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  پس از  مهاباديهاي كيفي مايع مني بز  ويژگي اثر آلبومين گاوي بر
 گشايي فرايند انجماد و يخ

  
  3شحنه زارع احمد و 2، حميد كهرام*1نائيجيان حميدرضا

  
 5/10/91: تاريخ پذيرش        1/5/91:  تاريخ دريافت

  

  خلاصه
كننده پايه رقيق در) ليترگرم در ميليميلي 20و  15، 10، 5، 5/2، 0( آلبومين سرم گاويهاي مختلف اثر غلظت مطالعههدف از اين پژوهش، 

هاي مني توسط  نمونه  .دبوگشايي   يند انجماد و يخاپس از فرها،  اسپرم) درصد گليسرول 5همراه با ( فروكتوز -مرغ زرده تخم -تريس
هاي مني رقيق شده در معرض بخار ازت منجمد و در تانك نمونه . آوري شد بار جمع 2اي  س بز نر بالغ، هفتهأر 4واژن مصنوعي از 

 پيشرونده تحرك تحرك و  .گراد انجام شد درجه سانتي 37هاي حاوي اسپرم در آب گرم گشايي پايوت يخ . حاوي ازت مايع ذخيره شدند
هاي زنده، مورفولوژي وحالت آكروزومي ، درصد اسپرمءسلامت غشا . شد گيري اي اسپرم اندازه سپرم با كمك سيستم آناليز رايانها

صورت  yijk= µ+ai+eijبر اساس مدل آماري  تصادفي و هاي حاصل اين پژوهش در قالب طرح كاملاً داده . گيري شد ها نيز اندازهاسپرم
ليترآلبومين سرم گاوي در  گرم در ميليميلي 15و  10كننده اسپرم بز حاوي  رقيق ،اين آزمايش نشان داد كه نتايج حاصل از . گرفت

سطوح مختلف آلبومين  ). >05/0p( شود ميهاي زنده مقايسه با گروه شاهد موجب بهبود  در ميزان تحرك، تحرك پيشرونده و اسپرم
مطابق با نتايج اين پژوهش به  ). <05/0p(ها نداشتند مورفولوژي و حالت آكروزوم اسپرمداري روي سلامت غشاء،  سرم گاوي اثرمعني

دار هاي انجماد اسپرم بز مهابادي باعث بهبود معنيكننده گرم آلبومين سرم گاوي به رقيق ميلي 15و  10رسد كه افزودن سطوح  نظر مي
  .شود يهاي زنده مپارامترهاي اسپرم از جمله تحرك و درصد اسپرم

  
  بز مهابادي مايع مني منجمد شده،، گاوي آلبومين :كلمات كليدي

  
  مقدمه

انجماد مني پستانداران، تحولي اساسي در نگهداري     .
 سلول اسپرم به وجود آورده و حفاظت از انجمادمني و 

 كهباشد ميپروتوپلاسم سلول جنسي  راهي براي حفظ
 پروري آبزي، در دامپروري ،هاگونه DNA تواند با حفظمي

هاي  كاربرد زيادي داشته باشد و بانكتنوع زيستي  ظو حف
هاي همراه با ديگر تكنولوژيتوانند ذخيره اسپرم مي

وحشي و هاي حفاظت گونهبهبود نژادها و  ، درتوليدمثلي
همچنين   .، نقش مهمي داشته باشنددرحال انقراضبومي 
آن، انتقال به  قرنطينه كردننجماد اسپرم، امكان با ا

هاي ها و حفظ بانككنترل بيماري هاي خيلي دور، فاصله
ها و با استفاده از انجماد اسپرم . گردد ژنتيكي ممكن مي

 

 
  ، دانشكده علوم علوم دامي فيزيولوژي دام، گروه كارشناسي ارشد آموخته دانش *1
  

  دانشكده علوم و مهندسي كشاورزي، پرديس  ،علوم دامياستاديار گروه  2
  دانشكده علوم و مهندسي كشاورزي، پرديس كشاورزي و  ،استاد گروه علوم دامي 3

هاي توليدمثلي، بسياري از مشكلات باروري تكنيك
 باشد و انساني قابل حل مي يحيوانات آزمايشگاهي، دام

)Leboeuf et al. 2000.(  طور كلي، كيفيت اسپرم به 
 تحركگشايي شده از روي فاكتورهاي مهمي مانند  يخ

)Purdi 2006(، هاي زنده و سلامت آكروزوم درصد اسپرم
هاي اسپرم، در زمان انجماد سلول  .شودآنها ارزيابي مي

عوامل متعددي مانند؛ پلاسماي مني، تركيب شيميايي 
هاي انجمادي، كنندهو غلظت حفاظت كننده، نوعرقيق

سازي،  متعادل دورهدماي نگهداري، ميزان سردسازي، 
هاي واكنش اكسيژني گشايي، گروهروش انجماد و يخ

)ROS (تواند بر  و تعادل بين اين عوامل مي  
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 .Leboeuf et al(ثر باشد ؤهاي منجمد م كيفيت اسپرم

ها را در برابر اسپرمتواند  آلبومين سرم گاوي مي  ).2000
آسيب شوك سرمايي در زمان فرايند ذوب شدن محافظت 

دهد كه  مطالعات نشان مي ). Choi et al. 2003( نمايد
تواند ميزان تحرك و درصد آلبومين سرم گاوي مي

 15و  10هاي حاوي كننده هاي زنده قوچ را در رقيق اسپرم
داري در مقايسه با درصد آلبومين سرم گاوي به طور معني

آلبومين به عنوان يك ملكول  . گروه شاهد افزايش دهد
تواند به غشاء پلاسمايي اسپرم وارد شده و درشت مي

اكسيدان علاوه بر افزايش پايداري غشاء به عنوان يك آنتي
 Matsuoka et( گردد مانع پركسيداسيون ليپيدهاي غشايي 

al. 2006(  .هد كه آلبومين د آزمايشات مختلف نشان مي
سرم گاوي سبب كاهش ميزان پركسيداسيون ليپيدي 

بنابراين آلبومين  . هاي خرگوش گرديده استاسپرم
ها در حالت تواند به عنوان يك محافظت كننده اسپرم مي

يكي از  ). Crabo et al. 1972( انجماد عمل نمايد
اين است كه به  آلبومين سرم گاويمهمترين خصوصيات 

هاي آزاد توليد كننده يا مهار كننده راديكال عنوان حذف
هاي اكسيداتيوي شده توسط واكنش اكسيژني و واكنش

نمايد و باعث افزايش استحكام غشاي فعاليت مي
ليپيدي و شوك  نهاي اسپرمي از پركسيداسيو سلول

گشايي مني عمل  حرارتي در طول فرايند انجماد و يخ
نظر به اينكه از تركيب  ). Kreider et al. 1985( كند مي

اكسيدان در انجماد اسپرم بز  سطوح مختلف اين آنتي
استفاده نشده است، هدف از اين پژوهش بررسي اثرات 

، 5/2، 0( اكسيداني سطوح مختلف آلبومين سرم گاوي آنتي
در فرآيند  )ليترگرم در ميليميلي 20و  15، 10، 5

 نگهداري اسپرم به صورت منجمد و تاثير آن بر
 .باشدپارامترهاي مربوط به مني بز مهابادي مي

  
  كار مواد و روش

س بز نژاد مهابادي استفاده أر 4 در اين تحقيق از مني    
 65-50 متوسط وزن(سال  3- 4بزهاي نر با سن  . گرديد

در ايستگاه پژوهشي پرديس كشاورزي و منابع ) كيلوگرم
) واقع در جنوب غربي كرج( طبيعي دانشگاه تهران

آوري مني بزهاي آموزش ديده به  جمع . شدندنگهداري 
 اواخر(بار و در فصل غيرتوليد مثلي  2اي  صورت هفته

هاي  مني  .صورت گرفت) خرداد تا اواسط تير ماه
آوري شده بلافاصله به آزمايشگاه مركز اصلاح نژاد  جمع

روي مني انجام هاي اوليه  دام كشور منتقل گرديد و بررسي
ي از بزها مصنوعي وسيله مهبلهاي مني به نمونه . گرديد

براي جلوگيري از ايجاد  . آوري شدند مورد آزمايش جمع
هاي مني تا زمان انتقال ها، نمونهشوك سرمايي به اسپرم

نگهداري و پس از  C˚37-35به آزمايشگاه، درون آب 
منتقل و در آب گيري به سرعت، به آزمايشگاه  اتمام نمونه

 بين هاانزال حجم . قرار داده شدند C˚37 گرم با دماي
 5/2×109 طور متوسطه بغلظت  ميزان ليتر، ميلي 2تا  75/0

 تعداددرصد و  70ليتر، تحرك بيشتر از  ميلي اسپرم در
درصد، در هر انزال به عنوان  10كمتر از  اسپرم غيرطبيعي

هاي مني هر دام به از نمونه  .اسپرم طبيعي محاسبه گرديد
يك مقدار مساوي در يك لوله آزمايش مجزا ريخته و با 

هاي مني ها، نمونه توجه به احتمال اثرات متقابل بين نمونه
هاي مخلوط شده نيز از با هم مخلوط شده و اين نمونه

نظر رنگ و تحرك تقريبي ارزيابي مجدد گرديد، تا از 
براي  . ل شودسلامت نمونه براي انجماد اطمينان حاص

كننده از يك محيط بر پايه تريس استفاده  ساخت رقيق
 گرم 7/30( محيط پايه مورد استفاده شامل تريس . گرديد

 ، فروكتوز)ليتردر  گرم4/16( ، سيتريك اسيد)ليتردر 
گليسرول  مقدار، %)15( مرغ ، زرده تخم)ليتردر  گرم6/12(
  .بود) ليتر/گرم 6/0( و جنتامايسين) V/V( درصد 5

 8/6آن  pHاسمولار و  ميلي 425اسمولاريتي محيط پايه 
، 5، 5/2(سطح  5 تيمارهاي آزمايشي حاوي . تنظيم شد

آلبومين سرم گاوي ) ليتر گرم در ميلي ميلي 20و  15، 10
كننده بدون آلبومين سرم گاوي به عنوان رقيق . اندبوده

 .Bucak et al( گروه شاهد مورد استفاده قرار گرفت

2009 .(  
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  انجماد
هاي  هاي آزمايشي در پايوتابتدا نمونه ،براي انجماد    
ساعت در  2بندي شده و به مدت  ليتري بسته ميلي 25/0

گراد قرار گرفتند و پس از طي دوره درجه سانتي 5دماي 
دقيقه  15متري به مدت  سانتي 4ها در فاصله  تعادل، پايوت

سپس در ازت مايع در معرض بخار ازت مايع منجمد و 
 ور شده و براي نگهداري به تانك ازت منتقل شدند غوطه

)Bucak et al. 2007(.  
  

  ذوب مني
هاي حاوي مني، پس از خارج كردن پايوت ذوب براي    

ثانيه در داخل آب  30ها را به مدت مني از ازت،  پايوت
به ها پايوت گراد قرار داده وسپس درجه سانتي 37گرم 

  .)Ijaz et al. 2009( هاي اپندورف تخليه شدندداخل لوله
  

  ها پس از ذوب شدن  ارزيابي اسپرم
  تحرك

اولين پارامتر ارزيابي در اين تحقيق بررسي تحرك     
پايوت از  3به اين منظور  . اسپرم پس از ذوب شدن بود

هر گروه تيماري با روشي كه در بالا توضيح داده شد 
هاي اپيندورف انتقال داده ذوب شده و به داخل لوله

تا  7سپس با استفاده از سمپلر متغير و با برداشتن  . شدند
روي لام و گذاشتن يك لامل تميز  ميكروليتر از مني 10

روي آن، لام مورد نظر با استفاده از سيستم آناليز اسپرم 
- پس از بررسي نمونه  .بررسي شد) CASA(كامپيوتري 

، ميزان تحرك CASA افزار وسيله نرمه هاي اسپرم ب
در اين آزمايش پارامترهاي ارزيابي  . ها ثبت گرديداسپرم

هاي متحرك و درصد تحرك مانند درصد كل اسپرم
 .Bucak et al( رونده محاسبه گرديد هاي پيش اسپرم

2010(.  
  

  سلامت غشاء
ها از اسپرم ءدر اين مطالعه براي بررسي سلامت غشا    

محيط هيپواسموتيك  . محلول هيپواسموتيك استفاده شد

بر اساس اسمولاريتي محيطي كه اسپرم در آن قرار 
در اين آزمايش از محيط با فشار  . كندگيرد عمل مي مي

فشار اسمزي  . اسمولار استفاده گرديد ميلي 100اسمزي 
- اسمولار در ليتر مي ميلي 425هاي بز طبيعي براي اسپرم

بنابراين اسپرم با قرار گرفتن در يك محيط با  . باشد
 . دهداسمولاريتي پايين به سرعت واكنش نشان مي

صورت تورم دم ه ها به محيط هيپواسمول بواكنش اسپرم
هايي كه غشاء پلاسمايي در اين حالت اسپرم . باشد مي

هاي ناسالم سالمي دارند به محلول واكنش داده ولي اسپرم
در واقع پس از انجام اين  . مانندقي ميبدون واكنش با

هاي  هاي با دم گره خورده به عنوان اسپرمتست اسپرم
هايي كه دم آنها صاف است به عنوان اسپرم زنده و اسپرم

در تحقيق حاضر آزمايش تورم   .شوندمرده تلقي مي
) Mrode )1994و  Revell هيپواسمتيك مطابق با روش

 100ميكروليتر از اسپرم ذوب شده با  10.  انجام شد
 ميكروليتر از محيط هيپواسموتيك كه حاوي فروكتوز

بود  )ليتردر  گرم9/4( سيترات سديم و )ليتردر  گرم9(
 . دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد 30مخلوط گرديد سپس 

) µl10(قطره  3پس از گذشت اين زمان و با تهيه حداقل 
استفاده از ميكروسكوپ نوري از نمونه انكوبه شده با 

بررسي ميكروسكوپي با استفاده از يك  . بررسي شد
نمايي  گراد و با بزرگدرجه سانتي 37صفحه داغ در دماي 

 200در هر گروه تيماري حداقل   .صورت گرفت 400
هاي داراي غشاي اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم

  ).  Holt 2000, Purdi 2006( پارچه محاسبه شد يك
  

  آميزي حياتي رنگ
هاي زنده و مرده از براي ارزيابي ميزان اسپرم   

 . نيگروزين استفاده گرديد - آميزي حياتي ائوزين رنگ
 مواد تشكيل دهنده اين محيط شامل رنگ ائوزين

و ) ليتردر  گرم 100( ، رنگ نيگروزين)ليتردر  گرم7/16(
اساس اين  . باشدمي) ليتردر  گرم29( سيترات سديم

آميزي بدين صورت است كه رنگ ائوزين به داخل  رنگ
هاي زنده كه اسپرم كند در حالي هاي مرده نفوذ مياسپرم
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از  µl20 ،آميزياين رنگ انجام براي . گيرند رنگ نمي
 . )10( نمونه اسپرم را برداشته و روي لام قرار گرفت

µl20 نيگروزين برداشته و  - از رنگ آماده شده ائوزين
زده  نمونه ريخته و با سر سمپلر به آرامي نمونه را همروي 

از  µl20ثانيه  30پس از   .تا اسپرم با رنگ مخلوط شود
نمونه را برداشته و بر گوشه لام ديگري گذاشته و با يك 

پس از  . لام ديگر روي لام به آرامي گسترش تهيه شد
 400نمايي  لام را زير ميكروسكوپ با بزرگ ،خشك شدن

هاي مختلف ها از بخشداده و براي شمارش اسپرمقرار 
اسپرم شمارش شد  200از هر نمونه  . آن عكس گرفته شد

) زنده( و رنگ نشده) مرده( هاي رنگيو درصد اسپرم
هايي كه رنگ صورتي كم رنگ به اسپرم  .محاسبه شد

خود گرفته يا تنها بخشي از گردن آنها رنگ گرفته بود به 
 Evans and( در نظر گرفته شدعنوان اسپرم زنده 

Maxwell 1987(.  
  

  مورفولوژي
 3با مورفولوژي غيرطبيعي حداقل  براي ارزيابي اسپرم    

سي سي 1هاي حاوي قطره از هر نمونه به ميكروتيوب
، )ليترميلي 5/62% (37محلول هانكوك كه شامل فرمالين 

) يترلميلي 150( ، محلول بافر)ليترميلي 150( محلول سالين
باشد، افزوده شده و مي) ليترميلي 500( و آب دو بار تقطير

سپس يك قطره از اين محلول روي لام قرار گرفته و 
 200توسط يك لامل پوشانده شده و با شمارش حداقل 
نمايي اسپرماتوزوا زير ميكروسكوپ فازكنتراست با بزرگ

هاي با مورفولوژي غيرطبيعي محاسبه ، درصد اسپرم400
ميانگين سه مشاهده به عنوان يك داده واحد  . شده است

  Schafer and Holzmann( در نظر گرفته شده است

2000.(  
  

  آزمايش ارزيابي آكروزوم 
ارزيابي آكروزوم بعد از فرايند ذوب شدن از اين     

 هاي ناشي از فرايند ذوب جهت بسيار مهم است كه آسيب
ها ممكن است واكنش آكروزوم را در بعضي از اسپرم

تحريك كرده باشد و يا ناحيه آكروزوم آنها آسيب ديده 
صورت قادر به اتصال به تخمك نيستند و  باشد كه در اين
براي  . باشندنابارور مي ،رغم داشتن تحرك در نتيجه علي

هاي متفاوتي ارزيابي حالت آكروزومي در اسپرم روش
هاي آميزي با رنگ دارند كه اساس اكثر آنها رنگوجود 

گيري  در تحقيق حاضر از روش اندازه . باشدفلورسنت مي
 CTCكلروتتراسايكلين فلورسنت استفاده شد كه به روش 

و  Perez انجام اين تست مطابق با روش . معروف است
آميزي  براي رنگ  .صورت گرفت 1996در سال همكاران 

كه  CTCمحلول  . محلول نياز است 3ه كلروتتراسايكلين ب
حاوي كلروتتراسايكلين، تريس، سديم كلرايد و سيستئين 

محلول  . ندا گزارش شده 1در جدول  هااست و مقادير آن
است كه شامل  Fixingمحلول  ،آميزي دوم در اين رنگ

اين  . باشددرصد در بافر تريس مي 1گلوتارآلدهيد 
توان از آن براي مدت  ميمحلول محدوديت زماني ندارد و 

 CTCاين محلول نيز مانند محلول  . طولاني استفاده نمود
محلول سوم كه محلول  . باشد pH 4/7 دارايبايد 

Mounting باشد شامل ميM22/0 آمين در  دي اتيلن تري
 90درصد فسفات بافر سالين و  10يك محيط حاوي 

آميزي،  اولين قدم در رنگ . درصد گليسرول است
مني پس از ذوب حاوي   .سازي اسپرم است ادهآم

تواند مانع از باشد كه مي كننده ميپلاسماي مني و رقيق
بنابراين خارج كردن   .تاثير رنگ روي اسپرم شود

به منظور   .باشد كننده بسيار مهم ميپلاسماي مني و رقيق
كننده، پس از ذوب مني حذف پلاسماي مني و رقيق

دقيقه در دستگاه  10دا به مدت كننده ابتمحتوي رقيق
پس از  . دور در دقيقه قرار داده شد 1200سانتريفيوژ، در 

 3حذف مايع رويي و به منظور شستشوي مجدد، مقدار 
ليتر محلول فسفات بافر سالين به لوله اضافه شد و ميلي

دور در دقيقه  700 دقيقه و با دور 10دوباره به مدت 
رويي حذف شد و پلت به سانتريفيوژ شد و سپس مايع 

  .)Perez et al. 1996( آميزي شد ترتيب زير رنگ
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در يك اتاق تاريك  CTCميكروليتر از محلول  20 -1    
نور رنگ فلورسنت را از بين  . روي لام قرار داده شد

  .برد مي
ميكروليتر از سوسپانسيون اسپرم را به آرامي به  20 -2    

با استفاده از  و سريعاً روي لام اضافه نموده CTCمحلول 
  .مخلوط شد CTCنوك سمپلر با محلول 

ثانيه بعد از مخلوط شدن سوسپانسيون اسپرم با  15 -3   
را به آن  Fixingميكروليتر از محلول  CTC ،5محلول 

  .اضافه نموده و با نوك سمپلر به آرامي مخلوط شد
با  Fixingبعد از مخلوط شدن كامل محلول  -4    

از محلول  ميكروليتر CTC ،3مخلوط اسپرم و محلول 
Mounting به آن اضافه شد.  

يك لامل بزرگ روي آن قرار داده و سپس لام و  -5    
لامل را بين دو دستمال كاغذي فشار داده تا مايعات 

ها در يك لايه قرار گيرند اضافي خارج شود و اسپرم
در  ناخن پوشانده وسپس دور تا دور لام و لامل را با لاك 

هاي تمامي لام . قرار داده شد Cº 4 جاي تاريك در
آميزي  ساعت پس از رنگ 2آميزي شده حداكثر تا  رنگ

هاي ميكروسكوپ با استفاده از بررسي . خوانده شد
ها قابل مشاهده فلورسنت، سه الگوي فلورسانت در اسپرم

  :است
ا در كل سر يا تنه فلورسانت روشن در  :Fالگوي    

  .)يابي نشده اسپرم ظرفيت(ناحيه بعد از آكروزوم 
 فلورسانت روشن تنها در ناحيه آكروزوم  :Bالگوي     
  .)يابي شده اسپرم ظرفيت(

يا تنها  بدون  فلورسانت  در ناحيه  سر و :ARالگوي     
  .)واكنش آكروزومي شده( فلورسانت در ناحيه استوايي

 200تهيه شد و حداقل لام  3از هر تيمار حد اقل     
ميكروسكوپ  40نمايي  اسپرم در هر لام با درشت

  . فلورسنت بررسي شدند
  

جهت  CTCاجزاي مواد تشكيل دهنده محيط  :1 جدول
  ارزيابي حالت آكروزومي

  )مولار ميلي( مقدار  مواد
  20  تريس

  130  سديم كلرايد
  5  ال سيستئين

  75/0  كلروتتراسايكلين فلورسنت
PH 4/7  

  
  تحليل آماري

هاي حاصل در  داده . مرتبه تكرار شد 5اين آزمايش     
هاي آماري زير  تصادفي و بر اساس مدل قالب طرح كاملاً
مورد تجزيه و  SAS افزار نرم Proc GLMبه كمك رويه 

ها به روش دانكن مورد تحليل قرار گرفت و ميانگين
  .مقايسه قرار گرفتند

yijk= µ + ai+ eij 
  

  نتايج
نشان داده شده  2 نتايج صفات توليد مثلي در جدول    

كننده حاوي سطوح مختلف آلبومين سرم است، رقيق
گاوي نسبت به شاهد باعث تغيير صفات تحرك، تحرك 

هاي زنده پس از انجماد و پيشرونده و درصد اسپرم
هاي مختلف آلبومين در بين غلظت . شودگشايي مي يخ

گرم باعث افزايش يليم 15و  10 سرم گاوي سطوح
هاي پيشرونده و  دار در ميزان تحرك، درصد اسپرم معني
هاي زنده در مقايسه با گروه شاهد و ساير اسپرم
 ). >05/0p(هاي آلبومين سرم گاوي شده است  غلظت

هاي آزمايش همچنين نتايج حاصل از آناليز داده
دهد كه هيچ  و مورفولوژي نشان مي ءيكپارچگي غشا

هاي آلبومين  داري در بين هيچ يك از غلظتمعنياختلاف 
 ).<05/0p(سرم گاوي مشاهده نشده است 
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  گشايييخ -هاي كيفي مني بز مهابادي پس از انجمادويژگي بر )ليترگرم در ميليميلي( اثر آلبومين سرم گاوي :2جدول 
  SEM  داري سطح معني 20  15 10 5 5/2 )0(شاهد  )درصد( مثلي صفات توليد

  c20/46  bc00/49  bc80/49  a40/55  ab40/53  c40/47  05/0  81/1  تحرك
  b60/23  b00/27  b20/27  a40/33  ab40/28  b00/25  05/0  80/1  پيشرونده

  c60/51  c20/53  bc80/54  a80/63  ab60/60  bc80/54  05/0  07/2  اسپرم زنده
  92/1  79/0  40/45  60/46  80/47  80/45  80/45  80/43  ءسلامت غشا

  89/1  20/0  72/19  52/20  78/20  72/19  62/22  88/25  اسپرم ناهنجار
  .باشددر هر رديف مي) درصد 5با سطح احتمال ( حروف بالانويس غير مشابه نشان دهنده تفاوت ميانگين سطوح

  
اسپرم پس از ذوب نتايج ميانگين الگوهاي آكروزومي     

 3آميزي كلروتتراسايكلين در جدول  با استفاده از رنگ
در  ARو  F ،Bمقايسه الگوهاي  . نشان داده شده است

هاي مختلف بين تيمارهاي آزمايشي نشان داد كه غلظت
آلبومين سرم گاوي در محيط انجماد اسپرم تاثيري روي 

 ها نداشته است و اختلاف بينحالت آكروزمي اسپرم
 دار نبوده است كدام از تيمارها از نظر آماري معني هيچ

)05/0p> .(  
  

) ليترگرم در ميليميلي( اثر آلبومين سرم گاوي :3جدول 
برحالت آكروزومي اسپرم منجمد بز مهابادي پس از 

  گشايي يخ
 الگوهاي آكروزومي  تيمار

F B AR 
  70/21  27/62  03/16  شاهد

5/2  07/17  32/63  61/19  
5  10/17  44/64  46/18  
10  09/18  52/64  39/17  
15  06/18  46/64  48/17  
20  06/17  82/63  12/19  

  
  بحث

تحرك، درصد اسپرم زنده و سلامت آكروزوم اسپرم     
فاكتورهاي تعيين كننده در كيفيت اسپرم پس از ذوب 

هاي ناشي از فرآيند تنش).  Holt et al. 2000(باشند  مي
هاي متعددي در ساختار اسپرم آسيب توانند باعثذوب مي

و نيز  سيتوپلاسمشوند كه در نتيجه آن غشاي پلاسمايي، 
بيند و در ها به شدت آسيب مياسپرم ساختار ژنومي

ي پلاسمايي و كاهش سلامت غشاتواند باعث نهايت مي
هاي زنده شود آكروزومي، تحرك، باروري و تعداد اسپرم

)Leboeuf et al. 2000 .( مين سرم گاوي به عنوان آلبو
تواند كريستاله يك بخش رقيق كننده در فرآيند انجماد مي

شدن آب درون سلولي در اسپرم را در مراحل مختلف 
 ). Usal and Bucak 2007( ذوب شدن كاهش دهد

اكسيدان  آلبومين در مطالعات مختلفي به عنوان يك آنتي
 كارهاي آن هنوز شناخته نشده است مورد و كه ساز

تواند مي كه بررسي قرار گرفته است و ثابت شده است
در تحقيق  . كسيداسيون ليپيدهاي غشايي گرددامانع از پر

گرم ميلي 15و  10حاضر مشاهده گرديد كه سطوح 
تواند  هاي انجماد بز مي كننده آلبومين سرم گاوي در رقيق

داري باعث بهبود كيفيت اسپرم بز پس از طور معني به
نتايج اين آزمايش با گزارش ماتسوكا   .ذوب گرددفرايند 

مطابقت دارد، آنها اثر سطوح مختلف ) 2006(و همكاران 
آلبومين سرم گاوي روي انجماد اسپرم قوچ را بررسي 
كردند و مشاهده كردند كه ميزان تحرك پيشرونده در 

گرم نسبت به ساير سطوح بالاتر ميلي 15و  10سطوح 
همچنين هيداكي و  ). Matsuoka et al. 2006(باشد مي

اثرات سطوح مختلف آلبومين در اسپرم ) 2006(همكاران 
بررسي كردند و مشاهده كردند كه ميزان آلبومين در را بز 

داري سبب بهبود تحرك و درصد به طور معني 5سطح 
گردد و پيشنهاد دادند كه ممكن است  سلامت آكروزم مي
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- د پاسخ بهتري ميدرصد باعث ايجا 5سطوح بالاتر از 

 با . اين پيشنهاد با نتايج مطالعه حاضر مطابقت دارد . گردد
حال نتايج حاصل از مطالعه حاضر با مطالعات ديگر  اين

در تحقيقي كه اثر سطوح مختلف  مثلاً . هايي داردتفاوت
آلبومين بر كيفيت اسپرم قوچ بررسي شد، گزارش داده 

سپرم زنده در شده است كه بيشترين ميزان تحرك و ا
 Usal(درصد آلبومين سرم گاوي مشاهده شد  20تيمار 

and Bucak 2007 .(  اين درحالي بود كه مطالعه مذكور در
 10كننده حاوي  فصل توليدمثلي انجام گرديده و رقيق

د كه نده ا نشان ميه آزمايش.  درصد زرده تخم مرغ بود
cAMP ًنقش مهمي در تحرك دم اسپرم دارد و احتمالا 

آلبومين سرم گاوي از طريق فسفريلاسيون پروتئين 
نمايد  هاي اسپرم عمل مي تايروزين روي تحرك سلول

)Dow and Bavister 1989 .(  در گزارش ديگري آمده
در  گاوي  آلبومين سرمليتر گرم در ميليميلي 3است كه 

بافر يون فسفات پتاسيم، باعث تحرك رو به جلوي اسپرم 
شده كه دليل جلوگيري از كاهش اپيديديمي خرگوش 

تحرك را به بازدارندگي پراكسيداسيون ليپيدها توسط 
 Alvarez and Storey( آلبومين سرم گاوي نسبت دادند

هاي دهد كه محيط آزمايشات ديگر نشان مي ). 1983
 آلبومينهاي فاقد بهتر از محيط آلبومين سرم گاويحاوي 

زان تحرك سرم گاوي باعث بهبود درصد تحرك و مي
  ).Klem et al 1986(گردد  هاي اسب مي پيشرونده اسپرم

در شرايط آزمايشگاهي نشان داده شده است كه     
با تغيير در تركيب ليپيدهاي غشاي  آلبومين سرم گاوي

ويژه با كاهش نسبت كلسترول به فسفوليپيد در  سلولي، به
 هاي غشاي پلاسمايي اسپرم منجر به نفوذپذيري يون

م به درون غشاي پلاسمايي اسپرم شده و در نتيجه كلسي
گردد منجر به شروع واكنش آكروزومي و مرگ اسپرم مي

)Usal and Bucak 2007.(   همچنين طي تحقيقي ديده
 آلبومين سرم گاوي ليترميلي گرم در ميلي 4شده است كه 

 شده است ءدر اسپرم اسب موجب كاهش نفوذپذيري غشا
)Choi et al 2003.(   اما آن چه كه لازم است اشاره شود

هاي بالا ممكن  اين است كه آلبومين سرم گاوي در غلظت
كسيداسيون و نفوذپذير كردن ااست از طريق بروز ليپيد پر

هاي زنده و متحرك شده كه  ، موجب كاهش اسپرمءغشا
 15و  10 پايين بودن كيفيت اسپرم در سطوح بالاتر از

 Kreider et( بوده باشد درصد، ممكن است به اين دليل

al. 1985 .(  لذا در اين خصوص بايستي تحقيقات بيشتري
درباره اثر آلبومين سرم گاوي با در نظر گرفتن مكانيسم اثر 

  Harrison(كسيداسيون صورت گيرد اآن در بروز ليپيد پر

et al. 1982, Dow and  Bavister 1989(.  
  

  گيري كلي نتيجه
دار كيفيت اسپرم بز كننده بر پايه تريس باعث بهبود معنيگرم در رقيق ميلي 15و  10افزودن آلبومين سرم گاوي در سطح     

  .شودمهابادي بعد از فرايند ذوب شدن مي
  

  منابع
Alvarez  J.O. and Storey  B.T. (1983).  Taurine, 

hypotaunne, epinephrine and albumin inhibit 
lipid peroxidation in rabbit spermatozoa and 
protect against loss of motility. Biological 
Reproduction, 29: 548-555. 

Bakst  M.R. and Cecil  H.C. (1992). Effect of 
bovine serum albumin on motility and fecundity 
of turkey spermatozoa before and after storage. 
Journal of Reproduction and Fertility, 94: 287-
293. 

Bucak  M.N., Atessahin  A., Varıslı  O., Yuce  A., 
Tekin  N. and Akcay  A. (2007). The influence 
of trehalose, taurine, cysteamine andhyaluronan 
on ram semenMicroscopic and oxidative stress 
parameters afterfreeze–thawing process. 
Theriogenology, 67:1060–1067.  

Bucak  M.N., Sarıözkan  S., Tuncer  P.B., Sakinand  
F. and Kulaksız  R. (2010). The effect of 
antioxidants on post-thawed Angora goat (Capra 
hircusancryrensis) sperm parameters, lipid 
peroxidation and antioxidant  activities. Small 
Ruminant Research, 89: 24-30. 



 شحنه حميدرضا نائيجيان، حميد كهرام و احمد زارع

   1392، پاييز 3مجله دامپزشكي ايران، دوره نهم، شماره       120

Bucak  M.N., Tuncer  P.B., Sarıözkan  S., Ulutas  
P.A., Çoyan  K., Baspınar  N. et al. (2009). 
Effects of hypotaurine, cysteamine and 
aminoacids solution on post-thaw microscopic 
and oxidative stress parameters of Angora goat 
semen. Research in Veterinary Science, 87: 468–
472. 

Choi  Y.H., Landim-Alvarenga  F.C., Seidel  G.E. 
and Squires  E.L. (2003). Effect of capacitation 
of stallion sperm with polyvi-nylalcohol or 
bovine serum albumin on penetration of bovine 
zona-free or partially zona-removed equine 
oocytes. Journal of Animal Science, 81: 2080–
2087. 

Crabo  B.G., Brown  K.I. and Graham  E.F. (1972). 
Effect of some buffers on storage and freezing of 
boar spermatozoa. Journal of  Animal Science, 
35: 377–382. 

Dott  H.M., Harrison  R.A. and Foster  G.C. (1979). 
The maintenanceof motility and the surface 
properties of epididymal spermatozoa from bull, 
rabbit and ram in homologous seminal 
andepididymal plasma. Journal of Reproduction 
and Fertility, 55: 113–124. 

Dow  M.P.D. and  Bavister  B.D. (1989). Direct  
contact  is  required  between  serum  albumin  
and hamster  spermatozoa  for  capacitation  in  
vitro.  Gamete  Research, 23: 171-180. 

Evans  G. and Maxwell  W.M.C. (1987). Handling 
and examination semen. In:Maxwell WMC, 
editor. Salamon’s artificial insemination ofsheep 
and goat. Sydney: Butterworths, PP: 93–106. 

Harrison  R.A.P. Dott  H.M. and Foster  G.C. 
(1978). Effect of ionic strength, serum albumin 
and other macromolecules on the maintenance of 
motility and the surface of mammalian 
spermatozoa in a simplemedium. Journal of 
Reproduction and Fertility, 52: 65-73. 

Harrison  R.A.P. Dott  H.M. and Foster  G.C. 
(1982). Bovine serum albumin, sperm motility 
and the dilution effect. Journal experimental 
Zoology,  222: 81-88. 

Holt  W.V. (2000). Basic aspects of frozen storage 
of semen. Animal Reproduction Science, 62: 3-
22. 

Ijaz  A., Hussain  A., Aleem  M., Yousaf  M.S. and 
Rehman  H. (2009). Butylated hydroxytoluene  
inclusion in semen extender improves the post-
thawed semen quality of Nili-ravi buffalo. 
Theriogenology, 71:1326-1329. 

Johnson  L.A., Weitze  K.F., Fiser  P. and Maxwell  
W.M. (2000). Storage of boar semen. Animal 
Reproduction Science, 62: 143–172. 

Klem  M.E., Kreider  J.L., Pruitt  J.B. and Potter  
G.D. (1986). Motility and fertility of equine 
spermatozoa extended in bovine serum albumin 
and sucrose. Theriogenology, 26: 569-576. 

Kreider  J.L., Tindall  W.C. and Potter  G.D. 
(1985). Inclusion of bovine serum albumin in 
semen extenders to enhance maintenance of 
stallion sperm viability. Theriogenology, 23: 
399-408. 

Leboeuf  B., Restall  B. and Salamon  S. (2000). 
Production and storage of goat semen for 
artificial insemination. Animal Reproduction 
Science, 62: 113-141. 

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

Maxwell  W.M. and Salamon  S. (1993). Liquid 
storage of ram semen: a review. Reproduction 
and Fertility Development, 5: 613–638. 

Neill  J.M. and Olds-Clarke  P. (1987). A 
computer-assisted  assay  for  mouse  sperm  
hyperacti-vation  demonstrates  that  bicarbonate  
but  not bovine  serum  albumin  is required. 
Gamete  Research, 18: 121-140. 

Paulenz  H., Soltun  K., Adnoy  T., Berg  K.A. and 
Soderquist  L. (2005). Effect of different 
extenders on sperm viability of buck semen 
stored at room temperature. Small Ruminant 
Research, 59: 89–94. 

Perez  L.J., Valcarcel  A., Heras  M.A., Moses  D.F. 
and Baldassarre  H. (1996). In vitro capacitation 
andinduction of acrosomal exocytosis in ram 
spermatozoa as assessed by the chlortetracycline 
assay. Theriogenology, 45: 1037–46. 

Purdi  P.H. (2006). A review on goat 
cryopreservation. Small Ruminant Research. 63, 
215-225. 

Pursel  V.G. and Graham  E.F. (1967). 
Phospholipids of bovine spermatozoa and 
seminal plasma. Journal of Reproduction and 
Fertility, 14: 203–211. 

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

Romero-Arredondo  A. and Seidel  G.E. (1994). 
Effects of bovine follicular fluid on maturation 
of bovine oocytes. Theriogenology, 41: 383–
394. 

 



 . . . پس از بز مهابادي كيفي مايع مني هاي  ويژگيبر گاوي اثر آلبومين 

  121      1392، پاييز 3مجله دامپزشكي ايران، دوره نهم، شماره 

Schafer  S. and Holzmann  A. (2000). The use of 
transmigration and spermac stain toevaluate 
epididymal cat spermatozoa. Animal 
Reproduction Science, 59: 201–211. 

Usal  O. and Bucak  M.N. (2007). Effects of 
oxidized glutathion, bovine serum albumin, 

cysteine and lycopene on the quality of frozen-
thawed ram semen. Acta Veterinary, 76: 383-
390. 

Usal  O., Korkmaz  T. and Tosun  H. (2005). Effect 
of bovine serum albumine on freezing of canine 
semen. Indian Veterinary Journal, 82: 97-98. 

  
  
  
  

 



Vol. 9, No. 3, Autumn, 2013 

133     Iranian Veterinary Journal 

The effect of bovine albumin on Mahabadi goat semen quality 
after freezing-thawing 

 
Naijian  H.R.1, Kohram  H.2 and Zare Shahneh  A.3 

 
Received: 22.07.2012   Accepted: 25.12.2012 

 
Abstract 
    The study was conducted to investigate the effects of various concentrations of bovine 
serum albumin (0, 2.5, 5, 10, 15 and 20 mg/ml) in extenders based on tris and egg yolk on the 
Mahabadi goat spermatozoa after freezing-thawing. Semen samples were collected by an 
artificial vagina, twice a week from four matured goat. The extender containing semen was 
frozen in liquid nitrogen and then was store until using for assessment. semen was thawed at 
37◦C and then motility and progressive motility were assessed by CASA. Membrane integrity, 
viability, morphology and acrosome status were assessed too. The results of this experiment 
showed that extender containing 10 and 15 mg bovine serum albumin significantly improved 
motility, progressive motility and viability compare to control treatment (P<0.05). Membrane 
integrity, morphology and acrosome status were not affected significantly by the different 
level of bovine serum albumin (P>0.05). It can be conclude that adding 10 and 15 mg bovine 
serum albumin in to goat extender is suitable for preservation of sperm and its fertility. 
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