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 چکیده

 5دس ایني هغبعقنِ اص    گـبیی ثَد. یخ-الاطیک اػیذ ثش کیفیت اػپشم قَر دس عَل فشآیٌذ اًذوبد اًیاکؼیذ یآًت یشتأثثشسػی  ّذف اص پظٍّؾ طبضش، 
ّبی هٌنی پنغ اص اسصینبثی    گیشی ؿذ. ثوٌؾَس طزف اثشات فشدی ّش دام ًش، ًوًَِاػپشم یلِ ٍاطى هصٌَفیثَػثبس دس ّفتِ(  2تکشاس ) 5قَر ًظاد قضل دس 

 5/1ٍ  1، 5/0، 25/0دس سْنبس ػنغض    تیوبسّبی آصهبیـی فجبست ثَدًنذ اص: الاطینک اػنیذ    ى، ثب ّن هخلَط ؿذًذ.اٍعیِ ٍ دس صَست داؿتي ؿشایظ یکؼب
ِ   -کٌٌذُ ثش پبیِ تشیغاکؼیذاى(. سقیقهَلاس ٍ گشٍُ ؿبّذ )ثذٍى آًتییلیه ّنبی هٌنی ثنذًجبل دٍ ػنبفت     عؼتیي هَسد اػتفبدُ قشاس گشفنت. اًذونبد ًوًَن

ثبًینِ اًذنبم ؿنذ. پبساهتشّنبی      30گشاد ثنِ هنذت   دسدِ ػبًتی 37گـبیی دس دهبی گشاد صَست گشفت. یخدسدِ ػبًتی 5تب ػبصی دهب ػشدػبصی ٍ تقبدل
اکؼیذاًی اػپشم، فقبعینت  تبم آًتیآعذّیذ، ؽشفیتدیی دٌجبیی، هیضاى هبعَىپبساهتشّبیشعجیقی، غی ّب اػپشمغـبء، هیضاى ی، یکپبسسگیهبً صًذُکل، ییدٌجب
ِ  SASافضاس ّب ثِ کوک ًشمیشی ؿذًذ. آًبعیض دادُگ اًذاصُگـبیی  ی گلَتبتیَى پشاکؼیذاص ٍ ػَپشاکؼیذ دیؼوَتبص ثقذ اص یخّبآًضین ّنبی   اًذبم گشفت. یبفتن

ثِ گشٍُ ؿبّذ ثَد. هَلاس ًؼجت یلیه 5/1ٍ  1، 5/0، 25/0اکؼیذاًی دس سْبس ػغض ّب ٍ ؽشفیت تبم آًتیی، تظشک اػپشمهبً صًذُایي تظقیق ثیبًگش ثْجَد 
-آعذّبیذ ٍ یکپبسسگی غـبء پلاػوبیی دس ّیز یک اص ػغَص تفبٍت هقٌنی دیّبی گلَتبتیَى پشاکؼیذاص، ػَپشاکؼیذ دیؼوَتبص، غلؾت هبعَىفقبعیت آًضین

ی، ػشفت دس هؼیشهؼتقین ٍ هَلاس کبّؾ یبفت ٍ دس صفبت ػشفت دس هؼیشهٌظٌهیلی 5/0داسی ثب گشٍُ ؿبّذ ًذاؿت. هیضاى اػپشم غیشعجیقی دس ػغض 
ّبی تیوبسی هنَسد هغبعقنِ، ػنجت    هَلاس ًؼجت ثِ ػبیش گشٍُهیلی 5/0داسی داؿت. ثغَسکلی، ػغض ثَدى طشکت اػپشم ثب گشٍُ ؿبّذ تفبٍت هقٌیخغی

 گـبیی ؿذ. یخ-ثْجَد کیفیت هٌی قَر ثقذ اص فشآیٌذ اًذوبد
 

 .قَر ، اًذوبد ، الاطیک اػیذ ،اػپشم  واژه های کلیدی:

 

  3 2 1 مقدمه

ػنبصی هٌنی    ینشُ رخهصٌَفی، هٌذی اص هضایبی تلقیضثْشُ هٌؾَس ثِ
هظقنق  4یلِ فشآیٌذ اًذونبد ثَػاهشی ضشٍسی اػت؛ کِ  ثلٌذهذتثشای 
ّنبی   ینت فقبعؿَد. اًذوبد اػپشم فشآیٌذی اػت کنِ ثبفنت تَقن      یه

ػنبصی ًبهظنذٍد ٍ    ینشُ رخیذِ اهکنبى  ًت دسؿذُ ٍ  ّب اػپشمهتبثَعیکی 
قنَر دس   اػنپشم (. 8فشاّن هنی آٍسد )  داس ثبسٍسی سا یهقٌٍى کبّؾ ثذ
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4- Cryopreservation 

ِ هقبیؼِ ثنب ػنبیش    داسای ًؼنجت ثنبلایی اص اػنیذّبی سنشة      ّنب  گًَن
غیشاؿجبؿ ثِ اؿجبؿ ٍ ًؼجت پبییٌی اص کلؼتشٍل ثِ فؼفَعیپیذ اػت. ایي 

ّبی اکؼنیذاتیَ ٍ دس ًتیذنِ تَعینذ    ؿَد کِ ثِ دعیل تٌؾاهش ثبفت هی
ّنب سا هتظونل   (، اػپشم ثیـتشیي آػیتROSاکؼیظى )ی فقبل ّب گًَِ

ػجت اختلال دس فقبعینت ٍ فولکنشد    هتقبقجبًّبی اکؼیذاتیَ ؿًَذ. تٌؾ
سفنتي تظنشک،   یذنِ آى ثبفنت اص ثنیي   ًت دسّب خَاٌّذ ؿذ؛ کنِ  اػپشم

ی هْنن  فبکتَسّنب (. یکنی اص  2ؿَد ) یهیکپبسسگی ٍ تَاًبیی عقبص آًْب 
بی فقبل اکؼیظى تَعینذی طبصنل اص   ّکیفیت هٌی، گًَِ دٌّذُ کبّؾ

ًؾیش ػَپش اکؼیذ، ّیذسٍطى پشاکؼنیذ ٍ عیپینذ ّینذسٍ     تشکیجبت ػلَعی
ّننب ٍ پشاکؼننیذ اػننت کننِ اص پشکؼیذاػننیَى عیپیننذ غـننبیی اػننپشم  

اکؼنیذاًی   یآًت(. ؽشفیت 6)ؿًَذ  یهیتی تـکیل ؽشف تکّبی  یظىاکؼ
ِ ّویي دعیل ػبصی، پبییي آهذُ ٍ ث یقسقدس صهبى  ّب دامپلاػوبی هٌی 
ؿَد تب ّونشاُ  هی  اػتفبدُّب  اکؼیذاى یآًتکٌٌذُ هٌی اص  یقسقاهشٍصُ دس 
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ّبی هَدَد دس پلاػوبی هٌی، ػجت  ثْجنَد کیفینت ٍ    اکؼیذاى یآًتثب 
(. 8یننخ گـننبیی ؿننًَذ ) -فولکننشد اػننپشم ثقننذ اص فشآیٌننذ اًذوننبد  

ا اکؼیذاًی کِ اػتشع اکؼیذاتیَ سا کبّؾ دّذ ٍ دٌجبئی اػپشم س آًتی
(. 9تَاًذ ثشای هذیشیت ًبثبسٍسی ًشّب هٌبػنت ثبؿنذ )  ثْجَد ثخـذ، هی

ای اکؼیذاػنیَى سا  ّب هَادی ّؼتٌذ کِ ٍاکٌؾ صًذینشُ اکؼیذاىآًتی
ؿًَذ ؿکٌٌذ، کِ ثش ایي اػبع ثبفت کبّؾ اػتشع اکؼیذاتیَ هیهی
ّنب تشکیجنبتی ّؼنتٌذ کنِ دنبسٍة کٌٌنذُ ٍ       اکؼنیذاى (. آًتی22، 25)

یب ثبصداسًنذُ فقبعینت آًْنب ّؼنتٌذ. اًنَاؿ       ROSتـکیل کٌٌذُ هوبًقت
ّنب ٍ  ROSّبی ثیَعَطیکی ٍ ؿیویبیی کِ ثِ اکؼیذاىهختلفی اص آًتی

کٌٌذ، تب ثِ اهشٍصُ تظت هغبعقنِ قنشاس   پشاکؼیذاصّبی عیپیذی طولِ هی
 (.41اًذ )گشفتِ

فٌلی کِ دس سبی ػجض ٍ دیگش هٌبثـ الاطیک اػیذ تشکیجی اػت پلی
دولِ اًبس، تنَت فشًگنی، توـنک، گنشدٍ ٍ پَػنت دسخنت       عجیقی اص 

اکؼیذاًی ٍ ؿَد. الاطیک اػیذ دسای خبصیت آًتیاکبعیپتَع یبفت هی
تَاًذ اکؼیذاػیَى ػلَعی سا ثِ تنبخیش  ( کِ هی17ضذ آپَپتَصی اػت )

-اًذاختِ، هْبس ٍ یب دلَگیشی کٌذ ٍ ّویٌغَس ثب دبسٍة کشدى سادیکبل

(، 44ّؾ اػننتشع اکؼننیذاتیَ ؿننَد )ّننبی آصاد دس ًْبیننت ػننجت کننب
ّبی آصاد ثِ ػنلَل،  ّوشٌیي الاطیک اػیذ ثب هوبًقت اص طولِ سادیکبل

 (Superoxide dismutase)ّننبی ثبفننت افننضایؾ فقبعیننت آًننضین

SOD،(Catalase) CAT ٍ GPx  Glutathione) peroxidase 
 (.21هی ؿَد )

ًذوبد هٌی ثش اػبع اعلافبت هَدَد، تبکٌَى اص الاطیک اػیذ دس ا
قَر اػتفبدُ ًـذُ اػت. ّذف تظقیق طبضنش ثشسػنی اثنشات ػنغَص     

دس ثْجنَد کیفینت اػنپشم    ثقٌَاى آًتی اکؼیذاى  هختل  الاطیک اػیذ،
 گـبیی ثَد.  یخ-قَر ثقذ اص فشآیٌذ اًذوبد

 

 ها روشمواد و 

ثنبس دس ّفتنِ تَػنظ ٍاطى هصنٌَفی      2قنَر   5دس ایي هغبعقِ اص 
اص عظبػ طذن، غلؾت ٍ تظشک هَسد اسصیبثی  بّ اػپشم. ؿذ یشی گ اػپشم

اٍعیِ قشاس گشفتِ ٍ دس صَست داؿتي کیفیت لاصم ثشای هغبعقِ اًتخبة 
ّبی فشدی ثیي یشی، ثشای اص ثیي ثشدى تفبٍتگ اػپشمؿذًذ. دس ّش ثبس 

ّب، هٌی آًْب دس هقبدیش هؼبٍی ثب یکذیگش هخلنَط ؿنذًذ. قجنل اص    قَر
ی هٌنی اص قجینل   ّنب  ًوًَِی ٍ کیفی ، خصَصیبت کوّب فصبسُافضٍدى 
(، طشکنت  3×109اص عیتنش(، غلؾنت )ثیـنتش     یلنی ه 2-75/0) یهٌطذن 
ی ثب ؿنکل غیشًشهنبل )کوتنش اص    ّب اػپشم%( ٍ 70سًٍذُ )ثبلاتش اص  یؾپ
اکؼنیذاى ثشاػنبع ًتنبیخ    %( اسصیبثی ؿذًذ. ػغَص اًتخنبثی آًتنی  10

فونش ٍ  ص سٍؽ گینشی ا ثب ثْشُآصهبیـبت اٍعیِ تقییي ػغض هغلَة آى 
(. تیوبسّبی آصهبیـی، الاطیک اػیذ 33( صَست گشفت )2016ػَیبى )

هَلاس ٍ تیوبس ؿبّذ )ثنذٍى  یلیه (5/1ٍ  1، 5/0، 25/0دس سْبس ػغض )
ّب دس پبیَت پنش  ػبصی ًوًَِاکؼیذاى( اًتخبة گشدیذ. پغ اص سقیقآًتی

دس هتنشی ثنبلای ثخنبس اصت     یػبًت 4ؿذًذ. ػپغ پبیَت ّب دس استفبؿ 
دقیقِ هٌذوذ ؿذُ ٍ ثذًجبل آى ثِ تبًک اصت هبیـ اًتقبل یبفتِ  7هذت 

ٍ ثوذت یک هبُ دس اصت هبیـ ًگْذاسی ؿذُ ثقذ تؼت ّنبی هشثَعنِ   
-ی هٌی پغ اص فشآیٌذ اًذوبدّب ًوًَِسٍی ایي ًوًَِ ّب اًذبم گشفت. 

یکپنبسسگی  هنبًی، پبساهتشّنبی تظنشک اػنپشم،     گـبیی اص ًؾش صًذُ یخ
اکؼنیذاًی ٍ  (، ؽشفیت تبم آًتنی MDAؼیذاػیَى عیپیذی )، پشاکغـبء
( هَسد ثشسػی ٍ هغبعقِ قنشاس  GPx  ٍSODاکؼیذاًی )ّبی آًتیآًضین
 گشفتٌذ. 
 

 یماو زوذٌتعییه درصذ 

آهینضی  گـنبیی ثنِ سٍؽ سًن     ی صًذُ پغ اص ینخ ّب اػپشمهیضاى 
 10(. ثقذ اص یخ گـنبیی، سٍی لام،  19ًیگشٍصیي تقییي ؿذًذ )-ائَصیي

هیکشٍعیتش سً  ثِ آساهی هخلَط کشدُ ٍ پنغ   20هیکشٍعیتش هٌی سا ثب 
اػنپشم   200، تقنذاد  C°37اص تْیِ گؼتشؽ ٍ خـک ؿذى دس دهنبی  

 ×40ثَػیلِ هیکشٍػکَح ًنَسی ٍ سٍغني ایوشػنیَى ثنب ثضسگٌونبیی      
یی کِ ثغَسکلی یب دضئی سً  قشهض ّب اػپشمؿوبسؽ ٍ اسصیبثی ؿذًذ. 
یی کِ سً  ثِ خنَد ًگشفتنِ   ّب اػپشمشدُ ٍ هبیل ثِ ثٌفؾ داؿتٌذ سا ه

 هبًی تقییي ؿذ.ثَدًذ، صًذُ هظؼَة ؿذُ ٍ ثش اػبع آى دسصذ صًذُ
 

 ارزیابی یکپارچگی غشای پلاسمایی 

ثشای ثشسػی یکپبسسگی غـبی پلاػوبیی ػنلَل اػنپشم، پنغ اص    
ػنبًتشیَفیَط   1200gدقیقنِ دس دٍس   10ّنب ثنِ هنذت    گـبیی ًوًَِیخ

اًکَثِ ؿذًذ.  C°37دقیقِ دس طوبم آة گشم  30ذت ؿذًذ. ػپغ ثِ ه
هیکشٍعیتش اص ًوًَِ هخلَط ؿذُ، سٍی لام ّن دهب ؿذُ قشاس دادُ ٍ ثب  5

لاهل پَؿنبًذُ ؿنذ. ػنپغ لام سا سٍی صنفظِ گنشم هیکشٍػنکَح       
ؿنوبسؽ  × 40ییثضسگٌونب اػپشم ثب  200فبصکٌتشاػت قشاس دادُ ٍ تقذاد 

ی ثنب  ّنب  اػنپشم خَسدُ ثِ فٌنَاى   ی ثب دم هتَسم ٍ تبةّب اػپشمؿذًذ. 
 .(36)غـبء پلاػوبیی ػبعن دسًؾش گشفتِ ؿذًذ 

 

 ارزیابی ریخت شىاسی اسپرم

ی هٌن  ًوًَِ اص تشیکشٍعیه 10دْت تقییي اػپشم ثب سیخت عجیقی، 
 کین  .افضٍدُ ؿذ  ّبًکَکهظلَل اص تشیکشٍعیه 150 ثِ ؿذُیی گـبخی

سا ثب کوک   اػپشم 200 ٍگزاؿتِ  لامی سٍطبصلِ ثش  هخلَط اص قغشُ
 دسصنذ ؿوبسؽ کنشدُ ٍ   ×40 ییثضسگٌوب ثب فبصکٌتشاػت کشٍػکَحیه

 (.39ؿذ ) هظبػجِی قیشعجیغی ّب اػپشم
 

 ارزیابی تحرک اسپرم

، 2سًٍنذُ ، تظنشک پنیؾ  1کلیگـبیی، پبساهتشّبی تظشکثقذ اص یخ

                                                           
1- Total Motility (TM) 

2- Progressive Motility (PM) 
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، ػنشفت دس هؼنیش   2، ػشفت دس هؼیشهٌظٌی1ػشفت دس هؼیشهیبًگیي
اسصیبثی ؿذًذ. دْت اسصیبثی پبساهتشّبی  4َدى دٌجبیی، خغی ث3هؼتقین
 C°37دقیقنِ دس دهنبی   3گـبیی ؿذُ ثِ هنذت  ی یخّب ًوًَِتظشک، 

هیکشٍعیتنش اص ًوًَنِ سٍی لام اص قجنل     5طوبم آة گشم، اًکَثِ ؿذًذ. 
( قشاس دادُ ٍ سٍی صفظِ گشم هیکشٍػکَح طنذاقل  C°37گشم ؿذُ )

  CASAٍ ثَػنیلِ ػیؼننتن   تصنبدفی اًتخننبة  کننبهلاًفیلنذ ثغنَس    10
 آًبعیض ؿذًذ.  Video Test Sperm 3.1هذل

 

 5(MDA) آلذهیذدیگیری غلظت مالًناوذازٌ

آعذّیذ ؿبخصی اص هیضاى پشاکؼیذاػیَى عیپینذی  دیغلؾت هبعَى
ّبی هٌی اػت کِ ثب اػتفبدُ اص ٍاکٌؾ تیَ ثبسثیتَسیتیک اػیذ دس ًوًَِ
ٍ ؿنشایظ اػنیذی، ینک     C°95 گینشی ؿنذ. هقونَلا دس دهنبی    اًذاصُ

ٍاکنٌؾ   6(TBA) ثب دٍ هَعکَل تیَثبسثیتَسیتیک اػیذ MDAهَعکَل 
آٍسد. ثشای ػٌذؾ هینضاى  دادُ ٍ کوپلکغ صَستی سًگی سا ثَدَد هی

MDA ًَِّب دس دهبی اثتذا ًوC°37 15گـبیی ؿذُ، ػپغ ثوذت یخ 
 1mLهیکشٍعیتنش اص ّنش ًوًَنِ ثنب      250دقیقِ ػبًتشیفیَط گشدیذ. هقذاس

دسصننذ  5/0کلشیننذسیک اػننیذ ٍ  دسصننذ تننشی  20هظلننَل طننبٍی  
 C°95دقیقِ دس دهبی  30تیَثبسثیتَسیتیک اػیذ هخلَط ؿذُ ٍ ثوذت 

، ثنب اػنتفبدُ اص   MDAگینشی غلؾنت   طشاست دادُ ؿذًذ. ثشای اًنذاصُ 
 (.34خَاًذُ ؿذ )  532nmاػپکتَفتَهتشی عَل هَح 

 

 اکسیذاویارزیابی ظرفیت آوتی

فیت تنبم آًتنی اکؼنیذاًی اػنپشم ثشاػنبع سٍؽ      گیشی ؽشاًذاصُ

TEAC
ّبی دنبرة سادیکنبل کنبتیَى    اکؼیذاى)هْبسکٌٌذگی ثب آًتی 7
8

ABTS اص کیت ٍ  )اػتRandox  .اػتفبدُ ؿذABTS  ثب پشاکؼیذاص
اًکَثنِ ؿنذُ ٍ سًن      ABTSدْت تَعیذ کبتیَى  H2O2پشاکؼیذاص ٍ 
َعینذ  ًبًَهتش اػنت، ت  600طذاکجش دزة ًَسی آى کِ ػجض  -پبیذاس آثی

 . (31گیشی اػت )کٌذ کِ ثَػیلِ اػپکتشٍفتَهتش قبثل اًذاصُهی
 

 تست میسان فعالیت گلًتاتیًن پراکسیذاز

( تقییي 1976ثب کوک سٍؽ لاٍسًغ ٍ ثَسک )  GSH-Pxفقبعیت
 1(، pH;7) هَلاس پتبػین فؼفبتهیلی 50ؿذ. هخلَط ٍاکٌؾ ؿبهل 

EDTA هنَلاس هیلنی 
 2/0، (NaN3)هنَلاس ػنذین آصینذ    هیلنی  1 ،9

                                                           
1- Curvilinear velocity (micrometer /sec) (VCL) 

2- Average path velocity (micrometer /sec) (VAP) 

3- Straight – line velocity (micrometer /sec) (VSL) 

4- Linearity (%) (LIN= VSL/VCL×100) 

5- Malondialdehyde 

6- Tiobarbitoretic Acid 

7- rolox equivalent antioxidant capacity 
8- 2, 2`-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate] 

9- Ethylenediamine tetra-acetic acid 

ًَکلئَتینذ فؼنفبت اطینب ؿنذُ     ًیکنَتیي آهینذ آدًنیي دی    هنَلاس  هیلی
(NADPH) 1عیتش گلَتبتیَى سدٍکتنبص ٍ  اعولل ثش هیلی، یک ٍاطذ ثیي 

GSHهَلاسهیلی
10

عیتش هیلی 8/0هٌی ثِ عیتش هبیـ هیلی 1/0ثَد. اثتذا   
ؾ دقیقِ قجل اص ؿشٍؿ ٍاکٌ 5اضبفِ ؿذُ ٍ ثِ هذت  اص هخلَط ٍاکٌؾ

کِ   H2O2عیتش اص هظلَل هیلی 1/0اًکَثِ ؿذ. فلاٍُ ثش ایي  C°25دس 
هَل ثَد، اضبفِ گشدینذ. هینضاى   هیلی 25/0آى دس هظیظ  غلؾت ًْبیی

دقیقننِ ثننب اػننتفبدُ اص   5ًننبًَهتش ٍ ثننِ هننذت   412دننزة ًننَسی دس
 IU/g ثب  ٍاطذ ثیي اعوللی  GSH-Pxاػپکتشٍفتَهتش ثجت ؿذ. فقبعیت 

 ثیبى ؿذ. 
 

 ان فعالیت سًپراکسیذ دیسمًتازمیس

گینشی  ّبی هٌی ثب ثْشُ ًوًَِ ؼوَتبصید ذیػَپشاکؼ تیفقبع ضاىیه
ؿشکت  Ransod( ثب اػتفبدُ اص کیت 1986اص سٍؽ ٍیلیبم ٍ ّوکبساى )

هنَسد ػنٌذؾ    (RANDOX Laboratories Ltd., UKسًنذٍکغ ) 
  PBSدس 5ثنِ   1گـبیی ؿذُ ثِ ًؼجت ّبی هٌی یخ. ًوًٌَِذقشاسگشفت

(50mM  ٍ7/0PH=    سقیننق ؿننذًذ. ػننپغ ثننبفش ػننذین کشثٌننبت )
(50mM،0/10pH=   .)1/0mM   ،025/0گننضاًتیي  mM  ًٍیتننش

، گضاًتیي اکؼیذاص افضٍدُ ؿنذُ ٍ دس  1/0mM ،EDTAتتشاصٍعیَم آثی، 
دس  ّب سا دس یک کٍَت کَسک هخلَط ؿنذًذ. ثغنَسکلی،  ًْبیت ًوًَِ

ّبی ػَپشاکؼیذ ّیذسٍطى سادیکبل ًوًَِ دسSOD صَست ٍدَد آًضین 
 ٍO2   کٌنذ ٍ  تجذیل ؿذُ ٍ اص ایذبد سً  قشهض فَسهبصاى هوبًقنت هنی

-دسدِ هوبًقت اص ایي ٍاکٌؾ تقینیي هنی   ثَػیلSODِ فقبعیت آًضین 

ٍ ینب هْنبس    Intػنشفت اطینبء    %50ثبفت هْبس SOD یک ٍاطذ  ؿَد.
 ؿَد.هی  NADPH % اص  اکؼیذاػیَى 50

 

 ريش آماری

ّنبی ثذػنت   تکشاس  ادشا گشدینذ. دادُ  5تیوبس ٍ دس  5ایي عشص ثب 
تصبدفی ٍ ثش اػبع هنذل آهنبسی صینش ٍ ثنب      کبهلاًآهذُ دس قبعت عشص 

( GLMثب اػتفبدُ اص هذل خغی )SAS (3.1.9 ٍ )ًشم افضاس اػتفبدُ اص 
اثنشات   یداسیهقٌن  ینیي تق یثنشا ٌنذ.  قنشاس گشفت تظلیل  ٍیِ تذض هَسد
ُ  ای تنَکی ِ یؼن اص آصهَى هقب اکؼیذاى آًتی ؿنذ ٍ اخنتلاف دس    اػنتفبد
 ًؾنش  دس ثبثنت  اثنش  ثقٌَاى تیوبس اثشداس گضاسؽ ؿذ.  یهقٌ 05/0ػغض 
 .ؿذ گشفتِ

Yij   ; µ  + Treati + eij 

Yij ;ُهـبّذ ij  ،امµ ;دوقیت،  هیبًگیيTreati ; تیوبسّنب،   اثنش
eij  ;ًبؿٌبختِ فَاهل اثش ij ام 

 
 

                                                           
10- Glutathione 
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 نتایج

ٍ  1، 5/0، 25/0اص ػنغَص  ًـنبى داد اػنتفبدُ    پظٍّؾًتبیخ ایي 
 ٍ یهنبً  صًنذُ  یپبساهتشّنب  ثْجنَد یذ ػنجت  اػهَلاس الاطیک هیلی 5/1
ػجت  هَلاسهیلی 5/0(. فلاٍُ ثش ایي افضٍدى >05/0Pؿذ ) کلییدٌجب

یشعجیقی ؿذ ٍ ثبفت ثْجنَد هینضاى خغنی    غی ّب اػپشمکبّؾ هیضاى 
طشکت، ػشفت دس هؼیش هؼنتقین ٍ هینبًگیي ػنشفت دس هؼنیش     ثَدى

هَلاس ًیض ثبفت ثْجَد ػنشفت  هیلی 25/0(. ػغض >05/0Pػپشم ؿذ )ا
، 1ٍ ًوَداس ّنبی   1)دذاٍل  دس هؼیشهٌظٌی ًؼجت ثِ گشٍُ کٌتشل ؿذ

ّبی طنبٍی تونبهی ػنغَص    اکؼیذاًی دس ًوًَِآًتی(. ؽشفیت تبم3ٍ 2
، ثقنلاٍُ  (>05/0P)اکؼیذاًی ًؼجت ثِ گشٍُ ؿبّذ ثْجنَد یبفنت   آًتی
 تبثیش ثیـتشی داؿتٌذ. 5/0ٍ  25/0ثِ ًؼجت  5/1ٍ  1ػغَص 

 
 ییگـبیخ-اًذوبد یٌذاػپشم پغ اص فشآ تیطشک یّب ثش فشاػٌذِالایظیک اػیذ ػغَص هختل   یشتأث -1جدول

Table 1- The effect of different levels of Elligic acid on sperm motility parameters after freezing-thawing process 

 ای تحرک اسپرمفراسنجه ه
 آزمایشیتیمارهای

(Antioxidants) (mM/ml) 
SEM P-value 

Sperm motility parameters Control 0.25 0.5 1 1.5 
  

TM )%( 48.2
b

 64.6
a 

60.8
a 

61.8
a 

66.5
a 

2.02 0.0001 

PM )%( 18.6
 

27.0
 

26.8
 

23.2
 

29.3
 

3.41 0.2668 

VAP (µm/s) 20.5
b 

34.6
ab 

36.4
a 

20.9
ab 

32.5
ab 

3.50 0.0175 

VSL (µm/s) 15.5
b 

23.9
ab 

27.8
a 

19.8
ab 

22.3
ab 

2.36 0.0203 

VCL (µm/s) 50.1
b 

73.8
a 

63.2
ab 

57.3
ab 

67.1
ab 

4.10 0.0073 

STR )%( 76.8 71.6 76.9 82.3 68.3 3.76 0.1550 

LIN )%( 30.9
b

 32.7
ab

 28.4
a

 34.5
ab

 33.6
ab

 2.54 0.0242 

 (P< 05/0غیشهـبثِ داسای اختلاف هقٌی داس هی ثبؿٌذ ) ّبی ّش سدی  ثب طشٍفهیبًگیي
 شیهؼ یساػت(، VCLی )هٌظٌ شیهؼ دس ػشفت (،VSL) نیهؼتق شیهؼ دس ػشفت (،VAP) شیهؼ دس ػشفت يیبًگیه (،PM) ـشًٍذُیپ تظشک(، دسصذ TM) کل تظشکدسصذ 
 (LIN ) تظشک ثَدى یخغ دسصذ(، STR)  ؿذُ یع

Means within same row with different superscripts are different (P<0.05). 
 

 

 
 ّبی ثب ػغَص هختل  الاطیک اػیذّب دس ًوًَِهبًی اػپشمهقبیؼِ دسصذ صًذُ -1شکل 

Figure 1- Comparison of the sperm viability percentage in samples with different levels of Ellagic acid 
 



 145     ...الاژیک اسید برای بهبود کیفیت اسپرماکسیدان  استفاده از آنتی

 
 دس ًوًَِ ّبی ثب ػغَص هختل  الاطیک اػیذ بّاػپشم ییپلاػوب غـبء یکپبسسگهقبیؼِ دسصذ ی -2شکل 

Figure 2- Comparison of the percentage of sperm membrane integrity in samples with different levels of Ellagic acid 
 

 
 دس ًوًَِ ّبی ثب ػغَص هختل  الاطیک اػیذ دسصذ اػپشم غیشعجیقیهقبیؼِ  -3شکل 

Figure 3- Comparing the sperm abnormality percentage in samples with different levels of ellagic acid 
 

داسی دس هینضاى  ّنبی تیونبسی تفنبٍت هقٌنی    دس ّیز یک اص گشٍُ
ػَپشاکؼیذدیؼوَتبص ٍ هنبعَى  پشاکؼیذاص ٍ ّبی گلَتبتیَىفقبعیت آًضین

 (2)دذٍل  دی آعذّبیذ هـبّذُ ًـذ
 

 بحث

ّب ثتَاًٌذ هنبًـ اص  اکؼیذاىهظققبى دس تلاؿٌذ تب ثب اػتفبدُ اص آًتی
   ِ دس ؿنشایظ   DNA کبّؾ تظشک، افضایؾ هشگ ٍ هینش ٍ آػنیت  ثن

ؿًَذ ّب تَاًٌذ هٌذش ثِ ًبثبسٍسی اػپشماػتشع اکؼیذاتیَ ؿًَذ کِ هی
ّنبی  اکؼیذاىافضٍدى آًتی ًبؿی اص قبت پیـیي، اثشات هفیذهغبع(. 46)

سا  ROSکٌٌذُ اًذوبد هٌی ثشای کبّؾ اثشات هضنش  ثِ سقیق ػٌتتیک
هغبعقنبت دس ؿنشایظ آصهبیـنگبّی ًـنبى داد کنِ       (.10) اًذثبثت کشدُ

ّبی آصاد ػَپشاکؼنیذ،  تَاًٌذ ثغَسهؼتقین سادیکبلتشکیجبت فٌَعیک هی
یذسٍکؼیل ٍ پشاکؼیل سا پبکؼبصی ٍ دبسٍة کٌٌذ پشاکؼیذ ّیذسٍطى، ّ

(38.) 
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-اًذوبد یٌذپغ اص فشآ آعذّیذ تَعیذیدیتبم ٍ هبعَىاکؼیذاًیآًتی ؽشفیت پشاکؼیذاص، ػَپشاکؼیذدیؼوَتبص،ّبی گلَتبتیَىآًضین ثش الایظیک اػیذ ػغَص هختل   یشتأث -2جدول

 ییگـبیخ
Table 2- The effect of different levels of elligic acid on glutathione peroxidase, superoxide dismutase, total antioxidant capacity and  

malondialdehyde production after freezing-thawing process 

 هافراسنجه
 آزمایشیتیمارهای

(Antioxidants) (mM/ml) SEM P-value 
Parameters Control 0.25 0.5 1 1.5 
GPx (IU/g protein) 10.03 9.37

 
9.07

 
8.90
 

10.15
 

0.32 0.0962 
SOD (U/ml) 101.00 118.33 109.00

 
108.00 106.00 8.88 0.7376 

TAC (nmol/ml) 0.51b 2.14a 
2.19a 

3.04a 
3.25a 

0.27 0.0005 
MDA (mol/ml) 39.55

 
39.26

 
21.13

 
28.36 17.01 6.65 0.1635 

 (P< 05/0ثب طشٍف غیشهـبثِ داسای اختلاف هقٌی داس هی ثبؿٌذ )ّبی ّش سدی  هیبًگیي
 (MDA) ذعذّیآدیهبعَى  (،TACتبم )یذاًاکؼییآًت تیؽشف (،SOD) ؼوَتبصیذدیػَپشاکؼ  (،GPx) ذاصپشاکؼی َىیگلَتبت

Means within same row with different superscripts differ (P<0.05). 

 
فٌَعینک فونذتب ثنِ خبصنیت     شکیجنبت پلنی  اکؼیذاًی تاثشات آًتی
تَاًٌنذ ثنب اًتقنبل    گی ایي تشکیجبت استجبط داؿتِ ٍ هنی اعکتشًٍی دٌّذُ

گننشٍُ ّیذسٍکؼننیل اص ػننبختوبى خننَد ثننِ عیپیننذّب، آًْننب سا اص طولننِ 
ّبی آصاد ٍ فشآیٌذ عیپیذ پشاکؼیذاػیَى طفنؼ کٌٌنذ. ّوشٌنیي    سادیکبل

ّبی فلضی ٍ هْبس فقبعینت  ىثب یَایذبد کوپلکغ ایي تشکیجبت قبدس ثِ 
تَاًٌذ فقبعیت ّبی اکؼیذاتیَ ٍ ّیذسٍعیتیک ّؼتٌذ، دس ًتیذِ هیآًضین

(. هغبعقنبت  34ّبی آصاد سا اص خَد ًـبى دٌّنذ ) دزة یب هْبس سادیکبل
اکؼیذاًی ثَدُ ٍ یک ًـبى دادًذ کِ الاطیک اػیذ داسای خبصیت آًتی

ى فصبسُ اًبس ػجت ثْجَد (. فلاٍُ ثش ایي افضٍد44تشکیت فٌَعی اػت )
 (. 28) صفبت کیفی هبیـ هٌی ؿذ

اکؼیذاى الاطیک اػیذ ثنش کیفینت اػنپشم    دس ایي هغبعقِ اثش آًتی 
ینک  الاط هَسد ثشسػی قشاس گشفت. گـبییقَر ثقذ اص فشآیٌذ اًذوبد/ یخ

اػیذ ثذعیل داؿتي سْبس گشٍُ فٌَعیک کِ ثب ینک ػنبختبس ثٌضٍفنَساى    
 ی فقبل اکؼیظى(ّب گًَِی )کٌٌذگ دبسٍةیت تشکیت ؿذًذ، داسای خبص

ROS ( ًٍَِّب گ)ی فقبل ًیتشٍطى RNS ( 11اػت)کِ ثبفت کبّؾ  ؛
ّبی آصاد ثش سٍی ػلَل اػپشم ؿذُ ٍ ّویٌغَس ثنب داؿنتي   اثش سادیکبل

هنبًی ػنلَل   ( دس ًْبیت ثبفت افضایؾ صًنذُ 30خبصیت ضذآپَپتَصی )
هنَسد ثشسػنی ػنجت    ؿَد. دس هغبعقِ طبضش توبهی ػنغَص  اػپشم هی

ّب ٍ  ثْجَد صنفبت هنشتجظ ثنب تظنشک     هبًی اػپشمافضایؾ قذست صًذُ
اػپشم ؿذ؛ کِ ًتبیخ ثذػت آهذُ دس ایي ثشسػی ثب ًتبیخ ػبیش هغبعقبت 

ؿیـننتبٍی ٍ -(. هغبعقننِ ال28، 20، 18، 15، 7ّوخننَاًی داؿننت ) 
 (  ثش سٍی هٌی گبٍ ًـبى داد کِ اػتفبدُ اص فصبسُ اًبس2016ّوکبساى )

سٍص ثقنذ اص ًگْنذاسی آى ؿنذ ٍ ّویٌغنَس      10ػجت ثْجَد تظشک دس 
گـبیی ًؼنجت ثنِ گنشٍُ ؿنبّذ افنضایؾ      هبًی ٍ تظشک ثقذ اص یخصًذُ

یبفت. کِ ًتبیخ ایي تظقیق ثب ًتبیخ پظٍّؾ طبضش هغبثقت داؿت. ثنب  
-تَدِ ثِ ایٌکِ اػیذ الاطیک یک تشکیت فٌَعی اػت ٍ داسای فقبعینت 

( 22اکؼنیذاًی ) قجیل خبصیت قنَی آًتنی   اص ّبی ثیَعَطیک هتٌَفی،
خَاف آًتی هَتبطى، آًتی آپَپتَص اػت، اهب قذست ثبلای آى اطتوبلا دس 

OHّبی آصاد ًتیذِ هْبس سادیکبل
-  ٍO

، اػت کِ هٌنتخ ثنِ افنضایؾ    -

 .(41 ٍ 49هبًی ٍ تظشک اػپشم ثبؿذ )صًذُ
 ثبفت سؿنذ  (Cisplatinدس یک ثشسػی اػتفبدُ اص ػیغ پلاتیي )

غیشعجیقی اػپشم خشگَؽ ؿذ کِ اطتوبلا ًبؿی اص ثلَکِ ؿذى الاطیک 
ای خصَصنیبت آًتنی آپَپتَتینک، کبٌّنذُ     (. دس هغبعق44ِ)اػیذ ثبؿذ 

ّبی ٍاسدُ ثِ اػپشم، پشاکؼیذاػیَى عیپیذی ٍ ثْجَد دٌّذُ ػبیش آػیت
الاطیک اػیذ، دس دسهبى صذهبت ًبؿنی اص آدسیبهبیؼنیي ثیضنِ هنَؽ     

سػی قشاسگشفنت کنِ ًتنبیخ ثینبًگش اثنشات طفنبؽتی       صظشایی هَسد ثش
(. 13الاطیک اػنیذ اص پشاکؼیذاػنیَى عیپینذی ٍ آپَپتنَص ثیضنِ ثنَد )      

عَس، ػیکلَ فؼفبهیذ ػجت اعقب عیپیذ پشاکؼیذاػیَى ؿذُ ٍ هٌذش ّویي
 2ثِ آػیت ثِ ػبختبس اػپشم ٍ ثبفت ثیضنِ دس خشگنَؽ ؿنذ. تذنَیض     

(. 12اثش طفبؽتی سا افونبل کنشد )  گشم ثش کیلَ گشم الاطیک اػیذ، هیلی
دس هغبعقِ طبضش افضٍدى توبهی ػغَص الاطیک اػیذ ًتَاًؼنت ػنجت   

داس یکپبسسگی غـنبء ًؼنجت ثنِ گنشٍُ ؿنبّذ ؿنَد. دس       افضایؾ هقٌی
اکؼنیذاى الاطینک اػنیذ ثنش     هَلاس اص آًتیهیلی 2 ٍ 1تظقیقی افضٍدى 

کِ ثنب   (34ی هٌی قَر ثبفت ثْجَد ػلاهت غـبء اػپشم ؿذ )ػشدػبص
ًتبیخ طبصل اص هغبعقِ طبضش ّوخَاًی ًذاسد. اطتوبلاً ایي تفبٍت ًبؿی 

کٌٌذُ ثکبس سفتِ یب ػبیش فَاهل تبثیشگنزاس ثبؿنذ.   اص هتفبٍت ثَدى سقیق
ثبؿنذ  ( هنی 2014ًتبیخ هغبعقِ طبضش هغبیش ثب ًتبیخ ًذفی ٍ ّوکبساى )

سگی کِ گضاسؽ کشدًذ اػتفبدُ اص آًتی اکؼیذاى ػجت افنضایؾ یکپنبس  
 (.34ؿَد )غـبی اػپشم قَر هی
هنَلاس الاطینک اػنیذ ثبفنت     هیلی 5/0افضٍدى دس پظٍّؾ طبضش 

ای اػتفبدُ اص فصنبسُ اًنبس   ّبی غیشًشهبل ؿذ. دس هغبعقِکبّؾ اػپشم
ّب ثبفت کبّؾ اػپشم ّبی ثب هَسفَعنَطی غیشعجیقنی   دس تغزیِ هَؽ

ي فقبعیت غـبیی (.  اص ثیي سفت7کِ ثب ًتبیخ ایي تظقیق هغبثقت داسد )
اػپشم ثِ ػجت پشاکؼیذاػنیَى عیپینذی دس غـنبء پلاػنوبیی اػنپشم،      

(. ثنِ  4دعیلی ثش اص ثیي سفتي ػیبعیت غـبء ٍ فقبعیت ػلَل خَاّذ ثَد )
ّوننیي فلننت افننضٍدى هننَاد هظننبفؼ اًذوننبد ٍ هننَاد داسای خبصننیت 

ػجت کن کشدى اثش ؿنَک   تَاًذ یهکٌٌذُ هٌی، ی ثِ سقیقذاًیاکؼ یآًت
یی ثِ اػپشم ؿَد. دس پظٍّؾ طبضش افضٍدى الاطیک اػیذ ػنغض  ػشهب
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MDA داسی کبّؾ ًذاد؛ دس ًتیذِ سا ًؼجت ثِ گشٍُ ؿبّذ ثغَس هقٌی
اکؼنیذاى دس تونبهی   ػلاهت غـبء پلاػوبیی ًیض دس افضٍدى ایي آًتنی 

داسی ثب گنشٍُ ؿنبّذ ًذاؿنت. ًتنبیخ     ػغَص هَسد هغبعقِ تفبٍت هقٌی
یبؿذ کِ ( هی2016یخ هْذی پَس ّوکبساى )پظٍّؾ طبضش هغبیش ثب ًتب

گضاسؽ کشدًذ اػتفبدُ اص آًتی اکؼیذاى گیبّی ثبفنت کنبّؾ هینضاى    
MDA  (. افنضٍدى  29ؿنَد ) اػپشم قَر قضل ثقذ اص فشآیٌذ اًذوبد هنی

کٌٌذُ هٌی خنشٍع ثبفنت افنضایؾ اثنشات     فصبسُ اًبس ثِ هظیظ سقیق
 36ػنبصی تنب   رخیشُهظبفؾتی دس ثشاثش پشاکؼیذاػیَى عیپیذی دس عَل 

 (.5ػبفت ؿذُ ثَد کِ ثب ًتبیخ هغبعقِ ای طبضش هغبثقت ًذاؿت )
فلاٍُ ثش ایي دس پظٍّؾ طبضش توبهی ػغَص الایظیک اػیذ ػجت 

اکؼیذاًی تبم ًؼنجت  ثْجَد پبساهتشّبی هشثَط ثِ افضایؾ ؽشفیت آًتی
ا ّبی آًضیوی ساکؼیذاىثِ گشٍُ ؿبّذ ؿذ، دس طبعیکِ فقبعیت ػبیش آًتی
(  گنضاسؽ کشدًنذ کنِ    2016افضایؾ ًنذاد. هْنذی پنَس ٍ ّوکنبساى )    

اکؼنیذاًی  اػتفبدُ اص آًتی اکؼیذاى گیبّی ثبفت افضایؾ ؽشفیت آًتی
ؿَد کِ ثب ًتبیخ پنظٍّؾ طبضنش هغبثقنت    گـبیی هیاػپشم ثقذ اص یخ

 ( ثب افضٍدى فصبسُ اًنبس ثنِ دینشُ   2008(.  تشک ٍ ّوکبساى )29) داسد
ّبی ًش تبثیش آًشا دسکیفیت اػپشم، تشاکن ػنلَل اػنپشم، فقبعینت    هَؽ
اکؼیذاًی ٍ ػغض تؼتَػتشٍى هَسد هغبعقنِ قنشاس داد، کنِ ًتنبیخ     آًتی

داس فقبعینت  ٍ افضایؾ هقٌی MDA ثیبًگش کبّؾ قبثل هلاطؾِ هیضاى

 ٍ کبتننبلاص (GSH-PX) ، گلَتننبتیَى پشاکؼننیذاص(GSH)گلَتننبتیَى 
(CAT) ل  هَسد اػتفبدُ فصبسُ اًبس ثَد کنِ ثنب ًتنبیخ    دس ػغَص هخت

 (.44پظٍّؾ طبضش هغبثقت ًذاسد )
ّبی ّبی هتقذد دفبفی دس ثشاثش اًَاؿ گًَِّب داسای هکبًیؼناػپشم

ّب ؿنبهل کبتنبلاص، اػنیذ اٍسینک،     اکؼیظى فقبل ّؼتٌذ. ایي هکبًیؼن
تَکنَفشٍل اػنت، اهنب    -αّبی تیَل، اػیذ اػنکَسثیک ٍ  تَسیي، گشٍُ

وتشیي آًْب ػَپشاکؼیذ دیؼوَتبص ٍ گلَتبتیَى پشاکؼنیذاص ٍ ػیؼنتن   هْ
ثبؿٌذ، کِ اطتوبلا الاطیک اػنیذ ثنش سٍی ػنبیش    سدٍکتبص گلَتبتیَى هی

اکؼنیذاًی تنبم ثنِ غینش اص افنضایؾ دس      فَاهل ثبلا ثشًذُ ؽشفیت آًتنی 
ّبی ػَپشاکؼیذ دیؼوَتبص ٍ گلَتنبتیَى پشاکؼنیذاص هنَثش    فقبعیت آًضین
 ثَدُ اػت.
 

 گیری کلینتیجه

آهذُ اص ایي ثشسػی هَیذ آى اػت کنِ اػنتفبدُ اص    ثِ دػتًتبیخ  
هَلاس الاطیک اػیذ ثبفت ثْجَد پبساهتشّبی هشثَط ثِ کیفیت یلیه 5/0

(. ایي دس طبعیؼت کنِ  >05/0Pاػپشم ٍ کبّؾ فشآیٌذ اکؼیذاتیَ ؿذ )
ْ  ّبی پبییيّبی ثبلا ًؼجت ثِ غلؾتغلؾت جنَد  تش تبثیش کوتنشی ثنش ث

 کیفیت اػپشم داؿتٌذ. 

 

 منابع

1- Agarwal, A. and R. A. Saleh. 2002. Role of oxidants in male infertility: rationale, significance, and 

treatment. Urologic Clinics of North America, 29(4):817-827. 

2- Aitken, R.J. 1994. Pathophysiology of human spermatozoa. Current Opinion in Obstetrics and Gynecology, 6(2): 
128–135. 

3- Aitken, R. J., H. M. Fisher, N. Fulton, E. Gomez, W. Knox, B. Lewis, and S. Irvine. 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(4):468-482. 

4- Aitken, R. J. and D. Sawyer. 2003. The human spermatozoon–not waving but drowning. Advances in 
Experimental Medicine and Biology, 518: 85–98. 

5- Al-Daraji, H. J. 2015. The use of pomegranate juice for counteract lipid peroxidation that naturally occurred 
during liquid storage of roosters' semen. Pharmacogn Commu, 5(1): 70-76. 

6- Alvarez, J. G. and B. T. Storey. 1995.  Differential incorporation of fatty acids into and peroxidative loss of fatty 

acids from phospholipids of human spermatozoa. Molecular Reproduction and Development, 42(3): 334–346. 

7- Amini Rad, O., M. A. Khalili and H. R. Soltani Gord Faramarzi. 2009. Influence of pomegranate juice on sperm 
parameters and fertility in mice. Medical Journal of Hormozgan University, 13(3): 182-188. 

8- Bailey, J. L., J. F. Bilodeau and N. Cormier. 2000. Semen cryopreservation in domestic animals: A damaging and 

capacitating phenomenon. Journal of Andrology, 21(1): 1-7. 
9- Bansal, A. K. and G. S. Bilaspuri. 2008. Effect of ferrous sulphate and ascorbic acid on motility, viability and lipid 

peroxidationof crossbred cattle bull spermatozoa. Animal, 2(1): 100–104.  
10- Bilodeau, J. F., S. Blanchette, C. Gagnon and M. A. Sirard. 2001. Thiols prevent H2O2-mediated loss of sperm 

motility in cryopreserved bull semen. Theriogenology, 56(2): 275-86. 
11- Bondet, V., W. Brand-Williams and C. Berset. 1997. Kinetics and mechanisms of antioxidant activity using the 

DPPH free radical method. Food Science and Technology, 30(6): 609-615. 
12- Ceribasi, A. O., G. Turk, M. Sonmez, F. Sakin and A. Atessahin 2010. Toxic effect of cyclophosphamide on 

sperm morphology, testicular histology and blood oxidant–antioxidant balance, and protective roles of lycopene 
and ellagic acid. Basic Clinical Pharmacology and Toxicology, 107(3): 730–736. 



 1999بهار  1، شماره 11های علوم دامی ایران جلد نشریه پژوهش    148

13- Çeribaşı A. O., F. Sakin, G. Türk, M. Sönmez and A. Ateşşahin. 2012. Impact of ellagic acid on adriamycin-

induced testicular histopathological lesions, apoptosis, lipid peroxidation and sperm damages. Experimental and 
Toxicologic Pathology, 64(7-8): 717–724. 

14- Cocuzza, M., S. C. Sikka, K. S. Athayde, and A. Agarwal. 2007. Clinical relevance of oxidative stress and sperm 

chromatin damage in male infertility: an evidence based analysis. International Brazilian Journal of 

Urolology, 33(5):603-621. 

15- Daghigh Kia, H., R. Shahbaz zadeh and I. Ashrafi. 2015. Antioxidant effect of Macrantha Satureja extraction on 
microscopic and biochemical parameters of bull sperm after freeze -thawing process. Animal Science Journal, 
28(108): 101-112. 

16- Domínguez-Rebolledo, A. E., M. R. Fernández-Santos, A. Bisbal, J. L. Ros-Santaella, M. Ramón, M. Carmona, F. 
Martínez-Pastor and J. Garde. 2010. Improving the effect of incubation and oxidative stress on thawed 
spermatozoa from red deer by using different antioxidant treatments. Reproduction, Fertility, and Development, 
22(5): 856–70. 

17- Dorai, T. and B. B. Aggarwal. 2004. Role of chemopreventive agents in cancer therapy. Cancer letters, 215(2): 
129-140. 

18- El-Sheshtawy, R. I., G. A. El-Sisy and W. S. El-Nattat. 2016. Effects of pomegranate juice in Tris-based extender 

on cattle semen quality after chilling and cryopreservation. Asian Pacific Journal of Reproduction, 5(4): 335-339. 
19- Evans, G., W. M. C. Maxwell and S. Salamon. 1987. Salamon’s Artificial Insemination of Sheep and Goats. 

Butterworths, Sydney, Boston. 
20- Farhadi, R., H. Daghigh Kia and I. Ashrafi. 2015. The effect of salvia sahendica ethanolic extract as natural 

antioxidant on quality parameters of cryopreserved Holstein bull sperm. Research on Animal Production, 6(12): 
79-86. 

21- Halliwell, B. and J. M. C. Gutteridge. 1998. Free Radicals in Biology and Medicine (3rd ed.) Oxford University. 
22- Hassoun, E. A., J. Vodhanel and A. Abushaban. 2004. The modulatory effects of ellagic acid and vitamin E 

succinate on TCDD-induced oxidative stress in different brain regions of rats after subchronic exposure. Journal of 
Biochemical and Molecular Toxicology, 18(4): 196–203. 

23- Jones, R., T. Mann, and R. Sherins. 1979. Peroxidative breakdown of phospholipids in human spermatozoa, 

spermicidal properties of fatty acid peroxides, and protective action of seminal plasma. Fertility and sterility, 

31(5):531-537. 
24- Khosrowbeygi, A. and N. Zarghami. 2007. Fatty acid composition of human spermatozoa and seminal plasma 

levels of oxidative stress biomarkers in subfertile males. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 

77(2):117-121. 
25- Kumar, H. and S. Mahmood. 2001. The use of fast acting antioxidants for the reduction of cow placental retention 

and subsequent endometritis. Indian Journal of Animal Sciences, 71: 650–653. 
26- Lenzi, A., L. Gandini, M. Picardo, F. Tramer, G. Sandri, and E. Panfili. 2000. Lipoperoxidation damage of 

spermatozoa polyunsaturated fatty acids (PUFA): scavenger mechanisms and possible scavenger 

therapies. Frontiers in Bioscience, 5(1):1-15. 
27- Maia Mda, S., S. D. Bicudo, C. C. Sicherle, L. Rodello and I. C. S. Gallego. 2010. Lipid peroxidation and 

generation of hydrogen peroxide in frozen-thawed ram semen cryopreserved in extenders with antioxidants. 
Animal Reproduction Science, 122(1-2): 118–23. 

28- Mansour, S. W., S. Sangi, S. Harsha, M. A. Khaleel and A. R. Ibrahim. 2013. Sensibility of male rats fertility 
against olive oil, Nigella sativa oil and pomegranate extract. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 3(7): 
563-568. 

29- Mehdipour, M., H. Daghigh kia, A. Najafi, H. Vaseghi 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. 

30- Mertens-Talcott, S. U. and S. S. Percival. 2005. Ellagic acid and quercetininteract synergistically with resveratrol 
in the induction of apoptosis and cause transient cell cycle arrest in human leukemia cells. Cancer letters, 218(2): 
141-151.  

31- Miller, J. K., E. Brzezinska-Slebodzinska and F. C. Madsen. 1993. Oxidative stress, antioxidants, and animal 
function. Journal of Dairy Science, 76(9): 2812–2823. 

32- Najafi, A., H. Daghigh Kia, H. Mohammadi, M. H. Najafi, Z. Zanganeh, M. Sharafi, F. Martinez-Pastor and H. 
Adeldust. 2014. Different concentrations of cysteamine and ergothioneine improve microscopic and oxidative 
parameters in ram semen frozen with a soybean lecithin extender. Cryobiology, 69: 68-73. 

33- Omur, A. D. and K. Coyan. 2016. Protective effects of the antioxidants curcumin, ellagic acid and methionine on 
motility, mitochondrial transmembrane potential, plasma membrane and acrosome integrity in freeze-thawed 
Merino ram sperm. Veterinarni Medicina, 61(1): 10–16. 



 149     ...الاژیک اسید برای بهبود کیفیت اسپرماکسیدان  استفاده از آنتی

34- Omur, A., K. Coyan, C. Ozturk, S. Gungor and M. Bucak. 2014. The effects of curcumin, ellagic acid and 
methionine on post-thawed Merino rams sperm parameters. The FASEB Journal, 28(1): supplement 759.1. 

35- Osawa, T. 1994. Novel natural antioxidants for utilization in food and biological systems. In Postharvest 
Biochemistry of plant Food-Materials in the Tropics; Uritani, I, Garcia, V, Mendoza V. Japan Scientific Societies 
Press: Tokyo, Japan; 241−251. 

36- Placer, Z. A., L. L. Cushman and B. C. Johnson. 1966. Estimation of product of lipid peroxidation 
(malonyldialdehyde) in biochemical systems. Analytical Biochemistry, 16(2): 359–364. 

37- Priyadarsini, K. I., S. M. Khopde, S. S. Kumar and H. Mohan. 2002. Free radical studies of ellagic acid, a natural 
phenolic antioxidants. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50(7): 2200–6. 

38- Revell, S. G. and R. A. Mrode. 1994. An osmotic resistance test for bovine semen. Animal Reproduction Science, 
36(1-2): 77–86. 

39- Rice-Evans, C. A., N. J. Miller, P. G. Bolwell, P. M. Bramley and J. B. Pridham. 1995. The relative antioxidant 
activities of plant derived polyphenolic flavonoids. Free Radical Research, 22(4): 375–383. 

40- Salamon, S. and W. M. Maxwell. 2000. Storage of ram semen. Animal Reproduction Science, 62(1-3): 77-111. 
41- Schäfer, S. and A. Holzmann. 2000. The use of transmigration and Spermac stain to evaluate epididymal cat 

spermatozoa. Animal Reproduction Science, 59(3-4): 201–211. 

42- Seeram, N. P., L. S. Adams, S. M. Henning, Y. Niu, Y. Zhang, M. G. Nair and D. Heber. 2005. In vitro 
antiproliferative, apoptotic and antioxidant activities of punicalagin, ellagic acid and a total pomegranate tannin 
extract are enhanced in combination with other polyphenols as found in pomegranate juice. The Journal of 
Nutritional Biochemistry, 16(6): 360–7. 

43- Sikka, S. C. 1996. Oxidative stress and role of antioxidants in normal and abnormal sperm function. Frontiers in 
Bioscience, 1.e78–e86. 

44- Tavilani, H., M. T. Goodarzi, A. Vaisi-Raygani, S. Salimi, and T. Hassanzadeh. 2008. Activity of antioxidant 

enzymes in seminal plasma and their relationship with lipid peroxidation of spermatozoa. International Braz 

Journal Urology, 34(4):485-491. 
45- Türk, G., A. Ateşşahin, M. Sönmez, A. O. Ceribaşi and A. Yüce. 2008. Improvement of cisplatin-induced injuries 

to sperm quality, the oxidant-antioxidant system, and the histologic structure of the rat testis by ellagic acid. 
Fertility and Sterility, 89(5): 1474–148.1. 

46- Turk, G., S. M. Sonmez, M. Aydin, A. Yuce, S. Gur, M. Yukselm E. H. Aksu and H. Aksoy. 2008. Effects of 
pomegranate juice consumption on sperm quality, spermatogenic cell density, antioxidant activity and testosterone 
level in male rats. Clinical Nutrition, 27(2): 289–296. 

47- Vattem,  D. A. and K. Shetty. 2003. Ellagic acid production and phenolic antioxidant activity in cranberry pomace 
(Vaccinium macrocarpon) mediated by Lentinus edodes using solid-state system. Process Biochemistry, 39(3): 
367-379. 

48- Verma, A., K. C. Kanwar. 1999. Effect of vitamin E on human sperm motility and lipid peroxidation in vitro. 
Asian Journal of Andrology, 1(3): 151-4. 

49- Woolliams, J. A., G. Wiener, P. H. Anderson and C. H. Murray. 1983. Variation in the activities of glutathione 
peroxidase and superoxide dismutase and in the concentration of copper in the blood in various breed crosses of 
sheep. Research in Veterinary Science, 34 (3): 253-256. 

50- Zalata, A., T. Hafez, and F. Comhaire. 1995. Evaluation of the role of reactive oxygen species in male 

infertility. Human Reproduction, 10(6):1444-1451. 



 1999بهار  1، شماره 11های علوم دامی ایران جلد نشریه پژوهش    151

 

Use of the Ellagic Acid Antioxidant to Improve Quality of Freeze-Thawed 

Ghezel Sperm  

 
Z. Blouky

1
- H Daghigh Kia

2*
- A. Najafi

3 
- M. Mahdipour

3
 

Received: 20-08-2016 

Accepted: 24-06-2017 
 

Introduction The highest damage to the sperm is caused by oxidative stress due to the production of reactive 

oxygen species (ROS). Semen cryopreservation causes some structural, biochemical and functional changes, 

which leads to various problems in sperm transport, survival and fertility rate in domestic animals.  Also, sperm 

metabolism produces ROS, which is potentially harmful to the sperm plasma membrane integrity loss of motility 

.High concentrations of ROS have negative effects on sperm quality and increased degradation of DNA, lipid 

peroxidation and oxidative stress which inhibits sperm motility and changes in sperm infrastructure and finally 

the reduction of fertility. 

Seminal plasma contains enzymes such as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX) and 

catalase (CAT) which have an important role in the inhibition of the deleterious effects of ROS. Lipid 

peroxidation may be due to lack of coordination between SOD, GPX, and CAT in seminal plasma or deficiency 

of total antioxidant capacity of the cell. Ellagic acid is a polyphenol compound that can be found in green tea and 

other natural resources such as pomegranate, strawberry, raspberry, walnut and eucalyptus bark. Ellagic acid 

showed antioxidant and anti-apoptotic effects, it can delay or prevent cellular oxidation; ultimately reduce 

oxidative stress.Ellagic acid increases the activity of enzymes SOD, CAT and GPx by preventing free radical 

attack to cells. This research was conducted to evaluate the antioxidant effect of different levels of Elligic acid 

on microscopic, biochemical parameters, antioxidant enzyme activities and total antioxidant capacity of ram 

semen after freezing-thawing process. 

Materials and Methods Five Ghezel rams were used. Semen samples were collected twice a week using 

artificial vagina. In order to remove individual effects, the semen samples were pooled together. Different levels 

of ellagic acid (0.25, 0.5, 1, 1.5 mM) were added in diluent of tris-lecithin based. After processing and freezing, 

the samples were stored in liquid nitrogen until the time of evaluation. After thawing of semen samples, sperm 

motility parameters were evaluated using CASA system, viability by with Eosin-nigrosin staining, membrane 

integrity with a solution of hypo-osmotic, sperm abnormalities using a solution of Hancock, lipid peroxidation 

by measuring malondialdehyde and the seminal plasma antioxidant enzymes of glutathione peroxidase, 

superoxide dismutase and total antioxidant capacity using the RANDOX Laboratories kit. The data were 

analyzed with SAS (9.1.3) software using GLM procedures. 

Results and Discussion The results showed that the levels of 0.25, 0.5, 1 and 1.5 mM ellagic acid improved 

survival and total motility parameters (P< 0.05). Addition of 0.5 mM ellagic acid reduced abnormal sperm, but 

improved the linearity motion, straight line velocity and average path velocity of sperm (P< 0.05). Addition of 

0.25 mM level improved the curvilinear velocity compared to the control group. Total antioxidant capacity was 

improved in all the treated compared to the control group (P< 0.05). Increasing TAC level in seminal plasma 

may have a significant role in sperm normality. No significant difference was found in the glutathione 

peroxidase activity and superoxide dismutase enzymes and malondialdehyde levels in treatments containing 

ellagic acid compared to the control group. Sperm have multiple mechanisms of defense against reactive oxygen 

species. These mechanisms include catalase, uric acid, taurine, thiols, ascorbic acid and α-tocopherol, but the 

superoxide dismutase, glutathione peroxidase and glutathione reductases are the most important ones. Apart 

from the increase in the activity of superoxide dismutase and glutathione peroxidase enzymes, ellagic acid 

probably had an impact on other factors to increase the total antioxidant capacity. All levels of ellagic acid non-

significantly increased the plasma membrane integrity compared to the control group. The loss of sperm plasma 

membrane activity due to the lipid peroxidation may lead to loss of membrane fluidity and cell activity (Aitken 
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and Sawyer, 2003). For this reason, addition of cryoprotectants and antioxidants to the extender can reduce the 

effects of cold shock on sperm.  
Conclusion The findings of this study showed that the diluent containing 0.5 mM ellagic acid significantly 

improved sperm parameters compared to other levels, after freezing-thawing process. 
 
Keywords: Cryopreservation, Ellagic acid, Ram, sperm. 
 


