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 مرغ و مقایسه آن با لستین سویا و  استخراج لیپوپروتئین با چگالی کم از زرده تخم 
 کننده تجاری آندرومد در انجمادپذیری اسپرم گاورقیق

   
 

 تبریز دانشگاه ،کشاورزی دانشکده ،دامی  علوم  گروه: ایرج اشرفی •

 تبریز دانشگاه ،کشاورزی دانشکده ،دامی علوم گروه :*کیا دقیقسین ح •

 تبریز دانشگاه ،کشاورزی دانشکده ،دامی علوم گروه غلامعلی مقدم: •

 تبریز  دانشگاه ،دامپزشکی دانشکدهوند: عادل صابری •

 

 1395 دی تاریخ پذیرش:            1395 مهر تاریخ دریافت: 

 چکیده
گیرد. لذا استفاده از مواد بیوشیمیایی و آناتومیکی سلول اسپرم تحت تاثیر قرار میدر طی فرآیند انجماد ساختارهای             

باشد. هدف از این مطالعه بررسی تاثیر ترین بخش درفرآیند انجماد اسپرم میمحافظ شوک سرما در محیط انجماد، ضروری
عنوان ماده محافظ درصد( و سطوح مختلف لستین سویا به  10و    8،  6استفاده از سطوح مختلف لیپوپروتئین با چگالی کم )

باشد. در این تحقیق گشایی شده گاو هلشتاین مییخ-های منجمدکننده تجاری آندرومد بر اسپرمشوک سرما، در مقایسه با رقیق
ها انزالها، جهت از بین بردن اثرات فردی دام گیری شد.رأس گاو هلشتاین دو بار در هفته توسط واژن مصنوعی اسپرم 3از 

ها، منجمد شده و در ازت شده منی بعد از سردسازی و پر شدن در پایوتهای رقیقبه نسبت مساوی با هم مخلوط شدند. نمونه
چنین سطوح مختلف لستین سویا  و هم  LDLگشایی نشان داد که بین سطوح مختلف  داری شدند. نتایج بعد از یخمایع نگه

معنی شده  اختلاف  ارزیابی  پارامترهای  نظر  از  رقیقداری  از  استفاده  ندارد.  معنیوجود  بهبود  موجب  آندرومد  دار  کننده 
. جنبایی >P)05/0شد )  LDLمانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم در سطوح مختلف  پارامترهای کنتیکی و جنبایی، زنده

مانی و داری در زندهآندرومد بود. اختلاف معنیتر از داری پایینطور معنی هدرصد لستین ب 2و  5/1، 1رونده در سطوح پیش
 3کننده حاوی  توان رقیقطورکلی میهکننده آندرومد مشاهده نشد. بیکپارچگی غشای پلاسمایی سطوح مختلف لستین و رقیق

 کننده تجاری آندرومد داشت. درصد لستین سویا نتایج مشابهی با رقیق
 

 ، گاو هلشتاینآندرومد لستین سویا،، لیپوپروتئین با چگالی کمانجماد اسپرم،  کلمات کلیدی: 

 مقدمه 
-توانند همراه با دیگر تكنولوژي هاي ذخیره اسپرم، ميبانك       

گونه حفاظت  و  نژادها  دربهبود  تولیدمثلي،  و  هاي  وحشي  هاي 
انقراض،بومي   امكان   درحال  اسپرم،  انجماد  باشند.  داشته  نقش 

ها  كنترل بیماري  ،های دورترمکانقرنطینه كردن آن، انتقال آن به  
بانك حفظ  ژنتیكي  و  ساخته  هاي  ممکن  و    Barbas)را 
Mascarenhas  ،2009  ) كلي حفاظت از انجماد اسپرم    طوره و ب

کاربرد فراوانی  كننده به تولیدمثل،  هاي كمكتكنیكسایر  همراه با  
باروري حیوانات آزمایشگاهي، دامي و  در   جهت حل مشكلات 

در  (.  Spungin  ،1997و  Breitbart ) انسان داشته و خواهد داشت
  نظیر عوامل كلیدي زیادي    مراحل حفاظت از انجماد سلول اسپرم،

رقیق شیمیایي  تركیب  مني،  پلاسماي  نوعكننده  تركیب  و    ها، 
حفاظت نگهكنندهغلظت  دماي  انجمادي،  میزان  هاي  داري، 

هاي  گشایي، گروهدهي، روش انجماد و یخدوره تعادل سردسازي،
اثر   اسپرم  بهداشت روي عمر سلول  كنترل  و  اكسیژني  واكنش 

این عوامل،  بخش تعادل بین گذاشته، و جهت كسب نتایج رضایت
 .  ( 2000و همکاران،   Bailey) باشدمهم مي
شدت  به  سرمایي  شوک  ،ذوب-انجماد  فرآیند  جریان  در       

گلیکوپروتئین و  تحت  فسفولپیدها  را  در سطح غشا  موجود  هاي 
 ساختاري و بیوشیمیایي  هايشروع آسیب و باعث  داده  تاثیر قرار

علاوه بر مواد    ها،به اسپرم  براي جلوگیري از این آسیب شود. مي
خواهد    محافظ درون سلولي، به مواد محافظ خارج سلولي نیز نیاز

هاي موجود در  ها و پروتئینلیپوپروتئین   . این مواد عمدتا  داشت 
چون زرده تخم مرغ، شیر و منابع گیاهي مثل شیره  منابعي هم

سویا و شیره نارگیل است. این مواد با عمل بر روي غشاء سلولي،  
استفاده از مواد   د. کن اسپرم را در برابر شوک سرما محافظت مي
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پایین ممکن است که براي حفاظت از  محافظتي در غلظت هاي 
ها نیز ممکن است که براي  و غلظت بالاي آنوده  کافي نب   اسپرم

باشد   سمي  اطلاعات    (. Maxwell  ،1995و    Salamon)اسپرم 
بر روی  مرغ    ر زرده تخم ی اث ت مکانیسم دقیق    در خصوص   دقیقي
  هاي متنوعي درباره این اثر و فرضیه  باشدمیدر دسترس ن اسپرم  

لیپوپروتئین دارد.   Low density  یا  LDL)  کم  چگالي  با   هايوجود 

lipoprotein )  که در    آیندشمار میهب مرغ  بخش تاثیرگذار زرده تخم
ذوب با اتصال به غشاي اسپرم باعث مقاومت  -طي فرآیند انجماد 

برابر آسیب  (.Watson  ،1976)  شود حرارتي مي  هاياسپرم در 

پروتئینهب  نقش کامل  لپیدهاي موجود در  هرحال  و  در    LDLها 
ب  هنوز  اسپرم  غشاي  با  ارتباط  و  پیوند  طورکامل  هبرقراري 

است  مشخص  و    LDL.  نشده  کولین  فسفاتیدیل  مقادیري  حاوي 
طور مرتب  ه ذوب ب -فسفاتیدل سرین است که در طي فرآیند انجماد

دست  از  فسفولیپدهاي  مي  جایگزین  اسپرم  غشاي  شوند  رفته 
(Graham    وFoot  ،1987 .)  مي پرده  فسفولپیدها  یک  توانند 

پرده   این  دهند.  تشکیل  اسپرم  غشاي  اطراف  در  محافظتي 
  آید وجود ميبه  LDLهاي  لمولکومحافظتي در زمان شکسته شدن  

(Trimeche  ،همکاران شدن  (1996  و  ژلاتینه  و  جذب   .
باعث تشکیل یک    ،در اطراف غشاي اسپرم  LDLهاي  آپوپروتئین

کریستال مقابل  در  محافظتي  غشاي  غشاي  اطراف  در  یخ  هاي 
شود همکاران،    Moussa)  اسپرم  دیگر  ( 2002و  فرضیه  این  . 

لیپوپروتئین  است  کم که  با چگالي  به    ( LDL)  هاي  اتصال  براي 
کاتتیونیک پپتیدهاي  با  اسپرم  پلاسماي    غشاي  در  منی  موجود 

مي پپتیدها  رقابت  این  کم  باکند.  مولکولي  از  وزن  کیلو    5تر 
اسپرم   غشاي  به  اتصال  با  خارج شدن  توانند  میدالتون،  باعث 

  اثرات رغم  علي  .( Vaupel  ،1973)  کلسترول از سطح غشا شوند
هاي  مرغ براي محافظت از اسپرم، در سالبسیار مثبت زرده تخم
دنبال راهکاري براي حذف و یا کاهش مقدار  اخیر پژوهشگران به

ترین پستانداران هستند. مهم  منیهاي  کنندهمرغ در رقیقزرده تخم
تخم زرده  در  موجود  لیپوپروتئینبخش  کم  مرغ  چگالي  با  هاي 
تواند متغیر باشد و  ها در زرده ميهستند. مقدار این لیپوپروتئین

گذاري مرغ و  چون وراثت، تغذیه، تعداد روزهاي تخمعواملي هم
ها را تحت تاثیر قرار دهد. این  مرغ مقدار آنداري تخمشرایط نگه

-هاي استانداردي از زرده تخمتهیه غلظتاست تا  امر سبب شده  
-رو شود و رقیقبا مشکل روب   منیهاي انجماد  کنندهمرغ در رقیق

تخمکننده زرده  حاوي  بههاي  رقیق مرغ  یک  کننده    عنوان 
مرغ در  غلظت زرده تخم  با افزایش  غیراستاندارد شناخته شوند. 

-هاي زنده و متحرک افزایش مي اگرچه درصد اسپرم  کننده،رقیق
و    Fukui)   یابدآکروزوم سالم کاهش مي  با  هاياسپرم  درصد   ولي  یابد

-ترین بخش شرکت . ناحیه آکروزم اسپرم، مهم( 2008همکاران،  
که آکروزم    هایيلقاح است. بنابراین اسپرم  عمل  ننده اسپرم درک
  شوند هاي غیربارور تلقي ميعنوان اسپرمبهباشد    ها آسیب دیدهآن
(Amirat    ،2004و همکاران)م در اثر  و. کاهش سلامت آکروز

تخم زرده  غلظت  گونه  ،مرغافزایش  بزدر  و    Ritar)  هاي 
Salamon  ،1991) ،   قوچ   (Watson    وMartin  ،1975  ) گاومیش    و

(Kumar    ،1993و همکاران)  .زرده    علاوه بر این  ثابت شده است

تواند از  هایي است که ميطور طبیعي حاوي آلودگيه مرغ ب تخم
همکاران،  و    Gil)  ال آن شود قباعث انت   منیهاي  کنندهطریق رقیق

آلودگي( 2003 این  به  ها  .  قادر  تنها  بیماري  نه  بوده  انتقال یک 
تواند  با تولید سمومي ميها  در آنهاي موجود  میکروارگانیزمبلکه  

  Bousseau)  دن ها شوو باعث مرگ آنگذاشته  بر روي اسپرم تاثیر  
نشان دادند    ( 2002)و همکاران    Moussa  .( 1998و همکاران،  

یک حضور  تخمکه  زرده  در  مواد  ميسري  باعث  مرغ  تواند 
کاهش دهد  را  آنماني  تحرک و زندهشده  ممانعت از تنفس اسپرم  

این امر سبب شده است که تقاضا براي جایگزین کردن زرده  و  
گزارش   ( 2006)  و همکاران Anel افزایش یابد. بابخش موثر آن 

زرد شبیه  فسفولپیدهاي  از  بالایي  مقدار  حاوي  سویا  که  ه  دادند 
درصد از فسفولپیدهاي زرده    10حدود   مرغ است. لسیتین درتخم

دهد و با توجه به حضور فسفولپیدهاي مشابه زرده  را تشکیل مي
مي سویا  ب در  آن  از  مناسب  هتوان  گیاهي  جایگزین  یک  عنوان 
. استفاده از منابع جایگزین گیاهي ( Fukui  ،2008)  استفاده نمود

طور کامل  ه آورد که حذف منابع آلودگي ب وجود ميهاین امکان را ب 
 . (Bilaspuri ،2011و Bansal ) صورت گیرد

هم        گیاهي  محفاظتي  منابع  اثر  داراي  سویا  عصاره  چون 
و ساختار اسپرم در این    بودهمرغ  بهتري در مقایسه با زرده تخم

کمکنندهرقیق سرمایي  ها  آسیب  از  ناشي  تاثیر صدمات  تحت  تر 
مي همکاران،    Hinsch)  گیرندقرار  زمان  (1997و  گذشت  با   .

هاي گیاهي نیز دچار تغییراتي شده اند. این تغییرات در  کنندهرقیق
هر حال اطلاعات  جهت بهبود باروري اسپرم ایجاد شده است. به

دسترس در  تغییرات  این  مورد  در  آن  دقیقي  همه  و  با  نیست  ها 
بازار عرضه ميفرمول به  بسته  این رقیقهاي  -شوند. یکي از 
ساختکننده که  دارد  نام  آندرومد  .  باشد مي  minitübشرکت   ها 

و   دقیق  استخراج  با  است  شده  سعی  مطالعه  این  در  بنابراین 
و سطوح    LDLمحافظتی  مرغ، اثراتاز زرده تخم  LDL  استاندارد

کننده تجاری آندرومد بر  مختلف لستین سویا در مقایسه با رقیق
 مورد   گاو  شده  گشایییخ-خصوصیات میکروسکوپی اسپرم منجمد

 بررسی قرار گیرد. 
 

 ها مواد و روش
های تازه از یک  مرغتخم:  مرغاز زرده تخم  LDLاستخراج         

داشتند جمع یکسان  جیره غذایی  که  تخمگله  شدند.  ها  مرغآوری 
صورت دستی شکسته شده و زرده از آلبومین جدا شد. هر یک  به

غلط داده شدند تا شالاز و  صافی  ها به دقت روی کاغذ  از زرده
ویتیلن باقیمانده سپس  شود.  جدا  ویتلین  غشای  از  آلبومین  های 

شکاف داده شده و زرده در بشری که داخل آب یخ قرار دارد  
 آوری شد. جمع

تخم        زرده  پلاسمای  محلول  :  مرغجداسازی  با  زرده  ابتدا 
( ( و  W/W( رقیق شده )NACLمولار    17/0ایزوتونیک سالین 

مدت  زن مگنتی بهم زده شد. سپس بهمدت یک ساعت توسط همبه
سانتریفیوژ شد. سپس  c °10در دمای    g×10000  دقیق با دور   45

  ها سانتریفیوژ شد منظور حذف کامل گرانولپلاسما بار دیگر به
 نگه داشته شد.   c °4پلاسما در دمای  و
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مخلوط    % 40پلاسما با سولفات آمونیوم  :  LDLاستخراج         
زده شد تا لیوتین رسوب کند. در  همهمدت یک ساعت ب شده و به

این مرحله   ثابت و تحت    c °4و دما در    7/8بر روی    pHطی 
در دمای    g×10000  با دور   ه دقیق  45مدت  سپس به  .کنترل بود

c °10 از رسوب جدا شود. سپس   محلول رویی  سانتریفیوژ شد تا  
ساعت دیالیز شد تا سولفات آمونیوم    6مدت حداقل  به  محلول رویی

قبل    کاملا   مراحل  طبق  دوباره  مانده  باقی  محلول  شود.  حذف 
بود جمع    LDLمانده شناور که سرشار از سانتریفیوژ شده و باقی

 (. 2002و همکاران،  Moussa)  آوری گردید
این تحقیق از سه رأس گاو هلشتاین )با  در  :  آوری منیجمع       

داری یکسان( با استفاده از واژن  ای و نگهشرایط محیطی، تغذیه
اسپرم بار در هفته  دو  بردن مصنوعی  بین  از  برای  گیری شد. 

های اسپرم هر  های نر، به تعداد مساوی از سلولاثرات فردی دام
استفاده شدند.  سه رأس دام نر در هر تکرار آزمایشی مخلوط و  

مدت حداقل یک ساعت در دمای  هتمام اجزای واژن مصنوعی ب 
c °40    گرم شدند. دمای داخلی واژن مصنوعیc °42-45    بود و
واژن   داخلی  نر، سطح  دام  تناسلی  چنین برای سهولت دخول آلتهم

آوری شده بلافاصله  های منی جمعنمونه  بود.   شده   با وازلین آغشته
ها  قرار داده شدند. نمونه  c °34به آزمایشگاه منتقل و در حمام آب  

و   ادرار و خون، غلظت  به  آلودگی  نظر حجم، رنگ، عدم  از 
پیش نمونهتحرک  و  شده  بررسی  رنگ  رونده  دارای  منی  های 

بین   تیره، حجم  بیشمیلی  5-12  کرمی  از یک  لیتر، غلظت  تر 
ده  رون لیتر نمونه منی و تحرک پیشمیلیارد اسپرم در هر یک میلی

-هدرصد در این تحقیق استفاده شد. غلظت اسپرم ب   70بالاتر از  
رونده با سیستم کاسا  سیله دستگاه فتومتر و درصد تحرک پیشو

 .  (2003و همکاران،  Gil)تعیین شد 
کننده تجاری  در این تحقیق از یک رقیق:  کنندهتهیه رقیق       
پایه تریس که  و هفت رقیق آندرومد لیتر این میلی  100کننده بر 

گرم   1گرم اسیدسیتریک،  48/1گرم تریس،  42/2محلول حاوی
  30میکرولیتر جنتامایسین،    50لیترگلیسرول،میلی  4/6فروکتوز،  

و   لینکوپک  درصدهای    5/2میکرولیتر  و  تایلوزین  میکرولیتر 
%( و یا   3و    1  ،5/1  ،2)(  3644P)سیگما،  سویا  مختلف لستین  

 %( بود استفاده شد.   10و   6 ،8 )  LDLدرصدهای مختلف 
پس  :  بندی و انجماداعمال تیمار، سردسازی، تعادل، بسته       

میلیون اسپرم در    50های منی با غلظت  از ارزیابی اولیه، نمونه
-کنندهرقیقهای حاوی  کننده به فالکونلیتر محلول رقیقهر میلی

-پر و بستهلیتر  میلی5/0های  شده و در پایوت  اضافه مختلف  های
پایوتب  به دمای  ندی شدند.  منتقل    C °5ها روی راک چیده شده 

ساعت زمان تعادل در این دما توسط  2شدند و پس از سپری کردن  
دستگاه نیمه اتوماتیک انجماد اسپرم منجمد شده و به تانک ازت  

 
1- Total Motility 
2-Progressive Motility 
3- Curvilinear velocity (micron/sec) (VCL) 
4- Average path velocity (micron/sec) (VAP) 
5- Sperm track straightness (%) (STR) 

گشایی در این دما  ( انتقال یافته و تا زمان یخ- C°196مایع )دمای  
 (. 2013و همکاران،  Ashrafiداری شدند )نگه

بعد  :  ارزیابی تحرک اسپرم -گشاییارزیابی اسپرم بعد از یخ       
یخ )از  دمای  40گشایی  حاوی  گرم  آب  حمام  در  (،  C °37ثانیه 
کلیفراسنج تحرک  پیش1 (TM)های  تحرک  ، 2(PM)رونده  ، 

مسیر   در  مسیر  3(VCL)منحنی  سرعت  در  سرعت  میانگین ، 
(VAP)4  راستي مسیر طي شده ،(STR)5   تناوب عرضي زنش ،
(BCF)6  سرعت در مسیر مستقیم ،(VSL)7  جنبایي عرضي سر ،
(ALH)8 و خطی بودن جنبایی(LIN) 9  ارزیابی شدند. ابتدا نمونه-

یخه تطابقا  جهت  و  شده  درون گشایی  آب  بازگشت  و  -پذیري 
ب  دمای    5مدت  هسلولي،  در  انکوبه    C °37دقیقه  گرم  آب  حمام 

میکرولیتر از نمونه روی لام از قبل گرم شده )در    5شدند. سپس  
( قرار داده و بعد از پوشش با لامل، روی صفحه  C °37دمای  

نمونه حداقل   از هر  داده شد.  قرار  میکروسکوپ  فیلد    10گرم 
  سیستم وسیله  ه اسپرم ب   200تصادفی انتخاب و تعداد    طور کاملا  هب 

نمایی بزرگ  با  (CASA‚Video TesT Sperm 3.1 Russia)  کاسا
 . × آنالیز شد10

زنده        اسپرم درصد  ب :  مانی  تست  رنگهاین  -وسیله روش 
ائوزین ابتدا  -آمیزی  شد.  ارزیابی  از    5نیگروزین  میکرولیتر 
با   منی  )ائوزین    5نمونه  رنگ  آب  گرم/  7/16میکرولیتر  لیتر 

سیترات  گرم/  100نیگروزین  مقطر،   بافر  مقطر،  آب    29لیتر 
گرم/لیتر آب مقطر( روی لام به آرامی مخلوط و با لام دیگری  

مدت  گسترش تهیه شد. جهت خشک کردن، نمونه گسترش یافته به
وسیله  هاسپرم ب   200قرار گرفت. تعداد  C °  37سه دقیقه در دمای  

×  1000نمایی میکروسکوپ نوری و روغن ایمرسیون با بزرگ
طورکلی و جزئی رنگ قرمز مایل به  ه هایی که ب اسپرم  آنالیز شد. 

اسپرم و  مرده  بودند  گرفته  به خود  به بنفش  که رنگ    خود هایی 

 .  (Maxwell ،1987و  Evans)  نگرفته بودند زنده محسوب شدند
)تست          پلاسمایی  غشای  یکپارچگی  این  :  ( HOSTتست 

-ه یکپارچگی غشای پلاسمایی سلول اسپرم ب تست برای بررسی  
  500آرامی با  میکرولیتر از نمونه منی به  50کار گرفته شد. ابتدا  

هم  میکرو هیپواسموتیک  محلول  )حاوی  لیتر  گرم/لیتر    9دما 
ب گرم/  4/ 9فروکتوز،   و  مخلوط  سدیم(  سیترات    60مدت  هلیتر 

( گرم  آب  حمام  در  سپس  C °37دقیقه  شد.  انکوبه    5مقدار  ( 
دما شده  میکرولیتر از نمونه مخلوط شده و روی لام از پیش هم

گرم   صفحه  روی  لام  شد.  پوشانده  لامل  با  و  گرفته  قرار 
با    200میکروسکوپ فاز کنتراست قرار داده شد. تعداد   اسپرم 

× شمارش و درصد اسپرم با دم متورم و تاب  400نمایی  بزرگ
به و  تعیین  )طبیعی(  محلول  خورده  به  پاسخ  درصد  عنوان 

 .  ( Mrode ،1994و   Revell) هیپواسموتیک ثبت شد 

6- Beat cross frequency (Hz) (BCF) 
7- Straight – line velocity (micron/sec) (VSL) 
8- Lateral head displacement (micron) (ALH) 
9-Linearity (%) (LIN= VSL/VCL×100) 
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هاي  تکرار انجام شد. داده  5این مطالعه در  :  آنالیز آماری        
-کمک نرمحاصل از این مطالعه در قالب طرح کاملا  تصادفی به

ها تجزیه وتحلیل گردید. مقایسه میانگین  GLMرویه    SASافزار  
در نظر    ˂ 05/0Pداری  انجام گرفت. سطح معنیروش دانکن  به

 مدل آماری این طرح عبارت بود از:  گرفته شد. 
Yij=µ+ Treati+eij 

-است با داده مشاهده شده برای فراسنجه  برابر   ijYدر این مدل،    که  
ام  i=اثر تیمار  iTreatمیانگین جامعه،  =  μگیری شده،  ای اندازهه

 مانده یا خطا بود. اثر باقی= ijeبرابر است با اثر تیمار و 
 

 نتایج  
ها برای پارامترهای تحرک در  نتایج حاصل از آنالیز داده       
است.  1جدول   مختلف    آمده  مقایسه سطوح  در  داد  نشان  نتایج 

LDL  چنین مقایسه سطوح مختلف لستین سویا با  با یکدیگر و هم
کننده رقیقداری وجود نداشت . استفاده از  یکدیگر اختلاف معنی

معنی بهبود  موجب  پارامترها    >P)05/0)  دار آندرومد  تمامی 
شد. البته اختلاف    LDLکنتیکی و جنبایی نسبت به سطوح مختلف  

زنش    LDL6کننده  رقیق عرضی  تناوب  پارامتر  در  آندرومد  با 
داری در پارامتر جنبایی کل بین دار نیست. اختلاف معنیمعنی
کننده آندرومد و سطوح مختلف لستین مشاهده نشد. راستی  رقیق

مسیر طی شده، سرعت در مسیر منحنی و جنبایی عرضی سر  
رقیق ب در  آندرومد  معنیه کننده  از    تربیش  >P)05/0)   داریطور 

هم است.  لستین  مختلف  پیشسطوح  جنبایی  پارامترهای  -چنین 
مسیر   در  سرعت  میانگین  و  مستقیم  مسیر  در  سرعت  رونده، 

آندرومرقیق ب کننده  معنیه د  از  بیش  >P)0/ 05)داری  طور  تر 
درصد لستین است ولی این اختلاف با سطح    2و    5/1،  1سطوح  

معنی3 لستین  رقیق%  نیست.  بهبود  دار  موجب  آندرومد  کننده 
به سطح    >P)0/ 05)دار  معنی نسبت  بودن جنبایی  درصد خطی 

به سطوح  2 تناوب عرضی زنش نسبت  %  3و    2% لستین و 
که این اختلاف با سایر سطوح لستین در   در حالیشود لستین می

دار نیست. پارامتر درصد جنبایی  مورد پارامترهای مذکور معنی
پایینطور معنیه ب    LDL  8  کنندهکل در رقیق تر از سایر  داری 

و   6داری بین سطوح گروه های تیماری است ولی اختلاف معنی
نسبت به سطوح مختلف لستین مشاهده نشد. با    LDLدرصد    10
معنیاین اختلاف  مختلف  که  سطوح  بین  سطوح    LDLداری  و 

درصد   مسیر طی شده،  راستی  مورد صفات  در  لستین  مختلف 
ولی   نشد  مشاهده  زنش  عرضی  تناوب  و  جنبایی  بودن  خطی 

رقیق مختلف  رقیقکنندهسطوح  به  نسبت  لستین  های  کنندههای 
LDL  0/ 05)  دارموجب بهبود معنی(P<   تیکی شد. سایر صفات کن 

 
 LDLو  لستین سویاهای حاوی سطوح مختلف  کنندهرقیق آندرومد و  کننده گشایی شده گاو توسط رقیقیخ-مقایسه پارامترهای تحرکی و کنتیکی اسپرم منجمد:  1جدول

 (>0P/ 05دار بین سطوح است ) دهنده تفاوت معنیمشابه در یک ردیف نشانحروف غیر       
 

 

داده        آنالیز  از  زندهنتایج حاصل  پارامتر  برای  در  ها  مانی 
  2  شکل و برای پارامتر یکپارچگی غشای پلاسمایی در    1  شکل 

چنین با یکدیگر و هم  LDLدر مقایسه سطوح مختلف    آمده است.

داری  مقایسه سطوح مختلف لستین سویا با یکدیگر اختلاف معنی
رقیق نشد.  مشاهده  مذکور  پارامتر  دو  هر  آندرومد  برای  کننده 

هر دو پارامتر نسبت   >P)05/0)دار  موجب بهبود معنی

1لستین  LDL 6 LDL 8 LDL 10 صفات 1/ 5لستین   2لستین   3لستین    آندرومد 

)درصد(  جنبایي  87/8 ± 3 /2bc 83/1 ± 6 /4c 87/8 ± 4 /6bc 91/0 ± 1 /8ab 90/5 ± 1 /4ab 89/2 ± 4 /0ab 92/5 ± 0 /8ab 93/5 ± 1 /4a 

رونده جنبایي پیش  

 )درصد( 
48/6±4 /3c 47/7±3 /5c 49/0±7 /2c 59/9±2 /1b 58/4±7 /0b 58/1±2 /7b 61/3±2 /9ab 65/8±2 /8a 

راستي مسیر طي  
)درصد(  شده  

0 /82 ± 0/03b 0 /79 ± 0/01b 0 /79 ± 0/02b 0 /81 ± 0/01b 0 /81 ± 0/02b 0 /81 ± 0/01b 0 /81 ± 0/01b 0 /84 ± 0/04a 

سرعت در مسیر  
 منحنی

 )میکرون/ثانیه( 

90/4 ± 6 /0c 90/9 ± 7/74c 94/2 ± 12 /5c 114/1 ± 6/4b 109/8 ± 13/6b 113/5 ± 4/4b 116/0 ± 8/0b 127/2 ± 6/6a 

 جنبایي عرضي سر

 )میکرون(
1/7 ± 0 /08c 1/7 ± 0 /14c 1/8 ± 0 /21c 2/1 ± 0 /10b 2/1 ±0/17b 2/2 ± 0 /15b 2/2 ± 0 /12b 2/4 ± 0 /18a 

سرعت در مسیر  
 مستقیم 

 )میکرون/ثانیه( 

39/8 ± 2 /9c 40/9 ± 3 /8c 41/0 ± 5 /7c 51/2 ± 5 /3b 48/9 ± 7 /2b 50/5 ± 3 /0b 53/5 ± 2 /9ab 58/4 ± 3 /2a 

سرعت در مسیر  
میانگین  

 )میکرون/ثانیه( 

46/1 ± 3 /4c 47/0 ± 3 /7c 47/4 ± 6 /5c 57/9 ± 5 /5b 55/6 ± 7 /7b 57/0 ± 2 /9b 60/3 ± 2 /8ab 65/8 ± 3 /6a 

خطي بودن  میزان
 جنبایي 

0/413 ± 0 /03b 0/397 ±0/01b 0/396 ±0/03b 0/401 ± 0 /02ab 0/404 ± 0 /02ab 0/391 ± 0 /01b 0/416 ±0/02ab 0/434 ± 0 /03a 

  تناوب عرضي زنش
 )هرتز( 

15/5±0 /5ab 15/1±0 /2b 15/1±0 /4b 15/5±0 /3ab 15/5±0 /9ab 15/0±0 /5b 15/1±0 /6b 16/0±0 /3a 
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-طور معنیه ب   8LDLکننده  چنین رقیقها شد. همکنندهسایر رقیق
تری  مانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی کمزنده  >P)05/0)  ارید

 همراه داشت.  ها را بهکنندهنسبت به سایر رقیق

  

 
 

 گشایی شده گاو توسط رقیقیخ-منجمدمانی اسپرم زندهدرصد نمودار مقایسه : 1شکل  
 . LDLو   لستین سویاهای حاوی سطوح مختلف کنندهرقیقآندرومد و کننده 

گشایی  یخ-یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم منجمددرصد نمودار مقایسه : 2شکل  
لستین  های حاوی سطوح مختلف کنندهرقیقآندرومد و کننده شده گاو توسط رقیق

 . LDLو  سویا
 (>05/0Pدار بین سطوح است )دهنده تفاوت معنینشان هر ستونروف غیرمشابه در ح

 بحث

-به  LDLهای استفاده از  در این مطالعه با توجه به مزیت       
هاي لیپوپروتئینکننده انجماد اسپرم، مرغ در رقیقای زرده تخمج

کم چگالي  تخم  با  زرده  در  از  آن  اثرات  و  شده  استخراج  مرغ 
مورد  رقیق گاو  اسپرم  انجمادپذیری  برای  تریس  پایه  بر  کننده 

مختلف سطوح  گرفت.  قرار  در    نتایج  LDL  بررسی  را  خوبی 
با پارامترهای مانی و یکپارچگی  جنبایی و کنتیکی، زنده  ارتباط 

 Grahamو    Paceهمراه داشتند.  غشای پلاسمایی بعد از انجماد به

-خالص  با استفاده از اولتراسانتریفیوژ  را  مرغزرده تخم  (1974)
هاي با چگالي کم  ازي کردند و مشاهده نمودند که لیپوپروتئینس
(LDL  اثر محفاظتي بر روي غشاي اسپرم )اثر   . محققیندارند  

بر روي غشاي اسپرم  را  هاي با چگالي کم  محافظتي لیپوپروتئین
و همکاران،    Moussa)   اندذوب تایید کرده-انجماد در طي فرآیند  

به  هايلیپوپروتئین(.  2002 کم  چگالي    هاي بخش  خصوص با 

  تاخیر افتادن باعث به  با اتصال به غشاي اسپرم   ند قادر  ، فسفولپیدي
و در    شدهآسیب به  فسفولپیدهاي غشا در موقع شوک سرمایي  

آن مقاومت  افزایش  باعث  شوند نتیجه  شوک  این  برابر  در    ها 
(Thun    ،2002و همکاران) .  ها و  هر حال نقش کامل پروتئینبه
در برقراري پیوند و ارتباط با غشاي    LDLپیدهاي موجود در  ی ل

ب  هنوز  مشخصه اسپرم  کامل  )  طور  است  و    Moussaنشده 
  %  66که حدود  کم   هاي با چگالي. لیپوپروتئین(2002همکاران،  

تخم زرده  جامد  تشکیل ميماده  محلول    ،دهندمرغ را  بخش  در 
دارند   پلاسما  یعنیزرده   .  ( Nakai  ،1986و    Powrie)   قرار 

LDL  در982/0چگالي کروي   داشته  لیترمیلي  گرم  آن  ساختار    و 

حدود    نانومتر  17-60  شعاع   باشکل     %   83-89است. 

LDL   و مابقي    بوده   فسفولپید و کلسترول گلیسرید،  تري  مشتمل بر
پروتئیني است  فسفولپیدها    . (Martin  ،1969و    Cook)  آن بخش 

در  به مهمي  نقش  سرین  فسفاتیدل  و  کولین  فسفاتیدل  خصوص 
ایفا    LDLاستحکام ساختار   براي اسپرم  نقش محافظتي  داشته و 

چنین جذب و ژلاتینه شدن  هم(.  Foot  ،1987و    Graham)کنند  مي
باعث تشکیل یک    ،در اطراف غشاي اسپرم  LDLهاي  آپوپروتئین

کریستال مقابل  در  محافظتي  غشاي  غشاي  اطراف  در  یخ  هاي 
مي یک( Tsutsui،  1988)   شوداسپرم  حضور  در  .  مواد  سري 

با ایجاد اختلال در تنفس سلولي، تحرک اسپرم را کاهش    ،زرده
-دهد. استخراج بخش موثر زرده و اضافه کردن آن به رقیقمي

 Moussa)  شودمیسلولي   کننده تنفسممانعت مواد  حذفکننده سبب  

بر    LDLاثرات محافظتي  ای که  (. در مطالعه2002همکاران،    و
کارگیري سطوح  هبا ب   ،ذوب-روي اسپرم گاو در طي دوره انجماد

بررسي شده    (هاکنندهدرصد در رقیق  20تا    5 /2)  LDL  مختلفي از
-در رقیق  تحرک و خصوصیات حرکتي اسپرم  نشان داد کهبود
حاويکننده رقیقمعني  طوره ب   LDL  هاي  به  نسبت  کننده  داري 

گروه    کننده تجاري بر پایه زرده تخم مرغ،تجاري تریلادیل ]رقیق
هر  [شاهد اگرچه  بود.  غلظت  بالاتر  از  هاي  پاسخ  LDL  هاي یک 

غلظت ولي  کردند  ایجاد  را  بین  متفاوتي  درصد    10تا    5هاي 
نتایج گروه    بهترین  با  مقایسه    و   Moussa)  دادند  نشان  شاهددر 
با  Strezek  (1996  )و    Demianowicz.  (2002همکاران،  

بخش   دو  به  مرغ  تخم  زرده  پلاسماي     HDLو  LDLجداسازي 
(High density lipoprotein  )  نشان دادند کهLDL    محافظت بهتري

باعث    HDLکند ولي  ایجاد ميزرده کامل براي اسپرم  به  را نسبت  
 . شودميکامل دار تحرک اسپرم نسبت به زرده کاهش معني

a

bc

c

bc

ab ab
ab

ab

۸۲

۸۴

۸۶

۸۸

۹۰

۹۲

۹۴

۹۶

۹۸a

bc

c

bc

ab
ab

ab
ab

۷۸

۸۰

۸۲

۸۴

۸۶

۸۸

۹۰

۹۲

۹۴

۹۶

۹۸



   .... مرغ و مقایسه آن با لستین سویا و استخراج لیپوپروتئین با چگالی کم از زرده تخم                                        اشرفی و همکاران

54 
 

 

 

و    8،  6داری بین سطوح  در مطالعه حاضر تفاوت معنی       
در پارامترهای ارزیابی شده مشاهده نشد. با این    LDLدرصد    10

  LDLافزایش غلظت  اند که  وجود مطالعات گذشته گزارش کرده
گردد. علت  بیش از حد مورد نیاز باعث کاهش تحرک اسپرم مي

  احتمالا  افزایش غلظت   ،نیست  طور کامل مشخصه دقیق آن هنوز ب 

LDL  شود که با رسوب  کننده ميباعث کاهش فشار اسمزي رقیق
افتد. فرضیه دیگر  هاي موجود این اتفاق ميدادن فروکتوز و نمک

ها را به  تجمع و گردآمدگي آن  LDLاین است که افزایش غلظت  
افزایش   هم  آنداده  دور  حفاظتي  اثرات  ميو  کاهش  را  دهد  ها 

(Moussa  ،2002و همکاران .) 
درصد از فسفولپیدهاي زرده را تشکیل    10لسیتین در حدود         
دهد و با توجه به حضور فسفولپیدهاي مشابه زرده در سویا  مي
عنوان یک جایگزین گیاهي مناسب استفاده نمود.  توان از آن بهمي

جایگزین منابع  از  آلودگي  استفاده  منابع  حذف  امکان    را   گیاهي 
همین . به( 2008و همکاران،    Fukui)  سازدممکن میکامل    طوربه

یک منبع لپیدي گیاهي  عنوان  ه تواند ب میدلیل فسفولپیدهاي سویا  
تخم  زرده  براي  بهتري  یا  مرغ  جایگزیني  از    LDLو  مستخرج 

هاي تجاری گیاهي  کنندهباشد. با گذشت زمان رقیقمرغ  زرده تخم
هر حال اطلاعات دقیقي در مورد  به  ،اندنیز دچار تغییراتي شده
هاي بسته به  ها با فرمولو همه آننبوده  این تغییرات در دسترس 

بوده و  ها  کنندهشوند. آندرومد یکي از این رقیقبازار عرضه مي
سازي و انجماد    تاکنون براي رقیق   است که ساخت کشور آلمان  

و همکاران،    Aurich)، اسب  (2003  و همکاران،  Aires)  گاومنی  
گوسفند  (2007  ،(Fukui    ،همکاران کوهي    ( 2008و  بز  و 

(Saragusty    ،2006و همکاران  )    قرار گرفته است.    استفادهمورد
باشد حاوي لسیتین کننده آندرومدکه بر پایه بافر تریس مي  رقیق

و همکاران،    Fukui)باشدسویا، سیتریک اسید، قند و گلیسرول مي
رقیق  .( 2008 دقیق  ترکیب  نبودن  و  کنندهمشخص  تجاری  های 

های زیاد خرید آن، ما را بر آن داشت که با طراحی  چنین هزینههم
کننده گامی این آزمایش و تعیین درصد لستین مورد نیاز در رقیق

خودکفایی راستای  در  اسپرم    گیاهی  کنندهرقیق  ساخت   را  انجماد 
.  نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد استفاده از  شته شود بردا

کننده انجماد  درصد( در رقیق  3الی    1سطوح مختلف لستین سویا )
می رقیقاسپرم  با  مشابه  نتایج  داشتواند  آندرومد  باشد.  کننده  ته 

ای مبنی بر  براساس مرور منابع صورت گرفته تاکنون مطالعه
نشده است.    LDLمقایسه سطوح مختلف   و لستین سویا گزارش 

دهد در اکثر پارامترهای ارزیابی شده  این مطالعه نشان می  نتایج
نیز    LDLتواند نتایجی حتی بهتر از  سطوح لستین استفاده شده می

باشد.  به داشته  )  Gilهمراه  همکاران  که  2000و  دادند  نشان   )
انجماد مي   حاوي  که  پلاس  بایوسفوس  تجاري  میحط  سویا  -عصاره 

با   باشد تحرک و خصوصیات حرکت اسپرم گاو را در مقایسه 
و همکاران    Fukui  دهد. مرغ افزایش ميمحیط حاوي زرده تخم

رقیق  با (  2008( قوچ  استفاده  سیمن  انجماد  آندرومد جهت  کننده 
هاي  زایي در میشگزارش دادند که درصد آبستني و درصد بره
این رقیق در  اسپرم منجمد شده  با  با  تلقیح شده  در مقایسه  کننده 

داري ندارد.  مرغ هیچ اختلاف معنيکننده حاوي زرده تخمرقیق

افزایش   باعث  است  لسیتین سویا  آندرومد که حاوي  کننده  رقیق 
توان تحرک اسپرم و درصد آبستني بعد از تقیح ماده گاوهاي فحل  

 (. 2003 و همکاران، Aires)شود  مي
،  5/1، 1در مطالعه حاضر تفاوت معنی داری بین سطوح        

درصد لستین در پارامترهای ارزیابی شده مشاهده نشد. با    3و    2
کرده گزارش  گذشته  مطالعات  وجود  که  این  غلظت  اند  افزایش 

اسپرم    قدرت باروری بیش از حد مورد نیاز باعث کاهش    لستین
تواند ناشی از افزایش ویسکوزیته و فشار اسمزی  که می  گرددمي

بیش سطوح  از  استفاده  پی  سویا  در  لستین  و    Van)  باشد تر 
از  .  (2000همکاران،   نتایج حاصل  بهترین  در مطالعه حاضر 

رقیقهب  وجود  کارگیری  بود.  اسپرم  انجماد  در  آندرومد  کننده 
کننده  ها در ترکیب رقیقاکسیدانترکیبات ناشناخته مانند انواع آنتی

توانند از  چنین اسمولاریته تنظیم شده این رقیق میآندرومد و هم
هایی باشد که در این مطالعه  کنندهدلایل برتری آندرومد بر رقیق

 مورد بررسی قرار گرفت. 
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