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 کیفیت اسپرم گاومیشهاي  شاخصهالوز بر  رافینوز و ترهافزودن  اثرات

  بعد از ذوب
  2یم بهشتیرح ،1 کندي قلعه جمشید قیاسی، *1 جکی پیري باغچه خدیجه

  
  چکیده

بر هالوز  رافینوز و ترهسطوح مختلف هدف از انجام این تحقیق بررسی تاثیر 
انزال از چهار  20منظور تعداد  براي این. بعد ازذوب بود کیفیت اسپرم گاومیش

در مرکز تحقیقات و پرورش گاومیش شمال غرب کشور راس گاومیش نر 
درصد  70هاي منی با کیفیت عالی و داشتن بیش از  نمونه. آوري شد جمع

  درجه سلسیوس با رقیق کننده 37اسپرماتوزویید با تحرك رو به جلو در دماي 
 75و  25صفر، (هالوز  فینوز و ترهبایوکسل داراي سطوح مختلف را تجاري

، رقیق شد و پس از مرحله تعادل در دماي چهار درجه سلسیوس )مول میلی
لیتري پلاستیکی با اعمال زمان  میلی 5/0هاي ظرف مدت چهارساعت، در نی

انجماد مشخص قبل از ورود به ازت مایع، منجمد و داخل کانتینرهاي حاوي 
هاي منجمد مورد نظر  ز دو هفته، ذوب نمونه نیپس ا. داري شدند ازت مایع نگه

در این راستا . ثانیه صورت گرفت 40درجه سلسیوس به مدت  37در دماي 
هاي مورد نظر پس ازذوب با  هاي کیفی نمونه میزان تحرك و برخی فراسنجه

به سیستم ارزیابی  استفاده از میکروسکوپ فازکنتراست صفحه گرم مجهز
به طور کلی نتایج به . اسپرم مورد بررسی قرار گرفتکامپیوتري الگوي تحرك 

مول  میلی 75و  25دست آمده در این تحقیق نشان دادند، افزودن مقادیر صفر، 
براي انجماد منی گاومیش  تجاري بایوکسل  هالوز در رقیق کننده رافینوز و تره

هاي کیفی اسپرم پس از ذوب نشد  سبب بهبود میزان تحرك و برخی فراسنجه
)05/0>P(.  

  .هالوز اسپرماتوزویید، گاومیش، رافینوز، تره :کلیدي واژگان
  

  2/2/92: تاریخ پذیرش    12/10/91: تاریخ دریافت
  

  مقدمه 
طور گسترده در تلقیح مصنوعی مورد استفاده  منی منجمد به

هاي انجماد و رفع انجماد موجب  گیرد، اما فرآیند قرار می
بعد از شود که تحرك  می آزاد اکسیژن هاي ایجاد رادیکال

 ،فعالیت آنزیمی درون سلولی ،مانی قابلیت زنده، ذوب
  یکی .)7، 8و 14( کند باروري و عملکرد اسپرم را مختل می

 
     khadijehpiri@yahoo.com   .شبستر، گروه علوم دامی، شبستر، ایرانواحد  ،اسلامی دانشگاه آزادـ *1
  .واحد شبستر، گروه دامپزشکی، شبستر، ایران ـ دانشگاه آزاد اسلامی،2

 ترین عوامل موثر در انجماد منی، محتوي و نوع رقیق از مهم 
کننده معمولا  رقیق . باشد کننده براي اسپرم قبل از انجماد می

کننده از سرما و مواد افزودنی مغذي   حاوي یک ماده محافظت
و ذوب ها را در حین انجماد  که اسپرماتوزوییدباشد،  می

ها در    ها با فسفولیپید قند .)12، 13و 14(نماید  محافظت می
غشاي پلاسمایی تعامل داشته و بقاي اسپرم را در زمان انجماد 

رافینوز تري ساکاریدي با وزن مولکولی زیاد و . دهند افزایش می
کل از گلوکز، که متش است C18H22O16.5H2Oفرمول شیمیایی 

نفوذپذیري کمی در رافینوز ). 14(باشد  فروکتوز و گالاکتوز می
زدگی دارد و در غشاي سلولی داشته و نقش حفاظت از یخ

هاي غشاي اسپرم، تشکیل  ها و پروتیین تعامل با لیپید
هاي یخ درون سلولی را در طول انجماد کاهش و  کریستال

  . )3و 14(گردد  باعث حفظ فشار اسمزي می
ساکاریدي متشکل از دو واحد گلوکز و قندهاي  هالوز دي تره

باشد که  می C12H22O11.2H2Oغیراحیا کننده با فرمول شیمیایی 
بسیار زیاد در اکثر موجوداتی که امکان مقاومت در   با غلظت

ها، مخمرها و  برابر دهیدراتاسیون کامل را دارند مانند قارچ
هالوز  بررسی بر محتواي تره ).2(ها وجود دارد  برخی باکتري

عنوان یک محافظت کننده با  هالوز به مخمرها اثبات کرد که تره
کارایی بالا و تقویت کننده مقاومت ترکیبات سلولی از قبیل 

ها  کند که این یافته ها عمل می ینروتئغشاهاي پلاسمایی و پ
 هاي اده محافظ در زمینهـعنوان یک م هالوز را به استفاده از تره

  ).1(عی سبب شده است متنو
  هدف از این تحقیق، بررسی اثرات سطوح مختلف رافینوز و
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کننده بایوکسل بر خصوصیات کیفی اسپرم هالوز در رقیق تره
  . بود بعد از ذوبگاومیش 

  
  کار  مواد و روش

غرب  این تحقیق در مرکز پرورش و اصلاح نژاد گاومیش شمال
بـی،  شهرسـتان ارومیـه بـا     غر کشور واقع در اسـتان آذربایجـان  

  )2/4±4/0(استفاده از چهار راس گاومیش نر با میـانگین سـنی   
آوري  عمـل جمـع  . انجام پذیرفت) آذربایجان(بومی  از اکوتیپ 

اي دو  منی با استفاده از مهبل مصنوعی مخصوص گاومیش هفته
. بار، در ساعات اولیه صـبح و طـی فصـل بهـار انجـام گرفـت      

آوري کیفیت منی از لحاظ تراکم و تحرك  بلافاصله پس از جمع
  . زیر میکروسکوپ صفحه گرم ارزیابی و ثبت شد

هاي منی اخذ شده بـا اسـتفاده از    پس از ارزیابی اولیه، نمونه
 75و  25تجاري بایوکسل حاوي مقـادیر صـفر،     رقیق کننده

ــی ــول میل ــره م ــالوز  ت ــوز ) Sigma-Aldrich, 0167(ه و رافین
(Sigma-Aldrich,83400)   ــک ــی ی ــد از ط ــد و بع ــق گردی رقی
درجـه سلسـیوس و اعمـال     37مـاري   ساعت سرد شدن در بـن 

زمان تعـادل بـه مـدت چهـار سـاعت در دمـاي چهـار درجـه         
هـاي   بندي اتوماتیک در نـی سلسیوس، با استفاده از دستگاه بسته

) اسپرماتوزویید در هـر نـی   20×106با احتساب (لیتري  میلی 5/0
ــدي و در  بســته ــد شــدند ازتبن ــایع منجم ــی. م  5/0هــاي  ن
لیتري منی منجمد تهیه شده بعد از دو هفته بـه تفکیـک    میلی
هاي آزمایشی از کانتینر ازت مایع بیرون آورده شده، در  گروه

ثانیـه،   40درجه سلسیوس بـه مـدت    37ماري داراي آب بن
براي هر نمونه مورد .  ها انجام گرفت عمل ذوب بر روي آن

نی استفاده شده و فاکتورهاي میکروسکوپیک نظر حداقل پنج 
درصد اسـپرماتوزوییدهاي بـا    منی شامل میزان درصد تحرك،

 ـنظهـایی   و شـاخص ، )P(حرکت پیش رونـده رو بـه جلـو      ری
، )VSL(سـرعت خـط مسـتقیم     ،)VCL(سرعت خـط منحنـی   

ــبش   ــاخص جن ــتقیم  )WOB(ش ــیر مس ــاخص س ، )STR(، ش
ــودن   ــی ب ــیر )LIN(شــاخص خط ــرعت س ــه  ،)VAP(، س دامن

) BCF(و فرکانس ضربان عرضـی  ) ALH(جابجایی جانبی سر 
هاي منـی رقیـق شـده مـورد نظـر مـورد        به تفکیک براي نمونه

صـورت   ید، بـه اسـپرماتوزوئ  200حـداقل  . قرار گرفـت بررسی 
 بـراي مشـاهده درصـد    تصادفی از چهار میـدان میکروسـکوپی  

ــایدهاي متحــرك و درصــد اســپرماتوزوئوئاســپرماتوز  یدهایی ب
هـاي   داده. حرکت پیش رونـده انتخـاب و نتـایج آن ثبـت شـد     

 SASآمـاري   افـزار  نـرم  از استفاده با تحقیق این دست آمده از به
 گرفتند قرار تحلیل و تجزیه مدل خطی مورد )2001،  1/8مدل (

 Tukey's  تـوکی  آزمـون  از میـانگین تیمارهـا   مقایسـه  بـراي  و

Studentized Range (HSD)  15(استفاده شد.(  
  

  نتایج 
یدهاي منجمد متعاقب ذوب میزان و الگوي تحرك اسپرماتوزوئ
هاي آزمایشی حاوي مقادیر  براي گروه کنترل و نیز گروه

 75و  25 صفر،(هالوز  هاي تره متفاوت از آنتی آکسیدان
و اثر متقابل ) مول میلی 75و  25 صفر،(و رافینوز  ) مول میلی

صفر و شش ساعت بعد از  هاي رافینوز و تره هالوز در زمان
بر این اساس . آمده است 4الی  1ذوب به تفکیک در جداول 

مول و  میلی 75و  25هالوز با مقادیر صفر،  افزودن رافینوز و تره
یزان تحرك کلی، بررسی اثر متقابل سه جانبه باعث کاهش م

دهاي با حرکت پیش رونده، سرعت خط درصد اسپرماتوزوئی
م، سرعت سیر، شاخص خطی بودن، منحنی، سرعت خط مستقی

جایی جانبی سر و شاخص سیر مستقیم گردید  دامنه جابه
)05/0<P .(هاي پیش رونده با سرعت کم،  اما تاثیري بر اسپرم

) P>05/0([نداشت   BCFو WOBحرکت، هاي بی اسپرم
هاي مورد نظر متعاقب  داري نمونه نگه. ])2و  1جداول (

درجه سلسیوس در  37ماي ها در د ذوب و انکوباسیون نی
داخل بن ماري در طی شش ساعت و ارزیابی دوباره 

هاي  ها نشان دادند، با گذشت زمان میزان و شاخص نمونه
هاي آزمایشی و  الگوي حرکتی اسپرماتوزویید در تمامی گروه

              ).4و  3جداول ) (P>05/0([نیز کنترل کاهش یافت 
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ش بلافاصله پس از یاسپرم گاوم یفیک يها بر فراسنجهبایوکسل   هالوز به رقیق کننده نوز و ترهیودن سطوح مختلف رافن اثرات افزیانگیسه میمقا ـ1جدول 

 رفع انجماد

 یصفات مورد بررس  يماریبات تیترک

یرق
ق کننده

 

(M
m

) 
یراف

نوز
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m

) 
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هالوز
 

درصد تحرك
 

یپ
ش رون
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 ی

اسپرم
  

P (%
)

  

اسپرم ها  
یپ ي

ش 
رونده
,

با سرعت ز
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یت

پ 
A 

اسپرم ها
یپ ي

با سرعت کمش رونده 
 

یت
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B 
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ها 

ب ي
 ی
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یت
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اسپرم ها
ب ي
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پ 
D 

سرعت خط منحن
V  ی

C
L (M

m
/s)

 

ت خط مستق
سرع

می
  V

SL (M
m

/s)
 

وکسلیبا  0 0 a13/12  a376/10  a968/3  a408/6 b756/1  b87 /87  730/13 a 690/3 a 
وکسلیبا  25 0 c234/3  d 852/1  b318/0  c534/1 b382/1  a766/96  296/10 b 364/1 b 
وکسلیبا  75 0 d99/1  d926/ 0  b338/0  c588/0  b062/1  a01/98  508/9 c 498/1 b 
وکسلیبا  0 25 a168/10 b62/6 b99/0  a628/5 a548 /3  b832/89 348/12 a 252/2 a 
وکسلیبا  25 25 b442/7  b008/5  b236 /0  b772/4  a438/2  a558/92  836/11 a 862/1 b 
وکسلیبا  75 25 c94/4  d852/1  0  c852/1  a086/3  a060/95 810/10 b 038/1 b 
وکسلیبا  0 75 c658/3  d182/1  0  c182/1 a476/2  a344/96  246/10 b 374/1 b 
وکسلیبا  25 75 b874/6 c454 /3 b728/0  c726/2  a418/3  a126/93  328/12 a 858/1 b 
وکسلیبا  75 75 c942/3 d584/1  b264/0  c32/1  a358 /2  a058/96  732/11 a 054/1 b 

(SEM) 175/0 039/0 148/0  098/0  177/0  175/0  177/0  175/0 خطاي معیار میانگین  
  P 003/0  004/0  037/0  129/0 273/0  003/0  016/0  007/0ارزش 

a-b,…  05/0(دار دارند در هر ستون، اعدادي که داراي حروف مشابه نیستند، اختلاف معنی<P.(  
 

ش بلافاصله پس از یاسپرم گاوم یفیک يها وکسل بر فراسنجهیبا  هالوز به رقیق کننده نوز و ترهیثرات افزودن سطوح مختلف رافن ایانگیسه میمقا  ـ2جدول 
 رفع انجماد

  یصفات مورد بررس  يماریبات تیترک

رقیق کننده
  (M

m
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m

) 
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س ضربان عرضی 
فرکان

  
B

C
F(H

Z)
ص خطی بودن 

شاخ
  

LIN
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)
ش 

ص جنب
شاخ

  W
O

B
(%

)
ص سیر مستقیم 

شاخ
  

STR
(%

)
  

وکسلیبا  0 0 936/5 a 842/7 b 876/0 a 716/1 a 68/19 a 316/37 a 530/46 a 
وکسلیبا  25 0 178/3 b 324/14 a 752/0 b 616/0 b 616/11 b 32a 726/37 b 
وکسلیبا  75 0 032/3 b 152/13 a 704/0 b 478/0 c 222/14 b 702/28 b 152/42 a 
وکسلیبا  0 25 43/4 a 184/13 a 824/0 a 866/0 b 938/14 b 602/31 a 746/41 a 
وکسلیبا  25 25 978/3 b 148/9 b 846/0 a 774/0 b 776/14 b 840/31 a 852/43 a 
وکسلیبا  75 25 186/3 b 246/14 a 768/0 b 882/0 b 780/8 c 338/25 b 802/35 b 
وکسلیبا  0 75 188/3 b 574/13 a 748/0 b 538/0 c 960/13 b 598/30 a 410/42 a 
وکسلیبا  25 75 982/3 b 824/0 c 880/0 a 824/0 b 336/13 b 248/30 a 02/42 a 
وکسلیبا  75 75  098/3 b 784/0 c 832/0 a 784/0 b 584/7 c 786/24 b 484/34 b 

(SEM) نیانگیار میمع يخطا  047/0  11/0  002/0  013/0  185/0  179/0  232/0  
  P 004/0  060/0  033/0  063/0  036/0  004/0  060/0رزش ا

a-b,…  05/0(دار دارند در هر ستون، اعدادي که داراي حروف مشابه نیستند، اختلاف معنی<P.(  
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ش شش ساعت پس یاسپرم گاوم یفیک يها وکسل بر فراسنجهیبا  ق کنندهیهالوز به رق نوز و ترهین اثرات افزودن سطوح مختلف رافیانگیسه میمقا  ـ3جدول 
 از رفع انجماد

 یصفات مورد بررس  يماریبات تیترک

رقیق کننده
  

(M
m

) 
رافینوز

 

(M
m

) 
 تره

هالوز
 

  
درصد تحرك
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)
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,
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پ 
تی
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پ 
تی

B 

اسپرم هاي بی حرکت
  

تیپ
C 

اسپرم هاي بی جان
  

پ 
تی

D 

س
رعت خط منحنی

  V
CL (M

m
/s)

سرعت خط مستقیم 
  

V
SL (M

m
/s)

  

  456/4a  732/3a  188/1a  542/2a  720/0b 544/95b  476/10a  482/1a 0 0 وکسلیبا
  622/0c 328/0c 0  328/0c  294/0b  378/99a 818/8c  864/0b 0 25 وکسلیبا
  454/0c 0  0  0  454/0b  546/99a  118/9b 612/0b 0 75 وکسلیبا
  728/1b  014/1b  0  014/1b  714/0b  272/98a  462/9b  798/1a 25 0 وکسلیبا
  718/2b  010/2a  176/0b  834/1b  710/0b  282/97a 582/10a 212/1a 25 25 وکسلیبا
  178/1b  0  0  0  178/1a  822/98a 912/10a  1/1a 25 75 وکسلیبا
  476/0c  0  0  0  476/0b  524/99a  7/9b  796/0b 75 0 وکسلیبا
  122/1b  370/0c  0  370/0c  752/0b  878/98a  186/10a  460/1a 75 25 وکسلیبا
 100a  236/8c 878/0b  0  0  0  0  0 75 75 وکسلیبا

(SEM) 014/0  024/0  046/0  028/0  038/0  026/0  049/0  046/0 نیانگیار میمع يخطا 
  P  001/0  0  0  079/0  869/0  0  005/0  0ارزش 

a-b,…  05/0(دار دارند یستند، اختلاف معنیحروف مشابه ن يکه دارا يدر هر ستون، اعداد<P.(  
 

ش شش ساعت پس یاسپرم گاوم یفیک يها وکسل بر فراسنجهیبا  ق کنندهیهالوز به رق نوز و ترهین اثرات افزودن سطوح مختلف رافیانگیسه میمقا  ـ4جدول 
 از رفع انجماد

  یصفات مورد بررس  يماریبات تیترک
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  292/3a 348/12a  746/0a  006/1a  460/10b  784/26b  608/33c 0 0 وکسلیبا
  506/2b  276/8c  664/0b  462/0b  744/8c  648/24c  254/32c 0 25 وکسلیبا
  35/2b  976/8c  694/0b  616/0b 154/6c  418/22c  560/28d 0 75 وکسلیبا
  56/2b  8c  706/0a  504/0b  594/7c  290/25c  106/34c 25 0 وکسلیبا
  156/3a  884/10b  778/0a 680/0b  306/8c  956/25b  974/31c 25 25 وکسلیبا
 966/2b  734/12a  794/0a  714/0b 504/10b  268/26b  040/39b 25 75 وکسلیبا
  628/2b  442/10b 716/0a 698/0b  926/7c  718/24c  304/33c 75 0 وکسلیبا
  134/3a  632/10b  756/0a  872/0b  422/15a  144/31a  416/45a 75 25 وکسلیبا
  218/2b  03/4d  632/0b  228/0b  086/10b  610/24c  314/39b 75  75 وکسلیبا

(SEM) 188/0  116/0  113/0  006/0 001/0  075/0  015/0 نیانگیار میمع ياخط  
  P 0  005/0  079/0  0  220/0  473/0  648/0ارزش 

a-b,…  05/0(دار دارند در هر ستون، اعدادي که داراي حروف مشابه نیستند، اختلاف معنی<P.(        
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  بحث

 دست آمده در تحقیق حاضر نشان دادند، استفاده از آنتی نتایج به
ها  هالوز و رافینوز و اثر متقابل این آنتی اکسیدان هاي تره اکسیدان

آوري و انجماد اسپرم با استفاده از رقیق کننده  در فرآیند عمل
هاي کیفی مورد  باعث کاهش میزان تحرك و فراسنجه بایوکسل

مطالعه اسپرم متعاقب ذوب و شش ساعت پس از ذوب شده 
) 1999(و همکاران  Livineو ) 2001(و همکاران  Patra .است

اکسیدانی رافینوز را در اسپرم بز بررسی کردند،  اثرات آنتی 
 هاي غشا ینله اثر متقابل با لیپیدها و پروتئرافینوز به وسی
سلول طی فرآیند انجماد سبب کاهش کم آبی  پلاسمایی اسپرم

 Storeyو ) 2002(و همکاران  Agca ).11و 12(شود  می
هاي یخ درون  رافینوز مانع تشکیل کریستالدریافتند، ) 1998(

  ).3و 16(شود  سلولی و حفظ فشار اسمزي می
Fiser   هــالوز یــا  نشــان دادنـد، مکمــل تـره  ) 1989(و همکـاران

هـا و توانـایی    کننـده بـر پایـه تـریس ویژگـی        رافینوز در رقیـق 
و  Aisen). 9(بخشـد   زدگی را در منـی گوسـفند بهبـود مـی     یخ

هـالوز   ان دادنـد، رقیـق کننـده شـامل تـره     نش ـ) 2005(همکاران 
هـاي   فعالیت آنتی اکسـیدانی اسـپرم قـوچ را بهبـود و اسـترس     

در ). 4(دهد  اکسیداتیو ایجاد شده در فرآیند انجماد را کاهش می
مول رافینـوز و   میلی 75و  25افزودن مقادیر صفر، تحقیق حاضر 

هـالوز در   ههالوز و اثر متقابل تـر  مول تره میلی 75و  25نیز صفر، 
سـاعت   6هاي صـفر و   در رقیق کننده بایوکسل  در زمان رافینوز

. شـد بهبـود عملکـرد اسـپرم ن   پس از ذوب در گاومیش باعـث  
تواند به دلیل سطوح مختلف رافینـوز و   احتمالا این مغایرت می

هـاي   هالوز، نوع رقیق کننده مورد اسـتفاده، نـوع دام و زمـان    تره
) 2007(و همکـاران   Bucak. اشدمتفاوت بررسی پس از ذوب ب

هالوز تحـرك اسـپرم قـوچ را پـس از ذوب      گزارش کردند، تره
و  25افزودن مقـادیر صـفر،   در تحقیق حاضر ). 6(بهبود بخشید 

هـالوز و   مول تـره  میلی 75و  25مول رافینوز و نیز صفر،  میلی 75
در رقیـق کننـده بایوکسـل در     هـالوز در رافینـوز   اثر متقابل تـره 

سـاعت پـس از ذوب باعـث     6هـاي صـفر و    ش در زمانگاومی

کاهش درصد تحرك اسپرم شد که نتایج تحقیق محقق فـوق بـا   
این مغایرت احتمالا بـه دلیـل سـطوح    . این تحقیق مغایرت دارد

هالوز، نوع رقیق کننده مورد استفاده، گونـه دام مـورد    مختلف تره
  .هاي متفاوت ذوب باشد مطالعه و زمان

ملاحظـه کردنــد، رقیــق  ) 2009(و همکــاران Hu اي در مطالعـه 
هالوز به طـور قابـل تـوجهی فعالیـت کاتـالاز،       کننده حاوي تره

گلوتاتیون و گلوتاتیون پراکسیداز را در مقایسه با گروه شاهد در 
  ). 10(منی گاو افزایش داد 

Atessahin  دریافتنـد، رقیـق کننـده حـاوي     ) 2008(و همکاران
ز، گلوتاتیون و گلوتاتیون پراکسیداز منـی  هالوز فعالیت کاتالا تره

بـه ایـن   ) 2003(و همکـاران  Aboagla ). 5(بـز را افـزایش داد   
نتیجه رسیدند، رقیق کننده اسید سیتریک بر پایه تریس به همـراه  

هالوز باعث بهبود کیفیت اسپرم بـز در فرآینـد انجمـاد شـد،      تره
هـالوز در   هعلاوه با توجه به سیالیت غشا اثـرات حفـاظتی تـر    به

افزودن در تحقیق حاضر ). 2(حین انجماد اسپرم بز تایید گردید 
در هـالوز   هالوز و اثـر متقابـل تـره    و تره  سطوح مختلف رافینوز

سـاعت پـس از ذوب باعـث     6هـاي صـفر و   گاومیش در زمـان 
هاي وارده به اسپرم و کاهش کیفیت آن در  افزایش درصد آسیب

کـه بـا نتـایج محققـین دیگـر      ذوب گردید  - طی فرآیند انجماد
به طور کلی تحقیق حاضر نشان داد ). 2، 5، 6 و 7(متفاوت بود 

هـالوز و رافینـوز  بـه رقیـق کننـده       که افزودن ترکییباتی نظیر تره
اد منـی  جدید و تجاري ماننـد بایوکسـل قبـل از فرآینـد انجم ـ    

هـاي ارزیـابی منـی     تاثیري در بهبـود شـاخص  نه تنها گاومیش، 
ــد   ــد بع ــخمنجم ــرك    از ی ــد تح ــزان درص ــر می ــایی نظی گش

بلکه  هاي کیفی اسپرم نداشت  اسپرماتوزوییدها و برخی فراسنجه
  .داري نیز دارد    اثرات منفی معنی

  
   منابع فهرست

هالوز توسط  تولید تره ):1390(. ، مینیملا حس ،.، كیحام -1
 يآن با تاکید بر کاربردها يبیوتکنولوژ يها مخمرها و جنبه

                 .1 :امنیت غذایی، یاولین سمینار مل. یع غذاییآن در صنا
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