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 98 اسفندتاریخ پذیرش:  98 بهمنتاریخ دریافت: 

 چکیده
(، لسیتین BSA) ناپذیر آلبومین سرم گاویهای نفوذکننده ثیر محافظتابررسی تبا هدف مطالعه حاضر 

قطعه مولد نر  5از  ،. در این راستاانجام شدبرون های کیفی در انجماد اسپرم ماهی قرهو ترهالوز بر شاخص

انجماد صورت  کننده، محافظتهای مختلف ترکیبسازی با د و پس از رقیقشبرون نمونه اسپرم تهیه ماهی قره

و فعالیت  Image Jافزار توسط نرم گشایی شدههای یخهای کیفی اسپرمماه، شاخص 3گرفت. پس از گذشت 

ها، مورد بررسی قرار گرفت. نتایج مطالعه برآیند حرکت اسپرم JC-1 آمیزی فلورسنترنگ میتوکندری به روش

 نشان داد. در «ترهالوز + BSA»و مسیر حرکت خطی را در تیمار  BSAدر تیمار مسیر حرکت چرخشی را 

 «ترهالوز + BSA»در تیمار گشایی شده های یخاسپرم در دارهای حرکتی، بالاترین سرعت قوسشاخص بررسی

 بر میکرومتر 30/0)و تیمار ترهالوز  BSAبالاترین میزان سرعت خطی در تیمار  ،ثانیه( بر میکرومتر 74/1)

و  87/23)به ترتیب  «ترهالوز +لسیتین »حاوی ترهالوز و تیمار ثانیه( و بالاترین درصد حرکت خطی در تیمار 

گشایی شده در تیمار های یخها بر میزان تحرک اسپرمکننده درصد( ثبت شد. بالاترین تاثیر محافظت 48/25

«BSA + 58/10)ترهالوز در تیمار  ها بر فعالیت میتوکندریدرصد( و بیشترین تاثیر آن 49/3) «ترهالوز 

های ای در کاهش آسیبثیر بالقوهتواند تابه همراه ترهالوز می BSAاستفاده از  از این رو،درصد( ملاحظه شد. 

 ارزشمند دریای خزر و حفاظت و توسعه تکثیر مصنوعی آن داشته باشد. سلولی در طی انجماد اسپرم این گونه

 .برون، لسیتین، ترهالوز، ماهی قرهBSA، انجماد طولانی مدت کلیدی: واژگان
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مقدمه

 پروری بهدر چند دهه گذشته، صنعت آبزی

ویژه پرورش ماهی رشد چشمگیری داشته است. 

های با توجه به مشکلات حفاظت از برخی گونه

انجماد نقش مهمی در حفاظت از  ،ماهی

های با ارزش بالای زیستی و اقتصادی ایفا ماهی

(. انجماد Magnotti et al., 2018)کرده است 

( Cryobiology) ای از علم کرایوبیولوژیشاخه

های زنده، سلولتوان آن می واسطهبه است که 

ی پایین )معمولا هارا در دما غیرهها، لارو و بافت

های به مدت( گراده سانتیدرج -196 در

. کردطولانی، بدون کاهش در کیفیت نگهداری 

عنوان به که استفاده از این تکنیک  طوریبه 

انتقال اسپرم،  برایایمن جهانی یک روش 

گیری، مطالعات ژنتیکی یا رگههای دوبرنامه

های در معرض خطر معرفی شده حفاظت گونه

 (.Shaluei et al., 2017است )

خزر با داشتن ذخایر با ارزش آبزیان،  دریای

ویژه ماهیان خاویاری از اهمیت تجاری، به 

اکولوژیکی و تنوع زیستی خاصی برخوردار است. 

جنس  4گونه از  25ماهیان خاویاری دارای 

دلیل داشتن خاویار از به که عمدتا  هستند

شوند. های تجاری محسوب میترین گونهارزشبا

رویه و تخریب محیط بی صید های اخیردر سال

ها، منجر به کاهش ذخایر این ماهی زیست آن

 2015که در سال  طوریبه ارزشمند شده است. 

های در معرض خطر انقراض گونه فهرستدر 

 IUCNالمللی حفاظت از طبیعت  اتحادیه بین

با وجود این مشکلات، توانایی ایجاد  قرار گرفتند.

و پرورش  بانک انجماد اسپرم، تکثیر مصنوعی

کننده  های تسهیلماهیان یکی از بهترین روش

؛ 1387کاظمی، )پور استای در حفاظت گونه

 Alavi and؛ 1394 خواه و همکاران،مکنت

Cosson, 2006 ؛Shaluei et al., 2017.)  در

تکنیک استانداردی برای انجماد  ،این راستا

های ماهی وجود ندارد. اسپرم تمام گونه

دن کرین چالش در انجماد اسپرم متوقف ترممه

های متابولیکی اسپرم در طی انجماد یتفعال

اسپرم تا زمان  ی که تحرکاگونهبه است، 

تعویق بیفتد. با توجه گشایی و فرآیند لقاح به یخ

اسمزی، شیمیایی و مکانیکی که در  یهاتنشبه 

بر  افتدیماسپرم اتفاق  انجماد فرآیندطی 

، یکپارچگی غشای میتوکندری و مانیزنده

د منفی خواه اسپرم اثر DNAتکه شدن تکه

 ;Aboagla and Terada, 2004گذاشت )

Figueroa et al., 2013 .)،هدفبا  از این رو 

 های سلولی از انواع رقیقکاهش این نوع آسیب

های نفوذی و کننده ها و نیز محافظتکننده

هایی مثل قند و همراه افزودنی غیرنفوذی به
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محیط انجمادی استفاده ها، در اکسیدانآنتی

 (.Hezavehei et al., 2018شود )می

های کننده های اخیر محافظتدر سال

 Soybean)گیاهی بر پایه لسیتین سویا 

Lecithin )هایی با چگالی کم پروتئینو لیپو

طور مستقیم با به توانند ت که میکشف شده اس

Reactive Oxygen)فعال اکسیژن  گونه  

Species: ROS) دمبارزه کنن (Bousseau et 

al., 1998; Forouzanfar et al., 2010 در .)

کننده  این راستا استفاده از یک کمک محافظت

تواند باعث تقویت در کنار لسیتین سویا می

د توانمیاثرات محافظتی آن شود که 

های مرکب و یا حتی ها، قنداکسیدانآنتی

 ,.Yildiz et alد )های گیاهی باشعصاره

ثیر لسیتین سویا در تابه ای در مطالعه .(2013

جایگزینی زرده تخم مرغ در انجماد اسپرم ماهی 

ه پرداخت (Cyprinus carpioمعمولی ) کپور

های در غلظتکننده  ، رقیقمطالعه. در این شد

ترکیب  هبدرصد(  20و  15، 10، 5متفاوت )

زرده  درصد 10گلوکز، مولار میلی 300حاوی 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide ) و تخم مرغ

در تحرک  یاثر محافظتی بهتر و شداضافه 

 درصد 10اسپرم و طول مدت تحرک در غلظت 

های دیگر گزارش لسیتین سویا نسبت به غلظت

. آلبومین سرم (Yildiz et al., 2013شد )

از  (Bovine Serum Albumin: BSAگاوی )

اکسیدانی در انجماد های آنتیکننده محافظت

های درون اسپرم است که به عنوان پروتئین

سزایی در  بهثیر رود و تابه شمار میپلاسما 

 ,.Cabrita et al) میزان تحرک اسپرم دارد

 و همکاران Figueroa، (. در این راستا2001

( انجماد اسپرم ماهی آزاد اقیانوس اطلس 2016)

(Salmo salar ) با هدف انتخاب بهترین را

سمینال با روش انجماد پلاسمای غلظت 

 وانجام دادند ( Vitrification) ویتریفیکیشن

Cortland® این مطالعه از بافر استاندارد  در

Medium ،10 درصد DMSO ،2  درصد

BSA ،13/0 پلاسمای سمینال و ساکاروز  مولار

استفاده  درصد 50و  40، 30های غلظت با

های شاخصگشایی دند. پس از انجماد و یخکر

، DNAشکسته شدن  مانند کیفی اسپرم

 را پتانسیل غشای میتوکندری و تحرک اسپرم

از  به دست آمدهمورد ارزیابی قرار دادند. نتایج 

 درصد 50پلاسمای سمینال بهترین غلظت در 

 ی، یکپارچگی غشادرصد DNA 2/9با شکست 

 ی، پتانسیل غشادرصد 6/98پلاسمایی اسپرم 

درصد  1/44و تحرک درصد  2/47میتوکندری 

 .(Figueroa et al., 2016کردند ) شرگزارا 

احیا کننده و  ساکارید غیردییک ترهالوز 

 وزن دلیل داشتنبه طبیعی است که  یقند
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 نقش ونیست  غشا عبور از به قادر بالا، مولکولی

 ,Bucak and Tekin)کند می ایفا سلولی برون

2007; Hu et al., 2010; Solocinski et al., 

 و همکاران Gheller، (. در همین راستا2017

، 100، 50های ( از ترهالوز در غلظت2019)

مولار در انجماد اسپرم میلی 200و  150

، Amazonian Catfishماهی آمازون )گربه

Leiarius marmoratus استفاده کردند و )

داری در گزارش کردند که تفاوت آماری معنی

گشایی در های متفاوت ترهالوز پس از یخغلظت

 یکپارچگی ،ی اسپرمغشا یکپارچگی آزمایش

DNA، تحرک مدت و یتوکندریعملکرد م 

وجود نداشت. اما تحرک رو به جلو  اسپرم

نتایج  ترهالوز، های بالاترتیمارهای حاوی غلظت

 نشان داددیگر در مقایسه با موارد  را برتری

(Gheller et al., 2019). 

ر ژنتیکی ماهی یبا توجه به اهمیت حفظ ذخا

لزوم توسعه  ،(Acipenser persicus)برون قره

 ،بانک اسپرم برای ماهیان خاویاری دریای خزر

ها و همچنین تسهیل تکثیر مصنوعی آن

منتشر شده مبنی بر اثرات مثبت  هایگزارش

BSAلسیتین سویا و ترهالوز در رقیق ، 

های انجمادی نفوذناپذیر، انجام پژوهشی کننده

امکان سنجی بهبود کیفیت اسپرم ماهی  برای

رسد. ضروری به نظر می ،برون در روند انجمادقره

 BSAهدف مطالعه حاضر بررسی اثر  از این رو،

های ترهالوز بر شاخص همراهبه لسیتین سویا  و

 برون است.قره کیفی در انجماد اسپرم ماهی

 

 هاروش و مواد

در فصل تکثیر ماهیان خاویاری  مطالعهاین 

( در آزمایشگاه دانشکده منابع 1397)فروردین 

طبیعی و علوم دریایی دانشگاه تربیت مدرس و 

با همکاری مرکز تکثیر و پرورش ماهیان 

 خاویاری شهید رجایی ساری انجام شد.

 

 القای رسیدگی جنسی مولدین 

منظور القای رسیدگی جنسی، مولدین نر به 

( Acipenser persicus)برون ماهی قره

میزان شده در مرکز شهید رجایی به  نگهداری

گرم وزن بدن ازای هر کیلومیکروگرم به  3-2

 LHRH-A2مورد تزریق عضلانی هورمون 

Ningbo Sansheng)چین( قرار گرفتند ، 

(Nazari et al., 2010) پس از بررسی آمادگی .

 5از استحصال اسپرم دهی، اسپرم برایجنسی 

ماهی نر با رعایت شرایط بهداشتی صورت  قطعه

های گرفت. نمونه استحصال شده تا زمان بررسی

آوری، کدبندی و در کیفی در لوله آزمایش جمع

درجه  4جعبه فومی حاوی یخ خشک )

شگاه آزمایگراد( نگهداری و بلافاصله به سانتی

دانشکده منابع طبیعی و علوم دریایی نور برای 
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 ,.Sarvi et al) انتقال داده شد هاانجام آزمایش

2006). 

 

 ارزیابی کیفی اسپرم 

اسپرم ماهیان از  منظور ارزیابی کیفیبه 

صورت انفرادی برای هر مولد به روش سنتی و 

لیتر اسپرم میلی 1 ،منظور برای این استفاده شد.

 10و میزان  شد بر روی لام قرار دادههر مولد 

و  مولارمیلی NaCl5/3 ترکیب از میکرولیتر 

Tris-HCl 12 عنوان محلول به مولار میلی

اضافه به آن برون کننده اسپرم ماهی قرهفعال

جلوی اسپرم سپس طول دوره حرکت رو به  .شد

)از لحظه شروع تحرک تا پایان حرکت رو به 

ها ) از لحظه تحرک اسپرمجلو( و طول کل دوره 

با های اسپرم( صد از سلولدر 99شروع تا توقف 

، B-393مشاهده زیر میکروسکوپ نوری )

OPTIKA  )هایی که ارزیابی شد. نمونه، ایتالیا

حذف  ،های متحرک داشتنداسپرم درصد 70زیر 

 هایو برای آزمایش ندآوری شدجمع بقیهو 

 3در هر مولد . ندبعدی مورد استفاده قرار گرفت

 بار سنجش دوره تحرک اسپرم صورت پذیرفت

 ;Dzuba et al., 1999) (1)جدول 

Rurangwa et al., 2004.) 

 

 ها به اسپرم افزودن محافظت کننده

 2/0در این آزمایش از رقیق کننده گلوکز 

( استفاده شد pH 0/8)صد در 10متانول  ومولار 

(Aramli et al., 2015و همچنین ) 

و لسیتین  ، ترهالوزBSA های مختلفی ازترکیب

کننده  درصد حجم نهایی رقیق 1سویا به میزان 

در ناپذیر کننده نفوذ عنوان محافظتبه 

سپس  .(2)جدولاضافه شدند تیمارهای مختلف 

با گراد درجه سانتی 4 با دمایکننده  رقیق

شد.مخلوط  1:3اسپرم به نسبت 

 

 (انحراف معیار ±)میانگین  انتخاب شده برای انجام آزمایشمولد نرهای  های: ویژگی1 جدول

هاشاخص  ×(mL910) تراکم اسپرم (%)تحرک  میزان (kg) وزن بدن (cm)طول کل  

 52/1±07/0 3/86±17 6/16±36/1 158/±7/52 مقدار
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 مورد استفاده برای تیمارهای مختلف آزمایشهای ها و محافظت کننده: ترکیب رقیق کننده2جدول 

 )%(لسیتین سویا  )%(ترهالوز  )%( BSA )%(متانول  )مولار(گلوکز  تیمارها

 - - - 10 2/0 1تیمار 

 - - 1 10 2/0 2تیمار 

 1 - 1 10 2/0 3تیمار 

 - 1 1 10 2/0 4تیمار 

 - 1 - 10 2/0 5تیمار 

 1 1 1 10 2/0 6تیمار 

 1 - - 10 2/0 7تیمار 

 1 1 - 10 2/0 8تیمار 

 

 انجماد اسپرم

پس از گذراندن  ترکیب اسپرم و رقیق کننده

درجه  4دقیقه زمان تعادل در دمای  15

های پایوتوسیله میکروسمپلر به گراد  به سانتی

لیتری منتقل و توسط خمیر میلی 5/0 انجماد

دمایی پس از هم هماتوکریت بسته شدند.

روش انجماد به اقدام به  ،های پر شدهپایوت

متر سانتی 2دستی )فورگاسون( با رعایت فاصله 

دقیقه و با نرخ  10سطح ازت مایع به مدت 

گراد در دقیقه منجمد درجه سانتی 30انجماد 

(. در نهایت Cabrita et al., 2001) شد

درجه  -196داخل ازت مایع )ها به پایوت

 3گراد( انتقال و برای نگهداری تا مدت انتیس

 ماه در تانک ازت مایع ذخیره شدند.

 

 گشایی ذوب و یخ

پس  ،های منجمدبرای بررسی کیفیت اسپرم

از حالت انجماد خارج ها اسپرمماه  3از گذشت 

در حمام آب گرم  هااین امر، پایوتبرای شدند. 

گراد( درجه سانتی 40ثانیه در دمای  20)

 ور و بلافاصله مورد ارزیابی قرار گرفتندغوطه

(Alipour et al., 2009) . شروع حرکت برای

کننده  گشایی شده محلول فعالیخ هایاسپرم

 ،مولارمیلی NaCl 5/3برون )اسپرم ماهی قره

Tris-HCl 12 مولار( اضافه شد. سپس میلی

برداری با میکروسکوپ نوری مجهز به تصویر

 ،DS126371 ،Canonداری )بردوربین فیلم

 شد.  انجامژاپن( 

 

  



 [25] 1399(، 4)8 آبزیان: بیوتکنولوژی و برون    فیزیولوژیقره اسپرم کیفی هایشاخص و انجماد بر نفوذناپذیر هایکنندهمحافظت اثر

 

افزار های تحرک توسط نرمارزیابی شاخص
Image J 

قطعات ویدئویی تهیه شده، توسط 

فرمت به   Total Video Converterافزارنرم

AVI  دقیقه اول از  1تبدیل شدند. در ادامه

تمامی قطعات ویدئویی تهیه شده با استفاده از 

 3به  قطعات   Video CD Cutterافزارنرم

های متفاوت پس از آنالیز در ثانیهبرای ای، ثانیه

سازی، تبدیل شد و سپس قطعات ویدئویی فعال

به   Image Jافزار، توسط نرمبه دست آمده

افزار این نرمتوسط های متوالی تبدیل شد. فرم

 شد به هر سلول اسپرم، یک کد اختصاصی داده

های اسپرم از یک فرم به و موقعیت تمامی سلول

های شاخص. در ادامه کار، شدفرم بعدی دنبال 

 دارسرعت قوس شاملها حرکتی اسپرم

)میکرومتر بر ثانیه(، سرعت خطی )میکرومتر بر 

 1)درصد( طبق شکل  ثانیه(، حرکت خطی

مورد محاسبه و  Image Jتوسط نرم افزار 

 ,.Lahnsteiner et al) ارزیابی قرار گرفت

1996; Pavlov, 2006; Wilson-Leedy et 

al., 2009; Fauvel et al., 2010.) 

 

 

 Image Jافزار های قابل سنجش توسط نرم: شاخص1شکل 
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 ارزیابی فعالیت میتوکندری 

روش میتوکندری از  ارزیابی فعالیتبرای 

استفاده شد. برای  JC-1آمیزی فلورسنت رنگ

ر دگرم میلی 5آمیزی ابتدا تهیه محلول رنگ

در ، آمریکاJC-1 (Sigma ) لیتر ازمیلی

( حل شد. DMSOمتیل سولفوکسید )دی

میکروگرم محلول  10شامل آمیزی رنگمحلول 

JC-1  لیتر محلولمیلی 998در PBS  .2بود 

با محلول  یخ گشایی شدهمیکرولیتر از اسپرم 

در دمای اتاق و محیط  و شدمخلوط آمیزی رنگ

دقیقه انکوبه شد. بعد از طی  15مدت تاریک به 

 آمیزیها دو بار با بافر رنگاین مدت زمان، نمونه

JC-1  بازتاب رنگ در پتانسیل  سپسشد. شسته

آمیزی شده های رنگاسپرمغشای میتوکندری 

، Becton Dickinson) ر دستگاه فلوسیتومترد

 ,.Asturiano et al( خوانده شد )کایآمر

2006.) 

 

 تجزیه و تحلیل آماری 

آماری از آزمون های بررسیانجام برای 

دانکن در آزمون پسواریانس یک طرفه و تحلیل 

از  استفاده شد.درصد  95اطمینان سطح 

 تجزیه و تحلیلبرای  SPSS 16 هایفزارانرم

رسم برای  Microsoft Excel 2013ها و داده

تکرار  سهدر  هانمودار استفاده شد. کلیه آزمایش

انحراف  ±ها به صورت میانگین انجام و داده

 گزارش شد.معیار 

 

 نتایج

های اسپرم ماهی بررسی محافظت کننده

 Image Jافزار برون توسط نرمقره

برون پس های ماهی قرهبرآیند حرکت اسپرم

ثانیه با  3گشایی در دوره زمانی از انجماد و یخ

افزار های متفاوت توسط نرممحافظت کننده

Image J  مورد بررسی قرار گرفت. طبق شکل

الف مسیر حرکت چرخشی وجود داشت که  -1

های حاوی محافظت کننده مربوط به اسپرم

-1طور که در شکل  ( بود. همانBSA) 2 تیمار

های خطی در اسپرمحرکت  ،دوشمیب دیده 

 + BSA) 4کننده تیمار  حاوی محافظت

 نشان داده است. ترهالوز(

 

های ها بر شاخصاثر محافظت کننده ارزیابی

 حرکتی اسپرم

 3دست آمده طبق جدول  بر اساس نتایج به

گشایی های یخدار اسپرمبالاترین سرعت قوس

 74/1 برابرو  4در تیمار برون ماهی قرهشده 

، 3، 2، 1ثانیه بود. اما در تیمارهای  بر میکرومتر

، 28/1، 0، 46/1، 0به ترتیب برابر   8و  7، 6، 5

با  4تیمار  .ثانیه بود بر میکرومتر 64/0و  0، 0
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دار داشت هفت تیمار دیگر اختلاف معنی

(05/0>Pاما بین تیمار ،) 7و  6، 3، 1های  

 (.P>05/0داری مشاهده نشد )اختلاف معنی

 

 

 

تیمار در ب( مسیر حرکت اسپرم . BSAتیمار در الف( مسیر حرکت اسپرم مسیر حرکت اسپرم. : 2شکل 

BSA + ترهالوز 

 

 برونهای حرکتی اسپرم ماهی قرههای محافظت کننده غیرنفوذی بر شاخص: اثر محلول3جدول 

 (معیارانحراف  ±)میانگین 

 هاشاخص

 تیمارها

 دارسرعت قوس

 )میکرومتر بر ثانیه(

 سرعت خطی
 )میکرومتر بر ثانیه(

 هااسپرم حرکت خطی
 )درصد(

 e 00/0±00/0 c 00/0±00/0 d 00/0±00/0 1تیمار 

 b 10/0±46/1 a 14/0±30/0 b 67/0±86/20 2تیمار 

 e 00/0±00/0 c 00/0±00/0 d 00/0±00/0 3تیمار 

 a 47/0±74/1 b 37/0±18/0 c 58/2±87/10 4تیمار 

 c 00/0±28/1 a 24/0±30/0 a  73/1±87/23 5تیمار 

 e 00/0±00/0 c 00/0±00/0 d 00/0±00/0 6 تیمار

 e 00/0±00/0 c 00/0±00/0 d 00/0±00/0 7 تیمار

d 8 تیمار
 00/0±64/0 b 01/0±16/0 a 31/2±48/25 

 (.P<05/0ها است )تیماردار بین نشان دهنده وجود اختلاف معنی ستونمشترک در هر حروف لاتین غیر
 

 

 ب الف
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های بالاترین میزان سرعت خطی اسپرم

 30/0 با برابر 5و  2 هایگشایی شده در تیماریخ

لاف اخت با تیمارها دیگرثانیه بود که  بر میکرومتر

در حالی که  .(P<05/0داشت )دار معنی

و  6، 3، 1 هایترین سرعت خطی در تیمارپایین

دار برابر صفر و با تیمارهای دیگر اختلاف معنی 7

 .(P<05/0) داشت

 3دست آمده طبق جدول  بر اساس نتایج به

های بالاترین درصد حرکت خطی اسپرم

به ترتیب  8و  5 هایگشایی شده نیز در تیماریخ

یمارهای با تدرصد بود که  48/25و  87/23برابر  

اما  (،P<05/0) داشتدار معنیاختلاف دیگر 

برابر صفر بود و  7و  6، 3، 1بین تیمارهای 

 دار مشاهده نشد.اختلاف معنی

 

کننده بر درصد  های محافظتاثر محلول

 برونتحرک اسپرم ماهی قره

 1 شکلطبق  ،دست آمده بر اساس نتایج به

شده گشایی های یخبالاترین درصد تحرک اسپرم

تیمار با  و ایندرصد بود  49/3برابر  4در تیمار 

 دار داشتمعنی تیمارهای دیگر اختلاف

(05/0>P)در نیز درصد تحرک  ترین. پایین

که با  مشاهده شد 8و  7، 6، 5، 3، 1 هایتیمار

داشتند داری اختلاف معنی 4و  2 هایتیمار

(05/0>P).

 

 
 .(انحراف معیار ±)میانگین  برونهای محافظت کننده بر درصد تحرک اسپرم ماهی قره: اثر محلول1شکل 

 (.P<05/0دار بین تیمارها است )حروف لاتین غیرمشترک روی نمودار نشان دهنده وجود اختلاف معنی
 

 

  

c

cc

c

a

c

b
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 های محافظت کننده بر فعالیتاثر محلول

 برونمیتوکندری ماهی قره

 4بر اساس نتایج به دست آمده طبق جدول 

آمیزی فلورسنت فعالیت میتوکندری توسط رنگ

JC-1 گیری شد. بالاترین فعالیت اندازه

مشاهده  5در تیمار درصد(  58/10)میتوکندری 

درصد(  3/5ترین فعالیت میتوکندری )پایین .دش

اختلاف  1که با تیمار  مشاهده شد 3تیمار در نیز 

ولی فاقد اختلاف  ،(P<05/0)دار داشت معنی

 بود. 6و  4، 2، 1با تیمارهای  دارمعنی

 

های محافظت کننده بر فعالیت : اثر محلول4جدول 

انحراف  ±برون )میانگین میتوکندری در ماهی قره

 معیار(

 )درصد(فعالیت میتوکندری  تیمارها

 bc 35/0±3/6 1تیمار 

 abc 38/0±5/7 2تیمار 

 c 61/1±3/5 3تیمار 

 abc 64/0±7/8 4تیمار 

 a 54/0±6/10 5تیمار 

 abc 53/1±3/7 6 تیمار

 ab 13/1±0/10 7 تیمار

 ab 29/0±2/10 8 تیمار

حروف لاتین غیرمشترک نشان دهنده وجود 

 (.P<05/0دار بین تیمارها است )اختلاف معنی

 

 

 بحث

مهمی برای حفظ انجماد اسپرم روش 

پلاسمای جانوران و گیاهان است. این روش 

ای در حفظ اسپرم ماهی دارد. با کاربرد گسترده

این حال انجماد اسپرم به دلیل شوک دمایی طی 

های سلولی انجماد و یخ گشایی باعث آسیب

(. تحرک Muchlisin et al., 2020شود )می

 به طور است که هاییاسپرم یکی از شاخص

گیرد و در حت تاثیر انجماد قرار میجدی ت

های نهایت نسبت عملکرد اسپرم در نمونه

گشایی شده به اسپرم تازه به طور منجمد و یخ

 ,.Butts et alیابد )قابل توجهی کاهش می

 و کارآیی روی بر بنابراین مطالعات (.2011

 انتخاب و مختلف هایکننده محافظت سمیت

 گام اولین کننده با کمترین سمیت محافظت

های گونه در اسپرم انجماد تکنیک توسعه برای

در  از این رو،(. Holt, 1997است ) مختلف

 BSAسعی شد تا با افزودن حاضر مطالعه 

 به، لسیتین سویا و ترهالوز )آلبومین سرم گاوی(

کننده به حداقل رساندن آسیب به  محلول رقیق

های و بهبود شاخص ها در طی انجمادسلول

 . کمک شودبرون کیفی اسپرم ماهی قره

دست آمده از این به با توجه به نتایج 

، لسیتین BSAمشخص شد از بین  پژوهش

کننده  سویا و ترهالوز، بهترین ماده محافظت
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به  BSAبرون، برای انجماد اسپرم ماهی قره

همراه ترهالوز است. این نتیجه مشابه نتایج به 

و همکاران در سال  Cabrita وسطدست آمده ت

با غلظت را  BSA ،پژوهشگرانبود. این  2008

 لیتر به عنوان محافظتگرم بر میلیمیلی 10

کننده مناسب در انجماد اسپرم ماهی هامور 

(Epinephelus marginatus) عنوان کردند 

(Cabrita et al., 2008) همچنین .Merino و 

بر روی مطالعاتی که در ( 2012همکاران )

کمان ی رنگینآلاانجماد اسپرم ماهی قزل

(Oncorhynchus mykiss)  ،انجام دادند

گشایی پس از یخاسپرم را بالاترین میزان تحرک 

اعلام کردند. در بررسی دیگری که  BSAبا 

انجام  2017و همکاران در سال  Shalueiتوسط 

پذیرفت، بهترین شرایط در انجماد اسپرم ماهی 

  BSAلیترگرم بر میلیمیلی 10با  برون راقره

و  Miyaki ،گزارش دادند. از سوی دیگر

در مطالعاتی که بر روی ( 2005همکاران )

 Epinephelus)انجماد اسپرم ماهی هامور 

moara )انجام دادند، بیشترین درصد تحرک 

اعلام  درصد 13را با ترهالوز  درصد( 42اسپرم )

و همکاران  Gheller، کردند. در همین راستا

ماهی از ترهالوز در انجماد اسپرم گربه( 2019)

 Amazonian Catfish ،Leiariusآمازون )

marmoratusمطالعه نتایج و  ( استفاده کردند

نشان داد ترهالوز کارایی بالایی در  هاآن

های های اسپرم در برابر آسیبمحافظت از سلول

 انجمادی در این گونه ماهی دارد.

ه اسپرم نقش اساسی در موفقیت کیفیت اولی

اغلب پلاسمای سمینال انجماد دارد. ترکیبات 

نشان دهنده تغییرات محیط زندگی و شرایط 

محتوای این مایع در رابطه با  است.دستکاری 

دما، شوری آب و  عوامل محیطی مانند فصل،

 ,.Alavi et alتغذیه مولدین متفاوت است )

 3از اسپرم  مطالعهدر این  از این رو،(. 2008

برون که دارای تحرک اسپرم بالای مولد نر قره

استفاده شد. بر اساس  ،درصد بودند 80

های تازه عمل آمده، اسپرمبه مشاهدات 

سازی پس از رقیق ،بالاتحرک استحصال شده با 

دقیقه اول دارای  2-3 کننده دردر محلول فعال

بیشترین درصد تحرک و پس از سپری شدن این 

در صد تحرک  حرکت و ،سرعته بمدت، 

. چنین امری در مورد یافتها کاهش اسپرم

 Jun گشایی شده نیز صادق است.های یخاسپرم

و همکاران  Aramliو  (2006و همکاران )

اثرات انجماد را در اسپرم ماهی ارزیابی ( 2013)

ند که انجماد باعث کاهش کردکردند و عنوان 

تحرک اسپرم، کاهش سرعت و اختلال در 

شود که با توجه به نتایج عملکرد میتوکندری می

به دست آمده، در مجموع درصد تحرک 
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های گشایی شده نسبت به اسپرمهای یخاسپرم

تازه استحصال شده به طور قابل مشهودی کمتر 

 نبیادر مطالعه حاضر بود. نتایج به دست آمده 

د افزایش انشان دو  بودکننده یک مسیر کاهشی 

زمان نگهداری اسپرم منجمد شده بر روی 

ثیر منفی ماه تا 3ها از ساعات اولیه تا آنکیفیت 

 .شتدا

های ماهی، عملکرد طبیعی در تمامی گونه

میتوکندری عامل کلیدی در باروری اسپرم 

زیرا تحرک اسپرم ماهیان  ،شناخته شده است

کشد. ثانیه تا چند دقیقه طول می 30معمولا 

تحرک اسپرم تا حدودی وابسته به عملکرد 

در اطراف قطعه  میتوکندری است. میتوکندری

میانی حضور دارد تا انرژی قابل دسترس برای 

منبع اصلی  . میتوکندریدم را فراهم کندحرکت 

که از طریق  استانرژی اکسیداسیون سلول 

الکترونی تولید و انتقال زنجیره  ATP تولید

 ,.Holt, 1997; O'connell et al) شودمی

2002; Merino et al., 2012 از آنجا که این .)

از این رو ارزیابی  ،حساس به سرما است شاخص

تواند شاخص با ارزشی فعالیت میتوکندری می

تعیین سلامت و عملکرد سلول اسپرم باشد.  برای

یش دست آمده در آزما بهبا توجه به نتایج 

مشخص شد که بالاترین فعالیت میتوکندری 

نیز ( 58/10±54/0)گشایی شده های یخاسپرم

 کننده که حاوی محلول محافظت تیماریدر 

به اختلاف نتایج  با وجود. ، دیده شدترهالوز  بود

های دست آمده از فعالیت میتوکندری و شاخص

های د که شاخصشمشخص  ،تحرک اسپرم

مانی و زنده تعیینبرای تحرک معیار قطعی 

بر این اساس که  ،ندیستسلامت سلول اسپرم ن

های تحرک را نشان های اسپرم شاخصسلول

 بودنداما از میتوکندری سالمی برخوردار  ،ددادنن

به تواند میکه این تفاوت  داشتندمانی و زنده

 اسپرم باشد. ساختارسبب آسیب در 

موید آن حاضر بندی نتایج پژوهش جمع

به همراه ترهالوز  BSAاست که استفاده از 

های ای در کاهش آسیبثیر بالقوهتواند تامی

این  برون، ماهی قره سلولی در طی انجماد اسپرم

گونه ارزشمند دریای خزر و حفاظت و توسعه 

 تکثیر مصنوعی آن داشته باشد.

 

 قدردانی و تشکر

از مسئولین پژوهشگاه رویان به دلیل در 

اختیار قرار دادن امکانات لازم برای انجام 

عمل به نهایت تشکر و قدردانی  JC-1 آزمایش

 آید.می
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Abstract  

The aim of this study was to investigate the effect of bovine serum albumin 

(BSA), lecithin and trehalose on qualitative indices of freeze-thawed Acipenser 

persicus sperm. In this regard, sperm samples prepared from 5 male A. persicus 

and the samples were frozen after dilution with various extenders. After 3 months 

of freezing, the freeze-thawed sperm quality indices were evaluated by Image J 

software and mitochondrial activity by using the fluorescent staining JC-1 

method. Results of sperm motility showed rotational motions in treatment BSA 

and linear motions in treatment “BSA + trehalose”. Analysis of motion 

parameters in freeze-thawed sperm showed that the treatment “BSA + trehalose” 

had the highest arc velocity (1.74μM/s), highest linear velocity was in BSA and 

trehalose treatments (0.30µM/s) and the highest linear movement was seen in 

trehalose and trehalose + lecithin treatments (23.87 and 25.48%, respectively). 

Results of the effect of preservatives on sperm motility showed the highest 

percentage in treatment “BSA + trehalose” (3.49%) and the highest mitochondrial 

activity in trehalose treatment (10.58%). Therefore, the use of BSA with trehalose 

can have a potential impact on reducing cell damage during cryopreservation, the 

protection and development of this valuable species of Caspian species. 

Key words: Cryopreservation, BSA, Lecithin, Trehalose, Acipenser persicus. 
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