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مقدمه

پرورش گوسفند در ایران دارای قدمتی طولانی است، اما 
بازده تولید مثلی در اغلب اکوتیپ‌های گوســفند در کشور 
ما به جهــت پایین بودن نرخ چندقلوزایی و عدم اســتفاده 
بهینــه از فناوری‌هــای نوین تولید مثلی پاییــن بوده و در 
شرایطی حتی موجب عدم صرفه اقتصادی پرورش گوسفند 
شده است. یکی از مهم‌ترین انفورياه جهت افزایش کارایی 
تولید مثل، حیقلت عونصمی میدشاب. از جمله مزایای تلقیح 
مصنوعی می‌توان به بهبود بهداشــت هلگ، افزایش انمیی در 
هلگ، شهاک اههنیزهي دهگناري ویحاانت رن، آاسنرت دشن 
ازفاشی تعرس تفرشیپ ژکیتنی در هلگ  ورود ژونم دیدج، 
و ازفاشی دیلوت ویحاتانی اب وتان دیلوتي رتلااب ااشره نمــود. 
با وجود آنکه تلقیح مصنوعی در گوســفند با اســپرم تازه و 
منجمد قابل انجام اســت، اما با توجه بــه محدودیت‌هایی 
از قبیل کمبود قوچ با ویژگی‌های خاص در گله، دشــواری 
همزمان‌ســازی اســپرم‌گیری و تلقیح در گلــه، عدم امکان 
استفاده مفید از قوچ‌های برتر در سطح وسیع‌تر و محدودیت 
در حمل و نقل اسپرم، تلقیح با اسپرم تازه با مشکلاتی همراه 
اســت. بنابراین برای غلبه بر این مشــکلات باید از اســپرم 
منجمد استفاده نمود. از جمله مزایای انجماد اسپرم، ذخیره 
بلند مدت اسپرم، امکان انتقال آن به نقاط مختلف و ذخیره 
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اسپرم قوچ‌های برتر می‌باشد. در فرایند انجماد دمای سلول 
به زیر صفر درجه ســانتی‌گراد کاهــش می‌یابد. تنش‌های 
شیمیایی، اسمزی و مکانیکی در طول فرایند انجماد اسپرم 
موجب بروز تغییرات فراساختاری، بیوشیمیایی و عملکردی 
در آن شــده که درنتیجه زنده‌مانی و باروری اســپرم بعد از 
انجماد و یخ‌گشایی تحت تاثیر قرار می‌گیرد و درصد اسپرم 
زنده کاهش می‌یابد؛ بنابراین باروری پایین از مشــکلات کار 
با اســپرم منجمد است. تکنیک انجماد اسپرم در طول چند 
دهه اخیر پیشــرفت چشمگیری داشــته است. اما علی‌رغم 
پیشرفت‌های انجام شده در زمینه افزایش بهره‌دهی و اصلاح 
راندمان تولید مثل گوسفند، این تکنیک در صنعت پرورش 
گوســفند و متناسب با نیاز به افزایش تولیدات دامی توسعه 
نیافته است. برای پیشرفت در این زمینه باید دانش ما درباره 
اصــول و روش‌های مختلف انجماد و انــواع رقیق‌کننده‌ها و 
افزودنی‌های انجمادی مناسب افزایش یابد؛ به این منظور در 
دستنامه حاضر روش‌های مختلف انجماد و ارزیابی تغییرات 
اسپرم در طول فرایند انجماد و یخ‌گشایی مورد بررسی قرار 

گرفته است. 



فصل اول

تاریخچه انجماد اسپرم
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تلقيح مصنوعي در گوســفند و گاو در ابتداي قرن بيستم 
)1912-1907( برای اولین بار توســط ايوانوف روســی با 
مطالعــه بــر روي رقيق‌کننده‌ها و روش‌هاي رقيق‌ســازي 
آغــاز گردید که منجر به کاربرد آزمايشــي تلقيح مصنوعي 
در گوســفند شــد. بعد از جنگ جهاني اول و در اوايل سال 
1930 در شوروی، میلوانوف تلقيح مصنوعي را با استفاده از 
منی تازه و رقيق‌شــده قوچ‌هاي با نژاد برتر و با هدف توليد 

انبوه گوسفندان پایه‌گذاری کرد. 
مطالعــات اولیــه بــر روي اثرات دمــاي زير صفــر درجه 
سانت‌يگراد بر روي زنده‌ماني اسپرم متعلق به فیزیولوژیست 
ایتالیایی به نام اســپالانزایی )1780( اســت. وي ویال‌های 
حاوی منی پســتانداران را در برف قــرار داد و بعد از ذوب 
در دماي اتاق توانســت اســپرم‌هاي زنده را مشاهده نمايد. 
برنســتین در سال 1937 با استفاده از گلیسرول و در دمای 
21- درجه ســانتی‌گراد موفق به انجماد اسپرم پستانداران 
از جمله گوســفند و پرندگان اهلی شــد. در ادامه موفقيت 
پژوهشگران در انجماد اسپرم پستانداران، مطالعات مختلف 
نشــان داد که محلول يک مولار گليسرول م‌يتواند محافظ 
خوبي برای اسپرم پستانداران )خرگوش، خوک، گاو، قوچ و 
اسب( در فرآيند انجماد و یخ‌گشایی باشد. کشف خصوصيات 
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حفاظتي گليســرول پيشــرفت عظيمي در تکنيک انجماد 
اســپرم پســتانداران بوجود آورد که در پی آن آزمايش‌هاي 
متعددي را در خصوص انجماد اســپرم گوســفند به همراه 
داشــت. بعد از آنکه ايمنــس و همکاران در ســال 1950 
توانستند انجماد اسپرم گوســفند را با استفاده از گليسرول 
در محيط رقيق‌کننده انجام دهند، تا امروز مطالعات بسیاری 
در زمینه بهبود روش‌های انجماد اســپرم گوسفند از جمله 
ذخیره‌ســازی انجمادی منی گوسفند با انواع رقیق‌کننده‌ها، 
روش‌های انجماد و یخ‌گشــایی، انواع صدمــات انجمادی و 

اثرات آن بر باروری انجام شده است. 

قدیمی‌ترین منی منجمد گوسفند
دکتر استیون سالامون استاد دانشگاه سیدنی در سال 1968 
یک مخزن اسپرم منجمد از سه نژاد گوسفند پشمی معروف 
اســترالیا شــامل Ledgworth، Merryville و Boonoke تهیه 
نمــود. هدف از اجرای پروژه مذکور بررســی امکان نگهداری 
اسپرم برای طولانی مدت در نیتروژن مایع بود. در سال 2018 
به مناسبت پنجاهمین سال انجماد اسپرم‌ها و نیز یکصدمین 
سالگرد تولد دکتر سالامون، اسپرم‌ها یخ‌گشایی شده و بعد از 
 ،DNA بررسی فراسنجه‌هایی چون زنده‌مانی، تحرک و سلامت
به گوسفند مرینو تلقیح شد. از 56 راس میش تلقیح شده، 34 
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راس معادل 61 درصد میش‌ها آبستن شدند. بر اساس نتایج 
حاصل از این آزمایشات فراســنجه‌های حرکتی، زنده‌مانی و 
سلامت DNA اسپرم 50 ساله معادل اسپرم امروزی است که 
تنها 12ماه منجمد شده ‌باشد. این نتایج نشان داد که ذخیره 
انجمادی طولانی مدت اسپرم روشی ایمن و قابل اعتماد برای 
حفاظت از ژن‌های برتر و اســتفاده از آن‌ها در توسعه صنعت 

دامپروری می‌باشد )شکل 1و 2(. 

شکل 1- قوچ بونوک معروف به Sir Fred متولد 1959 یکی از گوسفندانی 
کــه در جمع‌آوری منی در ســال 1968 مورد اســتفاده قرار گرفت

شــکل 2- دکتر ســالامون در حال تلقیح مصنوعی سرویکال منی 
جمع‌آوری شده در سال 1968





فصل دوم

مکانیسم انجماد، مزایا و 
محدودیت‌ها
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علم انجماد

کرایوبیولــوژی1 علــم مطالعه تأثیر دمای پایین بر اشــکال 
مختلف حیات است. اثر سرما بر موجودات زنده به دو شکل 
نابودی کامل آن‌ها و یا حفظ حیات اســت که هر دو اثر در 
طبیعت قابل مشاهده می‌باشد. مرگ در اثر انجماد رویدادی 
رایج در طوفان‌های زمســتانی اســت؛ در حالی که در میان 
حیوانات خونسرد سرمای زمستان منجر به خواب زمستانی 
عمیق می‌شود. بر این اساس حفاظت انجمادی2 شاخه‌ای از 
علم کرایوبیولوژی است که به حفظ و نگهداری طولانی مدت 
سلول و بافت در دمای بسیار پایین، بدون از بین رفتن قابلیت 
زنده‌مانی آن‌ها می‌پردازد؛ به گونه‌ای که هر زمان ســلول یا 
بافت یخ‌گشایی شــود کمترین تغییر را متحمل شده باشد. 

مکانیسم انجماد
مکانیسم انجماد بر این اصل استوار است که هرگاه آب موجود 
در ســلول در اثر کاهش مناســب حــرارت و توقف حرکات 
مولکولی به یخ تبدیل گردد، تقریبا تمام واکنش‌های بیولوژیکی 
و شیمیایی در سلول‌ زنده به طور چشمگیری کاهش می‌یابد؛ 
نتیجه این فرایند پدیده‌ای اســت که می‌تواند منجر به حفظ 
طولانی مدت ســلول‌ها و بافت‌ها شــود. دمایی که این هدف 

1- Cryobiology 2- Cryopreservation
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را برای کرایوبیولوژیســت فراهم می‌کند دمای 196- درجه 
سانتی‌گراد نیتروژن مایع است. در این دما به دلیل عدم وجود 
انرژی حرارتی کافی و محیط آبی که برای انجام واکنش‌های 
شیمیایی ضروری است، اساسا هیچ فعالیت بیوشیمیایی رخ 
نمی‌دهد؛ با این حال انجماد برای اکثر موجودات زنده کشنده 
اســت. به منظور تحقق یک انجماد موفق باید بروز دو رخداد 
در روند انجماد به حداقل ممکن برســد. این رخداد‌ها شامل 
شــوک مکانیکی در اثر تشکیل کریستال یخ و شوک اسمزی 
در اثر پدیده اثر محلول می‌باشند که در ادامه به طور مختصر 

به بررسی این دو رخداد می‌پردازیم.

1- تشکیل کریستال یخ و شوک مکانیکی 
تشــکیل کریســتال یخ در روند انجماد به خواص فیزیکی و 
شــیمیایی مولکول آب وابسته اســت. تبدیل حالت مایع به 
جامــد در آب حاصل تجمع بیش از پیــش مولکول‌های آب 
در کنار هم و تغییر پیوند‌های هیدروژنی مولکل آب است که 
منجر به شکل‌گیری کریستال یخ می‌شود. این تغییر موجب 
افزایش فضای بین مولکول‌ها و در نتیجه کاهش دانســیته و 
وزن یخ نسبت به آب می‌شود. به این دلیل است که کریستال 
یخ نســبت به آب فضای بیشتری اشغال می‌کند. در نهایت با 
افزایش اندازه کریســتال یخ و اعمال فشــار بر دیواره سلولی 

موجب از هم گسیخته شدن آن می‌شود )شکل 3(.
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2- پدیده اثر محلول و شوک اسمزی 
در روند انجماد تشکیل یخ در مایع خارج سلولی آغاز می‌شود. 
با افزایش تشکیل کریستال یخ و خروج آب از محیط خارج 
ســلول، غلظت مواد نامحلول و الکترولیت‌ها در مایع اطراف 
سلول افزایش می‌یابد. در این حالت یک شیب غلظت در دو 
طرف دیواره ســلول ایجاد می‌شود و آب در پاسخ به نیروی 
اســمزی از سلول خارج می‌شــود. به این پدیده اثر محلول 
گفته می‌شــود که منجر به بروز شوک اســمزی در سلول 
می‌شود. با ادامه این فرایند سلول تقریبا دهیدراته1 )آبگیری( 
و چروکیده2 می‌شود. دهیدراته شدن، سازمان‌دهی سلول و 
برهم‌کنش مولکولی وابســته به آب را بر هم می‌زند. برخی 
از اجزا داخل ســلولی برای ممانعت از بر‌هم‌کنش با یکدیگر 
به طور طبیعی از هم جدا نگه داشــته می‌شوند، اما این اجزا 
در اثر چروکیدگی ســلولی با یکدیگر تماس پیدا می‌کنند و 
تخریب می‌شوند )شــکل 3(. برعکس این وضعیت در طول 
یخ‌گشایی ســلول بروز می‌کند. با افزایش دما، آب از حالت 
کریستالی خارج شده و مایع می‌شود، در نتیجه محیط خارج 
سلول نسبت به داخل سلول رقیق شده و آب به شدت وارد 
ســلول می‌شــود. حاصل این پدیده، شوک اسمزی ناشی از 

آبگیری است که منجر به پاره شدن غشا سلول می‌شود.	

1- Dehydration 2- Shrink
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شکل 3- تغییرات مولکول آب در فاز انتقال از آب به یخ. A: پراکندگی 
یکنواخت مولکول‌های آب در میان سایر مولکول‌های محلول در دمای 
معمولی، B: تجمــع مولکول‌های آب در کنار هم برای شــکل‌گیری 

کریستال یخ و اعمال فشار بر سلول‌ها

حفاظت انجمادی اسپرم
حفاظت انجمادي اســپرم، شــامل فرایند‌های مختلف از 
جمله قرار دادن اسپرم‌ها در معرض مواد محافظ انجمادي1، 
كاهش دما به زير صفر درجه ســانت‌يگراد، ذخيره اسپرم در 
نیتروژن مایــع برای توقف واکنش‌هاي متابوليکي اســپرم، 
یخ‌گشایی و بازگشــت به حالت طبيعي فيزيولوژيکي اسپرم 
اســت. حفاظت انجمادي اسپرم ابزار مفيدی براي مطالعات 
جنين‌شناســي آزمايشگاهي و تلقيح مصنوعي است و بخش 
اساســي و ضــروري در فناوري‌هاي توليد مثلی محســوب 
می‌شــود. امروزه انجماد اسپرم قوچ با مشــکلاتي از جمله 
كاهش زنده‌ماني و تحرک اســپرم‌ بعــد از فرايند انجماد و 

1- Cryoprotectant agent
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یخ‌گشایی مواجه اســت. کیفیت نهایی اسپرم منجمد شده 
متاثــر از فاکتورهاي متعددي از قبيــل يكفيت منی، نوع و 
غلظت اجزاي موجود در محيط انجماد و روش انجماد تغییر 
می‌کند. در حال حاضر مطالعات بســیاری بــر روی بهبود 

تکنیک‌های انجماد اسپرم قوچ در حال انجام است.

شکل 4- نتیجه روش‌های مختلف انجماد اسپرم

صدمات انجمادی اسپرم
عل‌يرغم استفاده از پروتكل‌های پیشــرفته برای انجماد، 
پارامترهای کمي و کیفي اســپرم قوچ پس از یخ‌گشایی در 
مقایسه با نمونه قبل از انجماد چندان رضایت‌بخش نبوده و 
میزان باروری حاصل از اســپرم‌ منجمد در مقایسه با نمونه 
تازه آن کمتر اســت. بخشــی از صدمات انجمادی اسپرم و 
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آســیب به ســلول‌ها در ارتباط با تغییرات فاز آب در دمای 
پایین بروز می‌کند که ناشــی از رویدادهای کرایوبیولوژیک 
مانند شوک مکانیکی ناشی از کریستال یخ و شوک اسمزی 
ناشی از اثر محلول است. این آسيب‌ها اصولا غشا پلاسمایی، 
اسکلت سلولي و هســته اسپرم را تحت تاثير قرار م‌يدهند. 
شــوك انجمادی م‌يتواند منجر به پارگي غشا آکروزومي و 
غشا پلاسمایی اســپرم گردد. این تغییرات در ساختار غشا، 
عملکردهایــی همچون ظرفیت‌پذیــری، واکنش آکروزوم و 

نفوذپذیری اسپرم به تخمک را مختل می‌کند. 
در طول فرایند انجماد شوک اکسیداتیو نیز عملکرد سلول 
را مختــل می‌نماید. اســپرم مانند تمام ســلول‌هایی که در 
شرایط هوازی زندگی می‌کنند با مصرف اکسیژن در زنجیره 
تنفس میتوکندری، ATP مــورد نیاز خود را تامین می‌کند، 
اما متابولیت‌های اکسیژن نظیر رادیکال‌های آزاد اکسیژن که 
در این مسیر تولید می‌شــود می‌توانند برای بقا سلول مضر 
باشند. رادیکال‌ آزاد اصلی‌ترین عامل استرس شیمیایی طی 
فرآیند انجماد و یخ‌گشــایی است. رادیکال آزاد یک مولکول 
به شــدت واکنش‌گر با یک الکترون جفت‌‌نشــده است که 
برای رســیدن به تعادل به همه مولکول‌های زیستی شامل 
لیپید‌هــا، پروتئین‌ها و اســیدهای نوکلئیک حمله می‌کند. 
وقتی رادیکال آزاد باند دوگانه اسید چرب غیر‌اشباع را مورد 
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حمله قرار می‌دهد به این فرایند پراکسیداسیون لیپید گفته 
می‌شود. از آنجایی که غشا پلاسمایی اسپرم دارای اسیدهای 
چرب غیراشباع فراوان اســت، بنابراین شرایط برای آسیب 
پراکسیداسیون مساعد است. عدم تعادل بین تولید و حذف 
رادیکال‌های آزاد در ســلول منجر به ایجاد شرایط استرس 
اکسیداتیو می‌شود. بنابراین رادیکال‌های آزاد تولید شده در 
سلول باید به طور پیوسته غیرفعال شود به طوری که غلظت 
آن‌ها همیشــه در حد بسیار اندکی که برای عملکرد طبیعی 
سلول لازم اســت باقی بماند. اما اســپرم در انتهای فرایند 
تمایز مقدار زیادی از سیتوپلاسم خود را از دست می‌دهد و 
از آنجایی که بیشتر آنزیم‌ها در سیتوپلاسم سلول قرار دارند 
با این حذف سیتوپلاســمی ظرفیت آنتی‌اکســیدانی اسپرم 
کاهش می‌یابد؛ به این جهت در مقابل عوامل اکســیدکننده 
و پراکسیداســیون لیپیدهای غشا حساس‌تر بوده و بیش از 
هر سلول دیگری مستعد آســیب در اثر استرس اکسیداتیو 
است. پراکسیداسیون لیپید موجب آسیب‌ به غشا و تغییرات 
 DNA مخرب در عملکرد و ســاختار مولکولی اسپرم به ویژه
می‌گــردد. این امر به نوبه خود می‌تواند باعث کاهش تحرک 
اســپرم گردد. در واقــع این کاهش تحرک اســپرم پس از 
انجماد علت اصلی باروري پايين‌ منی منجمد در مقايســه با 
منی تازه م‌يباشد. آسيب به غشا اسپرم اصولا در طي فرآيند 
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انجماد در دماهاي بين 15- تا 60- درجه سانت‌يگراد اتفاق 
م‌يافتد. اين آسيب در مورد اسپرم قوچ بيشتر بين دماهاي 
10- تا 25- درجه سانت‌يگراد رخ می‌دهد. اصولا آسيب‌هاي 
سرمايي، اسپرم قوچ را بيشتر از ساير گونه‌ها متاثر می‌سازد 

)شکل 5(.

شکل 5- تغییرات ساختاری و عملکردی اسپرم در فرایند انجماد



فصل سوم

روش‌های انجماد اسپرم
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دانشــمندان همواره در تــاش برای یافتــن روش‌های 
نوین انجماد اســپرم با کمترین اثر منفی بر سلول هستند. 
همان‌طور‌که قبلا گفته شد، مهم‌ترین اصل در فرآیند انجماد 
کاهش آســیب ناشی از تشكیل کریســتال‌های یخ داخل و 
خارج سلولي اســت. از آنجا که میزان تشکیل کریستال یخ 
به سرعت و نرخ انجماد بستگی دارد، باید سرعت سرد‌سازی 
سلول به نحوی تنظیم شود که تشکیل یخ به حداقل ممکن 
برسد. بر این اساس روش‌هایی برای انجماد اسپرم ابداع شده 

که در ادامه به شرح مختصر آن‌ها می‌پردازیم. 

)Slow freezing( انجماد آهسته

تکنیک انجماد آهســته اولین بار در ســال 1966 توسط 
برهمن و ســوادا برای اسپرم انســان معرفی شد. این روش 
شــامل سرد کردن تدریجی اسپرم در یک دوره 4-2 ساعته 
در 2 یا 3 مرحله می‌باشــد که با استفاده از دستگاه فریزر و 
به طور اتوماتیک )شــکل 6، 7و 8( و یا توسط قرارگیری در 
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بخار نیتروژن مایع به طور دســتی )شکل 9( انجام می‌شود. 
در ایــن روش صرف زمان کافی برای ســرد کردن، موجب 
خروج تدریجی آب از ســلول شــده و از تشکیل یخ درون 
ســلولی جلوگیری می‌شــود. بــه این منظور یــک محافظ 
انجمــادی نفوذپذیر با وزن مولکولی کم به مایع رقیق‌کننده 
منی افزوده می‌شــود تا جایگزین آب درون ســلولی شده و 
از تشکیل یخ در سلول‌های اســپرم در طول فرایند انجماد 
جلوگیری شــود. نرخ سردســازی در انجماد آهسته به طور 
معمول 1 درجه سانتی‌گراد در دقیقه و در حضور غلظت‌های 

پایین حفاظت‌کننده انجمادی در حدود 1 مول می‌باشد. 
در انجماد آهسته، آب خارج سلولی به‌صورت کریستال‌های 
یخ منجمد شــده و دو فاز ایجاد می‌کند که شــامل بخش 
منجمد کریســتال‌های یخ حاصل از آب خالص و بخش غیر 
منجمد که شــامل تمام املاح، عوامــل محافظ انجمادی و 
سلول‌ها می‌باشد. کاهش آب در اثر تشکیل یخ، اسمولاریته 
را در بخــش غیر منجمد محلــول افزایش می‌دهد و با بروز 
شــوک اسمزی باعث آسیب به سلول می‌شود. علاوه بر این، 
تغییر در درجه حــرارت باعث تغییــر در وضعیت فیزیکی 
لیپیدهای غشا اسپرم می‌شود. این تغییرات موجب می‌شود 
غشا اســپرم یک فاز گذر از حالت مایع به حالت ژل داشته 
باشــد که می‌تواند باعث آسیب به غشا اسپرم شود. بنابراین 
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از جمله ایرادهای عمده این روش، ســرعت انجماد پایین و 
طولانــی بودن فرایند انجمــاد و همچنین نیاز به فریزرهای 
گران قیمت می‌باشــد. بــا وجود این مشــکلات، همچنان 
تکنیک انجماد آهسته روشی معمول برای نگهداری طولانی 

مدت اسپرم خصوصا اسپرم گوسفند محسوب می‌شود. 

شکل 6- دستگاه فریزر اتوماتیک انجماد اسپرم. دارای دامنه دمایی 
50+ تا 150- درجه سانتی‌گراد و نرخ سردسازی قابل تنظیم بین 60-
0/1 درجه سانتی‌گراد در دقیقه اســت. برحسب حجم دستگاه برای 

نیتروژن مایع تا 3000 پایوت را همزمان فریز می‌کند.
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شکل 7- راســت: رک )Rack( و پایوت‌های چیده شده بر روی آن، 

چپ:  نمایی از رک و پایوت‌ها در فریزر اتوماتیک

شکل 8- نمایی از رک )Rack( و پایوت‌های روی آن در حال قرار‌گیری 
در بخار نیتروژن مایع در فریزر اتوماتیک
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شــکل A -9: جعبه مخصوص انجماد آهسته اسپرم به روش دستی. 
بدنه از جنس فوم پلی‌اســتایرن و محفظه داخلی اســتیل، B: رک 
)Rack( مخصوص شناورسازی پایوت در نیتروژن مایع. داخل جعبه با 
نیتروژن مایع پر شده و رک در آن قرار می‌گیرد. پایوت‌ها بر روی رک 
چیده شده و ارتفاع آن‌ها از ســطح نیتروژن مایع قابل کنترل است. 
پس از انجماد در بخار نیتروژن مایع، پایوت‌ها را به‌صورت دســتی در 

نیتروژن مایع غوطه‌ور می‌کنند.

 )Rapid freezing( انجماد سریع

انجماد ســریع یا شیشــه‌ای1 اولین بار در ســال 1985 
توســط شــرمن برای اسپرم انســان ارائه شــد. اساس این 
روش شیشــه‌ای شدن سلول و محیط مایع اطراف آن بدون 
شکل‌گیری کریستال یخ اســت. در این روش پس از اینکه 
رقیق‌کننده به اسپرم اضافه شد، نمونه منی در پایوت کشیده 
1- Vitrification
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می‌شود و پایوت حاوی اسپرم در فاصله 20-15 سانتی‌متری 
بالای ســطح نیتروژن مایع و در بخار آن )دمای 80- درجه 
سانتی‌گراد( به مدت 15 دقیقه قرار گرفته و سپس بلافاصله 
در نیتروژن مایع غوطه‌ور می‌شود. در طول انجماد سریع، آب 
به‌صورت ساختاری شیشــه مانند و نه یخ، منجمد می‌شود. 
در این روش ســرعت انجماد بسیار بالا و در حدود 20000 
درجه سانتی‌گراد در دقیقه و غلظت مواد محافظ انجماد در 
حدود 5/5 مول اســت. این روش دارای مزایایی نســبت به 
انجماد آهســته می‌باشد، از جمله اینکه به حداقل تجهیزات 
نیاز دارد و در زمان کوتاه‌تری انجام می‌شود. در شکل 10 دو 
روش انجماد آهسته و سریع مورد مقایسه قرار گرفته است. 

شکل 10- مقایسه تشکیل کریستال یخ در دو روش انجماد آهسته و سریع
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 )Freez-drying( انجماد خشک
از آنجا که نگهداری همیشگی اسپرم در نیتروژن مایع در 
برخی شــرایط مدیریتی و مکانی مشکل یا غیرممکن است، 
روش انجماد خشک یا Lyophilization به عنوان جدید‌ترین 
روش برای حفظ اسپرم ابداع شده است. با استفاده از روش 
انجماد خشک می‌توان اسپرم را در دمای 4 درجه سانتی‌گراد 
بدون نیاز به نیتروژن مایع و یا یخ خشک، منجمد کرده و در 
دمای معمول 25-20 درجه ســانتی‌گراد حمل و نقل نمود. 
در حــال حاضر این روش عمدتا در حفاظت از مواد غذایی و 

داروها استفاده می‌شود.
 این روش شــامل حذف تمام رطوبــت یا مولکول‌های آب 
در یک نمونه مایع منی اســت. برای این منظور بعد از رقیق 
نمودن منی، برای خارج کردن آب نمونه تحت شــرایط خلا 
و دمای پایین )150- درجه ســانتی‌گراد( آن را در دســتگاه 
مخصوص انجماد خشک1 قرار می‌دهند و بعد از پایان فرایند 
انجماد، نمونه خشک‌شــده در آمپول‌های شیشــه‌ای ذخیره 
می‌شــود. آمپول حاوی نمونه خشک‌شده را می‌توان به مدت 
نامحدود در دمای 4 درجه سانتی‌گراد نگهداری کرد. در زمان 
استفاده، نمونه‌ خشک‌شده اسپرم با افزودن آب مقطر استریل 
دوباره آبدهی شده و مورد استفاده قرار می‌گیرد )شکل 11(. 

1- Ultra dry freezer
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بزرگترین مزیت این روش این اســت کــه نمونه لیوفلیزه را 
می‌توان در 4 درجه سانتی‌گراد ذخیره کرد و در دمای اتاق از 
انجماد خارج کرد. متاسفانه این روش اثر مخربی بر غشا اسپرم 
می‌گذارد و در نتیجه باعث کاهش تحرک و حیات سلول پس 
از یخ‌گشایی می‌شود. اما سلامت کلی ژنوم در این روش حفظ 
می‌شود و نسبت به انجماد در نیتروژن مایع آسیب کمتری به 
DNA وارد می‌شود. از روش انجماد خشک اسپرم‌ها به دلیل 

نیاز به وسایل نسبتا مجهز، فقط در آزمایشگاه‌های تولید رویان 
آزمایشگاهی و در تلقیح داخل سیتوپلاسمی اسپرمICSI(1( یا 

تلقیح آزمایشگاهیIVF( 2( استفاده می‌شود.

شکل A -11: نمایی از دستگاه انجماد خشک اسپرم، B: نمونه اسپرم 
لیوفلیزه و ذخیره‌شده در آمپول شیشه‌ای

1- Intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
2- In vitro fertilization (IVF)



فصل چهارم

رقیق‌کننده‌ها و حفاظت‌کننده‌های 
انجمادی
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رقیق‌سازی منی

اولیــن قدم بــراي ذخيره‌ســازي منی در دمــاي پايين، 
رقیق‌سازی آن در یک رقيق‌کننده مناسب است. رقیق‌سازی 
منی به دلایل فنی و زیست‌شــناختی مهمی انجام می‌شود. 
علت فنی این کار افزایش حجم نمونه منی است؛ به گونه‌ای 
که بتوان تعداد اســپرم مورد نیاز برای هــر بار تلقیح را در 
حجمی که کار کردن با آن آســان باشد در اختیار داشت. به 
این فرایند رقیق‌ســازی گفته می‌شود. پلاسماي منی حاوي 
مقادير نســبتا بالايي از گليکوپروتئين‌هــا، گليکولپيدها و 
هورمون‌هاســت. اين مواد موجب محافظت از اسپرم بعد از 
انزال شــده و انتقال آن به دســتگاه تناسلي ماده را تسهيل 
می‌کنند؛ اما پلاســماي منی به تنهایــی توانایی حفاظت از 
اسپرم در مقابل صدمات ناشي از فرايند انجماد و یخ‌گشایی 
را ندارد و اصولا اســپرم در منی رقیق‌نشــده مدت کوتاهی 
زنده می‌ماند. بنابراین دلیل دیگر رقیق‌ســازی، تامین مواد 
غذایی و محیط اســمزی و بافری مورد نیاز اسپرم در طول 
مدت نگهداری است. محلولی که برای رقیق‌سازی منی بکار 
برده می‌شــود رقیق‌کننده1 یا اکســتندر2 نام دارد. برخی از 

اصلی‌ترین وظایف رقیق‌کننده به شرح زیر است:
1-رقیق‌سازی: یــک ماده رقیق‌کننده به عنوان محیطی 
1- Diluent 2- Extender
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حامل برای ســایر اجزای محلول رقیق‌کننده عمل نموده و 
منی تازه با نســبتی مشخص با آن رقیق می‌گردد. این مایع 
غالبا آب دوبار تقطیر و یا شیر استریل‌شده در دماهای فوق 

بالا است. 
2-محافظت در برابر شوک سرمایی: رقیق‌کننده باید 
اسپرم را در خلال سرد شدن )تا 5 درجه سانتی‌گراد( در برابر 
شوک ســرمایی محافظت نماید. زرده تخم، شیر و لسیتین 

برای به حداقل رساندن شوک سرمایی استفاده می‌شوند.
3-محافظت در برابر انجماد: چنانچه اسپرم‌ها در برابر 
انجماد محافظت نشــده باشــند، با تشــکیل کریستال‌های 
یــخ در خلال فرایند انجماد دچار آســیب‌های ســاختاری 
و نهایتا مــرگ خواهند شــد. ترکیباتی مانند گلیســرول، 
دی‌متیل‌سولفوکساید و پروپاندیول با اتصال به مولکول‌های 
آب درون ســلولی، سلول اسپرم را آب‌گیری نموده و موجب 

کاهش تشکیل کریستال‌های یخ می‌شوند.
4-منبع انرژی: برای تامین نیازهای متابولیک اســپرم 
باید مواد مغذی مانند قندهای ساده )فروکتوز و گلوکز( زرده 

تخم مرغ و شیر به رقیق‌کننده اضافه شود. 
5-حفظ فشار اســمزی: غلظت اجزا تشــکیل‌دهنده 
رقیق‌کننده منی مانند قند‌ها و نمک‌ها باید به گونه‌ای تنظیم 
گردد که محیط اطراف اسپرم دارای اسمولاریته مشابهی با 
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داخل سلول اسپرم باشــد و یا به عبارتی محیط ایزوتونیک 
باشد؛ زیرا در شــرایط کاهش فشار اسمزی پیرامون اسپرم، 
مایعات خارج سلول وارد آن شده و سلول متلاشی می‌گردد. 
محلول 2/9 درصد سیترات سدیم و محلول 0/2 مولار تریس 

برای این منظور به‌کار می‌روند.
اضافه  با  میکروارگانیســم‌ها:  برابر  در  6-محافظت 
نمودن انواعــی از آنتی‌بیوتیک‌های موثر می‌توان از رشــد 
و انتشــار برخی عوامل بیماری‌زا و غیــر بیماری‌زا در منی 
جلوگیــری کرد. عوامل غیر بیماری‌زا با آنکه موجب بیماری 
نمی‌شوند با این حال با ســلول‌های اسپرم برای استفاده از 
مــواد مغذی محیط رقابت می‌کننــد و به این صورت دارای 
اثــرات منفی بر بقا اســپرم هســتند. برخــی از رایج‌ترین 
آنتی‌بیوتیک‌هــای مصرفی در رقیق‌کننده‌های منی شــامل 
پنی‌ســیلین، استرپتومایســین، جنتامایســین و تایلوزین 

می‌باشد.
7-دارای خاصیــت بافری: یکــی از عوامل مهمی که 
بقا اســپرم را متاثر می‌سازد میزان اســیدیته )pH( محیط 
پیرامون آن‌ است. برای خنثی‌سازی اسیدلاکتیک حاصل از 
متابولیسم و ثابت نگه داشتن pH از مواد بافر مانند سیترات 

سدیم، تریس و شیر استفاده می‌شود.
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انواع رقیق‌کننده‌های پایه 
تلاش‌هاي قابل توجهي براي ابداع روش‌های رقیق‌ســازی 
و ترکيب بهينه‌اي از عوامل رقیق‌کننده جهت حفظ تحرک، 
ســامت و استحکام غشا بعد از فرایند انجماد صورت گرفته 
است. در ادامه به تعدادي از رقيق‌کننده‌های پایه که تاکنون 

مورد استفاده قرار گرفته‌اند به اختصار اشاره م‌يشود.

1-رقيق‌کننده‌های بر پايه سيترات
ســيترات )سیترات ســدیم ‌دی‌هیدرات( یا نمک ترش به 
عنوان بافر در سیســتم‌های بیولوژیک کاربــرد دارد. در ابتدا 
رقيق‌کننده‌هاي بر پايه بافر سيترات و قند براي انجماد منی 
قوچ مورد استفاده قرار گرفت. زيرا اثرات مثبت آن براي ذخيره 
انجمادي اســپرم گاو ثابت شده بود. نظرات متفاوتي درمورد 
وجود نوع قند در رقیق‌کننده‌های بر پايه سيترات وجود دارد. 
قندهای آرابينوز، فروکتوز و گلوکز از جمله قند‌های مناســب 
برای این نوع رقیق‌کننده هستند. با ادامه تحقيقات، استفاده از 
رقيق‌کننده‌هاي هايپرتونيک مانند ترکیب فروکتوز-سيترات-

زرده و ترکیب گلوکز-سيترات-زرده مورد توجه محققين قرار 
گرفت. امروزه نيز رقیق‌کننده بر پایه ســيترات در بسياري از 
مطالعات به عنوان يکي از رقيق‌کننده‌های اصلی و مناســب 

برای گوسفند مورد استفاده قرار م‌يگيرد.
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2-رقيق‌کننده‌هاي بر پايه شير
شــیر کامل، پودر شیر، شير پس‌چرخ1 )حاصل گرم کردن 
شیر در دمای 95-90 درجه سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه( و 
یا سایر ترکیبات حاوی شیر سال‌هاست به عنوان رقیق‌کننده 
در نگهــداری منی مورد اســتفاده قرار می‌گیرند. شــير يک 
محلول ايزوتونيک حاوي مواد و اجزاي نگهدارنده مهم است. 
موفقیت این رقیق‌کننده در ارتباط با بخش پروتئینی آن است 
که به عنوان بافر در برابر تغییرت pH عمل نموده و قادر است 
اسپرم را در برابر آسيب‌هاي ســرمايي حفظ کند. مهم‌ترین 
پروتئین شــیر کازئین اســت که به‌صورت کلوئید و به شکل 
میسل در شیر یافت می‌شود. این میسل‌ها در حضور گلیسرول 
اثر حفاظتی مناسبی روی اسپرم قوچ در فرایند سردسازی و 

انجماد نشان داده‌اند. 

3-رقيق‌کننده‌هاي بر پايه لاکتوز
لاکتوز یا قند شیر یک دی‌ساکارید مرکب از دو مونوساکارید 
گلوکز و گالاکتوز اســت. اســتفاده موفقيت‌آميز از لاکتوز به 
عنوان بخش اصلي رقيق‌کننده‌های اسپرم گاو موجب استفاده 
از اين ماده براي انجماد اسپرم قوچ شد؛ با اين حال نتايج اولين 
انجماد اسپرم قوچ با رقيق‌کننده بر پايه لاکتوز رضايت‌بخش 
نبود. با گذشــت زمان و بهينه‌ســازي تکنيک انجماد، نتایج 
1- Skim milk 
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استفاده از رقيق‌کننده بر پايه لاکتوز بهبود یافت.

4-رقيق‌کننده‌هاي بر پايه ساکارز 
ساکارز رایج‌ترین دی‌‌ساکارید گیاهی و یکی از محصولات 
اصلی فتوسنتز اســت که از اتصال دو مونوساکارید گلوکز و 
فروکتوز تشکیل شده است. محافظت بهتر ساکارز از کلاهک 
آکروزوم اسپرم نسبت به گلوکز، فروکتوز و يا لاکتوز، سبب 
شــد که به عنــوان يکي از اجزا اصلــي رقيق‌کننده‌ها مورد 
اســتفاده قرار گيرد. منــی قوچ بر خلاف ديگــر گونه‌ها به 
طور طبيعي حاوي مقدار بســيار کمي آنت‌ياکسيدان است؛ 
به همين دليل امروزه به منظور جلوگيري از اکسيداســيون 
فسفولپيدهاي غشا اســپرم، آنت‌ياکسيدان‌هاي مصنوعي به 

رقيق‌کننده‌هاي بر پايه ساکارز اضافه م‌يشود. 

5-رقيق‌کننده‌هاي بر پايه رافينوز
رافينوز1 یک تری‌ساکارید و حاصل اتصال دی‌ساکارید ساکارز 
و مونوساکارید گالاکتوز است. به عنوان بخشی از رقيق‌کننده 
منی براي اولين بار توســط ناگاس و همکاران در سال 1968 
براي رقيق‌ســازي منی گاو مورد اســتفاده قرار گرفت. آن‌ها 
توانستند اين ايده را اثبات نمایند که قندهاي با وزن مولکولي 
بالا نســبت به قندهاي با وزن مولکولــي پايين‌تر محافظت 
بهتري از اســپرم در برابر آســيب ســرمايي ايجاد م‌يکنند. 
1- Rafinose
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6-رقيق‌کننده‌هاي بر پايه تريس
تريــس )هيدروکســ‌يمتيل‌آمينومتان(1 بخــش اصلــي 
رقيق‌کننده‌هاي امروزي براي انجماد منی گاو، قوچ و ســاير 
گونه‌ها است. اين ماده داراي ظرفيت بافري و اسمزی بسيار 
خوبي م‌يباشد و اثرات ســمي آن در مقايسه با ساير بافرها 
کمتر اســت. مطالعات متعدد نشــان م‌يدهد که تريس به 
عنوان بهترين بافر براي رقيق‌ســازي منی در اکثر گونه‌هاي 
پســتانداران عمل م‌يکند. بيشــتر رقيق‌کننده‌هاي تجاري 
امــروزی که براي رقيق‌ســازي منی گاو و گوســفند مورد 

استفاده قرار دارند بر پايه بافر تريس ساخته می‌شوند.

7-رقیق‌کننده‌های تجاری
 :)Oviplus( و اوویپلاس )Ovixcell( رقیق‌کننده اویکسل 
از جمله رقیق‌کننده‌های تجاری مختص گوســفند هستند. 
این محلول‌ها برای رقیق‌ســازی منی تازه و نیز انجماد اسپرم 

مناسب می‌باشند. 
:)Biladyle( و بی‌لادیل )Triladyle( رقیق‌کننده تری‌لادیل 

رقیق‌کننده‌های مشترک در نشخوارکنندگان بزرگ و کوچک 
هســتند. این رقیق‌کننده‌ها بر پایه تریس، اسید سیتریک و 

فروکتوز ساخته شده‌اند. 
رقیق‌کننده  یک   :)Andromed( آندرومد  رقيق‌کننده 
1- Hydroxymethyl aminomethane
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تجاری مشترک بین نشخوار‌کنندگان و ساخت کشور آلمان 
است که تا کنون براي رقيق‌سازي و انجماد منی گاو‏، اسب، 

گوسفند و بز کوهي مورد بررسي قرار گرفته است. 
رقیق‌کننــده بیوکســل )Bioxcell(: يکــي ديگــر از 
رقيق‌کننده‌هاي تجاري مشــترک بین نشــخوار‌کنندگان و 
ساخت کشور فرانسه اســت که در آن بخش زرده تخم مرغ 
با منابع لپيد گياهي جايگزين شــده است. اين محصول يک 
محيط رقيق‌سازي هموژنيزه، استاندارد و بدون آلودگي را براي 
رقيق‌سازي منی تمام پستانداران فراهم م‌يکند )شکل 12(.

شکل 12- نمونه‌هایی از انواع رقیق‌کننده تجاری اسپرم



45

جلد چهارم - انجماد و ارزیابی کیفیت اسپرم �

حفاظت‌کننده‌های انجمادی
یک رقیق‌کننده اســتاندارد با کاهش تشــکیل کریستال 
یخ در مرحله انجماد از ســلول محافظت می‌نماید. بنابراین 
انتخاب یــک حفاظت‌کننــده انجمادیCPA( 1( مناســب 
مهم‌ترین بخش فرآوری انجمادی اســپرم اســت. مناســب 
بودن یک حفاظت‌کننده انجمادی برای اســپرم بستگی به 
توانایی آن در نفوذ به ســلول، نوع سلول و همچنین غلظت 
آن دارد. تأثیر حفاظتی این ترکیبات از راه برهم‌کنش آن‌ها 
با آب داخل و خارج سلول میانجی‌گری می‌شود؛ با‌ این‌ حال 
سازوکار عمل هریک از این مواد به نحوه رفتار آن‌ها در ورود 
به سلول و یا عملکرد خارج سلولی‌شان بستگی دارد. بر این 
اســاس می‌توان حفاظت‌کننده‌های انجمادی را به دو گروه 
حفاظت‌کننده‌‌های نفوذپذیر و حفاظت‌کننده‌‌های نفوذناپذیر 

تقسیم کرد.

1-عوامل حفاظت‌کننده نفوذپذیر
حفاظت‌کننده‌هـای نفوذپذیـر مـوادی بـا وزن مولکولـی 
کـم هسـتند کـه در دمـای پاییـن انحلال‌پذیـری بالایـی 
در آب دارنـد. ایـن ترکیبـات می‌تواننـد از غشـا پلاسـمایی 
عبـور کـرده و جایگزیـن آب داخل سـلولی شـوند و سـلول 
را آبگیـری نماینـد. مکانیسـم عمـل ایـن ترکیبـات مربـوط 
1- Cryoprotective agent 
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بـه کاهـش غلظـت الکترولیت‌هـا و تـا حـدی کاهش فشـار 
اسـمزی در دماهـای پاییـن اسـت. امـا از آنجـا کـه سـلول 
اسـپرم نسـبت به شـوک اسمزی حسـاس اسـت، در هنگام 
اسـتفاده از حفاظت‌کننـده نفوذپذیـر اعمـال دوره تعـادل 
ضـروری اسـت؛ بـه ایـن معنـا که سـلول بـرای رسـیدن به 
تعـادل بـا مـاده نفوذ‌پذیر و سـازگاری با شـوک اسـمزی به 
زمـان نیـاز دارد؛ بنابراین مواد محافـظ نفوذپذیر به آرامی به 
محلـول اضافه می‌شـوند تا بروز شـوک اسـمزی بـه حداقل 
ممکن برسـد )شـکل 13(. مزیـت دیگـر حفاظت‌کننده‌های 
نفوذپذیـر، پاییـن بـودن نقطـه انجماد آن‌هاسـت کـه زمان 
بيشـتري را بـراي آبگيـري سـلول فراهـم م‌يکند. عالوه بر 
ایـن، از تجمـع مولکول‌هـاي آب بـا يکديگـر براي تشـکيل 

کريسـتال‌هاي يـخ درون سـلولی جلوگيـري م‌يکننـد. 
 ،)DMSO( دي‌متيل‌سولفوکسايد ،)Glycerol( گليســرول
Pro�( پروپیلن‌گلیکــول ،)Ethylene glycol )اتيلن‌گليکـ�ول) 

 )Dimethylacetamide( و دی‌متیل‌اســتامید )pylene glycol

عوامــل حفاظت‌کننده انجمادي درون ســلولي يا نفوذ‌پذیر 
هستند )شکل 14(.
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شکل 13- پاسخ سلول به حفاظت‌کننده نفوذپذیر پس از دوره تعادل

شکل 14- انواع حفاظت‌کننده انجمادی نفوذپذیر
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2-عوامل حفاظت‌کننده نفوذناپذیر
به طور کلی حفاظت‌کننده‌هــای نفوذناپذیر پلیمرهایی با 
زنجیره‌های طویل و جرم مولکولی بالا هســتند که قادر به 
عبور از غشــا نبوده و نقش خود را در خارج ســلول اعمال 
می‌کنند. این مواد با ویســکوزیته بالای خود اســمولاریته 
خارج ســلول را افزایــش داده و موجب خــروج آب درون 
سلولی می‌شــوند و به این صورت احتمال تشکیل کریستال 
یــخ داخل ســلولی را کاهش می‌دهند )شــکل 15(. علاوه 
بــر این ترکیبــات نفوذناپذیر موجب تثبیت غشــا ســلول 
می‌شــوند؛ به این صورت که به ســطح غشا جذب شده و از 
راه نگهداری آب در فاز بی‌شــکل، مانع از تشکیل کریستال 
یخ در مجاورت ســلول می‌شــوند. این عوامل عمدتا شامل 
پروتئین‌ها و ليپوپروتئين‌های موجود در شــیر و زرده تخم 
مرغ، منابع گياهي مثل شــير سويا و شــير نارگيل، قند‌ها 
 و ترکیباتی با وزن مولکولی بــالا مانند پلی‌ونیل‌پیرولیدون
 )Polyvinylpyrrolidone(، نشاســـته، هــــیدروکــسی‌اتیل
)Polyethyleneglycols( پلی‌اتیلن‌گلیکول‌ها ،)Hydroxyethyl( 

 و دکستران‌ها )Dextrans( هستند )شکل 16(. 
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شکل 15- پاسخ سلول به حفاظت‌کننده نفوناذپذیر

شکل 16- انواع حفاظت‌کننده انجمادی نفوذناپذیر





فصل پنجم

ارزیابی کیفیت اسپرم پیش از انجماد
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پیش‌نیازهای انجماد منی

یکــی از مهم‌ترین عوامــل موثر در اجــرای موفق برنامه 
تلقیح مصنوعی گوسفند، کیفیت منی جمع‌آوری شده برای 
انجماد است. در واقع تلقیح کردن آخرین مرحله تکنولوژی 
تلقیح مصنوعی است که در آن اسپرم به دستگاه تولید مثل 
ماده منتقل می‌شــود. پیش از ایــن مرحله باید فرآیند‌های 
اسپرم‌گیری، ارزیابی نمونه منی، آماده‌سازی اسپرم، انجماد 
و یخ‌گشــایی برای تلقیح انجام شود )شکل 17(. در ادامه به 
طور مختصر مراحل جمع‌آوری و ارزیابی منی گوســفند را 

مورد بررسی قرار می‌دهیم. 

شکل 17- تصویر شماتیک فرآیند جمع‌آوری تا انجماد اسپرم

جمع‌آوری منی 
وقتی نرهــای جوان به خوبــی تغذیه و مدیریت شــوند، 
می‌توان منی آن‌ها را در سن مناسب و با موفقیت جمع‌آوری 
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نمود؛ این سن در گوســفند 8-7 ماهگی است. سریع‌ترین و 
بهداشــتی‌ترین روش جمع‌آوری منی، اســپرم‌گیری با واژن 
مصنوعی اســت که امکان 2-1 بار منی‌گیری در روز را میسر 
می‌سازد. این روش در واقع شرایطی مانند جفتگیری طبیعی 
را شبیه‌سازی می‌نماید. شکل 18 ساختمان واژن مصنوعی و 
اجزا سازنده آن را نشــان می‌دهد. واژن مصنوعی دارای یک 
بدنه اســتوانه‌ای توخالی اســت که غالبا از جنس پلاستیک 
فشــرده یا کائوچو ساخته می‌شــود و برای گوسفند معمولا 
12-10 سانتی‌متر طول و 5 ســانتی‌متر قطر دارد. یک لوله 
لاستیکی و انعطاف‌پذیر استوانه‌ای به‌صورت یک آستر داخل 
بدنه قرار داده می‌شــود و لبه‌هــای آن روی دو انتهای بدنه 
کائوچویی برگردانده شده و توسط نوار‌های لاستیکی محکم 
می‌شود. در بدنه کائوچویی واژن، یک شیر قرار دارد که توسط 
آن آب گرم وارد فضای بین بدنه و آســتر می‌شــود و دمای 
مورد نیاز برای انزال را تامین می‌کند. این سیستم باید کاملا 
عاری از هر‌گونه نشــت آب به لوله جمع‌آوری اســپرم باشد، 
زیرا اسپرم‌ها با کوچکترین تماس با آب از بین خواهند رفت. 
بخش دیگر واژن مصنوعی یک قســمت قیف مانند از جنس 
پلاستیک شفاف و انعطاف‌پذیر است که سمت پهن آن به بدنه 
واژن متصل می‌شــود و انتهای باریک آن یک لوله جمع‌آوری 
منی قرار دارد. برای ایجاد محیطی مشــابه واژن طبیعی دام 
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باید انتهای اســتوانه و آستر را که آزاد است تا 3 سانتی‌متری 
لبه با ژل لغزنده‌کننده1 به خوبی آغشــته کرد تا دخول آلت 
تناسلی تسهیل شده و از آسیب‌های احتمالی هم پیشگیری 
شــود. علاوه بر این، محفظه داخلــی واژن مصنوعی را با آب 
45-37 درجه ســانتی‌گراد تا نیمه پــر می‌نمایند تا علاوه بر 
تامیــن دمای مطلوب، حس انعطاف‌پذیری واژن طبیعی را به 
آلت تناسلی دام نر القا نماید. همچنین از یک دمنده هوا برای 
انبساط قسمت آستر استفاده می‌شود. میزان انبساط ایده‌آل 
زمانی حاصل می‌شود که فرد عامل به راحتی و با اندکی فشار 
بتواند یکی از انگشــتان خود را که آغشته به ژل لغزنده‌کننده 

است به داخل فضای واژن مصنوعی وارد نماید.
برای انجام اســپرم‌گیری، دام مــاده در جایگاه مخصوص 
اســپرم‌گیری مهار می‌شود و دام نر به محل مقید کردن دام 
ماده یا مانکن انتقال داده می‌شود. باید توجه نمود که حیوان 
نباید دارای پشــم بلند و کثیف به خصوص در ناحیه پشت 
باشــد. شخص عامل که واژن مصنوعی را در دست می‌گیرد 
باید به‌صورت خم شــدن و یا زانو زدن در طرف راســت دام 
ماده قــرار بگیرد و واژن مصنوعی را بــه موازات پهلوی آن 
گرفتــه و دهانه باز آن را با زاویه 45 درجــه رو به پایین و 
یــه طرف دام نر نگه دارد. وقتــی دام نر به دام ماده نزدیک 

1- Lubricant
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می‌شود فرد عامل باید آمادگی لازم را داشته باشد؛ زیرا قوچ 
به ســرعت بر روی میش پرش می‌نماید. لذا تجربه عامل او 
را قادر به مهار کردن آلت تناســلی قوچ می‌نماید. فرد عامل 
باید دســت آزاد خود را در حوالــی ناحیه بیرون آمدن آلت 
تناســلی و غلاف آن بدون آنکه با آلت تماس پیدا کند قرار 
دهد. با خارج شــدن آلت تناســلی و پرش دام، فرد عامل از 
دست چپ اســتفاده کرده و به آرامی غلاف آلت را گرفته و 
آن را با دهانه واژن مصنوعی در یک راستا قرار داده و اجازه 
می‌دهد آلت تناســلی وارد واژن مصنوعی شــود. غالبا زمان 
انزال در گوســفند بسیار کوتاه اســت و چند ثانیه بیشتر به 
طــول نمی‌انجامد و با فرود قــوچ از روی دام یا مانکن، آلت 
به حالت ســیگموئیدی خود در می‌آید و به داخل پوشــش 
پوســتی خود باز می‌گردد و بدین ترتیب از واژن مصنوعی 
خارج می‌شود )شکل 19(. بلافاصله بعد از اسپرم‌گیری باید 
واژن مصنوعــی را در حدود 15-10 ثانیه به‌صورت عمودی 
و به ســمت لوله جمع‌آوری منی نگه داشت تا حداکثر منی 
ممکن که بر روی دیواره قیف پلاســتیکی چسبیده به لوله 
جمع‌آوری منتقل شــود. در پایان، لولــه حاوی منی را جدا 
نموده و در حمام آب گرم30 درجه ســانتی‌گراد قرار داده و 
تحت شرایط عایق دمایی، رطوبتی و نوری برای طی مراحل 

ارزیابی و فرآوری به آزمایشگاه منتقل می‌نمایند. 
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شکل 18- محافظ چرمی واژن مصنوعی و لوله جمع‌آوری منی 

شکل 19- اسپرم‌گیری با واژن مصنوعی
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شرایط نگهداری و ابزار مورد نیاز ارزیابی منی
زنده‌مانی اســپرم پس از جمع‌آوری به شدت تحت تاثیر 
عوامل محیطی قرار دارد، بنابراین برای حفظ کیفیت مطلوب 
اسپرم باید در زمان جمع‌آوری و بعد از آن اقدامات مناسبی 
انجام گیرد. از جمله می‌توان به تمیز و سرپوشیده بودن محل 
آزمایش و بررســی اســپرم، وجود فضای کافی برای لوازمی 
مانند میکروســکوپ و حمام آب گرم )بن‌ماری( و اطمینان 
از استریل، خشک و گرم بودن )37 درجه سانتی‌گراد( تمام 
ظروف مورد استفاده برای جمع‌آوری و ارزیابی منی اشاره کرد. 
از آنجا که هرگونه افزایش دما بالاتر از 37 درجه سانتی‌گراد 
میزان متابولیســم اســپرم را افزایش داده و در نتیجه طول 
عمر اســپرم‌ها کوتاه می‌گردد، لذا منی تا زمان بررســی در 
 محفظه‌ای عایق در برابر رطوبت، نور و هوا و در دمای 30-35 
درجه ســانتی‌گراد در حمــام آب گرم نگهداری می‌شــود. 
بــرای حصول نتیجه مطلوب از فراینــد ارزیابی و فرآوری 
منی، وجود ابزار مناسب ضروری است. از جمله میکروسکوپ، 
حمام آب گرم )بن ماری(، ســمپلر )ابــزار نمونه‌برداری در 
مقادیــر میکرولیتر(، انــواع سر‌ســمپلر، میکروتیوپ، رک 
سر‌سمپلر و میکروتیوپ، لام و لامل، لام نئوبار، انواع رنگ و 
مواد شیمیایی مورد نیاز برای ساخت رقیق‌کننده‌ها و رنگ‌ها 

)شکل 20-25(.
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شکل 20- میکروتیوپ 1/5 میلی‌لیتری برای نگهداری منی

شــکل 21- ســمپلر و انواع سر‌ســمپلر برای جابجایی مایعات در 
مقیاس‌های مختلف

شکل 22- رک نگهداری میکروتیوپ و سرسمپلر
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شکل 23- بالا: حمام آب گرم )بن‌ماری(، پایین: بن‌ماری حاوی آب و 
رک میکروتیوپ در آن
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شکل 24- راســت: لام و لامل، چپ: لام نئوبار )برای شمارش تعداد 
اسپرم( و لامل

شکل 25- میکروسکوپ نوری
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ارزیابی منی

پس از جمــع‌آوری منی و قبل از انجمــاد، باید کمیت و 
کیفیت آن مورد ارزیابی قــرار گیرد. هدف نهایی از ارزیابی 
منــی تعیین میزان کیفیت آن بــرای تلقیح مصنوعی و در 
نهایت باروری است. انزال در قوچ‌ها از نظر کمیت و کیفیت 
متفاوت است. کمیت منی را تعداد اسپرم در هر انزال تعیین 
می‌کند و تعداد اســپرم هم وابســته به حجم و غلظت منی 
اســت. حرکت و شکل اســپرم )مورفولوژی( از خصوصیات 
کیفی منی اســت. این ویژگی‌ها به همراه رنگ و بوی منی 
بلافاصله بعد از اســپرم‌گیری مورد ارزیابــی قرار می‌گیرند. 
هرچند هیچ آزمایشــی بــه تنهایی قادر بــه تخمین دقیق 
باروری یک نمونه منی نمی‌باشــد؛ بــا این وجود با آزمایش 
خصوصیات فیزیکی مختلف منی می‌توان تا حدی به توانایی 
بــاروری آن پی‌برد. به طور کلــی نمونه منی قوچ که در آن 
بیش از 75 درصد اســپرم‌ها متحرک بــوده و کمتر از 10 
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درصد آن‌ها دارای مورفولوژی غیر طبیعی باشــند از کیفیت 
بالایی برخوردار است. در ادامه برخی روش‌های ارزیابی منی 

به اختصار شرح داده می‌شود.

رنگ و بوی منی 
رنگ منی بلافاصله بعد از جمع‌آوری منی و در لوله ذخیره 
منی بررسی می‌شود. رنگ طبیعی منی در قوچ، سفید شیری 
یا کرم خامه‌ای می‌باشد. در صورت وجود خون در منی رنگ 
آن صورتی می‌شــود که که معمولا بــه علت صدمات وارده 
به آلت تناســلی در ضمن جمع‌آوری منی می‌باشــد. رنگ 
خاکســتری یا قهوه‌ای منی بیانگر وجود آلودگی یا عفونت 
در مجرای تناسلی اســت. آلوده بودن منی با ادرار از طریق 
وجود بو و رنگ ادرار در منی تشخیص داده می‌شود. در این 
مرحله می‌توان منی را برای وجود ناخالصی‌های دیگر مانند 

مو، پشم، مدفوع و غیره بررسی کرد.

حجم منی 
اندازه‌گیـری  مـدرج  لولـه  بـا  شـده  انـزال  منـی  حجـم 
می‌شـود. بـه طور کلـی حجم انزال در قوچ‌هـای بالغ 0/5-2 
میلی‌لیتـر و در قوچ‌هـای جـوان 0/7-0/5 میلی‌لیتـر متغیر 
اسـت. حجـم منـی انـزال شـده تحـت تاثیر سـن و شـرایط 
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جسـمانی قـوچ، فصل، مهـارت فـرد جمع‌آوری‌کننـده منی 
و دفعـات اسـپرم‌گیری در یـک دوره زمانی متغیر می‌باشـد. 
حجـم هر انـزال بـا افزایش تعـداد دفعـات اسـپرم‌گیری در 
یـک یا چنـد روز متوالـی کاهش می‌یابـد. زمانی‌کـه از قوچ 
بیـش از 3 بـار در روز و یـا برای مدت طولانی اسـپرم‌گیری 

شـود حجـم انـزال کاهـش می‌یابد. 

غلظت منی 
غلظـت منـی به‌صـورت تعـداد اسـپرم در هـر میلی‌لیتـر 
منـی بیـان می‌شـود. از آنجـا کـه مقـدار رقیق‌سـازی منـی 
بـه غلظـت )تعداد اسـپرم در واحد حجم( آن بسـتگی دارد، 
بـرآورد دقیـق غلظـت منـی بسـیار مهم اسـت. با شـمارش 
دقیـق تعداد اسـپرم‌ها و تعییـن حجم نهایی انـزال می‌توان 
تعـداد ماده‌هـای قابـل تلقیـح را محاسـبه نمـود. منـی بـا 
کیفیـت قـوچ دارای 109×6/5-3 اسـپرم در هـر میلی‌لیتـر 
اسـت. انواعـی از روش‌ها از قبیل اسـتفاده از شـکل ظاهری 
و میـزان غلظـت، هموسـایتومتر1، اسـپکتروفوتومتر2، آنالیز 
الکترونیکـی  دسـتگاه  و   )CASA( اسـپرم3  کامپیوتـری 
سلول‌شـمار بـرای سـنجش دقیـق غلظت اسـپرم اسـتفاده 
آن  تشـکیل‌دهنده  بخـش  دو  بـه  منـی  غلظـت  می‌شـود. 

1- Hemocytometer 2- Spectrophotometer
3- Computer assisted sperm analysis (CASA)
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یعنـی اسـپرم و پلاسـمای منـی بسـتگی دارد. نمونه‌هایـی 
بـا غلظـت زیـاد در مقایسـه بـا نمونه‌هـای بـا غلظـت کم و 
رقیق‌تـر اسـپرم بیشـتری دارند. در شـرایط مزرعـه می‌توان 
از طریـق مشـاهده رنـگ و بافـت نمونـه منـی تـا حـدی به 
غلظـت هـر نمونه منـی پی بـرد؛ هرچند ایـن روش چندان 
دقیـق نیسـت، امـا روشـی سـاده و سـریع بـرای تخمیـن 
غلظـت اسـپرم اسـت. در ایـن روش غلظـت اسـپرم قوچ به 
درجاتی تقسـیم می‌شـود که در جدول 1 نشـان داده شـده 
اسـت. در ایـن روش نمونه‌هـای منـی بـا درجـه 2-0 نبایـد 

مـورد اسـتفاده قـرار گیرند. 
لام  از  اسـتفاده  منـی،  غلظـت  سـنجش  دیگـر  روش 
بـرای شـمارش  وسـیله‌ای  ایـن لام  اسـت.  هموسـایتومتر 
گلبـول قرمـز و اسـپرم اسـت و از دو محفظـه بـا ورودی 
v شـکل تشـکیل شـده کـه هـر محفظـه دارای خانـه‌ای 
شـطرنجی شـکل با ابعـاد 3×3 میلی‌متر اسـت. ابتـدا نمونه 
منـی بـا محلـول تثبیت‌کننده رقیق شـده و مقـداری از آن 
روی لام پخـش می‌شـود. ایـن محلـول با کشـتن اسـپرم‌ها 
سـپس  می‌شـود.  شـمارش  هنـگام  آن‌هـا  حرکـت  مانـع 
تعـداد اسـپرم‌های موجـود در هـر محفظـه شـمارش شـده 
و بـا اسـتفاده از یـک فرمـول اسـتاندارد غلظـت نهایی منی 

.)26 )شـکل  می‌شـود  محاسـبه 
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جدول 1- غلظت منی قوچ بر مبنای تراکم اسپرم

تعداد اسپرم )109×(

دامنهمیانگینقوامدرجه

6- 54/5خامه‌ای )کرمی( غلیظ5

4/5- 43/5خامه‌ای )کرمی(4

3/5- 32/5خامه‌ای )کرمی( رقیق3

2/5- 21شیری2

1- 0/70/3ابری1

کمغیر معنی‌دارروشن )آبکی(0

شکل 26- لام هموسایتومتر )نئوبار( و نمایی از محل شمارش سلول‌ها 
بر روی لام
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مورفولوژی اسپرم
بررســی شکل ظاهری )مورفولوژی( اسپرم آزمایش دقیقی 
برای سنجش کیفیت اسپرم است. تمام نمونه‌های منی حاوی 
تعدادی اسپرم‌ غیر طبیعی هستند. بین ظاهر طبیعی اسپرم 
و تحــرک آن همبســتگی مثبتی وجود دارد. عــاوه بر این 
ناهنجاری‌های مورفولوژی اسپرم بیشترین ارتباط را با باروری 
حیوانات اهلی دارد. زمانی‌که تعداد اسپرم‌ غیر طبیعی در منی 
به 20 درصد یا بیشــتر برســد باروری قوچ مورد تردید قرار 
می‌گیرد. به طور کلی منی با بیش از 15 درصد اســپرم غیر 
طبیعی نباید برای تلقیح مصنوعی استفاده شود. برای بررسی 
مورفولوژی اســپرم، یک قطره محلول 2/9 درصد ســیترات 
ســدیم در گوشه لام گرم قرار داده می‌شود و یک قطره منی 
رقیق‌شــده به آن اضافه می‌شود. با انتهای یک میله شیشه‌ای 
به آرامی این دو قطره را مخلوط کرده و ســپس به کمک یک 
لام دیگر این ترکیب به‌صورت یک لایه بسیار نازک روی لام 
اول پخش می‌شــود. بعد از خشک شدن گسترش تهیه شده، 
لام‌ها با اســتفاده از میکروسکوپ ارزیابی می‌شوند. شکل 27 
مراحل آماده‌سازی لام برای ارزیابی ناهنجاری‌های مورفولوژی 
اسپرم را نشان می‌دهد. اصولا اشکال غیر طبیعی در اسپرم به 
دو دسته ناهنجاری‌های اولیه و ثانویه تقسیم می‌شوند. منشا 
ناهنجاری‌های اولیه، بیضه و اختلال در فرایند اسپرم‌ســازی 
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اســت؛ بنابرایــن این نوع ناهنجــاری‌ قابل جبران نیســت. 
ناهنجاری‌های ثانویه طی عبور اســپرم از مجاری تناســلی و 
ذخیره‌ســازی آن در اپیدیدیم و همچنین در مراحل فرآوری 
منی بروز می‌کنند. در شکل 28 برخی ناهنجاری‌های اولیه و 

ثانویه مشاهده می‌شود.

شکل 27- چگونگی تهیه گسترش منی برای ارزیابی ناهنجاری‌های 
مورفولوژی اسپرم

شکل 28- برخی ناهنجاری‌های مورفولوژی اسپرم
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تحرک اسپرم 
تحرک اســپرم یکــی از مهم‌ترین نشــانه‌های کیفیت و 
سلامت منی اســت. منظور از تحرک1 اســپرم، درصدی از 
اســپرم‌های موجود در نمونه منی اســت که توانایی حرکت 
و جابجا شــدن در محیط را دارند. تحرک پیش‌رونده، شامل 
حرکت از نقطه‌ای به نقطه دیگر و تقریبا در یک خط راست 
اســت. برای ارزیابی تحرک اسپرم از دو روش حرکت موجی 

و حرکت انفرادی )پیش‌رونده( استفاده می‌شود. 
حرکت موجی: حرکت موجی منی اولین بار توسط بلوم 
در ســال 1942 مطرح شد. برای انجام این روش یک قطره 
منی تازه را بــر روی یک لام تمیز )بدون لامل( و گرم )37 
درجه ســانتی‌گراد( قرار می‌دهند و با میکروســکوپ نوری 
حرکت موجی را مشــاهده می‌نمایند. آنچه مشاهده می‌شود 
حرکت گردابی و توده‌ای اسپرم‌هاســت که بر اساس سرعت 
حرکت اسپرم از 5-0 امتیاز‌بندی می‌شود. توصیه می‌شود از 
نمونه‌هایی که امتیاز 2 یا کمتر را کسب می‌نمایند در تلقیح 
مصنوعی استفاده نشود. در جدول 2 معیارهایی برای ارزیابی 

حرکت موجی اسپرم‌ها ذکر شده است.
انفرادی )حرکت پیش‌رونده2(: هرچه حرکت  حرکت 
پیش‌رونده اســپرم بیشــتر باشــد، نمونه منی برای تلقیح 

1- Motility 2- Progressive motility
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مصنوعی مناســب‌تر اســت. برای بررســی این نوع تحرک 
باید از غلظت منی کاســته شود تا بتوان به بررسی انفرادی 
اســپرم‌ها پرداخت. برای حل این مشکل، از یک رقیق‌کننده 
ایزوتونیک مانند ســرم فیزیولوژی یا ســیترات سدیم 2/9 
درصد اســتفاده می‌شــود. ســپس نمونه رقیق‌شده را روی 
یک لام شیشــه‌ای قرار داده و با لام دیگر، نمونه گســترش 
داده می‌شود. سپس با اســتفاده از یک میکروسکوپ دارای 
صفحه گرم اقدام به بررســی نمونه می‌گردد. در این بررسی 
اســپرم‌هایی را که حرکت مستقیم و روبه جلو دارند مد نظر 
قــرار می‌دهند. روش دیگر، ارزیابــی کامپیوتری نمونه منی 
)CASA( است که علاوه بر امکان بررسی ویژگی‌های مختلف 
حرکتی اسپرم، می‌توان توسط آن شاخص‌های سرعت را هم 
مورد بررســی قرار داد. با آنکه این سیستم گران‌قیمت بوده 
 CASA و کار با آن دشــوار اســت، با این حال تمامی انواع
دارای درجه صحت و اطمینان بالایی در گزارش ویژگی‌های 

مختلف اسپرم‌ها هستند. 
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فصل ششم

مراحل انجماد اسپرم گوسفند
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فرآوری منی 

پس از جمع‌آوری و ارزیابی اولیه نمونه منی، باکیفیت‌ترین 
منی وارد مرحله فرآوری می‌شود. فرآوری منی شامل مراحل 
رقیق‌ســازی با رقیق‌کننده مناسب، سردســازی، انجماد و 
ذخیره اسپرم در نیتروژن مایع می‌باشد که در ادامه به طور 

مختصر توضیح داده می‌شود.

رقیق‌سازی منی
یکی از دلایل اســتفاده از تلقیح مصنوعی به جای آمیزش 
طبیعی استفاده بهینه از حیوان نر با ارزش ژنتیکی بالا برای 
بــارور کردن تعداد زیادی حیوان ماده اســت؛ به طوری که 
تعداد اســپرم مورد نیاز برای هر بار تلقیح در حجمی معین 
تامین شــود. به این فرایند رقیق‌سازی منی گفته می‌شود. 
میــزان تحرک اســپرم و غلظت منــی تعیین‌کننده میزان 
رقیق‌کننده لازم برای منی خواهد بود. منی با نمره 5 در هر 
دو معیار تحرک و غلظت ممکن است بیش از نسبت 4 به 1 
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رقیق‌سازی شود، اما اغلب منی به نسبت 2 به 1 رقیق‌سازی 
می‌شود. منی با نمره 2 نباید رقیق شود و فقط باید به‌صورت 

تازه و غیر رقیق‌شده استفاده شود.
برای رقیق‌سازی منی می‌توان از رقیق‌کننده‌های مصنوعی 
یا طبیعی اســتفاده کرد. رقیق‌کننده‌های مصنوعی شــامل 
تریس یا ســیترات که دارای خاصیت بافری هستند، گلوکز 
یا فروکتوز که منبع انرژی هستند و زرده تخم مرغ که برای 
محافظت از غشا پلاسمایی اســپرم در برابر شوک سرمایی 
است. در مزارع معمولا شیر گاو در دسترس است و به عنوان 
یک رقیق‌کننده طبیعی کاربرد دارد. از شــیر گاو به‌صورت 
پس‌چرخ نیز اســتفاده می‌شــود. برای تهیه شیر پس‌چرخ، 
باید شــیر به مــدت 10-8 دقیقه تا دمــای 95-92 درجه 
ســانتی‌گراد حرارت داده شــود و بعد از کاهش دمای آن تا 
حدود 38 درجه سانتی‌گراد به منی اضافه شود )جدول 3 و 
4(. یک رقیق‌کننده مناسب، شامل ترکیباتی است که مواد 
غذایی مورد نیاز اســپرم را در مــدت نگهداری تامین کند، 
در مقابل تغییــرات pH مانند یک بافر عمل نماید، محیطی 
ایزوتونیک فراهم آورد و اســپرم را در مقابل سرمای ناگهانی 

محافظت کند. 
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جدول 4- ترکیب رقیق‌کننده رایج برای انجماد اسپرم گوسفند

مقدارترکیب

24/2 گرمتریس‌آمینومتان

13/6 گرماسید‌سیتریک

10 گرمفروکتوز

64 میلی‌گرمگلیسرول

200 میلی‌گرمزرده تخم مرغ

یک لیترآب مقطر

به ازای هر میلی‌لیتر رقیق کننده، 100 واحد بین‌المللی پنی‌سیلین 
 و 1 میلی‌گرم استرپتومایسین

یا 300 میکروگرم لینکومایسین و 600 میلی‌گرم اسپکتینومایسین 

به رقیق‌کننده افزوده می‌شود.

درجه رقیق‌سازی
پیش از رقیق کردن منی باید تعداد اســپرم و حجم مورد 
نیاز منی تعیین شود. امروزه منی مورد استفاده برای تلقیح 
مصنوعی در پایوت‌های پلاســتیکی با ظرفیت 0/25 و 0/5 
میلی‌لیتر عرضه می‌شود. نسبت رقیق‌سازی منی گوسفند به 
تعداد اسپرم فعال در نمونه و تعداد دوز مورد نیاز برای تلقیح 
بستگی دارد. نمونه‌هایی با غلظت و تحرک خوب )درجه 4-5( 
معمولا به نسبت 1 حجم منی به 2 حجم رقیق‌کننده و یا 1 به 
3 و 1 به 4 رقیق‌شده و برای تلقیح مصنوعی آماده می‌شوند. 
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روش رقیق‌سازی
بلافاصلــه بعد از جمــع‌آوری و ارزیابی اولیــه منی باید 
رقیق‌سازی صورت گیرد. برای جلوگیری از کاهش تدریجی 
باروری اســپرم‌ها، اســپرم و مایع رقیق‌کننــده باید دمای 
یکسانی داشــته باشــند؛ بنابراین تا زمان رقیق‌سازی باید 
اسپرم و رقیق‌کننده در حمام آب گرم قرار گیرند. بر اساس 
درجه رقیق‌ســازی، مایع رقیق‌کننده به منی اضافه می‌شود. 
بهتر است همیشه مایع رقیق‌کننده به منی اضافه شود، چون 
اضافه کردن منی به مایع رقیق‌کننده موجب کاهش تحرک 
اسپرم می‌شود. سپس مخلوط حاصل را به آهستگی هم زده 

و وارد مرحله سردسازی می‌شود. 

سردسازی منی
یادآوری می‌شــود که انجماد اسپرم در گوسفند به روش 
انجماد آهســته انجام می‌شــود. بنابراین بعد از رقیق‌سازی 
منی، برای کاهش فعالیت متابولیکی اسپرم و متعادل شدن 
آن بــا ماده حفاظت‌کننده انجمادی، باید اســپرم را در یک 
دوره 2-1/5 ســاعته در دمای 5-4 درجه سانتی‌گراد خنک 
نمود و سپس در پایوت‌های 0/25 یا 0/5 میلی‌لیتری که در 
همین دما قرار دارند بســته‌‌بندی نمود )شکل 29(. می‌توان 
قبل از انجام سرد‌ســازی، منی را در پایوت‌ها بارگیری کرد؛ 
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به این صورت که با انجام مکش، منی رقیق‌شده وارد پایوت 
می‌شود. یک انتهای پایوت با پودر پلی‌وینیل‌الکل که بین دو 
قســمت پنبه‌ای قرار دارد مسدود شده که به محض برخورد 
بــا منی از عبور هوا و رطوبت جلوگیری خواهد کرد. انتهای 
دیگر پایوت بعد از پر شــدن با منی به طریق هیدروستاتیک 
یا اولتراسونیک مسدود می‌گردد. پایوت‌های محتوی منی به 
داخل ظروف آب 37 درجه سانتی‌گراد منتقل می‌شوند. سپس 
ایــن مجموعه را به یخچال منتقل کرده تا به دمای 5 درجه 
سانتی‌گراد برسد. دمای نمونه باید به تدریج و طی 4-1 ساعت 
از 30 درجه ســانتی‌گراد تا 5 درجه سانتی‌گراد کاهش یابد.

شکل 29- انواع پایوت )نی( ذخیره‌سازی اسپرم
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انجماد و ذخیره منی
اســپرم منجمد به اسپرمی اطلاق می‌شــود که در دمای 
79- درجه سانتی‌گراد )یخ خشــک، الکل یا سردخانه‌های 
مکانیکــی( یا 196- درجه ســانتی‌گراد نیتروژن مایع )ازت 
مایع( منجمد شــده و در مخزن‌های حــاوی نیتروژن مایع 
نگهداری می‌شود. این اســپرم در نهایت به شکل یخ‌زده در 
اختیار دامدار قرار می‌گیرد تا در زمان تلقیح آن را یخ‌گشایی 

کرده و تلقیح مصنوعی انجام شود. 
پـس از اتمـام دوره سرد‌سـازی پایوت‌هـای حـاوی منـی 
رقیق‌شـده را بـر روی یـک سـطح پایـه‌دار )رک( به‌صـورت 
افقـی چیـده و آن را بـه گونه‌ای روی ظرف حـاوی نیتروژن 
مایـع قـرار می‌دهند کـه فاصلـه پایوت‌ها از سـطح نیتروژن 
مایع 6-4 سـانتی‌متر باشـد )شـکل 30(. بعد از طی 8-10 
دقیقـه قرار‌گیـری در بخـار نیتـروژن مایـع دمـای پایوت‌ها 
سـپس  می‌رسـد.  سـانتی‌گراد  درجـه   -100 تـا   -80 بـه 
پایـوت  نگهـداری  محفظـه  بـه  منجمد‌شـده  پایوت‌هـای 
)کانیسـتر( منتقـل شـده )شـکل 31 و 32( و در نیتـروژن 
مایـع موجود در تانـک نیتروژن غوطه‌ور و ذخیره می‌شـوند 

)شـکل 33(. 
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شکل 30- بالا: پایوت‌های حاوی منی رقیق‌شده به‌صورت افقی روی 
رک چیده شده، پایین: نمایی از پایوت‌ها در بخار نیتروژن مایع

شکل 31- تانک نیتروژن و کانیستر‌های )محفظه نگهداری پایوت( آن
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شکل 32- پایوت‌های منجمد‌شده در کانیستر تانک نیتروژن

زمانی‌که از یک فریزر قابل برنامه‌ریزی برای انجماد آهسته 
استفاده می‌شود، بعد از انتقال پایوت‌های خنک‌شده در دمای 
4 درجه سانتی‌گراد به فریزر، می‌توان طبق برنامه انجمادی 
زیرعمل کرد. در ابتدا دما را به میزان 4 درجه سانتی‌گراد در 
دقیقه تا رســیدن دما به 12- درجه سانتی‌گراد کاهش داده 
و ســپس تا رســیدن دما از 12- به 40- درجه سانتی‌گراد 
دمــا را به میــزان 40 درجه ســانتی‌گراد در دقیقه کاهش 
می‌دهند و در نهایت برای رســیدن دمــا از 40- به 140- 
درجه ســانتی‌گراد دما را به میزان 50 درجه سانتی‌گراد در 
دقیقــه کاهش می‌دهند. بعد از رســیدن دمای پایوت‌ها به 
140- درجه ســانتی‌گراد، پایوت‌ها به داخل نیتروژن مایع 

منتقل شده و ذخیره می‌شوند )فصل 3، شکل 6-8(.
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شکل 33- انتقال پایوت‌های منی منجمد به تانک نیتروژن مایع

یخ‌گشایی منی
برای استفاده از منی منجمد‌شــده برای تلقیح مصنوعی 
باید پایوت حاوی اســپرم گرم )یخ‌گشایی( شود. گرم کردن 
اسپرم منجمد برای تلقیح کار بسیار حساسی است. اگر گرم 
کردن در حرارت مناسب صورت نگیرد موجب مرگ اسپرم‌ها 
می‌شــود. به این منظور بعد از بیرون آوردن پایوت از تانک 
 نیتروژن )شــکل 34( به مدت 40-30 ثانیه در آب 37-39 
درجه ســانتی‌گراد قرار داده می‌شــود )شــکل 35(. سپس 
پایوت را خشــک کرده و لبه پرس شده آن را با قیچی بریده 
و در داخل تفنگ تلقیح مصنوعی قرار می‌دهند. برای مطالعه 
روش تلقیح مصنوعی در گوســفند به هندبوک اســتفاده از 
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فناوری‌های تولید مثلی در صنعت پرورش گوســفند- جلد 
دوم- روش‌های تلقیح مصنوعی و مزایای آن‌ مراجعه نمایید.

شکل 34- خارج کردن پایوت‌های منجمد از تانک نیتروژن به منظور 
یخ‌گشایی

شکل 35- یخ‌گشایی منی در آب 39-37 درجه سانتی‌گراد به مدت 
40-30 ثانیه





فصل هفتم

ارزیابی کیفیت اسپرم پس از انجماد
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ارزیابی میکروسکوپی اسپرم پس از یخ‌گشایی

همان‌طور که در فصل قبل بیان شــد، به منظور انتخاب 
منی با کیفیت برای ورود به مرحله انجماد، باید بررسی‌های 
کمی و کیفی اولیه بر روی آن انجام شــود. فراســنجه‌هایی 
مانند تحرک، مورفولوژی، زنده‌مانی و سلامت غشا پلاسمایی 
قبــل از انجماد مورد ارزیابی قــرار می‌گیرد و بهترین نمونه 
منی برای انجماد انتخاب می‌شــود. عملکرد اصلی اســپرم 
انجام لقاح و باروری تخمک است؛ اما در طول فرایند انجماد 
و یخ‌گشایی ســلول دچار تغییرات ساختاری و بیوشیمیایی 
متعددی می‌شــود که می‌تواند باروری اسپرم را تحت تاثیر 
قرار دهد، بنابراین لازم است پس از یخ‌گشایی دوباره کیفیت 

آن مورد بررسی قرار گیرد. 

بخش اول: آزمایشات اولیه ارزیابی کیفیت اسپرم

ارزیابی فراسنجه‌های حرکتی اسپرم 
تحرک1 یکی از مهم‌ترین نشــانه‌های کیفیت و ســامت 
اســپرم و یک فاکتور مهم برای ارزیابی باروری آن اســت؛ 
زیرا تنها اســپرم‌‌های متحرک توانایی عبور از دستگاه تولید 
مثلی ماده و بارور کردن تخمک را دارا می‌باشــند. منظور از 
تحرک اسپرم، درصدی از اسپرم‌های موجود در نمونه است 

1- Motility
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که توانایی حرکت و جابجا شدن در محیط را دارند. تحرک 
پیش‌رونده1، شامل حرکت از نقطه‌ای به نقطه دیگر و تقریبا 

در یک خط راست است. 

1- بررسی چشمی
برای بررسی تحرک اســپرم می‌توان از یک میکروسکوب 
معمولی با بزرگنمایی 400 استفاده کرد. ابتدا توسط سمپلر 
10 میکرولیتــر از منی یخ‌گشایی‌شــده را روی لام گرم 37 
درجه ســانتی‌گراد قــرار داده و بعــد از لامل‌گذاری در زیر 
میکروســکوپ چند میدان دید در نمونه را به طور تصادفی 
بررســی کرده و اســپرم‌هایی که دارای حرکت و حرکت رو 
به جلو در یک خط نســبتا مستقیم هستند را ثبت کرده و 
با محاسبه میانگین اســپرم‌های موجود در میدان‌های دید، 
درصــد اســپرم دارای تحرک و تحــرک پیش‌رونده تعیین 

می‌شود.

 )CASA( 2- نرم‌افزار کامپیوتری آنالیز اسپرم
امروزه ارزش تشــخیصی پارامتر‌های حرکتی تنها توسط 
سیســتم‌های آنالیز کامپیوتری قابل محاســبه می‌باشــد. 
به این منظور برای بررســی فراســنجه‌های حرکتی اسپرم 
پس از انجمــاد و یخ‌گشــایی، نرم‌افزار کامپیوتــری آنالیز 

1- Progressive motility 



91

جلد چهارم - انجماد و ارزیابی کیفیت اسپرم �

اسپرمCASA( 1( مورد اســتفاده قرار می‌گیرد. CASA یک 
سیستم پیشــرفته‌ و مجهز به یک میکروسکوپ سه چشمی 
فازکنتراســت، دوربین، صفحه گرم‌کن، کارت سخت‌افزاری 
برای تبدیل تصاویر بصورت دیجیتال، کامپیوتر و یک نرم‌افزار 
پیشــرفته پردازش و آنالیز اسپرم است. با آنکه این سیستم 
گران‌قیمت بوده و کار با آن نیازمند آموزش است، با این حال 
تمامی انواع CASA دارای درجه صحت و اطمینان بالایی در 
گزارش ویژگی‌های مختلف اســپرم‌ها هستند. با استفاده از 
این روش ارزیابی، علاوه بر امکان بررسی ویژگی‌های مختلف 
حرکتی اســپرم می‌توان شاخص‌های ســرعت را هم مورد 
 )WHO( 2بررسی قرار داد. امروزه ســازمان جهانی بهداشت
مجموعه مشــخصی از پارامتر‌ها را پیشــنهاد کرده است که 
تمام سیستم‌های CASA از آن تبعیت می‌کنند )جدول 5(. 
عوامل متعددی از جمله آماده‌ســازی نمونه، غلظت اسپرم و 
عمق بخش شمرده شــده بر عملکرد این سیستم تاثیر‌گذار 
است. از این سیســتم در سطح وسیعی برای ارزیابی اسپرم 
گونه‌های مختلف استفاده می‌شود. بنابراین بر اساس شرکت 
سازنده و گونه جانوری مورد مطالعه استاندارد‌سازی و تنظیم 

خاص خود را نیاز دارد.

1- Computer-assisted sperm analysis (CASA)
2- World health organization
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CASA جدول 5- فراسنجه‌های مورد ارزیابی در نرم‌افزار

فراسنجه‌های حرکتی اسپرم علامت اختصاری 

TM1تحرک کل؛ درصد اسپرم‌های متحرک

PM2تحرک پیش‌رونده؛ درصد اسپرم‌های دارای تحرک رو به جلو

LIN3VSL/ VCL :درصد خطی بودن حرکت اسپرم

STR4VSL/ VAP راستی مسیر طی‌شده: میانگین

VCL5)µm/s( سرعت در مسیر منحنی

ALH6)µm( دامنه جا‌به‌جایی سر اسپرم

VAP7)µm/s( میانگین سرعت حرکت اسپرم در مسیر

VSL8)µm/s( سرعت در مسیر مستقیم

جهت ارزیابی، نمونه اسپرم یخ‌گشایی‌شده به میکروتیوب 
منتقل شده و به مدت 5 دقیقه در حمام آب گرم 37 درجه 
سانتی‌گراد نگهداری می‌شود. ســپس با استفاده از سمپلر، 
10 میکرو‌لیتــر از منــی روی لام تخلیه شــده و یک لامل 
روی آن قــرار می‌گیرد. لام مورد نظر به زیر میکروســکوپ 
فازکنتراســت منتقل شده و فراســنجه‌های حرکتی اسپرم 
با اســتفاده از کامپیوتر مجهز به نرم‌افزار ارزیابی می‌شــود. 

1- Total motility 2- Progresive motility
3- Linearity 4- Straightness
5- Curvilinear velocity 6- Amplitude of lateral head displacement
7- Average path velocity 8- Straight line velocity
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برای برآورد درصد تحرک اســپرم، سه میدان دید به‌صورت 
تصادفی گزینش شده و اجازه داده‌ می‌شود تا سیستم در هر 
میدان دید 5 بررسی و جمعاً 15 بررسی برای هر نمونه انجام 

دهد )شکل 36(. 

شکل 36- سیستم آنالیز کامپیوتری )CASA( و نمایی از اسپرم‌های 
داری تحرک و نحوه گزارش آنالیز
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ارزیابی زنده‌مانی اسپرم 
بـرای ارزیابـی زنده‌مانـی اسـپرم از رنگ‌آمیـزی ائوزیـن-

نیگروزیـن اسـتفاده می‌شـود. حیـات اسـپرم بـه سالمت 
غشـا آن وابسـته اسـت. در صـورت سـالم بـودن غشـا هیچ 
رنگـی بـه آن نفـوذ نمی‌کنـد. رنـگ ائوزین دارای بـار منفی 
اسـت و توسـط بـار منفـی ناشـی از اسید‌سـیالیک موجـود 
در غشـا پلاسـمایی اسـپرم زنـده دفـع می‌شـود. بنابرایـن 
ائوزیـن توانایـی عبـور از غشـا سـالم را ندارد. ولـی زمانی‌که 
غشـا آسـیب می‌بینـد ایـن ویژگـی از بیـن رفتـه و ائوزیـن 
می‌توانـد از غشـا پلاسـمایی اسـپرم عبـور کـرده و موجـب 
رنگی شـدن اسـپرم شـود. همـراه ائوزیـن یک رنـگ زمینه 
ماننـد نیگروزیـن، فاسـت‌گرین و اوپـال آبـی برای مشـاهده 
نمونـه،  ارزیابـی  بـرای  اسـتفاده می‌شـود.  اسـپرم‌ها  بهتـر 
10 میکرولیتـر اسـپرم را روی یـک لام گـرم و تمیـز قـرار 
داده سـپس 10 میکرولیتـر از رنـگ ائوزین-نیگروزیـن بـر 
روی آن ریختـه و بـا هـم مخلـوط می‌شـود. بـا قـرار دادن 
لام دیگـری بـر روی نمونـه، گسترشـی از مخلـوط آن‌هـا بر 
روی لام تهیـه می‌شـود. پـس از خشـک شـدن گسـترش، 
لام بـه زیـر میکروسـکوپ منتقـل شـده و درصـد زنده‌مانی 
اسـپرم‌ها بـا بزرگنمایـی 400 مـورد بررسـی قـرار می‌گیرد. 
اسـپرم‌هایی کـه بـه رنـگ قرمـز یـا صورتـی تیـره دیـده 
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می‌شـوند، سـلول‌های مـرده و اسـپرم‌هایی کـه بـه رنـگ 
سـفید یا صورتی روشـن هستند، سـلول‌های زنده محسوب 

می‌شـوند )ایوانـس و مکسـول، 1987( )شـکل 37(.

شکل 37- رنگ‌آمیزی ائوزین- نیگروزین، A: اسپرم زنده، B: اسپرم مرده

ارزیابی سلامت غشا پلاسمایی اسپرم 
یکپارچگی و ســامت غشا اســپرم برای متابولیسم آن، 
کاپاسیته شدن، واکنش آکروزوم و اتصال به غشا پلاسمایی 
تخمک و انجام لقاح ضروری است. برای ارزیابی سلامت غشا 
اسپرم از آزمون تورم هایپواسموتیکHOST test( 1( استفاده 
می‌شــود. این آزمایش بر اساس یک اصل ساده فیزیولوژیک 
و اســمولاريته محيطي که اسپرم در آن قرار م‌يگيرد عمل 
م‌يکند. اســمولاريته مورد نیاز براي اســپرم گوسفند 320 
1- Hypo-osmotic swelling test (HOST)
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ميل‌ياسمول در لیتر است و اسمولاريته محيط هاست 100 
ميل‌ياســمول در لیتر است؛ بنابراين اسپرم با قرار گرفتن در 
يک محيط هایپواسموتیک به ‌سرعت واکنش اسمزی نشان 
داده و انتهاي دم آن‌ گره م‌يخورد. این پدیده به علت ضعیف 
بودن اتصالات غشا در ناحیه دم نسبت به سر اسپرم است و 
موجب نفوذ آب و افزایش حجم در ناحیه دم می‌شود. بديهي 
اســت که تنها اسپرم‌های با غشا ســالم قادر هستند به اين 
تغيير اسمزی واکنش نشان دهند و اسپرم‌های مرده در اين 
محيط هيچ واکنشــي نشان نم‌يدهند. در واقع پس ‌از انجام 
اين آزمایش اسپرم‌های با دم گره‌خورده به‌عنوان اسپرم‌های 
زنده و اســپرم‌هایي که دم آن‌ها صاف است به‌عنوان اسپرم 
مرده تلقي م‌يشــوند. به این منظور 30 میکرولیتر اســپرم 
یخ‌گشایی‌شــده با 300 میکرو‌لیتر محلول هاســت مخلوط 
شــده و به مدت 30 دقیقــه در انکوباتور با دمای 37 درجه 
ســانتی‌گراد قرار داده می‌شــود. ســپس 10 میکرولیتر از 
مخلوط را بر روی یک ‌گوشــه لام قرار داده و با لام دیگر به‌ 
آرامی گسترش تهیه می‌شود. پس از خشک شدن گسترش، 
با استفاده از میکروسکوپ نوری تعداد 200 اسپرم شمارش 
‌شده و سپس درصد اســپرم‌های با غشا سالم و آسیب‌دیده 

محاسبه ‌می‌شود )رول و همکاران، 1994( )شکل 38(.
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شکل 38- اسپرم‌های با غشــا سالم و دم گره‌خورده پس از آزمایش 
تورم هایپواسموتیک 

ارزیابی مورفولوژی )ریخت‌شناسی( اسپرم 
یکی از فراســنجه‌های مهم در ارزیابی آزمایشگاهی مایع 
منی، مورفولوژی یا ریخت‌شناسی اسپرم است. WHO چند 
روش رنگ‌آمیزی برای بررســی مورفولوژی اســپرم معرفی 
کرده اســت از جمله، رنگ‌آمیــزی پاپانیکولائو، رنگ‌آمیزی 
و   Shorr، Diff-quik، Hematoxylin Eosin، Toluidin Blue

Giemsa )نصر اصفهانــی و همکاران، 1389( که اغلب برای 

اسپرم انسان کاربرد دارد؛ اما یکی از معمول‌ترین روش‌های 
بررسی مورفولوژی اسپرم دام اســتفاده از محلول هانکوک 
)HONCOCK( است. علاوه بر این در فصل 5 به روش ساده 
اســتفاده از محلول 2/9 درصد سیترات سدیم برای بررسی 

مورفولوژی اسپرم اشاره شد. 
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محلــول هانکوک از 3 بخش شــامل، فرمالین 37 درصد 
)62/5 میلی‌لیتر(، محلول سدیم‌‌ســالین )150 میلی‌لیتر( و 
آب مقطر )500 میلی‌لیتر( تشکیل شده است. برای ارزیابی 
اســپرم‌های غیر‌طبیعی، 30 میکرولیتر منی یخ‌گشایی‌شده 
به میکرو‌تیــوب‌ حاوی یک میلی‌لیتر محلول هانکوک اضافه 
می‌شــود و ســپس یک قطره از این مخلــوط روی لام قرار 
گرفته و توسط لامل پوشانده ‌می‌شود. لام تهیه شده توسط 
میکروسکوپ فازکنتراست و با بزرگنمایی 400 مورد ارزیابی 
قرار می‌گیــرد و نتیجــه به‌صورت درصد کل اســپرم‌های 
غیر‌طبیعی )آکروزوم غیرطبیعی، ســر جدا شده، نقص‌های 
دم و قطعه میانی اســپرم( به کل اسپرم‌ها گزارش می‌شود 

)شرفی و همکاران، 2015( )شکل 39(. 

شکل 39- بررسی مورفولوژی اسپرم به روش هانکوک، اسپرم با دم 
دوتایی در تصویر دیده می‌شود
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ارزیابی‌های اسپکتروفوتومتری اسپرم

دستگاه اسپکتروفوتومتر
دستگاه اسپکتروفتومتر1 یا طیف‌سنجی از برهم‌کنش بین 
نور و ماده جهت آنالیز مواد اســتفاده می‌کند. دستگاه‌های 
اســپکتروفتومتر فرابنفش/مرئــی )UV/Vis( بــه عنــوان 
پر‌مصرف‌ترین دســتگاه‌های اســپکتروفتومتر در آزمایشگاه 
هستند که در آن‌ها با توجه به میزان عبور و جذب نور، غلظت 
مواد در یک نمونه تعیین می‌گردد. معمولا منابع نوری قابل 
استفاده در این دســتگاه یک لامپ هالوژن تنگستن، برای 
نور مرئی و یک لامپ دوتریم برای نورUV  می‌باشــد. اساساً 
این دستگاه برای اسپکتروفتومتری مایعات طراحی شده ولی 
نمونه‌های جامد شــفاف و گازها را نیز می‌توان مورد آنالیز و 
بررسی قرار داد. اســپکتروفتومترها، با عبور طول موج‌های 
مشــخصی از انرژی تابشــی )نور( از یک آنالیت )ماده مورد 
بررسی در نمونه(، غلظت آن را در یک محلول تعیین می‌کنند. 
به دلیل تفاوت در ساختار ماده، تعداد و آرایش گروه‌ها، اتم‌ها 
و مولکول‌ها نور را در طــول موج‌های خاص با الگوی طیف 
مشخص جذب می‌کنند. بر اساس قانون بیر-لامبرت ‏مقدار 
نوری که در این طول موج مشخص جذب می‌شود مستقیماً 
با غلظت آن نمونه شــیمیایی متناســب است )شکل 40(.
1- Spectrophotometer
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 )Cuvette( و سل UV/Vis شکل 40- دســتگاه اســپکتروفوتومتر
دستگاه که محل قرارگیری نمونه محلول است.

توســط  لیپید  پراکسیداســیون  میــزان  ارزیابی 
اسپکتروفتومتری

یکـی از مهم‌تریـن رخداد‌هـای انجمـاد اسـپرم افزایـش 
تولیـد رادیکال‌هـای آزاد در طـول فـرآوری و سردسـازی 
منـی اسـت. نتیجـه واکنش رادیکال‌هـای آزاد بـا لیپیدهای 
غشـا اسپرم، بروز اسـترس اکسیداتیو اسـت. محصول نهایی 
 )MDA( 1پراکسیداسـیون لیپید‌هـای غشـا مالون‌دی‌آلدهید
اسـت، بنابرایـن اندازه‌گیـری ایـن مـاده بعـد از یخ‌گشـایی 
معیـاری بـرای قضـاوت دربـاره وضعیت اکسـیداتیو سـلول 
توسـط  مالون‌دی‌آلدهیـد  غلظـت  اندازه‌گیـری  اسـت. 

1- Malondialdehyde (MDA)
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تیوباربیوتوریک‌اسـید1 یکـی از رایج‌ترین روش‌های بررسـی 
لیپیدهـا توسـط اسـپکتروفوتومتری  نـرخ پراکسیداسـیون 
اسـت. در ایـن روش یـک مولکـول مالون‌دی‌آلدهیـد بـا دو 
مولکـول تیوباربیوتوریک‌اسـید واکنـش می‌دهـد، فـرآورده 
ایـن واکنـش مولکولـی صورتـی رنـگ اسـت که بیشـترین 

جـذب نـوری را در طـول مـوج 530 نانومتـر دارد. 
برای انجام آزمایش، یک میلی‌لیتر منی یخ‌گشایی‌شــده با 
یک میلی‌لیتر تری‌کلرواستیک‌اسید2 20 درصد با هم مخلوط 
و بــه داخل لولــه ریخته ‌شــده و در g × 900 به مدت 15 
دقیقه سانتریفیوژ ‌می‌شود. پس از سانتریفیوژ، یک میلی‌لیتر 
از محلول بالای لوله‌ با یک میلی‌لیتر تیوباربیوتوریک‌اسید در 
میکروتیوب آمیخته می‌شود. این مخلوط به مدت 20 دقیقه 
در صفحه گرم 100 درجه ســانتی‌گراد قرار می‌گیرد. نمونه‌ 
پس از 30 دقیقه در دمای اتاق ســرد شــده و سپس جذب 
نوری در طول موج 530 نانومتر با اسپکتروفتومتر اندازه‌گیری 
می‌شود. جذب نوری نمونه‌های مختلف یادداشت می‌شود و 
در پایان نتایج حاصل از دســتگاه اســپکتروفتومتری را در 
فرمول منحنی استاندارد قرار داده و غلظت مالون‌دی‌آلدهید 

محاسبه می‌شود )شرفی و همکاران، 2015( )شکل 41(.

1- Thiobarbituric acid 2- Trichloroacetic acid
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شــکل 41- نمونه‌ منحنی استاندارد غلظت مالون‌دی‌آلدهید در طول 
موج 530 نانومتر

بخش دوم: ارزیابی فلورســنت و فلوسایتومتری 
کیفیت اسپرم

میکروسکوپ فلورسنت 
میکروسکوپ فلورســنت نوع خاصی از میکروسکوپ نوری 
است که منبع نور آن به جای نور مرئی )700-400 نانومتر(، 
پرتوهای فرابنفش )400-10 نانومتر( است )شکل 42(. برای 
مشــاهده نمونه توسط این نوع میکروســکوپ باید بخش‌ها 
یــا ملکول‌های ویژه‌ای در داخل ســلول با مواد فلورســنت 
رنگ‌آمیزی ‌شود. مواد فلورسنت نور را در طول موج فرابنفش 
جــذب می‌کنند و در طــول موج بلندتــری در طیف مرئی 
تابش می‌کنند. از این رنگ‌ها به عنوان برچســب فلورسنتی 
مولکول‌های زیستی )مثل انواع آنتی‌بادی، پپتیدها، پروتئین‌ها 
و غیره( جهت شناســایی و تصویربرداری از بخش‌های خاص 
سلول استفاده می‌شــود. برخی از رنگ‌های مورد استفاده در 
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آزمایشات اسپرم، به همراه طول موج دریافتی و تابشی آن‌ها 
در شکل 43 نشان داده شده است. 

شکل 42- میکروسکوپ فلورسنت

شکل 43- برخی رنگ‌های رایج در آزمایشات ارزیابی اسپرم به روش 
فلورسنت
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دستگاه فلوسایتومتری
دنیای امروز نیازمند به‌کارگیری تکنولوژی‌های مدرن برای 
افزایش سرعت، دقت و سهولت انجام آزمایشات است. کار با 
میکروسکوپ فلورســنت زمان‌بر است و در یک نمونه تعداد 
کمی در حدود 100 سلول در دقیقه قابل شمارش و ارزیابی 
است؛ علاوه بر این محاسبات آن ذهنی انجام می‌شود و دقت 
فرد عامل بر نتایج گزارش‌شده موثر است.  بنابراین برای رفع 
نقایص میکروسکوپ فلورسنت تکنیک فلوسایتومتری توسعه 
 یافت. فلوســایتومتر می‌تواند در هــر ثانیه 5000-50000 
ســلول را بررسی و شمارش نماید و دقتی بسیار بالا در حد 
تشخیص یک سلول ســرطانی در میان 10000-100000 

سلول عادی را دارا می‌باشد.
فلوســایتومتری تکنیکی با دقت و سرعت بالا است که به 
کمک آن ســلول‌های موجود در مایعات بیولوژیک با استفاده 
از رنگ‌آمیزی فلورســنت و تابش نور لیزر شناسایی می‌شوند. 
این تکنیک بر اســاس پراکنده‌ســازی نور توسط سلول‌های 
مورد آزمایش و انتشار فلورسنت از آن‌ها استوار است. دستگاه 
فلوســایتومتری به نحوی طراحی شــده که قادر است تعداد 
زیادی ســلول و ذرات بیولوژیکی مانند هســته‌های جدا‌شده 
ســلولی، کروموزوم‌ها و میکروارگانیسم‌ها را در محیط مایع با 
استفاده از اشعه لیزر، آنالیز نموده و خواص فیزیکی آن‌ها مانند 
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اندازه نسبی و شکل را مشخص نماید. ویژگی‌هایی که توسط 
فلوسایتومتری قابل اندازه‌گیری است شامل شناسایی و شمارش 
دقیق سلول‌ها جهت ارزیابی شاخص‌های سلولی، اندازه‌گیری 
فعالیت آنزیمی، مطالعه فعالیت آپوپتوزی )مرگ ســلولی( و 
طیف گسترده‌ای از پروتئین‌های داخل سلولی و یا متصل به 
غشا و نیز وضعیت DNA و RNA سلول می‌باشد )شکل 44(.

شکل 44- دستگاه فلوسایتومتری

آزمایشات تخصصی اسپرم به روش فلوسایتومتری 
و فلورسنت

غلظت  اکسیداتیو-  استرس  ارزیابی سطح  روش‌های 
رادیکال آزاد

DHR-123 و DCFH-DA رنگ‌آمیزی
ارزیابی رادیکال آزاد در اســپرم توســط دو نشانگر اصلی 
،DCFH-DA 2 انجام می‌شود.  نشانگرDHR-123 1 وDCFH-DA 

1- Dichlorodihydrofluorescein diacetate 2- Dihydrorhodamine 123
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 حساســیت بالایی نســبت به H2O2 دارد. این رنگ به طور 
غیرفعال وارد سلول شده و در اثر عملکرد استراز سلولی گروه‌ 
دی‌استات آن جدا شده و ترکیب غیر فلورسنت DCFH تولید 
 DCF به DCFH می‌شــود. در حضور پراکسید ‌هیدروژن رنگ
اکســید شده و رنگ فلورسنت ســبز از خود ساطع می‌کند. 
این ترکیب قادر به خروج از ســلول نیست و با میکروسکوپ 
فلورسنت قابل مشــاهده و با دستگاه فلوســایتومتری قابل 
اندازه‌گیری اســت )شکل 45 و 46(. نمونه اسپرم توسط بافر 
PBS شستشــو داده شــده و غلظت نهایی آن به 106× 3-5 

اســپرم در هر میلی‌لیتر می‌رسد. سپس 25 میکرومول رنگ 
DCFH-DA به سوسپانسیون اسپرم اضافه شده و به‌ مدت 40 

دقیقه در دمای 25 درجه سانتی‌گراد نگهداری می‌شود. پس 
از شستشو 2 میکرولیتر پروپیودیم‌آیودیدPI( 1( به نمونه اضافه 
شــده و میزان ROS تولیدی به‌وسیله دستگاه فلوسایتومتری 

اندازه‌گیری می‌شود )محفوظ و همکاران، 2009(. 
رنگ DHR-123، مشــتق غیر فلورســنت رنــگ رودامین 
Rhodamine 123( 123( اســت. DHR-123 با ورود به سلول 
توسط رادیکال سوپراکسید، به شکل رودامین 123 سبز رنگ 
اکسید می‌شــود. این رنگ کاتیونی تمایل بالایی برای تجمع 
در میتوکندری دارد و نسبت به روش DCFH-DA حساسیت 

1- Propidium iodide
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بالاتری برای تشــخیص رادیکال آزاد در ســلول دارد )روته و 
همکاران، 1988(. 

شــکل 45- تصویر میکروسکوپ فلورسنت از آزمایش تعیین غلظت 
DCFH-DA توسط رنگ‌آمیزی )H2O2( رادیکال آزاد

شکل 46- هیستوگرام فلوســایتومتری تعیین غلظت رادیکال آزاد 
PI به همراه رنگ DCFH-DA توسط
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روش‌های ارزیابی یکپارچگی آکروزم اسپرم 
ارزیابــی آکروزوم بعد از یخ‌گشــایی از ایــن جهت مهم 
اســت که آسیب‌های ناشــی از انجماد ممکن است واکنش 
آکروزوم را در بعضی از اســپرم‌ها تحریک کرده باشــد و یا 
ناحیــه آکروزوم آن‌ها آســیب دیده باشــد. در این صورت 
اســپرم قادر به اتصال به تخمک نبوده و علی‌رغم داشــتن 
تحرک، بــارور نیســت. بــرای ارزیابی وضعیــت آکروزوم 
روش‌هــای مختلفی وجــود دارد که اســاس اکثــر آن‌ها 
با رنگ‌های فلورســنت می‌باشــد. رنگ‌آمیزی  رنگ‌آمیزی 
 PNA-FITC  PSA-FITC )کلــودل و همــکاران، 2012(، 

)لی و همکاران، 2010( ، FITC-PNA/PI )آلوارز و همکاران، 
2012(، رنگ‌آمیزی CTC کلرتتراسایکلین فلورسنت )پرز و 
 )M540( 5401 و رنگ‌آمیزی مروســیانین )همکاران، 1996

)لانگنر و همکاران، 1993(.

رنگ‌آمیزی لکتین‌های نخود
 ،3PSA 2 وPNA در این روش لکتین‌های گیاه نخود شــامل
 FITC-PI 4 و یا ترکیبی ازFITC توسط رنگ‌های فلورســنت
نشاندار می‌شــوند. این لکتین‌ها تمایل به اتصال به قندهای 
سطح غشا اسپرم خصوصا در ناحیه آکروزوم دارند و در صورتی 
1- Merocyanine 540 2- Peanut agglutinin (PNA)
3- Pisum sativum agglutinin (PSA) 4- Fluorescein isothiocyanate (FITC)
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که آکروزوم سالم باشد تمام سطح سر اسپرم خصوصا در بخش 
اکروزوم توسط رنگ  FITC سبز رنگ می‌شود. اما اگر واکنش 
اکروزوم رخ داده باشــد فقط یک کمربند سبز رنگ در ناحیه 
میانی سر اسپرم دیده می‌شــود. برای انجام این رنگ‌آمیزی،‌ 
250 میکرولیتر سوسپانســیون اســپرم با دور g ×1200 به 
مدت 10 دقیقه ســانتریفیوژ ‌می‌شــود. پس از برداشتن پلت 
رویی و تنظیم غلظت اســپرم به میزان یک میلیون اسپرم در 
میلی‌لیتر، 10 میکرولیتر از نمونه سوسپانســیون اسپرم را در 
50 میکرولیتــر اتانول 96 درصد حل کرده و محلول به مدت 
30 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی‌گراد قرار می‌گیرد تا تثبیت 
شود. سپس 10 میکرولیتر از محلول اسپرم و اتانول روی لام 
قــرار می‌گیرد به طوری که بتوان یک گســترش از آن تهیه 
 50( PSA کرد. پس از خشــک شــدن اتانول، 20 میکرولیتر
میکرولیتــر در میلی‌لیتر( روی لام قــرار داده و لام به مدت 
10 دقیقــه در دمای 4 درجه ســانتی‌گراد و در تاریکی قرار 
می‌گیرد. سپس لام 15 بار در آب مقطر غوطه‌ور شده و به لام 
اجازه داده ‌می‌شــود تا خشک شود و بعد با گلیسرول پوشش 
داده شــده و تعداد 200 اسپرم در هر اسلاید با میکروسکوپ 
فلورســنت با بزرگنمایی 400 ارزیابی می‌شود. اسپرم‌های با 
سر سبز به عنوان اســپرم با آکروزوم دست نخورده و سالم و 
اســپرم‌های با کمربند سبز به عنوان اسپرم با آکروزم تخریب 
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شده در نظر گرفته می‌شود )دیس و همکاران، 2009(. علاوه 
بر این دســتگاه فلوسایتومتری هم قادر به آنالیز این آزمایش 

می‌باشد )شکل 47 و 48(.

 
شکل 47- تصویر میکروسکوپ فلورسنت از آزمایش تعیین واکنش 

PSA-FITC آکروزوم با استفاده از رنگ‌آمیزی 
A: اسپرم سالم و بدون انجام واکنش آکروزوم، B: اسپرم با آکروزوم 

تخریب‌شده در اثر واکنش آکروزوم

شــکل 48- گراف فلوســایتومتری واکنش آکروزوم با استفاده از 
PSA-FITC رنگ‌آمیزی
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روش‌های ارزیابی پتانسیل غشا میتوکندری اسپرم
مطالعات نشــان داده اســپرم‌هایی که دارای پتانسیل غشا 
میتوکندی )MMP(1 بالاتری هستند، تحرک و عملکرد بهتری 
نســبت به سایر اسپرم‌ها دارند؛ اما پتانسیل غشا میتوکندری 
در اثر اســترس اکسیداتیو و همچنین در طول‌ فرایند انجماد 
دچار افت شدیدی می‌شود. بنابراین پتانسیل غشا میتوکندری 
شــاخصی با ارزش برای تعیین سلامت و عملکرد اسپرم بعد 
از انجماد است. انواع مختلف رنگ‌های فلورسنت برای بررسی 
فعالیت میتوکندری مورد استفاده قرار گرفته از جمله، رودامین 
Rhodamine 123( 123( )شــرفی و همکاران، 2015(، انواع 
میتوترکر )Mitotracker Red وMitotracker Orange( )هالیپ 

و همکاران، 2005( و JC-1 )فراکزک و همکاران، 2012(.

Rhodamine 123-PI رنگ‌آمیزی
رودامین 123 یک نشــانگر فلورسنت کاتیونی است که به 
غشا داخلی میتوکندری متصل می‌شود. جذب آن به‌وسیله 
میتوکندری به پتانســیل غشــا میتوکندری بستگی دارد. 
رودامین به طور فعال وارد زنجیره تنفسی میتوکندری شده 
و تجمع آن در میتوکندری باعث تولید فلورسنس سبز رنگ 
می‌شــود. فقدان فلورسنس نشــان‌دهنده نقص در پتانسیل 

غشا میتوکندری است )شکل 49(. 
1- Mitochondrial membrane potential
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برای اندازه‌گیری میزان فعالیــت میتوکندری ابتدا پایوت 
اسپرم را یخ‌گشایی کرده و بعد از سانتریفیوژ، ‌500 میلی‌لیتر 
بافر تریس به نمونه منی افزوده می‌شود؛ سپس10 میکرولیتر 
رودامیــن اضافه شــده و نمونه در مکان تاریــک و در دمای 
اتــاق به مدت 20 دقیقه نگهداری می‌شــود. بعد از طی این 
زمان، 10 میکرولیتر PI به نمونه اضافه کرده و میزان فعالیت 
میتوکندریایی نمونه‌‌ها به‌وســیله میکروسکوپ فلورسنت و یا 
دستگاه فلوسایتومتری اندازه‌گیری می‌شود. در نمودار دستگاه 
فلوسایتومتر، نمونه رودامین مثبت و PI منفی )-‌R123+/PI( به 
 PI عنوان اسپرم دارای میتوکندری فعال و نمونه رودامین مثبت و
مثبت )+‌R123+/PI( به عنوان اسپرم دارای میتوکندری غیر فعال 
در نظر گرفته می‌شود )شرفی و همکاران، 2015( )شکل 50(.

شکل 49- تصویر میکروسکوپ فلورسنت آزمایش فعالیت میتوکندری 
با اســتفاده از رنگ‌آمیزی Rhodamine 123-PI اسپرم‌های مرده و 

بدون فعالیت در اثر نفوذ رنگ PI نارنجی دیده می‌شوند.
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شکل 50- گراف فلوســایتومتری فعالیت میتوکندری با استفاده از 
Rhodamine 123-PI رنگ‌آمیزی

روش‌های ارزیابی زنده‌مانی اسپرم
رنگ‌های فلورســنت مختلفــی برای ارزیابــی زنده‌مانی 
اسپرم استفاده می‌شود. این رنگ‌ها به دو گروه تقسیم‌بندی 
می‌شــوند، گروه رنگ‌های غیر قابل نفوذ به غشــا که فقط 
می‌توانند از غشــا سلول مرده و آســیب دیده عبور نمایند 
و نمایان شــدن آن‌ها در زیر میکروســکوپ نشانه آسیب یا 
 PI، TOTO، YoPro-1، مرگ سلولی اســت، مانند رنگ‌های
ToPro-3 و Hoechs‌t 3358. گروه دوم رنگ‌های استیله فاقد 

خاصیت فلورســنتی هســتند که قادر به عبور از غشا سالم 
بوده و در داخل ســلول به رنگ فلورسنت تبدیل می‌شوند، 
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 .SYBR-14 و CFDA، CAM، SYTO-1 ماننــد رنگ‌هــای
اغلــب محققین ترجیح می‌دهند از ترکیب رنگ‌های دوتایی 
فلورسنت برای دســتیابی به نتایج دقیق‌تر استفاده نمایند 
،SYBR-14/PI، YO-PRO-1/PI ماننــد ترکیــب رنگ‌هــای 

 .AnnexinV-PE/7-ADD و AnnexinV-FITC/PI 

Annexin V-FITC رنگ‌آمیزی
در ایــن آزمایش از فسفاتیدیل‌ســرین غشــا‌ بــه عنوان 
یک نشــانگر برای تشــخیص زنده بودن یا آپوپتوز1 )مرگ 
برنامه‌ریزی‌شده سلول( اسپرم اســتفاده می‌شود. در حالت 
طبیعی در اســپرم زنده و سالم این فســفولیپید در سمت 
داخل غشا پلاسمایی اسپرم قرار دارد. در حالی که در طول 
فرآیند آپوپتوز، فسفاتیدیل‌سرین از سطح سیتوپلاسمی غشا 
پلاسمایی به سطح خارج سلولی تغییر مکان می‌دهد و حضور 
آن در سطح غشا پلاسمایی اسپرم نشانه اولیه وقوع آپوپتوز 
اســت. Annexin V در حضور یون کلسیم تمایل زیادی به 
اتصال به فسفاتیدیل‌سرین غشا اسپرم دارد و به همین دلیل 
می‌تواند به عنوان یک نشــانگر در تشــخیص آپوپتوز مورد 
اســتفاده قرار گیرد. اگر Annexin V به یک ماده فلورسنت 
متصل باشد می‌توان با دستگاه فلوسایتومتر مراحل آپوپتوز 
 Annexin V را تشخیص داد. در این روش به طور معمول از 
1- Apoptosis
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کونژوگه شــده با رنگ فلورایزوتیوسیانات )FITC( همراه با 
رنگ پروپیودیوم‌آیودید )PI( استفاده می‌شود. با این ترکیب 
رنگ می‌توان ســه جمعیت ســلولی زنــده، مراحل آغازین 
آپوپتوز، مرحله نهایی آپوپتوز و نکروز1 )مرگ ســلول در اثر 

صدمات شدید( را تشخیص داد )شکل 51(. 
برای اندازه‌گیری میزان جا‌به‌جایی فسفاتیدیل‌سرین غشا 
اســپرم، بعد از یخ‌گشــایی نمونه‌‌ منی، قسمت رقیق‌کننده 
به‌وسیله سانتریفیوژ حذف می‌شود و نمونه‌ به‌وسیله بافر کلسیم 
 Annexin V شستشــو داده می‌شود؛ ســپس 10 میکرولیتر 
بــه منی افــزوده و در محــل تاریک و در دمــای 4 درجه 
ســانتی‌گراد به مدت 20 دقیقه نگهداری ‌می‌شــود. پس از 
آن مقدار 10 میکرولیتر PI بــه نمونه اضافه ‌نموده و میزان 
جا‌به‌جایی فسفاتیدیل‌سرین غشا اسپرم به‌وسیله فلوسایتومتر 
مورد ارزیابی قرار می‌گیرد. در نمودار دســتگاه فلوسایتومتر 
نمونه‌‌های Annexin V  منفی و PI منفی )-A- /PI( به عنوان 
اسپرم زنده تلقی می‌شــوند. نمونه‌های Annexin V  مثبت 
و PI منفی )-A+ /PI( زنده ولی دچار آپوپتوز اولیه هســتند. 
نمونه‌های Annexin V مثبت و PI مثبت )+A+ /PI( به عنوان 
  Annexin V اسپرم مرده و دچار آپوپتوز ثانویه تلقی می‌شوند و 
منفی و PI مثبت )+A- /PI( به عنوان اســپرم نکروز‌شده در 
نظر گرفته می‌شوند )شرفی و همکاران، 2015( )شکل 52(.

1- Necrosis
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شــکل 51- تصویر میکروســکوپ فلورســنت آزمایــش فعالیت 
میتوکندری با استفاده از رنگ‌آمیزی Annexin V/PI اسپرم سبز در 
مرحله آپوپتوز اولیه قرار دارد )-A+/PI(، اســپرم نارنجی نکروز شده 

)A-/PI+( است

شکل 52- گراف فلوســایتومتری آپوپتوز با استفاده از رنگ‌آمیزی  
  Annexin V/PI
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روش‌های تعیین آسیب DNA و کروماتین اسپرم
بررســی وضعیت کروماتین اسپرم یکی از مباحث مهم در 
تکنولوژی تولید مثل است؛ زیرا اسپرم نه تنها در فعال‌سازی 
تخمک موثر اســت، بلکه نیمی از ژنوم نســل آینده توســط 
اسپرم منتقل می‌شــود و ســامت آن جهت تکوین جنین 
ضروری اســت. با توجه به اهمیت ســامت DNA اسپرم در 
باروری، در این قسمت به روش‌های بررسی ساختار کروماتین 
 ،DNA اسپرم می‌پرداریم. صرف نظر از نحوه ایجاد آسیب در
روش‌هــای متفاوتی جهت تشــخیص میزان این آســیب‌ها 
 وجــود دارد. آزمایشــات عمومی ارزیابی کروماتین شــامل،

 SCSA1، SCD2، Comet Assay 3(SCGE)، TUNEL4، FISH5، 
CMA36 و آکریدین‌اورانژAO( 7( می‌باشــند )نصر اصفهانی و 

همکاران، 1391(.

SCSA تکنیک
 DNA این روش به تکنیک اصلی و طلایی بررســی شکست
معروف اســت و نتایج بسیار دقیقی در ارتباط با ناباروری ارائه 
می‌دهد. اســاس این روش وجود حساسیت ساختار کروماتین 

1- Sperm chromatin structure assay (SCSA)
2- Sperm chromatin dispersion (SCD) 
3- Single cell gel electrophoresis
4- Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)
5- Fluorescence in situ hybridization (FISH)
6- Chromomycin A3 (CMA3) staining
7- Acridine orange (AO)
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و DNA در هنگام مواجه با اســید و ویژگی‌های متاکروماتیک 
رنگ آکریدین‌اورانژ اســت. رنگ آکریدین‌اورانژ یک فلوروکروم 
اســت که به عنوان یــک مونومر بین دو زنجیــره DNA قرار 
می‌گیرد و زمانی‌که DNA طبیعی و دورشــته‌ای اســت، رنگ 
ســبز و زمانی‌که فلوروکروم با تک رشــته DNA ترکیب شود 
رنگ قرمز نارنجی از خود منعکس می‌کند. اســپرم‌های رنگ 
گرفته توسط میکروسکوپ فلورسنت و دستگاه فلوسایتومتری 
بررسی می‌شوند. در این روش ابتدا یک محلول اسیدی شامل 
 1/2 pH و کلرید سدیم با Na2HPO4، EDTA ،اسید‌ســیتریک
را تهیه کرده و یک محلول رنگ‌آمیزی شــامل آکریدین‌اورانژ، 
 0/6 pH و کلرید سدیم با Na2HPO4، EDTA ،اسید سیتریک 
نیز آماده می‌شود. سپس 200 میکرولیتر از محلول اسیدی را 
به 100 میکرولیتر از نمونه منی شسته‌شده افزوده و بعد از 30 
ثانیه 900 میکرولیتر از محلول رنگ‌آمیزی را به آن اضافه کرده 
و بلافاصله با دستگاه فلوسایتومتری تعداد اسپرم‌های طبیعی 
و غیرطبیعی بررسی می‌شود. بدین صورت که بعد از تحریک 
به‌وسیله منبع نوری با طول موج 488 نانومتر، آکریدین‌اورانژ به 
DNA دورشته‌ای متصل می‌شود و رنگ فلورسنس سبز )در طول 

 DNA موج 530-515 نانومتر( منتشر می‌شود و با اتصال آن به
تک‌رشته‌ای رنگ قرمز فلورسنس )در طول موج 630 نانومتر 
به بالا( منتشر می‌شود )اونسون و ویکسون، 2005()شکل 53(. 
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)AO( تکنیک رنگ‌آمیزی آکریدین‌اورانژ
اساس این تکنیک مانند SCSA است. آکریدین‌اورانژ یک 
رنگ فلورسنت برای تمایز DNA دو‌رشته‌ای سالم از مولکول  
DNA تک‌رشته‌ای دناتوره‌شده می‌باشد. این رنگ در واکنش 

با مولکول دو‌رشته‌ای DNA رنگ سبز درخشان و با مولکول  
DNA تک‌رشــته‌ای، رنگ قرمز و زرد ایجــاد می‌کند )نصر 

اصفهانی و همکاران، 1391( )شکل 54(.

شکل 53- گراف فلوسایتومتری سنجش سلامت DNA اسپرم توسط 
آزمایشA. SCSA: اسپرم طبیعی، B: اسپرم مرده و آلودگی، C: اسپرم 
،DNA اســپرم با شکست متوسط :D ،DNA دارای شکست شدید 

E: اسپرم دارای مورفولوژی غیرطبیعی
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شکل 54- تصویر میکروسکوپ فلورسنت آزمایش کروماتین اسپرم 
 DNA با استفاده از رنگ‌آمیزی آکریدین‌اورانژ، اسپرم‌های سبز دارای

سالم و اسپرم‌های زرد و قرمز دارای DNA آسیب‌دیده هستند.
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