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Abstract: 

Introduction: Honeybees are among the most important pollinators, playing a vital role in the 

pollination of cultivated plants and wild species. It is estimated that nearly 70% of crop plant species 

worldwide rely on honeybee pollination. The Farm-to-Fork strategy emphasizes that food production 

should have a neutral or positive environmental impact, mitigate climate change effects, prevent 

biodiversity loss, and ensure access to mineral-rich and sustainable food for all citizens. Beekeeping 

is one agricultural sector that aligns with all these sustainability criteria, as it is essentially climate-

neutral and waste-free. However, recent reports of significant colony losses worldwide have raised 

concerns about the future of honeybees. Additionally, many native honeybee species have been 

replaced by commercial honeybees, reducing genetic diversity within subspecies of Apis mellifera. 

Colony losses directly impact genetic diversity. Successful sperm cryopreservation is an effective 

strategy for preserving honeybee genetic diversity, aiding in the selection of pest- and disease-

resistant lines, and preventing further colony losses. The decline or loss of native and non-native bee 

species can negatively affect agricultural production and ecosystem functioning. Increasing honeybee 

production globally through improved genetic lines and enhanced colony management is feasible, 

with genetic traits identified using semen from superior drones. Cryopreservation of bee sperm has 

been explored as a means of maintaining genetic diversity in honeybee populations. Cryopreserved 

drone sperm retains viability and fertilization capacity, supporting successful artificial insemination 

outcomes and contributing to disease-resistant breeding lines and genetic conservation. Royal jelly 

(RJ), produced by young worker bees, contains water, carbohydrates, proteins, amino acids, lipids, 
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minerals, vitamins, and polyphenols. In 2002, a novel cryoprotectant-free vitrification method for 

human spermatozoa was introduced, using non-permeable additives like sugars to avoid the osmotic 

and toxic effects of high cryoprotectant concentrations, preserving sperm acrosome integrity and 

cytoskeletal structure. Our study aimed to enhance drone sperm preservation by incorporating royal 

jelly into the cryoprotectant-free vitrification extender. 

Materials and Methods: Drone sperm from adult drones (36 days old) was collected using manual 

inversion. Various concentrations of royal jelly (0%, 0.5%, 1%, 2.5%, and 5%) were added to the 

extender. After preparation, a micropipette was used to drop 10 µL aliquots of the sperm suspension 

directly into the cooling agent from a distance of 10 cm. A sphere immediately formed and floated to 

the surface. After 6 seconds in liquid nitrogen, the sphere solidified and sank to the bottom of the 

strainer. Once solidified, the spheres were collected, packaged into 1.8 mL cryotubes, and stored in a 

liquid nitrogen tank for 90 to 300 days before thawing. Thawing was performed by quickly 

submerging five spheres, one by one (no more than five at a time), into 3 mL of pre-warmed (37°C) 

Modified Hopkins extender solution, followed by gentle vortexing for 10 seconds. The warmed sperm 

suspension was then maintained at 37°C in a 5% CO₂ environment for 10 minutes, followed by 

centrifugation at 1000 g for 10 minutes. The resulting cell pellet was resuspended in 20 µL of 

Modified Hopkins extender solution for quality evaluation.  Data were analyzed using a completely 

randomized design with five replications. Sperm quality parameters, including morphology and 

apoptosis, were evaluated in vitro.  To assess morphology, two eosin staining methods-crystal violet 

(acidic) and silver nitrate (alkaline)-were used. Eosin-crystal violet staining was performed according 

to Kondracki et al. (2005) as this acidic dye effectively stains sperm and is useful for detecting 

morphological characteristics. Silver nitrate staining was conducted based on the method of 

Andraszek and Smalec (2011), with morphology evaluation performed on 500 spermatozoa using 

phase-contrast microscopy at 400× magnification. Results from silver nitrate staining were compared 

with those from eosin-crystal violet complexes, and only the percentage of normal sperm was 

reported. Apoptosis was measured using the fluorescein isothiocyanate annexin V apoptosis detection 

kit with 7-aminoactinomycin D. A total of 500 spermatozoa per sample were analyzed, with only the 

percentage of apoptotic sperm reported for each treatment. 

Results and Discussion: Sperm morphology and apoptosis after vitrification/thawing with different 

RJ concentrations were evaluated at 0, 90, and 300 days. Our results showed that supplementation 

with 1% RJ significantly increased the percentage of normal sperm morphology (75.40 ± 3.50) 

compared to other groups across all storage durations. Lower to moderate concentrations of royal 

jelly improved sperm morphology, suggesting a stabilizing effect on cell structure and protection 

against vitrification-induced damage. This effect is likely due to RJ's bioactive compounds, which 

maintain cell membrane integrity and prevent structural abnormalities. Our findings, in agreement 

with previous studies, support RJ's antioxidant benefits in reducing apoptosis. This effect was 

particularly evident with 1% RJ across all time points post-thawing, significantly lowering sperm 

apoptosis compared to controls. The use of non-penetrating cryoprotectants likely enhanced plasma 

membrane flexibility during vitrification, reducing apoptosis by preventing damage to sperm DNA 

and membrane integrity.  Conclusion: This study demonstrates that adding royal jelly at a 

concentration of 1% to vitrification diluents significantly enhances the quality of drone bee sperm 

preserved via cryoprotectant-free vitrification using the drop method. The notable improvements in 

normal morphology and reduction in apoptosis highlight RJ’s potential as a beneficial additive to 

sperm vitrification protocols. Research into drone bee sperm quality presents promising applications, 

warranting further exploration of advanced methods such as computer-aided sperm analysis, novel 

fluorescent dyes, multiparametric tests, flow cytometry, and image analysis techniques. These efforts 
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aim to refine vitrification techniques and investigate RJ’s long-term effects on sperm quality and 

queen fertility-critical factors for sustainable beekeeping and biodiversity conservation. 

Keywords: Apoptosis, Cryoprotectant, Drone, Morphology, Royal jelly, Sperm, Vitrification. 
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 چکیده:

استفاده از    است.  ی کیها و تنوع ژنتحفاظت از گونه  ی برا  ؤثرک راهبرد می  زنبوران نر حفاظت از اسپرم    زمینه مطالعاتی: 

 هدف از انجام   هدف:مهم است.    ار یبس  نر   ان زنبورحفاظت از اسپرم    یبرا   مؤثر انجمادی    یهاروش و های طبیعیکنندهرقیق

ای بدون سرما محافظ پس از انجماد شیشه  نر  انزنبوراسپرم    تیفیک  بر الیرو ه  های مختلف ژلغلظت  یابیمطالعه حاضر ارز

 با   و  ندشد  آوری جمع  یروزه( به روش دست  36بالغ )  زنبوران نراز    یمن  عیما  یهانمونه  روش کار:  بود. ای  به روش قطره

سپس با    . ندشد  قیرقدر داخل محلول پایه اصلاح شده هاپکینز  درصد(    5و    5/2،  1،  5/0،  0) ژله رویال    لفهای مختغلظت

شده   میکرولیتر از اسپرم آماده 10ترکیب شده و به وسیله سمپلر، مقدار   1:1به نسبت  مولار ساکارز    5/0محلول انجمادی  

ر  د   های اسپرم نمونه  ای منجمد شدند. این و به روش قطرهشد  متری مستقیماً در نیتروژن مایع ریخته  سانتی  10از فاصله  

ها در قالب طرح کاملاً تصادفی با پنج تکرار بررسی روز( نگهداری و سپس ذوب شدند. داده  300و    90،  0های مختلف )زمان 

نتایج   نتایج:   دند.در شرایط آزمایشگاهی ارزیابی ش  آپوپتوزیس و    ریخت شناسیکیفیت اسپرم از جمله    هایفراسنجهو  

  300و   90 ،0)های مختلف زمان در  سپرم  یس ازآپوپتوکمترین میزان و  طبیعی ریخت شناسی   زانیم نیبالاترد که نشان دا

  5/0ژله رویال    ی هااسپرم در گروه  یسو آپوپتوز طبیعی    ریخت شناسیدرصد  .  بود   %  1ه ژله رویال  روز(  مربوط به گرو 

انجماد  رسد  به نظر می  آمدهدست بهنتایج    به  توجه  با  :نهایی یر یگجهینت  بهتر حفظ شد.  گر ید  ی هاگروه  ه نسبت ب%    5/2% و  

   ٪1  افزودن مکمل با و ای به روش قطره محافظای بدون سرما از انجماد شیشهبا استفاده   زنبوران نر اسپرم  و نگهداری 

ای هتسریع برنامه  منظوربه  همصنوعی ملک  تلقیحه  برای استفاد  نران  زنبور  ینهای مفراسنجهبر    ید یاثرات مف  ژله رویال

 . مناسب خواهد بودبسیار  حیاتی یهاافشان گردهو حفظ   اصلاح نژادی

 سرما محافظ ، شناسیریخت، ژله رویال، زنبور نر ،  اسپرم، ایشیشهانجماد ، آپوپتوزیس کلیدی: کلمات

 

   مقدمه

ها هستند که افشانگرده  نی تراز مهم  یکیعسل    انزنبور

  یاتینقش ح  یوحش  یهاو گونه  اهانیگ  یافشاندر گرده

  ٪70  باًیزده شده است که تقرنیدارند. به عنوان مثال، تخم 

 ی در سراسر جهان به گرده افشان  یزراع اهانگی انواع  از

زنبورها وابسته  یبه  همکاران    هستند  عسل  و  )پاتز 

https://doi.org/10.22034/as.2025.62511.1747
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در جهان از    محصولات زنبورعسل  د یتول  ش یافزا .(2010

به  یهایکلن  قیطر و    ر یپذامکان  یکی ژنت  افته ی  بودمولد 

و    ( 2012و هاپکینز و همکاران   2010)هاپکینز و هر    است

نر  نزنبورااز    یمن  عیبا استفاده از ما  یکیمشخصات ژنت

  2013د )کوبی و همکاران  شومی  ییشناسا  یکی برتر ژنت

  نیبا ا (.  2017و گل و همکاران    2015چاکماک و نور    و

گزارشلحا ز  ریاخ  یها،  تلفات  مورد  در  یکلن  ادیدر  ها 

  عسل  انزنبور  ندهیدرباره آ  یعموم  یسراسر جهان نگران

است  ش یافزا  را همکاران  )  داده  و    و   2011سوروکر 

   (. 2014و همکاران  کلرمونت

تول   کی کننده  محدود  موفقدی عامل    تیفیک   زیآمتیمثل 

تلق   زیرا   استاسپرم   از  پس  سال    نیچند  ی برا  حیملکه 

، مطالعه  کندمی  ره ی ذخخود  در اسپرماتکا  زنده را    اسپرم

است  اریبسزنبورعسل  در    یمن  عیما  تیفیک برای    مهم 

  ی ورسطح بهره  ،یکلن  یبقا  ،ملکه  یبارور   تیموفق  اینکه

همکاران   و  همچن  (2016)پتیس   ح یتلق  تیموفق  نیو 

  (. 2004و کالینر    2000)کالینر    دکنمی  ن ییا تعر  یمصنوع

ک  ی هاملکه  ، اسپرم  ن ییپا  تیفیک   دی تول  ی ترنییپا  تیف یبا 

در    هایرفتن کلن  نیاز ب   یاصل   لی از دلا  ی کی  ن یا  و  کندیم

اسپرم    تیفیمطالعه کبه همین دلیل  و    شودینظر گرفته م

برخوردار    یقابل توجه  یقاتیتحق  تیاز اهم   زین  نر   انزنبور

و افزایش تنوع  حفظ    یبرا   (. 2014  وارز ی و اول  یتارپ)  است

اسپرم  توان  یمزنبورعسل    یهاژنتیکی در جمعیت کلنی

نشان داده شده    ن،یعلاوه بر ا  .زنبور نر را منجمد نمود 

در    یماریمقاومت به بباعث افزایش    یکیاست که تنوع ژنت

ا  .شود میعسل    یزنبورها انجماد   یندهایحال، فرا  نی با 

های  کریستال لی و تشک ییدما، شوک سرما   رییتغ  لیبه دل

مخرب  خی اسپرماتوزو  ی اثر    نیا(.  2002)پگ    د دارن  ابر 

کاهش   باعث  اسپرماثرات  توانا  کیفیت    ی بارور  ییو 

ایم  ااسپرماتوزو بر  علاوه    ژنیاکس  یهاگونه  ، نیشود. 

  توپلاسمیسی  در غشا  دیپیل   ونی داسیپراکس  جهیدر نت  فعال

  یهاکالیشوند. راد یم  داری ذوب پد-انجماد  ندیفرآ  یدر ط

 یدر غشا  تنشآمده از طرق مختلف منجر به    دیآزاد پد 

م و    تنشاین  شوند.  یسلول  اسپرم  کیفیت  کاهش  به 

توانایی باروری آن در طول فرآیند انجماد و ذوب اسپرم  

می  سال  .شودمنجر  ب  یبرا  ریاخ  یهادر  بردن    نیاز 

  تیفیک  هایفراسنجهو کاهش تلفات    د ی پیل   ونی داسیپراکس

آنت به  دانیاکسیاسپرم،  کنندهها  اضافه منی    عیما  رقیق 

و آلچای و همکاران    2010)بوجاک و همکاران    ندشومی

2017.)   

است که توسط غدد    یو کرم  ینیترشح ژلات  کی  الیرو  هژل

پا  ژلپوفارنیه فک  کارگر  انزنبور  نییو    جوان  عسل 

- 60از آب )ژله رویال  شود.  یم  دیتول(  پرستار  انزنبور)

اسنی پروتئها،  دراتکربوهی   ،(70٪ آزاد،    نهیآم  یدهایها، 

ه  شد   لیها تشکفنل  یها و پلنیتامی و  ،یمواد معدن  دها،یپیل

همکاران    است و  و  دها،یفلاونوئ  (.2023)وانگ    ژهیبه 

 - 10و    نیستئیجن  ن،یز یکر  ن،یژنیآپ  ن،یآکاست  ن،ینژنینار

همکاران  )  اسید  کیدسنوئ  -2-یدروکسیه و  کولازو 

همکاران.    و   2021 و    ی دی کل  یاجزا  (. 2023بوتزان 

است که    نیهستند که اعتقاد بر ا  رویاله  ژل  یدانیاکسیآنت

آن  یهاجنبه سلامت  دهنده  اثرات   هاارتقا  جمله  از 

  د را بر عهده دارن  یریو ضد پ   ی کروبیمضد  ،یالتهابضد

همکاران  ) و  همکاران    و  2008لیو  و  و    2018کوکوت 

انجماد اسپرم    در   ژله رویال  (. 2021کولازو و همکاران  

ذوب،    تیفیک  هایفراسنجهبهبود    برای از  پس  اسپرم 

و  نرخ لقاح در گا  ش یو افزا  یدانیاکسیآنت  تیظرف   شیافزا

همکاران    یالششتاو)  نر و    ش یگاوم  (،2023و  )شهزاد 

و  )  سخرو  (، 2016همکاران     (، 2021همکاران  هداوند 

و    تیلجنکایا)  گراز( و  2019)آلچای و همکاران    نرزنبور

است(  2020همکاران   شده  ا  .استفاده  بر    ه ژل  نیعلاوه 

استفاده    نران  زنبورانجماد اسپرم   ی برا  ت یبا موفق  رویال 

به    ژله رویال  %1نشان داد که افزودن    جیشده است. نتا

  ش یرا افزا  نر  انزنبورپس از ذوب اسپرم    تیف یاکستندر ک

و همکاران    تیلجنکایا  و   2020عبدالنور و همکاران  د )دا

همکاران    و  2020 و  همکاران    و  2020رهنما  و  هداوند 

 (. 2023و همکاران   یالششتاو و  2021

  ی دی روش جد(  2002)  و همکاران  ناروثبار    نیاول   یبرا

  ختنیبا رمحافظ  سرما  انسان بدون    اسپرمانجماد    یبرا
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ن  ونیسوسپانس  میمستق در   ی معرف  عیما  تروژنیاسپرم 

نرخ  .  دنکرد العادهآنها  ت  انجماد  یبالا  فوق     2/7×510ا  را 

  در این روشگزارش کردند.    قهیدر دق   گراد یانتدرجه س

، تنها از مواد افزودنی غیرقابل نفوذ مانند قندها ایقطره

می که  استفاده  از  شود  ناشی  سمیت  و  اسمزی  اثرات 

برد. چندین  را از بین می های بالای کرایوپروتکتانتغلظت

مطالعه بهبود کیفیت اسپرم، کاهش تغییرات بیولوژیکی و  

های اسپرم پس از  در سلول DNA تکه شدنکاهش تکه

شیشه دادهانجماد  نشان  را  محافظ  سرما  بدون  د  انای 

  2019و همکاران    ساچنکویا   و   2017و همکاران    زپوروایآ)

  ریسا  (. 2022وانگ و همکاران  و    2021عامر و همکاران    و

آکروزوم و ساختار   یکپارچگیاسپرم از جمله    ی هایژگیو

روش انجماد بهتر حفظ شدند و آن    نیبا ا  یسلول  اسکلت

اسپرم  کیفیت  حفظ    یبرا  دوارکنندهیام  نیگزیجا  ک یرا به  

فناور بارور   یهایدر  و    زپوروایآ)  ند کرد  لیتبد   ی کمک 

منی آمیز  موفقیعتو  مدت    یطولان  ره ی ذخ  (. 2017همکاران  

ونر  نزنبورا از  حفاظت  و  انتخاب  برتر    یهایژگیبه 

م  یکیژنت هر    دکنیکمک  و    نیا  ی برا  (.2010)هاپکینز 

که    برای بلند مدت نر  زنبورعسل  نگهداری اسپرم    منظور

حفظ   ی کیژنت  یهایژگی و  ی دارا امکان  است،  برتر 

 کند.  یم هممشخص شده را فرا ی هایژگیو

  ال یرو  مختلف ژلههای  غلظت  سهیمقا  ق یتحق  نیهدف از ا

بهبود  منظور  و  )اسپرم    تیف یک  به  شناسی  ریخت 

نر (  یسزآپوپتو انجماد شیشه  زنبوران  از  بدون  پس  ای 

ذخیره و نگهداری    یبراای  سرما محافظ به روش قطره

 .است -C196˚در دمای    بلندمدتبرای اسپرم 

 )روش تحقیق(  هاروشمواد و 

مواد   ا  استفاده  مورد  ییایمیشتمام  از    نیدر  مطالعه 

 شد.  ی داری خر گمایسشرکت 

 مدیریت زنبور نر

تحق  نیا مرکز  در  کشاورز  قاتیمطالعه  آموزش  و    ی و 

پس  انجام شد.    1401در سال  استان همدان    یعیمنابع طب

تعداد   استقرار    پرورش   برایزنبورعسل    کلنی  10از 

  شد شروع    نر بافتموم  های  سلول  لهیبه وسنر  نزنبورا

از    یروزه( به طور تصادف  36)  زنبور نر  2000از    شیبکه  

شبکه    کیکار با استفاده از    نی. اندشد  آوریجمع  دوهاکن

ورود   ملکهورود  مانع   بازگشت    یدر  هنگام  کندو 

و    1999  یو دونوگ  نزیکال)   دانجام ش  به کندونر  نزنبورا

اسپرم،    یآور بلافاصله قبل از جمع  (. 2012  نفلد یو ب  وگنر

  30×    30×    30قفس دست ساز به ابعاد    ک یدر  نر  نزنبورا

مشبک  ی سانت صفحه  با  که    ییجا)    یمتر یلیم  46متر 

مدفوع    نر  انزنبور پرواز و  به  که به شروع    دنباشقادر 

م  یمنانزال   گرفتن(  کندیکمک  دونوگ)کالینز    د قرار    یو 

1999.)   

 
Table 1: Hopkin’s modified extender used to dilute drone sperm. 

 

Materials Amount  Materials Amount 

Penicillin  0.0125 g Glycine  0.1 mM 

Streptomycin  0.011 g Proline  4.3 mM 

EDTA  0.01 mM Catalase  0.5 mg 

Sodium phosphate dibasic  1 mM BSA  2 mg 

Sodium citrate  1 mM KCl  82 mM 

Glucose  2.7 mM NaCl  83 mM 

Arginine  0.57 mM NaHCO3  5 mM 

Tris base N- [tris(hydroxymethyl)methyl] - 2-

aminoethanesulfonic acid (TES) buffer  
30 mM Royal jelly (0, 0.5, 1, 2.5, and 5%) 

Reagents were dissolved in a final volume of 100 mL of distilled water. 
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 یمن عیما یسازقیرقو  آوریجمع

  ی تر یلیلیم  2/0  لوله کاپیلاری  لهیوسبه  زنبوران نر  سپرما

  ی اشهیبا نوک ش  ی تر یلیلیم   20  ویژه  با استفاده از سرنگ

  دستی واژگونی    کیساز پس از انجام تکنو دست  کیبار

سرنگ با  در ابتدا    شدند. آوری  جمع  (2012د  نفلیوگنر و ب )

  م یسد دی گرم کلر 10) کیوتیبیآنت محلول نرمال سالین و

با  آب  تریلیلیم  1000در     ی د   گرم   25/0مقطر 

برا شدندپر    (نیسیدروسترپتومایه از    یری جلوگ  ی. 

شدن   منیمحلول  مخلوط  مایع  و  سالین    ی فضا  نرمال 

  ن یاز ب  ی. برا شد  اضافه  یو من  یمحلول نمک   نیب   ییهوا

با هم  آوری شده  جمع  یمن  عیما  ، یفرد  یهابردن تفاوت

  م یتقس  یقسمت مساو  دوبه    یمن  عیما  هر.  ندادغام شد

اسپرم    شد از  حجم  هر  کننده    15:1و  رقیق  محلول  با 

همراه با    C16˚در دمای  (  1اصلاح شده هاپکینز )جدول  

درصد(    5و    5/2،  1،  5/0،  0)   رویاله  ژلهای مختلف  غلظت

نهایی   میلی  اسپرم   051×610حدود  تا غلظت  لیتر  در هر 

   (.2012)هاپکینز و همکاران  دند رقیق ش

 ی محلول انجماد هیته

دو  مولار ساکارز در آب    5/0  کردنحلانجماد با    محلول

  لتر یف   کی  ق یمحلول سپس از طر  نیشد. ا  هی تهبار تقطیر  

اسپرم  انجماد    ییشد. محلول نها  لتر یف   ی کرومتریم  22/0

مولار به نسبت    5/0شد: محلول ساکارز    هیته  بدین شرح

شد    قیرق  نزیهاپک  رقیق کننده اصلاح شدهبا محلول    1:1

 . گردید مولار  25/0ساکارز  ییو منجر به غلظت نها

 یتجرب یطراح

که    نشان داده شده است  1در شکل  حاضر  مطالعه    طرح

رویال  ه  های مختلف ژلسازی اسپرم با غلظتپس از رقیق

مخلوط   انجماد    1:1کردن  و  فرآیند  انجمادی،  محلول  با 

در  اسپرم    م یمستق  ختنیبا ر  ای ای به روش قطرهشیشه

ریخت صورت گرفت و پس از ذوب کردن،    عیما  تروژن ین

 . اسپرم زنبوران نر ارزیابی شد یسو آپوپتوز شناسی

 
Figure 1 – Schematic design of the experiment 

 

به روش   بدون سرما محافظای  انجماد شیشهفرآیند  

 آن  کردنگرم ای و قطره

آماده از    تر ی کرولیم  10مقدار    ها،نمونه  یسازپس 

سمپلر  اسپرم    ونیسوسپانس فاصله  بوسیله    10از 

شد.   یمتری سانت ریخته  مایع  نیتروژن  داخل    مستقیما 

نیتروژن    سطح  درشد و    لی تشک )گلوله(  کره    کیبلافاصله  

فرو رفت.    یصاف  نییبه پا  هی ثان  6پس از    و  شناور شد  مایع

  ی هالولهداخل  آوری شده در  ها جمعگلوله  ،پس از انجماد

  صفر،   به مدتو  شدند    ذخیره  ی تری لیلیم  8/1  کرایوتایپ

در    300و    90 حاو  کیروز   عیما  تروژنین  یمخزن 

کردن   ند یفرآ  شدند.   ینگهدار   ور غوطه  باها  گلوله  ذوب 

سریع زمان)  ک یبهکی  کردن  یک  در  گلوله  در  پنج   )3  

کننده  محلول    تریلیلیم هاپکینزرقیق  شده    ش یپ  اصلاح 

  ه یثان  10  تبه مد  میملا  چرخشهمراه با    co37تا    شده  گرم

Fresh Spermatozoa 

Sperm was diluted with different concentrations of royal jelly (0%, 0.5%, 1%, 2.5%, and 5%) 

at 16°C and then mixed with a vitrification solution at a 1:1 ratio 

Cryoprotectant-free vitrification in liquid nitrogen (-196°C) 

                                            Spermatozoa Evaluation 

Morphology Apoptosis FITC annexin V with 7AAD 
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شده اسپرم    ونیسوسپانس  و   شدانجام   دما  گرم    ی در 

co37    2  ٪5درCO    و سپس    نگهداری شد   قهیدق  10به مدت

مدت در    .گردید   وژ ی فیسانتر  دور  1000  با   قه یدق  5  به 

محلول اصلاح شده هاپکینز    تر ی کرولیم  20پلت در    تینها

 . معلق شددوباره مورد نظر   ی ابیارز یبرا

 سپرمریخت شناسی ارزیابی ا

ارزیابی   شناسیجهت  روش    از   ریخت  ی  آمیزرنگدو 

و    -ن  ائوزی اسیدی(  )رنگ  ویوله    نقره   تراتینکریستال 

کریستال    -ن  ائوزی  یزیآمرنگ)رنگ قلیایی( استفاده شد.  

انجام   ( 2005)  و همکارانش کوندراکی مطابق روش  ویوله  

رنگ    ی را به خوب  های اسپرمسلول  ی دیرنگ اس  نی. اگرفت

برا یم و  شناسی  یهایژگی و  ص یتشخ  ی کند   ریخت 

با   روش کار بدین صورت است که ابتداشود یاستفاده م

در    ق یدق  دنیکش اسپرم  قبلا    د یاسلا  ک یقطره    co37که 

ساعت در دمای   2م شده بودند اسمیر تهیه و به مدت گر

تثبیت    ٪  96اتانول  دقیقه با    5به مدت  و سپس  اتاق خشک  

از  گردید پس  اسلا قهیدق  30.  مقطر شسته    دهای،  آب  در 

تا    20  به مدت   ن ائوزی  ٪10  یشدند و سپس با محلول آب 

در آب مقطر    یرنگ  یدهایشدند. اسلا  یزیآمرنگ  هیثان  60

  ویوله رنگ کریستالبا    قهیدق   5تا    3  به مدتشده و    ستهش

  2به مدت   دهایاسلا ی زیآمشدند. پس از رنگ آمیزیرنگ

ریخت  و    با آب مقطر شسته و خشک شدند  یبه آرام  قهیدق

 کنتراستفاز    با میکروسکوپاسپرماتوزوا    500  شناسی

نقره  آمیزی نیتراترنگ  .شدند  بررسی  400  بزرگنمایی  با

اسمالکمطابق روش   . انجام گرفت  (2011)  آندراسک و 

اسمیر، تهیه  از  نقره بر روی    4مقدار    پس  نیترات  قطره 

اسمیر قرار گرفت و با یک کاور پوشانده شد و سپس به  

دمای    2مدت   به  قبلا  که  اسلایدی  روی  بر    co70دقیقه 

ای  سیده بود قرار گرفت تا به رنگ طلایی مایل به قهوهر

  ی به آرام  قهیدق  2به مدت    دهای اسلاآن  از    و بعد   در بیاید

شدند خشک  و  شسته  مقطر  آب  بلافاصله    با  ریخت  و 

 کنتراست  فاز  با میکروسکوپاسپرماتوزوا    500  شناسی

از رنگ    جینتا.  شدند  ارزیابی  400  بزرگنمایی  با حاصل 

نقره  مقا  نیترات  ائوز  سهیدر  کریستال    نیبا  کمپلکس  و 

طبیعی  های اسپرم  سلولآمد و فقط درصد  به دست    ویوله 

 گزارش شدند. 

آپوپتوز روش    یسارزیابی  فلوئورسین به 

   مینوآکتینومایسینآ -7با  Vآنکسین  ایزوتیوسیانات

ک  یسآپوپتوز  گیریاندازه  یبرا   ص یتشخ  تیاز 

آنکسین  یسزآپوپتو ایزوتیوسانات   -7  با  Vفلوئورسین 

سلولشد  استفاده  D  نیسینوماینوآکتیآم های  . 

های سرد  سلول  یزیآمدو بار با بافر رنگ  زوااسپرماتو

بافر     مجدداً   V آنکسین  دهنده اتصالشسته و سپس در 

آن  شدند  حل از  پس    ونیسوسپانس  تریکرولیم  100. 

های  سلول.  ندشدمنتقل    تری ل یلیم  5  شیآزمالوله  به  یسلول

با   رنگ  5اسپرم  محلول  فلوئورسین  میکرولیتر  آمیزی 

آنکسین  D آمینوآکتینومایسین  7و   V ایزوتیوسانات 

آرامی چرخانده شدند. سپس به مدت  گذاری و بهبرچسب

.  ( در تاریکی انکوبه شدندco25)  دقیقه در دمای اتاق  15

از    کی نمونه اسپرم    تر یکرول یم  10و  دابکو محلول  قطره 

ر  یزیآمرنگ   ی آرامبه  و  گرفتقرار    اسلاید  یو شده 

و با لاک  روکش پوشانده    ک یسپس با    شدند و مخلوط  

با   در زیر میکروسکوپ    دهای. اسلاشدند  مهرومومناخن  

در مجموع  و    شدندمناسب مشاهده    یلترهایاستفاده از ف

و فقط    گرفتندقرار    ی اسپرم در هر نمونه مورد بررس  500

 . بین تیمارها گزارش شد یس پتوزپودرصد مقدار آ

 یآمار لیتحل

و نرمال بودن با استفاده از    ی همگن  د یی پس از تأ  هاداده

آنال   SAS 9.4افزار    نرم (  ANOVA)  انسیوار  زیتحت 

  5با  یدر قالب طرح کاملاً تصادف هاشیقرار گرفتند. آزما

  یهاتکرار در زمان   5درصد( و    5و    5/2،  1،  5/0،  0)  ماریت

 نیانگیصورت مبه  جیروز( اجرا شدند. نتا  300و    90،  0)

گرد  ارمعی  انحراف  ± مشاهده دیارائه  صورت  در   .

معن آزمون    دار،ی اختلافات    سه یمقا  یبرا  توکیاز 

 (.P <  05/0استفاده شد ) هان یانگیم

 جینتا

و    انجماد   ند یفرآ  پس از   زنبوران نراسپرم    ریخت شناسی

زمان در سه    ف ژله رویالمختل  یهابا غلظت  شدنگرم

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiEzK_Ox__uAhUwSBUIHVjLD-4QFjAAegQIAhAD&url=https%3A%2F%2Ffa.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25D9%2581%25D9%2584%25D9%2588%25D8%25A6%25D9%2588%25D8%25B1%25D8%25B3%25DB%258C%25D9%2586_%25D8%25A7%25DB%258C%25D8%25B2%25D9%2588%25D8%25AA%25DB%258C%25D9%2588%25D8%25B3%25DB%258C%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25A7%25D8%25AA&usg=AOvVaw2Z5ZCbbmQAcvATVatGmNHz
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiEzK_Ox__uAhUwSBUIHVjLD-4QFjAAegQIAhAD&url=https%3A%2F%2Ffa.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25D9%2581%25D9%2584%25D9%2588%25D8%25A6%25D9%2588%25D8%25B1%25D8%25B3%25DB%258C%25D9%2586_%25D8%25A7%25DB%258C%25D8%25B2%25D9%2588%25D8%25AA%25DB%258C%25D9%2588%25D8%25B3%25DB%258C%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25A7%25D8%25AA&usg=AOvVaw2Z5ZCbbmQAcvATVatGmNHz
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قرار گرفت: با   یابیمورد ارز (روز  300و   90، 0متفاوت )

  %1، گروه  2شده در جدول    نشان داده   یهاتوجه به داده

ریخت  درصد    ،انجادروز پس از    90و    0در  ژله رویال  

مقا  یشتریب  طبیعی  شناسی ها  گروه  ریبا سا  سهیرا در 

با    طبیعی  ریخت شناسیکه درصد    ینشان داد. در حال

 افت،یروز کاهش    90ها پس از  گذشت زمان در همه گروه

خود    طبیعی  ریخت شناسی  سطح ژله رویال    % 5/0ه  گرو

  %5/2و    %1های  هبدون کاهش حفظ کردند. گرو تقریبا  را  

  .را نشان دادند طبیعی ریخت شناسی  نیبالاترژله رویال 

رویال    %1ه  گرو شناسی درصد    نی بالاتر ژله   ریخت 

.  کردند  ثبت(  80/71  ±  86/2روز )  300را پس از    طبیعی

رویال    %5ه  گرو   و  کنترل  گروه  مقابل،  در   ن یکمتر ژله 

روز نشان   300را پس از    طبیعی  ریخت شناسیدرصد  

 (. 40/62±50/2 و  10/61±92/2 بیدادند )به ترت

 
 

Table 2: Effect of royal jelly supplementation on drone sperm morphology after the sperm 

vitrification/thawing process by Droplet method.  

RJ (%) 
Time(day) 

0 90 300 

RJ 0 (Control)  66.80 ± 2.20 bc 64.00 ± 2.31 c 61.10 ± 2.92 c 

RJ 0.5 68.90 ± 2.60 b 68.10 ± 2.13 b 67.70 ± 2.41 b 

RJ 1 75.40 ± 3.50 a 72.20 ± 2.00 a 71.80 ± 2.86 a 

RJ 2.5 72.80 ± 3.16 a 69.90 ± 1.85 b 68.90 ± 3.07 b 
RJ 5 65.10 ± 2.08 c 62.10 ± 2.08 c 62.40 ± 2.50 c 

All of the experiments were repeated 5 times. Data are presented as mean ± SE. 

Data are presented as percentages, and different superscript letters (a-b–c) indicate significant differences among 

experimental groups. 

نسبت    دهدمینشان    3جدول    یهاداده درصد  که 

  به (  20/29  ±  61/3)  ژله رویال  %1ه  گرو  در  یسآپوپتوز

در روز صفر    مارهای ت  ریاز سا  کمتر   ای ملاحظه  قابل   طور 

گرو   بود بین  رویال    %5و    %5/0ه  و  اختلاف    ژله 

نشمعنی  مشاهده  همچنین(P<0.05)  دداری    ن یکمتر  . 

  90در روز  ژله رویال    %1ه  در گرو   یس آپوپتوزدرصد  

داری نشان که با سایر گروها اختلاف معنی  مشاهده شد

  داری مشاهده نگردید داد و بین سایر گروها اختلاف معنی 

آپوپتوز درصد  بیشترین  کنترل    یسو  گروه  به  مربوط 

از    یسآپوپتوز   صد در  زانیم  بود.  در    300پس  روز 

با    سهیمشابه و در مقا  ژله رویال   %5و    % 5/0ی  هاگروه

  شتر یب   ی داریطور معنبه% ژله رویال    5/2و    % 1ی  هاگروه

ک  جینتا  بود.  داد  رویال  %1ه  نشان  کاهش    لیپتانس  ژله 

و گرم کردن  انجماد    ندیرا در طول فرآ  یسدرصد آپوپتوز 

 . را دارد

نشان  ی  طورکلبه نتایج  می  داداین  رویال  ژله  تواند  که 

اسپرماتوزوبه برای  مؤثر  محافظتی  عامل  یک    ای عنوان 

ای  های ناشی از انجماد شیشهزنبوران نر در برابر آسیب

بهینه کند.  عمل  محافظ  سرمای  برای  بدون  غلظت  ترین 

در این مطالعه   یس بهبود ریخت شناسی و کاهش آپوپتوز

 .بود 1٪
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Table 3: Effect of royal jelly supplementation on drone sperm apoptosis after the sperm 

vitrification/thawing process by Droplet method. 

RJ (%) 
Time(day) 

0 90 300 

RJ 0 (Control)  41.80 ± 3.74 a 43.70 ± 3.92 a 42.90 ± 2.45 a 

RJ 0.5 38.50 ± 2.32 b 38.50 ± 2.22 bc 39.90 ± 1.73 b 

RJ 1 29.20 ± 3.61 d 32.20 ± 3.50 d 31.90 ± 2.28 d 

RJ 2.5 33.50 ± 2.42 c 36.60 ± 2.31 c 36.40 ± 2.30 c 
RJ 5 38.60 ± 1.90 b 41.10 ± 2.08 ab 41.40 ± 1.84 b 

All of the experiments were repeated 5 times. Data are presented as mean ± standard deviation. 

Data are presented as percentages, and different superscript letters (a-b–c-d) indicate significant differences among 

experimental groups. 

  بحث

به  استرس کردن،  گرم  و  انجماد  فرآیند  طی  طور  اکسیداتیو 

و فراساختار اسپرم تأثیر    ریخت شناسینامطلوب بر کیفیت،  

کولچا)  ردگذامی و  این    (.2023  وای گولف  در  اسپرم  آسیب 

و   های فعال اکسیژنفرآیند عمدتاً به دلیل عدم تعادل بین گونه

ایجاد میاکسیدانآنتیسطح    (. 2021و همکاران    ویل)  شودها 

اکسیدانی و مزایای بالقوه در  ژله رویال به دلیل خواص آنتی

گرفته   قرار  مطالعات  از  بسیاری  توجه  مورد  انجماد،  فرآیند 

داده نشان  تحقیقات  به است.  رویال  ژله  افزودن  که  اند 

احیا )ردوکس(  تواند وضعیت اکسید و  های منی میکنندهرقیق 

)آلچای و همکاران  د را بهبود داده و کیفیت منی را افزایش ده

ریخت  (.2019 از  بنابراین،  یکی  ذوب  از  پس  اسپرم  شناسی 

های کیفیت اسپرم منجمد زنبور نر است که  ترین شاخصمهم

تلقیح مصنوعی و باروری مطلوب ملکه    نگریبرنامه آیندهدر  

و   ملیگت  و  2012ابوحسن ابو و همکاران  )  ردنقش اساسی دا

همکاران    یالششتاو  و  2017همکاران   مطالعات   (.  2023و 

داده نقصنشان  که  ریختاند  زنبورانهای  اسپرم  نر شناسی 

و همکاران    هیتارل)  دهای برگشته و شکسته وجود دارمانند دم

همکاران    و  1999 و  روش  (.2019پاور  از  های استفاده 

به  رنگ و آمیزی مختلف  دقیق ساختارهای اسپرم  شناسایی 

گارنر  )  دکنها کمک میکنندههای ناشی از انجماد و رقیقآسیب

نتایج این مطالعه   (.1999  ویو دونوگ  نزی کال  و  1994و همکاران  

ژله رویال به اکستندر به طور قابل    %1نشان داد که افزودن  

طبیعی اسپرم در   ریخت شناسی توجهی باعث افزایش درصد  

گروه  سایر  با  روزهای  مقایسه  در  از   300و    90،  0ها  پس 

های پایین تا اسپرم در غلظت  ریخت شناسیانجماد شد. بهبود  

تثبیت  به  ماده  این  که  از آن است  ژله رویال حاکی  متوسط 

و کاهش آسیب فرایند ساختار سلولی  از  ناشی  فیزیکی  های 

رکیبات  کند. این اثرات احتمالاً به دلیل حضور تانجماد کمک می

پروتئین  نظیر  فنولیکبیواکتیو  لیپیدها،  فلاونوئیدها  ها،  و  ها 

است که یکپارچگی غشاهای سلولی را حفظ کرده و از تغییرات  

 ی الششتاو) ند نمایغیرطبیعی در ساختار سلولی جلوگیری می 

  (.2023و همکاران  

  ک یاسپرم به عنوان    ییپلاسما  یغشا  یکپارچگی  یابیارز

محور ارز  یجزء  قلمرو  از    تیف یک  یابیدر  پس  اسپرم 

م برجسته  م  یانجماد   یغشا  یکپارچگی  زانیشود. 

خاص انجماد    طیها و شرااسپرم بسته به روش  ییپلاسما

جمله از  استفاده  عوامل یانجماد  های  روش  مورد   ،

کننده  ،یدانیاکسیآنت غ  هارقیق  متفاوت  یم  ره یو  تواند 

  مورد استفاده در روش  ییمحافظ سرماباشد. تنها عامل 

ل  ماًیمستق  تواندیساکارز است که م  ای قطره و    دهایپ یبا 

تعا  یغشا  یهانیپروتئ رفتار    ملاسپرم  و  باشد  داشته 

ه حالت  و  فاز  تغ  ونیدراتاس یانتقال  را  دهد،    ر ییآنها 

تثب   نیبنابرا فرآ  تیبه  انجماد و ذوب    ند یغشاء در طول 

م همکاران  )  کندیکمک  و  که    یزمان  ،(.2021آنجوس 

  رند، ی گیاسپرم در معرض شوک سرما قرار م یهاسلول

 یبه طور قابل توجه  ییغشا  یدهایپیاحتمال انتقال فاز ل

توجه  ابدییم  شیافزا قابل  کاهش  به  منجر  در    یکه 

و    کر یر )  شودیمسلولی    یسپوپتوزآ  افزایشو    یمانزنده

  %1ژله رویال  ما نشان داد که  ی هاافتهی (. 2006همکاران 
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محافظت کاهش   DNA  یکپارچگیبر    ی بهتر  یاثرات  و 

به طور   % 5ژله رویال  دارد. در مقابل، غلظت یس آپوپتوز

در طول    DNAتکه تکه شدن    شیباعث افزا  یقابل توجه

  جیشد. به دنبال نتا  نر ان  زنبورذوب اسپرم  -منجمد  ندیفرآ

قبل پژوهش   که   یحاضرمطالعات  است  داده  نشان 

رویال  گنجاندن   رژژله  و  )  خروس   یی غذا  م یدر  رهنما 

یا استفاده از   (2021هداوند و همکاران  و 2020همکاران 

های  آن به عنوان مکمل در فرآیند انجماد، با کاهش آسیب

یکپارچگی سرمازدگی،  از  در     DNA ناشی  را  اسپرم 

و همکاران    وند یصابر)  بخشدبهبود مینیز  ها  سایر گونه

  ل یبه دلرویال  ه  ژل  (.2023و همکاران    یالششتاو   و  2022

ل  یفنل  باتیترک  و   بیولوژیکی خواص     نورون، یمانند 

د -1،2  د، یآندروگرافول    ی د  د، یاس  ک یلیکربوکس  ی بنزن 

دارا  لیزواکت یا آنتول،  ترانس  و  استراگول    ی استر، 

اسپرم در    ازکه    باشدمی   ی قو  یدانیاکسی آنت  یهاتیقابل

این  کند.  یم  محافظت  ویداتی برابر اثرات مضر استرس اکس

پلی طریق  ترکیبات  از  را  اکسیداتیو  فرآیندهای  فنلی 

گونه مکانیسم  مهار  جمله  از  مختلف،  فعال های  های 

مهار   لیپوکسیژناز،  آنزیماکسیژن،  های سیکلواکسیژناز، 

نیتریک اکسید سنتاز و گزانتین اکسیداز و همچنین اتصال  

پروتئینیون مانند  به ساختارهای زیستی  فلزی  ها،  های 

و همکاران    یچیلودوو)  دکننمختل میرا     DNA لیپیدها و

را    ید یپی ل  ونی داسیتوانند پراکسیمرویال  ه  ژل و    (2001

دهند و    یتوکندریم  تیفعالبر  فرآیند    ن یاکه    کاهش 

کاهش    DNA  یکپارچگی کمک    یسپوپتوزآو  اسپرم 

رویال  ه  همچنین ژل  (.2011و همکاران    زیکارادند )کنیم

و    Bax)  یسهای مرتبط با آپوپتوزبیان رونوشت  الگوی

p53تخمک در  فراوانی  (  و  کرد  سرکوب  را  بز  های 

( را پس از افزودن  Bcl-2)  یسآپوپتوزرونوشت ژن ضد  

و    ی تیال نک)  درویال بر محیط بلوغ تخمک افزایش داه  ژل

  ی از سو(.  2009و همکاران    ی سیلیسو    2007همکاران  

بالا   گر، ید رویال    یسطوح  باعث ژله  مطالعه حاضر  در 

آپوپتوز زنبور  یسافزایش  انجماد  نر  ان  اسپرم  طول  در 

ا م  افتهی  ن یشد.  بدهد  ینشان  مقدار  حد    شیکه  از 

مدانیاکسیآنت کاهش  تواند  یها  به  تعادل  منجر 

  و بون   دیبوئ)  را مختل کند  یو عملکرد سلول  ونیداسیاکس

و    DNAمنجر به قطعه قطعه شدن    تیکه در نها  (.2010

همکاران    یمارکت)  دشویم  یکروموزوم  یناهنجار و 

و مطالعات  تحقیق  بنابراین، نتایج حاصل از این    (.2002

آنتی اثر  مفید  قبلی  در کاهش بروز    رویاله  ژلاکسیدانی 

  رصد د1استفاده از  چنین  مو ه   کندتأیید می  را   یس آپوپتوز

روز(  پس   300و   90، 0)  مختلف  یهازمان  در  الیژله رو

کردن،و    انجمادمرحله  از   را    یسآپوپتوز  گرم  اسپرم 

به   کاهشنسبت  کنترل  آپوپتوز  .داد  گروه    یس کاهش 

رویال به ویژه در غلظت  ه  تیمارشده با ژل   ای اسپرماتوزو

  که  است  ماده  این  قوی  حفاظتی  اثرات  دهندهنشان   ،1٪

  از   جلوگیری  و  اکسیداتیو  استرس  کاهش  به  توانندمی

این  در  .  کنند  کمک   یسآپوپتوز  مسیرهای   سازیفعال 

غعوامل  از    فقط  تحقیق   ش یافزا  یبرا   ی نفوذریانجماد 

انجماد استفاده    ندیدر فرآ  یی پلاسما  یغشا  یری پذانعطاف 

  ، ییپلاسما  یکه بر غشا  ینفوذ   ی شد. حذف عوامل انجماد

ممکن است    و   گذارد یم  ری اسپرم تأث  DNA  و  آکروزوم 

   (.2022 بسونی و گ یمور)  باشد یسآپوپتوز  کاهش  لیدل

   یریگجه ینت

م  نیا نشان    ه ژل  %5/2و    %1  افزودنکه    دهدی مطالعه 

  ت یفیک   یتوجهبه طور قابل رقیق کننده انجمادیبه    ال یرو

استفاده  نر  نزنبورااسپرم   انجماد شیشهبا  بدون  از  ای 

نتایج    .دهدیم  ش یافزا  را  ایبه روش قطره  سرما محافظ

به رویال  ژله  که  دارند  در  تأکید  مؤثر  افزودنی  عنوان 

های پیشرفته  کند. استفاده از روشانجماد اسپرم عمل می

مطالعات   برای  فلوسیتومتری  و  کامپیوتری  آنالیز  مانند 

راهکاری   رویال  ژله  مکمل  است.  ضروری  آینده 

امیدوارکننده برای حفظ تنوع ژنتیکی زنبورعسل و بهبود  

می ارائه  از ذوب  اسپرم پس  آینده  کیفیت  تحقیقات  دهد. 

های انجماد و بررسی تأثیرات  سازی روشباید بر بهینه

ژله رویال بر باروری ملکه متمرکز شوند تا    %1بلندمدت  

بهتر   از پرورش زنبورداری پایدار و حفظ تنوع زیستی 

 .حمایت شود
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 یقدردانتشکر و 

  کده دانش  ز،یتبر کده دامپزشکیمساعدت کارکنان دانش از

کرمانشاهرازکشاورزی   تحق  ی  مرکز  آموزش  قاتیو   ،

را در انجام   اکه ماستان همدان  طبیعی    منابعو    ی کشاورز

 .میکناین تحقیق یاری کردند، صمیمانه تشکر می
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