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nm 460   ��� �@��'3 	����( A�;�� .'('J 	����40 

     +;B�� l�(� .���� ��'�v� 'C�� �� 	���� ���� ��(�-
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=���( �� 	������ D���� ��  ��;����SPSS �L��&(  � 0/17 

)version 17, SPSS Inc., Chicago, IL   .'�J %��]���� (

%��� =�
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'�D�  �� [��^ ��'X�P � ����     A���  � ��� %��� 

%��  �� =�>�� ��� ���� �X� �� ��&�    %���  ��� '���J 

001/0 ≤ P � �� ������  %�����  ������V,��(=�+  ��
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%��  ��� � � A��]�� D������ E  �� ��&��X�    %���  ���

'��J� + �)�) O��    ��� ������004/0  =P  �001/0  =P 

��� ��'8) 1.(  

l��(�  �;����6AO   '����� ���� A���������(� A�'���

   =�>��� '�^�� D�S(���� :�,8�)�  ����   O���6 �����

DNA AO)   (�B@�%��  ��   D������� +'��J ���E  �

  O���)�) ���� A����]��17/0 ± 00/1 +12/0 ± 71/0  �

16/0 ± 94/0  	�,"� T2��� ��� .'�6 ��� ��  ����

 =�>���� D�S(����� �� �����   O����6 �����DNA AO)  

(�B@�  %���  � '��J %��  D��     %'���M� ����� ����

 
�J) '���S(1.(  

l��(�  �;����6AO   '����� ���� A���������(� ���� %����
�

  =�>��� '��^�� D�S(����� :��,8�)�  �����AO+   %����  ��

 '��J64/1 ± 98/26    %���  �� O��)�) ��� �� ���   ����

 D������E    ��� A���]�� �85/0 ± 82/5  �13/1 ± 93/6 

	,"� 4��� ) �J�� ���001/0 ≤ P 
�J) (1.(  

  
 	
��1�
�� �� ������ 
��������� ����  �!���� . #$�%� 
��  

	
�����	�  
���� 	
  

�
	�   ���	���E  ������  

 ���*+ #",��)106 ×(  66/10 ± 73/88 28/15 ± 65/112  40/97±40/12  

 2"3+ #",��)����(  61/0 ± 90/5 **27/1 ± 51/12  a,***43/1 ± 95/17 

6���7���  "� 6��)����(  59/0 ± 27/12  **81/0 ± 28/5  **60/0 ± 16/6  

6���7���  ��"8 6��)����(  79/1 ± 21/25  **02/1 ± 13/11  **82/0 ± 63/11  

6���7��� ) #� 6������(  09/0 ± 78/1  **11/0 ± 95/0  *21/0 ± 03/1 

6���7��� 9:  )����(  45/1 ± 28/39  **50/1 ± 38/17  **33/1 ± 96/19  
* 010/0 < P  �** 001/0 ≤ P  +'��J %��  �� �&��X� ��a D������ %��  �� �&��X� �� :E  

  

  
 -./11�$ . ���3 $� 456���  ��
 �% ���* �%�.�
 �� % � �% 7�$�
 �� ��*	 �,��	  ��/ � �$�� ���  

* 001/0 ≤ P  

*

*

control vitamin E saffron

�
��

 8�
95

� �
;

��
  

<
�5

3 �
��

��
 D

N
A

 ) 
A

O
�

>?�
  (

with acid detergent

without acid detergent

4�
B -��!9@

 �8)��
 4�:� 
�

�8)��
 4�:� -#4�
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���  

 �� D�� ��8� ��#�(6;� ) D
� ���������Hsemen( 9� 

LM) ��;����	��{� ����� ',
��J���� ���	����� "��P��� 

������ ��� A����. H4� �	,� ������  %�X#��  ���,)  ���

 *�����A6 A�'��,� ( ����
��� 
����!���&�����������H .� 

��� %��]��� ���� ���'��� ���	��� D
� �����  ������

��'��v�� ',���&� )19(  
����J =�>���� ��C��� ���� .

4��L� ����� ��������� ��]C�L�	  ���� ���� ������ 

���C
������ )����]��',���&� 	 � ������ R����� W���X#+ 

�
� � A6 �� ��'�  ���J�� <�v^ ���C
�  ,�J��' )20(. 

 %��
� =���� ���������H ��( �� =�>�� 	���� D�����,�

 � 	��
�2H ��Md A�� 	
�� ��������� 	������ ��

 �������( K�LM) �� 	(���J 9
� +D�)������� 
C� 

�(���� 	� .',�  

	C���� � 4��� O8�� ����]� �D
 �	  '(��J+ 

�	  �,8 ��� �� ',(��)D�    .'(��J 5���ROS  	���  ��

������ � �� ��� ���]�  ��D
   �) ��v) ��.-��   ����!

�	 ����� �� � '���  �� ��4�   '�3 �� 	�"�B� #�) '�� 

� +��J	 �6 =�>�� �� '(��)O�  ��6 =�>�� .',� ����O� 

�+%'� �	 � '(��)�  '��� =�V(� W�X# 9
L)�  ����   
����)

��A�� � �� 
^�3 A�;��  ��6O� DNA  �&����   ���&���

����� )21(#�) .��'��") '��� Q) � =�>���� ����
������  ��

:���#������ A6 ���	 ����� �� '��(��)�  ����"� �� ����

A:�)�� ��  +���� ���!���V�  ��J)22(��V,��( .�  ���	� 

�',(� ��&� ��', "Pt� )�����D� �6 �O� DNA+   ���

���]� �HD�� �D
 ',�&� %��
� )23(.  

Bochenek ���� '��(��� A���M( A������
� �  ����8�

)�����D� d�� B�	"�  �� ������ ��'")  =�>��� ��  ���� 

�� +   ������ 4���� O8���  ��	  ���J )24( �,E
� .D� 

 �� ��� %'J %��� A�M(	ML� =�>�� �� ���   �� w��v��

������( �����+ �����  A������(�
 ��� DNA  ',��&� )25( .

�6O� )�����D� � �� =�>��	 � A��) � ����C� � ��6 D�'�� 

LM) g(���K� ���� � �� ��DNA ����� S�&�J	  ��� +

��Ja� ���'� 2/1  =pH  *�&3 ���)26(.  

l��(� ='��� ���(�
( ���G��H  ���'���� a�����J �� ����

l(�  �;��6AO +�	 '(��) ��  ��C�  T2����  ������� 

�Md� #�C�	 �(�
( ��� [� ��  A��&(�  '�J�� .�� � ��D 

+�� =�S,� %��]��� �� ��Cv� ���' �,8�)� ��  ���3 �

100Triton-X  	�   ��� �B&( �� �Md a���J D�� +'J��

	� �)��GH ��]( l(� �   l�(� � '�,AO    D�)������ ���

     [���^ ��� ���� ���! ��� � �J�� '���� 	�����

	S�&�J ��� �� n
�V�  ���DNA ��M�� �� O��6 +

	� A���
( .����  

	� +��3 D�� ��     ���( �� ;��( ���S�� ��
�3� A��)

    '���� ���Cv� ���r3 .���     
���� 9�� ��,8�)�

%',(��� O��6  � ��!     .���� D�)������ � ��Md ��� �

      N���� D�)������ ����V� �'���� ���Cv� ��� ���!

	S�&�J  �� n��� ���DNA  	�� =�>��    D��� .���� 

  	�� � ���� '�'J ���&� '��J %��  �� O��6   A���)

 ���GQ) �� ���  �V��( D�,� [� �     � A���]�� ��� ���

 D������E =��X� O8��   A'�J �)   ������ �� D�)������

A�'�&�� O��6 	� ��  .���   

��2�� ��
) ���� )����� ������D� �	  '�(��)   ���

S�&�J [��^	  ����   ���J� 9�)  ���  ���J� �� �� 

� N��� �� ���  KLM���V� (� [�"$!%�E� �   9�)

) ��J�SSDNA  ��Single strand DNA(  ��	   .���J

�D� � N��� ������V� ��6 ��r3 �� ;��! l(� �'��D 

��� ��� �� � g(��� nm 488 �	   KL�M� �� ��J

%',,� � ��6 ��{)�D�'�  �� g(���SSDNA   �� .����

#�3�� 	 �!�	 ��6D�'� ��g(�   ���DNA  ���J� �� �� 
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)DSDNA  ��Double strand DNA� 
{�� (	  +��J

#�) ;B� l(�'� �	  ',�)26(.  

A����&�� +;(:����>���� '��(�� ����� ��  a����) ����

	� D�;S��8 D���)��H   D�)������ +	���6��� D�� .'(�J

  ���,8�)� '��,(�� 	C������ ������� �� ��   +��'����� +����

DNase	� =��X� ����`)��H � ��  ����)27(.  

 ����� ��������� =�V�     5��&�� ���8� +���6 ����

	�(6     5�&�(��� �� =�>��� D�)������ 5���) � 	(�'�&��

 �� =�>����� 	#�C���� ��;���8� ����� ',����&� ��-u����  

	� ����v� .',��
(  

    ��� 	���S,� +��S�� T�� ��ROS    '�3 �� 4���

	�(6 5�&�� +��J '�#�)   A6 ��� �C��X� �� ���! 	(�'�&��

   ���V�� ��� ��V,� +�V��( �� � �&�(     =��( ��� 	$����J

	� ��)�'�&�� *����   T'�� 	#�C� ��;8� =�
) .��J

%�X#��   	�� _��&v� ��)�'�&�� *���� ���� ��   '(��J

)29-28 +1(  ��'��3 +���S�� ����� �� .25  �� '��^��

 2�B� +������( A������  �������(�  ���  ��C�  ����,�J�( 

',�&� � #�(6�;  ����n  D
�� A6  ��� �����  ���X��� d ��� 

B��"	 ROS ��� )30(.  

  O����6 ���� ����� %'��J KL��M�DNA  =�>����

	�  �'"� 
3��� �� D�,8 
���) D���H ��]�� �� '(��)

 'J�� %��
�)31 +8(�{( . (��]^�	 � A����
�  A��M( 

'(��� �� ��D ���6�4 ��� ��C� ��&� � =�>�� � ��A�; 

X������� �� W���X# ���6���S��M +		��,"� }���B)��  ����

  D�)������� ��"��P� 	������ R����� �� � ���� ���8�

	� +=�>��    	��S�M����6 W��X# �� ��X��� b(�J A��)

 ��� 	��SM�H ��)8(.  

  O���6 �� ��� %'���  KLM� +%�2� ��DNA 

 W�X# �� ��X��� A�;�� �� %�2� D���)��H ��B
� � =�>��

 R��� ��ICSI )Intra-cytoplasmic sperm injection+( 

 ;�( D�,8 
���) ��D�,8 �� ���� �� ����� ��-.)  	���

=�>���� �� ����  O����6 ����� �����DNA  ����V�� F����

	�   ��C3�� ��� A'��� ��8 ���
� 
�&(��H +'(�J  �

  '��(��� �� ���&�����2�)32( .  ��)�'���&�� *������

	� ���8 +���Q) �� '(��)  ����� ��V�� +	��8   � ���6 ����

 O����6 O��8�� ������� TG��3DNA  ����J)3( ��� � .

     ����! (9�
L) D��,E
�) =�>��� +'J�� 	�;8 O��6

   '���
( W2�^� �� A6 ���)29(  O���6 �� ���� �   ����

   D����,8 A'���J �����) �����) � ������H�H6 +%������&   

)Embryo fragmentation	� (  '�� U� '(��))33( .  

	�(6 A�'�&��  	�� ��   '�,(��)DNA    ��;�8� ��S�� �

     ���]�� +R���� D��� �� � '�,��
( ����v� �� 	#�C�

 ',ML� ��B�� �� D
� n���)34(��� �� .     +����� ����

	�(6 �� %��]��� �
� �� [��8�) A�'�&��   	��G�d ���

   [���^�{� �� .���� %'J ;��
�� 	����� A����  �

%'(��� �^�,� � A��]��    +	�&,8 
��� 9��v) +A6 �

     D
�� n���� ���]�� 4��;��� � DM��� ���C
� ��B��

	(��)�( A���� ���� A6 �� 	�,� O� �� �� ���   ����

	� %��]��� 	&,8  ��� %'J)35 +14(.  

 D������E 	�(6 9� A��,� �� ;�(  � A:�'(� A�'�&��

	�(6 D�,E
�   ��� +(	��Gd 

��) 	��Gd 5�:� A�'�&��

 � ��� aB)�� ��G� 
@� '�#�) 5�&�� 	"�B� ���C
�

   ������� �� �� A6 	#�C��� �������� � =�>���� D���,E
�

�������  	�� ����v� ���6 ���   '�,�)36(  D������� .E 

	�(6 9�    ���Md ��� ��� �� ��� 9�C���>�# A�'�&��

 ��C� ��C� �?�]3 �� 	
�� 4X( � ���� ���! ��C�

A�'�&��  ���� %'�� �� ��)37( .  

	�(6 [��-� ����� ;�( A��]��   ���� ��! 	(�'�&��

 ��8�� '�h�,)���� �^�,� ��8� 
�#� �� [��-� D�� ��

 �� � +D�������� +D������� +��(�������) A6 ��  
�����
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      	�� Z�� +
����� D��� �� 9��� ��� .���� (D�������

	�(6   ��-� +��3 D�� �� �'(��� ���� �� �{v,� 	(�'�&��

A6 5&�:�,�� 	�(6 
�&(��H ��  �� 	�8�) 
��! 	(�'�&��

	� A��]��  '��)38(.  

 D������ � A��]�� �� ��� A�M( �"#�$� D�� g���(E 

�	 '(��) ��������H� ��>��	 �� ��B��  +'�ML�  ������� 

 ����&3 � '��
( ����v� �� =�>�� D�)�����DNA 

  ���Cv� ��"� �� D���  ���! �� bH A������)�(� ��

.'�� 4��� �� �,8�)� '���  

 [�"#�$� 	��(6 [��-� �����    �� A���]�� 	(�'��&��

%��� A�M(  �C
8 �� .'(� �&3�D %��� �  A�����
�  A��M( 

   %���{� 	!�]�^ 
���� ������ �� '(���   � A���]�� �

%'(��� ���'�h�,)����  �� (D����� � ��(�����) A6 �

 4��;���� 
��@� 	��&,8 ���������� ����B�� O��8�� [�

   ��;��(� +������X� [���"�� 4��;���� +D��M��� [���"��

n��� 	� ... � �)  ��J)35(   %'�J KL�M� +%�2� �� .

 �� %��]��� �� ���mg 50  A��]��3    ��� ���]� �� ���

 ['�3 	,"� ��� �� +%��    � 	�"�B� �:��#����� ����

	� ��B�� �� A�&(� =�>�� w�v)     ��'�") ��� ���� +'ML�

	� =�>��  ��� ��-.))14(.  

 D���,E
�Dominguez-Rebolledo � A������
� 

A�M(    s��{� ��� D����� T�{� �� '(���mM 1 

=�>�� �� �� w�v)       ���
V(� �� ��� ;���! A���  ����

    	�� ���B�� +���� %'�J ����      '��>�# ��� ���� �'�ML�

	� A����'�&���H  ��� ��-.))39(	� ��( �� .  D�� '��

	�(6 [��^�{�  �� ��� A��]�� 	(�'�&�� [��-� D��

	� ��V�� �� .',�  

 ��"#�$� �� +
��X� ��     %'�J %��� A��M( ���S�� �

   ��(�
( �� +��
(���� %���  �� �&��X� �� �� ���   ����

       +����,�J�( ��C� ��� �����>��� ����)��) �,���6 �S�#�

 ) A����]�� �� %��]�����mg/day 60   ���� 	���B@� ���-� (

   w���v) � �:���#����� +��'��")) =�>���� �����������H

=�>�� (��     +'���J %���  ��� �&��X� �� D�,E
� .���'(

	�(6 ����? �� A��]��     ��-.�) ;��( ������ D�� 	(�'�&��

  ���'�( 	�8�) 
��!)40(    g����( �� T2���� D��� .

    [���]�� ������� �� %��]���� 
�#� �� ��� D�
�

      ��) 4�����6 ����� ���"
8 y��( D��,E
� .'J��

   ������ [��"#�$� ���� �� � 5#�� ����� ����� 	���

	��� ;���( (��������(   g�����( ����V�� �� 	C����� '��(��)  

.'J�� [��]��  

 D������ ���� ��E       ��� ���� %'�J m��;�  ;��(

 A�;���� ���� A6 ;����V)mg 300  ���� 2���B� A�����
�� ��

    w��v) �� 	�8��) 
���! 4��;�� N��� 	��>���,��6

	� =�>��  ��J)34(�"#�$� �� .    %��� A��M( ���S�� �

	�(6 �� A���� �� ��� %'J    ��� ��� A�'��&��mg 600 

N-  ) D�`��&�� 
�����NAC   ���N-acetyl cysteine (

     
���! 4��;��� N���� 	('�"� ���� � D������ �� %��
�

   	��>����S�#� ��� 2�B� A���
�� =�>�� ��'") �� 	�8�)

	�  ��J)41(    D������� 	������ T��{� D�,E
� .E 

)mg 400) =��,C� � (mg 225   
���! 4��;��� N��� (

  ��������( A������ =�>���� ��'��") � w���v) �� 	�8���)

	�  ��J)42(.  

 +D�� �� %�2�,�u�	 � A����
�   D�������E ��  ��� 

 ���,)	� � %����
�  ��� p-NP )Para-nonylphenol (���� 

A��,� &���A�' �� [� �V)�;  '�(��� .A6  ���  m��;�  

'(���  ��� �� �����D E  ��'�")  =�>���  ����  %'�(� �� �� 

%��   ���� �� �����D E � P-NP  %���
�  ��� �� �����D E 

�B&( �� %��  '��J ��B�� �	 'ML� .,E
��D  ��'�") 

=�>�� � w�v) A6 �� %��  P-NP %��
� �� ������D E 

�� �X���& �� %��  P-NP ��B�� ���� )43(.  
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Optimizing Acridine Orange Staining for Assessment of Protective Effects 

of Saffron and Vitamin E on Rat Sperm DNA Structure 
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Abstract 
Background: In recent decades, relation between reactive oxygen species (ROS) concentration and 
semen quality was noted. Traditionally, saffron has been not only considered as a food additive but 
also as a medicinal herb, which has good antioxidant properties. Vitamin E is considered as a 
endogenous and supplementary antioxidant which can protects the cell. The aim of this study was to 
evaluate the protection influence of saffron and vitamin E on sperm DNA against acid.  

Methods: Thirty adult male Wistar rats randomly divided into 3 equal groups of saffron, vitamin E 
and controlwhich received saffron (100 mg/kg/day), vitamin E (100 mg/kg/day) and distilled water 
(0.5 cc/day), respectively. After 60 days, cauda epididymis dissected and sperm were used for analysis 
of sperm chromatin susceptibility to acid denaturation via acridine orange (AO) staining. Acridine 
orange staining was carried out with or without acid detergent incubation. 

Findings: Both, saffron and vitamin E, decreased sperm DNA damage against acid (P < 0.001). 

Conclusion: Saffron and vitamin E protect DNA against denaturation, probably because of their 
powerful antioxidant properties. 
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