
142

ارزیابی اثرات نانوذرات اکسیدروی  ...

 

bb

چکید‌ه 

از آنجاکه نگهداری اسپرم قوچ در شرایط سرد از راندمان کافی برخوردار نیست، لذا هدف از این پژوهش، بررسی اثر نانو‌ذرات لسیتین 
سویا در رقیق‌کننده اسپرم قوچ در شرایط سرد بود. بر این اساس، از سه رأس قوچ بالغ لری بختیاری با استفاده از واژن مصنوعی، دوبار در 
هر هفته اسپرم‌گیری شد. بعد از ارزیابی اولیه، نمونه‌های منی با هم مخلوط شده و به هفت قسمت مساوی تقسیم شدند و با تیمارهای 
مختلف، رقیق شدند. تیمارها شامل رقیق‌کننده حاوی سطوح مختلف نانو-ذرات لسیتین سویا )نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم و سه درصد 
از لحاظ  نگهداری شدند و در زمان‌های سه، شش، 24، 48 و 72 ساعت،  بودند. سپس نمونه‌ها در یخچال  )وزن/حجم( و زرده تخم‌مرغ 
درصد جنبایی کل و پیش‌رونده، زنده‌مانی اسپرم، فعال بودن غشای اسپرم، ریخت‌شناسی و نرخ قطعه قطعه شدن DNA ارزیابی شدند. 
با  اسپرم  بیشترین درصد  دارای  از 72 ساعت نگهداری در دمای سرد،  نانو‌ذرات لسیتین، پس  داد که رقیق‌کننده حاوی %1/5  نتایج نشان 
جنبایی کل و پیش‌رونده بود. درصد زنده‌مانی اسپرم در رقیق‌کننده حاوی سه درصد لسیتین سویا نسبت به سایر تیمارها، کمترین مقدار 
را داشت )P>0/05(. رقیق‌کننده‌ها از لحاظ درصد اسپرم با غشای فعال و ریخت‌شناسی تفاوت معنی‌داری با هم نداشتند. نرخ قطعه قطعه 
 شدن DNA در تیمارهای نیم و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین نسبت به سایر تیمارها، به طور معنی‌داری بیشتر بود. در کل، رقیق‌کننده دارای 

1/5% نانو‌ذرات لسیتین سویا در قوچ لری بختیاری، می‌تواند جایگزین مناسبی برای زرده تخم‌مرغ در حفظ کیفیت اسپرم در شرایط سرد باشد.
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Since preserve ram sperm in cold condition has not sufficient efficiency, the objective of the present study was to as-
sess the effect of different levels (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 and 3%) of soy lecithin nano particles and egg yolk in extender on 
ram sperm quality during storage cool conditions. Semen samples were collected from three Lori Bakhtiari rams using 
artificial vagina. Afterward, ejaculates were pooled and then divided into seven aliquots. Aliquots were diluted with ex-
tenders and stored at 5°C for 72 hours. Total and progressive motility, sperm viability, plasma membrane functionality 
(HOS), morphology and DNA fragmentation were evaluated at 0, 3, 6, 24, 48 and 72 hours after starting the experiment. 
The results showed that the extender containing 1.5% nano-lecithin had the highest percentage of total and progressive 
motility of sperm after 72 hours of storage at cold conditions. The extender containing 3% nano-lecithin had the lowest 
viable sperm compared to other treatments (p ≤ 0.05). There was no significant difference between all of the extenders 
for plasma membrane functionality and morphology parameters. DNA fragmentation rate was bigger in treatments con-
taining 0.5 and 3% lecithin nano particles than other treatments. In general, it seems that extender containing 1.5% nano-
lecithin can be an appropriate substitute for semen extenders containing egg yolk to store ram sperm in cool conditions.
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مقدمه
تلقیح مصنوعی یکی از فن‌آوری‌های تولیدمثلی است که به طور تجاری 
برای پیشرفت ژنتیکی حیوانات از اواسط دهه 1900 استفاده شده است. 
از منی تازه و رقیق شده قوچ‌های با نژاد برتر برای تولید انبوه گوسفندها، 
استفاده شده است. بارور نمودن همزمان تعداد زیادی میش با استفاده 
از اسپرم قوچ‌های با نژاد برتر، نیازمند انتقال منی از مرکز تولید و جمع 
آوری به مزارع، در فواصل دور است. همچنین امکان استفاده از اسپرم 
در زمان‌های مختلف سال، مشوق محققان برای ذخیره اسپرم در شرایط 
استفاده  روش‌هایی  از  باید  منظور  این  برای  است.  شده  آزمایشگاهی 
افزایش  باروری اسپرم‌ها  یا توقف سوخت‌و‌ساز، عمر  با کاهش  شود که 
نگهداری  محققین،  پیشنهادی  راههای  از  یکی  اساس،  این  بر   .)26( یابد 
به 10-5 درجه سانتی‌گراد در  اسپرم در حالت مایع و کاهش دمای آن 
شرایط آزمایشگاهی است. نگهداری در حالت مایع، تنها برای نگهداری 
و ذخیره کوتاه مدت امکان پذیر است. اما به دلیل مشکلاتی که در زرده 
تخم‌مرغ وجود دارد، پژوهشگران در صدد جایگزینی آن با منابع دیگری 

از جمله منابع گیاهی بوده‌اند. با توجه به این که فسفولیپیدها و به ویژه 
فسفاتیدیل‌کولین، مهم‌ترین بخش تاثیرگذار در نگهداری و بازسازی غشای 
اسپرم است، پس می‌توان از ترکیب همانند موجود در لیپیدهای دانه سویا 

که لسیتین سویا می‌باشد، به عنوان جایگزین زرده استفاده نمود )1(.
لحاظ  از  سویا،  لسیتین  پایه  بر  اسپرم  رقیق‌کننده‌های  مزیت  اگرچه 
بهداشتی، مورد پذیرش است، اما بازده اثر رقیق‌کننده‌های بر پایه لسیتین 
سویا، هنوز مورد بحث است. لسیتین در ساختمان خود دارای اسیدچرب 
است و به آسانی در آب. حل نمی‌شود. در پژوهش‌های مختلف در محیط 
تریس و گلیسرول برای حل کردن لسیتین از دستگاه ورتکس استفاده شده 
است. از آنجاکه وجود ذرات با اندازه درشت در رقیق‌کننده، جنبایی و 
زنده‌مانی اسپرم را کاهش می‌دهد )18(، از اینرو، در تحقیق حاضر، جهت 
ابتدا  نانو،  ذرات  تولید  و  انحلال  افزایش  لسیتین،  گرانروی  کردن  کمتر 
ذرات چربی لسیتین، در حد نانومتر خرد شدند، سپس اثر سطوح مختلف 
نانو‌ذرات لسیتین بر روی کیفیت اسپرم پس از فرآیند نگهداری در شرایط 

سرد ارزیابی شد.
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مواد و روش‌ها
 5 تا   3( لری-بختیاری  نژاد  بالغ  تعداد سه رأس قوچ  از  آزمایش  این  در 
ساله( با استفاده از واژن مصنوعی، دو بار در هفته اسپرم‌گیری صورت 
با کمک  گرفت. نمونه‌های منی در درون لوله‌های مدرج ریخته شده و 
فلاسک حاوی آب 35 درجه سانتی‌گراد به آزمایشگاه فیزیولوژی دانشکده 
کشاورزی منتقل شدند. نمونه‌ها بلافاصله در انکوباتور با دمای 35 درجه 
را  ذیل  شرایط  و  معیارها  که  انزال‌هایی  شدند.  داده  قرار  سانتی‌گراد 
داشتند، برای انجام آزمایش انتخاب شدند: حجم ml 2-0/5؛ غلظت بیشتر 
اسپرم   %10 از  کمتر  و   %80 بالای  جنبایی  ml؛  هر  در  اسپرم   3×109 از 
ناهنجار. بلافاصله بعد از جمع‌آوری و ارزیابی اولیه نمونه‌ها، به منظور 
جمع‌آوری‌شده  انزال‌های  قوچ‌ها،  فردی  پراکنش  و  اثرات  از  جلوگیری 
مخلوط  منی  شدند.  استفاده  آزمایش  برای  و  شده  مخلوط  باهم  همه 
شده به هفت قسمت‌ مساوی تقسیم گردید و هر قسمت به نسبت یک 
به 20، با رقیق‌کننده‌های مختلف، رقیق شدند. شش رقیق‌کننده با اضافه 
 %2/5 و   2  ،1/5  ،1  ،0/5( سویا  لستین  نانو‌ذرات  مختلف  سطوح  کردن 
پایه،  رقیق‌کننده  به  )حجم/حجم((   %15( تخم‌مرغ  زرده  و  )وزن/حجم( 
 1 g آماده شدند. رقیق‌کننده پایه بر پایه‌ی تریس حاوی )g 2/7 تریس، 
 PH =7/2 100 آب دو بار تقطیر(، با ml 1/4 سیتریک اسید در g ،فروکتوز
و اسمولاریته mOsm 320، به عنوان رقیق‌کننده پایه استفاده شد )11(. 
سپس لوله‌های مخروطی حاوی نمونه‌های مایع منی رقیق‌شده، در ظرف 
)برای سرد شدن  گرفتند  قرار  سانتی‌گراد  درجه   37 آب   100  ml حاوی 
تدریجی( و در یخچال با دمای 5 درجه سانتی‌گراد برای مدت 48 ساعت 
 ،24 سه، شش،  زمان‌های صفر،  در  تیمار  هر  نمونه‌های  شدند.  نگهداری 
48 و 72 ساعت پس از نگهداری در یخچال، از لحاظ درصد جنبایی کل 
و پیش‌رونده )به روش چشمی(، زنده‌مانی اسپرم )با رنگ‌آمیزی ائوزین 
نیگروزین(، ریخت‌شناسی )با محلول هانکوک(، یکپارچگی غشای اسپرم 
)با روش‌هاس( و نرخ قطعه قطعه شدن DNA )با استفاده از کیت( مورد 

ارزیابی قرار گرفتند.
برای تولید نانو‌ذرات لسیتین، پس از آماده‌سازی محیط‌های حاوی سطوح 
مختلف لسیتین، ابتدا به مدت نیم ساعت ورتکس شدند سپس در دستگاه 
اولتراسوند قرار داده شدند و پس از مدت زمان تعیین شده برای دستگاه 
 10 و  کار  ثانیه  )پنج  دقیقه   45 برای هر نمونه  که معمولاً  اولتراسونیک 
ثانیه استراحت( به طول انجامید، نمونه‌های حاوی نانو‌ذرات لسیتین آماده 
شدند. سپس، نمونه‌ها با نیروی g × 10000 سانتریفیوژ شده و با فیلتر سر 

سرنگی mµ 0/22، فیلتر شدند )19(.

ارزیابی‌های کیفیت اسپرم بعد از زمان‌های مختلف نگهداری
فراسنجه‌های جنبایی اسپرم

بررسی درصد جنبایی کل و پیش‌رونده اسپرم با روش ارزیابی چشمی و 
با استفاده از میکروسکوپ فازکنتراست )بزرگنمایی 40( انجام شد )5(. در 
این روش مقدار µl 5 از نمونه مستقیمًا روی لام از قبل گرم شده )در دمای 
با لامل، روی صفحه  پوشش  از  بعد  و  داده  قرار  37 درجه سانتی‌گراد( 
میکروسکوپ قرار داده شد. تخمین جنبایی اسپرم در سه میدان مختلف 
میکروسکوپی برای هر نمونه انجام گردید. میانگین سه برآورد متوالی به 

عنوان مقدار جنبایی نهایی ثبت شد.

یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم )زنده‌مانی اسپرم(
برای ارزیابی یکپارچگی غشای پلاسمایی از رنگ‌آمیزی ائوزین-نیگروزین 
استفاده شد )WHO(. برای آماده‌سازی رنگ g 1/67 ائوزین Y به همراه 
شد.  ملایم حل  حرارت  با  مقطر  آب   100  ml در  سدیم  سیترات   g  2/9
و جوشانده  گردید  اضافه  قبلی  محلول  به  نیگروزین  رنگ   10  g سپس، 
شد. در مرحله پایانی، محلول رنگ تهیه‌شده در دمای اتاق سرد و برای 
 lµ ،0/2، فیلتر شد. برای ارزیابی نمونه mµ جداسازی ذرات ژله‌ای، با فیلتر
10 اسپرم به‌وسیله سمپلر بر روی یک لام گرم و تمیز قرار داده شد. پس از 
رنگ‌آمیزی، لام‌ها زیر میکروسکوپ با بزرگ‌نمایی 400 ارزیابی شدند. از 
هر لام، 200 اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم‌های رنگی )مرده( و رنگ 

نشده )زنده(، محاسبه گردید.

فعالیت غشای پلاسمایی اسپرم
هایپو‌اسموتیک  تورم  آزمایش  به‌وسیله  اسپرم،  پلاسمایی  غشای  فعالیت 
 0/49 g 0/9 فروکتوز و g ،هاس( بررسی شد. برای ساخت محیط هاس(
سدیم سیترات در ml 100 آب مقطر حل شد. ابتدا lµ 30 از نمونه منی 
با lµ 300 از محیط هاس مخلوط و سپس 30 دقیقه در دمای 37 درجه 
سانتی‌گراد آنکوبه شد. سپس، µl 10 از مخلوط روی لام ریخته و گسترش 
تهیه شد. لام حاصل، زیر میکروسکوپ نوری با بزرگ‌نمایی 400، ارزیابی 
گردید. از هر لام، تعداد 200 اسپرم شمارش و درصد اسپرم‌های دارای دم 

گره‌خورده )اسپرم‌های دارای غشای فعال( محاسبه شد.

ریخت‌شناسی اسپرم
برای ارزیابی ریخت‌شناسی اسپرم، از محلول هانکوک استفاده شد. محیط 
 150 ml ،150 محلول سالین ml ،)%37( 62/5 فرمالین ml هانکوک شامل
محلول بافر و ml 500 آب دو بار تقطیر بود. محلول بافر از دو محیط 
سدیم  دی   21/682  g شامل  نخست  محیط  است.  تشکیل‌شده  جداگانه 
هیدروژن فسفات دو آبدار در ml 500 آب دو بار تقطیر و محیط دوم، از 
g 22/254 فسفات پتاسیم در ml 500 آب دو بار تقطیر، تشکیل‌شده است. 
 280 ml ،80 از محیط دوم ml 200 از محیط نخست با ml با مخلوط کردن
محلول بافر تهیه شد. برای ارزیابی ناهنجاری‌های اسپرم سه قطره از هر 
 ml نمونه اسپرم در دمای 37 ‌درجه سانتی‌گراد به میکروتیوب حاوی یک
از محلول هانکوک افزوده شد. سپس یک قطره از این محلول روی لام 
قرار گرفت و لامل گذاری شد و با استفاده از میکروسکوپ با بزرگنمایی 
400 از بخش‌های مختلف آن عکس گرفته شد. برای محاسبه درصد کل 
اسپرم‌های غیرطبیعی )غیرطبیعی بودن آکروزوم، سرهای چسبیده، بخش 
میانی غیرطبیعی و آسیب‌های دم( تعداد 200 اسپرم از هر نمونه مورد 

بررسی قرار گرفت و شمارش شد.

آسیب به DNA اسپرم
 SDFA( کیت  از  اسپرم   DNA و  کروماتین  سلامت  ارزیابی  به ‌منظور 
به  آن  روش  که  گردید  استفاده   (Sperm DNA Fragmentation Assay

شرح زیر است:
اسیدی،  تیمار  تأثیر یک  ژلی تحت  میکرو  بستر  در یک  آزمایش  این  در 
حذف  با  بعد  مرحله  در  می‌شود.  دناتوره  اسپرم   DNA و  کروماتین 

اثر نانوذرات لسیتین سویا در رقیق‌کننده بر ...



شماره 129، نشريه د‌امپزشكی، زمستان 1399

145

پروتئین‌های کروماتین، رشته‌های DNA تا حد ممکن در اطراف سر اسپرم 
پخش می‌گردند که طی رنگ‌آمیزی به‌صورت هاله‌ای در اطراف سر اسپرم 
قابل‌ مشاهده هستند. این در حالی است که شکست DNA اسپرم منجر 
یا هاله‌های  نیز عدم مشاهده هاله  و   DNA به عدم گسترش رشته‌های 

خیلی کوچک در اطراف سر اسپرم می‌گردد.

تجزیه و تحلیل داده‌ها
اندازه‌گیری‌های  صورت  به  تصادفی  کاملًا  طرح  قالب  در  آزمایش  این 
از  استفاده  با  دادها  آماری  تحلیل  و  تجزیه‌  از  بعد  و  شد  انجام  مکرر 
نرم‌افزار آماری SAS، با استفاده از proc MIX، میانگین تیمارها با آزمون 
برای هر تکرار،  LSMeans مقایسه شدند. هر تیمار شش تکرار داشت. 
پایوت برای ارزیابی فراسنجه‌های اسپرم، استفاده شد. داده‌ها به صورت 
انحراف معیار ± میانگین حداقل مربعات بیان شدند و اختلافات در سطح 
آنالیز  برای  استفاده  مورد  مدل  شد.  گرفته  نظر  در  معنی‌دار   P>0/05

متغیر‌ها در این آزمایش به صورت زیر بود:

Yijk = µ+Ti+ Pj + (T×P)ij + eijk
که در این مدل Yijk: بیانگر مشاهده مربوط به اثر i امین تیمار و j امین 
 :Pj ،اثر تیمار :Ti ،بیانگر میانگین جامعه برای صفت مورد نظر µ:،زمان
اثر زمان و )T×P(ij: بیانگر برهمکنش اثر تیمار و زمان و eijk: اثر تصادفی 

باقیمانده است.

نتایج
در پژوهش حاضر، اثر سطوح مختلف نانو‌ذرات لسیتین بر فراسنجه‌های 
حرکتی اسپرم قوچ پس از فرآیند نگهداری در شرایط سرد معنی‌دار بود 
لسیتین  نانو‌ذرات   %1/5 حاوی  رقیق‌کننده  طوریکه  به   ،)2 و   1 )جدول 
نسبت به سایر رقیق‌کننده‌های حاوی لسیتین، پس از 72 ساعت نگهداری 
پیش‌رونده  و   )%49( کل  جنبایی  درصد  بیشترین  دارای  سرد،  دمای  در 

)40%( بود.
درصد اسپرم با غشای یکپارچه )درصد زنده‌مانی( در رقیق‌کننده حاوی 

سه درصد نانوذره لسیتین سویا نسبت به سایر تیمارها، کمتر بود 
)P>0/05( و سایر تیمارها تفاوت معنی‌داری با هم نداشتند )جدول 3(.

پس از نگهداری اسپرم‌ها به مدت 72 ساعت در شرایط سرد، رقیق‌کننده‌ها 
هنجار  اسپرم  درصد  و   )4 )جدول  فعال  غشای  با  اسپرم  درصد  نظر  از 

)جدول 5( تفاوت معنی‌داری با هم نداشتند.
علاوه بر این، نرخ شکستگی DNA در تیمارهای نیم و سه درصد نانو‌ذرات 

لسیتین سویا نسبت به سایر تیمارها، بیشتر بود )جدول 6(.
	

بحث
ذخیره اسپرم تازه قوچ در چهار درجه سانتی‌گراد می‌تواند یک جایگزین 

جدول 1- درصد جنبایی کل اسپرم‌ها در زمان‌های مختلف در رقیق‌کننده‌های متفاوت

Yolk: زرده تخم‌مرغ، L ،2-L ،1.5-L ،1-L ،0.5-L-2.5 و L-3 به ترتیب، مقدار نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم، و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا است. در هر ستون، تفاوت 

.)P>0/05( میانگین‌های دارای حرف غیرمشابه، معنی‌دار است

نوع رقیق‌کننده
ساعات پس از اسپرم‌گیری

36244872

Yolk80/00 a 68/00 b 64/00 a54/00 a45/00 ab

0.5-L73/00 abc 66/00 b52/00 b43/00 b34/00 b

1-L74/00 abc 67/00 b54/00 b44/00 b 40/00 ab

1.5-L78/00  ab76/00 a66/00 a55/00 a49/00 a

2-L72/00 bc67/00 b55/00 b43/00 b34/00 b

2.5-L72/00 bc62/00 bc54/00 b46/00 b33/00 b

3-L67/00 c58/00 c54/00 b46/00 b27/00 c

SEM2/492/361/971/983/91
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جدول 2- درصد جنبایی پیش رونده اسپرم‌ها در زمان‌های مختلف در رقیق‌کننده‌های متفاوت

جدول 3- درصد اسپرم‌های زنده در زمان‌های مختلف در رقیق‌کننده‌های متفاوت

Yolk: زرده تخم‌مرغ، L ،2-L ،1.5-L ،1-L ،0.5-L-2.5 و L-3 به ترتیب، مقدار نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم، و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا است. در هر ستون، تفاوت 

.)P>0/05( میانگین‌های دارای حرف غیرمشابه، معنی‌دار است

Yolk: زرده تخم‌مرغ، L ،2-L ،1.5-L ،1-L ،0.5-L-2.5 و L-3 به ترتیب، مقدار نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم، و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا است. در هر ستون، تفاوت 

.)P>0/05( میانگین‌های دارای حرف غیرمشابه، معنی‌دار است

نوع رقیق‌کننده
ساعات پس از اسپرم‌گیری

36244872

Yolk74/00 a62/00 b57/00 a50/00 a35/00 ab

0.5-L36/00 bc58/00 bc45/00 b38/00 b25/00 c

1-L68/00 bc61/00 b48/00 b39/00 b29/00 bc

1.5-L72/00 ab70/00 a60/00 a50/00 a40/00 a

2-L66/00 bc61/00 b49/00 b38/00 b27/00 bc

2.5-L66/00 bc56/00 bc47/00 b42/00 b24/00 c

3-L61/00 c52/00 c48/00 b41/00 b22/00 c

SEM2/432/342/121/763/10

نوع رقیق‌کننده
ساعات پس از اسپرم‌گیری

36244872

Yolk98/23 a96/67 a90/32 a87/14 a68/53 a

0.5-L73/51 b72/23 b61/64 bc60/32 bc44/01 abc

1-L77/64 b70/41 b70/15 b69/63 b65/48 ab

1.5-L77/44 b75/54 b72/00 b71/78 b61/83 ab

2-L78/41 b71/67 b71/95 b71/09 b67/22 ab

2.5-L79/43 b73/93 b71/89 b69/75 b44/50 abc

3-L71/94 b70/35 b70/12 b69/74 b32/06 c

SEM4/314/774/585/368/85

اثر نانوذرات لسیتین سویا در رقیق‌کننده بر ...
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جدول 4- درصد اسپرم‌های با غشای فعال در زمان‌های مختلف در رقیق‌کننده‌های متفاوت 

Yolk: زرده تخم‌مرغ، L ،2-L ،1.5-L ،1-L ،0.5-L-2.5 و L-3 به ترتیب، مقدار نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم، و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا است.

نوع رقیق‌کننده
ساعات پس از اسپرم‌گیری

36244872

Yolk70/7063/3176/1262/3052/69

0.5-L73/2472/4976/1963/9265/13

1-L76/2470/1173/7266/3659/43

1.5-L75/7872/7570/6460/5557/72

2-L73/9671/8372/7264/3756/53

2.5-L76/6674/2872/5769/9059/80

3-L81/7178/0871/5766/6958/33

SEM4/594/843/025/495/73

جدول 5- درصد اسپرم‌های هنجار در زمان‌های مختلف در رقیق‌کننده‌های متفاوت

Yolk: زرده تخم‌مرغ، L ،2-L ،1.5-L ،1-L ،0.5-L-2.5 و L-3 به ترتیب، مقدار نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم، و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا است.

نوع رقیق‌کننده
ساعات پس از اسپرم‌گیری

36244872

Yolk87/9485/6483/7382/5181/21

0.5-L86/5785/8286/7682/8480/37

1-L88/8179/7982/8478/9177/84

1.5-L84/1981/8680/1280/3279/19

2-L86/7485/6983/8383/1280/15

2.5-L83/0582/9380/0379/4775/54

3-L85/7084/1081/0181/4378/11

SEM4/494/514/224/714/16
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انجام تلقیح مصنوعی در  با ارزش برای اسپرم منجمد باشد. در صورت 
مزرعه، استفاده از اسپرم سرد شده کاربردی‌ است، زیرا استفاده از اسپرم 
منجمد نیاز به ابزارهای گران قیمت و تهاجمی برای لقاح لاپاراسکوپی 
پایین  حرارت  درجه  اگرچه  حال،  این  با  دارد.  دیده  آموزش  پرسنل  و 
استفاده شده برای ذخیره‌سازی اسپرم با کاهش متابولیسم سلولی، طول 
افزایش مدت زمان نگهداری، کیفیت  با  افزایش می‌دهد،  عمر اسپرم را 
اسپرم، پایین می‌آید. از طرف دیگر، ذخیره طولانی مدت باعث تغییرات 
شدید ساختارهای مورفولوژیکی و عملکردی می‌شود که پتانسیل باروری 
نانو‌ذرات لسیتین سویا در  اثر  این تحقیق  را مختل می‌کند )10(. ما در 

رقیق‌کننده اسپرم قوچ در شرایط سرد را بررسی کردیم.
یکی از مهم‌ترین عواملی که در مرحله نخست، نشان از نگهداری موفق 
 %1/5 حاوی  رقیق‌کننده  تحقیق،  این  در  است.  آن  جنبایی  دارد،  اسپرم 
نانو‌ذرات لسیتین نسبت به سایر سطوح لسیتین، دارای بیشترین درصد 
جنبایی کل و پیش‌رونده بود. این نتایج مشابه با گزارش‌های ارائه‌شده در 
بحث ذخیره‌سازی اسپرم قوچ در شرایط سرد )16( و در شرایط انجماد 
اسپرم قوچ )8( است. در این تحقیق استفاده از سطوح پایین‌تر نانو‌ذرات 
کاهش  باعث  آن   %1/5 سطح  با  مقایسه  در   )1 و   %0/5( سویا  لسیتین 
جنبایی اسپرم شد. این نتایج به قدرت حفاظتی پایین سطوح کمتر لسیتین 
زمان  مدت  افزایش  با  تیمارها  همه  در  اسپرم‌ها  جنبایی  است.  مرتبط 
غیر  و  ساختاری  آسیب‌های  یافت.  کاهش  معنی‌داری  به‌طور  نگهداری، 
ساختاری غشاء به علت نگهداری در سرما و کاهش فسفریلاسیون پروتئین 
آکسونیم طی نگهداری در سرما می‌توانند از دلایل کاهش جنبایی اسپرم 

باشند )3(.
پایه  بر  اسپرم  رقیق‌کننده‌های  توسعه  هدف  با  کشور  در  پژوهش‌هایی 
لسیتین سویا بر روی گوسفند صورت گرفته است. فروزانفر و همکاران 
)2010( در مطالعه‌ای بر انجماد اسپرم قوچ با جایگزینی زرده تخم‌مرغ با 
لسیتین سویا گزارش کردند که یک درصد لسیتین سویا می‌تواند جایگزین 
زرده تخم‌مرغ در رقیق‌کنندهٔ منی قوچ شود )11(. همچنین انجماد اسپرم 
قوچ با غلظت یک درصد لسیتین سویا، اثرات محافظتی برابری نسبت به 

رقیق‌کننده تجاری بایوکسل داشته است )28(.
در مطالعه حاضر، احتمالا کاهش اندازه ذرات در حد نانومتر و در نتیجه 
به رقیق‌کننده مشابه،  اصطکاک کمتر و گرانروی کمتر در محیط نسبت 

منجر به جنبایی بهتر اسپرم شده است. از طرفی، با توجه به اینکه سیالیت، 
جنبایی و یکپارچگی ساختاری برای زنده‌مانی اسپرم، وابسته به غلظت 
پیوند دوگانه در غشای پلاسمایی اسپرم هستند  با چند  اسیدهای چرب 
)12(، لسیتین سویا احتمالا سبب افزایش سیالیت غشاء و انعطاف‌پذیری 
آن شده و در نتیجه جنبایی سلول‌ها را افزایش داده است. گزارش شده که 
افزودن لسیتین منجر به افزایش نسبت اسپرم زنده و غیر آپوپتوزیس در 
اسپرم تازه و پس از فرآیند انجماد-ذوب می‌گردد )7(. با این‌حال، سلمانی 
و همکاران )2014( با جایگزینی زرده‌ی تخم‌مرغ با لسیتین سویا در رقیق-

کننده‌ی اسپرم بز نشان دادند که اختلاف معنی‌داری در درصد جنبایی و 
جنبایی پیش‌رونده بین زرده و 1/5% لسیتین نیست )27(. پژوهشگران، 
انواع زیادی از رقیق‌کننده‌ها را برای نگهداری اسپرم استفاده کرده‌اند. اما 
نتایج متفاوتی را گزارش کرده‌اند. بنابراین، تعریف ترکیب رقیق‌کننده و 
تعیین غلظت هر یک از اجزای آن، برای هر گونه و حتی نژاد، ضروری 

به نظر می‌رسد.
یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم )زنده‌مانی(، یک شرط لازم برای حفظ 
عملکرد اسپرم طی ذخیره‌سازی در مجرای تناسلی ماده و نفوذ از لایه 
پیش‌زرده تخمک است )14(. در تحقیق حاضر، به استثنای تیمار حاوی 
بین  داشت،  را  زنده‌مانی  درصد  کمترین  که  لسیتین  نانوذره  درصد  سه 
سایر تیمارها تفاوت معنی‌داری مشاهده نشد. در ضمن زنده‌مانی اسپرم 
برای  دلیل  یک   .)3 )جدول  یافت  کاهش  ذخیره‌سازی  زمان  افزایش  با 
کاهش زنده‌مانی اسپرم با گذشت زمان می‌تواند تأثیر رادیکال‌های آزاد 
بر ساختار غشاء باشد )10(. بخصوص اسپرم قوچ نسبت به پراکسیداسیون 
 .)20( است  حساس‌تر  گونه‌ها  سایر  به  نسبت  غشاء  فسفولیپیدهای 
همچنین ممکن است به علت تنش‌های سرمایی باشد. حساسیت اسپرم 
اسیدهای  نسبت  افزایش  با  پایین  دماهای  در  مدت  طولانی  ذخیره  به 
چرب اشباع نشده به اشباع در ترکیب فسفولیپیدهای غشای سیتوپلاسم 
قابل توضیح است، که منجر به از دست دادن کلسترول و کاهش پایداری 
و مقاومت در برابر تنش می شود )10(. لسیتین سویا قادر به محافظت 
اسپرم در برابر سرما است و باعث افزایش نسبت اسپرم‌های زنده می‌شود 

.)8(
پس از نگهداری اسپرم‌ها به مدت 72 ساعت در دمای سرد، رقیق‌کننده‌ها 
از نظر درصد اسپرم با غشای فعال تفاوت معنی‌داری با هم نداشته‌اند 

جدول 6- درصد اسپرم‌های با DNA سالم در تیمارهای مختلف

Yolk: زرده تخم‌مرغ، L ،2-L ،1.5-L ،1-L ،0.5-L-2.5 و L-3 به ترتیب، مقدار نیم، یک، یک‌و‌نیم، دو، دو‌و‌نیم، و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا است.

نوع رقیق‌کننده

Yolk0.5-L1-L1.5-L2-L2.5-L3-LSEM

88/08 ab67/34 b75/25 ab90/53 ab92/57 a82/31 ab72/36 b6/64

اثر نانوذرات لسیتین سویا در رقیق‌کننده بر ...
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)جدول 4(. یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم به حفظ عملکردی اسپرم 
در طول ذخیره‌سازی در دستگاه تناسلی ماده کمک می‌کند. اختلال در 
یکپارچگی غشای پلاسمایی ناشی از آسیب وارده و اختلال در سازمان‌دهی 
چربی طی ذخیره‌سازی در دمای پایین می‌شود که در نهایت منجر به مرگ 
اسپرم می‌گردد )14(. لسیتین سویا یک ترکیب طبیعی از فسفاتیدیل‌کولین 
چنین  است.  پالمیتیک  و  اولئیک  استئاریک،  نظیر  چرب  اسید  چندین  و 
اسیدهای چربی در اکثر غشاءهای بیولوژیکی پستانداران وجود دارند و 

برای پایداری ساختاری سلول‌ها مناسب‌اند )21(.
در تحقیق حاضر، تیمارهای حاوی نانو‌ذرات لسیتین سویا نسبت به تیمار 
حاوی زرده از لحاظ درصد اسپرم هنجار، تفاوتی باهم نداشتند )جدول 
در  معنی‌داری  اختلاف  نیز   )2014( همکاران  و  سلمانی  تحقیق  در   .)5
لسیتین مشاهده   %1/5 و  زرده  بین  یکپارچگی غشا  و  زنده‌مانی  درصد 
با باروری پایین، از  نشده است )27(. گزارش شده است که گاوهای نر 
نظر ریخت‌شناسی اسپرم، محتوی اسپرم‌های غیرطبیعی بیشتری بوده‌اند. 
بودن  غیر‌طبیعی  نشانه  می‌تواند  سر،  غیر‌طبیعی  شکل  با  اسپرم  وجود 
کروماتین و عدم شایستگی لقاح در یک نمونه منی باشد )25(. همچنین 
در  لقاح  ناحیه  به  اسپرم  رسیدن  مانع  اسپرم،  نابهنجار  ریخت  داشتن 
دستگاه تولیدمثلی جنس ماده می‌شود )25(. با حضور لسیتین سویا در 
از  برخی  جایگزین  می‌توانند  سویا  منشأ  با  فسفولیپیدهای  رقیق‌کننده، 
فسفولیپیدها در غشاء اسپرم شوند که باعث حفظ ساختاری و عملکردی 
بر اساس فرضیه دیگر فسفولیپیدهای سویا  اسپرم می‌شود )18(.  غشای 
ممکن است با غشای اسپرم ادغام و به صورت یک‌لایه محافظ در برابر 
عوامل کشنده عمل کنند )30(. ساز‌و‌کار دقیقی که لسیتین اثراتش را روی 
شده  گزارش  اما  نیست.  می‌کند، مشخص  اعمال  اسپرم  پلاسمایی  غشای 
است که ساز‌و‌کار محافظتی لسیتین، به خاطر جایگزینی فسفولیپید‌های 
غشای اسپرم است. همچنین لسیتین ممکن است یک فیلم محافظتی در 
اطراف اسپرم تشکیل دهد و با این کار، از وارد شدن آسیب مکانیکی به 

غشای اسپرم جلوگیری کند )6(. 
یکپارچگی DNA اسپرم، اهمیت حیاتی در آن دارد و یک نشانه واقعی از 
کارکرد اسپرم است. وجود DNA طبیعی در اسپرم، به کاهش مرگ‌ومیر 
اولیه رویانی، کمک می‌کند )4(. گزارش شده است که توان باروری اسپرم 
گاوها با افزایش صدمه به DNA، کاهش یافته است )9(. در این تحقیق، 
نرخ شکستگی DNA در تیمارهای نیم و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا 
نسبت به سایر تیمارها، بیشتر بود )جدول 6(. این نشان دهنده حفاظت 
بهتر از اسپرم در سطوح یک، یک‌و‌نیم، دو و دو‌و‌ نیم، نسبت به سطوح نیم 

و سه درصد نانو‌ذرات لسیتین سویا در رقیق‌کننده است.
افزایش تدریجی و قابل توجهی در نرخ قطعه قطعه شدن DNA، هنگامی 
که اسپرم قوچ در چهار درجه سانتی‌گراد در رقیق-کننده بر پایه لسیتین 
سویا ذخیره شده، گزارش شده است )15(. ذخیره اسپرم قوچ در شرایط 
DNA شده است که مقدار آسیب در اسپرم قوچ،  سرد منجر به آسیب 
تحت تأثیر نوع رقیق‌کننده قرار گرفته است به طوریکه در رقیق‌کننده بر 
پایه شیر پس چرخ نسبت به رقیق‌کننده تریس-زرده تخم‌مرغ، کمتر بوده 
است )2(. همچنین رقیق کردن اسپرم بز بر پایه یک درصد لسیتین سویا 
نسبت به زرده، یکنواختی DNA و آکروزوم بیشتر، نرخ پراکسیداسیون 
نتایج  به‌هرحال،  اما   .)6( است  داشته  بیشتری  لقاح  نرخ  و  کمتر  چربی 

تحقیق حاضر، در تناقض با تحقیقات قبلی روی گاو )17( است که گزارش 
کرده‌اند که طی فرآیند انجماد-یخ‌گشایی، یکنواختی DNA اسپرم تحت 
تأثیر نوع رقیق‌کننده قرار نگرفته است. ازآنجاکه برهمکنش بین اسپرم و 
ترکیبات رقیق‌کننده‌ها، کاملًا روشن نشده است، مطالعات بیشتری برای 
نیاز  مورد  آن،  به  مواد  سایر  افزودن  با  رقیق‌کننده،  این  عملکرد  بهبود 

است.

نتیجه‌گیری 
رقیق‌کننده  که  است  این  گرفت،  تحقیق  این  از  می‌توان  که  کلی  نتیجه 
حاوی % 1/5 نانو‌ذرات لسیتین سویا، می‌تواند جایگزین مناسبی برای زرده 
تخم‌مرغ در حفظ کیفیت اسپرم قوچ نژاد لری بختیاری طی نگهداری در 

شرایط سرد باشد.
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