
 

 

 مدت و بلندمدت کوتاه  ینگهدار  طی قوچاسپرم  تیفیبر ک   عسلگرده زنبور یعصاره متانول  ریتأث

 

  :چکیده
بررس  نیا با هدف  متانول  ی پژوهش  افزودن عصاره  به رق  یاثر  زنبورعسل  بر کتخم   زرده–س یتر  کنندهقیگرده    ط ینژاد زل در شرا  یهااسپرم قوچ   تیفیمرغ 

  ی ابیگرفت. پس از ارز رتصو یدو بار در هفته از چهار قوچ بالغ نژاد زل با استفاده از واژن مصنوع یریگمدت و پس از انجماد انجام شد. اسپرمکوتاه  ینگهدار
بر   گرمی لیم  ۱۵و    ۱۰،  ۵)گروه شاهد(،    حاوی صفر  ییهاکننده ق یها با رقبا هم مخلوط شدند. نمونه  یفرد  رات یحذف تأث  یبرا  ط یواجد شرا  یهاانزال   ه،یاول
 دیسولفوکسال یمتید  تریکرولیم  ۵کنترل مثبت و    نوانعبه   مولاری لیم  ۱/۰  با غلظت  E  نیتامیو   ن،ی شدند. همچن  قیگرده زنبورعسل رق  یعصاره متانول  تریلیلیم
(DMSO)  ۲۴، ۵به مدت   گرادی درجه سانت ۴ ی مدت در دماکوتاه  ی. نگهداردیگرد یصورت جداگانه بررسبه  زیعنوان حلال عصاره استفاده شد که اثر آن نبه  ،

 تیفعال  ،یمانزنده   ،ییجنبا یهافراسنجه قرار گرفتند.    یابیمورد ارز عی ازت ما  در یروز پس از نگهدار  ۱۴ زیمنجمد شده ن  یهاساعت انجام شد. نمونه   ۷۲و    ۴۸
نشان داد که افزودن    جیشدند. نتا  یریگاندازه    (MDA)غلظت  یدیپیل  ونیداس یو پراکس  یشناسختی ر  یهای ناهنجار  ،یتوکندریم  تیفعال  ،ییپلاسما  یغشا

  ج ینتا  نیبهتر  تریلیلیبر م  گرمی لیم  ۵ ماری. تبخشیدرا نسبت به گروه شاهد بهبود    شدهارزیابی   یهاشاخص   (P<۰۵/۰) یطور معنادارعصاره گرده زنبورعسل به 
در کاهش    تریلیلیبر م  گرمی لیم  ۵غلظت    ن،ینشان داد. همچن  ییگشاخیرا پس از    ریتأث  نیشتر یب  تریلیلیبر م  گرمیل یم  ۱۵  ماریمدت و تکوتاه   یرا در نگهدار

 ی من  کنندهق یگرده زنبورعسل در رق  یعصاره متانول  تریلی لیبر م  گرمی لیم  ۵استفاده از    ج،یمؤثرتر بود. بر اساس نتا  MDAکاهش سطح    ق یاز طر  ویداتیتنش اکس
 .شودی م شنهاد یاسپرم قوچ پ تیفیبهبود ک یمؤثر برا  یعنوان راهکاربه

 گرده زنبورعسل  فلاونوئیدها،  ، تنش اکسیداتیو، انجماد  ، اسپرم قوچ  ها:کلیدواژه

 
 

Impact of Methanolic Bee Pollen Extract on  Ram Sperm Quality in Short- 

and Long-Term Storage 
 

Abstract 

This study evaluated the effect of supplementing a Tris–egg yolk-based extender with methanolic bee pollen extract 

on the sperm quality of Zel rams during short-term storage and after cryopreservation. Semen was collected twice a 

week from four mature Zel rams using an artificial vagina. After initial evaluation, qualified ejaculates were pooled 

to eliminate individual variation. Samples were diluted with extenders containing 0 (control), 5, 10, and 15 mg/mL of 

methanolic bee pollen extract. Additionally, 0.1 mM vitamin E was used as a positive control, and 5 µL of dimethyl 

sulfoxide (DMSO) was added as the solvent for the extract, whose effect was also evaluated. Short-term storage was 

carried out at 4°C for 5, 24, 48, and 72 hours. Cryopreserved samples were assessed 14 days after storage in liquid 

nitrogen. Sperm parameters were evaluated, including motility, viability, plasma membrane integrity, mitochondrial 

activity, morphological abnormalities, and lipid peroxidation (MDA levels).  Results showed that supplementation 

with bee pollen extract significantly (P<0.05) improved all evaluated parameters compared to the control. The 5 

mg/mL treatment yielded the best outcomes during short-term storage, while 15 mg/mL was most effective after 

thawing. Moreover, the 5 mg/mL concentration was superior in reducing oxidative stress by lowering MDA levels. 

These findings suggest that adding 5 mg/mL methanolic bee pollen extract to the extender improves ram sperm quality 

and may be an effective strategy for semen preservation. 
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 مقدمه 
   . (Watson, 2000)  رودیشمار مبه  یمصنوع  حیتلق  تیو موفق  ییدر ارتقاء کارا  کنندهنییاز عوامل تع  یکی  ،به اسپرم بارور  یدسترس

 ی دما در دو مرحله   یجیکاهش تدر  قیهدف از طر  ن یآن است که ا  یکیمتابول  تیاسپرم، مهار فعال  یسازره یذخ  فرایند چالش در    نیترمهم
  ییپلاسما یغشا یخاص ساختار  یها یژگیو لیدلاسپرم قوچ به (.  Salamon & Maxwell, 1995) شود یو انجماد محقق م یسردساز

با    سهیاست، در مقا  دیپیاز کلسترول به فسفول  ینییو نسبت پا    PUFA)1 (اشباع  ریچرب غ  یدهایاز اس  ییبالا   ریمقاد  یخود، که حاو
سا حساس گونه   ریاسپرم  م  یشتری ب  تیها،  نشان  دما  کاهش  به  آس  دهدینسبت  مستعد  اکس  یناش  یها بی و  تنش   باشدیم  ویداتیاز 

(Salamon & Maxwell, 1995 .)  تواندیاسپرم، م  یتوکندریآکروزوم و م  ،ییپلاسما  یدر غشا  یساختار  راتییتغ  جادیبا ا  ییشوک سرما  
  ی دوره  یط  یمن  عیاشباع موجود در ما  ریچرب غ  یدهایسا   (Watson, 1995).آن گردد  یبارور  تیمنجر به کاهش طول عمر و قابل

 Sinha  et)  دهندیم  شیرا افزا  ویداتیاکس  یها بی آس  ،یدیپیل  ونیداسیپراکس  فرایند  عیو با تسر  شوندیم  ونیداسیدچار اکس  ینگهدار

al., 1996 .)یدانیاکسیآنت یهامیاسپرم، شامل آنز یهادر سلول  یدان یاکسیآنت یدفاع  یهاسمیوجود مکان رغمیعل(Henkel, 2011)  ،  
  ی من  یموجود در پلاسما   یدانیاکسیآنت  ریذخا  ،یو نگهدار  یسازقی بلوغ، رق  یها فرایند  نیها و همچنسلول  نیا  ژهیساختار و  لیدلبه

تا   ییاز شوک سرما یناش یهابیسآ. (Amidi et al., 2016) دهدی اسپرم را از دست م سلول و توان محافظت کامل از ابدییکاهش م
افزودن  قیاز طر  یحدود    ابد ییکاهش م  یمن  یها کنندهقی در رق  یدان یاکسیآنت  تی خاص  یدارا   یها یاستفاده از مواد محافظ سرما و 

(Allai et al., 2018  .) ی ساز نهیبه به  تواندیم  یخارج   ی هادانیاکسیبا آنت  یانجماد   طیمح  یسازاند که مکملمطالعات متعدد نشان داده 
 (Agarwal et al., 2014). اسپرم کمک کند یبقا شیانجماد و افزا فرایند

ا  از پژوهشگران را به خود جلب کرده است  یاریتوجه بس  ،یاهیمنابع گ  ژهیوبه  یعی طب  یهادانیاکسیراستا، استفاده از آنت  نیدر 
(Yanishlieva & Marinova, 1996 .) یارزشمند  یستیز یها بیترک یاست که دارا یمغذ اریبس یعیاز مواد طب یکیگرده زنبورعسل 

گرده   یدانیاکسیو آنت   یضدالتهاب  ،ییزاضدجهش  ،یضدقارچ  ،یکروبیخواص ضدم(.  Haydak, 1970)  ستا  دهایها و فلاونوئاز جمله فنل
 ی مهارکنندگ   تیفعال ن،یهمچن(.  (Rodríguez-Pólit et al., 2023 قرار گرفته است  دییو تأ یمورد بررس  یزنبورعسل در مطالعات متعدد 

 ,.Leja et al) نسبت داده شده است یدیو فلاونوئ یفنول یپل باتیترک ی بالا  یآن به محتوا یدیپیل  ونیداسیآزاد و پراکس یهاکالیراد

(2007;  Xu et al., 2009 .در   تواندیموجود در گرده زنبورعسل م یدها یفلاونوئ یدانیاکسیآنت  یهایژگیکه و رسدیبه نظر م رو،ن یازا
 مؤثر باشد.  یمختلف نگهدار یهادوره یاسپرم قوچ در ط تیفیبهبود ک

بررس  هدف پژوهش حاضر،  متانول  یهاغلظت  ریتأث  یاز  زنبورعسل در مح  یمختلف عصاره  بر حفظ   کنندهقیرق  طیگرده  اسپرم 
 ی )در دما  گشایییخ-( و پس از انجمادگرادیدرجه سانت  ۴  یمدت )در دماکوتاه  یسازره یذخ  یط   زل   اسپرم قوچ   یف یک  های فراسنجه

 ( است.عیما تروژن یدر ن گرادیدرجه سانت  -۱۹۶

 پیشینه پژوهش:
دارد. با    ازین  ژن یخود به اکس  تیو ادامه فعال  یمانزنده  یبرا  کنند،یم   زیست  یهواز  ط یکه در شرا  ییهاسلول   گر یسلول اسپرم، همانند د

از مصرف اکس  یهافراورده  حال،نیا بنابرا  آوران یسلول ز  یبرا  توانندی ، مژنیفعال اکس  یهاگونه   ژهیوبه   ژن،یحاصل    ن ی ا  ن،یباشند. 
اندک  یخنث   یدانیاکسیآنت  یهاو مؤثر توسط سامانه   وستهیصورت پبه   دیبا  داریناپا  یها بیترک   ی ها که برااز آن   یشوند تا تنها مقدار 

در    های فعال اکسیژنگونه  حدازش یب  شیافزا.  (Fry & Peterson, 2001)د  بمان  یباق   طیاست، در مح  یسلول ضرور   یعی کارکرد طب
  یی هاپژوهش رو،ن یمنجر شود. از ا یو کارکرد یساختار  یجد یهابیبه آس تواندی م ن،ییپا یدر دما یدر زمان نگهدار ژهیواسپرم، به

  تحرکبتوانند    ژن،یفعال اکس  یهااند تا با کاهش انباشت گونهمتمرکز شده  یمن  کنندهقی رق  یهابه محلول   هااگسیدانآنتیبر افزودن پ
 ینیگزیعنوان جابهاکسیدان  آنتی  یع ی طب  یهابیامروزه ترک.  Maxwell & Salamon, 1993))  آن در لقاح را بهبود بخشند  ییاسپرم و توانا

  یعیاز منابع طب یکی  .(Wang et al., 2008) دشونی در نظر گرفته م شگاهیشده در آزماو ساخته ییا یمی ش یها بیترک یچندمنظوره برا
  یدهای و اس  دهایها، فلاونوئاز جمله فنول   فعال،ستیز  یها بیدارا بودن انواع ترک  لیدلگرده زنبورعسل است که به   نه،یزم  ن یمهم در ا
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گرم گرده    ۳۰و    ۲۰پرندگان، افزودن    یرو   یانمونه، در مطالعه  یبرا .  از پژوهشگران را به خود جلب کرده است  یار یچرب، توجه بس
  یهاسطح تستوسترون و بهبود شاخص  شیقطعه در هر مترمربع، موجب افزا  ۲۱نر با تراکم    یهانی بلدرچ  ییغذا  ره یزنبورعسل به ج

گرده    فعالستیز  باتیترک  ریدهنده تأثنشان   جیتان  نیتراکم بالا شد. ا  یمنف  آثاراسپرم و کاهش    یماناز جمله وزن بدن، زنده  یدمثلیتول
 .(Yonis & Hassan, 2023) نر است یهادر گونه  دمثلیبر عملکرد تول

مانند آهن و مس    داریناپا  ی فلز  یهاون یخود، با    لیو کربوکس  لیدروکسیه  یهاگروه  قیاز طر  دها، یو فلاونوئ  کیفنول  یها بیترک
.  Wojdyło et al., 2007))  کنندیم  یریجلوگ  ژنیفعال اکس  یهاگونه  دیاز ادامه تول  دار،یپا  یساختارها  لیبرقرار کرده و با تشک  وندیپ

  وند ی گوناگون پ  یهاعمل کرده و با مولکول   یدروژنیه  وندیعنوان دهنده پبه  قادرند  دها،یموجود در ساختار فلاونوئ  لیدروکسیه  یهاگروه
کنند ا  (.  Chen et al., 2012)  برقرار  بر  افزا  دهایفلاونوئ  ن، یافزون  م  ی انرژ  دکنندهیتول  یهااندامک   ییکارا  شیبا   ،یتوکندریمانند 

  ینقش مؤثراسپرم،    یغشا  یداری مؤثر بر پا   یو ساختار  یدانیاکسیآنت  یهان یسنتز پروتئ  کیو تحر  یدانیاکسیآنت  یهامیآنز  یساز فعال
 ی داریمؤثر بر پا  یدیکل  یهاونیغلظت    میدر تنظ  یها حتاز آن   یرخ ب(.  Mohammad et al., 2020 )  کنندی م  فا یاسپرم ا  تیفیدر بهبود ک

 . (Shahin et al., 2020) نقش دارند گشایییخو  یاسپرم در زمان نگهدار

  دیاز جمله اس  راشباع،یچرب اشباع و غ  یدهایمطالعه، حضور انواع اس  نیعصاره گرده زنبورعسل مورد استفاده در ا  GC-MS  زیدر آنال
 ی داریغشا، پا  تیالیو در حفظ س  شوندیاسپرم شناخته م  ییپلاسما  یغشا  یساختار  یعنوان اجزابه  باتیترک  نیشد. ا  دییتأ  ک،یتیپالم

با شرکت در    نیهمچناسیدهای چرب  .  Silva & Gadella, 2006))  نقش دارند  ییدما  یهاتنشدر برابر    مو تحمل اسپر  یساختار 

از    . Aksoy et al., 2006, Rafeie et al., 2023))  اسپرم دارند  یمان در تحرک و زنده  یدینقش کل  ،یانرژ  نیتأم  یستیز  یهافرایند

 Lenzi et)دارد  میمستق  یادر اسپرم، با شمار کل اسپرم رابطه  یچرب اصل   یدهایاز اس  ی کیعنوان  به   کیپالمت  دیاس  دها،یاس  ن یا  انیم

al., 2000) . 

ها را در بهبود  ها اثر آن هستند که پژوهش دیاس کینولنیلآلفا ر ینظ ۳-امگا یدهایدر گرده، اس شدهییچرب شناسا یدها یاز جمله اس
 باتیترک  نیا  .(Gholami et al., 2011)  انداز انجماد نشان داده  یناش   یها بیمقاومت آن در برابر آس  شیاسپرم و افزا  ییغشا  ی هایژگیو

م  یکپارچگ یو حفظ    ویداتیبا کاهش تنش اکس اثر محافظت  یبخش  توانندی غشا  را در شرا  یاز  کنند   هیتوج  ییزداخی  طیعصاره گرده 
.(Moallem et al., 2015;İstifli et al., 2019)   موجود در گرده زنبورعسل هستند    یفنول  باتیاز ترک  ز یو مشتقات آن ن  ک ینامیس  دیاس

  ط یمح  یدان یاکسیآنت  تی ظرف  تی آزاد و تقو  یهاکالیبا مهار راد  توانندیم   باتیترک  نیها گزارش شده است. اآن  یدانیاکسیکه نقش آنت
 ,.Das et al., 2019; Leja et al)  اسپرم مؤثر باشند  تیفیکرده و در حفظ ک  یریجلوگ  DNAبه غشا و    ویداتیاکس  یهابیاسپرم، از آس

(2007  . 

 

 شناسی پژوهش روش

مزرعه پژوهشی گروه علوم  دامی و شیلات و    علوم  آزمایشگاه فیزیولوژی دانشکده  در  ۱۴۰۲از مهر تا پایان بهمن سال    پژوهش  این 
اسپرم قوچ   کیفی  هاییر عصاره متانولی گرده زنبورعسل، بر فراسنجهتأثانجام و    ساری  طبیعی  منابع  و  یعلوم کشاورز  دامی دانشگاه

 .مورد ارزیابی قرار گرفت

 

 زنبورعسل عصاره متانولی گرده تهیه

 درصد  ۱۰۰  متانول  لیترمیلی  ۱۰۰  در  را  زنبورعسل  گرده  گرم  ۱۰  شد. مقدارگرده زنبورعسل از زنبورداری واقع در شهرستان آمل تهیه  
از  و  سانتریفیوژ   از  پس  و  داده   قرار  شیکر  روی  روز  ۴  مدت  به  و  ریخته   شد   خشک  درایر  فریز  با  ماندهباقی  نمونه  کاغذ صافی،عبور 

((Mohdaly et al., 2015 . 

 



 

 

 کل عصاره متانولی گرده زنبورعسل  فلاونوئید گیریاندازه 

متانول،  لیتریلیم ۱/ ۵شده،  درایر فریز عصاره از لیترمیلی نیم به. شد گیریاندازه آلومینیوم کلرید از استفاده با کل  فلاونوئیدی محتوای
  مقطر   آب  لیترمیلی  ۸/۲  و  مولار  یک  پتاسیم  استات  محلول   از  لیترمیلی  ۱/۰اتانول،    در  درصد۱۰کلراید  آلومینیوم  محلول  لیترمیلی  ۱/۰

  نمونه   مقابل  در  نانومتر  ۴۱۵  موجطول  در  نوری  سنجطیف  دستگاه  با  تاریکی  در  نگهداری  از  پس  ساعت  نیم  محلول  جذب.  شد  اضافه
 . (Chang et al., 2002)شد  خوانده( بلانک) شاهد

 

 گشایی  ی منی و یخفراور منی، نمونه تهیه 

از  استفاده با و به مدت هشت هفته دو بار ایهفته (،کیلوگرم ۴۵±  ۲ساله با میانگین وزن  ۳الی   ۲)  بالغ زل قوچرأس  ۴ از منی نمونه
لیتر و تحرک میلی  از نیماولیه )رنگ، بو، عدم آلودگی، غلظت بیش    ارزیابی  از  پس.  شد  آوریجمع  تولیدمثلی  فصل   در  مصنوعی  واژن

  ۱مدت  با نسبت شدند. برای نگهداری کوتاه مخلوط  هم با  دام هر فردی آثار بردنن یازب ایبرقبول قابل هاینمونه  درصد(، ۷۰بیش از 
 .(.(Linford et al., 1976 سازی انجام شدکننده، رقیقرقیق حجم ۱۹حجم منی به 

  ، (Sigma, 251275)  اسیدسیتریک  گرم  ۴/۱  ، (Merck, 108382)تریس  گرم  ۷۰/۲  حاوی  بافری  محیط  یک  از  سازیرقیقجهت   
  آب )  تقطیر  دوبار   آب  لیترمیلی  ۱۰۰  در  مرغتخم  درصد زرده  ۲۰  و  استرپتومایسین  گرممیلی  ۱۰۰  ، (Sigma, F3510)فروکتوز  گرم  یک

براشد  استفاده(  استریله نگهدار  هیپا  کنندهرقیق  طی به مح  ،یانجماد   کنندهقیرق  یسازآماده  ی.  استفاده در مرحله    ۶٫۵  ع،یما  یمورد 

 تنظیم  ۲/۷در  پایه محیط pH و  برسد حجمی درصد ۶٫۵آن به   ییزوده شد تا غلظت نهااف(Merck,  Z7114691)  لسرویگل تریلیلمی

 . (Evans & Mawvell, 1987) شد
  مولار میلی  ۱/۰،  (۱۵  و۱۰،  ۵صفر،  )  عصاره متانولی گرده زنبورعسل   مختلف  هایغلظت  شامل   آزمایشی  تیمارهای  سازیرقیق  از   پس 

 کنندهرقیق به متانولی نیز عصاره حلال عنوانبه  (2DMSO (سولفوکسایدمتیلمیکرولیتر دی ۵و  مثبت کنترل  گروه عنوانبه   Eویتامین
شده مخلوط  یهامنظور انجماد، نمونهبه  ساعت در یخچال قرار گرفتند.  ۷۲و    ۴۸،  ۲۴،  ۵شده برای ارزیابی  های رقیقشد. نمونه  افزوده

۱۰۰برابر با   تریلیلیاسپرم در هر م ییشدند تا غلظت نها یساز قیو سپس رق میتقس یقسمت مساو ۶به  × برای هر   .دیدست آبه۱۰۴
  ۳۷ساعت در ظرف آب    ۵به مدت    شدهقیرق  یهانمونه  یحاو  یتر یلیلیم  یک  انجمادی  یهاوتیپا  گرفته شد. تیمار چهار تکرار در نظر  

بخار  عیاز سطح ازت ما یمتریسانت  ۵در فاصله   قهیدق ۷به مدت   هاوتیپا ،ی گرفتند. پس از سردساز رارق خچالیدر  گرادیدرجه سانت 
  ی با دما  عیبه تانک ازت ما  شدهیگذار علامت  یهادر گوبلت  هاوتیپا  ت،ی. در نهاردیطور کامل انجام گانجماد به   فرایندداده شدند تا  

 ۳۷  آب  حمام  در  ،عیازت ما  از  ها پایوتکردن  خارج  از  . پسشدند  ی دما نگهدار  نیدر ا  یابیرزمنتقل و تا زمان ا  گرادیدرجه سانت  -۱۹۶
 و خشک یکاغذدستمال با گشایییخ  از بعد هاپایوت. گیرد صورت گشایییخ  فرایند تا  گرفتند قرار ثانیه ۳۰به مدت  و گرادسانتی درجه
 هایمیکروتیوب  درون  هانمونه  شده  مشخص  تیمارهای  اساس   بر  و  بریده   قیچی  با   بود   مسدود  هماتوکریت  خمیر  با   که  را   انتهایی  ،سپس

  آب   حمام  دقیقه در  ۱۵  مدت  به   سلولیدرون  آب  بازگشت  و  پذیریتطابق  جهت.  Nemati et al., (2022)  شدند  تخلیه  لیتریمیلی۵/۱
 .ماندند گرادسانتی درجه ۳۷ گرم

 

 های مورد ارزیابی فراسنجه

 جنبایی اسپرم 

 Nikon)معکوس فازکنتراست    کروسکوپیاز م  ،یشیمختلف آزما  ی هادر گروه   ییگشاخیاسپرم پس از انجماد و    ییجنبا  یابیمنظور ارزبه

Eclipse TE 300)  انجام گرفت؛   یتصادف دید دانیو در هشت م یصورت چشمبه ییجنبا بررسی برابر استفاده شد.  ۲۰۰ یینمابا بزرگ
 . (Bucak et al., 2008) از نقاط پراکنده نمونه انجام شود یابیانتخاب شدند تا ارز یکروسکوپیمختلف چمبر م یاز نواح هادان یم نیا

 

 
e. Dimethyl solfoxid4   



 

 

 مانی اسپرم زنده 

منظور  استفاده شد. به (N4763, Sigma) نیگروزیو ن (E4009, Sigma)   نیائوز  یزیآمزنده و مرده، از رنگ  یهادرصد اسپرم  نییتع  یبرا 
  ی جزئ  ایصورت کامل  که به  ییهاشدند. اسپرم  یبرابر بررس   ۱۰۰۰ یینمادر بزرگ  ینور  کروسکوپیاسپرم با استفاده از م  ۲۰۰شمارش،  

 . (Evans & Maxwell, 1987) زنده در نظر گرفته شدند رنگ،یب یهاداشتند مرده و اسپرم  بنفش به  ل یرنگ قرمز ما

 

 غشای پلاسمایی اسپرم  سلامت 
ها با  انجام شد. شمارش اسپرم   کیپواسموتیبا استفاده از محلول ها  )3HOST (غشاء  ی کپارچگیآزمون    ،ییپلاسما  یغشا  سلامتارزیابی  جهت  

دم    یدارا  یهااسپرم شمارش و درصد اسپرم   ۲۰۰برابر صورت گرفت. در هر لام، حداقل    ۴۰۰  یینمافازکنتراست در بزرگ  ینور  کروسکوپ یم

 . (Revell & Mrode, 1994) ها محاسبه شداسپرم  ریسالم( نسبت به سا ی)نشانه غشا خوردهچیپ

 

 اسپرم  شناسیریخت 
 کروسکوپیبا استفاده از م  اسپرمو شمارش    یابیرزا.  (Hancock, 1952)د  استفاده شهانکوک  از محلول    ،اسپرم   یشناسختی ر  ارزیابی  یبرا
)سر جدا    یعیرطبیغ  اسپرمشمارش و نسبت    اسپرم  ۲۰۰در هر لام حداقل    .برابر صورت گرفت  ۴۰۰  یینمافاز کنتراست با بزرگ  یورن

 سالم گزارش شد.  اسپرمصورت درصد شده و بهشمارش  اسپرم( به کل یانیدم و بخش م یها شده، نقص

 

 میتوکندری اسپرم  فعالیت 

 تریکرولیم  ۱۰  ،یمن  شدهقیاز نمونه رق  تریکرولیم  ۵۰۰انجام شد. به    ۱۲۳  نیبا استفاده از رنگ فلورسنت رودام  یتوکندریم  تیفعال  یابیارز
  ی کیدر تار  گرادیدرجه سانت   ۳۷  یدر دما  قهیدق  ۱۵مدت  ها بهآب مقطر( افزوده شد. نمونه  تریلیلیدر م  گرمیلمی  ۰٫۱)   ۱۲۳  نیرودام

مجدداً   PBS)4( نیبافر فسفات سال تریکرولیم ۱۰۰۰آمده با دستشدند. پلت به وژیفیسانتر ۵۰۰۰با دور  قهیدق ۳مدت به سپسانکوبه و 
 Johnson)  فعال در نظر گرفته شدند  یتوکندریم  یدارا  کردند،یفلورسنت رنگ سبز ساطع م  کروسکوپیم  ریکه ز  ییهااسپرممعلق شد.  

et al., 1980 .) 

 

 پراکسیداسیون لیپیدی اسپرم 
 در  لیپیدها  پراکسیداسیون  میزان  بررسی  روش   ترینرایج )6TBA( اسید  تیوباربیوتوریک  ( با5MDA(  آلدئیددیغلظت مالون  گیریاندازه

۱۰۰)   منی  نمونه  هر  از  لیترمیلی  یک  تست  این  در  منظور  بدین.  است  اسپرم ×  لیترمیلی  یک  ،EDTA  لیترمیلی  یکسلول اسپرم(،    ۱۰۴
7BHT  8  لیترمیلی  دو  وTCA   ییرو  عیاز ما  تریلیلیم  کیسپس  .  شدند   سانتریفیوژ  دقیقه  ۱۵  مدت  به  ۱۲۰۰  دور  با  و  شدند  مخلوط  هم  با  

 ،یساز خنک  قهیدق  ۳۰قرار گرفت. پس از    گرادیدرجه سانت  ۹۵در حمام آب گرم    قهیدق  ۲۰مدت  و به  بیترک  TBA  تریلیلیم  کیبا  
و معادله    رداستاندا  یبا استفاده از منحن  MDAشد. غلظت    یریگنانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه  ۵۳۲موج  در طول  یجذب نور

   (.Esterbauer & Cheeseman, 1990) محاسبه شد تریلیلی صورت نانومول در مبه ،یونیرگرس

 

 آماری  روش

 
Osmotic Swelling Test-. Hypo5 

. Phosphate buffered saline6 

. Malondialdehyde7 

. Thiobarbituric acid8   

 Butylated Hydroxytoluene. 9   

. Trichloroacetic Acid 10 



 

 

قرار گرفتند.  لیوتحلهیمورد تجز SAS یافزار آماردر نرم  GLM  هیرو قیو از طر یآمده با استفاده از طرح کامل تصادفدستبه  جینتا 
انجام گرفت.  یتوک یاها با آزمون چنددامنهآن  سهیگزارش شدند و مقا (LSMeans) حداقل مربعات  نیانگیصورت مبه  هانیانگیم

 در نظر گرفته شد. (P<۰۵/۰)  ۰٫۰۵ یآمار یدار یسطح معن

 برای داده هایی که اثر زمان اهمیت پیدا می کرد از مدل ریاضی زیر استفاده شد.  
 کاملاً تصادفی: های( خرد شده در زمان در قالب طرح پایه های )اندازهمدل آماری برای طرح کرت

𝒀𝒊𝒋𝒌 = 𝝁 + 𝑨𝒊 + 𝑬𝒂𝒊𝒌 + 𝑩𝒋 + 𝑨𝑩𝒊𝒋 + 𝑬𝑩𝒊𝒋𝒌  

𝒀𝒊𝒋𝒌 ی تیمار = مشاهدهi گیری اُم و زمان اندازهj  اُم  در تکرارk   ،اُم𝝁  ،میانگین کُلی مشاهدات =𝑨𝒊  اثر تیمار =i  ،اُم𝑬𝒂𝒊𝒌  خطای =
 = خطای فرعی 𝑬𝑩𝒊𝒋𝒌اُم،  jگیری اُم و زمان اندازه i= اثر متقابل تیمار  𝑨𝑩𝒊𝒋اُم ، jگیری = اثر زمان اندازه 𝑩𝒋اصلی، 

 برای سایر داده ها از مدل ریاضی زیر استفاده شد. 

 
𝒀𝒊𝒋 =  𝝁 + 𝒙𝒊 + 𝒆𝒊𝒋 

 

𝒀𝒊𝒋مقدار عددی هر مشاهده :  ،: 𝝁  میانگین مشاهده   ،: 𝒙𝒊 اثر تیمار iام ،𝒆𝒊𝒋  ماندهباقی : اثر عوامل 

 های پژوهشیافته
 . نشان داده شدند ۶تا ۱ هایگشایی در جدولیخ -انجماد پژوهش در حالت مایع و پس از هاییافته

 جنبایی اسپرم  

 ۵در زمان  آمده است.    ۱اسپرم قوچ در جدول    هایعصاره متانولی گرده زنبورعسل بر فراسنجه های مختلف  نتایج اثر استفاده از غلظت

  نیشتریب.  (P<۰/ ۰۵)داری با تیمار شاهد نداشت  تفاوت معنی  لیتر  گرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰،  ۵  یمارها یدر ت  یمانساعت، درصد زنده
لیتر بود.   گرم در میلیمیلی   ۵  ماریمربوط به تساعت    ۷۲و    ۴۸،  ۲۴،  ۵های  زمان در  گرده    عصاره متانولی  یمارهایت  نیب  ییدرصد جنبا

 ۷۲و    ۴۸  ،۵در زمان    ،لیترگرم در میلیمیلی  ۱۵  مارینشان داد. ت  کمتری  ییدرصد جنبا  ۲۴زمان  در    لیترگرم در میلیمیلی  ۱۰  ماریت
متانولی گرده    بین تیمارهای  را  ییدرصد جنبا  نیساعت کمتر میلیمیلی  ۱۵غلظت  .  داشتعصاره  متانولی گرده لیتر  گرم در  عصاره 

 نگهداری منی در یخچال  بین چهار زمان مختلف   .( P<۰۵/۰)  داشت  یداریتفاوت معن  E  نیتامیبا و  ساعت    ۴۸در زمان    زنبورعسل

 . (P< ۰۰۱/۰)داشت و همچنین اثر متقابل تیمار و زمان هم از نظر آماری اختلاف معنی دار داشت  وجود اختلاف آماری

   یاسپرم قوچ پس از سردساز جنباییگرده زنبورعسل بر  یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر  : ۱ جدول

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی )مولار 

 ( نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است. A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 مانی اسپرم زنده 

 مار یلیتر و تگرم در میلی میلی  ۱۵و    ۱۰،  ۵  یمارهایت  نیب  یماندر درصد زنده  یدار یتفاوت معن ساعت،    ۵در زمان    ۲جدول    بهباتوجه  

 ۲۴در    .P)<۰۵/۰)  داشتند E  نیتامیبا و  یداریلیتر تفاوت معن گرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰  یمارهای، اما تP)<۰۵/۰)مشاهده نشد    شاهد

  
 

    غلظت تیمارها 
 زمان

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml ۱۵ mg/ml۱۰ mg/ml۵ ساعت( شاهد( 

۰۶۱۱ /۰ ۸۲/۸۴𝐀 ± ۲/۶۵ ۸۳/۲۳𝐀 ± ۱/۷۶ ۷۷/۳۷𝐀 ± ۲/۳۰ ۷۹/۶۶𝐀 ± ۲/۵۰ ۷۹/۶۸𝑨 ± ۰/۸۴ ۸۰/۶۱𝐀 ± ۲/۰۱ ۵ 

۰۰۰۱ . > ۵۲/۴۶𝒄𝑩
± ۲/۴۲ ۶۶/۷۶𝒂𝒃𝑩

± ۱/۵۳ ۶۱/۵۴𝒃𝑩 ± ۱/۹۳ ۶۰/۰۶𝒃𝑩 ± ۱/۶۴ ۶۵/۴𝒃𝑩 ± ۱/۹۷ ۴۷/۲۷𝒄𝑩
 ± ۱/۲۸ 24 

۰۰۰۱ . > ۴۷/۱۲𝒄𝑪
 ± ۲/۷۷ ۶۱/۳۸𝒂𝑪 ± ۲/۴۴𝒂  ۵۵/۲۷𝒃𝑪 ± ۲/۰۶  ۵۷/۸۶𝒂𝒃𝑪 ± ۱/۶۶ ۵۹/۳۹𝒂𝒃𝑪  ± ۱/۹۸ ۴۲/۹۳𝒄𝑪

 ± ۰/۵۷ 48 

۰۰۰۱ . > ۴۰/۵۱𝒄𝑫  ± ۱/۲۱ ۵۶/۰۵𝒂𝒃𝑫 ± ۲/۰۴ ۵۲/۳۱𝒂𝒃𝑫  ± ۱/۶۵ ۵۳/۴۰𝒂𝒃𝑫  ± ۱/۶۸ ۵۷/۹۶𝒂𝑫  ± ۰/۲۸ ۳۸/۱۸𝒄𝑫  ± ۱/۶۶ 72 



 

 

گرم میلی  ۱۵و    ۱۰  یمارهایت  کهیدرحال . (P< ۰۵/۰)  نشان داد   شاهدنسبت به    یشتریب  یمانلیتر زنده گرم در میلی میلی  ۵  ماریساعت، ت

  چ ی ساعت، ه  ۴۸در   (.P< ۰۵/۰) داشتند  داریتفاوت معن  E  نیتامیزمان با و  نیها در اغلظت  ینداشتند. تمام  شاهدبا    یلیتر تفاوت در میلی
تفاوت   E  ن یتامینشد، اما هر سه غلظت با و  ده ید  شاهدمختلف عصاره متانولی گرده زنبورعسل و    یهاغلظت  نیب  یدار یتفاوت معن

 ، ( P<۰۵/۰)نشان دادند    شاهدبا    یدار یلیتر تفاوت معن گرم در میلیمیلی  ۱۰و    ۵  یمارها ی ساعت، ت  ۷۲در    .( P<۰۵/۰)  داشتند  داریمعن

گرم میلی ۵  ماری ت(. P<۰/ ۰۵)داشت  داریتفاوت معن E نیتامینداشت؛ اما با و شاهدبا  یلیتر تفاوت گرم در میلیمیلی ۱۵ ماری ت کهیدرحال 
 ۴۸،  ۵  یهادر زمان   یماندرصد زنده  نیساعت نشان داد و کمتر  ۴۸و    ۲۴  ،۵یهااسپرم را در زمان   یمان درصد زنده   ن یشتریلیتر بدر میلی

بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف آماری وجود    لیتر مشاهده شد.گرم در میلیمیلی  ۱۵  ماریساعت در ت  ۷۲و  

  ۲۴عصاره گرده بین زمان های    گرممیلی  ۱۵در تیمار    اختلافی یافت نشد.  ۴۸و    ۲۴به جر تیمار شاهد که بین زمان    (P<۰۰۱/۰)داشت  

   .(P<۰/ ۰۰۱)دار داشتند از نظر آماری اختلاف معنی اما اثر متقابل تیمار و زمان اختلاف معنی داری دیده نشد.  ۴۸و 

 ی اسپرم قوچ پس از سردساز یمانگرده زنبورعسل بر زنده یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر   : 2 جدول

 :a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی .)مولار 

 ( نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است. A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 

 غشای پلاسمایی اسپرم  سلامت 

 ی مارها یت  انیم  یدار یتفاوت معن  ،یساعت اول پس از نگهدار  ۵نشان داد که در   ۳در جدول    اسپرم  ییپلاسما  غشای  سلامت  یبررس
  ن یبا ا  یداریتفاوت معن  ز ین  E  نیتامیو  ماریوجود نداشت و ت  شاهد  ماریتبا  مختلف عصاره متانولی گرده زنبورعسل    یهاغلظت  یحاو 

نداد    مارهایت ت  ۲۴در زمان  (.  P< ۰۵/۰)نشان  ت  گرده،   یعصاره متانول  تریلیلیدر م  گرمیلی م  ۱۵و    ۵  ماریساعت،  تفاوت   شاهد  ماریبا 

 مار ینسبت به ت  یکمتر  ییپلاسما  یغشا  سلامت  یداریبه طور معن  تریلیلیدر م  گرمیلیم  ۱۰و    ۵  ماری ت (.P< ۰۵/۰)نشان دادند  داریمعن

در    گرمیلیم  ۵  ماریدر ت  یداریبه طور معن  ییپلاسما  یغشا  سلامتدرصد    شیساعت، افزا  ۴۸در زمان  (.  P< ۰۵/۰)داشتند    E  نیتامیو

نداشت   یدار یتفاوت معن   E  نیتامیگرده با و  ی عصاره متانول  یهااز غلظت  کی  چی ه(.  P< ۰۵/۰)شد    دهید  شاهد  مارینسبت به ت  تریلیلیم

(۰۵ /۰>P  .)  نیتامیو  ماریو ت  شاهد  ماریگرده با ت  یمختلف عصاره متانول  یهاغلظت  نیب  داریساعت، تفاوت معن  ۷۲در زمان  E  شد    دهید

(۰۵ /۰>P تی .)۷۲و    ۴۸،  ۵  یهادر زمان  ی پلاسماییغشا  سلامت  درصد  نیشتری گرده، ب  یعصاره متانول  تریلیلیدر م   گرمیلیم  ۵  مار 
بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف    .گرده نشان داد  یعصاره متانول  یمارها یت   گرید  یها ساعت نسبت به غلظت

عصاره گرده بین    گرممیلی  ۵اختلافی یافت نشد. در تیمار    ۴۸و    ۲۴به جر تیمار شاهد که بین زمان    (P<۰/ ۰۰۱)آماری وجود داشت  

 .  (P<۰/ ۰۰۱)دار داشتند از نظر آماری اختلاف معنی اختلاف معنی داری دیده نشد. اما اثر متقابل تیمار و زمان ۴۸و  ۲۴زمان های 

 

  
 

    غلظت تیمارها 
 زمان

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml ۱۵ mg/ml۱۰ mg/ml۵ ساعت( شاهد( 

۰۰۰۱ . > ۸۲/۲۵𝒂𝒃𝒄𝑨
± ۱/۲۵ ۹۰𝒂𝑨  ± ۱/۲۹ ۸۲/۷۵ 

𝒄𝑨
± ۱/۱۰  ۸۴/۲۵𝒃𝒄𝑨 ± ۰/۸۵ ۸۵𝒂𝒃𝒄𝑨  ± ۰/۹۱ ۸۵/۷۵𝒂𝒃𝒄𝑨

 ± ۱/۷۵ ۵ 

۰۰۰۱ . >  ۷۰/۷۵𝒄𝑩 ± ۲/۱۷ ۸۷𝒂𝑩  ± ۱/۰۸ ۷۲/۲۵𝒃𝒄𝑩
 ± ۱/۲۵ ۷۴/۷۵𝒃𝒄𝑩

 ± ۱/۲۵ ۷۶𝒃𝑩  ± ۱/۲۹  ۶۹/۷۵𝒄𝑩 ± ۱/۸۵ 24 

۰۰۰۱ . > ۶۷/۲۵𝒂𝒃𝑪
 ± ۰/۸۵ ۸۳/۵𝒂𝑪

 ± ۱/۵۵ ۶۹/۵𝒃𝑩𝑪
 ± ۱/۸۴ ۷۲/۷۵𝒃𝑪

± ۱/۳۷ ۷۳/۷۵𝒃𝑪
± ۱/۹۳ ۶۹𝒃𝑩  ± ۰/۹۱ 48 

۰۰۰۲ /۰ ۶۲𝒄𝑫  ± ۰/۹۱ ۷۴/۲۵𝒂𝑫
 ± ۲/۳۲ ۶۷/۲۵𝒃𝒄𝑪

 ± ۱/۳۷ ۷۰/۷۵𝒂𝒃𝑫
 ± ۱/۳۷ ۶۹/۷۵𝒂𝒃𝑫

± ۱/۷۰ ۶۱/۵𝒄𝑪
 ± ۱/۷۰ 72 

  
 

    غلظت تیمارها 
 زمان

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml ۱۵ mg/ml۱۰ mg/ml۵ ساعت( شاهد( 

۰۰۰۱ . > ۸۶/۲۵𝒂𝒃𝑨
 ± ۱/۷۵ ۸۴/۲۵𝒃𝑨  ± ۲/۰۱ ۸۷/۵۳𝒃𝑨  ± ۱/۱۰ ۸۴𝒃𝑨  ± ۰/۹۱ ۸۶/۵۰𝒂𝒃𝑨 ± ۰/۶۴ ۸۷/۵۰𝒂𝑨

± ۲/۵۹ ۵ 



 

 

  یاسپرم قوچ پس از سردساز ییپلاسما یغشا سلامت گرده زنبورعسل بر یعصاره متانول  های مختلفر غلظتاث : ۳ جدول

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی .)مولار 

 ( نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است. A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 

 شناسی اسپرم ریخت 

مختلف عصاره متانولی   یهاغلظتهمچنین  .  (>۰۵/۰Pبین تیمارها دیده نشد )  تفاوت معنی  ساعت،    ۵در زمان  ،  ۴به جدول  باتوجه
شناسی با ریخت  یهادرصد اسپرم  شیافزا  یداریساعت، به طور معن  ۲۴. در زمان  (>۰۵/۰Pند )نداشت  ی داریتفاوت معن  E  نیتامیگرده با و

  ی داریتفاوت معن  E  نیتامیو  مار یبا ت  کهیدرحال  (.>۰۵/۰P)  شد  ده یشاهد د  ماریبه ت  بتلیتر نسگرم در میلیمیلی  ۱۰  ماریدر ت  یع یطب
. در (>۰۵/۰Pند )نشان نداد  E  ن یتامیشاهد و و  ماریبا ت  یدار یلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۵  یمارهای. ت(>۰۵/۰P)  نداشت
گرم در میلی  ۱۵  ماری . ت(>۰۵/۰P)  داشت  یدار یشاهد تفاوت معن  ماریغلظت عصاره متانولی  گرده، با تساعت هر سه    ۷۲و    ۴۸زمان  
  ن یشتریلیتر بگرم در میلیمیلی ۵ ماری . ت(>۰۵/۰P) داشت E نیتامینسبت به و یکمتر یعیدرصد اسپرم طب یداریلیتر به طور معنمیلی

لیتر درصد اسپرم  گرم در میلی میلی  ۱۰  ماریت  ۷۲و    ۲۴ساعت را نشان داد. در زمان    ۴۸و    ۵در زمان    یع یشناسی طبدرصد اسپرم با ریخت
با ریخت  نی. کمتراشتد   یشتریب  یع یشناسی طببا ریخت   ۱۵  ماریمربوط به ت  زیمختلف ن  یها در زمان  یع یشناسی طبدرصد اسپرم 

میلیمیلی در  بود.گرم  داشت   لیتر  وجود  آماری  اختلاف  یخچال  در  منی  نگهداری  زمان مختلف  تیمار  ( P<۰۰۱/۰)بین چهار  در   .۵ 
اختلاف معنی داری دیده نشد. اما اثر متقابل تیمار و زمان از نظر آماری اختلاف معنی   ۴۸و    ۲۴عصاره گرده بین زمان های    گرممیلی

 .  (P<۰۰۱/۰)دار داشتند 

 

   یاسپرم قوچ پس از سردساز یشناس ختیگرده زنبورعسل بر ر یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر  : 4 جدول

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی .)مولار 

 ( نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است. A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 فعالیت میتوکندری اسپرم  

 .( >۰۵/۰P)  نشد  دهیکنترل د  ماریمختلف عصاره متانولی  با ت  یها غلظت  نیب  یداریساعت، تفاوت معن   ۵در زمان  ،  ۵توجه به جدول  با
 داری. تفاوت معن(>۰P/ ۰۵ند )نشان نداد  ی با گروه کنترلداریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰  ،۵مار یساعت ت  ۲۴در زمان  

ساعت،    ۴۸. در زمان  (>۰۵/۰P)  شد ن  دهید   E  نیتامیو  ماریلیتر عصاره متانولی  با تگرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰و    ۵  یهاغلظت  نیب
مختلف عصاره متانولی     یهاغلظت   نی. اما ب(>۰۵/۰Pند )با گروه کنترل نشان داد  داریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰  ماریت

لیتر به گرم در میلیمیلی ۱۵و   ۱۰، ۵ یمارها ی در ت یتوکندریم ت یساعت، فعال ۷۲نشد. در زمان  دهید یدار یتفاوت معن E نیتامیبا و

۰۰۰۱ . > ۷۰𝒅𝑩  ± ۱/۴۷ ۸۳/۷۵𝒂𝑨 ± ۲/۷۵ ۷۹/۷۵𝒂𝒃𝒄𝑩 ± ۱/۷۹ ۷۴/۷۵𝒅𝒄𝑩
 ± ۰/۸۵ ۷۷/۲۵𝒃𝒄𝑩  ± ۱/۷۵ ۶۸/۷۵𝒅𝑩

± ۱/۳۷ 24 

۰۰۰۹ /۰  ۶۶/۲۵𝒄𝑪 ± ۱/۲۹  ۷۹𝒂𝒃𝑩 ± ۱/۶۸ ۷۳/۷۵𝒂𝒃𝒄𝑪
± ۱/۸۸ ۷۲/۲۵𝒃𝒄𝑪

± ۱/۲۵ ۷۶/۲۵𝒂𝒃𝑩  ± ۲/۵۲ ۶۸/۲۵𝑩 ± ۰/۸۵𝐜
 48 

۰۰۰۱ . > ۶۲/۷۵𝒄𝒅𝑫  ± ۱/۴۹ ۷۷/۷۵𝒂𝑩
 ± ۲/۴۲ ۶۶/۷۵𝒃𝒄𝑫

 ± ۱/۱۰ ۶۸/۵۰𝒃𝒄𝑫
 ± ۱/۱۹ ۶۹/۵۰𝒃𝑪 ± ۱/۲۷ ۵۸/۵𝒅𝑪  ± ۱/۱۹ 72 

  
 

    غلظت تیمارها 
 زمان

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml ۱۵ mg/ml۱۰ mg/ml۵ ساعت( شاهد( 

۰۵۱۹ /۰ ۹۴𝐀 ± ۱/۲۹ ۹۳/۷۵𝐀 ± ۱/۱۰ ۹۴/۵𝐀 ± ۱/۰۴ ۹۵𝐀 ± ۰/۹۱ ۹۵/۵𝐀 ± ۰/۶۴ ۹۲/۷۵𝑨 ± ۱/۷۵ ۵ 

۰۲۴۴ /۰ ۸۵/۵𝒃𝑩  ± ۱/۸۴ ۹۱/۷۵𝒂𝒃𝑩 ± ۱/۳۷ ۹۰/۵𝒂𝒃𝑩  ± ۱/۰۴ ۹۲/۵𝒂𝑩  ± ۱/۵۵ ۹۱/۷۵𝒂𝒃𝑩 ± ۱/۳۷ ۸۶/۲۵𝒃𝑩  ± ۰/۸۵ 24 

۰۰۰۱ . > ۸۰𝒃𝑪  ± ۱/۲۹ ۹۱/۲۵𝒂𝑩  ± ۱/۳۷ ۸۷/۲۵𝒂𝑪  ± ۱/۲۵ ۸۷/۷۵𝒂𝑪  ± ۱/۱۰ ۸۹/۷۵𝒂𝑩  ± ۱/۴۹ ۷۸𝒃𝑪  ± ۰/۹۱ 48 

۰۰۰۱ . > ۷۱𝒂𝒅𝑫  ± ۱/۵۸ ۸۹/۵𝒂𝒃𝑪  ± ۱/۴۴ ۸۱𝒄𝑫  ± ۱/۲۹ ۸۵/۵𝒂𝒃𝒄𝑫  ± ۱/۳۲ ۸۳𝒃𝒄𝑪  ± ۱/۹۵ ۷۳𝒅𝑫  ± ۱/۲۹ 72 



 

 

افزا  مارینسبت به ت  یداریطور معن   ۱۵، تیمار  ساعت  ۲۴و    ۵لیتر در زمان  گرم در میلیمیلی   ۵  ماری. ت(>۰۵/۰P)  افتی  ش یکنترل 
ی شتریب  یتوکندر یم  تیساعت درصد فعال  ۷۲لیتر در زمان  گرم در میلیمیلی  ۱۰  ماریو ت  ساعت  ۴۸لیتر در زمان  گرم در میلی میلی

بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف آماری وجود داشت   .ندنشان داد های دیگر عصاره متانولی به غلظتنسبت

(۰۰۱/۰>P )  داری دیده ساعت اختلاف معنی  ۴۸و    ۲۴ان های  ساعت و زم  ۲۴و    ۵عصاره گرده بین زمان های    گرم میلی  ۱۵. در تیمار

 . (P<۰/ ۰۰۱)دار داشتند از نظر آماری اختلاف معنی نشد. اما اثر متقابل تیمار و زمان

 

   یپس از سردساز اسپرم قوچ  یتوکندری م تیگرده زنبورعسل بر فعال یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر   : ۵ جدول

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی .)مولار 

 نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است. ( A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 

 آلدئید اسپرم  دیغلظت مالون 

  . (>۰۵/۰P) نشد دهیکنترل د ماریمختلف عصاره متانولی  با ت یهاغلظت نیب یداریساعت، تفاوت معن  ۵در زمان ، ۶با توجه به جدول 
مالون  ۲۴در ساعت   ت  دیآلدئ یدغلظت  میلیمیلی  ۱۰و    ۵  ماریدر  ت  یدار یطور معنبهلیتر  گرم در  به   افت یکنترل کاهش    مارینسبت 

(۰۵ /۰P<)  نیتامیلیتر با وگرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰  ماری ت  نیب  داریساعت، تفاوت معن   ۲۴. در زمان E شد  دهید  (۰۵/۰P<) در ساعت . 
.  (>۰۵/۰Pند )کنترل نشان داد  مارینسبت به ت  یکمتر   دیآلدئیدمالون  غلظت  یداریمختلف عصاره متانولی  به طور معن  یها، غلظت۴۸

 E نیتامیلیتر با وگرم در میلی میلی  ۵  ماری. اما ت( >۰۵/۰Pند )داشت  داریمعن  اوتتف E نیتامیلیتر با وگرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰  ماریت

 د یآلدئیدمالون  غلظت  یداریلیتر به طور معن گرم در میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰،  ۵  یها ساعت، غلظت  ۷۲نشان نداد. در زمان    داریتفاوت معن 
ت  یکمتر به  داد  ماری نسبت  نشان  )کنترل  ت(>۰P/ ۰۵ند  میلیمیلی  ۱۵و    ۱۰  ماری .  در  وگرم  با  معن E نیتامیلیتر  ند  شتدا  داریتفاوت 

(۰۵ /۰P<) نیتامیلیتر و وگرم در میلیمیلی  ۵  ماری ت  نیب  یداریتفاوت معن   ی. از طرف E درصد غلظت   نیشتریو ب  نینشد. کمتر  دهید
گرم در میلی  ۱۵و    ۵  ماریمربوط به ت  بیرتتساعت به  ۷۲و    ۴۸،  ۲۴،  ۵در زمان  های مختلف عصاره متانولی  بین غلظت  دیآلدئیدمالون

عصاره    گرممیلی  ۵. در تیمار  (P< ۰/ ۰۰۱)بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف آماری وجود داشت   .  .لیتر بودمیلی
ساعت اختلاف معنی داری دیده نشد. اثر متقابل تیمار و زمان از نظر آماری    ۴۸و    ۲۴ساعت و زمان های   ۲۴و    ۵گرده بین زمان های  

   .(P< ۰۰۱/۰)اختلاف معنی دار داشتند 

۱۰۰)  اسپرم قوچ دیآلدئ ید گرده زنبورعسل بر غلظت مالون یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر : ۶ جدول ×    ( سلول اسپرم در هر میلی لیتر۱۰4

 
 

 
    غلظت تیمارها 

 زمان

P-value DMSO ویتامین E mg/ml ۱۵ mg/ml۱۰ mg/ml۵ ساعت( شاهد( 

۰۱۴۲ /۰  ۶۲/۵𝒂𝒃𝑨
± ۲/۱۰ ۶۶/۲۵𝒂𝑨  ± ۱/۱۰ ۵۸/۲۵𝒃𝑨

 ± ۲/۲۱ ۶۰𝒂𝒃𝑨 ± ۱/۲۹  ۶۵/۷۵𝒂𝒃𝑨 ± ۱/۲۵ ۶۴𝒂𝒃𝑨 ± ۱/۷۷ ۵ 

۰۴۲۴ /۰  ۵۰/۷۵𝒃𝑩
  ± ۰/۸۵ ۵۵/۵𝒂𝒃𝑩  ± ۲/۳۲ ۵۶𝒂𝒃𝑨𝑩 ± ۲/۳۸  ۵۷𝒂𝒃𝑩 ± ۱/۰۸ ۵۹/۵۰𝒂𝑩   ± ۱/۱۹ ۵۶/۷۵𝒂𝒃𝑩

± ۱/۶۵ 24 

۰۰۰۷ /۰  ۴۶/۲۵𝒃𝑪
  ± ۱/۴۹ ۵۴/۲۵𝒂𝑩

± ۱/۱۰ ۵۴/۲۵𝒂𝑩   ± ۱/۵۲ ۵۳/۵𝒂𝑪   ± ۱/۵۵ ۴۰/۲۵𝒂𝒃𝑪  ± ۰/۸۵  ۴۵/۲۵𝒃𝑪 ± ۲/۴۲ 48 

۰۰۰۱ . >   ۳۶/۵𝒃𝑫  ± ۱/۵۵  ۴۸/۲۵𝒂𝑪 ± ۱/۲۵ ۴۴/۲۵𝒂𝑪   ± ۲/۰۹  ۴۵/۵𝒂𝑫  ± ۱/۷۵ ۴۴/۲۵𝒂𝑫   ± ۱/۱۰ ۳۰/۵𝒃𝑫   ± ۱/۰۴ 72 

  
 

    غلظت تیمارها 
 زمان

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml ۱۵ mg/ml۱۰ mg/ml۵ ساعت( شاهد( 

۰۸۳۷ /۰ ۵/۴۳𝐀 ± ۰/۳۴ ۴/۳۵𝐀 ± ۰/۳۶ ۵/۲۹𝐀 ± ۰/۴۶ ۵/۱۲𝐀 ± ۰/۲۶ ۴/۴۱𝐀 ± ۰/۳۱ ۵/۱۹𝐀 ± ۰/۵۳ ۵ 

۰۰۰۱ . > ۸/۷۰𝒂𝑩
 ± ۰/۳۶ ۴/۷۱𝒄𝑨

  ± ۰/۲۶ ۷/۸۵𝒂𝒃𝑩
  ± ۰/۴۱ ۶/۷۰𝒃𝑩

  ± ۰/۳۱  ۵/۰۸𝒄𝑨𝑩  ± ۰/۴۲ ۹/۱۲𝒂𝑩
± ۰/۲۴ 24 

۰۰۰۱ . > ۹/۷۹𝒂𝒃𝑪
  ± ۰/۲۰ ۵/۶۸𝒅𝑩

  ± ۰/۳۱ ۸/۸۲𝒃𝒄𝑪
  ± ۰/۳۳ ۷/۳۷𝒄𝑪

  ± ۰/۵۵ ۵/۵۶𝒅𝑩
  ± ۰/۲۰ ۱۰/۷۵𝒂𝑪

  ± ۰/۳۶ 48 

۰۰۰۱ . > ۱۱/۳۰𝒂𝑫
  ± ۰/۲۸ ۶/۴۰𝒄𝑪

  ± ۰/۲۶  ۹/۶۲𝒃𝑫  ± ۰/۳۷ ۸/۴۰𝒃𝑫
  ± ۰/۲۵ ۶/۲۸𝒄𝑪

  ± ۰/۳۶ ۱۱/۶۶𝒂𝑫
  ± ۰/۳۱ 72 



 

 

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی .)مولار 

 ( نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است. A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 ارزیابی فراسنجه های اسپرم پس از انجماد و یخ گشایی 

  ش یشاهد افزا ماریلیتر نسبت به تگرم در میلیمیلی ۱۵و   ۱۰، ۵ ماری در ت یدار یبه طور معن ییگشاخی اسپرم پس از  ۷به جدول با توجه

و   ۱۰  ماریت  .(P< ۰۵/۰)  را نشان داد  ییگشاخیاسپرم پس از    ییدرصد جنبا   نیشتریلیتر بگرم در میلیمیلی  ۱۵  ماری . ت(P< ۰۵/۰)  افتی

و    ۱۰،  ۵ ماریدر ت  یماندرصد زندهگشایی  . پس از یخ(P<۰/ ۰۵)نشان دادند    E  نیتامیو ماریبا ت  داریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی  ۱۵

  داریلیتر تفاوت معن گرم در میلیمیلی ۱۵و  ۱۰ ماری ت و (P< ۰۵/۰) شاهد بود ماریاز ت شتریب یدار یلیتر به طور معنگرم در میلیمیلی ۱۵

سلامت غشای ت.  نداش   یداریتفاوت معن E  نیتامیلیتر با وگرم در میلیمیلی  ۵  ماریت  کهیدرحال .(P<۰۵/۰)دند  نشان دا   E نیتامیبا و
کمترین درصد را نشان    DMSOگرم عصاره گرده بیشترین و تیمارهای شاهد و  میلی  ۱۵تیمار    اسپرم پس از انجماد و یخ گشایی در

گرم عصاره گرده دیده شد. در حالی که تیمار شاهد با میلی  ۱۵ریخت شناسی اسپرم پس از یخ گشایی در تیمار  درصد  دادند. بهترین  
شاهد اختلاف معنی داری داشت    هیچ گونه اختلاف معنی داری نداشتند. فعالیت میتوکندری در تمامی تیمار ها نسبت به  DMSOتیمار  

(۰۰۱/۰>P )  .    را تولید کند  گشایی کمترین مقدار مالونلیتر عصاره گرده توانست پس از یخگرم در میلیمیلی  ۵تیمار آلدئید   و   دی 

 . (P<۰/ ۰۰۱) بود   DMSOبیشترین مقدار مالون دی آلدئید مربوط به تیمار های شاهد و 

 

 گشایییخ-های اسپرم قوچ  پس از انجمادبر فراسنجهگرده زنبورعسل  یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر   : 7جدول 

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< ۰/۰۵) ( .:DMSO ۵  میکرولیتر، ویتامین :E۱/۰ میلی .)مولار 

 

 ( GC-MSسنجی جرمی )طیف - کروماتوگرافی گازی روش  استفاده از  اببورعسل زنگرده  عصاره متانولی تحلیل

 

 تیمارها

 DMSO P-value ویتامین mg/ml ۱۰ mg/ml ۱۵ mg/ml E  ۵ شاهد )%( صفات
۳۱𝒅 مانیزنده  ± ۱/۲۹ ۶۰/۵𝒃

 ± ۲/۱۰ ۴۵/۲۵𝒄
± ۰/۸۵ ۶۸/۷۵𝒂

 ± ۱/۳۷ ۶۰/۷۵𝒃
 ± ۰/۸۵ ۳۲/۷۵𝒅

± ۱/۴۹ ۰۰۰۱ . > 

۶۷𝒅 شناسی ریخت  ± ۲/۰۸ ۷۸𝒂𝒃  ± ۲/۵۴ ۷۴/۷۵𝒃𝒄  ± ۱/۲۵ ۸۳/۲۵𝒂  ± ۱/۱۰ ۷۹/۵𝒂𝒃 ± ۱/۰۴ ۶۸/۵𝒄𝒅  ± ۱/۵۵ ۰۰۰۱ . > 

۳۱𝒄 سلامت غشا   ± ۱/۲۹ ۵۰/۷۵𝒂𝒃  ± ۰/۸۵ ۴۳𝒃𝒄  ± ۱/۵۸ ۶۳𝒂  ± ۱/۶۸ ۵۵𝒂𝒃𝒄  ± ۲/۰۴ ۳۲/۲۵𝒄  ± ۱/۴۹ ۰۰۰۱ . > 

۱۶/۳۳𝒅 جنبایی 
 ± ۱/۱۵ ۳۶/۴۳𝒃

 ± ۱/۷۳ ۲۴/۶۶𝒄
 ± ۰/۵۳ ۴۹/۵۲𝒂

 ± ۱/۶۵ ۴۰/۳۷𝒃
 ± ۰/۳۸ ۱۹/۹۱𝒄𝒅

 ± ۰/۶۳ ۰۰۰۱ . > 

۱۹/۲۵𝒃 فعالیت میتوکندری   ± ۰/۸۵ ۳۳/۲۵𝒂
  ± ۱/۴۹ ۳۰/۲۵𝒂  ± ۱/۴۹ ۳۰𝒂 ± ۱/۵۸ ۲۷𝒂 ± ۲/۴۲ ۱۸/۲۵𝒃

  ± ۱/۱۰ ۰۰۰۱ . > 

  مالون دی آلدئیدغلظت 
(nmol/mL ) 

۷۳/۷۳𝒂
  ± ۱/۹۰ ۴۷/۷۱𝒄

  ± ۱/۰۶ ۶۱/۵۷𝒃   ± ۲/۲۲ ۶۳/۶۵𝒃
  ± ۰/۶۷ ۴۸/۶۷𝒄

  ± ۰/۸۵ ۷۶/۰۹𝒂
  ± ۲/۵۴ ۰۰۰۱ . > 



 

 

 ارائه شده است.  ۷در جدول  GC-MSروش  اب گرده زنبورعسل متانولیعصاره  ترکیبات شناسایی شده در

 

 

 GC-MSشده در عصاره متاتولی گرده زنیورعسل به روش ترکیبات شناسایی : 8 جدول

Retention time (min) 
زیر  سطح 

 )%( منحنی
 مواد شناسایی شده

تعداد  

 ترکیبات

۸۴۴/۴ ۲۶/۰ 3-Thiophenemethanol ۱ 

۹۲۲/۴ ۱۶/۰ 3-Methylpiperazine-2,5-dion ۲ 
۱۷۱/۵ ۵۳/۱ 4,6-Dihydroxy-2-methyl pyrimidine ۳ 

۲۱۷/۵ ۱۲/۰ 6-Methoxy-2-cyclohexen-1-one ۴ 

۴۱۱/۶ ۳۱/۱۸ 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- ۵ 

۲۱/۷ ۱۴/۰ 5-Hydroxymaltol ۶ 

۰۷۲/۹ ۷۹/۵ Methyl 3-hydroxydecanoate ۷ 

۷۹۴/۹ ۹۹/۱ 2-Methoxy-4-vinyl phenol ۸ 

۴۵۸/۱۰ ۹/۲ 4-Phenylbut-3-ynylaminc ۹ 

۶۶۲/۱۱ ۹/۲ 5-Acetyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolizin ۱۰ 

۰۸۹/۱۳ ۱۷/۱ 1,3,5-Trimethyl-2-octadecyclohexane ۱۱ 

۴۱۵/۱۳ ۶۳/۱ 2,1,3-Benzothiadiazole ۱۲ 

۴۵۷/۱۴ ۸۴/۰ 3-Acetylphenoxazoline ۱۳ 

۱۷۴/۱۵ ۴/۲ N-(4-fluorophenyl)cyclohexane carboxamide ۱۴ 

۵۹۵/۱۵ ۳.۷۴۱ Lauric acid ۱۵ 

۴۲۶/۱۷ ۰۵/۱ Thiazolo[3,2-a]pyridinium, 8-hydroxy-2,5-dimethyl-, hydroxide, inner 

salt 
۱۶ 

۹۹۸/۱۸ ۵۹۱/۲ Trans-4-methoxy cinnamic acid ۱۷ 

۲۱۱/۱۹ ۶۲/۰ 2-Methoxyadamantane ۱۸ 

۸۹۲/۲۰ ۴۶/۱ 9-Methylenetricyclo[3.3.2]decan-2,6-dion ۱۹ 

۰۰۶/۲۱ ۴۶/۱ Yomogi alcohol ۲۰ 

۰۴۶/۲۳ ۹۹/۱ Methyl palmitate ۲۱ 

۱۶۵/۲۳ ۹۵۱/۵ 3,4-Dimethoxycinnamic acid ۲۲ 

۸۵۰/۲۳ ۳۱/۳ Palmitic acid ۲۳ 

۳۳۲/۲۴ ۲۶۱/۱ Cis-(Z)-alpha-Bisabolene epoxide ۲۴ 

۲/۲۶ ۶۵/۲ Linoleic acid, methyl ester ۲۵ 

۳۲۵/۲۶ ۷۳۱/۹ Methyl linolenate ۲۶ 

 عصاره متانولی گرده زنبورعسل  GC_MSکروماتوگرام :  ۱نگاره 



 

 

 

 بحث

ترکیباتی  شامل متانولی گرده زنبورعسل از  عصاره  ۳۷۶/۵۷ ، مشخص شد کهGC-MS تحلیل عصاره متانولی گرده با روش بر اساس 
  موثری   ینقش  توانندیم  ،متنوع خود  یبیولوژیک  این ترکیبات به واسطه خواصاست.    دهایو فلاونوئ  یفنول   باتیچرب، ترک  یدهایاس  چون

  گیری اندازه  کیلوگرمبر    گرمیلیم  ۶۵۹۵۵/۱حدود    متانولی گرده  موجود در عصاره  کلدیفلاونوئ  میزان.  ایفا کننداسپرم  کیفیت  در بهبود  
قادر است انواع  E اکسیدان مرجع استفاده گردید. ویتامینعنوان آنتیبهE   اکسیدانی عصاره، از ویتامینمنظور مقایسه ظرفیت آنتیبه.  شد

با  رادیکال را خنثی کرده و  پراکسید هیدروژن و هیدروکسیل  نظیر سوپراکسید،  آزاد  پراکسیداسیون فسفولیپیدهای  های  از  جلوگیری 
 (.  (Sinclair, 2000 غشای اسپرم، از کاهش تحرک نهایی آن جلوگیری کند

با ساختار خاص خود به  لاردی از محصولات واکنش م  یکیعنوان  به  DDMP  شده،ییشناسا  باتیترک  انیدر م   ک یعنوان  گلوکز، 
ادامه    ایآزاد، از آغاز    یهاکالیالکترون به راد  یبا اهدا  یدانیاکسیآنت  باتیاند که ترکمطرح است. مطالعات نشان داده   یقو  دانیاکسیآنت

که منجر به حفاظت از    یفرایند  دهند؛یرا کاهش م  ویداتیتنش اکس  قیطر  نیکرده و از ا  یریجلوگ  ویداتیاکس  یارهیزنج  یها واکنش
 Pinostrobin بی در عصاره، دو ترک شدهییشناسا باتیاز جمله ترک .(Chen et al., 2021) شودیاسپرم م تی فیو حفظ ک  یسلول یغشا

chalcone،  4H-1-Benzopyran-4-one    5و-hydroxy-7-methoxy-2-phenyl  ها بودند که  و مشتقات چالکون  دهای، از دسته فلاونوئ
مانند خواص    یمتعدد  یکیولوژیب  آثارفلاوانول با    کی  نینوستروبی دادند. پ  لیعصاره را تشک  بترکی  از   درصد  ۱۵٫۴۰۱در مجموع حدود  

  دارد.   (Kanchanapiboon et al., 2020; Sopanaporn et al., 2020; Gurung et al., 2022)است    یو ضدقارچ   یضدباکتر  ،یروس یضدو
  ی ها م یآنز تیفعال شیافزا رن،یاستا یپل یهاکیزپلاستیاز مواجهه با ر یناش بیبا کاهش آس بیترک ن یاند که انشان داده  ریمطالعات اخ

.  (Ijaz et al., 2023)  بخشدیاسپرم را بهبود م  تیفیکاهش آپوپتوز، ک  نیهمچن  دمثل،یمرتبط با تول  یهاهورمون میو تنظ یدانیاکسیآنت
 تیخاص  شود،یمحسوب م  لیعمده روغن نارگ  بیچرب غالب موجود در عصاره و ترک  یدهایاز اس  یکیکه    کیلور  دیاس  ن،یهمچن

  گرم یلیم  ۵۰با دوز    دیاس  نیا  زی تجو.  (Dayrit, 2015)  دارد    هاروس یها و وقارچ  یگرم مثبت، برخ  یهایدر برابر باکتر  یقو  یکروبیمضد
ک مدل   لوگرمیبر  شاخص  ، یوانیح  یهادر  بهبود  به  ک  دمثلی تول   یهامنجر  جمله  اکس  تی فیاز  تنش  کاهش  تنظ  ویداتیاسپرم،    م یو 

   (Anur et al., 2023).شده است  یابتید ی هادر موش  یبارور  یهاهورمون

است    یالکل   یهادراتیمتعلق به گروه کربوه  شود،یمحسوب م  هاتولینوزیا  یزومرهایاز ا  یکیکه    زی ن    (Allo-inositol)تولینوزیآلوا
  رسانام یعنوان پبه   بیترک  نیاست. ا   تیحائز اهم  یشیزا  یهادر حفظ سلامت سلول  ،یکیو متابول  یدان یاکسیآنت  یهانقش   لیدلو به
مؤثر است   یدمثلیدر عملکرد تول  زیو ن  یسلولداخل   میکلس  میتنظ  یهافرایندنقش داشته و در    یسلول  یدهگنال یس  یرهایدر مس  هیثانو

(De Luca et al., 2021).     

مثبت را بر    ر یتأث  نیشتر یب  تر یلی لیدر م  گرمیلیم  ۵مدت، غلظت  کوتاه   ینگهدار  ط ینشان داد که در شرا  هاش یحاصل از آزما  جینتا
در   گرمیلیم  ۱۰با غلظت    ماریبود که ت  یدر حال   نیاداشت.   (MDA) دیآلدئیداسپرم از جمله کاهش معنادار غلظت مالون  یهافراسنجه

 ، یع یطب  یشناس ختیبا ر  یهاکه درصد اسپرم  یاگونه کرد، به   فایا  ۷۲اسپرم در ساعت    تیفینقش را در کاهش افت ک  نیشتریب  تر،یلیلیم
در   گرمیلیم  ۱۵غلظت    ن،یهمچن.  ماند  یباق   مارهایت  ریسطح نسبت به سا  نیگروه در بالاتر  نیدر ا  یتوکندر یم  تی و فعال  یمانزنده

پس از    طینشان داد. در شرا  ۴۸در ساعت    یتوکندریم  تی فعال  شی و افزا  ۲۴غشا در ساعت  سلامت  اثر را در بهبود    نیشتریب  تریلیلیم
 یهاموجب بهبود فراسنجه  یطور معنادار ( نسبت به گروه کنترل به تریلیلیدر م  گرمیلیم  ۱۵و    ۱۰،  ۵)  ههر سه غلظت عصار  زیانجماد ن

۹۷۸/۲۶ ۶۲۱/۳ Allo-inositol ۲۷ 

۱۱۹/۲۷ ۲۴۱/۳ -Linolenic acidα ۲۸ 

۴۵۶/۳۱ ۸۲/۱۰ Pinostrobin chalcone ۲۹ 

۱۱۷/۳۳ ۲۹/۱ Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester ۳۰ 

۴۲۹/۳۴ ۵۸۱/۴ 4H-1-Benzopyran-4-one, 5-hydroxy-7-methoxy-2-phenyl ۳۱ 

۸۹۳/۳۵ ۹۳/۰ Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-3-methylene ۳۲ 



 

 

داشت.   MDAو کاهش سطح    یتوکندر یم  تیاثر را در حفظ فعال  نی شتریب  تریلیلیدر م  گرمیلیم  ۵  ماریت  ان، یم  ن یاسپرم شدند. در ا  یفیک
و عملکرد    یهاست که در حفظ انرژسلول   ویداتیاکس  تیو بهبود وضع  یدیپیل  ونیداسیدهنده کاهش پراکسنشان  MDAکاهش سطح  

،  ATP دیو حفظ تول  یتوکندریاز عملکرد م تیبه ساختار غشا، حما بیاز آس یریبا جلوگ باتیترک نیا رسدیاسپرم نقش دارد. به نظر م
 یها از شاخص  یکیعنوان  اسپرم، به  یغشا  یکپارچگی.  شوندیم  یاسپرم در طول دوره نگهدار   تی فیطول عمر و ک  شیموجب افزا

 ج یمطالعه با نتا  نیا  یهاافتهی .(Yousif et al., 2024)قرار دارد    ویداتیعوامل اکس  ریتأثشدت تحتبه  ،یتوان بارور   یابیدر ارز  یدیکل
اسپرم قوچ را در اثر    یغشا  یکپارچگیو    یمانتحرک، زنده  شیافزا  ز یها ندارد؛ آن   یخوانهمBanana     (2020)و  Al-Ameryپژوهش  

 باتیترک  یاثربخش  انگریب  ،ییراستاهم  نیگزارش کردند. ا  گرادیدرجه سانت  ۵  یگرده زنبورعسل در دما  یو الکل  یآب  یهاافزودن عصاره
 باتیترک  نیسرد است. ا  طیاسپرم در شرا  یموجود در گرده زنبورعسل، مستقل از نوع حلال استخراج، در بهبود پارامترها  یدانیاکسیآنت

 Agarwal).  دارند  ویداتیاکس  یهابیدر مقابله با آس  یمثبت  آثاراسپرم،    یعیو عملکرد طب  یشناس ختیحفظ ر  ،یسلول  یساختارها   یداریبا پا

et al., 2014)  بهتر حفظ شده   حاوی عصاره  یمارها یو تحرک اسپرم مرتبط است، در ت  یانرژ  دیبا تول  ماًیکه مستق  ،یتوکندر یم  تیفعال
از کاهش   آس  ATPو  است    یریشگیپ  ROSاز    یناش  یساختار  یهابیو  گرده    رهیج  یسازمکمل   .(Amaral et al., 2013)شده  با 

 ی مانزنده  رونده،شی از جمله حجم انزال، تحرک پ  ،یمن  یکیزیف  ی ها یژگیتوجه در وبالغ موجب بهبود قابل  یهازنبورعسل در خروس 
 ش)مرغ در برابر قوچ(، رو  یجانور  یهاکه در گونه   ییهابا وجود تفاوت  ژهیو. بهدیگرد  یعیرطبیغ  ی هااسپرم، و کاهش درصد اسپرم

 آثارشد،    یکه بررس  یااسپرم(، و نوع عصاره مورد استفاده وجود دارد، در هر دو مطالعه  کنندهقیدر مقابل افزودن به رق  یمصرف )خوراک
موجود در گرده    فعالستیز  باتیترک  یعموم  آثاردهنده  نشان  تواندیم  یخوانهم  نیاسپرم مشهود بود. ا  تیفیمثبت گرده زنبورعسل بر ک

مختلف   یهادر گونه   یدمثلیعملکرد تول  یها و ارتقاء شاخص  ویداتی چرب، در کاهش تنش اکس  یدهایو اس  دهایفلاونوئ  ژهیوبه   ل،زنبورعس
 . (Abuoghaba et al., 2018) باشد

 دیآلدئیدتوجه سطح مالونگرده زنبورعسل باعث کاهش قابل  یاز عصاره متانول  تریلیلیدر م  گرمیلیم  ۵  ماریدر پژوهش حاضر، ت
(MDA)  ی در طول دوره نگهدار  یاثر محافظت  نیاست. ا  ویداتیعصاره در برابر تنش اکس  یدهنده اثر محافظتکاهش نشان   نیشد که ا 

  نیا  رسدیاسپرم را حفظ کند. به نظر م  یساختار سلول   یداریتوانسته است پا  ماریت  ن یکه ا  دهدیو پس از انجماد مشهود بود و نشان م
ها، فنول  ایچرب    یدهایمانند اس  فعالستیز  باتیترک  ریسا  یدوز بالا   جادیمؤثر، بدون ا  یدانیاکسیآنت   باتیغلظت با فراهم کردن ترک

 (Kothari & Seshadri, 2010).  دکن یریجلوگ یاحتمال  یمنف آثاررا حفظ و از بروز  یتوانسته است تعادل سلول

  شتریب  یاثربخش  لیدل  تواندیمحافظت از اسپرم فراهم کرده است که م  یبرا  یانه یبه  طیشرا  ادیاز عصاره به احتمال ز  ترنییغلظت پا
بهتر حفظ   ز یاسپرم ن  یمانزنده  زان یم  تر،یلیلیدر م  گرمی لیم  ۵  ژهیوبه   ن، ییغلظت پا  ن یدر ا  نیباشد. همچن  MDAآن در کاهش سطح  

است.   یسلول  کیمتابول  یهافرایند  ی تر برامطلوب  طیو فراهم آمدن شرا  ویداتیاکس  یهابیکاهش آس  ل یبه دل  مالًاامر احت  ن یشد که ا
غشا و   یکپارچگی  شیدر افزا  ینقش مؤثر   ،یسلول  یو حفظ ساختار غشا  دهایپیل  ونیداسیموجود در عصاره با مهار اکس  یدهایفلاونوئ

    (Chen et al., 2020).دکننیم فایها ااسپرم یمانبهبود زنده 

اسپرم،  یفیک  هایفراسنجه( بر تریلیلیدر م گرمیلیم ۱۵و  ۱۰،  ۵گرده زنبورعسل ) یمختلف عصاره متانول یهاغلظت آثاردر مورد 
قرار داشته   یامطالعه در محدوده  نیکار رفته در ابه  یهاکه دامنه غلظت  دهدینشان م  عیما  طیدر شرا  مارهای ت  انیم  داریعدم تفاوت معن

ایمف  آثار  که بدون  را  ااعمال کرده   یسلول   تیسم  جاد ید خود  مانند    باتیخاص ترک  یهایژگیبه و  تواندی م  نیاند.  موجود در عصاره، 
 جاد یگذاشته و موجب ا  ریتأث  یطور مثبت بر تعادل سلولدامنه دوز به  نیها مربوط باشد که در اچرب و مشتقات آن  یدها یاس  دها،یفلاونوئ

زا  تنش  طیمصرف مکمل گرده زنبورعسل در شرا،  (Yıldız et al., 2013)  و همکاران  زیلدیی  مطابق گزارش .  شوندینم   یتداخل منف
افزودن عصاره    زی. در پژوهش حاضر نشودیم  واناتیدر ح  یدانیاکسیآنت  ستمیس  تیو تقو  ویداتیتنش اکس  یها موجب کاهش شاخص

 تریلیلیدر م  گرمیلیم  ۱۵  ماریت   ن،یب  نیدر ا شد.    ییگشاخ یاسپرم پس از    کیفیتتوجه  موجب بهبود قابل   یمن  کنندهقیگرده به رق  یمتانول
 رسد ینظر مبه   نشان داد.  مارهای ت  ریاسپرم نسبت به سا  یشناس ختیو ر  ییپلاسما  یغشافعالیت    ،یمانزنده  ،ییبر جنبا  یترمطلوب   آثار

تیمار بالاتر ترکاین  به غلظت  با توجه  اکس  ،یدان یاکسیآنت  باتی،  با کاهش تنش  از غشا  ویداتیتوانسته  بروز   یو محافظت  از  اسپرم، 
تنش    بررا در برا   یسلول   یساختارها  ی کند و  ری جلوگ  یانیقطعه م  یدگیسر از دم و خم  یجداشدگ   ،یادم حلقه  ر ینظ  هیثانو  یهایناهنجار 
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 ۵  ماریدر مقابل، ت.  اسپرم آشکار شده است  یعی طب  یشناس ختیغلظت در حفظ ر  نیا  یاثر حفاظت  ن،یکند. بنابرا  تیاز انجماد تقو  یناش
  افتهی  ن یپس از انجماد نشان داد. ا  طیدر شرا  MDAو کاهش سطح    یتوکندریم  تیبهبود را در فعال  نیشتریب  تریلی لیدر م  گرمیلیم

شود. کاهش کمتر سطح    جادیا یاضاف   یکیفشار متابول  نکهیغلظت است، بدون ا  نیدر ا  هادانیاکسیآنت   یمحافظت  ریاز تأث  یاحتمالًا ناش
MDA  یی غشا  یدها ی پیل  بیاز تخر  یمعکوس ناش  ویداتیبروز تنش اکس  لی ممکن است به دل  تریلیلیدر م  گرمیلیم  ۱۵و    ۱۰  یمارها یدر ت 
 باشد. 

  ی و ضدالتهاب یدانیاکسیها خواص آنتاز آن  یچرب است که برخ یدهایدرصد اس ۸۵/۳۹ی مطالعه حاو ن یعصاره مورد استفاده در ا
اس نق  یدهایدارند.  ا  ی اتیح  شچرب  اسپرم  آکروزوم  تیالیاز جمله در س  کنند،یم  فا یدر ساختار و عملکرد  تحرک و   ،ی غشا، واکنش 

و انجماد    ینگهدار  طیاسپرم را در شرا  یدار یپا  توانندیم  دهایاس  نیا  ،یانرژ  نیو تأم  ویداتیبا کاهش تنش اکس  نیسلول. همچن  یمانزنده
 ی نقش محافظت   توانندیخود م  یکروبیو ضدم  یدان یاکسیبا خواص آنت  زیو مشتقات چالکون ن  کینامیس  دیاس  رینظ  یبات یترک.  دهند  شیافزا

و کاهش    یدانیاکسیآنت  تی، ظرفDNA  یکپارچگیبر    راشباع یچرب غ  یدهایمطالعات متعدد اثر مثبت اس.  (Díaz et al., 2016 )د  کنن  فایا
اکس تنش  داده   ویداتیسطح  نشان  را  م   (Huang et al., 2016; Kiernan et al., 2013).انداسپرم   فعال   یهاگونه   شیافزا  ان یرابطه 

توسط   (ROS) ژنیاکس اسپرم  تحرک  کاهش  ساو  آیتکنو  به  دییتأ (Aitken & Sawyer, 2003)  ریو  است؛  تول  یاگونهشده   دیکه 
 د ی در تول  یدینقش کل  یتوکندر یچون م    .شودیکاهش تحرک اسپرم م  جهیو درنت  ATPمنجر به کاهش    دروژنیه  دیپراکس  ازحدشیب

باعث حفظ عملکرد   تواندیم  ترنییپا  یهادر غلظت  دیاس  کینولنیو آلفا ل  کینولنیمانند ل  راشباعیچرب غ  یدها ی دارد، حضور اس  یانرژ
 یتوکندر یم  تی عالغشا و ف  یکپارچگی  نیب  میمستق  یارابطه  نیشود. همچن  یاضاف  یکیبدون اعمال فشار متابول  یاتیاندامک ح  نیا  نهیبه

   .(Partyka et al., 2012) شودیم یتوکندریعملکرد م شی سلول موجب افزا یغشا یکپارچگ یکه بهبود  یاگونه وجود دارد؛ به

پوشش  توانندیم  دها،یفلاونوئ  ژهیوبه  ک،یفنول  باتیرکت آن  ییغشا  یدهای پیل  یدهبا  تولاز  از  و  کرده  محافظت   ازحد شیب  دیها 
را    راشباعیچرب غ  ی دهایاس  ونیداسیرا مهار کرده و پراکس  دهایپی ل  ونیداسیروند پراکس  قیطر  نیکنند، از ا  یریآزاد جلوگ  یهاکالیراد

   .(Blokhina et al., 2003) محدود سازند

نها ت  ت،یدر  افزا  یحاو  یمارها یدر  اسپرمجنبایی،    داریمعن  شیعصاره،  ر  یهاتعداد  سطح    یع یطب  یشناس ختیبا  کاهش  و 
پراکس  دیآلدئیدمالون به گروه کنترل مشاهده شد. ایدیپیل  ونیداسی)به عنوان شاخص سنجش  رابطه  نشان   جینتا  ن ی( نسبت  دهنده 

ب اسپرماتوزوئ  یشناسختیر  یهایژگیو و  یدیپیل  ونیداسیپراکس  نیمعنادار  به نظر     . (MAIA & Bicudo, 2009)  است  دیو تحرک 
فلاونوئ  رسدیم پراکس  دهایکه  مهار  مالون  دهایپیل  ونیداسیبا  سطح  کاهش  ر  یمثبت  ریتأث  د،یآلدئیدو  و  تحرک   یشناس ختیبر 

 بات یاز ترک یهر سه غلظت عصاره، با فراهم کردن سطوح متفاوت  (. (Lima & Abdalla, 2001 دارند یدوره نگهدار یط دیاسپرماتوزوئ
  نکه یا  ژهیومختلف )سرما و انجماد( شدند؛ به  طیاسپرم در شرا  تیفیموجب بهبود ک  یزیآمتیطور موفقبه  ،یو ضدالتهاب   یدانیاکسیآنت

 داشته است.  یخاص سلول   یهابر فراسنجه یتمتفاو راتیموجود، تأث باتیو نوع ترک زانیهر غلظت، بسته به م

 گیرینتیجه

اسپرم قوچ در    تیفیبر ک  یمثبت  ر یخود، تأث  یدانیاکسیگرده زنبورعسل با خواص آنت  یمطالعه حاضر نشان داد که عصاره متانول  جینتا
  ، یفنول   باتیچرب و ترک  یدهای اس  دها،یموجود در عصاره، از جمله فلاونوئ  فعالستیز  باتیو انجماد دارد. ترک  عیما  یسازرهیذخ  طیشرا

ی و کاهش پراکسیداسیون  توکندر یم  تی فعال  ی پلاسمایی،غشا  سلامت  ،یمانزنده   ،ییاسپرم مانند جنبا  هایفراسنجهدر    یتوجهبهبود قابل 
  ی دانیاکسیمثبت آنت آثاربا حفظ  تر یلیلیدر م گرمیلیم ۵، غلظت متانولی گرده مختلف عصاره یهاغلظت انیکردند. در م جادی ا لیپیدی

  ی حال، برا  نیا  با  .شودیم  شنهادیپ  نیاسپرم نشان داد و بنابرا  تی فیرا در حفظ ک  جهینت  نیبهتر  ،یاضاف   یک یفشار متابول  جادیو بدون ا
  یور افر  طیدر شرا  ژهیواسپرم، به  تیفیبر ک  گرده زنبورعسل  فعالستیز  باتیترک  ریو سا  دهایفلاونوئ  یدان یاکسیآنت  آثار  ترقی درک دق

 است.  یشتری ب قاتیبه مطالعات و تحق ازین ،یمن
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Introduction 

Artificial insemination (AI) is a widely used technique in animal breeding that utilizes both fresh and frozen-thawed semen. Sperm 

preservation is crucial in various fields, including AI, species conservation, and clinical applications (Watson, 1995). The use of 

frozen-thawed ram semen, in particular, helps overcome geographical limitations, supports the conservation of endangered breeds, 

and contributes to biodiversity preservation (Leboeuf et al., 1998). 

A major challenge in sperm preservation is oxidative stress, which arises during the freezing process (Koopers et al., 2008). 

Oxidative stress negatively impacts sperm quality by inducing lipid peroxidation, protein damage, and DNA fragmentation. These 

effects collectively reduce sperm functionality and overall semen quality (Aitken et al,. 2016). 

Antioxidants are compounds that mitigate oxidative stress by neutralizing free radicals and reactive oxygen species (ROS), thereby 

preventing oxidative cellular damage (Maestri et al., 2006). Consequently, antioxidants have been extensively studied as protective 

agents in sperm preservation (Scheibmeir et al., 2005). Among the various antioxidant compounds, those of natural origin, such as 

bee pollen, have garnered particular interest. Bee pollen is rich in polyphenols and flavonoids, both of which are powerful natural 

antioxidants . Flavonoids, in particular, possess redox properties that enable them to effectively scavenge free radicals and prevent 

the oxidation of lipids, proteins, and other cellular components (Rodriguez-Polite et al., 2023). 

This study aimed to investigate the effects of different concentrations of methanolic bee pollen extract on the quality of Zel ram 

sperm after both liquid storage and cryopreservation. 

 

Materials and Methods 

Semen was collected twice a week from four adult Zel rams using an artificial vagina. After the initial evaluation, ejaculates were 

pooled to eliminate individual variation. The pooled semen was diluted in a Tris-egg yolk extender containing 0 (control), 5, 10, 

or 15 mg/mL methanolic bee pollen extract. Additional treatments included 0.1 mM vitamin E (positive control) and 5 µL DMSO 

(solvent control). 

Samples were stored at 4°C for 0, 24, 48, and 72 hours and then frozen in straws filled with extender containing 6.5% glycerol. 

After 14 days of storage in liquid nitrogen (−196°C), samples were thawed at 37°C for 30 seconds. 

Post-thaw assessments included sperm motility (visual observation), viability (Eosin-Nigrosin staining), plasma membrane 

integrity (Hypo-Osmotic Swelling Test), morphology (Hancock solution), mitochondrial activity (Rhodamine 123), and lipid 

peroxidation levels (measured by malondialdehyde, MDA). Data were analyzed using a completely randomized design in SAS 

(version 9.2) with the General Linear Model (GLM), and treatment means were compared using Tukey’s test (P < 0.05). 

 

Results and Discussion 

Bee pollen is rich in flavonoids, phenolic compounds, and fatty acids, contributing to its potent antioxidant properties and its 

protective role against oxidative stress in sperm cells (Yıldız et al., 2013; Agarwal et al., 2014). This study investigated the effects 

of methanolic bee pollen extract on ram sperm quality during short-term cold storage and after cryopreservation. Significant 

improvements were observed in sperm appearance, viability, morphology, membrane integrity, mitochondrial activity, and reduced 

MDA concentration at 24, 48, and 72 hours in treated samples compared to the control group (P < 0.05). 

Among the tested concentrations, 5 mg/mL consistently showed the most favorable outcomes,demonstrating the highest motility 

and mitochondrial activity at 24 hours, superior membrane integrity, motility, morphology, and viability at 48 hours, and sustained 

improvement in motility, membrane integrity, and viability at 72 hours. Additionally, this concentration maintained the lowest 



 

 

MDA levels across all time points, indicating strong protection against lipid peroxidation and oxidative damage (Chen et al., 2020; 

Blokhina et al., 2003). 

While the 10 mg/mL concentration effectively improved sperm morphology at 24 and 72 hours and preserved mitochondrial 

activity at 72 hours, the 15 mg/mL extract exhibited the highest membrane integrity at 24 hours and the greatest mitochondrial 

activity at 48 hours. After 10 days of cryostorage, all concentrations (5, 10, and 15 mg/mL) positively influenced post-thaw sperm 

parameters. However, the 15 mg/mL extract yielded the best results in terms of post-thaw viability, membrane integrity, 

morphology, and overall survival, whereas the 5 mg/mL concentration maintained the highest mitochondrial activity and lowest 

MDA levels, emphasizing its strong antioxidant capacity. These findings are consistent with previous reports on the effectiveness 

of bee pollen’s bioactive compounds, regardless of extraction solvent, in preserving sperm quality under oxidative stress (Al-Amery 

& Banana, 2020). 

 

Conclusion 

Methanolic bee pollen extract at concentrations of 5, 10, and 15 mg/mL significantly improved the post-cold storage and post-thaw 

semen quality of Zel rams. Among these concentrations, the 5 mg/mL concentration demonstrated the most favorable outcomes in 

terms of sperm motility, mitochondrial activity, and protection against oxidative damage, with a lower risk of cytotoxicity. 

Therefore, the 5 mg/mL concentration is recommended as an effective and safe natural additive for semen extenders in sperm cold 

storage and cryopreservation 


