
                  Iranian Journal of Animal Science 
Online ISNN: 2008-4773  

The University of Tehran Press              

Homepage: http:// ijas.ut.ac.ir/ 

 

Impact of Methanolic Bee Pollen Extract on  Ram Sperm Quality in 
Short- and Long-Term Storage 

 
and Essa  3Zarbakht Ansari Pirsaraie,  2Hamid Deldar, 1Parsamehr Hedie

4Dirandeh 
 

1. Department of Animal Sciences, Faculty of Animal Science and Fisheries, Sari Agricultural Sciences and Natural 

Resources University, Sari, Iran. Email: Parsahedie37@gmail.com  

2. Corresponding Author, Department of Animal Sciences, Faculty of Agriculture, University of Guilan, Rasht, Iran. 

hamiddeldar@guilan.ac.ir 

3. Department of Animal Sciences, Faculty of Animal Science and Fisheries, Sari Agricultural Sciences and Natural 

Resources University, Sari, Iran. Email: zarbakht_ansari@yahoo.com  

4. Department of Animal Sciences, Faculty of Animal Science and Fisheries, Sari Agricultural Sciences and Natural 

Resources University, Sari, Iran. Email: dirandeh@gmail.com  

Article Info ABSTRACT 
Article type: 

Research Article  

 
 

Article history:  

Received: 10 May 2025 

Received in revised form:  

26 August 2025 

Accepted: 10 September 2025 

Published online: Spring 2026 

 
 

 

Keywords:  

Bee pollen, Cryopreservation, 

Flavonoids, Oxidative stress, Ram 

sperm. 

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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Extended Abstract 

Introduction  

     Honey bees play an important role in meeting the needs of human societies. Their primary role is pollination, 

and their products, such as honey, pollen, royal jelly and wax, are also important. However, the evolution of 

human societies, the destruction of natural habitats, and some management problems have caused the 

population of this insect to decrease. One of these management issues is an increase in homozygosity of sexual 

alleles, which has led to a reduction in the number of sexual alleles and an increase in homozygosity, as well 

as its associated effects and consequences, including reduced adaptation power, decreased fertility and reduced 

production. The purpose of this study is therefore to investigate the level of homozygosity in bee colonies in 

areas with a high density of beekeepers in Sistan and Baluchistan province, and its impact on honey production. 

 

Materials and methods 
     The study was conducted at the level of apiaries in the cities with the highest concentration of honey bee 

breeding in the Sistan and Baluchistan provinces (Delgan, Khash, Taftan and Iran-shahr) during the spring and 

summer of 2024. Two hundred hives from four cities (Delgan, Khash, Taftan and Iran-shahr), five apiaries 

from each region, ten hives from each apiary and three hives from each hive were randomly selected and 

subjected to field studies. For this purpose, brown-colored healthy pomace was given to each of the studied 

colonies. Three days later, the state of queen spawning was evaluated, and the desired queens were coded once 

it was confirmed that the queen had spawned. Twelve days after the queen hatched, the combs in question were 

removed from the hive. Evaluation of the empty cells was performed using a template in six areas of each comb 

(three from each side), and the number of empty cells was counted and recorded. 300 cells from each side were 

examined, making a total of 600 cells from each comb and 1,800 cells from each hive. The homozygosity of 

sex alleles was calculated using Ruttner's (1988) and Page and Laidlow's (1985) instructions. To count the 

empty cells in each hive, three frames containing closed-headed babies (pupae) were removed and the number 

of empty cells among the full cells was counted by placing a template in the pupal area. The average number 

of empty cells indicates the average homozygosity of each sex allele. The ratio 100/s-100 was used to estimate 

the number of homozygous sex alleles, where s is the average percentage of vitality of babies due to the action 

of the homozygosity of sex alleles. During the next stage of the honey harvesting season, the weight of the 

harvested honey was calculated and recorded based on the difference in weight of each hive before and after 

honey extraction. Finally, after taking the measurements, the data were analyzed using a nested design in SAS 

software version 9.4. To check the effect of the homozygosity coefficient on honey yield, regression analysis 

was used. In this model, honey production was considered the dependent variable and the homozygosity 

percentage the auxiliary variable. 

 

Results 
    In apiaries across the province, the average homozygosity and number of homozygous alleles were 3.46% 

and 32.81, respectively, while honey production was 10.75 kg. While the percentage of homozygosity in 

different cities within the province did not differ significantly (P>0.05), significant differences were observed 

within each city's departments (P<0.05). The range of changes in the homozygosity coefficient in different 

cities was between 3.31% and 3.57%, indicating a low homozygosity percentage. The average honey 

production per hive in the cities of the province was between 9.56 and 12.07 kg, showing a statistically 

significant difference (P < 0.05). Due to the low homozygosity percentage, it is expected that the number of 

sexual alleles will be high. The average number of alleles in different cities was between 31.32 and 35.8, with 

the highest number belonging to Taftan city, which showed the lowest homozygosity coefficient. The variation 

in the coefficient of hemozygosity in different parts of each city was greater, ranging from 2.06% to 5.08%. 

Average honey production ranged from 6.13 to 18.79 kg, indicating a wide variation in production across the 

province. The variation in the number of alleles was also significant, ranging from 20.39 to 50.2. The highest 

number of alleles was found in different parts of Taftan city, which had the lowest coefficient of homozygosity 

and the highest average honey production. Correlation analysis showed no significant correlation between 

honey production performance and percentage of homozygosity (P<0.05). 

 

Conclusions 

In the present study, the correlation between the percentage of homozygosity and the honey production trait 

was insignificant. Therefore, the adverse effects of homozygosity on honey bee performance and reduction in 

colony population size were not observed, thus indicating the favorable state of beekeeping and high diversity 

in honey bee colonies in the Sistan and Baluchistan province, and enabling breeding programs by selecting for 

the production of queens with high performance and other desirable traits. 

 

Key words: Complementary Sex Determiner gene, Honey production, Honey bee, Homozygosity of sexual 

alleles, Sistan and Baluchistan 
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  ها:واژهکلید

اسپرم قوچ، انجماد، تنش 
گرده  دها،یفلاونوئ و،یداتیاکس

 .زنبورعسل

مرغ بر تخم زرده–سیتر کنندهقیگرده زنبورعسل به رق یاثر افزودن عصاره متانول یپژوهش با هدف بررس نیا
دو بار در  یریگمدت و پس از انجماد انجام شد. اسپرمکوتاه ینگهدار طینژاد زل در شرا یهااسپرم قوچ تیفیک

واجد  یهاانزال ه،یاول یابیگرفت. پس از ارز رتصو یهفته از چهار قوچ بالغ نژاد زل با استفاده از واژن مصنوع
، 5)گروه شاهد(،  حاوی صفر ییهاکنندهقیها با رقبا هم مخلوط شدند. نمونه یفرد راتیحذف تأث یبرا طیشرا
 1/0 با غلظت E نیتامیو ن،یشدند. همچن قیگرده زنبورعسل رق یعصاره متانول تریلیلیبر م گرمیلیم 15و  10

عنوان حلال عصاره استفاده به (DMSO) دیسولفوکسالیمتید تریکرولیم 5کنترل مثبت و  نوانعبه مولاریلیم
، 5به مدت  گرادیدرجه سانت 4 یمدت در دماکوتاه ی. نگهداردیگرد یصورت جداگانه بررسبه زیشد که اثر آن ن

 یابیمورد ارز عیازت ما در یروز پس از نگهدار 14 زیمنجمد شده ن یهاساعت انجام شد. نمونه ۷2و  4۸، 24
 یهایناهنجار ،یتوکندریم تیفعال ،ییپلاسما یغشا تیفعال ،یمانزنده ،ییجنبا یهافراسنجهقرار گرفتند. 

نشان داد که افزودن عصاره  جیشدند. نتا یریگاندازه  (MDA)غلظت یدیپیل ونیداسیو پراکس یشناسختیر
. بخشیدرا نسبت به گروه شاهد بهبود  شدهارزیابی یهاشاخص (P<05/0) یطور معنادارگرده زنبورعسل به

 نیشتریب تریلیلیبر م گرمیلیم 15 ماریمدت و تکوتاه یرا در نگهدار جینتا نیبهتر تریلیلیبر م گرمیلیم 5 ماریت
 قیاز طر ویداتیدر کاهش تنش اکس تریلیلیبر م گرمیلیم 5غلظت  ن،ینشان داد. همچن ییگشاخیرا پس از  ریتأث

گرده  یعصاره متانول تریلیلیبر م گرمیلیم 5استفاده از  ج،یمؤثرتر بود. بر اساس نتا MDAکاهش سطح 
 .شودیم شنهادیاسپرم قوچ پ تیفیبهبود ک یمؤثر برا یعنوان راهکاربه یمن کنندهقیزنبورعسل در رق

 ینگهدار یاسپرم قوچ ط تیفیگرده زنبورعسل بر ک یعصاره متانول ریتأث(. 1405) یسیع رنده،یزربخت و د ،یرسرائیپ یدلدار؛ انصار د،یدلدار، حم ه؛یپارسامهر، هد: استناد
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 مقدمه
 ,Watson) رودیشمار مبه یمصنوع حیتلق تیو موفق ییدر ارتقاء کارا کنندهنییاز عوامل تع یکی ،به اسپرم بارور یدسترس

 یجیکاهش تدر قیهدف از طر نیآن است که ا یکیمتابول تیاسپرم، مهار فعال یسازرهیچالش در فرایند ذخ نیترمهم  .(2000
خاص  یهایژگیو لیدلاسپرم قوچ به(. Salamon & Maxwell, 1995) شودیو انجماد محقق م یسردساز یدما در دو مرحله

از کلسترول به  ینییو نسبت پا  )PUFA (اشباع ریچرب غ یدهایاز اس ییبالا ریمقاد یخود، که حاو ییپلاسما یغشا یساختار
 یناش یهابیو مستعد آس دهدینسبت به کاهش دما نشان م یشتریب تیها، حساسگونه ریبا اسپرم سا سهیاست، در مقا دیپیفسفول

 ،ییپلاسما یدر غشا یساختار راتییتغ جادیبا ا ییشوک سرما (.Salamon & Maxwell, 1995) باشدیم ویداتیاز تنش اکس
چرب  یدهایسا  (Watson, 1995).آن گردد یبارور تیمنجر به کاهش طول عمر و قابل تواندیاسپرم، م یتوکندریزوم و مآکرو

 یهابیآس ،یدیپیل ونیداسیفرایند پراکس عیو با تسر شوندیم ونیداسیدچار اکس ینگهدار یدوره یط یمن عیاشباع موجود در ما ریغ
اسپرم،  یهادر سلول یدانیاکسیآنت یدفاع یهاسمیوجود مکان رغمیعل(. Sinha  et al., 1996) دهندیم شیرا افزا ویداتیاکس

و  یسازقیبلوغ، رق یهافرایند نیها و همچنسلول نیا ژهیساختار و لیدلبه ، (Henkel, 2011)یدانیاکسیآنت یهامیشامل آنز
 دهدیاسپرم را از دست م سلول و توان محافظت کامل از ابدییکاهش م یمن یموجود در پلاسما یدانیاکسیآنت ریذخا ،ینگهدار

(Amidi et al., 2016)یدارا یهایظ سرما و افزودناستفاده از مواد محاف قیاز طر یتا حدود ییاز شوک سرما یناش یهابیس. آ 
 یسازاند که مکملمطالعات متعدد نشان داده(. Allai et al., 2018) ابدییکاهش م یمن یهاکنندهقیدر رق یدانیاکسیآنت تیخاص
 Agarwal). اسپرم کمک کند یبقا شیفرایند انجماد و افزا یسازنهیبه به تواندیم یخارج یهادانیاکسیبا آنت یانجماد طیمح

et al., 2014) 

 از پژوهشگران را به خود جلب کرده است یاریتوجه بس ،یاهیگ منابع ژهیوبه یعیطب یهادانیاکسیراستا، استفاده از آنت نیدر ا
(Yanishlieva & Marinova, 1996 .) یستیز یهابیترک یاست که دارا یمغذ اریبس یعیاز مواد طب یکیگرده زنبورعسل 

و  یضدالتهاب ،ییزاضدجهش ،یضدقارچ ،یکروبیخواص ضدم(. Haydak, 1970) ستا دهایها و فلاونوئاز جمله فنل یارزشمند
(. (Rodríguez-Pólit et al., 2023 قرار گرفته است دییو تأ یمورد بررس یگرده زنبورعسل در مطالعات متعدد یدانیاکسیآنت

 یدیو فلاونوئ یفنولیپل باتیترک یبالا یآن به محتوا یدیپیل ونیداسیآزاد و پراکس یهاکالیراد یمهارکنندگ تیفعال ن،یهمچن
 یدانیاکسیآنت یهایژگیکه و رسدیبه نظر م رو،نیازا. Leja et al., (2007;  Xu et al., 2009) نسبت داده شده است

 مؤثر باشد.  یمختلف نگهدار یهادوره یاسپرم قوچ در ط تیفیدر بهبود ک تواندیعسل مموجود در گرده زنبور یدهایفلاونوئ
اسپرم بر حفظ  کنندهقیرق طیگرده زنبورعسل در مح یمختلف عصاره متانول یهاغلظت ریتأث یهدف از پژوهش حاضر، بررس

)در  گشایییخ-( و پس از انجمادگرادیتدرجه سان 4 یمدت )در دماکوتاه یسازرهیذخ یط  زل اسپرم قوچ یفیک هایفراسنجه
 ( است.عیما تروژنیدر ن گرادیدرجه سانت -196 یدما

 پیشینه پژوهش

 ازین ژنیخود به اکس تیو ادامه فعال یمانزنده یبرا کنند،یم زیست یهواز طیکه در شرا ییهاسلول گریسلول اسپرم، همانند د
باشند.  آورانیسلول ز یبرا توانندی، مژنیفعال اکس یهاگونه ژهیوبه ژن،یصل از مصرف اکسحا یهافراورده حال،نیدارد. با ا

از  یشوند تا تنها مقدار اندک یخنث یدانیاکسیآنت یهاو مؤثر توسط سامانه وستهیصورت پبه دیبا داریناپا یهابیترک نیا ن،یبنابرا
های گونه حدازشیب شیافزا. (Fry & Peterson, 2001)د بمان یباق طیاست، در مح یسلول ضرور یعیکارکرد طب یها که براآن

منجر شود.  یو کارکرد یساختار یجد یهابیبه آس تواندیم ن،ییپا یدر دما یدر زمان نگهدار ژهیودر اسپرم، به فعال اکسیژن
 یهااند تا با کاهش انباشت گونهمتمرکز شده یمن کنندهقیرق یهابه محلول هااگسیدانآنتیبر افزودن پ ییهاپژوهش رو،نیاز ا

 یهابیامروزه ترک. Maxwell & Salamon, 1993)) آن در لقاح را بهبود بخشند ییاسپرم و توانا تحرکبتوانند  ژن،یفعال اکس
 شوندیدر نظر گرفته م شگاهیشده در آزماو ساخته ییایمیش یهابیترک یچندمنظوره برا ینیگزیعنوان جابهاکسیدان آنتی یعیطب

(Wang et al., 2008) . یهابیدارا بودن انواع ترک لیدلگرده زنبورعسل است که به نه،یمز نیمهم در ا یعیاز منابع طب یکی 
نمونه،  یبرا. از پژوهشگران را به خود جلب کرده است یاریچرب، توجه بس یدهایو اس دهایها، فلاونوئاز جمله فنول فعال،ستیز

                                                                                                                                                                     
. Polyunsaturated fatty acids 
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قطعه در هر  21نر با تراکم  یهانیبلدرچ ییغذا رهیگرم گرده زنبورعسل به ج 30و  20پرندگان، افزودن  یرو یادر مطالعه
 یاسپرم و کاهش آثار منف یماناز جمله وزن بدن، زنده یدمثلیتول یهاسطح تستوسترون و بهبود شاخص شیمترمربع، موجب افزا

 & Yonis)نر است  یهادر گونه دمثلیگرده بر عملکرد تول فعالستیز باتیترک ریدهنده تأثنشان جیتان نیتراکم بالا شد. ا

Hassan, 2023). 
مانند آهن و  داریناپا یفلز یهاونیخود، با  لیو کربوکس لیدروکسیه یهاگروه قیاز طر دها،یو فلاونوئ کیفنول یهابیترک
 Wojdyło et)) کنندیم یریجلوگ ژنیفعال اکس یهاگونه دیاز ادامه تول دار،یپا یرهاساختا لیبرقرار کرده و با تشک وندیمس پ

al., 2007 .عمل کرده و با  یدروژنیه وندیعنوان دهنده پبه قادرند دها،یموجود در ساختار فلاونوئ لیدروکسیه یهاگروه
 دکنندهیتول یهااندامک ییکارا شیبا افزا دهایفلاونوئ ن،یافزون بر ا (. Chen et al., 2012) برقرار کنند وندیگوناگون پ یهامولکول

مؤثر بر  یو ساختار یدانیاکسیآنت یهانیسنتز پروتئ کیو تحر یدانیاکسیآنت یهامیآنز یسازفعال ،یتوکندریمانند م یانرژ
در  یها حتاز آن یرخ(. بMohammad et al., 2020 ) کنندیم فایاسپرم ا تیفیدر بهبود ک ینقش مؤثراسپرم،  یغشا یداریپا

 .(Shahin et al., 2020) نقش دارند گشایییخو  یاسپرم در زمان نگهدار یداریمؤثر بر پا یدیکل یهاونیغلظت  میتنظ
از جمله  راشباع،یچرب اشباع و غ یدهایمطالعه، حضور انواع اس نیعصاره گرده زنبورعسل مورد استفاده در ا GC-MS زیدر آنال

غشا،  تیالیو در حفظ س شوندیاسپرم شناخته م ییپلاسما یغشا یساختار یعنوان اجزابه باتیترک نیشد. ا دییتأ ک،یتیپالم دیاس
با  نیهمچن. اسیدهای چرب Silva & Gadella, 2006)) نقش دارند ییدما یهاتنشدر برابر  مو تحمل اسپر یساختار یداریپا

 Aksoy et al., 2006, Rafeie et)) اسپرم دارند یماندر تحرک و زنده یدینقش کل ،یانرژ نیتأم یستیز یهاشرکت در فرایند

al., 2023. یادر اسپرم، با شمار کل اسپرم رابطه یچرب اصل یدهایاز اس یکیعنوان به کیپالمت دیاس دها،یاس نیا انیاز م 
 .(Lenzi et al., 2000)دارد  میمستق

ها را در ها اثر آنهستند که پژوهش دیاس کینولنیلآلفا رینظ 3-امگا یدهایدر گرده، اس شدهییچرب شناسا یدهایاز جمله اس
 .(Gholami et al., 2011) انداز انجماد نشان داده یناش یهابیمقاومت آن در برابر آس شیاسپرم و افزا ییغشا یهایژگیبهبود و

 ییزداخی طیگرده را در شراعصاره  یاز اثر محافظت یبخش توانندیغشا م یکپارچگیو حفظ  ویداتیبا کاهش تنش اکس باتیترک نیا
موجود در  یفنول باتیاز ترک زیو مشتقات آن ن کینامیس دیاس  (Moallem et al., 2015;İstifli et al., 2019).کنند  هیتوج

 تیآزاد و تقو یهاکالیبا مهار راد توانندیم باتیترک نیها گزارش شده است. اآن یدانیاکسیگرده زنبورعسل هستند که نقش آنت
 اسپرم مؤثر باشند تیفیکرده و در حفظ ک یریجلوگ DNAبه غشا و  ویداتیاکس یهابیاسپرم، از آس طیمح یدانیاکسیآنت تیظرف

(Das et al., 2019; Leja et al., (2007 . 

 شناسی پژوهشروش

دامی و شیلات و مزرعه پژوهشی گروه  علوم آزمایشگاه فیزیولوژی دانشکده در 1402از مهر تا پایان بهمن سال  پژوهش این 
های کیفی یر عصاره متانولی گرده زنبورعسل، بر فراسنجهتأثانجام و  ساری طبیعی منابع و یعلوم کشاورز علوم دامی دانشگاه

 .اسپرم قوچ مورد ارزیابی قرار گرفت

 عصاره متانولی گرده زنبورعسل تهیه

 100 متانول لیترمیلی 100 در را زنبورعسل گرده گرم 10 گرده زنبورعسل از زنبورداری واقع در شهرستان آمل تهیه شد. مقدار
 خشک درایر فریز با ماندهباقی نمونه عبور ازکاغذ صافی، و سانتریفیوژ از پس و داده قرار شیکر روز روی 4 مدت به و ریخته درصد

 .Mohdaly et al., 2015))شد 

 کل عصاره متانولی گرده زنبورعسل فلاونوئید گیریاندازه

 لیترمیلی 5/1شده،  درایر فریز عصاره از لیترمیلی نیم به. شد گیریاندازه آلومینیوم کلرید از استفاده با کل فلاونوئیدی محتوای
 لیترمیلی ۸/2 و مولار یک پتاسیم استات محلول از لیترمیلی 1/0اتانول،  در درصد10کلراید آلومینیوم محلول لیترمیلی 1/0متانول، 

 در نانومتر 415 موجطول در نوری سنجطیف دستگاه با تاریکی در نگهداری از پس ساعت نیم محلول جذب. شد اضافه مقطر آب
 .(Chang et al., 2002)شد  خوانده( بلانک) شاهد نمونه مقابل
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 گشایی ی منی و یخفراور منی، نمونه تهیه

 با و به مدت هشت هفته دو بار ایهفته کیلوگرم(، 45±  2ساله با میانگین وزن  3الی  2بالغ زل ) قوچرأس  4 از منی نمونه
اولیه )رنگ، بو، عدم آلودگی، غلظت بیش از نیم  ارزیابی از پس. شد آوریجمع تولیدمثلی فصل در مصنوعی واژناز  استفاده

شدند. برای نگهداری  مخلوط هم با دام هر فردی آثار بردننیازب برایقبول قابل هاینمونه درصد(، ۷0لیتر و تحرک بیش از میلی
 .(.(Linford et al., 1976 سازی انجام شدکننده، رقیقحجم رقیق 19حجم منی به  1مدت  با نسبت کوتاه

 ,Sigma) اسیدسیتریک گرم 4/1 ، (Merck, 108382)تریس گرم ۷0/2 حاوی بافری محیط یک از سازیجهت رقیق

 آب لیترمیلی 100 در مرغتخم درصد زرده 20 و استرپتومایسین گرممیلی 100 ، (Sigma, F3510)فروکتوز گرم یک ،(251275
مورد استفاده در مرحله  هیپا کنندهیقرق طیبه مح ،یانجماد کنندهقیرق یسازآماده ی. براشد استفاده( استریله آب) تقطیر دوبار

 و  برسد جمیح درصد 6٫5آن به  ییزوده شد تا غلظت نهااف(Merck,  Z7114691)  لسرویگل تریلیلمی 6٫5 ع،یما ینگهدار
pH تنظیم 2/۷در  پایه محیط ( شدEvans & Mawvell, 1987.) 

 1/0، (15 و10، 5صفر، ) گرده زنبورعسلعصاره متانولی  مختلف هایغلظت شامل آزمایشی تیمارهای سازیرقیق از پس
عصاره متانولی  حلال عنوانبه (1DMSO (سولفوکسایدمتیلمیکرولیتر دی 5و  مثبت کنترل گروه عنوانبه E ویتامین مولارمیلی

منظور انجماد، بهساعت در یخچال قرار گرفتند.  ۷2و  4۸، 24، 5شده برای ارزیابی های رقیقشد. نمونه افزوده کنندهرقیق نیز به

100برابر با  تریلیلیاسپرم در هر م ییشدند تا غلظت نها یسازقیو سپس رق میتقس یقسمت مساو 6شده به مخلوط یهانمونه ×

به  شدهقیرق یهانمونه یحاو یتریلیلیمانجمادی یک  یهاوتیپا برای هر تیمار چهار تکرار در نظر گرفته شد. .دیدست آبه104
 5در فاصله  قهیدق ۷به مدت  هاوتیپا ،یگرفتند. پس از سردساز رارق خچالیدر  گرادیدرجه سانت 3۷ساعت در ظرف آب  5مدت 

 یهادر گوبلت هاوتیپا ت،ی. در نهاردیطور کامل انجام گبخار داده شدند تا فرایند انجماد به عیاز سطح ازت ما یمتریسانت
 از . پسشدند یدما نگهدار نیدر ا یابیرزمنتقل و تا زمان ا گرادیدرجه سانت -196 یبا دما عیزت مابه تانک ا شدهیگذارعلامت

. گیرد صورت گشایییخ فرایند تا گرفتند قرار ثانیه 30به مدت  و گرادسانتی درجه 3۷ آب حمام در ،عیازت ما از هاپایوتکردن خارج
 بر و بریده قیچی با بود مسدود هماتوکریت خمیر با که را انتهایی سپس، و خشک یکاغذدستمال با گشایییخ از بعد هاپایوت
 جهت. Nemati et al., (2022)تخلیه شدند  لیتریمیلی5/1 هایمیکروتیوب درون هانمونه شده مشخص تیمارهای اساس
 .ماندند گرادسانتی درجه 3۷ گرم آب حمام دقیقه در 15 مدت به سلولیدرون آب بازگشت و یپذیرتطابق

 های مورد ارزیابیفراسنجه

 جنبایی اسپرم

معکوس فازکنتراست  کروسکوپیاز م ،یشیمختلف آزما یهادر گروه ییگشاخیاسپرم پس از انجماد و  ییجنبا یابیمنظور ارزبه
(Nikon Eclipse TE 300 )یتصادف دید دانیو در هشت م یصورت چشمبه ییجنبابررسی برابر استفاده شد.  200 یینمابا بزرگ 

 Bucak) از نقاط پراکنده نمونه انجام شود یابیانتخاب شدند تا ارز یکروسکوپیمختلف چمبر م یاز نواح هادانیم نیانجام گرفت؛ ا

et al., 2008). 

 مانی اسپرمزنده

استفاده  (N4763, Sigma) نیگروزیو ن (E4009, Sigma)  نیائوز یزیآمزنده و مرده، از رنگ یهادرصد اسپرم نییتع یبرا 
که  ییهاشدند. اسپرم یبرابر بررس 1000 یینمادر بزرگ ینور کروسکوپیاسپرم با استفاده از م 200منظور شمارش، شد. به

 & Evans) زنده در نظر گرفته شدند رنگ،یب یهاداشتند مرده و اسپرم بنفشبه  لیرنگ قرمز ما یجزئ ایصورت کامل به

Maxwell, 1987). 
 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                     
. Dimethyl solfoxide  
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 سلامت غشای پلاسمایی اسپرم

انجام شد.  کیپواسموتیابا استفاده از محلول ه )1HOST (غشاء یکپارچگیآزمون  ،ییپلاسما یسلامت غشاارزیابی جهت 
اسپرم شمارش  200برابر صورت گرفت. در هر لام، حداقل  400 یینمافازکنتراست در بزرگ ینور کروسکوپیها با مشمارش اسپرم
 .(Revell & Mrode, 1994) ها محاسبه شداسپرم ریسالم( نسبت به سا ی)نشانه غشا خوردهچیدم پ یدارا یهاو درصد اسپرم

 اسپرم شناسیریخت
و شمارش اسپرم با استفاده از  یابیرزا. (Hancock, 1952)د استفاده شهانکوک از محلول  ،اسپرم یشناسختیر ارزیابی یبرا

اسپرم شمارش و نسبت اسپرم  200در هر لام حداقل  .برابر صورت گرفت 400 یینمافاز کنتراست با بزرگ یورن کروسکوپیم
 صورت درصد اسپرم سالم گزارش شد. شده و به( به کل اسپرم شمارشیانیدم و بخش م یها)سر جدا شده، نقص یعیرطبیغ

 ی اسپرمفعالیت میتوکندر

 10 ،یمن شدهقیاز نمونه رق تریکرولیم 500انجام شد. به  123 نیبا استفاده از رنگ فلورسنت رودام یتوکندریم تیفعال یابیارز

 گرادیدرجه سانت 3۷ یدر دما قهیدق 15مدت ها بهآب مقطر( افزوده شد. نمونه تریلیلیدر م گرمیلمی 0٫1) 123 نیرودام تریکرولیم
 نیبافر فسفات سال تریکرولیم 1000آمده با دستشدند. پلت به وژیفیسانتر 5000با دور  قهیدق 3مدت به سپسانکوبه و  یکیدر تار

)2PBS( فعال در نظر  یتوکندریم یدارا کردند،یفلورسنت رنگ سبز ساطع م کروسکوپیم ریکه ز ییهامجدداً معلق شد. اسپرم
 (.Johnson et al., 1980) گرفته شدند

 پراکسیداسیون لیپیدی اسپرم
 پراکسیداسیون میزان بررسی روش ترینرایج )4TBA( اسید تیوباربیوتوریک ( با3MDA( آلدئیددیغلظت مالون گیریاندازه

100منی  ) نمونه هر از لیترمیلی یک تست این در منظور بدین. است اسپرم در لیپیدها ×  لیترمیلی سلول اسپرم(، یک 104
EDTA، 5 لیترمیلی یکBHT 6 لیترمیلی دو وTCA  شدند سانتریفیوژ دقیقه 15 مدت به 1200 دور با و شدند مخلوط هم با .
قرار  گرادیدرجه سانت 95در حمام آب گرم  قهیدق 20مدت و به بیترک TBA تریلیلیم کیبا  ییرو عیاز ما تریلیلیم کیسپس 

ظت شد. غل یریگنانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه 532موج در طول یجذب نور ،یسازخنک قهیدق 30گرفت. پس از 
MDA محاسبه شد تریلیلیصورت نانومول در مبه ،یونیو معادله رگرس رداستاندا یبا استفاده از منحن (Esterbauer & 

Cheeseman, 1990.)  

 روش آماری

قرار  لیوتحلهیتجز مورد SAS یافزار آماردر نرم GLM هیرو قیو از طر یآمده با استفاده از طرح کامل تصادفدستبه جینتا
 یتوک یاها با آزمون چنددامنهآن سهیگزارش شدند و مقا (LSMeans) حداقل مربعات  نیانگیصورت مبه هانیانگیگرفتند. م

 در نظر گرفته شد. (P<05/0)  0٫05 یآمار یداریح معنانجام گرفت. سط
 برای داده هایی که اثر زمان اهمیت پیدا می کرد از مدل ریاضی زیر استفاده شد. 

 های( خرد شده در زمان در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی:های )اندازهمدل آماری برای طرح کرت
𝒀𝒊𝒋𝒌 = 𝝁 + 𝑨𝒊 + 𝑬𝒂𝒊𝒌 + 𝑩𝒋 + 𝑨𝑩𝒊𝒋 + 𝑬𝑩𝒊𝒋𝒌  

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

 برای سایر داده ها از مدل ریاضی زیر استفاده شد. 
𝒀𝒊𝒋 =  𝝁 + 𝒙𝒊 + 𝒆𝒊𝒋 

 

                                                                                                                                                                     
1. Hypo-Osmotic Swelling Test 
2. Phosphate buffered saline 

3. Malondialdehyde 

4. Thiobarbituric acid  
5. Butylated Hydroxytoluene   
6. Trichloroacetic Acid  
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𝒀𝒊𝒋 ،مقدار عددی هر مشاهده :: 𝝁  میانگین مشاهده  ،: 𝒙𝒊 اثر تیمار i ،ام𝒆𝒊𝒋 مانده: اثر عوامل باقی 
 

 های پژوهشیافته
 نشان داده شدند. 6تا 1های گشایی در جدولخی -انجمادهای پژوهش در حالت مایع و پس از یافته

 جنبایی اسپرم 

در آمده است.  1های اسپرم قوچ در جدول های مختلف عصاره متانولی گرده زنبورعسل بر فراسنجهنتایج اثر استفاده از غلظت
. (P<05/0)داری با تیمار شاهد نداشت تفاوت معنی لیتر گرم در میلیمیلی 15و  10، 5 یمارهایدر ت یمانساعت، درصد زنده 5زمان 

گرم در میلی 5 ماریمربوط به تساعت  ۷2و  4۸، 24، 5های زماندر گرده  عصاره متانولی یمارهایت نیب ییدرصد جنبا نیشتریب
در زمان  ،لیترگرم در میلییلیم 15 مارینشان داد. ت کمتری ییدرصد جنبا 24زمان در  لیترگرم در میلیمیلی 10 ماریلیتر بود.  تمیلی

عصاره لیتر گرم در میلیمیلی 15غلظت . داشتعصاره متانولی گرده  بین تیمارهای را ییدرصد جنبا نیساعت کمتر ۷2و  4۸ ،5
بین چهار زمان مختلف نگهداری   .(P<05/0) داشت یداریتفاوت معن E نیتامیبا و ساعت  4۸در زمان  متانولی گرده زنبورعسل

منی در یخچال اختلاف آماری وجود داشت و همچنین اثر متقابل تیمار و زمان هم از نظر آماری اختلاف معنی دار داشت 
(001/0>P) . 

  یاسپرم قوچ پس از سردساز جنباییگرده زنبورعسل بر  یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر  .1 جدول

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 میلی)مولار 
 ( نشاندهنده تفاوت معنی دار در زمان های مختلف است.A-Dحروف بزرگ بالا نویسی شده )

 

 مانی اسپرمزنده
لیتر و گرم در میلیمیلی 15و  10، 5 یمارهایت نیب یماندر درصد زنده یداریتفاوت معنساعت،  5در زمان  2جدول  بهباتوجه 

 داشتند E نیتامیبا و یداریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی 15و  10 یمارهای، اما تP)<05/0)شاهد مشاهده نشد  ماریت
(05/0>(P.  نسبت به شاهد نشان داد یشتریب یمانلیتر زندهگرم در میلیمیلی 5 ماریساعت، ت 24در (05/0>P) .کهیدرحال 
 داریتفاوت معن E نیتامیزمان با و نیها در اغلظت یبا شاهد نداشتند. تمام یلیتر تفاوتگرم در میلیمیلی 15و  10 یمارهایت

 دهیمختلف عصاره متانولی گرده زنبورعسل و شاهد د یهاغلظت نیب یداریتفاوت معن چیساعت، ه 4۸در  (.P<05/0) داشتند
لیتر گرم در میلیمیلی 10و  5 یمارهایساعت، ت ۷2در  .(P<05/0) داشتند داریتفاوت معن E نیتامینشد، اما هر سه غلظت با و

 نیتامیا شاهد نداشت؛ اما با وب یلیتر تفاوتگرم در میلیمیلی 15 ماریت کهیدرحال ،(P<05/0)با شاهد نشان دادند  یداریتفاوت معن
E داشت  داریتفاوت معن(05/0>P .)4۸و  24 ،5یهااسپرم را در زمان یماندرصد زنده نیشتریلیتر بگرم در میلیمیلی 5 ماریت 

بین   لیتر مشاهده شد.گرم در میلیمیلی 15 ماریساعت در ت ۷2و  4۸، 5 یهادر زمان یماندرصد زنده نیساعت نشان داد و کمتر
 4۸و  24به جر تیمار شاهد که بین زمان  (P<001/0)چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف آماری وجود داشت 

اختلاف معنی داری دیده نشد.  اما اثر متقابل  4۸و  24گرم عصاره گرده بین زمان های میلی 15اختلافی یافت نشد. در تیمار 
 . (P<001/0)دار داشتند لاف معنیتیمار و زمان از نظر آماری اخت

  

 زمان    غلظت تیمارها   

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml 15 mg/ml10 mg/ml5 ساعت( شاهد( 

0611/0 ۸2/۸4𝐀 ± 2/65 ۸3/23𝐀 ± 1/۷6 ۷۷/3۷𝐀 ± 2/30 ۷9/66𝐀 ± 2/50 ۷9/6۸𝑨 ± 0/۸4 ۸0/61𝐀 ± 2/01 5 

0001.> 52/46𝒄𝑩 ± 2/42 66/۷6𝒂𝒃𝑩 ± 1/53 61/54𝒃𝑩 ± 1/93 60/06𝒃𝑩 ± 1/64 65/4𝒃𝑩 ± 1/9۷ 4۷/2۷𝒄𝑩  ± 1/2۸ 24 

0001.> 4۷/12𝒄𝑪  ± 2/۷۷ 61/3۸𝒂𝑪 ± 2/44𝒂  55/2۷𝒃𝑪 ± 2/06  5۷/۸6𝒂𝒃𝑪 ± 1/66 59/39𝒂𝒃𝑪  ± 1/9۸ 42/93𝒄𝑪  ± 0/5۷ 48 

0001.> 40/51𝒄𝑫  ± 1/21 56/05𝒂𝒃𝑫 ± 2/04 52/31𝒂𝒃𝑫  ± 1/65 53/40𝒂𝒃𝑫  ± 1/6۸ 5۷/96𝒂𝑫  ± 0/2۸ 3۸/1۸𝒄𝑫  ± 1/66 72 
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 یاسپرم قوچ پس از سردساز یمانگرده زنبورعسل بر زنده یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر  .2 جدول
 زمان    غلظت تیمارها   

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml 15 mg/ml10 mg/ml5 ساعت( شاهد( 

0001.> ۸2/25𝒂𝒃𝒄𝑨 ± 1/25 90𝒂𝑨  ± 1/29 ۸2/۷5 𝒄𝑨 ± 1/10  ۸4/25𝒃𝒄𝑨 ± 0/۸5 ۸5𝒂𝒃𝒄𝑨  ± 0/91 ۸5/۷5𝒂𝒃𝒄𝑨  ± 1/۷5 5 

0001.>  ۷0/۷5𝒄𝑩 ± 2/1۷ ۸۷𝒂𝑩  ± 1/0۸ ۷2/25𝒃𝒄𝑩  ± 1/25 ۷4/۷5𝒃𝒄𝑩  ± 1/25 ۷6𝒃𝑩  ± 1/29  69/۷5𝒄𝑩 ± 1/۸5 24 

0001.> 6۷/25𝒂𝒃𝑪  ± 0/۸5 ۸3/5𝒂𝑪  ± 1/55 69/5𝒃𝑩𝑪  ± 1/۸4 ۷2/۷5𝒃𝑪 ± 1/3۷ ۷3/۷5𝒃𝑪 ± 1/93 69𝒃𝑩  ± 0/91 48 

0002/0 62𝒄𝑫  ± 0/91 ۷4/25𝒂𝑫  ± 2/32 6۷/25𝒃𝒄𝑪  ± 1/3۷ ۷0/۷5𝒂𝒃𝑫  ± 1/3۷ 69/۷5𝒂𝒃𝑫 ± 1/۷0 61/5𝒄𝑪  ± 1/۷0 72 

 :a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 میلی.)مولار 

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

 

 سلامت غشای پلاسمایی اسپرم

 انیم یداریتفاوت معن ،یساعت اول پس از نگهدار 5نشان داد که در  3در جدول  اسپرم ییپلاسما سلامت غشای یبررس
تفاوت  زین E نیتامیو ماریوجود نداشت و ت شاهد ماریتبا مختلف عصاره متانولی گرده زنبورعسل  یهاغلظت یحاو یمارهایت

با  گرده، یعصاره متانول تریلیلیدر م گرمیلیم 15و  5 ماریساعت، ت 24در زمان (. P<05/0)نشان نداد  مارهایت نیبا ا یداریمعن
 ییپلاسما یغشا سلامت یداریبه طور معن تریلیلیدر م گرمیلیم 10و  5 ماریت (.P<05/0)نشان دادند داریتفاوت معن شاهد ماریت

به طور  ییپلاسما یغشا سلامتدرصد  شیساعت، افزا 4۸در زمان (. P<05/0)داشتند  E نیتامیو مارینسبت به ت یکمتر
 یعصاره متانول یهااز غلظت کی چیه(. P<05/0)شد  دهید شاهد مارینسبت به ت تریلیلیدر م گرمیلیم 5 ماریدر ت یداریمعن

مختلف عصاره  یهاغلظت نیب داریساعت، تفاوت معن ۷2در زمان (. P<05/0)نداشت  یداریتفاوت معن E نیتامیگرده با و
 نیشتریگرده، ب یعصاره متانول تریلیلیدر م گرمیلیم 5 مار(. تیP<05/0)شد  دهید E نیتامیو ماریو ت شاهد ماریگرده با ت یمتانول
گرده نشان  یعصاره متانول یمارهایت گرید یهاساعت نسبت به غلظت ۷2و  4۸، 5 یهادر زمان ی پلاسماییغشا سلامت درصد

به جر تیمار شاهد که بین زمان  (P<001/0)بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف آماری وجود داشت   .داد
اختلاف معنی داری دیده نشد. اما اثر  4۸و  24گرم عصاره گرده بین زمان های میلی 5اختلافی یافت نشد. در تیمار  4۸و  24

 . (P<001/0)دار داشتند متقابل تیمار و زمان از نظر آماری اختلاف معنی
 

 یاسپرم قوچ پس از سردساز ییپلاسما یغشا سلامت ه زنبورعسل برگرد یعصاره متانول های مختلفر غلظتاث .3 جدول
 زمان    غلظت تیمارها   

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml 15 mg/ml10 mg/ml5 ساعت( شاهد( 

0001.> ۸6/25𝒂𝒃𝑨  ± 1/۷5 ۸4/25𝒃𝑨  ± 2/01 ۸۷/53𝒃𝑨  ± 1/10 ۸4𝒃𝑨  ± 0/91 ۸6/50𝒂𝒃𝑨 ± 0/64 ۸۷/50𝒂𝑨 ± 2/59 5 

0001.> ۷0𝒅𝑩  ± 1/4۷ ۸3/۷5𝒂𝑨 ± 2/۷5 ۷9/۷5𝒂𝒃𝒄𝑩 ± 1/۷9 ۷4/۷5𝒅𝒄𝑩  ± 0/۸5 ۷۷/25𝒃𝒄𝑩  ± 1/۷5 6۸/۷5𝒅𝑩 ± 1/3۷ 24 

0009/0  66/25𝒄𝑪 ± 1/29  ۷9𝒂𝒃𝑩 ± 1/6۸ ۷3/۷5𝒂𝒃𝒄𝑪 ± 1/۸۸ ۷2/25𝒃𝒄𝑪 ± 1/25 ۷6/25𝒂𝒃𝑩  ± 2/52 6۸/25𝑩 ± 0/۸5𝐜 48 

0001.> 62/۷5𝒄𝒅𝑫  ± 1/49 ۷۷/۷5𝒂𝑩  ± 2/42 66/۷5𝒃𝒄𝑫  ± 1/10 6۸/50𝒃𝒄𝑫  ± 1/19 69/50𝒃𝑪 ± 1/2۷ 5۸/5𝒅𝑪  ± 1/19 72 

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 مولارمیلی.) 

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

 

 شناسی اسپرمریخت

مختلف عصاره  یهاغلظتهمچنین . (>05/0Pبین تیمارها دیده نشد ) تفاوت معنی ساعت،  5در زمان ، 4به جدول باتوجه
 یهادرصد اسپرم شیافزا یداریساعت، به طور معن 24. در زمان (>05/0Pند )نداشت یداریتفاوت معن E نیتامیمتانولی گرده با و

 E نیتامیو ماریبا ت کهیدرحال (.>05/0P) شد دهیشاهد د ماریبه ت بتلیتر نسگرم در میلیمیلی 10 ماریدر ت یعیشناسی طببا ریخت
نشان  E نیتامیشاهد و و ماریبا ت یداریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی 15و  5 یمارهای. ت(>05/0P) نداشت یداریتفاوت معن

. (>05/0P) داشت یداریشاهد تفاوت معن ماریساعت هر سه غلظت عصاره متانولی  گرده، با ت ۷2و  4۸. در زمان (>05/0Pند )نداد
 5 ماری. ت(>05/0P) داشت E نیتامینسبت به و یکمتر یعیدرصد اسپرم طب یداریلیتر به طور معنگرم در میلیمیلی 15 ماریت

 ماریت ۷2و  24ساعت را نشان داد. در زمان  4۸و  5در زمان  یعیشناسی طبدرصد اسپرم با ریخت نیشتریلیتر بگرم در میلیمیلی
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در  یعیشناسی طبدرصد اسپرم با ریخت نی. کمتراشتد یشتریب یعیشناسی طبلیتر درصد اسپرم با ریختگرم در میلیمیلی 10
بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف  لیتر بود.گرم در میلیمیلی 15 ماریمربوط به ت زیمختلف ن یهازمان

اختلاف معنی داری دیده نشد. اما اثر  4۸و  24گرم عصاره گرده بین زمان های میلی 5. در تیمار (P<001/0)آماری وجود داشت 
 . (P<001/0)متقابل تیمار و زمان از نظر آماری اختلاف معنی دار داشتند 

 

  یاسپرم قوچ پس از سردساز یشناسختیگرده زنبورعسل بر ر یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر  . 4 جدول

 زمان    غلظت تیمارها   

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml 15 mg/ml10 mg/ml5 ساعت( شاهد( 

0519/0 94𝐀 ± 1/29 93/۷5𝐀 ± 1/10 94/5𝐀 ± 1/04 95𝐀 ± 0/91 95/5𝐀 ± 0/64 92/۷5𝑨 ± 1/۷5 5 

0244/0 ۸5/5𝒃𝑩  ± 1/۸4 91/۷5𝒂𝒃𝑩 ± 1/3۷ 90/5𝒂𝒃𝑩  ± 1/04 92/5𝒂𝑩  ± 1/55 91/۷5𝒂𝒃𝑩 ± 1/3۷ ۸6/25𝒃𝑩  ± 0/۸5 24 

0001.> ۸0𝒃𝑪  ± 1/29 91/25𝒂𝑩  ± 1/3۷ ۸۷/25𝒂𝑪  ± 1/25 ۸۷/۷5𝒂𝑪  ± 1/10 ۸9/۷5𝒂𝑩  ± 1/49 ۷۸𝒃𝑪  ± 0/91 48 

0001.> ۷1𝒂𝒅𝑫  ± 1/5۸ ۸9/5𝒂𝒃𝑪  ± 1/44 ۸1𝒄𝑫  ± 1/29 ۸5/5𝒂𝒃𝒄𝑫  ± 1/32 ۸3𝒃𝒄𝑪  ± 1/95 ۷3𝒅𝑫  ± 1/29 72 

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 میلی.)مولار 

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

 فعالیت میتوکندری اسپرم 

 نشد دهیکنترل د ماریمختلف عصاره متانولی  با ت یهاغلظت نیب یداریساعت، تفاوت معن 5در زمان ، 5توجه به جدول با
(05/0P<).  نشان نداد ی با گروه کنترلداریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی 15و  10 ،5ماریساعت ت 24در زمان( 05/0ندP<) .

. در (>05/0P) شدن دهید E نیتامیو ماریلیتر عصاره متانولی  با تگرم در میلیمیلی 15و  10و  5 یهاغلظت نیب داریتفاوت معن
 یهاغلظت نی. اما ب(>05/0Pند )با گروه کنترل نشان داد داریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی 15و  10 ماریساعت، ت 4۸زمان 

و  10، 5 یمارهایدر ت یتوکندریم تیساعت، فعال ۷2نشد. در زمان  دهید یداریتفاوت معن E نیتامیولی  با ومختلف عصاره متان
لیتر در زمان گرم در میلیمیلی 5 ماری. ت(>05/0P) افتی شیکنترل افزا مارینسبت به ت یداریلیتر به طور معنگرم در میلیمیلی 15
ساعت درصد  ۷2لیتر در زمان گرم در میلیمیلی 10 ماریو ت ساعت 4۸لیتر در زمان میلیگرم در میلی 15، تیمار ساعت 24و  5

بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در  .ندنشان داد های دیگر عصاره متانولی به غلظتی نسبتشتریب یتوکندریم تیفعال
ساعت و زمان های  24و  5رده بین زمان های گرم عصاره گمیلی 15. در تیمار (P<001/0)یخچال اختلاف آماری وجود داشت 

 .(P<001/0)دار داشتند داری دیده نشد. اما اثر متقابل تیمار و زمان از نظر آماری اختلاف معنیساعت اختلاف معنی 4۸و  24
 

  یپس از سردساز اسپرم قوچ  یتوکندریم تیگرده زنبورعسل بر فعال یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر   .5 جدول

 زمان    غلظت تیمارها   

P-value DMSO ویتامین E mg/ml 15 mg/ml10 mg/ml5 ساعت( شاهد( 

0142/0  62/5𝒂𝒃𝑨 ± 2/10 66/25𝒂𝑨  ± 1/10 5۸/25𝒃𝑨  ± 2/21 60𝒂𝒃𝑨 ± 1/29  65/۷5𝒂𝒃𝑨 ± 1/25 64𝒂𝒃𝑨 ± 1/۷۷ 5 

0424/0  50/۷5𝒃𝑩   ± 0/۸5 55/5𝒂𝒃𝑩  ± 2/32 56𝒂𝒃𝑨𝑩 ± 2/3۸  5۷𝒂𝒃𝑩 ± 1/0۸ 59/50𝒂𝑩   ± 1/19 56/۷5𝒂𝒃𝑩 ± 1/65 24 

000۷/0  46/25𝒃𝑪   ± 1/49 54/25𝒂𝑩 ± 1/10 54/25𝒂𝑩   ± 1/52 53/5𝒂𝑪   ± 1/55 40/25𝒂𝒃𝑪  ± 0/۸5  45/25𝒃𝑪 ± 2/42 48 

0001.>   36/5𝒃𝑫  ± 1/55  4۸/25𝒂𝑪 ± 1/25 44/25𝒂𝑪   ± 2/09  45/5𝒂𝑫  ± 1/۷5 44/25𝒂𝑫   ± 1/10 30/5𝒃𝑫   ± 1/04 72 

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 میلی.)مولار 

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

 

 آلدئید اسپرم دیغلظت مالون

 نشد دهیکنترل د ماریمختلف عصاره متانولی  با ت یهاغلظت نیب یداریساعت، تفاوت معن 5در زمان ، 6با توجه به جدول 
(05/0P<).  کنترل  مارینسبت به ت یداریطور معنبهلیتر گرم در میلیمیلی 10و  5 ماریدر ت دیآلدئیدغلظت مالون 24در ساعت

 شد دهید E نیتامیلیتر با وگرم در میلیمیلی 15و  10 ماریت نیب داریساعت، تفاوت معن 24. در زمان (>05/0P) افتیکاهش 
(05/0P<) مارینسبت به ت یکمتر دیآلدئیدمالون غلظت یداریمختلف عصاره متانولی  به طور معن یها، غلظت4۸ . در ساعت 
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 5 ماری. اما ت(>05/0Pند )داشت داریمعن اوتتف E نیتامیبا و لیترگرم در میلیمیلی 15و  10 ماری. ت(>05/0Pند )کنترل نشان داد
لیتر گرم در میلیمیلی 15و  10، 5 یهاساعت، غلظت ۷2نشان نداد. در زمان  داریتفاوت معن E نیتامیلیتر با وگرم در میلیمیلی

لیتر گرم در میلیمیلی 15و  10 ماری. ت(>05/0P)ند کنترل نشان داد مارینسبت به ت یکمتر دیآلدئیدمالون ی غلظتداریبه طور معن
 دهید E نیتامیلیتر و وگرم در میلیمیلی 5 ماریت نیب یداریتفاوت معن ی. از طرف(>05/0Pند )شتدا داریتفاوت معن E نیتامیبا و

ساعت  ۷2و  4۸، 24، 5در زمان های مختلف عصاره متانولی بین غلظت دیآلدئیددرصد غلظت مالون نیشتریو ب نینشد. کمتر
بین چهار زمان مختلف نگهداری منی در یخچال اختلاف آماری وجود  . .لیتر بودگرم در میلیمیلی 15و  5 ماریمربوط به ت بیرتتبه

ساعت اختلاف معنی  4۸و  24ساعت و زمان های  24و  5گرم عصاره گرده بین زمان های میلی 5. در تیمار (P<001/0)داشت 
   .(P<001/0)نشد. اثر متقابل تیمار و زمان از نظر آماری اختلاف معنی دار داشتند  داری دیده

 

100) اسپرم قوچ دیآلدئ ید گرده زنبورعسل بر غلظت مالون یمختلف عصاره متانول هایغلظتاثر  .6 جدول ×    میلی لیتر( سلول اسپرم در هر104
 زمان    غلظت تیمارها   

P-value DMSO  ویتامینE mg/ml 15 mg/ml10 mg/ml5 ساعت( شاهد( 

0۸3۷/0 5/43𝐀 ± 0/34 4/35𝐀 ± 0/36 5/29𝐀 ± 0/46 5/12𝐀 ± 0/26 4/41𝐀 ± 0/31 5/19𝐀 ± 0/53 5 

0001.> ۸/۷0𝒂𝑩  ± 0/36 4/۷1𝒄𝑨   ± 0/26 ۷/۸5𝒂𝒃𝑩   ± 0/41 6/۷0𝒃𝑩   ± 0/31  5/0۸𝒄𝑨𝑩  ± 0/42 9/12𝒂𝑩 ± 0/24 24 

0001.> 9/۷9𝒂𝒃𝑪   ± 0/20 5/6۸𝒅𝑩   ± 0/31 ۸/۸2𝒃𝒄𝑪   ± 0/33 ۷/3۷𝒄𝑪   ± 0/55 5/56𝒅𝑩   ± 0/20 10/۷5𝒂𝑪   ± 0/36 48 

0001.> 11/30𝒂𝑫   ± 0/2۸ 6/40𝒄𝑪   ± 0/26  9/62𝒃𝑫  ± 0/3۷ ۸/40𝒃𝑫   ± 0/25 6/2۸𝒄𝑪   ± 0/36 11/66𝒂𝑫   ± 0/31 72 

:a..b دار بین تیمارها است حروف نامشابه در هر سطر به منزله تفاوت معنی(P< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 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

شاهد  ماریلیتر نسبت به تگرم در میلیمیلی 15و  10، 5 ماریدر ت یداریبه طور معن ییگشاخیاسپرم پس از  ۷به جدول توجه با
 .(P<05/0) را نشان داد ییگشاخیاسپرم پس از  ییدرصد جنبا نیشتریلیتر بگرم در میلیمیلی 15 ماری. ت(P<05/0) افتی شیافزا

 یماندرصد زندهگشایی . پس از یخ(P<05/0)نشان دادند  E نیتامیو ماریبا ت داریلیتر تفاوت معنگرم در میلیمیلی 15و  10 ماریت
گرم در میلی 15و  10 ماریت و (P<05/0) شاهد بود ماریاز ت شتریب یداریلیتر به طور معنگرم در میلیمیلی 15و  10، 5 ماریدر ت

تفاوت  E  نیتامیلیتر با وگرم در میلیمیلی 5 ماریت کهیدرحال .(P<05/0)دند نشان دا E نیتامیبا و داریلیتر تفاوت معنمیلی
گرم عصاره گرده بیشترین و تیمارهای شاهد میلی 15ت. سلامت غشای اسپرم پس از انجماد و یخ گشایی در تیمار نداش یداریمعن
گرم عصاره گرده میلی 15رصد ریخت شناسی اسپرم پس از یخ گشایی در تیمار کمترین درصد را نشان دادند. بهترین د DMSOو 

هیچ گونه اختلاف معنی داری نداشتند. فعالیت میتوکندری در تمامی تیمار ها  DMSOدیده شد. در حالی که تیمار شاهد با تیمار 
گشایی یتر عصاره گرده توانست پس از یخلگرم در میلیمیلی 5.  تیمار (P<001/0)نسبت به شاهد اختلاف معنی داری داشت 

بود   DMSOکمترین مقدار مالون دی آلدئید را تولید کند و بیشترین مقدار مالون دی آلدئید مربوط به تیمار های شاهد و 
(001/0>P). 

 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< 0/05) ( .:DMSO 5  میکرولیتر، ویتامین :E1/0 میلی.)مولار 

 تیمارها

 DMSO P-value ویتامینmg/ml 10 mg/ml 15 mg/ml E  5 شاهد صفات )%(

31𝒅 مانیزنده  ± 1/29 60/5𝒃  ± 2/10 45/25𝒄 ± 0/۸5 6۸/۷5𝒂  ± 1/3۷ 60/۷5𝒃  ± 0/۸5 32/۷5𝒅 ± 1/49 0001.> 

6۷𝒅 شناسیریخت  ± 2/0۸ ۷۸𝒂𝒃  ± 2/54 ۷4/۷5𝒃𝒄  ± 1/25 ۸3/25𝒂  ± 1/10 ۷9/5𝒂𝒃 ± 1/04 6۸/5𝒄𝒅  ± 1/55 0001.> 

31𝒄 سلامت غشا  ± 1/29 50/۷5𝒂𝒃  ± 0/۸5 43𝒃𝒄  ± 1/5۸ 63𝒂  ± 1/6۸ 55𝒂𝒃𝒄  ± 2/04 32/25𝒄  ± 1/49 0001.> 

16/33𝒅 جنبایی  ± 1/15 36/43𝒃  ± 1/۷3 24/66𝒄  ± 0/53 49/52𝒂  ± 1/65 40/3۷𝒃  ± 0/3۸ 19/91𝒄𝒅  ± 0/63 0001.> 

19/25𝒃 فعالیت میتوکندری   ± 0/۸5 33/25𝒂   ± 1/49 30/25𝒂  ± 1/49 30𝒂 ± 1/5۸ 2۷𝒂 ± 2/42 1۸/25𝒃   ± 1/10 0001.> 

غلظت مالون دی آلدئید 
(nmol/mL) 

۷3/۷3𝒂   ± 1/90 4۷/۷1𝒄   ± 1/06 61/5۷𝒃   ± 2/22 63/65𝒃   ± 0/6۷ 4۸/6۷𝒄   ± 0/۸5 ۷6/09𝒂   ± 2/54 0001.> 
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 (GC-MSسنجی جرمی )طیف-استفاده از  روش کروماتوگرافی گازی ابگرده زنبورعسل  تحلیل عصاره متانولی

 ارائه شده است.  ۷در جدول  GC-MSروش  ابگرده زنبورعسل  ترکیبات شناسایی شده در عصاره متانولی

 
 GC-MS شده در عصاره متاتولی گرده زنیورعسل به روشترکیبات شناسایی .8 جدول

Retention time 
(min) 

سطح زیر 
 )%(منحنی

 ترکیباتتعداد  مواد شناسایی شده

۸44/4 26/0 3-Thiophenemethanol 1 

922/4 16/0 3-Methylpiperazine-2,5-dion 2 
1۷1/5 53/1 4,6-Dihydroxy-2-methyl pyrimidine 3 

21۷/5 12/0 6-Methoxy-2-cyclohexen-1-one 4 

411/6 31/1۸ 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 5 

21/۷ 14/0 5-Hydroxymaltol 6 

0۷2/9 ۷9/5 Methyl 3-hydroxydecanoate ۷ 

۷94/9 99/1 2-Methoxy-4-vinyl phenol ۸ 

45۸/10 9/2 4-Phenylbut-3-ynylaminc 9 

662/11 9/2 5-Acetyl-2,3-dihydro-1H-pyrrolizin 10 

0۸9/13 1۷/1 1,3,5-Trimethyl-2-octadecyclohexane 11 

415/13 63/1 2,1,3-Benzothiadiazole 12 

45۷/14 ۸4/0 3-Acetylphenoxazoline 13 

1۷4/15 4/2 N-(4-fluorophenyl)cyclohexane carboxamide 14 

595/15 3.۷41 Lauric acid 15 

426/1۷ 05/1 Thiazolo[3,2-a]pyridinium, 8-hydroxy-2,5-dimethyl-, hydroxide, inner salt 16 

99۸/1۸ 591/2 Trans-4-methoxy cinnamic acid 1۷ 

211/19 62/0 2-Methoxyadamantane 1۸ 

۸92/20 46/1 9-Methylenetricyclo[3.3.2]decan-2,6-dion 19 

006/21 46/1 Yomogi alcohol 20 

046/23 99/1 Methyl palmitate 21 

165/23 951/5 3,4-Dimethoxycinnamic acid 22 

۸50/23 31/3 Palmitic acid 23 

332/24 261/1 Cis-(Z)-alpha-Bisabolene epoxide 24 

2/26 65/2 Linoleic acid, methyl ester 25 

325/26 ۷31/9 Methyl linolenate 26 

9۷۸/26 621/3 Allo-inositol 2۷ 

119/2۷ 241/3 -Linolenic acidα 2۸ 

456/31 ۸2/10 Pinostrobin chalcone 29 

11۷/33 29/1 Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester 30 

429/34 5۸1/4 4H-1-Benzopyran-4-one, 5-hydroxy-7-methoxy-2-phenyl 31 

۸93/35 93/0 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-3-methylene 32 

 عصاره متانولی گرده زنبورعسل GC_MSکروماتوگرام  .1نگاره 
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 بحث
 شامل متانولی گرده زنبورعسل از  عصاره  3۷6/5۷ ، مشخص شد کهGC-MS تحلیل عصاره متانولی گرده با روشبر اساس 
 توانندیم ،است. این ترکیبات به واسطه خواص بیولوژیکی متنوع خود دهایو فلاونوئ یفنول باتیچرب، ترک یدهایاس ترکیباتی چون

بر  گرمیلیم 65955/1حدود  متانولی گرده موجود در عصاره کلدیفلاونوئ میزان. ایفا کننداسپرم کیفیت در بهبود  موثری ینقش
اکسیدان مرجع استفاده گردید. عنوان آنتیبهE  اکسیدانی عصاره، از ویتامینمنظور مقایسه ظرفیت آنتی. بهشد گیریاندازه کیلوگرم
 های آزاد نظیر سوپراکسید، پراکسید هیدروژن و هیدروکسیل را خنثی کرده و با جلوگیری ازقادر است انواع رادیکال E ویتامین

 (. (Sinclair, 2000 پراکسیداسیون فسفولیپیدهای غشای اسپرم، از کاهش تحرک نهایی آن جلوگیری کند
 کیعنوان گلوکز، با ساختار خاص خود به لاردیاز محصولات واکنش م یکیعنوان به DDMP شده،ییشناسا باتیترک انیدر م

 ایآزاد، از آغاز  یهاکالیالکترون به راد یبا اهدا یدانیاکسیآنت باتیاند که ترکمطرح است. مطالعات نشان داده یقو دانیاکسیآنت
که منجر به  یفرایند دهند؛یرا کاهش م ویداتیتنش اکس قیطر نیکرده و از ا یریجلوگ ویتدایاکس یارهیزنج یهاادامه واکنش

در عصاره، دو  شدهییشناسا باتیاز جمله ترک. (Chen et al., 2021) شودیاسپرم م تیفیو حفظ ک یسلول یحفاظت از غشا
، از دسته  hydroxy-7-methoxy-2-phenyl-5و  Pinostrobin chalcone، 4H-1-Benzopyran-4-one بیترک

 کی نینوستروبیدادند. پ لیعصاره را تشک بترکی از درصد 15٫401حدود ها بودند که در مجموع و مشتقات چالکون دهایفلاونوئ
 ;Kanchanapiboon et al., 2020)است  یو ضدقارچ یضدباکتر ،یروسیمانند خواص ضدو یمتعدد یکیولوژیفلاوانول با آثار ب

Sopanaporn et al., 2020; Gurung et al., 2022) .یناش بیبا کاهش آس بیترک نیاند که انشان داده ریمطالعات اخ دارد 
 دمثل،یمرتبط با تول یهاهورمون میو تنظ یدانیاکسیآنت یهامیآنز تیفعال شیافزا رن،یاستایپل یهاکیزپلاستیاز مواجهه با ر

چرب  یدهایاز اس یکیکه  کیلور دیاس ن،یهمچن. (Ijaz et al., 2023) بخشدیاسپرم را بهبود م تیفیکاهش آپوپتوز، ک نیهمچن
گرم مثبت،  یهایدر برابر باکتر یقو یکروبیمضد تیخاص شود،یمحسوب م لیعمده روغن نارگ بیغالب موجود در عصاره و ترک

منجر به  ،یوانیح یهادر مدل لوگرمیبر ک گرمیلیم 50با دوز  دیاس نیا زیتجو. (Dayrit, 2015)دارد   هاروسیها و وقارچ یبرخ
شده  یابتید یهادر موش یبارور یهاهورمون میو تنظ ویداتیاسپرم، کاهش تنش اکس تیفیاز جمله ک دمثلیتول یهابهبود شاخص

  (Anur et al., 2023).است 
 یهادراتیمتعلق به گروه کربوه شود،یمحسوب م هاتولینوزیا یزومرهایاز ا یکیکه  زین   (Allo-inositol)تولینوزیآلوا

 بیترک نیاست. ا تیحائز اهم یشیزا یهادر حفظ سلامت سلول ،یکیو متابول یدانیاکسیآنت یهانقش لیدلاست و به یالکل
در عملکرد  زیو ن یسلولداخل میکلس میتنظ یهانقش داشته و در فرایند یسلول یدهگنالیس یرهایدر مس هیثانو رسانامیعنوان پبه
  . (De Luca et al., 2021)مؤثر است  یدمثلیتول

مثبت را  ریتأث نیشتریب تریلیلیدر م گرمیلیم 5مدت، غلظت کوتاه ینگهدار طینشان داد که در شرا هاشیحاصل از آزما جینتا
 10با غلظت  ماریبود که ت یدر حال نیداشت. ا (MDA) یدآلدئیداسپرم از جمله کاهش معنادار غلظت مالون یهافراسنجهبر 

با  یهاکه درصد اسپرم یاگونهکرد، به فایا ۷2اسپرم در ساعت  تیفینقش را در کاهش افت ک نیشتریب تر،یلیلیدر م گرمیلیم
 ن،یهمچن. ماند یباق مارهایت ریسطح نسبت به سا نیگروه در بالاتر نیدر ا یتوکندریم تیو فعال یمانزنده ،یعیطب یشناسختیر

 4۸در ساعت  یتوکندریم تیفعال شیو افزا 24غشا در ساعت سلامت اثر را در بهبود  نیشتریب تریلیلیدر م گرمیلیم 15غلظت 
طور ( نسبت به گروه کنترل بهتریلیلیدر م گرمیلیم 15و  10، 5) ههر سه غلظت عصار زیپس از انجماد ن طینشان داد. در شرا

 تیاثر را در حفظ فعال نیشتریب تریلیلیدر م گرمیلیم 5 ماریت ان،یم نیاسپرم شدند. در ا یفیک یهاموجب بهبود فراسنجه یمعنادار
 تیو بهبود وضع یدیپیل ونیداسیدهنده کاهش پراکسنشان MDAداشت. کاهش سطح  MDAو کاهش سطح  یتوکندریم

به ساختار  بیاز آس یریبا جلوگ باتیترک نیا رسدیو عملکرد اسپرم نقش دارد. به نظر م یهاست که در حفظ انرژسلول ویداتیاکس
. شوندیم یاسپرم در طول دوره نگهدار تیفیطول عمر و ک شی، موجب افزاATP دیو حفظ تول یتوکندریاز عملکرد م تیغشا، حما

قرار  ویداتیعوامل اکس ریتأثشدت تحتبه ،یتوان بارور یابیدر ارز یدیکل یهااز شاخص یکیعنوان اسپرم، به یغشا یکپارچگی
 زیها ندارد؛ آن یخوانهمBanana    (2020)و Al-Ameryپژوهش  جیمطالعه با نتا نیا یهاافتهی .(Yousif et al., 2024)دارد 
 5 یگرده زنبورعسل در دما یو الکل یآب یهااثر افزودن عصارهاسپرم قوچ را در  یغشا یکپارچگیو  یمانتحرک، زنده شیافزا
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موجود در گرده زنبورعسل، مستقل از نوع  یدانیاکسیآنت باتیترک یاثربخش انگریب ،ییراستاهم نیگزارش کردند. ا گرادیدرجه سانت
 یشناسختیحفظ ر ،یسلول یساختارها یداریبا پا باتیترک نیسرد است. ا طیاسپرم در شرا یحلال استخراج، در بهبود پارامترها

که  ،یرتوکندیم تیفعال ). ,.2014Agarwal et al( دارند ویداتیاکس یهابیدر مقابله با آس یاسپرم، آثار مثبت یعیو عملکرد طب
 یهابیو آس ATPبهتر حفظ شده و از کاهش  حاوی عصاره یمارهایو تحرک اسپرم مرتبط است، در ت یانرژ دیبا تول ماًیمستق

بالغ  یهابا گرده زنبورعسل در خروس رهیج یسازمکمل .) et alAmaral ,.2013(شده است  یریشگیپ ROSاز  یناش یساختار
اسپرم، و کاهش درصد  یمانزنده رونده،شیاز جمله حجم انزال، تحرک پ ،یمن یکیزیف یهایژگیتوجه در وموجب بهبود قابل

در  یمصرف )خوراک ش)مرغ در برابر قوچ(، رو یجانور یهاکه در گونه ییهابا وجود تفاوت ژهیو. بهدیگرد یعیرطبیغ یهااسپرم
شد، آثار مثبت گرده  یکه بررس یااسپرم(، و نوع عصاره مورد استفاده وجود دارد، در هر دو مطالعه کنندهقیمقابل افزودن به رق

موجود در گرده  فعالستیز باتیترک یدهنده آثار عمومنشان تواندیم یخوانهم نیاسپرم مشهود بود. ا تیفیزنبورعسل بر ک
 یهادر گونه یدمثلیعملکرد تول یهاو ارتقاء شاخص ویداتیر کاهش تنش اکسچرب، د یدهایو اس دهایفلاونوئ ژهیوبه ل،زنبورعس

 .) et alAbuoghaba ,.2018( مختلف باشد

 دیآلدئیدتوجه سطح مالونزنبورعسل باعث کاهش قابل گرده یاز عصاره متانول تریلیلیدر م گرمیلیم 5 ماریدر پژوهش حاضر، ت
(MDA) در طول دوره  یاثر محافظت نیاست. ا ویداتیعصاره در برابر تنش اکس یدهنده اثر محافظتکاهش نشان نیشد که ا

اسپرم را حفظ کند. به نظر  یساختار سلول یداریتوانسته است پا ماریت نیکه ا دهدیو پس از انجماد مشهود بود و نشان م ینگهدار
 یدهایمانند اس فعالستیز باتیترک ریسا یدوز بالا جادیمؤثر، بدون ا یدانیاکسیآنت باتیغلظت با فراهم کردن ترک نیا رسدیم

  .) ,2010Kothari & Seshadri( کند یریجلوگ یاحتمال یرا حفظ و از بروز آثار منف یها، توانسته است تعادل سلولفنول ایچرب 

 یاثربخش لیدل تواندیمحافظت از اسپرم فراهم کرده است که م یبرا یانهیبه طیشرا ادیاز عصاره به احتمال ز ترنییغلظت پا
 زیاسپرم ن یمانزنده زانیم تر،یلیلیدر م گرمیلیم 5 ژهیوبه ن،ییغلظت پا نیدر ا نیباشد. همچن MDAآن در کاهش سطح  شتریب

 کیمتابول یهافرایند یتر برامطلوب طیو فراهم آمدن شرا ویداتیاکس یهابیکاهش آس لیبه دل مالاًامر احت نیبهتر حفظ شد که ا
 شیدر افزا ینقش مؤثر ،یسلول یو حفظ ساختار غشا دهایپیل ونیداسیموجود در عصاره با مهار اکس یدهایاست. فلاونوئ یسلول

  ). et alChen ,.2020 (دکننیم فایها ااسپرم یمانغشا و بهبود زنده یکپارچگی
 یفیک هایفراسنجه( بر تریلیلیدر م گرمیلیم 15و  10، 5گرده زنبورعسل ) یمختلف عصاره متانول یهاغلظت آثاردر مورد 

 یامطالعه در محدوده نیکار رفته در ابه یهاکه دامنه غلظت دهدینشان م عیما طیدر شرا مارهایت انیم داریاسپرم، عدم تفاوت معن
موجود در  باتیخاص ترک یهایژگیبه و تواندیم نیاند. ااعمال کرده یسلول تیسم جادید خود را بدون ایمف آثارقرار داشته که 

 ریتأث یطور مثبت بر تعادل سلولدامنه دوز به نیها مربوط باشد که در اچرب و مشتقات آن یدهایاس دها،یعصاره، مانند فلاونوئ
، مصرف مکمل گرده (Yıldız et al., 2013) و همکاران زیلدیی مطابق گزارش. شوندینم یتداخل منف جادیگذاشته و موجب ا
. در شودیم واناتیدر ح یدانیاکسیآنت ستمیس تیو تقو ویداتیتنش اکس یهازا موجب کاهش شاخصتنش طیزنبورعسل در شرا

شد. در  ییگشاخیاسپرم پس از  کیفیتتوجه موجب بهبود قابل یمن کنندهقیگرده به رق یافزودن عصاره متانول زیپژوهش حاضر ن
اسپرم  یشناسختیو ر ییپلاسما یغشافعالیت  ،یمانزنده ،ییبر جنبا یترمطلوب آثار تریلیلیدر م گرمیلیم 15 ماریت ن،یب نیا

توانسته با کاهش تنش  ،یدانیاکسیآنت باتی، با توجه به غلظت بالاتر ترکاین تیمار رسدینظر مبه نشان داد. مارهایت رینسبت به سا
 یانیقطعه م یدگیسر از دم و خم یجداشدگ ،یادم حلقه رینظ هیثانو یهایاسپرم، از بروز ناهنجار یو محافظت از غشا ویداتیاکس

غلظت در حفظ  نیا یاثر حفاظت ن،یکند. بنابرا تیاز انجماد تقو یتنش ناش بررا در برا یسلول یساختارها ی کند و ریجلوگ
و  یتوکندریم تیبهبود را در فعال نیشتریب تریلیلیدر م گرمیلیم 5 ماریدر مقابل، ت. اسپرم آشکار شده است یعیطب یشناسختیر

غلظت  نیدر ا هادانیاکسیآنت یمحافظت ریاز تأث یاحتمالاً ناش افتهی نیپس از انجماد نشان داد. ا طیدر شرا MDAکاهش سطح 
 تریلیلیدر م گرمیلیم 15و  10 یمارهایدر ت MDAشود. کاهش کمتر سطح  جادیا یاضاف یکیفشار متابول نکهیاست، بدون ا

 باشد.  ییغشا یدهایپیل بیاز تخر یمعکوس ناش ویداتیبروز تنش اکس لیممکن است به دل
و  یدانیاکسیها خواص آنتاز آن یچرب است که برخ یدهایدرصد اس ۸5/39ی مطالعه حاو نیعصاره مورد استفاده در ا

 ،یغشا، واکنش آکروزوم تیالیاز جمله در س کنند،یم فایدر ساختار و عملکرد اسپرم ا یاتیح شچرب نق یدهایدارند. اس یضدالتهاب
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 طیشرااسپرم را در  یداریپا توانندیم دهایاس نیا ،یانرژ نیو تأم ویداتیبا کاهش تنش اکس نیسلول. همچن یمانتحرک و زنده
خود  یکروبیو ضدم یدانیاکسیبا خواص آنت زیو مشتقات چالکون ن کینامیس دیاس رینظ یباتیترک. دهند شیو انجماد افزا ینگهدار

 یکپارچگیبر  راشباعیچرب غ یدهایمطالعات متعدد اثر مثبت اس. (Díaz et al., 2016 )د کنن فایا ینقش محافظت توانندیم
DNAانداسپرم را نشان داده ویداتیو کاهش سطح تنش اکس یدانیاکسیآنت تی، ظرف.(Huang et al., 2016; Kiernan et al., 

 ,Aitken & Sawyer) ریو ساو آیتکنو کاهش تحرک اسپرم توسط  (ROS) ژنیاکس فعال یهاگونه شیافزا انیرابطه م  (2013

کاهش تحرک اسپرم  جهیو درنت ATPمنجر به کاهش  دروژنیه دیپراکس ازحدشیب دیکه تول یاگونهشده است؛ به دییتأ (2003
 دیاس کینولنیو آلفا ل کینولنیمانند ل راشباعیچرب غ یدهایدارد، حضور اس یانرژ دیدر تول یدینقش کل یتوکندریچون م  .شودیم

 نیشود. همچن یاضاف یکیبدون اعمال فشار متابول یاتیاندامک ح نیا نهیباعث حفظ عملکرد به تواندیم ترنییپا یهادر غلظت
 شیسلول موجب افزا یغشا یکپارچگیکه بهبود  یاگونهوجود دارد؛ به یتوکندریم تیعالغشا و ف یکپارچگی نیب میمستق یارابطه

  .(Partyka et al., 2012) شودیم یتوکندریعملکرد م
 ازحدشیب دیها محافظت کرده و از تولاز آن ییغشا یدهایپیل یدهبا پوشش توانندیم دها،یفلاونوئ ژهیوبه ک،یفنول باتیرکت

 راشباعیچرب غ یدهایاس ونیداسیرا مهار کرده و پراکس دهایپیل ونیداسیروند پراکس قیطر نیکنند، از ا یریآزاد جلوگ یهاکالیراد
 . (Blokhina et al., 2003) را محدود سازند

و کاهش سطح  یعیطب یشناسختیبا ر یهاتعداد اسپرمجنبایی،  داریمعن شیعصاره، افزا یحاو یمارهایدر ت ت،یدر نها
دهنده رابطه نشان جینتا نی( نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. ایدیپیل ونیداسی)به عنوان شاخص سنجش پراکس دیآلدئیدمالون

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

از  یهر سه غلظت عصاره، با فراهم کردن سطوح متفاوت  (.(Lima & Abdalla, 2001 دارند یدوره نگهدار یط دیاسپرماتوزوئ
مختلف )سرما و انجماد( شدند؛  طیاسپرم در شرا تیفیموجب بهبود ک یزیآمتیطور موفقبه ،یو ضدالتهاب یدانیاکسیآنت باتیترک
 داشته است. یخاص سلول یهابر فراسنجه یتمتفاو راتیموجود، تأث باتیو نوع ترک زانیهر غلظت، بسته به م نکهیا ژهیوبه

 

 گیرینتیجه
اسپرم  تیفیبر ک یمثبت ریخود، تأث یدانیاکسیگرده زنبورعسل با خواص آنت یمطالعه حاضر نشان داد که عصاره متانول جینتا

چرب و  یدهایاس دها،یموجود در عصاره، از جمله فلاونوئ فعالستیز باتیو انجماد دارد. ترک عیما یسازرهیذخ طیقوچ در شرا
ی توکندریم تیفعال ی پلاسمایی،غشا سلامت ،یمانزنده ،ییاسپرم مانند جنبا هایفراسنجهدر  یتوجهبهبود قابل ،یفنول باتیترک

با  تریلیلیدر م گرمیلیم 5، غلظت متانولی گرده مختلف عصاره یهاغلظت انیکردند. در م جادیا و کاهش پراکسیداسیون لیپیدی
 نیاسپرم نشان داد و بنابرا تیفیرا در حفظ ک جهینت نیبهتر ،یاضاف یکیفشار متابول جادیو بدون ا یدانیاکسیحفظ آثار مثبت آنت

بر  گرده زنبورعسل فعالستیز باتیترک ریو سا دهایفلاونوئ یدانیاکسیآثار آنت ترقیدرک دق یحال، برا نیا با .شودیم شنهادیپ
 است. یشتریب قاتیبه مطالعات و تحق ازین ،یمن یورافر طیدر شرا ژهیواسپرم، به تیفیک
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