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بزاثرات مخرب اتانول بر ويژگي  هاي حياتي سلول اسپرم در

م. آ.،1انصاري، م.،2*توحيدي، 2مرادي شهر بابك،

 29/2/1389پذيرش: 9/10/1388 دريافت:

 خلاصه:
آنةكنندافزودن مواد محلول در چربي به رقيق با اين وجود گيرد.ميا در يك حلال مناسب، نظير اتانول صورتهمني با حل كردن

به عنوان حلال رايج بررسي افزودن اتانول،بنابراين هدف از اين مطالعهات مخرب بر سلول اسپرم باشند. داراي اثرممكن استهاحلال
بزأر5. استكننده، بر قابليت انجماد اسپرم به محيط رقيقها چربي و، نژاد مهاباديسالمنرس ن مصنوعي واژةمني به وسيلانتخاب
شدجمع وخصوصيات كيفياولية بعد از ارزيابي نمونة مني. آوري : به دو گروه مساوي تقسيم شد. گروه، مخلوط )1هاي تيماري شامل
(ةكنند) رقيق2، شاهدپايه به عنوان گروهةكنندرقيق -، زندهتحرك پيشرونده، تحرك هايفراسنجه ) بودند.% حجمي05/0پايه + اتانول
از هاي ناهنجارو درصد اسپرمماني شدهاي استاندارد روش با استفاده و ها . دادهارزيابي با استفاده از رويه در قالب طرح كاملاً تصادفي

GLM نرم افزار SAS .ماني)، زنده37±58/1در برابر44±58/1( ميانگين تحرك،در گروه شاهد نسبت به تيمارتجزيه تحليل گرديد
اما،داري بالاتر بودبه صورت معني)76/50±02/0در برابر01/58±02/0(و نرخ بازيافت)69/58±51/0در برابر51/0±04/64(

و درصد اسپرم28±12/2در برابر33±12/2( ميانگين تحرك پيشرونده تا)64/4±32/0در برابر05/5±32/0هاي ناهنجار() ثيرٔتحت
ميةاز فرضيتيمار قرار نگرفت. نتايج آزمايش حاضر  .كندسمي بودن اتانول براي اسپرم حمايت

، انجماد.مهاباديبز اسپرم، اتانول،هاي كليدي: واژه

و منابع طبيعي دانشگاه تهران، كرج.1 ، ايران.دانشجوي كارشناسي ارشد گروه علوم دامي پرديس كشاورزي

و منابع طبيعي دانشگاه تهرا.2 ، ايران.ن، كرجگروه علوم دامي پرديس كشاورزي

مس*  atowhidi@ut.ac.irؤول: نويسنده
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:مقدمه
كـردن مـواد محلـول در حـل هاييكي از راهاستفاده از اتانول
و همچنين افـزودن آن بـه محـيطةكنندچربي در رقيق اسپرم

. بـراي مثـال تاكنون اسـت گذشتههاي بلوغ اووسيت از كشت
رEويتامين براي مطالعة اثر -ويان در شرايط برونبر تكوين

تني از اتانول براي حل كردن آن استفاده شده است. ايـن امـر
همچنـين اضـافه ها مي شود. باعث بهبود درصد بلاستوسيست

محـيط كشـت جنينـي محلول در اتانول بـهEكردن ويتامين 
و انتقال آنها به گاوهاي گيرند5/5بمدت  جنـين باعـثةروز

ــزايش  ــد اف ــتتولي ــا بلاستوسيس ــت ه ــده اس و Olson(ش
Seidel ،2000(.،مطالعات انجام شده در محيط كشت جنين

اتانول را براي حل كردن مواد ليپيدي غيـر مضـر05/0سطح 
و استر آن يعني آلفاEاند. در مطالعة ديگر، اثر ويتامين دانسته

توكوفرول استات محلـول در اتـانول بـر روي پراكسيداسـيون
و تحرك اسپرم نريان در شرايط برو ن تني بررسي شد ليپيدي

و نتايج حاصل حاكي از اثر منفي اتانول بر انجمادپذيري اسپرم
ــود ــد كــه در يــك)Ball ،2005و Almeida(نب . هــر چن

مطالعه براي جلوگيري از اثرات منفي اتانول بر اسـپرم از روش 
امـا)2009و همكاران، Ijaz(تبخير اتانول استفاده شده است 

هـاي كننده بر ويژگـي دربارة اثر افزودن اتانول به محيط رقيق
حياتي اسپرم، مطالعـات زيـادي در دسـترس نيسـت؛ بنـابراين 
هدف از اين آزمايش، بررسي اثـر افـزودن اتـانول بـه محـيط 

و ارزيابي انجمادپذيري اسپرم است. رقيق  كننده

و روش :كارمواد

و مكان آزمايش :حيوانات

سن5در اين آزمايش از و3رأس بز بالغ نژاد مهابادي با سال
كيلوگرم استفاده گرديد. آزمايش طـي آبـان63ميانگين وزني 

و پژوهشـي گـروه4بمدت 1388ماه  هفته در مزرعه آموزشي
) 48º35´علوم دامي واقع در جاده محمد شهر شهرستان كرج

و در شرقي)2º51´شمالي و مركز اصلاح نژاد دام كشور واقع
 اجرا گرديد.جاده مشكين دشت كرج

 طرح آزمايشي

تكرار انجام گرفت.5آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي در
و بـه وسـيل جمع واژنةآوري منـي پـس از عـادت دادن بزهـا

آوري منـي فاصـله پـس از جمـع بـلا.مصنوعي صورت گرفت
گـراد قـرار درجه سانتي37ها در داخل بن ماري با دماي نمونه
به آزمايشگاه منتقل شدند. در آزمايشگاه پس از ارزيابيه،گرفت

و داشتن استانداردهاي مناسب انجماد از اوليه (تحـرك بـالاتر
به، نمونه%)70 و گروه مسـاويدو هاي مني با هم ادغام شده

شگروه تقسيم شدند. تجـاريةكننـد ) رقيق1 املهاي تيماري
، شـاهد به عنوان گـروه، فرانسه)IMV, Aigle(1بايوكسل

(ةكنند) رقيق2  % حجمي) بودند.05/0بايوكسل + اتانول

-درجه سـانتي4-5ساعت تا دماي3شده به مدت مني رقيق
و ميلـي50/0(هاپايتها در داخل گراد سرد شد. نمونه ليتـري

پ 100×106 و در رك قرار داده شـد. ايت)اسپرم در هر ريخته
ركةبا استفاده ازجعب هـاي محتـوي نمونـه، در پلـي اسـتيرن

متـري بـالاي سـانتي4بخار نيتروژن مـايع در ارتفـاع معرض
و سـپس در نيتـروژن8نيتروژن مايع بمدت  دقيقه قرار گرفته

.)Purdy ،2006(شدندورمايع غوطه

 هاي منياندازه گيري فراسنجه

 اسپرم تحركالف)

(نمـك طعـام نمونه 9/0اي از مني تازه در سـرم فيزيولوژيـك
و لامـل از قبـل بـرشدرقيق 100به1درصد) به نسبت . لام

و درجه سانتي37گرم در دمايةروي صفح 20گراد گرم شده
لامةشدرقيقةميكروليتر از نمون تميزي قرار داده مني بر روي

اسپرم در زير ميكروسكوپ نـوري بـا تحرك،جهت تعيين شد.
ميـدان10گرفـت. حـداقل مورد بررسي قـرار 100بزرگنمايي 

، مشاهده تحركميكروسكوپي براي تخمين صحيحي از درصد 
، بـر اسـاس متحـرك هـاي تخمين درصد سلولشد.و بررسي

اين كار رفت.گهاي مشاهده شده صورت تجربه از روي ميدان
و همچنين پس از ذوب تكرار شد.37در دماي   درجه

1. Bioxcell® 
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ب) حركت پيشرونده اسپرم

 ـجهت تعيين درصد اسپرم ةهاي با تحـرك پيشـرونده در نمون
و نمون ازةمني تازه و بـا اسـتفاده ذوب شـده از روش چشـمي

استفاده گرديـد. حـداقل 200ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي 
ي بـراي تخمـين صـحيحي از درصـد ميدان ميكروسـكوپ 10

و بررسي  شد.تحرك پيشرونده اسپرم، مشاهده

 هاي ناهنجارج) اسپرم

درصد سيترات سـديم روي يـك9/2كوچكي از محلولةقطر
 ـ منـيةلام گرم قرار داده شد. يك پايت خالي به سـطح نمون

و سپس انتهاي اين  نزديك شد تا مقداري اسپرم به آن بچسبد
م حلول سيترات سديم روي لام فرو برده شد تا پايت به درون

و سيترات سديم بخوبي مخلوط شوند. به كمك يك لام  اسپرم
 ـ و سيترات سـديم بـه صـورت يـك لاي ةديگر، مخلوط اسپرم

لام بسيار نـازك روي لام اول پخـش شـد. هـا از پـس از آن
و لام اول روي صـفح  وةيكديگر جـدا شـده گـرم قـرار داده

و بـه كمـك 100 خشك شد. با شـمارش  اسـپرم در هـر لام
هـاي، درصـد اسـپرم 400ميكروسكوپ نـوري بـا بزرگنمـايي 

ميـدان ميكروسـكوپي بـراي10ناهنجار تعيين شـد. حـداقل 
و تخمين صحيحي از درصـد اسـپرم  هـاي ناهنجـار، مشـاهده

 شد.بررسي 

و مرده د) تعيين درصد اسپرم زنده

و مرده جهت اندازه مني تـازهةدر نمونگيري درصد اسپرم زنده
نيگـروزين تجـاري بـراي-ذوب شده از رنگ ائـوزينةو نمون
كـوچكي از رنـگ رويةها استفاده شد. قطر آميزي اسپرم رنگ

 ـ ةيك لام گرم قرار داده شد. يك پايت خـالي بـه سـطح نمون
و سـپس مني نزديك شد تـا مقـداري اسـپرم بـه آن بچسـبد

فرو برده شد تا اسپرم انتهاي اين پايت به درون رنگ روي لام 
ةو رنگ بخوبي مخلوط شوند. به كمك يك لام ديگـر گسـتر 

و لام بسـرعت خشـكةبسيار نازكي از نمون مني تهيـه شـده
و رنگگرديد تا اسپرم آميزي هاي زنده در اثر رنگ از بين نرفته

گرم با دمايةنشوند. براي خشك شدن سريع، لام روي صفح
و مرده درصد اسپرم شد. گراد گذاشتهدرجه سانتي 60 هاي زنده

و با شمردن حداقل10در حداقل   اسپرم 333ميدان از لام

هايي كه سر آنها اندكي رنگ گرفته بود نيز . اسپرمگشتتعيين
 هاي مرده در نظر گرفته شدند. جزء اسپرم

 پس از انجماد اسپرم2) تعيين ميزان بازيافته

پس از انجماد از فرمول زيـر براي تعيين درصد بازيافت اسپرم
:)Hafez ،2000و Hafez( استفاده شد

يافتباز درصد=

و تحليل  آماري تجزيه

بداده در قالـب طـرح كـاملاً دست آمده از اين آزمـايشه هاي
تجزيه تحليل SASنرم افزار GLMبه كمك رويه تصادفي 
و در ميانگينةشد. مقايس ها با آزمـون دانكـن صـورت گرفتـه

 دار گزارش شد.، اختلاف معني05/0سطح 

:نتايج

گ ميـانگين،روه شاهد نسـبت بـه تيمـار نتايج نشان داد كه در
()، زنـده37±58/1در برابـر44±58/1( تحـرك  ±51/0مــاني

01/58±02/0(و نرخ بازيافـت)69/58±51/0در برابر04/64
امـا،داري بـالاتر بـود به صورت معنـي)76/50±02/0در برابر

و28±12/2در برابــر33±12/2( ميــانگين تحــرك پيشــرونده (
±32/0در برابـر05/5±32/0نجـار( هـاي ناه درصـد اسـپرم

تا)64/4 و شاهدٔتحت ثير تيمار قرار نگرفت. اثر گروه تيماري
نشـان داده1هاي اسپرم بز در جـدول بر روي برخي فراسنجه

 شده است.

:بحث

 هـاي حيـاتي ويژگـي بـريمضراتاتانول اثر،در اين آزمايش
 پرم داشت هر چند كـه سـازوكار دقيـق ايـن اثـر مشـخصسا

و بـرون اما با توجه به مطالعات درون.نيست تنـي انجـام تنـي
و اثـر گرفته بر روي سلول و حيـواني هاي سـوماتيك انسـاني

ــر روي  ــانول بـــــ ــر اتـــــ ــلول DNAمضـــــ ســـــ

 
2. Recovery rate 
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)Blasiak ،؛ 2000و همكارانKayani وParry ،2010 ؛
Lamarche ،مالاً اين امر در مـورد، احت)2004و همكاران

و افزايش غلظت اتانول در سلول هاي جنسي نر نيز صادق بوده
3(براي مثال قطعـه قطعـه شـدن DNAمحيط باعث آسيب 

-شود كه به از بين رفتن سلول، كـاهش زنـده ماده وراثتي) مي
و همچنين كاهش تحرك آن مي انجامـد. اخيـراً از ماني اسپرم

 به عنوان حلالي براي سيكلودكسترين به جاي اتانول

3.fragmentation 

ــه ــف كونژوگ ــاي مختل ــانوات ه (هپت ــترول ــات4كلس ،5،پالميت
كننده اسپرم اسـتفاده ) در محيط رقيق7يا استئارات6پلارگونات

و اثر مضري بر ويژگي هاي حيـاتي اسـپرم گـزارش شده است
 بـراي . بنـابراين)2009و همكـاران، Amorim(نشده است 

با اثر تيمـار بهتـر اسـت از يـك اتانولجلوگيري از تداخل اثر
حل نظير سيكلودكسترين تريحلال مناسب كـردن مـواد براي

.استفاده شودكننده اسپرم در رقيقمحلول در چربي 

4. Heptanoate 
5. palmitate 
6. Pelargonate 
7. Estearate 

(بر حسب درصد)فراسنجهگروه هاي اندازه گيري شده

نرخ بازيافتمانيزندههاياسپرمتحركتحرك

a58/1±44a12/2±33a32/0±05/5a51/0±04/64a02/0±01/58شاهد

b58/1±37a12/2±28a32/0±64/4b51/0±69/58b02/0±76/50ولناتا

 در بز مهابادي. اسپرم بعد از انجماد هايويژگيبرخي خطاي معيار)±(ميانگين بر درصد اتانول) اثر1جدول

b ,a كه  دارند.)P≥05/0( دارداراي حروف مشترك لاتين نيستند، اختلاف معني در هر ستون مقاديري

و قدردانيت شكر

و تشكر مي و آقاي ويسه تقدير  شود.از زحمات كارشناسان مركز اصلاح نژاد دام كشور، آقايان دكتر بحريني، مهندس ميرزاخاني
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The detrimental effects of ethanol on vital characteristics of 
goat sperm cells 

Ansari, M. 1, Towhidi, A.* 2, Moradi Shahrbabak, M. 2 

Received  : 20.05.2010      َ Accepted: 16.11.2010 
Abstract: 
Inclusion of fat soluble material to the semen extender involves their solution into an 
appropriate solvent such as ethanol. In addition, these solvent seem to have their specific effects 
on sperm cells. Hence, the objective of this study was to investigate the effects of adding 
ethanol to the extender Bioxcell® (IMV, Aigle, France) on freezing ability of goat semen. Five 
mature mahabadi bucks were selected and semen samples were collected using an artificial 
vagina. Semen was divided into two groups including groups 1) basal extender as a control and 
2) basal extender + ethanol (0.05% of volume). Motility, progressive motility, abnormality and 
viability were evaluated by standard methods. Data was analyzed using proc GLM of SAS. 
Motility percentage (44±1.58 vs. 37±1.58), viability (64.04±0.51 vs. 58.69±0.51) and recovery 
rates (58.01±0.02 vs. 50.76) were significantly higher in control than the other group but 
progressive motility percentage and abnormality (33±2.12 and 5.05±0.32 vs. 28±2.12 and 
4.64±0.32, respectively) were not affected by treatment. This result suggested that ethanol has a 
toxic effect on sperm cells. 

Key words: Sperm, Ethanol, Mahabadi goat, Freezing.
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