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 مبسوط هچکید
 هایپژوهش .شودیم ویداتیکسا بیو آس ی،کیمورفولوژ راتییباعث تغ کهاسپرم است  فیعامل مهم در عملکرد ضع کی ویداتیاسترس اکس :و هدف مقدمه

 و غیر کاهش، حذف باعث اهاکسیدانآنتی واقع در. های اکسیداتیو طی انجماد بکاهندتوانند تا حدودی  از آسیب ها میاکسیدانآنتی اندنشان داده مختلف
 توانندمی آمینه اسیدهای از برخی و صنعتی شیمیایی ادمو گیاهی، برخی هایعصاره از برخی نظیر ترکیبات از بسیاری .شوندآزاد می هایرادیکال سازیفعال

در  لهیکوزیصورت گلاست و به دهایاز خانواده فلاونوئ یضو مهمع نیلوتئول .کنند خنثی محیط در را های آزادرادیکال و کرده فعالیت اکسیدانآنتی عنوانبه
 دیپیل ونیداسیپراکس انزیم کاهشاز مطالعه حاضر  هدفاکسیدانی است. آنتی خواص یدارالوتئولین که  و بر اساس مطالعات مشخص شده دوجود دار گیاهان

  .است یانجماد طیمح در نیلوتئولافزودن سطوح مختلف  با ویداتیاکس تنش رساندن حداقل به و
 انجام یشکم -یپشت مالش روش به هاخروس از یریگاسپرم شدند. یآورجمع یهفتگ 28قطعه خروس در سن  15از  یمن یهانمونه ها:مواد و روش

  .گرفتند قرار مورداستفاده یانجماد یهابرنامه اعمال جهت و شدند مخلوط هم با هانمونه ه،یاول یهایابیارز از پس یفرد اثرات بردن نیب از یبرا. گرفت
 نسبت به هااسپرم( کیل) هیپا یکنندهقیرق به میکرومولار لوتئولین، 25/1و  1، 75/0، 5/0، 25/0)شاهد(،  صفرها و افزودن سطوح سازی نمونهپس از رقیق

درجه  37در دمای ها نمونه ییگشا خی. گردیدند منجمددر داخل ازت مایع و سپس  هسردسازی شد C4°در دمای  شیآزماهای مورد نمونه. شدند افزوده 1:20
با  ، یکپارچگی غشای پلاسماییبا تست ایوزین نیگروزین مانی، زندهبوسیله سیستم کامپیوتری کاسا های تحرکفراسنجهانجام گرفت و سپس گراد سانتی

های حاصل در قالب طرح کاملا تصادفی اندازه گیری شد و سپس دادهتولید شده آلدهید دیو میزان مالون بوسیله تست هانکوک شناسی، ریختتست هاست
 . ندشد آنالیز

باعث  1و  75/0و سطوح  داری در تحرک کلمیکرومول سبب افزایش معنی 25/1و  1، 75/0افزودن سطوح  کهداد نتایج به دست آمده نشان  ها:یافته
 داد نشان نتایج. (p<05/0) شد VSLدر فراسنجه یداریمعن شیسبب افزا نیلوتئول کرومولیم 1سطح علاوه بر این  .شد VAPرونده و پیشتحرک  افزایش

باعث شد میزان  نیلوتئول میکرومول 75/0مانی و سلامت غشا شد و همچنین سطح داری در زندهمیکرومول باعث افزایش معنی 1و  75/0سطوح  که
 . (p<05/0) کند دایکاهش پ یعیبرطیغشناسی با ریختی هاآلدهید و درصد اسپرمدیمالون

پرم خروس اس تیفیهبود کبدر  یمثبت ریتأث تواندیم ییگشا خیانجماد و  یط کنندهقیرقدر  نیپژوهش نشان داد که افزودن لوتئول نیا جینتا گیری:نتیجه
ر توانست بهترین عملکرد را در میکرومولا 75/0  ور سطحو همینط شودگشایی رونده بعد از انجماد و یخداشته باشد و متعاقبا سبب افزایش تحرک کل و پیش

 .بین سطوح مختلف افزوده شده در رقیق کننده داشته باشد
 

 فلاونویید تنش اکسیداتیو،  ،اسپرم خروس کلیدی:های واژه

 
 مقدمه

 فیعامل مهم در علت عملکرد ضع کی ویداتیاسترس اکس   
 ویداتیاکس بیآسو  ی،کیمورفولوژ راتییاسپرم است، باعث تغ

، نیعلاوه بر ا (27) شودیم هانیپروتئ، غشاها و DNAبه 
آزاد اغلب در  یهاکالیراد  دیو تول ROSاز حد  شیبوجود 
اسپرم . است شدهمشاهدهو اسپرم مردان نابارور  یمن یپلاسما

 ونیگلوتات ستمیمانند س یمحافظت یهادانیاکسیآنت یحاو
، کاتالاز و سموتازید دیردوکتاز، سوپراکس یا دازیپراکس

 نیتامی، وE نیتامی، وکم یلبا وزن مولکو یهادانیاکسیآنت
Cاست که باعث کاهش  نی، اورات و آلبومROS یریو جلوگ 

 از که است شدهگزارش .شودیمسلول  یاحتمال بیاز آس
 فرایند یک اسپرم، وسیلهبه های آزادرادیکال تولید سویک

 فرایند در را مهمی بسیار است و نقش فیزیولوژیک طبیعی
 واکنش و شدن دار د ظرفیتهمانن اسپرم فیزیولوژیکی

 ROS  بالای مقادیر دیگر، طرف اما در .کندمی ایفا آکروزومی
 هایپژوهش .(6) است اسپرم اختلال عملکرد اصلی عامل

 مقابل در اسپرم غشای از محافظت که اندنشان داده مختلف
 در. گیردمی صورت هااکسیدانآنتی توسط واکنش اکسیداتیو،

 سازیفعال و غیر کاهش، حذف باعث هااکسیدانآنتی واقع
عوض  ایگونهرا به سلولی شرایط شوند،آزاد می هایرادیکال

 از بسیاری (.31) حفظ شود اسپرم کیفیت و حرکت که کنندمی
 شیمیایی مواد گیاهی، برخی هایعصاره از برخی نظیر ترکیبات
 عنوانبه توانندمی آمینه اسیدهای از برخی و صنعتی

 محیط در را های آزادرادیکال و کرده فعالیت اکسیدانآنتی
 خواص لیبه دل و فلاونوییدها فنلی ترکیبات .(37) کنند خنثی
 نقش به، هیدروکسیل گروه و دهندگی احیاکنندگی و اکسید
 هایرادیکال ویژهبه ها ROSکردن خنثی و در جذب مهمی
 هافنلحفاظتی پلی اثرات بیشتر.  دارند پراکسیدها تجزیه آزاد و

 آنتی توانایی به بیولوژیکی یهاستمیس در فلاونوئیدها و
کاهش  ها،الکترون انتقال ظرفیت ،هاآن کسیدانیا

اکسیدانی، آنتی هایآنزیم کردن فعال هیدروژن، پراکسیداسیون
 داده اکسیدازها نسبت از و جلوگیری آزاد یهاکالیراد کاهش

فلاون(  یدروکسیتتراه-5،7،  '4، ' 3) نیلوتئول. (15) شودیم
 لهیکوزیگل صورتبهاست و  دهایاز خانواده فلاونوئ یعضو مهم
وجود  رهیبابونه و غ ی، برگ پره و چا، فلفل سبزدر کرفس

 در هیدروکسیل یهاگروه دارای لوتئولین. (25) ددار

اه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساریدانشگ  
 پژوهشهای تولیدات دامی
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 موقعیت در مضاعف پیوند و یک 7 و 5 ،'4 ،' 3 یهاتیموقع
 محسوب آن ساختار یهاقسمت نیترمهمکه  باشدمی 2
 و بیوشیمیایی مختلف هایفعالیت انجام و وظیفه شوندیم

 یاست که دارا شده گزارش. دارند عهده بر را بیولوژیکی
است  دانیاکسیآنتو  (40) یضد آلرژ یا یخواص ضد التهاب

التهابی  لوتئولین شامل فعالیت ضد یدانیاکسیآنت فعالیت. (38)
 آزاد یهاکالیراد کنترل طریق از لوتئولین سرطانی و ضد
اکسیدانی آنتی ترینقوی از لوتئولین یکی ،(23) شودیم اعمال

 در تواندمی که است کاروتنوئید یک است، شده شناخته
 بر مخرب اثرات با لیپیدها از مشتق آزاد هایرادیکال کاهش

 فارماکولوژیکی مطالعات .کند ایفا اسپرم لیپید پراکسیداسیون

در برابر  DNAدهد که لوتئولین در حفاظت از نشان می
2O2H سازی پاکدر اکسیدانی نقش داشته و اثرات آنتی

مفیدی در حفظ  ریتأث. لوتئولین (24)های آزاد دارد  رادیکال
گیری در ی هنگام قرارشناسختیرهای سالم از لحاظ اسپرم

 محققین پیشین از دیگر . (42) میدان مغناطیسی دارد
ها در انجماد اسپرم استفاده کردند و نتایج مطلوبی را فلاونویید

یط انجماد به دست آوردند از جمله افزودن کوئرسیتین در مح
 نعنوابهو کریسین  (39) ، گاو(36) و نریان (4) اسپرم انسان

 دیگر 
 

 کنندهقیرقفلاونویید نتایج مطلوبی را طی افزودن به محیط 
 از دیگر  طورنیهمحاصل داشته  (2) اسپرم خروس

 قرارگرفته مورداستفادهفلاونوییدها که در محیط انجماد اسپرم 
اشاره کرد که در مطالعات گذشته  توانیمبه سیلی مارین 

   .(19،43) نتایج مطلوبی را گزارش کردند
و  اکسیدانیآنتی پتانسیل بررسی حاضر مطالعههدف از 

 اسپرم هایفراسنجه تیفیو بهبود در ک لوتئولین خفاظتی
 .است ییگشا خیو خروس طی انجماد 

 
 هامواد و روش

ه در این پژوهش از جمل مورداستفادهمواد شیمیایی    
یگما و س از شرکت  (CAS Number:491-70-3)لوتئولین

 است شدههیتهمرک آلمان 
 گهداری و جیره روزانههای، شرایط نپرنده

 28سن  با 308راس نژاد  خروسقطعه  15 از بدین منظور   
 به ابعاد انفرادی هایقفس در هاخروس .شد استفاده هفته

 روشنایی ساعت 15 شرایط تحت متر وسانتی 85 × 70 × 70 
)جدول  که با جیره یکسان داشته قرار تاریکی ساعت  9 و

 .آب داشت به آزاد دسترسی هاخروس (.1شماره 

  
 مواد خوراکی و ترکیبات شیمیایی جیره پایه -1 جدول

Table 1. Feed ingredients and nutrient composition of basal diet 

 

 های منیاخذ نمونه
 انجام شد. شکمی-پشتی مالش روش به یریگاسپرم  

 ی هرریگاسپرم شده و یدهعادتیک ماه  به مدتها خروس

 توسط لهبلافاص اسپرم هاینمونه .انجام گرفت بار هفته دو
 آزمایشگاه به گرادیدرجه سانت 37 گرم آب حاوی فلاسک

 منتقل شدند.
 یسازقیرقو  هانمونهارزیابی اولیه 

 هر کدام از ابتدا آزمایشگاه، به هانمونه سیدنر از پس   
 شدهیبررسرنگ  غلظت و حجم، ازنظرها بصورت مجزا  نمونه

 بیش لیتر و تحرکمیلی 7/0تا  2/0با حجم  هایینمونه تنها و
اثرا   بردن بین از برای .گرفتند قرار مورداستفاده درصد 80 از

 .شدند وطبا یکدیگر مخل شده دییتأ هاینمونه انفرادی،
 8/0)فروکتوز لیک کننده ها از رقیقسازی اسپرمرقیق منظوربه

گرم،  92/1گلوتامات  سدیمگرم،  5/0سیترات پتاسیم گرم،
گرم،  07/0استات گرم، منیزیم 3/0وینیل پیرولیدون پلی
  100تقطیر  بار ، آب دو%1 لستین گرم، 374/0 یسینگلا

 قسمت دو را به پایه کنندهسپس رقیق استفاده گردید (لیترمیلی

چهارم یک هاآن از یکی به و تقسیم کرده مساوی
 چهارم درصد گلیسرول افزودهسه دیگری به و درصدگلیسرول

 25/1و  1، 75/0، 5/0، 25/0بعد از این مرحله سطوح  و .شد
 افزودن شد. کنندهقیرقمیکرومول لوتئولین به 

به یکی از کننده پایه به دو قسمت مساوی تقسیم و رقیق   
یک چهارم گلیسرول و به دیگری سه چهارم گلیسرول  هاآن

 کننده حاوی یک چهارم گلیسرول درافزوده شد. سپس رقیق
لیتر ریخته شد و چهار تیمار فالکون به مقدار یک میلی 5

اضافه گردید و یک لوله بدن دریافت گروه تیماری  ذکرشده
اسپرم به  گروه شاهد در نظر گرفته شد. سپس عنوانبه

ها اضافه گردید و بلافاصله فالکون C°37دمای  ها درفالکون
کننده حاوی سه چهارم گلیسرول به یخچال که به همراه رقیق

منتقل گردید و بعد از دو  شدهمیتنظ C°4دمای آن روی 
 ، یکC°4ها به ساعت سردسازی و رسیدن دمای نمونه

ارم گلیسرول به چهحاوی گلیسرول سه کنندهرقیق لیترمیلی
 لیترمیلی 2به  محلول حجم شد که افزوده هافالکن از هرکدام

پس  انجام شد. 1:20سازی نهایی منی به نسبت رسیده و رقیق

  (شده)محاسبه رهیج بیترک آب( ی)دارایاصل نمونه در درصد یخوراک اقلام
 4/13 (%) خام نیپروتئ 8/50 ذرت دانه
 2796 (ملوگریک در یلوکالری)ک یسمیمتابول یانرژ 95/8 ایسو دانه

 75/0 (%) میکلس 20 گندم
 3/0 (%) فسفر 17 گندم سبوس

   74/0 فسفات میکلس ید
   38/1 صدف پودر

   38/0 میکربنات کلس
   38/0 نمک

   08/0 نیزیلا
   5/0 یمعدن و نهیتامیو مکمل

 ابوذر نجفی و کیا، حسین دقیقمهدی نظری
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دیگر برای تعدیل دمایی  یک ساعت به مدتو  یسازقیرقاز 
 .(35)شدند  نگهداری یخچال در

 انجماد اسپرم
را به  گرادیدرجه سانت 4سردسازی شده در دمای  هانمونه     

در  یقهدق 7 به مدتو  دهیکش تریلیلیم 25/0ها داخل پایوت
ر ازت دو سپس  متری از ازت مایع قرار دادهسانتی 4 ارتفاع
 هاآن، هاهنمونپس از انجماد برای نگهداری  شد ورغوطهمایع 

ل فوق تمامی مراحمنتقل گردید، یع ازت ماتانک را به داخل 
 . (30) پنج مرتبه تکرار شدند

 اسپرم تحرک
و  دهرونتحرک کل، پیش هایفراسنجه جهت ارزیابی     

 ماریها را در داخل بنهای کنتیکی ابتدا  نمونهدیگر فراسنجه
ثانبه  30گراد  به مدت سانتیدرجه 37حاوی آب دمای 

 منی را روی نمونه از رمیکرولیت 5  گشایی کرده و سپس یخ
 قرار کوپزیر میکروسبا لامل  پوشاندن از بعد و داده قرار لام
 تصادفی کاملاً طوربه فیلد 10 حداقل نمونه هر شد. از داده

و  روندهشیپتحرک کل و تحرک  هایفراسنجه انتخاب شده
سیستم  وسیلهبه اسپرم 200 های سرعتی حداقلفراسنجه

CASA (Video Test Sperm 3.1 Russia)  مورد ارزیابی
 .(11)قرار گرفتند 

 یمانزنده ارزیابی

 یزیآمرنگ از و مرده زنده هایاسپرم میزان ارزیابی برای     
یک  منظور بدین .گردید استفاده نیگروزین -ائوزین حیاتی

 لام یک روی بر گروه هر از شدهقیرق قطره از اسپرم
 ائوزین نیگروزین رنگ قطره کوچک از یک با و قرارگرفته

 از خشک پس و شدههیته گسترش گردید، سپس مخلوط
 ;Labomed LX400کنتراست فاز میکروسکوپ توسط شدن،

labomed Inc., Culver City, CA, USA)) با 
 زنده هایاسپرم درصد ،اسپرم 200و شمارش  ×40بزرگنمایی

 .(32)شدند  تعیین شده( مرده )رنگ و نشده( رنگ(
 HOST)) اسپرم پلاسمایی غشاء سلامت

 هاست استفادهبرای ارزیابی سلامت غشا اسپرم از آزمون    
 100 با میکرولیتر از مایع منی را 10برای این منظور،  شد.

 به وکرده  مخلوط میکرولیتر محیط هایپواسموتیک هاست
 سپس، .شد انکوبه C°37 دمای با انکوباتور در دقیقه 30 مدت

 با خوردهچیپ و متورم ی میانیدم و ناحیه با هایاسپرم درصد

 زفا تحت میکروسکوپ  ×40 بزرگنمایی و اسپرم 200 شمارش
 .(28)گردید  تعیین کنتراست

 های مورفولوژیکیناهنجاری
 محلول از اسپرم مورفولوژیکی هایارزیابی ناهنجاری برای     

 از میکرولیتر 15برای این منظور،  .(16) دش استفاده هانکوک

 افزوده هانکوک محلول از میکرولیتر 150 به منی نمونه هر

 و داده قرار لام روی را مخلوط این از قطره یک شد، سپس
 زیر اسپرم 200 حداقل شمارش با و پوشانده لامل یک طتوس

 درصد ×40 بزرگنمایی با فاز کنتراست میکروسکوپ

شدند  محاسبه غیرطبیعی و ناهنجار های با مورفولوژیاسپرم 
(29). 

 (MDA) آلدهیددیاندازه گیری میزان مالون

از  اسپرم لیپیدهای پراکسیداسیون میزان تعیین منظورهب     
 میزان تست، این در .شد استفاده 1TBARs تست
 پراکسیداسیون میزان از شاخصی عنوانبه آلدهیددیمالون

شد.  گیریاندازه اسید تیوباربیتوریک با واکنش طریق از لیپیدها
 از تریلیلیم 1 ،هانیپروتئ رسوب منظورهب ابتدا ،منظور بدین

با  C37°بعد از یخ گشایی در دمای  گروه تیماری هر محلول
مخلوط  استریل لوله یک در کلرواستیک یدتریاس تریلیلیم 2

 لیپیدی پر اکسیداسیون وقوع از جلوگیری سپس جهت و کرده
 لولمح از تریلیلیم 1مقدار  آزمایش، انجام زمان طی در

 (اتانول در دو درصد BHTیا ) شده بوتیله هیدروکسی تولوئن
 .افزوده شد موردنظر محلول بهEDTA   تریلیلیم 1 همراه به

 یفیوژسانتر g×1200دور   با دقیقه 15 بمدت هانمونه سپس
از محلول رویی را  تریلیلیم 1 سانتریفیوژ، اتمام از پس .شدند

 67/0اسید  تیوباربیتوریک ولمحل از تریلیلیم 1 برداشته و با
آب  دقیقه در 20بمدت  و کرده مخلوط فالکن یک در درصد

°C95 جذب میزان ،هانمونه شدن سرد از پس .گرفتند قرار 
 توسط دستگاه نانومتر 532موج طول در هانمونه نوری

 ,T80 UV/VIS PG Instruments Ltd)اسپکتروفتومتر

UK(14)ی شدند ریگ(  اندازه . 
 آنالیز آماری

 مانی،زنده ،تحرک هایفراسنجه برای آمده به دست هایداده
های خروس راس هانکوک اسپرم وHOST محلول به پاسخ

 افزارنرمبا  GLM رویه توسط ییگشا خیانجماد و پس از 
SAS  یزآنال مورد تصادفی کاملاً طرح قالب در( 3.9)نسخه 

 توکی آزمون از هاتیمار میانگین مقایسه برای .گرفتند قرار
  .شد استفاده

 
 و بحث نتایج

های حرکتی اسپرم پس از ارزیابی جنبایی و فراسنجه
 ذوبانجماد و 

نتایج پژوهش حاضر نشان داد افزودن  2طبق جدول شماره    
میزان تحرک کل توانست  میکرومول 25/1و  1، 75/0تیمار 

 هدبد داری نسبت به گروه کنترل افزایشمعنی طوربهرا 
(05/0>p)  را  روندهشیتحرک پتوانست  3همچنین تیمار

در . (p<05/0) دهد یداریمعننسبت به گروه کنترل افزایش 
 1و  75/0رابطه با فراسنجه های دیگر کاسا سطوح 

سبب میکرو مول  1و تیمار  VAPسبب افزایش  میکرومول
( در ارتباط با p<05/0داری شد)معنی صورتبه VSLافزایش 
لوتئولین نتوانست در  سطوحها افزودن فراسنجهدیگر 

 یداریمعنافزایش  BCFو  VCL ،STR ،LIN هایفراسنجه
 داشته باشند.

 
 
 
 
 

1- Thiobarbituric acid 

 ابوذر نجفی و کیا، حسین دقیقمهدی نظری
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 انحراف  ± میانگین) لوتئولینتیمار با  مختلف سطوح بین در خروس شده گشایییخ اسپرم حرکتی هاییژگیو میانگین مقایسه -2جدول 

 (معیار            
Table 2. Mean comparison of motility parameters of rooster thawed semen among different levels of treatments by  
              luteolin (Mean ± SD) 
SEM 25/1  μmol 1 μmol 75/0  μmol 5/0  μmol 25/0  μmol متغیر کنترل 

84/0  57/00ab±0/71 57/40a±0/97 57/80a±1/25 55/40abc±0/24 53/60bc±0/68 52/80c ±0/86 TM (%) 

94/0  31/880abc±0/97 33/40ab±0/93 33/60a±1/12 30/80abc±1/02 29/20bc±0/67 28/20c ±0/92 
PR (%) 

59/0  25/70bc±0/32 28/59a±0/53 27/65ab±0/75 25/31bc±0/70 25/35bc±0/71 24/70c ±0/42 
VAP(μm/s) 

47/0  19/13b±0/18 21/38a±0/45 19/79ab±0/42 18/498b±0/57 18/29b±0/67 18/26b ±0/35 VSL(μm/s) 

15/0  60/3 ± 22/0  66/3 ± 13/0  62/3 ± 05/0  47/3 ± 19/0  22/3 ± 15/0  18/3 ± 13/0  ALH(μm) 

96/0  50/56 ± 24/1  53/60 ± 94/0  69/60 ± 93/0  55/58 ± 69/0  58/57 ± 00/1  74/57 ± 90/0  VCL(μm/s) 

49/2  46/74 ± 99/0  94/74 ± 65/2  73/71 ± 95/2  12/75 ± 76/0  41/72 ± 47/3  42/73 ± 71/1  STR (%) 

14/1  93/33 ± 75/0  34/35 ± 75/0  63/32 ± 16/1  48/32 ± 29/1  33/31 ± 56/1  45/31 ± 06/1  LIN (%) 

16/1  53/56 ± 82/0  84/20 ± 01/1  17/21 ± 32/0  76/20 ± 35/2  57/19 ± 01/1  5620/19 ± 77/0  BCF(Hz) 

 (.p< 05/0دار است )یمعنر بیانگر تفاوت یمارها در هر سطتبین  (a,b,cناهمسان )ها با حروف یانگینم
PM: رونده، یشپیی جنباTM: یی کل،جنبا ALH ،بیشترین دامنه حرکت جانبی :BCF: حرکت جانبی،  فرکانسLIN: یار خطی بودن اسپرم، معSTR: یار مستقیم بودن مع

 اسپرم در خط مستقیم سرعت :VSAطی شده،  : سرعت واقعی اسپرم در مسیرVCLیانگین سرعت در مسیر مستقیم، م :VAPحرکت اسپرم، 
 

اسپرم  یغشا یکپارچگی و یمانزنده گیریاندازه
 ذوبخروس پس از انجماد و 

ورده آ 3وزین نگروزین در جدول ئنتایج حاصل از تست ا   
 سطح ، نتایج ارزیابی حاکی از آن است که افزودناستشده 

 ییشاگ خیپس از انجماد و میکرومول  1و  75/0تیمار 
 باشد نسبت به گروه شاهد داشته یداریمعنتوانست افزایش 

مختلف  سطوحاست افزودن  نیا انگریب 3جدول  جینتا
سالم  یبا غشا ییهااسپرم یداریمعن شیافزا باعث نیلوتئول

 میکرومول  1و  75/0 سطوح کنندهافتیدر یهادر گروه
 .شد کنترل گروه به نسبت
 خید و پرم بعد از انجماشناسی اسریخت یریگاندازه

 ییگشا
افزودن سطح  دهدیمنشان  3نتایج حاصل از جدول    

اسپرم خروس  کنندهقیرقبه محیط میکرومول   75/0تیماری 
داری در درصد باعث کاهش معنی ییگشا خیطی انجماد و 

دیگر افزودن شد و  یعیرطبیغشناسی های با ریختاسپرم
  ن فراسنجه سبب نشد.داری در ایسبب کاهش معنیسطوح 

 
  ییگشایخطی انجماد و  آلدهیددیمالون غلظتاسی و شنمانی، یکپارچگی غشا، ریختزنده تاثیر سطوح مختلف لوتئولین بر -3جدول 

 (SD±میانگین)             
Table 3. Effect of different levels of Luteolin on viability, plasma membrane integrity, morphology and  
                  malondialdehyde concentration during cryopreservation and thawing (Mean ± SD) 
SEM 25/1  μmol 1 μmol 75/0  μmol 5/0  μmol 25/0  μmol متغیر کنترل 

08/1  57/33abc±0/46 58/35ab±1/31 60/25a±1/40 56/73abc±1/22 55/40bc±0/72 53/40c±1/01 یمانزنده (%) 

09/1  51/26abc±1/07 53/52ab±0/45 54/09a±0/51 50/77abc±0/53 49/01bc±1/81 48/20c±1/39 سلامت غشا(%) 

91/0  31/02ab±0/78 26/55ab±0/74 26/55b±0/54 29/38ab±1/30 30/03ab±0/59 31/18a±1/21 اسپرم ناسالم(%) 

13/0  3/39ab±0/15 3/14ab±0/08 2/93b±0/08 3/37ab±0/15 3/40ab±0/12 3/56a±0/16 MDA (nano 
mol/dl) 

 (.p< 05/0دار است )یمعنیمارها در هر سطر بیانگر تفاوت تبین  (a,b,cناهمسان )ها با حروف یانگینم

 
 خیبعد از انجماد و  آلدهیددیمیزان مالون یریگاندازه

 ییگشا
ح افزودن سط دهدیمبر اساس جدول شماره سه نتایج نشان   

 یریگاندازهآلدهید دیتوانست میزان مالونمیکرومول   75/0
 ریتأثشده را در نمونه تیماری کاهش بدهد و دیگر سطوح 

 .(p<05/0) دآلدهید نداشتندیداری بر میزان مالونمعنی
با استرس  یتوجهقابل طوربهعملکرد و ساختار اسپرم 

 ییگشا خیانجماد و  ندیفرآ یدر ط ROS دیو تول ویداتیاکس
 نشان مطالعات دیگر همچنین،، ردیگیمقرار  ریتأثتحت 

 آکروزوم و غشا یکپارچگی به آزاد یهاکالیراد که اندداده
 باعث نهایت در و کندیم قطعهقطعه را DNA میزند، آسیب

 یندآفر از بعد اسپرم جنبایی کردن متوقف حتی یا و کاهش

 یک فیزیولوژیک شرایط . در(3) شودیم ییگشا خی و انجماد
 وجود منی اکسیدانیآنتی و ظرفیت  ROS  تولید بین تعادل

اکسیداتیو، تنش موجب ROS از حد بیش تولید و دارد
 هایآنزیم عملکرد در کسیداسیون لیپید، اختلالاپر

و  شودمی هااسپرم عملکرد درنهایت و منی اکسیدانیآنتی
 محیطبه  مؤثرمناسب و  یهاغلظتدر  دانیاکسیآنتافزودن 

 تیفیحفظ ک یبرا دیروش مف کیهمچنان  یمنف عیانجماد ما
نتایج حاصل از پژوهش حاضر  است در پروسه انجماداسپرم 

نشان داد که اثرات مفیدی از اضافه کردن سطوح مختلف 
 یهاتیخاصیک فلاونویید که دارای  عنوانبهلوتئولین 

مادی اسپرم خروس به محیط انجاکسیدانی قوی است آنتی
تحرک و  یمانزندهحاصل شد و نتایج حاکی از افزایش میزان 

 ابوذر نجفی و کیا، حسین دقیقمهدی نظری
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 104........ .................................................... مانی اسپرم خروسآلدهید و افزایش تحرک و زندهدیلین بر کاهش میزان مالوناثر استفاده از سطوح مخلتف لوتئو

 
 

اطلاعاتی   .های مورد ارزیابی کاسا بودکل و دیگر فراسنجه
 زدهیخ هایاسپرم روی بر ینوللوتئ حفاظتی اثر مورد در زیادی

 شود،می مقایسه هاآن نتایج به دست آمده از این تحقیق با که
 .ندارد وجود

 شدهدهاستفاتاکنون از چندین فلاونویید در انجماد منی    
 10افزودن در مطالعات قبلی گزارش شده که است، 

بب میکرومول کوئرسیتین به محیط انجماد اسپرم انسان س
و همچنین  شد یداریمعن طوربه یمانزندهافزایش تحرک و 

 تولیدی کاهش چشمگیری ROSو  DNAهای میزان آسیب
نشان  که همسو با نتایج پژوهش حاضر است که (4) پیدا کرد

قیق ریط داد افزودن لوتئولین به عنوان یک فلاونویید در مح
 ندهزکننده اسپرم خروس طی انجماد توانست میزان تحرک . 

فزودن گزارش کردند اصیفی و جمادی ، مانی را افزایش دهد 
ش مول به محیط انجمادی نریان ترکمن باعث افزایمیلی 1/0

های کاسا تحرک و دیگر فراسنجه ،یمانزنده مگیری درچش
که ده شگزارش  هاوییددر ارتباط با دیگر فلاون، (36) گردید

لیتر توانست اثرات سودمندی گرم در میلیمیلی 36/0افزودن 
روز نگهداری در محیط  10در افزایش میزان تحرک طی 

انجماد و  یط تریلیلیدر م گرمیلیم 18/0 سطحسردسازی و 
 یو سلامت غشا یمانتحرک، زنده زانیتوانست م ییگشا خی

اضر نیز حدر مطالعه ( 13) دهد شیرا افزا اسپرم گاو ییپلاسما
شای غهایی با لوتئولین تاثیر مثبتی در افزایش میزان اسپرم

 تواندیم ROS ادیسطوح ز .سالم نسبت به گروه شاهد شد
موجب کاهش  جهیدرنت واسپرم شده  DNA بیسبب آس

 نیترمهمز همچنین تحرک اسپرم یکی ا. شود اسپرم یمانزنده
ده لی ماانتقال در طول مجاری تناسها در رابطه با فراسنجه

رد ملکبوده و مرتبط با بارور کردن اووسیت ثانویه است. ع
اسپرم  یک عامل احیا کننده تحرک عنوانبهمیتوکندری 

 ید ورای تولاست و میتوکندری انرژی مورد نیاز ب شدهشناخته
  .(26) کندانتشار امواج تاژکی را فراهم می

افزودن عصاره که  دگزارش کردن( 20کیا و همکاران )دقیق
باعث بهبود  تنهانهمرزنجوش به اسپرم قوچ قبل از انجماد 

شود های حرکتی بلکه باعث بهبود سلامت غشاء میفراسنجه
 جمله ازوجود ترکیبات مختلف فنولیک  آن راکه دلیل 

 است. لوتئولین دانستند که موافق با یافته های پژوهش حاضر 
 از جلوگیری سبب متفاوتی یهاسمیمکان با هادانتیاکسیآنت

که خاصیت  مهمی رکیباتت .شوندیماسپرم  آسیب
 هاآن. اشاره کردفلاوونوئیدها توان به می اکسیدانی دارندآنتی

مهار  ی نظیرترکیباتی هستند که از طریق سازوکارهای مختلف
به دام انداختن ریز  ها یا از طریقبا مهار آنزیم ROS تشکیل

از لیپیدها در برابر  ،های آزادعناصر درگیر در تشکیل رادیکال
روی  شدهانجاممطالعات  .کنندآسیب اکسیداتیو حفاظت می

ی خوراکی های مغزی در موش نشان دادند که استفادهسلول
های اکسیداتیو با ها را در برابر آسیباز لوتئولین این سلول

کند دگی و شلاته کردن محافظت میکننخاصیت جاروب
 یهاکالیرادخاصیت جاروب کنندگی  مستقیماً لوتئولین. (33)

 یهاکالیراد و اکسید سوپر آنیون اکسیژن از جمله
به  تواندیم همچنین لوتئولین  (22)هیدروکسیل را دارد 

در  را هاسلولبگذارد و  تأثیر یدانیاکسیآنت یهامیآنز افزایش

 غشای در ROS (41) کندیم محافظت اکسیداتیو برابر آسیب
 غشای اسپرم، یدهایپیل اکسیداسیون باعث تواندیم اسپرم
آکسونمال شود  غشاها، اختلال در ساختار یکپارچگی به آسیب
  .(21) دهدیم کاهش را باروری و اسپرم فعالیت نهایت و در

 های محققین پیشین مشخص گردیدهمچنین بر طبق یافته
را  LDL اکسیداسیون قادرند چای در موجود فلاونوئیدهای که

تحقیقات زیادی برای  .(17) های فلزی مهار کنندتوسط یون
سیون اکسیدان به مایع منی برای کاهش پراکسیداافزودن آنتی

 مثبت ارتباط آلدهیددی قدار مالونگرفته است. ملیپیدی انجام
ارد. در دپلاسمای منی  در موجود ROS سطوح با داریمعنی و

 DNAیکپارچگی جنبایی، با را ROS بین ارتباط آزمایشی

رار ی قبررس مورداووسیت را  داخل هب اسپرم نفوذ اسپرم و
و  ROSدادند، نتایج این آزمایش نشان داد که با افزایش 

پرم اس DNA یکپارچگی ،ییجنبامیزان   لیپیدپراکسیداسیون 
در  ROS. (5)یابد کاهش می تیو نفوذ اسپرم به داخل اووس

رب اشباع چ یدهایبه اس میمستق طوربه تواندیماسپرم  یغشا
 ، بهشود دهایپیل ونیداسینشده حمله کرده و باعث اکس

 وبرد ب نیببرساند، ساختار آکسونما را از  بیغشا آس یکپارچگی
 اسپرم را کاهش دهد.  یو بارور تیفعال تیدر نها

 عالیتف و کاهش ظرفیت یا و آزاد هایرادیکال تولید افزایش
 آمدن جودبه و عوامل اصلی از دو هر ،هاسلول اکسیدانیآنتی
 یبترک .باشندمی از آن ناشی هایآسیب و اکسیداتیو تنش

 و کیفیت در یاکنندهنییتع نقش خروس اسپرم غشای لیپیدی
 .(10) کندمی ایفا آن باروری میزان
ر د یفظتاثر محا کی، نیلوتئول دانیاکسیآنتکه  میافتیما در

ا هایی بمو تعداد اسپر اسپرم دارد یبه مورفولوژ بیبرابر آس
و همچنین سبب  دهدیمرا کاهش  یعیرطبیغمورفولوژی 

 خیآلدهید نمونه منی بعد از انجماد و دیکاهش میزان مالون
که  استققین پیشین که همسو با مطالعات مح شودیم ییگشا

 برابر در محافظتی اثر لوتئولین دانیاکسیآنتگزارش کردند 
 با هایمرفولوژی اسپرم دارد و سبب افزایش اسپرم به آسیب
شناسی سالم طی قرار گرفتن بیضه موش در میدان ریخت
 یمحافظتمگاهرتز شد که عامل آن را نقش  900 یسیمغناط

ن ئولیلوت روه تیمار شده باهمچنین در گ لوتئولین بیان کردند
های لاییدیک افزایش های اولیه و سلولتعداد اسپرماتوسیت

یان ین بلوتئول یدانیاکسیآنتپیدا کرد که علت آن را خاصیت 
 .(42)گردند

 کنندهقیرقمول به میلی 3/0کردند افزودن گزارش محققین 
اسپرم نریان ترکمن طی انجماد باعث کاهش میزان 

 1/0سطح  طورنیهمو  یعیرطبیغشناسی هایی با ریختاسپرم
، در (36) آلدهید شددیمول سبب کاهش میزان مالونمیلی

گزارش کردند که افزودن محققین   هاارتباط با دیگر فلاونویید
درصد توانست سیلیمارین لیتر گرم در میلیلیمی 54/0و  36/0

که ( 13) هش بدهدناسالم را کا یشناسختیربا هایی اسپرم
تحقیقات  موافق با نتایج به دست آمده از پژوهش حاضر بود. 

محصول نهایی  عنوانبهنشان داده است که مالون دی آلدهید 
ها تواند باعث تخریب کربوهیدراتپراکسیداسیون لیپیدی، می

ها بر تحت شرایط تسلط پراکسیدان (44)ها شود و پروتئِین
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، تعادل گلوتاتیون پراکسیداز بر گلوتاتیون، هادانیاکسیآنت
 . (18)شود شاخص استرس اکسیداتیو مختل می عنوانبه

 و یدانیکساآنتی خاصیت دو هر با فلاونوییدها ساختار شیمیایی
 عیتموق و شمار بطوریکه دارد؛ ارتباطآنها  پروکسیدانتی

 ،آنها ارساخت در کربونیل یهاگروه و هیدوکسیل یهاگروه
 2 جودو (9)است  هاترکیب این یدانیاکسآنتی بیانگر توان

 اناییتو در ،4 و 3 شماره کربن در موقعیت هیدروکسیل گروه
 ی پراکسیلهاکالیراد بردن بین از برای فلاونوییدها، بیشتر

 بسب نهایت در هارادیکال این کاهش. (9)دارند  اهمیت
 دی نمالو مانند سیتوتوکسیک آلدهیدهای تولید جلوگیری از

 اسپرم رساختا مخرب بر آثار ایجاد مانع که شوندیم آلدهاید
 . (1) شوندیم

 به خاطرهستند ها، که گروهی از ترکیبات فنلیفلاونویید    
اکسیدانی بالایی آنتیخاصیت خاصیت احیا کنندگی از 
 فعالیت که اندداده نشان برخوردار هستند. مطالعات

رایش آ به وابسته in vitroدر  فلاونوئیدها یدانیاکسیآنت
 ییتوانا بطوریکه باشدیم هاآن ردیعملک یهاگروه

 لیتفعا به مربوط آزاد یهاکالیرادبردن  بین از در فلاونوئیدها
است که  شدهگزارش. (7) است هاآن هیدروکسیل هایگروه

 میظتن شیفزاخود، با ا یدانیاکسیآنت تیعلاوه بر فعال نیئوللوت
، یکدیل یهاسلولدر  cAMPوابسته به  ییدزایژن استروئ
 . (8) شودیمتستوسترون  دیتول شیباعث افزا

 Inمحیط  در فلاونوئیدها که است داده نشان تحقیقات   

vitro پرواکسیدانی رفتار یدانیاکسیآنت یهایژگیو بر علاوه 
 فلاونوئیدها پرواکسیدانی تقدر. دهندیم نشان خود از نیز

 مصرفی دوز و هیدروکسیل یهاگروهتعداد  با مستقیماً
ی . فلاوونوئیدها ترکیبات(34) است ارتباط در فلاونوئیدها

اکسیدانی داشته و از طریق هستند که خاصیت آنتی
های اکسیداتیو های متفاوتی از لیپیدها در برابر آسیبسازوکار

پژوهش حاضر  یهاافتهیکه همسو با  کنند.محافظت می
 که اضافه کردنگزارش کردند باشد. همچنین محققین می

نی و مازنده افزایشباعث فلاونویید به جیره  عنوانبه کریسین
 باروری افزایش یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم و 

که  دگزارش کردن. دقیق کیا و همکاران (2) ها شدخروس
باعث  تنهانهافزودن عصاره مرزنجوش به اسپرم قبل از انجماد 

های حرکتی بلکه باعث بهبود سلامت غشاء بهبود فراسنجه
 جمله ازوجود ترکیبات مختلف فنولیک  آن راشود که دلیل می

 . (12) لوتئولین دانستند
با  چربی دوست بودنبه دلیل  فلاونویید هایی مثل سیلیمارین

سبب ترتیب و بدین شودیممتصل  ییپلاسما غشایترکیبات 
و شکستگی  یختگیهم گساز  یدیمستحکم شدن غشای لیپ

 . کندیمآن جلوگیری 
 با هاوییدفلاون که کند بیان را نکته این تواندیم یافته این

اد انجم کردن، سرد فرآیندهایخلال در  اسپرم آسیب کاهش
با  و شده میتوکندری یهاکنش حفظ سبب گشایی یخ و

 اییجنب پلاسمایی، غشایی از نگهداری و ATPافزایش تولید 
 به تواندیم بهبود این ،نیچنهم. است داده افزایش را اسپرم

 ،یطورکلبه .شود داده نسبت آن قوی یدانیاکسیآنت خاصیت
 با ینکوئرست و مارین لوتئولین سیلی مانند فلاونوییدهایی

 آزاد یهاکالیراد به الکترون یک یا هیدروژن یک اتم دادن
 یهابیسآبرابر  در را سلول ،هاآن بردن بین از و اکسیژن

 .(7) کنندیم محافظت اکسیداتیو
اسپرم خروس طی  کنندهقیرقبه محیط  لوتئولین افزودن    

سودمندی از جمله کاهش میزان  راتیتأثفرایند انجماد 
راکسیداسیون لیپید داشت و توانست میزان تحرک، و پ

غشای پلاسمایی اسپرم خروس را  یکپارچگیو  یمانزنده
افزایش دهد و از آسیب به ساختار اسپرم طی انجماد و افزایش 
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Oxidative stress is an important factor in poor sperm function that 
causes morphological changes and oxidative damage. Various studies have shown that 
antioxidants can reduce oxidative damage during freezing. In fact, antioxidants reduce, 
eliminate, and inactivate free radicals. Many compounds, such as some plant extracts, some 
industrial chemicals, and some amino acids, can act as active antioxidants and neutralize free 
radicals. luteolin is an important member of flavonoids which is present in glycosylated form in 
plants and studies have shown that luteolin has antioxidant properties. The aim of this study was 
to reduce lipid peroxidation and minimize oxidative stress by adding different levels of luteolin 
in the freezing medium. 
Material and Methods: Semen samples were collected from 15 roosters at 28 weeks of age. 
Sperm collection from roosters was performed by back-abdominal massage method. To 
eliminate individual effects after initial evaluations, the samples were mixed together and used 
for cryopreservation. After extending the samples and adding the levels of 0 (control), 0.25, 0.5, 
0.75, 0.1 and 1.25 μM luteolin to the base extender (Lake Extender), sperm were added at 1:20 
ratio. The test samples were cooled to 4 °C and then frozen in liquid nitrogen. The samples were 
thawed at 37 °C and then the motility parameters were measured by CASA computer system, 
survival by eosin nigrosine test, plasma membrane integrity by host test, morphology by 
Hancock test and the amount of produced malondialdehyde. Then the data were analyzed by 
completely randomized design. 
Results: The results showed that the addition of 0.75, 1 and 1.25 μM levels significantly 
increased the total motility and the levels of 0.75 and 1 increased the progressive mobility and 
VAP. In addition, 1 μM of luteolin caused a significant increase in VSL parameter (p<0.05). 
The results showed that levels of 0.75 and 1 μM significantly increased membrane integrity, and 
also level of 0.75 μM of luteolin decreased malondialdehyde content and sperm percentage with 
abnormal morphology (p<0.05). 
Conclusion: The results of this study showed that the addition of luteolin in the extender during 
freezing and thawing can have a positive effect on improving the quality of rooster sperm and 
subsequently increase the total and progressive motility after freezing and thawing and also the 
level of 0.75 μM could be the best performance among different levels added to the extender. 
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