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  چكيده

 راس قـوچ بـا      4دار شده قوچ نژاد تالشي، مني از        ها بر انجماد اسپرم پوشش    نگلوتامين و گليسرول و اثر متقابل آ      -منظور بررسي مقادير مختلف ال    به
ها تجميع و سانتريفيوژ شد و پس از حذف مايع          نمونه. آوري شد مرغ جمع تخمزرده  % 15 -فروكتوز-استفاده از واژن مصنوعي متصل به لوله حاوي تريس        

) g3(  ،5) g5 (3گلوتامين و مقـدار     -مول ال ميلي) G160 (160يا  ) G0(  ،80) G80(دار صفر   به هر قسمت مق   .  قسمت تقسيم شد   9سازي به   فوقاني و رقيق  
-گـشايي شـدند و تحـرك پـيش    ها يخ هفته نمونه2پس از   . ها با استفاده از نيتروژن مايع منجمد شدند       سپس نمونه . درصد گليسرول اضافه شد   ) g7 (7يا  

بعـد از  نتـايج نـشان داد   . گشايي بررسـي شـد   ساعت بعد از يخ9 و 6، 3ت غشا آكروزوم اسپرم، در صفر، ماني و سلامرونده، سلامت غشا پلاسمايي، زنده   
 G80g5بيشترين تحرك اسپرم در تيمارهـاي  . دار بوددار شده معنيگلوتامين بر تحرك و سلامت آكروزوم اسپرم پوشش-انجماد اثر متقابل گليسرول و ال 

)95/1±45(  ،G0g7) 95/1±75/48 (  وG80g7) 95/1±79/50 (      و كمترين تحرك در تيمارG0g3) 95/1±5/26 ( كمترين سلامت آكـروزوم    . مشاهده شد
. بـود ) 28/45±57/1 و  71/36±16/1ترتيـب   بـه (مـول    ميلي 80ماني در مقدار    بيشترين سلامت غشا پلاسمايي و زنده     . بود) G160g3) 94/0±76در تيمار   

گلوتـامين  -مـول ال   ميلـي  80 درصد گليـسرول و      7دهد كه     نتايج نشان مي  . مشاهده شد ) 71/41±58/1(گليسرول   درصد   7ماني در مقدار    بيشترين زنده 
  .دار شده قوچ مناسب استاحتمالا براي انجماد اسپرم پوشش

  
  دار كردن، گليسرولگلوتامين، انجماد، پوشش- اسپرم، ال:هاي كليديواژه

  
   1  مقدمه

هـا از فرآينـد     بلنـد مـدت منـي دام      سـازي   امروزه به منظور ذخيره   
فنـاوري انجمـاد سـلول امكـان اسـتفاده از           . شـود انجماد استفاده مـي   

-هاي مختلف فراهم كـرده    ها و مكان  هاي بيولوژي را در زمان    فرآورده
از طرفي حفظ عملكرد اسپرم پس از انجماد و يخ گشايي جهـت    . است

خيـره سـازي    اگر چه انجماد مني امكـان ذ      . باروري تخمك لازم است   
كند ولي روند انجماد سـبب القـا تـنش هـاي          را ميسر مي  بلند مدت آن  

اسپرم قوچ در مقايـسه بـا سـاير پـستانداران           . شودمخرب بر اسپرم مي   
اشـباع و مقـدار كـم     /بدليل نسبت بـالاي اسـيدهاي چـرب غيراشـباع         

فسفوليپيد در غشا سيتوپلاسمي حساسيت زيادي به سـرما و          /كلسترول
محـافظ سـبب كـاهش       افزودن مواد سرما  ). 16(دهد   مي انجماد نشان 

ها روند انجماد خواهند شد ولي تـاكنون تحقيقـات انجـام شـده              آسيب
  ).16(است روي انجماد مني قوچ با نتايج رضايت بخش همراه نبوده

                                                            
 گـروه علـوم دامـي،       انر كارشناسي ارشـد و دانـشيا      ي به ترتيب دانشجو   - 3 و   2،  1

  دانشكده علوم كشاورزي، دانشگاه گيلان 
  ) Email: roostaei@guilan.ac.ir                     :نويسنده مسئول -*(

طـور گـسترده در      نفوذپـذير بـه    گليسرول به عنوان سرما محـافظ     
از طرفـي   . گيـرد فاده قرار مي  هاي مختلف مورد است   انجماد اسپرم گونه  

مطالعات نشان داد كه در بسياري از موجودات زنده تجمـع اسـيدهاي             
هـا در دماهـاي پـايين و شـوك سـرمايي            آمينه سبب مقاومت سـلول    

علاوه اسيدهاي آمينه گلوتـامين، گلايـسين، پـرولين،         به. )7(شوند   مي
 ـ             ه عنـوان   آلانين و هيستيدين در مايع مني يافت شدند و با موفقيـت ب

هاي متعددي از   مواد سرمامحافظ غير قابل نفوذ در انجماد اسپرم گونه        
  ).22 و 20، 2 (پستانداران مانند بز، قوچ و نريان استفاده شدند

مـرغ روش   كننده حاوي زرده تخـم    دار كردن اسپرم با رقيق    پوشش
در . مناسبي جهت جداسازي سريع مايع مني بعد از اخـذ نمونـه اسـت             

آوري ت زمان مواجهه اسپرم و مايع مني از طريـق جمـع           اين روش مد  
مـرغ بـه حـداقل      كننـده تـريس زرده تخـم      اسپرم در لوله حاوي رقيق    

  ).15  و30(شود رسد و سبب بهبود ماندگاري اسپرم مي مي
گلوتـامين و   -زمـان ال  اي جهـت بررسـي اثـر هـم        تاكنون مطالعه 

بنـابراين  . استدار شده قوچ صورت نگرفته      گليسرول بر اسپرم پوشش   
گلوتـامين و   -هاي مختلـف ال   آثار غلظت هدف پژوهش حاضر ارزيابي     

  .دار شده قوچ تالشي استگليسرول بر انجماد اسپرم پوشش
 

  پژوهشهاي علوم دامي ايران  نشريه
 98-104. ص ،1393 بهار، 1شماره،6جلد
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  99      ...گلوتامين و گليسرول بر اسپرم-اثر مقادير مختلف ال

  هامواد و روش
  حيوانات

اين تحقيق با استفاده از چهار راس قـوچ تالـشي بـا متوسـط وزن       
 ـ        4 تا   5/2 كيلوگرم و ميانگين سني      5±50 ا  سال و يـك راس مـيش ب

 در 1390 سـال از اوايـل تـا اواسـط پـاييز     3 كيلـوگرم و سـن   35وزن 
 يونجـه   g 1300روزانـه   . شـد دانشكده كشاورزي دانشگاه گيلان انجام    

 كاه در دو وعده خـوراك صـبح و شـب در             g 620 جو،   g 590خشك،  
مكمل (در طول آزمايش نمك و آجر ليسيدني        . ها قرارگرفت اختيار دام 

  . شدزاد در اختيار حيوانات قراردادهبه صورت آ) مواد معدني
  
  آوري منيجمع

هاي مني دوبار در هفته به فاصله دو روز و بـه كمـك واژن               نمونه
به منظـور ايجـاد     . شدآوريمصنوعي استريل و حضور ميش فحل جمع      
 روز سيدر حـاوي     7به مدت   فحلي دائمي در ميش به صورت خلاصه،        

 mL 1زمـان برداشـت سـيدر       . شـد  در واژن ميش قرارداده    پروژسترون
بـه صـورت عـضلاني      ) mg/mL 2اسـترادايول بنزونـات      (1وتاسترول
 وتاسترول تزريق mL  2/0 ساعت48براي ادامه فحلي هر . تزريق شد

 -داركردن اسپرم، انزال دوم در لولـه حـاوي تـريس          جهت پوشش . شد
 g 870/1 آمينومتـان،  -)هيدروكسي متيل(- تريسg] 258/3 فروكتوز

 جنتامايـسين   mL 5/0 فروكتوز و    g 93/0سيتريك مونوهيدرات،   اسيد  
)mg/mL 50 ( درmL 100 ،ــر  زرده  درصــد15و pH] =7 آب مقط

آوري و به وسيله فلاسـك عـايق حـاوي          جمع) حجم/ حجم(مرغ  تخم
 5 انـزال در     20در مجمـوع تعـداد      . شد به آزمايشگاه منتقل   Cº 35آب

  .شدآورينوبت جمع
  
  هاسازي نمونهآماده

رونـده و غلظـت     هاي مني از نظر تحرك پيش     در آزمايشگاه نمونه  
هايي كه  نمونه. اسپرم بر اساس توضيحات زير مورد بررسي قرارگرفتند       

 5/2× 109 و غلظـت كمتـر از    درصـد 80رونـده كمتـر از  تحرك پـيش  
هـاي منـي تجميـع و بـا قـدرت           نمونـه . شدندداشتند از آزمايش حذف   

g×700     پـس از   .  در دماي اتاق سانتريفيوژ شـدند       دقيقه 10 و به مدت
 -شد و رسوب بوسيله رقيق كننـده تـريس        رويي حذف سانتريفيوژ مايع 

ــوكز ــريس[گل ــسي(- ت ــلهيدروك ــان-)متي ــرم، 3 /634 آمينومت  گ
 و  درصـد 15   گرم، زرده تخم مـرغ 1 /996مونوهيدرات اسيدسيتريك
 لظـت  تـا غ pH]=7 ميلي ليتر آب مقطر،100 در mg 250جنتامايسين

mL  / بخـش  9سـپس نمونـه هـا بـه     .  رقيـق شـد  2/1 × 109سلول 
كننـده تـريس    بـا رقيـق   ) حجم/حجم (1:1صورت  مساوي تقسيم و به   

گلوتـــامين -مـــول ال ميلـــي320 يـــا 160حـــاوي مقـــدار صـــفر، 
                                                            
1- Vetasterol 

)AppliChem Germany ( درصـد گليـسرول اضـافه    14 يا 10، 6و 
، 3ليسرول به   ، گ 600×/106سلول  / mLشد و در نهايت غلظت اسپرم       

هـا  نمونـه . مول رسيد  ميلي 160 يا   80گلوتامين به   - درصد و ال   7 يا   5
 ميلي ليتري بسته بندي شدند و انتهاي هر كـدام           25/0هاي  در پايوت 

كننـده  نمونه هـا بـه دسـتگاه سـرد        . با پودر پلي ونيل الكل مسدود شد      
)Test Chamber EG53AH, KATO, Japan (    منتقـل شـد، بـا

 ساعت ديگر در همين 2سرد شدند و  Cº 4  تاmin/Cº 25/0سرعت 
  ).10(دما براي رسيدن به تعادل نگهداري شدند 

  
  گشاييانجماد و يخ

 سـانتي متـر از سـطح    4 دقيقـه بـه فاصـله    13ها به مـدت    پايوت
. نيتروژن مايع قرار داده شد و سپس در نيتروژن مايع غوطـه ور شـدند              

تمـام  . يتروژن مايع ذخيـره شـدند  نمونه ها به مدت دو هفته در تانك ن 
  .مراحل فوق پنج مرتبه به صورت مجزا تكرار شد

از هر تيمار، به مـدت     )  پايوت 20جمعا  ( پايوت از هر تكرار      4تعداد  
 سـاعت  9قرار گرفتند و سپس به مـدت   Cº 37 ثانيه در ظرف آب 20
ميزان تحرك، زنده ماني، .  نگهداري شدندCO2  درصد5و  Cº 37در 

 9 و   6 ،   3غشا اسپرم و سلامت آكروزوم طي سـاعات صـفر،           سلامت  
  .گشايي مورد ارزيابي قرار گرفتپس ازيخ

  
 ارزيابي اسپرم

 ميكروليتر از مني روي لام      5ها، با قرار دادن     ارزيابي تحرك نمونه  
سـپس بـا    . و گذاردن يك لامل بر روي آن انجـام شـد           Cº 37 با دما 

و مجهـز بـه     ×  400ا بزرگنمايي   استفاده از ميكروسكوپ اختلاف فاز ب     
 ميـدان   5در   اسـپرم    تحركگراد،   درجه سانتي  37صفحه گرم با دماي     

 و در انتها ميانگين حاصل از        شد  تخمين زده  ، درصد 10ديد با اختلاف    
  .)10 (درونده ثبت شعنوان درصد تحرك پيش بهها اين تخمين

ــول    ــپرم از محل ــمايي اس ــشاي پلاس ــراي بررســي ســلامت غ ب
 گـرم و فروكتـوز      0 /735هيـدرات   سيترات سديم دي  (اسموتيك  هايپو
). 19(اسـتفاده شـد     ) pH=7ليتر آب مقطـر،      ميلي 100 گرم در    351/1

Lµ 5 منــي بــا Lµ 50 از محلــول هايپواســموتيك مخلــوط و درون 
 200سـپس  . قرار داده شـد  Cº 4 دقيقه در دماي   30انكوباتور به مدت    

يــر ميكروســكوپ نــوري بــا  ميــدان ديــد ز5عــدد اســپرم حــداقل در 
هاي داراي دم متـورم بـه عنـوان         اسپرم.  بررسي شد  400×بزرگنمايي  

 بـه  با دم بدون تورم   هاي  و اسپرم ) غشاي پلاسمايي سالم  (پاسخ مثبت   
  .در نظر گرفته شدند) غشاي پلاسمايي ناسالم(عنوان پاسخ منفي 

 ميـد از رنگ هوخست بيس بنزا    با استفاده   ماني اسپرم    ارزيابي زنده 
2H33258) AppliChem, Germany (روش بر اساس de Leeuw 
 حجـم مـساوي از نمونـه و       بطور خلاصـه    . )13 ( شد انجام و همكاران 

                                                            
2- Hoechst bisbenzimide 33258 (H33258) 



  1393 بهار 1، شماره 6 جلد  ايرانعلوم داميپژوهشهاي نشريه      100

 سديم كلريد،mM137 (گلوتار آلدهيد در بافر فسفات درصد  2 محلول

mM7/2  ،پتاسيم كلريد mM 1/8   ،سديم هيدروژن فسفات  mM 5/1 
 ـ) pH=7پتاسيم هيدروژن فـسفات،      از  0Lµ 20.د ش ـ ثابـت وط و   مخل

 mM كلريد و سديم  mM 154 ميد در آمحلول رنگ هوخست بيس بنز    
 دقيقـه  5به نمونه اضافه شد و بعـد از  ) =7pH تري سديم سيترات  15

نمونه روي لام قـرار داد شـده و بـا گذاشـتن               از Lµ 5در دماي اتاق    
 بـا   UWلامل بر روي آن با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت و فيلتـر           

 عدد اسپرم در شرايط نور بـسيار كـم بررسـي            200،  ×400نماييبزرگ
و ) مـرده (سـخ منفـي     هاي با تلالوء آبي رنگ به عنـوان پـا         اسپرم. شد

در نظـر گرفتـه     ) زنـده (هاي بدون رنگ به عنوان پاسـخ مثبـت          اسپرم
  .شدند

 ارزيابي سلامت غشاي آكـروزوم بـا اسـتفاده از رنـگ آلكـسافلور             
488-1PNA) Molecular Probes, USA(  و بــر اســاس روش 

 روي لام گـسترش    نمونـه از هـر    . )36 ( انجام شد   و همكاران  واريسلي
ل مطلـق   وها پس از خشك شدن با استفاده از متـان         گسترش. تهيه شد 

 488سـپس رنـگ آلكـسافلور    .  و در دمـاي اتـاق خـشك شـدند        ثابت
)g/mLµ10 (  دقيقـه در دمـا     30  ريخته شد و بـه مـدت       هانمونهروي   
 Cº 37           پـس از ايـن     . ، در محل تاريـك و مرطـوب نگهـداري شـدند

 در  . شـسته شـد    )PBS(فـر فـسفات     ها با استفاده از بـا     مرحله گسترش 
 WBشرايط نور بسيار كم با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت و فيلتر            

هاي بـا  آكروزوم.  عدد اسپرم بررسي شد    100، تعداد   ×400با بزرگنمايي 
 حاشـيه مـشخص بـه عنـوان پاسـخ مثبـت             رنگ يكدست، شفاف و با    

هاي با رنگ پراكنده و با حاشيه نامشخص به عنوان           و آكروزوم ) سالم(
  .در نظر گرفته شدند) آسيب ديده(پاسخ منفي 

  
  تجزيه و تحليل آماري

 در قالـب طـرح كـاملا    3×3صـورت آزمـون فاكتوريـل       ها بـه  داده
 5و  ) يـسرول  سـطح گل   3گلوتـامين و    - سطح ال  3( تيمار   9تصادفي با   

) 9 و   6،  3،  0(هاي تكـرار شـده در زمـان         گيريتكرار به صورت اندازه   
دسـت  هاي بـه    به منظور تجزيه و تحليل داده     . مورد ارزيابي قرار گرفت   

 Mixed و از رويـه  )SAS ) 32ين پژوهش از نرم افـزار آمده از انجام ا
 P>05/0سـطح   در و دانكن با آزمون ها ميانگين مقايسه. استفاده شد

  .جام شدان
  
  نتايج

گلوتامين و گليسرول بعد از انجمـاد       -اثر متقابل ال  نشان داد   نتايج  
-دار شده معنـي   رونده و سلامت آكروزوم اسپرم پوشش     بر تحرك پيش  

                                                            
1- Alexa Fluor-488 conjugated lectin PNA from Arachis 
hypogaea (peanut) 

 بيـشتر از  G80g7 و G80g5 ،G0g7تحرك اسپرم در تيمارهـاي    . دار بود 
 تيمـار   تحرك اسـپرم در   ). P>05/0 الف،   -1تصوير  (ها بود   ساير تيمار 

G80g7  بيـشتر از G80g5  05/0( بـود<P(  وG0g7  بـا G80g5 و G80g7 
 بيـشتر   G0g3 و   G0g5 از   G0g7تحرك اسپرم در تيمار     . تفاوتي نداشت 

 -1تـصوير   ( كمترين مقدار بود     G160g3سلامت آكروزوم در تيمار     . بود
  .داري نشان ندادندرها تفاوت معني و ساير تيما)P>05/0ب، 

بر سلامت غشا پلاسـمايي و        و گليسرول  گلوتامين-المتقابل  اثر  
بر   و گليسرول  گلوتامين-المستقل  اثر   .بودناسپرم معني دار    ماني  زنده

، 1جـدول   ( اسـپرم معنـي دار بـود      ماني  سلامت غشا پلاسمايي و زنده    
05/0<P( . ماني و سـلامت غـشا پلاسـمايي اسـپرم در           بيشترين زنده

 درصـد گليـسرول مـشاهده شـد     7 گلوتامين و-مول ال  ميلي 80مقدار  
)05/0<P.(  

كمترين و بيشترين مقدار تحرك پيشرونده، زنده ماني و سـلامت           
 و صـفر سـاعت بعـد از         9غشا پلاسمايي اسپرم بـه ترتيـب در زمـان           

سـلامت آكـروزوم در     . )P>05/0،  2جـدول   (انكوباسيون مشاهد شـد     
 صـفر بـود   ولي كمتر از ساعت ، تفاوتي را نشان نداد9 و 6، 3ساعات 

)05/0<P(.  
  
  بحث

مـول   ميلـي  80گلوتـامين در غلظـت      -نتايج آزمايش نشان داد ال    
دار ماني و سلامت غـشا پلاسـمايي اسـپرم پوشـش        باعث افزايش زنده  

مول  ميلي 10گزارش شده است جهت انجماد مني گاو مقدار         . شده شد 
، )9(گلوتـامين   -مـول ال   ميلـي  20، مني سگ مقدار     )5(گلوتامين  -ال

 40، منـي نريـان      )2(گلوتـامين   -مـول ال   ميلـي  25 گوزن مقـدار     مني
گلوتـامين  -مـول ال   ميلي 80، مني انسان    )34(گلوتامين  -مول ال ميلي

اسـيد  . استمناسب  ) 23(گلوتامين  -مول ال  ميلي 80و مني الاغ    ) 29(
، بـر   )2(واسطه داشتن خاصـيت آنتـي اكـسيدان         گلوتامين به - ال آمينه

گـذارد و سـبب حفاظـت از آكـسونم و           ز اثـر مـي    عملكرد آنزيم كاتالا  
مـشخص شـده    ). 11(شـود   ميتوكندري اسپرم قوچ در روند انجماد مي      

گلوتامين با ايجاد لايه حفاظتي در اطراف اسپرم، مـانع از           -است كه ال  
هم گسيخته شدن غشا سلول در روند سردسازي و انجمـاد مـي شـود               

دار شـده قـوچ در       پوشـش  بنابراين احتمالا بهبود عملكـرد اسـپرم      ). 5(
گلوتـامين و يـا اثـر       -اكـسيداني ال  آزمايش حاضـر نتيجـه اثـر آنتـي          
  .محافظتي آن بر غشا اسپرم باشد

گلوتامين سبب كـاهش    -مول ال  ميلي 160نتايج نشان داد غلظت     
دار شده طي   ماني و سلامت غشا پلاسمايي اسپرم پوشش      تحرك، زنده 

 120اسـت كـه اسـتفاده از        دهگزارش ش ـ . گشايي شد روند انجماد و يخ   
و ) 14(گلوتامين باعث بروز اثـر مخـرب در اسـپرم گـاو             -مول ال ميلي
) 33(گلوتامين سبب كـاهش تحـرك اسـپرم الاغ          -مول ال  ميلي 160
گلوتـامين بـا   -مول ال ميلي100هاي بالاتر از علاوه غلظت به. شودمي
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) 33(ان  و انـس  ) 21(اعمال تنش اسمزي، اثر مخربي بر اسـپرم نريـان           
هـاي بـالا گـزارش     ها در غلظت  اكسيدانچنين آثار سمي آنتي   هم. دارد
با استفاده از ايزوتوپ راديو اكتيـو هيـدروژن نـشان داده     ). 8(است  شده

ايـن بـه    بنابر). 4(تواند از غشاي اسپرم عبور كند       شد كه گلوتامين نمي   

ل در  مـو  ميلـي  80گلوتامين بـالاتر از     -رسد افزايش غلظت ال   نظر مي 
هاي مني قوچ احتمالا با ايجاد آثار مـضر اسـمزي و سـمي              كنندهرقيق

  .شودسبب كاهش ماندگاري اسپرم قوچ مي
  

  

 
  

 
) a-c(حروف غير مشابه . )LSMeans±SE، ب ( اسپرمو سلامت آكروزوم) الف (روندهر تحرك پيشبگلوتامين -متقابل گليسرول و ال اثر  -1 شكل

  ).P>05/0(دار است نشان دهند تفاوت معني 
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  )LSMeans±SE(اسپرم ماني زنده و سلامت غشا پلاسمايي از انجماد بر  بعد و گليسرولگلوتامين-المستقل اثر  -1 جدول
  (%)مانيزنده  (%)سلامت غشا پلاسمايي    متغيرها

  0  24/1±55/31 b 81/1±83/39  b 
  ª16/1±71/36  ª57/1±28/45  80  )مولميلي(گلوتامين -ال

  160  95/0±61/29 c 43/1±16/31  c 
        
  3  ª35/1±76/32  24/1±8/36  b 
62/30±92/0  5  )درصد(گليسرول   b 1/1±7/37  b 
  7  ª2/1±49/34  ª58/1±71/41  

a-c05/0(  ميانگين هاي هر ستون با حروف غيرمشترك داراي اختلاف معني دار مي باشند<P(  
  
   )LSMeans±SE(  اسپرم طي انجماد و سلامت آكروزوممانيه، سلامت غشا پلاسمايي، زندهروندپيشاثر زمان انكوباسيون روي تحرك  -2 جدول

  (%)سلامت آكروزوم  (%)مانيزنده  (%)سلامت غشا پلاسمايي  (%)تحرك  )h(زمان
0  ª82/1±77/49  ª23/1±11/41  ª28/2±35/49  ª54/0±13/83  
3  6/1±13/41  b 09/1±92/34  b 09/2±41  b 5/0±86/79  b 
6  77/1±57/36  c 87/0±5/29  c 97/1±95/37  c 73/0±15/78  b 
9  d 60/1±01/25  d89/0±95/24  d10/2±24/34  77/0±44/76  b 

  a-d05/0(  ميانگين هاي هر ستون با حروف غيرمشترك داراي اختلاف معني دار مي باشند<P(  
  

- درصد گليسرول موجب بهبـود زنـده       7در آزمايش حاضر غلظت     
گشايي دار شده پس از يخ    سمايي اسپرم پوشش  ماني و سلامت غشا پلا    

داخل سلول، تشكيل   هاي آب   گليسرول با جايگزين شدن مولكول    . شد
 از  ).28(د  اندازهاي مخرب يخ را در درون سلول به تعويق مي         كريستال

را مهـار  ATPase  تواند آنزيماست كه گليسرول ميطرفي گزارش شده
از . )24( سـمي بـر سـلول شـود     كند و باعث اختلال يوني و بروز آثـار     

مشخص شده است در هنگام استفاده از رقيق كننده منـي           سوي ديگر   
 درصـد   5 درصد گليسرول در مقايسه با       7بر پايه ليسيتن سويا افزودن      

علاوه اسـتفاده از    به). 18(گليسرول جهت انجماد مني قوچ ارجح است        
كننـده  ر رقيق درصد گليسرول د3 يا 4 درصد گليسرول در مقايسه با    5

سـت  امـشخص شـده   ). 6(تر است   تريس جهت انجماد مني بز مناسب     
 درصد گليسرول در انجماد مني بز سـبب بهبـود تحـرك             6استفاده از   

 درصـد   8-10 غلظت   همچنين. )22(شود  اسپرم پس از يخ گشايي مي     
 درصد گليسرول اثر حفاظتي بيشتر      4-6گليسرول در مقايسه با غلظت      

 درصد گليـسرول    8استفاده از   ). 12(وند انجماد دارد    بر مني خوك در ر    
سبب بهبود تحرك و سلامتي آكـروزوم اسـپرم سـگ بعـد از انجمـاد                

 6-7به اثبات رسيده است جهـت انجمـاد منـي بوفـالو             . )27(شود   مي
مناسـب  ) 3( درصـد گليـسرول      6و مني انـسان     ) 17(درصد گليسرول   

-پرم، باعث بهبود زنـده    گليسرول با نفوذ به درون غشا سلول اس        .است
 بنـابراين   .)1 (شودماني و باروري اسپرم بعد از انجماد و يخ گشايي مي          

دار شـده   درصد گليسرول نه تنها اثر سمي بر اسـپرم پوشـش       7غلظت  
  .شودندارد بلكه سبب بهبود ماندگاري اسپرم منجمد مي

نتايج تحقيق حاضر نـشان داد بـا افـزايش زمـان انكوباسـيون در               

. شـوند هاي مورد بررسي دچار كاهش مي      تمام فراسنجه  Cº 37دماي  
مشخص شده است كـه بـا افـزايش زمـان انكوباسـيون، نفوذپـذيري               

 ATPغشاپلاسمايي اسپرم افزايش يافته و متابوليسم سـلول و توليـد            
يابد كه در نهايـت موجـب افـزايش    ها كاهش ميدر ميتوكندري سلول  

). 28(شـود    شده سـلول مـي     1يريزسرعت فرآيند پيري و مرگ برنامه     
). 31( سبب اختلال در عملكرد غشا خواهد شد      ATPهمچنين كاهش   

ثابت شده است كه انكوباسيون اسپرم به مـدت طـولاني بطـور قابـل               
ماني، سلامت غشا آكروزوم اسـپرم و بـاروري         اي تحرك، زنده  ملاحظه

  ).26(دهد را كاهش مي
 و گليـسرول بـر تحـرك        گلوتـامين -نتايج نشان داد اثر متقابل ال     

. دار بـود  دار شـده معنـي    رونده و سلامت آكروزوم اسـپرم پوشـش       پيش
دار  درصد گليسرول نتوانست سبب حفاظت اسپرم پوشش       3همچنين،    

-مـول ال  ميلـي 80گشايي شود ولي افزودن   شده در روند انجماد و يخ     
از طرفـي بهتـرين تركيـب    . گلوتامين باعث بهبود ماندگاري اسپرم شد     

مـول   ميلي 80 درصد گليسرول و     7دار شده   راي انجماد اسپرم پوشش   ب
ها مـانع   گيري سلول با آب گليسرول  در روند انجماد،    . گلوتامين بود -ال

 .)25( شـود هاي يخ در داخل سلول مي     هاي ناشي از كريستال   از آسيب 
ــه ــد -عــلاوه الب ــا ايجــاد پيون ــامين ب ــا گلوت هــاي الكترواســتاتيكي ب

غشا قادر است يك لايه حفاظتي در خارج سلول ايجاد          فسفوليپيدهاي  
گلوتـامين و گليـسرول در   -گزارش شده اسـت تركيـب ال     ). 22(نمايد  

-و همچنين تركيب رافينوز يا سـاكاروز بـا ال         ) 14(انجماد مني خوك    
                                                            
1-Apoptpsis 
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-اثـر هـم   . داراي آثار مطلوبي است   ) 35(گلوتامين در انجماد مني گاو      
ول در حفاظت اسپرم خوك طي روند    گلوتامين و گليسر  -افزايي بين ال  

جايي كه گليسرول نيز يك قند      از آن ). 14(انجماد مشخص شده است     
افزايـي بـا گلوتـامين موجـب        تواند از طريق اثر هم    الكلي است لذا  مي    

 درصـد   7 اسـتفاده از     بنـابراين ). 35(كاهش اثرات مضر انجمـاد شـود        
انـدگاري اسـپرم    گلوتامين سبب بهبود م   -مول ال  ميلي 80گليسرول و   

  .شودمنجمد قوچ مي

  
  نتيجه گيري 

گلوتامين سبب بهبود مانـدگاري اسـپرم       -مول ال  ميلي 80افزودن  
عـلاوه جهـت    به. شودگشايي مي دار شده طي روند انجماد و يخ      پوشش

مـول   ميلـي  80 درصد گليسرول و     7دار شده قوچ    انجماد اسپرم پوشش  
  .شودگلوتامين توصيه مي-ال
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