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Objective: This study aimed to investigate the effect of adding cysteine to an Low Density 

Lipoprotein (LDL)-based extender on some quality parameters of goat sperm after 

freezing. 

Method: This study was conducted in a completely randomized design with four 

treatments, including: egg yolk-based extender without cysteine (EY), LDL-based 

extender containing zero (LDL-C0), five (LDL-C5), and 10 (LDL-C10) mM cysteine, and 

six replicates. Semen samples after dilution with the aforementioned extenders, were 

frozen. After thawing, total and progressive motility (CASA system), sperm plasma 

membrane integrity (eosin-negrosin staining), functionality (HOS test), and sperm 

morphology (Hancok solution) were evaluated. 

Results: Total motility was higher in LDL-C5 compared to EY and LDL-C10 (P <0.05). 

Progressive motility in all treatments using LDL-based extender was significantly higher 

than EY. Other motility parameters were higher in LDL-C5 compared to EY (P <0.05). 

However, no significant differences were observed between the LDL-C0, LDL-C5, and 

LDL-C10, except for the VSL, which was significantly lower in LDL-C0 compared to 

LDL-C5 (P <0.05). Sperm plasma membrane integrity, functionality, and sperm 

morphology were higher in all treatments using LDL-based extender compared to EY (P 

<0.05), with the highest values observed in LDL-C5. 

Conclusions: Overall, the results showed that adding 5 mM cysteine to the LDL-based 

extender can improve some quality parameters of goat sperm and using semen from this 

group may enhance both in vitro and in vivo fertility. 
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Introduction 

Freezing-induced damage to sperm occurs mainly due to the formation of ice crystals and the 

increased concentration of components within semen and spermatozoa. During artificial 

insemination procedures, sperm are exposed to oxygen and visible light during processes such 

as evaluation and storage, which ultimately lead to the generation of reactive oxygen species 

(ROS) and reduced sperm motility. Stress caused by ice crystal formation is consistently 

accompanied by changes in osmotic pressure within the unfrozen fraction. Intracellular damage 

can be minimized by using a slow-freezing protocol, thereby reducing cell death. Although the 

exact cause of reduced fertility in frozen or chilled stored sperm has not been well established, 

extensive studies have investigated effective antioxidants to neutralize the harmful effects of 

ROS on sperm quality. One of the antioxidants proposed for sperm protection is cysteine. 

Cysteine can inhibit the activity of toxic oxygen metabolites that induce lipid peroxidation of 

the sperm plasma membrane. Previous studies have shown that supplementation with cysteine 

before freezing and after thawing improves sperm viability, motility, acrosome integrity, and 

reduces ROS levels in ram sperm.  

On the other hand, egg yolk has been widely used for many years as a non-penetrating 

cryoprotectant in the freezing of semen from various animal species and even humans. The 

main protective component of egg yolk is low-density lipoprotein (LDL), which helps preserve 

membrane integrity during freezing. However, studies have shown that egg yolk may reduce 

post-thaw sperm viability and acrosome integrity in some species, including rams. Although 

the protective effects of egg yolk against cryopreservation-induced sperm damage have been 

well documented, it should be noted that egg yolk contains a variety of components that may 

affect outcomes. Therefore, researchers have proposed using LDL, the principal protective 

fraction of egg yolk, to retain its beneficial effects while minimizing the disadvantages 

associated with whole egg yolk. Based on these considerations, the present study was conducted 

to evaluate the effect of supplementing an LDL-based extender with the amino acid cysteine on 

the post-thaw quality of goat sperm. 

Method 

In this experiment, semen samples were collected using an artificial vagina twice weekly for 

three consecutive weeks. After initial evaluation, the selected ejaculates were pooled and 

divided into four equal aliquots. Each aliquot was diluted with one of the following extenders: 

(1) an egg yolk-based extender without cysteine (EY), (2) an LDL-based extender without 

cysteine (LDL-C0), (3) an LDL-based extender supplemented with 5 mM cysteine (LDL-C5), 

and (4) an LDL-based extender supplemented with 10 mM cysteine (LDL-C10). Following 

dilution, the samples were frozen using liquid nitrogen. After thawing, several sperm quality 

parameters were evaluated. These included total motility (TM, %), progressive motility (PM, 

%), average path velocity (VAP, µm/s), straight-line velocity (VSL, µm/s), curvilinear velocity 

(VCL, µm/s), amplitude of lateral head displacement (ALH, µm), beat cross frequency (BCF, 

Hz), linearity (LIN, %), and straightness (STR, %). These parameters were assessed using a 

computer-assisted sperm analysis system (CASA; IVOS Version 12, Hamilton-Thorne 

Biosciences, Beverly, MA, USA). In addition, sperm plasma membrane integrity and 
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morphology were evaluated using eosin–nigrosin staining, while the sperm plasma membrane 

functionality was assessed using the hypo-osmotic swelling test (HOST). The data were 

analyzed using the GLM procedure of SAS software (Version 9.1), and treatment means were 

compared using Duncan's multiple range test. 

Results 

The results of this study showed that total motility was significantly higher in the LDL-C5 

treatment than in the EY and LDL-C10 treatments, whereas no significant difference was 

observed between LDL-C5 and LDL-C0. Progressive motility was significantly higher in all 

LDL-based extender treatments than in the EY treatment. However, no significant differences 

were found among the LDL-C0, LDL-C5, and LDL-C10 groups. The results for LIN, VSL, 

VCL, VAP, STR, and ALH showed that all of these parameters were significantly higher in the 

LDL-C5 treatment than in the EY treatment. However, no significant differences were observed 

among the LDL-C0, LDL-C5, and LDL-C10 treatments, except for VSL, which was 

significantly lower in the LDL-C0 group than in the LDL-C5 group. The results for plasma 

membrane integrity, plasma membrane functionality, and normal sperm morphology indicated 

that all LDL-based extender treatments produced significantly higher values than the EY 

treatment. Furthermore, among the LDL-based treatments, the LDL-C5 group showed 

significantly higher values than both the LDL-C0 and LDL-C10 groups. 

Conclusions 

The results of this study showed that progressive motility, other motility parameters, plasma 

membrane integrity, plasma membrane functionality, and normal sperm morphology were 

significantly better in all treatments using the LDL-based extender compared to the egg yolk-

based extender. These findings are consistent with previous studies that evaluated the effects of 

LDL-based extenders on post-thaw sperm quality in rabbits, bulls, and rams. In addition, our 

results agree with studies investigating the supplementation of cysteine in ram and bull semen 

extenders. The improvement in sperm motility and related motility parameters observed in the 

LDL-based extender supplemented with cysteine is likely due to the removal of harmful egg 

yolk components and the protective effect of cysteine on the functional integrity of the 

acrosome and mitochondria. It has been suggested that the main mechanism by which LDL 

protects sperm is through its binding to seminal plasma proteins. By binding to these proteins, 

LDL prevents their interaction with the sperm membrane. Furthermore, LDL contributes its 

phospholipids and cholesterol to the sperm plasma membrane, replacing lost membrane 

components and helping to restore membrane structure and stability. Cysteine is a non-essential 

amino acid with free radical scavenging properties. It also serves as a precursor for intracellular 

glutathione, the level of which decreases during the freeze–thaw process. 

Overall, the findings of this study indicate that the use of an extender containing 8% LDL and 

5 mM cysteine can improve the post-thaw quality of goat sperm. This improvement is likely 
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associated with the ability of cysteine to neutralize reactive oxygen species and the role of 

LDL in restoring the sperm plasma membrane. 
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کم  نیتئپوپرویل هیبر پا کنندهقیدر رق نیستئیاثر افزودن س یبررس ش،یآزما نیهدف از انجام ا مقدمه:

اسپرم بز، پس از انجماد بود.  یفیک یهافراسنجه یبر برخ( Low Density Lipoprotein, LDL)چگال 

زرده  هیبر پا کنندهقیشامل: رق ماریبا چهار ت یپژوهش، در قالب طرح کاملاً تصادف نیا ها:مواد و روش

-LDL(، پنج )LDL-C0فر )سطوح ص یو حاو LDL هیبر پا کنندهقی(، رقEY) نیستئیمرغ فاقد ستخم

C5 10( و (LDL-C10م )یسازقیپس از رق یمن یو شش تکرار انجام شد. نمونه ها نیستئیس مولیلی 

کاسا(،  ستمی)س روندهشیتحرک کل و پ یهافوق، منجمد شدند. پس از ذوب، فراسنجه یهاکنندهقیبا رق

 طیاسپرم )مح یشناسختی( و رHOS غشاء )ازمون تی(، فعالنینگروز-نیائوز یزی)رنگ ام یکپارچگی

  شدند. یابیهانکوک( ارز

. (>05/0P)بود  شتریب LDL-C10و  EY ماری، نسبت به تLDL-C5 ماریتحرک کل در ت زانیم نتایج:

طور بودند بهاستفاده کرده LDL هیبر پا کنندهقیکه از رق ییمارهایدر تمام ت روندهشیتحرک پ

 مارینسبت به ت LDL-C5 ماریتحرک در ت یهایژگیو ریبود. سا شتریب EY مارینسبت به ت یداریمعن

EY  بالاتر بود(05/0P<)یمارهایت نیب کهی، درحال LDL-C0 ،LDL-C5  وLDL-C10  تفاوت

 یداریطور معنبه LDL-C5 هنسبت ب LDL-C0که در  VSLجز در فراسنجه مشاهده نشد، به یداریمعن

اسپرم در تمام  یعیطب یشناسختیر نیغشاء و همچن تیفعالو  یکپارچگی. (>05/0P)کمتر بود 

، (>05/0P)بود  شتریب EY ماریبودند، نسبت به تاستفاده کرده LDL هیبر پا کنندهقیکه از رق ییمارهایت

  بود. LDL-C5مقدار مربوط به  نیشتریکه ب یطوربه

 هیبر پا کنندهقیبه رق نیستئیس مولیلینشان داد که افزودن پنج م جینتا یکل ورطبه نتیجه گیری:

LDL نیا یاسپرم بز را بهبود بخشد و احتمالا استفاده از اسپرم ها یفیک یهافراسنجه یبرخ تواندیم 

 شود. یشگاهیو ازما یعیطب یگروه باعث بهبود بارور

بر پایه لیپوپروتئین کم چگال با سیستئین بر  کنندهاثر مکمل سازی رقیق(، 1405)قربانزاده, زین الدینی, ژندی, حسینی, سید محمدهادی. : استناد

 http//doi.org/10.22034/nbr.2026.11546.1-20(، 1) 12، کیفیت اسپرم بز پس از انجماد. یافته های نوین در علوم زیستی. 
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 مقدمه
سیب سپرم آ شکیل بلورهای یخی و همچنین افزایش غلظت ترکیبات درون مایع منی و ا سپرم، در اثر ت صل از انجماد در ا های حا

ستفاده می. (Pesch & Bergmann, 2006)آیند وجود می به صنوعی ا سپرم برای تلقیح م سیژن و زمانی که ا شود در معرض اک

 (ROS)های فعال اکسیژن گیرد که نهایتاً منجر به تشکیل گونهسازی قرار مینور مرئی در حین فرآیندهایی مثل ارزیابی و ذخیره

. تنش حاصپل از تشپکیل بلورهای یخی، (Foote et al., 1993; Miller & Schultz, 1987)شپود و کاهش تحرک اسپپرم می

طور آهسته توان با انجام مراحل انجماد بهنزده همراه است. آسیب درون سلولی را میفشار اسمزی در بخش یخهمواره با تغییر در 

ست.کاهش داد که نتیجه سلولی ا شده به ی آن عدم مرگ  سپرم ذخیره  سرد بهدلیل کاهش باروری در ا طور صورت منجمد و یا 

شواهد زیادی برای نق ست اما اخیراً  شده ا شخص ن سپرم طی انجماد ب ROSش کامل م سازی ا وجود ه در کنش و ظرفیت بارور

 ، پایداری صفحات میتوکندریدارشدنهای فعال اکسیژن در اسپرم بالغ نقش مهمی در ظرفیت. گونه(Aitken, 2017)آمده است 

هستند. مطالعات گسترده ROSهای درگیر در زنجیره انتقال الکترون محل احتمالی برای تولید ایی و تحرک اسپرم دارد. پروتئین

 Amidi) های فعال اکسیژن بر کیفیت اسپرم صورت گرفته استات گونههای مؤثر برای مقابله با اثراکسیدانای برای یافتن آنتی

et al., 2016; Vichas et al., 2018). باشپپد می های مطرح شپپده برای محافظت از اسپپپرم، سپپیسپپتئیناکسپپیدانیکی از آنتی

(Bansal & Bilaspuri, 2011; Sikka, 1996) .سیدآمینه ای با وزن مولکولی پایین است که حاوی گروه تیول میسیستئین ا

شد. گروه سپرم میبا سید هیدروژن در ا شکیل پر اک سنتز گلوتاتیون داخل مادهشوند. همچنین، تیول پیشهای تیول مانع ت ی بیو

سطح آن را افزایش می ست و  ستئین می دهد.سلولی ا سی سیژن که باعث تواند از فعالیت متابولیتاز طرف دیگر،  سمی اک های 

. (Sagristá et al., 2002; Uysal & Bucak, 2007)شوند، جلوگیری کند دی غشای پلاسمایی اسپرم می پراکسیداسیون لیپی

سطح میلیگلو ست که در  سلولتاتیون مولکولی ا سیاری از  سیاری از انواع گونهها یافت میمولار در ب ست با ب های شود و قادر ا

 ,Uysal & Bucak)ها را از طریق بیوسنتز چرخه گلوتامین کاهش دهد طور مستقیم واکنش دهد و میزان آنفعال اکسیژنی به

سیداز نیز می. (2007 سید میگلوتاتیون کوفاکتور گلوتاتیون پراک سمیّت هیدروژن پراک شد که باعث کاهش  سلولبا های شود و 

عنوان یک ماده محافظ در مقابل . سیستئین به(Hendin et al., 1999)کند اکسیداتیو محافظت می پستانداران را در مقابل تنش

سیب شی از انجماد عمل میآ شان داده (Uysal & Bucak, 2007)کند های نا ست که باعث بهبود تحرک و مورفولوژی شدهو ن ا

 & Bucak)و بز  (Uysal & Bucak, 2007)، قوچ (Bilodeau et al., 2001a; Sarıözkan et al., 2009)های گاو اسپپپرم

Uysal, 2008) مانی، ساختار کروماتین و یکپارچگی غشای اسپرم هاست که تیمار سیستئین زندشود. همچنین مشخص شدهمی

شد درجه بهبود می 5سازی در دمای خوک را در زمان ذخیره شان (Szcześniak-Fabiańczyk et al., 2003)بخ . مطالعات ن

مانی، تحرک، یکپارچگی آکروزوم و همچنین اند که اسپپتفاده از سپپیسپپتئین پیش از انجماد و پس از ذوب باعث بهبود زندهداده

شده ROSکاهش  سپرم قوچ  ست در ا ستئین باعث بهبود بلوغ و باروری . علاوه بر اثرات نام(Kafi et al., 2024)ا سی شده،  برده 

های زیادی است که به عنوان محافظ مرغ سالی تخمزرده .(Jeong & Yang, 2001)شود اووسیت در شرایط آزمایشگاهی می

ستفاده میانجمادی غیرنفوذی در انجماد منی حیوان سان ا مرغ، شود. مهمترین بخش نگهدارنده زرده تخمهای گوناگون و حتی ان

LDL شاء طی انجماد محافظت میمی شد که از یکپارچگی غ ست که زرده (Tonieto et al., 2010)کند با شده ا شان داده  . ن

 Forouzanfar et)ها از قبیل قوچ کاهش دهد ی آکروزوم را بعد از انجماد در برخی گونهمانی و یکپارچگتواند زندهمرغ میتخم

al., 2010)های ناشپپپی از انجماد به طور قابل توجهی مرغ بر محافظت از اسپپپپرم در برابر آسپپپیب. اگرچه اثرات مثبت زرده تخم

تواند نتایج را تحت تأثیر قرار دهد مرغ دارای ترکیبات متفاوتی است که میگزارش شده است اما باید در نظر داشت که زرده تخم

(Forouzanfar et al., 2010)سپرم گران مبنی بر چ. بنابراین پیشنهاداتی توسط پژوهش گونگی اثرگذاری زرده در محافظت از ا

ها را و پژوهش (Manjunath et al., 2002)مرغ بیان شد باشد( و کاهش عوامل منفی استفاده از زرده تخممی LDL)که توسط 

مرغ به منظور از زرده تخم LDLای، روشپی برای اسپتخراج و اسپتفاده از آن سپوق داد. در مطالعه LDLسپازی به سپمت خالص

سیار کارآمدتر از روش ستفاده در رقیق کننده منی گاو پیشنهاد شد که ب طی فرایند  .(Moussa et al., 2002) های پیشین بودا

سپرم به هم میذوب -انجماد سمایی ا شای پلا شیمیایی غ سازماندهی لیپیدها و ترکیبات  شنهاد کرده،  اند که ریزد. مطالعات پی
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 ;Hu et al., 2010)های پلاسپپمای منی اسپپت در محافظت از اسپپپرم از طریق چسپپبیدن به پروتئین LDLسپپازوکار اصپپلی 

Manjunath et al., 2002) . اثر افزودن آمینواسید سیستئین در رقیقبا توجه به مطالب گفته شده، این مطالعه با هدف بررسی

 انجام شد. ذوب -انجمادبر کیفیت اسپرم بز بعد از   LDLیهکننده بر پا

 هامواد و روش

انجام شد و توسط  تهراننشگاه های کمیته مراقبت و استفاده از حیوانات دامامی مراحل مربوط به حیوانات مطابق با دستورالعملت

چهار رأس بز نر نژاد مهابادی، با اسپپتفاده از های منی از در این آزمایش نمونه. [ تایید گردید135/6/71569 با کدکمیته اخلاق ]

سه هفته و دو بار در هفته  صنوعی، به مدت  شش تکرار( واژن م ست آمد. پس از جمعبه)در مجموع  ه آوری منی و انتقال آن بد

سی شگاه، برر سپرم با تحرک های منی حجمی بالاتر از یک میلیصورتی که نمونه های اولیه انجام گرفت و درآزمای لیتر و دارای ا

شدند. نمونه 70بالای  صد بودند برای ادامه آزمایش انتخاب  ساوی  چهارسپس به ها پس از انتخاب با هم مخلوط و در سمت م ق

سمت با یکی ا شده و هر ق سیم  شدند. کنندهز رقیقتق کننده بر پایه زرده ( رقیق1ها عبارت بودند از: کنندهرقیقهای ذیل رقیق 

ستئین )تخم سی صفر ) LDLکننده بر پایه ( رقیقEY ،)2مرغ فاقد  سطوح   10( 4( و LDL-C5( پنج )LDL-C0 ،)3و حاوی 

(LDL-C10میلی ).مول سیستئین بودند 

 انجماد منی

شده، لولهکنندهها با رقیقنهسازی نموپس از رقیق شده بههای ذکر  دقیقه در حمام آب  10مدت های آزمایش حاوی منی رقیق 

سانتی 37 ساعت زمان تعادل به درجه  سپری کردن دو  شدند تا پس از  سپس به داخل یخچال منتقل  شدند و  گراد قرار داده 

یک چهارم سی سی کشیده شدند و طرف باز آن با استفاده از پودر های ها به داخل نیدمای چهار درجه برسند. پس از آن، نمونه

شدند. در مرحلهپلی سته  شده بهی بعد، نیوینیل الکل ب سته  سپس وارد ازت  12مدت های ب دقیقه روی بخار ازت قرار گرفته و 

اسپپید ، تریس از ترکیب کننده )محیط پایه(برای سپپاخت رقیق گراد منجمد شپپوند.درجه سپپانتی 196شپپدند تا در دمای منفی 

حجمی( گلیسرول /  همراه پنج درصد )حجمیبه لیتر[میلی 100گرم در  25/1، 7/1، 02/3ترتیب به مقدار سیتریک، فروکتوز ]به

 استفاده شد. 

 مرغی تخماز زرده LDLاستخراج 

های آلبومین که به غشای ف شالاز و تکهها از آلبومین جدا شدند. هر زرده برای حذهای تازه شکسته شده و زردهابتدا تخم مرغ

دقت غلطانده شد. غشای ویتلین به آرامی توسط تیغه جراحی بریده و زرده با قرار دادن اند روی فیلتر کاغذی بهویتلین چسبیده

 ,Mc Bee and Cotterill)بی و کوتریل جداسازی شد وسیله روش ارائه شده توسط مکآوری شد. پلاسما بهدر آب سرد جمع

( رقیق شده و برای یک ساعت مولار NaCl 17/0گونه است که ابتدا زرده با محلول ایزوتونیک نمکی ). این روش به این(1979

سانتریفیوژ ) صله  شده و بلافا شیکر تکان داده  سط  سانتیدرجه 4در  g  ×10000تو شود. محلول دقیقه( می 45گراد برای ی 

سما( گرفته و برای سما برای حذف کامل گرانول شناور رویی )پلا سپس پلا شد.  سانتریفیوژ  ها بار دیگر به همان ترتیب فوق 

ستخراج  سانتیدمای در  LDLا شد.چهار درجه  ست آمده با پلاسمای به گراد نگهداری  سولفات آمونیوم ترکیب و  40د صد  در

سانتی شد. دما در چهار درجه  شیکر تکان داده  ساعت با  سانتی 4در  g  ×10000سانتریفیوژ )گراد تثبیت و برای یک  درجه 

شناور به 45گراد برای  شد. محلول  سوب جدا  شناور از ر ساعت در معرض آبدقیقه( انجام و محلول  شش  مقطر مدت حداقل 

شد ) سانتریفیوژ  سولفات آمونیوم،  سپس برای حذف کامل  سولفات آمونیوم مورد دیالیز قرار گرفت و   g  ×10000برای حذف 

 ,.Moussa et al)آوری گردید اسپپت، جمع LDLمانده شپپناور که غنی از دقیقه( و باقی 45گراد برای ی سپپانتیرجهد 4در 

2002). 
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 های تحرک و سرعتی اسپرمارزیابی فراسنجه

 CASA, Version 12 IVOS, Hamilton-Thorneوسیله سیستم آنالیز کامپیوتری )های تحرک و سرعتی اسپرم بهفراسنجه

Biosciences, Beverly, MA, USAدست آمده به شرح ذیل هستند: تحرک کل )ههای ب( ارزیابی شدند. فراسنجهTM ،

، VSL، میکرومتر در ثانیه(، سرعت در مسیر مستقیم )VAP، درصد(، میانگین سرعت در مسیر )PMرونده )شدرصد(، تحرک پی

، میکرومتر(، تناوب عرضی ALH، میکرومتر در ثانیه(، تحرک عرضی سر )VCLمیکرومتر در ثانیه(، سرعت در مسیر منحنی )

 ، درصد(.STRسیر طی شده )، درصد( و راستی مLIN، هرتز(، درصد خطی بودن تحرک )BCFزنش )

 ارزیابی یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم

 Salmani)نیگروزین استفاده شد  -آمیزی ائوزینبرای ارزیابی یکپارچگی غشاء پلاسمایی و همچنین ریخت شناسی اسپرم از رنگ

et al., 2013). نیگروزین روی  -میکرولیتر از رنگ آماده شده ائوزین 20میکرولیتر از نمونه اسپرم و  20آمیزی، برای این رنگ

ثانیه، از قطره مخلوط یک گسترش روی لام تهیه شد و لام  30لام از پیش گرم شده قرار گرفته و مخلوط شدند. پس از گذشت 

مورد  400نمایی ( و با بزرگCKX41; Olympus, Tokyo, Japanسرعت خشک شد. لام حاصل زیر میکروسکوپ نوری )به

 های رنگ نشده )زنده( محاسبه شد. اسپرم شمارش و درصد اسپرم 200ارزیابی قرار گرفت. از هر لام تعداد 

 ارزیابی فعالیت غشاء پلاسمایی اسپرم

طور . به(Salmani et al., 2013)( بررسی شد HOSTوسیله تست تورم هایپواسموتیک )هفعالیت غشاء پلاسمایی اسپرم ب

میلی  100میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک با فشار اسموزی  300میکرولیتر نمونه منی با  30خلاصه، برای انجام این تست 

کوبه شدند. سپس یک قطره از مخلوط فوق  گراد اندرجه سانتی 37دقیقه در دمای  30اسمول بر کیلوگرم مخلوط و برای مدت 

( و با CKX41; Olympus, Tokyo, Japanشد. لام حاصل زیر میکروسکوپ فاز کنتراست )روی لام ریخته و گسترش تهیه 

خورده )اسپرمهای دارای دم گرهاسپرم شمارش و درصد اسپرم 200مورد ارزیابی قرار گرفت. از هر لام تعداد  400نمایی بزرگ

 های دارای غشاء فعال( محاسبه شد.

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

سخه  SASافزار آماری ستفاده از نرمها با اداده سط آزمون چند دامنه GLM ی، رویه1/9ن ای دانکن آنالیز و میانگین تیمارها تو

 در نظر گرفته شد. مدل آماری به شرح ذیل بود. 05/0داری در این آزمایش مقایسه شدند. سطح معنی

Yij= μ+Tij +eij 

Yij: مشاهدات 

μمیانگین جامعه : 

Tij: کنندهع رقیقاثر اثر نو 

ije: باقیمانده اثرات 

 نتایج
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، LDL-C5کل در تیمار  تحرکهای این مطالعه نشان داد که است. یافتهشدهنشان داده 1کل در نمودار  تحرکنتایج مربوط به 

داری نداشت تفاوت معنی LDL-C0(، در حالی که نسبت به گروه >05/0Pبیشتر بود ) LDL-C 10 و EYنسبت به تیمار 

(05/0P˃ .) 

 

 (LS mean ± SEM) کل اسپرم تحرکاثر سیستئین بر  -1نمودار 

Figure 1. effect of cysteine on sperm total motility 

پیش تحرکرونده نشپپپان دادند که پیش تحرکهای مربوط به رونده اسپپپت. دادهپیش تحرکگر نتایج مربوط به نمایان 2نمودار 

بیشپپتر بود  EYداری نسپپبت به تیمار طور معنیبودند بهاسپپتفاده کرده LDLکننده بر پایه از رقیقی که رونده در تمام تیمارهای

(05/0P<درحالی )درصد سیستئین( تفاوت معنی 10و  5ها )صفر، که بین خود آن( 05/0داری مشاهده نشدP˃.) 

 

 (LS mean ± SEM) رونده اسپرمپیش تحرکاثر سیستئین بر  -2 نمودار

Figure 2. effect of cysteine on sperm progressive motility 

 1در جدول  ALHو  LIN ،VSL ،VCL ،VAP ،STR، شپپامل تحرک های نتایج مربوط به اثر تیمارهای آزمایشپپی بر شپپاخص

داری بالاتر بود یطور معنبه EY نسبت به تیمار LDL-C5برده، در تیمار های ناماست. نتایج نشان داد که تمام فراسنجهارائه شده
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(05/0P< درحالی ،) که بین تیمارهایLDL-C0 ،LDL-C5  وLDL-C10 تفاوت معنی( 05/0داری مشپپاهده نشپپدP˃به ،) جز

 (.>05/0Pداری کمتر بود )طور معنیبه LDL-C5نسبت به  LDL-C0که در  VSLدر فراسنجه 

 (LS mean ± SEM) اسپرم یحرکت هاییژگیو اثر سیستئین بر -1 جدول

Table 1. Effect of cysteine on sperm motility characteristics 

 EY LDL-C0 LDL-C5 LDL-C10 SE P-value صفات

سرعت در مسیر میانگین 

(VAP) 
b89/30 a10/43 a76/51 a25/47 87/2 * 

سرعت در مسیر مستقیم 

(VSL) 
c88/23 b13/33 a46/40 ab50/36 32/2 * 

سرعت در مسیر منحنی 

(VCL) 
b77/60 a07/84 a30/98 a66/91 92/4 * 

 عرضی سر تحرک

(ALH) 
b86/1 ab24/2 a42/2 a34/2 13/0 * 

راستی مسیر طی شده 

(STR) 
b41/58 a09/65 a53/65 ab72/62 01/0 * 

 تحرکخطی بودن 

(LIN) 
b01/30 a40/33 a66/34 ab22/32 009/0 * 

 دار*= معنی (.˂P 05/0داری دارند )حروف غیرمشابه تفاوت معنی

شکال یکپارچگی غشاء پلاسمایی، های مربوط به یافته سپرم ( و همچنین ریخت2و  1فعالیت غشاء پلاسمایی )ا شناسی طبیعی ا

ها در تمام تیمارهایگر این است که مقدار این فراسنجهدست آمده بیاناست. نتایج بهارائه شده 5و  4، 3ترتیب در نمودارهای به

( و بین >05/0Pبیشپپپتر بود ) EY داری نسپپپبت به تیمارطور معنیبودند، بهاسپپپتفاده کرده LDLکننده بر پایه ی که از رقیق

ستفاده گرده بودند، LDLی بر پایه ی که از رقیق کنندهتیمارهای سبت به دو گروه دیگر مقادیر طور معنیبه LDL-C5 ا داری ن

 .(>05/0P) بالاتری را نشان داد
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 ء غیر یکپارچه )سر قرمز رنگ(رنگ( و غشاهایی با غشاء یکپارچه )سر بیاسپرم -1عکس

Image 1. Spermatozoa with intact membranes (colorless heads) and non-intact membranes (red-colored heads) 

 

 

 هایی با غشاء فعال )دم پیچ خورده( و غشاء غیر فعال )دم غیر پیچ خورده(اسپرم -2سعک

Image 2. Spermatozoa with functional membranes (curled tails) and non-functional membranes (uncurled tails). 

 

a

b

c

b

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

EY LDL-C0 LDL-C5 LDL-C10

P
la

sm
a 

M
em

b
ra

n
e 

In
te

g
ri

ty
 (

%
)

Treatment

SEM=2.42

P-value<0.05



 

 

 
 1405، 1، شماره 13 دوره ،یستیدر علوم ز نینو یهاافتهی

 

12 
 (LS mean ± SEMاثر سیستئین بر یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم ) -3 نمودار

Figure 3. effect of cysteine on sperm plasma membrane integrity 

 

 

 (LS mean ± SEM) سپرماثر سیستئین بر فعالیت غشای پلاسمایی ا -4 نمودار

Figure 4. effect of cysteine on sperm plasma membrane functionality 

 

 (LS mean ± SEMشناسی طبیعی اسپرم )اثر سیستئین بر ریخت -5 نمودار

Figure 5. effect of cysteine on sperm normal morphology 
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 بحث

ی که از رقیق کننده در تمام تیمارهای تحرکهای رونده و دیگر شاخصپیش تحرک طور کلی نتایج این مطالعه نشان داد کهبه

و دیگر  تحرکمرغ بهتر بودند. همچنین، بالاترین مقدار کننده بر پایه زرده تخمبودند نسبت به رقیقاستفاده کرده LDLبر پایه 

شد. نتایج این مطالعه با یافت LDL-C5در تیمار  تحرکهای شاخص شاهده  ستفاده از هم در  LDLهای دیگر مطالعات که اثر ا

را بر  (Tonieto et al., 2010)و قوچ  (Amirat et al., 2004)، گاو (Iaffaldano et al., 2014)کننده منی خرگوش رقیق

سی کرده سپرم پس از انجماد برر شت. در مطالعات نامپارامترهای کیفی ا ستفاده از بودند مطابقت دا شان داد که ا برده، نتایج ن

LDL سنجه تحرککننده باعث بهبود در رقیق شدهمرغ میسه با زرده تخمدر مقای تحرکهای و دیگر فرا ست کهشود. بیان   ا

 یمتعدد یبمعا یاست، دارا یاییباکتر یمنبع آلودگ ینکهعلاوه بر ا نفوذ،سرما محافظ غیر قابلعنوان مرغ بهاستفاده از زرده تخم

از عوامل مضر احتمالی میباشد. بر اسپرم داشته یتواند اثرات مخربیآن م یباتاز ترک یو برخ (Moreno et al., 2013) است

شدها مرغشده در زرده تخم یافت یهاگرانولبه  توان ست منجر بهشاره کرد که بیان  سپرم  تحرککاهش تنفس و  ا شود میا

(Amirat et al., 2004)تواند از عواملمی طور بالقوهمرغ بهدر زرده تخمموجود پروژسترون  است که. همچنین، پیشنهاد شده 

علاوه، . به(Bowden et al., 2001; Moreno et al., 2013)باشد که برای نگهداری اسپرم مضر است  اسپرمدار کردن یتفظر

 Sarıözkan)و گاو  (Kafi et al., 2024)کننده منی قوچ نتایج این مطالعه با دیگر مطالعاتی که اثر افزودن سیستئین به رقیق

et al., 2009) شت. آرا بررسی کرده سپرم توسط میانی م بخشمتراکم مربوط به  یافکسوزوم و البودند مطابقت دا  یتوکندریا

ش ست که از ذخاشده یدهپو سلول یرا سئول  که این عوامل کندیم یدتول یانرژ ،ATP یدرون  ستند تحرکم سپرم ه  De) ا

Lamirande & Gagnon, 1992)یان کرده ند که بهبود. بر این اسپپپاس، محققان ب کننده حاوی اسپپپپرم در رقیق تحرک ا

ستئین احتمالاً شی از  سی ستئینمحافظت یرتأثنا سی سوزوم و م یعملکرد یکپارچگیبر  ی  ست آک  Sarıözkan et)یتوکندری ا

al., 2009) کننده بر پایه ی که از رقیقدر این مطالعه در تیمارهای تحرکهای مربوط به و فراسپپپنجه تحرک. بنابراین بهبود

LDL یکپارچگیبر  ی سیستئینمحافظتناشی از حذف عوامل مخرب زرده و اثر  بودند احتمالاًو حاوی سیستئین استفاده کرده 

 LDL-C 10 و EYکل در این مطالعه در تیمارهای  تحرکیتوکندری اسپپت. لازم به ذکر اسپپت که آکسپپوزوم و م یعملکرد

گر مضپپپر بودن عوامل آنتیداری کمتر بود. این نتیجه بیانطور معنیبه LDL-C5مشپپپابه بود، در حالی که نسپپپبت به گروه 

شد. اگرچه در مطالعهاکسیدانی در مقادیر بالا می میلی 20کننده حاوی بیان کردند که رقیق (Öğretmen et al., 2015)ای با

را در اسپرم ماهی پس از ذوب نشان داد. عدم مطابقت بین نتایج این مطالعه و مطالعه ذکر  تحرکمول سیستئین بهترین مقدار 

 ای باشد.تواند به دلیل تفاوت بین گونهشده می

شان دادند کهیافته سمایی، ی های این مطالعه ن شاء پلا سمایی و همچنین ریختکپارچگی غ شاء پلا سی طبیعی فعالیت غ شنا

بیشتر بود  EYداری نسبت به تیمار طور معنیبودند، بهاستفاده کرده LDLکننده بر پایه ی که از رقیقاسپرم در تمام تیمارهای

(05/0P<و بین تیمارهای ) ی که از رقیق کننده بر پایهLDL بودند، اسپپتفاده کردهLDL-C5 داری نسپپبت به دو طور معنیبه

شان داد ) شابه با نتایج به>05/0Pگروه دیگر مقادیر بالاتری را ن ست آمده در این مطالعه، (. م و  (Iaffaldano et al., 2014)د

(Tonieto et al., 2010) مرغ، یکپارچگی کننده بر پایه زرده تخمبیان کردند که اسپپپرم خرگوش و قوچ منجمد شپپده با رقیق

و  (Kafi et al., 2024)داشتند. همچنین،  LDLکننده بر پایه غشای پلاسمایی کمتری نسبت به اسپرم منجمد شده با رقیق

(Kaeoket et al., 2010) مانی و کننده منی قوچ و خوک باعث بهبود زندهاند که افزودن سپپپیسپپپتئین به رقیقگزارش کرده

مول سیستئین میلی 5اند که میزان فعالیت غشاء اسپرم با افزودن شود. دیگر محققان نیز گزارش کردهپارچگی آکروزومی مییک

اند . تحقیقات دیگری نیز نشان داده(Uysal & Bucak, 2007)میلی مول سیستئین است  10کننده بیشتر از افزودن به رقیق

علاوه، . به(Szcześniak-Fabiańczyk et al., 2003)شود که استفاده از سیستئین باعث افزایش فعالیت غشای اسپرم بز می

شان داد که افزودن در خوک نیز نتایج مطالعه سپرم را مول سیستئین به رقیقمیلی 5ای ن کننده، یکپارچگی غشای پلاسمایی ا

. لازم به ذکر است، بر خلاف نتایج مطالعه حاضر و همچنین نتایج (Funahashi & Sano, 2005)در دمای اتاق بهبود بخشید 

دهنده عدم نشان (Kaeoket et al., 2010)و  (Kafi et al., 2024)های مطالعات ، یافته(Uysal & Bucak, 2007)مطالعات 
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 ,.Manjunath et al). مانی و یکپارچگی آکروزم اسپرم بودکننده بر زندهدرصد سیستئین در رقیق 10و  8ثیر منفی افزودن أت

کند، چسبیدن به از طریق آن از اسپرم محافظت می LDLپیشنهاد کردند که سازوکار اصلی که  (Hu et al., 2010) و (2002

ها را از دسترس خارج کرده و نیز ، آننیپلاسمای مهای با اتصال به پروتئین LDLهمچنین های پلاسمای منی است. پروتئین

شاء می شین این ترکیبات در غ شرکت کرده و جان شاء  سترول خود در غ سفولیپید و کل سازی میای آنشود و به گونهبا ف را باز

-لآ. همچنین (Ercal et al., 1996) آزاد اسپپت یهایکالو پاک کننده راد یضپپرور یرغ ینهآم یداسپپ یک یسپپتئین،سپپکند. 

ستئین پیش ست سی سلولی ا سطح آن در فرایند انجماد (Bilodeau et al., 2001b)سازی برای گلوتاتیون درون  ذوب -که 

ستئین-ال ین،علاوه بر ایابد. کاهش می سرعت  ییوانات ینا سی شود و به تمسلول به درون را دارد که به   یلتبد ینرائونتقل 

س یبترک پس ازشود، که  شا یدبا ا سما یچرب در غ س یی،پلا مواد فعال تواند خواص  یشود که م یم یلتبد ینورائت یلبه آ

سمز یمو تنظ سطحی شد یا ستئینس-. ال(Kaeoket et al., 2010) را بهبود بخ س ییتوانا ی سیونکاهش پراک که  یپیدیل یدا

که  (Chatterjee et al., 2001)اسپت  ROSاسپپرم در برابر را دارد که نتیجه آن محافظت از  کندیم یدآزاد تول یها یکالراد

سپرم میدر نهایت  ست که اگرچه باعث بهبود یکپارچگی و فعالیت غشای پلاسمایی ا شان داده ا سیستئین در شود. مطالعات ن

–شود، اما وقتی غلظت آن از حد بهینه بیشتر شود، تعادل اکسایشمی ROS غلظت مناسب باعث افزایش گلوتاتیون و کاهش

سلولا جای محافظتخورد. در این حالت بهسلول به هم می کاهش و  (reductive stress) شود ییایاح تنشتواند باعث ، میز 

. این پدیده برای (Kafi et al., 2024) های آزاد شپپپود و عملکرد سپپپلول را کاهش دهدافزایش تولید رادیکال باعث یا حتی

اضپپافه کردن مقادیر زیاد اسپپیدهای آمینه به  بیان شپپده اسپپت که . همچنین،ها گزارش شپپده اسپپتاکسپپیدانبسپپیاری از آنتی

های حساس به انجماد( به تغییرات اسمزی بسیار خصوص اسپرم یا سلولها )بهدهد. سلولاسمولاریته را افزایش می ،کنندهرقیق

 Khalili et) مانی را کاهش دهدتواند به غشا آسیب بزند و تحرک و زندهبیش از حد اسمولاریته می حساس هستند و افزایش

al., 2010) .ستئین دارای یک غلظت به سی شده که  شاهده  سپرم م سیاری از مطالعات انجماد ا ست و افزایش  نهیدر ب غلظت ا

تواند ها به رقیق کننده اسپرم میاکسیدانن اگرچه افزودن آنتیتواند اثر عکس داشته باشد. بنابرایبیشتر از آن غلظت بهینه می

 اثر مثبت بر کیفیت اسپرم داشته باشد اما باید غلظت بهینه آن در نظر گرفته شود.

 گیرینتیجه

تواند کننده اسپرم بز میمول سیستئین در رقیقمیلی 5و  LDLدرصد  8طور کلی نتایج این مطالعه نشان داد که استفاده از به

ناشی از دخیل بودن سیستئین در غیرفعال کردن  های کیفی اسپرم پس از ذوب را بهبود بخشد که این بهبود احتمالاًفراسنجه

 در بازسازی غشای پلاسمایی اسپرم است. LDLهای اکسیژنی فعال و همچنین نقش گونه

 سپاسگزاری

 باشد، صمیمانه سپاسگزاریم.های مادی دانشگاه تهران در انجام این پژوهش میاز حمایت

 ملاحظات اخلاقی

 پیروی از اصول اخلاق پژوهش

 دریافت کرده است. تهراندانشگاه /کشاورزی از کمیته اخلاق دانشکده 15/6/712501043این پژوهش کد اخلاق را به شماره 

 وضوع مورد تأیید همه آنهاست.اند و این منویسندگان اصول اخلاقی را در انجام و انتشار این پژوهش علمی رعایت نموده

 مشارکت نویسندگان
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آن مشارکت  یبعد یهاسینوشیو پ هیمقاله و نگارش نسخه اول یپردازو مفهوم دهیا نیدر تدو یطور مساوبه سندگانینو یتمام

 داشتند.

 تعارض منافع

 بنا بر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.

 حامی مالی

 انجام شد. تهرانایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه حاضر با حم مقاله

شگاه  شکده تهرانحمایت مالی از این پژوهش از طرف دان شاورزی، دان سنده اول و در قالب پژوهانۀ پایان ک شجویی نوی نامه دان

 همچنین پژوهانۀ برای سایر نویسندگان انجام شده است.
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