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در منی تازه  ادیز کم وهای با تحرک استفاده از روشی کارآمد برای جداسازی اسپرم

های حامل جداسازی اسپرم باهدف( در نریان، R848) Resiquimodتیمار شده با 

 Y از Xکروموزوم 
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از مطالعه حاضر تنظيم و بهينه اسپرم هدف  برای جداسازی  باهای کم سازی روشی کارآمد    Resiquimod تحرک و پرتحرک تيمار شده 

(R848)  نمونه  استفاده کرد. در مطالعه حاضر،    در اسب بود، با اين هدف که بتوان از اين روش در توليد اسپرم تعيين جنسيت شده در اسب

 30  زمانمدت برای    HTFدر محيط    Swim-upميليون اسپرم، فرايند    30برای تعداد    .  تازه از سه نريان متفاوت در سه تکرار اخذ شد  منی

 12/0(،  06/0D)  06/0مختلف، به ترتيب از بخش بالايی محيط به سمت پايين جداسازی شدند. چهار دز    ة يلا  5. در پايان،  دقيقه انجام شد

(12/0D  ،)16/0  (16/0D  و )24/0  (24/0D  ميکروليتر از )Resiquimod    های کنترل  ميکرومولار مورد آزمايش قرار گرفتند و با گروه  3با غلظت

دار در سبب کاهش معنی  24/0Dو    12/0D    ،16/0Dدزهای  های مختلف حرکتی اسپرم مقايسه شدند.  از نظر شاخص   Resiquimodبدون  

های دوم  لايهدر    VSL، شاخص  16/0D(. برای دز  P>05/0های برداشت شده شدند )های مرتبط با سرعت حرکت اسپرم در اغلب لايهشاخص 

دار در سبب کاهش معنی  0D/ 16(. همچنين دز  P>05/0دار نشان داد )درمان نسبت به کنترل افزايش معنی  در گروه)از بالا به پايين(  و سوم  

در گروه درمان    VSLدر بالاترين لايه برداشت شده در اين دز، ميزان    .(>05/0Pلايه پايينی شد )  2های سرعت حرکت اسپرم در  شاخص 

(. در  <05/0Pهای کنترل و درمان نداشتند )داری بين گروه اختلاف معنی VAPو  VCLشاخص  2و   ( >P  05/0بيش از گروه کنترل بود )

های برداشت شده داشت  های حرکتی اسپرم در لايهترين تغييرات را در شاخص مجموع بهترين دز استفاده شده در اين مطالعه که منطقی

 بود.     16/0Dدز  

 اسپرم   های حرکتی، شاخص  Swim-up   ،Resiquimodاسپرم اسب،  های کلیدی:واژه 

 

 مقدمه 

های  های اهلی، جداسازی اسپرم در صنعت پرورش دام

جنسی کروموزوم  با   Y و X حاوی  نتاج  توليد  منظور  به 

است. زيادی  اقتصادی  اهميت  دارای  دلخواه  در  جنسيت 

های مختلفی برای تشخيص و جداسازی مؤثر نتيجه، روش 

توسعه يافته و مورد   Yاز   X هایهای حاوی کروموزوماسپرم 

گرفته  قرار  پيشرفتآزمايش  در اند.  توجهی  قابل  های 

های توليد اسپرم تعيين جنسيت شده ی توسعه روش زمينه 

های مربوط به آن در گاو حاصل شده است، به  ورزی و دست

های اهلی، استفاده از  در ميان تمام گونه امروزه   شکلی که

.  (9)تر است  اسپرم تعيين جنسيت شده در گاو بسيار رايج

در صنعت پرورش اسب، استفاده از اسپرم تعيين جنسيت  

شده ارزش اقتصادی قابل توجهی دارد. ارزش اقتصادی کره 

های نر و ماده، بسته به نوع کاربرد نژاد خاص اسب و  اسب 

ها،  های مولد آنها و ماديانچنين کيفيت ژنتيکی نريانهم

به طور قابل توجهی متفاوت است. با اين وجود، استفاده از  

 چكیده
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 Yاز  X اسپرم  ی با هدف جداساز نريان  اسپرم  ی جداساز

اسپرم تعيين جنسيت شده در صنعت پرورش اسب به اندازه  

گاو گسترش نيافته است. دلايل متعددی برای اين امر وجود  

تفاوت وجود  مستقيم،  غير  دلايل  جمله  از  قابل  دارد.  های 

است. در توجه در فيزيولوژی چرخه فحلی بين گاو و اسب  

تر از گاو است که امکان استفاده  ، دوره فحلی طولانیماديان

کند. برای به حداکثر رساندن  از اسپرم منجمد را سخت می

احتمال لقاح، تلقيح با اسپرم منجمد بايد در يک بازه زمانی  

تخمک  زمان  حوالی  در  محدود  شود.  بسيار  انجام  گذاری 

ماديان در  بندی  زمان  اين  زمان  تنظيم  مدت  دليل  به  ها 

آن فحلی  ططولانی  به  است.  برانگيزتر  چالش  کلی،  ها،  ور 

ماديان در  منجمد  اسپرم  از  گاو    استفاده  با  مقايسه  در 

يابی به باروری مطلوب  های بيشتری را دارد و دستچالش

در اين روش، مستلزم توجه دقيق به عوامل کليدی متعددی  

جنسيت .  (5)است   تعيين  از  پس  معمولاً  که  آنجايی  از 

های بعدی منجمد  سازی و استفادهاسپرم، آن را برای ذخيره 

هايی که برای استفاده از اسپرم کنند، همان محدوديتمی

تعيين   اسپرم  مورد  در  دارد،  وجود  ماديان  در  منجمد 

علاوه بر اين مورد،  . جنسيت و منجمد شده نيز صادق است

تعيين   اسپرم  به  دسترسی  محدوديت  دليل  مهمترين 

که   است  جداسازی  فعلی  روش  اسب،  در  شده  جنسيت 

در حال  .  چالش برانگيز، گران و با راندمان پايين توليد است

حاضر، فلوسايتومتری پرکاربردترين روش تجاری برای توليد 

های  در پستانداران اسپرم  . اسپرم تعيين جنسيت شده است

متفاوت    DNAاز نظر محتوای   Y و X های حاوی کروموزوم

آن جداسازی  اساس  همين  و  روش  هستند  در  ها 

که   به صورتی  است،  رنگ    DNAفلوسايتومتری  با  اسپرم 

آميزی شده و با تشخيص تفاوت در شدت نور فلورسنت رنگ 

اسپرم  بين  تمايز  شده،  ساطع  حاوی  فلورسنت  های 

میامکان Y و  X کروموزوم   سالپذير  طی  در  های  شود. 

گذشته، استفاده از فلوسايتومتری در تعيين جنسيت اسپرم  

سازی منجر به توسعه يک روش تجاری موفق مبتنی بر جدا 

شده است. با   (FACS) شده با فلورسانس های فعالسلول 

اسپرم  تعيين جنسيت  در  روش  اين  از  استفاده  حال،  اين 

می را محدود  آن  کاربرد گسترده  که  دارد  از معايبی  کند. 

می معايب،  اين  جداجمله  پايين  سرعت  به  ،  توان  سازی 

آسيب به اسپرم، ميزان باروری پايين و هزينه بالای توليد  

 . (16)شده اشاره کرد اسپرم تعيين جنسيت 

Umehara    سال در  همکاران  توالی2019و   يابی، 

RNA های موجود را روی اسپرم موش انجام دادند تا تفاوت

اسپرم  بين  نظر  اين  از  کروموزومرا  حاوی   Y و X های 

مشخص کنند. اين محققين دريافتند که گيرنده شبه تول 

7 (TLR7)   8و گيرنده شبه تول   (TLR8)   منحصراً در

دارند.   X اسپرم و    TLR7وجود  قطعه    TLR8در دم  در 

دارند   قرار  اسپرم  بخش (14)ميانی  ناحيه،  دو  اين  های  . 

توليد   اسپرم هستند    ATPکليدی مسئول  سلول  .  (2)در 

و    TLR7کننده  ( يک فعالR848)  Resiquimodترکيب  

TLR8    ،ترکيب اين  با  موش  اسپرم  انکوباسيون  و  است 

را به طور قابل توجهی   ATP فعاليت گليکوليتيک و سنتز

توليد   Resiquimodها،  دهد. بر اساس اين يافتهکاهش می

ATP  اسپرم در  کروموزومرا  حاوی  و   X های  داد  کاهش 

شاخص در  ويژه  به  تحرک،  کاهش  به  سرعتی  منجر  های 

های با  حرکت اسپرم شد. بنابراين، هنگامی که بتوان اسپرم 

تحرک کم و زياد را به طور مؤثر و کارآمد از هم جدا کرد،  

توان برای جداسازی را می  Resiquimodروش استفاده از  

مورد استفاده قرار داد.  Y و X های حاوی کروموزوم اسپرم 

فقيت برای توليد اسپرم تعيين جنسيت شده  اين روش با مو

است   گرفته شده  کار  به  موش  و  نر  گاو  مطالعه   .(15)در 

Ren سازیو همکاران نشان داد که فعال TLR7/8  تحرک

کروموزوماسپرم  حامل  کاهش می X های  توليد  را  و  دهد 

.  ( 10)سازد  پذير میاسپرم تعيين جنسيت شده بز را امکان

ها استفاده کرد  توان به راحتی در آزمايشگاهاز اين روش می 

نکته کليدی   نياز ندارد.  زيرا به تجهيزات خاص و پيشرفته 

بر جداسازی  اين روش مبتنی  آنجايی که  از  اين است که 

ها از لحاظ ميزان تحرک است، کارايی کلی آن کاملاً  اسپرم 

اسپرم  جداسازی  در  موفقيت  ميزان  کمبه  از  های  تحرک 

 های پرتحرک بستگی دارد. اسپرم 

که بر روی اسپرم رت، گاو نر و بز انجام    در مطالعات فوق 

از پر تحرک، از  تحرککمهای  شدند، برای جداسازی اسپرم 

شد.  Swim-up روش جمله  استفاده  از  متعددی  عوامل 

تحرک اوليه اسپرم، غلظت اسپرم، نوع محيط جداسازی و  

و   استفاده، دمای محيط کار  حجم آن، شکل ظروف مورد 

  Swim-upبر کارايی روش   ،Swim-up  نديفرا  زمانمدت

 (.    13و  12گذارند. )تأثير می
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اهميت اقتصادی تعيين جنسيت اسپرم در    باتوجه به

صنعت توليد و پرورش اسب، هدف از اين مطالعه تنظيم و 

اسپرمبهينه  جداسازی  برای  کارآمد  روشی  های  سازی 

در اسب   Resiquimod   تحرک و پرتحرک تيمار شده باکم

بود، با اين هدف که بتوان از اين روش در توليد اسپرم تعيين  

 استفاده کرد. جنسيت شده در اسب

 

 مواد و روش کار 

اخلاق در پژوهش دانشگاه    تةيکم  لهيوسبهاين پژوهش  

)شناسه:   گرفت  قرار  تصويب  مورد  شهرکرد 

IR.SKU.REC.1402.053 .) 

  HTFمواد مورد استفاده در اين پژوهش برای ساخت محيط  

سيگما آلدريچ آلمان   از شرکت  Resiquimod  نيهمچنو  

استفاده مورد  محيط  شدند.  برای  تهيه  پژوهش  اين  در 

بود. ميزان مواد   HTF  نگهداری و جداسازی اسپرم، محيط

در   مقطر جهت ساخت محيط سی  10حل شده  آب  سی 

گرم    0035/0کلريد سديم،    گرم  0594/0بدين شرح بود:  

گرم    0005/0گرم سولفات منيزيم،    0005/0کلريد پتاسيم،  

گرم    0048/0گرم کلريد کلسيم،    003/0فسفات پتاسيم،  

گرم    0007/0گرم سديم پيرووات،    002/0کربنات سديم،  بی

استرپتومايسين،    0005/0ی،  ج  نيليسیپن   0238/0گرم 

 -HEPESگرم    HEPES- free acid  ،026/0گرم  

Nasalt  ،05/0    ،گرم گلوکز،    005/0گرم آلبومين سرم گاوی

 ميکروليتر سديم لاکتات.  2/34

ها با استفاده از  تازه از نريانمنی  در اين مطالعه، نمونه       

گيری واژن مصنوعی و در حضور ماديان فحل اخذ شد. نمونه 

ی  نيژلاتاز سه نريان مختلف در سه تکرار انجام شد. بخش  

مصنوعی   واژن  روی  شده  نصب  فيلتر  از  استفاده  با  منی 

به   بلافاصله  اخذ،  از  پس  تازه  منی  نمونه  شد.  جداسازی 

مخلوط و بدون سردسازی    HTFبا محيط    1به    1نسبت  

های محصور شده در فويل جهت محافظت از درون فالکون

اوليه تحرک   بررسی  از  آزمايشگاه منتقل شد. پس  به  نور، 

دستگاه   با   CASA   (Computer-Assistedاسپرم 

Semen Analysis)  فن ايران()هوشمند  تهران،  به آور   ،

های غير متحرک و مرده، به مدت  منظور جداسازی اسپرم 

انجام   Swim-upهای فالکون به روش زير  دقيقه در لوله   30

 شد. 

از محيط  ميلی   2ميزان        درون چندين لوله    HTFليتر 

ها به منظور تنظيم دما در  فالکون ريخته شد و سپس لوله

نمونه   C37° انکوباتور   گرفتند.  در  قرار  منی  اوليه  های 

مدت  ليترميلی  5/1های  ميکروتيوب  به  و  شده    3ريخته 

دور    در  سپس    g  ×400 دقيقه  شدند.    200سانتريفيوژ 

اسپرم  از  آمده  به دست  پلت  از  های سانتريفيوژ ميکروليتر 

  30های فالکون ريخته شدند و به مدت  شده در کف لوله

مذکور،   زمان  طی  از  بعد  گرفتند.  قرار  انکوباتور  در  دقيقه 

های  ميکروليتر از لايه رويی محيط از هر کدام از لوله   1500

 آوری شده از تمامهای جمع فالکون برداشت شده و اسپرم 

با استفاده    مجدداًآوری شد و  ها در يک لوله فالکون جمعلوله 

قرار گرفت.    CASAاز دستگاه   ارزيابی  اسپرم مورد  نمونه 

Swim    لام از  استفاده  با  غلظت  تعيين  از  پس  شده 

هموسايتومتر و با روش زير وارد آزمايش اصلی مطالعه شد  

(11): 

تعداد اسپرم شمارش شده    ×  10000  × سازیميزان رقيق     

 ليترميلی  1مربع کوچک لام = تعداد اسپرم در    25در  

اسپرم   از محيط حاوی  اساس   Swimحجمی  بر  شده که 

  5/1ميليون اسپرم داشت به ميکروتيوب    30تعداد  شمارش  

  g  ×400 دقيقه در دور     3و به مدت  ليتری منتقل  ميلی

موجود  سانتريفيوژ شد. بعد از اتمام سانتريفيوژ، پلت اسپرم

حاوی   فالکون  لوله  کف  به  آرامی  به  ميکروتيوب،    2در 

محيط  ميلی دارای     HTFليتر  درمانی  گروهای  در  که 

Resiquimod های کنترل بدون و در گروهResiquimod 

قرار داده شد. فرايند    C37° بود منتقل و سپس در انکوباتور  

Swim-up    دقيقه به انجام رسيد. در    30برای مدت زمان

م کردن  مشخص  منظور  به  و  مطالعه  غلظت  واين  ثرترين 

Resiquimod    ،اسپرم جداسازی  به  گروهدر  درمانی  های 

 شرح زير بودند:

( اول  درمانی  مقدار  06/0Dگروه  از    06/0(:  ميکروليتر 

Resiquimod  ميکرومولار استفاده شد.  3با غلظت 

( دوم  درمانی  مقدار  12/0Dگروه  از    12/0(:  ميکروليتر 

Resiquimod  ميکرومولار استفاده شد.  3با غلظت 

( سوم  درمانی  مقدار  16/0Dگروه  از   16/0(:  ميکروليتر 

Resiquimod  ميکرومولار استفاده شد.  3با غلظت 

( چهارم  درمانی  مقدار  24/0Dگروه  از   24/0(:  ميکروليتر 

Resiquimod  ميکرومولار استفاده شد.  3با غلظت 
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 Yاز  X اسپرم  ی با هدف جداساز نريان  اسپرم  ی جداساز

ترکيب  از  غلظتی  هر  برای  آزمايش،  انجام  از  نوبت  هر  در 

Resiquimod    ارزيابی قرار   عنوانبه که گروه درمان مورد 

اسپرم همان روز بدون اضافه    نمونةگرفت، گروه کنترل از  می

شد.    Resiquimodکردن   داده  به )گروهقرار  کنترل  های 

گذاری شدند(.  نام   c24/0Dو    c06/0D  ،c12/0D  ،c16/0Dترتيب  

 صورت بهکليه مراحل ذکر شده در فوق برای هر دو گروه  

 مشابه به انجام رسيد.  

دقيقه در هر دو گروه کنترل و   30بعد از گذشت زمان       

)لايه  5درمان،   از (  A  ،B  ،C  ،D  ،Eی مختلف  ترتيب  به 

بخش بالايی محيط موجود در لوله فالکون به سمت پايين  

شد جداسازی  حجم  اساس  بر  شرح  اين    A :  750:  ند به 

ميکروليتر،   C:  250ميکروليتر،    B:  750ميکروليتر،  

D:100  ميکروليتر وE:  250    .های جداسازی  لايهميکروليتر

قرار داده شدند و سپس    C37°   شده بر روی صفحه گرم

مورد ارزيابی    CASAهای حرکتی زير با سيستم  شاخص

 قرار گرفت.  

VCL       (Curvilinear Velocity متوسط سرعت   :)

واقعی مسير  طول  در  اسپرم   VAP  (Average،  سلول 

Path Velocity  شده طی  سرعت  اسپرم  (:  در سلول 

يک مسير،   VSL  (Straight-Line Velocity :)ميانگين 

اسپرم  سرعت حرکت     ALHدر يک خط مستقيم،  سلول 

(Amplitude of Lateral Head Displacement :)

اسپرم به چپ و راست نسبت به مسير   انحراف سر  ميزان 

آن،   حرکت  BCF  (Beat Cross Frequency :)اصلی 

ميانی،   خط  از  دم  عبور  STR  (Straightness :)بسامد 

محاسبه    VAPبه     VSLنسبت  صورت  راستای حرکت، به 

صورت نسبت  به(: خطی بودن،  Linearity)  LINشود،  می

VSL  به VCL   شود،  میمحاسبهWOB  (Wobble :)

  MADشود، میمحاسبه  VCL به VAP صورت نسبت به

(Mean Angular Displacement  :)يی جابجا  نيانگيم  

   .یمنحن ر يسر اسپرم در اطراف مس یاه يزاو

و    4/9( نسخه  SAS, 2016)  افزارنرماز    هادادهبرای آناليز  

تعداد    GLMرويه   بودن  نامتعادل  بخاطر  شد.  استفاده 

مشاهدات در هر زير گروه )متفاوت بودن تعداد مشاهدات(  

 از اين رويه استفاده شد. مدل نهايی به شرح زير بود: 
yijk= U + Di   + L j + DLij + eijk 

اثر نوع دز     iDی،  ريگاندازههر کدام از صفات مورد   ijky که

لايه     j Lمصرفی،   تصادفی  وبردارنمونه اثر  اثر    ijDL   ی 

لايه   در  مصرفی  دز  وبردارنمونهمتقابل  اثر   ijke ی  نيز 

ميانگين مقايسه  بود.  آزمايش  خطای  روش  تصادفی  يا  ها 

مربعات ) و در  (Least squares meansميانگين حداقل 

 انجام شد.   (>05/0P) درصد 5سطح احتمال کمتر از 

 

 نتایج 

شاخص  2و    1جداول   مقايسه  مختلف نتايج  های 

  Resiquimodحرکت اسپرم را در لايه و دزهای مختلف  

می نشان  شده  و  مطالعه  تجزيه  از  استفاده  با  ابتدا  دهند. 

به صورت مستقل مورد    Resiquimodتحليل آماری اثر دز  

بررسی قرار گرفت، بدون اينکه نوع لايه برداشت شده پس  

کمترين    Swim-upاز   که  داد  نشان  نتايج  گردد.  دخيل 

،  VCLهای مربوط به سرعت حرکت اسپرم )مقدار شاخص

VSL  ،VAP  12/0( مربوط به دزD    2بود که اختلاف برای  

های کنترل نسبت به يکی از گروه  VAPو    VCLشاخص  

(c24/0D  معنی دار بود )(05/0P<)ها نيز پس  . ساير شاخص

که اين کاهش در شاخص    کاهش يافتند    0D/ 12از تيمار با دز  

WOB    کنترل گروه  شاخص  c 24/0Dبا  در   ،MAD    با

کنترل  گروه در شاخص    c24/0Dو    c06/0D    ،c16/0Dهای  و 

ALH  گروه تمامی  بود  با  دار  معنی  درمان  و  کنترل  های 

(05/0P<).    های حرکتی اسپرم در  ، شاخص2و    1در جداول

نيز   Swim-upهای مختلف برداشت شده پس از انجام لايه

مقايسه شده يکديگر  مانند مورد با  نيز  مقايسه  اين  در  اند. 

با   مستقل،  صورت  به  شده  برداشت  لايه  نوع  تاثير  قبل، 

استفاده از تجزيه و تحليل آماری مورد ارزيابی قرار گرفته 

  MADو    VCL  ،VSL  ،LIN  ،WOB  ،BCFمقادير  .  است

پايين به طور معنی  2در   از  لايه  بود    3دار کمتر  بالا  لايه 

(05/0P<)  در شاخص .STR  کمترين مقدار مربوط به لايه ،

D  لايه با  که  معنی  Cو    Bهای  بود  داشت  اختلاف  دار 

(05/0P<.)    نتايج مربوط به تاثير همزمان دز    4و    3جداول

دهند. در  های حرکت اسپرم را نشان میو لايه در شاخص

سبب    24/0D، استفاده از دز  (A)بالاترين لايه برداشت شده  

های سرعت حرکت اسپرم  بيشترين ميزان کاهش در شاخص

شاخص برای  لايه  اين  در  است.  ،  VCL  ،VSLهای  شده 

VAP  0/ 12، دزهایD    24/0وD  دار نسبت به سبب افت معنی

،  06/0Dدزهای  VAPگروه کنترل خود شدند. برای شاخص 

12/0D     24/0وDدار نسبت به گروه کنترل ايجاد ، افت معنی
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دز   در  طور   VSLميزان    16/0Dکردند.  به  درمان  گروه  در 

و در شاخص   (>05/0P)دار بيش از گروه کنترل بود  معنی

VAP    وVCL  های کنترل و  داری بين گروهاختلاف معنی

(. P>05/0درمان نداشتند )
   

 ( اثر مستقل) های مختلف خطای استاندارد الگوی حرکتی اسپرم در دز و لايه ± ميانگين  -1جدول 

 منبع تغییرات
 صفات مورد اندازه گيری 

VCL VSL VAP LIN STR 
 اثر دز 

06/0D 
ab73/0  ± 10/73 a76/0  ± 63/58 ab77/0  ± 42/64 a58/0  ± 22/62 a53/0  ± 77/74 

12/0D b25/0  ± 89/38 a24/0  ± 74/23 b24/0  ± 79/28 a24/0  ± 89/43 a25/0  ± 72/62 

16/0D ab77/0  ± 91/60 a80/0  ± 09/45 ab81/0  ± 80/50 a70/0  ± 15/54 a67/0  ± 51/68 

24/0D ab69/0  ± 05/50 a73/0  ± 07/35 ab72/0  ± 19/40 a69/0  ± 84/53 a64/0  ± 38/70 

c06/0D ab86/0  ± 09/84 a79/0  ± 65/57 ab87 /0 ± 92/73 a51/0  ± 47/54 a49/0  ± 05/66 

c12/0D ab41/0  ± 96/51 a36/0  ± 79/31 ab40/0  ± 23/41 a27/0  ± 46/44 a29/0  ± 58/61 

c16/0D ab04/1  ± 17/82 a85/0  ± 80/44 ab03/1  ± 72/70 a62/0  ± 33/45 a65/0  ± 32/56 

c24/0D a26/1  ± 93/107 a25/1  ± 06/80 a31 /1 ± 10/98 a77/0  ± 64/63 a71/0  ± 46/72 

 اثر لایه

A a64/0  ± 72/67 a60/0  ± 14/46 a66/0  ± 57/57 a46/0  ± 92/51 abc45/0  ± 48/65 

B a60/0  ± 97/67 a57/0  ± 93/48 a62/0  ± 73/58 a43/0  ± 23/55 a41/0  ± 67/68 

C a64/0  ± 45/67 a61/0  ± 18/47 a66/0  ± 22/57 a46/0  ± 07/53 ab45/0  ± 78/66 

D b36/0  ± 77/48 b33/0  ± 72/30 a36/0  ± 45/38 b28/0  ± 93/44 c28/0  ± 93/61 

E b32/0  ± 56/46 b29/0  ± 46/28 a32/0  ± 07/36 b25/0  ± 25/45 bc25/0  ± 62/63 

VCL; Curvilinear velocity, VSL; Straight-line velocity, VAP; Average path velocity, LIN; Linearity, STR; Straightness. 
06/0D ميکروليتر از   0/ 06: مقدارResiquimod ،12/0D ميکروليتر از   0/ 12: مقدارResiquimod ،16/0D ميکروليتر از 0/ 16: مقدارResiquimod ،24/0D مقدار :

 (.A ،B ،C ،D ،Eها به ترتيب از بالا به پايين:  (. )لايهc06/0D ،c12/0D ،c16/0D ،c24 /0Dهای کنترل به ترتيب )گروه  .Resiquimodميکروليتر از   0/ 24

 

 های مختلف )اثر مستقل( خطای استاندارد الگوی حرکتی اسپرم در دز و لايه  ±ميانگين   -2جدول  

 گیری صفات مورد اندازه  منبع تغییرات 

BCF MAD ALH WOB 

 اثر دز

06/0D a06 /0 ±  70 /4 ab17 /0  ± 92 /11 b02 /0  ± 07 /3 ab51 /0  ± 82 /73 

12 /0D a01 /0  ± 45 /1 b07 /0  ± 91 /5 c01 /0  ± 78 /2 b24 /0  ± 48 /60 

16/0D a07 /0  ± 66 /3 ab20 /0  ± 95 /9 ab02 /0  ± 11 /3 ab62 /0 ±  02 /68 

24 /0D a06 /0 ±  41 /2 ab20 /0  ± 39 /7 ab02 /0  ± 01 /3 ab61 /0 ± 68 /68 

c06/0D a06 /0 ±  13 /4 a18 /0  ± 50 /13 a02 /0  ± 46 /3 a47 /0  ± 98 /74 

c12 /0D a02 /0  ± 13 /2 ab10 /0  ± 49 /8 b01 /0  ± 97 /2 ab28 /0  ± 77 /63 

c16/0D a07 /0  ± 90 /3 a24 /0  ± 71 /14 a03 /0  ± 47 /3 ab61 /0 ±  18 /74 

c24 /0D a09 /0  ± 78 /5 a27 /0  ± 57 /16 a04 /0  ± 67 /3 a66 /0 ± 24 /81 

 اثر لایه 

A a05 /0  ± 48 /3 a15 /0  ± 73 /10 a02 /0  ± 12 /3 a43 /0  ± 61 /69 
B a04 /0  ± 56 /3 a13 /0  ± 68 /10 a01 /0  ± 06 /3 a39 /0  ± 50 /71 
C a05 /0  ± 61 /3 a15 /0  ± 93 /10 a02 /0  ± 15 /3 a42 /0  ± 86 /69 

D b02 /0  ± 02 /2 b09 /0  ± 75 /7 a01 /0  ± 94 /2 b27 /0  ± 20 /63 

E b02 /0  ± 91 /1 b08 /0  ± 50 /7 a01 /0  ± 94 /2 b24 /0  ± 08 /63 

BCF; Beat cross frequency, MAD; Mean angular displacement, ALH; Amplitude of lateral head 

displacement, WOB; Wobble  
06/0D ميکروليتر از   0/ 06: مقدارResiquimod ،12/0D ميکروليتر از   0/ 12: مقدارResiquimod ،16/0D ميکروليتر   0/ 16: مقدار

ها  لايه(. )c06 /0D ،c12 /0D  ،c16 /0D  ،c24/0Dهای کنترل به ترتيب گروه )  .Resiquimodميکروليتر از  0/ 24: مقدار Resiquimod ،24 /0Dاز

 (.A ،B ،C  ،D ،Eبه ترتيب از بالا به پايين: 
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 Yاز  X اسپرم  ی با هدف جداساز نريان  اسپرم  ی جداساز

 خطای استاندارد الگوی حرکتی اسپرم در اثر متقابل دز در لايه  ± ميانگين  -3جدول 

 منبع تغییرات
 صفات مورد اندازه گيری 

VCL VSL VAP LIN STR 
 * لایهاثر دز

A 06/0D hji82/1  ± 53/70 e93/1  ± 10/58 gh94/1  ± 95/62  ced55/±1 95/61  cdbe44/1± 30/73 

c06/0D de27/2  ± 18/84 ef09/2  ± 01/57 cde34/2  ± 22/74 hgif38/1  ± 59/52 gifh34/1  ± 09/65 

12/0D nm10/1  ± 85/47 l11/1  ± 63/33 mn13/1  ± 49/38 mnl02/1  ± 52/48 ijk02/1  ± 49/64 

c12/0D ghf24/1  ± 89/74 hfg14 /1  ± 84 /48 g27/1  ± 81/63 hgif79/0  ± 51/51 gfh77/0  ± 56/64 

16/0D ghfe02 /2  ± 42 /71 e17/2  ± 18/55 efg20/2  ± 46/61 cdb84/1  ± 26/63 ab71/1  ± 78/75 

c16/0D ghf28/2  ± 48/75 jk74/1  ± 36/37 gh29/2  ± 39/63 qp38/1  ± 25/38 n56/1  ± 64/50 

24/0D npo46/1  ± 69/41 mn50 /1  ± 77 /26 o51/1  ± 38/31 mnlk68/1  ± 36/48 gijh66/1  ± 38/65 

c24/0D a40/3  ± 24/113 ab33/3  ± 48/83 a51/3  ± 94/101 abc07/2  ± 78/63 abc91/1  ± 79/72 

       
B 06/0D fe64/1  ± 69/76 cd71/1  ± 43/63 ed72/1  ± 99/68 ab25/1  ± 07/67 a08/1  ± 65/78 

c06/0D ghji04/2  ± 78/73 fg83/1  ± 81/50 gh08/2  ± 80/64 hgf27/1  ± 55/52 gih24/1  ± 50/64 

12/0D m78/0  ± 50/49 lk77/0  ± 93/34 l79/0  ± 34/40 hgij69/0  ± 45/51 gf68/0  ± 20/68 

c12/0D de68/1  ± 14/84 e57/1  ± 49/59 cd71/1  ± 33/74 gf05/1  ± 89/53 gih03/1  ± 72/65 

16/0D ghfi08/2  ± 75/70 ef31/2  ± 96/54 gh29/2  ± 94/59 ced95/1  ± 95/60 abc76/1  ± 68/74 

c16/0D dfe23/2  ± 93/79 hig86/1  ± 66/45 efd23/2  ± 72/68 mlikj33/1  ± 05/47 ljmk39/1  ± 69/57 

24/0D kl41/2  ± 68/56 hig51 /2  ± 00 /43 jki52/2  ± 97/47 cedb23/2  ± 17/62 abcde11/2  ± 33/74 

c24/0D a74/2  ± 13/113 a72/2  ± 41/88 a85/2  ± 50/105 a65/1  ± 28/68 abc58/1  ± 47/73 

       

C 06/0D de67/1  ± 25/78 c80/1  ± 63/64 cd80/1  ± 05/70 ab39/1  ± 04/67 a22/1  ± 69/77 

c06/0D de19/2  ± 52/83 e99/1  ± 23/57 cd22/2  ± 26/74 ed23/1  ± 46/56 gcfde18/1  ± 15/67 

12/0D po91/0  ± 37/43 m91/0  ± 76/28 o93/0  ± 40/33 op89/0  ± 25/44 lm93/0  ± 63/60 

c12/0D ji37/1  ± 30/69 hi30/1  ± 36/46 hi41/1  ± 72/57 hgikj93/0  ± 06/50 gih90/0  ± 27/65 

16/0D gfe80/1  ± 80/72 ed95/1  ± 88/56 efg93/1  ± 23/62 cdb59/1  ± 64/62 a43/1  ± 43/76 

c16/0D dfe66/2  ± 71/79 hig08 /2  ± 79 /42 def63/2  ± 00/69 mnlkj56/1  ± 78/45 lmk64/1  ± 29/56 

24/0D kj44/2  ± 79/61 hfig53 /2 ±  38 /45 jhi49/2  ± 73/50 cadb05/2  ± 29/61 a82/1  ± 18/76 

c24/0D a69/2  ± 67/108 b72/2  ± 82/78 a86/2  ± 29/98 abc73/1  ± 50/62 abcd57/1  ± 40/71 

       
D 06/0D ghf22/1  ± 33/73 e27/1  ± 59/56 efg28/1  ± 51/63 cdb95/0  ± 02/61 a85/0  ± 67/74 

c06/0D dc70/1  ± 64/86 ecd57 /1 ± 16 /60 c73/1  ± 75/76 ed99/0  ± 88/55 gfde95/0  ± 86/66 

12/0D qp46/0  ± 82/39 n44/0  ± 50/24 o46/0  ± 78/29 o45/0  ± 08/43 ljk47/0  ± 05/61 

c12/0D q56/0  ± 72/39 o47/0  ± 48/21 p53/0 ± 02/29 qp43/0  ± 61/39 lm48/0  ± 25/58 

16/0D nmo95 /1  ± 56 /47 mn01 /2  ± 31 /30 no01/2  ± 42/35 q82/1  ± 88/39 nm90/1  ± 26/58 

c16/0D ghfe36/2  ± 66/76 ji93/1  ± 97/41 fg32/2  ± 67/64 mno40/1  ± 53/43 lm51/1  ± 80/55 

24/0D kj08/2  ± 05/62 hfg28 /2  ± 88 /46 jhi24/2  ± 87/51 cdb96/1  ± 97/60 a68/1  ± 85/75 

c24/0D dce86/3  ± 20/87 ecd65 /3  ± 53 /63 cd02/4  ± 20/79 30/2 ±  edf33/56 gcfdbe16/2  ± 16/69 

       
E 06/0D k24/2  ± 15/63 hig26 /2 ± 31 /49 jk30/2  ± 02/54 mhlikj77/1  ± 79/51 gijh74/1  ± 96/66 

c06/0D c64/1  ± 33/88 ed53/1  ± 11/60 c65/1  ± 42/76 ef97/0  ± 17/54 gfe94/0  ± 11/66 

12/0D r32/0  ± 97/31 p28/0  ± 48/16 q30/0  ± 36/21 o35/0  ± 02/41 ijk38/0  ± 27/62 

c12/0D p65/0  ± 38/43 n56/0  ± 33/25 o64/0  ± 79/32 no48/0  ± 15/43 ijk50/0  ± 08/62 

16/0D l16/1  ± 85/54 j17/1  ± 68/39 k20/1  ± 80/45 hlikj07/1  ± 05/51 ijh05/1  ± 99/64 
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c16/0D b05/2  ± 59/97 ecd83 /1 ± 93 /54 b05/2  ± 50/86 ef23/1  ± 54/51 gih23/1  ± 68/60 

24/0D m94/0  ± 67/46 l97/0  ± 74/31 lm98/0  ± 07/37 hgifj96/0  ± 09/51 cfdbe91/0  ± 01/69 

06/0D a09/2  ± 05/111 ab14/2  ± 30/81 a18/2  ± 93/99 ab30/1  ± 53/64 a18/1  ± 83/73 

VCL; Curvilinear velocity, VSL; Straight-line velocity, VAP; Average path velocity, LIN; Linearity, STR; Straightness. 

06/0D ميکروليتر از   0/ 06: مقدارResiquimod ،12/0D ميکروليتر از   0/ 12: مقدارResiquimod ،16/0D ميکروليتر از  0/ 16: مقدارResiquimod ،24/0D  مقدار :

 (.A ،B ،C ،D ،Eها به ترتيب از بالا به پايين:  (. )لايهc06/0D ،c12/0D ،c16/0D ،c24 /0Dهای کنترل به ترتيب )گروه  .Resiquimodميکروليتر از   0/ 24

 
 ه ياسپرم در اثر متقابل دز در لا یحرکت یاستاندارد الگو یخطا ±  نيانگيم - 4جدول 

 صفات مورد اندازه گيری  منبع تغییرات

BCF MAD ALH WOB 
  * لایهاثر دز

A 06/0D fhg17/0± 61/4 ijh42/0  ± 19/11  nml05/0± 82/2 hfg38/1  ± 87/72 

c06/0D ihg16/0  ± 36/4 fed46/0  ± 98/12 ghi06/0  ± 32/3 hefg34/1  ± 50/72 

12/0D p08/0  ± 06/2 o27/0  ± 75/6 no03/0  ± 74/2 lm99/0  ± 78/62 

c12/0D k09/0  ± 70/3 figh29/0  ± 16/12 gfhi03/0  ± 32/3 efg73/0  ± 20/72 

16/0D fed20/0  ± 85/4 figh59/0  ± 38/11 gfhi07/0  ± 32/3 cdef60/1  ± 65/74 

c16/0D kj16/0  ± 68/3 ed55/0  ± 86/13 gfhi07/0  ± 37/3 ihkj55/1  ± 56/68 

24/0D p13/0  ± 90/1 op47/0  ± 32/6 nmo06/0  ± 80/2 lk58/1  ± 45/63 

c24/0D cb26/0  ± 52/5 ab78/0  ± 00/18 ab12/0  ± 03/4 abc83/1  ± 93/80 
 

B 06/0D ed15/0  ± 16/5 fegh37/0  ± 07/12 kji05/0  ± 13/3 cdb07/1  ± 61/77 

c06/0D k14/0  ± 63/3 igjh42/0  ± 64/11 kji05/0  ± 16/3 hefg24/1  ± 26/72 

12/0D o06/0  ± 37/2 n20/0  ± 42/7 nml02/0  ± 84/2 ikj64/0  ± 44/66 

c12/0D ihj11/0  ± 22/4 fed37/0  ± 53/13 kji04/0  ± 21/3 hefg99/0  ± 80/72 

16/0D feg19/0  ± 63/4 fegdh59/0  ± 40/12 gjhi07/0  ± 25/3 hefg71/1  ± 75/71 

c16/0D k14/0  ± 50/3 cd53/0  ± 32/14 gfhe06/0  ± 41/3 defg33/1  ± 14/74 

24/0D mn22/0  ± 87/2 nlm64/0  ± 99/7 ml08/0  ± 91/2 cdefg02/2  ± 63/74 

c24/0D a21/0  ± 29/6 b53/0  ± 98/15 gfhe07/0  ± 35/3 ab45/1  ± 22/86 
 

C 06/0D cd16/0  ± 42/5 fed42/0  ± 66/12 kl04/0  ± 99/2 cde21/1  ± 83/76 

c06/0D ij15/0  ± 11/4 fed45/0  ± 93/12 gfhe06/0  ± 39/3 cdb10/1  ± 66/77 

12/0D p07/0  ± 02/2 o24/0  ± 48/6 o03/0  ± 69/2 no86/0  ± 77/59 

c12/0D ml10/0  ± 35/3 ij34/0  ± 86/11 jhi04/0  ± 25/3 ihg85/0  ± 68/68 

16/0D ed17/0  ± 86/4 fegd51/0  ± 24/12 dfe06/0  ± 48/3 cdef35/1  ± 77/73 

c16/0D ikj18/0  ± 75/3 ed61/0  ± 64/13 gfhe08/0  ± 38/3 cdef57/1  ± 67/74 

24/0D kl22/0  ± 41/3 kij76/0  ± 62/10 dce10/0  ± 62/3 cdeb59/1  ± 73/74 

c24/0D ab20/0  ± 10/6 ab60/0  ± 17/17 dcb08/0  ± 69/3 ab43/1  ± 05/81 
 

D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

06/0D hg11/0  ± 43/4 fegh31/0  ± 52/12 ghi04/0  ± 28/3 cde80/0  ± 46/74 

c06/0D ihj12/0  ± 16/4 ed35/0  ± 28/13 gfe05/0  ± 43/3 cde91/0  ± 37/76 

12/0D r03/0  ± 39/1 p13/0  ± 01/6 nm02/0  ± 83/2 nlm44/0  ± 26/60 

c12/0D s03/0  ± 27/1 p15/0  ± 45/6 nmo02/0  ± 81/2 nm46/0  ± 61/59 

16/0D on17/0  ± 53/2 nm56/0 ± 11/8 nml07/0  ± 89/2 o75/1  ± 48/56 

c16/0D kl15/0  ± 48/3 ed57/0  ± 01/14 gfhe08/0  ± 46/3 ihfg43/1  ± 21/70 

24/0D kj20/0  ± 68/3 kj60/0  ± 78/9 gfhi07/0  ± 28/3 cdef66/1  ± 72/73 

c24/0D ihjg27/0  ± 34/4 figjh65/0  ± 44/11 kjl08/0  ± 03/3 

 

cdefg14/2  ± 08/75 
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E 06/0D kl19/0  ± 80/3 kl51/0  ± 97/9 mno07/0  ± 85/2 nlm69/1  ± 37/63 

c06/0D ihg11/0  ± 29/4 c38/0  ± 47/15 cb05/0  ± 79/3 cde84/0  ± 12/75 

12/0D t02/0  ± 94/0 q11/0  ± 04/5 no01/0  ± 75/2 nm36/0  ± 35/58 

c12/0D q04/0  ± 59/1 o17/0  ± 05/7 ml02/0  ± 87/2 l49/0  ± 40/61 

16/0D m10/0  ± 95/2 lm30/0  ± 55/80 ml04/0  ± 93/2 kj97/0  ± 71/66 

c16/0D cd15/0  ± 03/5 ab49/0  ± 31/17 cb06/0  ± 70/3 a93/0  ± 82/82 

24/0D p08/0  ± 01/2 o27/0  ± 46/6 l03/0  ± 91/2 ihj86/0  ± 09/67 

c24/0D ab16/0  ± 99/5 a48/0  ± 28/18 a07/0  ± 00/4 ab07/1  ± 27/82 

BCF; Beat cross frequency, MAD; Mean angular displacement, ALH; Amplitude of lateral head displacement, WOB; 

Wobble  
06/0D ميکروليتر از   0/ 06: مقدارesiquimodR ،12/0D ميکروليتر از   0/ 12: مقدارesiquimodR ،16/0D ميکروليتر از 0/ 16: مقدارesiquimodR ،24/0D مقدار :

 (.A ،B ،C ،D ،Eها به ترتيب از بالا به پايين:  (. )لايهc06/0D ،c12/0D ،c16/0D ،c24 /0Dهای کنترل به ترتيب . )گروه esiquimodRميکروليتر از   0/ 24

 

لايه    شاخص  Bدر  در  کاهش  ميزان  های  بيشترين 

بود و در هر     0D/ 24و     12/0D  حرکتی اسپرم مربوط به دزهای

شاخص   گروه   VAPو    VCL  ،VSLسه  در  افت  ميزان 

معنی دز  دو  اين  در  کنترل  گروه  به  نسبت  بود  درمان  دار 

(05/0P<  در اين لايه و در دز  .)16/0D     مقدار شاخصVSL  

بود در گروه درمان به طور معنی از گروه کنترل  دار بيش 

(05/0P<.)    اگرچه شاخصVAP    در گروه درمان نسبت به

 (. >05/0Pداری شد ) کنترل دچار افت معنی

بيشترين ميزان افت   24/0Dو    12/0Dدزهای    Cدر لايه  

های سرعت حرکت اسپرم ايجاد کردند. در اين  را در شاخص 

کاهش    VAPو    VCL  ،VSLدو دز برای هر سه شاخص  

داد  معنی رخ  کنترل  گروه  به  نسبت  درمان  گروه  در  دار 

(05/0P< در اين لايه همانند لايه قبل در دز .)0/ 16D   ميزان

VSL دار بيش از گروه کنترل در گروه درمان به طور معنی

بين دو گروه    VAPو    VCLهای  و شاخص  (>05/0P)بود  

 (. P>05/0)درمان و کنترل اختلاف معناداری وجود نداشت 

لايه   شاخص  Dدر  در  افت  ميزان  سرعت بيشترين  های 

بود که برای    24/0Dو    0D/ 16حرکت اسپرم مربوط به دزهای 

کاهش در گروه درمان نسبت    VAPو    VSLهر دو شاخص  

  06/0Dاين کاهش برای دز    (.>05/0P)دار بود  به منترل معنی

 (. >05/0P)دار بود نيز معنی  VAPدر شاخص 

های سرعت  بيشترين ميزان افت در شاخص  Eدر لايه 

بود و برای   24/0Dو    16/0Dحرکت اسپرم مربوط به دزهای  

دز، اين افت    4برای هر    VAPو    VCL  ،VSLهای شاخص

 (. >05/0Pدار بود )در گروه درمان نسبت به منترل معنی

 

 بحث

Resiquimod   يک آگونيست گيرنده شبه تول شماره

گيرنده تول   ، فعال شدنXآيد. در اسپرم  به شمار می  8و    7

توليد   8شماره   اسپرم،  ميانی  قطعه  در   ATP مستقر 

 کند. علاوه بر اين، فعال شدنميتوکندريايی را سرکوب می

شماره   تول  موجب  7گيرنده  اسپرم،  دم  در  مستقر 

و گليکوژن  (NFκBفسفريلاسيون نوکلئار فاکتور کاپا بتا )

کيناز   )  3سنتتاز  بتا  موجب می (GSK3α/βآلفا/  و  شود 

 ATP در نتيجه، توليد شود.سرکوب فعاليت هگزوکيناز می

اسپرم می X در  کارآيی  (14)يابد  کاهش  اساس  اين  بر   .

  Yو    Xهای  در جداسازی اسپرم   Resiquimodاستفاده از  

جداسازی  جهت  شده  استفاده  روش  به  وابسته  کاملا 

 های کم تحرک و پر تحرک است.اسپرم 

برای جداسازی   Swim-upدر مطالعه حاضر از روش  

استفاده  اسپرم  بودند  متفاوت  باهم  نظر تحرک  از  هايی که 

می نشان  شده  انجام  مطالعات  نتايج  روش  شد.  که  دهند 

Swim-up   هايی است  روشی مناسب برای جداسازی اسپرم

شاخص درنتيجه  و  متابوليکی  وضعيت  نظر  از  های  که 

ای به حرکتی با يکديگر اختلاف دارند. به طور مثال، مطالعه

)   Magdanzوسيله   همکاران  مقايسه 2019و  هدف  با   )

در   اسپرم  دم  طول  و  تحرک  ميزان  متابوليسم،  ميزان 

های بالايی و پايينی جداسازی شده با روش  های لايهاسپرم 

Swim-up    .نتايج اين مطالعه نشان داد  در گاو انجام شد

-Swimهای بخش بالايی جداسازی شده به روش  که اسپرم 

up  های لايه  او، نه تنها تحرک بيشتری نسبت به اسپرم در گ

پايينی دارند، بلکه دارای ميزان متابوليسم بيشتر و طول دم  

و     Parrishی ديگری توسط  (. مطالعه7)  بلندتری هستند 

Foote     سال کمی  1987در  منظور  اسپرمبه  های  سازی 
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 1404ستان بهار و تاب

در گاو انجام شد. اين    Swim-upجداسازی شده به روش  

  6مطالعه شامل دو بخش بود. در بخش اول، اسپرم تازه از  

ها انجام شد. نتايج  روی آن   Swim-upگاو نر اخذ و فرايند  

-Swimهای  اين بخش از مطالعه نشان داد که تعداد اسپرم

up  اسپرم تعداد  با  قوی  همبستگی  دارای  زنده  شده  های 

موجود در نمونه اوليه هستند. در بخش دوم از اين مطالعه  

گاو    11های منجمد ذوب شده مربوط به  نمونه از اسپرم   29

شاخص شدند.  سويم  فرايند  وارد  با  روی  نر  مختلفی  های 

ها  با  شده ارزيابی شد و ارتباط آن  Swim-upهای  اسپرم 

ها در تلقيح مصنوعی بررسی شد. نتايج نشان  باروری اسپرم 

از بين شاخص  ارداد که  اسپرمهای  های  زيابی شده، تعداد 

Swim-up  باروری داشت  شده بيشترين همبستگی را با 

  2015و همکاران در سال    Kimی ديگر توسط  (. مطالعه8)

های متحرک  جهت مقايسه تأثير دو روش جداسازی اسپرم 

 Density-gradient centrifugation/Swim-upشامل  

بر نتايج بالينی توليد آزمايشگاهی جنين در    Swim-upو  

دارای   شده  استفاده  روش  دو  هر  گرفت.  صورت  انسان 

تاثيرات مشابه و خوبی بر ميزان لقاح آزمايشگاهی و ميزان 

بارداری داشتند. از اين رو اين محققين هر دو روش را برای  

اسپرم  در انتخاب  استفاده  منظور  به  بالا  کيفيت  با  های 

 (. 6های کمک توليدمثلی پيشنهاد کردند ) برنامه

مختلف   دزهای  حاضر  مطالعه   Resiquimodدر 

های مختلف حرکتی  استفاده شدند و تاثير آنها در شاخص

اسپرم مورد بررسی قرار گرفت. به منظور بهتر مشخص شدن 

و انتخاب بهترين دز اين ترکيب   Resiquimodميزان تاثير  

در اسب    Yو    Xهای  که بتوان از آن برای جداسازی اسپرم 

استفاده کرد، با استفاده از تجزيه و تحليل آماری هم اثر هر  

ی مختلف نمونه  هاهيلاو    Resiquimodکدام از عوامل دز  

به صورت مستقل بررسی شد و    Swim-upاسپرم پس از  

هم اثر متقابل هر دو عامل مورد بررسی قرار گرفت. نتايج  

  12/0نشان داد که در ارزيابی اثر مستقل دز، استفاده از دز 

(12/0D  )شاخص در  کاهش  ميزان  بيشترين  های  سبب 

مربوط به سرعت حرکت اسپرم شد. همچنين استفاده از اين  

شاخص  از  ديگر  برخی  در  کاهش  سبب  حرکتی  دز  های 

لايه مستقل  اثر  بررسی  در  شد.  نيز  از  اسپرم  برخی  ها، 

همچنين شاخص و  اسپرم  حرکت  سرعت  به  مربوط  های 

ای که  های حرکتی اسپرم، در دو لايهبرخی ديگر از شاخص

پايين ظروف  در  بخش  طور   Swim-upترين  به  بودند 

 دار کمتر از سه لايه بالايی بود.معنی

Swim-up    فرايندی است که ميزان کارايی آن تحت

تاثير فرايندهای مختلفی مانند زمان، دما، غلظت اسپرم و  

... قرار می .  (13و    12)گيرد  شکل ظروف مورد استفاده و 

بنابراين با توجه به اينکه هدف از مطالعه حاضر جدا کردن  

با   تيمار  از  پس  تحرک  ميزان  اساس  بر  اسپرم  بهينه 

Resiquimod   های تيمار و کنترل در ها در گروهبود، اسپرم

های دارای بيشترين های مختلفی برداشت شدند تا لايهلايه

 اختلاف از نظر ميزان تحرک هستند مشخص شوند. 

اسپرم  در جداسازی  اسب  در  مناسب  کيفيت  با  های 

 مطالعات مختلف و با اهداف مختلفی به انجام رسيده است.

Gonzalez castro  ( همکاران  تکنيک  2019و  يک   )

منجمد اسپرم  جداسازی  برای  را  ذوب    -ميکروفلوئيديک 

جنين   توليد  برای  آن  از  و  بردند  کار  به  اسب  در  شده 

آزمايشگاهی استفاده کردند. در اين مطالعه جداسازی اسپرم 

روش   دو  با  تکنيک  اين   single-layer colloidalبا 

centrifugation (SLC)    وSwim-up    مقايسه شد. در اين

مانی و  مطالعه پس از جداسازی اسپرم، ميزان تحرک، زنده

روش ميکروفلوئيديک و    2يکپارچگی غشای پلاسمايی در  

SLC    مشابه بود وSwim-up    نسبت به اين دو روش بدتر

در    DNA integrityعمل کرد. ميزان تحرک، مورفولوژی و  

دار نداشتند  و ميکروفلوئيديک اختلاف معنی  SLCدو روش  

های جداسازی شده با روش مانی در اسپرم ولی ميزان زنده

 . (3)ميکروفلوئيديک بيشتر بود 

و همکاران در سال    hidalgoدر مطالعه ديگری توسط  

يافته    2017 تغيير  روش  برای جداسازی   Swim-upيک 

اسپرم مورد استفاده قرار گرفت. در اين مطالعه نمونه اسپرم 

های دارای اسپرم با کيفيت بالا که پاسخ به انجماد  از نريان

آن روش  در  اين  اين مطالعه  در  اخذ شد.  بود  نامناسب  ها 

روش با  سانتريفيوژ جداسازی  پايه  بر  که  جداسازی  های 

مجموع   در  شد.  مقايسه  تغيير   Swim-upروش    3بودند 

( هم    SLCو    SV  ،)sperm washing  (SW)يافته  با 

  sperm recovery rateمقايسه شدند. نتايج نشان داد که  

بود.   SWمشابه و بيشتر از روش    SLCو    SVدر دو روش  

ها پس از جداسازی منجمد شدند. پس  در اين مطالعه اسپرم 

کمتر از دو    SVاز يخ گشايی، ميزان تحرک اسپرم در روش  

عدم   SWو    SLCروش   به  را  آن  محققين  اين  که  بود 
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ميزان  دادند.  نسبت  منی  پلاسمای  مناسب  جداسازی 

sperm fragmentation    در دو روشSV    وSLC   کمتر

های درمانی  های ارزيابی شده بين گروهبود و ساير شاخص

انجماد   هدف  با  و  مطالعه  اين  در  مجموع  در  بود.  مشابه 

  SVو    SWهای  روش بهتری نسبت به روش  SLCاسپرم،  

 . (4)بود 

از   2022و همکاران در سال    alvesدر مطالعه ديگری  

اسپرم   Swim-upروش   جداسازی  منجمدبرای    - های 

غلظتيخ با  گشايی  يخ  از  پس  که  است  شده  های  گشايی 

بودند استفاده شد. در اين مطالعه    مختلف کافئين تيمار شده

  recoveryسبب افزايش ميزان    Swim-upاستفاده از روش  

افزايش دز هم  اسپرم  اين  های با مورفولوژی طبيعی شد و 

گروه کنترل در  گروه  در  هم  و  کافئين  با  شده  تيمار  های 

نشده رخ   Swim-upتيمار نشده با کافئين نسبت به گروه  

از کافئين به    mM5 داد. در اين مطالعه اضافه کردن غلظت  

-Swimيخ گشايی شده قبل از انجام    -های منجمداسپرم 

up    سبب افزايش ميزان تحرک و افزايش مقدارrecovery  

اسپرم اسپرم  ميزان  اينکه  بدون  شد  مورفولوژی  ها  با  های 

 . (1)طبيعی تحت تاثير قرار گيرد 

در مطالعه حاضر به منظور آناليز بهتر تيمارهای انجام 

تر در خصوص موثرترين تيمار، اثر  شده و اخذ نتيجه دقيق

متقابل دز و نوع لايه برداشت شده نيز مورد تجزيه و تحليل  

دزهای   که  داد  نشان  آناليز  اين  نتايج  گرفت.  قرار  آماری 

12/0D ،16/0D   24/0وD های  دار در شاخصسبب کاهش معنی

های برداشت  مرتبط با سرعت حرکت اسپرم در اغلب لايه

شده شدند. ولی نکته جالب توجه اينکه در زمان استفاده از  

در گروه درمان    Cو    Bهای  در لايه  VCL، شاخص  16/0Dدز  

نسبت به گروه کنترل نه تنها کاهش نداشت بلکه افزايش  

دز  معنی داد.  نشان  نيز  در     0D/ 16دار  کاهش  سبب 

  Dلايه پايينی بين    2های سرعتی حرکت اسپرم در  خصشا

در گروه درمان بيش    VSLشد. در بالاترين لايه ميزان    Eو  

و در شاخص   بود  اختلاف    VAPو    VCLاز گروه کنترل 

گروهمعنی بين  اين  داری  نداشتند.  درمان  و  کنترل  های 

می نشان  اين  نتيجه  در  شده  استفاده  دز  بهترين  که  دهد 

منطقی ايجاد  سبب  که  در مطالعه  حرکتی  تغييرات  ترين 

های  است. در اين دز، در لايه   16/0Dاسپرم شده است، دز  

داری کمتر پايينی ميزان سرعت حرکت اسپرم به طور معنی

و در لايه با  از گروه کنترل،  يا مشابه  و  بيشتر  بالايی  های 

بر   Resiquimodگروه کنترل است. با توجه به اينکه تاثير 

است،    Xهای حاوی کروموزوم  فقط در اسپرم  ATPتوليد  

از   پس  که  است  مقداری  مناسب،  بب س  Swim-upدز 

های بالايی  های سرعت حرکت اسپرم در لايهکاهش شاخص

به اسپرم  نشود.  کروموزوم  عبارت ديگر،  که    Yهای حاوی 

تاثير   نمی  Resiquimodتحت  قابليت  قرار  بايد  گيرند، 

لايه  به  بنابراين حرکت  و  باشند  داشته  را  بالايی  های 

های بالايی در دز  های سرعتی حرکت اسپرم در لايهشاخص

نبايد کمتر از گروه کنترل باشد. از    Resiquimodمناسب  

اسپرم  چون  کروموزوم  طرفی  حاوی  تاثير  Xهای  تحت   ،

Resiquimod شوند، بيشتر در قرار گرفته و کم تحرک می

ها در دز مناسب  های پايينی باقی مانده و لذا اين لايهلايه

Resiquimod  شاخص نظر  از  حرکت بايد  سرعتی  های 

از کمتر  اين    اسپرم  حاضر  مطالعه  در  باشند.  کنترل  گروه 

 شود.ديده می  16/0Dدر   هایژگيو

دزهای   با  تيمار  تحت  اسب  اسپرم  حاضر  مطالعه  در 

قرار گرفت و با استفاده    Resiquimodمختلفی از ترکيب  

روش   از  اسپرم   Swim-upاز  پر تحرک  و  های کم تحرک 

يکديگر جداسازی شدند. نتايج مطالعه حاضر تاثير متفاوت  

مختلف   به    Resiquimodدزهای  داد  نشان  خوبی  به  را 

دز   از  استفاده  که  منطقی16/0Dطوری  بر  ،  را  نتايج  ترين 

شاخص در  تغيير  در  اساس  اسپرم  حرکتی  مختلف  های 

انجام  لايه از  پس  شده  برداشت  مختلف   Swim-upهای 

 نشان داد. 

 

 قدردانی و تشكر 

وسيله، نويسندگان مقاله از دانشگاه شهرکرد که بدين

گر بود کمال قدردانی و تشکر را در اجرای اين تحقيق ياری

پرورش  از  همچنين  در  دارند.  که  اسب  صنعت  دهندگان 

و   تقدير  صميمانه  کردند،  ياری  را  ما  تحقيق  اين  پيشبرد 

 شود.  تشکر می
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The aim of the present study was to develop and optimize an efficient method to separate sperms with 

low and high motility in fresh stallion sperm treated with resiquimod (R848), aiming to separate X and 

Y chromosome-bearing sperms. Fresh semen samples were collected from three different stallions in 

triplicate. For 30 million sperm, swim-up was conducted in HTF medium for 30 minutes. Finally, five 

distinct layers were separated from the top to the bottom of the medium. Four doses of 0.06 (D0.06), 0.12 

(D0.12), 0.16 (D0.16) and 0.24 (D0.24) µl of resiquimod at a concentration of 3 µM were tested and 

compared with control groups without resiquimod in terms of sperm motility parameters. Doses D0.12, 

D0.16, and D0.24 induced a significant reduction in sperm velocity-related indices across most harvested 

layers (P<0.05). For dose D0.16, VSL in the second and third layers (from top to bottom) of the treatment 

group showed a significant increase compared to the control group (P<0.05). Additionally, dose D0.16 

caused a significant decrease in sperm motility indices in the two lower layers (P<0.05). At the highest 

harvested layer of this dose, the VSL in the treatment group was significantly higher than in the control 

group (P<0.05). However, the indices VCL and VAP showed no significant differences between the 

treatment and control groups (P>0.05). Overall, the best dose used in this study that produced the most 

reasonable changes in sperm motility indices in the harvested layers was D0.16. 

Keywords: Stallion sperm, Swim-up, Resiquimod, Sperm motility indices. 
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