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Artificial insemination is one of the most accessible techniques for raising domestic 

animals. It has been proven that refrigeration significantly reduces the quality of 

sperm. The aim of this study is to investigate the effects of crocin on the storage of 

dog semen at 4 ºC during a period of 48 hours. In this study, 25 ejaculates were 

collected from 5 terrier dogs and diluted in a Tris-based diluent. Then, they were 

divided into 5 parts in control, control dissolve (Dimethyl sulfoxide 5%, dissolve of 

crocin) and treated with 0.5, 1 and 1.5 mM crocin groups. Sperm parameters including 

evaluation of total motility, progressive motility, motility characteristics and sperm 

viability were evaluated for 48 hours. The obtained results showed that progressive 

motility and total motility during 48 hours of storage were significantly higher in 1.5, 

1, and 0.5 mM crocin concentrations compared to the control group. Also, the 

examination of motility characteristics, except for STR, showed that the addition of 

1.5 mM crocin significantly improved the characteristics compared to the control 

group. Investigating sperm viability showed that the addition of 1.5, 1 and 0.5 mM 

crocin significantly improves sperm viability. As a result, the present study determined 

that the addition of crocin to dog semen can improve the parameters of dog semen after 

liquid storage. 
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Extended Abstract 

Introduction 

Artificial insemination is one of the most accessible techniques for raising domestic animals. It has been 

proven that refrigeration significantly reduces the quality of sperm. Various studies have shown that sperm 

cooling and freezing leads to increased oxidative stress and excessive reactive oxygen species production, and 

this process ultimately leads to membrane lipid peroxidation and sperm damage. In general, the introduction 

of sperm into a laboratory environment leads to lipid peroxidation and ultimately decreases DNA quality and 

integrity. During sperm storage, there are insufficient antioxidants to prevent free radical damage and lipid 

peroxidation in sperm. Sperm freezing leads to problems such as decreased sperm viability and motility after 

the freeze-thaw process. The aim of this study is to investigate the effects of crocin on the storage of dog semen 

at 4 ºC during a period of 48 hours.  
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Materials and Methods 
In this study, 25 ejaculates were collected from 5 terrier dogs and diluted in a Tris-based diluent. Then, they 

were divided into 5 parts in control, control dissolve (Dimethyl sulfoxide 5%, dissolve of crocin) and treated 

with 0.5, 1 and 1.5 mM crocin groups. Sperm parameters including evaluation of total motility, progressive 

motility, motility characteristics and sperm viability were evaluated for 48 hours. The obtained results showed 

that progressive motility and total motility during 48 hours of storage were significantly higher in 1.5, 1, and 

0.5 mM crocin concentrations compared to the control group. Also, the examination of motility characteristics, 

except for STR, showed that the addition of 1.5 mM crocin significantly improved the characteristics compared 

to the control group. Investigating sperm viability showed that the addition of 1.5, 1 and 0.5 mM crocin 

significantly improves sperm viability.  
 

Discussion 

This study is to investigate the effects of crocin on the storage of dog semen at 4 ºC during a period of 48 

hours.  The present results showed that sperm samples containing crocin significantly improve the qualitative 

parameters of dog sperm after storage so that the fertility potential can be increased. The process of freezing-

thawing and preserving sperm increases reducing sperm motility and viability and increasing the amount of 

free radicals. The before studies showed that the quality and integrity of the sperm plasma membrane is 

positively related to the rate of fertility. In the present study, it has been shown that the viability of sperm 

decreases during storage in the refrigerator. Also, the present study showed that adding crocin to dog semen 

increases sperm viability. As a result, the present study determined that the addition of crocin to dog semen 

can improve the parameters of dog semen after liquid storage. In this study, dose-dependent positive effects of 

crocin on quality parameters of dog sperm during refrigerated storage were shown. Considering the positive 

effects of crocin, the present study confirms the use of crocin in canine semen extenders. However, more 

research on fertility rates with crocin-containing sperms is needed to confirm its protective effects. 
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  ها:واژهکلید
تنش  اسپرم سگ،، دانیاکسیآنت

 .نیکروس اکسیداتیو،

است، اما  یاهل واناتیدسترس در پرورش حقابل یهاکیاز تکن یکیسرد  یبا استفاده از من یمصنوع حیتلق
. هدف از شودیاسپرم م تیفیدر ک یریسبب کاهش چشمگ ویداتیتنش اکس شیافزا لیسرد کردن به دل ندیفرا

 4۸دوره  یدر ط گرادیسانتدرجه  4 یسگ در دما یمن عیما یبر نگهدار نیاثرات کروس یمطالعه حاضر، بررس
 قیرق سیتر هیبر پا کنندهقیرق کیگرفته شد و در  ریسگ نژاد تر ۵انزال از  2۵مطالعه،  نیساعته است. در ا
( نیدرصد حلال کروس ۵ دسولفوکسایلمتییشاهد، شاهد حلال )د یهاقسمت در گروه ۵ها به شدند. سپس، آن

کل و  ییاسپرم ازجمله، جنبا یهاشدند. فراسنجه میقست نیکروس مولاریلیم ۵/1و  1، ۵/0شده با  ماریو ت
 جیشدند. نتا یابیساعت ارز 4۸ها به مدت زنده ماندن اسپرم تیو قابل ییجنبا یهاشاخص رونده،شیپ

 یهادر غلظت بیبه ترت یسازرهیساعت ذخ 4۸ یدر ط یو کل روندهشیپ ییآمده نشان داد که جنبادستبه
 یبررس نیبالاتر بودند. همچن یداریطور معنبا گروه شاهد به سهیدر مقا نیکروس مولاریلیم ۵/0و  1، ۵/1

طور به نیکروس مولاریلیم ۵/1شده  نشان دادند که افزودن  یط ریمس یاستثناء راستبه ییجنبا یهاشاخص
ها نشان داد اسپرم ندنما¬زنده تیقابل ی. بررسشودیها نسبت به گروه شاهد مباعث بهبود شاخص یداریمعن

. شودیها ماسپرم یمانباعث بهبود زنده نیکروس مولاریلیم ۵/0و  1، ۵/1 بیافزودن به ترت یداریطور معنکه به
سگ را  یمن یهافراسنجه تواندیسگ، م یمن عیبه ما نیمطالعه حاضر نشان داد که افزودن کروس جه،یدرنت

 خشد.بهبود بب عیصورت مابه یسازرهیپس از ذخ
 

در  ینگهدار یسگ در ط یمن عیما کنندهقیبر رق نیاثرات افزودن کروس یبررس(. 1402) لیاسماع ن،یپش، ساندار؛ و آ-کهیگور ؛یعل زاده،مانیسل د؛یسع ،یصالح: استناد

 :2022.349661.653911IJAS./10.22059http//doi.org DOI         .303-31۵(، 2) ۵4 ،رانیا نشریه علوم دامی. خچالی
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 مقدمه
جهت  واناتیانتقال ح ازیکاهش ن به توانیمکه  دارد یعیطب یریگنسبت به جفت یمتعدد دیفوا یمصنوع حیاستفاده از تلق

استفاده  یبرا یمن یسازرهیتر ذخاز همه مهمو  یعفون یهایماریکاهش گسترش ب ،یسازنهیقرنط یبرا ازیعدم ن ی،ریگجفت
ی هاسگی کمر در هامهرهبه  مشکلات جسمانی مانند آسیبکه  یدر مواقع. اشاره کرد یکیمواد ژنت یالمللنیو تبادل ب آتی

مطالعات  (.O'Hara et al., 2010)، تلقیح مصنوعی بسیار کارآمد خواهد بود سازدیمی طبیعی را مشکل ریگجفتکار و نگهبان 
های اکسیژن از حد گونه مختلف نشان داده است که سرد کردن و انجماد اسپرم، منجر به افزایش تنش اکسیداتیو و تولید بیش

. ((Kim et al., 2010شود یمفعال می شود و این روند در نهایت منجر به پراکسیداسیون لیپیدی غشاء و آسیب اسپرم 
 DNA یکپارچگی و جنبایی ایتدرنه و ی شدهدیپیل ونیداسیمنجر به پراکس یط آزمایشگاهیمحقرار گرفتن اسپرم در  یطورکلبه

  .(Bilodeau et al., 2001) دهدیرا کاهش م
 Griveauاست )فعال  ژنیاکس یهاگونه های آنزیمی و غیرآنزیمی جهت مقابله بااکسیدحاوی آنتی یمنبطور معمول، مایع 

et al., 1995مراحل  یاسپرم ط سمتوپلایحجم س شتریسلول است، اما ب توپلاسمیاز س یدانیاکس یآنت یمحافظت ستمی(. منشا س
، (Oeda et al., 1997ارد )را به همراه د یتوپلاسمیس باتیاز ترک یکم زانیاسپرم م جهیدر نت رود،یاز دست م زیتما یانیپا

 ونیداسیآزاد و پراکس یهاکالیراد بیاز آس یریجهت جلوگ هادانیاکس یاز آنت یکاف ریمقاددر طول نگهداری اسپرم،  بنابراین
و جنبایی اسپرم  یمان دهاز جمله کاهش زن لاتینجامد اسپرم با مشکا (.Shakouri et al., 2021) در اسپرم وجود ندارد یدیپیل

از  یمتعدد عواملمتاثر از  ییگشاخی-و جنبایی اسپرم پس از انجامد یمواجه است. زنده مان ییگشا خی-انجامد ندیبعد از فرا
-یاز آنت دهاستفا .Rodriguez-Martinez, 2012)) باشدیم رقیق کنندهموجود در  ینوع و غلظت اجزا ،یمن تیفیک لیقب

بسیار حائز اهمیت محافظت کند  ییاگشخی-انجامد یهابیبتواند از اسپرم در برابر آس یمن رقیق کننده طیدر محی که دانیاکس
گ در طول نگهداری به رقیق کننده مایع منی س تحقیقات نشان می دهد که افزودن آنتی اکسیدان های مختلف نتایج .است

 ها دانیاکس یع و غلظت آنتبسته به نوفرایند نگهداری شود، که و جنبایی اسپرم بعد از  یمانزندهمی تواند سبب بهبود قدرت 
 (.   Michael et al., 2009می تواند متفاوت باشد )

1نیکروس ی هاکالیرادی سازبا پاک دانیاکسیآنت کیعنوان به است که محلول در آب موجود در زعفران دیکاروتنوئ کی ،
شده مشخص یادر مطالعه (.Rahaiee et al., 2015) کندیعمل م ونیداسیاکسپرها در برابر ها و بافتو محافظت از سلول آزاد

را در برابر  ییصحرا یهاقلب موش یعضلان یهاخود قادر است که سلول یدانیاکسیخواص آنت لیبه دل نیاست که کروس
نشان  Naghizadeh et al., (2010) ای دیگر،مطالعهدر همچنین (. Zhang et al., 2009محافظت کند ) یپوکسیه بیآس

ی بیضه و تخمدان تومورهادر  فادهمورداست)داروی ضد سرطان  نیپلاتسیس حاصل از هیکل ویداتیاکس ، تنشنیاند که کروسداده
اسپرم  یمانزندهقدرت باعث بهبود  تواندیم هادانیاکسیآنتافزودن که  است شدهگزارش دهد. یرا در موش ها کاهش مو ریه( 
زعفران و  دیمف اتاثرمتعددی  مطالعاتدر همچنین  (.Sheikholeslami et al., 2020شود ) خچالیدر  ینگهدار یسگ ط

خروس و خرگوش  ،ییدر اسپرم انسان، موش صحرا ءغشا یکپارچگیو  یمان، زندهییجنباقدرت بر را  نیآن ازجمله کروس یاجزا
 ;Caballero-Ortega et al., 2002; Mardani et al.,2014; Mehdipour et al.,2020) اندگزارش کرده

Tsantarliotou et al.,2013)در گاو  اسپرمدن کروسین سبب بهبود قدرت جنبایی . بررسی دیگری نشان داده است که افزو
بر روی منی بز، نشان دادند که افزودن  Longobardi et al., (2020)ی امطالعهدر (. Sapanidou et al.,2015) شودیم

طی بررسی دیگری بر روی اسپرم موش صحرایی افزودن کروسین بیشترین   .داردبز اسپرم  جنباییبر  ات مثبتیاثر نیکروس
نیز گزارش  Dominguez et al., (2010)(. Mehdipour et al., 2020)داشت  روندهپیشافزایش را در جنبایی کل و جنبایی 

 .ودشیماسپرم گوزن قرمز باعث افزایش جنبایی در اسپرم  کنندهقیرقکردند که افزودن کروسین به 

                                                                                                                                                                 
1. Crocin 
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ی اسپرم خروس مانزندهگزارش کردند که افزودن کروسین باعث بهبود  Mehdipour et al., (2020)ای، در مطالعه
 تیدرنهای آزاد و هاکالیراداست که استفاده از کروسین سبب کاهش سطح  شدهمشخصهمچنین در بررسی دیگری  .گرددیم

کروسین  راتیتأثررسی بهدف از این مطالعه بنابراین،  .Sapanidou et al., 2015)) شودیمی اسپرم مانزندهافزایش قدرت 
 .استبر روی منی سگ در طول نگهداری در دمای یخچال 

 

 مواد و روش ها

 یساله برا 3-7سن ریرنژاد ت قلاده سگ نر ۵از  مطالعه نیدر ا :هانمونه یسازو آماده یمن عیما یآورجمع

 (.2001rg, Forsbe-Linde)بود  یصورت دستبهدر این مطالعه  ی. نحوه اخذ منقرار گرفتمورداستفاده مایع منی  یآورجمع
. قرار گرفتمورداستفاده  شیزماانجام آ درصد برای ۶۵و دارای جنبایی کل بالای  تریلیلیماسپرم در  00۶×۶10 یبالا یهانمونه
تمامی ها، هر بار نمونه نیب هابردن تنوع دام نیاز ب یبرا و رفتیانجام پذ (دومرتبههفته )در هر هفته،  ۶به مدت  یریگنمونه

و  وژیفیسانتر قهیدق ۶به مدت  g 700ور دبا حذف پلاسما، نمونه ها  منظور. بهگشتندادغام  گریکدیها با سگ یانزال مایع منی
 (.Linde-Forsberg, 2001) شدند ریخته دور یمن یپلاسما

گرم  4/1 ل،یمتیدروکسیه سیگرم تر 4/2بر پایه تریس ) کنندهقیرقدر این مطالعه از  ها:ی نمونهبندگروه

مرغ، زرده تخم لیترمیل 20سولفات،  نیسیگرم استرپتوما1/0 ن،یلیسیپن لیبنز  100000IUگرم گلوکز،  ۸/0 ک،یتریدسیاس
مساوی به پنج گروه مساوی تقسیم گردیدند که شامل گروه شاهد  طوربه هاسپس نمونهاستفاده گردید.  (آب مقطر لیترمیلی  ۸0

حلال کروسین؛ ( و گروه شاهد حلال )نیمولار کروسمیلی ۵/1و  1، ۵/0ی مختلف کروسین )هاغلظت)بدون افزودنی(، 
1سولفوکسایدمتیلدی اسپرم در  134×۶10ها بعد از افزدون کروسین و رقیق کننده، . غلظت نهایی در گروهدرصد( بودند ۵ 

، صفر یهادر زمان نگهداری و خچالیدر  هاکنندهقیرقو اضافه کردن  یآورها پس از جمعنمونهلیتر در نظر گرفته شد. میلی
 گرفتند.قرار  یموردبررسساعت  4۸و  24

2اسای آنالیز اسپرم یا کاانهیرا ستمی، از سجنبایی یهاو شاخص جنبایی یجهت بررس : بررسی جنبایی اسپرم استفاده  

 1مورداستفاده در مطالعه حاضر در جدول  کاسا ماتی(. تنظTest Sperm 3.2; Videotest, St. Petersburg, Russiaشد )
 ینور کروسکوپیصفحه گرم م یلام قرارگرفته بر رو یاز هر گروه بر رو میکرولیتر ۵ی بررس نیدر ا شده است.ارائه

(Olympus, BX41, Tokyo, Japan) ییجنبا خچال،ی یدر دما یساعت بعد از نگهدار 4۸ و 24 فر،ص یهاو در زمان ختهیر 
، سرعت (3VCLشده ) مودهیپ ریاسپرم در مس یشاخص سرعت واقع اسپرم شامل: یحرکت یهارونده و شاخصهپیش ییجنبا ،کل

و  (6STRبودن حرکت اسپرم ) میمستق اریمع (،5BCF)، بسامد )فرکانس( حرکت های جانبی (4VSL)اسپرم در خط مستقیم 

اسپرم  ۵00قرار گرفتند )تعداد (  et alAkbari Kalesar ,.2017) یابی( مورد ارز7VAP) میمستق ریسرعت در مس نیانگیم

 قرار گرفت(. یابیمورد ارز

نگروزین  -ائوزین یزیآمرنگ، هااسپرم یمانزندهقابلیت جهت بررسی میزان  :اسپرمی مانزندهبررسی قابلیت 

ی مرده آسیب به غشای پلاسمایی هااسپرمی زنده از هااسپرمی مبنای تشخیص زیآمرنگدر این روش  .مورداستفاده قرار گرفت

                                                                                                                                                                 
1 DMSO 

2 Computer-assisted sperm analysis 

3 Curvilinear Velocity 

4 Straight – line Velocity 

5 Beat Cross Frequency 

6 Sperm Track Straightness 

7 Average Path Velocity 
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هایی که رنگ . بنابراین آن دسته از اسپرمگردندیم رینفوذپذی مرده در برابر رنگ مذکور هااسپرمغشای  کهیطوربه است
قرار گرفت  یبررس اسپرم مورد 200تعداد در این مطالعه از هر نمونه، های مرده در نظر گرفته شدند. وان اسپرمعنبه ندگرفته بود

 (.Wyrobek et al., 1983و نتایج حاصل در قالب درصد بیان شدند )
 

 افزار کاساهای نرمفراسنجه ماتیتنظ .1جدول 

 تنظیمات شاخص

 f/s  ۵0 تعداد فریم

 ثانیه 1 گرفتنمدت زمان عکس 

 C° 37 سطح دما

 µm² 2۵ حداقل اندازه سلول

 µm² 70 حداکثر اندازه سلول

 22در  22اسلاید  نوع چمبر

 l 7 حجم در هر اسلاید

 m 20حدود  عمق چمبر

 7 حداقل تعداد تحلیل در میدان

 سلول 400 حداقل تعداد تحلیل در میدان

 92 مقدار آستانه

 m/mL 10 غلظت سلول برای کاسا

 فازکنتراست نوع تصویر

 

با ، یابیارز یهابا در نظر گرفتن زمان 2۶نسخه  SPSSآماری افزار ها با اســتفاده نرمداده روش ارزیابی آماری:

 و هیمورد تجز Tukey-Kramer test یبیو با آزمون تعق (Repeated measurement) تکرارشونده در زمان یهاداده هیرو
 Najm; 2014., et alGhadimi-) بود ije+  jt+  i= µ+ T ijY در این مطالعه   شدهاستفادهمدل آماری  قرار گرفت. لیتحل

2022., et alAbadi  ،که )ijY ی شده، ریگاندازه فراسنجه: مقدارµ ،میانگین جامعه :iT اثر تیمار :i  ،jt  اثر زمان ذخیره سازی
 بود.  p>0۵/0داری معنیسطح  بود. خطای آزمایش: ijeو 

 نتایج

 گونهچیهمشخص کرد که در ساعت صفر آزمایش  هااسپرماز بررسی جنبایی کل  آمدهدستبه نتایج جنبایی کل اسپرم:

آزمایش، نشان داد که بیشترین  24(. نتایج بررسی در ساعت 2ی درمانی وجود نداشت )جدول هاگروهی بین داریمعناختلاف 
(. 2بود )جدول  (p <0۵/0)مولار کروسین میلی 1و  ۵/1ی حاوی هاگروهی درمانی مربوط به هاگروهکل اسپرم در بین  ییجنبا

( p <0۵/0)یی کل جنبامولار کروسین دارای بیشترین میلی ۵/1آزمایش نشان داد که گروه حاوی  4۸بررسی نتایج در ساعت 
 (.2بود )جدول 

در دمای  اسپرمنشان داد که با افزایش زمان نگهداری  روندهپیش ییجنبال از بررسی نتایج حاص :روندهپیشیی  جنبا

نشان داده شد  شیپس از آزما 24در ساعت (. 2کاهش یافت )جدول ( p <0۵/0)ی داریمعن طورهب روندهپیش یخچال، جنبایی
 یهاگروه ریز ساا شتری( بp <0۵/0) یداریطور معنبه مولار کروسینمیلی ۵/0و  1و  ۵/1 ی حاویهاگروه روندهپیشیی که جنبا

ی داریطور معنبه مولار کروسینمیلی ۵/1 گروه حاوی نشان داده شد که شیپس از آزما 4۸(. در ساعت 2)جدول بود  یدرمان
(0۵/0> pدارا )(.2بودند )جدول  یدرمان یهاگروه رینسبت به سا بالاتری روندهپیش ییدرصد جنبا ی 
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در  ینگهدار یرونده اسپرم سگ طکل و پیش ییبر جنبا یمن کنندهقیدر رق نیمختلف کروس یها:  اثر افزودن غلظت2جدول

 سرد یدما

زمان  پارامتر

نگهداری 

(hr) 

کنترل  کنترل

 حلال

کروسین 

5/0 mM 

کروسین 

1 mM 

کروسین 

5/1 mM 

p value 

TM (%) 0 aA۸4/1 
± 12/7۶ 

aA12/2 
± 07/7۵ 

aA ۸۵/1 
± 47/77 

aA 
۶۶/2±37/7۶ 

aA۸4/1 
± 93/77 

p>0.05 

24 bC2۸/1 
± 3۸/۶1 

bC۸3/1 
± 7۶/۶0 

bB 1۵/2 
± 14/۶۸ 

aA07/2 ± 
4۵/73 

aA 49/2 
± 3۶/7۵ 

p<0.05 

4۸ cD۵2/1 
± ۸۶/4۸ 

cD3۶/1 
± 1۸/49 

cC 90/2 
± ۶3/۵۶ 

bB1۵/1 ± 
34/۶1 

bA 19/1 
± 4۸/۶۵ 

p<0.01 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01  
PM (%) 0 aA19/1 

± ۸9/41 

aA۵7/1 
± 33/42 

aA 2۸/1 
± 37/42 

aA 37/1 
± ۶3/72 

aA 3۶/1 
± 49/42 

p>0.05 

24 bB13/1 
± ۶7/34 

bB4۶/1 
± 0۵/33 

bA 1۶/1 
± 24/37 

aA 21/1 
± 47/39 

abA 1۵/1 
± 7۵/40 

p<0.05 

4۸ cC0۸/1 
± 33/2۵ 

cC24/1 
± ۵۸/23 

bB 93/1 
± ۶7/34 

bAB 77/1 
± ۵4/3۶ 

bA 10/1 
± ۸9/3۸ 

p<0.01 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01  
- TM :یی کل؛ جنباPM :حروف روندهپیشیی جنبا .( مختلفa-c در )حروف است.  یسازرهیدرمان در هر دوره ذخ یداریمعن اختلافدهنده ستون نشان کی

 است. یسازرهیدرمان در هر دوره ذخ یداریمعن اختلافدهنده نشان فیرد کی( در A-Dمختلف )

 یی اسپرمجنبای هاشاخص

در ساعت که نشان داد  VCLشاخص بررسی  (:VCL) پیموده شده ریدر مسواقعی اسپرم سرعت شاخص 

مشخص شد که  شیپس از آزما 24در ساعت  داشت.وجود ن یدرمان یهاگروه نیب یداریاختلاف معن گونهچیه شیصفر آزما
 یهاگروه ریشاخص نسبت به سا نیا زانیم نیبالاتر یدارا (p <0۵/0) یداریطور معنبه مولار کروسینمیلی ۵/1حاوی  گروه
های گروهاین شاخص در  شیپس از آزماساعت  4۸ نشان داد که VCLهمچنین، در بررسی شاخص . (3بود )جدول  یدرمان

 (.3های آزمایشی می باشد )جدول بالاتر از سایر گروه (p <0۵/0) داریمعنیمولار بطور میلی 1و  ۵/1 حاوی

 شینشان داد که در ساعت صفر آزما VSLشاخص بررسی  (:VSL) میسرعت اسپرم در خط مستقشاخص 

 ۵/1حاوی  گروه شیپس از آزما 4۸و  24در ساعت بررسی . نداشتوجود  یدرمان یهاگروه نیب یداریاختلاف معن گونهچیه
همچنین  .(3)جدول  بود یدرمان یهاگروه ریشاخص نسبت به سا نیا زانی( مp <0۵/0) نیبالاتر یدارا مولار کروسینمیلی 1و 

 <0۵/0) یداریطور معنشاخص به نیا خچالیاسپرم در داخل  یزمان نگهدار شینشان داد که با افزا VSLشاخص  یبررس
p(3)جدول  کرد دای( کاهش پ. 

 یزمان نگهدار شینشان داد که با افزا VAPشاخص  یبررس (:VAPشاخص میانگین سرعت در مسیر مستقیم )

مشخص شد که در  یبررس نی. در اکندیم دای( کاهش پp <0۵/0) یداریطور معنشاخص به نیا خچالیاسپرم در داخل 
 زین شیپس از آزما 4۸و  24ساعت  روجود ندارد. د یدرمان یهاگروه نیب یداریاختلاف معن گونهچیه شیساعت صفر آزما
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شاخص نسبت به  نیا زانی( مp <0۵/0) نیبالاتر یدارا مولار کروسینمیلی 1و  ۵/1 ی حاویهانشان داد که گروه هایبررس
 (.3)جدول  باشندیمگروه شاهد و شاهد حلال 

 شینشان داده شد که با افزا STRدرصد شاخص  یبررس (:STR) شاخص معیار مستقیم بودن حرکت اسپرم

 نیدر ا نیندارد. همچن یداریاختلاف معن گونهچیه یدرمان یهاگروه نیشاخص ب نیا خچال،یاسپرم در داخل  یزمان نگهدار
نسبت  یداریاختلاف معن گونهچیه یدرمان یهاگروه نیب زین شیپس از آزما 4۸ و 24مشخص شد که در ساعت صفر،  یبررس

 (.3ندارد )جدول  وجود به هم

نشان داد که در ساعت صفر  BCFشاخص  بررسی (:BCF) یجانب یبسامد )فرکانس( حرکت هاشاخص 

مولار میلی ۵/1 حاوی گروه شیپس از آزما 24وجود ندارد. در ساعت  یدرمان یهاگروه نیب یداریاختلاف معن گونهچیه شیآزما
پس از  4۸در ساعت بررسی بود.  یدرمان یهاگروه ریشاخص نسبت به سا نیا زانی( مp <0۵/0) نیبالاتر یدارا کروسین

ها گروه نینسبت به هم نداشتند و ا یداریاختلاف معن گونهچیه مولار کروسینمیلی ۵/0و  1، ۵/1 یهاگروهبین  شیآزما
 .(3شاخص بودند )جدول  نیا زانی( مp <0۵/0) نیبالاتر یدارا یدرمان یهاگروه رینسبت به سا

 
 کنندهقیدر رق نیمختلف کروس یهاساعت پس از افزودن غلظت 4۸اسپرم سگ به مدت  ییجنبای هاشاخصتغییرات  خطای استاندارد( ±) نیانگیم. 3جدول

 یمن

 پارامتر

زمان 

نگهداری 

(hr) 

 5/0کروسین  کنترل حلال کنترل
mM 

 1کروسین 
mM 

 5/1کروسین 
mM 

p value 

VCL 

(µm/S) 

0 
aA 99/3 ± 

۸۵/9۸ 

aA 33/3 ± 
0۸/97 

aA 1۸/3 ± 
11/97 

aA ۸0/3 ± 
2۸/9۶ 

aA 23/3 ± 
0۵/9۸ 

p>0.05 

24 
bC ۵4/3 ± 

49/۸2 

bC ۶۸/2 ± 
7۶/۸1 

bC 31/3 ± 
24/۸3 

bB 1۸/2 ± 
۵۶/۸9 

aA 7۶/3 ± 
7۵/94 

p<0.05 

48 
bC 4۶/1 ± 

04/۶9 

cC 22/1 ± 
34/71 

cB 47/2 ± 
۵۶/7۵ 

cA ۵9/2 ± 
92/۸0 

aA 34/2 ± 
1۸/۸3 

p<0.01 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.05  

VSL 

(µm/S) 

0 
aA 43/2 ± 

3۶/73 

aA ۵9/1 ± 
34/74 

aA 40/1 ± 
۸1/74 

aA 42/1 ± 
10/74 

aA 2۵/2 ± 
۸2/73 

p>0.05 

24 
bC ۸9/1 ± 

23/۶1 

bC ۸1/1 ± 
74/۶0 

bBC 0۵/1 ± 
20/۶3 

bAB ۵1/1 ± 
79/۶۶ 

aA ۸7/1 ± 
0۵/۶۸ 

p<0.05 

48 
cE 42/1 ± 

۸0/۵2 

cE 32/1 ± 
27/۵0 

cD 7۸/1 ± 
12/۵۵ 

cB 04/1 ± 
4۵/۵9 

aA ۶3/1 ± 
90/۶4 

p<0.01 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.05  

VAP 

(µm/S) 

0 
aA 21/3 ± 

34/۸1 

aA ۵۶/2 ± 
73/۸0 

aA 29/2 ± 
4۵/79 

aA 72/3 ± 
4۸/۸0 

aA 01/3 ± 
۵4/۸0 

p>0.05 

24 
bB ۶1/2 ± 

90/72 

bB 12/2 ± 
۸4/72 

bAB 12/2 ± 
۵۶/7۵ 

bA ۵7/2 ± 
71/77 

aA 14/2 ± 
27/7۸ 

p<0.05 

48 
cB 71/1 ± 

۵4/۵۸ 

cB ۶1/1 ± 
۸۸/۵۶ 

cB ۶3/1 ± 
0۵/۵9 

cA ۸9/2 ± 
93/۶3 

aA 23/1 ± 
43/۶۶ 

p<0.05 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01  

STR (%) 0 
aA 34/1 ± 

93/۸0 

aA 23/1 ± 
73/۸1 

aA 03/1 ± 
۸9/۸1 

aA 12/1 ± 
۵۸/۸1 

aA ۶4/1 ± 
۶9/۸2 

p>0.05 
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 پارامتر

زمان 

نگهداری 

(hr) 

 5/0کروسین  کنترل حلال کنترل
mM 

 1کروسین 
mM 

 5/1کروسین 
mM 

p value 

24 
aA ۸7/1 ± 

۶9/۸0 

aA 47/1 ± 
40/۸0 

aA 92/1 ± 
۵2/۸0 

aA 4۶/1 ± 
3۵/۸1 

aA 30/1 ± 
3۶/۸1 

p>0.05 

48 
aA 29/1 ± 

4۵/79 

aA 19/1 ± 
01/۸0 

aA 0۸/1 ± 
14/۸0 

aA ۵7/1 ± 
43/۸0 

aA 1۵/1 ± 
03/۸1 

p>0.05 

p value  p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05  

BCF (Hz) 

0 
aA 17/1 ± 

23/24 

aA ۸9/1 ± 
۵9/24 

aA 17/1 ± 
4۵/2۵ 

aA 31/1 ± 
3۶/2۵ 

aA 92/1 ± 
11/2۵ 

p>0.05 

24 
bAB 7۶/1 ± 

33/21 

bB ۶7/1 ± 
27/20 

bAB 49/1 ± 
۶3/21 

abAB ۶7/1 ± 
2۶/22 

aA 73/1 ± 
79/24 

p<0.05 

48 
cB ۵۸/1 ± 

1۵/1۶ 

bB 2۶/1 ± 
4۵/17 

bA 12/1 ± 
۸۵/20 

bA 43/1 ± 
34/21 

aA ۶2/1 ± 
۶7/23 

p<0.01 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.05 p<0.05 p>0.05  
- VCL :؛ نیانگیم ریسرعت در مسVSL :؛ میمستق ریسرعت در مسVAP :ی؛ منحن ریسرعت در مسSTR :؛ شده یط ریمس یراستBCF : تناوب

 کی( در A-Eمختلف )حروف است.  یسازرهیدرمان در هر دوره ذخ یداریمعن اختلافدهنده ستون نشان کی( در a-cمختلف ). حروف زنش یعرض
 است. یسازرهیدرمان در هر دوره ذخ یداریمعن اختلافدهنده نشان فیرد

اختلاف  گونهچیه شیها در ساعت صفر آزمااسپرم یمانمطالعه نشان داده شد که درصد زنده نیدر ا ی:مانزندهقابلیت 

مولار کروسین بطور میلی ۵/1 گروه حاوی ،شیپس از آزما 4۸و  24 ساعت وجود ندارد. در یدرمان یهاگروه نیب یداریمعن
مطالعه  نیدر اهمچنین  (.4های درمانی بود )جدول دارای قدرت زنده مانی بیشتری نسبت به سایر گروه (p <0۵/0)معنی داری 

در  (p <0۵/0) یداریطور معنها بهاسپرم یماندرصد زنده خچالیاسپرم در داخل  ینگهدار زمان شیداده شد با افزا شانن
  (.4)جدول  کندیم دایکاهش پتیماری  یهاگروه یتمام

 
 یمن عیما کنندهقیدر رق نیمختلف کروس یهاسگ سرد شده پس از افزودن غلظت یمن عیاسپرم در ما یمانزندهقابلیت درصد : 4جدول

 پارامتر
زمان 

 (hrنگهداری )
 کنترل حلال کنترل

کروسین 

5/0 mM 
 1کروسین 
mM 

کروسین 

5/1 mM 
p 

value 

 قدرت زنده مانی

(%) 

0 
aA 21/2 ± 

4۶/۸3 

aA 3۸/3 ± 
13/۸2 

aA 34/2 ± 
7۵/۸2 

aA 70/2 ± 
73/۸3 

aA 42/2 ± 
21/۸3 

p>0.05 

24 
bD ۵۸/1 ± 

34/۶۸ 

bD 11/1 ± 
۸۵/۶۶ 

bC 4۶/1 ± 
27/70 

bB ۶3/1 ± 
04/74 

bA ۸۵/1 ± 
۶9/79 

p<0.05 

4۸ 
cD 9۶/1 ± 

97/37 

cD ۵9/1 ± 
03/3۶ 

cC ۵۶/1 ± 
۶۵/40 

cB 2۵/1 ± 
11/4۶ 

cA 3۶/1 ± 
3۶/۵1 

p<0.01 

p value  p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01  

دهنده نشان فیرد کی( در A-Dمختلف )حروف است.  یسازرهیدرمان در هر دوره ذخ یداریمعن اختلافدهنده ستون نشان کی( در a-cمختلف )حروف  -

 است. ماریدر هر ت یسازرهیذخی داریمعن اختلاف

 

 یریگجهینتبحث و 

 موردمطالعه قرار گرفت. خچالی یدر دما ینگهدار یاسپرم سگ ط کنندهقیدر رقافزودن کروسین مطالعه، اثرات  نیدر ا
 یاسپرم سگ را بعد از نگهدار کیفی هایفراسنجه یتوجهطور قابلبه حاوی کروسیناسپرم  یهاحاضر نشان داد که نمونه جینتا
ذوب کردن -فرآیند انجماد دهد. شیافزا اد،یزاحتمالبه زیرا ن یطور بالقوه باروربه تواندیم نیبنابرا بخشد،یبهبود م خچالیدر 
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 Boitrelle et) جنبایی و قدرت زنده مانی اسپرمکاهش منجر به اختلالات متعددی از جمله  و نگهداری اسپرم در یخچال

al., 2012) شودیمهای آزاد و افزایش میزان رادیکال (Martínez & Pardo, 2013.)  ای نشان داد که کیفیت نتایج مطالعه
 (.Ahmed et al., 2016) دارد یارتباط مثبت یبارور زانی، با ماسپرم ییغشاء پلاسما یوستگیپ و

اسپرم  عملکردی و ساختاری زیرا صلاحیت اسپرم اطلاعات مفیدی را جهت موفقیت در لقاح فراهم می کند، جنبایی ارزیابی
اسپرم  میزان جنبایی منی مایع کیفیت ارزیابی در مهم معیارهای یکی از .(Linde-Forsberg et al., 1991)دهد یمرا نشان 
 ییتوجه داشت که جنبا دیگرچه با (.Saito et al., 1996) باشد درصد 70حدود  طبیعی اسپرم سگ نمونه یک در باید است، که

 یهایژگیو نیتریاز ضرور یکیی یهمچنان جنبا یول ستین ودنبارور ب یبه معنا ییمجزا هستند و جنبا فراسنجه دو یو بارور
 خچالیاسپرم در  یزمان نگهدار شیمطالعه نشان داده شد که با افزا نیدر ا (.Martıńez, 2004اسپرم بارور است ) کی

به علت  تواندیاسپرم پس از سرد شدن و دوباره گرم شدن م جنباییکاهش . کندیم دایاسپرم کاهش پ شروندهیجنبایی کل و پ
 شیموضوع به علت افزا نی(، که اSaito et al., 1996) باشد هاونیو پس از آن نشت  میسد-میپمپ پتاس ییدما تیحساس

 و جنبایی کاهشسلول و  یرینفوذپذ شیمنجر به افزادر نهایت که  ،است یپلاسما سلول هیدر لا یدیپیل ونیداسیپراکس زانیم
ممکن است  ژنیآزاد اکس یهاکالیراد زانیکاهش م ن،یبنابرا (.Bilodeau et al., 2000) اسپرم می شود یزنده مان قدرت

در  هادانیاکس یاستفاده از آنتدر نتیجه (. Asadmobini et al., 2017) شوداسپرم  و قدرت زنده مانیباعث بهبود جنبایی 
 .(Cassani et al., 2005شود ) یدیپیل ونیداسیو پراکس ژنیآزاد اکس یهاکالیراد شیمانع از افزا تواندیها مکننده قیرق

تحت تاثیر  یاملاحظهطور قابل، بهشودیسگ محسوب م یمن عیما تیفیک یابیمهم در ارز اریمع کیاسپرم، که  ییجنبا
حاصل از مطالعه حاضر نشان  جینتا .(Linde-Forsberg et al., 1991)ی است سازرهیذخدر طی  کنندهقیرقبه  یمواد افزودن

ی هاشاخصو  وندهرپیشیی کل، جنباکه افزودن کروسین به مایع منی سگ در طول نگهداری در دمای یخچال باعث بهبود داد 
نتایج مطالعه حاضر در راستای نتایج مطالعات گذشته مبنی بر بهبود کیفیت اسپرم . گرددیمیی نسبت به گروه کنترل جنبا

 ;Asadmobini et al., 2017ها به رقیق کننده ها می باشد) نگهداری شده در دمای پایین متعاقب افزودن آنتی اکسیدان

Khaleghi et al., 2017; Pour et al., 2015 .)نیتامیو افزودن همچنین در مطالعه ای دیگر نشان داده شد که C   به

در بررسی که (. Wittayarat et al., 2012) می شودسگ  یاسپرم من اسپرم باعث افزایش جنبایی کنندهقیرق
برخوردار  یاژهیاز اهمیت وجنبایی  یهاکه شاخص اندانجام گرفته است مشخص کرده Verstegen et al.,  (2002)توسط

سرعت  ،یخط یسرعت انحنا نیبنشان داد که  ی جنبایی اسپرمهاشاخصبر روی  İnanç et al., (2018)گزارش  هستند.
. وجود داردمثبت  یهمبستگ یمصنوع حیو فرکانس ضربان متقاطع با نرخ لقاح پس از تلق ییجابجا یدامنه م،یخط مستق

باعث بهبود قدرت جنبایی اسپرم  تواندیماست که افزودن کروسین و یا زعفران  شدهدادههمچنین در مطالعات مختلفی نشان 
 ,.Caballero-Ortega et al., 2002; Tsantarliotou et al.,2013; Mehdipour et al., 2020; Mardani et al) شود

در گاو  هااسپرممولار کروسین سبب بهبود قدرت جنبایی میلی 1افزودن است که  شدهدادهدر بررسی دیگری نشان (. 2014
، نشان دادند که افزودن Longobardi et al., (2020)ی بر روی منی بز امطالعهدر (. Sapanidou et al.,2015) شودیم

 1طی بررسی دیگری بر روی اسپرم موش صحرایی مشخص شد که افزودن  .داردبز اسپرم  جنباییبر  ات مثبتیاثر نیکروس
ی مختلف در هاغلظتی بین داریمعندارد ولی تفاوت  روندهپیشمولار کروسین بیشترین افزایش را در جنبایی کل و میلی

ن همچنی(. Mehdipour et al.,2020) سرعت خط مستقیم و سرعت منحنی و میانگین سرعت مسیر وجود نداشت
Dominguez et al., (2010)  اسپرم باعث افزایش جنبایی در  کنندهقیرقمولار کروسین به میلی 1گزارش کردند که افزودن

 .اسپرم گوزن قرمز شد

 خچالی طول نگهداری دراسپرم در  یاسپرم در هنگام نگهدار یزنده مان قدرتدر مطالعه حاضر نشان داده شد است که 
در هنگام  یا ژهیو تینکته، از اهم نیاست. ا یاتیزنده ماندن ح یبرا ،غشاء تیاسپرم در حفظ تمام یی. تواناابدی یکاهش م

K /+Na+  راتییو تغ ونیمنجر به نوسانات غلظت  یمرتبط با خنک ساز یتنش ها رایبرخوردار است، ز خچالیدر  ینگهدار
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ATPase یاسپرم م یزنده مان قدرت ت باعث کاهشیدر نها و ( شودWatson, 2000.)  نشان داد که افزودن نیز مطالعه حاضر
نشان داده شده  در مطالعه ای در راستای مطالعه حاضر،. شودیاسپرم م یمانزندهقدرت  شیسگ باعث افزا یبه من نیکروس

همچنین  (.Mehdipour et al.,2020 )ی اسپرم خروس گردد مانزندهاست که افزودن کروسین می تواند باعث بهبود قدرت 
(2015 )Sapanidou et al.   تیدرنهای آزاد و هاکالیرادی نشان دادند که استفاده از کروسین سبب کاهش سطح امطالعهدر 

 یمثبت زعفران و اجزا ریتأث گرید ییهایدر بررس .(Sapanidou et al., 2015)شود ی اسپرم گاو میمانزندهافزایش قدرت 
 ,.Caballero-Ortega et al., 2002; Mardani et alشده است )گزارش ی مختلفهادر گونهاسپرم  یمانزنده قدرت برآن، 

2014; Mehdipour et al., 2020; Tsantarliotou et al., 2013 .)افزودن نشان دادند که  در مطالعه دیگری
 ,.Sheikholeslami et alشود ) خچالیدر  ینگهدار یاسپرم سگ ط یمانزندهقدرت باعث بهبود  تواندیم هادانیاکسیآنت

2020.)  

 

 ی کلیریگجهینت
نشان  خچالیدر  یاسپرم سگ در طول نگهدار یفیهای کبر فراسنجه اثرات مثبت وابسته به دوز کروسین در این مطالعه،

. کندیم دییسگ را تأ یمن کنندهقیرا در رق کروسینمطالعه حاضر استفاده از  در ،کروسین اثرات مثبت. با توجه به ه شدداد
 است. ازیآن موردن یاثرات محافظت دییتأ یبرا ی حاوی کروسینهااسپرمی با بارور زانیدر جهت م یشتریب قاتیتحق حال،نیباا

 

 سپاسگزاری
 ۵۸۸9به شماره  نامهانیپاو حمایت مالی از  بیکه با تصوی دانشگاه ارومیه از معاونت محترم پژوهش نویسندگان لهیوسنیبد
 .ندینمایمو قدردانی تشکر ، آوردند انجام مطالعه را فراهم امکان
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