بررسی تاثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک (Fraxinus excelsior) بر پارامترهای کیفی اسپرم موش (Mus musculus) پس از فرایند انجماد و ذوب
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چکیده
هدف: بررسی تاثیر عصاره آبی-الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر پارامترهای کیفی اسپرم موش های نر آزمایشگاهی نژاد سوری بعد از فرایند انجماد و ذوب
مواد و روش ها: جهت انجام آزمایش، تعداد 30 سر موش آزمایشگاهی نر (Nmri) تهیه گردید و به ازای هر گروه آزمایشی  6 موش در نظر گرفته شد.گروه های آزمایشی به صورت گروه های،‌ کنترل سالم، حلال عصاره(DMSO&ETHANOL) و سه گروه تیمار با عصاره آبی-الکلی برگ گیاه زبان گنجشک در دوزهای 25،10 و 50 (میلی گرم بر کیلوگرم وزن موش ها) تقسیم بندی شدند. در گروه های حلال و تیمار با عصاره تزریق به صورت درون صفاقی و در مدت 19 روز انجام گرفت. به دنبال تزریق، تیمارها به اسپرم‌گیری عادت داده شدند و اسپرم‌ گیری به روش استخراج از اپیدیدیم انجام گرفت. سپس اسپرم‌ ها جمع آوری شده و به محیط انجمادی انتقال داده شدند. بعد از فرایند انجماد و سپس ذوب، تحرک اسپرم با استفاده از سیستم Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA)، درصد اسپرم‌های زنده با استفاده از رنگ آمیزی ائوزین، سلامت غشاء سیتوپلاسمی (درصد اسپرمهای با دم پیچیده) با استفاده از تست Hypoosmotic Swelling Test (HOST) ارزیابی شد. همچنین میزان استرس اکسیداتیو توسط کیت های تشخیص آنزیم های سوپراکسید دیسموتاز (SOD)،گلوتاتیون پراکسیداز(GSM-PX) و کاتالاز (CAT) در نمونه ها اندازه گیری گردید. تجزیه و تحلیل داده‌های این آزمایش با نرم افزار آماری SAS 9.4  و در قالب طرح کاملاً تصادفی  با 5 تیمار انجام شد.
نتایج: براساس نتایج به دست آمده، تیمار با عصاره در دوز 50 میلی گرم بر کیلوگرم بیشترین و تیمار با عصاره در دوز 25 میلی گرم بر کیلوگرم کمترین، میانگین آماری را نشان دادند. به این معنی که، تیمار با عصاره برگ گیاه زبان گنجشک در دوز 50 mg/kg، بیشترین تأثیر را در پارامترهای کیفی اسپرم های منجمد-ذوب شده دیده داشت. همچنین، استفاده از عصاره بر همه پارامترهای کیفی موثر بود اما بر بیان آنزیم سوپراکسید دیسموتاز تأثیری نداشت
. (P>0.05)
نتیجه گیری: نتایج به دست آمده نشان می دهند که
، تزریق عصاره آبی-الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با دوز 50 میلی گرم بر کیلوگرم به موش های هر گروه، می تواند بر حفظ کیفیت اسپرم هایی که فرایند انجماد-ذوب را می گذرانند، موثر باشد. 
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مقدمه
انجماد اسپرم روشی برای حفظ و نگهداری طولانی مدت اسپرم در دمای بسیار پایین است تا در زمان موردنیاز، جهت باروری مورد استفاده قرار گیرد.
 این روش ممكن است در زوج ​های
 دارای مشكلات باروری و حتی در زوج هایی که هیچ مشكلی ندارند جهت بارداری های آینده استفاده شود. انجماد اسپرم برای مدیریت تولیدمثلی و به کارگیری روش های حفظ باروری از اهمیت بالایی برخوردار است. علی ​رغم موفقیت در انجماد اسپرم، این روش معمولاً باعث تغییرات جدی و مخرب در عملكرد اسپرم می
 شود ( 1). از اینرو، مكمل های آنتی اکسیدانی، به دلیل خاصیت آنتی اکسیدانی آن ها و بهبود سیستم آنتی اکسیدانی مایع منی و اسپرم و نیز کاستن اثرات مخرب ROS تولیدی ناشی از شوك سرمایی، به محیط منی در طی انجماد اضافه می شوند. تاکنون مطالعات بسیاری در مورد اثرات مكمل های آنتی اکسیدانی در انجماد برای بهبود کیفیت مایع منی پس از یخ زدایی صورت گرفته است( 1). بر این اساس، این امکان وجود دارد برای نگهداری با بازده بالاتر گامت های جنسی و جنین حین فرایند انجماد و ذوب، از گزینه گیاهان دارویی که خاصیت آنتی اکسیدانی دارند استفاده نمود.
در طب سنتی و گیاهان دارویی گیاهانی که طبیعت گرمی دارند در تقویت قوای جنسی نقش به سزایی دارند. یكی از این داروها عصاره برگ گیاه زبان گنجشک می باشد که در درمان ناباروری در گذشته و حال در طب سنتی از آن استفاده می شده است(2). هم چنین اثرات ضد میكروبی و اثر آنتی اکسیدانی آن نیز مطالعه شده است ( 3). عصارة این گیاه دارای خواص فراوان دیگری همچون، کاهش سطح گلوکز خون(4و6و7)، اثر ضد التهابی (7و8)،کاهش ترس «ناشی از پنتیلن تترازول»(5) و نیز دارای فعالیت ایمنولوژیكی با مهار فعالیت سلول های T و اسیدآراشیدونیک (9) می باشد. برگ این گیاه حاوی فلانوییدها، فراکسین،اینوزیت،کوئرستین،دکستروز اسیدمالیک، مانیت، اسیدهای آلی، تانن، قند و مشتقات کومارین است. هم چنین پوست این گیاه حاوی فراکسین، گلوکوزید، تانن و مانیت است که مزه شیرینی دارد (1 ).
فلانویید ها از جمله موادی هستند که بر روی گامت های جنسی اثرات مثبتی دارند. از جمله  این مواد کوئرستین است که از مواد موجود در عصاره برگ گیاه زبان گنجشک می باشد. این ماده دارای فعالیت آنتی اکسیدانی قدرتمندی بوده و می تواند با مهار رادیكال های آزاد و کیلات کاتیون های دو ظرفیتی عمل کند. در اسپرم قوچ، افزودن رزوراترول یا کوئرستین) 20 -5 میكروگرم بر میلی لیتر برای هر ترکیب( به ماده رقیق کننده تریس- زرده تخم مرغ- گلیسرول باعث کاهش پتانسیل غشاء میتوکندری می شود که برای اسپرم مفید است(10). کوئرستین با محافظت از اسپرم در برابر آسیب ناشی از H2O2 بر پارامترهای اسپرم و پراکسیداسیون لیپیدها باعث کاهش سطح مالون دی آلدئید (MDA)  و بهبود فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدان در موش صحرایی شده است(11 ).  در این مطالعه، برآن شدیم تا به بررسی تاثیر عصاره آبی-الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر پارامترهای کیفی اسپرم موش های نر آزمایشگاهی نژاد سوری بعد از فرایند انجماد و ذوب بپردازیم.

مواد و روش ها 
1-روش پژوهش: این تحقیق از نظر هدف، كاربردي و از نظر روش گردآوري داده ها، توصيفي- همبستگی مي باشد. ارتباط بين متغيرهاي تحقيق از نوع همبستگي، و روش انجام تحقيق نيز به صورت پيمايشي است.
2-تهیه عصارة برگ گیاه زبان گنجشک :
 در تحقیق حاضر برای اجرای تحقیق، از عصاره برگ گیاه زبان گنجشک به صورت خشک و آماده به میزان پانصد گرم به همراه 0/5 لیتر حلال استفاده شد. ابتدا برگ تازه زبان گنجشک از سطح شهر شهریار جمع آوری و پس از شناسایی توسط هرباریوم در سایه خشک گردید، سپس مقدار500 گرم از برگ زبان گنجشک را وزن کرده و در دستگاه سوکسله قرار دادیم. حلال مورد استفاده در این پژوهش اتانول 96% به همراه دی متیل سولفوکساید(DMSO) بود. عصاره به دست آمده را در دستگاه اوون به مدت 7-5 ساعت با دمای 57 درجه سانتی گراد خشک کردیم . در آخر عصاره پودر شده به دست آمد .
3- حیوانات: در این مطالعه تجربی تعداد 30 سر موش آزمایشگاهی نر سوری NMRI (Mus musculus) ده تا دوازده هفته ای و در وزن های 20 تا 40 گرمی خریداری شده و تحت آزمایش قرار گرفتند. موش ها در شرایط استاندارد دمای 2±22 درجه سانتی گراد و نور محیطی با شرایط ۱۲ ساعت تاریکی و ۱۲ ساعت روشنایی نگهداری شدند. جهت سازگاری با محیط موش ها به مدت یک هفته با دسترسی آزاد به آب و غذا نگهداری شدند تا استرس احتمالی به وجود آمده در اثر تغییر مکان زندگی از بین رفته و به شرایط جدید عادت کنند. تمام حیوانات به آب و غذای کافی و مناسب دسترسی داشتند. قفس های نگهداری حیوانات هفته ای یک بار ضدعفونی می گردید و پوشال آنها دو روز در میان تعویض می شد.
4- گروه های آزمایش: در این تحقیق موش ها در 5 گروه(هر گروه شامل 6 سر موش آزمایشگاهی نر) به صورت کنترل ( بدون دریافت عصاره)، حلال عصاره (DMSO+ETHANOL)، تیمار با عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 10 میلی گرم بر کیلوگرم، تیمار با عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 25 میلی گرم بر کیلوگرم، تیمار با عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم، تقسیم شدند.  
5- روش تزریق: حلال و عصاره به روش درون صفاقی و به وسیله سرنگ انسولین روزانه و به مدت 19روز به موش ها تزریق شد.
6- استخراج و جمع آوری اسپرم ها: پس از تزریق موش ها به اسپرم گیری عادت داده شدند، اسپرم ‌گیری به روش استخراج از دُم اپیدیدیم انجام گرفت. پس از اسپرم‌گیری، جمع ‌آوری و انتقال اسپرم به محیط انجمادی در آزمایشگاه انجام گرفت.
7- تهیه محیط کشت و محیط انجمادی: 
محیط کشت: 
در طی آزمایش از محیط کشت HTF همراه با  HEPES که به صورت آماده از شرکت دانش بنیان ژینا طب فناوری تهیه شده بود، استفاده شد.
محیط انجمادی اسپرم:
این محیط از ترکیب 8 میلی لیتر آب مقطر دوبار تقطیر شده درون یک فالکون 15 میلی لیتری به علاوه 8/1 گرم رافینوز تهیه شد سپس ترکیب درون آب 80 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه قرار گرفت و بعد با 3/0 گرم شیر خشک ترکیب شد. ترکیب به دست آمده به مدت سی دقیقه با دور  10000 در دمای اتاق سانتریفیوژ شد. پس از سانتریفیوژ ترکیب از فیلتر 0.22 میکرومتر عبور داده شد و در دمای 4 درجه سانتیگراد به مدت 10 روز نگهداری و استفاده شد.
8- روش انجماد: اسپرم های نمونه گیری شده توسط فرایند انجماد سریع مطابق نوع تیمار انجماد شدند. در این روش بعد از این که محیط انجماد به نمونه دم اپیدیدیم ( واجد اسپرم ها) اضافه گردید، نمونه ها درون میکروتیوب -ها بارگذاری شده و در فاصله 15 تا 20 سانتی متری از نیتروژن مایع (فاز بخار نیتروژن مایع با دمای80- درجه سانتیگراد) به مدت 15 دقیقه قرار گرفتند. سپس در نیتروژن مایع فرو برده شدند. فاز بخار نیتروژن مایع با توجه به فاصله و حجم نیتروژن مایع در زیر آن یک شیب حرارتی ایجاد می کند.‬‬‬‬‬
 مراحل انجماد:
بعد از کشتن موش ها به روش قطع نخاع و جمع آوری منطقه دم اپیدیدم موش ها، خون و چربی از اپیدیدم ها حذف گردید. سپس با وارد کردن نمونه ها به داخل میکروتیوب حاوی 50 میکرولیتر از محیط انجمادی، نمونه ها به تعداد 10 تا 15 بار برش داده شدند. بعد از این فرایند، میکروتیوب های حاوی نمونه ها به مدت 3 تا 4 دقیقه در دمای اتاق (22 تا 26 درجه سانتی گراد) نگهداری شدند. میکروتیوب ها درون فویل آلومینیومی پیچیده شدند و به مدت کمتر از یک ساعت در دمای 80- درجه سانتی گراد قرار داده شدند. در ادامه برای نگهداری طولانی مدت، نمونه ها به درون نیتروژن مایع منتقل شدند.
9- روش ذوب: ذوب اسپرم ها طبق پروتکل، به مدت 15 دقیقه در آب با دمای 37 درجه سانتی گراد و به مدت 10 ثانیه در درجه حرارت اتاق صورت گرفت. ظروف حاوی اسپرم قبل از استفاده با گاز استریل خشك می شدند. هم چنین، محتویات ظروف به یك لوله آزمایش استریل منتقل شده؛ سپس ميزان 100 میکرولیتر محيط كشت مخصوص کشت سلول به آن افزوده می شد تا سلول ها آسیب کمتری ببینند.
 مراحل ذوب:
ابتدا میکروتیوب های حاوی نمونه از کپسول نیتروژن برداشت شدند. سپس میکروتیوب ها  به مدت 10 ثانیه در معرض هوا قرار داده شدند و به مدت 15 دقیقه درون حمام آب گرم با دمای 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. در ادامه مقدار 23 تا 25 میکرولیتر از نمونه ها به دیش انکوبه شده حاوی محیط کشت HTF منتقل گردیدند. اسپرم ها در انکوباتور حاوی گاز کربن دی اکسید به مدت 40 تا 50 دقیقه انکوبه شدند و بعد از این فرایند، نمونه ها به میزان 15 میکرولیتر درون لام بارگذاری شدند و جهت آنالیز اسپرم مورد استفاده قرار گرفتند.
10- پارامترهای مورد سنجش پس از فرایند انجماد و ذوب
10-1 سنجش زنده مانی 
رنگ آمیزی ائوزین-نگروزین برای سنجش زنده مانی و مورفولوژی استفاده می شود. در این روش 5 میکرولیتر از نمونه درون یک لام دارای 5 میکرولیتر از ائوزین 1% به مدت 30 ثانیه بارگذاری گردید. سپس نمونه به همراه روغن امولسیون در زیر میکروسکوپ توسط عدسی 100x مورد مشاهده قرار گرفت. 

10-2 ارزیابی تحرک اسپرم ها 
تحرک اسپرم توسط سیستم آنالیز اسپرم CASA (computer assisted sperm analysis) در آزمایشگاه بیولوژی اسپرم مرکز ناباروری پژوهشگاه رویان، مورد سنجش قرار گرفت. در این روش، 5 میکرولیتر از نمونه درون یک لام بارگذاری شد و تحرک اسپرم ها توسط این سیستم به صورت درصدی نشان داده شد. این سیستم متشکل از یک میکروسکوپ سه چشمی، یک دوربین CCD ، یک کارت سخت افزاری برای تبدیل تصاویر بصورت دیجیتال، یک کامپیوتر، و بالاخره یک نرم افزار بسیار پیشرفتۀ پردازش و آنالیز تصویر بر اساس تکنیکهای هوش مصنوعی می باشد .تصویر لام حاوی اسپرم، از طریق چشم سوم میکروسکوپ به دوربین CCD منتقل و با قدرت تفکیک بالا دریافت می گردد. کارت سخت افزاری فوق الذکر تصاویر را با کیفیت و وضوح بسیار بالا دریافت و در هر ثانیه 50 و یا 60 تصویر را ثبت و تبدیل به تصاویر دیجیتال نموده و در کامپیوتر ذخیره می نماید. میدانیم که حتی ثبت 25 تصویر در ثانیه برای پیوسته دیدن یک تصویر متحرک کافی است لیکن سرعت بالای 50 یا 60 تصویر در ثانیه سبب می شود که حتی مسیر حرکت سریع ترین اسپرم ها در نمونه نیز بطور پیوسته و بدون پرش قابل ردیابی و مشاهده باشد ‎.پس از آن، مجموعه تصاویر دیجیتال ثبت شده در کامپیوتر، با تکنیک های پیشرفتۀ پردازش تصویر و الگوریتم های بسیار دقیق مبتنی بر تکنیک های هوش مصنوعی مورد بررسی و آنالیز قرار میگیرند. در هر تصویر از مجموعه تصاویر ثبت شده، اسپرم ها بر اساس شکل، رنگ و اندازه از زمینه تصویر و از اجسام دیگر تشخیص داده می شوند و در واقع تمام اسپرم ها در تمامی تصاویر مجموعۀ ثبت شده تشخیص داده می شوند و با توجه به توالی تصاویر ، مسیر حرکت تک تک اسپرم ها به دقت ردیابی و ثبت می شود. 
10-3 ارزیابی سلامت غشاء سیتوپلاسمی 
سلامت غشاء توسط تست  Hypoosmotic Swelling Test (HOST) مورد ارزیابی قرار گرفت. در این روش، 75 میلی مول فروکتوز به علاوه 25 میلی مول سدیم سیترات به همراه آب مقطر ترکیب شد. سپس 25 میکرولیتر اسپرم ذوب شده با 25 میکرولیتر از ترکیب HOST درون یک میکروتیوب قرار داده شد و ترکیب به مدت 30 دقیقه در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه گردید. سپس 5 میکرولیتر از ترکیب انکوبه شده در یک لام گرم بارگذاری شد. در آخر، این ترکیب زیر میکروسکوپ فاز کنتراست مشاهده شد. 
10-4 ارزیابی استرس اکسیداتیو 
میزان استرس اکسیداتیو، توسط کیت های تشخیص آنزیم های سوپراکسید دیسموتاز(SOD)، گلوتاتیون پراکسیداز(GSM-PX) و کاتالاز(CAT) در نمونه ها اندازه گیری گردید. در این روش، کیت های آنزیم ها تهیه شده و با بارگذاری کردن نمونه های مربوط به هر تیمار درون هر کیت مشخص میزان بیان شدن آنزیم های ذکر شده توسط دستگاه مخصوص سنجش آنزیم مورد سنجش قرار گرفت.

11- آنالیز آماری
تجزیه و تحلیل داده‌های این آزمایش با نرم افزار آماری SAS 9.4 در قالب طرح کاملاً تصادفی و با 5 تیمار انجام شد.
نتایج:
آزمون نرمال بودن داده​ها 
در گام اول به منظور پی بردن به روش آماری صحیح باید نرمال بودن متغیرها مورد بررسی قرار گیرد. براي بررسي نرمال بودن متغیرها از آزمون كلموگروف- اسميرنوف(k-S) استفاده می شود. فرض صفر در اين آزمون نرمال بودن توزيع متغيرها است. اگر سطح معناداري آزمون از 0.05 بیشتر باشد فرض صفر پذیرفته شده و نتيجه مي گيريم كه توزيع متغیرها نرمال مي‌ باشد. با توجه به جدول زیر چون سطح معناداری همه متغیرها از 0.05 بیشتر است لذا نتیجه می گیریم که همه متغیرها از توزیع نرمال پیروی می کنند.
جدول نتایج آزمون كلموگروف- اسميرنوف جهت بررسی پیروی داده ها از توزیع نرمال  
	متغیرها
	مقدار آماره
كلموگروف- اسميرنوف
	سطح معناداری

	زنده مانی
	0.966
	0.309

	تحرک پیشرونده
	1.281
	0.075

	تحرک کل
	0.541
	0.931

	سلامت و یکپارچگی غشاء
	0.711
	0.693

	مورفولوژی طبیعی
	0.587
	0.881

	سوپراکسید دیسموتاز
	0.974
	0.299

	گلوتاتیون پراکسیداز
	0.533
	0.938

	کاتالاز
	0.489
	0.971


بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر زنده مانی
نمودار1مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر زنده مانی اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار1 ، چون سطح معناداری برابر 0.001 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر زنده مانی وجود دارد. به عبارتی دیگر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر زنده مانی اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین زنده مانی در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 2(کنترل حلال عصاره) کمترین میانگین را دارد. نمودار1 میانگین آماری متغیر زنده مانی در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 1. اثر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر زنده مانی. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگربوده(P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک پیشرونده
نمودار 2 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک پیشرونده اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 2، چون سطح معناداری برابر 0.003 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر تحرک پیشرونده وجود دارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک پیشرونده اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین تحرک پیشرونده در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 4(عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با دز عصاره 25 میلی گرم بر کیلوگرم) کمترین میانگین را دارد. نمودار2 میانگین آماری متغیر تحرک پیش رونده در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 2. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک پیشرونده. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند.(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده(P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره
) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک کل
نمودار 3 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک کل اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 3 چون سطح معناداری برابر 0.000 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر تحرک کل وجود دارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تجرک کل اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین تحرک کل در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 4(عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 25 میلی گرم بر کیلوگرم) کمترین میانگین را دارد. نمودار3 میانگین آماری متغیر تحرک کل در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 3. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر تحرک کل. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند.(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده (P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر سلامت و یکپارچگی غشا
نمودار 4 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر سلامت و یکپارچگی غشا اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 4 چون سطح معناداری برابر 0.000 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر سلامت و یکپارچگی غشا وجود دارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر سلامت و یکپارچگی غشا اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین سلامت و یکپارچگی غشا در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 2(کنترل حلال عصاره) کمترین میانگین را دارد. نمودار4 میانگین آماری متغیر سلامت و یکپارچگی غشاءء در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 4. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر سلامت و یکپارچگی غشا. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند.(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده (P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر مورفولوژی طبیعی
نمودار 5 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر مورفولوژی طبیعی اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 5، چون سطح معناداری برابر 0.012 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر مورفولوژی طبیعی وجود دارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر مورفولوژی طبیعی اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین مورفولوژی طبیعی در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 2(کنترل حلال عصاره) کمترین میانگین را دارد. نمودار 5 میانگین آماری متغیر مورفولوژی طبیعی در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 5. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر مورفولوژی طبیعی. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند.(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده (P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان سوپراکسید دیسموتاز
نمودار 6 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان سوپراکسید دیسموتاز اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 6 چون سطح معناداری برابر 0.124 بوده و بیشتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر میزان سوپراکسید دیسموتاز وجود ندارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان سوپراکسید دیسموتاز اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب تاثیر معناداری ندارد. همچنین نتایج نشان داد که میانگین میزان سوپراکسید دیسموتاز در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 4 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 25 میلی گرم بر کیلوگرم) کمترین میانگین را دارد. نمودار 6 میانگین آماری متغیر میزان سوپراکسید دسموتاز در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 6. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر  متغیر میزان سوپراکسید دیسموتاز. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده ولی تفاوت معنی داری بین گروه ها وجود ندارد(P>0.05).روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره
) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان گلوتاتیون پراکسیداز
نمودار 7 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان گلوتاتیون پراکسیداز اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 7 چون سطح معناداری برابر 0.023 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر میزان گلوتاتیون پراکسیداز وجود دارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان گلوتاتیون پراکسیداز اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین میزان گلوتاتیون پراکسیداز در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 4 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 25 میلی گرم بر کیلوگرم) کمترین میانگین را دارد. نمودار 7 میانگین آماری متغیرگلوتاتیون پراکسیداز در گروه های آزمایشی  را به صورت مقایسه ای نشان می دهد.
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نمودار 7. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان گلوتاتیون پراکسیداز. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند.(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده (P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره) (P<0.05)
بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان کاتالاز
نمودار 8 مربوط به نتایج حاصل از بررسی تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان گلوتاتیون پراکسیداز اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب می باشد. با توجه به نمودار 8  چون سطح معناداری برابر 0.003 بوده و کمتر از 0.05 است پس می توان نتیجه گرفت که در سطح معناداری 0.05، تفاوت معناداری بین گروه ها در متغیر کاتالاز وجود دارد. به عبارتی دیگر تاثیر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر کاتالاز اسپرم موش های نر بعد از فرایند انجماد و ذوب موثر است. همچنین نتایج نشان داد که میانگین میزان کاتالاز در گروه 5 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 50 میلی گرم بر کیلوگرم) از میانگین آن در گروه های دیگر بیشتر بوده و گروه 4 (عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک با مقدار عصاره 25 میلی گرم بر کیلوگرم) کمترین میانگین را دارد. این اطلاعات در نمودار زیر نشان داده شده است.
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نمودار 8. تأثیر عصاره برگ گیاه زبان گنجشک بر متغیر میزان کاتالاز. داده ها براساسMean±SEM بیان شده اند.(P<0.05). تعداد اسپرم های مورد آنالیز در هر لام (n=40). * بیانگر وجود اختلاف معنادار بین گروه کنترل و گروه های دیگر بوده(P<0.05) و روش آماری GLM  و آزمون دانکن می باشد.(گروه1: کنترل، گروه2: حلال عصاره،گروه3: حلال+ دوز10 عصاره،گروه4: حلال+دوز25 عصاره، گروه5: حلال+دوز50 عصاره
) (P<0.05)
بحث 
در
 سالیان اخیر پیشرفت های چشمگیری در زمینه ناباروری به خصوص در مردان صورت گرفته است. از آنجا که بسیاری از زوج های مراجعه کننده به مراکز درمانی ناباروری از عوامل مختلف ژنتیکی و محیطی مؤثر بر روند تولید مثل آگاهی کافی ندارند و همچنین با توجه به روند رو به افزایش بروز و تأثیر عوامل مختلف محیطی اعم از عوامل تغذیه ای و عادت های روانی، محیط کار، استرس ها و غیره در تزاید نسل و باروری لزوم بررسی و تعیین تاثیر هریک از این عوامل امری ضروری به نظر می رسد. در این راستا تحقیق حاضر در نظر داشته است اثر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک را بر پارامترهای کیفی اسپرم در موش نر بررسی نماید. با توجه به مطالب بيان شده در فصول قبلي پژوهش، در اين فصل به بحث و نتیجه گیری پرداخته شده و درانتها پيشنهادهايي براي پژوهش هاي آينده ارائه مي شود. در سال های اخیر توجه بسیار زیادی به داروهای گیاهی در مباحث جهانی سلامت و بهداشت شده است. در گذشته های دور گیاهان به عنوان دارو مورد استفاده بشر بوده اند. حدود 65 تا 80 درصد جمعیت جهان از گیاهان دارویی به شکل اولیه مراقبت بهداشتی استفاده می کنند. کاربرد گیاهان دارویی در ایران نیز همانند سایر کشورها بین مردم متداول بوده و در زمان های تاریخی مختلف میزان مصرف گیاهان دارویی با توجه به مقتضیات دستخوش تغییرات بسیاری گردیده است. تعداد زیادی از بیماران به دلیل عوارض و اثرات جانبی و منفی بعضی از داروهای شیمیایی، تمایل زیادی برای درمان به وسیله داروهای گیاهی نشان می دهند و این در صورتی است که علی رغم پیشرفت های چشمگیر در زمینه های مختلف در پزشکی جدید، هنوز در درمان برخی از بیماری های مزمن مشکلات عدیده ای وجود دارد. البته در نقطه مقابل، طب گیاهی در زمینه درمان بیماری های مزمن و عوارض مرتبط با آن ها نقش تسهیل کننده ای را بر عهده دارد (12). مواد اثرگذار موجود در داروهای گیاهی به دلیل این که همراه بودن آن ها با مواد دیگر همواره از یک حالت تعادل زیستی برخوردار است در بدن انباشته نمی شوند و معمولاً عوارض جانبی به بار نمی آورند. لذا این مواد برتری قابل ملاحظه ای نسبت به داروهای شیمیایی دارند. در بسیاری از کشورهای پیشرفته، از طب سنتی، به طور وسیعی جهت درمان بیماری ها استفاده می شود. امروزه مطالعات زیادی در مورد استفاده صحیح وکارآمد از گیاهان و طب سنتی برای درمان ناباروری نیز انجام شده است. تاکنون، ترکیبات مختلف از جمله بنزوکوآنوزین ها، کومارین، آلکالوئیدها، فالونوئیدها، گلوکوزویدهای ثانویه، مشتقات ایندول( ederivatives indol) و فنولیک ساده در زبان گنجشک شناسایی شده است( 13). تحقیقات نشان داده عصاره الکلی گیاه زبان گنجشک دارای خواص ضد التهاب مشابه دیکلوفناک است (14). سیستم دفاع آنتی اکسیدانی شامل عوامل آنزیمی نظیر سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز است که به ترتیب رادیکال های سوپراکسید، هیدروژن پراکسید و پراکسیدهای آلی را در درون سلول ها خنثی می کند. در این سیستم عوامل غیر آنزیمی شامل کاروتنوئیدها، فلاونوئدها، ویتامین ای (E)، پلی فنل ها، اسید اوریک، بیلی روبین و غیره به عنوان آنتی اکسیدان در خنثی سازی بسیاری از رادیکال های آزاد و گونه های بازفعال اکسیژن نقش دارند و نبود تعادل بین رادیکال های تولید شده و سیستم آنتی اکسیدانی موجب ایجاد حالت استرس اکسیداتیو می گردد (15). در بین عوامل آنتی اکسیدانی گلوتاتیون پراکسیداز در حفاظت از اسپرم ها و مجاری عبور اسپرم در بافت بیضه و اپیدیدیم نقش ویژه ای را برعهده دارد (16). گلوتاتیون با قرار گرفتن در غشای پلاسمایی اسپرم و هسته اسپرم و مایع اپیدیدم و ناحیه اپیدیدم، اسپرم ها را از آسیب اکسیژن فعال شده و در نتیجه، رادیکال های آزاد حفظ نموده و باعث بلوغ نهایی و تکامل اسپرم ها می گردد (17). افزایش رادیکال های آزاد هم چنین باعث برهم زدن تعادل اکسایش و کاهش در بدن و در نتیجه افزایش پراکسیداسیون لیپیدی می شود(18). 
تحقیق حاضر بررسی اثر عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر پارامترهای کیفی اسپرم موش نر آزمایشگاهی بعد از فرایند انجماد و ذوب بود. نتایج کلی تحقیق حاضر به صورت زیر است.
پارامترهای زنده مانی، تحرک پیشرونده، تحرک کل  در بین همه تیمارها از جمله تیمارهای دریافت کننده  عصاره و کنترل متفاوت بوده است. لذا می توان نتیجه گرفت که براساس یافته های مطالعه ای که توسط دانشور و همکاران در 2013 انجام شده؛ به دلیل وجود کوئرستین در ترکیب شیمیایی عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک، عصاره این گیاه بر زنده مانی تاثیرگذار است. پارامترهای سلامت و یکپارچگي غشاء و مورفولوژی طبیعی در بین همه تیمارها از جمله تیمارهای دریافت کننده  عصاره و کنترل، براساس مطالعه ای که سیلوا و همکاران در 2011 انجام دادند؛ به دلیل وجود کوئرستین، ماده موثره عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک که باعث كاهش پتانسيل غشاء ميتوكندري مي شود متفاوت بوده است. لذا می توان نتیجه گرفت که براي سلامت اسپرم مفيد است و سبب حفظ مورفولوژی طبیعی غشای اسپرم می گردد. مقدار آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در بین همه تیمارها از جمله تیمارهای دریافت کننده  عصاره و کنترل متفاوت نبود. لذا می توان نتیجه گرفت که عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک بر سوپراکسید دیسموتاز تاثیرگذار نبوده است. در هرحال، میزان آنزیم های گلوتاتیون پراکسیداز و کاتالاز در بین همه تیمارها از جمله تیمارهای دریافت کننده  عصاره و کنترل، متفاوت بود. این احتمال وجود دارد این اختلاف  به دلیل وجود فلاونوئیدها و پلی فنول هایی همچون کوئرستین بوده باشد. در مطالعه ای که توسط دانشور و همکاران در 2013 انجام شده است، نشان داده شده است که کوئرستین سبب كاهش آسيب به DNA اسپرم پس از فرایند ذوب مي شود و باعث محافظت از اسپرم در برابر آسيب ناشي از H2O2  و هم چنین با جلوگیری از پراكسيداسيون ليپيدها باعث كاهش سطح مالون دی آلدئید (MDA) و بهبود فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدان در موش صحرايي می شود.
نتیجه گیری 

نتایج بدست آمده از تحقیق حاضر نشان می دهد؛ استفاده از دوز 50 میلی گرم بر کیلوگرم عصاره آبی- الکلی برگ گیاه زبان گنجشک در موش های جنس نر می تواند کیفیت پارامترهای مورد ارزیابی
 از جمله استرس اکسیداتیو، زنده مانی و تحرک سلول اسپرم پس از فرایند انجماد و ذوب را  بهبود بخشد.
تشکر و قدردانی
از دانشگاه خوارزمی و پژوهشگاه رویان، به منظور فراهم کردن امکانات جهت پیشبرد این پژوهش نهایت قدردانی را دارم.
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Abstract

Aim: This study explores the effect of an aqueous-alcoholic extract of Fraxinus excelsior on the quality parameters of sperm in NMRI mice after cryopreservation.

Methods: This study uses a descriptive correlation approach to examine the relationship between variables in sperm motility and cytoplasmic membrane health. Thirty male NMRI mice were divided into five experimental groups: healthy control, solvent control, and Fraxinus excelsior extract. Sperm motility, cytoplasmic membrane health, and oxidative stress levels were measured. Data analysis was performed using SAS 9.4 software, with mean comparisons using Duncan's test at a significance level of 0.05.

Findings: The study found that treatment group 5 (50 mg/kg extract) showed the highest improvement in qualitative parameters of frozen-thawed sperm, while treatment group 4 (25 mg/kg extract) had the lowest. The aqueous-alcoholic extract of Fraxinus excelsior significantly affected all qualitative parameters, except for the expression of the superoxide dismutase enzyme. Significant differences were observed in all qualitative parameters except for the amount of superoxide dismutase enzyme, with a significance level of less than 0.05.

Conclusion: The results suggest that the aqueous-alcoholic extract of Fraxinus excelsior (ash) has a significant impact on sperm parameters, each of which contributes to fertility.

Keywords: Fraxinus excelsior (ash) plant leaves, freezing and thawing
 sperm, aqueous-alcoholic extract
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�با احترام


لطفا فرمت مجله از نظر فونت و سایز کلمات رعایت شود.


در کل راهنمای نویسندگان را لطفا به دقت مطالعه کنید


�معنی داری درج شود.


�نتیجه گیری کاربردی باشد


�در نقطه گذاری و رعایت فاصله با کلمه بعد دقت کنید


�نیم فاصله رو دقت کنید


�نقطه بعد رفرنس قرار می گیرد. 


در کل متن رعایت شود


�بازنویسی شود.


�معنی داری؟


�معنی داری؟


�در همه نمودارها معنی داری نسبت به کنترل مشخص باشد


�سعی کنید از رفرنس های به روز استفاده کنید


�کاربردی باشد


�رفرنس ها بر اساس فرمت مجله تنظیم شود


�فریز و ذوب اسپرم


این اصطلاح بهتر است
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