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چرخ و تريس بر روي اسپرماتوزوئيدهاي منجمد  هاي لاكتوز، شير پس كننده تاثير رقيق
 گاوميش
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  چكيده

هدف از انجام اين تحقيق . كند آميز اسپرماتوزوئيدها ايفا مي جماد موفقيتكننده مني مورد استفاده قبل از انجماد نقش اساسي را در ان تركيب رقيق
 انزال دو رأس از 16براي اين منظور تعداد . باشد مي شناسايي محلول بافري مناسب براي انجماد مني گاوميش در ايستگاه پرورش و اصلاح نژاد كشور

 37رو به جلو در دماي  درصد اسپرماتوزوئيد با تحرك 70ي با كيفيت عالي و با داشتن بيش از هاي من نمونه. آوري گرديد هاي نر مورد آزمايش جمع گاوميش
  )Cooling(نمونه مني رقيق شده پس از طي مرحله خنك كردن  .چرخ و لاكتوز رقيق گرديد مورد نظر تريس، شير پسگراد با سه رقيق كننده  درجه سانتي

هاي   گراد متعاقب افزودن گليسرول، در پايوت درجه سانتي 4 ساعت در دماي 4-6اعمال زمان تعادل  عت و نيز سا2مدت  گراد به  درجه سانتي4در دماي 
از  پس. داري شدند با اعمال زمان انجماد مشخص قبل از ورود در ازت مايع منجمد گرديدند و در داخل كانتينرهاي مخصوص نگه  ميلي ليتري فرانسوي5/0

 ثانيه صورت 30مدت  گراد به  درجه سانتي37ر در دماي هاي منجمد مورد نظ نمونه پايوت) Thawing(جماد، يخ گشايي  ساعت از زمان ان48گذشت 
هاي مورد آزمايش پس از  نههاي دست نخورده نمو ميزان تحرك و درصد اسپرماتوزوئيدهاي با غشاي پلاسمالماي سالم و يكپارچه و نيز آكروزوم. گرفت

نتايج . آميزي گيمسا مورد بررسي قرار گرفتند  و رنگHOSTگراد، آزمايش   درجه سانتي37اده از ميكروسكوپ صفحه گرم با دماي ترتيب با استف ذوب به
هاي مني منجمد تهيه شده بر اساس آزمون آناليز واريانس نشان داد كه درصد تحرك اسپرماتوزوئيدها  ارزيابي ميزان تحرك اسپرماتوزوئيدهاي نمونه

بود ) 4/24±5/10(كننده لاكتوز پائين  بوده و در رقيق) 5/44±5/2(چرخ  بيشتر از شير پس) 50±6/3(كننده تريس  در محيط رقيق) انحراف معيار ±ميانگين(
)01/0P< .(تريس، شير هاي  كننده با آكروزوم دست نخورده براي رقيقو نيز  در همين راستا درصد اسپرماتوزوئيدهاي با غشاي پلاسمالماي سالم و يكپارچه

). >01/0P( درصد ثبت گرديد 3/27±2/12 و 4/50±1/4، 0/54±1/3نيز   و24±4/9و  6/32±8/3، 4/41±2/1ترتيب  چرخ و نيز لاكتوز مورد نظر به پس
ز براي انجماد چرخ و يا لاكتو هاي شير پس كننده با بافر تريس نسبت به رقيق كننده نشان داد كه استفاده از رقيق طور كلي نتايج اين بررسي به

 .باشد اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش مناسب و قابل توصيه مي

  .79-2،88، شماره 1، دوره 1386 مجله علوم تخصصي دامپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي تبريز، 
  رقيق كننده، اسپرماتوزوئيد، گاوميش: كلمات كليدي

  

 مقدمه
سازي مني به عوامل زيادي بستگي دارد  موفقيت در ذخيره

  مهمترين مشكل . ه ممكن است براي هر گونه اختصاصي باشدك
  

 ها اين است كه براي انجماد اسپرماتوزوئيدها در اكثر گونه
اد و نيز ذوب  انجم،آوري تغييرات دمائي در طول فرايند عمل

 عمل كرديهاي ساختاري، بيوشيميايي و  باعث وارد شدن آسيب
هاي زنده و  سبت سلولدنبال آن ن  به به اسپرماتوزوئيدها شده و

توان با سرد كردن  ها را مي  آسيباين. يابد متحرك كاهش مي

   2وحيد شفيع پور،*1عبدالرضا رستگارنيا         



  1386، تابستان 2، شماره 1                                                                                                           مجله علوم تخصصي دامپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي تبريز، دوره      ..       وز تهاي لاك رقيق كنندهتاثير 

 ٨٠

كننده مناسب  تر با استفاده از رقيق گشايي بهتر و از همه مهم يخ
  كننده مناسب نه تنها بايد حجم نمونه مني  قيقيك ر. كاهش داد

رور ساختن تعداد زيادي را زياد كند تا بتوان آن را براي با
كار برد بلكه بايد به نگهداري و افزايش طول عمر   بهگاوميش

ها براي تأمين  استفاده از رقيق كننده). 3 و2(اسپرم كمك كند 
انرژي، محافظت اسپرم از مواد متابوليكي و تغييرات درجه 

ها در انجماد اسپرم  نيز مهار رشد ميكروارگانيسم حرارت و
د مني گاوميش چه انجما اگر). 15 و 14 ، 8(باشد  ضروري مي

لقيح مصنوعي مني هايي با ت انجام گرديده و گوساله گاوميش
ايشگاهي و نيز  نتايج ارزيابي آزمبنابرايناند،  منجمد متولد شده

هاي مختلفي نظير  كننده كارگيري رقيق باروري حاصل از به
هاي بافري قندي مثل لاكتوز براي  تريس، شير و نيز محلول
دودي متفاوت و بحث انگيز بوده ح انجماد مني گاوميش تا

براي مثال در برخي از تحقيقات صورت گرفته درصد . است
يخ گشايي تحرك اسپرماتوزوئيدهاي منجمد گاوميش پس از 

كننده  مقايسه با رقيقكننده تريس در  متعاقب استفاده از رقيق
سيترات، اسيد سيتريك و يا لاكتوز بهتر گزارش گرديده است 

يگر از گزارشات درصد تحرك در برخي د). 17(
كننده  نجمد پس از ذوب زماني كه از رقيقاسپرماتوزوئيدهاي م

و  هاي لاكتوز تريس استفاده گرديده است، تفاوتي با رقيق كننده
نداشته ) 9( نيز سيترات چرخ و ، شير پس)6(، شير )4(سيترات 

هايي كه با  مني منجمد  از سوي ديگر باروري گاوميش. است
هاي  يق كننده تريس تلقيح شده بودند از رقيق كنندهحاوي رق

اما نتايج . )4(است   تر گزارش گرديده لاكتوز و يا سيترات، پائين
دليل  ذا بهمعه). 6(كننده شير تفاوتي نداشته است  باروري با رقيق

گيري كار دودي بحث انگيز بهنتايج متفاوت و تا ح
بع در زمينه انجماد هاي مختلف و همچنين كمبود منا كننده رقيق

هاي تريس،  كننده وميش كشور تلاش گرديد تأثير رقيقمني گا
چرخ و نيز لاكتوز در اين زمينه مورد بررسي قرار گيرد  شير پس

اي كامل آزمايشگاهي كيفيت اسپرماتوزوئيده تا ضمن بررسي
هاي فوق، براساس نتايج  كننده منجمد متعاقب استفاده از رقيق

تركيبات مناسب  كننده با كيفيت بالا و قيقدست آمده يك ر به
داري طولاني مدت مني گاوميش براي استفاده در  جهت نگه

تلقيح مصنوعي پيشنهاد گرديده و بر مشكل افت باروري ناشي 
متحرك  از كاهش تعداد و نيز درصد اسپرماتوزوئيدهاي زنده و

 .متعاقب انجماد غلبه يافت

  كار  مواد و روش
كز پرورش و اصلاح نژاد گاوميش اين تحقيق در مر

واقع در استان ) اروميه -جبل ايستگاه (غرب كشور  شمال
 دقيقه و طول 32 درجه و 37غربي با عرض جغرافيايي آذربايجان

 متر از 1313 دقيقه و با ارتفاع معادل5 درجه و 45جغرافيايي 
 ساله 5/4تعداد دو رأس گاوميش نر . سطح دريا انجام پذيرفت

آوري و  لف موجود در ايستگاه كه براي جمعهاي مخت پاز اكوتي
آوري مني از  جمع. ، انتخاب گرديدشدند داري مي انجماد مني نگه

هاي نر مورد نظر مطابق با برنامه كاري ايستگاه تلقيح  گاوميش
هفته اي دو بار در روز و در هر بار دو انزال به فاصله (مصنوعي 

تفاده از مهبل مصنوعي در فصل پائيز با اس)  دقيقه15- 20
بلافاصله .  صورت گرفت)، فرانسهI.M.V(مخصوص گاوميش 

آوري مني، مشخصات نمونه شامل حجم،  پس از پايان عمل جمع
 اسپرماتوزوئيدهاي با حركت پيشرونده رو به جلو ميزان

)progressive motility Forward ( و تعداد كل
  شمارش تعداديبرا .مورد شمارش قرار گرفت اسپرماتوزوئيدها

اسپرماتوزوئيدها در هر ميلي ليتر از مني اخذ شده از دستگاه 
اين دستگاه با . استفاده گرديد) ، فرانسهI.M.V(فتومتر ديجيتالي 

مني را ارزيابي كرده و ) فتوالكتريكي(استفاده از سيستم نوري 
توسط چاپگر كامپيوتري اطلاعاتي از قبيل تراكم اسپرماتوزوئيدها 

اساس  همچنين بر. د حجم نمونه مني را گزارش نموددر واح
آوري شده و نيز تعداد  اطلاعات حجم نمونه مني جمع

 اسپرماتوزوئيدهاي در نظر گرفته شده براي هر پايوت كه به
كننده و  ، حجم رقيق) ميليون اسپرماتوزوئيد20(سيستم داده شد 

  .يدهاي مورد نياز براي بسته بندي محاسبه گرد تعداد پايوت
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 كننده هاي رقيق تهيه محلول

 در همان روز چرخ هاي تريس، لاكتوز و شير پس رقيق كننده
آوري مني در آزمايشگاه تلقيح مصنوعي ايستگاه جبل بر  جمع

 .اساس پروتكل ذيل تهيه گرديدند

 كننده تريس رقيق

 66/2كننده تريس از پودر تريس به ميزان  رقيقبراي تهيه 
 گرم، اسيدآمينه 64/0 گرم، گلوكز 48/1گرم، اسيد سيتريك 

 73در )  آلمان  Merkساخت شركت(  گرم 13/0سيستئين 
سيلين  پني .استفاده گرديد) 1جدول (ليتر آب مقطر بر اساس  ميلي
 1مقدار  المللي و نيز استرپتومايسين به ن واحد بي1000مقدار  به

لازم به . كننده اضافه گرديد ليتر رقيق گرم به ازاي هر ميلي ميلي
 زرده - كننده تريس توضيح است اين نسبت اجزاي معمول رقيق

باشد كه مطابق با برنامه كاري ايستگاه  تخم مرغ ايستگاه جبل مي
  .گردد براي انجماد اسپرم گاوميش استفاده مي

  كننده لاكتوز رقيق
كننده لاكتوز از روش توصيف شده توسط  براي تهيه رقيق

Azam در اين راستا از ). 1(تفاده گرديد  اس)1988(  و همكاران
 درصد 6، فروكتوز )ترلي  ميلي25/56( درصد 11توز به نسبت لاك

 5(و گليسرول ) ليتر  ميلي20(مرغ  ، زرده تخم)ليتر  ميلي75/18(
. كننده استفاده گرديد ليتر حجم نهايي رقيق  ميلي100در ) ليتر ليمي

ر تقطير تهيه و  آب مقطر دوباهاي لاكتوز و فروكتوز در محلول
سين نيز با نسبت مشخص مشابه سيلين و استرپتوماي پني
  ). 1جدول ( كننده فوق افزوده گرديد رقيق
  چرخ كننده شير پس  رقيق

چرخ از شير تازه گاو، استفاده  كننده شير پس براي تهيه رقيق
براي اين منظور قبل از استفاده شير مورد نظر جوشيده . گرديد

روز بعد . داري گرديد شب داخل يخچال نگهشده و به مدت يك 
مانده شير مورد نظر  لايه چربي رويي آن برداشته شد سپس باقي

 درجه 92-95 دقيقه در دماي نزديك به جوش 10- 12مدت  به
بعد از طي اين . ماري قرار گرفت  داخل حمام بنگراد سانتي

مرحله نمونه شير مورد نظر سرد شده و دوباره در داخل يخچال 

در . قرار گرفت تا يكبار ديگر لايه چربي رويي آن برداشته شود
نهايت شير مورد نظر از روي يك پارچه تنظيف كتاني عبور داده 

كننده  تا براي تهيه رقيقدر اين راس. )11( آماده مصرف گرديد و
 درصد و از گليسرول نيز به 5مرغ به نسبت  شير از زرده تخم

سيلين و  پني. اده گرديدصد حجم نهايي استف در6ميزان 
 1000مقدار  سيلين به پني( نيز با نسبت مشخص استرپتومايسين 

گرم به ازاي   ميلي1مقدار  المللي و نيز استرپتومايسين به واحد بين
 ).1 جدول(كننده اضافه گرديد  به رقيق) كننده ليتر رقيق يهر ميل

  طرح آزمايش  
 تهيه بعد از ارزيابي كلي مني در گسترش ضخيم و

 انزال با 16آوري شده  كننده نمونه مني جمع هاي رقيق محلول
ه جلو  درصد اسپرماتوزوئيد با تحرك رو ب70داشتن بيش از 

ده براي انجماد كننده مورد استفا براي بررسي تاثير نوع رقيق
براي اين منظور هر يك از . گرفتندمورد مقايسه قرار 

 50 حجم مساوي هيه شده به دوهاي رقيق كننده ت محلول
ليتري تقسيم گرديده وجداگانه به دو بشر مدرج منتقل  ميلي
كننده تريس با غلظت  در اين راستا براي تهيه رقيق. يدگرد

وي محلول  درصد، به يكي از بشرهاي حا7گليسرول 
ليتر   ميلي3تر گليسرول و به بشر ديگر لي  ميلي4كننده فوق،  رقيق
 6حاوي  كننده شير يه رقيقبراي ته. رول اضافه گرديدگليس

كننده به دو  ظت نهايي گليسرول نيز نمونه رقيقدرصد غل
در نهايت . سيم شد درصد گليسرول تق3قسمت مساوي حاوي 

 درصد نيز 5ز با غلظت نهايي كننده لاكتو براي تهيه رقيق
 درصد گليسرول 5/2كننده مورد نظر به دو قسمت حاوي  رقيق

كننده حاوي  خذ شده به رقيقنمونه مني ا. گرديدتقسيم 
و يا به يكي از بشرهاي حاوي ) در تريس(گليسرول كم 

 درصد گليسرول اضافه 5/2 و 3كننده شير و لاكتوز   رقيق
هاي تهيه شده بعد از طي يك ساعت سرد  تمامي نمونه. گرديد

ماري وارد   بنگراد  درجه سانتي37شدن در دماي معمول 
 درجه 4اعت در دماي  س4 - 6 مدت يخچال شدند و به

 در مرحله. ندداري شد نگه) زمان تعادل(گراد يخچال  سانتي
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اجد اسپرم با گليسرول كم با كننده و بعدي سه محلول رقيق
كننده فاقد اسپرم وگليسرول بيشتر مخلوط شده و نمونه  رقيق

 6، )تريس( درصد 7 مني رقيق شده با غلظت گليسرول نهايي
. تهيه گرديد) چرخ شير پس( درصد 5، )لاكتوز(درصد 

 MRA3هاي مني رقيق شده با استفاده از دستگاه مدل  نمونه
ليتري   ميلي5/0هاي  ساخت فرانسه بطور اتوماتيك در پايوت

هر  ميليون اسپرماتوزوئيد در 20با احتساب تعداد (فرانسوي 
  /min 20 بندي گرديده و با اعمال زمان انجماد بسته) پايوت

تانك ازت مايع منجمد و داخل كانتينرهاي   در– 40 ، - 120
داري اسپرم منجمد تا زمان انجام آزمايش منتقل  مخصوص نگه

  . گرديدند
  كبررسي تحرّ

هاي  براي ارزيابي تحرك اسپرماتوزوئيدهاي نمونه پايوت
مني رقيق شده منجمد مورد نظر آن را از داخل كانتينر مخصوص 

در آب ) Thawing(ي داري بيرون آورده و عمل يخ گشاي نگه
.  ثانيه صورت گرفت30مدت   بهگراد  درجه سانتي37مدت  گرم به

بلا فاصله بعد از طي اين عمل يك قطره از نمونه مني ذوب شده 
را روي لام از پيش گرم شده قرار داده و با استفاده ميكروسكوپ 

ميزان تحرك اسپرماتوزوئيدها با ) گراد  درجه سانتي37(زمينه گرم 
  .  مورد ارزيابي قرارگرفت×40نمايي درشت

   بررسي مورفولوژي آكروزم اسپرماتوزوئيدها
هاي مني  براي ارزيابي مورفولوژي اسپرماتوزوئيدهاي نمونه

منجمد مورد نظر از روش رنگ آميري گيمسا استفاده گرديد 
ده بر براي اين منظور با قرار دادن يك قطره از مني ذوب ش). 18(

روي لام از پيش گرم شده گسترش تهيه و با دميدن هوا بلافاصله 
هاي تهيه شده با استفاده از بافر فرمال  گسترش. خشك گرديدند

 گرم، آب مقطر 6755/0، فروكتوز3675/0سيترات سديم ( سالين 
) باشد  درصد فرمالين مي1 ميلي ليتر كه حاوي 500ميزان  به
 دقيقه با جريان 15- 20مدت  به و دقيقه فيكس شده 15مدت  به

ها دوباره خشك شده  در مرحله بعد لام. آب شستشو داده شدند
 .آميزي شدند ه با استفاده از محلول گيمسا رنگ دقيق90مدت  و به

ليتر   ميلي375 گرم پودر گيمسا در 8/3 براي تهيه محلول گيمسا،
ميزان  سپس گليسرول به. بيده و حل گرديدمتانل مطلق با هاون كو

براي . هم زده شد ليتر افزوده و مخلوط رنگ به ميلي 125
حلول گيمسا ليتر از م  ميلي3/0 ،هاي تهيه شده گيري فروتي اندازه

 مولار 15/1ليتر از محلول بافر فسفات   ميلي2/0تهيه شده با 
)PH=7 ( ليتر آب مقطر مخلوط شده و جهت   ميلي35و

ي تهيه شده با استفاده از ها گسترش. آميزي استفاده گرديد رنگ
آميزي   با رنگ×100نمايي ميكروسكوپ   نوري با  درشت

در اين راستا درصد . امرسيون مورد بررسي قرار گرفتند
مورد ) Intact acrosome(هاي سالم و دست نخورده  آكروزوم

، )Swallon(هاي متورم  همچنين آكروزوم. شمارش قرار گرفت
به  ) Ruffled(و چروكيده ) Denuded(لخت  شده و كنده

 ).1(هاي ناسالم محسوب و ثبت گرديدند  عنوان آكروزوم

   )HOST(بررسي يكپارچكي غشاء اسپرماتوزوئيدها 

يكپارچكي غشاء پلاسمالماي اسپرماتوزوئيدهاي بي ارزيا
 قبل از انجماد) Fresh( آوري شده  مني جمعهاي نمونه

)Prefreeze  (منجمد با استفاده از روش توصيف شده   زو ني
).  7(انجام گرفت ) 1984( و همكاران  Jeyendranتوسط 

 گرم سيترات 735/0 با حل كردن HOSبراي اين منظور محلول 
ليتر آب مقطر مطابق با   ميلي100 گرم فروكتوز در 351/1سديم و 

استاندارد توصيه شده توسط سازمان بهداشت جهاني تهيه گرديد 
آزمايش ).  بود~mOsm/kg190فشار اسمزي محلول مورد نظر(

 ميكروليتر از نمونه مني رقيق شده مورد نظر 50با مخلوط كردن 
 آماده شده به HOS ميكروليتر محلول 500پس از ذوب به 

 گراد  درجه سانتي37طريقه فوق در داخل لوله آزمايش در دماي 
 بعد از .  گرفت دقيقه  صورت45 الي 30مدت  داخل بن ماري به

طي مدت ياد شده، يك قطره از نمونه مني مورد آزمايش در زير 
 ميكروسكوپ فاز كنتراست مورد بررسي قرار گرفت و با 

 اسپرماتوزوئيد براي شمارش 200شمارش و درصدگيري حدود 
 دهندة اسپرماتوزوئيدهاي كه نشان) Swelling(حالت تورم 
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 با حالت دم تاخورده دست نخورده بود و غشاء پلاسمالمايي
  .مشخص و تكميل گرديد

 آناليز آماري

انحراف معيار ±دست آمده به صورت ميانگين اطلاعات به  
)SEM ±Mean ( نتايج براي هر متغيير . محاسبه و ارائه گرديد

 و آزمون آناليز واريانس 13  نسخه SPSSبا استفاده از نرم افزار 
)ANOVA (ناز آزمو. گرفت مورد بررسي قرارT و نرم افزار  

SPSS هاي تازه  براي مقايسه ميانگين متغيرها بين نمونه 

)Fresh ( و پس از ذوب)Post  thaw (استفاده گرديد.  
  

كننده لاكتوز، شير  هاي رقيق  ميلي ليتر از محلول100تركيب اجزا در  -1جدول
  گاوميش چرخ و تريس براي انجماد مني پس
  تريس  چرخ شير پس  لاكتوز  تركيب رقيق كننده

)  درصد11(لاكتوز 
  )ليتر ميلي(

25/56  -  -  

)  درصد6(فروكتوز 
  )ليتر ميلي(

  -  )درصد (1  75/18

  -  1  -  )گرم(فروكتوز 
  -  89  -  )ليتر ميلي( چرخ پس شير

  66/2  -  -  )گرم(تريس 
  48/1  -  -  )گرم(اسيد سيتريك 

  64/0  -  -  )گرم(گلوكز 
  13/0  -  -  )گرم(سيستئين 

  100  100  100  )ليتر ميلي/ واحد(پني سيلين 
/ گرم ميلي(استرپتومايسين 
  )ميلي ليتر

1/0  1/0  1/0  

  73  -  -  )ليتر ميلي(آب مقطر 
  20  5  20  )ليتر ميلي( زرده تخم مر غ

  7  6  5  )ليتر ميلي(گليسرول 

  نتايج 
  تحرك اسپرم) الف
آوري شده  هاي نمونه مني جمع ميزان تحرك اسپرماتوزوئيد  

)Fresh (كننده تحت آزمايش به  تهيه رقيق اي استفاده دربر
  .  آورده شده است2تفكيك در جدول 

هاي مني با درصد تحرك  در اين راستا از نمونه
كننده مورد  براي ارزيابي رقيق  درصد 70اسپرماتوزوئيد بيش از 

ميزان تحرك اسپرماتوزوئيدها ). 70±2/2(نظر استفاده گرديد 
  پس از اعمال زمان تعادلقبل از انجماد و در واقع

)Prefreeze (هاي مني مورد آزمايش  ترتيب براي رقيق كننده به
 و نيز براي لاكتوز 50±5/2چرخ  ، شير پس53±6/4تريس 

تحرك  ميزان درصد). 3جدول ( درصد ثبت گرديد 8/3±6/32
) Post thaw motility(ذوب  اسپرماتوزوئيدها متعاقب

، 50± 36هاي مني مورد آزمايش تريس  كننده ترتيب براي رقيق به
 كننده لاكتوز  و نيز براي رقيق5/44±5/2چرخ  شير پس

  ). 3جدول (  گزارش گرديد5/10±4/24
هاي جفت   بررسي آماري با استفاده از مقايسه ميانگين نمونه

ميزان تحرك در  داري را اختلاف معني   Tبا استفاده از آزمون
فرآيند انجماد و نيز ذوب نشان داد اسپرماتوزوئيدها در طي 

)01/0P< .( درصد اسپرماتوزوئيدهاي متحرك پس از انجماد و
هاي مورد آزمايش  كننده ي بين رقيقدار ذوب به صورت معني

در اين راستا ). >01/0P(متفاوت بود ) تريس، شير و لاكتوز(
داري با  ها ارتباط مستقيم و معني بين ميزان تحرك اسپرماتوزوئيد

هاي سالم و دست نخورده و نيز  رصد آكروزومد
هايي باغشاء پلاسمالماي سالم و دست نخورده  اسپرماتوزوئيد

 .)>05/0P(مشاهده گرديد 

   )HOST(ارزيابي يكپارچگي غشاي اسپرماتوزوئيدها ) ب
 درصد اسپرماتوزوئيدهاي با غشاي پلاسمالماي سالم و يا 

يا محلول  HOSدر محلول ) Swollen(در واقع متورم 
 mOS(موتيك لاكتوز با اسمولاريته مشخصاس هيپو

m/KG190 (هاي با غشاي  كه گوياي اسپرماتوزوئيد
باشد، متعاقب  پلاسمالماي يكپارچه و دست نخورده مي

شده با   مني رقيقهاي براي نمونه) Post thaw( گشائي يخ
، 4/41±2/1ترتيب   و نيز لاكتوز بهچرخ تريس، شير پس

  ). 4جدول (   ثبت گرديد24±4/9 و 8/3±6/32
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در همين ارتباط درصد اسپرماتوزوئيدهاي متورم پس از 
 مني هاي ترتيب براي نمونه به) Prefreeze(اعمال زمان تعادل 
 و نيز لاكتوز چرخ كننده تريس، شير پس رقيق شده در رقيق

 ثبت گرديد  6/35±8/2 و 4/43 ±2/5، 3/54 ±1/1ترتيب  به
  ). 4جدول (

هاي متورم ن راستا ارتباط بين درصد اسپرماتوزوئيددر اي
داري با درصد تحرك و  صورت معني پس از انجماد و ذوب به

  .)>05/0P(دار بود  هاي سالم معني هاي با آكروزم اسپرم
  مورفولوژي اسپرماتوزوئيدها) ج

نخورده پس از ذوب  هاي سالم و دست درصد آكروزوم
)Post  thaw (ده با تريس، شير و ش  رقيق منيهاي براي نمونه

 ثبت 3/27±2/12 و 4/50±1/4، 54±1/3 ترتيب نيز لاكتوز به
  ). 5جدول (گرديد 

نخورده قبل از  هاي سالم و دست همچنين درصد آكروزوم
براي ) Prefreeze(انجماد و نيز پس از اعمال زمان تعادل 

ده از تريس، شير و نيز هاي مني رقيق شده متعاقب استفا نمونه
 گزارش 4/50±8/0و  9/67±3/1، 1/68±7/1ترتيب  كتوز بهلا

  ). 5جدول (گرديد 
نخورده پس از انجماد و  هاي سالم و دست درصد آكروزوم

هاي مورد آزمايش  داري بين  رقيق كننده ذوب به صورت معني
   ).>01/0P(تريس، شير و لاكتوز متفاوت بود 

  
  

  هاي نر تحت بررسي به تفكيك اكوتيپ و شماره ثبت  از گاوميشآوري شده هاي مني جمع خصوصيات نمونه -2جدول
  

  خصوصيات
مني        

  ثبت  شماره

  
  

  اكوتيپ

  
  

  حجم مني

  
  

 گسترش ضخيم

  
تراكم 

اسپرماتوزوئيد  در 
 واحد حجم

)/mlميليون(  
  

  
تحرك 

 اسپرماتوزوئيد
  )درصد(

  

  
  اسپرماتوزوئيد

  )درصد(زنده 

)91( 

211000169  
  

  آذربايجان
  

31/0±7/3  
  
  دودي
  

  
31/1031±28  

 
69 ±7/0  

 
8/80 ±6/0 

)113( 

211000569  
  
  شمال

  
92/2± 35/0  

  
  دودي

 
7/1290± 100  

 
72±4/0  

 
6/78±8/0 

    
  

  آزمايشاز انجماد و پس از ذوب  تحت  هاي رقيق شده قبل درصد اسپرماتوزوئيدهاي متحرك در نمونه مني تازه، نمونه -3جدول

  درصد اسپرماتوزوئيدهاي متحرك
  رقيق كننده

  
 

  پس از ذوب
 

  قبل از انجماد
 
 تازه

  

  تريس  8/1±68  6/4±53 6/3±50
  چرخ شير پس 0/1±8/70 5/2±0/50 5/2±5/44
  لاكتوز 8/0±2/69 8/3±6/32 5/10±4/24
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  تازه، قبل از انجماد و پس از ذوب تحت آزمايشيي سالم در نمونه مني لمادرصد اسپرماتوزوئيدهاي  با غشاي پلاسما -4جدول
  درصد اسپرماتوزوئيدهاي  با غشاي پلاسمايي سالم

 
  پس از ذوب

 
  قبل از انجماد

 
 تازه

  كننده رقيق
  

  تريس 2/3±65 1/1±3/54 2/1±4/41
  چرخ شير پس 4/1±66 2/5±4/43 8/3±6/32
  لاكتوز 9/1±65 8/2±6/35 4/9±0/24

  
  ده قبل از انجماد و پس از ذوب  تحت آزمايشش هاي رقيق هاي سالم در نمونه مني تازه، نمونه ومدرصد آكروز -5جدول

  هاي سالم درصد آكروزوم
 

  پس از ذوب
 

  قبل از انجماد
 
 تازه

  كننده رقيق
  

  تريس 2/2±86 7/1±1/68 1/3±0/54

  چرخ شير پس 4/0±7/89 3/1±9/67 1/4±4/50

  كتوزلا 3/1±88 8/0±4/50 2/12±3/27

   گيري  و نتيجهبحث
 در اين تحقيق ميزان تحرك اسپرماتوزوئيدها متعاقب

ترتيب براي  به) Post thaw motility(گشائي  يخ
چرخ  ، شير پس50±6/3هاي مورد آزمايش تريس  كننده رقيق

 درصد مشاهده گرديد 4/24±5/10 و نيز براي لاكتوز 5/2±5/44
)01/0P<(.دها قبل از انجماد  ميزان تحرك اسپرماتوزوئي
)Prefreeze (هاي مني مورد آزمايش ترتيب براي رقيق كننده به 

  و نيز براي لاكتوز50±5/2چرخ  ، شير پس53±6/4تريس 

هاي انجام  بررسي). >01/0P(  درصد ثبت گرديد±6/32 8/3
هاي مسئول تحرك  نزيمدهد طي فرايند انجماد  آ گرفته نشان مي

اسپرم از محتويات داخل سلولي به داخل مايع پلاسماي مني 
 اين عمل باعث ضعف و آسيب ديدن غشاي .كند نشت مي

ها را به دهيدراسيون و  آن پلاسمالماي اسپرماتوزوئيدها شده و
سازد و باعث  هاي يخ هنگام انجماد حساس مي تشكيل كريستال

 1(گردد  وئيدها متعاقب انجماد ميكاهش تحرك ميزان اسپرماتوز
هاي  بر روي نمونه) آبان ماه( تحقيق حاضر در فصل پائيز). 13و 

 Dimov و Kolves. مني جمع آوري شده انجام پذيرفت
گزارش نمودند كه فصل تاثيري در انجماد مني گاوميش  )1999(

) 2002( و همكاران Gokhaleدر همين راستا ). 10( ندارد
 درصد تحرك اوليه قبل و بعد از انجماد كه گزارش نمودند

تحقيق  در). 6(باشد  اسپرماتوزوئيدها با فصل سال مربوط مي
كننده و نيز غلظت اسپرماتوزوئيدها بر  اخير تاثير گاو نر و رقيق

. دار بود روي ميزان تحرك اسپرماتوزوئيدها پس از انجماد معني
 ي غشاي پلاسمالمايگدر اين تحقيق ميزان يكپارچ

ترتيب  گشائي به توزوئيدهاي تحت آزمايش متعاقب يخاسپرما
چرخ و نيز  شده با تريس، شير پس  مني رقيقهاي براي نمونه
 مشاهده 24±4/9 و 6/32±8/3، 4/41±2/1ترتيب   لاكتوز به
سالم بودن غشاي پلاسمالماي ). >05/0P(گرديد 

داري تحرك، واكنش آكروزومي و  ها براي نگه اسپرماتوزوئيد
هاي اسپرم كه براي باروري مهم است در ارتباط  ساير واكنش

 در اثر فشار اسمزي، آب به داخل HOSدر آزمايش . باشد مي
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كند و تعادلي بين محتويات مايع داخل  اسپرماتوزوئيدها نفوذ مي
اين عمل باعث افزايش . گردد سلولي و مايع خارجي فراهم مي

خوردگي دم  به پيچشده و منجر ) Swelling(حجم كلي اسپرم 
 و همكاران Jeyendranدرهمين ارتباط ). 1( گردد اسپرم مي

داري بين   ارتباط معني كهگزارش نمودند) 1984(
). 7(  و توانايي باروري وجود دارد Swellingحالت
دهد مورفولوژي  عمل آمده نشان مي هاي به بررسي

تباط ها در نفوذ و باروري تخمك مهم بوده و ار اسپرماتوزوئيد
در . هاي سالم و باروري وجود دارد قوي بين درصد آكروزوم

طي فرايند انجماد اسپرماتوزوئيدها، تغييراتي در ناحيه قدامي 
ها  شود كه با حالت تورم و كنده شدن آكروزم آكروزوم ايجاد مي

نخورده  هاي سالم و دست درصد آكروزوم). 1( شود مشخص مي
قيق شده با تريس، شير و نيز هاي مني ر براي نمونه پس از ذوب

 گزارش 3/27±2/12  و 4/50±1/4، 54±1/3لاكتوز به ترتيب 
هاي سالم و   همچنين درصد آكروزوم.)>05/0P(گرديد 
نخورده قبل از انجماد و در واقع پس از اعمال زمان تعادل  دست

)Prefreeze (هاي مني رقيق شده با تريس، شير و  براي نمونه
  4/50±8/0 و 9/67±3/1، 1/68±7/1يب نيز لاكتوز به ترت

 نشان )1993(  و همكارانKumar). >05/0P( گزارش گرديد
هاي غير نرمال طي فرايند انجماد  درصد آكروزومكه دادند 

اين محققين نشان دادند كه ). 12  و11(كند  افزايش پيدا مي
كننده تريس از شير و  هاي غير نرمال در رقيق درصد آكروزوم

نتايج تحقيق فوق با نتايج . )>05/0P( تر استسيترات كم
زنده بودن . ارزيابي آزمايشگاهي تحقيق حاضر همخواني دارد

ها پس از انجماد بستگي كامل  ها مثل تمامي سلول اسپرماتوزوئيد
ها   حتي دمايي كه اسپرماتوزوئيد وبه زمان انجماد، زمان ذوب

وند ش خل تانك ازت مايع متحمل ميقبل از ورود به دا
)Intermediate sub-zero plunge temperature( دارد ،

كه در اين راستا در تحقيق حاضر براي انجماد 
 گراد  درجه سانتي- 120اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش دماي 

) 2001( و همكاران Sukatos.  دقيقه استفاده گرديد30مدت  به

هاي گاوميش در فاز  زمان مناسب براي انجماد اسپرماتوزوئيد
را ) قبل از فرو بردن به داخل تانك ازت مايع(بخار ازت مايع 

ه ك) 17(  دقيقه گزارش كردند30مدت   بهگراد  درجه سانتي- 120
  در اين . رسد با نتايج تحقيق حاضر همخواني دارد نظرمي به

رصد زرده تخم مرغ براي تهيه  د20تحقيق از غلظت 
ننده شير از غلظت ك هاي تريس و لاكتوز و براي رقيق كننده رقيق

) 1997( و همكاران Pampapathi.  درصد استفاده گرديد5
را ) درصد 20 و 10، 5(مرغ  هاي مختلف زرده تخم اثرات غلظت

 ,Tes-tris/egg yolk(مرغ  هاي تريس زرده تخم كننده در رقيق

tes- TYG(مرغ  ، سيترات زرده تخم)EYCG (و تريس  
، در )Tris-froctose/egg yolk( زرده تخم مرغ -فروكتوز

بر . انجماد اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش مورد بررسي قرار دادند
اساس ميزان كاهش تحرك اسپرماتوزوئيدها پس از ذوب، 

ويژه در  هاي فوق به بهترين درصد زرده تخم مرغ در رقيق كننده
 5وكتوز،  درصد و در قند حاوي فر20كننده حاوي تريس،  رقيق

رسد با نتايج تحقيق حاضر  نظر مي  بهدرصد گزارش گرديد كه
اثرات سه ) 2000( و همكاران Rasul). 14( همخواني دارد
 اسيد - سديم سيترات، تريس سديم-كننده تريس محلول رقيق

را بر نوع حركت، ) Tris-tes( تس -سيتريك و تريس
ها متعاقب انجماد  يكپارچگي غشاء اسپرم و مورفولوژي آكروزوم

در اين تحقيق بر اساس . اند بررسي قرار دادهمني گاوميش مورد 
ارزيابي فرم تحرك با سيستم آناليز كامپيوتري 

 ,Computer Assisted Semen Analyzerاسپرم

)CASA (ميزان حركت خطي اسپرماتوزوئيدها )Linear 

motility (اسيدسيتريك از بقيه –در رقيق كننده تريس 
ميزان يكپارچگي غشايي ا ه آندر تحقيق . ها بالا بود كننده رقيق

هاي سالم  و نيز درصد آكروزوم) 0/40±7/2(اسپرم 
 .هاي مختلف تفاوتي با هم نداشتند در رقيق كننده)  4/6±4/61(

 معهذا بر اساس پائين بودن ميزان حركت حلقوي

خطي  - ، و نيز منحني)Circular(اسپرماتوزوئيدها 
)Curvilinear ( بودن اختلالاتاسپرماتوزوئيدها همچنين پائين 
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تريك  اسيد سي-تريس كننده آكروزوم اسپرماتوزوئيدها، رقيق
دست آمده  رسد نتايج به نظر مي مناسب تشخيص داده شده كه به

در تحقيق ايشان با نتايج بخشي از تحقيق حاضر همخواني دارد 
)16 .(Dhami و همكاران )كننده شير و   هر دو رقيق)1996

 اي انجماد اسپرماتوزوئيدهاي منيتريس را به نسبت مساوي بر
رسد اين نتايج با  نظرمي گاوميش مناسب تشخيص دادند كه به

همين محققين در گزارش . نتايج تحقيق حاضر همخواني ندارد
قبلي خود رقيق كننده تريس را بيشتر از سيترات و لاكتوز براي 

گاوميش مناسب تشخيص داده  مني انجماد اسپرماتوزوئيدهاي
كارايي ) 1988( و همكاران Azam). 5  و4، 3(بودند 

 زرده تخم مرغ در - فروكتوز-كننده لاكتوز كارگيري رقيق به
هاي نژاد نيلي راوي را بر اساس درصد  انجماد مني گاوميش

هاي  اسپرماتوزوئيدهاي با يكپارچگي غشاي اسپرم و نيز آكروزوم
. نخورده پس از ذوب مورد بررسي قرار دادند  سالم دست

هاي مني منجمد متعاقب يخ گشائي  رزيابي  آزمايشگاهي نمونها
با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت نشان داد كه تنها 

 درصد از اسپرماتوزوئيد داراي آكروزوم دست 1/9±8/22
 درصد از اسپرماتوزوئيدها فاقد 8/68±4/9نخورده بوده و 

يج رسد با نتا يكپارچگي غشاي اسپرم مي باشد كه به نظر مي
  ).1(تحقيق حاضر همخواني دارد 

طور كلي در اين تحقيق بر اساس ارزيابي نتايج آزمايشگاهي   به
درصد تحرك اسپرماتوزوئيدها، يكپارچگي غشاي پلاسمالما و 

هاي مني  هاي نمونه هاي سالم اسپرماتوزوئيد نيز درصد آكروزوم
 گيري شد كه استفاده رقيق شده منجمد پس از يخ گشائي، نتيجه

هاي شير و يا لاكتوز براي  كننده كننده بافر تريس از رقيق از رقيق
تر و قابل توصيه  انجماد اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش مناسب
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