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اکسیدان طبیعی بر مریم گلی سهندي به عنوان آنتیاتانولی تأثیر عصاره
یخ گشایی شده گاو هلشتاین-اسپرم منجمدکیفیپارامترهاي 

3و ایرج اشرفی2، حسین دقیق کیا1رامین فرهادي

چکیده
مانی، عملکردهاي غشایی، آمده و باعث کاهش تحرك، زندهوجود بهگشایی اسپرمیخ-فرآیند انجمادیاسترس اکسیداتیو ط

گیاه مریم گلی سهندي به دلیل داشتن ترکیبات فنولیک، . شودمیهاي اسپرمدر نهایت باروري سلولاکسیدانی و تیظرفیت آن
بررسی تأثیر پژوهشهدف این . اکسیدانی استهاي فنولیک داراي خاصیت آنتیترپنفلاونوئیدها، اسیدهاي فنولیک و دي

در .بودیخ گشایی شده گاو هلشتاین -اسپرم منجمدکیفیتاکسیدان طبیعی بر نوان آنتیبه ععصاره گیاه مریم گلی سهندي
از برايبه نسبت مساوي ها انزالگیري شده و رأس گاو هلشتاین دو بار در هفته توسط واژن مصنوعی اسپرمسه ازپژوهشاین 

20و 16، 12، 8، 4، 2صفر، (سطوح مختلف عصاره گیاه مریم گلی سهندي. هم مخلوط شدندبین بردن اثرات فردي دام با
کننده بر پایه به رقیقد،ات قبلی تعیین سطوح انتخاب شده بودناساس آزمایشکه بر)کنندهمحلول رقیقدسی لیتردرلیتر میلی
شده و تا ، در بخار ازت منجمدهاپایوتسردسازي و پر شدن در عد از طی مراحلبها نمونه. سیترات افزوده شد-تخم مرغزرده

مانی، یکپارچگی غشاء و هاي منی، پارامترهاي تحرك، زندهبدنبال یخ گشائی نمونه. در ازت مایع نگهداري شدندزمان ارزیابی 
عصارهلیتر در دسی لیتر میلی4و2افزودن سطح کهنشان دادارزیابینتایج. پراکسیداسیون چربی، مورد ارزیابی قرار گرفتند

صفاتدار باعث بهبود معنیعصاره این گیاه لیتر در دسی لیتر میلی4افزودن و کلیه صفات تحركدار یمعنباعث بهبود
شدهاي تیماري هگروخ گشایی نسبت به گروه شاهد و سایری- ها را بعد از فرآیند انجمادو یکپارچگی غشایی اسپرممانیزنده

)05/0P< .( با این ها کاهش دادبت به سایر گروهید را نسهمالون دي آلدمقدار عصاره غلظت لیتر در دسی لیتر میلی4افزودن ،
داري اثر منفی طور معنیهبلیتر لیتر در دسیمیلی20و16حوافزودن سطهمچنین. دار نبودها از لحاظ آماري معنیتفاوتوجود

).>05/0P(داشتشدهارزیابیت اصفمیتمابر

یخ گشایی-استرس اکسیداتیو، اسپرم، مریم گلی سهندي، آنتی اکسیدان طبیعی، انجماد:يکلیدهاي واژه

مقدمه
هاي برتر و تلقیح مصنوعی با انجماد اسپرم دام

هاي کوچک حتی در گلهارزش بامواد ژنتیکی گسترش 
فرآیندطولدر). 18(شودمیموجب پیشرفت ژنتیکی

شیمیاییوفیزیکیهايتنشمنی،گشایییخ-انجماد
کیفیت،کهشودمیباعثوآمدهبوجوداسپرمغشايدر

یابد،کاهشهااسپرمباروريتوانتحرك،مانی،زنده
هاي آزاد حد رادیکالبیش ازتولیدباهاآسیباین

و پراکسیداسیون1هاي اکسیژن واکنشیگونهبخصوص 
استهمراهاسپرمسلولغشايدرفسفولیپیدها

اکسیژن سطوح فیزیولوژیکبا وجود اینکه . )13،14(
در عمل لقاح براي واکنش آکروزومی، واکنشی

پذیري ها، افزایش تحرك و ظرفیتسازي اسپرمفعال
استرس اکسیداتیو ولی ) 2،3(ها ضروري است اسپرم

هاي اکسیژن گونهناشی از عدم تعادل بین تولید 
هاي آزاد، کننده رادیکالمهارسامانه زیستیو واکنشی

هنگام فرآوري اسپرم به وجود آمده و باعث تخریب 
رم ول اسپانی سلیبات ساختمرکل تو کدیواره سلولی 

آنتی سازوکار دارايهااسپرم).10،20(شود می
اما مقدار آن کافی استآنزیمی و غیرآنزیمی اکسیدانی 

اکسیدانپرم نیاز به افزودن آنتینبوده و براي فرآوري اس
اسپرم سلولهمچنین). 9(باشدبا منشأ خارجی می

اسیدهاي چرب غیراشباع هستند هاي بالايغلظتداراي
بوده و حساس 2لیپیدپراکسیداسیونکه به بروز واکنش

منجر به کاهش تحرك، باروري، یکپارچگی غشایی و 
).11،22(اسپرم می شودساز وسوختتغییرات 
ساخت ه ـرکیباتی هستند کـتاـهاکسیدانآنتی
هاي اکسیژن واکنشی را گونهبویژه هاي آزاد رادیکال

کنندکنترل، خنثی، متوقف و یا با فعالیت آنها مقابله می
کننده منی اکسیدان به رقیقافزودن آنتی). 31(

را کاهش داده هاي اکسیژن واکنشیگونهتواند تولید می
هاي ناشی از استرس اکسیداتیو ها را از آسیبو اسپرم

، ایمنیمشکلاتدلیله امروزه ب.)25(محافظت کند
آنتیدر برخیموجودزايسمی و سرطانترکیبات
، 3بتاهیدروکسی تولوئن(سنتتیکهايآکسیدان

و) غیرهو 5پروپیل گالات، 4بوتیلانید هیدروکسی آنیزول

تبریز دانشگاهکارشناس ارشد و دانشجوي دکتري،-3و 1
)daghighkia@tabrizu.ac.ir: نویسنده مسوول(دانشگاه تبریز، دانشیار، - 2
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1- Reactive Oxygen Species 2- Lipid Per oxidation 3-Butylated Hydroxy Toluete
4- Butylated  hydroxy Anyzol 5- Propyl gallate

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
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هنگام فرآوري اسپرم به وجود آمده و باعث تخریب 
رم ول اسپانی سلیبات ساختمرکل تو کدیواره سلولی 

آنتی سازوکار دارايهااسپرم).10،20(شود می
اما مقدار آن کافی استآنزیمی و غیرآنزیمی اکسیدانی 

اکسیدانپرم نیاز به افزودن آنتینبوده و براي فرآوري اس
اسپرم سلولهمچنین). 9(باشدبا منشأ خارجی می

اسیدهاي چرب غیراشباع هستند هاي بالايغلظتداراي
بوده و حساس 2لیپیدپراکسیداسیونکه به بروز واکنش

منجر به کاهش تحرك، باروري، یکپارچگی غشایی و 
).11،22(اسپرم می شودساز وسوختتغییرات 
ساخت ه ـرکیباتی هستند کـتاـهاکسیدانآنتی
هاي اکسیژن واکنشی را گونهبویژه هاي آزاد رادیکال

کنندکنترل، خنثی، متوقف و یا با فعالیت آنها مقابله می
کننده منی اکسیدان به رقیقافزودن آنتی). 31(

را کاهش داده هاي اکسیژن واکنشیگونهتواند تولید می
هاي ناشی از استرس اکسیداتیو ها را از آسیبو اسپرم

، ایمنیمشکلاتدلیله امروزه ب.)25(محافظت کند
آنتیدر برخیموجودزايسمی و سرطانترکیبات
، 3بتاهیدروکسی تولوئن(سنتتیکهايآکسیدان

و) غیرهو 5پروپیل گالات، 4بوتیلانید هیدروکسی آنیزول

تبریز دانشگاهکارشناس ارشد و دانشجوي دکتري،-3و 1
)daghighkia@tabrizu.ac.ir: نویسنده مسوول(دانشگاه تبریز، دانشیار، - 2

30/1/93: تاریخ پذیرش18/11/92:  تاریخ دریافت

1- Reactive Oxygen Species 2- Lipid Per oxidation 3-Butylated Hydroxy Toluete
4- Butylated  hydroxy Anyzol 5- Propyl gallate

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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هاي طبیعی اکسیداناقتصادي، استفاده از آنتیصرفه
خاصیت آنتی ).24(مورد توجه قرار گرفته است

طور عمده به ترکیبات فنولیک، ه اکسیدانی گیاهان ب
هاي فنولیک ترپنفنولیک و ديونوئیدها، اسیدهاي فلا

ه ترکیبات فنولیک و فلاونوئیدها ب). 33(مربوط می شود
گروه کنندگی، دهندهءدلیل خواص اکسید و احیا

فلزي، هايیونکنندگیخصوصیت شلاتهوهیدروکسیل
هاي خنثی کردن رادیکالداراي نقش مهمی در جذب و 

تجزیه هاي اکسیژن واکنشیگونهآزاد بخصوص 
). 26(پراکسیدها هستند

)Lamiaceae(نعناعیاناز خانواده ریم گلیگیاه م
از حدود هزار گونه این گیاه، مختص گونه 17وبوده

هاي شناخته شده این گیاه، گونهیکی از . ایران است
بومی منطقه سهند مریم گلی سهندي است که 

باکتریال و خاصیت آنتی.باشدآذربایجان شرقی می
در طب سنتیاکسیدانی آن تأیید شده است و آنتی

ریایی، قارچی و رفع سوء هاي باکتجهت درمان عفونت
فعالیت). 23(گیردمورد استفاده قرار میهاضمه

بخاطر مریم گلی سهنديگیاهعصارهاکسیدانیآنتی
باشد که اثر آنتی میونوئیدهاوجود ترکیبات فنولی و فلا

آن مرتبط با نوع و میزان این ترکیبات استاکسیدانی
مختلف سطوحهدف این مطالعه بررسی تأثیر ).16،30(

اکسیدان به عنوان آنتییم گلی سهنديعصاره گیاه مر
گاو یخ گشایی شده-منجمداسپرم کیفیتطبیعی بر 

.بودهلشتاین

هامواد و روش
نژاد دام غرب و در مرکز اصلاحپژوهشاین 

-غرب کشور واقع در استان آذربایجان شرقیشمال
روستاي شیخ حسن در محدوده زمانی اردیبهشت 

در این بررسی . انجام گرفت1392تا شهریور 1391
گیاه مریم گلی سهندي از اطراف منطقه سهند واقع در 

1391در اردیبهشت ماه استان آذربایجان شرقی 
دانشگاه علوم و در دانشکده داروسازي شدهآوريجمع

روز 10این گیاه به مدت . پزشکی تبریز تعیین گونه شد
شرکت آسیاب (در سایه خشک و سپس با آسیاب برقی

گرم از پودر گیاه 50مقدار. پودر شد) ، ایرانمشهدطوس
24مدت ه لیتر الکل اتانول بمیلی350وزن شده و با 

بعد از فیلترکردن با کاغذ صافی، . ساعت خیسانده شد
مراحل سه بار شده ووي تفاله باقیمانده ریختهر

تکرار شد تا عصاره کاملا خیساندن و فیلتر کردن
اه یله دستگمحلول حاصل شده بوسالکل . استخراج شود

عصاره تبخیر)شرکت هایدولف، آلمان(تقطیر در خلاء
حاصل شده و تا زمان اجراي آزمایش در دمايغلیظ 

°C4300در زمان اجراي آزمایش مقدار .نگهداري شد
یر حل آب دو بار تقطلیترمیلی100گرم عصاره در میلی

شدن براي سهولت حل. و مورد استفاده قرار گرفت
افزوده شد801میکرولیتر محلول توئین50عصاره مقدار 

)15.(
با شرایط (از سه رأس گاو هلشتاینآوري منی جمع
با استفاده از واژن ) و نگهداري یکسانايتغذیهمحیطی،

براي از بین . گیري شدمصنوعی دو بار در هفته اسپرم
از به تعداد مساوي هاي نر، بردن اثرات فردي دام

در هر تکرار هاي اسپرم هر سه رأس دام نر سلول
تمام اجزاي واژن . آزمایشی مخلوط و استفاده شدند

گرم C40°مصنوعی بمدت حداقل یک ساعت در دماي
بود و C42-45°مصنوعی واژندماي داخلی . شدند

تناسلی دام نر، سطح همچنین براي سهولت دخول آلت
هاي منی نمونه. با وازلین آغشته شده بودواژنداخلی 

آوري شده بلافاصله به آزمایشگاه منتقل و در حمام جمع
. قرار داده شدندC34°)، فرانسهIMVشرکت (گرمآب

از نظر حجم، رنگ، عدم آلودگی به ادرار و خون، هانمونه
هاي غلظت و تحرك پیش رونده بررسی شده و نمونه

لیتر، میلی12- 5منی داراي رنگ کرمی تیره، حجم بین 
لیتر رم در هر یک میلیغلظت بیشتر از یک میلیارد اسپ

درصد در 70بالاتر از رونده تحرك پیشنمونه منی و
وسیله دستگاه ه غلظت اسپرم ب.این تحقیق استفاده شد

و درصد تحرك )، فرانسهIMVشرکت (فتومتر 
ساخت شرکت هوشمند (رونده با سیستم کاسا شپی

).17(تعیین شد )، ایرانآور تهرانفن
زرده - بر پایه سیتراتمورد استفاده کننده رقیق

حاويلیتر این محلول میلی100در آن که بود مرغ تخم
محلول لیترمیلی1675/67مرغ،تخمزردهلیتر میلی25

5/0گلیسرول، لیترمیلی7،سیترات%9/2حاوي
لینکواسپکتینلیترمیلی3/0، %5جنتامایسینلیترمیلی

025/0و )اسپکتینومایسین% 10+ لینکومایسین % 5( 
و Aکننده به دو بخش رقیق. بود%5تایلوزین لیترمیلی

B تقسیم شد که به نوعA3 % گلیسرول و به نوعB
و نوع C35°به دماي Aنوع. گلیسرول اضافه شد% 11
B به دماي°C56(منتقل شد.(pHکننده حدودرقیق
مریم گلی عصاره گیاه C35°در دماي .تنظیم شد9/6

که از قبل هم دما شده بود در سطوح مختلفسهندي 
لیتر در دسی لیتر میلی20و16، 12، 8، 4، 2، 0(

با توجه به اینکه .افزوده شد) Aکننده محلول رقیق
مطالعه قبلی در این مورد وجود نداشت لذا انتخاب این 
سطوح بر اساس آزمایشات تعیین سطوح قبل از اجراي 

.این پژوهش صورت گرفت
50هاي منی با غلظت پس از ارزیابی اولیه، نمونه

به ،لیتر محلول رقیق کنندهمیلیون اسپرم در هر میلی
Aکننده هاي حاوي سطوح مختلف عصاره و رقیقفالکون

. منتقل شدندC5°ها به دماينمونهسپس اضافه شده و 
% 11حاوي (Bکننده ، رقیقC5°در دماي تثبیتبعد از 

1- Tween 80
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اضافه ها به فالکونهم دما شده بود، که قبلاً) گلیسرول
. برسد% 7شد تا غلظت نهایی گلیسرول به 

5/0هاي ها بعد از تثبیت در این دما در پایوتنمونه
ها روي راك پایوت. بندي شدندپر و بستهلیتر میلی

چیده شده و به دستگاه نیمه اتوماتیک انجماد اسپرم
تنظیم -C50°که قبلا در دماي )، آلمانMCشرکت (

مدت دو دقیقه در ه ها بپایوت.شده بود، منتقل شدند
اي ماندند و در ادامه شیب انجماد به گونه-C50°دماي 

دقیقه 14تنظیم شد که دماي داخل دستگاه در عرض 
-C7°حدود (رسید-C150°به - C50°از دماي

هاي ها توسط گوبلتسپس پایوت. )رجه در هر دقیقهد
) -C196°دماي (گذاري شده به تانک ازت مایععلامت

انتقال یافته و تا زمان یخ گشایی در این دما نگهداري 
).5(شدند
بعد از ، اسپرمپارامترهاي تحركارزیابیمنظور هب

، تحركTM(1(کلیتحركهايفراسنجه،گشایییخ
، VCL(3(مسیردرسرعتمیانگین ،2(PM)روندهپیش

مسیردر، سرعتVAP(4(منحنیمسیردرسرعت
و خطی ALH(6(عرضی سر، جنبایی5)VSL(مستقیم

ها ابتدا نمونه.دندارزیابی شLIN(7(بودن جنبایی
و بازگشت سازگاري با محیطجهت و شده گشایی یخ

C37°دقیقه در دماي5بمدت سلولی،آب درون
5سپس . شدند)، فرانسهIMVشرکت (گذاريخانهگرم

دماي در (از نمونه روي لام از قبل گرم شدهمیکرولیتر
°C37 ( روي صفحه ،با لاملبعد از پوشش قرار داده و

10از هر نمونه حداقل . گرم میکروسکوپ قرار داده شد
200تعداد بطور کاملا تصادفی انتخاب و) بخش(زمینه 
آنالیز × 100نمایی وسیله سیستم کاسا با بزرگه اسپرم ب

.شد
تست ها، ازمانی اسپرمدرصد زندهبراي ارزیابی 

براي این .شدستفاده ا8نیگروزین-ائوزینآمیزيرنگ
رنگمیکرولیتر5میکرولیتر از نمونه منی با 5ابتدا کار

/ گرم100لیتر آب مقطر، نیگروزین /گرم7/16ائوزین (
) لیتر آب مقطر/ گرم29لیتر آب مقطر، بافر سیترات 

به آرامی مخلوط و با لام دیگري گسترش تهیه روي لام 
مدت ه جهت خشک کردن، نمونه گسترش یافته ب. شد

اسپرم 200تعداد. قرار گرفتC37°سه دقیقه در دماي
بوسیله میکروسکوپ نوري و روغن ایمرسیون با 

هایی که بطورکلی و اسپرم.آنالیز شد×1000بزرگنمایی 
خود گرفته بودند جزئی رنگ قرمز مایل به  بنفش به 

رفته بودند زندههایی که رنگ به خود نگمرده و اسپرم
).8(محسوب شدند 

سلول یکپارچگی غشاي پلاسماییبراي سنجش 
براي این منظور. استفاده شدHOSTتست از اسپرم 
500میکرولیتر از نمونه منی به آرامی با 50ابتدا 

/ گرم9حاوي (هم دمامیکرولیتر محلول هیپواسموتیک

مخلوط) سیترات سدیملیتر/گرم9/4لیتر فروکتوز، 
قرار ) C37°(دقیقه در حمام آب گرم60و بمدتشده

میکرولیتر از نمونه مخلوط شده و 5سپس مقدار . گرفت
روي لام از پیش هم دما شده قرار گرفته و با لامل 

لام روي صفحه گرم میکروسکوپ . پوشانده شد
قرار داده )ژاپن،Nikonساخت شرکت (فازکنتراست 

شمارش و × 400اسپرم با بزرگنمایی 200تعداد . شد
و تعیین) طبیعی(خوردهدرصد اسپرم با دم متورم و تاب

عنوان درصد پاسخ به محلول هیپواسموتیک ثبت شدبه
)12،28(.

براي تعیین شاخص پراکسیداسیون لیپید اقدام به 
با استفاده از 9یدهآلدديمالونگیري غلظتاندازه
معمولا . واکنش تیوباربیتوریتیک اسید شدگیري اندازه

و شرایط اسیدي یک مولکولC95°در دماي 
10با دو مولکول تیوباربیتوریتیک اسیدآلدهیدديمالون

. آوردواکنش داده و کمپلکس صورتی رنگی را بوجود می
ثانیه 40بمدت C37°ها در آب حاوي ابتدا پایوت

لیترمیلی1بلافاصله پس از افزودن . گشایی شدندیخ
در دقیقه 3500ها با دور درصد، نمونه9/0کلرید سدیم

دقیقه سانتریفیوژ شده و سه بار با بافر 5به مدت 
در نهایت . سیترات شستشو و مجددا سانتریفیوژ شدند

محلول رویی دور ریخته شده و رسوب باقیمانده 
لیتر آب دیونیزه حل شدند و تا زمان میلی1ها در اسپرم

نگهداري ) -C80°دماي (ها در فریزرانجام تست نمونه
ابتدا آلدهید ديمالونگیري غلظتبراي اندازه. شدند
250مقدار. گشایی شدندیخC37°ها در دماي نمونه

لیتریک میلیمیکرولیتر از هر نمونه برداشته و به هریک 
کلریدریک اسید و درصد تري20محلول حاوي

60درصد تیوباربیتوریتیک اسید اضافه و به مدت 5/0
در مرحله بعد . حرارت داده شدندC95°دقیقه در دماي 

15مدت هها بعد از سرد شدن در داخل یخ، بنمونه
ده هزار (شدند)شرکت بهداد، ایران(دقیقه سانتریفیوژ 

آلدهیدديمالونعدد جذبدر نهایت ). دور در دقیقه
بوسیله دستگاه 532محلول رویی هر یک در طول موج 

PGشرکت (اسپکتروفتومتر Instrumentانگلستان ،(
لیتر سب نانومول در دسیبر حآنواحد ه وخوانده شد
).27(نوشته شد

. تکرار انجام شد5تیمار و در 7این مطالعه با 
درصد تحركي هافراسنجهدست آمده براي ههاي بداده

یکپارچگی غشاي مانی، رونده، زندهپیشکل، تحرك
تبدیل و سپس آرك سینوس صورته ابتدا بپلاسمایی 

SASافزار وسیله رویه مختلط نرمهتجزیه واریانس آنها ب
گیرياندازههاي حاصل ازداده. آنالیز شد)9.1.3(

اثرات . نیز توسط این رویه آنالیز شدآلدهیدديمالون
تیمار به عنوان اثرات ثابت و اثرات تکرار آزمایشی به 

براي مقایسه . عنوان اثرات تصادفی در نظر گرفته شد
1- Total Motility 2- Progressive Motility 3- Curvilinear velocity (micron/sec)
4- Average path velocity (micron/sec) 5- Straight – line velocity (micron/sec) 6- Lateral head displacement (micron)
7- Linearity (%) (LIN= VSL/VCL×100) 8- Eosin-nigrosin stain 9- Malondialdehyde
10- Tiobarbitoretic Acid
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از میانگین05/0در سطح احتمال میانگین تیمارها 
.حداقل مربعات استفاده شد

و بحثنتایج
گلی سهندي بر تأثیرات سطوح مختلف عصاره مریم

بیشترین.نشان داده شد1پارامترهاي تحرك در جدول 
بعد از فرآیند روندهتحرك کلی و تحرك پیشدرصد 
4کننده حاوي سطحرقیقدرگشایی یخ-انجماد
به عصاره مریم گلی سهندي لیتر لیتر در دسیمیلی

سرعت در براي صفات .)P>05/0(دست آمده است
تحركومیانگینمسیردرسرعت، مسیر مستقیم

لیتر میلی4و 2کننده حاوي سطوحرقیق،عرضی سر
عصاره عملکرد بالایی نسبت به گروه شاهد لیتر در دسی

کننده رقیق. )P>05/0(هاي تیماري داشتگروهسایرو
عصاره صفت لیتر لیتر در دسیمیلی4حاوي سطح 

را نسبت به گروه شاهد ی تحركسرعت در مسیر منحن
بهترین . )P>05/0(داري بهبود داده بودبطور معنی

کننده براي صفت خطی بودن تحرك در رقیقعملکرد 
عصاره لیتر لیتر در دسیمیلی8و4حاوي سطوح
در مورد تمامی پارامترهاي .)P>05/0(مشاهده شد

لیتر لیتر در دسیمیلی20و 16تحرك افزودن سطوح
مریم گلی سهندي به رقیق کننده اثر منفی عصاره 

ها را کاهش داده هاي تحرکی اسپرمداشته و ویژگی
همچنین براي تمامی پارامترهاي تحرکی سایر . بودند

.داري نداشتندسطوح باهم تفاوت معنی
حاصل از آنالیز اثرات سطوح مختلف عصاره هايداده

2جدول ها در اسپرممانیروي زندهگلی سهنديمریم
نتایج نشان داد که درصد .داده شدنشان
لیتر لیتر در دسیمیلی4کننده حاوي مانی رقیقزنده

عصاره مریم گلی سهندي نسبت به گروه شاهد و بقیه 
با این وجود .)P>05/0(هاي تیماري بالاتر بود گروه
بطور عصاره لیتر لیتر در دسیمیلی20و 16حسطو
ند ها را کاهش داده بودزنده مانی اسپرمداريمعنی

)05/0<P( .هاي تیماري مانی سایر گروهدرصد زنده
.داري با هم نداشتندتفاوت معنی

حاصل از آنالیز اثرات سطوح مختلف عصاره نتایج 
روي یکپارچگی غشاي پلاسمایی مریم گلی سهندي

لیتر میلی4افزودن .داده شدشانن2جدول ها در اسپرم
عصاره مریم گلی سهندي به رقیق کننده لیتر در دسی

ها را بعد از اسپرمتوانست یکپارچگی غشاي پلاسمایی 
هاي تیماري گشایی نسبت به سایر گروهانجماد و یخ

اثر مثبت افزودن عصاره به . )P>05/0(بهبود دهد
لیتر لیتر در دسیمیلی4و 2کننده در سطوح رقیق

مشاهده شده و با افزایش سطوح عصاره، درصد 
. ها رو به کاهش بودیکپارچگی غشاي پلاسمایی اسپرم

لیتر در میلی20و 16طوریکه افزودن سطوح به
.تأثیر منفی روي این صفت داشتندکاملاًلیتر دسی

نتایج بررسی سطوح مختلف عصاره مریم گلی 
2در جدولآلدهید ديسهندي در کاهش غلظت مالون

کننده آلدهید در رقیقديغلظت مالون. درج شده است
گلی عصاره مریملیتر لیتر در دسیمیلی4حاوي سطح 

گشایی کمترین بود اما در سهندي بعد از انجماد و یخ
همچنین مشخص . دار نبودمقایسه با گروه شاهد معنی

20کننده حاويآلدهید در رقیقديشد که غلظت مالون
عصاره، بالاترین مقدار بوده و لیتر لیتر در دسیمیلی

دار بود که هاي تیماري معنینسبت به سایر گروه
کننده دهنده اثر منفی سطوح بالاي عصاره در رقیقنشان

هاي تیماري عملکرد سایر گروه. )P>05/0(باشد می
.داري با همدیگر نداشتندتفاوت معنی

استفاده از اسپرم منجمد شده نقش بسیار مهمی در 
ي اصلاح نژادي، تولید آزمایشگاهی هابرنامهپیشرفت 

و تزریق درون ) یا باروري آزمایشگاهی(1رویان
یابی به مزایاي براي دستداشته و 2سیتوپلاسمی اسپرم

سازي منی براي بلند مدت زیاد تلقیح مصنوعی، ذخیره
با این وجود تولید بیش از حد ).7(امري ضروري است 

دـرآینـول فـدر طژن واکنشیـسیـاي اکـهونهـگ
سیون لیپیدي غشاي گشایی موجب پراکسیدایخ- انجماد

مانی، افزایش سلول اسپرم، کاهش تحرك، کاهش زنده
پذیري ها در قطعه میانی، کاهش ظرفیتناهنجاري

اسپرم و واکنش آکروزومی زود هنگام، آسیب دیدگی 
DNAها از قبیل و تمامی ترکیبات سلولی اسپرم

شود ها، قندها و اسیدهاي نوکلئیک میلیپیدها، پروتئین
در این مطالعه افزودن عصاره مریم گلی ).1،4،9(

کننده موجب بهبود پارامترهاي کیفی سهندي به رقیق
مانی، یکپارچگی غشاي پارامترهاي تحرك، زنده(منی 

گشایی در مقایسه با یخ-بعد از فرآیند انجماد) پلاسمایی
هاي ها را در برابر آسیبگروه شاهد شده و اسپرم

همچنین حضور عصاره . اکسیداتیو محافظت کرده است
کننده توانست غلظت این گیاه در ترکیب رقیق

نتایج مطالعه . آلدهید را تا حدودي کاهش دهدديمالون
حاضر نشان داد که اثرات مفید عصاره این گیاه در 

بود و ) لیترلیتر در دسیمیلی4و 2(سطوح پایین 
کدام از پارامترها تأثیر عصاره براي هرافزایش سطوح 
pHتواند به علت تغییرات اسمزي، که میمنفی داشتند 

بهم زیرا ،کننده باشدو بهم خوردن تعادل ترکیبات رقیق
مرغ که از عوامل خوردن میزان گلیسرول و زرده تخم

ها از شوك کننده انجمادي و نگهدارنده اسپرممحافظت
شوند، بسیار یسرمایی در طول فرآیند انجماد محسوب م

و عملکردهاي ، تحركمانیدر نتیجه زندهبوده ومهم 
).19(شودها با خطر مواجه میاسپرم

1- In Vitro Fertilization 2- Intra-Cytoplasmic Sperm Injection
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)کنندهلیتر محلول رقیقلیتر در دسیمیلی(عصاره مریم گلی سهندي مختلفسطوحدر بین گاو هلشتاینشده منجمد شدهاسپرم پارامترهاي تحركمقایسه -1جدول 
ml2ml4ml8ml12ml16ml20گروه شاهدصفات
bc57/5681/6±ab72/6712/6±ab94/7498/10±ab48/6500/11±c396/5240/9±d25/4072/8±d94/34±50/6*(%)کلتحرك
bc19/4974/5±ab83/5709/7±a80/6524/9±ab89/5654/12±cd95/4313/7±de29/3325/4±e75/26±25/4(%)پیشروندهتحرك

µm/sec(99/0±bc34/4243/3±ab33/5535/6±a57/5752/5±ab46/5001/10±bc94/4505/8±cd76/3738/4±d96/30(سرعت در مسیر میانگین
µm/sec(47/1±bc11/2925/3±ab76/3542/7±a49/3940/5±ab20/3575/7±bc37/2944/6±cd21/2218/4±d44/18(سرعت در مسیر منحنی
µm/sec(09/3±bc77/2794/3±a37/3699/5±a87/3876/3±ab30/3303/7±bc21/2791/5±cd35/2196/3±d75/16(سرعت در مسیر مستقیم

µm (07/0±bc95/119/0±a44/231/0±a45/227/0±ab24/226/0±bc07/229/0±c89/123/0±c87/1(عرضی سرتحرك
bc58/5445/4±ab52/5413/5±a61/5835/4±a44/5897/6±b73/4815/6±c26/4141/6±c28/40±75/3(%)تحركخطی بودن 

 :05/0(دار بین سطوح است دهنده تفاوت معنیحروف غیر مشابه در یک ردیف نشانP<(* :انحراف معیار اعداد)SE(

مختلفسطوحهلشتاین در بین گاوشده منجمداسپرم آلدئیدمانی، یکپارچگی غشاي پلاسمایی و تولید مالون ديصفات زندهمقایسه - 2جدول
)کنندهلیتر محلول رقیقدسیلیتر در میلی(گلی سهندي عصاره مریم

ml2ml4ml8ml12ml16ml20گروه شاهدصفات
bc28/6625/7±ab66/7329/4±a27/7987/8±abc04/7153/9±c01/6269/6±d99/5002/5±d05/48±95/1(%)زنده مانی

bc40/6373/6±ab49/7163/4±a74/7726/9±ab10/6959/10±c10/5727/7±d34/4795/6±d49/44±59/3)(%یکپارچگی غشاي پلاسمایی 
nmol/dl(08/1±bc16/1863/0±c11/1747/0±c86/1637/1±c25/1754/0±c45/1701/1±ab13/1903/1±a67/19(آلدئیدديغلظت مالون

 :05/0(دار بین سطوح است تفاوت معنیدهنده حروف غیر مشابه در یک ردیف نشانP<(.
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هاي اکسیداناطلاعات محدودي در مورد اثرات آنتی
در فرآوري اسپرم حیوانات اهلی وجود ) گیاهی(طبیعی 

اخیرا مشخص شد که افزودن عصاره آبی گیاه . دارد
اي روي پارامترهاي تحرك و درصد رزماري تأثیر بالقوه

آلدئید ديمانی اسپرم خوك داشته و غلظت مالونزنده
رود، تولیدي که از عوامل اکسیداسیونی مخرب بشمار می

استفاده از عصاره ). 24(داري کاهش دادمعنیرا بطور 
دیولا ساکرا به منی خوك توانست پارامترهاي اآبی ر

کیفی منی را بعد از فرآیند انجماد در وضعیت بهتري 
نگه داشته و یک فعالیت قوي پاکسازي رادیکال آنیون 

اي در مطالعه). 35(سوپراکسید را از خود نشان دهد
زماري به منی بز توانست دیگر افزودن عصاره آبی ر

پارامترهاي کیفی منی را بعد از فرآیند انجماد بهبود 
از آنجاییکه ماده موثره گیاه رزماري و ). 34(بخشد

طور عمده اسید رزمارینیک و اسید رادیولا ساکرا به
گلی سهندي نیز شده، گیاه مریمگزارشکارنوسیک 

نتایج بهمین خاطر . عمدتا حاوي این دو ترکیب است
نتایج افزودن عصاره . با نتایج آنها مقایسه شدضرحا

برآنکننده و اثربه رقیقگلی سهنديمریم
یکپارچگی غشاي تستومانیزندهتحرك،يهافراسنجه

ومالومطالعهنتایجبامطالعهایندرپلاسمایی اسپرم
همکارانوژائوو) 34(همکارانوزنگانه، )24(همکاران

این اما نتیجه اثر افزودن عصاره . داشتمطابقت) 35(

با نتایج مطالعات ذکر شده MDAبر کاهش غلظت گیاه
ولی نتیجه اثر عصاره مریم گلی سهندي مطابقت نداشت

مطابقت نداشت که علت آن MDAبر کاهش غلظت 
تواند مقدار ترکیبات فنولیک و تنوع آب و هوائیمی

است که گونه حیوانی، نوع البته لازم به ذکر است .باشد
کننده و روش انجماد مطالعه حاضر با مطالعات رقیق

در کل این از مطالعه حاضر. مورد مقایسه تفاوت داشت
که استفاده از گیاه مریم گلیرسدبه نظر میطور 

سهندي که حاوي ترکیبات پلی فنولیک متعددي است، 
اکسیدان طبیعی در جهت حفاظت به عنوان آنتی

هاي ناشی از استرس اکسیداتیو ها از آسیباسپرم
تواند جایگزین برخی میاحتمالا مفید بوده و 

با این وجود جهت . هاي سنتتیک شوداکسیدانآنتی
اکسیدانی این گیاه در راستاي فرآوري اثبات تأثیر آنتی

.اسپرم نیاز به تحقیقات بیشتري دارد

قدردانیوتشکر
همکاريازتادانندمیلازمبرخودنویسندگان
شمالوغربدامنژاداصلاحمرکزپرسنلصمیمانه کلیه

غفاريمهندسوانوريمهندسآقایانکشور بویژهغرب
تشکرکمالکردندفراهمراپژوهشایناجرايامکانکه
.را بنمایندقدردانیو

منابع
1. Agarwal, S. and A.V. Rao. 2000. Tomato lycopene and its role in human health and chronic diseases.

Canadian Medical Association Journal, 163: 739-744.
2. Agarwal, A., K.P. Nallella, S.S. Allamaneni and T.M. Said. 2004. Role of antioxidants in treatment of

male infertility: an overview of the literature. Reproductive Biomedicine Online, 8: 616-27.
3. Aitken, R.J., H.M. Fisher, N. Fulton, E. Gomez, W. Knox and B. Lewis. 1997. Reactive oxygen

species generation by human spermatozoa is induced by exogenous NADPH and inhibited by the
flavoprotein inhibitors diphenylene iodonium and quinacrine. Molecular Reproduction and
Development, 47: 468-482.

4. Alvarez, J.G., J.C. Touchstone, L. Blasco and B.T. Storey. 1987. Spontaneous lipid peroxidation and
production of hydrogen peroxide and superoxide in human spermatozoa: Superoxide dismutase as
major enzyme protectant against oxygen toxicity. Journal Andrology, 8: 338-348.

5. Ashrafi, I., H. Kohram, H. Naijian, M. Bahreini and H. Mirzakhani. 2011. Effect of controlled and
uncontrolled cooling rate on motility parameters of cryopreserved ram spermatozoa. BMC Research
Notes 4: 547. doi: 10.1186/1756-0500-4-547.

6. Ashrafi, I., H. Kohram and F. Farrokhi Ardabili. 2013. Antioxidative effects of melatonin on kinetics,
microscopic and oxidative parameters of cryopreserved bull spermatozoa. Animal Reproduction
Science, 139: 25-30.

7. Bailey, J.L., J.F. Bilodeau and N. Cormier. 2000. Semen cryopreservation in domestic animals: A
damaging and capacitating phenomenon. Journal Andrology, 21:1-7.

8. Balestri, F., M. Giannecchini, F. Sgarrella, M.C. Carta, M.G. Tozzi and M. Camici. 2007. Purine and
pyrimidine nucleosides preserve human astrocytoma cell adenylate energy charge under ischemic
conditions. Neurochemestry International, 50: 517-523.

9. Bansal, A.K. and G.S. Bilaspuri. 2011. Impacts of oxidative strees and antioxidants on semen
functions. Veterinary Medicine International, 1-7. doi: 10.4061/2011/686137.

10. Bilodeau, J.F., S. Chatterjee, M.A. Sirard and C. Gagnon. 2000. Levels of antioxidant defenses are
decreased in bovine spermatozoa after a cycle of freezing and thawing. Molecular Reproduction and
Development, 55: 282-288.

11. Bucak, M.N. and N. Tekin. 2007. Protective effect of taurine, glutathione and trehalose on the liquid
storage of ram semen. Small Rumin Research, 73: 103-108.

12. Buckett, W.M., M.J. Luckas, I.A. Aird, R.G. Farquharson, C.R. Kingsland and D.I. Lewis-Jones.
1997. The hypo-osmotic swelling test in recurrent miscarriage. Fertility and Sterility, 68: 506-509.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

ap
.s

an
ru

.a
c.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
01

 ]
 

                               6 / 8

https://rap.sanru.ac.ir/article-1-566-en.html


85.......................................................................................................................1394پاییز و زمستان / 12شماره / سال ششم/ پژوهشهاي تولیدات دامی

13. Chatterjee, S., E. de Lamirande and C. Gagnon. 2001. Cryopreservation alters membrane sulfhydryl
status of bull spermatozoa: protection by oxidized glutathione. Molecular Reproduction and
Development, 60: 498-506.

14. Chaverio, A., L. Machado, A. Frijters, B. Engel and H. Woelders. 2006. Improvement of parameters
of freezing protocol for bull sperm using two osmotic supports. Theriogenology, 65: 1875-1890.

15. Dehghan, G., A. Shafiee, M. Ghahremani, S. Ardestani and M. Abollahi. 2007. Antioxidant potential
of various extract from ferula szovitsiana in relation to their phenolic content. Pharmaceutical
Biology, 45: 691-699.

16. Esmaeili, M.A., A. Sonboli, M.R. Kanani and S. Heibatollah. 2009. Salvia sahendica prevents tissue
damages induced by alcohol in oxidative stress conditions: Effect on liver and kidney oxidative
parameters. Journal of Medicinal Plants Research, 3: 276-283.

17. Gil, J., N. Lundeheim, L. Soderquist and H. Rodriiuez-Martinez. 2003. Influence of extender,
temperature, and addition of glycerol on post-thaw sperm parameters in ram semen. Theri ogenology,
59: 1241-1255.

18. Gillan, L. and W.M. Maxwell. 1999. The functional integrity and fate of cryopreserved ram
spermatozoa in the female tract. Journal of Reproduction and Fertility, Supplement. 54: 271-283.

19. Evans, G., W.M.C. Maxwell and S. Salamon. 1987. Artificial Insemination of Sheep and Goats.
Butterworths, Sydney.

20. Fahy, G.M. 1986. The relevance of cryoprotectant toxicity to cryobiology. Cryobiology, 23: 1 -13.
21. Farber, J.L. 1994. Mechanisms of cell injury by activated oxygen species. Environmental Health

Perspectives, Suppl, 10: 17-24.
22. Graaf, S.P., G. Evans, L. Gillan, M.M.P. Guerra, W.M.C. Maxwell and J.K.O. Brien 2007. The

influence of anti-oxidant, cholesterol and seminal plasma on the in vitro quality of sorted and non-
sorted ram spermatozoa. Theriogenology, 67: 217-227.

23. Lenzi, A., M. Picardo, L. Gandini, F. Lombardo, O. Terminali, S. Passi and F. Dondero. 1994.
Glutathione treatment of dyspermia: effect on the lipoperoxidation process. Human Reproduction, 9:
2044-2050.

24. Lotfipour, F., M. Samiee and H. Nazemiyeh. 2007. Evaluation of the antibacterial activity of Salvia
sahendica and Phlomis caucasica. Pharmaceutical sciences, Journal of Faculty of Pharmacy, Tabriz
University of Medical Sciences, 1: 29-34.

25. Malo, C., L. Gil, R. Cano, F. Martínez and I. Galé. 2011. Antioxidant effect of rosemary (Rosmarinus
officinalis) on boar epididymal spermatozoa during cryopreservation. Theriogenology, 75: 1735-1741.

26. Makker, K., A. Agarwal and R. Sharma. 2009. Oxidative stress and male infertility. The Indian
Journal of Medical Research, 129: 357-367.

27. Osawa, T. 1994. Novel natural antioxidants for utilization in food and biological systems. In Uritani I,
Garcia VV, Mendoza EM (EDs) Post harvest biochemistry of plant food-materials in the tropics.
Japan Scientific Societies Press: Tokyo, Japan. 241-251.

28. Pinho, R.A., M.E. Andrades, M.R. Oliveia, A.C. Pirola, M.S. Zago, P.C. Silveira, F. Dal-Pizzol and
J.C. Moreira. 2006. Imbalance in SOD/CAT activities in skeletal muscles submitted to treadmill
training exercise. Cell Biology International, 30: 848-853.

29. Revell, S.G. and R.A. Mrode. 1994. An osmotic resistance test for bovine semen. Animal
Reproduction Science, 36: 77-86.

30. Rice-Evans, C., N.J. Miller and G. Paganga. 1997. Antioxidant properties of phenolic compounds.
Trends in Plant Science, 2: 152-159.

31. Salehi, P., A. Sonboli, S.N. Ebrahimi and M. Yousefzadi. 2007. Antibacterial and Antioxidant actives
of the essential oils and various extracts of salvia sahendica in different phonological stages.
Chemistry of Natural Compounds; 43: 328-330.

32. Sikka, S.C. 1996. Oxidative stress and role of antioxidants in normal and abnormal sperm function.
Frontiers in Bioscience, 1: e78-86.

33. Tuncer, P.B., M.N. Bucak, S. Büyükleblebici, S. Sarıözkan, D. Yeni, A. Eken, P.P. Akalın, H. Kinet,
F. Avdatek and A.F. Fidan. 2010. The effect of cysteine and glutathione on sperm and oxidative stress
parameters of post-thawed bull semen. Cryobiology, 61: 303-307.

34. Velioglu, Y.S., G. Mazza, L. Gao and B.D. Oomah. 1998. Antioxidant activity and total phenolics in
selected fruits, vegetables, and grain products. Journal of Agricultural Food and Chemistry, 46: 4113-
4117.

35. Zanganeh, Z., M. Zhandi, A. Zare Shahneh, A. Najafi, M. Mahdi Nabi and A. Mohammadi-
Sangcheshmeh. 2013. Does rosemary aqueous extract improve buck semen cryopreservation? Small
Ruminant Research, 114: 120-125.

36. Zhao, H.W., Q.W. Li, G.Z. Ning, Z.S. Han, Z.L. Jiang and Y.F. Duan. 2009. Rhodiola sacra aqueous
extract (RSAE) improves biochemical and sperm characteristics in cryopreserved boar semen.
Theriogenology, 71: 849-57.

37. Zupkó, I., J. Hohmann, D. Rédei, G. Falkay, G. Janicsák and I. Máthé. 2001. Antioxidant activity of
leaves of Salvia species in enzyme dependent and enzyme-independent systems of lipid peroxidation
and their phenolic constituents. Planta Medica, 67: 366-368.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

ap
.s

an
ru

.a
c.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
01

 ]
 

                               7 / 8

https://rap.sanru.ac.ir/article-1-566-en.html


Research on Animal Production Vol. 6, No. 12, Autumn and Winter 2015 .......................................................................................... 86

The Effect of Salvia Sahendica Ethanolic Extract as Natural Antioxidant on
Quality Parameters of Cryopreserved Holstein Bull Sperm

Ramin Farhadi1, Hossein Daghigh Kia2 and Iraj Ashrafi3

Abstract
Oxidative stress during freezing-thawing reduces motility, viability, membrane functions,

antioxidant capacity and finally sperm fertility. Salvia sahendica has antioxidant properties due
to phenolic, flavonoids, phenolic acids and phenolic diterpenes compounds. The purpose of this
study was to investigate the effect of Salvia sahendica extract as a natural antioxidant on quality
of frozen-thawed Holstein bull sperms. In this study, semen samples were collected from three
Holstein bulls twice a week using artificial vagina and ejaculates were pooled in order to
eliminate the individual effects of bulls. Different levels of Salvia sahendica ethanol extract (0,
2, 4, 8, 12, 16 and 20 ml in dl diluent solution) (which determined based on previous tests) 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. The results of evaluation showed that, the addition of
2 and 4 ml/dl of Salvia sahendica extract improved motility parameters significantly and
addition of 4 ml/dl extract improved viability and plasma membrane integrity of sperms
significantly process compared to the control group following freeze-thawing process (P <0.05).
Addition of 4 ml/dl extract reduced malondialdehyde concentrations compared to the other
groups, however, the differences were not statistically significant. Also, addition of 16 and 20
ml/dl extract had a significantly negative effect on all evaluated traits (P<0.05).
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