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Abstract 

Introduction: Egg yolk is an economical option for farm animal semen extenders. However, there are some 
potential disadvantages and concerns associated with whole egg yolk use as a component in extender media. 
Preparation of clarified egg yolk by high-speed centrifugation or probe ultrasonic treatment of egg yolk are novel, 
low-cost, fast, safe, and effective method in providing high-quality extenders for semen preservation. 
Ultracentrifuge and ultrasonic technology are mechanical methods used for separating and dispersing low-density 
lipoproteins (LDL), the primary protective component of egg yolk. Each method has its advantages and 
disadvantages, and as with any novel technique, it is essential to thoroughly evaluate and optimize the ultrasonic 
technology before using it for extender treatment. Therefore, the purpose of this study was to investigate the effect 
of ultracentrifuge and ultrasonic treatment of egg yolk before extender supplementation on the ram semen quality 
and fertility outcome after storage at 4°C for 72 hours. 
Materials and methods: This study was conducted in a completely randomized block design with three 
treatments and six replicates. The treatments included: 1) Whole egg yolk (WEY as control), 2) Clarified egg yolk 
(CEY) prepared by high-speed centrifuge at 25000 g for 60 minutes, and 3) Ultrasonicated egg yolk (SEY) with 
50% power (500 W) for 10 minutes. In the breeding season, semen samples of three fertility-proven Mehraban 
rams (live body weight of 76.37 kg, age of 3-4 years, and BCS of 3.5-4) were collected by artificial vagina once 
a week, over six consecutive weeks (as an experimental block). Collected ejaculates were passed the minimum 
quality requirements before dilution. Ejaculates of rams in each week were mixed and divided equally into three 
parts and diluted up to the concentration of 200×106 spermatozoa/mL and stored at 4°C for 72 hours. Semen 
qualitative parameters were evaluated every 24 hours. Sperm viability, membrane integrity, and motility 
parameters were determined by eosin-nigrosin staining, the hypo-osmotic swelling test (HOST), and computer-
assisted sperm analysis (CASA), respectively. In addition, a total of 42 non-pregnant Mehraban ewes, aged 2-4 
years, with almost the same body weight and score, were used for the detection of fertility performance. The ewes' 
estrous cycle was synchronized by flurogestone acetate-loaded sponges and eCG (500 IU), and they were 
subjected to laparoscopic artificial insemination (LAI) 54 h after sponge removal, and the semen sample of each 
treatment was deposited into the uterine horns bilaterally. The pregnancy rate was detected by ultrasound scanning 
on d-45 after LAI. 
Results and discussion: Semen storage for 72 hours in extenders containing ultrasonic and ultracentrifuged egg 
yolk (CEY and SEY treatments) significantly showed higher sperm membrane integrity compared to the WEY 
(P<0.05). Total motility in the CEY treatment (P=0.0807) and progressively motile spermatozoa in the SEY 
treatment (P=0.0897) tended to increase. Stored semen in the SEY extender showed significantly higher 
progressively motile spermatozoa compared to the WEY (control), 24 hours after storage (P<0.05). In addition, 
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the amplitude of lateral head displacement (P=0.07) and linearity (P=0.09) tended to increase 24 hours after 
storage. The highest level of sperm membrane integrity, 48 hours after storage, and the highest viability and total 
motility, 72 hours after storage, were related to the SEY treatment (P<0.05). The progressive motility (P=0.10) 
and linear velocity (P=0.07) tended to increase 72 hours after sperm storage in the CEY treatment. Other 
parameters, as well as the fertility outcome after laparoscopic artificial insemination, were not affected by the 
treatments. Very few studies have been conducted on the storage of ram semen with a diluent containing 
ultrasonicated or ultracentrifuged egg yolk at 4°C. Most of the studies reported the effect of a diluent containing 
ultrasonicated or ultracentrifuged egg yolk after the freeze-thaw process. Consistent with the findings of this study, 
a study showed that total motility, progressive motility, and membrane integrity of sperm after freeze-thawing of 
dog sperm in a diluent containing ultrasonicated egg yolk were better preserved than in a diluent containing 
ultracentrifuged egg yolk. In contrast, another study showed that sperm motility parameters and membrane 
integrity of pig sperm after freeze-thawing were improved only in a diluent containing centrifuged egg yolk, which 
is contrary to this finding of this study. Consistent with the findings of this study, it has been shown that freezing 
of donkey semen in diluents containing ultrasonicated egg yolk with different ultrasonic intensities and durations 
increased total and progressive motility, curvilinear line velocity, average path velocity, and straight-line velocity 
after thawing. It could be deduced from our results that during the centrifugation process, some constituents of 
egg yolk that could be detrimental to sperm cells were pelleted, leaving only LDL molecules in the extender, 
which had good results in the kinematic parameters. Ultrasonic treatment of egg yolk improves the dispersion of 
egg yolk components in the extender media, and can improve the extender's ability to protect sperm during chilled 
semen storage, resulting in increased sperm survival and viability. The sperm plasma membrane is the structure 
that is mainly injured during semen preservation. The storage temperature at 4°C causes the membrane to move 
into a gel phase, increasing the loss of lipids that are part of the cell structure, causing a loss in membrane integrity. 
The results of the present study revealed that ultrasonic and ultracentrifuge treatment of egg yolk were more 
efficient in maintaining the sperm plasma membrane integrity than the whole egg yolk, probably due to higher 
surface reactivity and a probable increase in the interaction capacity of egg yolk components due to ultrasonic and 
ultracentrifuge treatment. In this study, the fertility outcome was not affected by treatments. The reason for this 
could be related to the artificial insemination method and the time of storage of the inseminated semen. The quality 
of stored semen decreases over time of storage, but the insemination technique used in this study could compensate 
for this decline in sperm quality. 
Conclusions: Ultrasonic and ultracentrifugation processing of egg yolk with a change in its functional 
characteristics exert a positive effect on membrane integrity and some sperm motility characteristics, and can be 
used as a suitable approach to improve sperm preservation for artificial insemination. 
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  مقاله پژوهشي

مرغ قبل از اضافه نمودن آن تخماثر اولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ نمودن زرده 
سازي در دماي كننده، بر كيفيت و قابليت باروري مني قوچ پس از ذخيرهبه رقيق
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     چكيده

كننده مرغ قبل از اضافه نمودن آن به رقيقهدف پژوهش حاضر بررسي تأثير اولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ نمودن زرده تخم
مرغ بود. تيمارهاي آزمايشي شامل زرده كامل تخم C٤°سازي در دماي كيفيت و قابليت باروري مني قوچ پس از ذخيرهبر 

)WEY) زرده اولتراسونيك شده ،(SEY) و زرده اولتراسانتريفيوژ شده (CEYهاي كامل تصادفي با ) بود كه در قالب طرح بلوك
و پس از شده هم مخلوط  مني اخذ شده از سه رأس قوچ نژاد مهربان با ،دمثليدر فصل تولي تكرار انجام شد. شش تيمار و سه

نيگروزين، -آميزي ائوزينرنگ باماني ساعت نگهداري شد. زنده ٧٢تا  C٤°ها در دماي ها، نمونهكنندهسازي با رقيقرقيق
 ،ساعت ارزيابي شد. همچنين ٢٤هر در كاسا  وسيلهبههاي جنبايي تورم هيپواسمتيك و فراسنجه آزمونيكپارچگي غشاء با 

روزگي تعيين  ٤٥در ميزان آبستني و شده روش لاپاراسكوپي تلقيح سازي شده با مني تيمارهاي مربوطه بههاي همزمانميش
). جنبايي كل در تيمار P>٠٥/٠بيشتر بود ( WEYداري نسبت به طور معنيبه  SEYو CEYد. سلامت غشاء اسپرم در تيمارش

CEY )٠٨٠٧/٠=Pو جنبايي پيش ( رونده در تيمار SEY)٠٨٩٧/٠=P(  ساعت، جنبايي  ٢٤گرايش به افزايش داشت. پس از
) و خطي ALH( هادامنه نوسانات حركت اسپرم) و P>٠٥/٠بود ( WEYداري بيشتر از طور معنيبه SEYرونده در تيمار پيش

ساعت و بيشترين  ٤٨بيشترين ميزان سلامت غشاء اسپرم پس از ) نيز گرايش به افزايش داشت. LINها (بودن حركت اسپرم
ساعت، جنبايي  ٧٢پس از  ،). همچنينP>٠٥/٠بود ( SEYساعت، مربوط به تيمار  ٧٢ماني و جنبايي كل پس از ميزان زنده

داشت.  نسبت به تيمار شاهد گرايش به افزايش CEY) در تيمار VSLرونده و سرعت حركت اسپرم روي خط مستقيم (پيش
مرغ با تأثير مثبت آوري اولتراسونيك و اولتراسانتريفيوژ زرده تخمطور كلي، عملميزان باروري تحت تاثير تيمارها قرار نگرفت. به

عنوان راهكاري مناسب جهت بهبود نگهداري اسپرم براي تلقيح تواند بههاي جنبايي اسپرم ميبر سلامت غشاء و برخي ويژگي
  شد.مصنوعي گوسفند با

  قوچ مرغ،زرده تخم ،بارورياولتراسانتريفيوژ، اولتراسونيكاسيون، : هاي كليديواژه
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 كننده...آن به رقيق مرغ قبل از اضافه نمودناثر اولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ نمودن زرده تخمو همكاران:  علي مولايي              ٣٦

 

  مقدمه

سازي سرد و منجمد مايع مني در حيوانات ذخيره ،امروزه
دنبال آن تلقيح مصنوعي، اهميت زيادي براي اي و به مزرعه

اما  ،بهبود عملكرد توليدمثلي و پيشرفت ژنتيكي دارد
به ساختمان اسپرم وارد سازي ذخيره فرآيند طيآسيبي كه 

- . نوع رقيقشودشود منجر به كاهش باروري اسپرم ميمي

كننده نقش مهمي در جلوگيري از وارد آمدن آسيب به 
. غير از )Bustani & Baiee, 2021(د هاي اسپرم دارسلول
هاي تجاري كه فرمولاسيون تركيبات برخي از كنندهرقيق

هاي با فرمول باز، كنندهرقيق بيشترآنها نامشخص است، در 
كننده عنوان محافظتدرصد) به ٢٠تا  ٥مرغ (از زرده تخم

شود. ليپيوپروتئين با در برابر شوك سرمايي استفاده مي
مرغ در ) جزء بسيار موثر زرده تخمLDLالي كم (گچ

 & Watson (سازي است سپرم هنگام ذخيرهحفاظت از ا

Martin, 1975; Watson, 1976; Amirat et al., 2004a(  ،
غ مرموجود در زرده كامل تخم LDLبا اين وجود، فراهمي 

ذرات  ،هاي اسپرم پائين بوده و علاوه بر آنبراي سلول
مرغ، قابليت انحلال پايين آن و وجود درشت زرده تخم

ذراتي غير از زرده كه باعث آسيب به تنفس سلولي و كاهش 
مرغ شود، از جمله مشكلات استفاده از زرده تخمباروري مي

مرغ است هاي بر پايه زرده تخمكنندهكامل در رقيق
)Watson & Martin, 1975(. 

عنوان يك روش فناوري اولتراسونيك در صنايع مختلف به
سازي كم هزينه، سريع، ايمن و قابل اعتماد براي يونامولس

گرفته است.  محصولات گياهي و حيواني مورد استفاده قرار
ها در اي با شكستن حباباين فناوري از نيروهاي ضربه

كند كه منجر به تركيب نزديكي سطح مايع استفاده مي
. گزارش )Xie et al., 2020(شود كامل مواد نامحلول مي

مرغ، يك نمودن زرده تخمشده است كه بعد از اولتراسون
خواص ژلي و اموليسيوني زرده، پتانسيل زتا (بار الكتريكي 

هاي زرده افزايش سطح) ذرات و سولفيدريل آزاد پروتئين
هاي محلول نهايي زرده كند و باعث تغيير ويژگيپيدا مي

تواند بر خواص عملكردي زرده شود كه در نهايت ميمي
. اولتراسونيك كردن )Xie et al., 2020(مرغ موثر باشد تخم

 ،مرغ و كوچك كردن اندازه ذرات آنده تخمپلاسماي زر
براي استفاده از آن  LDLيك راه آسان براي دستيابي به 

 da Silva(اي است كننده مايع مني حيوانات مزرعهدر رقيق

et al., 2022(نتايج مطالعه . Zhang et al. (2018)  نشان داد

مرغ و كننده با غلظت يك درصد زرده تخمتهيه رقيقكه 
- دقيقه، فراسنجه ٢٠مدت وات به ٤٠٠شدت اولتراسونيك 

ساعت  ٩٦هاي مني نريان را پس از هاي حركتي اسپرم
پس از  ،و همچنين لسيوسدرجه س ٤نگهداري در دماي 

بخشد. همچنين، نشان داده ذوب بهبود مي-انجماد فرآيند
مرغ، اولتراسونيك كردن پلاسماي زرده تخمشده است كه 

طور موثري دهد و بهرا افزايش مي LDLتشكيل نانوذرات 
 da(تواند از سلول اسپرم هنگام انجماد محافظت كند مي

Silva et al., 2022( .  
جداسازي در مطالعات پيشين از اولتراسانتريفيوژ براي 

مرغ و حذف برخي از تركيبات زرده تخم LDLآميز موفقيت
هاي مختلف حيواني براي حفاظت اسپرم گونه مضر زرده

 de Brito et al., 2021; Samadian et(استفاده شده است 

al., 2024(اند كه ت نشان داده. برخي از مطالعا
مرغ نسبت به اولتراسانتريفيوژ كردن زرده تخم

تواند منجر به حفظ سلامت اولتراسونيكاسيون بهتر مي
 فرآيندغشاء سلول اسپرم و غشاء ميتوكندري اسپرم پس از 

. مروري بر مطالعات )de Brito et al., 2021(انجماد شود 
ايج تاثير اولتراسانتريفيوژ و يا پيشين نشان داد كه نت

- مرغ افزوده شده به رقيقاولتراسونيك نمودن زرده تخم

- رسد كه نوع رقيقنظر ميكننده ضد و نقيض است و به

كننده پايه، گونه حيواني، مدت زمان و شدت اولتراسونيك 
و نيازمند تحقيقات بيشتري  شودباعث ايجاد اين تناقض مي

آوري مطالعات قبلي تاثير عمل بيشتر ،است. علاوه بر آن
كننده را در شرايط مرغ افزوده شده به رقيقزرده تخم

هاي باروري در دام اند و دادهآزمايشگاهي برررسي نموده
بررسي  ،هدف از اين تحقيق ،. بنابرايناندك استزنده بسيار 

- اثر اولتراسونيكاسيون و اولتراسانتريفيوژ كردن زرده تخم

- ي اثر آن بر كيفيت اسپرم قوچ پس از ذخيرهمرغ و بررس

  بود. سلسيوسدرجه  ٤ساعت در دماي  ٧٢مدت سازي به

  هاروشو مواد 

اين پژوهش از  :زمان و محل آزمايش و تيمارهاي آزمايشي
تحقيقاتي دانشكده -شهريور تا دي ماه در مزرعه آموزشي

آزمايش كشاورزي دانشگاه بوعلي سينا همدان انجام شد. 
 شش تيمار و سه هاي كامل تصادفي باقالب طرح بلوكدر 

زرده كامل  -١تكرار بود. تيمارهاي آزمايشي شامل: 
)WEY ،(زرده اولتراسانتريفيوژ شده با سرعت  -٢ g٢٥٠٠٠ 



  ٣٧                                                          )         ٣٣-٤٥( ١٤٠٤ زمستان/چهارمشماره /چهاردهمتحقيقات توليدات دامي/سال 
 

 

 

زرده اولتراسونيك شده با  -٣) و CEYدقيقه ( ٤٠مدت به
 ) بود. SEYدقيقه ( ١٠مدت وات) به ٥٠٠درصد ( ٥٠شدت 

- مرغابتدا تعداد مورد نياز از تخم ها:سازي رقيق كنندهآماده

آرامي از هاي تازه را در محيط آزمايشگاه شكسته و زرده به
اي گونهشد بهو روي فيلتر كاغذي غلتانده شده سفيده جدا 

با  ،كه محتويات سفيده و شالاز از زرده جدا شود. سپس
و  هشد غشاي نازك زرده سوراخ ،استفاده از يك سرنگ

د. شآوري محتويات آن درون يك ظرف استريل جمع
ميلي گرم سديم دو  ٠٥/٠ليتر زرده ازاي هر ميليبه ،سپس

ميكروليتر آب دو بار تقطير  ١٠٠) در SDSدسيل سولفات (
- مرغ اضافه شد. مخلوط حاصل بهو به زرده تخمشده حل 

- زده شد تا ميسللاتين هم 8شكل عدد دقيقه به ٤٠مدت 

  .شودآزاد و حل بي زرده هاي چر
در  ):WEYكننده حاوي زرده كامل تخم مرغ (تهيه رقيق

ساخته تريلاديل كننده تجاري پيشاين پژوهش از رقيق
)Minitube, Germany استفاده شد. بر اساس دستورالعمل (

- از رقيق ليترميلي ٢٥٠سازي شركت توليدكننده، هر آماده

تقطير استريل به حجم  ليتر آب دو بارميلي ٧٥٠كننده با
شد. سپس به محلول آماده شده ليتر رسانده ميلي ١٠٠٠
درجه  ٣٠و در  شده مرغ اضافهليتر زرده تخمميلي ٢٠٠

كننده آماده رقيق ،نهايت آرامي مخلوط شد. دربه سلسيوس
شده جهت حذف ذرات حل نشده و درشت زرده و عدم 

صورت ملايم ها در كاسا، بهتداخل در ارزيابي اسپرم
د. شدقيقه)  ١٥مدت دور در دقيقه به ٢٥٠٠سانتريفيوژ (

 ٥/٩هاي كننده آماده شده در حجمپس از سانتريفيوژ، رقيق
 -٢٠ريخته شد و در دماي  درون لوله فالكون ليتريميلي

- تا زمان استفاده نگهداري شد. اين رقيق سلسيوسدرجه 

مرغ يا كامل تخمزرده كننده حاوي عنوان رقيقكننده به
WEY   .در نظر گرفته شد  

 :)CEYكننده حاوي زرده اولتراسانتريفيوژ شده (تهيه رقيق
- به درون ميكروتيوبمرغ تخمكامل  زرده ،براي اين منظور

دقيقه با سرعت  ٦٠مدت ريخته شد و به ليتريميلي ٢هاي 
g سانتريفيوژ سرعت بالا ( با ٢٥٠٠٠Micro 17TR, South 

Korea اولتراسانتريفيوژ شد و مايع شفاف روي زرده جدا (
ليتر ميلي ١٠٠ازاي هر به ،سپس .)Holt et al., 1996(د ش

سي پلاسماي زرده اضافه سي ٢٠كننده تريلاديل، از رقيق
. در نظر گرفته شد CEYكننده تيمار عنوان رقيقشد و به

درون ليتري ميلي ٥/٩هاي كننده آماده شده در حجمرقيق

درجه  ٢٠لوله فالكون ريخته شد و در دماي منفي 
  تا زمان استفاده نگهداري شد. سلسيوس

): SEYكننده حاوي زرده  اولتراسونيك شده (تهيه رقيق
زرده كامل ليتر ميلي ٢٠٠ابتدا ميزان  ،براي اين منظور

آب دو بار تقطير استريل مخلوط  ليترميلي ٧٥٠مرغ با تخم
دستگاه  باان دادن، تركيب حاصل دقيقه تك ٢٠شد. پس از 

) Bandelin electronic, Germanyاي (اولتراسونيك ميله
درصد)   ٥٠وات ( ٥٠٠متر و قدرت سانتي ٣قطر  داراي

 ,.de Brito et al(دقيقه اولتراسونيك شد  ١٠مدت به

اولتراسونيك،  فرآيند طيشايان ذكر است كه  .)2021
تركيب زرده و آب درون يك ظرف حاوي يخ قرار داده شد 

اولتراسونيك سبب  وسيلهبهتا گرماي اضافي ايجاد شده 
از ليتر ميلي ٩٥ ،. سپسشودهاي زرده نتغيير پروتئين

- كننده پيشرقيقليتر ميلي ٢٥تركيب اولتراسونيك شده با 

- ميلي ٥/٩هاي د و در حجمشل مخلوط ساخته تريلادي

 ٢٠ريخته شد و در دماي منفي  درون لوله فالكونليتري 
  تا زمان استفاده نگهداري شد. سلسيوسدرجه 
سه راس  ،در فصل توليدمثلي سازي مني:آوري و رقيقجمع
دهي با نژاد مهربان كه از قبل به اسپرم هسال ٤تا  ٣قوچ 

و تا پايان شده داده شده بودند انتخاب  واژن مصنوعي عادت
اي، محيطي و مديريتي يكسان آزمايش در شرايط تغذيه

- كنندهگيري، رقيق. يك شب قبل از اسپرمندنگهداري شد

درون آرامي بهو  شده هاي مربوط به هر تيمار از فريزر خارج
ذوب شدند. يك ساعت  سلسيوس درجه ٤يخچال با دماي 

ماري (با دماي ها درون بنهكنندرقيق ،گيريقبل از اسپرم
عمل دما شوند. تا هم ند) قرار گرفتسلسيوسدرجه  ٣٧

مقيد شده  با استفاده از يك ميشها گيري از قوچاسپرم
ها قبل از ادغام با ميكروسكوپ انجام شد. مني هر يك از قوچ

 ٧/٠هاي داراي حجم بالاي نوري ارزيابي اوليه شد. نمونه
و غلظت  %١٠، ناهنجاري زير %٨٥تحرك بالاي  ليتر،ميلي

د. مايع شليتر استفاده ميليارد اسپرم در هر ميلي ٢بيشتر از 
فردي به نسبت  آثارها براي حذف مني گرفته شده از قوچ

به سه قسمت مساوي  ،و سپسشده هم مخلوط  مساوي با
هاي هر تيمار تا غلظت كنندهرقيق وسيلهبهتقسيم شد و 

 ٤د و به دماي شليتر رقيق ون اسپرم در هر ميليميلي ٢٠٠
  منتقل شد. سلسيوسدرجه 

هاي مربوط به فراسنجههاي كيفي اسپرم: ارزيابي فراسنجه
ماني، سلامت غشاء و ديناميك حركتي اسپرم (كاسا) زنده
ساعت پس از نگهداري در  ٧٢بار و تا ساعت يك ٢٤هر 
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قبل  ،ارزيابي شد. براي اين منظور سلسيوسدرجه  ٤دماي 
 و شدزده  طور كامل هماز ارزيابي، ابتدا نمونه اصلي به

با استفاده از سمپلر به درون ميكروليتر از آن  ٥٠٠ ،سپس
دقيقه  ١٥مدت و بهشده ليتر منتقل ميلي ٥/١ميكروتيوپ 

  ) قرار داده شد.سلسيوسدرجه  ٥/٣٧داخل بن ماري (
- روش رنگها بهماني اسپرمارزيابي زنده: مانيارزيابي زنده

گشايي نيگروزين انجام شد. نمونه مني يخ-آميزي با ائوزين
-آميزي ائوزينبا محلول رنگ ٢به  ١شده به نسبت 

 ٩/٢ و گرم نيگروزين) ١٠-Yگرم ائوزين  ٦٧/١نيگروزين (
 ميلي ليتر آب مقطر مخلوط ١٠٠گرم سديم سيترات در 

با كمك يك لام ديگر  ،سپس .و روي لام قرار گرفت شده
كمك ميكروسكوپ نوري  او بشده گسترشي از آن تهيه 

)Genus, China با بزرگنمايي (X اسپرم  ٢٠٠حداقل  ،٤٠٠
عنوان هاي با سر صورتي رنگ به. اسپرمندشمارش شد

عنوان هاي با سر بدون رنگ بههاي مرده و اسپرماسپرم
هاي زنده محاسبه و درصد اسپرمشده ثبت هاي زنده اسپرم

  شد.
سلامت و يكپارچگي غشا با ارزيابي سلامت غشاي اسپرم: 

) انجام شد. HOSTاستفاده از آزمون تورم هيپواسموتيك (
گرم  ٩/٠گرم سديم سيترات و  ٤٩/٠ ،براي اين منظور

و شده بار تقطير مخلوط  ليتر آب دوميلي ١٠٠ فروكتوز با
درون يخچال نگهداري شد. قبل از در تا زمان استفاده 

ليتر از محلول هيپواسموتيك به درون يك ميلي ،استفاده
ميكروليتر  ١٠٠دما شدن، و پس از همشد ماري منتقل بن

دقيقه  ٣٠و براي مدت شد از مني رقيق شده به آن اضافه 
 ،انكوبه شد. بعد از اين مدت سلسيوس درجه ٣٧در دماي 

- پيچ HOSTهاي داراي غشاي سالم در محلول اسپرم دم

- صاف باقي مي ،هاي داراي غشاي ناسالمخورده و دم اسپرم

با استفاده از ميكروسكوب نوري فازكنتراست  ماند.
)Genus, China ٢٠٠برابر، تعداد  ٢٠٠) با بزرگنمايي 

هاي داراي و درصد اسپرم شد اسپرم از هر نمونه شمارش
  د.  شبه غشاء سالم محاس
هاي حركتي اسپرم فراسنجه هاي حركتي:ارزيابي فراسنجه

ساعت پس از  ٧٢ساعت و تا  ٢٤كمك دستگاه كاسا هر  اب
ارزيابي شد. دستگاه  سلسيوسدرجه  ٤نگهداري در دماي 

كاسا مورد استفاده در اين پژوهش مجهز به ميكروسكوپ 
، با لنز فازكنتراست Labomed 400, USAفاز كنتراست (
برداري )، گرمكن صفحه، دوربين فيلمX٢٠زمينه منفي 

)Mshot50 فريم بر ثانيه و نرم افزار  ٥٠، چين) با سرعت

Videotest بندي فراسنجه(روسيه) بود. دسته ٢/٣ نسخه -

هاي ديناميك جنبايي اسپرم بر اساس دستورالعمل 
انجام شد. جهت ارزيابي ديناميك  WHO-2010پيشنهادي 

ميكروليتر از نمونه مني گرم شده روي لام گرم  ٧جنبايي، 
متر) روي آن ميلي١٨×١٨و با لامل تميز (شده منتقل 

پوشانده شد و روي گرمكن صفحه ميكروسكوپ قرار گرفت. 
برداي شد. فيلد ميكروسكوپي فيلم ١٠تعداد  ،براي هر نمونه

ثانيه بود.  ٢ برابر با براي هر فيلدبرداي مدت زمان فيلم
: TMشرح زير بود: هاي ديناميك ارزيابي شده بهفراسنجه

رونده (درصد)، : جنبايي پيشPMجنبايي كل (درصد)، 
VSL سرعت اسپرم روي خط فرضي مستقيم واصل بين :

حسب ميكرومتر در  نقطه شروع و پايان حركت اسپرم بر
سيرهاي واقعي طي شده ها در م: سرعت اسپرمVCLثانيه، 

: سرعت ميانگين حركت VAPحسب ميكرومتر در ثانيه،  بر
- : درصد مستقيمSTRحسب ميكرومتر در ثانيه،  ها براسپرم

الخط بودن حركت اسپرم (ملاكي از نزديك بودن مسير 
حركت متوسط به خط مستقيم واصل بين نقاط ابتدايي و 

نبي (دامنه : حداكثر دامنه حركات جاALHانتهايي است)، 
حركات جانبي سريع سر اسپرم در اطراف مسير ميانگين بر 

ها : درصد خطي بودن حركت اسپرمLINحسب ميكرومتر)، 
(ملاكي از نزديك بودن مسير حركت واقعي اسپرم به خط 

: BCFمستقيم واصل بين دو نقطه ابتدايي و انتهايي) و 
نبي صورت جاهتعداد دفعاتي كه سر اسپرم در هر ثانيه ب

  كند.و مسير ميانگين را قطع مينموده حركت 
هاي جهت تعيين قابليت باروري اسپرم تعيين باروري:

ها، در اواخر فصل كنندهنگهداري شده در هر يك از رقيق
رأس ميش غيرآبستن نژاد مهربان با سن  ٤٢توليدمثلي از 

شرايط مديريتي  دركه  ٥/٣-٤سال و نمره بدني  ٤تا  ٢
 ،د. براي اين منظورششدند استفاده يكسان نگهداري مي

ها با استفاده از سيدر پروژستروني ابتدا چرخه فحلي ميش
واحد بين المللي گنادوتروپين جفت اسب  ٤٠٠(فايزر) و 

)eCG .روز سيدرگذاري، در ، هيپرا، اسپانيا) همزمان شد
توليدمثلي،  پس از ضدعفوني و خشك كردن اطراف دستگاه

درون واژن  در سيدرها با استفاده از اپليكاتور مخصوص
روز، سيدرها از واژن  ١٤. بعد از ندها قرار داده شدميش
 eCGواحد بين المللي هورمون  ٤٠٠و شده ها خارج ميش

 اد. تلقيح مصنوعي بشتزريق  صورت عضلاني به هر ميشبه
ي سيدر سازساعت پس از خارج ٥٦روش لاپاراسكوپي و 

ساعت قبل از  ١٨ها ابتدا ميش ،انجام شد. براي اين منظور
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انجام لاپاراسكوپي از آب و خوراك محروم شدند. قبل از 
و اسپرم  شده ها به سه گروه تقسيمعمل تلقيح، ميش

مخصوص هر تيمار تلقيح شد. در اين پژوهش از اسپرم تازه 
ذخيره هاي هر تيمار كنندهساعت در رقيق ١٢مدت كه به

د. براي انجام تلقيح مصنوعي ششده بود براي تلقيح استفاده 
هر دام روي تخت مخصوص  ،روش لاپاراسكوپي اب

تر از پستان و نقطه پائين شده لاپاراسكوپي (كريدل) مقيد
- تروكار سوراخ شد تا دسترسي به محوطه شكمي امكان با

، Wolfكمك دوربين لاپاراسكوپي ( اب ،. سپسشودپذير 
، امريكا) بود، Asculapآلمان) كه متصل به منبع نور سرد (

دستگاه توليدمثلي جستجو و رويت شد. وضعيت فحلي دام 
 ٥/٠مورد بررسي قرار گرفت و در صورت آمادگي دام، مقدار 

هاي رحمي ليتر مني ذخيره شده به داخل لومن شاخميلي
ليتر) هر ميش تلقيح ميلي٢٥/٠ ميزانرحمي به(هر شاخ 

شد. پس از اتمام عمليات تلقيح، روي ناحيه سوراخ شده 
ها به محل ) اسپري شد و ميشOCTاكسي تتراسايكلين (

روز پس از تلقيح  ٤٥دريافت آب و خوراك هدايت شدند. 
كمك دستگاه سونوگرافي مجهز به پراب ها بهمصنوعي دام

، چين) از ناحيه شكمي SIUIمگاهرتز،  ٥/٣كانوكس (
  ميزان آبستني مربوط به هر تيمار تعيين شد. وشده معاينه 
آوري شده با استفاده هاي جمعداده و تحليل آماري:تجزيه 

در قالب طرح  GLM) و رويه ٤/٩ (نسخه SASاز نرم افزار 
هاي تكرار شده در گيريهاي كامل تصادفي با اندازهبلوك
عنوان يك بلوك گيري بههر هفته اسپرم. ندشد تجزيهزمان 

ها با استفاده از آزمون مقايسه ميانگيندر نظر گرفته شد. 
 ،درصد انجام شد. همچنين ٥ برابر با توكي و سطح خطاي

درصد نيز به عنوان گرايش به  ١٠سطح خطاي كمتر از 
هاي ناپارامتري مربوط داده داري در نظر گرفته شد.معني

تفاوت بين و  يه شدهتجز Freqبه باروري با استفاده از رويه 
 ٥ برابر با سطح خطاي در مربع كايآزمون  باها ميانگين

 درصد تعيين شد.

  نتايج

هاي كنندهنتايج مربوط به نگهداري مايع مني در رقيق
WEY ،SEY  و ياCEY ٤ساعت در دماي  ٧٢مدت به 
نشان داده شده است. در كل  ١در جدول  سلسيوسدرجه 

 كنندهزمان نگهداري مني، سلامت غشاء اسپرم در رقيق
SEY هاي كنندهداري نسبت به رقيقطور معنيبهCEY  و

WEY ) ٠٥/٠بيشتر بودP< در رقيق). درصد جنبايي كل -

- در  رقيق رونده) و جنبايي پيشP=٠٨٠٧/٠( CEYكننده 

تمايل به افزايش داشت. اثر ) P=٠٨٩٧/٠( SEYكننده 
ماني، سلامت غشاء زمان براي درصد زنده×متقابل تيمار

دار كاسا معني باهاي حركتي تعيين شده اسپرم و ويژگي
كاسا  باهاي حركتي تعيين شده نبود. برخي از فراسنجه

 ،با گذشت زمان ALH و PM ،VCL ،VSL ،VAPمانند 
ها تحت ر فراسنجهاما ساي ،)P>٠٥/٠( ندروند كاهشي داشت

. نتايج مربوط به تاثير برهمكنش ندتاثير زمان قرار نگرفت
، درصد ماني، سلامت غشاءبر قابليت زندهتيمار و زمان 

هاي تعيين رونده و فراسنجهجنبايي كل و جنبايي پيش
 PMشده است. درصد  داده نشان ٢كاسا در جدول  باشده 

 كنندهساعت پس از نگهداري مني در رقيق ٢٤  WOBو
SEY داري بالاتر از طور معنيبهWEY ) ٠٥/٠بود<P و (

- در رقيق LINحسب ميكرومتر) و درصد  (بر ALHميزان 

 گرايش به افزايش داشت. SEY كننده

بيشترين ميزان سلامت  ،ساعت ٤٨ از و پس SEYدر تيمار
بيشترين ميزان ساعت،  ٧٢از  پسغشاء اسپرم (درصد) و 

). P>٠٥/٠مشاهده شد ( (درصد) ماني و جنباييزنده
رونده (درصد) و ميزان در اين تيمار، جنبايي پيش ،همچنين

VSL  به  تمايلساعت  ٧٢از  پس(ميكرومتر بر ثانيه) نيز
هاي ارزيابي تحت ها در زمانافزايش داشت. ساير فراسنجه

  .ندتاثير تيمارها قرار نگرفت
هاي تلقيح شده با ط به درصد آبستني ميشنتايج مربو

 WEY ،CEYهاي كنندههاي نگهداري شده در رقيقاسپرم
نشان داده  ٣در جدول  سلسيوسدرجه  ٤در دماي  SEYو 

- هاي تلقيح شده با اسپرمشده است. درصد آبستني ميش

و  WEY ،CEYهاي كنندههاي نگهداري شده در رقيق
SEY   روز پس از تلقيح بين تيمارها تفاوت معني ٤٥در -

 داري نشان نداد.

 بحث

اثر اولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ كردن  ،در اين مطالعه
كننده بر خصوصيات مرغ و افزودن آن به رقيقزرده تخم

 سلسيوسدرجه  ٤كيفي مني ذخيره شده قوچ در دماي 
 ٧٢پس از هاي مطالعه حاضر نشان داد آزمايش شد. يافته

مرغ حاوي زرده تخم كنندهساعت نگهداري مني با رقيق
، جنبايي ماني، سلامت غشاء اسپرماولتراسونيك شده، زنده

كاسا  باهاي تعيين شده رونده و كل و برخي فراسنجهپيش



 كننده...آن به رقيق از اضافه نمودن مرغ قبلاثر اولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ نمودن زرده تخمو همكاران:  علي مولايي              ٤٠

 

مرغ و زرده كننده حاوي زرده كامل تخمنسبت به رقيق
اما نتيجه باروري  ،شوداولتراسانتريفيوژ شده بهتر حفظ مي

در مورد نگهداري مني قوچ با  هم مشابه بود. تيمارها با
مرغ اولتراسونيك شده و يا حاوي زرده تخم كنندهرقيق

مطالعات  سلسيوسدرجه  ٤اولتراسانتريفيوژ شده در دماي 
مطالعات صورت گرفته تاثير  بيشترانجام شده است.  اندكي
لتراسونيك شده و يا مرغ اوحاوي زرده تخم كنندهرقيق

گشايي يخ-انجماد فرآينداولتراسانتريفيوژ شده را پس از 
 .et al ،هاي اين پژوهشاند. همسو با يافتهگزارش كرده

(2022) da Silva  نشان دادند كه جنبايي كل، جنبايي
- يخ-انجماد فرآيندسلامت غشاء اسپرم بعد از رونده و پيش

مرغ حاوي زرده تخمكننده گشايي اسپرم سگ در رقيق
- كننده حاوي زرده تخماولتراسونيك شده نسبت به رقيق

 deشود. در مقابل، مرغ اولتراسانتريفيوژ شده بهتر حفظ مي

Brito et al. (2021) هاي حركتي نشان دادند كه فراسنجه
-انجماد فرآيندسلامت غشاء اسپرم خوك بعد از اسپرم و 

مرغ زرده تخمكننده حاوي گشايي فقط در رقيقيخ
يابد كه بر خلاف يافته اين سانتريفيوژ شده بهبود مي

نشان داده  Zhang et al. (2018پژوهش (در پژوهش است. 
هاي حاوي زرده كنندهدر رقيق نريانمني شد كه انجماد 

هاي و مدت زمان مرغ اولتراسونيك شده با شدتتخم
- يشمختلف اولتراسونيك، باعث افزايش جنبايي كل و پ

در گشايي شد كه پس از يخ VSLو  VCL ،VAPرونده، 
 با نتايج اين پژوهش است. توافق

براي داشتن باروري موفق، غشاء اسپروماتوزوآ بايد طبيعي 
بوده و از يكپارچگي عملكردي برخوردار باشد. يكي از 

متورم شدن دم  ،شرايط طبيعي بودن چنين اسپرماتوزوآيي
زماني است كه در محيط دليل نفوذ آب در آن به

 ،كلي طور. به)Baker, 1992(گيرد هايپواسموتيك قرار مي
سازي، هر چند با گذشت زمان از ساعات اوليه ذخيره

اما نوع  ،يابدداري كاهش ميمعنيطور سلامت غشاء به
تواند سرعت از بين رفتن يكپارچگي غشاء را كننده ميرقيق

 سازوكاردلايل متفاوتي براي توجيه توان ميكاهش دهد. 
تأثير استفاده از امواج اولتراسونيك و اولتراسانتريفيوژ كردن 

ماني، سلامت غشاء و جنبايي اسپرم  مرغ بر زندهزرده تخم
بر  يتأثير مثبتمطرح نمود. استفاده از امواج اولتراسونيك 

مرغ داشته و هاي زرده تخمخصوصيات كاركردي پروتئين
كنندگي، تشكيل كف و ژل و خصوصيات امولسيفيه

امواج اولتراسونيك با  بخشد.يكپارچگي آن را بهبود مي

- ندازه ذرات و تشكيل مولكولايجاد تغيير در بار سطحي، ا

هاي زرده و توليد گروه سولفيدريل آزاد، اين هاي پروتئين
. )Xie et al., 2020(دهد خصوصيات را تحت تأثير قرار مي

- ) موجود در زرده تخمLDLليپوپروتئين با چگالي پائين (

 ماني و حفظ سلامت غشاءمؤثر بر زنده عواملمرغ يكي از 
 ,Watson(هاي اسپرم در طول زمان نگهداري است سلول

اولتراسانتريفيوژ  فرآيند. گزارش شده است كه طي )1976
رسان به كردن و يا اولتراسونيك كردن، ذرات آسيب

د و يا اينكه در ته لوله نروهاي اسپرم از بين ميسلول
د كه به نوبه خود باعث افزايش نوشسانتريفيوژ جمع مي

ويژه حفظ سلامت غشا و هاي كيفي اسپرم بهفراسنجه
 ;Yassen & Foote, 1967 ( شودهاي حركتي ميفراسنجه

de Brito et al., 2021(متغير بودن . خطر انتقال بيماري  ،
مرغ، ذرات درشت، عدم حلاليت زرده و تركيب زرده تخم

- مضرات استفاده از زرده كامل تخم از جملهذرات ريز زائد 

وجود  .هاي مايع مني هستندكنندهمرغ در رقيق
دليل نقش القايي آن در مرغ نيز بهپروژسترون در زرده تخم

پذير شدن اسپرم از معايب آن در نظر گرفته شده ظرفيت
- علاوه بر آن، برخي از گرانول .)Dalal et al., 2019(است 

از HDL  يا هاي با چگالي بالاهاي زرده مانند ليپيوپروتئين
هاي فرآينداست كه با برخي از  يجمله تركيبات مضر

 ,Watson & Martin(بيوشيميايي اسپرم تداخل دارند 

بخش  ،پس از اولتراسانتريفيوژ نمودن ،. بنابراين)1975
است در مايع رويي جمع  LDLكننده زرده كه محافظت

سردسازي مني، روي غشاي  فرآيندشود و طي مي
كند پوشاند و از آن محافظت ميهاي اسپرم را ميسلول

)Hu et al., 2006(. ذراتي با قطر  ،زرده ناهمگنهاي گرانول
ها نانومتر هستند كه حداكثر قطر آن ١٥٠-٢٠٠حداقل 

يك نانوذره  ،زرده LDL . ليپوپروتئيناستچند ميكرومتر 
اي نانومتر است كه داراي هسته ٣٠-٨٠كروي با قطر 

ها و فسفوليپيدها اي از پروتئينمتشكل از ليپيدها و پوسته
اولتراسونيك اتفاق  فرآيند. زماني كه )Anton, 2013(است 

در اندازه  LDLرود كه ذرات ميسلي افتد انتظار ميمي
وجود آيد كه اين ذرات ممكن است ميكرو و يا حتي نانو به

- از آنها بزرگتر باشد كه مي اندكيها و يا به اندازه ليپوزوم

 ,.Kentish et al(مثبت خود را اعمال نمايد  آثارتواند 

2008(.  
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كاسا  وسيلهبههاي تعيين شده ماني، سلامت غشاء اسپرم و برخي فراسنجهندهكننده بر قابليت زمرغ قبل از استفاده آن در رقيقاولتراسانتريفيوژ زرده تخم
 ساعت ٧٢مدت به سلسيوسدرجه  ٤سازي در دماي اسپرم قوچ نژاد مهربان هنگام ذخيره

Table 1. Effect of ultrasonic or ultracentrifuge treatment of egg yolk before utilizing in extender on viability, membrane integrity, and some CASA detected parameters of 
Mehraban ram semen across the time of storage at 4°C for 72 hours1 

Item 

Viability 
(%) 

Membrane Integrity 
(%) 

TM 
(%) 

PM 
(%) 

VCL 
)m/sµ( 

VSL 
)m/sµ( 

VAP 
)m/sµ( 

STR  
(%) 

Treatment         
WEY (Control) 72.28  b73.17 68.14 53.42  81.75 29.10 35.26 78.55 
CEY 71.57 b72.56 66.44 55.66 85.91 30.50 37.04 78.61 
SEY 75.40  a76.31 70.92 56.71 83.78 30.24  36.52 79.07  
SEM 1.85 1.803 1.813 1.073 2.131 0.615 0.774 0.601 
Time          

24 h 74.41  70.28 70.20 58.23a 88.26a 31.57a 38.13a 79.20 
48 h 73.19 69.21 69.07 56.37a 84.88ab 30.30a 37.99a 78.71  
72 h 71.64 65.91 65.62 51.42b 78.30bc 28.09b 33.78b 78.50 
SEM 1.708  1.674 1.671 1.102 2.280 0.695 0.892 0.561 
P-value          
Treatment 0.1538  0.0094 0.0807 0.0897 0.6278 0.5160 0.5869 0.7117 
Time 0.5838 0.6786 0.2189 0.0003 0.0072 0.0015 0.0013 0.7492 

×Time Treatment 0.9589 0.8218 0.8460 0.1109 0.6726 0.1083 0.3052 0.4077 
1 TM: Total motile spermatozoa, PM: Progressively motile spermatozoa, VCL: Curvilinear line velocity, VSL: Straight-line velocity
Straightness, LIN: Linearity, ALH: The amplitude of lateral head displacement, WOB: Wobble, BCF: Beat cross frequency, WEY: 
yolk by ultracentrifugation, SEY: Ultrasonicated egg yolk.  
a-c Different superscript letters in each column for each item indicated significant differences (P<0.05). 
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ماني، كننده بر قابليت زندهتفاده آن در رقيقمرغ قبل از اساثر تيمار اولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ زرده تخم -٢جدول 
 ٤سازي در ف ذخيرههاي مختلتعيين شده با كاسا در اسپرم قوچ  نژاد مهربان در زمان هايو فراسنجه سلامت غشاء اسپرم

 درجه سلسيوس
Table 2. Effect of ultrasonic or ultracentrifuge treatment of egg yolk before utilizing in extender on viability, 

membrane integrity, and CASA detected parameters in Mehraban ram semen at different storage times at 
4°C1 

Item WEY (Control)   CEY SEY  SEM  P-value 
Viability (%)       
24 h  74.59 72.94 75.69 2.136 0.6683 
48 h  71.12 70.37 73.43 2.335 0.6516 
72 h  71.09 71.41 77.07 1.767 0.0655 
Membrane integrity (%)       
24 h  75.13 72.99 75.80 1.102 0.2193 
48 h  71.02b 71.43b 76.90a 1.342 0.0197 
72 h  73.36 73.26 76.23 1.892 0.4893 
Total Motility (%)       
24 h  70.86 68.74 71.23 2.263 0.7118 
48 h  65.43 64.74 67.55 2.143 0.6405 
72 h  68.12b 65.53b 73.99a 1.573 0.0099 
Progressive Motility (%)          
24 h  55.63b 57.30ab 61.90a 1.395 0.0194 
48 h  57.13 54.56 56.46 2.011 0.6631 
72 h  48.41 54.08 51.76 1.690 0.1055 
VCL (μm/s)       
24 h 87.29 89.94 86.50 3.812 0.7960 
48 h 84.58 84.64 84.69 3.670 0.9943 
72 h 72.69 82.12 80.14 3.092 0.1219 
VSL (μm/s)           
24 h  30.83 31.68 31.97 1.351 0.8584 
48 h  30.91 29.72 30.14 1.050 0.6829 
72 h  25.54 30.12 28.61 1.277 0.0779 
VAP (μm/s)      
24 h 37.24 38.29 38.48 1.971 0.8756 
48 h 37.47 36.48 36.79 1.358 0.8634 
72 h 31.08 35.99 34.29 2.501 0.1105 
STR (%)       
24 h 78.25 79.11 80.17 0.789 0.2446 
48 h 79.69 78.19 78.55 0.895 0.4690 
72 h 77.89 79.13 78.49 0.883 0.6200 
ALH (μm)       
24 h 1.69 1.98 1.77 0.081 0.0718 
48 h 1.69 1.75 1.72 0.062 0.8537 
72 h 1.48 1.69 1.63 0.065 0.1249 

(%) LIN      
24 h 34.19 35.00 37.28  0.912 0.0902 
48 h 36.80 34.38 34.93 1.121 32.81 
72 h 34.40 35.20 34.57 1.339 0.9061 
BCF (Hrtz)      
24 h 15.40 14.43 15.20 0.311 0.1180 
48 h 15.38 15.14 15.20 0.284 0.7874 
72 h 15.02 15.15 15.27 0.191 0.6788 
1 VAP: Average path velocity, VSL: Straight-line velocity, STR: Straightness, LIN: Linearity, ALH: The amplitude of 
lateral head displacement, BCF: Beat cross frequency, WEY: Whole egg yolk as control, CEY: Clarified egg yolk by 
ultracentrifugation, SEY: Ultrasonicated egg yolk.  
a-b Different superscript letters in each row for each item indicated significant differences (P<0.05). 
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كننده بر باروري اسپرم قوچ يقمرغ قبل از استفاده آن در رقاولتراسونيك و يا اولتراسانتريفيوژ زرده تخمتيمار اثر  -٣ جدول
 درجه سلسيوس ٤سازي شده در دماي نژاد مهربان ذخيره

Table 3. Effect of ultrasonic or ultracentrifuge treatment of egg yolk before utilizing in extender on fertility 
rate of Mehraban ram semen after storage at 4°C1 

Item WEY (Control)  CEY SEY  P-value  
Number of inseminated ewes 12  15  15    
Number of pregnant ewes on d-45  6  8  8    
Pregnancy rate on d-45  50.00  53.33  53.33  0.9811  
1 WEY: whole egg yolk considered as control, CEY: Clarified egg yolk by ultracentrifugation, SEY: Ultrasonicated egg 
yolk   

قابليت دسترسي ، LDLرود با كاهش اندازه ذرات انتظار مي
هاي آن براي سلول افزايش يابد تا بتواند هم فراسنجه

هاي ساختاري اسپرم را بهبود بخشد، حركتي و هم فراسنجه
د و باعث قبول شاين نتيجه در پژوهش حاضر مشاهده 

گزارشاتي نيز وجود دارد كه  ،فرضيه پژوهش شد. در مقابل
ممكن است مرغ دهد اولتراسونيك كردن زرده تخمنشان مي

 de(هاي حركتي اسپرم بگذارد تاثير مضري بر فراسنجه

Brito et al., 2021( دليل گزارش شده براي اين موضوع  .
اولتراسونيك نمودن باعث كوچكتر  فرآينداين است كه 

ماني اسپرم مضر شود كه براي زندهشدن اندازه تركيباتي مي
هاي حركتي كاهش فراسنجههستند و در نتيجه باعث 

 )de Brito et al., 2021(شود اسپرم ذخيره شده مي
ها در گزارش شده است كه زماني كه از ليپوزوم ،همچنين

هاي حركتي كننده مني ماديان استفاده شد، فراسنجهرقيق
كننده از زرده كامل تر از زماني بود كه در رقيقاسپرم پايين

- مي نتايج مغاير .)Pillet et al., 2012(رغ استفاده شد متخم

- تواند به شدت و مدت زمان اولتراسونيك كردن زرده تخم

 ،. علاوه بر آن)Zhang et al., 2018(مرغ مربوط باشد 
گزارش شده است كه اولتراسونيك كردن پلاسماي زرده 

تواند تاثير مثبتي مرغ ميجاي زرده كامل تخممرغ بهتخم
 de(هاي حركتي اسپرم خوك داشته باشد بر فراسنجه

Brito et al., 2021(ًپس از استحصال پلاسماي  . احتمالا
دهد، با سانتريفيوژ كردن سرعت بالا رخ مي زرده كه معمولاً

د و اولتراسونيك نمودن نشوذرات مضر در ته لوله جمع مي
تر مرغ) باعث كوچكبخش بالايي آن (پلاسماي زرده تخم

كوچك  LDLذرات  ،شود. در نتيجهمي LDLشدن ذرات 
توانند روي تر شده و بهتر ميشده براي سلول قابل دسترس

 de(و از آسيب سرمايي جلوگيري نمايند  سلول را پوشانده

Brito et al., 2021( .گزارش شده است كه LDL  با
- جلوگيري از خروج فسفوليپيدها و كلسترول از غشاء سلول

كند هاي اسپرم آن را در برابر شوك سرما محافظت مي

)Watson, 1976(. با افزودن فسفوليپيدها و  ،همچنين
سلامت غشاء اسپرم  ،كلسترول بيشتر به غشاي سلول اسپرم

. در اين )Bergeron et al., 2004(بخشد را بهبود مي
تفاوت داراي  CEYهاي تيمار سلامت غشاء اسپرم ،پژوهش

- كه اين نتيجه متناقض مي نبود WEYداري با تيمار معني

تواند به تفاوت در نوع گونه حيواني، مدت و شدت 
 سانتريفيوژ در مطالعات مختلف مربوط باشد.

مرغ كردن زرده تخماولتراسونيك كردن و اولتراسانتريفيوژ 
هاي ديناميك توانست باعث بهبود برخي از فراسنجه

ماني، جنبايي كل، دامنه . زندهشودحركتي اسپرم نيز 
حركات جانبي سريع سر اسپرم در اطراف مسير ميانگين 

)ALH برحسب ميكرومتر) و درصد خطي بودن حركت ،
رونده و سرعت ، درصد)، درصد جنبايي پيشLINها (اسپرم

مهمترين  ،ركت اسپرم روي خط فرضي مستقيمح
 SEYو   CEYتيمارهاي وسيلهبههايي بودند كه فراسنجه

تحت تاثير قرار گرفتند. گزارش شده است صدماتي كه طي 
سردسازي و يا انجماد به ميتوكندري و اكسونم  فرآيند

شود باعث كاهش سرعت حركت اسپرم اسپرماتوزوآ وارد مي
در  .)O'connell et al., 2002( شوددر مسير خود مي

ارتباط  مثبتي بين اين  ،مطالعات درون آزمايشگاهي
هاي جنبايي و نرخ باروري مشاهده شده است فراسنجه

)Barlow et al., 1991() جنبايي عرضي سر .ALH يك (
فراسنجه مهم جهت نفوذ به موانع لقاح اطراف تخمك مانند 

 Gadea et(هاي سلولي كومولوس و زوناپلوسيدا است لايه

al., 2004(ها در نشان دادن قدرت . اهميت اين فراسنجه
همراه با فركانس چرخش سلولي است كه  فلاژلومضربان 
سمت مخاط دهانه رحم ها بهبراي پيشرفت اسپرم احتمالاً 

 ,.Serres et al( هاي اطراف تخمك نياز استو پوشش

هاي تلقيح آبستني ميشدرصد  ،در اين پژوهش. )1984
، WEYهاي كنندههاي نگهداري شده در رقيقشده با اسپرم

CEY  وSEY   روز پس از تلقيح بين تيمارها تفاوت  ٤٥در
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دار از داري نشان نداد. علت عدم وجود تفاوت معنيمعني
ها و از طرف يك طرف به نوع اسپرم تلقيح شده به ميش

- ده و مدت زمان ذخيرهكار برده شديگر به روش تلقيح به

از براي تلقيح  ،سازي تا تلقيح مربوط است. در اين پژوهش
هاي هر كنندهساعت در رقيق ١٢مدت اسپرم تازه كه به

 تلقيح د. علاوه بر آن،شتيمار ذخيره شده بود استفاده 
روش لاپاراسكوپي انجام شد. در اين روش،  امصنوعي ب

نيز شانس لقاح  هاي با كيفيت پايينتلقيح حتي اسپرم
كنند زيرا با تكنيك لاپاراسكوپي، بيشتري با تخمك پيدا مي

دليل شود. بهسد سرويكس پشت سر گذاشته مي
تر سازي طولانيامكان ذخيره ،پژوهش اين هايمحدوديت

ممكن  ،تلقيح آنها وجود نداشت. بنابراين ،ها و سپساسپرم
ساعت يا  ٢٤هاي ذخيره شده براي مدت است تلقيح اسپرم

 دليل  در نتيجه باروري ايجاد نمايد.  يتفاوتبيشتر، بتواند 
دار بودن اين فراسنجه، كم بودن تعداد ديگر غيرمعني

با نتايج اين  در توافقهاي هر تكرار در تيمارها است. ميش
پژوهش، نشان داده شده است كه تلقيح مني منجمد شده 

مرغ اولتراسانتريفيوژ شده در حاوي زرده تخم كنندهبا رقيق
مرغ در مقايسه با مني منجمد شده در زرده كامل تخم

هاي هلشتاين تفاوتي ايجاد نكرد و هر دو تيمار تليسه

 ,Wall & Foote(باروري بالا را پس از تلقيح حفظ نمودند 

اي نشان داده شد كه انجماد مني گاو نر . در مطالعه)1999
مرغ اولتراسانتريفيوژ شده كننده حاوي زرده تخمبا رقيق

خ توليد باعث افزايش نرخ لقاح آزمايشگاهي و نر
. )Amirat et al., 2004b(د شگشايي بلاستوسيت پس از يخ

- مطالعات قبلي، تاثير عمل بيشترشايان ذكر است كه در 

كننده را در شرايط مرغ افزوده شده به رقيقآوري زرده تخم
هاي باروري در دام اند و دادهآزمايشگاهي برررسي نموده

  .اندك استزنده بسيار 

  كلي گيرينتيجه

روش  امرغ بآوري زرده تخمطور كلي، عملبه
تواند با تغيير در اولتراسانتريفيوژ و اولتراسونيك مي

و تأثير مثبت بر سلامت غشاء و خصوصيات كاركردي آن 
عنوان راهكاري برخي از خصوصيات حركتي اسپرم به

كننده جهت نگهداري مناسب براي افزودن آن به رقيق
 اسپرم و استفاده از آن در تلقيح مصنوعي گوسفند باشد.

روش مرغ بهشود اثر فرآوري زرده تخمپيشنهاد مي
-انجماد فرآيندز اولتراسانتريفيوژ و يا اولتراسونيك پس ا

  .شودگشايي مني قوچ نيز بررسي يخ

   
  

 منابعفهرست 

Amirat, L., Tainturier, D., Jeanneau, L., Thorin, C., Gérard, O., Courtens, J. L., & Anton, M. (2004a). Bull semen 
in vitro fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison with Optidyl®, a commercial 
egg yolk extender. Theriogenology, 61, 895-907. doi: 10.1016/S0093-691X(03)00259-0  

Amirat, L., Tainturier, D., Jeanneau, L., Thorin, C., Gérard, O., Courtens, J. L., & Anton, M. (2004b). Bull semen 
in vitro fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison with Optidyl®, a commercial 
egg yolk extender. Theriogenology, 61(5), 895-907. doi: 10.1016/S0093-691X(03)00259-0  

Anton, M. (2013). Egg yolk: structures, functionalities and processes. Journal of the Science of Food and 
Agriculture, 93(12), 2871-2880. doi: 10.1002/jsfa.6247  

Baker, H. G. (1992). Sperm nuclear chromatin normality: relationship with sperm morphology, sperm-zona 
pellucida binding, and fertilization rates in vitro. Fertility and Sterility, 58(6), 1178-1184. doi: 
10.1016/S0015-0282(16)55566-6  

Barlow, P., Delvigne, A., Dromme, J. V., Hoeck, J. V., Vandenbosch, K., & Leroy, F. (1991). Predictive value of 
classical and automated sperm analysis for in-vitro fertilization. Human Reproduction, 6(8), 1119-1124.   
doi: 10.1093/oxfordjournals.humrep.a137496  

Bergeron, A., Crête, M. H., Brindle, Y., & Manjunath, P. (2004). Low-density lipoprotein fraction from hen’s egg 
yolk decreases the binding of the major proteins of bovine seminal plasma to sperm and prevents lipid 
efflux from the sperm membrane. Biology of Reproduction, 70(3), 708-717. doi: 
10.1095/biolreprod.103.022996  

Bustani, G. S., & Baiee, F. H. (2021). Semen extenders: An evaluative overview of preservative mechanisms of 
semen and semen extenders. Veterinary World, 14(5), 1220. doi: 10.14202/vetworld.2021.1220-1233  

da Silva, E. A., Corcini, C. D., Junior, F. d. A. A. C., Martins, D., Gheller, S. M. M., Hädrich, G., Dora, C. L., & 
Junior, A. S. V. (2022). Probe ultrasonification of egg yolk plasma forms low-density lipoprotein 
nanoparticles that efficiently protect canine semen during cryofreezing. Journal of Biological Chemistry, 
298(7).  doi: 10.1016/j.jbc.2022.101975  



  ٤٥                                                          )         ٣٣-٤٥( ١٤٠٤ زمستان/چهارمشماره /چهاردهمتحقيقات توليدات دامي/سال 
 

 

 

Dalal, J., Kumar, P., Chandolia, R., Pawaria, S., Rajendran, R., Sheoran, S., Andonissamy, J., & Kumar, D. (2019). 
A new role for RU486 (mifepristone): it protects sperm from premature capacitation during 
cryopreservation in buffalo. Scientific Reports, 9(1), 6712.  

de Brito, C. R., Varela Junior, A. S., Gheller, S. M. M., Acosta, I. B., Anciuti, A. N., Gatti, N. L. S., Silva, E. A., 
Knabah, N. W., & Corcini, C. D. (2021). High‐speed centrifugation of extender of freeze‐thaw boar semen. 
Reproduction in Domestic Animals, 56(5), 821-825. doi: 10.1111/rda.13915  

Gadea, J., Sellés, E., & Marco, M. (2004). The predictive value of porcine seminal parameters on fertility outcome 
under commercial conditions. Reproduction in Domestic Animals, 39(5), 303-308. doi: 10.1111/j.1439-
0531.2004.00513.x  

Holt, W., Abaigar, T., & Jabbour, H. (1996). Oestrous synchronization, semen preservation and artificial 
insemination in the Mohor gazelle (Gazella dama mhorr) for the establishment of a genome resource bank 
programme. Reproduction, fertility and development, 8(8), 1215-1222. doi: 10.1071/RD9961215  

Hu, J.-h., Li, Q.-W., Chen, X.-Y., Zhang, S.-S., & Wang, L.-Q. (2006). The cryoprotective effect on frozen-thawed 
boar semen of egg yolk low density lipoproteins. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, 19(4), 
486-494. doi: 10.5713/ajas.2006.486  

Kentish, S., Wooster, T., Ashokkumar, M., Balachandran, S., Mawson, R., & Simons, L. (2008). The use of 
ultrasonics for nanoemulsion preparation. Innovative Food Science & Emerging Technologies, 9(2), 170-
175. doi: 10.1016/j.ifset.2007.07.005  

O'connell, M., Mcclure, N., & Lewis, S. (2002). The effects of cryopreservation on sperm morphology, motility 
and mitochondrial function. Human Reproduction, 17(3), 704-709. doi: 10.1093/humrep/17.3.704  

Pillet, E., Labbe, C., Batellier, F., Duchamp, G., Beaumal, V., Anton, M., Desherces, S., Schmitt, E., & Magistrini, 
M. (2012). Liposomes as an alternative to egg yolk in stallion freezing extender. Theriogenology, 77(2), 
268-279. doi: 10.1016/j.theriogenology.2011.08.001  

Samadian, F., Memar, M., & Ardabili, F. F. (2024). Increasing the freezeability of bovine sperm by adding 
skimmed cow's milk and seminal plasma to the composition of a Tris-based cryoprotective medium. 
Animal Production Research, 13(3), 47-60. doi: 10.22124/ar.2024.27413.1829 [In persian]  

Serres, C., Feneux, D., Jouannet, P., & David, G. (1984). Influence of the flagellar wave development and 
propagation on the human sperm movement in seminal plasma. Gamete Research, 9(2), 183-195. doi: 
10.1002/mrd.1120090208  

Wall, R., & Foote, R. (1999). Fertility of bull sperm frozen and stored in clarified egg yolk-Tris-glycerol extender. 
Journal of Dairy Science, 82(4), 817-821. doi: 10.3168/jds.S0022-0302(99)75301-4  

Watson, P. (1976). The protection of ram and bull spermatozoa by the low density lipoprotein fraction of egg yolk 
during storage at 5°C and deep-freezing. Journal of Thermal Biology, 1(3), 137-141. doi: 10.1016/0306-
4565(76)90003-6  

Watson, P., & Martin, I. (1975). The influence of some fractions of egg yolk on the survival of ram spermatozoa 
at 5°C. Australian Journal of Biological Sciences, 28(2), 145-152. doi: 10.1071/BI9750145  

Xie, Y., Wang, J., Wang, Y., Wu, D., Liang, D., Ye, H., Cai, Z., Ma, M., & Geng, F. (2020). Effects of high-
intensity ultrasonic (HIU) treatment on the functional properties and assemblage structure of egg yolk. 
Ultrasonics Sonochemistry, 60, 104767. doi: 10.1016/j.ultsonch.2019.104767  

Yassen, A., & Foote, R. (1967). Freezability of bull semen in centrifuged or dialyzed and reconstituted buffered 
egg yolk extenders. Journal of Dairy Science, 50(9), 1481-1485. doi: 10.3168/jds.S0022-0302(67)87652-
5  

Zhang, H., Ye, H., Shao, Y., Wu, S., Yu, J., Ji, C., Wang, S., & Zeng, S. (2018). The effects of egg yolk 
concentration and particle size on donkey semen preservation. Journal of Equine Veterinary Science, 65, 
19-24. doi: 10.1016/j.jevs.2018.03.002 


