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چکیده

اسید -تريسننده کمرغ در رقیق  مطالعه حاضر به منظور بررسی اثر پلاسمای زرده تخم کبوتر و مرغ در مقايسه با ترکیب پلاسمای زرده کبوتر+    
قزل دوبار  های منی با استفاده از واژن مصنوعی از چهار قوچ نژادنمونه سرد انجام شد. -ه صورت مايعفروکتوز جهت حفظ کیفیت منی قوچ ب-کسیتري

-قیق کننده تريسر که معیارهای مورد نظر را داشت با هم مخلوط و در مطالعه حاضر مورد استفاده قرار گرفت.  آوری شد و در صورتیدر هفته جمع
 ( و ترکیب پلاسمای زرده تخم کبوتردرصد 28، حجمی/حجمی(، تخم مرغ )درصد 28روکتوز با استفاده از پلاسمای زرده تخم کبوتر )ف -سیتريک اسید

های حرکت کلی صشاخ ها،سازی نمونهمتعاقب رقیق ( تهیه و جهت آزمايش مورد استفاده قرار گرفت. درصد 7و  14، 21( و مرغ )درصد 21و  14، 7)
مطالعه بعد از سرد  72و  48، 24مانی و انسجام غشای اسپرم در ساعات صفر، و پیشرونده رو به جلو اسپرم )توسط سیستم آنالیز کامپیوتری اسپرم(، زنده

نتايج  گیری شد. هدازهای مذکور انعتآلدهید، به عنوان شاخص اکسیدانتی در سادیهمچنین، مقدار مالون گراد(، ارزيابی شد. درجه سانتی 4کردن )
پلاسمای زرده  صددر 28( در رقیق کننده حاوی 72مانی )در ساعت ( و زنده72و  48، 24آزمايش نشان داد که حرکت پیشرونده رو به جلو )در ساعات 

ی پلاسمايی اسپرم در همچنین انسجام غشا های دريافت کننده ترکیب پلاسمای زرده تخم کبوتر+مرغ بود. دار بالاتر از گروهیتخم کبوتر به طور معن
پلاسمای تخم  ددرص 21و  14های ترکیبی با غلظت بالاتر از گروه 72و  48، 24پلاسمای زرده تخم کبوتر در ساعات  درصد 28گروه دريافت کننده 

وتر به انداره رقیق کننده در نتیجه ترکیب پلاسمای تخم مرغ و کب . دار نشان ندادیهای مطالعه اختلاف معنگروه آلدهید بیندیغلظت مالون مرغ بود. 
باشد.سرد کارا نمی-ه صورت مابعحاوی پلاسمای زرده تخم کبوتر و پلاسمای زرده تخم مرغ )هر کدام به تنهايی( جهت نگهداری منی قوچ ب
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 آوری، نگهداری و استفاده از منی دارد.صحیح در جمع

. ترين مرحله در تلقیح مصنوعی اسـتذخیره کردن منی مهم
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کاهش خواص حیاتی مثل تحرک و  انسجام غشای اسپرم و

 ,Salamon and Maxwell) شودمشاهده می  باروری

2000; De Lamirande and Gagnon, 1993.)   از عوامل

های نگهداری شده در دماهای باروری اسپرمکاهش عمده 

های مورفولوژيک، غیرطبیعی بودن نقصتوان به می پايین

تولید آنیون سوپر اکسید، پراکسید هیدروژن و ، اکروزوم

های لیپیدهای غشای اسپرم اشاره کرد پراکسیداسیون

(Alvarez and Storey, 1983; 1995).   پراکسیداسیون

لیپیدهای غشای اسپرم باعث کاهش باروری و آسیب 

 Maxwellغیرقابل برگشت در حرکت اسپرم خواهد شد )

and Watson, 1996; Aitken and Fischer, 1994; De 

Lamirande and Gagnon, 1992 .) های آنزيمی سیستم

(، GSHآنتی اکسیدانی پلاسمای منی شامل گلوتاتیون )

(، کاتالاز و سوپر اکسید GSH-PXگلوتاتیون پراکسیداز )

ها در روندهای جلوگیری از ديسموتاز بوده که اين

-، ولی اين مجموعه آنتیاکسیداسیون نقش مهمی دارندپر

اکسیدانی اغلب کفايت لازم در جلوگیری از بروز 

پراکسیداسیون لیپید جهت نگهداری منی در محیط خارج 

مشخص شده است   (.Aurich et al, 1997از بدن را ندارد )

باعث کاهش فعالیت مواد در شرايط سرد، نگهداری که 

 شودمی اکسیدانی موجود در اسپرم گاو و انسانآنتی

(Alvarez and Storey, 1989; Jones et al, 1979).  

مطالعات مختلفی جهت يافتن رقیق کننده با ترکیب مناسب 

حیوانات  انجام گرفته شده برای بهبود نگهداری منی در 

 است.

ده کننده مورد استفا مرغ يک جزء اصلی رقیقزرده تخم    

و با  باشدمیمنی حیوانات  و انجماد مايع-سردبرای ذخیره 

را در برابر شوک سرما  بر غشای سلولی، اسپرم تأثیر

 Bucak et al, 2008; Bergeron and) کندمحافظت می

Manjunath, 2006; Purdy, 2006; Wall and Foote, 

1999; Holt, 1997 .) هايی به پلاسمای منی دارای پروتئین

است که سبب خارج شدن فسفولیپیدها و  BSPنام 

کلسترول از غشاء اسپرم شده در نتیجه باعث افزايش 

 Bergeron and) شودحساسیت اسپرم به شوک سرمايی می

Manjunath, 2006) .  تحقیقات نشان داده که لیپوپروتئین

ترين فاکتور مرغ مهمپايین موجود در زرده تخمبا دانسیته 

 . باشددر برابر شوک سرمايی میاسپرم  ازمحافظت کننده 

 Vishwanathگر )اين ترکیب به عنوان يک عامل مداخله

et al, 1992های منی ترکیب شده و يا مانع ( با پروتئین

 Hu etغشای پلاسمايی اسپرم خواهد شد ) ها بهاتصال آن

al, 2010; Bucak et al, 2008; Jiang et al, 2007; 

Bergeron et al, 2005; Amirat et al, 2004; Watson & 

Martin, 1975 .) تواند با اين حال زرده کامل تخم می

معايبی همچون اختلال در تنفس اسپرم، خطر آلودگی به 

ارزيابی مارکرهای بیوشیمیايی اسپرم، ها، اختلال در پاتوژن

کاهش حرکت اسپرم و اختلال در ارزيابی حرکت اسپرم 

 ;Pillet et al, 2011افزار کاسا را داشته باشد )توسط نرم

Moussa et al, 2002 .) ايی شفاف است و پلاسما ماده

با سانتريفیوژ کردن زرده  . باشدبخشی از زرده کامل می

 های آن جدا نمود. را از گرانول توان پلاسماتخم می

مرغ در مطالعات نشان دادند که پلاسمای زرده تخم

نگهداری و باروری منی گاومیش و نريان بهتر از زرده کامل 

 Pillet et al, 2011; Hussain Shah etمرغ بوده است )تخم

al, 2017ًه ای بهبود حرکت پیشرونده رو بمطالعه (.  اخیرا

پلاسمای زرده تخم کبوتر جلو در نگهداری منی شتر را در 

 Panahiدر مقايسه با پلاسمای زرده تخم مرغ نشان داد )

et al, 2017.)  که زرده تخم پرندگان مختلف  رغم اينعلی

زيادی در میزان  مله اردک، بلدرچین و مرغ تشابهاتجمن 

 ,Bathgate et alرطوبت، پروتئین و چربی تام دارند )

اسیدهای (، منتها از نظر میزان فسفولیپید، کلسترول و 2006

باشند، که همین تفاوت منجر ديگر متفاوت میچرب با هم

از  ها در برابر شوک سرمايیبه تفاوت در توان حفاظتی آن

 ,Bathgate et al, 2006; Trimeche et alشود )اسپرم می

1997; Graham and Foote, 1987; Bair and Marion, 

مشخص شده است که میزان کلسترول به ازای هر   (.1978

تر از اردک، بلدرچین و مرغ بیش گرم زرده تخم در کبوتر

ن بالای کلسترول میزا (. Bair and Marion, 1978باشد )می

تواند در نگهداری اسپرم در محیط خارج در تخم کبوتر می

 ,Panahi et alثرتر از زرده ديگر پرندگان باشد )ؤاز بدن م
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ثرتر بودن پلاسمای زرده تخم کبوتر ؤرغم معلی  (.2017

، فصلی در مقايسه با زرده تخم مرغ، عدم دسترسی راحت

و مشکل در تهیه تخم کبوتر تازه از عوامل  بودن تولید آن

-ز آن جهت تهیه رقیق کننده منی میمحدود کننده استفاده ا

ای مطالعه جامع در مورد اثر مقايسه تا به حال باشد. 

پلاسمای زرده تخم مرغ، پلاسمای زرده تخم کبوتر و 

ترکیب پلاسمای زرده تخم مرغ و کبوتر در رقیق کننده منی 

ين در مطالعه حاضر اثر بنابرا قوچ انجام نشده است. 

ای پلاسمای زرده تخم مرغ، پلاسمای زرده تخم مقايسه

رده تخم مرغ و کبوتر )در غلظت کبوتر و ترکیب پلاسمای ز

درصد( در رقیق کننده تريس جهت نگهداری منی قوچ  28

هدف   در دمای يخچال مورد ارزيابی قرار خواهد گرفت.

تر استفاده از مقادير کمبررسی اثر اصلی مطالعه حاضر 

و ترکیب آن با پلاسمای زرده پلاسمای زرده تخم کبوتر 

کننده )در مقايسه با  تخم مرغ جهت افزايش کیفیت رقیق

به صورت پلاسمای زرده تخم مرغ( در نگهداری منی قوچ 

 باشد.سرد می-مايع

 

 مواد و روش کار

 دامی علوم اين آزمايش در طی پايیز و زمستان در گروه    

کیلومتری  11ارومیه واقع در  دانشگاه کشاورزی دانشکده

 راس 4 از مطالعه اين در غرب ارومیه انجام گرفت. شمال

میش  راس دو و منی اخذ جهت( ساله 2-3)  قزل نژاد قوچ

در طول انجام   .شد استفاده فحل جهت کمک به اخذ منی

 و شاملای حیوانات ثابت و يکسان مطالعه شرايط تغذيه

 .بودو جو يونجه با کیفیت 

 واژن از استفاده با منی نمونه هاقوچ از دوبار ایهفته    

 اخذ فحل میش حضور در (Paulenz et al, 2002) مصنوعی

اسفنج داخل واژنی  ازها میش درفحلی  برای ايجاد  شد.

 ,Sponjavet, Hipraحاوی مدروکسی پروژسترون استات )

Spain )هنگام  در و حداقل يک هفته استفاده شدمدت  به

بنزوات )ابوريحان، استراديول  لیترمیلی 5/0 خارج کردن آن

-ايران( به همراه آنالوگ پروستاگلاندين اف دو آلفا )دی

 . شد تزريقکلوپروستنول، ابوريحان، ايران( 

آوری بلافاصله به آزمايشگاه های منی پس از جمعنمونه    

در  دند. قرار داده ش C 37° در آب گرم فیزيولوژی منتقل و

اعم از حجم، غلظت و های اولیه آزمايشگاه ابتدا ارزيابی

 75/0-2ها هايی که حجم آننمونه  حرکت انجام گرفت.

-میلی 5/2×910لیتر، حداقل غلظت اسپرم میلی

و حرکت پیشرونده رو  4≤ ایتوده لیتر/اسپرماتوزوآ، حرکت

را دارا بودند، از هرقوچ انتخاب  درصد 70به جلو بیش از 

شده و در حجم مساوی با هم مخلوط شده و جهت انجام 

 (. Bucak et al, 2008)مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند 

میکرولیتر  25رم، مقدار ای اسپبرای ارزيابی حرکت توده    

های خام را روی لام قرار داده )بدون لامل( و با از نمونه

میکروسکوپ سه چشمی  10نمايی بزرگاستفاده از 

 ,Labomed, Labomed Inc., Culver Cityفازکنتراست )

CA, USA مجهز به دوربین فیلم برداری متصل به کامپیوتر )

هايی استفاده شد برای اين تحقیق از نمونه  گرديد. ارزيابی

يا  4يا خیلی خوب )درجه ها خوب ای آنکه حرکت توده

. همچنین برای شمارش تعداد اسپرم از لام ( بود5

 شد. هموسايتومتر استفاده 

در اين مطالعه رقیق کننده منی شامل تريس )هیدروکسی     

گرم، اسید سیتريک  5/0گرم، فروکتوز  63/3متیل آمینومتان( 

سديم، سیلین جیالمللی پنیواحد بین 100000گرم،  99/1

 28همراه پلاسمای زرده )گرم استرپتومايسین به میلی 100

درصد( تخم مرغ/تخم کبوتر بود که با آب مقطر به حجم 

 ,Salamon and Maxwellسی رسانده شد )سی 100

منی به میزانی با رقیق کننده مخلوط شد که در هر  (. 2000

رقیق کننده  سی پانصد میلیون اسپرم وجود داشته باشد. سی

گراد با يکديگر درجه سانتی 37و منی هر دو در دمای 

 مورد مطالعه هایحاضر گروه آزمايش در مخلوط شدند. 

 تخم زرده دريافت کننده ترکیب پلاسمای گروه -1  شامل:

 ،(درصد 7) کبوتر تخم زرده با پلاسمای (درصد 21) مرغ

 مرغ تخم زرده دريافت کننده ترکیب پلاسمای گروه -2

 -3 ،(درصد 14) کبوتر تخم زرده با پلاسمای (درصد 14)

 7) مرغ تخم زرده دريافت کننده ترکیب پلاسمای گروه

 گروه -4، (درصد 21) کبوتر تخم زرده با پلاسمای (درصد
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 -5و  (درصد 28) مرغ تخم زرده دريافت کننده پلاسمای

 (درصد 28) کبوتر تخم زرده دريافت کننده پلاسمای گروه

 دمای در ساعت 72مدت  های درمانی بهاين گروه بود که

های حرکتی اسپرم و ديگر شده و شاخصه نگهداری يخچال

مطالعه  72و  48، 24، 0های فاکتورهای مد نظر در ساعت

 ارزيابی شدند.

کبوتر طبق پروتکل پیشنهادی  و مرغ پلاسمای زرده تخم    

بدين صورت  (. Pillet et al, 2011تهیه شد )با اندکی تغییر 

کردن سفیده، زرده تخم با که بعد از جدا کردن و حذف 

-رقیق کننده حاوی تريس، سیتريک اسید، فروکتوز و آنتی

 ,Mortazavi et alبیوتیک با غلظت ذکر شده در بالا )

(، به نسبت يک به يک مخلوط شده )حجمی به 2020

-درجه سانتی 2-5حجمی( و به مدت يک ساعت در دمای 

ه دو در ادام  گراد روی همزن مغناطیسی قرار داده شد.

-درجه سانتی 4در دمای  g10000مرحله سانتريفیوژ با دور 

( انجام شد و مايع رويی به عنوان Hettich, Germanyگراد )

 پلاسمای زرده در مطالعه حاضر مورد استفاده قرار گرفت. 

ساعت در  72پلاسمای زرده تهیه شده، حداکثر تا مدت 

ه مذکور مورد يخچال نگهداری شد و در آزمايشات مطالع

 استفاده قرار گرفت. 

عیین حرکت کلی و پیشرونده رو به جلوی تبه منظور     

اسپرم با استفاده از سیستم آنالیز کامپیوتری اسپرم 

(Computer-Assisted Sperm Analysis; CASA)، 10 

 يکقرار داده شد و لام  رویمیکرولیتر از نمونه رقیق شده 

و سپس با استفاده از روی آن قرار گرفت  بر 22×22لامل 

 ,.Labomed, Labomed Incمیکروسکوپ فازکنتراست )

Culver City, CA, USA)  مجهز به صفحه گرم و دوربین

کامپیوتر دارای متصل به ( و M-Shot MD50-Tديجیتال )

 .Test Sperm 3.2; Videotest, Stافزار کاسا )نرم

Petersburg, Russiaبرای هر   .گرفتقرار بیارزيا ( مورد

نمونه بیش از بیست فیلد آنالیز و تصوير برداری شد و 

اسپرماتوزوآ مورد بررسی  200خصوصیات حرکتی حداقل 

متغیرهای مورد ارزيابی شامل حرکت کلی  قرار گرفت. 

(total motility)  حرکت پیشرونده رو به جلو )وforward 

progressive motility.بود ) 

آمیزی های زنده و مرده، رنگتعیین درصد اسپرمجهت     

در ها تحت مطالعه بر روی نمونهنگروزين  -ائوزين 

 مطالعه انجام گرفت.  72و  48 ،24، صفر هایساعت

 Evans and)طبق پروتکل  نگروزين – محلول ائوزين

Maxwell, 1987) رنگ آمیزی تهیه شد و به منظور انجام ،

درون يک میکروتیوب قرار داده میکرولیتر از رنگ  40 میزان

 ،میکرولیتر از منی رقیق شده به آن اضافه شد 20و  شد

ثانیه، يک قطره از  10طی سپس کاملا با هم مخلوط شد. 

مخلوط را روی لام گذاشته و گسترش تهیه کرده و لام را 

-با بزرگ در مجاورت هوا قرار داده تا خشک شود. 

)صورتی يا ارغوانی به  اسپرم 200اد حداقل تعد 100نمايی

های به عنوان زنده تلقی شد( در فیلد رنگعنوان مرده و بی

مورد شمارش با میکروسکوپ نوری  مختلف هر گسترش

 قرار گرفت. 

-Hypoارزيابی انسجام غشای پلاسمايی اسپرم )برای     

osmotic Swelling Test: HOST ،) محلولHOS  به

 ,Correa & Zovos)صورت تازه و روزانه طبق پروتکل 

میکرولیتر از  200تهیه شد. جهت انجام آزمايش،  (1994

میکرولیتر  20های آزمايش ريخته و را در لوله HOSمحلول 

بعد  افزوديم.  HOSاز نمونه منی رقیق شده را به محلول 

درجه در  37دقیقه انکوباسیون )دمای  30-60از گذشت 

ماری(، يک قطره از اين مخلوط را روی يک لام  بن

درجه( ريخته و يک لامل روی آن  37میکروسکوپی گرم )

 ,Labomedقرار داده و با میکروسکوپ فازکنتراست )

Labomed Inc., Culver City, CA, USA حداقل تعداد )

-اسپرم اسپرم مورد ارزيابی و شمارش قرار گرفت.  200

که دم هايیغشايشان ناسالم و آن که دم صاف داشتند،ی هاي

 ها سالم تلقی شد. پیچ خورده داشتند، غشای آن

و انسجام غشای زنده مانی  ،بعد از ارزيابی حرکت    

با استفاده از هموژنايزر برقی  مورد مطالعههای نمونهاسپرم، 

دقیقه هموژن  1به مدت  10000مخصوص سلول و با دور 

شدند تا غشای پلاسمايی اسپرم شکسته شده و هموژنیت 
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هموژنیت های سپس نمونه  رقیق کننده حاصل شود.-اسپرم

آلدهید در دیتا زمان اندازگیری مالونرقیق کننده -اسپرم

-جهت اندازه  هداری شدند.گراد نگدرجه سانتی -22فريزر 

رقیق  -در هموژنیت اسپرم آلدهیددیگیری غلظت مالون

 . (Fredrick et al, 2000) استفاده شد استاندارداز  کننده

 و لیتر از معرف مخلوطمیلی دومیکرولیتر از نمونه با  200

پس  ر داده شد. دقیقه داخل بن ماری جوش قرا 15به مدت 

 g2000دقیقه و با دور  10ها به مدت از خنک کردن، لوله

ها در طول در نهايت جذب نوری نمونه ژ شدند. سانتريفیو

ت غلظ  نانومتر در مقابل بلانک قرائت گرديد. 532موج 

ها در نمونه لیترمول در آلدهید به صورت میکرودیمالون

  گزارش شد.

 رنظ در تکرار بار 7 آزمايش گروه هر در زمان هر برای    

مان اثر درمان، زمان و برهم کنش بین درمان و ز . شد گرفته

 افزازمنر از استفاده دوطرفه با واريانس آنالیز از استفاده با

SigmaStat در مطالعه   .گرفت قرار آماری ارزيابی مورد

اده قرار مورد استف Holm-Sidakمذکور تست تعقیبی 

ارائه شد.  Least square meansها به صورت داده گرفت. 

P.value<0.05 دار در نظر گرفته شد.معنی 

 

 نتایج

های مختلف آزمايش در درصد حرکت کلی بین گروه    

 دار نشانیمطالعه تفاوت معن 72و  48، 24های صفر، ساعت

 آنالیز داخل گروهی نشان داد (. <Table 1  ،05/0Pنداد )

ساعت های آزمايش در که درصد حرکت کلی در تمام گروه

تر مطالعه کم 72و 48ساعات تر از ساعت صفر و در کم 24

 (.>Table 1  ،05/0Pبود ) 24از ساعت 

حرکت پیشرونده رو به جلو در گروه پلاسمای درصد     

مطالعه بالاتر از  24( در ساعت درصد 28زرده تخم کبوتر )

 72و  48های آزمايش بود، همچنین در ساعات بقیه گروه

( درصد 28گروه پلاسمای زرده تخم کبوتر )مطالعه در 

 . (>Table 1  ،05/0Pبالاتر از هر سه گروه ترکیبی بود )

دار در یکاهش معن تغییرات داخل گروهی نشان دهنده

نسبت به ساعت صفر مطالعه بود  72و  48، 24ساعات 

(Table 1  ،05/0P< .) 

های مختلف آزمايش در مانی بین گروهدرصد زنده    

دار نشان یمطالعه تفاوت معن 48و  24های صفر، ساعت

مطالعه در گروه  72در ساعت  (. <Table 2  ،05/0Pنداد )

(، درصد 28دريافت کننده پلاسمای زرده تخم کبوتر )

،  Table 2های ترکیبی بود )مانی بالاتر از گروهدرصد زنده

05/0P< .) های مانی در تمام گروههمچنین درصد زنده

تر از ساعت صفر مطالعه کم 72و  48آزمايش در ساعات 

 (.>Table 2  ،05/0 Pبود )

ی درصد اسپرم با غشای پلاسمايی سالم در گروه پلاسما    

 72و  48، 24( در ساعات درصد 28زرده تخم کبوتر )

 14های پلاسمای زرده تخم مرغ )مطالعه بالاتر از گروه

( و درصد 14)+ پلاسمای زرده تخم کبوتر  (درصد

+ پلاسمای زرده تخم  (درصد 21پلاسمای زرده تخم مرغ )

(. آنالیز داخل >Table 3  ،05/0P( بود )درصد 7کبوتر )

گروهی نشان داد که درصد اسپرم با غشای پلاسمايی سالم 

ر تهای مطالعه کممطالعه در تمام گروه 72و  48در ساعات 

 (.>Table 3  ،05/0Pاز ساعت صفر مطالعه بود )

های مختلف آزمايش آلدهید بین گروهیغلظت مالون د    

دار نشان مطالعه تفاوت معنی 72و  48، 24در ساعات صفر، 

(.  تغییرات داخل گروهی نشان <Table 4  ،05/0Pنداد )

مطالعه بالاتر  24آلدهید در ساعت یداد که غلظت مالون د

بالاتر از ساعات صفر و  72ساعت صفر، و در ساعت  از

 (.<Table 4  ،05/0Pمطالعه بود ) 24
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Table 1: Percentage of total and forward progressive motility of ram spermatozoa (least square mean) in 

the extender containing pigeon plasma egg yolk (PPEY), chicken plasma egg yolk (CPEY), and 

combinations of the PPEY+CPEY during cold storage up to 72 h at 4°C. 

Parameter Experimental groups Time of Storage (h) 

 0 24 48 72 

Percentage of 

total motility 

PPEY (28%) 88.11a 80.01b 73.21c 63.82d 

CPEY (28%) 86.78a 78.92b 72.45c 64.59d 

CPEY (7%) + PPEY (21%) 86.80a 77.71b 71.91c 66.81c 

CPEY (14%) + PPEY (14%) 88.10a 78.44b 69.33c 64.59c 

CPEY (21%) + PPEY (7%) 84.55a 79.51b 69.70c 65.13c 

Percentage of 

forward 

progressive 

motility 

PPEY (28%) 80.70Aa 62.34Bb 55.16Ac 50.19Ad 

CPEY (28%) 81.81Aa 54.18Ab 47.82ABc 44.34ABd 

CPEY (7%) + PPEY (21%) 82.52Aa 52.33Ab 44.79BCc 39.15BCd 

CPEY (14%) + PPEY (14%) 81.68Aa 51.36Ab 42.18Cc 35.17Cc 

CPEY (21%) + PPEY (7%) 80.70Aa 51.58Ab 42.67BCc 38.59BCd 

A,B,C different superscripts indicates a significant difference among treatment groups at any time points regarding each 

parameter. 

a,b,c,d different superscripts indicate a significant difference among different time points within the experimental group. 

The standard error of the mean for the index of total and forward progressive motility is 4.41 and 3.18, respectively. 

 
Table 2: Viability of ram spermatozoa in the extender containing pigeon plasma egg yolk (PPEY), chicken 

plasma egg yolk (CPEY), and combinations of the PPEY+CPEY during cold storage up to 72 h at 4°C. 
 

 
Table 3: Percentage of intact plasma membrane of ram spermatozoa in the extender containing pigeon 

plasma egg yolk (PPEY), chicken plasma egg yolk (CPEY), and combinations of the PPEY+CPEY during 

cold storage up to 72 h at 4°C. 

 
Parameter Experimental groups Time of Storage (h) 

 0 24 48 72 

Percentage of 

plasma 

membrane 

integrity of 

spermatozoa 

PPEY (28%) 81.26Aa 79.26Aab 70.00Abc 67.22Ac 

CPEY (28%) 80.22Aa 70.22ABab 67.05ABb 65.04ABb 

CPEY (7%) + PPEY (21%) 77.25Aa 72.75ABab 66.17ABbc 60.62ABc 

CPEY (14%) + PPEY (14%) 79.48Aa 67.82Bb 61.72Bbc 57.60Bc 

CPEY (21%) + PPEY (7%) 77.75Aa 65.25Bb 60.05Bb 56.82Bb 

A,B different superscripts indicates a significant difference among treatment groups at any time points regarding each 

parameter. 

a,b,c different superscripts indicate a significant difference among different time points within the experimental group. 

The standard error of the mean for the above-mentioned index is 3.79. 

 

 

Parameter Experimental groups Time of Storage (h) 

 0 24 48 72 

Viability 

(%) 

PPEY (28%) 90.23a 82.80b 80.12b 76.18Ab 

CPEY (28%) 90.17a 82.09b 79.51b 70.78ABb 

CPEY (7%) + PPEY (21%) 89.13a 78.19b 77.22bc 66.19Bc 

CPEY (14%) + PPEY (14%) 92.10a 77.91ab 78.32bc 66.21Bc 

CPEY (21%) + PPEY (7%) 91.72a 81.73ab 76.90b 67.78Bc 

A,B different superscripts indicates a significant difference among treatment groups at any time points 

regarding each parameter. 

a,b,c different superscripts indicate a significant difference among different time points within the 

experimental group. 

The standard error of the mean for the index of viability is 3.55 . 
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Table 4: Amounts of Malondialdehyde (µmol/lit) in the diluent-sperm homogenate upon preservation in 

the extender containing pigeon plasma egg yolk (PPEY), chicken plasma egg yolk (CPEY), and 

combinations of the PPEY+CPEY during cold storage up to 72 h at 4°C. 

Parameter Experimental groups Time of Storage (h) 

 0 24 48 72 

Malondialdehyde 

(µmol/lit) 

PPEY (28%) 3.12a 3.60b 3.90bc 4.33c 

CPEY (28%) 2.88a 3.76b 3.82bc 4.17c 

CPEY (7%) + PPEY (21%) 2.95a 3.53b 4.09bc 4.28c 

CPEY (14%) + PPEY (14%) 3.08a 3.81b 3.94bc 4.44c 

CPEY (21%) + PPEY (7%) 3.17a 3.75b 4.10bc 4.39c 

There was no significant difference between the experimental groups in the studied time points. 
a,b,c different superscripts indicate a significant difference among different time points within the experimental group. 

The standard error of the mean for the malondialdehyde levels is 0.16. 

 

 بحث 

 زرده یپلاسماهدف از انجام مطالعه حاضر بررسی اثر     

 در مرغ و کبوتر تخمو ترکیب پلاسمای  مرغ و کبوتر تخم

فروکتوز روی حرکت -سیتريک اسید-سيتر کننده قیرق

مانی، انسجام پیشرونده رو به جلو اسپرم، درصد زندهکلی و 

لدهید منی قوچ آدیغشای پلاسمايی اسپرم و مقدار مالون

 طی نگهداری در دمای يخچال بود.

مختلف اسپرم  متغیرهایمطالعه پیشین نشان داد که     

يکپارچگی غشای های حرکتی، از جمله متغیرگاومیش 

، با DNAآکروزوم سالم و يکپارچگی میزان پلاسمايی، 

جايگزينی پلاسمای زرده تخم مرغ به جای زرده کامل تخم 

علاوه بر   (.Hussain Shah et al, 2017مرغ بهبود يافت )

نشان داد که میزان ( 2011و همکاران ) Pilletاين، نتايج 

های تلقیح شده با منی منجمد شده با رقیق باروری ماديان

زرده تخم مرغ استريل، در مقايسه با زرده کننده پلاسمای 

 تر بود. درصد( بیش 60درصد در مقابل  69کامل تخم مرغ )

روی سگ نشان داد که متغیرهای مختلف همچنین مطالعه 

ذوب شده مانند تحرک، يکپارچگی غشاء و -منجمد اسپرم

در  مرغ تخم زرده در رقیق کننده پلاسمایواکنش آکروزوم 

شده بر پايه زرده کامل تخم مرغ  کننده تهیهمقايسه با رقیق 

-علاوه بر اين، رقیق  (.Corcine et al, 2016برتری دارد )

 زرده پلاسمایسازی منی خروس در رقیق کننده حاوی 

حرکت کلی، ، منجر به افزايش (درصد 20) مرغ تخم

مانی و يکپارچگی غشاء، زنده رو به جلو،حرکت پیشرونده 

 فعالیت میتوکندری بعد از ذوب در مقايسه با رقیق کننده بر

 (. Mehdipour et al, 2018پايه زرده کامل تخم مرغ شد )

نشان داد که رقیق کننده قوچ ساخته شده نیز  پیشینمطالعه 

حرکت کلی  ،درصد 28پلاسمای زرده تخم مرغ با غلظت با 

در مقايسه با ( درصد 30/35) ذوب-انجمادپس از  بالاتری

( درصد 22/19رقیق کننده حاوی زرده کامل تخم مرغ )

رسد حذف به نظر می (. Mortazavi et al, 2020داشت )

 از های با چگالی بالاها و لیپوپروتئینمواد معدنی، گرانول

کیفیت و نقش حفاظتی  منجر به بهبود بیشتر زرده کامل تخم

آمده، برای نگهداری سرد يا منجمد  دست به پلاسمای زرده

  شود.های مختلف حیوانی و پرندگان میهاسپرم گون

پلاسمای زرده با در مطالعه حاضر، رقیق کننده  بنابراين

تهیه شده ، به عنوان رقیق کننده استاندارد درصد 28غلظت 

حاضر آزمايش  قوچ در طولمنی نمونه و جهت نگهداری 

 گرفت. قرار استفادهمورد 

مطالعات در زمینه يافتن رقیق کننده با ترکیب مناسب     

جهت بهبود نگهداری منی در حیوانات مختلف انجام گرفته 

زرده کامل تخم پرندگان از قديم به عنوان ماده   است.

حفاظت کننده از شوک سرمايی جهت حفظ و نگهداری 

منی در دمای يخچال مورد استفاده قرار گرفته است 

(Bucak et al, 2008; Bergeron and Manjunath, 2006; 

Purdy, 2006; Wall and Foote, 1999; Holt, 1997 .) 

تواند به عنوان که میزرده کامل تخم پرندگان جدا از اين

های مختلف مطرح باشد، يک منشا آلودگی با میکروب

اين ترکیب منجر به اختلال در تنفس  که مشخص شده است
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اسپرم، اختلال در حرکت اسپرم، اختلال در ارزيابی 

مارکرهای بیوشیمیايی اسپرم و به دلیل وجود ذرات متعدد 

شود میمنجر به اختلال در ارزيابی حرکت اسپرم با کاسا 

(Wall and Foote, 1999; Moussa et al,  2002; Pillet et 

al, 2011 .) های اخیر تلاش جهت بنابراين در سال

ين نمودن زرده کامل با ديگر ترکیبات مشابه يا جايگز

-منجر به حفاظت از شوک سرمايی می قسمتی از زرده که

 Bahmani et al, 2022; Panahi etشود انجام شده است )

al, 2017; Gharibi et al, 2014 .)  مشخص شده است که

منجر به حفاظت از شوک ترين جزء زرده تخم که مهم

باشند ها با دانسیته پايین میلیپوپروتئینشود، سرمايی می

(Hu et al, 2010; Jiang et al, 2007; Amirat et al, 2004; 

Watson and Martin, 1975 .)  در زرده تخم مرغ

ها حدود دو سوم ماده خشک را به خود نیلیپوپروتئ

ها با دانسیته پايین يک سری نیاختصاص داده و لیپوپروتئ

حدود سی و پنج نانو متر قطر داشته  ذرات کروی بوده که

ول و کلستريل ها تری گلسیريد، کلسترکه در مرکز آن

ای هها با دانسیته پايین از راهلیپوپروتئین  .استرها قرار دارند

مختلف مانند تثبیت غشای پلاسمايی اسپرم، تشکیل لايه 

روی سطح اسپرم، جايگزين شدن در فسفولیپیدهای غشای 

سمايی اسپرم اثر دمای تغییر فاز غشای پلااسپرم و کاهش 

 ;Graham and Foote, 1987کنند )خود را اعمال می

Foulkes et al, 1980; Quinn et al, 1980; Watson, 

در چند سال گذشته پلاسمای زرده تخم پرندگان  (. 1975

ها با دانسیته پايین مطرح شده نبه عنوان جايگزين لیپوپروتئی

ی زرده در هم تهیه ساده و راحت پلاسمااست که دلیل آن 

يین و اثربخشی مشابه ها با دانسیته پامقايسه با لیپوپروتئین

 Hussain Shah etباشد )ها با دانسیته پايین میلیپوپروتئین

al, 2017; Panahi et al, 2017; Pillet et al, 2011 .)  زرده

های گذشته جهت تخم پرندگان مختلف در مطالعات سال

فظ و نگهداری منی گاو نر، شتر و نريان مورد استفاده ح

  (.Su et al, 2008; Clulow et al, 2007قرار گرفته است )

نتايج مطالعات قبلی نشان دادند که به دلیل تفاوت در غلظت 

فسفولیپیدها، اسیدهای چرب و کلسترول زرده تخم 

ر ها در برابپرندگان مختلف، توان نگهداری و حفاظت آن

 ,Trimeche et alباشد )ک سرمايی از اسپرم متفاوت میشو

1997; Bathgate et al, 2006 .)  در مطالعات اخیر پلاسمای

زرده تخم مرغ در نگهداری و باروری منی گاومیش و نريان 

 ;Pillet et al, 2011بهتر از زرده کامل تخم مرغ بوده است )

Hussain Shah et al, 2017 .) شتر نشان  همچنین مطالعه در

داده است که پلاسمای زرده تخم کبوتر اثرات محافظتی 

تری در مقايسه با پلاسمای زرده تخم مرغ دارد بیش

(Panahi et al, 2017 .)  در مطالعه حاضر، پلاسمای زرده

منجر به بهبود حرکت  درصد 28تخم کبوتر با غلظت 

 های ترکیبیپیشرونده رو به جلو اسپرم در مقايسه با گروه

نتايج مطالعه حاضر  پلاسما زرده تخم کبوتر+ مرغ شد. 

 Panahiباشد )با مطالعات قبلی در اين زمینه میراستا هم

et al, 2017; Gholami et al, 2012; Su et al, 2008 .) 

 28مانی در گروه دريافت کننده علاوه بر اين درصد زنده

بالاتر از دار یپلاسمای زرده تخم کبوتر، به طور معن درصد

در   بود.های ترکیبی )پلاسما زرده تخم کبوتر+ مرغ( گروه

کبوتر نتوانست  مرغ با همین راستا ترکیب پلاسما زرده تخم

تخم کبوتر در حفظ انسجام غشای  به اندازه پلاسما زرده

در اين زمینه، مطالعات نشان دادند  ثر باشد. ؤپلاسمايی م

جمله مختلف من که زرده تخم پرندگانکه علیرغم اين

اردک، بلدرچین و مرغ تشابهاتی زيادی در میزان رطوبت و 

(، منتها Bathgate et al, 2006پروتئین و چربی تام دارند )

-اسیدهای چرب با هماز نظر میزان فسفولیپید، کلسترول و 

 Bathgate et al, 2006; Trimecheباشند )ديگر متفاوت می

et al, 1997; Graham and Foote, 1987; Bair and 

Marion, 1978 .)  مشخص شده است که میزان کلسترول

تر از اردک، بیشبه ازای هر گرم زرده تخم در کبوتر 

ن میزا (. Bair and Marion, 1978باشد )بلدرچین و مرغ می

تواند در نگهداری اسپرم بالای کلسترول در تخم کبوتر می

 (. Panahi et al, 2017ثر باشد )ؤدر محیط خارج از بدن م

يید يافته فوق مطالعات مختلف نشان دادند که اضافه أدر ت

نمودن کلسترول به رقیق کننده منی در حیوانات مختلف 

باعث افزايش کیفیت منی متعاقب نگهداری در دمای 
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 Crichtonشود )ذوب می-ل يا پس از فرايند انجماديخچا

et al, 2014; Hartwing et al, 2014; Mocé et al, 2010; 

Moore et al, 2005; Purdy and Graham, 2004 .) 

همچنین مشخص شده است که متعاقب فرايند سرد کردن 

افتد که آن یب غشای پلاسمايی اسپرم اتفاق میتغییر در ترک

شود، و کاهش سیالیت غشای اسپرم میتغییرات منجر به 

میزان کلسترول در  دلیل احتمالی اين اتفاق را مرتبط با

رسد به نظر می (. Buhr et al, 1994دانند )غشای اسپرم می

که بهبود کیفیت متعاقب نگهداری منی در رقیق کننده حاوی 

های ترکیبی پلاسمای زرده تخم کبوتر در مقايسه با گروه

+ کبوتر( مرتبط با میزان بالاتر  مرغتخم  زرده  )پلاسمای

 باشد.  کلسترول در زرده اين گونه

های چرب غیراشباع چند گانه در غشای میزان اسید    

ها رکنندگان کوچک نسبت به ساير گونهاسپرم در نشخوا

از فسفولیپیدها تشکیل شده که  غشای اسپرم بالاتر است. 

به  کند،وپر اکسیدها میرا مستعد واکنش ردوکس با س هاآن

بنابراين اسپرم   گويند.ين فرايند پراکسیداسیون لیپید میا

نشخوارکنندگان کوچک حساسیت بالاتری به استرس 

سازی دارد، که به دنبال آسیب اکسیداتیو در طول ذخیره

سازی، کیفیت منی کاهش خواهد اکسیداتیو طی ذخیره

 (. Gandini et al, 2000; Aitken and Fischer, 1994يافت )

تواند اکسیدانی پايین، اسپرم نمیبه واسطه ظرفیت آنتی

عال اکسیژن و پراکسیداسیون های فآسیب ناشی از گونه

سازی منی به صورت مايع خنثی ها را در طول ذخیرهلیپید

ثر جهت ؤبنابراين ترکیب رقیق کننده مناسب و م  کند.

عملکرد اسپرم جلوگیری از پراکسیداسیون لیپید و کاهش 

 ,Alvarez and Storey, 1989; Jones et alباشد )لازم می

محصول پايدار و نهايی  آلدئیددیمالون (. 1979

 باشدمیاسترس اکسیداتیو وجود  زماندر پراکسیداسیون 

(Sterbauer et al, 1991 .)  تحقیقات قبلی ارتباط منفی بین

سازی و کیفیت منی در طول ذخیره آلدئیددیمالونغلظت 

 ;Eslami et al, 2017; Bucak et al, 2010را نشان دادند )

Lewis et al, 1995.)  آلدهید یددر مطالعه حاضر مقدار مالون

زمايش افزايش های آسازی در تمام گروهدر طی ذخیره

مانی و انسجام های حرکتی، زندهو همزمان شاخص يافت

غشای پلاسمايی در طول نگهداری کاهش يافت که اين 

 ;Moradi et al, 2013مطالعات بود )راستا با ديگر يافته هم

Gundogan et al, 2010; Bucak et al, 2010 .) 

 نتايج مطالعه حاضر نشان داد که ترکیب پلاسمای زرده    

ی زرده تخم کبوتر و مرغ پلاسما تخم مرغ+کبوتر، نسبت به

کبوتر به عنوان همچنین پلاسمای زرده تخم  باشد. ثر نمیؤم

نی با دانسیته پايین جهت نگهداری مها منبع لیپوپروتئین

 شود. قوچ در دمای يخچال پیشنهاد می
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Abstract 
     The current study was conducted to evaluate the effect of pigeon plasma egg yolk (PPEY) and chicken plasma 

egg yolk (CPEY) compared to combination of PPEY+CPEY in tris-citric acid-fructose diluent to preserve the ram 

semen quality during liquid-cold storage. Semen samples were collected using the artificial vagina from four Qezel 

rams twice a week. Then, in case if the samples met the criteria, they were pooled and used for the experiment. 

Tris-citric acid-fructose based extenders were prepared using PPEY (28%, v/v), CPEY (28%), and the 

combinations of PPEY (7, 14 and 21%) + CPEY (21, 14 and 7 %), and used for the experiment. Following dilution 

of samples with extenders, total and forward progressive motility of spermatozoa (evaluated by computer assisted 

sperm analysis), viability and plasma membrane integrity was assessed at 0, 24, 48 and 72 of after cooling. 

Furthermore, amounts of malondialdehyde (MDA), as an oxidative indicator, were measured at mentioned time 

points. Results revealed that forward progressive motility (at 24, 48 and 72 h) and viability (at 72 h) were higher 

in PPEY (28%) group compared to all combination groups. Moreover, membrane integrity (at 24, 48 and 72 h) 

was greater in PPEY (28%) relative to combination groups containing 14 and 21% CPEY. Amounts of MDA did 

not differ among treated groups. In conclusion, combinations of PPEY+CPEY was not effective as PPEY (28%) 

and CPEY (28%) alone to preservation of ram semen during liquid-cold storage.  
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