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م�صاركة الحم�س الأميني البر�لين مع جزيئات LDL في ممددات ال�صائل المن�ي عند كبا�س الع�ا�س 
Combined Amino Acid Proline with LDL Fractions

 in Awassi Rams Semen Extenders
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بهدف  )اأك�صاد(،  القاحلة  والأرا�صي  الجافة  المناطق  لدرا�صات  العربي  للمركز  التابعة  )درعا/�صورية(،  ازرع  بحوث  محطة  في  البحث  نفذ 
اإلى  الم�صافة  البي�ص  �صفار  من  الم�صتخل�صة   )LDL( الكثافة  منخف�صة  الليبوبروتينات  مع  البرولين  الأميني  الحم�ص  م�صاركة  فعالية  تقييم 

محلول تمديد محلي لكبا�ص العوا�ص.
2013، وبمعدل ثلاث مرات اأ�صبوعياً، من اأربعة ذكور من كبا�ص  جمع ال�صائل المنوي بو�صاطة المهبل ال�صطناعي طوال المو�صم التنا�صلي لعام 
العوا�ص بعمر 3 �صنوات، ومتو�صط وزن 75 ± 3 كغ. مُدّد ال�صائل المنوي في خم�صة اأنواع من محاليل التمديد هي: الأندروميد )�صاهد قيا�صي(، 
�صترات  ومحلول  مول/مل،  ميللي   )50 و   25( بتركيزين  والبرولين   ،%  8 بتركيز   LDL اإليه  الم�صاف  والغلوكوز  ال�صوديوم  �صترات  ومحلول 
�صائل  في  جُمد  ثم  مول/مل.  ميللي   )50 و   25( بتركيزين  والبرولين   ،% 20 بتركيز  الكامل  البي�ص  �صفار  له  الم�صاف  والغلوكوز  ال�صوديوم 
الحية  النطاف  لتمييز  نيكرو�صين   - اأيوزين  �صبغة  وا�صتخدمت  الأطوار،  تباين  مجهر  با�صتخدام  النطاف  حيوية  قُيِمت   .)ºم  -196( الآزوت 
تقييم  المنوي بم�صاعدة الحا�صوب )CASA( في  ال�صائل  ا�صتخدم جهاز تحليل  كما  المنوي،  ال�صائل  والميتة عند كل مرحلة من مراحل مداولة 
الموؤ�صرات الحركية بعد الإذابة. بلغت ن�صبة النطاف الحية المقدرة بو�صاطة �صبغة اأيوزين - نيكرو�صين بعد اإزالة التجميد 66.40 % في محلول 
  62.10 التجميد  اإزالة  بعد  النطاف الحية  ن�صبة  بلغت  اإذ  المختبرة،  المحاليل  بقية  المحلول معنوياً )P<0.001( على  وتفوق هذا   ،LDL+25P

و60.70 و58.50 و56.71 % في محاليل LDL+50P واأندروميد و EY+25P  و EY+50P على التوالي.

embryotransfer_2000@yahoo.com



1 - 2(  2018( The Arab Journal  for Arid Environments 11المجلة العربية للبيئات الجافة 11 )1 - 2 ( 2018
106

Abstract
 The aim of this study was to evaluate the efficiency of combination amino acid proline with Low-Density
 Lipoproteins )LDL( into local semen extender for Awassi rams. Semen was collected three times per week
 during the breeding season by the means of artificial vagina from 4 three-year Awassi rams with body
weight 75±3 KG.
 Semen was frozen in liquid nitrogen -196 Cₒ in five extenders: AndroMed (control), sodium citrate-glucose
 with 20% egg yolk )v/v( and proline at two concentrations 25 and 50 mM )EY+25P, EY+50P(, sodium
 citrate-glucose with 8% LDL )w/v( and proline at two concentrations 25 and 50 mM )LDL+25 P, LDL+50 P(.
 Motility and live-dead sperms were evaluated at each step of semen handling by using phase contrast
 microscope and eosin-nigrosin staining technique for differential live - dead spermatozoa . CASA system
 was used to evaluate the frozen semen motility parameters. The percentages of live sperms estimated under
 eosin-nigrosin staining technique were 66.40, 62.10, 60.70, 58.50 and 56.71 % in LDL+25P, LDL+50P,
 AndroMed®, EY+25P, and EY+50P respectively. The extender containing 8% LDL and 25mM proline was
 significantly superior (P<0.001) to other experimental extenders.
 The results of semen analysis by CASA system showed that there were significant differences (P<0.001)
 in the studied extenders. Motility was 64.97, 60.30, 59.02, 56.40 and 53.51% in LDL+25P, LDL+50P,
 AndroMed®, EY+25P, and EY+50P respectively. The progressive motility was 47.18, 44.86, 45.37, 42.14,
 and 39.85% respectively. There was a significant difference among extenders (P<0.001) in term of VCL
90.8, 81.49, 82.57, 85.19, and 83.88um/s respectively.
 The conclusion from this study is that the combination of amino acid proline with LDL fractions are synergistic,
 they have a cryoprotective effect and significantly enhanced motility parameters of frozen-thawed Awassi
 ram semen.
Keywords: Semen, Extenders, Low Density Lipoproteins, Proline, Awassi ram.

المقدمة 

 % 8 LDL لمحلول التمديد الم�صاف له )P<0.001( ًتفوقاً معنويا CASA كما اأظهرت نتائج تحليل موؤ�صرات حركية النطاف با�صتخدام جهاز
و25 ميللي مول/مل برولين في موؤ�صر الحركية )MOT( بعد الإذابة والحركة التقدمية )PROG(، وبلغت 64.97 و 60.30 و 59.02 و 56.40  
و53.51 % للحركية، مقابل 47.18 و44.86 و45.37 و42.14 و39.85 % للحركة التقدمية، في محاليل LDL+25 P وLDL+50 P واأندروميد 
 ،VCL يـــة وEY+25P و EY+50P على التوالي. وتبين وجود تاأثير معنوي )P<0.001( للمحاليل المدرو�صة في موؤ�صر منحنى ال�صرعــــة الخَطِّ

وبلغت القيم 90.80، 81.49 و 82.57 و 85.19 و 83.88 ميكروميتر/ثانية على التوالي. 
واقياً من  تاآزرياً  تاأثيراً  اأظهرت   )LDL( الكثافة الليبوبروتينات منخف�صة  مع  برولين  الأميني  اأن م�صاركة الحم�ص  الدرا�صة  يُ�صتنتج من هذه 

البرودة عند ا�صتخدامهما معاً في محاليل تمديد ال�صائل المنوي لكبا�ص العوا�ص.
الكلمات المفتاحية: ال�صائل المنوي، محاليل التمديد، الليبوبروتينات منخف�صة الكثافة، البرولين، كبا�ص العوا�ص.

تحظى تقانة التلقيح ال�صطناعي وحفظ ال�صائل المنوي المجمد باأهمية كبيرة، نظراً ل�صتخدامها في ن�صر التراكيب الوراثية المرغوبة ب�صكل �صريع 
ومدرو�ص، فتدفق الملايين من ق�صات ال�صائل المنوي المجمد عبر الحدود، حَقق ثورةً في قطاع اإنتاج الأبقار، �صواء على الم�صتوى العلمي، اأو على �صعيد 
زيادة العائد القت�صادي، لكن ما زال ا�صتخدام هذه التقانة في الأغنام محدوداً نظراً لتاأثرها بعدد من المعوقات، فالبنية الت�صريحية لعنق الرحم 

تعيق اإيداع ال�صائل المنوي في عمق الرحم با�صتخدام اأدوات التلقيح ال�صطناعي التقليدية )Kershaw وزملاوؤه، 2005(.
اأخرى كالثيران، والأرانب وحتى لدى  اأنوع حيوانية  كما تُ�صنف نطاف الكبا�ص بكونها ح�صا�صة لعمليتي التجميد والإذابة مقارنةً بمثيلاتها عند 
الغ�صاء  الليبيدات �صمن  وتركيب  ن�صبة  اإلى الختلاف في  وتعود هذه الح�صا�صية   .)1989 ،Fairfullو  Fiser الب�صر )Watson وزملاوؤه،1981؛ 
البلا�صمي للنطاف، اإذ تكون ن�صبة الأحما�ص الدهنية المتعددة غير الم�صبعة اإلى الأحما�ص الدهنية المتعددة الم�صبعة مرتفعةً في الغ�صاء البلا�صمي 
لنطاف الكبا�ص، في حين تكون ن�صبة الكولي�صترول اإلى الفو�صفوليبيدات منخف�صة )Evans و Mxwell، 1989(، ولذلك فهي تكون عُر�صةً للتاأثيرات 
ال�صلبية لل�صيغ الأك�صجينية الن�صطة الم�صار اإليها اخت�صاراً  Reactive oxygen specie( ROS(.  هذه التعديلات غير القابلة للاإ�صلاح على 
 ،Maxwellو Salamon( الم�صتوى الفيزيولوجي والوظيفي للنطاف عند الكبا�ص، ت�صبب تدهوراً في حركية النطاف وحيويتها و�صلامتها الأكروزومية
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2000؛ Medeiros وزملاوؤه، 2002(، فعملية التجميد ت�صبب اإجهادات حرارية وميكانيكية وكيميائية واأ�صموزية تتعر�ص لها النطاف اأثناء عملية 
الحفظ بالتجميد )Watson وزملاوؤه،1981؛  Fiser و Fairfull،1989؛ Hammerstedt وزملاوؤه، 1990(. اإل اأنه يُمكن تقلي�ص هذه الأذيات 
وزملاوؤه،2003؛   Gil( التجميد  اأخطار  من  واقية  واإ�صافات  منا�صبة  تمديد  محاليل  ا�صتخدام  خلال  من  للاإ�صلاح  القابلة  وغير  العكو�صة  غير 
Jeyendran وزملاوؤه، 2008(. ويُ�صتخدم �صفار البي�ص ب�صكل �صائع في محاليل تمديد ال�صائل المنوي المعد للتجميد )Moussa وزملاوؤه، 2002(، 
التجميد والإذابة بالعتماد  تاأثير �صدمة البرد خلال عمليتي  البلا�صمي من  الغ�صاء  الغلي�صرول بالمحافظة على �صلامة  اإلى  فهو يقوم بالإ�صافة 
على مكوناته من الفو�صفوليبيدات والكولي�صترول والليبوبروتينات منخف�صة الكثافة )Muino( )LDL وزملاوؤه ،2007 ؛ Hu وزملاوؤه، 2010(. 
Van Wagtendonk-( اإل اأن ل�صتخدامه لهذا الغر�ص عدداً من الم�صاوئ، فهو منتج من اأ�صل حيواني قد ينطوي ا�صتخدامه على مخاطر �صحية
اإمكانية التلوث الجرثومي لق�صات ال�صائل المنوي المعد للتلقيح  2000(، وقد ي�صبب   ،Shannonو Vishwanath 2000؛ De Leeuw وزملاوؤه، 

ال�صطناعي، وهذا ما يخف�ص القدرة الإخ�صابية للحيوانات المنوية )Aires وزملاوؤه، 2003(. 
 Cappucci وتمكن   .)1998 وزملاوؤه،   Bousseau(  Staphylo-Cocci اأو  ال�صالمونيلا  ببكتيريا  متفاوتة  بدرجات  البي�ص  تلوث  الممكن  فمن 
وزملاوؤه )1985( من عزل فيرو�ص اأنفلونزا الطيور من �صفار بي�ص دجاج م�صاب بهذا الفيرو�ص. واأن مثل هذا التلوث الجرثومي اأو الفيرو�صي 

يُعدّ عاملًا محدداً للقدرة الإخ�صابية لل�صائل المنوي المعد للتلقيح ال�صطناعي. 
علاوةً على ذلك يو�صف �صفار البي�ص باأنه ذو تركيب كيميائي معقد للغاية، تتغير وتختلف محتوياته باختلاف �صلالت الدجاج، كما يختلف 
1976(. ويحتوي �صفار البي�ص مواداً تثبط العمليات   ،Watson( محتوى الليبيدات في ال�صفار باختلاف نوع العليقة المقدمة لقطيع الدجاج
المكونات  ا�صتبعاد  فاإن  لهذا   ،)1975  ،Martinو  Watson 1953؛  وزملاوؤه،   Kampschmidt( حركيتها  من  وتقل�ص  النطاف،  في  التنف�صية 
ال�صارة الموجودة في �صفار البي�ص، وا�صتخدام المكون الم�صوؤول عن حماية النطاف اأثناء عمليتي التجميد والإذابة يٌعدّ اأمراً مفيداً، وقد اأ�صارت 
الدرا�صات اإلى اأن الليبوبروتين منخف�ص الكثافة )LDL( هو المكون الفعال في �صفار البي�ص ذو التاأثير الواقي من البرودة )Moussa وزملاوؤه، 
لل�صائل المنوي  8 % )وزن/حجم( عو�صاً عن �صفار البي�ص الكامل يحّ�صن موؤ�صرات الحركية بعد الإذابة  LDL بتركيز  2002(. فا�صتخدام  

المجمد للثيران )Moussa وزملاوؤه، 2002(، والماعز )Al Ahmad وزملاوؤه، 2008(.
من جهة اأُخرى يمكن تقلي�ص الأ�صرار التي تتعر�ص لها النطاف نتيجة عمليتي التجميد والإذابة من خلال الت�صارك بين عدة واقيات برودة في 
محلول التمديد )Amann وPickett، 1987(، كما اأن واقيات برودة �صائعة ال�صتخدام في محاليل تمديد ال�صائل المنوي، ول�صيما الغلي�صرول 
التجمد  واقيات  تنتج عن  التي  ال�صمية الخلوية  واإن هذه   ،)1991،Garner 1998؛  وزملاوؤه،   Katkov( النطاف �صمياً في  اأثراً  لها  باأن  تمتاز 

قادت العلماء للبحث عن مواد لها تاأثير واقٍ من البرودة وذات اأثر اأقل �صمية في الخلايا )Bencharif وزملاوؤه، 2010(.
الأحما�ص  تُوؤديه  الذي  الحيوي  الدور  لكت�صاف  نتيجةً  المنوي،  ال�صائل  تمديد  محاليل  في  تجمد  كواقيات  الأمينية  الأحما�ص  ا�صتخدام  ويعود 
 Withers( اإذ لوحظ قيام بع�ص النباتات كالذرة ،)وزملاوؤه، 1974 Chu( الأمينية في حماية بنية الخلية من ال�صرر الناتج عن عملية التجميد
وKing، 1979(، والحيوانات )Anchordoguy وزملاوؤه، 1988( بتجميع الحم�ص الأميني البرولين كرد فعل على انخفا�ص درجات الحرارة، 
فالأحما�ص الأمينية توؤدي دوراً مُهماً في حماية البنية الخلوية من ال�صرر النا�صئ عن عمليتي التجميد والإذابة )Amirat وزملاوؤه، 2009(. 

اأنواع  بالتجميد لعدة  ال�صائل المنوي  الأمينية كواقيات تجمد عند حفظ  مُتعددة من الأحما�ص  اأنواع  لتقييم فاعلية  اأُنجزت عدة درا�صات  وقد 
والثيران   ،)2006 وزملاوؤه،   Szczesniak-Fabianczyk( والخنازير   ،)2014 خلوف،  2008؛  وزملاوؤه،   Atessahin( كالماعز  حيوانية 
اأ�صار  وقد   .)1999 وزملاوؤه،   Trimeche( والخيول   ،)2008 وزملاوؤه،   EL-sheshtawy( والجوامي�ص   )2001 وزملاوؤه،   Bilodeau(
المجمدة  النطاف  حركية  من  حَ�صّنت  قد  مول(  ميللي   50( البرولين  من  المنخف�صة  التراكيز  اأن  اإلى   )1992( وزملاوؤه   Sanchez-partida
وGlofcheski )1992( قدرة الأحما�ص الأمينية مثل الغلوتامين، والبرولين، والآلنين على حماية الخلايا   Kruuv للكبا�ص بعد الإذابة. وَبيّن 
اأعطت  قد  والبرولين  الغلوتامين  اأحما�ص  اأن  اإلى  وتو�صلوا  بالتجميد،  اأثناء الحفظ  ال�صيني  للهام�صتر   )Fibrobalsts( )الليفية( الفيبرينية 
5 ميللي مول،  اأن ا�صتخدام البرولين بتركيز  LI وزملاوؤه )2003(  40 ميللي مول. كما اأو�صح  10 اإلى  اأف�صل حماية عند ا�صتخدامها بتراكيز 
القردة  الإذابة لنطاف  الأكروزومية والحركية بعد  ال�صلامة  10 ميللي مول لكل منهما قد حَ�صّن وب�صكل كبير  والغلوتامين بتركيز  والغلاي�صين 

.)Macaca fasicularis( من ف�صيلة الرباح
واأو�صح Kundu وزملاوؤه )2001( عند تجميد نطاف الماعز الماأخوذة من نهاية البربخ Caudua epididymal بمحلول تمديد خال من �صفار 
البي�ص والغلي�صرول، اأن الأحما�ص الأمينية )L-Proline،  L-alanine، L-glutamine، glycine( الم�صتخدمة بتركيز 100 اإلى 150 ميللي مول 
قد اأظهرت تاأثيراً واقياً من البرودة، اإذ بلغت الحركية العامة 11 اإلى 19 % ، والحركية التقدمية 8 اإلى 14 % مقارنةً بانعدام الحركية كلياً 
في محلول التمديد الخالي من الأحما�ص الأمينية وواقيات البرودة التقليدية )�صفار البي�ص، الغلي�صرول(، كما ح�صنت قُدرة الغلي�صرول على 
حماية النطاف المجمدة من تاأثير �صدمة البرد بمقدار 8 اإلى 12 % عند اإ�صافة الأحما�ص الأمينية اإلى محلول التمديد، وكانت اأف�صل نتائج 
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الحركية )43 ± 3 %(عند اإ�صافة البرولين بتركيز 20 ميللي مول اإلى محلول التمديد مقارنة بالأحما�ص الأمينية الأخرى.
هدف البحث

الكثافة  منخف�صة  الليبوبروتينات  جزيئات  مع  مختلفة  بتراكيز  البرولين  الأميني  الحم�ص  م�صاركة  فعالية  تقييم  اإلى  الدرا�صة  هذه  تهدف 
الم�صتخل�صة من �صفار البي�ص الم�صافة اإلى محلول تمديد محلي مخ�ص�ص لتجميد ال�صائل المنوي لأغنام العوا�ص في موا�صفات ال�صائل المنوي 

المخبرية. 

1 - مكان وتاريخ إجراء البحث:
نُفذ البحث خلال المو�صم التنا�صلي لعام 2013 في مختبر التلقيح ال�صطناعي ونقل الأجنة في محطة بحوث ازرع في محافظة درعا )�صورية(، 
كلية  الأجنة في  ونقل  ال�صطناعي  التلقيح  )اأك�صاد/ACSAD(، ومختبر  القاحلة  والأرا�صي  المناطق الجافة  لدرا�صات  العربي  للمركز  التابعة 

الطب البيطري في محافظة حماة/�صورية.
2 - استخلاص جزئياتLDL  من صفار البيض:

تم ا�صتخلا�ص جزيئات الـ LDL من �صفار البي�ص ح�صب طريقة Moussa وزملائه )2002( كالآتي:
كُ�صرت يدوياً بيو�ص دجاج طازجة خلال 24 �صاعة على الأكثر من و�صعها، ثم فُ�صل ال�صفار عن األبومين البي�ص، ودوّر بعناية كبيرة على ورق 
م�صرط  ن�صلة  بو�صاطة  المحي  الغ�صاء  جُرح  ثم  المحي،  الغ�صاء  على  الملت�صقة  الألبومين  وبقايا  األبومينية(  )�صرائط  المح  اأربطة  لإزالة  تر�صيح 
طبي معقم، وَ�صكب ال�صفار في دورق على درجة حرارة 4+ مº لمنع نمو وتكاثر الجراثيم. ثم مُدد �صفار البي�ص ال�صابق في محلول فيزيولوجي 
قبل  المحلول  لموازنة  مغناطي�صي  هزاز  على   ºم  +4 حرارة  درجة  على  �صاعة  لمدة  وَحُرّك  حجم(،   : )حجم   1:1 بن�صبة   )NaCl من   %  0.9(
الرا�صب )الحبيبات(،  الطافي )البلازما( عن  الق�صم  انف�صل  4+ مº، حيث  45 دقيقة على درجة حرارة  لمدة    g × 10000 ب�صرعة  التثفيل 
 )Sigma A: 4418( الأمونيوم 40 % من �صلفات  البلازما مع  اآثار الحبيبات، ومُزجت بعد ذلك  ثانيةً لإزالة كل  البلازما مرةً  تثفيل  ثم تم 
حتى الإ�صباع )مُكافئ اإلى 20,5 غ لكل 100 مل من البلازما( لتر�صيب بروتينات الليفيتين )Livetins(. وَعُدِل الـ pH و�صبط خلال كل فترة 
ال�صتخلا�ص. بعد �صاعة واحدة من التحريك في درجة حرارة 4+ مº، ثُفل المزيج على ال�صرعة g × 10000 لمدة 45 دقيقة، وا�صتُبعِد الرا�صب 
 Sigma -() )MCL 8 x 100 CLR( الق�صم الطافي بالماء المقطر لإزالة �صلفات الأمونيوم با�صتعمال غ�صاء الدياليز )Dialyse( وتمت ديلزة
D: 9527(. اأثناء عملية الديلزة )Dialyse(، تُحر�ص عملية خروج �صلفات الأمونيوم من بودان الدياليز على تكون را�صب غني بالبروتينات 
4+ مº ثم جُمع الرا�صب المت�صكل الغني  45 دقيقة على درجة حرارة  g × 10000 لمدة  الدهنية مُنخف�صة الكثافة. بعدها ثُفل المحلول ب�صرعة 

الكثافة.  منخف�صة  الدهنية  بالبروتينات 
3 - جمع السائل المنوي ومداولته:

وزن  وبمتو�صط  �صنوات،   3 بعمر  العوا�ص  اأغنام  من  ا�صطناعي  تلقيح  طلائق  اأربع  من  ال�صطناعي  المهبل  بو�صاطة  المنوي  ال�صائل  جُمع 
وعلى  جمع،  يوم  كل  في  كب�ص  كل  من  قذفتين  وبمعدل  التنا�صلي  المو�صم  طوال  اأ�صبوعياً  مرات  ثلاث  الجمع  عملية  كررت  كغ.   3±  75
الأربعة  للذكور  القذفات  جميع  دمج  تم  فقد  المنوي  �صائلها  موا�صفات  في  معنوي  فرق  يوجد  ول  مَدرو�صة  الم�صتخدمة  الذكور  اأن  اعتبار 

تمديد.  محاليل  بعدة  لتمديدها  المدرو�صة  المعاملات  اإلى  وقُ�صمت  جمع،  يوم  كل  في 
4 - محاليل التمديد المستخدمة في تجميد السائل المنوي:

مو�صح في  هو  كما  م�صتورد،  وواحد  التح�صير  منها محلية  اأربعة  التمديد،  اأنواع من محاليل  بخم�صة  العوا�ص  لكبا�ص  المنوي  ال�صائل  تم تمديد 
الجدول 1، اإذ ا�صتُخدمت عدة اأنواع من المحاليل لتمديد وتجميد ال�صائل المنوي هي: 

- الأول: محلول تمديد محلي ال�صنع )3.52 غ �صترات ال�صوديوم مع LDL % 8(، اأ�صيف اإليه الغلي�صيرول بتركيز 6.4 %، والحم�ص الأميني 
.)Sigma St Louis، MO، USA( بتركيزين: 25 ميللي مول/مل و 50 ميللي مول/مل )L-Proline( البرولين

 6.4 بتركيز  الغلي�صيرول  اإليه  اأ�صيف  الكامل(،  البي�ص  �صفـار   % 20 مع  ال�صوديوم  �صترات  غ  ال�صنع )3.52  الثاني: محلول تمديد محلي   -
%، والبرولين بتركيزين: 25 ميللي مول/مل و50 ميللي مول/مل واأُ�صيف لكل المحاليل التجريبية نوعان من ال�صادات الحيوية هما البن�صلين 

)500 وحدة دولية/مل(، وال�صتربتوماي�صين )1 ملغ لكل 1 مل(.
اإ�صافة جزء  اإذ تمت  كما ا�صتخدم محلول تجاري جاهز )AndroMed ،Minitube ،Tiefenbach ،Germany( كمحلول �صاهد قيا�صي،   -
من المحلول الجاهز اإلى اأربعة اأجزاء من الماء م�صاعف التقطير )معدل التمديد 1: 4(. عُدلت درجة الحمو�صة pH لجميع المحاليل الى 6.8 

عند ال�صرورة با�صتخدام حم�ص كلور الماء 10 %.

م�اد البحث �طرائقه 
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الجدول 1. محاليل التمديد المستخدمة في تمديد السائل المنوي )في 100 سم3 ماء مضاعف التقطير(.
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5 - تجميد السائل المنوي:
بعد تمديد ال�صائل المنوي بالحجم المنا�صب من محاليل التمديد نقلت العينات مبا�صرة اإلى براد اأفقي )4+ مº(، وتم تزويد اآلة تعبئة الق�صات 
انق�صاء �صاعتين ون�صف )فترة  التعبئة، وبعد  - بالمعلومات الخا�صة حول نوع كل محلول تمديد وتاريخ  - والموجودة في البراد نف�صه  واإغلاقها 
 )IMV، L Aigel، France( اإنتاج �صركة 0.5 �صم3  م�صنوعة من الكلوريد بوليفينيل  التوازن والتبريد( عُبئ ال�صائل المنوي في ق�صات �صعتها 
التعبئة  نهاية عملية  البراد حتى  وتركت في  ق�صة،   40 لـ  يت�صع  المعباأة على حامل معدني خا�ص  الق�صات  و�صعت  ثم  البراد،  اآلياً وهي في  لتغلق 
تعليمات  واتُبعت  تجميد(،  حجرة  م�صغوط،  اأزوتي  �صائل  خزان  اآلي،  منظم  )حا�صب،  الآلي  التجميد  نظام  �صُغل  الق�صات.  لبقية  والإغلاق 
الت�صغيل المو�صى بها من قبل ال�صركة ال�صانعة )IMV، L Aigel، France( المت�صمنة عدة خطوات توؤدي اإلى خف�ص درجة حرارة ال�صائل المنوي 
اأَولياً في البداية اإلى وعاء من ال�صتريوبور مملوء  الممدد من 4+ مº الى 140- مº، وهذا ما يدعى بالتجميد الأولي، ثم نُقلت الق�صات المجمدة 
بال�صائل الآزوتي، لتتم فيه عملية التجميد النهائي، ومنه نقلت الق�صات المجمدة اإلى الحامل المخ�ص�ص لها في خزان ال�صائل الآزوتي وفقاً لنوع 

الم�صتخدم.  التمديد  محلول 
6 - تقييم السائل المنوي:

ومبرد  )طازج  مداولته  مراحل  من  مرحلة  كل  في  والحية  الميتة  والنطاف  الحركية،  ن�صبة  حيث  من  المنوي  ال�صائل  قيم  المجهري:  التقييم 
ومجمد(، با�صتخدام مجهر تباين الأطوار )Phase contrast microscope(، و�صبغة اأيوزين - نيكرو�صين لتمييز النطاف الحية عن الميتة، 

وكذلك ا�صتخدم جهاز CASA لتقييم ال�صائل المنوي المجمد بعد الإذابة.
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:CASA التحليل الآلي لمؤشرات السائل المنوي المجمد باستخدام جهاز
 )Computer-assisted semen analysis - CASA( Sperm الـ  المنوي  ال�صائل  نظام تحليل  كل ممدّد بم�صاعدة  ق�صات من  حُللت خم�ص 
)Vision® 3.5 )Minitüb، Tiefenbach، Germany  الموجود في مختبر التلقيح ال�صطناعي ونقل الأجنة في كلية الطب البيطري في محافظة 

حماة )�صورية(. حيث اأخذ µL 2.5 من العينة ووُ�صعت في الحفرة الخا�صة بها على ال�صريحة المدفئة على درجة حرارة 37 مₒ، وتم قيا�ص:
- التركيز .

 .)Motility( الحركية -
. )Progressive( الحركة التقدمية الأمامية -

- موؤ�سرات الحركة التقدمية الأمامية وهي: 
.DAP )Distance Average Path- µm( معدل م�صافة الم�صار
.DCL )Distance Curved Line- µm( م�صافة الخط المنحني

.DSL  )Distance Straight Line- µm(م�صافة الخط الم�صتقيم
.VAP  )Velocity Average Path- µm /sec(معدل �صرعة الم�صار

.VCL )Curvilinear Line Velocity-µm/s( يـــة المنحنية ال�صرعــــة الخَطِّ
.VSL )Straight Line Velocity-µm/s( اأو التقدميـــة يـــة الم�صتقيمـــة  ال�صرعـــة الخَطِّ
.ALH )Lateral Head Displacement-µm( المــــدى الجانبــــي ل�صربــــات الــــراأ�ص

7 - التحليل الإحصائي:
وي�صتخدم   ،)General Linear Model( )GLM( العام  الخطي  الأنموذج  با�صتخدام  الكامل،  الع�صوائي  الت�صميم  وفق  البيانات  تحليل  تم 
وف�صل   ،)LSM( ال�صغرى  المربعات  متو�صط  ح�صاب  وتم  كافةً،  الإح�صائي  التحليل  عمليات  لإجراء   )2008(  SAS برنامج  الغر�ص  لذلك 
الموؤ�صرات  في  المعاملات  تاأثير  لتقدير  التالي  الخطي  الأنموذج  وا�صتخدم   )1995(  Duncan طريقة  با�صتخدام  المعاملات  بين  المتو�صطات 

المدرو�صة: 
Yijk= µ + Ei+Hj+ eijk

حيث:
Yijk : الموؤ�صر العام المدرو�ص )الحركية، الحركة التقدمية،... الخ(.

µ: المتو�صط العام للموؤ�صر المدرو�ص.
 5,4,3,2,1 =i تاأثير الممدد المختبر حيث :Ei

Hki: تاأثير مرحلة المداولة حيث j= 2،1 )بعد التبريد وبعد الإذابة(.

 .Iσ2e والتي من المفتر�ص اأن تكون م�صتقلةً وموزعةً طبيعياً بمتو�صط �صفر وتباين ،Yijk
Eijk : وحدة الخطاأ الع�صوائي المرتبطة مع 

1 - تقييم المؤشرات المخبرية باستخدام صبغة التلوين القياسية )أيوزين - نيكروسين(:
لمحلول   )P<0.001( معنوياً  تفوقاً  النطاف  تلوين  في  نيكرو�صين   - ايوزين  �صبغة  ل�صتخدام   )2 )الجدول  الإح�صائي  التحليل  نتائج  اأظهرت 
الحية  النطاف  ن�صبة  في   )LDL( الكثافة  منخف�صة  والليبوبروتينات  مول،  ميللي   25 بتركيز  برولين  الأميني  الحم�ص  على  الحاوي  التمديد 

مقارنةً بالمحاليل الأخرى الم�صتخدمة في التجربة. 
 ،LDL+50P و   ،LDL+25P محاليل  في   )% و67.9  و68.2  و70.7  و72.4   73.2( الحية  النطاف  ن�صب  بلغت  التوازن  مرحلة  نهاية  ففي 
والأندروميد، وEY+25P، و EY+50P على التوالي. وقد اأورد   White )1993( اأن عملية تبريد النطاف اإلى درجة  º 4 م ت�صبب حدوث فقد 
في فو�صفوليبيدات الغ�صاء البلا�صمي مما ي�صبب تدهوراً  في ا�صتقرار وثبات الغ�صاء البلا�صمي. والملاحظ في هذه المرحلة اأنه لم يكن لتركيزي 
البرولين )50 و25 ميللي مول( �صمن محلول تمديد LDL اأي تاأثير معنوي )P<0.001( في ن�صبة النطاف الحية والميتة، وكذلك �صمن محلول 
التمديد الم�صاف له �صفار البي�ص، مما ي�صير اإلى اأن ارتفاع ن�صبة النطاف الحية في محلولي تمديد LDL+25P وLDL+50P  في نهاية مرحلة 
وزملاوؤه )2011(    Vera-munoz اأورد  م�صابه  وب�صكل   .)LDL( الكثافة الليبوبروتينات منخف�صة  �صببه  كان  المحاليل،  ببقية  التوازن مقارنة 
الليبوبروتينات منخف�صة الكثافة )LDL( قد حافظت على �صلامة الغ�صاء البلا�صمي، والغ�صاء الأكروزومي، وحركية  نطاف الثيران عند  اأن 

النتائج �المناق�صة
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حفظها بالتبريد لمدة 48 �صاعة، اإذ كانت قيم هذه الموؤ�صرات قريبة لموؤ�صرات ال�صائل المنوي الطازج. 
 LDL+50Pو LDL+25P بالمقابل انخف�صت ن�صبة النطاف الحية بعد التجميد والإذابة اإلى 66.40 و62.10 و60.70 و58.50 و56.71 % في محاليل
والأندروميد وEY+25P وEY+50P على التوالي )ال�صكل 1(. وعند مقارنة مقدار النخفا�ص في حركية النطاف بين مرحلتي المداولة )بعد التبريد 
 ،LDL+25P وبعد الإذابة( لل�صائل المنوي، با�صتخدام مجهر تباين الأطوار لوحظ اأن النخفا�ص في ن�صبة الحركية قد بلغ 9.2 % في محلول التمديد
في حين بلغ هذا النخفا�ص اأق�صاه )16.14 %( في محلول التمديد EY+50P )ال�صكل 2(. اأثبت اختبارالتقييم للحركية والنطاف الميتة با�صتخدام 
مجهر تباين الأطوار تفوقاً معنوياً )P<0.001( لمحلول ال�صترات الم�صاف اإليه LDL بتركيز 8 % )وزن/حجم(، والبرولين بتركيز 25 ميللي مول/

مل على بقية المحاليل الم�صتخدمة في التجربة بما فيها محلول الأندروميد القيا�صي في مرحلتي المداولة المختبرتين )ال�صكلان 1 و 2(.

الجدول 2. تحليل التباين لتأثير محاليل التمديد في الحركية، ونسبة النطاف الميتة في السائل المنوي الممدد خلال المراحل المتتابعة لمداولة السائل 
المنوي لكباش العواس )التقديران باستخدام مجهر تباين الأطوار(.

درجات الحرية )DF(      مصدر التباين
      متوسط المربعات الصغرى

النطاف الميتة )%(الحركية )%(

***4.33***433.43محاليل التمديد

***3.37***1116مرحلة المداولة

1.97  1.29   24   الخطأ التجريبي

الشكل 1. المتوسطات والانحرافات لنسب النطاف الميتة )%( خلال مرحلتي مداولة السائل المنوي في محاليل التمديد المدروسة مقدرة 
باستخدام مجهر تباين الأطوار والتلوين بصبغة أيوزين- نيكروسين القياسية.

الشكل 2. المتوسطات والانحرافات لنسب الحركية )%( للنطاف خلال المراحل المتتابعة لمداولة السائل المنوي في محاليل التمديد المدروسة 
مقدرة باستخدام مجهر تباين الأطوار.
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:CASA 2 - التقييم الإلكتروني للمؤشرات المخبرية للسائل المنوي المجمد باستخدام جهاز
اأظهرت درا�صة موؤ�صرات حركية النطاف في ال�صائل المنوي المجمد بعد الإذابة بو�صاطة جهاز CASA تفوقاً معنوياً )P<0.001( لمحلول التمديد 
LDL+25P مقارنةً ببقية المحاليل )الأ�صكال 3 و4 و5(. وتعود اأهمية هذا الجهاز المتطور من كون ا�صتخدامه يُ�صهم في الغاء الأخطاء في تقدير 
موؤ�صرات  بين  معنوياً  ارتباطاً  هناك  اأن   )2003( وزملاوؤه   Januskauskas وجد  فقد  لذلك  اإ�صافة  الب�صري،  بالعامل  ترتبط  التي  الموؤ�صرات 

الحركية المقدرة بو�صاطة هذا الجهاز مع الخ�صوبة الحقلية.
بلغت  LDL+25P، في حين  التمديد  64.97 % في محلول   CASA التجميد والإذابة مقدرة بو�صاطة جهاز  الدرا�صة بعد  بلغت الحركية في هذه 
3(. وبلغت ن�صبة  التوالي )ال�صكل  EY+50P على  و   EY+25P و  LDL+50P، والأندروميد،  56.40 و53.50 % في محاليل  و   59.02 و   60.30
 ،LDL+50P في حين بلغت 44.86 و 45.37 و 42.14 و 39.85 % في محاليل التمديد ،LDL+25P الحركة التقدمية 47.18 % في محلول التمديد
والأندروميد، و EY+25P، و EY+50P على التوالي )ال�صكل 3(. ولهذا التفوق المعنوي اأهميته التطبيقية والقت�صادية، فمن المعلوم اأن حركية 

النطاف تُعّد الموؤ�صر الأكثر اأهميةً في تقدير القدرة الإخ�صابية لل�صائل المنوي )Liu وزملاوؤه،1991(.
وتبين وجود فرق معنوي )P<0.001( في الموؤ�صرات المتعلقة بالم�صافات المقطوعة من قبل النطاف في الحقل المجهري، فقد بَلغ مُعدل م�صافة الخط 
المنحني )DCL( 32.69 و 38.08 و 36.73 و 35.90 و 36.08 ميكروميتر في محاليل LDL+25P، و LDL+50P، و الأندروميد، و EY+25P و 
 ،LDL+25P 16.63 و 18.29 و 16.87 و 17.57 و 16.81 ميكروميتر في محاليل )DSL( على التوالي. وبلغ معدل م�صافة الخط الم�صتقيم EY+50P
وLDL+50P، والأندروميد، و EY+25P و EY+50P على التوالي، وبلغ معدل م�صافة الم�صار )DAP( 22.2 و 25.44 و22.01 و 24.27 و 24.07 
ميكروميتر في محاليل LDL+25P، و LDL+50P، و الأندروميد، و EY+25P و EY+50P على التوالي، وكان لنوع محلول التمديد تاأثير معنوي 
)P<0.001( في التنقل الجانبي ل�صربات راأ�ص النطاف )ALH(، اإذ تفوق معنوياً محلول الندروميد مقارنةً ببقية المحاليل المختبرة، وكانت قيم 
ALH 4 و 4.37 و 4.89 و 4.24 و 4.16 ميكرومتر في محاليل LDL+25P، و LDL+50P، والأندروميد، و EY+25P و EY+50P على التوالي 
مع  قيمته  النخفا�ص في  ويترافق   ،)Indicator of flagellar pattern( للنطاف ال�صوطية  اإلى الحركة  ي�صير  موؤ�صراً   ALH ويُعّد   .)4 )ال�صكل 
النخفا�ص في م�صتوى الكال�صيوم الخلوي في نطاف الهام�صتر )Surez وزملاوؤه، 1993(، فهو يُعبر عن قدرة النطاف على اجتياز المخاط في قرن 
الرحم والتحاد مع البوي�صة )Verstegen وزملاوؤه، 2002(، واأ�صار Gadea )2005( اإلى اأهمية ALH عند الخنازير لإتمام اختراق النطاف 

.)Zona pellucida( والغ�صاء ال�صفاف ،)Cumulus cells( للطبقات المحيطة بالبوي�صة كطبقة الخلايا الركامية
وبلغت قيمة ال�صرعة الخطية الم�صتقيمة  VSL 44.03 ميكروميتر/ثانية في محلول LDL+25P، حيث تفوق معنوياً على بقية المحاليل عدا محلول 
 41.3 39.42 و  40.27 و  25 ميللي مول/مل، ولم يلحظ اأي فرق معنوي بين المحلولين، وبلغت القيم  �صفار البي�ص الم�صاف له البرولين بتركيز 
�صرعة  موؤ�صرات  نتائج  اأظهرت  كما  التوالي،  EY+50P على  و   EY+25P و  الأندروميد،  و   ،LDL+50P ميكروميتر/ثانية في محاليل   38.54 و 
VSL(، عدم وجود فروق معنوية )p>0.05( في معدل �صرعة الم�صار )VAP( بين المحاليل الم�صتخدمة. في حين اأظهر  VCl و  الحركة )VAP و 
محلول التمديد LDL+25P وب�صكل وا�صح تفوقاً معنوياً )P<0.001( في موؤ�صر معدل ال�صرعة المنحنية )VCL( على معظم المحاليل )عدا محلول 
EY+25P(، اإذ لم يلحظ بينهما اأي فرق معنوي، كذلك لم يلحظ اأي فرق معنوي بين المحاليل الأربعة الأخرى في هذا الموؤ�صر، وبلغت القيم 90.80 
و 81.49 و 82.57 و 85.19 و 83.88 ميكروميتر/ثانية في محاليل LDL+25P، وLDL+50P، والأندروميد، و EY+25P و EY+50P على التوالي 

)ال�صكل 5(. 
واأ�صارت درا�صات اأخُرى اإلى الإرتباط الإيجابي بين مُوؤ�صر ال�صرعة الخطية الم�صتقيمة )VSL( ومُعدل الولدات لدى اأنواع حيوانية عديدة كالخنازير 
)Holt وزملاوؤه،1997(، والدجاج )Mclean وزملاوؤه،1997(، والرومي )King وزملاوؤه، 2000(، والن�صان )Liu وزملاوؤه، 1991(، كما اأَو�صح 
الكبا�ص  عند  ظهر  كما  الإخ�صابية،  بقدرتها  ترتبط   )VSL و   VCL( النطاف  �صرعة  تميز  التي  الموؤ�صرات  اأن   )2002( وزملاوؤه   Verstegen

)Sanchez-Partida وزملاوؤه، 1992(، والثيران )Farrell وزملاوؤه، 1998(، والإن�صان )Giwercman وزملاوؤه، 2003(. 
توؤكد هذه النتائج اأن الجزء الم�صوؤول في �صفار البي�ص عن حماية النطاف خلال مراحل التجميد والإذابة هو الليبوبروتينات منخف�صة الكثافة، 
 )Cold shock( تحيط بالغ�صاء البلا�صمي للنطاف وتُوؤمن الحماية لها من �صدمة البرد  LDL اإلى اأن )1987( Foote و  Graham وقد اأ�صار
LDL تمكنها  بها جزيئات  تت�صف  التي   )gelation( واللت�صاق  )adsorption( اأن خا�صية الدم�صا�ص Moussa وزملاوؤه )2002(  واأو�صح 
من ت�صكيل طبقة حول الغ�صاء الخلوي للنطاف، الأمر الذي يُ�صهم في حمايتها من ال�صرر الناتج عن ت�صكل البلورات الثلجية اأثناء التجميد. كما 
اأكد Bergeron و Manjunath )2006( قدرة LDL على تخفي�ص الأثر ال�صار للبروتينات المرافقة للبلازما المنوية في �صطح الغ�صاء البلا�صمي 
البلا�صمي  الغ�صاء  والكولي�صترول من  الفو�صفوليبدات  وت�صبب تحرر  البلا�صمي  الغ�صاء  ب�صطح  الإرتباط  البروتينات على  تعمل هذه  اإذ  للنطاف، 
)Thérien وزملاوؤه، 1998 و 1999(. وقد اأظهرت التجربة امتلاك البرولين اأثراً واقياً من البرودة عند ا�صتخدامه بتركيز 25 ميللي مول اإلى 
جانب LDL الم�صتخدم بتركيز 8 %، وَيعّد هذا التركيز اأقل من التركيز المو�صى با�صتخدامه من قبل Sanchez-partida وزملائه )1992( في 
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الكبا�ص )50 ميللي مول برولين(، ويمكن اأن يف�صر ذلك نتيجة لختلاف عرقي الأغنام بين التجربتين، وا�صتخدام LDL عو�صاً عن �صفار البي�ص، 
فانخف�صت ن�صبة البرولين الواجب اإ�صافتها اإلى محلول التمديد.

الشكل 3. قيم النسب المئوية للحركية )MOT(، والحركية التقدمية )PROG( للنطاف بعد التجميد والإذابة في محاليل التمديد المختلفة.

الشكل 4. قيم معدل مسافة المسار )DAP(، ومسافة الخط المنحني )DCL(، ومسافة الخط المستقيم )DSL(، والمدى الجانبي 
لضربات الرأس )ALH( للنطاف بعد التجميد والإذابة في محاليل التمديد المختلفة.
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الشكل 5. قيم معدل سرعة المسار )VAP(، ومنحنى السرعة المنحنية )VCL(، والسرعة المستقيمة )VSL( للنطاف 
بعد التجميد والإذابة في محاليل التمديد المختلفة.

كما اأ�صار Al -Ahmad وزملاوؤه )2008( اإلى اأن جزيئات LDL بتركيز 8 % والحم�ص الأميني الغلوتامين بتركيز 25 ميللي مول تملكان فعلًا تاآزرياً 
عند ا�صتخدامهما معاً في محاليل تمديد ال�صائل المنوي للماعز، وقد اأ�صهم هذا الأمر في تاأمين حماية للنطاف المجمدة بعد الإذابة، ويبدو من هذا 
البحث اأن العلاقة ذاتها موجودة بين LDL بتركيز 8 % والبرولين بتركيز 25 ميللي مول الم�صتخدم في محاليل تمديد ال�صائل المنوي لكبا�ص العوا�ص. 
Kundu وزملاوؤه  اأ�صار  والإذابة، فقد  التجميد  للنطاف خلال عمليتي  البلا�صمي  الغ�صاء  تاأمين قوة وتما�صك  التاآزري في  الأثر  يُ�صهم هذا  حيث 
لفو�صفوليبيدات  التابعة  الفو�صفات  مجموعات  مع  ال�صاكن  الكهربائي  التفاعل  من  نوعاً  تملك  الأمينية  الأحما�ص  جزيئات  اأن  اإلى   )2001(
 Rudolph الغ�صاء البلا�صمي للنطاف الأمر الذي ي�صبب ت�صكيل طبقة حول الغ�صاء البلا�صمي تُوؤمن حمايةً له من تاأثير �صدمة البرد، كما بين
وCrowe )1985( اأن البرولين قد اأ�صهم في تقلي�ص الأ�صرار التي يتعر�ص لها الغ�صاء البلا�صمي خلال التجميد، وثبط ظاهرة انكما�ص الجبلة 
الخلوية )Plasmolysis( من خلال تحقيق ا�صتقرار الغ�صاء الخلوي. وقد عزى Marsh وزملاوؤه )1990( هذا الأمر لحمايتها طبقة الليبيدات 
في الغ�صاء البلا�صمي، و�صيانتها للن�صاط التنف�صي للميتوكوندريا. وذكر Carpenter وCrow )1988( اأن الحم�ص الأميني البرولين يحمي اأنزيم 

phosphofructokinase من التفكك )Denaturation( خلال التجميد. 
الاستنتاجات و المقترحات:

- اعتماد محلول تمديد ال�صائل المنوي المكون من �صترات ال�صوديوم والغلوكوز، والم�صاف له الحم�ص الأميني البرولين بتركيز 25 ميللي مول/مل 
والليبوبروتينات منخف�صة الكثافة LDL بتركيز 8% )وزن/حجم(.

- تقترح الدرا�صة تجميد ال�صائل المنوي بمحلول )�صترات ال�صوديوم +LDL %8+25 ميللي مول/مل برولين(، وا�صتخدامه في التلقيح ال�صطناعي 
لمعرفة نتائج الخ�صوبة الحقلية.

- القيام بدرا�صة تاأثير ا�صتخدام LDL واأحما�ص امينية اأخرى �صمن محاليل تمديد ال�صائل المنوي للاأنواع الحيوانية المنت�صرة في القطر العربي 
ال�صوري.
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