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 چکیده

ای مانی، عملکردهکاهش تحرک، زندهیو موجب استرس اکسیداتگشایی اسپرم یخ-ر فرآیند انجمادد زمینه مطالعاتی:

ه ب عصاره گیاه مرزنجوش هدف این مطالعه بررسی تأثیر هدف:شود. های اسپرم میغشایی و در نهایت باروری سلول

دو قزل وچ رأس ق پنج در این تحقیق از :روش کار .بودپس از یخ گشایی قوچ ن طبیعی بر کیفیت اسپرم اکسیداعنوان آنتی

نسبت  هبآنها  هاانزال هااز بین بردن اثرات فردی دام منظوره . بگیری شددر هفته توسط واژن مصنوعی اسپرم بار

به  (در میلی لیترلیترمیکرو 250 ،150، 100هم مخلوط شدند. سطوح مختلف عصاره گیاه مرزنجوش )صفر،   مساوی با

ر ها، دمراحل سردسازی و پر شدن در پایوتها بعد از طی مونهنتریس افزوده شد.  -مرغر پایه زرده تخمرقیق کننده ب

لیتر عصاره یمیکرولیتر در میل 150افزودن  :نتایجبخار ازت منجمد شده و تا زمان ارزیابی در ازت مایع نگهداری شدند. 

-زنده، شد ولی در سایر صفات حرکتی ت به گروه شاهدرونده نسبتحرک پیش صفت >P)05/0)ث بهبود مرزنجوش باع

سطح  کارگیریه ب. داری را نسبت به گروه شاهد به همراه نداشته استمعنی بهبودپارچگی غشای پلاسمایی مانی و یک

شای یکپارچگی غمانی و زندهت اصف >P)05/0)دار عصاره این گیاه موجب کاهش معنیلیتر میکرولیتر در میلی 250

ت به مرزنجوش غلظت تولید مالون دی آلدهید را نسبعصاره  150استفاده از سطح  شد.ی نسبت به گروه شاهد مایپلاس

دن های حاصل از آنالیز آماری نشان داد که افزو: دادهگیرینتیجه .>P)05/0)داد کاهش  250و سطح  گروه شاهد

 .شد، بعد از یخ گشایی اسپرم قوج قزل تحرکی به رقیق کننده منی باعث بهبود اکثر پارامترهای عصاره مرزنجوش

 

 گشاییخی-، آنتی اکسیدان طبیعی، انجماداسترس اکسیداتیو، اسپرم، مرزنجوش  :کلیدی واژگان

 
 مقدمه

سازی طولانی مدت منی دام برای دستیابی به ذخیره

-مزایای تلقیح مصنوعی یک امر ضروری محسوب می

-اد اسپرم محقق میوسیله فرآیند انجمه شود. این امر ب

ها های متابولیکی اسپرمشود که موجب توقف فعالیت

سازی نامحدود و بدون شده و در نتیجه امکان ذخیره

)بایلی و  دار باروری را در پی داردکاهش معنی

آوری، نگهداری . در مراحل مختلف عمل(2000همکاران 
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های فعال اکسیژنی دلیل تولید گونهه بو انجماد اسپرم، 

(ROS)1 و فیزیولوژیک های که موجب ایجاد تنش

شوند، کیفیت، شیمیایی در سطح غشای اسپرم می

رم منجمد شده کاهش مانی و قدرت باروری اسپزنده

های واکنشهای فعال اکسیژنی ترکیبیابد. گونهمی

پذیری هستند که به علت داشتن یک یا چند الکترون 

های اکرومولکولتوانند با انواعی از مجفت نشده، می

واکنش داده و با  DNAزیستی به ویژه لیپیدها، قندها و 

تنش اکسیداتیو در سلول و در  موجباکسید نمودن آنها 

-وند. ایجاد تعادل بین تولید گونهنهایت مرگ سلول ش

سازی آنها توسط آنتیهای فعال اکسیژنی و پاک

ها، یک عامل مهم در بقای سلول اسپرم و اکسیدان

یخ -د طبیعی آن پیش و پس از فرآیند انجمادعملکر

های ناشی از انجماد بر ساختار باشد. آسیبگشایی می

تواند به دو بخش های اسپرم میو عملکرد سلول

مستقیم تقسیم شود. آسیب مستقیم بیشتر مستقیم و غیر

با شوک سرمایی مرتبط بوده که مدت کوتاهی پس از 

مستقیم به غیر افتد ولی آسیبکاهش دما اتفاق می

تعیین مقدار آن  سرعت سردسازی وابسته نبوده و

. یون (2000)بیلودو و همکاران  دشوار است

ل هیدروکسیل، سوپر اکسید، هیدروژن پراکسید، رادیکا

های فعال هایی از گونهپراکسیل و یون هیپوکلریت نمونه

ذیر بوده و پباشند که به شدت واکنشاکسیژنی می

)سیکا  شوندای اسپرم میهی سلولموجب آسیب دیدگ

اسیدهای  زیادهای اسپرم دارای غلظت . سلول(2001

باشد که مستعد پراکسیداسیون اشباع میچرب غیر

و در نتیجه کاهش تحرک، یکپارچگی  2(LPO) یلیپید

غشایی، باروری و تغییرات متابولیکی اسپرم است. 

ها یدانبرای مقابله با این مشکل، استفاده از آنتی اکس

. (1994)لنزی و همکاران  کنداهمیت زیادی پیدا می

اکسیدانی آنزیمی و غیرآنزیمی از مکانیسم آنتی اسپرم

برخوردار بوده اما مقدار آن کافی نبوده و برای 

                                                           
 1- Reactive Oxygen Species 
2 - Lipid peroxidation 

هایی با پرم نیاز به افزودن آنتی اکسیدانفرآوری اس

. (2010)بانسال و بیلاسپوری  باشدمنشأ خارجی می

اکسیدانی ، خاصیت آنتیبا فاده از گیاهان امروزه است

های اخیر در اهمیت زیادی پیدا کرده است. در سال

اکسیدانی برخی گیاهان پژوهشرابطه با خواص آنتی

های بسیاری انجام شده است و انواع مختلفی از 

اکسیدانی در گیاهان یافت شده است که ی آنتیهاترکیب

مفید  LPOی آزاد و هاتوانند برای کنترل رادیکالمی

اکسیدانی عصاره برخی از واقع شوند. فعالیت آنتی

های اکسیداناز آنتی بیشترپایه و برخی حتی  گیاهان هم

مله گیاهانی هستند سنتتیک است. خانواده نعناعیان از ج

اکسیدانی تعداد زیادی از آنها شناخته که خاصیت آنتی

امل های طبیعی بیشتر شاکسیدانشده است. آنتی

توانند به های گیاهی هستند که چندکاره بوده و میفنول

عنوان عوامل احیا کننده عمل کنند. عصاره بسیاری از 

اسیدهای فعال از جمله های  زیستگیاهان دارای ترکیب

اکسیدانی  هستند که خاصیت آنتی و فلاونوییدها فنولیک

های آزاد جلوگیری داشته و از آسیب رادیکال زیادی

و لی فن بات . ترکی(2011)مالو و همکاران  کنندمی

دلیل خواص اکسید و احیا کنندگی و فلاونوییدها به

دهنده گروه هیدروکسیل بودن دارای نقش مهمی در 

های آزاد ویژه رادیکاله ها ب ROSجذب و خنثی کردن 

گیاه . (1994)اوساوا  راکسیدها هستندو تجزیه پ

اعیان بوده که از خانواده نعن 3(O.Vمرزنجوش )

پراکنش جهانی دارد. دو گونه مرزنجوش اروپایی و 

ای، خواص درمانی داشته و در مناطق شمال و مدیترانه

شمال غرب ایران پراکندگی بیشتری دارند. ارتفاع این 

سانتیمتر است و به حالت خودرو  90تا  30گیاه معطر 

ها و در نواحی خشک، سواحل دریاها، دامنه کوهستان

 طب در پیش هاقرن روید. مرزنجوش ازها میجنگل

گوارشی، سرماخوردگی،  هایبیماری درمان و در سنتی

 عنوان به نیز و هازخم تنفسی، دیابت، التیام هایآلرژی

                                                           
3 - Origanum Vulgare 
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است. مرزنجوش با تحریک  داشته کاربرد بخشآرام

 عوامل مقابل در DNAکننده از  آنزیم محافظت بیان یک

 از ناشی اکسیداتیو تنش ر مقابلکننده، از آن دآلکیله

)ممبینی و همکاران  کندمی محافظت مختلف عوامل

های . از گیاه مرزنجوش برای معالجه بیماری(1387

های هیپوکلاسمیک و لوکمیا استفاده تنفسی، بیماری

شود. براساس نتایج حاصل از آنالیزهای شیمیایی می

 عصاره و اسانس این گیاه، ترکیبات فنلی عصاره

مرزنجوش فلاونوییدهایی چون نارینجین، آپیگنین، 

شود. مخصوصاً لوتئولین و دییوسمتین را شامل می

ر عنوان عوامل مؤثه و فلاونوئیدها ب کاسیدهای فنلی

اکسیدانی آن توسط احتمالی مطرح شده و خاصیت آنتی

اکثر پژوهشگران به اثبات رسیده است. مطالعات متعدد 

اکسیدانی این گیاه آنتی مشخص کرده است که خواص

هایی مانند اسید رزمارینیک، کوئرستین، بیشتر به ترکیب

، کافئیک اسید، نارنجین، Bو Aکامفرول، اویگانول 

لوتئولین، آپیگنین، آستراگالین، اسید هایپروزید مربوط 

شود. اسید رزمارینک، کوئرستین، کامفرول، می

وش عصاره مرزنج های غالبترکیب Bو Aاویگانول 

های طبیعی بسیار قوی به اکسیدانهستند که از آنتی

ممبینی و  و 1390)میرزائی و همکاران  روندشمار می

این مطالعه تاثیر افزودن سطوح در  .(1387همکاران 

اکسیدان صاره گیاه مرزنجوش به عنوان آنتیمختلف ع

طبیعی بر کیفیت منی منجمد شده قوچ مورد بررسی 

 قرار گرفت. 

 

 روش مواد و

های و تعیین گونه، قسمت گیاه بابونه آوریپس از جمع

گرم از گیاه  50در سایه خشک و پودر شدند.  آنهوایی 

ساعت  24لیتر الکل اتانول مطلق به مدت میلی 350با 

خیس خورده و پس از صاف کردن به کمک دستگاه 

تا زمان اجرای  کهتقطیر عصاره آن حاصل شد 

ی شد. برای نفوذ بهتر الکل به آزمایش در یخچال نگهدار

شد. هر نیم ساعت یکبار بشر هم زده میگیاه پودری، 

ساعت مخلوط گیاه و الکل بوسیله برگه  6بعد از گذشت 

صافی نمره یک صاف شده و محلول صاف شده در یک 

بشر دیگر جمع شد و سپس تفاله باقیمانده دوباره با 

روش قبلی میلی لیتر الکل اتانول خیسانده و به  350

رار، محلولی که در بشر عمل شد. بعد از سه مرتبه تک

وسیله دستگاه تقطیر در ه آوری شده بود، بدیگری جمع

حرارت دیده و الکل تحت تأثیر این  C°75با دمای  1خلاء

دما به مرور تبخیر شد. بعد از جداسازی کامل الکل، 

عصاره غلیظ که حالت قیری داشت در ته بشر باقی 

 C°4ر نهایت عصاره تا زمان استفاده در دمای ماند. د

 نگهداری شد. در زمان شروع طرح از عصاره گیاه مقدار

 25رازوی دقیق وزن شده و در گرم بوسیله تمیلی 500

لیتر آب دو بار تقطیر حل شد. برای کمک به بهتر میلی

شدن حلالیت عصاره و امولسیفه کردن محلول، مقدار 

به آن افزوده شد. سپس  80ئین میکرولیتر محلول تو 15

به کمک دستگاه اولتراسوند و با کمک نیروی مغناطیسی 

دقیقه محلول هم زده شد. در نهایت عصاره  5به مدت 

با آب دو بار  دست آمده راه عصاره ب .محلول تهیه شد

 10مدت ه مخلوط کرده و ب 30:70تقطیر و با نسبت 

رقیق شده دقیقه روی دستگاه شیکر بهم زده و محلول 

عصاره در سطوح مشخص و در تکرارهای آزمایشی، 

 . (2011)زاواتی و همکاران  در همان روز استفاده شد

سال( ایستگاه  2-3قوچ نژاد قزل ) پنجدر این تحقیق از 

منی  تهیه برای پوشان دانشگاه تبریزخلعتتحقیقاتی 

ای دو بار و با استفاده آوری منی هفتهجمع استفاده شد.

از قوچ هایی اژن مصنوعی و در فصل تولیدمثلی از و

که برای تحریک آنها از میش استفاده  صورت گرفت

 ،های نربرای از بین بردن اثرات فردی دام .شده بود

 ،های منی از هر پنج رأس قوچمقادیر مساوی از نمونه

در هر تکرار آزمایشی با هم مخلوط شده و سپس مورد 

 3×910با غلظت بیش از منی استفاده قرار گرفتند. 

-درصد و اسپرم 70لیتر، جنبایی بیش از اسپرم در میلی

                                                           
1- Soxhlet system 
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درصد در هر  10های با مورفولوژی غیرطبیعی کمتر از 

 انزال به عنوان منی طبیعی در نظر گرفته شدند.

ها از یک محیط بر پایه بافر کنندهبرای ساخت رقیق

لیتر، در  گرم 1/27تریس استفاده شد )تریس 

 .(لیتردر  گرم 10، گلوکز  لیتردر  گرم 14یتریک اسیدس

عنوان عوامل محافظ ه مرغ باز گلیسرول و زرده تخم

 325اسمولاریته محیط پایه در . شدانجمادی استفاده 

تنظیم شد.  2/7میلی اسمول/کیلوگرم و اسیدیته آن در 

 C˚37های انجمادی در بن ماریقبل از شروع کار محیط

درصد  20رده تخم مرغ به نسبت قرار داده شد سپس ز

درصد به محیط پایه تریس  7و گلیسرول به نسبت 

گیاه  سطح مختلف عصاره سهاضافه شد. در مرحله بعد 

 ( بهمیکرولیتر در میلی لیتر 250 ،150، 100مرزنجوش )

های انجمادی آماده اضافه شده و یک تیمار به محیط

ته ( درنظر گرفمرزنجوشعنوان شاهد )فاقد عصاره 

 غلظت های دارایشد. رقیق سازی منی با محلول 

انجام شد. سپس  C˚37مختلف عصاره گیاهی در دمای 

 C˚37لیترآب میلی 100ظرف محتوی  لوله منی را در

دقیقه در یخچال در دمای چهار  120قرارداده و به مدت 

درجه سانتیگراد قرارگرفت. بلافاصله بعد از 

 5/0جمادی های انوتداخل پایها بهسردسازی، نمونه

 5 اصلهف در بندی شده ولیترکشیده و بستهمیلی

متری بالای سطح ازت قرارگرفتند. پس از گذشت سانتی

های منی با سرعت در داخل ازت مایع دقیقه، پایوت 12

(C˚196-غوطه ).ورشدند 

 ارزیابی منی

ها از گشایی منی، پس از خارج کردن پایوتمنظور یخه ب

ثانیه در حمام آبگرم  30ع، آنها به مدت نیتروژن مای

C˚37 .اولین فراسنجه ارزیابی در این  قرار داده شدند

-انجماد یندآفرتحقیق، بررسی جنبایی اسپرم پس از 

گشایی بود. بدین منظور دو پایوت از هرگروه تیماری یخ

های میکروتیوب انتقال گشایی شده و به داخل لولهیخ

میکرولیتر از منی و  10شتن داده شدند. سپس با بردا

رونده و پیشکلی، تحرک لام، تحرک گذاردن آن روی

استفاده از سیستم  کینتیکی اسپرم با ویژگی های

 CASA‚Video TesTکامپیوتری ارزیابی اسپرم )

Sperm 3.1 Russiaارزیابی شدند ). 

برررای بررسرری یکپررارچگی غشررای اسررپرم از محلررول 

، سیترات سدیم  لیتردر  مگر 9هایپواسموتیک )فروکتوز 

میلررررری  100و اسرررررمولاریته  لیترررررردر  گررررررم 9/4

  (1994) همرروداسمول/کیلوگرم( مطابق روش ریروال و 

 به داخرل گشایی، محتویات پایوتاستفاده شد. بعد از یخ

 10لیتررری تخلیرره شررده و برره مرردت میکروتیرروب دومیلی

سرانتریفیوژ شردس سرپس قسرمت  g 1200دقیقره برا دور

کننده برود، جداسرازی یکروتیوب که حاوی رقیقبالای م

میکرولیترر  100میکرولیتر از منی بره  10شد. بعد از آن 

دقیقره در  30از محیط هایپواسموتیک اضافه شدس سپس 

قررار گرفرت. در نهایرت  C˚37 داخل انکوباتور با دمرای

 10هررا بررا تهیرره حررداقل سرره قطررره )وضررعیت اسررپرم

ده برررا اسرررتفاده از میکرولیترررر( از نمونررره انکوبررره شررر

میکروسکوپ فازکنتراست بررسری شردند. در هرگرروه 

اسررپرم شررمارش شررده و درصررد  200تیمرراری حررداقل 

ها بررا دم گررره خررورده )دارای غشررای یکپارچرره( اسررپرم

نسبت بره گرره نخرورده )دارای غشرای آسریب دیرده( و 

 .(1994 هل و مروداریو) غیریکپارچه محاسبه شدند

ی غیرطبیعی حداقل سره قطرره از هابرای ارزیابی اسپرم

محلرول  لیترریک میلی دارایهای هرنمونه به میکروتیوب

هانکوک افزوده شد، سپس یک قطره از این محلول روی 

توسررط یررک لامررل پوشررانده شررد. بررا  لام قرررار گرفترره و

اسرررپرم زیرررر میکروسرررکوپ  200شرررمارش حرررداقل 

)شرفر  محاسبه شدند های غیرطبیعیفازکنتراست اسپرم

 .(2000ولتزمن و ه

هرای زنرده از رنرم آمیرزی اسرپرم برای تعیرین درصرد

نیگروزین اسرتفاده شرد. برا توجره بره سرلامت  -ائوزین

هرای زنرده و سرلول هرا، درصردغشای پلاسمایی اسپرم

 X40مرده در میدان دیرد میکروسرکوپی برا بزرگنمرایی 

میکرولیتررر از  20شررمارش شرردند. برررای رنررم آمیررزیس 

-میکرولیترر از رنرم ائروزین 10 اسپرم رقیرق شرده برا
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نیگروزین سریعا روی لام مخلوط گردید و گسترشی از 

آن تهیه شد. سپس در مجراورت هروا خشرک شردند. در 

کنرد های مرده نفوذ میاین تکنیک رنم ائوزین در اسپرم

هایی که سلول .گیرندهای زنده رنم نمیدرحالیکه اسپرم

هایی که بره اسپرماند به عنوان مرده و رنم بنفش گرفته

رنم یا سفید دیده شوند به عنوان زنده رنم صورتی کم

 .(1987)ایوانس و مکسول  نظرگرفته شدند در

عنوان شاخص پراکسیداسیون ه آلدهید بدیغلظت مالون

های منی است که با استفاده از واکنش لیپید در نمونه

لیتر یشود. یک میلگیری میتیوباربیتوریک اسید اندازه

تترا استیک مینآدیلیتر اتیلناز هر نمونه منی با یک میلی

و دو  بوتیلیدهیدروکسی تولئن لیتراسید، یک میلی

ا هم مخلوط شده و استیک اسید ب-لیتر تری کلرومیلی

های های مخروطی ریخته شدند. لولهبه داخل لوله

دقیقه سانتریفیوژ  15مدت  به g 1200مخروطی در

لیتر از محلول بالای یفیوژ، یک میلیشدند. پس از سانتر

در میکروتیوب  TBAلیتر لوله مخروطی با یک میلی

دقیقه در بن  20مدت ه . لوله مخروطی بشدمخلوط 

دقیقه در  30ها پس از نمونه قرار گرفت. C ˚95ماری

در طول آنها سپس جذب نوری  و هاتاق سرد شددمای 

. گیری شدنانومتر با اسپکتروفتومتر اندازه 532موج 

ایان پشده و در  یادداشتهای مختلف جذب نوری نمونه

 لیتر منی( محاسبه شد)نانو مول در میلی MDAغلظت 

 .(1966)پلسر و همکاران 

 آنالیز آماری

-دادهچهار تکرار انجام شد.  با چهار تیمار واین مطالعه 

های حاصل از این آزمایش با استفاده از رویه 

UNIVARIATE  تست وShapiroe-Wilk  از نظر نرمال بودن

سرعت در داده های تحرک کل،  ومورد آزمایش قرار گرفتند 

که نرمال نبودند با استفاده  تحرک عرضی سرو  مسیر مستقیم

های حاصل از این دادهنرمال شدند.  x Arcsin√از 

رویه مطالعه در قالب طرح کاملاً تصادفی به کمک 

GLM  نرم افزارSAS مقایسه شدیل تحل تجزیه و .

دانکن  با استفاده از آزمون چند دامنه ای ها میانگین

 در نظر گرفته شد. درصد 5. سطح معنی داری شدانجام 

 مدل آماری این طرح عبارت بود از:

Yij = µ+ Ti+eij 

برابرر اسرت برا داده مشراهده شرده  ijYکه در این مدل، 

، معهمیانگین جا= μگیری شده، های اندازهبرای فراسنجه

iT اثر تیمرار=i و اثرر تیمرارام برابرر اسرت برا ،ije= اثرر 

 بود.باقیمانده یا خطا 

 

 نتایج

ها برای پارامترهای تحرک نتایج حاصل از آنالیز داده

 150که افزودن آمده است. نتایج نشان داد  1در جدول 

ث بهبود لیتر عصاره مرزنجوش باعمیکرولیتر در میلی

شده  ت به گروه شاهدرونده نسبتحرک پیش صفت

(05/0(P< ی در سایر صفات حرکتی تفاوت معنیول-

داری را نسبت به گروه شاهد به همراه نداشت. استفاده 

داری را در گیاه مرزنجوش بهبود معنی 100سطح از 

هیچ یک از صفات تحرکی نسبت به گروه شاهد موجب 

نشد. هیچ کدام از سطوح عصاره گیاه مرزنجوش 

رک تح صفات تحرک کل ونی داری در موجب تفاوت مع

 250کارگیری سطح ه ها نشد. بعرضی سر اسپرم

دار صفت تحرک عصاره این گیاه موجب کاهش معنی

 150و  100 تیماریهای ه نسبت به گروه روندپیش

سطح دار با استفاده از شد. این کاهش معنی مرزنجوش

در صفات سرعت در مسیر میانگین، سرعت در  250

راستی مسیر طی و خطی بودن تحرک  ،مسیر مستقیم

 . >P)05/0) شد 150نیز نسبت گروه شاهد و سطح شده 
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میکرولیتر جوش )شایی شده قوچ در بین سطوح مختلف عصاره مرزنگیخ-تحرک اسپرم منجمد ویژگی هایمقایسه -1جدول

 (انحراف معیار ±) میانگین کننده(قرقی در میلی لیتر

Table 1- Comparison of motility parameters of post thawed ram sperm among different levels of Origanum 

Vulgare extract (µL/mL of Diluent) (Mean ± SD) 

Origanum Vulgare 250 
 250مرزنجوش 

Origanum Vulgare 150 

 150مرزنجوش 

Origanum Vulgare 100 

 100مرزنجوش 

Control 

 شاهد

Parameters 

 صفات
36.25±2.6 47.50±8.4 38.75±1.2 42.25±12.3 Total motility (%) 

 (درصد) تحرک کل

±2.0c16.75 ±7.0a32.50 ±2.7b23.75 ±2.5bc22.00 Progressive motility (%) 

 (درصد) روندهتحرک پیش

4.7±b39.85 6.5±a54.57 .98±b44.10 5.6±a53.84 Average path velocity (micron/sec) 

 ه()میکرون بر ثانی سرعت در مسیر میانگین

9.4±b53.29 8.1±a66.81 7.1±ba56.01 5.6±ba62.39 Curvilinear velocity (micron/sec) 

 )میکرون بر ثانیه(سرعت در مسیر منحنی 

20.87b±0.8 37.08a±3.9 23.48b±3.1 34.72a±4.0 Straight line velocity (micron/sec) 

 ه() میکرون بر ثانی سرعت در مسیر مستقیم
2.20±0.0 2.57±0.2 2.35±0.2 2.65±0.4 Lateral head displacement (micron) 

 ) میکرون( تحرک عرضی سر
40.25b±8.2 55.60a±2.2 42.11b±4.5 53.10a±4.2 Linearity (%) 

 (درصد) خطی بودن تحرک
6.3±b52.92 2.1±a68.04 8.5±b54.33 5.7±a64.59 Straightness (%) 

 (درصدراستی مسیر طی شده )

 .(>05/0P)باشند دار میهای هر ردیف با حروف غیرمشترک دارای اختلاف معنیمیانگین

Mean within same row with different superscripts differ (P< 0.05)  

 

-آلدئید اسپرم منجمددینرمال و تولید مالونهای غیرغشای پلاسمایی، اسپرمارچگی مانی، یکپمقایسه صفات زنده -2جدول

 کننده(محلول رقیق لیترمیلی / لیترمیکروسطوح مختلف عصاره مرزنجوش )های با نمونهگشایی شده قوچ در بین یخ

 انحراف معیار( ±)میانگین 
Table 2- Comparison of viability, plasma membrane integrity, abnormal sperm traits and malondialdehyde 

production in post thawed ram sperm between I samples with different levels of Marjoram extract (µL/mL of 

diluent) (Mean ± SD) 

Origanum 

Vulgare 250 
 250مرزنجوش 

Origanum 

Vulgare 150 

 150مرزنجوش 

Origanum Vulgare 

100 

 100مرزنجوش 

Control 

 شاهد

Parameters 
 صفات

38.35c±6.0 52.65a±2.4 43.46bc±2.3 48.78ab±2.3 Viability (%) 
 (درصدمانی )زنده

33.38c±7.3 45.96a±2.5 37.82bc±3.0 41.19ab±6.2 Plasma membrane integrity (%) 
 (درصدپلاسمایی )غشاییکپارچگی

25.06±3.7 23.02±4.9 24.21±3.6 23.82±4.6 Abnormality (%) 
(درصدغیرنرمال بودن )  

2.77a±0.1 1.75c±0.4 2.17bc±0.3 2.39ab±0.3 Malondialdehyde (nmol/dl) 
 لیتر( دسی)نانومول برآلدئیددیغلظت مالون

 .(>05/0P)دار می باشند میانگین های هر ردیف با حروف غیرمشترک دارای اختلاف معنی

Mean within same row with different superscripts differ (P< 0.05)  

 

نتایج حاصل از آنالیز اثر سطوح مختلف عصاره 

مانی، یکپارچگی غشای مرزنجوش بر صفات زنده

های غیرنرمال و همچنین میزان پلاسمایی، درصد اسپرم

آورده شده است.  2تولید مالون دی آلدهید در جدول 
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و  100 دهند که افزودن سطوحن میهای جدول نشاداده

-داری را در زندهعصاره مرزنجوش تفاوت معنی 150

مانی و یکپارچگی غشای پلاسمایی نسبت به گروه 

عصاره این گیاه موجب  250شاهد نداشت ولی سطح 

یکپارچگی غشای پلاسمایی و مانی دار زندهکاهش معنی

. >P)05/0شد ) 150نسبت به گروه شاهد و سطح 

داری تحت های غیرنرمال به صورت معنیاسپرم درصد

تاثیر هیچ کدام از گروه های تیماری قرار نگرفت. 

مرزنجوش غلظت تولید عصاره  150استفاده از سطوح 

 250و سطح  مالون دی آلدهید را نسبت به گروه شاهد

 .>P)05/0)داد کاهش 

 

 بحث

و  ROSدر شرایط فیزیولوژیک یک تعادل بین تولید 

تولید بیش از  واکسیدانی منی وجود دارد نتیظرفیت آ

-های آنتیموجب اختلال در عملکرد آنزیم ROSحد 

 شودها میانی منی و در نهایت عمکلرد اسپرماکسید

اند که . مطالعات نشان داده(2000)بامبر و همکاران 

ئین و گلوتاتیون سیستآنتی اکسیدان های سنتتیک مانند 

مانی، سلامت غشای ، زندهدار تحرکموجب بهبود معنی

های مختلف پستانداران بعد از فرآیند اسپرم گونه

 (2010)تانسر و همکاران  شودگشایی مییخ-انجماد

ولی امروزه به دلیل مزایای آنتی اکسیدان های گیاهی 

 .صورت می گیردزمینه تحقیقات وسیعی در این 

های فنولیک عصاره گیاه مرزنجوش با داشتن ترکیب

اکثر تحقیقات دارویی استفاده نام آشنا در  ن وفراوا

اند و عصاره مرزنجوش بر کیفیت اسپرم گاو نیز شده

بررسی شده که همگی پاسخ مثبت و رضایت بخش 

. در این مطالعه (1393فرهادی و همکاران ) داشته است

-پارامترهای حرکتی و زنده برجوش تاثیر عصاره مرزن

ستفاده از عصاره . امانی اسپرم قوچ بررسی شده است 

نی قوچ، بعد از فرآیند کننده ممرزنجوش در رقیق

گشایی در مقایسه با گروه شاهد، موجب یخ-انجماد

اثرات مثبت رونده اسپرم شد. تحرک پیش صفتبهبود 

نه تنها در خصوصیات تحرک اسپرم بلکه در  عصاره

که بود مانی و یکپارچگی غشا نیز قابل مشاهده زنده

ک متعدد در های فنولیرا داشتن ترکیبلیل آنتوان دمی

ناشی از تنش  هایها را از آسیبگیاه دانست، که اسپرم

 150 افزودن  دارند. در این مطالعهاکسیداتیو محفوظ می

گیاه مرزنجوش موجب بهبود لیتر میکرولیتر در میلی

شده نها غشای پلاسمایی اسپرمیکپارچگی معنی دار 

-میکرولیتر در میلی 150 بیشتر از مقادیر کمتر واست. 

های مورد ارزیابی داشته سیر نزولی در پارامترلیتر 

بیش از  عصاره، با مهار مقادیر بیشترافزودن  است. با

 های دخیل در اکسیداسیون و احیاء وحد فعالیت آنزیم

اکسیدانی و تولید به هم زدن تعادل بین ظرفیت آنتی

و  رم ها را به هم زدههای آزاد در محیط اسپرادیکال

)روکا و  شوندموجب کاهش عملکردهای اسپرم می

عات محدودی در رابطه با اثر . مطال(2004همکاران 

های طبیعی بر فراوری اسپرم انجام شده اکسیدانآنتی

های موثر گیاهان، است ولی اخیرا با شناخت ترکیب

صرفه اقتصادی استفاده از گیاهان و نداشتن سمیت در 

ل آنتی اکسیدان های طبیعی این مطالعات در حال مقاب

نشان دادند  (2014) کیا و همکارانگسترش است. دقیق

 ی طبیعی مانند عصارههااکسیداناستفاده از آنتی

( موجب بهبود Rosmarinus officinalisرزماری )

هایی چون تحرک کلی، سرعت حرکت اسپرم، ویژگی

کسیداسیون و ، لیپید پراHOSTقابلیت زیست، تست 

فعالیت گلوتاتیون بلافاصله بعد از ذوب در اسپرم گاو 

شود. افزودن عصاره آبی گیاه رزماری به رقیق می

وجب بهبود پارامترهای تحرک، کننده دارای منی بز، م

 مقدار مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و کاهشزنده

تواند ها شده و میمورفولوژیکی اسپرم هایناهنجاری

های ناشی از رادیکالبرابر آسیب های بز را دراسپرم

. ساپانیدو (2013)زنگانه و همکاران  های آزاد حفظ کند

( نشان دادند استفاده از مواد طبیعی 2014همکاران ) و

اکسیدانی قوی( آنتیها )دارای خاصیت فنولغنی از پلی

انگور موجب مهار لیپید پراکسیداسیون،  مانند عصاره
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حرک و یکپارچگی آکروزوم )که با حفظ درصد ت

شود. با باروری آزمایشگاهی همبستگی بالایی دارد( می

افزودن عصاره اتانولی مرزنجوش و مریم گلی سهندی 

داری در و هلشتاین بعد از ذوب تفاوت معنیبه اسپرم گا

تحرک کلی، سرعت حرکت اسپرم، قابلیت زیست، 

ون تفاوت ی، لیپید پراکسیداسییکپارچگی غشا پلاسمای

فرهادی ) داری با گروه شاهد مشاهده شده است یمعن

 (. 1394و همکاران 

 
 مورد استفاده منابع 

 امترهای کیفیپار بر طبیعی اکسیدانآنتی عنوان به سهندی گلیاتانولی مریم عصاره . تأثیر1394کیا ح، اشرفی ا، فرهادی ر، دقیق

 .79-86، ص 12های تولیدات دامی. سال ششم، شماره شهلشتاین. پژوه گاو شده گشایی یخ-منجمد اسپرم

 هایفراسنجه بر مرزنجوش گیاه اتانولی . اثرعصاره1393اشرفی ا،  غ، دهقان پناهی ب،قاسمی خانی ع،حسین کیا ح،دقیق فرهادی ر،

 .1-11، ص 1، شماره 25د دامی. جل علوم هایپژوهش هلشتاین. گاو شده گشاییمنجمد یخ اسپرم آلدهیددیمالون غلظت و کیفی

. اروییفصلنامه گیاهان د .(Origanum spp.) مرزنجوش جنس فارماکولوژیک آثار بررسی .1387، م آقایی م و ممبینی ،ت ممبینی

 .18-35، ص 29شماره  ،4دوره 

 لیهیدروالک ارهعص فنلی ترکیبات میزان و ضداکسیدانی فعالیتهای بررسی .1390 ع ح، مدنی ،ه هفشجانی جابری ،ع میرزایی

 .285-294، ص  4، شماره 15دوره  مجله پزشکی هرمزگان. .دنائی آویشن و کلپوره مرزنجوش،

Bailey JL, Bilodeau JF and Cormier N, 2000. Semen cryopreservation in domestic animals: a damaging and 

capacitating phenomenon. Journal of Andrology 21: 1-7.  

Bansal AK and Bilaspuri GS, 2010. Impacts of oxidative stress and antioxidants on semen functions. 

Veterinary Medicine International 1-7.  

Baumber J, Ball BA, Gravance CG, Medina V and Davies-Morel MC, 2000. The effect of reactive oxygen 

species on equine sperm motility, viability, acrosomal integrity, mitochondrial membrane potential and 

membrane lipid peroxidation. Journal of Andrology 21: 895-902.  

Bilodeau JF, Chatterjee S, Sirard MA and Gagnon C, 2000. Levels of antioxidant defenses are decreased in 

bovine spermatozoa after a cycle of freezing and thawing. Molecular Reproduction and Development 55: 

282–288.  

Daghigh-Kia H, Olfati-Karaji R, Hoseinkhani A and Ashrafi I, 2014. Effect of rosemary (Rosmarinus 

officinalis) extracts and glutathione antioxidants on bull semen quality after cryopreservation. Spanish 

Journal of Agricultural Research 12: 98-105.  

Evans G and Maxwell WMC, 1987. Handling and examination semen. In: Maxwell, W.M.C. (Ed.), 

Salamon’s Artificial Insemination of Sheep and Goat. Butterworths, Sydney, pp. 93–106. 

Lenzi A, Picardo M, Gandini L, Lombardo F, Terminali O, Passi S and Dondero F, 1994. Glutathione 

treatment of dyspermia: effect on the lipoperoxidation process. Human Reproduction 9: 2044-2050.  

Malo C, Gil L, Cano R, Martinez F and Gale I, 2011. Antioxidant effect of rosemary (Rosmarinus 

officinalis) on boar epididymal spermatozoa during cryopreservation. Theriogenology 75: 1735-1741.  

Osawa T, 1994. Novel natural antioxidants for utilization in food and biological systems. In Postharvest 

Biochemistry of plant Food-Materials in the Tropics; Uritani, I, Garcia, V, Mendoza V. Japan Scientific 

Societies Press: Tokyo, Japan, 241−251.  

Placer ZA, Cushman LL and Johnson BC, 1966. Estimation of product of lipid peroxidation (malonyl 

dialdehyde) in biochemical systems. Analytical Biochemistry 16: 359–364. 
Revell SG and Mrode RA, 1994. An osmotic resistance test for bovine semen. Animal Reproduction Science 

36: 77-86. 



 119                                                                    خ گشایی شده قوچی-عصاره مرزنجوش به عنوان آنتی اکسیدان طبیعی بر کیفیت اسپرم منجمد اثر

 

Roca J, Gil MA, Parrilla I, Vazquez JM and Martinez EA, 2004. Survival and fertility of boar spermatozoa 

after freeze-thawing in extender supplemented with butylated hydroxytoluene. Journal of Andrology 25: 

397-405.  

Sapanidou VG, Margaritis L, Siahos N, Arsenopoulos K, Dragatidou E, Taitzoglou LA, Zervos LA, 

Theodoridis A and Tsantarliotou MP, 2014. Antioxidant effect of a polyphenol-rich grape pomace extract 

on motility, viability and lipid peroxidation of thawed bovine spermatozoa. Journal of Biological 

Research-Thessaloniki 21: 1-6.  

Schafer S and Holzmann A, 2000. The use of transmigration and spermac stain to evaluate epididymal cat 

spermatozoa. Animal Reproduction Science 59: 201–211. 

Sikka SC, 2001. Relative impact of oxidative stress on male reproductive function. Current Medicinal 

Chemistry 8: 851-862.  

Tuncer PB, Bucak MN, Büyükleblebici S, Sarıözkan S, Yeni D, Eken A, Akalın PP, Kinet H, Avdatek F, 

Fidan AF and Gündoğan M, 2010. The effect of cysteine and glutathione on sperm and oxidative stress 

parameters of post-thawed bull semen. Cryobiology 61: 303-307.  

Zanganeh Z, Zhandi M, Zare Shahneh A, Najafi A, Nabi MM and Mohammadi-Sangcheshmeh A, 2013. 

Does Rosemary aqueous extract improve buck semen cryopreservation? Small Ruminant Research 114: 

120-125.  
Zavatti M, Zanoli P, Benelli A, Rivasi M, Baraldi C and Baraldi M, 2011. Experimental study on Satureja 

Montana as a treatment for premature ejaculation. Journal of Ethnopharmacology 133: 629-633.  



 1395سال /4شماره  62جلد  /هاي علوم دامینشریه پژوهش                                                                                                                  آباد و ...صادقکیا، صادقیدقیق     120

 

The effect of Origanum Vulgare extract as natural antioxidant on quality 

cryopreserved ram sperm 
 

H Daghigh Kia1
*, F Sadeghi Sadegh Abad2, H Mohamadzadeh1, H Vaseghi Dodran3 and I Ashrafi3

 

 
Received: September 14, 2016          Accepted: December 3, 2016 
1Professor and Assistant Professor, respectively, Department of Animal Sciences, University of Tabriz, 

Tabriz, Iran 
2MSc Graduated, Department of Animal Sciences, University of Tabriz, Tabriz, Iran 
3PhD student, Department of Animal Sciences, University of Tabriz, Tabriz, Iran 
*Corresponding author: daghighkia@tabrizu.ac.ir 

 
Abstract 

BACKGROUND: Oxidative stress during freeze-thawing process causes reduction in motility, 

viability, membrane functions and finally sperm fertility. OBJECTIVES: the aim of this study was 

to determine the effect of Origanum Vulgare extract as natural antioxidant on quality cryopreserved 

ram sperm. METHODS: In this study semen was collected from five mature ram twice a week using 

an artificial vagina and the ejaculates were pooled in order to eliminate the individual effect of 

rams. Different levels of Origanum Vulgare extracts (0, 100,150 and 250 µL/mL diluent solution) 

were added to diluent based tris-egg yolk. After cooling, filling and sealing of the samples, they 

were frozen and with nitrogen vapor and immersed in liquid nitrogen and were stored until 

evaluation time. RESULTS: After thawing, results showed that addition of 150 µL/mL of extract 

increased progressive motility compared to the control groups (P<0.05). However, there were no 

significant improvement on other motility parameters, viability and plasma membrane integrity of 

sperm by inclusion of 150 µL/mL of extract. Usage of 250 µL/mL of extract caused significant 

reduction in viability and plasma membrane integrity compared to the control group. However, 

production of malondealdehyde is significantly lower by inclusion of 150 µL/ mL Origanum 

Vulgare rather than control group and 250 µL/ mL. CONCLUSIONS: The obtained data showed 

that inclusion of Origanum Vulgare extract in semen freezing extender improved post thawed 

motility of ram sperm. 
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