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 کیکروسکوپیم يفاکتورها از یبرخ يرون بر یگلوتام افزودن اثرات
  ییخ گشایبعد از  شیاسپرم گاوم

  2یاسید قیجمش ،2اصل یوسفید یمج ، *1رحیم بهشتی

 

  هچکید
ق ین در سطوح مختلف به رقیاثرات افزودن گلوتام یابیارزاین مطالعه  هدف از
 ياز فاکتورها یرخب يبر رو )زرده تخم مرغ - سیتر(شیگاوم یکننده من

 4تا  3(پنج رأس گاومیش بالغ . بود ییخ گشایک اسپرم بعد از یکروسکوپیم
ن یکشور در ا در مرکز تحقیقات و پرورش گاومیش شمال غرب کشور )ساله

انزال به کمک مهبل  20ها شین گاومیمطالعه مورد استفاده قرار گرفتند، از ا
 37 يتحت دما يسازقیها، رقمونهه نیاول یابیپس از ارز .گرفته شد یمصنوع

دان یاکس یفاقد آنتق کننده یرق) 1: صورت گرفت ماریت پنجگراد در یدرجه سانت
 یمن. نیگلوتام مولیلیم 100و  75، 50، 25، 10 يق کننده حاویرق) 2، )شاهد(

ع منجمد یتروژن مایشده و در ن يبندبسته  يتریلیلیم 5/0 يهایق شده در نیرق
 20مدت گراد بهیدرجه سانت 37 يمارها در بنماه پس از انجماد نمونهک ی. شد
 نیمول گلوتامیلیم 25 يحاو ماریشرونده تیاز نظر تحرك پ. ه رفع انجماد شدیثان
از نظر درصد . گر داشتندید يهارا نسبت به گروه هجین نتیبهتر )97/63 ± 16/0(

. ش ملاحظه نشدیمورد آزما يمارهاین تیدار مابیسلامت آکروزم تفاوت معن
) 03/79 ± 37/0(ن یمول گلوتامیلیم 25 يمار حاویها در تاسپرمات یدرصد ح

، یشیآزما يمارهاین تیماب .بالاتر بود) 13/52 ± 40/0(نسبت به گروه کنترل 
 ± 40/0(ن یمول گلوتامیلیم 100 يمار حاویدر تات یدرصد حن یترنییپا

ن در یگلوتامر مناسب یمقادجه گرفت استفاده از یتتوان نیدر کل م .بود) 13/54
  . ش گرددیت اسپرم منجمد گاومیفیتواند به بهبود کیش، میگاوم یق کننده منیرق

  یمن ن، انجمادیش، گلوتامیگاوماسپرم،   :واژگان کلیدي
  

  10/5/91: تاریخ پذیرش    20/2/91: تاریخ دریافت
  

  مقدمه 
شیر در جهـان بـوده و    يي عمدهکنندهگاومیش دومین تولید

گوشـت  ). 5(کنـد  بیش از یک سوم شیر آسـیا را تولیـد مـی   
گاومیش نیـز ارزش غـذایی بـالایی داشـته و در مقایسـه بـا       

. رب اشباع کمتري داردـدهاي چـوك اسیـت گاو و خـگوش
پرورش گـاومیش بـه دلیـل حساسـیت ذاتـی ایـن حیـوان بـه         

  یش فاصلههاي محیطی که باعث بروز خفیف فحلی، افزا تنش
 

 .. Rahimbeheshti@gmail.comشبستر، گروه دامپزشکی، شبستر، ایرانواحد  دانشگاه آزاد اسلامی، - *1

  .، شبستر، ایراندامیشبستر، گروه علوم واحد دانشگاه آزاد اسلامی،  -2

ــاله ــی گوس ــی در آن م  ــ زای ــت و ای ــوار اس ــوند، دش ــر ش ن ام
 ).12(کنـد  هاي سنگینی بر صنعت دامپـروري وارد مـی   خسارت

آوري تلقـیح   است کـه فـن  اهمیت فزآینده گاومیش باعث شده 
ي وري ایـن گونـه  مصنوعی به عنوان نیازي براي افـزایش بهـره  

در طول فرآیندهاي انجماد و رفع انجمـاد  . جانوري مطرح گردد
 ــ   ــرب غیراش ــیدهاي چ ــیون اس ــر پراکسیداس ــاي در اث باع غش

هاي آزاد اکسیژن ایجـاد  هاي فعال و رادیکالپلاسمایی، مولکول
مانی، فعالیـت  زنده گشایی، قابلیتشوند که تحرك بعد از یخمی

ــی درون ــل   آنزیم ــپرم را مخت ــرد اس ــاروري و عملک ــلولی، ب س
 ).2و21(کند می

داراي صورت طبیعی هباسپرم و پلاسماي منی پستانداران 
یدانی از قبیل تائورین، گلوتاتیون، گلوتاتیون اکسآنتی باتیترک

باشند که به عنوان پراکسیداز، کاتالاز و هیپوتائورین می
هاي پراکسیداسیون بوده و براي مکانیسمی در برابر صدمه

- این توانایی آنتی .هستندهاي اکسیداتیو جلوگیري از آسیب

هاي اسپرم به دلیل کم بودن اجزاي اکسیدانی در سلول
ها براي نگهداري اکسیداناین آنتی ووپلاسمی محدود است سیت

بنابراین، اسپرم پستانداران قابلیت و . طولانی مدت کافی نیستند
توانایی کامل براي مقابله با پراکسیداسیون در طول فرآیند 

  ). 1، 3و 15( دد و رفع انجماد را ندارانجما
راي ایجاد هاي خاصی براي استفاده از آمینواسیدها بمکانیسم

 عنوانبه(آمینواسیدها . مایی وجود داردمقاومت در برابر تنش سر
نقش مهمی در جلوگیري از رسوب ) مثال گلوتامین و سیستئین

صورت منجمد و ي اسپرم بههاي غشاء در طول ذخیرهپروتیین
همچنین در افزایش پتانسیل محافظت اسپرم در برابر شوك 

  یـآمینواسیدها در سطح بیرون). 14و 17( سرمایی اسپرم بز دارند
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غشاي سلول اسپرم باعث افزایش تحرك آن، انسجام غشاي  
آکروزوم و افزایش پتانسیل باروري در اسب، میمون و انسان 

). 13و 16(شوند بعد از انجماد منی و رفع انجماد آن می
شود و با نه گلوتامین در طول غشاي اسپرم پخش مییدآمیاس

شاي پلاسمایی اسپرم ترکیب شده و فسفولیپیدها در غ
غشاء را متوقف کرده و سیالیت غشاء را  پراکسیداسیون لیپید

تر اسپرم در برابر دهد که منجر به مقاومت بیشافزایش می
  ).11(شود هاي انجماد و رفع انجماد میآسیب

ق ین در رقیاثرات حضور گلوتام یق، بررسین تحقیهدف از ا
  . ش پس از رفع انجماد بودیم گاومات  اسپریکننده بر خصوص

 
  کار مواد و روش

 هاي منیآوري نمونهجمع  :ي منیآوري و ارزیابی اولیهجمع
در مرکز ) ساله 4-2(ش نر یاز پنج راس گاوم )انزال 20(

تحقیقات و پرورش گاومیش شمال غرب کشور با استفاده از 
به  یآوري، منبلافاصله بعد از جمع. شدمهبل مصنوعی انجام 

ي منی از لحاظ تراکم ارزیابی اولیهتا  آزمایشگاه منتقل گردید،
هایی با تحرك اسپرم نمونهگرفت و اسپرم و تحرك آن صورت 

لیتر اسپرم در میلی 5/2×  109درصد و غلظت بیش از  70بالاي 
قسمت مساوي  6آوري شده به منی جمع .آوري شدندجمع

گراد به ترتیب با رقیق یدرجه سانت 37تقسیم شده و در دماي 
اکسیدان گلوتامین سطح آنتی 5و ) تیمار شاهد(ي پایه کننده

هاي نمونه. مخلوط گردید )مولمیلی 100و  75 ، 50 ،25، 10(
شده و با  يبندبستهلیتري هاي نیم میلیمنی رقیق شده در پایوت

وینیل مهر و موم گردیده و جهت تعادل به پودر الکل پلی
گراد درجه سانتی 37سپس از دماي . ندگرفتی قرار ت افقصور

ها تا پایوت ندشدگراد منتقل درجه سانتی 4به یخچال با دماي 
ساعت در آن دما براي رسیدن به دماي تعادل  4خنک شده و 

سانتی 4در (هاي انجماد ها داخل راكپایوت. شدندنگهداري 
و بعد  ندگرفتر دقیقه قرا 10مدت به ) متري بالاي نیتروژن مایع

یک ماه . شدندور در نیتروژن مایع ذخیره از آن به صورت غوطه

پایوت به صورت تصادفی  5، از هر گروه بعد از انجماد
گراد درجه سانتی 37انتخاب شده و براي رفع انجماد در آب 

  .ثانیه قرار داده شدند 20به مدت 
 ییگشاخیتحرك اسپرم پس از 

ک لام قبلا گرم شده ی يروک قطره اسپرم ذوب شده، ی
گر یدرصد تحرك و د. ک لامل پوشانده شدیگذاشته و با 

. ن شدییتع) 40(کروسکوپ یر میات اسپرم زیخصوص
ظر گرفته ک داده واحد در نین سه مشاهده به عنوان یانگیم
  .دش 

 (Sperm viability) اسپرمات یدرصد ح

 يدیک اسلای يذوب شده رو- منجمد یتر از منیکرو لیم 20
ب یتر ترکیلکرویم 100و با  که قبلا گرم شده قرار داده شد

ه و مخلوط شد) نیگروزین - Bن یائوز( تالیسوپراو يزیآم رنگ
بعداز خشک شدن در هوا، نمونه . ه شدیک گسترش از آن تهی

اسپرماتوزوآ  200 ومشاهده ) 100(کروسکوپ یر مید زیاسلا
) یا جزئیمل به طور کا( سر اسپرم یگرفتگرنگ. رش شدشما

  . استاسپرماتوزوآ مرگ  یبه معن
 (Acrosomal integrity) آکروزوم یکپارچگی

 50ذوب شده در -تر از هر نمونه منجمدیکرولیم 500
ترات یس (W/V)%  9/2در % 1د یترات فرمالدئیتر سیکرولیم

ر یاسپرماتوزوآ ز 200. کس شدیدرات فیه يم دیسدـ  يتر
) آکروزوم(سر اسپرم  کلاهک يبرا) 100(کروسکوپ یم

ه نبود آکروزوم، یشب ییها يناهنجار. ها شمارش شد نرمال آن
  .دش ا آکروزوم متورم شمارش یدار و  آکروزوم موج
  آنالیز آماري

و تجزیه  ندنرم افزار اکسل شد واردهاي حاصله ابتدا داده
و ز به روش تجزیه واریانس یک طرفه ها نیتحلیل آماري آن
جهت . انجام شد 16نسخه  SPSSرم افزار با استفاده از ن

ي میانگین بین تیمارهاي آزمایش و شاهد از آزمون مقایسه
هاي مورد دانکن و براي بررسی همبستگی بین مقادیر فراسنجه

ها در سطح داده. مطالعه از روش پیرسون استفاده گردید
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معنی دار تلقی شده و تمامی نتایج ) P≥05/0(درصد  5احتمال 
  . انحراف معیار نشان داده شده است ±صورت میانگین  نیز به

  
 نتایج

مارها پس از رفع انجماد یها در تشرونده اسپرمیدرصد تحرك پ
طور که در جدول همان. خلاصه شده است 1در جدول 

مار یها در تشرونده اسپرمیشود درصد تحرك پیمشاهده م

ش و آزمای يهان نسبت به گروهیمول گلوتامیلیم 25 يحاو
  ).P≥05/0(دار نشان داد یش معنیافزا شاهد

ها اکسیدانافزایش مقادیر آنتی که باشندنتایج بیانگر این نکته می
بر درصد تحرك  يکمترتأثیر  نیگلوتام مولمیلی 25بیش از 

و  یشیآزما يمارهاین تیماب یاز طرف). P≥ 05/0( اسپرم دارد
دار یوت معنتفا از نظر درصد سلامت آکروزوم مار شاهدیت

  .ملاحظه نشد
  

  اکسیدان گلوتامینسلامت آکروزومی اسپرم بر اساس سطوح تیمار آنتی شرونده ویتحرك پدرصد   - 1جدول 
  

 تعداد نمونه تیمار
درصد تحرك اسپرم 

)میانگین ±انحراف معیار (  

درصد سلامت آکروزوم 
)میانگین ±انحراف معیار (  

f11/0 ± 08/45  09/0 ± 63/68 4 شاهد  
مولمیلی 10گلوتامین   4 d37/0 ±  32/54  14/0 ± 57/68  
مولمیلی 25گلوتامین   4 a16/0 ± 97/63  30/0 ± 48/68  
مولمیلی 50گلوتامین   4 b17/0 ± 68/62  30/0 ± 53/68  
مولمیلی 75گلوتامین   4 c25/0 ± 62/58  21/0 ± 63/68  
مولمیلی 100گلوتامین   4 e11/0 ± 28/48  86/0 ± 57/68  

P  05/0  9/0 ns 
  

        a-f 05/0( باشدیدار میمعندر هر ستون  هاردیفن یتفاوت ماب≤P.(  
        ns 05/0( دارر وجود نداردیاختلاف معن>P.(  

  
  

 25 يمار حاویشود تیملاحظه م 1 نمودارطور که در همان
اسپرم پس از  یماندرصد زندهن یبالاتر نیمول گلوتاممیلی

 یشیآزما يهاو گروهنسبت به گروه کنترل  را ادرفع انجم
ز ین یشیآزما يمارهاین تیماب ). P ≥ 05/0( نشان داددیگر

زان ین میترنیین پایمول گلوتاممیلی 100 يکننده حاوقیرق
    ).P ≥ 05/0(ها را نشان داد اسپرم یمانزنده

  براساس سطوح مختلف گلوتامین هاات اسپرمیحدرصد  - 1نمودار 
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  بحث
ن به ینه گلوتامیدآمیاس مناسبحاضر، افزودن سطوح  مطالعهدر 
موجب  ،زرده تخم مرغ قبل از انجماد -سیتر يق کنندهیرق

کیفیت اسپرم مانند حرکت رو  يهایبهبود قابل توجه در ویژگ
 اماد یاسپرم نسبت به گروه شاهد گردات یدرصد حبه جلو و 
 يمارهاین تیاسپرم ب آکروزومدرصد سلامت دار در یتفاوت معن

انجماد و  يندهایفرآ. دیبا گروه شاهد مشاهده نگرد شیآزما
راشباع یچرب غ يدهایون اسیداسیرفع انجماد در اثر پراکس

- کالیفعال و راد يهاجاد مولکولی، موجب اییپلاسما يغشا

 تیشوند که تحرك بعد از رفع انجماد، قابلیژن میآزاد اکس يها
و عملکرد اسپرم  ي، باروریسلولدرون یمینزت آی، فعالیمانزنده

  ). 2و 21(کند یرا مختل م
اسپرم پخش شده و با  ين در طول غشایگلوتامنه یدآمیاس

شود که یب میترک ییپلاسما يموجود در غشا يدهایپیفسفول
 يهابیتر اسپرم در برابر آسشیت منجر به مقاومت بیدر نها

ن یج حاصل از اینتا). 11( شودیاز انجماد و رفع انجماد م یناش
ها پس از رفع ش درصد تحرك اسپرمیق در خصوص افزایتحق

- یر مواد آنتیج گزارش شده در مورد تأثیگر نتایانجماد با د
 یدان مختلف بر اسپرم گوسفند، خرگوش و گراز همخوانیاکس

افزودن  مشاهده شده است که ).4، 6و 7(و تطابق دارد 
قبل از انجماد، باعث  یمن کنندهقآمینواسید سولفونیک به رقی

شده و کیفیت  هاتوقف پراکسیداسیون لیپید غشاي اسپرم
). 10(بخشد هاي منی را بعد از رفع انجماد بهبود میفراسنجه

هایی از قبیل تائورین، هیپوتائورین، اکسیدانافزودن آنتی
هالوز و هیالورونان گلوتامین، سیستئین، آلبومین سرم گاوي، تره

رقیق کننده قبل از انجماد باعث تاثیر مثبت بر درصد تحرك  به
مانی اسپرم و اسپرم، مورفولوژي اسپرم، درصد قابلیت زنده

 ).20(گردد هاي منی پس از رفع انجماد میمحافظت فراسنجه

افزودن  ملاحظه شد،) 1993(و همکاران  Chenدر مطالعه 
 ن ویلانن، آیسین، گلایگلوتام( ینه انتخابیآم يدهایاس
ترات، فروکتوز و یس، سیتر(ق کننده یبه رق) ستئنیس

ش قبل از انجماد، باعث بهبود یگاوم یمن) سرولیگل
گردد یش بعد از رفع انجماد میگاوم یمن یفیک يهافراسنجه

 کننده،قیها به رقدانیاکسیتحرك اسپرم با افزودن آنت ).9(
البته  ،)8، 18، 19و 22(ابد ییش میافزا يریبطور چشمگ

در مورد وضعیت آکروزوم مغایر نتایج مطالعه حاضر ج ینتا
ل تفاوت در نوع یدلتواند بهیبود که م مطالعات ذکر شده

 .کننده باشدقیرق

مقادیر مناسب جه گرفت که افزودن یتوان نتیدر کل م
سبب بهبود  مرغزرده تخم -سیکننده ترقین به رقیگلوتام

 .گرددیمش یگاوم اسپرم یفیکهاي برخی از شاخص
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