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 چکیده

   شود. گشائی میها باعث بهبود کیفیت اسپرم پس از فرآیند انجماد و یخاستفاده از آنتی اکسیدان زمینه مطالعاتی:

 اسپرم گاوکیفی بر پارامترهای سهندی مرزه الکلی سطوح مختلف عصاره تاثیر بررسی  هدف از این مطالعه: هدف

استفاده  ساله 6-5با سن  گاو نرراس  3 ازدر این پژوهش  روش کار:. بودگشائی یخو  فرآیند انجماداز هلشتاین پس 

مخلوط گیری با هم بار اسپرممنی در هر های نمونه. شدتوسط واژن مصنوعی انجام و بار در هفته  2گیری شد. اسپرم

لیتر( لیتر بر دسیمیلی 20و 26 ،22 ،8 ،4 ،2 ،0ولی مرزه سهندی )عصاره اتانسطح  7تیمارهای آزمایشی شامل شدند. 

و شده ها منجمد نمونهسپس زرده تخم مرغ افزوده شدند. –شده در رقیق کننده سیتراتهای منی رقیقبودند که بر نمونه

کیفی جه پارامترهای در 37انکوباسیون در دمای  دقیقه 5 وگشایی پس از یخ .نگهداری شدندتانک ازت هفته در  3بمدت 

یکپارچگی غشای پلاسمایی و پراکسیداسیون لیپید ارزیابی شدند. نتایج نشان داد که سطح ، مانیزنده تحرک،اسپرم نظیر 

مانی ، زندهتحرکی همچون پارامترهایسبب بهبودی داری به طور معنیمرزه سهندی عصاره از  لیترلیتر در دسیمیلی 4

 4و  2در تیمارهای تولیدی  آلدوئیدمالون دی میزان .( P<05/0) شدی در مقایسه با شاهد و یکپارچگی غشای پلاسمای

                            دار نبود. معنیاین کاهش از نظر آماری اما بود گروه کنترل عصاره کمتر از  لیترلیتر در دسیمیلی

تا حدی بر پارامترهای مورد بررسی تاثیر مرزه سهندی کلی العصاره  لیترلیتر بر دسیمیلی 4سطح  نتیجه گیری نهایی:

  .مثبت دارد

 

 حفاظت انجمادی، استرس اکسیداتیو ، اسپرم گاو،طبیعیاکسیدان : عصاره مرزه، آنتیکلیدی واژگان
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 مقدمه

انجماد منی نقش بسیار مهمی در پیشرفت و توسعه 

های تولیدمثلی از جمله تلقیح مصنوعی دارد تکنیک

(. انجماد اسپرم با اعمال 2008وکاک و همکاران )ب

تغییرات فراساختاری، بیوشیمیایی و عملکردی در 

گشایی مانی اسپرم بعد از یخزندهمیزان  ،غشای اسپرم

(. هر یک از 2000لت ا)ه دهدرا تحت تاثیر قرار می

سازی، تعادل و سردسازی، انجماد مراحل انجماد )رقیق

تار غشای پلاسمایی و عملکرد تواند به ساخو ذوب( می

طبیعی اسپرم آسیب رسانده و تحرک و باروری اسپرم 

(. همچنین 2020 زمفیرسکوکورا کاهش دهند )آندرا و 

همراه  ROS)( های اکسیژن فعالانجماد با تولید گونه

عوامل اکسید شده بسیار  اکسیژن فعال هایگونه است.

های آزاد کالای از رادیپذیر وابسته به دستهواکنش

 هایواکنشمهار با اکسیدانها آنتی .(2996هستند )سیکا 

ای اکسیداتیو و ایجاد تعادل بین مواد اکسیدانی زنجیره

      و آنتی اکسیدانی موجب کاهش استرس اکسیداتیو 

 (.2022شوند )بانسال و بیلاسپوری می

های آنتیدر حالت طبیعی پلاسمای منی دارای مکانیسم

ها و محافظت علیه هر نوع ROS مهارنی برای اکسیدا

-استرس مقابل ولی درباشد میآسیب وارده به اسپرم 

گشایی، مراحل یخ-انجماد جریان فرآیند در واردههای 

( و 2002 مختلف نگهداری اسپرم )چاترجی و همکاران

های مجاری تناسلی، این در جریان التهاب و عفونت

(. 2996)سیکا  ندفی نیستاکسیدانی کاهای آنتیمکانیسم

های سنتتیک از جمله ملاتونین انواع آنتی اکسیدان

 (، تورالاکس )پنا و همکاران2023 همکاران )اشرفی و

سوپراکسید دیسموتاز، بوتیلید  ،(، کاتالاز2003

و  (2005و  2004 همکاران )روکا و هیدروکسی تولوئن

( در بهبود تحرک 2020 همکاران کت وئوسیستئین )کا

گشایی مورد مطالعه قرار گرفته است. با سپرم بعد یخا

های این حال محدودیت در استفاده از آنتی اکسیدان

 و (BHA) 2هیدروکسی آنیزول بوتیل سنتتیک از جمله

( بواسطه اثرات BHT) 2بوتیل هیدروکسی تولوئن

دهد های طبیعی را افزایش میآنها سهم آنتی اکسیدان

(. در چند سال اخیر تحقیقات 2004)سوری و همکاران 

های طبیعی بویژه از منشاء در رابطه با آنتی اکسیدان

 (.2008 گیاهی افزایش یافته است )نیک آور و همکاران

 رزماری، عصاره بسیاری از گیاهان از جمله مرزه،

آویشن و مرزنجوش حاوی ترکیبات بیواکتیو از جمله 

اکسیدانی ت آنتیو فلاونوییدها هستند که خاصی هافنول

های رادیکالحاصل از و از آسیب  دادهموثری را نشان 

(. یکی از 2022کنند )صادقی و همکاران آزاد ممانعت می

 آنها اکسیدانیخصوصیات مهم فلاونوییدها، فعالیت آنتی

های تواند با تعداد و موقعیت گروهاست که می

 رانهمکا هیدروکسیل در مولکول مرتبط باشد )دراگانا و

و شامل بوده (. مرزه متعلق به خانواده نعنائیان 2022

که  (2008 گونه است )کاوار و همکاران 30از بیش 

اشتها، ضدنفخ، خلط آور، ضداسهال و  بعنوان محرک

داروی تقویت کننده جنسی استفاده شده است )سفیدکان 

، ضدقارچی، یباکتریایصیت آنتی(. خا2005و جامزاد 

های مرزه و محرک تولیدمثل گونهدیابت، ضد ایدز ضد

های وجود روغناحتمالا دلیل آن  به اثبات رسیده که

)ممتاز و  باشدمیترپنوئیدها فرار، فلاونوئیدها و تری

 (.2020عبداللهی 

 3سهندی دهد که عصاره مرزهنتایج تحقیقات نشان می 

منبع خوبی از ترکیبات فنولی و فعالیت آنتی اکسیدانی 

 های آزاد رادیکالکنندگان ز قویترین خنثی بوده و یکی ا

(. تحقیقات انجام گرفته 2022 است )صادقی و همکاران

در زمینه تاثیر مرزه ( 2006)همکاران  توسط هایری و

دهد که خوزستانی بر باروری موشهای نر نشان می

کیلوگرم از اسانس این گرم برمیلی 225و  250تزریق 

                                                           

1-Butylhydroxyanisole 
2-Butylhydroxytoluene 

3-Sahandica 
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تعداد افزایش منجر به های نر، گیاه به موش

های لایدیگ سلول ،2اسپرماتوگونیوم، اسپرماتیک کورد

های سرتولی سلولاندازه و شده و اسپرماتوزوئیدها 

 (.2006)هایری و همکاران  افزایش داشته استنیز 

تاکنون گزارشی در رابطه با تاثیر عصاره مرزه سهندی 

گشایی اسپرم صورت نگرفته بر پارامترهای بعد از یخ

ثیر سطوح هدف از انجام این آزمایش، بررسی تااست. 

ر کیفیت اسپرم گاو نژاد مختلف عصاره مرزه سهندی ب

 باشد. هلشتاین می

 

 ها مواد وروش

 تهیه عصاره مرزه سهندی 

آذربایجان شرقی شهرستان کلیبر استان گیاه مرزه از  

، آسیاب در سایهو بعد از خشک کردن شده آوری جمع

در شده  ابیگیری ابتدا مرزه آسجهت عصاره. گردید

متر بالاتر سانتی 2تا ارتفاع ریخته شد. سپس داخل ارلن 

ساعت  3ریخته و هر درصد  60از سطح مرزه، اتانول 

 محتویات ارلن عتسا 24بهم زده شد و پس از گذشت 

ه شد. عمل خیساندن و صاف داز کاغذ صافی عبور دا

بار تکرار گردید. محلول صاف شده به  3کردن حدود 

کمک دستگاه سوکسله تغلیظ شده و بعد در مجاورت 

هوای آزاد قرار داده شد تا حلال آن بطور کامل جدا 

. عصاره  غلیظ مرزه سهندی جهت مصرف در این گردد

و آب دیونیزه حل  802میکرولیتر توئین  50آزمایش در 

  (.2022 )زاواتی و همکاران شد

 سازی منی رقیق آوری وجمع

غرب و غرب  در مرکز اصلاح نژاد شمالاین تحقیق 

بدین منظور از سه راس گاو هلشتاین  .انجام شد کشور

به تعداد دو بار در هفته ( کیلوگرم 850 وزن ساله، 5-6)

ئی هانمونهگیری شد. اسپرم عیو به وسیله مهبل مصنو

                                                           

4- spermatid cords 

5-Tween 80  

لیتر، میلی 22-5که دارای رنگ کرمی، حجم بین  از منی

لیتر، تحرک بیشتر از در میلی 2× 920غلظت بیشتر از 

درصد اسپرم  20رفولوژی کمتر از ودرصد و م 70

به عنوان منی نرمال در داشتند، غیرطبیعی در هر انزال 

آوری جمع هاینظر گرفته شده و در غیر اینصورت منی

به منظور  .(2003همکاران  و گیل) شده حذف شدند

حذف اثرات فردی دام و با در نظر گرفتن جمعیت اسپرم 

مقدار مساوی با  درهای منی هر دام نمونه ،در مایع منی

 هم مخلوط شدند. 

زرده –در این آزمایش از رقیق کننده بر پایه  سیترات

 5 جنتامایسین ،لیترمیلی لیتر در  680تخم مرغ )سیترات

 ،لیتر در لیترمیلی 25/0 تایلوزین ،لیتر در لیترمیلی

، درصد 25مرغ زرده تخم ،لیتر در لیترمیلی  3 لینکوپک

 همکاران و اشرفی) (=9/6pH و درصد 7 گلیسرول:

به همراه سطوح مختلف عصاره مرزه سهندی  (2023

استفاده  لیتر(لیتر بر دسیمیلی 0 ،2 ،4 ،8 ،22 ،26 ،20)

ای سازی اسپرم گاو از روش دو مرحلهشد. در رقیق

درصد گلیسرول در مرحله  3استفاده شد به نحوی که 

( و باقیمانده Aکننده )رقیق C°37اول و در دمای 

( به Bکننده )رقیق C°5درصد( در دمای  22گلیسرول )

-کننده. ترکیب مواد و حجم رقیقندمایع منی افزوده شد

ر فرآوری اسپرم گاو به جز درصد د Bو  Aهای 

شدن زمان گلیسرول کاملا یکسان بود. بعد از سپری

-ها توسط دستگاه فیلینگتعادل، نمونهسردسازی و 

بندی لیتری پر و بستهمیلی 5/0های سیلینگ در پایوت

اتوماتیک انجماد مطابق دستگاه نیمه توسطشده و 

عد از . بنژاد منجمد شدندکز اصلاحدستورالعمل مر

های ازت انجماد برای نگهداری تا زمان ارزیابی به تانک

 .منتقل شدند

 یخ گشایی و ارزیابی پارامترهای اسپرم 

های حاوی منی منجمد شده از تانک ازت خارج پایوت

به مدت  C37°در داخل حمام آب گرم با دمای  و شده

گشایی شدند، سپس محتویات پایوت درون ثانیه یخ 45
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تخلیه شده و جهت تطابق یلیترمیلی 5/2میکروتیوب 

دقیقه در  5سلولی به مدت  پذیری و بازگشت آب درون

 حمام آب گرم قرار گرفتند.

 تحرک اسپرم 

های جنبایی، گشایی و انکوباسیون، ویژگیپس از یخ

های کنتیکی حرکتی برای رونده و ویژگیجنبایی پیش

ای رایانه تمام تیمارهای آزمایشی به کمک سیستم آنالیز

(CASA)2  مجهز به میکروسکوپ فاز کنتراست با

. روش ند( ارزیابی شدNikon, Japan×)200بزرگنمایی 

منی میکرولیتر از نمونه  5کار به این صورت بود که 

از د عب( قرار گرفته و C°37روی لام از قبل گرم شده )

ارزیابی بر  .آنالیز شد CASAا لامل توسط پوشاندن ب

 الفتی) اسپرم صورت گرفت 200 حداقلاساس شمارش 

ها . پارامترهایی که توسط این سیستم(2023 همکاران و

، 3، جنبایی پیشرونده2کل برآورد شدند شامل جنبایی

، 5، سرعت در مسیر منحنی4مستقیم مسیر سرعت در

، 7خطی بودن جنبایی ، درصد6مسیر میانگین سرعت در

 بودند.   8عرضی سر تحرک

 رم مانی اسپزنده

 -آمیزی ائوزینبوسیله رنگ هامانی اسپرموضعیت زنده

گرم رنگ  Y ،20گرم رنگ ائوزین 67/2نگروزین )

لیتر آب لیمی 200گرم سیترات سدیم در  9/2نگروزین، 

( 2007) همکاران گراف ومقطر( بر اساس روش دی

آمیزی به این صورت است که ارزیابی شد. روش رنگ

یک قطره رنگ  نه اسپرم وگسترشی از یک قطره نمو

اسپرم  200مانی تعداد روی لام گرم تهیه شده و زنده

                                                           

1 - Computer Aided Semen Analyses 

2- Total Motility 

3- Progressive motility(PM) 

4 - Straight–line velocity (micron/sec) (VSL) 

5- Curvilinear velocity (micron/sec) (VCL) 

6- Average path velocity (micron/sec) (VAP  ) 

7- Linearity (%) (LIN= VSL/VCL×100) (LIN) 

8- Lateral head displacement (micron) 

نمایی بوسیله روغن امرسیون و میکروسکوپ با بزرگ

هایی که به مورد بررسی قرار گرفت. اسپرم 2000× 

دادند مرده و  طور جزیی یا کامل رنگ ارغوانی را نشان

نعت کرده هایی که از ورود رنگ به داخل خود ممااسپرم

 ند.ه شدنظر گرفتدر به عنوان اسپرم زنده  ،بودند

 یکپارچگی غشای پلاسمایی

یکپارچگی غشای پلاسمایی با استفاده از تست التهاب 

سدیم سیترات -گرم تری HOST( )9/4هیپواسموتیک )

لیتر آب مقطر فروکتوز در یک   D(-گرم )9هیدرات، دی

تعیین ( 2997همکاران ) یونیزه( بر اساس روش بوکت و

محلول میکرولیتر  500 شد. برای این آزمایش ابتدا

از هر نمونه اسپرم  میکرولیتر 50 هیپواسموتیک با 

 دقیقه در 60به مدت مخلوط و گشایی شده یخ-منجمد

سپس نمونه با ملایمت ند. شد انکوبه C°37دمای 

( روی 5 میکرولیترو یک قطره )حدود شده مخلوط 

( 400)×ه و زیر میکروسکوپ اسلاید گرم قرار داد

اسپرم در هر اسلاید شمارش عدد  200بررسی شد. 

که  خورده )طبیعی(هایی با دم تابشده و درصد اسپرم

هایی با دم صاف با دارای غشای سالم بودند و اسپرم

 .آسیب دیده تعیین شدغشای 

 پراکسیداسیون لیپید ارزیابی 

هموژن سلولی  ابتدا لیپید پراکسیداسیونبرای ارزیابی  

های حاوی منی رقیق پایوتبه این صورت که  .تهیه شد

ثانیه یخ 60بمدت  C°37شده منجمد در آب حاوی

ها به و بعد از تخلیه محتویات پایوت هگشایی شد

 2سی، بلافاصله پس از افزودن سی 5/2های میکروتیوب

 g×3500 درصد با سرعت  9/0کلرید سدیم لیتر میلی

سه بار با بافر سپس سانتریفیوژ شده و دقیقه  5بمدت 

یفیوژ شدند. در رو مجددا سانتداده سیترات شستشو 

ریخته شده و پلت باقیمانده نهایت محلول رویی دور 

یونیزه حل شدند و تا لیتر آب دیمیلی 2ها در اسپرم

نگهداری  (-C°80) ها در فریزرزمان ارزیابی نمونه

به  MDAآلدهیددیلونما گیری غلظتبرای اندازهشدند. 

 ها در دماینمونهعنوان شاخص پراکسیداسیون لیپید، 
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C°37 میکرولیتر از هموژن  250 گشایی شدند.یخ

درصد تری کلریدریک  20میلی لیتر محلول  2سلولی به 

و کرده اضافه  درصد تیوباربیتوریتیک اسید 5/0 اسید و

و  هحرارت داده شد C°95ساعت در دمای  2بمدت 

ها ریعا روی یخ سرد شد. در مرحله بعد نمونهسسپس 

هزار دور در  20دقیقه سانتریفیوژ شدند ) 25بمدت 

محلول رویی در طول موج نوری دقیقه(. سپس جذب 

گیری یله دستگاه اسپکتروفتومتر اندازهنانومتر بوس 532

 MDAبا استفاده از استاندارد بدست آمده شد. نتایج 

بیان گردید )پینهو و  یترلنانومول در میلیبه صورت 

 (. 2006 همکاران

 آنالیز آماری 

های بدست آمده تکرار انجام شد. داده 5این آزمایش در 

تصادفی  برای صفات مورد ارزیابی در قالب طرح کاملا

  به کمک رویه و SAS (9.2.3 )با استفاده از نرم افزار 

GLM  آنالیز شدند. برای مقایسه میانگین این صفات از

ها به صورت ای دانکن استفاده شد. دادهمون مقایسهآز

احتمال خطای انحراف معیار بیان شدند. سطح ±میانگین

 در نظر گرفته شد.  درصد 5داری معنی

 

 نتایج 

 تحرک کل

بر پارامترهای سهندی عصاره مرزهتاثیر سطوح مختلف 

 برایتحرک کل  درصد .آمده است 2در جدول  تحرک

لیتر نسبت به لیتر بر دسیمیلی 22و  8 ،2تیمارهای 

 20و 26تیمار  ولی برای دار نبودگروه شاهد معنی

بوده و باعث  P) < 05/0) دارلیتر معنیلیتر بر دسیمیلی

لیتر بر میلی 4. بعلاوه سطح کاهش تحرک کل شده است

منجر به بالاترین درصد تحرک کل عصاره لیتر دسی

 (.P < 05/0) گردید

 روندهتحرک پیش

از عصاره، باعث لیتر لیتر بر دسیمیلی 4 استفاده

نسبت به تیمار رونده داری تحرک پیشافزایش معنی

ایر سطوح تیماری موجب س (.>P 05/0)شد شاهد 

شاهد پیشرونده نسبت به گروه  دار تحرکبهبود معنی

-لیتر بر دسیمیلی 20 و 26استفاده از  ونشده 

 روندهتحرک پیشقابل توجه  باعث کاهش عصاره،لیتر

  (.P < 05/0) شد شاهد نسبت به گروه

عصاره مرزه به  لیترلیتر بر دسیمیلی 4 و 2افزودن 

 (VAPو ) (VSL)و  (VCL)باعث بهبود  محیط انجماد

مقدار و میانگین سرعت در  .نسبت به گروه شاهد شد

نسبت لیتر لیتر بر دسیمیلی 4 مسیر مستقیم در سطح

اما  (P< 05/0) شتهدا داریمعنی افزایشبه گروه شاهد 

-غیرمعنیافزایش سرعت در مسیر منحنی صفت  برای

استفاده از  ، VSLو VAPهای پارامتربرای . دبو دار

 4تیمار نسبت به لیترلیتر بر دسیمیلی 8 سطح تیماری

گروه  اما با داشتهدار معنیکاهش لیتر لیتر بر دسیمیلی

 لیترلیتر بر دسیمیلی 22 و 2 یتیمار سطوح شاهد و

لیتر بر میلی 4تیماردر  VCLپارامتر  .بوددار معنیغیر

میلی 22 و 8، 2و سطوح  گروه شاهدنسبت به  لیتردسی

و  26تیمارهای  دراما  دار نبودهمعنی لیترلیتر بر دسی

. دش یدارکاهش معنیباعث  لیترلیتر بر دسیمیلی 20

عصاره مرزه یتر للیتر بر دسیمیلی 4کننده حاوی رقیق

بعد از فرآیند  (LIN)و  (ALH)دار باعث بهبود معنی

 <05/0) گردیدگشایی نسبت به تیمار شاهد یخ-انجماد

P.)  

و پراکسیداسیون مانی، یکپارچگی غشای اسپرم زنده

 لیپید

مانی، یکپارچگی غشای نتایج حاصل از ارزیابی زنده    

-نشان داده 2اسپرم و پراکسیداسیون لیپید در جدول 

لیتر لیتر بر دسیمیلی 4شده است. سطح تیماری 

داری در عصاره در مقایسه با گروه شاهد، افزایش معنی

. با این وجود P)< 05/0های زنده داشت )درصد اسپرم

      تفاوت  لیترلیتر بر دسیمیلی 22و  8تیمارهای 

 20و 26داری با گروه شاهد نداشته و تیمارهای معنی

لیتر در مقایسه با گروه شاهد، باعث دسی یتر برلمیلی
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هایی که های زنده شد. تعداد اسپرمکاهش درصد اسپرم

 4و  2خورده داشتند در سطوح های متورم و پیچدم

بیشتر بود بدین معنی که غشای  لیترلیتر بر دسیمیلی

صدمات ناشی از انجماد به خوبی  ها در برابراسپرم

لیتر لیتر بر دسیمیلی 4تیمار محافظت شدند. تفاوت 

ولی  ( P< 05/0دار بوده )نسبت به گروه شاهد معنی

با  لیترلیتر بر دسیمیلی 22و  8، 2اختلاف تیمارهای 

 20و  26دار بوده و دوزهای گروه شاهد غیرمعنی

نسبت به گروه شاهد کاهش  لیترلیتر بر دسیمیلی

خورده های متورم وپیچ داری در درصد اسپرممعنی

 داشتند.

 

 آزمایشیخطای استاندارد پارامترهای تحرک در تیمارهای  ±میانگین حداقل مربعات  -1جدول 
رلیتلیتر بر دسیمیلی 2 شاهد صفات ترلیلیتر بر دسیمیلی 4  ترلیلیتر بر دسیمیلی 8  ترلیلیتر بر دسیمیلی22  ترلیلیتر بر دسیمیلی26   لیترلیتر بر دسیمیلی20 

  59/6b±7/5 66/2ab±20/7 75/9a±6/5 56/2b±22/3 54/4bc±24/2 42/2cd±9/2 38/2 d±5/4 (%)ک  کل تحر

 49/4bc±8/2 57/9 ab± 9/2 64/7a±4/2 46/9bc±22/6 44/2cd±22/2 33/2de±9/4 28/2e ±6/2  (%) حرک  پیشروندهت

 سرعت در مسیر منحنی

 بر ثانیه( ن)میکرو

46/7ab±7/3 52/2a± 5/7 58/2a±5/5 46/8ab±22/5 47/2ab±8/8 37/8bc±22/0 8/5±c9/32 

 میانگین  سرعت در مسیر

 بر ثانیه( ن)میکرو

33/3b ±5/8 38/6ab ±4/5 42/8a±3/6 33/4b ± 7/8 32/9 bc±5/7 24/9cd±6/6 20/6d ±3/4 

  سرعت در مسیر مستقیم

 بر ثانیه(ن )میکرو

29/5b ±5/5 34/6ab ±4/3 37/8a±3/8 28/9b ± 6/9 27/5bc ±5/0 22/2cd±5/7 27/5d±3/2 

 تحرک عرضی سر

 )میکرون(

2/2bc ±0/2 2/3ab ± 0/3 2/6a ± 0/3 2/2ab± 0/4 2/3ab ± 0/2 2/9bc ± 4 2/7c ± 0/2 

 52/9b ±4/2 57/8a ± 3/5 59/4a±3/5 52/8b ± 2/6 48/2c ± 3/0 44/2d±2/3 44/2d± 2/3   (%) خطی بودن تحرک

 %5در سطح دار دهنده تفاوت معنیاننشدر هر ردیف حروف متفاوت 

 

نتایج حاصل از ارزیابی میزان تولید آنالیز آماری 

MDA نشان  ،به عنوان شاخص پراکسیداسیون لیپید

داد که بین سطوح تیمارهای استفاده شده در این 

داری آزمایش در مقایسه با گروه شاهد تفاوت معنی

-دی با این وجود کمترین سطح مالونرد؛ وجود ندا

عصاره mL/dl 4 و 2در اثر استفاده از سطوح آلدهید 

 .کننده بدست آمددر رقیق

 

گشایی شده گاو همراه با آلدهید در اسپرم یخدییکپارچگی غشای پلاسمایی و میزان تولید مالون مانی،مقایسه زنده -2جدول 

 خطای معیار( ±سطوح آزمایشی عصاره مرزه سهندی )میانگین 

 دسی لیتر( نانو مول بر) آلدهید دیمالون یکپارچگی غشای پلاسمایی )%( مانی )%(زنده (لیتر بر دسی لیترمیلی)غلظت عصاره 

66/3b ± 7/2 62/2bc ± 6/7 5/27 گروه شاهد  ±  4/3  

2 73/3ab ± 6/7 70/8ab ± 6/4 2/23  ± 3/2  

4 79/6a ± 7/2 77/2a ± 6/0 5/23  ± 3/2  

8 64/3b ± 8/9 58/6c ± 22/2 6 /25  ± 3/4  

22 62/3bc ±20/5 56/2cd ±24/5 9/25   ± 2/3  

26 53/2cd ± 6/6 45/3d ± 6/6 3/24  ± 4/7  

20 49/9d ± 6/7 44/3d ± 7/2 4/29  ± 4/4  

 %5در سطح دار دهنده تفاوت معنینشاندر هر ستون  حروف متفاوت
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 بحث 

های قابل توجهی برای بهبود تلاش در سالیان اخیر،

توسط منی منجمد های انجماد و تلقیح مصنوعی تکنیک

انجماد اسپرم، یک تکنولوژی مهم برای  انجام شده است.

ی با باروری و ارزش یهامحافظت و توزیع اسپرم

گشایی یخ–رآیندهای انجمادبا اینحال ف ؛ژنتیکی بالا است

های درون ناپذیر به اندامکبرگشت هایباعث آسیب

 یالیت غشا و فعالیت آنزیمیتغییر در س، سلولی اسپرم

 ،مانیزنده ،همچنین(. 2989 شود )آلوارز و استوریمی

 توانایی باروری و لقاح اسپرم،غشاییکپارچگی  ،تحرک

 ROSبا تولید  و (2999 ماکسول و )گیلانکاهش یافته 

شود منجر به پراکسیداسیون لیپید غشای اسپرم می

ن به اسپرم پستاندارا .(2022 همکاران )مالو و

پراکسیداسیون لیپید ناشی از استرس اکسیداتیو در طی 

(. 2994 ست )ایتکین و فیشراانجماد بسیار حساس 

های اکسیداناثرات مفید افزودن آنتیپیشین، مطالعات 

کننده انجماد منی برای کاهش اثرات به رقیق سنتتیک

(. 2002 همکاران اند )بیلدوا ورا نشان داده  ROSمضر

های اکسیدانبه دلیل احتمال سمیت آنتی ین حالبا ا

 به گیاهان دارویی،دسترسی آسان  و نیز سنتتیک

مقرون به صرفه بودن و صرف هزینه کمتر نسبت به 

عصاره با نیز تهیه آسان  وهای سنتتیک اکسیدانآنتی

اکسیدانهای ، استفاده از آنتیحداقل امکانات آزمایشگاهی

 مارینوا )یانشلیوا و تگیاهی مورد توجه قرار گرفته اس

اکسیدانهای لاعات محدودی در باره تاثیر آنتی(. اط2996

گیاهی بر اسپرم وجود دارد. مطالعات اخیرا تاثیرات 

مثبت ناشی از استفاده عصاره رزماری را در رقیق 

کننده انجماد منی چندین گونه از جمله خوک )مالو و 

(، 2020 همکاران و نزالزوسگ )گ (،2020 همکاران

 همکاران ( و بز )زنگانه و2020 همکارانو  گوسفند )گیل

اند. همچنین استفاده از عصاره آبی ( گزارش کرده2023

مورد  در رقیق کننده منی خوک 2گیاه رودیولا ساکرا

(. نتایج 2009و همکاران  است )ژائو بررسی قرار گرفته

دهد استفاده ( نشان می2022تحقیقات مالو و همکاران )

صاره رزماری در رقیق کننده منی موجب بهبود از ع

نی و یکپارچگی زنده ما پیشرونده، جنبایی کل و

به طور قابل توجهی  MDA آکروزوم شده و سطح

ای اثر آنتی اکسیدانی عصاره در مطالعهکاهش می یابد. 

بر خصوصیات منی خوک بعد  رودیولا ساکرا آبی گیاه

افزودن که  نشان دادنتایج و  شده از انجماد بررسی

عصاره گیاه فوق با  گرم بر لیترمیلی 8و  6 ،4 مقادیر

کنندگی قوی علیه رادیکال آنیون سوپراکسید و اثر خنثی

موجب افزایش تحرک و  ،کاهش پراکسیداسیون لیپید

 و همکاران ئویکپارچگی غشای پلاسمایی شده است )ژا

 ( نشان دادند که2023زنگانه و همکاران )(. 2009

عصاره آبی رزماری باعث بهبود جنبایی کل و 

مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و پیشرونده، زنده

های مورفولوژیکی در اسپرم بز کاهش میزان ناهنجاری

 گردد. می

( انجام 2388در تحقیقی که توسط امینی راد و همکاران )

اکسیدانی آب انار بر پارامترهای اسپرم و شد اثر آنتی

و نشان داد که  هها بررسی گردیداروری موشپتانسیل ب

مصرف خوراکی آب انار در بهبود پارامترهای اسپرم 

داری کاهش معنیباعث موثر بوده و مصرف آب انار 

 .دشهای غیر پیشرونده و غیر طبیعی درصد اسپرم

اثر عصاره هیدروالکلی شبدر  (2392)صوفی و همکاران 

غشیا اسیپرم    قرمز روی پارامترهای حرکتیی و سیلامت  

قوچ را بررسی کردند و نشان دادند کیه عصیاره شیبدر    

قرمز اثر منفی روی تحرک و سلامت غشای اسپرم قیوچ  

دارد و عصاره شبدر قرمیز بیا افیزایش غلظیت و زمیان      

تمام پارامترهای حرکتی را به طیور معنیی داری کیاهش    

داده و سییلامت غشییای اسییپرم قییوچ بییا افییزایش غلظییت 

                                                           

1 Rhodiola sacra 
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 .یابدیعصاره بیشتر کاهش م

با تاثیر عصاره میرزه  رابطه  مطالعه ما اولین بررسی در

گشایی شیده گیاو   سهندی بر روی پارامترهای اسپرم یخ

میرزه دارای   همانطور که قبلا اشاره شده استباشد. می

 احتمالا این گیاه با تقویت واکسیدانی قوی بوده اثر آنتی

 هیای اسیترس  کیاهش  و اکسییدانی آنتیی  دفیاع  سیسیتم 

نتیایج   شیود. می هاکیفیت اسپرم افزایش یداتیو باعثاکس

دهد که استفاده از عصاره مرزه در بررسی ما نشان می

تواند به طور موثری اسیپرم را از آسییب   طی انجماد می

بیه   و سلولی ناشی از استرس اکسیداتیو محافظت کیرده 

میانی و  زنیده  طور قابل توجهی تحرک کل و پیشیرونده، 

دهید کیه   . نتیایج نشیان میی   بهبود دهدیکپارچگی غشا را 

لیتیر بیر   میلیی  4منی منجمد شده با رقیق کننیده حیاوی   

عصاره منجر به بالاترین سیطح تحیرک کیل و     لیتردسی

گشایی یخاز مانی بعد یکپارچگی غشا و زنده رونده،پیش

رونده احتمالا با ن بهبود در تحرک کل و پیشیا. شودمی

میانی اسیپرماتوزوا   نیده یکپارچگی غشای پلاسیمایی و ز 

ژائیو و   ،2022و  2020 باشد )مالو و همکارانمرتبط می

لیتیر  لیتیر بیر دسیی   میلیی  4اسیتفاده از   .(2009 همکاران

کیردن عوامیل اکسیداسییونی و    تاثیر مطلیوبی در خنثیی  

دوزهای داشته درحالیکه رونده صفت تحرک پیش بهبود

پارامترهیای   نتایج ما در میورد  .داشتندبالاتر تاثیر منفی 

 (، ژائیو و 2022همکاران ) تحرک با نتایج تحقیقات مالو و

امینیی   و (2023همکیاران )  و زنگانیه و  (2009همکاران )

مطابقییت داشییته امییا بییا نتییایج   (2388)همکییاران  راد و

 مغایرت دارد. (2392)همکاران  صوفی و

عصاره از  لیترلیتر بر دسیمیلی 4 همچنین استفاده

 افزایشتوجهی طور قابلبهمانی را دهزنمرزه سهندی 

های مرده را در مقایسه با سطوح اسپرممیزان داده و 

 26 ؛ درحالیکه استفاده از سطوحدیگر تیماری کاهش داد

های بر اسپرم یاثر معکوس لیترلیتر بر دسیمیلی 20 و

مانی با نتایج زنده نتایج ما در مورد پارامتر زنده داشت.

همکاران  (، ژائو و2022همکاران ) تحقیقات مالو و

 مطابقت دارد. (2023همکاران ) و زنگانه و (2009)

لیتر بر میلی 4بخشی از تاثیر مثبت رقیق کننده حاوی 

رونده احتمالا با پیش کل و عصاره بر تحرک لیتردسی

های مرده در این رقیق مانی بالاتر و کاهش اسپرمزنده

استنباط کرد که  توانمیاین  بنابر کننده مرتبط باشد.

 بر غشای اسپرمتاثیر مثبتی  سطح این عصاره مرزه در

نشان داد که HOST  داشت. به عبارت دیگر نتایج تست

، افزودن عصاره مرزه سهندی به رقیق کننده اسپرم

در طی فرآیند غشای پلاسمایی اسپرم  شودباعث می

 . استفاده از سایر سطوح درببیندآسیب کمتری  انجماد

نه تنها اثر محافظتی  ،کننده، بویژه دزهای بالاتررقیق

برغشای اسپرم نداشته بلکه به دلیل بهم زدن فشار 

نتایج اسمزی بر غشای اسپرم آسیب وارد کرده است. 

 با نتایج تحقیقات مالو و HOSTمربوط به تست 

 وزنگانه  (2009)همکاران  ، ژائو و(2022) همکاران

 داشته اما با نتایج صوفی ومطابقت  (2023) همکاران

 مغایرت دارد. (2392) همکاران

شد که افزودن مرزه سهندی  مشاهدهدر این مطالعه 

اما این کاهش  شدبعد انجماد   MDAسطحباعث کاهش 

این مطالعه با نتایج مطالعات مالو و نتایج  .بوددار نمعنی

، مغایرت دارد (2009همکاران ) و ئو(، ژا2022) همکاران

نوع  ،های حیوانیگونه اسپرماحتمالا ناشی از فاوت تاین 

دز استفاده شده از  گیری،روش عصاره ،و گونه گیاه

دلیل دیگر همچنین باشد. کننده و ترکیبات رقیق عصاره

بین  اکسیدانیآنتی فعالیتتفاوت در  این مغایرت،

فنولیک با ترکیبات بالای اتانولی  های آبی وعصاره

توانایی که باشد مارینیک اسید میرزها از جمله اسید

را های هیدروکسیل ها از طریق گروهکردن رادیکالخنثی

عصاره در این تحقیق  .(2022 همکاران )سرانو و دارد

از پراکسیداسیون لیپید غشای  هندی نتوانستمرزه س

یک ترکیب  MDAاسپرم جلوگیری کند. بهرحال، 

تواند نمی بوده و واسطه در فرآیند اکسیداسیون لیپید

گشایی پارامتر قوی برای تعیین کیفیت اسپرم بعد یخ

 .(2023 باشد )سلمانی و همکاران
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ا هنوز همکانیسم اصلی تاثیر مرزه در انجماد اسپرم

ولی مکانیسم کمکی برای فعالیت شده است مشخص ن

موجود در توانایی فلاونوییدهای  اکسیدانی مرزهآنتی

ا از طریق کاهش سیالیت ی غشاهسازگیاه در پایداراین 

افزایش در  .(2000 )هاربورن و همکاراناست  غشا

 ثباتی غشاو بی نفوذپذیری غشای پلاسمایی،سیالیت 

 .(2995 )واتسونشود می هاعمر اسپرم موجب کاهش

فاکتورهای بسیاری از جمله محل رشد گیاه، روش 

-گیری و نوع محلول استفاده شده برای عصارهعصاره

 د. نتی مورد مطالعه قرار گیرگیری بایس
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Abstract 

BACKGROUND: The use of antioxidants can improve sperm quality after freeze/thawing process. 

OBJECTIVES: The aim of the present study was to investigate the effect of Satureja Sahendica 

alcoholic extract on the quality of Holstein bull sperm after cryopreservation. METHODS: In this 

study, three matured bulls, aging 5-6 years old were used. Semen samples were collected twice a 

week, using an artificial vagina. Semen samples were pooled after each sampling. Experimental 

treatments included seven levels of Satureja Sahendica ethanol extracts (0, 2, 4, 8, 12, 16, and 20 

mL/dL) which diluted with citrate-egg yolk diluents containing. Then, samples were frozen and 

transferred to liquid nitrogen tanks for three weeks. Thereafter and after thawing and incubation for 

5 min, sperm quality parameters including motility, viability, membrane integrity and lipid 

peroxidation were evaluated. Results: The level of 4 mL/dL Satureja Sahendica extract significantly 

improved some parameters including motility, viability and plasma membrane integrity compared 

to control (P<0.05). The MDA concentration was lower by inclusion of 2 and 4 mL/dL extract 

compared to the control group, but this reduction was not significant. CONCLUSIONS: The level of 

4 ml/dl alcoholic extraction of Satureja Sahendica has to somewhat positive effect on nominated 

parameters. 
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