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هاي منجمد  واكنش اسپرمآميزي حياتي با  تحرك و رنگ ميزان رابطه بين بررسي
  آزمايش هيپواسموتيكگاوي به 

  
  4غلامحسين خواجهو  3نژاد سعد گوراني، *2االله محمدي قدرت، 1حامد مهديون

  
 6/10/91: تاريخ پذيرش      2/2/91:  تاريخ دريافت

  
  خلاصه

هدف از اين مطالعه   .ها از ارزش بالايي برخوردار است هاي منجمد گاوي به منظور ارزيابي ميزان باروري اسپرم ارزيابي اسپرم    
هاي رقيق  محلولهاي منجمد به  ميزان واكنش اسپرمآميزي حياتي با  رنگها به  ميزان واكنش اسپرمرابطه بين ميزان تحرك و بررسي 

مطالعه در اين  . ستاگاوي ي منجمد ها براي ارزيابي غشاء پلاسمايي اسپرممحلول هيپواسمول شده هيپواسمول و يافتن بهترين رقت 
، 75، 50هاي  و نمكي با رقت نمكي -دكستروزهاي  از آب مقطر و محلولهاي زنده  تعداد اسپرمها و  ضمن بررسي ميزان تحرك اسپرم

 عدد پايوت اسپرم 30تعداد  ،براي اين آزمايش  .استفاده گرديدها  به منظور ارزيابي غشاء پلاسمايي اسپرماسمول  ميلي 300و  100
تورم آزمايش و  آميزي حياتي، ميزان تحرك ، رنگآميزي ساختاري جوهر هندي رنگ ياه خريداري و آزمايششتاين لنژاد ه گاومنجمد 

هاي منجمد واكنش داده به آب مقطر اختلاف  دهد كه ميزان نسبت اسپرم نشان ميحاصله نتايج  . هيپواسموتيك روي آنها انجام گرديد
ايزو  هاي محلولو هاي رقيق شده  محلولهاي واكنش داده به  داري بين نسبت اسپرم يتفاوت معنو داشت هاي ديگر  داري با رقت يمعن

هاي واكنش  اما نسبت اسپرمشاهده نشد، هاي رقيق شده م داري بين محلول يتلاف معنخااما  . مشاهده گرديداسمول  ميلي 300اسمول 
بنابراين براي بررسي وضعيت   .هاي رقيق شده بيشتر بود اسمول از ديگر محلول ميلي 50رقيق شده  نمكي - دكستروزداده به محلول 

همچنين   .استفاده نمود نمكي -دكستروزاسمول  ميلي 50توان از آب مقطر و از محلول رقيق شده  ميهاي منجمد  اسپرمغشاء پلاسمايي 
اما  وجود داردهاي هيپواسمول  ها به محلول داري بين درصد تحرك و ميزان پاسخ اسپرم يدهد كه ارتباط مثبت و معن نتايج نشان مي

توان بيان  بنابراين مي وجود نداردهاي هيپواسمول  حلولمهاي واكنش داده به  پرمهاي زنده و تعداد اس داري بين تعداد اسپرم يارتباط معن
  . باشند ميمند هاي منجمد ارزش براي ارزيابي اسپرمتيك تعيين درصد تحرك و هيپواسمو ياه داشت كه آزمايش

  
   آميزي حياتي ، تحرك، رنگتورم هيپواسموتيكآزمايش هاي منجمد گاوي،  اسپرم :كلمات كليدي

  
  مقدمه

منظور ارزيابي و  بهتورم هيپواسموتيك آزمايش     .
 . گرددها استفاده ميبيني ميزان باروري اسپرم پيش

د كه پس از آزمايش تحرك، نده نشان ميها  بررسي
هاي يكي از بهترين روشآزمايش تورم هيپواسموتيك 

 ستي زنده اهابيني ميزان باروري اسپرم ارزيابي و پيش
)Nagy et al. 1999( .  اين آزمايش در ابتدا براي ارزيابي

 هاي انسان استفاده گرديد وضعيت غشاء پلاسمايي اسپرم
  
 
 چمران، اهوازانشگاه شهيدعمومي، دانشكده دامپزشكي، د دكتري آموخته دانش 1
  انشگاه شهيد چمران، اهوازاستاديار گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، د *2
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 شهيد چمران، اهواز نشگاهاستاد گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، دا 4

)Jeyendran et al. 1984(  براي ارزيابي  پس از آناما
هاي انسان به داخل تخمك فاقد ميزان نفوذ اسپرم

منظور  امروزه از اين آزمايش به  .شدزوناپلوسيدا استفاده 
ها در حيوانات اهلي اسپرم ارزيابي سلامت دم و تحرك

با توجه به كيفيت و دقت بالاي  . گرددنيز استفاده مي
به يكي از اين روش ، امروزه تورم هيپواسموتيك آزمايش

     .تبديل شده استها  ارزيابي اسپرمهاي  شاخصمهمترين 
  

E-mail:  Ghmohammadi9@yahoo.com       )نويسنده مسئول(  



  . . . آميزي حياتي با ميزان  بررسي رابطه بين تحرك و رنگ

 105      1392، پاييز 3مجله دامپزشكي ايران، دوره نهم، شماره 

هاي هيپواسمول مختلفي آزمايش از محلولبراي انجام اين 
و  )Martinez 2004( گردد هاي متفاوت استفاده مي با رقت
مكرر  ياه تعيين نوع محلول هيپواسمول با آزمايشاغلب 

  .هاي مختلف متفاوت استو در گونهآيد  به دست مي
هيپواسموتيك يكي از كاربردهاي ديگر آزمايش تورم     
ا به ه عنوان مكمل بعضي ديگر از آزمايشه ست كه با اين

ها آميزي حياتي بعضي از اسپرم در رنگمثلاً  . رودكار مي
رنگ اما دم رنگي دارند، آزمايش هيپواسموتيك سر بي

آميزي حياتي دم  رنگهايي كه در دهد اسپرمنشان مي
چه وضعيتي دارد اگر رنگي دارند در اين آزمايش دمشان 

دهنده نابارور بودن  نشانباشد مستقيم دمشان بدون تورم و 
اما اگر دمشان متورم يا پيچيده باشد  . هاستاين اسپرم

 هاست دهنده سالم بودن غشاء پلاسمايي اسپرم نشان
)Bahamondes et al. 2001 .(  

 ياه از مهمترين آزمايشآزمايش ميكروسكوپي تحرك     
 )Ball and Peter 2004(هاست  ارزيابي باروري اسپرم

هاي طولاني آزمايش ارزيابي ميزان تحرك  مدتبنابراين 
ها  عنوان يك آزمايش اصلي براي ارزيابي كيفيت اسپرمه ب

بعد مشخص اما  )Kjaestad et al. 2004( مطرح بود
با آزمايش بررسي وضعيت غشاء پلاسمايي و گرديد 
ها را ارزيابي  توان ميزان باروري اسپرمبهتر مي ،تحرك
غشاء توجه به اينكه  با ). Henkel et al. 1993( نمود

 در ،لقاح داردفرآيند در پلاسمايي اسپرم نقش مهمي 
سبب شكست در غشاء پلاسمايي معيوب بودن نتيجه 
 .Jeyendran et al( گردد تخمك و اسپرم ميلقاح عمل 

له يوسه ي كه بياه بهترين آزمايشيكي از بنابراين   ).1984
 ،ها را انجام داد توان وضعيت غشاء پلاسمايي اسپرم آن مي

 .Samardžija et al( آزمايش تورم هيپواسموتيك است

هاي  آزمايش براي ارزيابي اسپرماين در ابتدا  ). 2008
ولي بعد ) Jeyendran et al. 1984( انسان استفاده گرديد

 ). Kumi-Diaka 1993( اسپرم سگبراي ارزيابي كيفيت 
 Watson and(قوچ  ،)Samardžija et al. 2008(گاو 

Duncan 1988( ،خوك )Rodriguez-Gil and Rigau   
  

  .انجام گرديد )Vidament et al. 1998( نريانو ) 1996
پايه واكنش غشاء  اساس آزمايش تورم هيپواسموتيك بر

هيپواسموتيك لول هاي اسپرم به مح پلاسمايي سلول
، محلول در اين آزمايش ). Cabrita et al. 1999( باشد مي

از غشاء پلاسمايي اسپرم عبور كرده و سلول هيپواسمول 
كند تا يك توازني بين فضاي داخل سلول و  سعي مي

غشاي هايي كه  اسپرمبنابراين دم  . بيروني برقرار كند
به تيجه ن گردد در متورم ميدارند فعال و پلاسمايي سالم 

هايي كه غشاء  اسپرم ليو گويند مثبت مي HOSآنها 
دمشان حالت و پلاسمايي ناسالم دارند متورم نشده 

 گردند منفي اطلاق مي HOS آنها و به مستقيم دارد
)Jeyendran et al. 1984 .(  محلول ميزان اسمولاريته

اينكه باعث  بايد به قدري باشد تا علاوه برهيپواسمول 
سبب ليز شدن غشاء  ،گرددپلاسمايي تحريك غشاء 

  ). Rota et al. 2008( پلاسمايي اسپرم نشود
 ،مردهزنده و هاى هاى تعيين تعداد سلوليكى از روش    

براى اين منظور از   .آميزى حياتى است استفاده از رنگ
آميزى حياتى از  در رنگ .شود استفاده مى Bرنگ ائوزين 

هاى ائوزين و نگروزين براى تعيين تعداد رنگتركيب 
آميزى حياتى  اصول رنگ .شود هاى مرده استفاده مىسلول

كه به است  Bهاى مخصوصى مثل ائوزين اساس رنگ بر
آنها را به رنگ كرده و هاى اسپرم مرده نفوذ داخل سلول
خود هرنگ مزبور را ب ،هاى زندهسلولاما  آورد قرمز در مى

آميزي حياتي  رنگهاي اما يكي مهمترين عيب . گيرند نمى
ست كه يك آزمايش كيفي است و نتايج آن زماني ا اين

ديگر  ياه ارزشمند است كه نتايج حاصل از آن با آزمايش
محمدي و ( مانند تحرك و تورم هيپواسموتيك تاييد گردد

  ).1990همكاران 
ي ها هدف از اين آزمايش ارزيابي ميزان واكنش اسپرم    

و هاي مختلف هيپواسمول و آب مقطر  منجمد به محلول
بررسي ميزان ارتباط اين آزمايشات با آزمايشات درصد 

  .استها  تحرك و ميزان زنده بودن اسپرم
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  مواد و روش كار
هلشتاين از  گاومنجمد اسپرم عدد پايوت  30تعداد     

براي انجام  . گرديدخريداري ) كرج، ايران(شركت جاهد 
ثانيه در دماي  30هاي منجمد به مدت  پايوتآزمايشات 

درجه سلسيوس نگهداري تا از حالت انجماد خارج  37
  ). Correa et al. 1997( شوند

  
  ها  آزمايش بررسي ساختار اسپرم

اسپرم ميكروليتر  25ها  براي بررسي ساختار اسپرم    
جوهر هندي مخلوط و پس ميكروليتر  50ذوب شده را با 

محمدي و (گرديد تهيه گسترش ثانيه تيمار،  60از 
 ). Hackett and Macpherson 1965 ،1990همكاران 

با  400ها با درشت نمايي  وضعيت ساختار دم اسپرم
و مشاهده اليمپوس  CX31استفاده از ميكروسكوپ 

  .اسپرم بررسي شدند 200حداقل 
  

  آزمايش تورم هيپواسموتيك
دو نوع محلول آب مقطر و از اين آزمايش  انجام براي    

هاي مختلف  با رقتنمكي  - دكستروزنمكي و هيپواسمول 
 -دكستروزاز دو نوع محلول نمكي و   .استفاده گرديد

تهيه اسمول  ميلي 300و  100، 75، 50هاي  با رقت نمكي
ميكروليتر  200 اباز مني ذوب شده ميكروليتر  20 . گرديد
هيپواسمول در يك ميكروتيوب مخلوط و به مدت  محلول

 درجه سلسيوس تيمار شدند 37دقيقه در بن ماري  60
)Correa and Zavos 1994, Jeyendran et al. 1984 .( 
ها روي يك لام  از هر كدام از مخلوطميكروليتر  10پس س

تميز قرار داده و روي آن يك لامل گذاشته تا هم از 
خشك شدن سريع گسترش جلوگيري گردد و هم يك 

ها را با لام  .شودلايه نازك از گسترش مرطوب تهيه 
) اليمپوس CX31ميكروسكوپ ( 400درشت نمايي 

اسپرم بررسي  200مشاهده و وضعيت مورفولوژي حداقل 
هاي هيپواسمول واكنش  كه به محلولهايي  و درصد اسپرم

هاي با دم پيچيده  ميزان اسپرم  .شدندمحاسبه داده بودند 

تعداد از شده بودند كه با آزمايش جوهر هندي محاسبه 
هايي كه با محلول هيپواسمول واكنش داده و دمشان اسپرم

و نسبت هر كدام محاسبه تغيير حالت داده بود كسر 
  .گرديد

  
  مقطر آزمايش واكنش آب

ميكروليتر آب  200 ميكروليتر اسپرم ذوب شده به 20    
دقيقه  5مقطر در يك ميكروتيوب مخلوط كرده و به مدت 

 Lomeo(درجه سلسيوس تيمار گرديدند  37اري م در بن

and Giambérsio 1991 .(  اسپرم بررسي و  200حداقل
ها به آب مقطر  وضعيت غشاء پلاسمايي و واكنش اسپرم

  .بررسي گرديدنيز مانند حالت قبل 
  

  آزمايش تحرك
ميكروليتر اسپرم منجمد  50براي انجام اين آزمايش،     

درجه  37 نرمال كروليتر سرم نمكيمي 50ذوب شده را با 
 5پس از مخلوط كرده و سلسيوس درون يك ميكروتيوب 

درجه  37ميكروليتر از مخلوط را روي لام  10دقيقه تيمار، 
سلسيوس، گذاشته و روي آن يك لامل قرار داده سپس با 

، )اليمپوس CX31ميكروسكوپ ( 400درشت نمايي 
محمدي و همكاران (ها بررسي گرديد  درصد تحرك اسپرم

1990.(  
  

  آميزي حياتي آزمايش رنگ
با استفاده از روش محمدي و همكاران در اين آزمايش     

.  انجام گرديدآميزي حياتي  رنگآزمايش  1390در سال 
نگروزين - رنگ ائوزينميكروليتر مخلوط  30بدين منظور 

 37يك ميكروتيوب ريخته و به بن ماري درون را به 
ميكروليتر اسپرم  20پس سدرجه سلسيوس منتقل گرديد 

ثانيه  60پس از  منجمد ذوب شده به آن اضافه شده و
ميكروليتر برداشته روي يك  10از مخلوط حاصله  ،تيمار

گسترش تهيه و فوري خشك گرديد قرار داده لام تميز 
  ). 1990محمدي و همكاران (
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  آناليز آماري
با استفاده هيپواسموتيك  ياه آزمايش از نتايج حاصل    

با  LSDطرفه و تست  از روش آماري آناليز واريانس يك
 . ارزيابي گرديدند SPSS 16افزار آماري  استفاده از نرم

ميزان ارتباط بين آزمايشات مختلف هم با استفاده آزمايش 
ارزيابي  )>05/0P(دار  يهمبستگي پيرسون با سطح معن

  .گرديدند
  

  نتايج
و  1 هاي خلاصه نتايج حاصل از اين مطالعه در جدول    

نسبت  ،حاصلهاساس نتايج  بر  .بيان گرديده است 2
متفاوت مختلف هاي  هاي واكنش داده به محلول اسپرم

است و بيشترين نسبت واكنش در آب مقطر مشاهده 
هاي متورم  در آب مقطر درصد اسپرم ). 1جدول (گرديد 

ها  ميزان واكنش اسپرم . 56تا  16 با گستره 15/9±87/37
هاي  داري با ساير محلول يطور معنه به آب مقطر ب

  . )>05/0P(تفاوت داشت و ايزواسمول هيپواسمول 
هاي هيپواسمول  ها به محلول ميزان واكنش اسپرم    

هاي  و نمكي در رقت نمكي -دكستروزهاي  محلول
داري  يتفاوت معن اسمول ميلي 100و  75، 50مختلف 

داري بين  ياما تفاوت معن . )<05/0p(مشاهده نگرديد 
هاي هيپواسمول با  محلولها به  نسبت واكنش اسپرم

 مشاهده گرديد اسمول ميلي 300ايزواسمول  هاي محلول
)05/0P<(.  

 50 رقتهاي  محلولهاي واكنش داده در  مردرصد اسپ    
 - دكستروزبراي  18/30±86/6اسمول به ترتيب  ميلي
 75رقت ، لول نمكيحبراي م 18/25±67/5، نمكي
 ترتيبه بو نمكي  نمكي -دكستروزاسمول  ميلي

 100هاي  ، براي محلول53/26±68/6و  67/5±59/28
و  12/28±94/8به ترتيب  و نمكي نمكي -دكستروز

اسمول  ميلي 300محلول ايزواسمول و  41/8±23/28
و  8/5±22/1و نمكي به ترتيب  نمكي -دكستروز

  .شاهده گرديدم 49/1±30/5

هاي مختلف با فشار اسمزي  اثرات محلول:  1جدول 
  هاي منجمد روي غشاي پلاسمايي اسپرم متفاوت بر
  هاي  نسبت اسپرم

  )درصد( متورم
 ميزان فشار اسمزي   نوع محلول

(mOsm/L) 

  a 0           آب مقطر  ±87/37 15/9
 b  نمكي -دكستروز  86/6±18/30

50  
 b               نمكي  67/5±18/25

 b  نمكي -دكستروز  83/7±59/28
75  

 b               نمكي  68/6±53/26

 b نمكي -دكستروز  94/8±12/28
100  

 b               نمكي  41/8±23/28

 c  نمكي -دكستروز  22/1±8/5
300  

 c               نمكي  49/1±30/5

 دار است ها بيانگر عدم اختلاف معني حروف مشابه در ستون
)05/0P>.(  
  

ها  اسپرمدهد كه نسبت واكنش  نشان ميحاصله نتايج     
 50با فشار اسمزي  نمكي -دكستروزبه محلول 

بيشتر از ساير  71/33 تا 65/26با گستره اسمول  ميلي
 يدار تفاوت معنيبا آنها قيق شده بود اما رهاي  محلول

دهد كه تفاوت  نتايج نشان مي  .)<05/0P( اشتند
و  نمكي - دكستروزهاي رقيق شده  داري بين محلول معني

ميزان تحرك   ).<05/0P(نمكي مشاهده نگرديد 
كه  درصد در حالي 5/24هاي منجمد ذوب شده  اسپرم

درصد  3/27آميزي حياتي  هاي زنده در رنگ ميزان اسپرم
  .به دست آمد

مثبت دهد كه يك همبستگي  آماري نشان مي بررسي    
هاي واكنش  تعداد اسپرمدرصد تحرك با داري بين  يمعن

اما  وجود دارد) >05/0P(هاي هيپو اسمول  حلولداده به م
هاي زنده در  داري بين درصد اسپرم يارتباط معن

هاي واكنش داده به  آميزي حياتي با تعداد اسپرم رنگ
  ). <05/0P(هاي هيپو اسمول مشاهده نگرديد  محلول
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هاي زنده  بررسي ميزان ارتباط بين تحرك و اسپرم: 2جدول 
  هيپواسمولهاي  با محلول
 هاي زندهاسپرم تحرك  محلول هيپو اسمول

  323/0  788/0 *  آب مقطر
  276/0  766/0*  اسمول ميلي 50نمكي - دكستروز

  186/0  723/0*  اسمول ميلي 50نمكي 
  135/0  735/0 *  اسمول ميلي 75نمكي - دكستروز

  145/0  715/0 *  اسمول ميلي 75نمكي 
  133/0  695/0 *  اسمول ميلي 100نمكي - دكستروز

  114/0  694/0 *  اسمول ميلي 100نمكي 
  089/0  193/0  اسمول ميلي 300نمكي  - دكستروز

  079/0  188/0  اسمول ميلي 300نمكي 
  ).>05/0P( باشد مي دار يارتباط مثبت معن وجود بيانگر *
  

   بحث
توجه به اينكه در طي روند انجماد و ذوب شدن  با    

ها زياد است و  پلاسمايي اسپرماحتمال آسيب ديدن غشاء 
روزوم كدر ناحيه آ خصوصاً ،وجود غشاء پلاسمايي سالم

بنابراين انجام آزمايش  ،براي انجام لقاح ضروري است
 لازمهاي منجمد  واكنش تورم هيپواسموتيك روي اسپرم

  ). Januskauskas and Zilinskas 2002(است 
د كه آزمايش تورم نده ها نشان ميبررسي    

ا براي بررسي ه هيپواسموتيك يكي از بهترين آزمايش
 هاي منجمد است اسپرم ها خصوصاً غشاء پلاسمايي اسپرم

)Correa et al. 1997 .(  
اساس نتايج به دست آمده در مورد واكنش  بر    

، واكنش تورم هيپواسموتيكآزمايش هاي انسان به  اسپرم
ا ه شآزمايش تورم هيپواسموتيك نسبت به ديگر آزماي

وفولوژيكي رمانند تحرك، تعداد اسپرم و پارامترهاي م
ها را بيان كند اما اين  تواند بهتر وضعيت باروري اسپرم مي

حال  با اين . ها نيز بررسي گردد حالت بايد در مورد دام
آزمايش تورم هيپواسموتيك با اينكه آزمايشي ساده و 

كه به باشد اما نتايج آن زماني ارزشمند است  ارزان مي
 Correa( آناليز اسپرم انجام گيرد ياه همراه ديگر آزمايش

and Zavos 1994(.  

ها اغلب غشاء  در طي انجماد و ذوب شدن اسپرم    
بيند بنابراين ارزيابي غشاء ها آسيب مي پلاسمايي اسپرم

براي ارزيابي غشاء  ي مناسبپلاسمايي و يافتن محلول
مطالعات  . اي برخوردار استپلاسمايي از اهميت ويژه

دارند كه آزمايش تورم  پيشين و اين مطالعه بيان مي
هيپواسمول از بهترين آزمايشات براي ارزيابي غشاء 

ها وقتي در اين اساس اسپرم بر . هاستپلاسمايي اسپرم
گيرند استرسي ناشي  مجاورت محيط هيپواسمول قرار مي

شده و در نتيجه از ورود مقدار زيادي آب به آنها وارد 
غشاء  ). Zavous 1990( دهند متورم و افزايش حجم مي

ي پلاسمايي كه در ناحيه دم است نسبت به غشاء پلاسماي
تر به فيبرهاي دم چسبيده است بنابراين ناحيه سر سست

دهد بنابراين با  بهتر به محلول هيپواسمول واكنش نشان مي
 1984در سال و همكاران  Jeyendran توجه به نظر

دهنده سلامت غشاء  تواند نشان هاي واكنش داده مي دم
  . باشدنيز ناحيه سر 

ها طي انجماد و ذوب شدن دچار حال اسپرم با اين    
هاي يوني، پارگي غشاء پلاسمايي و از  تغييراتي در كانال

 . دنگرد هاي غشايي ميدست دادن مقدار زيادي از پروتئين
ه نوع رقيق كننده، ميزان بنابراين ممكن است با توجه ب
ها به  ميزان پاسخ اسپرم ،گليسرول و شرايط نگهداري

 .Quintela et al( متفاوت باشد ،هاي مختلفيطحم

هاي منجمد  ميزان واكنش اسپرم ،اين مطالعهدر  ). 2010
هاي مختلف  هاي مختلف و با رقت گاوي به محلول

  .ارزيابي گرديد
هاي مختلف  محلولآب مقطر و در اين مطالعه از     

هاي مختلف براي ارزيابي  ، نمكي با رقتنمكي -دكستروز
ها به  واكنش اسپرم  .هاي منجمد استفاده گرديد اسپرم
 . هاي مختلف متفاوت بود هاي مختلف و رقت محلول

يشتر آب مقطر بهاي منجمد گاوي به  ميزان واكنش اسپرم
در واكنش اختلاف  . هاي رقيق شده بود محلولاز 

هاي منجمد به محلول ايزواسمول با آب مقطر و  اسپرم
ميزان دار بود اما اختلاف  هاي رقيق شده نيز معني محلول

دار نبود و هاي رقيق شده معني ها در محلول واكنش اسپرم
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با  نمكي - دكستروزهاي رقيق شده  اختلاف بين محلول
ها  اسپرمنسبت واكنش حال  با ايندار نبود  معنينيز نمكي 

 50با فشار اسمزي  نمكي -دكستروزبه محلول 
  .اسمول بيشتر از بقيه بود ميلي
نسبت  1994در سال  Zavosو  Correa در مطالعه    

محلول به واكنش داده گاوي هاي منجمد  واكنش اسپرم
، 50هاي  اسمول بيشتر از رقت ميلي 100با رقت  رقيق شده

اما در  . اسمول بود يميل 300و  250، 200، 150، 125، 75
 Rota مطالعات  .اين مطالعه از آب مقطر استفاده نشده بود

ترين  دهد كه مناسب نشان مي 2000در سال و همكاران 
هاي گاو،  محلول براي آزمايش تورم هيپواسموتيك اسپرم

  .باشد اسمول مي ميلي100سيترات سديم -محلول فروكتوز
محيط  1997در سال و همكاران  Tsai بر اساس مطالعه    

مناسب براي آزمايش واكنش تورم هيپواسموتيك 
اسمول نمكي  ميلي 150هاي انسان استفاده از محلول  اسپرم
در و همكاران  Bahamondesاساس مطالعه  اما بر  .است
 150ده از محلول اداري بين استف تفاوت معني 2001سال 
ه سيترات سديم و آب مقطر مشاهد-اسمول فروكتوز ميلي

  .نگرديد
ها  آزمايشات انجام گرفته روي مني تازه و منجمد سگ    

هاي تازه به  دهد كه ميزان نسبت واكنش اسپرم نشان مي
اسمول  ميلي 60 فروكتوز آب مقطر بيشتر از محلول

  ).Quintela et al. 2010( باشد يم
هاي منجمد  آزمايشات انجام گرفته روي اسپرم    

و  150، 100، 50از ميان محلول دهد كه  گاوميش نشان مي
اسمول سيترات سديم و فروكتوز، ميزان واكنش  ميلي 300
ها  اسمول بيشتر از ساير محيط ميلي 50ها به محيط  اسپرم

  ).Romitto et al. 2010( مشاهده گرديد
نريان با استفاده  هاي روي اسپرممطالعات انجام گرفته     
 سيترات سديم و باهاي فروكتوز، ساكارز و  محلولاز 

اسمول  ميلي 300و  250، 200، 150، 100، 50هاي  رقت
انجام آزمايش تورم محيط مناسب براي كه دهد  نشان مي

 100محلول  ،نريان يها ارزيابي اسپرمهيپواسموتيك براي 

 Eshleman and Pinto( باشد اسمول فروكتوز مي ميلي

2010, Mansour 2009, Nie and Wenzel 2001.(  
مشاهده  1999در سال و همكاران  Neild در مطالعه    

يط مناسب براي انجام آزمايش تورم هيپو حگرديد كه م
استفاده از هاي تازه و منجمد نريان  روي اسپرماسموتيك 

، 100هاي  فروكتوز، ساكارز و لاكتوز با رقتهاي  محلول
  .اسمول است ميلي 25و  50
هاي بز انجام  اسپرمي كه روي ياه اساس آزمايش بر    

هاي سيترات سديم و فروكتوز با  گرديد از محلول
، 250، 200، 175، 150، 125، 100، 75، 50هاي  رقت
اسمول انجام گرديد و محيط مناسب  ميلي 300و  290

هاي تازه بز با استفاده از آزمايش تورم  براي ارزيابي اسپرم
توز اسمول سيترات سديم و فروك ميلي125هيپواسموتيك 

  ). Fonseca 2005( است
با توجه به مطالعه حاضر، نتايج به دست آمده در اين     

و همكاران  Rota ياه مطالعه با نتايج حاصل از آزمايش
متفاوت  1994در سال  Zavos و Correa و 2000در سال 

ن تواند تفاوت در نوع رقيق كننده، ميزا بود كه علت آن مي
  .شدگليسرول و شرايط نگهداري با

ها به آب مقطر  در اين مطالعه ميزان واكنش اسپرم    
ابراين نب . مشاهده گرديدهاي رقيق شده  بيشتر از محلول

و  Quintelaت اصل از اين مطالعه با مطالعانتايج ح
حالت در اين  . خواني دارد هم 2010در سال همكاران 

هاي رقيق شده  به آب مقطر نسبت به محلول ها اسپرم
  .دهد بيشتري نشان ميواكنش 

ميزان واكنش  ،حاصل از اين مطالعهاساس نتايج  بر    
مشاهده هاي نمكي  محيط ها به محيط قندي بيشتر از اسپرم

و همكاران  Neild مطالعاتگرديد كه با نتايج حاصل از 
 Mansour، 2001 در سال Wenzel و Nei ،1999در سال 

 2010در سال  Pintoو  Eshleman، 2009در سال 
تفاوت اختلاف در ميزان پاسخ علت  . خواني دارد هم

ناشي ممكن است ها به محيط قندي نسبت به نمكي  اسپرم
 Neild( تفاوت ميزان انتقال آب از غشاء پلاسمايي باشداز 

et al. 1999.(  
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اساس نتايج حاصل از مطالعه حاضر يك همبستگي  بر    
واكنش داده به هاي  داري بين درصد اسپرم يمثبت معن

ها  آزمايش تورم هيپواسموتيك و درصد تحرك اسپرم
كه نتايج حاصل از اين مطالعه ) >05/0P(مشاهده گرديد 

در و همكاران  Samardzijaبا نتايج حاصل از مطالعات 
در  Zavousو  2005در سال و همكاران  Nur، 2009سال 
داري بين  يارتباط معناما   .خواني دارد هم 1994سال 

هاي واكنش داده به محلول هيپواسمول با  درصد اسپرم
آميزي حياتي ائوزين نگروزين مشاهده نگرديد  رنگ

)05/0P> ( نتايج حاصل از اين تحقيق مشابه نتايج و
و  1994در سال  Zavousحاصل از مطالعات 

Bahamondes  باشد مي 2001در سال و همكاران.  
گرفت كه از آب توان نتيجه  مياساس اين مطالعه  بر    

 100و  75، 50هاي مختلف رقيق كننده  مقطر و محلول
توان براي ارزيابي غشاء پلاسمايي  اسمول مي ميلي
تواند  هاي منجمد گاوي استفاده كرد و آب مقطر مي اسپرم

هاي مختلف رقيق شده  جايگزين بهتري براي محلول
   .باشد
تورم ارزيابي غشاء پلاسمايي با استفاده آزمايش     

هاي ارزيابي توانايي  هيپواسموتيك يكي از مهمترين روش
 Vazquez et al. 1997, Zavous( باشد ها مي باروري اسپرم

مطالعات متعدد ارتباط مثبت و اساس  برو چون ) 1990
هاي واكنش  داري بين درصد تحرك و درصد اسپرم يمعن

بنابراين  ،هاي هيپواسمول وجود دارد داده به محلول
 ياه توان از تركيب آزمايش وان نتيجه گرفت كه ميت مي

هاي منجمد  براي ارزيابي اسپرمتحرك و هيپواسموتيك 
آميزي حياتي يك  همچنين چون رنگ  .استفاده نمودگاوي 

آزمايش كيفي است و بستگي به عوامل متعددي مثل 
خواهد  ترشرايط محيطي دارد و نتايج آن زماني ارزشمند

تورم يا مانند تحرك و  ياه بود كه به وسيله ديگر آزمايش
به ) 1990محمدي و همكاران (هيپواسموتيك تاييد گردد 

تواند براي  رسد كه اين آزمايش به تنهايي نمي نظر مي
  .هاي منجمد ذوب شده گاوي مناسب باشد ارزيابي اسپرم

  
  يتشكر و قدردان

اين مطالعه از محل اعتبار پژوهانه اختصاص يافته از طرف معاونت پژوهشي دانشگاه شهيد چمران اهواز انجام گرديده     
  .دارد است بدينوسيله مراتب تشكر خود را اعلام مي

  
  منابع

، عدس نژاد  ، گورانيامدح ، مهديون االله درتق محمدي 
 .)1990( حمدم  و مشكورزاده لامحسينغ خواجه 

. هاي منجمد گاوسازي آزمايشات ارزيابي اسپرم بهينه
  .146- 135، )2(3مجله دامپزشكي و آزمايشگاه، 
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Abstract 
    Evaluation of bull frozen-thawed spermatozoa is valuable to determination of fertility rate. 
The objective of this study was to determination of relationship between motility and vital 
staining with reaction rate of frozen-thawed bull sperm to hypoosmol solutions and 
determination of the best medium and dilution for evaluation of plasma membrane of bull 
frozen sperm. In this study we have examined the motility and lived sperms rate, we have 
used of distilled water, dextrose-NaCl and NaCl medium with 50, 75, 100 and 300 mOsm/L 
dilutions. For the present study we have bought 30 Holestian bull frozen-thawed sperm 
payote. The examinations of Indian ink, vital staining, motility and hypoosmotic test were 
used to evaluate the payotes. The results have showed that proportion of reacted sperm to DW 
more than other solutions (p<0.05). Proportion of reacted sperm to hypoosmol solutions were 
more than isoosmol solution (p<0.05). proportion of reacted sperm to 50 mOsmol/L of 
dextrose-NaCl was more than other hypoosmol solutions with no significant differences 
(p>0.05). In conclusion,  this study demonstrated that distilled water can efficiently use for 
evaluation of the functional integrity of the plasma membrane of frozen–thawed bull sperm 
and 50 mOsmol/L of dextrose-NaCl was a good hypoosmotic media to evaluate plasma 
membrane of frozen sperm. Based on the results, the positive correlation was observed 
between motility and hypoosmotic Swelling test but no correlation between hypoosmotic 
Swelling test and lived sperm rates. So, motility and hypoosmotic Swelling test are valuable 
examinations for evaluation of bull frozen-thawed sperms. 
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