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کننده انجماد اسپرم گاو توسط سطوح مختلف زرده فرمولاسیون جدید رقیق
مرغ و سدیم دودسیل سولفاتتخم

4وندعادل صابريو 3غلامعلی مقدم،2کیادقیقحسین،1ایرج اشرفی

تبریزدانشگاه،یدامعلومگروهدکتري تخصصیدانشجوي-1
)daghighkia@tabrizu.ac.irویسنده مسوول:(ن،تبریزدانشگاه، دامیعلومگروهاستاد-2

تبریزدانشگاه،دامپزشکیانشکدهدرمانگاهیدعلومگروهدانشیارو دامیعلومگروهاستاد -4و 3
8/3/96تاریخ پذیرش:6/8/95تاریخ دریافت:

چکیده
د. لذا استفاده از مواد نگیررار میقثیر أتتحت طی فرآیند انجماد اسپرم ساختارهاي بیوشیمیایی و آناتومیکی سلول اسپرم 

بررسی تاثیر پژوهشباشد. هدف از این فرآیند انجماد اسپرم میترین بخش درمحافظ انجمادي در محیط انجماد، ضروري
مختلف سدیم حعنوان ماده محافظ انجماد به همراه سطوبهدرصد)25و 15،20(مرغ تخماستفاده از سطوح مختلف زرده 

شتاین لگشایی شده گاو هیخهاي منجمدعنوان سورفکتانت بر اسپرمدرصد) به1/0و 05/0(صفر، )SDS(فاتدودسیل سول
دو بار در هفته توسط واژن مصنوعی ) کیلوگرم850ساله و میانگین وزن 8- 6(رأس گاو هلشتاین3ازپژوهشباشد. در این می

ها بعد از طی مراحل باهم مخلوط شدند. نمونهها به نسبت مساويانزالها،بین بردن اثرات فردي دام. براي ازگیري شداسپرم
گشایی بعد از یخبدست آمده نتایج ها، در بخار ازت منجمد شده و در ازت مایع نگهداري شدند. سردسازي و پر شدن در پایوت

دار  موجب افزایش معنیمرغ تخمه بر رقیق کننده حاوي درصدهاي مختلف زردSDSدرصد 1/0و 05/0افزودنکه نشان داد 
رونده، درصد خطی بودن جنبایی، جنبایی عرضی سر، سرعت در مسیر مستقیم، سرعت در مسیر درصد جنبایی کل، جنبایی پیش

گشایی شده یخ-هاي منجمدمانی و یکپارچگی غشاي پلاسمایی اسپرممنحنی، میانگین سرعت در مسیر، زنده
05/0نسبت به سطح مرغ تخمدر رقیق کننده حاوي درصدهاي مختلف زرده SDSصددر1/0سطح . افزودن)>05/0P(دنشومی

و)مرغزرده تخمدرصد SDS +25درصد1/0هاي تیماري (گروهداري بیندرصد نتایج بهتري را همراه داشت. اختلاف معنی
مرغ تخمزرده درصدSDS +15درصد1/0رکیبتوان تکلی میبطور. مشاهده نشد)زرده تخم مرغدرصد SDS +15درصد1/0(

گشایی شده گاو پیشنهاد یخ-بر اساس ارزیابی میکروسکوبی اسپرم منجمدSDSمرغ و عنوان موثرترین ترکیب زرده تخمرا به
کرد.

سورفکتانت، گاو هلشتاین،سدیم دودسیل سولفاتهاي کلیدي: انجماد اسپرم، زرده تخم مرغ، واژه

مقدمه
فاظت از انجماد منی روشی مناسب جهت نگهداري اسپرم ح

سلول ،گشاییآید لیکن در طی فرآیند انجماد و یخشمار میهب
اسپرم با خطراتی مواجه بوده و مراحل اصلی حفاظت از انجماد 

گشایی از نظر فراساختاري، مثل سردسازي، انجماد و یخ
و )6(عملکردي و بیوشیمیایی اثرات مضري روي آن داشته

هاي بیولوژیکی غشاي پلاسمایی، منجر به تغییراتی در ویژگی
سیتوپلاسم، اسکلت سلولی و ساختار ژنومی اسپرم شده که در 
نهایت باعث کاهش سلامت غشاي پلاسمایی و آکروزومی، 

مانی و نقص در انتقال اسپرم در دستگاه جنبایی، باروري، زنده
یند حفاظت آکه وارد فرگردد. سلول اسپرمی تولیدمثل ماده می

C°5به C°30شود، به کاهش سریع دما از انجمادي می
حساس بوده و دچار شوك سرمایی شده و در پی آن تنفس 

، فعالیت متابولیسمی، سلامت ATPسلولی، توانایی سنتز 
و آکروزومی، غشاهاي میتوکندریاییوغشاهاي سلولی

نتخابی غشاي جنبایی سلول اسپرم کاهش یافته و نفوذپذیري ا
منجر به افزایش سطح کلسیم و اسپرم نسبت به کلسیم مختل 

. همچنین در )6(گردددرون سلولی و نکروزیس اسپرم می
هاياسترسگشایی سلول اسپرم، انواعی ازحین انجماد و یخ
آمینه، اسیدهايها،کاهش لیپوپروتئینبیوشیمیایی مانند

لیت پروتئولیئیک پروتئین بانده شونده به کلسترول، فعا
هاي مکانیکی مانند و استرسATPآکروزومی و کاهش سنتز 

دهیدراسیون القا شده از انجماد، انتقالات فاز غشایی، اختلال 

تقارنی فسفولیپیدها و دو لایه چربی غشا، تشکیل یخ در بی
درون سلولی و خارج سلولی، تغییرات ناگهانی دما، فشارهاي 

اصل از مواجه شدن با هاي سمی حاسمزي و استرس
در جریان فرآیند .)17(کنند ها را تحمل میمحافظت کننده

ذوب، شوك سرمایی به شدت فسفولپیدها و -انجماد
هاي موجود در سطح غشا را تحت تاثیر قرار داده گلیکوپروتئین

شود.میهاي ساختاري و بیوشیمیاییو باعث شروع آسیب
، علاوه بر مواد به اسپرمهااین آسیببروز براي جلوگیري از

سلولی، به مواد محافظ خارج سلولی نیز نیاز محافظ درون
هاي ها و پروتئینلیپوپروتئینخواهد داشت. این مواد عمدتاً

موجود در منابعی همچون زرده تخم مرغ، شیر و منابع گیاهی 
روي ن مواد با عملمثل شیره سویا و شیره نارگیل است. ای

کندپرم را در برابر شوك سرما محافظت میغشاء سلولی، اس
هاي پایین ممکن . استفاده از مواد محافظتی در غلظت)25(

است که براي حفاظت از اسپرم کافی نبوده  و غلظت بالاي 
ها نیز ممکن است که براي اسپرم سمی باشد.آن

کننده عنوان یک بافر اسموتیک با حضور در رقیقهزرده ب
ل اسپرم را به هر دو نوع محیط هایپرتونیک و قادر است تحم

. با افزایش غلظت زرده )26(هایپوتونیک افزایش دهد
هاي زنده و کننده، اگرچه درصد اسپرمدر رقیقمرغ تخم

هاي با آکروزوم یابد ولی درصد اسپرممتحرك افزایش می
ترین . ناحیه آکروزم اسپرم، مهم)10(یابد سالم کاهش می
نده اسپرم در عمل لقاح است. بنابر این بخش شرکت کن

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
تولیدات دامیپژوهشهاي 
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عنوان ها آسیب دیده باشد بههایی که آکروزم آناسپرم
. کاهش سلامت )1(شوندهاي غیربارور تلقی میاسپرم

هاي بز مرغ، در گونهاثر افزایش غلظت زرده تخمآکروزوم در
بت شده است. علاوه ثا)15(و بوفالوي آبی)29(، قوچ )24(

هایی است که بطور طبیعی حاوي آلودگیمرغ تخمبر این زرده 
هاي منی باعث انتقال آن شودکنندهتواند از طریق رقیقمی

ماري بوده تنها قادر به انتقال یک بیها نه. این آلودگی)11(
ها با تولید سمومی موجود در آني هابلکه میکروارگانیزم

ها شوندگذاشته و باعث مرگ آنثیر أتاسپرم تواند بر روي می
مرغ براي . بنابراین علیرغم اثرات بسیار مثبت زرده تخم)30(

هاي اخیر پژوهشگران به دنبال محافظت از اسپرم، در سال
در مرغ تخمراهکاري براي حذف و یا کاهش مقدار زرده 

مرغ هاي منی پستانداران هستند. زرده تخمکنندهرقیق
کامل در تواند بطورکننده اصلی انجماد، نمین محافظتعنواهب

سدیم دودسیلسولفاتکننده انجماد حل شود. افزودنرقیق
)SDS(شودموجب افزایش حلالیت زرده می)27(.

اند که هاي مختلف نشان دادههاي گوناگون در گونهبررسی
مرغ تخمهکننده حاوي زردبه محیط رقیقSDSافزودن 

هاي ناشی از انجماد د باعث محافظت اسپرم از آسیبتوانمی
هاي استفاده از غلظتثیر أتپژوهششود. بنابراین در این 

به SDSهاي مختلف به همراه غلظتمرغ تخممختلف زرده 
منظور دستیابی به بهترین دوز مربوطه مورد بررسی قرار 

گرفت.

هامواد و روش
آوري منیجمع

ساله و 8- 6(ه رأس گاو هلشتاین از سپژوهشدر این 
که از جیره غذایی یکسان و کیلوگرم)850میانگین وزن 

با استفاده از دسترسی آزاد به آب آشامیدنی بهره مند بودند
گیري شد. براي از بین واژن مصنوعی دو بار در هفته اسپرم

هاي هاي نر، به تعداد مساوي از سلولبردن اثرات فردي دام
رأس دام نر در هر تکرار آزمایشی مخلوط و اسپرم هر سه

استفاده شدند. تمام اجزاي واژن مصنوعی بمدت حداقل یک 
گرم شدند. دماي داخلی واژن مصنوعی c°40ساعت در دماي 

c°42 -45 بود و همچنین براي سهولت دخول آلت تناسلی
هاي دام نر، سطح داخلی واژن با وازلین آغشته شده بود. نمونه

آوري شده بلافاصله به آزمایشگاه منتقل و در حمام منی جمع
ها از نظر حجم، رنگ، عدم قرار داده شدند. نمونهc°34آب 

رونده بررسی آلودگی به ادرار و خون، غلظت و تحرك پیش
هاي منی داراي رنگ کرمی تیره، حجم بین شده و نمونه

ک لیتر، غلظت بیشتر از یک میلیارد اسپرم در هر یمیلی12- 5
درصد 70لیتر نمونه منی و تحرك پیش رونده بالاتر از میلی

در این تحقیق استفاده شد. غلظت اسپرم بوسیله دستگاه 
فتومتر و درصد تحرك پیش رونده با سیستم کاسا  تعیین شد 

)12،13.(
تهیه رقیق کننده

زرده -کننده بر پایه تریسرقیق9در این تحقیق از 
42/2لیتر این محلول حاويمیلی100استفاده شد.مرغ تخم

4/6گرم فروکتوز، 1گرم اسیدسیتریک، 48/1گرم تریس، 

میکرولیتر 30جنتامایسین، میکرولیتر50گلیسرول، لیترمیلی
میکرولیتر تایلوزین و درصدهاي مختلف زرده 5/2لینکوپک و 

مرغ+ % زرده تخم15: 1کننده بود. رقیقSDSو مرغ تخم
مرغ+ صفر % % زرده تخمSDS)EY15S0 ،(2 :20صفر % 

SDS)EY20S0 ،(3 :25مرغ+ صفر % % زرده تخمSDS
)EY25S0 ،(4:1505/0مرغ+ % زرده تخم %SDS
)EY20S0.05 ،(5 :2005/0مرغ+ % زرده تخم %SDS
)EY20S0.05،(6 :2505/0مرغ+% زرده تخم %SDS
)EY25S0.05 ،(7 :151/0مرغ+ % زرده تخم %SDS
)EY15S0.1 ،(8 :201/0مرغ+% زرده تخم %SDS
)EY20S0.1 1/0مرغ+ % زرده تخم25: 9) و %SDS
)EY25S0.1.(

بندي و انجماداعمال تیمار، سردسازي، تعادل، بسته
میلیون 50هاي منی با غلظت پس از ارزیابی اولیه، نمونه

هايکننده به فالکونلیتر محلول رقیقاسپرم در هر میلی
اضافه شده و در SDSحاوي سطوح مختلف زرده و 

ها روي راك بندي شدند. پایوتپر و بستهml5/0هاي پایوت
منتقل شدند و پس از سپري کردن C°5چیده شده به دماي 

ساعت زمان تعادل در این دما توسط دستگاه نیمه اتوماتیک 2
انجماد اسپرم منجمد شده و به تانک ازت مایع 

گشایی در این دما ) انتقال یافته و تا زمان یخ- C°196(دماي 
).4نگهداري شدند (

ارزیابی اسپرم بعد از یخ گشایی
ارزیابی تحرك اسپرم

ثانیه در حمام آب گرم حاوي دماي40گشایی (بعد از یخ
C°37هاي تحرك کلیه)، فراسنج(TM)1 تحرك پیش ،

سرعت در ، 3(VCL)، سرعت در مسیر میانگین 2(PM)رونده 
، 5(STR)، راستی مسیر طی شده 4(VAP)مسیر منحنی 

، سرعت در مسیر مستقیم 6(BCF)تناوب عرضی زنش 
(VSL)7 جنبایی عرضی سر ،(ALH)8 و خطی بودن
گشایی شده و ها یخارزیابی شدند. ابتدا نمونه9(LIN)جنبایی

5مدت هسلولی، بپذیري و بازگشت آب درونجهت تطابق
5حمام آب گرم انکوبه شدند. سپسC°37يدقیقه در دما

میکرولیتر از نمونه روي لام از قبل گرم شده 
) قرار داده و بعد از پوشش با لامل، روي C°37(در دماي 

10صفحه گرم میکروسکوپ قرار داده شد. از هر نمونه حداقل 
اسپرم بوسیله 200فیلد بطور کاملا تصادفی انتخاب و تعداد 

.ندآنالیز شد× 100بزرگنمایی سیستم کاسا با 
درصد زنده مانی اسپرم

آمیزي روش رنگهاي زنده ازبراي تعیین درصد اسپرم
میکرولیتر از نمونه منی 5. ابتدا استفاده شدنیگروزین - ائوزین

گرم/لیتر آب مقطر، 7/16میکرولیتر رنگ (ائوزین 5با 
گرم/لیتر 29گرم/لیتر آب مقطر، بافر سیترات 100نیگروزین 

آب مقطر) روي لام به آرامی مخلوط و با لام دیگري 
گسترش تهیه شد. جهت خشک کردن، نمونه گسترش یافته 

200قرار گرفت. تعدادC°37به مدت سه دقیقه در دماي 
اسپرم بوسیله میکروسکوپ نوري و روغن ایمرسیون با 

هایی که بطورکلی و . اسپرمندآنالیز شد× 1000بزرگنمایی 
زئی رنگ قرمز مایل به بنفش به خود گرفته بودند مرده و ج

1- Total Motility (TM) 2- Progressive Motility (PM) 3- Curvilinear Velocity (micron/sec) (VCL)
4- Average Path Velocity (micron/sec) (VAP) 5- Sperm Track Straightness (%) (STR) 6- Beat Cross Frequency (BCF)
7- Straight – line Velocity (micron/sec) (VSL) 8- Lateral head displacement (micron) (ALH)
9- Linearity (%), LIN=(VSL/VCL)x100
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يي كه رنگ به خود نگرفته بودند زنده محسوب شدند هااسپرم
)9(.  

  )HOSTتست (تست يكپارچگي غشاي پلاسمايي 
اين تست براي بررسي يكپارچگي غشاي پلاسمايي سلول 

ميكروليتر از نمونه مني به  50ابتدا . اسپرم بكار گرفته شد
  دما هيپواسموتيك هم محلول ميكروليتر 500آرامي با 

) ليتر سيترات سديم/ گرم 9/4تر فروكتوز، لي/ گرم 9حاوي (
انكوبه ) C°37(گرم دقيقه در حمام آب 60مدت به مخلوط و 

ميكروليتر از نمونه مخلوط شده و روي لام  5سپس مقدار . شد
لام . دما شده قرار گرفته و با لامل پوشانده شدپيش هم از

. روي صفحه گرم ميكروسكوپ فاز كنتراست قرار داده شد
شمارش و درصد اسپرم × 400اسپرم با بزرگنمايي  200 تعداد

عنوان درصد تعيين و به) طبيعي(با دم متورم و تاب خورده 
  ).23(پاسخ به محلول هيپواسموتيك ثبت شد 

  آناليز آماري
هاي حاصل از اين داده. تكرار انجام شد پنجدر  پژوهشاين    

 SASزار افدر قالب طرح كاملاً تصادفي به كمك نرم پژوهش
روش ها بهمقايسه ميانگين. شدتحليل  تجزيه و GLMرويه 

در نظر گرفته  ˂ 05/0Pداري سطح معني. شددانكن انجام 
  :مدل آماري اين طرح عبارت بود از .شد

Yij = µ  + Treati + eij 
برابر است بـا داده مشـاهده شـده بـراي      Yijكه در اين مدل،  

: Treati، ميـانگين جامعـه   :μ گيري شـده، هاي اندازهفراسنجه
باقيمانده يا خطـا   اثر :eij، و اثر تيمارام برابر است با iاثر تيمار 

  .بود
  

  نتايج و بحث
  تحرك  هايفراسنجهها براي نتايج حاصل از آناليز داده      

  

كننده استفاده از رقيق نتايج نشان داد. آمده است 1در جدول 
مامي داري روي تتاثير معني SDSحاوي سطوح مختلف 

راستي مسير جز پارامترهاي پارامترهاي جنبايي و كنتيكي به
  استفاده از . دارد تناوب عرضي زنشو  طي شده

موجب بهبود  EY15S0.05و  EY25S0.1هايكنندهرقيق
، EY15S0هايگروه دار جنبايي كل نسبت بهمعني

EY20S0،EY25S0  وEY25S0.05 05/0( شد(P<   ولي
 .دار نيستهاي تيماري معنيگروه اين بهبود نسبت به ساير

گشايي شده توسط يخ-هاي منجمدرونده اسپرمجنبايي پيش
نسبت به ساير  EY25S0.1و  EY25S0.1هاي كنندهرقيق
 >P)05/0( بودداري بيشتر هاي تيماري به شكل معنيگروه

. نبود دارمعني EY20S0.1ولي اين اختلاف نسبت به گروه
فات جنبايي عرضي سر، سرعت در بيشترين مقادير براي ص

مسير منحني، سرعت در مسير مستقيم و ميانگين سرعت در 
حاصل شد كه   EY15S0.1  كنندهمسير با استفاده از رقيق

دار معني EY25S0.1و  EY20S0.1هاي اختلاف آن با گروه
داري هاي تيماري بهبود معنينبوده ولي نسبت به ساير گروه

درصد خطي بودن جنبايي نيز در . >P)05/0(دهد را نشان مي
تر هاي تيماري پاييننسبت به ساير گروه EY15S0 گروه

 EY20S0.05هاياست كه اين اختلاف نسبت گروه
EY15S0.1، EY20S0.1 وEY25S0.1 بوده  دارمعني

)05/0(P< دار هاي تيماري معنيولي نسبت به ساير گروه
ماني زندههاي فراسنجهها براي نتايج حاصل از آناليز داده .بودن

ده از ماني با استفابيشترين درصد زنده. آمده است 1 شكل در
حاصل شد كه اين اختلاف نسبت به  EY25S0.1كننده رقيق
 دارمعني EY15S0.05و  EY25S0 ،EY15S0هاي گروه
دار هاي تيماري معنيولي نسبت به ساير گروه >P)05/0(بوده 

  .بودن

  
  SDS ومرغ  تخمهاي حاوي سطوح مختلف زرده كنندهگشايي شده گاو توسط رقيقيخ-و كنتيكي اسپرم منجمد مقايسه پارامترهاي تحركي - 1 جدول

Table1. Comparison of motility and kinetic parameters of freeze-thawed bull sperm via extenders containing   different doses of 
               egg-yolk and SDS 

 EY15S0 EY20S0 EY25S0 EY15S0.05 EY20S0.05 EY25S0.05 EY15S0.1 EY20S0.1 EY25S0.1 صفات
)درصد( جنبايي  38/45  ± 5/6 e 97/59 ± 9/14 cde 50/55 ± 2/17 de16/49 ± 8/11 a91/61 ± 7/7 bcde91/65  ± 9/15 abcd59/78 ± 5/9 ab 68/74  ± 6/11 abc 53/79  ± 5/8 a 

 هروندجنبايي پيش
)درصد(  7/18  ± 2/4 d 63/28  ± 2/9 bcd 77/22  ± 7/7 cd 08/21  ± 1/6 cd 74/29  ± 7/5 bcd 08/31  ± 6/8 bc 53/45  ± 4/9 a 77/38  ± 8/13 ab 08/43  ± 9/3 a 

راستي مسير طي 
)درصد( شده  76/0  ± 027/0 a 77/0  ± 029/0 a 77/0  ± 024/0 a 77/0  ± 040/0 a 78/0  ± 017/0 a 76/0  ± 039/0 a 80/0  ± 024/0 a 78/0  ± 032/0 a 79/0  ± 004/0 a 

سرعت در مسير 
 منحني

)ثانيه/ميكرون(  55/43  ± 9/6 e 00/57  ± 0/14 cde 27/47  ± 7/12 de 39/46  ± 3/10 e 23/58  ± 6/7 cde 46/64  ± 6/14 bcd 06/87  ± 6/13 a 99/73  ± 54/20 abc 39/80  ± 0/7 ab 
 جنبايي عرضي سر

)ميكرون(  72/0  ± 07/0 e 08/1  ± 29/0 cd 89/0  ± 26/0 de 85/0  ± 16/0 de 05/1  ± 16/0 cde 25/1  ± 25/0 bc 61/1  ± 27/0 a 44/1  ± 34/0 ab 57/1  ± 23/0 ab 
سرعت در مسير 

 منحني  مستقيم
)ثانيه/ميكرون(  68/16  ± 4/3 e 16/26  ± 2/7 cd 29/21  ± 1/6 de 97/19  ± 1/5 de 05/27  ± 0/4 bcd 17/29  ± 8/7 bcd 17/39  ± 2/7 a 41/33  ± 6/11 abc 00/36  ± 8/2 ab 

ميانگين سرعت در 
 منحني  مسير

)ثانيه/ميكرون(  72/19  ± 1/3 e 55/29  ± 2/8 cde 15/24  ± 0/7 de 68/22  ± 8/5 de 48/30  ± 3/4 cd 97/32  ± 7/8 bcd 33/44  ± 9/7 a 80/37  ± 6/12 abc 94/40  ± 2/3 ab 
درصد خطي بودن 

31/0 جنبايي  ± 031/0 b 36/0  ± 047/0 ab 36/0  ± 046/0 ab 
33/0 ± 
047/0 ab 37/0  ± 027/0 a 35/0  ± 057/0 ab 38/0  ± 024/0 a 37/0  ± 056/0 a 38/0  ± 036/0 a 

 تناوب عرضي زنش
)هرتز(  03/14  ± 2/1 ab 26/14  ± 6/0 ab 80/14  ± 5/0 ab 94/13  ± 1/1 ab 63/14  ± 7/0 ab 24/14  ± 0/1 ab 30/15  ± 5/0 a 23/13  ± 2/3 b 15/14  ± 5/0 ab 

% EY20S0.05( ،20( SDS%  05/0+ زرده تخم مرغ% 15، )EY25S0( SDS% صفر + زرده تخم مرغ% 25، )EY20S0( SDS% صفر + زرده تخم مرغ% 20، )SDS )EY15S0% صفر + زرده تخم مرغ% 15
 و) EY20S0.1( SDS% 1/0 +تخم مرغزرده % 20، )EY15S0.1( SDS%  1/0+ زرده تخم مرغ% 15، )EY25S0.05( SDS% 05/0 +زرده تخم مرغ% 25، )SDS )EY20S0.05%  05/0+ زرده تخم مرغ

  .)>05/0P(دار بين سطوح است دهنده تفاوت معنيحروف غيرمشابه در يك رديف نشان).SDS )EY25S0.1% 1/0+ زرده تخم مرغ% 25
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  SDS% صفر + زرده تخم مرغ% SDS .15و مرغ  تخماي حاوي سطوح مختلف زرده هكنندهگشايي شده گاو توسط رقيقيخ- ماني اسپرم منجمدزندهدرصد مقايسه  - 1شكل 
         )EY15S0( ،20 %صفر + زرده تخم مرغ %SDS )EY20S0( ،25 %صفر + زرده تخم مرغ %SDS )EY25S0( ،15 %05/0+ زرده تخم مرغ  %SDS )EY20S0.05(،  

  زرده% EY15S0.1( ،20( SDS%  1/0+ زرده تخم مرغ% 15، )EY25S0.05( SDS% 05/0 +زرده تخم مرغ 25%، )SDS )EY20S0.05%  05/0+ زرده تخم مرغ% 20       
  دار بين سطوح استدهنده تفاوت معنينشان هر ستونحروف غيرمشابه در  ).EY25S0.1( SDS% 1/0+ زرده تخم مرغ% 25 و) SDS )EY20S0.1% 1/0 +تخم مرغ        

        )05/0P<(.  
Figure 1. Comparison of viability of freeze-thawed bull sperm via extenders containing different doses of egg-yolk and SDS. EY15S0: 15% Egg-yolk+ 

              0% SDS, EY20S0: 20% Egg-yolk+ 0% SDS, EY25S0: 25% Egg-yolk+ 0% SDS, EY15S0.05: 15 Egg-yolk+ 0.05% SDS, EY20S0.05: 20 
                Egg-yolk+ 0.05% SDS, EY25S0.05: 25 Egg-yolk+ 0.05% SDS, EY15S0.1: 15 Egg-yolk+ 0.1% SDS, EY20S0.1: 20 Egg-yolk+ 0.1% SDS, 

               EY25S0.1: 25 Egg-yolk+ 0.1% SDS. Different superscripts within rows differ significantly, p < 0.05. 
 

يكپارچگي  فراسنجه ها براي نتايج حاصل از آناليز داده     
بيشترين درصد . آمده است 2 در نمودار غشاي پلاسمايي

ي پلاسمايي گشايي شده داراي غشايخ-هاي منجمداسپرم
 EY15S0.1و EY25S0.1هاي كنندهسالم توسط رقيق

هاي داري نسبت به گروهحاصل شد كه داراي اختلاف معني
ولي با ساير  >P)05/0(بوده  EY15S0.05و  SDSفاقد 
  .داري مشاهده نشدهاي تيماري اختلاف معنيگروه

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  زرده % SDS .15و مرغ  تخمهاي حاوي سطوح مختلف زرده كنندهگشايي شده گاو توسط رقيقيخ-يكپارچگي غشاي پلاسمايي اسپرم منجمددرصد مقايسه  - 2شكل 
       SDS%  05/0+ مرغزرده تخم% EY25S0( ،15( SDS% صفر + مرغزرده تخم% 25، )EY20S0( SDS% صفر + مرغزرده تخم% 20، )SDS )EY15S0% صفر + رغمتخم

     )EY20S0.05( ،20 %05/0+ مرغزرده تخم  %SDS )EY20S0.05( ،25 %05/0 +مرغزرده تخم %SDS )EY25S0.05( ،15 %1/0+ مرغزرده تخم  %SDS   
             )EY15S0.1( ،20 %1/0 +مرغزرده تخم %SDS )EY20S0.1 (1/0+ زرده تخم مرغ% 25 و %SDS )EY25S0.1.(  نشان دهنده هر ستونحروف غيرمشابه در  

 .)>05/0P(دار بين سطوح است تفاوت معني             
Figure 2. Comparison of plasma membrane integrity of freeze-thawed bull sperm via extenders containing different doses of egg-yolk and SDS. 

               EY15S0: 15% Egg-yolk+ 0% SDS, EY20S0: 20% Egg-yolk+ 0% SDS, EY25S0: 25% Egg-yolk+ 0% SDS, EY15S0.05: 15 Egg-yolk+ 0.05% 
             SDS, EY20S0.05: 20 Egg-yolk+ 0.05% SDS, EY25S0.05: 25 Egg-yolk+ 0.05% SDS, EY15S0.1: 15 Egg-yolk+ 0.1% SDS, EY20S0.1: 20 

             Egg-yolk+ 0.1% SDS, EY25S0.1: 25 Egg-yolk+ 0.1% SDS. Different superscripts within rows differ significantly, p < 0.05. 
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 يخ- ت كه فرآيند انجمادامروزه كاملا مشخص شده اس   
 ناپذيري را به سلول اسپرمهاي برگشتگشايي، آسيب

 غشاي آكروزومي و بخصوص در غشاي پلاسمايي،
تحت بهترين شرايط . كندميتوكندري اسپرم  تحميل مي

هاي زنده، جنبايي خود را بعد از انجماد، حدود نيمي از سلول
هاي د تكنيكبنابراين بهبو. )15،18( كنندانجماد حفظ مي

هاي ناشي از انجماد در صنعت انجماد اسپرم با كاهش آسيب
بر اساس . )28( اصلاح نژاد بسيار حائز اهميت خواهد بود

مبني بر تعيين  پژوهشيهاي انجام شده  تاكنون بررسي
مرغ و سورفكتانت در استفاده از سطوح مختلف زرده تخم

رم گاو صورت راستاي انتخاب بهترين سطح براي انجماد اسپ
در اين مطالعه افزودن سديم دو دسيل سولفات . نگرفته است

كننده انجماد اسپرم بر مبناي عنوان سورفكتانت در رقيقبه
حركتي، كنتيكي،  پارامترهاي موجب بهبودمرغ  تخمزرده 

-هاي منجمديكپارچگي غشاي پلاسمايي اسپرم و مانيندهز
ج مطالعات پيشين كه گشايي شده گاو شده است كه با نتاييخ

. هاي دامي انجام گرفته است همخواني داردروي ساير گونه
نشان دادند كه انجماد اسپرم موش  )7( دوديت و همكاران

 SDS 035/0مرغ و زرده تخم% 20كننده حاوي توسط رقيق
. تواند باعث حفظ جنبايي و ظرفيت باروري اسپرم شودمي

كه افزودن سديم و  گزارش كردند )22( پورسل و همكاران
هاي سنتتيك به سولفات بعنوان دترجنتلاريلآمينتريتانول

پارچگي آكروزوم كده بلتسويل موجب بهبود جنبايي، يكننرقيق
افزودن سورفكتانت . شودهاي بز ميو ظرفيت باروري اسپرم

 يخ-هاي منجمدافزايش جنبايي اسپرم كننده موجبرقيق به
  افزودن سديم و  .)16( شودمي گشايي شده اسب

كننده، موجب تقويت رقيقسولفات به لاريلآمينتريتانول
همچنين . )21( جنبايي سلولي و يكپارچگي آكروزوم مي شود

تواند كننده مي سولفات به رقيق لاريلآمينافزودن تريتانول
هاي اسپرم. موجب بهبود حفاظت از انجماد اسپرم گاو شود

هاي مختلف حاوي زرده كنندهقوچ منجمد شده توسط رقيق
ماني را بعد سولفات، بهترين زندهلاريلآمينو تريتانولمرغ  تخم

اند كه مطالعات پيشين گزارش كرده. گشايي داشتنداز يخ
آكروزوم اسپرم  بر جنبايي و يكپارچگي SDSتاثيرات مثبت 

، )14(هاي بز گونه دار نرخ باروري درموجب افزايش معني
سديم دو  .شده است )19( و موش )8(گوسفند  ،)22(خوك 

عنوان سورفكتانت موجب تثبيت غشاي سلول دسل سولفات به
به خصوص غشاي آكروزوم اسپرم شده و با محافظت اسپرم 

 كننده انجماددر برابر اثرات توكسيك گليسرولي كه در رقيق

  ماني سلول اسپرم شود موجب بهبود زندهاستفاده مي
خاصيت  SDSاند كه طالعات پيشين ثابت كردهم. )3( شودمي

محافظ خوبي براي غشاي آكروزوم دارد ولي اين تاثير مثبت 
به مرغ  تخمبه همراه زرده  SDSشود كه زماني آشكار مي

با اعمال تغييرات   SDSزيرا . كننده انجماد افزوده شودرقيق
  تاثير مثبت خود را نشان مرغ  تخمهاي زرده نيدر ليپوپروتئ

  .)20( مي دهد
در طي ها موجب حفاظت از اسپرم SDSاينكه چگونه    

شود هنوز كاملا مشخص نشده گشايي مييخ-فرآيند انجماد
شود كه سورفكتانت با افزايش حلاليت، موجب تصور مي. است

كننده در رقيقمرغ  تخمهاي زرده گلبول افزايش پراكندگي
با مرغ  تخمده افظتي زرافزايش تماس مواد مح شده و موجب
بنابراين موجب افزايش  )27( هاي اسپرم شدهغشاي سلول

  به  SDSافزودن . شودميمرغ  تخمتاثير محافظتي زرده 
كننده زرده تخم مرغ، بدون ايجاد تغيير در تركيب رقيق

شود كه هاي آن موجب ايجاد محيط آبگريزي ميپروتئين
  ).2( معمولا در غشاهاي بيولوژيكي وجود دارد

اند كه استفاده از سطوح بالاتر مطالعات پيشين نشان داده   
SDS زمانيكه از . تواند اثرات منفي بر اسپرم داشته باشدمي

هاي آزاد شود ميزان مولكولاستفاده مي SDSسطوح بالاتر 
SDS توانند هاي آزاد مييابد كه اين مولكولافزايش مي  

اثرات منفي داشته  د شده وطور مستقيم با غشاي اسپرم بانبه
گزارش كردند كه  2004آكسنر و همكاران در سال ). 7( باشند

در زمان انكوباسيون طولاني مدت اسپرم  SDSتاثيرات سمي 
موجب  SDSكننده حاوي گشايي شده با رقيقيخ-منجمد

ماني اسپرم كاهش جنبايي، يكپارچگي غشاي پلاسمايي و زنده
كننده انجماد در هنگام قشود ولي با توجه به اينكه رقيمي
شود، اثرات تر مييح مصنوعي توسط مايعات رحمي رقيقتلق

  .)5( تواند در رحم باقي بماندنمي SDSسمي 
عنوان افزودن سديم دو دسيل سولفات به پژوهشدر اين    

كننده انجماد اسپرم بر مبناي زرده سورفكتانت در رقيق
  ،  كنتيكي، حركتي هايفراسنجهموجب بهبود مرغ  تخم
-هاي منجمدماني و يكپارچگي غشاي پلاسمايي اسپرمزنده
شود در پيشنهاد مي بنابر. گشايي شده گاو شده استيخ

هاي منجمد شده پژوهش آتي ارزيابي توانايي باروري اسپرم
 1/0به همراه  مرغزرده تخم درصد 15 كننده حاويبا رقيق

بررسي قرار  مورددسيل سولفات درصد سورفكتانت سديم دو
  .گيرد

  
  
  
  
  
  
  
  
  



  81 ............................................................................................................................................ 1396زمستان / 18شماره / پژوهشهاي توليدات دامي سال هشتم

  منابع
1. Amirat, L., L. Jeanneau, C. Thorin, O. Gerard, J.L. Courtens and M. Anton. 2004. Bull semen in vitro 

fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison with Optidyl®, a commercial egg yolk 
extender. Theriogenology, 6: 895-907. 

2. Anton, M., R. Huopalahti, R. Lopez-Fandiño and R. Schade. 2007. Low-density lipoproteins (LDL) or 
lipovitellenin fraction. In: M. Anton (Ed.) Bioactive egg compounds. Springer-Verlag, Berlin, pp: 7-12.  

3. Arriola, J. and R.H. Foote. 1987. Glycerolation and thawing effects on bull spermatozoa frozen in detergent-
treated egg yolk and whole egg extenders. Journal of Dairy Science, 70(8): 1664-1670. 

4. Ashrafi, I., H. Kohram and F. Farrokhi Ardabili. 2013. Antioxidative effects of melatonin on kinetics, 
microscopic and oxidative parameters of cryopreserved bull spermatozoa. Animal Reproduction Science, 
139: 25-30. 

5. Axnér, E., U. Hermansson and C. Linde-Forsberg. 2004. The effect of Equex STM paste and sperm 
morphology on post-thaw survival of cat epididymal spermatozoa. Animal Reproduction Science, 84: 179-
191. 

6. Bailey, J.L., J.F. Bilodeau and N. Cormier. 2000. Semen cryopreservation in domestic animals: a damaging 
and capacitating phenomenon. Journal of Andrology, 21: 7-1. 

7. Dewit, M., W.S. Marley and J.K. Graham. 2000. Fertilizing potential of mouse spermatozoa cryopreserved 
in a medium containing whole eggs. Cryobiology, 40: 36-45. 

8. El-Alamy, M.A. and R.H. Foote. 2001. Freezability of spermatozoa from Finn and Dorset ram in multiple 
semen extenders. Animal Reproduction Science, 65: 245-254. 

9. Evans, G. and W.M.C. Maxwell. 1987. Handling and examination semen. In: Maxwell, W.M.C. (Ed.), 
Salamon’s Artificial Insemination of Sheep and Goat. Butterworths, Sydney, pp: 93-106. 

10. Fukui, Y., H. Kohno, T. Togari, M. Hiwasa and K. Okabe. 2008. Fertility after artificial insemination using 
soybean-based extenders in sheep. Journal of Reproduction and Development, 54: 286-289. 

11. Gil, J., M. Rodiguez-Irazoqui, N. Lundeheim, L. Soderquist and H. Rodriguez-Martinez. 2003. Fertility of 
ram semen frozen in Bioexcell® and used for cervical artificial insemination. Theriogenology, 59: 1157-70. 

12. Gil, J., N. Lundeheim, L. Soderquist and H. Rodriguez-Martinez. 2003. Influence of extender, temperature, 
and addition of glycerol on post-thaw sperm parameters in ram semen. Theriogenology, 59, 1241-1255. 

13. Gillan, L. and W.M.C. Maxwell. 1999. The functional integrity and fate of cryopreserved ram spermatozoa 
in the female tract. Journal of Reproduction and Fertility, Supplement, 54: 271-283. 

14. Julian S.M., T.D. Adolf, P.P. Antonio, D. Jesus, G. B. Amelia and L. S. Antonio. 2006. Effect of egg yolk 
concentration on cryopreserving Spanish ibex (Copra pyrenaica) epididymal spermatozoa. Theriogenology, 
66: 1219-1226. 

15.  Kumar, S., K.L. Sahni and G. Mohan. 1993. Effect of different extender formulations on acrosomal 
maintenance of buffalo spermatozoa frozen in milk, Tris and sodium-citrat dilutor. Indian Journal of 
Animal Sciences, 63:1233-1239. 

16.  Martin, J.C., E. Klug and A.R. Gunzel. 1979. Centrifugation of stallion semen and its storage in large 
volume straws. Journal of Reproduction and Rertility, Supplement, 27:47-51. 

17. Matsuoka, T., H. Imai, H. Kohno and Y. Fukui. 2006. Effects of bovine serum albumin and trehalose in 
semen diluents for improvement of frozen-thawed ram spermatozoa. Journal of 
Reproduction and Development, 52: 83-675. 

18. Ortman, K. and H. Rodriguez-Martinez. 1994. Membrane damage during dilution, cooling and freezing-
thawing of boar spermatozoa packaged in plastic bags. Journal of Veterinary Medicine A, Physiology, 
Pathology, Clinical Medicine, 41: 37-47. 

19. Pellicer-Rubio, M.T. and Y. Combarnous. 1998. Deterioration of goat spermatozoa in skimmed milk-based 
extenders as a result of oleic acid released by the bulbourethral lipase buspg60. Journal of Reproduction 
and Fertility,112: 95-105. 

20. Peña, A. and C. Linde-Forsberg. 2000. Effects of Equex, one- or two-step dilution, and two freezing and 
thawing rates on post thaw survival of dog spermatozoa. Theriogenology, 54: 859-875. 

21. Pontbriand, D., J.G. Howard, M.C. Schiewe, L.D. Stuart and D.E. Wildt. 1989. Effect of cryoprotective 
diluent and method of freeze-thawing on survival and acrosomal integrity of ram spermatozoa. 
Cryobiology, 26:341-54. 

22. Pursel, V.G., L.L. Schulman and L.A. Johnson. 1978. Effect of Orvus ES Paste on acrosome morphology, 
motility and fertilizing capacity of frozen–thawed boar sperm. Journal of Animal Science, 47: 198-202. 

23. Revell, S.G. and R.A. Mrode.1994. An osmotic resistance test for bovine semen. Animal Reproduction 
Science, 36: 77-86. 

24. Ritar, A.J. and S. Salamon. 1991. Effect of month of collection, method of processing, concentration of egg 
yolk and duration of frozen storage on viability of Angoras goat spermatozoa. Small Ruminant Research, 4: 
29-37. 

25. Salamon, S. and W.M.C. Maxwell. 1995. Frozen storage of ram semen: I. Processing, freezing, thawing 
and fertility after cervical insemination. Animal Reproduction Science, 37:185-249 

26. Smirnov, I.V. 1976. More importance to be given to the problem of dilution and storage of ram semen. 
Ovtsevodstvo, 1: 38-39 

27. Tsutsui, T., M. Hase, T. Hori, T. Ito and E. Kawakami. 2000. Effects of orvus ES paste on canine 
spermatozoa longevity after freezing and thawing. Journal of Veterinary Medical Science. 62: 533-5. 

28. Watson, P.F. 1995. Recent developments and concepts in the cryopreservation of spermatozoa and the 
assessment of their post-thawing function. Reproduction, Fertility, and Development, 7: 871-891. 

29. Watson, P.F. and I.C. Martin. 1975. The influence of some fraction of egg yolk on the survival of ram 
spermatozoa at 5 degrees C. Australian Journal of Biological Sciences, 238: 145-152. 

30. Williamson, G. and C. Manach. 2005. Bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans. II. Review 
of 93 intervention studies.  American Journal of Clinical Nutrition, 81: 243-255. 

 
 



Research on Animal Production, Vol. 8, No. 18, Winter 2018 .………………………………………………………………….…. 82

New Formulation of Bull Semen Freezing Extender via Egg Yolk and Sodium
Dodecyl Sulphate

Iraj Ashrafi1, Hossein Daghigh Kia2, Gholamali Moghaddam3 and Adel Saberivand4

1- Ph.D. Candidate, Department of Animal Science, University of Tabriz
2- Professor, Department of Animal Science, University of Tabriz

(Corresponding author: daghighkia@tabrizu.ac.ir)
3 and 4- Professor, Department of Animal Science and Associate Professor Department of Clinical Sciences Faculty

of Veterinary Medicine, University of Tabriz
Received: October 27, 2016 Accepted: May 29, 2017

Abstract
During the semen cryopreservation, various biochemical and anatomical compartments in the

sperm cells may be altered. Therefore, the most important part of sperm-freezing protocols is
use of cryoprotectant agents in freezing. The aim of this study was to determine the effect of
different dosage of egg yolk (15, 20 and 25 %) as natural a cryoprotectant plus different dosage
of sodium dodecyl sulphate (0, 0.05 and 0.1 %) as surfactant on quality cryopreserved Holstein
bull sperm. In this study Semen was collected from three mature Holstein bulls twice a week
using an artificial vagina and pooled ejaculates equally in order to eliminate the individual
effects. After cooling, filling and sealing of the samples, they were frozen with nitrogen vapor
and immersed in liquid. Results showed that semen extender with base of different dosage of
egg yolk supplemented with various doses of SDS (0.05 and 0.1 %) increased (p < 0.05) total
motility, progressive motility, linearity, lateral head displacement, straight linear velocity,
curvilinear velocity, average path velocity, viability, integrity of the sperm membrane after the
freeze–thawing process. Usage of 0.1% SDS with different dosage of egg yolk had higher value
rather than 0.05% of SDS. whereas, there were no significant difference between 0.1% SDS
+25% egg yolk and 0.1% SDS + 15% egg yolk, in conclusion, it could be suggested that the
most effective combination of egg yolk and SDS in microscopic evaluations of the bull sperm
freezing extender is 0.1% SDS + 15% egg yolk.
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