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Abstract 
Sodium editate protect sperm from freezing with chelatation of calcium and prevention of 

entrance of the extracellular calcium into cell. Propylene glycol does this function with 

prevention of ice crystal formation. The present study was performed to evaluate the effect of 

adding different levels of EDTA (ethylene diamine tetra acetate) and propylene glycol on 

quality and survival of Ghezel ram frozen semen. After primary evaluations on fresh semen for 

parameters including total motility, progressive motility, non-progressive motility, viability, 

abnormal sperm, and acrosome integrity in total cell and acrosome integrity in dead cells, 

samples with a concentration of 2.5 billion sperm and a progressive motility of over 70% and a 

volume greater than 0.5 ml were diluted with 1, 1.5, 2 and 2.5 mM EDTA and 1, 2 and 3% 

propylene glycol as an additive and propylene glycol 7% as a constitute. Straws (250 µl) were 

filled and after cooling and reaching to temperature of 5ºC they were placed in 4-5 cm above 

nitrogen for 8-10 minutes and ultimately were immersed in liquid nitrogen. qualitative 

parameters of sperm included viability, total motility, progressive and non-progressive motility, 

HOST, percentage of acrosome integrity in all and dead cells were investigated in 0, 20, 40 and 

60 days of freezing processes. The results of this experiment showed that diluent with 1% 

propylene glycol concentration in comparison with other groups and control improved total and 

progressive motility, percentage of viability, acrosome integrity and HOST test (p<0/05). 

Among EDTA groups, ED2.5 had the best function, but there was no significant difference with 

the control group. Propylene glycol 7% is not a suitable constitute to glycerol. The results 

showed that dilutions of EDTA and propylene glycol could improve quantitative parameters of 

ram semen. 
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 چکیده
سلولی به داخل سلول و پروپیلن گلیکول باا ممانعات از تشاکیل کردن کلسیم و ممانعت از ورود کلسیم خارجبا کلاتسدیم  ادیتات

حاضر به منظاور ارزیاابی اثار افازودن ساطو   مطالعهکنند. از  اسپرم در برابر فرآیند انجماد محافظت می ،سلولیبلورهای یخ داخل

رأس  5 های اولیاه منایانجام پذیرفت. پس از ارزیابیقوچ قزل گلیکول بر کیفیت و ماندگاری اسپرم منجمد و پروپیلن ادیتات تلفمخ

 و ماانیکل و پیشارونده، درصاد زناده حرکت موجی، تحرکسلامت آکروزوم، حجم و رنگ نمونه، غلظت، از لحاظ  قوچ نژاد قزل

لیتار میلی 5/0و حجم بیش از  درصد 70ی بالای میلیارد اسپرم، حرکت پیشرونده 5/2های با غلظت نمونه ،های غیرطبیعیدرصد اسپرم

 EDTAماولار میلای 5/2 و 2، 5/1، 1 های تیمار باا اساتفاده ازدر گروه و مرغ، گلیسرول و زرده تخمتریس مخلوطدر گروه شاهد با 

(ethylenediaminetetraacetate) لیتاری کشایده میلای 25/0های رقیق شدند. سپس داخل پایت گلیکولوپیلنپر درصد 7و  3، 2، 1 و

متری بالای سطح نیتارونن ماای  سانتی 4-5 فاصله در ، ابتدادقیقه 8-10به مدت درجه سلسیوس  5دمای  درشده و بعد از سردسازی 

انی، درصد تحرک کل، حرکت پیشارونده و ماسپرم شامل زنده یکمّور شدند. خصوصیات غوطه آنو در نهایت در داخل  هقرار گرفت

در  هاای ماردههاا و در سالولهای غیرطبیعی، سلامت آکروزوم در کل سلولدرصد اسپرم تست یکپارچگی غشای پلاسمایی،درجا، 

و گروه  ولگلیکپروپیلن ی تیمارهاگلیکول با سایر گروهدرصد پروپیلن1تیمار فرآیند انجماد بررسی شدند.  60و  40، 20روزهای صفر، 

دار و حرکت پیشارونده تفااوت معنای تست یکپارچگی غشای پلاسمایی، آکروزوم سالم، مانیزندهکل، درصد شاهد در میزان تحرک

 داری باابهترین عملکرد را دارا بود ولی تفاوت معنای EDTAمولار میلی 5/2 با نیز تیمار EDTA تیمارهایدر بین (. >05/0p) داشت

گلیکول و های حاوی پروپیلنکنندهرقیق نتایج بررسی حاضر نشان داد که بنابراین گروه شاهد نداشت.  و EDTA ارهای تیمگروه سایر

EDTA  توانند پارامترهای کیفی اسپرم قوچ را بهبود بخشند.می 
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 مقدمه

مادی منی توسط دامداران از زمانی کهه حفاظت انج

تلقیح مصنوعی برای اولین بار مطرح شهد، مهورد تو هه 

تلقهیح  ههای اولیهه در زمینههقرار گرفتهه اسهت. ته ش

شههامز زمههان کوتههاه وابسههته بههه فقههط  مصههنوعی لزومههاً

 ،کننهده بهودهای دریافتآوری منی و انتقال به ماده مع

دی در خهار  از اسپرم تنهها بهرای زمهان م هدو راکهچ

تواند زنهده بمانهد. مجرای تولیدمثلی در دمای م یط می

های اهلی بزرگ  ثهه در قهرن تلقیح مصنوعی دام برنامه

داری انجمادی اسپرم ت هت شهرایط بیستم وابسته به نگه

 وسهیله توانهد بههمصنوعی و طولانی مدت است که مهی

 کننهد وهایی که متابولیسهم اسهپرم را متوقهی مهیروش

دهنهد بهه ها را افهزای  مهیبدین وسیله عمر باروری آن

داری اسپرم راه مفیدی برای حفه  منهابع دست آید. نگه

انقهرا  و های حیهوانی در حهال ژنتیکی برخی از گونه

 ,.Li et al) باشهدهها مهیهمچنین  ههت تولیهدمثز آن

ادی اسهپرم داری انجمه(. اولین کوش   هت نگه2005

 ز صههورت گرفتههه اسههتقبهه ههههپسههتانداران در چنههد د

(Evans and Maxwell, 1987 زمههانی کههه منههی .)

منجمدشده و در دمای بسیار پایین، یعنهی در ازت مهایع 

ههای داری شهود، واکن نگهه سلسیوس در ه -196 در

 Evans and) شهودمتهابولیکی اسهپرماتوزوا متوقهی می

Maxwell, 1987). داری انجمادی اسپرماتوزوا برای نگه

طههولانی در تولیههدمثز بسههیاری از گونههه هههای مههدت 

ثر بهرای استفاده قرار گرفته و ابهزاری مه  حیوانات مورد

ژنتیکی حیوانات اهلی است  داری طولانی مدت مادهنگه

هها برای مثال خطر انتقال عفونت .که مزایای زیادی دارد

ههای بها ویگگهیرا کاه  داده، امکان تولیهد هیبریهدها 

های مفید بهرای پهرورش را میسهر نمطلوب و ایجاد لای

( و مشکز حمز و نقز Ieropoli et al., 2004) سازدمی

ههای نهی تهازه از فواصهز دور یها در دورهحیوانات یا م

(. Hu et al., 2006) بردمدت را از بین میزمانی طولانی

توانهد باعه  داری انجمادی اسپرم مهیبا این و ود نگه

ر بهه کهاه  پتانسهیز آسیب اسپرماتوزوا شود کهه منجه

در هه  5سردسازی تها  مرحله در طول شود.باروری می

اخت ل در سهاختار  ،داریمدت نگه طیسلسیوس و در 

منجههر بههه  ،(Wilhem et al., 1996)داده رخ غشههایی 

 Ozkavukcu et) مانی اسپرم شهدهکاه  ت رک و زنده

al., 2008; Silva et al., 2012تغییهرات در  همچنین ( و

رفولوژی اسهپرم مثهز تغییهر در غشهای پ سهمایی و وم

 دههدگشایی نشهان مهیآکروزومی را بعد از یخ تغییرات

(Ozkavukcu et al., 2008نگهه .) منهی داری انجمهادی

 گهرددنیهز مهی سلولیباع  افزای  سطوح کلسیم داخز

منجهر بهه اخهت ل عملکهرد و مهرگ سهلول  این امر که

رآیند باعه  این ف .(Bittencourt et al., 2014) شودمی

ههای آزاد در سهلول و منجهر بهه افزای  تولید رادیکهال

نههایی  شهود کهه نتیجههمی ءدپلیمریزاسیون و ادغام غشا

 (. Keshtgar et al., 2016) واکن  آکروزومی است

EDTA (ethylenediaminetetraacetate)  ک تههور

 و 2Ca ،+2Mg ،+2Zn+مثهز  مهمهی یههای دوظرفیتهیون
+2Cu که اثر سمی مستقیمی روی اسهپرم نهدارد باشدمی 

(Bourinbaiar and Lee, 1996عملکههرد اصههل .) ی

EDTA است که ورود  سلولی ت کردن کلسیم خار ک

بهار سلولی کاه  داده و اثهر زیهانآن را به م یط داخز

 ,.Bittencourt et al) دهدکلسیم بر اسپرم را کاه  می
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2014; Keshtgar et al., 2016 و روی ت ههرک و )

 Bourinbaiar and) ردگهذاقابلیت باروری اسپرم اثر می

Lee, 1996ههای سهرمایی فاکتورههای کننهده(. م افظت

داری انجمادی اسهپرم بهر دیگری هستند که در طول نگه

(. Li et al., 2005) مههانی اسههپرم مهه ثر هسههتندزنههده

 EGههای بها وزن مولکهولی پهایین مثهز کننهدهم افظت

(ethylene glycol) گلیسهرول و ،PG (1,2-propylene 

glycol)  ممکن است باع  کاه  آسیب به اسپرماتوزوا

ها ا هازه عبهور بسهیار ی پایین آنولزیرا وزن ملک ،دنشو

 Buyukleblebici) دههدآسان از غشای پ سمایی را می

et al., 2014.) 

بررسههی اثههر افههزودن  ،یههن مطالعههههههدا از ا

ول بهر و پهروپیلن گلیکه EDTAاوی های حهکنندهرقیق

 .بودقزل  های نگادماندگاری اسپرم منجمد قوچ

 

 هامواد و روش

پوشههان در ایسههتگاه ت قیقههاتی خلعت مطالعهههایههن 

از اواخر دی ماه تها  دانشگاه تبریز واقع در  اده باسمنج

هها و داری قوچم ز نگههانجام گرفت.  اواخر اسفند ماه

در یه  سهالن سرپوشهیده  یآزمایش می  در تمام دوره

ساله  4تا  2رأس قوچ نگاد قزل،  5از  مطالعهدر این  بود.

ها ت ت شرایط نهور گیری استفاده شد. قوچ هت اسپرم

 گیریشدند. اسهپرممیداری ها نگهمی از  و  داطبیعی 

توسهط واژن  بهار در هفتههیه  در فصز غیرتولیهدمثلی

آوری  مع ب فاصله بعد از. گرفتصورت می مصنوعی

ههای اولیهه شهامز حجهم نمونهه، اسپرم یکسری ارزیابی

پیشهرونده، و  رنگ نمونه، حرکت مهو ی، ت هرک کهز

های غیرطبیعی و سه مت رممانی، درصد اسپدرصد زنده

در صهورت دارا  که شدمیانجام منی  غلظت و آکروزوم

 5/2غلظت بالای )در هر نمونه  بودن استانداردهای لازم

و  درصهد 70بهالای  حرکهت پیشهرونده ،ممیلیارد اسهپر

مناسهب  اینمونههبه عنوان  ،(لیترمیلی 5/0حجم بی  از 

بها تیمارههای شهده و سهازی در نظهر گرفتهه برای رقیق

 کنندهسازی از رقیقشد. به منظور رقیقمیرقیق  موردنظر

 آمینهو متیهز)هیدروکسهی تهری گهرم  71/2 حاوی پایه

 گههرم فروکتههوز 4/1ان(، ، آلمههMerck 64271اتههان، 

(Daejung Chemicals 0043 ،)گههرم اسههید  1، کههره

، Appli chem Gmbh 64291) سهیتری  مونوهیهدرات

واحهد  100000گرم استرپتومایسین و میلی 100آلمان(، 

لیتهر آب میلی 100سیلین بعد از توزین در المللی پنیبین

از  )آب مقطر استریز( مخلهو  شهد. مقطر دو بار تقطیر

 20شهد و بها لیتر برداشهتهمیلی 73شده م لول بافر آماده

لیتر گلیسهرول مخلهو  میلی 7مرغ و تخم لیتر زردهمیلی

بهه  1کننده، اسپرم به میهزان سازی رقیقپ  از آماده شد.

به شهرح  های حاوی تیمارهای موردنظرکنندهبا رقیق 10

 رقیق شد: زیر

و  EDTAفاقد ) پایه کنندهرقیقتیمارشده با گروه شاهد: 

 .(پروپیلن گلیکول

 پایهه کنندهرقیقتیمارشده با : EDTA مولارمیلی 1  گروه

      ..EDTA مولارمیلی 1 +

 کننهدهرقیهقتیمارشده بها : EDTA مولارمیلی 5/1 گروه 

 .EDTAمولار میلی 5/1+  پایه

 پایهه کنندهرقیقتیمارشده با  :EDTA مولارمیلی 2 گروه 

   .EDTAمولار میلی 2+ 

 کننهدهتیمارشده بها رقیهق: EDTA مولارمیلی 5/2 گروه 

 .EDTAمولار میلی 5/2+  پایه

 کننهدهتیمارشده با رقیهق: درصد 1گلیکول پروپیلنگروه 

 .پروپیلن گلیکول درصد 1+  پایه
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 کننهدهتیمارشده با رقیهق: درصد 2گلیکول پروپیلنگروه 

 .پیلن گلیکولپرو درصد 2+  پایه

 کننهدهتیمارشده با رقیهق: درصد 3گلیکول پروپیلنگروه 

 .پروپیلن گلیکول درصد 3+  پایه

 کننهدهتیمارشده با رقیهق: درصد 7گلیکول پروپیلنگروه 

 .پروپیلن گلیکول درصد 7+  پایه

 شده در داخهزرقیق منی م لول ،سازیبعد از آماده

در هها پایهت، سپ  د.ش لیتر کشیدهمیلی 25/0های تپای

قسهمت در ادامه دار گذاشته شدند. های درپیچداخز لوله

با پارافیلم بسته شد تا از ورود آب و بخهار  هابالایی لوله

ها  لهوگیری سردسازی به داخز لوله آب در طی مرحله

 سلسهیوسدر هه  30با دمای  یسپ  در داخز آب .شود

ت سردسهازی  هدر ادامه این مجموعه داده شدند.  قرار

شهد تها  ساعت در یخچال قهرار داده 2الی  5/1به مدت 

برسهد. بعهد از اتمهام  سلسیوس در ه 5به  تدریجهبدما 

 دقیقهه در 10تها  8بهه مهدت  هها، لولهسردسازی مرحله

 مهایع در ازتمتهری بهالای سهطح سانتی 5الی  4 فاصله

از آن به قرار گرفتند و بعد  این مادهبخار  قسمت حاوی

 یهاداری نمونههور شدند. نگهمی در ازت مایع غوطهآرا

ها در گشهاییو یخ طهول کشهیدمهاه  2مهدت بههمنجمد 

بعد از انجماد انجام گرفت.  60و  40، 20روزهای صفر، 

 در ههه 38در دمههای  در هههر مرحلههه گشههایییخعمههز 

گرفههت. مههیثانیههه انجههام  30بههه مههدت  سلسههیوس و

)ت هرک  ت هرک های پ  از ذوب شامز بررسیارزیابی

مانی، درصههد کههز، پیشههرونده و در هها(، درصههد زنههده

تسهت  های غیرطبیعی، درصهد آکهروزوم سهالم واسپرم

 بودند.( HOST test) یکپارچگی غشای پ سمایی

)کل، پیشارونده،  هااسپرم تحرکهای بررسی انواع جنبه -

به  شدهگشائیمنی یخ نمونه بدین منظور ابتدا هر: درجا(

 Merck) درصهد 9/2با سیترات سدیم  100به  1نسبت 

رقیهق  سلسهیوس در هه 37دمای  و در ، آلمان(64271

و بهرای تعیهین درصهد ت هرک کهز، پیشهرونده و   شد،

 37 دمهای بها روی لام آن رااز ی  قطهره در ای اسپرم،

پ وسههکومیکر سههپ  ازگذاشههته و  سلسههیوس در ههه

 World)استفاده گردید  400×بزرگنمایی  فازکنتراست با

health organization, 2010). 

بهرای : های غیرطبیعایمانی و درصد اسپرمدرصد زنده -

های زنههده و مههرده و همچنههین میههزان ارزیههابی اسههپرم

نیگهروزین  -آمیزی ائهوزینهای غیرطبیعی از رنگاسپرم

سازی نمونه با سهیترات سهدیم پ  از رقیق .استفاده شد

، 100بهه  1در هه بهه نسهبت  37بها دمهای  درصد 9/2

 5اسهپرم در  200 آمیزی صهورت گرفهت و حهدودرنگ

بدون سر، ) های غیرطبیعیاسپرمشمرده شد.  از لام نقطه

خورده، سر بزرگ یها بدون دم، دم دراز یا باری ، دم پیچ

 بودندهمین اس ید قابز شمارش  درکوچ  و . . .( نیز 

(Zanganeh et al., 2013.) 

بهرای : (acrosome integrity) درصد سلامت آکروزوم -

آمیزی شده بها رنگ از نمونه هم تعیین س مت آکروزوم

د. برای این کار از یه  گردینیگروزین استفاده  -ائوزین

های اسهتفاده شهد. اسهپرم 1250×گنمهایی رعدسی بها بز

زنده به عنوان اسپرم بها آکهروزوم سهالم در نظهر گرفتهه 

سهپرم شهمرده ا 20های مرده تعداد شدند و از بین اسپرم

های بها شده و آکروزوم بررسهی شهده و نسهبت اسهپرم

مقههدار  نهایههت هههم آکههروزوم سههالم م اسههبه شههد. در

 مقههدار آن در هههای مههرده بههاآکههروزوم سههالم در سههلول

درصههد  حاصههله های زنههده  مهع شههد کههه عهددسهلول

 World Health) آکهروزوم سهالم در یه  نمونهه بهود

Organization, 2010.) 
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 HOST) اساپرم کپارچگی غشای پلاساماییی آزمایش -

test) :میکرولیتهر  10، ءبرای تعیین س مت عملکرد غشا

میکرولیتههر م لههول  100شههده بهها گشههاییاز اسههپرم یخ

HOST (9  ،1گرم سیترات سهدیم در  9/4گرم فروکتوز 

 38دقیقهه در دمهای  30رقیق شده و به مهدت  لیتر آب(

یکرولیتهر از م 10 شهد. گهذاریسلسیوس گرمخانهدر ه 

سمپلر روی لام گذاشته شده و گسهترش  نمونه به وسیله

و شهده  بررسی 400×ها با بزرگنمایی گسترش داده شد.

های سهالم از اسهپرمآمد. دست های سالم بهدرصد اسپرم

ههای مهرده حالهت ولهی دم اسهپرم بوده ناحیه دم متورم

 (.Zanganeh et al., 2013) شتمستقیم دا

صهورت به دسهت آمهدههای بهداده: هاادهتحلیل آماری د

(standard error of the mean) SEM±(Least Square 

mean) LSmean  .بها اسهتفاده از  نتایجگزارش گردیدند

آنههالیز شههدند. بههرای  GLM و رویههه SAS9.2افههزار نهرم

( Least Square mean) میانگین حداقز مربعات مقایسه

اده شههد. اخت فههات اسههتف (Duncan) از آزمههون دانکههن

دار درصهد معنهی 5شده با مقادیر کمتر از آماری مشاهده

 (. p<05/0در نظر گرفته شدند )

 

 هایافته

 کیفیهت اسهپرم و آوری شهده مع هایمنی ویگگی

های زنهده، درصهد اسهپرمدرصد شامز  گشاییبعد از یخ

های درصهد اسهپرمت رک، درصهد حرکهت پیشهرونده، 

  شده است. ارائه 1 در  دولاسپرم غیرطبیعی و غلظت 

 

 
 سازیهای مورد مطالعه در ت قیق حاضر، قبز از رقیقتوصیی آماری صفات کمی و کیفی منی قوچ -1 دول 

 ضریب تغییرات انحراف معیار کمترین بیشترین میانگین نمونه تعداد شدهبررسی متغیر

 92/43 75/0 9/0 5/3 70/1 15 (لیترمیلی) حجم

 28/20 92/0 68/2 27/6 46/4 15 ×(910) غلظت

 23/16 71/0 3 5 38/4 15 (1-5) نمونه رنگ

 72/10 46/0 4 5 30/4 15 (1-5) حرکت مو ی

 84/5 4.97 75 92 85 15 (درصد) کز ت رک

 05/6 74/4 11/71 86 36/78 15 (درصد) پیشرونده حرکت

 68/5 92/4 26/76 1/93 70/86 15 (درصد) مانیزنده

 07/26 08/2 5/3 11/11 98/7 15 (درصد) های غیرطبیعیپرماس

 12/5 60/4 43/78 94/94 86/89 15 (درصد) هادر کز سلول س مت آکروزم

 82/50 95/14 13/9 65 42/29 15 (درصد) های مردهسلولس مت آکروزوم در
(، حرکت 5متیاز )ا ها فعال هستنداسپرم %90)غلی ، حرکت مو ی بسیار سریع، بیشتر از  صفر(، حرکت مو ی، آبکی 1، شفاا 2شیری رنگ ، 3، کرم رقیق 4، کرم 5کرم غلی  ) رنگ نمونه*

(، حرکت 3یاز ) امت های اسپرم فعال هستندسلول %65تا  45ت  اسپرماتوزواها را دید، توان ت آرام، می (، حرکت مو ی نسبتا4ً) امتیاز  ها فعال هستنداسپرم %85تا  70 مو ی سریع، حدوداً

 (، همه1متیاز ) ا دهنداسپرماتوزواها ع یم حیات را نشان می %10(، فقط حدود 2)امتیاز  ها فعال هستند% سلول 40تا  20مو ی شکز نگرفته است اما ت رک برخی اسپرماتوزواها پیدا است، 

 )امتیاز صفر(. حرکت هستنداسپرماتوزواها بی

 

بی منهی بعهد از آمار توصیفی صهفات مهورد ارزیها

گشههایی روی پارامترهههای ت ههرک کههز، حرکههت یخ

، ءمانی، سهه مت غشههاپیشههرونده، حرکههت در هها، زنههده

های غیرطبیعهههی، سههه مت آکهههروزوم در کهههز اسههپرم



 و همکاران  علیشاهپریسا شفاعتی                                                        کول بر ماندگاری اسپرم منجمد قوچ قزلهای حاوی ادیتات سدیم و پروپیلن گلیکنندهبررسی تأثیر افزودن رقیق

 

358 

 نشان داده شده است. 2 در  دولهای مهرده های اسپرم و س مت آکروزوم در سلولسلول

 

 

 

ن سههطوح مختلههی تههیثیر افههزودمقایسههه  3  هدول

EDTA  شده را بر پارامترهای ارزیابی گلیکول پروپیلنو

شهده دهد. بر اساس نتایج ثبتگشایی نشان میبعد از یخ

-ک کز اسهپرمگردید که میزان ت ر، مشخص3 دولدر 

با گهروه  گلیکول پروپیلنهای حاوی گروهها در تمامی 

 ،(p<05/0داری دارد )تفهههاوت آمهههاری معنهههی شهههاهد

بهالاترین و  درصهد 1گلیکهول پروپیلن که تیمارطوریبه

ترین میزان ت رک پایین  درصد 7گلیکول  پروپیلن تیمار

رم ههای اسهپکز را دارا بودند. همچنین از این نظر نمونه

تفههاوت آمههاری  درصههد 1گلیکههول  پههروپیلندر گههروه 

 EDTA ،5/1مهولار میلی 1های تیمار داری با گروهمعنی

 EDTA ،5/2 مهههولارمیلهههی EDTA ،2مهههولار میلهههی

و گهروه  درصهد 7گلیکهول  پروپیلن، EDTA مولارمیلی

( ولهی در مقایسهه بها تیمارههای p<05/0شاهد داشت )

 درصهد 3گلیکهول وپیلنپهرو  درصد 2گلیکول  پروپیلن

داری از این ل اظ مشهاهده نگردیهد. تفاوت آماری معنی

، درصهد 1گلیکهول  پروپیلنهمچنین بعد از تیمار گروه 

ت هرک بالاترین میانگین  درصد 2گلیکول  پروپیلنتیمار 

 1هههای تیمههار را داشههت کههه از ایههن نظههر بهها گروهکههز 

 یلنپههروپ، EDTA مههولارمیلههی EDTA ،5/1 مههولارمیلی

 شهد دار مشهاهدهتفاوت آماری معنهیدرصد  7گلیکول 

(05/0>pولی تفاوت مهذکور بها گهروه ،) 2ههای تیمهار 

 پهروپیلنو   EDTA مهولارمیلی EDTA ،5/2مولار میلی

دار نبههود. ایههن تفههاوت بههین معنههی درصههد 3گلیکههول 

 مهولارمیلی 5/2و   EDTAمولار میلی 2های تیمار گروه

EDTA نیهز  درصهد 7گلیکهول  پهروپیلنار با گروه تیمه

( ولهی بها گهروه شهاهد تفهاوت p<05/0دار بهود )معنی

 دار نداشتند.آماری معنی

رونده در از طرا دیگر بررسی درصد حرکت پی 

- پهروپیلنبین تیمارهای مختلهی نشهان داد کهه تیمهار 

دارای بالاترین میانگین درصد حرکهت  درصد 1گلیکول 

و  EDTAههای تیمهار ی گهروهپیشرونده بود که با تمهام

و گهروه  درصهد 7گلیکول  پروپیلنهمچنین گروه تیمار 

(. تیمهار p<05/0دار داشهت )شاهد تفاوت آماری معنهی

 1ههای تیمهار نیهز بها گروه  درصهد 2گلیکهول  پروپیلن

 پهروپیلن،  EDTAمهولار میلهی EDTA ،5/1 مولارمیلی

 

 منی ییگشایخپ  از های مورد مطالعه ی قوچتوصیی آماری صفات کمی و کیفی من  -2  دول

 ضریب تغییرات انحراف معیار کمترین بیشترین میانگین نمونه تعداد شدهبررسی متغیر

 648/20 560/11 25 78 988/55 358 (درصد) ت رک کز

 532/22 379/11 78/22 90/74 502/50 358 (درصد) حرکت پیشرونده

 613/52 896/2 88/0 33/17 504/5 358 (درصد) حرکت در ا

 024/20 801/11 83/25 90/81 93/58 358 (درصد) مانیزنده

 005/21 052/10 24/16 14/77 855/47 350 (درصد) س مت غشاء

 179/54 321/7 55/2 68/40 514/13 267 (درصد) های غیرطبیعیاسپرم

 440/19 873/11 54/29 46/87 074/61 268 (درصد) هادر کز سلول س مت آکروزوم

 955/85 739/8 0 50 167/10 269 (درصد) های مردهس مت آکروزوم در سلول
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دار نهیو گروه شاهد اخت ا آماری مع درصد 7گلیکول 

ههای تیمهار (، ولی این اخت ا با گروهp<05/0داشت )

 درصههد 3گلیکههول پههروپیلنو  EDTAمههولار میلههی 5/2

نیهز در  درصد 3گلیکول  پروپیلندر گروه  .دار نبودمعنی

 پروپیلن، EDTA مولارمیلی 1 های تیمارمقایسه با گروه

و گروه شاهد تفاوت مهذکور، از نظهر  درصد 7گلیکول 

( ولی گهروه فهود در ایهن p<05/0دار بود )معنی آماری

دار ها از نظر آماری تفاوت معنهیخصوص، با بقیه گروه

 نداشت.

هها در مانی اسهپرمهمچنین مشخص گردید که زنده

 7گلیکهول  پهروپیلنتمامی تیمارها به  ز گهروه تیمهار 

شده بین بالاتر از گروه شاهد بود. تفاوت مشاهده درصد

 2گلیکول  پروپیلن، درصد 1گلیکول  یلنپروپتیمارهای 

بها  نیهز از ایهن نظهر درصد 3گلیکول  پروپیلنو  درصد

کهدام از (، ولهی هیچp<05/0دار بهود )گروه شاهد معنی

با گروه شاهد  در این خصوص EDTAتیمارهای حاوی 

 دار نداشتند.تفاوت آماری معنی

های تیمارشهده بها یکپارچگی آکروزوم نیز در گروه

بالاترین میزان را در بین تیمارها نشهان  گلیکول وپیلنپر

 پهروپیلنو  درصد 1گلیکول  پروپیلنهای داد. البته تیمار

 مهولارمیلهی 1 با تیمارههای از این نظر درصد 2گلیکول 

EDTA ،5/1 مههولارمیلههی EDTA ،7گلیکههول  پههروپیلن 

داری داشهتند و گروه شاهد تفاوت آمهاری معنهی درصد

(05/0>p ولی در این مهورد تیمارههای ،)مهولار میلهی 1

EDTA ،5/1 مولار میلیEDTA ،2 مولار میلیEDTA  و

با تیمار شاهد، تفاوت آمهاری  درصد 7گلیکول  پروپیلن

 3گلیکهول  پهروپیلنتیمهار  دار نداشتند. از این نظرمعنی

دار داشهت نیز با گروه شاهد تفاوت آماری معنهی درصد

(05/0>p.) 

 HOSTملکرد و س مت غشای اسهپرم )بررسی ع

testهای تیمهار ( در تیمارهای مختلی نشان داد که گروه

، درصههد 1گلیکههول  پههروپیلن، EDTAمههولار میلههی 2

با درصد  3گلیکول  پروپیلنو  درصد 2گلیکول  روپیلنپ

دار تفاوت آمهاری معنهی درصد 7گلیکول  نپروپیلگروه 

اخهت ا آمهاری  ( ولهی درایهن مهوردp<05/0داشتند )

 داری با گروه شاهد نداشتند.معنی

 

 گشائی منیپ  از یخهای مورد مطالعه بر صفات کمی و کیفی منی قوچ گلیکولپروپیلنو  EDTAمقایسه تیثیر سطوح مختلی  -3 دول 

 پارامتر

 تیمار

 زت رک ک

 )درصد(

 حرکت پیشرونده

 د()درص

 نیمازنده

 )درصد(

 س مت آکروزوم

 )درصد(

ارچگی غشای یکپ

 )درصد( پ سمایی

 EDTA cde56/1±78/51 def77/1±91/46 cde62/1±54/54 bc85/1±47/57 ab51/1±79/46مولار میلی 1

 EDTA cde56/1±26/52 cdef77/1±62/47 cde62/1±67/55 cd85/1±19/56 ab55/1±22/47مولار میلی 5/1

 EDTA bcd56/1±43/55 cde77/1±53/50 bcde26/1±51/58 abc85/1±56/61 ab53/1±66/48مولار میلی 2

 EDTA bcd56/1±61/56 bcd77/1±42/51 bcd62/1±88/59 abc85/1±13/62 ab53/1±16/46مولار میلی 5/2

 a56/1±71/64 a77/1±69/59 a62/1±47/67 a85/1±17/69 a53/1±38/50 درصد1گلیکول پروپیلن

 ab56/1±68/61 ab79/1±29/57 ab64/1±29/64 a85/1±47/66 a53/1±04/50 درصد2گلیکول پروپیلن

 abc56/1±33/58 abc77/1±76/53 abc62/1±01/61 ab85/1±04/65 a53/1±34/50 درصد3گلیکول پروپیلن

 e56/1±47/46 f79/1±96/40 e64/1±11/49 d85/1±31/51 b56/1±77/40 درصد7گلیکول پروپیلن
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گشایی داری بر پارامترهای بعد از یختیثیر زمان نگه

طهور کهه نشهان داده ارائه شده است. همان 4در  دول 

انجمهادی داری شده است، با افزای  مهدت زمهان نگهه

درصد ت رک کز، حرکت پیشرونده، سه مت آکهروزوم 

ها و یکپارچگی غشهای پ سهمایی کهاه  در کز سلول

همچنین با افهزای  مهدت (. p<05/0) داری داشتندمعنی

داری انجمادی درصد حرکت در ها و درصهد زمان نگه

 داری داشههتندهههای غیرطبیعههی افههزای  معنههیاسههپرم

(05/0>p ،)ههای کروزوم در سلولولی درصد س مت آ

 داری نکرد.داری تغییر معنیمرده با افزای  زمان نگه

 
 گشاییداری بر پارامترهای بعد از یختیثیر زمان نگه -4 دول 

)روز( گشاییانجماد تا مرحله یخ داری منی درمدت زمان نگه   

 60 40 20 صفر تیمار

 a11/1±53/61 b10/1±77/56 c10/1±75/52 c11/1±97/49 ت رک کز

 a11/1±09/55 a10/1±99/51 b10/1±99/47 b11/1±5644 حرکت پیشرونده

 a30/0±43/6 b30/0±78/4 b30/0±82/4 b30/0±48/5 حرکت در ا

 a13/1±07/65 b12/1±73/59 c12/1±59/55 c12/1±67/52 مانی زنده

 a34/1±75/8 b81/0±02/14 b72/0±67/13 b75/0±31/12 اسپرم غیرطبیعی

 a21/2±71/63 a35/1±20/63 ab22/1±57/60 b25/1±12/57 کروزومس مت آ

 a72/1±82/7 a05/1±02/10 a95/0±08/11 a97/0±01/10 های مردهس مت آکروزوم در سلول

 a04/1±22/51 b03/1±98/45 b04/1±37/46 b07/1±31/45 یکپارچگی غشای پ سمایی
abcd                                 دار بین تیمارها میاخت ا آماری معنی دهندهشابه در هر ستون نشان: حروا غیرم(05/0باشد>p.) 

 

ت رک کز اسهپرم در مقایسه درصد  مربو  به جنتای

 ارائهه 5 در  دول هم گشایییخبعد از روزهای مختلی 

دههد، در نشهان مهی 5طور که  هدول همان شده است.

ی، تفهاوت گشای، در روز صفر یخمورد ت رک کز اسپرم

داری بین تیمارهای مختلی و ود نداشهت، آماری معنی

گشهایی در یخ 20های مربو  به روز میانگین اما مقایسه

 پههروپیلنایههن خصههوص نشههان داد کههه بههین تیمارهههای 

بها گهروه  درصد 2پروپیلن گلیکول و  درصد 1گلیکول 

اخت ا آمهاری  درصد 7گلیکول  روپیلنپشاهد و تیمار 

(، ولهی تفهاوت آمهاری p<05/0و ود داشت )دار معنی

تیمارهها بها گهروه  شده در این مورد، بهین بقیههمشاهده

گشهایی، یهخ 40دار نبهود. همچنهین در روز شاهد معنی

 1بهها تیمارهههای  درصههد 1گلیکههول  پههروپیلنتیمههار 

 مولارمیلی EDTA ،2 مولارمیلی EDTA ،5/1 مولارمیلی

EDTA ،و گروه شاهد دراین  درصد 7گلیکول  پروپیلن

(. p<05/0داری داشهت )خصوص اخت ا آماری معنی

نیهز در ایهن مهورد بها  درصهد 2گلیکهول  پروپیلنتیمار 

، EDTA مولارمیلی EDTA ،5/1 مولارمیلی 1تیمارهای 

و گروه شاهد تفهاوت آمهاری  درصد 7گلیکول  پروپیلن

 5/2(. همچنههین تیمارهههای p<05/0دار داشههت )معنههی

در ایهن  درصهد 3گلیکهول پروپیلنو  EDTAمولار میلی

تفهاوت  درصهد 7گلیکهول  پهروپیلنخصوص با تیمهار 

 60(. در روز p<05/0داری داشهههتند )آمهههاری معنهههی

بهها  درصههد 1گلیکههول  پههروپیلنگشههایی هههم، تیمههار یخ

 de56/1±97/49 ef77/1±10/44 de62/1±54/53 cd85/1±54/55 ab51/1±60/44 شاهد
abcdدار بین تیمارها میاخت ا آماری معنی دهنده: حروا غیرمشابه در هر ستون نشان( 05/0باشد>p.) 
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، EDTA مولارمیلی EDTA ،5/1مولار میلی 1تیمارهای 

د تفهاوت آمهاری و گروه شاه درصد 7گلیکول  پروپیلن

 پهروپیلن(. در این مورد، تیمار p<05/0دار داشت )معنی

 7گلیکول  پروپیلن نیز نسبت به تیمار  درصد 2گلیکول 

دار نشهان داد و گروه شاهد، اخت ا آماری معنی درصد

(05/0>pاما در این خصوص، بقیه ،)  تیمارهها بها گهروه

 دار نداشتند. شاهد تفاوت آماری معنی

 

 
 

 گشاییدر روزهای مختلی یخهای مورد مطالعه قوچ اسپرم ت رک کزدرصد مقایسه  -5دول  

 )روز(گشائییخمرحله  تا درانجماد منی داریزمان نگهمدت  

 60 40 20 صفر تیمار

 EDTA 77/2±86/58 bcd05/3±92/53 cd46/3±34/50 bc80/2±13/45مولار میلی 1

 EDTA 77/2±86/61 cdb05/3±02/55 cd46/3±75/47 bc80/2±53/45مولار میلی 5/1

 EDTA 77/2±66/61 abc05/3±02/58 bcd46/3±96/53 abc80/2±33/49مولار میلی 2

 EDTA 77/2±86/62 abc05/3±52/58 abc46/3±75/55 abc80/2±53/50مولار میلی 5/2

 a05/3±92/65 a46/3±86/63 a80/2±53/60 66/69±77/2 درصد1گلیکول پروپیلن

 ab05/3±92/62 ab46/3±24/62 ab80/2±23/57 16/66±77/2 درصد2گلیکول روپیلنپ

 abc05/3±11/59 abc46/3±08/57 abc80/2±23/54 26/64±77/2 درصد3گلیکول پروپیلن

 bc/3±22/47 d46/3±95/44 c80/2±57/42 86/51±77/2 درصد7گلیکول پروپیلن

 cd05/3±52/51 cd46/3±02/48 c80/2±53/43 86/57±77/2 شاهد
abcd                                  : باشددار بین تیمارها میمعنی آماری اخت ا دهندهستون نشانهرحروا غیرمشابه در (05/0>p). 

 

درصد حرکت پیشرونده اسپرم  نیز مقایسه 6 دول 

دههد. گشایی را نشان مهیها در روزهای مختلی یخقوچ

حرکههت پیشههرونده اسههپرم در تمههامی  6مطههابق  ههدول 

گشایی، با افزای  مدت تیمارها، در روزهای مختلی یخ

داری منی، کاه  یافت. بر این اساس، در روز زمان نگه

 درصهد 1گلیکهول  پهروپیلن گشایی منی، تیمارصفر یخ

بالاترین درصد حرکت پیشرونده اسپرم را دارا بود که از 

 پهروپیلنشهده بها تیمهار این نظر تفاوت آماری مشاهده 

( p<05/0دار بهود )و گروه شاهد معنی درصد 7گلیکول 

هها در ایهن خصهوص بها گهروه شهاهد گهروه ولی بقیه

 20داری نداشتند. همچنهین در روز اخت ا آماری معنی

بها گشایی، حرکت پیشرونده اسهپرم در گهروه تیمهار یخ

ر مهولامیلهی 1بها تیمارههای  درصهد 1گلیکول  پروپیلن

EDTA ،5/1 مههولار میلههیEDTA ،7گلیکههول  پههروپیلن 

دار داشهت و گروه شهاهد تفهاوت آمهاری معنهی درصد

(05/0>p تیمههار .)نیههز بهها  صههددر 2گلیکههول  پههروپیلن

 7گلیکههول  پههروپیلن، EDTAمههولار میلههی 1تیمارهههای 

و گروه شهاهد، در ایهن مهورد، اخهت ا آمهاری  درصد

تیمارها از این نظهر،  یه(، اما بقp<05/0دار داشت )معنی

دار نداشهتند. در روز با گروه شاهد تفاوت آماری معنهی

گشایی هم، در ایهن خصهوص تمهامی تیمارههای یخ 40

با گهروه شهاهد تفهاوت آمهاری  گلیکول پروپیلنحاوی 

(، ولهی اخهت ا آمهاری بهین p<05/0دار داشتند )معنی

ت به نسب گلیکول پروپیلنهای مختلی تیمارشده با گروه

دار نبههود. همچنههین تفههاوت آمههاری گههروه شههاهد معنههی

شده در این مهورد، در تمهامی تیمارهها بهه  هز مشاهده

مههولار میلههی 5/1و  EDTA مههولارمیلههی 1تیمارهههای 

EDTA  درصههد 7گلیکههول  پههروپیلننسههبت بههه گههروه، 
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 60(. در ایهن خصهوص در روز p<05/0دار بهود )معنی

و  درصهد 1گلیکهول  پهروپیلنگشایی نیز تیمارههای یخ

 پروپیلنبا گروه شاهد و تیمار  درصد 2گلیکول  پروپیلن

دار داشههتند تفههاوت آمههاری معنههی درصههد 7گلیکههول 

(05/0>pولی تفاوت با سایر گروه ،)دار نبودها معنی. 

 
  گشاییدر روزهای مختلی یخهای مورد مطالعه قوچاسپرم  حرکت پیشروندهدرصد مقایسه  -6 دول 

 )روز(  گشائییخانجماد تا مرحله  در منی داریزمان نگه مدت 

 60 40 20 صفر تیمار

 EDTA abc88/2±73/52 dc64/34±99/49 cde83/2±94/43 bc63/2±13/40مولار میلی 1

 EDTA abc88/2±97/55 bdc64/3±72/50 de83/2±04/42 bc63/2±58/40مولار میلی 5/1

 EDTA abc88/2±02/54 abc64/3±34/54 bcd83/2±62/48 abc63/2±21/44مولار میلی 2

 EDTA abc88/2±05/56 abc64/3±65/52 abdc83/2±16/50 abc63/2±87/45مولار میلی 5/2

 a88/2±20/64 a64/3±22/61 a83/2±47/57 a63/2±91/54 درصد1گلیکول پروپیلن

 ab06/3±59/59 ab64/3±96/59 ab83/2±73/55 a63/2±73/52 درصد2گلیکول پروپیلن

 abc88/2±29/58 abc64/3±77/54 abc83/2±41/51 ab63/2±22/49 درصد3گلیکول پروپیلن

 c88/2±04/46 d64/3±66/41 e83/2±22/38 c77/2±07/37 درصد7گلیکول پروپیلن

 bc88/2±81/50 dc64/3±06/46 de83/2±10/42 c63/2±66/36 شاهد
                    abcd : باشددار بین تیمارها میمعنی آماری دهنده اخت استون نشانر هحروا غیرمشابه در (05/0>p). 

 

ههای مهورد قهوچ اسهپرم مهانیزنهدهدرصد مقایسه 

 7منی در  هدول  گشاییدر روزهای مختلی یخمطالعه 

مشخص شده  7ارائه شده است. همانگونه که در  دول 

داری منهی، درصهد است، بها افهزای  مهدت زمهان نگهه

ی اسپرم در هر ی  از تیمارها کاه  یافته است. مانزنده

گشهایی منهی، بهالاترین این اساس در روز صهفر یهخبر 

 پهروپیلن مانی اسهپرم مربهو  بهه تیمارههایدرصد زنده

 پهروپیلنو درصد  2گلیکول  پروپیلن، درصد 1گلیکول 

بهود کهه در ایهن خصهوص اخهت ا  درصهد 3گلیکول 

دار بهود ، معنهیدرصد 7کول یگل پروپیلنآماری با تیمار 

(05/0>p ولی با سایر تیمارها و گروه شاهد، اخهت ا ،)

هههای حاصههله از دار نبههود. بررسههی دادهمههذکور، معنههی

نیههز نشههان داد کههه درصههد  20روز  گشههایی منههی دریخ

 درصهد 1گلیکهول  پهروپیلن مانی اسهپرم در تیمهار زنده

 وپیلنپهر، EDTAمهولار میلهی 1ههای نسبت بهه تیمهار

و گروه شهاهد دارای اخهت ا آمهاری  درصد 7گلیکول 

(. همچنههین از ایههن نظههر، p<05/0داری بههود )معنههی

 3گلیکول  پروپیلن، درصد 2گلیکول  پروپیلنهای تیمار

با  EDTAمولار میلی 5/2و  EDTAمولار میلی 2، درصد

دار اخت ا آماری معنی درصد 7گلیکول  پروپیلنتیمار 

 1(، ولههی ایههن اخههت ا بهها تیمههار p<05/0داشههتند )

دار نبود. همچنین و گروه شاهد معنی EDTA مولارمیلی

های مانی اسپرم در مورد منینتایج مربو  به درصد زنده

نشهان داد کهه در ایهن مهورد،  40در روز  شدهگشایییخ

پروپیلن گلیکهول و  درصد 1پروپیلن گلیکول های تیمار

مولار میلی EDTA ،2مولار میلی 1های با تیمار درصد 2

EDTA ،و گروه شاهد تفاوت  درصد 7گلیکول  پروپیلن

 2(. تیمارههههای p<05/0دار داشهههتند )آمهههاری معنهههی
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نیهز در  درصهد 3گلیکهول  پروپیلنو  EDTAمولار میلی

اخت ا  درصد 7گلیکول  پروپیلناین خصوص با تیمار 

نسبت بهه  (، ولیp<05/0داری نشان دادند )معنی آماری

 دار نبههود. مقایسهههگههروه شههاهد، تفههاوت مههذکور معنههی

گشهایی منهی ههم در یهخ 60های مربو  به روز میانگین

 های داری بین تیماراین خصوص، اخت ا آماری معنی

 با درصد 2گلیکول  پروپیلنو  درصد 1گلیکول  پروپیلن

را نشهان  درصهد 7گلیکول  پروپیلنگروه شاهد و تیمار 

( ولههی تفههاوت مههذکور بهها سههایر تیمارههها p<05/0داد )

 .دار نبودمعنی

 
  منی گشایییخدر روزهای مختلی های مورد مطالعه قوچ اسپرم مانیزندهدرصد مقایسه  -7  دول

 )روز( گشائیانجماد تا مرحله یخ داری منی درمدت زمان نگه 

 60 40 20 صفر تیمار

 EDTA ab77/2±20/62 bc04/3±10/56 bcd13/3±24/52 ab91/2±66/47مولار میلی 1

 EDTA ab77/2±89/64 ab04/3±06/60 cd13/3±89/48 ab91/2±91/48مولار میلی 5/1

 EDTA ab77/2±08/66 ab04/3±04/60 abcd13/3±96/55 ab91/2±02/52مولار میلی 2

 EDTA ab77/2±35/66 ab04/3±39/61 ab13/3±96/58 ab91/2±88/52مولار میلی 5/2

 a77/2±18/72 a04/3±46/68 a13/3±67/65 a91/2±66/63 درصد1گلیکول روپیلنپ

 a95/2±58/69 ab04/3±14/65 a13/3±41/63 a91/2±63/59 درصد2گلیکول پروپیلن

 a77/2±33/67 ab04/3±52/61 abc13/3±43/58 ab91/2±80/56 درصد3گلیکول پروپیلن

 b77/2±82/54 c04/3±29/50 d13/3±96/46 b91/2±01/44 درصد7گلیکول پروپیلن

 ab77/2±86/62 bc04/3±74/55 bcd13/3±52/49 b91/2±10/46 شاهد
abcd                                  باشددار بین تیمارها میدهنده اخت ا آماری معنی: حروا غیرمشابه در هر ستون نشان (05/0>p.) 

 

و  میانگین حداقز مربعات درصهد عملکهرد مقایسه

سهه مت غشههای پ سههمایی در تیمارهههای مختلههی در 

نشان داده شهده  8گشایی در  دول روزهای مختلی یخ

دسههت آمههده در روز صههفر هههای بهههاسههت. طبههق داده

گونهه ههای مختلهی آزمایشهی ههیچگشایی بین گروهیخ

گشایی یخ 20داری و ود نداشت. در روز اخت ا معنی

ترین میهزان سه مت بالا درصد 1گلیکول  پروپیلنتیمار 

پهروپیلن غشای پ سمایی را داشت کهه اخهت ا آن بها 

( ولهی تفهاوت p<05/0دار بهود )معنی درصد 7گلیکول 

 40دار نبهود. در روز تیمارهها معنهی آن با شاهد و بقیهه

بالاترین میزان  درصد 2گلیکول  پروپیلنگشایی تیمار یخ

آن بها را داشت که اخت ا  یکپارچگی غشای پ سمایی

( ولهی p<05/0دار بهود )معنی درصد 7گلیکول  پروپیلن

 60دار نبود. در روز ی تیمارها و گروه شاهد معنیبا بقیه

بهالاترین میهزان  درصهد 3گلیکهول  پهروپیلنگشایی یخ

 5/2س مت غشهاء را داشهت کهه در مقایسهه بها تیمهار 

اخهت ا  درصهد 7گلیکول پروپیلنو  EDTA مولارمیلی

ولی با گهروه شهاهد و  ،(p<05/0ر را نشان داد )دامعنی

 داری نداشت. تیمارها اخت ا معنی بقیه
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  منی گشاییدر روزهای مختلی یخهای مورد مطالعه قوچ اسپرم یکپارچگی غشای پ سماییدرصد  -8  دول

 )روز( گشائیانجماد تا مرحله یخ داری منی درمدت زمان نگه 

 60 40 20 صفر تیمار

 EDTA 98/3±45/53 ab07/3±55/47 ab80/2±51/43 ab52/2±33/43مولار میلی 1

 EDTA 19/4±16/53 ab07/3±01/46 ab80/2±00/45 ab65/2±80/44مولار میلی 5/1

 EDTA 98/3±68/50 ab07/3±10/48 ab80/2±28/47 ab65/2±21/49مولار میلی 2

 EDTA 98/3±57/49 ab07/3±29/47 ab80/2±04/46 ab65/2±15/41مولار میلی 5/2

 a07/3±38/50 ab80/2±59/47 ab65/2±56/46 85/56±98/3 درصد1گلیکول پروپیلن

 ab07/3±96/48 a80/2±70/53 ab52/2±91/46 73/50±24/4 درصد2گلیکول پروپیلن

 ab07/3±26/45 ab80/2±61/50 a52/2±89/52 16/53±98/3 درصد3گلیکول پروپیلن

 b07/3±02/39 b80/2±56/38 b83/2±40/40 10/45±98/3 درصد7گلیکول پروپیلن

 ab07/3±92/41 ab80/2±78/44 ab52/2±29/42 72/49±98/3 شاهد
abcd                                 باشددار بین تیمارها میدهنده اخت ا آماری معنی: حروا غیرمشابه در هر ستون نشان (05/0>p.) 

 

 

مربهو  بهه درصهد یکپهارچگی ههای یافتههمقایسه 

ههای مهورد بررسهی در آکروزوم اسپرم در همهه نمونهه

در روز  ،9با تو ه به  هدول  ارائه شده است. 9 دول 

گشایی منی درصد یکپارچگی آکهروزوم اسهپرم صفر یخ

در بین تیمارهای مختلی با یکدیگر و نیز با گروه شاهد 

 20داری مشههاهده نشههد. در روز تفههاوت آمههاری معنههی

بها تیمهار  درصهد 1 گلیکهول پهروپیلنگشایی، تیمار یخ

تفهاوت آمهاری  از ایهن نظهر درصهد 7گلیکول  پروپیلن

تیمارهها و  (، ولی با بهین بقیههp<05/0دار داشت )معنی

 40دار نبهود. در روز گروه شاهد تفاوت مهذکور، معنهی

گلیکهول  پروپیلنو  درصد 1گلیکول  پروپیلنهای تیمار

درصهد یکپهارچگی آکهروزوم اسهپرم  رددر مو درصد 2

 پههروپیلنداری بهها تیمههار دارای اخههت ا آمههاری معنههی

تیمارهها  (، ولی با بقیهp<05/0بودند ) درصد 7گلیکول 

داری و گروه شاهد در این خصوص تفاوت آماری معنی

گشهایی یهخ 60هائی که در روز نداشتند. در مورد نمونه

 م اسهپرم در تیمهارشدند نیز  درصد یکپارچگی آکهروزو

 7گلیکهول  روپیلنپه با تیمهار درصد 1گلیکول  پروپیلن

(، ولی از p<05/0دار داشت )تفاوت آماری معنی درصد

دار مشهاهده تیمارها تفاوت آماری معنهی این نظر با بقیه

 نشد. 
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  منی گشایییخمختلی در روزهای های مورد مطالعه قوچ اسپرمیکپارچگی آکروزوم درصد مقایسه  -9  دول

 گشائی)روز(داری منی درانجماد تا مرحله یخمدت زمان نگه 

 60 40 20 صفر تیمار

 EDTA 83/4±07/63 ab56/3±68/60 ab54/3±44/56 ab99/3±41/54مولار میلی 1

 EDTA 83/4±02/56 ab56/3±40/61 ab54/3±50/54 ab20/4±76/53مولار میلی 5/1

 EDTA 83/4±81/65 ab56/3±57/62 ab54/3±83/60 ab20/4±82/60مولار میلی 2

 EDTA 83/4±48/60 ab56/3±89/64 ab54/3±99/63 ab20/4±46/58مولار میلی 5/2

 a56/3±29/72 a54/3±88/68 a20/4±81/65 64/72±83/4 درصد1گلیکول پروپیلن

 ab56/3±28/69 a54/3±76/67 ab99/3±53/62 80/68±83/4 درصد2گلیکول پروپیلن

 ab56/3±11/68 ab54/3±36/64 ab20/4±08/62 26/69±83/4 درصد3گلیکول پروپیلن

 b56/3±83/54 b77/3±23/50 b20/4±59/47 72/56±83/4 درصد7گلیکول پروپیلن

 ab56/3±69/56 ab54/3±39/55 ab20/4±77/52 10/62±83/4 شاهد
abcd                                 دار بین تیمارها میدهنده اخت ا آماری معنیهر ستون نشان : حروا غیرمشابه در( 05/0باشد>p.) 

 

 

 گیریبحث و نتیجه

ههای تغییرات مقهادیر ههر یه  از ویگگی م دوده

کمی و کیفی اسپرم قب ً توسهط گزارشهات مختلهی در 

لیتهر(، حرکهت مهو ی میلی 5/0-6/1مورد حجم انزال )

رکهت پیشهرونده درصد(، ح 70-90(، ت رک کز )5-2)

ههر  در تعداد اسهپرم(، 2-5درصد(، رنگ منی ) 90-45)

 60-90(، درصد اسپرم زنده )07/1-0/5× 910لیتر )میلی

( درصهد 5-15های غیرطبیعهی )درصد( و درصد اسهپرم

 ;Karagiannidis et al., 2000) عنههوان شههده اسههت

Moghaddam et al., 2012; Dolati doorbash et al., 

2015; Ranghraz Tavakoli et al., 2016)،  کهه نتهایج

خهوانی فود همگزارش با نتایج حاضر  مطالعهحاصز از 

 .دارد

ههای آزمایشهی در بررسی ت رک کز تمامی گهروه

تمهام در  تیمهارههای حاضر نشان داد کهه گهروه مطالعه

تفههاوت درصههد(  3و  2، 1) گلیکههول سههطوح پههروپیلن

تیمهار بها  گهروهبا گهروه شهاهد و همچنهین داری معنی

درصههد داشههتند. همچنههین درصههد  7گلیکههول  پههروپیلن

ههای گشایی در گروهت رک کز در روزهای مختلی یخ

درصد بهتهرین عملکهرد  2و  1گلیکول  پروپیلن تیمار با

داری با ها داشته و تفاوت معنیرا در مقایسه با بقیه گروه

گههروه شههاهد نشههان دادنههد. درصههد حرکههت پیشههرونده 

 3و  2، 1گلیکول  پروپیلن تیمار باهای گروه ها دراسپرم

 EDTAمهولار میلی 5/2 تیمار با درصد و همچنین گروه

گشایی داشتند. نتایج یخبا گروه شاهد داری تفاوت معنی

در روزهای مختلی نشان داد که حرکهت پیشهرونده در 

 1گلیکهول  فر آزمای  در تیمار حهاوی پهروپیلنروز ص

 حاوی پروپیلن هایی  در تیمارآزما 20درصد، در روز 

آزمههای  در  60و  40درصههد، در روز  2و  1گلیکههول 

درصد تفاوت  3و 2، 1گلیکول حاوی پروپیلن هایتیمار

دار درصد داری با گروه شاهد داشتند. افزای  معنیمعنی

ههای ت رک کز و حرکهت پیشهرونده اسهپرم در نمونهه
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رکهت همچنهین درصهد ح گلیکهول و پهروپیلن تیمار با

مههولار میلههی 5/2 گههروه تیمههار بههادر  پیشههرونده اسههپرم

EDTA ناشهی از توانهایی  لاًنسبت به گروه شاهد، احتما

لهوگیری از گلیکول از غشهای سهلول و   عبور پروپیلن

سهلولی و کهاه  آسهیب بهه تشکیز بلورهای یخ داخز

کههردن کلسههیم و در کهه ت EDTAاسههپرم و توانههایی 

سلولی به داخز سهلول و  ممانعت از ورود کلسیم خار

باشد که های اسپرم میلولپذیری س لوگیری از ظرفیت

 شهودمهیاسهپرم  کهز و پیشهروندهسبب بهبهود ت هرک 

(Bourinbaiar and Lee, 1996; Buyukleblebici et 

al., 2014; Keshtgar et al., 2016ای کهه (. در مطالعهه

ت، نشهان های نگاد پامینتا انجام گرفته شده اسوی  قوچر

بهر   EDTAگرم بر لیتهر  5/1داده شده که افزودن مقدار 

کننده اسپرم دارای  نبایی کمتری نسبت بهه گهروه رقیق

ای همچنهین مطالعهه(. Aisen et al., 1999شاهد بهود )

 1/1دیگههر روی اسههپرم انسههان نشههان داد کههه افههزودن 

کننده منی در مقایسه با گهروه به رقیق EDTAمولار میلی

داری در میههزان  نبههایی تفههاوت آمههاری معنههی شههاهد،

همچنین این مطالعهه نشهان داد کهه  .ها ایجاد نکرداسپرم

هها در مقایسهه بها گهروه میزان حرکت پیشرونده اسهپرم

شاهد بهبود یافت ولی ایهن تفهاوت نیهز از نظهر آمهاری 

کهه بها نتهایج  ،(Keshtgar et al., 2016دار نبهود )معنی

. داردمطابقهت  EDTAمهورد حاصز از این پگوه  در 

در پگوهشی که روی اسپرم انسهان انجهام گرفتهه اسهت، 

کننهده نشان داده شد که افزودن پروپیلن گلیکول به رقیق

دار ت هرک کهز اسهپرم اسپرم انسان سهبب بهبهود معنهی

کهه بها نتهایج  ،(Barri and Anthony, 2001) شهودمی

 .حاصز از پگوه  حاضر مطابقت دارد

مانی ن تیمارها نشان داد که درصد زندهبی هاهمقایس

 3و  2، 1گلیکهول پروپیلن تیمار باهای ها در گروهاسپرم

گههروه تیمههار بهها رصههد نسههبت بههه گههروه شههاهد و د

داری داشههتند. درصههد تفههاوت معنههی 7گلیکههول پروپیلن

گشایی در روزهای مختلهی همچنین نتایج حاصز از یخ

در روز صهفر در  مانیآزمایشی نشان داد که درصد زنده

نداشهت داری با گروه شاهد تمامی تیمارها تفاوت معنی

 1گلیکهول پهروپیلنگروه تیمار بها آزمای   20و در روز

ههای تیمهار بها گهروهآزمهای   60و  40درصد، در روز 

داری با گروه درصد تفاوت معنی 2و  1پروپیلن گلیکول 

داری انجمههادی اسههپرم، شههاهد داشههتند. در هنگههام نگههه

شکیز یخ داخز و خار  سلولی سبب تخریب و مهرگ ت

 ود.  ههت رفهع ایهن مشهکز از پهروپیلنشهسلول مهی

پذیر در داخز سهلول نفوذ کنندهگلیکول که ی  حفاظت

کننهده استفاده شد که افزودن آن بهه م هیط رقیهق ،است

(. Holt, 2000) هها گردیهدمانی اسپرمسبب افزای  زنده

 ست کهه افهزودن پهروپیلنداده شده ا در پگوهشی نشان

ههای شهیرین اسهپرم میگهوی آب کنندهگلیکول به رقیق

هها شهده مهانی اسهپرمدار درصد زندهسبب افزای  معنی

 Claudet) است که با نتایج پگوه  حاضر مطابقت دارد

et al., 2016 در بررسی اسپرم منجمد انسان نشان داده .)

 EDTAلار مهومیلی 1/1شده است که استفاده از مقهدار 

را نسبت به گروه شاهد افزای  داد ولی  اسپرم مانیزنده

کهه مطهابق بها  ،(Keshtgar et al., 2016) دار نبودمعنی

 باشد.های پگوه  حاضر مییافته

ههای بررسی یکپارچگی غشهای پ سهمایی اسهپرم

دههد گلیکول نشهان مهی و پروپیلن EDTAرقیق شده با 

بهین سهطوح مختلهی داری گونه تفهاوت معنهیکه هیچ

 EDTA (1 ،5/1 ،2درصد( و  3و  2، 1) گلیکولپروپیلن
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. همچنهین ردمولار( با گروه شاهد و ود نهدامیلی 5/2و 

گشایی در روزهای مختلهی آزمهای  نشهان داد کهه یخ

داری بین تیمارها بها گهروه شهاهد در ههیچ تفاوت معنی

. در بررسهی اسهپرم منجمهد اردی  از روزها و ود نهد

 1/1نشان داده شهده اسهت کهه اسهتفاده از مقهدار  انسان

 ، یکپارچگی غشای پ سهمایی اسهپرمEDTAمولار میلی

دهههد مههیرا نسههبت بههه گههروه شههاهد افههزای   انسههان

(Keshtgar et al., 2016 ،)های پگوه  که مغایر با یافته

توانهد بهه دلیهز تفهاوت ایهن امهر مهی باشهد.حاضر می

 های مورد آزمای  باشد.گونه

بین تیمارها نشهان داد کهه درصهد سه مت  هقایسم

 تیمههار بههاهههای ههها در گههروهغشههای آکههروزوم اسههپرم

ه شاهد و درصد نسبت به گرو 3و  2، 1گلیکول پروپیلن

درصههد تفههاوت  7گلیکههول پههروپیلنتیمههار بهها  گههروه

گشهایی داری داشتند. همچنین نتایج حاصز از یهخمعنی

کههه درصههد  در روزهههای مختلههی آزمایشههی نشههان داد

 40، 20ها در روز صهفر، س مت غشای آکروزوم اسپرم

داری با گهروه تیمارها تفاوت معنی هیچ ی  ازدر  60و 

شاهد نداشت. در یه  بررسهی کهه روی اسهپرم انسهان 

انجام شده است، مشاهده شده اسهت کهه گهروه حهاوی 

EDTA  نسبت بهه گهروه شهاهد دارای آکهروزوم سهالم

با نتایج پگوه  حاضهر مغهایر  هیافتبیشتری بود که این 

توانهد مربهو  بهه تفهاوت باشد که دلیز این امهر مهیمی

 ,.Mukherjee et al) ههای مهورد مطالعهه باشهدگونهه

(. در بررسی دیگری نشان دادنهد کهه یکپهارچگی 2016

درصهد  6پهروپیلن گلیکهول  تیمار بهاآکروزوم در گروه 

 10و  3 ،1تیمار با پروپیلن گلیکهول  هاینسبت به گروه

د که مطابق بودار نمعنیاین تفاوت درصد بیشتر بود ولی 

 ,.Ping et al)باشهد مهیههای پهگوه  حاضهر با یافتهه

2012.) 

هها در یکی از عوامز مهم در کاه  ت رک اسهپرم

اثر گذر زمان، افزای  میزان نفوذپذیری سلول و کهاه  

توانایی تنظیم سطوح یونی در داخز سهلول و همچنهین 

بلورهای یخ داخز سلولی است که به طور کلهی تشکیز 

باشهد. آور مهیبر س مت و عملکرد غشای اسهپرم زیهان

فزودن مقهادیر نتایج حاصز از این پگوه  نشان داد که ا

اسپرم قهوچ  کنندهگلیکول به رقیق درصد پروپیلن 2و  1

مهانی قزل، درصد ت رک کز، حرکت پیشهرونده و زنهده

داری بهبهود شایی به طهور معنهیگها را پ  از یخاسپرم

 EDTAمولار میلی 5/2بخشد. همچنین افزودن سطح می

دار درصد حرکت پیشرونده اسهپرم نیز سبب بهبود معنی

 شود.نسبت به گروه شاهد می

 

 سپاسگزاری

ههای مسهئولین وسیله از زحمات و همکهاریبدین

بیهب مهنهدس ح انپوشان آقایهایستگاه ت قیقاتی خلعت

مهر و مهنهدس یعقهوب ندس خسرو پارساییچراغی، مه

 ،که ما را در انجهام ایهن مطالعهه یهاری نمودنهدتیموری 

 شود.قدردانی می

 

 تعارض مناف 

گونهه تاهاد دارنهد کهه ههیچنویسندگان اع م مهی

  منافعی ندارند.

 

 

 



 و همکاران  علیشاهپریسا شفاعتی                                                        کول بر ماندگاری اسپرم منجمد قوچ قزلهای حاوی ادیتات سدیم و پروپیلن گلیکنندهبررسی تأثیر افزودن رقیق

 

368 

 

 

  مناب 
 Aisen, E.G., Alvarez, H.L., Grade, J.J. and Venturino, A. (1999). Effect of trehalose and EDTA on 

cryoprotective action of ram semen diluents. Theriogenolog, 53(5): 1053-1061. 

 Barri, A.B. and Anthony, V. (2001). Osmotic tolerance of equine spermatozoa and the effects of soluble 

cryoprotectants on equine sperm motility, viability, and mitochondrial membrane potential. Journal of 

Andrology, 22(6): 1061-1069. 

 Bittencourt, R.F., Bicudo, S.D., Biscarde, E.A., Chalhoub, M., Filho, A.D.L. and Oba, E. (2014). 

Trehalose and Calcium chelatorfor ram semen cryopreservation. Archives of Veterinary Science, 

19(2): 66-77. 

 Bourinbaiar, A.S. and Lee, C. (1996). Synergistic effect of Gramicidin and EDTA in inhibiting sperm 

motility and cervical mucus penetration in vitro. Original Research Articale, 54(6): 367-372. 

 Buyukleblebici, S., Barbaros Tuncer, P., Ekin A., Bucak, M.N., Sariozkan, S., et al. (2014). 

Cryopreservation of bull sperm: Effect of extender supplemented with different cryoprotectants and 

antioxidants on sperm motility, antioxidant capacity and fertility results. Animal Reproduction 

Science, 150(3-4): 77-83. 

 Chi, H.J., Choi, S.Y., Chun, E.K., Chung, D.Y., Kim, J.H., Kim, M.H., et al. (2008). Protective effect of 

antioxidant supplementation in sperm-preparation medium against oxidative stress in human 

spermatozoa. Human Reproduction, 23(5): 1023-1028. 

 Claudet, P.V., Natesan, M. and Selvakumar, N. (2016). Effect of cryopreservation and cooling rates on 

fertility potential of sperm in the giant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii (De Man). 

Animal Reproduction Science, 171: 49-57. 

 Dolati Doorbash, P., Daghighkia, H., Moghaddam, G.H., Rafat, S.A. and Taghizadeh, A. (2015). The 

effect of adding raffinose concentrations in the diluents in semen cryopreservation of different breeds 

of ram at the reproductive seasone. Journal of Animal Science Researches (Agricultural Science), 

25(2): 121-132. [In Persian] 

 Evans, G. and Maxwell, V.M.C. (1987). Salamon’s artificial insemination of sheep and goat. 

Butterworths Pty Limited, pp:125-132 

 Holt, W.V. (2000). Basic aspects of frozen storage of semen. Animal Reproduction Science, 62(1-3): 3-

22. 

 Hu, J.H., Chen, X.Y., Li, G., Li, Q.W., Yang, H., Wang, L.I., et al. (2005). The cryopreservation effect 

on frozen-thawed semen of egg yolk low density lipoproteins. Asian-Aust. Journal of Animal 

Science, 19(4): 486-494. 

 Ieropoli, S., Do Espirito Santo, M., Masullo, P. and Sansone, G. (2004). Effect of extender composition, 

cooling rate and freezing on the fertilization viability of spermatozoa of the Pacific oyster 

(Crassostrea gigas). Cryobiology, 49(3): 250-257. 

 Karagiannidis, A., Alexopoulos, C., Amarantidis, I. and Varsakeli, S. (2000). Seasonal variation in 

semen characteristics of Chois and Feresian rams in Greece. Small Ruminant Research, 37(1-2): 125-

130. 

 Keshtgar, S., Gharesi-Fard, B., Iravanpour, F. and Kazerooni, M. (2016). Combined effect of Trolox and 

EDTA on frozen-thawed sperm quality. Iranian Journal of Medical Sciences, 41(3): 230-237. 

 Li, Y.H., Cai, K.J., Kovacs, A. and Ji, W.Z. (2005). Effect of various extenders and permeating 

cryoprotectants on cryopreservation of Cynomolgus Monkey (Macaca fascicularis) spermatozoa. 

Journal of Andrology, 26(3): 387-394. 

 Moghaddam, G.H., Pourseif, M.M. and Rafat, S.A. (2012). Seasonal variation in semen quantity and 

quality traits of Iranian crossbred rams. Slovak Journal of Animal Science, 45(3): 67-75. 



  353 - 369 :صفحات، 1398 زمستان، 52، پیاپی 4، شماره 13دوره                                                  شناسی درمانگاهی دامپزشکی                                                       آسیب

 

369 

 Mukherjee, K.P., Sahoo, A.K., Ray, K., Chattaraj, S. and Datta, U. (2016). Cryoprotective effect of 

EDTA, lactose, ascorbic acid and L-cysteine as an additives on garole ram (Ovis aries) semen. 

International Journal of Advanced Research in Biological Science, 3(7): 92-98. 

 Ozkavukcu, S., Erdemli, E., Isik, A., Oztuna, D. and Karahuseyinoglu, S. (2008). Effects of 

cryopreservation on sperm parameters and ultrastructural morphology of human spermatozoa. Journal 

of Assisted Reproduction and Genetics, 25(8): 403-411.  

 Ping, S.H., Wang, C.Y., Yue, F., Yang, S.H., Si, W. and Luo, Y. (2012). Effect of Dimethyl Sulfoxide, 

Ethylene glycol, Propylene glycol and Glycerol on cryopreservation of wild tree shrew (Tupaia 

belangeri chinese) cauda epididimal sperm. Journal of Animal and Veterinary Advances, 11(19): 

3568-3574. 

 Ranghraz Tavakoli, H., Daghighkia, H., Moghaddam, G.H. and Rafat, S.A. (2016). The effect of hCG 

injection on serum and seminal plasma testosterone in Ghezel ram. Journal of Animal Science 

Researches (Agricultural Science), 26(2): 131-139. 

 Silva, S.V., Soares, A.T., Batista, A.M., Almeida, F.C., Nunes, J.F. and Peixoto, C.A. (2013). Vitamin E 

(Trolox) addition to Tris-egg yolk extender preserves ram spermatozoon structure and kinematics 

after cryopreservation. Animal Reproductive Science, 137(1-2): 37-44 

 Wilhem, K.M., Graham, J.K. and Squires, E.L. (1996). Effect of phosphatidilserine and cholesterol 

liposomes on the viability, motility, and acrosomal integrity of stallion spermatozoa prior and after 

cryopreservation. Cryobiology, 33(3): 320-329. 

 World Health Organization. (2010). WHO laboratory manual for the examination and processing of 

human semen. 5th ed., pp: 149. 

 Zanganeh, Z., Mohammadi-Sangcheshmeh, A., Nabi, M.M., Najafi, A., Zare-Shahneh, A. and Zhandi, 

M. (2013). Does rosemary aqueous extract improve buck semen cryopreservation. Small Ruminant 

Research, 114(1): 120-125. 

 

 

 

 

 

 


