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چکيد ه 

سرد کردن و ذوب کردن منجر به آسیب های اکسیداتیو و تغییرات فیزیکی و شیمیایی در اسپرم می شود. هدف از مطالعه حاضر بررسی اثر 
عصاره هیدروالکلی Ceratonia siliqua )خرنوب( بر روی کیفیت منی سگ در طول نگهداری در دمای 4 درجه سانتی گراد است. در این 
بررسی از 3 قلاده سگ نر سن 7-3 ساله برای جمع آوری منی استفاده شد. نحوه اخذ منی بصورت دستی می باشد. در این بررسی از قسمت 
دوم انزال که بخش غنی از اسپرم می باشد استفاده شد. نمونه های بالای 106 × 200 برای انجام آزمایش استفاده شد. نمونه گیری در هفته دو 
مرتبه انجام پذیرفت و برای از بین بردن تنوع بین نمونه ها اسپرم، هر بار همه اسپرم انزالی سگ ها با یکدیگر ادغام می شوند. اسپرم، توسط 
سانتریوفوژ با دور g 700 به مدت 5 دقیقه سانتریوفوژ شد و پلاسمای منی دورانداخته شد. پس از رقیق سازی، اسپرم ها به 5 گروه : 1- کنترل، 
2-کنترل شم، µg/mL 10-3 عصاره خرنوب، µg/mL 20 -4 عصاره خرنوب و µg/mL 40 -5 عصاره خرنوب، تقسیم شدند. عصاره هیدرو 
الکلی خرنوب در بین گروه های درمانی درگروه 20 میکروگرم توانست نسبت به سایر گروه های درمانی بیشترین اثر در بهبود پارامترهای 
اسپرم را داشته باشد و همچنین تفاوت معنی داری با گروه های کنترل و کنترل شم داشت)P>0/05(. این مطالعه نشان می دهد که عصاره 
هیدروالکلی خرنوب به دلیل داشتن ترکیبات آنتی اکسیدانی می تواند اسپرم را در برابر آسیب های اکسیداتیو ناشی از نگهداری در دمای یخچال 

محافظت کند.
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Cooling and thawing result in oxidative damage, physical and chemical changes in the sperm. The aim of the present 
study was to evaluate the effect of hydroalcoholic extract of Ceratonia siliqua (carob) on semen quality during storage 
at 4 ° C. In this study, three male dogs aged 3-7 years were used for semen collection. The method of collection semen is 
manual. In this study, the second part of the ejaculate, which is rich in sperm, was used. Samples above 200 × 106 were 
used for the experiments. Sampling was performed twice a week, and to eliminate the diversity of sperm samples, all 
ejaculate dogs were pooled each time. The pooled sperm was centrifuged by centrifugation at 700 g for 5 minutes and 
the seminal plasma was discarded. After dilution, spermatozoa were divided into 5 groups: 1) Control, 2) control Sham, 
3) 10 µg/ml of carob extract, 4) 20 µg/ml of carob extract, 5) 40 µg/ml of carob extract.
Hydroalcoholic extract of carob had the highest effect on sperm parameters improvement in the 20 µg/ml group com-
pared to the other treatment groups and also had a significant difference with the control and control sham groups (P 
<0.05). This study demonstrates that Ceratonia siliqua hydroalcoholic extract, due to its antioxidant properties, can 
protect sperm against oxidative damage caused by refrigerated storage.
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مقدمه
مثلی  تولید  به سیستم  نسل خود  بقای  برای حفظ  جاندران  و  جانوران 
نیاز دارند که نقص در هر یک از اعضای این سیستم، تولید  مثل و باروری 
را مختل می کند. امروزه تلقیح مصنوعی به عنوان یک روش کارامد در 
شناسایی روش هایی  پس  قرار می گیرد،  استفاده  مورد  مختلف  جانوران 
که بتواند اسپرم را در بهترین حالت حفظ کند ضروری است. استفاده از 
تلقیح مصنوعی و استفاده از منی تازه-سرد شده و منی منجمد شده فواید 
متعددی نسبت به جفت گیری طبیعی دارد که می توان به موارد ذیل اشاره 
قرنطینه  سازی،  برای  نیاز  عدم  و  حیوانات  انتقال  برای  نیاز  کاهش  کرد: 
افزایش ذخیره ژنتیک موجود در کشور، کاهش ریسک انتقال بیماری در 
مواقعی  که حیوان ناشناخته وارد سگ  دانی برای جفت گیری شود و کاهش 
طبیعی  جفتگیری  که  مواقعی  همچنین  و  عفونی  بیماری های  گسترش 
دشوار است. تلقیح مصنوعی می تواند در سگ ماده توسط منی تازه-سرد 

شده و یخ زده-ذوب شده انجام شود )18(. 
در دام کوچک، حین انزال اسپرماتوزوآی بالغ از مجرای دفران به میزراه 
عبور می کند که در آنجا پلاسمای منی به انزال افزوده می شود، که عمدتا 
ترشحات غده پروستات می باشد )8(. منی سگ با pH  3/6 نسبتا اسیدی 
به حساب می آید. انزال در این دام، دارای سه مرحله است. اولین مرحله 

قسمت پیش از اسپرم می باشد که دارای حجم 0/1 تا 2 میلی لیتر بوده و 
شامل مایع شفاف به همراه یا بدون اسپرم است. دومین مرحله قسمت 
غنی از اسپرم می باشد که بین 0/2 تا 4 میلی لیتر بوده و سفید یا شیری 
است و شامل تعداد زیادی اسپرماتوزوآ می باشد و سومین مرحله، قسمت 
پس از اسپرم یا مایع پروستاتیک است که بین 3-1 میلی لیتر بوده و یک 
مایع شفاف می باشد و حاوی تعداد کمی اسپرم است و به صورت ضربانی 

در فواصل زمانی 1 تا 45 دقیقه رها می شود )18(.
غلظت اسپرم در انزال سگ بارور بین 106 × 500 تا 106 × 900 سلول 
در هر میلی لیتر است و 75 تا 85 درصد این اسپرم ها دارای حرکت رو به 
جلو می باشند )8(. بهترین ابزار اندازه  گیری باروری در جنس نر، توانایی 
ایجاد جنین می باشد  نتیجه  در  و  اووسیت  کردن  بارور  در  اسپرماتوزوآ 
)18(. از سه قسمت انزال، دو قسمت اول دور ریخته می  شود و قسمت 
سوم که غنی از اسپرم می باشد را داخل لوله ای که تا دمای 37 درجه گرم 

شده است، جمع آوری می شود )16(. 
تحرک  است.  منی  مایع  کیفیت  ارزیابی  در  مهمی  عامل  اسپرم  تحرک 
ناکافی اسپرم به عنوان یکی از مهم ترین دلایل کاهش و یا ناباروری در 
به  بلکه  تحرک  به  تنها  نه  اسپرم  لقاح  ظرفیت  است.  شده  گرفته  نظر 
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است  شده  داده  نشان  مختلف  مطالعات  در   .)16( دارد  بستگی  اسپرم 
که، سرد کردن و انجماد سبب اثرات اکسیداتیو قوی بر روی اسپرم شده 
و با تولید گونه های اکسیژن فعال )ROS(، باعث پراکسیداسیون لیپیدی 
همچون  شیمیایی  و  فیزیکی  تغییرات  انواع  و  اسپرم  غشاء  در   )LPO(

آسیب DNA، یکپارچگی غشاء و تحرک اسپرم می شود )6(.
 برای ذخیره سازی کوتاه یا بلند مدت منی، انزال بایستی با یک رقیق کننده، 
رقیق شود تا از اسپرم در حین سرد کردن، انجماد و گرم کردن محافظت 
اسپرم  برای  انرژی  منبع  اینکه  بر  علاوه  رقیق  کننده  این  همچنین  کند، 
می باشد، pH، اسمولاریته و قدرت یونی اسپرم را نیز در حد تعادل نگه 
می دارد. مواد محافظتی که ممکن است در رقیق کننده ها استفاده شوند 
شامل پروتئین های شیر، زرده تخم مرغ و آلبومین سرم گاو می باشد که 
از غشاهای آکروزومی و میتوکندریایی در برابر شوک سرمایی محافظت 
می کنند )8(. در سال های اخیر محققان مواد مختلفی را جهت محافظت 
از اسپرم در گونه های مختلف از جمله نریان )15(، گاو )17( و گاومیش 
استفاده  مورد  منجمد  یا  و  سرد  بصورت  منی  نگهداری  هنگام  در   )7(
قرار داده اند. یکی از این مواد که بطور سنتی برای محافظت اسپرم سگ 
استفاده می شود زرده تخم مرغ می باشد )4(. همچنین در مطالعه ای دیگر 
استفاده از گلوکوز و فروکتوز در رقیق کننده اسپرم سگ ها پیشنهاد شده 

است )18(.
عصاره خرنوب حاوی ویتامین های E و D و C و B6 و نیاسین و فولیک 
اسید و پلی فنول و مواد معدنی همچون سدیم، پتاسیم، کلسیم و آهن و 
فسفر است و همچنین مطالعات گذشته نشان می  دهد که خرنوب دارای 
خاصیت آنتی اکسیدانی قوی می باشد )24(. بدلیل خاصیت آنتی اکسیدانی 
خرنوب و اینکه تا به حال به عنوان محافظ اسپرم سگ مورد استفاده قرار 
نگرفته است، هدف از این مطالعه بررسی اثرات افزودن عصاره خرنوب 

در رقیق کننده اسپرم سگ در طول نگهداری در دمای یخچال می باشد. 

مواد و روش ها 
نحوه تهیه گیاه خرنوب

گیاه خرنوب در این مطالعه از بازار محلی شهر ارومیه تهیه و توسط مرکز 
منابع طبیعی ارومیه )کد: 7123( شناسایی و تایید گردید. 

Ceratonia siliqua نحوه عصاره گیری
در مرحله اول گیاه خرنوب به همراه دانه ها با خردکن، پودر گردیدند. 
سپس پودر گیاه خرنوب درون اتانول 96 درصد )Merck, Germany( و 
آب مقطر با نسبت 50-50 ریخته شد و به مدت 72 ساعت باقی ماند. پس 
از این زمان بوسیله فیلترهای شماره 40 شرکت واتمن، عصاره تهیه شده 
فیلتر شدند. پس از مراحل فوق عصاره در دمای 50 درجه بوسیله دستگاه 
روتاری تغلیظ شد و در نهایت عصاره قهوه ای باقی مانده درون آون در 
دمای 40 درجه خشک گردیدند. عصاره خرنوب بعد از تهیه شدن تا زمان 
مورد استفاده در دمای منفی 20 درجه سانتی گراد نگهداری شدند )26(.

نحوه جمع آوری منی 
منی  برای جمع آوری  ساله   3-7 نر سن  قلاده سگ   3 از  بررسی  این  در 
سپس  و  گردید  جمع آوری  دستی  روش  به  سگ  ها  منی  شد.  استفاده 

گرفتند.  قرار  ارزیابی  مورد  بودن  نرمال  جهت  از  انزالی  نمونه های 
نمونه های منی که دارای 106 × 500 به بالا اسپرم و بالای 80 درصد تحرک 
بودند در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. نمونه گیری در هفته دو 
مرتبه انجام پذیرفت و برای از بین بردن تنوع بین نمونه های دامی، هر بار 
انزال سگ ها با یکدیگر ادغام شدند. در ادامه کار، منی توسط سانتریوفوژ 
با دور g 700 به مدت 5 دقیقه سانتریوفوژ گردیدند و پلاسمای منی آن 

دور انداخته شد )9(.

 گروه بندی نمونه های اسپرم
تریس  گرم   2/4 )حاوی:  تخم مرغ  تریس-زرده  رقیق کننده  در  منی  ابتدا 
 IU 100000 ،هیدروکسی متیل، 1/4 گرم اسید سیتریک، 0/8 گرم گلوکز
تخم  زرده   ml  20 سولفات،  استرپتومایسین  گرم   0/1 پنی سیلین،  بنزیل 
مرغ، ml 80 آب مقطر( بطوری که غلظت نهایی آنها 106 × 200 اسپرم 
با رقیق کننده  آماده شده  باشد، رقیق گردیدند. سپس منی  در میلی لیتر 
تریس-زرده تخم مرغ در گروه های مختلف آزمایشی شامل: 1( گروه اول 
 )2  ،Ceratonia siliqua از عصاره هیدروالکلی   µg/mL با صفر  )کنترل( 
 )3 ،Ceratonia siliqua از عصاره هیدروالکلی µg/mL 10 گروه دوم با
 )4 ،Ceratonia siliqua از عصاره هیدروالکلی µg/mL 20 گروه سوم با
 ،Ceratonia siliqua هیدروالکلی  عصاره  از   µg/mL  40 با  چهارم  گروه 
5( گروه شم )آب مقطر به عنوان حلال( تقسیم شدند)3(. نمونه ها پس 
در  یخچال  دمای  در  آن  نگهداری  توانایی  و  کیفیت  برای  از جمع آوری، 

زمان های صفر، 24، 48 و 72  ساعت مورد بررسی قرار گرفتند.

CASA بررسی تحرک و شاخص های تحرک توسط 
جهت بررسی تحرک و شاخص های تحرک، از سیستم آنالیز اسپرم کاسا 
)Videotest, St. Petersburg, Russia ;3.2 Test Sperm( استفاده شد. در 
صفحه  روی  بر  گرفته  قرار  لام  روی  بر  گروه  هر  از   5  µl بررسی  این 
ریخته   )Tokyo, Japan  ,Olympus, BX41( نوری  میکروسکوپ  گرم 
دمای  در  نگهداری  از  بعد  ساعت   72 و   48  ،24 صفر،  زمان های  در  و 
یخچال، تحرک کلی، حرکت پیشرونده روبه جلو و شاخصه های حرکتی 
قرار  ارزیابی  مورد   VCL, VSL, VAP, LIN, STR, BCF اسپرم شامل: 

گرفتند)تعداد 500 اسپرم مورد ارزیابی قرار گرفت(.

بررسی قابلیت زنده مانی
ائوزین-  رنگ آمیزي  اسپرم ها  زنده مانی  قدرت  میزان  بررسی  جهت 
از  اسپر  م  هاي زنده  استفاده قرار گرفت. مبنای تشخیص  نگروزین مورد 
که  است  استوار  اصل  این  بر  رنگ آمیزی  این روش  در  مرده  اسپرم  هاي 
در اثر آسیب به غشاء پلاسمایی، اسپرم    ها در برابر رنگ مذکور نفوذپذیر 
می  گردند. بنابراین آن دسته از اسپرم  هایی که رنگ گرفته بودند به عنوان 
اسپرم  هاي مرده در نظر گرفته شدند. در این مطالعه، تعداد 200 اسپرم 
مورد بررسی قرار گرفت و نتایج حاصل در قالب درصد بیان شدند )31(.

بررسی آسیب DNA اسپرم
جهت بررسی آسیب DNA اسپرم ها از رنگ آمیزی آکریدین اورنج استفاده 
فیکساتور  در محلول  فیکس شدن  از  بعد  تهیه شده،  اسمیرهای  گردید. 
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اورانج رنگ آمیزی شدند.  با رنگ آکریدین  به مدت 5 دقیقه   ، کارنوی، 
 ,Model GS7( فلورسنت  میکروسکوپ  از  استفاده  با  اسلایدها  سپس 
Nikon Co., Tokyo, Japan( بررسی گردیدند. در این بررسی 200 عدد 
اسپرم مورد بررسی قرار گرفت که اسپرم های با DNA یکپارچه به رنگ 

سبز و DNA دناتوره به رنگ زرد تا نارنجی دیده شدند )27(.

بررسی یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم
hypo- روش  از  استفاده  با  اسپرم  پلاسمایی  غشاء  یکپارچگی  بررسی 

برای   .)28( گرفت  قرار  ارزیابی  osmotic swelling test (HOSTمورد 
 HOST این بررسی، 50 میکرولیتر از مایع منی به 500 میکرولیتر محلول
)سدیم سیترات 0/735 گرم و فروکتوز 1/351 گرم در 100 میلی لیتر آب 
مقطر( اضافه شد و در حمام آب گرم )37 درجه سانتی گراد( به مدت 40 
دقیقه انكوبه گردیدند. بعد از گذشت 60 دقیقه، 5 میکرولیتر از محلول 
فوق بر روی لام قرار داده شده و اسپرم های با دم خمیده  )سالم( و دم 

صاف )ناسالم( مورد شمارش قرار گرفتند. 

آنالیزهای آماری
داده های این مطالعه با استفاده از بسته نرم افزاری SPSS نسخه 26 مورد 
خطای   ± میانگین  اساس  بر  نتایج  تمامی  و  گرفتند  قرار  آماری  ارزیابی 
استاندارد بیان شدند. جهت مقایسه بین گروه  ها آنالیز واریانس یک  طرفه 
قرار  استفاده  مورد  توکی  مقایسه  ای چندگانه  تست  های  آن  دنبال  به  و 

در  گروه  ها  بین  معنی  داری  تعیین سطح  برای   P>0/05 مقدار  و  گرفت 
نظر گرفته شد.

نتایج
بر اساس نتایج بدست آمده حاصل از بررسی تحرک کلی اسپرم نشان داد 
که بیشترین تحرک کلی در بین گروه های درمانی، در گروه 20 میکروگرم 
عصاره خرنوب می باشد که به طور معنی داری )P>0/05( بیشتر از گروه 
کنترل و کنترل شم بود. گروه های درمانی 10 میکروگرم عصاره خرنوب 
و 40 میکروگرم عصاره خرنوب تفاوت معنی داری با گروه کنترل و کنترل 

شم نداشتند )جدول 1(.

حرکت پیش رونده رو به جلو
کاسا  نرم افزار  وسیله  به  جلو  به  رو  پیش رونده  حرکت  از  حاصل  نتایج 
مشخص نمود که بیشترین حرکت پیش رونده رو به جلو در بین گروه های 
درمانی، مختص گروه 20 میکروگرم عصاره خرنوب می باشد که تفاوت 
معنی داری )P>0/05( با گروه های کنترل و کنترل شم داشتند )جدول 1(.

)VCL( شاخص میانگین سرعت اسپرم در حرکت منحنی شکل
که  داد  نشان  کاسا  نرم افزار  در   VCL شاخص  بررسی  از  حاصل  نتایج 
شاخص VCL در بین گروه های درمانی در گروه 20 میکروگرم بیشترین 
مقدار را داراست که به طور معنی داری )P>0/05( بیشتر از گروه کنترل 

شکل 1- ارزیابی قابلیت زنده ماندن؛ فلش سیاه( اسپرم های قرمز رنگ نشان دهنده اسپرم های مرده می باشد؛ فلش سفید( اسپرم های بی رنگ نشان 

.X200 دهنده اسپرم های زنده می باشد. رنگ آمیزی ائوزین-نگروزین. بزرگنمایی
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شکل 3- انجام تست HOS در گروه های مختلف درمانی عصاره هیدروالکلی خرنوب. A( اسپرماتوزوئید دارای غشاء پلاسمایی سالم، B( اسپرماتوزوئید 

دارای غشاء پلاسمایی آسیب دیده. 

شکل 2- ارزیابی آسیب DNA در اسپرم ها ؛ A( اسپرم های با سر سبز رنگ نشان دهنده DNA طبیعی و دست نخورده می باشد؛ B( اسپرم های با سر 

 .400 X دناتوره شده می باشد. رنگ آمیزی آکریدین اورنج. بزرگنمایی DNA نارنجی نشان دهنده

اثر عصاره هیدروالکلی Ceratonia siliqua بر ...
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و کنترل شم بود )جدول 2(.

)VSL( شاخص سرعت اسپرم در حرکت مستقیم
میزان شاخص VSL نشان داد که دوز 20 میکروگرم عصاره هیدروالکلی 
است  داشته  شاخص  این  روی  بر  را  تاثیر   )P>0/05( بالاترین  خرنوب 

)جدول 2(.

)VAP( شاخص سرعت متوسط اسپرم در مسیر میانگین
شاخص VAP نیز نشان داد همانند VSL بالاترین میزان تاثیر را دوز 20 
میکروگرم خرنوب، نسبت به گروه کنترل و کنترل شم دارا بود )جدول 2(.

شاخص درصد خطی بودن حرکت اسپرم )LIN( و شاخص مستقیم الخط 
)STR( بودن مسیر میانگین حرکت اسپرم

بررسی شاخص LIN و STR نشان داد که بین گروه های درمانی و گروه 
کنترل و کنترل شم هیچ گونه اختلاف معنی داری وجود ندارد )جدول 2(.

)BCF( شاخص فرکانس حرکت جانبی اسپرم
ارزیابی شاخص BCF نشان داد که گروه 20 میکروگرم می تواند بیشترین 
)P>0/05( تاثیر را نسبت به گروه 40 و 10 میکروگرم خرنوب در مقایسه 

با گروه های کنترل و کنترل شم بر روی اسپرم ها داشته باشد )جدول 2(.

)ALH( شاخص حداکثر دامنه حرکت جانبی اسپرم
شاخص ALH نشان داد بیشترین تأثیر این شاخص )P>0/05( نسبت به 
گروه کنترل و کنترل شم را گروه 20 میکروگرم خرنوب  داشت )جدول 2(.

قابلیت زنده مانی 
براساس نتایج بدست آمده از رنگ آمیزی ائوزین-نگروزین جهت ارزیابی 
قابلیت زنده مانی اسپرم ها نشان داده شد که بیشترین درصد اسپرم های 
 µg/ml زنده )شکل 1( پس از ساعات صفر، 24، 48 و 72 در گروه درمانی
20 عصاره خرنوب مشاهده گردید که به طور معنی داری )P>0/05( بیشتر 
از گروه های کنترل، کنترل شم و گروه های درمانی 10 و 40 میکروگرم 
عصاره خرنوب بود. همچنین نتایج نشان داد که در بین گروه درمانی 1 
میکروگرم عصاره خرنوب با گروه کنترل و کنترل شم اختلاف معنی داری 
وجود ندارد، ولی با گروه درمانی 40 میکروگرم عصاره خرنوب اختلاف 

معنی داری )P>0/05( وجود دارد )جدول 3(.

)HOS یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم )تست
نتایج حاصل از بررسی یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم در جدول 3 آمده 
یکپارچگی غشایی  بیشترین  نتایج نشان داده شد که  این  براساس  است. 
)شکل 2( در گروه 20 میکروگرم عصاره خرنوب و سپس در گروه 40 
نتایج  این  همچنین   .)P>0/05( دارد  وجود  خرنوب  عصاره  میکروگرم 
نشان داد که بین گروه درمانی 10 میکروگرم عصاره خرنوب و گروه های 

کنترل و کنترل شم ، اختلاف معنی داری وجود ندارد )جدول 3(.

آسیب DNA اسپرم
که  داد  نشان  اسپرم،   DNA آسیب  میزان  بررسی  از  آمده  بدست  نتایج 
اسپرم )شکل   DNA آسیب  میکروگرم عصاره خرنوب کمترین  گروه 20 
3( را در بین گروه های درمانی به خود اختصاص داده است که به طور 
نتایج  این  بود.  شم  کنترل  و  کنترل  گروه  از  کمتر   )P>0/05( معنی داری 

جدول 1- مقایسه میانگین تحرک کلی اسپرم و حرکت پیشرونده رو به جلو اسپرم سگ در گروه های مختلف درمانی عصاره هیدروالکلی خرنوب.

- حروف مختلف )a, b, c, d( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ردیفی با هم مقایسه شدند(.

- اشکال مختلف )#, ψ, φ, ϒ( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ستونی با هم مقایسه شدند(.

µg/mL20 µg/mL40 µg/mL 10کنترل شمکنترلساعت

تحرک کلی )%(

a81/98 ± 3/35#a84/70 ± 2/50#a84/58 ± 2/31#a83/12 ± 3/26#a#2/14 ± 83/75صفر

2470/44 ± 2/70 aψ70/15 ± 3/62 aψ72/42 ± 3/34 acψ81/43 ±2/16#b75/37 ±2/21 cψ

4855/01 ± 2/86 aφ54/42 ± 2/20 aφ57/64 ±2/51 acφ64/95 ±3/75 bψ59/45 ±3/07 cφ

7231/89 ± 1/09 aϒ31/59 ± 2/16 aϒ33/32 ±2/19 aϒ45/07 ±1/50 bφ38/10 ±1/43 cϒ

حرکت پیشرونده )%(

a47/91 ± 1/29#a47/22 ± 1/40#a48/87 ± 1/98#a47/24 ± 2/44#a#1/53 ± 47/20صفر

2435/86 ± 2/07 aψ35/19 ± 1/16 aψ37/01 ± 2/53 acψ46/35 ±1/41#b40/78 ±2/50 cψ

4824/05 ± 1/38 aφ23/37 ± 1/24 aφ27/54 ±1/60 acφ35/49 ±2/85 bψ30/25 ±1/14 cφ

7216/39 ± 1/63 aϒ16/67 ± 1/35 aϒ17/49 ±1/14 acϒ24/08 ±1/02 bcφ20/37 ±0/67 cϒ
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 ، STR میانگین درصد شاخص ، LIN میانگین درصد شاخص ، VAP میانگین شاخص ، VSL میانگین شاخص ، VCL جدول 2- مقایسه میانگین شاخص

فرکانس حرکات جانبی )BCF( و حداکثر دامنه حرکات جانبی )ALH( در اسپرم سگ در گروه های مختلف درمانی عصاره خرنوب.

- حروف مختلف )a, b, c, d( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ردیفی با هم مقایسه شدند(.

- اشکال مختلف )#, ψ, φ, ϒ( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ستونی با هم مقایسه شدند(.

µg/mL20 µg/mL40 µg/mL 10کنترل شمکنترلساعت

VCL )µm/S(

a104/46 ± 6/27#a106/82 ± 4/75#a107/35 ± 5/22#a106/01 ± 4/41#a#4/50 ± 106/14صفر

2492/56 ± 4/48 aψ93/79 ± 4/29 aψ95/57 ± 4/86 acψ102/21 ±3/10#b96/83 ±4/19 aψ

4878/18 ± 3/15 aφ77/18 ± 3/74 aφ80/91 ±5/45 aφ85/60 ±4/98 bψ82/25 ±3/72 abφ

7257/01 ± 4/42 aϒ57/61 ± 3/27 aϒ58/10 ±3/39 aϒ62/83 ±3/50 bφ60/19 ±3/34 abϒ

VSL )µm/S(

a72/23 ± 1/13#a72/68 ± 1/67#a75/20 ± 2/34#a74/51 ± 2/36#a#2/56 ± 72/47صفر

2465/99 ± 2/32 aψ64/47 ± 2/50 aψ66/91 ± 2/59 acψ70/48 ±1/47#b67/68 ±2/92 abψ

4853/59 ± 1/49 aφ53/19 ± 1/16 aφ56/60 ±1/72 acφ66/09 ±2/30 bψ59/14 ±1/35 cφ

7248/01 ± 1/20 aϒ49/46 ± 1/09 aϒ50/25 ±1/45 abϒ53/97 ±1/18 bφ51/50 ±1/83 abϒ

VAP )µm/S(

a79/48 ± 2/58#a80/94 ± 3/74#a80/25 ± 3/42#a80/92 ± 4/89#a#3/81 ± 79/26صفر

2465/24 ± 3/59 aψ65/91 ± 3/44 aψ67/25 ± 3/62 acψ74/63 ±2/21 bψ69/85 ±3/36 cψ

4858/07 ± 2/64 aφ59/13 ± 3/41 aφ59/73 ±3/95 acφ64/01 ±3/09 bφ62/50 ±2/43 bcφ

7251/49 ± 2/97 aϒ49/51 ± 1/65 aϒ50/07 ±2/84 aϒ55/22 ±2/23 bϒ52/38 ±2/15 aϒ

)%( LIN

a61/49 ± 2/21#a61/54 ± 2/07#a61/01 ± 1/43#a60/83 ± 2/25#a#1/67 ± 61/14صفر

2460/20 ± 2/14#a61/39 ± 1/94#a60/59 ± 2/19 a#ψ61/17 ±1/05#a61/65 ±1/49#a

4857/32 ± 1/36 aψ57/65 ± 2/53 aψ58/15 ±1/23 aψ59/40 ±2/34#a58/07 ±2/41#a

7254/26 ± 1/65 aψ53/82 ± 1/39 aψ54/39 ±1/78 aψ55/24 ±1/85 aψ54/56 ±1/78 aψ

)%( STR

a84/15 ± 3/26#a85/52 ± 3/43#a85/70 ± 3/20#a85/98 ± 3/39#a#3/31 ± 85/67صفر

2483/19 ± 3/75#a83/76 ± 3/44#a83/29 ± 2/98#a84/46 ±3/75#a84/62 ±3/48#a

4878/43 ± 3/54 aψ76/20 ± 3/86#a77/47 ±2/66 aψ77/51 ±2/29 aψ77/06 ±3/96 aψ

7273/09 ± 3/67 aφ72/45 ± 3/79 aψ73/79 ±3/93 aφ74/22 ±3/46 aψ73/35 ±2/04 aφ

BCF )Hz(

a23/45 ± 1/49#a23/24 ± 1/71#a23/62 ± 1/36#a23/10 ± 1/52#a#1/23 ± 23/10صفر

2421/68 ± 1/46#a20/19 ± 1/92#a21/91 ± 1/09 a#ψ23/39 ±1/47#a23/25 ±1/79#a

4817/25 ± 1/38 aψ17/78 ± 1/06 a#ψ18/85 ±1/54 aψφ22/60 ±1/41#b19/54 ±1/85 abψ

7215/48 ± 1/55 aψ15/93 ± 1/34 aψ15/67 ±1/29 aφ20/19 ±1/83#b16/73 ±1/19 aψ

ALH )µm(

a4/25 ± 0/23#a4/36 ± 0/35#a4/99 ± 0/27#a4/81 ±0/22#a#0/30 ± 4/93صفر

244/74 ± 0/24#a4/89 ± 0/20#a4/73 ± 0/17#a4/49 ±0/07#a4/45 ±0/19#a

483/86 ± 0/18 aψ3/50 ± 0/26 aψ3/48 ±0/19 aψ4/17 ±0/36 a#ψ4/93 ±0/13#a

2/35 ± 0/11 aφ2/76 ± 0/13 acφ2/95 ±0/22 acφ3/79 ±0/18 bψ3/12 ±0/24 bcψ

اثر عصاره هیدروالکلی Ceratonia siliqua بر ...
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همچنین نشان داد که گروه درمانی 10 میکروگرم عصاره خرنوب تفاوت 
معنی داری با گروه کنترل و کنترل شم ندارد )جدول 3(.

میزان فعالیت تام آنتی اکسیدانی
نتایج حاصل از بررسی فعالیت تام آنتی اکسیدانی مشخص نمود که در بین 
گروه های درمانی، بیشترین فعالیت تام آنتی اکسیدانی مربوط به گروه 20 
میکروگرم عصاره خرنوب است که تفاوت معنی داری )P>0/05( با گروه 

کنترل و کنترل شم دارد )جدول 4(.

میزان پراکسیداسیون لیپیدی
که  داد  نشان  لیپیدی  پراکسیداسیون  بررسی  از  حاصل  نتایج  بررسی 
بیشترین میزان پراکسیداسیون لیپیدی در گروه کنترل و کنترل شم دیده 
شد و گروه 20 میکروگرم عصاره خرنوب توانست میزان پراکسیداسیون 

لیپیدی را بطور معنی داری )P>0/05( کاهش دهد )جدول 4(.

بحث
بدون تردید کیفیت مایع منی به طور مداوم در طول سردخانه در 4 درجه 
اثبات  ما  تحقیقات  توسط  می تواند  که   )18( می یابد  کاهش  سانتی گراد 

جدول 3- مقایسه میانگین درصد یکپارچگی غشاء پلاسمایی اسپرم، میانگین درصد قابلیت زنده مانی اسپرم و میانگین درصد آسیب DNA اسپرم سگ در 

گروه های مختلف درمانی عصاره هیدروالکلی خرنوب. 

- حروف مختلف )a, b, c, d( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ردیفی با هم مقایسه شدند(.

- اشکال مختلف )#, ψ, φ, ϒ( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ستونی با هم مقایسه شدند(.

µg/mL20 µg/mL40 µg/mL 10کنترل شمکنترلساعت

زنده مانی )%(

a81/39 ± 3/41#a82/43 ± 3/58#a82/04 ± 3/50#a81/26 ± 4/79#a#2/55 ± 81/23صفر

2469/75 ± 3/36 aψ69/05 ± 3/22 aψ72/90 ± 3/25 acψ79/10 ±2/96#bc75/34 ±3/43 cψ

4850/11 ± 2/53 aφ51/36 ± 2/09 aφ55/34 ±4/92 bφ64/56 ±3/46 cψ58/05 ±3/56 bφ

7234/67 ± 2/12 aϒ34/21 ± 3/74 aϒ36/02 ±2/56 aϒ47/94 ±2/49 bφ40/87 ±2/42 cϒ

)%( HOST

a86/20 ± 2/81#a87/25 ± 2/44#a86/49 ± 3/61#a86/73 ± 3/29#a#3/20 ± 86/59صفر

2473/10 ± 2/09 aψ73/05 ± 3/29 aψ74/63 ± 3/80 acψ82/59 ±4/15#bc78/36 ±2/94 cψ

4860/87 ± 3/38 aφ59/17 ± 3/06 aφ62/92 ±4/25 acφ70/83 ±2/04 bcψ66/31 ±2/41 cφ

7248/50 ± 2/23 aϒ48/63 ± 2/59 aϒ50/28 ±3/32 aϒ61/90 ±2/08 bφ57/84 ±3/62 bϒ

)%( DNA آسیب

a3/30 ± 1/15#a3/54 ± 0/23#a3/06 ± 0/19#a3/39 ± 1/02#a#0/40 ± 3/21صفر

245/76 ± 1/83#a5/64 ± 0/54#a5/28 ± 0/98 a#ψ3/15 ±0/46#a4/78 ±1/39#a

4810/17 ± 1/58 aψ10/25 ± 1/19 aψ9/03 ±1/50 acψφ4/43 ±1/33#bc6/42 ±1/15 c#ψ

7214/30 ± 1/74 aφ15/06 ± 1/31 aφ13/49 ±1/27 aφ5/10 ±1/45#b9/85 ±1/82 cψ

شود. در این مطالعه اثر عصاره هیدروالکلی خرنوب در رقیق کننده بر 
پایه تریس در حین نگهداری در دمای یخچال مورد بررسی قرار گرفت. 

به  اسپرم  کیفیت  کاهش  که  دادند  نشان   )13( همکاران  و   Michael
نسبت  حاوی  اسپرم  می باشد.  مربوط  فعال  اکسیژن  گونه های  افزایش 
بالایی از اسیدهای چرب غیراشباع )PUFA( و نسبت پایین کلسترول به 
فسفولیپیدها است که باعث می شود مورفولوژی غشاء اسپرم نسبت به 
تولید بیش از حد رادیکال های آزاد با پراکسیداسیون متعاقب لیپید حساس 
با  غیراختصاصی  و  سریع  بطور  می توانند  آزاد  رادیکال های   .)11( باشد 
و  ایجاد  به  منجر  امر  این  که  دهند.  نشان  واکنش  زیستی  مولکول های 
توسعه انواع آسیب های سلولی از جمله پراکسیداسیون غشاء پلاسمایی، 
نکروز  و  آپوپتوزیس  نوکلئیک،  اسید   و  آمینه  اسیدهای  اکسیداسیون 
می شوند که خود در نهایت منجر به کاهش قدرت زیست پذیری و تکوین 
نشان دهنده  مختلف  مطالعات   .)25( می شود  آزمایشگاهی  جنین های 
پتانسیل محافظتی گیاه خرنوب در برابر استرس اکسیداتیو می باشد )29، 
21(، همچنین در مطالعات دیگر نشان داده شده است که عصاره گیاه 
خرنوب می تواند، دستگاه گوارش را در برابر اثرات مصرف الکل محافظت 
کند )20(. همچنین مشخص شده است که عصاره خرنوب دارای اثرات 
آنتی باکتریال )12(، ضد سرطانی )1( و آنتی اکسیدانی )2( نیز می باشد، که 
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جدول 4- مقایسه میانگین میزان تام آنتی اکسیدانی و میزان پراکسیداسیون لیپیدی در اسپرم سگ در گروه های مختلف درمانی عصاره خرنوب.

- حروف مختلف )a, b, c, d( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ردیفی با هم مقایسه شدند(.

- اشکال مختلف )#, ψ, φ, ϒ( نشانگر اختلاف معنی دار بین داده ها می باشد )P>0/05 (. )داده ها به صورت ستونی با هم مقایسه شدند(.

µg/mL20 µg/mL40 µg/mL 10کنترل شمکنترلساعت

)TAC )mmol/L

a1/97 ± 0/20#a1/98 ± 0/27#a1/99 ± 0/15#a1/98 ± 0/19#a#0/24 ± 1/98صفر

241/75 ± 0/16 aψ1/75 ± 0/11 aψ1/80 ± 0/13 acψ1/95 ±0/11#b1/86 ±0/23 cψ

481/07 ± 0/11 aφ1/06 ± 0/09 aφ1/13 ±0/21 aφ1/83 ±0/19 bψ1/45 ±0/15 cφ

720/63 ± 0/15 aϒ0/64 ± 0/17 aϒ0/79 ±0/08 bϒ1/36 ±0/10 cφ0/93 ±0/17 dϒ

)MDA )nmol/ml

a1/12 ± 0/21#a1/05 ± 0/07#a1/03 ±0/15#a1/03 ± 0/19#a#0/32 ± 1/08صفر

242/45 ± 0/27 aψ2/46 ± 0/14 aψ2/40 ± 0/19 aψ1/19 ±0/26 bψ1/74 ±0/08 bψ

485/68 ± 0/09 aφ5/71 ± 0/18 aφ5/32 ±0/22 aφ2/93 ±0/18 bφ3/45 ±0/13 cφ

726/13 ± 0/20 aϒ6/10 ± 0/13 aϒ5/91 ±0/31 aϒ2/25 ±0/10 bϒ5/32 ±0/27 cϒ

مطالعه حاضر نیز موید این موضوع می باشد.
نتایج حاصل از مطالعه حاضر به روشنی نشان داد که دوز 20 میکروگرم 
در  نگهداری  حین  در  سگ  منی  مایع  در  خرنوب  هیدروالکلی  عصاره 
اسپرم و شاخص های حرکتی، محافظت کند.  از تحرک  یخچال، می تواند 
این مطالعه، تحرک کلی و حرکت پیش رونده رو به جلو، در طول  در 
روز اول بالا باقی ماند و متعاقباً، همانطور که انتظار می رفت، با زمان 
است  اسپرم ممکن  تحرک  کل  کاهش درصد  یافت.  کاهش  ذخیره سازی 
نسبت  مختلفی  دارای حساسیت های  اسپرم سگ  که  باشد  دلیل  این  به 
به تغییرات محیط، به ویژه کاهش دما هستند. کاهش تحرک اسپرم پس 
از سرد شدن و گرم شدن مجدد، به دلیل حساس بودن دما پمپ سدیم 
است  شده  فرض  یون ها  نشت  متعاقباً  و   ATPase به  وابسته  پتاسیم  و 
)23(. تحرک اسپرم، که یک معیار مهم در ارزیابی کیفیت مایع منی سگ 
محسوب می شود، باید در یک نمونه عادی بیشتر از 70 درصد باشد )9(. 
تحرک کلی بالای 70 درصد، به طور قابل ملاحظه ای به مواد افزودنی به 
رقیق کننده در طی ذخیره سازی بستگی دارد )Verstegen .)9 و همکاران 
نشان دادند كه پارامترهاي حرکت VCL ،VAP و VSL از اهميت ويژه اي 
برخوردار هستند و اين پارامترها در ميان رقیق کننده ها و زمان به طور 
که  شد  داده  نشان  مطالعه  این  در  مي كنند  )30(.  تفاوت  توجهي  قابل 
 VCL، VSL، VAP،( افزودن عصاره خرنوب می تواند شاخص های حرکتی
BCF، LIN و ALH( را افزایش دهد. این افزایش تحرک مایع منی بدنبال 
استفاده از عصاره خرنوب را می توان بدلیل محتوای بالای مواد فنولیک 
و فلاونوئیدها موجود در گیاه خرنوب دانست که سبب می شود خاصیت 
از  باعث جلوگیری  نتیجه  در  و  یافته  افزایش  رقیق کننده  آنتی اکسیدانی 
افزایش رادیکال های آزاد و یا از بین بردن رادیکال های آزاد در حین سرد 

کردن مایع منی شود. در مطالعه ای نشان داده شده است که استفاده از 
با  منی  رقیق کننده  محیط  در   E و   C ویتامین  همچون  آنتی اکسیدان ها 
کاهش تولید ROS در اسپرم و بهبود تحرک اسپرم همراه بوده است )5(. 
در مطالعه ای دیگر نشان داده شده است که تجویز 200 میلی  گرم به ازای 
پارامترهای  بهبود  باعث  نر،  هر کیلوگرم عصاره میوه خرنوب در موش 
نابارور  موش های  روی  که  دیگر  مطالعه ای  در  است  )22(.  شده  اسپرم 
صورت گرفته است نشان داده شده است که دوز 800 میلی  گرم به ازای 
هر کیلوگرم از عصاره خرنوب منجر به افزایش تحرک اسپرم ها می شود 

.)29( 
همچنین  و  است  اسپرم  ماندن  زنده  از  شاخص  یک  تحرک  که  آنجا  از 
نشان دهنده آسیب کمتر DNA اسپرم می باشد، نتایج در این مطالعه نشان 
عصاره  و  تریس  پایه  بر  رقیق کننده  در  ذخیره شده  سگ  اسپرم  که  داد 
روز   3 از  بیش  برای  می تواند  یخچال،  در شرایط  خرنوب،  هیدروالکلی 
کاهش  می شود.  آسیب  دچار  آن   DNA از  کمتری  درصد  و  بماند  زنده 
DNA اسپرم ها و همچنین زنده مانی اسپرم ها را می توان  درصد آسیب 
بدلیل خاصیت آنتی اکسیدانی خرنوب بدلیل دارا بودن اسیدگالیک، اسید 
می شود  باعث  که  دانست  سینامیک  اسید  و  کلوروژنیک  اسید  کافئیک ، 
 DNA در سطح اسپرم را کاهش دهد و سبب کاهش آسیب ROS میزان
و افزایش زنده مانی اسپرم ها شود. در مطالعه ای نشان داد شده است که 
اسپرم سگهای نگهدارنده شده در پلاسما مایع منی در 4 درجه سانتی گراد، 
تنها 2 روز زنده باقی می مانند )19(. در اکثر مطالعات مربوط به مایع 
تا 4 روز مشاهده شد و میزان تحرک در روز 4  منی سگ سرد تحرک 

ذخیره سازی بین 4 تا 80 درصد متغیر بود )18، 13(. 
استفاده از گیاهان دارای خواص آنتی اکسیدانی می تواند یکی از راه های 
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مقابله با آسیب های اکسیداتیو اسپرم در زمان نگهداری آن بصورت سرد 
شده و یا منجمد باشد  )10(. در مطالعات انجام گرفته قبلی نشان داده 
شده است که پس از تجویز عصاره خرنوب، سطح سوپراکسید دیسموتاز 
و کاتالاز افزایش می یابد. این اثرات وابسته به دوز بودند و نشان داده 
این  می باشد.  بهتر  کم  دوز  از  خرنوب  بالاتر  دوز  تأثیر  که  است  شده 
نشان دهنده آن است که آنتی اکسیدان ها شمشیر دو لبه هستند. دوز و 
مدت زمان مصرف بسیار مهم است و دوز نامناسب یا کوتاه مدت می تواند 
مقدار زیادی ROS تولید کند و یا از تولید زیاد ROS جلوگیری کند  )14(. 
از عصاره خرنوب در  استفاده  نیز نشان داده شد که  در مطالعه حاضر 
و  لیپیدی  پراکسیداسیون  کاهش  باعث  می  تواند  اسپرم سگ  رقیق کننده 
افزایش آنتی اکسیدان تام نسبت به گروه های کنترل و کنترل شم بعد از 
نگهداری اسپرم در یخچال شود. این کاهش MDA و افزایش TAC به این 
دلیل است که گیاه خرنوب داراي تركيباتي مانند توكوفرول و استرول  هاي 
گياهي می باشد که مي توانند با اثرات مخرب راديكال هاي آزاد توليد شده 
در هنگام نگهداری منی در یخچال مقابله نموده واسترس اكسيداتيو درون 

سلولي را به حداقل برسانند.

نتیجه گیری کلی
نتایج حاضر اثرات مفیدی از افزودن 20 میکروگرم عصاره هیدروالکلی 
خرنوب در رقیق کننده مبتنی بر تریس بر تحرک کلی، حرکت پیشرونده و 
شاخص های حرکتی تا 72 ساعت نگهداری منی سگ در 4 درجه سانتی گراد 
را نشان می دهد. علاوه بر این، مشخص شد که عصاره خرنوب می تواند 
میزان  و  کاهش  ساعت   72 تا  را  اسپرم ها  لیپیدی  پراکسیداسیون  میزان 
بر  علاوه  دهد.  افزایش  اسپرم ها  در  ساعت   72 تا  را  تام  آنتی اکسیدانی 
این، عصاره هیدروالکلی خرنوب توانست میزان زنده مانی و یکپارچگی 
اسپرم را افزایش و میزان آسیب DNA اسپرم را در طول نگهداری منی 

در یخچال کاهش دهد.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه ارومیه که با تصویب و 
حمایت مالی امکان انجام مطالعه را فراهم آوردند تشکر به عمل می آید.
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