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  گزارش کوتاه علمی
 

  مرغ و لسیتین سویا و افزودن آلبومین سرم گاوي بر  مقایسه استفاده از زرده تخم
  انجمادپذیري و باروري منی گاو

  

  2فرزاد قنبري و 2لو ، یوسف مصطفی2پور فرید مسلمی*، 1عاطفه تقوي چمازکتی
  دانشگاه گنبد کاووس دانشکده کشاورزي، ،استادیار گروه علوم دامی2و  ارشد آموخته کارشناسی دانش1

  11/6/96 پذیرش: تاریخ ؛27/12/95 دریافت: تاریخ
 1 چکیده

سازد  پذیر می هتر را امکانتر، استفاده از ذخایر ژنتیکی ب هاي طولانی ها در دوره ذخیره و نگهداري سرمایی منی دام سابقه و هدف:
شود. بنابراین اسـتفاده از مـوادي در    که در این بین، آسیب ناشی از پراکسیداسیون و شوك سرمایی باعث کاهش باروري منی می

ه منظور بررسی اثر استفاد ترکیب رقیق کننده که بتواند در حفظ باروري اسپرم موثر باشد، بسیار مهم خواهد بود. در این تحقیق، به
بـر   کننـده تـریس و همچنـین اثـر افـزودن آلبـومین سـرم گـاوي         مرغ در رقیـق  جاي زرده تخم از سطوح مختلف لسیتین سویا به

) و C°5)، دمـاي یخچـال (  C°24هاي باروري منی گاو، سه آزمایش در سه شرایط دمایی نگهداري شامل دمـاي اتـاق (   ویژگی
  صورت منجمد در ازت مایع انجام شد. به
  

آوري شده و پس از  ساله نژاد هلشتاین و با استفاده از مهبل مصنوعی جمع 3هاي منی از چهار رأس گاو  نمونهها:  وشمواد و ر
مرغ و سـه   هاي منی با چهار نوع رقیق کننده مختلف داراي زرده تخم ها با هم مخلوط شدند. سپس نمونه ارزیابی اولیه کیفیت آن

هـا   سی با منی رقیق شده، به نیمی از آن هاي نیم سی قیق شدند. قبل از پر کردن پایوتدرصد لسیتین سویا ر 5/1و  1، 5/0سطح 
ها در  ها در سه شرایط دمایی نگهداري شدند؛ در دماي اتاق و و ارزیابی نمونه گرم آلبومین سرم گاوي افزوده شد. پایوت میلی 10

و در حالت انجمـاد در ازت و ارزیـابی    48و  24، 3هاي  عتها در سا ، در دماي یخچال و و ارزیابی نمونه9و  6، 3هاي  ساعت
هـا بـه روش    مانی و جنبـایی اسـپرم   روز بعد از انجماد. غلظت و درصد زنده 15و  10، 5گشایی شده در روزهاي  هاي یخ نمونه

سرم گاوي و زمان) با  (شامل اثرات رقیق کننده، آلبومین 2×4×3ها بر اساس آزمایش فاکتوریل  میکروسکوپی ارزیابی شدند. داده
  .دار بود ها با آزمون حداقل تفاوت معنی آرایش طرح کاملا تصادفی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. مقایسه میانگین

  
) >01/0Pدار بـود (  ها معنـی  مانی و جنبایی اسپرم کننده و زمان بر زنده نتایج آزمایش در دماي اتاق نشان داد که اثر رقیق ها: یافته
هـا در   درصـد) اسـپرم   75/99درصد) و جنبایی ( 88/99مانی ( دار بر آن نداشت. بیشترین زنده ثیر معنیأثر افزودن آلبومین تولی ا

مـانی و   کننده و زمان بـر زنـده   مرغ در ساعت سه مشاهده شد. در مورد نتایج آزمایش در دماي یخچال، اثر رقیق گروه زرده تخم
درصد) و  34/98مانی ( دار بر آن نداشت. بیشترین زنده ثیر معنیأ) ولی اثر افزودن آلبومین ت>01/0pدار بود ( ها معنی جنبایی اسپرم

مـانی و اثـر    کننده و زمـان بـر زنـده    مرغ در ساعت سه مشاهده شد. اثر رقیق ها در گروه زرده تخم درصد) اسپرم 67/97جنبایی (

                                                             
 farid.moslemipur@gmail.comمسئول مکاتبه: *
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 18/68مـانی (  ). بیشـترین زنـده  >05/0Pدار بود ( گشایی معنی پس از یخهاي منجمد  کننده، آلبومین و زمان بر جنبایی اسپرم رقیق
  بعد از انجماد بود. 5مرغ در روز  ترتیب در گروه زرده تخم ها به درصد) اسپرم 62/65درصد) و جنبایی (

  

نسبت به لسیتین سویا  مرغ کننده تریس، استفاده از زرده تخم در مجموع، نتایج این تحقیق نشان داد که در رقیق گیري کلی: نتیجه
در شرایط نگهداري مایع و انجماد منی گاو برتري دارد. همچنین، افزودن سرم آلبومین گاوي به رقیق کننده تاثیري در بهبود 

  هاي منی گاو ندارد. مانی و جنبایی اسپرم زنده
  

  رقیق کننده منی، باروري اسپرم، آلبومین سرم گاوي، گاو هاي کلیدي: واژه
 

  مقدمه
ترین متداولعنوان  مرغ به تخمزرده یکی از مزایاي   
وجـود لیپـوپروتئین بـا چگـالی کـم       منـی،  کننده رقیق

باشد که منجر به حفاظت از فسـفولیپیدهاي اسـپرم    می
زارش شـده  گ ـ). 2شـود (  در طول فرآیند انجمـاد مـی  

هـاي چربـی در زرده    وجـود گویچـه  دلیل به  است که
سوي  از). 13شود ( یارزیابی اسپرم دشوار م ،مرغ تخم

اکسـیدانتی   انجماد اسپرم باعث کاهش مواد آنتیدیگر، 
که بـا افـزودن ترکیبـات     شودمیمایع منی موجود در 

). 15تـوان از آن محافظـت کـرد (    اکسـیدانتی مـی   آنتی
مخلوط طبیعی فسفاتیدیل کولین و چنـد  لسیتین سویا 

اسید چرب مانند اسید استئاریک، اولئیک و پالمیتیـک  
مـرغ در   جایگزین مناسـبی بـراي زرده تخـم   که  تاس

از  بنـابراین، اسـتفاده   .باشـد  مـی  مایع منی سازي رقیق
ــویا  ــیتین س ــه لس ــوپروتئین  ب ــع لیپ ــوان منب ــا در  عن ه

 هاي مایع منی مورد توجه قرار گرفته اسـت  کننده رقیق
هاي چرب غیراشباع در غشاء اسپرم  ). میزان اسید12(

اکسـیدانتی اسـپرم در    آنتـی زیاد بوده و از طرفی تـوان  
تر است. در نتیجـه ایـن    ها پایین مقایسه با دیگر سلول

پـذیرتر   یو آسـیب ها نسبت به فشارهاي اکسـیدات  سلول
ها نشـان دادنـد کـه آلبـومین      برخی یافته ).14هستند (

اکسـیدانتی بـوده کـه     سرم گاوي داراي خاصیت آنتـی 
 ).8ا را دارد (ه ـ کننـده  قابلیت آمیختـه شـدن بـا رقیـق    

 ـ هـدف ایـن پـژوهش    بنابراین،  سـطوح   ثیرأبررسـی ت
مـرغ در   با زرده تخـم در مقایسه مختلف لسیتین سویا 

کننده تریس و همچنین اثر افزودن آلبومین سـرم   رقیق
 هاي انجمادپذیري و باروري منی گاو گاوي بر ویژگی

  باشد. می
  

  ها مواد و روش
 3تـا   2براي انجام این تحقیق از چهار رأس گـاو    

آوري منـی از   جمـع ساله نژاد هلشتاین اسـتفاده شـد.   
گاوها به وسیله مهبل مصنوعی انجام  دهی عادتطریق 
غلظـت منـی بـا اسـتفاده از روش هموسـیتومتر      شـد.  
 1کننده پایه بـر اسـاس جـدول     رقیق .گیري شد اندازه

سـی از   سی 9/9سی از منی و  سی 1/0ابتدا  آماده شد.
دار بـا هـم    پت حبابدرصد سالین توسط پی 3 محلول

مخلوط شدند، سپس یک قطره از نمونه در زیر لام بـا  
میکروســکوپ مــورد ارزیــابی قــرار × 40بزرگنمــایی 

کننده مـایع   چهار نوع رقیقابتدا در این تحقیق  گرفت.
 سه سطح مرغ و درصد زرده تخم 20منی شامل سطح 

دو ســپس تهیـه و   درصـد لسـیتین ســویا   15و  10، 5
سـرم  لیتر آلبـومین   گرم در میلی یلیم 10 سطح صفر و
بر اساس  آزمایش منی مایعشد. ها افزوده  گاوي به آن

غلظت اسپرم و با فرض اینکه در هر پـایوت حـداقل   
ارزیـابی  میلیون اسپرم زنده و جنبا باشد رقیق شد.  10

سـاعات   ) درC24°( دماي محیطآزمایش در ها  نمونه
) در ساعات C5°( آزمایش دماي یخچال ، در9و  6، 3
(در نیتـروژن  آزمایش منـی منجمـد    و در 48و  24، 3

 15و  10، 5روزهــاي در  گشــایی پــس از یــخمــایع) 
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گشـایی پـس از خـروج     منظور یـخ  به. صورت گرفت
ماري با دماي  ها از کانتینر بلافاصله در حمام بن پایوت

. ثانیه قرار داده شدند 40مدت  گراد به درجه سانتی 37
از سـه آزمـایش تیمـاردهی منـی در     هاي حاصـل   داده

شرایط دماي محیط، دماي یخچال و منجمد بر اساس 
ــل   ــایش فاکتوری ــلی   2×4×3آزم ــرات اص ــامل اث (ش

کننده، آلبومین سرم گاوي و زمان) با آرایش طرح  رقیق
افـزار   نـرم  GLMکاملا تصادفی و با استفاده از رویـه  

) مورد تجزیه و تحلیل قـرار  1/9(نسخه  SASآماري 
ها بـا آزمـون حـداقل تفـاوت      رفت. مقایسه میانگینگ

در سطح خطاي پنج درصد صـورت   )LSD(دار  معنی
  گرفت.

  
  براي تمام تیمارها و انجماد داري منی گاو در شرایط مایعتریس براي نگهپایه کننده  ترکیب رقیق :1جدول 

Table 1. Tris extender compounds for bovine semen in liquid and frozen conditions. 
  کننده اجزاي رقیق

Extender components 
  لیتر میلی 100در 

In 100 ml 
  تریس (گرم)

 Tris (g)  30.48  
  فروکتوز (گرم)

 Fructose (g) 
1.25 

  اسید سیتریک (گرم)
  Citric acid (g) 

1.67 

  لیتر) مرغ (میلی زرده تخم
  Egg yolk (mL) 

14 

  )IU(پنی سیلین 
  Penicillin (IU) 

100000  
  )IUاسترپتومایسین (

  Streptomycin (IU) 
100 

  لیتر) آب مقطر تا حجم (میلی
 Distilled water to volume (mL)  

100 

  (فقط در مرحله انجماد) لیتر) گلیسرول (میلی
 Glycerol (mL)  

7  

  
  نتایج و بحث

  آزمایش اول: منی مایع در دماي اتاق
بـر  زمـان   و کننـده  رقیق اثراها نشان داد که  سی برر  
اثـر  ولـی  ) P>01/0دار بـود (  معنـی ها  اسپرممانی  زنده

دار نبــود.  معنـی هـا   ن آمـانی   بـر زنــده  آلبـومین اصـلی  
ترتیـب   شـود، بـه   مشاهده می 1 شکلطور که در  همان

 88/99مـانی اسـپرم (   بیشترین و کمترین درصد زنـده 
 95/60مرغ در زمان سه و ( درصد) در گروه زرده تخم

دست  به 9+آلبومین در زمان 5 درصد) در گروه لسیتین
 ) گـزارش کردنـد کـه   2004آمد. امیرات و همکاران (

هاي با چگالی کم  پروتئین ها، کلسترول و لیپو فسفولیپید
عنوان محافظ غشـاء پلاسـمایی و    مرغ به در زرده تخم

هاي مربـوط بـه تغییـر درجـه      آکروزوم در برابر آسیب
  ).2(باشد  حرارت می
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  .هاي منی مایع نگهداري شده در دماي اتاق ها در نمونه مانی اسپرم میانگین درصد زنده :1شکل 

Figure 1. Means of sperm viability percentage of liquid semen samples stored under room temperature. 
  

 جنباییکننده و زمان بر  اثر رقیقنتایج نشان داد که   
افــزودن  ) ولـی >001/0Pدار بـود (  رم معنـی اسـپ  کـل 

ــري نداشــت.   ــن شــاخص اث ــر ای ــومین ب مقایســه آلب
بیشـترین و کمتـرین جنبـایی     ها نشان داد کـه  میانگین

مرغ در زمان سـه   در گروه زرده تخمترتیب  ها به اسپرم
+آلبومین در زمان 5 و در گروه لسیتیندرصد)  75/99(

زرده  .)2(شـکل   دسـت آمـد   بـه درصـد)   11/40(سه 
هـا و   قنـد دیگـر  مرغ حـاوي مقـداري گلـوکز و     تخم

اسـپرم اسـت و از   براي ساز  ترکیبات قابل سوخت و
راه خنثی نمودن اسید لاکتیک تولیدي از راه گلیکولیز، 

این  ).10کند ( عنوان یک منبع ذخیره غذایی عمل می به
   .داردنهاي تحقیق حاضر مطابقت  نتیجه با یافته
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  .هاي منی مایع نگهداري شده در دماي اتاق ها در نمونه اسپرمجنبایی درصد  میانگین: 2 شکل

Figure 2. Means of sperm motility percentage of liquid semen samples stored under room temperature. 
  

  آزمایش دوم: منی مایع در دماي یخچال
کننـده و زمـان بـر     رقیـق  نتایج نشـان داد کـه اثـر     
هاي نگهداري شده در دمـاي یخچـال    اسپرممانی  زنده
بر آن آلبومین افزودن اثر  ) ولیP>01/0دار بود ( معنی
مشـاهده   3در شـکل  طـور کـه    همـان دار نبـود.   معنی

 هـا  مانی اسـپرم  بیشترین و کمترین درصد زندهشود  می
 34/98(مرغ در زمان سـه   در گروه زرده تخمترتیب  به

 48+آلبـومین در زمـان   15 و در گروه لسـیتین درصد) 
دست آمد. معمولا با افزایش ساعات  بهدرصد) 45/13(

داري اســپرم، خصوصــیات اســپرم ماننــد درصــد  نگــه
 جعفـري  یابـد  مانی کـاهش مـی   جنبایی و درصد زنده

نشـان داد بــا  نیـز  . تحقیـق حاضـر   )1996( آهنگـري 
افزایش ساعات نگهداري اسپرم در حالت مایع درصد 

 یابـد. نتـایج   هـا کـاهش مـی    اسپرم مانی جنبایی و زنده
 مختلف نگهـداري  هاي زمان اثر مورد در دست آمده به

 شرایط در ها اسپرم مانی درصد زنده و جنبایی بردرصد
 آهنگـري  جعفـري  نتـایج  بـا  حاضـر  در تحقیـق  مایع

 ).9داشت ( ) مطابقت1996(
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  .گهداري شده در دماي یخچالهاي منی مایع ن ها در نمونه مانی اسپرم میانگین درصد زنده :3 شکل

Figure 3. Means of sperm viability percentage of liquid semen samples under chilling conditions. 
  

بـر جنبـایی     کننده و زمـان  رقیق نتایج نشان داد که اثر
بـر آن  اثر آلبـومین  ولی ) P>01/0دار بود ( معنیها  اسپرم
بیشـترین و کمتـرین    4 کلتوجه بـه ش ـ  دار نبود. با معنی

مرغ در زمان  در گروه زرده تخمترتیب  بهها  اسپرمجنبایی 
+آلبـومین در  5 و در گـروه لسـیتین  درصـد)   67/97(سه 

. جهـت کـاهش   مشـاهده شـد  درصد)  22/21( 48زمان 
سـازي   هاي ناشی از شـوك سـرما طـی ذخیـره     خسارت

 منـی  هـاي  کننـده  رقیـق  جهت تهیه اصلی ترکیب عنوان به
). این یافته با اطلاعات حاصل از تحقیق 11است ( مطرح

  حاضر مطابقت دارد.
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  هاي منی مایع نگهداري شده در دماي یخچال  ها در نمونه میانگین درصد جنبایی اسپرم :4 شکل

Figure 4. Means of sperm motility percentage of liquid semen samples under chilling conditions. 
  

نتـایج  : گشـایی  ش سوم: منی منجمد پس از یخآزمای
هـاي   اسپرممانی  بر زنده  کننده و زمان رقیق نشان داد که اثر

اثر  لی) وP>05/0دار بود ( معنیگشایی  منجمد پس از یخ
 5 کـه در شـکل   طـور   دار نبود. همـان  معنی بر آنآلبومین 

مـانی   و کمترین زنـده ترتیب بیشترین  شود، به مشاهده می
درصد)  18/68( 5مرغ در روز  ها در گروه زرده تخم پرماس

دست  درصد) به 37/12( 10در روز  15 و در گروه لسیتین

مـرغ در   در گروه زرده تخمها  اسپرممانی  کمترین زنده آمد
 10در روز  15 و در گروه لسیتیندرصد)  18/68( 5روز 

طـی   برودتـی هـاي   وكش ـ دست آمـد.  بهدرصد) 37/12(
سـازي و انجمـاد، موجـب، آسـیب بــه     سردهـاي   فراینـد 

شـوند. نتـایج ایـن     آکروزوم و آسیب میتوکنـدریایی مـی  
  ).7 و 6بررسی با تحقیق حاضر مطابقت دارد (
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  .گشایی پس از یخدر ازت هاي منی منجمد  ها در نمونه مانی اسپرم میانگین درصد زنده :5 شکل

Figure 5. Means of sperm viability percentage of liquid nitrogen-frozen semen samples after thawing. 
  

زمـان  و آلبـومین   ،کننده رقیق نتایج نشان داد که اثر  
دار  معنیگشایی هاي منجمد پس از یخ اسپرمبر جنبایی 

دار   معنیثیر أتمتقابل  اتاثرولی سایر  )P >05/0بود (
شان ) ن6ها (شکل  نتایج مقایسه میانگین .بر آن نداشتند

در ترتیب  ها به اسپرمکه بیشترین و کمترین جنبایی  داد 
و در درصـد)   62/65( 5 مـرغ در روز  گروه زرده تخم
 10در روز  15آلبــومین و لســیتین  +5 گــروه لســیتین

ــه درصــد) 37/12( ــی    ب ــی در ط ــد. از طرف ــت آم دس
 نگهداري سرمایی منی در شرایط مایع و منجمد میزان

توانـد   می یابد که پرم کاهش میهاي اس مانی نمونه زنده

 باشـد  غشاء آزاد بر ساختار هاي ناشی از تاثیر رادیکال
 ، دست آمـده در تحقیـق حاضـر     به نتایج مطابق با ).4(

هاي  اسپرم بودن پذیرتر یکی از عوامل اصلی در آسیب
ــهنگهــداري شــده  ــا صــورت منجمــد  ب در مقایســه ب

کـاهش   فشارهاي اکسـیداتیو  تازه نسبت به هاي اسپرم
اکسیدانتی است. سطوح  مواد آنتی داخل سلولی سطوح

دیسـموتاز و گلوتـاتیون    اکسـید  داخـل سـلولی سـوپر   
پـس از نگهـداري در شـرایط سـرمایی در      پراکسیداز

 50ترتیب   مرغ به کننده تریس، گلوکز و زرده تخم رقیق
  ). 3تقلیل یافت ( درصد 78و 
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Figure 6. Means of sperm motility percentage o`f liquid nitrogen-frozen semen samples after thawing. 

  
 این در آمده دست هب نتایج به توجه باگیري کلی:  نتیجه

 هاي اسپرم مانی و جنبایی زندهکه گفت  توان می تحقیق
(دماي اتاق، دماي در هرسه شرایط نگهداري و گامنی 

مـرغ   زرده تخمداراي کننده  در رقیقیخچال و منجمد) 

 .شـود  کننده لسیتین سویا بهتر حفظ مـی  رقیق نسبت به
ــود    ــاوي در بهب ــومین گ ــزودن ســرم آلب ــی، اف از طرف

  نداشت.ثیري أتهاي منی گاو  مانی و جنبایی اسپرم زنده
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Abstract 1 
Background and objectives: The storing and cryopreservation of livestock semen for a long 
time enables the use of better genetic reserves. Damages from peroxidation and cold shock are 
indispensable part of long time storage which leads to a lowered semen fertility. So, it is needed 
to provide greater insight into the effects of different materials in semen extender to improve 
fertility. In this study, three experiments were implemented to investigate the effect of different 
soybean lecithin instead of egg yolk in Tris extender and also adding bovine serum albumin on 
fertility traits of bovine semen stored under three thermal conditions; room temperature (24°C), 
chilling temperature (5°C), and frozen in liquid nitrogen.  
 
Materials and methods: Semen samples were collected from four Holstein bulls (about three 
years old) using artificial vagina and pooled after initial quality evaluation. Semen samples then 
were extended by four different extenders containing egg yolk (20%) and three levels of soy 
lecithin (0.5, 1 and 1.5%). Before filling 0.5 ml straws with extended semen, 10 mg bovine 
serum albumin was added to the half of straws. Straws were stored at three thermal conditions; 
under room temperature and evaluation after 3, 6 and 9 hrs under chilling temperature and 
evaluation after 3, 24, and 48 hrs under freezing condition and then evaluation of thawed straws 
at days 5, 10 and 15 post-freezing. Sperm concentrations, viability and motility were evaluated 
microscopically. Data were analyzed as a 2 × 4 × 3 factorial experiment (including extender, 
bovine serum albumin and time effects) with a completely randomized design. Means 
comparison was by the least significant difference test.  
 

Results: Results from the experiment under room temperature showed that the effects of 
extender and time on sperm viability and motility were significant (p<0.01) but adding albumin 
had no significant effect on these parameters. The highest sperm viability and motility 
percentages were 99.88 and 99.75 in egg yolk group at 3 hrs after storage, respectively. 
Regarding the results from the chilling condition, the effects of extender and time on sperm 
viability and motility were significant (p<0.01) but adding albumin showed no significant 
effect. The highest sperm viability and motility percentages were 98.34 and 97.67 in egg yolk 
group at 3 hrs after storage, respectively. The effects of extender and time on sperm viability 
and the effect of extender, albumin and time on sperm motility after thawing were significant 
(p<0.05). The highest sperm viability and motility percentages were 68.18 and 65.62 in egg 
yolk group at day 5 post-freezing, respectively.  
 

Conclusion: Generally, results of the study showed that using egg yolk in Tris semen extender 
in comparison to soybean lecithin has priority for storing bull semen in liquid and frozen 
conditions. Furthermore, adding bovine serum albumin into extender was not effective on 
bovine sperm viability and motility. 
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