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ك بر يتريد سي اس-سيق كننده تريبه رق) تمپول( تمپو يدروكسي ه-4اثر افزودن 

  شي گاوميدهاي  اسپرماتوزوئيت نگهداريقابل

  

  1ير خاكي، ام3، كامران درستكار*2ي شوشتري علويد مرتضي، س1ي تبسميمهد

  وم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه اروميه، اروميه، بخش مامايي و بيماريهاي توليد مثل دام، گروه علي تخصصي دانش آموخته دكترا-1

   استاد، بخش مامايي و بيماريهاي توليد مثل دام، گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه اروميه، اروميه -2
  رانيلوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، سنندج، ادانشگاه آزاد اسلامي، واحد سنندج، بخش مامايي و بيماريهاي توليد مثل دام، گروه ع ،استاديار -3

  )12/5/93:       پذيرش نهايي3/2/93:  دريافت مقاله (

  

  دهيچك

 -هدف اين تحقيق بررسي اثر افزودن تمپول به رقيق كننـده در اسـپرماتوزوئيدهاي گـاوميش قبـل و بعـد از انجمـاد         

مورد استفاده قرار   )  زمان مختلف  5 نمونه از هر گاوميش در       5(  گاوميش نر سالم     5بيست و پنج نمونه مني از       . ذوب است 

 8،  4،  1،  5/0،  )شاهد (0حاوي  ) بدون زرده تخم مرغ   (اسيد سيتريك   -  در رقيق كننده تريس     C°37هر نمونه در      . گرفت

) T0 (0 تحرك روبه جلو و ميزان زنده ماندن اسپرماتوزوئيدهاي منـي رقيـق شـده در     .  ميلي مول تمپول رقيق گرديد     12و  

در مرحلـه بعـد همـين    . دقيقه بعد از رقيق كـردن انـدازه گيـري شـد    ) T2 (120و ) T1 (60، )بلافاصله بعد از رقيق كردن  (

 سـاعت  2دوزهاي تمپول، زرده تخم مرغ و گليسرول به رقيق كننده فوق افزوده، نمونه هاي مني در آن رقيق شد و ظرف        

تحرك روبـه  (ما نگهداشته شد تا به حالت تعادل درآيد و سنجه هاي مني  ساعت در آن د  4 سرد گرديد، به مدت      C°4تا  

 5/0 پايدتهاي فرانـسوي مني متعادل شده در   . ارزيابي شد ) DNAجلو، زنده ماندن، يكپارچگي غشا و ميزان آسيب ديدن          

فه توان آنتي اكسيداني بعد، مني را ذوب كرده همان سنجه ها به اضا. ميلي ليتري بسته بندي و در ازت مايع منجمد گرديد    

 ميلي مول تمپول به رقيق كننده مني در قياس با نمونه هـاي شـاهد   1 و 5/0نتايج نشان داد افزودن . تام آن اندازه گيري شد   

در منـي  . تحرك روبه جلو اسپرماتوزوئيدها را در نمونه رقيق و متعادل شده بدون تاثير بر بقيه سنجه هـا بهبـود مـي بخـشد      

 ميلي مول تمپول، تحرك رو به جلو، زنده مانـدن، يكپـارچگي غـشا و          1 و   5/0ه در رقيق كننده حاوي       ذوب شد  -منجمد

نتيجـه آن كـه،   .  كمتري از شاهد مـشاهده شـد  DNAتوان آنتي اكسيداني تام اسپرماتوزوئيدها بالاتر وميزان آسيب ديدن   

  .  كند  ذوب حفظ مي–ا هنگام انجماد  ميلي مول تمپول به رقيق كننده، كيفيت مني گاوميش ر1 و 5/0افزودن 

   تمپو يدروكسيه-4دان، ي اكسي، آنتيش، مني گاوم  :واژگان كليدي

 

  مقدمه

هاي بهبود  تلقيح مصنوعي ابزار مفيدي در برنامه

ژنتيك است و روش مورد استفاده وسيع در اصلاح نژاد 

  ش استـــوص گاوميــلي، بخصـــهاي اهـــدام

(Sansone, et al.,2000)  در برنامه هاي لقاح 

آزمايشگاهي در انسان يا تلقيح مصنوعي دامهاي اهلي، 
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اسپرماتوزوئيدها هنگام فراوري مني در معرض اكسيژن 

اين عمل باعث ايجاد . گيرند و نور مرئي قرار مي

 (Reactive oxygen species)هاي اكسيژن فعال  گونه

ROSنده  شده به تحرك و سلامت ژنوم آنها آسيب رسا

 Foote, et) شود  منجر به كاهش باروري مي

al.,2002) اين كاهش باروري به دلايل مختلف ايجاد

مثل حساسيت به شوك سرما، فشار اسمزي و : شود مي

 ذوب –تشكيل بلورهاي يخ داخل سلولي هنگام انجماد 

)Pena, et al., 2003 .(  

خنثي (پلاسماي مني منبع مهم مواد آنتي اكسيدان 

و عامل اصلي محافظت اسپرماتوزوئيدها ) ROSكننده 

. (Zini, et al., 1993 )برابر آسيب اكسيد كننده است 

اين مطلب مهمي است، زيرا اسپرماتوزوئيدها 

آنزيمهاي آنتي اكسيدان (سيتوپلاسم ناچيزي دارند 

و توان سنتز پروتئين و آنتي ) اغلب داخل سلولي هستند

 ,.Zini, et al )اكسيدان درآنها تقريبا هيچ است 

غشاي اسپرماتوزوئيد به دليل داشتن مقدار . (2009

زيادي اسيد چرب اشباع نشده به اكسيد شدن 

 Foote, et)چربي هم حساس است ) پراكسيداسيون(

al.,2002). در جفت گيري طبيعي، اسپرماتوزوئيدها در 

محيط بي هوازي قرار گرفته احتمال آسيب ديدن ناشي 

  . هش مي يابد در آنها كاROSاز 

تعيين اينكه با افزودن تركيب مختلفي از مواد آنتي 

اكسيدان به مني يا رقيق كننده مني مي توان زنده ماندن 

و باروري اسپرماتوزوئيدهاي با سرما حفظ شده 

 Foote, et)گاو را بهبود بخشيد مهم است ) منجمد(

al.,2002). مهار كردن پراكسيداسيون چربي در اسپرم 

ران با افزودن آنتي اكسيدانها تا حدي موفق بوده پستاندا

 Maxwell and Stojanov, 1996; Alvarez)است

and Storey, 1983; Aitken and Clarkson, 
 و توانسته اند فعاليت سوخت و ساز و ميزان (1988

  زنده ماندن اسپرماتوزوئيدها را حفظ كنند

(Kadirvel, et al., 2009; Jiang, et al., 2007).   

تمپول بنيان نيتروكسيد حلقوي است كه اثري شبيه 

بعضي آنزيمهاي با خاصيت آنتي اكسيداني، مثل 

 (Superoxide dismutase)سوپراكسيد ديسموتاز

SOD  دارد( Mitchell, et al., 1990) و بر SOD 

آسان در غشاي  اين مزيت را دارد كه خيلي محلول بوده

گزارش . (Foote, et al.,2002) كند سلول نفوذ مي

، مثل كرده اند كه آنتي اكسيدانهاي محلول در آب

خارج سلولي را كاهش داده، ، پراكسيداسيون Cويتامين 

تركيبات . در غشا سلول يا داخل سلول اثر ناچيز دارد

 و هيدروكسي تولوئن Eمحلول در چربي، مثل ويتامين 

 (Butylated hydroxytoluene =BHT )بوتيله شده 

غشاي پلاسمايي را، مثل تركيباتي آسيب ديدن 

چون تمپول كه در چربي و آب محلول است، به حداقل 

 ;Donoghue and Donoghue, 1997)رسانند مي

Andrabi, et al., 2008).  

 آثار مفيد تمپول 1991كانوس در سال و  ندمنيل

بر زنده ماندن اسپرماتوزوئيد گاو را در رقيق كننده 

  دــان زارش دادهـــرغ گــم مـ زرده تخ-ريسـت

 (Lindemann and Kanous, 1991).   

درباره اثر تمپول بر اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش 

اين . اي اطلاعات ناچيزي در دست است رودخانه

بررسي تجربي براي تعيين اثر افزودن غلظتهاي مختلف 

تحرك رو به (هاي اسپرم  تمپول به رقيق كننده بر سنجه

رچگي غشا و آسيب ديدن جلو، زنده ماندن، يكپا

DNA( قبل و بعد از انجماد و به منظور يافتن راه  

عملي براي بهبود كيفيت مني گاوميش بعد از انجماد و 

 . ذوب طراحي شده است

 
  اركمواد و روش 

   گرفتن و فراوري مني-

با سن ( راس گاوميش نر سالم 5براي اين كار از 

 پرورش كه در مركز اصلاح نژاد و)  سال5 تا 3بين 

 45° 4´ شمالي و 37° 33´(گاوميش شمال غرب ايران 

نمونه هاي . نگهداري مي شدند استفاده گرديد) شرقي

 25در مجموع تعداد . مني با مهبل مصنوعي گرفته شد

 نوبت 5 انزال از هر گاوميش در 5حداقل (نمونه مني 
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هر . در اين بررسي به كار رفت) به فاصله يك هفته

 در رقيق كننده C°37 تقسيم و در  قسمت6نمونه به 

 گرم، اسيد سيتريك 66/2تريس ( اسيد سيتريك -تريس

 گرم آب 139/0 گرم، سيستئين 2/1 گرم، گلوكز 39/1

، فشار pH 1/7 ميلي ليتر،100مقطر دوبار تقطير تا 

 ميلي اسمول بر كيلوگرم بدون زرده تخم 300اسمزي 

ركت مرك، تمام مواد شيميايي از ش. (رقيق گرديد) مرغ

، )شاهد (0رقيق كننده داراي .) آلمان خريداري شده بود

هيدروكسي -mM(  4( ميلي مول 12 و 8، 4، 1، 5/0

 تترا متيل 6-6-2-2هيدروكسي -4( )تمپول(تمپو 

تحرك رو به جلو و زنده . بود)  اكسيل-1پيپريدين، 

، )بلافاصله بعد از رقيق كردن) (T0 (0ماندن اسپرم در 

60) T1 ( 120و) T2 ( دقيقه بعد از رقيق كردن مني

در . همه اندازه گيريها دوبار انجام شد. اندازه گيري شد

 7 زرده تخم مرغ و �20مرحله بعد، رقيق كننده فوق با

و همان ) در يك مرحله افزوده شد(درصد گليسرول 

 1:10مقدار تمپول تهيه شد و نمونه هاي مني به نسبت 

 2ي رقيق شده ظرف نمونه ها. در آن رقيق گرديد

 4 خنك شده به مدت C°4ساعت در يخچال  تا 

ساعت در آن دما نگهداري شدند تا به حالت تعادل 

 ميلي 5/0سپس مني در ني هاي فرانسوي . درآيند

  در -C°120 دقيقه تا 25ليتربسته بندي گرديده ظرف 

بخار ازت مايع منجمد وسپس در ازت مايع غوطه ور 

تا زمان اندازه گيري  (Sukhato, et al.,  2001 )شده 

بعدا مني منجمد را به مدت . در ازت نگهداري شدند

 ذوب كرده همان سنجه ها به C°37 ثانيه در آب 30

اضافه توان آنتي اكسيداني تام مني منجمد و ذوب شده 

  .اندازه گيري شد

   ارزيابي كيفيت مني -

سنجه هاي زير در مني رقيق شده، متعادل شده و 

  : گيري شد  ذوب شده گاوميش اندازه-منجمد

   تحرك رو به جلو -

زنده ماندن و اشكال غيرطبيعي تحرك روبه جلو 

 اسپرماتوزوئيدها با روش آناليز مني با كمك رايانه

(Computer assisted semen analysis) CASA  

، شركت مهندسي 6نرم افزار شركت هوشمند فناور(

درصد زنده ماندن .  شدارزيابي) پزشكي اميركبير، تهران

اسپرماتوزوئيدها با استفاده از روش رنگ آميزي 

به . ارزيابي گرديد (Barth, 2007) نيگروزين -ائوزين

 ويك درصد1طور خلاصه، يك قطره محلول ائوزين 

هردو در محلول  ( درصد5قطره محلول نيگروزين 

و يك قطره كوچك مني روي )  درصد3سيترات سديم 

ر داده مخلوط كرده با لام ديگر طبق لام گرم شده قرا

 دستورالعمل آزمايشگاهي سازمان بهداشت جهاني

(World Health Organisation, 2010)  گسترش

 داده شد، در هوا خشك گرديد و با ميكروسكوپ نوري

اسپرمهاي زنده . بررسي گرديد× 400با درشت نمايي 

ي رنگ در زمينه تيره مشاهده شدند در حال با سرهاي بي

در . كه اسپرمهاي مرده با سر به رنگ قرمز ظاهر شدند

 شكل ظاهري. هر لام دويست اسپرم شمارش گرديد

غيرطبيعي اسپرمها هم در اين لام ارزيابي ) مورفولوژي(

  . شد

   بررسي يكپارچگي غشا پلاسمايي اسپرم-

يكپارچگي غشاي اسپرم قبل و بعد از انجماد با 

 و ندراني جتوصيفاسموتيك  طبق -تست تورم هييپو

). Jeyendran,1984(ارزيابي شد1984همكاران درسال

فشار اسمزي (به طور خلاصه، محلول هيپواسموتيك 

 گرم 73/0با حل كردن )  ميلي اسمول در كيلوگرم150

 ميلي ليتر 100 گرم فروكتوز در 35/1سيترات سديم و 

 ميكروليتر محلول 500. آب مقطر تهيه گرديد

 دقيقه 40 ميكروليتر مني به مدت 50هيپواسموتيك با 

سپس يك قطره از . شد) انكوبه( گرم C°37در دماي 

 BX31نمونه مني با ميكروسكوپ فازكنتراست 

 ميدان 5 اسپرم در حداقل 200بررسي و تعداد ) ×400(

ميكروسكوپ از نظر تورم كه با خميدگي دم، كه نشانه 

ز اين خميدگي ا. سالم بودن غشا است، بررسي گرديد

دمهاي غيرطبيعي اسپرم كه قبلا بررسي شده بود قابل 

  . تشخيص است
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   اسپرم DNA آسيب ديدن -

اسپرم با روش رنگ آميزي با  آسيب ديدگي

و همكاران وز يكاتاروش   طبقDNA اورنج آكريدين

  ص استــابل تشخيـــــ  ق2003ال ـــدر س

) (Katayose, et. al,. 2003  ،به طور خلاصه

ي از اسپرم روي لام تهيه كرده در هوا گسترش ضخيم

خشك كرده سپس نمونه به مدت دوساعت در محلول 

) 1:3اسيد استيك گلاسيال به نسبت / متانول(كارنوي 

پس از خشك . كه تازه تهيه شده باشد ثابت مي گردد

 درصد آكريدين اورنج 019/0شدن در هوا، با محلول 

وپ همه لامها با ميكروسك. اسيدي رنگ مي شود

 )Model GS7, Nikon Co., Japan (فلورسنت

 اسپرم در هر لام بررسي 200تعداد . شوند بررسي مي

شده و برحسب رنگ سبز  يا قرمزي كه در نور 

  .شوند فلورسنت نشان مي دهند طبقه بندي مي

   توان آنتي اكسيداني تام-

(Total antioxidant capacity) TAC   توان

 ذوب شده با استفاده از -جمد آنتي اكسيداني تام مني من

 –مني منجمد . كيت تجارتي اندازه گيري مضاعف شد

 دور به 5000در )  ثانيه30 به مدت C°37(ذوب شده 

 5/1مايع رو به لوله .  دقيقه سانتريفوژ گرديد10مدت 

ميكروليتر آن براي اندازه 10. ميلي ليتري منتقل گرديد

راي خواندن  اسپكتروفتومتر ب.به كار رفت TACگيري 

  .تغيير تراكم نور مخلوط  مورد استفاده قرار گرفت

   آناليز آماري-

براي هر ( گاوميش 5 نمونه مني از 25داده هاي 

تجزيه و   SASبا استفاده از برنامه )  آزمايش150مورد 

قبل از آناليز، داده ها را از نظر خطا و . تحليل شد

. ترل شدندكن(Box plots)نامربوط بودن با استفاده از 

داده ها با استفاده از مدل . هيچ عدد نامتعارفي ديده نشد

 (Repeated)با دستور ) Proc Mixed(خطي آميخته 

براي يافتن تقريبي بيشترين درجه آزادي از . آناليز شدند

طبيعي بودن . استفاده گرديد(Kenward-Roger)روش 

(Residuals)  استفاده ازروش با (quantile-

quantile plots) چشم بررسي شد و مقادير با 

بيني شده براي ارزيابي همگن بودن واريانس، برابر  پيش

(Residuals) برقرار شدن براي . علامت گذاري شدند

 با TACفرضيات تستها، داده هاي همه سنجه ها، بجز 

مدل اوليه براي هر . استفاده از جذر گيري تبديل شدند

و اثر آنها بر هم به مرحله ) تيمار(سنجه شامل آزمايش 

عنوان آثار ثابت بود و گاوميشهاي مورد آزمايش به 

وقتي حالت . عنوان اثر تصادفي در نظر گرفته شدند

غيرمعني دار مشاهده شد، مدل مجددا با حذف اثر 

براي هر سنجه چند ساختار . متقابل اجرا شد

كوواريانس بين اندازه گيريهاي تكراري بررسي شد و 

 روش (Akaike)حداقل معياراطلاعات مدلي كه طبق 

تفاوت بين حداقل مربعهاي . مناسبتر بود به كار برده شد

تعيين )  Optio- Diff(ميانگين ها با استفاده از انتخاب 

براي مقايسه ) Bonferroni(و روش اصلاح بن فروني 

همه اعداد ارايه شده حداقل . زوجها به كار برده شد

نتايج . اف معيار هستندها و انحر مربعهاي ميانگين

  .  معني دار در نظر گرفته شدند>p 05/0بدست آمده در 

  

  نتايج   

     مني رقيق شده-

 ميلي مول تمپول به رقيق كننده 1 و 5/0افزودن 

تحرك روبه جلو اسپرم را در مني تازه رقيق شده در 

T1 و T2 به ( در قياس با شاهد افزايش معني دار داد

 درصد در قياس با 30/83  درصد و66/86ترتيب 

 درصد 73/81 درصد و 23/83 و  T1 درصد در 54/80

ولي، با ). 1جدول  ()T2 درصد در 35/76در قياس با 

اضافه كردن تمپول به رقيق كننده ميزان زنده ماندن 

 12اسپرم خيلي تحت تاثير قرار نگرفت، بجز در غلظت 

) T2 و T0، T1(ميلي مول، كه در همه اندازه گيريها 

چشمگير  تحرك روبه جلو و زنده ماندن اسپرم را كاهش

 T2 اسپرم در ميزان تحرك روبه جلو و زنده ماندن. داد

  )1جدول ( كمتر بود T1 و T0داري از  به طور معني
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ها در مني رقيق اسپرماتوزوئيد) خطاي استاندارد ميانگين ± LSميانگين ( اثر غلظتهاي مختلف تمپول بر درصد تحرك و زنده ماندن - 1جدول 

  شده تازه

  Pميزان   )تيمار(آزمايش 

  زمان  سنجه

  12  8  4  1  5/0  شاهد

  خطاي 

  استاندارد
  مرحله ×تيمار  مرحله  )تيمار(آزمايش

T0 
a0/1 ±8/83  

a
0/1 ± 0/84  

a
8
 

/0 ± 8/84  
a

0/1 ± 7/84  
ab

1/1 ± 1/82  
b

5/1 ± 4/79  0025/0  0001/0<  0001/0<  0001/0<  

T1  
a

2/1 ± 5/80  
b

5/0 ± 6/86  
b

8/0 ± 3/83  
a

1/1 ± 3/82  **
c

5/1 ± 4/75  **
d

9/1 ± 2/71  0025/0        
 تحرك

  )در��(

T2  

+

***
 a

4/1 ±3/76  
++

***
b

2/1  ± 2/83  
++

*
 bc 

8/1 ± 7/81  
c

 
 a

3/1 ± 5/78  
+++

*
d

 5/1 ± 5/70  
+++

**
e

6/1 ± 7/60  0025/0        

T0 
a

2/1 ± 1/87  
a

7/0 ± 8/88  
a

8/0 ± 5/87  
a

6/0 ± 8/86  
a

8/0 ± 4/86  
b

8/0 ± 7/83  0016/0  0001/0 <  0001/0<  0220/0 

T1  
a

2/1 ± 6/85  
a

1/1 ± 2/86  
a

0/1 ± 4/86  
a

2/1 ± 1/85  
ab

3/1 ± 2/83  ***
 b

6/1 ± 5/80  0016/0        

زنده 

 ماندن

  )در��(
T2  

+

**
a

7/1 ± 5/81  
+

**
a

9/1 ± 9/83  
+

**
 a

6/1 ± 0/83  **
 a

7/1 ± 8/80  **
a

4/1 ± 6/79  
++

***
 b

7/1 ± 2/74  0016/0        

T0          :0 ،T1 :60 و T2 :120حروف بالاچين متفاوت .  دقيقه بعد از رقيق كردن مني)a,b,c,d,e ( تفاوت معني دار)05/0p< (را در هررديف نشان مي دهند.
  

  . را نشان مي دهدT0با ) >001/0p(تفاوت معني دار *** ؛ T0با ) >01/0p(تفاوت معني دار ** ؛ T0با ) >05/0p(تفاوت معني دار       * 
*         

؛ T1با ) >05/0p(تفاوت معني دار 
++

؛T1با ) >01/0p( تفاوت معني دار 
+++

  . را نشان مي دهدT1با ) >001/0p( تفاوت معني دار 

  

   مني متعادل شده-

 ميلي مول 1 و 5/0در مني متعادل شده افزودن 

تمپول به رقيق كننده، تحرك رو به جلو اسپرم را نسبت 

 30/76 درصد و 34/77(زايش داد به شاهد معني دار اف

؛ زنده ماندن، ) درصد14/70درصد در قياس با 

 آسيب DNAيكپارچگي غشا و تعداد اسپرمهاي با 

 ميلي مول تمپول اين 12ديده را تغيير نداد ولي، افزودن 

دار كاهش داد و تعداد  ها را معني سنجه

آسيب ديده را قبل از  DNAاسپرماتوزوئيدهاي با 

  .  دار افزايش داد  معنيماد منيجان

   ذوب شده- مني منجمد-

 ميلي 1 و 5/0 ذوب شده، افزودن -در مني منجمد

 50/47(مول تمپول به رقيق كننده، تحرك رو به جلو 

، ) درصد33/40 درصد در قياس با 63/46درصد و 

 درصد در قياس با 85/64 درصد و 4/67(زنده ماندن 

 درصد و 18/66(و يكپارچگي غشا )  درصد14/59

را در فرايند )  درصد58/56 درصد در قياس با 43/63

). 2جدول ( ذوب نسبت به شاهد حفظ كرد –انجماد 

 ميلي مول بر اين سنجه ها اثر 12 و 8تمپول با غلظت 

 ميلي مول تمپول به رقيق 1 و 5/0افزودن . مضر داشت

 آسيب ديده DNAكننده، منجر به تعداد كمتر اسپرم با 

 12و )  درصد84/10 درصد در قياس با 04/9( گرديد 

ميلي مول تمپول اين ميزان را معني دار افزايش داد 

توان آنتي ).  درصد84/10 درصد در قياس با 24/13(

 ذوب شده با -مني منجمد) TAC(اكسيداني تام 

 ميلي مول تمپول به رقيق كننده از 1 و 5/0افزودن 

 ميكرومول 60/72 و 04/71  ميكرومول در ليتر به04/62

 12 و 8در ليتر افزايش يافت در حالي كه با افزودن 

 و 92/53(ميلي مول تمپول اين ميزان كاهش يافت 

 ميكرومول 04/62 ميكرومول در ليتر در قياس با 32/45

  ). 2جدول ) (در ليتر

در ضمن مشاهده گرديد انجماد پذيري 

گيري  اسپرماتوزوئيدها در نمونه هاي مني با فصل نمونه

  .مانند كند و در تابستان بعد از انجماد زنده نمي غيير ميت
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  )خطاي استاندارد ميانگين ± LSميانگين ( اثر غلظتهاي مختلف تمپول بر سنجه هاي اسپرماتوزوئيدها - 2جدول 

   بعد از زمان تعادل وذوب كردن
    P ميزان        )تيمار(آزمايش     

  مرحله  سنجه
  12  8  4  1  5/0  دشاه

  خطاي 

  مرحله×تيمار  مرحله  )تيمار(آزمايش   استاندارد

  >a6/1 ± 1/70  b2/1 ± 4/77  bc2/2 ± 3/76  ac1/2 ± 3/71  d6/1 ± 3/64  e3/1 ± 9/56  0081/0  0001/<0  0001/0<  0001/0  تعادل
   درصد تحرك

        a6/1 ± 3/40  b0/2 ± 5/47  b1/2 ± 6/46  ab8/1 ± 1/43  c1/2 ± 5/32  d9/1 ± 7/26  0081/0  ذوب

  >a5/1 ± 2/77  a7/1 ± 0/78  a7/1 ± 5/78  a8/1 ± 5/79  a5/1 ± 9/74  b1/2 ± 6/69  0036/0  0001/0<  0001/0<  0001/0  تعادل
  درصدزنده ماندن 

        a5/1 ± 1/59  b1/2 ± 4/67  bc9/1 ± 8/64  ac7/1 ± 1/59  d0/2 ± 6/53  e0/2 ± 6/41  0036/0  ذوب

  >a2/1 ± 6/78  a1/1± 7/79  a1/1 ± 6/81  a1/1 ± 0/81  b5/1 ± 5/74  c7/1 ± 5/68  0036/0  0001/0<  0001/0<  0001/0  تعادل
  درصدسالم بودن غشا  

        a6/1 ± 5/56  b7/1 ± 1/66  bc8/1 ± 4/63  ac8/1 ± 1/59  d8/1 ± 4/48  e1/2 ± 5/38  0036/0  ذوب

  a2/0 ± 0/3  a2/0 ±  4/2  a2/0 ± 7/2  a2/0 ± 0/3  a0/2 ± 1/3  b2/0±  2/4  0025/0  0001/0<  0001/0<  3084/0  DNA  تعادل
  درصدآسيب ديده 

        ad 3/0 ± 8/10  b3/0 ± 0/9  bc 3/0 ± 5/9  ac2/0 ± 2/10  d3/0 ± 3/11  e4/0 ±  2/13  0025/0  ذوب

  توان آنتي اكسيداني تام

)µmol L-1(  
          a5 /3 ± 62  b6/1 ± 74  b4/1 ± 73  a9/0 ± 61  c6/1 ± 51  d9/1 ± 44  ذوب

  .را در هررديف نشان مي دهند) >05/0p(تفاوت معني دار ) a,b,c,d,e(چين متفاوت حروف بالا

  

  يريجه گيبحث و نت

اين تحقيق به منظور بررسي اثر افزودن مقادير 

بنيان نيتروكسيد حلقوي محلول در آب (مختلف تمپول 

، كه آنتي اكسيدان سنتتيك است، به رقيق )چربي و

هاي مني گاوميش در  جهكننده و بررسي آثار آن بر سن

در تلاش براي يافتن ) In vitro(محيط آزمايشگاه 

راهي براي حفظ كردن كيفيت مني در فرايند انجماد 

  . طراحي شده است

در مرحله اول، بعد از ارزيابي تحرك كلي و روبه 

اسپرم، نمونه هاي مني در رقيق ) تراكم(جلو و غلظت 

 اسيد استيك، كه در مركز اصلاح نژاد و –كننده تريس 

 پرورش گاوميش به كار مي رفت، رقيق گرديد ولي

زرده تخم مرغ و پادزيست به آن افزوده نشد تا در 

بررسيها اختلال ايجاد نكند، با اين باور كه اين مواد بر 

مداركي در دست است كه . هاي اسپرم اثر دارد سنجه

تحرك و زنده ماندن افزودن پادزيست به رقيق كننده، 

 ,.Hasan, et al)كند اسپرم را بعد از ذوب بيشتر مي

2001; Akhter, et al., 2011) . در اين جا قصد ما

بررسي اثر دوز تمپول و گذشت زمان بر تحرك و زنده 

 1 و 5/0نتايج نشان داد كه  افزودن . ماندن اسپرم بود

 ميلي مول تمپول به رقيق كننده، در قياس با شاهد،

. تحرك رو به جلو اسپرم را با گذشت زمان حفظ كرد

، بلافاصله بعد از ) ميلي مول12 و 8(اما، دوزهاي بالا 

تحرك و زنده ماندن ) T0در (افزودن آنها به نمونه مني 

اسپرم را كاهش داد كه مي توان آن را اختلال سريع در 

) تنفس، توليد انرژي و غيره) (متابوليسم(سوخت و ساز 

همان طور كه انتظار مي رفت، با . تفسير كرداسپرم 

گذشت زمان، تحرك و زنده ماندن اسپرم در همه 

، ازجمله شاهد، بتدريج كاهش يافت )تيمارها(ها  نمونه

  ).1جدول (

روش آناليز با كمك رايانه براي ارزيابي تحرك 

اسپرم به كار رفت ولي چون سيستم براي مني گاوميش 

 نمونه 25 به جلو اسپرم در تنظيم نشده بود، تحرك رو

مني همزمان با ارزيابي دستگاه با چشم بررسي شد و 

چون تفاوت بين دو روش . نتايج با هم مقايسه شدند

 درصد بدست آمد، فقط اين سنجه تحرك در 3كمتر از 

هاي ديگر  سنجه. اين بررسي مورد استفاده قرار گرفت

گاوميش تحرك به دليل قابل اطمينان نبودن نتايج براي 

  .در نظر گرفته نشد

در انتخاب سنجه هاي مني براي ارزيابي، فقط 

 درصد مورد 80هاي با تحرك روبه جلو بيش از  نمونه

استفاده قرار گرفت و هر نمونه با شاهد خود مقايسه 

فرض بر اين بود كه مني تازه بيشترين اسپرم . گرديد

شد طبيعي و كمترين تعداد اسپرم غيرطبيعي را داشته با

. و انجماد و ذوب كردن بر سلولها آسيب مي رساند

) TAC(همبستگي مثبتي بين توان آنتي اكسيداني تام 
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پلاسماي مني و تحرك و زنده ماندن اسپرم قبلا گزارش 

  .(Eghbali, et al., 2010 )شده است 

 اسيد سيتريك و -استفاده از رقيق كننده تريس

  ايشگاه  هيدروكسي تمپو به آن در آزم-4افزودن 

) In vitro ( در اين بررسي خوب عمل كرد و نتايج

آندرابي در سال   اين با گزارش. خوبي بدست آمد

از بررسي چند تحقيق نتيجه  مطابقت دارد كه 2009

گرفت كه، تريس ممكن است بهترين سيستم بافري 

مناسب براي افزايش قابليت انجماد و خصوصيات 

 ش باشدــومياي گاــرماتوزوئيدهــرك اسپــتح

)Andrabi, et al., 2009.(  و همكاران در آختر

هاي لسيتين سويا بيوكسل   اثر رقيق كننده2011سال

)Bioxcell®( اسيد سيتريك زرده تخم مرغ، -، تريس 

 سيترات و شير پس چرخ را بر -زرده تخم مرغ

 روز در دماي  5اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش كه به مدت 

C°5 مقايسه كرده مشاهده كردند  نگهداري شده بود

تحرك رو به جلو، زنده ماندن، يكپارچگي غشاي 

هاي گاوميش در رقيق  پلاسمايي اسپرماتوزوئيد

مرغ، شير و   اسيد سيتريك زرده تخم-هاي تريس كننده

بيوكسل در روزهاي اول و سوم يكي بود ولي در روز 

  ه بودـــر از بقيـــل بهتــم در بيوكســپنج

)Akhter, et al.,2011 .( رسولي و همكاران در سال

در بالا بردن  اسيد سيتريك -دند تريسداگزارش  2000

خصوصيات تحرك اسپرماتوزوئيدهاي گاوميش بعد از 

- سيترات سديم، تريس-ذوب، بهتر از بافرهاي تريس

Tesســـ و تري-HEPES دـــكن ر ميــــــ اث  

Rasule, et al.,2000) .(  

، كه از نظر )دروكسي تمپوهي-4(تمپو و تمپول 

 عمل كنند، در محيط SODشيميايي مي توانند مانند 

گاو و بوقلمون را افزايش  آزمايشگاه زنده ماندن اسپرم

  ;Lindemann and Kanous, 1991) دادند

Donoghue and Donoghue, 1997)  
 گزارش دادند افزودن تمپو 1997دونوگو در سال 

ده ماندن و يكپارچگي به مني رقيق شده بوقلمون، زن

 ساعت انبار كردن، افزايش و 48غشاي اسپرم را بعد از 

علاوه بر اين، به . از بين رفتن تحرك را كاهش مي دهد

دليل سنتتيك بودن آن، تمپو با قيمت كمتر در دسترس 

در اين بررسي  ).Donoghue, et al., 1997( است

 زنده ماندن اسپرم در مني رقيق شده و متعادل شده

داراي تمپول تحت تاثير قرار نگرفت ولي بعد از انجماد 

  .و ذوب ميزان آن بالاتر بود

 تمپو و تمپول را 2002و همكاران در سال فوت 

به رقيق كننده شير كامل اضافه كرده نتايج را با رقيق 

 تريس مقايسه كردند؛ آنها -كننده زرده تخم مرغ

ك و زنده دريافتند تمپو و تمپول در شير كامل در تحر

ماندن اسپرم اثر ندارند زيرا شير داراي مقادير زيادي 

كازئين است كه خاصيت آنتي اكسيدان دارد ولي در 

تريس اسپرمها فرايند انجماد -رقيق كننده زرده تخم مرغ

  درصد تحرك بيشتر نشان دادند11 تا 6را تحمل كرده 

)Foote, et al., 2002.(  

شاهده كردند  م2005و همكاران در سال مارا  

افزودن تمپول به بافر سديم سيترات، تحرك اسپرم قوچ 

را افزايش داده و باروري مني را بعد از انبار كردن در 

C°15افزايش مي دهد )Mara, et al.,2005.(  

اضافه دريافتند  2005و همكاران در سال مارا  

 24كردن تمپول به رقيق كننده شير پس چرخ، بعد از 

 ن، باروري مني بز را خوب حفظ ميساعت انبار كرد

  ).Mara, et al.,2007( كند

هيدروكسي تمپو -4نتايج ما نشان داد اضافه كردن 

 ميلي مول، تحرك 5/0به رقيق كننده مني با غلظت 

اسپرم را در مني رقيق شده تازه و متعادل شده به طور 

داري تحريك كرد و بالا برد، بدون اين كه در زنده  معني

 ذوب - اثر داشته باشد؛ اما، در مني منجمدماندن آن

 ميلي مول تمپول به رقيق كننده 5/0شده، اضافه كردن 

اين . تاثير مثبتي بر تحرك و زنده ماندن هر دو داشت

افزايش ممكن است ناشي از اين باشد كه هنگام 

انجماد، حساسيت اسپرماتوزوئيدها به فشار اكسيداتيو، 

ه خود پراكسيداسيون احتمالا ناشي از شروع خود ب

 خيلي افزايش يافته (Kadirvel, et al., 2009)چربي 
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و به اين ترتيب اثر حفاظتي تمپول موجود در رقيق 

  . كننده معلوم شده است

 ميلي مول تمپول 1 و 5/0دراين بررسي افزودن 

 و 60به رقيق كننده، تحرك رو به جلو اسپرم را بعد از 

 ذوب كردن اسپرم و بعد از) T2 و T1( دقيقه 120

نمونه هاي منجمد و ذوب شده . منجمد حفظ كرد

ظرف چند دقيقه ارزيابي شدند چون انتظار مي رفت 

تحرك بيشتر اسپرمها زود از بين برود؛ در عمل هم 

 دقيقه پس از ذوب 15مرسوم است كه مني را ظرف 

 و  كاندباردر ارتباط با اين مطلب،. كردن تلقيح نمايند

  مني گاوميشهاي كوندهي2011 ل در ساهمكاران

)Kundhi( ساعت در 5 را C°25 نگه داشتند و 

 درصد و 25/43 ± 95/2مشاهده كردند تحرك اسپرم 

 درصد در زمان شروع 78/11 ± 28/0زنده ماندن 

 5بتدريج كاهش يافت و ظرف )  ساعت0(آزمايش 

). Kundbhar, et. al., 2011( ساعت همه اسپرمها مردند

 ميلي مول تمپول به رقيق 5/0ان داد افزودن نتايج ما نش

كننده منجر به حفظ بهتر يكپارچگي غشا اسپرم بعد از 

در انسان ). 2جدول (تعادل و انجماد و ذوب مي شود 

نشان داده اند وجود مواد آنتي اكسيدان در غذا ممكن 

 آسيب ديده DNAاست در كاهش ميزان اسپرمهاي با 

مبتلا به درصد بالايي از مفيد باشد، بخصوص در مردان 

  دهــيب ديــ آسDNAاي با ـــاسپرمه

 ( Zini, et al., 2009) .  

پلاسماي مني ) TAC(توان آنتي اكسيداني تام 

 مثل فعال مني ROSنمايانگر مجموع آنزيمهاي ضد 

كانتري و  علاوه بر اين،. گلوتاتيون پراكسيداز است

سال  و اقبال و همكاران در 2001همكاران در سال 

هاي اسپرم و توان آنتي   رابطه مثبتي بين سنجه2010

در اين . اكسيداني تام پلاسماي مني را گزارش دادند

بررسي ميزان بالاتر توان آنتي اكسيداني تام مشاهده 

 ميلي مول تمپول بعد از 1 و 5/0شده در مني داراي 

انجمادو ذوب ممكن است نشانه اثر محافظتي تمپول در 

  سيداني حين فراوري مني باشدتوان آنتي اك

 )Eghbali, et al.,2010; Contri, et al., 2001( .

در اين بررسي افزودن دوزهاي بالاي تمپول به رقيق 

هاي  كننده، به محض افزودن مني، اثر مضري بر سنجه

اين مشاهده با گزارش قبلي اين حالت در . اسپرم داشت

ت حياتي دهد كه فعالي  مطابقت دارد و نشان مي گاو

  اسپرم ممكن است با تمپول اضافي مختل شود

 (Foote, et al., 2002) .  

عليرغم مشاهده كيفيت خوب مني در تابستان در 

 علوي شوشتري و بابازاده حبشي در سال گزارش قبلي

 در اين بررسي، قابليت انجماد اسپرماتوزوئيدها 2006

در ماههاي گرم سال خوب نبود و تحرك 

-Alavi( ها تا مهر ماه خوب نشداسپرماتوزوئيد

Shoushtari and Babazadeh- Habashi, 2006 .(

 در مني  1991ساجئو در سال  اين مشاهده با گزارش

گاوميشهاي سوري و گزارش باگا و خوكار در سال 

 كه پايين ترين ميزان تحرك اسپرم بعد از ذوب 1991

كردن نمونه هاي مني بدست آمد كه در تابستان گرفته 

 Bahga and Khokar, 1991( ده بود، مطابقت داردش

Sagdeo, et al.,1991;(.  اگرچه اين بررسي نشان داد

افزودن تمپول به رقيق كننده مني ممكن است بر 

هاي مني اثر مفيد داشته باشد، به نظر مي رسد اثر  سنجه

تمپول برحسب دوز كم يا زياد آن و زمان آزمايش و 

اين تحقيق نشان . وت باشدمراحل مختلف فراوري متفا

داد افزودن تمپول به رقيق كننده مني ممكن است 

تحرك، زنده ماندن، يكپارجگي غشاي پلاسمايي اسپرم 

 - سالم را بعد از انجمادDNAو تعداد اسپرمهاي با 

معني ) از نظر آماري(ذوب افزايش مي دهد و مقادير 

ي هيدروكس-4 ميلي مول 5/0دار بيشتري بعد از افزودن 

تمپول به . آيد به رقيق كننده بدست مي) تمپول(تمپو 

روش وابسته به دوز و زمان اعمال اثر مي كند و 

 ميلي مول بدست 1 و 5/0بيشترين اثر با دوزهاي كم 

 ميلي مول براي اسپرم 12 و 8مي آيد و دوزهاي بالاي 

بررسيهاي بيشتر با تعداد بيشتري نمونه و . مضر هستند

وري مني در حيوان زنده براي تاييد بررسي ميزان بار



����������	
 ���
 �������� � ���� ����
 � ����� �� �����
�! "#"$)
�
��#�(    ١٧

اين نتايج ضروري است تا بتوان آن را براي كاربرد 

  .وسيع توصيه كرد
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كاركنان مركز اصلاح نژاد و پرورش گاوميش منطقه 

راي همكاري و تامين نمونه هاي شمال غرب ايران ب
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