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Background and Objectives Diabetes is one of the determining factors in fertility that causes disturbances 
in spermatogenesis, ovulation and embryo formation. Achillea Millefolium (AM), as a medicinal plant 
with strong antioxidant and anti-inflammatory properties, is used to treat many diseases. This study 
aims to evaluate the protective effect of AM hydroalcoholic extract on sperm parameters and In-Vitro 
Fertilization (IVF) rate in mice. 
Methods In this study, 40 mice were divided into five groups; control group, diabetic group, diabetic+low 
AM (receiving 37.5 mg/kg of AM extract daily), diabetic+moderate AM (receiving 75 mg.kg of AM extract 
daily) and diabetic+high AM (receiving 150 mg/kg of AM extract daily). After the 30-day treatment 
period, the mice were euthanized and the parameters of total sperm count, percentage of live sperms, 
percentage of immature sperms, percentage of sperms with damaged DNA, and IVF rate were evaluated. 
Statistical analysis was done by one-way analysis of variances and Tukey’s post hoc test. 
Results The sperm count, percentage of live sperms, IVF rate, percentage of two-cell embryos, and 
percentage of blastocysts decreased significantly in the diabetic group compared to the control group. 
In all three groups received AM extract (37.5, 75, and 150 mg/kg), an increase in the number of sperms, 
percentage of live sperms, and the IVF rate was observed, but this increase was significant only in the 
diabetic group received 150 mg/kg AM extract compared to the control group. No significant difference 
was observed between the three groups received AM.
Conclusion The AM hydroalcoholic extract can improve sperm parameters and IVF rate due to its 
antioxidant properties.
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D
Extended Abstract

Introduction

iabetes is a chronic diseases characterized 
by chronic hyperglycemia which may 
have adverse effects on male reproductive 
function. Achillea Millefolium (AM), a 
medicinal plant used for over 3000 years, 

have been shown to have anti-inflammatory, antitumor, 
antimicrobial and antioxidant properties. The main com-
pounds found in this plant include volatile oils, poly-phe-
nol, flavonoids, sesquiterpene, betaine and tannins.  This 
study aims to examine the effect of AM hydroalcoholic 
extract on sperm parameters and In-vitro fertilization 
(IVF) of diabetic mice.

Methods

In this study, 40 adult male Syrian mice (weighing 30±5 
g) were kept in the Laboratory Animal House of Urmia 
University at a temperature of 21±2 ˚C and 12/12 light-
dark cycle, fed with a standard pellet diet and had free ac-
cess to water. The mice were randomly divided into five 
groups (n=8), including control group (receiving 0.20 mL 
physiological serum orally), diabetic group (receiving a 
single intraperitoneal injection of Streptozotocin at a dose 
of 45 mg/kg), diabetic+low AM (receiving Streptozotocin 
plus 37.5 mg/kg of AM hydroalcoholic extract by gavage 
for 30 days), diabetic+moderate AM , (receiving Strep-
tozotocin plus 75 mg/kg of AM hydroalcoholic extract 
by gavage for 30 days), and diabetic+high AM (receiv-
ing Streptozotocin plus 150 mg/kg of AM hydroalcoholic 
extract by gavage for 30 days). 

After anesthesia with a ketamine/xylazine solution, mice 
were euthanized by dislocation of their cervical vertebrae 
and their testis and epididymis were removed and placed 
in 1 mL of Human Tubal Fluid (HTF) medium. The tail 
of epididymis was cut into three parts and incubated at 37 
˚C for 30 min using a 5% CO2 incubator to allow sperms 
to swim out of the epididymal tubules. Sperm concentra-
tion was determined using a hemacytometer (Neubau-
er, HBG, Germany). After preparing a 1:20 dilution from 
the epididymal sperm, about 10 μL of this diluted speci-
men was transferred to the hemocytometer. The sediment 
sperms during this time were counted with a light micro-
scope at ×400 and expressed as the number of sperm per 
mL of suspension (n×50000×d), where, n is the number 
of counted sperms and d is the reverse of dilution. Sperm 
suspension was stained with Eosin-Nigrosin staining 
technique. Slides were viewed by light microscope. Dead 
sperms appeared pink and live sperms were not stained.

Sperm smear was prepared, dried and fixed by the glu-
taraldehyde for 30 min. Then, the smears were stained by 
5% aniline blue for 5-8 min and the percentage of mature 
sperms (with colorless head) and immature sperm (with 
blue head) were observed by using a light microscope. For 
assessment of sperm DNA integrity, dried smears were 
fixed in methanol. Then, the slides were stained with Ac-
ridine orange. Sperms without damaged DNA (with green 
color) and with damaged DNA (with orange color) were ob-
served by a florescent microscope. Female mice were super 
ovulated with intraperitoneal injection of 10 IU of PMSG 
(Pregnant mare serum gonadotropin) hormone and 10 IU 
of HCG (Human chorionic gonadotropin) hormone. After 
12 hr of HCG injection, oocytes of mice were collected by 
dissecting from ampulla of the oviduct and transferred to 
the fertilization droplet. Then, sperms were added to the 
fertilization medium (1×106/1 mL of HTF). Fertilization 
rate was determined about 6 hours after releasing the sperm 
by observing two pronuclei. In addition, the formation of 
two-cell embryos and blastocysts were evaluated. The data 
for various sperm and IVF parameters were expressed as 
Mean±SD and were compared by using one-way ANOVA 
followed by Tukey’s test for multiple comparisons. P<0.05 
was statistically significant.

Results

The results revealed that sperm count and percentage of 
sperm viability decreased, and the percentage of mature 
sperm and sperm with damaged DNA increased signifi-
cantly in the diabetic group compared to the control group 
(P<0.05). Sperm count and percentage of sperm viability 
increased significantly in the diabetic+high AM in com-
parison with the diabetic group. There was no significant 
difference in sperm maturity among the groups received 
low, moderate, and high doses of AM and the diabetic 
group (P≥0.05). Percentage of sperms with DNA damage 
in the groups received low, moderate, and high doses of 
AM decreased significantly in comparison with the dia-
betic group (P<0.05)

The diabetic group showed a significant decrease in fer-
tilization rate, percentage of two-cell embryos, percent-
age of blastocysts, and percentage of hatched embryos 
(P<0.05) and a significant increase in the percentage of 
arrested embryos (P<0.05) in comparison with the control 
group. The increase of fertilization rate, percentage of two-
cell embryos, percentage of blastocysts, and percentage of 
hatched embryos was significant only in the diabetic+high 
AM group in comparison with the diabetic group (P<0.05). 
In the diabetic groups received AM no significant de-
crease was observed in the percentage of arrested embryos 
(P≥0.05) in comparison with the diabetic group. 
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Discussion

This study demonstrated the protective effect of AM on 
reproductive system dysfunction caused by streptozoto-
cin-induced diabetes. Streptozotocin-induced diabetes 
leads to increased sperm with DNA damage and imma-
ture sperm, and decreased sperm count and sperm viabil-
ity, leading to low fertility parameters such as infertility 
rate and embryo development. The AM hydroalcoholic 
extract can strongly ameliorate these parameters. 

Ethical Considerations

Compliance with ethical guidelines

This study was approved by the ethics committee of 
Faculty of Vetarinary Medicine, Urmia University (Code: 
AP/1286/3).

Funding

This study was funded by Islamic Azad University of 
Urmia Branch. 

Authors contributions

All authors contributed equally in preparing all parts of 
the research.

Conflicts of interest

The authors declared no conflict of interest.

Acknowledgements

The authors would like to thank Ali Karimi.

Hosseinchi M & Najafi Gh, et al. Protective Effects of Achillea Millefolium on Fertility in Diabetic Mice. Qom Univ Med Sci J. 2023; 16(11):928-941

http://journal.muq.ac.ir/en
https://dampezeshki.urmia.ac.ir/
https://urmia.iau.ir/
https://urmia.iau.ir/


931

بهمن 1401. دوره 16 . شماره 11

مقاله پژوهشی

اثرات محافظتی عصاره هیدروالکلی بومادران بر توان باروری برونتنی در موش های سوری نر 
دیابتی شده با استرپتوزوسین

زمینه و هدف دیابت یکی از عوامل تأثیرگذار بر روند در باروری محسوب می شود که می تواند باعث اختلال در روند اسپرماتوژنز، 
تخمک گذاری و تشکیل جنین شود. دیابت یک بیماری است که اندام های مختلف بدن را تحت تأثیر قرار می دهد. هدف از این مطالعه  
ارزیابی اثر محافظتی عصاره هیدروالکلی بومادران بر روی پارامترهای اسپرم و توان باروری برونتنی در موش سوری دیابتی شده است. 
بومادران به عنوان یک گیاه دارویی با دارا بودن خواص آنتی اکسیدانی قوی و ضدالتهابی برای درمان بسیاری از بیماری ها د مورد استفاده 

قرار می گیرد.
روش بررسی در این مطالعه، 40 موش سوری به 5 گروه شامل کنترل، دیابتی، دیابتی+بومادران (37/5میلی گرم به ازای هر کیلوگرم 
وزن بدن روزانه(، دیابتی+بومادران (75 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن روزانه( و گروه دیابتی+بومادران (150 میلی گرم به ازای هر 
کیلوگرم وزن بدن روزانه( تقسیم شدند. بعد از اتمام دوره تیمار 30 روزه، موش ها آسان کشی شدند و پارامترهای تعداد کل اسپرم، درصد 
اسپرم های زنده، درصد اسپرم های نابالغ، درصد اسپرم های با DNA آسیب دیده همچنین توان باروری برونتنی مورد ارزیابی قرار گرفتند. 

برای مقایسه میانگین بین گروه ها از تحلیل واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی توکی استفاده شد.
یافته ها  مشخص شد در گروه دیابتی تعداد اسپرم، درصد اسپرم های زنده، درصد لقاح و درصد جنین های مرحله دوسلولی و بلاستوسیست  
کاهش یافته و اختلاف معناداری را در مقایسه با گروه کنترل نشان می دهد، اما در هر 3 گروه دیابتی+بومادران با دُزهای (37/5، 75 و 
150( افزایش در تعداد اسپرم و درصد اسپرم های زنده و همچنین درصد لقاح مشاهده شد که این افزایش اختلاف معناداری را فقط در 
دُز 150 میلی گرم در مقایسه با گروه دیابتی داشت (P˂0/05(، اما هیچ اختلاف معناداری مابین 3 گروه دیابتی+بومادران مشاهده نشد 

.)P≥0/05)
نتیجه گیری یافته های این مطالعه نشان داد که عصاره هیدروالکلی بومادران به دلیل دارا بودن خواص آنتی اکسیدانی می تواند باعث بهبود 

پارامترهای اسپرمی و توان باروری در موش های دیابتی شود.
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مقدمه

دیابت یکی از شایع ترین بیماری های غدد درون ریز بدن است 
که اثرات مخربی بر عملکرد جنسی مردان و زنان داشته است. این 
بیماری با ایجاد تغییرات در تعداد اسپرم ها، قدرت حرکت اسپرم ها، 
رشد فولیکولی، بلوغ اووسیت، کاهش و یا عدم تخمک گذاری باعث 
اختلال در عملکرد بیضه ها و تخمدان ها می شود. این تغییرات 
ناشی از ایجاد اختلال در محور هیپوتالاموسی-هیپوفیزی، بیضه و 
تخمدان می باشد؛ درنتیجه آن میزان هورمون های جنسی کاهش 
می یابد و به دنبال آن اختلال در روند تولید سلوهای جنسی و 
اتفاق می افتد. امروزه به  طور کامل ثابت  شده است که  باروری 
درصورتی که دیابت به طور قطعی درمان نشود، عملکرد دستگاه 
اختلال  امر موجب  این  که  قرار می دهد  تحت تأثیر  را  تناسلی 
در  مختلف  درجات  با  جنسی  فعالیت های  و  تناسلی  دستگاه 

بیماران می شود ]1، 2[. 

سابقه درمان بیماری ها با گیاهان دارویی به گذشته های خیلی دور 
برمی گردد. استفاده از گیاهان دارویی به منظور درمان، سابقه طولانی 
در تاریخ زندگی انسان دارا می باشد.گیاه بومادران با نام علمی1 متعلق 
به راسته آستراسه2 و تیره کاسنی است و معمولاً سرشاخه های گلدار 
این گیاه مورد استفاده قرار می گیرد. این قسمت از گیاه دارای طعمی 
تلخ و بوی قوی می باشد. در طب سنتی و مدرن استفاده های گوناگونی 
برای گیاه بومادران بیان شده است که از این جمله می توان به استفاده 
کلینیکی این گیاه در توقف و تخریب سلول های سرطانی اشاره کرد. 
تاکنون بیش از 100 ترکیب بیولوژیک فعال در این گیاه شناسایی 
شده است که مهم ترین آن ها شامل روغن های فرار، ترکیبات پلی 
فنلی، انواع فلاونوئیدها، سسکویی ترپن3، لاکتون، بتایین، ترکیبات 
استیلن، رزین، تانن، آشیلین، فسفات، نیترات، نمک های پتاسیم و 

اسیدهای آلی می باشند ]3، 4[.

این گیاه ویژگی ضدآپوپتوزی دارد و فعالیت های آنتی اکسیدانی 
آن نتیجه عملکرد ترکیبات فنلی و فلاونوئیدهای آن است. در 
مطالعات قبلی، مؤثر بودن عصاره گل بومادران در درمان و توقف 
فعالیت سلول های سرطانی، خاصیت ضدادم و ضدالتهابی آن به 
ترکیب سسکویی ترپن های موجود در این گیاه نسبت داده شده 
این گیاه  تأثیر  انجام شده در مورد  است ]5، 6[. مطالعات قبلی 
بر روی سیستم تولیدمثلی، نتایج ضد و نقیضی در دسترس قرار 
می دهد، به طوری که در یک مطالعه مشخص شده است که عصاره 
هیدرالکلی گیاه بومادران می تواند موجب افزایش کیفیت اسپرم 
در رت های تحت تیمار با نیکوتین باشد. این خاصیت به دارا بودن 
داده  نسبت  گیاه  این  قابل ملاحظه  آنتی اکسیدانی  ویژگی های 
می شود ]7[. باوجوداین، مطالعات دیگری نیز وجود دارند که  نشان 

1. Achillea millefolium
2. Asteraces
3. Sesquiterpene

می دهند عصاره گل بومادران دارای اثر آنتی اسپرماتوژنیک می باشد 
گل  هیدروالکلی  عصاره  اثرات  مطالعه  این  در  بنابراین   .]9  ،8[
بومادران در 3 دُز مختلف بر روی تغیییرات پارامترهای اسپرمی و 
توان باروری درون تنی (که شاخص های مهمی برای باروری جنس 
نر هستند و می تواند اطلاعات مفیدی در ارتباط با پتانسیل باروری 

حیوانات ارائه دهند( در موش های دیابتی بررسی شد.

روش بررسی

حیوانات مورد مطالعه

دراین مطالعه تجربی، تعداد 40 قطعه موش سوری نر بالغ با 
متوسط وزن 5±30 گرم در خانه حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه 
ارومیه تحت شرایط 12 ساعت روشنایی و 12 ساعت تاریکی در 
دمای 2±21 نگهداری شدند. غذای آن ها ترکیبی از گندم، ذرت 
و پلیت بوده و آب به صورت آزاد در اختیار آن ها قرار داده شد. در 
این مطالعه موش ها به طور تصادفی به 4 گروه 8 تایی به شرح زیر 

تقسیم شدند:

گروه کنترل

 در این گروه، موش ها سرم فیزیولوژی را به میزان 0/2 میلی لیتر 
به صورت خوراکی به مدت 30 روز دریافت کردند. 

گروه دیابتی

 45 دُز  با  استرپتوزوتوسین4  توسط  موش ها  گروه  این  در 
میلی گرم میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن با تزریق داخل 

صفاقی دیابتی شدند.

گروه دیابتی+بومادران دُز پایین )5/37(

در این گروه موش های دیابتی، بومادران را با دُز 37/5 میلی گرم 
به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به صورت خوراکی از طریق گاواژ 

به مدت 30 روز دریافت کردند.

گروه دیابتی+بومادران دُز متوسط )70(

 در این گروه موش های دیابتی، بومادران را با دُز70 میلی گرم 
به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به صورت خوراکی از طریق گاواژ 

به مدت 30 روز دریافت کردند.

گروه دیابتی+بومادران دُز بالا )150(

 در این گروه، موش های دیابتی، بومادران را با دُز150 میلی گرم 
به ازای هر کیلوگرم وزن بدن به صورت خوراکی از طریق گاواژ 

به مدت 30 روز دریافت کردند. 

4. Streptozotocin (STZ)

محمدرضا حسینچی و غلامرضا نجفی. اثرات محافظتی بومادران بر روی باروری در موش های دیابتی
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نمونه برداری از موش ها در روز 30 بعد از تیمار صورت گرفت. 
دیابتی کردن موش ها با تزریق داخل صفاقی 45 میلی گرم به ازای 
هر کیلوگرم وزن بدن استرپتوزوتوسین حل شده در بافر سیترات 
موش های  تشخیص  برای  قندخون  میزان  شد. سنجش  انجام 
دیابتی، 72 ساعت بعد از تزریق استرپتوزوتوسین و با استفاده از 
خون گیری از سیاهرگ دمی، به کمک کیت گلوکومتر انجام شد. 
حیوانات دارای قندخون بیش از 300 میلی گرم در هر دسی لیتر 

به عنوان موش دیابتی درنظر گرفته شدند.

تهیه عصاره هیدروالکلی بومادران

بعد از تهیه گل های این گیاه و تأییدیه آن توسط دانشکده 
سپس  و  گیاه خشک   این  گل های  ارومیه،  دانشگاه  کشاورزی 
آسیاب شدند. پودر حاصل در داخل بشری حاوی محلول الکل 
و آب به ترتیب با نسبت 70 به 30 با دمای 70 درجه سانتی گراد 
(10 گرم پودر بومادران در 100 میلی لیتر محلول الکل و آب( 
به مدت 40 دقیقه و 3 مرتبه (بر روی هیتر مغناطیستی( قرار داده 
شد. بعد از فیلتر کردن، مایع به دست آمده درشرایط خلأ با دمای 
56 درجه سانتی گراد تغلیظ شد تا به 1/12 حجم اولیه برسد. 
عصاره به دست آمده در دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری و 
در مواقع مصرف با آب مقطر رقیق  شد و مورد استفاده قرار گرفت 

.]10[

روش اخذ اسپرم

ابتدا موش ها در گروه های مختلف آزمایشی با استفاده از کتامین 
و زایلازین بیهوش و سپس به روش جابه جایی مهره های گردنی 
آسان کشی شدند. بعد از بازگشایی محوطه شکمی، دم اپیدیدیم 
برداشته و در داخل یک میلی لیتر محیط کشت HTF حاوی 4 
میلی گرم آلبومین سرم گاوی5 به داخل انکوباتور Co2 5 درصد با 
درجه حرارت 37 درجه سانتی گراد به مدت 30 دقیقه منتقل شد 
تا اسپرم های موجود در دم اپیدیدیم وارد محیط کشت شوند. بعد 
از گذشت 30 دقیقه دم اپیدیدیم را از محیط کشت خارج شد 
و از اسپرم های موجود در محیط کشت برای ارزیابی پارامترهای 
اسپرمی استفاده شد. سپس محیط کشت حاوی اسپرم به مدت 
60 دقیقه در داخل انکوباتور Co2 جهت ظرفیت یابی اسپرم ها و 
اضافه کردن اسپرم به قطره لقاح حاوی اوسیت های اخذشده قرار 

داده شد. 

ارزیابی تعداد کل اسپرم ها

از   20 به   1 رقت  ابتدا  اسپرم ها،  کل  تعداد  ارزیابی  جهت 
اسپرم  میکرولیتر   5) اپیدیدیم  دم  از  به دست آمده  اسپرم های 
موجود در محیط کشت با 95 میکرولیتر رقیق کننده( تهیه شد. 
سپس 10 میکرولیتر از رقت تهیه شده که کاملًا مخلوط شده بود، 

5. Bovine Serum Albumin

به لام هموسیتومتر انتقال داده شد. با استفاده از فرمول شماره 1 
تعداد اسپرم در هر میلی لیتر از محیط کشت به دست آمد. 

1. تعداد اسپرم در هر میلی لیتر از محیط کشت=عکس رقت 
×50000×تعداد اسپرم در 5 خانه

ارزیابی درصد اسپرم های زنده

با استفاده از رنگ آمیزی ائوزین-نگروزین اسپرم های زنده و مرده 
مورد بررسی قرار گرفتند. در این رنگ آمیزی، اسپرم های زنده 
رنگ ائوزین را به خود نمی گیرند. درنتیجه در زیر میکروسکوپ 
سر اسپرم ها بی رنگ مشاهده می شود، اما اسپرم های مرده رنگ 
ائوزین را به خود می گیرند و سر این اسپرم ها به رنگ قرمز قابل 

مشاهده می باشد.

 ارزیابی  درصد اسپرم های نابالغ

نابالغ  و  بالغ  اسپرم های  بررسی  برای  آنیلین بلو  رنگ آمیزی 
مورد استفاده قرار گرفت. ابتدا از اسپرم های موجود در محیط 
کشت اسمیر تهیه شد. سپس اسمیرها خشک و توسط محلول 
گلوتارآلدهید 3 درصد به مدت نیم ساعت فیکس شدند. در ادامه، 
اسمیرها توسط رنگ آنیلین بلوی 5 درصد (با استفاده از اسید 
استیک 4 درصد( به مدت 5 الی 8 دقیقه رنگ آمیزی و درصد 
اسپرم های بالغ با سر بی رنگ و اسپرم های نابالغ با سر آبی رنگ به 

کمک میکروسکوپ نوری به دست آمد ]11[.

ارزیابی اسپرم ها با DNA آسیب دیده

جهت شناسایی اسپرم های دارای کروماتین سالم و اسپرم های 
دارای DNA آسیب دیده از رنگ آمیزی آکریدین اورنج استفاده 
شد. این رنگ آمیزی برای تفریق DNA سالم و دو رشته ای از 
DNA تک رشته ای مورد استفاده قرار می گیرد. در این رنگ آمیزی 
اسپرم های دارای DNA  سالم در زیر میکروسکوپ فلورسنت به 
رنگ سبز و اسپرم ها با DNA آسیب دیده به رنگ نارنجی تا قرمز 
مشاهده می شوند. برای این منظور اسمیرها ابتدا با استفاده از الکل 
متانول فیکس شدند. سپس لام ها با استفاده از آکریدین اورنج 
رنگ آمیزی شدند و در زیر میکروسکوپ فلورسنت مورد ارزیابی 

قرار گرفتند ]12[.

ارزیابی رشد جنین ها و بررسی توان باروری درون تنی

تخمک گیری از موش های سوری ماده

باروری  توان  بررسی  جهت  تخمک  آوردن  به دست  برای 
برون تنی، ابتدا به موش های سوری ماده بالغ با سن 8 هفته با وزن 
متوسط 5±30 گرم، 10 واحد بین المللی هورمون گنادوتروپین 
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از گذشت  بعد  و  به صورت داخل صفاقی  آبستن6  مادیان  سرم 
گنادوتروپین  هورمون   ،PMSG هورمون  تزریق  از  ساعت   48
به صورت داخل  بین المللی  واحد  میزان 10  به  انسان7  کوریون 
صفاقی تزریق شد. 12 ساعت بعد از تزریق HCG، تخمک گیری 
از موش های سوری به روش دیسکت کردن (با استفاده از یک 
سرنگ انسولینی با سر سوزن گیج 27 ناحیه آمپول را پاره کرده 
تا اووسیت ها وارد محیط کشت شوند( از ناحیه آمپول اویداکت 
صورت گرفت. تخمک های به دست آمده در داخل یک قطره لقاح 
500 میکرولیتری از محیط کشت HTF قرار داده شدند. در ادامه 
1 میلیون اسپرم که قبلاً به توانایی رسیده اند به ازای هر میلی لیتر 
از محیط کشت (قطره لقاح( برای باروری اووسیت ها به قطره لقاح 
اضافه شد. بعد از 6 ساعت و با مشاهده 2 پیش هسته، درصد لقاح 
محاسبه شد. همچنین درصد تشکیل جنین های دو سلولی بعد از 
گذشت 24 ساعت و بلاستوسیست ها در روز 4 الی 5 بعد از لقاح 

مورد ارزیابی قرار گرفت ]13[.

تحلیل آماری

داده های حاصله با نسخه 21 نرم افزار SPSS و آزمون آنووای 
نتایج  و  تجزیه وتحلیل شدند  توکی  تعقیبی  و تست  یک طرفه 
سطح  در  مقادیر  شدند.  بیان  میانگین±انحراف معیار  به صورت 

(M±SE)˂0/05(( ازنظر آماري معنادار درنظر گرفته شدند.

6. Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)
7. Human Chorionic Gonadotropin (HCG)

یافته ها 

ارزیابی تعداد اسپرم

مشخص شد در گروه دیابتی، تعداد اسپرم کاهش معناداری 
در مقایسه با گروه کنترل داشت. در گروه های دیابتی+بومادران 
در هر 3 دُز پایین، متوسط و بالا، افزایش در تعداد اسپرم ها در 
مقایسه با گروه دیابتی قابل مشاهده است که این افزایش در 
تعداد اسپرم ها فقط در گروه دُز متوسط و بالا اختلاف معناداری 
اختلاف  داد.  نشان  دیابتی  گروه  با  مقایسه  در  را   )P˂0/05)
نداشت  وجود  دیابتی+بومادران  گروه های  مابین   معناداری 
در  مختلف  گروه های  در  اسپرم ها  تعداد  میانگین   .)P≥0/05)

تصویر شماره 1 آمده است. 

ارزیابی درصد اسپرم های زنده

نتایج حاصله در تصویر شماره 1 نشان می دهد درصد اسپرم های 
زنده در گروه دیابتی کاهش یافته است و این کاهش در مقایسه 
 .)P˂0/05) با گروه کنترل اختلاف معناداری را نشان می دهد
در گروه های دیابتی+بومادران فقط در دُز بالا افزایش در درصد 
اسپرم های زنده اختلاف معناداری را در مقایسه با گروه دیابتی 

نشان می دهد (P˂0/05( (تصویر شماره 2(.

درصد اسپرم های نابالغ

در رنگ آمیزی آنیلین بلو مشخص شد درصد اسپرم های نابالغ 
درگروه دیابتی افزایش معناداری در مقایسه با گروه کنترل دارد 
درصد  در  کاهش  دیابتی+بومادران  گروه  هر 3  در   .)P˂0/05)

تصویر 1. میانگین تعداد کل اسپرم در هر میلی لیتر محیط کشت (×106(،  درصد اسپرم های زنده، درصد اسپرم های نابالغ و درصد اسپرم ها با DNA آسیب دیده 
.)M±SD) در گروه های مختلف مورد مطالعه

.)M±SE) متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنادار در هر پارامتر مابین گروه های مورد مطالعه می باشد abcd حروف لاتین
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اختلاف معناداری در  اما هیچ  نابالغ دیده می شود،  اسپرم های 
کاهش درصد اسپرم های نابالغ در مقایسه با گروه دیابتی مشاهده 
نمی شود (P≥0/05(. میانگین درصد اسپرم های نابالغ در گروه های 

مختلف در تصویر شماره 1 آورده شده است (تصویر شماره 3(.

ارزیابی کیفیت DNA اسپرم ها

گروه  در  که  شد  مشخص  اورنج  آکریدین  رنگ آمیزی  در 
دیابتی، افزایش درصد اسپرم ها با DNA آسیب دیده وجود دارد 

 ،)P˂0/05) و اختلاف معناداری را در مقایسه با گروه کنترل دارد
اما در گروه های دیابتی+بومادران، در هر 3 دُز کاهش در میزان 
اسپرم های با DNA آسیب دیده وجود دارد و این کاهش اختلاف 
(تصویر  نشان می دهد  دیابتی  با گروه  مقایسه  را در  معناداری 

.)P˂0/05) )1 شماره

ارزیابی درصد لقاح و رشد جنین ها

نتایج این تحقیق (جدول شماره 1( نشان داد که میزان درصد 

جدول1. میانگین درصد لقاح، درصد جنین های دو سلولی، درصد بلاستوسیست ها، درصد جنین های هچ شده و درصد جنین های متوقف شده در گروه های مختلف 
مورد مطالعه

میانگین±انحراف معیار

گروه
دیابتی+بومادران دُز بالا 

)150میلی گرم/کیلوگرم/روز(
دیابتی+بومادران دُز متوسط
)75میلی گرم/کیلوگرم/روز(

دیابتی+بومادران دُز پایین 
)37/5 میلی گرم/کیلوگرم/روز( دیابتی کنترل

87/18±4/22c 77/25±5/27b 73/51±3/9b 53/34±2/34b 75/51±16/4a درصد لقاح 

81/27±0/4c 75/94±7/64b 76/65±4/92b 61/71±3/62b 89/02±4/60a درصد جنین های
 دو سلولی

73/44±5/55c 65/04±4/12b 63/61±4/55b 40/37±1/58b 61/19±2/63a درصد بلاستوسیست ها

61/09±4/52c 57/98±5/35b 58/77±7/90b 24/73±2/66b 54/48±4/78a درصد
 جنین های هچ شده

32/63±6/02b 32/87±4/72b 34/42±5/06b 54/33±4/57b 20/05±2/98a درصد 
جنین های متوقف شده

.)M±SE) متفاوت در هر سطر نشان دهنده اختلاف معنادار مابین گروه های مورد مطالعه می باشد abcd حروف لاتین

تصویر 2. در این تصویر یک اسپرم زنده با سر روشن (1( و چندین اسپرم مرده با سر قرمز رنگ (2( در گروه دیابتی+بومادران دُز متوسط دیده می شود (رنگ آمیزی 
ائوزین-نگروزین، درشت نمایی×100(.
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تصویر3. در این تصویر اسپرم های بالغ با سر بی رنگ و روشن (1( و اسپرم های نابالغ با سر آبی رنگ (2( در گروه دیابتی+بومادران دُز بالا دیده می شود (رنگ آمیزی 
آنیلین بلو، درشت نمایی×400(.

تصویر 4. در گروه کنترل (A(، جنین ها در روز 5 بعد از لقاح و در مراحل مختلف رشد دیده می شوند. جنین های هچ شده (1( و پرده شفاف (2( مربوط به جنین های 
هچ شده و تعدادی جنین متوقف شده (3( مشاهده می شود؛ اما در گروه دیابت (B(، کیفیت جنین ها پایین بوده و تعداد زیادی جنین متوقف شده در مراحل مختلف 
رشد دیده می شود. در گروه های دیابتی+بومادران دُز متوسط (C( و دُز بالا (D(، جنین ها کیفیت خوبی داشتند و جنین های متوقف شده کمتری نیز قابل مشاهده 

است (میکروسکوپ اینورت، درشت نمایی×200(.
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لقاح، درصد جنین های دوسلولی و بلاستوسیست ها و همچنین 
درصد جنین های هچ شده در گروه موش های دیابتی کاهش یافته 
نشان  را  معناداری  اختلاف  با گروه کنترل  مقایسه  در  و  است 
می دهد (P˂0/05(. در گروه های دیابتی دریافت کننده بومادران 
با وجود افزایش در پارامترهای مذکور در هر 3 دُز فقط در دُز 
با گروه دیابتی مشاهده شد   بالا اختلاف معناداری در مقایسه 
(P˂0/05(. همچنین هیچ اختلاف معناداری ما بین گروه های 

دیابتی+بومادران مشاهده نشد (P˂0/05( (تصویر شماره 4(.

ارزیابی جنین های متوقف شده

مشخص گردید درصد جنین های متوقف شده در گروه دیابتی 
افزایش معناداری (P˂0/05( در مقایسه با گروه کنترل داشت، 
اما در گروه های دیابتی+بومادران در هر 3 د،ز کاهش در درصد 
جنین های متوقف شده وجود داشت، اما هیچ اختلاف معناداری 

(P≥0/05( در مقایسه با گروه دیابتی نداشت (جدول شماره 1(.

بحث

طول  در  زوج ها  13/2-17/3درصد  که  داد  نشان  تحقیقات 
زندگی خود دچار ناباروری هستند. در این میان 50 درصد عوامل 
ناباروری در ارتباط با مردان می باشد. عوامل مختلفی در نابارور 
مردان دخیل است که بیشترین عامل مربوط به کیفیت اسپرم ها 
می باشد ]14[. دیابت نیز به عنوان یکی از مهم ترین علل ناباروری 
در زوج های جوان می باشد که می تواند عوارض سوء خود را با 
ایجاد اختلالات تولیدمثلی در روند اسپرماتوژنز و فولیکوژنز اعمال 
کند. پژوهش ها شیوع بیماری دیابت در افراد در سنین باروری 
میلیون  را 7/7 درصد تخمین زده اند که حدوداً 2/5  ایران  در 
نفر را شامل می باشد. باتوجه به اهمیت بیضه ها در تولید اسپرم و 
تخمدان در ایجاد تخمک و اینکه ساختمان این اندام ها تحت تأثیر 
دیابت قرار می گیرند. درنتیجه بیماری دیابت درنهایت می تواند 

موجب اختلال در باروری فرد شود. 

دیابت می تواند با کاهش و یا متوقف کردن ترشح گنادوتروپین ها 
موجب ایجاد اختلال در تولید اسپرم و یا تخمک شود. درنتیجه 
باعث مهار تولیدمثل شود. هورمون های LH و FSH و همچنین 
حفظ  در  را  مهمی  فیزیولوژیک  نقش  تسستوسترون  هورمون 
روند تخمک گذاری و تولید اسپرم برعهده دارند. افزایش سیستم 
استرس اکسیداتیو و کاهش سطوح آنتی اکسیدان ها یکی دیگر 
از علل مهم مشکلات افراد مبتلا به بیماری دیابت است ]15[. 
استرس اکسیداتیو، زمانی حاصل می شود که تعادل بین تشکیل 
و  آزاد  رادیکال های  اکسیداسیون  سمی  و  مضر  محصولات 
واکنش های احیاکننده به هم خورده باشد ]16[. استرس اکسیداتیو 
با تولید و افزایش گونه های فعال اکسیژن، به عنوان یکی از علل 
اساسی پیشرفت مقاومت انسولین و ایجاد دیابت نوع 2 شناخته 
شده است ]17[. آنتی اکسیدان ها با ویژگی های شیمیایی مختلف 

خود قادر هستند یکدیگر را در ویژگی های آنتی اکسیدانی تقویت 
و دفاع آنتی اکسیدانی درون سلولی را از طریق القای آنزیم های 
ارتقا بخشند ]18[. رادیکال های آزاد تولیدشده  آنتی اکسیدانی 
و  اسپرم ها  تعداد  پایین بودن  مهم  از دلایل  یکی  دیابت  اثر  در 
افزایش درصد اسپرم های غیرطبیعی و درنتیجه کاهش درصد 
لقاح و تولید جنین در شرایط آزمایشگاهی هستند. رادیکال های 
آزاد اکسیژن می توانند در توقف تقسیم میوزی تخمک و توقف 
جنینی و مرگ سلولی دخالت داشته باشند ]19[. در یک مطالعه 
مشخص شد که افزایش پراکسیداسیون لیپیدها می تواند منجر به 

توقف رشد جنین های دوسلولی در موش شود ]20[. 

مطالعات فراوانی بر نقش غالب استرس اکسیداتیو درناباروری 
تأکید دارد که براساس نتایج حاصله در تحقیق حاضر، در گروه 
دیابتی تعداد اسپرم و درصد اسپرم های زنده کاهش یافته؛ درحالی که 
افزایش  آسیب دیده   DNA با  اسپرم ها  و  نابالغ  اسپرم های  درصد 
یافته است. همچنین در موش های دیابتی درصد لقاح و درصد 
جنین های دوسلولی، بلاستوسیست و جنین های هچ شده کاهش 
یافته است. همچنین در گروه دیابتی درصد جنین های متوقف شده 
افزایش یافته است. ازآنجایی که استرس اکسیداتیو به شدت با دیابت 
و عوارض آن در ارتباط است. بنابراین آنتی اکسیدان ها می توانند 
نقش مهمی در محافظت بدن در برابر بیماری دیابت ایفا کنند 
]21[. مطالعات قبلی انجام شده نشان می دهند که آنتی اکسیدان ها 
می توانند پارامترهای کیفی و کمی اسپرم ها و تخمک ها را بهبود 
بخشند. در حالت طبیعی، اثرات مخرب رادیکال های آزاد به وسیله 
اسید  گلوتاتیون،  مانند  درون سلولی  آنتی اکسیدانی  سیستم 
و  کاتالاز  دسموتاز،  سوپراکسید  مانند  آنزیم هایی  و  آسکوربیک 

گلوتاتیون پراکسیداز کنترل و مهار می شود ]22[. 

بررسی های قبلی، نقش آنتی اکسیدان ها را در کاهش تولید 
گونه های فعال اکسیژن8 و بهبود توانایی تکامل جنین را مورد 
تأیید قرار داده اند ]23، 24[. همچنین برخی تحقیقات نشان 
داده اند که غذاهای با خاصیت آنتی اکسیدانی، موجب بالا بردن 
کیفیت لقاح و افزایش بلوغ داخل آزمایشگاهی اووسیت می شوند 
]25[. تحقیقات قبلی صورت گرفته بر روی تأثیر عصاره بومادران 
آنتی اکسیدان،  ترکیبات  حاوی  گیاه  این  که  می دهد  نشان 
ضدالتهاب و ضددرد می باشد. همچنین مشخص شد که گیاه 
و  قلبی  بیماری های  در  تانن ها  غنی  منبع  به عنوان  بومادران 
همچنین در بیماری های مربوط به سیستم عصبی به عنوان درمان 
مورد استفاده قرار می گیرد ]26، 27[. همچنین اثرات محافظتی 
بومادران بر روی زخم های معده ناشی از رادیکال های آزاد به علت 
دارا بودن خاصیت آنتی اکسیدانی، مورد تأیید قرار گرفته است 
]28[. مطالعات نشان داده است که بومادران به علت دارا بودن 
ترکیبات فلاونوئیدی، باعث کاهش اثرات مخرب رادیکال های آزاد 
اکیسژن در گلبول های قرمز و سفید انسان می شود ]29[. در یک 

8. Reactive Oxygen Species (ROS)
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مطالعه مشخص شد که عصاره آبی بومادران در رت ها در دُز بالا 
می تواند اثرات سویی بر روی روند اسپرماتوژنز بگذارد و باعث 
بنابراین در مطالعه  اسپرم های غیرطبیعی شود.  تولید  افزایش 
حاضر از حداقل دُز مورد استفاده در رفرانس ها استفاده شده است 

 .]30[

نتیجه گیری

در مطالعه حاضر مشخص شد که عصاره بومادران باعث افزایش 
تعداد اسپرم، کاهش درصد اسپرم های نابالغ و اسپرم ها با کروماتین 
آسیب دیده می شود. همچنین عصاره بومادران بر روی روند رشد 
جنین ها اثر مثبت دارد و باعث افزایش درصد لقاح، جنین های 
دو سلولی و جنین های مرحله بلاستوسیست شده است. در این 
تحقیق معلوم شد که عصاره بومادران دارای اثر محافظتی بر روی 

پارامترهای اسپرم ها و جنین ها می باشد.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

کد اخلاق این پژوهش در مورخ 1400/09/24 طی نامه شماره 
دامپزشکی  دانشکده  پژوهشی  معاونت  توسط   6821/3/AP

دانشگاه ارومیه صادر شده است.

حامي مالي

معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد ارومیه، حامی مالی 
این پژوهش بوده است.

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در آماده سازی این مقاله مشارکت داشتند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

از جناب آقای دکتر علی کریمی تشکر می شود. 
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