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چکید ه 
    هدف از این مطالعه بررســی اثر رقیق کننده انجماد اســپرم و روش تلقیح مصنوعی با اســپرم منجمد بر بازده تولیدمثلی 
میش های زندی بوده اســت. یکصد و شصت رأس میش سه تا چهار ساله نژاد زندی با میانگین وزنی 55 کیلوگرم به مدت 12 روز 
سیدرگذاری شده و هنگام سیدربرداری 400 واحد eCG دریافت کردند و 54 ساعت پس از سیدربرداری تلقیح شدند. میش ها در 
قالب طرح فاکتوریل به دوگروه تلقیح واژینال و تلقیح ترانس سرویکال تقسیم شدند و هرگروه به دو زیرگروه تقسیم و با اسپرم 
منجمد شــده در رقیق کننده های حاوی زرده تخم مرغ یا لسیتین سویا تلقیح شدند. نتایج نشان داد نوع رقیق کننده تاثیری بر 
زنده مانی اسپرم، میزان پراکسیداســیون لیپیدهای منی و بازده تولیدمثلی نداشت )P<0/05( اما تاثیر روش تلقیح مصنوعی بر 
بازده تولیدمثلی معنی دار )P>0/05( بود و روش ترانس ســرویکال درصد بالاتری از درصد آبستنی، زایش و بره زایی را نسبت به 
روش واژینال نشــان داد. در نتیجه با توجه به مزایای استفاده از رقیق کننده با منشا گیاهی برای انجماد اسپرم قوچ می توان از 
رقیق کننده حاوی لسیتین سویا استفاده نمود و با استفاده از روش تلقیح مصنوعی ترانس سرویکال بازده تولیدمثل را بهبود داد.
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The aim of this study was to determine the effect of freezing medium and artificial insemination method on reproduc-
tion efficiency of Zandi ewes inseminated with frozen semen. One hundred and sixty Zandi ewes (3-4-years old, 55 
kg weight) received CIDR for 12 days and at the time of CIDR removal received 400 IU of eCG and were artificially 
inseminated 54 h after CIDR removal. The ewes divided into two insemination groups of vaginal and trans-cervical, 
then, each group was inseminated with frozen sperms in extenders containing egg yolk or soybean lecithin. The results 
showed that the extender didn’t have any effect on sperm viability, semen lipid peroxidation and reproductive perfor-
mance (P>0.05), but the artificial insemination method had a significant (P<0.05) effect on reproductive performance 
and pregnancy rate, parturition rate and lambing rate, which were higher in trans-cervical method than in vaginal meth-
od. In conclusion, regarding to the advantages of plant-origin extenders for ram semen freezing, soybean lecithin may 
be used as a suitable extender and fertility rate would be improved by trans-cervical artificial insemination method.
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مقدمه
در طــول ســال های اخیر، پژوهش هــای بســیاری روی بهبود حفظ 
انجمادی منی قوچ برای گســترش تلقیح مصنوعی صورت گرفته است. بقا 
و تحرک اســپرم پــس از انجماد  ذوب تحت تاثیــر فاکتورهای متعددی از 
قبیــل کیفیت منی، نوع و غلظت اجزای موجود در محیط انجماد منی مثل 
غلظت گلیســرول و یا ســایر مواد محافظت کننده مانند منابع پروتئینی و 

لیپوپروتئینی قرار می گیرد )14 و 16(. 
امروزه به طور کلي از غلظت هــاي 15 تا 2۰ درصد زرده تخم مرغ در 
رقیق کننده ها براي رقیق ســازي منی قوچ استفاده مي شود )15(. با وجود 
اثرات بسیار مثبت زرده تخم مرغ براي رقیق سازي منی در تمامي گونه هاي 
پستانداران، در سال هاي اخیر استفاده از آن با مشکلاتي روبرو شده است و 
تلاش هایــي در جهت حذف و یا کاهش مقدار آن در رقیق کننده ها صورت 
گرفته است. یکی از این مشکلات، تغییرات زیاد در ترکیبات آن-هاست به 
طوری که استاندارد سازي هر یک از اجزاي وی ژه و مفید موجود در آن رقیق 
کننده، خصوصیات انجمادي اسپرم را با مشکل مواجه می کند. علاوه بر این 

زرده تخم مرغ و شــیر ممکن است حاوی آلودگی های میکروبی باشند که با 
تولید سموم، ظرفیت باروری اسپرماتوزوا را شدیدا کاهش داده و حتی باعث 
از بین رفتن آن ها شــوند و از همه مهم تر این که باعث انتقال بیماری هایی 

مثل آنفولانزای مرغی شوند )1 ،2 ،6(. 
مشکلات رقیق کننده های حاوی منابع حیوانی منجر به افزایش تمایل 
برای اســتفاده از منابع گیاهی شده است. بوسه آ و همکاران )7( آنالیز های 
کیفی وکمــی روی رقیق کننده های بر پایه ی منابــع حیوانی انجام داده و 
آلودگی های میکروبی آن ها را بارقیق کننده های بر پایه ی لســیتین ســویا 
در گاو مقایســه کرده اند و نشــان داده اند که رقیق کننده بر پایه ی لسیتین 
ســویا عاری از آلودگی های باکتریایی و مایکوپلاســمایی است. هم چنین 
رقیق کننده های حاوی لسیتین ســویا سبب بهبود درصد اسپرماتوزوای با 

میتوکندری فعال نسبت به رقیق کننده بر پایه شیر پس چرخ می شود.
تلقیح مصنوعی در گوســفند به طور معمول با اســپرم تازه و از طریق 
سرویکس انجام می شود. درصد باروری در این روش حدود 4۰ تا 6۰ درصد 
است )3 و1۰(، اما درصد آبستنی حاصل از تلقیح مصنوعی با اسپرم منجمد 
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در تلقیح واژینال پایین اســت )15(. باروری پایین اســپرم منجمد به دلیل 
مشــکل اسپرم در عبور از سرویکس ناهموار میش و همچنین مشکل بودن 
نفوذ تفنگ تلقیح به مجرای سرویکس و در نتیجه عدم امکان تلقیح عمیق 

سرویکال است )13(.
هدف از این مطالعه بررســی اثر رقیق کننده های انجماد حاوی لسیتین 
سویا و زرده تخم مرغ و روش های تلقیح مصنوعی واژینال و ترانس سرویکال 
با اســپرم منجمــد بر بــازده تولیدمثلی میش های زنــدی در خارج فصل 

تولیدمثلی بوده است.

مواد و روش ها
زمان آزمایش، حیوانات و تیمارهای آزمایشی

در خــارج از فصل تولیدمثل )اواســط اردیبهشــت( 16۰ رأس میش 
 EAZI-BREED™, CIDR®,) نژاد زنــدی بــرای 12 روز ســیدرگذاری
 eCG (Sanofi شــده و هنگام ســیدربرداری 4۰۰ واحــد (Progesterone
درون عضلانــی  به صــورت   (Animal Health, LibourneCedex, France
دریافت کردند و 54 ساعت پس از سیدر برداری تلقیح شدند. این آزمایش 

با اسپرم منجمد انجام شد. 

آماده سازی رقیق کننده و انجماد اسپرم
نمونه هــای منی دو بــار در هفته با اســتفاده از واژن مصنوعی از 1۰ 
قوچ زندی جمع آوری شــد. بلافاصله پس از جمع آوری منی، نمونه ها داخل 
بن ماری با دمای 37 درجه ســانتی گراد قرار گرفتند. نمونه های منی گرفته 
شــده در هر نوبت با هدف از میان برداشتن اثرات فردی با یکدیگر آمیخته 
شــدند. قبل از مخلوط شدن نمونه های اسپرم، ارزیابی های اولیه روی آن ها 
صــورت گرفت و فقط از نمونه هایی برای انجماد اســتفاده شــد که دارای 
اســپرم های با جنبایی بیش از 7۰ درصد بودند. رقیق ســازی به نسبت یک 
حجم منی و 1۰ حجم محیط انجمادی در دمای اتاق انجام شــد به طوری 
که غلظت نهایی اســپرم 4۰۰ میلیون در هر میلی لیتر بود. تعداد اسپرم در 

انزال با استفاده از لام نئوبار زیر میکروسکوپ نوری شمارش شد.
یــک رقیق کننده پایه بر پایه ی تریس حاوی 2/7 گرم تریس، یک گرم 
فروکتوز، 1/4 گرم ســیتریک اســید در 1۰۰ میلی لیتر آب دو بار تقطیر، 7 
درصد گلیسرول و با PH= 7 و اسمولاریته 32۰ میلی اسمول، به عنوان رقیق 
کننده پایه منی اســتفاده شد. ســپس به رقیق کننده حاوی لسیتین سویا، 
یک درصد )وزن/حجم( لسیتین سویا و به رقیق کننده حاوی زرده تخم مرغ، 
2۰ درصد )حجم/حجم( زرده تخم مرغ اضافه شد )11(. منی رقیق شده به 
تدریج تا چهار درجه ســانتی گراد و به مدت دو ساعت سرد شد و سپس به 
داخل پایوت های ۰/25 میلی لیتر (IMV, France) کشــیده شــد. پایوت ها 
بلافاصله در فاصله ی پنج سانتی متری بخار نیتروژن مایع به مدت 1۰ دقیقه 
قرار داده شــدند و ســپس به داخل نیتروژن مایع غوطه ور و تا زمان ذوب 
ذخیره شدند. بعد از ذخیره سازی، پایوت ها در حمام آب گرم )37 درجه به 
مدت 3۰ ثانیه( ذوب شــدند. پس از ذوب جنبایی کل و جنبایی پیشرونده 

با استفاده از میکروسکوپ نوری ارزیابی شد.

ارزیابی زنده مانی اسپرم
برای ارزیابی زنده مانی از رنگ آمیزی ائوزین- نیگروزین اســتفاده شد. 

این روش بر این اســاس می باشــد که اســپرم های مرده رنگ ائوزین را به 
خود جذب می کنند ولی اســپرم های زنده رنگ نمی گیرند. رنگ نیگروزین 
برای رنگ آمیزی پس زمینه و ایجاد اختلاف میان رنگ اسپرم و رنگ زمینه 
برای دید بهتر اســت. برای این رنگ آمیزی 1۰ میکرولیتر از نمونه ی اسپرم 
برداشــته و بر روی لام قرار داده شــد و سپس 1۰ میکرولیتر از رنگ آماده 
شــده ائوزین- نیگروزین برداشته و روی نمونه ریخته شد و با سر سمپلر به 
آرامی نمونه هم زده شد تا اسپرم با رنگ مخلوط شود. سپس 1۰ میکرولیتر 
از نمونه برداشــته شد و بر گوشــه ی لام دیگری گذاشته و با یک لام دیگر 
بر روی لام به آرامی گســترش داده شــد. پس از خشــک شــدن، لام زیر 
میکروســکوپ قرار داده شد و از هر نمونه 2۰۰ اسپرم شمارش شد و درصد 
اســپرم های رنگی )مرده( و رنگ نشده )زنده( محاسبه شد. اسپرم هایی که 
رنگ به خود نگرفته بودند و یا تنها بخشی از گردن آن ها رنگ گرفته بود به 

عنوان اسپرم زنده در نظر گرفته شد.

اندازه گیری میزان تغییرات مالون دی آلدهید )MDA( حاصل از 
پراکسیداسیون لیپید های منی

اندازه گیــری غلظــت MDA بــا تیوباربیوتوریک اســید (TBA) یکی 
از رایج ترین روش های بررســی نرخ پراکسیداســیون لیپیدها اســت. یک 
مولکول MDA با دو مولکول TBA واکنش می دهد و فرآورده این واکنش، 
مولکولی صورتی رنگ اســت که بیشــترین جــذب را در طول موج 532 
نانومتــر دارد. یک میلی لیتر از هر نمونه منی با یک میلی لیتر EDTA، یک 
میلی لیتــر BHT و دو میلی لیتر TCA با هم مخلوط شــده و به داخل لوله 
مخروطی ریخته شــدند. لوله های مخروطــی در g×12۰۰ برای مدت 15 
دقیقه ســانتریفیوژ شدند. ســپس، یک میلی لیتر از محلول بالای لوله ها با 
یک میلی لیتر TBA در میکروتیوب، آمیخته شــدند. لوله ها برای مدت 2۰ 
دقیقه در صفحه گرم 95 درجه سانتی گراد قرار گرفتند. نمونه ها پس از 3۰ 
دقیقه در دمای اتاق ســرد شدند و ســپس جذب نوری در طول موج 532 
نانومتر )با اسپکتروفتومتر( اندازه گیری شد. جذب نوری نمونه های مختلف 
یادداشــت شــدند و در پایان، نتایج حاصل از دستگاه اسپکتروفتومتری در 
فرمول منحنی اســتاندارد گذاشــته و غلظت MDA )نانو مول در میلی لیتر 

منی( محاسبه شد )9(.

تلقیح مصنوعی
روش تلقیــح واژینال به این صورت بود کــه میش ها روی یک خرک 
قرار داده شــدند، به  طوری که اندام حرکتی عقبی بالاتر از ســطح بدن قرار 
گیرد و ســپس با استفاده از یک اســپیکولوم مجهز به منبع نور واژن میش 
باز شــده تا دهانه سرویکس پیدا شود و ســپس اسپرم در دهانه سرویکس 
تخلیه شــد. در روش ترانس سرویکال 2۰ دقیقه قبل از تلقیح به هر میش 
1۰۰ واحد اکسی توســین )داروسازي ابوریحان، 1۰ واحد اکسی توسین در 
هر میلی لیتر( تزریق شد تا سرویکس میش ها باز شود، سپس میش ها روی 
یک خرک قرار داده شــدند، به طوری که اندام حرکتی عقبی بالاتر از سطح 
بدن قرار گیرد و ســپس با اســتفاده از یک اســپیکولوم مجهز به منبع نور 
واژن میش باز شد تا دهانه سرویکس پیدا شود و با استفاده از تفنگ تلقیح 
مصنوعی میش ها به صورت ترانس سرویکال تلقیح شدند. نحوه تلقیح به این 
صورت بود که تفنگ به درون ســرویکس رفته و تا جایی که در سرویکس 

اثر رقیق کننده انجماد اسپرم و تلقیح مصنوعی بر...
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به آســانی نفوذ می کرد وارد سرویکس شده و در همان محل اسپرم تخلیه 
شد. منی به نسبت یک به ده با رقیق کننده ها رقیق شد و تعداد اسپرم مورد 

استفاده در هر تلقیح صدمیلیون عدد بوده است.

تجزیه و تحلیل داده ها
درصد آبســتنی، زایش و بره زایی حاصل از تلقیح با اســپرم منجمد در 
 GENMOD آزمایش دوم در قالب طرح فاکتوریل 2×2 و با استفاده از رویه
نرم افزار SAS انجام شــد. ارزیابی آزمایشــگاهی زنده مانی اسپرم و میزان 
پراکسیداســیون لیپیدهای اسپرم با اســتفاده از رویه GLM در قالب طرح 

کاملا تصادفی انجام شد.

نتایج
جنبایی، زنده مانی وپراکسیداسیون لیپیدهای غشایی

هیچ تفاوت معنی داری از نظر میزان جنبایی کل و پیش رونده اسپرم بین 
رقیق کننده بر پایه لیستین سویا )به ترتیب 45/62±1/45، 3۰/25±1/16 
درصد( و زرده تخم مــرغ )به ترتیب 1/45±43/85، 1/16±29/17 درصد( 
دیده نشد و همچنین هیچ تفاوت معنی داری از نظر میزان زنده مانی اسپرم 
بین رقیق کننده بر پایه لیســتین سویا )1/7۰±39/16 درصد( و زرده تخم 
مرغ )1/7۰±39/66 درصد( دیده نشد. نتایج نشان داد که رقیق کننده های 
بر پایه لیستین ســویا )۰/12±4 نانو مول( و زرده تخم مرغ )4/14±۰/12 
نانو مول( هیچ تاثیر معنی داری بر میزان پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی 

اسپرم نداشتند.

بازده تولیدمثل
نتایج باروری نشــان داد که در هنگام اســتفاده از اســپرم منجمد در 
خارج از فصل تولیدمثل در میان دو روش تلقیح مصنوعی واژینال و ترانس 
ســرویکال اختلاف معنی داری وجود داشت )P>۰/۰5(. همچنین در هنگام 
استفاده از اســپرم منجمد دارای رقیق کننده لسیتین سویا درصد آبستنی 
حاصل از دو روش تلقیح مصنوعی واژینال و ترانس ســرویکال در خارج از 

فصل تولیدمثل به ترتیب پنج و 2۰ درصد، درصد زایش پنج و 2۰ درصد و 
درصد بره زایی پنج و 2۰ درصد بوده است. 

در هنگام استفاده از اســپرم منجمد دارای رقیق کننده زرده تخم مرغ، 
درصد آبستنی حاصل از دو روش تلقیح مصنوعی واژینال و ترانس سرویکال 
به ترتیب پنج و 2۰ درصد، درصد زایش 2/5 و 17/5 درصد و درصد بره زایی 
2/5 و 17/5 درصد بوده اســت )جدول 1(. در این آزمایش نوع رقیق کننده 

اثر معنی داری بر بازده تولید مثلی نداشت.

بحث
مزیت تلقیح مصنوعی، بیشــترین اســتفاده از قوچ های برتر و کنترل 
بیماری های مســری در میان گله ها اســت. با اســتفاده از اسپرم منجمد 
می توان از توان ژنتیکی یک قوچ برتر برای ســالیان متمادی استفاده نمود 
ولی به دلیل حســاس بودن اســپرم قوچ به فرایند انجماد، درصد زیادی از 
اســپرم های موجود در منی طی فرایند انجماد آســیب می بینند و توانایی 
جنبایی و رســیدن آن ها به محل لقاح و در نهایــت درصد باروری حاصل 
از تلقیح مصنوعی با اســپرم منجمد کاهــش می یابد )15(. با این اوصاف با 
تخلیه اســپرم منجمد در نزدیکی محل لقاح )رحم( می توان شانس لقاح را 

افزایش داد. 
در تلقیــح مصنوعی واژینــال به دلیل این که اســپرم در واژن و دهانه 
ســرویکس تخلیه می شود و این موضوع که به دلیل تنش ناشی از انجماد-

ذوب جنبایی آن کاهش یافته اســت، ســبب کاهش شانس رسیدن اسپرم 
به محل لقاح شــده و درصــد باروری کاهش می یابــد. در تلقیح مصنوعی 
ترانس ســرویکال با استفاده از اکسی توسین، ســرویکس باز شده و قابلیت 
عبور تفنگ تلقیح مصنوعی از کانال ســرویکس و تخلیه اســپرم در انتهای 
ســرویکس و یا در رحم فراهم می شود که این موضوع به نوبه خود موجب 
افزایش مقدار اســپرم موجود در محل لقاح می شود. از طرفی اکسی توسین 
می تواند سبب افزایش انتقال اسپرم از کانال سرویکس شود )5( و در نتیجه 
اســپرم بیشتری به محل لقاح رســیده و شانس لقاح میان اسپرم و تخمک 
افزایش می یابد )12، 2۰، 23(. با توجه به این موضوع که اکسی توسین فاقد 

جدول 1- تاثیر رقیق کننده های حاوی لسیتین سویا )SL( و زرده تخم مرغ )EY( و روش های تلقیح مصنوعی واژینال وترانس سرویکال بر بازده 
تولیدمثلی میش ها

.)P>0/50( عدد درون پرانتز نشان دهنده فراوانی در هر گروه می باشد. حروف غیر مشترک نشان دهنده اختلاف معنی دار میان تیمارها در ردیف است

ترانس سرویکالواژینال

SLEYSLEYتلقیح مصنوعی

)b )2/4۰(5 b )2/4۰(2۰ a )8/4۰(2۰ a )8/4۰ 5درصد آبستنی

)b )2/4۰(2/5 b )1/4۰(2۰ a)8/4۰(17/5 a )7/4۰ 5درصد زایش

)b )2/4۰(2/5 b )1/4۰(2۰ a )8/4۰(17/5 a )7/4۰ 5درصد بره زایی
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اثر منفی در انتقال اســپرم به اویداکت می باشــد و سبب افزایش انقباضات 
رحم و باز شدن ســرویکس می گردد، و همچنین فاقد اثر منفی بر باروری 
تخمک می باشــد )17،18(، بدین ترتیب با افزایش شــانس لقاح اسپرم و 

تخمک درصد باروری افزایش می یابد.
نتایج حاصل از روش تلقیح بر بازده تولیدمثل با مطالعات آرمســترانگ 
و ایوانــز )4( و فیر و همکاران )1۰( و نتایــج حاصل از تاثیر افزایش مقدار 
اسپرم در محل لقاح بر درصد باروری با مطالعات اهلینگ و همکاران )8( و 

وربرخموس و همکاران )22( همخوانی داشته است.
در این مطالعه دو رقیق کننده بر پایه لیستین سویا و زرده تخم مرغ مورد 
بررســی قرار گرفتند. رقیق کننده های بــر پایه زرده تخم مرغ با وجود نتایج 
نســبتاً خوبی که پس از انجماد به جای می گذارند، ولی همواره با مشکلات 
خاصی روبرو بوده اند. علاوه بر مشکلاتی که در قسمت مقدمه به آن ها اشاره 
شد، زرده دارای پروژسترون است که سبب ظرفیت پذیری زودهنگام اسپرم 
شده وبه آکروزوم اسپرم آسیب وارد می کند. ازمعایب دیگر آن وجود ذراتی 
است که ارزیابی های میکروســکوپی به خصوص با CASA را دچار مشکل 
می کند، زیرا نرم افزار ذرات را نیزاســپرم مــرده در نظر می گیرد. برخلاف 
بــدن که در آن HDL ها به عنوان لیپوپروتئین های خوب وLDL ها به عنوان 
لیپوپروتئین های بد نامیده می شوند، می توان دراین  جا نام آن ها راجایگزین 
یکدیگر نمود، زیرا HDLهای زرده اثر معکوس با LDL داشته واثرات مفید 
آن ها را از میان بر می دارند )19(. باتوجه به این که اثر اصلی زرده تخم مرغ 
درحفظ انجمادی ســلول ها مربوط به بخش لیپوپروتئین های با چگالی کم 
مانند لســیتین می باشد، لذا استفاده از لسیتین سویا به عنوان ماده تجاری 
قابل دسترس در محیط رقیق کننده منی می تواند کیفیت محیط انجمادی 
را تــا حد قابل قبولی افزایش دهد )11(. نتایج این پژوهش نشــان داد که 
عملکرد اسپرم پس از انجماد-ذوب و نیز معیارهای سلولی تعیین کننده در 
باروری اســپرم نظیر زنده مانی و پراکسیداسیون لیپید غشایی هیچ تفاوت 
معنی داری در بین اسپرم های پس از انجماد در بین دو رقیق کننده بر پایه 

زرده تخم مرغ و لسیتین سویا وجود نداشت.
با توجه به عدم مقایسه این دو رقیق کننده در تعیین باروری در مزرعه، 
اسپرم های منجمد شده در این دو گروه با روش های مختلف تلقیح مصنوعی 
مورد مقایسه قرار گرفتند که از نظر میزان باروری نیز تفاوت معنی داری در 
بیــن این دو گروه رقیق کننده دیده نشــد. این بخش از مطالعه ما با نتایج 
شــرفی و همکاران )19( و فروزانفر و همکاران )11( مطابقت دارد که نتایج 
مطالعات آن ها نشــان داد که افزودن یک درصد لیستین سویا تفاوت معنی 
داری در کیفیت اســپرم درمقایســه با گروه 2۰ درصد زرده تخم مرغ ایجاد 
نمی کنــد. همچنین در این مطالعه توصیه بر آن شــد که با توجه به اثرات 
منفی که در رقیق کننده های بر پایه زرده تخم مرغ وجود دارد، لسیتین سویا 
به عنوان یک جایگزین زرده تخم مرغ برای انجماد اسپرم مورد استفاده قرار 
گیرد. با توجه به نتایج به دســت آمده از این مطالعه به نظر می رســد که با 
توجه به اثرات منفی زرده تخم مرغ در رقیق کننده ها، لســیتین سویا عامل 
مناســبی جهت رقیق سازی و سپس انجمادسازی اســپرم قوچ به منظور 

دست یابی به بهترین نتایج باروری باشد. 

نتیجه گیری نهایی 
با توجه به مزایای اســتفاده از رقیق کننده با منشــا گیاهی که در بالا 

توضیح داده شــد، برای انجماد اســپرم قوچ می توان از رقیق کننده حاوی 
لسیتین سویا استفاده نمود و و همچنین با استفاده از روش تلقیح مصنوعی 

ترانس  سرویکال بازده تولیدمثل را در میش های نژاد زندی بهبود بخشید.
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