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  )بانك اسپرم(ارزيابي و مقايسه محيطها و روشهاي مختلف انجماد و نگهداري اسپرم 
 

، محمدمهـدي  4 (.A.D)معـصومه بلـورزاده   ، M.D.(3(هـومن صـدري اردكـاني      ،  2(.Ph.D)، محمدرضا صادقي  1(.M.Sc)اصغر طالبيان 
  . 2 (.Ph.D)آخوندي 

  .سينا، تهران، ايران ابن -شگاهيوريهاي نوين علوم پزشكي جهاددانفناشناسي، پژوهشكده   مربي، گروه غدد توليدمثل و جنين-1
  .سينا، تهران، ايران  ابن-شناسي، پژوهشكده فناوريهاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي  استاديار، گروه غدد توليد مثل و جنين-2
  .سينا، تهران، ايران  ابن- جهاددانشگاهيشناسي، پژوهشكده فناوريهاي نوين علوم پزشكي  مربي، گروه غدد توليد مثل و جنين-3
  .سينا، تهران، ايران  ابن-سينا، پژوهشكده فناوريهاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي  تكنسين آزمايشگاه، مركز درمان ناباروري ابن-4
  
  

  
  

انجمـاد  . پـردازد   مـي بـسيار پـايين     دماي  ل در   اي از علم كرايوبيولوژي است كه به حفظ و نگهداري طولاني مدت سلو               انجماد شاخه  :زمينه و هدف  
 سبب كاهش  هموارهروند انجماد. شود انجام مي دامپروري صنعتو هاي نگهداري اسپرم  بانكباروري و درمان ناطور معمول در مراكز ه اسپرم ب

  مـورد ارزيـابي    در تحـرك اسـپرم   هـاي مختلـف انجمـاد    روشـها و محـيط  تـأثير   چند سالي است كـه   ؛گردد  عملكرد و ظرفيت باروري اسپرمها مي     
لـذا   ؛نيز وجود نداردروش استاندارد انجماد اسپرم بنابراين  و  است  نشده  معرفي  با اين وجود هرگز بهترين محيط انجماد اسپرم         . گرفته است قرار  

بنـابراين هـدف اصـلي ايـن        . سـد ر هاي تجربي بسيار ضروري به نظر مـي        تكنيك مناسب انجماد و نيز محيط مناسب انجماد بر اساس يافته          معرفي  
 با دو روش انجمـاد  GEYC و  HSPM  ،TYBGمطالعه بررسي ميزان بقا و تحرك اسپرم طي روند انجماد به كمك سه محيط مختلف انجماد شامل                  

 .باشد مي) فاز بخار ازت مايعنجماد در ا(و روش غيردستگاهي ) ريزي شده برنامه(دستگاه آهسته به كمك 

آناليز مايع سمينال مطابق اسـتاندارد     . دشآوري     نمونه مايع سمينال از افراد طبيعي، در ظروف يكبار مصرف استريل جمع            22 تعداد : بررسي روش
WHO  مطـابق  ) روش غيردسـتگاهي  (ازت مـايع    و انجمـاد در فـاز بخـار         ) ريـزي شـده     روش برنامه (با دستگاه   آهسته  برنامه انجماد   .  انجام گرديد

. ارزيـابي گرديـد  شده پس از يـك هفتـه        ذوبهاي تازه و نيز       لظت اسپرم قبل از انجماد و درصد تحرك بر روي نمونه          غ. دشپروتكل موجود انجام    
 قـسمت تقـسيم و هـر قـسمت بـا يكـي از محيطهـا        3هر نمونه سيمن به . تعريف شد ) CSF(درصد بازيافت اسپرم متحرك تحت عنوان فاكتور بقاء         

بخشي از نمونه با هر يك از سه محيط مختلف به روش فاز بخار ازت               . ز محيطها به دو بخش تقسيم شدند      مخلوط نمونه با هر يك ا     . مخلوط گرديد 
 جهـت  t- test، آزمـون  11 ويـرايش SPSSآناليز آمـاري بـا اسـتفاده از برنامـه     .  منجمد گرديدندبه روش آهستهدستگاه توسط مايع و بخش ديگر 

 جهـت   LSDاسپرمها قبل از انجماد و بعد از ذوب كردن با دو روش مختلف انجماد وآناليز واريـانس يـك طرفـه و آزمـون تقريبـي                           مقايسه تحرك   
  . در نظر گرفته شد05/0 يدار  و سطح معنيتحرك قبل و بعد از انجماد با سه محيط مختلف انجام شد مقايسه
   ،بوده، اما پس از ذوب طي روش انجماد آهسته بـا دسـتگاه            % 13/46±29/8ز فريز كردن     ميانگين درصد تحرك اسپرم قبل ا      ،براساس نتايج : نتايج

و همچنين طي روش انجماد در فاز بخـار ازت          %) 75/4±04/16 (TYBGو محيط   %) 57/4±31/16 (GEYC محيط   ،%)HSPM) 5±9/16هاي    با محيط 
تفـاوت  . كـاهش چـشمگيري نـشان داد      %) 47/4±18/14 (TYBGو محـيط    %) 14/5±13/14 (GEYC، محـيط    %)HSPM) 55/4±95/16هـاي     با محيط 

همچنـين  . مـشاهده گرديـد  ) 007/0=p (TYBGو ) GEYC) 001/0=pيك از دو محـيط   داري بين روش دستگاهي و روش فاز بخار ازت با هر           معني
  . وجود داشت) 05/0=p (TYBGو محيط ) GEYC) 05/0=p و دو محيط HSPMداري بين محيط  تفاوت معني

 دستگاه و روش اسـتفاده از فـاز بخـار ازت             با روش انجماد آهسته  اسپرم به دنبال    پس از ذوب كردن     اي اين مطالعه    ه  براساس يافته  :گيري جهنتي
بهتـرين  ولـي  . گـردد  ملاحظه ميقبل از انجماد اسپرم نسبت به گيري در تحرك    كاهش چشم  TYBG و   HSPM  ،GEYCمايع با هريك از سه محيط       

   HSPM  در محيط ،هاي انجماد  محيطةدر مقايسبدست آمد و انجماد آهسته توسط دستگاه  طي روش ذوبميزان بقا اسپرم پس از بازده تحرك و 
ولـي بـا توجـه بـه عـدم       ؛بالاتر بود) =GEYC)05/0P-value  وTYBGهاي  نسبت به محيطميزان بقاء اسپرمها پس از ذوب داري  صورت معنيه ب

هـاي سـيمن نرمـال         و روش انجماد در فاز بخار براي نمونـه         HSPM انجماد    نجماد در تمامي مراكز، استفاده از محيط      امكان دسترسي به دستگاه ا    
  . گردد توصيه مي

  

  .انجماد آهسته روش ، وانجماد در فاز بخار روش ، HSPM، GEYC ،TYBGانجماد، انجماد، محيط اسپرم، بانك  :گانواژ كليد 
سينا،  ابن -فناوريهاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهيشناسي، پژوهشكده  توليد مثل و جنين ، گروه غددآخونديمهدي دكترمحمد : مكاتبهمسئول

  . ، اوين، تهران، ايران19835 -177صندوق پستي 
  akhondi@avesina.ac.ir: پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
ــاد ــاخه1انجم ــوژي   ش ــم كرايوبيول ــه  2اي از عل    اســت ك

 بـسيار   دمايبه حفظ و نگهداري طولاني مدت سلول در         
پايه اسـتوار  اين بر مكانيسم انجماد ). 1 (پردازد  ميپايين  

 آب موجــود در سـلول در اثـر كــاهش   هرگـاه اسـت كـه   
بـدون  اي كـه      گونهه  به يخ تبديل گردد، ب     مناسب حرارت 

ت مولكـولي را    اطـور مـؤثر حرك ـ    ه   ب ـ ،ه سـلول  آسيب ب ـ 
متوقف كند، فرآينـدهاي بيوشـيميايي سـلول بـه تعويـق            

شود و در نتيجه بقا سلول افزايش         افتاده و يا متوقف مي    
مهمتـرين اصـل در فرآينـد انجمـاد، كـاهش           ). 1( يابد مي

 داخــل ســلولي و 3آســيب در اثــر تــشكيل بلورهــاي يــخ
كـردن   كه با سرد  هاي سمي موجود در سلول است        نمك

  ، قبـل   4ج آب داخل سلولي تـا حـد مناسـب         وو خر آهسته  
 ــ  ــي آن، ب ــا  ط ــردكردن ي ــايگزين  ه از س ــك ج ــراه ي   هم

تاريخچـه انجمـاد اسـپرم بـه        ). 2(شود    انجام مي مناسب  
ــدود  ــل  200ح ــال قب ــيبر س ــردد م ــال . گ ، 1776در س

Spellazani  زده حيـوان     كه مايع سمينال يخ     گزارش كرد
دوبــاره رســاندن بــه حــرارت محــيط در بــرف، پــس از 

در . سـت ا   تحرك اسـپرم خـود را بدسـت آورده         5)ذوب(
كـه تعـداد كمـي از        متوجه شـد     Metegazza،  1866سال  
   مـدت طـولاني در حـرارت      ه   كـه ب ـ   منـي مايع  هاي    اسپرم

° C15-  دوبـاره تحـرك   پـس از ذوب    ذخيره شـده بـود
ي بعدها بانك اسپرم بـرا    ). 3-5(اند    خود را بدست آورده   

). 3( گرديـد هاي حيوانات انسان پيشنهاد      نگهداري اسپرم 
طور اتفاقي مـشاهده كـرد كـه        ه   ب Jahnel،  1937 درسال

سـازي در     بخشي از اسپرماتوزوئيدهاي انسان با ذخيره     
مانند   زنده مي-C269 °و  -C79-، ° C196 °هاي  حرارت

 آزمايشات اوليه با مايع سيمن يخ زده انسان، بازده          .)6(
). 3(گزارش نمودند   % 10 را در حدود   ذوبپس از   تحرك  

ــ ــاب    ه ب ــپرمها در غي ــا اس ــرك و بق ــازده تح ــال ب هرح

                                                      
1-Cryopreservation  
2-Cryobiology  
3- Ice formation   
4- Dehydratation  
5-Thawing  

و پيـشرفت   ) 5 (استهاي نگهدارنده بسيار محدود      محيط
ــاقي  ــا كــشف اتف ــد انجمــاد ب ــ رون ــوان ه گليــسرول ب عن

 و  Polgeهاي گاو توسـط      نگهدارنده مناسب براي اسپرم   
 اولـين نـوزاد     .)7(گرديـد     آغـاز  1949همكاران در سال    

 1953ســپرم منجمــد شــده انــسان در ســال احاصــل از 
كه امروزه جهت انجمـاد      GEYC 6 محيط   .)8 (متولد شد 

ــي   ــتفاده م ــسان اس ــپرم ان ــود اس ــدادر  ؛ش ــط  ابت توس
Ackerman  ــه ــر ده ــد   1960 در اواخ ــي گردي ). 1(معرف

هـاي چـشمگيري در زمينـه         سال گذشته پيشرفت   30طي
ــشكيل بانــك اســپرم، اســتفا  هــاي مختلــف  ده از روشت

انجماد اسـپرم   . داده است  هاي مختلف رخ   انجماد و محيط  
 روتين جهت سهولت دسترسي به مايع سمينال   اي  برنامه

ــيح در  ــت تلق ــدگان، جه ــا   اهداءكنن ــومي ي ــوارد وازكت   م
در بيماري ايـدز،     هاي اخير  شيمي درماني و نيز در سال     

اسـپرم در   ميـزان بقـاء     بهينه نمودن   از اين رو    . باشد  مي
يكـي  . رسد   انجماد بسيار ضروري به نظر مي      هاي  برنامه

از عوامل اساسي مؤثر در ميزان بقاء اسپرم طي انجماد،          
جهـت حفـظ و نگهـداري       محيط و روش مـورد اسـتفاده        

  امـــروزه اســـتفاده از اســـپرم ). 9(باشـــد  مـــياســـپرم 
 جهت تلقيح مصنوعي و تلقيح توسـط      AID(7(اهداء كننده   

گـردد    طـور روتـين انجـام مـي       ه   ب AIH(8(  شوهر اسپرم
طي مراحل   تخمك و جنين انسان      -و انجماد اسپرم  ) 10(

يكـي از اهـداف اصـلي       مختلف اوليـه تـا بلاستوسيـست        
سه محـيط متـداول كـه بيـشتر در          . باشد   مي IVFبرنامه  

گيرند، شامل محيط    انجماد اسپرم مورد استفاده قرار مي     
HSPM 9  ،GEYC  ــيط ــن  مــــيTYBG10و محــ  دباشــ

با توجه به اينكـه رونـد انجمـاد، سـبب كـاهش             ). 3،  11 (
آســيب بــه غــشاء از طريــق ظرفيــت بــاروري اســپرمها 

ســلولي و نيــز آســيب بــه تحــرك اســپرمها و تغييــر در 
 و DNAمورفولــوژي و آســيب آكروزومــي، آســيب بــه 

                                                      
6- Glycerol Egg Yolk Citrate  
7-Artificial Insemination by Donor 
8- Artificial Insemination by Husband 
9- Human Sperm Preservation Medium 
10- Test Yolk Buffer- Glycerol 

www.SID.ir
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 چند سـالي    ؛گردد  درستي ساختمان و عملكرد اسپرم مي     
جماد جهت بررسي   هاي مختلف ان   است كه ارزيابي روش   

از طـرف   . تأثير آنها در تحرك اسپرم انجام گرفته اسـت        
هاي نگهدارنده مختلف اسپرمها را از اثـرات          ديگر، محيط 

مراكـز  بسياري از . كنند منفي در روند انجماد حفاظت مي   
محــيط (مــرغ   حــاوي زرده تخــمTES-Trisاز بافرهــاي 

TYBG (  وHSPM      هـاي   از محـيط  كز  امر و نيز برخي از
تمـامي  اگرچـه   . كنند   استفاده مي  GEYC همچونيگري  د

 از نظر كيفيت تاحـدودي      را  اسپرم ،هاي نگهدارنده  محيط
 ولي هرگـز بهتـرين محـيط جهـت انجمـاد            ؛كنند  حفظ مي 

اسپرم شـناخته نـشده و هـيچ روش اسـتاندارد انجمـاد             
ارائــه روش و لــذا ) 9، 12(معرفــي نــشده اســت اســپرم 

 از محيط مناسب بر اساس      مناسب انجماد و نيز استفاده    
بنـابراين  . رسـد  هاي تجربي ضروري بـه نظـر مـي         يافته

هدف اصلي ايـن مطالعـه بررسـي ميـزان بقـا و تحـرك               
 و  HSPM  ،TYBGمحيط مختلـف شـامل      در سه   اسپرم  
GEYC           انجماد   با دو روش مختلف انجماد شامل روش
انجمـاد در   و روش   ) روش دسـتگاهي  (با دستگاه   آهسته  

 كه هر   باشد  مي) روش غيردستگاهي (  مايع فاز بخار ازت  
. استيند انجماد به روش سرد كردن آهسته        آ فر دو جزء 

و روش انجمـاد روي     ي فـوق     اثرات محيطهـا   اين مطالعه 
ــپرم  ــپرم تحـــرك اسـ ــاء اسـ ــابي را و بقـ ــورد ارزيـ   مـ

  .دهد قرار مي
  

  روش بررسي
ــاز    ــورد ني ــايل م ــواد و وس ــامل م ــيش  ، 2 ، ضــامن1ن

ــوب ــت3ويزوتيــ ــين4 ، گابلــ ــين   و5 ، كــ ــتر كــ     6اســ
)CryoBio System, France(دسـتگاه  و  7  نگهداري، تانك

هـر دو سـاخت   ) Cryo440-1.7, Mode Kryo 10( فريـز 

                                                      
1- Straw  
2- Rods 
3- Visotube 
4- Goblet 
5- Cane 
6- Canister 
7- Dewar 

ــركت  ــستان، Planerشــ ــافر  انگلــ ، TES (T-1030)بــ
 استرپتومايـسين  ،G -سـيلين    پنـي  ،(D-9434)دكستروز  
(S-0890)  8، سيترات سديم (S-4641) گلوكز ، (G-6152) ،

ــسين گلا ــده از (G-8898)يـ ــه شـ ــركت تهيـ  Sigma شـ
)USA( ، ــافر ــوز  ،Tris (108382)بــ ، (105323)فروكتــ

ــده از، (104093 گليـــسرول ــه شـ  Merck شـــركت تهيـ
)Germany( ، محـــيط آمـــادهHSPM) Fertipro Sperm 

FreezeTM, France (رديدگ تهيه.  
 نمونـه مـايع     22 تعـداد    :هاي مايع سـمينال      تهيه نمونه  -1

 روز خـودداري از     2-5 بعـد از       طبيعـي افراد  سمينال از   
ــتريل   ــار مــــصرف اســ ــروف يكبــ ــي، در ظــ نزديكــ

  دمـاي   دقيقـه در     30ها بـه مـدت        نمونه. گرديد آوري  جمع
° C37      قرار داده شدند تـا از حالـت لختـه خـارج شـوند .

 فت انجام گر  WHOآناليز مايع سمينال مطابق استاندارد      
قبل از  ) ليتر   ميلي تعداد اسپرم در هر   (غلظت اسپرم   . )13(

 متحرك به كل    هاي  درصد اسپرم ( تحرك   ميزانانجماد و   
 ذوبهـاي تـازه و نيـز بعـد از             بر روي نمونـه   ) هااسپرم

ميـزان بازيافـت اسـپرم متحـرك تحـت          . ارزيابي گرديـد  
   :تعريف شد زيرصورت ه ب CSF(9(عنوان فاكتور بقاء 

  
                                                                                  

 
 قسمت تقسيم گرديد و هـر قـسمت         3هر نمونه سيمن به     

. با يك محيط تهيه شـده بـه روش زيـر، مخلـوط گرديـد              
مخلوط نمونه با هر يك از محيطها بـه دو بخـش تقـسيم              

بخشي از نمونه با هر يك از سه محيط مختلف          . گرديدند
  يع و بخـش ديگـر      فاز بخـار ازت مـا     انجماد در   به روش   
  .دستگاه منجمد گرديدانجماد آهسته توسط به روش 

  : طرز تهيه محيطها-2
ايـن محـيط كـه حـاوي آلبـومين سـرم       HSPM: محيط  -

باشـد    مي) v/v% (20 و گليسرول  g/l 9/4انساني به غلظت    
  صورت تجاري وآماده مصرف، اسـتفاده گرديـد كـه          ه  ب

                                                      
8- Trisodium citrate 
9- Cryo Survival Factor 

 كردن ذوبدرصد تحرك اسپرمها پس از 
CSF= ×100  درصد تحرك اسپرمها قبل از انجماد    
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مـايع   ml1+  محيط نگهدارنده  ml7/0( 1: 7/0 صورت  ه  ب
  ). 9،1-11 ،14( ديبا نمونه سيمن مخلوط گرد) سمينال

 اين محيط كه حاوي زرده تخـم مـرغ و            :TYBG محيط   -
  صــورت ه  بــml100باشــد، بــراي حجــم  گليــسرول مــي

  بـافر  ،  mM 176 بـا غلظـت       TES  بافر :شود زير تهيه مي  
Tris   بـــا غلظـــتmM 80دكـــستروز بـــا غلظـــت    و   

mM 9  . براي مقدار احتساب شدهml100   از مـواد فـوق 
   و سـپس بـه غلظـت        شـد  آب مقطر حـل      ml50در حدود   

8) %v/v ( ،ــسرول ــيU/ml1000گليــ ــيلين   پنــ    وGســ
µg/ml 1000 گرديــد استرپتومايــسين ســولفات اضــافه. 

.  رســانده شــدml100 بــه حجــم pH=4/7پــس از تنظــيم
بـه  و   صـاف    µm22/0محلول نهايي با استفاده از فيلتـر        

 موقـع اسـتفاده بـه       .منجمد گرديد  ml8هاي كوچك    حجم
 ml8به   (شدمرغ تازه اضافه      زرده تخم ) v/v% (20غلظت  

ــرغml2از محــيط  ــه و) زرده تخــم م   هــاي ســيمن   نمون
  ).14،11،9،1(  با اين محيط مخلوط گرديد1:1صورت ه ب
مـرغ     اين محيط نيز كه حاوي زرده تخم        :GEYC محيط   -

صورت ه   ب ml100باشد، براي حجم كلي       و گليسرول مي  
   گلـوكز،  gr 8/0سـيترات،     سـديم تـري    g2: دش ـزير تهيه   

gr8/0    فروكتوز و gr2/0       گلايـسين در حـدود ml50  آب 
 و گليـسرول بـه آن اضـافه         ml3/21 و     دگرديمقطر حل   

 بــا آب مقطــر بــه حجــم نهــايي  =4/7pHپــس از تنظــيم 
ml100 ــه   . شــد رســانده ــسيم ب ــس از تق ــيط پ ــن مح اي

سـال پايـدار     تـا يـك  -C70 ° در ml9هـاي كوچـك    حجم
ــه غلظــت   . باشــد مــي زرده ) v/v% (25موقــع اســتفاده ب
) مرغ تـازه     زرده تخم  ml 3 از اين بافر     ml 9به  (مرغ    تخم

  هــاي ســيمن  د بــا ايــن محــيط نيــز نمونــه يــاضــافه گرد
  ).1، 3، 9-10( دندش مخلوط 1:1صورت ه ب
 روش كلي كار با هر يك از سـه محـيط            : روش انجماد  -3

هـا بـه دمـاي         كه پس از رساندن محـيط      بودرتيب  بدين ت 
آزمايشگاه، بر روي يـك حجـم از مـايع سـيمنال، حجـم              

 قطره قطـره و بـه آرامـي         ،محيط نگهدارنده   از مورد نياز 
بـه نمونـه مـايع سـمينال        ) ml/min 8/0با سرعت حدود    (

 دقيقـه   10نمونه بـه مـدت       .گرديد   خوب مخلوط    واضافه  
 سپس مخلوط محيط    ؛ده شد قرار دا در دماي آزمايشگاه    

،  شد ليتري كشيده   ميلي 25/0هاي    و نمونه را به داخل ني     
هـا،     هـوا در دو طـرف نـي        cm1با باقي گذاشـتن حـدود       

صـورت  ه  كـار ب ـ  . توسـط ضـامن بـسته شـد       دهانة نـي    
دوتايي انجام گرديد يعني براي هر نمونه بـا هـر يـك از              

هـاي   سه محـيط نگهدارنـده مختلـف و هـر يـك از روش             
در . دمنجمد گردي ستگاهي يا دستگاهي، دو عدد ني       غيرد

از يك فلاسك دو جداره جهت      انجماد در فاز بخار     روش  
ها بـر روي     ري ني اد و جهت نگهد   شفريز كردن استفاده    

اي مكعـب مـستطيل در ابعـاد         بخار نيـز از سـيني شـبكه       
دو عـدد نـي از هـر نمونـه و از            . مناسب استفاده گرديـد   

 دقيقه روي بخار    30مدت  ه   ب هريك از سه محيط مختلف    
 از مايع ازت بـه حالـت        cm 25ازت مايع به فاصله حدود      

كاهش حرارت از حرارت اتـاق بـه        (افقي قرار داده شدند     
، )-min ° C10/ انجمــاد و بــا ســرعت -C80 °حــرارت 

در و  ها در داخل ازت مايع فـرو بـرده شـد              سپس كل ني  
عدد نـي  دو ). -C196 °( ذخيره گرديدتانك ازت مناسب 

ديگر از هر نمونه و بـا هـر يـك از سـه محـيط مختلـف                  
  :صـورت زيـر منجمـد گرديـد       ه  ب ـانجماد  دستگاه  توسط  

 بـا سـرعت   -C6 °تا + C25 °كاهش درجه حرارت از ) 1
  min ° C2/ سردكردن

   بــراي مــدت -C6 °داشــتن در درجــه حــرارت  نگــه) 2 
   دقيقه10

ــا -C30 ° تــا حــرارت -C6 °كــاهش حــرارت از ) 3   ب
   C/min3/0 °سرعت انجماد

ــا حــرارت -C30 °كــاهش حــرارت از ) 4 ــا -C196 ° ت  ب
  -min ° C40/ سرعت انجماد

  .ها در نيتروژن مايع قرار دادن ني )5
 هفتـه بعـد از   يـك هـا پـس از        نمونه : اسپرم ذوب مجدد  -4

هـاي مـورد       نـي  ،ذوبجهـت   .  گرديد ذوب،  انجمادمرحله  
اي   ثانيـه  10تـاخير    پس از    ونياز از نيتروژن مايع خارج      

    دقيقـه در بـن مـاري       5در محيط آزمايشگاه، براي مدت      
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° C37شد ها برداشته   سپس ضامن ني. قرار داده شدند
و مـورد    سيمن خـارج      نمونهو با بريدن انتهاي ديگر ني       

  .قرار گرفتارزيابي و آناليز 
برنامـه    آنـاليز آمـاري بـا اسـتفاده از         : آناليز آمـاري   -5 

SPSS   آزمون   ،11 ويرايش t-test       جهـت مقايـسه تحـرك 
ــل از   ــپرمها قب ــاداس ــد از انجم ــا ذوب و بع دو روش  ب

 و )ANOVA(مختلف انجماد و آناليز واريانس يك طرفه    
جهت مقايسه تحرك اسـپرمها قبـل        LSDآزمون تعقيبي   

سـه محـيط مختلـف انجـام         بـا    ذوب و بعـد از      انجماداز  
 و ميزان  د در نظر گرفته ش05/0 يدار سطح معني. گرفت
CSF طي دو روش    ذوب و بعد از     انجمادها قبل از      نمونه 

  .مختلف و با سه محيط مقايسه گرديد
  

  نتايج
طي ، HSPM،TYBG  ،GEYCدر اين مطالعه سه محيط 

. دو روش مختلف انجمـاد مـورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد            
 و  انجمـاد  نمونه مايع سمينال قبـل از        22تحرك اوليه در    

ــد از  ــذوببعـــ ــودار  دول در جـــ ــمارةو نمـــ    1 شـــ

  .آورده شده است

ميانگين درصد تحرك اسپرم قبـل از       براساس اين نتايج    
 اما اين ميـانگين پـس از        ؛بود% 13/46±29/8فريز كردن   

هـاي   بـا محـيط   انجماد آهسته با دستگاه      طي روش    ذوب
HSPM) 5±9/16%( ــيط و ) GEYC) 57/4±31/16%، محـ
انجمـاد  روش  و نيز طي    ) TYBG) 75/4±04/16%محيط  

، )HSPM) 55/4±95/16%هاي    با محيط در فاز بخار ازت     
ــيط  ــيط ) GEYC) 14/5±13/14%محـــ  TYBGو محـــ

  .دهد كاهش چشمگيري نشان مي) 47/4±18/14%(
ــرين تحــرك اســپرم پــس از   ــاد روش ذوب در بهت انجم

. حاصل شـد  ) ريزي شده   برنامهروش  (آهسته با دستگاه    
 اگرچــه ؛دهــد نــشان مــي 1شــمارة همانطوريكــه جــدول 

اي در ميانگين درصد تحرك اسـپرم         تفاوت قابل ملاحظه  
و ) %9/16±5( بين دو روش دستگاهي      HSPMدر محيط   

 اما ميانگين   ؛ وجود ندارد  ؛)%95/16±55/4(فاز بخار ازت    
 GEYC با دو محـيط        ذوبدرصد تحرك اسپرم پس از      

نـسبت بـه     فاز بخار ازت     رانجماد د  طي روش    TYBGو  
 %13/14±14/5به ترتيـب  (كاهش داشت  روش دستگاهي   

   و روش انجمادTYBG, GEYC, HSPYامترهاي توزيع تحرك مايع سمينال به تفكيك محيط پار -1جدول 
  روشها و محيطها  (%) غيردستگاهيانجماد به روش    (%)دستگاهيانجماد به روش 

  
  پارامترها

قبل از 
انجماد 

(%)  
انجماد در 

 HSPM  محيط

انجماد در 
 GEYCمحيط 

انجماد در 
 TYBG محيط

انجماد در 
 HSPM  محيط

انجماد در 
  GEYCحيط م

انجماد در 
 TYBGحيط م

M±SD(  14/46 ( تحركميانگين  91/16  32/16  04/16  95/16  14/14  18/14  

3/8  تحرك انحراف معيار  5 57/4  75/4  55/4  15/5  48/4  

 5 5 8 8 5 8 25 كمترين تحرك

 23 25 25 25 25 25 60 بيشترين تحرك

25/11  ∗چاركيدامنه بين    26/6   5/3   7  25/6   8  8  

 n ( 100 72/5±89/35 43/6±2/34 11/6±18/34 64/5±26/36 66/6±14/29 26/6±11/30=22(   پس از ذوبCSF ميانگين

بـا تحـرك     هـاي   نمونهدر  تحرك  ن  يميانگ
<50 %)5=n(  

56 2/24  2/20  8/21  8/22  6/20  2/19  

 با تحرك هاي نمونه  درCSFميانگين 
<50  %)5=n(  

100  99/1±22/43 18/6±98/35  89/4±92/38 49/3±74/40 9/5±72/36 32/5±3/34 

بـا تحـرك     هـاي   نمونهدر  تحرك   ميانگين
>50 %)17=n(  

24/43  76/14  18/15  35/14  24/15  24/12  7/12  

 هاي با تحرك  نمونهدر  CSFميانگين 
>50 %)17=n( 

100 49/4±73/33 59/6±68/33 83/5±79/32 34/5±95/34 13/5±91/26 11/6±88/28 

   ∗ Inter quartile range 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  …طالبيان و                                                                                                                                  هاي مختلف انجماد و نگهداري اسپرم   روشايسهمق

 145 84بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

ــا محــيط  ــار ازت  در روش GEYCب ــاز بخ ــل ف در مقاب
 با همين محيط در روش دستگاهي و نيز         57/4±31/16%
ــا محــيط ±18/14% 47/4 فــاز بخــار  در روش TYBG ب

 با همـين محـيط در روش        %04/16± 75/4در مقابل   ازت  
داري بـين روش دسـتگاهي و         و تفاوت معنـي   ) دستگاهي

ــاز ــار ازت فـ ــيط   بخـ ــا هـــر يـــك از دو محـ    GEYCبـ
)001/0=P ( وTYBG) 007/0=P (بنــابراين . وجــود دارد

عنــوان انتخــاب اول جهــت انجمــاد، ه روش دســتگاهي بــ
  . دشو پيشنهاد مي

دهـد كـه اگرچـه تفـاوت قابـل            مطالعه حاضر نـشان مـي     
اي بين ميـانگين درصـد تحـرك اسـپرم پـس از               ملاحظه

حيطها طي روش دستگاهي     و مقايسه دو به دوي م      ذوب
، HSPM=%9/16±5بـــــه ترتيـــــب (وجـــــود نـــــدارد 

57/4±31/16%=GEYC  04/16±75/4و%=TYBG(ــا ؛  ام
ميانگين درصـد تحـرك پـس از        فاز بخار ازت    در روش   

عنوان يك  ه  ب) HSPM) 55/4±95/16%تاوينگ در محيط    
ــيط   ــشتر از دو محــ ــده بيــ ــيط نگهدارنــ  GEYCمحــ

ــوده و ) 47/4±18/14% (TYBGو ) 14/5±13/14% بـــــ
 بـين محـيط     )آناليز واريانس يكطرفـه    (داري  تفاوت معني 

HSPM و دو محيط GEYC) 05/0=P (و محيط TYBG  

)05/0=P (وجود دارد.  
هـاي   اسـپرم ذوب مقايسه ميانگين درصد تحرك پـس از    

ــيط   ــده در مح ــد ش ــTYBG و GEYCمنجم ــوان ه  ب عن
 نـشان   فـاز بخـار ازت    هاي نگهدارنده، طـي روش        محيط

هـاي درصـد     داري بـين ميـانگين      د كه تفاوت معني   ده  مي
و محــيط ) GEYC) 14/5±13/14%تحــرك دردو محــيط 

TYBG) 47/4±18/14% (   وجـود  فاز بخار ازت    در روش
هاي منجمـد    بهرحال ميانگين درصد تحرك اسپرم    . ندارد

نـده،  رعنوان يك محـيط نگهدا    ه   ب HSPMشده در محيط    
نگين درصــد داري را در مقايــسه بــا ميــا اخــتلاف معنــي

ــس از   ــپرم پـ ــرك اسـ ــر  ذوبتحـ ــيط ديگـ    در دو محـ
  ، محيط مناسـبتري  HSPMدهد، بنابراين محيط   نشان مي 

   و  GEYC ت بـه دو محـيط     ـرم نـسب  ـاسپ ـانجمـاد   ت  ـجه
TYBG  باشد مي.  

هـاي مـايع سـمينال بـه دو           همچنين زمانيكه تعداد نمونه   
تقـسيم  % 50و زيـر    % 50گروه با درصـد تحـرك بـالاي         

 بـا     نمونـه  5يانگين درصد تحرك اسپرمها براي       م .گرديد
 ولـي ميـانگين     ؛بود% 56 انجمادقبل از   % 50تحرك بالاي   

  ) يـا ميـزان بقـا     ( درصد تحرك و ميانگين بـازده تحـرك         
، HSPMهـاي     طي روش دستگاهي با محيط     ذوبپس از   
GEYC   و TYBG )     با ميـانگين   % 2/24به ترتيب برابربا

با %  HSPM  ،2/20محيط   در   22/43±99/1بازده تحرك   
 GEYC در محـيط     98/35 ± 18/6ميانگين بازده تحـرك     

ــازده تحــرك    % 8/21و  ــانگين ب ــا مي  در 92/38±89/4ب
ــيط  ــي روش  ) TYBGمح ــز ط ــار ازت  و ني ــاز بخ ــا ف ب
به ترتيب برابـر     (TYBG و   HSPM   ، GEYCهاي   محيط

 در محيط   74/40±49/3با ميانگين بازده تحرك   % 8/22با  
HSPM  ،6/20 %در  72/36±9/5ا ميانگين بازده تحـرك      ب 

بــا ميــانگين بــازده تحــرك     %  2/19 وGEYCمحــيط  
ــيط 32/5±3/34 ــشمگيري ) TYBG در محـ ــزايش چـ افـ

%  50 نمونه با ميانگين درصـد تحـرك زيـر           17نسبت به   
 نمونه با ميـانگين درصـد       17 بطوريكه در    ؛دهد  نشان مي 

 انجمـاد ، ميانگين درصد تحـرك قبـل از         %50تحرك زير   

مقايسه درصد تحرك قبل و بعـد از انجمـاد بـه تفكيـك-1نمودار
مربوط ) Outliers(محيط و روش انجماد، مقادير خارج از محدوده 

   رتـدار پـــ، مق9،3،7،15اره ـال شمـمينـع سـايـهاي م به نمونه
)Extremes ( 9مايع سمينال شماره.( 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  …طالبيان و                                                                                                                                  هاي مختلف انجماد و نگهداري اسپرم   روشايسهمق

146 84بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

24/43) %03/0P= (          بود و نيز ميـانگين درصـد تحـرك و
 طي روش دستگاهي با ذوبميانگين بازده تحرك پس از 

بـا ميـانگين بـازده تحـرك        %  HSPM) 76/14هاي   محيط
49/4±73/33 ،01/0P=( ــيط ــا GEYC) 18/15، محــ  بــ

و محـيط  ) = 05/0P، 68/33±59/6ميانگين بازده تحـرك  
TYBG) 35/14  %    79/32±83/5تحرك  با ميانگين بازده ،

01/0P = (  هـاي   و نيز طي روش غيردستگاهي بـا محـيط
بــا ميــانگين بــازده % HSPM) 24/15مــذكور بــه ترتيــب 

 24/12% (GEYC، محيط   )=01/0P،  95/34±34/5تحرك  
ــرك    ــازده تح ــانگين ب ــا مي و ) =004/0P، 91/26±13/5ب

ــيط  ــازده تحـــرك  % TYBG) 7/12محـ ــانگين بـ ــا ميـ بـ
11/6±88/28 ،02/0P= (باشد يم.  

  
   بحث

انجمـاد و ذوب    اند كـه رونـد        مطالعات زيادي نشان داده   
 سبب كاهش فعاليت متابوليـك      مجدد نمونه مايع سمينال   

اسپرمها و آسيب به غشاي پلاسـمايي آنهـا و در نتيجـه       
 جهـت اسـتفاده     طبيعـي هاي داراي عملكرد     كاهش اسپرم 

). 14، 15(گــردد   مــيهــاي لقــاح خــارج رحمــي  روشدر
ــابراي ــدهبن هــاي مناســب و روش  ن، اســتفاده از نگهدارن

ــسيار      ــپرم ب ــلامت اس ــظ و س ــاد در حف ــحيح انجم   ص
  ).14(گردد   تلقي ميمهم

ــشان داده ــين ن ــد كــه روش برخــي محقق  انجمــادهــاي  ان
 بـا اسـتفاده از   انجماددستگاهي، كيفيت اسپرم را بهتر از      

اما برخي ديگر هـيچ اثـر       ). 16،  17(كند    فاز بخار حفظ مي   
انـد    هـاي انـسان يافـت نكـرده         حداقل براي اسـپرم    ،يمثبت

ــه ). 18( ــه  حاضــر در مطالع ــد ك ــشان داده ش ــادن    انجم
، بهتـر از    )دسـتگاهي (ريزي شده آهـسته      برنامهبه روش   

  توانـد   مـي ) غيردسـتگاهي (بخار ازت مـايع   انجماد در فاز    
. كــار روده  جهــت انجمــاد اســپرم بــروشــيعنــوان ه بــ

دهند بهترين تحرك اسـپرم      ميها نشان    همانطوريكه داده 
ريـزي    در روش انجماد دسـتگاهي و برنامـه        ذوبپس از   

بـه عنـوان     بنابراين روش دسـتگاهي      ؛ديآ ميشده بدست   
  .گردد ميانتخاب بهتر جهت انجماد اسپرم انسان پيشنهاد 

 ايـن اسـت     النيع سـم  ـد انجماد ماي  ـر در رون  ـكل ديگ ـمش
 انجمـاد رونـد   هنوز محيطي كه از آسيب اسپرمها طي         كه

هـاي انـسان     آسيب به اسپرم  . جلوگيري كند، وجود ندارد   
ــا كــاهش تحــرك پــس از   را مــي ذوب تــوان بلافاصــله ب

 انجمـاد نده قبـل از     ر تركيبات نگهدا  افزودن. تشخيص داد 
بيـشتر كـاهش    . اسـت جهت بقا بهتر اسـپرمها ضـروري        

خـاطر تمـاس   ه  ب ـانجماد و ذوب مجدد     طي  اسپرم  تحرك  
  ).19(باشد  هاي محيط مي رندهاسپرم با نگهدا

ترين تركيبي است كه بـه عنـوان          گليسرول اولين و شايع   
 بـا كـسب نتـايج مختلـف بـراي           1نگهدارنده محيط انجماد  

  گزارشات ابتـدايي    .شود  مياستفاده  سمينال  انجماد مايع   
اند كـه بـدون گليـسرول بقـا اسـپرمها پـس از        ثابت كرده 

رسـد و مطالعـات        يا بـه صـفر مـي       يابد  ميانجماد كاهش   
ــاد    ــد انجم ــارآيي آن را در فرآين ــف ضــرورت و ك مختل

تـا  % 5عموماً دامنه غلظـت      ).19،9،3-21(اند    آشكار كرده 
 غلظـت نهـايي حـدود        و گـردد   گليسرول استفاده مي  % 10
5/7) %v/v (رسـد      بـه نظـر مـي      مطلوب)غلظـت نهـايي    . )1

 منجمـد هـاي    گليسرول ممكن است در ميـزان بقـا سـلول         
 اثـرات سـمي گليـسرول حتـي در غلظـت         و گـذارد تأثير ب 

همچنانكـه  ). 22(نيـز گـزارش گرديـده اسـت         % 2كمتر از   
يابـد، تحـرك اسـپرم كـاهش          غلظت گليسرول افزايش مي   

هرحال اثـرات سـمي محـدود گليـسرول روي     ه  ب. يابد  مي
هاي هايپراسـموتيك در رونـد       صورت آسيب ه  اسپرمها ب 

در ايــن ). 11، 19، 23-25(انجمــاد مــشخص شــده اســت 
ــسرول در هــر ســه محــيط    ــز از گلي ، HSPMمطالعــه ني

GEYC و TYBG ــت ــده اس ــتفاده ش ــه .   اس همانطوريك
دهند، اين ميـزان در هـر         ميانگين درصد تحرك نشان مي    

داري دارد     معني  كاهش انجمادسه محيط نسبت به قبل از       
غلظـت گليـسرول مـورد اسـتفاده تـأثير          %). 30تا حدود   (

 اكثــر .)26(ســميت گليــسرول دارد مــستقيمي در ميــزان 

                                                      
1- Cryoprotectant  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  …طالبيان و                                                                                                                                  هاي مختلف انجماد و نگهداري اسپرم   روشايسهمق

 147 84بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

مم گليـسرول را جهـت كـسب نتـايج             محققين غلظت اپتي  
انـد    پيـشنهاد كـرده   % 5-10هـاي انـسان       اسپرم ءبهتر بقا 

غلظـــت نهـــايي گليـــسرول در محـــيط  ). 3، 10، 31-27(
GEYC    و در محـيط     % 6/10 به ميزانTYBG     بـه ميـزان 

 ؛دباش ـ  مـي % 5/7 به ميزان    HSPMولي در محيط    بود  % 4
 نـسبت  HSPMلذا احتمالاً يكي از دلايل بهتر بودن محيط    

به دو محيط ديگـر در ايـن مطالعـه، ميـزان غلظـت كمتـر            
گردد   بنابراين پيشنهاد مي  . گليسرول مورد استفاده باشد   

غلظت گليسرول در تهيه محـيط      % 10كه حداكثر تا ميزان     
  . انجماد استفاده گردد

تـــا تـــأثير مطالعـــات فراوانـــي انجـــام گرفتـــه اســـت  
ــده ــيط   نگهدارن   هــاي انجمــاد نظيــر    هــاي مختلــف مح
هـاي    داراي يـون   (مرغ، شير، بافرهاي دويوني     زرده تخم 

، سيترات، فروكتوز، بافر تريس، گلـوكز،        1)مثبت و منفي  
ــابي    ــورد ارزي ــپرم م ــسين را روي اس ــستروز، گلاي   دك

تــرين تركيبــات مــورد   عمــومي،قنــدها). 26 (دهنــدقــرار 
سيمن جهت رونـد انجمـاد      هاي انجماد     طمحياستفاده در   

اثرات مفيد قندها احتمالاً بخـاطر حفـظ        ). 24،  32(هستند  
فشار اسمزي مايع خارج سلولي در حرارت مختلف طـي          

عنـوان منبـع انـرژي جهـت متابوليـسم          ه  و يـا ب ـ   انجماد  
 النيدليل اينكه مايع سـم    ه  رحال ب  ه به. باشد مياسپرمها  

ري رقيق و منجمد شده و   آو  انسان بلافاصله پس از جمع    
پـــس از ذوب ســـريعاً مـــواد نگهدارنـــدة آن شستـــشو 

عنوان منبع انرژي بـراي     ه  احتمال نقش قندها ب    ،گردد  مي
 حفظ احتمالاً. باشد متابوليسم اسپرمها بسيار ضعيف مي

رج سـلولي توضـيحي جهـت توانـايي         فشار اسـمزي خـا    
هـاي محـيط     عنوان مكمـل  ه  فينوز، گلوكز و سوكروز ب    را

از تركيبــات ). 10( هــاي انــسان باشــد   ي اســپرمبــرا
 TYBGدر محيط   كننده فشار اسمزي خارج سلولي        حفظ

 ولـي در محـيط      ؛تنها از دكستروز اسـتفاده شـده اسـت        
GEYC    ــيط ــسين و در مح ــوز وگلاي ــوكز، فروكت  از گل
HSPM نيــز از گلــوكز، ســوكروز و گلايــسين اســتفاده  

                                                      
1- Swittzerionic 

  و GEYC طرسد كه محي   بنابراين بنظر مي  . گرديده است 
HSPM نــسبت بــه محــيط TYBG از نظــر حفــظ فــشار 

. هاي بهتري باشند اسمزي خارج سلولي داراي نگهدارنده
از آنجاييكــه قنــد فروكتــوز منبــع انــرژي بهتــري بــراي  

گردد جهت فشار اسـمزي       باشد، پيشنهاد مي    اسپرمها مي 
خارج سلولي و نيـز بـه درجـاتي ضـعيفتر جهـت حفـظ               

هـاي تركيبـات گلـوكز،        مجموعهانرژي براي اسپرمها از     
ــه     ــردد ك ــتفاده گ ــسين اس ــوز و گلاي ــوكروز، فروكت س
درمطالعه آينده ما در تهيه نگهدارنده محيط انجماد مورد 

طـور عمـومي    ه  آنچـه كـه ب ـ    . ارزيابي قرار خواهد گرفت   
ــن اســت كــه رقيــق   ــه شــده اســت اي ــده پذيرفت هــاي  كنن

تند  هايپوتونيك هـس   هاي هايپرتونيك بهتر از رقيق كننده    
هـاي هايپرتونيـك      كننده  سيون رقيق تاتأثير دهيدرا ).  32(

هاي يخ داخل سلولي     ممكن است شانس تشكيل كريستال    
 و همكـاران    Mahadevanمطالعـات   ). 24( را كاهش دهـد   

ــشان د) 1983( ــزودند كــه ان ــسين،اف      ســوكروز و گلاي
 سبب بهبود بقـا     MTM 2با محيط ايزوتونيك    در مقايسه   

  ).10(ن گرديد هاي انسا اسپرم
هـاي انجمـاد اسـپرم جهـت اجتنـاب از            بافر بودن محيط  

  مـرغ    زرده تخـم  ). 1(باشـد     آسيب به اسپرم ضروري مي    
عنوان تركيبي از فسفوليپيد، ليپوپروتئين، كلسترول و       ه  ب

تعداد متنوعي از تركيبات ديگر به همراه بافر سـيترات و           
 TYBG و   GEYC كه در محيط     TES-Tris دو يوني    رباف
بافرهـاي  . شوند  اند، براي انجماد استفاده مي      كار رفته ه  ب

ــوني حــاوي زرده تخــم  ــسرول   دو ي ــوكز و گلي   مــرغ، گل
هاي انجماد اسپرم در      صورت وسيع براي تهيه محيط    ه  ب

در ). 34(هـاي مختلـف پـستانداران متـداول شـدند             گونه
  حاوي زرده تخم مرغ بافر بـودن محـيط           GEYCمحيط  

امـا اخيـراً    . گـردد   سين تـأمين مـي    توسط سيترات و گلاي   
 بـه همـراه زرده    Tris و TES تركيبي از بافرهاي دويوني   

و معمولاً بـه همـراه گليـسرول        ) TYBGمحيط  (مرغ    تخم
ــي  ــتفاده م ــردد  اس ــر  . )1(گ ــوني ديگ ــافر دو ي  Hepesب

                                                      
2- Modified Tyrode’s Media  
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 HSPMباشد كه به همراه آلبومين انساني در محـيط           مي
مـرغ    رده تخـم  چندين سال است كه تأثير ز     . كاربرد دارد 

 ،در حفظ اسپرم در حـرارت پـايين شـناخته شـده اسـت      
مرغ اسپرمها را     ولي مكانيسمي كه توسط آن، زرده تخم      

كند، هنوز به وضوح شـناخته        از شوك سرما حفاظت مي    
  مــرغ اســپرمها را از اثــرات    زرده تخــم. نــشده اســت 

توانــد  و مــيكنــد  مــيپــايين حفــظ دمــاي تخريــب كننــده 
را اسپرم مهم در تحرك و متابوليسم ي ها تغييرات ارگان

پيشنهاد شده است كه پايـدار كـردن غـشاء          . كاهش دهد 
اسپرم و يا حفظ فـشار كلوئيـدي محـيط خـارج سـلولي              

مـرغ مـورد      ممكن است توسط محيط حـاوي زرده تخـم        
وجود تركيبات ليپوپروتئيني با دانسيته     . تأثير قرار گيرد  
عنوان يك حمايت كننده در برابر      ه  توان ب   پايين را نيز مي   

سـازي در سـرما،       و ذخيره انجماد  شوك سرما به هنگام     
  ،رود كـه بخـش فـسفوليپيدي        احتمال مـي  . در نظر گرفت  

مرغ سبب حفاظـت   ا دانسيته پايين موجود در زرده تخم ب
اسپرمها طي تماس بـا حـرارت پـايين شـوند و احتمـال              

 زرده  رود كه يـك تعـويض ليپيـدي بـين اسـپرمها و              مي
مرغ و يا تأثير محيط اشباع از اسيد چـرب، رخ داده              تخم

هــاي  مــرغ كــه اغلــب در محــيط  زرده تخــم). 14(باشــد 
هاي انسان مورد اسـتفاده      جهت اسپرم  نگهدارندة انجماد 

 نگهدارندة انجماديك محيط علاوه بر اينكه گيرد،  قرار مي
 بلكه سبب حفظ و انسجام بهتر غـشاي  ؛رود  به شمار مي  

در واقـع برخـي از محققـين        . گـردد   سمايي اسپرم مي  پلا
مرغ در غياب   كه با استفاده از زرده تخم اند  ردهكگزارش  

دسـت  ه  توان طول عمر و بقا مناسـبي را ب ـ          گليسرول مي 
نـــــشان  Sawada و Emmens ،Blockshaw). 35(آورد 

مـرغ، مـايع فوليكـولي         كه اضافه كـردن زرده تخـم       ندادد
 شير انـسان يـا گـاو بـه مـايع            انسان، سرم خون انسان،   

 اســپرمها  ســيمن حــاوي گليــسرول باعــث افــزايش بقــاء
 و همكــاران Mahadevanمطالعــات ). 29، 36(گــردد  مــي

دهد كه بعضي تركيبات در مايعات بيولـوژيكي         نشان مي 
اثرات مفيـدي در طـول عمـر اسـپرمها           )احتمالاً آلبومين (

در حــضور گليــسرول دارد انجمــاد و ذوب مجــدد طــي 
برخــي شــواهد وجــود دارنــد كــه نقــش حفــاظتي  ). 10(

ــشان مــي  ــومين را ن ــد  آلب ــذا مــشخص ) 37، 38(دهن و ل
  شود كه حضور آلبـومين سـرم انـسان و سـوكروز              مي

نقش حفاظتي مـشابه يـا بهتـري در         ) HSPMدر محيط   (
مــرغ در حــضور  مقايــسه بــا محــيط حــاوي زرده تخــم

رد هـاي انـسان دا     بـراي اسـپرم   ) GEYCمثل  (گليسرول  
كند و نشان     نيز اين گفته را تاييد مي      حاضرمطالعه  ). 10(

 حاوي آلبـومين سـرم انـساني    HSPMدهد كه محيط   مي
عنوان منبع پروتئين، نقش حفاظتي بهتـري نـسبت بـه           ه  ب

  .دو محيط ديگر حاوي زرده تخم مرغ دارد
  اســتفاده از ســيترات در تهيــه بافرهــاي محــيط انجمــاد  

 -كربنـات    سيمن يـك بـافر بـي       ن دليل است كه مايع    ه اي ب
 -كربنات  فسفات شبيه سرم خون نيست بلكه يك بافر بي        

هـاي انجمـاد اسـپرم از        امروزه محيط ). 9(سيترات است   
 زيـرا   ؛كننـد    تقليد نمـي   مايع مني خاصيت بافري تركيبات    

ــيترات در  ــين pHس ــوده و  2/7-4/7 ب ــافر ضــعيفي ب  ب
رد صـورت گـاز وا    ه  كربنات نيز در مـدت كوتـاهي ب ـ         بي
هاي كشت بافت     شتر محيط يدر عوض ب  . شود  تمسفر مي ا

. كربنات هستند هنوز هم به تقليد از سرم خون، حاوي بي
دهــد كــه   و همكــاران نــشان مــيBrothertonمطالعــات 

 پايدار جـايگزين    يعنوان بافر ه   را ب  Hepesتوان بافر    مي
هـاي بافـت    اسـتفاده از محـيط  . كربنات پيـشنهاد كـرد     بي

ه رد ب ـ  فات استاندارد كه حاوي معرف فنل     حاوي بافر فس  
 هستند، راه خوبي جهت مطمئن بـودن    pHعنوان نشانگر   

هـاي   خروج يـون . باشد هاي سيمن مي   خنثي نمونه  pHاز  
 بـه   pHگـردد تـا       كربنات اسيدي به آتمسفر سبب مـي        بي

رنگ محيط خصوصيت ارغـواني پيـدا         رسيده و  8بالاي  
 در همـان بـافري كـه        در اين مطالعه مايع سيمن    ). 3(كند  

، )Hepesيعني بـافر    (شود    جهت كشت تخمك استفاده مي    
بــا اضــافه كــردن گليــسرول، بــه همــراه آلبــومين ســرم 

مـرغ، منجمـد      بعنوان منبـع پـروتئين و بـدون زرده تخـم          
  اين .  به دست آمدIVFگرديد و نتايج موفقيت آميزي در 
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  ). 3(شود  محيط، محيطي است كه امروزه ترجيح داده مي
 نـسبت بـه     HSPM از بهتر بودن محيط      حاضراما نتايج   

 مخالف دسته ديگر از مطالعاتي است كـه         TYBGمحيط  
مطالعـات  . در مقايسه اين دو محـيط انجـام شـده اسـت            

Prins    هـاي   دهند كه از ميان سيستم       و همكاران نشان مي
ــده،    ــست ش ــافري ت ــسرول داراي TYB-Gب  داراي گلي

. باشد  ميذوب  ن پس از    بهترين بازده تحرك اسپرم انسا    
رسد كه نسبت يك تركيب اختصاصي در هـر           به نظر مي  

 زيرا استفاده از محـيط      ؛محيط داراي اهميت حياتي باشد    
TYB-G رغم تفاوت در نسبت تركيبات محـيط مثـل            علي

مـرغ، نتـايج مـشابهي را نـشان           گليسرول يـا زرده تخـم     
 باگليسرول و   TYBاختلاف اساسي بين محيط     . دهند  مي
ه داد كـه وجـود گليـسرول ب ـ     ون گليسرول نـشان مـي     بد

در اين محيط جهت     نگهدارندة در انجماد  ماده  عنوان يك   
. باشـد  بقاء مناسب پس از انجماد حياتي و ضروري مـي         

بازده بهتـر اسـپرمها زمـاني مـشاهده شـد كـه از بـافر                
TEST شد كه احتمالاً بخاطر ظرفيـت ايـن بـافر           استفاده 

در محيط اطـراف و لـذا       وژن  رهيدهاي   در برداشتن يون  
بافر ديگر تست شده    . سيون باشد تاكمك به روند دهيدرا   
بـوده كـه       داراي گليـسرول     Hepesدر اين مطالعـه بـافر       

 اگرچه بازده آن براي     ؛افزايش بقاء اسپرمها را نشان داد     
ــپرم ــاوي     اس ــافري ح ــستم ب ــوبي سي ــسان بخ ــاي ان ه

 بـا   بهرحـال در مقايـسه مـستقيم      . گليسرول نبوده اسـت   
هـاي   دو سيستم بافري در محـيط        ،TESTسيستم بافري 

HSPM  15حاوي) % v/v  (    1:1گليسرول كه بـه نـسبت 
 GEYCبا نمونه مايع سمينال مخلوط گرديـده و محـيط           

ــوده   ــري ب ــپرم كمت ــازده اس ــد  داراي ب ــات ). 9(ان مطالع
McGonagleدهـــد كـــه   و همكـــاران نيـــز نـــشان مـــي

هت حفظ تحرك  جGEYC بهتر از محيط  TYB-Gمحيط
در ضمن نشان داده شده     ). 34(باشد    و حيات اسپرم مي   

 تاثير مثبتي روي كيفيت اسپرم      TYB-G  است كه محيط  
و ) 39، 40(از نظـــر تحـــرك و ظرفيـــت بـــاروري دارد 

 TYBدهد كه محيط      و همكاران نشان مي    Prinsمطالعات  

). 9(باشـد    مـي  HSPMمحيط نگهدارنده بهتري نسبت بـه       
 و همكاران نـشان داد كـه        McCoshenات  همچنين مطالع 

، با  TYB-Gهاي منجمد شده در محيط       استفاده از اسپرم  
باشـد    توجه به نتايج حاملگي مشابه مايع سيمن تازه مي        

كه ممكن است بخاطر طول عمـر مناسـب اسـپرمها           ) 41(
  ).9(در محيطهاي مورد استفاده باشد 

مـد   منج منـي مطالعه ديگري نشان داد كه باروري مـايع         
داري   تفـاوت معنـي    GEYC و يـا     HSPMشده در محيط    

 ولــي درصــد ســيكل منــتج بــه حــاملگي بــراي  ؛نداشــت
 در مقايـسه بـا      HSPM منجمدشده در محـيط      هاي  نمونه

پيشنهاد شده اسـت    لذا  و   )10(  بالاتر بود  GEYCمحيط  
 GEYCكننده نـسبت بـه        عنوان رقيق ه  كه از اين محيط ب    
، بــرخلاف ل اينكــهشــام HSPM منــافع .اســتفاده گــردد

GEYC   و TYBG،     محيطHSPM  ،از نظر     استريل بوده 
اي بـود و محتــوي زرده   شـيميايي محـيط تعريـف شـده    

باشـد    هاي غيرانساني نمي   مرغ و يا هرگونه پروتئين      تخم
هـاي احتمـالي در      بـادي   و اين به معنـي اجتنـاب از آنتـي         

ــيح    ــه تلق ــخ ب ــاوي   پاس ــپرم ح ــي اس ــل رحم ــن داخ اي
 Griffin جالب است كه يادآوري شود كه .هاست پروتئين

ــرده  ــزارش ك ــاران گ ــه   و همك ــد ك ــيان ــادي آنت ــه ب  علي
دنبـال تلقـيح مكـرر در       ه  مـرغ ب ـ    هاي زرده تخـم    پروتئين

ــت    ــده اس ــشاهده ش ــا م ــ). 42(گاوه ــاله ب  Park هرح
بـادي و نـه       اند كه نه توليـد آنتـي        گزارش كرده  Hunterو

مرغ   زرده تخمباروري هيچ كدام با تلقيح گاو توسط تنها     
). 43(كننده تحت تأثير قرار نگرفته بودنـد          عنوان رقيق ه  ب

ــرخلاف  ــاده GEYCب ــه آم ــاز ب ــازي  ، ني ــHSPMس ه  ب
هاي زماني    طور هفتگي و يا در فاصله     ه  صورت تازه و ب   

 براي حداقل   -C20° توان در    را مي  HSPM .كوتاه نيست 
 گزارش كـرده اسـت      Jondet اگرچه   ؛ ماه نگهداري كرد   3

ه تـوان بـراي چنـد مـاه ب ـ          را نيـز مـي     GEYCحـيط   كه م 
 HSPM توليد تجـاري  .)44(صورت يخ زده ذخيره نمود     

تعيـين  . هـاي زمـاني كوتـاه عملـي اسـت           و يا در فاصـله    
 منجمد شده بعد از روند انجماد در        اسپرمدرصد تحرك   
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تـر آسـانتر از محـيط      بدليل دانسيته پايين   HSPMمحيط  
GEYC10( باشد  مي.(  
ــه داراي  HSPMمحــيط  ــن مطالع ــورد اســتفاده در اي  م

5/6pH=باشـــد كـــه كمتـــر از دو محـــيط ديگـــر    مـــي  
)4/7 pH= (اگرچـه اكثـر محققـين اسـتفاده از         . باشـد  مي

ــا  محــيط ــا pH=7هــاي انجمــاد ب  را پيــشنهاد pH=4/7 ت
 روي بقـاء    pH=7-4/7  امـا گزارشـي از تـأثير       ؛انـد   كرده
بـا ايـن     ). 10(هاي انسان گزارش نگرديـده اسـت         اسپرم
 بـود   5/6-7   در حـدود   HSPMمم محيط       اپتي pHوجود  

 در  pH=5/6انـد كـه        و همكاران گـزارش كـرده      Footeو  
 سبب افـزايش بـاروري بـا        Trisكننده محتوي     بافر رقيق 

اگرچه دليل  ). 45(مايع سيمن منجمد شده گاو شده است        
اين امر شناخته شده نيست اما ممكن اسـت مربـوط بـه             

و لذا  ) 46(باشد  انجماد   در طي روند     pHتغييرات واضح   
 احتمـالا   HSPM مـورد نظـر در محـيط         pHكمتر بـودن    

بتواند دليل ديگري براي بهتر بودن اين محيط نسبت بـه           
  . جهت انجماد اسپرم باشدTYBG و GEYCهاي  محيط
كنـد كـه در صـورتيكه          و همكاران ثابت مي    Stanicنتايج  
اهـداء كننـده   ندارد استااسپرموگرام معيارهاي  با  يافراد

 منجمـد شـده بـراي تلقـيح         منـي استفاده از مـايع     باشند،  
 ؛تواند نتايج بهتري را به همراه داشته باشد         مصنوعي مي 

 منجمد شده ممكن اسـت      منيزيرا بهبود تحرك در مايع      
در ايـن   ). 11(كارايي و بـازده بـاروري را افـزايش دهـد          

   در  مطالعه نيز جهت بررسي تاثير تحـرك اوليـه اسـپرم          
هاي مايع   پس از انجماد، نمونه   ) ميزان بقاء (بازده تحرك   

و %  50سمينال در دو گروه با درصـد تحـرك بـالاتر از     
  بصورت جداگانه مورد بررسـي     % 50مساوي يا كمتر از     

بررسي نتايج ما نيز مطالـب مـذكور را        . قرار گرفته است  
داري بـين    دهد كه تفـاوت معنـي      كند و نشان مي    يد مي يتا
هاي بـا بـيش از       نگين بازده تحرك با ميزان بقا نمونه      ميا
  هـاي بـا درصـد تحـرك اوليـه           تحرك اوليه و نمونه   % 50
  

قبل از انجماد و بعد از انجماد با        % 50مساوي يا كمتر از     
هاي انجماد وجـود     استفاده از هر يك از محيطها و روش       

پس اگر از مايع سمينال تازه با بيش از         ).  >05/0P(دارد  
 تحرك اوليـه جهـت انجمـاد اسـتفاده گـردد، بـازده              50%

. نشان خواهد داد  انجماد و ذوب مجدد     بالاتري را پس از     
دهـد كـه     و همكاران نيز نشان مي   Brothertonگزارشات  

تحرك اسپرماتوزوئيد انسان چـه درصـد تحـرك و چـه            
سرعت آن، در مـايع انزالـي تـازه بـستگي بـه شـمارش               

جـز در   ه  ب ـ. ي دارد اسپرم و درصـد مورفولـوژي طبيع ـ      
تعدادي موارد غيرطبيعي، زمانيكه شمارش اسـپرم بـالا          

ــالا مــي  ــز ب همچنانكــه . باشــد باشــد، درصــد تحــرك ني
شـوند،    تـر مـي      بتـدريج ضـعيف    ناليمايع سـم  هاي    نمونه

شــمارش اســپرم، تحــرك و مرفولــوژي همگــي كــاهش  
اي نيـستند و    چرا كه اينها پارامترهـاي جداگانـه      ؛يابند  مي

  . كننده كيفيت مايع انزال هستند مديگر منعكسهمگي با ه
  

  گيري نتيجه
گيـري كـرد كـه        تـوان نتيجـه     با توجه به بحث مذكور مي     

 بهتــر از )دســتگاهي(ريــزي شــده آهــسته  روش برنامــه
جهــت ) غيردســتگاهي(انجمــاد در فــاز بخــار ازت مــايع 

 بـه دليـل     HSPMانجماد اسپرم بوده و همچنـين محـيط         
فــظ فــشار اســمزي مناســب، غلظــت كمتــر گليــسرول، ح

استفاده از بـافر دويـوني مناسـب، اسـتفاده از آلبـومين             
سرم انساني به عنوان منبع پروتئين و استفاده از محيط          

 TYBG و GEYCنگهدارنده مناسب، بهتـر از دو محـيط     
  . باشد جهت انجماد اسپرم مي

  
  تشكر و قدرداني 

 سـينا و    پژوهـشكده ابـن   از همكـاران محتـرم      بدينوسيله  
كه مـا را در انجـام ايـن         سينا    ابنمركز درمان ناباروري    

  . شود قدرداني مي نمودند  مطالعه ياري
  

  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  …طالبيان و                                                                                                                                  هاي مختلف انجماد و نگهداري اسپرم   روشايسهمق

 151 84بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

 
References 
 

1- Mortimer D. Practical Laboratory Andrology. Oxford 
University Press incorporated. Chapt. 14, Semen cryo-
preservation.1994;pp:301-323. 

 

2- Shaw J.M., Oranratnachai A., Trounson A.O. Cryopre-
servation of oocytes and embryos. Chapter 16. In: 
Handbook of Invitro Fertilization Second Edition. Edit-
ed by Alan O. Trounson and David K. Gardner. CRC 
press Inc.2000. 
 

3- Brotherton J. Cryopreservation of human semen. Arch 
of Androl.1990;25:181-195. 
 

4- Mahony M.C., Morshedi M., Scott R.T., De Villiers A. 
Erasmus E. Role of spermatozoa cryopreservation in 
assisted reproduction. In: human spermatozoa in assis-
ted reproduction. Edited by Acosta A.A., Swanson R. 
J., Ackerman S.B., kruger T.A.F., Van Zyl J.A., and 
Menkveld R. Baltimore: Williams & wilkins Co., Cha-
pt. 10, pp:100,1990. 
 

5- Anger J.T., Gilbert B.R. Goldstein M. Cryopreservation 
of sperm: Indications, Methods and Results. J Urol. 
2003;170:1079-1084. 

 

6- Jahnel F. Uber die wiederstandsfahigkeit von mens-
chlichen spermatozoan gegenuber starke kalte. Klin 
Wschr.1937;17:1273-1275. 

 

7- Polge G., Smith A.U., Parkes A.S. Retrival of (bovine) 
spermatozoa after vitrification and dehydration at low 
temperatures. Nature.1949; 164:666-669. 
 

8- Bunge R.G., Sherman J.K. Fertilizing capacity of fro-
zen human spermatozoa. Nature.1953;172: 767. 

 

9- Prins G.S., Weidel L. A comparative study of buffer 
systems as cryoprotectants for human spermatozoa. 
Fertil Steril.1986;46(1):147-149. 

 

10- Mahadevan M., Trounson A.O. Effect of cryoprotec-
tive media and dilution methods on the preservation of 
human spermatozoa. Andrologia.1983;15(4):355-366. 

 

11- Stanic P., Tandara M., Sonicki Z., Simunic V., Radak-
ovic B., Suchanek E. Comparison of protective media 
and freezing techniques for cryopreservation of human 
semen. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol.2000;91: 
65-70. 
 

12- Nallella K.P., Sharma R.K., Allamaneni S.S.R., Aziz 
N., Agarwal A. Cryopreservation of human spermato-
zoa: comparison of two cryopreservation methods and 
there cryoprotectants. Fertil Steril.2004;82(4):913-918. 
 

13- Gardner D.K., Weissman A., Howles C.M., Shoham 
Z. Assisted Reproductive Techniques. Chapt. 5: Evalua-
tion of sperm.2001;P:61-76. 
 

14- Hammadeh M.E., Georg T., Rosenbaum P., Schmidt 

W. Association between freezing agent and acrosome 
damage of human sepermatozoa from subnormal and 

 
 
 
 
normal semen. Andrologia. 2001;33:331-336. 

 

15- Baratz S.L., Rothschild E., Grach B., Koifman M., 
Shiloh H., Ishai D. Dirnfeld M. The value of sperm 
pooling and cryopresenvation in patients with transi-
ent azoospermia or sever oligoasthenoteratozoosper-
mia. Hum Reprod.2002;17(1):157-160. 

 

16- McLaughlin E.A., Ford W.C.L., Hull M.G.R. A com-
parison of the freezing of human semen in the uncircu-
lated vapour above liquid nitrogen and in a comer- 
cial semi programmable freezer. Hum Reprod.1990; 
5:724-8. 

 

17- Ragni G., Caccamo A.M., Dalla Serra A., Guercilena 
S. Computerized slow staged freezing of semen from 
men with testicular tumors or Hodgkin’s disease prese-
rves sperm better than standard vapor freezing. Fertil 
Steril.1990;53: 1072-5. 

 

18- Thachill J.V., Jewett M.A.S. Preservation techniques 
for human semen. Fertil Steril.1981; 35:546-8. 

 

19- Critser J.K., Kuse Benda A.R., Aaker D.V., Arneson 
B.W., Ball G.D. Cryopreservation of human spermato-
zoa III. The effect of cryoprotectants on motility. Fertil 
Steril.1988;50:314-20. 

 

20- Serafini P., Mars R.P. Computerized stage-freezing 
technique improves sperm survival and preserve pene-
tration of zona-free hamster ova. Fertil Steril.1986;45: 
854-858. 

 

21- Critser J.K., Arenson B.W., Aaker D.V., Huse-Benda 
A.R., Ball G.D. Cryopreservation of human spermatozoa 
II. Postthaw chronology of motility and of zona-free 
hamster ova penetration. Fertil Steril.1987;47:980-984. 

 

22- Tulandi T., McInnes R.A. Vaginal Lubricant: effect of 
glycerol and egg white on human sperm motility and 
progression in vitro. Fertil Steril 1984;41:151-153. 

 

23- Weidel L., Prins G.S. Cryopreservation of human 
spermatozoa frozen in eight different buffer system. J 
Androl.1987;8:41-47. 

 

24- Watson P.F. The preservation of semen in mammals. 
In: Oxford reviews of reproductive biology. Finn CA 
(Eds) Oxford University Press, Oxford.1979;pp:283-
350. 

 

25- Gao D.Y., Ashworth E., Watson P.F. Hypersmotic tole-
rance of human spermatozoa: separate effects of glyce-
rol, sodium chloride and sucrose on spermiolysis. Biol 
Reprod.1993;49:112-113. 

 

26- Jezek D., Schulze W., Kalanj-Bognar S., Vukelic Z., 
Milavec-Puretic V., krhen I. Effects of various cryo 
preservation media and freezing thawing on the 
morphology of rat testicular biopsies. Andrologia.2001; 
33:368-378. 

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  …طالبيان و                                                                                                                                  هاي مختلف انجماد و نگهداري اسپرم   روشايسهمق

152 84بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

27- Sawada Y. preservation of human semen by deep 
freezing. Int J Fert.1964;9:525-532. 

 

28- Sawada Y., Ackerman D.R. Use of frozen semen. In: 
S.J. Behrman and R.W. kistner (Editors) progress in 
infertility. Boston: little Brown.1968;pp:731-748. 

 

29- Jeyendran R.S., Graham E.F. An evaluation of cryo-
protective compounds on bovine spermatozoa. Cryo-
biology.1980;17:458-464. 

 

30- Polge C. Freezing of spermatozoa. In: Ashwood 
Smith and J. Farrant (Eds): Low temperature presser-
vation in medicine and biology. Bath: Pitman.1980; 
pp:45-64. 

 

31- Richardson D.W. Techniques of sperm storage. In: 
Artificial insemination. R.C.O.G., London.1976;pp: 
97-125. 

 

32- Mann T. Biochemistry of semen and of the male 
reproductive tract. London. Methuen. (2nd Edition).1964. 

 

33- Graham E.F., Crabo B.E., Brown K.L. Effect of some 
zwitterions buffers on the freezing and storage of sper-
matozoa. J Dairy Sci.1972;55:372-8. 

 

34- Mc Gonagle L.S., Goldstein M., Feld schuh J. Foote 
R.H. The influence of cryprotective media and 
processing procedures on motility and migration of 
frozen thawed human sperm. Asian J Androl.2002; 
4:137-141. 

 

35- Sherman J.K. Cryopreservation of human semen. In: 
Keel B.A., Webster B.W. (Editors); CRC Handbook of 
the laboratory Diagnosis and Treatment of infertility 
CRC press. Boca Raton, FL.1990. 

 

36- Emmens. C.W., Blackshaw A.W. Artificial insemina-
tion. Physiol Rev.1971;36: 227-306. 

 

37- Luyet B., Masat R. On the cryoprotective action of  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

albumin on erythocytes. Cryobiology. 1967;3:370. 
 

38- Glaub J.C., Milis R.N., Katz D.F. Improved motility 
recovery of human spermatozoa after freeze preserva-
tion via a new approach. Fertil Steril.1976;27:1283-
1291. 

 

39- Katayama K.S., Stehlik E., Roesler M., Jeyedran R.S., 
Holmgren W.J., Zaneveld L.J. Treatment of human 
spermatozoa with an egg yolk medium can enhance the 
outcome of in vitro fertilization. Fertil Steril.1989; 
52:1077-1079. 

 

40- Barak Y., Amit A., Lessing J., Paz G., Homonnai Z., 
Yogev L. Improved fertilization rate in an in vitro 
fertilization program by egg yolk-treated sperm. Fertil 
Steril.1992;58:197-198. 

41- McCoshen J.A., Wodzicki A., Tyson J.E. Effectiveness 
of human semen frozen in TESE-yolk- buffered 
medium on AID outcome. Fertil Steril.1984;42:164. 

 

42- Griffin J.E.T., Nunn W.R., Hartigen P.J. An immune 
response to egg yolk semen diluent in dairy cows. J 
Reprod Fert.1971;25:193-199. 

 

43- Park Y.W, Hunter A.G. Effect of repeated inseminations 
with egg yolk semen extender on fertility in cattle. J. 
Dairy. Sci.1977;60:1645-1649. 

 

44- Jondet M. Congelation du sperme humain. Bull Acad 
Vet.1976;49:373-384. 

 

45- Foote R.H. Fertility of bull semen at high extension 
rates in Tris buffered extenders. In: Reproduzione 
animale e fecondazione artificiale. Bologna: Edizione 
Agricole. 1972;pp:99-105. 

 

46- Van den Berg L., Rose D. Effect of freezing on the 
pH and composition of sodium and potassium phosph-
ate solution: the reciprocal system KH2PO4- Na2HPO4-
H2O. Arch Biochem Biophys.1959;81:319-329. 

www.SID.ir


