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١٠١٣

 انجماد قابلیت بر بایوکسل کننده رقیق به -3n چرب اسیدهاي مختلف سطوح افزودن اثر ارزیابی

بز اسپرم

  

انصاري مهدي
1*

توحیدي آرمین، 
1

بابک شهر مرادي محمد ،
1

، ایرانکرج تهران، دانشگاه طبیعی منابع و کشاورزي پردیس دامی، علوم گروه .1

m.ansari@alumni.ut.ac.ir:نویسنده مسئول مکاتبات*

  )18/3/90 :پذیرش نهایی،28/12/89 :دریافت مقاله(

  

  چکیده

  مهابادي بالغ بز  رأس6. بود بز اسپرم انجماد قابلیت بر بایوکسل کننده رقیق به -3n چرب اسیدهاي مختلف سطوح افزودن اثر ارزیابی مطالعه، این از هدف

 گروه 4 به و مخلوط هااسپرم کیفی، هايشاخص ارزیابی از پس. گرفت انجام مهبل مصنوعی وسیلهبه يگیراسپرم و شده انتخاب اسپرم آوريجمع براي

 مانیزنده پیشرونده، تحرك و تحرك هايفراسنجه. بودند چرب اسید لیترمیلی در نانوگرم 10 و 1 ،1/0 ،0 سطوح شامل تیماري هايگروه. شد تقسیم مساوي

 نتایج. گرفت قرار ارزیابی مورد SAS افزار نرم  Proc GLM وسیله به هاداده. شد محاسبه اسپرم بازیافت نرخ و شده زیابیار ناهنجار هاياسپرم درصد و

 تحرك درصد. بودلیتر نانوگرم در میلی 1 و 1/0 ،0 گروه از بالاتر داريمعنی صورت به ng/ml 10 گروه بازیافت نرخ و تحرك درصد میانگین که داد نشان

 در نانوگرم 1 سطح در مانیزنده درصد. بود لیترمیلی در نانوگرم 1 و صفر از بالاتر داريمعنی طور به لیترمیلی در نانوگرم 1/0 و 10 هايگروه در دهپیشرون

 نشان نتایج. نداشت ريدامعنی تفاوت چرب اسید مختلف سطوح بین ناهنجار هاياسپرم درصد. بود دیگر سطوح از ترپایین داريمعنی صورت به لیترمیلی

. بخشدمی بهبود را بز اسپرم انجماد قابلیت اسیدچرب لیترمیلی در نانوگرم 10 سطح افزودن که داد

  .1013-1017 :، صفحات16، پیاپی 4، شماره 4، دوره 1389 دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز،  علوم تشخیصیمجله

بایوکسل منی، انجماد، لیتقاب ،-3n چرب اسیدهاي :ها واژهکلید

  مقدمه

 ذخایر دارينگه و حفظ جهت مهم هايفناوري از یکی    

 تلقیح جهت منجمد، هاياسپرم. است اسپرم انجماد ژنتیکی،

 برخوردار مصنوعی تلقیح جهت لازم کیفیت از باید مصنوعی

 ايماهرانه و دقیق فناوري اسپرم انجماد فرایند بنابراین. باشند

 ايعمده هايفعالیت آن بهبود براي اخیر دهه چند طی که است

 از پس اسپرم بازیافت میزان کماکان اما است، گرفته صورت

 مزیت ترینمهم. یابد بهبود باید و نبوده بخش رضایت انجماد

 در هااسپرم مانیزنده توان کاهش از جلوگیري انجماد، فرایند

 فرایند اهمیت. باشدمی مدت طولانی زمانی دوره یک طی

 به رساندن آسیب از مانع که فرایندي عنوان به اسپرم انجماد

 تغییرات از ناشی هايتنش کاهش همچنین و اسپرم سلول

 براي نشده، رقیق منی در اسپرم. است واضح باشد، می سلولی

 5 دماي تا منی آهسته کردن سرد و ماندمی زنده کوتاهی زمان

. شودمی هااسپرم از ريبسیا مرگ سبب گرادسانتی درجه
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 کردن رقیق براي باید که این بر افزون کننده، رقیق مایع بنابراین،

 شدن سرد خلال در را هااسپرم که است لازم باشد، مناسب

. دهد افزایش را هاآن مانیزنده دوره و کند حفظ

 چرب اسیدهاي اعظم بخش پستانداران هايگونه اغلب در

 که است غیراشباع زنجیر بلند بچر اسیدهاي اسپرم، غشاي

 از پستانداران بیشتر در. باشندمی n-3 هايسري شامل بیشتر

 دوکوزاهگزاانوئیک اسید نشخوارکنندگان جمله

)Docosahexaenic acid ،C22:6 n-3(، غالب اسیدچرب 

 60 بر بالغ که طوري به است، اسپرم غشاي فسفولیپیدهاي

 را دوگانه پیوند چند با اشباع غیر چرب اسیدهاي کل از درصد

 چرب اسیدهاي ترکیب در کلی طور به. )5(دهد می تشکیل

 به -6n چرب اسیدهاي زیادي مقدار وجود اهلی، پرندگان

 مقدار اهلی پستانداران در که حالی در است، رسیده اثبات

 نشان شواهد. دارد وجود -3n اشباع غیر چرب اسیدهاي زیادي

 غیر چرب اسیدهاي مقدار در شکاه که است مطلب این دهنده

) Polyunsaturated fatty acid (دوگانه پیوند چند با اشباع

 در هااسپرم انجماد قابلیت و تحرك تعداد، در کاهش باعث

  .)8 (شودمی پستانداران اهلی هايگونه از بسیاري

Connor با تجزیه اسید چرب قسمت سر )1998( و همکاران ،

 دادند که اسید دوکوزاهگزاانوئیک به و دم اسپرماتوزوئید نشان

هاي چرب سر و دم  درصد مجموع اسید6/19 و 1/1ترتیب 

ها نقش از آنجا که چربی. )6 (دهداسپرماتوزوئید را تشکیل می

 آنها ،مهمی در تمامیت، سیالیت، ثبات و نفوذپذیري غشا دارند

این فرضیه را ارائه نمودند که ممکن است تراکم انتخابی اسید 

دوکوزاهگزاانوئیک با داشتن پیوندهاي دوگانه بیشتر در دم 

اسپرم براي افزایش سیالیت غشاء، که لازمه خمش و انعطاف دم 

این خمش و انعطاف براي تحرك اسپرم .  مورد نیاز باشد،است

  .لازم است

Perez-pe اسید مصرف که دادند نشان ،)2001 (همکاران و 

 سیالیت بهبود و سرمایی شوك پدیده از مانع جیره، در لینولئیک

 بردمی بالا را اسپرماتوزوئید ماندن زنده قابلیت و شودمی غشاء

 بهتر دهیپاسخ سبب خود نوبه به غشاء سیالیت بهبود. )10(

 همکاران  وAmorim. شودمی هاگنادوتروپین به اسپرم

 کبد روغن ،A ویتامین کلسترول، کردن اضافه اثرات ،)2008(

 انجماد از پس نر گاو اسپرم بقاء بر را بزرك روغن و کاد ماهی

 اسپرم هاينمونه به کلسترول افزودن. دادند قرار بررسی مورد

 از پس اسپرم مانیزنده افزایش موجب انجماد فرایند از قبل

 و Badr توسط که ايمطالعه در. )3 (شد ذوب-انجماد فرایند

 چرب اياسیده کردن اضافه گرفت، انجام) 2004 (همکاران

 و انجمادپذیري کننده رقیق محیط به کلسترول و غیراشباع

 بخشید بهبود را تنی برون شرایط در قوچ اسپرم باروري قدرت

 در 3-امگا از غنی مرغتخم زرده از استفاده آن، خلاف بر. )4(

 بهبود را آن انجمادپذیري نتوانست خوك اسپرم کنندهرقیق

در  اطلاعات کافی بودنن دسترس در به توجه با. )9 (بخشد

 سطوح افزودن اثر بررسی مطالعه، این از هدف بز، مورد

 تجاري کنندهرقیق به -3n چرب اسیدهاي منبع مختلف

.بود مهابادي بز اسپرم انجماد قابلیت بر بایوکسل

  هامواد و روش

 انجام تکرار 5 در تصادفی کاملاً طرح قالب در آزمایش   

 مهبل وسیله  به،بزها دادن عادت از پس منی آوريجمع. گرفت

 منی آوريجمع از پس بلافاصله. گرفت صورت مصنوعی

 قرار گرادسانتی درجه 32 دماي با ماري بن داخل در هانمونه

 ارزیابی از پس آزمایشگاه در. شدند منتقل آزمایشگاه به و گرفته

 از بالاتر تحرك (انجماد مناسب استانداردهاي داشتن و اولیه

 مساوي  گروه4 به و شده مخلوط هم با منی هاينمونه ،%)70

  ,Bioxcell®, Aigle, IMV (بایوکسل از. شدند تقسیم

France (هايگروه. گردید استفاده پایه کننده رقیق عنوان به 

 لیترمیلی هر در نانوگرم 10 و 1 ، 1/0 ،0 سطوح شامل تیماري

 3n- (Viva PharmaceuticalInc, Canada)اسیدچرب

 درجه 4- 5 دماي تا ساعت 3 مدت به شدهرقیق منی. دبو

 لیتريمیلی 5/0 (هاپایت داخل در هانمونه. شد سرد گرادسانتی

10 و
6

 قرار رك در و شده ریخته) پایت هر در اسپرم 100× 
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  ١٠١۵

 نمونه، محتوي هايرك استیرن پلی جعبه از استفاده با. شد داده

 بالاي متريسانتی 4 ارتفاع در مایع نیتروژن بخار معرض در

 نیتروژن در سپس و گرفته قرار دقیقه 8 مدت به مایع نیتروژن

).11( غوطه ورشدند مایع

منی هايفراسنجه گیرياندازه

اسپرم تحرك) الف

 9/0 طعام نمک (فیزیولوژیک سرم در تازه منی از اينمونه

 روي قبل از لامل و لام. شد رقیق 100 به 1 نسبت به) درصد

 20 و شده گرم گرادسانتی درجه 37 دماي در گرم صفحه

 داده قرار تمیزي لام روي منی شده رقیق نمونه از میکرولیتر

 با نوري میکروسکوپ زیر در اسپرم تحرك تعیین جهت. شد

 میدان 10 حداقل. گرفتمی قرار بررسی مورد 100 بزرگنمایی

 مورد تحرك، درصد از صحیحی تخمین براي میکروسکوپی

 هايسلول درصد تخمین. گرفت قرار بررسی و مشاهده

 شده مشاهده هايمیدان روي از تجربه اساس بر متحرك،

 از پس همچنین و درجه 37 دماي در کار این. گیردمی صورت

.شد تکرار ذوب

اسپرم پیشرونده حرکت) ب

 منی نمونه در پیشرونده تحرك با هاياسپرم درصد تعیین جهت

 از استفاده با و چشمی وشر از شده ذوب نمونه و تازه

 حداقل. گردید استفاده 200 بزرگنمایی با نوري میکروسکوپ

 تحرك درصد از صحیحی تخمین براي میکروسکوپی میدان 10

.گرفت قرار بررسی و مشاهده مورد اسپرم، پیشرونده

ناهنجار هاياسپرم) ج

 یک روي سدیم سیترات درصد 9/2 محلول از کوچکی قطره

 منی نمونه سطح به خالی پایت یک. شد داده قرار گرم لام

 این انتهاي سپس و بچسبد آن به اسپرم مقداري تا شد نزدیک

 تا شد برده فرو لام روي سدیم سیترات محلول درون به پایت

 یک کمک به. شوند مخلوط خوبی به سدیم سیترات و اسپرم

 لایه یک صورت به سدیم سیترات و اسپرم مخلوط دیگر، لام

 یکدیگر از هالام آن از پس. شد پخش اول لام روي نازك بسیار

 با. شد خشک و داده قرار گرم صفحه روي اول لام و شده جدا

 نوري میکروسکوپ کمک به و لام هر در اسپرم 100 شمارش

 حداقل. شد تعیین ناهنجار هاياسپرم درصد ،400 بزرگنمایی با

   درصد از صحیحی تخمین براي میکروسکوپی میدان 10

.گرفت قرار بررسی و مشاهده مورد ناهنجار، هاياسپرم

مرده و زنده اسپرم درصد تعیین) د

 تازه منی نمونه در مرده و زنده اسپرم درصد گیرياندازه جهت

 براي تجاري نیگروزین -ائوزین رنگ از شده ذوب نمونه و

 روي رنگ از کوچکی قطره. شد استفاده هااسپرم آمیزيرنگ

 منی نمونه سطح به خالی پایت یک. شد داده قرار گرم لام یک

 این انتهاي سپس و بچسبد آن به اسپرم مقداري تا شد نزدیک

 به رنگ و اسپرم تا شد برده فرو لام روي رنگ درون به پایت

 نازکی بسیار گستره دیگر لام یک کمک به. شوند مخلوط خوبی

   تا گردید خشک سرعت به لام و شده تهیه منی نمونه از

. نشوند آمیزيرنگ و نرفته بین از رنگ اثر در زنده هاياسپرم

 60 دماي با گرم صفحه روي لام سریع، شدن خشک براي

 مرده و زنده هاياسپرم درصد. شودمی گذاشته گرادسانتی درجه

 اسپرم  333 حداقل شمردن با و لام از میدان 10 حداقل در

 نیز بود گرفته رنگ اندکی هاآن سر که هاییاسپرم. شد تعیین

.شدند گرفته نظر در مرده هاياسپرم جزء

:انجماد از پس اسپرم  بازیافت میزان تعیین) ه

 زیر فرمول از انجماد از پس اسپرم بازیافت درصد تعیین براي

:)7 (شد استفاده
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  گیري بحث و نتیجهها، یافته

 میانگین در ،3-امگا چرب اسیدهاي مختلف سطوح بین    

 پیشرونده، تحرك با هاي اسپرم درصد جنبا، هاي اسپرم ددرص

 دریافت گروه انجماد، از پس زنده و مرده هاي اسپرم درصد

 طور به گروها سایر با مقایسه در لیترمیلی در نانوگرم 10 کننده

 -3n اضافه کردن اسیدهاي چرب احتمالاً. بود بیشتر  داريمعنی

 غیر چرب اي اسیدهايبه رقیق کننده اسپرم و افزایش محتو

 اسید وPUFA)( دوگانه پیوند چند با اشباع

غشا اسپرم، باعث افزایش قابلیت ) (DHA دوکوزاهگزاانوئیک

انعطاف و سیالیت غشا شده و در نتیجه اثر نامطلوب انجماد بر 

براي توجیه افزایش . دهدمانی و ظاهر ناهنجار را کاهش میزنده

در اثر استفاده از اسیدهاي مانی اسپرم تحرك و کاهش زنده

توان اظهار داشت که با افزایش اسیدهاي چرب  می-3nچرب 

دم اسپرم و  غیر اشباع در غشاي پلاسمایی پوشش دهنده سر و

بهبود سیالیت و قابلیت فشردگی غشا، بالابردن توانایی 

سازگاري غشاي پلاسمایی با حرکات فلاژلوم اسپرم، اثرگذاري 

رخی مواد و مشتقاتی که در تسهیل و در تأمین انرژي و ب

اثرات . گرددافزایش تحرك اسپرم دخالت دارند، اعمال می

تواند به  بر خصوصیات اسپرم، می-3nمثبت اسیدهاي چرب 

علت افزایش دادن سیالیت و قابلیت فشردگی به غشاي اسپرم و 

افزایش انعطاف پذیري دم آن باشد این انعطاف پذیري باعث 

تحمل انجماد و ممانعت از پاره شدن و مرگ افزایش قدرت 

. شودهاي یخ در طی انجماد میسلولی در اثر تشکیل کریستال

 چرب اسیدهاي مختلف سطوح بین که داد نشان آزمایش این

 مراحل طی در اسپرم کیفیت حفظ توانائی لحاظ از 3-امگا

 نشان) 1387 (همکاران و نصیري. دارد وجود اختلاف انجماد

   محیط در 3-امگا چرب اسیدهاي منبع از استفاده که دادند

 ذوب-انجماد از پس را منی تنیبرون هايویژگی دارنده،نگه

 -n 3 چرب اسیدهاي منبع تغذیه طرفی از ).2 (بخشدمی بهبود

 است داده بهبود گاو در را آن انجمادپذیري و منی کیفیت نیز

 -n 3 چرب اسیدهاي که شودمی استنباط چنین مجموع در. )1(

 و بوده ثرؤم ذوب-انجماد مراحل طی در اسپرم از حفاظت در

 انجماد قابلیت تنی، درون یا تنی برون صورت به چه آن مصرف

 خواهد بهبود بز جمله از نشخوارکنندگان هايگونه در را اسپرم

  .داد

جمادان از پس چرب اسید مختلف سطوح در اسپرم کیفی هايفراسنجه درصد میانگین -1 جدول

  نرخ بازیافت

)74/1SEM=(  

  ناهنجاري

)18/0SEM=(  

  زنده مانی

)29/0SEM=(

  تحرك پیش رونده

)68/0SEM=(

تحرك منی

)79/0SEM=(

فراسنجه کیفی منی     

  تیمار

  a
 5/35  62/4

a
 02/62

a
 44/39

a
61/48  10) ng/ml(  

bc
 56/26  64/4

b
 01/60

b
 94/36

b
 27/45 1) ng/ml(  

b
 63/29  16/5  

a
 57/61

ab
 77/37

b
 11/46  1/0) ng/ml(  

c
 44/23  85/4

a
 45/61

b
 83/35

b
 88/43 0)ng/ml(  

         abc :05/0(دار هایی که حروف مشترك ندارند، اختلاف معنیدر هر ستون، میانگینp< (دارند.  
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  ١٠١٧

  سپاسگزاري

  جنابویژه به کشور نژاد اصلاح مرکز کارشناسان زحمات از

 در که عزیزانی همه و میرزاخانی مهندس و بحرینی دکتر انآقای

 و تشکر کمال ،اندبوده ما یاور و یار تحقیق این مختلف مراحل

.  نماییممی را قدردانی
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