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  چکیده

 هـاي  یمآنـز   فعالیـت  و یوشـیمیایی ب یکروسـکوپی، م پارامترهـاي سطوح مختلف عصاره نسـترن بـر    اکسیدانی  یاثر آنت یمنظور بررسه این مطالعه ب
هاي تعیـین غلظـت بهینـه     بعد از انجام پیش آزمایش انجام شد. قزل قوچ رأس 5 از استفاده با گشایی  یخ-انجماد یندقوچ پس از فرآ اسپرم اکسیدانی یآنت

زرده -یستـر  هیپا اب کننده قیرق بهانتخاب و ) 100، 150، 200لیتر  لیتر بر میلیمیکرونسترن ( اهیعصاره گرم رقیق شده، سه غلظت روي اسپرم تازه و اسپ
مخلوط  ی با هممن يها نمونه يمنظور حذف اثرات فرده ب .ددنش گرفتهبا استفاده از مهبل مصنوعی  باردو  يا هفته یمن يها نمونهتخم مرغ افزوده شد. 

 یکپـارچگ ی ،یمـان  تحرك اسپرم، زنـده  يپارامترها ییگشا خیشدند. پس از  ينگهدارمایع در ازت  یابیانجماد تا زمان ارزپس از فرآوري و  ها نمونه. ندشد
کـل   تی ـو ظرف زسموتاید دیسوپراکس داز،یسپراک ونیگلوتات یدانیاکس یآنت يها میآنز تیفعالپراکسیداسیون غشاي لیپیدي، اسپرم،  هاي ناهنجاري ،غشاء

به  نسبت یمورد بررس يمارهایاسپرم ت يو مورفولوژ دیآلده يمالون د زانیمدر  دار یمعن اختلافنتایج حاکی از عدم وجود . شدند یابیارزی دانیاکس یآنت
 .)>05/0P( بـود  ینکمتـر هد بـا گـروه شـا    سـه یدر مقا 100 نسـترن  گـروه در  دیپیل ونیداسیپراکس مقدار و یعیطب ریغ يها اسپرم درصد. بود شاهد گروه
 یرسـرعت در مس ـ  يپارامترهـا  .)>05/0P( از گـروه شـاهد بهتـر بـود     150نسترن  گروه در رونده  پیش تحرك و کل تحرك غشاء، یکپارچگی مانی، زنده
اکسـیدانی کـاهش    تـی ارزیـابی ظرفیـت تـام آن    .)>05/0P( بـود  یشـتر ب یگـر د يهـا  با گروه یسهدر مقا 100سر در گروه نسترن  یو تحرك عرض یمنحن
و  150هـاي نسـترن    در گـروه  سـموتاز ید دیسوپراکس. مقدار آنزیم )>05/0P(نسبت به گروه شاهد نشان داد  200 و 100هاي نسترن  داري در گروه معنی
    .)>05/0P(داري داشت  افزایش معنی 200

  
  .نسترن عصاره کننده، رقیق گشایی، یخ-انجمادقوچ،  اسپرم اکسیدان،  آنتی: یديکل هاي واژه

  
    1  مقدمه

 یژناکس ـ باعـث تولیـد   مختلف يها گونه اسپرم هوازي متابولیسم
 يحـاو کـه  اسپرم  ییپلاسما يغشا ايبر شود. این ترکیبات می 4فعال

 سـطح ). 25 و 22، 11( باشد میمضر  است،اشباع  غیرچرب  هاي یداس
 ـ هاي واکنش براي ROS یزیولوژیکف تحـرك و   یشافـزا  ی،آکروزوم

 یاثر منف ROS یادز يها است. غلظت يها ضرور اسپرم یريپذ یتظرف
 پراکسیداسیون ،DNA یبتخر یشافزا داشته و باعث اسپرم یفیتبر ک

                                                             
 دانشگاه ،کشاورزي دانشکده ،دامی علوم گروه ارشد کارشناسی آموخته دانش - 1

  ،تبریز
  ،تبریز دانشگاه ،کشاورزي دانشکده ،دامی علوم گروه داستا - 2
  .تبریز دانشگاه ،کشاورزي دانشکده ،دامی علوم گروه دانشجوي دکتري - 3
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4- Reactive oxygen species 

مهـار   شود کـه ایـن امـر موجـب     اکسیداتیو می تنش و لیپیدي غشاي
در نهایت موجـب   فراساختار اسپرم شده ودر  ییرتغ یزقدرت تحرك و ن

ــاهش ــد  ک ــاح و درص ــارور لق ــی يناب . )43 و 23، 3، 2،1( شــوند م
نـوع آرایـش لیپیـدهاي     با ایجـاد تغییـرات در    لیپیدي پراکسیداسیون
شناخته شـده  و مضر  تحرك اسپرم یک فرایند کاهش و غشاي اسپرم

 توسط مثلی تولید فرآیند در لیپید پراکسیداسیون کنترل. )5 و 4است (
 و اسـپرم  لداخ ـ محـافظ  هـاي  آنـزیم  و اکسـیدانی   آنتی هاي مولکول

ی هـای  داراي آنـزیم  یمن ي). پلاسما36( شود می اعمال منی پلاسماي
 و) GPX( پراکسـیداز  گلوتـاتیون )، SOD( دیسموتاز نظیر سوپراکسید

است که نقش مهمی در بازدارندگی از اثـرات مخـرب    )CAT( کاتالاز
ROS شـود  یسبب کاهش تحرك اسپرم م یپیدل پراکسیداسیون. دارند 

 ـ یهماهنگ عدماز  یناشکه ممکن است   وSOD،  GPX یـت فعال ینب
CAT ی و یا کمبود ظرفیت تام آنتی اکسیدانی سـلول من يدر پلاسما 
 ـ یـک  عنوان به ها یمآنز این). 38باشد ( کننـده  و مهـار   اکسـیدان   یآنت
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تنهـا   یداتیواکس ـ یبآس ـ ین. بنـابرا کننـد  یعمل م یپیدل یداسیونپراکس
 ـ  بلکه  نبوده ROS یدبه تولوابسته  اسـپرم و   اکسـیدانی  یبـه دفـاع آنت
  ).  20دارد ( یبستگ یزن یمن يپلاسما

هــاي آزاد، اســپرماتوزوآ و  در مقابــل اثــرات پاتولوژیــک رادیکــال
هـاي آنزیمـی و    اکسـیدان   اي از آنتـی  پلاسماي منی داراي مجموعـه 

 غیرآنزیمی با وزن مولکولی پایین، تحت عنوان کلی ظرفیت تام آنتـی 
 ـ  اکسـیدان   شـد. ایـن آنتـی   با مـی  1اکسیدانی  آوري  عنـوان جمـع   ههـا ب

 ROSهاي آزاد جهت حفاظت اسپرماتوزوآ در برابر  هاي رادیکال کننده
جاي ه طبیعی ب هاي اکسیدان  آنتی از ). امروزه استفاده8کنند ( عمل می

سایتوتوکسـیک   سمی ترکیبات که حاوي سنتتیک هاي اکسیدان  آنتی
 آنتـی ). 42 و 26قرار گرفتـه اسـت (   مورد توجه محققانبسیار  هستند

نقـش  هـا   فنـول  و یدهافلاونوئدلیل دارا بودن ه ب گیاهی هاي اکسیدان 
ر دحفاظت از اسپرم و  آزاد هاي یکالکردن راد یدر جذب و خنثمهمی 

    ).14( دارند يمحافظت انجماد یندفرآ یط
 حال بیشبه  تا که است رز وحشی هاي گونه از یکی 2نسترن گیاه

 محتواي پلی فنولی بالاي نسترن،. است شده شناخته آن گونه 100 از
. عنوان یک گیاه هدف براي مطالعه بیشتر معرفی کرده اسـت  هرا ب آن

 موتاژنیک آنتی اکسیدانی، آنتی اثرات داشتن بدلیل ترکیبات پلی فنولی
ــی و ــینوژنیک آنت ــناخته کارس ــده ش ــتند ش ــیتین). 35( هس  کوئرس
)Quercetin( ،ا الایژیـــک) ســـیدEllagic acid ( کـــامفرول  و
)kaempferol( هستند نسترن گیاه فنولی ترکیبات ترین شده شناخته .

 عنـوان  هب بلکه اکسیدان  آنتی عنوان هب تنها نه است ممکن نسترن گیاه
 لیدله ب نسترن .)46( کند فعالیت نیز غلظت به وابسته پراکسیدان یک

 ـ  و C نیتـام یاز و یقابل تـوجه  ریداشتن مقاد  يدارا یفنـول  یمـواد پل
 از اسـتفاده  بررسـی مطالعـه   ایـن  هـدف  .است یدانیاکس  یآنت تیفعال

 گیاهی اکسیدان  یآنت یک عنوان به نسترن گیاه عصاره مختلف سطوح
-انجماد فرآیند طی قزل قوچ اسپرم عملکرد و منی کیفیت بهبود براي

 .بود گشایی یخ
  
  ها روش و مواد
  نسترن عصاره تهیه

آوري شـده و   ه نسترن از منظقه آذربایجـان شـرقی جمـع   میوه گیا
) اسـتخراج گردیـد.   37( 3عصاره اتانولی آن با روش توسلی و دیجومـه 

 سی سی 25درصد و  80 ینتوئ یکرولیترم 15 دست آمده دره بعصاره 
 .شد حل تقطیر دوبار آب

  
  منی سازي رقیق و آوري جمع

                                                             
1- Total antioxidant capacity 
2- Rosa canina 
3- Tavassoli and Djomeh 

انجـام شـد.    ریـز دانشگاه تب خلعت پوشان یستگاهدر ا یقتحق این
 یطـی و مح اي یـه تغذ یطشـرا  بااز پنج رأس قوچ قزل  یمن يها نمونه

. یـد دوبـار در هفتـه اخـذ گرد    ی وبا استفاده از مهبل مصـنوع یکسان، 
غلظـت   رنـگ،  حجـم،  نظر از ها قوچ از یک هر منی هاي سپس نمونه

 ياسپرم با موفولوژ یزانبه ادرار و خون و م یتحرك، عدم آلودگ اولیه،
 ـ   یمن يها نمونهسپس شده و  یبررس یعیطب غلظـت   ی،بـا رنـگ کرم

 یشـتر تحرك ب ،لیتر رقیق نشده یلیاسپرم در هر م یلیاردم یکاز  یشترب
 طبیعـی  یـر درصـد اسـپرم غ   10کمتـر از   يدرصـد و مورفولـوژ   70از 

صورت،  ینا یردر غ ).17 و 7شدند ( گرفته نظر در نرمال منی عنوان هب
اثـرات   و احتمـالا  ينظور حـذف اثـرات فـرد   مه ب. یدنمونه حذف گرد

 بـا  نرمال در مقادیر مساوي از هر قوچ هاي ونهها، نم نمونه ینمتقابل ب
-تـریس  پایـه  بـر  اي کننده رقیق از تحقیق این درهم مخلوط شدند. 

گـرم در   14 یتریکس ـ یداس یتر،گرم در ل 1/27 یس(تر مرغ تخمزرده 
 7 یسـرول درصد، گل 25م مرغ زرده تخ یتر،گرم در ل 10فروکتوز  یتر،ل

 ی) به همراه سطوح مختلف عصاره نسترن استفاده شد. آنت30درصد) (
، 200لیتـر   (میکرولیتر بـر میلـی   مختلف يها با نسبت یاهیگ  اکسیدان 

بـافر و زرده تخـم مـرغ و     يفـالکون حـاو   يها به لوله )0، 100، 150
سـطوح  . لازم بـه توضـیح اسـت کـه انتخـاب      افزوده شدند یسرولگل

دست آوردن نتایج حاصل از آزمایشات اولیه سطح ه الذکر پس از ب فوق
سنجی انجام گرفت. نتایجی که در آن سـطوح کشـنده و سـطوح بـی     

ثیر بدست آمدند و سپس اقدام به تعیین سطوح بین ایـن دو محـدوه   أت
 یپـس از ط ـ دست آیـد.  ه گردید تا سطوح بهینه با بهترین اثرگذاري ب

 ـ يهـا  نمونـه  ،و تعادل يساز مراحل سرد  25/0 هـاي  یوتدر پـا  یمن
در ازت بعد از انجماد تـا زمـان ارزیـابی     ها یوتپر شدند. پا یتريل یلیم
 .شدند نگهداري )-C° 196( یعما

  
  اسپرم پارامترهاي ارزیابی و گشایی یخ

ر داخـل  د یمن يحاو یوتپا هاي منی ابتدا منظور ارزیابی نمونهه ب
شـده و سـپس    ییگشـا   یـخ  یهثان 30مدت  در )C° 37(حمام آب گرم 

شـماره   یتـري ل یلـی م 5/1 یکروتیـوب م یکدر درون  محتویات پایوت
و بازگشـت آب   یريکرده و سپس جهت تطابق پذ یهشده تخل يگذار

پس از  در حمام آب گرم قرار داده شد. یقهدق 10به مدت  یدرون سلول
شامل تحرك  )Motilityیی (جنبا هاي یژگیو یونو انکوباس گشایی  یخ
 ـ هـاي  ویژگـی  و 5رونـده  پیش تحرك ،4کل  یـانگین شـامل م  یحرکت

ــی مســیر در ســرعت ،6یرســرعت در مســ  مســیر در ســرعت ،7منحن
 طی مسیر راستی ،2جنبایی بودن خطی ،1سر عرضی جنبایی ،8مستقیم

                                                             
4- Total motility (TM) 
5- Progressive Motility (PM) 
6- Average path velocity (micron/sec) 
7- Curvilinear velocity (micron/sec) 
8- Straight- line velocity (micron/sec) 
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 CASA(5( اي یانـه را یزآنال یستمس توسط 4زنش یو تناوب عرض 3شده
صورت بـود   ین. روش کار به ایددگر یابیارزVT SPERM 3.1  مدل
لام از قبـل   ياز هر نمونه ذوب شده را برداشـته و رو  یکرولیترم 5که 

شد. از هـر نمونـه    یزآنال یکروسکوپم یرگرم شده قرار داده شد و در ز
 200انتخـاب شـده و حـداقل     یطور کـاملاً تصـادف  ه ب یلدف 5حداقل 

   .یداسپرم شمارش گرد
 -ائـوزین  آمیزي رنگ روش از استفاده اب اسپرم مانی زنده وضعیت

بـدین  شـد.   یابی) ارز13گراف و همکاران ( وبراساس روش د نیگروزین
 یک ياز رنگ، رو یکرولیترم 5را با  یاز نمونه من یکرولیترم 10منظور 

 یگـر لام د یـک مخلوط کرده سپس بـا   یلام گرم قرار داده و به آرام
گرفتـه و   قـرار  C°37 يشده در دما یهشد. گسترش ته یهگسترش ته

فـاز   یکروسـکوپ اسپرم با استفاده از م 200پس از خشک شدن تعداد 
  .قرار گرفت یکنتراست مورد بررس

 تسـت  از اسـپرم  سلول پلاسمایی غشاي یکپارچگی بررسی براي
ریوال  اساس روش بر HOST(6( هیپواسموتیک محیط در اسپرم تورم

از  یکرولیترم 100ست ابتدا ت ینانجام ا برايشد.  ) استفاده31و مرود (
شـده   یفیوژسـانتر  یاز نمونه من یکرولیترم 10با  یپواسموتیکمحلول ه

مخلوط شـده و بـه    یبه آرام یمار) هر تg1200در  یقهدق 10مدت  به(
ــدت  ــهدق 30م ــرم  یق ــام آب گ ــه C°37در حم  5 ســپس. شــد انکوب

 قـرار  شده دما هم پیش از لام روي بر شده مخلوط نمونه از میکرولیتر
اسپرم شمارش شد.  200عداد ت فازکنتراست میکروسکوپ توسط و داده

 يبـا غشـا   يهـا  عنوان اسـپرم  هبا دم تاب خورده و متورم ب يها اسپرم
 عنـوان  بـه با دم صاف  يها سالم در نظر گرفته شد و اسپرم ییپلاسما
  .شدند تعیین دیده آسیب غشاي با اسپرم

 لول هـانکوك اسـتفاده شـد   از مح اسپرم مورفولوژي ارزیابی براي
 ـ  یکرولیترم 10اسپرم  يمورفولوژ یابیارز براي ).21(  یاز هر نمونـه من

از محلـول   یکرولیتـر م 150 يحـاو  هاي یکروتیوبشده به م ییگشا یخ
لام قـرار   يمخلـوط رو  یـن قطره از ا یکهانکوك افزوده شد. سپس 

 شـمارش  فازکنتراسـت  میکروسـکوپ  زیر اسپرم 200گرفته و حداقل 
بودن  یعیطب یرغاعم از  طبیعی یرو غ یعیطب يها رصد اسپرمردید. دگ

دم  هـاي  یبو آس ـ طبیعی یرغ یانیبخش م یده،چسب يآکروزوم، سرها
  محاسبه شد.  

 یپیـد شـاخص ل  عنـوان  بـه که  )MDAید (آلده يد مالون غلظت
ــه یداســیونپراکس ــ يهــا در نمون ــا اســتفاده از واکــنش   یمن اســت ب

                                                                                 

1- Lateral head displacement (micron) 
2- Linearity (%) (LIN = VSL/VCL × 100) 
3- Sperm track straightness (%) (STR=VSL/VAP×100) 
4- Beat cross frequency (Hz) 
5- Computer Assisted Sperm Analyzer 
6- Hypo-Osmotic Swelling Test 

 یزان). م16شد ( یريگ اندازه MDAبا  7)TBAید (اس یوباربیتوریتیکت
گیـري از روش   منی بـا بهـره   هاي یسموتاز نمونهد یدسوپراکس یتفعال

شـرکت رنـدوکس    Ransod ) و با استفاده از کیت41وولیامز و وارنر (
)RANDOX Laboratories Ltd., UK(  .مورد سنجش قرار گرفت

) 29( ینو والنت یلاپاگاساس روش  بر یدازپراکس یونگلوتات یمآنزمیزان 
ــت   ــتفاده از کی ــا اس ــدوکس ( Ranselو ب ــرکت رن  RANDOXش

Laboratories Ltd., UK( ــدازه ــريگ ان ــد. ظرفیــت ی ــی گردی  آنت
 و همکـاران  یلـر مکمک روش  با )TACی (من يپلاسما اکسیدانی تام 
 RANDOX Laboratories( کیـت رنـدوکس  اسـتفاده از   و با )27(

Ltd., UK( ر گرفت.مورد سنجش قرا  
  
  آماري آنالیز

 يها . دادهیدتکرار انجام گرد 5و هرکدام در  یمارت 4با  یقتحق این
نامتعـادل و براسـاس مـدل     یبدست آمده در قالب طرح کاملاً تصـادف 

 یـه ) و بـا کمـک رو  SAS )3.1.9و با استفاده از نرم افـزار   یرز يآمار
GLM ـ یینتع يشدند. برا یزآنال  از  اکسـیدان   آنتـی اثـرات   يدار یمعن

 ـ  استفاده اي توکی یسهآزمون مقا در سـطح   يدار یشد و اخـتلاف معن
  .شد گرفته نظر در ثابت اثر عنوان به تیمار اثرگزارش شد.  05/0

)1(  Yij   = µ  + Treati + eij 
 اثـر  Treatiجمعیـت،   میـانگین  µام،  ij مشـاهده  Yijدر این معادلـه،  

 باشد. می ام ij ناشناخته عوامل اثر eij و تیمارها
  
   نتایج

لیتـر   میکرولیتـر بـر میلـی    100 یماريگروه ت دهد ینشان م نتایج
تحـرك کـل    بـر  يدار یمعن یرنسترن نسبت به گروه شاهد تأث عصاره
 يدر گـروه حـاو   لیتـر  میکرولیتر بر میلـی  150 سطح افزودن و نداشته

صفات تحرك کل را  يدار یمعن به طورکننده   یقعصاره نسترن به رق
سطوح بـالاتر عصـاره    يحاو یماريت يها به گروه شاهد و گروهنسبت 

از اسـتفاده از سـطح    یناش ـ یشـرونده ). تحـرك پ P>05/0( بهبود داد
بـه   نسـترن  عصاره حاوي گروه لیتر در میکرولیتر بر میلی 150یماري ت

). اخـتلاف  P>05/0( یافـت  افـزایش  شـاهد  به نسبت داري معنی طور
مطالعـه   یجدار بـود. نتـا   یمعن یرهد غنسبت به شا یماريسطوح ت یرسا

سـرعت در   یر،سرعت در مس یانگینآن است که صفات م یانگرحاضر ب
بـودن تحـرك و    یشده درصـد خط ـ  یط یرمس یم، راستیمستق یرمس

عصاره نسـترن نسـبت    يحاو يها کننده یقزنش در رق یتناوب عرض
در  پارامتر سـرعت در مسـیر منحنـی    دار بود. یمعن یربه گروه شاهد غ

داري نشان  لیتر افزایش معنی میکرولیتر بر میلی 100 و 150هاي  گروه
                                                             
7- Tiobarbitoretic Acid 
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میکرولیتـر بـر    100یمـاري  در گـروه ت  نیـز  سـر  عرضـی  داد. تحـرك 
بهبود  يدار یطور معنه عصاره نسترن نسبت به گروه شاهد ب لیتر میلی
و  150 از آن است که افـزودن سـطوح   یحاک یج). نتاP>05/0( یافت

ــ 100 ــر ب ــر ر میلــیمیکرولیت ــالقوه  لیت ــر ب  روي اي عصــاره نســترن اث
 آنتـی  اثـر  بـه  تـوان  مـی  کـه  کردند ایجاد ها اسپرم تحرك پارامترهاي

 .)1(جدول  برد یپ آن اکسیدانی 
  

 1ییگشا یخ-انجماد یندتحرك اسپرم پس از فرآ يها سطوح مختلف عصاره نسترن بر فراسنجه یرتأث - 1 جدول

Table 1-The effect of different levels of Rosa canina extract on sperm motility parameters after freezing-thawing 
process1 

 فراسنجه هاي تحرك اسپرم
 Sperm motility parameters 

  2تیمارهاي آزمایشی

Tretments2  SEM P-value  
Control  R.c 100  

(µL mL-1) 
 R.c 150  
(µL mL-1) 

R.c 200 
(µL mL-1) 

 (درصد) تحرك کل
 (%)TM 44.60b 46.75b 57.40a 41.75b 2.024 0.0004 

 (درصد) تحرك پیشرونده
 (%)PM 27.73bc  28.17b 34.56a 24.43c 1.140 0.0002 

 (میکرومتر بر ثانیه) میانگین سرعت در مسیر
VAP (µm sec-1) 

20.82a  26.21a 24.64a 21.09a 3.050 0.5434 

 یکرومتر بر ثانیه)(م سرعت در مسیر مستقیم
VSL (µm sec-1) 

17.82 a  21.75a 19.74a 16.15a 2.422 0.4578 

 (میکرومتر بر ثانیه) سرعت در مسیر منحنی
VCL (µm sec-1) 

50.91d  62.36bc 60.92bc 54.24cd 3.949 0.0167 

 (درصد) راستی مسیر طی شده
 (%)STR 70.93 a  71.09 a 70.95 a 71.19 a 0.018 0.9996 

 (میکرومتر) رك عرضی سرتح
ALH (µm) 

1.21b  1.95a 1.73ab 1.41ab 0.231 0.0153 

 (درصد) درصد خطی بودن تحرك
 (%)LIN  26.46a  29.51a 27.54a 28.14a 0.200 0.3890 

 )هرتز( تناوب عرضی زنش
BCF (Hz) 

15.08a  13.05a 15.40 a 12.82a 1.607 0.5717 
  ). P>05/0( باشند داري می شابه داراي اختلاف معنیهاي هر ردیف با حروف غیر م میانگین 1
 )R.c 150 (µL mL-1(( لیتر) میکرولیتر بر میلی 150عصاره نسترن ( -)R.c 100 (µL mL-1)( لیتر) میکرولیتر بر میلی 100عصاره نسترن ( -تیمارهاي آزمایشی عبارتند از گروه شاهد  2

 .)R.c 200 (µL mL-1)( لیتر) میکرولیتر بر میلی 200عصاره نسترن ( –
1 Means within same row with different superscripts differ significantly (P<0.05). 
2 Treatments are: control- R.c 100= Rosa canina 100 (µL mL-1)- R.c 150= Rosa canina 150 (µL mL-1)- R.c 200= Rosa canina 200 
(µL mL-1). 

  
 لیتـر  میکرولیتر بر میلی 150 که افزودن سطح دهد ینشان م نتایج

 یمان باعث بهبود زنده يدار یمعن به طورکننده  یقعصاره نسترن به رق
 هـاي  گـروه  سـایر  و شـاهد  گـروه  بـه  نسبت گشایی یخ از ها بعد اسپرم

لیتـر   میکرولیتر بر میلی 200 در سطح تیماري ).P>05/0( شد تیماري
  ).P>05/0(به کاهش داشت مانی اسپرم تمایل  درصد زنده
نسـترن   عصاره دارايکه هاي منی  اد در نمونهنشان د یزآنال نتایج

 ییهـا  اسـپرم  تعداد ،گشایی یخاز  لیتر بودند بعد میکرولیتر بر میلی 150
 ،بـود  یشـتر بداري  طور معنیه بخورده داشتند  یچمتورم و پ يها که دم

از انجمـاد بـه    یاش ـها در برابر صـدمات ن  اسپرم يکه غشا یمعن ینبد
 اثـر  تیمارهـا  بـالاتر  که سـطح  در حالی ).P>05/0حفظ شدند ( یخوب

 .داشتند صفت این روي منفی

 افـزودن  نشان داد که ها اسپرم يمورفولوژنتایج حاصل از ارزیابی 
شکل و ساختار روي  بر آماري لحاظ از نسترن عصاره شده ذکر سطوح

امـا  . نداشـت  داري معنـی  تها نسبت به گروه شاهد تفاو طبیعی اسپرم
میکرولیتـر بـر    150و  100طبیعـی در سـطوح    هاي غیـر  میزان اسپرم

میکرولیتـر بـر    200 لیتر نسبت به گروه شاهد کاهش و در سطح میلی
 لیتر افزایش یافت. میلی

 (LPO)یـزان پراکسیداسـیون لیپیـدي    از سنجش محاصل  نتایج
عصـاره   لیتـر  یلـی میکرولیتـر بـر م   100که اضافه کردن دهد ینشان م
شده  یدتول MDA یزانکننده، موجب کاهش م یقرق یطمح به نسترن

 آن توجـه  جالب. نبود دار معنی شاهد گروه با مقایسه ید که این درگرد
واکـنش،   یطعصاره نسترن به مح ـ یشترب يها غلظت کردن اضافه که،
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بلکـه موجـب    یدنگرد یپیدل یداسیوننه تنها موجب کاهش روند پراکس
 200در گـروه   یشافـزا  یـن ا ي کهطوره ب شد MDAغلظت  شیافزا

 بود. دار ینسبت به گروه شاهد معن لیتر میکرولیتر بر میلی
 حـاوي  هـاي  گـروه  در اکسـیدانی  آنتـی  هاي آنزیم فعالیت ارزیابی

کـه فعالیـت    دهد یم نشان  5شکل مختلف عصاره نسترن در  سطوح
میکرولیتـر بـر    200 و 150 هـاي  آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در گروه

فعالیت  ).P>05/0(داري داشت  لیتر نسبت به شاهد افزایش معنی میلی
لیتر  میکرولیتر بر میلی 150 آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز در سطح غلظت

میکرولیتـر بـر    100 تمایل بـه افـزایش داشـت؛ همچنـین در سـطح     
 لیتر میزان این آنزیم تمایل بـه کـاهش داشـت. میـزان فعالیـت      میلی
لیتر  میکرولیتر بر میلی 200و  100 اکسیدانی تام در سطوح غلظت آنتی

 اما در سطح )P>05/0(داري نسبت به گروه شاهد داشت  کاهش معنی
اکسـیدانی تـام     لیتر میزان فعالیت آنزیمی آنتی میکرولیتر بر میلی 150
 دار بود. معنی  غیر

 
  بحث

متحمـل   ییگشـا  یـخ تغییراتی کـه طـی انجمـاد و    به علت  اسپرم
اسـت.   هـاي اسـمزي، مکـانیکی و اکسـیداتیو     یبمستعد آس ـ شود می

هـا بـه    اکسـیدان   یآنتافزودن  راهکاري که امروزه پیشنهاد شده است،
 .نماید ها جلوگیري تا از این آسیب باشد ی میکننده من یقرق

  

  
  نسترن عصاره تیماري مختلف سطوح از استفاده با مانی زنده فراسنجه میانگین مقایسه - 1شکل 

Figure 1- Comparing the mean viability parameter using different levels of Rosa canina extract 
  

  
 عصاره نسترن یماريبا استفاده از سطوح مختلف ت ییپلاسما يغشا یکپارچگیفراسنجه  یانگینم مقایسه - 2شکل 

Figure 2- Comparing the mean plasma membrane integrity parameter using different levels of Rosa canina extract 
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  عصاره نسترن یمارياسپرم با استفاده از سطوح مختلف ت يفراسنجه مورفولوژ یانگینم مقایسه - 3شکل 

Figure 3- Comparing the mean sperm morphology parameter using different levels of Rosa canina extract  
  

  
 عصاره نسترن یماريبا استفاده از سطوح مختلف ت یداسیونپراکس یپیدفراسنجه ل یانگینم مقایسه - 4شکل 

Figure 4 - Comparing the mean Lipid peroxidation parameter using different levels of Rosa canina extract 
  

 ترکیبات که اند داده نشان آزمایشگاهی شرایط در فراوان مطالعات
آزاد  هـاي  یکـال راد مستقیم مستقیم و یا غیر طوره ب توانند می فنولیک

و  یدروکسـیل ه یکـال راد یدروژن،هیدپراکس ـ ید،سوپراکس ـ یـون مانند 
ــ يرا پاکســاز یلپراکســ ــر  یحتــ کــه يطــوره و جــاروب کننــد؛ ب اث

ــ ــیدانی یآنت ــنا اکس ــاتترک ی ــترب یب ــامیناز و یش ــاي یت و  C ،E ه
عمـل   ییتوجـه بـه توانـا    ). بـا 17(اسـت   یکتسـنت  هاي اکسیدان یآنت

و  یدروکســیلمــاده دهنــده گــروه ه یـک  عنــوان بــه یفنلــ یبـات ترک
 ـ یبـات ترک یـن ا ي،فلز هاي یون یکنندگ کیلاته یتخصوص  یخـوب ه ب

نشـان   یشـین ). مطالعات پ28آزاد را مهار کنند ( هاي یکالراد توانند یم
نسترن قادر به مهار  یاهموجود در گ یکمتعدد فنول یباتاند که ترک داده

 است صورت این به آن مکانیسم که باشند یم یژنفعال اکس يها گونه
 کننده القا که مس و آهن مانند فلزي هاي یون با فنولیک ترکیبات که

 عوامـل  دسـترس  از را آنها و شده کیلات هستند، اکسیداسیون فرآیند
 از استفاده ). مطالعات انجام شده حاکی10کنند ( می خارج کننده اکسید

 ـ یقدر رق یاهانگ عصاره اتانولی از  حیـوانی  گونـه  چنـدین  یکننده من
عصـاره  )، 7در گوسـفند (  یخـک جوانـه م  یاه. استفاده از عصاره گاست
)، عصـاره  18در گـاو (  يسـهند  یگل یممر)، 33ي در گاو (سهند مرزه

در  سـاکرا  یولارود یاهگ ی، عصاره آب)44و  12(و گاو  بزدر  يرزمار یآب
 ـ یاهیگ هاي اکسیدان  یاز آنتی های نمونه) 45(وك خ در کـار رفتـه   ه ب
 . است یکننده من یقرق
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 نسترن عصاره تیماري مختلف سطوح از استفاده با کل اکسیدانی آنتی ظرفیت و پراکسیداز گلوتاتیون هاي سوپر اکسید دیسموتاز، آنزیم فعالیت میزان میانگین مقایسه - 5شکل 

Figura 5 - Comparing the mean measure enzymes activity of superoxide dismutase, glutathione peroxidase and total 
antioxidant capacity using different levels of Rosa canina extract   

 
کننده، موجب بهبود  یقمطالعه افزودن عصاره نسترن به رق یندر ا
اسـپرم در   ییپلاسما يغشا یکپارچگی ی،مان تحرك، زنده يپارامترها

 هـاي  یبها را در برابـر آس ـ  توانست اسپرمبا گروه شاهد شد و  یسهمقا
 توانـد  یبهبود م ینا یلاز دلا یکی محافظت کند که احتمالا یداتیواکس

 یـن توسط عصاره اROS آزاد بخصوص  هاي یکالاز حد راد یشمهار ب
 يقـو  یارتبـاط   است. ها شده باشد که موجب بهبود تحرك اسپرم یاهگ
 ـ   ROS یدتول ینب  کـه  يطـور ه و کاهش تحرك اسـپرم وجـود دارد ب

 ـ یدپراکس ـ یدروژنمشخص شده است ه  يدر سراسـر غشـا   توانـد  یم
 یمماننـد آنـز   یـاتی ح هـاي  یمآنـز  یبرخ ـ یـت اسپرم پخش شده و فعال

با کنترل غلظـت   یمآنز ینرا مهار کند. ا یدروژنازفسفات ده 6 -گلوکز
هگـزوز مونـو فسـفات و کنتـرل      یرمنحرف کردن مس یقگلوکز از طر

و تحـرك اسـپرم دارد    ATP یددر تول ینقش اساس NADPH یتفعال
کننده، توانسته است بـا محافظـت    یق). افزودن عصاره نسترن به رق2(

آنها  ییپلاسما يغشا یکپارچگیو  یمان زنده ،ها ساختمان غشاء اسپرم
از آن  یحـاک  یشـین پ العـات را نسبت به گروه شاهد بهبود ببخشد. مط

قادرنـد بـا پوشـش     یـدها بخصوص فلاونوئ یکفنول یباتاست که ترک
داده و متوقف کننـد.   ییررا تغ یپیديل یداسیونپراکسروند  یپیدهادادن ل
از  یشب یداز تول یريجلوگ ی،سلول يغشاها یالیتبا کاهش س ینهمچن

ــه ــا حــد گون ــ يه ــردن پراکس  یژناکس ــال و محــدود ک ــیونفع  یداس
محافظت  یسلول ياشباع، از غشاها یرچرب غ یدهايو اس یپیدهافولفس

و  یرينفوذپـذ  یی،پلاسـما  يغشـا  یالیتدر س ـ یش). افزا9 و 6کنند. (

 ـ ثباتی یب  100 ). سـطح 40( شـود  یغشاء موجب کاهش عمر اسپرم م
کاهش داد کـه  را  MDAغلظت  عصاره نسترن لیتر میکرولیتر بر میلی

کننـده   یـان امر ب ینا دار نبود و د معنیاین کاهش نسبت به گروه شاه
 یپیـد ل یداسـیون پراکس ینـد کـاهش فرآ  يعصاره نسترن برا یدمف یرتأث

از عصاره  يمطالعه افزودن سطوح بالاتر ینها است. در ا اسپرم يغشا
 ـ   يرو یاثرات منف از  یناش ـ توانـد  یهر کدام از پارامترها داشـته کـه م

کننـده در   یـق رق یبـات ترکو بهم خوردن تعادل  pH ي،اسمز ییراتتغ
و زرده تخم مرغ که از  یسرولگل یزانم یراسطوح بالاتر عصاره باشد. ز

هـا از شـوك    و نگهدارنـده اسـپرم   يعوامل محافظت کننـده انجمـاد  
مهـم بـوده و    یاربس شوند، یانجماد محسوب م ینددر طول فرآ ییسرما
قـرار   یراسپرم را تحـت تـأث   يتحرك و عملکردها ی،مان زنده یجهدر نت

 ـ  يافزودن سطوح بالا ین. همچندهند یم از حـد   یشعصاره، با مهـار ب
و بـه هـم زدن تعـادل     یاءاح ،یداسیوندر اکس یلدخ هاي یمآنز یتفعال

 ـ یتظرف ینب  یط،آزاد در مح ـ هـاي  یکـال راد یـد و تول اکسـیدانی   یآنت
 ـ  يها را به هم زده و باعث کاهش عملکردهـا  اسپرم  شـود  یاسـپرم م

ما در مـورد عصـاره نسـترن     یقتحق هاي یابیصل از ارزحا یج). نتا32(
 ـ   دهد ینشان م  150ي کننـده حـاو   یـق قـوچ بـا رق   یکـه انجمـاد من

 ـ بـه طـور  عصـاره نسـترن    لیتر میکرولیتر بر میلی اسـپرم را از   يثرؤم
تحرك  يها و پارامتر کردهحفظ  یداتیواز استرس اکس یناش هاي یبآس

را بهبـود داده و سـبب    یمـان  غشاء، زنده یکپارچگی رونده، یشکل و پ
. در مطالعـه حاضـر،   شـود  یم یعیطب یربا ساختار غ يها کاهش اسپرم
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پـارامتر   لیتـر  میکرولیتر بـر میلـی   150افزودن عصاره نسترن در سطح 
مرده قـوچ در   يها اسپرم یزانبالا برده و م يثرؤم به طوررا  یمان زنده
. داد را کـاهش  سـطوح اسـتفاده شـده و گـروه شـاهد      یربا سا یسهمقا

 یتخاص ـ لیتـر  میکرولیتر بر میلی 150سطح  در نسترن عصاره بنابراین
 ـ   اي یژهطور وه خود را ب اکسیدانی  یآنت  تـوان  یبروز داده اسـت. لـذا م

تحرك کل و  يبر پارامترها یماريسطح ت ینگفت که عملکرد مثبت ا
 ـ  اسپرم یمان احتمالاً با زنده رونده یشتحرك پ . اشـد ب یها در ارتبـاط م

 150 مطالعه استنباط کـرد کـه افـزودن    ینا یجاز نتا توان یم ینهمچن
 يغشـا  یکپارچگینسترن موجب بهبود  لیتر عصاره میکرولیتر بر میلی

 هـاي  یبها را از آس اسپرم ییپلاسما يها شده و غشا اسپرم ییپلاسما
عصاره نسترن نه تنهـا   يانجماد حفظ کرد. غلظت بالا ینداز فرآ یناش

بـرهم زدن فشـار    یلاسپرم نداشـته بلکـه بـدل    يبر غشا یافظتاثر مح
کـاهش   یـن وارد کـرده اسـت کـه ا    یباسـپرم آس ـ  يبرغشـا  ياسمز

 یـزان مـا در مـورد م   یجدار نبود. نتـا  یمعن ییپلاسما يغشا یکپارچگی
 یـن با استفاده از محلول هانکوك نشان دهنده ا یعیطب یرغ يها اسپرم

 لیتـر عصـاره   کرولیتر بـر میلـی  می 150و  100است که افزودن سطوح 
کـاهش   یـن را کـاهش داد کـه ا   طبیعی یرغ يها نسترن درصد اسپرم

لیتر تمایـل بـه افـزایش     میکرولیتر بر میلی 200 دار نبود و سطح یمعن
 هـاي  داده آنـالیز . داشـتند  شاهد گروه به نسبت طبیعی غیر هاي اسپرم

ذکـر   یمـاري ت سطوح در MDA غلظت که دهد می نشان آزمایش این
میکرولیتـر   100 افزودن سطح ياز لحاظ آمار یدار نبود ول یشده معن
 لیپیـد  پراکسیداسـیون  کـاهش  سـبب  نسترن یاهعصاره گ لیتر بر میلی
 ـ یتکه ظرف دهد یمطالعه حاضر نشان م نتایج. گردید  اکسـیدانی   یآنت

 داري داشـته  کـاهش معنـی   نسبت به گـروه شـاهد   یمن يپلاسماتام 
ممکن اسـت   TAC یمن يپلاسما اکسیدانی یت. کاهش سطح آناست

 يهـا  بازدارنـده  یرا. زباشداسپرم داشته  يدر مورفولوژ يدار ینقش معن
 ـ  ـ يدر اسـپرم و پلاسـما   CAT وSOD،  GPXشـامل   یمختلف  یمن

سبب حفـظ   یلو پروکس یلآلوکس هاي یکالوجود دارد که با حذف راد
العه میزان فعالیـت  در این مط. شود یم یداتیواکس یباسپرم در برابر آس

SOD  لیتر  میکرولیتر بر میلی 150در گروه تیمار شده با عصاره نسترن
مشـاهده شـده   داري یافت. همچنین  نسبت به گروه شاهد بهبود معنی

با تحرك  يدار یمعن یهمبستگ یمن يپلاسما SOD یتاست که فعال
 ـ یمـی دفاع آنز هاي یستمس. )39و غلظت اسپرم ندارد (  اکسـیدان  یآنت

طـی  را فـراهم کنـد.    گشـایی  یخبعد از  یمان زنده تواند یسلول اسپرم م
 SODاکسیدانی  هاي آنتی اي که به منظور مقایسه فعالیت آنزیم مطالعه

 GPXنسبت به  SODطراحی شد مشاهده گردید که فعالیت GPX و 
 مـؤثره  مواد داشتن علت به نسترن ).5تر است ( در اسپرم خرگوش قوي

ایـن  دهـد کـه    یشرا افـزا  GPXو  SOD توانسته کوئرسیتین همانند
 ییدار جنبا یمعن یشافزا باعثدارد و  یمرابطه مستق ییبا جنباافزایش 

 ،SODو همکاران گزارش کردنـد کـه افـزودن     جونسشده است.  یزن
GPX  وCAT هـاي  یکالراد یدتول یستماسپرم که شامل س یطبه مح 

 MDA یلاسـت از تشـک   FeSo4آسـکوربات و   یمسـد  یژن،آزاد، اکس
در نتایج مطالعات ما بر روي سوپراکسید دیسـموتاز  . کند نمی یريجلوگ

و گلوتاتیون پراکسیداز تناقض وجود دارد و هـدف مـا از ارزیـابی ایـن     
ها مطالعه تغییرات آنهـا بـود. عـلاوه بـر ایـن دو آنـزیم ارزیـابی         آنزیم

اسبی براي ارزیـابی  تواند شاخص من اکسیدانی نیز می  ظرفیت تام آنتی
هاي تیمـار   در گروه TACوضعیت سلول باشد. در این تحقیق غلظت 

شده با عصاره نسترن مورد مطالعه قرار گرفـت. براسـاس نتـایج ایـن     
هـاي حـاوي نسـترن     پلاسماي منی در گـروه  TACمطالعه میانگین 

) ارتبـاط  24کوکـا و همکـاران (   میزان فعالیت این آنزیم کاهش یافت.
 ـ يپلاسما TAC ینب یمثبت و تحـرك اسـپرم مشـاهده کردنـد.      یمن

اکسیدانی افزایش یابد میـزان تحـرك    بنابراین هر چه ظرفیت تام آنتی
  .نیز بهبود خواهد یافت

 ـ  طـرح  این  يعصـاره نسـترن بـر رو    یرمطالعـه دربـاره تـأث    یناول
هـاي   آنـزیم  همراه بـا ارزیـابی    شده قوچ گشایی یخاسپرم  يپارامترها

که مـاده  ییاز آنجا باشد. اکسیدانی می  و ظرفیت تام آنتیانی اکسید آنتی
 باشد و باتوجه بـه اینکـه   یو کامفرول م یتیننسترن کوئرس گیاهمؤثره 

اسـت بـه    یتینکوئرس ـ يحـاو  عمدتا یزو ماکرانتا ن يمرزه سهند یاهگ
 یـاهی گ يهـا  عصـاره  یگـر آنهـا و د  یجحاضر با نتـا  یجنتا یلدل همین

حـاکی از آن   یـر . مطالعـات اخ یسه گردیدم را مقااستفاده شده در اسپر
 ـ   است که  ـ يرزمـار  یـاه گ یاسـتفاده از عصـاره آب بـر   يا بـالقوه  یرثأت
 غلظـت اسـپرم خـوك داشـته و     یمان تحرك و درصد زنده يپارامترها
MDA رود، یشمار م ـه مخرب ب یداسیونیرا که از عوامل اکس یديتول 
 یـاه گ یتفاده از عصاره آب). اس26کاهش داده است ( يدار یمعن به طور

و نشـان   یخوك بعد از انجماد بررس یمن یاتساکرا بر خصوص یولارود
 یـاه عصـاره گ لیتـر   گرم بر میلی میلی 8و  6، 4 يها داده شد که غلظت

و  یدسـوپر اکس ـ  یـون آن یکـال راد یهعل يقو یکنندگ یفوق با اثر خنث
 یکپـارچگی تحـرك و   یشموجـب افـزا   یپیـد ل یداسیونکاهش پراکس

افـزودن عصـاره    یگرد يا ). در مطالعه45شده است ( ییپلاسما يغشا
 ـ يرزمار یآب  ـ  ییبـز باعـث بهبـود جنبـا     یبه من  رونـده،  یشکـل و پ

 هاي يناهنجار یزانو کاهش م ییپلاسما يغشا یکپارچگی ی،مان زنده
شـهباززاده و  انجـام گرفتـه توسـط     یقـات ). تحق44( شد یکیمورفولوژ

 يعصاره مـرزه ماکرانتـا و مـرزه سـهند     یرأثت ینه) در زم33(همکاران 
انجماد، عملکرد سلول  یندفرآ یاز آن است که افزودن عصاره ط یحاک

 بـه  حساسـیت  و غشـاء  یکپـارچگی  ی،مـان  اسپرم گـاو (تحـرك، زنـده   
کـاهش   یـز را ن MDA سطح بخشیده و بهبود را) لیپید پراکسیداسیون

) اثـر عصـاره   7اران (و همک یباغشاه .دار نبود یکاهش معن ینداد اما ا
و سـلامت غشـاء اسـپرم     یحرکت يپارامترها يرا بر رو یخکجوانه م

در  یخـک کردند و نشـان دادنـد کـه عصـاره جوانـه م      یگوسفند بررس
بـر   ياثـرات سـودمند   یتـر ل یلـی بـر م  یکروگرمم 75و  35 يها غلظت

 فعالیـت ) 18(فرهـادي و همکـاران   تحرك اسپرم داشت.  يپارامترها
 يرا بـر رو  يسهند یگل یممرزنگوش و مر یاهعصاره گ نیاکسیدا  یآنت
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 4ي حـاو  یمـار گرفتنـد کـه ت   یجهاسپرم مطالعه کردند و نت يپارامترها
 ـ یمعصاره مرزنگوش و مـر لیتر  لیتر بر دسی میلی  يدارا يسـهند  یگل
و سبب بهبود در صفات تحرك،  باشد یم يقو اکسیدانی  یآنت یتخاص
 ـشود یشده م ییسماپلا يغشا یکپارچگیو  یمان زنده  یـن ا ین. همچن

 ـ یممر یاهعصاره گ سطح از  ـ MDAغلظـت   يسـهند  یگل طـور  ه را ب
 یـز عصـاره مرزنگـوش ن   .به گروه شاهد کـاهش داد  نسبت يدار یمعن

 ـ   یرا کاهش داد ول MDAغلظت   يدار یبا گروه شـاهد اخـتلاف معن
  نبود.

 شـبدر  هیـدروالکلی  عصـاره  اثر روي بر شده انجام تحقیقات نتایج
 آن از حـاکی  قـوچ  اسپرم غشاء سلامت و حرکتی پارامترهاي بر قرمز
 غشـاي  سـلامت  و تحـرك  روي منفی اثر قرمز شبدر عصاره که است

 تمـام  زمـان  و غلظـت  افزایش با قرمز شبدر عصاره و دارد قوچ اسپرم
 غشاي سلامت و داده کاهش داري معنی طوره ب را حرکتی پارامترهاي

). 34( یابـد  مـی  کـاهش  بیشـتر  عصـاره  تغلظ ـ افزایش با قوچ اسپرم
-انجماد یندفرآ یآن عصاره نسترن در ط یقکه از طر یاصل یسممکان
 ـ کند یاسپرم قوچ را محافظت م گشایی یخ  ـ توانـد  یم وجـود   یـل دله ب
 کاروتنوئیـدها،  بتاکـاروتن،  هـا،  فعال از جمله فنول یولوژیکیب یباتترک

 یـاه گ یگـر ). از طـرف د 15( باشـد  بیوفلاونوئیدها و توکوفرول لیکوپن،
 يدارا یـب ترک عنـوان  به یفنول يبالا یباتنسترن به علت داشتن ترک

  .)19( باشد یم رادیکالی  یو آنت اکسیدانی  یاثرات آنت
  

  کلی يریگ  جهینت
 بهبود کرد شنهادیپ توان یم مطالعات نیا از حاصل جینتا راساسب

در  ییسـما پلا يغشـا  یکپـارچگ یو  یمـان  زندهتحرك،  يها فراسنجه
از  یناش تواند یم ننستر عصاره لیتر میکرولیتر بر میلی 150حضور دوز 

 ـفنول بـات یترک و عصاره نیا يقو یدانیاکس یاثر آنت  جملـه  از آن کی
 ـ نسترن عصاره و باشد کامفرول و نیتیکوئرس د،یاس کیالاگ  توانـد  یم

 ـیطب دانیاکس یآنت منبع عنوان به  ـ نیگزیجـا  دسـترس  قابـل  یع  یآنت
 مختلف مناطق در اهیگ نیا وفور نیهمچن. شود کیسنتت يها دانیاکس

 ـگ نیا از استفاده و هیته ،يریگ ساده عصاره يها روش و  مقـرون  را اهی
 ریتـأث  تر قیدق یابیارز و یبررس يبرا وجود نیا با. است کرده صرفه به
 قاتیتحق به ازین اسپرم يفرآور يراستا در نسترن اهیگ یدانیاکس یآنت
  .است يشتریب اتشیآزما و
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Introduction Semen cryopreservation has detrimental effects on sperm cell organelles, including cell 

membranes, mitochondria, and DNA due to the increased level of reactive oxygen species (ROS). Oxidation of 
polyunsaturated fatty acids in the sperm cell membranes is caused by high levels of ROS produced during the 
freezing-thawing process. This problematic condition causes decreased sperm motility, membrane integrity, 
increased metabolic changes and, ultimately, decreased fertility of the sperm. The addition of antioxidant 
compounds to the semen extender before semen cryopreservation can decrease ROS levels and their deleterious 
effects on spermatozoa. This study was conducted to assess the antioxidant effect of different levels of Rosa 
canina extract on microscopic and biochemical parameters and antioxidant enzyme activities of Ghezel ram 
semen after freezing-thawing process.  

Materials and Methods Semen samples were collected from five Ghezel rams. Ejaculates were collected 
twice a week. To eliminate individual effects, ejaculates containing sperm with >80% progressive motility, 
volume of 0.75-2 mL, sperm concentrations greater than 3×109 sperm/mL and sperm abnormalities of less than 
10% were pooled. Different concentrations of Rosa canina extract (0, 100, 150, 200 μL/mL) were added into the 
tris-egg yolk based diluent. After processing and freezing, the samples were stored in liquid nitrogen until the 
time of evaluation. Sperm motility characteristics were analyzed using computer-assisted sperm analysis 
(CASA). Sperm motility parameters including total motility, progressive motility, average path velocity, 
straight-line velocity, curvilinear velocity, linearity, straightness, amplitude of lateral head displacements and 
beat/cross frequency of sperm, viability, membrane integrity, sperm abnormalities, lipid peroxidation, 
antioxidant enzymes of glutathione peroxidase, superoxide dismutase and total antioxidant capacity were 
evaluated after thawing. Statistical analyses were performed using SAS software. The data were analyzed using 
the GLM procedure. Tukey–Kramer test were used to determine the significance differences between the 
experimental treatments. Significant differences were reported at the level of 5 percent. 

Results and Discussion The results of lipid peroxidation (LPO) measurements show that adding 100 μl / ml 
Rosa canina extract to the diluent medium reduced the amount of malondialdehyde, which was not significant in 
comparison to the control group. This could be indicative of the beneficial effect of Rosa canina extract to reduce 
the process of lipid peroxidation of the sperm membrane. The results showed no significant difference in 
malondialdehyde and morphology of sperm in treatments containing Rosa canina extract compared to the control 
group. The addition of Rosa canina extract was not significantly effect in morphology and structure of sperms 
compared to the control group. However, the percentage of abnormal sperms decreased at levels of 100 and 150 
μL/mL compared to the control group. The addition of 150 μL/mL of Rosa canina extract significantly improved 
the viability and plasma membrane integrity of sperms after freezing-thawing compared to the control and other 
treatment groups (P <0.05). This is probably due to inhibition of free radicals, especially ROS, by the Rosa 
canina extract, which improves the viability of sperms. Previous studies have suggested that phenolic 
compounds, especially flavonoids, can alter and stop lipid peroxidation by coating lipids. Also through reducing 
fluidity of cell membranes, preventing excessive production of reactive oxygen species and limiting the 
peroxidation of phospholipids and unsaturated fatty acids protect cell membranes. (6, 9). Addition of 150 μL/mL 
Rosa canina extract to diluent significantly improved total motility compared to the control and other treatment 
groups (P <0.05). Progressive motility was significantly increased due to addition of 150 μL/mL of the Rosa 
canina extract compared to the control group (P<0.05). Curvilinear velocity and lateral head displacement 
parameters were significantly higher in the group receiving 100 and 150 μL/mL of Rosa canina extract compared 
to the control group (P <0.05).  The total antioxidant capacity was significantly lower in group receiving 100 and 
200 μL/mL compared to the control group (P<0.05). Reducing the total antioxidant capacity of semen may have 
a significant role in sperm morphology. Because there are various inhibitors of SOD, GPX and CAT in semen, 
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which prevent sperm from oxidative damage by eliminating aloxcyle and proxyl radicals. The amount of the 
superoxide dismutase increased significantly at groups receiving 150 and 200 μL/mL of Rosa canina extract as 
compared to control (P <0.05). The activity of glutathione peroxidase at level of 150 μL/mL tended to increase. 
Total antioxidant activity decreased significantly at concentrations of 100 and 200 μL/mL (P <0.05). 

Conclusion In conclusion, the findings of this study showed after freezing-thawing process, the diluent 
containing 150 μL/mL Rosa canina extract improved sperm parameters significantly when compared to other 
levels. 
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