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  چكيده

مني . سازي انجام شد ساعت ذخيره 72شده پس از  دار اين آزمايش به منظور بررسي اثر افزودن مايع مني به اسپرم پوشش

- داركردن اسپرم، مني در لوله حاوي تريس جهت پوشش. آوري شد اس قوچ نژاد تالشي به وسيله واژن مصنوعي جمعر 4از 

 پس از حذف مايع. ها بعد از ارزيابي اوليه، تجميع و سانتريفيوژ شدند نمونه. آوري شد زرده تخم مرغ جمع درصد 15- فروكتوز

بخش اول . ساعت ذخيره شد 68سرد شد و بعد به مدت  C4° قسيم و تابخش مساوي ت 3نمونه به . فوقاني، رسوب رقيق شد 

فوقاني   ها سانتريفيوژ شده و دوباره با مايع نمونه بخش دوم. )Iروش(فوقاني برداشته شد   ها سانتريفيوژ شده و مايع نمونه

هاي به دست آمده از هر  نمونه). IIIروش(نگهداري شدند  C4°ها بدون تغيير در دماي  بخش سوم نمونه). IIروش(مخلوط شد 

. ذخيره شدند C4°در و ها اضافه شد  درصد مايع مني به آن 20و  10به سه قسمت مساوي تقسيم شد و مقادير صفر،   روش

. ساعت بررسي شدند 4ها پس از  آكروزوم نمونه يماني اسپرم و سلامت غشا پلاسمايي، زنده يرونده، سلامت غشا تحرك پيش

كمترين  ).P>05/0(بود %) 667/60(درصد مايع مني  20بيشتر از مقدار %) 416/69(قدار صفر درصد مايع مني ماني در م زنده

مشاهده  1در روش ) %167/48(سلامت غشاي پلاسمايي و %) 167/59(ماني اسپرم  ، زنده%)667/11(رونده  ميزان تحرك پيش

حذف زرده تخم مرغ و افزودن مايع مني بنابراين  ).P<05/0( اشتندها اثري بر سلامت غشاي آكروزوم ند روش). P>05/0(شد 
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  مقدمه

ي روشي مناسب براي استفاده بهينه از تلقيح مصنوع

تنها در . هاي گوسفند است خصوصيات قوچ برتر در گله

توان از اين روش به عنوان يك ابزار موثر در  صورتي مي

سازي  هاي اصلاح نژادي استفاده كرد كه امكان ذخيره برنامه

اسپرم قوچ حساسيت بالايي نسبت . مني وجود داشته باشد

سازي مني  آوري و ذخيره در زمان عملبه تنش اعمال شده 

به . گشايي دارد سازي، سردكردن، انجماد و يخ از جمله رقيق

همين دليل تلقيح مصنوعي در گوسفند توسعه مناسبي 

با توجه به افت كيفيت مني ). Senger, 2003(نداشته است 

گشايي  توان از مني يخ گشايي نمي قوچ پس از انجماد و يخ

وعي اين دام از طريق مهبل و گردن شده در تلقيح مصن

تنها در زمانيكه ). Kaabi et al., 2006(رحم استفاده كرد 

گشايي شده قوچ از طريق لاپاروسكوپي در  تلقيح مني يخ

آيد  دست مي هشود نتايج قابل قبولي ب شاخ رحم انجام مي

)Anel et al., 2005 .( از طرفي هزينه زياد روش

در استفاده از اين روش شده لاپاروسكوپي سبب محدوديت 

بعلاوه، انجام اين روش در ايران ). Anel et al., 2005(است 

به دليل كمبود نيروي متخصص و تجهيزات با محدوديت 

از طرفي مشخص شده است تلقيح . بيشتري مواجه است

براي مدت  C 4° مصنوعي مني ذخيره شده قوچ در دماي

 همراه استبخشي  ضايتركمتر از يك روز با نتايج 

)Paulenz et al., 2002( .گير  در صورتيكه كاهش چشم

 C 4° سازي در ساعت ذخيره 48ز كيفيت اسپرم پس ا

آن را در تلقيح مصنوعي با محدوديت مواجه ه امكان استفاد

بنابراين ). Maxwell and Salamon, 1993(كرده است 

هاي نگهداري مني قوچ به صورت مايع در دماي  بهبود روش

°C 4  و تلقيح آن از طريق دهانه گردن رحم در وضعيت

  .كنوني كشور از اهميت بالايي برخوردار است

هاي مايع مني  تحقيقات نشان داده است كه پروتئين

بلافاصله پس از انزال به سطح غشاي اسپرم متصل شده و 

خروج فسفوليپيدها و كلسترول از آن موجب  يبا القا

ماني اسپرم در طي  كاهش زندهناپايداري غشاي پلاسمايي و 

. )Manjunath et al., 2002(شوند  سازي مي مدت ذخيره

اجزا موجود در زرده تخم مرغ از  كه است مشخص شده

هاي با چگالي پايين با ايجاد يك لايه  جمله ليپوپروتئين

و نيز ) Quinn et al., 1980(محافظ در سطح غشاي اسپرم 

مانع از اتصال آنها به  هاي مايع مني، اتصال به پروتئين

. )Bergeron et al., 2004(شوند  غشاي پلاسمايي اسپرم مي

شده  هاي مايع مني به اسپرم رقيق از طرفي افزودن پروتئين

كننده فاقد زرده تخم مرغ، پس از شوك سرمايي  با رقيق

شود  هاي حاصل از شوك سرمايي مي موجب ترميم آسيب

)Barrios et al., 2000( .افزودن مايع مني  ً ين احتمالابنابرا

سازي سبب بهبود عملكرد  به اسپرم قوچ بعد از ذخيره

  .اسپرم شود

در مطالعه حاضر جهت حذف مايع مني به منظور 

كاهش آثار منفي آن بر اسپرم در طي روند سرد كردن و 

و  داركردن اسپرم استفاده شد سازي از روش پوشش ذخيره

، آثار افزودن C4°ساعت در  68سازي به مدت  بعد از ذخيره

دارشده در حضور و فقدان زرده  مايع مني به اسپرم پوشش

  .تخم مرغ مورد بررسي قرار گرفت

 
  ها مواد و روش 

  گيري ها و نمونه دام

واحد  در 1390 سال ماه آبان تا مهراز  اين آزمايش

 4از  .انجام شد دانشكده كشاورزي دانشگاه گيلان دامداري

سال و متوسط وزن  4تا  5/2الشي با سن راس قوچ نژاد ت

كيلوگرم و  35كيلوگرم و يك راس ميش با وزن  5±50

ها، ميش  براي تحريك كامل قوچ. سال استفاده شد 3سن 

فحل نگه  مورد استفاده در طول دوره انجام آزمايش دائماً

روز سيدرگذاري انجام  7براي فحل كردن ميش . داشته شد

 1ليتر وتاسترول ميلي 1در مقدار شده و در روز برداشت سي

به صورت ) ليتر گرم در ميلي ميلي 2 استرادايول بنزوات(

براي ادامه فحلي ميش در طول دوره  .عضلاني تزريق شد

ليتر وتاسترول تزريق  ميلي 2/0ساعت  48انجام آزمايش هر 

روزه  52دهي  يك دوره عادت. )Stellflug et al., 2008(شد 

. ت به شرايط مطلوب در نظر گرفته شدبراي رسيدن حيوانا

در اين مدت از حمام ضدكنه و داروهاي ضدانگل نيز 

 ,NRC(اساس جدول كميته ملي تحقيق  بر. استفاده شد

گرم جو و  590گرم يونجه خشك،  1300روزانه  )1985

گرم كاه برنج به صورت خرد شده در دو وعده صبح و  620

 2چنين حيوانات روزانه هم. ها قرار گرفت شب در اختيار دام

بعلاوه، نمك و آجر ليسيدني . ساعت چراي آزاد داشتند

ها قرار  به صورت آزاد در اختيار دام) مكمل مواد معدني(

  .داده شد

دو روز و به كمك واژن  زماني به فاصله گيري نمونه

 16از در مجموع . شدانجام مصنوعي و حضور ميش فحل 

                                                      
1. Vetasterol 
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جهت . ن آزمايش استفاده شدبراي انجام اينوبت  4انزال در 

 - داركردن اسپرم، انزال دوم در لوله حاوي تريس پوشش

 - )هيدروكسي متيل(- گرم تريس 258/3 [فروكتوز

 93/0گرم اسيد سيتريك مونوهيدرات،  870/1آمينومتان، 

گرم  ميلي 50(ليتر جنتامايسين  ميلي 5/0گرم فروكتوز و 

 15با  =pH]7 ليتر آب مقطر، ميلي 100در ) ليتر در ميلي

آوري و به وسيله  جمع) حجم/ حجم(زرده تخم مرغ درصد 

 به آزمايشگاه منتقل شد C35° فلاكس عايق، حاوي آب

  .)1392 ،مهر و روستائي علي نودهي محمدي(

  

  آوري مايع مني جمع

آوري مايع مني از انزال اول هر قوچ استفاده  براي جمع

سازي و در  قيقهاي اول بدون ر به طور خلاصه، انزال. شد

ها تجميع شده  نمونه. مجاورت يخ به آزمايشگاه منتقل شد

 C4°دقيقه در دماي  10به مدت  g ×700و با قدرت 

 gفوقاني جدا شده و دوباره با قدرت  مايع . سانتريفيوژ شدند

سانتريفيوژ شد  C4°دقيقه در دماي  10به مدت  10000×

)Roostaei-Ali Mehr and Sharafi, 2013 .( به اين ترتيب

شفاف و عاري از  فوقاني آن كه همان مايع مني كاملاً مايع 

نگهداري  - C20°هرگونه سلول بود جدا شده و در دماي 

  .شد

  

  سازي ذخيره و سازي، سردكردن رقيق

نمونه مني هر قوچ به صورت جداگانه از  در آزمايشگاه،

. رونده و غلظت اسپرم ارزيابي شدند نظر تحرك پيش

درصد و  70ي كه داراي تحرك اسپرم بيشتر از ياه نمونه

 ليتر مني بودند اسپرم در هر ميلي 2×109غلظت بيشتر از 

 gها تجميع و با قدرت  نمونه. مورد بررسي قرار گرفتند

 انجام پس از. وژ شدنديدقيقه سانتريف 10به مدت  700×

داركننده و  كه شامل محلول پوشش رويي سانتريفيوژ مايع

 [گلوكز-رقيق كننده تريس. حذف شد بود،مايع مني 

 996/1آمينو متان،  -)متيل هيدروكسي(- گرم تريس 634/3

از  mg/ml 25و گرم اسيد سيتريك مونوهيدرات 

حاوي  pH]=  7ميلي ليتر آب مقطر، 100جنتامايسين در 

اسيد كاپروئيك درصد  0625/0درصد زرده تخم مرغ و  20

)Merck, Germany (غلظت نهايي شد تا اضافه  رسوب به

مني رقيق . ليتر برسد سلول در هر ميلي 6/1×109 به اسپرم

كه از آنجايي. مساوي تقسيم شد بخش 3به  شده

هوازي سبب كاهش تنش  سازي در شرايط بي ذخيره

به  ها نمونه لذا )Pagl et al., 2006(شود  اكسيداتيو مي

 با استفاده از پلي ونيل ابتدا .داخل سرنگ كشيده شدند

به سرنگ متصل  و سپس .الكل سوراخ سوزن مسدود شد

 Test Chamber(به كمك دستگاه سرد كننده  ها نمونه. شد

EG53AH, KATO, Japan(  با سرعت°C25/0 در دقيقه 

ساعت در همين دما  68ند و به مدت سرد شد C4°تا 

بخش اول پس از پايان مدت نگهداري، . نگهداري شدند

 دقيقه 10به مدت  g ×700ت با قدر C4°در  ها نمونه

كننده  رويي حذف شده و رقيق سانتريفيوژ شده و مايع

ها در  ، بخش دوم نمونه)Iروش (گلوكز اضافه شد - تريس

سانتريفيوژ  دقيقه 10به مدت  g ×700با قدرت  C4°دماي 

بخش و ) IIروش (رويي مخلوط شد  شده و دوباره با مايع

نگهداري شدند  C4°ها بدون تغيير در دماي  سوم نمونه

به سه   هاي به دست آمده از هر روش نمونه ).IIIروش (

و  20قسمت مساوي تقسيم شده و بافر تريس حاوي صفر، 

ها به آن )حجم/حجم( 1:1درصد مايع مني به صورت  40

 800×106 غلظت نهايي اسپرم به به اين ترتيب. اضافه شد

 20و  10ر، ليتر و مقادير مايع مني به صف سلول در هر ميلي

ها در  پس از افزودن مايع مني نمونه. درصد رسيد

ميكروليتري كشيده شده و پس از مسدود  250هاي  پايوت

 4ها با استفاده از پلي ونيل الكل، به مدت  كردن سر پايوت

در طول انجام . نگهداري شدند C4°ساعت در دماي 

. نگهداري شدند C4°ها در دماي  نمونه ،تيمارهاي آزمايش

رونده،  هاي مني از نظر درصد تحرك پيش سپس نمونه

ماني و سلامت غشا آكروزوم  سلامت غشا پلاسمايي، زنده

مرتبه  4تمام مراحل براي . اسپرم مورد بررسي قرار گرفتند

  .به صورت مستقل تكرار شد

  

  ارزيابي اسپرم

هاي مني به  به منظور بررسي تحرك اسپرم نمونه

 Lµ 5 .گلوكز رقيق شد- تريس ي كننده با رقيق 8:1صورت 

 يك لاملريخته شده و  C37° ياز مني روي لام با دما

سپس با استفاده از ميكروسكوپ  .گذاشته شدروي آن 

و مجهز به صفحه گرم با ×  400نمايي  اختلاف فاز با بزرگ

حداقل درصد در  10اسپرم با اختلاف  تحرك، C37°دماي 

يانگين حاصل از اين ميدان ديد تخمين زده و در انتها م 5

 درونده ثبت ش به عنوان درصد تحرك پيش ها تخمين

)Bucak et al., 2008(.  
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از  Lµ 5 براي بررسي سلامت غشاي پلاسمايي اسپرم

 735/0(اسموتيك  از محلول هايپو Lµ 50ي اسپرم با  نمونه

گرم فروكتوز در  351/1هيدرات و  گرم سيترات سديم دي

مخلوط شد و به مدت ) pH=7ليتر آب مقطر،  ميلي 100

قرار گرفت  C37°دقيقه در دستگاه آون با دماي  30

)Jeyendran et al., 1992( .با استفاده از سپس 

ميدان  5حداقل در  ،×400ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي 

هاي داراي دم  اسپرم. عدد اسپرم بررسي شد 200 ديد

و ) غشاي پلاسمايي سالم(متورم به عنوان پاسخ مثبت 

غشاي (به عنوان پاسخ منفي  با دم بدون تورمهاي  اسپرم

 ,García-Artiga( در نظر گرفته شدند) پلاسمايي ناسالم

1994(.  

 .De Leeuw et alروش از  ماني اسپرم براي ارزيابي زنده

ي مني  از نمونه Lµ10، بطور خلاصه. استفاده شد) 1991(

فسفات  گلوتارآلدهيد در بافر %2 محلولاز  Lµ10با 

)mM137 كلريد، سديم mM7/2 ،پتاسيم كلريد mM 1/8 

پتاسيم هيدروژن  mM 5/1 سديم هيدروژن فسفات،

از  Lµ20دقيقه،  5پس از . تركيب شد) pH=7فسفات، 

 H332581 رنگ هوخست بيس بنزاميدمحلول 

)AppliChem, Germany( )g/mlµ20  ازH33258 در mM 

، )=7pHيترات تري سديم س mM 15 كلريد و يمسد 154

دقيقه در دماي اتاق  5نمونه به مدت  .به آن اضافه شد

 هنمونه روي لام قرار داد از Lµ 5 نگهداري شده و سپس

روي آن، با استفاده از ميكروسكوپ  شده و با گذاشتن لامل

 ,.Olympus IX70, Olympus Optical CO( فلورسنت

Ltd., Japan( و فيلتر WUدر  و × 400 نمايي ، با بزرگ

. عدد اسپرم بررسي شد 200 شرايط نور بسيار كم

و  )زنده(هاي بدون رنگ به عنوان پاسخ مثبت  اسپرم

در  )مرده(رنگ به عنوان پاسخ منفي  هاي با تلالو آبي اسپرم

  .نظر گرفته شدند

 Varislyارزيابي سلامت غشاي آكروزوم، بر اساس روش 

et al. )2009 ( 2ربا استفاده از رنگ آلكسافلوو )Molecular 

Probes, USA (لكتين گياه بادام در اين روش . انجام شد

گالاكتوز مرتبط با  - هاي بتا زميني مورد استفاده، به بخش

شود كه  غشاي بيروني آكروزوم اسپرماتوزواي متصل مي

به طور  .هايي با آكروزوم سالم است ي سلول دهنده نشان

                                                      
1. Hoechst bisbenzimide 33258 (H33258) 
2. Alexa Fluor-488 conjugated lectin PNA from Arachis 
hypogaea (peanut) 

. ترش تهيه شدروي لام گس يتيمار ي نمونه از هرخلاصه، 

ل مطلق وها پس از خشك شدن با استفاده از متان گسترش

سپس رنگ آلكسافلور . و در دماي اتاق خشك شدند ثابت

488 )g/mLµ10 (30و به مدت هروي آنها ريخته شد 

در محل تاريك و مرطوب نگهداري ، C37° يدقيقه در دما

شسته ) PBS(ها با استفاده از بافر فسفات  گسترش. شدند

ه، در شرايط نور بسيار كم با استفاده از ميكروسكوپ شد

 عدد اسپرم WB ،200و فيلتر × 400فلورسنت با بزرگنمايي

هاي با رنگ  آكروزوم. بررسي شد ميدان ديد 5حداقل در 

و با حاشيه نامشخص به عنوان پاسخ منفي  پراكندهسبز 

هاي با رنگ يكدست، شفاف و با  آكروزومو ) آسيب ديده(

در نظر گرفته ) سالم(شخص به عنوان پاسخ مثبت حاشيه م

  .شدند

  

 تجزيه و تحليل آماري نتايج 

 20و  10افزودن مقادير صفر،  به منظور تعيين اثر

و ، )IIIو  I ،II(درصد مايع مني و سه روش مورد استفاده 

سلامت  ،ماني زنده ،رونده اثرات متقابل آنها بر تحرك پيش

اسپرم  آكروزوم يسلامت غشا و پلاسمايي يغشا

 در قالب طرح كاملاً 3×3از آزمون فاكتوريل  شده دار پوشش

تجزيه و تحليل . تكرار استفاده شد 4تيمار و  9تصادفي با 

 SASبرنامه  GLMهاي آزمايشي با استفاده از رويه  داده

ها نيز با استفاده از  مقايسه ميانگين. انجام شد) 1996(

ها در  گرفت و تفاوت صورت دانكناي  آزمون چند دامنه

  .نظر گرفته شد دار در معني P>05/0سطح 

  

  نتايج و بحث

و  هاي مورد استفاده نتايج نشان داد اثر متقابل روش

هاي مورد بررسي  مقادير مايع مني بر هيچ يك از فراسنجه

ماني اسپرم در مقدار  درصد زنده). P<05/0(دار نبود  معني

درصد مايع مني  20ر مايع مني بيشتر از مقدادرصد صفر 

ماني اسپرم در مقدار  زنده درصد). 1جدول  ،P>05/0(بود 

درصد آن  20درصد مايع مني تفاوتي با مقادير صفر و  10

مقادير مختلف مايع مني ). 1 جدول ،P<05/0(نشان نداد 

پلاسمايي و  يرونده، سلامت غشا اثري بر تحرك پيش

  ).1 جدول ،P<05/0(اشتند آكروزوم ند

 20دارشده با  حقيق حاضر مجاورت اسپرم پوششدر ت

سازي به  ساعت پس از ذخيره 4درصد مايع مني به مدت 

  .ماني اسپرم شد سبب كاهش زنده C4°ساعت در  68مدت 
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آكروزوم پس از نگهداري به مدت  يماني و سلامت غشا پلاسمايي، زنده يرونده، سلامت غشا مايع مني بر تحرك پيش اثر اصلي -1جدول 

  C4° رساعت د 72
Table 1. Main effect of seminal plasma on sperm motility, viability, plasma membrane integrity and acrosome 

integrity after72 h storage at 4°C 
 Seminal plasma (%)   

20 10 0 Traits 
15.83 ± 1.93 19.16 ± 2.87 21.66 ± 2.98 Sperm motility (%) 
60.67 ± 3.26b 65.42 ± 1.23ab 69.42 ± 1.54a Sperm viability (%) 
55.33 ± 4.02 59.25 ± 3.30 60.92 ± 3.78 Membrane integrity (%) 
65.75 ± 3.12 66.67 ± 3.12 71.17 ± 2.72 Acrosome integrity (%) 

a-b Different superscripts within same row indicate significant differences (P < 0.05). 
 

فيزيولوژيكي اسپرم از  مشخص شده است كه خصوصيات

ماني و سلامت غشا در شرايط  جمله تحرك، زنده

گيرد  آزمايشگاهي تحت تاثير مايع مني قرار مي

)Kirkwood et al., 2008 .( در واقع، پپتيدهاي كاتيوني

هاي غشاي اسپرم  موجود در مايع مني به فسفوليپيد كولين

ج كلسترول و فسفوليپيدها متصل شده و با تحريك خرو

موجب آسيب و ايجاد ناپايداري در غشاي اسپرم طي مدت 

 Manjunath et al., 2002; Ricker(شوند  سازي مي ذخيره

et al., 2006 .(است كه اضافه كردن  نشان داده تحقيقات

به مدت   ها با اسپرمو مجاورت آن مايع مني به اسپرم انزالي

در سلول و در نتيجه  ساعت موجب بروز آسيب 6و  3

كه  )Dott et al., 1979(شود  ماني آن مي كاهش درصد زنده

از طرفي . خواني دارد با نتايج حاصل از پژوهش حاضر هم

گزارش شده است كه افزودن مايع مني به اسپرم انزالي قوچ 

درصد زرده تخم مرغ پس از انجماد و  20در حضور 

. )Graham, 1994(گشايي سبب بهبود تحرك شده است  يخ

ها با اسپرم با غلظت و مدت مجاورت آن هاي مني اثر پروتئين

و در واقع، ) Therien et al., 1999(رابطه مستقيم داشته 

هاي مايع مني يا مدت زمان طولاني  غلظت بالاي پروتئين

شود تا بيشتر  مجاورت اسپرم با مايع مني موجب مي

محتواي كلسترول و فسفوليپيد غشاي اسپرم از آن خارج 

اگر چه خروج كلسترول ). Manjunath et al., 2002(د شو

از غشا اسپرم و در نتيجه افزايش سياليت آن قبل از اتصال 

غشا اسپرم و تخمك ضروري است ولي در شرايط 

ثباتي غشا اسپرم شده كه در نتيجه  سازي منجر به بي ذخيره

زا كاهش يافته و درصد  مقاومت اسپرم در برابر عوامل تنش

 يابد گيري كاهش مي ني اسپرم به طور چشمما زنده

)Barrios et al., 2000; Manjunath et al., 2002; Witte 

and Schafer-Somi, 2007 .( بعضي از محققين معتقدند كه

هاي مايع مني به غشا اسپرم اگر چه  اتصال پروتئين

تواند نقش حمايتي براي غشا داشته باشد ولي با كاهش  مي

حساسيت سلول را به تغييرات ا سياليت غشتراكم و افزايش 

-Perez-Pe et al., 2001 ; Muiño(دهند  محيط افزايش مي

Blanco et al., 2008 .(ماني اسپرم  بنابراين، كاهش زنده

به دليل  دار شده متعاقب افزودن مايع مني احتمالاً پوشش

هاي مايع مني بر غشا اسپرم و خروج كلسترول  پروتئينر آثا

  .تاز آن اس

ماني و سلامت  رونده، زنده تحرك پيش كمترين ميزان

 ،P>05/0(مشاهده شد  Iغشاي پلاسمايي اسپرم در روش 

رونده،  از نظر تحرك پيش IIIو  IIهاي  بين روش). 2جدول

ماني و سلامت غشاي پلاسمايي اسپرم، تفاوت  زنده

ها اثري  روش). 2جدول ،P<05/0(داري وجود نداشت  معني

  ).P<05/0(اشتند م نداي آكروزوبر سلامت غش

هدف ديگر اين تحقيق بررسي امكان كاهش زمان 

مجاورت مايع مني با اسپرم در زمان ذخيره سازي و 

هاي  استفاده از مايع مني كمي قبل از استفاده از اسپرم

هاي انجام شده از نظر تحرك  ارزيابي. ذخيره شده، بود

اني و سلامت م رونده، سلامت غشاي پلاسمايي، زنده پيش

غشاي آكروزوم اسپرم نشان داد كه انجام عمل سانتريفيوژ 

هاي  داري بر فراسنجه مرغ، اثر معني در حضور زرده تخم

هاي  يكي از روش. مورد بررسي در اين پژوهش نداشت

سريع، آسان و در دسترس براي جداسازي اسپرم از مايع 

. )Varner et al., 2008(مني انجام سانتريفيوژ است 

شده قوچ نشان داده  روي مني رقيق تحقيقات انجام شده

است كه انجام عمل سانتريفيوژ بدون حذف زرده تخم مرغ 

پس از سرد كردن و بلافاصله قبل از عمل انجماد اسپرم اثر 

-Gil and and Rodriguez(داري بر قدرت ماندگاري  معني

Martinez, 2000 ( و باروري)Gil et al., 2002 ( مني ندارد

از طرفي مشخص . كه تاييدي بر نتايج اين پژوهش است

  هاي آزاد شده است با انجام عمل سانتريفيوژ توليد راديكال
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ماني و سلامت غشا آكروزوم پس از  رونده، سلامت غشا پلاسمايي، زنده اثر مستقل روش افزودن مايع مني بر تحرك پيش -2جدول 

 C4° ساعت در 72نگهداري به مدت 
Table 2. Main effect of method of adding seminal plasma on sperm motility, viability, plasma membrane 

integrity and acrosome integrity after 72 h storage at 4°C 
 Methods†   

III  II  I Traits 
23.33 ± 2.84a 21.67 ± 2.41a 11.67 ± 1.12b Sperm motility (%) 
67.92 ± 1.41a 68.33 ± 0.78a 59.17 ± 3.23a Sperm viability (%) 
62.17 ± 2.40a 65.17 ± 2.03a 48.17 ± 3.59a Membrane integrity (%) 
66.42 ± 3.20a 69.67 ± 3.12a 67.50 ± 2.48a Acrosome integrity (%) 

† I: Performing centrifuge, removing supernatant and adding extender containing seminal plasma. II: Performing 
centrifuge, mixing supernatant and pellet and then adding extender containing seminal plasma. III: No action  
a-b Different superscripts each row indicate significant differences (P < 0.05) 

  

يابد كه اين تركيبات با القا  زايش مياف) ROS(اكسيژن 

پراكسيداسيون چربي موجب تغييرات ساختاري و آسيب در 

كه در نتيجه، قدرت ماندگاري اسپرم شوند  غشا اسپرم مي

تحقيقات نشان داده ). Twigg et al., 1998(يابد  كاهش مي

است كه كاروتن موجود در زرده تخم مرغ موجب محافظت 

شود  هاي آزاد مي اثرات مخرب راديكالغشا اسپرم در برابر 

)Purdy, 2006 Aboagla and Terada, 2004; .( ،همچنين

كاهش دما موجب تغيير وضعيت فيزيكي غشا پلاسمايي از 

 ,.Muller et al(شود  اي مي كريستالي به حالت ژله-مايع

هاي غشا به صورت  چربيدر اين وضعيت ). 2008

طرح تغيير در . گيرند تري در كنار هم قرار مي متراكم

پلاسمايي اسپرم ناشي از سرما  يهاي غشا چربيگيري قرار

پلاسمايي  يسبب كاهش سياليت و افزايش شكنندگي غشا

هاي  شود و در نتيجه مقاومت اسپرم نسبت به استرس مي

 Muller et(د ياب مكانيكي ناشي از سانتريفيوژ كاهش مي

al., 2008 .(سازي در  رهزرده تخم مرغ در طي مدت ذخي

سرما از خروج كلسترول از غشاي پلاسمايي اسپرم 

حضور ). Bergeron et al., 2004(كند  جلوگيري مي

اسپرم سبب حفظ  يهاي غشا چربيكلسترول در بين 

 ,.Bloom et al(شود  سياليت آن در دماهاي پايين مي

بعلاوه جايگزيني فسفاتيديل كولين زرده تخم مرغ ). 1991

پيدهاي خارج شده از غشاي پلاسمايي به جاي فسفولي

موجب افزايش ثبات غشاي پلاسمايي اسپرم در طي 

-Witte and Schafer(شود  سازي آن در سرما مي ذخيره

Somi, 2007( .بنابراين انجام سانتريفيوژ در دماي °C4  و

هاي  از طريق افزايش آسيب حذف زرده تخم مرغ احتمالاً

ماندگاري اسپرم قوچ فيزيكي و اكسيداتيو باعث كاهش 

  .شده است

  

  گيري كلي نتيجه

مايع مني  درصد 20دارشده با  مجاورت اسپرم پوشش

سبب كاهش  C4°سازي در  ساعت بعد از ذخيره 4به مدت 

 C4°انجام عمل سانتريفيوژ در . شود ماني اسپرم مي زنده

بدون حضور زرده تخم مرغ سبب خسارات شديد در اسپرم 

حضور زرده تخم مرغ مانع از آسيب  در صورتي كه ،شود مي

  .شود ناشي از سانتريفيوژ به اسپرم مي
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Abstract 

This experiment was conducted to evaluate the addition of seminal plasma to coated spermatozoa after 72 h. 
Semen was collected from four Taleshi rams by artificial vagina. To prepare coated spermatozoa, semen was 
collected in tube containing Tris-fructose-15% egg yolk. After initial evaluation, the samples were mixed and 
centrifuged. After removal of supernatant and dilution, samples were divided into three sections, cooled to 4°C 
and stored for 68 hours. The first part was centrifuged and the supernatant was removed (Method I). The second 
section was centrifuged and the supernatant was mixed again (Method II). The third section was kept without 
change at 4°C (Method III). Samples were obtained from each method were divided into three equal parts, added 
0, 10 and 20% of seminal plasma and incubated at 4°C. Sperm motility, viability, plasma membrane integrity, 
acrosome membrane integrity were evaluated after 4 hours. Sperm viability was higher in the presence of 0% 
seminal plasma (69/416%) than 20% seminal plasma (60/667%; P<0/05). The lowest sperm motility (11/667%), 
viability (59/167%) and plasma membrane integrity (48/168%) was observed in Method I (P<0/05). Methods did 
not affect the integrity of the acrosome membrane (P>0.05). Therefore, removing egg yolk and adding seminal 
plasma reduces coated sperm quality after 72 h storage. 
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