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Introduction: Sperm cooling is very important to preserve the genetic capacity of livestock and 

animals that have a high economic value and to preserve some species of rare animals or animals at 

risk of extinction, and the researchers of Royan Jihad University Research Institute have implemented 

this plan and its results were published in the journal Journal of Equine Veterinary Science have 

published.  The cooling of sperm causes a disturbance in its qualitative traits. The use of egg yolk 

prevents metabolic changes and preserves the quality of sperm (Purdy 2006). In order to reduce the 

damage caused by sperm freezing, cryprotectants are used in sperm diluents (Purdy 2006). Which is 

one of the most common components of egg yolk sperm diluents that protect sperm against cold shock 

(Aisen et al. 2000). Which consider lipoproteins and lecithin in egg yolk to be the most important 

protective factors for sperm. Semen diluents dilute the seminal plasma, control the pH and osmolarity 

and provide the necessary nutrients for the sperm and protect it against cold shock during the cooling 

and storage of the sperm. The properties of adding a diluent to the semen are increasing the length of 

the life period, protecting the motility and fertility, and keeping the sperm for a long time.  The aim 

of this study was to determine the effect of using beta-carotene-enriched egg yolk on the quality of 

liquid sperm.  

 Material and methods: For this purpose, a total of 15 ejaculations from 3 rams were collected by 

artificial vagina. At first, sperm were collected for 3 weeks for habituation. After the habituation 

period of the rams, sperm samples were collected and evaluated.  In the first group, a diluent 

containing ordinary egg yolk was used to cool the sperm, and in the second group, a diluent containing 

beta-carotene-enriched egg yolk was used. Sperm quality parameters were assessed on days 1, 5, 10, 

15 and 20 after cooling. The samples were examined in two stages: A) examining the characteristics 

of fresh sperm: the characteristics include sample volume (using a special sperm collection tube with 

an accuracy of 0.1 ml), semen pH (using a paper pH meter from Merk, Germany), movement Wavy 

(by light microscope with ×100 magnification), progressive, in situ and whole sperm movements (by 

diluting the fresh sample at a ratio of 1:100 with 2.9% sodium citrate and examining with a light 

microscope with ×400 magnification), Viability and percentage of abnormal sperms (by diluting the 

fresh sample at a ratio of 1 to 100 with 2.9% sodium citrate and expanding with eosin-nigrosin and 

examining with a light microscope at 400x magnification), sperm concentration or density (dilution 

of the fresh sample with citrate Sodium 2.9% at a ratio of 1 to 300 + one drop of formalin 2% and 
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examination by hemocytometer slide) and sperm morphobiometry (a drop of diluted sperm solution 

with sodium citrate 2.9% at a ratio of 1 to 100 is expanded with eosin-nigrosin The data were 

examined under a light microscope with 400× magnification in 5 different areas) and measured. B) 

Examining the characteristics of diluted sperm: After the cooling stage, progressive motility, in situ 

motility, total motility, sperm viability, sperm morphology or abnormality, and morph biometry were 

performed as the methods mentioned above. In addition to these traits, host tests or the health and 

integrity of the sperm membrane, the unhealthy acrosome membrane, morph biometry and MDA 

were measured in the following order. HOST (sperm membrane health and integrity): To evaluate 

the health and integrity of the sperm membrane, a hypoasmetic solution was used in such a way that 

10 microliters of the chilled sample was diluted with 100 microliters of HOST solution and kept at 

37°C for 30 minutes. They were incubated, then using a sampler, a drop of the incubated solution was 

placed on a slide at 37°C, and a spread was prepared with a drop of eosin-nigrosin dye, and after 

drying the prepared spread with a gentle blow of a hair dryer, the spread was prepared with 

magnification. 400x was checked and percentage in light microscope. Unhealthy acrosome 

membrane: To identify sperms with unhealthy acrosome membrane, put 10 microliters of a solution 

diluted 1:100 with 2.9% sodium citrate on a 37°C slide and add 10 microliters of eosin-nigrosin on 

it. Then, a spread was prepared with another slide, and after drying the prepared spread with a gentle 

blow of a hair dryer, 1 drop of cedar oil was placed on it, and under a light microscope with 1250x 

magnification, the number of sperms with an unhealthy acrosome membrane was determined and 

percentages were determined. MDA: To measure the amount of malondialdehyde in the beginning to 

precipitate proteins, 1 ml of the sample of each group was mixed with 2 ml of trichloroacetic acid in 

a sterile tube on the final day of the experiment, and then to prevent lipid peroxidation during the 

experiment, 1 ml of BHT solution along with 1 ml of EDTA were added to the desired solution and 

then the tubes were centrifuged for 15 minutes at ×1200 rotation. 1 ml of thiobar biothiouric acid 

0.67% was mixed and placed in 95°C water for 20 minutes, and after cooling, the light intensity of 

the samples was measured at a wavelength of 532 nm by a spectrophotometer. Data were statistically 

analyzed by proc mixed procedure in SAS software. 

Results and discussion: The results showed that beta-carotene treatment had a significant  positive 

effects on progressive motility, total motility, viability, abnormal sperm, HOST, acrosome membrane 

integrity (P<0.05) , and were decreased significant  MDA and abnormal sperm (P<0.05). According 

to the results, beta-carotene-enriched egg yolk increases sperm quality parameters during storage. 

Because one of the most important protective factors for sperm is lipoprotein and lecithin in the egg 

yolk, and in addition, because the egg yolk is enriched with an antioxidant called beta-carotene, which 

is one of the types of pro-vitamins and a precursor for vitamin A, it prevents from the production and 

increase of free radicals and has a double positive effect on sperm quality, and in addition to protecting 

sperm from cold shock, it improves and preserves sperm fertility and also increases sperm quality 

characteristics (Shafiipour Fard et al. 2017). Antioxidants are expected to affect sperm production 

and quality by quenching excess reactive oxygen species (ROS) produced by rapidly dividing 

spermatogonia in the testis (Tomar et al. 2017). Accumulation of ROS causes oxidative stress and 

reduces the body's ability to detoxify or repair the resulting damage (Agarwal et al. 2004). Antioxidant 

beta-carotene neutralizes ROS and reduces oxidative stress.  As more time passed, the quality of the 

samples decreased. For successful insemination in the cervix, 150 million live and motile sperm are 

required, and for successful insemination by laparoscopic method, 20 million live and motile sperm 

are required (Evans and Maxwell 1987) and according to the results obtained from this research, up 

to 20 days After freezing, the qualitative parameters of sperm have been checked, for successful 

insemination in the cervix, refrigerated samples must be used up to 10 days after refrigeration, and 

for successful insemination by laparoscopic method, refrigerated samples can be used up to 15 days 

after refrigeration. 
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 چکیده

 زرده   بکارگیری ازشود.  می  اختلال در صفات کیفی آن  به وجود آمدن  سبب  عمل سردسازی اسپرم   زمینه مطالعاتی:

این  هدف:  شود. می  اسپرم  صفات کیفی  کاهش  متابولیکی و  تغییراتسبب جلوگیری از    مرغتخم انجام   پژوهش  هدف از 

روش   بود. نژاد قزل    قوچ  شده  سردسازی   اسپرم   کیفیت   روی  شده با بتاکاروتنمرغ غنیاستفاده از زرده تخم  اثر   تعیین

 گردید  آوری جمعتوسط واژن مصنوعی  ساله، 4الی  3بالغ  قوچرأس  3  از انزال  15 تعداد  مجموع در  منظور  این برای  کار:

 کننده مرغ معمولی و در گروه دوم از رقیقحاوی زرده تخم  بر پایه تریس  کنندهدر گروه اول برای سردسازی اسپرم از رقیق

تریس  پایه  تخم  بر  زرده  غنیحاوی  روزهای  مرغ  در  شد.  استفاده  بتاکاروتن  با  پس   20و    15،  10،  5،  1شده    از  روز 

، عدم سلامت مانیزنده  ک کل، تحر   ک درجا، تحر   رونده، پیش  کتحر    درصد  ، pHشامل    اسپرم  کیفی  پارامترهای  سردسازی، 

اسپرم  غشای  سلامت  و  آکروزوم  و   بررسی  غشای  پراکسیداسیون   اثرات   گردید  روی    در (MDA)  لیپیدی   بتاکاروتن 

نیز  پلاسمای مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار    online  SASدر  proc mixed ها توسط رویه  داده  .گیری شداندازه  منی 

سلامت ،  اسپرم غیرطبیعیمانی،  رونده، حرکت کل، زنده روی حرکت پیش  یتیمار بتاکاروتن   نتایج نشان داد کهنتایج:  گرفتند.  

-روی حرکت درجا، حرکت پیشری  گیزمان اسپرممدت  همچنین     (p<0.05)داری داشتاثر معنی  MDAو    غشای اسپرم

با توجه به نتایج   گیری نهایی:نتیجه  .(p<0.05)داری داشت معنیاثر  سلامت غشای اسپرم  و مانیونده، حرکت کل، زندهر

در رقیق کننده بر پایه تریس، بعنوان جایگزین برای زرده    مرغ غنی شده با بتاکاروتنزرده تخمبکارگیری  بدست آمده،  

شود و  در اسپرم مایع می سلامت غشای اسپرممانی و رونده، حرکت کل، زندهحرکت پیشسبب افزایش  ،معمولیمرغ تخم

های کیفی  فراسنجهشود، در نتیجه سبب افزایش  در اسپرم مایع می  MDAو    اسپرم غیر طبیعی  همچنین سبب کاهش درصد 

 شود،  می اسپرم اسپرم در طول مدت نگهداری

 کننده، قوچ ، بتاکاروتن، سردسازیاسپرم، رقیق کلیدی: واژگان

 

مقدمه 

طی فرآیند سردسازی اسپرم تغییرات دمایی روی نمونه  

تازه گرفته شده به تغییرات  وجود میاسپرم  این  آید که 

های ساختاری، عملکردی  دمایی باعث وارد شدن آسیب

می  اسپرماتوزوئیدها  به  بیوشیمیایی  دنبال    شودو  به  و 

و   زنده  و  متحرک  اسپرماتوزوئیدهای  نسبت  امر،  این 

یابد )دهامی و ها کاهش می همچنین قدرت باروری اسپرم

https://doi.org/10.22034/as.2024.55526.1696
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کاهش 1990کوداقالی   منظور  به  صورت،  این  در   .)

از  آسیب  اسپرم،  سردسازی  از  ناشی  های 

م استفاده  کننده اسپرهای انجمادی در رقیقکنندهمحافظت 

)پاردی  می معمول (.2006گردد  از  اجزای  یکی  ترین 

اسپرم زرده تخمکنندهرقیق اسپرم  های  از  مرغ است که 

می  محافظت  سرمایی  شوک  مقابل  و  در  )آیسن  نماید 

اسپرم  کنندهترین عامل محافظت (. مهم2000همکاران   ی 

لیپوپروتئین لیسیتین  را  تخم  و  زرده  در  مرغ  موجود 

همکاران   دانندمی و  و    ،    2004)آمیرات  برگرون 

زرده  2006مانجوناس   مکانیسمی  چه  با  اینکه  ولی   .)

زندهتخم به  شوک  مرغ  فرآیندهای  طی  در  اسپرم  مانی 

کند هنوز به طور دقیق شناخته نشده  کمک می  سرمایی

است ولی چند فرضیه در این مورد ارائه شده است که  

با  لیپوپروتئین  -1شامل    با  (LDL)کم    چگالیهای 

بخشیدن   سرما    ،غشاءبه  استحکام  برابر  در  را  اسپرم 

مکدونالد و    ،  1980)فولکس و همکاران    کندمحافظت می 

ی  ، لایهLDLفسفولیپیدهای موجود در    ( و1981فولکس  

می ایجاد  اسپرم  غشای  بر سطح  )کوئین  محافظتی  کنند 

1980  .)2-  LDL    با پپتیدهای کاتیونی که با غشای اسپرم

می  زیانباند  و  میشوند  رقایت  هستند  نیز  نمایند بار 

همکاران   و  از  خانواده  -3(.  1992)ویشواناس  ای 

نام  پروتئین به  لیپیدی  با  شونده  باند    یا   BSP  1های 

آنهمولوگ و    LDLبا    های  کرده  برقرار  متقابل  اثر 

معنی می تأثیر  غشای  تواند  یکپارچگی  روی  بر  داری 

برگرون و مانجوناس  اسپرم حفاظت شده داشته باشد )

تخم(.  2006 زرده  اگر  آنتیو  یک  با  مثل  مرغ  اکسیدانی 

ساز  که یکی از انواع پرو ویتامین و ماده پیش  ، بتاکاروتن

ویتامین   و    Aبرای  تولید  از  جلوگیری  سبب  و  است 

سازی شده باشد  غنیشود،  های آزاد میافزایش رادیکال

می اسپرم  کیفیت  روی  چندانی  دو  مثبت  و  تأثیر  گذارد 

علاوه بر محافظت از شوک سرمایی باعث بهبود و حفظ  

افزا باعث  همچنین  و  اسپرم  کیفی  باروری  صفات  یش 

می همکاران  اسپرم  و  فرد  پور  )شفیعی    (.1397شود 

 
1 Bovine Seminal Plasma 

ها بر تولید و کیفیت اسپرم  اکسیدانرود که آنتیانتظار می

  (ROS)های اکسیژن فعال اضافی  با خاموش کردن گونه

در   اسپرماتوگونی  سریع  تقسیم  توسط  شده  تولید 

همکاران  بیضه و  )تومار  بگذارد  تأثیر  تجمع  (.  2017ها 

ROS    باعث استرس اکسیداتیو و کاهش ظرفیت بدن برای

)آگاروال  شود  زدایی یا ترمیم آسیب ناشی از آن میسم

همکاران   آنتی2004و  بتاکاروتن  اکسیدان(.  مانند  هایی 

ها را خنثی کرده و استرس اکسیداتیو را    ROSتواند  می

اسپرم به دلایل مختلفی  کاهش دهد. تصور می شود که 

)آلمبر است  پذیر  آسیب  اکسیداتیو  آسیب  برابر  و  در 

اسپرم2011 انزال  از  پس  و  (.  هستند  متحرک  بسیار  ها 

کنند و در عین حال حرکت  تولید می  ROSمقادیر زیادی  

میتاژک حفظ  را  همکاران  کنند  ها  و  (.  1983)استوس 

آنتی هیچ  تقریباً  برای سماسپرم  آنزیمی  زدایی  اکسیدان 

ROS   محافظت اکسیداتیو  آسیب  برابر  در  و  ندارد 

)آگاروال نمی همکاران   شود  توصیه  2004  و  بنابراین   .)

آسیبمی از  جلوگیری  برای  روی  شود  شده  ذکر  های 

اکسیدان  های اسپرم از یک نوع آنتیکنندهاسپرم، در رقیق

شود.  استفاده  بتاکاروتن  نتیجه   مانند  با    توان می  در 

رقیق یک  ترکیبات  کنندهبکارگیری  با  مناسب  ی 

اسپرم در پی    کننده بر مشکل کاهش صفات کیفیمحافظت 

سردسازی اسپرم غلبه کرد و گام مؤثری در این عرصه  

این پژوهش، بررسی    برداشت. انجام  نتیجه هدف از  در 

  غنی   مرغتخم  زرده   حاوی  تریس  پایه   بر   کنندهرقیق  أثیر ت

رونده، حرکت  روی صفات حرکت پیش  بتاکاروتن  با  شده

یعی، آکروزوم  مانی، اسپرم غیرطبدرجا، حرکت کل، زنده

اسپرمغیرطبیعی،   غشای  دی    و   سلامت  مالون  تست 

 بود.  قزل آلدهید اسپرم مایع قوچ

 ها مواد و روش

دانشگاه  تحقیقاتی خلعت پوشان  ایستگاه  تحقیق در  این 

نگهداری  محل  شد.  انجام  باسمنج  جاده  در  واقع  تبریز 

طرح  قوچ ی  دوره  طول  تمام  در  محرک،  میش  و  ها 

 تحقیقاتی در یک سالن سرپوشیده بود. 
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 های تحت آزمایشدام

هفته به منظور    3-2به مدت  ها  ، قوچقبل از شروع کار  

با واژن مصنوعی در حضور اپراتور )شخص    دهی،عادت 

  ها،قوچدهی  گیری شدند، بعد از عادتاسپرم  گیر(اسپرم

  3این تحقیق از    در   . ری و آزمایشات شروع شدگینمونه

مثلی  در فصل تولیدساله(،    4الی    3)س قوچ قزل بالغ  رأ

 شد.  استفاده

شد که    ز واژن مصنوعی استفادها  ،قوچگیری  برای اسپرم

آ با  ابتدا  مصنوعی  واژن  درجه    50-55ب  مخزن 

پرسانتی  یک میش سالم  گراد  عنوان    شد و  در    تیزر به 

اسپرم گرفت  گیری جایگاه  به  قرار  واژن  و  وسیله 

مصنوعی مخصوص گوسفند و با رعایت اصول بهداشتی  

انجام  اسپرم از و    گرفتگیری  ممانعت  به    برای  آسیب 

ور  ن  گیری، باید اسپرم ها را دور ازپس از نمونهها  اسپرم

واژن    ه برای این منظور با یک کاور ک  و  سرما قرار داد، 

نهایت   و در  ههای گرفته شده را پوشاندنمونه  مصنوعی،  

 شدند.  و ارزیابیاه انتقال به آزمایشگ ها سریعاًنمونه

انجام    صفات کمی و کیفی مورد ارزیابی و روش کار 

 ها آزمایش

 بررسی صفات اسپرم تازهالف( 

از   نمونهاسپرمبعد  س ها  گیری،  چه  به  ریعهر  تر 

  pH  ،، حجم نمونهشامل  و صفات منتقل شدندآزمایشگاه  

درجا و کل  رونده،  های پیشحرکت حرکت موجی،    منی،

غلظت  غیرطبیعی،  های  مانی و درصد اسپرمزندهاسپرم،  

اسپرم   تراکم  اسپرمو  یا  گیری  اندازهها  مورفوبیومتری 

 شدند.

 گیری حجم نمونه: اندازه

های  گیری شده از لولهبرای بررسی حجم اسپرم نمونه

لیتر استفاده شد و حجم منی قوچ  میلی  1/0مدرج با دق ت  

شرایط نگهداری، بسامد  ،  به عوامل مختلفی از جمله سن

گیری، مهارت اپراتور و تغذیه قوچ بستگی دارد که  اسپرم

لیتر  میلی    5/1بیش از    نمونه های منی گرفته شدهحجم  

بعد از بررسی صفات اسپرم تازه و مورد تأیید واقع  بود.  

 
2 Sampler 

لازم   استانداردهای  بودن  دارا  و  آزمایشات  تمام  شدن 

  3لیتر، تراکم بالای میلی 1های اسپرم )حجم حداقل  نمونه

درصد(، به    75رونده بالای  میلیارد اسپرم و حرکت پیش

 مرحله سردسازی رفتند.  

 نمونه:   pHگیری اندازه

ارزیابی   استریپ  pHبرای  )نوارهای   pHهای  از  متر 

آلمان( استفاده شد و با    MERCKمتر شرکت    pHکاغذی  

دمای   در  اسپرم  اینکه  به  سانتی  37توج ه  گراد  درجه 

دارای فعالی ت متابولیکی بسیار بالایی است لذا ضرورت  

گیری و قبل از  بلافاصله بعد از اسپرم  منی  pHداشت که  

 انجام گیرد.   pHتغییر دمای مناسب و 

 گیری حرکت موجی: اندازه

گیری باید  هایی که سریعاً پس از اسپرمیکی از آزمایش

که  است  اسپرم  موجی  حرکت  بررسی  شود  انجام 

برای   است.  نمونه  صفات  دیگر  برای  مناسبی  شاخص 

نشده  محاسبه حرکت موجی یک قطره از نمونه منی رقیق

گراد قرار داده و در  درجه سانتی   37و تازه را روی لام  

سانتی  37دمای   زیر  درجه  آزمایشگاه  در  گراد 

بررسی کرده و    × 100میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی  

 داده شد.   نمره 5تا   1از 

 رونده و درجا:گیری تحرک های  پیشاندازه

رونده و حرکت درجا،  برای بررسی درصد حرکت پیش

با محلول سیترات    100به    1نمونه منی تازه را با نسبت  

گراد  درجه سانتی  37درصد که قبلاً به دمای    9/2سدیم  

شده   اسپرم  بود  رسانده  از  قطره  یک  و  کرده  رقیق 

سمپلر رقیق با  را  لام    2شده  سانتی  37روی  گراد  درجه 

قرار  درجه سانتی  37گذاشته و روی آن یک لامل   گراد 

با بزرگنمایی   نوری    × 400داده و در زیر میکروسکوپ 

و تمام اسپرم های موجود در    ناحیه مختلف   8الی    7در  

بررسی  را  ناحیه  از    هر  درصد100تا    1و  برای  ،  دهی 

 رونده انجام شد. های دارای حرکت پیشاسپرم
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 گیری حرکت کل: اندازه

دست آوردن تحر ک کل اسپرماتوزوئید محاسبه برای به

رونده و حرکت درجا است که حاصل مجموع حرکت پیش

اسپرم می برحسب آن حرکت کل  نیز  عدد  این  که  شود 

 شود. درصد بیان می

 های غیرطبیعی : مانی و درصد اسپرمگیری زندهاندازه

های مرده و زنده  برای بدست آوردن درصد اسپرم       

-آمیزی ائوزینو درصد اسپرم های غیر طبیعی از رنگ

نیگروزین استفاده شده و برای این منظور با استفاده از  

شده اسپرم با سیترات  سمپلر یک قطره از محلول رقیق

گراد  درجه سانتی  37درصد که قبلاً به دمای    9/2سدیم  

درجه    37روی لام    100به    1رسانده شده، را با نسبت  

از رنگ  سانتی  داده شد و روی آن یک قطره  قرار  گراد 

گراد  درجه سانتی  37نیگروزین که قبلاً به دمای  -ائوزین

دیگری  بودرسیده   لام  یک  با  سپس  و  شد  داده  قرار   ،

تهیه گسترش  سشوار  با  و  شد  تهیه  به  گسترش  شده 

نو میکروسکوپ  زیر  در  و  شد  خشک  با  سرعت  ری 

مختلف  5در    × 400بزرگنمایی   اسپرم  ناحیه    هاتمامی 

و   آنبررسی  شمارش  شد.  درصدها  با  انجام  دهی 

های زنده و مرده به این صورت است که  تشخیص اسپرم

رنگ  اسپرم غشاء  ساختار  در  تغییر  دلیل  به  مرده  های 

ها نیگروزین را به خود جذب کرده و سر اسپرم-ائوزین

می خود  به  قرمز  یا  بنفش  حالیرنگ  در  که  گیرند 

های زنده چون دارای غشای سالمی هستند مانع  اسپرم

می غشاء  به  رنگ  اسپرمورود  سر  و  سالم شوند  های 

 ماند.بدون رنگ باقی می

 گیری غلظت یا تراکم: اندازه

میلی       هر  در  اسپرم  غلظت  میزان  بررسی  لیتر  برای 

با   نمونه  ابتدا  در  که  استفاده شد  توما  از لام  منی  مایع 

درصد که    9/2با محلول سیترات سدیم    300به    1نسبت  

گراد رسیده شده بود، رقیق  درجه سانتی  37قبلاً به دمای  

درصد به محلول فوق    2شد و سپس یک قطره از فرمالین  

اسپرم تا  شد  میکروسکوپ  اضافه  زیر  در  و  بمیرند  ها 

راحتی انجام ثابت بمانند و حرکت نکنند تا عمل شمارش به

شود سپس یک عدد لامل را بر روی لام توما گذاشته و  

شده با استفاده از سمپلر زیر  میکرولیتر از نمونه رقیق  10

اسپرم مربع بزرگ    5های موجود در  لامل پخش شد و 

کوچک  80) با  مربع  نوری  میکروسکوپ  زیر  در   )

اسپرم  ×400بزرگنمایی   مورد  در  شدند.  های  شمارش 

هایی  مرب ع بزرگ، فقط اسپرم  5موجود بر روی اضلاع  

شمارش شدند که روی دو ضلع قرار داشتند )احمدیان،  

(، بنابراین با این روش تعداد اسپرماتوزوئید در یک  1393

لیتر بدست آمد و این غلظت بدست آمده را در حجم  میلی

انزال ضرب کرده و تعداد کل اسپرماتوزا در آن حجم از  

 انزال بدست آمد. 

 گیری مورفوبیومتری: اندازه

نیگروزین استفاده  -میزی ائوزینآاز رنگ  منظور برای این  

شده اسپرم با سیترات سدیم  یک قطره از محلول رقیقشد  

نسبت    9/2 با  لام    100به    1درصد  روی  درجه    37را 

-گراد قرار داده و روی آن یک قطره رنگ ائوزینسانتی 

نیگروزین گذاشته و با یک لام دیگر گسترش شد و بعد  

باد ملایم سشوار،  داده  شدن گسترش  از خشک با  شده 

تهیه با  گسترش  نوری  میکروسکوپ  زیر  در  شده 

ناحیه مختلف بررسی شدند و بر    5در    ×400بزرگنمایی  

کل   طول  اسپرم،  دم  طول  اسپرم،  سر  طول  اساس  این 

میکروسکوپ   زیر  در  اسپرم  سر  عرض  و  اسپرم 

 گیری شدند. اندازه

 کننده بر پایه تریس روش تهیه رقیق  -

  1گرم تریس،    71/2کننده بر پایه تریسجهت تهیه رقیق

گرم  میلی  100گرم فروکتوز و    4/1گرم اسید سیتریک،  

 . شدندلیتر آب مقطر حل میلی 100استرپتومایسین در 

کننده نهایی برای سردسازی روش تهیه رقیق  -

 های اسپرمنمونه

پایه تریس،  لیتر رقیقمیلی  73:  1رقیق کننده     7کننده بر 

 مرغ معمولی تخم  زردهلیتر  میلی 20لیتر گلیسرول و میلی

پایه تریس،  لیتر رقیقمیلی  73:  2  رقیق کننده   7کننده بر 

و  میلی گلیسرول  غنی  تخم  زرده لیتر  میلی  20لیتر  مرغ 

 شده با بتاکاروتن 
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   1شماره  های  رقیق کننده  هرکدام از   لیتر از میلی  6  سپس

با    2و تازه مخلوط  میلی  1را  اسپرم  از  از  لیتر  کرده و  

لیتر مخلوط رقیق   میکروتیوب حاوی نیم میلی 5هرکدام  

اسپرم با  به مرحله سردسازی    سپس  و  تهیه شد  کننده 

 انتقال داده شدند. 

های مرحله سردسازی به این ترتیب است که میکروتیوب

گراد  سانتیدرجه    37دقیقه در آب    10آماده شده به مدت  

و  داری  نگه سانتی  4دمای    درسپس  شده    گراد درجه 

،  10، 5،  1های  در روز  های اسپرمنمونهو    ندشد  نگهداری

 سازی ارزیابی گردیدند. بعد از سرد  20و  15

 ب( بررسی صفات اسپرم سردسازی شده 

پیش حرکت  سازی،  سرد  مرحله  از  حرکت  بعد  رونده، 

ها، مورفولوژی یا غیر  اسپرممانی  درجا، حرکت کل، زنده

های  همانند روش  و مورفوبیومتری  هاطبیعی بودن اسپرم

 ذکر شده در بالا، انجام گرفت. 

این   بر  و   آزمایشصفات،  علاوه  سلامت  یا  هاست 

،  عدم سلامت غشای آکروزوم،  یکپارچگی غشای اسپرم

اندازه  MDA  و  مورفوبیومتری  زیر،  ترتیب  گیری  به 

 .شدند

اسپرم(: هاست   - غشای  یکپارچگی  و   )سلامت 

از   اسپرم  غشای  یکپارچگی  و  سلامت  ارزیابی  برای 

این صورت که   به  استفاده شد    10محلول هیپواسمتیک 

میکرو لیتر    100سازی شده با  میکرولیتر از نمونه سرد

  37دقیقه در دمای    30محلول هاست رقیق شده و به مدت  

گراد انکوبه شدند سپس به وسیله سمپلر یک  درجه سانتی

لام   روی  بر  شده  انکوبه  محلول  از  درجه    37قطره 

ائوزینسانتی  از رنگ  با یک قطره  -گراد گذاشته شد و 

کردن   خشک  از  پس  و  شد  تهیه  گسترش  نیگروزین 

با    خشک شد وگسترش تهیه شده با باد ملایم سشوار،  

و    × 400بزرگنمایی   بررسی  نوری  میکروسکوپ  در 

های دارای غشاء ص اسپرمدرصددهی شد و طرز تشخی

محلول   وقتی  که  است  این صورت  به  سالم  نا  از  سالم 

می اسپرم  وارد  سعی  هیپواسمتیک  اسپرم  سلول  شود 

کند بین محیط بیرونی و درونی توازن برقرار کند در  می

های دارای غشای پلاسمایی سالم متور م  نتیجه دم اسپرم

می پیچ  و  اسپرمشده  این  به  و  مثبت    HOSTها  خورند 

می اسپرماطلاق  دم  که  حالی  در  دارای  شود  که  هایی 

ها حالت شود و دم آنغشای ناسالم هستند متور م نمی

 شود. منفی اطلاق می  HOSTها مستقیم دارد و به آن

آکروزوم  - غشای  سلامت  مشخص   :عدم  برای 

اسپرم آکروزوم  کردن  غشای  سلامت  عدم  با    10ها 

رقیق محلول  از  نسبت  میکرولیتر  با  با    100به    1شده 

سدیم   لام    9/2سیترات  روی  را  درجه    37درصد 

آن  سانتی  روی  و  گذاشته  ائوزین  10گراد  -میکرولیتر 

یگروزین اضافه کرده و سپس با یک لام دیگر گسترش  ن

تهی ه شد و بعد از خشک شدن گسترش تهیه شده با باد  

قطره روغن سدر روی آن گذاشته و در    1ملایم سشوار،  

بزرگنمایی   با  نوری  میکروسکوپ  تعداد    ×1250زیر 

ها با عدم سلامت غشای آکروزوم مشخص شد و  اسپرم

 درصددهی شدند. 

- MDA: اندازه دی  برای  مالون  میزان  گیری 

لیتر  میلی  1ها میزان  آلدئید در ابتدا برای رسوب پروتئین

لیتر  میلی  2ی هر گروه در روز نهایی آزمایش با  از نمونه

اسید تری کلرو استیک در یک لوله استریل مخلوط شد و  

سپس برای جلوگیری از وقوع پراکسیداسیون لیپیدی در  

مقدار   آزمایش،  انجام  زمان  محلول  میلی  1طی  از  لیتر 

BHT    لیتر از  میلی  1به همراهEDTA    به محلول مورد نظر

لوله مدت  افزوده شدند و سپس  به  دور    15ها  با  دقیقه 

رسیدن    ×1200 اتمام  به  از  بعد  شدند  سانتریفیوژ 

لیتر از محلول شفاف بالایی هر لوله  میلی  1سانتریفیوژ،  

با   و  برداشته  اسید  لیتر  میلی  1را  بیوتیوریک  تیوبار  از 

  95دقیقه در آب    20درصد مخلوط کرده و به مدت    67/0

گراد قرار داده شدند و پس از خنک شدن،  درجه سانتی

نمونه نور  موج  میزان  طول  در  توسط    532ها  نانومتر 

 . شدگیری دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

 تجزیه آماری

پیشداده حرکت  حرکت  های  کل،  رونده،  حرکت  درجا، 

)سلامت زنده هاست  اسپرم،  بودن  طبیعی  غیر  مانی، 
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آکروزوم،   غشای  سلامت  عدم  سیتوپلاسم(،  غشای 

لیپیدی  اسپرم    (MDA)  پراکسیداسیون  بیومتری  در  و 

 Procهای مکرر با استفاده از رویه  گیریقالب طرح اندازه

Mixed   آماری  به وسیله نرم افزار  SAS    آنالیز و سطح

شد(  >05/0P)داری  معنی  گرفته  نظر  مقایسه و   در 

 ها با استفاده از روش توکی انجام شدند.  میانگین 

 و بحثنتایج 

جداول   از  حاصل  نتایج  به  توجه  در صورت  2و  1با   ،

تخم زرده  از  غنیاستفاده  در  مرغ  بتاکاروتن  با  شده 

  مرغ معمولی، کننده بر پایه تریس به جای زرده تخمرقیق

 ، روندهمورد آزمایش مثل حرکت پیش صفاتبرخی 

و    کردند مانی و مقدار هاست افزایش پیدا  حرکت کل، زنده

غیرطبیعیاسپرم مقادیر غشای   ،های  سلامت  عدم 

و به طور کلی کیفیت    کردندکاهش پیدا    MDA  و   آکروزوم 

با  اسپرم ازها  تخم  بکارگیری  غنیزرده  با  مرغ  شده 

رقیق  کاروتنبتا محیط  تریسدر  پایه  بر  افزایش    کننده 

.یافت

 

Table 1- Descriptive statistics of semen qualitative traits before dilution. 

Maximum Minimum Std Dev. Mean Number Variation 

2 1.5 0.25 1.64 15 Volume (ml) 

8 

8 

6.5 

4 

0.5 

1.42 

7.5 

5.8 

15 

15 

pH 

)9Density (×10 

5 4.5 0.20 4.9 15 Wave Motion (1-5) 

98 80 4.36 92.2 15 Progressive Motion (%) 

5 0 1.75 0.66 15 Place Motion (%) 

98 80 4.35 92.86 15 Total Motion (%) 

95 

15 

85 

0.5 

3.19 

4.22 

92.66 

5 

15 

15 

Survival (%) 

Abnormal Sperm (%) 

15 3 0.45 3.26 15 Head Length (%) 

15 9 1.46 11 15 Tail Length (%) 

15 11 1.82 14.2 15 Total Length (%) 

15 2 0.51 2.53 15 Head Width (%) 

 

از رقیق قبل  در    سازی، آمار توصیفی صفات کیفی منی 

  15آزمایش حاضر در کل  در   آورده شده است،   1جدول 

از   نظر صفات حجم، قوچ جمع  3انزال  از  آوری شده و 

pHپیش حرکت  موجی،  حرکت  غلظت،  حرکت  ،  رونده، 

کل،   حرکت  اسپرمزندهدرجا،  )درصد  زنده(،  مانی  های 

اسپرم )مورفولوژی(  درصد  غیرطبیعی  صفات  های  و 

های موجود در منی بررسی شدند. دادهبیومتریک اسپرم  

ه و چون استانداردهای لازم  ی نرمال بودتازه در دامنه

، که این نتایج با  را داشتند وارد مرحله سردسازی شدند

توداده شده  گزارش  همکاران  های  و  توکلی  رنگرز  سط 

، لسا و همکاران  (1400ناطق کندرود و همکاران )(،  1395)

(2018 ( همکاران  و  تیزکار  همکاران  (2015(،  و  جامه   ،

و دانجکیو و همکاران  (  2020همکاران )  و   هودا،  (2023)

 مطابقت داشت.( 2021)

تنوع موجود در صفات کم ی و کیفی اسپرم قوچ تازه و  

ای  تواند بازتاب تاثیر طیف گستردهسردسازی شده، می

ای باشد  از عوامل فیزیولوژیکی، ژنتیکی، محیطی و تغذیه

گذار باشند. از عوامل  که ممکن است روی تولید اسپرم اثر

های بیولوژیکی منی )حجم، غلظت، تحر ک، مؤثر بر ویژگی

های غیرطبیعی و طبیعی و ...( فصل، سن، نژاد، قوچ  اسپرم

فاصله و  انزال  انزالتکرار  بین  جمعی  شده،  های  آوری 

می مدیری ت  و  رطوبت(  و  دما  روز،  )طول  باشد  محیط 

 .(1395)دولتی دورباش و همکاران، 
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Table 2- Descriptive statistics of seminal quality parameters after dilution. 

Maximum Minimum Std Dev. Mean Number Variation 

      

95 

8 

20 

1 

29.85 

4.01 

46.48 

4.51 

145 

145 

pH 

)9Density (×10 

95 5 28.65 51 145 Wave Motion (1-5) 

95 15 24.87 59.96 145 Progressive Motion (%) 

20 0 4.52 3.96 145 Place Motion (%) 

70 5 14.22 26.48 145 Total Motion (%) 

25 

6.06 

0 

0.59 

5.38 

1.02 

5.34 

2.90 

145 

145 

Survival (%) 

Abnormal Sperm (%) 

0.73 3.84 5 2 145 Head Length (%) 

3.39 10.92 22 5 145 Tail Length (%) 

3.64 14.68 26 8 145 Total Length (%) 

0.62 2.19 3 1 145 Head Width (%) 

   
Table 3- Effects of Treatment, Time and interaction effects of Treatment ×Time on sperm qualitative 

parameters  
MDA 

(µm) 

HOST 

(%) 

Abnormal 

Sperm (%) 

Survival 

(%) 

 

Total 

Motion (%) 

Place 

Motion (%) 

Progressive 

Motion (%) 

Effect  

*  * *  *  * NS  * Treatment 

NS  * NS  *  * *  * Time 

NS NS NS NS NS NS NS Treatment ×Time 

*Significance at the 0.05 level (P<0.05), NS= Non-significant 

 

، تیمار بتاکاروتن روی حرکت  3با توجه به نتایج جدول  

زنده پیش کل،  حرکت  غیرطبیعی،  رونده،  اسپرم  مانی، 

 همچنین (  >05/0P)  داری داشتاثر معنی  MDAهاست و  

جدول به  توجه  اسپرمن  زمانمدت    3با  روی    گهداری 

مانی و  رونده، حرکت کل، زندهحرکت درجا، حرکت پیش

با توجه به نتایج  (.  >05/0P)داری داشتهاست اثر معنی

شده با بتاکاروتن سبب  مرغ غنیزرده تخمدست آمده،  به

های کیفی اسپرم در طول مدت نگهداری  افزایش فراسنجه

 شود. مایع میاسپرم 

تیمار   متقابل  اثرات  و  تیمار، زمان  زمان، روی    × اثرات 

 دار نبود. معنی 05/0در سطح صفات بیومتریک اسپرم  

زمان روی صفات بررسی شده در    ×اثرات متقابل تیمار  

 دار نبود. معنی 05/0این مطالعه در سطح 

Table 4- The effect of treatments on the qualitative characteristics of cooled sperm 

MDA (µm) HOST (%) Abnormal 

Sperm (%) 

Survival 

(%) 

Total 

Motion (%) 

Progressive 

Motion (%) 

Treatment 

a3.32±0.11 22.71±1.58b 5.07±0.60a 55.89±1.58b 45.20±1.48b 40.30±1.96b Normal egg yolk 

b2.45±0.11 30.32±1.55a 3.55±0.60b 64.99±1.56a 57.11±1.82a 52.75±1.95a Beta-carotene-enriched 

egg yolk 

  Different letters in each column indicate a significant difference at the 0.05 level (P<0.05) 
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جدول  همان در  که  می  4طور  بین  مشاهده  تفاوت  شود 

مانی، ، حرکت کل، زندهروندهمیانگین درصد حرکت پیش

در بین گروه  ها  اسپرم  MDAو    HOSTاسپرم غیرطبیعی،  

تخم زرده  زرده  حاوی  حاوی  گروه  با  معمولی  مرغ 

دار  معنی   05/0شده با بتاکاروتن در سطح  مرغ غنی تخم

 (.>05/0Pبود )

اینکه   دلیل  رقیقبه  در  زرده  که  از  تریس  پایه  بر  کننده 

غنیتخم تخممرغ  زرده  جای  به  بتاکاروتن  با  مرغ  شده 

استفاده   است،معمولی  حرکت    شده  درصد  و  مقادیر 

زندهپیش کل،  حرکت  اسپرم      HOST  و  مانیرونده، 

ها در نمونه  MDAو    اسپرم غیرطبیعیو درصد  افزایش  

کاهش یافته است و به طور کلی صفات کیفی اسپرم با  

تخم زرده  از  غنیاستفاده  در  مرغ  بتاکاروتن  با  شده 

مرغ معمولی  تخمکننده بر پایه تریس به جای زرده  رقیق

دست آمده از این پژوهش با  افزایش یافته است. نتایج به

(، وییرا  2016نتایج حاصل از گزارشات آختر و همکاران )

، سیتی و  (2011آلمبرو و همکاران )  ،(  2017و همکاران )

( )  ،  (2024همکاران  همکاران  و  و   ،(2018لسا  جامه 

مطابقت   (2021و دانجکیو و همکاران )  (2023همکاران )

تخمداشت.   زرده  مکانیسمی  چه  با  اینکه  به  ولی  مرغ 

مانی اسپرم در طی فرآیندهای شوک سرمایی کمک  زنده

   .کند هنوز به طور دقیق شناخته نشده استمی

 

Table 5- The effect of times on the qualitative characteristics of cooled sperm 
HOST (%) Survival (%) Total 

Motion (%) 

Place Motion 

(%) 

Progressive 

Motion (%) 

Time 

(Day) 
a35.79±2.47 86.02±2.40a 82.87±2.84a 2.75±0.80b 80.42±2.97a 1 

ab31.72±2.41 79.61±2.35a 73.16±2.77a 3.89±0.78ab 69.23±2.91b 5 

b25.29±2.37 66.04±2.28b 54.87±2.70b 4.79±0.76a 49.15±2.81c 10 

b25.09±2.37 

 
c14.70±2.45 

46.90±2.28c 

 

23.64±2.39d 

32.24±2.71c 

 

12.66±2.82d 

5.70±0.77ab 

 

5.88±0.80ab 

27.20±2.82d 

 

6.63±2.96e 

15 

 

20 

 
Different letters in each column indicate a significant difference at the 0.05 level (P<0.05) 
 

شااود تفاوت بین  مشاااهده می  5جدول    طور که درهمان

اساااپرم در بین  میاانگین درصااااد حرکات پیش روناده 

ها نسابت روز بعد از ساردساازی نمونه  20تا   1های  زمان

 .(>05/0Pدار بود )معنی 05/0به یکدیگر در سطح  

تفاوت بین میانگین درصاااد حرکت درجای اساااپرم در   

ها نسابت روز پس از ساردساازی نمونه 10و    1های  زمان

  ها،زمان ساایر( ولی در  >05/0Pدار بود )به یکدیگر معنی

دار  معنی  05/0ن صافت در ساطح  نسابت به یکدیگر در ای

 نبودند.

های تفاوت بین میانگین درصد حرکت کل اسپرم در زمان

ها نسبت به یکدیگر  روز پس از سردسازی نمونه  5و    1

ولی در زمانمعنی   05/0در سطح   نبود    5و    1های  دار 

  05/0ها در سطح  ی زمانروز پس از سردسازی با همه

 (. >05/0Pمعنی دار بود )

های مانی اسپرم در زمانتفاوت بین میانگین درصد زنده

ها با یکدیگر در سطح  روز پس از سردسازی نمونه  5و    1

داری نبود ولی این دو زمان با  دارای تفاوت معنی   05/0

زمانبقیه در سطح  ی  همچنین معنی   05/0ها  و  بود  دار 

 هاروز پس از سردسازی نمونه  20و    15،  10های  زمان 

  0/ 05داری در سطح  نسبت به یکدیگر دارای تفاوت معنی 

 (.>05/0Pبودند )

اسپرم در زمان   HOSTتفاوت بین میانگین درصد تست  

روز    5ها به جز در زمان  روز پس از سردسازی نمونه  1

زمان  تمام  با  سردسازی،  از  سطح  پس  در    05/0ها 

 (. >05/0Pدار بود )معنی 

رونده، حرکت کل  ، حرکت پیش5با توجه به نتایج جدول  

مانی اسپرم با گذشت زمان کاهش پیدا کرده است  و زنده

آن مقدار  بیشترین  به زمان  و  مربوط  از    1ها  روز پس 
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نمونه آنسردسازی  مقدار  کمترین  و  به  ها  مربوط  ها 

ها بود و درصد  روز پس از سردسازی نمونه  20زمان  

به تست  اعداد  و  درجا  حرکت  از  آمده   HOSTدست 

می نمونه نشان  این  ها  میزان  از  با گذشت زمان  که  دهد 

از   حاصل  نتایج  به  توجه  با  و  است  شده  کاسته  اعداد 

مدت زمان با کیفیت اسپرم دارای رابطه عکس    5جدول  

هستند یعنی با گذشت هر چه بیشتر مدت زمان نگهداری 

شود البته افزودن  ها کاسته میاز کیفیت اسپرم  هانمونه

اسپرم   ماندگاری  زمان  مدت  افزایش  سبب  بتاکاروتن 

میمی افزایش  نگهداری  زمان  چه  هر  ولی  از  شود  یابد 

 کیفیت صفات مورد بررسی کاسته شده است.

میلیون اسپرم زنده    150برای تلقیح موفق در سرویکس  

روش   به  موفق  تلقیح  برلی  و  است  لازم  متحرک  و 

لازم است  میلیون اسپرم زنده و متحرک    20لاپاراسکوپی  

نتایج به دست  1987  )ایوانس و مکسول به  با توجه  ( و 

تا   که  پژوهش  این  از  حاصل  از    20آمده  پس  روز 

فراسنجه شدهسردسازی  بررسی  اسپرم  کیفی  اند،  های 

نمونه از  سرویکس  در  موفق  تلقیح  داشتن  های  برای 

تا   شده  باید    10سردسازی  سردسازی  از  پس  روز 

استفاده شود و برای تلقیح موفق به روش لاپاراسکوپی  

روز پس از    15های سردسازی شده تا  توان از نمونهمی

 سردسازی استفاده نمود. 

شود  حاصل از این پژوهش توصیه می  با توجه به نتایج

زرده   جای  به  یخچال،  در  مایع  اسپرم  نگهداری  در 

  بتاکاروتن شده با  مرغ غنیاز زرده تخممرغ معمولی  تخم

های فراسنجه  استفاده شود تا  کننده بر پایه تریس در رقیق

در   بررسی  مورد  صفات  و  شود  حفظ  اسپرم  کیفیت 

مرغ غنی شده با بتاکاروتن نسبت  صورت استفاده از تخم

مرغ معمولی بهبود یافته است.به زرده تخم
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