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 چکیده

های فیزیولوژیکی و شیمیایی در ایجاد استرسبدلیل  ،منیانجماد و نگهداری آوری، مراحل مختلف عمل زمینه مطالعاتی:

-برای مقابله با این مشکل استفاده از آنتی .دشویمیخ گشایی شده اسپرم منجمدکیفیت اعث کاهش بای اسپرم، سطح غش

-عنوان آنتیعصاره گیاه مرزنجوش بثیر أهدف این مطالعه بررسی ت: هدف ای برخوردار است.یژهها از اهمیت واکسیدان

 روش کار: .بودگشایی شده گاو هلشتاین یخ-منجمدبر پارامترهای میکروسکوپی و بیوشیمیایی اسپرم  ،اکسیدان طبیعی

جهت از بین بردن و  هگیری شداسپرمتوسط واژن مصنوعی  ،در هفتهدو بار  ،هلشتاین رأس گاو 3 تحقیق از در این

، 8 ،4، 2) گیاه مرزنجوشسطوح مختلف عصاره  هم مخلوط شدند. بامساوی های نسبت درها انزالها، اثرات فردی دام

 هانمونه. افزوده شد سیترات-تخم مرغ بر پایه زرده کنندهکننده( به رقیقمحلول رقیق لیتردسی درلیتر میلی 22، 21، 22

 مایع ازت داخل در ارزیابی زمان تا و منجمد نیتروژن مایع، بخار معرض در ،و تعادل سردسازی حلامر طی از پس

انی، یکپارچگی غشا و پراکسیداسیون لیپید به ترتیب توسط مگشایی، پارامترهای تحرک، زندهبعد از یخ .ندشد نگهداری

 .ندآلدئید ارزیابی شددیگیری غلظت مالوننیگروزین، محلول هیپواسموتیک و اندازه-آمیزی ائوزینسیستم کاسا، رنگ

، های تحرکپارامتردار باعث بهبود معنی عصاره مرزنجوشاز  لیتردسی در لیترمیلی 4 که افزودن سطحنتایج نشان داد 

نیز و  شدهیخ گشایی در مقایسه با گروه شاهد -بعد از فرآیند انجماد ،هاپرممانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی اسزنده

ررسی ما ب گیری نهایی:نتیجه .ادداهش ک >P)20/2)داری بطور معنیرا نسبت به گروه شاهد لیپید میزان پراکسیداسیون 

یخ گشایی شده گاو را تایید -اسپرم منجمد کیفیتبر  میلی لیتر بر دسی لیتر 4 در سطحنجوش تاثیر مثبت عصاره مرز

 کند.می
 

 گیاهیاکسیدان آنتی ،یخ گشایی-انجمادسپرم، : اکلیدی واژگان

 

mailto:daghighkia@tabrizu.ac.ir


 1314/ سال1شماره  25هاي علوم دامی/ جلد نشریه پژوهش   کیا و ...                                                                                فرهادي، دقیق     2

 

 مقدمه

-به مزایای تلقیح مصنوعی، ذخیره دستیابیبه منظور 

یک امر بصورت منجمد شده منی بلند مدت سازی 

ف با توق رآیند انجمادفشود. ضروری محسوب می

طولانی سازی امکان ذخیرههای متابولیکی اسپرم فعالیت

 در .(2222)بیلی و همکاران  کندرا مهیا میآنها مدت 

 و فیزیکی هایتنش منی، گشایییخ-انجماد فرآیند طول

 موجب کاهش و آمده بوجود اسپرم غشای در شیمیایی

-می هارماسپ باروری قدرت و تحرک مانی،زنده کیفیت،

های آزاد حد رادیکال از بیش تولید با هاآسیب این ؛شود

 پراکسیداسیون و ROS(2) های اکسیژن فعالگونه بویژه

 است همراه ،اسپرم سلول غشای یفسفولیپیدها

ناشی از . استرس اکسیداتیو (2222)چاترجی و همکاران 

و سیستم بیولوژیکی کنترل  ROSعدم تعادل بین تولید 

 ،در طول فرآیند انجماد است کههای آزاد رادیکالکننده 

و کل ترکیبات ساختمانی  ءتخریب دیواره غشاموجب 

و بیلودائو و همکاران  2114)فاربر  شوداسپرم می

از طرف دیگر اسپرم پستانداران سرشار از (. 2222

اسیدهای چرب اشباع و غیراشباع، فسفولیپیدها و 

های ثر انواع اکسیژنها است که بسیار مستعد ااسترول

تحرک اسپرم، کاهش  فعال بوده و این امر سبب کاهش

های داخل سلولی و بوجود آمدن آسیب ATP سریع

شود. بطورکلی اغلب اثرات مهم ساختمانی می

ها، اختلال در پراکسیداسیون لیپیدی در تمام سلول

های داخل سلولی و عملکرد آن ساختار غشا و ارگانل

ها، ها و شیب متابولیتقال، حفظ یون)فرآیندهای انت

شود رسپتور واسطه انتقال پیام وغیره( را شامل می

مکانیسم  سلول اسپرم دارای (. 2114)لنزی و همکاران 

یند آدر فراما  استاکسیدانی آنزیمی و غیرآنزیمی آنتی

و  های داخلی کاهش یافتهاکسیدانسازی نسبت آنتیرقیق

های با اکسیدانبه افزودن آنتیبرای فرآوری اسپرم نیاز 

 .(2222)بانسال و بیلاسپوری  باشدخارجی می أمنش

های ها ترکیباتی هستند که سنتز رادیکالاکسیدانآنتی

                                                           
1 - Reactive oxygen species 

و کرده را کنترل، خنثی، متوقف  ROS بخصوص ،آزاد

امروزه  .(2111)سیکا  کنندیا با فعالیت آنها مقابله می

 زایو سرطان سمی ترکیبات ،ایمنی مشکلات بدلیل

 سنتتیک هایآکسیدانآنتی در برخی موجود

دروکسی آنیزول، )بتاهیدروکسی تولوئن، بوتیلانید هی

اقتصادی، استفاده از  صرفه و غیره(و  پروپیل گالات

 مورد توجه قرار گرفته استهای طبیعی اکسیدانآنتی

اکسیدانی گیاهان خاصیت آنتی .(2222)مالو و همکاران 

ه ترکیبات فنولیک، فلاوونوئیدها، اسیدهای بطور عمده ب

)ولی اغلو  شودهای فنولیک مربوط میترپنفنولیک و دی

. ترکیبات فنولیک و فلاونوئیدها بدلیل (2118و همکاران 

 و گروه هیدروکسیل خواص اکسید و احیاکنندگی، دهنده

فلزی، نقش  هاییون کنندگی کیلاتخصوصیت داشتن 

های آزاد ردن رادیکالمهمی در جذب  و خنثی ک

)اوساوا  دارند و تجزیه پراکسیدها ROSبخصوص 

 . (2118و آرورا و همکاران  2114

یک گیاه  Origanum Vulgare)گیاه مرزنجوش )

در شرق  عمدتاکه  استاز خانواده نعناعیان آروماتیک 

خواص . مطالعات پیشین شودمدیترانه و آسیا یافت می

 اندکردهاثبات  را ریال این گیاهباکتاکسیدانی و آنتیآنتی

. (2222و روفچائی و همکاران  2228)اسکولا و همکاران 

بسیاری از گیاهان بخصوص اعضای خانواده نعناعیان 

و آویشن حاوی مقادیر  ، نعناعگلیمانند مرزنجوش، مریم

 ها،فنولز قبیل پلیاکسیدانی ازیادی ترکیبات آنتی

دها هستند که این ترکیبات کاروتنوئیو  C ،E هایویتامین

های گونهسازی ینقش بسیار مهمی در جذب و خنث

تجزیه و گانه سه، اکسیژن منفرد، فعالاکسیژن 

، 2223)جوان مردیا و همکاران  کنندمیپراکسیدها ایفا 

 .(2222کورسات و همکاران و  2222مالو و همکاران 

 اکسیدانی مرزنجوش اکثرا به وجود ترکیباتخواص آنتی

کامفرول،  مانند اسید رزمارینیک، کوئرستین، یفنولیک

شود های توکوفرول مربوط میکافئیک اسید و همولوگ

های آزاد محسوب رادیکالکه از ترکیبات قوی پاک کننده 

و سراتو و  2181)کیکوزاکی و ناکاتانی  شوندمی
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ثیر أبررسی ت ،این مطالعه از هدف (.2222همکاران 

ره گیاه مرزنجوش به عنوان های مختلف عصاغلظت

اکسیدان طبیعی بر پارامترهای میکروسکوپی و آنتی

یخ -بیوشیمیایی اسپرم گاو هلشتاین بعد از فرآیند انجماد

 .بودگشایی 

 

 هامواد و روش

 گیریعصاره

گیاه مرزنجوش از اطراف شهرستان کلیبر های نمونه

و در شده آوری شرقی جمعواقع در استان آذربایجان

تبریز تعیین علوم پزشکی نشکده داروسازی دانشگاه دا

ک روز در سایه خش 22مدت ه برا این گیاه  .ندگونه شد

گرم از  02شد. مقدار  و سپس با آسیاب برقی پودرکرده 

بمدت  تر الکل اتانوللیمیلی 302پودر گیاه وزن شده و با 

با کاغذ  بعد از فیلترکردن خیسانده شد.ساعت  24

در  تقطیر در خلاءحاصل بوسیله دستگاه محلول  صافی،

نوان عغلیظی تحت   مادهو شده  بخیرالکل ت C °50دمای

ایش در و تا زمان اجرای آزم آنرا بدست آوردهعصاره 

 322. در زمان اجرای آزمایش نگهداری شد C °4دمای

آب دو بار تقطیر لیتر میلی 222عصاره در از گرم میلی

برای سهولت  قرار گرفت. و مورد استفادهکرده حل شده 

 82میکرولیتر محلول توئین  02مقدار  ،حل شدن عصاره

 افزوده شد.به آن درصد 

 جمع آوری منی

در شرایط  که در این تحقیق از سه رأس گاو هلشتاین

با استفاده از  ،ای یکسانی قرار داشتندمحیطی و تغذیه

گیری دو بار در هفته اسپرمو به تعداد مصنوعی  واژن

مقادیر های نر، برای از بین بردن اثرات فردی دام شد.

ر در ههر سه رأس دام نر از های منی از نمونهمساوی 

شده و سپس مورد مخلوط با هم تکرار آزمایشی 

تمام گیری، قبل از انجام اسپرم. قرار گرفتنداستفاده 

مصنوعی بمدت حداقل یک ساعت در دمای  واژناجزای 

c°42 خل مهبل مصنوعی گرم شدند. دمای داc°42-40 

تناسلی دام نر، سطح و برای سهولت دخول آلت هبود

-پس از اسپرم. لی مهبل با وازلین آغشته شده بودداخ

بلافاصله به آزمایشگاه منتقل های منی نمونه گیری

های قرار داده شدند. نمونه c°30 حمام آب و درگردیده 

 و خون،نظر حجم، رنگ، عدم آلودگی به ادرار منی از 

 و هبررسی شد هااسپرمرونده تحرک پیش غلظت و

لیتر، میلی 0-22رنگ کرمی تیره، حجم  باهای منی نمونه

لیتر نمونه در هر میلی بیش از یک میلیارداسپرم غلظت 

، مورد 52بالاتر از رونده درصد حرکت پیشمنی، 

غلظت  (.2223 گیل و همکاران) استفاده قرار گرفتند

دستگاه فتومتر و درصد تحرک پیش  طتوس هااسپرم

 . ندشد سیستم کاسا تعیین ه کمکرونده ب

 تهیه رقیق کننده

زرده تخم -کننده بر پایه سیتراتق از رقیقدر این تحقی

کننده دارای: رقیقلیتر این میلی 222که مرغ استفاده شد 

محلول  لیترمیلی 2150/15 تخم مرغ، زرده لیترمیلی 20

لیتر میلی 0گلیسرول، لیتر میلی 5 ،(%12/2سیترات )

لیتر میلی 220/2، تینلینکوپک لیترمیلی 3/2جنتامایسین، 

 ؛تقسیم شد Bو  Aکننده به دو بخش رقیق بود. ،تایلوزین

 B، 22%بخش گلیسرول و به  A، 3%بخش که به 

به  Bو نوع  c°30به دمای   Aنوع .گلیسرول اضافه شد

 بود. 1/1حدود کننده رقیق pH .ندمنتقل شد c°0دمای 

که از قبل هم دما عصاره گیاه مرزنجوش  c°30در دمای 

 22و  21، 22، 8، 4، 2، 2) در سطوح مختلف ،شده بود

( افزوده Aکننده محلول رقیق لیتردسیلیتر در میلی

 .ندشد

بندی و اعمال تیمار، سردسازی، مرحله تعادل، بسته

 انجماد

میلیون  02با غلظت  ی منیهاپس از ارزیابی اولیه، نمونه

های لولهکننده به لیتر محلول رقیقاسپرم در هر میلی

عصاره و رقیق کننده سطوح مختلف های حاوی فالکون

A  به  ها در داخل ظرف آب هم دمافالکوناضافه شده و

 ،شدن زمانسپریمنتقل شدند. بعد از  C °0دمای
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حاوی ) Bرقیق کننده  ،C°0در دمای  تعادلسازی و سرد

 هابه فالکون گلیسرول( که قبلا هم دما شده بود، 22%

-برسد. نمونه %5اضافه شد تا غلظت نهایی گلیسرول به 

لیتری میلی 0/2های در پایوت عد از تثبیت در این دماها ب

ها روی راک چیده پایوتسپس  شدند.بندی و بستهپر 

در  که قبلا اتوماتیک انجماد اسپرمشده و به دستگاه نیمه

ها پایوت .منتقل شدند بود، تنظیم شده -C°02دمای 

در ادامه و  قرار گرفته -C°02دقیقه در دمای بمدت دو 

ای تنظیم شد که دمای داخل دستگاه شیب انجماد به گونه

)حدود  رسید -C°202به  -C°02دقیقه از  24در عرض 

C°5- )ه تانک ازت بها سپس پایوت .درجه در هر دقیقه

گشایی در این و تا زمان یخ ( انتقال یافته-C°211) مایع

 .دما نگهداری شدند

 ارزیابی منی

 ارزیابی تحرک اسپرم

ثانیه در دمای  32ها به مدت پایوتگشایی بعد از یخ

C°35 ،در رونده، سرعتپیش و کلی پارامترهای تحرک 

 مسیر در منحنی، سرعت مسیر در میانگین، سرعت مسیر

ارزیابی  خطی جنبایی و سر عرضی مستقیم، جنبایی

محتوای شدند. جهت ارزیابی پارامترهای تحرک، ابتدا 

و به میکروتویوب انتفال یافته  شده گشایییخ هایپایوت

 دند.انکوبه ش C°35 حمام آب گرم دقیقه در 0بمدت 

 از نمونه روی لام از قبل گرم شدهلیتر میکرو 0سپس 

(C°35 ) روی صفحه  لامل بعد از پوشاندن باقرار داده و

 22گرم میکروسکوپ قرار داده شد. از هر نمونه حداقل

 222و تعداد شده فیلد بطور کاملا تصادفی انتخاب 

آنالیز × 222با بزرگنمایی کاسا اسپرم بوسیله سیستم

 .ندشد

  مانی اسپرمدرصد زنده

 نیگروزین-آمیزی ائوزینروش رنگ بوسیلهارزیابی این 

 0از نمونه منی با  لیترکرومی 0ابتدا  انجام گرفت.

لیتر آب مقطر، گرم/ 5/21 )ائوزین رنگلیتر میکرو

 21 لیتر آب مقطر، بافر سیتراتگرم/ 222 نیگروزین

و با شده مخلوط  روی لام به آرامیگرم/لیتر آب مقطر( 

در . نمونه گسترش یافته لام دیگری گسترش تهیه شد

 222 . تعدادخشک شد C°35 مدت سه دقیقه در دمای

روسکوپ نوری با میکروغن ایمرسیون و اسپرم بوسیله 

بطورکلی و  هایی کهاسپرم آنالیز شد. ×2222بزرگنمایی

 خود گرفته بودندرنگ قرمز مایل به  بنفش به  جزئی

ودند زنده هایی که رنگ به خود نگرفته بمرده و اسپرم

 محسوب شدند.

 (HOST)تست  یکپارچگی غشای پلاسمایی ستت

یکپارچگی غشای پلاسمایی سلول اسپرم برای بررسی 

 02ابتدا آن شد. برای انجام  از این تست استفاده

میکرولیتر  022میکرولیتر از نمونه منی به آرامی با 

/لیتر گرم 1)حاوی  هم دما محلول هیپواسموتیک

و  شده سیترات سدیم( مخلوط گرم/لیتر 1/4فروکتوز، 

به شد. انکو C°35 دقیقه در حمام آب گرم 12بمدت 

روی لام از میکرولیتر از نمونه مخلوط شده  0سپس 

 ه وشد پیش هم دما شده قرار گرفته و با لامل پوشانده

روی صفحه گرم میکروسکوپ فاز کنتراست قرار داده 

شده شمارش × 422اسپرم با بزرگنمایی  222شد. تعداد 

)طبیعی(  با دم متورم و تاب خورده هایو درصد اسپرم

به عنوان درصد پاسخ به محلول  و هتعیین شد

 هیپواسموتیک ثبت شد.

 1(MDA) آلدئیددیمالون گیری غلظتاندازه

آلدئید به عنوان شاخص پراکسیداسیون دیغلظت مالون

های منی است که با استفاده از واکنش لیپید در نمونه

د. معمولا در وشمیگیری تیوباربیتوریتیک اسید اندازه

با دو  MDAاسیدی یک مولکول  و شرایط C10°دمای 

واکنش داده و کمپلکس  مولکول تیوباربیتوریتیک اسید

ها در آب ابتدا پایوتصورتی رنگی را بوجود می آورد. 

C°35  صله پس از ابلاف ه وثانیه یخ گشایی شد 12بمدت

با ها درصد، نمونه 1/2 کلرید سدیملیتر میلی 2افزودن 

 ه وقه سانتریفیوژ شددقی 0مدت ه بدر دقیقه  3022 دور

و مجددا  با بافر سیترات شستشوبه تعداد سه بار 

در نهایت محلول رویی دور ریخته  .سانتریفیوژ شدند

                                                           
1- Malondialdehyde 
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لیتر آب میلی 2ها در ده اسپرمباقیمان رسوب شده و

ها در نمونه ،و تا زمان انجام تست هیونیزه حل شدد

ت گیری غلظبرای اندازه نگهداری شدند. (-C°82) فریزر

MDA، در دمای هاابتدا نمونه C°35 گشایی شدند. یخ

یک با برداشته و را یتر از هر نمونه لمیکرو 202مقدار

درصد  0/2و   %22کلریدریک اسیدتریمحلول  لیترمیلی

دقیقه  12مدت ه و ب مخلوط کردهید تیوباربیتوریتیک اس

-حرارت داده شدند. در مرحله بعد نمونه C°10 در دمای

و با دقیقه  20بمدت  ،داخل یخدر ز سرد شدن ها بعد ا

سانتریفیوژ شدند. در دور در دقیقه  22222سرعت 

ها از نمونهمحلول رویی هر یک   MDAنهایت عدد جذب

دستگاه  و توسط نانومتر 032در طول موج 

بر حسب  MDAه و غلظت اسپکتروفتومتر خوانده شد

و ) پینهو  ثبت گردید  لیترنانومول در دسیواحد 

 (.2221 همکاران

 آنالیز آماری

بخاطر تکرار انجام شد.  0در و تیمار  5با این مطالعه 

های بدست آمده برای پارامترهای دادهماهیت درصدی 

 مانی، پاسخ به محلولرونده، زندهتحرک کل، تحرک پیش

HOST ، ها تبدیل برای این دادهابتداArcsin  انجام داده

( و بوسیله رویه 1.2.3)SAS بکمک نرم افزار و سپس 

GLM های حاصل از دادهانجام شد.  تجزیه واریانس

نیز توسط این رویه آنالیز  MDAگیری تست اندازه

اثرات تیمار به عنوان اثرات ثابت و در این آنالیز . ندشد

در نظر آزمایشی به عنوان اثرات تصادفی  اثرات تکرار

یز از میانگین . برای مقایسه میانگین تیمارها نندگرفته شد

معیار  استفاده شد. و آزمون دانکن های حداقل مربعات

درصد در نظر گرفته  0ها سطح داری دادهبرای معنی

 شد.
 

 

 

 

 

 نتایج

 هااسپرم بررسی پارامترهای تحرک

به  ها برای پارامترهای تحرکنتایج حاصل از آنالیز داده

 است.آمده  2در جدول انحراف معیار آنها میانگین همراه 

لیتر لیتر در دسیمیلی 4نتایج نشان داد که افزودن 

و  ت تحرک کلاصفباعث بهبود عصاره مرزنجوش 

 .>P)20/2) شدشاهد گروه نسبت به   روندهتحرک پیش

لیتر لیتر در دسیمیلی 22و  21افزودن از طرف دیگر 

دیگر  هاینسبت به گروهاین صفت  دارمعنیباعث کاهش 

میانگین،  مسیر در صفات سرعت برای. >P)20/2) شد

-لیتر در دسیمیلی 8و  4، 2افزودن عرضی سر،  جنبایی

این صفات نسبت به گروه باعث بهبود عصاره از  لیتر

ی سرعت در مسیر منحنو برای صفت شده شاهد 

باعث  عصاره لیتر ازلیتر در دسیمیلی 4و  2افزودن 

. >P)20/2) شدروه شاهد نسبت به گ یعملکرد بهتر

 عصاره زلیتر  الیتر در دسیمیلی 4افزودن همچنین 

نسبت به را  سرعت در مسیر مستقیمصفت توانست 

برای صفت درصد  .>P)20/2) دبهبود بخشگروه شاهد 

-میلی 4افزودن  مشخص شد که نیزتحرک خطی بودن 

نسبت به باعث بهبود عملکرد عصاره  لیتر ازلیتر در دسی

فاده از سایر سطوح است .>P)20/2) شدگروه شاهد 

تمامی پارامترهای تحرک  داری رویعصاره تأثیر معنی

 .نداشتاسپرم 

 هامانی اسپرمبررسی زنده

نتایج حاصل از آنالیز اثرات سطوح مختلف عصاره 

شده  آورده 2جدول مانی در بر صفت زنده مرزنجوش

 4و  2 که افزودن دندهنشان می 2 های جدولداده است.

بهبود باعث عصاره مرزنجوش  لیتردسیلیتر در میلی

شاهد شد در حالیکه ها نسبت به گروه مانی اسپرمزنده

مانی زنده میزان لیتر لیتر در دسیمیلی 22و  21افزودن 

سایر  .کاهش داد >P)20/2) داریرا بطور معنیها اسپرم

داری نشان سطوح نسبت به گروه شاهد تأثیر معنی

 ندادند.
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لیتر در )میلی عصاره مرزنجوشمختلف سطوح  هلشتاین در بین شده گاو منجمداسپرم  پارامترهای تحرکمقایسه  -1جدول

 رقیق کننده( لیتردسی
 22 21 22 8 4 2 گروه شاهد صفات

 

 کل)%( تحرک
0/1±c0/01 0/4±ab5/18 1/5±a3/52 1/22±bc01 5/22±cd1/41 1/8±de1/42 0/0±e0/33 

 bc2/14 4/0±ab2/05 1/0±a1/14 5/0±bc5/41 1/22±cd2/42 2/1±d0/33 4/1±e2/24±2/4 رونده)%(پیش تحرک

 1/2±b3/42 1/3±a3/02 1/4±a1/02 2/5±a2/02 3/1±b8/42 3/1±bc1/31 0/3±c4/32 (µm/sec) سرعت در مسیر میانگین

 4/2±bcd2/21 5/0±a1/35 1/2±a2/42 5/3±ab2/34 4/1±cd2/28 2/4±ed2/23 2/3±e5/25 (µm/sec) سرعت در مسیر منحنی

 2/3±cd5/25 8/1±ab3/30 3/3±a5/35 0/3±bc1/32 0/3±cd1/20 8/0±de1/22 2/2±e2/28 (µm/sec) ر مستقیمیسرعت در مس

 2/2±b1/2 2/2±a4/2 3/2±a4/2 2/2±a2/2 2/2±ab2/2 2/2±b8/2 2/2±b8/2 (µm) عرضی سر تحرک

 bc0/04 4/1±ab2/08 2/2±a2/12 5/2±cd4/02 1/4±de41 8/2±e1/41 0/2±f1/38±5/3 تحرک)%(خطی بودن 

 %0در سطح دار دهنده تفاوت معنینشان *حروف غیر مشابه در یک ردیف
 

 شده اسپرم منجمد آلدئیددیپلاسمایی و تولید مالون غشای یکپارچگی مانی،زنده صفات مقایسه -2جدول

 (کنندهلیتر محلول رقیقسیلیتر در د)میلیمختلف عصاره مرزنجوش  در بین سطوح گاو هلشتاین

 22 21 22 8 4 2 گروه شاهد صفات

 cd2/11±1/2 )%( مانیزنده

 

8/4±ab8/53 

 

0/1±a2/51 

 

1/1±bc2/11 

 

5/5±d2/12 

 

2/0±e1/02 

 

1/2±e2/41 

 

 cd4/13±0/3 پلاسمایی )%(غشاییکپارچگی

 

2/4±ab1/52 

 

1/1±a4/51 

 

3/5±bc3/10 

 

0/0±d2/05 

 

2/1±e2/48 

 

1/4±e1/24 

 

 2/2±ab2/28 (nmol/dl) آلدئیددیغلظت مالون

 

1/2±bc3/25 

 

5/2±c1/20 

 

5/2±ab0/28 

 

2±ab8/28 

 

1/2±a2/22 

 

1/2±a2/22 

 

  %0در سطح دار دهنده تفاوت معنینشان *حروف غیر مشابه در یک ردیف

 

 بررسی یکپارچگی غشای پلاسمایی

 حاصل از آنالیز اثرات سطوح مختلف عصاره هایداده

ها در بر  یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم مرزنجوش

تجزیه آماری نتایج  نمایش داده شده است. 2 جدول

 لیتر ازلیتر در دسیمیلی 4و  2 افزودننشان داد که 

، باعث حفظ نسبت به گروه شاهدعصاره مرزنجوش 

 شدهها از فرآیند پراکسیداسیون غشای پلاسمایی اسپرم

است ها را بهبود داده ی اسپرمغشای سلامت و از اینرو

(20/2(P< . میلی 22و  21) رسطوح بالاتاستفاده از اما-

 .( اثر منفی روی این صفت داشتلیترلیتر در دسی

 (MDA) آلدئیددیگیری غلظت مالوناندازه

سطوح مختلف عصاره حاصل از بکارگیری نتایج 

 نشان 2در جدول  MDAمرزنجوش در کاهش غلظت 

عصاره لیتر از لیتر در دسیمیلی 4فاده استشده است. 

آلدئید نسبت به دیمرزنجوش باعث کاهش غلظت مالون

داری سایر سطوح تأثیر معنی .>P)20/2) دشگروه شاهد 

نتایج نشان این در مقایسه با گروه شاهد نشان ندادند. 

معنیباعث کاهش که افزودن عصاره مرزنجوش  دادند

عوامل مخرب غشای  که ازشود می MDAداری غلظت 

غشاء کمک شایان سلامت و به حفظ  بودهسلول اسپرم 

 .>P)20/2) کندمیتوجهی 
 

 بحث

استفاده از اسپرم منجمد شده نقش بسیار مهمی در 

های اصلاح نژادی، تولید آزمایشگاهی پیشرفت تکنیک

 و تزریق درون سیتوپلاسمی اسپرم 2(IVF) رویان

(ICSI)2  ه مزایای زیادب برای دستیابیداشته و AI ،
سازی منی برای بلند مدت امری ضروری است ذخیره

                                                           
1 - In Vitro Fertilisation 
2 - Intra-Cytoplasmic Sperm Injection 
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با  گشایییخ-فرآیند انجماداما  (.2222 لی و همکارانبی)

استرس  ،ROS های آزاد بویژهرادیکال تولید بیش از حد

و تمامی ترکیبات سلولی  را به همراه داشته اکسیداتیو

اسیدهای  ها وها، قندنیقبیل لیپیدها، پروتئ ها ازاسپرم

این امر برای . دهدهدف قرار می موردرا نوکلئیک 

ها را کاهش ی اسپرم مضر بوده و عملکرد اسپرمبارور

، چاترجی و همکاران 2222)آگاروال و رائو  .دهدمی

مطالعات فراوان  (.2222و بانسال و بیلاسپوری  2222

که ترکیبات فنولیک  اندر شرایط آزمایشگاهی نشان دادهد

های آزاد مانند یون توانند بطور مستقیم رادیکالمی

سوپراکسید، پراکسید هیدروژن، رادیکال هیدروکسیل و 

بطوریکه حتی اثر  ؛پراکسیل را پاکسازی و جاروب کنند

 E و C هایاکسیدانی این ترکیبات بیشتر از ویتامینآنتی

 .(2115اوانس -)ریس های سنتتیک استاکسیدانو آنتی

 یک ماده عنوان به فنلی ترکیبات عمل توانایی به توجه با

 کنندگیشلات خصوصیت و گروه هیدروکسیل دهنده

 هایرادیکال توانندمیبخوبی  ترکیبات این یونهای فلزی،

نشان  پیشین . مطالعات(2114)اوساوا  مهار کنند را آزاد

 گیاه موجود در فنولیکمتعدد ند که ترکیبات اهداد

لزی مانند آهن و مس که القا های فبا یون مرزنجوش

ت شده و آنها را لاشکننده فرآیند اکسیداسیون هستند، 

)چراتو و  کننداز دسترس عوامل اکسید کننده خارج می

ودن عصاره در این مطالعه افز .(2222همکاران 

موجب بهبود پارامترهای  ،کنندهمرزنجوش به رقیق

در رم اسپ ییمانی، یکپارچگی غشای پلاسماتحرک، زنده

ها را در اسپرمتوانست و  همقایسه با گروه شاهد شد

که احتمالا یکی  ندهای اکسیداتیو محافظت کیببرابر آس

مهار تولید بیش از حد  دتوانمیاز دلایل این بهبود 

توسط عصاره این  ROS های آزاد بخصوصرادیکال

و کاهش  ROS تولید بینقوی یک ارتباط  .گیاه باشد

بطوریکه مشخص شده است  د داردتحرک اسپرم وجو

تواند در سراسر غشای اسپرم هیدروژن پراکسید می

های حیاتی مانند آنزیم پخش شده و فعالیت برخی آنزیم

با این آنزیم  فسفات دهیدروژناز را مهار کند. 1-گلوگز

غلظت گلوگز از طریق منحرف کردن مسیر هگزوز کنترل 

اساسی در  نقش NADPH و کنترل فعالیت مونو فسفات

)آیتکن و همکاران  داردو تحرک اسپرم  ATP تولید

 ،افزودن عصاره مرزنجوش به رقیق کننده .(2115

-زندهها با محافظت ساختمان غشاء اسپرمتوانسته است 

را نسبت به  آنهامانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی 

ن حاکی از آن مطالعات پیشی .بخشدبه گروه شاهد بهبود 

)بخصوص فلاونوئیدها( قادرند  ت فنولیککه ترکیبا است

با پوشش دادن لیپیدها روند پراکسیداسیون لیپیدی را 

سیالیت غشاهای  کاهشبا  کرده وو متوقف  داده تغییر

های اکسیژن گونهگیری از تولید بیش از حد جلو ،سلولی

ن فسفولیپیدها و و محدود کردن پراکسیداسیو فعال

های سلولی محافظت اشباع، از غشااسیدهای چرب غیر

 (.2223، بلوخینا و همکاران 2222)آرورا و همکاران  کنند

 عصاره مرزنجوش غلظتلیتر در دسی لیترمیلی 4سطح 

MDA  قایسه با گروه شاهد در مداری بطور معنیرا

بیان کننده تأثیر مفید این امر که  استکاهش داده 

 پیدفرآیند پراکسیداسیون لی کاهش عصاره این گیاه برای

در این مطالعه افزودن سطوح  .استها غشای اسپرم

هرکدام از پارامترها  اثرات منفی رویعصاره  ی ازبالاتر

و بهم  pHتغییرات اسمزی،  ناشی ازتواند که میداشته 

در سطوح بالاتر خوردن تعادل ترکیبات رقیق کننده 

مرغ که میزان گلیسرول و زرده تخم زیرا ؛باشدعصاره 

ها حافظت کننده انجمادی و نگهدارنده اسپرماز عوامل م

-از شوک سرمایی در طول فرآیند انجماد محسوب می

و  تحرک ،مانیدر نتیجه زنده بوده وشوند، بسیار مهم 

)فاهی دهند را تحت تاثیر قرار میاسپرم عملکردهای 

همچنین افزودن سطوح بالای عصاره، با مهار  .(2181

دخیل در اکسیداسیون و  هایبیش از حد فعالیت آنزیم

اکسیدانی و احیاء و به هم زدن تعادل بین ظرفیت آنتی

ها را به هم زده های آزاد در محیط اسپرمتولید رادیکال

شوند )روکا و و باعث کاهش عملکردهای اسپرم می
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مطالعه مشابهی وجود ندارد تا بتوان  .(2224 همکاران

مالو و یسه کرد. مقا نتایج مطالعه حاضر را با نتایج آنها

افزودن عصاره آبی  اند کهگزارش کرده (2222)همکاران 

پارامترهای تحرک و بر ای گیاه رزماری تأثیر بالقوه

 MDAمانی اسپرم خوک داشته و غلظت درصد زنده

-بشمار میعوامل اکسیداسیونی مخرب که از را تولیدی 

از  استفاده. ه استداری کاهش دادرود، بطور معنی

بعد از منی خوک توانست در دیولا ساکرا آبی رو عصاره

در وضعیت پارامترهای کیفی منی را فرآیند انجماد، 

و یک فعالیت قوی پاکسازی رادیکال  بهتری نگهداشته

ژائو و همکاران ) سوپراکسید را از خود نشان دهدآنیون

 افزودن عصاره آبی رزماریای دیگر در مطالعه(. 2221

بعد از پارامترهای کیفی منی  ودباعث بهب به منی بز

یل لده . اما ب(2223زنگانه و همکاران ) دش فرآیند انجماد

ترکیبات  گیری،روش عصاره متفاوت بودن نوع گیاه،

نتایج حاضر را با توان حیوانی نمیگونه کننده و رقیق

 نتایج آنها مقایسه کرد.

 

 نتیجه گیری کلی

-وش به رقیقعصاره مرزنجنشان داد که افزودن نتایج 

مانی، بهبود پارامترهای تحرک، زندهکننده موجب 

بعد از فرآیند ها یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم

که از عوامل  MDAشده و تولید گشایی انجماد و یخ

-ها است را بطور معنیمخرب غشای پلاسمایی اسپرم

از مطالعه حاضر  داری نسبت به گروه شاهد کاهش داد.

گیاه  اتانولیعصاره رفت که استفاده از توان نتیجه گمی

مرزنجوش که حاوی ترکیبات پلی فنولیک متعددی است، 

-های طبیعی در جهت حفاظت اسپرماکسیدانبعنوان آنتی

و  ودههای ناشی از استرس اکسیداتیو مفید بها از آسیب

های سنتتیک شود. اکسیدانتواند جایگزین برخی آنتیمی

های در مناطق مختلف و روشهمچنین وفور این گیاه 

گیری، تهیه و استفاده از این گیاه را مقرون ساده عصاره

برای بررسی و با این وجود به صرفه کرده است. 

آنتی اکسیدانی گیاه مرزنجوش در  تأثیر ترارزیابی دقیق

و آزمایشات راستای فرآوری اسپرم نیاز به تحقیقات 

 .است یبیشتر

 

 تشکر و قدردانی

دام غرب و نژاد ضر با همکاری مرکز اصلاح تحقیق حا

نویسندگان از تمام پرسنل . شمال غرب کشور انجام شد

آن مرکز بویژه آقایان مهندس ایرج غفاری و مهندس 

 نمایند.انوری کمال تشکر و قدردانی را میرضا 
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Abstract 

BACKGROUND: Various stages of processing, storage and cryopreservation of semen, reduce 

frozen-thawed sperm quality due to physiological and chemical stress on the sperm membrane, 

decreasing sperm quality. To overcome this problem, utilization of antioxidants can play an 

important role. OBJECTIVES: The purpose of this study is to investigate the effect of Origanum 

Vulgare extract as a natural antioxidant on microscopic and biochemical parameters of frozen-

thawed Holstein bull sperms. METHODS: In this study, semen samples were collected from three 

mature Holstein bulls twice a week using artificial vagina and ejaculates were pooled in order to 

eliminate the individual effects of bulls. Different levels of Origanum Vulgare ethanol extract (2, 4, 

8, 12, 16 and 20 ml in 100 ml of diluents solution) were added to diluents based on egg yolk-citrate. 

Following cooling and equilibration stage of semen samples, the samples were exposed to nitrogen 

vapor to be frozen and stored in liquid nitrogen until evaluation. Motility, viability, membrane 

integrity and the lipid peroxidation parameters of the samples were evaluated after thawing, using 

CASA system, Eosin-Nigrosin staining, hypo osmotic swelling test and measuring malondialdehyde 

concentration, respectively. RESULTS: The addition of 4 ml/dl of Origanum Vulgare extract 

improved motility, viability and plasma membrane integrity parameters of spermatozoa 

significantly and reduced the lipid peroxidation as well compared to the control group, following 

freeze-thawing process (P< 0/05). CONCLUSIONS: our study confirms the positive effectiveness of 

adding 4 mL/dL Origanum Vulgare on quality of cryopreserved bull sperm. 
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