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چکیده

400و 375، 350، 325(ي زیـر حـد کشـنده    هاي اسمزهاي ناشی از تنشتنشایجادهدف از این پژوهش، بررسی اثر:هدف
.ذوب بود-یند انجماداپس از فرهاي کیفی اسپرم گاو نر هلشتاین بر شاخصکننده تجاري بیوکسلدر رقیق) میلی اسمولار

هاي کل اسپرم. استفاده از واژن مصنوعی دو بار در هفته نجام شدنر هلشتاین باگاوراساسپرم گیري از چهار:هامواد و روش
هر بخـش مطـابق بـا تیمارهـاي آزمایشـی حـاوي       . دست آمده با یکدیگر مخلوط و سپس به پنچ بخش مساوي تقسیم شدندبه

عنـوان گـروه کنتـرل در نظـر     میلی اسمولار نیـز بـه  300تیمار با تنش اسمزي . ذوب شدند-هاي اسمزي متفاوت، منجمدتنش
هـاي  همچنین ویژگی.ندشدگیرياي اسپرم اندازهک سیستم آنالیز رایانهبا کماسپرم ها روندهپیشتحركتحرك و. گرفته شد

ذوب شـده  -هـاي منجمـد  توان زیستی، یکپارچگی غشا، مورفولوژي، فعالیت میتوکندریایی و پراکسیداسیون لپید غشایی اسپرم
.گیري شدنداندازهنگروزین، هاست، هانکوك، رودامین و تیوباربیتوریک اسید -هاي ائوزینترتیب با روشبهنیز

داري را در درصد تحرك، تحـرك  میلی اسمولار بیشترین بهبود معنی375نتایج نشان داد که تیمار حاوي تنش اسمزي :جینتا
فعالیت میتوکنـدریایی نیـز در تیمارهـاي آزمایشـی حـاوي تـنش       . رونده و توان زیستی در مقایسه با سایر تیمارها دارا بودپیش

تیمارهـاي بـا   . بالاتر بود) >05/0p(داري طور معنییلی اسمولار در مقایسه با سایر تیمارهاي آزمایشی بهم375و 350اسمزي 
.هاي مورفولوژي اسپرم و پراکسیداسیون لیپید غشایی نشان ندادندداري بر ویژگیفشار اسمزي متفاوت تاثیر معنی

هاي انجماد اسـپرم گـاو بتوانـد    کنندهزیر حد کشنده در رقیقهاي اسمزي ملایم ورسد که القاي تنشنظر میبه:يریگجهینت
.ها ازجمله تحرك و توان زیستی آنها گردددار برخی ازخصوصیات کیفی اسپرمسبب بهبود معنی

انجماد، تنش، فشار اسمزي، زنده مانی، میتوکندري:واژگان کلیدي
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مقدمه

یدمثلی می باشد تولي هايفناورترینمهمی یکی از مصنوعیحتلق
در این تکنیک، . ارائه شده استیواناتحیکیاصلاح ژنتيبراکه

اسـپرم  تـوان یم ـبا ارزش ژنتیکی بالانر یوانتنها با چند راس ح
طریـق از. )1(کردتهیهماده را دامهزارانیحتلقيبرایازمورد ن

زیـادي  تعـداد زمانهمنمودنبارورحفظ انجمادي اسپرم امکان
برتـر، ارزش اصـلاحی بـا نرهـاي اسپرماستفاده ازماده بایوان ح

نرها، افزایش مخـزن ژنـی،  يدارمربوط به نگههايینههزحذف 
حـذف ها،مکاندورترینبهمراکز تولیدازمنیمایعآسانانتقال

یري گدر فصل جفتتولید مثل فصلیداراييهادامبین اختلاف 
یـري گجفتیزيری براي برنامهاز طرف دیگر مشکلوخواهد بود

براي هاژنیرهبه ذختوانیمینهمچن. )2(وجود نخواهد داشت
نرهـاي دادندسـت ازمقابـل درتضـمین وآینـده در اسـتفاده 

ي املاحظهي قابل هاتلاشامروزه ). 3(نموداشارهفردمنحصر به
انجماد. فناوري انجماد اسپرم در حال انجام استتوسعهمنظور به

ی و جنبـایی بعـد از   مـان زنـده کـاهش ی ازجمله مشکلاتاسپرم با 
گشـایی مواجـه اسـت و ایـن عوامـل پـس از       یـخ -آیند انجمادفر

،منییفیت کیل قبي از متعدداز عوامل ثرامتگشایی یخ–انجماد
ین، بنـابرا . یط انجماد می باشدمحي موجود در اجزانوع و غلظت 

در هـا اسـپرم ه بتوانـد از  کمنییط انجماد مناسب محاستفاده از 
مـانی و  گشایی محافظت کند و زنـده یخ-هاي انجمادیبآسبرابر 

ی براي استفاده از مهمجنبایی اسپرم را بعد از آن حفظ کند، گام 
هـاي  وجـود انـواعی از تـنش   ). 5و 4(باشـد  ی مـی مصنوعیح تلق

ذوب اسپرم سـبب  -اسمزي، شیمیایی و مکانیکی در زمان انجماد
هاي که محققین زیادي مطالعاتی را در ارتباط با تنششده است 

هاي اسموتیک توسـط  تنش). 6(اسمزي روي اسپرم انجام دهند 
اي از حرکــت آب و محلــول در تغییــر در حجــم ســلولی، نتیجــه

محققین معتقدند کـه  ). 7(سرتاسر غشاي پلاسمایی اسپرم است 
منجر بـه  هاي زیر حد کشنده و ملایم قرار گرفتن اسپرم در تنش

تحقیقات نشـان  ). 8(هاي مرگ سلولی خواهد شد فعال شدن راه
داده است، زمانی که اسـپرم در طـی فرآینـد انجمـاد در معـرض      

قرار می گیرد، ) شوك سرمایی(تنش اسموتیک و یا تنش دمایی 
نظـر  لـذا بـه  .)9(شـود  باعث آسیب و تخریب غشاي اسـپرم مـی  

ز فرآینـد انجمـاد و آگـاه    هاي ملایم قبل ارسد که القاي تنشمی
عنـوان یـک عامـل    هاي جدي تر بتوانـد بـه  سازي اسپرم از تنش

کمکی در آماده سازي اسپرم نقش مهمی در حفظ ساختار آن در 
لذا هـدف از مطالعـه   ). 10(ذوب داشته باشد -طی فرآیند انجماد

هاي اسـموتیک تعـدیل شـده و زیـر حـد      تنشبررسی اثر حاضر 
ــمولار400و 375، 350، 325، 300(کشـــنده  در ) میلـــی اسـ

بـر  گشایییند انجماد و یخآپس از فرکننده تجاري بیوکسلرقیق
.روي اسپرم گاو نر هلشتاین بود

هامواد و روش

هلشـتاین بـا   نـژاد نـر  گـاو راس 4ی ازمن ـیق، نمونه تحقیندر ا
صورت هفته اي دو بار جمـع آوري  استفاده از واژن مصنوعی و به

هـاي یبررس ـموردشده بلافاصله هاي منی جمع آورينمونه. شد
لیتـر،  میلـی 2تا 75/0با حجم بینییهاانزالفت و گرقراریهاول

درصـد  70از یشترلیتر، تحرك باسپرم در میلی≤1×109غلظت 
انزال نرمال عنوان درصد به10کمتر از یرطبیعیو تعداد اسپرم غ

منظـور حـذف اثـرات    به.در نظر گرفته و در آزمایش استفاده شد
و بـه پـنج بخـش مسـاوي     با هم مخلـوط  یمنيهانمونهفردي،

تقسیم شدند تا هر کدام در یک تیمار آزمایشی مورد رقیق سازي 
قرار گیرند و در قالب طـرح کـاملا تصـادفی مـورد ارزیـابی قـرار       

اي با منشا گیاهی با نـام تجـاري بیوکسـل    کنندهاز رقیق.  بگیرند
(IMV, France)فشارهاي اسمزي . در این آزمایش استفاده شد

، 350، 325مورد نظر مطابق بـا تیمارهـاي آزمایشـی کـه شـامل     
هـاي  بـا اضـافه کـردن غلظـت    ،میلی اسمولار بودند400و 375

همچنـین  .ایجـاد شـد  (Sigma, USA)متفاوتی از تـري هـالوز   
عنوان میلی اسمولار نیز به300رقیق کننده حاوي فشار اسمزي 

.روه کنترل مورد استفاده قرار گرفتگ

منظـور انجمـاد اسـپرم، پـس از رقیـق      به:و ذوب منیانجماد
هـاي رقیـق شـده در    سازي منی در تیمار آزمایشی مربوطه، منی

بسـته  (IMV, France)يلیتـر میلـی 25/0هـاي  داخل پـایوت 
درجــه 4يســاعت در دمــا2مــدتبــهســپس وشــدنديبنــد

ها یوتدوره تعادل، پاگذراندنپس از . شدندداري نگهگراد سانتی
متـري در معـرض بخـار ازت    سانتی5فاصله بایقهدق10مدت به
در نهایـت  . ندور شدغوطهیعو سپس در ازت مایع قرار گرفتندما

).11(به تانک ازت منتقل شدنديدارنگهمنظورها بهنمونه

از منـی هـاي یوت، پس از خارج کردن پاهایخ گشایی نمونهيبرا
درجـه  38در داخـل آب گـرم   یـه ثان30مـدت  بـه هایوتازت، پا
هـاي منـی ذوب شـده    نمونهسپسوشدندگراد قرار دادهسانتی

). 12(داخل لوله آزمایش انتقال داده شدند به
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یـابی ارزشـاخص یناول:ها پس از ذوب شدناسپرمیابیارز
از ذوب شدن پس خصوصیات حرکتی اسپرمیقتحقیندر اشده 

ذوب شـد و  تیمـار آزمایشـی  از هـر یوتپـا 3منظور ینبه ا. بود
قـرار  لام يروهر نمونه منـی از یکرولیترم10تا 7مقدارسپس

، قـرار داده شـد  آنيرویـز لامـل تم یـک داده شد و در نهایـت 
ــه ــا اســتفاده از س هــاينمون ــورد نظــر ب ــالیســتمم اســپرم یزآن
Version)یوتريکــامپ 5.1, Micro optic, Spain)یبررســ

جنبایی کل و نیـز جنبـایی   یزانها، منمونهیپس از بررس. ندشد
هاي حرکتی اسـپرم ثبـت   ترین شاخصعنوان مهمپیش رونده به

.گردیدند

یپواسموتیک و از محلول همنظور ارزیابی سلامت غشاي اسپرم به
لـول مح. )13(اسـتفاده شـد  مطابق بـا روش ریـوال و همکـاران    

کـه اسـپرم در آن   یطیمحفشار اسمزيبر اساسوتیکیپواسمه
این محـیط اسپرم با قرار گرفتن در کند و یعمل میرد گیمقرار

محـیط  بـه  واکـنش اسـپرم  .دهـد یسـرعت واکـنش نشـان م ـ   به
ــههیپواســموتیک حالــت یــندر ا. مــی باشــدصــورت تــورم دم ب

دارند بـه محلـول واکـنش    یسالمییهایی که غشا پلاسمااسپرم
در واقـع  . مانندیمیهاي ناسالم بدون واکنش باقاسپرمیده ولدا

عنـوان  هاي بـا دم گـره خـورده بـه    تست اسپرمینپس از انجام ا
هـا  هـاي کـه دم آن  اسـپرم با غشاي پلاسمایی سالم وهاي اسپرم

ي با غشاي پلاسمایی آسـیب دیـده   هاعنوان اسپرمصاف است به
ذوب منـی از یکرولیتـر م10بدین ترتیـب، .)14(شوندمییتلق

يکــه حــاویپواســموتیکهیطاز محــیکرولیتــرم100شــده بــا 
یمســدیتراتو ســ) Sigma, USAیتــر، گــرم در ل9(فروکتــوز 

سـپس  یـد و بود مخلـوط گرد ) Sigma, USAیتر، گرم در ل9/4(
در نهایـت حـداقل  . شددارينگهاتاق يدر دمایقهدق30مدت به
ينـور یکروسـکوپ بـا اسـتفاده از م  قطره از نمونه انکوبه شده 3

گـرم صـفحه  یکبا استفاده از یکروسکوپیمیبررس. شدیبررس
صـورت 400نمـایی  گراد و بـا بـزرگ  درجه سانتی37يدر دما
اسـپرم شـمارش شـد و درصـد     200حداقل یماردر هر ت. گرفت
.با غشاي سالم محاسبه شدهاي اسپرم

یاتیده از رنگ آمیزي حهاي زنده و مراسپرمیزانمیابیارزيبرا
یطمح ـیـن دهنده ایلمواد تشک. شداستفاده یگروزینن-ینائوز

، رنـگ  )Sigma, USAیتـر،  در لگـرم 7/16(ینشامل رنگ ائوز
یمسـد یتراتو س) Sigma, USAیتر، گرم در ل100(یگروزینن
رنـگ آمیـزي   یناساس ا. بود) Sigma, USAیتر،گرم در ل29(

هاي مرده نفـوذ  داخل اسپرمبهینائوزصورت است که رنگینبد

انجـام  يبرا. گیرندهاي زنده رنگ نمیکه اسپرمیدر حال،کندمی
لام قـرار  يروبـر از نمونه اسپرم میکرولیتر20رنگ آمیزي، ینا

ــر 20ســپس . گرفــت ــوز میکرولیت ــاده شــده ائ ــگ آم -یناز رن
تفاده از ثانیـه، بـا اس ـ  30پس از . ها اضافه شدبه نمونهیگروزینن

پـس از خشـک   سـپس  . شدیهگسترش ته،نمونهمیکرولیتر20
قرار داده 400یینمابا بزرگیکروسکوپیمیرزدر، هانمونهشدن

هـاي مختلـف آن   هـا از بخـش  شـمارش اسـپرم  منظوربهو شدند 
اسپرم شمارش شـد و درصـد   200از هر نمونه . عکس گرفته شد

. )15(محاسبه شد) ندهز(و رنگ نشده ) مرده(یهاي رنگاسپرم

منظور بررسی مورفولوژي غیـر نرمـال اسـپرم پـس از فرآینـد      به
هـاي یکروتیـوب قطره از هر نمونـه بـه م  3حداقلذوب،-انجماد

درصـد 37ینمحلول هانکوك که شامل فرماللیترمیلی1يحاو
، محلـول بـافر   )لیترمیلی150(ین، محلول سال)لیترمیلی5/62(
، افـزوده  بود) لیترمیلی500(یرو آب دوبار تقط) لیترمیلی150(

لام قـرار گرفتـه و   يمحلـول رو یـن قطـره از ا یـک شد و سپس 
اسـپرم  200لامل پوشانده شد و با شـمارش حـداقل   یکتوسط 

، درصــد 200یینمــابــزرگدرفازکنتراســتیکروســکوپمیــرز
.)16(محاسبه شدیرطبیعیغيهاي با مورفولوژاسپرم

اسپرم، پس از یـخ  یري میزان فعالیت میتوکندریاییگهاندازبراي 
10هاي اسپرم رقیق سازي بـا بـافر تـریس، مقـدار     گشایی نمونه

Invitrogenمیلی گرم در میلی لیتـر،  / 01(میکرولیتر رودامین 

USA (    به هر نمونه اضافه شد و مکانی تاریـک و در دمـاي اتـاق
دقیقه براي حذف 20بعد از طی . دقیقه انکوبه شدند20مدت به

هاي تشکیل یفیوژ شدند و پلتسانترها نمونهکننده،یقرققسمت 
لیتـر بـافر تـریس مخلـوط شـدند پـس از آن       یلـی م500با ه شد
هـر نمونـه   بـه PI (Invitrogen, USA)یکرولیترم10مقدار به

هیلوس ـهـا بـه  نمونـه اضافه شد و سـپس فعالیـت میتوکنـدریایی    
یري گاندازه(Becton Dickinson, USA)دستگاه فلوسایتومتر 

عنـوان شـاخص   میـزان مـالون دي آلدهیـد نیـز بـه     ). 17(شدند 
پراکسیداســیون لپیــد و بــر اســاس روش تیوباربیوتیریــک اســید 

بـا دو  MDAبا توجـه بـه اینکـه یـک مولکـول      .گیري شداندازه
دهد و فرآورده آن یک مولکول صورتی واکنش میTBAمولکول 

بـه منظـور محاسـبه    TBAبنـابراین از معـرف   رنگ خواهد بود،
100، در TBAبـراي تهیـه معـرف    . استفاده شـد MDAغلظت 

-2گـرم از  NaOH ،67/0گـرم  / 5میلی لیتر آب مقطر محتوي 
میلی لیتر اسید اسـتیک گلایسـیال   100تیوباربیوتیریک اسید و 

میکرولیتر از سوسپانسـیون اسـپرم   100در این روش . اضافه شد



انهمکاروسهراب طوسی...هاي ملایم اسموتیک در محیط انجماد اسپرم والقاي تنش

1394تابستان ،2، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت216

900آن بــه یــک میلیــون اســپرم رســیده بــود، بــه کــه غلظــت
لیتـر از معـرف   سپس نـیم میلـی  . میکرولیتر آب مقطر اضافه شد

TBA100دقیقـه در دمـاي   60مـدت  به نمونه اضافه شده و به
مدت ها بهپس از سرد شدن نمونه. گراد قرار داده شددرجه سانتی

رویی جمع در نهایت مایع. سانتریفوژ شدند4000دقیقه و با 10
نـانومتر قرائـت   532گردید و میزان جذب نوري آن با طول موج 

3و 3، 1، 1با استفاده از MDAسپس منحنی استاندارد . گردید
تترا اتوکسی پروپان رسم گردیـد و از روي ایـن منحنـی غلظـت     

MDA 18(بر حسب نانومول در میلی لیتر محاسبه شد .(

ر قالب طرح کاملا تصادفی هاي حاصل دداده:آنالیزهاي آماري
نـرم  Proc GLMکمک رویـه  هاي آماري زیر بهو بر اساس مدل

.مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتندSASافزار 

yijk = µ + ai+ eij
Y :       خصوصیات کمی و کیفی اسپرم
μ :  میانگین جامعه
αi :    اثر فشارهاي اسمزي متفاوت

eij :اثر باقیمانده
.ها توسط آزمون توکی انجام شدگنمقایسه میان

نتایج

375دهد، ایجاد فشـار اسـمزي   نشان می1طور که جدول همان
میزان جنبایی و جنبـایی پـیش   داریمعنمولار باعث بهبود میلی

در مقایسـه بـا   51±7/1و71±5/1ترتیب با میزان رونده اسپرم به
بـه  375افزایش فشار اسمزي از ). >05/0P(سایر تیمارها گردید 

دار میزان جنبایی کـل  میلی اسمولار منجر به کاهش معنی400
درصـد  36±8/1و 53±2/1ترتیـب بـا مقـادیر    و پیش رونده به

میلی اسـمولار تفـاوت   325و 300تیمارهاي ). >05/0P(گردید 
داري را در میزان جنبایی کل و جنبایی پیش رونده اسـپرم  معنی

میلی اسمولار باعث افزایش 350که تیمار ایجاد نکردند در حالی
ترتیـب بـا میـزان    دار میزان جنبایی کل و پـیش رونـده بـه   معنی

325و 300درصد در مقایسه با تیمارهـاي  49±9/1و 3/1±64
).P>05/0(میلی اسمولار گردید

هاي جنبایی، همچون خطی بودن جنبـایی،  از نظر سایر فراسنجه
جنبایی عرض سـر،  راستی مسیر طی شده، تناوب عرضی زنشی،

سرعت در مسیر مستقیم و سرعت در مسیر میانگین، تیمارهـاي  
.ها نداشتندداري بر آنحاوي فشار اسمزي مختلف تاثیر معنی

هاي یکپارچگی غشـا، زنـده مـانی و مورفولـوژي     ویژگی2جدول 
ذوب در تیمارهاي مختلـف نشـان   -اسپرم راپس از فرآیند انجماد

میلی اسمولار 375هد که فشار اسمزي دنتایج نشان می. دهدمی
دار میزان یکپارچگی غشاي اسپرم بـه میـزان   باعث افزایش معنی

و 350، 325، 300درصــد در مقایســه بــا تیمارهــاي 48/1±82
،  59±52/1، 57±7/1(ترتیب بـا مقـادیر    میلی اسمولار به400

همچنین تیمار فشـار  ). >05/0P(شد ) 52±59/1و61/1±66
هـاي زنـده را پـس از    میلی اسمولار  درصد اسـپرم 375اسمزي 

در مقایسـه بـا سـایر    75±71/1میـزان  ذوب بـه -فرآیند انجمـاد 
. تیمارهاي فشار اسمزي افزایش داد

نشـان  2همچنین نتایج مربوط به مورفولوژي اسـپرم در جـدول   
هاي مختلف مورفولوژیک اسپرم شامل آکروزم، دهد که حالتمی

نرمال در هیچ یـک از تیمارهـاي آزمایشـی بـا     ي غیرهادمسر و 
داري نداشتند و مورفولوژي غیر نرمال تحت یکدیگر تفاوت معنی

.تاثیر تیمارهاي آزمایشی قرار نگرفت

عنـوان  نتایج مربوط به تعیین میزان تولید مالون دي آلدهیـد بـه  
نشان داده شده 1شاخص پراکسیداسیون لپید غشایی در نمودار 

تولید مالون دي الدهید در تیمارهـاي حـاوي فشـار    میزان . است
ترتیـب  میلی اسمولار بـه 400و 375، 350، 325، 300اسمزي 
نانوگرم بود که این تیمارها 83/3و 97/3، 02/4، 91/3، 4شامل 

. داري بر میزان پراکسیداسیون لپید غشایی نداشته اندتاثیر معنی

فعالیت میتوکنـدریایی  نتایج حاصل از ارزیابی 2همچنین نمودار 
ذوب در محیط انجماد با فشارهاي اسـمزي  -اسپرم پس از انجماد
بیشترین میزان فعالیـت میتوکنـدریایی   . دهدمتفاوت را نشان می

میلی اسـمولار بـه   375و 350در تیمارهاي حاوي فشار اسمزي 
ها درصد مشاهده گردید که اختلاف آن69و 64ترتیب با مقادیر 

طـور  میلی اسمولار به400و 325، 300تیمارهاي در مقایسه با
).>05/0P(داري بالاتر بود معنی

بحث

جهـت انتخـاب   دمثلی ـتولي اسـپرم در  انجمـاد ي حفظ ورافناز 
هـا بـدون در   ي برتر در گلههاژنعیتوزي برتر و هاژنجنس نر با 
ي در هـا گونـه ی و نیز حفـظ  مکانی و زمانتیمحدودنظر گرفتن

همچنـین مطالعـات   . گـردد هاي فراوانی میاستفادهحال انقراض
ها بـا گامـت   اسپرم و اثرات متقابل آنتیفعالي رونامحدودي بر 

هاي آزمایشگاهی انجماد ازجمله دیگر استفادهشگاهیآزماماده در 
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ذوب اسـپرم،  -انجمـاد نـد یفرآی ط ـدر ). 19(اسپرم وجـود دارد  
مـانی و واکـنش   هاي کیفی اسپرم  شامل جنبایی، زنـده فراسنجه

نیبنـابرا ). 4(شـود  داري دچار کـاهش مـی  طور معنیآکروزوم به
انجمـاد و  طیمح ـتی ـفیکی بررس ـجهت هاروشنیبهتری از کی

هـایی همچـون جنبـایی،    ذوب، ارزیـابی فراسـنجه  -روش انجماد
طالعه نیز در این م). 20(مانی و واکنش آکروزوم اسپرم است زنده

کارهـاي  وهـاي تشـخیص سـاز   هاي ذکرشده و نیز روشاز روش
سلولی همچون فعالیت میتوکندریایی براي بررسی کیفیت و درون

در ایـن تحقیـق نشـان    . هاي انجماد استفاده شدصلاحیت محیط
هاي ملایم و زیر حد کشـنده اسـموتیک   داده شد که ایجاد تنش

هـاي  تـوجهی دسـتگاه  حد قابـل تواند تاقبل از فرآیند انجماد می
هاي جدي و سخت همچون تـنش  دفاعی اسپرم را پیش از تنش

.  انجماد فعال سازد

ذوب -مانی اسپرم پس از انجمـاد حاضر تحرك و زندهقیتحقدر 
با قبل از انجماد کـاهش  سهیمقاانجماد در هايمحیطی تمامدر 

ه کیفیت اگرچه هدف از این مطالعه مقایس. ي نشان دادریگچشم
کاهش لیدلترینمهماسپرم قبل و پس از انجماد نبوده است اما 

هـاي آسـیب ذوب، -تحرك اسپرم و زنـده مـانی پـس از انجمـاد    
ــانیحــیی در ایمیوشــیبي و فراســاختار ــدیفرآنی ــه ن اســت ک

ایـن  . ی روي دهـد مختلفهايزماندر ازمان و یدر یکتوانندمی
سـلولی  درونخیهايورهبللیتشکها شامل تخریب غشا و آسیب

ي داراذوب –ها بعد از انجماد است که تنها بخش کمی از اسپرم
باشـند و درنتیجـه   ی میتوکندریایی میعیطبتیفعالغشا سالم و 

ذوب وجـود  -ي بعـد از انجمـاد  کمتـر متحـرك  هاياسپرمتعداد 
همچنـین، فرآینـد انجمـاد ذوب در اسـپرم     ). 21(خواهد داشـت  

هـا  هاي آزاد و اثرات تخریبی آنیل تولید رادیکالدلپستانداران به
-بر روي غشاي پلاسمایی با کاهش کیفیت اسپرم پس از انجماد

هـاي زیـادي در   همین دلیل، محققین تلاشبه. استذوب همراه 
ذوب -هــاي انجمــادهــاي آزاد از محــیطجهــت حــذف رادیکــال

هـاي  کالهاي جلوگیري از فعالیت رادیتمام روش). 22(اند داشته
طور رایج ها بهاین روش. هاي تدافعی بوده استآزاد همواره روش

هایی همچون گلوتـاتیون، سـوپر   اکسیدانتشامل استفاده از آنتی
باشد کـه  هاي سنتتیک میاکسید دیسموتاز، کاتالاز و سایر آنزیم

اما .)6(هاي آزاد دارند خوبی براي مقابله با رادیکالنسبتاقابلیت 
-هـاي انجمـاد  ه مهم است این است که همیشه در محیطآنچه ک

هـاي شـدید حرارتــی و اکسـیداتیو غلظــت    دلیـل تــنش ذوب بـه 
ایـن  ). 10(بوده اسـت  هادانیاکسیآنتهاي آزاد بیشتر از رادیکال

-هاي جایگزینی همچـون روش موضوع سبب شده است که روش
داتیو هـاي اکسـی  را براي مقابله با تنششدهکنترلهاي تهاجمی 

هـاي متعـددي ماننـد    تـاکنون تـنش  ). 8(اسپرم بررسـی کننـد   
هـاي  فشـار هیدروسـتاتیک بـر روي     هاي حرارتـی و تـنش  تنش

دهـد  مطالعات نشان مـی . شده استتخمک، جنین و اسپرم انجام
هاي فشار هیدروستاتیک بر روي اسپرم پـیش  که القا کردن تنش

و بهبـود تحـرك و  هـا  از فرآیند انجماد باعث افزایش کیفیـت آن 
در مطالعـه  ). 23(گـردد  زنده مانی اسپرم پس از انجماد ذوب می

هـاي ملایـم   بـا ایجـاد تـنش   ) 24(دیگري توسط کو و همکـاران  
داري در نـرخ  هیدروستاتیک بر روي اسپرم خوك ، تفاوت معنـی 

ــرخ    ــا ن ــد ام ــیح مصــنوعی مشــاهده نکردن ــس از تلق آبســتنی پ
تــر افــزایش ا تــنش ملایــمهــاي بــیی در گــروه اســپرمچنــدقلوزا

در همین راستا محققین معتقدنـد کـه   . داري پیداکرده بودمعنی
هـایی در  تواند باعـث افـزایش پـروتئین   هاي ملایم میایجاد تنش

کننـد  داخل اسپرم شود که نقش مهمی در فرآیند لقاح ایفـا مـی  
ي شـوك حرارتـی،   هـا نیپـروتئ همچـون  هـا نیپروتئاین ). 25(

یکـوئیتین و نیــز پـروتئین مـرتبط بـا فعالیــت     ي یوبهـا نیپـروتئ 
طـور مسـتقیم در جلـوگیري از    سیتوکروم اکسیداز هست که بـه 

باشند و نیـز باعـث افـزایش    میرگذاریثاتي آپوپتوتیک هاتیفعال
.ندشویمفعالیت میتوکندریایی اسپرم 

هـاي اسـموتیک   دهد که ایجـاد تـنش  نتایج این مطالعه نشان می
یلـی اسـمولار  باعـث بهبـود خصوصـیات      م375ملایم در سطح 

حرکتــی اســپرم شــامل جنبــایی کــل، جنبــایی پــیش رونــده و  
همچنین ویژگی هاي یکپـارچگی غشـا و زنـده مـانی اسـپرم در      

و ) میلـی اسـمولار  300فشـار اسـمزي   ( مقایسه با گروه کنترل 
رسـد کـه ایجـاد تـنش هـاي      نظـر مـی  به. ها می شودسایر گروه

تفاده از ترهالوز توانسته اسـت کـه سـاز و    اسموتیک ملایم  با اس
. کارهاي درون سلولی اسپرم را پیش از تنش انجماد فعـال سـازد  

هـا و  این ساز و کارها شامل فعال شدن و فسفریلاسیون پروتئین
هاي شوك حرارتی است هاي درون سلولی مانند پروتئینچاپرون
). 24(کننـد  ها افزایش پیدا تواند در اثر انواع مختلف تنشکه می

هـاي درون سـلولی شـامل    ها قادر هستند در تـرمیم این پروتئین
و فعال سـازي سـازوکارهاي پیـام رسـانی     DNAترمیم شکست 

همچنین محققین معتقدنـد  . درون سلولی نقش مهمی ایفا کنند
توانـد باعـث   هـاي شـوك حرارتـی مـی    که فعال شـدن پـروتئین  

جی آپوپتـوزیس  جلوگیري از فعال شدن مسیرهاي داخلی و خار
نتایج این تحقیق نیـز مویـد ایـن مطلـب     ).  25(در اسپرم شوند 
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اي هاي تعدیل شـده هایی که اسپرم با تنشاست زیرا که در گروه
از فشار اسمزي روبرو بوده است درصد کمتري از میزان مـرگ و  

هـاي زنـده در   میر اسپرم مشاهده شده و بیشترین میزان اسـپرم 
میلـی اسـمولار در   357و 350اسـمزي  هاي با تنش هـاي  گروه

. ها مشاهده شده استمقایسه با سایر گروه

همچنین در این مطالعه، القاي تنش اسموتیک ملایم در سـطوح  
ــه375و 350 ــا خــوبی درصــد اســپرممیلــی اســمولار ب هــاي ب

در شرایط طبیعی، تولیـد  . میتوکندري فعال را افزایش داده است
شـود  اي در اسپرم انجام مـی کنترل شدهطور هاي آزاد بهرادیکال

هاي زیاد کنترل تولید آن از اسپرم خـارج شـده و   اما تحت تنش
گـردد  شود و منجر به تغییراتی در اسـپرم مـی  میزان آن زیاد می

اي در هـاي ویـژه  دهـد کـه پـروتئین   تحقیقات نشـان مـی  ). 10(
میتوکندري وجود دارند که تحت شرایط خاص تنش افزایش پیدا 

این پروتئین باعث افـزایش تـنفس میتوکنـدري و مهـار     . کندمی
هـا در  همچنین ایـن پـروتئین  . شودهاي آزاد میفعالیت رادیکال

محافظـت  DNAهاي احتمـالی از  زمان تنش نیز در مقابل تنش
از طرف دیگر بـا توجـه بـه اینکـه  هرچـه تعـداد       ) 25(کنند می

انـرژي لازم بـراي   هاي فعال اسپرم افزایش پیدا کند میتوکندري
در تحقیق حاضر نیز یکـی  جنبایی اسپرم بیشتر فراهم می شود،

خصوص جنبایی پیش از دلایل افزایش میزان جنبایی اسپرم و به
تواند به حفظ شدن بهتر سـاختار میتوکنـدري و   رونده اسپرم می

هاي تنش ملایم باشد هاي فعال اسپرم در گروهتعداد میتوکندري
)15 . (

گیرينتیجه

به این نکته پی بـرد  توانیماز این آزمایش آمدهدستبهاز نتایج 
ي پایین کـه زیـر حـد کشـنده     حدهاهاي اسموتیک در که تنش

تواند باعث فعال شـدن مکانیسـم ضـد آپوپتـوزیس در     باشند می
مـانی  اسپرم شود که در نتیجه آن باعـث بهبـود کیفیـت و زنـده    

.شودذوب می-اسپرم پس از انجماد

).انحراف معیار±میانگین(متفاوت ) میلی اسمولار(هاي با فشار اسمزي  هاي جنبایی اسپرم پس از انجماد در محیطویژگی:1جدول 
300325350375400صفات

c2/1±54c3/1±55b3/1±64a5/1±71c2/1±53(%)جنبایی
c8/1±35c2±34b9/1±49b7/1±51c8/1±36(%)پیشروندهجنبایی
02/84±2/833±5/894/3±6/763±9/842/3±4/3در مسیرمیانگینسرعت

6/121±2/1191/3±4/1223/3±9/11451/3±9/1222/3±1/3سرعت در مسیر منحنی
1/68±4/692/3±5/754/3±7/626/3±6/678/2±2/3سرعت در مسیر مستقیم

32/5±14/515/0±02/518/0±26/514/0±24/521/0±17/0جنبایی عرضی سر
22±232/1±6/2399/0±2/213/1±8/201/1±98/0تناوب عرضی زنش

76±6/804/1±4/819/1±807/1±4/762/1±5/1تی مسیر طی شدهراس
56±4/581/2±624/2±6/555/2±6/552±9/1خطی بودن جنبایی

abc05/0(دارندداریمعناختلاف ماریبراي اثر تردیفمشترك در هر ریداراي حروف غهاينیانگیمP<.(یلیم300يفشار اسمزيکننده حاوقیرق
.گروه کنترل مورد استفاده قرار گرفتعنوانبهزیاسمولار ن

)..انحراف معیار±میانگین(متفاوت)میلی اسمولار(ي با فشار اسمزيهاطیاسپرم پس از انجماد در محي کیفیهایژگیو:2جدول 

300325350375400(%)صفات

c7/1±57c52/1±59b61/1±66a48/1±82c59/1±52یکپارچگی غشا

6/23±7/275/1±3/2641/1±3/2335/1±2/2226/1±65/1مورفولوژي غیرطبیعیاسپرم با

c59/1±51c67/1±59b48/1±65a71/1±75c42/1±54مانیزنده

abc05/0(دارندداریاختلاف معنماریر تبراي اثردیف مشترك در هرریداراي حروف غهاينیانگیم( P<.یلیم300يفشار اسمزيکننده حاوقیرق
.گروه کنترل مورد استفاده قرار گرفتعنوانبهزیاسمولار ن
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عنـوان  بـه زی ـاسـمولار ن یل ـیم300يفشار اسمزيکننده حاوقیرقدر این مطالعه . ذوب-یند انجمادالون دي آلدهید پس از فرآمیزان تولید م: 1نمودار
هـیچ تفـاوت   . ذوب در گروه هاي مختلـف تیمـاري  -میزان پراکسیداسیون لپید غشایی اسپرم پس از فرآیند انجماد.گروه کنترل مورد استفاده قرار گرفت

.هاي آزمایشی مشاهده نشدهداري در بین گرومعنی

هـر سـتون نشـان    مشترك در ریداراي حروف غهاينیانگیمabc. مختلف تیماريهاي میزان فعالیت میتوکندري اسپرم پس از انجماد در گروه:2نمودار
عنوان گروه کنترل مورد اسـتفاده قـرار   بهزیاسمولار نیلیم300يفشار اسمزيکننده حاوقیرقهمچنین . >P )05/0(باشد دار میدهنده اختلاف معنی

.گرفت
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Abstract

Aim: The purpose of this study was to evaluate the effects of sub-lethal osmotic stress (325, 350, 375
and 400 mOsm) during cryopreservation in commercially diluter medium (Bioexcell) on Holstein mail
cow sperm qualitative characters after freezing-thawing.

Material and Methods: Semen was collected from four Holstein mail cows using artificial vagina
two times for a week. All of obtained semen mixed together and then were divided into five equal
parts. Each part was freeze-melted according to the experimental treatments consisting of different
osmotic stresses. 300 mOsm treatment medium was applied as control group. Sperms motility and
progressive motility were assessed by computer assessment semen analysis. Also sperms viability,
membrane integrity, mitochondria activity and membrane lipid peroxidation of frozen-thawed semen
were assessed using Eosin-Nigrosin, hypo osmotic swelling test, Hankok, Rhodamin 123 and TBA
procedures, respectively.

Results: Results showed that 375 mOsm osmotic stress treatment had the most significant
improvement of motility%, progressive motility and viability in comparison with other treatments.
Also mitochondria activity in 350 and 375 mOsm osmotic pressures treatments was significantly
higher than other experimental treatments (P<0.05). Different osmotic stresses treatments did not show
significant effect on sperm morphology and membrane lipid proxidation.

Conclusion: It is seemed that mild and sub-lethal osmotic stresses induction in cow sperm freezing
diluters can significantly improved some of sperm qualitative characters such as their motility and
viability.

Keywords: Cryopreservation, Stress, Osmotic Pressure, Viability, Mitochondrium
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