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الکلی رزماری طی فرآیند  وسیله عصاره منظور افزایش خصوصیات کیفی منی خروس بهین پژوهش بها :هدف

 نوبتآوری منی دو بار در هفته در شش جمع روش کار: .انجام گرفت سلسیوس درجه 4در دمای  و نگهداری سردسازی

ارزیابی کننده سکستون های منی در هر نوبت، با رقیقنمونه شکمی انجام گرفت.قطعه خروس بالغ با روش مالش 10از 

میکروگرم در  60و  45، 35، 25، 15، (شاهدصفر )تقسیم و پس از افزودن مقادیر  قسمت 6به ها سپس نمونه. شد اولیه

 داری شدند. تحرک کل،گهن سلسیوس درجه 4ساعت در دمای  72مدت  به لیتر عصاره الکلی رزماری به هر قسمت،میلی

قطعه سازی بررسی شد. درصد قطعهذخیره ساعت 72و  48، 24های صفر،مانی و سلامت غشای پلاسمایی در زمانزنده

افزار آمده با استفاده از نرمدست های به گیری شد. دادهسازی اندازهذخیره ساعت 48ها پس از نمونه در DNAشدن 

توسط آزمون دانکن ها تیمار میانگین نالیز شد.آ  تصادفی کاملاًگیری( در قالب طرح ازه)تکرار در اند  SASآماری 

 DNA شدن قطعه قطعه منی میزان کنندهقیرقبه  رزماری میکروگرم عصاره 35اضافه نمودن  نتایج: .شدندمقایسه 

پلاسمایی  غشای سلامتمانی وزنده ،تحرک ،سازیذخیرهپس از  ساعت 48همچنین،  (.>05/0P) دادرا کاهش ها اسپرم

از  پس(. >05/0P ) بودتر از گروه شاهد یینپا شد،ها اضافه رزماری به آن میکروگرم عصاره 60هایی که اسپرم در نمونه

بر میلی  میکروگرم 35 حاویهایی پلاسمایی اسپرم در نمونه غشایسلامت مانی و زنده ،تحرک سازی،ساعت ذخیره 48

بر اساس نتایج تحقیق  نهایی:گیری نتیجه (.>05/0P )بوداز گروه شاهد  بالاتر ،کنندهقیرقرزماری در  صارهعلیتر

کننده رزماری به رقیق میکروگرم عصاره 35افزودن  سلسیوس درجه 4سازی اسپرم خروس در ذخیرهبرای  حاضر،

 شود.پیشنهاد می
 

  DNA قطعه شدنقطعه ،خروس ،اسپرم ،عصاره رزماری :دیواژگان کلی
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است. اگرچه جهت بالا درآوری جوجهیت قابل با دارنطفه

هم مرغ و هم خروس  ،مناسب در گله یبه نرخ بارور لین

از مرغ  شتریب خروس تأثیر کنند امافا مییا ینقش مهم

ها کمتر ها نسبت به مرغتعداد خروسدر گله  زیرا ،است

 حیتلقکه  (. با وجود این2013)امتی و همکاران  است

کارآمد برای  یتیریمد یاز ابزارها یکی یمصنوع
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 دیتول شیدر جهت افزا انیمثل ماکدیتول یسازنهیبه

 ییهاتیمحدود یاما دارا ،مرغ استتخم گوشت مرغ و

هنگام  اسپرم یکاهش توان بارور ین آنترمهم است که

 بنابراین یا منجمد است. به شکل مایع سازی یرهذخ

 نیواند اتیو نگهداری اسپرم م رهیهای ذخروش ءارتقا

از  دهایپیل (.1973)اسکات د هها را کاهش دتیمحدود

 یباروردر یاو نقش عمده بودهاسپرم  ءمهم غشا یاجزا

 یدهایپیفسفولدر حقیقت  (.1973)اسکات  دارند هااسپرم

اسیدهای  یادیمقدار ز دارای اسپرم پرندگانغشای 

ایی و ور)س با چند پیوند دوگانه هستند اشباعریچرب غ

 هاشود اسپرمموجب می این موضوع که (1998همکاران 

 .دنحساس شو اریبس یدیپیاکسیداسیون لبه پرنسبت 

 یجنس نر همبستگ ینابارورپراکسیداسیون لیپیدها با 

از  یاریبس (.1978هوارت  )فوجیهارا ومثبت دارد 

 عیها به مادانیاکسیآنتافزودن مطالعات اثرات سودمند 

ی فعال هاگونه زیانجلوگیری از  یبرا یکننده منرقیق

 (.2011)مالو و همکاران  اندنشان دادهاکسیژن را 

میکروگرم در میلی 40عصاره الکلی رزماری به میزان 

لیتر به منی در هنگام ذخیره سازی سبب بهبود کیفیت 

 (.2017)رمضانی نژاد و روستایی مهر شدمنی خروس 

و  Eنشان دادند افزودن ویتامین  (2016) صفا و همکاران

منی خروس موجب  کنندهنانوسلنیوم به محیط رقیق

های اکسیداتیو به یون لیپیدی و آسیبکاهش پراکسیداس

اسپرم شده و خصوصیات کیفی اسپرم خروس را طی 

  بخشد. درجه سلسیوس بهبود می 4نگهداری در دمای 

یاهان دارویی است که قابلیت زیادی در گ ی ازکی یرزمار

رزماری گیاه  .داردهای طبیعی اکسیدانتولید آنتی

(Rosmarinus Officinalis )خانواده نعناعیان  متعلق به

(Lamiacea .است )اکسیدانی، ضد های آنتیویژگی

خوبی  باکتریایی و ضد سرطانی این گیاه به

کامپو و دل و 2003ازکان )دل شده استمشخص

- اتعصاره الکلی رزماری حاوی ترکیب .(2000همکاران 

فنولیک مانند کارنوزول، کارنوزیک اسید، رزمارینیک 

ت که دارای خاصیت آنتی اکسیدانی اسید و رزمانول اس

تغذیه پودر برگ  (.2008ایرکان و همکاران) قوی هستند

 های مادر گوشتی مسن، سبب بهبودرزماری به خروس

و همکاران  برقعی راد) شددار کیفیت اسپرم آنها معنی

گرم میلی 5/12 و 10عصاره رزماری به مقدار . (2016

 زایش کیفیت اسپرمموجب اف در مایع رقیق کنندهدر لیتر

(. 2016شفیق و همکاران ) ی شدیگشاپس از یخ خروس 

تا علی رغم تاثیر عصاره رزماری در بهبود کیفیت منی، 

بررسی  اسپرم خروس DNA آسیبروی در ایران کنون 

 نظررمی از پچه بسا نمونه اس است. صورت نگرفته

های منی برجسته و تحرک، زنده مانی و سایر فراسنجه

به  راباروری  DNAولی به جهت آسیب در  شود انتخاب

هدف (. 2014) شانموگان و همکاران  دهدشدت کاهش 

یر عصاره رزماری تأثدر پژوهش پیش رو بررسی 

 روی ،کنندهیقرقاکسیدان گیاهی در یآنتیک  عنوانبه

خروس در دمای  خصوصیات منیو برخی  DNAآسیب 

 است. درجه سلسیوس 4

 

 هامواد و روش

 سالم، قطعه خروس بومی، 10پژوهش با استفاده از این 

 انجام پذیرفت.ماهگی(  22-18) هم سنکمابیش  بارور و

 85×70×70های انفرادی به ابعاد ها در قفسخروس

تحت برنامه  سلسیوس درجه 27-25در دمای مترسانتی

داری ساعت تاریکی نگه 10 ساعت روشنایی و 14 نوری

 اد به آب و غذا داشتند.دسترسی آز ها. خروسشدند

سویا دارای  ها با جیره بر پایه ذرت وتمامی خروس

پروتئین در هر  درصد 12 کیلوکالری انرژی و 3170

استخراج عصاره  تغذیه شدند.کیلوگرم ماده خشک، 

 -)پاتریسیا گارسیا شد انجام ساندنیگیاهی با روش خ

 یهاارلن از منظور نیا ی. برا(2010سالاس و همکاران 

 هیته)رزماری گرم گیاه خشک آسیاب شده  10 یحاو

 تریلیلیم 100 حاوی (ییگیاهان دارو مزرعهاز  شده

به ها ارلن .شد استفادهدرصد(  80آب ) -حلال متانول

 دهقرار دا کریش یاتاق رو یساعت در دما 72مدت 

عبور داده  یها از کاغذ صاف. سپس محتویات ارلنشدند
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 ظیردن متانول از عصاره و تغلمنظور خارج ک به شد. 

 تحت خلأ انتقال یآن، محلول متانولی به دستگاه روتار

آمده تا زمان دستعصاره خالص به انی. در پایافت

 یو در دما رنگ رهیت یهاموردنظر در شیشه یهایزآنال

پس از یک هفته  .شد نگهداری درجه سلسیوس 4

 -پشتی گیری به روش مالشاسپرم ،هادهی خروسعادت

و به مدت  1937 بروس و کویین شکمی بر اساس روش

های نمونه .بار انجام پذیرفت 2سه هفته و در هر هفته 

اسپرم بلافاصله پس از اخذ توسط فلاسک حاوی آب 

پس  به آزمایشگاه منتقل شدند. سلسیوسدرجه  37گرم 

نظر  ها ازابتدا اسپرم ها به آزمایشگاه،از رسیدن نمونه

با  منی شد و نمونهمورفولوژی بررسی  ورنگ  غلظت،

لیتر و تحرک اسپرم در هر میلی 3× 910 بیش از غلظت

منظور از بین  به استفاده قرار گرفت. مورد %80بیش از 

شده  انتخابهای نمونه ،)اثر حیوان( بردن اثرات انفرادی

صورت یک نمونه واحد شده و بهمخلوط با یکدیگر 

کننده ها از رقیقسازی اسپرمقبه منظور رقی درآمدند.

 (1989 و همکاران )سکستون سکستون استفاده گردید

 .(1)جدول 

                                                  

 سکستون کنندهمقادیر رقیق و اجزا -1 جدول
Table 1- Ingredient and amounts of sexton extender

Quantity(g)/liter  Component  Number 

 

0.64  Potassium monohydrate citrate  1 

8.70  Sodium glutamate  2 

0.34  Magnesium chloride  3 

5  Fructose  4 

12.7  Dipotassium trihydrate phosphate  5 

0.65  Phosphate mono potassium  6 

3.95  Tris  7 

4.3  Sodium acetate  8 

1 liter  Double distilled water  9 

 

  کننده سکستون محلولیقرقبا استفاده از 

لیتر عصاره الکلی رزماری تهیه یلیمدر میکروگرم 200

)ده X10برای این منظور ابتدا یک محلول با  غلظت  شد.

دی متیل کننده سکستون و با کمک رقیقاز عصاره  برابر(

 گرممیلی2) گردید تهیه DMSO)) سولفاکساید

میکرولیتر محلول DMSO +990میکرولیتر 10عصاره+

همزن با استفاده از  سکستون در یک میلی لیتر(.

عنوان این محلول به شد. یکنواختکاملاً محلول )ورتکس( 

 . با استفاده از نمونه الفنظر گرفته شد در الف ینمونه

لیتر یلیممیکروگرم در  60و  45، 35، 25، 15های لظتغ

ی آماده شده هابتیومیکرو رزماری تهیه شد. عصارهاز 

 نگهداری شد. درجه سلسیوس 4دمای  دردرون یخچال 

-در زمانپس ازاضافه کردن حجم ثابت از منی خروس، 

ها از نظر ساعت، ارزیابی نمونه 72و  48، 24های صفر، 

 فعالیت غشای پلاسمایی ،مانیجنبایی، زندههای،فراسنجه

 اسپرم صورت گرفت. DNA و آسیب

 پرماس هایفراسنجهارزیابی 

 جنبایی 

 ( 1987)ایوانس و مکسول اسپرم با روش کل  جنبایی

روی لام  منی رقیق شدهاز میکرولیتر 10 .انجام گرفت

منتقل و برای هر تکرار حداقل ( سلسیوس درجه 37) گرم

 400با بزرگنمایی  زیر میکروسکوپ)فیلد(  میدان دید 10

اسپرم در  کل بهی متحرک  هااسپرمشد. تعداد  بررسی

تعیین  هاآنتعیین و سپس در صد تحرک  میدان دیدر ه

  ..گردید

 زنده مانی
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میزی آبرای ارزیابی یکپارچگی غشای پلاسمایی از رنگ

مواد تشکیل (. 2)شکل نیگروزین استفاده شد -ائوزین

 10رنگ نیگروزین) (،گرم 67/1دهنده شامل رنگ ائوزین )

آب میلی لیتر  100گرم( در 9/2( وسیترات سدیم )گرم

-این روش اسپرم در .(1978ول )ایوانزو مکس بودمقطر 

های ، ولی اسپرمرنگ ائوزین را به خود جذب ،های مرده

 ها، لاممنی آمیزیرنگ. پس از اندفاقد این ویژگیزنده 

. از هر ارزیابی شد 400نمایی با بزرگ زیر میکروسکوپ

زنده های اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم 200لام، 

 (2013)باکست و دیموند  گردیدمحاسبه  (نشدهرنگ )

 .(1)شکل 

 

 
 با ائوزین نیگروزین شدهآمیزیرنگهای اسپرم-1شکل 

 .2014برگرفته از  شانموگان و همکاران 
  igrosinN-osinEed by stainThe sperms -1Figure  

 

 اییمغشای پلاسسلامت 

وسیله آزمایش تورم  اسپرم، به غشای پلاسماییسلامت 

تهیه ی برا  دیگردبررسی  (HOS) اسموتیکهایپو

گرم سدیم  49/0گرم فروکتوز و  9/0هاس،  محلول

فشار  لیتر آب مقطر حل شد.میلی 100سیترات در 

 بود 02/8آن  pH و اسمولمیلی 100 محلول اسمزی

 همنی بنمونه میکرولیتر از  30. (1994)ریول و مرود 

به  و اضافههایپواسموتیک  حلولمیکرولیتر از م 300

 قرار داده سلسیوس درجه  37دقیقه در دمای  5 مدت

زیر  . لام حاصلشد گسترش تهیه از آن سسپ شد.

از  ارزیابی گردید. 400میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 

های اسپرم شمارش و درصد اسپرم 200 لام تعدادهر 

 محاسبه شد. (خورده پیچ) سالم دارای غشای

 اسپرم  DNAآسیب  ارزیابی 

 2003فرناندز و همکاران از  آزمایش با اصلاحات جزئی

با  آگارز ٪1حجم مساوی نمونه منی رقیق و  .انجام شد

درجه سانتیگراد مخلوط  37ر دمای پائین دذوب درجه 

لیتر مخلوط روی اسلایدهای میکرو 30مقدار . شدند

 ،٪0.65ذوب معمولی ا ببا آگارز پوشیده شده ای شیشه

، دقیقه روی یخ 4و به مدت ریخته، لامل گذاری  

اسلایدها  لاملبلافاصله پس از برداشتن  .شدسرمادهی 

به صورت افقی در یک سینی حاوی محلول دناتوراسیون 

 22دقیقه در دمای  3به مدت نرمال اسید کلریدریک  0.08

سپس . شد قرار داده  درجه سانتیگراد در تاریکی

کننده ها با محلول خنثیوراسیون متوقف و پروتئینچناد

، DTT ،1٪ SDSمولار 0.8تریس،  مولار 0.4) کنندهو لیز

دقیقه در  5مدت  ( به pH 7.5با EDTA مولارمیلی   50

تریس  EDTAاسلایدها توسط  .دمای اتاق حذف شدند

، و 90، 70دقیقه درالکل های  2بورات شستشو و بمدت 

 هایاین روش در کیت مبانی  .آبگیری شدند 100

. در این طراحی شده است اسپرم DNAارزیابی سلامت 

 1اسپرم DNAآزمون قطعه قطعه شدن از کیتتحقیق 

 ا استفاده ازبد. یگردور( استفاده آ)شرکت هوشمند فن

 نیکروماتتهیه و  ی تیمار اسیدی،ژل کرویمیک بستر 

های تئینمرحله بعد با حذف پرو در شد.دناتوره  اسپرم

تا حد ممکن در اطراف سر  DNAهای رشته کروماتین،

در اطراف سر آمیزی رنگ پس ازو د دیگراسپرم پخش 

آن  DNAشد. اسپرمی که  مشاهدهای هالهاسپرم سالم، 

فاقد هاله یا  زیر میکروسکوپدر  بودشده طعه قطعه ق

- دیدهدر اطراف سر اسپرم بعضا به صورت جزئی 

 200حداقل  ناحیه از هر اسلاید در هر. (4)شکل شد

-شمارش شد و درصد اسپرم  40با بزرگنمایی اسپرم 

 گردید تعیینفاقد هاله  های های دارای هاله و اسپرم

 .(2)شکل  (2003)فرناندز و همکاران 

                                                
1 - Sperm DNA fragmentation assey 
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های پرم( اسB)،نور هاله بدون های اسپرم( (A -2شکل 

 نور هاله  دارای 
Figure 2- (A) The sperms without halo, (B) The 

sperms with halo 

 مدل آماری

ر توسط از آزمایش حاض آمدهدستبههای آماری داده

)تکرار در  SAS Repeated measurment افزارنرم

ها تصادفی آنالیز و میانگین کاملاًطرح  گیری(اندازه

تیمارها و تکرار تیمارها در زمان توسط آزمون دانکن 

  مقایسه شد.

Xijk=µ+Ti+ β+(Ti×βj)+eijk  

 اثرTij میانگین جامعه ،µ ، آزمایش داده Xijدر این رابطه 

  eijk ،زمان باتیمار متقابل اثر  (Ti×βj)اثر زمان،  βjتیمار 

 اثر خطای آزمایش است.

 نتایج

های در فراسنجه تیمارهای مختلفو زمان اثر متقابل 

 (مانی و سلامت غشای پلاسماییآزمایش )تحرک، زنده

که درصد قطعه  . با توجه به این(<05/0P) دار نبودیمعن

درجه  4 نگهداری منی در 48 زماندر DNAقطعه شدن 

مقایسه میانگین سایر  ،بررسی شد سلسیوس

مانی و سلامت تحرک، زنده شامل ی منیهافراسنجه

مورد  (ساعت 48) زمان ایندر غشای پلاسمایی

 وتحلیل آماری قرار گرفت.یهتجز

 اسپرم DNA سلامت رزماری بر الکلیعصاره  تأثیر

شدن قطعه رزماری بر قطعه الکلی نتایج تأثیر عصاره

DNA  سازی در ساعت ذخیره 48اسپرم خروس پس از

است. کمترین  آمده (3) شکلدر  سلسیوس درجه 4

 35) 4اسپرم در تیمار  DNAشدن قطعه  میزان قطعه

مشاهده شد ( ماریرز عصاره لیترمیکروگرم در میلی

(05/0P<) شدنقطعهو درصد قطعهDNA  در این گروه

 دار بودمعنی 6 و 2تیمارهای  و( )شاهد 1نسبت به تیمار 

(05/0P<.)  شدن قطعه بیشترین میزان قطعهDNA 

مشاهده ( لیترگرم در میلیمیکرو 60) 6 اسپرم در تیمار

 .(3)شکل  شد
 

 
انحراف ±)میانگین    اسپرم خروس DNAقطعه شدن الکلی رزماری روی درصد قطعه تأثیر سطوح مختلف عصاره -3شکل 

 معیار(
Figure 3- Effect of different levels of Rosemary alcoholic extract on DNA fragmentation rate of rooster sperm 

(Means ± standard deviation) 
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 رمرزماری بر تحرک اسپ الکلیتأثیر عصاره 

تأثیر عصاره رزماری در زمان صفر )شروع آزمایش(، 

به طور تیمارهای مورد آزمایش  همهبر تحرک اسپرم در 

 48پس از  (.2)جدول(<05/0P) بودن دارآماری معنی

 4تحرک اسپرم در تیمار  ،سازیساعت از زمان ذخیره

ساعت در تیمار  72لیتر( و پس از میکروگرم در میلی 35)

نسبت به گروه شاهد ( لیتررم در میلیمیکروگ 15) 2

 (.>05/0P) بیشتر بود

 

 4سازی در های مختلف ذخیرهدر زمانخروس درصد تحرک اسپرم  رویرزماری  الکلی اثر سطوح مختلف عصاره -2جدول 

 .انحراف معیار(±)میانگین  سلسیوس درجه

Table 2- Effect of different levels of Rosemary alcoholic extract on sperm motility rate in different storage times 

at 4 oC (means ± standard deviation) 
Time of storage(h) Microgram/milileter  Treatmet 

72 48 24 0 µg/mL   

       

25.83±2.82c 77.53±0.69b 85.83±1.79 90.16±1.04 Control  1 

50.66±1.66a 75.38±1.6b 87.83±0.98 92.66±0.94 15  2 

11.33±1.25d 78.68±0.94ab 88.83±1.92 92±0.85 25  3 

13.83±0.94d 83.44±2.08a 89.66±1.91 89.83±0.4 35  4 

32.83±2.56b 65.65±1.61c 43.16±4.28 92.66±0.8 45  5 

13.66±1.6d 24.93±4.07d 26.16±1.79 92.50±1.11 60  6 

 Means within the same column with different superscripts letter differ significantly (P<0.05) abcd 

 

 مانی اسپرمزنده رزماری بر الکلی تأثیر عصاره

مانی زندهماری بر رز الکلی تأثیر سطوح مختلف عصاره

بود دار سازی معنیپس از ذخیره ساعت 72و  48 اسپرم

سازی در ذخیره ساعت 48از  پس (.P<05/0()3ل)جدو

در میلی  یکروگرم عصارهم 45و  35) 5و  4تیمارهای 

و  3سازی در تیمارهای ذخیره ساعت 72پس از  ( ولیتر

نی ما( زندهلیتردر میلی یکروگرم عصارهم 35و  25) 4

 پس (.P<05/0بود )اسپرم نسبت به گروه شاهد بیشتر 

یکروگرم م 60افزودن سازی،ساعت از زمان ذخیره 48از 

کاهش درصد  باعثلیتر، در میلی عصاره رزماری

 .(P<05/0) شدمانی اسپرم خروس زنده

 

 4سازی در های مختلف ذخیرهناسپرم در زمامانی درصد زنده روی رزماری الکلی تأثیر سطوح مختلف عصاره  -3جدول 

 .(انحراف معیار±میانگین  )سلسیوس  درجه
Table 3- Effect of different levels of Rosemary alcoholic extract on viability (%) of rooster sperm (means ± 

standard deviation) 
Time of storage(h) Microgram/Milit Treatment 

72 48 24 0   

      

12.83±1.35bc 63.16±1.47c 90.83±1.51 89.16±1.4 Control 1 

17.33±4.14b 67.66±2.75bc 89.66±1.85 88.83±1.4 15 2 

31.50±2.29a 72.16±1.66b 90±1.23 91.66±0.98 25 3 

31±2a 85.66±1.30a 86.33±1.45 90.50±1.23 35 4 

13±1.03bc 83.33±1.97a 81.16±1.55 91±1.69 45 5 

9.66±0.71c 54.50±3.34d 80±1.09 91.83±1.57 60 6 
a.b.c.dabcd Means within the same column with different superscripts letter differ significantly (P<0.05). 
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غشای سلامت رزماری بر الکلی عصاره  تأثیر

 پلاسمایی اسپرم

سلامت رزماری بر الکلی یر سطوح مختلف عصاره تأث

 ساعت 72و  48 پس از اسپرم ییپلاسما یغشا

پس از  (.P<05/0) (4بود )جدولدار سازی معنیذخیره

یکروگرم م 35) 4یمار ت سازی،از زمان ذخیره ساعت 48

 35و  25)4و  3ساعت تیمارهای  72پس از  ( وعصاره

افزایش سلامت غشای  سبب یکروگرم عصاره(م

شدند  و سایر تیمارها پلاسمایی نسبت به گروه شاهد

(05/0>P.) 

 

-های مختلف ذخیرهدرصد سلامت غشای پلاسمایی اسپرم در زمان رویتأثیر سطوح مختلف عصاره الکلی رزماری  -4 جدول

 انحراف معیار(±)میانگین  .سلسیوس 4سازی در 
Table 4- Effect of different levels of Rosemary alcoholic extract on membrane integrity (%)of rooster sperm 

(means ± standard deviation) 
Time of storage(hu) Microgram/Militer  Treatment 

    (µ/mL)   
72 48 24 0   

40±2.62b 59.67±0.61c 86.16±1.86 93±0.68 Control  1 

33.50±2.6b 67.83±1.77b 83.83±2.77 92.33±0.76 15  2 

69.33±1.81a 68.83±2.50b 91.16±1.70 94.16±0.30 25  3 

65±1.43a 85.33±1.80a 91.83±1.35 92.33±3.61 35  4 

36.33±1.62b 73.17±2.24b 66.83±2.79 92.16±1.10 45  5 

36.33±2.57b 54.83±1.66c 63.66±3.73 92±0.81 60  6 
abcd Means within the same column with different superscripts letter differ significantly (P<0.05). 

  

 بحث

زمان نگهداری متحمل اسپرم به دلیل تغییراتی که در مدت

اکسیداتیو  استرسی وکیمکانی هابیآسمستعد  شودیم

های یکالراددر زمان نگهداری در آزمایشگاه،   است.

دهند. کاهش می شدت بهآزاد  تولید و عملکرد آن را 

شده افزودن  یشنهادپی که امروزه راهکار

 هابیآسمنی است تا از این  کنندهقیرقبه  هادانیاکسیآنت

ی هاسالدر  (.1987)ایوانس و مکسول  شودی ریجلوگ

اکسیدانی آنتی حاوی ترکیبات گیاهانبرخی اخیر نقش 

 شده استگزارش اسپرم  کیفی هایفراسنجهدر بهبود 

حسینی و همکاران  و 2010)نیک روش و همکاران 

افزودن که اد نشان دپژوهش حاصل از این  جینتا (.2010

سبب  یلیتر عصاره رزماردر میلی میکروگرم 35مقدار 

 پلاسمایی غشایمانی و سلامت زنده ،بهبود تحرک

 درجه 4سازی در ساعت ذخیره 48 پس اسپرم خروس

عصاره رزماری در این غلظت  ترکیبات. شد سلسیوس

ترکیب  .را داشترا در نمونه منی  اکسیدانییآنتنقش 

ای در کنندهرم خروس نقش تعیینلیپیدی غشای اسپ

(. 2011)بلسبویس  کندکیفیت و میزان باروری آن ایفا می

پستانداران اسپرم  اب در مقایسهاسپرم خروس  یغشا

این امر  و استاسیدهای چرب غیراشباع بیشتری دارای 

موجب افزایش حساسیت اسپرم خروس به 

 )بلسبویس و همکاران ودشمیپراکسیداسیون لیپیدها 

هایی آسیب سبب افزایش همچنین این ویژگی (.1997

اسپرم  تحرک و قابلیت باروری مانی،نظیر کاهش زنده

ی و ئ)سورا شودطی فرآیندهای نگهداری می خروس

این در حالی است که افزودن  .(1998همکاران 

اسپرم  کننده های مناسب به محیط نگهداریاکسیدانآنتی

اسپرم کاسته  هایآسیبتواند تا حدی از شدت میطیور 

و کیفیت اسپرم را طی فرآیندهایی نظیر سردسازی و 

میرزایی  و 2015)امینی و همکاران  انجماد افزایش دهد

 (.2015راد و همکاران 

اکسیدانی موجود در گیاه رزماری نظیر ترکیبات آنتی

 دارای دوکه است کارنوسیک اسید و رزمارینیک اسید 

 این اسیدها،باشندمی ه الکلیحلقه آروماتیک با دو گرو

یون هیدروژن به عوامل اکسیدکننده  تبادلقادر به 
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ون لیپیدی ناشی از کسیداسیاپر شوند با این ویژگیمی

، و 2003)ناکاتانی  یابدکاهش میاکسیژن های فعال گونه

ها در چنانچه نتایج برخی از پژوهش.(2007برون و کیلی 

های آزاد هش رادیکالاستفاده از گیاه رزماری مبین کا

 10رزماری به منی خروس به میزان  اسانسباشد. می

پس از سبب بهبود کیفیت اسپرم  لیترگرم در میلیکرویم

ی ادر مطالعه (.2016)شفیق و همکاران  دشیخ گشایی 

عصاره آبی رزماری به منی قوچ و  درصد 6و  4افزودن 

ب بهبود حاوی لسیتین سویا سب یکنندهاستفاده از رقیق

)خدایی  گردیدگشایی یخ پس ازسلامت غشای اسپرم 

همچنین افزودن  (.2014مطلق و همکاران 

با منشأ گیاهی مانند کاتچین به منی بز  یهایاکسیدانآنتی

درجه   5سازی در سبب بهبود تحرک اسپرم طی ذخیره

 100افزودن  (.2004همکاران )پاردی و  شد سلسیوس

خروس سبب  یشدهبه منی رقیقمارین میکرو مول سیلی

کاهش پراکسیداسیون چربی و همچنین حفظ ساختار و 

 درجه 4سازی در عملکرد اسپرم طی روند ذخیره

در این (. 2015شد )ضیایی راد و همکاران،  سلسیوس

 میکروگرم 35 افزودن عصاره رزماری به مقدارآزمایش 

 گردید. افزایش یکپارچگی غشاموجب  در میلی لیتر

 یهاغلظتا توجه به نتایج آزمایش حاضر، برخی از ب  

اکسیدان طبیعی عمل آنتی عنوانبه ،عصاره الکلی رزماری

اکسیژن های فعال گونهبار زیان ات نموده و مانع از اثر

سبب بهبود و در کل  شدهغشای پلاسمایی اسپرم  روی

در سلامت غشای  پلاسمایی اسپرم  مانی وزنده تحرک،

 سلسیوسدرجه  4سازی در دمای رهخروس طی ذخی

میکروگرم  60بالای عصاره رزماری ) غلظتد. نشومی

اسپرم در دوره  هایفراسنجهسبب افت ( لیتریلیمدر 

 حوسطرسد به نظر میشد. به عبارتی سازی ذخیره

از برخی  رویمنفی، لیتر اثر یلیممیکروگرم در  35 تربالا

 د.نکمیایجاد  خروس های  منی فراسنجه

 
 

در  اسپرم صدمه دیدهبا   مقایسه اسپرم سالم -4شکل 

 (.2005) فرناندز و همکاران  انسان
Figure 4- Comparison of fragmented and non 

fragmented sperm cells in human 

) (Fernandez et al., 2005). 

  

شکستگی  DNAاسپرم صدمه وارد و در زمانی که به     

سازد تا کستگی، اسپرم را  قادر میایجاد شود این ش

خود وارد و هسته آن رنگ آمیزی  اترکیبات رنگی را ب

بدلیل فعالیت غشاء وارد شود، درحالی که اسپرم سالم 

ای در و رنگ به صورت هاله شدن رنگ را مهار نموده

شود. این وضعیت در اسپرم اطراف هسته نمایان می

به مراتب از نمود بیشتری نسبت به اسپرم پستانداران 

های غلظت بالای رادیکال (.4طیور برخوردار است )شکل 

مرتبط است ) آگروال و  DNAهای آزاد با افزایش آسیب

موجب توانند اد میهای آزرادیکال (.2003سعید 

در ساختمان پریمیدین  اکسیداسیون بازهای پورین و

DNA و در یک یا  دهم شجمله اسپر ی بدن ازهاسلول

های آزاد رادیکال .ی ایجاد کنندشکستگ DNAدو رشته 

ی بدون باز و تشکیل هاگاهیجاایجاد  توانند بامیهمچنین 

منجر به  تینها در، پروتئین و DNAی عرضی بین هاپل

تغییر در قند دزوکسی ریبوز و ایجاد ناباروری در جنس 

یل ی از تشکریجلوگ (.2001)اوهنینگر  دنشونر 

 هیعلها اکسیدانخط دفاعی آنتی نیاولهای آزاد یکالراد

در  (.2007)کاوو و همکاران استهای اکسیداتیو آسیب

 35در غلظت رزماری گیاه  عصاره حاضر پژوهش

های فراسنجهجهت بهبود  لیتر، دردر میلی کروگرمیم

 DNAقطعه شدن قطعهجلوگیری از جمله  اسپرم ازکیفی 
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تحرک رسد با این تاثیر، نظر میبه  و نمودهعمل 

  .افزایش یافتی مانوزنده

داده شد که  نشان  (2005)گریکو و همکاران  مطالعهدر 

در را  اسپرم DNAقطعه شدن ها قطعهاکسیدانآنتی

اکسیداتیو کاهش داده و استفاده روزانه از تنش  زمان

باعث کاهش آسیب در  ماه 2مدت  به Eمکمل ویتامین 

DNA با بررسی تاثیر   (2006)سونگ و همکاران  . شد

اسپرم  DNAروی میزان سلامت بر  Cویتامین سطوح 

اسید آسکوربیک در مایع منی کمبود با  که نشان دادند

ها افزایش و تحرک در اسپرم DNAمیزان صدمه به 

 نیتامیو) هااکسیداناز آنتی استفاده. یابدمی ها کاهشآن

E، C) کاهش میزان قطعه باعث 3 امگاروی و  مکمل و-

. (2004 همکاران)صادق پور و  شد DNAقطعه شدن 

رت خوراکی واستفاده از عصاره رزماری به صهمچنین 

صحرایی تیمار شده با اتوپوساید، سبب در موش 

افزایش غلظت، درصد تحرک و زنده مانی اسپرم شد 

، عصاره (. در این پژوهش 2018)توسن و همکاران 

نه تنها میکروگرم در میلی لیتر،  35 رزماری در غلظت

اسپرم خروس را  DNAقطعه شدنمقدار قطعهکه  بودقادر

های تحرک و زندمانی فراسنجهتوانست ، بلکه کاهش دهد

  .اسپرم را بهبود بخشید
 

 گیری کلینتیجه

در  کروگرمیم 35عصاره الکلی رزماری در سطح 

و کاهش  اسپرممانی زندهسبب بهبود تواند میلیتر میلی

 4در دمای  (ساعت 48 )نگهداریزمان در  DNA  آسیب

عصاره رزماری افزودن  نیبنابرا ؛گردددرجه سلسیوس 

تواند اکسیدانی  میکننده، از طریق ترکیبات آنتیبه رقیق

  .ددهبهبود را  راندمان تولیدمثلی در تلقیح مصنوعی،
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Introduction: The increasing use of artificial insemination (AI) in the poultry industry emphasizes 

the need for the sharing of good quality sperm. The evaluation of semen quality characteristics of 

poultry gives an excellent sign of their reproductive potential and has been reported to be a major 

determinant of fertility and subsequent hatchability of eggs. In poultry industry in order to take 

advantage of new AI techniques, proper storage of poultry semen is needed. As poultry semen is 

viscous, highly concentrated, with low volume, containing 6 (chicken) to 12 (turkey) billion 

spermatozoa/ mL, the extension of good semen with a proper diluent is required prior to AI and 

storage. Reproduction performance is affected some factors include; nutrition, genetic, 

management, and environment. One of the fundamental aim in poultry industry is production of 

fertile eggs with high hatchability. In reproduction physiology, male and female are important, but 

sire effect is more than dam because of breeding program, semen samples could be applied for 

females. In layer industry, number of females are more than males; so, artificial insemination is an 

important tool for genetic diversity and high reproductive performance. One of the major problems 

in artificial insemination is low quality of poultry semen. Freezing and thawing have adverse effects 

on sperm viability. Since lipids (poly unsaturated fatty acids) are important part of plasma 

membrane of sperm cells, it could be destroyed in short times of storage in a liquid condition. It has 

been reported that antioxidants can be employed to prevent sperm damage during chilling storage 

condition (Malo et al. 2011). It is well known that sperm of farm animals is highly sensitive to 

oxidative stress (Surai et al. 1998). The high concentration of polyunsaturated fatty acids in the cell 

membrane of the sperm is also considered as another key factor for susceptibility to the oxidative 

stress. The process of semen production of reactive oxygen species (ROS) may lead to impairment 

of sperm morphology, motility, and finally viability. Pharmacological plants have some antioxidant 

components, which decrease free radical levels in organism. One of the major problems in sperm 

viability is sperm fragmentation. In this case, nucleus chromatin of sperm damages or splits. In 

some cases, the motility and normality of the semen analysis is acceptable, but the sperm nucleus of 

sample is damaged.  Different tests are available for detection of sperm DNA damages like COMET 

assay, TUNEL assay, SCSA, and Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test. Among these assays, the 

SCD test is a simple and low-cost method for the analysis of sperm DNA fragmentation 

(Shanmugam et al., 2014). This method is based on the principle that sperm with DNA fragmentation 

fails to produce halo of dispersed DNA loops when mixed with agarose followed by acid 

denaturation and nuclear protein removal. The halos can be visualized using bright-field 
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microscopy after staining with Wright’s stain. This study was designed to evaluate the effects of 

Rosemary extract on rooster semen parameters during chilling storage condition at 4ºC.  

Material and methods: Dimension of individual cages were 85×70×70cm. Photoperiod program 

was applied based on 10 h darkness and 14h light. Water and feed were ad libitum. Rooster were 

fed corn and soybean meals based on 2107 kcal and 12% protein per Kg of dry matter. The semen 

was collected twice a week for six times from 10 mature roosters using abdominal rubbing method. 

As the rooster responded to abdominal rubbing by everting its cloaca, the ejaculate was collected 

using a graduated pipette; then, total volume was recorded. Urine or fecal contamination was 
discarded. Fresh semen was evaluated for sperm concentration using a haemocytometer. The semen 

samples were diluted by Sexton extender and evaluated at 25-27 °C. Then, the samples were 

divided into six equal parts. Different treatments were including: 0(control), 15, 25, 35, 45 and 60 

µg/ml of Rosemary extract. Rosemary extract were added to each part and kept at 4oC for 72h. The 

parameters included motility, viability and plasma membrane integrity were evaluated at 0, 24, 48 

and 72 h after storage. Also, DNA fragmentation was evaluated 48h after storage at 4 oC. In this 

method, sample is affected by acid treatment and denatures sperm chromatin. For elimination of 

proteins from chromatin, DNA strands are scattered around the sperm head and then, a halo forms 

around the sperm head.  With staining, halo is visible under the microscope. Halo in fragmented 

sperm is very small.   Data of the experiment were analyzed by Proc ANOVA SAS software 

(repeated measurement) and means were compared by Duncan's multiple range test.  

Results and discussion: Sperm during time of storage undergoes different changes and potentially 

undergoes mechanical and oxidative damages. At the time of storage in liquid condition, free 

radicals are released and sperm performance decreases significantly. The results of this experiment 

revealed that applying 35 µg/ml Rosemary extract could decrease DNA fragmentation (P<0.05). It 

seems that this concentration of Rosemary extract has antioxidant properties in rooster semen. 

Avian sperm have high concentration of long chain polyunsaturated fatty acids within the 

phospholipids and therefore, are prone to peroxidation damage (Blesbois et al. 1997). Also, after 48h 

of storage, motility, viability and sperm plasma membrane integrity were lower in treatment 

60µg/ml Rosemary extract than control group (P<0.05). Finally, it was demonstrated that 48h after 

storage, motility, viability and sperm plasma membrane integrity in samples treated by 35µg/ml 

Rosemary extract were higher than control group (P<0.05). High level of reactive oxygen species 

(ROS) in oxidative stress is related to DNA fragmentation. Free radicals oxidize purine and 

pyrimidine bases of DNA structure of sperm and it causes damage DNA structure. The prevention 

of free radicals is the first defense line of antioxidants against oxidative damage. Rosemarry extract 

improved rooster sperm quality after thawing (Shafigh et al. 2016).  This is the first study to report 

the use of DNA fragmentation test in rooster sperm in Iran. This is a simple technique requiring no 

sophisticated instruments when Wright stain is used for visualization of the halos. According to the 

results of this study, it seems that applying 35µg/ml Rosemary extract can be useful in rooster 

semen at 4 oC. Rosemary extract effectively reduced DNA fragmentation. This effect seems to be 

associated with the high motility of treatment (35µg/ml Rosemary extract) compare with other 

treatments.   
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