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 1398 اردیبهشتتاریخ پذیرش:            1397 بهمن تاریخ دریافت:

 چکیده

 قوچ شده گشایییخ-منجمد اسپرم کیفیت بر طبیعی اکسیدانآنتی یک عنوانبه نعناع فلفلی گیاه عصاره تأثیر بررسی پژوهش این هدف

کننده ها با رقیقط شدند. سپس نمونهطور یکسان باهم مخلوها بهگیری شد و انزالای دو بار اسپرمبرای این منظور از چهار رأس قوچ مغانی هفته .بود

 مراحل طی از پس هاند. نمونهکننده( رقیق شدمحلول رقیق لیتردسی درلیتر میلی 16 و 12 ،8 ،4 ،2، 0حاوی سطوح مختلف عصاره نعناع فلفلی )

مانی سیستم کاسا، زنده وسیلهگشایی، پارامترهای تحرک بهبعد از یخ .شدند دارینگه مایع ازت داخل در ارزیابی زمان تا و انجماد سردسازی

شان داد که افزودن نغشایی با محلول هیپواسموتیک مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نیگروزین و تست یکپارچگی -آمیزی ائوزینروش رنگبه

داری طور معنیصاره بهعلیتر میلی 4چنین غلظت هم .(>05/0P)ها را افزایش داد لیتر، درصد تحرک کلی اسپرممیلی 8و  4عصاره در سطوح 

لیتر میلی 8کننده حاوی قیقردر  .(>05/0P) تیماری حاوی سطوح بالاتر بهبود دادهای ها را نسبت به گروه شاهد و گروهرونده اسپرمتحرک پیش

 VAPو  VCLای لیتر عصاره، پارامترهمیلی 8و  4چنین افزودن سطوح . هم(>05/0P)بالاتر بود  VSLو  LIN ،STRعصاره، درصد صفات 

بهبود  شاهد سبت به گروهن ها رایکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم ومانی زنده، درصد عصاره لیترمیلی 8و  4 سطوح. (>05/0P)را بهبود داد 

کننده منی منجر به لی در رقیقها تحت تاثیر تیمارها قرار نگرفت. در نتیجه استفاده از عصاره نعناع فلفاسپرم شناسی، اما ریخت(>05/0P)داد 

 سته به دوز بود.اثر واب گشایی شده قوچ شد که اینیخ-بهبود کیفیت اسپرم منجمد
 

  یخ گشایی -اکسیدانی، عصاره نعناع فلفلی، اسپرم قوچ، منجمداثرات آنتی کلمات کلیدی:

 vahediv@uma.ac.ir :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

های بهبود مدیریت تولیدمثلی دام، استفاده از ترین روشاز مهم       

که استفاده از این تکنیک طوریباشد، بهتکنیک تلقیح مصنوعی می

موارد  شود، بلکه در بسیاری ازنه تنها سبب بهبود ژنتیکی گله می

منظور تحقق بخشیدن به دهد. بهبازده تولیدمثلی را نیز افزایش می

سازی منی برای بسیاری از مزایای بالقوه تلقیح مصنوعی، ذخیره

وسیله فرآیند شود. این امر بهبلندمدت یک امر ضروری محسوب می

های متابولیکی فرآیندی که با توقف فعالیت ،شودانجماد محقق می

های بارور را فراهم طور نامحدود اسپرمسازی بهمکان ذخیرهها ااسپرم

(. انجماد منی یک اثر منفی بر 2000و همکاران،  Baileyآورد )می

که امروزه طوریگذارد، بهها میهای اسپرم و توان باروری آنکنش

ها بعد از مانی اسپرمهای روز، درصد زندهکارگیری تکنیکحتی با به

و همکاران،  Lessardیابد )ر قابل توجهی کاهش میطوگشایی بهیخ

 و فیزیکی هایتنش منی، گشایییخ-انجماد فرآیند طول (. در2000

 مانی،زنده که شودمی باعث اسپرم غشای در آمده وجودبه شیمیایی

 بیش تولید ها باآسیب این یابد. ها کاهشاسپرم باروری تحرک و توان

 سلول غشای در فسفولیپیدها پراکسیداسیون های آزاد وحد رادیکال از

های اسپرم (. سلول2001و همکاران،  Chatterjeeاست ) همراه اسپرم

های بالای اسیدهای چرب غیراشباع هستند که مستعد حاوی غلظت

 بیش تولید با پراکسیداسیون لیپیدی باشند.لیپیدی می پراکسیداسیون

است و در نهایت  همراه اسپرم سلول غشای های آزاد درحد رادیکال از

تنش  شوند.این ترکیبات منجر به کاهش کیفیت و باروری اسپرم می

وجود آمده و با اکسیداتیو وضعیتی است که در طول فرآیند انجماد به

های سلولی ناشی از اکسیژن و مشتقات اکسیدانی اکسیژن که آسیب

وند، همراه است. شنامیده می (ROS) های فعال اکسیژنیرادیکال عموماً

تنش اکسیداتیو باعث تخریب دیواره غشا و کل ترکیبات ساختمانی 

شود که علت اصلی چنین تخریبی، عدم تعادل بین تولید اسپرم می

ROS های آزاد عنوان شده کننده رادیکالو سیستم بیولوژیکی کنترل

وسیله اسپرم یک به ROS(. تولید 2010و همکاران،  Maloاست )

طبیعی است، اما بالاتر از سطوح فیزیولوژیک باعث آسیب فرآیند 

عنوان نمونه های آزاد بهرادیکال شود. ازسلولی و ناباروری جنس نر می

هیدروکسیل، سوپر اکسید، هیدروژن پراکسید، رادیکال  به یون توانمی

پذیر بوده و واکنش پراکسیل و یون هیپوکلریت اشاره کرد که شدیداً

 (. برایSikka ،2001شوند )های اسپرم میگی سلولباعث آسیب دید

 کنندهها در محیط رقیقاکسیدانآنتی از استفاده مشکل، این با مقابله

اکسیدانی از سازوکار آنتی داشت. سلول اسپرم خواهد زیادی اهمیت

ها کافی نیست اعم از آنزیمی و غیرآنزیمی برخوردار است اما مقدار آن

هایی اکسیدانمنظور انجماد نیاز به افزودن آنتیاسپرم به فرآوری برای و

منظور (. بنابراین بهBilaspuri ، 2011و Bansalبا منشأ خارجی است )

های رادیکال حذف انجماد اسپرم و جلوگیری از تنش اکسیداتیو و بهبود

های انجمادی اسپرم های سنتتیک در محیطاکسیدانآنتی از فعال، آزاد

وجود (. اما با توجه به2010و همکاران،  Maloده است )استفاده ش

 بوتیل مانند سنتتیک هایاکسیدانآنتی از استفاده در مشکلاتی

ها، ها بر سلولها و اثرات سوء آنکنندهدر رقیق هیدروکسی تولوئن

های سنتتیک طبیعی جایگزین آنتی اکسیدان هایاکسیدانآنتی امروزه

(. اطلاعات محدودی در 2007و همکاران،  Lotfipourشده است )

اسپرم حیوانات  فرآوری در )گیاهی( طبیعی هایاکسیدانآنتی اثرات مورد

اثبات شد که افزودن عصاره گیاه رزماری به  اهلی وجود دارد. اخیراً

و  Daghigh Kiaهای مختلف ازجمله گاو )کننده منی گونهرقیق

( و 2014و همکاران،  Motlagh Khodaei) گوسفند (،2014همکاران، 

 اکسیدانیآنتی خاصیت ( موفق بوده است.2011و همکاران،  Malo) بز

اسیدهای  فلاوونوئیدها، فنولیک، ترکیبات به عمده طورگیاهان به

 و فنولیک شود. ترکیباتمی مربوط فنولیک هایترپندی و فنولیک

 گروه دهنده احیاکنندگی، و اکسید دلیل خواصبه فلاونوئیدها

نقش  فلزی، هاییون کنندگیکلاته خصوصیت و داشتن هیدروکسیل

 و ROSخصوص آزاد به هایرادیکال کردن خنثی و جذب در مهمی

نعناعیان  (. خانواده1998و همکاران،  Arora) دارند پراکسیدها تجزیه

(Lamiaceaeیکی ) دارای که است گیاهی هایخانواده ترینبزرگ از 

باشد. جزء این خانواده می فلفلی نعناع که گیاه باشندجهانی می پراکنش

 چند و پایا علفی، گیاهی .Mentha piperita L علمی نام با فلفلی نعناع

 بوده مناطق مدیترانه بومی گیاه باشد. اینمی نعناعیان تیره از ساله

 ایران نقاط اکثر در و جهان از متعددی مناطق در تجاری صورتبه ولی

 این خواص ازجمله (.2008و همکاران،  Hadianشود )می داده کشت

 اشتها ضدسرطان، ضداسپاسمی، ضدالتهابی، اثرات به توانمی گیاه

 (. ازTalpur ،2014داشت ) اشاره آن ضدقارچی و ضدباکتریایی آوری،

(، Mentholمنتول ) به توانمی گیاه این دهندهتشکیل ترکیبات ترینمهم

 .داشت اشاره (Methyl acetate) استات متیل و (Mentone) منتون

مقادیر  نعناعیان حاوی خانواده اعضای خصوصبه گیاهان از بسیاری

، Eهای ها، ویتامینفنولپلی قبیل از اکسیدانیآنتی از ترکیبات زیادی

C در تجزیه  مهمی بسیار نقش ترکیبات این که هستند کاروتنوئیدها و

 اکسیژن فعال اکسیژنی، هایسازی رادیکالخنثی و و جذب پراکسیدها

(. 2011و همکاران،  Kurşat) کنندمی ایفا گانهسه منفرد و اکسیژن

خصوص فلاونوئیدها( قادرند مشخص شده است که این ترکیبات )به

با پوشش دادن لیپیدها، روند پراکسیداسیون لیپیدی را تغییر داده و 

با کاهش سیالیت غشاهای سلولی و  توانندچنین میهم ،متوقف کنند

های آزاد و محدود کردن جلوگیری از تولید بیش از حد رادیکال

پراکسیداسیون فسفولیپیدها و اسیدهای چرب غیراشباع، از 



 1398 بهار، 1، شماره ازدهمیسال                                                                    پژوهشی محیط زیست جانوری    فصلنامه علمی 
 

85 
 

(. 2003و همکاران،   Blokhinaکنند )غشاهای سلولی محافظت 

مطالعات فراوان در شرایط آزمایشگاهی نشان داده است که ترکیبات 

سوپراکسید،  یون مانند آزاد هایرادیکال مستقیم طوربه توانندمی نولیکف

سازی و پراکسید هیدروژن، رادیکال هیدروکسیل و پراکسیل را پاک

اکسیدانی که حتی گفته شده است که اثر آنتیطوریبه ،جاروب کنند

و همکاران،  Rice-Evansاست ) Eو  Cتر از ویتامین این ترکیبات بیش

(. تاکنون گزارشی مبنی بر استفاده از عصاره گیاه نعناع فلفلی 1997

کننده اسپرم و تاثیر طبیعی در محیط رقیق اکسیدانعنوان یک آنتیبه

های میکروسکوپی و بیوشیمیایی اسپرم گزارش نشده آن بر فراسنجه

 مختلف هایتأثیر غلظت بررسی مطالعه، این از است. بنابراین هدف

های بر شاخص طبیعی اکسیدانآنتی یک عنوانبه فلفلی نعناع گیاه عصاره

مانی، یکپارچگی غشای پلاسمایی و مورفولوژی زنده نرخ اسپرم، حرکتی

 باشد.گشایی قوچ مییخ -اسپرم منجمد

 

 هامواد و روش

هفته در ایستگاه پرورش و اصلاح نژاد  14مدت این آزمایش به       

 واقع در شهرستان جعفرآباد مغان اجرا شد.  ،گوسفند مغانی

جهت تهیه عصاره گیاه نعناع فلفلی، این گیاه بعد : تهیه عصاره       

 50مقدارآوری در سایه خشک گردیده و سپس پودر شد. بهاز جمع

%( داخل  70لیتر الکل اتانول )میلی 350گرم از این گیاه وزن شده و با 

برای نفوذ بهتر الکل به گیاه، هر نیم بشر یک لیتری خیسانده شد. 

زده شد. بعد از فیلتر کردن با کاغذ صافی نمره بار بشر همساعت یک

 وسیله دستگاه تقطیر در خلاء در دماییک، الکل محلول حاصل به

نشین شد. تبخیر شد و عصاره گیاه در ته بشر تهگراد درجه سانتی 75

گرم میلی 300آمده مقدار  دستدر زمان آزمایش، از عصاره گیاه به

لیتر آب دو بار تقطیر میلی 100وسیله ترازوی دقیق وزن شده و در به

کردن محلول از محلول  حل شد. جهت حلالیت بهتر عصاره و امولسیفه

 Daghigh) میکرولیتر استفاده شد 50مقدار )مرک آلمان( به 80 توئین

Kia  ،2016و همکاران .) 

رأس قوچ نژاد مغانی بالغ  4در این آزمایش از آوری منی: جمع       

هفته  در بار دو تعداد کیلوگرم به 70سال و میانگین وزنی  3-4با سن 

های گیری شد. نمونهاسپرم مصنوعی مهبل وسیلهبه هفته  4مدت و به

گراد قرار داده شده درجه سانتی 35منی سریعاً در فلاسک حاوی آب 

ماری و در آزمایشگاه در داخل حمام بن و به آزمایشگاه منتقل شدند

داری شدند. در آزمایشگاه نمونه گراد نگهدرجه سانتی 37با دمای 

های منی از نظر حجم، رنگ، عدم آلودگی به ادرار و خون و نمونه

 رنگ دارای که منی گرفته شده هایرونده بررسی و نمونهتحرک پیش

 در نظر نرمال منی عنوانبه بودند درصد 70 از تربیش کرمی و تحرک

حذف شدند.  آوری شدهجمع هایمنی صورتاین غیر در و شدند گرفته

مقدار  در دام هر منی هاینمونه دام، فردی اثرات منظور حذفبه

 مخلوط شدند. با هم مساوی

در این آزمایش  سردسازی و انجماد: مرحله کننده،رقیق تهیه       

کننده استفاده شد که اجزا و مقادیر رقیقکننده بر پایه تریس از رقیق

تمامی مواد (. 2018و همکاران،  Vahediارائه شده است ) 1در جدول 

از شرکت سیگما خریداری  استفاده شده در این آزمایش شیمیایی

. ابتدا مواد تریس، سیترات و فروکتوز با نسبت ذکر شده در جدول، شد

شد. سپس برای تهیه زرده لیتر آب دو بار تقطیر حل میلی 100در 

وسیله کاغذ صافی مرغ، بعد از جداسازی اولیه سفیده، زرده بهتخم

از زرده جدا شوند.  استریل حرکت داده شد تا سفیده و شالاژ کاملاً

مرغ با محلول فوق مخلوط شد و محلول نهایی روی صفحه زرده تخم

 %5کننده سازی شد. سپس به رقیقدقیقه همگن 15مدت گرم به

 کننده بهدرجه سلسیوس رقیق 37گلیسرول افزوده شد. در دمای 

ها اضافه شده و سپس عصاره گیاه نعناع مقدار مشخص به فالکون

 لیتردسی درلیتر میلی 16و  12، 8 ،4 ،2، 0فلفلی در سطوح مختلف )

سازی منی به کننده افزوده شد. رقیقکننده( به رقیقمحلول رقیق

کننده در دمای اتاق انجام شد، حجم رقیق 12حجم منی و  1نسبت 

لیتر بود. میلیون در هر میلی 300که غلظت نهایی اسپرم تقریباًطوری

 ها در داخل رقیقآرامی تکان داده شدند تا اسپرمها بهسپس فالکون

ها در بشر دنبال آن فالکونطور یکنواخت پخش شوند و بهکننده به

جهت فرآیند سردسازی به یخچال  دما گذاشته شد وحاوی آب هم

درجه سلسیوس  4 تا دمای ساعت 3 مدتشده بهرقیق منی یافتند. انتقال

لیتری میلی 25/0های ها در داخل پایوتسرد شد. سپس همه تیمار

(IMV, France)  پر شدند. بعد از مرحله سردسازی جهت انجماد

 4قرار داده شدند )دقیقه روی بخار ازت  8مدت ها بهها، نمونهاسپرم

داخل تانک ازت متر بالای سطح نیتروژن مایع( و بعد از آن بهسانتی

گشایی در ( انتقال یافته و تا زمان یخگراددرجه سانتی -196)دمای 

تکرار برای هر تیمار درنظر  4در این پژوهش  .داری شدنداین دما نگه

پایوت منجمد شد و جمعاً  8گرفته شد و در هر تکرار برای هر تیمار 

پایوت منجمد شد.  192پایوت و برای کل آزمایش  32برای هر تیمار 

یع، مایتروژن نها از یوتپاکردن ، پس از خارجمنیگشایی یخ برای

درجه سلسیوس قرار داده  37م یه در حمام آب گرثان 30مدت به

 2داخل میکروتیوب گشایی شده بهشدند و سپس نمونه اسپرم یخ

مورد م های مختلف کیفیت اسپریابیارزیه شده و برای تخللیتری یلیم

 .قرار گرفتاستفاده 
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 سدهنده محیط انجماد بر پایه تریتشکیلو مقادیر اجزای مواد : 1جدول 

 مقدار مواد
 )گرم در لیتر( 7/30 تریس

 )گرم در لیتر( 4/16 سیتریک اسید
 )گرم در لیتر( 6/12 فروکتوز
 %15 مرغزرده تخم

 %5 گلیسرول
 

 گشایی، پارامترهای تحرک کلییخ از بعد تحرک اسپرم: ارزیابی       

Total Motility=TM))رونده، تحرک پیش (Progressive Motility= 

PM)، میانگین مسیر در سرعت (Curvilinear velocity=VCL)متر)میکرو 

 ((Average path velocity=VAP منحنی مسیر در ، سرعتبر ثانیه(

 =Straight–line velocity) مستقیم مسیر در سرعت ،برثانیه(متر)میکرو

(VSLسر عرضی جنبایی ،ثانیه( بر متر)میکرو (Lateral head displacement 

=(ALHخطی بودن جنبایی ، (100Linearity,  LIN=VSL/VCL×) 

ساخت  (CASA)توسط سیستم آنالیزگر کامپیوتری اسپرم )درصد( 

( ارزیابی شدند. جهت HFTCASA)مدل  آور تهرانهوشمند فن شرکت

 5مدت گشایی شده و بهها یخارزیابی پارامترهای تحرک، ابتدا نمونه

شدند. سپس حمام آب گرم انکوبه گراد سانتی درجه 37دمای  در دقیقه

درجه  37میکرولیتر از نمونه روی لام از قبل گرم شده )در دمای  5

( قرار داده و بعد از پوشاندن با لامل، روی میکروسکوپ گرادسانتی

تصادفی  طور کاملاًناحیه به 10قرار داده شد. از هر نمونه حداقل 

)شرکت هوشمند  CASAوسیله سیستم اسپرم به 200انتخاب و تعداد 

وسیله آور تهران، ایران( آنالیز شد. آنالیز همه پارامترهای تحرک بهفن

 انجام شد.  100×نمایی برداری با بزرگعکس

یزی آمرنگی از مانزندهبرای ارزیابی : ی اسپرممانزنده ارزیابی       

باشد که یمنیگروزین استفاده شد. این روش بر این اساس  -ائوزین

ی هااسپرمکنند ولی یمخود جذب ائوزین را به های مرده رنگاسپرم

 نمونهمیکرولیتر از  10 یزی،آمرنگگیرند. برای این ینمزنده رنگ 

 اسپرم برداشته و روی لام قرار داده شد و سپس از رنگ آماده شده

گرم رنگ نیگروزین  100گرم رنگ ائوزین،  7/16نیگروزین ) -ائوزین

لیتر آب مقطر( برداشته و روی نمونه گرم سیترات سدیم در یک  29و 

تا اسپرم با رنگ مخلوط  زدههمآرامی نمونه را سمپلر بهریخته و با سر

آرامی گسترش تهیه شد. پس از خشک شود. سپس با یک لام دیگر به

اسپرم  200شدن لام را زیر میکروسکوپ قرار داده و از هر اسلاید 

جزیی رنگ قرمز مایل به  طورکلی یا هایی که بهشمارش شد. اسپرم

خود نگرفته هایی که رنگ بهبنفش به خود گرفته بودند، مرده و اسپرم

 بودند زنده محسوب شدند.

 تستاین : (HOSتست )تست یکپارچگی غشای پلاسمایی        

کند. می عمل گیردمی آن قرار یطی که اسپرم درمحیته اسمولار براساس

سرعت یین بهپایته اسمولاریط با محها با قرار گرفتن در یک اسپرم

ی با هااسپرمخورد. تنها ها گره میی دم آنانتهادهند و واکنش می

ییر واکنش دهند و تغین نوع اغشای پلاسمایی سالم قادر هستند به 

ی نشان واکنشیچ هگیرند یط قرار میمحین ای مرده که در هااسپرم

گرم در لیتر(  9ترکیبات محلول این تست شامل فروکتوز )دهند. نمی

باشد که اسمولاریته این محلول گرم در لیتر( می 9/4) و سیترات سدیم

میکرولیتر از  50اسمول است. برای انجام این تست ابتدا میلی 100

میکرولیتر محلول هیپواسموتیک مخلوط شده و  500نمونه منی با 

( انکوبه شد. گراددرجه سانتی 37آب گرم ) دقیقه در حمام 60مدت به

میکرولیتر از این نمونه روی لام قرار داده شد و با لامل  5سپس مقدار 

اسپرم  200وسیله میکروسکوپ فاز کنتراست تعداد پوشانده شد و به

های با دم متورم و تاب شمارش شد و اسپرم 400×نماییبا بزرگ

 گرفته شدند. پلاسمایی سالم درنظربا غشای  هایعنوان اسپرمبه3خورده

 لوژیمورفو با اسپرم ارزیابی برای :اسپرم مورفولوژی ارزیابی       

 %37فرمالین  شامل استفاده شد که هانکوک غیرطبیعی از محلول

 150) بافر محلول لیتر(،میلی150سالین ) لیتر(، محلولمیلی 5/62)

از  رهقط باشد. چندلیتر( میمیلی 500تقطیر ) بار دو آب لیتر( ومیلی

 هانکوک محلول از لیترمیلی یک حاوی یهابمیکروتیو به منی نمونه هر

 رامیآبه لامل و شد داده قرار لام روی محلول این از قطره یک شد. اضافه

 میکروسکوپ زیر اسپرم200 حداقل شمارش گرفت. با قرار آن روی

 مورفولوژی با هایاسپرم درصد ،400×نماییبزرگ با فازکنتراست

میانی  بخش چسبیده، سرهای آکروزوم، بودن )غیرطبیعی غیرطبیعی

 دم( محاسبه شد. هایآسیب و غیرطبیعی

تکرار در قالب طرح  4تیمار در  6این مطالعه با  :آنالیز آماری       

های حاصل از پارامترهای حرکتی اسپرم، تصادفی انجام شد. داده کاملاً

به عدد  Arcsinابتدا با   HOSشناسی اسپرم و تستریخت مانی،زنده

پارامترهای مورد ارزیابی  تمامی واریانس تجزیه شده و سپس تبدیل واحد

مورد تجزیه و  GLMو با استفاده از رویه   9.2SAS افزارنرم توسط

تحلیل قرار گرفت. برای مقایسه میانگین تیمارها از آزمون دانکن در 

رفته در این  کاربه آماری استفاده شد. مدل α=05/0سطح احتمال 

 μمشاهدات،  Y ij که در آن Y ij= μ+Ti+ eijاز  است آزمایش عبارت

 بود. اشتباه آزمایشی اثر eij و اثر تیمارها Ti مشاهدات، میانگین

 

 نتایج
اثرات سطوح مختلف : هاهای تحرکی اسپرمارزیابی فراسنجه       

 2ها در جدول های تحرکی اسپرمفراسنجهعصاره نعناع فلفلی روی 

میلی  8و  4نشان داده شده است. نتایج نشان داد که افزودن سطوح 

طور کننده توانست بهلیتر در دسی لیتر عصاره نعناع فلفلی به رقیق
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های ها را نسبت به گروه شاهد و گروهداری تحرک کلی اسپرممعنی

چنین هم .(>05/0P)دهد تیماری حاوی سطوح بالاتر عصاره بهبود 

ها رونده اسپرمپیش تحرک داریطور معنیلیتر عصاره، بهمیلی 4 غلظت

های تیماری حاوی سطوح بالاتر بهبود را نسبت به گروه شاهد و گروه

لیتر عصاره نعناع فلفلی به رقیق میلی 8افزودن سطوح  .(>05/0P) داد

را نسبت به گروه شاهد و  سرعت در مسیر مستقیمکننده، صفت 

. برای (>05/0P)های تیماری حاوی سطوح بالاتر بهبود داد گروه

لیتر عصاره، میلی 4حاوی  کنندهی، رقیقسرعت در مسیر منحنصفت 

طور هلیتر بلیتر در دسیمیلی 16و  12، 2های شاهد، نسبت به گروه

رعت در س. از طرفی (>05/0P)داری عملکرد بهتری نشان داد معنی

لیتر نیز نسبت به گروه شاهد میلی 8ها در تیمار ی اسپرممسیر منحن

 (. صفت سرعت24/97±86/7در مقابل  14/119±58/8تر بود )بیش

لیتر نسبت میلی 8و  4های تیماری حاوی میانگین در گروه مسیر در

 (>05/0P)داری لیتر افزایش معنیمیلی 16شاهد و گروه  به گروه

لیتر نسبت میلی 8عرضی سر در تیمار  چنین صفت تحرکداشت. هم

در مقابل  45/4±35/0به گروه شاهد از لحاظ آماری بالاتر بود )

لیتر عصاره نسبت به میلی 8کننده حاوی سطح (. رقیق41/0±11/3

لیتر عصاره نعناع، عملکرد بهتری در صفات میلی 16کننده حاوی رقیق

( و 87/43±73/3درمقابل  43/54±42/4درصد خطی بودن تحرک )

( نشان 82/76±04/7در مقابل  20/94±93/7راستی مسیر طی شده )

های تیماری در مقایسه با  ، ولی در این صفات گروه(>05/0P) داد

 . (P>05/0)شاهد تفاوت معنی داری نشان ندادند 

 ها:اسپرم مورفولوژی و پلاسمایی غشای یکپارچگی مانی،زنده       

بر صفت نعناع فلفلی  حاصل از آنالیز اثرات سطوح مختلف عصارهنتایج 

نتایج نشان داد نمایش داده شده است.  3 جدولدر ها اسپرممانی زنده

کننده به رقیقعصاره لیتر در دسی لیترمیلی 8 و 4 که افزودن سطوح

 داریمعنی طورهب (،32/53±84/3 و 13/52±05/4 ترتیباسپرم قوچ )به

(05/0P< ) نسبت به  گشاییبعد از یخها مانی اسپرمزندهباعث افزایش

 و 08/42±47/3 ترتیب)به لیترمیلی 16 سطح و شاهد گروه

لیتر میلی 8به تیمار  مربوط مانیزنده درصد بالاترین ( شد.63/3±31/40

( % 41/40لیتر )میلی 16مربوط به تیمار  درصد ترینو پایین (32/53%)

طور هب کننده،به رقیقعصاره  لیترمیلی 8و  4 حوسطبود. افزودن 

نسبت به  را هااسپرم پلاسمایی غشایی صفت یکپارچگی دارمعنی

که طوری. به(>05/0P) بهبود داد لیترمیلی 16و سطح گروه شاهد 

ها مربوط به تیمار بالاترین درصد یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم

ترین درصد درصد( و پایین 83/51 و 09/49ترتیب لیتر )بهمیلی 8و  4

و  68/37ترتیب لیتر )بهمیلی 16آن مربوط به گروه شاهد و سطح 

ها تحت تاثیر اسپرم شناسی(. ریخت3 درصد( بود )جدول 27/38

 .(P>05/0)های مختلف عصاره قرار نگرفت غلظت

 

نعناع فلفلی  ارهعصمختلف سطوح  قوچ مغانی در بینشده  گشایییخ-منجمدهای حرکتی اسپرم مقایسه ویژگی: 2 جدول

یتردر دسیلیتر )میلی  خطای استاندارد( ±)میانگین، کننده(رقیقمحلول  ل

دار بین سطوح است دهنده تفاوت معنیحروف غیر مشابه در یک ردیف نشان(05/0P<) 

 نعناع فلفلی  مختلف عصاره در بین سطوح شدهگشایی یخ-پلاسمایی اسپرم منجمد غشای یکپارچگی مانی وزنده صفات مقایسه :3جدول 

 خطای استاندارد( ±)میانگینکننده(، لیتر محلول رقیقلیتر در دسی)میلی

دار بین سطوح است دهنده تفاوت معنیحروف غیر مشابه در یک ردیف نشان(05/0P<) 

 16 12 8 4 2 گروه شاهد صفات
 cd28/93 24/3±bc82/43 54/3±ab31/53 32/3±a15/56 75/3±bc12/44 41/3±cd51/40±92/2 )%( کل تحرک

 bc44/30 03/3±ab25/36 94/2±a28/41 51/3±ab92/38 21/2±bc19/33 37/2±cd86/24±53/2 )%( روندهپیش تحرک
 سرعت در مسیر مستقیم

 )میکرومتر بر ثانیه(
42/3±b83/49 93/3±ab08/54 05/4±ab64/59 32/4±a41/63 12/4±bc62/53 14/3±d95/38 

منحنی سرعت در مسیر 
 )میکرومتر بر ثانیه(

86/7±c24/97 35/8±bc31/104 09/8±a43/125 58/8±ab14/119 71/7±bc30/109 62/8±bc21/102 

میانگین سرعت در مسیر 
 )میکرومتر بر ثانیه(

63/3±b38/54 51/3±ab20/61 07/4±a16/65 35/4±a24/67 04/4±ab85/59 23/4±b32/51 

 b11/3 39/0±ab38/3 37/0±ab24/4 35/0±a45/4 33/0±ab61/3 38/0±ab35/3±41/0 )میکرومتر( عرضی سر تحرک
 ab05/48 15/4±ab32/51 85/3±ab02/49 42/4±a43/54 71/4±ab11/49 73/3±b87/43±24/4 تحرک )%(خطی بودن 

 ab21/90 63/7±ab81/86 56/7±ab42/91 93/7±a20/94 98/6±ab31/90 04/7±b82/76±06/7 راستی مسیر طی شده )%(

 16 12 8 4 2 گروه شاهد صفات
 b08/42 62/4±ab45/49 05/4±a13/52 84/3±a32/53 31/3±ab21/44 63/3±b41/40±47/3 )%( مانیزنده

 b68/37 75/3±ab64/44 42/3±a09/49 11/4±a83/51 74/3±ab73/43 68/2±b27/38±04/3 یکپارچگی غشای پلاسمایی )%(
2/22±21/62 )%(های ناهنجار اسپرم  85/07±1/21  91/23±1/20  61/42±1/19  58/35±1/19  04/71±2/21  



  ....گشایی شده قوچ با افزودن عصاره نعناع فلفلییخ -کیفی اسپرم منجمدهای بهبود فراسنجه                           ایوریقهدایتواحدی و 

88 
 

 حثب
های حیوانی را با حفظ نرخ توان اسپرم اکثر گونهامروزه می       

طور نامحدود در دمای هتواند بگشایی، میباروری قابل قبول بعد از یخ

و  Hammerstedtنیتروژن مایع ذخیره نمود ) گرادسانتی درجه -196

دلیل ها به(. اما در طی انجماد تعداد زیادی از اسپرم1990همکاران، 

سرمایی، فیزیولوژیکی و شیمیایی توانایی بارور کردن تخمک  هایتنش

(. بنابراین حفظ 2001و همکاران،  Chatterjeeدهند )را از دست می

ای برخوردار ها در این تکنیک از اهمیت ویژهکیفیت و باروری اسپرم

ت و موفقیت انجماد بستگی به عواملی مانند روش انجماد، نوع اس

گشایی دارد کننده، سرعت سردسازی، سرعت انجماد و سرعت یخرقیق

(Clulow ؛2008همکاران،  و Andrabi 2007همکاران،  و.) های رادیکال

چربی،  پراکسیداسیون زایی هسند کهتنش ترکیبات ROSویژه به آزاد

 در و شده باعث را های اسپرمپروتئین هایآسیب و DNA هایآسیب

و همکاران،  Agarwalشوند )می سلول اسپرم مرگ به منجر نهایت

( مانند شوک سرمایی)وارد شده به اسپرم  هایدلیل تنشبه .(2004

 های آزادرادیکال سطح اسپرم، داری و انجمادنگه مختلف مراحل در

 مخرب ایفای تغییرات با ایتنه یافته که در افزایش اسپرم سلول

 تحرک و کنش بر اسپرم، غشای سطح در شیمیایی و فیزیولوژیکی

(. در 2001و همکاران،  Chatterjeeداشت ) تأثیر منفی خواهند اسپرم

 ها رااسپرم که وجود دارد اکسیدانیآنتی مهم منبع یک منی پلاسمای

کند. می محافظت اکسیداتیو هایدر مقابل تنش انجماد، طی فرآیند در

های سوپر اکسیدان آنزیمی مانند آنزیمها شامل آنتیکسیدانااین آنتی

اکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز/گلوتاتیون ردوکتاز و 

، پیروات،  Eهای غیرآنزیمی مثل آسکوربات، ویتامیناکسیدانآنتی

انجماد، ظرفیت باشند. در زمان می Aگلوتاتیون، آلبومین، ویتامین 

 سازی، کاهش یافته و بهدلیل رقیقاکسیدانی پلاسمای منی بهآنتی

 هایاکسیدانآنتی بر علاوه خارجی هایاکسیدانآنتی از دلیل همین

 Bilodeau) شودمی استفاده هاکنندهرقیق در پلاسمای منی در موجود

توکوفرول، دهند که افزودن آلفا (. مطالعات نشان می2000همکاران،  و

دلیل های کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز و آسکوربیک اسید بهآنزیم

 اکسیداتیو هایها را در برابر تنشاکسیدانی، اسپرمآنتی خاصیت داشتن

داده  نشان چنین(. هم2011و همکاران،  Maloکنند )محافظت می

عنوان کننده بهدر رقیق Cویتامین  و Eکه ویتامین  شده است

 آزاد هایرادیکال در کاهش موثری نقش های طبیعیاکسیدانآنتی

های آکسیداندلیل ترکیبات سمی موجود در برخی آنتیدارند، اما به

های گیاهی اکسیدانو صرفه اقتصادی، امروزه استفاده از آنتی سنتتیک

(. 1996و همکاران،  Yanishlievaمورد توجه قرار گرفته است )

های ترپنفلاونوئیدها، اسیدهای فنولیک و دی ترکیبات فنولیک مانند

اکسیدانی دارند که باعث کاهش فنولیک در گیاهان خواص آنتی

و  Maloشوند )های آزاد از سلول و تجزیه عوامل پراکسید میرادیکال

هایی خصوص گونهههای گیاهی ب(. بسیاری از گونه2010همکاران، 

چون نعناع فلفلی، مرزنگوش، مرزه، مریم گلی، آویشن و رزماری هم

که به خانواده نعناعیان تعلق دارند، علاوه بر دارا بودن مقادیر زیادی 

و  C ،Eهای از ترکیبات فنولیک، حاوی سطوح بالایی از ویتامین

 و جذب در مهمی بسیار نقش ترکیبات کاروتنوئیدها هستند که این

و  Javanmardi) دارند ROSویژه های آزاد بهلرادیکا سازیخنثی

 (.2003همکاران، 

منی  کنندهدر این مطالعه افزودن عصاره نعناع فلفلی به رقیق       

رونده و دیگر قوچ، موجب بهبود پارامترهای تحرک کل، تحرک پیش

توان گفت پارامترهای حرکتی اسپرم نسبت به گروه شاهد شد. می

خصوص ههای آزاد بمهار تولید بیش از حد رادیکالعصاره این گیاه با 

ها اسپرم تحرک موجب بهبود ROS)) مختلف اکسیژن واکنشی هایگونه

و کاهش تحرک اسپرم  ROSشده است. یک ارتباط قوی بین تولید 

که مشخص شده است رادیکال پراکسید هیدروژن طوریوجود دارد، به

های و فعالیت برخی از آنزیم شده سراسر غشای اسپرم پخش در تواندمی

فسفات دهیدروژناز را مهار کند. این  6-حیاتی مانند آنزیم گلوگز

آنزیم، غلظت گلوگز را از طریق منحرف کردن مسیر هگزوز مونو 

ها نقش اساسی در کند که اینکنترل می NADPHفسفات و فعالیت 

(. 2003و همکاران،  Aitkenو تحرک اسپرم دارند ) ATPتولید 

پارامترهای دار معنیعملکرد مثبت عصاره این گیاه محدود به بهبود 

لیتر لیتر در دسیمیلی 8و  4 تحرک نبود و در کنار آن، در سطوح 

گشایی یخ-ها بعد از فرآیند انجمادمانی اسپرمدرصد زندهموجب بهبود 

عصاره  لیترمیلی 8 و 4 افزودن چنینهم شد. در مقایسه با گروه شاهد

شد و غشای نیز ها موجب بهبود یکپارچگی غشای پلاسمایی اسپرم

. نمودهای ناشی از فرآیند انجماد حفظ از آسیب ها راپلاسمایی اسپرم

لیتر در میلی 16تر از در این آزمایش استفاده مقادیر بیش چنینهم

 رتبیش یرو نفیاثرات مکننده عصاره نعناع فلفلی در رقیق لیتر ازدسی

تغییرات اسمزی،  دلیلبه احتمالاًکه بررسی داشت پارامترهای مورد 

pH م هبهزیرا  ،کننده باشدم خوردن تعادل ترکیبات رقیقهو به

عنوان بهکه  کننده،در رقیق مرغخوردن میزان گلیسرول و زرده تخم

فرآیند  طیها از شوک سرمایی در دارنده اسپرمنگه وکننده محافظت

 هامانی اسپرمزندهو  باعث کاهش عملکردشوند، انجماد محسوب می

چنین افزودن سطوح بالای عصاره، با مهار بیش از حد هم .خواهد شد

هم زدن تعادل های دخیل در اکسیداسیون و احیا و بهفعالیت آنزیم

های آزاد باعث کاهش اکسیدانی و تولید رادیکالبین ظرفیت آنتی

(. مشخص شده 2004و همکاران،  Rocaشوند )های اسپرم میعملکرد

ویژه فلاونوئیدها( قادرند با است که ترکیبات فنولیک )به
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پوشش دادن لیپیدها روند پراکسیداسیون لیپیدی را تغییر داده و 

غشاهای سلولی و جلوگیری  چنین، با کاهش سیالیتکنند و هم متوقف

زاد و محدود کردن پراکسیداسیون های آاز تولید بیش از حد رادیکال

فسفولیپیدها و اسیدهای چرب غیراشباع، از غشاهای سلولی محافظت 

(. اطلاعات محدودی در مورد 2003و همکاران،  Blokhinaکنند )

های طبیعی )گیاهی( در فرآوری اسپرم حیوانات اکسیداناثرات آنتی

رزماری به اهلی وجود دارد. مشخص شده که افزودن عصاره آبی گیاه 

ای روی پارامترهای تحرک و درصد کننده منی تأثیر بالقوهمحیط رقیق

آلدهید را، که از عوامل دیمانی اسپرم خوک داشته و غلظت مالونزنده

دهد می کاهش داریطور معنیرود، بهشمار میاکسیداسیونی مخرب به

همکاران، و  Malo) ها در برابر تنش اکسیداتیو محافظت کندو از اسپرم

(. در مطالعه مشابهی، افزودن عصاره آبی گیاه رزماری به 2011

مانی، کننده حاوی منی بز، موجب بهبود پارامترهای تحرک، زندهرقیق

مورفولوژیکی  هایناهنجاری میزان کاهش و پلاسمایی غشای یکپارچگی

های ناشی از های بز را در برابر آسیبتواند اسپرمها شده و میاسپرم

چنین (. هم2013و همکاران،  Zanganehهای آزاد حفظ کند )رادیکال

( عصاره آبی گیاه رزماری 2014و همکاران ) Khodaeiدر پژوهش 

و یکپارچگی  مانیزنده رونده،پیش تحرک کل، تحرک پارامترهای توانست

 2غشای پلاسمایی اسپرم قوچ را بهبود دهد. در مطالعه دیگر، افزودن 

کننده لیتر عصاره الکلی گیاه مرزنگوش به رقیقلیتر در دسیمیلی 4و 

مانی و یکپارچگی غشای منی گاو، پارامترهای حرکتی اسپرم، زنده

(. نتایج 2016و همکاران،  Daghigh Kiaپلاسمایی را بهبود داد )

 پارامترهای بر آن کننده و اثرافزودن عصاره گیاه نعناع فلفلی به رقیق

 Malo مطالعه نتایج با مطالعه این در HOS تست و مانیزنده تحرک،

 و Khodaei، (2013) همکاران و Zanganeh(، 2011) همکاران و

 داشت.   ( مطابقت2016و همکاران )  Daghigh Kiaو (2014) همکاران

لیتر میلی 8و  4نتایج پژوهش حاضر نشان داد که افزودن سطوح        

بر بسیاری از پارامترهای حرکتی لیتر عصاره، اثر مثبتی در دسی

داشت.  هااسپرم پلاسمایی غشاییکپارچگی  و مانیزنده درصد ها،اسپرم

فنولیک وجود ترکیبات متعدد پلیتوان بهاین تأثیرات مثبت را می

ها توسط اکثر مطالعات اثبات شده اکسیدانی آننسبت داد که اثر آنتی

لیتر به میلی 16ت بالاتر از است. افزودن عصاره نعناع فلفلی در غلظ

کننده، اثرات منفی برجا گذاشت. با توجه به فراوانی گیاهان با رقیق

تر مناطق جهان استفاده از این گیاهان اکسیدانی در بیشخاصیت آنتی

های اکسیدانصرفه است. از طرفی استفاده از آنتیبسیار مقرون به

اثرات مضری ̋ زیاد و گاهاهای سنتتیک در فرایند انجماد اسپرم هزینه

ها دارند. بنابراین عصاره گیاه نعناع ها و توان باروری آنروی اسپرم

های سنتتیک در فرایند اکسیدانتواند جایگزین برخی آنتیفلفلی می

سازی و انجماد اسپرم شود. با توجه به نتایج رقیق

ره گیاه لیتر از عصالیتر در دسیمیلی 8دست آمده استفاده از سطح به

 کننده اسپرم قوچ قابل پیشنهاد است.نعناع فلفلی در رقیق
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