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 مبسوط چكيده
اين  .ی تجاری استها گلهی در مصنوع حیتلقها، يک چالش جدی برای با ديگر گونه سهيدر مقااسپرم منجمد طیور  باروری پايین نرخ: مقدمه و هدف

آيندهای مکانیکی طی فر اسمزی، شیمیايی و یها از طرف ديگر، تنش .باشدی فیزيولوژيکی اسپرم طیور مرتبط ها یژگيوچالش ممکن است با برخی 
 ای از آن مجموعه که نتیجه شوند یم تغییرات فراساختاری، بیوشیمیايی و عملکردی در اسپرمآمدن  بوجودباعث که  دلايلی هستند نيتر مهم سردسازی

 نساختما شتندا با که ستا گیاهی منشأ با لفعا يستز ترکیب يک . کوئرستینباروری اسپرم خواهد شد منجر به کاهش است که های آبشاریپديده
 آزاد و های راديکال فحذ باعث یقو اکسیدان آنتی يک و مهم نويیدوفلا يک عنوانهب ترکیب يناست. ا اکسیدانی آنتی يژگیو دارای فنلی پلی شیمیايی

اسپرم خروس طی نگهداری در  کنندههدف از اين مطالعه، استفاده از کوئرستین به شکل نانو در رقیقشد.  ها جوجه سپرماتوگونیا در تیواکسیدا تنش کاهش
  .باشد یمدرجه  0دمای 

حذف اثرات  منظورهبخروس  11ی شده از هر آور جمعهای اولیه صورت گرفت. منی  یبررسها از خروس ی منیآور جمعبلافاصله پس از  ها:مواد و روش
شده و در  )غیرمحافظت شکل سه در میکرومولار( 24و  11، 14) کوئرستین مختلف های . غلظتکننده اضافه شدند و به محیط رقیقفردی با يکديگر مخلوط 

 6مدت به C ˚ 0یدمادر شده  های منی رقیق سپس سرد شدن تدريجی نمونه .شد اضافه پايه کننده ترکیب رقیقبه (NLC و داخل ساختارهای لیپوزومی
 يکپارچگی های جنبايی،پارامتر 08و  20گراد(، درجه سانتی 0 یدماه ب ها نمونهی صفر )بلافاصله پس از رسیدن ها زمانساعت انجام گرديد. سپس در 

 . ها مورد ارزيابی قرار گرفت ی نمونهمان زندهو درصد  طبیعیغیر های درصد اسپرم لیپیدی، پراکسیداسیون غشايی،
در  یساعت نگهدار 20اند. در زمان  در زمان صفر نداشته ابیيرامترهای مورد ارزپابر  یدار یمعن ریتأث یشيآزما هایمارین است که تآ انگریب جينتا :هاافتهي

اسپرم در  یغشا یکپارچگي ی ومان زندهرونده، پارامترهای جنبايی کل، پیش دار یباعث بهبود معن NLCلودشده در  کوئرستین کرومولاریم 11، درجه 0ی دما
پارامترهای  دار یباعث بهبود معن NLCشده در  لود کوئرستینکرومولاریم 11 ماریته درج 0 یدمادر  یساعت نگهدار 08با گروه کنترل شد. در زمان  سهيمقا

 ریتأثهمچنین، نتايج بیانگر آن است که تیمارهای آزمايشی  .شودیبا گروه کنترل م سهياسپرم در مقا یغشا یکپارچگيو  یمان رونده، زندهجنبايی کل، پیش
. در ساعت در مقايسه با گروه کنترل نداشته است 08و  20، 4در سه زمان  درجه 0 یدما در نگهداری یط خروس اسپرم ناهنجاری داری روی درصدمعنی
 دراسپرم  MDA زانیم دار یباعث کاهش معن NLCلودشده در  کوئرستین کرومولاریم 11 ماریت درجه 0 یدر دما یساعت نگهدار 08و  20 یها زمان

 . شدبا گروه کنترل  سهيمقا
باعث بهبود بسیاری از پارامترهای مورد ارزيابی  NLCشده در  لود کوئرستین کرومولاریم 11دهنده آن است که تیمار نتايج اين آزمايش نشان :گيرينتيجه

 .شودمیکننده اسپرم خروس توصیه  شود و بنابراين برای استفاده در رقیقمی
 

 خروس، نانو ،اکسیدانآنتیاسپرم،  :كليدي هايواژه
 

 مقدمه
مصنوعی يک تکنولوژی تولیدمثلی است که در آن از  تلقیح   

. بنابراين تا حد شود یم مؤثربهترين نرهای پرورشی استفاده 
گردد. بهبود کیفیت ژنتیکی گله پرورشی میزيادی منجر به
 کاهش  و یکیبازده ژنت امکان بهبود تلقیح مصنوعی

ده بهینه از لازمه استفا .سازد یمرا مهیا  تولیدمثلی هایبیماری
 مايع و صورت بهسازی اسپرم تلقیح مصنوعی، امکان ذخیره

سازی اسپرم های زمانی ذخیرهباشد، اما محدوديتمنجمد می
انجماد اسپرم شده است  یسو بهمايع موجب گرايش  صورت به
(1،8). 

با ديگر  سهيدر مقار اسپرم منجمد طیو باروری پايین نرخ    
ی ها گلهی در مصنوع حیتلقها، يک چالش جدی برای گونه

ی ها یژگيواين چالش ممکن است با برخی  .تجاری است
از طرف ديگر،  .باشدفیزيولوژيکی اسپرم طیور مرتبط 

مکانیکی طی فرآيندهای  اسمزی، شیمیايی و یها تنش
مدن آ بوجودباعث که  دلايلی هستند نيتر مهم سردسازی

 تغییرات فراساختاری، بیوشیمیايی و عملکردی در اسپرم
است  های آبشاریای از پديدهآن مجموعه که نتیجه شوند یم

 .(9) باروری اسپرم خواهد شد منجر به کاهش که
 یژناکس نامبه یپارادوکس با یهواز زنده موجودات یتمام   

 از و بوده یمولکول O2 به یازمندن سويک از يعنی هستند روبرو
 آن های یتمتابول یژن،اکس بودن یضرور وجود با يگرد يیسو

 و (O-2)ید سوپراکس ونیآن (OH)یدروکسیل ه يکالراد همانند
 ها سلول اختارس و عملکردبر  (H2O2)هیدروژن پراکسید  يا
 قرار خطر معرض در را موجود زنده بقاء و نهاده یمنف یرتأث
 نظر در دو لبه یغت ینوع را یژناکسعلت  ینهمبه دهند؛ یم
 انواع به موسوم یژناکس مجموعه مشتقات .(6) گیرند یم

 ینابارور يجادا عوامل از يکی عنوان به که بوده فعال یژناکس
 دوگانه یاثر یدارا فعال یژناکس شوند.یمشناخته پستاندارا  در
 جهت طرف کي از اسپرم است، یها سلول و ساختار عمل بر

 یآکروزوم واکنش همانند یعیطب یروندها یبرخانجام 
 یطمح در يادزی ها غلظت در يگرد یطرف از و بوده یضرور

 و تحرك قدرت مهار شود، که موجب یداتیو میاکس باعث تنش
 یبترتينبد و شده ها سلول ينای ظاهر شکل در ییرتغ یزن

 علائم از يکی نمود. خواهند يجادا ی رانابارور از يیدرصدها
 های یچربیداسیون پراکس ،ها سلول در یداتیواکس مهم تنش

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعی ساري
 پژوهشهاي توليدات دامی
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 بوده یزيولوژيکفيده پد يک یچرب یداسیونپراکس غشاء است.
یراشباع غ چرب یدهایاساز  یغن که يیها سلول همه در و

 و يبتخر شامل که يیها واکنشمجموعه  از و داده رخ هستند،
 است، يیغشا یدهایاس ينا در یوندهای دوگانهپ مجدد یلتشک
 يبتخر موجب یچرب یداسیونپراکس روند .شود یم یلتشک

 و يمیآنز یها تیفعال مهار ،تحرك قدرت کاهشغشاء،  ساختار
به  منجر که شده، اسپرم یها سلول DNAدر  یشکستگيجاد ا

 یباتیترک ها دانیاکس یآنتشود.  یمکاهش توان باروری اسپرم 
 سپس و فعال یژناکس یآور جمعبه  قادر که هستند

 شندبا یم بدن یها سلول خارج و در داخل آنان یساز یخنث
 از يادیز مقدار پرماتوژنز،اس روند یطاسپرم  یها سلول .(6)

 آن، در موجود اکسیدانی یآنت مواد را همراه با خود یتوپلاسمس
 اکسیداتیو تنش روند مقابل در یبترت ينبدو  داده ازدست

در  ها اکسیدان یآنت کاربرد یاستراتژشوند. امروزه  یمحساس 
 قرار محققان مدنظر ها سلول به وارده صدمات رفع یراستا

  .است گرفته
طبیعی در مايع منی،  طور بهها، جلوگیری از آسیب منظور به    

اکسیدانی اکسیدانی وجود دارد. سیستم آنتیهای آنتیسیستم
 یدر پستانداران و پرندگان اهلی مشتمل بر سه سطح عمده

است.  6و کاتالاز 2، سوپراکسید ديسموتاز1گلوتاتیون پراکسیداز
سمای منی پرندگان اهلی اکسیدانی موجود در پلاسیستم آنتی

است.  مؤثرطبیعی تنها برای مدت کوتاهی  دمثلیتولدر 
 اند که افزودن ترکیبات های گوناگون نشان دادهپژوهش

اکسیدانی به جیره غذايی پرندگان اهلی موجب کاهش آنتی
 .(29)شود پراکسیداسیون لیپیدهای منی می

 با که ستا گیاهی منشأ با لفعا يستز ترکیب يک کوئرستین
 يژگیو دارای فنلی-پلی شیمیايی نساختما شتندا

 اصخو کوئرستیندر يک تحقیق، ست. ا اکسیدانی آنتی
 و زاسسترا ملاعو برابر در بافتی و سلولی کننده محافظت

 یهاشمو در نکسیژا لفعا های راديکال از ناشی تیواکسیدا
 يک عنوانهب ترکیب ينا .(0)نشان داد يابتی د يیاصحر

 فحذ باعث یقو اکسیدان آنتی يک و مهم نويیدوفلا
 سپرماتوگونیا در تیواکسیدا تنش کاهش آزاد و های راديکال

 کوئرستین که ندداد ننشا اوانفر های پژوهش شد. ها جوجه
 فعالیت يشافزا موجب پلیفنلی اکسیدان آنتی عنوانبه

 کوئرستین. شد زکاتالا يمنزآ جملهاز  اکسیدانی آنتی های آنزيم
 بر محافظتی ثرا دارای ،کنگر مانند گیاهانی در دموجو
 دادن با و دبو تیواکسیدا تنش تحت سپرماتوگونیا های سلول

 .(11)داد  کاهش را سلولی DNA تخريب ،ROS به ونلکترا
 رمولاومیکر 044 ،244 ،144 ،14 ،64 ،24 های غلظت ثرا   

 نسیواکسیداپر بر ننساا مسپرا  کننده رقیق در را کوئرستین
 رمولاومیکر 244 تا 64 غلظت نددکر گزارش و سیربر لیپیدها

. (24)داد  کاهش را مسپرا در لیپیدها نسیواکسیداپر کوئرستین
 244 و ،144 ،14 ودنفزا که نددکر ارشگزای در مطالعه

 طورهب يیاصحر شمو مسپرا به کوئرستین رمولاومیکر
 و بخشید دبهبو را اکسیدان آنتی های آنزيم فعالیت توجهی قابل

 موجب و دکر محافظت ،H2O2های  آسیب برابر در را مسپرا
 رنابهنجا یهاوزومکرآ صددر و ئیدلدآدینمالو تولید اهشک

 .(2) شد

برای جلوگیری از تنش  یقو و اکسیدان مؤثر یآنت يک وجود
رسد؛ از طرف ديگر استفاده از نظر میاکسیداتیو ضروری به

ود. هدف شبیش از حد باعث صدمه به اسپرم می دانیاکس یآنت
با استفاده از  زمان هماين پژوهش استفاده از فناوری نانو 

   دانیاکس یآنتجهت هدفمندی اثر اين   دانیاکس یآنت
 ورتصهب  دانیاکس یآنتباشد. با استفاده از فناوری نانو اين می
 و از صدمات ناشی از گرفته قراردر اختیار اسپرم  شده نهیبه

 .شود یمپراکسیداسیون جلوگیری 
 

 ها روشمواد و 
اين آزمايش در گروه علوم دامی دانشگاه تبريز انجام شد.     

خروس گله مادر گوشتی سويه تجاری  11در ابتدای آزمايش 
ها منتقل  ای( به سالن نگهداری خروسهفته 64) 648 سار

ها از نظر سلامت عمومی و وضعیت  شدند. سپس خروس
گیری از گرفتند. اسپرم سلامتی و اسپرم دهی مورد معاينه قرار

 هدهی بپذيری به اسپرم ها پس از يک ماه دوره عادت خروس
شکمی از  -بار و به روش مالش پشتی ای دو صورت هفته
 ها صورت گرفت. تمام خروس

( کايآمر -چيآلدر گمای)س کوئرستینهای مختلف  غلظت   
 به سه شکل  هيپا کننده قی( به رقکرومولاریم 24 و 11، 14)
لیپیدی  یها و حامل پوزومی، لنانو نشده() یصورت معمولهب

NLC)نانوساختار 
اضافه ( و تیمار شاهد )فاقد آنتی اکسیدان( 0

به روش  اکسیدانآنتی یحاو یهاNLC هیته .دندش
 از هالیپوزوم تهیه جهت. (21) گرم انجام شد ونیزاسیهموژن

 ازةندا سنجش هستگااندازه ذرات با د .شد استفاده لسیتین
 قاتیتحق همايشگادر آز ،پنژا ساخت (SALD 2101) ذرات

 یگیرازهندا تبريز پزشکی معلو هنشگادا يیدارو یکاربرد
روش ها )بهاز خروس ی منیآور جمعبلافاصله پس از  .شدند

 حجماولیه صورت گرفت و های  یبررس ی(شکم -یمالش پشت
هر  در مسپرا ردمیلیا 6 از بیشتر غلظت ،لیترمیلی 2/4-1 بین

 های مسپرا درصد و صددر 84 از شبی جنبايی ،لیترمیلی
 مسپرا انعنوبه ال،نزا هر در صددر 14 از کمتر غیرطبیعی

 11ی شده از هر آور جمعد. منی شگرفته نظردر  طبیعی
ردی با يکديگر مخلوط و به حذف اثرات ف منظورهبخروس 

درجه  67سازی در دمای  یقرقکننده اضافه شدند.  محیط رقیق
انجام شد )غظت نهايی به نسبت يک به بیست گراد سانتی
 24و  11، 14) کوئرستین مختلف های (. غلظت2 × 148اسپرم 

شده و در داخل  )غیرمحافظت شکل سه در میکرومولار(
 پايه کننده ترکیب رقیق هب (NLC و ساختارهای لیپوزومی

های منی  سپس سرد شدن تدريجی نمونه .شد اضافه
اين  ساعت انجام گرديد.  6مدت  به C ˚ 0 یدمادر شده  رقیق

ی صفر ها زمانسپس در آزمايش در پنج تکرار انجام گرفت. 
 08و  C 0  ،20˚ یدمابه  ها نمونه)بلافاصله پس از رسیدن 

 يکپارچگی های جنبايی،ر، پارامتداخل يخچال( )در ساعت
و  طبیعیغیر های درصد اسپرم لیپیدی، پراکسیداسیون غشايی،
 ها مورد ارزيابی قرار گرفت. ی نمونهمان زندهدرصد 

 اين برای ارزيابی شد. CASAجنبايی اسپرم با استفاده از    
 video test sperm 3.1 مدل ،CASA سیستم از پژوهش
به  نهیزم 1هر نمونه حداقل از  شد. استفاده شده کالیبره

1- Glutathione peroxidase                          2- Superoxide dismutase                   3- Catalase             4- Nanostructured Lipid Carriers 

 حسین محمدیو  پورکیا، مهدیه مهدیابوذر نجفی، حسین دقیق
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 لهیوسهاسپرم ب 244تعداد  انتخاب و به یصورت کاملاً تصادف
 .(27) شدند زیآنال CASA ستمیس

نیگروزين  -آمیزی ائوزين مانی از رنگ برای ارزيابی زنده   
گرم، سديم  14گرم، نگروزين  37/1)ائوزين  استفاده شد

. (22)لیتر آب مقطر حل شد( میلی 144گرم، در  9/2رات تسی
نیگروزين  -میکرولیتر رنگ ائوزين 14برای ارزيابی هر نمونه، 

وسیله سمپلر بر روی يک لام گرم و تمیز قرار داده شد.  به
شده با استفاده از سمپلر بر میکرولیتر از منی رقیق 14سپس 

روی رنگ ريخته و مخلوط گرديد. با کشیدن لام ديگری بر 
ی مخلوط شده اسپرم و رنگ، گسترشی از مخلوط  روی نمونه

در زير  ها بر روی لام تهیه شد. پس از خشک شدن، لام آن
مورد مشاهده  044میکروسکوپ قرار داده شد و با بزرگنمايی 

اسپرم شمارش شد و درصد  244قرار گرفت. از هر نمونه 
 .های رنگی )مرده( و رنگ نشده )زنده( محاسبه شد اسپرم

در اين پژوهش برای بررسی يکپارچگی غشای اسپرم از    
. ده (26)( استفاده شد HOSTهیپواسموتیک ) آزمون تورم

 میکرولیتر از محیط هايپواسموتیک 144میکرولیتر از منی به 
، که داری فروکتوز و سیترات سديم (144)اسمولاريته  هاست

    C 67˚دقیقه در دمای  64مدت بود، افزوده شد و سپس به
نمونه  میکرولیتر از 14انکوبه شد. پس از گذشت اين زمان 

انکوبه شده بر روی لام قرار داده شد و با استفاده از لامل بر 
   C 67˚ روی لام گسترده شد. بررسی میکروسکوپی در دمای

 کمک میکروسکوپ فازکنتراستبه 044 و با بزرگنمايی
(Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City, 

CA, USA)  اسپرم شمارش  244صورت گرفت. از هر تیمار
خورده نسبت به کل اسپرم  های با دم گره شد و درصد اسپرم

 .محاسبه شد
از محلول هانکوك  ها شناسی اسپرم يختربرای ارزيابی    

استفاده شد. برای ساخت محلول هانکوك از روش هانکوك 
لیتر  یلیم 1/32. محیط هانکوك شامل (17) شداستفاده 

 114لیتر محلول سالین،  یلیم 114درصد(،  67فرمالین )
تقطیر است.  دو بارلیتر آب  یلیم 144افر و لیتر محلول ب یلیم

های اسپرم سه قطره از هر نمونه  برای ارزيابی ناهنجاری
لیتر از محلول هانکوك  اسپرم به میکروتیوب حاوی يک میلی

افزوده شد. سپس يک قطره از اين محلول روی لام قرار 
گذاری شد و با استفاده از میکروسکوپ گرفته و لامل

(Labomed LX400; Labomed Inc., Culver City, 

CA, USA)  مورد بررسی قرار گرفت. برای  044با بزرگنمايی

های  های نابهنجار )ناهنجاری محاسبه درصد کل اسپرم
آکروزوم، سرهای چسبیده، بخش میانی غیرطبیعی و 

اسپرم از هر نمونه مورد بررسی و  244های دم( تعداد  آسیب
 .شمارش قرار گرفت

شاخص پراکسیداسیون  عنوانهبآلدهید دیلونغلظت ما   
های منی است که با استفاده از واکنش لیپیدی در نمونه

در دمای  معمولاً. (18)گیری شد تیوباربیتوريتیک اسید اندازه
C˚ 91  و شرايط اسیدی، يک مولکولMDA  با دو مولکول

رنگی را  یصورتتیوباربیتوريتیک اسید واکنش داده و کمپلکس 
 ، ابتدا MDAگیری غلظت آورد. برای اندازه یم وجودهب

دقیقه سانتريفیوژ شدند )ده هزار دور در  11 مدتهبها نمونه
به يک  يیرو عيماکرولیتر از می 214مقدار دقیقه(. در ادامه 

%( و 24) دیاس کیکلرواست یتر یحاولیتر محلول میلی
دقیقه  64 مدتهب%( اضافه گرديد و 1/4تیوباربیتوريتیک اسید )

ها بعد از حرارت داده شد. در مرحله بعد نمونه C˚ 91در دمای 
ها در سرد شدن در داخل يخ، عدد جذب هر يک از نمونه

 T80)دستگاه اسپکتروفتومتر  یلهسوهب 162 موج طول

UV/VIS) PG Instruments Ltd, UK )خوانده شد. 
 آناليز آماري

 هبتصادفی  کاملاًدر قالب طرح  شيآزمانتايج حاصل از    
آنالیز  Proc GLMو با استفاده از SAS (2/9 ) افزار نرم لهیوس

شد.  ( در نظر گرفته خواهدp<41/4داری ) و سطح معنی
اين آزمايش انجام گرفت.  Tukeyها با آزمون انگینمقايسه می

 در پنج تکرار انجام شد.

 
  و بحث جينتا

لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر استفاده از    
 بر جنبايی اسپرم خروس طی NLCدر لودشده کوئرستین 

آورده شده است. نتايج  1در جدول  C˚ 0نگهداری در دمای 
داری  یمعنیر تأثت که تیمارهای آزمايشی دهنده آن اسنشان

. همچنین در اند نداشتهاسپرم در زمان صفر  در میزان جنبايی
 11، تیمار C˚ 0ساعت نگهداری در دمای  20زمان 

دار  یمعنباعث بهبود  NLCدر لودشده کوئرستین میکرومولار 
جنبايی اسپرم در مقايسه با گروه کنترل شده است. در زمان 

میکرومولار  11تیمار  C˚ 0هداری در دمای ساعت نگ 08
دار جنبايی  یمعنباعث بهبود  NLCدر لودشده کوئرستین 

 .(p<41/4) شونداسپرم در مقايسه با گروه کنترل می
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  C˚0اری در دمای بر جنبايی کل اسپرم خروس طی نگهد NLCدر لودشده کوئرستین لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر  -1جدول 
Table 1. The effect of quercetin, quercetin loaded liposome and quercetin -loaded NLC on sperm total motility during  
               storage at 4 °C 

 ( دارند.p<41/4دار ) یتفاوت معندر هر ستون  مشابهحروف غیراعداد دارای 

 
لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر استفاده از    

رونده اسپرم  یشپبر جنبايی  NLCدر لودشده کوئرستین 
آورده شده  2در جدول  C˚ 0نگهداری در دمای  خروس طی

یر تأثدهنده آن است که تیمارهای آزمايشی است. نتايج نشان
رونده در زمان صفر  یشپ داری در میزان جنبايی یمعن

 ساعت نگهداری در دمای  20. همچنین در زمان اند نداشته

C˚ 0 در لودشده کوئرستین میکرومولار  11، تیمارNLC 
رونده اسپرم در مقايسه با  یشپدار جنبايی  یمعن باعث بهبود

ساعت نگهداری در دمای  08گروه کنترل شده است. در زمان 
C˚ 0  در لودشده کوئرستین میکرومولار  11تیمارNLC  باعث

رونده اسپرم در مقايسه با گروه  یشپدار جنبايی  یمعنبهبود 
 .(>41/4p) شوندکنترل می

 
 رونده اسپرم خروس طی نگهداری در  یشپبر جنبايی  NLCدر لودشده کوئرستین لودشده در لیپوزوم و وئرستین ک، کوئرستیناثر  -2جدول 

 C˚ 0دمای              
Table 2. The effect of quercetin, quercetin loaded liposome and quercetin -loaded NLC on sperm progressive motility  
             during storage at 4 °C 

 ( دارند.p<41/4دار ) یتفاوت معندر هر ستون  مشابهحروف غیراعداد دارای 

 
لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستینه از اثر استفاد   

ی اسپرم خروس طی مان زندهبر  NLCدر لودشده کوئرستین 
آورده شده است. نتايج  6در جدول  C˚ 0نگهداری در دمای 

داری در  یمعنیر تأثدهنده آن است که تیمار آزمايشی نشان
 20. همچنین در زمان اند نداشتهدر زمان صفر اسپرم  یمان زنده

میکرومولار  11، تیمار C˚ 0ساعت نگهداری در دمای 

ی مان زندهدار  یمعنباعث بهبود  NLCدر لودشده کوئرستین 
ساعت  08است. در زمان اسپرم در مقايسه با گروه کنترل شده

کوئرستین میکرومولار  11تیمارهای  C˚ 0نگهداری در دمای 
پرم در ی اسمان زندهدار  یمعنباعث بهبود  NLCدر لودشده 

 .(>41/4p) شوندمقايسه با گروه کنترل می

 
 
 
 
 

 08 20 4 تیمارها/ زمان

76/83 کنترل  10/08 bc 14/26 cd 
    )میکرومولار(کوئرستین 

14 22/88  93/10 abc 76/21 bcd 
11 36/94  71/18 ab 14/29 ab 
24 77/88  14/14 bc 01/22 cd 

    )میکرومولار( لود شده در لیپوزوم کوئرستین
14 17/88  81/12 bc 71/26 cd 
11 29/94  11/11 abc 4/23 bc 
24 84/88  14/01 c 07/21 d 

    )میکرومولار( NLC درلود شده  کوئرستین
14 38/94  89/13 abc 74/23 bc 
11 91/91  87/31 a 81/61 a 
24 29/89  62/11 bc 40/21 bcd 

SEM 11/2  00/2  94/4  

 08 20 4 تیمارها/ زمان

21/19 کنترل  77/18 b 00/8 cd 
    )میکرومولار(کوئرستین 

14 06/31  61/24 b 88/12 abc 
11 18/36  27/23 ab 16/10 ab 
24 11/19  78/18 b 11/14 bcd 

    )میکرومولار( لود شده در لیپوزوم کوئرستین
14 84/18  41/19 b 76/8 cd 
11 63/31  17/26 ab 49/16 abc 
24 74/34  39/18 b 80/7 d 

    )میکرومولار( NLC لود شده در کوئرستین
14 96/31  87/22 b 29/16 abc 
11 69/30  21/61 a 34/13 a 
24 86/19  22/22 ab 93/14 bcd 

SEM 26/2  92/1  43/1  

 حسین محمدیو  پورکیا، مهدیه مهدیابوذر نجفی، حسین دقیق

 



 148.................................  کنندهدر محیط رقیق NLCه با افزودن کوئرستین به شکل نانو لیپوزوم و درج 0بهبود کیفیت اسپرم خروس طی نگهداری در دمای 

 C˚0ی اسپرم خروس طی نگهداری در دمای مان زندهبر  NLCدر لودشده کوئرستین لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر  -6جدول 
Table 3. The effect of quercetin, quercetin loaded liposome and quercetin -loaded NLC on sperm viability during       
            storage at 4 °C 

 ( دارند.p<41/4دار ) یمعن تفاوتدر هر ستون  حروف غیر مشابهاعداد دارای 
 

لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر استفاده از    
اسپرم  غشای بر يکپارچگی NLCدر لودشده کوئرستین 

آورده شده  0در جدول  C˚0خروس طی نگهداری در دمای 
داری  یمعنیر تأثاست. نتايج بیانگر آن است که تیمار آزمايشی 

. است  نداشتهدر زمان صفر  اسپرم یشاغ یکپارچگيدر میزان 
 C˚0 ،11ساعت نگهداری در دمای  20همچنین در زمان 

دار  یمعنباعث بهبود  NLCدر لودشده کوئرستین میکرومولار 
اند. در اسپرم در مقايسه با گروه کنترل شده غشای يکپارچگی

 11تیمارهای  C˚ 0ساعت نگهداری در دمای  08زمان 
دار  یمعنباعث بهبود  NLCدر لودشده  کوئرستینمیکرومولار
 دشواسپرم در مقايسه با گروه کنترل می غشای يکپارچگی

(41/4p<). 
 

 بر يکپارچگی غشای اسپرم خروس طی نگهداری در  NLCدر لودشده کوئرستین لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر  -0جدول 
 C˚0دمای             

Table 4. The effect of quercetin, quercetin loaded liposome and quercetin -loaded NLC on membrane integrity during  
             storage at 4 °C 

 ( دارند.p<41/4دار ) یتفاوت معندر هر ستون  حروف غیر مشابهاعداد دارای 
 

 و لیپوزوم در لودشده کوئرستین ،کوئرستیناثر استفاده از    
بر درصد ناهنجاری اسپرم  NLCدر  لودشده کوئرستین

آورده شده  1در جدول  C˚0خروس طی نگهداری در دمای 
بیانگر آن است که تیمارهای آزمايشی تاثیری است. نتايج 

 دمای در نگهداری طی خروس اسپرم ناهنجاری روی درصد
C˚0  ساعت در مقايسه با گروه  08و  20، 4در سه زمان

 کنترل نداشته است.

 
 
 
 

 08 20 4 تیمارها/ زمان

83/89 کنترل  14/11 c
 91/27 bc

 

    )میکرومولار(کوئرستین 
14 21/89  63/18 bc

 63/64 bc
 

11 14/91  90/37 ab
 04/66 ab

 
24 78/89  32/12 c

 32/27 c
 

    )میکرومولار( لود شده در لیپوزوم کوئرستین
14 20/88  17/12 c

 82/23 c
 

11 21/94  00/18 bc
 21/64 c

 
24 43/87  67/09 c

 91/20 c
 

    )میکرومولار( NLC درلود شده  کوئرستین
14 19/89  21/17 c

 64/29 bc
 

11 71/92  63/70 a
 97/68 a

 
24 19/88  73/10 c

 88/28 bc
 

SEM 82/1  46/2  21/1  

 08 20 4 تیمارها/ زمان

60/84 کنترل  32/00 b
 33/19 cd

 

    
)میکرومولار(کوئرستین  14  82/86  17/08 b

 33/24 bcd
 

11 69/81  31/32 a
 39/28 a

 
24 74/82  10/03 b

 30/24 bcd
 

    )میکرومولار( لود شده در لیپوزوم کوئرستین
14 10/84  71/01 b

 79/19 cd
 

11 91/86  60/12 b
 37/20 abc

 
24 88/79  11/00 b

 81/17 cd
 

    )میکرومولار( NLC درلود شده  کوئرستین
14 40/86  61/14 b

 32/21 ab
 

11 46/81  13/37 a
 26/29 a

 
24 4/82  92/09 b

 21/22 bcd
 

SEM 64/2  93/1  48/1  
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 م خروس طی نگهداری در بر درصد ناهنجاری اسپر NLCدر لودشده کوئرستین لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر  -1جدول 
 C° 0دمای              

Table 5. The effect of quercetin, quercetin loaded liposome and quercetin-loaded NLC on abnormal forms 
               duringstorage at 4 °C   

 ( دارند.p<41/4دار ) یتفاوت معندر هر ستون  مشابهحروف غیراعداد دارای 
 

 و لیپوزوم در لودشده کوئرستین ،کوئرستیناثر استفاده از     
اسپرم خروس  MDA میزان بر NLCدر  لودشده کوئرستین

است.  آورده شده 3در جدول  C˚ 0طی نگهداری در دمای 
داری  یمعنیر تأثنتايج بیانگر آن است که تیمارهای آزمايشی 

. همچنین در زمان اند نداشتهدر زمان صفر  MDAدر میزان 
میکرومولار و  C˚ 0 ،11ساعت نگهداری در دمای  20

 دار میزان یمعنباعث کاهش  NLCدر لودشده کوئرستین 
MDA  .08در زمان اسپرم در مقايسه با گروه کنترل شد 

میکرومولار  11تیمارهای  C˚ 0ساعت نگهداری در دمای 
 دار میزان یمعن کاهشباعث  NLCدر لودشده کوئرستین 

MDA شوداسپرم در مقايسه با گروه کنترل می (41/4p<). 

 

روس طی نگهداری در دمای اسپرم خ MDAبر میزان  NLCدر لودشده کوئرستین لودشده در لیپوزوم و کوئرستین ، کوئرستیناثر  -3جدول 
C˚ 0  

Table 6. The effect of quercetin, quercetin loaded liposome and quercetin -loaded NLC on MDA levels during  
              storage at 4 °C 

 ( دارند.p<41/4دار ) یتفاوت معندر هر ستون  مشابهحروف غیراعداد دارای 
 

دهنده آن است که استفاده از کوئرستین در نتايج نشان    
اکسیدانی اين ماده را افزايش  تواند خاصیت آنتی لیپوزوم نمی

 لود  NLCین در روی دهد. جالب آن است که وقتی کوئرست
 شود، باعث بهبود کیفیت اسپرم در زمان نگهداری در دمایمی
C˚ 0 شود. می 

 مايع منی موجب در ROSافزايش میزان  طورکلیهب    
پراکسیداسیون لیپید، آسیب غشايی و درنتیجه کاهش حرکت 

غشای  به آسیبگلیکولیز،  های آنزيمسازی اسپرم، غیرفعال
همین دلیل اسپرم . بهشود می DNAیون آکروزوم و اکسیداس

دهد.  می رخ ناباروریقادر به بارور کردن تخمک نبوده و 
، ايجاد اختلال ها سلولبارزترين اثر پراکسیداسیون لیپیدی در 

 ها يونروند انتقال  کهطوریهب ،و کار غشاء سلول است در نظم
 غشاء شود. میتغییر و در کار سلول اختلال ايجاد  خوش دست

اسپرم بدلیل داشتن مقادير زيادی اسیدهای چرب غیراشباع، 
 .(11) لیپیدی است کسیداسیونامستعد پر

 میکرومولار 11 که تیماراز آن است  یحاک جينتا    
دار جنبايی معنی بهبود باعث NLC در لودشده کوئرستین

ران همکا و گیب .شودمی کنترل تیمار با مقايسه در اسپرم
 مسپرا به کوئرستین لمومیلی 11 ودنفزا که ندداد ننشا (12)
 .داد يشافزا گشايیيخ از پس را ها اسپرم کل جنبايی ،سبا

 سیتاوو با پیونديافته های اسپرم رشما يشافزا باعث همچنین،
 چگیريکپا بر داری معنی ثرا ،ماا. شد لکنتر وهگر به نسبت

 08 20 4 تیمارها/ زمان

 71/24 89/17 09/8  کنترل
    ر()میکرومولاکوئرستین 

14 69/8 64/11 11/19 
11 96/7 19/10 41/13 
24 19/8 19/17 82/19 

    )میکرومولار( لود شده در لیپوزوم کوئرستین
14 01/8 38/13 31/24 
11 64/8 11/11 93/17 
24 47/9 83/17 86/21 

    )میکرومولار( NLCدر لود شده  کوئرستین
14 46/8 14/11 07/17 
11 30/7 47/10 22/11 
24 30/8 33/17 74/18 

SEM 83/4 06/1 01/1 

 08 20 4 تیمارها/ زمان

32/1  کنترل  41/0 ab 67/0 abc 
    )میکرومولار(کوئرستین 

14 36/1  61/6 ab 14/6 bc 
11 01/1  81/1 c 17/2 d 
24 31/1  4/0 ab 72/0 ab 

    )میکرومولار( لود شده در لیپوزوم کوئرستین
14 30/1  09/6 ab 69/0 abc 
11 17/1  43/6 abc 13/6 bc 
24 39/1  13/0 a 14/1 a 

    )میکرومولار( NLC درلود شده  کوئرستین
14 18/1  94/2 bc 19/6 cd 
11 06/1  76/1 c 17/2 d 
24 31/1  94/6 ab 01/0 abc 

SEM 26/4  62/4  27/4  
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 سیلويا و همکاران. (12)شت اند مسپرا مانی زنده و وزومکرآ
 لیتر میلی بر مگرومیکر 24 تا 1 ودنفزا که ندداد نشان (28)

 مرغ تخم زرده-ولگلیسر تريس  کننده رقیق به کوئرستین
 و بخشید دبهبو را چقو مسپرری امیتوکند یغشا پتانسیل

 علل از شد. مسپرا جنبايی و وزومکرآ چگیريکپا يشافزا سبب
 به توان یم کوئرستین یدانیاکس یآنت اصخو ریساختا

 و 2 کربن بین گانهدو باند ،C حلقه در 6 موقعیت کسیلروهید
 یلگوا و C حلقه در C4 کربونیل وهگر ،C حلقه در 6

 C4 کربونیل دجوو همچنین. دکر رهشاا آن نکسیلاسیوروهید

 و هشدکلاته  هنآ یها وني با C3 يا C5 لکسیروهید وهگر و
 آورد یم بدست را آزاد یها کاليراد دنکر روبجا خاصیت

 ارشگز (10خاکی و همکاران ) مطالعه حاضر، ديیتأدر  .(23)
 تولیدمثلی دعملکرو  مسپرا سلامت حفظ با کوئرستین نددکر

را  هندز یها اسپرم صدو در جنبايی ،يیاصحر یها در موش
 .(10) داد يشافزا یتوجه طور قابلهب

 NLC در لودشده کوئرستین میکرومولار 11 هایتیمار   
 تیمار با مقايسه در غشا اسپرم دار يکپارچگیمعنی بهبود باعث

نتايج ما گويای آن است که يکپارچگی غشا،  .شوندمی کنترل
که با طوریهارتباط مثبتی با کیفیت اسپرم و جنبايی آن دارد. ب

 سنا. يابدکاهش يکپارچگی، کیفیت اسپرم نیز کاهش می
 در كمتحر های اسپرم صددر که ندداد ننشاران همکا و آردن

. يابد می کاهش شدت به ننکوباسیوا عتسا 1/6دوره  طی چقو
 مقايسه در كمتحر های اسپرم صددر کوئرستین رحضو در ماا

 کاهش سبب همچنین ،يافت يشافزا شاهد وهبا گر
شد  اسپرم غشا چربی به سیبآ مانع و یلیپید نسیواکسیداپر
 14 ودنفزا ندداد ننشا (64ضريبی و همکاران ) .(3)

 دبهبو و تیواکسیدا سسترا کاهش سبب کوئرستین مگرومیکر
 .(64) شود می دنجماا از پس ننساا مسپرا نماندهندز و كتحر

میکرومولار  C˚ 0 ،11ساعت نگهداری در دمای  20در زمان 
 دار میزان یمعنباعث کاهش  NLCدر لودشده کوئرستین 

MDA  .خاصیت بیشتريناسپرم در مقايسه با گروه کنترل شد 
 فنلی تترکیبا دجوو بدلیل توان می را کوئرستین اکسیدانی آنتی
 از یجلوگیر سبب کوئرستین. داد نسبت آن در یقو ربسیا
 با و هلیپید شد کسیاپر و کسیداسوپر های راديکال تولید

 رثاآ کاهش موجب غشا یلیپیدها نسیواکسیداپر کاهش
. (1) شود می ارانپستاند مسپرا رساختا بر آنها بمخر

Caنزيمآ فعالیت کاهش با بالا های غلظت در کوئرستین
2+ 

ATPaseو م،سپرا جنبايی تنظیم در گیردر یکلید نزيم، آ 
 در کلسیم تجمع سبب غشاها در کلسیمی های الکان بستن

 و جنبايی در نهايت و شود می ROS تولید يشافزا و لسلو
 های ويژگی . اگرچه(1)دهد  می کاهش را مسپرا مانی زنده
 ثرا ماا ستا شده اثبات  کامل طورهب کوئرستین اکسیدانی آنتی

 های راديکال دياز تولید در نتیجه بالا های غلظت در آن منفی
 های آسیب بسب که ستا کسايدوپرروژنهید و کسیداسوپر

 یسو از. (21)شود  می مسپرا ويژه های کنش کاهش و غشايی
بالا  های غلظت در کوئرستین آور زيان ثرا دارد لحتماا ،يگرد

 يژگیو ،يگرد یسو ازباشد.  نتاکسیدواپر خاصیت از ناشی
 بستگی آن از هشد دهستفاا غلظت به کوئرستین نتاکسیدوپر

 و لیپیدها نسیواکسیداپر کنشوا ،ينا بر ونفزا. (14)دارد 

 ،غشا یلیپیدها با کنش برهم  بوسیله ROS تولید يشافزا
 در تغییر سبب تواند می مسپرا DNA و های آنپروتئین
 و جنبايی کاهش و غشا تثبا کاهش م،سپرا یغشا سیالیت

در يک تحقیق نشان  ،سويی از. (21)د شو مسپرا مانی زنده
 کوئرستین رمولاومیکر 144 از کمتر های داده شد که غلظت

 تولید کاهش نیز و هندز های اسپرم صددر يشافزا سبب
 یغشا یلیپیدها نسیواکسیداپر از یجلوگیر و ئیدلدآدینمالو

 کوئرستین ندداد ننشا ها آن ،يگرد یسو از. شد مرخز بز مسپرا
 حفاظتی نقش تنها نه ،بیشتر و لموومیکر 1444 های غلظت در
 با غشا رساختا در دمتعد های آسیب وزبر موجب بلکه شتاند
 های واکنش صددر کاهش و آلدئیددینمالو غلظت يشافزا
سو با نتايج پژوهش هم .شد مسپرا مانی زنده و میوزوکرآ

 244 و 144 ،14 نددکر ارشگزران همکا و هللاعبد بنحاضر، 
 طورهب يیاصحر شمو مسپرا به کوئرستین لموومیکر
 و بخشید دبهبو را اکسیدان آنتی های آنزيم فعالیت توجهی قابل

 موجب و دکر محافظت ،H2O2 های آسیب برابر در را مسپرا
 نابهنجار یهاوزومکرآ صددر و آلدئیددیمالون تولید کاهش

 تا 64 غلظت نددکر ارشگز (24مورتی و همکاران ) .(2)شد 
 مسپرا در لیپیدها نسیواکسیداپر ،کوئرستین رمولاومیکر 244

 بین از با هااکسیدان از آنجايیکه آنتی. داد کاهش را ننساا
 نیز نشادخو نشد هکسیدا سبب آزاد های راديکال دنبر

 ن،سیواکسیدا ثرا در آنها شکست های فرآورده تولید شوند، می
 نسیواکسیدا. (24) باشد بمخر مسپرا ایبر ستا ممکن

 سمی ترکیب دو تولید سبب ها، غلظت از برخی در کوئرستین
 یثرهاا که شود می نکوينو توسمیار و نتوکوينوار جمله از
شوند  می سلولی های آسیب ديجاا سببها  آن نتاکسیدواپر
 ی کننده رقیق در ها ترکیب ينا دياز تولید رسد میظر نبه. (16)

 کاهش صلیا لیلد کوئرستین لموومیکر 24 دارای
 .باشد هشد در فرايند سردسازی مسپرا های ويژگی

، درجه 0 یدر دما یساعت نگهدار 08و  20 یها زماندر    
 افزايشباعث  NLCلودشده در  کوئرستین کرومولاریم 11
با گروه  سهياسپرم در مقا مانی اسپرمزنده زانیم دار یمعن

 و 14 داد که افزودن ننشا هشوپژ يک های يافته .شدکنترل 
 مانی زنده دبهبو سبب تنهايی، به کوئرستین لموومیکر 24

. دنبو دار معنی آنها ثرا ماا ،شدند شاهد وهگر به نسبت مسپرا
 طورهب کوئرستین نددکر ارشگزن سورديچار و نئون مک

 مانی زنده يشافزا و لیپیدها نسیواکسیداپر رمها سبب ،کامل
رت بريتبا و آردن سنا ،ينا بر ونفز. (13)شد  سبا مسپرا

 ،کوئرستین با چقو زهتا اسپرم زیسامکمل نددکر ارشگز
مخالف با نتايج مطالع . (20)بخشید  دبهبو را مسپرا مانیهندز

 ثرا کوئرستین که نددکر ارشگزران همکا و باردوکو ،حاضر
 شتاند وگا ی شده گشايیيخ مسپرا مانی زنده بر داری معنی

 و اسیلو با نتايج پژوهش حاضر، مخالفهمچنین  .(7)
 در کوئرستین لموومیکر 24 ودنفزا نددکر ارشگزران همکا
  را چقو مسپرا مانی زنده و ریمیتوکند فعالیت کننده، رقیق

مخالف با پژوهش  .(28) دهدکاهش می داریمعنی طورهب
 11/4 ودنفزا نددکر ارشگز رانهمکاو  گیبحاضر 

 بر یدار یمعن ثرا ،سبا مسپرا به کوئرستین لموومیکر
 کوئرستین که دارد دجوو فرضیه ينا .شتاند مسپرا یمان زنده
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 يشافزا يا حفظ سبب م،سپرا یغشا سطح به پیوند با تواند می
 يشافزا با و دشو ازکسیداپر نگلوتاتیو نزيمآ به غشا يیاواتر
 حفظ موجب آزاد های راديکال برابر در لسلو فاعید انتو

 و مسپرا های اندامک نسیواکسیداپر کاهش و مسپرا جنبايی
 سیبآ کاهش در نهايت، و منی دی آلدئیدمالونانمیز کاهش

 .(19)د شو مسپرا به
 

 كلی گيرينتيجه
 11دهنده آن است که تیمار نتايج اين آزمايش نشان   
د بسیاری باعث بهبو NLCلودشده در  کوئرستین کرومولاریم

شود و بنابراين برای استفاده در از پارامترهای مورد ارزيابی می
 گردد.کننده اسپرم خروس توصیه می رقیق
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: The low fertility rate of frozen sperm of poultry compared to 
other species is a serious challenge for artificial insemination in commercial flocks. This 
challenge may be related to some physiological characteristics of poultry sperm. On the other 
hand, osmotic, chemical and mechanical stresses during cooling processes are the most 
important reasons that cause structural, biochemical and functional changes in sperm, which 
results in a series of cascade phenomena that will lead to a decrease in sperm fertility. Quercetin 
is a bioactive compound with a plant origin, which has a polyphenolic chemical structure and 
has antioxidant properties. This composition, as an important flavonoid and a strong 
antioxidant, eliminates free radicals and reduces oxidative stress in chicken spermatogonia. The 
purpose of this study is to use quercetin in nano form in the diluent of rooster sperm during 
storage at 4 degrees. 
Material and Methods: Immediately after collecting semen from roosters, initial evaluations 
were done. Semen collected from all 15 roosters were mixed together and added to the dilution 
medium in order to eliminate individual effects. Different concentrations of quercetin (10, 15 
and 20 μM) in three forms (unprotected and inside liposomal and NLC structures) added to base 
diluent composition. Then the diluted semen samples were gradually cooled at 4°C for 3 hours. 
Then, at time zero (immediately after the samples reach the temperature of 4 °C), 24 and 48, the 
motility parameters, membrane integrity, lipid peroxidation, the percentage of abnormal sperms 
and the percentage of viability of the samples were evaluated. 
Results: The results indicated that the experimental treatments did not have a significant effect 
on the evaluated parameters at zero time. During 24 hours of storage at 4 degrees, 15 μM of 
quercetin loaded in NLC significantly improved the parameters of sperm total motility, 
progressive motility, viability and integrity of sperm membrane compared to the control group. 
During 48 hours of storage at 4 degrees, the treatment of 15 μM quercetin loaded in NLC 
caused a significant improvement in the parameters of sperm total motility, progressive motility, 
viability and integrity of sperm membrane compared to the control group. Also, the results 
showed that the experimental treatments did not have a significant effect on the abnormality 
percentage of rooster sperm during storage at 4 degrees in three times of 0, 24 and 48 hours. 
During 24 and 48 hours of storage at 4 degrees, the treatment of 15 μM quercetin loaded in 
NLC caused a significant decrease in sperm MDA compared to the control group. 
Conclusion: The results of this experiment show that the treatment of 15 μM quercetin loaded 
in NLC improves many evaluated parameters and therefore it is recommended for use in rooster 
sperm diluent. 
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