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اي شدن اسپرم شیشهثیر کلسترول لود شده روي سیکلودکسترین بر پاسخ أت
اپیدیدیمی گربه

3نژادو بهمن مصلی3االله محمدي، قدرت*2، فرید براتی1مریم رهبر

3/5/95: تاریخ پذیرش25/10/94:  تاریخ دریافت

چکیده
همچنین . ها محافظت کندبه صورت کارآمد توانسته است از اسپرم تعدادي از گونه)CLC(سیکلودکسترینکلسترول لود شده بر 

هدف از این مطالعه ارزیابی اثر . ي انجماد اسپرم گشوده استهاي جدیدي را در زمینهاي کردن اسپرم به خصوص در انسان، افقشیشه
CLC از اپیدیدیم استخراج شد و سپس در معرض ) زوج بیضه 22(اسپرم اپیدیدیمی گربه . باشدسازي اسپرم گربه میايبر شیشه
.مانی، تحرك و مورفولوژي ارزیابی شداز نظر زندهذوب شده اسپرم . قرار گرفت CLCاي شدن در محلول تریس به همراه شیشه
و گروه فاقد ) 28/2±6/3(CLCباعث کاهش درصد تحرك اسپرم در گروه واجد ) >0001/0P(داري یعناي شدن به صورت مشیشه
CLC)02/2±1/1 ( در مقایسه با اسپرم تازه)داري هم در گروه یعناي شدن به صورت ممانی نیز به دنبال شیشهزنده. شد) 3/28±82/1
با ).P=0011/0(کاهش یافت) 9/89±94/1(با قبل از انجماد در مقایسه ) 15/2±2/78(CLCو هم گروه فاقد ) CLC)44/2±6/80واجد 

یند آاسپرم گربه در مقابل فررسد به نظر میوجود آمد، ه سازي بايمطالعه در پی شیشه ددر پارامترهاي مور که وجود افت شدیدي
.است آن نداشتهبهبود  اي رويثیر قابل ملاحظهأت CLCاي شدن داراي تحملی ذاتی است و حضور شیشه

گربه ،اي شدنشیشه ،سیکلودکسترین، اسپرم اپیدیدیمی: کلمات کلیدي

مقدمه
هاي در حال انقراض حیات با توجه به فراوانی گونه.

-خوار میبومی ایران به عنوان یک گوشت يوحش، گربه

هاي تواند یک الگوي مناسب براي کمک به حفظ گونه
ملزومات آن از . خوار در معرض انقراض باشدگوشت

باشد که همگی بر اساس هاي اسپرم میبانک يتهیه
هاي در برنامه.اندگذاري شدهروندهاي انجماد اسپرم پایه

بایست از معمول انجماد جهت محافظت از اسپرم می
هاي ریزي استفاده نمود که هزینههاي قابل برنامهدستگاه

رف دیگر و از ط )Isachenko et al. 2011(بالایی دارند 
-بایست از سرمامحافظجهت حفاظت از غشاي سلولی می

گلیکول استفاده کرد هاي شیمیایی مانند گلیسرول و اتیلن

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاي، دانشکدهي دکتراي حرفهآموختهدانش 1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز         دانشیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده *2
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازدانشیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده 3

و یا از  )Isachenko et al. 2003(که بسیار سمی هستند 
هاي با منشاء بیولوژیک استفاده کرد که خطر سرمامحافظ

استفاده  ،براي حل مشکلات فوق. ها را دارندانتقال بیماري
ثرتر از ؤتر و هم ماي کردن هم ارزان قیمتاز شیشه

مطالعات انجام شده، نشان  اخیراً.هاي معمول استروش
کردن ايتوان با روش شیشهاند که اسپرم را نیز میداده

هاي معمول نیز همچنین حذف سرمامحافظمنجمد نمود و
ه استسازي اسپرم نداشتايثیر نامطلوبی بر روند شیشهأت
)Isachenko et al. 2012 .(انجماد منجر به تغییریند آفر 

لیپیدهاي  ، بنابراین پروتئین وشودمی ءساختار غشادر 
از دست دادنسبب  نتیجه درو  آسیب دیدهوابسته به آن

E-mail: fabrtir@yahoo.com)مسئول ينویسنده(
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. شودمی ءدر سیالیت غشاو تغییر ءانتخابی غشا نفوذپذیري
میزان کلسترول غشاي  ،همچنین در طی روند انجماد

Cormier(یابدسلول کاهش می and Bailey 2003( . از
ي این است مطالعات انجام شده نشان دهنده ،سوي دیگر

 ءغشاهایی که نسبت کلسترول به فسفولیپیددر گونهکه 
هایی نسبت به گونه )مانند انسان و خرگوش(تر است بیش

) قوچمانند نریان، گاو و(تر است که این نسبت کم
تري در برابر فرایند انجماد وجود دارد مقاومت بیش

)Watson  يسازیغنبا توجه به این اطلاعات،. )2000
کلسترول قبل از انجماد ممکن است اسپرم با يغشا

 Moore(انجماد را کاهش دهد یجاد شده در طیاصدمات 

et al. رقابل حل یغیآب يهادر محلولکلسترول).2005
ن وارد یکلودکستریرا با استفاده از ستوان آنیاست، اما م

Belmonte(سلول کرد يغشا et al. 2005 .( هدف از
بررسی اثر استفاده از کلسترول لود شده حاضر  يمطالعه

سیکلودکسترین در محافظت از غشاي سلول در بتامتیلبر
.باشداي شدن میهاي ناشی از فرایند شیشهبرابر آسیب

مواد و روش کار
-متیل، 4، کلسترول3سوکروز، BSA2،1ستریمحلول

پارس (8، متانول7، فرمالین6کلروفورم، 5بتاسیکلودکسترین
رنگ ، نیتروژن مایع، آب دیونیزه، )تهران، ایران شیمی،
،روزینگنرنگورنگ ائوزین ،)بهار افشان، ایران(گیمسا 

.10درصد و استراو فرانسوي 9/0، محلول سالین9جنتامایسین
ها به این شرح سازي محیط و محلولي آمادهنحوه

استخراج اسپرم، به عنوان محیط  است که محیط تریس
تشکیل  ياجزا.محیط پایه و محیط انجماد استفاده گردید

1- Tris
2- Sigma-Aldrich, USA 
3- Sucrose, Sisco Research Laboratories, India
4- Cholesterol, Panreac, Spain
5- Methyl-β-cyclodextrin, Across, New Jersey, USA
6- Chloroform, Merck, Germany
7- Formalin, Merck, Germany
8- Methanol, Merck, Germany
9- Gentamisin,Darou-pakhsh, Iran
10- IMV Technology; France

گرم تریس میلی 24) لیتردر میلی(ي محیط شامل دهنده
-گرم سیتریکمیلی 10، 11آمینومتان) متیلهیدروکسی(

میکرولیتر جنتامایسین به  1و  13گرم گلوکزمیلی 8، 12اسید
آن  pHباشد که می) لیتردر میلی(BSAگرم میلی 10همراه 

این محیط حداکثر ،تنظیم گردید 8/6-2/7ي در محدوده
نگهداري روز براي استفاده در دماي یخچال  3به مدت 

محلول دیگري که استفاده شد محلول سوکروز .شدمی
یند آاز این محلول به عنوان سرمامحافظ در فربود که 

.Isachenko et al(شدن استفاده گردید ايشیشه 2011, 

Sanchez et al. 2011 .(سوکروز استفاده شده  محلول
-میلی 92/136مولار بود که از ترکیب  4/0داراي غلظت

ي استریل تهیه لیتر آب دیونیزهسوکروز در یک میلیگرم 
گراد ي سانتیدرجه -20تا زمان استفاده در دماي وگردید

بر ي کلسترول بارگذاري شدهبراي تهیه.نگهداري شد
بر اساس روش توصیف شده بتاسیکلودکسترینمتیل

Purdy(عمل شد GrahamوPurdyتوسط  and Graham

گرم کلسترول با میلی 200به این ترتیب که ابتدا  ).2004
میکرولیتر از  450سپس . لیتر کلروفورم ترکیب شدمیلی 1

-متیلگرم  1لیتر متانول حاوي میلی 2این محلول به 

بتاسیکلودکسترین اضافه گردید و تا زمان شفاف شدن، 
لازم به ذکر است که در صورت عدم . گردیدمخلوط می

به آن، به بایست به آرامیول فوق میشفاف شدن محل
ي در مرحله. صورت قطره قطره کلروفورم اضافه شود

اي منتقل دیش شیشهمحلول شفاف شده به یک پتري ،بعد
روز در  1-2شد و به منظور کریستالی شدن، به مدت 

. گراد نگهداري شدي سانتیدرجه 37-39دماي 
 22در دماي  هاي تشکیل شده تا زمان استفادهکریستال

.گراد نگهداري شدندي سانتیدرجه
با محلول کاربر حسب روند انجام کار به صورت تازه

محلول  لیترمیلی1به CLCگرممیلی 50اضافه کردن 
ثانیه  30گراد تهیه شد و به مدت ي سانتیدرجه 37تریس 

11- Tris (hydroxymethyl) aminomethane, Sigma-Aldrich, 
St. Luis, USA 
12- Citric acid, Merck, Germany
13- Glucose, Merck, Germany
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و سپس با )Purdy and Graham 2004(ورتکس گردید 
.میکرومتري استریل شد2/0فیلتر 

زوج بیضه به  22تعداد  ،به منظور انجام این تحقیق
ابتدا دم .بالغ اخذ گردیدهاي نرهمراه اپیدیدیم از گربه

هاي ي بعد دمدر مرحله.اپیدیدیم از کل آن جدا گردید
لیتر محیط میلی 1دیش حاوي درون یک پترياپیدیدیم به

گراد قرار داده شد و به سانتی يدرجه31تریسيپایه
هاي اسکالپل قطعه قطعه شدند و سپس دم يوسیله

ارزیابی  ياپیدیدیم خارج و محلول حاوي اسپرم، آماده
Guerrero(اولیه گردید  -پس از جداسازي اسپرم). 2006

. ها از دم اپیدیدیم، ابتدا تحرك اسپرم تخمین زده شد
اسپرم، پس از  يشروندهین درصد تحرك پیتخميبرا

ون اسپرم بر یک قطره از سوسپانسییکنواخت کردن نمونه، 
 2-3يیک لام گرم شده قرار داده شد و با مشاهده يرو
ه مشاهده یثان 30لد به مدت یهر ف(یکروسکوپیدان میم
ن زده یاسپرم تخم يشروندهیدرصد تحرك پ) دیگردیم

.Kim et al(شد  2012.(
ابتدا حجم مساوي از رنگ  ،مانیبراي بررسی زنده

لیتر میلی 100گرم در  5و  3به ترتیب (نگروزین-ائوزین
هر کدام (و سوسپانسیون اسپرم استخراج شده )آب مقطر

روي لام مخلوط گردید، سپس یک ) میکرولیتر 25
چراغ  يروي شعله گسترش نازك از آن تهیه شد و سریعاً

میکروسکوپیک لام، در بررسی . الکلی خشک گردید
هاي مرده هاي صورتی یا قرمز رنگ به عنوان اسپرماسپرم

هاي زنده شمارش هاي سفید رنگ به عنوان اسپرمو اسپرم
با استفاده از بزرگنمایی  ).1388محمدي و براتی (شدند 

اسپرم مرده و زنده  100به صورت تصادفی تعداد × 400
گردید و در شمارشهاي مختلف میکروسکوپی در میدان

.مانی اسپرم محاسبه گردیدنهایت درصد زنده
هاي ناهنجاري ،آمیزي گیمسابا استفاده از رنگ

آمیزي ابتدا براي رنگ. مورفولوژیکی اسپرم بررسی گردید
یک گسترش نازك از سوسپانسیون اسپرم استخراج شده، 

پس از خشک شدن گسترش تهیه شده در . تهیه گردید
در دماي اتاق، با استفاده از متانول خالص مجاورت هوا 

ه سپس لام تهیه شده ب .گسترش روي لام فیکس شد
قرار داده شد ) درصد 20(دقیقه در رنگ گیمسا  60مدت 

آمیزي در زیر میکروسکوپ نوري با و پس از رنگ
محمدي و (مورد بررسی قرار گرفت ×400بزرگنمایی 

، سرکنده شده، هاي سر اسپرمناهنجاري). 1388براتی 
قسمت میانی اسپرم، دم اسپرم و نیز قطرات سیتوپلاسمی 

 ،بدین منظور. به دقت و به صورت جداگانه بررسی شدند
هاي هر قسمت به صورت تصادفی براي بررسی ناهنجاري

هاي مختلف میکروسکوپی اسپرم در میدان 100تعداد 
هاي هر قسمت ارزیابی شد و در نهایت درصد ناهنجاري

. حاسبه گردیدم
پس از تعیین غلظت اسپرم با استفاده از روش 

میلیون اسپرم تعیین  40حاويهموسیتومتري، حجم اسپرم 
 محلول تریس يسپس حجم مورد نظر به وسیله. گردید

گروه  2لیتر رسانده شد و سپس به به یک میلی شدهذکر
گرم میلی CLC)2اول  به گروه .تقسیم شد

و گروه دوم ) میلیون اسپرم 120سیکلودکسترین به ازاي 
. به جاي سیکلودکسترین محلول تریس اضافه گردید

گراد سانتی يدرجه 22دقیقه در دماي  15سپس به مدت 
Moce(انکوبه شدند et al. 2010, Purdy and Graham 

با محلول تریس رقیق  1:1در ادامه به نسبت . )2004
-میلیون اسپرم  20ها به ن ترتیب غلظت آنشدند و به ای

محلول سوکروز  1:1بعد به نسبت  يدر مرحله .رسید
Isachenko(مولار اضافه شد  4/0 et al. 2011(  و به این

میلیون و غلظت  10گروه  2ترتیب غلظت نهایی اسپرم در 
 5سپس حداقل به مدت  .مولار بود 2/0نهایی سوکروز 

Isachenko(انکوبه شدند دقیقه در دماي اتاق  et al. 

لیتريمیلی 25/0ها در استراو هر کدام از گروه). 2011
.بندي شدندبه صورت مجزا بسته فرانسه IMVشرکت 

متر نزدیک به سانتی 1،اي شدنقبل از فرایند شیشه
. ي استراو، با مارکر مشخص شدبخش انتهایی بسته شده

 5/2یک سرنگ . سپس سوسپانسیون اسپرم یکنواخت شد
ي استراو قرار داده شد و از لیتري در انتهاي بسته شدهمیلی

طریق آسپیراسیون، محلول اسپرم به درون استراو کشیده 
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آسپیراسیون محلول تا زمان پر شدن خط مشخص . شد
شده روي استراو ادامه داشت و سپس استراو پرشده در 

چنان آسپیراسیون هوا ادامه داشت از درون که همحالی
محلول خارج شد و در نهایت انتهاي باز استراو بسته شد 

)Isachenko et al. 2011.(
شدن ابتدا مقداري نیتروژن ايبراي انجام فرایند شیشه

یک رك در آن  ي انجماد که قبلاًبه درون محفظه 1مایع
دقیقه  3گذاشته شده بود، ریخته شد و در محفظه به مدت 

داشته شد تا فضاي درونی محفظه و رك هر دو بسته نگه
پس از گذشت این مدت زمان، دوباره . سرد شوند

مقداري نیتروژن مایع به درون محفظه اضافه گردید به 
-نمتر پاییسانتی 2اي که ارتفاع سطح نیتروژن حدود گونه

سپس استراو به صورت افقی بر  .تر از سطح رك باشد
روي رك فوق سرد و بخار نیتروژن قرار داده شدند و پس 

ه دقیقه، از قسمت انتهایی ب 3از گذشت مدت زمان 
ي یک پنس از روي رك به داخل نیتروژن مایع وسیله
Kim(ور شدند غوطه et al. 2012.(

ثانیه درون  20مدت استراوها به ذوب کردنبه منظور
ور شدند گراد غوطهسانتی يدرجه 42حمام آب 

)Isachenko et al, 2011( .
به درون  ذوب شدناز هر گروه یک استراو بعد از 

میکروتیوب تخلیه شد و محلول خارج شده مورد
.قرار گرفت اي شدنشیشههاي کیفی فوري پس از ارزیابی

هاي مختلف اسپرم بعد از انجماد به قبل نسبت پارامتر
به روش  CLCو فاقد  CLCاز انجماد بین دو گروه واجد 

هاي مختلف قبل درصد پارامتر. مقایسه گردید 2آزمون تی
در3عمومیمدل خطی  روشبه قبل و بعد از انجماد

SAS)مورد آنالیز واریانس) 49.1.3سیستم تحلیل آماري
حداقل نتایج به صورت .رفتقرار گ گیري مکرربا اندازه

و خطاي معیار ) Least Square Mean(مربعات میانگین 
.دار تلقی گردیدمعنی>05/0Pبیان شدند و مقادیر 

1- Liquid nitrogen (LN2)
2- T Test
3- General Linear Model(GLM)
4- Statistical Analysis System9.1.3

نتایج
میانگین نسبت تحرك اسپرم اپیدیدیمی گربه بعد از 

بدون و CLCگروه واجد  2انجماد به قبل از انجماد بین 
CLC2434/0(دار بودفاقد اختلاف معنی=P .( به طور

کلی در مدل مورد مطالعه، میانگین درصد تحرك اسپرم 
به ). >0001/0P(ثیر قرار گرفتأاپیدیدیمی گربه تحت ت

CLCهاي واجدطوري که میانگین درصد تحرك در گروه

) درصد 02/2±1/1(CLCو فاقد  )درصد 28/2±6/3(
به شدت ) درصد 3/28±82/1(نسبت به قبل از انجماد 

نتوانست CLCاما وجود ). >0001/0P(کاهش یافت
بهبود  CLCاثرات ناشی از انجماد را نسبت به گروه فاقد 

).2و  1جدول ()P=4281/0(ببخشد 
مانی اسپرم اپیدیدیمی گربه بعد از میانگین نسبت زنده

بدون و CLCگروه واجد  2انجماد به قبل از انجماد بین 
CLC4476/0(دار بوداقد اختلاف معنیف=P .( میانگین

ثیر أمانی اسپرم در مدل مورد مطالعه تحت تدرصد زنده
ثیر ناشی از فرایند أاین ت). P=0011/0(قرار گرفته است

مانی اسپرم در انجماد بوده است، به طوري که درصد زنده
درصد بوده است که  9/89±94/1قبل از انجماد  ينمونه

درصد و  CLC44/2±6/80اجد بعد از انجماد در گروه و
درصد بوده است و  CLC15/2±2/78در گروه فاقد 

قابل توجهی بر این  يثیر بهبود دهندهأت CLCحضور 
).2و  1ول اجد؛ P=4776/0(فرایند نداشت

هاي مانی و قطرهنسبت درصد تحرك، زنده: 1جدول
بعد ) زوج 22=تعداد(پروتوپلاسمی اسپرم اپیدیدیمی گربه 

و فاقد  CLCاز انجماد به قبل از انجماد در دو گروه واجد 
CLC)LSMean±S.E.M(
قطره پروتوپلاسمیمانیزندهتحرك

گروه واجد
CLC

a1/0±15/0a04/0±92/0a09/0±64/0

گروه فاقد
CLC

a02/0±05/0a03/0±88/0a06/0±66/0

اختلاف  فاقددر هر ستون مقادیر واجد حداقل یک حرف مشترك   -
).P<05/0(باشنددار مییمعن
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هاي پروتوپلاسمی مانی و قطرهدرصد تحرك، زنده: 2جدول
قبل از انجماد و بعد ) زوج 22=تعداد(اسپرم اپیدیدیمی گربه

CLCو فاقد  CLCاز انجماد در دو گروه واجد 

)LSMean±S.E.M(

مانیزندهتحرك
ي قطره

پروتوپلاسمی
b82/1±2/28b94/1±9/89a85/0±4/7قبل از انجماد

CLCa28/2±6/3a44/2±6/80a07/1±7/5واجد
CLCa02/2±1/1a15/2±2/78a00/1±5فاقد 

اختلاف  فاقددر هر ستون مقادیر واجد حداقل یک حرف مشترك   -
.)<05/0P(باشنددار مییمعن

هاي پروتوپلاسمی اسپرم نسبت قطرهمیانگین 
 2اپیدیدیمی گربه بعد از انجماد به قبل از انجماد بین 

دار بودفاقد اختلاف معنیCLCبدون وCLCگروه واجد 
)4003/0=P.( هاي به طور کلی میانگین درصد قطره

ثیر قرار أپروتوپلاسمی در مدل مورد مطالعه تحت ت

هاي میزان قطرهکه ، به طوري)P=2230/0(نگرفت 
درصد، در گروه  4/7±85/0تازه يپروتوپلاسمی در نمونه

درصد و در گروه فاقد CLC07/1±7/5واجد 
CLC00/1±5  2و  1جدول (درصد بود.(

اسپرم اپیدیدیمی هاي سرمیانگین نسبت ناهنجاري
گروه واجد  2گربه بعد از انجماد به قبل از انجماد بین 

CLCبدونوCLCدار بودیفاقد اختلاف معن
)6584/0=P .(هاي سر در مدل میانگین درصد ناهنجاري

این ). P=0428/0(ثیر قرار گرفت أمورد مطالعه تحت ت
ثیر ناشی از فرایند انجماد بوده است، به طوري که أت

قبل از انجماد  يهاي سر اسپرم در نمونهدرصد ناهنجاري
ز انجماد در گروه درصد بوده است که بعد ا 92/1±2/18

درصد و در گروه فاقد  CLC41/2±6/24واجد 
CLC12/2±1/25  درصد بوده است و حضورCLC ثیر أت

یند انجماد آهاي سر ناشی از فرکننده بر ناهنجاريمحافظت
).4و  3؛ جدول P=8681/0(نداشت 

انجماد به قبل بعد از) زوج 22=تعداد(میانی اسپرم اپیدیدیمی گربه  يهاي سر، دم، سرکنده شده و قطعهنسبت ناهنجاري: 3جدول
)CLC)LSMean±S.E.Mو فاقد  CLCاز انجماد در دو گروه واجد 

ي میانیهاي قطعهناهنجاريناهنجاري سرکنده شدههاي دمناهنجاريهاي سرناهنجاري
CLCa12/0±5/1a04/0±1/1a19/0±6/1a1/0±3/1واجد
CLCa09/0±4/1b56/0±5/3a11/0±5/1a1/0±4/1فاقد

.)P<05/0(باشنددار مییاختلاف معن فاقددر هر ستون مقادیر واجد حداقل یک حرف مشترك   -

قبل از انجماد و بعد ) زوج 22=تعداد(میانی اسپرم اپیدیدیمی گربه  يهاي سر، دم، سرکنده شده و قطعهدرصد ناهنجاري: 4جدول
)CLC)LSMean±S.E.Mو فاقد  CLCاز انجماد در دو گروه واجد 

میانیي قطعههايناهنجاريشدهسرکندهناهنجاريدمهايناهنجاريسرهايناهنجاري
b92/1±2/18b64/2±3/36b3/1±3/16a25/2±1/14انجمادازقبل

CLCa41/2±6/24ba31/3±40a63/1±1/24a82/2±7/18واجد
CLCa12/2±1/25a92/2±7/44a44/1±6/23a49/2±7/20فاقد

.)P<05/0(باشنددار میی اختلاف معن فاقددر هر ستون مقادیر واجد حداقل یک حرف مشترك  -

میانگین نسبت سرهاي کنده شده بعد از انجماد به قبل 
فاقد  CLCبدونو  CLCاز انجماد بین دو گروه واجد 

به طور کلی در مدل ).P=8038/0(دار بوداختلاف معنی
میانگین درصد سرهاي کنده شده به طور  ،مورد مطالعه
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این ). P=0007/0(ثیر قرار گرفت أقابل توجهی تحت ت
فرایند انجماد بوده است، به طوري که  ثیر ناشی ازأت

قبل از انجماد  يدرصد ناهنجاري سرکنده شده در نمونه
درصد بود که بعد از انجماد در گروه واجد  3/1±3/16

CLC63/1±1/24  درصد و در گروه فاقدCLC

داري یعنثیر مأت CLCو حضوردرصد بود44/1±6/23
نداشته است بر بهبود اثرات ناشی از فرایند انجماد 

)7895/0=P4و  3ول ا؛ جد.(
هاي دم اسپرم اپیدیدیمی میانگین نسبت ناهنجاري

CLCگربه بعد از انجماد به قبل از انجماد در گروه فاقد 

بود ) 04/0±1/1(CLCتر از گروه واجد بیش) 56/0±5/3(
)0012/0=P .(هاي به طور کلی میانگین درصد ناهنجاري

ثیر قرار نگرفتأتحت ت ،لعهدم در مدل مورد مطا
)1254/0=P.(هاي دم در میزان ناهنجاري ،با این حال

داري یبه صورت معن) درصد CLC)92/2±7/44گروه فاقد 
افزایش پیدا ) درصد 3/36±64/2(نسبت به قبل از انجماد 

 31/3±40(CLCرسد که به نظر می) P=0437/0(کرد 
هاي دم ناهنجارياي بر وقوع اثر بهبود دهنده) درصد

؛ P=3881/0(داشته است CLCنسبت به گروه فاقد 
).4و  3جدول 

میانی بعد از  يهاي قطعهمیانگین نسبت ناهنجاري
بدونو  CLCانجماد به قبل از انجماد بین دو گروه واجد 

CLC5949/0(دار بودفاقد اختلاف معنی=P .( در مدل
میانی  يهاي قطعهمورد مطالعه میانگین درصد ناهنجاري

به طور کلی میزان ). P=1521/0(ثیر قرار نگرفت أتحت ت
 1/14±25/2تازه  يمیانی در نمونه يهاي قطعهناهنجاري

درصد و در  CLC82/2±7/18درصد و در گروه واجد 
که داراي درصد بود CLC49/2±7/20گروه فاقد
).4و  3ول ا؛ جدP=1521/0(دار نبود یعناختلاف م

بحث
حاضر اسپرم اپیدیدیمی گربه براي اولین  يدر مطالعه

هاي اي شدن بدون استفاده از سرمامحافظبار به روش شیشه
اسپرم گربه در گذشته با . با موفقیت منجمد شدنفوذکننده

 Cocchia et(استفاده از روش آهسته منجمد شده است 

al. 2010, Kashiwazaki et al. 2005, Vick et al. 2012.(
هاي اي سازي اسپرم بدون استفاده از سرمامحافظشیشه
یک افق جدید در کرایوبیولوژي اسپرم براي  ينفوذکننده

ها ایجاد کرده آور سرمامحافظاز بین بردن اثرات زیان
اسپرم بز بومی خوزستان ). Isachenko et al. 2003(است 

)Katanbafzadeh et al.  .Isachenko et al(، انسان )2014

 Sanchez(و سگ )Merino et al. 2011(ماهی ، )2011

et al. 2011 (در . ندااي شدهبه صورت موفق شیشه
اي هاي مختلف و شیشهمحافظاي که روي اثر سرمامطالعه

ها روي منی خرگوش انجام محافظکردن عاري از سرما
سرما اي کردن عاري از که شیشه شد شده است نشان داده

-ها باعث شده است که هیچ یا تعداد کمی از اسپرممحافظ

ها زنده بماند و غنی کردن محیط انجماد با مقادیر مناسب 
BSAاثر خوبی تواندبه همراه سوکروز یا ترهالوز می

 Rosato and Iaffaldano(روي زنده ماندن اسپرم بگذارد 

 حاضر يمانی اسپرم در مطالعهتحرك و زنده). 2013
باشد ثیر قرار گرفت که ناشی از فرایند انجماد میأتحت ت

ثیر به سزایی روي تحرك أنتوانست ت CLCولی استفاده از 
گشایی نسبت به گروه فاقد مانی اسپرم پس از یخو زنده

CLC مطالعات قبل در  ابگذارد و نتایج این مطالعه ب
مانی اسپرم بر تحرك و زندهCLCخصوص اثر محافظتی 

ها که گربه يتواند ناشی از تغذیهق ندارد که میانطبا
ثیر آن بر ترکیب أداراي سطح کافی کلسترول است و ت

میزان تحرك اسپرم قبل از . پلاسمایی اسپرم باشد يغشا
گشایی نسبت به مطالعات قبلانجماد و بعد از یخ

)Cocchia et al. 2010, Kashiwazak et al. 2005, Vick 

et al. ي تواند تغذیهتر بوده است که دلیل آن میکم) 2012
و  Katanbafzadeh. هاي ولگرد باشدنامناسب گربه

در  CLCدریافتند که استفاده از  2014در سال همکاران 
اي شدن اسپرم اپیدیدیمی بز سبب کاهش فرایند شیشه

و  اي شدنحساسیت اسپرم اپیدیدیمی بز به شیشه
مانی اسپرم و زندههمچنین باعث افزایش درصد تحرك 

.شود
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ي حاضر درصد قطرات پروتوپلاسمی به در مطالعه
اي شدن قرار ثیر فرایند شیشهأاي تحت تطور قابل ملاحظه

نداشته  هابر آنثیر به سزایی أت CLCنگرفت و حضور 
در سال و همکاران  Katanbafzadehيبا مطالعهاست که 

.بز انطباق ندارد در2014
ايدهد که فرایند شیشهحاضر نشان می يمطالعه ينتیجه

هاي کنده شده اسپرم دارد تعداد سرشدن اثر شدیدي بر
1392ثانی و همکاران در سال زادهحسین يکه با مطالعه

به CLCروي انجماد اسپرم بز تطابق دارد و اضافه کردن 

شدن اثري بر بهبود این وضعیت نداشته ايمحلول شیشه
اي ثیر فرایند شیشهأمیانی تحت ت يهنجاري قطعهنا .است

و  Katanbafzadehيشدن قرار نگرفته است که با مطالعه
هاي ناهنجاري. در بز انطباق دارد 2014در سال همکاران 

اي شدن قرار نگرفته است اما به نظر ثیر شیشهأدم تحت ت
اي بر وقوع این ناهنجاري اثر بهبود دهنده CLCرسد می

داري اي شدن به طور معنیفرایند شیشه. ه استداشت
هاي سر اسپرم را افزایش داده است و حضور ناهنجاري

CLC است نداشتهثیر قابل توجهی أت.
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Abstract
Cholesterol loaded cyclodextrin (CLC) efficiently protected sperm of some species against 

cryodamage. On the other hand, vitrification of sperm especially in human opened a new 
horizon in the field of sperm freezing. The aim of the present study was to evaluate the effect 
of CLC on vitrification of cat sperm. The tom epididymal sperm (n=22 pairs) was extracted 
from epididymides and subjected to vitrification in TRIS based solution that was incorporated 
with or without CLC. The warmed sperm was analyzed for motility, viability and 
morphology. Vitrification significantly (P<0.0001) reduced the sperm motility (%) in CLC-
plus (3.6±2.28) and CLC-minus (1.1±2.02) compared to the fresh samples (28.3±1.82). Sperm 
viability was also significantly decreased the following vitrification either with CLC 
(80.6±2.44) or without CLC (78.2±2.15) compared to the fresh samples (89.9±1.94; 
P=0.0011). In spite of the significant impact of vitrification on cat epididymal sperm, it seems 
that there is an indigenous tolerance to the vitrification procedure and CLC did not have more 
beneficial effect on it.
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