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 دهیچک
ی و تمایز، خود نوسازبا حفظ تعادل بين  های زایای غير متمایزی هستند که در طی مرحله پس از بلوغسلول های بنيادی اسپرماتوگونی،سلول زمینه و هدف:

های بنيادی زایی سلولروی کلونی Eهای مختلف ویتامين شوند. هدف از این مطالعه بررسی تأثير غلظتسبب حفظ اسپرماتوژنز در طول حيات موجود می

 .استاسپرماتوگونی 

به چهار  هاهضم آنزیمی جدا و به روش حذف تمایزی تخليص شدند. این سلول ی نابالغ طی دو مرحلهی برههای اسپرماتوگونی بيضهسلول ها:مواد و روش

درصد  1حاوی  DMEMهای اسپرماتوگونی در محيط کشت ساده سلول)گروه شاهد  .قرار گرفتنديمارهای مختلف تروز تحت  10 گروه تقسيم و به مدت

ميکروگرم  80و  40، 20 که علاوه بر محيط بالا به ترتيب تحت تيمار با 3و  2، 1های روهگونه تيماری را دریافت نکرد و گکه هيچ FBSدرصد  5بيوتيک و آنتی

پس از کشت  10و  7، 4شده در روزهای يلتشکهای ساعت انجام شد و تعداد و قطر کلونی 72قرار گرفتند. تعویض محيط کشت هر  Eليتر ویتامين بر ميلی

 تائيد گردید. PGP9.5ژن ها با استفاده از ایمنوسيتوشيمی آنتییی کلونیشناسا ی ميکروسکوپ معکوس بررسی گردید.يلهوسبه

داری با گروه شاهد نداشت. ميانگين های اسپرماتوگونی در روزهای مختلف کشت در تيمارهای مختلف اختلاف معنیميانگين تعداد و مساحت کلونی نتایج:

 (.>05/0Pداری بيشتر از روز چهارم بود )معنیطور ها در روز دهم بهمساحت کلونی

های زایی سلولاکسيدان احتمالاً نقش چشمگيری در القا کلونیعنوان آنتیبه Eدهد که افزودن ویتامين نتایج حاصل از این مطالعه نشان می گیری:نتیجه

 در محيط آزمایشگاه ندارد. مدتکوتاهبنيادی اسپرماتوگونی در کشت 

 

 ، محيط آزمایشگاهEسلول بنيادی اسپرماتوگونی، ویتامين  کلیدی:کلمات 

 

 

 

 

 مقدمه
 Spermatogonial Stemبنيادی اسپرماتوگونی )های سلول

Cellsروی غشای پایه بافت بر های منفردی هستند که ( سلول

ها برای اند. این سلولساز بيضه قرارگرفته یهای منپوششی لوله

و انتقال اطلاعات ژنتيکی پس از بلوغ جنسی توليد مداوم اسپرم 

اهميتی ها سلول این .(1اند )یافتهاز نسلی به نسل دیگر تخصص

های پزشکی، ، پژوهشبيولوژیکیهای آزمایشویژه در انجام 

جنس و اصلاح ژنتيکی از طریق سلول زاینده  توليدمثلفناوری 

های بنيادی اسپرماتوگونی لذا حفظ و تکثير سلول. (2دارند ) نر

ترین یکی از مهم در محيط کشت امری بسيار ضروری است.

سيستم کشت  ین هدف، استفاده ازها جهت رسيدن به اتکنيک

 ها فراهم نمایدمناسب است که بتواند حمایت لازم را از این سلول

تعداد ، هاتمامی بافتدر . صورت تمایز نيافته باقی بمانندتا به

  است. یافتههای تمایزسلولکمتر از های بنيادی سلول

یزیافته تماهای های بنيادی به سلولحتی نسبت بين سلول 

، کمتر است ياربسها در کل بافت بيضه در مقایسه با سایر بافت

فقط ، یزیافتهبه ازای هر سه یا چهار هزار سلول تماکه یطوربه

وجود دارد؛ موجود بالغ یک سلول بنيادی اسپرماتوگونی در بيضه 

های بنيادی، کم یکی از مشکلات اصلی استفاده از سلولبنابراین 

 علاوه بر این، با توجه به فقدان (.3) هاستبودن تعداد آن

ها، نشانگرهای سلولی اختصاصی برای جداسازی این سلول

 صورت خالصها را بههایی که بتوان این سلولروشدستيابی به 
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. (4ای برخوردار است )از اهميت ویژه ،و به ميزان زیاد تهيه کرد

 ازجملهد مدت در محيط آزمایشگاه، انجماد و پيونیطولانکشت 

(. تاکنون مطالعات 5هستند )ها راهکارهای حفظ این سلول

های بنيادی کشت، انجماد و پيوند سلول ٔ ينهدرزمزیادی 

گاو  ازجملههای مختلف حيوانی ( و گونه6انسان )اسپرماتوگونی 

( صورت گرفته است. 10) یماه( و حتی 9رت )(، 8موش )(، 7)

های و تکثير سلول مدتیکشت طولان روی گرفتهمطالعات انجام

نشان داده است که این  یشگاهبنيادی اسپرماتوگونی در آزما

سال کشت و تحت شرایط مناسب، زنده  دوپس از حتی ها سلول

گونه تغيير ژنتيکی یا کاهش پتانسيل زایشی در ماندند و هيچ

های سمی سلول و تجمع متابوليت (.11)ها دیده نشده است آن

های فعال تجمع گونه واسطهبهد شرایط استرس اکسيداتيو ایجا

آسيب به ساختار غشاء  سببدر محيط کشت  (ROS) يژناکس

خود يجه کاهش فعاليت درنتسلولی و اسيدهای نوکلئيک و 

ها با قطع زنجيره اکسيدان(. آنتی12شود )ها مییی سلولنوزا

های رادیکالتواند به مبارزه با واکنش در غشاء ميتوکندری می

ها را در برابر آسيب اکسيداتيو محافظت آزاد بپردازد و مولکول

 رمهادر اکسيدان مهم عنوان یک آنتیبه Eویتامين (. 13نماید )

ی فعال هاگونهو  های آزادناشی از رادیکال یآسيب غشاء سلول

همچنين این ویتامين با  است. شدهشناختهاکسيژن و نيتروژن 

يراشباع و محافظت از غهای کسيداسيون چربیجلوگيری از پرا

کند ی تماميت غشاء سلول را حفظ میسلولدرونفسفوليپيدهای 

به نام ویتامين ضد نازایی شناخته  Eطور سنتی، ویتامين به(. 14)

، شود و با عملکرد طبيعی سيستم تناسلی مردان مرتبط استمی

ویتامين نقش محافظتی مهم در برابر استرس اکسيداتيو با  این

که کند )رادیکال آزاد( ایفا می کاهش سطح مالون دی آلدئيد

شود های بيضه میموجب بهبود فعاليت سيستم دفاعی سلول

تاکنون مطالعات بسيار محدودی در مورد شرایط کشت و  (.15)

 های اهلی،ادی دامهای بنيها بر تکثير سلولاکسيدانتأثير آنتی

در توليد حيوانات مدل، تراریخته و  هاآنيرغم نقش مهم عل

داروهای نوترکيب انسانی در محيط آزمایشگاه صورت گرفته 

 است.
 

 

  هامواد و روش
است و  نشدهانجامبا توجه به اینکه کار بر روی حيوان زنده   

کميته اخلاق  استپس از کشتار  مربوط به بيضه اخذشدهنمونه 

پژوهشی و کار با حيوانات این طرح پژوهشی را از اخذ کد معاف 

 نمود.

در این آزمایش  مورداستفادههای ها و محلولیمآنزتمامی 

شرکت  ،يرازاینغ. در موارد استيس انگل GIBCO شرکتساخت 

 گردد.سازنده ذکر می

 یریگنمونه  

در کنار یخ  برای اخذ نمونه بيضه به کشتارگاه مراجعه و بيضه

 . دربه آزمایشگاه انتقال داده شد ساعت و ظرف مدت یک

 10متعاقباً و  گردیدزمایشگاه بلافاصله بيضه از اسکروتوم خارج آ

گرم بافت پارانشيم بيضه به کمک قيچی استریل از بيضه جدا و 

متر يلیم 10( حاوی SPL, South Koreaبه داخل لوله فالکون )

  DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)محيط

ليتر( و واحد بر ميلی 100) سيلينیپن هایبيوتيکیتجاری و آنت

 ليتر( انتقال داده شدبر ميلی گرميلیم 100) یسيناسترپتوما

و  1500کاهش بار ميکروبی، سه مرتبه و هر بار با دور  منظوربه

انجام شد.  (Hettach, Germanyسانتریفوژ ) یک دقيقه به مدت

منظور هضم مکانيکی، بافت پارانشيم بيضه پس از شستشو به به

طور داخل پتری دیش منتقل و با استفاده از قيچی استریل به

قطعه شد. این عمل تا جایی ادامه یافت که بافت بيضه کامل قطعه

مرحله  دو کرد. هضم آنزیمی در يداای پکاملاً حالت نرم و شيرابه

، آنزیم هيالورونيداز تيپ 4کلاژناز تيپ  هایآنزیمبا استفاده از و 

ليتر و يلیبر م گرميلیم 1آنزیم ترپسين هرکدام با غلظت ، 2

گرم بر کيلوگرم صورت ميلی 05/0با غلظت  DNaseآنزیم 

نمونه  ها در هر مرحله،منظور افزایش بازدهی تأثير آنزیمبه گرفت.

 WiseCube, Southانکوباتور )دقيقه در شِيکر  30به مدت 

Korea )200 جهت ارزیابی هضم  .دور در دقيقه قرار داده شد

یت درنهاو منی ساز از یکدیگر  یهاآنزیمی و روند باز شدن لوله

 یردقيقه ز 10بافت پارانشيم بيضه هر های منفرد، خراج سلولاست

 Olympus, IX71® invertedمعکوس )يکروسکوپ م

microscopeقرار گرفت ی( موردبررس. 

منظور توقف منفرد در زیر ميکروسکوپ به یهاسلول مشاهده با

 FBS(Fetal bovine serum, Gibci, UK) ازهضم آنزیمی 

دقيقه  2به مدت  800با دور  محلول استفاده شد. سپس

منظور حذف به .مایع رویی برداشت شدو  سانتریفوژ گردید

ميکرومتری  55يد، تعليق سلولی از فيلتر نایلونی ئمایو یهاسلول

 و  یآورفالکون جمع یهااستریل عبور داده و مواد حاصل در لوله
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ر منظوبه 2000دقيقه در دور  2ها به مدت هرکدام از لوله

شدند.  ژسانتریفو یاسپرماتوگونی و سرتول یهارسوب دادن سلول

با دور ریختن مایع رویی حاصل از سانتریفوژ، رسوب موجود در 

 ، سوئيس(TPP) چهارخانهبرای کشت در پليت لوله فالکون 

پس از شمارش و ارزیابی درصد حيات  قرار گرفت. مورداستفاده

سلول به ازای هر  10000تریپان بلو، تعداد  بارنگها سلول

 10ها ی گودهتمامبهمتر مربع در هر گوده کشت داده شد. سانتی

اضافه شد. سپس  GDNF (Sigma, USA)ليتر يکروگرم بر ميلیم

 گرادیدرجه سانت 37 (Memmert, Germanyانکوباتور ) پليت در

روز  10درصد به مدت  5کربن  اکسيدیدرصد و د 80رطوبت  و

برای  انجام شد. باریکروز  3تعویض محيط هر  کشت داده شد.

 یهامشتق شده از سلول هاییقطر کلون ارزیابی تعداد و

کشت، از ميکروسکوپ  10 و 7، 4 یاسپرماتوگونی در روزها

با  استفاده شد. مساحت کلونیبه عدسی مدرج  مجهزمعکوس 

 Image J (nersion 1.240; national افزارنرماستفاده از 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)  برحسبو 

 متر مربع محاسبه شد.ميلی

 از: اندعبارتهای مورد آزمایش گروه

 1حاوی  DMEMگروه شاهد: کشت تعليق سلولی در محيط 

 )محيط پایه( FBSدرصد  5، بيوتيکیدرصد آنت

بر  يکرومولم 20با دوز  E(Sigma, USA)  ویتامين: 1 يمارت

 .به محيط پایه افزوده شد ليترميلی

به محيط  ليترميکرومول بر ميلی 40با دوز  E ویتامين: 2 يمارت

 .پایه افزوده شد

به محيط  ليترميکرومول بر ميلی 80با دوز  Eویتامين : 3 يمارت

 پایه افزوده شد.

 هاتعیین هویت کلونی  

آميزی از رنگ Aهای اسپرماتوگونی تيپ سلول شناساییجهت 

 منظوراستفاده شد. به PGP9.5ژن عليه آنتی فلورسانتایمنو

ها در آخرین روز ترپسينه کردن سلولپس از  PGP9.5شناسایی 

 ,Dakoبادی اوليه غيرکنژوگه خرگوش )اسلاید با آنتیکشت، 

Carpinteria, CA, USA ) و(FluoroTag™ FITC 

Conjugation Kit,Sigma-Aldrich,USA )FITC  کنژوگه بز

های آميزی هسته سلولرنگ منظوربهآميزی شد. رنگ

 DAPI( Sigma-Aldrich, USA) يزیآمرنگاسپرماتوگونی از 

 (.16شد )استفاده پناهی و همکاران روش طبق 

 آماری وتحلیلیهروش تجز  

بار تکرار برای محاسبه ميانگين و انحراف  4نتایج حاصل از 

 شدند.ها ازلحاظ نرمال بودن ارزیابی معيار استفاده شد. داده

ها در تيمارهای مختلف مقایسه ميانگين تعداد و مساحت کلونی

 تکميلی دانکن درطرفه و آزمون آناليز واریانس یکبا آزمون 

صورت  (P<0.05)دار یسطح معن و در Minitab16 افزارنرم

 پذیرفت.
 

 نتایج
ی جداساز از پس بلافاصله در این مطالعه هاسلول حيات درصد

برآورد گردید. همچنين پس از پایان دوره کشت با  8/1±05/85

در  PGP9.5ژن آنتی استفاده از آزمون ایمنوفلورسانت بيان

  (.1)شکل  یدگردشده تائيد يلتشکهای کلونی

، اسپرماتوگونی در داخل پليت یهاسلول، زمان باگذشت

حاصل از رشد های کلونی اندازه تعداد و و دهندمیکلونی  تشکيل

 
را بيان  PGP9.5ژن اسپرماتوگونی آنتی هایهای اسپرماتوگونی. پس از پایان دوره کشت کلونیآميزی ایمنوفلورسنت کلونیرنگ -1شکل 

 ميکرومتر. 80: يلهم تائيد گردید. DAPIآميزی ها با رنگکردند. هسته سلول
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های از طریق پل هاآنبرخی از  مروربهیابد و یها افزایش مآن

  (.3و  2شکل شوند )بين سلولی به یکدیگر متصل می

 اسپرماتوگونی یهاسلول هاییتعداد کلون  

 یروزهاشود در تماممیه مشاهد 1 طور که در جدولهمان

های ( ازنظر تعداد کلونی10و  7 ،4پس از کشت )روزهای 

و نيز بين  3و  2 ،1و تيمارهای  شاهداسپرماتوگونی بين گروه 

. مشاهده نشد دارییاختلاف معنتمامی تيمارهای مختلف 

 3و  2، 1شاهد و تيمارهای  هایدر گروه هایميانگين تعداد کلون

  داری نداشتند.یمعنبا یکدیگر اختلاف  10و  7، 4ی در روزها

 

 
 برابر 40های اسپرماتوگونی در روز هفتم کشت. بزرگنمایی: کلونی -2شکل   

 

 
 هایکلونی تمشکی شکل اسپرماتوگونی )پيکان مشکی( در روز دهم کشت که بر روی سلول -3شکل 

های یناهای سرتولی با ترشح فاکتورهای رشد و سایتوکاست. سلول قرارگرفتهپيکان سفيد( ) یسرتول

 برابر 100نماید. بزرگنمایی: های اسپرماتوگونی کمک میمختلف به رشد کلونی
 

 روزهای مختلف کشت در آزمایشمختلف  هایگروه بين خطای استاندارد(±ميانگين) یاسپرماتوگون یهاسلول هاییکلونتعداد  -1جدول 

های آزمایشیگروه  

3 ماريت ميانگين روز 1 ماريت 2 ماريت   روز شاهد 

4/27±2/161  8/62±5/189  6/61±8/171  9/58±8/146  136/8±56/5 4 

8/24±6/184  5/58±5/226  1/51±3/191  1/51±5/165  155/3±51/4 7 

6/21±6/229  54/0±3/264  7/49±3/239  2/42±5/215  2/37±3/199  10 
 32/0±4/225  7/29±8/200  175/9±28/1 163/8±26/8 

 ميانگين گروه
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 اسپرماتوگونی یهاسلول هاییمساحت کلون  

 یروزهادر تمام شودیمشاهده م 2طور که در جدول همان 

( ازنظر مساحت چهارم، هفتم و دهمپس از کشت )روزهای 

و  هابقيه گروهو  شاهداسپرماتوگونی بين گروه  هاییکلون

 10و  7، 4همچنين بين تيمارهای مختلف در هر یک از روزهای 

ميانگين (. p>0.05مشاهده نشد ) دارییاختلاف معنبعد از کشت 

دار آماری معنی رازنظ 10و  4ها در روزهای مساحت کل کلونی

 (.p<0.05است )

 بحث 
بر تکثير  Eهدف از انجام مطالعه حاضر بررسی تأثير ویتامين 

های بنيادی اسپرماتوگونی گوسفند در محيط آزمایشگاه سلول

گونه دامی دارای اهميت و جایگاهی ویژه در طراحی ینا. است

تواند در درمان میحيوانات تراریخته و داروهای نوترکيب دارد که 

 برخی بيماران خاص استفاده شود.

ی نابالغ های بنيادی اسپرماتوگونی از بيضه برهاستخراج سلول

منی ساز بيضه قبل  یهادر بافت پوششی لوله تر است زیراآسان

سرتولی  یهاو سلول Aاز بلوغ دو نوع سلول اسپرماتوگونی تيپ 

سرتولی در محيط  هایوجود تعداد اندکی سلولوجود دارد. 

تواند از طریق ترشح سایتوکاین و فاکتورهای رشد کشت می

های اسپرماتوگونی مفيد واقع شود، ياز برای تکثير سلولموردن

تواند ها در محيط کشت میوجود تعداد زیاد این سلول هرچند

 ینتر؛ بنابراین مناسباسپرماتوگونی را به سمت تمایز پيش ببرد

ی های بنيادی اسپرماتوگونی از بيضهلولسن برای جداسازی س

 (.17گوسفند، پيش از بلوغ است )

قادر به  شدهکشتهای اسپرماتوگونی در مطالعه حاضر کلونی

بودند. این ژن نشانگر اختصاصی سلول بنيادی  PGP9.5بيان ژن 

ها پس از (. همچنين درصد حيات سلول18) استاسپرماتوگونی 

برآورد گردید که در مقایسه با مطالعات  05/85±8/1جداسازی 

دهنده استفاده از ( و نشان19است ) قبولقابلدیگر این ميزان 

 .استها و شرایط مناسب جداسازی سلول دوز صحيح آنزیم

ميکروگرم در  80 ،20، 10مقادیر  حاضر اثرات یمطالعه در

  هاییـکلون احتـمس و عدادـت تغييرات بر Eویتامين  ترـلييلیم

 
 کشت روزهدهدر یک دوره  اسپرماتوگونی بنيادی هایسلول

ها در تيمارهای مختلف و در روزهای . تعداد کلونیشد بررسی

با  هرچند(. P>0.05نداشت )داری مختلف کشت اختلاف معنی

دار ها افزایش یافت اما این افزایش معنیافزایش دوز تعداد کلونی

داری طور معنیها در روز دهم بهنبود. ميانگين مساحت کلونی

 (.P<0.05بود )بيشتر از روز چهارم 

نشان دادند که  2017در سال  یامطالعهدر و همکاران  شبانی

ميکروگرم در  25و  E  (5 ،12مختلف ویتامين یهااثر غلظت

ميکروگرم در  25و  10 ،5) ی مختلفها( و غلظتليتريلیم

مانی در محيط انجماد، قابليت زنده C ( ویتامينليتريلیم

را در مقایسه  یخ گشاییپس از بنيادی اسپرماتوگونی های سلول

 یهاپس اثرات سينرژیک غلظتدهد. سیافزایش م گروه شاهدبا 

آنتی آپوپتوز  یهاو بيان ژن MTT مؤثر با استفاده از آزمون

های سلول که انجماد نتایج نشان دادقرار گرفت.  یموردبررس

ليتر يلیميکروگرم در م 25در حضور غلظت  اسپرماتوگونی

 های آزمایشی در روزهای مختلف کشتمتر مربع بين گروهميلی برحسبخطای استاندارد( ±)ميانگين اسپرماتوگونی هاییکلون مساحت -2جدول 

 های آزمایشیگروه

 روز شاهد 1 ماريت 2 ماريت 3 ماريت ميانگين روز

b28/0 ± 646/1 68/0 ± 016/2 62/0 ± 71/1 57/0 ± 563/1 52/0 ± 296/1 4 

ab 21/0 ± 124/2 68/0 ± 681/2 38/0 ± 149/2 42/0 ± 893/1 47/0 ± 774/1 7 

a21/0 ± 742/2 27/0 ± 266/3 43/0 ± 683/2 44/0 ± 576/2 39/0 ± 442/2 10 

 ميانگين گروه 837/1 ± 28/0 011/2 ± 28/0 180/2 ± 28/0 656/2 ± 32/0 

a  وb : داری دارند آماری اختلاف معنی ازنظرمقادیر متفاوت در هر ستون با حروف مختلف(P<0.05) 
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 تواندیم C ليتر ویتامينميکروگرم در ميلی 10و  E ویتامين

 زپپتوآنتی آ یهاها و بيان ژنمنجر به افزایش زنده ماندن سلول

 (.20) شود

نشان دادند که افزودن  اکبری و همکاران در یک مطالعهعلی

( به محيط انجماد Eآلفاتوکوفرول )یکی از اشکال ویتامين 

ها در مانی سلولماتوگونی موش سبب بهبود زندههای اسپرسلول

های حاصل از آن طی فرآیند انجماد و افزایش تعداد و قطر کلونی

ها اکسيدانشود. احتمالاً آنتییمیک ماه پس از انجماد 

کنند و سبب از بين یميژنه را به آب و اکسيژن تبدیل اکسآب

فعال بر سلول در های اکسيژن بردن اثرات سمی احتمالی گونه

 (.14شود )فرآیند کشت و انجماد می

در مطالعه حاضر نيز تعداد و مساحت کلونی در تمامی روزهای 

به محيط کشت اضافه شد  Eهایی که ویتامين در گروهآزمایش 

دار نبود. این افزایش معنی هرچندنسبت به گروه شاهد بيشتر بود 

روزه و در مطالعات  10طول دوره کشت در مطالعه حاضر  اگرچه

با افزایش طول دوره کشت اختلاف  بساچهماهه است و دیگر یک

 دار شود.های شاهد و تيمار معنیبين گروه

اپی  قادر است موجب افزایش Eشده است که ویتامين مشخص

 ها واسپرماتوگونیتعداد  تليوم ژرمينال و همچنين افزایش

عنوان به طور سنتیبه Eازآنجاکه ویتامين  ها شود.اسپرماتوسيت

یک ویتامين ضد ناباروری مطرح است، بنابراین این احتمال وجود 

 اکسيدانییویتامين با ارتقا فعاليت سيستم دفاعی آنت یندارد که ا

سوپراکسيداز دسموتاز، گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز نقش خود 

 را در افزایش قابليت تحرك و حيات اسپرم اعمال نموده باشد

(21). 

شکننده زنجيره  اکسيدانیعنوان آنتتوکوفرول به یک مولکول

دو واکنش بالقوه  يجهتواند دو رادیکال پروکسيل ليپيد و درنتمی

 که شدهاثبات همچنين زنجيرهای پراکسيداسيون را مهار کند.

 یهاباعث کاهش نرخ آپوپتوز در سلول تفاده از آلفاتوکوفرولسا

 (.5رماتوگونی شده است )پادی اسيبن

 یلساز به دلاهای بنيادی اسپرمسلول مدتیکشت طولان

های مختلف بسيار دشوار است. یکی از دلایل این است که سلول

شوند و ساز در هفته اول دچار آپوپتوزیس میبنيادی اسپرم

صورت که پس از یک  ینیابد. به اها کاهش میشدت تعداد آنبه

شده و ها فعالهای متفاوتی در درون سلولهفته کشت، سيگنال

موجب  یسلولهای درونکننده این سيگنالعنوان فعالاکسيژن به

شود. در رابطه ها میایجاد استرس اکسيداتيو و از بين بردن سلول

ها، مرگ سلولی آپوپتوزیس از با مکانيسم از بين رفتن سلول

 دیدهيبهای آسسلول هااکسيدانیی کردن عمل آنتطریق خنث

های بنيادی ها همانند سلولکند، البته بعضی از سلولرا حذف می

دیگر مثل در معرض قرار گرفتن در برابر  یلبه دلاماتوگونی اسپر

عوامل خارجی همانند نور و گرما حساسيت بيشتری به اکسيژن 

يجه درنت(. 22)تند فعال دارند و بيشتر در معرض آپوپتوز هس

تبدیل  به محيط کشت و انجماد با شدهاضافههای اکسيدانیآنت

 اثرات سمی بردن بين زآب و اکسيژن و ابه پراکسيد هيدروژن 

های های فعال اکسيژن و با حفظ تماميت غشای سلولگونه

 (.5شود )بنيادی اسپرماتوگونی سبب بهبود شرایط کشت می
 

 گیرینتیجه
 مدتکوتاهنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که در کشت 

 ازجملهاکسيدان یآنتهای بنيادی اسپرماتوگونی استفاده از سلول

استفاده آن اثر  هرچندرسد ینمخيلی ضروری به نظر  Eویتامين 

همين ویتامين  ازجملهها اکسيدانیآنت احتمالاًسوء ندارد. 

 دهند.یممدت نشان یولانطيرات مثبت خود را در کشت تأث
 

 تشکر و قدردانی
معاونت پژوهشی حوزه از دانند بر خود لازم مینویسندگان 

حمایت مالی در اجرای این  ، به خاطررازی کرمانشاهدانشگاه 

 ینامهیان. نتایج ایـن مقالـه بخشـی از پانمایند مطالعه تشکر

. این بوده است دکترای عمومی دامپزشکی یدانشـجویی دوره

شده ثبت ایرانداك اطلاعاتی پایگاه در 2428898 نامه با کدیانپا

 .است
 

 تعارض منافع
 تعارض منافعی را اعلام نکرده اند. گونهچيهنویسندگان 

 

 
 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.9
.3

.7
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

08
 ]

 

                               6 / 8

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.9.3.7.4
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1706-en.html


 

 

journal.fums.ac.ir 

 1398پاییز  |3شماره  | نهمسال  |دانشگاه علوم پزشکی فسا مجله 

 

 زایی اسپرماتوگونیبر کلونی Eتأثیر ویتامین 

1619 

 

References
1. Desjardins C, Ewing LL. Cell and molecular biology 

of the testis.1st ed. New York: Oxford University Press; 

1993. P.266-294. 

2. Dym M, Kokkinaki M, He Z. Spermatogonial stem 

cells: mouse and human compar. Birth Defects Res C 

Embryo Today. 2009; 87(1): 27-34. 

3. Mohammadi S. A Comparison between the Colony 
Formation of adult Mouse Spermatogonial Stem Cells in 
Co cultures with Sertoli and STO (Mouse Embryonic 
Fibroblast Cell Line). Cell J. 2010; 12(2):231-240. 

4. Goossens E, Frederickx V, De Block G, Van 
Steirteghem AC, Tournaye H. Reproductivecapacity of 

sperm obtained after germ cell transplantation in a mouse 

model. Hum Reprod. 2003; 18(9): 1874-1880. 

5. Aliakbari F, Sedighi Gilani MA, Amidi F, Baazm M, 

Korouji M, Izadyar F, Yazdekhasti H and Abbasi M. 
mproving the Efficacy of Cryopreservation of 

Spermatogonia Stem Cells by Antioxidant Supplements. 

Cell Reprogram. 2016; 18(2): 87-95. 

6. Sun M, Yuan Q, Niu M, Wang H, Wen L, Yao C, et al. 

Efficient generation of functional haploid spermatids 

from human germline stem cells by three-dimensional-

induced system.Cell Death Differ. 2018; 25(4): 747-764. 

7. Oatley MJ, Kaucher AV, Yang QE, Waqas MS, Oately 

JM. Condition for long-term culture of cattle 

undifferentiated spermatogonia. Biol Reprod. 2016: 

95(1):14. 

8. Helsel AR, Oatley MJ, Oatley JM.Glycolysis 

optimized enhance maintenance of regenerative integrity 

in mouse spermatogonial stem cells during long term 

culture.stem cells reports.  2017: 8(5):1430-1441. 

9. Rye BY, Orwing KE, Kubota H, Avarbock MR, 

Brinster RL. Phenotypic and functional haracteristics of 

spermatogonial stem cells in rats. Dev Biol. 2004: 274(1): 

158-170. 

10. Santos Nassif Lacerda SM, Costa GM, da Silva Mde 

A, Campos-Junior PH, Segatelli TM, Peixoto 

MT, Resende RR, de França LR. Phenotipic 

characterization and in vitro propagation and 

transplantation of the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 

spermatogonial stem cells. Gen Comp Endocrinol. 2013; 

1(192): 95-106. 

11. Kanatsu Shinohara M, Miki H, Inoue K, Ogonuki N, 

Toyokuni S, Ogura A. Long-term culture of mouse male 

germline stem cells under serum-or feeder-free 
conditions. Biol Reprod. 2005; 72(4):985-991. 

12. Kofman AE, McGraw MR and Payne CJ. Rapamycin 

increases oxidative stress response gene expression in 

adult stem cells Aging. 2012; 4(4): 279-289. 

13. Kothari S, Thompson A, Agarwal A, du Plessis SS. 

Free radicals: Their beneficial and detrimental effects on 

sperm function. Indian J Exp Biol. 2010; 48(5): 425–435. 

14. Aliakbari F, Gilani MAS, Yazdekhasti H, Koruji M, 

Asgari MR, Baazm M, Izadyar F, Nejad EK, Khanezad 

M, Abbasi M. Effects of antioxidants, catalase and a-

tocopherol on cell viability and oxidative stress variables 

in frozen-thawed mice spermatogonial stem cells. Artif 

Cells Nanomed Biotechnol. 2017; 45(1): 63-68. 

15. Momeni HR, Oryan S, Eskandari N. Effects of 

vitamin E on sperm number and testis histopathology of 

sodium arsenite-treated rets. Reprod Biol. 2012: 12(2): 

171-181. 

16. Qasemi Panahi B, Tajik P, Movahedin M, 

Moghaddam G, Barzgar Y, Heidari Vala H. 
Differentiation of bovine spermatogonial stem cells into 

osteoblasts. Avicenna J Med Biotechnol. 2011; 3(3): 149-

153. 

17. Rodriguez Sosa JR, Dobson H, Hahnel A. Isolation 

and transplantation of spermatogonia in sheep. 

Theriogenology. 2006; 66(9): 2091-2103. 

18. Heidari B, Rahmati Ahmadabadi M, Akhondi MM, 

Zarnani AH, Jeddi Tehrani M, Shirazi A, et al. Isolation 

identification and culture of goat spermatogonial stem 

cells using c-kit and PGP9.5 markers. J Assist Reprod 

Genet. 2012: 29(10): 1029-1038. 

19. Zandi A, Rahimi Feyli P, Moghaddam AA. Effect of 

testosterone on of ovine spermatogonial colony formation 

in-vitro. Feyz. 2016; 20(3): 205-13. [In Persian] 

20. Shabani H, Zandi M, Ofoghi H, Sanjabi MR, Hoseini 

Pajooh KH. The effect of combining vitamin E and C on 

the viability improvement of transfected ovine 

spermatogonial stem cells after cryopreservation and 

thawing. Turk J Vet Anim Sci. 2017; 41: 1701-1738. 

21. Mehranjani MS, Noorafshan A, Momeni HR, Abnosi 

MH. Stereological study of the effectsof vitamin E on 

testis structure in rats treated withpara-nonylphenol. 

Asian J Androl. 2009; 11(4): 508-516. 

22. Izadyar F, Wong J, Maki C, Pacchiarotti J. 

Identification and characterization of repopulating 

spermatogonial stem cells from the adult human testis. 

Hum Reprod. 2011; 26(6): 1296-1306. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
19

.9
.3

.7
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

08
 ]

 

                               7 / 8

http://journal.fums.ac.ir/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29305586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29305586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29305586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29305586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29305586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yao%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29305586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helsel%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28392219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oatley%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28392219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oatley%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28392219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20Nassif%20Lacerda%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20Mde%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20Mde%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos-Junior%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segatelli%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peixoto%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peixoto%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Resende%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Fran%C3%A7a%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792279
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2019.9.3.7.4
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1706-en.html


  

  

Journal of Fasa University of Medical Sciences | Autumn 2019 | Vol. 9 | No. 3 Salehi F.et al. 

journal.fums.ac.ir 1620 
 

 

 

Effect of Vitamin E on Induction of Colonization of Spermatogonial Stem Cells 

in Vitro 
 

Salehi F1, Moghaddam A2*, Rahimi-Feyli P2 
 

1. Faculty of Veterinary Medicine, Razi University, Kermanshah, Iran 

2. Department of Clinical Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Razi University, Kermanshah, Iran 

 

Received: 14 Jan 2019                                     Accepted: 14 Jul 2019 

 

Abstract 
 

Background & Objective: Spermatogonial stem cells (SSCs) are undifferentiated germ cells that 

maintain spermatogenesis during lifetime by balancing between self-renewal and differentiation. The 

aim of this study was to investigate the effect of different concentrations of vitamin E on 

spermatogonial stem cells colony formation. 

Materials & Methods: SSCs were isolated from testes of prepubertal lamb by two step enzymatic 

digestions then purified by differential plating. The cells were cultured for 10 days in 4 groups. 

Control group: Basic media (DMEM environment which contains 1% antibiotic and 5% FBS  ( and 

treatment groups were treated with 20, 40 and 80 µmol/ml vitamin E added to basic media 

respectively. Changing of culture media was performed every 72h. Colony number and diameter 

assay was done by inverted microscope. Identification of SSCs was performed by 

immunocytochemistry assay against PGP9.5. 

Results: There were no significant difference in colony number and surface area between treatment 

groups and between treatment and control groups in days 4, 7and 10. Colony surface area 

significantly increased at day 10 compared to day 4 (P<0.05). 
Conclusion: The results of this study showed that vitamin E as an antioxidant does not have any 

significant effect on colony induction of SSCs in short term culture in vitro. 
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