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 چکیده

چگی مانی، یکپاراکسیداتیو باعث کاهش تحرک، زنده گشایی اسپرم، استرسطی مراحل انجماد و یخ زمینه مطالعاتی:
به  (.Tanacetum balsamita L)شود. گیاه شاه اسپرم میاکسیدانی و در نهایت میزان باروری اسپرم غشاء، ظرفیت آنتی

اه اسپرم ش گیاه عصاره تأثیر مطالعه ایندر  هدف: باشد.اکسیدانی میدلیل داشتن ترکیبات فنولیک دارای خاصیت آنتی

 وشرقوچ مغانی مورد بررسی قرار گرفت.  شده گشایییخ-منجمد اسپرم کیفیت بر طبیعی اکسیدانآنتی یک عنوان به

گیری ای دو بار اسپرمهفته ،گرمکیلو 70 یساله با میانگین وزن 3-4از چهار رأس قوچ مغانی  در فصل تولیدمثلی :کار
 ،4 ،2، 0طوح مختلف عصاره گیاه شاه اسپرم )سسیترات حاوی -مرغکننده بر پایه زرده تخمها با رقیقشد. سپس نمونه

درجه  4مای تا د سردسازی مراحل طی از پس هارقیق کننده( رقیق شدند. نمونه محلول لیتردسی درلیتر میلی 16 و 12 ،8
گشایی، از یخ پس .شدند نگهداری مایع ازت داخل در ارزیابی زمان تاروی بخار ازت منجمد شده و گراد، سانتی

ت یکپارچگی نیگروزین، تس-زینآمیزی ائومانی به روش رنگهای حرکتی اسپرم به وسیله سیستم کاسا، زندهفراسنجه

-غلظت نتایج:مورد بررسی قرار گرفت.  هانکوک های ناهنجار با محلولماسپر یپواسموتیک و تعیینابا محلول ه غشاء

را  سپرمداری تحرک کلی و تحرک پیش رونده الیتر عصاره گیاه شاه اسپرم، به طور معنیلیتر در دسیمیلی12و  8های 
 لیترمیلی 12و  8در تیمارهای  VAPو  VSL ،VCL هایفراسنجهدرصد  .(>05/0P) نسبت به گروه شاهد بهبود داد

-میلی 12یمار تمربوط به  مانی اسپرمزندهبالاترین درصد . (>05/0P)لیتر بالاتر بود میلی 16نسبت به تیمارهای شاهد و 

 اسپرمرصد د .(>05/0P)لیتر بود میلی 12و  8مربوط به تیمار  یی اسپرملیتر و بالاترین درصد یکپارچگی غشای پلاسما

: به طور گیری نهایینتیجه. (>05/0P)لیتر کمتر بود میلی 2و  شاهدتیمارهای نسبت به  لیترمیلی 12ناهنجار در تیمار 
-مدرم منجسبب بهبود کیفیت اسپ کننده منیلیتر عصاره گیاه شاه اسپرم در رقیقلیتر در دسیمیلی 12کلی استفاده از 
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 مقدمه 
از  ییک با استفاده از اسپرم منجمد تلقیح مصنوعی

 ایدر حیوانات مزرعهمثلی است که مهم تولید هایتکنیک
بهبود ژنتیکی گله  موجب که گیردمورد استفاده قرار می

پایه  این تکنیک بر .دشومیافزایش بازده تولیدمثلی  و
غیرقابل  هایاست که آسیب انجماد اسپرم استوار

اعث و ب ،(2006)پوردی  کردهوارد اسپرم  بهی برگشت
-مانی، یکپارچگی غشاء، ظرفیت آنتیتحرک، زندهکاهش 
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میزان باروری اسپرم باعث کاهش نهایت  و در اکسیدانی
به طوری که  ،(2014)باغشاهی و همکاران  شودمی

های روز، درصد امروزه حتی با به کارگیری تکنیک
گشایی به طور قابل توجهی از یخ پس مانی اسپرمزنده

های سلول (.2000 همکارانلسارد و یابد )کاهش می
های بالای اسیدهای چرب غیر اشباع اسپرم حاوی غلظت

باشند. هستند که مستعد پراکسیداسیون لیپیدی می
 غشای در آمده به وجود شیمیایی و فیزیکی هایآسیب
 تولید با منی، گشایییخ-انجماد فرآیند طی در اسپرم

و ( ROS) یهای فعال اکسیژنگونهحد  از بیش
به  اسپرم سلول غشای یفسفولیپیدها پراکسیداسیون
یون هیدروکسیل، سوپر  مانند)های آزاد وسیله رادیکال

اکسید، هیدروژن پراکسید، رادیکال پراکسیل و یون 
که این ترکیبات منجر به کاهش است  همراه هیپوکلریت(

)چاترجی و همکاران  شوندکیفیت و باروری اسپرم می
2001) . 

تنش منجربه  در طول فرآیند انجماد آزادهای رادیکال
باعث تنش  که این شوندمی هادر سلول اکسیداتیو

و کل ترکیبات ساختمانی  ی سلولیتخریب دیواره غشا
، عدم های سلولیآسیب این علت اصلی شود.اسپرم می

و سیستم بیولوژیکی کنترل  ROSتعادل بین تولید 
مالو و عنوان شده است )های آزاد کننده رادیکال

به وسیله اسپرم یک فرآیند  ROS(. تولید 2010 همکاران
بالاتر از سطوح اگر تولید آن طبیعی است، اما 

-سلولی و ناباروری میباعث آسیب باشد فیزیولوژیک 

اکسیدانی دارای تعدادی سیستم آنتی هاهمه سلولشود. 
ا های آزاد تولید شده در سلول ررادیکالهستند که 

رسانند. کنند و آسیب سلولی را به حداقل میحذف می
موجود  آنزیمیهای اکسیدانآنتیوسیله به ROSحذف 

، (GSH-PX)گلوتاتیون پراکسیداز مانند  در سلول
 و همچنین و کاتالاز  (SOD)اکسید دیسموتاز سوپر

های غیر آنزیمی مثل آسکوربات، اکسیدانآنتیتوسط 
 A، پیروات، گلوتاتیون، آلبومین، ویتامین  Eویتامین

اما مقدار (، 2011)بانسال و بیلاسپوری  شودتسریع می
در فرایند انجماد اسپرم داخلی  یهااکسیداناین آنتی

کافی های تولید شده برای حذف رادیکالکاهش یافته و 

به منظور بهبود انجماد اسپرم و  ،بنابراین .نیست
 های آزادجلوگیری از تنش اکسیداتیو و حذف رادیکال

های های سنتتیک در محیطاکسیداناز آنتی فعال،
 و همکاران مالوانجمادی اسپرم استفاده شده است )

وجود مشکلاتی در استفاده از اما با توجه به (. 2010
بوتیل هیدروکسی های سنتتیک مانند اکسیدانآنتی

و  (BHT) بوتیل هیدروکسی تولوئن، (BHA)آنیزول 
ها و در رقیق کننده  (TBHQ)تری بوتیل هیدروکینون

های اکسیدانها، امروزه آنتیاثرات سوء آنها بر سلول
های سنتتیک شده است اکسیدانطبیعی جایگزین آنتی

دقیق کیا و همکاران  و 2007لطفی پور و همکاران )
2016.)  

 ترکیبات به عمده گیاهان به طور اکسیدانیآنتی خاصیت

 وها لیگنینها، کومارین ،هاها، فنولیکفلاوونوئیدها، تانن
)جئونگ و همکاران  شودمی مربوط فنولیک هایترپندی

 به دلیل خواص فلاونوئیدها و فنولیک . ترکیبات(2004

 و داشتن هیدروکسیل گروه دهنده احیاکنندگی، و اکسید

 در نقش مهمی فلزی، هاییون کنندگیکلاته خصوصیت

آزاد به خصوص  هایرادیکال کردن خنثی و جذب
ROS آرورا و همکاران) دارند پراکسیدها تجزیه و 
های اکسیدانه همین دلیل استفاده از این آنتیب (. 1998

طبیعی بیشتر مورد توجه محققین قرار گرفته است. 
های اکسیداناثرات آنتیمحدودی در مورد اطلاعات 

طبیعی )گیاهی( در فرآوری اسپرم حیوانات اهلی وجود 
داده شده است که اخیراً در چندین مطالعه نشان دارد. 

و آوری های گیاهی در طی فراکسیداناستفاده از آنتی
 کیفیت اسپرم داشت برانجماد اسپرم اثرات مثبتی 

؛ 2014؛ باغشاهی و همکاران 2013)زنگانه و همکاران 
؛ دقیق کیا و همکاران 2014خدائی مطلق و همکاران 

 با اسپرمگیاه شاه .(2018واحدی و همکاران  و 2016

علفی و  گیاهی .Tanacetum balsamita L علمی نام
در ین گیاه اباشد. می (Asteraceaeی )کاسنتیره  از پایا

های اخیر در و در سال ای داشتهمنشأ مدیترانه اصل
مناطق مختلف دنیا بومی شده و به صورت تجاری 

)حسن پوراقدم و همکاران  مورد کشت قرار گرفته است
 ثانویه متعددی ترکیباتگیاه شاه اسپرم حاوی (. 2008
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باشد که دارای خواص داروئی و بیولوژیکی متنوعی می
 های فرارها یا روغناسانساین ترکیبات شامل هستند. 

، مشتقات فنیل پروپانها(، سزکوئی ترپنها و ترپن)مونو
همچنین این گیاه  .باشندمی هاها و الیگوالمنتتانن

 فلاونوئیدهاترکیبات فنولیکی مانند حاوی داروئی 
مشتقات آپیژنین، مشتقات لوتئولین(، و اسید  ،)فلاونول
دیکافئویوکلینیک و  اسیدهای)کلوروژنیک، فنولیک 
؛ شاه حسینی 2016)بندس و همکاران  باشدمیکافئیک( 

ضد باکتریایی، ضد قارچی،  اثرات (.2019و همکاران 
این گیاه  سیدانیاکو اثر آنتی یسرطان ضد التهابی، ضد

 (.2017)باچک و همکاران  به اثبات رسیده است
خصوص )بهفنولیکی  ترکیباتمشخص شده است که 

پوشش  با پراکسیداسیون لیپیدی رافلاونوئیدها( قادرند 
با کاهش  این ترکیباتهمچنین . متوقف کنندها دادن آن

سیالیت غشاهای سلولی و جلوگیری از تولید بیش از 
های آزاد و محدود کردن پراکسیداسیون حد رادیکال

از توانند میفسفولیپیدها و اسیدهای چرب غیر اشباع، 
 بلوخینا و همکارانکنند )لولی محافظت غشاهای س

(. مطالعات فراوان در شرایط آزمایشگاهی نشان 2003
توانند به طور مستقیم داده است که ترکیبات فنولیک می

های آزاد مانند یون سوپراکسید، پراکسید رادیکال
هیدروژن، رادیکال هیدروکسیل و پراکسیل را 

تی گفته شده به طوری که ح .سازی و جاروب کنندپاک
اکسیدانی این ترکیبات بیشتر از است که اثر آنتی

 رایس اوانس و همکاران) باشدمی Eو  Cویتامین 
تا کنون گزارشی مبنی بر استفاده از عصاره (. 1997

طبیعی در  اکسیدانبه عنوان یک آنتی شاه اسپرم گیاه
های محیط رقیق کننده اسپرم و تاثیر آن بر فراسنجه

میکروسکوپی و بیوشیمیایی اسپرم گزارش نشده است. 
 هایتأثیر غلظت بررسی مطالعه، این از بنابراین هدف

های حرکتی شاخص بر شاه اسپرم گیاه عصاره مختلف
مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و اسپرم، نرخ زنده

 .باشدگشایی قوچ مییخ-منجمد مورفولوژی اسپرم

 

 ها مواد و روش
هفته در ایستگاه پرورش و  8این آزمایش به مدت 

واقع در شهرستان  ،اصلاح نژاد گوسفند مغانی

محدوده زمانی شهریور تا آبان ماه  در آباد مغانجعفر
 اجرا شد.  1397

 گیاه تهیه عصاره
از  پس ، این گیاهشاه اسپرم گیاه تهیه عصاره برای
و شده در سایه خشک  به مدت یک هفته آوریجمع

 50مقداردر داخل بشر یک لیتری د. س پودر گردیسپ
 70میلی لیتر الکل اتانول ) 350با پودر شده گیاه  گرم از

%( خیسانده شد. برای نفوذ بهتر الکل به گیاه، هر نیم 
ساعت یکبار بشر هم زده شد. بعد از فیلتر کردن با 
کاغذ صافی نمره یک، الکل محلول حاصل به وسیله 

تبخیر شد و  C°75 خلاء در دمایدستگاه تقطیر در 
عصاره گیاه در ته بشر ته نشین شد. در زمان آزمایش، 

وسیله گرم به میلی 300مقدار به  از عصاره گیاه
لیتر آب دو بار میلی 100و در  ترازوی دقیق وزن شد

تقطیر حل شد. جهت حلالیت بهتر عصاره و امولسیفه 
مقدار  ( به)مرک آلمان 80کردن محلول از محلول توئین 

  (. 2017 ارانو همک دقیق کیا) میکرولیتر استفاده شد 50

 جمع آوری منی
با سن  بالغ رأس قوچ نژاد مغانی 4در این آزمایش از 

 بار دو تعداد کیلوگرم به 70سال و میانگین وزنی  4-3

 مصنوعی مهبل وسیله به هفته 4هفته و به مدت  در

در فلاسک  های منی سریعاًنمونهگیری شد. اسپرم
ده شده و به گراد قرار دادرجه سانتی 35حاوی آب 

ماری با و در داخل حمام بن آزمایشگاه منتقل شده
شدند. در  گراد نگهداریدرجه سانتی 37دمای 

رنگ، عدم های منی از نظر حجم، نمونه آزمایشگاه
رونده تحرک پیش آلودگی به ادرار و خون، تحرک کل و

 رنگ دارای که منی گرفته شده هاینمونه بررسی و

 منی عنوان به بودند درصد 70 از بیشتر کرمی و تحرک

 صورتاین غیر در و شدند گرفته در نظر نرمال

 منظور حذف حذف شدند. به آوری شدهجمع هایمنی

مقدار  در دام هر منی هاینمونه دام، فردی اثرات
 مخلوط شدند. با هم مساوی

  سردسازی و انجمادتهیه رقیق کننده، مرحله 
 .کننده بر پایه تریس استفاده شددر این آزمایش از رقیق

. استارائه شده  1کننده در جدول اجزا و مقادیر رقیق
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از  استفاده شده در این آزمایش تمامی مواد شیمیایی
. ابتدا تریس، سیترات و شرکت سیگما خریداری شد

لیتر میلی 100فروکتوز با نسبت ذکر شده در جدول، در 
با را زرده تخم مرغ  سپس آب دو بار تقطیر حل شد.

و محلول نهایی روی صفحه  کردهمحلول فوق مخلوط 
سازی شد. سپس به رقیق دقیقه همگن 15گرم به مدت 

 گلیسرول افزوده شد. سپس عصاره گیاه درصد 5کننده 
 16و  12، 8 ،4 ،2، 0در سطوح مختلف ) شاه اسپرم

کننده محلول رقیق کننده( به رقیق لیتردسی درلیتر میلی
 12حجم منی و  1سازی منی به نسبت افزوده شد. رقیق

که بطوریحجم رقیق کننده در دمای اتاق انجام شد، 
میلیون در هر میلی لیتر  300 غلظت نهایی اسپرم تقریباً

دما در بشر حاوی آب همرا ها بود. سپس فالکون
انتقال یافتند. منی  گذاشته و جهت سردسازی به یخچال

درجه سلسیوس  4ساعت تا دمای  3شده به مدت رقیق
 25/0های ها در داخل پایوتسرد شد. سپس همه تیمار

از مرحله  پسپر شدند.  (IMV, France)لیتری میلی
دقیقه  8ها به مدت ، نمونهاسپرم سردسازی جهت انجماد

 متر بالایسانتی 4روی بخار ازت قرار داده شدند )
از آن به داخل تانک ازت  پسسطح نیتروژن مایع( و 

گشایی در این ( انتقال یافته و تا زمان یخ-C°196)دمای 
تکرار برای هر  4در این پژوهش  .دما نگهداری شدند

 8تیمار در نظر گرفته شد و در هر تکرار برای هر تیمار 
پایوت و  32پایوت منجمد شد و جمعاً برای هر تیمار 

. استفاده گردیدپایوت منجمد  192برای کل آزمایش 
ها از یوتپاکردن ، پس از خارجمنیگشایی یخ برای

یه در حمام آب ثان 30به مدت ها پایوتیع، مایتروژن ن
قرار داده شدند و سپس  گرادسانتیدرجه  37گرم 

 2گشایی شده به داخل میکروتیوب نمونه اسپرم یخ
های مختلف یابیارزیه شده و برای تخللیتری یلیم

 .قرار گرفتمورد استفاده م کیفیت اسپر
 

Table 1- Composition of the Tris-based extender 
Amount Component 
30.7(g/L) Tris  

16.4 Citric acid (g/L) 
12.6 Fructose (g/L) 
15 Hen egg yolk (%) 
5 Glycerol (%) 

 ارزیابی تحرک اسپرم
-یخ یهاهای تحرک، ابتدا نمونهجهت ارزیابی فراسنجه

حمام آب  C°37دقیقه در دمای  5به مدت  گشایی شده
روی منی میکرولیتر از نمونه  5گرم انکوبه شدند. سپس 

و بعد  شد ریخته( C°37لام از قبل گرم شده )در دمای 
میکروسکوپ قرار داده شد و روی از پوشاندن با لامل، 

 در ، تحرک پیش رونده، سرعتتحرک کلهای فراسنجه
 در ، سرعتمیانگین مسیر در ، سرعتمنحنی مسیر
عرضی سر، خطی بودن جنبایی  مستقیم، جنبایی مسیر

توسط سیستم آنالیزگر راستی مسیر طی شده و 
ساخت شرکت هوشمند  (CASA)کامپیوتری اسپرم 

از هر ( ارزیابی شدند. HFTCASAآور تهران )مدل فن
میدان میکروسکوپی به طور کاملا  10حداقل نمونه 

و تعداد  هگرفتتصادفی مورد مشاهده و بررسی قرار 
. ندآنالیز شد CASAاسپرم به وسیله سیستم  200

برداری تحرک به وسیله عکس هایفراسنجهآنالیز همه 
 انجام شد. 100×با بزرگنمایی 

 ی اسپرم مانزنده ارزیابی

های زنده و مرده در نمونه درصد اسپرم تعیینجهت 
. نیگروزین استفاده شد -ذوب شده از رنگ ائوزین منی

ی نمونهمیکرولیتر از  10 ابتدا انجام این آزمایش،برای 
و سپس قطره کوچکی از  منی روی لام قرار داده شد

گرم رنگ  7/16نیگروزین ) -ی ائوزینرنگ آماده شده
گرم سیترات  29گرم رنگ نیگروزین و  100ائوزین، 

 برداشته و روی نمونهرا سدیم در یک لیتر آب مقطر( 
تا  هم زدهسمپلر به آرامی نمونه را و با سرریخته  منی

سپس به کمک  د.نمخلوط شوبه خوبی رنگ و  اسپرم
یک لام دیگر گستره بسیار نازکی از نمونه منی تهیه 

 اسپرمهای سلولشده و لام به سرعت خشک گردید تا 
زنده در اثر رنگ از بین نرفته و رنگ آمیزی نشوند. 

با دمای برای خشک شدن سریع، لام روی صفحه گرم 
پس از خشک شدن شد.  گراد قرار دادهدرجه سانتی 60
زنده و مرده در  اسپرم زیر میکروسکوپ تعداد ،لام

اسپرم  200میدان از لام و با شمردن حداقل  10حداقل 
که به طور کلی یا جزیی  های اسپرمسلول. ندتعیین شد

 رنگ قرمز مایل به  بنفش به خود گرفته بودند، مرده و
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که رنگ به خود نگرفته بودند زنده محسوب هایی سلول
 شدند.

 (HOSTم )اسپر تست یکپارچگی غشای پلاسمایی
یپواسموتیک در این اترکیبات لازم برای تهیه محلول ه

گرم در لیتر و سیترات  9تست شامل فروکتوز به مقدار 
باشد گرم در یک لیتر آب مقطر می 9/4سدیم به مقدار 

اسمول است. برای میلی 100محلول که اسمولاریته این 
با  را میکرولیتر از نمونه منی 50انجام این تست ابتدا 

 کردهمیکرولیتر محلول هیپواسموتیک مخلوط  500
( C°37دقیقه در حمام آب گرم ) 60به مدت  سپس

م میکرولیتر از این نمونه روی لا 5. مقدار گردیدانکوبه 
از کنتراست قرار داده شد و به وسیله میکروسکوپ ف

. شمارش شد 400×اسپرم با بزرگنمایی  200تعداد 
با دم متورم و تاب خورده به عنوان  های اسپرمسلول
 با غشای پلاسمایی سالم درنظر گرفته شدند. اسپرم

یین پایته اسمولاریط با محبا قرار گرفتن در یک  اسپرم
خورد. ها گره میی دم آنانتهاو  دادهبه سرعت واکنش 

ییر تغین نوع ابا غشای پلاسمایی سالم به  اسپرمتنها 
-ی نشان نمیواکنشیچ هی مرده هااسپرمو  هداواکنش د

 دهند.

 اسپرم مورفولوژی ارزیابی
 هانکوک از محلولناهنجار  ماسپر ارزیابیبه منظور 

لیتر(، میلی 5/62) %37فرمالین  شامل استفاده شد که
 150)فسفات   بافر محلول لیتر(،میلی150سالین ) محلول

باشد. لیتر( میمیلی 500تقطیر ) بار دو آب لیتر( ومیلی
 ی حاویهابمیکروتیو به منی نمونه از هر قطره چند

 یک شد و سپس اضافه هانکوک از محلول لیترمیلی یک

 به لامل و شد داده قرار روی لام محلول این از قطره

برای تخمین صحیحی از  گرفت. قرار آن روی آرامی
مورد میدان میکروسکوپی  10ر ناهنجاصد اسپرم در

 200 حداقل شمارش با .گرفتمشاهده و بررسی قرار 

 با فازکنتراست میکروسکوپ زیردر در هر لام  اسپرم

 مورفولوژی با اسپرم درصد ،400×بزرگنمایی 

 چسبیده، سرهای آکروزوم، بودن )غیرطبیعی غیرطبیعی

 شد. تعییندم(  هایآسیب و غیرطبیعیمیانی  بخش

 آنالیز آماری
تکرار در قالب طرح کاملا  4تیمار در  6این مطالعه با 

ابتدا با به دست آمده های تصادفی انجام شد. داده
Arcsin سپس تجزیه  به عدد واحد تبدیل شده و

-نرم های مورد ارزیابی توسطواریانس تمامی فراسنجه

مورد  GLMو با استفاده از رویه  SAS 9.2افزار 
تجزیه و تحلیل قرار گرفت. برای مقایسه میانگین 

 درصد 5تیمارها از آزمون دانکن در سطح احتمال 
رفته در این آزمایش  به کار آماری استفاده شد. مدل

 ijY که در آن ij+ eiTμ+= ijYاز  است عبارت

 اثر ije و اثر تیمارها iT مشاهدات، میانگین μمشاهدات، 

 بود. اشتباه آزمایشی

 

 نتایج

 ی اسپرمتحرکای هفراسنجه
و  8های غلظت نشان داد که مطالعه حاضرنتایج 

 داری، به طور معنیگیاه شاه اسپرم لیتر عصارهمیلی12
را نسبت به گروه شاهد  پیش رونده اسپرم و تحرک کل
 مسیر در ت سرعتاصفهمچنین  .(>05/0P) بهبود داد
های تیماری در گروهی سرعت در مسیر منحنو مستقیم 
شاهد و گروه  لیتر نسبت به گروهمیلی 12و  8حاوی 

، 2 )جدول ندداری  داشتلیتر افزایش معنیمیلی 16
05/0P< .)هایرقیق کننده یانگین درسرعت در مسیر م 

لیتر عصاره، نسبت به میلی 12و  8، 4، 2حاوی 
لیتر بطور دسیلیتر در میلی 16و  های شاهدگروه
درصد  .(>05/0P)د ندداری عملکرد بهتری نشان دامعنی

لیتر نسبت به گروه میلی 8خطی بودن تحرک در تیمار 
 ولی نسبت به گروهاز لحاظ آماری بالاتر  لیترمیلی 16

راستی مسیر  فراسنجه داری نداشت.شاهد تفاوت معنی
نسبت به سایر تیمارها  12و  8طی شده در تیمارهای 

عرضی سر  تحرکفراسنجه در  و (>05/0P) بیشتر بود
 .(2جدول )داری مشاهده نشد بین تیمارها اختلاف معنی
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Table 2- Effect of Tanacetum balsamita extract (mL/dL) on the motility and velocity parameters of post-

thawed ram spermatozoa (Lsmean±SEM) 
Parameters concentration of  Tanacetum balsamita extract (mL/dL) 

Control 2 4 8 12 16 

TM (%) 28.12±3.16b 36.62±3.41ab 38.24±3.58ab 42.31±3.89a 42.56±4.02a 38.08±3.24ab 

PM (%) 23.25±3.52b 31.25±3.56ab 31.62±3.52ab 34.61±4.01a 36.46±3.40a 30.19±2.84ab 

VSL (μm/s) 43.42±3.74b 46.51±3.63ab 49.35±3.47ab 57.41±4.08a 58.12±4.28a 42.63±3.32b 

VCL (μm/s) 98.28±7.53b 102.49±7.29b 113.06±8.15ab 124.27±8.66a 127.62±8.28a 105.82±7.71b 

VAP (μm/s) 57.35±4.28b 67.64±4.14a 69.91±4.74a 70.62±5.83a 72.96±6.64a 56.35±4.37b 

ALH (μm) 4.18±0.38 3.83±0.32 4.42±0.38 4.57±0.45 5.02±0.48 4.21±0.36 

LIN (%) 43.31±3.28ab 45.35±3.74ab 43.95±3.19ab 46.83±3.82a 45.71±3.63ab 40.52±3.23b 

STR (%) 75.04±5.06b 68.86±5.27b 71.81±6.33b 81.09±7.56a 80.27±7.18a 75.23±5.42b 

TM: total motility; PM: progressive motility; VSL: straight linear velocity; VCL: curvilinear velocity; VAP: average 

path velocity; ALH: amplitude of lateral head displacement; LIN: linearity and STR: straightness. 
a, b, c: Within rows, means with different superscripts differ significantly (P < 0.05). 

SEM: Standard Error Means. 

 

مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و مورفولوژی زنده

 اسپرم
بر اثرات سطوح مختلف عصاره گیاه شاه اسپرم 

نشان داده شده  3 جدولدر  اسپرممانی زندهفراسنجه 
-میلی 12 و 8 که افزودن سطوحنتایج نشان داد است. 

-طور معنیه ب کنندهبه رقیق عصاره لیتر در دسی لیتر

را  مانی اسپرمزندهدرصد   شاهد داری نسبت به گروه
لیتر نسبت به سایر میلی 12همچنین تیمار  افزایش داد.

 .(>05/0P)نشان داد داری ها نیز اختلاف معنیگروه

 بالاترین درصد یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم
درصد آن ترین و پایین لیترمیلی 12و  8مربوط به تیمار 

 .لیتر بودمیلی 16 و 2 حومربوط به گروه شاهد و سط
طور ه ب به رقیق کننده،عصاره  لیترمیلی 12افزودن 

نسبت به گروه  را ناهنجار اسپرمدرصد ی دارمعنی
ولی  (>05/0P) دادکاهش لیتر میلی 2و تیمار شاهد 

شان نداد ن دارینسبت به سایر تیمارها تفاوت معنی
  (.3 )جدول

 
Table 3- Effect of Tanacetum balsamita extract (mL/dL) on the viability, membrane integrity and acrosome 

abnormality of post-thawed ram spermatozoa (Lsmean±SEM). 
Parameters concentration of  Tanacetum balsamita extract (mL/dL) 

Control 2 4 8 12 16 

Viability (%) 38.16±3.08c 40.06±3±57bc 43.48±3.42bc 46.29±4.26ab 49.71±4.15a 39.12±3.28bc 

HOST (%) 41.18±3.31b 44.38±3.56b 47.34±3.48ab 52.63±4.62a 54.14±4.86a 40.75±3.34b 

Acrosome 

abnormality (%) 

26.70±3.20a 27.23±3.24a 23.31±2.16ab 24.48±2.72ab 21.25±2.63b 24.90±3.64ab 

TM: total motility; PM: progressive motility; VSL: straight linear velocity; VCL: curvilinear velocity; VAP: average 

path velocity; ALH: amplitude of lateral head displacement; LIN: linearity and STR: straightness. 
a, b, c: Within rows, means with different superscripts differ significantly (P < 0.05). 

SEM: Standard Error Means. 

 

 بحث
افزودن عصاره گیاه شاه اسپرم به با  حاضر مطالعه در

های تحرک کل، تحرک فراسنجه قوچ،منی  کنندهرقیق
حرکتی اسپرم نسبت به های فراسنجهپیشرونده و دیگر 

بین ند که اهمحققین نشان داد. بهبود یافت گروه شاهد
یک ارتباط و کاهش تحرک اسپرم در سلول  ROSتولید 
که با  وجود دارد، به طوری که مشخص شده استقوی 

در  این ترکیبرادیکال پراکسید هیدروژن  افزایش تولید

سراسر غشای اسپرم پخش شده و فعالیت برخی از 
فسفات  6-لوگزهای حیاتی مانند آنزیم گآنزیم

 ATPاخلال در تولید  و باعث دهیدروژناز را مهار کرده
(. 2003آیتکین و همکاران )شود و تحرک اسپرم می

تی حرکهای فراسنجهبهبود  علاوه بر عصاره این گیاه
 باعثلیتر در دسی لیتر میلی 12 و 8 حودر سط، اسپرم

 و کاهش درصد اسپرم مانی اسپرمدرصد زندهافزایش 
گشایی در مقایسه با یخ-بعد از فرآیند انجمادناهنجار 
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 ،لیترمیلی 12و  8 در سطوح همچنین شد. گروه شاهد
های ناشی از فرآیند از آسیب غشای پلاسمایی اسپرم

-یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم شده وانجماد حفظ 

از عصاره این در این آزمایش استفاده  .یافتبهبود  ها
لیتر در رقیق لیتر در دسیمیلی 12 از گیاه به میزان بیش

 بررسیمورد های فراسنجه بیشتر بر نفیاثرات مکننده 
 pHتغییرات اسمزی،  به دلیل این اثرات بیشتر کهداشت 

گزارش شده کننده ترکیبات رقیقم خوردن تعادل ه و به
م خوردن میزان گلیسرول و زرده تخم ه بهزیرا  ،است
 وکننده محافظتبه عنوان که  کننده،در رقیق مرغ

فرآیند  طیاز شوک سرمایی در  نگهدارنده اسپرم
های فراسنجهباعث کاهش شوند، انجماد محسوب می

)دقیق کیا و  خواهد شد مانی اسپرمزندهو  کیفی
، با هااکسیدانآنتیافزودن سطوح بالای (. 2014همکاران 

های دخیل در مهار بیش از حد فعالیت آنزیم
اکسیداسیون و احیا و به هم زدن تعادل بین ظرفیت 

های آزاد باعث کاهش اکسیدانی و تولید رادیکالآنتی
 و همکاران روکاشوند )اسپرم می های کیفیفراسنجه

نسبت اسیدهای چرب غیر اشباع در غشای (. 2004
-های اسپرم نشخوارکنندگان نسبت به سایر گونهسلول

یشتر است به همین دلیل اسپرم این حیوانات نسبت ها ب
 .باشدیون لیپیدی به شدت حساس میبه پراکسیداس

ترکیبات فنولیک )به ویژه فلاونوئیدها( قادرند با پوشش 
متوقف کنند ن لیپیدی را سیداسیودادن لیپیدها روند پراک

جلوگیری کرده های آزاد و از تولید بیش از حد رادیکال
محدود کردن پراکسیداسیون اسیدهای چرب غیر با و 

و  بلوخینااشباع، از غشاهای سلولی محافظت کنند )
 (.2003 همکاران

نحوه فرآوری اسپرم و انجماد آن و همچنین حفظ 
در تکنیک تلقیح مصنوعی  کیفیت و باروری اسپرم

ای دارد. عواملی مانند روش انجماد، نوع اهمیت ویژه
رقیق کننده، سرعت سردسازی، سرعت انجماد و 

گشایی در موفقیت انجماد اسپرم نقش اساسی سرعت یخ
 مختلف مراحل (. در2008دارند )کلالو و همکاران 

وارد شده به سلول  هایاسپرم، تنش فرآوری و انجماد
زا و ... م مانند شوک سرمایی، نور و عوامل بیماریاسپر

را  اسپرم در سلول های آزادمیزان تولید رادیکال

 ایجاد تغییرات با نهایت دهند که این مواد درافزایش می
 بر اسپرم، غشای در شیمیایی و فیزیولوژیکی مخرب

مانی و یکپارچگی غشای سلول و در نهایت تحرک، زنده
داشت )چاترجی و  ثیر منفی خواهندتأ بر باروری آن

 تولید فرآیند در های آزاد(. رادیکال2001همکاران 
-می ها تولیدسلول الکترون انتقال زنجیره در انرژی

باشند )بانسال از مهمترین این مواد می ROSشوند که 
منجربه  ترکیبات (. این2011و بیلاسپوری 

 و DNA چربی غشای اسپرم شده و به پراکسیداسیون
 منجر نهایت در و کندوارد می آسیب های اسپرمپروتئین

شوند )آگاروال و همکاران می سلول اسپرم مرگ به
2004). 
به عنوان  منی های موجود در پلاسمایاناکسیدآنتی

 را سلولی شرایط ،آزادهای رادیکالهای جاروب کننده

و ه شد حفظ اسپرمجنبایی  که دهندتغییر می ایبه گونه
 (.2010مرگ سلولی اتفاق نیفتد )بوکاک و همکاران 

های اکسیدانهای پلاسمای منی شامل آنتیکسیدانآنتی
آنزیمی )سوپر اکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون 

های اکسیدانپراکسیداز/گلوتاتیون ردوکتاز( و آنتی
های غیرآنزیمی )پیروات، گلوتاتیون، آلبومین، ویتامین

A، B  وC )ها سازی منی با رقیق کنندهباشند. رقیقمی
در زمان فرآوری و انجماد اسپرم، باعث کاهش ظرفیت 

 از دلیل همین اکسیدانی پلاسمای منی شده و بهآنتی
-می استفاده هاکننده رقیق در خارجی هایاکسیدانآنتی

-ها نشان می(. پژوهش2000)بیلودا و همکاران  شود

-مانند آلفا توکوفرول، آنزیم دهند که افزودن ترکیباتی

 Eهای های کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز و ویتامین
را  اکسیدانی، اسپرمبه دلیل داشتن خاصیت آنتی Cو 

و  کنند )مالومحافظت می اکسیداتیو هایدر برابر تنش
های سنتتیک آکسیدان(. اما برخی آنتی2011همکاران 

راین امروزه باشند و بنابحاوی ترکیبات سمی می
های طبیعی )گیاهی( به جای اکسیداناستفاده از آنتی

های مصنوعی مورد توجه محققین قرار اکسیدانآنتی
(. استفاده از 1996گرفته است )یانیشلیوا و همکاران 

طوری کند بهها نظیر یک تیغ دو لبه عمل میاکسیدانآنتی
که در یک محدوده بسیار ظریف از تغییرات غلظتی، این 
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آفرین ترکیبات با تغییر ماهیت تبدیل به ترکیبات خطر
(. بیشتر 2020برای سلول خواهند شد )آیتکین و دروت 

های آزاد از سلول مطالعات انجام شده به حذف رادیکال
-متمرکز شده است در حالی که هدف استفاده از آنتی

-ها ایجاد تعادل بین رادیکالها در رقیق کنندهاکسیدان

باشد و هرگونه های سلولی میاکسیدانآنتیهای آزاد و 
های آزاد شرایط تغییر در جهت افزایش نسبت رادیکال

(. 2002کند )اسکاندالوس استرس اکسیداتیو را ایجاد می
علاوه بر ترکیبات فنولیک موجود در گیاهان مانند 

های فنولیک، ترپندهای فنولیک و دیفلاونوئیدها، اسی
های گیاهی حاوی سطوح بالایی از بسیاری از گونه

 و کاروتنوئیدها نیز هستند که این C ،Eهای ویتامین

 سازیخنثی و جذب در مهمی بسیار نقش ترکیبات

و تجزیه عوامل  ROSهای آزاد به ویژه رادیکال
 (.2003)جوانمردی و همکاران  پراکسید دارند

به رقیق  گیاه رزماری افزودن عصاره یپژوهش در
تحرک کل، تحرک های فراسنجهتوانست  کننده

مانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی پیشرونده، زنده
و همکاران  خدائی مطلق) اسپرم قوچ را بهبود دهد

گیاه  مطالعه مشابهی، افزودن عصاره در. (2014
-فراسنجهمنی بز، موجب بهبود کننده رزماری به رقیق

مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و تحرک، زندههای 
شد  مورفولوژیکی اسپرم هایناهنجاری میزان کاهش

های ناشی از را در برابر آسیب اسپرم تواندکه می
 (.2013 و همکاران زنگانههای آزاد حفظ کند )رادیکال

عصاره آبی گیاه رزماری به افزودن در آزمایشی دیگر 
تحرک و های فراسنجهکننده منی خوک باعث بهبود رقیق
مانی اسپرم شد و غلظت مالون دی آلدهید را به زنده

 (.2011 و همکاران مالوداری کاهش داد )طور معنی
و  2افزودن  نشان دادند که (2016) دقیق کیا و همکاران

لیتر در دسی لیتر عصاره گیاه مرزنگوش به میلی 4
-حرکتی اسپرم، زندههای فراسنجهکننده منی گاو، رقیق

و میزان  رچگی غشای پلاسمایی را بهبودمانی و یکپا
دیگری در مطالعه . مالون دی آلدهید را کاهش داد

آویشن  عصاره لیترلیتر در دسیمیلی 4افزودن سطح 
روی بسیاری از  یمثبت ات، اثربه رقیق کننده اسپرم قوچ

مانی و زنده و همچنین ی اسپرمتحرکهای فراسنجه
)واحدی و همکاران یکپارچگی غشای پلاسمایی داشت 

 ،رزماری انگیاهاکسیدانی اثرات آنتی (.2018
مرزنگوش، آویشن و بسیاری دیگر از گیاهان داروئی 

-ترکیبات آنتیانجام شده به دلیل وجود در مطالعات 

ها و فلاونوئیدها گزارش شده فنولاکسیدانی مانند پلی
حاوی  این گیاهاننیز همانند گیاه شاه اسپرم است. 

-می)فلاونوئیدها و فنولیک اسیدها( ترکیبات فنولیکی 

مختلف  هایگونهاز  (.2018)فارالونی و همکاران  باشد
ها که شاه اسپرم نیز جزء این گونه  Tanacetumگیاهی

دارنده همواد غذایی به عنوان نگصنعت  درباشد، می
وجود دلیل  به گرفته است کهمورد استفاده قرار 

-یخاصیت آنتترکیبات فنولیکی در این گیاهان و 
  (.2018و همکاران ایوانسو بوده است ) آنهااکسیدانی 

 

 نتیجه گیری کلی 
-میلی 12و  8سطوح  نمودن اضافهحاضر پژوهش در 

به رقیق  عصاره گیاه شاه اسپرملیتر در دسی لیتر 
های فراسنجهبسیاری از  ،تریسکننده اسپرم بر پایه 

 غشاییکپارچگی  ،مانی، درصد زندهحرکتی اسپرم
این  را بهبود داد. اسپرم مورفولوژیو  پلاسمایی

توان به وجود ترکیبات متعدد تأثیرات مثبت را می
ها توسط اکسیدانی آنفنولیک نسبت داد که اثر آنتیپلی

-محدودیتبا توجه به اکثر مطالعات اثبات شده است. 

اکسیدانی های این مطالعه در تعیین دقیق اثرات آنتی
اسپرم در رقیق کننده و همچنین عدم عصاره گیاه شاه 

انجام تلقیح مصنوعی و تعیین باروی نیاز به مطالعات 
بیشتر در خصوص مکمل نمودن عصاره این گیاه به 

 باشد.رقیق کننده انجمادی می
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Introduction: The artificial insemination is based on sperm cryopreservation technique that 

induces irreversible damages to motility, viability, plasma membrane integrity, and fertility of the 

sperm (Purdy 2006; Baghshahi et al. 2014). Physical and chemical damages during 

cryopreservation are associated with reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation of the 

phospholipids in the membrane by free radicals (Chatterjee et al. 2001). The removal of ROS is 

catalyzed by antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase (GSH-PX), superoxide dismutase 

(SOD) and catalase (CAT). Numerous non-enzymatic defenses (vitamin C, vitamin E, and 

glutathione (GSH)) are also employed to protect cells from oxidative damages. An imbalance 

between free radical production and their removal leads to ageing and its subsequent progressive 

damage. Many studies have been investigated the protecting effects of synthetic and natural 

antioxidants against oxidative damage on spermatozoa during cryopreservation (Malo et al. 2010). 

Of many classes of natural compounds, plant secondary metabolites (e.g., flavonoids, tannins, 

coumarins, xanthons, phenolics, lignans and terpenoids) have repetitively shown antioxidative 

properties. Correspondingly, several studies have shown the positive effects of herbal antioxidants 

on the sperm quality during the freezing-thawing processes (Daghigh Kia et al. 2016; Vahedi et al. 

2018). Costmary (Tanacetum balsamita L.) with antioxidant effects contains phenolic compounds, 

such as flavonoids and phenolic acids (Shahhoseini et al. 2019) (Bączek et al. 2017). The aim of 

current study was to evaluate the effect of costmary extract as a natural antioxidant on post-thawed 

ram sperm quality.  

Material and methods: This study was performed at the Iranian Moghani sheep Breeding Center 

located in Jafarabad city, Province of Ardebil, Iran. Four mature and fertile rams (3-4 years old, 

mean live weight of 70±4.2 kg), were used in this study. Ejaculates were collected twice a week for 

8 weeks by an artificial vagina (42-43°C). Only samples containing spermatozoa with greater than 

70% motility were accepted for the experiment. To eliminate individual differences, semen samples 

were pooled and processed. The pooled ejaculate was diluted (37 ◦C) using egg yolk-citrate 

extender containing different concentrations of Tanacetum balsamita extract (0, 2, 4, 8, 12, and 16 

mL/dL). Diluted semen samples were aspirated into 0.25 ml straws and equilibrated at 4°C for 3 h. 

After equilibration, the straws were placed on liquid nitrogen (LN2) vapor for 8 min, then plunged 

into liquid nitrogen, and stored in a liquid nitrogen tank until thawed and used for evaluation of 

sperm parameters. Prior to analysis, the frozen straws were thawed individually in a water bath (37 

◦C) for 30 s. A computer-assisted sperm analysis (HFT CASA, Hooshmand Fanavar Tehran Co, 
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Iran) was used to analyze sperm motility and velocity characteristics. Sperm viability was assessed 

using a modification of the eosin-nigrosin staining method described by Evans and Maxwell (1987). 

Sperm membrane functionality was evaluated using the hypoosmotic swelling test (HOST) (Revell 

and Mrode, 1994). For the assessment of the sperm morphology abnormalities, at least three drops 

of each sample were added to Eppendorf tubes containing 1 ml of Hancock solution (62.5 ml 

formalin (37%), 150 ml sodium saline solution, 150 ml buffer solution and 500 ml double-distilled 

water). The prepared slides were assessed by phase-contrast microscopy at the 400× magnification. 

All data were analyzed by completely randomized design using the GLM procedure of SAS 

(version 9.1, SAS Institute, 2004).  

Results and discussion: Samples cryopreserved in 8 and 12 mL/dL had higher total motility and 

progressive motility compared to the control group (P<0.05). The percentage of VSL, VCL and 

VAP were higher (P<0.05) in the extender containing 8 and 12 mL/dL extract compared to control 

and 16 mL/dL groups. LIN parameter was higher (p<0.05) in 8 mL/dL compared to 16 mL/dL 

extract (46.83±3.82% vs. 40.52±3.23%). For parameter STR, the highest value (P<0.05) was 

observed at 8 and 12 mL/dL of extract (81.09±7.56% and 80.27±7.18%, respectively). The highest 

(p<0.05) percentage of sperm viability and plasma membrane integrity were observed in groups 

containing 8 and 12 mL/dL extract. Percentage of acrosome abnormality was higher (p< 0.05) in 12 

mL/dL extract groups (21.25%) compared with control and 2 mL/dL extract groups (26.70% and 

27.23%, respectively). Some studies have reported that herbal antioxidants reduce the free radicals 

following the freeze–thawing process (Ashrafi et al. 2013). In the present study, costmary extract 

treatment of the semen resulted in a significant improvement in motility parameters, viability and 

membrane integrity of frozen-thawed ram sperm. The main constituents of costmary extract have 

been reported to be polyphenolic compounds, such as flavonoids and phenolic acids (Faraloni, 

2018). Among flavonoids, glycosides of luteolin, apigenin and quercetin are the most abundant ones 

while phenolic acids are mainly represented by chlorogenic, caffeic and dicaffeoylquinic acids. 

Reactive oxygen species occurrences during cryopreservation would lead to reduction of oxygen 

and sperm membrane lipid peroxidation thus loss of its integrity. Flavonoids protect membrane 

integrity by preventing the production of free radicals and lipid peroxidation hence hindering 

oxidative damage to the membrane components (Daghigh Kia et al. 2016).  Our findings 

demonstrate the free radical scavenging and protective effect of costmary extract against oxidative 

damage during sperm cryopreservation.  

Conclusion: In conclusion, this study showed that supplementation of extender with 12 mL/dL 

Tanacetum balsamita L. extract has a beneficial effect on the quality of frozen-thawed ram semen. 
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