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 دهیچک

های سنتی که برای درمان ناباروری یکی از دارو .های در حال توسعه وجود داردهای گیاهی در کشورگرایش رو به رشد سریعی در مصرف دارو :زمینه و هدف

نیادی های بو تکثیر آزمایشگاهی سلول زنده ماندننخل بر میزان  یآبی گرده یاست. هدف از این مطالعه بررسی تاثیر عصاره نخل یشود گردهمردان استفاده می

 باشد. اسپرماتوگونی موش نابالغ می
 

روزه  با دو مرحله هضم  شش تا دهموش سوری  یهای بنیادی اسپرماتوگونی ازبیضههای سرتولی و سلولولی شامل سلولتعلیق سل جداسازی: هامواد و روش

آبی  یعصاره لیتر گرم بر میلیمیلی 62/0و  25/0، 06/0درصد سرم در غیاب و حضور غلظت های  پنجحاوی  DMEMشد. تعلیق سلولی در محیط  انجامآنزیمی 

اخص ها به عنوان شتعداد کل سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی در انتهای مرحله کشت، هفته کشت داده شد. به منظور ارزیابی رشد سلول دونخل به مدت  یگرده

 . سلولی در نظر گرفته شد زنده ماندن های زنده برای ارزیابی میزانتکثیر سلولی و تعداد سلول

لیتر گرم بر میلیمیلی 62/0و  25/0، 06/0های های تیمار شده با غلظتهفته کشت در گروه کنترل و گروه دوهای زنده و تکثیر سلولی پس از درصد سلولنتایج: 

 .(P > 05/0)داری با یکدیگر نداشت نخل تفاوت معنی یآبی گرده یعصاره

 نده ماندنزی نخل در محیط کشت، اثرات سمی بر میزان ی آبی گردهی موش نابالغ با عصارهنتایج این مطالعه نشان داد که تیمار تعلیق سلولی بیضه گیری:نتیجه

یط کشت پرماتوگونی در محهای بنیادی اسزایی سلولتوان از آن در مطالعات بعدی جهت بررسی روند کلونیها نداشته است. بنابراین میو تکثیر سلولی این سلول

 استفاده نمود.

 تکثیر، زنده ماندنی نخل، گردهسلول سرتولی، سلول بنیادی اسپرماتوگونی،  کلمات کلیدی:

 

 
 

 مقدمه
باشد. ناباروری دارای علل متفاوت با منشا مردانه و زنانه می

یکی از علل ناباروری در مردان تعداد کم اسپرم )الیگواسپرمی( ویا 

، های اسپرماتوگونی. سلول(1) باشدفقدان اسپرم )آزواسپرمی( می

های بنیادی بیضه هستند که در اثر تکثیر و تمایز سایر سلول

های بدن ها تنها سلولآورند. این سلولمیها را به وجود سلول

، در (2) کنندهستندکه اطلاعات ژنتیکی را به نسل بعد منتقل می

نتیجه منبع ارزشمندی جهت انجام آزمایشات بیولوژیکی و 

مقاله پژوهشی

  

 ،علوم دانشگاه پزشکی، دانشکده تشریحی، علوم گروه نویسنده مسئول: زهره ماکولاتی 
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های تکثیر سلول لذا حفظ و ؛(3) باشندتحقیقات پزشکی می

بنیادی اسپرماتوگونی در محیط کشت امری بسیار ضروری است. 

ز ها استفاده اترین تکنیکجهت رسیدن به این هدف، یکی از مهم

-سیستم کشت مناسب است که بتواند حمایت لازم را از این سلول

های بنیادی نسبت ها، تعداد سلولها فراهم نماید. در تمامی بافت

 هاییافته کمتر است. این نسبت در سلولهای تمایزبه سلول

ه بسیار های بیضبنیادی اسپرماتوگونی بیضه نسبت به کل سلول

 بنیادی کمتر است و به ازای هر سه یا چهار هزار سلول یک سلول

. این موضوع جداسازی (4) بالغ وجود دارد اسپرماتوگونی در بیضه

کند. در نتیجه، انجام ها را مشکل میی این سلولو مطالعه

های بنیادی اسپرماتوگونی در هایی در جهت تکثیر سلولپژوهش

محیط آزمایشگاه زمینه مناسبی را در درمان ناباروری بوجود 

 خواهد آورد. 
در طب سنتی از گیاهان دارویی برای درمان ناباروری استفاده 

های مختلف شود. یکی از گیاهانی که از میوه و سایر قسمتمی

 Date palm (Phoenix(DPPشود نخل یا نخل )آن استفاده می

Dactylifera) Pollen  باشد که به طور وسیعی در نواحی می

دست ه ب یقدیم، گرده در مصر .(5)یابد گرمسیر ایران پرورش می

شده آمده از درخت نخل برای افزایش باروری زنان استفاده می

نخل حاوی  یامروزه مشخص شده است که گرده .(6) است

میل جنسی را  های تسهیل کنندگی است که هیجانات وفاکتور

 نخل ممکن است یکنندگی گردهاین اثر تقویت، دهدافزایش می

نخل  یگرده ها باشد.به علت وجود آلکالوئید، ساپونین و فلاونوئید

همچنین سطح پلاسمایی تستوسترون و استرادیول را نیز افزایش 

گرده همچنین حاوی کلسترول، رتین و این  .(7)د دهمی

 ودشها در رت میکاروتنوئید است که باعث فعالیت گنادوتروپین

های بنیادی اسپرماتوگونی در محیط سازی و تکثیر سلولغنی. (8)

بع ها، منزایی این سلولکشت امری بسیار ضروری است و کلونی

های زایا برای مطالعات بعدی نظیر انجماد، پیوند با ارزشی از سلول

یادی های بندرمان ناباروری، دستکاری ژنتیکی و تمایز سلولبرای 

آورد. جهت اسپرماتوگونی در محیط آزمایشگاه را فراهم می

های مختلف رسیدن به این هدف، در این مطالعه تاثیر غلظت

ای هو تکثیر سلول زنده ماندنی نخل بر میزان ی آبی گردهعصاره

یشگاه مورد بررسی قرار بنیادی اسپرماتوگونی در شرایط آزما

 گرفت.

 هامواد و روش
 ی نخل ی آبی گردهی عصارهتهیه  

لیتر آب مقطر حل میلی 80ی نخل در پودر گردهگرم  55/8

ساعت در دستگاه شیکر قرار گرفت. بعد از فیلتر  پنجو به مدت 

ساعت در آون  پنجکردن محلول داخل پلیت ریخته شد و به مدت 

درجه قرار داده شد. سپس پودر خشک را در آب  55-60با دمای 

گرم بر میلی 62/0و  25/0، 06/0های مقطر حل کرده و غلظت

 نخل تهیه شد. یآبی گرده یعصاره لیتر میلی

 حیوان آزمایشگاهی   

روزه  شش تا دههای نابالغ ی موشدر این تحقیق از بیضه

های استفاده شد و برای هر بار جداسازی سلول جهت کشت، بیضه

بر اساس ها سر موش برداشت شد. جداسازی سلول ششحداقل 

جهت  دو مرحله هضم آنزیمی انجام شد. با (9)روش اسکارپینو 

 ,Sigma, St. Louis, MO)هیالورونیداز های هضم آنزیمی از آنزیم

USA) تریپسین ،(Sigma, St. Louis, MO, USA)  و کلاژناز

(Sigma, St. Louis, MO, USA)  .استفاده شد 

 ی اول هضم آنزیمی مرحله  

های بدون کپسول در محیط کشت حاوی در این مرحله بیضه

لیتر(، تریپسین گرم بر میلیمیلی 05/0های هیالورونیداز )آنزیم

-گرم بر میلیمیلی 05/0لیتر( و کلاژناز )گرم بر میلیمیلی 05/0)

درجه  37دقیقه در دمای  20به مدت  بعد از هضم آنزیمی،لیتر( 

به آرامی توسط دقیقه یک بار  دهد. در طی این مدت هر انکوبه ش

پس از طی این مرحله، دقیقه پیپتاژ شد.  یکسمپلر به مدت 

 دو، به مدت سازهای منیها و قطعات لولهمحیط حاوی سلول

 mpr 1200گراد و  با سرعت ی سانتیدرجه چهاردقیقه در دمای 

سانتریفیوژ شد. بعد از سانتریفیوژ محیط بالای رسوب با محیط 

MDMD  جدید جایگزین شد. این کار باعث حذف بافت بینابینی

ساز که حاصل اولین مرحله از هضم های منیشده و قطعات لوله

 -1)شکل  ی دوم هضم آنزیمی شدنداند وارد مرحلهآنزیمی بوده

 . الف(

 ی دوم هضم آنزیمی مرحله  

ساز حاصل از اولین مرحله هضم آنزیمی، منیهای قطعات لوله

، سازمنیهای لوله قطعاتها از جهت هضم بیشتر و جداشدن سلول

 37یک ساعت در دمای  در محیطی مشابه مرحله اول به مدت
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دقیقه  20در طی این مدت محلول فوق هر  ه شدند.بدرجه انکو

بار توسط سمپلر پیپتاژ شد. پس از اتمام زمان انکوباسیون، یک

، لرسمپ و کردن پیپت کمک به دقیقه سه تا پنجمجددا به مدت 

تجمعات سلولی موجود در تعلیق تا حد امکان خرد شدند. سپس 

جهت جداسازی قطعات هضم نشده با سرعت سوسپانسیون حاصل 

mpr 400 معادل( g30 در دمای )گراد و به انتیدرجه ی س چهار

های ی لولهدقیقه سانترفیوژ شد. قطعات هضم نشده دومدت 

شامل  سوسپانسیون حاصلساز در ته لوله رسوب کرده و منی

های بنیادی اسپرماتوگونی در بالای های سرتولی و سلولسلول

ید ی فالکون جدتعلیق قرار گرفتند. تعلیق سلولی را داخل لوله

-ی سانتیدرجه چهاردقیقه در دمای  ودریخته و مجددا به مدت 

سانتریفیوژ شد. بعد از  (g90 )معادل mpr 1200گراد و با سرعت 

سانتریفیوژ یک پلاک در ته لوله تشکیل شد آن را نگه داشته و 

 یک، به مدت آن به سرم چهار درصدبعد از اضافه کردن محیط 

شت کدقیقه پیپتاژ شد سپس آن را با پیپت کشیده، داخل فلاسک 

 . ب(-1)شکل  منتقل شد 2OCریخته و به انکوباتور 

 کشت تعلیق سلولی بیضه  

 های بنیادی اسپرماتوگونی وحاوی سلولتعلیق سلولی بیضه 

های در چهار گروه کنترل و گروه (10, 9)های سرتولی سلول

لیتر گرم بر میلیمیلی 62/0و  25/0، 06/0های حاوی غلظت

 %5 حاوی DMEMی نخل در محیط کشت ی آبی گردهعصاره

FBS .های مورد استفاده غلظت و به مدت دو هفته کشت داده شد

ی آبی شده بر روی عصارهدر این پژوهش بر اساس مطالعات انجام 

 محاسبه گردید. in vivo  (7 ,11) ی در شرایطگرده

 510ها یکسان )تعداد سلول اولیه برای کشت در تمامی گروه 

های تازه پس از فرایند و میانگین درصد حیات سلول (55/5× 

ها هر تعویض محیط سلول بود. 64/98 ±2/2جداسازی آنزیمی 

زنده  میزان پس از پایان مدت کشت، بار انجام شد.ساعت یک 48

و تکثیر سلولی در هر چهار گروه بررسی شد. تکرار در هر  ماندن

 بار انجام شد. سهگروه آزمایش 

 

 

 

-ب: جمعیت سلولی به دست آمده از لوله .بیضهآنزیمی ی اول هضم مرحلهحاصل از روزه  شش تا دههای منی ساز موش نوزاد الف: لوله -1شکل 

های با نوع سلول با اندازه و شکل متفاوت است.سلول دوبیضه حاوی آنزیمی هضم پس از مرحله دوم روزه  شش تا دهساز موش نوزاد های منی

 .باشدهای سرتولی می)نوک پیکان( سلول با حاشیه نامنظم های( و سلولSSCsهای بنیادی اسپرماتوگونی )سلول حاشیه منظم )پیکان(
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پس از تاثیر  2و تکثیر سلولی 1زنده ماندنبررسی میزان 

های زنده با استفاده از نخل بر سلول یآبی گرده یعصاره

 تست سمیت

 دههای زنده، برای تعیین تعداد کل سلولی و درصد سلول

از سوسپانسیون سلولی در شرایط استریل برداشته شد  میکرولیتر

تریپان بلو اضافه شد. پس از گذشت  04/0محلول و هم حجم آن 

به دلیل شمارش سلولی انجام شد.  3توسط لام نئوبار دقیقه یک

به درون  04/0های مرده، رنگ تریپان بلو تخریب غشا در سلول

شوند. آبی رنگ میهای مرده کند و سلولها نفوذ میاین سلول

-ها به عنوان شاخص تکثیر سلولی و تعداد سلولتعداد کل سلول

 های زنده برای ارزیابی میزان بقای سلولی در نظر گرفته شد.

 بررسی آماری:  

و با استفاده از  SPSSها با استفاده از نرم افزار آماری داده

آزمون واریانس یکطرفه مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. از آزمون 

Tukey های چند گانه استفاده شد. نتایج به صورت برای مقایسه

-معنی 05/0کمتر از  pانحراف معیار بیان شد و میزان  ±میانگین 

 دار در نظر گرفته شد.

 نتایج
 جمعیت روزه، تا دهشش پس از جداسازی بیضه از موش نابالغ 

نوع سلول با  دوساز حاوی های منیسلولی به دست آمده از لوله

 هایهای با حاشیه منظم سلولسلول اندازه و شکل متفاوت است.

های سلول با حاشیه نامنظم هایبنیادی اسپرماتوگونی و سلول

مشاهده  1همانگونه که در جدول  .ب(-1)شکل  باشدسرتولی می

هفته  2و تکثیر سلولی پس از  زنده ماندنشود، میانگین میزان می

، 06/0های های تیمار شده با غلظتکشت در گروه کنترل و گروه

ل نخ یآبی گرده یلیتر عصارهگرم بر میلیمیلی 62/0و  25/0

 .(P > 05/0)داری با یکدیگر نداشت تفاوت معنی

 گیرینتیجهبحث و 
 یداد که تیمار تعلیق سلولی بیضهنتایج این مطالعه نشان 

ی نخل در محیط کشت، اثرات ی آبی گردهموش نابالغ با عصاره

ته ها نداشو تکثیر سلولی این سلول زنده ماندن سمی بر میزان

 است.

                                                            
 

 

های تعلیق بیضه از جمله سلولهای کشت طولانی مدت سلول

بنیادی اسپرماتوگونی به دلایل مختلف مشکل است. بر اساس 

ا هزارشات آپونته یکی از دلایل این امر این است که این سلولگ

, 12) شوندبه طور فعال در محیط کشت دچار فرآیند آپوپتوز می

ک های داخل سلولی یافتد که مانیتور. آپوپتوز زمانی اتفاق می(13

های عملکرد را نشان دهند. در این زمان آبشار آسیب یا سوء

ا که هها و اندونوکلئازشود تا در نهایت کاسپازسیگنالی شروع می

، های آپوپتوزکشد، فعال شوند. در بسیاری از شکلها را میسلول

به عنوان  (ROSهای فعال اکسیژن )آبشار سیگنالی از گونه

 ایدنمی بینابینی اساسی استفاده میهای انتقال دهندهمولکول

. در شرایط کشت آزمایشگاهی، غلظت اکسیژن در مقایسه با (14)

شرایط داخل بدن به مراتب بیشتر است و این امر سبب افزایش 

-های آزاد اکسیژن در شرایط کشت آزمایشگاهی میتولید رادیکال

اشند. بها قادر به مهار فرایند آپوپتوز میآنتی اکسیدان . (15)شود 

های ناشی از توانند به طور وسیع آسیبها میاکسیدانآنتی

ثی کردن کار را از طریق خن ها را کاهش دهند و ایناکسیدان

ی سلولی که باعث جلوگیری و های آزاد قبل از حملهرادیکال

سلولی  DNAها و ها، کربوهیدراتها، آنزیمآسیب به لیپوپروتئین

ی آنزیمی ها به دو دستهدهند. آنتی اکسیدانگردد، انجام میمی

نوع غیر آنزیمی شامل توکوفرول،  شوند.و غیر آنزیمی تقسیم می

  .(16) باشداسیدآسکوربیک، فلاونوئید و تانن میکاروتنوئید، 

 گیاهان، آبی فراکسیون معمولاً کهاست داده  نشان مطالعات

-17) باشدها میتانن و هاآلکالوئید ،هاگلیکوزید نظیر موادی حاوی

ی نخل حاوی آنتی بر اساس گزارشات مختلف، گرده .(20

های مختلف از جمله کاروتنوئید، آلکالوئید و فلاونونوئید اکسیدان

-هنخل با واسط یکه گردهرسد بنابراین به نظر می .(8, 7) باشدمی

های مختلف نظیر فلاونوئید، کاروتنوئید و ی وجود آنتی اکسیدان

های کشت های ضدآپوپتوزی را در سلولتواند مسیرها میتانن

زنده  داده شده مهار نماید و از این طریق نقش مهمی در تعادل

 (.7،8)ها داشته باشد و تکثیر سلول ماندن

 است ممکن استروژن که است شده پیشنهاد اخیر هایسال در

 داشته نقش بنیادی اسپرماتوگونی هایسلول خودنوزایی تنظیم در

 . (21) باشد

 1 Viability Percent 
2 Proliferation Rate 
3 Neubauer hemacytometer 
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نخل ی ههست پودر عصاره که است داده نشان تحقیقات

((palm kernel  استروژنیک  مواد محتوی نخل یگرده یو دانه

 که است گناد محرک ترکیبات عنوان ها بهاسترول استرون و نظیر

 .(22) شودمی مردانه ناباروریبهبود  سبب

 به که است گیاهی ترکیب نخل یک یگرده یدانه تعلیق

 استفاده سنتی طب در مردانه ناباروری درمان برای صورت گسترده

خاصیت تحریک مصری دانشمندان  .(23, 22) است شدهمی

 .(24) را گزارش نمودندنخل  یگرده یدانه توسط هاگناد کنندگی

 از نیز حاکی 2006 سال در همکاران و پوربهمن مطالعات 

 تولید فعالیت و اسپرماتوِژنز فرآیندبرنخل  یگرده یدانه تاثیر

 تحرک، تعداد، بهبود که نحوی به .بود نر بالغ رت در مثلی

اپی و بیضه وزن افزایش نیز و DNAکیفیت  و هاماسپر مورفولوژی

 .(11) شد مشاهده گرده این از استفاده از پس دیدیم

 یدانه آبی یعصاره اثرات  2012 سال در همکاران و عابدی 

 و کرده بررسی را نر هایرت جنسی هایرفتار بر نخل یگرده

 دنبال به را انزال در تاخیر مردانه نظیر جنسی هایرفتار تحریک

 این مطالعات نتایج اساس بر .نمودند گزارش ماده این از استفاده

 برای جنسی کننده تقویت به عنوان نخلی گرده یدانه محققین

 آن از استفاده و بوده مناسب جنسی ناتوانی و زودرس انزال درمان

علل  از یکی .(7) است شده پیشنهاد ناباروری مردانه درمان برای

 اثر در زایی اسپرم فرآیند نقص علت به تواندمی مردانه ناباروری

-تکثیر و غنیاز این رو، . (25) باشد زایا تکثیر سلول شکست در

های بنیادی اسپرماتوگونی در محیط کشت امری سازی سلول

ها، منبع با ارزشی از زایی این سلولبسیار ضروری است و کلونی

های برای مطالعات بعدی نظیر تمایز سلولرا های زایا سلول

جا از آنآورد. نی در محیط آزمایشگاه فراهم میبنیادی اسپرماتوگو

 ینتایج این مطالعه نشان داد که تیمار تعلیق سلولی بیضهکه 

ی نخل در محیط کشت، اثرات ی آبی گردهبالغ با عصارهموش نا

و نیز  نداردها و تکثیر سلولی این سلول زنده ماندن سمی بر میزان

نخل  یدر مورد تاثیر گرده با توجه به نتایج مثبت مطالعات پیشین

توان در مطالعات آینده بر فرآیند باروری در شرایط درون بدن، می

های بنیادی بیضه در زایی سلولاثرات این ماده را بر روند کلونی

 شرایط آزمایشگاهی بررسی کرد. 
 

 تشکر و قدردانی
های علوم پزشکی فسا و نویسندگان این مقاله از دانشگاه

 های مالی و اجرایی کمال تشکر را دارند. به دلیل حمایتدامغان 
 

 تعارض منافع
 نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی را اعلام نکرده اند.

 
 

 
 
 

گرم بر میلی 62/0و  25/0، 06/0های های تیمار شده با غلظترل و گروههفته کشت در گروه کنت 2های زنده و تکثیر سلولی پس از مقایسه درصد سلول -1جدول 

بار تکرار شده است. تفاوت  سه( بود. آزمایش برای هر گروه 55/5×  510ها یکسان )نخل. تعداد سلول اولیه برای کشت در تمامی گروه یآبی گرده یلیتر عصارهمیلی

 .(P >05/0)های مختلف با یکدیگر مشاهده نشد و تکثیر سلولی در انتهای کشت در گروه زنده ماندنداری در میانگین میزان معنی
 

هاگروه  
های زندهدرصد سلول  

 انحراف معیار(±  )میانگین

 تکثیر سلولی

 انحراف معیار(±  )میانگین

91 ± 6/3 کنترل  6/68×105 ± 0/23 

ی گرده نخللیتر عصارهگرم بر میلیمیلی 06/0غلظت   5/3 ±  95/95  7/11×105 ± 0/13 

ی گرده نخللیتر عصارهگرم بر میلیمیلی 25/0غلظت   63/0 ± 1/94  8/45×105 ± 1/05 

ی گرده نخللیتر عصارهگرم بر میلیمیلی 62/0غلظت   62/3 ± 58/91  4/13×105 ± 0/1 
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Abstract 

Background & Objective: There is a fast growing tendency in the consumption of herbal remedies in developing 

countries. One of the traditional medicines used for male infertility is Date Palm Pollen (Phoenix Dactylifera) (DPP). 

The goal of the present study is to investigate the effect of aqueous extract of DPP on the rates of in vitro viability and 

proliferation in neonate mouse Spermatogonial Stem Cells (SSCs). 

Materials & Methods: Cell suspension including sertoli cells and SSCs were isolated from testes of six to 10 day-old 

mice by two steps enzymatic digestion. The cell suspension was cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM) with or without 0.06, 0.25, and 0.62 mg/ml of aqueous extract of DPP during two weeks. In order to evaluate 

the rate of SSCs growth at the end of culture, the total number of the cells and living cells were considered as proliferation 

and survival rates, respectively. 

Results: The results showed that there were no significant difference between the percent of viability and proliferation 

in control and 0.06, 0.25 and 0.62 mg/ml of DPP-treated groups (P> 0.05). 

 

Conclusion: Our study showed that treatment of neonatal mouse testicular cell suspension with DPP had no toxic effects 

on viability percent and the proliferation rate of these cells. Therefore, we can use DPP to evaluate the in vitro pattern of 

SSCs colonization in the future studies. 

Keywords: Spermatogonial Stem Cell, Date Palm Pollen, viability, proliferation 
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