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و همكاران محسن شرفي ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات

و بافت  139677 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و بافت مقاله پژوهشي )پژوهشي-علمي(مجله سلول

 1396، بهار1، شماره8جلد

و شيميايي سلولي، بر پارامترهاي انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات

 انجمادازپس خروس اسپرم باروري

 .Ph.D، محمد امير كريمي ترشيزي .M.Sc، زهرا عسگريان زاده .Ph.D*محسن شرفي

 دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه علوم طيور، تهران، ايران-
 m.sharafi@modares.ac.ir: پست الكترونيك نويسنده مسئول*

 14/6/1396: تاريخ پذيرش 9/3/1396: تاريخ دريافت

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چكيده

به اين:هدف شدهاي مختلف ميدان مغناطيسي بر محيط انجمادي اسپرم منظور بررسي اعمال شدت مطالعه .انجام
و روش از:هامواد به 6000و 4000، 0،2000هاي القاي ميدان مغناطيسي با شدت در اين آزمايش در بهينه منظور تعيين شدت گوس،

شد-طي فرآيند انجماد از استفادهبا 308 راس نژاد هفته24 گوشتي مادر مرغ گله خروس قطعه10از هاي مني نمونه. ذوب استفاده
آ در اين پژوهش تيمار.شد آوريشكمي جمع ماساژ روش با شده كننده مغناطيسيرقيق)2، كننده معموليرقيق)1: زمايش شاملهاي
 كننده مورد رقيق. بود G6000با شدتشده كننده مغناطيسي رقيقو G4000با شدت شده كننده مغناطيسيرقيق)G2000 ،3شدت

و درصد1با سطح كننده اين رقيق. بود Lake كننده، رقيقاستفاده در اين تحقيق بر درصد5لسيتين سويا و سپس گليسرول تركيب
شد، با شدتهشد ذكرهاي آزمايشي اساس تيمار پس اسپرم رقيق.هاي مختلف امواج مغناطيسي روبرو  سرداز شده بر اساس هر تيمار،

 اسپرم، شرونده، مورفولوژيپي تحرك كل، تحرك همچون هايي فراسنجه انجماد،ازپس.شد منجمد ليتري ميلي25/0هاي پايوتدر سازي
و پتانسيلدي مالون توليد ميزان آكروزوم، يكپارچگي اسپرم، غشاي يكپارچگي  گيري اندازه ميتوكندري اسپرم غشاي آلدهيد، آپوپتوزيس

.شدند
ت نشان داد شدت نتايج: نتايج يكپارچگي غشاء،، روندهداري بر جنبايي كل، جنبايي پيشثير معنياهاي مختلف ميدان مغناطيسي هيچ

و سازوكارهاي آپوپتوزيس اسپرم خروس ندارد در. مورفولوژي، پراكسيداسيون ليپيدي، يكپارچگي آكروزوم فقط پتانسيل غشا ميتوكندري
)>05/0Pدرصد،5/60(ها بيشتر بود گروه كنترل از ساير گروه

 ندارد بايد اضافه شود:نتيجه گيري
 كننده ذوب، رقيق- اج مغناطيسي، انجماداسپرم خروس، امو:كليدي واژگان
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و همكاران ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات  محسن شرفي

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 78 

 مقدمه

مصنوعي يك فناوري توليدمثلي اسـت كـه در آن از تلقيح

م ميوبهترين نرهاي پرورشي استفاده توانـد مـيوشـود ثر

ايـن.)1(شود بهبود كيفيت ژنتيكي گله پرورشيبه منجر

سازي يكي از ابزارهاي مديريتي كارآمد براي بهينه تكنيك

و توليد از آن، امكان لازمه استفاده بهينه مثل ماكيان است

به ذخيره و سازي اسپرم در. باشـد مـي منجمد صورت مايع

 هـاي اسـپرم مـايع، صـورت بـه اسـپرم داري نگـه روش

 هـاي كننـده رقيق با مشخص هاينسبت به شده آوري جمع

 حفـظ بـا اسـپرم سـازي رقيـق.شـوند مـي رقيـق مناسب

 هـا، اسـپرم مناسب باروريو جنباييو مطلوب متابوليسم

در.)2( اسـت مـايع صـورت بـه اسپرم ذخيره اصلي هدف

-ذخيـره زمـان افـزايش بـا مايع، صورت به اسپرم داري نگه

 از اسـتفاده).3( يابـد مـي كاهش باروريو جنبايي سازي،

 با ولي دارد همراهبهراهچو باروري ترين بيش مايع اسپرم

 عـدمو مسـتمر گيـري نمونـه به مربوط مشكلات به توجه

 داري نگـه هزينـه افـزايشو برتر نر هايپرنده به دسترسي

هـاي محـدوديت.كرد تكيه آن از دائم استفاده به تواننمي

بهزماني ذخيره صورت مايع موجب گرايش محققـين سازي

هـاي اگرچـه تـلاش. انجمـاد اسـپرم شـده اسـت سـوي به

متعددي بـراي توسـعه يـك روش مناسـب بـراي انجمـاد 

هنـوز يـك پروتكـل اسپرم طيور صورت گرفته اسـت امـا 

 مزاياياز).5و4( است موفق براي انجماد به دست نيامده

 تعداد زمان هم نمودن بارور به توان مي اسپرم كردن منجمد

برتر، از ميـان نژاد با نرهاي اسپرم استفاده از زيادي ماده با

داري نرهـا، افـزايش مخـزن هاي مربوط به نگه رفتن هزينه

 به آوري جمعو مراكز توليدازنيم مايع آسان انتقال ژني،

ميهم. ها اشاره كرد مكان دورترين ي توان به ذخيره چنين

 دسـت از مقابـل در تضمينو آيندهي براي استفادهها ژن

و جلـوگيري از انقـراض نسـل فـرد منحصـربه نرهاي دادن

از طرفـي فرآينـد انجمـاد بـا.نمـود نژادهاي خاص اشـاره

و تنش يجـنس غشـا. هاي انجمادي همراه است مشكلات

مياسپرم كه از فسفوليپيد و اسيدهاي چرب باشد باعث ها

 تلقـيح كـه آنجـايياز.)1(دشو افزايش اين حساسيت مي

ت موفق مصنوعي  بـارور هـاي اسپرم به ثير دسترسياتحت

از، باشـد ذوب مـي-انجماد فرآيند از بعد بنـابراين اسـتفاده

هاي انجمـادي را بـه حـداقل هايي كه بتواند آسيب فناوري

مي برساند، ضروري به .رسدنظر

و هاي مختلـف مغناطيسي با شدت ميداناستفاده از امواج

و تـازه كنترل اي بـراي تغييـر خـواص شـده شـيوه نـوين

و شيميايي رقيق در بيوفيزيكي و يـا كننده زمينـه انجمـاد

مي سلول جمادانعلم  از در مورد. باشدهاي جنسي استفاده

هـاي انجمـادي اسـپرم كننـده امواج مغناطيسـي در رقيـق 

و ايـن مطالعـه خروس تا كنون پژوهشـي صـورت نگرفتـه

 هـاي بررسي آثار امـواج مغناطيسـي بـا شـدت اولين مورد

ب ميا قابليت انجمادرمختلف .باشد سپرم خروس

هـاي حداقل رساندن تخريبهدف اصلي در اين تحقيق به

. ذوب اسـپرم خـروس اسـت-ممكن طـي فرآينـد انجمـاد 

و محيطهرگونه دست ذوب-هاي انجمادكاري در فرآيندها

ت و باروري ثير قابلااسپرم خروس توجهي بر كيفيت اسپرم

ــا امــواجوحــال ايــن ســ. آن دارد ال مطــرح اســت كــه آي

و آزاد هاي تواند باعث كاهش توليد راديكال مغناطيسي مي

در ذوب-حفظ بهتر كيفيت اسپرم پس از فرآينـد انجمـاد

؟شودمي هاي انجمادي اسپرم كننده رقيق

و روش هامواد

و مديريت خروس ايـن پـژوهش در:هـا مكان آزمايش

بخش تحقيقات طيور گروه علوم طيور دانشكده كشـاورزي 

آناليزهـاي تخصصـي. دانشگاه تربيت مدرس انجام گرفـت 

و  مطالعات آزمايشگاهي در آزمايشـگاه علـوم دامـي اسپرم

ــگاه  و آزمايشـ ــدرس ــت مـ ــاورزي تربيـ ــكده كشـ دانشـ

 از هركـدام. شناسي پژوهشگاه رويان صورت گرفـت جنين

 متر، دو متر در يك ابعاد به جداگانه هاييپندرها خروس

و آب به مجهز  از سـالن.شـدند داري نگـه خوري دان خوري

بهو رطوبتو دما نور، لحاظ  تحـت اتوماتيـك طـور تهويه

 در مـدت روشـناييو هفته24ها خروسسن بود كنترل

 كـل در داري دماي نگه. بود ساعت 16 آزمايش دوره طول

 رطوبت.بود گراد درجه سانتي22تا18 بين آزمايش دوره

.شد حفظدرصد55 تا 50 محدوده در داري محل نگه
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و همكاران محسن شرفي ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات

و بافت  139679 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 خـوراك گرم 125 مقدار روزانه:آبو خوراك مديريت

ها آن اختيار در صبحو اول نوبت يك در هر خروس ازاي به

 مـدت در آزاد مقـدار بـه هـم مصـرفيآب.تگرف مي قرار

 هـا خـوريآبو داده شـد قـرار پرنـده اختيار در روشنايي

 كاتـالوگ هـا طبـق خـروس جيره.شدند مي كنترل مرتب

و كيلوكـالري 2750 داراي 308 راس سـويه راهنمـاي

.بود پروتئين درصد12

از جمع:آوري مني جمع بـالغ قطعه خروس10آوري مني

 در هفتـه دو بـار هفتـه،24بـا سـن 308مادر، نژاد راس 

و بلافاصـله پـس از شـد انجـام شـكمي ماسـاژ روش بـه

و بررسـي،آوري جمع هـاي مني به آزمايشگاه منتقـل شـد

و، غلظـت در هر انزال حجم. اوليه روي مني صورت گرفت

و سـپس ش ـآوري تعيـين جنبايي اسـپرم پـس از جمـع د

هـا بـا يكـديگر نمونهو فردي منظور حذف اثرات متقابل به

و به بخش هاي مساوي مطابق با تيمارهاي آزمايشـي ادغام

. تقسيم شدند

:هاي آزمايش شامل موارد زير بودند تيمار

 كننده معموليرقيق)1

 G2000با شدت شده كننده مغناطيسيرقيق)2

 G4000با شدت شده كننده مغناطيسيرقيق)3

 G6000با شدتشده كننده مغناطيسي رقيق)4

 كننـده مـورد رقيـق:ها كننده سازي رقيقمراحل آماده

 كـه بـود  Lake كننـده، رقيـق اسـتفاده در ايـن تحقيـق

و اجزاي آن در جـدول به آورده1صورت دستي تهيه شده

لسـيتين درصـد1بـا سـطح كننـده اين رقيق. شده است

و  و ســپس بــر اســاس درصــد5سـويا گليســرول تركيــب

هاي مختلـف امـواج، با شدتهشد ذكرهاي آزمايشي تيمار

.مغناطيسي روبرو شد
و مقدار تركيبات لازم براي ساخت رقيق:1جدول  Lakeكننده نوع

)ليتر ميلي50/گرم(مقدار نام ماده رديف

1Potassium acetate 25/0گرم 

2Sodium glutamate 96/0گرم 

3D-fructose 4/0گرم 

4Polyvinyl pirrolidone 15/0گرم 

5Magnesium acetate 035/0گرم 

6Glycine 187/0گرم 

بـراي تهيـه:شـده كننـده مغناطيسـي ساخت رقيق

شيميايي توزين شده را با آب كننده مغناطيسي مواد رقيق

و روي هـم  زن قـرار داده مقطر دو بار تقطير مخلوط كرده

ــورد  ــواد م ــا م و همگــن ت ــل ــر ح ــس نظ و پ ــده آناز ش

و طـول رقيق  كننده را به چهار بخش مساوي تقسيم كرده

 6000و 0،2000،4000( هاي مختلـف مغناطيسـي موج

آن) گوس رق اينبه.شدها القا به كننده پايه تهيهيقترتيب

دسـتگاه. داري شـد نگـه سلسيوسدرجه چهارو در دماي 

القا كننده ميـدان مغناطيسـي در ايـن مطالعـه شـامل دو 

مگنت نئودميم بود كه با سيم لاكـي روپـوش دار پيچيـده 

و با استفاده از تغيير ولتاژ ورودي به آن قـادر بـه  شده بود

همچنين.دتوليد شدت هاي مختلف ميدان مغناطيسي بو

مي لوله براي عبور آب از بين دو مگنت از شـود اي استفاده

مدت ده دقيقه از بين دو مگنت عبور داده كه در آن آب به

و پس از يك ساعت بـراي سـاخت رقيـق كننـده  مي شود

بـراي انـدازه گيـري ميـدان. گرفـت مورد استفاده قرار مي

گـوس هاي مختف از دستگاه مغناطيسي القا شده با شدت

.متر استفاده شد

و انجماد اسپرم آوري اسپرم از هـر بعد از جمع:فرآوري

ها جهت حـذف اثـرات فـردي ها همه اسپرم يك از خروس

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

و همكاران ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات  محسن شرفي

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 80 

و بــه بخــش مســاوي جهــت چهــاربــاهم مخلــوط شــدند

در رقيق سپس بـا. محيط انجماد تقسيم شدند چهارسازي

شـده بـود، بـا كننده كه از قبل براي هر تيمار آمـاده رقيق

در ميلييك(10بهيكنسبت  ليتـر ميلـي10ليتر اسپرم

در ظرف منيهاي آن لولهازپس. شدند رقيق) كننده رقيق

قرار داده گراد درجه سانتي37آب ليترميلي 100محتوي 

و به گـراد درجـه سـانتي5 ساعت در يخچـالدومدت شد

از پـس. داري شـدند براي رسـيدن بـه دمـاي تعـادل نگـه 

كننـده حـاوي تيمارهـاي مختلـف بـه رسيدن دماي رقيق

) اسـترا(نـي، بلافاصـله در سلسـيوس درجـه پـنج نزديك 

در مرحلـه بعـد. ليتري كشـيده شـدند ميلي25/0انجماد

ــي ــاي بســته ن ــه فاصــله ه ــاوي ســيمن ب ــارشــده ح  چه

از. قرار گرفتند نيتروژن مايعمتري بالاي سطح سانتي پس

س چهارگذشت  نيتـروژن ها در داخـل رعت پايوتدقيقه با

ــايع ــراد درجــه ســانتي-196( م در غوطــه) گ و ور شــدند

هـا نمونـه. هاي مخصوص هر تيمار قـرار داده شـدند گابلت

. انتقال داده شدندنيتروژن داخل تانك مخصوص سپس به

: CASAافزار ارزيابي جنبايي اسپرم با استفاده از نرم

و خصوصيات  از سرعتي اسپرم پـس براي بررسي جنبايي

و ذوب، يك پايوت از هر گـروه تيمـاري ذوب-نجمادا شـده

سـپس بـا. هاي ميكروتيوب انتقال داده شدنددرون لوله به

و با برداشـتن  از پـنج استفاده از سمپلر متغير ميكروليتـر

لام مخصوص ريخته مي لام مـورد مني روي نظـر بـا شود،

ر نصـب  CASA افـزار اسـتفاده از نـرم  وي كـامپيوتر شـده

پس از بررسـي نمونـه. متصل به ميكروسكوپ بررسي شد

و همچنين داده هاي وابسته به جنبـايي مني، داده جنبايي

شدو يا داده .هاي سرعتي اسپرم توسط اين برنامه ثبت

در اين مطالعه براي بررسي فعاليت:ارزيابي فعاليت غشا

)HOST(و يكپارچگي غشا از تست تورم هيپواسـموتيك 

شدا ميكروليتـر از اسـپرم30به ايـن منظـور.)6( ستفاده

 300را بــا 1:10كننــده بــه نســبت شــده بــا رقيــق رقيــق

و بـه HOSTميكروليتر از محلول 30مـدت مخلوط كرده

قـرار داده گراد سانتيدرجه37دقيقه در انكوباتور با دماي

و سـپس درصـد اسـپرم شـمارش 200تعـداد.دش شـده

با اسپرم و آسيبيغشا هاي .شدديده محاسبه سالم

 منظور ارزيابي مورفولوژي به:ارزيابي مورفولوژي اسپرم

و تعيين درصد اسپرم و غيـر غيرطبيعي اسپرم هاي نرمـال

بـراي ارزيـابي.)7( استفاده شـد نرمال از محلول هانكوك

هاي غيرطبيعي حداقل سه قطـره از هـر نمونـه بـه اسپرم

محلـول هـانكوك ليتـر ميلـي يـك هاي حاوي ميكروتيوپ

لام قـرار  و سپس يك قطره از اين محلول روي افزوده شد

و با شـمارش حـداقل  و توسط يك لامل پوشانده شد  داده

 بزرگنمايي با فاز كنتراست، ميكروسكوپ زير،اسپرم 200

هاي با مورفولوژي غيرطبيعي محاسـبه، درصد اسپرم200

.دش

 خروس اسپرم ميتوكندري غشاي پتانسيل ارزيابي

پتانسـيل:123 رودامـين رنگ با ذوب-نجمادااز پس

ــا ــنشيغش ــر ت ــدري در اث و ميتوكن ــيداتيو ــاي اكس ه

شـود كـه توسـط هاي انجماد دچار افت شديد مـي فرآوري

ــرار مــي مــورد 123رنــگ رودامــين ).3( گيــردبررســي ق

 ميتوكنـدري تنفسـي زنجيـره وارد فعـال طور به رودامين

تتوليد فلوروسن باعث ميتوكندري در آن تجمعو شود مي

 در نقـص دهنده نشانتفلوروسن فقدان.شود مي سبزرنگ

از نمـوداردر.اسـت ميتوكنـدرييغشا پتانسيل  حاصـل

 PIو مثبـت رودامـين داراي نمونه فلوسايتومتري دستگاه

 ميتوكنـدري داراي نمونـه عنوان به (PI\+R123-) منفي

 (PI/ +R123+) مثبـت PIو مثبـت رودامـينو فعـال

.شود مي گرفته نظر در غيرفعال ميتوكندري عنوان به

 پـس خروس اسپرم در آكروزوم يكپارچگي ارزيابي

 گيـري انـدازه بـراي PSA:رنـگ بـا ذوب-نجمـادا از

.شـد استفاده PSA فلورسنت رنگ از آكروزوم يكپارچگي

س اسپرم در هر اسلايد با ميكروسكوپ فلورسن 200تعداد

)Olympus; 51BX(ارزيـابي شـد 400بـا بزرگنمـايي .

بهاسپرم و عنـوان آكـروزوم دسـت هاي با سر سبز نخـورده

و اسپرم به سالم  عنوان آكروزوم تخريب هاي با كمربند سبز

.شده در نظر گرفته شد
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و همكاران محسن شرفي ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات

و بافت  139681 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 فرآيند از پس خروس اسپرم در آپوپتوزيس ارزيابي

،سـرين فسـفاتيديل از آزمـايش ايـن در:ذوب-انجمـاد

يسآپوپتـوز يـا بـودن زنده تشخيص براي نشانگر عنوان به

 سطح در نشانگر اين حضور.)8( شد استفاده اسپرم شدن

 باشدمييسآپوپتوز اوليه نشانه از اسپرم، پلاسمايييغشا

 داخـل در اسـپرم زنـده حالـت يـا طبيعـي حالـت در كـه

 فرآينـد طـولرد.دشـو مـي يافـت اسـپرم سيتوپلاسـم

يسيتوپلاسمي غشا سطح از سرينفسفاتيديلزيس، آپوپتو

.دهـد مـي مكـان تغيير سلولي خارجي سطح به پلاسمايي

 بـه اتصال به زيادي تمايل كلسيم يون حضور در آنكسين

 عنـوان بـه تواندمي دليل همينبهو دارد سرينفسفاتيديل

 قـرار اسـتفاده مـورديسآپوپتوز تشخيص در نشانگر يك

.گيرد

 اگـر دهـد مي ارائه فلوسايتومتري دستگاه كه نموداري در

 باشـند،)(-A-/PIمنفـي PIويمنفـ آنكسـين هـا نمونـه

و مثبـت آنكسـينگرا. شوندمي تلقي زنده اسپرم عنوان به

PI منفــي )A+/PI-(ــي ــده ول ــه زن  دچــارباشــد نمون

 مثبت PIو مثبت آنكسين اگر.است شده اوليه آپوپتوزيس

)A+/PI+(آپوپتـوزيس دچـارو مرده اسپرم عنوان به باشد 

-A(مثبـت  PIو منفـي آنكسين.دشو مي تلقي ثانويه شده

/PI+(شود كه در ايـن مي تلقي شده نكروز اسپرم عنوانبه

هـاي مـرده در نظـر عنـوان اسـپرم مطالعه دو گروه آخر به

.گرفته شدند

 روش با آلدهيدديمالون تغييرات ميزان گيرياندازه

:TBARS محصــولات پراكسيداســيون ليپيــدي يكــي از

عنـوان شـاخص باشد كه بـهمي) MDA(آلدهيدديمالون

م. گيـرد استرس اكسيداتيو مـدنظر قـرار مـي  لكـولويـك

MDA با دو ملكولTBA مي و فرآورده ايـن واكنش دهد

را رنگ است كه بيش مولكولي صورتي،واكنش ترين جذب

 هـاي ونـه نم نـوري جـذب. نانومتر دارد 532موج در طول

 دسـتگاه از حاصل نتايج ان،پايدرو شد يادداشت مختلف

و گذاشـته اسـتاندارد فرمول منحني در اسپكتروفتومتري

محاسـبه) ليتـر منـي نـانو مـول در ميلـي( MDAغلظت

).9(دش

 كـه شده استخراج هاي داده تحليلو تجزيه:آناليز آماري

 كـاملا طرح قالبدربودندرتكراششو تيماري چهاردارا

انجام شد GLM، رويه SASافزار نرم از استفاده تصادفي با

 جامان درصد5مقايسه ميانگين با آزمون توكي در سطحو

.گرفت

 نتايج

كننــده مغناطيســي شــده بــا آزمــايش اثــر رقيــقايــن در

امـواج مغناطيسـي بـر كيفيـت اسـپرم هاي مختلف شدت

.اسپرم خروس مورد ارزيابي قرار گرفت شده ذوبـ منجمد

از هـاي كيفـي اسـپرم پـس تـوجهي فراسـنجه تعداد قابل

تـ ذوب اندازه-نجمادا كننـده ثير رقيـقاگيري شد تا بتـوان

هـاي مختلـف را بـر تغييـرات مغناطيسي شـده بـا شـدت 

كيفيت اسپرم خروس پس از دوره حفظ انجمادي ارزيـابي 

شده در اين آزمايش شامل گيري هاي اندازهفراسنجه. نمود

و ويژگي -زنـده،مورفولـوژي،هاي وابسته حركتيجنبايي

يپتانسـيل غشـا،يكپـارچگي آكـروزوم،آپوپتوزيس،ماني

از آلدهيــد پــسديميــزان تغييــرات مــالون،ميتوكنــدري

. ذوب بود-نجمادا

 اسپرم حركتي وابسته هايويژگيو جنبايي ارزيابي

به2 جدول هاي جنبايي اسپرم آمده از ويژگي دست مقادير

افزار كـامپيوتري آنـاليز اسـپرم پـس از فرآينـد توسط نرم

. دهـد كننده مغناطيسي شـده را نشـان مـي انجماد با رقيق

ت شدت داري ثير معنياهاي مختلف ميدان مغناطيسي هيچ

ميـانگين سـرعت،رونـده بر جنبـايي كـل، جنبـايي پـيش 

م سرعت در مسير مستقيم،)VAP(سير حركت اسپرم در

)VSL (و سرعت در مسير منحني)VCL (ازپس،اسپرم

همچنــين. هــاي مختلــف نداشــت ذوب در گــروه-نجمــادا

هــاي اســپرم در گــروه) STR(راســتي مســير طــي شــده 

به 6000و 2000،مختلف شاهد ترتيـب بـا مقـادير گوس

ــت)6/69±5/1(و)5/1±7/68(،)5/1±5/70( لاف اخ

ولـي ايـن سـه گـروه بـا گـروه،داري را نشان ندادند معني
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و همكاران ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات  محسن شرفي

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 82 

. داشتنددار اخـتلاف معنـي)8/54±5/1(گوس بـا مقـدار 4000
و ويژگي:2جدول  هاي مغناطيسي شده كننده هاي حركتي اسپرم خروس پس از فرآيند انجماد در رقيق مقايسه ميزان جنبايي

 0G2000 G 4000 G 6000 G SEM صفات

TM(%) 9/548/556/530/5625/1

PM (%) 8/323/341/300/3228/0

VAP(µm/s) 2/272/280/251/266/1

VSL(µm/s) 5/209/184/210/193/1

VCL(µm/s) 2/627/591/613/6071/0

STR(µm/s) 5/70a7/68a8/54b6/69a5/1

LIN (%) 0/372/365/370/364/1

a b05/0 دار دارندهايي كه داراي حروف غيرمشابه هستند تفاوت معنيميانگيندر هر رديفp≤.
TM :هاي داراي حركت درصد اسپرم 

PM :هاي داراي جنبايي رو به جلو درصد اسپرم:روندهجنبايي پيش 

VAP : ميكرون بر ثانيه(ميانگين سرعت در مسير(

VSL  : ميكرون بر ثانيه(سرعت در مسير مستقيم(

VCL  : ميكرون بر ثانيه(سرعت در مسير منحني(

STR : درصد(ارينتي مسير طي شده(

LIN : درصد(درصد خطي بودن جنبايي(

و مورفولوژي اسپرم  ارزيابي يكپارچگي غشا

ميداده داري بـين دهند كـه هـيچ تفـاوت معنـي ها نشان

از 6000و 2000،4000،هاي شـاهد گروه لحـاظ گـوس

54،2/56،1/55ترتيب با مقادير يكپارچگي غشا اسپرم به

ــا انحــراف معيــار ميــانگين درصــد9/54و وجــود41/1ب

همچنـين نتـايج مربـوط بـه ارزيـابي مورفولـوژي.شتندا

هــاي مختلــف امــواج دهــد كــه شــدتاســپرم نشــان مــي

ثيراگونـه ت ـكننـده هـيچ شـده بـر رقيـق مغناطيسي اعمال

.داري روي مورفولوژي اسپرم نداشته استمعني

و يكپـارچگي ارزيابي پتانسـيل غشـا ميتوكنـدري

م اسپرموآكروز

به3جدول مقايسـه ميـزان پتانسـيل غشـاء نتايج مربوط

ميتوكنــدري اســپرم خــروس پــس از فرآينــد انجمــاد در 

نتـايج. دهـد را نشان مـي هاي مغناطيسي شده كننده رقيق

ميتوكنـدري يـا كه ميانگين پتانسـيل غشـا دهد نشان مي

هـاي تيمـاري هـاي بـا ميتوكنـدري فعـال در گـروه اسپرم

و52،6/54به ترتيـب بـا مقـادير 6000و 2000،4000

گونـه اخـتلاف هـيچ1/2و با انحـراف معيـار درصد7/53

به حاليدر. داري باهم نداشتندمعني كه اين مقادير نسبت

 دار داشـتند تفاوت معني5/60±1/2گروه شاهد با ميزان 

)05/0p<(.ــر اعمــال شــدت هــاي مختلــف مغناطيســي ب

در،)>05/0p( داركننــده باعــث كــاهش معنــي رقيــق

همچنـين نتـايج. شـد هـاي بـا ميتوكنـدري فعـال اسپرم

در اين آزمايش نشان داد كه يكپارچگي PSAآميزي رنگ

ت نـدهكنثير رقيقاآكروزوم اسپرم طي فرآيند انجماد تحت

و اختلافـي بـين گـروه  هـاي مغناطيسي شده قرار نگرفتـه

. آزمايشي مشاهده نشد
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و همكاران محسن شرفي ...و انجماد مغناطيسي شده كننده رقيق فيزيولوژيكي اثرات

و بافت  139683 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

درميزان پتانسيل غشا ميتوكندري مقايسه:3جدول و مالون دي آلدهيد هاي كننده اسپرم خروس پس از فرآيند انجماد در رقيق، يكپارچگي آكروزوم
 مغناطيسي شده

a b05/0دار دارند هايي كه داراي حروف غيرمشابه هستند تفاوت معنيميانگينp≤.

و پيشرفتزنده ارزيابي  آپوپتوزيس اسپرم ماني

و پيشـرفت آپوپتـوزيس در اسـپرم نتايج ميزان زنده مـاني

هـيچ دهـد هـاي مختلـف را نشـان مـي شده در گروه ذوب

ازتفــاوت معنــي هــاي زنــده در نظــر درصــد اســپرم داري

به 6000و 4000، 2000هاي شاهد، گروه ترتيب بـا گوس

بـا.مشـاهده نشـد درصد5/58و2/60،2/59،61مقادير 

ها مشـاهده در گروهيسهاي مربوط به آپوپتوزبررسي داده

هـاي شـاهد، داري بـين گـروه شد كه هـيچ تفـاوت معنـي 

به 6000و 4000، 2000 ،4/17 ترتيـب بـا مقـادير گوس

هـاي بررسي داده. مشاهده نشد درصد8/15و2/14،7/13

ميهاي مختميزان اسپرم مرده در گروه دهـد لف نيز نشان

، 2000هـاي شـاهد، داري بين گروهكه هيچ اختلاف معني

،4/22،6/26 ترتيـب بـا مقـادير گوس بـه 6000و 4000

. مشاهده نشد درصد7/25و3/25

 اسپرم آلدهيدديمالون ميزان ارزيابي

هاي مختلـف پـس نتايج اكسيداسيون ليپيد غشاء در گروه

هاي مغناطيسي شده نشان كنندهاز فرآيند انجماد در رقيق

شـده دهد كه با افزايش شدت ميدان مغناطيسي اعمالمي

شده در ايـن آزمـايش ميـزان استفاده lakeكننده بر رقيق

كـه طوريبهردك پراكسيداسيون ليپيد نيز افزايش پيدا مي

هــاي تــرين ميــزان ليپيــد پراكسيداســيون در گــروه بــيش

به 6000و 4000، 2000 ،24/3ب بـا مقـادير ترتيـ گوس

 مشاهده شد كه در مقايسـه بـا گـروه درصد51/3و35/3

 داري بــالاتر بودنــديطــور معنــبــه) درصــد54/2( شــاهد

)05/0p<(،امــا بــين ســه گــروه گــزارش شــده اخــتلاف

).3جدول( داري مشاهده نشد معني

 بحث

زاي هـا تحـت شـرايط تـنش در طي فرآيند انجماد، اسپرم

توانـد باعـث اخــتلال در گيرنـد كـه مـي متعـدد قـرار مـي 

و يا آسيب اندامك عمل جمله ايناز. هاي سلولي شودكرد

ميتنش و تـنش اسـمزي اشـاره ها توان به تنش سـرمايي

و در به كرد واسطه درصـد نتيجه ميزان اكسيداسيون غشا

ميبيشتر واكنش يابد كه ايـن امـر هاي اكسيداتيو افزايش

ميو زنده ماندن در نهايت 10( دهـد عمر اسپرم را كاهش

 از انجمادپس لقاح ميزانكه داده شده است نشان).11و

 طــور بــهآنيغشــا نامناســب عملكــرد واســطه بــه اســپرم

 همچنـين).13و12( يابـد مـي كـاهشاي ملاحظـه قابـل

 مهار اسپرم، سيتواسكلت،DNA تغييراتبه منجر انجماد

 كـه شده اسپرم آكسونم تخريبو تخمكبه اسپرم اتصال

اگرچـه).15و14( شـود مـيآن جنبايي كاهشبه منجر

هاي متعددي براي توسعه يـك روش مناسـب بـراي تلاش

امـا هنـوز يـك،انجماد اسپرم طيور صورت گرفتـه اسـت 

).16( اسـت پروتكل موفق براي انجماد بـه دسـت نيامـده 

هاي هاي قوي آسيبهاي فعال اكسيژن كه القا كنندهگونه

اكسيداتيو هسـتند بـر تنظـيم عملكردهـاي ناشي از تنش 

هـاي در سـال.نقـش دارنـديسخاص سلول مانند آپوپتوز

هـاي هاي زيادي براي حذف راديكـال اخير محققين تلاش

هـاي تمـام روش. اندداشته ذوب-هاي انجمادآزاد از محيط

هـاي هـاي آزاد همـواره روش جلوگيري از فعاليت راديكال

اين موضوع سبب شده اسـت كـه.)17( بوده استتدافعي 

و رويكردمحققين روش از ها هاي جديدي بـراي محافظـت

فرضيه. پيشنهاد دهند ذوب-انجماد اسپرم در حين فرآيند

0G2000G4000G6000GSEM صفات

5/60a0/52b6/54b7/53b1/2 (%)پتانسيل غشاء ميتوكندري

3/2 7883 80 82 (%)مويكپارچگي آكروز

nmol/ml(54/2a24/3b35/3b(مالون دي آلدهيد
51/3b78/0
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هـاي امـواج مغناطيسـي گونـه كـه اين پژوهش ايـن بـود

آن را از طريق الكترون اكسيژن فعال هـا غيرفعـال دهي بـه

ــي ــدم ــدان. كنن ــدهاي مي ــعيف پيون ــا تض مغناطيســي ب

آ واندروالسـي بـين مولكـول  و بـا شكسـتن،)18(بهـاي

و افـزايش پيوندهاي هيدروژني باعث آزادسـازي الكتـرون

در بـه گونـه)19( انتقال الكتـرون  و  هـاي اكسـيژن فعـال

آن نتيجه باعث غيرفعال و ايـن ها مـي سازي گونـه از شـوند

فع اسپرم در برابر گونه ميهاي اكسيژن و ال محافظت كنـد

مي در همچنـين. شـود نتيجه باعث افزايش كيفيت اسپرم

هـاي ميدان مغناطيسي از طريق افزايش حلاليـت محـيط 

و نيـز از طريـق تشـكيل كريسـتال پايه رقيق هـاي كننـده

تر، باعث محافظـت از اسـپرم در شـرايط انجمادي كوچك

و بهبود كيفيت اسپرم مي .شود انجمادي

لاعات دقيقي از نحوه چگونگي اثرات القـاي گرچه هنوز اط

هاي مختلف ميدان مغناطيسـي بـر اسـپرم خـروس شدت

-ولي تاكنون اثرات مثبت آن بر اسـپرم گونـه،وجود ندارد

و سلول هـاي هايي مانند خوك، گاو، جوجه گوشتي، موش

در طـي فرآينـد. گزارش شـده اسـت بنيادي جنين انسان

تنانجماد، اسپرم ميشها تحت شرايط گيرند زا متعدد قرار

و يا آسيب انـدامك كه مي -تواند باعث اختلال در عملكرد

منظـور اين آزمـايش اولـين مطالعـه بـه. هاي سلولي شود

هـاي مختلـف ميـدان مغناطيسـي بـر بررسي اعمال شدت

.)20( محيط انجمادي اسپرم است

آن)21(و همكاران سوگا هـا كه نتايج حاصل از تحقيقات

هاي اسـپرم كـه ميـدان مغناطيسـيد ذوب نمونهنشان دا

آن30مدت به و دقيقه به ماني زنده ها القاشده بود جنبايي

. هاي غير مغناطيسي شده داشـتند بالاتري نسبت به نمونه

اي ديگـر اثـر ميـدان مغناطيسـي بـر همچنين در مطالعه

هـاي ميـدان).22(گرفـتر بررسي قـرا اسپرم انسان مورد

هرتـز باعـث افـزايش حركـت10فركـانس مغناطيسي بـا 

از) برابر8/1( اسپرم سريع هاي يافته.شدساعت چهاربعد

داد كه قـرار نشان)23(و همكاران تاتنو حاصل از تحقيق 

گرفتن اسپرم در معرض ميدان مغناطيسـي باعـث بهبـود 

ميويژگي . شود هاي حركتي اسپرم در شرايط آزمايشگاهي

ــا توجــه ــه ب اخب ــات ــدان مطالع ــرات مي ــر روي اث ــاي ي ه

و انسان مي تـوان بـه ايـن مغناطيسي بر اسپرم گاو، خوك

و افـزايش  نتيجه رسيد كه ميدان مغناطيسي باعث بهبـود

جمله حركت پيشرونده اسـپرم برخي پارامترهاي اسپرم از

هـاي شـده كـه ميـدان در اين آزمايش نشان داده. شود مي

بـه آكـروزوم مغناطيسي با فركـانس پـايين هـيچ آسـيبي 

در. كنـد اسپرم انسـان وارد نمـي  كـاهش جنبـايي اسـپرم

شده هاي رقيقهاي بالاي ميدان مغناطيسي در نمونهشدت

-توان به علت افزايش سـطح گونـه با آب مغناطيسي را مي

با كاهش جنبـايي ROSهاي اكسيژن فعال نسبت داد زيرا

و اين احتمال وجـود دارد كـه   اسپرم ارتباط مستقيم دارد

ــطح ــزايش س ــروه ROSاف ــيون گ ــث اكسيداس ــاي باع ه

و درنتيجه كاهش فسفوريلاسيون پروتئين هاي سولفيدريل

شود كـه ايـن امـر باعـث كـاهشميآكسونمال در اسپرم 

).24( گرددجنبايي مي

يكي ديگر از دلايل كاهش عملكـرد اسـپرم در تيمارهـاي

هاي آزاد پـس گوس اين است كه راديكال 6000و 4000

هـا منجر به مهـار فعاليـت برخـي از آنـزيم،از عبور از غشا

ايـن. شودمي) G6PD( دهيدروژنازفسفات-6-گلوكز نظير

ــوكز از طريـــق شـــنت آنـــزيم ــال گلـ ــزان انتقـ ــا ميـ هـ

كنـد را كنتـرل مـي) مسيرپنتوزفسفات(هگزوزمونوفسفات 

-آميـد اين مسير در شـرايط عـادي توليدكننـده نيكـوتين 

احياشـده بـراي ) NADPH(فسـفات نوكلئوتيدديآدنين

عنـوان بـه NADPH. هاي احيايي در سلول اسـت واكنش

توسـط سيسـتم آنزيمـي ROS منبع الكترون جهت توليد

NADPH مي مهار شنت. گيرداكسيداز مورداستفاده قرار

عنـوانبه NADPH هگزوزمونوفسفات باعث كاهش توليد

مياكي ه عمـل نتيجـدر. شود والان احياء كننده در سلول

بـه فـرم ) G-SH(پراكسيداز به گلوتاتيون آنزيم گلوتاتيون

مجـدديسلول براي احيا. گردداكسيد شده آن تبديل مي

بنابراين،احتياج دارد NADPHگلوتاتيون اكسيد شده به 

باعـث G6PDعلت مهار آنزيمبه NADPHكاهش سطح 

عنـوان سـد كاهش فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسـيداز بـه 

ــاع ــيدف ــيداني آنت ــيتاكس ــودي م ــزان،ش ــابراين مي بن
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-اسپرم افزايش مـييپراكسيداسيون فسفوليپيدهاي غشا

مي يابد، در ي كند، نتيجه نتيجه سياليت غشاء كاهش پيدا

).26و25( اين تغييرات كاهش جنبايي اسپرم خواهد بود

هاي بررسي نتايج حاصل كه اثر ميدان مغناطيسي با شدت

شـده در محـيط انجمـادي كننده استفاده رقيقمختلف بر 

-دهد كه هيچ اختلاف معنـيمياسپرم خروس بود، نشان 

گـوس 6000و 4000، 2000هاي شاهد، داري بين گروه

و مـرده مشـاهده نشـد از در. نظر اسپرم زنده، آپوپتوتيك

كننـده رقيـق از اسـتفاده نشان داده شد كـه مطالعه حاضر

ا تفـاوت نجماد اسپرم خـروس، مغناطيسي شده در محيط

. نكـرد ايجـاد غيـر نرمـال هاي اسپرم ميزان در داريمعني

و انجماد طي ديده صدمه هاي اسپرم كه است اين بر فرض

دشـو مي فعالاكسيژن هاي گونه توليد افزايش باعث ذوب

 نمونـه همـان در موجـود نرمال هاي اسپرم به تواند مي كه

و عوامل. بزند آسيب  مختلفي وجود دارد كـه بـر فاكتورها

ت . ثيرگـذار اسـتاشدت بهينه اين امواج بر نتـايج انجمـاد

به مهم و نظر ترين اين فاكتورها فرمولاسيون انجمادي است

و كننده رقيقيرسد اجزا مي هاي انجمادي ازجملـه قنـدها

و بافرها بـر نتـايج امـواج بـا شـدت نمك هـاي مختلـف ها

ت همچنـين از ديگـر. ثيرگذار استات ثيرگـذارافاكتورهـاي

و تركيبـات موجـود هاي گونهتفاوت اي، مورفولوژي اسپرم

مييدر غشا و با توجه به اين اسپرم كـه مورفولـوژي باشد

و مجزا با اسپرم  اسپرم در خروس ساختاري كاملا متفاوت

بيني است كه ميزان شدت اين قابل پيش،پستانداران دارد

و ساير گو امـواج. ها متفاوت باشدنهبهينه امواج در خروس

به دارنده باعث افزايش نفوذ نگه داخل اسـپرم هاي انجمادي

هاي انجمادي مثل دارنده آب مغناطيسي شده نگه. شود مي

حل مي مي لسيتين سويا را بهتر در خود و باعث شـود كند

پوشش آپوليپوپروتئيني لسيتين سويا غشا اسـپرم را بهتـر 

.حفاظت كند

 گيري نتيجه

و عوامـل متنـوعي مـي اگرچه فاكتور تواننـد بـر نتـايج هـا
هـاي انجمـادي تاثيرگـذار كننـده مغناطيسي كردن رقيـق 

رسـد مغناطيسـي كـردن مسـتقيم نظـر مـي باشند، اما بـه 

كننده انجمادي در پرنـدگان نتـايج مفيـدي نداشـته رقيق
ــد ــه. باش ــايد ب ــار اســمزي ش ــودن فش ــالاتر ب دليــل ب
هـايو بـالا بـودن تعـداد نمـك هاي پرنـدگان كننده رقيق

ها سبب عدم تاثيرگذاري امـواج مغناطيسـي موجود در آن
بـا ايـن حـال انجـام. هـا شـده باشـد كننـده بر خود رقيـق 

در مطالعات بيشتر هم در نحوه ساخت رقيق و هـم كننـده
كننـده توصـيه نحوه مغناطيسي كردن مستقيم خود رقيق
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Abstract 

Aim: This study was carried out to investigate the application of different magnetic intensities 
on the sperm freezing medium. 

Material and methods: In this experiment, the magnetic field induction of 0, 2000, 4000 and 
6000 Gauss was used to determine the optimum intensity during the freeze-thawing process. 
Semen samples were collected from 10 pieces of 24-week-old Ross 308 broiler chickens 
using abdominal massage technique. In this study, the experimental treatments were: 1) 
ordinary diluent, 2) G2000-intensive magnetic diluent, 3) G4000-intensive magnetic diluent, 
and G6000-intensive magnetic diluent. The used diluent in this study was the Lake diluent. 
This diluent was mixed with 1% soy lecithin and 5% glycerol, and then on the basis of the 
experimental treatments, they encountered different magnetic intensities. Diluted sperm was 
frozen based on each treatment, after cooling in a 0.25 ml straws. After freezing some sperm 
parameters such as total and progressive motilities, morphology, membrane integrity, MDA 
production, apoptosis status and mitochondrial activity were evaluated. 

Results: Results showed that different magnetic fields had no significant effect on total and 
progressive mobilities, membrane integrity, morphology, lipid peroxidation, acrosome 
integrity and apoptosis mechanisms of rooster sperm. Just mitochondrial membrane potential 
in the control group was higher than other groups (60.5%, P<0.05). 

Conclusion: It seems that exposure of rooster semen cryopreservation media with magnetic 
field cannot be efficient for quality of sperm after thawing. 

Keywords: freezing-thawing, rooster sperm, magnetic waves, extender 
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