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 های مغانیهای کیفی اسپرم قوچی سطوح مختلف گلیسرول بر فراسنجهکننده حاوافزودن عصاره رزماری به رقیق اثر
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 چکیده

های مختلف گلیسرول های مختلف عصاره رزماری به همراه غلظتافزودن غلظت اتاثربررسی هدف از پژوهش پیش رو مطالعه 

رای ذوب بود. ب -انجمادمراحل  یدر طهای مغانی قوچاسپرم  یکپارچگی غشایی ی و، زنده مانجنبایی هایبر ویژگی ،کنندهبه رقیق

تکرار( اسپرم گیری  6هفته )سه سال به صورت دو بار در هفته و به مدت  4تا  3قوچ با میانگین سنی جهار راس  تعداد اینکار از

 6ها برای حذف اثرات فردی با هم مخلوط شده و به تعداد صورت گرفت. پس از انتقال اسپرم به آزمایشگاه و ارزیابی اولیه، اسپرم

درصد( بود تقسیم  7و  5درصد حجمی/حجمی( و دو سطح گلیسرول ) 4و  2، 0سطح عصاره رزماری ) 3تیمار آزمایشی که شامل 

ساعت در دمای پنج درجه سلسیوس قرار داده شدند تا به تعادل برسند. پس از این مرحله  5/2 گردید. پس از آن تیمارها برای مدت

ها بوسیله یک روش استاندارد توسط بخار ازت مایع منجمد ن پایوتاز آ سلیتری کشیده شد. پمیلی 25/0های ها به پایوتاسپرم

 ،روندههای اسپرم، از جمله جنبایی کل، جنبایی پیشور گردیدند. فراسنجهسازی در داخل ازت مایع غوطهشدند و جهت ذخیره

 2پژوهش نشان داد که افزودن  نتایج حاصل از این ارزیابی شد. (CASAافزار کاسا )توسط نرمیی پارچگی غشایک و مانیزنده

انی و مرونده، زندهدرصد گلیسرول به محیط انجمادی اسپرم قوچ سبب بهبود جنبایی کل و پیش 5درصد عصاره رزماری به همراه 

از (. P < 0.05دار ایجاد کرده بود )معتی یگشایی شد که نسبت به سایر تیمارها تفاوتیخ-یکپارچگی غشایی پس از فرایند انجماد

بر اساس (. P> 0.05)های تیماری مشاهده نشدداری بین گروهگونه تفاوت معنیهیچ VCL ،STR ،ALH ،VAPهای نظر فراسنجه

-های مغانی سبب بهبود فراسنجهدرصد گلیسرول به رقیق کننده اسپرم قوچ 5افزودن عصاره رزماری به همراه  یافته های این تحقیق،

 شود.گشایی میهای کیفی پس از یخ

 گشایی، جنبایی اسپرمیخ -اسپرم قوچ، گلیسرول، عصاره رزماری، انجماد کلمات کلیدی:
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 مقدمه

راهی برای حفظ ژرم  سلول اسپرم، حفاظت از انجمادو  (Purdy, 2006)انجماد منی پستانداران، تحولی اساسی در نگهداری منی 

کاربرد تنوع زیستی  ظو حف آبزی پروری، در دامپروری ،هاگونه DNA با حفظ تواندمی کهبوده )پروتوپلاسم سلول جنسی(  1پلاسم

 (Purdy, 2006)بهبود نژادها  ، درهای تولید مثلیهمراه با دیگر تکنولوژیتوانند ذخیره اسپرم، می هایو بانک (Holt, 2000)داشته 

انجماد اسپرم، امکان  . همچنین با(Quinn et al., 1980)نقش داشته باشند  ،حال انقراض دروحشی و بومی های حفاظت گونهو 

های ها و حفظ بانک، کنترل بیماری (Leboeuf et al., 2000)های خیلی دور ، انتقال آن به فاصله(Purdy, 2006)آن  قرنطینه کردن

و رسیدن به بیشترین نرخ بازیابی و باروری  (Purdy, 2006)های انجماد اسپرم . جهت پیشرفت در روششودژنتیکی ممکن می

، بر (Holt, 2000)های مختلف م گونه، آگاهی از پیچیدگی غشای پلاسمایی اسپر(Leboeuf et al., 2000)اسپرم یخ گشایی شده 

 ,Aboagla and Terada)باشد هم کنش بین ترکیبات غشا، و تاثیر سردسازی، انجماد و یخ گشایی روی غشای اسپرم ضروری می

2004). 

نحصر مختلف، روی غشاها بوده و نقش بیولوژیکی م 2غشای پلاسمایی اسپرم، مدل کامل و عالی جهت بررسی اثر عوامل برونزادی

تکامل غشای اسپرم را افزایش و منجر به واکنش  ،گشاییانجماد و یخ. (Purdy, 2006)کند به فردی را در فرآیند باروری ایفا می

 از طرفی ،اسپرم را تحت تاثیر قرار داده جنبایی ،کروزمیآواکنشو ظرفیت پذیری  ییندهاآشده، همچنین فر اسپرمسلول آکروزومی 

 .(Holt, 2000) دهدرا در واکنش با دستگاه تولید مثل ماده و باروری کاهش می آن توانایی و عمر دیگر

، ترکیب شیمیایی (Tuli et al., 1981)در مراحل حفاظت از انجماد سلول اسپرم، عوامل کلیدی زیادی مثل ترکیب پلاسمای منی 

دهی، روش انجماد و دوره تعادل ، دمای انجماد زان، دمای نگهداری، می3های انجمادیکنندهها، نوع و غلظت حفاظتکنندهرقیق

ایت جهت کسب نتایج رض و تعادل بین این عوامل ت روی عمر سلول اسپرم اثر گذاشتهو کنترل بهداش های آزادگشایی، رادیکالیخ

 . (Holt, 2000)د بخش، اهمیت دار

است. لازمه یک محافظ سرمایی، بالا  توسعه یافته سرما های انجماد سلولی بر اساس استفاده از یک یا چند ماده محافظتمام روش

فاوت های عمل متهایی با روشتوانند به گروه. به طور کلی ترکیبات محافظ انجماد میدرت نفوذ و سمیت پایین آن استبودن ق

مای درون عوامل محافظ سرتقسیم شوند. گلیسرول به همراه موادی همچون متانول، اتیلن گلیکول و دی متیل سولفوکساید به عنوان 

رای های آب با یکدیگر بشوند، که وزن مولکولی آن ها نسبتا کم است. این مواد از تجمع مولکولسلولی یا نفوذ کننده تقسیم می

گیری آب داخل سلولی ضروری هستند. همچنین نقطه انجماد کنند و برای آبهای یخ در درون اسپرم جلوگیری میتشکیل کریستال

 . (Blash et al., 2000)کند ها، زمان بیشتری برای آبگیری ایجاد میآن پایین

مانی و ی وسیعی از فاکتورها عمل آن را روی زندهترین عامل محافظ انجمادی استفاده شده برای اسپرم است و دامنهگلیسرول وسیع

را افزایش  یسلول غلظت مواد خارجدون گلیسرول، . انجماد ب(Anel et al., 2003)دهد ظرفیت باروری اسپرم تحت تاثیر قرار می

                                                           
1 - Germplasm 
2 - Exogenous 

3 - Cryoprotectant 
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ناشی از ترکیبات غیرالکترولیتی  pHروند و تغییرات ای که برخی مواد از سلول به بیرون میدهد؛ به گونهو تراوایی غشا را تغییر می

فزایش حلالیت آب است و با اشود. خاصیت حفاظتی گلیسرول مربوط به توانایی برقراری پیوند آن با هایی به اسپرم میسبب آسیب

قبل از  مایع منیافزودن گلیسرول به  .(Blash et al., 2000)شود کننده میها باعث کاهش فشار اسمزی رقیقکنندهنمک در رقیق

اسمزی خارج شده و غلظت واسطه شیب ه انجماد، شامل مرحله موازنه است که در طی این مرحله آب درون سلولی اسپرم ب

ها را در برابر آسیب حاصل سلولی شده و سلولهای یخ درونتشکیل کریستالاز ین ترتیب مانع ه اشود و بجایگزین آن میگلیسرول 

از  ،کندمیجزیی دهیدراته  کرده و سلول را به صورت گلیسرول به سلول اسپرم نفوذ .کندهای یخ محافظت میاز تشکیل کریستال

 .(Mosenene, 2009) هدکاهش می د این رو خطر تبلور آبی را

به دلیل دارا بودن یک الکترون جفت نشده یا بیشتر،  که هستندهای مشتق شده از اکسیژن مولکول ئی ازجزهای آزاد رادیکال

دهند تا الکترون آن را های نظیر خود را مورد حمله قرار میشوند و مولکولپذیر و فعال محسوب میهای بسیار واکنشمولکول

سطح  گراز طرفی دیگردد. شود که منجر به آسیب سلولی میخود تبدیل به رادیکال آزاد می پذیرنده آورند. در نهایت مولکولبدست 

. (Aitken and Roman, 2009)کند های انتقال دهنده کمک میهای آزاد، به حفظ هموستازی بوسیله سیگنالفیزیولوژیکی رادیکال

بیش ، 4آزاد به بلوغ اسپرم، ظرفیت پذیری هاید. از نظر فیزیولوژیکی رادیکالنرا در باروری دار ایهای آزاد نقش دوگانهرادیکال

های آزاد باعث از نظر پاتولوژیکی رادیکال د ونکنکمک می 6تخمک -، واکنش اکروزومی و آمیختگی اسپرم5اسپرم شدن فعال

 Saleh and)د نهای شدید در اسپرم گردد باعث آسیبنتوانشوند و میآپوپتوز میالقای و  DNAپراکسیداسیون لیپید، آسیب 

Agarwal, 2002)های آزاد هستند، به دلیل اینکه غشای پلاسمایی های ناشی از رادیکالای مستعد آسیبها به طور ویژه. اسپرم

های زیادی ( و استرولPUFA) 7اسپرم دارای فسفولیپیدها، اسیدهای چرب اشباع، اسیدهای چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه

 در غشا اسپرم شده و پراکسیداسیون انجمادی به ویژه هنگام محافظتهای آزاد باعث القای پراکسیداسیون لیپیدی است. رادیکال

یو گردد این آسیب پراکسیداتاسیدهای چرب ناشی از آن دارای اثرات سمی بر روی اسپرم است که منجر به کاهش عملکرد اسپرم می

 .(Holt, 2000)شود پارچگی غشا، آسیب به عملکرد سلول، کاهش جنبایی و کاهش توانایی باروری اسپرم میب کاهش یکموج

ها نوجود دارد که یکی از آ (ROS) های آزادرادیکال های ناشی ازاکسیداتیو و کاهش آسیب تنشمتفاوتی برای مهار  هایسازوکار

ای هیند موثر هستند عبارتند از: آنتی اکسیدانآکه در این فر ییهااکسیدانبرخی از آنتی ست.ا در محیط هااکسیدانآنتیاستفاده از 

، ترکیبات فنلی، گلوتاتیون، برخی مواد معدنی ریزمغذی مانند روی، سلنیوم و برخی E، ویتامین Cها، ویتامین گیاهی، کارنیتین

ها به دلیل اینکه الکترون خود را به اکسیدان. آنتیBHA (Agarwal and Sekhon, 2010)و  BHTهای صنعتی مانند اکسیدانآنتی

از طرف دیگر باید  .سته شودد که زنجیره اکسیداسیون شکنشوباعث می بنابراین شونددهند باعث پایداری آن میرادیکال آزاد می

ا، هجهت افزایش این نسبت به سمت اکسیدانها در یک نسبت خاص حفظ شود و هر گونه تغییر در اکسیدانها و آنتیمیزان اکسیدان

ب های مازاد را از محیط خارج ساخته و سبهای آنزیمی و غیر آنزیمی رادیکالاکسیدانآنتی. کندایجاد میرا شرایط استرس اکسیداتیو 

 . (Kefer et al., 2009; Da Silva et al., 2010)شوند ها و تنش اکسیداتیو میاکسیدانایجاد تعادل بین آنتی

                                                           
4- Capacitation 

5 - Hyperactivation 

6- Fertilization 

7- Poly unsaturated fatty acid 
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به خوبی شناخته  این گیاهاثرات آنتی اکسیدانی . ( استLamiaceaeاز خانوادۀ نعناعیان ) (Rosmarinus officinalis) رزماری گیاه

های گلدار گیاه رزماری هنگام دهد. برگ و سرشاخههای گلدار گیاه، اندام داروئی رزماری را تشکیل میبرگ و سرشاخه .شده است

ـ  8و1ترین ترکیبات موجود در روغن فرار گیاه را عمده گردد.آوری میها و در فصول بهار و تابستان جمعشروع باز شدن گل

-بتا، (α-Pinene)نن (، آلفاپیBornyl acetate(، بورنیل استات )Campher(، کامفر )Borneol(، بورنئول )Cineol-1,8سینئول )

دهند که بسته به شرایط جغرافیائی محل کشت گیاه، تشکیل می (Rosmarinic acidاسیدهای فنلی مانند اسید رزمارینیک )و  پینن

اکسیدانی آثار آنتی .(Thorsen and Hildebrandt, 2003; Peng et al., 2005) باشداز این مواد متغیر مییک  میزان و درصد هر

های شناخته اکسیداناز این موارد، آثار فوق با آثار آنتیتنی بررسی شده است. در برخی تنی و درونگیاه رزماری نیز در شرایط برون

 Sebranek) نمایدبرابری می BHT (Botylated Hydroxy Aoluene) و BHA (Botylated Hydroxy Anisole) ای نظیرشده

et al., 2005). BHT  وBHA ون کسیداسیهای صنعتی هستند که بیشتر در صنایع غذایی و برای جلوگیری از ااکسیدانآنتی

-اکسیدانی این دو ترکیب در مواد غذایی با سایر آنتیشوند. گزارش شده است که قدرت آنتیهای مواد غذایی استفاده میچربی

چندین مطالعه، خواص . (Soobrattee et al., 2005; Hinneburg et al., 2006)کند های شناخته شده مرسوم برابری میاکسیدان

. در بیشتر است Eرا اثبات کرده است، به طوری که این خاصیت رزماری از چای سبز کمتر و از ویتامین  را رزماری یاکسیدان آنتی

های ژاپنی تحت استرس گرمایی انجام دادند به این ( برروی اثر رزماری در بیضه بلدرچین2016پژوهشی که تورک و همکاران )

پرماتوگونی های اسش اکسیداسیون لیپیدی شده و باعث افزایش تعداد سلولنتیجه رسیدند که مکمل سازی جیره با رزماری باعث کاه

( گزارش کردند که افزودن عصاره رزماری به رقیق کننده اسپرم بز باعث بهبود فراسنجه 2013د. همچنین زنگانه و همکاران )وشمی

 شود.رم پس از فرایند انجماد و یخ گشایی میپهای کیفی اس

اکسیدانی گیاه رزماری، هدف از پژوهش پیش رو، ارایه راهکاری نوین برای انجماد و بهبود وجود تاثیر آنتیبنابراین با توجه به 

درصد حجمی/حجمی( به  4و  2، 0های مختلف عصاره رزماری )زدن با افزودن غلظتهای کیفی اسپرم گوسفند پس از یخفراسنجه

یکپارچگی  ی و، زنده مانجنبایی هایدرصد( به عنوان محافظ سرما بر ویژگی 7و  5های مختلف گلیسرول )کننده به همراه غلظترقیق

 ذوب بود. -انجمادمراحل  یدر ط گوسفنداسپرم  غشایی

 هامواد و روش

در شرایط محیطی و ها قوچاستفاده شد.  برای اسپرم گیری سال 4-3با میانگین سنی  قوچ مغانیراس از چهار  پژوهشدر این 

به  بار دوای آوری منی به صورت هفته، جمعگیریها برای اسپرمقوچ دهی و آموزش شدند. پس از عادتای یکسان نگهداری تغذیه

 35 -37عایق دارای آب  درون فلاسک های منینمونهانجام شد.  8هفته و در فصل تولیدمثلی به وسیله مهبل مصنوعی سهمدت 

 ارایهای دنمونه های اولیهدرنگ پس از بررسیو در حمام آب گرم قرار داده شدند. بی به آزمایشگاه منتقلسریعا  درجه سلیسیوس

شناسی کمتر از درصد و ریخت 70بیشتر از  جنبایی کللیتر، میلی 75/0 -2لیتر، حجم بین اسپرم درمیلی 5/2×  910غلظت بیشتر از 

، از میان برداشتن اثر فردی برایدرصد اسپرم غیرطبیعی در هر انزال به عنوان نمونه طبیعی در نظر گرفته شدند. پس از آن  10

سیگما  ز شرکتاکننده اجزای تشکیل دهنده رقیقبا یکدیگر آمیخته شدند. مواد شیمیایی مورد نیاز در این آزمایش و های منی نمونه

(SIGMA ALDRICH St. Louis, MO, USA.خریداری شده بودند ) 

                                                           
8 Artificial Vagina 
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تیمارهای آزمایشی  .های انجماد مربوطه تقسیم شدندسازی در محیطبخش مساوی جهت رقیق شش بهی منی مخلوط شده نمونه

درصد  7رقیق کننده حاوی  (2تیمار (، R0G5) درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری 5رقیق کننده حاوی  (1تیمار  شامل

 (،R2G5عصاره رزماری ) درصد 2درصد گلیسرول و  5رقیق کننده حاوی  (6تیمار  (،R0G7گلیسرول و بدون عصاره رزماری )

درصد گلیسرول  5رقیق کننده حاوی  (5تیمار  (،R2G7) عصاره رزماری درصد 2درصد گلیسرول و  7رقیق کننده حاوی  (4تیمار 

 بودند. (R4G7عصاره رزماری ) درصد 4درصد گلیسرول و  7رقیق کننده حاوی  (6ر تیما( و R4G5درصد عصاره رزماری ) 4و 

پس از  .در دمای اتاق انجام شد )حاوی تیمارهای آزمایشی( های انجمادحجم محیط 20حجم منی و  1سازی به نسبت رقیق

در یخچال قرار داده شدند  دقیقه 150ت های رقیق شده برای مدسازی، برای تعویض گلیسرول با آب موجود در اسپرم، نمونهرقیق

های ، به پایوتسلسیوسدرجه  5تا  4ها پس از رقیق و سرد شدن تا دمای برسد. اسپرم سلسیوسدرجه  5تا  4تا دمای آن به حدود 

 10ی استایروفومبسته شد. سپس با استفاده از جعبه 9وینیل الکلوسیله پودر پلیها بهلیتری کشیده شده و انتهای آنمیلی 25/0)استرا( 

دقیقه در داخل نیتروژن مایع شناور شدند. در مرحله  10متری از بخار نیتروژن قرار داده شده و پس از ها در فاصله چهار سانتیپایوت

. پس از داری شدندنیتروژن مایع نگه های کیفی دردار منتقل شده و تا زمان ارزیابی فراسنجههای نشانها به گوبلتپایانی، پایوت

ثانیه در حمام آب گرم جهت  30به مدت  سلسیوسدرجه  37ها به صورت جداگانه در دمای هفته، پایوت چندسازی به مدت ذخیره

د. به این برابر( تعیین ش 100ها با استفاده از میکروسکوپ فاز کنتراست )بزرگنمایی جنبایی اسپرم ارزیابی میکروسکوپی ذوب شدند.

گشایی شدند و جنبایی اسپرم با استفاده از سامانه کامپیوتری ارزیابی یخ در هر تکرار )هفته( هر گروه تیماریاز پایوت سه منظور 

، 12های ارزیابی شده مربوط به تحرک در این برنامه شامل جنبایی کل( ارزیابی شد. فراسنجه;Sperm 3.1, Russia CASA) 11اسپرم

(، VCL) 16(، سرعت در مسیر منحنیSTR) 15راستی مسیر طی شده (،LIN) 14، درصد خطی بودن جنبایی13وندهرجنبایی پیش

 ( بودند.VSL) 19سرعت در مسیر مستقیم و (VAP) 18(، میانگین سرعت در مسیرALH) 17جنبایی عرضی سر

 100اسمولاریتی محیط هاس  . با توجه به اینکهاستفاده شد  (HOST)20برای بررسی یکپارچگی غشای اسپرم از آزمون هاس

های سالم با قرار گرفتن در یک بنابراین اسپرم ،است میلی اسمول 325-360 قوچ اسمولار و اسمولاریته مورد نیاز برای اسپرممیلی

 100میکرولیتر از منی با  30خورد. برای این کارها گره میدهد و انتهای دم آنمحیط با اسمولاریتی پایین به سرعت واکنش می

های دقیقه انکوبه شدند. پس از گذشت این زمان نمونه 20به مدت  سلسیوسدرجه  37میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک در دمای 

اسپرم  200برابر( ارزیابی و در هر گروه تیماری حداقل  400انکوبه شده با استفاده از میکروسکوپ نوری فاز کنتراست )بزرگنمایی 

                                                           
9 Poly Vinyl Alcohol 

10 Styrofoam Box 

11 Computer Assisted System Analyzer (CASA) 

12 Total motility 

13 Progressive motility 

14 Linearity 

15 Sperm track straightness 

16 Curvilinear velocity 

17 Lateral head displacement   

18 Average path velocity 

19 Straight line velocity 

20 Hypo-Osmotic Swelling Test 
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دون ب هاینسبت به اسپرم های دارای غشای پلاسمایی سالم(پیچ خورده و یا متورم )اسپرمهای با دم مشمارش شده و درصد اسپر

نگروزین استفاده  -آمیزی ائوزینمانی از رنگبرای ارزیابی زندههمچنین  محاسبه شد. خوردگی )دارای غشای پلاسمایی ناسالم(پیچ

میکرولیتر رنگ آماده شده  20سپس  شودرا برداشته و بر روی لام قرار داده می اسپرمی میکرولیتر از نمونه 10شد. برای این کار 

ه، ن. پس از تهیه گسترش و خشک شدن نموشودبا سر سمپلر به آرامی نمونه مخلوط مینیگروزین بر روی نمونه ریخته و  -ائوزین

های مختلف آن عکس گرفته ها از بخشای شمارش اسپرمو بر شوندمشاهده می 400نمایی با بزرگ زیر میکروسکوپ نوری و لام ها

ه ( محاسبیا نیمه رنگ گرفته ( و زنده )بی رنگهای مرده )رنگ گرفتهاسپرم اسپرم شمارش شد و درصد 200د. از هر نمونه وشمی

 شد.

ها با تجزیه و تحلیل شد و میانگین SAS 9.1افزار نرم GLMی تکرار توسط رویه ششاین آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با 

 آزمون دانکن مقایسه شدند:

 Yij=µ+Ti + eij 

 نتایج و بحث

بایی گزارش شده است. جن یخ گشایی در این پژوهش در جدول یک-زدنیند یخآجنبایی )تحرک( اسپرم تیمارهای مختلف پس از فر

 زده دارد.کارآمد بودن یا نبودن اسپرم یخگشایی نشان از یند یخآای است که پس از فرترین فراسنجهمهم

 

 

 گشاییهای جنبایی اسپرم قوچ پس از یخاثر سطوح مختلف عصاره رزماری به همراه سطوح گلیسرول بر فراسنجه -1جدول 

Table 1. The effect of addition of Rosemary extract to the extender on post thaw motion characteristics of 

Moghani ram semen 

VCL ،سرعت واقعی اسپرم در مسیر طی شده :VSL ،سرعت اسپرم در خط مستقیم :VAP ،میانگین سرعت در مسیر مستقیم :LIN معیار خطی بودن حرکت اسپرم که :

، : خطای استاندارد میانگینSEM: حداکثر دامنه حرکات جانبی بر حسب میکرومتر، ALH: معیار مستقیم بودن حرکت اسپرم برحسب درصد، STRبرحسب درصد است، 

R0G5 درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری،  5: رقیق کننده حاویR0G7 درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری،  7: رقیق کننده حاویR2G5 5: رقیق کننده حاوی 

صد در 4درصد گلیسرول و  5: رقیق کننده حاوی R4G5عصاره رزماری،  درصد 2درصد گلیسرول و  7: رقیق کننده حاوی R2G7عصاره رزماری،  درصد 2درصد گلیسرول و 

 عصاره رزماری. درصد 4درصد گلیسرول و  7: رقیق کننده حاوی R4G7عصاره رزماری، و 

Variable/Treat R0G5 R0G7 R2G5 R2G7 R4G5 R4G7 SEM 

TM (%) 71/71  55/77  33/55   33/74  71/75  00/75  70/3  

PM (%) 33/64  41/61  33/34  00/61  00/62  33/61  73/7  

LIN (%) 72/73  26/73  23/55  20/73  22/56  45/73  77/7  

VSL, µm/s 13/50  07/73  17/51  63/50  03//55  44/56  30/77  

VCL, µm/s 43/705  54/700  03/57  37/71  35/72  13/53  74/7  

VAP, µm/s 50/47  37/47  75/66  37/73  04/60  63/67  10/3  

ALH, µm 51/7  76/7  40/7  70/7  72/7  77/7  31/0  

STR (%) 44/13  31/13  60/35  66/12  31/37  57/12  24/5  
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( سبب افزایش R2G5درصد گلیسرول ) 5درصد عصاره رزماری به همراه  2دهد که افزودن نتایج حاصل از این پژوهش نشان می

(. P< 0.05دار ایجاد کرده است )ظر آماری تفاوت معنیهای تیماری شده و از نهای تیمار شده نسبت به سایر گروهجنبایی کل اسپرم

تفاوت  R4G5 (P> 0.05)های دیگر به جز گروه نسبت به همه گروه R2G5رونده در گروه تیماری همچنین میزان جنبایی پیش

های از نظر عددی بالاتر از گروه R2G5در گروه تیماری  VSL(. علی رغم اینکه میزان فراسنجه P< 0.05دار ایجاد کرده است )معنی

از نظر همچنین  (.P> 0.05) ندارد R0G7 (P< 0.05)ها به جز گروه داری با سایر گروهدیگر است اما از نظر آماری تفاوت معنی

 (.P> 0.05های تیماری مشاهده نشده است )داری بین گروهگونه تفاوت معنیهیچ VCL ،STR ،ALH ،VAPهای فراسنجه

 

 

 

 

 

 

 

 اثر سطوح مختلف عصاره رزماری به همراه سطوح گلیسرول بر یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم قوچ پس از یخ گشایی -1نمودار 

a ،b ،cدار دارند: میانگین های هر رديف با حروف غیرهمسان اختلاف معنی (40/4˂P). 

: رقیق کننده حاوی R2G5درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری،  7: رقیق کننده حاوی R0G7درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری،  0رقیق کننده حاوی 

درصد  0: رقیق کننده حاوی R4G5عصاره رزماری،  درصد 3درصد گلیسرول و  7: رقیق کننده حاوی R2G7عصاره رزماری،  درصد 3درصد گلیسرول و  0

 عصاره رزماری درصد 0درصد گلیسرول و  7ی : رقیق کننده حاوR4G7درصد عصاره رزماری، و  0گلیسرول و 

a 

درصد گلیسرول سبب بهبود یکپارچگی  5درصد عصاره رزماری به رقیق کننده به همراه  2دهد که افزودن نشان مییک نمودار 

 R2G7 (P> 0.05)های تیماری به جز گروه نسبت به همه گروه R2G5شود. از نظر آماری تیمار های تیمار شده میغشایی اسپرم

 (.P< 0.05) دار ایجاد کرده استتفاوت معنی
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 مانی اسپرم قوچ پس از یخ گشاییاثر سطوح مختلف عصاره رزماری به همراه سطوح گلیسرول بر زنده-2نمودار

a ،b ،cدار دارند: میانگین های هر رديف با حروف غیرهمسان اختلاف معنی (40/4˂P). 

: رقیق کننده حاوی R2G5درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری،  7: رقیق کننده حاوی R0G7درصد گلیسرول و بدون عصاره رزماری،  0رقیق کننده حاوی 

صد در 0: رقیق کننده حاوی R4G5عصاره رزماری،  درصد 3درصد گلیسرول و  7: رقیق کننده حاوی R2G7عصاره رزماری،  درصد 3درصد گلیسرول و  0

 عصاره رزماری درصد 0درصد گلیسرول و  7: رقیق کننده حاوی R4G7درصد عصاره رزماری، و  0گلیسرول و 

درصد گلیسرول  5درصد عصاره رزماری به همراه  2های تیمار شده با زنده مانی اسپرم ،2براساس نتایج ارایه شده در نمودار 

(R2G5بیشتر از سایر گروه ،) ها تفاوت معنینظر آماری با سایر گروههای تیماری بود که از( دار داشتP< 0.05.) 

یخ گشایی روی اسپرم قوچ استفاده  -در این پژوهش، از اسانس رزماری برای کاهش و جلوگیری از اثرات مخرب فرایند انجماد

تواند به راحتی در که می است( زیادی PUFAشده است. با توجه به اینکه غشای پلاسمایی اسپرم دارای اسیدهای چرب غیراشباع )

( تحت پراکسیداسیون لیپیدی قرار گیرند، این آسیب اکسیداتیو موجب کاهش یکپارچگی غشا، ROSهای آزاد فعال )حضور رادیکال

ابلیت شود. اقدام به انجماد اسپرم، قآسیب به عملکرد سلول، کاهش جنبایی و کاهش توانایی باروری اسپرم برای تلقیح مصنوعی می

دهد، اگر چه غشای پلاسمایی و یکپارچگی غشای آکروزوم از رک و زنده مانی اسپرم را بعد از یخ گشایی تحت تاثیر قرار میتح

ود. شرسد که تنش اکسیداتیو از عوامل کنترل کننده ضروری محسوب میند، با این حال، به نظر میشوعوامل مهم لقاح محسوب می

یندهای سرد کردن و انجماد آکند، اما در اثر فررا تولید می ROSاست، سطوح پائینی از  اسپرمی که به لحاظ عملکردی طبیعی

، که در نهایت منجر به تنش اکسیداتیو دهدمیرا نشان  ROSهای یونی کلسیم تحریک شده و یک شیوع وابسته به کلسیمی از کانال

کند که باعث کاهش جنبایی، یکپارچگی غشا سپرم ایجاد میهای فیزیکی و شیمیایی بر روی غشای اشود. همچنین انجماد تنشمی

نبایی با اسانس الکلی رزماری به طور موثری ج هااسپرم شود. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که تیمارو پتانسیل باروری اسپرماتوزوا می

درصد بهبود بخشید. همچنان که در  5آماری  کل و پیشرونده، زنده مانی و یکپارچگی عملکرد غشاء را بعد از یخ گشایی در سطح

مطالعه حاضر نشان داده شد، این بهبود در جنبایی کل و پیشرونده ممکن است با یکپارچگی ساختاری و عملکردی غشایی و 

های اسپرم در سطح صفر درصد ممکن است به دلیل اثرگذاری مانی اسپرم ارتباط داشته باشد. تاثیر اسانس رزماری بر ویژگیزنده

b b

a

b
b b

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

R0G5 R0G7 R2G5 R2G7 R4G5 R4G7

P
er

ce
n
t 

(%
)

Treatments

تیمارها

میزان تغییرات

Viability



1041پائیز -32/جلدمجله دانش و پژوهش علوم دامی  
 

23 
 

س رزماری بر اکسیدانی اساناثر آنتی در پژوهشی متر آن در بهبود یکپارچگی غشای اسپرم که با جنبایی اسپرم ارتباط دارد باشد.ک

های منی خوک بعد از انجماد مطالعه شد و به نتایج مشابه با نتایج مطالعه حاضر دست یافتند. همچنین دقیق کیا و همکاران ویژگی

های بالاتری از جنبایی را طی انکوباسیون برای شود و نرخگشایی نمیاثر رزماری تنها مربوط به بعد از یخ( نشان دادند که 2014)

( اثر 2009ای دیگر هیو و همکاران ). در مطالعه(Daghigh-Kia et al., 2014)شود سبب مییک مدت معین پس از یخ گشایی 

و  5/0گشایی بیان داشتند که این عصاره در سطوح قرار دادند و بعد از یخعصاره گیاه رزماری را روی اسپرم خوک مورد بررسی 

پژوهش  بخشد که نتایج هر دو تحقیق کاملا با نتایجلیتر جنبایی کل و یکپارچگی آکروزمی و غشایی را بهبود میگرم/میلییک میلی

فظ مهمی را در جلوگیری از اکسیداسیون اسپرم و نیز ح های طبیعی نقشاکسیدانحاضر در یک راستا بود. این نتایج نشان داد که آنتی

( انجام شد، نشان داده شد که عصاره 2015کنند. اما در پژوهشی که توسط جرز و همکاران )جنبایی اسپرم در طی انجماد بازی می

تفاده شود کننده اسمرغ در رقیق که به همراه زرده تخمهای اسپرم اثر مثبتی نداشته و فقط زمانیرزماری به تنهایی بر روی فراسنجه

. (Jerez-Ebensperger et al., 2015)مانی را بهبود بخشد رونده و زندهها نظیر جنبایی کل و پیشتواند برخی از فراسنجهمی

ب سبدرصد عصاره رزماری به رقیق کننده بر پایه لسیتین سویا  2( نشان دادند که افزودن 2014خدایی مطلق و همکاران ) همچنین

 Motlagh et)ها را تحت تاثیر قرار نداد مانی اسپرمدرصد شده اما میزان زنده 6و  4بهبود جنبایی کل و پیشرونده نسبت به سطوح 

al., 2014)( 2013. زنگانه و همکاران) درصد عصاره رزماری باعث کاهش سطح مالون دی آلدهید  2گزارش کردند که افزودن  نیز

ه این میزان کهای تیماری دیگر و گروه شاهد شده است در حالی)شاخصی برای ارزیابی میزان پراکسیداسیون لیپیدی( نسبت به گروه

 . (Zanganeh et al., 2013) رزماری اثری بر روی جنبایی کل و پیشرنده نداشت

ی کاندا اشود. در مطالعههای دامی به خصوص قوچ استفاده میترین سرما محافظی است که برای انجماد اسپرم گونهگلیسرول رایج

های درصد از محافظت کننده 6گشایی با استفاده از های متحرک بز پس از یخنشان دادند که درصد اسپرم (2000و همکاران )

چنین گزارش ها همدرصد بود. آن 21و  13، 35، اتیلن گلیکول، دی متیل سولفوکساید، به ترتیب برابر انجمادی نفوذپذیر گلیسرول

رونده اسپرم درصد اثرات سینرژیسم روی حرکت پیش 9/5درصد و دی متیل سولفوکساید  6کردند که استفاده همزمان از گلیسرول 

درصد جنبایی 15و  33از گلیسرول و دی متیل سولفوکساید به ترتیب درصد( در حالی که استفاده جداگانه 45منجمد شده داشت )

دهد که افزودن ( صورت گرفت نشان می2000. نتیجه گیری که توسط کاندا و همکاران )ها را باعث شدنداسپرمگشایی پس از یخ

های شود. همچنین نشان دادند که استفاده از اسیدها میهای کیفی اسپرم نسبت به سایر سرما محافظگلیسرول باعث بهبود فراسنجه

رونده اسپرم بز را پس از مول دی متیل سولفوکساید به طور قابل توجهی حرکت پیش 76/0مولار گلیسرول و  87/0آمینه همراه با 

گلیسرول در رقیق  درصد 5( نشان دادند که استفاده از 1997. آموا و همکاران )(Kundu et al., 2000)گشایی بهبود بخشید یخ

 ,Amoah and Gelaye) داشتدرصد گلیسرول  4-3 ی نسبت به دوزهایبهترعملکرد ی تریس جهت انجماد اسپرم بز بر پایه کننده

درصد گلیسرول در محیط انجمادی اسپرم قوچ باعث  5نیز نتایج بدست آمده نشان دادند که استفاده از  . در پژوهش حاضر(1997

درصد  2مانی و یکپارچگی غشایی شد. اما نکته حایز اهمیت این است که این اثر در حضور رونده، زندهو پیشبهبود جنبایی کل 

درصد عصاره رزماری اثر قابل توجهی  4درصد گلیسرول به همراه سطح  5عصاره آنتی اکسیدانی رزماری ایجاد شد در حالیکه سطح 

درصد گلیسرول  5( نتایج مشابهی را در استفاده از 2013نجفی و همکاران ) وعدر ارتباط با این موضنسبت به گروه شاهد نداشت. 

 .(Najafi et al., 2013)درصد به همراه برخی از قندها بدست آورند که با نتایج پژوهش حاضر در یک راستا بود  7نسبت به 

ها را گرفته و با شود و آب سلولورهای یخ میگیری و اندازه بلتغییر در شکل گلیسرول اضافه شده به رقیق کننده مایع منی موجب
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 Leboeuf) گیردقرار می مورد اکسیداسیون های زنده شده وسپس به سرعت وارد اسپرم نماید وفلزی کمپلکس ایجاد می هاییون

et al., 2000)37تا  5/35 ای و در دماهایای، سه مرحلهمرحله ای، دوصورت تک مرحلهه . اضافه کردن گلیسرول ممکن است ب 

و یا  باشد و از طریق سمیتها متغیر میهای انجمادی نفوذپذیر در رقیق کنندهمحافظت کننده غلظت نهایی .باشد سلسیوسدرجه 

اعتقاد دارند که باتوجه به ورود  ای از محققین. عده(Batista et al., 2009)د شوتعیین می که بر روی اسپرم دارد، اثرات سودمندی

تواند داشته باشد. البته بایستی اشاره نمود که زمان تعادل و عادت نیز می سلولیرول به درون سلول، احتمالا اثر برونسریع گلیس

 .(Leboeuf et al., 2000) باشداسپرم در رقیق کننده حاوی گلیسرول از یک ساعت تا چند ساعت متفاوت می پذیری
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Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effect of adding different levels of Rosemary extract with two 

different dose of glycerol on the motility, viability and membrane integrity of Moghani rams semen after 

freeze-thawing process. Semen was collected from four healthy and mature Moghani rams (3-4 years), twice 

a week for 3 weeks. Afterward the samples were evaluated and pooled for altering individual effects. After 

that the pooled semen was divided in to aliquots and extended with the treatments including 3 levels (0, 2 

and 6 percent of rosemary extract with 5 or 7 percent of glycerol. then semen equilibrated at 5 ºC for 2 h, 

and aspirated into 0.25 mL straws. After equilibration, straws were frozen in liquid nitrogen vapor and 

plunged into liquid nitrogen for storage. Sperm parameters, including motility, viability, membrane 

integrity, and progressive motility by CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) software were assessed. 

The results showed that the treatment supplemented with 2 percent of rosemary extract including 5 percent 

of glycerol could improve total and progressive motility, viability and membrane integrity (P>0.05). There 

were no any significant differences for VCL, VSL, ALH and VAP parameters among the experimental 

treatments (P> 0.05). In conclusion it is proposed that addition of 2 percent of rosemary extract with 5 

percent of glycerol could improve the quality of Moghani ram sperms parameters after freeze-thawing 

process. 

Key words: Ram semen, Glycerol, Rosemary extract, freeze-thawing, Sperm motility 
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