
 

 

 

 

 
 

های  بر کشت آزمايشگاهي سلول Eر مقايسه با ويتامین بررسي اثر زنجبیل د

 بنیادی اسپرماتوگوني گوسفند نژاد افشاری
 

 

2، محمدرضا سنجابی1الهام بیرانوند
 4، حمیده افقی3محمد زندی، *

 
 ، ایرانهای علمی و صنعتی ایران ارشد، پژوهشکدة کشاورزی، سازمان پژوهش شناسیرکا .1

 ، ایرانهای علمی و صنعتی ایران ، سازمان پژوهشیکشاورزپژوهشکدة یار، دانش .2

 ، ایرانهای علمی و صنعتی ایران ی، سازمان پژوهشکشاورزپژوهشکدة یار، استاد .3

 ، ایرانهای علمی و صنعتی ایران پژوهشکدة بیوتکنولوژی، سازمان پژوهشیار، . دانش4

 
 

 29/09/1395 مقاله: پذیرش تاریخ 10/08/1395 مقاله: وصول تاریخ 

 

 چكيده

های بنیادی استارماتوگونی گوستفند بتود. بترای      بر عملکرد سلول Eزنجبیل و ویتامین  ةعااربررسی تأثیر  پژوهشهد  از این 

هتای   مانی، تشکیل کلتونی و بیتان ژن   بر زنده Eهای آبی و هیدروالکی زنجبیل و ویتامین  های مختلف از عااره این منظور غلظت

هتای بنیتادی    هتای بنیتادی استارماتوگونی آزمتایش شتد. ستلول       در سلول (baxدة آپوپتوز )برن پیشو  (bcl2l1و  bcl2مهارکننده )

رو  حتذ  تمتایزی    ای استحاتال و بته   اسارماتوگونی از بیضة گوسفندان کشتارشده با استفاده از رو  هضم آنزیمی دو مرحله

شناستایی شتد.    c-kitو  oct-4و بیان شناستاگرهای ا تااصتی   آمیزی آلکالین فسفاتاز  سازی شد. ساس، با استفاده از رنگ  ال 

لیتتر از   میکروگر  بتر میلتی   800های بنیادی اسارماتوگونی در محیط کشت حاوی سعوح بالاتر از  مانی سلول نتاین نشان داد زنده

 متانی  بیشتترین زنتده  در حتالی کته   . (p<05/0)طور معناداری در مقایسه بتا شتاهد کتاهش یافتت      عاارة هیدروالکلی زنجبیل به

لیتر از عاارة آبتی زنجبیتل بتود و بتا افتزایش غلظتت        میکروگر  بر میلی 800هنگا  استفاده که  های بنیادی اسارماتوگونی سلول

هتای   غلظتت  در baxژن  های بنیادی اسارماتوگونی افزایش یافت. بیتان  مانی سلول زندهلیتر(  میکروگر  بر میلی 100)تا  Eویتامین 

کاهش یافت، در حالی که عاارة لیتر(  میکروگر  بر میلی 50) Eلیتر( و ویتامین  میکروگر  بر میلی 150رة آبی زنجبیل )مؤثر عاا

بیتان ایتن   لیتر(  میکروگر  بر میلی 800های بالای عاارة آبی )بیش از  و غلظت لیتر( میکروگر  بر میلی 150هیدروالکلی زنجبیل )

لیتر از عاارة آبتی زنجبیتل    میکروگر  بر میلی 150های  توان از غلظت ن حاصل از این معالعه میبر اساس نتایژن را افزایش داد. 

 های بنیادی اسارماتوگونی گوسفند استفاده کرد. منظور بهبود شرایط کشت سلول به Eلیتر از ویتامین  میکروگر  بر میلی 50یا 

 .Eویتامین  ،بنیادی اسارماتوگونی های سلول ،اکسیدان، زنجبیل آپوپتوز، آنتی ها: واژه كلید

 Email: msanjabii@gmail.com سئول م نویسنده *
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 مقدمه

سازی فرایندی پیوسته در طول عمر تولیدمالی حیوان  اسار 

هتای   ای از استارماتوگونی  نر است که در نتیجة آن مجموعه

شود. این فرایند وابسته به تکایر و تمایز  تمایزیافته تولید می

هتای بنیتادی استارماتوگونی در بافتت بیضته       پیوستة سلول

استارماتوگونی از   بنیتادی  هتای  ستلول  که آنجا از[. 5]ست ا

 به را ها  ود ژن تقسیم با که هایی از بدن است جمله سلول

 هتا  ستلول  ایتن  نتیجه در ،کند منتقل می بعد نسل های سلول

 بتالینی،  هتای بیولتوژیکی،   آزمتایش  مندی بترای  ارز  منبع

 [.8]دا  است  های تولیدمالی و اصلاح نژاد فناوری

مد ، انجماد و انتقال به حیوان گیرنده از  ت طولانیکش

جملتته موضتتوعا  مهتتم در زمینتتة استتتفادة کتتاربری از    

روشتی ارائته   [. 13های بنیادی اسارماتوگونی استت ]  سلول

هتای بنیتادی استارماتوگونی     کشت ستلول  شده است که با

های تولیدشده را برای چندین متاه یتا    توان سلول مو  می

ر شرایط آزمایشگاهی تکایر و اطلاعا  حتی چندین سال د

نقاتی حفتظ کترد کته قابلیتت       طتور بتی   ژنتیکی آن را بته 

[. 9کننده را داشته باشد ] زایی در بیضة مو  دریافت کلونی

های بنیادی زایای مو  ثابتت کترد کته     کشت موفق سلول

های حیوانا  نیز قابل انجا  است،  این رو  در سایر گونه

هتای اصتلاحی و ژنتیکتی     ز رو  اوص که استتفاده ا  به

 [.6راین قابلیت انجا  نداشته باشد ]

های  تحقیقا  ا یر نشان داده است که اثر تجمعی گونه

از عوامتل کتاهش    DNAو تخریت    (ROS)فعال اکسیژن 

، های بنیتادی استارماتوگونی استت    جمعیت و زایایی سلول

طوری کته در بتدن حیتوان یتا در شترایط آزمایشتگاهی        به

های بنیادی استارماتوگونی بتا    سلول ی  ودنوزایی درتوانای

های  یابد که در نتیجه کاهش بیان ژن افزایش سن کاهش می

منظور ممانعت  [. به7هاست ] مؤثر در  ودنوزایی این سلول

از ایجاد استرس در ستا تار ستلولی ماننتد غشتا، ستا تار      

ها و اسیدهای نوکلئیک، وجود شبکة کتاملی    پروتئین، آنزیم

ها در موجود زنده ضروری است.  ها و آنزیم اکسیدان ز آنتیا

هتتای آزاد  هتتا بتتا دادن الکتتترون بتته رادیکتتال اکستتیدان آنتتی 

ها را  نای کننتد. تتاکنون دو    توانند اثر اکسیدکنندگی آن می

اکسیدان شناسایی شده است، شتامل نتوع آنزیمتی     نوع آنتی

ی از ماننتتد کاتتتالاز، سوپراکستتید دیستتموتاز و تعتتداد کمتت 

 Eسوپراکسید پروکسیدازها و نوع غیرآنزیمی مانند ویتامین 

مربتوط بته مهتار     Eاکستیدانی ویتتامین    [. اثر آنتتی 3] Cو 

 ،همچنتین  [.17های فعال اکستیژن و نیتتروژن استت ]    گونه

 شیاکتاهش صتدما  حاصتل از پراکست     باعتث  Eویتامین 

تولیدمالی در چندین  دستگاهموج  کارایی بهتر و ها  چربی

 [.11گوسفند شده است ]ونه از جمله گ

 ستا ت  از کته  استت  قوی بسیار اکسیدانی آنتی زنجبیل

کته   استت  شده کند. گزار  می جلوگیری آزاد های رادیکال

 بتاروری  نترخ  و استار   کیفیتت  بهبود افزایش سب  زنجبیل

 این برای متفاو  زنجبیل های فرآورده که طوری به شود، می

داده  متعدد نشان های . گزار [10شده است ] سا ته منظور

و  شتوگول  جینجترول،  ماننتد  گیتاه  این فعال است ترکیبا 

هتا،   پروستتاگلاندین  تولیتد  مهار توانایی  وبی به کورکومین

 را التهتاب  در درگیتر  هتای  اینترلتوکین  حتی و اکسید نیتریت

 و شوگول جینجرول، دارد. مشخ  شده است که ترکیبا 

دارد.  اکستیدانی  آنتتی   اصیت در زنجبیل موجود زینجبرون

 و آن استت  اصتلی  ترکیت   زینجبترون  ترکیبا  این میان از

 [.2دارد ] ضد باکتریایی نیز  اصیت

بررستتی  اصتتیت  انجتتا  پتتژوهش حاضتتر،هتتد  از 

 Eزنجبیل در مقایسه با ویتتامین   گیاه ةعااری اکسیدان نتیآ

مانی و تشتکیل کلتونی    منظور بهبود فرایند کشت بر زنده به

های  های مؤثر در آپوپتوز سلول های بنیادی و بیان ژن لسلو

 بنیادی اسارماتوگونی گوسفند در شرایط آزمایشگاهی بود. 
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 ها مواد و روش

مواد شیمیایی مورد استفاده در این معالعته عبتار  بتود از    

(، کلاژنتاز )ستیگما،   H2126)سیگما،   II-هیالورونیداز نوع

C9891  ،25200-056(، تریاستتین )اینتتویتروژن ،)DNase 

سیلین + استرپتومایستین   بیوتیک پنی (، آنتیDN25)سیگما، 

(، 4287M)ستتتیگما،  -C(، مایتومایستتتین3632)جیبکتتتو، 

DMEM (گلوتامین، ستدیم بتی  -حاوی هاس، ال   ) کربنتا

 Fetal Bovine Serum)جیبکتتو( و  DPBS)اینوکلتتون(، 

(FBS،مواد متورد نیتاز بترای استتخراج     10270( )جیبکو .)

mRNA سنتز ،cDNA  وPCR     از شترکت ستیناکلون تهیته

های آبی و هیدروالکلی ریشة زنجبیل از شرکت  شد. عااره

 رگیری در شرکت متذکو  ابن ماسویة تهران تهیه شد. عااره

طور  لاصه به شرح ذیل انجا  شتد. پتس از شستشتوی     به

در آون  ستاعت  24مد   به ،با آب مقعر های زنجبیل ریشه

شتده آستیاب     شتک  های ریشهشود.  قرارگرفت تا  شک

منظتور تهیتة    بته  .کتار رفتت   بته گیری  منظور عااره شد و به

 24بته متد     زنجبیتل پتودر  گتر    40الکلی  -آبی ةعاار

 درصتد  50ساعت در دمای آزمایشتگاه، در محلتول اتتانول   

شده با آب مقعر قرارگرفت و پس از این متد  تمتا     رقیق

منظتور تهیتة    بته  .از صافی عبتور داده شتد  محتویا  ظر  

. بترای ایتن   استتفاده شتد  دستتگاه سوکستله    ازآبی  ةعاار

ة مخاتتوص در کیستت زنجبیتتل پتتودرگتتر   40منظتتور 

حتل در آب مقعتر    قابتل  ةریخته شد و عاتار  گیری عااره

هتا   منظور تغلتیظ عاتاره   از دستگاه اوپریتور به. قرارگرفت

 20و  22ترتیت    هتا بته   متادة  شتک عاتاره    استفاده شد.

هتتای  لیتتتر بتترای هتتر یتتک از عاتتاره   بتتر میلتتیگتتر میلتتی

 هیدروالکلی و آبی زنجبیل بود. 

هتتای  اکستتیدانی عاتتاره گیتتری اثتتر آنتتتی بتترای انتتدازه

 -DPPH (1,1هیتتدروالکلی و آبتتی زنجبیتتل از آزمتتایش  

Diphenyl-2-picryl- hydrazyl)  طتور   [. بته 4] استفاده شد

ل تهیته  در اتتانو  DPPHمولار از محلول  میلی 1/0 لاصه، 

لیتتتر از  میلتتی 15/0لیتتتر از آن بتته  میلتتی 85/2شتتد. ستتاس، 

های آبی و هیتدروالکی زنجبیتل    های مختلف عااره غلظت

لیتتر از   میکروگر  بر میلتی  1000و  800، 600، 400، 200)

تنهتتایی( اضتتافه شتتد. پتتس از  هتتا بتته هتتر یتتک از عاتتاره

دقیقه در دمای اتتا  قرارگرفتت و    30مد   شدن به مخلوط

 nm517استفاده از دستتگاه پلیتت ریتدر بتا طتول متوج       با 

اکسیدانی ترکیبا  مورد معالعه بتر   بررسی شد. فعالیت آنتی

به درصتد بته    های آزاد اساس فعالیت مهارکنندگی رادیکال

 ( محاسبه شد.1کمک رابعة )

RSA %= ((AT – AS)/AT) × 100   (1       )          

هتای آزاد،   دگی رادیکالفعالیت مهارکنن RSAدر این رابعه 

AT  جذب شاهد وAS هاست. جذب هر یک از نمونه 

( غلظتی از نمونته  IC50درصد ) 50غلظت مهارکنندگی 

هتای آزاد   درصتد از رادیکتال   50منظتور مهتار    است که بته 

DPPH های رگرسیون  نیاز است. این مقدار بر اساس معادله

ی هتتا ترتیتت  بتترای عاتتاره ( بتته3( و )2هتتای ) در رابعتته

 هیدروالکی و آبی زنجبیل محاسبه شد.

(2)              Y=0.072X+5.049(R=0.983) 

(3) Y=0.015X+3.523(R=0.983)                          

 هتای بنیتادی استارماتوگونی،    منظور استحاال سلول به

از  هتای نتژاد افشتاری )سته التی پتنن ماهته(        ی برهها بیضه

زمتانی   ةفلاسک در فاصلو در آوری  صنعتی جمعکشتارگاه 

نخستت،   .شتد بته آزمایشتگاه منتقتل    از کشتتار   ساعت سه

بیوتیتک   بتار بتا ستر  فیزیولتوژی حتاوی آنتتی       ها سه بیضه

لیتر( شستشو داده شتد.   میکروگر  بر میلی 50جنتامایسین )

درصتد روی   70هتا الکتل    منظتور زدودن تمتا  آلتودگی    به

 6 د. ستاس، ها اساری و با سر  فیزیولوژی آبکشی شت  بیضه

و در معترض دو مرحلته    شتد گر  از بافت بیضه جدا 10تا 

ة در مرحلت طتور  لاصته،   [. بته 1ت ]هضم آنزیمی قرارگرف

گر   میلی 1)آنزیم هیالورونیداز  چهارهضم آنزیمی  نخست

 1) ریاسینلیتر(، ت گر  بر میلی میلی 1) کلاژنازلیتر(،  بر میلی

لیتتر(   روگر  بر میلیمیک 5) DNaseلیتر( و  گر  بر میلی میلی

 40مد   ها به کردن آنزیم ها پس از اضافه شد. نمونهاستفاده 
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دور در دقیقه و  150دقیقه در انکوباتور شیکردار با سرعت 

درجة سلیسیوس قرارگرفت. پس از انجا  مرحلة  37دمای 

 DPBSبتتار بتتا  ستتههتتا  نمونتته نخستتت از هضتتم آنزیمتتی،

مرحلتة دو  شتامل    های . مخلوط آنزیمشدوشو داده  شست

گر   میلی 1) کلاژنازلیتر(،  گر  بر میلی میلی 1)هیالورونیداز 

و لیتتتر(  میکروگتتر  بتتر میلتتی 5) DNaseلیتتتر( و  بتتر میلتتی

در انکوباتور شیکردار با سترعت  دقیقه  30 مد  ها به نمونه

 درجة سلیسیوس قرارگرفت. 37دور در دقیقه و دمای  150

ی بنیادی اسارماتوگونی، ها سازی سلول منظور  ال  به

 60و  80هتتا از فیلترهتتای نتتایلونی   پتتس از عبتتور ستتلول 

 هتتای پوشتتش داده شتتده بتتا   دیتتش میکرومتتتر، بتته پتتتری 

 5هتا،   دیتش  منتقل شد. برای تهیتة ایتن پتتری    BSA-لکتین

شترکت  ( لیتر لکتین با منشأ گیتاه تتاتوره   میکروگر  بر میلی

میکرولیتر  500حل و به میزان  DPBSدر  (2766Lسیگما، 

متتری افتزوده شتد. پتس از      میلتی  35هتای   دیتش  به پتتری 

به مد  دو ساعت در دمای اتا ، با استفاده از  کردن انکوبه

DPBS  درصد  6/0حاویBSA ها شستشتو داده   دیش پتری

مد  دو ستاعت در دمتای اتتا  انکوبته شتد. ستاس،        و به

 BSA-پوشش داده شده با لکتین های دیش ها به پتری سلول

 5نتقل شد و به مد  شش ستاعت در انکوبتاتور حتاوی    م

در  درجتة سلیستیوس قرارگرفتت.    37دمای  و CO2درصد 

صور  معلتق در   های بنیادی اسارماتوگونی به نتیجه، سلول

 BSA-لکتتین هتا بته    محیط کشت باقی ماند و سایر ستلول 

های بنیادی اسارماتوگونی  منظور کشت سلول بهمتال شد. 

 C-تیمارشده بتا مایتومایستین  ی سرتولی ها بستری از سلول

های سرتولی پتس   برای استحاال و کشت سلول. تهیه شد

از دو مرحله هضم آنزیمی که در بالا بته آن اشتاره کتردیم،    

شده برای پنن پاساژ کشتت داده شتد.    های استحاال سلول

 در معتترضهتتای ستترتولی بتته متتد  ستته ستتاعت  ستتلول

 گرفتت تتا  قرارلیتتر(   میکروگر  بر میلی10) C-مایتومایسین

ود، ولتی قتادر بته تولیتد     متوقتف شت  آن تقسیما  میتوزی 

 بتترای محتتیط و بستتتر مناستت  فاکتورهتتای رشتتد و ایجتتاد

های بنیادی اسارماتوگونی باشتد. از   مانی و تکایر سلول زنده

منظتور تهیتة لایتة     مترمکع  بته  سلول در هر سانتی 4×104

 کننده استفاده شد. تغذیه

هتتای بنیتتادی  متتانی ستتلول زنتتده منظتتور بررستتی بتته

های مختلف عاتارة   اسارماتوگونی در محیط حاوی غلظت

 1000، 800، 600، 400، 200آبی و هیدروالکلی زنجبیتل ) 

، E (5/12 ،25لیتتر( و ویتتامین    میکروگر  بر میلی 2000و 

متانی بتا    لیتر( از آزمایش زنده میکروگر  بر میلی 100و  50

فاده شد. این آزمتایش روشتی   است MTTاستفاده از محلول 

شتتدن  ستتنجی استتت کتته بتر استتاس احیتتا و شکستتته  رنتگ 

شود. برای ایتن   های زرد رنگ تترازولیو  انجا  می کریستال

میکرولیتتر   200 انته،   96منظور به هتر چاهتک از پلیتت    

ستلول بنیتادی استارماتوگونی     5000همراه  محیط کشت به

ای ستاعت در معترض تیمارهت    24متد    اضافه شتد و بته  

گتر  در   میلی 5/0آزمایش قرارگرفت. ساس، به هر چاهک 

مد  چهتار ستاعت    اضافه شد و به MTTلیتر محلول  میلی

درجتتة  37بتتا دمتتای  CO2درصتتد  5در انکوبتتاتور حتتاوی 

بتا   MTTکردن  سلیسیوس قرارگرفت. در طول مد  انکوبه

سیستتتم سوکستتینا  دهیتتدروژناز احیتتا شتتد کتته یکتتی از  

هاستتت. احیتتا و  ی میتوکنتتدریهتتای چر تتة تنفستت آنتتزیم

رنتگ   های آبی شدن این حلقه موج  تولید کریستال شکسته

شتتود کته در زیتتر میکروستتکو  و دستتتگاه   فورمتازان متتی 

تشخی  است. میزان رنگ تولیدشده با  اساکتروفتومتر قابل

های فعال از نظر متابولیک، رابعة مستتقیم دارد.   تعداد سلول

یرمحلول است و باید قبتل  های فورمازان در آب غ کریستال

حالتت محلتول    بته  SDSسنجی با مادة حلالی نظیر  از رنگ

میکرولیتتر از   100[. در نتیجته، بته هتر چاهتک     16درآید ]

ستاعت در   14اضافه شتد و بته متد      SDS-HClمحلول 

گرمخانتته قرارگرفتتت. در نهایتتت، جتتذب نتتوری محلتتول  

دستگاه  نانومتر با استفاده از 570آمده در طول موج  دست به

 پلیت ریدر بررسی شد.

هتای   هتای مختلتف عاتاره    بررستی اثتر غلظتت   برای 
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تشتکیل کلتونی    بر E زنجبیل و ویتامین هیدروالکلی و آبی

های مختلف  ، اثر غلظتهای بنیادی اسارماتوگونی در سلول

، 300، 150، 75، 0های هیدروالکلی و آبی زنجبیل ) عااره

لیتتتتر(،  میلتتتی میکروگتتتر  بتتتر 2000و  1000، 800، 600

و  E (5/12 ،25 ،50های مختلتف ویتتامین    همچنین غلظت

هتای   لیتر( بر تشکیل کلتونی ستلول   میکروگر  بر میلی 100

 بنیادی اسارماتوگونی بررسی شد.  

هتتا بتته  ، نخستتت، ستتلول mRNAمنظتتور استتتخراج بتته

منتقل و برای تشکیل پلیتت   DEPCهای تیمارشده با  تیو 

مد  دو دقیقه ستانتریفیوژ   یقه بهدور در دق 1500با سرعت 

 1شد. بر اساس پروتکتل شترکت ستازنده بته هتر تیتو        

 1متد    اضافه و پس از ورتکس به RNA-PLUSلیتر  میلی

دقیقته انکوبته شتد. ستاس،      5مد   دقیقه، در دمای اتا  به

میکرولیتر کلروفر  به آن اضافه شتد و پتس از تکتان     200

هتا   رگرفتت. تیتو   دقیقته درون یتا قرا   15مد   شدید به

دار بتا   دقیقه بتا استتفاده از ستانتریفیوژ یخچتال     15مد   به

دور بتر دقیقته    12000با سرعت  سلیسیوسدرجة  4دمای 

صور   ها به سانتریفیوژ شد. در این مرحله، محتویا  تیو 

بتود   RNAسه فاز مشخ  تشکیل شد. فاز رویی حتاوی  

دازة آن انت  که پس از جداسازی به تیو  جدید منتقل و هتم 

 15متد    هتا بته   از ایزوپروپانول استفاده شد. ساس، تیتو  

دقیقه درون یا قرار داده شد. پس از این مرحله، با سرعت 

درجتة   4دقیقه و در دمای  15مد   دور بر دقیقه به 12000

شتده دو بتار بتا     سانتریفیوژ شد. پلیتت تشتکیل   سلیسیوس

 7500رعتدرصد با ست  75میکرولیتر اتانول  200استفاده از 

دقیقته   8متد    به سلیسیوسدرجة  4دور بر دقیقه و دمای 

میکرولیتتر   50کتردن پلیتت در    شستشو شد. پس از  شک

 صور  محلول درآمد. به DEPCآب تیمارشده با 

و  MMLVبرداری معکوس بتا استتفاده از آنتزیم     نسخه

بر اساس پروتکل شرکت سازنده انجتا    oligo-DTآغازگر 

میکرولیتر انجا  پذیرفت  25ر حجم د PCRگرفت. واکنش 

آغتازگر  ،  dNTPs،Taq DNA polymeraseو شتامل بتافر،   

 پیشرو و پیرو بود. شرایط واکنش شامل واسرشتی در دمای

دقیقته بتود. پتس از آن،     3بته متد     سلیسیوسدرجة  94

 سلیستیوس درجتة   94چر ه( شتامل   32برنامة چر شی )

زگر )بتر استاس   ثانیه، دمتای ویتژة اتاتال آغتا     30مد   به

 سلیسیوسدرجة  72ثانیه و در پایان  30مد   ( به1جدول 

 72ثانیه بود. واکنش در مرحلة توسعه در دمای  30مد   به

 دقیقه به پایان رسید.  10مد   به سلیسیوسدرجة 

 . مشخصات آغازگرها1جدول

 دسترسی ةشمار (bp) اندازه دمای اتاال توالی نا  ژن

oct-4 F- 5'  CGCCCTATGACTTGTGTGGA3' 
R- 5'  TCGGCTCCAGCTTCTCCTT3' 58 201 GU997625.1 

c-kit 
F- 5'  CCAAACCTGAACACCGACAG3' 

R- 5'   CCATTCACCAGCCTGTCATG3' 58 250 JN165090.1 

bcl2 
F- 5'  GATGACTTCTCTCGGCGCTA3' 
R- 5'  GACCCCTCCGAACTCAAAGA3' 62 165 AY547260.1 

bcl2l1 
F- 5' CAGGCGATGAGTTTGAACTG 3' 

R- 5' TCAGGAACCAGCGGTTGAAG 3' 62 369 NM001077486.2 

bax 
F- 5'   GTGAGACCTCTAACCCCACC3' 
R- 5'  GGTCAGAGGTCATGAGGAGG3' 62 175 GU731063.1 

β-actin 
F- 5'  ACCCAGCACGATGAAGATCA 3' 

R- 5' GTAACGCAGCTAACAGTCCG 3' 62 187 U39357.1 
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درصتد   5/1روی ژل آگتارز   PCRدر پایان محاولا  

الکتروفورز شد. عکسبرداری بتا دستتگاه ژل داک صتور     

گرفت. آغازگرهای مورد استفاده در این معالعه بتا استتفاده   

طراحی و توسط شترکت ستینا کلتون     3افزار پرایمر  از نر 

 سنتز شد.

 16نستخة   SPSSافتزار آمتاری    ها با استفاده از نر  داده

هتا بتا استتفاده از آزمتون      یانگینتجزیه و م ANOVAرویة 

مقایسته شتد. سته    p <05/0ای دانکتن در ستعح    چند دامنه

صتور    تکرار برای هر تیمار در نظر گرفته شد و نتاین بته 

 انحرا  معیار از میانگین نمایش داده شد. ±میانگین 

 

 نتايج و بحث

هتای   شده از بیضة بتره  های استحاال نتاین نشان داد سلول

ماهه قادر به تشکیل کلونی در حتدود هفتت    5تا  3با سن 

شتده بتا    هتای تشتکیل   روز پس از کشت اولیه بود و کلونی

هایی پتس از روز دهتم بته یکتدیگر متاتل شتد. ایتن         پل

(. 1هاستت )شتکل    هتای ایتن ستلول     اوصیت از ویژگی

عنتوان   آمیتزی بتا آلکتالین فستفاتاز )بته      نتاین حاصل از رنگ

نمتایش   2ی( در شتکل  هتای بنیتاد   نشانگر ا تااصی سلول

هتتای بنیتتادی تولیدشتتده پتتس از   داده شتتده استتت. ستتلول 

دهنتدة جتذب    آمیزی به رنگ قرمز مشاهده شد که نشان رنگ

هتای بنیتادی    هاستت. همچنتین، ستلول    رنگ در این ستلول 

هتا   بود. ایتن ژن  c-kitو  oct-4های  تولیدشده قادر به بیان ژن

 .(3ت )شکل های بنیادی اس نشانگرهای ا تااصی در سلول

هیتدروالکلی   ةعاار( IC50درصد ) 50غلظت مهارکنندگی 

لیتتر   گر  بر میلی میلی 3098و  624ترتی   و آبی زنجبیل به

 ةلیتتر از عاتار   میکروگر  بر میلتی  1000بود. در حالی که 

درصتتد  اصتتیت   70ی زنجبیتتل در حتتدود  لهیتتدروالک

را از  تود نشتان    DPPHاکسیدانی بر مبنتای آزمتایش    آنتی

درصتد   5/18آبی زنجبیل در این غلظتت تنهتا    ةداد، عاار

 (.4داشت )شکل اکسیدانی   اصیت آنتی

 

 
 (Bar = 1 mmهای بنیادی اسپرماتوگونی ) های ارتباطی در سلول . تشکیل كلونی و پل1 شکل
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 (Bar = 1 mmهای بنیادی ) ی سلولهای بنیادی با استفاده از آلکالین فسفاتاز نشانگر اختصاص های سلول آمیزی كلونی . رنگ2 شکل

 
 های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند، از چپ به راست  در سلول c-kitو  oct-4های  . بیان ژن3شکل

 c-kitو  oct-4(، bp100ترتیب نشانگر ) به
 

 
 ی و آبی زنجبیل لهیدروالک ةاكسیدانی عصار . خاصیت آنتی4 شکل

نی
دا

سی
 اک

تی
 آن

ت
صی

خا
 

   (µg/ml)غلظت 

عصاره هیدروالکلی 

 زنجبیل
 عصاره آبی زنجبیل
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از تولیتد  گزار  شده است که عاتارة زنجبیتل متانع    

شتود و   های آزاد در بافت بیضة مو  صحرایی می رادیکال

اکستتیدانی  پراکستتایش لیایتتدی را بتتا حفتتظ فعالیتتت آنتتتی 

، کاتتتالاز و گلوتتتاتیون ستتموتازید دیسوپراکستتهتتای  آنتتزیم

دهتد و باعتث    تتوجهی کتاهش متی    طور قابل پراکسیداز، به

 [. 12شود ] افزایش تعداد اسار  می

مانی  زنده ،ی زنجبیللهیدروالک ةعاار با افزایش غلظت

طوری کته   یافت، بههای بنیادی اسارماتوگونی کاهش  سلول

موجت   لیتتر   میکروگتر  بتر میلتی    800 های بیش از غلظت

در  های بنیادی اسارماتوگونی مانی سلول زندهکاهش معنادار 

بیشتترین   .(5  شتکل  p<05/0)مقایسه با گروه شاهد شتد  

هنگا  استتفاده از   ی اسارماتوگونیهای بنیاد سلول مانی زنده

لیتر عاارة آبی زنجبیل مشاهده شد  میکروگر  بر میلی 800

میکروگتر  بتر    2000و از این نظر تفاو  معناداری با سعح

 (.6   شکلp<05/0)لیتر داشت  میلی

 

 
 انحراف معیار( ±ن)میانگی های بنیادی اسپرماتوگونی مانی سلول زنده بری زنجبیل لهیدروالک ةاثر عصار .5 شکل

 a-b ها با حروف نامشابه معنادار است  تفاوت میانگین(05/0>p).  

 

 
 انحراف معیار( ±)میانگین  های بنیادی اسپرماتوگونی مانی سلول زنده برآبی زنجبیل  ةاثر عصار .6 شکل

a-b ها با حروف نامشابه معنادار است تفاوت میانگین(05/0>p).  

a 

ab 

b 
b 

b ری
 نو

ب
جذ

 

 (µg/ml) عصاره هیدروالکلی زنجبیل

ab 
ab 

a 

ab 

b 

ری
 نو

ب
جذ

 

 (µg/ml)عصاره آبی زنجبیل 
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های بنیادی  مانی سلول زنده Eین با افزایش غلظت ویتام

و  50هتای   غلظتطوری که  اسارماتوگونی افزایش یافت، به

 داریاطتور معنت   هب Eاز ویتامین لیتر  میکروگر  بر میلی 100

شتاهد  های مورد معالعته را در مقایسته بتا     مانی سلول زنده

داری بتین  ادر حالی که ا تلا  معن ،(p<05/0افزایش داد )

 .(7)شکل  و شاهد مشاهده نشد 25، 5/12های  غلظت

های مختلف عاارة هیدروالکلی  نتاین حاصل از غلظت

زنجبیل نشان داد با افتزایش غلظتت ایتن عاتاره تشتکیل      

هتتای بنیتتادی کتتاهش معنتتاداری یافتتت   کلتتونی در ستتلول

(05/0>p)  600هتتتای مستتتاوی و بتتتیش از  و در غلظتتت 

ل لیتتر از عاتارة هیتدروالکلی زنجبیت     میکروگر  بتر میلتی  

 (.8تشکیل کلونی مشاهده نشد )شکل 

 

 
 انحراف معیار( ±)میانگین های بنیادی اسپرماتوگونی مانی سلول زنده بر Eهای مختلف ويتامین  اثر غلظت .7 شکل

a-b ها با حروف نامشابه معنادار است  تفاوت میانگین(05/0>p). 

 

 

 
 انحراف معیار( ± )میانگین های بنیادی اسپرماتوگونی لی زنجبیل بر تشکیل كلونی سلولهیدروالک ةاثر عصار. 8 شکل

a-b ها با حروف نامشابه معنادار است  تفاوت میانگین(05/0>p). 

 

b 
b 

ab 

a a 

ری
 نو
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(µg/ml) E ویتامین 
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 (µg/ml) عصاره هیدروالکی زنجبیل 
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 انحراف معیار( ±)میانگین های بنیادی اسپرماتوگونی آبی زنجبیل بر تشکیل كلونی سلول ةاثر عصار .9 شکل

a-b ت ها با حروف نامشابه معنادار اس تفاوت میانگین(05/0>p). 
 

های مختلف عاتارة آبتی زنجبیتل     زمانی که از غلظت

هتتای بنیتتادی  منظتتور بررستتی تشتتکیل کلتتونی ستتلول  بتته

 150های  اسارماتوگونی استفاده شد، نتاین نشان داد غلظت

لیتر ا تلا  معناداری با شتاهد و   میکروگر  بر میلی 800تا 

 (. 9شکل   p<05/0)ها داشت  سایر غلظت

بتر تشتکیل    Eهای مختلتف ویتتامین    غلظتاستفاده از 

های بنیادی اثری نداشت و ا تلا  معنتاداری   کلونی سلول

 های مختلف آن مشاهده نشد. بین غلظت

هتای مختلتف    بر استاس نتتاین حاصتل از اثتر غلظتت     

بتر تشتکیل کلتونی در     Eهتای زنجبیتل و ویتتامین     عااره

 هتای متؤثر در   های بنیتادی استارماتوگونی، بیتان ژن    سلول

میکروگتر  بتر    150های  ها تحت غلظت آپوپتوز این سلول

، 150های  میکرولیتر از عاارة هیدروالکلی زنجبیل، غلظت

لیتر از عاارة آبی زنجبیتل   میکروگر  بر میلی 2000و  800

بررستی   Eلیتتر از ویتتامین    میکروگر  بر میلی 50و غلظت 

عنتتوان  بتته bcl2l1و bcl2هتتای  شتتد. در ایتتن معالعتته از ژن

عنتوان ژن   بته  baxهای مؤثر در مهتار آپوپتتوز و از ژن    ژن

عنوان ژن  به β-actinدة آپوپتوز استفاده شد. بیان ژن برن پیش

بان در تما  تیمارهای متورد معالعته یکستان بتود. در       انه

های مهارکنندة آپوپتوز، نتاین نشان داد تفاو    اوص ژن

ه معنتادار  درتما  تیمارهتای متورد معالعت     bcl2در بیان ژن

در تیمارهای عاارة آبتی  تنها  bcl2l1نبود، درحالی که ژن 

 baxبیتتان شتتد. در  اتتوص ژن   Eزنجبیتتل و ویتتتامین  

دة آپوپتتوز، بیشتترین بیتان در تیمتار     برنت  پتیش عنوان ژن  به

از عاارة آبتی زنجبیتل بتود.     لیتر میکروگر  بر میلی  2000

پتتتس از آن ایتتتن ژن در تیمتتتار عاتتتارة هیتتتدروالکلی  

لیتتر   میکروگر  بر میلی 800لیتر( و  میکروگر  بر میلی150)

ترتیت  کتاهش یافتت و در ستایر      عاارة آبی زنجبیتل بته  

(. نتاین نشتان داد بیتان ژن   10تیمارها مشاهده نشد )شکل 

bax های بنیادی  های سلول رابعة معکوسی با تشکیل کلونی

 اسارماتوگونی دارد.

باعتث کتاهش    استفاده از عاارة هیدروالکلی زنجبیتل 

های بنیادی استارماتوگونی   مانی و تشکیل کلونی سلول زنده

شتد. در حتالی   ( baxبرندة آپوپتوز ) و افزایش بیان ژن پیش

هتا بتا استتفاده از     مانی و تشکیل کلونی این ستلول  زنده که

 800طوری که غلظت  عاارة آبی زنجبیل افزایش یافت، به

متانی و   ا بتر زنتده  لیتتر بهتترین نتیجته ر    میکروگر  بر میلی

لیتتر   میکروگر  بر میلی 800و  600، 300، 150های  غلظت

 (. 9و  6بهترین عملکرد را بر تشکیل کلونی داشت )شکل 

c 
bc 

a 
a a ab 

c 

d 

نی
لو

 ک
داد

تع
 

 (µg/ml) عصاره آبی زنجبیل 
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 های بنیادی اسپرماتوگونی تحت  های مؤثر در آپوپتوز سلولی در سلول بررسی بیان ژن .10 شکل

 Eهای آبی و هیدروالکلی زنجبیل و ويتامین  عصاره

لیتر  میکروگر  بر میلی 800. 4لیتر عاارة آبی زنجبیل،  میکروگر  بر میلی 150. 3لیتر عاارة هیدروالکلی زنجبیل،  میکروگر  بر میلی 150. 2شاهد، .1 

 Eلیتر ویتامین  میکروگر  بر میلی 50. 6لیتر عاارة آبی زنجبیل،  میکروگر  بر میلی 2000( 5عاارة آبی زنجبیل، 

 

عنتتوان  بتته bcl2l1و  bcl2هتتای  ن ژنا تلافتتی در بیتتا

هتای   های مهارکنندة آپوپتوز در تیمارهای حاوی غلظت ژن

لیتتر از عاتارة آبتی     میکروگر  بر میلی 2000و  800، 150

میکروگتر  بتر    800زنجبیل مشاهده نشد، اگرچته غلظتت   

را اندکی افتزایش داد. بتا افتزایش     bcl2l1لیتر بیان ژن  میلی

افتزایش یافتت،    baxل بیتان ژن  غلظت عاارة آبی زنجبیت 

میکروگتر  بتر    2000طوری که بیشترین بیتان در تیمتار    به

 لیتر عاارة آبی زنجبیل مشاهده شد. میلی

هتا بتر انجمتاد     اکستیدان  در پژوهشی، با معالعة اثر آنتی

های بنیادی اسارماتوگونی گزار  شد که بتر استاس    سلول

ان استتفاده از  ، نرخ آپوپتوز در زمت bcl2و  baxهای  بیان ژن

ها توانایی تبتدیل   اکسیدان ها کاهش یافت. آنتی اکسیدان آنتی

H2O2  بهH2O  وO2 اکستیدانی   بردن  اصیت آنتتی  و ازبین

ROS [ 2را دارنتتد]  همچنتتین، استتتفاده از آلفتتاتوکوفرول .

هتتای بنیتتادی   باعتتث کتتاهش نتترخ آپوپتتتوز در ستتلول   

وادة هتای  تان   اسارماتوگونی شده استت. فعالیتت پتروتئین   

Bcl2 هتتای متتؤثر در القتتای آپوپتتتوز  از طریتتق فعالیتتت ژن

(Bax( یا مهار آن )Bcl2    نقش اساستی در تنظتیم آپوپتتوز )

باعث ممانعتت از مترگ آپوپتتوزی در بر تی      Bcl2دارد. 

مترگ   Bcl2شود. همچنتین،   ها می ها مانند لمفوسیت سلول

های بنیادی اووگتونی را در   های زایای بدوی و سلول سلول

شتتدن  بتترای فعتتال Baxکنتتد. ژن  رة رویتتانی تنظتتیم متتیدو

 [.3شود ] هایی مؤثر است که به مرگ سلول  تم می ژن

و گیتتاه زنجبیتتل بتتر ستتمیت  Eآثتتار حمتتایتی ویتتتامین 

های نر،  القاشده با سیکلوفسفامید در دستگاه تولیدمال مو 

[. 14درمانی گزار  شده است ] پیش از شروع دورة شیمی

ی عاارة زنجبیل در برابر سمیت ناشی از بررسی اثر حفاظت

نشان داد که  NMRIهای نژاد  آ بر بافت بیضة مو  فنل بیس

ستاز، قعتر و    هتای منتی   وزن بیضه، حجم بیضه، حجم لوله

ارتفتتتاع اپیتلیتتتو  زایشتتتی، تعتتتداد کتتتل استتتارماتیدها،  

هتتای  هتتای ستترتولی و شتتا   هتتا، ستتلول اسارماتوستتیت

طتور   ر مقایسه با شاهد بته آ د فنل سازی در گروه بیس اسار 

معناداری کتاهش یافتت. احتمتالاً زنجبیتل آثتار نتامعلوب       

 [.15دهد ] آ بر سیستم تولیدمالی نر را کاهش می فنل بیس

توان از غلظتت   بر اساس نتاین حاصل از این معالعه می

 50لیتر از عاتارة آبتی زنجبیتل یتا      میکروگر  بر میلی 150

منظور بهبتود شترایط    به Eمین لیتر از ویتا میکروگر  بر میلی

های بنیتادی استارماتوگونی گوستفند استتفاده      کشت سلول

کرد. استفاده از عاارة هیتدروالکلی زنجبیتل بترای کشتت     

 های بنیادی اسارماتوگونی مناس  نیست. سلول
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Abstract 

The goal of this paper was to study the effect of ginger extracts and vitamin E on the performance of 

ovine Spermatogonial Stem Cells (SSCs). For this purpose, different concentrations of hydro and 

hydroethanolic extracts of ginger and vitamin E on viability, colony formation and expression of 

inhibiting (bcl2ll and bcl2) and inducing (bax) apoptosis genes were studied. Spermatogonial Stem Cells 

(SSCs) were extracted from lamb testes with slaughterhouse origin using two steps enzymatic digestion 

method and enrichment by differential plating method. The characterization of SSCs was carried by 

alkaline phosphatase staining and expression of c-kit and oct-4 genes. Results have shown that the 

viability of SSCs was decreased significantly by using more than 800 µg/mL of hydroethanolic extract of 

ginger, in comparision with control group (p<0.05), while 800 µg/mL of hydro extract of ginger has been 

resulted to be the most viable cells, and increasing the vitamin E concentration (upto 100 µg/mL) resulted 

to be the most survival of SSCs. Expression of bax in effective concentration of hydro extract of ginger 

(150 µg/mL) and vitamin E (50 µg/mL) was decreased, but hydroethanolic extract of ginger (150 µg/mL) 

and higher concentration of hydro extract of ginger (more than 800 µg/mL) increased the expression od 

bax. Based on the results of current study, 150 µg/mL of aqueous extract of ginger or 50 µg/mL of 

vitamin E can be used to improve ovine SSC culture system. 

Keywords: antioxidant, apoptosis, ginger, spermatogonial stem cells, vitamin E. 
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