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چکیده
موفق،یمصنوعحیتلق.شودیاستفاده مؤثر میپرورشينرهانیاست که در آن از بهتریدمثلیتوليتکنولوژکییمصنوعحیتلق
ذوب- انجمادندیفرآازبعدباروريهااسپرمبهیدسترسهاآننیتريدیکلونیتریاصلازیکیکهباشدیميمتعددعواملازمتأثر

يریگاسپرم. باشدیمییگشاخیوانجمادندیاپس از فرنینژنینارمختلف يهاغلظتاثر یبررسپژوهشنی. هدف از اباشدیم
تعادليبراهانمونه،یمنيهانمونهبهکنندهقیرقافزودنازپس. شدانجامیشکممالشروشبهودو بارياهفتهصورتبه

هايغلظت. شدندرهیذخعیازت ماي. سپس در تانک حاوندشددادهقرارگرادیسانتدرجهچهار يدماباخچالیداخلدرییدما
زانیم،یمانزنده،ییجنبايپارامترها،ییگشاخیازپسمیکرومولار بودند. 150و 100، 50، 0مختلف نارینژنین شامل 

کلتیظرفو دازیپراکسونیو گلوتاتSODيهامیآنزیآندژنوستیفعال،MDAدیتولزانیغشاء، میکپارچگی،هايناهنجار
دريداریمعنطوربهنینژنیناررکرومولایم100ماریدر تروندهشیپو کل ییکه جنبادادنشانجینتا.شدیابیارز،یدانیاکسیآنت

با سهیدر مقاکرومولاریم100غلظتدراسپرم يهاسلوليغشایکپارچگیو یمانزنده.افتیشیافزاکنترلماریتباسهیمقا
و دازیپراکسونیگلوتاتشیباعث افزانینژنینارکرومولاریم100ماریت).>05/0p(کرددایپشیافزايداریمعنطوربهگروه شاهد 

،حاضرقیتحقجینتابر اساس. )>05/0p(کنترل شدماریبا تسهیدر مقاMDAو کاهش میزان یدانیاکسیآنتکلتیظرف
.بخشدیمبهبودییگشاخیاز پسرا خروساسپرمتیفیک،کنندهقیرقمحیط در کرومولاریم100غلظتدر نینژنینار

دانیاکسیآنت، ، اسپرم خروس، انجماد، استرس اکسیداتیونینژنینارکلیدي: هايواژه

مقدمه
بهآنلیتبدوریاخيهاسالدروریتوسعه پرورش ط

، در مرغتخمودیسفگوشتهیتهنظرازفعالومیعظیصنعت
دیمفومؤثراریبس،یوانیحنیبحران کمبود پروتئیرفع نسب

ياارزندهنقشییغذاموادنیتأمنظرازاستتوانستهوبوده
بهازینصنعتنیاشتریبچههرشرفتیپيداشته باشد. برا

ونژادهانی، انتخاب بهترهانهیهزشدنکميبراییراهکارها
اریبا توجه به سهم بسنهیزمنی. در اباشدیميوربهرهشیافزا

و مشکلات مربوط به هانهیهزنییتعها در بارز خروس
مادر، بحث يهامرغ و خروس در گلهزمانهمتیریمد

مطرح یمصنوعحیو استفاده از روش تلقهاخروسيجداساز
انزال کیاز توانیم،یمصنوعحیروش تلقدر.)29(است 

و )15(مرغ استفاده کرد20بارور کردن يخروس برا
از اسپرم توانیروش منیرا کاهش داد. در ادیتوليهانهیهز

یزمانيهاتیمحدودمنجمد، استفاده کرد. اما ایتازه و 
انجماد يسوبهشیگراموجب عیماصورتبهيسازرهیذخ

50حدود. انجماد اسپرم پرندگان در )10(اسپرم شده است 
در یگوناگونيهاروشو باشدیمهتوجموردسال است که 

ي. نگهدار)28(است گرفتهقرارمطالعهموردراستا نیا
يبه نگهدارازیمدت و حمل و نقل آسان و عدم نیطولان

انجماد یاز اهداف اصلوریپرورش طيپرنده نر در واحدها
استفاده از اسپرم منجمد ن،یبوده است. افزون بر اوریرم طاسپ

خواهد شد و از آن زیدر گله نهايماریباعث کاهش انتقال ب
برتر يو نژادهانیلايهاگلهیبانک ژنومجادیحفظ و ايبرا

از ي. اما در حال حاضر روند استفاده تجار)9(شودیاستفاده م
اریبسيدر صنعت مرغداریمصنوعحیاسپرم منجمد و تلق

که از رد؛یگیاز موارد انجام نمياریدر بسایاندك بوده و 

و )14(اسپرم نییپايریانجمادپذتیآن، قابلذکرقابللیدلا
وییایمی، شيزاسميهاتنشکم در گله نسبت به يبارور
یلیدلانیترذوب مهم-انجماديندهایفرآیط،یکیمکان

دررايعملکردوییایمیوشیب،يفراساختارراتییکه تغهستند
نیاریآن، اسپرم تحت تأثجهینتدرکه آوردیموجود بهاسپرم

اسپرم خواهد شد. يبارورو منجر به کاهشقرارگرفتهندیفرآ
راشباعیغچربيدهایاسيدارااسپرمییپلاسمايغشا

)PUFA (بیآسازيریجلوگيبرانیبنابراواستيادیز
ازاستفاده،يانجمادمحافظتهنگامژهیوبهون،یداسیپراکس

. )17(لازم است هادانیاکسیآنت
مرکبات،درکهاستیعیطبدییفلاونوکینینژنینار
،یضدالتهاباثرات يارادکهداردوجودکاکائوویفرنگگوجه

یعصبستمیسازحفاظتویسرطانضد،یدانیاکسیآنت
بودهلیدروکسیهگروهسهبایبیترکنینژنینار).15د (باشیم
ت و قدرییتواناهافلاوانونریسابهنسبتنیبنابراو

يهامیآنزاستقادروداشتهییبالااریبسیدانیاکسیآنت
ق،یتحقکیدر). 22(کندکیرا تحرهاسلولیدانیاکسیآنت

جملهازیمطلوبراتییباعث تغنینژنینارییتوانا
یقیدر تحق).12(شدیابتیديهادر موشیسمیپرگلایه
طوربهرا تیاووسیشگاهیبلوغ آزمانینژنینارگر،ید

که توسعه صورتنیبد، قراردادریتحت تأثيدارینمع
.)26(کومولوس را کاهش داد 

شبردیپدرتواندیممناسبیدانیاکسینتآموادازاستفاده
کشوردرژهیوبهامرنیا. باشدمؤثراسپرمانجماديهابرنامه

یدانیاکسیآنتموادازاستفاده. شودواقعتوجهموردتواندیمما
هدف . گرددیمیمصنوعحیتلقتیفیکشیافزاباعثمناسب

يدانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی سار
پژوهشهاي تولیدات دامی
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62............................. .............................................................................................................................مختلفهايغلظتبا افزودناسپرم خروسبود کیفیت به

پس نینژنینارمختلف ياهغلظتاثریبررسپژوهش،نیاز ا
.باشدیمییگشاخیوانجمادندیااز فر

هاروشو مواد
رأس يتجارهیسوبالغخروس10از ،شیآزمانیادر 

شدهانتخابنظرموردگلهاز یتصادفطوربهکه)هفته30(
سهدورهکیيبراهاخروسیتمام. شداستفاده،بودند
دادهعادت،یشکممالشوشربايریگاسپرمبه،ياهفته
دو ياهفتهصورتبهیشکمماساژلهیوسبهیمنعیما. شدند

ازشتریبغلظت،یمنعیماپردازشيبرا.شديآورجمعبار
و درصد80ازشیبتحرك،تریلیلیمدراسپرم3×109

انزالهردر،یعیرطبیغاسپرمدرصد10ازکمتريمورفولوژ
نیاریغدر،شدگرفتهنظردرنرمالیمنعیماعنوانبه

سازيرقیق. شدندحذفشدهيآورجمعيهایمنعیماصورت
37دمايدرانجمادمحیطحجم20ومنیحجم1نسبتبه

اي بر اثر از آنجایی که تاکنون مطالعه.شدانجامدرجه 
هاي مورد نارینژنین روي اسپرم خروس انجام نشده بود غلظت

براساس دوز یابی تعیین گردید. مطالعه در این پژوهش 
میکرومولار به 150و 100، 50، 0هايغلظتنارینژنین در 

سهمدتبههانمونه،ییدماتعادليبراکننده اضافه شد. رقیق
داده قرارگرادیسانتدرجه4يدماباخچالیداخلدر ساعت

يهاوتیپاداخلبهیمنيحاويهانمونهسپس. )20(شد
معرضدر قهیدقهفتو شدندمنتقليتریلیلیم25/0انجماد

- 196(عیماازت يحاوتانکبهسپس،گرفتندقرارازت بخار
ينگهدارساعت48حداقلمدتبهو منتقل) گرادیسانت

خارجعیمااز ازت هاوتیپا،یمنعیماییگشاخیيبرا. شدند
داده قرارگرادیسانتدرجه37در آب هیثان30مدتبهو 

.گرفتقراریابیارزموردهاآنيمحتواسپس،شدند
تحركیابیارزيبرا):CASA(اسپرمتحركیابیارز
يپارامترها،یمنيهانمونهییگشاخیازپساسپرم،
، سرعت در (PM)2روندهشیپ، تحرك (TM)1یکلتحرك

، (VCL)4یمنحنریمس، سرعت در (VAP)3نیانگیمریمس
6سریعرضییجنبا، (VSL)5میمستقریمسسرعت در 

(ALH) ،7ییجنبابودنیخط)(LINي. برادندیگردیابیارز
ییگشاخییمنيهاتحرك، ابتدا نمونهيپارامترهایبررس
رانمونهازتریکرولیپنج مه،یاوليسازقیرقازپسوندشد
) قرار داده و با قرار دادن C37°(شدهگرمقبلازلاميرو
نهیزم5از هر نمونه حداقل کروسکوپ،یصفحه گرم ميرو
اسپرم 200انتخاب و به تعداد یکاملاً تصادفصورتبه
CASA; CEROS versionستمیسلهیوسبه زیآنال12.3

شدند.
از استفادهبامردهو زندهيهااسپرمیبررس:اسپرمیمانزنده

ابتدا.)18(گرفتانجامنیگروزین- نیائوزيزیآمرنگروش 
20داده و قرارلاميرورا یمننمونهاز تریکرولیم10

مخلوطو افزودهآن بهنیگروزین- نیائوزرنگتریکرولیم
زانیم،کردنخشکاز بعد. شدهیتهگسترشسپسو دهیگرد
باکروسکوپیمریزاسپرم200شمارشباهااسپرمیمانزنده

کهییهااسپرم. گرفتندقراریابیارزمورد400×ییبزرگنما

ییهااسپرمو مردهاسپرم،بودندکردهجذبخودبهرا رنگ
گرفتهنظردر زندهاسپرمعنوانبهبودندنگرفتهرنگکه

.شدند
یابیارزيبرا:(HOST)ییپلاسماغشاءیکپارچگییابیارز

،تریلدر گرم9فروکتوز(هاستطیمحاز ،اسپرمغشاءسلامت
)تریلیلیم1000مقطرآب ،تریلدر مگر9/4میسدتراتیس

شدهقیرقیمنعیمااز تریکرولیم10منظورنیبد. شداستفاده
100mOsm/Lکیپواسموتیهامحلولتریکرولیم100با

درجه37در قهیدق30به مدتمخلوط. )21(شدمخلوط
مخلوطنمونهاز میکرولیتر10سپس. شدانکوبهگرادیسانت
بابلافاصلهو پوشاندهلاملباو شدداده قرارلاميروشده

گرفتقراریبررسمورد،فاز کنتراستکروسکوپیماز استفاده
. شدشمارشاسپرم200،تینها. در )ییبزرگنما× 400(

غشاءبااسپرمعنوانبهخوردهتابومتورمدمبايهااسپرم
.شدندگرفتهنظردرسالمییپلاسما
یابیارزيبرا: )هانکوكتست(اسپرميمورفولوژیابیارز
نمونههرازقطرهسهحداقل،یعیرطبیغيمورفولوژبااسپرم
محلولتریلیلیم1يحاويهاوبیتکرویمبهشدهذوب

را محلولنیااز قطرهکیسپس. )18(شدافزودههانکوك
با. شدپوشاندهلاملکیتوسطداده و قرارلاميروبر

فازکنتراستوسکوپکریمریزاسپرم200حداقلشمارش
یعیرطبیغيمورفولوژبايهااسپرمدرصد) ×400ییبزرگنما(

.شدمحاسبه
تولیدMDAمیزان:دیآلدهيدمالونغلظتيریگاندازه

نمونهازلیترمیلییک. شدتعیینTBARSتستتوسطشده
یکترتیببهسپسشده،ریختهفالکونلولهدروناسپرم
TCAلیترمیلیدووEDTAلیترمیلییک،BHTلیترمیلی

gدردقیقه15بمدتهانمونهسپس. شداضافهنمونهبه
فاقدکهروییمایعازلیترمیلییک. شدندسانتریفیوژ1200

بهوشدهبرداشتهباشد،محیطدرموجوددرشتموادهرگونه
TBAلیترمیلییکسپس. شدریختهمیکروتیوبیکدرون

وشدهبستهکاملاًهامیکروتیوبدرسپس. شدافزودهآنبه
95دمايباگرمآبحمامدروندقیقه15بمدتهانمونه
محیطدمايدردقیقه10تا5مدتهبوشدندگذاشتهدرجه
نمونهازلیترمیلییکسپس،. شوندسردتاشدندداشتهنگه

درموجودMDAغلظت. شدریختهکوتدرونحاصل،
532موجطولدراسپکتروفوتومتردستگاهسطتوهانمونه

.شدتعییننانومتر
تیظرفيریگاندازه:یدانیاکسیآنتتامتیظرفيریگاندازه

صورت Randoxتیاسپرم با استفاده از کیدانیاکسیآنتتام 
دور در 3000در قهیدق10مدت . نمونه اسپرم به)19(گرفت 

20شد و سپس پلاسما جدا شد. سپس فوژیسانترقهیدق
نمونهدر کووت،کروموژنازتریلیلیم1بانمونهازتریکرولیم

DDH2Oاز تریکرولیم20مخلوط شدند و در کووت بلانک 
در کووت نیاز کروموژن مخلوط شدند. همچنتریلیلیم1با 
از کروموژن تریلیلیم1از استاندارد با تریکرولیم20تاندارد اس

H2O2و دازیبا پراکسABTSروش نیمخلوط شدند. در ا
داریانکوبه شده و رنگ پاABTSونیکاتدیتوليبرا

1- Total motility 2- Progressive motility 3- Average path velocity 4- Curvlinear velocity
5- Straight line velocity 6- Lateral head amplitude 7- linearit
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دینانومتر است، تول600آن ينورسبز که حداکثر جذب - یآب
است يریگاندازهقابلياسپکتروفتومترلهیوسبهکه کندیم
)19(.

:)GSH-Px(دازیپراکسونیگلوتاتتیفعالزانیمیابیارز
) با توجه به GSH-Px(دازیپراکسونیگلوتاتتیفعالزانیم

شد. نییتع)19(پور و همکاران يمهدروش ارائه شده توسط 
از تریلیلیم8/0به یمنعیمانمونهتریلیلیم1/0منظور نیبد

قبل از شروع قهیو به مدت پنج دقشدهاضافهمخلوط واکنش 
از تریلیلیم1/0از نیعلاوه بر ا.انکوبه شدC°25واکنش در 

نانومتر 412در يجذب نورزانیاستفاده شد. مH2O2محلول 
با استفاده از اسپکتروفتومترقهیو به مدت پنج دق

(T80 UV/VIS PG Instruments Ltd, UK) .ثبت شد
زانیم: سموتازیددیسوپراکستیفعالزانیمیابیارز

تیبا استفاده از کیمنيهانمونهسموتازیددیسوپراکستیفعال
Ransod) شرکت رندوکسRANDOX Laboratories

Ltd., UK یمنيها. نمونه)19() مورد سنجش قرار گرفت
و مولیلیمPBS)50به پنج در کیشده به نسبت ییگشاخی
7/0pH=میبافر سدشاملسنجشروش. شدندقی) رق

ن،یگزانتمولیلیم0/10pH=(،1/0،مولیلیم50کربنات (
مولیلیم1/0،یآبومیتترازولتروین025/0مولیلیم

EDTAکووت کیدر هانمونهتینهادرودازیاکسنی، گزانت
میدر صورت وجود آنز،یطورکلبهکوچک مخلوط شدند. 

SODو دروژنیهدیسوپراکسيهاکالیراد،در نمونهO2

و شودیمرنگ قرمز فورمازان ممانعت جادیشده و از ادیتول
نیدرجه ممانعت از الهیوسبهSODمیآنزتیفعالزانیم

درصد 50باعث مهار SODواحد کی. شودیمنییواکنش تع
ونیداسیدرصد از اکس50مهار ایو Intاءیسرعت اح
NADPH شودیميریگاندازهيهاغلظتتحت.

يآمارلیتحلو هیتجز
اساسبرو یتصادفکاملاًطرحقالبدر حاصليهاداده

SASافزارنرمProc GLMبه کمکریزيآماريهامدل
تکرارپنجدرایشآزماین. گرفتندقرارلیتحلو هیتجزمورد
شد.انجامیتوکآزمونتوسطهانیانگیمسهیمقا.شدانجام

مدل آماري طرح به شرح زیر بود:
Yij=μ+Ti+ eij

Yijمشاهدات :
μمیانگین :
Ti اثر :iامین تیمار
eijاثرات باقیمانده :

و بحثایجتن
اسپرمییجنبايهافراسنجهبر نینژنیارناثر

بر نینژنیناردانیاکسیآنتختلف ميهاغلظتاثر
جدولدرییگشاخی- انجمادندیفراازبعدییجنبايهافراسنجه

کرومولیم100ماریکل در تیی. جنبااستشدهدادهنشان1
.)>05/0p(بالاتر بودتیمار کنترلازيداریمعنطوربه

100ماریدر تییگشاخیبعد از روندهشیپییجنبانیهمچن
شیافزايداریمعنطوربهکنترل ماریتبه نسبتکرومولیم
،VAP،VSL،VCL،ALHيهابود. در فراسنجهافتهی

LIN،STR وBCFمشاهدهمارهایتنیبيداریتفاوت معن
.نشد

گشایی یند انجماد یخآپس از فرهاي جنبایی اسپرم ویژگیبرنینژنیناردانیاکسیمختلف آنتهايغلظتتاثیر –1جدول
Table 1. Comparison of sperm motility parameters after the process of freezing / thawing at different levels of

naringenin
BCF
(Hz)

ALH
(µm)

STR
(%)

LIN
(%)

VCL
(µm/s)

VAP
(µm/s)

VSL
(µm/s)PM (%)TM (%)

دانیاکسیآنتمولارکرویم

33/1525/565/5488/3247/5294/2937/1603/22 b06/61 bکنترل

59/1528/551/5614/3223/5324/3130/1758/24 ab13/64 ab50نینژنینار

06/1678/425/5902/3313/5701/3268/1846/28 a21/71 a100

49/1504/559/5526/3108/5133/3054/1661/21 b94/60 b150

13/124/027/687/386/205/276/159/180/1SEM

a-b :05/0(.باشندیمداریمعناختلافدارايغیرمشتركحروفباستونهريهانیانگیم<p(
TM:  ،درصد جنبایی کلPM:رونده، درصد جنبایی پیشLIN ؛ درصد خطی بودن جنباییSTR: (درصد) راستی مسیر طی شدهVCL:ومتر بر سرعت در مسیر منحنی (میکر

تناوب عرضی :BCFسرعت در مسیر مستقیم (میکرومتر بر ثانیه)، : VSLمیانگین سرعت در مسیر (میکرومتر بر ثانیه)، : VAP؛ جنبایی عرضی سر (میکرومتر)، ALHثانیه)، 
زنش (هرتز)

ویمانزندهغشاء، یکپارچگیبر نینژنیناراثر
غلظتدراسپرم يهاسلولمانیزندهاسپرم يهايناهنجار

يداریمعنطوربهبا گروه شاهد سهیدر مقاکرومولاریم100
ياثر بر غشا100بالاتر از غلظتکرد اما دایپشیافزا

درهااسپرمیکپارچکی غشاء).2(جدول داشتنهااسپرم

بیشتر از سایر تیمارها بودنینژنینارکرومولاریم100غلظت
يهايناهنجارياداريهااسپرمدرصد). 2جدول(

تفاوتنینژنینارمختلفيهاغلظتدر یکیمورفولوژ
.باهم نداشتيداریمعن
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یخ-انجمادیندپس از فرآآلدهیدمیزان مالون ديیکپارچگی غشا و مانی، مورفولوژي، زندهبر نینژنینارمختلف هايغلظتتأثیر -2جدول 
ییگشا

Table 2. Effects of different levels of naringenin on viability, morphology, and plasma membrane integrity after the
process of freezing / thawing

یعیرطبیغيهااسپرم
(%)

اسپرميغشایکپارچگی
(%)

یمانزنده
(%)

دانیاکسیآنتمولارکرویم

34/1493/55 b66/64 bکنترل
81/1309/61 b64/66 ab50نینژنینار
93/1268/68 a99/74 a100
07/1431/57 b36/63 b150
00/170/132/2SEM

)p>05/0(.باشندیمداریمعناختلافدارايغیرمشتركحروفباستونهريهانیانگیم

سموتاز،یددیسوپراکسمیآنزتیفعالبر نینژنیناراثر
تامیدانیاکسیآنتتیرفظودازیپراکسونیگلوتات
مختلف هايغلظتاثرات یبررسحاصل از جینتا

وسموتازیددیسوپراکسمیآنزتیفعاليبر رونینژنینار
داده شده شینما3جدولدر هااسپرمدازیپراکسونیگلوتات
تیفعالنتوانستنینژنیمختلف نارهايغلظتاز استفادهاست. 

نیحاصل از اجی. نتادهدشیاافزراسوپراکسید دیسموتاز
کرومولاریم100ماریآن است که تدهندهنشانشیآزما

با سهیدر مقادازیپراکسونیگلوتاتشیباعث افزانینژنینار
درتامیدانیاکسیآنتتیظرفزانیماست. شدهکنترلماریت

با سهیدر مقانینژنینارکرومولاریم100يحاويهاکنندهقیرق
نتایج نشان .)>05/0pداشت (يداریمعنتفاوتهاگروهریسا

کرومولاریم100و 50ماریدر تMDAدیتولزانیمداد که 
.)p>05/0(بودترنییپاهاغلظتریساابدر مقایسهنینژنینار

دیآلدئي دمانوندیتولو میزانتامیدانیاکسیآنتتیظرف،دازیپراکسونیگلوتاتسموتاز،یددیسوپراکسمیآنزتیبر فعانینژنیاثر نار-3جدول
ییگشاخی-انجمادندیفرآازبعد

Table 3. The effect of naringenin on SOD, glutathione peroxidase and total antioxidant capacity after the
freezing- thawing process

تامیدانیاکسیآنتتیظرف
(mmol/l)

سموتازیددیسوپراکس
(U/mg)

دازیپراکسونیگلوتات
(U/mg)

ي دمانوندیتولزانیم
دیآلدئ (nmol/mL)

دانیاکسیآنتمیکرومولار

13/1 b70/10700/54 b26/4 aکنترل
66/1 ab87/11785/57 ab12/3 b50نینژنینار
88/1 a92/12371/62 a90/1 c100
11/1 b37/10861/53 b01/4 a150
16/056/59/116/0SEM

)p>05/0(.باشندیمداریمعناختلافدارايغیرمشتركحروفباستونهريهانیانگیم

مختلف هايغلظتریتأثدربارهمطالعهنیاولشیآزمانیا
خروسشدهییگشاخیاسپرميپارامترهايروبرنینژنینار

تامتیظرفو یدانیاکسیآنتيهامیآنزیابیارزباهمراه
اسپرم باعث يدر غشاویداتیتنش اکس.باشدیمیدانیاکسیآنت

تیغشاء و فعالتیالیدر سریناپذجبرانراتییخسارات و تغ
ییتواناویمانزنده،ییاسپرم، همراه با کاهش در جنبایمیآنز

دماکاهشن،یابروهعلا. )1،8(شودیماسپرميریپذلقاح
ROSداریمعندیتولسببتواندیمیمنانجمادروندیط
اسپرمعملکردبه بیآسباعثکهشودم اسپرلهیوسبه

قیطرازيباروروغشاءیکپارچگیاسپرم،ییجنباهمچون
طالعه حاضر . م)1،2،3،8(شودیميعملکردویداتیاکستنش

کل و ییجنبايمؤثرطوربهنینژنیبا نارمارینشان داد که ت
. بخشدیمبهبود کرومولاریم100غلظترا در روندهشیپ

درکهکردندثابتهمکارانوسیبلانکو و همکاران و بلسبو
ت،یالیاز جمله سییغشاي، فاکتورهاماسپرانجماداثر

،4(رندیگیمقرار ریتحت تأثيدیپیلباتیو ترکيرینفوذپذ

غشاء و مقدار تیالیسزانیم،ییگشاخیازپسکهيطوربه،)5
کاهشسببخودنیاوابدییمکاهش ماسپريدیپیلباتیترک

افزون.)4،5(شودیماسپرمیمانزندهويبارور،ییجنباقدرت
ATPيکرد که محتواانیب2006لانگ در سال ن،یبر ا

ابدییمو کاهش ردیگیمقرار ریدر اثر انجماد تحت تأثاسپرم
جینتااین . )16(شودیمییموضوع موجب کاهش جنبانیو ا
اسپرمییجنباگرچهدادنشانفوقيهاپژوهشيراستادر

توانیماما،ابدییمکاهش ییگشاخیانجماد و ندیپس از فرآ
ندیفراازپسکهییجنباکاهشروندازنینژنینارافزودنبا

.استيداریمعنطوربه،دهدیمرخییگشاخیوانجماد
هايغلظت،استیعیطبيعملکردلحاظبهکهیاسپرم

اثردر اما.کندیمدیتولرا فعالژنیاکسيهاهگوناز ینییپا
میکلسیونیيهاکانال،انجمادو کردنسرديندهایفرآ

يهاگونهاز یمیکلسبهوابستههجومکیو شدهکیتحر
استرسبهمنجرتینهادرکهداده نشانرا فعالژنیاکس
ژنیاکسيهاگونهاز متوسطمقداردیتول. شودیمویداتیاکس
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باشدهریدرگبلوغیعیطبيندهایفرآبااستممکنفعال
يهاگونهیولشودهمراه،یآکروزمواکنشو ونیتاسیکاپاس
تیفعالکاهشباعثویداتیاکساسترسو یاضاففعالژنیاکس
دارندنقشیدانیاکسیآنتیدفاعستمیسدر کهییهامیآنز

یکپارچگیکاهش،دیپیلونیداسیپراکسشیافزاموجبو شده
يهامیآنزشدنرفعالیغ،سلوليرینفوذپذشیافزا،غشا

تیظرفو ییجنبادر کاهش، DNAبهبیآس،غشادر موجود
است آورانیزاسپرميبراو شودیمشدهرهیذخاسپرميبارور

یک آزمایش دیگري که بر جینتاباشیآزمانیاجینتا.)7(
انجماد اسپرم يرودانیاکسیمختلف آنتهايغلظتاثر روي 

کههايغلظتنشان دادند. آنهاداردمطابقتبود،خروس
ازاستفادهزماندر روندهشیپو کلتحركزانیم

جدول(شیآزمانیاجینتا).18(ابدییمبهبود دانیاکسیآنت
سالميغشابايهااسپرمدرصدکهدهندیمنشان) 2رهشما
کرومولاریم100مارهایتدر ییگشاخی–انجمادندیفرآیطدر 
یکپارچگیبیتخر.استداشتهيداریمعنشیافزانینژنینار

دهایپیلشیآرایختگیرهمبهاز یناشاسپرمییپلاسمايغشا
استممکنیمنانجمادحفظطولدر غشاداخلدر 

بهمنجرجهینتدرو کندالقارا يشتریبیسلوليهابیآس
ییپلاسمايغشایکپارچگی.)25(شوداسپرمسلولمرگ

نرخو در بودهاسپرمسلامتصیتشخيهاسنجهفرااز یکی
خروساسپرميغشايدیپیلبیترک.باشدیممؤثريبارور
فایاآن يبارورزانیمو تیفیکدر ياکنندهنییتعنقش

يدهایاسيداراپستاندارانبهنسبتخروساسپرم.کندیم
امرنیاکهبودهخوديغشادر يشتریبراشباعیغچرب

ونیداسیپراکسبهخروساسپرمتیحساسشیافزاموجب
ییهابیآسشیافزاسببزینامرنیا. )6(استشدهدهایپیل

یطيبارورتیقابلو تحرك،یمانزندهکاهشرینظ
استیحالدر نیا. )13(شودیماسپرمينگهداريندهایفرآ
ينگهدارطیمحبهمناسبيهادانیاکسیآنتافزودنکه

بهوارده يهابیآسشدتاز يحدتاتواندیموریطاسپرم
رینظییندهایفرآیطرا اسپرمتیفیکو کاستهاسپرم

نشان داده شده است .)22(دهدشیافزاانجمادو يسردساز
قادر به ،یدانیاکسیآنتبالقوهاثراتبرعلاوهنینژنیکه نار

اثرات يو دارااستآزاديهاکالیحمله کردن به راد
پژوهش با نیاجینتا.)24(باشدیمزینياجستهبریضدالتهاب

که نشان دادند استفاده از 2015و همکاران یشرفجینتا
مطابقت شودیمغشاءیکپارچگیشیث افزاباعدانیاکسیآنت

،کرومولاریم100غلظتدر نینژنینارافزودن. )26(دارد 
بالاشاهدگروهباسهیمقادريمؤثرطوربهرا یمانزندهپارامتر

تیخاصکرومولاریم100غلظتدر نینژنینارنیبنابراوبرده
لذا. ستاداده بروزياژهیوطوربهرا خودیدانیاکسیآنت
بريماریتغلظتنیامثبتعملکردکهگفتتوانیم

بااحتمالاًروندهشیپتحركو کلتحركيپارامترها
باپژوهشنیاجینتا. باشدیمارتباطدر هااسپرمیمانزنده

که نشان دادند استفاده از 2016و همکاران پوريمهدجینتا
مطابقتشودیماسپرمیمانزندهشیباعث افزادانیاکسیآنت

بایعیرطبیغيهااسپرمزانیممورددر ماجینتا.)19(دارد
افزودنکهاستنیادهندهنشانهانکوكمحلولاز استفاده

را یعیرطبیغيهااسپرمدرصد،نینژنینارکرومولاریم100
حاضرمطالعهجینتا.نبودداریمعن،کاهشنیاکهداد کاهش
یمنيپلاسماتامیدانیاکسیآنتتیظرفکهدهدیمنشان
نیادر. استداشتهيداریمعنشیافزاشاهدگروهبهنسبت

نینژنینارکرومولاریم100غلظتدر MDAغلظتشیآزما
وفتاحجیپژوهش با نتانیاجینتا. بودکمتريداریمعنطوربه

باعث دانیاکسیآنتکه نشان دادند استفاده از 2017همکاران
.)11(مطابقت دارد شودیمMDAغلظتداریمعنکاهش

فنولیکیپلیوهگرتریناز جمله نارینژنین، رایجنوئیدهاوفلا
ها نژنینناری. ندداردجوونگیاهاهمهدرتقریباًکههستند

نضدسرطاخاصیتدارايودهکرعملاکسیدانآنتیعنوانهب
شیمیاییرساختا).24هستند (هغیروبلتهااضد،بیوضدمیکر

حلقهشاملC6وهگردوکهدهبوC6-C3-C6بصورتآنها
انپیرحلقهشامللیفاتیکآهنجیرزیکآنC3وهگرونبنز
لیک (بخصوص است که ترکیبات فنومشخص شده. باشدمی

نارینژنین) با پوشش دادن لیپیدها، روند پراکسیداسیون لیپیدي 
کنند. همچنین با کاهش سیالیت را تغییر داده و متوقف می

هاي غشاهاي سلولی و جلوگیري از تولید بیش از حد رادیکال
آزاد و محدود کردن پراکسیداسیون فسفولیپیدها و اسیدهاي 

در).27لی محافظت کنند (چرب غیراشباع، از غشاهاي سلو
تاماکسیدانیآنتیظرفیتبهبودباعثنارینژنینحاضر،تحقیق

اسپرمغشايیکپارچگیبهبودوجنباییافزایشنتیجهدرو
اکسیدانیآنتیقدرتمیزانکهاستشدهدادهنشان. شد

ارتباطهیدروکسیلهايگروهموقعیتوتعدادبایدهائفلاونو
بنابراینوبودههیدروکسیلگروهسهباترکیبینارینژنیندارد.

استقادروداشتهبالاییبسیاراکسیدانیآنتیقدرتوتوانایی
ومصطفی.کندتحریکراهاسلولاکسیدانیآنتیهايآنزیم

برعلاوهنارینژنینکهاستشدهدادهنشان)  2016(همکاران
بهردنکحملهبهقادراکسیدانی،آنتیبالقوهاثرات

بنابراین نارینژنین با توجه قدرت .باشدمیآزادهايرادیکال
MDAآزمایش باعث کاهش میزاناکسیدانی بالا در اینآنتی

یمنيپلاسمایدانیاکسیآنتغلظتشیافزاشده است.
)TAC (در يداریمعننقشاستممکنMDAداشتهاسپرم

CATوGPX،SODشاملیمختلفيهابازدارندهرایز. باشد
يهاکالیرادحذفباکهدارد وجودیمنيپلاسماو اسپرمدر 

. در شودیمویداتیاکسبیآسبرابردر اسپرمحفظسببآزاد 
100باشدهماریتگروهدر GPXتیفعالزانیممطالعهنیا
يداریمعنبهبودشاهدگروهبهنسبتنینژنینارکرومولاریم
نیبيداریمعنفاوت تSODغلظتمطالعه نیادر. افتی
SODتیفعالکهاستشدهمشاهدهنیهمچننداشت. مارهایت

غلظتو تحركبايداریمعنیهمبستگ،یمنيپلاسما
وینجفجینتاباپژوهشنیاجینتا. )19(ندارداسپرم

باعث دانیاکسیآنتکه نشان دادند استفاده از 2018همکاران
مطابقت شودیمGPXو تامیدانیاکسیآنتتیظرفشیافزا

.)20(دارد 
از استفادهشیآزمانیااز حاصلجینتابا توجه به 

بهبودباعثتواندیمکرومولاریم100غلظتدر نینژنینار
.شودذوب -انجماداز پساسپرمتیفیک

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ra

p.
10

.2
5.

61
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

12
 ]

 

                               5 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/rap.10.25.61
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-956-en.html


66..........................................................................................................................................................مختلفهايغلظتبا افزودناسپرم خروسبهبود کیفیت 

منابع
1. Aitken, R.J., J.S. Clarkson and S. Fishel. 1989. Generation of reactive oxygen species, lipid

peroxidation, and human sperm function. Biology of Reproduction, 41: 183-97.
2. Aitken, R.J., D. Buckingham and D. Harkiss. 1993. Use of a xanthine oxidase free radical generating

system to investigate the cytotoxic effects of reactive oxygen species on human spermatozoa.
Reproduction, Fertility and Development, 97: 441-50.

3. Alvarez, J.G. and B.T. Storey. 1984. Assessment of cell damage caused by spon-taneous lipid
peroxidation in rabbit spermatozoa . Biology of Reproduction, 30: 323-331.

4. Blanco, J.M., G. Gee, D.E. Wildt and A.M. Donoghue. 2000. Species variation in osmotic,
cryoprotectant, and cooling rate tolerance in poultry, eagle, and peregrine falcon spermatozoa.
Biology of Reproduction, 63: 1164-1171.

5. Blesbois, E., I. Grasseau and F. Seigneurin. 2005. Membrane fluidity and the ability of domestic bird
spermatozoa to survive cryopreservation. Reproduction, 129: 371-378.

6. Breque, C., P. Surai and J.P. Brillard. 2003. Roles of antioxidants on prolonged storage of avian
spermatozoa in vivo and in vitro. Molecular Reproduction and Development, 66: 314-23.

7. Bucak, M.N., S. Sarıözkan, P.B. Tuncer, P.A. Ulutaş and H.İ. Akçadağ. 2009. Effect of antioxidants on
microscopic semen parameters, lipid peroxidation and antioxidant activities in Angora goat semen
following cryopreservation. Small Ruminant Research, 81: 90-95.

8. De Lamirande, E. and C. Gagnon. 1992. Reactive oxygen species and human spermatozoa. I. Effects
on the motility of intact spermatozoa and on sperm axonemes. Journal of Andrology, 13: 368-378

9. Donoghue, A. and G. Wishart. 2000. Storage of poultry semen. Animal Reproduction Science, 62: 213-
232.

10. Douard, V., D. Hermier, M. Magistrini, C. Labbé and E. Blesbois. 2004. Impact of changes in
composition of storage medium on lipid content and quality of turkey spermatozoa. Theriogenology,
61: 1-13.

11. Fattah, A., M. Sharafi, R. Masoudi, A. Shahverdi, V. Esmaeili and A. Najafi. 2017. l-Carnitine in
rooster semen cryopreservation: Flow cytometric, biochemical and motion findings for frozen-thawed
sperm. Cryobiology, 74: 148-153.

12. Fallahi, F., M. Roghani and S. Moghadami. 2012. Citrus flavonoid naringenin improves aortic
reactivity in streptozotocin-diabetic rats. Indian Journal of Pharmacology, 44(3): 382-387.

13. Feyzi, S., M. Sharafi and S. Rahimi. 2018. Stress preconditioning of rooster semen before
cryopreservation improves fertility potential of thawed sperm. Poultry Science, 97: 2582-2590.

14. Hammerstedt, R.H. and J.K. Graham. 1992. Cryopreservation of poultry sperm: the enigma of
glycerol. Cryobiology, 29: 26-38.

15. Leeson, S. and J.D. Summers. 2010. Broiler breeder production, Nottingham University Press, pp. 21-
47.

16. Long, J. 2006. Avian semen cryopreservation: what are the biological challenges? Poultry Science,
85: 232-236.

17. Mehdipour, M., H.D. Kia, M. Nazari and A. Najafi. 2017. Effect of lecithin nanoliposome or soybean
lecithin supplemented by pomegranate extract on post-thaw flow cytometric, microscopic and
oxidative parameters in ram semen. Cryobiology, 78: 34-40.

18. Mehdipour, M., H. Daghigh Kia, G. Moghaddam and H. Hamishehkar. 2018. Effect of egg yolk
plasma and soybean lecithin on rooster frozen-thawed sperm quality and fertility. Theriogenology,
116: 89-94.

19. Mehdipour, M., H.D. Kia, A. Najafi, H.V. Dodaran and O. Garcia-Alvarez. 2016. Effect of green tea
(Camellia sinensis) extract and pre-freezing equilibration time on the post-thawing quality of ram
semen cryopreserved in a soybean lecithin-based extender. Cryobiology, 73: 297-303.

20. Najafi, A., R.A. Taheri, M. Mehdipour, G. Farnoosh and F. Martinez-Pastor. 2018. Lycopene-loaded
nanoliposomes improve the performance of a modified Beltsville extender broiler breeder roosters.
Animal Reproduction Science, 195: 168-175.

21. Najafi, A., H. Daghigh-Kia, H.V. Dodaran, M. Mehdipour and M. Alvarez-Rodriguez. 2017.
Ethylene glycol, but not DMSO, could replace glycerol inclusion in soybean lecithin-based extenders
in ram sperm cryopreservation. Animal Reproduction Science, 177: 35-41.

22. Najafi, A., R.A. Taheri, M. Mehdipour, F. Martínez-Pastor, A.A. Rouhollahi and M.R. Nourani. 2018.
Improvement of post-thawed sperm quality in broiler breeder roosters by ellagic acid-loaded
liposomes. Poultry Science, 195: 168-175.

23. Pérez‐Pastén, R., E. Martínez Galero and G. Chamorro‐Cevallos. 2010. Quercetin and naringenin
reduce abnormal development of mouse embryos produced by hydroxyurea. Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 62: 1003-1009.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ra

p.
10

.2
5.

61
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

12
 ]

 

                               6 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/rap.10.25.61
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-956-en.html


67.....................................................................................................................................................1398پاییز/ 25هم/ شماره دپژوهشهاي تولیدات دامی سال 

24. Roy, S., N. Rahaman, F. Ahmed, S. Metya and S. Sannigrahi. 2013. Naringenin attenuates testicular
damage, germ cell death and oxidative stress in streptozotocin induced diabetic rats: naringenin
prevents diabetic rat testicular damage. Journal of Applied Biomedicine, 11: 195-208.

25. Salamon, S. and W. Maxwell. 2000. Storage of ram semen. Animal Reproduction Science, 62: 77-
112.

26. Sharafi, M., M. Zhandi and A. Akbari Sharif. 2015. Supplementation of soybean lecithin-based semen
extender by antioxidants: complementary flowcytometric study on post-thawed ram spermatozoa. Cell
Tissue Bank, 16: 261-9.

27. Solak, K.A., R.R. Santos, M. van den Berg, B.J. Blaauboer, B.A. Roelen and M.B. van Duursen.
2014. Naringenin (NAR) and 8-prenylnaringenin (8-PN) reduce the developmental competence of
porcine oocytes in vitro. Reproductive Toxicology, 49: 1-11.

28. Tselutin, K., F. Seigneurin and E. Blesbois. 1999. Comparison of cryoprotectants and methods of
cryopreservation of fowl spermatozoa. Poultry Science, 78: 586-590.

29. Zribi, N., N.F. Chakroun, F. Ben Abdallah, H. Elleuch, A. Sellami, J. Gargouri, T. Rebai, F. Fakhfakh
and L.A. Keskes. 2012. Effect of freezing-thawing process and quercetin on human sperm survival
and DNA integrity. Cryobiology, 65: 326-31.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ra

p.
10

.2
5.

61
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

12
 ]

 

                               7 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/rap.10.25.61
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-956-en.html


Research on Animal Production, Vol. 10, No. 25, Autumn 2019 .………………….………......………….….……………………... 68

Improving Rooster Sperm Quality by Adding Different Levels of Naringenin after
Freezing-Thawing Process

Mahdiyeh Mehdipour1 and Hossein Daghighkia2

1- PhD Student Department of Animal Science University of Tabriz
2- Professor Department of Animal Science, University of Tabriz, (Corresponding author: Daghighkia@tabrizu.ac.ir)

Receive: September 11, 2018 Accepted: May 12, 2019

Abstract
Artificial insemination is a reproductive technology that uses the best male breeders.

Successful artificial insemination is affected by several factors, one of the most important of
which is the availability of fertile sperm after the freezing-thawing process. The purpose of this
study was to investigate the effect of different concentrations of naringenin after the freezing
process. Sperm collection was performed twice a week using abdominal masage. After adding
the diluent to the semen samples, the samples were placed in the refrigerator at a temperature of
4°C for equilibration. Samples were then transferred to freezing straws and exposed to nitrogen
vapor, then stored in a tank containing liquid nitrogen. After thawing, several parameters
containing motility, viability, abnormality, membrane integrity, MDA production, SOD and
GPX enzymes and total antioxidant capacity were evaluated. The results indicate that the total
and progressive cavity in 100 μM naringenin treatment significantly increased compared to
control treatment. The percentage of sperm with morphological abnormalities in different
concentrations of naringenin did not differ significantly (p<0.05). The viability and membrane
integrity of the sperm cells at 100 μm concentration increased significantly compared to the
control group. The results of this experiment indicate that 100 μm naringenin treatment
increased glutathione peroxidase and total antioxidant capacity and reduced MDA levels
compared to control group. Based on the results of this study, naringenin at 100 μm in a diluent
medium improves rooster sperm quality after freeze-thawing.

Keywords: Antioxidant, Freezing, Naringenin, Oxidative Stress, Rooster Sperm
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