
 

 67تا  55صفحات  /1397سال /4شماره  28هاي علوم دامی/ جلد هشنشریه پژو

 

 یدآمینهاسحاوی  کنندهخروس در رقیق شده یخ گشایی-منجمد های کیفی اسپرمفراسنجه ارزیابی 

سیستئین-ال  
 

 *2غلامعلی مقدم و 1آیتک بخشایش خیابانی

 

 10/4/96 تاریخ پذیرش:           26/11/95 تاریخ دریافت:
 یزدانشجوی کارشناسی ارشد گروه علوم دامی دانشکده کشاورزی دانشگاه تبر 1
 استاد گروه علوم دامی دانشگاه تبریز 2
 ghmoghaddam@tabrizu.ac.ir :Email مسئول مکاتبه: *

 

 چکیده

 ای حیاتیهها در یک وضعیت دمایی باعث ایجاد وقفه موقت در فعالیتها و بافتذخیره انجمادی سلول زمینه مطالعاتی:

ر قرا یرتأثا تحت رپذیری و ترکیبات لیپیدی سیالیّت، نفوذ جملهازرهای غشائی فاکتو ،انجماد اسپرم فرآیند شود.می هاآن

 وح مختلفافزودن سطاثر بررسی  منظوربهاین آزمایش : هدفشود. توانایی باروری اسپرم میکاهش  داده و منجر به

منجمد سپرم ا مدتیطولاننگهداری  درکننده منی رقیق به مولار(میلی 5/7و  5، 5/2سیستئین )صفر، -الآمینه اسید

 دو یریاسپرم گ. شد استفاده هفتگی 30با سن  راس نژاد خروس قطعه 8 از طرح این در :کار روش. انجام گرفتخروس 

-نمونه ولیه،ا یابیو ارز آزمایشگاه به منی هاینمونه انتقال از پس. گرفت انجام شکمی-پشتی مالش طریق از هفته در بار

 باهم (درصد اسپرم ناهنجار 10و حداکثر  درصد اسپرم زنده 80 ،م متحرکدرصد اسپر 75)حداقل  استاندارد های

 و منجمد یادومرحله انجماد روش با اسپرم حاوی هایپایوت ،موردنظر هایتیمار با سازیرقیق از پس و شده مخلوط

برای  .ندشد گیریازهاند موردنظر هایفراسنجه کاسا افزارنرم از استفاده با سپس و شد نگهداری مایع نیتروژن داخل

وز انجام ر 15 بافاصلهبار و  دوها نمونه ارزیابیبررسی اثر سیستئین در ماندگاری اسپرم خروس )به مدت یک ماه( 

 ت. همچنینیاف کاهش 15 روزبهنسبت  30اسپرم در روز  این پژوهش نشان داد که عملکرد حاصل ازنتایج  :نتایج گرفت.

بین در  وندهر، تحرک کلی و پیشمانیزندهدرصد  ازنظربهترین عملکرد را مولار سیستئین یمیل 5/2های حاوی کنندهقرقی

د در بین سطوح مختلف آمینواسی(. P<05/0) داری مشاهده شدو تفاوت معنی ندو گروه کنترل داشتتیمارها سایر 

ولار ممیلی 5/7داشت. سطح پرم اس ءسلامت و یکپارچگی غشا ازلحاظمولار بهترین عملکرد را میلی 5سیستئین، سطح 

 سیستئین که کندمی پیشنهاد مطالعه این از حاصل نتایج :نهایی گیرینتیجه را داشت.ناهنجاری سیستئین کمترین درصد 

 تریطولانی مدت بهسیستئین  از استفاده با خروس را اسپرم توانمی و شودمی خروس منجمد منی کیفیت بهبود موجب

 .ردک و نگهداری منجمد
 

 خروس ، سیستئین، اسپرم،آمینه: اسیدکلیدی واژگان

 
 مقدمه

 در برگشتیرقابلغ خسارات ایجاد باعث اسپرم انجماد

 یرطبیعیغ عملکرد اصلی دلیلشود. می اسپرم سلول

پر  ها در طول نگهداری در دماهای پایین، وقوعسپرم

 هایاکسیژن انواع تولید ،1(LPO)لیپیدی  یداسیوناکس

                                                           
1Lipid peroxidation (LPO) 
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باشد می هااکسیدانآنتی تعادل و عدم 1یرپذواکنش

 مانند تشکیل همچنین، عواملی .(2010)تونجر و همکاران 

 فعال، تغییرات اکسیژن هایگونه تولید یخ، هایکریستال

 غشایی، ترکیبات در تغییر لیپیدی، پراکسیداسیون دمایی،

 انجمادی یهاکنندهمحافظتناشی از  شیمیایی مسمومیت

 ذوب از پس اسپرم کیفیت کاهش باعث مزیاس استرس و

اگرچه مایع  .(2009رباس و ماسکارنهاس شود )بامی

اکسیدانی شامل منی خود دارای یک سیستم آنتی

گلوتاتیون پراکسیداز، سوپر اکسید دیسموتاز، کاتالاز و 

باشد اما فعالیت های طبیعی میاکسیدانهمچنین آنتی

گیرد که باعث رار میثیر فرآیند انجماد قأتحت ت هاآن

)پارتیکا و  شودافزایش پراکسیداسیون لیپیدی می

(. غشای 2016صفا و همکاران  و 2012 همکاران 

ها و پرندگان سرشار پلاسمایی اسپرم پستانداران، ماهی

از اسیدهای چرب غیراشباع و فسفولیپیدها است 

 اسیدهای چرب (. مقدار زیاد2001)سورای و همکاران 

شود موجب می 2(PUFAs)با چند پیوند دوگانه غیراشباع 

شود  بسیار حساس 3به پراکسیداسیون لیپیدی اسپرم

کننده ها به رقیقاکسیدانآنتی واردکردن .(2006 لانگ)

های ناشی از موجب کاهش سرعت اکسیداسیون و آسیب

 پس را اسپرم مانیزنده و تحرک شده وشوک سرمایی 

 توسعه در تواندمی این کار که کند،می حفظ یخ گشایی از

 باشد )لانگ و کرامر طیور تأثیرگذار در مصنوعی تلقیح

2003.) 

 مقاومت دهد که اسیدهای آمینه سببمطالعات نشان می

شود می سرمایی و شوک پایین دماهای در هاسلول

( که 2010خلیلی و همکاران  و 2013)فرشاد و حسینی 

 انجماد، رآیندف طی اسپرم بقای بهبود در هاآن نقش

محافظتی  اثر اسمزی، تنظیم متابولیکی، به اثرات مربوط

باشد )مرکادو و در برابر سرما و استرس اکسیداتیو می

ضروری یدآمینه غیراس یک (. سیستئین2009همکاران 

باشد که می اکسیدانییآنتخاصیت با  حاوی سولفور
                                                           
1 Reactive Oxygen Species (POS) 
2 Polyunsaturated fatty acid 
3 lipid peroxidation 

 یشو باعث افزا ء سلول عبور کردهاز غشا یراحتبه

های ی و حذف رادیکالداخل سلول یونسنتز گلوتاتیوب

و  2010)کائوکت و همکاران  شودآزاد اکسیژن می

، اخیرهای سالدر (. 2009ساری اوزکان و همکاران 

یک  عنوانبهسیستئین محققین پی بردند که استفاده از 

پستانداران مختلف اکسیدان در انجماد اسپرم آنتی

(، 2010نجر و همکاران تو و 2009)بوکاک و همکاران 

 هایاسپرم مانیتحرک، و زنده بهبود صفات باعث

کمی در  یهاگزارش حالینبااشود، می یخ گشایی-منجمد

ثیر سیستئین بر روی اسپرم منجمد خروس أمورد ت

(. لذا هدف از انجام 2013وجود دارد )پارتیکا و همکاران 

سیستئین بر روی -این آزمایش بررسی اثرات ال

گاری و بهبود کیفیت اسپرم خروس بعد از فرآیند ماند

 باشد. گشایی میانجماد و یخ

  

 هامواد و روش

 محل انجام آزمایش

این پژوهش در ایستگاه تحقیقاتی خلعت پوشان دانشگاه 

 انجام گرفت. واقع در جاده باسمنج تبریز

 آوری منیو جمع مورداستفادهحیوانات 

هفتگی  30با سن راس خروس نژاد  8در این آزمایش از 

ها در سالن تحقیقاتی، با برنامه استفاده شد. خروس

های ساعت تاریکی در قفس 9ساعت نور و  15نوردهی 

دمای سالن با در طول آزمایش داری شدند. انفرادی نگه

-گیری شد. تمامی خروساندازهحداقل  -حداکثردماسنج 

 لوگکاتا اساس بر یکسان جیره بای مصرفی ها با جیره

 هایخوریآب با آزاد صورتبه آب و شدند تغذیه راس

ها به مدت . خروسقرار گرفت هاپرنده اختیار در سوزنی

منی شدند. نمونه  یعادت ده یریاسپرم گهفته برای  3

بار در هفته با استفاده از روش ماساژ  3 طورمعمولبه

. (1937)بارووز و کویین  آوری گردیدشکمی جمع-پشتی

منی در یک مخزن حاوی آب  ،آوریه بعد از جمعبلافاصل

 شد. گراد به آزمایشگاه انتقال دادهدرجه سانتی 37
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 کننده و انجماد اسپرمرقیق یسازآماده

با  قبولقابلهای پس از یک ارزیابی اولیه، فقط نمونه

و حداکثر  مانیزندهدرصد  80 ،تحرک درصد 75حداقل 

زی استفاده شدند. سابرای رقیق درصد ناهنجاری 10

در مطالعه حاضر از شرکت  مورداستفادهمواد شیمیایی 

در این  شدهاستفادهکننده مرک آلمان تهیه شد. رقیق

 لسیتینیک درصد حاوی بلتسویل  کنندهیقرقپژوهش 

 فشار پایه، کنندهیقرقپس از تهیه  .(1)جدول  بود سویا

 Osmomat 030-Dبا دستگاه اسمومتر ) اسمزی

Gonotec Germany )و PH  با دستگاهpH  متر دیجیتالی

(AZ 86552 pH meter) 310 در ترتیب به mOsm / kg 

صفا و  و 2015bو همکاران  امینی) شد تنظیم  2/7 و

 .(2016همکاران 

 

 مورداستفادهکننده اجزای رقیق -1جدول 

Table 1- Composition of the modified Beltsville extender 

 مقدار

Amount 
 شده استفادهمواد 

Ingredient 

(gr )7.59 پتاسیم دی فسفات 
Potassium phosphate dibasic trihydrate 

(gr )8.67 سدیم گلوتامات 
Sodium-L-glutamat 

(gr )0.64 پتاسیم سیترات 
Potassium citrate 

(gr )0.7  منو فسفاتپتاسیم 
Potassium phosphate monobasic 

(gr)3.1 تاتسدیم اس 
Sodium acetate trihydrate 

(gr )0.34 منیزیم کلراید 
Magnesium chloride anhydrous 

(gr) 2.71 تریس 
N-[Tris (hydroxymethyl) methyl]-2 

(gr)5  فروکتوز 
Fructose 

 لیسیتین 1)%( 
Soybean lecithin 

 گلیسرول 8)%( 
Glycerol 

(ml )1000 آب مقطر 
 Purified water 

7.2 pH 
310 (mOsm/kg) اسمولاریته 

Osmolality 

 

 5/7و  5، 5/2قسمت مساوی تقسیم، و با  4کننده به رقیق

 عنوانبهسازی شد و یک گروه مولار سیستئین غنیمیلی

-گروه شاهد )بدون سیستئین( در نظر گرفته شد. رقیق

)سی  30به  1غلظت اسپرم با نسبت  برحسبسازی 

یک قسمت منی( انجام گرفت.  کننده وقسمت محلول رقیق

 ایدومرحله صورتبههای حاوی نمونه منی سپس لوله

گراد به تعادل دمایی رسیدند درجه سانتی 5در دمای 

کننده همراه با اسپرم رقیق سییس 5/1ابتدا  کهیطوربه

گراد نگهداری درجه سانتی 5ساعت در دمای  2به مدت 

 شده( دماهم) کنندهدیگر رقیق سیسی 5/1شده و سپس
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-شد و یک ساعت دیگر در همان دما نگه نیز به آن اضافه

 25/0های ها در پایوتداری شد. در مرحله بعد، نمونه

-پر شدند. پایوت (IMV, L’Aigle, France) لیتریمیلی

متری سانتی 4دقیقه به فاصله  7های حاوی منی به مدت 

مایع از سطح ازت مایع قرار داده شد و سپس در ازت 

 15 بافاصلهبار و  دوها نمونه ارزیابیور گردید. غوطه

ی، پس از خارج من یخ گشایی روز انجام گرفت. برای

ثانیه در  30از نیتروژن مایع، به مدت  هاپایوتکردن 

 قرار داده شد گرادیسانتدرجه  37داخل حمام آب گرم 

 . (2016)صفا و همکاران 

 ارزیابی کیفیت اسپرم

 تحرک اسپرم هایفراسنجه

یخ -ارزیابی پس از انجماد مورد هایفراسنجهاولین 

رونده، سرعت ، تحرک پیش1بررسی تحرک کل گشایی

، سرعت اسپرم در خط 2 واقعی اسپرم در مسیر طی شده

، خطی بودن 4، میانگین سرعت در مسیر مستقیم3مستقیم

، معیار مستقیم بودن حرکت 6عرضی سرتحرک ، 5تحرک

ها بود. به این منظور نوسانات اسپرم ، فرکانس7اسپرم

پایوت از هر گروه تیماری با روشی که در بالا سه 

انتقال  یوپت یکرومو به داخل  شدهذوبتوضیح داده شد 

از  یترل یکروم 5داده شد. سپس با استفاده از سمپلر، 

نمونه روی لام گذاشته و یک لامل تمیز بر روی آن 

 8CASA افزارنرمتفاده از گذاشته شد، لام موردنظر با اس

 کاملاً طوربهمیدان  4از هر نمونه حداقل بررسی شد. 

 250 حداقل تحرکهای فراسنجهو  شدهانتخابتصادفی 

برداری عکس وسیلهبه، CASA افزارنرم وسیلهبهاسپرم 

 . (2015)نبی و همکاران  آنالیز شدند× 100با بزرگنمایی 

 
 

                                                           
1 Total Motility (TM) 
2 Curvilinear velocity (micron/sec) (VCL) 
3 Straight – line velocity (micron/sec) (VSL) 
4 Average path velocity (micron/sec) (VAP) 
5 Linearity (%) (LIN= VSL/VCL×100) 
6 Lateral head displacement (micron) (ALH) 
7 Straightness (%) (STR=VSL/VAP ×100) 
8 CASA,VideoTesT-Sperm 3.1, St. Petersburg, Russia 

 مانی اسپرمزنده

-آمیزی ائوزینها با روش رنگپرممانی اسزنده

)اخلاقی و همکاران  قرار گرفت موردبررسینیگروزین 

ی منی با سمپلر . برای این کار مقداری از نمونه(2014

برابر حجم  3تا  2برداشته و روی یک لام گذاشته شد و 

نیگروزین به آن افزوده و با نمونه -ی منی، ائوزیننمونه

یه با لام دیگری گسترش تهیه مخلوط شد. بعد از چند ثان

 درصدگردید. شد و با استفاده از سیستم هوادهی خشک 

 تا 200 شمردن با(لام از نقطه چندین در زنده هایاسپرم

 هاییاسپرم .شد تعیین )400×اسپرم با بزرگنمایی  300

 در مرده هایاسپرم جزو نیز گرفته بودند رنگ اندکی که

صفا و  و 2015aکاران )امینی و هم شدند گرفته نظر

  (.2016همکاران 

 (HOSTیکپارچگی غشاء پلاسمایی )

از روش غشاء اسپرم  و یکپارچگی سلامت یابیارز یبرا

. (2009)سانتیاگو و همکاران  استفاده شد هایپواسموتیک

گیرد، اگر زمانی که اسپرم در محیط هایپوتونیک قرار می

ش زیاد بیولوژیک سالم باشد با جذب آب حجم ازلحاظ

درون و برون سلولی  شود تا تعادل اسمزی بین مایعمی

اسپرم برقرار شود. به این منظور غشایی که اطراف دم 

-خوردگی میشود و دم دچار پیچمتورم می فراگرفتهرا 

هایی که غشای پلاسمایی سالم ندارند، شود. دم اسپرم

هایی که به این تست پاسخ مثبت خورد. اسپرمپیچ نمی

دهند زنده هستند. اسپرم پرندگان اهلی توان باروری می

 250-460های با اسمولاریتی کنندهخود را در رقیق

، سکستون و 2010بکست کند )اسمول حفظ میمیلی

 (. 2008سوجینسکا و لوکزیوکس  و 1978فولاس 

 یمن یعاز ما میکرو لیتر 30انجام تست با مخلوط کردن 

 میکرو لیتر 300( با یترلیلیم /ماسپر 20×  610) شدهرقیق

ترات یگرم/ لیتر و س 9)فروکتوز  یپواسموتیکمحلول ها

 kg/ mOsm 100 با فشار اسمزی گرم/ لیتر( 9/4سدیم 

درجه  38در  یقهدق 30مخلوط به مدت  یناانجام شد. 

نمونه از  سپس قطره کوچکیانکوبه شد.  گرادسانتی

ار داده و با شده قر دماهممخلوط شده، روی لام از پیش 
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و بلافاصله زیر میکروسکوپ فاز لامل پوشانده شد 

بزرگنمایی(.  ×1000قرار گرفت ) موردبررسی کنتراست،

اسپرم با دم متورم و غیرمتورم ثبت شد.  200، درنهایت

های اسپرم عنوانبه خوردهتابهای با دم متورم و اسپرم

گو و )سانتیا گرفته شدند در نظربا غشاء پلاسمایی سالم 

 .(2009همکاران 

 مورفولوژی اسپرم )تست هانکوک(

 یکروم15 غیرطبیعی مورفولوژی با اسپرم ارزیابی برای

 هاییوبت یکروم به شده یخ گشایینمونه  هر از یترل

 فرمالین شامل که هانکوک محلول میکرو لیتر 150 حاوی

 150سالین ) سدیم محلول ،(لیترمیلی 5/62درصد ) 37

 دو آب لیتر( ومیلی 150) بافر فسفات حلولملیتر(، میلی

 سپس و شد افزوده باشد،لیتر( میمیلی 500) تقطیر بار

 یک توسط و گرفت قرار لام محلول روی این از قطره یک

 اسپرماتوزوا 200 حداقل با شمارش و شد پوشانده لامل

 ،×400بزرگنمایی  با میکروسکوپ فازکنتراست زیر

 محاسبه غیرطبیعی لوژیبا مورفو هایاسپرم درصد

 .(2000)شیفر و هلزمن  گردید

 تجزیه آماری

 5/7و  5، 5/2)  سیستئین تیمار، 4این مطالعه دارای 

اکسیدان( )فاقد هرگونه آنتی مولار( و تیمار شاهدمیلی

. باشدمی 5و تعداد تکرار برای هریک از تیمارها است 

 کاملاً  طرح آزمایش، این در مورداستفاده آماری مدل

 با هاادهو آنالیز د بوده فاکتوریل طرح قالب در تصادفی

 .شد انجام SAS 9. 1 افزارنرم و GLM رویه از استفاده

ای دانکن آزمون چند دامنهاز مقایسات میانگین برای 

 . استفاده شد
Yijk =µ +Ti +Dj+ (T *D) ij+ eijk 

ijkY= مشاهده ،µ= میانگین مشاهدات، iT=  ها اثر تیمار

(4،3،2،1=i، )  jD=  زماناثر (2،1=j، )  ij (T*D)=   اثر

 ام ijk شناختهاثر عوامل نا = ijke  ،متقابل زمان و تیمار

 

 نتایج 

های اولیه ویژگی ازنظر شدهآوریجمعهای منی نمونه

مانی، تحرک مورد ارزیابی حجم، غلظت، زنده ازجمله

ایش برای انجام آزم هاآنقرار گرفت تا مطلوب بودن 

پس از ارزیابی اولیه، فقط  .(2جدول مشخص گردد )

 80درصد تحرک و  75با حداقل  قبولقابلهای نمونه

 درصد اسپرم غیرطبیعی 10 حداکثرو  مانیزنده درصد

 سازی استفاده شدند.برای رقیق

 15پس از  سیستئینکیفیت اسپرم حاوی در این پژوهش 

 ارزیابی شد. داخل نیتروژن مایعنگهداری در روز  30و 

-میلی 5/2 با شدهرقیق هایاسپرم ،3جدول  به توجه با

 عملکرد را بهترین روز 15 از پس سیستئین مولار

 این دوزهای سایر به نسبت مانی،زنده قابلیت ازلحاظ

بود  دارمعنی تفاوت و داشت کنترل گروه و اسیدآمینه

(05/0>P.) در شدهرقیق هایاسپرم مانیزنده قابلیت 

 و بود. سلامت 15 زمان از ترپایین مراتببه 30 انزم

 مولارمیلی 5 با شدهرقیق هایاسپرم غشاء یکپارچگی

 بهترین مایع، ازت در ماندگاری روز 15 از بعد سیستئین

 گروه و اسیدآمینه دوزهای سایر بین در را عملکرد

 یکپارچگی و سلامت درصد کمترین. است داشته کنترل

. شد مشاهده روز 30 از بعد کنترل وهگر در اسپرم غشاء

-میلی 5/7 گروه در هااسپرم ناهنجاری همچنین کمترین

 و( 3/18)% شد مشاهده روز 15 از بعد سیستئین مولار

 30 روز کنترل گروه در اسپرم ناهنجاری بیشترین

 سایر با دو این بین داریمعنی تفاوت و بود( 6/30)

  (.P<05/0)شد  مشاهده هاگروه

 حاوی کنندهرقیق از استفاده که داد نشان 4 جدول جنتای

 و کلی تحرک افزایش باعث سیستئین مولارمیلی 5/2

 حالی در این شد روز 15 از بعد اسپرم پیشرونده حرکت

 از کمتر روز 30 از بعد اسپرم عملکرد افزایش که است

 مولارمیلی 5/2 سطح ،4 جدول به توجه با بود. روز 15

 باعث مایع، ازت در نگهداری روز 15 از بعد سیستئین

 به نسبت ALH و LIN، VCL، VSL هایفراسنجه بهبود

 در. شد مختلف هایزمان در آمینواسید هایدوز سایر

 بین داریمعنی تفاوت کاسا فاکتورهای سایر مورد

یخ  مختلف هایزمان در آمینواسید مختلف دوزهای

 افزایش با طورکلیبه(. P>05/0) نشد مشاهده گشایی
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 . شد مشاهده کاسا فاکتورهای در محسوسی کاهش سیستئین آمینواسید دوزهای از یک هر در نگهداری مدت

 

 انجماد از پیش منی هاینمونه اولیه شدهارزیابی هاییویژگ -2جدول 
Table 2- The initial evaluation of semen characteristics before freezing 

 

 انحراف معیار

Standard deviation 

 حداکثر

Maximum 

 حداقل

Minimum 
 میانگین

Average 
 هافراسنجه

Parameters 

1.65 6 2.22 3.94 
 غلظت اسپرم

/ml)9Sperm Concentration (×10 

7.47 93 75 84.4 
 ت پیشرونده اسپرمحرک

Sperm progressive motility (%) 

2.19 9.1 3.6 6.78 
 غیرطبیعیاسپرم 

Abnormal sperm (%) 

4.28 98 87 92.6 
 مانیزنده

Viability (%) 

1.51 5 2 3.6 
 منی رنگ

Semen color (0-5) 

0.6 2.5 1 1.65 
 منی حجم

Semen Volume (ml) 

 

 خروس منجمد اسپرم مورفولوژی و غشاء یکپارچگی مانی،زنده بر بازمان تیمار متقابل اثر -3جدول 
Table 3- The interaction effect of treatment with time on viability, membrane integrity and morphology of frozen 

rooster sperm 
 های غیرطبیعیاسپرم

Abnormal sperm morphology (%) 
 سلامت و یکپارچگی غشاء
 Sperm integrity (%) 

 

 مانیزنده
Viability (%) 

 تیمارها
Treatments 

 زمان )روز(

Time (day) 

 
a89 /±030.5 ef0.99 ±51.6 d1.49 ±54.7 شاهد 

Control 

 

 

 

 روز 15بعد از 

After 15 days 

cd0.49 ±24.7 ab0.48 ±59.3 a0.38 ±71.5 5/2 مولار سیستئینمیلی 
2.5 mM cys 

d0.47 ±22.4 a0.44 ±60.9 c0.03 ±60.3 5 مولار سیستئینمیلی 
5 mM cys 

e1.36 ±18.3 

bc0.70 ±57.7 

b0.52 ±65.3 5/7 مولار سیستئینمیلی 
7.5 mM cys 

a0.43 ±30.6 f0.47 ±49.1 d0.60 ±52 شاهد 
Control 

 

 

 

 روز 30بعد از 

After 30 days 

cb1.03 ±26.7 cd0.64 ±56.2 b0.64 ±64.2 5/2 مولار سیستئینمیلی 
2.5 mM cys 

b0.91 ±27.6 cd1.44 ±56.3 d1.21 ±54.4 5 مولار سیستئینمیلی 
5 mM cys 

bc0.93 ±26.3 de1.21 ±53.7 c1.09 ±61.3 5/7 مولار سیستینمیلی 
7.5 mM cys 

 سطح معناداری  0.001 0.001 0.001
P-Value 

 (.p>05/0) داری به لحاظ آماری دارندف معنیاختلا غیرمشابههای با حروف میانگین a,b,c,d .باشندمی استاندارد خطای±ها شامل میانگین داده *
* Data are included means±standard error. a,b,c,d Means within the same line with different superscripts differ 

significantly (P<0.05). 
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 خروس منجمد اسپرم حرکتی پارامترهای بر بازمان تیمار متقابل اثر -4جدول 

Table 4- The interaction effect of treatment with time on post-thawed motility parameters of rooster sperm 
LIN (%) STR (%) VCL 

(ϻm/s) 

VSL 

(ϻm/s) 

VAP 

(ϻm/s) 
 تحرک پیشرونده
Progressive 

Motility (%) 

 تحرک کل
Total 

Motility (%) 

 تیمار
Treatment 

 زمان )روز(

Time 

(day) 

abc0.55±33.2 2.59±51.6 bc0.55±48.5 b0.17±16.1 1.30±31.4 ef0.18 ±25.5 d0.83 ±52.2 شاهد 
Control 

 

 

 

 15بعد از 

 روز

After 15 

days 

a0.56±35.94 0.42±54.7 a0.49±51.6 a0.19±18.5 0.23±33.8 a0.33 ±41.3 a0.32 ±6 .68 5/2 مولار میلی

 سیستئین
2.5 mM cys 

ab0.70±35.4 1.97±53.4 abc1.12±49.3 a0.53±17.4 0.36±32.7 c0.95 ±31 c1.02 ±57.3 5 مولار میلی

 سیستئین
5 mM cys 

a0.50±35.6 1.12±54.1 ab0.51±50.09 a0.13±18.1 

0.52±33.5 

b0.49 ±35.4 

b0.44 ±62.4 

مولار میلی 5/7

 سیستئین
7.5 mM cys 

c1.74±32.2 6.43±51 c1.88±47.5 b0.77± 15.2 0.71±33.2 f0.06±23.6 e0.53 ±48.9 شاهد 

Control 

 

 

 

 30ز بعد ا

 روز

After 30 

days 

a0.35±35.86 0.62±54.4 ab0.33±5 .50 a0.11±18.1 1.73±31.2 b0.65±34 b0.68 ±60.9 5/2 مولار میلی

 سیستئین

2.5 mM cys 
bc1.10±32.8 4.25±51.3 bc0.69±48.1 b0.33±15.7 0.34±33.4 de1.17±26.5 d0.32 ±51.1 5 مولار میلی

 سیستئین
5 mM cys 

ab0.43±5.33 1.03±53.1 abc0.54±49.9 a0.13±17.6 2.24±31.2 d1.04±28.1 c1.07 ±58.4 5/7 مولار میلی

 سیستئین

7.5 mM cys 

سطح   0.001       0.001 0.4470 0.001 0.0283 0.9730 0.0108

 معناداری

P-Value 

 (.p>05/0) داری به لحاظ آماری دارندف معنیاختلا غیرمشابهف های با حرومیانگین a,b,c,d .باشندمی استاندارد خطای±ها شامل میانگین داده*
* Data are included means±standard error. a,b,c,d Means within the same line with different superscripts differ 

significantly (P<0.05). 

 

 بحث

 حاوی پایین یمولکول وزن با اسیدآمینه یک سیستئین

باشد. می سلولی داخل گلوتاتیون پیش ساز که بوده تیول

 باعث و شده سلول وارد غشاء از راحتیبه آمینهاین اسید

 به شود کهمی سلولی داخل گلوتاتیون بیوسنتز افزایش

 آزاد هایرادیکال غیرمستقیم کنندگیخنثی خاصیت علت

ویان ج) کندمحافظت می غشایی هایپروتئین و لیپیدها از

 گلوتاتیون. (2007یوسال و بوکاک و  2011و همکاران 

 آمینواسیدهای حاوی که باشدمی تری پپتید یک

 سنتز. است اسید گلوتامیک و گلایسین سیستئین،

 کمبود علت به است ممکن تنیبرون شرایط در گلوتاتیون

 به امر این که شود نقص دچار کشت محیط در سیستئین

 به خود شدن اکسید و گلوتاتیون بالای ناپایداری علت

 حفاظتی اثر سیستئین باشد،می سیستئین به آن خودی

 و آکسوزوم عملکرد یکپارچگی در انجماد برابر در

 از بعد را اسپرم حرکتی فعالیت و داشته میتوکندری

 همکاران و الششتاوی) بخشدمی بهبود انجماد از خروج

 هایپژوهش (.2009 همکاران و اوزکان ساری و 2008

 بر سیستئین اکسیدانیآنتی اثرات با ارتباط در متعددی

 پستانداران مختلف هایگونه در اسپرم انجماد فرآیند

بهشتی و  ،2008 همکاران و تاویششال) است شدهانجام

 اوزکان ساری، 2010 همکاران و مایکل ،2011همکاران 
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 ،حالبااین(. 2007 بوکاک و وسالو ی 2009 همکاران و

 روی بر سیستئین تأثیر مورد در کمی یهاگزارش

 دارد. وجود خروس منجمد اسپرم

اسپرم در حضور  یاست که نگهدار شدهگزارشقبلاً 

بخشد. یتحرک اسپرم را بعد از انجماد بهبود م یستئینس

درصد  یشباعث افزا یستئینسنیز  یشآزما یندر ا

 شددر مقایسه با گروه شاهد و متحرک زنده  هایاسپرم

)کائوکت و  گراز یکه بر رو یقبل هایپژوهش یجکه با نتا

 ، سگ(2011)جویان و همکاران  ، قوچ(2010همکاران 

گاو )توپراق قلعه و همکاران (، 2010)مایکل و همکاران 

 گرفتهانجام (2012)ممون و همکاران  و بز بوئر( 2014

و همچنین با نتایج  پارتیکا و  داشت یبود همخوان

-میلی 5سیستئین ) دادکه نشان می( 2013)همکاران 

-یکپارچگی غشاء اسپرم خروس میمولار( باعث بهبود 

 (2009) همکاران و شود نیز مطابقت داشت. بوکاک

 و( مولارمیلی 5) سیستئین افزودن که دادند گزارش

 هایاسپرم میزان یشافزا مولار( باعثمیلی 50) ترهالوز

 .شد یخ گشایی-انجماد فرایند از بعد قوچ زنده و متحرک

 افزودن که دادند گزارش( 2001) گاگنون و چاترجی

 گاو اسپرم انجماد کنندهرقیق به شده احیاء گلوتاتیون

 از محیط برابر پنج میزان تا آزاد هایرادیکال حذف باعث

 دو با واکنش طی در احیاشده گلوتاتیون. شد انجماد

 باعث فسفاتاز تایروزین آنزیم در سیستئینی جایگاه

 تایروزین آنزیم. شودمی آنزیم این شدن غیرفعال

 فسفولپیدهای و کلسترول شدن خارج باعث فسفاتاز

 سیستئین، افزودن. شودمی اسپرم پلاسمایی غشای

اسپرم  انجماد کنندهرقیق به رافینوز، کارنیتین، متیونین،

 آسیب از جلوگیری سبب (2010گاو )تونجر و همکاران 

 .شودمی اسپرم DNA به

 اصلی دلایل از یکی اسپرم پلاسمایی غشای تخریب

 فرایند طول در اسپرم هایسلول تحرک و باروری کاهش

 درست عملکرد(. 2000 هالت) باشدمی انجمادی حفاظت

 فعالیت و بوده هم به وابسته اسپرم تحرک و غشاء

 سلامت و تحرک روی از شده یخ گشایی و منجمد اسپرم

 در مهم رفاکتو دو که شودمی ارزیابی آن غشای

 که شدهاثبات طرفی از. باشندمی اسپرم باروری

 دست از مانع سیستئین و گلوتاتیون قبیل از هاییتیول

 از بعد گاو منی مایع در اسپرم حرکتی فعالیت رفتن

 حفظ مانی،زنده بهبود باعث و شده انجماد از خروج

-ذخیره طی در اسپرم یکپارچگی و کروماتین ساختار

 (.2011بهشتی و همکاران ) شودمی منی سازی

 ماندگاری زمان افزایش که داد نشان تحقیق این نتایج

 شود و درمی اسپرم ناهنجاری در افزایش باعث اسپرم

 مولارمیلی 5/7 حاوی کنندهرقیق ،مدتطولانی نگهداری

 اثر اسیدآمینو این دوزهای سایر به نسبت سیستئین

کننده داشته و رقیق ماسپر ناهنجاری کاهش بر تریمثبت

مولار سیستئین نیز بهترین عملکرد را در میلی 5حاوی 

و  فانهاشیسلامت و یکپارچگی غشاء دارد.  حفظ

مولار میلی 5گزارش دادند که سیستئین  (2005)همکاران 

مانی اسپرم و سلامت آکروزم اسپرم باعث بهبود زنده

جه در 10مایع در دمای  صورتبهخوک در طی نگهداری 

بیان کردند ، (2007) و همکاران بوکاکشد.  گرادیسانت

مولار(، میلی 10و 5در بین سطوح مختلف سیستئین )که 

( mM 5سیستئین ) ن،هیالوروناترهالوز، تائورین و 

بعد از دارای بیشترین میزان اسپرم متحرک و زنده 

اثر  ایمطالعه در قوچ بود. در یخ گشایی-فرایند انجماد

 2ین و تائور مولاریلیم 2 یستئینس هایانیداکسیآنت

قرار گرفت و  موردبررسیاسپرم گاو  یبر رو مولاریلیم

منجر  یستئینس مولاریلیم 2داد که افزودن  ننشا یجنتا

شد  یگرد هایبه تحرک بالاتر اسپرم گاو، نسبت به گروه

پژوهش با  ینا یج( که نتا2009ازکان و همکاران  ی)سار

در مورد افزایش تحرک  پژوهش ماحاصل از  یجنتا

 یانبا نتایج پژوهش احمد مطابق. داشت یهمخوان اسپرم

 کنندهدر رقیق سیستئینسطح پایین  ،(2014)و همکاران 

یخ -بر پایه تریس بهترین پاسخ را در فرآیند انجماد

کند که با نتایج حاصل از اسپرم قوچ ایجاد می گشایی

 پژوهش ما مطابقت دارد. 
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لازم به ذکر است که نتایج این آزمایش با  لهرحابه

بهشتی و همکاران ها مغایرت دارد. برخی دیگر پژوهش

ن کردند یاب (2013و همچنین صالحی و رستمی ) (2011)

-میلی 5/2نسبت به مولار سیستئین یلیم 5/7که افزودن 

مانی و تحرک اسپرم گاو پس از باعث افزایش زندهمولار 

که احتمال نتایج ما مغایرت داشت شد که با  یخ گشایی

 محیط هایویژگیتفاوت رود دلیل این مغایرت مربوط می

-در نوع رقیقو تفاوت  انجماد گونه، پروسه نگهداری،

مرغ مرغ باشد. زرده تخمو زرده تخم شدهاستفادهکننده 

ی میانی اسپرم موجب کاهش تغییرات غشای سر و ناحیه

ی حائز اهمیت است. شود که برای تحرک و بارورمی

مرغ از طریق تخممکانیسم اصلی حفاظت اسپرم با زرده 

های با چگالی پایین موجود در زرده واکنش لیپوپروتئین

باشد، می (BSP)به لیپید  متصل شوندههای با پروتئین

ها در منی وجود دارد و موجب حذف BSPکه این 

 و 2006شوند )برگرون و منجیوناس لیپیدهای غشا می

(. علاوه بر اینکه در این 2012سانتیاگو و همکاران 

مرغ از لیسیتین سویا پژوهش بجای زرده تخم

های بود، درصد گلیسرول نیز با پژوهش شدهاستفاده

به  راحتیبهسیستئین  یدآمینهاس متفاوت بود. شدهانجام

 غیرمستقیم صورتبهدرون غشاء سلول نفوذ کرده و 

 ین،شود، علاوه بر ایآزاد م یهایکالباعث مهار راد

 یعملکرد یکپارچگیبر  یاثر محافظت یک یستئینس

(. 2007و بوکاک  یوسالدارد ) یتوکندریآکسوزوم و م

است  یرضروریغ یدآمینهاس یک یستئینس باوجوداینکه

 آزاد دارد هاییکالراد سازیپاکدر  ینقش مهم یول

 که داد نشان تحقیق این نتایج .(2014بدر و همکاران )

 بهبود باعث مولارمیلی 5/2 دوز با سیستئین از استفاده

 مدت طی در کاسا صفات و خروس اسپرم کیفیت

است که با نتایج پارتیکا و همکاران  شده نگهداری

باعث بهبود حرکت  یستئینس( که بیان کردند 2015)

در اسپرم  CASAمانی و پارامترهای یشرونده، زندهپ

 .دمی شود، مطابقت دارخروس 
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اظهار  توانمیمطالعه  این از حاصل با عنایت به نتایج

 منجمد منی کیفیت بهبود موجب سیستئین که کرد

سیستئین  از استفاده با را توان اسپرممی و خروس شده

 کرد.منجمد و نگهداری  تریطولانی مدت به
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Introduction: Cryopreservation of the sperm causes irreversible damage to the sperm cell. The 

main reason of abnormal spermatozoa during storage at low temperatures are the occurrence of lipid 

peroxidation (LPO), production of reactive oxygen species and antioxidants imbalances (Tuncer et 

al. 2010). Also, factors such as the formation of ice crystals, production of reactive oxygen species, 

temperature changes, lipid peroxidation, changes in membrane composition, chemical toxicity due 

to cryoprotectants and osmotic stress, reduce the quality of sperm after thawing (Barbas and 

Mascarenhas 2009). The addition of antioxidants to the diluent of bird sperm during the freezing 

process reduces damage to sperm and maintains motility and viability rate of sperms after its 

thawing, which might affect the development of artificial insemination in birds. Cysteine is a sulfur-

containing amino acid with antioxidant properties that can easily penetrate the cell membrane and 

increases the biosynthesis of intracellular glutathione and eliminates the free oxygen radicals 

(Kaeoket et al. 2010, Sariozkan et al. 2009). In recent years, researchers found that the use of 

cysteine as an antioxidant in the freezing of various mammalian sperm (Bucak et al. 2009; Tuncer 

et al. 2010) improve the mobility and the viability of frozen-thawed sperm. 

Materials and methods: In this study, after two weeks of adaptation period, semen was collected 

from eight mature roosters (Ross 308). Initial semen assessments such as volume, progressive 

motility, concentration, viability, and percentage of abnormal sperm were conducted in the 

laboratory. Next, the samples with standard quality were split into four equal aliquots and diluted 

(1:30; v/v) with basic extender supplemented by different concentrations of cysteine (2.5, 5 and 7.5 

Mm) at 37 ˚C. In this experiment, freezing procedure was conducted in two steps. So that the 3ml of 

extender containing different concentrations of cysteine and semen samples, were cooled slowly at 

5◦C for 2 h to reach thermal equilibrium. Then, 1 ml of the semen extender (precooled to 5◦C) was 

added to the semen (extender plus semen) to provide a final concentration of 100 × 106 sperm/ml 

and 8% glycerol at a temperature of 5℃. Immediately after 1 h the sample was loaded into 0.25 mL 

straws (IMV, L’Aigle, France). Then, the straws were frozen in liquid nitrogen vapor, 4 cm above 

the liquid nitrogen, for 7 min, and plunged into liquid nitrogen for storage. After storing, the 

samples were evaluated twice with an interval of 15 days and frozen straws were thawed 

individually at 37℃ for 30 min in a water bath and then evaluated individually. 

Results and discussion: The quality of sperms in the present work was evaluated after keeping 

them for 15 and 30 days in liquid nitrogen. The results of this study showed that the sample diluted 

with 2.5 mM of cysteine indicate the highest viability performance in keeping for 15 days in the 

liquid nitrogen compared to the control group and samples with other dosages of this amino acid 

(P<0/05). The viability of the sperms diluted for 30 days is considerably lower than that of those 

diluted during 15 days. The integrity of the membrane of sperms diluted with 5 mM of cysteine 

stored in liquid nitrogen for 15 days indicate the best performance compared to the samples with 

other dosages of amino acid and the control group (Table 3). Based on the Table 3, the minimum 

abnormality of sperms was seen in the group treated with 7.5 mM of cysteine for 15 days (18.3%) 

while the maximum sperm abnormality was for the sperm in control group of day 30 (30.6%). 

Moreover, results of table 4 indicated that the samples with 2.5 mM of cysteine had the best 

performance in terms of total and progressive motilities among other treatments and control group 
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(P<0/05). It has been reported that sperm storage in the presence of cysteine improves sperm 

motility after freezing. In this experiment, cysteine increased the viability and motility of sperm 

compared to the control group, which were consistent with the results of previous studies on boar 

(Kaeoket et al. 2010), ram (Coyan et al. 2011), dog (Michael et al. 2010) Cow (Topraggaleh et al. 

2014) and Goat (Memon et al. 2012). Moreover, the results of this study was agree with Partyka and 

et al. 2013 that proposed the cysteine (5 mM) improves the integrity of the rooster sperm 

membrane. Bucak et al. (2009) reported that the addition of cysteine (5 mM) and terhalose (50 mM) 

increased the amount of live and motile ram sperm after freezing-thawing process. According to the 

results of Ahmadian et al. (2014), the low level of cysteine in the thrice-based diluent provides the 

best response in the process of freezing-thawing of ram sperm, which is consistent with the results 

of our research. 

Conclusion: it was concluded that the cysteine improves semen quality and facilitates freezing 

rooster sperm for longer periods. 
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