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استخلاص البروتينات الدهنية منخفضة الكثافة واستخدامها في مخففات تجميد السائل المنوي 

  للكباش العواسي
  

  وعبد الكريم عبد الرضا هوبي *حازم كسار جاسر الصعب

  جامعة بغداد/ كلية الزراعة
  

  الخلاصة

مـن   وذلـك  للتجميد الضارة التأثيرات من والحد لكباشاأُجريت هذه التجربة لغرض تحسين حيوية نطف 
 صـفار  مـن  Low Density- Lipoproteins (LDL) الكثافـة  منخفضة الدهنية البروتينات استخلاصخلال 
كباش من  � عملتاستحيث  ،الكامل البيض صفار من بدلا واستعمالها )لاول مرة بالعراق أجريتوالتي (البيض

بواسـطة   المنـوي  السائل جمع عينات فيهاتم ، سنة ���– ���تتراوح ما بين  ربأعماالتركي،  سلالة العواسي
: �بنسـبة  بنوعين من المخففـات   تخفيفهو جزئين الى وتقسيمه pooling ثم مزج العينات المهبل الاصطناعي،

 الدهنيـة  بروتينـات % �مـع  ) Tris(الـ مخفف الثانيصفار البيض و %��مع ) Tris(الـ مخفف الأول. ��
أُجريـت  . عملية تجميد السائل المنوي المخفف بالنايتروجين السـائل  يتأجربعد ذلك  ،)LDL( الكثافة منخفضة
�ولغايـة   �، �، �، �، �( مـدة  لأطـول وفحص الحركة الفردية للنطف وقابليتها على البقاء  الإسالةعملية  
اختبـار  ولغـرض   عملية التجميد، إجراءمن  أشهربعد شهر وشهرين وثلاثة ° م��في درجة حرارة  )ساعات
 أوجي رالخـا  بالإخصابتم استخدامها  الإخصابنطف الكباش المحفوظة بالتجميد بالمخففات السابقة على قابلية 

كـل مـن    في )����>P(معنوياً على مخفف صفار البيض  LDLتفوق مخفف الـالنتائج  وأظهرت .المختبري
����±  ����� لغتب إذ الحركة الفردية للنطف بعد التجميد ,����� ± �� �

 .على التوالي أعلاهين خففلمل%  
  .على  التوالي 4�%.�±����� ،�3.�±�����بلغت  إذالخارجي للنطف بعد التجميد  الإخصابنسبة و

The extraction of Low Density Lipoprotein (LDL) and used  in the 

diluent for the cryopreservation of Awassi ram semen 
 

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

College of Agriculture\ University of Baghdad 
 

Abstract 
This experiment was conducted in order to improve sperm quality. For limiting 

cryopreservation harmfull effect, Low Density Lipoprotein (LDL) as a good 

replacement for normal egg yolk was used. Semen samples was collected from four 

Awassi rams aged 2.5-3 years collected by the artificial vagina as 2 ejaculate/ram/week. 

Ejaculated ram sperm was pooling and diluted (1:20) with two deferent diluent (first: 

tris with 8% LDL and second: tris with 20% egg yolk), the cryopreservation of ram 

semen was done by the liquid nitrogen in the artificial insemination center, Thawing of 

the straws were done to evaluated the semen and to recorded the viability of sperm from 

1- 6 hours after thawing after one, two and three months of cryopreservation. Invitro- 

fertilization (IVF) was used to evaluated the sperm cryopreservation. The results 

indicated: The viability of sperms significantly higher (p<0.05) (51.88 ± 3.26%) with 

semen frozen in 8% LDL extender compared to 20% egg yolk (33.13 ± 0.91) after the 

freeze-thaw process. The semen diluted with the extender with 8% LDL concentration 

Significantly (p<0.05) enhanced invitro fertilization after thawing. 

                                                           
  .بحث مستل من أطروحة  دكتوراه للباحث الأول*
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  المقدمة

 بواسـطة التجميـد يعـد    طويلـة  لمدة النطف خزن فإن الاصطناعي للتلقيح الكبيرة الفوائد تحقيق لغرض
 الـى  يـؤدي  المنوي السائل تجميد أن إذ للنطف كبيراً جهاداًإ يمثل التجميد يزال لاو ضروريا وأمرا مسلما به،

لثيران الا لفي مجال تجميد السائل المنوي الحاصل الرغم من التطور وعلى  ،)�، �( نوعيته في تدهور حصول
  وغالبـاً  في نوعيتهانخفاض  حصول تؤدي عمليه تجميد السائل المنوي الى). �( انه كان اقل نجاحاً مع الكباش

م ° � إلـى  م° �� من ةعند انخفاض درجه الحرار ) (Cold shockالتعرض لصدمه البروده إلىيعود ذلك  ما
 ةتدعى بصـدم  ةالحرار ةالنطف للانخفاض الكبير في درج ةاستجاب -الناجمة عن التجميد الأضرار فضلاً عن

وتتميـز نطـف الكبـاش     .ختلفة في مقاومتها لصدمة البـرودة وهناك تباين بين نطف الحيوانات الم -ةالبرود
 صـدمة  الى النطف تعرضان ). �( ةزرعمحيوانات النطف  ةمقارنة مع بقي ةالبرود ةبحساسيتها العالية لصدم

 يتعـرض  التي الأضرار إن إذ. الأنزيمية الفعالية ومنها له الايضية الفعالية عدة في تغيرات إلى سيؤدي البرودة
�-Glucose وأولهــا الأنزيمــات بعــض خــروج إلــى ســتؤدي البلازمــي الغشــاء لهــا-phosphate-

dehydrogenase  وسوف ينخفضATP وتزداد نسبة )ADP/AMP()�.( خطية بين علاقة هناك ان وجد وقد 
 يجـد  لـم  فيما )�( الخصوبة وبين النطف حركه نوبي ).�( المايتوكوندريا في الإنزيمية والفعالية النطف حركة

 صـدمة  مـن  النطـف  لحماية واسع بشكل البيض صفار استعمل وقد .والخصوبة النطف حركة بين علاقة )�(
ين يمكن فصـلهم بـالطرد   ئمن جز أساسيةبصورة  يتكون لأنهوذلك  والتجميد، بالتبريد الحفظ أثناء ) ( البرودة

 Low-density lipoproteinsالكثافة واطئة الدهنية البروتينات لازمي ويحتويهو الجزء الب الأول :المركزي

(LDL) )�� %EY(وبروتين ، Livetins )��(%، الراسب  والجزء الثاني هوGranules  ويحتوي البروتينـات 
 اجرى وقد .)��( %)�( phosvitinsو ،%)��( High density- lipoproteins (HDL) الكثافة عالية الدهنية

 البـيض،  صـفار  في الموجودة النطف حماية عن المسؤولة المكونات لتحديد محاولات المجال هذا في لباحثونا
 فـي  اساسـياً  مكوناً Low-density lipoproteins (LDL) الكثافة واطئة الدهنية البروتيناتان  إلىوتوصلوا 

في حماية   LDL ، وان آلية عمل)��( البرودة صدمة من للنطف توفر التي الحماية عن والمسؤول البيض صفار
  .)�( في الشكل موضحة النطف

  

 استنزاف من للنطفة البلازمي الغشاء لحماية البيض صفار في الموجود LDL عمل ميكانيكية )�( الشكل

  )��( )BSP( تسببها التي والكوليسترول الفوسفوليبد
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  المواد وطرائق العمل

من صفار بيض الدجاج ) LDL(نات الدهنية منخفضة الكثافة وتيتم استخلاص البر: LDL طريقة استخلاص -
 :وكما يأتي )��( حسب طريقة

تم تنظيف البيض وتعقيمه بـالكحول لمنـع التلـوث     ،غير مخصب) ساعة ��(يض دجاج طازج تم اخذ ب •
 كسر غشـاء المـح  ووكسر البيض والتخلص من الالبومين ووضع الصفار على ورقة ترشيح ودحرجته 

vitellin membrane بوساطة مشرط طبي معقم ثم جمع الصفار في بيكر زجاجي محاط بالثلج. 

تم خلط صفار البيض مع محلول ملحي متساوي  ،)��( حسب طريقة LDL تم فصل البلازما المحتوية على •
����M(التوتر  NaCl(  ��1بنسبة  )W1W(    فصـلت   ،°م �وخلطها جيدا لمدة ساعة وبدرجـة حـرارة
 ،°م �� حرارة وبدرجة دقيقة ��لمدة  �����xgهاز الطرد المركزي المبرد وبسرعة بواسطة ج االبلازم

 ـ عملية الطرد المركزي لمرة ثانية وفي الظـروف نفسـها،   وأعيدتخذ البلازما اترك الراسب و  تحفظ
 .)°م �بدرجة حرارة (البلازما في الثلاجة 

 ولمدة ساعة لترسـيب ) Carlo Erba-Italy شركة( Ammonium sulfate% ��تم مزج البلازما مع  •

Livetins  على ان تتم المحافظة علىpH =���جهـاز الطـرد    إلـى تنقل البلازما  م،°�ودرجة حرارة  
) السـائلة (، وتؤخذ الطبقة الطافيـة  م �� حرارة وبدرجة دقيقة ��لمدة  ����� g×المركزي وبسرعة 

 ـ �ة ديلزة وتوضع في ماء مقطر لمد أكياسوتوضع في  ، Ammonium sulfate تخلص مـن ساعات لل
ليـتم   °م �� حـرارة  وبدرجـة  دقيقة ��لمدة  �����g×بعدها تجرى عملية الطرد المركزي وبسرعة 

بدرجـة  (وبشكل طبقة طافية على سطح السائل يتم جمعه والاحتفاظ به في الثلاجـة   LDL الحصول على
  .أسبوعلاستعماله خلال ) °م �حرارة 

 في ���� /ثاني تشرين ولغاية أيلول من للمدة التجربة هذه أجريت: المنويالسائل  وتجميد جمع وتخفيف -
 وزارة/ الزراعيـة  للبحـوث  العامـة  الهيأة إلى التابعة عكركوف منطقة في والماعز الأغنام بحوث محطة

 عينـات  جمـع  تـم  ،سنة � – �.� بين ما تتراوح بأعمار تركي، عواسي كباش � فيها استعمل الزراعة،
 وإجـراء  أسـبوع  /كـبش  /قذفـة  � بواقعكباش التجربة  من بواسطة المهبل الاصطناعي نويالم السائل

: � بنسـبة  المخففـات  من بنوعين وتخفيفه جزئين إلى وتقسيمه pooling العينات مزج ثم عليها الفحوص
مل  ��� /غم����بتركيز  Tris (hydroxymethylamin methane):المكون من الأولمخفف ال ،��
 Penicilline و مـل  ��� /غـم  0.5بتركيـز Fructose و مـل  100 /غم 1.99بتركيز Citric acid و

صـفار  % ��مـل و  ��� /ملغم 100بتركيزStreptomycin مل و ��� /وحدة دولية  100000بتركيز
 =للنطـف  النهـائي  التركيز(. بدلا من صفار البيض LDL% � الثاني تم الاستعاضة فيه مخففال، البيض

�� � x ���   .)مليلتر /ةنطف 

نقلـه إلـى   و )Thermos(البرودة  أوبعد جمع السائل المنوي وتخفيفه تم حفظه في وعاء عازل للحرارة 
 إلـى حيث تم تبريده  ،العامة لخدمات الثروة الحيوانية الشركة إلىغريب التابع  أبو /مركز التلقيح الاصطناعي

��x =تركيز النطف) (IMV, France( مل French straws ����وتعبئته آليا في قساطر  °م5درجة ����
� 

حـوض النـايتروجين    إلىبعدها نقل  ،°م�ساعة عند درجة حرارة  ���-�وتركه لمدة تعادل ) قسطرة /نطفة
تـم   ).°م� �-(ثم غمره في سـائل النتـروجين    ،°م ��-دقائق في بخار النايتروجين  ��السائل وتركه لمدة 

ر وشهرين وثلاثـة  بعد مرور شه ساعة) �، �، �، �، �، �، �(ـب الةالإسفحص الحركة الفردية للنطف بعد 
  . أشهر من التجميد
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ع الى جامعة النهرين فـي  التاب العقم وعلاج الأجنة بحوث في مختبرات معهد أجريت: الخارجي الإخصاب -
 علةمن مجزرة الش حيث تم جمع المبايض .IVFعملية الـ لإجراءمايس  ��- آذار �للمدة من الكاظمية، 

 (penicillin ومضادات حيوية،  (NaCl % ��) ووضعها في عبوة زجاجية تحتوي محلول ملحي فسلجي

 في وعاء المختبر إلىونقلها ) مل /مليغرام ���بتركيز Streptomycinو مل /دولية وحدة ��� وبتركيز
تبر تم غسلها المخ إلىوبعد نقلها ساعة،  ���-�خلال °م��-��بدرجة حرارة ) thermos( عازل حراري

 ���وبتركيـز   ( penicillinالمدعم بالمضادات الحيويـة  (NaCl % ��) لثلاث مرات بالمحلول الفسلجي
تـم جمـع البويضـات بطريقـة       .)��( )مـل  /مليغرام ���بتركيز Streptomycinو مل /دولية وحدة

Oocytes aspiratioin ،  وتم استبعاد البويضات الـتالفةAtratic oocyte. 

 In vitro fertilization �well plate بويضات في صحن مختبري صـغير خـاص   �-� ضع كلتم و
)(Falcon com� U�S�A  مل من الوسط الزرعي  ���يحتوي)RPMI-��وتغطيتها بطبقـة مـن زيـت     )��

% � ورطوبة نسـبية  °م����ودرجة حرارة (�Co�  �% CO ووضعها في حاضنة) Paraffin oil( البارافين
لغرض  الإسالةبعد  Sperm activationتم اعتماد طريقة السباحة الى الاعلى لتنشيط النطف . )اعةس ��ولمدة 

المختبـري   مل من الوسط الزرعـي فـي الصـحن    ���بويضات ناضجة في  �تم اخذ كل . )��(الإخصاب 
�� وأضيف لها النطف بواقع

�
 x� ا في حاضنةبويضة وتغطيتها بطبقة من زيت البارافين السائل ووضعه /نطفة 

Co�  5% CO2) ساعة ��ولمدة % � ورطوبة نسبية °م����ودرجة حرارة(.  

بين المخففين بعد ان تـم   للمقارنة الإحصائيفي التحليل  )��( )����( SAS الإحصائياستعمل البرنامج 
  Duncanوقورنت الفروق المعنويـة بـين المتوسـطات باختبـار     ، )CRD(كامل العشوائي التصميم تطبيق ال

)� ��( )�� .متعدد الحدود )

  النتائج
بدل صـفار   LDL ستخدامالنتائج ان ا أظهرت: في الحركة الفردية للنطف بعد التجميد LDL إضافة  تأثير -

 الحركـة المحافظـة علـى   في  )����>P( ثيراً معنوياًتأللكباش كان له  المنوي السائل البيض في مخفف
 مـرور  بعـد % � ��±�����، ����±����� لغتإذ ب البيضمقارنة بصفار  التجميد بعد للنطف الفردية

بعد ثلاث  % ���±  �����,  ���±�����بعد شهرين و% ����±����� ،����±�����و واحد شهر
 انكمـا   ).�جـدول  ( على التـوالي ومخفف صفار البيض  LDL لمخففالمنوي  السائل تجميد من أشهر

عند  أعلى كانالحضن  مدة طول °م��بدرجة حرارة ساعات  �عند حضنها لمدة  بالحركة النطف استمرار
معـدل الحركـة الفرديـة     بلغ فقد، )�الشكل ( المنوي السائل مخفف في البيض صفار بدل LDL استخدام
���، ����±���  ساعات من الحضـن  � الثلاثة بعد التجميد وبعد للأشهرللنطف �±��� خففـين للم% �

  ).�جدول ( واليتعلى ال أعلاه

 بعـد  المسالة للنطفالمختبري  الإخصابإن نسب  :IVFالمختبري  الإخصابفي نسبة  LDLفة إضا تأثير -
 علـى  )����>P( معنويـاً  والتي تفوقـت  LDL مخففللمجموعة المعاملة ب �3.� ±����� التجميد بلغت

 .) �جدول( %�4.� ±����� المعاملة بمخفف صفار البيض والتي بلغت للمجموعة
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إلى مخفف السائل المنوي للكباش في نسبة الإخصاب الخارجي للنطف بعد   LDLتأثير إضافة) �(جدول 

  التجميد

  %IVF)( الإخصابنسبة   البويضات عدد  نوع المخفف
��  LDLمخفف الـ   ����� ±����

a
 

lالـ مخفف EY  ��  �����±����
b  

  .(P <0.05) حروف مختلفة ضمن العمود الواحد تختلف معنويا فيما بينها المتوسطات التي تحمل
LDL =Low density-lipoproteins  

EY =Egg Yolk  

  المناقشة

 الـذي  المخفف على LDL% � يحتوي الذي للمخفف ����>Pمعنوي  تفوق الحالية الدراسة نتائج أظهرت
 وقـد  )%� ��±  �����, ����±  �����( لةسـا لإا بعد الكباش لنطف الفردية الحركة في EY%�� يحتوي
علـى التـوالي فـي     أعلاهللمخففين ) ���±����، ���±����( )��( مما حصل عليه أعلىهذه النتائج  كانت

 وخـروج  استنزاف ومنع البلازمية للأغشية واستقرار حماية انه يوفر هو LDLتفوق ب السبب يكون وقد، الكباش
 المخفـف  كفاءة انخفاض وإن) ��( للنطف حماية أفضل توفير في كفاءة اثبتو ) �( والكوليسترول الفوسفوليبد

 مـواد  علـى  EY احتـواء  بسبب يكون قد النطف حفظ في LDL يحتوي الذي بالمخفف مقارنة EY يحتوي الذي
 تأثير له حبيبات من يحتويه وما EY في الموجود HDL ان عن فضلاً فيها التنفسية العملية وتثبيط للنطف ضارة

 لمـدة  حضنها بعد أضرار إلى تتعرض النطف من%�� ان )��( لاحظ كما ،)��، ��، ��( النطف في ارض
 النطف حركة إدامة في LDL هميةأ )��( ذكر وقد ،LDL مع حضنها عند %� مع مقارنة EY مع ساعات أربع

 مـن  يقلل وانه، عاملةالم غير من طولأ% �� عن تقل لا لمدة بالتبريد الحفظ خلال البلازمية الأغشية وسلامة
في عملية   LDLةهميأالدراسات المبكرة  أظهرت وقد .النطف على التجميد عملية تحدثها التي الضارة التأثيرات

عملية التجميـد   أثناءتكسر في  إلىيتعرض  LDL ان) ��( من كل ذكر ، وقد)��( تجميد السائل المنوي للبائن
مساهمته في التعويض عـن   إمكانيةعن  فضلاً حول النطف لحمايتها،وتحرر الفوسفوليبد ليكون طبقة ، والإسالة

 المكونة الدهنية الأحماض حول عازلة طبقة يعمل LDL ان )��( ذكرو. بعض الفوسفوليبد في الغشاء البلازمي
 ارتباطـا  تتضمن لا البيض صفار من المستخلص LDL عمل ميكانيكية ان )��( اثبت ان إلى البلازمي، للغشاء
 مـع  وارتباطـه  تفاعله طريق عن يكون وإنما لها الحماية توفير اجل من للنطف البلازمية الأغشية مع امباشر

)BSP (Binder of Sperm Proteins بتفاعـل  المنويـة  البلازمـا  في الموجود )lipoprotein1 protein 

interaction (معقداً مكونه )LDL-BSPproteins (ومنع BSP من لها هتسبب وما النطف بأغشية الاتصال من 
 درجـة  بتغير يتأثر لا ثابت المتكون والمعقد السريع التفاعل هذا وان) والكوليسترول الفوسفوليبد سحب( أضرار
 الأساسيالهدف  فانالخارجي  الإخصابنسبة فيما يخص  أما).  �( المنوي السائل حفظ عملية أثناء في الحرارة

تفوق المخفـف الـذي   وان  الإخصابعلى نطف لها القابلية على من حفظ وتجميد السائل المنوي هو الحصول 
عند  أفضلالبلازمية للنطف وسلامة الاكروسوم بعد التجميد تكون  الأغشيةان سلامة  إلىقد يعود  LDLيحتوي 
الخـارجي   الإخصـاب سبة زيادة ن إلىيؤدي  مما )��( عما هو عليه عند استخدام صفار البيض  LDLاستخدام
��( LDL باستخدام.(  
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