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چكيده

هدف این تحقیق تعیین میزان فعالیت آنزیم هاي GOT. GPT و نیز LDH پلاسماي مني در طی فرایند عمل آوري و انجماد و ارتباط آن با کیفیت 

اسپرماتوزوئیدهای منجمد می باشد. براي این منظور تعداد 25 انزال 5 راس ازگاومیش هاي نر موجود در ایستگاه پرورش گاومیش شمالغرب کشور 

)ایستگاه جبل( جمع آوري گردید. نمونه هاي مني با کیفیت عالي و با داشتن بیش از 80 درصد اسپرماتوزوئید با تحرك رو به جلو در دماي 37 درجه 

سانتیگراد با رقیق کننده تریس رقیق گردید. پس از طي مرحله خنك شدن )cooling( در دماي 4 درجه سانتیگراددر ظرف مدت2 ساعت و نیز اعمال 

زمان تعادل 6-4 ساعت در دماي 4 درجه سانتیگراد متعاقب افزودن گلیسرول، نمونه هاي رقیق شده در پایوت های 0.5 میلي لیتري فرانسوی با اعمال 

زمان انجماد مشخص قبل از ورود در ازت مایع منجمد گردیده و در داخل کانتینرهاي مخصوص ازت مایع نگهداري شدند.  میزان فعالیت آنزیم هاي 

 )thawing( مورد نظربلافاصله پس از جمع آوری منی ونیز در مورد نمونه پایوتهاي منجمد پس از گذشت 72 ساعت از زمان انجماد،متعاقب یخ گشایي

در دماي 37 درجه سانتیگراد به مدت 40 ثانیه صورت گرفت. براي اندازه گیري فعالیت آنزیم LDH از روش کنتیك اکسیداسیون لاکتات به پیرووات و 

نیز براي اندازه گیري فعالیت سایر آنزیم ها از روش کالریمتري استفاده گردید. در این راستا میزان تحرك، درصد اسپرماتوزوئیدهاي با غشاي پلاسمالماي 

سالم و یکپارچه و نیز آکروزومهاي دست نخورده نمونه هاي منجمد مورد نظر پس از ذوب به ترتیب یا استفاده از میکروسکوپ صفحه گرم )37 درجه 

سانتیگراد(، آزمایش HOST و نیز رنگ آمیزي گیمسا مورد بررسي قرار گرفت میانگین فعالیت آنزیم هاي LDH. GPT. GOT پایوتهاي منجمد گاومیش 

نر مورد بررسي به ترتیب )IU/L( ،270/4±58/5 )IU/L( ،140/4±18/5 )IU/L( 32/7±90/4 گزارش گردید. آنالیز نتایج بدست آمده در ارتباط با ارزیابي 

کیفیت نمونه های منی منجمد پس از یخ گشایي بر اساس میزان فعالیت آنزیم هاي LDH. GPT. GOT نشان داد که بین میزان تحرك ونیز درصد 

اسپرماتوزوئیدهاي زنده و با آکروزوم نرمال با میزان فعالیت آنزیم های مورد نظر ارتباط معکوس و معني داري وجود دارد، بطوریکه با کاهش کیفیت منی 

منجمد میزان فعالیت آنزیم هاي تحت آزمایش افزایش نشان می دهد )P>0/05(. به طور کلی نتایج حاصل از این تحقیق نشان می دهد اندازه گیری میزان 

فعالیت آنزیم هاي پلاسمای منی میتواند به عنوان یك شاخص در ارزیابی کیفیت نمونه منی منجمد گاومیش مورد استفاده قرار گیرد.

واژه هاي کليدی: مني منجمد، آنزیم هايLDH. GPT .GOT، گاومیش
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This study was conducted to evaluate seminal enzyme (GOT, GPT and LDH) profile and its relationship with 

quality of buffalo frozen spermatozoa. For this purpose ,twenty-five split pooled ejaculates from five buffalo bulbs 

in Buffalo Breeding and Training center (Jabal-Urmia) possessing more than 80% visual sperm motility , were 

diluted at 37◦C in tris- egg yolk extender. The diluted semen was cooled to 4◦C within 2 hours, equilibrated at 4◦C 

for 4-6 hours following the addition of glycerol , filled in 0.5 ml French straws and  were  subjected to cooling 

condition before being plunged into liquid nitrogen . Semen was thawed at 37◦C for 40 seconds after 72 hours of 

storage inside liquid nitrogen. Post thaw visual sperm motility, plasma membrane integrity and acrosome mor-

phology of each frozen semen sample were assessed by warm plate microscopy at 37◦C, hypo osmotic swelling 

test, and Giemsa staining, respectively. LDH and GOT(AST) ،GPT(ALT) enzyme activities were  measured using 

kinetic oxidation of lactate to private method and colorimetric method , respectively. Overall mean activity of 

frozen semen GOT (AST) ،GPT (ALT) and LDH enzyme activities were 140.4±18.5 (IU/L), 270.4±58.5 (IU/L) 

and 90.4±32.7 (IU/L) ,respectively. The relationship between the activities of these enzymes and semen quality 

showed only a positive correlation between increased LDH and GOT (AST) ،GPT (ALT) enzyme activities and 

decrease post thaw spermatozoa characteristics. These result revealed that seminal enzyme (GOT, GPT and LDH) 

profile in extender is suitable and recommendable for evaluation of buffalo frozen semen.
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مقدمه 
از  مثلی  تولید  های  تکنیك  از  استفاده  اصلي  امروزه هدف 
منظور  به  ژنتیکي،  اصلاحات  انجام  مصنوعي  تلقیح  جمله 
تولید دامهایی است که از لحاظ راندمان و بهره وري تولید 
بالاترین  در  و گوشت،  ارزشي همچون شیر  با  محصولات 
استحصال  آنجائیکه  از  باشند.  داشته  قرار  خود  ممکن  حد 
مني با کیفیت بالا از گاومیش هاي نر مرغوب با مشکلات 
فراواني روبرو است، محققین را در سراسر جهان بر آن داشته 
نر،  هاي  گاومیش  باروري  ظرفیت  افزایش  برای  که  است، 
دامی  گونه  این  تولیدي  مني  بررسی خصوصیات  طریق  از 

گامهایی برداشته شود )3،4(. 

ارزیابي  براي  امروزه  که  فاکتورهایي  مهمترین  از  یکي 
قرار  استفاده  مورد  منجمد  و  شده  آوري  عمل  مني  کیفیت 
مــي گــیرد، بررسـي آنــزیمهاي موجود در پلاسماي مني 
میزان آسیب  توان  آنزیمها مي  این  بررسي  با  منجمد است. 
و  آوري  عمل  مراحل  طي  را،  اسپرماتوزوئیدها  به  وارده 
مني  باروري  قدرت  و  کیفیت  به  و  نمود  ارزیابي  انجماد، 
از جمله  برد.  پي  مصنوعي  تلقیح  در  استفاده  مورد  منجمد 
مهمترین آنزیمهایي که امروزه مد نظر می باشد، آنزیمهاي 
 ،AST (GOT( آمیناز  ترانس  اکسالواستیك  نظیرگلوتامیك 

ولاکتات   )GPT( ALT آمیـناز  ترانـس  پیـروات  گـلوتامیك 

دهیدروژناز )LDH( مي باشند. از آنجائیکه این آنزیمها در 
دارند و عمدتا در  نقش  اسپرماتوزوئیدها  متابولیسم سلولي 
و  میزان حضور  افزایش  دارند،  قرار  اسپرم  سلولهاي  داخل 
فعالیت این آنزیمها در پلاسماي مني منجمد، مي تواند نشان 
دهنده از بین رفتن تعدادي از اسپرمها و یا وارد آمدن آسیب 
به آنها و تراوش این آنزیمها، به داخل پلاسماي مني منجمد 

باشد )12،11(.
با اندازه گیري میزان حضور این آنزیمها در پلاسماي مني مي 
بارور  و  متحرك  زنده،  اسپرماتوزوئید  توان درصد سلولهاي 
را محاسبه نموده و از مني منجمد با کیفیت بالا براي تلقیح 
آبستني  درصد  افزایش  آن  نتیجه  که  کرد،  استفاده  مصنوعي 

در گاومیش هاي ماده متعاقب تلقیح مصنوعی مي باشد. در 
بهترین  انتخاب  ارزیابي مني،  این روش  ارائه  از  واقع هدف 
مراحل  تمام  به خوبي  که  باشد  مي  منجمد  پایوتهای  نمونه 
عمل آوري، انجماد و ذوب مجدد را تحمل نموده و بالاترین 
کیفیت را از لحاظ درصد ماندگاري، قدرت تحرك و باروري 

سلول هاي اسپرماتوزوئید موجود در خود دارا باشد )9،15(.
 ،GOT  )AST( آنزیمهاي  فعالیت  میزان  حاضر  تحقیق  در 
GPT) ALT( و LDH پلاسماي مني منجمد گاومیش هاي نر 

بالغ اکوتیپ هاي مختلف موجود در ایستگاه پرورش و اصلاح 
نژاد گاومیش شمالغرب کشور )ایستگاه جبل( که برای تهیه 
اسپرم منجمد نگهداري مي شوند اندازه گیری شد. در واقع 

با بررسي میزان فعالیت آنزیمهاي مورد نظردر پلاسماي مني 
بلافاصله پس از جمع آوری و نیز پس ازطی فرایند انجماد، 
پایوت هاي مني منجمد  ارزیابی آزمایشگاهی کیفیت نمونه 

تهیه شده انجام گردید. 

مواد و روش کار
 این تحقیق در مرکز پرورش و اصلاح نژاد گاومیش شمال 
و شمالغرب کشور )جبل-ارومیه( واقع در استان آذربایجان 
غربي انجام پذیرفت. براي انجام تحقیق حاضر از مني منجمد 
ایستگاه  در  اکوتیپ هاي مختلف موجود  نر  گاومیش هاي 
پرورش و اصلاح نژاد گاومیش جبل )آذربایجان، خوزستان، 
براي عملیات اسپرم  با فواصل سني4/5-4 سال که  شمال( 
گیري از آنها استفاده مي شد، انتخاب گردیدند. مشخصات 
گاومیش هاي نر مورد استفاده به تفکیك در جدول شماره 

1 آمده است. 
مصنوعي  مهبل  روش  از  استفاده  با  مني  آوري  جمع  عمل 
گاومیش(درفصل  مخصوص   ،IMV مدل  مصنوعي  )مهبل 
پائیز )ماههای مهرو آبان ( انجام گرفت. در این راستا عمل 
گاومیش  راس  یك  توسط  نظر،  مورد  نر  گاومیش  تحریك 
انجام شد.  مقیدمي گردید،  مانکن  بعنوان  استروس که  ماده 
بلافاصله پس از جمع آوري کیفیت مني از لحاظ تراکم )با 
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استفاده از دستگاه شمارشگر الکترونیکي یا فتومتر دیجیتالي 
ونیز تحرك زیر میکروسکوپ صفحه گرم، ارزیابي   )IMV

اخذ  مني  هاي  نمونه  اولیه،  ارزیابي  از  پس  گردید.  وثبت 
مرغ  تخم  زرده   – تریس  کننده  رقیق  از  استفاده  با  شده 
)تریس 2/66 گرم، اسید سیتریك 1/48، گلوکز 0/64 گرم، 
سیستئین 0/13 گرم، زرده تخم مرغ 20 میلي لیتر، گلیسرول 
7 میلي لیتر، پني سیلین 10 میلي گرم، استرپتومایسین 0/1 
میلي گرم در 82 میلي لیتر آب مقطر( رقیق گردیده و بعد 
درجه  معمول 37  دمایي  در  از طي یك ساعت سرد شدن 
در  ساعت   4-6 مدت  به  تعادل  زمان  اعمال  و  سانتیگراد 
 MRS3 دماي 4 درجه سانتیگراد یخچال، توسط دستگاه مدل
میلي   0/5 هاي  پایوت  در  اتوماتیك  بطور  فرانسه،  ساخت 
میلي  میلیون در هر 0/5  اسپرماتوزوئیدها 40  )تعداد  لیتري 
لیتر پایوت( بسته بندي شده وپس از طی فرایند انجماد در 
داخل تانك ازت مایع منجمد،در داخل کانتینرهای ازت مایع 

194-  نگهداری شدند.
با  را  شده  تهیه  منجمد  مني  لیتري  میلي   0/5 هاي  پایوت 
داشتن شماره از کانتینر ازت مایع خارج کرده و براي ذوب کردن 
)Thawing( در داخل بن ماري 37 درجه سانتي گراد به مدت 40 
ثانیه قرداده سپس بلافاصله بعد از این مدت، میزان حرکت 
سالم  باآکروزوم  اسپرماتوزوئیدهای  نیزدرصد  و  جلو  روبه 
ارزیابی گردید. در این بررسي 10 نمونه پایوت مني منجمداز 
هریك از گاومیش ها مورد ارزیابي قرار گرفت. نمونه مني 
ذوب شده در مرحله بعد در داخل یك لوله آزمایش تخلیه 
شده و به مدت 10 دقیقه و در 2500 دور در دقیقه سانتریفیوژ 
 ،GOT گردید تا پلاسماي مني به منظور بررسي آنزیم هاي
GPT و LDH از آن جدا گردد. پلاسماي منی جدا شده با 

آزمایش  هاي  لوله  به  و  شده  پاستور جدا  پیپت  از  استفاده 
دیگري منتقل شد. 

پایوتهاي  نمونه  اسپرماتوزوئیدهاي  تحرك  ارزیابي  براي 
نموده، درب  را خشك  آن  از ذوب  بلافاصله پس  منجمد، 
پرچ شده آنرا با قیچي بریده و یك قطره از نمونه مني را روي 

لام از پیش گرم 37 درجه سانتیگراد قرار داده و با استفاده 
میزان  سانتیگراد(  درجه   37( گرم  صفحه  میکروسکوپ  از 
حداقل  گرفت.  قرار  ارزیابي  مورد  اسپرماتوزوئیدها  تحرك 
میدان  چهار  از  تصادفي  صورت  به  اسپرماتوزوئید،   200
اسپرماتوزوئیدهاي  درصد  مشاهده  براي  میکروسکوپیك 
متحرك و درصد اسپرماتوزوئیدهایي با حرکت پیش رونده 

انتخاب و نتایج آن ثبت شد )جدول2(.
مني  نمونه هاي  اسپرماتوزوئیدها  مورفولوژي  بررسي  براي 
براي  شده  توصیف  گیمسا  آمیزي  رنگ  روش  از  منجمد 
ارزیابي مني منجمد توسط Watson در سال 1975 استفاده 
شده  ذوب  پایوت  از  قطره  یك  منظور  این  براي  گردید. 
تهیه  گسترش  و  داده  قرار  شده  گرم  پیش  از  لام  روي  را 
گردید، متعاقب آن بلافاصله با دمیدن هوا خشك گردید. در 
مرحله بعد گسترش هاي تهیه شده با استفاده از بافر فرمال 
 500 در  فروکتوز  گرم   0/67 سیترات سدیم،   0/37( سالین 
 15 مدت  به  فرمالین(  1درصد  حاوی  مقطر  آب  لیتر  میلی 
با  دقیقه   15-20 مدت  به  ادامه  در  و  گردیده  فیکس  دقیقه 
جریان آب شستشو داده شدند.بعد از طي این مراحل، لام ها 
دوباره خشك شده و به مدت 90 دقیقه با استفاده از محلول 
با  شده  تهیه  فروتي  نمونه هاي  شدند.  آمیزي  رنگ  گیمسا 
مورد   100 بزرگنمایي  با  نوري  میکروسکوپ  از  استفاده 
بررسي قرار گرفتند.در این راستا درصد آکروزوم هاي سالم 
قرار  شمارش  مورد   )Intact acrosome( نخورده  دست  و 
گرفت. اکروزوم هاي متورم )Swollen(، کنده شده و لخت 
)Denuded( و چروکیده )Ruffled( به عنوان آکروزوم هاي 

ناسالم محسوب گردیدند)20(. 
اسپرماتوزوئیدهاي  پلاسمالماي  غشاء  یکپارچگي  ارزیابي 
انجماد  از  قبل   )Fresh( شده  آوري  جمع  مني  نمونه هاي 
آزمایش  روش  از  استفاده  با  منجمد  نیز  و   )Prefreeze(

با حل   HOS منظور محلول  این  براي  انجام گرفت.   HOS

کردن 0/735 گرم سیترات سدیم و 1/351 گرم فروکتوز در 
 )-190 mosm/kg 100 میلي لیتر آب مقطر با فشار اسمزي
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انجام گرفت. آزمایش HOS براي نمونه هاي مني منجمد با 
از نمونه مني رقیق شده مورد  مخلوط کردن 50 میکرولیتر 
نظر پس از ذوب به 500 میکرولیتر محلول HOS آماده شده 
درجه   37 دماي  در  آزمایش  لوله  داخل  در  فوق  طریقه  به 
سانتیگراد بن ماري به مدت 30 الي 45 دقیقه صورت گرفت. 
بعد از طي مدت یاد شده. یك قطره از نمونه مني در زیر 
در  موجود  بزرگنمایي400  با  کنتراست  فاز  میکروسکوپ 
ایستگاه مورد بررسي قرار گرفت. با شمارش و درصد گیري 
حالت  اسپرماتوزوئید  دویست  حدود  که  گردید  مشخص 
غشاء  با  اسپرم هایي  بصورت  که  داشتند   )Swelling( تورم 
پلاسمایي دست نخورده و با حالت دم تا خورده مشخص 

مي گردید )19(.
براي اندازه گیري فعالیت LDH، از روش کینتیك اکسیداسیون 
لاکتات به پیروات استفاده گردید )کیت LDH شرکت کیمیا 
پژوهان(. اندازه گیري میزان فعالیت آنزیم LDH با استفاده 
از خاصیت کاتالیزوري آن در اکسیداسیون لاکتات به پیروات 
انجام مي گیرد. در این راستا، NAD موجود در محیط احیاء 
شده و به NADH تبدیل مي گردد. شدت این فعل و انفعال 
 NADH غلظت  کند.  مي  تغییر  آنزیم  فعالیت  با  متناسب 
بوجود آمده، در طول موج 340 نانومتر اندازه گیري شد.براي 
اندازه گیري فعالیت LDH نمونه مني10 میلي لیتر از تامپون 
به یکي از 10 ویال حاوي سوبستراي موجود در کیت اضافه 
گردید. سپس صفر اسپکتروفتومتر در طول موج 340 نانومتر 
لیتر از محلول  در مقابل آب مقطر تنظیم گردید. یك میلي 
آماده شده در کووت کاملا تمیز و فاقد مواد شوینده ریخته 
شده و 5 دقیقه در بن ماري 37 درجه سانتي گراد قرار داده 
مي شد. سپس 50 میکوولیتر از پلاسماي مني به آن اضافه 
اسپکتروفتومتر  محفظه  در  مختصر  تکان  از  بعد  و  گردیده 
قرار داده مي شد. بعد از 2 دقیقه انکوباسیون، هر 30 ثانیه 
یك بار )جمعا 5 بار( جذب نوري قرائت و ثبت گردید. در 
پایان، میانگین تغییر جذب نوري )دلتا A( در دقیقه محاسبه 
و نتیجه در عدد 3376 ضرب مي شد تا میزان فعالیت آنزیم 

LDH به دست آمد. )2(. 

GPT) ،GOT )AST( براي اندازه گیري فعالیت آنزیم هاي
ALT( از کیت GPT / GOT شرکت زیست شیمي )روش 

 ،GOT کالریمتري( استفاده گردید. براي اندازه گیري فعالیت
گذاري  کیت شماره  دستورالعمل  مطابق  آزمایش  هاي  لوله 
و در جا لوله اي چیده شد. معرف و نمونه هاي پلاسماي 
آزمایش  هاي  لوله  به  ذکر شده  مقادیر  به  مني طبق جدول 
وارد گردید سپس محتویات لوله ها را مخلوط کرده و پس 
میلي  لوله ها 5  به همه  ازمایشگاه  از 20 دقیقه در حرارت 
از  افزوده شده و مخلوط گردید. پس  نرمال  لیتر سود 0/4 
5 دقیقه جذب نوري، محتویات لوله ها در طول موج 5/5 
نانومتر مقابل آب مقطر قرائت گردید.  میزان جذب نوري 
لوله هاي مختلف را در فرمولدستورالعمل کیت قرار داده و 
منحني   محور عمودي  در  آمده  بدست  گردید.عدد  محاسبه 
مخصوص  کیت قرار داده شد و فعالیت آنزیم از محور افقي 

قرائت مي گردید.
براي اندازه گیري فعالیت آنزیم GPT، نمونه هاي پلاسماي 
مني، مثل روش اندازه گیري فعالیت آنزیم GOT عمل مي شد، 
با این تفاوت که بجاي معرف A از معرف B استفاده مي شد 
و فاصله زماني افزودن پلاسماي مني و معرف C بجاي 60 
دقیقه، 30 دقیقه منظور مي گردید. براي محاسبه و بدست 
استفاده  قبلی  روش  همان  از   ،GPT فعالیت  میزان  آوردن 

گردید )2(.
اطلاعات بدست  آمده به صورت میانگین ± خطای نسبی 
جفتي   t آزمون  از  گردید  ارائه  و  محاسبه   )Mean ± Se(
)Paired t test( براي مقایسه میانگین متغیرها بین نمونه هاي 
براي  آمده  بدست  نتایج  گردید.  استفاده  شده  ذوب  و  تازه 
  spssافزار نرم  برنامه  در   GLM دستور  وسیله  به  متغیر  هر 
 )ANOVA( واریانس  آنالیز  آزمون  از  استفاده  با  نسخه13 
اررزیابی  مورد  متغییر  چند  یا  یك  با  مکرر  گیری  بااندازه 

قرار گرفت.
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نتایج
تحرك  میزان  ارزیابي  با  ارتباط  در  آمده  بدست  نتایج 
باغشای  اسپرماتوزوئیدها  درصد  نیز  و  اسپرماتوزوئیدها 
پلاسمالماوآکروزوم نرمال پس از ذوب )میانگین ± انحراف 
منجمد  مني  هاي  پایوت  هاي  نمونه  تمامي  براي  معیار(، 
جدول1  در  تفکیك  به  بررسي،  تحت  نر  هاي  گاومیش 
آورده شده است. همچنین نتایج بدست آمده در خصوص 
GPT) ،GOT )AST( اندازه گیري میزان فعالیت آنزیم هاي
ALT( و LDH پلاسماي مني منجمد گاومیش هاي نر مورد 

تفکیك در جدول  به  معیار(،  انحراف   ± )میانگین  آزمایش 
از تحلیل داده هاي بدست آمده،  2 آورده شده است. پس 

 ،(GPT)ALT  ،GOT  )AST( هاي  آنزیم  فعالیت  میانگین 
تحت  نر  هاي  گاومیش  منجمد  مني  هاي  پایوت   LDH و 

بررسي به ترتیب 18/5 ± 140/4، 58/5 ± 270/4 و 32/7 
± 90/4 وپلاسماي مني تازه به ترتیب 0/8 ± 30/7، 10/58 

± 213/9و 8/1 ± 101/2 گزارش گردید )جدول 2(.

تحرك  میزان  بین  ارتباط  خصوص  در  آمده  بدست  نتایج 
پس  منجمد  مني  هاي  پایوت  نمونه  اسپرماتوزوئیدهاي 
نر  هاي  گاومیش   )post thaw sperm motility( ازدوب 
 GPT ,GOT هاي  آنزیم  فعالیت  میزان  با  بررسي  تحت 
با  که  بوده،بطوری  دار  معني  و  معکوس  رابطه   LDH ونیز 
افزایش درصد میزان اسپرماتوزوئید های با حرکت روبه جلو  
میزان فعالیت آنزیم هاي GOT و GPT کاهش نشان میدهد 

)P <0/05()جدول 3(.
میزان  بین  ارتباط  خصوص  در  آمده  بدست  نتایج 
نرمال  آکروزوم  و  پلاسمالما  باغشای  اسپرماتوزوئیدهاي 
میزان  با  ازدوب  پس  منجمد  مني  هاي  پایوت  نمونه 
رابطه   LDH نیز  و   GPT GOT. هاي  آنزیم  فعالیت 
درصد  افزایش  با  که  بوده،بطوری  دار  معني  و  معکوس 
میزان  جلو   روبه  حرکت  با  های  اسپرماتوزوئید  میزان 
میدهد   نشان  کاهش   GPT و   GOT هاي  آنزیم  فعالیت 

)P <0/05،جدول 3(.

جدول 1- خصوصیات نمونه مني جمع آوري شده )میانگین ± انحراف معیار( از گاومیش هاي نر تحت بررسي

شماره

دام
سناکوتیپ

حجم مني

)ml(

گسترش

ضخیم

تراکم اسپرماتوزوئید

)در واحد جحم 

)ml/میلیون

تحرك 

اسپرماتوزوئید

)درصد(

اسپرماتوزوئید 

با آکروزوم 

نرمال )درصد(

اسپرماتوزوئید 

زنده

)درصد(

0/6±0/580/8±0/788/8± 2879±1031/31دودي0/3±53/7آذربایجان1

0/8±0/878/6±0/488/6±10078/0±1290/7دودي0/35±42/9آذربایجان2

0/9±0/982/9±0/5482/9±5881±1202دودي0/4±53/85خوزستان3

0/8±0/578/6± 0/485±10082/0±1290/7دودي0/4±44/1شمال4

0/9±0/982/9±0/5482/9±79  58 ± 1202 دودي0/5±53/5شمال5
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جدول2- میزان فعالیت آنزیم هاي )GPT(ALT ،GOT )AST( و LDH )میانگین ± انحراف معیار(پلاسمای منی تازه و منجمد گاومیش هاي 
نر مورد آزمایش

آنزیم
LDH

(IU/L)

GPT

(IU/L)

GOT

(IU/L)

8/1 ± 10/87101/2 ± 0/8213/9 ± 30/7منی تازه

منی منجمد
90/4±32/7270/4±58/5140/4±18/5

  جدول3- میزان تحرك، درصد اسپرماتوزوئیدهاي زنده وبا آکروزوم سالم و نیز میزان فعالیت آنزیم هاي GPT ،GOT و LDH پایوت های  
منجمد پس از ذوب  به تفکیك گاومیش هاي نر مورد آزمایش

شماره
میزان تحرك 

)درصد(

اسپرماتوزوئیدها 
با آکروزوم نرمال 

)درصد(

اسپرماتوزوئیدها با 
پلاسمالمای نرمال 

)درصد(

LDH

)IU/L(
GPT

)IU/L(
GOT

)IU/L(

158±3/454/1±1/159±1/236±5181±7/392 ±4/1

250±2/750/5±0/958±1/554±9/4130±20114 ±7/3

360±356±0/553/4±1/938 ±4152±17/2132 ±15/1

441/3±1/746 ±2/743/6±1/8207±3/9325±15/1193±14/8

530±5/740±1/746/9±2/2117±37/5464±27/4171 ±26/3

بحث
در  موجود  مختلف  هاي  آنزیم  فعالیت  میزان  بررسي  با 
افزایش  جهت  در  گامي  توان  مي  منجمد،  مني  پلاسماي 
  A.R.Tموفقیت برنامه هاي تکنیکهاي تولید مثل کمك شده
)) Assisted Reproductive Techniquesاز جمله تلقیح 

مصنوعي برداشت. در همین راستا و با توجه به عدم پیشینه 
بررسي آنزیم هاي مختلف موجود در پلاسماي مني منجمد 
گاومیش، این پژوهش به منظور تعیین میانگین فعالیت آنزیم 
پلاسماي    LDH و   )GPT)ALT  ،GOT  )AST( هاي 
کشور  مختلف  هاي  اکوتیپ  نر  هاي  گاومیش  منجمد  مني 
انجام گرفت. نتایج بدست آمده در خصوص ارزیابی کیفیت 

منی منجمد گاومیش هاي نر تحت بررسي از جمله ارتباط 
باغشای  اسپرماتوزوئیدهاي  ونیزدرصد  تحرك  میزان  بین 
 GPT پلاسمالما و آکروزوم نرمال با میزان فعالیت آنزیم هاي
نشان  را  داری  معني  و  معکوس  رابطه   LDH ونیز   .GOT

داد به طوری که با افزایش میزان فعالیت آنزیم هاي مذکور 
کیفیت منی منجمد کاهش نشان میدهد )P <0/05،جدول 3(.
شارما و همکارانش در سال 2003 طي بررسي هایي که انجام 
اسپرم،  تحرك  میزان  است  ممکن  که  کردند  دادندگزارش 
میزان اسپرم زنده و درصد آکروزومهاي نرمال پس از انجماد 
 )GPT)ALT ،GOT )AST( کاهش یافته و فعالیت آنزیمهاي
یابد،  افزایش  داري  معني  بطور  مني  پلاسماي  در   LDH و 



مجله پژوهشهای بالینی دامپزشكی، سال اول، شماره سوم، تابستان 1389

196

که نشانگر خروج این آنزیمها از اسپرماتوزوئیدها مي باشد 
در  که  نمودند  گزارش    )1992( همکاران  و  موهان   .)16(
مني با کیفیت مطلوب و قابلیت انجمادو ذوب عالي، میزان 
فعالیت آنزیمهاي )GPT)ALT ،GOT )AST( و LDH پایین 
مي باشد )13(.پراتاب و همکاران )1999( اعلام کردندکه به 
دنبال فرایند انجماد و ذوب به اسپرماتوزوئیدهاآسیب وارد 
مي شود که منجر به افزایش آنزیم هایGPT ،GOT خارج 
سلولي مي گردد )14(. دامي و کوداگالي )1990(  گزارش 
نمودند که بین باروري مني منجمد ومیزان فعالیت آنزیم هاي 
وجود  عکس  رابطه   LDH و   )GPT)ALT  ،GOT  )AST(

باروري  میزان  آنزیمها  این  فعالیت  افزایش  با  دارد طوریکه 
اسپرم منجمد کاهش مي یابد)7(. 

مختلف  هاي  آنزیم  فعالیت  میزان  اختلاف  راستا  همین  در 
مختلف  هاي  اکوتیپ  نر  هاي  گاومیش  تازه  مني  پلاسماي 
موجود در ایستگاه پرورش و اصلاح نژاد گاومیش شمالغرب 
طوری  باشد  می  توجه  قابل  منجمد  منی  با  )جبل(  کشور 
 ،GOT  )AST( هاي  آنزیم  فعالیت  میزان  میانگین  که 
GPT(ALT( و LDH پایوت مني منجمد گاومیش هاي نر 

تحت بررسي، به ترتیب32/7 ± 90/4، 58/5 ± 18/5،270/4 
± 140/4، در این راستا براساس گزارش محققین حاضر و 
نیز در یك بررسی مشابه و همزمان دیگر در پلاسماي مني 
 ±  8/1 213/9و   ±  10/58   ،30/7  ±  0/8 ترتیب  به  تازه 

101/2 گزارش گردید )1(. 
و  یپرتی  توسط  گرفته  انجام  مشابه  تحقیق  یك  در 
همکاران)1996( میزان تحرك و نیز میزان فعالیت آنزیم هاي 
پلاسماي مني منجمد قوچ، پس از ذوب مورد بررسي قرار 
 ،AST گرفته است. در این تحقیق میزان فعالیت آنزیم هاي
مورد  انجماد  از  پس  و  قبل   LDH و   ACP  ،ALP  ،ALT

هاي  آنزیم  فعالیت  اندازه  میزان  است.  گرفته  قرار  بررسي 
نبوده  حدي  در  قوچ  مني  پلاسماي   ACP و   ALT  ،AST

معهذا  باشد.  بررسي  قابل  قوچ  مني  ارزیابي  براي  که  است 
میزان اختلاف فعالیت آنزیم ALP و خصوصا LDH در طي 

فرایند عمل آوري و انجماد قابل توجه بود و بعنوان شاخصي 
براي ارزیابي مني منجمد مورد توجه قرار گرفته است)18(. 
موهان و همکاران )1992( قابلیت انجماد نمونه هاي مني را 
بر اساس میزان فعالیت آنزیم هاي پلاسماي مني گاومیش هاي 
نر مورا، گاوهاي نر فریزین و دو رگه مورد بررسي قرار دادند. 
نتایج بدست آمده نشان داد که در هر سه گروه تحت بررسي، 
مني با کیفیت مطلوب و قابلیت انجماد خوب، فعالیت آنزیم 
GPT) ،GOT )AST( بالا و میزان فعالیت آنزیم هاي ALP

ALT( و LDH پاییني داشته است. در این تحقیق کیفیت و 

قابلیت انجماد بر اساس میزان تحرك اسپرماتوزوئیدها پس 
از ذوب ارزیابي گردیده است)13( .

شارما و همکاران)2003(  در بررسي اي که بروي نمونه مني 
جمع آوري شده از 5  رأس گاومیش نر سورتي قبل و بعد از 
انجماد، براي ارزیابي شدت آسیب وارده به اسپرماتوزوئیدها 
میزان  اسپرم،  نتیجه رسیدند که تحرك  این  به  دادند،  انجام 
انجماد  از  پس  نرمال  آکروزومهاي  درصد  و  زنده  اسپرم 
کاهش و فعالیت آنزیم هاي )GPT) ALT ،GOT )AST( و 
LDH در پلاسماي مني بطور معني داري افزایش مي یابد که 

نشانگر نشت این آنزیم ها از اسپرماتوزوئیدها مي باشد)17(. 
دامي وساهنی در سال 1994 در تحقیقي که به منظور بررسي 
ارتباط بین قابلیت انجماد، میزان فعالیت آنزیم ها و باروري 
در  مختلف  هاي  کننده  رقیق  تاثیر  نیز  و  نر  گاومیش  مني 
این انجام دادند، به این نتیجه رسیدند که بین باروري مني 
 ،(GPT) ALT ،GOT )AST( منجمد و فعالیت آنزیم هاي
AKP ،LDH و ACP رابطه معکوس وجود دارد، بطوریکه 

با افزایش فعالیت این آنزیم ها، میزان باروري اسپرم منجمد 
پایین مي آید. محققین یادشده بیان داشته اند که مي توان از 
ارزیابي میزان فعالیت آنزیم هاي GOT ،LDH و AKP براي 

ارزیابي قابلیت انجماد و میزان باروري استفاده کرد )8(.
میکروسکوپ  از  استفاده  با   1984 سال  در  آناند  و  کاکار 
الکتروني، ساختار اسپرماتوزوئیدها را قبل و بعد از انجماد 
از  درصد   80 بررسي  این  در  دادند.  قرار  ارزیابي  مورد 
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در  بودند  نرمال  سر  داراي  انجماد  از  قبل  اسپرماتوزوئیدها 
از  بیشتري  تعداد  ذوب  و  انجماد  فرایند  متعاقب  که  حالي 
فقط  که  بطوري  شدند،  آسیب  دچار  اسپرماتوزوئیدها  این 
نرمال  اکروزوم،  ساختار  اسپرماتوزوئیدها  درصد   22 در 
باقیمانده مانده بود. در این بررسي بین  میزان نشت آنزیم 
مایعات  به  آکروزین  و   GPT  ،GOT هیالورونیداز،  های 
اسپرماتوزوئیدها   آکروزوم  به  وارده  آسیب  و  خارج سلولي 

رابطه مستقیمي گزارش گردید)10(.
نمونه  روي  بر  که  اي  بررسي  با   )1988( کوداگالي  و  دامي 
اسپرم منجمد 4 راس گاومیش نر سورتي انجام دادند، نشان 
دادند که میزان آبستني بطور معني داري با غلظت آنزیم های 
)LDH ،)GPT)ALT ،GOT )AST و ALP پلاسماي مني 

در ارتباط مي باشد. بطوریکه نرخ آبستني با افزایش مقادیر
 ALPمقادیر افزایش  با  برعکس  و  افزایش   LDH و   GOT

باروري  میزان  تحقیق  این  در  یابد   مي  کاهش   ACP و 

 LDH و   GOT هاي  انزیم  فعالیت  با  ها   اسپرماتوزوئید 
اولیه نمونه هاي مني رابطه مستقیم داشته، طوري که هرچه 
میزان فعالیت اولیه این دو آنزیم بیشتر باشد، میزان باروري 
بیشتر است. این محققین نشان دادند که هر چه میزان فعالیت 
انزیم هاي GOT و LDH پلاسماي مني جمع آوري شده 
بیشتر باشد، میزان باروري اسپرم بالاتر خواهد بود؛ در حالیکه 
افزایش این میزان پس از انجماد و ذوب، باروري را کاهش داده 
و این امر حاکي از آسیب وارده به اسپرماتوزوئیدهاست)6(. 
سانسون وهمکاران )2000( گزارش دادند که  میزان باروری 
فعالیت  میزان  با  ارتباط معکوس ومعنی داری  در گاو میش 
 ALP و   LDH  ،(GPT(ALT  ،GOT  )AST( های  آنزیم 
این  به نظر میرسد مقادیر آزاد شدن  پلاسمای منی داشته و 
آنزیم ها می تواند شاخصی برای ارزیابی  قابلیت انجماد و 

باروری منی منجمد باشد)16(.
بوسرکار و همکاران )1991( با بررسي نمونه مني 10 راس 
گاومیش نر 4-5 ساله که با فاصله 4 روز اخذ و پس از عـمل 
 egg yolk glycerol tris fructose آوري در رقـیق کنـنده

مي  منجمد  مـایع  نیتـروژن  بخـار  توسط   citric acid

گردید، گزارش کردند که فصل بطور معني داري بر درصد 
اسپرماتوزوئیدهاي زنده، نرمال و با آکروزوم هاي سالم موثر 
را  نرمال  و  زنده  اسپرماتوزوئیدهاي  درصد  انجماد  است. 
کاهش و درصد اسپرماتوزوئیدهاي غیرنرمال را افزایش داد. 
افزایش  انجماد  با  GOT پلاسماي مني  میزان فعالیت آنزیم 
نوامبر(  و  سپتامبر  )ماههاي  پاییز  فصل  در  مني  و  یابد  مي 
بهترین کیفیت را دارد و پس از فصل پاییز به ترتیب فصول 
باراني، تابستان و زمستان در رتبه هاي بعدي قرار مي گیرد 

.)5(
رابطه  که  کردند  گزارش   1982 سال  در  همکاران  و  دوبه 
معني داري بین میزان فعالیت آنزیم LDH پلاسماي مني و  
کیفیت مني پس از انجماد وجود دارد؛ و این نشان مي دهد 
که فعالیت LDH در پلاسماي مني با فعالیت متابولیك اسپرم 
رابطه مستقیم دارد که به نظر می رسد نتایج محققین فوق با 

نتایج تحقیق حاضر همخواني ندارد)9(.
به طـور کلی نتـایج تحقیق حاضر نشان مي دهد اندازه گیري 
و   )GPT) ALT  ،GOT  )AST( هاي  آنزیم  فعالیت  میزان 
تواند  مي  ذوب،  از  پس  منجمد  های  پایوت  نمونه   LDH

مني  هاي  نمونه  کیفیت  ارزیـابي  در  شاخص  یك  بعنوان 
منجمد گاومیش خصوصأ با توجه به اینکه امروزه  استفاده 
پروتئین  منبع  از  عاری  و  جدید  های  کننده  رقیق  ازسایر 
حیوانی )زرده تخم مرغ( بیشتر مد نظر می باشد مورد استفاده 
قرار گرفته و راه را براي تحقیقات بعدي در خصوص ارائه 

یك روش ارزیابی قابل قبول هموار سازد.
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