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 اسپرم هايفراسنجهبر  مني در آزمايشگاه كنندهنانوذرات سلنيوم در محيط رقيقاثر افزودن 
  قوچ فراهاني پس از انجماد

 محمدحسين مرادي و ، مهدي خدايي مطلقيآباد خرمفاطمه 

 گروه علوم دامي ،دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي، دانشگاه اراكاراك، 

  27/1/96 :يرشتاريخ پذ    3/8/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

 نيز هااكسيدانآنتي و رودمي كار به يدانياس يآنت هايآنزيم ساختمان در كه شودمي هاييسلنوپروتئين ساخت موجب سلنيوم اغلب

 و طبيعي عملكرد براي سلنيوم وجود. هستند ضروري اكسيداتيو تنش از ناشي هايآسيب معرض در هاسلول حفظ سلامتي جهت
 منجر اكسيژن آزاد هايراديكال كاهش به اكسيدانيكننده آنتيكمك عامل عنوان به ماده اين. است ضروري اسپرماتوژنز دفراين انجام

بررسي اثر سطوح مختلف نانوذرات سلنيوم در محيط  تحقيقهدف از اين . باشد مؤثر باروري افزايش در رودمي انتظار و شودمي
ي انزالي با استفاده از واژن ها نمونه. دتعيين شگشايي  يخ -در طي فرايند انجماد فات اسپرمبر برخي از ص آزمايشگاهي كنندهرقيق

مخلوط  باهم ها نمونهي و پس از ارزيابي اوليه آور جمعكيلوگرم  55±5فراهاني با ميانگين وزن  سالمقوچ  رأس چهارمصنوعي از 
هر پنج . شدند تقسيمنانوذرات سلنيوم   %8، %4، %2، %1 %0حاويگروه  پنجبه  كننده مخلوط كردن نمونه با رقيق پس از. شدند

ماني، سلامت غشاء  رونده، زنده تحرك كل، تحرك پيش، هاي فراسنجه گشايي،پس از يخ. روز منجمد شدند پنجگروه به مدت 
 ANOVA لهيوس بهها دادهارزيابي شد و  )CASA( افزار كاسا اسپرم با استفاده از نرم موفولوژيكي هاي پلاسمايي و ناهنجاري

اثر . ˂P)01/0(دار بود  نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد اثر نانوذرات سلنيوم بر تحرك اسپرم معني .مورد تحليل قرار گرفتند
ماني  ، اما بر زنده)˂05/0P(دار بود  اسپرم معني مورفولوژيكي هاي نانوذرات سلنيوم بر سلامتي غشاء پلاسمايي اسپرم و ناهنجاري

هاي سبب بهبود فراسنجه ،كننده رقيقمحيط نشان داد كه افزودن نانوذرات سلنيوم به  حاضر نتيجه تحقيق. نداشت يدار معنياثر 
   .شدگشايي  يخ -اسپرم طي شرايط انجماد

 يخ گشايي -اسپرم قوچ، نانوذرات سلنيوم، تحرك، انجماد :كليديهاي واژه

  m-motlagh@araku.ac.ir: پست الكترونيكي،  0862776001 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 توليدمثل داراي گوسفند نژادهاي اغلب اينكه به توجه با

 به محدود منجر گوسفند خصوصيت اين هستند، فصلي

 تنها مناطق دنيا از بسياري در و شده توليدمثلي رفتار شدن

 براي اخير هاي در سال .پذيرد مي انجام زايش سال در باريك

 در بره توليد و سن هاي هم بره توليد زايي، بره نرخ افزايش

 است، محدود گوشت گوسفند عرضه كه سال از هايي ماه

 اينكه بتوان براي دنيا اغلب نقاط در .است شده زيادي تلاش

 از آورد دست به ميش طول زندگي در راوري  هبهر بيشترين

ردن به توجه ك). 2(شود  مي استفاده توليدمثلي هاي يكتكن

هاي موفقيت در صنعت  ترين راه توليدمثل يكي از مهم
هاي  براي اين منظور روش. باشد پرورش گوسفند مي

ها  متفاوتي پيشنهاد شده است كه يكي از بهترين روش
لازمه انجام تلقيح مصنوعي در  )4(تلقيح مصنوعي است 

 انجماد. باشد ميش، دسترسي به اسپرم تازه يا منجمد مي
 طولاني سازي ذخيره براي استفاده موردسب و ي مناروش
 آسيب است باعث ممكن اما است، و اسپرم مايع مني مدت
به ناحيه  خصوص به اسپرم سلول به ناپذيري برگشت جزئي

   ).24و  6(شود  غشايي آن
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هاي  اسپرم در دماهاي پايين سبب ناهنجاري ذخيره
د شو ماني و كاهش باروري مي مورفولوژيكي، كاهش زنده

هاي  نشان دادند كه اسپرم محققين در همين زمينه). 7(
نگهداري شده در دماهاي پايين از نصف باروري 

. )13( باشند برخوردار مي انزال شده هاي تازه اسپرم
خسارات ساختاري و غيرساختاري غشاء به علت نگهداري 

هاي مورفولوژيك، غيرطبيعي بودن آكروزوم  سرمايي، نقص
توانند از  نامطلوب در طي كاهش دما ميو ديگر تغييرات 

هاي نگهداري  تر بودن باروري اسپرم عوامل عمده پايين
  ).7(شده در دماهاي پايين باشند 

ترين عوامل مؤثر در پايين بودن كيفيت مايع  يكي از مهم
استرس اكسيداتيو به عنوان . استرس اكسيداتيو است ،مني

 (ROS) كسيژن فعالهاي ا اختلال در تعادل بين توليد گونه

كه عامل . است شده فيتعراكسيدان در بدن  و دفاع آنتي
فرايند در طي  اسپرمكيفيت  ناباروري و كاهش اصلي

- راديكال ي لهيوس بهاسترس اكسيداتيو ). 8( استنگهداري 

  ).10( شودهاي آزاد ايجاد مي

و از  آزادشدههاي  ها مانع فعاليت راديكال اكسيدان آنتي
كنند و با غيرفعال كردن آنها  آنها جلوگيري مي اكسيداسيون

هاي بدن را از اثرات مخرب اين تركيبات مصون نگاه  سلول
خوبي براي بهبود و به عنوان تركيبات ). 20(دارند  مي
 اند شده شناختههاي اسپرم منجمد  و تحرك سلول ماني زنده

)21.(  

اكسيداني است كه وجود آن براي  سلنيوم به عنوان آنتي
يند اسپرماتوژنز ضروري اعملكرد طبيعي و انجام فر

هاي  اين ماده به عنوان كوفاكتور آنزيم. باشد مي
اي آزاد و افزايش ه اكسيداني، منجر به كاهش راديكال آنتي

اكسيدان قوي  يآنتسلنيوم يك  ).11( گردد مي اسپرم باروري
باشد  يمضروري آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز  جزءاست كه 

 خصوص بكارگيري سلنيوم در سطح نانومقياس در ).25(
در محيط انجماد اسپرم قوچ فراهاني تاكنون گزارشي منتشر 

ي اثر نانوذره سلنيوم بررس باهدفنشده است اين مطالعه 

هاي اسپرم در قوچ نژاد فراهاني در محيط بر فراسنجه
  .ذوب طراحي شد - انجماد

  هامواد و روش
هار رأس قوچ نژاد فراهاني با اين مطالعه با استفاده از چ

سال و  4تا  3كيلوگرم و ميانگين سني  55±5متوسط وزن 
سال از  5/2كيلوگرم و سن  35يك رأس ميش با وزن 

در دامداري گروه علوم  1394اوايل پاييز تا اواسط زمستان 
   .دامي دانشكده كشاورزي دانشگاه اراك صورت گرفت

ه، به فاصله دو روز و تدوبار در هف صورت بههاي مني  نمونه
آوري  مصنوعي و حضور ميش فحل، جمع به كمك مهبل

ي تريس استفاده كننده بر پايه در اين آزمايش از رقيق. شد
. نشان داده شده است 1 شد كه تركيبات آن در جدول

 ماري قراردادهگراد در بن درجه سانتي 37ها در دماي  نمونه
ي كه يها نمونه. شود تا ارزيابي اوليه اسپرم انجام شدند

درصد و غلظت كمتر از  80رونده كمتر از  تحرك پيش
ها  داشتند، از آزمايش حذف شدند و ديگر نمونه 5/2×109

منظور جلوگيري از اثرات فردي هر دام پس از تأييد ب
با به آن اشاره شد  قبلاًآزمايش كه  قبول قابلشرايط 
تفاده در اين مخلوط منبع مورد اس .شدند مخلوطيكديگر 

   .تيمارهاي آزمايش بود

  )19( كننده مورد استفاده در آزمايش تركيبات رقيق-1جدول
  مقدار  كنندهاجزاي رقيق

 )گرم(تريس
  )گرم(فروكتوز 

  )گرم(سيتريك اسيد 
  ) درصد(گليسرول 
  ) درصد(مرغ  زرده تخم
   )ليتر ميلي(آب مقطر 

07/3  
26/1  
64/1  
   5  
   15  

100  

هاي نمونهپس از آماده كردن : شاييگانجماد و يخ
گراد  درجه سانتي 37آب  ظرف ها را در آزمايشي آن

گذاشته و بعد ظرف بزرگتر كه حاوي آب معمولي است 
درجه  4- 5 دماي به يآرام بهقرارداده تا در يخچال 
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در يخچال شروع به  ساعت 2 بعد از .گراد برسد سانتي
انتهاي هر پايوت ( شدليتري  ميلي 25/0هاي كشيدن پايوت

انتهاي آنها ) آميزي شد براساس غلظت توسط ماركر رنگ
ونيل الكل  پلي براي جلوگيري از ورود هوا توسط پودر

هاي داراي اسپرم روي بخار ازت سپس پايوت. بسته شد
دقيقه منجمد  10متري ازت به مدت  سانتي 5مايع به فاصله 

ي داراي ازت ها به كانتينرهاپايوت ،پس از انجماد. شدند
 ).1(گراد منتقل شدند  درجه سانتي - 196مايع با دماي 

 ازت از روز پنج از پس منجمد، هاي حاوي اسپرمپايوت

گرم دماي  آب حمام در قراردادن از پس و ندشد مايع خارج
صورت گشايي ثانيه، يخ 20گراد به مدت  درجه سانتي 37

هاي ابيو به داخل ميكروتيوپ تخليه شدند تا ارزي گرفت
 ). 23(انجام شود مورد نظر 

  گشاييها پس از يخارزيابي اسپرم

  ها، با استفاده از دستگاه نمونه جنبايي ارزيابي: جنبايي

CASA )Computer Assisted Semen Analysis (با  و
درجه و  37دماي در ميكروليتر از مني روي لام  5دادن قرار

با استفاده از سپس  .شدگذاردن يك لامل روي آن انجام 
و مجهز به × 400ميكروسكوپ اختلاف فاز با بزرگنمايي 

 200ي يگراد جنبا درجه سانتي 37صفحه گرم با دماي 
ميدان ديد  5درصد در حداقل  10سلول اسپرم با اختلاف 

در انتها ميانگين حاصل از اين  ).9( تخمين زده شد
ه و روند ي كل، جنباني پيشيها به عنوان درصد جنبا تخمين

  .براي تمام تيمارهاي آزمايشي ثبت شد

هاي زنده از  گيري درصد اسپرم براي اندازه: مانيزنده
مقدار . نيگروزين استفاده شد-آميزي ائوزين محلول رنگ

گرم سديم كلرايد را در  9/0گرم ائوزين همراه با  67/0
، بعد از حل هشدليتر آب مقطر روي حرارت حل  ميلي 100

سپس محلول ، افزوده شدنگروزين را  گرم 10شدن آنها 
پس از اينكه در دماي اتاق محلول سرد شد  .جوشانيده شد

هاي ژلاتيني جدا  صاف كرده تا رسوب با كاغذ صافي آن را
اي تيره و در بسته در يخچال  شود و سپس در بطري شيشه

با توجه به سلامت غشاي پلاسمايي . شد نگهداري
ه و مرده در ميدان ديد هاي زند ها، درصد سلول اسپرم

براي . شمارش شدند x40ميكروسكوپي با بزرگنمايي 
آميزي، يك قطره اسپرم رقيق شده با يك قطره رنگ  رنگ

دقيقه،  2نيگروزين را مخلوط نموده و پس از - ائوزين
. اي روي لام تهيه تا در مجاورت هوا خشك شود گستره
 1را شمارش، و با توجه به شكل اسپرم  200تعداد
هاي اسپرماتوزوايي كه رنگ قرمز گرفته را، به عنوان  سلول

هايي كه به رنگ سفيد ديده شد، به  مرده و تعداد اسپرم
  ).15(عنوان زنده، در نظر گرفته شد 

 
رنگ سفيد ديده شد، به  هايي كه به اند، به عنوان مرده و اسپرمهايي كه رنگ قرمز به خود گرفته اسپرم: نيگروزين اسپرم -ي ائوزينزيآم رنگ -1 شكل

  .اندعنوان زنده، شمارش شده
ي مورد ارزيابي، بررسي فراسنجه سومين: يكپارچگي غشا

اساس . است HOSTماني اسپرم با استفاده از آزمايش  زنده
، اسمولاريتي محيطي است كه اسپرم در آن HOSTآزمايش 

اسمول و ميلي HOST100 اسمولاريتي محيط. گيرد قرار مي
اسمول ميلي 320- 375براي اسپرم  ازيموردنلاريتي اسمو
بنابراين اسپرم با قرارگرفتن در يك محيط . است
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پيچ و انتهاي دم آنها  هدادهايپواسمولار به سرعت واكنش 
هاي زنده قادر بديهي است كه تنها اسپرم. خواهد خورد

هاي  هستند به اين نوع تغيير محيط، واكنش دهند و اسپرم
گيرند هيچ واكنشي نشان  اين محيط قرار ميمرده كه در 

هاي با  پس از انجام اين آزمايش، اسپرم درواقع. دهند نمي
هايي كه دم  هاي زنده و اسپرم خورده به عنوان اسپرمدم گره

هاي مرده در نظرگرفته  آنها صاف است به عنوان اسپرم
 هاست محلولي ز به تهيهبراي انجام اين ارزيابي نيا. ندشد 

گرم  354/1مقدار ، هاست محلولبراي تهيه . باشدمي
 100گرم سيترات سديم را در  735/0فروكتوز همراه با 

پس از اينكه در . هليتر آب مقطر روي حرارت حل شد ميلي
دماي اتاق محلول سرد شد با كاغذ صافي آن را صاف كرده 

اي  هاي ژلاتيني جدا شود و سپس در بطري شيشه تا رسوب
  ).18(بسته در يخچال نگهداري شد تيره و در 

ها  آماري داده ليتحل و  هيتجزمنظور ه ب: آناليز آماري
  . استفاده شدSAS  افزار نرماز  شده يآور جمع

  :در اين آزمايش بصورت زير است شماره يكمدل 

)1( Yij=µ+Ti+eij  
ام در j ي نمونه ي مقدار عملكرد صفات وابسته Yكه در آن 

سطوح غلظت (اثر تيمار  Ti، ل تيمارميانگين ك µ، امiتيمار 
  .  هستند اشتباه آزمايشي Eijو  )نانو ذرات سلنيوم

  و بحث نتايج
هاي اسپرم در اثرات استفاده از نانوذرات سلنيوم بر فراسنجه

 4ميانگين تحرك كل، سطح  .آورده شده است 2 جدول
داري را نسبت به ديگر  افزايش معني نانوذره سلنيوم، درصد

درصد  8نوذرات سلنيوم نشان داد ولي سطح سطوح نا
و . داري را نسبت به گروه كنترل داشت كاهش معني

نانوذره  درصد 8رونده در سطح  همچنين تحرك پيش
داري نسبت به گروه كنترل مشاهده شد  كاهش معني سلنيوم

)01/0 (P˂.  

  هانياثر سطوح نانوذرات سلنيوم بر فراسنجه هاي تحرك اسپرم قوچ فرا -2 جدول
  P-value   %8  %4  %2  %1  %0  فراسنجه

  a42/4±50/36  a49/4±17/41  a62/4±83/37  a81/4±00/41  b73/2±67/32  011/0  تحرك پيشرونده
  b94/1±83/44  b64/5±67/43  b75/2±00/41  a29/3±00/50  c38/1±50/32  001/0  تحرك كل

  باشدها ميدار در بين گروهدر جدول نشان از وجود تفاوت معني cو  a ،bحروف *
ماني اسپرم  اثر سلنيوم بر ميزان حركت، مورفولوژي و زنده

نتايج نشان داد . شدپس از پديده انجماد و ذوب بررسي 
داري بر حركت، مورفولوژي و  معني صورت بهسلنيوم 

در . داشتماني اسپرم نسبت به گروه شاهد تأثير مثبت  زنده
پرم در دار تحرك اس مطالعه حاضر نيز افزايش معني

 احتمالاًهاي حاوي سلنيوم نسبت به گروه شاهد  نمونه
ناشي از تأثير سلنيوم بر فسفريلاسيون اكسيداتيو ميتوكندري 

  .)3( اسپرم باشد

ضروري آنزيم  جزءاكسيدان قوي است كه  يآنتسلنيوم يك 
گلوتاتيون پراكسيداز  ).25( باشد يمگلوتاتيون پراكسيداز 

حفاظت از اسپرم در روند  هاي آزاد، يكالراددر حذف 

اسپرماتوژنز، محافظت از غشاي سلولي و تنظيم فرايندهاي 
   ).5و 17( اكسيداتيو نقش مهمي دارد

يند اگلوتاتيون به عنوان يك سوبسترا در سر اسپرم، فر
باعث حفظ تحرك  رو  نيا از .كند پراكسيداسيون را كند مي

وان يك با تركيب كردن گلوتاتيون به عن .شود اسپرم مي
هاي فراواني براي افزودني در مايع مني منجمد، تلاش

 .بهبود تحرك و باروري اسپرم صورت گرفته است
گلوتاتيون، كوفاكتور آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز كه باعث 

  ).27(شود  سمي و ساير پراكسيدها مي H2O2احياي 

اثر نانوذرات سلنيوم بر  خصوص در مطالعه ديگري كه
انجام شد نشان داد فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز بز نر بوئر 
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گروهي كه نانوذرات سلنيوم را دريافت كرده بودند  در
گلوتاتيون  غلظت يتوجه قابل طور به، نسبت به گروه شاهد

  ). 26(بود  افتهي شيافزاپراكسيداز 

رات سطوح مختلف نانوذ يريكارگ بهدر پژوهش حاضر، 
ماني اسپرم در  داري بر زنده سلنيوم نتوانست تأثير معني

اما . )3 جدول( گشايي داشته باشديخ -شرايط انجماد
بيشترين مقدار اين صفات نسبت به گروه كنترل در شرايط 

درصد نانوذرات سلنيوم با  4سطح درپس از انجماد 
درصد  8سطح درو كمترين درصد  17/52±16/11ميانگين 

  .  حاصل شددرصد  50/42±51/4نگين با ميا

 نتايج حاصل از آناليز كامپيوتري نشان داد كه تأثير نانو
ذرات سلنيوم بر درصد يكپارچگي غشا اسپرم در 

يخ گشايي - در شرايط انجماد )4 جدول( كننده تريس رقيق
 4 سطح استفاده از كه  يطور  به). ˂ P 05/0( بود دار معني

 يشترين اثر در افزايش يكپارچگيدرصد نانوسلنيوم داراي ب
  . غشا اسپرم نسبت به ساير سطوح شد

تحقيقات نشان داده است، زماني كه اسپرم در طي فرايند 
گيرد،  تنش دمايي قرار مي ازجملهانجماد در معرض تنش 

 ها شود، اين آسيب باعث آسيب و تخريب غشاء اسپرم مي
  ).14( باشدميدر اسپرم قوچ شديدتر از اسپرم گاو 

  ماني اسپرم قوچ فراهاني ي زندهاثر سطوح نانوذرات سلنيوم بر فراسنجه -3 جدول
 P-value  %8 %4 %2 %1  %0  فراسنجه

  291/0  50/42±51/4  17/52±16/11 33/43±77/3 16/55±87/11 83/48±47/8  ماني زنده
  

  هانييكپارچگي غشا اسپرم قوچ فرا اثر سطوح نانوذرات سلنيوم بر فراسنجه -4 جدول
 P-value  %8  %4  %2  %1  %0  فراسنجه

  bc*90/3±00/50 b36/5±50/51 b23/4±50/52 a94/2±33/59  c71/3±83/45  0002/0  يكپارچگي غشا
  باشدها ميدار در بين گروهدر جدول نشان از وجود تفاوت معني cو  a ،bحروف *

كمبود سلنيوم در موش سبب تغيير ميتوكندري و غيرطبيعي 
ها باعث پاكسازي سلنوپروتئين). 12(شود  ميشدن غشاء 

شده و غشاي اسپرم را از  ROSمايع سمينال از انواع 
هاي  يبآسكاهش . كند يمهاي وارده محافظت  يبآس

ي زنده و كاهش ها اسپرمسلولي باعث افزايش درصد 
  ).22(شود  يمي مرده و آسيب ديده ها اسپرمدرصد 

را به عنوان  هاي فيزيولوژيكي خود سلنيوم فعاليت
به ساختار اوليه  كند كه سلنوسيستئين اعمال مي نهيدآمياس

هاي  ينپروتئبيشتر سلنو ).28( گردد ميسلنوپروتئين بر
گلوتاتيون  و اسپرم به شكل فسفوليپيدهيدروپراكسيداز

ها در  ينپروتئهمچنين سلنو هستند و ،PHGPxپراكسيداز 
ساختاري  كپسول ميتوكندري اسپرم داراي نقش آنزيمي و

باشند، كه در درجه اول به عنوان يك آنزيم فعال در  يم
حفاظت از اسپرم در برابر پراكسيداسيون ليپيدي و در درجه 

كه نقش  رفعاليغدوم به عنوان يك پروتئين آنزيمي 

 .)29( ساختاري در تشكيل كپسول ميتوكندري را دارد
 گلوتاتيون پراكسيداز غشاي اسپرم را از پراكسيداسيون

ير تأثبر عملكرد اسپرم  تيدرنهاكند و  يمليپيدي محافظت 
گلوتاتيون پراكسيداز نقش مثبتي را . گذارد يممثبتي 

از زمان توليد تا هنگامي كه قدرت  در بلوغ اسپرم،
با توجه به نتايج بررسي  ).16(كند  يميابد، ايفا  يمباروري 

طح رسد كه افزودن نانوذرات سلنيوم در س حاضر به نظر مي
كننده بر پايه تريس، باعث حفظ تحرك  درصد به رقيق 4

افزودن . شود كل، يكپارچگي غشا نسبت به گروه شاهد مي
ماني و تحرك  داري بر زنده نانوذرات سلنيوم اثر معني

بهبود وضعيت تحرك كل و  .رونده اسپرم نداشت پيش
يكپارچگي غشا با افزودن سلنيوم به شكل نانومقياس شايد 

باعث افزايش راندمان باروري برون تني تخمك نيز بتواند 
همچنين براي اثبات اثر مفيد نانوذره سلنيوم بر كيفيت . شود
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  .بيشتر استاسپرم در محيط برون تني و درون تني نياز به مطالعات 
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Abstract  

Selenium is often caused selenoproteins, which is using in the construction of 
antioxidant enzymes that are necessary for the health of those cells which are subjected 
to oxidative stress-induced. Selenium is essential for the normal function of sperm cells 
and spermatogenesis. This element as an antioxidant cofactor reduces oxygen free 
radicals, and is expected to be effective for increasing fertility. The aim of the study was 
to investigate the effects of in vitro selenium nanoparticles additive to semen extender 
on sperm parameters after cryopreservation. Seminal samples were collected with an 
artificial vagina from four healthy Farahani ram with an average weight 55 ± 5 kg. 
Samples were collected and were pooled after the initial assessment. Each sample was 
divided into five equal parts received 0%, 1%, 2%, 4%, 8% selenium nanoparticles. 
Every five parts were freezed for five days, and subsequently they were thawed and 
total motility, progressive motility, viability, plasma membrane integrity and sperm 
abnormalities were assessed by CASA software. Data were analyzed by one-way 
ANOVA. The results of this experiment showed the effect of selenium nanoparticles on 
sperm motility was significantly (P˂0.01). The effect of selenium nanoparticles on 
sperm plasma membrane integrity and sperm abnormalities were significant (P˂0.05), 
but survival was not statistically significant. The results indicate that the addition of 
selenium nanoparticles thinner improve the conditions of freeze-thawing the sperm 
parameters.  

Key words: ram semen, selenium nanoparticles, mobility, freeze-thawing 


