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Abstract 

When using frozen-thawed semen, maintaining the motility and viability of ram sperm is 

important for achieving high pregnancy rates. The goal of this research was to clearly elucidate 

the effects of centrifugation and cholesterol-loaded cyclodextrin (CLC) in a soy lecithin-based 

extender on post-thaw ram sperm quality. Sperm samples were collected from 5 Ghezel rams 

with the age of 4-5 years for 3 weeks. After the initial assessment, the approved semen samples 

were combined and divided into 8 equal parts. Four samples were combined at 30˚C and the 

seminal plasma was then removed by centrifugation. The semen from the other four samples 

was not centrifuged and was diluted with Tris buffer plus different concentrations of CLC (0, 

0.75, 1.5 and 3 mg/ 1.2×108 spermatozoa) and 7% glycerol, similar to the first group. The 

samples were then cooled to 5˚C and frozen in 0.25 ml straws. After thawing, total motility (TM) 

and progressive motility (PM), straight line velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), beat 

cross frequency (BCF), total antioxidant capacity (TAC), superoxide dismutase (SOD), 

malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GPX), the integrity of the acrosome 

membrane and the integrity of the plasma membrane were significantly (p<0.05) higher in the 

1.5 mg CLC group compared to the other groups. Also TM, PM, VCL, TAC, SOD, GPX and 

plasma membrane was significantly (p<0.05) higher in the group without centrifugation than in 

the centrifugation group. Overall, the results suggested that addition of 1.5 mg CLC improves 

most of the sperm parameters measured in vitro in comparison to other groups. 
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 چکیده
هدف از اینن  آوردن میزان آبستنی بالا مهم است. دستهشده برای بمانی اسپرم قوچ هنگام استفاده از اسپرم منجمدزنده حفظ تحرک و

بر کیفیت اسپرم بعد از  ،کنندهعنوان رقیقهسیتین سویا بیبا سیکلودکسترین در ل شدهبارگذاریبررسی اثر سانتریفیوژ و کلسترول  مطالعه

یند ئاز ارزیابی اولینه و تا د. بعندشد آوریهفته جمع 3مدت هبساله  4-5س قوچ قزل أر 5از  ی منیها. نمونهبود ذوب-فرایند انجماد

وسنیله سنانتریفیوژ حنذف هبندرجه سلسنیوس  30 نمونه در دمای 4 قسمت مساوی تقسیم شدند. پلاسمای منی 8ها به نمونه ،کیفیت

، 75/0، 0ن )سترول لودشده با سیکلودکسنتریلهای مختلف کوسیله بافر تریس و غلظتهمانده بدون سانتریفیوژ بهای باقیگردید. نمونه

درجنه  5 ها تنا دمنایسازی شدند. سپس نموننهدرصد گلیسرول مشابه با گروه اول رقیق 7( و اسپرم 2/1×108گرم در میلی 3و  5/1

کن  و  تحنرکدار پارامترهنای دهنده بهبود معنینتایج نشانلیتری ذخیره شدند. میلی 25/0های و در پایوتشده سردسازی سلسیوس 

یکپنارچگی  ،آکروزومنی یکپنارچگی غشنای ،عت در مسیر مستقیم، سرعت در مسیر منحننی، تنناوب عر نی زننشسر رونده،پیش

بعند از  آلدئید،دیمالون و پراکسیداز دیسموتاز، گلوتاتیون سوپراکسید هایفعالیت آنزیم و اکسیدانی، ظرفیت تام آنتیپلاسماییغشای

رونده، پیش و ک  تحرکهمچنین . (>05/0p) ها بوددر مقایسه با سایر گروه ودکسترینسیکل گرممیلی 5/1 کنندهدریافت ذوب در گروه

 گلوتاتیون و دیسموتاز سوپراکسید هایفعالیت آنزیم و اکسیدانیظرفیت تام آنتی ،یکپارچگی غشای پلاسمایی سرعت در مسیر منحنی،

که  نشان دادنتایج  کلیطوره. ب(>05/0p)بالاتر بود  ،گروه با سانتریفیوژ داری در گروه بدون سانتریفیوژ نسبت بهطور معنیهبپراکسیداز 

 شد. هااغلب پارامترهای مورد ارزیابی نسبت به سایر گروهباعث بهبود با سیکلودکسترین  شدهبارگذاریگرم کلسترول میلی 5/1افزودن 
 

 .ذوب-انجماد ،الیسیتین سویسانتریفیوژ،قوچ، ن، اسپرم، یدکسترسیکلو :هاکلیدواژه
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 مقدمه
های مناسب جهت بهبوود انجماد اسپرم، یکی از تکنیک

باشود. نتوایح صا وز از تولید گوشت و پشم در گوسفند می

دارشدن اسوپرم تحقیقات نشان داده است که مکانیسم ظرفیت

 شوودهوا مویبر اثر انجماد، سبب کاهش عمر باروری اسوپرم

(Ellington et al., 1999)یووور در سوووا تار و . تغی

در بواروری  یبسویار مهمو عاموزیکپارچگی پلاسومایی 

 ,.Sion et alاسوت ) ذوب-اسپرم بعد از فرآیند انجمواد

غشای پلاسمایی اسپرم قوچ دارای نسبت بالایی  (.2004

از اسیدهای چرب غیراشباع به اسیدهای چرب اشوباع و 

باشود کوه ایو  نسبت کمی از کلسترول به فسفولیپید می

هووای اکسوویداتیو ناشووی از ز  طوور بووروز واکنشعواموو

 ;reactive oxygen specises) های فعوال اکسوی نگونه

ROS) کندرا بیشتر می (Bucak et al., 2007.) علاوه، هب

ی اسوازی اسوپرم، محتووودر نتیجوه سردسوازی و ذ یووره

کلسوووترول غشوووای پلاسووومایی دچوووار تغییووورات 

 ,Purdy and Graham) شووودغیرفیزیولوووکیکی می

 ن وار  شودبا ، پذیری اسپرمظرفیتدر جریان (. 2004

غشای پلاسمایی دچار تخریب شده  ،بخشی از کلسترول

 یابودافوزایش می ءنفوذپذیری و سیالیت غشادر نتیجه و 

(Cross, 2003) هوای . تحقیقات نشوان داده کوه پروتئی

توانند سبب  رو  کلسترول از ترکیب پلاسمای منی می

 Roostaei-Ali Mehr et) قوچ شووند غشای پلاسمایی

al., 2015.)  اگرچه سانتریفیوک پتانسیز آسیب رساندن به

اسووتفاده از سووانتریفیوک  بووا ایوو  وجوووداسووپرم را دارد، 

های تواند سوبب صوذذ ذرات افوافی ماننود اسوپرممی

های مورده سوبب تولیود و مرده شوود. اسوپرم طبیعیغیر

ROS رم در طوول د کوه اثورات میوری بور اسوپونشمی

دذ از مطالعوه هو (.Upreti et al., 1999) انجماد دارنود

سوطو  کوار بوردن هبا بصافر ارزیابی دو پروتکز فریز 

 ها بر تحرک کوزر آنیاثمطالعه تمختلف لیسیتی  سویا و 

شوده،  طی بودن تحرک، راسوتی مسویر طوی، روندهپیش و

سرعت در مسیر منحنی، تحرک عرفی سر، میانگی  سورعت 

د و یوئلدآدیموالونمیوزان  ،مسقیم، تناوب عرفی زنشدر 

 باشد.می اسپرم قوچآکروزومی در  ءیکپارچگی غشا

 

 هامواد و روش

ای  پ وهش در ایستگاه تحقیقواتی  لعوت پوشوان 

بور روی قووچ  1395ماه وابسته به دانشگاه تبریز در دی

 .قزل انجام شد

 5از  ی منویهانمونوه: تهیه نمونه مننی و فنرآوری آن -

)دی  سواله در فصوز غیرتولیودم لی 4-5 س قوچ بالغأر

در ایستگاه تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی  1395ماه 

وسیله هب ، ورت هفتگیهب  لعت پوشان دانشگاه تبریز(

ها آوری شدند. ارزیابی اولیوه نمونوهواکن مصنوعی جمع

های با صجوم نمونه و دقیقه  ورت گرفت 45در مدت 

 75رونووده بووالای لیتوور، تحوورک پیشمیلی 2الووی  75/0

و اسوپرم  mL/9 10×3بوالاتر از اسوپرم در ود، غلتوت

مورد استفاده قرار گرفتنود. در د  10کمتر از  طبیعیغیر

 ،منتوور صوذذ اثورات فوردیهبو ،گیریدر هر بار نمونه

 از شودند.میهای منی تائیدشوده بوا هوم مخلوو  نمونه

 108,382) ریستو گوورممیلی 71/223 بوامحلوول پایووه 

Darmstadt, Germany) ،50/55 مووول فروکتوووزمیلی 

(F2543 Sigma St. Louis, MO, USA)  87/72و 

 ,Darmstadt 100,244) مووول اسووید سوویتریکمیلی

Germany )(320 اسومول بور کیلووگرم و اسویدیته میلی

-P3644 Sigma Lدر ود لیسویتی  سوویا ) 5/1( و 2/7

aPhosphatidylcholine from soybean, Type IV-S, 
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P30% enzymatic - )های منوی سازی نمونوهبرای رقیق

 8شوده اسوپرم قووچ بوه های ترکیوب. نمونهاستفاده شد

بوا بوافر  منوی نمونوه چهارقسمت مساوی تقسیم شدند. 

ترکیووب (Darmstadt, Germany 108,382)تووریس 

درجوه  30 دموای هوا درآنپلاسمای منی سپس  گردیده

دور در دقیقووه  300)له سووانتریفیوک وسوویهب سلسوویوس

نمونه بعدی بدون  چهارصذذ گردید. ( دقیقه 10بمدت 

بوسویله بوافر توریس و انجوام شوود، یفیوک رسوانتکه ای 

بووا  بارگووذاری شوودههووای مختلووف کلسووترول غلتت

igma, Cyclodextrin, S-β - 4805C)سیکلودکسوتری  

USA )(0 ،75/0 ،5/1 بمیلی 3و )ود در 7 ه همراهگرم 

گوروه اول  مشابه با( G9012- Sigma, USA) گلیسرول

در  شوودهسووازیهای رقیقسووازی شوودند. نمونووهرقیق

 (IMV, L'Aigle, France) لیتوریمیلی 25/0های پایوت

 4 ساعت به آرامی تا دموای 2و در مدت  هگردیدذ یره 

 وورت افقوی هو در ادامه بو دهش سرد درجه سلسیوس

دقیقوه در معور   7مودت هروی  فحات آلومینیومی ب

 هفتوه در ازت 4مودت هو سپس ب گرفتهبخار ازت قرار 

بوورای انجووام آزمایشووات لازم شوودند.  داریمووایع نگووه

 ده وگردیو های منی منجمد از تانوک ازت  وار پایوت

 مودتدر  درجه سلسیوس 37 گرم با دمایدر صمام آب

منووووی در نهایوووت گشووووایی شوووودند. ثانیوووه ی  30

لیتری میلی 5/1ه در درون یک میکروتیوب شدگشاییی 

 5مودت هبو ،پوذیریسپس جهوت تطوابق ،دهگردیتخلیه 

 ه شد.دقیقوه در صموام آب گرم قرار داد

: شده با سیکلودکسنترینبارگذاریسازی کلسترول آماده -

-متیووز-بتووابووا ( C8503, Sigma, USA)کلسووترول 

طبق پروتکوز ( C4805, Sigma, USA)سیکلودکستری  

 .(Purdy and Graham, 2004) ترکیب گردید شنهادیپی

سیکلودکسووتری  در اتووانول صووز -بتووا-یووک گوورم متیووز

شوده در صوز گرم کلسوترولِمیلی 200با سپس  ،هدگردی

ترکیوب گردیود. در ( C2432, Sigma, USA)کلروفورم 

)قورار  وسیله گاز نیتوروکن همانده ای  محلول بادامه باقی

ه  روجوی از کپسوول ازت( لولو لوله فوالک  زیور نداد

گورم میلی 50صذذ گردید. محلول کاربردی ترکیبوی از 

بوا سیکلودکسوتری  در یوک  بارگوذاری شودهکلسترول 

 بود.  درجه سلسیوس 37 لیتر تریس در دمایمیلی

جهت ارزیابی پارامترهای صرکتی اسپرم : تحرک اسپرم -

CASA (computer aided semen analyses )سیستم  از

(Video Test-Sperm 3.1, St. Petersburg, Russia )

 7 ،گشووواییبعووود از یو  بوودی  منتووور اسووتفاده شوود.

درجوه  37بور روی لام گورم  میکرولیتر از نمونه اسوپرم

 کووز های تحوورکفراسوونجه وشوود  قوورار داده سلسویوس

(total motility; TM)رونودهپیش ، تحورک (progress 

motility; PM) نتیوک صرکتی شوامز یهوای کو وی گوی

 ;Average pass velocity) میانگی  سورعت در مسوویر

VAP)سووورعت در مسووویر منحنوووی ، (curvilinear  

velocity; VCL)، شوده راستی مسیر طوی(velocity of 

straight line; VSL)سووورعت در مسووویر مسوووتقیم ، 

(straightness;STR)، جنبووایی عرفووی سووور (lateral 

amplitude; ALH)، طوی بوودن جنبوایی  (linearity; 

LIN) و تنووواوب عرفووووی زنووووش (beat cross 

frequency; BCF) مورد ارزیابی قرار  ×20با بزرگنمایی

 .ندگرفت

مانی اسوپرم از منتور ارزیوابی زنودههب: اسپرم مانیزنده -

استفاده شد. بودی   نیگروزی -آمیزی ائوزی تکنیک رنگ

، Y (115935, Siggma, USA) گرم ائوزی  67/1 منتور

و ( Merck, Germany ,6-03-8005)گروزی  یگرم ن 10
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( Merck, Germany ,106448)گرم سیترات سدیم  9/2

قورار اسوتفاده  موورد لیتر آب دوبوار تقطیورمیلی 100در 

بوا  منیمیکرولیتر از نمونه  10 ،گشایی. پس از ی گرفت

و  همیکرولیتر از رنگ روی لام گرم مخلوو  گردیود 20

گسوترش وسیله یک لام دیگر گسترش تهیوه گردیود. هب

قوورار گرفتووه و درجه سلسیوس  37 شده در دمایتهیه

اسوپرم بوا اسووتفاده از  200پس از  شک شودن تعوداد 

موورد  ×40میکروسوکوپ فواز کنتراست با بزرگنموایی 

طوور جزئوی یوا ههوایی کوه ب. اسپرمندبررسی قرار گرفت

گرفته بودند، اسووپرم موورده و   وده کامز رنگ بنفش ب

دا ز  ود ممانعت کورده هایی که از ورود رنگ بهاسپرم

 .عنوان اسپرم زنده محاسبه شدندهبودند، ب

هوای منتور ارزیابی در د اسپرمهب: مورفولوژی اسپرم -

 5/62)از محلوول هووانکوک  طبیعویمورفولووکی غیربا 

محلول سالی  لیتر میلی 150در د،  37لیتر فرمالی  میلی

لیتور آب میلوی 500لیتر محلول بوافر و میلی 150سدیم، 

 (.Hancock et al., 1956) سووتفاده شوودا( دوبار تقطیر

میکرولیتر از محلوول  150با منی میکرولیتر از نمونه  10

یوک قطوره از ایو  و در اداموه  دهگردی هانکوک مخلو 

مخلو  روی لام قوورار گرفتووه و توسووـ یووک لاموز 

اسووپرم زیوور  200شووانده شوود. بووا شوومارش صووداقز پو

در ود  ×40میکروسکوپ فواز کنتراست با بزرگنموایی 

هوووای طبیعوووی و غیرطبیعوووی شووامز غیرطبیعوووی اسپرم

بوودن آکووروزوم، سوورهای چسووبیده، بخووش میووانی 

 .های دم محاسبه شدندغیرطبیعی و آسیب

جهت ارزیابی یکپوارچگی : پلاسمایی ءیکپارچگی غشا -

تووورم اسووپرم در محوویـ آزمووون غشووای پلاسوومایی از 

 9/4گرم در لیتور فروکتووز    HOST (9 هیپواسموتیک

گوورم سوودیم سوویترات محلووول در یووک لیتوور آب دوبووار 

بوا منوی  میکرولیتور از نمونوه ده. استفاده شد تقطیرشده(

 HOSTاسوومول میلی 100میکرولیتوور از محلووول  100

رکیوب ت سلسویوسدرجه  37 دقیقه در دمای 30مدت هب

 میکرولیتور از مخلوو  5 ،گذاریگرمخانهگردید. بعد از 

کنتراست با بزرگنموایی  وسیله میکروسکوپ فازهب ،فوق

های بووا دم اسووپرممووورد ارزیووابی قوورار گرفووت و  ×40

های بووا غشووای عنوووان اسووپرمه ورده و متووورم بووتوواب

هووای بوا دم پلاسمایی سالم در نتر گرفته شده و اسپرم

  .عنوان اسپرم با غشای آسیب دیده تعیی  شدندهب اذ 

بورای ارزیوابی : هناچربیارزیابی میزان پراکسیداسیون  -

( malonaldialdehyde; MDA)یود ئلدآدیغلتت مالون

عنوووان شا صووی از میووزان پراکسیداسوویون هبوو ،هانمونووه

 (TBA) اسوووید از واکووونش تیوبابیتوریوووک ،هووواچربی

(tiobarbitoretic acid )ستفاده شدا (Esterbauer and 

Cheeseman, 1990).  و درجه سلسویوس  95 در دمای

بوا دو مولکوول  MDA یوک مولکوول  شورایـ اسویدی

واکوونش داده و کمووپلکس  TBAتیوباربیتوریتیووک اسووید 

گیری آورد. بورای انودازهوجوود مویه ورتی رنگی را ب

لیتور میلیدو  هب لیتر از هر نمونهیک میلیMDA غلتت 

 کلرواسووتیک اسووید،در وود توری 20ول صوواوی محلو

(100810, Merck, Germany )د یتوبوتیل لیتوریک میلوی

 (butylated hydroxytoluene) تولووووئ  هیدروکسوی

(817074, Merck, Germany )لیتووور و یوووک میلوی

EDTA (ethylenediamine tetra-acetic acid )

(108421, Merck, Germany) زی منتووور جداسوواهبوو

 gشوتاب بوا دقیقوه 15مودت هها افافه شده و بپروتئی 

لیتر از محلوول سانتریفیوک شدند. سپس یک میلی ،1200

در ود  67/0لیتور از محلوول صواوی رویی با یوک میلی

( T5500, Sigma, USA)تیوباربیتوریتیوووک اسوووید 
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صورارت درجه سلسویوس  95 دقیقه در دمای 20مدتهب

ها در دا وز یوو  در نمونه شدن داده شدند. بعد از سرد

محلوول رویوی در  MDAدقیقه، عودد جوذب  30مدت 

وسیله دسوتگاه اسوپکتروفتومتر هب نانومتر 532 طول مو 

(T80 UV/VIS PG Instruments Ltd, UK )

 .گردیددر پایان غلتوت محاسبه  و هگیری شدندازها

: سوپراکسنید دیسنموتاز آننزیم میزان فعالینتبررسی  -

دقیقووه  15 موودتهگشایی بوسپرم پس از ی های انمونه

سووانتریفیوک شوودند. مووایع رویووی  g3000 شووتاب در

 500ها آوری شووده و بوووه هووور کوودام از نمونووهجمووع

100X- (T8787, Merck, Germany )ن میکرولیتر تریتو

گیری فووافه گردیوود. از موووایع رویووی بوورای انوودازها

 Ransodکیووووت  توسووـهووای آنزیمووی اسووپرم فعالیت

 ,.RANDOX Laboratories Ltd) شوورکت رنوودوکس

UK)  اسووتفاده شوود. اسوواس ایوو  آزموووایش تسوووریع

 2O2Hو  2Oو تبودیز آن بوه  2Oدیسموتاسیون رادیکال 

 .استآنزیم سوپراکسید دیسموتاز توسوـ 

بوورای : پراکسننیداز گیری آنننزیم گلوتنناتیوناننندازه -

 Ranselاز کیووت  نیووز آنووزیم ایوو  گیری مقوودارانوودازه

 RANDOXاسوووتفاده شووود ) شوووورکت رنوووودوکس

Laboratories Ltd., UK.)  50مخلوو  واکونش شوامز 

مووولار میلووی 1، (pH=7مووولار پتاسوویم فسووفات )میلووی

EDTA ،1 میلووی( مووولار سوودیم آزیوودNaN3 ،)2/0 

ده شءمولار نیکوتی  آمید دی نوکلئوتید فسفات اصیامیلی

(NADPH یک واصد بی ،)یتر گلوتواتیون لالملز بر میلی

لیتور میلوی 1/0بود. ابتودا  GSHمولار میلی 1ردوکتاز و 

لیتر از مخلو  واکنش افافه شوده میلی 8/0مایع منی به 

درجوه  25در دقیقه قبز از شوروع واکونش  5و به مدت 

لیتور از میلوی 1/0 آن سلسیوس انکوبوه شود. عولاوه بور

 25/0کووه غلتووت نهووایی آن در محوویـ  H2O2محلووول 

افافه گردید. میزان جوذب نووری در نیز مول بود، میلی

دقیقوووه بوووا اسوووتفاده از  5نوووانومتر و بوووه مووودت  412

 اسپکتوفتومتر ثبت شد. 

 میزان : اکسیدانی تام پلاسمای منیظرفیت آنتیبررسی  -

TAC (total antioxidant capacity )اسووواس  بووور

سووونجی و بوووا اسوووتفاده از کیووووت رنوووودوکس رنگ

(RANDOX Laboratories Ltd., UK .ارزیابی گردید )

منتور مایع منی منجمدشده بوه آراموی در صمووام  بدی 

گشوایی ثانیه ی  30مودت هبدرجه سلسیوس  37آبگورم 

 .اکسویدانی آن ارزیوابی شوودشده و فوراً ظرفیوت آنتوی

اکسیدان تام پلاسومای منوی بوور گیری مقادیر آنتیاندازه

 TEAC (trolox equivalent اسووووووواس روش

antioxidant capacity )انجووام شووود (Miller et al., 

ایوو  روش بوور اسووواس مهارکننووودگی بوووا (. 1993

-Azino-`2 ,2) های جاذب رادیکال کاتیوناکسیدانآنتی

di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]; ABTS) 

بووا پراکسوویداز و  ABTSشووود. در ایوو  روش انجووام می

2O2H ید کواتیون جهت تولABTS شده  گذاریگرمخانه

سوبز کوه صوداک ر جوذب نووری  -و رنگ پایودار آبوی

شووود نانومتر اسوت، تولیوود موی 600 در طول مو  آن

 .گیری استوسویله اسوپکتروفتومتری قابز اندازههکوه ب

جهوت ارزیوابی : یکپارچگی غشای آکروزومیارزیابی  -

تویس و  تورالعمزیکپارچگی غشوای آکروزوموی از دسو

بودی   .(Thys et al., 2009) اسوتفاده شودهمکواران 

های میکرولیتر از نمونه اسپرم به میکروتیوب 500 منتور

 10)وسویله سوانتریفیوک هو بو هلیتری افافه شدمیلی 5/1

محلول رویوی صوذذ گردیود و پلوت در  (g600دقیقه، 

در  در وود مخلووو  گردیوود. 96میکرولیتوور اتووانول  100
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درجوه  4 در دموای هدقیقو 30مودت ههوا بواسوپرم هادام

میکرولیتور از  10 سپسشدند.  گذاریگرمخانهسلسیوس 

 فر ت داده شودو شد م قرار داده لاروی  صا له نمونه

میکرولیتر از محلوول  20 ، سپستبخیر گرددآن اتانول  تا

PSA (pisum sativum agglutinin )(μl/ml 50 بوور )

دقیقوه در  15مدت هردید و بگه های روی لام افافنمونه

گردید. در ادامه  گذاریگرمخانه درجه سلسیوس 4 دمای

بار در دا ز آب دوبار تقطیر فرو برده شودند.  15ها لام

ها گلیسرول افافه گردید و با پس از  شک شدن به لام

در نهایوت  تری پوشانده شودند.میمیل 24×24یک لامز 

ا اسوووتفاده از اسوووپرم در هووور اسووولاید بووو 200 تعوووداد

 Olympus IX81ئورسوووونس )ومیکروسوووکوپ فل

fluorescence microscope, Olympus Optical Co., 

Ltd., Tokyo, Japanمووورد  ×400نمووایی گر( بووا بووز

هایی که سرشوان رنوگ سوبز ارزیابی قرار گرفت. اسپرم

بوا  ینووان اسوپرمعهبو ،ه بوودئورسنس به  ود گرفتووفل

 .نتر گرفته شد دررچه غشای آکروزومی سالم و یکپا

 SASافزار ها با استفاده از نرمداده: هاداده آماری تحلی  -

9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA بر اساس رویه )

GLM (eneralized linear modelg ) مورد آنوالیز قورار

تصادفی  گرفتند. طر  آزمایشی مورد استفاده طر  کاملاً

تکورار بوود کوه  5ار و تیمو 8با  2×4در قالب فاکتوریز 

با  شدهبارگذاریمتغیرها شامز سطو  مختلف کلسترول 

سیکلودکسووتری  و دو پروتکووز فریووز )بووا و بوودون 

نتوایح بوه  و سانتریفیوک( و اثر متقابز ای  عواموز بودنود

گزارش گردیدنود. ا وتلاذ آمواری  mean±SEMشکز 

و تعیوی  گردیود ها با استفاده از آزمون تووکی بی  گروه

 در نتر گرفته شد. (>05/0p)داری معنی سطح

 

 

 هایافته

بعد از  BCFو  TM ،PM ،VSL ،VCLپارامترهای 

گشایی تحت تاثیر تیمارهوای آزمایشوی قورار  یند ی آفر

 ،TM، PMهمچنی  مشاهده شد کوه  (.1گرفتند )جدول 

VSL ،VCL  وBCF  کلسوترول گورم میلی 5/1در سطح

شوتری  مقودار را در بیبارگذاری شده با سیکلودکستری  

گورم( داشوتند میلی 3و  75/0، 0مقایسه با سایر سطو  )

(05/0>p از نتر سایر پارامترهای صرکتی ماننود .)STR ،

LIN ،VAP  وALH هوا داری بوی  گوروهتفاوت معنوی

داری بووی  دو فوواوت معنوویتهمچنووی   مشوواهده نشوود.

و  TM ،PMپروتکووز فریووز در  صوووم پارامترهووای 

VCL شتوجود دا (05/0>p .) (. یکپوارچگی 4)جدول

 CLCگورم میلی 5/1 تیمواری غشای پلاسمایی در گروه

همچنوی  یکپوارچگی غشوای  وهوا بیشتر از سایر گوروه

بدون سانتریفیوک در مقایسوه  تیماری گروه پلاسمایی در

بیشووتر بووود داری طووور معنوویبووهبووا سووانتریفیوک گووروه 

(05/0>p5و  2ول ا(، )جد).  کلسترول  مختلفتیمارهای

های فریز اثر پروتکز وشده با سیکلودکستری  بارگذاری

 طبیعویهوای غیرمانی و میوزان اسوپرمداری بر زندهمعنی

گورم میلی 5/1در گروه تیمواری  MDAغلتت نداشتند. 

دارای  شووده بووا سیکلودکسووتری کلسووترول بارگووذاری

در مقایسوه بوا  لیتور(نانومول بر میلی 8/1کمتری  میزان )

 5/1 سوطح (.3(، )جودول p<05/0هوا بوود )گروه سایر

 شوده بوا سیکلودکسوتری کلسترول بارگوذاریگرم میلی

داری باعووا افووزایش سووطح گلوتوواتیون طور معنوویهبوو

( در مقایسه با گروه کنترل شد. ظرفیت GPxپراکسیداز )

 5/1گوووروه تیمووواری ( در TACاکسووویدانتی )نتیآتوووام 

در  سیکلودکسوتری  شده باکلسترول بارگذاریگرم میلی

بوالاتر بوود داری طوور معنویبوههوا مقایسه با سایر گروه



  257تا  245 :صفحات، 1398 پاییز، 51، پیاپی 3، شماره 13دوره                                                       شناسی درمانگاهی دامپزشکی                                                      آسیب

251 

(05/0>p همچنی  فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز .)

(SODدر گووروه ) کلسووترول گوورم میلی 5/1 تیموواری

گوروه کنتورل  نسبت به شده با سیکلودکستری بارگذاری

هووای بووا غشووای در وود اسووپرم(. p<05/0) بووالاتر بووود

کلسووترول گوورم میلی 5/1ر گووروه دوم یکپارچووه آکووروز

در مقایسوه بوا گوروه  شده بوا سیکلودکسوتری بارگذاری

همچنوی  (. p<05/0بالاتر بود ) داریطور معنیبهکنترل 

و  TAC ،SODز فریز از نتر پارامترهوای کبی  دو پروت

GPX شووتداری وجووود داتفوواوت معنووی (05/0>p ،)

 ،سور دارایهای سوپرمالازم به ذکر است که (. 6)جدول 

ای بوا غشوای هعنووان اسوپرمهب ،نساسبز فلورس رنگبه

(.1آکروزومی یکپارچوه در نتور گرفتوه شودند )شوکز 

 
 

گشاییی -های تحرک اسپرم پس از فرآیند انجمادتاثیر سطو  مختلف کلسترول بر فراسنجه -1جدول   

تناوب 

عر ی 

زنش 

 )هرتز(

تحرک 

عر ی سر 

 )میکرون(

راستی 

طی مسیر 

شده 

 )درصد(

درصد 

خطی 

بودن 

 تحرک

میانگین 

سرعت 

در مسیر 

)میکرون 

 بر ثانیه(

سرعت 

در مسیر 

منحنی 

)میکرون 

 بر ثانیه(

سرعت در 

مسیر 

مستقیم 

)میکرون بر 

 ثانیه(

حرکت 

 پیشرونده

 (درصد)

تحرک 

 ک 

 (درصد)

کلسترول  گرم)میلی تیمار

شده با بارگذاری

(سیکلودکسترین  

22/8b 94/6  83 7/50  02/73  118b 60/3b 18/4c 50/3c ( گرم کلسترول میلی 0کنترل

شده با سیکلودکستری (بارگذاری  

23/6b 29/7  3/85  4/50  42/74  125a 63/3ab 20/4b 53/7b 75/0 گرم کلسترول میلی

شده با سیکلودکستری بارگذاری  

26/6a 75/7  5/85  5/50  07/78  131a 66/6a 23/9a 58/3a 5/1 سترول گرم کلمیلی

شده با سیکلودکستری بارگذاری  

24/5ab 44/7  1/84  4/49  11/74  125a 62/1ab 16/5d 48/3c 3 شده گرم کلسترول بارگذاریمیلی

 با سیکلودکستری 

692/0  318/0  840/1  305/1  562/1  820/1  603/1  247/0  567/0   طای استاندارد میانگی  

 .(p<05/0باشد )دار میمعنی آماری ا تلاذ دهندهنشانهر ستون با صروذ غیرمشترک  شده درارائه هایمیانگی 

 
 

 گشاییی -تاثیر سطو  مختلف کلسترول بر  فات ارزیابی اسپرم پس از فرآیند انجماد -2جدول 

یکپننارچگی غشنناء آکننروزوم 

 )درصد(

 مانیزنننننننده

 )درصد(

 یکپنارچگی غشناء پلاسننمایی

 )درصد(

 ناهنجننناری اسنننپرم

رصد()د  

شننده بننا کلسننترول بارگننذاری گننرمتیمننار )میلی

(سیکلودکسترین  

80/6b 3/53  48/1b 02/18 شده با گرم کلسترول بارگذاریمیلی 0کنترل ) 

 سیکلودکستری (

83/3ab 60 50ab 32/17 شده با سیکلودکستری گرم کلسترول بارگذاریمیلی 75/0   

87a 7/63  52/9a 55/15 شده با سیکلودکستری بارگذاریگرم کلسترول میلی 5/1   

84/4ab 1/60  49/4ab 19/17 شده با سیکلودکستری گرم کلسترول بارگذاریمیلی 3   

395/1  464/1  137/1  824/0   طای استاندارد میانگی  

 .(p<05/0باشد )دار میدهنده ا تلاذ آماری معنیهای ارائه شده در هر ستون با صروذ غیرمشترک نشانمیانگی 
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گشاییی -اسپرم پس از فرآیند انجماد اکسیدانیو وفعیت آنتی آلدئیددیمالون میزان تاثیر سطو  مختلف کلسترول بر -3جدول   

 گلوتاتیون پراکسیداز
(IU/g protein) 

 سوپر اکسید دیسموتاز

(U/ mg) 

اکسیدانیظرفیت تام آنتی  

(mmol/ l) 

آلدئیددیمالون  
(nmol/ ml) 

کلسترول  مگرتیمار )میلی

بارگذاری شده با 

(سیکلودکسترین  

54/05b 93/54b 1/05b 2/44a ( گرم کلسترول میلی 0کنترل

شده با سیکلودکستری (بارگذاری  

56/13ab 97/24ab 1/17b 2/00b 75/0 گرم کلسترول میلی

شده با سیکلودکستری بارگذاری  

59/44a 103a 1/36a 1/80b 5/1 گرم کلسترول میلی

شده با سیکلودکستری ریبارگذا  

57/50ab 99ab 1/18b 2/03b 3 شده گرم کلسترول بارگذاریمیلی

 با سیکلودکستری 

364/1  364/1  035/0  092/0   طای استاندارد میانگی  

 .(p<05/0باشد )دار میدهنده ا تلاذ آماری معنیشده در هر ستون با صروذ غیرمشترک نشانهای ارائهمیانگی        

 

 
گشاییی -های تحرک اسپرم پس از فرآیند انجمادتاثیر سانتریفیوک بر فراسنجه -4جدول   

تناوب 

عر ی 

زنش 

 )هرتز(

تحرک 

عر ی سر 

 )میکرون(

راستی 

مسیر طی 

شده 

 )درصد(

درصد 

خطی 

بودن 

 تحرک

میانگین 

سرعت در 

مسیر 

)میکرون بر 

 ثانیه(

سرعت 

در مسیر 

منحنی 

)میکرون 

 بر ثانیه(

سرعت در 

ر مسی

مستقیم 

)میکرون بر 

 ثانیه(

حرکت 

پیش 

 رونده

 (درصد)

تحرک 

 ک 

 (درصد)

 تیمار

7/24  45/7  6/83  6/46  3/76  128a 7/63  21/8a 53/8a  سانتریفیوکبدون  

24 27/7  3/85  8/50  5/73  123b 5/62  17/7b 51/4b سانتریفیوک با  

489/0  225/0  301/1  923/0  104/1  287/1  134/1  175/0  401/0 استاندارد میانگی  طای    

 .(p<05/0باشد )دار میدهنده ا تلاذ آماری معنیشده در هر ستون با صروذ غیرمشترک نشانهای ارائهمیانگی         

 

 
گشاییی -تاثیر سانتریفیوک بر  فات ارزیابی اسپرم پس از فرآیند انجماد -5جدول   

 یکپارچگی غشاء آکروزوم

 )درصد(

)درصد( مانیزنده  رچگی غشاء پلاسمایییکپا 

 )درصد(

)درصد( ناهنجاری اسپرم  تیمار 

65/84  15/62  51/5a 47/16 سانتریفیوک بدون   

83 9/58  48/7b 56/17  با سانتریفیوک 

987/0  035/1  804/0  582/0   طای استاندارد میانگی  

 .(p < 05/0باشد )دار میآماری معنیدهنده ا تلاذ های ارائه شده در هر ستون با صروذ غیرمشترک نشانمیانگی         
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 گشاییی -اسپرم پس از فرآیند انجماد اکسیدانیو وفعیت آنتی یدئآلددیمالونتاثیر سانتریفیوک بر  -6جدول 

 گلوتاتیون پراکسیداز
(IU/g protein) 

 سوپراکسید دیسموتاز

(U/ mg) 

اکسیدانیظرفیت تام آنتی  

(mmol/ l) 

آلدئیددیمالون  
(nmol/ ml) 

 تیمار

58/11a 102a 1/41a 11/2 سانتریفیوک بدون   

55/44b 94b 0/979b 02/2  با سانتریفیوک 

965/0  357/1  025/0  065/0   طای استاندارد میانگی  

 .(p<05/0باشد )دار میدهنده ا تلاذ آماری معنیشده در هر ستون با صروذ غیرمشترک نشانهای ارائهمیانگی         

 

 

  
 یکپارچهسمت راست اسپرم با آکروزوم یکپارچه و سمت چپ اسپرم با آکروزوم غیر -1شکز 

 

 

 گیریو نتیجه بحث

اساس عملکرد سلول بر ای  ا ز استوار است کوه 

غشای سلولی تحوت تواثیر اثورات محویـ قورار نگیورد. 

ترکیووب غشووای سوولولی بوسوویله یکسووری پیونوودهای 

کلسترول دارای نقوش  غیرکوالان سازماندهی شده است.

(، Ohvo-Rekila et al., 2002کلیودی در نفوذپوذیری )

 اسوتهای غشوای سولولی سیالیت و سازماندهی چربی

(Witte and Schafer-Somi, 2007 میوزان صساسویت .)

بووه ترکیبووات  ،اسووپرم پسووتانداران بووه شوووک سوورمایی

فسفولیپیدی غشا و نسبت بی  کلسترول و فسوفولیپیدها 

تشوکیز گزارش شوده کوه  (.Holt, 2000)وابسته است 

های ی  دا ز سولولی، سوبب تخریوب غشوای کریستال

پلاسمایی، غشای آکروزومی و سایر سا تارهای دا وز 

اسوپرم قووچ  (.Futino et al., 2010شوود )سولولی می

( در د 38دارای نسبت کمی از کلسترول به فسفولیپید )

باشوود، و بووه شوووک سوورمایی  یلووی صسوواس میبوووده 

هوای کوه در معور  درجوه صورارت صوم زموانیهب

(. Darin and White, 1977بحرانووی قوورار بگیوورد )

هوا سوبب تحقیقات نشوان داده کوه یکسوری از پروتئی 

شووند  رو  کلسترول از ترکیب غشوای پلاسومایی می

(Roostaei-Ali Mehr et al., 2015نتوایح صا ول .)از  ه

، TM ،PMبر  CLCدهنده اثر م بت نشان ،صافر تحقیق

VSL ، VCL وBCF گشوایی ی -بعد از فرآینود انجمواد

. در مطالعه صافر، بیشتری  اثور صفواظتی باشدمیاسپرم 

CLC  کوهطوریبه ،گرم مشاهده شدمیلی 5/1در غلتت 

بووه  BCFو  TM، PM ،VSL ،VCLدر ایوو  غلتووت، 

داری بهبود یافت. گزارش شده که یک رابطه شکز معنی

اسووپرم و میووزان بوواروری اسووپرم م بتووی بووی  تحوورک 
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 .(Del et al., 2013منجمدشوده در قووچ وجوود دارد )

بوورای ارزیووابی  یبنووابرای  تحوورک اسووپرم پووارامتر مهموو

در  صافر شود. نتایح تحقیقعملکرد اسپرم محسوب می

کوه اثور  باشودمی 2000در سال  پ وهشیتوافق با نتایح 

نشوان  راتحرک اسپرم در طول انجماد  بر CLCصفاظتی 

(. مکانیسم پیشنهادی Combes et al., 2000) است داده

 ،CLCبوا  نبرای افزایش تحرک اسپرم بعد از تیمار شود

نفوذ آن به دا ز غشای پلاسمایی و در نتیجه محافتوت 

در  صافور نتایح تحقیقهمچنی   باشد.از میتوکندری می

 بور روی 2015پ وهشی است که در سال توافق با نتایح 

در آن تحقیوق کوه طوریبه ،است انجام گرفتهتر ش اسپرم

 CLCگورم میلی 5/1اسوتفاده از  ،موا مطالعوههم مشوابه 

 Elizabeth et) است هاسپرم شد PMو  TMباعا بهبود 

al., 2105 .) مشوابه بوا تحقیوقهمچنی  گزارش شده که 

کلسووترول  گوورممیلی 2، افووافه کووردن کمتوور از صافوور

 شوتهنتوایح بهتوری دا ری شده بوا سیکلودکسوتبارگذاری

از طرذ دیگر در پ وهش صافر  (.Awad, 2011) است

داری بور سانتریفیوک اثور معنویمشخص گردید که عمز 

مانی اسوپرم بعود از و زنوده طبیعویهای غیرمیزان اسپرم

طوور همانی اسپرم بو. زندهردگشایی ندای -فرآیند انجماد

تبا  است داری با تحرک اسپرم و باروری آن در ارمعنی

بعوود از  CLCمانی اسووپرم تحووت توواثیر و افووزایش زنووده

گشوایی ممکو  اسوت در نتیجوه اثور یو -فرآیند انجماد

 بور روی غشوای پلاسومایی باشود CLCت بیت کنندگی 

(Combes et al., 2000).  بوا توجوه بوه از طرذ دیگور

هوای بوا در ود اسوپرم) صافورتحقیوق  5جدول  نتایح

ر گووروه تیمووار بوودون غشووای پلاسوومایی یکپارچووه د

 ،(به گروه بوا سوانتریفیوک، بوالاتر بوود تسانتریفیوک نسب

شوده سوازیرسد که عمز سانتریفیوک منی رقیقنتر میهب

قووچ بوا لیسویتی  سوویا جهوت صوذذ پلاسومای منووی 

نتایح تحقیقوات نشوان در ای   صوم فروری نیست. 

اثر منفوی بور تحورک و یکپوارچگی  ،داده که سانتریفیوک

( و بوز Gil et al., 1999پلاسمایی اسوپرم قووچ ) غشای

شوووده کوووه  گوووزارشهمچنوووی   (.Ritar, 1993دارد )

های مکوانیکی شوده و سانتریفیوک سبب ایجواد اسوترس

 Gil et) دهودمانی اسپرم را هم تحت تاثیر قرار میزنده

al., 1999)  یکپارچگی غشوای پلاسومایی بورای صفو .

در لوله تناسلی جنس داری عملکرد اسپرم در جریان نگه

موواده فووروری بوووده و تخریووب یکپووارچگی غشووای 

پلاسمایی در طول انجماد ممک  است منجر به آسیب و 

(. بعود Holt and North, 1994صتی مرگ سلول شوود )

 ،CLCگورم میلی 5/1شده با گشایی در گروه تیماراز ی 

های با غشای پلاسمایی یکپارچوه بوالاتری  در د اسپرم

( و ا تلاذ آن بوا سوایر تیمارهوای در د 9/52)مقدار 

 در سووالدار بوود. سولمانی و همکواران آزمایشوی معنوی

گزارش کردند که یکپوارچگی غشوای پلاسومایی  2013

نتور هبو ،رابطه مستقیمی با تحرک اسوپرم دارد. بنوابرای 

بور  CLCگورم میلی 5/1رسد که اثرات م بت سوطح می

سوپرم ممکو  و بر ی پارامترهوای صرکتوی ا TMروی 

 است مربوو  بوه یکپوارچگی غشوای پلاسومایی باشود.

های بوا در ود اسوپرم ،تحقیوق صافور 2مطابق جدول 

 5/1 شوده بواتیمار غشای آکوروزوم یکپارچوه در گوروه

در ود( در مقایسوه  87بالاتری  مقدار ) ،CLCگرم میلی

صافور،  های پو وهشیافتهها بود. مشابه با با سایر گروه

و  CLC (0 ،5/1مقایسه سطو  مختلف از  هنتایح صا ل

های با غشوای که در د اسپرم هگرم( نشان دادمیلی 5/4

گشوایی بوه ی -آکروزومی یکپارچه بعد از فرآیند انجماد

از  کوه همشاهده شود ه و( بود9/51و  9/49، 40ترتیب )
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 5/4و  5/1داری بووی  سووطو  تفوواوت معنووی ،ایوو  نتوور

 (. Elizabeth et al., 2105) است هگرم وجود نداشتمیلی

سلول اسپرم و پلاسومای منوی دارای ترکیبوات مختلوف 

باشوند می های فعال اکسوی ن()گونه ROSکننده جاروب

(Partyka et al., 2012a .)آنوزیم نشوان داده شوده کوه 

های اکسیدانتری  آنتیسوپراکسید دیسموتاز یکی از مهم

د و از باشوهوای آزاد میپلاسما و صذذ کننوده رادیکال

های غشوای رو سبب جلوگیری از اکسیداسیون چربیاین

پراکسویداز  آنزیم گلوتاتیون همچنی  شود.پلاسمایی می

باعووا تبوودیز هیوودروکن پروکسووید بووه آب و  دتوانوومی

شووود ROS اکسووی ن و در نتیجووه کوواهش ترکیبووات 

(Ochsendorf, 1999 علاوه بور آن، آنوزیم گلوتواتیون .)

 اًخصو وم ،سویون ترکیبوات آلویپراکسیداز مانع اکسیدا

 5/1(. سوطح Partyka et al., 2012bشوود )ها میچربی

داری باعوا افوزایش سوطح طور معنیهب CLCگرم میلی

دیسموتاز و ظرفیوت  گلوتاتیون پراکسیداز و سوپراکسید

 هوا گردیوداکسیدانی تام در مقایسوه بوا سوایر گروهآنتی

و سووانتریفیوک توسووـ صووذذ پلاسووما  (.3)جوودول 

اکسوویدانی اسووپرم را در سیسووتم آنتی ،سووازی زیووادرقیق

گشوایی تحوت تواثیر ی -پستانداران بعد از فرایند انجماد

صوذذ  صتموالاً(. اBilodeau et al., 2000دهد )قرار می

اکسیدانی در پلاسمای منوی سوبب های آنتیجزئی آنزیم

آسیب به اسپرم و ایجاد صساسویت بوالا در برابور  طور 

 شود.گشایی میبعد از ی  اکسیداسیون

جهت انجماد  CLCسطح اپتیمم  ،صافر تحقیق نتایحدر 

 ،اسووپرم 2/1×  810گوورم بووه ازای میلی 5/1اسووپرم قوووچ 

تحقیقوات قبلوی بور هوای یافتوهکه مشابه با  دست آمدهب

 ;Moore et al., 2005) باشودمویروی گواو و اسوب 

Purdy and Graham, 2004 .)کوه اسوت  ایو  عقیده بر

توانوود سووبب افووزایش می CLCتیمووار کووردن اسووپرم بووا 

پلاسوومایی و افووزایش فووخامت  ءویسووکوزیته غشووا

فسفولیپیدها و کاهش تبادل کلسیم با دا ز سلول شوود 

(Cross, 1998 اگرچه مکانیسم دقیق اثور .)CLC  هنووز

 CLCمشخص نشده است، اما در  صوم اثر صفاظتی 

افزایش سویالیت  چندی  مکانیسم پیشنهاد شده که شامز

 Ahmad etغشای پلاسمایی و افزایش تحمز اسومزی )

al., 2013 کوواهش نفوذپووذیری و کوواهش واکوونش ،)

 Serin et) دارشودنظرفیوتآکروزومی و کاهش فرآیند 

al., 2011 باشوودمووی( و کوواهش اسووترس اکسوویداتیو 

(Naseer et al., 2015.) 

صذذ صافر بیانگر عدم فرورت مطالعه  هاییافته

 اسوتفاده از نیوز یفیوک ورسوانت توسـ سمای منی قوچپلا

جهت افوزایش در ود یکپوارچگی  CLCگرم میلی 5/1

رونووده، تحوورک کووز، صرکووت پیش غشووای پلاسوومایی،

سرعت در مسویر منحنوی، سورعت در مسویر مسوتقیم و 

گشوایی ی -عود از فراینود انجموادبتناوب عرفی زنش 

 باشد.می

 

 سپاسگزاری

فوراهم کوردن به  اطر  تبریزنویسندگان از دانشگاه 

 نمایند.می قدردانیامکانات اجرای ای  تحقیق 

 

 تعارض منافع

گونوه تیواد دارنود کوه هوی م میعولانویسندگان ا

 .منافعی ندارند
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