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  هاي باروري پونه و سیستئین به رقیق کننده بر ویژگی تانولیااثر افزودن عصاره 
  گشاییمنی منجمد قوچ بلوچی پس از یخ

  

  3ی مجتهدینعل ،2، فاطمه بحري بیناباج2پورفرید مسلمی*، 1زادهکاوه علی

  گنبدکاووسدانشگاه  ،دامی، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی علومگروه  استادیار2و  ارشدکارشناسیآموخته دانش1
  دانشگاه محقق اردبیلی ، دانشکده کشاورزي،دانشیار گروه علوم دامی3

  5/11/98 ؛ تاریخ پذیرش:8/8/98 تاریخ دریافت:
  چکیده

ظ حف ـگان گوسفند به استفاده از تلقیح مصنوعی، یافتن راهکارهایی بـراي  دهندفزاینده پرورش با توجه به تمایل سابقه و هدف:
هاي آزاد ها، افزایش رادیکالیکی از اثرات منفی انجماد منی دامتواند داراي اهمیت و کاربردي باشد. ري منی منجمد قوچ میبارو

گـردد.  گشایی میکه در نهایت باعث کاهش باروري منی پس از یخو در نتیجه افزایش پراکسیداسیون غشاي سلولی اسپرم است 
توانند به کاهش پراکسیداسـیون منـی کمـک نماینـد. از سـوي      طبیعی می هايتاکسیدانبرخی گیاهان با داشتن سطوح بالاي آنتی

رود. بنابراین، هـدف  به شمار می ی منیتاکسیدانهاي آنتییکی از ظرفیتساز گلوتاتیون، به عنوان پیشدیگر، اسید آمینه سیستئین 
طبیعی و اسید آمینه سیستئین به منی  هايتاکسیدانآنتیمنبع از این پژوهش بررسی اثر افزودن عصاره اتانولی گیاه پونه به عنوان 

  گشایی بود.هاي باروري منی پس از فرآیند انجماد و یخقوچ بر ویژگی
  

 از استفاده با بالغ و بارور (میانگین سن بیش از دو سال) بلوچی قوچ رأس چهار از یمن يهانمونه تحقیق این : درهامواد و روش
منی بر  کننده رقیق با استفاده از هانمونه آوري گردید و پس از ارزیابی اولیه با یکدیگر مخلوط شدند. سپس جمع مصنوعی مهبل

 9در قالب طرح کاملا تصادفی بـا   3×3فاکتوریل صورت ه سازي گردیدند. تیمارهاي آزمایش بزرده تخم مرغ رقیق -پایه تریس
که به هر گروه تیماري شش نی (پایوت) اختصاص یافت. پس از افزودن سطوح مختلف عصاره اتانولی پونه بود تکرار  6تیمار و 

مدت دو  به ی پر شده ومنبا هاي مول)، نیمیلی 10و  5) و اسید آمینه سیستئین (صفر، تریلمیلی بر تریکرولیم 200 و 100صفر، (
 .شدند و به مخزن نیتروژن منتقل مایع، منجمد سپس در نیتروژون و شدند خنک گراد)سانتی درجه یخچال (چهار دماي ساعت در

هاي حرکتی اسپرم توسط دستگاه ارزیابی کـامپیوتري  ها در آب ولرم انجام شد و فراسنجهگشایی نیروز، یخ 10پس از گذشت 
ها به کمک میکروسکوپ ارزیابی شـد.  شناسی طبیعی اسپرممانی، یکپارچگی غشاي پلاسمایی و ریختصد زندهدر ارزیابی شد.

بـا  ها مقایسه میانگینمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.   GLMرویه با  SASافزار آماري هاي این پژوهش با استفاده از نرمداده
  انجام شد. درصد 5درسطح احتمال  کرامر-توکیاستفاده از آزمون 

  

ي جنبـایی و  هـا همـه فراسـنجه   برها کنش آن: نتایج نشان داد که اثر افزودن عصاره گیاه پونه و سیستئین و همچنین برهمهایافته
کـه صـرفا    طبیعیرغیشناسی ها با ریخت) بجز درصد اسپرم>05/0Pدار بود (معنیگشایی منجمد قوچ پس از یخ مانی اسپرمزنده

بیشترین جنبایی کل، یکپارچگی غشاي پلاسمایی، خطـی  ها نشان داد که دار بود. نتایج مقایسه میانگینسیستئین معنیاثر افزودن 
مانی، سرعت اسـپرم در  (بدون عصاره پونه) و بیشترین زنده 10در تیمار سیستئین اسپرم بودن جنبایی و سرعت در مسیر منحنی 
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رونـده اسـپرم در   مشاهده شد. بیشترین درصد جنبایی پـیش  5ن در تیمار سیستئین مسیر مستقیم و سرعت اسپرم در مسیر میانگی
  (بدون سیستئین) بود. 200تیمار عصاره پونه 

  

بـر بیشـتر   زرده تخم مرغ –اسیدآمینه سیستئین در رقیق کننده بر پایه تریستاثیر مثبت افزودن طور کلی با توجه به به گیري:نتیجه
لیتر رقیـق کننـده   مول سیستئین در هر میلیمیلی 10و  5گشایی، استفاده از سطوح منجمد پس از یخ هاي باروري اسپرمفراسنجه
  .گرددمیباروري منی منجمد قوچ پیشنهاد  ظبراي حف

  
  عصاره پونه، قوچسیستئین،  ،اسپرم، باروري هاي کلیدي:واژه

  
  مقدمه

تلقیح مصنوعی نقش بسیار مهمی در اصلاح نـژاد  
خصوص در آزمون نتاج و ارزیابی قـوچ  گوسفندان به 

کند. ذخیره سازي طولانی مدت منی دام بـراي  ایفا می
دستیابی به مزایاي تلقیح مصنوعی، یک امـر ضـروري   

شود. این امر بـه وسـیله فراینـد انجمـاد     محسوب می
هاي کند که موجب توقف فعالیتاسپرم تحقق پیدا می

ن ذخیـره  ها شـده و در نهایـت امکـا   متابولیکی اسپرم
  ). 3سازي طولانی مدت را در پی دارد (

یون هیدروکسل، سوپراکسید، هیدروژن پراکسـید،  
هـایی از  کسیل و یون هیپوکلریت نمونههیدرورادیکال 

باشـند کـه بـه    ) مـی ROS( 1هاي فعال اکسـیژنی گونه
شـدت واکـنش پـذیر بــوده و سـبب آسـیب دیــدگی      

ال فع ـ يهـا گونـه ). 25شـوند ( هاي اسـپرم مـی  سلول
ــ ــاز طر ژن،یاکس ــد قی ــا  نیچن ــامل غش ــش ش  يبخ

 اسـپرم  بـه  تواننـد یم ،DNAو  يتوکندریم ،ییپلاسما
ــ ــدینما وارد بیآس ــپرم داراي  ).13 و 2( ن ــلول اس س

هاي زیاد اسیدهاي چـرب غیراشـباع بـوده کـه     غلظت
و در نتیجــه  LPO(2مســتعد پراکسیداســیون لیپیــدي (

ییرات کاهش جنبایی، یکپارچگی غشایی، باروري و تغ
متابولیکی اسپرم است. بـراي مقابلـه بـا ایـن مشـکل،      

کنـد  ها اهمیت زیادي پیدا میاکسیدانتاستفاده از آنتی
اکسیدانتی ). از سوي دیگر، اسپرم از مکانیسم آنتی14(

                                                             
1. Reactive oxygen species 
2. Lipid peroxidation 

آنزیمی و غیرآنزیمی برخوردار بوده اما مقدار آن کافی 
ــزودن      ــه اف ــاز ب ــپرم نی ــرآوري اس ــراي ف ــوده و ب نب

). 4باشـد ( هایی بـا منشـأ خـارجی مـی    دانتاکسیآنتی
هـاي زیسـتی   عصاره بسیاري از گیاهان داراي ترکیـب 

اسیدهاي فنولیک و فلاونوییدها هستند کـه  مانند فعال 
اکسـیدانتی زیـادي داشـته و از آسـیب     خاصیت آنتـی 

ــوگیري مــیرادیکــال ــاي آزاد جل ــد (ه ــن ). 16کنن ای
و دهنده  ترکیبات به دلیل خواص اکسید و احیاکنندگی

گروه هیدروکسیل بودن داراي نقش مهمی در جذب و 
بـه ویـژه    ROSهاي فعـال اکسـیژن   خنثی کردن گونه

). بـر  19هاي آزاد و تجزیه پراکسیدها هستند (رادیکال
گیـاه پونـه بـه علـت دارا      ،هاي موجوداساس گزارش

ها، تیمـول، کـارواکرول و   بودن مقادیر بالاي مونوترپن
یدي، از توانایی بـالایی بـراي خنثـی،    ترکیبات فلاونوئ

برخـوردار   بـدن هـاي آزاد  کنترل و پاکسازي رادیکـال 
خـواص   در بررسی صورت پذیرفته عمدتاً ).7است (

 در پونـه  اهیگ کیفنول باتیترک نییو تع تیدانیاکسیآنت
در سـایر   و شـده  انجـام  يداروسـاز  و ییغـذا  عیصنا

 ـ(نعناع پونـه  خانوادههم اهانیگ گرید ازمطالعات  ) انی
اسـت.  شـده   اسـتفاده  قوچ و نر گاو اسپرم انجماد در

 هپژوهشـگران نشـان داد   قـات یتحق جینتـا براي مثال، 
 یکننده من قیدر رق ياست که استفاده از عصاره رزمار

و  یمـان زنـده  رونـده، شیکل و پ ییموجب بهبود جنبا
بـه   آلدهیدديمالونآکروزوم شده و سطح  یکپارچگی

  .)16( ابدییکاهش م یطور قابل توجه
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سیستئین یک اسیدآمینه حاوي گوگرد است که به طور 
شود که طبیعی در پلاسماي سمینال اسپرم یافت می

 کی عنوان به نیستئیسکند. را حفظ می DNAسلامت 
 ون،یگلوتات یسلول درون وسنتزیب در سازشیپ ماده

. این )31و  18( دهدمی شیافزا را آن سطح
درون سلولی، اسپرم را از آسیب اکسیدانت آنتی

). سیستئین 27و  20نماید (هاي آزاد حفظ میرادیکال
هاي فعال و گلوتامین، اثر مهمی بر کاهش اثر گونه

و  28یخ گشایی دارند (-اکسیژن طی فرایند انجماد
، 5( نیستئیسسطوح مختلف  ریتاث یبررسیک  در). 31
 یبر من نیسیو گل )تریلیلیمول بر میلیم 20و  15، 10

را نشان  يدارمعنی جینتا ،قوچ نسبت به گروه شاهد
 تاکنون ،با توجه به مطالب ذکر شده ).12( داده است
 کننده قیرق به پونه عصاره افزودن مورد در پژوهشی

هدف  بنابراین، .است نگرفته صورت نر يهادام یمن
 مختلف سطوح افزودنتاثیر بررسی پژوهش، از این 
و  یعیطب تدانیاکسیپونه به عنوان آنت یاتانول عصاره

 قیرق به یسلولدرون تدانیاکسیآنت عنوان به نیستئیس
در  اسپرم تیفیک يهافراسنجهجهت بهبود  هیکننده پا

  باشد.فرآیند سردسازي و انجماد می
  

  هامواد و روش
اسـتخراج عصـاره اتـانولی گیـاه     : تیمارهاي آزمایشی

کده کشاورزي و منابع پونه در آزمایشگاه مرکزي دانش
طبیعی دانشگاه گنبد کاووس انجام شد. از گیـاه پونـه   

 350گـرم وزن شـده و بـا     50پودر شـده بـه مقـدار    
سـاعت  24درصـد بـه مـدت     96لیتر الکل اتانول میلی

 صـاف  از پـس  و داخل بشر یک لیتري خیسانده شـد 
. بعد شد حاصل آن عصاره یصاف کاغذ کمک با کردن

لکل، عصاره غلیظ در ته بشر باقی از جداسازي کامل ا
). در زمان شروع طرح، از عصاره گیاه مقدار 30ماند (
گرم به وسیله ترازوي دقیق، وزن شـده و در  میلی 500
لیتر آب دوبار تقطیر حل شد. محلـول رقیـق   میلی 25

 200 و 100صـفر،  شده عصـاره پونـه در سـه سـطح     

 ـیم بـر  تریکرولیم ح و در ترکیـب بـا سـه سـط     تـر یلیل
لیتـر) در  مـول بـر میلـی   میلی 10و  5سیستئین (صفر، 

تکرار آزمایشی، در  6تیمار و  9با  3×3قالب آزمایش 
همان روز استفاده شد. ترتیب تیمارهـاي آزمایشـی و   

  بیان شده است. 1ها در جدول نام خلاصه شده آن

پژوهش حاضر براي جمع جمع آوري مایع منی: در 
 2قوچ بالغ نژاد بلوچی آوري مایع منی از چهار رأس 

کیلوگرم موجود در مرکز  65-75سال به بالا و وزن 
اصلاح نژاد دام شمال شرق کشور واقع در عباس آباد 

ها با قوچاستفاده شد.  1397مشهد در تابستان و پاییز 
کاه گندم، دانه ذرت، دانه  ونجه،ی باکاملا مخلوط  رهیج

 يانرژ يمگاکالر 3/2 يداراجو و سبوس گندم 
 لوگرمیک در خام نیپروتئ درصد 5/12 و یسمیمتابول
هاي منی دو بار در . نمونهشدند هیذتغ خشک ماده
از هر قوچ به وسیله مهبل مصنوعی با دماي  هفته

  آوري گردید.گراد جمعدرجه سانتی 37درونی 

هـاي منـی بـه دسـت     نمونهارزیابی اولیه نمونه منی: 
و در حمـام آب  آمده به سرعت به آزمایشـگاه منتقـل   

گـراد قـرار داده شـدند.    درجه سـانتی  37گرم با دماي 
 یمن يظاهر تیفیک نییتع و یحجم و غلظت من نییتع
 ـ یمنمایع  حجمکه  بود هیاول يهایابیارز جمله از  نیب
 اردیلیم 5/2 از شتریب اسپرم غلظت و لیترمیلی 2-75/0

 یمـان زنـده  وجنبـایی   درصـد  .بـود  تریلیلیم در اسپرم
اي مـوجی یـا تـوده    . جنباییشد نییتع زین هیونه اولنم

 80رونده بیش از و جنبایی پیش 4بندي اسپرم با درجه
درصد بود که با استفاده  75مانی بیش از درصد و زنده

براي (از میکروسکوپ نوري و دستگاه اسپکتروفتومتر 
  ).15و  9ارزیابی شدند () اسپرم تیجمع شمارش

افزودن تیمارهاي آزمایشی:  رقیق سازي مایع منی و
زرده تخـم مـرغ بـر اسـاس     –رقیق کننده پایـه تـریس  

  تهیه شد. 2جدول 
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  ترکیب سطوح مختلف عصاره پونه و سیستئین و نام اختصاري تیمارها -1جدول 
  ردیف
No. 

  ترکیب تیمار
Treatments combination 

  نام اختصاري تیمار
Abbreviated name of the 

treatments 

1 
  سیستئین صفر× صاره پونه صفر ع

Horsemint extract 0×cysteine 0 
  شاهد

Control 

2 
  سیستئین صفر×  100عصاره پونه 

Horsemint extract 100×cysteine 0 
  100پونه

Horsemint100 

3 
  سیستئین صفر×  200عصاره پونه 

Horsemint extract 200×cysteine 0 
  200پونه

Horsemint200 

4  
  5سیستئین × ه صفر عصاره پون

Horsemint extract 0×cysteine 5 
  5سیستئین

cysteine5 

5  
  10سیستئین × عصاره پونه صفر 

Horsemint extract 0×cysteine 10 
  10سیستئین

Cysteine10 

6 
  5سیستئین ×  100عصاره پونه 

Horsemint extract 100×cysteine 5 
  5سیستئین×100پونه

Horsemint100×cysteine5 

7 
  10سیستئین ×  100عصاره پونه 

Horsemint extract 100×cysteine 10 
  10سیستئین×100پونه

Horsemint100×cysteine10 

8 
  5سیستئین ×  200عصاره پونه 

Horsemint extract 200×cysteine 5 
  5سیستئین×200پونه

Horsemint200×cysteine5 

9 
  10سیستئین ×  200عصاره پونه 

Horsemint extract 200×cysteine 10 
  10سیستئین×200پونه

Horsemint200×cysteine10 
  

  لیتر)میلی 100ترکیب رقیق کننده پایه براي نگهداري منی قوچ در شرایط انجماد (براي  -2جدول 
Table 2.The basic extender ingredients to store ram semen in frozen condition (per 100ml) 

  Tris (g) 3.876 تریس (گرم)
  Fructose (g)  0.523فروکتوز (گرم) 

  Citric acid (g) 2.123اسیدسیتریک (گرم) 
  Egg yolk (mL)  16زرده تخم مرغ (میلی لیتر) 

  Glycerol (mL)  5.3گلیسرول (میلی لیتر) 
  IU (Penicillin  100000المللی) (سیلین (واحد بینپنی

  Streptomycin (mg) 100) گرممیلیاسترپتومایسین (
  Distilled water  to 100mLلیتر) میلی 100 آّب مقطر (تا حجم

  
رقیـق کننــده پایـه بــه تعـداد تیمارهــاي آزمایشــی در    

هـاي مشــخص تقسـیم شــده و ترکیـب ســطوح    لولـه 
مختلف عصاره اتانولی پونه و اسید آمینه سیستئین بـه  

ــل   ــایش فاکتوری ــه آن 3×3صــورت آزم ــافه ب ــا اض ه
هاي منی پس از مخلوط شدن، تقسـیم  هگردیدند. نمون

شده و در هر بخش بـا رقیـق کننـده پایـه و افزودنـی      
حجم نمونـه منـی و    1( 10به  1مشخص و با نسبت 

 37حجم رقیق کننده با افزودنی مربوطه) در دماي  10
ســازي گــراد در حمـام آب گــرم رقیــق درجـه ســانتی 

هاي حـاوي منـی رقیـق    گردیدند. در مرحله بعد، لوله
گـراد قـرار   درجه سـانتی  37ده در ظرف مدرج آب ش

گراد منتقـل  درجه سانتی 4گرفته و به یخچال با دماي 
ساعت دوره تعادل خود را طی  2شدند تا ظرف مدت 

نموده و خنک سازي پیش از انجماد انجام پذیرد. پس 
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منـی رقیـق شـده پـس از     از سپري شدن دوره تعادل، 
گـراد،  جـه سـانتی  در 4همان دمـاي   اعمال تیمارها در

ــده    ــته کنن ــده و بس ــک پرکنن ــتگاه اتوماتی ــط دس توس
 )هـا وتیپـا (هـاي  فیلینگ) بـه داخـل نـی    -(سیلینگ

). 9لیتـر کشـیده شـدند (   مخصوص با حجم نیم میلـی 
سطح بخـار   يبالا يمتریسانت 5فاصله  درها نی سپس

در  قـه یدق 12گرفتـه و پـس از گذشـت     قرار تروژنین
  .دندور شغوطه عیما تروژنین

روز انجمـاد در مخـزن    10هـا پـس از   نی: گشایییخ
گشایی شدند به طـوري کـه پـس از    نیتروژن مایع، یخ

درجـه   37خروج از داخل مخزن در حمـام آب گـرم   
 وگشــایی شــده ثانیـه یــخ  30گــراد بــه مــدت سـانتی 

  .شد یابیارز و هیتخل هاین اتیمحتو

 -هاي مورد ارزیابی پس از فرآیند انجمـاد فراسنجه
هاي جنبایی اسپرم توسط سیسـتم  فراسنجه: گشایییخ

ــپرم ( ــامپیوتري اسـ ــالیز کـ -CASA: Computerآنـ

Assisted Sperm Analysis مورد بررسی قرار گرفت (
  ).3(جدول 

  
  )CASA( اسپرم يوتریکامپ زیآنال ستمیس با یابیارز قابل هايفراسنجه -3جدول 

Table 3.The assayed parameters by computerized sperm analyzing system (CASA) 
  فیتعر  فراسنجه

Total Number of Sperm (TNS) یبررس مورد يلدهایمشاهده شده در ف يهاتعداد کل اسپرم  
Number of Motile Sperms (NMS) یبررس مورد يلدهایدر ف جنبا يهاتعداد کل اسپرم  

Straight Line Velocity (VSL)  حسب بر یمدر مسیر مستقسرعت μm/s  

Curvilinear Velocity (VCL) حسب بر منحنی ریسرعت در مس μm/s 

Average Path Velocity (VAP) حسب بر نیانگیم ریسرعت در مس μm/s  

Linearity (LIN) نسبت VSL به VCL بر حسب درصد 

  
از فرآینـد   پـس اي کـه  اولین فراسـنجه : جنبایی اسپرم

هـاي  د، جنبـایی سـلول  یخ گشایی ارزیابی ش-انجماد
نــی از هــر گــروه  چهــاراســپرم بــود. بــدین منظــور، 

 38گشایی شده و داخـل لولـه بـا دمـاي     آزمایشی، یخ
گراد ریخته شـدند. سـپس بـا اسـتفاده از     درجه سانتی

ــا برداشــتن  میکرولیتــر از  10تــا  7ســمپلر متغیــر و ب
اي بر لام قرار داده شد و لامـل بـر   محتواي لوله، قطره

ــر  روي آن  ــاده شـــده در زیـ قـــرار گرفـــت. لام آمـ
میکروسکوپی که به سیستم آنـالیز کـامپیوتري اسـپرم    

)CASA‚Video Test Sperm 3.1 Russia ( متصــل
بود، قرار داده شد و بـه کمـک سیسـتم مـذکور و بـه      

هـا، سـه میـدان    منظور ارزیابی وضعیت جنبایی اسپرم
دید به صورت تصادفی انتخاب شد و در هر میدان نیز 

زمینه در نظر گرفته شد که در این نـواحی درصـد    15
رونده، جنبایی کل، سرعت واقعی اسـپرم  جنبایی پیش

در مسیر طی شده، سـرعت اسـپرم در خـط مسـتقیم،     
ها معین و ثبت میانگین سرعت در مسیر مستقیم اسپرم

  گردید.

بـراي بررسـی   : یکپارچگی غشاي پلاسمایی اسـپرم 
ــون   ــپرم از آزم ــاء اس ــلامت غش ــون  هس ــت (آزم اس

) 1994هایپواسموتیک) مطابق با روش ریول و مرود (
 میسـد  گرم 735/0 شامل هاست محلولاستفاده شد. 

 تـر یلیلیم در فروکتوز گرم 351/1 و دراتیآن تراتیس
 ـ ییگشـا . بعـد از یـخ  بود مقطر آب  10هـا مقـدار   ین

از محلـول   تـر یکرولیم 100به  یاز نمونه من تریکرولیم
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دقیقـه در   30پس از سـپري شـدن    هاست اضافه شد.
قطـره از نمونـه    3گراد، حداقل درجه سانتی 37دماي 

انکوبه شده بر روي سـه نقطـه از لام ریختـه و لامـل     
نمـایی  ها قرار داده شد. سپس بـا بـزرگ  تمیز روي آن

ــین × 40 ــوري دورب ــکوپ ن ــورت میکروس ــه ص دار ب
اسپرم شمارش  200میدان دید حداقل  10تصادفی در 

در ایـن  اسپرم با غشاء یکپارچه محاسبه شد.  و درصد
خورده و متورم بـه عنـوان   هاي با دم پیچآزمون، اسپرم

هاي بـا غشـاي پلاسـمایی سـالم در نظرگرفتـه      اسپرم
  .)22و  21، 17(شوند می

ــا  : شناســی اســپرمریخــت ــابی اســپرم ب ــراي ارزی ب
طبیعی از محلول هانکوك استفاده شـد.   یشناسختیر

 37لیتـر فرمـالین (  میلـی  5/62امل محیط هانکوك ش ـ
 150لیتـر محلـول نمکـی سـدیم،     میلی 150درصد)، 

لیتر آب دوبار تقطیـر  میلی 500لیتر محلول بافر و میلی
است. براي ارزیـابی، چنـد قطـره از هـر نمونـه منـی       

هـاي حـاوي یـک    هـا بـه میکروتیـوب   موجود در نـی 
لیتر از محلول هانکوك اضافه شد. یـک قطـره از   میلی

این محلول بر روي لام ریخته شد و لامـل بـه آرامـی    
 ×400نمایی روي آن قرار گرفت و با استفاده از بزرگ

دار به صورت تصادفی در میکروسکوپ نوري دوربین
سلول اسپرم شمارش شـد   200میدان دید حداقل  10

و درصد اسپرم طبیعی محاسبه شد. غیرطبیعـی بـودن   
میانی غیرطبیعی  هايآکروزوم، سرهاي چسبیده، بخش

هاي دم به عنـوان اسـپرم غیرطبیعـی در نظـر     و آسیب
  ).9گرفته شد (

هـا  مانی اسپرمبه منظور ارزیابی زنده: مانی اسپرمزنده
آمیــزي گشــایی از رنــگیــخ -بعـد از فرآینــد انجمــاد 

نگروزین استفاده شد. براي سـاخت محلـول    -ائوزین
گرم  45/1گرم نگروزین،  5گرم ائوزین،  85/0رنگی، 

لیتـر آّب مقطـر   میلی 50سدیم سیترات آنیدرات را در 
دقیقـه   20حل نموده و محلول به دست آمده به مدت 

جوشانده شد. با توجه بـه سـلامت غشـاء پلاسـمایی     
هاي زنده و مرده قابـل ارزیـابی   ها، درصد سلولاسپرم

پـذیر بـودن   باشند. در صورت مرگ اسپرم و آسیبمی
قرمز ائوزین بـه داخـل اسـپرم    غشاء پلاسمایی، رنگ 

نفوذ کـرده و قسـمت تحتـانی سـر اسـپرم کـه فاقـد        
   ).26شود (باشد، قرمز رنگ دیده میآکروزوم می

  
  تجزیه و تحلیل آماري

در  3×3فاکتوریل آزمایش این پژوهش به صورت 
 ـ داده .طرح کاملاً تصادفی انجام شد یکقالب  ه هـاي ب

ــده  ــه  دســت آم ــتفاده از روی ــا اس ــه و  GLMب مقایس
 خطـاي سطح  ها با استفاده از آزمون توکی (درمیانگین

تجزیـه  مورد  SASافزار آماري وسیله نرمه درصد) ب 5
مـدل آمـاري مـورد اسـتفاده بـه       قـرار گرفـت.  آماري 

  صورت زیر بود:
Yijk=µ+Pi+Cj+ PCij+eijk 

ــانگین کــل  µمتغیــر وابســته،  ijklYدر ایــن مــدل  می
 ijPCر سیســتئین، اثــ jCاثــر پونــه،   iPمشــاهدات، 

  اشتباه آزمایش بود. ijk eو کنش پونه و سیستئینبرهم
  

  نتایج
 –هاي جنبایی اسپرم پس از فرآیند انجمـاد فراسنجه

  گشایییخ
نتایج تجزیه واریانس نشـان داد کـه اثـر    : جنبایی کل

بـر  سیستئین ×کنش پونهافزودن پونه، سیستئین و برهم
). p>0001/0دار بــود (هــا معنــیجنبــایی کــل اســپرم

کنش سطوح مختلف عصاره هاي برهممقایسه میانگین
) نشــان داد کــه بیشــترین 4(جــدول  سیســتئین×پونــه

ــروه سیســتئین  ــل اســپرم در گ ــایی ک  47/44( 10جنب
درصد) و کمترین  36/44( 5درصد) و سپس سیستئین

ــا تفــاوتی معنــی ــهآن ب  65/37( 100دار در گــروه پون
  ). p>05/0درصد) مشاهده شد (
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ــر : رونــدهبــایی پــیشجن نتــایج تجزیــه واریــانس اث
ها پس تیمارهاي آزمایشی بر جنبایی پیش رونده اسپرم

اثرات مستقل عصاره پونه و  گشایی نشان داد کهاز یخ
ــرهم ــنش آنسیســتئین و ب ــایی  ک ــر درصــد جنب ــا ب ه

). P >0001/0دار بــود (هــا معنــیرونــده اســپرمپــیش
ــرهممقایســه  نشــان داد آزمایشــی  يکــنش تیمارهــاب

ــدول  ــه ) 4(ج ــار پون ــه تیم ــترین ( 200ک  67/24بیش
درصد) جنبایی  49/20درصد) و تیمار شاهد کمترین (

  رونده اسپرم را نسبت به سایر تیمارها داشتند.پیش

نتــایج تجزیــه : )VAP( ســرعت در مســیر میــانگین
پــس از  VAPواریـانس اثـر تیمارهــاي آزمایشـی بـر     

قل افـزودن عصـاره   اثرات مست گشایی نشان داد کهیخ
دار بــود هـا معنـی  کــنش آنپونـه و سیسـتئین و بـرهم   

)0001/0< P .(پونـه  سـطوح مختلـف   کـنش  در برهم
که تیمـار   )4(جدول  مشاهده شد VAPسیستئین بر ×

تیمار و  )هیثان بر کرومتریم 65/50(بالاترین  5سیستئین
 ـثان بـر  کرومتریم 05/43( کمترین 100پونه میـزان   )هی

VAP ندبه سایر تیمارها داشت نسبت را.   

ها در سرعت اسپرم: )VCLسرعت در مسیر منحنی (
دار تحـت  ) به صورت کاملا معنیVCLمسیر منحنی (

تاثیر افزودن عصاره پونه و سیستئین به صورت مستقل 
مقایسه ). P >0001/0ها بود (کنش آنو همچنین برهم

سیسـتئین  ×کنش سـطوح مختلـف پونـه   برهممیانگین 
داراي  10کــه تیمــار سیســتئین) 4(جــدول اد نشــان د

بودنـد   VCLداراي کمترین  100بیشترین و تیمار پونه
  ).هیثان بر کرومتریم 14/55در مقابل  01/63(

ــه : )VSLســرعت در مســیر مســتقیم ( ــایج تجزی نت
ها پس اسپرم VSLواریانس اثر تیمارهاي آزمایشی بر 

عصاره اثرات مستقل افزودن  گشایی نشان داد کهاز یخ
ایـن فراسـنجه   ها بـر  کنش آنپونه و سیستئین و برهم

کـنش  نتـایج بـرهم  ). P >0001/0دار بود (معنیکاملا 

که ) 4(جدول سیستئین نشان داد ×سطوح مختلف پونه
 کرومتریم 72/32( 10تیمار سیستئیندر  VSLبیشترین 

ــبرثان ــه  هی ــروه پون ــرین آن در گ  15/23( 100) و کمت
  .ود) بهیبرثان کرومتریم

خطـی بــودن جنبــایی  : (Lin)خطـی بــودن جنبــایی  
دار تحـت تـاثیر   ) به صورت کاملا معنیLINها (اسپرم

افزودن عصاره پونه و سیستئین به صـورت مسـتقل و   
مقایسـه  ). P >0001/0ها بـود ( کنش آنهمچنین برهم

سیستئین نشـان داد  ×کنش پونهمیانگین تیمارهاي برهم
 10مــار سیســتئین در تی LINکــه میــزان ) 4(جــدول 
کمترین  100درصد) و در تیمار پونه  92/52بیشترین (

  . درصد) بود 05/42(

نتایج تجزیه واریانس درصد ها: مانی اسپرمزنده
آمیزي گشایی و رنگها پس از یخمانی اسپرمزنده

نگروزین نشان داد که اثرات مستقل افزودن  -ائوزین
درصد ا بر هکنش آنعصاره پونه و سیستئین و برهم

). P >0001/0دار بود (معنیها کاملا مانی اسپرمزنده
کنش سطوح مختلف مقایسه میانگین تیمارهاي برهم

) که تیمار 5سیستئین نشان داد (جدول ×پونه
 100درصد) و پونه 54/47بیشترین ( 5سیستئین
  .مانی را دارا بودنددرصد) زنده 13/43کمترین (

تجزیه واریـانس  رم: یکپارچگی غشاي پلاسمایی اسپ
نتایج آزمـون هایپواسـموتیک بـر یکپـارچگی غشـاي      

ها نشان داد که تـاثیر عصـاره پونـه و    پلاسمائی اسپرم
هـا تـاثیر   کـنش آن سیستئین به صورت مستقل و برهم

. مقایسه میـانگین  )P >0001/0دار داشت (کاملا معنی
کنش سطوح مختلـف عصـاره پونـه و    تیمارهاي برهم
) که بیشترین و کمتـرین  5داد (جدول  سیستئین نشان

هـا بـه ترتیـب در    یکپارچگی غشاي پلاسمائی اسـپرم 
 100درصد) و تیمـار پونـه   86/41( 10تیمار سیستئین

  درصد) بود. 23/37(
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  يهاي تیمارگشایی در گروههاي جنبایی اسپرم پس از انجماد و یخمیانگین فراسنجه -4جدول 
Table 2- Means of sperm motility parameters after freezing and thawing in treatment groups 

جنبایی کل 
  (درصد)
Total 

motility 
(%) 

جنبایی 
رونده پیش

  (درصد)
Progressive 

motility 
(%) 

سرعت در مسیر 
میانگین(میکرون 

  بر ثانیه)
Average 

path 
velocity 
(μm/se) 

سرعت در مسیر 
منحنی (میکرون 

  ثانیه) بر
Curvilinear 

velocity 
(μm/se) 

سرعت در مسیر 
مستقیم (میکرون 

  ثانیه) بر
Straight line 

Velocity 
(μm/se) 

خطی بودن 
  جنبایی

Linearit
y (%) 

  تیمارها
(Treatments)  

a43.11 b22.31 a50.20 a62.13 a32.22 a52.35 صفر  

عصاره 
پونه

  

b40.08 b22.51  c45.40 c57.53 c26.12 c45.69 100  
a42.71 a24.19 b48.67 b51.24  b30.22 b49.50 200 

  میانگین خطاي استاندارد 0.1891 0.1825 0.1662 0.1472  0.1563 0.1951
 داريمعنیسطح  0.0001>  0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001>

b39.93 b22.43 b46.97 c59.09 c28.39 b47.16 سیستئین  صفر
 

a42.96 b22.81 a48.88 b60.49 a0.553 a50.15 5 
a43.01 a23.76 a48.41 c61.31 b29.62 a50.24 10 

  میانگین خطاي استاندارد 0.1891 0.1825 0.1662 0.1472 0.1563 0.1951
 داريمعنیسطح  0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001>

e40.23 e20.49 ab50.01 b61.49 a6932. ab51.57 
  شاهد

Control 

برهم
ک

ش پونه
ن

 ×
سیسئین

  

ab44.36 cd22.53 a50.65 ab61.88 a7232.  b52.56 
  5سیستئین 

Cysteine 5 

a44.74 ab23.90 ab49.93 a63.01 b31.25 a52.92 
  10سیستئین 

Cysteine 10 

e37.65 d22.13 e43.05 d55.14 f23.15 d42.05 
  100پونه 

Horsemint 100  
cd41.90 a24.67 c47.87 b60.63 d29.31 c47.86 

 200پونه 
Horsemint 200 

de41.40 d22.31 cd46.74 c58.35 e27.83 c47.62 
  5سیستئین ×100پونه 

Horsemint 100×Cysteine 5 

de41.18 bcd23.08 d46.40 c59.09 e27.36 c47.41 
  10سیستئین ×100پونه 

Horsemint 100×Cysteine 10 

bc43.11 abc23.59 b49.25 b61.26 c31.11 b.2650 
  5سیستئین × 200پونه 

Horsemint 200×Cysteine 5  
bc43.11 ab24.30 b48.89 ab61.83 cd30.26 b50.38 

  10سیستئین × 200پونه 
Horsemint 200×Cystein 10  

  میانگین خطاي استاندارد 0.3275 0.3161 0.2878 0.2550 0.2707 0.3379
 داريمعنیسطح  0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001> 0.0001>

a  وb دارند دار معنیاختلاف آماري  ،حروف متفاوتهاي داراي در هر ستون، میانگین)P<0.05(.  
a, b In each column, means with different letters have significant statistical differences (P<0.05). 

  
نتایج آزمـون محلـول هـانکوك    شناسی اسپرم: ریخت

ها نشـان داد  شناسی طبیعی اسپرمارزیابی ریخت براي
کنش که تاثیر اثرات مستقل عصاره اتانولی پونه و برهم

هـاي طبیعـی   بر درصـد اسـپرم  سیستئین ×عصاره پونه
اثـر مسـتقل سـطوح    ولـی  )، P<05/0دار نبـود ( معنی

دار هاي طبیعی معنـی مختلف سیستئین بر درصد اسپرم
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گین اثر سطوح مختلف ). در مقایسه میانP>05/0بود (
)، 5هاي طبیعـی (جـدول   عصاره پونه بر درصد اسپرم

ــه (  ــاره پون ــطح صــفر عص  10/25بیشــترین آن در س
 87/24عصـاره (  200درصد) و کمترین آن در سـطح  

درصد) مشاهده شد. مقایسـه تـاثیر سـطوح مختلـف     
داراي بیشــترین  5سیســتئین نشــان داد کــه سیســتئین 

ــف  52/25( ــتئین ص ــد) و سیس ــرین درص ر داراي کمت
هاي طبیعی بود. مقایسه میانگین درصد) اسپرم 54/24(

 5سیستئین نشان داد که تیمار سیستئین×کنش پونهبرهم
ــرین   94/25بیشــترین ( ــار شــاهد کمت درصــد) و تیم

  . هاي طبیعی را داشتنددرصد) میزان اسپرم 29/24(

  

  هاي تیماريیی در گروهگشاپرم پس از انجماد و یخشناسی اسسلامت غشاء و ریخت ،مانیزنده نیانگیم -5 جدول
Table 5- Means of viability, membrane integrity and morphology of sperm after freezing and thawing in 

treatment groups 

  )درصد(اسپرم غیرطبیعی
Sperm abnormality 

(%) 

پلاسمایی  غشا یکپارچگی
  )درصد(

Plasma membrane 
integrity (%) 

  )درصد( مانیزنده
Viability (%) 

  تیمارها
Treatments 

25.10 40.67a 47.16a صفر  

عصاره 
پونه

  

25.00 38.65b 44.67c 100 

24.87 40.29a 46.10b 200 
  میانگین خطاي استاندارد 0.1677 0.1651 0.2362
 داريمعنیسطح  0001.> 0001.> 0.7978
24.54b 38.74c 45.05b سیستئین  صفر

 

25.52a 40.11b 46.54a 5 

24.91ab 40.76a 46.35a 10 
  میانگین خطاي استاندارد 0.1677 0.1651 0.2362
 داريمعنیسطح  0001.> 0001.> 0.0177

24.29 39.22c 46.55ab 
  شاهد

Control 

برهم
ش پونه

کن
 ×

سیسئین
  

25.94 40.91ab 47.54a  5سیستئین  
Cysteine 5 

25.06 41.86a 47.40a  10سیستئین  
Cysteine 10 

24.78 37.23d 43.13c 
  100پونه 

Horsemint 100 

24.55 39.78bc 45.46b  200پونه  
Horsemint 200 

25.36 39.09c 45.64b  5سیستئین ×100پونه  
Horsemint 100×Cysteine 5 

24.87 39.62bc 45.24b 
  10سیستئین ×100پونه 

Horsemint 100×Cysteine 10 

25.26 40.33bc 46.43ab  5سیستئین × 200پونه  
Horsemint 200×Cysteine 5 

24.81 40.78ab 46.41ab  10سیستئین × 200پونه  
Horsemint 200×Cystein 10 

  میانگین خطاي استاندارد 0.2905 0.2859 0.4091
 داريمعنیسطح  0.0495 0.0395 0.7230

a  وb دارند (دار معنیاختلاف آماري  ،حروف متفاوتاي هاي داردر هر ستون، میانگینP<0.05(.  
.)P<0.05( encesdifferletters have significant statistical with different means  In each column, a, b 
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  بحث
 ROSدر شرایط فیزیولوژیک یک تعادل بین تولید 

یـد  باشد و تولاکسیدانتی منی برقرار میو ظرفیت آنتی
ــد   ــیش از ح ــرد    ROSب ــتلال در عملک ــب اخ موج

اکسـیدانتی منـی و در نهایـت عملکـرد     هاي آنتیآنزیم
). از طــرف دیگــر اســپرم 6هــا خواهــد شــد (اســپرم

ــباع و     ــرب اش ــیدهاي چ ــار از اس ــتانداران سرش پس
بنـابراین،   ،هـا بـوده  غیراشباع، فسفولیپیدها و اسـترول 
بوده و این هاي فعال بسیار مستعد حمله انواع اکسیژن

امر سـبب کـاهش یـافتن جنبـایی اسـپرم و همچنـین       
داخـل سـلولی و بوجـود آمـدن      ATPکاهش سـریع  

  .)1(شود هاي ساختمانی میآسیب
پراکسیداسـیون  تـرین اثـر منفـی    کلی، مهمطور به

ها، اخـتلال در سـاختار غشـاء و    چربی در تمام سلول
شـیب  حفـظ  هـا و  عملکرد آن (فرایندهاي انتقال یون

شـود  را شـامل مـی   )و پیامبرهـاي سـلولی   هاابولیتمت
ها در مانی اسپرم، افزایش ناهنجاريزندهکاهش ). 14(

پـذیري اسـپرم و واکـنش    قطعه میانی، کاهش ظرفیـت 
آکروزومــی زودهنگــام از دیگــر عواقــب تــأثیر انــواع 

). مطالعـات نشـان   1باشند (اکسیژن فعال بر اسپرم می
رقیق شده یک منبع مهـم  اند که در پلاسماي منی داده
هـا را در فراینـد   اکسیدانتی وجود دارد کـه اسـپرم  آنتی

نمایـد کـه البتـه    اکسیداتیو حفظ می تنشانجماد، علیه 
 ـ  اکسیدانتی پلاسماي منـی دام ظرفیت آنتی ه هـاي نـر ب

خاطر رقیق سازي، پـایین آمـده و بـه همـین دلیـل از      
ــی ــیدانتآنتـ ــلاوه بـــر    اکسـ ــارجی عـ هـــاي خـ

هاي موجود در پلاسماي منی در محیط نتاکسیداآنتی
هـا  آنکه توانـایی  رقیق کننده حاوي منی استفاده شده 

ــد   در بهبــود کیفیــت و عملکــرد اســپرم بعــد از فراین
  ).5گشایی گزارش شده است (یخ -انجماد
دلیل مشکلات ایمنی و ترکیبات سـمی موجـود   به

ــی هــاي مصــنوعی و صــرفه اکســیدانتدر برخــی آنت
هاي گیاهی مروزه استفاده از آنتی اکسیدانتاقتصادي، ا

). مطالعات فراوان در 29مورد توجه قرار گرفته است (
شرایط آزمایشگاهی نشـان داد کـه ترکیبـات فنولیـک     

هاي آزاد را پاکسازي طور مستقیم رادیکاله توانند بمی
اکسـیدانتی ایـن   آنتـی  کنند، به طـوري کـه حتـی اثـر    

 ــ ــات بیشــ ــامینترکیبــ ــتر از ویتــ و  Cو  E ايهــ
). اثـرات  21باشـد ( مـی  هاي مصـنوعی اکسیدانتآنتی
 ـ  اکسیدانتی ترکیبات پلیآنتی طـور  ه فنولیـک گیاهـان ب

مربوط بـوده   هاآنعمده به خاصیت دهندگی الکترون 
توانند با انتقال گـروه هیدروکسـیل از سـاختمان    و می

هـــا را از فرآینـــد آن، خـــود بـــه ترکیـــب لیپیـــدها
ــ ــن  پراکسیداســیون لیپی ــین ای ــد. همچن ــظ نماین د حف

هاي ترکیبات با داشتن خصوصیت شلاته کنندگی یون
ــزیم    ــت آن ــار فعالی ــزي و مه ــیداتیو و  فل ــاي اکس ه

ــی ــدرولیتیک م ــار   هی ــا مه ــذب ی ــت ج ــد فعالی توانن
  ). 19هاي آزاد را از خود نشان دهد (رادیکال

نشان داده شده که عصاره گیاه پونه داراي مقـادیر  
تیمـول و کـارواکرول اسـت و داراي    بالاي مونوترپن، 

). اکثـر مطالعـات   7باشـد ( اکسیدانتی میخاصیت آنتی
اکسیدانتی و تعیین ترکیبات فنولیک روي خواص آنتی

این گیاه در صنایع غـذایی و داروسـازي انجـام شـده     
است و تاکنون در مورد افزودن عصاره پونه بـه رقیـق   

ا از دیگر هاي نر صورت نگرفته است، امکننده منی دام
خانواده پونه (نعناعیـان) در انجمـاد اسـپرم    گیاهان هم

گاو نر و قوچ استفاده شـده اسـت. تحقیقـات مـالو و     
) نشــان داد کــه اســتفاده از عصــاره 2011همکــاران (

رزماري در رقیق کننده منی موجب بهبود جنبایی کـل  
مانی و یکپارچگی آکـروزوم شـده و   و پیشرونده، زنده

بـه طـور قابـل تـوجهی کـاهش       لدئیدآديمالونسطح 
باشـد.  یابد که موافق با نتایج آزمـایش حاضـر مـی   می

)، در پژوهشی با عنوان تاثیر 1395رهبري و همکاران (
لیتر) بـر  مول بر میلیمیلی 15و  5/7افزودن سیستئین (

هاي انجمادپذیري و باروري منی گاو بـر پایـه   ویژگی
یدند کـه افـزودن   دو نوع رقیق کننده به این نتیجه رس ـ
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شرایط به منی گاو در میل مول  5/7سیستئین در سطح 
تواند باعث بهبود انجمادپذیري و میانجماد و یخچال 

باروري منی شود کـه در نتـایج آزمـایش حاضـر نیـز      
لیتر باعـث  مول بر میلیمیلی 10و  5افزودن دو سطح 

رونـده و  بهبود پارامترهاي جنبایی کل، جنبـایی پـیش  
  بود.پژوهش ذکر شده نی شد و موافق با مازنده

ــا و همکــاران ( ــد 1395دقیــق کی ) گــزارش کردن
افزودن عصاره مرزنجوش در رقیق کننـده منـی قـوچ،    

گشایی در مقایسـه بـا گـروه    یخ -بعد از فرایند انجماد
رونـده اسـپرم   شاهد، موجب بهبود صفت جنبایی پیش

 هـا اي آنه ـشد که نتایج پژوهش حاضر موافق با یافته
بود. اثرات عصاره مرزنجوش نه تنها در خصوصـیات  

مانی و یکپارچگی غشا نیز جنبایی اسپرم، بلکه در زنده
عصـاره  میکرولیتر  150قابل مشاهده است، اما افزودن 

ــیمرزنجــوش  ــاثیر معن ــر ت ــاي دار ب ــارچگی غش یکپ
. مقـادیر کمتـر و بیشـتر از    داشتها نپلاسمایی اسپرم

لیتر سیر نزولی در پارامترهـاي  میکرولیتر در میلی 150
مورد ارزیابی داشته است. افزودن مقادیر بیشتر عصاره 

هـاي  مرزنجوش، با مهار بـیش از حـد فعالیـت آنـزیم    
دخیل در اکسیداسیون و احیاء و نیز بهـم زدن تعـادل   

هـاي آزاد  ی و تولید رادیکـال تاکسیدانبین ظرفیت آنتی
ي اسـپرم  ها، موجب کاهش عملکردهادر محیط اسپرم

ــی ــاران،  م ــا و همک ــوند (روک ــژوهش ).2004ش  در پ
) اثر عصاره اتـانولی مـریم   1394فرهادي و همکاران (

ــر گلــی ســهندي بــه عنــوان آنتــی اکســیدان طبیعــی ب
گشایی شـده گـاو   یخ -پارامترهاي کیفی اسپرم منجمد

هلشتاین را بررسی نموده و بیـان کردنـد کـه افـزودن     
لیتر عصاره مریم گلـی  لیتر در دسی میلی 4و  2سطح 

دار کلیه صفات جنبایی شده سهندي باعث بهبود معنی
لیتر در دسی لیتـر عصـاره ایـن گیـاه     میلی 4و افزودن 

مـانی و یکپـارچگی   دار صفات زندهباعث بهبود معنی
 -هـا بعـد از فراینـد انجمـاد    غشایی پلاسمایی اسـپرم 

که  گشایی نسبت به گروه شاهد و سایر تیمارها شدیخ

در  .نبود حاضرپژوهش هاي با یافتهها موافق ین یافتها
مطالعات قبلی بیان شده است که افزودن سیسـتئین در  

اکسیداتیو شده و با مهار  تنشمایع منی، باعث کاهش 
پذیر، باعث بهبود پارامترهـاي مـورد   هاي واکنشگونه

با که  )1983وري، شود (الوارز و استارزیابی اسپرم می
  .سازگار استحاضر  نتایج پژوهش

ــی و همکــاران (  ) در بررســی اثــرات  2016دلت
سیستئین و ترهالوز در حفظ طولانی مدت منـی قـوچ   
نشان دادند که افزودن ترکیب سطوح مختلف ترهالوز 

آن انجمادپـذیري  و سیستئین به منی قوچ باعث بهبود 
) در 2010شده است. همچنین، خلیلـی و همکـاران (  

تلف گلیسین و سیستئین بـر  هاي مخبررسی اثر غلظت
منی قوچ نژاد مغانی به این نتیجه رسیدند کـه افـزودن   

مـول  میلی 20و  15، 10، 5سطوح مختلف سیستئین (
لیتر) نسبت به گروه شاهد و سـطوح مختلـف   بر میلی

هاي انجام شده که بررسی داشت يگلیسین اثرات بهتر
  باشد.در پژوهش حاضر نیز همسو با این نتایج می

  
  گیريتیجهن

نشان داد که استفاده از سیستئین  پژوهشنتایج این 
جنبـایی و  هـاي  برخـی فراسـنجه   توانـد به تنهایی می

گشایی را بهبود مانی اسپرم منجمد قوچ پس از یخزنده
بیشترین جنبایی کل، یکپـارچگی  بخشد، به طوري که 

غشاي پلاسمایی، خطی بـودن جنبـایی و سـرعت در    
(بـدون  مـول  میلـی  10ر سیستئین در تیما مسیر منحنی

، سـرعت اسـپرم در   مانیو بیشترین زندهعصاره پونه) 
در مسیر مستقیم و سرعت اسـپرم در مسـیر میـانگین    

هرچند بیشترین درصد مشاهده شد.  5سیستئین تیمار 
 200رونده اسپرم در تیمـار عصـاره پونـه    جنبایی پیش

ه از تـوان اسـتفاد  مـی  ،. بنـابراین بـود  )سیستئین(بدون 
رقیـق  لیتـر  میلی سیستئین درمول میلی 10و  5سطوح 

باعـث بهبـود   زرده تخـم مـرغ را بـراي    -کننده تریس
.منجمد قوچ پیشنهاد کرداسپرم باروري هاي فراسنجه
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*Abstract 
Background and objectives: According to an increasing interest for using artificial 
insemination by sheep producers, finding methods to maintain frozen semen fertility would be 
important and applicable. One of the freezing semen disadvantages is increasing of free radicals 
leading to enhanced sperm membrane peroxidation then consequently causes lowered semen 
fertility after thawing. Some plants bearing high levels of natural antioxidants can help to 
decrease semen peroxidation. Cysteine, in addition, is a precursor of glutathione peroxidase 
being the most important antioxidant property in semen. Therefore, the aim of the study was to 
investigate the effect of adding different levels of ethanol extract of Mentha Longifolia (0, 100 
and 200 µL/ml) and cysteine (0, 5 and 10 mmol/ml) into ram semen on fertility features after 
freezing and thawing processes. 
 
Materials and methods: In this study, semen samples were collected from four mature, fertile 
Baluchi rams (> 2-year-old) by artificial vagina and after initial evaluation were pooled 
together. Then, samples were diluted in an extender based on Tris-egg yolk. Treatments were 
arranged as a 3 × 3 factorial experiment including nine treatments and six straws were assigned 
to each as replicate. After treating, the straws were filled by the equal amount of semen and 
after chilling in refrigerator (4 °C) for two hours were frozen in liquid nitrogen container. After 
thawing the straws at day 10, sperm motility parameters were assayed by CASA. Furthermore, 
the percentages of viability, plasma membrane integrity and normal morphology of sperms were 
evaluated by microscope. Data were analyzed by SAS software using GLM procedure and the 
means comparison was performed by Tukey-Kramer test at 5% error. 
  
Results: Results of the study showed that the effects of adding horsemint extract and cysteine 
into the extender and the interaction between them on the all motility and viability parameters of 
frozen ram sperm after thawing were significant (P < 0.05), exempt for sperm morphology 
where only the effect of adding cysteine was significant. Means comparison showed that the 
greatest sperm total motility, plasma membrane integrity, linearity and curvilinear velocity were 
observed in cysteine10 treatment (without horsemint extract), while the greatest sperm viability, 
straight line velocity and average path velocity were seen in cysteine5 treatment (without horsemint 
extract). The greatest sperm progressive motility percentage was observed in horsemint200 
group (without cysteine). 
 

Conclusion: In general, considering to the beneficial effects of adding cysteine into the 
extender based on tris-egg yolk on the most of fertility parameters of ram frozen semen after 
thawing, using levels of 5 and 10 mmol cysteine per ml extender in order to maintain fertility of 
frozen ram semen is recommended. 
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