
 ISSN:�999-�5�7                          ����، )�(، العدد )�(مجلة الأنبار للعلوم البيطرية، المجلد 

 

14 

  في تجميد السائل المنوي للكباش العواسي Trehaloseتأثير استخدام الـ
  

  وعبد الكريم عبد الرضا هوبي *حازم كسار جاسر الصعب

  جامعة بغداد/ كلية الزراعة
  

  الخلاصة

 سـلالة  مـن  كباش � قد استخدمو بعد التجميد للكباش النطف حيوية لغرض تحسين التجربة هذه أُجريت
 عمليـة  بعد) Pooling( المنوي السائل تجميع اجري ،سنة ���– ��� بين ما تتراوح عماربأ التركي، العواسي

 ـا الأول ومن ثم تقسيمه إلى جـزأين الجـزء   )Tris(الـ مخففب �� :� تخفيفه بنسبة تمو الجمع  إليـه  فيض
Trehalose تجميـد  عملية اجريت ذلك بعدالثاني استخدم كمجموعة سيطرة  والجزء مل /ملي مول ��� بنسبة 

 على وقابليتها للنطف الفردية الحركة وفحص الإسالة عملية أُجريت .السائل بالنايتروجين المخفف المنوي السائل
 أشـهر  وثلاثة وشهرين شهر بعد م°
� حرارة درجة في) ساعات 	ولغاية  �، �، �، �، �( مدة لأطول البقاء

 علـى  السـابقة  بالمخففـات  بالتجميـد  المحفوظة شالكبا نطف قابلية اختبارولغرض  التجميد، عملية إجراء من
 الحركـة  فـي  للمعاملة )P<0.05( معنوياً ثيراًتأ النتائج أظهرت .جيرالخا بالإخصابتم استخدامها  الإخصاب

���� ± �����ذ بلغتالتجميد إ بعد للنطف الفردية
لمجموعتي المعاملة والسيطرة علـى   %���� ± �	���و 

 ذ بلغـت للمجمـوعتين  إ التجميد بعد الخارجي للنطف الإخصابير للمعاملة على نسبة ثتأفيما لم يظهر  .التوالي
  .التوالي على% ��.� ±���	�و  00.�±�����علاه أ

The effects of Trehalose on the semen cryopreservation of Awasse ram 
 

H. K. J. Al-Saab and A. A. Hubi 

College of Agriculture\ University of Baghdad 
 

Abstract 
The purpose of this study was to determine the influence of Trehalose added to the 

freezing media on the semen cytological parameters post-thawing (motility, viability, 
fertility). The experiments were done on 32 ejaculates collected by artificial vagina 
from four Awassi rams aged 2.5-3 years as 2 ejaculate/ ram/ week. After collecting, the 
samples were pooling and diluted (1:20) in medium based on Tris in which Trehalose 
were added (100 mM/ml) or in medium without Trehalose (control). The diluted semen 
was cooled at 4Cº, placed in fine 0.25 ml French straws and then stored in liquid 
nitrogen, Thawing of the straws were  done to evaluated the semen and to know the 
viability of sperm with 1-6 hours after thawing. invitro fertilization (IVF) used to 
evaluated the cryopreservation sperms. The results indicated that, there were a 
significant effect (p<0.05) for Trehalose (100 mM/ml) on the motility of sperms after 
thawing, which were 33.13±0.91 and 10.63±1.48% for treatment and control group 
respectively. There was no effect for the Treatments (Trehalose 100 mM/ml) on the 
invitro fertilization of sperms after thawing, which were 15±2.00 and 16.31±2.99% for 
both groups respectively. 

  المقدمة

 فـي  تـدهور  حصـول  إلى يؤدي المنوي السائل تجميد  أن إذ للنطف كبيراً جهاداًإ يمثل التجميد يزال لا
 أن إذ للنطفة البلازمي الغشاء جزء ولاسيما الحرارة انخفاض تجاه جداً حساسة اللبائن نطف إن). �، �( نوعيته

                                                           
 .الأولدكتوراه للباحث   أطروحةبحث مستل من *
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 المذابة والمواد الماء نفاذية تتغير ثم ومن البروتينات فعالية في تغير ومنها الغشاء في تغيرات لىإ يؤدي التجميد
 وتقليل النطف على المحافظة لغرض الحافظة المواد متاستخدوقد  .)�( النطف حيوية في فقد إلى ديسيؤ وهذا

 .)Penetrating cryoprotectants( نافـذة  حافظـة  مواد إلى تقسم والتي ،)�( التجميد عن الناجمة الأضرار
 مسـؤولة  وهي ،فقط  جياًخار تأثيرها يكون) Non-penetrating cryoprotectants( نافذة غير حافظة موادو

 وهـو ، Trehalose التريهـالوز  سكر المواد هذه ومن .)�( السريع التبريد أثناء في للنطف الحماية توفير عن
 في ودخوله للاوزمولارية ومنظم بنائي ومكون للكاربون كمصدر البايولوجية الوظائف من عدد وله ،ثنائي سكر

 مـع  التريهـالوز  تفاعل خلال من) الحرارة درجات تغير( الإجهاد مقاومة في دور وله الخلوي، الجدار تركيب
ان له القدرة على حماية النطـف مـن خـلال    ) 
(كما ذكر  ،)	( ثباتيتها مسببا الثنائية الدهون وطبقة البروتين

 الـذي  OR التاكسـدي  الإجهـاد  مقاومـة  في دور له يكون وقدتفاعله مع الفوسفوليبدات والتأثير الاوزموزي، 
 تصنيع على القدرة أفقدتها طفرة فيها حدثت التي الخلايا بعض ان لوحظ ذ، إالتجميد أثناء في النطف له ضتتعر

 ليهاإ التريهالوز إضافة بعد القدرة تلك استعادت لكنها ،كسديالتأ الإجهاد مقاومة على القدرة فقدت قد التريهالوز
 ان القول بالإمكان يكون قد وبذلك) �( in vitro رياًمختب ROS تكوين تثبيط على القدرة له ان وجد وكذلك ،)�(
 التريهـالوز  إضـافة  ان) ��( ذكر  فقد ).Free radical scavenger( للأكسدة كمضادة العمل على القدرة له

  ).��( التجميد بعد النطف في Vit. E نسب من ويزيد ،للنطف الإنزيمي الأكسدة مضادات نظام مقدرة من يعزز

  العمل وطرائق المواد
 محطـة  في ����/ثاني تشرين ولغاية أيلول من للمدة التجربة هذه أجريت: جمع وتخفيف السائل المنوي -

 الزراعـة،  وزارة/ الزراعية للبحوث العامة الهيأة إلى التابعة عكركوف منطقة في والماعز الأغنام بحوث
 تـم  كغـم،  ��-�
 وبوزن سنوات � – �.� بين ما تتراوح بأعمار ركي،ت عواسي كباش � فيها استعمل

 إجراء تمو أسبوع /كبش /قذفة � بواقع بالأغنام، الخاص الاصطناعي المهبل باستعمال المنوي السائل جمع
 Trisالمكـون مـن  ) Tris( بمخفـف  ��: � بنسـبة  وتخفيفـه  ،pooling تجميعهـا و عليها، الفحوص

(hydroxymethylamin methane)   بتركيز��	ومل  ��� /غم � Citric acid غـم   1.99بتركيـز/ 
 ��� /وحدة دولية ������: � بتركيز Penicillineو مل ��� /غم  0.5بتركيز Fructose و مل 100
   .صفار البيض% ��و مل ��� /ملغم 100 بتركيز Streptomycinومل 

� =للنطف النهائي التركيز(
�� x ���	 ليـه إ أضـيف  الأول الجـزء  جـزأين  إلى وتقسيمه) مللتر /نطفة 

Trehalose تجميده لغرض مل/ مول ملي ��� بنسبة.  
 أبو /نقله إلى مركز التلقيح الاصطناعيبعد جمع السائل المنوي وتخفيفه تم : طريقة تجميد السائل المنوي -

تعبئته آليا فـي  و م°5درجة  إلىتبريده حيث تم  ،نيةالشركة العامة لخدمات الثروة الحيوا إلىغريب التابع 

� x =تركيز النطف() IMV, France( مل (French straws) ����قساطر ����

) قسـطرة  /نطفـة  	
حوض النايتروجين السائل وتركه  إلىبعدها نقل  ،°م�ساعة عند درجة حرارة  ���-�وتركه لمدة تعادل 

 ).°م	��-(ثم غمره في سائل النتروجين  ،°م �
-دقائق في بخار النايتروجين  ��لمدة 

القسطرة من حوض النتروجين السائل ووضعت مباشرة في حمام  إخراجتم  :فحص الحركة الفردية للنطف -
م وتم 
� على شريحة زجاجية بدرجة حرارة منها وضعت قطرة ،)��( ثانية ��لمدة  °م
�مائي بدرجة 

 )	، �، �، �، �، �، �( الإسـالة تم فحص الحركة الفردية للنطف بعـد   ،فحص الحركة الفردية للنطف
 .من التجميد أشهروشهرين وثلاثة  ساعة بعد مرور شهر
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جامعة النهرين فـي   إلىالتابع  العقم وعلاج الأجنة بحوث في مختبرات معهد أجريت: الخارجي الإخصاب -
 تم جمع المبايضحيث  .)IVF(الخارجي  الإخصابعملية  لإجراءمايس  ��- آذار �للمدة من ، الكاظمية

 (penicillin ومضـادات حيويـة   ل ملحي فسلجيووضعها في عبوة زجاجية تحتوي محلو من المجزرة

بدرجـة   المختبر إلىونقلها ) مل /مليغرام ��� بتركيز Streptomycinو مل /دولية وحدة ��� وبتركيز
المدعم  مرات بالمحلول الفسلجي �المختبر تم غسلها  إلىوبعد نقلها ساعة،  ���-�خلال °م
�-��حرارة 

تم اسـتبعاد البويضـات   و ، Oocytes aspiratioinويضات بطريقةالب تم جمع ).��( بالمضادات الحيوية
 بالإخصـاب الخـارجي   بويضـات فـي صـحن مختبـري صـغير خـاص       
-� تم وضع كل .تالفةال
)(Falconcom. U.S.A  مل من الوسط الزرعي  ���يحتوي)الزرعـي  الوسـط  استعمال تم RPMI-

ودرجة (Co2  �% CO2 ووضعها في حاضنة) Paraffin oil( وتغطيتها بطبقة من زيت البارافين )1640
لتنشـيط   الأعلـى  إلـى تم اعتماد طريقة السباحة  .)ساعة ��ولمدة % ��ورطوبة نسبية  °م����حرارة 
بويضات ناضجة فـي   �كل تم اخذ  ).��(الإخصاب غرض ل الإسالةبعد  )Sperm activation(النطف 

�� × �النطف بواقع  المختبري وأضيف لها ل من الوسط الزرعي في الصحنم ���
بويضـة   /نطفـة  �

  .�Coوتغطيتها بطبقة من زيت البارافين السائل ووضعها في حاضنة

  النتائج
 معنويـاً  ثيراًتـأ  النتـائج  أظهـرت : في الحركة الفردية للنطف بعد التجميـد  Trehalose إضافة تأثير -

)P<����( لإضافة Trehalose التجميد بعد للنطف لفرديةا الحركة في للكباش المنوي السائل مخفف إلى 
% ����±  ����، ����±  �����و واحد شهر مرور بعد% ����±  �	���، ����±  ����� لغتإذ ب
لمجموعـة   المنـوي  السائل تجميد من أشهرثلاث بعد % ����±  ����� ،����±  ���
�شهرين وبعد 

 .)�جدول ( المعاملة والسيطرة على التوالي

 للكباش المنوي السائل مخفف إلى Trehalose لإضافةكان : مقاومة النطففي  Trehalose إضافة تأثير -
 هذ نلاحظ ان، إ°م
�ساعات بدرجة حرارة  	عند حضنها لمدة  مقاومة النطففي ) ����>P( معنوي تأثير
بمجموعـة   تاة المعاملة مقارنعجمولم وبفعالية اكبر الحضن مدة طول بالحركة النطف استمرارعلى  حافظ

مـن   ساعات � بعدوبعد التجميد الثلاثة  للأشهرمعدل الحركة الفردية للنطف  بلغ فقد، )�الشكل (السيطرة 
 .)�جدول ( واليعلى الت أعلاهللمجموعتين  ����% ±���� ،���� ± ��.� الحضن

 للنطـف  خـارجي ال الإخصابإن نسب : )IVF( خارجيال الإخصابفي نسبة  Trehalose إضافة تأثير -
لمجموعة  %��.� ±���	� ،��.� ± �����بلغت  إذ Trehalose بإضافة تتأثرميد لم التج بعد المسالة

  .واليتالمعاملة ومجموعة السيطرة على ال
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  )ثلاثةمعدل الأشهر ال(في مقاومة النطف للحضن بعد التجميد والإسالة  Trehaloseتأثير إضافة ) �(الشكل 
  

  المناقشة

 الفرديـة  الحركـة  في للكباش المنوي السائل مخفف إلى Trehalose إضافةالتحسن الذي حصل عند ان 
 النطـف  حفظ في Trehaloseفعل  وان ،)��( حيويتها على المحافظةب مقدرته إلىقد يعود  التجميد بعد للنطف

 التجميد عملية أثناء النطف في داخل من الماء خروج لعملية ودعمه ،)��( للأكسدة المضادة قابليته إلى يعزى قد
  نسـب  من ويزيد ،)	�( البلازمي بالغشاء الموجودة الممرات في تأثيره خلال من داخلها، حدوث التبلور وتقليل
Vit�E ( سـجل  وقـد ، )��( التجميد بعد النطف في�
 )Catalase (CAT أنزيمـات  نسـب  فـي  ارتفاعـا  (

 المخفـف  إلى التريهالوز إضافة عند التجميد بعد الثيران نطف في Glutathione peroxidase (GSH-Px(و
 وكبح للنطف البلازمية الأغشية سيولة وزيادة تنظيم عملية في دوراً للتريهالوز ان كما، )ملي مول ���( بتركيز

 فقدان عند فيها وليبدالفوسف مع تفاعله خلال من الصلبة إلى السائلة الحالة من فيها الدهون تحول عملية تثبيط وأ
 تكـون  منع في الكليسرول مع تآزرياً دوراً له ان )��(، كما ذكر )��( المنوي السائل تجميد عملية خلال الماء

 السائل تجميد مخففات في الكليسرول مع لاستعماله )��( يجد لمفيما  .التجميد عند النطف داخل الثلجية البلورات
 في Trehalose استخدام ان نتائج .الدراسة هذه في وجدناه ما مع يتفق مالا ذاوه ،إضافية فائدة للكباش المنوي

 والسـيطرة  المعاملـة  لمجموعتي) %
���±�����و ����±���	�( الإسالة بعد للنطف الفردية حفظ الحركة
علـى السـيطرة    ��� Trehalose	 mMمن تفوق المخفف الـذي يحتـوي    )��( قل مما حصل عليهكانت ا

 ��� mMالمخفـف الـذي يحتـوي     تفـوق  مـن  )��( وجده ، ومافي الكباش %)���±��	� ،���±����(
Trehalose علـى مجموعـة السـيطرة    الإسـالة  بعـد  لنطـف الكبـاش   الفرديـة  الحركة حفظ في معنويا 

)	
��±���،����±��
مقارنـة   mM ��� Trehaloseالمخفف الذي يحتوي  تأثيرمن  )
�) وجده وما ،%(
 ملي ���الذي وجد ان المخفف الذي يحتوي  )��(و ،%)����±  ���	�،�	��±�	�	�(بمجموعة السيطرة 


��±����(بالسـيطرة   مقارنة الإسالة بعد لنطف الكباش الفردية الحركة قد حسن من حفظ Trehalose مول ،
���
±��
 فـي المـاعز مقارنـة بالسـيطرة     mM ��� Trehaloseمخفـف  تـأثير من  )��) وجده وما ،(
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 Trehaloseمعنوي  تأثيرمن  )��( مما وجده أعلىوقد جاءت هذه النتائج  ،)%�	��±�����،�	��±	����(
، 	��±����(مقارنـة بمجموعـة السـيطرة     الإسـالة  بعـد  للنطف الفردية الحركة علىمول  �
���بتركيز 

  إضـافة  ان )��( ذكـر  إذالبلازميـة   الأغشـية ة على ظدور في المحاف Trehaloseكما ان  ).%���±����
 حركـة  تحسـين  في معنوي تأثير له كان للكباش المنوي السائل مخفف إلىمول  ملي ���	 بتركيز التريهالوز


�	�و ���±��	� بلغت ذإ والإسالة التجميد بعد للنطف البلازمية الأغشية وسلامة±
 مجموعة مع مقارنة %��
 ليهاإ أضيف التي للمخففات تفوقاً )��( سجل فقد كذلك، التوالي على %��
±��	�و ���±��� البالغة السيطرة

 كانـت  والتـي  التجميـد  بعـد  الماعز نطف حركة في )ملي مول ���، �
، ��( مختلفة وبتراكيز التريهالوز
�����±��
  ����±�����و ����±�
��� كانت فيما، %�	��±�����و �	��±	����و ���±	����و �

 اعلاه بالتراكيز بالمخففات المحفوظة للنطف زميةالبلا الأغشية سلامة لصفة% �
��±�	���و �
��±�����و
 )ملي مـول  ���، ���، ��( بتركيز التريهالوز استعمال ان )��( ذكر كما. التوالي على السيطرة ومجموعة

 تركيز أفضل وان ،التجميد بعد النطف أغشية وسلامة حركة صفة من حسن قد للكباش المنوي السائل مخفف في
 ���±���	و ���±���	 بلغـت  ذإ ملـي مـول   ��� هـو  السيطرة مجموعة عن ويةمعن فروقاً أعطى والذي


و���±��
 نتائج كانت فيما ،النطف لحركة التوالي على السيطرة مجموعة مع أعلاه للتركيز% ���±����و 
 لاحـظ  فقـد  )
�( أمـا . التوالي على% ���±��	�و ���±���	و ���±��		و ���±���	 الأغشية سلامة

 ملي مول ���تركيز كان أفضلها ان للثيران المنوي السائل مخففات في التريهالوز من مختلفة يزتراك باستعمال

��	 الاكروسـوم  سـلامة  كانـت  فيمـا  ،%����±���	�و �	��±�	�	� النطف حركة بلغت إذ�±���� 
 فـي  زللتريهـالو  تركيز أفضل ان )��( ذكر فيما. التوالي على والسيطرة المعاملة لمجموعة ����±�����و

 لمجموعـة % ���±����و 	��±���� النطـف  حركة بلغت ذملي مول إ �
هو للكباش المنوي السائل مخفف
  .التوالي على والسيطرة المعاملة
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