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 1397 دیتاریخ پذیرش:            1397 مهر تاریخ دریافت:

 چکیده

تواند باعث تنش وجود آمده در طی انجماد منی میهتغییرات ب توان اسپرم را برای مدت طولانی ذخیره کرد، امابا کمک انجماد منی می

 اکسیداتیو شده و باعث کاهش قدرت باروری آن گردد. هدف از مطالعه حاضر بررسی تاثیر عصاره آبی گیاه رازیانه بر پارامترهای کیفی اسپرم

گیری هفته اسپرم4بار برای مدت 2ای ساله هفته 3-4قزل با سن رأس قوچ  5باشد. برای این منظور از گشایی مییخ-قوچ بعد از فرآیند انجماد

، 2، 0سطح عصاره رازیانه )شامل  7های منی در هر بار پس از اطمینان از کیفیت لازم باهم مخلوط شدند. تیمارهای آزمایشی شامل شد. نمونه

هفته در ازت مایع  3ها برای مدتای منی رقیق شده افزوده شدند. نمونههکننده( بودند که بر نمونهلیتر رقیقلیتر بر دسیمیلی 12و  10، 8، 6، 4

پارچگی غشای پلاسمایی و پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی اسپرم های حرکتی اسپرم، یکگشایی فراسنجهداری شدند. پس از یخانجماد و نگه

اکسیدانی باعث کاهش اکسیداسیون لیپیدی غشای اسپرم در اثرات آنتیمورد ارزیابی قرار گرفتند. آنالیزآماری نشان داد که عصاره رازیانه با 

آلدهید مشاهده شد که نسبت به گروه شاهد تفاوت ترین غلظت مالون دیلیتر کممیلی12تیمارهای آزمایشی شد که در این ارتباط در گروه 

لیتر نسبت میلی 6پارامترهای حرکتی حاکی از آن بود که تیمار پارچگی غشایی و مانی، یکهای زنده(. بررسی فراسنجهP<05/0دار داشت )معنی

اکسیدانی توان از خاصیت آنتیطورکلی میهرسد که بنظر می(. بهP<05/0داری باعث بهبودی شده است )طور معنیههای آزمایشی ببه سایر گروه

کننده لیتر رقیقلیتر عصاره در دسیمیلی 6رد و برای این منظور غلظت رازیانه جهت کاهش استرس اکسیداتیو پس از انجماد در اسپرم قوچ استفاده ک

 مناسب است. 

  اکسیداتیو، انجماد اسپرم، قوچ استرس کلمات کلیدی:

 pekarimi@tabrizu.ac.ir :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

طور استفاده وسیع از تلقیح مصنوعی در صنعت دامپروری به       

نیز بهبود تولید را درحیوانات در پی  و قابل توجهی نرخ بهبود ژنتیکی

که باعث پیشرفت چشمگیر در پرورش و تولید در طوریاست به داشته

ترین . یکی از اصلی(2009و همکاران،  Batista) سراسر دنیا شده است

های ترین فاکتور در تلقیح مصنوعی موفق دسترسی به اسپرمو کلیدی

 آیدمی دستهموفق بفرآیندهای انجماد  که تنها از طریق باشدبارور می

(Watson ،2000)ر طی اسمزی، شیمیایی و مکانیکی دهای . تنش

فراساختاری،  تغییرات که است دلایلی ترینمهم ذوب -انجماد هایفرآیند

آورد که در نتیجه آن وجود میبیوشیمیایی و عملکردی را در اسپرم به

ای تاثیر این فرآیند قرار گرفته و متعاقب آن مجموعه اسپرم تحت سلول

 Thomson) خواهد شد اسپرم باروری آبشاری منجر به کاهشاز اتفاقات 

ترین عامل تنش توان اصلیهای آزاد را می. رادیکال(2009اران، و همک

ذوب دانست. تاثیر -شیمیایی یا تنش اکسیداتیو در طی فرآیند انجماد

چون هیدروژن پراکسید نیز بر عملکرد اکسیژن هم هایمنفی متابولیت

خوبی ثابت شده است و امروزه ها مانند اسپرم بهو ساختار سلول

ترین دلایل های اکسیژن را یکی از اصلیتقات متابولیتمجموعه مش

 Gharagozloo ) دانندخصوص جنس نر میناباروری در پستانداران و به

اکسیداتیو خواهند  عوامل باعث استرس مجموعه این .(Aitken ، 2011و

و سپس  است غشاء هایچربی پراکسیداسیون در فاز اول آن نتیجه که شد

های درون اندامک به دسترسی نهایت سلول و در تخریب و عبور از غشای

 های آنزیمی و تغییر برمهار فعالیت های آن،سلولی تاثیر بر فعالیت

در  ایجاد شکستگی بیوشیمیایی در داخل سلول و نیزهای کنشهم

 منجر که شده، اسپرم های( سلولDNAدزوکسی ریبونوکلئیک اسید )

این  .(2010 و همکاران،Çoyan ) شودبه کاهش توان باروری اسپرم می

های اکسیدانشود که محققین اقدام به استفاده از آنتیامر سبب می

 های آزادمنظور حذف رادیکالهای انجماد اسپرم بهمحیط سنتتیک در

 Jensen)نمایند  های اسپرمسلول خارج و در داخل آنان سازیخنثی و

چنین وجود دلیل مشکلات ایمنی و همه(.  امروزه ب2011و همکاران، 

و مسائل اقتصادی،  سنتتیک هایآکسیدانبرخی آنتی سمی در ترکیبات

های طبیعی مورد توجه قرار گرفته است اکسیداناستفاده از آنتی

(Malo  ،به2011و همکاران .) همین دلیل استفاده از ترکیبات طبیعی

 های صنعتی، رواج پیدا کرده است. خاصیتجای افزودنیبه

طور عمده ناشی از وجود ترکیبات فنولیک، هاکسیدانی گیاهان بآنتی

باشد ها میدر آن های فنولیکترپنو دی فنولیک فلاونوئیدها، اسیدهای

(Velioglu ،1998 و همکاران.)  رازیانه گیاهی است چندساله، علفی و

تریان که منشا آن نواحی مدیترانه و جنوب اروپا معطر از خانواده چ

دلیل کاربردهای متعدد آن در نواحی وسیعی هگزارش شده است و ب

پراکنش   و است گرفته کشت آن قرار زراعی وسیعی زیر هایزمین دنیا، از

 گیردغرب ایران را در بر میایران نواحی شمال طبیعی رازیانه در

بررسی عصاره استخراج شده از رازیانه (. 1395، زنگنه و همکاران)

های دهد که قادر به خنثی کردن رادیکالها نشان میویژه از برگهب

حضور  (.2009و همکاران،  Barros) باشدناشی از اکسیداسیون می آزاد

ترکیبات فنولیک و اسیدهای چرب مانند اولئیک، لینولئیک و... 

و همکاران،  Diao) م باشداکسیدانی آن سهیتواند در خاصیت آنتیمی

هدف از مطالعه حاضر بررسی تاثیر عصاره آبی گیاه رازیانه بر  (.2014

 باشد. گشایی شده قوچ قزل مییخ-کیفیت اسپرم منجمد

 

 هامواد و روش

تحقیقاتی دانشگاه  مزرعه در که تحقیق این در :آزمایشی حیوانات       

سال  3-4نژاد قزل بالغ با سن قوچ رأس  پنجاز انجام پذیرفت،  تبریز

فصل  ای دوبار و درصورت هفتهکیلوگرم به 70و میانگین وزنی 

مدت های آموزش دیده بهآوری منی قوچجمع .تولیدمثلی استفاده شد

های مذکور در یک جایگاه نیمه مسقف با قوچ .هفته صورت گرفت 4

در حد کف سیمانی تحت شرایط نور طبیعی قرار گرفته و با جیره 

صورت آزاد به آب ها بهدر طول تحقیق قوچ .داری تغذیه شدندنگه

آوری منی و انتقال آن به دسترسی داشتند. بلافاصله پس از جمع

 .گرفت های اولیه روی منی صورتآزمایشگاه، بررسی
 

 مورد استفاده برای حیوانات آزمایشی : جیره1جدول

 مقدار ماده خوراکی

 400 (کیلوگرم ماده خشکیونجه خشک )گرم در 

 270 (دانه ذرت )گرم در کیلوگرم ماده خشک

 227 (دانه جو )گرم در کیلوگرم ماده خشک

 93 (کنجاله سویا )گرم در کیلوگرم ماده خشک

 10 (سنگ آهک )گرم در کیلوگرم ماده خشک

 

وسیله به دوبار ایهفته منی هاینمونه :آوری و ارزیابی منیجمع       

های آوری شدند. نمونههای مورد آزمایش جمعمصنوعی از قوچمهبل 

آوری شد. از منی مورد نیاز آزمایش با استفاده از واژن مصنوعی جمع

آوری منی انجام گرفت. مدت دو هفته جمعهر قوچ، دوبار در هفته به
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صورت ها بهبرای ایجاد شرایط اصلی آزمایش، در چند مرحله تیمار

ها آوری منی، نمونهبی شدند. بلافاصله پس از جمعآزمایش ارزیاپیش

گراد قرار گرفته و به آزمایشگاه درجه سانتی 35ماری با دمای داخل بن

 رنگ دارای که هر انزال در منی گرفته شده هایمنتقل شدند. نمونه

 در نظر نرمال منی عنوانبه درصد بودند 70 از تربیش کرمی و تحرک

 حذف  آوری شدهجمع هایمنی صورتاین غیر و در شده گرفته

 جمعیت نظر گرفتن در با و دام فردی اثرات منظور حذفشدند.  بهمی

باهم  مقدار مساوی در هادام منی هاینمونه منی، مایع اسپرم در

 مخلوط شدند.

کننده اسپرم از برای ساخت رقیق :های آزمایشمواد و محیط       

 زرده تخم %20بافر سیترات، %73حاوی یک محیط بر پایه سیترات 

 عصاره مختلف سطوح گلیسرول استفاده گردید. سپس %7مرغ و 

عنوان هلیتر( بدسی بر لیترمیلی 12و10، 8، 6، 4، 2، 0رازیانه )

ها در سپس، نمونه .تیمارهای آزمایشی به منی رقیق شده افزوده شد

نتقل شده و گراد به یخچال مدرجه سانتی 25داخل بشر حاوی آب 

ساعت در  2مدت گراد بهدرجه سانتی 5ها به برای رساندن دمای آن

تعادل،  و زمان سردسازی سپری شدن از داری شدند. بعدیخچال نگه

 12مدت لیتری پر شده و سپس بهمیلی 5/0های ها در پایوتنمونه

برای  از انجماد در معرض بخار ازت مایع قرار داده شدند و بعد دقیقه

و  Bucakازت منتقل گردیدند ) مخزن به ارزیابی زمان تا دارینگه

 (.2007همکاران، 

( مورد Foeniculum vulgareگیاه رازیانه ) تهیه عصاره رازیانه:       

گیری از آوری شد. برای عصارهشرقی جمعاستفاده از استان آذربایجان

طور ه(. ب2008و همکاران،  Handaروش ماسراسیون استفاده شد )

 500گرم از گیاه خرد شده را در ظرف حاوی  75خلاصه ابتدا مقدار 

مکرر گردش گیری ضمن لیتر آب مقطر ریخته شد. عمل عصارهمیلی

روز تمام  5مدت به توسط دستگاه روتاریحاوی گیاه و حلال  ظرف

غلظت  و بعد از این زمان که میان یافتدر شرایط آزمایشگاه ادامه 

مواد موجود در حلال و بافت گیاهی تعادل برقرار گردید، عمل 

گیری را خاتمه داده و سپس مخلوط حاصله از کاغذ صافی عصاره

و  Arabshahiعبور داده شده و عصاره تهیه گردید ) 1واتمن شماره 

Urooj ،2007 .) 

تکرار برای هر تیمار  5در این پژوهش  :ارزیابی آزمایشگاهی       

پایوت منجمد شد و  10درنظر گرفته شد. در هر تکرار برای هر تیمار 

پایوت منجمد  350پایوت و برای کل آزمایش  50جمعاً برای هر تیمار 

ها از نیتروژن مایع، کردن پایوتمنی، پس از خارج گشاییشد. برای یخ

 37در حمام آب گرم ثانیه  40ثانیه در دمای اتاق و مدت  10مدت به

گشایی شده گراد قرار داده شد و سپس نمونه اسپرم یخدرجه سانتی

های لیتری تخلیه شده و برای ارزیابیمیلی 2داخل میکروتیوب به

در آزمایشگاه علوم دامی دانشکده کشاورزی و مختلف کیفیت اسپرم 

 مورد استفاده قرار گرفت. منابع طبیعی اهر، 

مانی زنده برای ارزیابی :(Sperm viability) هانی اسپرممازنده       

پارچگی نیگروزین، و برای بررسی یک -آمیزی ائوزینگها از رناسپرم

 هاست از محیط (Sperm Membrane Integrity) غشای اسپرم

(HOST=Hypo Osmotic Swelling Testاستفاده شد. جهت ،) تعیین 

میزان پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی، میزان مالون دی آلدهید 

(MDA=Malondialdehydeاندازه )های ویژگی چنینگیری شد. هم

 CASA (Computer Assistedجنیایی اسپرم با استفاده از سیستم 

Sperm Analyzer ).مانی برای ارزیابی زنده مورد ارزیابی قرار گرفت

نیگروزین استفاده شد. این روش بر  -آمیزی ائوزینها از رنگاسپرم

خود جذب های مرده رنگ ائوزین را بهباشد که اسپرماین اساس می

عنوان رنگ نیگروزین بهگیرند. های زنده رنگ نمیکنند ولی اسپرممی

زمینه و ایجاد اختلاف رنگ میان اسپرم و رنگ زمینه برای پس رنگ

هایی (. اسپرمKenneth ،2013و  Douglasشود )دید بهتر استفاده می

گرفته ها رنگخود نگرفته بودند و یا تنها بخشی از گردن آنکه رنگ به

 (.Blom ،1950عنوان اسپرم زنده درنظر گرفته شدند )بود به

 پارچگییک بررسی منظوربه :پلاسمایی غشای پارچگییک تست       

 التهاب هایپواسموتیک استفاده شد. تست تست از پلاسمایی غشای

التهاب هایپواسموتیک براساس اسمولاریته محیطی که اسپرم در آن 

کند. اسپرم با قرار گرفتن در یک محیط با گیرد عمل میقرار می

ها گره دهد و انتهای دم آناسمولاریته پایین به سرعت واکنش می

های با غشای پلاسمایی سالم خورد. بدیهی است که تنها اسپرممی

های مرده که در قادر هستند به این نوع تغییر واکنش دهند و اسپرم

و  Douglas) دهندگیرند هیچ واکنشی نشان نمیاین محیط قرار می

Kenneth ،2013.) 

جهت بررسی جنبایی  :جنبایی اسپرمهای بررسی فراسنجه       

 CASAافزار کامپیوتری گشایی از نرمیخ -اسپرم پس از فرآیند انجماد

پایوت یک  )هر تیماری گروه استفاده شد. بدین منظور چهار پایوت از هر

داخل گشایی شده و بهتکرار( با روشی که در بالا توضیح داده شد یخ

میکروتیوب انتقال داده شدند. سپس با استفاده از سمپلر و برداشتن 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=Computer%20assisted%20sperm&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Frsbweb.nih.gov%2Fij%2Fplugins%2Fcasa.html&ei=vILxUafpKcfdPdD7gIAB&usg=AFQjCNEwkycWWH1QV4WCMSvlqrDc6CoOpA&bvm=bv.49784469,d.ZWU
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=Computer%20assisted%20sperm&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Frsbweb.nih.gov%2Fij%2Fplugins%2Fcasa.html&ei=vILxUafpKcfdPdD7gIAB&usg=AFQjCNEwkycWWH1QV4WCMSvlqrDc6CoOpA&bvm=bv.49784469,d.ZWU
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=Computer%20assisted%20sperm&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Frsbweb.nih.gov%2Fij%2Fplugins%2Fcasa.html&ei=vILxUafpKcfdPdD7gIAB&usg=AFQjCNEwkycWWH1QV4WCMSvlqrDc6CoOpA&bvm=bv.49784469,d.ZWU
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لیتر از منی روی لام و گذاشتن یک لامل تمیز، نمونه بر میکرو 10

روی لام پخش شد. لام مورد نظر به زیر میکروسکوپ معکوس فاز 

جنبایی اسپرم با استفاده از سیستم  هایشده و ویژگی کنتراست منتقل

CASA هایی که توسط این سیستم برآورد شدند فراسنجه ابی شد.ارزی

 =PM) رونده(، جنبایی پیشTM=Total motility) شامل جنبایی کل

Progressive motilityخطی بودن حرکت اسپرم ،) (LIN=Linearity 

lin=VSL/VCLx100)،) مسیر منحنی در سرعت (VCL=Curvilinear 

velocity ،)سر اسپرم تحرک عرضی (ALH=Amplitude of  Lateral 

head displacementسرعت در مسیر میانگین ،) (VAP=Average 

path velocity،) مستقیم مسیر در سرعت (VSL=Straight line 

velocity)  تناوب عرضی زنشو (BCF=Beat cross frequency.بودند ) 

گیری اندازه غشای اسپرم: پراکسیداسیون لیپیدبررسی        

 1( انجام شد. TBAبا استفاده از تیوباربیوتوریک اسید ) MDAغلظت 

این واکنش،  و فرآورده دهدمی واکنش TBAمولکول  2 با MDA مولکول

 532ترین جذب را در طول موج مولکول صورتی رنگ است که بیش

عنوان شاخص گیری غلظت مالون دی آلدئید بهدارد. برای اندازه نانومتر

مدت هب گرادسانتی درجه 37 ها در آبد، ابتدا پایوتپراکسیداسیون لیپی

لیترکلرید ثانیه یخ گشایی شده و بلافاصله پس از افزودن یک میلی 30

قیقه د 5مدت دور در دقیقه به 3500ها با دور درصد، نمونه 9/0سدیم 

 جدداً مسانتریفیوژ شدند و به تعداد سه بار با بافر سیترات شستشو و 

سوب سانتریفیوژ گردیدند. در نهایت محلول رویی دور ریخته شده و ر

لیترآب دیونیزه حل شدند. برای ها در یک میلیمانده اسپرمباقی

داشته میکرولیتر از هر نمونه را بر 250مقدار  MDA گیری غلظتاندازه

و تیوباربیتوریک  %20لیترمحلول اسید تری کلریدریک و با یک میلی

ه درج 95دقیقه در دمای  60مدت درصد مخلوط کرده و به 5/0اسید 

خ یها در داخل گراد حرارت داده شدند. در مرحله بعد نمونهسانتی

دور در دقیقه  1000دقیقه با  15مدت هسرد شده و سپس ب

الایی سانتریفیوژ شدند. در پایان عدد جذب مالون دی آلدئید محلول ب

ید ه شده و غلظت مالون دی آلدئتوسط دستگاه اسپکتروفتومتر خواند

 (.2006و همکاران،  Pinho؛ Hadley ،1990و   Draperثبت گردید )

تکرار در  5تیمار شامل  تیمار و هر 7این مطالعه با : آماری آنالیز       

های دلیل ماهیت برخی دادههقالب طرح کاملاً تصادفی انجام شد. ب

کمک شده و سپس به آزمایشی در صورت لزوم تبدیل عددی انجام

برای  آنالیز آماری انجام شد. GLMرویه  ، تحت1/9 نسخه SAS افزارنرم

داری از آزمون مقایسه دانکن در سطح معنی نیز تیمارها میانگین مقایسه

 درصد استفاده شد. 5

 

 نتایج
نتایج حاصل از بررسی : تحرک اسپرمهای فراسنجهبررسی        

نشان  2حرکتی در جدول های فراسنجههای آزمایشگاهی برای هداد

لیتر میلی 6داده شده است. بررسی نتایج حاصل از آن است که افزودن 

کل در مقایسه با  عصاره رازیانه باعث افزایش جنبایی لیتردر دسی

قیق ر لیترعصاره در دسی لیترمیلی 12و  2گروه شاهد تیمارهای 

رونده نشان داد چنین بررسی جنبایی پیشم(. هP<05/0) کننده شد

تر نسبت به رونده بیشدارای تحرک پیش لیترمیلی 6که گروه عصاره 

 کننده شدقیقر لیترعصاره در دسی لیترمیلی12شاهد و  هایگروه

(05/0>P.) مسیر میانگین در سرعت فراسنجه (VAP)  در تیمار آزمایشی

طور مشخص از گروه کننده بهرقیق لیتردر دسی لیترمیلی 12و  10

های آزمایشی تفاوت ( اما سایر گروهP<05/0) تر بودشاهد پایین

(. اما از لحاظ عددی P>05/0) داری با گروه شاهد نداشتندمعنی

طور همشاهده شد. ب 6ترین سرعت در مسیر میانگین در تیمار بیش

کننده رقیق لیتردسیعصاره در  لیترمیلی 12مشابه نیز گروه آزمایشی 

داری در فراسنجه سرعت در مسیر منحنی، نسبت به گروه طور معنیهب

کننده رقیق لیترمیلی 6تیمار  چنین( و همP<05/0تر بود )شاهد پایین

داری در سرعت مسیرمنحنی نداشت اما اگرچه با شاهد تفاوت معنی

 کننده سرعتقیقر لیتردر دسی لیترمیلی 12و 10های نسبت به گروه

ترین میزان سرعت در مسیر بیش (.P<05/0) بالاتری داشت تحرک

های کننده نسبت به سایر گروهرقیق لیترمیلی 6مستقیم در گروه 

کننده( مشاهده رقیق لیترعصاره در دسی لیترمیلی 8جز آزمایشی )به

(. دامنه تحرک عرضی و فرکانس )تناوب( سر اسپرم در P<05/0) شد

های کننده نسبت به گروهرقیق لیترعصاره در دسی لیترمیلی 6گروه 

( اگرچه P<05/0) تر بودداری بیشصورت معنیهلیتر بمیلی 12و  10

داری های آزمایشی تفاوت معنیعین حال با گروه شاهد و سایر گروه در

ترین میزان خطی بودن حرکت چنین بیش(. همP>05/0) نشان نداد

های لیتر عصاره مشاهده شد که با شاهد و سایر گروهمیلی 6در گروه 

نتایج  (.P<05/0) داری داشتتفاوت معنی لیترمیلی 8جز هآزمایشی ب

مانی سطوح مختلف عصاره رازیانه بر فراسنجه زنده آنالیز اثرات از حاصل

گونه که از نشان داده شده است. همان 2های اسپرم در جدول سلول

مانی )شمار زنده درصد ترینبیش شخص است.م جدول مطالعه
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مشاهده شد که با تیمارهای  لیترمیلی 6گروه  در های اسپرم زنده(سلول

 در حالی (P<05/0داری داشت )تفاوت معنی لیترمیلی 12و  10 شاهد،

داری معنی فاوتکه سایر سطوح مورد بررسی نسبت به گروه شاهد ت

 (.P>05/0)مشاهده نشد 

 

کننده حاوی سطوح مختلف عصاره گشایی شده قوچ قزل توسط توسط رقیقیخ-های تحرکی و کنتیکی اسپرم منجمد: مقایسه فراسنجه2جدول

 کننده(لیتر رقیقدسی لیتر دررازیانه )میلی

 

از آنالیز  حاصل هایداده :پارچگی غشای پلاسمایییک بررسی       

پارچگی غشای پلاسمایی اثرات سطوح مختلف عصاره رازیانه بر یک

ترین نشان داد که بیش شده است. نتایج داده نشان 3 ها در جدولاسپرم

مشاهده شد که با  لیترمیلی 4پارچگی غشای پلاسمایی در گروه یک

از  ینبا سایر ( اماP<05/0) دار داشتتفاوت معنی 12و  10های گروه

عبارتی (. بهP>05/0) داری مشاهده نشدلحاظ آماری تفاوت معنی

از عصاره رازیانه  لیتردر دسی لیترمیلی 4رسد افزودن نظر میدیگر به

 فرآیند از هااسپرم پلاسمایی غشایی محافظت ترینبیش باعث

ه ها را بهبود دادرو سلامت غشایی اسپرمپراکسیداسیون شده و از این

ای از مقدار عنوان شاخصههآلدهید باست. بررسی غلظت مالون دی

ترین اکسیداسیون های غشایی نشان داد که بیشاکسیداسیون لیپید

زمان با افزایش غلظت عصاره استفاده در گروه شاهد دیده شد و هم

آلدهید کاهش کننده، مشاهده  شد که غلظت مالون دیشده در رقیق

آلدهید ترین مقدار غلظت فراسنجه مالون دیای که کمیابد به گونهمی

کننده مشاهده رقیق لیترعصاره در دسی لیترمیلی 12در گروه تیماری 

دهد که افزودن عصاره رازیانه باعث (. این نتایج نشان میP<05/0شد )

شود که از عوامل مخرب غشای آلدهید میدار مالون دیکاهش معنی

 کندحفظ سلامت غشا کمک شایان توجهی می سلول اسپرم بوده و به

(05/0>P.) 

 

گشایی شده قوچ قزل توسط رقیق یخ-آلدهید در اسپرم منجمدمانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و تولید مالون دی: مقایسه صفات زنده3جدول

 کننده(لیتر رقیقدسی لیتر درکننده حاوی سطوح مختلف عصاره رازیانه )میلی

  

 فراسنجه
 )سطوح مختلف عصاره رازیانه در رقیق کننده( های آزمایشیگروه

SEM P-Value 
 12 10 8 6 4  2 گروه شاهد

 bc64/47 bc6/47 a85/50 ab73/49 ab8/47 ab88/48 c65/44 69/0 0081/0 تحرک کل )درصد(

 b51/34 ab98/36 ab62/32 a05/40 ab96/36 ab52/35 b99/34 87/0 04/0 رونده )درصد(تحرک پیش

 a89/85 a68/86 a26/92 a33/94 a83/91 b99/68 b58/62 44/1 0001/0>0 سرعت در مسیر میانگین )میکرومتر در ثانیه(

 ab29/120 ab7/124 a18/130 a66/134 a15/132 bc52/113 c42/140 58/1 0031/0 )میکرومتر در ثانیه( منحنی مسیر در سرعت

 cd63/50 bc51/54 bc17/56 a58/65 ab15/60 d95/44 d64/41 22/1 0002/0 )میکرومتر در ثانیه( مستقیم مسیر در سرعت

 ab69/3 ab67/3 a78/3 a95/3 ab72/3 bc44/3 c32/3 226/0 006/0 تحرک عرضی سر اسپرم )میکرومتر(

 abc44/8 abc36/8 ab61/8 a93/8 ab62/8 bc06/8 c96/7 297/0 013/0 تناوب عرضی زنش )هرتز(

 bc29/34 bc86/35 bc8/35 a02/41 ab03/38 c05/32 c88/31 015/0 003/0 خطی بودن تحرک )درصد(
 باشد.می 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنیحروف غیرمشابه در هر ردیف نشان

 فراسنجه
 SEM P-Value کننده(های آزمایشی )سطوح مختلف عصاره رازیانه در رقیقگروه

   12 10 8 6 4 2 گروه شاهد

 b02/49 ab64/52 ab32/56 a02/59 ab37/54 ab3/57 b65/48 2/1 048/0 مانی )درصد(زنده

 ab5/48 ab04/47 a2/54 ab55/49 ab03/45 b92/41 b54/39 25/1 037/0 پلاسمایی )درصد( پارچگی غشاءیک

 a16/11 ab1/10 bc1/9 bc64/8 c55/8 c04/8 c62/7 49/0 0006/0 لیتر(آلدهید )نانومول در دسیغلظت مالون دی
 باشد.می 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنیحروف غیرمشابه در هر ردیف نشان
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 بحث
سازی اثرات مخرب در این مطالعه عصاره رازیانه برای خنثی       

انجماد بر اسپرم قوچ مورد استفاده قرار گرفت. نتایج حاضر نشان دادند 

تواند طور مشخص میههای انجمادی با عصاره رازیانه بکه تیمار اسپرم

رونده و جنبایی کل مانند حرکت پیشهای مختلف حرکتی فراسنجه

عصاره رازیانه در  لیترمیلی 6را بهبود بخشد و در این راستا غلظت 

رونده و نیز جنبایی ترین حرکت پیشکننده باعث بیشرقیق لیتردسی

ها ممکن است با فراسنجه کل بعد از فرآیند ذوب گردید. این فراسنجه

ارتباط باشد زیرا مطالعات  پارچگی غشای اسپرم درمهم و حیاطی یک

تر های دارای کیفیت غشایی بیشقبلی حاکی از آن بودند که اسپرم

و  Maloباشند )تر و جنبایی کل بالاتر نیز میدارای تحرکت بیش

 و همکاران Zanganehای توسط چنین در مطالعههم (.2011 ،همکاران

ذوب  -انجمادعصاره رزماری در فرآیند  ( در مورد استفاده از2013)

های با غشای سیتوپلاسمی ت که اسپرمسشده ا نشان داده اسپرم بز نیز

نتایج آزمایش  و باشندرونده و کل بالاتر میپیش تحرک پارچه داراییک

 خوانی دارند.حاضر با نتایج مطالعات مذکور هم

ها اسپرم انجماد فرآیند بهبود برای زیادی هایتلاش سالیان اخیر در       

شده است. در واقع انجماد اسپرم ابزاری اساسی و مهم برای تکنیک 

تلقیح مصنوعی و حفظ و انتقال منابع ژنتیکی در ابعاد جفرافیایی و 

باشد. در این بین بدون شک حفظ حرکت اسپرم های بعدی میسال

گیرد. در حالت عادی در سطح بهینه و حداکثری مدنظر قرار می

های های شدید و برگشت ناپذیر به اندامکآسیبفرآیند انجماد باعث 

های چنین فعالیتو هم ءدرون سلولی اسپرم و تغییر در سیالیست غشا

باعث کاهش  ( و نهایتاStorey  ،1992ًو Alvarezشود )آنزیمی می

پارچگی غشای اسپرم، تحرک و در های اسپرم مانند یکفراسنجه

 (.1394 ،شهباززاده و همکارانشود )نهایت توانایی لقاح و باروری می

 ROSپارچگی غشای اسپرم، عوامل ترین عامل در از بین بردن یکمهم

ذوب شدگی  از پس که معمولاً کننده اسپرم استمحیط رقیق موجود در

تواند با پراکسیداسیون ها بالا بوده و میبعد از انجماد غلظت آن

اسپرم و از بین های لیپیدهای غشایی باعث آسیب به غشای سلول

 (.2011، و همکاران Maloپارچگی غشای اسپرم گردد )بردن یک

در صنایع غذایی و  پرکاربردترین منابع گیاهیرازیانه یکی از        

( که در صنایع Hwang ، 2004وChoi ) های وابسته می باشدزمینه

(. 2009و همکاران،  Barros) دارویی و پزشکی نیز کاربرد فراوان دارد

در مطالعه حاضر که نخستین مطالعه در مورد کاربرد عصاره گیاه 

باشد، نشان داده شده پذیری اسپرم قوچ میرازیانه بر قابلیت انجماد

های حرکتی سپس از است که استفاده از آن باعث بهبود فراسنجه

 شود.ذوب می

رکاربرد پ تجاری کنندهرقیق یک مرغتخم و زرده یستر کنندهرقیق       

و  Zanganehباشد )ویژه قوچ میههای پستانداران ببرای انجماد اسپرم

سازی که مایع سیمن )منی( قوچ رقیق( هنگامی2013 ،همکاران

ها اثرات منفی پراکسیداسیون لیپیدها را اکسیدانشود وجود آنتیمی

رازیانه یک منبع قوی  دهد.های در حال انجماد کاهش میدر اسپرم

( و این خاصیت Chalchat ، 2006و  Ozkan) باشداکسیدانی میآنتی

 تولوئن بوتیلات مقایسه با آلفاتوکوفرول و هیدروکسی اکسیدانی درآنتی

و  Rubertoگیرد )های مرجع( مدنظر قرار میاکسیدانعنوان آنتیه)ب

 (.2000، همکاران

گیاهان های اکسیدانی گونهارتباط مثبتی بین خاصیت آنتی       

چتریان و فلاونوئیدها وجود دارد اما در رازیانه مقدار فلاونوئیدها نسبت 

  Baliga(.Abolhasani ، 2009و Nickavarباشد )تر میبه سایرین کم

رازیانه را با عصاره سایر گیاهان مورد بررسی  ( توانایی2003) و همکاران

ه کردند. خاصیت اکسیدانی بالاتری را مشاهدقرار داده و تاثیرات آنتی

اکسیدانی قوی( )یک ترکیب آنتی حضور آنتولاکسیدانی رازیانه بهآنتی

 (. 2009، و همکاران De Martinoشود )نسبت داده می

کننده مطالعه حاضر اضافه کردن عصاره رازیانه به محیط رقیق در       

که نشانه  اسپرم پراکسیداسیون لیپیدهای غشای اسپرم را کاهش داد

زمان با افزایش مصرف عصاره آلدهید همکاهش تولید مالون دی آن

رود اثر عصاره کننده مورد استفاده است. انتظار میرازیانه در رقیق

 رازیانه بر کاهش پراکسیداسیون لیپیدهای غشایی اسپرم از طریق

 (.2010 ،و همکاران Miguelلیپواکسیژناز باشد ) -5

و همکاران  Maloابق با نتایج مطالعه نتایج مطالعه حاضر در تط       

اکسیدانی عصاره نیز اثرات مثبت آنتی باشد مطالعه مذکور( می2011)

سازی اسپرم خوک نشان داده است. البته خاطر رازیانه را در رقیق

اکسیدانی گیاهان گردد که مطالعات دیگر نیز تاثیرات آنتینشان می

داری ر مطالعه حاضر تفاوت معنیاند. ددیگر نیز مورد بررسی قرار داده

کننده رقیق لیترعصاره رازیانه در دسی لیترمیلی 6 و 4های بین غلظت

تر عصاره مشاهده نشد و در عین حال نیز های با مصرف بیشو گروه

 6های جنبایی نیز در غلظت ترین تاثیر مثبت در فراسنجهبیش

های بالاتر یا بی تاثیر استفاده از غلظت ،عصاره مشاهده شد لیترمیلی

 های حرکتی شدیداً برخی فراسنجه لیترمیلی12بوده و یا درغلظت 

( 2004و همکاران )  Rocaکاهش یافته است. در این رابطه 
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تواند اثرات های بالاتر عصاره میبیان داشته است که استفاده از غلظت

های اسپرم داشته باشد. لذا مشخص کردن غلظت منفی بر فعالیت

ترین تاثیرات مثبت را داشته و در عین حال تاثیر مناسب که بیش

و همکاران  Maloمنفی ایجاد ننماید خیلی مهم و ضروری است )

های مربوطه شاخصه نهایی ارزیابی جنبایی اسپرم و فراسنجه .(2011

گرم عصاره میلی 6گونه که ذکر شد غلظت کیفیت اسپرم است و همان

گرم عصاره میلی 6است. درعین حال غلظت  بهترین تاثیر را داشته

باعث   (HOST)نیز بهترین پاسخ را در تست محیط هیپواسموتیک

( که از 2012) و همکاران Maloهای شده است. این نتایج با یافته

خوانی سازی اسپرم خوک استفاده شده بود، همعصاره رازیانه در رقیق

های گیاهی باعث ارهدارد. در مطالعات مذکور نیز استفاده از عص

 های اسپرم شده بود.پارچگی غشاء، بقا و تحرک سلولافزایش یک

طورکلی نتایج مطالعه حاضر حاکی از آن است که استفاده از هب       

کننده باعث افزایش رقیق لیترعصاره رازیانه در دسی لیترمیلی 6 غلظت

حفظ ساختار مانی، کاهش پراکسیداسیون لیپید غشایی خاصیت زنده

 شود. غشا و نهایتاً جنبایی اسپرم می
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