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  1چکیده
در .  سـاعت بعـد از استحـصال آن از مولـد نـر اسـت               6 تا   5حداکثر زمان توانایی باروری اسپرم در دمای معمولی محیط،          

مدت چنـدین سـال در        به توان اسپرم را     می ،ها و مواد محافظ سرمای مناسب      کننده که با روش انجماد و با استفاده از رقیق         حالی
شود ولی از میان آنها      در انجماد اسپرم ماهیان خاویاری از مواد محافظ در سرمای متنوعی استفاده می            . ازت مایع نگهداری نمود   

DMSO   هدف از این پژوهش، بررسی اثر حفاظتی        .  کاربرد بیشتری داردDMSO  15 و   12،  10،  8(های مختلـف      در غلظت 
مـاهی     مولـد نـر از تـاس       5در این تحقیق اسپرم     . اشدب  ها پس از انجمادزدایی می      و بررسی درصد و زمان تحرک اسپرم      ) درصد
بـه  متیل سولفوکـساید      دی  و مرغ کننده حاوی تریس، ساکاروز، زرده تخم       محلول رقیق  با استفاده از  انتخاب و   ) برون   قره(ایرانی  

 ذخیـره و بـا   لیتـر  میلـی 5/0 با حجم )پایوت(های نازک پلاستیکی   در لولهسپس اسپرم رقیق شده  . نسبت یک به یک رقیق شد     
 و  7پـس از    . ینرهای ازت مایع ذخیره شد    در کانت در سه مرحله منجمد و      ) گراد  درجه سانتی  -196 دمای  (استفاده از بخار ازت     

 درصـد و  سپس. زدایی انجام شد ثانیه انجماد25مدت  گراد به  درجه سانتی40آب استفاده از  با ، روز نگهداری در ازت مایع     72
دســت آمـــده، درصـــد       براســاس نتـــایج بـه     .  میکروسکوپ مورد بررسی قـرار گرفـت       با استفاده از  ها   مزمان تحرک اسپر  
 روز نگهـداری در ازت مـایع        7 پـس از      درصـد  15 و   12،  10،  8هـای    ها پس از انجـمادزدایی در غلظـــت        تحــرک اســپرم 

دست آمد و مدت زمان تحـرک اسـپرم ایـن        رصد به  د 30/16±15/6و   19±66/5،  54/12±57/2،  50/8±61/0ترتیب مـعادل     به
، 30/267±54/36، 30/184±87/28ترتیب در حد   روز نگهداری به7های ذکر شده پس از  ماهی پس از انجمادزدایی در غلظت

های  ها پس از انجـمادزدایی در غلظــت      همچنین درصــد تحــرک اســپرم   .  ثانیه محاسبه گردید   218±85/63 و   51/50±274
 و  50/7±81/1،  50/10±61/1،  25/14±50/5ترتیب مــعادل      روز نگهداری در ازت مایع به      72 پس از     درصد 15 و   12،  10 ،8

روز نگهـداری    72های ذکـر شـده پـس از            درصد و مدت زمان تحرک اسپرم نیز پس از انجمادزدایی در غلظت            74/2±75/13
اگرچـه اخـتلاف   .  ثانیه محاسبه گردید70/221±31/47 و 00/154±34/37،  50/194±63/43،  00/195±50/39معادل  ترتیب   به

ها پس از انجمـادزدایی وجـود نداشـت امـا            های انتخاب شده، از لحاظ درصد و زمان تحرک اسپرم          دار آماری بین غلظت    معنی
DMSO ـ.  دارای درصد و زمان تحرک بیشتری بوده است  درصد 15و   12 میزان  به  گر ایـن  بیـان دسـت آمـده    ههمچنین نتایج ب

ماهی ایرانـی تغییـری در       مدت اسپرم تاس  اری دراز  درصد در نگهد   15 درصد تا    8 از   DMSOمطلب است که افزایش غلظت      
  .های متحرک و مدت زمان تحرک رو به جلوی آنها ندارد درصد سلول
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  مهمقد
بررسی آمار صید ماهیان خاویـاری در سـواحل ایـران           

های اخیـر تنهـا وضـعیت ذخـایر      دهد که در سال   نشان می 
 4ماهیان بـوده و      ماهی ایرانی بهتر از ذخایر سایر تاس       تاس

 و 6( ای مواجه شـده اسـت     العاده گونه دیگر با کاهش فوق    
 تعداد هعمدطور  بهاز طرف دیگر در طول فصل تکثیر،  .)4
لدین نر صید شـده بیـشتر از تعـدادی اسـت کـه بـرای            مو

های استحصالی از مولدین صـید        پوشش دادن لقاح تخمک   
دهی تعـدادی از      شده لازم است و در نتیجه پتانسیل اسپرم       

 از سوی دیگر گاهی با وجـود        .رود  مولدین نر از دست می    
مولدین نر مناسـب، مولـد مـاده مناسـب در مراکـز تکثیـر          

ترتیــب امکــان اســتفاده از اســپرم   بــدینوجــود نداشــته و
در چنـین مـواقعی     ). 3(یابد    مولدین موجود نیز کاهش می    

هـا را بـا اسـپرم         توان با کمک تکنیک انجمـاد، تخمـک         می
هـای مـازاد را       یـا اسـپرم   و  انجمادزدایی شده بـارور کـرد       

نگهداری اسـپرم   . ددا در آینده مورد استفاده قرار       ومنجمد  
ای از   شــاخه) Cryopreservation(د در شــرایط انجمــا

 است که در آن به حفظ و نگهداری         Cryobiologyعلم  
 ازت مـایع بـا      معمـولاً (مواد بیولوژیک در دماهـای پـایین        

  ).8 (شود  پرداخته می) گراد   درجه سانتی-196دمای 
 گونه از ماهیان با لقـاح       200تا به امروز اسپرم بیش از       
فته و هر ساله بر ایـن تعـداد         خارجی مورد انجماد قرار گر    

در مورد انجمـاد و نگهـداری طـولانی         ). 9(شود    اضافه می 
مدت اسپرم ماهیان خاویـاری مطالعـات زیـادی صـورت           

 ای  فزاینـده های اخیر رشد      نگرفته اما این مطالعات در سال     
توانستند ) 2000( و همکاران    Kopeika .)25(  است یافته

) Acipenser sturio( تیکماهی آتلان از اسپرم منجمد تاس
معـادل    لقاح میزان ، روز نگهداری در ازت مایع     22پس از   

ــه درصــد64 ــد  ب  و همکــاران Tsvetkova. دســت آورن
 Acipense(ماهی سیبری  نیز با انجماد اسپرم تاس) 1996(

baeri (ــترلیاد ــام ) Acipenser ruthenus( و اس و انج
 54 و   د درص ـ 23ترتیـب    هها ب  روی تخمک آزمایش لقاح بر  

دسـت   های مورد نظـر بـه      های گونه   لقاح در تخمک   درصد
های  کار رفته در مورد محلول      ههای مختلف ب    روش. آوردند

دست  هکننده، مراحل سرمادهی، نسبت رقت و نتایج ب         رقیق
 Billard گونه از ماهیان خاویاری توسط       6آمده در مورد    

ینـه  مطالعـاتی در زم   .  مرور شده است   )2004( و همکاران 
انجمــاد اســپرم و نگهــداری کوتــاه مــدت اســپرم ماهیــان 

ــط    ــزر توسـ ــای خـ ــاری دریـ  و Cherepanovخاویـ
Kopeika )1999 (   در ایـن تحقیـق     . نیز انجام شده است

. های منجمد شده دارای تحرک بودند        اسپرم  درصد 90-40
های اخیر بـر روی نگهـداری اسـپرم          مطالعاتی نیز در سال   

ــاس ــاهی مکزیکــی   ت  و) Acipenser oxyrinchus(م
 )Acipenser brevirostrum(ماهی پـوزه کوتـاه     تاس

) Acipenser sinensis(مــاهی چــین    و تــاس) 27(
  .)26 (صورت گرفته است

در ایران مطالعات اولیه در ارتباط با نگهداری طـولانی          
هـای مولـدین و        با فشردن بیـضه    ،ماهیان  مدت اسپرم تاس  

  یخچال معمولی آغاز گردیـد     های زنده در    نگهداری اسپرم 
دست آمده از این مطالعـات        همتأسفانه پیگیری نتایج ب   ). 1(

کننـده    های بعد ادامه نیافت تا اینکه با بررسی رقیق         در سال 
 و Billardارائــه شــده بــرای ماهیــان خاویــاری توســط  

هـای کپورماهیـان و آزادماهیـان،         کننـده   مقایسه آن با رقیـق    
ننده مخصوص ماهیان خاویاری در     ک   مشخص شد که رقیق   

ماهی ایرانـی،      انجماد و نگهداری طولانی مدت اسپرم تاس      
برون و شیپ در ازت مایع کـارایی          ماهی روسی، ازون    تاس

کننده ارائه شده       بیشتری داشته و اسپرم این ماهیان در رقیق       
در مطالعـه   ). 5(  تحـرک دارنـد     درصـد  60-70حداکثر تا   

 گونه از   5اد و نگهداری اسپرم مولدین      دیگری امکان انجم  
کننـده    ماهیان خاویاری جنوب دریای خزر به کمک رقیـق        

 ضـمن   در این مطالعـه   . وجود آمد  هاختصاصی این ماهیان ب   
 در  درصـد 44-60میـزان   بـه هـا، لقـاح     القای تحرک اسپرم 

کاربرد مواد محافظ   ). 2( دست آمد   ههای مختلف نیز ب     گونه
هــای   نجمـاد اسـپرم بـه همـراه محلـول     سـرما در فرآینـد ا  

، ایــن مــواد بــه دو صــورت.  معمــول اســتکننــده رقیــق
نفوذی رهای غی  کننده  های نفوذی و محافظت     کننده  محافظت

ــرار مــی ــد مــورد اســتفاده ق متیــل سولفوکــساید   دی. گیرن



 

)DMSO(   متانول ،)MeOH (      و اتـیلن گلیکـول)EG (
  ).12 (باشند ترین مواد محافظ سرمایی می  رایج

روی کاربرد انواع   های اخیر تحقیقات زیادی بر     در سال 
مواد محافظ سرمایی در انجماد اسپرم ماهیان به عمل آمده          

 اما در نحوه کاربرد این مواد و غلظت مناسب آن در            ،است
روند انجماد اسپرم ماهیان خاویاری اتفـاق نظـری وجـود           

 حیات  رو مطالعه بیشتر برروی بررسی     از این . نداشته است 
در شـرایط انجمــاد اســپرم ماهیــان خاویــاری و اثــر مــواد  

هـای مختلـف بـرروی تحـرک و           محافظ سرما در غلظـت    
قابلیت باروری اسپرم برای تثبیت روش مناسـب در رونـد    

از . رسد  انجماد اسپرم ماهیان خاویاری ضروری به نظر می       
تـوان بـه تعیـین غلظـت و درصـد            اهداف این تحقیق مـی    

در انجماد اسـپرم    ) DMSO(ه محافظ سرما    مناسب از ماد  
ماهی   ماهی ایرانی، بررسی امکان نگهداری اسپرم تاس        تاس

ایرانی در ازت مایع و بررسی و تعیین کیفیت اسپرم شامل           
درصد و زمـان تحـرک اسـپرماتوزوئیدهای منجمـد شـده            

  .ماهی ایرانی پس از انجمادزدایی اشاره نمود تاس
  

  ها  مواد و روش
هـای    در غلظت  DMSOتیمارها شامل   : و تکرار تیمارها  

 بودند که هر کدام در چهار تکـرار       درصد 15 و   12،  10،  8
گیری و بررسی     آزمایشات اندازه . مورد بررسی قرار گرفتند   

ماهی ایرانی انجـام       مولد نر تاس   16کمی و کیفی اسپرم از      
 مولد برای   5 مولد نر ذکر شده، اسپرم       16گرفت که از بین     

د مناسب تشخیص داده شد و عملیات انجماد تنها بر          انجما
  . مولد انجام گرفت5روی اسپرم این 

مـاهی   گیـری از مولـدین تـاس       اسـپرم : گیری روش اسپرم 
ایرانی، بعد از انتخاب ماهی نر رسیده با بیهوش کـردن آن            

گیری از مولـدین بـا وزن کـم،          برای اسپرم . صورت گرفت 
ی، بـا پارچـه کـاملاً       ابتدا محوطه مجرای تناسـلی و شـکم       

 اسپرم از منفذ تناسـلی بـا فـشار در ظـرف              و خشک شده 
بــرای استحــصال اســپرم از . آوری شــد  آلومینیــومی جمــع

لیتـری متـصل بـه        میلـی  50تر از سـرنگ      مولدین نر بزرگ  
های آلـوده     اسپرم. استفاده شد ) Tygon(تیوپ پلاستیکی   

رار یـا خـون مـورد آزمـایش ق ـ        شده به مواد دفعی و ادرار       
دار     اسـپرم استحـصالی درون ظـروف درب       . )24( نگرفتند

 به یخچال آزمایـشگاه اسـپرم       بلافاصله و   خنک ریخته شد  
 و   سـاعت منتقـل    3مدت      گراد به  درجه سانتی + 5در دمای   

در ) تـرین زمـان ممکـن       در کوتـاه  (تا زمان انجام آزمایش     
  .یخچال نگهداری شد

 درصد تحرک   :دارزیابی کمی وکیفی اسپرم قبل از انجما      
و مدت زمان تحـرک اسـپرماتوزوئیدها بـا میکروسـکوپ           

در این بررسـی  . ارزیابی گردید × 400نمایی   نوری با بزرگ  
درصد تحرک اسپرماتوزوئیدها بـه روش تخمـین چـشمی      

ــرار گرفــت  ــابی ق ــورد ارزی ــان تحــرک ).22 و 17 (م  زم
اسپرماتوزوئیدها بلافاصله پس از مخلوط کردن و از لحظه         

 ا آب، با استفاده از کرنومتر دیجیتال محاسـبه شـد          تماس ب 
ــ. )24 و 16، 9( ــسان  هب ــور یک ـــازی  منظ ــول pHس  محل

هـای اسـپرمی      نمــونه pH اسـپرم تازه،    pHکننده با    رقیق
گیـری شـد و       متر دیجیتـال انـدازه     pHطـور جداگانه با     به

 هر نمونه pHکننده با   محلول رقیقpHسازی  برای یکسان
 .)21 (دریک استفاده شداز اسید کلری

تعداد اسپرم در یک     (اسپرماتوزوئیدجهت تعیین تراکم    
). 27 و   7(از لام هماسیتومتر استفاده شـد       ) حجم مشخص 

ارزیابی اسپرماتوکریت توسط دستگاه سانتریفوژ با سرعت       
 دقیقــه صــورت 5مــدت  بــه) rpm( دور در دقیقــه 5000

  ).29(گرفت 
قبـل از انجمـاد،      :هـا  هکنند  سازی اسپرم توسط رقیق     رقیق
کننده مناسب ماهیان خاویاری حاوی      ها با مواد رقیق    اسپرم

  درصد20مول ساکاروز و   میلی8/1مول تریس،     میلی 4/23
عنـوان مـاده      بـه  DMSOبـه همـراه     ) 10(مرغ   زرده تخم 

  درصـد  15 و   12،  10،  8هـای    محافظ در سرما در غلظـت     
 شـده و بـه      سـازی  طور جداگانـه رقیـق      به )26 و   25،  20(

 .)19 و   12 ()1شـکل   (  با اسپرم مخلوط شـدند     1:1نسبت  
لیتری فرانـسوی     میلی 5/0های   برای ذخیره اسپرم از پایوت    

  ).2شکل ( های مختلف استفاده شد با رنگ
مراحـل سـرمادهی بـه      : انجماد اسپرم توسط ازت مـایع     

). 3شــکل  ( روش دســتی، در آزمایــشگاه انجــام شــد   



 

 بـالای سـطح      از متـری   سـانتی  15 ها در  ترتیب نمونه  بدین
 پس این مرحلـه      دقیقه قرار گرفت و    10مدت    ازت مایع به  

 دقیقه  5مدت   تر شده و به    نمونه به سطح ازت مایع نزدیک     
و ر ازت مـایع قـرار گرفـت         متری بـالای بخـا      سانتی 5در  

ها پـس     نمونه ).22( ور شدند  سرانجام در ازت مایع غوطه    
 ـ       درجـه   -196ه بـرودت    از سرمادهی تدریجی و رسیدن ب

گراد برای نگهداری طولانی مـدت وارد تانـک ازت           سانتی
  .)4شکل (مایع شدند 

در عملیـات   : ارزیابی کیفی اسپرم پس از انجمـادزدایی      
انجام شده برای ارزیابی کیفی اسپرم پـس از انجمـادزدایی         
، اعم از درصد تحرک و مدت زمان تحرک اسپرماتوزئیدها        

 روز و نیمی دیگر پـس از   7از حدود   ها بعد     نمونه نیمی از 
بـرای ایـن کـار      .  روز از حالت انجمـاد خـارج شـدند         72
های حاوی اسپرم منجمـد شـده از کـانتینر ازت مـایع              لوله

 درجـه   40 ثانیـه در آب گـرم        25مـدت    خارج شـده و بـه     
ها از حالت انجماد خـارج       گراد گذاشته شد تا اسپرم     سانتی

  .)22(گردند 

 ـ    هـا بـا اسـتفاده از        کلیـه داده  : اتتجزیه وتحلیـل اطلاع
 و  ANOVAطرفه    و آنالیز واریانس یک    SPSSافزار   نرم

آزمون مقایسه میانگین دانکن مورد تجزیه و تحلیـل قـرار           
 میـانگین ارائـه شـده در        ±SEاساس  ها بر     میانگین. گرفتند
  درصد 99ای از موارد در سطح        و در پاره    درصد 95سطح  

ات مقایـسه شـدند و نمودارهـا        دار بودن اختلاف   برای معنی 
  . رسم گردیدSPSSافزار  بااستفاده از نرم

  
  نتایج

 مولـد   16 ارزیابی کمی و کیفی اسـپرم        نتایج حاصل از  
 زمـــان تحـــرک شـــاملمـــاهی ایرانـــی کــه   نــر تـــاس 

ــای متحــرک اســپرم،  اســپرماتوزوئیدها، درصــد ســلول ه
ــراکم و همچنــین  ــود اســپرم pHاســپرماتوکریت، ت  در ،ب

همچنـین نتـایج حاصـل از       . صه شده اسـت    خلا 1جدول  
 5بررسی مدت زمان و درصد تحـرک اسـپرماتوزوئیدهای         

ــاس  ــر ت ــد ن ــادزدایی در  مول ــس از انجم ــی پ ــاهی ایران  م
  . آمده است4 تا 2 های لجدو

 

       
  
  

  

      
  

کننده به همراه ماده محلول رقیق افزودن-1شکل 
 محافظ سرما به اسپرم

 خیره اسپرمها برای ذ  پایوت-2 شکل

 ها در داخل تانک ازت مایع  نمونه وارد کردن-4شکل  سرمادهی تدریجی توسط بخار ازت مایع-3شکل 



 

  ماهی ایرانی قبل از انجماد  ارزیابی کمی و کیفی بر روی اسپرم تاس-1جدول 
  69/267±31/36  )ثانیه( ن تحرک اسپرممیانگین زما

  97/72±23/5  )درصد( میانگین درصد تحرک اسپرم
  55/5±92/0  میانگین درصد اسپرماتوکریت

  3mm/106(  3/0±6/1 (گین تعداد اسپرممیان
  pH  09/0±25/9میانگین 

  
   و اسپرم تازهDMSOد با سازی و انجما  مقایسه میانگین زمان و درصد تحرک اسپرماتوزوئیدها پس از رقیق-2جدول 

  DMSO  اسپرم تازه  
  b 31/36±69/267  a 53/15±62/213  )ثانیه(میانگین زمان تحرک اسپرم 
  b 23/5±97/72  a 37/1±82/12  )درصد( میانگین درصد تحرک اسپرم

  
  و اسپرم تازه) زت مایع روز در ا72و  7مدت   طی نگهداری به (DMSO میانگین درصد و زمان تحرک اسپرماتوزوئیدها بین -3جدول 

 ماده نگهدارنده زمان نگهداری )ثانیه(زمان تحرک  )درصد( درصد تحرک
b21/2±13/14 ab11/23±95/235 7روز   
ab64/1±50/11 a11/20±30/191 72روز   DMSO 

c23/5±97/72  b31/36±69/267  - اسپرم تازه 

  
ــک   ــانس ی ــه واری ــون تجزی ــه آزم ــا توجــه ب ــه  ب طرف

ANOVA بین  DMSO         و اسپرم تازه از نظـر میـانگین 
دار   زمان و درصد تحرک اسپرماتوزوئیدها اخـتلاف معنـی        

  ).2جدول  ()>01/0P (آماری وجود داشت
دهـد کـه از نظـر زمـان و        دانکن نیز نـشان مـی    آزمون

  و اسپرم تازه هر   DMSOدرصد تحرک اسپرماتوزوئیدها،    
کدام در یک گروه مجـزا قـرار داشـته و بـا هـم اخـتلاف                 

  ).>01/0P( دار آماری دارند نیمع

ــک   ــانس ی ــه واری ــون تجزی ــه آزم ــا توجــه ب ــه  ب طرف
ANOVA   بین DMSO   72و   7مـدت     طی نگهداری به 

 و اسپرم تـازه از نظـر میـانگین زمـان و             روز در ازت مایع   
دار آمـاری     درصد تحرک اسپرماتوزوئیدها اخـتلاف معنـی      

  .)>01/0P(وجود دارد 
ای نگهداری شده در    ه  بین زمان و درصد تحرک اسپرم     

DMSO دار وجود نداشت      اختلاف معنی  72 و   7 مدت  به
ند دار داشـت        اخـتلاف معنـی   سپرم تازه    ا ولی هر دو گروه با    

)01/0P<(.  
  

   میانگین درصد و زمان تحرک اسپرماتوزوئیدها در تیمارهای مختلف-4جدول 
  )درصد(ک درصد تحر  )ثانیه(زمان تحرک   درصد  زمان نگهداری  ماده نگهدارنده

8  abc87/28±30/184 a61/0±50/8 

10  c54/36±30/267 a57/2±54/12 

12  c51/50±00/274 a66/5±00/19 
   روز7

15  abc85/63±00/218 a15/6±30/16 

8  ab5/39±00/195 a5/5±25/14 

10  ab63/43±50/194 a61/1±50/10 

12  abc34/37±00/154 a81/1±50/7 

DMSO  

   روز72

15  ab31/47±70/221 a74/2±75/13 

  c31/36±69/267  b23/5±97/72    -  اسپرم تازه
  



 در  DMSO سازی شـده بـا     اسپرم رقیق   بین همچنین
 7 پس از نگهـداری در      درصد 15 و   12،  10،  8های     غلظت
 روز و اسپرم تازه از نظر میانگین زمان و درصد           72روز و   

ود ری وج ـ دار آمـا    تحرک اسپرماتوزوئیدها اختلاف معنـی    
  .)>01/0P (داشت

سازی   ، اسپرم رقیقاتوزوئیدهااز نظر زمان تحرک اسپرم
 روز 7 پـس از   درصـد 15در غلظـت  DMSO  شـده بـا  

سـازی     اسپرم رقیـق    و نگهداری در یک گروه و اسپرم تازه      
 7 پس از     درصد 12و   10های    در غلظت  DMSOشده با   

یـن  روز نگهداری نیز در یک گروه دیگـر قـرار داشـته و ا             
  .)>01/0P(ند شتدار آماری دا  ها با هم اختلاف معنی گروه

ــین ــپرماتوزوئیدها،  همچن ــر درصــد تحــرک اس  از نظ
DMSO  روز و   7 پـس از      درصـد  15 و   10،  8  با غلظت 
DMSO   72 پـس از      درصـد  15و   12،  10،  8  با غلظـت 

ــا غلظــتDMSOروز نگهــداری در یــک گــروه،   12  ب
 روز نگهداری در یک گروه مجزا و اسـپرم          7 پس از  درصد

ها با هم    تازه نیز در یک گروه دیگر قرار داشته و این گروه          
  .)>01/0P(دار آماری داشتند   اختلاف معنی

آزمـون تجزیـه واریـانس      نتایج حاصـل از     با توجه به    
، 8هـای    غلظـت  در DMSO بـین   ANOVAطرفـه    یک
زمان و درصد تحرک     از نظر میانگین      درصد 15 و   12،  10

ــایع اخــتلاف 7اســپرم پــس از   روز نگهــداری در ازت م
بـین  همچنـین   . )<05/0P (شتدار آماری وجود ندا    معنی

DMSO پـس از     درصـد  15 و   12،  10،  8های     غلظت در 
 روز نگهداری در ازت مـایع از نظـر میـانگین زمـان و               72

دار آمــاری وجــود   درصــد تحــرک اســپرم اخــتلاف معنــی
  .)<05/0P(شت ندا

 و زمان تحرک    pH بین   )r (ضریب همبستگی پیرسون  
 )P) 199/0 د که با توجه به مقدار     بو 339/0اسپرم برابر با    

دار   درصد معنـی   9/19ضریب همبستگی در سطح فراتر از       
  ).5شکل ( )بوددار ن   معنی05/0 و 01/0در سطح (باشد  می

 و درصـد تحـرک      pHضریب همبستگی پیرسون بین     
) P) 256/0 مقدار د که با توجه به    بو -302/0با  اسپرم برابر   

 ردا  درصد معنـی   6/25ضریب همبستگی در سطح فراتر از       
  ).6شکل ( )بوددار ن   معنی05/0 و 01/0در سطح (باشد  می

  

  
  

  

   و زمان تحرک اسپرماتوزوئیدهاpHهمبستگی و ارتباط رگرسیونی بین  -5شکل 



 

  
  

 اتوزوئیدها و درصد تحرک اسپرمpHین همبستگی و ارتباط رگرسیونی ب -6شکل 

  
  گیری  و نتیجهبحث

حداکثر زمان توانایی باروری اسپرم در دمای معمـولی         
  ساعت بعد از استحصال آن از مولد نر اسـت          5-6محیط،  

ــالی). 1( ــا اســتفاده از      در ح ــاد و ب ــه بــا روش انجم ک
اسـپرم  توان    ها و مواد محافظ سرمای مناسب می       کننده رقیق

مدت چنـدین سـال در ازت مـایع نگهـداری              به را حداقل 
روی آزمـایش   معیارهـای مختلـف زیـادی بـر       ). 11( نمود

اسـتفاده  موفقیت انجماد و انجمادزدایی در اسـپرم ماهیـان          
تغییـر  (روی آسـیب سـلولی      ایـن معیارهـا بـر     . شده است 

، تحــرک و )هــای داخــل ســلولی  مورفولــوژی و انــدامک
ی کـارایی   بـرا ). 11( اند  ریزی شده   ظرفیت بارورسازی پایه  
روی برخی از نکات کلیدی اصـول      بیشتر، مطالعات باید بر   

سـازی بـا مـواد       انجماد از جمله بررسی اسپرم تازه، رقیـق       
و اسپرم  ) ها  شامل مواد محافظ سرما و افزودنی     (کننده    رقیق

صـــدمات ). 11( انجمـــادزدایی شـــده صـــورت پـــذیرد
ی در حال یـخ زدن      ها  بیوشیمیایی و فیزیکی وارد بر سلول     

 از جملـه مهمتـرین      pHمثل آبگیـری نمـودن و تغییـرات         
ایـن  . باشند  صدمات وارده بر سلول طی مراحل انجماد می       

توان با افزودن مواد محـافظ سـرما تـا             اثرات مخرب را می   
  .حدی کاهش داد

DMSO        ماده محافظ سرمای موثری در انجماد اسپرم 
  ).28 و 15، 14، 13 (ماهیان خاویاری ذکرشده است

میانگین درصد و زمان    دست آمده،       نتایج، به به  با توجه   
 پـس  DMSOماهی ایرانی بـا       تحرک در اسپرم گونه تاس    

ــه  ــادزدایی بـ ــب    از انجمـ ــد و 82/12±37/1ترتیـ  درصـ
 ثانیه بوده که در مقایـسه بـا اسـپرم تـازه             53/15±62/213

)  ثانیـه  69/267±31/36  درصـد و   97/72±23/5 ترتیب به(
. ز درصد و زمان تحرک کمتـری برخـوردار بـوده اسـت             ا

همچنین در آزمایشی که برروی تأثیر مدت زمان نگهداری         
اسپرم در ازت مایع برروی درصد و زمـان تحـرک اسـپرم             
منجمد شده انجام گرفت، میانگین درصد و زمـان تحـرک           

 منجمد شـده و     DMSOهای اسپرمی که توسط      در نمونه 
ترتیب    به،ع نگهداری شده بودند روز در ازت مای 7مدت   به

.  ثانیه محاسبه شد   95/235±11/23 و    درصد 21/2±13/14
هـای   همچنین میانگین درصـد و زمـان تحـرک در نمونـه           

 روز 72س از  پــDMSOاســپرمی منجمــد شــده توســط 
 درصـد و   50/11±64/1ترتیـب     در ازت مایع بـه    نگهداری  

دست آمـده     نتایج به . گیری شد    ثانیه اندازه  11/20±30/191
دهـد افـزایش      کننده روند کاهشی است که نـشان مـی           بیان

روی کیفیت آنهـا    های منجمد شده بر       زمان نگهداری اسپرم  
  .تأثیر منفی دارد



 

در جهت تعیین غلظـت مناسـب مـاده محـافظ سـرما             
 در چهار غلظت    DMSOماهی ایرانی،     انجماد اسپرم تاس  

ررسـی قـرار     مورد ب   درصد 15 و 12،  10،  8متفاوت شامل   
دسـت آمـده بیـشترین درصـد و          براساس نتایج بـه   . گرفت

ترتیـب    بـه   درصـد  12  در غلظت  DMSOزمان تحرک با    
 7 ثانیــه پــس از 00/274±51/50 درصــد و 66/5±00/19

ــا     ــزان آن ب ــرین می ــایع و کمت ــداری در ازت م روز نگه
DMSOــه درصــد12  در غلظــت  50/7±81/1ترتیــب   ب
 ـ  00/154±34/37درصد و     روز نگهـداری    72س از    ثانیه پ

دار آمـاری    اگرچه اختلاف معنی  . دست آمد   در ازت مایع به   
هـای منتخـب     دست آمده در بـین غلظـت        در بین مقادیر به   
 با  DMSO اما در این بررسی      ،)<05/0P(وجود نداشت   

  . نتایج بهتری را نشان داده است درصد15 و 12غلظت 
Liu  نیز  )2006( و همکارانDMSO   12 بـا غلظـت 
عنوان ماده محافظ سرمای مناسـب در انجمـاد           را به  درصد

عنـوان  ) Acipenser persicus( ماهی چینی اسپرم تاس
) 2004( و همکـاران  Lahnsteinerکـه    در حـالی  . کردند

ــا   10  در غلظــتDMSOبیــشترین درصــد تحــرک را ب
ــد)  درصــد0/80±4/7 (درصــد ــلام کردن در بررســی . اع

ــه توســط   ــاراGalliدیگــری ک ــام ) 2006(ن  و همک انج
پــذیرفت، ایــن گــروه بهتــرین شــرایط در انجمــاد اســپرم 

 در DMSO را بـا  )A. naccarii (مـاهی ایتالیـایی   تاس
 و همکـاران    Horvath. ندکرد گزارش    درصد 10 غلظت

 بالاترین میزان تحرک را پس از انجمـادزدایی         )2005(نیز  
اعـلام  )  درصـد  26±13 ( درصد 5  در غلظت  DMSOبا  

 در  DMSO اختلاف در غلظـت مناسـب از         علت. کردند
دسـت آمـده و همچنـین علـت          نتایج ذکر شده با نتایج بـه      

پایین بودن درصد تحرک اسپرماتوزوئیدها در این تحقیـق         
های  توان نوع گونه انتخاب شده، اختلاف در محلول        را می 
کار برده شـده، روش سـرمادهی منتخـب در            کننده به   رقیق

هـای خـاص مـایع منـی          گـی این تحقیـق و همچنـین ویژ      
 DMSOترتیب افزایش غلظت     بدین. گونه عنوان کرد   این
 درصد در نگهـداری دراز مـدت اسـپرم          15 درصد تا    8از  

هـای متحـرک و      ماهی ایرانی تغییری در درصد سلول      تاس
  .مدت زمان تحرک رو به جلوی آنها ندارد

  
  سپاسگزاری

 وســیله از مــسئولین محتــرم انــستیتو تحقیقــات  بــدین
الملـی ماهیـان خاویـاری دکتـر دادمـان و همچنـین از               بین

پــرورش ماهیــان   مجتمــع تکثیــر و کارشناســانهمکــاری
  .گردد خاویاری شهید دکتر بهشتی سپاسگزاری می
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Abstract2 
The maximum ability of sperm for fertilization is 5-6 hours after collecting sperm from males in 

normal temperature. While by semen freezing and use of suitable extenders and cryoprotectants we can 
conserve it in liquid nitrogen for several years and we can use stored sperms in essential Conditions. 
Varied cryoprotectants are used in sturgeon semen cryopreservation but DMSO is the most important 
cryoprotectant. In this study, we have investigated the protective effect of DMSO as a cryoprotectant 
using different concentrations (8%, 10%, 12%, and 15%) and we have determined sperm motility rate 
and its motility time after thaw. The sperm of Persian sturgeon was collected from five males. They were 
diluted in appropriate extender containing Tris, Sacharose, egg yolk, and dimethyl sulfoxide in 1:1 ratio 
and the suspension were poured in to 0.5 ml straws and frozen in -196˚C liquid nitrogen vapour in a 
three storage program. Then straws were transferred to liquid nitrogen tank. The sperm samples were 
thawed in 40˚C water bath for 25s. The sperm motility rate and its motility time were observed using 
microscope. According to the results, the sperm motility rate after preservation in liquid nitrogen about 7 
days were measured as 8.5±0.61, 12.54±2.57, 19±5.66, and 16.3±6.15% in concentrations 8%, 10%, 
12%, and 15%; the sperm motility time after this time was 184.3±28.87, 267.3±36.54, 274±50.51, and 
218±63.85s, respectively. Also the sperm motility rate after preservation in liquid nitrogen about 72 days 
were measured as 14.25±5.50, 10.50±1.61, 7.50±1.81, and 13.75±2.74%; the sperm motility time after 
this time was 195±39.50, 194.50±43.63, 154±37.34, and 221.70±47.31s, respectively. There was no 
statistical significant difference between selected concentration. However, 12 and 15% of DMSO had 
better motility rate and time. Results indicated that the increase in concentration of DMSO from 8% to 
15% does not change the percentage of motile cells and motility time on sperm cryopreservation of 
Persian sturgeon. 
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