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  یککننده ل یقبه رق یمیکلس یباتاسپرم خروس با افزودن ترک یفیک یحفظ پارامترها
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 1031آبان ماه  22 :تاریخ پذیرش، 1031شهریور ماه  03تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

 شود.کاهش تحرک اسپرم و افت کیفیت مایع منی میگراد باعث درجه سانتی 0گان در دمای ذخیره سازی منی پرند :زمینۀ مطالعه

اسپرم منی  تحرک پیشرونده جنبایی و میزانبر ( 2CaCl( و کلسیم کلراید )CG(، کلسیم گلوکونات )CMPتعیین اثر افزودن ترکیبات کلسیمی: کلسیمافور ): هدف

 گراد یخچال بود.درجه سانتی 0خروس نگهداری شده در دمای 

میلی مولار به رقیق  3355/3و  355/3، 55/3های هفته استفاده شد. ترکیبات مختلف کلسیمی در غلظت 05قطعه خروس نژاد لاری  5ه حاضر از در مطالع: کارروش

خچال خل یحرارتی تا دمای نگهداری خنک گردید و سپس به دا شوکپس از تیمار بندی جهت جلوگیری از ایجاد های منی رقیق شده نمونهکننده لیک اضافه شدند. 

بودند مانند: جنبایی، تحرک پیش رونده به صورت چشمی با استفاده از لنز  رهایی که از اهمیت بیشتر برخورداگراد انتقال داده شد. فراسنجهدرجه سانتی 0با دمای 

ت سلولی با تس ءفرمالین سیترات، سلامت غشا نگروزین، درصد سلامت آکروزوم به روش-آمیزی ائوزین رنگمیکروسکوپ نوری، زنده مانی با استفاده از روش  03

 گراد، مورد ارزیابی قرار گرفت.درجه سانتی 0ساعت بعد از نگهداری در دمای  22وتیلین در پری ءواکنش اسپرم غشا هایپواسموتیک، میزان پراکسیداسیون لیپید و

مانی، جنبایی داری بر پارامترهای زندهثیر معنیأساعت توانست ت 22استفاده شده بعد از  هایدست آمده ترکیبات مختلف کلسیم در اکثر غلظتهبر اساس نتایج ب :نتایج

 (.>35/3Pدهد ) و تحرک پیش رونده نشان

و  355/3، 55/3های اسپرمی در گروه شاهد بعد از این مدت نگهداری در یخچال کاهش یافت ولی اضافه کردن کلسیم گلوکونات )اکثر فراسنجه: نهایی گیرینتیجه

 های کیفی اسپرم خروس گردید.( به رقیق کننده منی سبب حفظ شاخص3355/3و  355/3، 55/3( و کلسیم کلراید )3355/3و  355/3، 55/3(، کلسیمافور )3355/3

 مانی، کلسیماسپرم، تحرک، خروس، زنده :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یراندانشگاه کردستان، کردستان، ا ی،دانشکده علوم کشاورز ی،گروه علوم دام ،پورینامجد فرز: مسئول سندهینو
 

مقدمه

رغ م یهاگله باروری کاهش طیور صنعت اساسی مشکلات از یکی

 یدیلصفات تو بهبود یانجام شده برا یکیانتخاب ژنت یلمادر به دل

(. 1)باشند یم یبا بارور یرابطه منف یصفات دارا یناست که ا
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ساعت  یکنشده باشد پس از گذشت  یقکه رق یطیشراپرندگان در 

اسپرم  هایکننده رقیق(. لازم است که 8) یابدیبه شدت کاهش م

(. مواد 2)یند نما یجادسلول ا یرا برا یمتعادل و حفاظت یطشرا

 بسزایی نقش دارایاسپرم  سلول فعالیت و باروری در یمعدن

و  دکنیم یکاسپرم را تحر یحرکت یتفعال یم(. کلس13)هستند 

 یاهیپا نقش تخمک سلول ءغشا بااسپرم  یدر واکنش آکروزوم

 لقاح کننده شروع جزء نیترمهم جزو توانیم یحدود تا و داشته

 اسپرم تحرک به فقط کلسیم نقش(. 11) باشدنر و ماده  سلول دو

 ماسپر پذیری ظرفیت در کلسیم که شده گزارش و نشده محدود

 شبکه یک سازی فعال شامل فرآیند این(. 12)دارد  نقش هم

 اگزوسیتوز(. 10،10)است  پیچیده سلولی درون سیگنالینگ

 است کلسیم به وابسته اگزوسیتوز رویداد یک( AE)آکروزومی 

 میکلسی هایکانال شدن باز که است ضروری نکته این ذکر(. 15)

 کانال دو(. 15) شوندمی AE متعاقباً و ظرفیت ایجاد باعث اسپرم

 ورود که ،Orail کانال: کندیم میتنظ را نرها باروری کلسیمی

 که ،Catsper کانال و کندیم میتنظ را مخازن به میکلس

 ونی نیا غلظت و است اسپرم در یمیکلس یهاکانال نیترگسترده

 کانال یک Catsper کانال(. 12) کندیم کنترل یسلول داخلرا در 

 وابسته و pH به وابسته نفوذ، قابل اسپرمدر  یمیکلس یاختصاص

 یوتاکسکم اسپرم، تاژک تیفعال شروع یبرا که است نییپا ولتاژ به

 است، یضرور آکروزوم واکنش و یساز تیظرف تخمک، سمت به

 داخل به میکلس ورود به ازین یکیولوژیزیف یدادهایرو نیا همه

 فعال شیب تحرک پستانداران، شتریب در. باشندیم اسپرم یهاسلول

 یفضا از ای اسپرم توپلاسمیس به میکلس هجوم به یبستگ اسپرم

 ن،یبنابرا دارد یسلول درون یهااندامک از شدن آزاد ای یسلول خارج

 (.18) کندیم کنترل را اسپرم یشنا رفتار حداقل، ،Catsper کانال

 میتنظ فلاژل داخل میکلس راتییتغ با تاژک و هامژه تحرک

 حرکت میکلس آن توسط که یمولکول سمیمکان حال، نیا با. شودیم

 کنترل با را تاژک حرکت میکلس.است ناشناخته کندیم کنترل را

 جفت و کندیم میتنظینین دا بر یمبتن کروتوبولیم لغزش

 نقش زین میتنظ نیا در یشعاع یبازوها و یمرکز کروتوبولیم

 است ممکن نیکالمودول به وابسته 2 نازیک و نیکالمودول. دارند

 یهارهپ و یمرکز دستگاه کهنیا و باشند میکلس گنالیس واسطه

(. 12) هستند میکلس یدهگنالیس ریمس یدیکل یاجزا یشعاع

 هشج یهاسلول در نینئیدا بر مبتنی میکروتوبول لغزش سرعت

 لیدتع در را میکلس نقش وب،یمع یمرکز دستگاه یکه دارا افتهی

 با ییهابافر که است داده نشان مطالعات. کرد دأییتینین دا تیفعال

 در مالنر باًیتقر سطوح به راینین دا تیفعال بالا، میکلس غلظت

 هستند یمرکز دستگاه فاقد کاملاً که افتهی جهش یهاآکسونم

 شیافزا با یخط صورت بهینین دا تیفعال ن،یا بر علاوه. بازگرداندند

 به ارننامتق موج تصویر رییتغ رایز ابدییم شیافزا میکلس غلظت

 اتفاق میکلس شیافزا با یناگهان یحدود تا میکلس از یناش متقارن

 یواحدها ریز یدارا تاژک آکسونمال های(. داینین23) افتدیم

Ca2+-binding میکلس ونی توسط ماًیمستق احتمالاً و هستند 

 یادار زین نینیدا یرونیب یبازو یاجزا از یکی. شوندیم میتنظ

 نام به دیگری پروتئین(. 21) است میکلس ونی اتصال یهامحل

 مینظت کی که دارد وجود نینیدا یرونیب یبازو در زین کالاکسین

  (.22) است میکلس بالقوه کننده

 باشدیم یمکلس یون اتصال یبرا  محل چندین دارای اسپرم

 غازآ تاژک ضربان تغییر برای را رویدادها از ایزنجیره تواندمی که

 در که است یمکلس یون گیرنده یک( CaM) کالمودولین. کند

 نقش کلسیم (. دینامیک20است ) گرفته قرار تاژک اصلی قسمت

 رسیدن برای که دارد، فعال بیش تحرک حفظ و شروع در زیادی

 (. 20)است  حیاتی پستانداران اسپرم برای تخمک کردن بارور و

 دوجو اسپرم در میکلس ونی برای اصلی منبع دو اسپرم در

 اسپرم سر در واقع کلسیم پمپ یک در هاآن از برخی -1 دارد

 رندهگی موقعیت در اضافی ایهسته پوشش یک که شوندمی ذخیره

IP3 آندوپلاسمی  شبکهکه از نوع  گردن ناحیه در(RNEم )باشد ی

(. 25)دارند  قرار میانی قسمت میتوکندری در کلسیم مابقی -2و 

انسان  جمله از پستانداران از ایگسترده طیف در RNE مجموعه

 حفظ( 22)موش  و( 28)نر  گاو ،(22)خفاش  ،(10)همستر  ،(25)

 نیادر پستانداران  که کرد بیان توانمی کلی طوربه .شوندمی

 کلسیم ذخیره مکان یک همانند تاژک قاعدهدر  RNE مجموعه

 سازی آزاد باعث آن گیرنده شدن تحریک با که کندمی عمل

 آزاد که است داده نشان مطالعات. شودمی ذخایر این از کلسیم

ی در حال ین(. ا15)دارد  نقش اسپرم حرکت شروع در کلسیم سازی

 ارشگزپرندگان  در آندوپلاسمی شبکه یمیکلس یرکه ذخا است

 محسوب میکلس یها مخزن اصلیتوکندریم و است نشده

 عیما در میکلس ونی غلظت که است شده داده نشان. گردندیم

 اهشک یتوجه قابل طور به یآستنوزواسپرم به مبتلا ینرها در یمن

 حرکت کاهش ،یمن میکلس زانیم نیب یقو یهمبستگ. است هافتی

 یحات(. براساس توض03) دارد وجود هاآن یعیطب ریغ یمورفولوژ و

 باتیترکدر  که دیگرد شنهادیپ یهفرض ینا حاضر مطالعهفوق در 

 یمیوجود منابع کلس لیدل به پستانداران یمن یهاکننده قیرق

و  تسین میکلس باتیترکبه اضافه کردن  یازین یداخل اسپرم
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 نیا یاصل اصول ازپرندگان  یمصنوع حیتلق نیمحقق یرویپ

 قیرق هب میکلس باتیاضافه کردن ترک که است شده سبب هافرمول

احتمال  نیا نی. همچنبماند مغفول پرندگان در یمن یهاکننده

نوان عهب تواندیمپرندگان  در یمن عیداخل ما میکلسوجود دارد که 

 لحاظتحرک توسط اسپرم  یبرا ازیمورد ن میمخزن و منبع کلس

 جهت مختلف یهاکننده قیرق باتیترک یاجزا که جا آن. از گردد

 .باشدیم یمیکلس باتیترک هرگونه فاقد پرندگان اسپرم ینگهدار

مختلف  ترکیباتافزودن  اثر یبررسمطالعه حاضر  هدف از انجام

سپرم ا یفیک یبر حفظ پارامترها یککننده ل یقبه رق کلسیمی

 0 یدر دما یساز یرهساعت ذخ 22شده پس از  یخروس نگهدار

 .بود گرادیدرجه سانت

 مواد و روش کار

خروس نژاد لاری هم سن استفاده شد  5مطالعه حاضر از  در

ساعت  15ساعت تاریکی و  8ها تحت رژیم نوری آن که همه

روشنایی قرار گرفتند و در تمام طول دوره آزمایش دسترسی به 

ها هگرم دان در اختیار پرند 25آب آزاد و روزانه به ازای هر قطعه 

گیری ای برای اسپرمتهسه هف ها در یک دورهقرار گرفت. خروس

گیری دو بار در شده و اسپرمشکمی عادت دهی به صورت مالش 

گرفت که هر خروس یک بار مورد مالش شکمی قرار هفته انجام 

آوری شده در یک محفظه عایق حرارتی و در گرفت. مایع جمع

دقیقه به آزمایشگاه انتقال داده شد و نمونه برای  15مدت کمتر از 

 بررسی قرار گرفت. اولیه کیفیت اسپرم موردارزیابی 

در مطالعه حاضر جهت رقیق کردن نمونه منی از رقیق کننده 

آمده است.  1جدول لیک استفاده شد که ترکیبات آن در 

های آزمایشی با استفاده از گیری فشار اسمزی تمام محلولاندازه

انجام  Osmomat 030 مدل Gonatecدستگاه اسمومتر شرکت 

آوری شده به گرفت. برای تهیه تیمارهای آزمایشی، منی جمع

لوله  13با رقیق کننده ترکیب و حجم نهایی بین  13به  1نسبت 

آزمایشی تقسیم و سپس تیمارها اضافه گردید. ترکیبات کلسیمی 

 03 کلسیمافور تزریق انتخاب شده جهت آزمایش شامل محلول

 ، کلسیم گلوکونات )سینا(ایران فریمان رنص سازیدارو)شرکت 

های غلظت 2جدول که در  بود( Merckدارو( و کلسیم کلراید )

 آن نمایش داده شده است.

-بدین منظور از رنگ آمیزی ائوزین مانی اسپرم:زنده

 سدیم گرم 205/1 رنگی محلول تهیه نیگروزین استفاده شد. برای

 استات سدیم گرم 851/3 سیترات، پتاسیم گرم 128/3 گلوتامات

 ائوزین گرم 1 و نگروزین گرم 5 همراه به کلراید منیزیم گرم 358/3

میکرولیتر از  5گردید.  حل تقطیر بار دو آب لیتر میلی 133 در

میکرولیتر محلول رنگی روی یک  13محلول اسپرم رقیق شده را با 

س گسترشی از آن تهیه شده لام ریخته و با هم مخلوط کرده سپ

 و اسلاید حاصل را در دمای اتاق و در یک جای عاری از گرد و

خاک قرار داده تا کاملًا خشک شود. در گام بعدی توسط یک 

نقطه از لام با  13در (  Olympus.ch-2)مدلمیکروسکوپ نوری 

های فاقد رنگ در هر صد سلول ، تعداد اسپرم1333نمایی بزرگ

 (.01( )1تصویر شمارش شدند )

رقیق کرده و  1:13نمونه منی را به نسبت  جنبایی اسپرم:

میکرولیتر از نمونه رقیق شده را روی یک لام که دمای آن به  13

گراد رسیده بود قرار داده شد و یک لامل هم دما درجه سانتی 02

میدان جنبایی به صورت  13با آن را روی نمونه گذاشته و در 

 وره آزمایششد. در تمام طول دچشمی توسط تکنسین ماهر ثبت 

ام انجیسین تکنتوسط یک  تمام مراحل برای کاهش خطای فردی

 (.02داده شد و میانگین همه مشاهدات ثبت گردید )

این پارامتر توسط تست  سلامت غشاء اسپرم:

 کیاسموتپویمحلول ها هیته یبرااسموتیک سنجیده شد. هایپو

 53در  میسد تراتیگرم س 205/3کتوز به همراه وگرم فر 05/3

میکرولیتر از نمونه اسپرم  13شد.  حل ریآب دو بار تقط میلی لیتر

میکرولیتر از مخلوط هایپو اسمول در یک  133هر گروه با 

دقیقه در انکوباتور  53تا  53میکروتیوب مخلوط کرده و به مدت 

 میکرولیتر از 13گراد انکوبه شد و سپس درجه سانتی 02با دمای 

قرار داده و درصد اسپرم با دم متورم محلول فوق بر روی یک لام 

 (.00( )2تصویر عدد محاسبه شد ) 133و پیچ خورده در 

از محلول فرمالین سیترات برای تعیین  سلامت آکروزوم:

درصد سلامت آکروزوم استفاده شد. محلول استوک سدیم سیترات 

ستوک آماده میلی لیتر از محلول ا 2درصد تهیه شد و سپس  2/2

درصد( مخلوط شد.  02لیتر از محلول فرمالدئید )میلی 08شده با 

 13در  03میکرولیتر از محلول را روی یک لام ریخته و با لنز 5/3

عدد سلول شمارش  133م درالها با آکروزوم سمیدان دید اسپرم

 (.00( )0ویر تصشدند و میانگین اعداد بر اساس درصد بیان گردید )

: برای تهیه غشاء وتیلینپری ءواکنش اسپرم غشا

وتیلن از تخم نابارور و تازه استفاده گردید. ابتدا زرده تخم مرغ پری

بدون نطفه به طور کامل از سفیده جدا شد. زرده جدا شده در 

دیش به نحوی قرار گرفت که ناحیه بلاستودیسک آن رو به پتری
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درصد(  2ه یک پیپت و با سرم فیزیولوژی )وسیلبالا باشد. سپس به

به آرامی سفیده به جا مانده روی زرده شستشو داده شد تا آلبومین 

باقی مانده روی زرده پاک گردد. زرده به مدت یک ساعت در 

درجه  02درصد در انکوباتور با دمای  13محلول کلراید هیدروژن 

زرده داخل یک  گراد قرار داده شد، بعد از اتمام وقت مقررسانتی

درصد چندین بار شستشو  2دیش قرار داده و با محلول نمکی پتری 

یلن وتپری ءداده شد، بعد از تخلیه کامل محتویات کیسه زرده غشا

 .گرفتبرای انجام تست باروری مورد استفاده قرار 

میزان باروری با استفاده از واکنش بین اسپرم و غشاء 

 033آماده شده به همراه  ء. غشاوتیلن تخم مرغ برآورد شدپری

لیتر از محلول حاوی اسپرم را به داخل یک میکروتیوب انتقال میلی

گراد درجه سانتی 02دقیقه در حمام آب گرم  53داده و به مدت

گذاشته شد، بعد از اتمام زمان انکوباتور غشاء با کمک سرم 

ه ها کامل شستفیزیولوژی چندین بار شستشو داده شد تا اسپرم

پهن کرده سپس  شوند، غشاء را با پنس به آرامی روی یک لام 

درصد روی آن ریخته  13میلی لیتر فرمالین  13برای تثبیت بافت 

میلی لیتر معرف شیف روی آن  15دقیقه  1شد و بعد از گذشت 

ریخته و پس از رنگ گرفتن غشاء با کمک آب مقطر چند مرتبه 

د. بعد از خشک شدن لام  شستشو داده شد تا رنگ اضافی پاک شو

های ایجاد شده در میکروسکوپ نوری تعداد سوراخ 03با کمک لنز

های فعال بر اساس تعداد چندین ناحیه شمارش و تعداد اسپرم

 (.05( )0تصویر لیتر محاسبه شد )اسپرم در هر میلی

های اکسیداتیو، در استرس پراکسیداسیون لیپید:

 دی سبب تولید مالون غیراشباع چرب اسیدهای اسیونپراکسید

 در دآلدهی دی مالون میزان گیریاندازه با بنابراین. گرددآلدئید می

 پراکسیداسیون میزان به توانمی مختلف بیولوژیک هاینمونه

 طحس گیریاندازه برای نشانگر یک عنوان به آن از و برد پی هاچربی

 صهخلا طورکرد. به استفاده زنده موجود یک در اکسیداتیو استرس

 بالا، دمای در( TBA)اسید  باربیتیوریک تیو با آلدهید دی مالون

 رنگ روش با که کندمی تولید رنگی صورتی محصول و داده واکنش

 با. شودمی گیریاندازه نانومتر 503-503 موج طول در سنجی

 نشانگر یک عنوان به آلدهید دی مالون اهمیت به توجه

 برابر در آن منفی عملکرد همچنین و هاچربی پراکسیداسیون

 مطالعات بیولوژی در آلدهید دی مالون ارزیابی به نیاز سلامت،

 .شودمی احساس همچنان

ای را که برای این آزمایش گرفته در مرحله نخست نمونه 

تا  شدسانتریفیوژ  دور 1533دقیقه در  5به مدت  ،شده بود

لیتر از پلاسمای میلی 1ها جدا شود سپس از اسپرمپلاسمای آن 

لیتر آب(، میلی 23گرم در  22/0) EDTAلیتر میلی 1بالای لوله با 

لیتر میلی 2و  لیتر اتانول(میلی13گرم در  2/3) BHTلیتر میلی 1

TCA (0  باهم مخلوط  03گرم در ،)و به مدت  شدمیلی لیتر آب

گرم سانتریفیوژ شد و بعد از اتمام مدت  1233دقیقه در  15

میلی  1میلی لیتر از محلول بالای لوله )پلاسما( با  1سانتریفیوژ 

گراد به مدت درجه سانتی 23و در دمای  شدمخلوط  TBAلیتر 

دقیقه در دمای اتاق گذاشته تا سرد  03آن را  و شددقیقه گرم  23

قرار  وفتومترردست آمده در دستگاه اسپکتهلول بشود بعد از آن مح

نانومتر  502و به کمک آن میزان جذب در طول موج شد داده 

دست آمده هآلدهید از فرمول زیر بدیگیری شد. میزان مالوناندازه

 (.05است )

(میلیلیتر/میکرو مول) مالوندی آلدهید =
𝟏𝟎𝟔 × × میزان جذب حجم کل

𝟏𝟎𝟓  × 𝟏/𝟓𝟔 × حجم کوئت
 

 

 لیک جهت نگهداری اسپرم خروس. ترکیبات رقیق کننده .1جدول 
 )گرم در لیتر( مقدار ترکیبات رقیق کننده

 55/3 پتاسیم منوفسفات

 00/3 آبه5منیزیم کلراید+

 2/12 آبه0پتاسیم دی فسفات+

 03/0 آبه0سدیم استات+

 52/8 سدیم گلوتامات

 5 فرکتوز

 25/1 تریس

 5/2 اسیدیته

 022-280 )میلی اسمل بر کیلوگرم آب( اسمزیفشار 
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 سطوح مختلف ترکیبات کلسیمی مورد مطالعه. .2جدول 
 ی)میلی اسمل بر کیلوگرم آب(فشار اسمز های آزمایشیگروه تیمار آزمایشی

 280 شاهد رقیق کننده پایه )رقیق کننده لیک(

 CMP 55/3 035 مولار کلسیمافورمیلی  55/3رقیق کننده پایه + 

 CMP 355/3 031 میلی مولار کلسیمافور 355/3رقیق کننده پایه + 

 CMP 3355/3 222 میلی مولار کلسیمافور 3355/3رقیق کننده پایه + 

 CG 55/3 228 میلی مولار کلسیم گلوکونات 55/3رقیق کننده پایه + 

 CG 355/3 228 گلوکوناتمیلی مولار کلسیم  355/3رقیق کننده پایه + 

 CG 3355/3 228 میلی مولار کلسیم گلوکونات 3355/3رقیق کننده پایه + 

 2CaCl 55/3 022 میلی مولار کلسیم کلراید 55/3رقیق کننده پایه + 

 2CaCl 355/3 011 میلی مولار کلسیم کلراید 355/3رقیق کننده پایه + 

 2CaCl 3355/3 033 کلسیم کلرایدمیلی مولار  3355/3رقیق کننده پایه + 

 

ساعت  22های مختلف ترکیبات حاوی کلسیم )درصد( بعد از های کیفی اسپرم خروس طی نگهداری برون تنی در رقیق کننده لیک حاوی غلظتفراسنجه. 3جدول 

 گراد(.درجه سانتی 0نگهداری در دمای یخچال )

 (درصد)باروری برون تنی  (درصد)سلامت آکروزوم   (درصد)سلامت غشاء  (درصدتحرک پیش رونده ) (درصدجنبایی ) (درصدزنده مانی ) تیمار آزمایشی

 d2/2±2/52 c0/0±2/05 b8/0±0/02 c2/2±2/58 b2/0±8/52 b0/2±0/02 شاهد

 abc2/0±5/21 ab1/0±0/50 a1/0±5/50 ab2/2±21 ab2/0±2/50 ab5/0±55 شاهد

CMP 55/3 cd2±0/50 bc5/0±0/55 a0/2±0/53 c5/2±2/52 ab5/0±1/50 ab1/0±5/50 

CMP 355/3 cd0/1±1/50 ab8/0±8/53 a5/0±0/52 bc2/2±5/50 ab5/2±0/51 a2/2±5/51 

CMP 3355/3 a5/2±5/22 ab0±5/53 ab5/5±1/02 a0±2/20 a1/0±2/58 ab1/0±8/55 

CG 55/3 ab8/2±5/22 a1/0±2/52 a0/0±5/52 a2/2±1/25 ab5/2±2/22 ab2/2±58 

CG 355/3 bc0±2/52 ab0±51 a2/2±50 ab2/0±2/58 ab1/0±2/50 ab0/2±2/55 

CG 3355/3 ab5/0±0/22 a2/1±0/52 ab0/2±5/02 a0/2±22 ab0/0±8/58 a2/0±2/52 

2CaCl 55/3 cd0/2±0/55 ab2/5±53 a2/0±1/55 bc2/0±50 ab0±5/50 ab8/2±0/58 

2CaCl 355/3 bc5/1±5/52 ab5/2±5/51 a2/0±5/52 bc2/0±5/58 ab1/5±5/50 a2/2±8/51 
SEM 02/8 01/11 22/11 50/2 32/12 5/2 

P-value 3331/3 3322/3 3250/3 3331/3 3252/3 3105/3 

 (.>35/3Pباشد )دار میهای هر ستون با حروف غیر مشترک دارای اختلاف معنیمیانگین

 

 

های به دست برای آنالیز داده های آماری:تجزیه وتحلیل

ها تکرار استفاده شد. تمام داده 13آمده از طرح کاملاً تصادفی با 

ثبت و سپس در نرم افزار  EXCELبه صورت روزانه در نرم افزار 

SAS ها از روش فراخوانی شد. برای آنالیز دادهGLM  و مقایسه

 ها از آزمون دانکن و توکی استفاده شد. میانگین

i+e i+T=µiY 

iYپارامتر اندازه گیری شده = 

µمیانگین جامعه = 

iTاثر تیمار = 

ieاثر اشتباه آزمایشی = 

 

 نتایج

 در مانینتایج حاصل از ارزیابی زنده مانی اسپرم:درصد زنده

و  355/3، 55/3مانی در تیمارهای درصد زنده. است آمده 0جدول 

3355/3 CMP ،55/3 CaCl2  55/3و CG  22میلی مولار بعد از 

گراد نسبت به گروه شاهد درجه سانتی 0ساعت نگهداری در دمای 

(. افزودن این ترکیبات، >35/3Pداری بودند )دارای اختلاف معنی

از  CMP 55/3های آزمایشی را افزایش داد که تیمار مانی اسپرمزنده

 (.>35/3P) بودبرخوردار درصد(  5/22مانی )بیشترین میزان زنده

 های آزمایشینتایج آنالیز میانگین تیمار 0 جدولدر  جنبایی:

ر ها بیانگر تأثیر تمام ترکیبات کلسیمی بنشان داده شده است. بررسی

 ساعت نگهداری، 22ای که بعد از به گونه بودندفراسنجه جنبایی 

داری بیشتر ر معنیطوبه CG 355/3تحرک تیمارهای آزمایشی بجز 

 (.>35/3Pاز گروه کنترل بود )
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 و ترکیبات مختلف سطوح تأثیر تحرک پیش رونده:

است.  هورده شدآ 0جدول پارامتر تحرک پیش رونده در  بر کلسیم

 55/3جز تیمارهای حاوی در فراسنجه تحرک پیش رونده به

2CaCl  وCMP  ساعت  22سایر تیمارهای آزمایشی بعد از

داری بودند نگهداری، در مقایسه با گروه شاهد دارای اختلاف معنی

و اضافه کردن این ترکیبات به رقیق کننده لیک سبب افزایش 

 (.>35/3Pتحرک پیش رونده گردید )

نتایج حاصل از ارزیابی سلامت غشاء در  :ءسلامت غشا

میلی مولار  3355/3و  55/3نشان داده شده است. افزودن  0ول جد

2CaCl تمام سطوح استفاده شده ،CMP  55/3و همچنین غلظت 

CG داری در پارامتر سلامتبه رقیق کننده لیک باعث بهبود معنی 

 0ساعت نگهداری در دمای  22نسبت به تیمار شاهد بعد از  ءغشا

 (.>35/3P) گراد یخچال شددرجه سانتی

سلامت  های فراسنجهمقایسه میانگین سلامت آکروزوم:

موجب بهبود  CMP 55/3آمده است. افزودن  0جدول آکروزوم در 

درجه  0ساعت نگهداری در دمای  22سلامت آکروزوم بعد از 

 (.>35/3Pگراد نسبت به تیمار شاهد شد )سانتی

مت آکروزوم پس از هایی مبنی بر اثر بهبود سلاگزارش

حال (. اما به دلیل این که تا به02جود دارد )واکسیدان آنتیاستفاده 

در مورد اثر بهبود دهندگی ترکیبات یونی بر سلامت  ایمطالعه

آکروزوم منتشر نشده است اظهار نظر در مورد دلیل بهبود این 

ز ا است امافرآسنجه بعد از استفاده از این ترکیبات بسیار دشوار 

اکروزوم هم از جنس غشایی سلول اسپرم است  ءجایی که غشاآن

 های متابولیسمیکه نقش کلسیم در فعالیت نمودبیان توان می

 (.08شود )های سلولی میدلیل حفظ یک پارچگی غشاء

 55/3و  CG 3355/3استفاده از سطوح  باروری برون تنی:

ن اروری برودر رقیق کننده لیک سبب افزایش ب 2CaCl 3355/3و 

ساعت نگهداری شد  22تنی نسبت به گروه شاهد بعد از 

(35/3P<.) 

آلدهید دینتایج حاصل از میزان مالون آلدهید:دیمالون

ساعت نگهداری در  22های آزمایشی بعد از تولید شده در گروه

نشان داده شده  5تصویر گراد یخچال در درجه سانتی 0دمای 

که تیمارهای آزمایشی باعث  دادها نشان است. مقایسه میانگین

سبت های اسپرم نءدار میزان پراکسیداسیون لیپید غشاتغییر معنی

 به تیمار شاهد نشدند.

 

 
 (.1000x) مانیزنده. 1تصویر 

 

 
(.1000x) ءسلامت غشا. 2تصویر 

 
 (.1000x) سلامت آکروزوم. 3تصویر 

 
(.400x) باروری. 4تصویر 
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 آلدهید.دیغلظت مالون. 5تصویر 

 بحث

های آزمایشی در پارامترهای اختلاف آماری در بین گروه

 22که بعد از  دادیش رونده نشان مانی، جنبایی و تحرک پزنده

ساعت اکثر پارامترهای اسپرمی در گروه شاهد دارای روند کاهشی 

درصد و تحرک پیش  2/05هستند به طوری که جنبایی اسپرم به 

درصد رسید و بررسی تیمارهای آزمایشی به وضوح  0/02رونده به 

که اضافه کردن هر نوع ترکیب کلسیمی )کلسیم  دادنشان 

گلوکونات، کلسیمافور و کلسیم کلراید( به نحوی سبب افزایش 

واند تهای کیفی میپارامترهای فوق گردید که این افزایش شاخص

های به دلیل نقش کلیدی کلسیم در فعالیت متابولیسمی سلول

در تحرک  نقش کلسیم  های متعددی مبنی براسپرم باشد. گزارش

های کلسیمی سبب کاهش (. تعدیل کانال08تاژک وجود دارد )

(. لازمه حرکت تاژک 02گردد )حرکت تاژک یا دم اسپرم می

افزایش انتقال کلسیم به داخل سلول و اثر بخشی آن بر انقباض 

ای در (. کلسیم نقش گسترده08های اکتین و میوزین است )رشته

ارد. کلسیم برای فیزیولوژی اسپرم تولید مثل نرها و رشد اسپرم د

از جمله تحرک، متابولیسم، واکنش آکروزوم و لقاح مهم است. 

ها در پاسخ به تغییر غلظت کلسیم است که اسپرم هنشان داده شد

کنند. تحرک همچنین به داخل سلولی حرکت خود را تعدیل می

غلظت کلسیم بیرون سلول و درون سلول در قسمت اصلی تاژک 

 22مانی تیمار شاهد بعد از (. در شرایطی که زنده03دارد )بستگی 

درصد رسید،  2/52گراد به درجه سانتی 0ساعت نگهداری در دمای 

میلی مولار کلسیما فور اضافه  355/3و  55/3ها تیمارهایی که به آن

 5/22و  5/22های شده بود توانستند زنده مانی خود را در سطح

 داری با گروه شاهد بود.ف معنیحفظ کنند که دارای اختلا

حلول ترین مکننده لیک بدون در نظر گرفتن نژاد مرغ مناسبرقیق

های کنندهزیرا در مقایسه با سایر رقیقبود جهت نگهداری اسپرم 

 بیشتری های زندهمورد مطالعه پس از نگهداری دارای تعداد اسپرم

 اعث افزایشبالا رفتن میزان کلسیم داخل سلولی ب (.01) داشت

موقت سیکل آدنوزین مونو فسفات و نیز سبب تحریک آنزیم 

شود که این امر موجب تحریک آدنیلات سیکلاز داخل سلولی می

شده که در نتیجه فعالیت آن پروتئین  Aآنزیم پروتئین کیناز 

، کندشود و دم اسپرم شروع به حرکت میآکسونم فسفریله می

با توجه  .(02دهد )م را تغییر مینوسانات کلسیم حرکت تاژک اسپر

ساعت به  22دست آمده باروری گروه شاهد بعد از ههای ببه داده

 3355/3تر از سطح داری پایینرسید که با اختلاف معنی 0/02

 3355/3و همچنین  55/3استفاده شده کلسیم گلوکونات و غلظت 

رآیند فمیلی مولار کلراید کلسیم بوده است. به دلیل نقش تاژک در 

توان گفت که تغییرات غلظت کلسیم نقش تحرک و باروری می

های (. اصلاح محلول00)مهمی در جنبایی و باروری اسپرم دارد 

های دو ظرفیتی کلسیم سازی اسپرم با کمک هر یک از یونفعال

تواند راندمان تولیدمثلی را افزایش و منیزیم و میزان اسیدیته می

دهد، ین، کلسیم ظاهراً بیش فعالی را تغییر می(. علاوه بر ا01دهد )

یک الگوی شنا با ضرب و شتم تاژک نامتقارن و ایجاد امواج تاژک 

با دامنه بالا که برای لقاح ضروری است کلسیم هم در واکنش 

کند آکروزوم و هم در کموتاکسی اسپرم نقش اصلی را بازی می

یم خارج سلولی (. در حالی که اسپرم در صورت عدم وجود کلس02)

قادر به انجام هیچ یک از این عملکردهای مهم نیست، کموتاکسی 

ها یک پدیده گسترده است که در بیشتر اسپرم نسبت به تخمک

ش دهد و نقتر تا پستانداران رخ میاشکال زندگی از گیاهان پایین

(. هجوم کلسیم از 01کند )مهمی در اطمینان از لقاح بازی می

پلاسمایی اسپرم برای واکنش  ءکلسیم غشا هایطریق کانال

آکروزوم در مجاورت تخمک و نقش اساسی در واسطه بودن باروری 

اسپرم دارد. رابطه کمی بین سطح کلسیم داخل سلول اسپرم و 

(. بر اساس مشاهدات 00تحرک اسپرم هنوز بحث برانگیز است )

آلدهید تیمارهای آزمایشی در دیمیزان مالون 5تصویر مندرج در 

از نظر عددی بیشتر است که این هم با توجه  مقایسه با تیمار شاهد

افزایش تحرک امری دور از انتظار نبود ولی از لحاظ آماری تفاوت  هب

داری مشاهده نشد که این امر خود نگرانی ناشی از بالا رفتن معنی

 ند.کلیت بر طرف میهای آزاد را به دلیل افزایش فعامیزان رادیکال

رسد همانند آنچه در ابتدای نظر میبه نتیجه گیری نهایی:

رفت یکی از دلایل کاهش تحرک انتظار میمطالعه حاضر انجام 

اسپرم در شرایطی که سایر مواد مورد نیاز برای حفظ پایداری 
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دخیل در انجام حرکت و  یباتترکها و اسپرم فراهم باشد یون

(. که در این میان براساس مطالعات 13دار بودن آن است )ادامه

 یهانیپروتئصورت گرفته بر روی مکانیسم عمل حرکت که در آن 

حرکتی لازم برای انجام حرکات انقباضی مشخص شد که یون 

 باشد و اهمیتمورد نیاز می یهاترین کاتیونکلسیم یکی از مهم

اسپرم  ءد که در غشااین اساس بیان کر توان بروجود آن را می

آنچه از  (.18های مخصوص برای عبور کلسیم وجود دارد )کانال

شود اثر بهبود دهندگی ترکیبات مطالعه حاضر استنباط می

 55/3جز سطح کلسیمی بر جنبایی است که تمام تیمارها به

دار این فراسنجه نسبت به تیمار کلسیمافور باعث افزایش معنی

گفت که بخشی از کاهش کیفیت اسپرم توان . پس میشدشاهد 

های مورد استفاده به دلیل کم شدن بعضی از در رقیق کننده

 شود.ایجاد میهای مورد نیاز برای فعالیت اسپرم یون

 سپاسگزاری

مطالعه حاضر نتیجه انجام پایان نامه کارشناسی ارشد گروه 

باشد که علوم دامی دانشکده کشاورزی دانشگاه کردستان می

جه آن از محل اعتبارات پژوهشی دانشگاه کردستان تأمین شده بود

 معاونت محترم پژوهشی دانشگاه از مقاله این است. نویسندگان

 نمایند. می سپاسگزاری صمیمانه کردستان،

 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: Storing semen at a temperature of 4 degrees Celsius reduces its motility and quality. 

OBJECTIVES: This study aimed to determine the effect of adding calcium compounds, including calcimaphor (CMP), 

calcium gluconate (CG), and calcium chloride (CaCl2), on the motility and progressive motility of rooster sperm kept 

at refrigerator temperature. 

METHODS: This research used five pieces of 45-week-old Lari breed roosters. The liquid diluent added different 

calcium compounds at 0.56, 0.056, and 0.0056 mM concentrations. After treatment, the diluted seminal samples were 

cooled at the storage temperature to avoid thermal doubt and then transferred to the refrigerator at 4 degrees Celsius. 

Parametric factors that were more important such as the percentage of laterality and progressive mobility, were 

measured visually using the lens of a 40-light microscope, survival was checked using the eosin-nigrosin staining 

method, acrosome health percentage by formalin citrate method, cell membrane health with hypoosmotic test, lipid 

peroxidation level, fertility was evaluated using perivitelline membrane sperm reaction 72 hours after storing at 4 

degrees Celsius. 

RESULTS: Based on the results, different calcium compounds in most concentrations could significantly affect the 

parameters of survival, mobility, and progressive mobility (P<0.05). 

CONCLUSIONS: Most of the sperm-related parameters in the control group decreased after this period of storage in 

the refrigerator, but the addition of calcium gluconate (0.56, 0.056, and 0.0056), Calcimaphor (0.56, 0.056, and 0.0056) 

and calcium chloride (0.56, 0.056 and 0.0056) to the semen thinner maintained the quality indicators of rooster sperm.  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Leakage of diluting compounds to preserve rooster sperm. 

Table 2. Different levels of studied calcium compounds. 

Table 3. Qualitative parameters of rooster sperm during in-vitro storage in milk diluent containing different 

concentrations of calcium-containing compounds (percentage) after 72 hours of storage at refrigerator temperature 

(4°C). The means of each column with non-common letters have a significant difference (P<0.05). 

Figure 1. Viability (1000x). 

Figure 2. Membrane integrity (1000x). 

Figure 3. Acrosome health (1000x). 

Figure 4. Fertility (400x). 

Figure 5. The concentration of malondialdehyde.  
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