآکروزوم  یرونیب

 نیب میرابطه مستق ک. ی(Bousseau et al., 1994)است 

های اسپرم با آکروزوم سالم و درصد  درصد سلول

 Stoll) های اسپرم متحرک بعد از انجماد وجود دارد سلول

et al., 2011.)  اسپرم رابطه  یبارور گر،یطرف داز

 Dhami).م سالم دارد با درصد اسپرم با آکروزو یمیمستق

et al., 1992)  ی بالای زرده ها غلظتگزارش کردند که

های  سلولی و درصد کروموزوممرغ، میزان آسیب  تخم

 . دهد یمی را افزایش عیرطبیغ اسپرم

 DNAقطعه شدن  در این تحقیق، نرخ قطعه

ی دار یمعن( و مشخص شد اختلاف 2ارزیابی )جدول 

توانستند به  ها کننده قیرقبین تیمارها وجود ندارد و 

اسپرم، طی فرایند انجماد  DNAیک اندازه از سلامت 

ی ساز فعالدر  تنها نهیی محافظت کنند. اسپرم گشا خی

است، بلکه نیمی از ژنوم نسل آینده  مؤثرتخمک 

شود و سلامت آن جهت توسط اسپرم منتقل می

 DNAتکوین جنینی، اهمیت بالایی دارد. یکپارچگی 

واقعی از کارکرد طبیعی اسپرم است.  اینهاسپرم نشا

 ریوم مرگطبیعی در اسپرم، به کاهش  DNAوجود 

است که  شده گزارشکند. اولیه رویانی، کمک می

 خاسپرم گاوهای با باروری بالا، در طی فرایند انجماد ی

درصد، دچار آسیب  3تا  2/1یی، به مقدار گشا

اوها با . توان باروری اسپرم گاند شدهکروماتینی، 

. نرخ بالای ابدی یم، کاهش DNAافزایش صدمه به 

اسپرم، همراه با تضعیف رشد رویان  DNAآسیب به 

قبل از جایگزینی، نقص در جایگزینی و افزایش 

انجماد اسپرم منجر به . استاولیه رویان  ریوم مرگ

 Hinsch ) و آپپتوز شده است DNA قطعه شدن قطعه

et al., 2000درصد  نیمطالعه، ب کیدر  نیمچن(. ه

به  بیدناتوره شده و آس DNA های اسپرم با سلول

 یاسپرم همراه با آپپتوز، همبستگ ییپلاسما یغشا

. (Holt et al., 2010)شده است   مشاهده یدار یمعن

 کی زیآن ن یو بارور پرماس نیبه کرومات بیآس نیب

 Hu et) شده است  گزارشی دار یمعن یمنف یهمبستگ

al., 2010). لهیوس اسپرم به نیشدن کرومات دناتوره 

 ردیگ یقرار م کننده قینوع رق ریانجماد، تحت تأث

(Kaufmann et al., 2001.) شده است که   مشاهده

قطعه  ، نرخ قطعهاسپرم در بالاتر دیپیل ونیداسیپراکس

 ییپلاسما یغشا یکنواختیو بالاتر   DNAشدن 

 .(Wilhelm et al., 1996) کندایجاد می یتر نییپا

 

های مختلف بر وضعیت آپپتوزیس کننده. اثر رقیق3جدول 

 (LSMeans)گشایی شده بز  اسپرم یخ
Table 3. The effect of different extenders on apoptosis 

status of post thawed goat sperm (LSMeans) 
P.value SEM 20% yolk 15% yolk Parameters 

0.01 0.17 46.18a 45.52b An-/PI- 
0.03 2.94 35.18a 33.96b An+/PI- 
0.69 0.62 1.75 1.5 An-/PI+ 
0.07 2.84 33.42 25.26 An+/PI+ 
داری هایی که دارای حرف مشترک لاتین نیستند، تفاوت معنیمیانگین

 .(> 05/0Pدارند )
Means with different letters have significantly differences at 5% of 

probability level. 
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شود، مشاهده می 3که در جدول  گونه همان

های درصد زرده، درصد اسپرم 20کننده حاوی  رقیق

( بیشتری را به خود اختصاص داده است. 18/46زنده )

همچنین کمترین درصد اسپرم با آپپتوز اولیه متعلق 

از عواملی  LDLدرصد بود. میزان  15به گروه حاوی %

قرار  ریتأثمرغ را تحت  تخم است که کیفیت زرده

که در هنگام  شود یمو افزایش آن، سبب  دهد یم

آن  یدهایپیفسفول ،ییتنش سرما یشدن ط هیتجز

شود.  دهید بیآس یدهایپیفسفول نیگزیآزاد و جا

-های حرارتی و اکسیداتیو ناشی از فرآیند انجمادتنش

را در  آپپتوزهای مختلفی از گشایی در اسپرم، حالتیخ

کند که به نوبه خود منجر به توکندری ایجاد میمی

از  DNaseهای آپوپتوتیک و ها و آنزیمتولید پروتئین

 ATPمیتوکندری شده که منجر به کاهش تولید 

مشاهده نمودند که  Molinia et al. (1994) .شود می

درصد  5/18درصد بازیابی اسپرماتوزا با اضافه نمودن 

 افت. درصد بهبود ی 5/4در مقایسه 

یی تنش سرمایی به گشا خی -طی فرآیند انجماد

های موجود در شدت فسفولیپیدها و گلیکوپروتئین 

دهد و باعث شروع سطح غشا را تحت تأثیر قرار می

شود. برای های ساختاری و بیوشیمیایی میآسیب

 هایها علاوه بر سرما محافظجلوگیری از این آسیب

خارج سلولی نیز نیاز  هایسلولی به سرما محافظ درون

 ,.Martínez-Soto et al., 2013; Schiller et al) است

لیپیدها برای افزایش سیالیت غشای اسپرم،  (.2000

جلوگیری از تشکیل کریستال یخ در اسپرم در طول 

فرآیند انجماد و افزایش ظرفیت باروری در اسپرم 

 برخی ازدر  .(Maldjian et al., 2005) شود یماستفاده 

تر  مطالعات، گزارش شده است که دلیل کیفیت پایین

%، احتمالاً 20ی زرده کمتر از های حاو اسپرم در گروه

است که محافظت از اسپرم  LDL علت کاهش مقداربه

در برابر تنش سرمایی، حفظ یکپارچگی غشای 

پلاسمایی و بهبود غشای اسپرم در برابر آسیب 

 ;Ferreia et al., 2014) دارد بر عهدهرا   اکسیداتیو

Dashkin et al., 1996; Hu et al., 2011 ). 

 

‌گیری نتیجه

هدف از آزمایش حاضر تعیین بهترین سطح زرده 

مرغ برای انجماد اسپرم بز بود. نتایج آزمایش  تخم

های  فراسنجهداری بین تیمارها در  تفاوت معنی

CASA یکپارچگی غشای اسپرم، اسپرم با غشای ،

 DNA قطعه قطعه شدنآکروزوم و  یکپارچگفعال، ی

بیشترین درصد  ،تیکآپپتونشان نداد. در ارزیابی 

 20زرده کننده حاوی مانی اسپرم مربوط به رقیق زنده

 20استفاده از غلظت دهددرصد بود که نشان می

درصد بوده و محافظت بهتری  15درصد زرده بهتر از 

است. داشته  گشایی یخ -از اسپرم بز طی فرایند انجماد

کار رفته  های کیفی به  از طرفی چون اغلب آزمون

داری را در دو سطح زرده نشان نداد،  اختلاف معنی

تر نیاز به ارزیابی  برای اظهارنظر دقیق رسدمی نظر به

 باروری درون تنی وجود دارد. 

 

 سپاسگزاری
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