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چکید ه 
هدف از این مطالعه بررســی اثر روش تلقیح مصنوعی با اســپرم تازه و منجمد بر بازده تولیدمثلی میش های زندی بوده است. 
دویســت و چهل رأس میش سه تا چهار ساله نژاد زندی با میانگین وزنی 55 کیلوگرم به مدت 12 روز سیدرگذاری شده و هنگام 
ســیدربرداری 400 واحد eCG دریافت و 54 ساعت پس از سیدربرداری تلقیح شدند. گروه های اول تا سوم شامل 120 رأس میش 
بوده که به ســه گروه مساوی تقسیم شده و به ترتیب با روش های واژینال، لاپاراسکوپی و ترانس سرویکال با اسپرم تازه تلقیح 
شدند. گروه های چهارم تا ششم شامل 120 رأس میش بوده که به سه گروه مساوی تقسیم شده و به ترتیب با روش های واژینال، 
لاپاراسکوپی و ترانس سرویکال با اســپرم منجمد تلقیح شدند. نتایج نشان داد در هنگام استفاده از اسپرم تازه اختلافی میان 
بازده تولیدمثلی روش های تلقیح مصنوعی وجود ندارد اما در هنگام استفاده از اسپرم منجمد بالاترین بازده تولیدمثلی مربوط به 
 .)P>0/05( و پس از آن بازده تولیدمثلی روش ترانس سرویکال بالاتر از روش  واژینال بود )P>0/05( روش لاپاراسکوپی بوده است
در نتیجه در صورت فراهم بودن شرایط برای تلقیح مصنوعی لاپاراسکوپی، این روش دارای بالاترین بازده می باشد ولی در صورت 
عدم فراهمی شــرایط برای لاپاراسکوپی استفاده از روش تلقیح مصنوعی ترانس سرویکال با کمک هورمون اکسی توسین دارای 

پاسخی مناسب تری از روش واژینال می باشد.
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The aim of this study was to determine the effect of artificial insemination methods on reproduction efficiency of 
Zandi ewes inseminated with fresh and frozen semen. Two hundred and forty Zandi ewes (three- to four-years old, 55 
kg weight) received CIDR for 12 days and at the time of CIDR removal, received 400 IU of eCG and were artificially 
inseminated 54 h after CIDR removal. Groups one to three included 120 ewes that were assigned into three equal 
groups and inseminated vaginally, by laparoscopy and transcervically, respectively with fresh semen. Groups four to 
six included 120 ewes that were assigned into four equal groups and inseminated vaginally, by laparoscopy and tran-
scervically, respectively with frozen semen. The results showed that during using fresh semen, differences between 
artificial insemination methods were not significant, but during using frozen semen, the fertility rate was higher in 
laparoscopy method than other methods (P<0.05). After laparoscopy, transcervical artificial insemination had higher 
efficiency than vaginal insemination method (P<0.05). It can be concluded that using frozen semen, highest efficiency 
will be obtained if laparoscopy condition is available, otherwise, transcervical artificial insemination via oxytocin will 
be better than the vaginal method. 
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مقدمه
تلقیح مصنوعی در گوســفند به طور معمول با اســپرم تازه و از طریق 
سرویکس انجام می شود. درصد باروری در این روش حدود 4۰ تا 6۰ درصد 
اســت )1،6(، اما درصد آبستنی حاصل از تلقیح مصنوعی با اسپرم منجمد 
در تلقیح ســرویکال پایین است )1۰(. باروری پایین اسپرم منجمد به دلیل 
مشــکل اسپرم در عبور از سرویکس ناهموار میش و همچنین مشکل بودن 
نفوذ تفنگ تلقیح به مجرای سرویکس و در نتیجه عدم امکان تلقیح عمیق 
ســرویکال است )9(. فقدان روش پربازده تلقیح مصنوعی در گوسفند سبب 
محدود شــدن استفاده از این تکنیک شده است. برای بهبود درصد آبستنی 
حاصل از تلقیح مصنوعی راه کارهای متفاوتی ارایه شــده است. یکی از این 
روش ها تلقیح مصنوعی به روش لاپاراسکوپی است که موجب افزایش درصد 
آبستنی می شود. ولی این روش دارای معایبی مثل هزینه بالا، زمان بر بودن، 

نیاز به تخصص و نیاز به اســتفاده از داروهای آرام بخش می باشــد )5(. لذا 
ارائه روشــی ارزان، سریع و کارآمد برای توسعه تلقیح مصنوعی در گوسفند 

اهمیت به سزایی دارد.
بــر طبق مطالعات بافت شناســی، حلقه های داخلی ســرویکس میش 
مانعــی در برابر ورود پیپــت تلقیح مصنوعی به رحم می باشــد )7(. حلقه 
دوم سرویکس نسبت به دهانه ســرویکس در یک خط مستقیم قرار ندارد 
و ســبب ممانعت از نفوذ پیپت تلقیح مصنوعی به درون ســرویکس و رحم 
می شود. راه کارهای مختلفی برای عبور از سد سرویکس ارائه شده است که 
ارزان ترین و آســان ترین آن ها اســتفاده از هورمون اکسی-توسین برای باز 
نمودن سرویکس بوده است )15(. اما نکته مهم در این زمینه این است که 

باز شدن سرویکس بهبود بازده تولیدمثلی میش را در پی داشته باشد.
هــدف از این مطالعه بررســی اثر روش های تلقیــح مصنوعی واژینال، 

 اثر روش تلقیح مصنوعی بر بازده تولیدمثلی میش های...
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لاپاراســکوپی و ترانس سرویکال )با اســتفاده از هورمون اکسی توسین( بر 
بازده تولیدمثلی میش های زندی در خارج فصل تولیدمثل بوده است.

مواد و روش ها
زمان آزمایش، حیوانات و تیمارهای آزمایشی

در خارج فصل تولیدمثل )اواسط اردیبهشت( 24۰ رأس میش نژاد زندی 
 (EAZI-BREED™, CIDR®, Progesterone) برای 12 روز سیدرگذاری
 eCG (Sanofi A nimal Health, شــده و هنگام ســیدربرداری 4۰۰ واحد
Libourne Cedex, France) به صــورت درون عضلانی دریافت کردند و 54 
ســاعت پس از سیدربرداری تلقیح شــدند. این آزمایش با اسپرم منجمد و 
تازه انجام شــد. برای تلقیح مصنوعی با اسپرم تازه، منی با استفاده از واژن 
مصنوعی از قوچ های نژاد زندی گرفته شــده و ســپس با اســتفاده از شیر 
کم چرب به نســبت 1 به 1 رقیق شــد و با مکش وارد پایت اسپرم می شد. 
میزان جنبایی و حرکت پیش رونده اســپرم  ها با اســتفاده از میکروسکوپ 
نوری ســنجیده شــد و نمونه هایی که کمتر از 7۰ درصد جنبایی داشتند، 
حذف شــدند. اسپرم منجمد برای تلقیح با اســتفاده از رقیق کننده حاوی 

زرده تخم مرغ تهیه شد. گروه بندی تیمارها عبارت بودند از:
گروه های اول تا ســوم شامل 12۰ رأس میش که به سه گروه مساوی 
تقسیم شده و به ترتیب با روش های واژینال، لاپاراسکوپی و ترانس سرویکال 
با اســپرم تازه تلقیح شــدند و گروه های چهارم تا ششم شامل 12۰ رأس 
میش که به سه گروه مساوی تقسیم شده و به ترتیب با روش های واژینال، 

لاپاراسکوپی وترانس سرویکال با اسپرم منجمد تلقیح شدند. 

آماده سازی رقیق کننده و انجماد اسپرم
یک رقیــق کننده پایه بر پایه ی تریس حاوی )2/7 گرم تریس، 1 گرم 
فروکتوز، 1/4 گرم ســیتریک اســید در 1۰۰ میلی لیتر آب دو بار تقطیر(، 
7 درصد گلیســرول و با PH= 7 و اسمولاریته 32۰ میلی اسمول، به عنوان 
رقیق کننده پایه منی استفاده شــد. سپس به رقیق کننده حاوی لسیتین 
سویا، 2۰ درصد )حجم/حجم( زرده تخم مرغ اضافه شد. منی رقیق شده به 
تدریج تا 4 درجه ســانتی گراد برای مدت 2 ساعت سرد و سپس به داخل 
پایوت های ۰/25 میلی لیتر (IMV, France) کشیده شد. پایوت ها بلافاصله 
در فاصله ی پنج ســانتی متری بخار نیتروژن مایــع به مدت 1۰ دقیقه قرار 
داده شدند و سپس به داخل نیتروژن مایع غوطه ور و تا زمان ذوب ذخیره 
شــدند. بعد از ذخیره سازی، پایوت ها در حمام آب گرم )37 درجه به مدت 

3۰ ثانیه( ذوب شدند.

تلقیح مصنوعی
روش تلقیح واژینال به این صورت بود که میش ها روی یک خرک قرار 
داده  شــدند، به  طوری که اندام حرکتی عقبی بالاتر از سطح بدن قرار گرفت 
و ســپس با استفاده از یک اسپیکولوم مجهز به منبع نور واژن میش باز شد 
تا دهانه ســرویکس پیدا شد و سپس اسپرم در دهانه سرویکس تخلیه شد. 
در روش لاپاراســکوپی ابتدا میش ها بر روی تخت لاپاراســکوپی به پشت 
خوابانده و مهار شــدند، سپس به همه میش ها ۰/3 میلی گرم زایلازین قبل 
از شروع لاپاراسکوپی در جهت آرامش دام تزریق  شد. سپس اطراف پستان 
ضــد عفونی و دو تروکار در هشــت و پنج ســانتی متری پایین و دو طرف 

خط وســط پایین پســتان وارد محوطه بطنی دام شد. بعد از ورود گاز دی 
اکســیدکربن به داخل محوطه بطنی به منظور تسهیل در کار، لوله چشمی 
دستگاه لاپاراســکوپی از داخل یک تروکار وارد محوطه بطنی شده و رحم 
شناســایی شد. از تروکار دیگر تفنگ تلقیح وارد و اسپرم در داخل شاخ های 
رحم تخلیه شد )4(. در روش ترانس سرویکال 2۰ دقیقه قبل از تلقیح به هر 
میش 1۰۰ واحد اکسی توسین )داروسازي ابوریحان، 1۰ واحد اکسی توسین 
در هر میلی لیتر( تزریق شــد تا سرویکس میش ها باز شود، سپس میش ها 
روی یک خرک قرار داده  شــدند، به  طوری که انــدام حرکتی عقبی بالاتر 
از ســطح بدن قرار گرفت و ســپس با اســتفاده از یک اسپیکولوم مجهز به 
منبع نور واژن میش باز شــد تا دهانه ســرویکس پیدا شود و با استفاده از 
تفنگ تلقیح مصنوعی میش ها به صورت ترانس سرویکال تلقیح شدند. نحوه 
تلقیح به این صورت بود که تفنگ به درون ســرویکس رفته و تا جایی که 
در سرویکس به آســانی نفوذ می کرد وارد سرویکس شده و در همان محل 

اسپرم تخلیه شد.

تجزیه و تحلیل داده ها
مواردی که در این آزمایش ارزیابی شــد عبارتند از: تشخیص آبستنی 
)تعداد میش آبســتن نســبت بــه تعداد میش تلقیح شــده( بــا آزمایش 
اولتراســونوگرافی که به وسیله یک دســتگاه اولتراسوند مجهز به یک پراب 
ســکتور 3/5 مگاهرتــز، در روز 5۰ پس از تلقیح انجام شــد، درصد زایش 
)تعداد زایش نسبت به تعداد میش تلقیح شده × 1۰۰(، بره زایی )تعداد بره 
نســبت به تعداد میش تلقیح شده × 1۰۰( و دوقلوزایی )تعداد دوقلو نسبت 
به تعداد میش تلقیح شــده × 1۰۰(. با توجه به تعداد میش تلقیح شــده، 
تعداد میش زایش کرده و تعداد بره به دنیا آمده مشــخص شــد. داده های 
حاصل از درصد آبســتنی، زایش، بره زایی و دوقلوزایی در قالب طرح کاملًا 

تصادفی و با استفاده از رویه GENMOD نرم افزار SAS آنالیز شدند.

نتایج
نتایج نشــان داد که در هنگام استفاده از اسپرم تازه در میان سه روش 
تلقیح مصنوعی واژینال، لاپاراسکوپی و ترانس سرویکال اختلاف معنی داری 
وجود نداشت )P<۰/۰5(. در این آزمایش درصد آبستنی حاصل از سه روش 
تلقیح مصنوعی واژینال، لاپاراسکوپی و ترانس سرویکال به ترتیب 4۰، 45 
و 42/5 درصد بود. درصد زایش به ترتیب 35، 37/5 و 37/5 درصد، درصد 
بره زایــی به ترتیــب 37/5، 37/5 و 4۰ درصد و درصد دوقلوزایی به ترتیب 

2/5، ۰ و 2/5 درصد بود.
در هنگام اســتفاده از اسپرم منجمد در میان سه روش تلقیح مصنوعی 
واژینال، لاپاراسکوپی و ترانس ســرویکال اختلاف معنی داری وجود داشت 
)P>۰/۰5(. در ایــن آزمایش درصد آبســتنی حاصل از ســه روش تلقیح 
مصنوعی واژینال، لاپاراســکوپی و ترانس ســرویکال به ترتیب 5، 3۰ و 2۰ 
درصد بــود. درصد زایش به ترتیب 2/5، 3۰ و 17/5 درصد، درصد بره زایی 
به ترتیب 2/5، 3۰ و 17/5 درصد و درصد دوقلوزایی حاصل از هر سه روش 

صفر درصد بود.
در این آزمایش بالاترین بازده تولیدمثلی مربوط به روش لاپاراســکوپی 
بوده که دارای اختلاف معنی داری با دو روش ترانس سرویکال )P>۰/1( و 
واژینــال )P>۰/۰5( بود. همچنین افزایش بازده تولیدمثلی در روش تلقیح 
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جدول 1- بررسی اثر روش های تلقیح مصنوعی بر بازده تولیدمثلی میش های با استفاده از اسپرم تازه

عدد درون پرانتز نشان دهنده فراوانی در هر گروه می باشد.

.)P<۰/1( عدد درون پرانتز نشان دهنده فراوانی در هر گروه می باشد. حروف غیر مشترک نشان دهنده اختلاف معنی دار میان تیمارها در ردیف است

ترانس سرویکاللاپاراسکوپیواژینالتلقیح مصنوعی

)17/4۰( 42/5)18/4۰( 45)16/4۰( 4۰درصد آبستنی )تعداد(

)15/4۰( 37/5)15/4۰( 37/5)14/4۰( 35درصد زایش )تعداد(

)16/4۰( 4۰)15/4۰( 37/5)15/4۰( 35درصد بره زایی )تعداد(

)1/4۰( 2/5)۰/4۰( ۰)1/4۰( 2/5درصد دوقلوزایی )تعداد(

ترانس سرویکاللاپاراسکوپیواژینالتلقیح مصنوعی

)2/4۰(3۰ a )12/4۰(2۰ b )8/4۰( c 5درصد آبستنی )تعداد(

)1/4۰(3۰ a )12/4۰(17/5 b )7/4۰( c 2/5درصد زایش )تعداد(

)1/4۰(3۰ a )12/4۰(17/5 b )7/4۰( c 2/5درصد بره زایی )تعداد(

۰۰۰درصد دوقلوزایی 

مصنوعی ترانس ســرویکال نســبت به روش واژینال معنی دار بوده اســت 
.)P>۰/۰5(

بحث
در خــارج فصل باروری، نتایــج حاصل از ســه روش تلقیح مصنوعی 
واژینال، لاپاراســکوپی و ترانس ســرویکال با اســتفاده از اسپرم تازه نشان 
داد که در هنگام اســتفاده از اسپرم تازه میان روش های تلقیح مصنوعی نام 
بــرده از نظر آماری اختلاف معنی داری وجود نداشــت. نتایج حاصل از این 
قســمت پژوهش در خصوص مقایســه بازده تولیدمثل حاصل از روش های 
مختلف تلقیح مصنوعی با اســپرم تازه با یافته های آرمسترانگ و ایوانز )2( 
همخوانی داشته است و بیانگر این مطلب است که هنگام استفاده از اسپرم 
تازه مقدار کافی اسپرم با تحرک مناسب برای تلقیح مصنوعی موجود است 
کــه موجب افزایش درصد باروری در هنگام اســتفاده از روش های مختلف 

تلقیح مصنوعی می شود.
مزیت تلقیح مصنوعی، اســتفاده ی بیشــتر از قوچ هــای برتر و کنترل 
بیماری های مسری در میان گله هاست. با استفاده از اسپرم منجمد می توان 
از توان ژنتیکی یک قوچ برتر برای ســالیان متمادی اســتفاده نمود ولی به 
دلیل حساس بودن اسپرم قوچ به فرایند انجماد درصد زیادی از اسپرم های 

جدول 2- بررسی اثر روش تلقیح مصنوعی با اسپرم منجمد بر بازده تولیدمثلی میش های زندی در فصل تولید مثل

موجود در منی طی فرایند انجماد آسیب می بینند و توانایی تحرک و رسیدن 
آن ها به محل لقاح و در نهایــت درصد باروری حاصل از تلقیح مصنوعی با 
اسپرم منجمد کاهش می یابد )1۰(. با این اوصاف با تخلیه اسپرم منجمد در 

نزدیکی محل لقاح )رحم( می توان شانس لقاح را افزایش داد.  
در هنگام اســتفاده از اســپرم منجمد برای تلقیح مصنوعی، بالاترین 
درصد باروری مربــوط به تلقیح مصنوعی به روش لاپاراســکوپی بود، زیرا 
همانطور که گفته شد در این روش اسپرم در شاخ های رحم تخلیه می شود 
و شــانس رســیدن آن به محل لقاح افزایش می یابــد. در تلقیح مصنوعی 
واژینال به دلیل این که اســپرم در واژن و دهانه ســرویکس تخلیه می شود 
و این موضوع که به دلیل تنش ناشــی از انجماد-ذوب، جنبایی آن کاهش 
یافته اســت، سبب کاهش شانس رسیدن اسپرم به محل لقاح شده و درصد 
باروری کاهش می یابد. در تلقیح مصنوعی ترانس ســرویکال با اســتفاده از 
اکسی توســین سرویکس باز شــده و قابلیت عبور تفنگ تلقیح مصنوعی از 
کانال ســرویکس و تخلیه اسپرم در انتهای ســرویکس و یا در رحم فراهم 
می شــود که این موضوع به نوبه خود موجب افزایش مقدار اســپرم موجود 
در محل لقاح می شود. از طرفی اکسی توسین می تواند سبب افزایش انتقال 
اســپرم از کانال سرویکس شود )3( و در نتیجه نســبت به روش واژینال، 
اســپرم بیشتری به محل لقاح رســیده و شانس لقاح میان اسپرم و تخمک 

 اثر روش تلقیح مصنوعی بر بازده تولیدمثلی میش های...
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افزایش می یابد )8،13،15(. با توجه به این موضوع که اکسی توســین فاقد 
اثر منفی در انتقال اســپرم به اویداکت می باشــد و سبب افزایش انقباضات 
رحم و باز شــدن ســرویکس می گردد و همچنین فاقد اثر منفی بر باروری 
تخمک می باشــد )11،12(، بدین ترتیب با افزایش شــانس لقاح اسپرم و 
تخمک درصد باروری افزایش می یابد. هرچند بازده روش لاپاراســکوپی با 
اســپرم منجمد در این مطالعه از بازده روش ترانس ســرویکال بیشتر بود، 
ولی اســتفاده از روش ترانس سرویکال سبب بهبود بازده تولیدمثل حاصل 
از تلقیح با اســپرم منجمد نســبت به روش واژینال شــد. نتایج حاصل از 
روش تلقیح بر بازده تولیدمثلی با مطالعات آرمســترانگ و ایوانز )2( و فیر و 
همکاران )6(، و نتایج حاصل از تاثیر افزایش مقدار اســپرم در محل لقاح بر 
درصد باروری با مطالعات اهلینگ و همکاران )4( و وربرخموس و همکاران 

)14( همخوانی داشته است.

نتیجه گیری نهایی
در هنگام استفاده از اسپرم منجمد تلقیح مصنوعی به روش لاپاراسکوپی 
بالاترین درصد باروری را در پی داشــت و پس از آن بالاترین درصد باروری 
مربوط به روش تلقیح مصنوعی ترانس سرویکال حاصل از تزریق اکسی توسین 
بوده است. بدین ترتیب در صورت فراهم بودن شرایط برای تلقیح مصنوعی 
لاپاراســکوپی، این روش دارای بالاترین بازده می باشد، ولی در صورت عدم 
فراهمی شــرایط برای لاپاراسکوپی استفاده از روش تلقیح مصنوعی ترانس 
سرویکال با کمک هورمون اکسی توسین دارای پاسخی مناسب تری از روش 
واژینال می باشــد. در صورت اســتفاده از اســپرم تازه تفاوت چندانی میان 
روش هــای مختلف تلقیح مصنوعی وجود ندارد و روش واژینال دارای بازده 
کافی اســت. با توجه به نتایج این مطالعه توصیه می شــود، در صورت عدم 
امکان لاپاراسکوپی، 2۰ دقیقه قبل از تلقیح مصنوعی به هر دام 1۰۰ واحد 
اکسی توسین تزریق شــود و منی از راه سرویکس در رحم تخلیه شود تا با 

عبور منی از سد سرویکس درصد آبستنی و بره زایی بهبود یابد.
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