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  بعد از انجماد اسپرم گاو كيفيتهالوز و سيستئين بر هتراثر 
  3حسين واثقي دودران ،1جمادي، افشين سيفي2، محسن شرفي1، اردشير نجاتي جوارمي1، الهه نجاتي اميري*1مهدي ژندي

 گروه علوم داميپرديس كشاورزي و منابع طبيعي، دانشگاه تهران،  كرج، 1

 گروه علوم طيوردانشكده كشاورزي،  ،دانشگاه تربيت مدرس تهران، 2

  گروه علوم داميدانشكده كشاورزي،  ،دانشگاه تبريز تبريز، 3

 13/9/96 :تاريخ پذيرش  10/5/96 :تاريخ دريافت

  چكيده
در اين . بود گشايييخ-هالوز و سيستئين بر كيفيت اسپرم گاو بعد از انجماداثر مقادير مختلف تره مطالعههدف ازاين پژوهش 

و هربخش بايكي از  شده يمتقسمخلوط شدن به شش بخش مساوي  و پسي آور جمع نرهاي مني از سه رأس گاو نمونهعه، مطال
هالوز مول سيستئين و فاقد ترهميلي 5داراي  -T0C0( ،2(هالوز فاقد سيستئين و تره -1 .شدو منجمد زير رقيق  هاي كننده يقرق
)T0C5( ،3-  هالوز و فاقد ترهمول سيستئين ميلي 10داراي)T0C10( ،4 -  هالوز مول ترهميلي 100فاقد سيستئين و داراي
)T100C0( ،5 -  هالوز مول ترهميلي 100مول سيستئين و ميلي 5داراي)T100C5 ( ميلي 100مول سيستئين و ميلي 10داراي  -6و -

آكروزوم  پلاسمايي و يغشا يكپارچگيماني، هزند وضعيت آپوپتوزيس، ،ييجنباگشايي، از يخپس. )T100C10(هالوز مول تره
نتايج اين آزمايش  .قرارگرفتند ليوتحل هيتجزمورد  3×2هاي بدست آمده در قالب آزمايش فاكتوريلداده. قرارگرفت يابيمورد ارز
ني اسپرم ما و زنده غشاي آكروزومي يكپارچگي، وضعيت آپوپتوزيس، هاي حركتي دهد كه سيستئين اثري بر فراسنجه نشان مي

داراي  از گروه بهترداري  معني طور به هالوزترهفاقد  گروهدر هاي فوق فراسنجهو در همه  )≤0,05P( نداشتهگشايي از يخپسگاو 
 T0C10تيمار  دهد كهاين آزمايش نشان مي در هالوز و سيستئينمتقابل ترهاثرات  بررسي ،همچنين. )≥0,05P( بود هالوزتره

كه  نتيجه گرفتتوان براساس اين نتايج مي. داشتهاي آپوپتوز شده را و كمترين ميزان اسپرم) ≥0,05P(ي مان بيشترين زنده
 .داردهالوز اثر منفي بر كيفيت اسپرم گاو سيستئين اثري بر اسپرم گاو نداشته و تره

  گاو يمن ،دانياكس يآنت، يانجماد تاسپرم، محافظ انجماد: يديكل هايهواژ

  mzhandi@ut.ac.ir :پست الكترونيكي،   32248082026  :ول، تلفننويسنده مسئ* 

  مقدمه
 هايفناوري ترينموفق ازيكي مصنوعي تلقيح گمانبي
 ابزار يك عنوان بهكه است  يريدر صنعت گاو ش يدمثليتول

). 16( رودبه شمار مي ژنتيكي هايبرنامه در ارزشمند
ريت صحيح موفقيت در يك برنامه تلقيح مصنوعي به مدي

 سازيگشايي بهينه مني و ذخيرهآوري، انجماد و يخجمع
هاي بسياري وجود گزارش). 2( دارد بستگيآن مناسب 

منجر به  گشايييخ–انجمادفرايند ، دهندميدارد كه نشان 
 تحرك، در كه شوديم) ROS(اكسيژن  فعال هايگونه يدتول

 و ندكمي ايجاد اختلالاسپرم  باروري و غشا استحكام
از دست دادن  ي،آكروزوم زودهنگام واكنش باعث
 شودياسپرم م يو بارور ييكاهش جنبا ي،سلول ياتمحتو

عدم تعادل بين توليد  يجهدرنتتنش اكسيداتيو ). 7(
 تواندمي و دهدمي رخ هااكسيدانآنتي و هاي آزادراديكال

اسپرم  يشدن و احتمالاً نابارور بدشكل يب،منجر به تخر
هاي راديكال يدتول سو يكاست كه از  شده زارشگ. شود
 و است فيزيولوژيك طبيعي فرايند يك اسپرم، وسيلههب آزاد
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 همانند اسپرم فيزيولوژيكي فرايند در را مهمي بسيار نقش
از اما . كندمي ايفا آكروزومي واكنش و شدن دارظرفيت

اختلال در  يعامل اصل ROS يبالا يرمقاد ،طرف ديگر
 فعال هايگونه ،علاوه برآن .)12و  6(سپرم است عملكرد ا
 يا و محيطي اكسيژن مرده، هاياسپرم توسط اكسيژن

احتمالاً ( جنبايي كاهش باعث و شوندمي توليد اتمسفري
كه منجر به  يداخل سلول ATPاز دست دادن  وسيلهبه
 و غشا يكپارچگي، كاهش )شود يآكسونمال م يبآس

   ).8و  6( وندشمي باروري كاهش يتدرنها

 كه باشدمي سلول كليدي اجزاي ازيكي پلاسمايي غشاي
به شكل  سلول ماندنزنده منظور به انجماد حين در بايد

وجود . )1( شود حفظ يجادشدهاهاي مناسبي از آسيب
موجب مستعد  مقدار زياد اسيدهاي چرب غيراشباع در غشا

 در حضور يپيديل يداسيونشدن اسپرم به واكنش پراكس
هاي مختلف نشان  پژوهش. )28( شوديم هاي آزادراديكال

 واكنش مقابل در اسپرم غشاي از محافظت كه اندداده
 درواقع. گيردمي صورت هااكسيدانآنتي توسط اكسيداتيو،

سازي و تشكيل، حذف و پاك كاهش با هااكسيدانآنتي
را  يسلول يطشرا، آزاد هايسازي راديكالغيرفعال

اسپرم حفظ  يفيتو ك جنباييكه  دهنديم ييرتغ يا گونه به
هاي گياهي، بسياري از تركيبات نظير برخي از عصاره. شود

-برخي مواد شيميايي صنعتي و برخي از اسيدهاي آمينه مي

هاي اكسيدان فعاليت كرده و راديكالآنتي عنوان بهتوانند 
كه  هايياز اسيدآمينهيكي). 26(آزاد را در محيط خنثي كنند 

 ييدشدهتأاكسيداني آن هاي مختلف نقش آنتيدر پژوهش
 وزن با اي يدآمينهاسسيستئين . )6( است سيستئين است،

- گروه. باشدمي تيول گروه داراي كه است پايين مولكولي

- مي اسپرم در هيدروژن پراكسيد تشكيل مانع از تيول هاي

-درون وتاتيونگل يوسنتزب مادهپيش تيول چنين،مه. شوند

 ،يگرد سوياز . دهدمي افزايش را آن سطح و است سلولي
 كه اكسيژن سمي هايمتابوليت فعاليت از توانديم يستئينس

- مي اسپرم پلاسمايي غشاي ليپيدي پراكسيداسيون باعث

  . )34( كند جلوگيري شوند،

فرايند سلول اسپرم طي  يبتخر ياز عوامل اصل يگرد يكي
است كه  سلول داخل در يخ هايكريستال انجماد، تشكيل

 از يكي. شودمي اسپرم مانيمنجر به كاهش زنده يتدرنها
 از استفاده هاي يخ،تشكيل كريستال از جلوگيري هايراه

قندها تركيباتي هستند . )3و 1(است  كنندهرقيق در قندها
  اثباتها نقش سرما محافظي آن ،طالعات مختلفمكه در 

هاي ديگري از نقش ،دهاافزون براين، قن. )16(است  شده
و حفظ فشار  )10( قبيل فراهم كردن انرژي براي اسپرم

و  بين يندرا. كنندايفا مي )29و  1( نيز راكننده  اسمزي رقيق
-رسد كه ديهاي مختلف، به نظر مياساس گزارشبر

هالوز اثر بهتري نسبت به ساير قندها بر اسپرم ساكاريد تره
گزارش  گرانپژوهشخي از بر. )36و 25، 1( داشته باشد

 و كندهالوز يك محيط هايپرتونيك ايجاد ميند كه ترهاكرده
 قبل سلول اسمزي دهيدراسيون باعث اسمزي فشار ايجاد با
 كاهش را سلولي داخل زدگييخ اثر، اين. شودمي انجماد از
 وسيلهبه ديده يبآس هايسلول تعداد كاهش باعث و

 ،وهشي ديگردر پژ. )30( شودمي يخ هايكريستال
 دارظرفيت ،گشايي يخ –انجماد فرايند است كه  شده گزارش
. شود مي آن باروري كاهش باعث و تحريك رااسپرم  شدن
دار شدن را دارد و هالوز پتانسيل كاهش ظرفيتتره

در خصوص اثر  .)31( كنديكپارچگي آكروزوم را حفظ مي
ت كه اثر اس شده گزارش هالوز و سيستئين،متقابل تره

باعث بهبود  هالوز و سيستئينافزودن همزمان تره
هاي كيفي اسپرم قوچ طي سردسازي شده است  فراسنجه

گزارش كردند ) 2014(علاوه بر آن بدر و همكاران ). 13(
- ميلي 100(، سيستئين )مولميلي 5(هالوز كه تركيب تره

-باعث بهبود فراسنجه) مولميلي 20(و هايپوتائورين ) مول

 ).5(شود گشايي مياي كيفي اسپرم گاوميش پس از يخه
هالوز تركيب تره احتمالاًباتوجه به اين فرضيه كه  ،بنابراين

- ، سبب بهبود ويژگييجادشدهاافزايي  و سيستئين بااثر هم

 اين هدف ،شوند گشايي مي هاي اسپرم گاو پس از يخ
سطوح مختلف  همزمان افزودن اثر مطالعه پژوهش
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منبع  عنوان به هالوزتره و اكسيدان يآنت يك عنوان به سيستئين
  .بود گاو اسپرم يفيك هاي فراسنجه بر كنندهرقيق در يقند

  روشها و  مواد
راس گاو نر سه دراين پژوهش از مني  :يمن يآورجمع

گاوهاي . سال استفاده شد 2-5/2هلشتاين با ميانگين سني 
شركت (كوه فيروزدر نر در مركز توليد و انجماد اسپرم 

 از استفاده با مني آوريجمع. شدندمي دارينگه) زرژن
، به مدت سه يدهد آموزشنر  ياز گاوها مصنوعي واژن

انجام ) تكرار 6 درمجموع( دو بار در هفته صورت بههفته و 
  . شد

 تجاري كنندهرقيق از درپژوهش حاضر :انجماد طيمح
هنماي طبق را. استفاده گرديد )فرانسه، IMV( اپتيديل

 مايع ليتريليم 500 ميزان اپتيديل، كننده يقرق موجود براي
 ريخته تقطير دوبار آب ليترميلي 750 داخل در كنندهرقيق
 )فرانسه ،IMV( شيكر روي دقيقه 5 مدت به سپس و شده

- يقرق ،ازآن پس. شد هم زده گراديدرجه سانت 50 با دماي

قرارداده  ادگريدرجه سانت 37داخل حمام آب  پايه كننده
- تركيب دو سطح از تره صورت بهتيمارهاي آزمايش . شد

و سه سطح ) مولميلي 100شامل سطوح صفر و (هالوز 
در قالب ) مولميلي 10و  5شامل سطوح صفر، (سيستئين 

كننده فاقد رقيق - 1: شامل تيمار 6[ 2×3طرح فاكتوريل 
 5كننده داراي رقيق - T0C0( ،2(هالوز سيستئين و تره

- رقيق - T0C5( ،3(هالوز مول سيستئين  و فاقد ترهميلي

هالوز مول سيستئين و فاقد ترهميلي10كننده داراي 
)T0C10( ،4 - 100كننده فاقد سيستئين و داراي رقيق 

 5كننده داراي رقيق -T100C0( ،5(هالوز مول ترهميلي
و ) T100C5(هالوز مول ترهميلي 100مول سيستئين و ميلي

-ميلي 100مول سيستئين و ميلي 10كننده داراي يقرق - 6

  . آماده شدند ])T100C10(هالوز مول تره

 هانمونه ،يمن يآوراز جمعپس: يمن انجماد و يفرآور
 گراديسانت درجه 37 خشك حمام در زمانهم طور به

به  ييجنبا يابيارز رينظ ييابتدا يهايبررس و قرارگرفتند
 نييتع و كروسكوپ نوريمي يلهوس بهروش چشمي و 

. شد انجام هاآن يرولام هموسايتومتر  يلهوس به غلظت
 تر،يليليم در اسپرم 2×  109 از شتريب غلظت با ييهانمونه
 عنوان به انزال هر در درصد 75 از ترشيب روندهشيپ ييجنبا
پس از اطمينان از بهينه . )14( شد گرفته نظر در نهيبه يمن

 ي،فرد اثرات برداشتن انيم از يبرا ها،نمونهبودن كيفيت 
ي مساو قسمت شش به و شدند ختهيآم گريكدي با هانمونه

 يسازقيرق. شدند ميتقس )به تعداد تيمارهاي آزمايش(
×  106 زانيم به اسپرم يانيپا غلظت به دنيرس تاتيمارها 

 ،مرحله ينازا پس. شد انجام تريليليمهر  در اسپرم 100
 درجه 37 آب حمام در قهيدق 10 مدت به شيآزما يهالوله
 داخلدقيقه  150 مدت به سپس و شده داده قرار گراديسانت
 گراد يسانت درجه 4 در )فرانسه ،IMV( سرد نتيكاب

 داخل يهانمونه اين زمان، گذشت از پس. شدند قرارداده
 ،IMV( يتريليليم 25/0 يهاوتيپا درون به سرد نتيكاب

 يبرا پرشده يهاوتيپا بعد، گامه در .شدند دهيكش )فرانسه
 انجماد اسپرم يزير برنامه قابل دستگاه داخل در انجماد

)IMV، 10 به رسيدن تا دما سپس .گذاشته شدند )فرانسه- 
 هـردقيقه در درجـه 3 منفي سرعت با گرادسانتي درجه
 اين در دمايي شوك هرگونه رسيدن از تا تياف كاهش
 مرحله كه دما ينازا پس و شود جلوگيري حساس مرحله

 40 يمنف سرعت با دما شودمي شروع شدن كريستال
 گرادسانتي درجه - 110 به دقيقه هر در گرادسـانتي درجـه

 در گراد سانتي درجه 20 منفي سرعت با دما سپس. ديرس
 رسيدن از پس. رسيد گرادسانتي درجه - 140 به دقيقه هر
 برداشته سرعت به هانمونه ،گرادسانتي درجه - 140 به دما

 قرارگرفته ازت از پر هايليوان درون در درنگ بي و شدند
 .ذخيره شدندبراي مدت يك ماه در تانك ازت  يتدرنهاو 

  : گشايييخ از پس اسپرم يابيارز

درجه  37گشايي در دماي يخ ،پژوهش اين در :ييجنبا
-فراسنجه ثانيه صورت گرفته و 30گراد و به مدت سانتي
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و با فاز كنتراست  –نوري ميكروسكوپ با نباييهاي ج
 CASA )Sperm Class analyzerافزار استفاده از نرم

(SCA), Version 5.1; Microptic, Barcelona, Spain( 
پيشرونده جنبايي هاي جنبايي شامل فراسنجه. شد رزيابيا
)PM( ، سرعت واقعي اسپرم درمسير طي شده) VCL( ،

، ميانگين سرعت در )VSL(قيم سرعت اسپرم در خط مست
، معيار خطي بودن حركت اسپرم )VAP(مسير مستقيم 

)LIN( معيار مستقيم بودن حركت اسپرم ،)STR( متوسط ،
، حداكثر دامنه حركات جانبي )WOB(زاويه چرخش 

)ALH ( و متوسط زاويه چرخش)MAD( فركانس ،
  .بودند) BCF(حركات جانبي 

 هش، براي تعيين فعاليتدراين پژو: اسپرم غشاء تيفعال
كه باتوجه به اين. استفاده شد HOSاسپرم از آزمون  يغشا

در  اسمولميلي 100 اين آزمون، محيط اسمولاريتي
 – 525 گاو اسپرم يبرا يازموردن ييتهو اسمولار يلوگرمك

، اسپرم با بنابراين .است يلوگرمدر ك اسموليليم 425
 سرعت به يينپا ييتبا اسمولار يطمح يكقرارگرفتن در 

 بديهي. خوردمي گره ها آن دم انتهاي و دهديواكنش م
) سالم( فعال غشاي داراي و زنده هاياسپرم تنها كه است
ساخت  يبرا. واكنش دهند يطمح ينابهدارند  ييتوانا
 يتراتس يمگرم سد 49/0گرم فروكتوز و  HOS، 9/0 يطمح
يكروليتر از م سي). 20(آب مقطر حل شد  ليتر يليم 100در 

ميكروليتر از محيط  300گشايي شده به مني يخ
 دقيقه در دماي 30سپس . افزوده شد HOSهايپواسموتيك 

 ،زمان يناز گذشت ا پس. شدگراد انكوبه درجه سانتي 37
از هر  اسپرم 200 تعداد و شده يهته يداسلا هانمونه از

و  خورده گره بادم هاياسپرم درصد و شد شمارش اسلايد
  .شد محاسبه) فعال يغشا يدارا( متورم

گيري يكپارچگي آكروزم براي اندازه: آكروزوم يكپارچگي
توضيح  )2009(و همكاران  تس از روشي كه توسط

در اين . )32( تغييرات استفاده شد يباكمبود  شده داده
  گشايي شدهميكروليتر از اسپرم يخ 500 ،روش

ي ريخته و با سرعتي در ميكروتيوپ) ليترميلي/اسپرم 1×106(
سپس . دقيقه سانتريفيوژ شد 10به مدت  g 600معادل 

 50محلول رويي بيرون ريخته شده و پلت اسپرم در 
پس از مخلوط شدن . درصد حل شد 96ميكروليتر اتانول 

 30كامل اسپرم با اتانول، محلول بدست آمده به مدت 
 20 ،سپس. داري شدگراد نگهدرجه سانتي 4دقيقه در دماي 

و به شكل  شده دادهميكروليتر از محلول روي يك لام قرار 
. تبخير گردد كاملاًنازك پخش شد تا اتانول نمونه  لايه يك
 PSA )Pisum رنگميكروليتر  20 ،مرحله ينازا پس

sativum agglutinin ( روي نمونه ريخته شده و به مدت
. دداري شگراد نگه درجه سانتي 4دقيقه در دماي  15تا  10

) بار 15(اسلايد بدست آمده با استفاده از آب مقطر 
شستشو شده و پس از خشك شدن و آغشته شدن با 

اسپرم در هر  200 ،سپس. شد ريگليسرول، لامل گذا
 ,Olympus, BX51(اسلايد با ميكروسكوپ فلورسنت 

Japan (عنوان به سبز، سربا  ييهااسپرم .ارزيابي شد 
 قسمتدر  كمربند سبز ي يكداراآكروزوم سالم و اسپرم 

 هاي بااسپرم عنوان به سبز تاستوايي يا بدون رنگ فلورسن
  .)9( )1شكل ( ندر گرفته شدظدر ن شده يبتخركروزم آ

  
براي سنجش  PSA بارنگآميزي شده هاي رنگاسپرم -1شكل 

  .يكپارچگي آكروزوم

  ليديفسفات   ييجابجا (  آپوپتوزيس  وضعيت    ارزيابي
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از اسپرم راي سنجش جابجايي فسفاتيديل سرين ب: )نيسر
 ,V (Immune Quality Products (IQP)- كيت آنكسين

Groningen, The Netherlands)   دستورالعملو براساس 
 V-آنكسين .استفاده شدتوسط شركت سازنده  شده ارائه

تواند بيرون آمدن يك پروب وابسته به كلسيم است كه مي
در . شاي اسپرم مشخص نمايدفسفاتيديل سرين را در غ

اسپرم در يك بافر كلسيم شستشو داده شده  ،مرحله نخست
ليتر محلول تنظيم اسپرم در هر ميلي ميليون يكغلظت با و 
متصل به پروب  V-ميكروليتر آنكسين 10 ،سپس. شد

FITC  و به  شده اضافهميكروليتر از محلول اسپرم  100به
 10 ،ازآن پس. دقيقه روي يخ انكوبه شد 20مدت 

به محلول ) PI(پروپيديوم آيودايد  رنگميكروليتر 
دقيقه  10به مدت  مجدداًو محلول بدست آمده  شده اضافه

 رخداد 10000هر نمونه  يبرا ،سپس. روي يخ انكوبه شد
 Becton Dickinson, San)وسيله دستگاه فلوسايتومتر به

Khosoz, CA, USA) زير  گروه چهاربه  هااسپرم .شد ثبت
 و  يمنف ينآنكس( آپوپوتوز نشده  يهااسپرم: تقسيم شدند

PIمرحله آپوپتوز بودند  يلكه اوا هايياسپرم ،)يمنف
كه در اواخر مرحله هايي اسپرم، )يمنف PIمثبت و  ينآنكس(

هاي اسپرمو ) مثبت PIآنكسين منفي و (آپوپتوز بودند 
  ).35) (مثبت PIو  مثبت ينآنكس(نكروز شده 

 فاكتوريلاين آزمايش در قالب طرح آماري : يآمار آناليز
 يانگينم صورت بهها داده. شش تكرار انجام شدبا  2 × 3

 ± Lsmean( انحراف معيار ميانگين ±حداقل مربعات 

SEM (يآمار افزارنرم با هاداده .اند شده داده نشان SAS 9.1 
 يرز يبا استفاده از مدل آمار Mixed ييهو به رو) 24(

هاي بدست براي مقايسه ميانگين. شدند تحليل و  يهزتج
  .آمده از آزمون توكي استفاده شد

Yijkl=μ+Ci+Tj+Rk+CTij+eijkl 

 Yijkl :مشاهدات ،μ :جامعه نيانگيم ،Ci :نيستئياثر س 
)i=1, 2, 3( ،:Tj  زترهالو اثر )j=1, 2( ،Rk :تكرار اثر )j=1, 

2, …, 6( ،TCij :نيستئيس و هالوزهتر برهمكنش ،eilk :
  .ماندهيباق اثرات

  نتايج
دهد كه سيستئين نتايج حاصل از اين آزمايش نشان مي

گشايي  از يخپسهاي حركتي اسپرم گاو ر فراسنجهب ياثر
رونده، ساير همچنين، ميزان جنبايي پيش). ≤0,05P(ندارد 

هاي حركتي، يكپارچگي غشاي پلاسمايي و فراسنجه
بيشتر از گروه  T0ماني گروه يكپارچگي آكروزوم و زنده

T100  0,01(بودندP≤ .( حاكي از آن  شده گزارشنتايج
هاي ر فراسنجهبهالوز و سيستئين است كه اثر متقابل تره

جنبايي، يكپارچگي غشاي پلاسمايي يكپارچگي آكروزوم 
  ).2و  1جدول (دار نبودند آماري معني ازنظرماني و زنده

  .گشاييهاي جنبايي، يكپارچگي آكروزم و غشاي پلاسمايي اسپرم گاو پس از يخهالوز و سيستئين بر فراسنجههاثر سطوح مختلف تر -1جدول 

  فراسنجه
  P value  )مولميلي) (C(سيستئين   )مولميلي) (T(هالوز تره
  C(  T×C(سيستئين   )T(هالوز تره SEM 10 5 صفر SEM 100 صفر

15/58  (%)رونده جنبايي پيش a 82/13 b18/2  17/35  59/34  19/38  68/2  ** ns ns 

(μm/s) VAP  24/45 a 94/17 b39/1  89/30  38/32  51/31  69/1  ** ns  ns  
(μm/s) VSL  77/35 a 23/12 b29/1  86/23  46/24  69/23  59/1  ** ns ns 

(μm/s) VCL  34/66 a 92/31 b74/1  47/15  56/50  67/49  13/2  ** ns  ns  
(μm) ALH  89/2 a 46/2 b07/0  54/2  79/2  69/2  09/0  ** ns ns 

(%) LIN  85/53 a 19/38 b74/1  38/47  26/45  41/45  13/2  ** ns  ns  
(%) STR  83/78 a 33/67 b49/1  86/73  20/72  18/73  83/1  ** ns ns 

(Hz) BCF  53/11 a 41/7 b26/0  61/9  25/9  54/9  31/0  ** ns  ns  
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a  وb :باشد دار ميي وجود تفاوت معنيهندهديرمشابه نشانغهاي داراي حروف ميانگين :**)P ≤ 0.01 ،ns :دارعدم وجود تفاوت معني(  

  
هالوز و سيستئين بر يكپارچگي  و فعاليت غشاي پلاسمايي و يكپارچگي غشاي آكروزومي اسپرم گاو پس از اثر سطوح مختلف تره -2جدول 

  .گشايي يخ

  (%)فراسنجه
  P value  )مولميلي) (C(سيستئين )مولميلي) (T(هالوزتره

 SEM  10  5  صفر SEM  100  صفر
هالوز تره
)T(  

سيستئين 
)C(  

T×C  

 a44/58 b77/42 92/3 00/57 00/54 83/40 80/4 ** ns ns (%)يكپارچگي غشاي پلاسمايي 

  a50/53a22/32  37/2 50/39 83/45 25/43 90/2 ** ns  ns (%)فعاليت غشاي پلاسمايي 
  a33/50 b58/57 38/2 00/60 87/51 00/50 92/2 * ns  ns (%)ي يكپارچگي غشاي آكروزوم

a  وb :باشد دار ميي وجود تفاوت معنيدهندهيرمشابه نشانغهاي داراي حروف ميانگين :**)P ≤ 0.01 ، :*P ≤ 0.05 ،ns : عدم وجود تفاوت
   )دارمعني

سطوح دهد كه نشان مي 3در جدول  شده ارائهنتايج 
 ي زندههابر ميزان اسپرم يهيچ اثرمختلف سيستئين 

افزودن  ،همچنين). ≤0,05P(نداشته است  )آپوپتوز نشده(

و افزايش زنده  يهاهالوز باعث كاهش ميزان اسپرمتره
نسبت به گروه در مرحله نهايي آپوتوزيس  ها ميزان اسپرم

  ).≥0,05P(هالوز شده است فاقد تره
  .گشايييستئين بر وضعيت آپوپتوز اسپرم گاو پس از فرآيند يخهالوز و ساثر سطوح مختلف تره -3جدول 

  (%)فراسنجه
  P value  )مولميلي) (C(سيستئين )مولميلي) (T(هالوزتره

 SEM  10  5  صفر SEM  100  صفر
هالوز تره
)T(  

سيستئين 
)C(  

T×C  

 ** a82/62b03/48 24/1 69/55 03/55 55/55 52/1 ** ns  زنده اسپرم

 ns ns ns 99/1 34/4 83/6 57/4 63/1 83/5 67/4 حله اوليه آپوپتوزاسپرم در مر

  *  a61/3 b07/9 74/1 36/4 32/10 35/4 14/2 * ns اسپرم مرحله در نهايي آپوپتوز

  ns ns  ns 68/3 75/35 80/27 36/35 00/3 41/37 80/28 نكروز شده اسپرم

 a  وb :باشد دار ميي وجود تفاوت معنيدهندهيرمشابه نشانغهاي داراي حروف ميانگين :**)P ≤ 0.01 ، :*P ≤ 0.05 ،ns : عدم وجود تفاوت
   )دارمعني

اثرات متقابل  2و  1در نمودارهاي  شده گزارشنتايج 
هاي هالوز و سيستئين در مورد اسپرمسطوح مختلف تره

- نشان ميهاي در مرحله نهايي آپوپتوزيس را زنده و اسپرم

-مول سيستئين و بدون ترهميلي 10تيماري كه حاوي  .دهد

و ) ≥0,05P(ماني بيشترين زنده) T0C10(هالوز بود 
. هاي آپوپتوز شده را نشان داده استكمترين ميزان اسپرم
ترين تركيب، گروه تيماري نامطلوب ،براساس اين نتايج

مول سيستئين ميلي 10هالوز و مول ترهميلي 100حاوي 
)T100C10(  بوده است)0,05P≥ .(  
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هالوز و سيستئين بر ميزان اثر متقابل سطوح مختلف تره -1نمودار 

، سيستئين بدون و ترهالوز بدون كننده يقرق: T0C0. هاماني اسپرمزنده
T0C5: سيستئين مولميلي 5 حاوي و ترهالوز بدون كنندهرقيق ،
T0C10 :سيستئين مولميلي 10 حاوي و ترهالوز بدون كنندهرقيق ،
T100C0: سيستئين بدون و ترهالوز مولميلي 100 حاوي كنندهرقيق ،

T100C5: مولميلي 5 و ترهالوز موليليم 100 حاوي كنندهرقيق 
 10 و ترهالوز موليليم 100 يحاو كنندهيقرق :T100C10و  سيستئين

  .سيستئين مولميلي
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هالوز و سيستئين بر ميزان اثر متقابل سطوح مختلف تره - 2نمودار 
 بدون كننده يقرق: T0C0 .هايي كه در مرحله نهايي آپوپتوز هستنداسپرم

 5 حاوي و ترهالوز بدون كنندهرقيق :T0C5، سيستئين بدون و ترهالوز
 10 حاوي و ترهالوز بدون كنندهرقيق: T0C10، سيستئين مولميلي
 ترهالوز مولميلي 100 حاوي كنندهرقيق :T100C0، سيستئين مولميلي

 و ترهالوز موليليم 100 حاوي كنندهرقيق :T100C5، سيستئين بدون و
 موليليم 100 يحاو كنندهيقرق :T100C10و  سيستئين مولميلي 5

  .سيستئين مولميلي 10 و ترهالوز

  

  بحث
-مول ترهميلي 100ودن نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه افز

هاي باعث كاهش شديد فراسنجه كننده يقرقهالوز به 
  ماني و يكپارچگي غشاي پلاسمايي اسپرمحركتي، زنده

نجفي و همكاران  اين نتايج برخلاف نتايج. شودمي
هاي ساكاريد بر ويژگيدر ارتباط بااثر اين دي) 2013(

-ميلي 100 ها گزارش كردند كه افزودنآن. بوداسپرم قوچ 

درصد گليسرول باعث افزايش  5هالوز به همراه مول تره
-ها ميماني اسپرمرونده و زندهپيش و دار جنبايي كلمعني

اي ديگر، پژوهشگران ميزان در مطالعه ،همچنين. )21( شود
مول ميلي 50هالوز در محافظت از اسپرم قوچ را بهينه تره

 باپژوهش حاضر در مقابل، نتايج . )8(برآورد كردند 

- كه اثر سرما محافظ)2004(رز و همكاران يواكسا ي مطالعه

هاي اسپرم اسب بررسي هاي مختلف را در بهبود ويژگي
هالوز ها گزارش كردند كه ترهآن. كردند، مطابقت داشت
رونده و پيش و داري در جنبايي كلنتوانست تفاوت معني

ينوز ايجاد ماني اسپرم اسب، نسبت به گلوكز و رافزنده
گزارش  )2010(مدودو و همكاران همچنين . )29( نمايد

ماني، يكپارچگي هالوز هيچ اثر مثبتي بر زندهكردند كه تره
DNA  و سطحATP گشايي شده خروس و يخ هاياسپرم

رسد نتايج متفاوت در به نظر مي. )17( كبك بربري نداشت
هالوز  متفاوت تره يرگذاريتأثهاي مختلف به دليل پژوهش
كه  يا گونه به ،ها و شرايط مختلف آزمايشي باشددر گونه

حتي در دو مطالعه متفاوت كه روي قوچ صورت گرفته 
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 عنوان بههالوز را است پژوهشگران دوزهاي متفاوتي از تره
  .)21و  8(اند ثر گزارش كردهؤدوز م

 هاي آزاد استراديكال يرتأثتحت فرايندي تنش اكسيداتيو 
فرايند طي . ين دليل كاهش باروري اسپرم استتركه مهم
ترين عواملي كه با افزايش ميزان گشايي مهم يخ - انجماد
هاي آزاد در اسپرم باعث القاي مرگ راديكال
و كاهش جنبايي و به دنبال آن ) آپوپتوز( شده يزير برنامه

و اسب  )19(، گوسفند و بز )27(كاهش باروري در گاو 
شوك سرمايي ناشي از تشكيل : از شوند عبارتندمي )26(

كننده، نرخ سردسازي و هاي يخ، تركيبات رقيقكريستال
در اين راستا و بر اساس مطالعات صورت . تنش اسمزي

راهكار براي مقابله با اثرات  ينتر شده شناختهگرفته اولين و 
-ها در رقيقاكسيدان هاي آزاد، استفاده از آنتيمنفي راديكال

گروه ( حاوي گوگرد اي يدآمينهاسستئين سي. استكننده 
، )23(اكسيداني آن در اسپرم گاو است كه اثر آنتي )تيول

. بررسي و به اثبات رسيده است )8(و قوچ  )22(خروس 
هاي آزاد ميزان آسيب تواند با حذف راديكالسيستئين مي

. ها را كاهش دهدوارده به سلول اسپرم توسط اين راديكال
مگنس و همكاران  در گزارشفرايند ين سازوكار اصلي ا

 عنوان بهسيستئين -ال -ان استيل. آورده شده است )1980(
ساز بيوسنتز سيستئين و گلوتاتيون داخل سلولي است پيش

. كه اين تركيبات نقش اساسي در متابوليسم گلوتاتيون دارند
گلوتاتيون نيز نقش اساسي در فعاليت سوپر  ،از طرف ديگر
ترين عامل تاز دارد كه تركيب اخير اصلياكسيد ديسميو

در اين . )18( هاي آزاد در اسپرم استپاكسازي راديكال
گزارش ) 2007(اويسال و همكاران  ،پژوهشيراستا در 

كننده اسپرم قوچ باعث كردند كه افزودن سيستئين به رقيق
اي در مطالعه. )33( شده است هاآن مانيافزايش ميزان زنده

گزارش كردند كه افزودن  )2013(كا و همكاران پارتي ،ديگر
كننده اسپرم خروس باعث بهبود جنبايي  سيستئين به رقيق

 ،همچنين. )22( ماني شده استرونده و زنده كل و پيش
 5گزارش كردند كه افزودن  )2005(فوناهاشي و همكاران 

-باعث بهبود ميزان زنده كننده يقرقمول سيستئين به ميلي

اين مطالعات، نتايج  برخلافاما . شود خوك ميماني اسپرم 
نشان داد كه افزودن سيستئين در حضور و  حاضرپژوهش 

هاي بر ميزان فراسنجه يريتأثهالوز يا عدم حضور تره
در  ،همچنين. )11( ماني اسپرم گاو نداشتجنبايي و زنده

هالوز بر اثرات متقابل سيستئين و تره مطالعه حاضرپژوهش 
تركيب تيماري كه دهد كه مي نشان ي اسپرمهافراسنجه
هالوز بود مول سيستئين و بدون ترهميلي 10حاوي 

)T0C10 (هاي ماني و كمترين ميزان اسپرمبيشترين زنده
براساس نتايج بدست آمده از . داشته استآپوپتوز شده را 

هالوز و رسد افزايش سطوح ترهاين پژوهش به نظر مي
افزايي نداشته و نسبت به ثر هما )T100C10( سيستئين

در اين . ي تيمارهاي ديگر بدترين پاسخ را نشان دادندهمه
گزارش كردند كه ) 2008(آتساهين و همكاران  ،راستا

مول باعث كاهش ميلي 75به  25هالوز از افزايش دوز تره
 آلدهايدديمالون جنبايي اسپرم بز شده در حاليه ميزان

)MDA( كاهش ميزان  .است يافته كاهشMDA  با افزايش
. هاي تيمار شده همراه بوداكسيداني اسپرمتوانايي آنتي

تئين از سها اشاره كردند كه افزايش دوزهاي سيآن ،همچنين
مول باعث بهبود جنبايي و توانايي ميلي 15صفر به 

- باتوجه به اين يافته. )4( شودهاي مياكسيداني اسپرم  آنتي

نظر از هالوز صرففزايش ميزان ترهرسد ابه نظر مي ،ها
كه دارد، باعث بروز اثرات سمي  اكسيداني يآنتهاي  ويژگي

 يرتأثها را تحت ماني آندر اسپرم شده و جنبايي و زنده
) 2014(بدر و همكاران  ،برخلاف اين نتايج .دهدقرار مي

، سيستئين )مولميلي 5(هالوز گزارش كردند كه تركيب تره
باعث بهبود ) مولميلي 20(و هايپوتائورين ) لموميلي 100(

- ماني، يكپارچگي آكروزومي و ظرفيت آنتيجنبايي، زنده

 ).5(شود گشايي مي اكسيداني اسپرم گاوميش پس از يخ
- براي اثبات برهمكنش دقيق ترهرسد به نظر مي ،بنابراين

باتوجه به نتايج هاي اسپرم و هالوز و سيستئين بر ويژگي
بيشتري هاي مختلف، مطالعات فاوت در پژوهشمت كاملاً

  .نياز است در اين زمينه

  گيري كلينتيجه
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هالوز به اساس نتايج اين پژوهش افزودن سيستئين و تره بر
هاي كيفي مثبتي بر فراسنجه يرتأثكننده اسپرم گاو رقيق

 ،همچنين. گشايي نداردانجماد يخفرايند اسپرم پس از 
تواند هالوز ميمول ترهميلي 100افزودن مشخص شد كه 

باتوجه به . ماني اسپرم گاو دارداثر منفي بر جنبايي و زنده
رسد هاي گذشته به نظر ميدر پژوهش يضضدونقنتايج 

به مطالعات تكميلي و بيشتر  زوايا،براي روشن شدن همه 
 .باشدنياز 
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Abstract 

The purpose of this study was to investigate the effect of different doses of trehalose 
and cysteine on bull frozen-thawed sperm quality. In this study, semen samples were 
collected from three healthy mature Holstein bulls by an artificial vagina. After primary 
evaluations, the samples were pooled to eliminate individual effects. Then, semen 
samples were divided into six equal parts and each part was extended and frozen with 
one of the following extenders. 1) without cysteine and trehalose (T0C0), 2) Five mM 
cysteine without trehalose (T0C5), 3) Ten mM cysteine without trehalose (T0C10), 4) A 
hundred mM trehalose without cysteine (T100C0), 5) Five mM cysteine with 100 mM 
trehalose (T100C5), 6) Ten mM cysteine with 100 mM trehalose (T100C10). Motility 
parameters, acrosome and membrane integrity and phosphatidylserine translocation 
assay were evaluated after thawing. All data were analyzed using a 2×3 factorial trail 
following data collection. The results of this study showed that cysteine had no effect on 
motion characteristics, apoptotic status, acrosome integrity and viability (P≥0.05). Also 
motion parameters, viability, acrosome and membrane integrity, in group without 
trehalose was higher than group containing that (P≤0.05). Regarding to interactive 
effects, the T0C10 group had higher amount of viability (P≤0.05) and lower necrotic 
sperms compared to rest of the groups. Based on the results, it can be concluded that 
cysteine had no remarkable effect and addition of Trehalose could negatively affects 
post-thawed bull sperm quality. 

Key words: Antioxidants, Bull semen, Cryopreservation, Semen Freezing.  

  

  


