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چکيد ه 

این مطالعه به منظور بررسی اثر عصاره کالیگونوم بر تعداد کلونی ها، تولید گونه های فعال اکسیژن و بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس در 
سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند انجام شد. در این پژوهش سلول های بنیادی اسپرماتوگونی موجود در غشاء پایه لوله های منی ساز از 
بیضه گوسفند نژاد افشاری با استفاده از مراحل هضم آنزیمی جداسازی شدند. نمونه ها  به چهار گروه تقسیم شدند. گروه شاهد شامل محیط 
 30( H2O2+و کالیگونوم )30 میکرومولار(، کالیگونوم )10 میکروگرم در میلی لیتر( H2O2 پایه بود و در سه گروه بعدی به ترتیب تیمارهای
میکرومولار H2O2 به همراه 10 میکروگرم در میلی لیتر کالیگونوم( به محیط پایه اضافه شدند. سلول ها به مدت سه هفته کشت داده شدند و 
میزان کلونیزاسیون در روزهای پنج و 14 و 21 پس از شروع کشت ارزیابی شدند. پس از پایان دوره کشت میزان تولید گونه های فعال اکسیژن 
و بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس )BAX و BCL2( نیز ارزیابی شد. در روز 5 و 14 کشت، تعداد کلونی های اسپرماتوگونی در گروه های شاهد 
و کالیگونوم نسبت به دو گروه دیگر بیشتر بود )P≥0/05(. در روز 21 کشت، بیشترین و کمترین تعداد کلونی های اسپرماتوگونی به ترتیب در 
 BAX و همچنین بیان ژن ROS کمترین و بیشترین درصد سلول های اسپرماتوگونی حاوی .)P≥0/05( مشاهده شد H2O2 گروه های کالیگونوم و
و مقدار نسبت BAX/BCL2 به ترتیب در گروه های کالیگونوم و H2O2 مشاهده شد )P≥0/05(. همچنین بیشترین مقدار بیان ژن BCL2 در 
سلول های اسپرماتوگونی گروه  کالیگونوم مشاهده شد )P≥0/05(. در نتیجه استفاده از عصاره کالیگونوم در محیط کشت می تواند راهکاری 

تاثیرگذار در راستای بهبود کیفیت و کاهش بروز آپوپتوزیس در سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند طی مطالعات تحقیقاتی باشد.
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This study was aimed to investigate the effect of Calligonum extract on the number of colonies, ROS production and 
apoptosis related genes expression in sheep’s spermatogonial stem cells (SSCs). In this study, SSCs at the basal mem-
brane of seminiferous tubules were isolated from testes of Afshari sheep using enzymatic digestion steps. The samples 
assigned into four groups. The control group received basic medium and the other groups contained H2O2 (30 µM), Cal-
ligonum (10 µg/ml) and Calligonum+H2O2 (30 µM H2O2 along with 10 µg/ml Calligonum), respectively. The cells were 
cultured for 3 weeks and the colonizing abilities were evaluated on the 5th, 14th and 21th days of culture. At the end of 
culturing period, ROS production and apoptosis related genes expression (BAX and BCL2) were evaluated. On the 5th 
and 14th days of culture, the number of colonies were higher (P≤0.05) in the control and Calligonum groups compared 
to the other groups. On the 14th day of culture, the highest and the least (P≤0.05) number of colonies were observed in 
Calligonum and H2O2 groups, respectively. The least and the highest (P≤0.05) rate of ROS contained SSCs, BAX expres-
sion and BAX/BCL2 ratio were observed in Calligonum and H2O2 groups, respectively. Moreover, the highest (P≤0.05) 
expression of BCL2 gene was found in Calligonum group. In conclusion, using Calligonum extract in culture medium 
could be a helpful strategy to improve the quality and decrease apoptosis status in sheep’s SSCs during research studies.
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مقدمه
 )SSCs( تعادل بین خودنوسازی و تمایز سلول های بنیادی اسپرماتوگونی
در بیضه گونه های بالغ، باعث ایجاد چرخه ای منظم می شود که مهم ترین 
نتایج آن اسپرماتوژنز و امکان باروری بالقوه است )7(. این فرآیند تکثیر 
بسیار فعال قادر به تولید تقریباً 1000 اسپرم در ثانیه است. نرخ بالای 
به  نیاز  نسبت  همان  به  دارد،  وجود  فرآیند  این  در  که  سلولی  تقسیم 
مصرف بالای اکسیژن دارد اما خون رسانی بیضه ها به نسبت عملکرد آن 
و  است  کم  بافت  این  در  اکسیژن  فشار  که  معناست  بدین  و  است  کم 

رقابت برای این عنصر حیاتی در بیضه ها بسیار شدید است )15(. 
که  هستند  نیتروژن  اکسیژن  مشتقات  یا  و  آزاد  رادیکال های  ROS ها 
هیدروکسیل،  رادیکال  هیدروژن،  پراکسید  سوپراکسید،  آنیون  شامل 
نیتریت ها  پراکسی  و  پراکسیل  رادیکال های  لیپیدی،  هیدروپراکسیدهای 
بیولوژیکی هستند  سیستم های  در  دوگانه ای  نقش  دارای  آن ها  هستند. 
که بسته به ماهیت و غلظت آن ها به دو دسته فیزیولوژیک و پاتولوژیک 
سلولی  عملکردهای  برخی  برای  فیزیولوژیک  سطح  می شود.  تقسیم 
ضروری است اما سطح بالای آن ها مضر هستند و آسیب و مرگ سلولی را 
به دنبال دارند )9(. کمپلکس های آنزیمی زنجیره تنفسی فسفوریلاسیون 

جمله  از  گرفته اند،  قرار  میتوکندری  تاج های  روی  بر  که  اکسیداتیو 
 )NADPH( گزانتین ها، نیکوتین آمید آدنین دی نوکلئوتید فسفات  اکسیداز
هستند   ROS انواع  تولید  برای  منابع  مهم ترین  از   ،P450 سیتوکروم  و 
)17(. با توجه به اهمیت سلول  های لایدیگ در فرآیندهای اسپرماتوژنز 
اکسیداتیو،   استرس  برابر  در  سلو ل ها  این  حساسیت  و  استروئیدوژنز  و 
می گیرد  صورت  زمینه  این  در  متفاوتی  دفاعی  مکانیسم های  بیضه  در 
)11(. فشار کم اکسیژن که مشخصه مهم بافت بیضه است، جزء مهم ترین 
مکانیسم هایی است که به وسیله آن بیضه ها خود را از آسیب ناشی از 
حاوی  بیضه ها  این،  بر  علاوه   .)2( می کنند  محافظت  آزاد  رادیکال های 
مجموعه ای از آنزیم های آنتی اکسیدانی و پاک کننده های رادیکال های آزاد 
هستند که از سلول های بیضه ای در مقابل رادیکال های آزاد و آسیب های 

ناشی از استرس اکسیداتیو دفاع می کنند )4(. 
با  و  مي شود  تقسيم  غيرآنزيمي  و  آنزيمي  گروه  دو  به  آنتي اكـسيدان ها 
فعاليت  از  ناشـي  صـدمات  تـرميم  آزاد،  راديكـال  تـشكيل  از  جلوگيري 
راديكال ها، افزايش دفاع مولكول هاي صدمه ديـده و بـه حداقل رسانيدن 
مي كند  مقابله  آزاد  راديكـال هـاي  از  ناشی  آسيب هاي  با  سلولي  جهش 
جز  كاتالاز  و  پروكسيداز  گلوتاتيون  ديــسموتاز،  اكــسيد  ســوپر   .)14(
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آنتی اکسیدان های آنزیمی هستند و در میان آنتی اکسیدان های غیرآنزیمی 
می توان به ويتامين E ،كاروتنوييدها، اسيد آسكوربيك و غيره اشاره كرد 
کالیگونوم  گیاه   .)8( هستند  آنتی اکسیدان ها  از  غنی  منابع  گیاهان   .)6(
می باشد  هفت بند  راسته   از  و   Calligonum comosum L علمی  نام  با 
حاوی  گیاه  این   .)3( می كند  رشد  ایران  مركزی  شنزارهای  اغلب  در  و 
آنتی اکسیدان های مهمی مانند کاتچین، اپیکاتچین، کوئرستین، کامفرول 
کاتچین،  که  داده اند  نشان  مختلف  مطالعات   .)1( است  جنیستین  و 
خواص  دارای  و  دارند  تعامل  پراکسیداز  گلوتاتیون  آنزیم  با  کوئرستین 
نکروز  فاکتور  بیان  می توانند  که  و ضدسرطان هستند  التهابی، ضدزخم 
همچنین  دهند.  تغییر  آزمایشگاهی  شرایط  در  را   )TNFα( آلفا  تومور 
گزارش شده است فعالیت ضد سرطانی کالیگونوم ممکن است از طریق 

اثر بر فرآیند آپوپتوزیس باشد )1(.
گیاهی  آنتی اکسیدان های موجود در عصاره های  تاثیرگذاری  به  توجه  با 
بر فرایندهای تولیدمثلی و به ویژه احتمال تاثیر مثبت آن ها بر تکثیر و 
تمایز سلول های بنیادی که در مطالعات پیشین به آن ها پرداخته شده و 
همچنین نبود اطلاعات کافی در مورد تاثیرات مثبت عصاره کالیگونوم  بر 
عملکرد سلول های بنیادی اسپرماتوگونی، هدف از این مطالعه بررسی اثر 
افزودن عصاره کالیگونوم در محیط کشت SSCs بر قابلیت کلونی زایی، 
)BAX و  آپوپتوزیس سلولی  با  بیان ژن های مرتبط  ROS و  تولید  مهار 

BCL2( در سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند بوده است.

مواد و روش 
عصاره گیری 

یک  توسط  ماه  اردیبهشت  در   Calligonum comosum L گیاه  میوه 
متخصص گیاه شناسی برداشت و پس از شستشو در اتاقی بدون نور خشک 
در  اتر  پترولیوم  و  متانول  میوه همراه  پودر  از  میلی گرم  شد. سپس 20 
شیشه ای ریخته شد. پس از 48 ساعت عصاره به دست آمده از فیلترهایی 
با منافذ 0/45 عبور داده شد. الکل موجود در عصاره توسط روتاری تاحد 
در  و  گردید  خشک  آون  دستگاه  توسط  عصاره  و  گردید  خارج  زیادی 

یخچال تا زمان مصرف نگهداری شد.

جداسازی و سلول های اسپرماتوگونی
شد.  استفاده  افشاری  نژاد  نابالغ  بره  بیضه های  از   مطالعه  این  در 
بیضه های مورد استفاده در این تحقیق بیضه های دور ریز کشتارگاه بوده 

 PBS همراه  بیضه ها  است.  نشده  کشتار  آزمایش  این  جهت  حیوانی  و 
در فلاسک و روی یخ قرار گرفت و در کمتر از یک ساعت از کشتارگاه 
محلول های  با  ابتدا  بیضه ها  آزمایشگاه  در  شدند.  منتقل  آزمایشگاه  به 
ضدعفونی تنتوریدید 70 درصد و الکل شستشو داده شدند و در نهایت 
پس از شستشو با نرمال سالین استریل شده و جهت اطمینان از عدم وجود 
مواد ضدعفونی کننده، با استفاده از بیستوری استریل تونیکا واژینالیس و 
تونیکا آلبوژینه برش داده شدند. سپس بافت پارانشیم بیضه جدا شده و 
در یک لوله فالکون  حاوی 10 میلی لیتر محیط DMEM حاوی پنی سیلین 
)100 واحد در میلی لیتر( و استرپتومایسین )100 میلی گرم در میلی لیتر( 
قرار گرفت. در این تحقیق به جهت بالابودن اهمیت نبود بار میکروبی 
و کاهش احتمال آلودگی، محتویات لوله فالکون سه بار در 1500 دور در 
دقیقه به مدت یک دقیقه سانتریفیوژ شد. سپس محتویات لوله فالکون به 
یک پتری دیش استریل انتقال داده شد و زیر هود با پنس و قیچی کاملا 

خرد شد، تا نهایتا فرم شیرآبه ای به خود گرفت.

هضم آنزیمی بافت پارانشیم بیضه
در  میلی گرم   1(IV کلاژناز  آنزیم های  از  آنزیمی  هضم  اول  مرحله  در 
 1( تریپسین  و  میلی لیتر(  در  میلی گرم   1(  II هیالورونیداز  میلی لیتر(، 
میلی گرم در میلی لیتر( استفاده شد و پتری دیش ها به مدت 45 دقیقه در 
انکوباتور قرار داده شدند. برای افزایش بازدهی تاثیر آنزیم های مذکور 
بر هضم بافت پارانشیم بیضه هر 10 دقیقه یكبار عمل پیپتاژ انجام شد و 
برای ارزیابی هضم آنزیمی و روند بازشدن لوله های منی ساز از یکدیگر 
هر 10 دقیقه یك بار بافت پارانشیم بیضه در زیر میکروسکوپ معکوس 
 1400 rpm بررسی شدند. نمونه پس از مرحله اول هضم آنزیمی با دور
به مدت دو دقیقه سانتریفیوژ گردید. در مرحله دوم آنزیم های کلاژناز  
IV)1 میلی گرم در میلی لیتر(، هیالورونیداز II )1 میلی گرم در میلی لیتر( به 
نمونه اضافه شد و پتری دیش ها به مدت 15 تا 20 دقیقه در انکوباتور قرار 
باقیمانده،  قطعه های  از  انفرادی  برای جداسازی سلول های  داده شدند. 
لوله های فالکون در دور rpm 800 به مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ شدند. 
نایلونی  فیلتر  از  مذکور  سلولی  تعلیق  میوئید،  سلول های  حذف  برای 
سلول های  رسوب  برای  ادامه  در  شد.  داده  عبور  استریل  میکرونی   55
اسپرماتوگونی و سرتولی لوله های فالکون در دور  rpm 800 به مدت دو 
از سانتریفیوژ مایع  برای کشت استفاده شدند. پس  دقیقه سانتریفیوژ و 
رویی موجود در لوله فالکون برای کشت در پليت 12 خانه مورد استفاده 

تاثیر عصاره گیاه کالیگونوم بر کلونی زایی و  ...

جدول 1- تاثیر تیمارها بر تعداد کلونی های اسپرماتوگونی در روزهای پنجم، چهاردهم و بیست و یکم کشت.

.)P≥0/05( حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی دار در هر ردیف است

SEMکالیگونوم+H2O2کالیگونومH2O2شاهدتیمارها

a 30/66 b 55/33 a 33/22 b7/6 53/66 روز 5

a66/77 c 142/78 a 125/11 b5/5 140/27 روز 14

c104/11 d 641/44 a 344/44 b11/3 153/00روز 21
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قرار گرفت. پس از شمارش و ارزیابی سلول ها، تعداد 10000 سلول به 
ازای یک سانتی متر مربع در هر خانه کشت داده شد. نمونه  به 5 گروه 
تعليق سلولی در  پایه )کشت  تقسیم شدند و گروه شاهد شامل محیط 
محيط   DMEM حاوی 1 درصد آنتی بيوتيک و 5 درصد FBS( بود و در 
چهار گروه بعدی به ترتیب تیمارهای H2O2 )30 میکرومولار(، کالیگونوم 
 H2O2 30 میکرومولار( H2O2+ و کالیگونوم )10 میکروگرم در میلی لیتر(
اضافه  پایه  محیط  به  کالیگونوم(  میلی لیتر  در  میکروگرم   10 همراه  به 

شدند.
بودند.  شناسایی  قابل  مختلف  گروه های  در  روز  چهار  از  پس  کلونی ها 
پليت ها در انکوباتور در دمای 37 درجه سانتی گراد، رطوبت  80 درصد و 
دی اکسيد کربن 5 درصد به مدت 21 روز قرار داده شدند. تعویض محيط 
هر سه روز یکبار انجام شد. برای ارزیابی تعداد کلونی های مشتق شده از 
سلول های اسپرماتوگونی در روزهای 5، 14 و 21 کشت، از ميکروسکوپ 

معکوس مجهز به عدسی مدرج استفاده شد. 

ارزیابی میزان تولید ROS در سلول های اسپرماتوگونی
برای اندازه گیری میزان تولید گونه های فعال اکسیژن )ROS( در درون 
DCFH-) استات  از پروب فلورسانس 2،7 دی کلروفلورسئین دی  سلول 

DA) استفاده شد که بطور اختصاصی برای اندازه گیری هیدروژن پراکسید 
به راحتی  قادر است که  این رنگ  بکار می رود.  )H2O2( درون سلولی 
وارد سلول شود و آنجا توسط استرازهای درون سلولی شکسته شود و 
تبدیل به DCFH  شود. ترکیب DCFH توانایی خروج از سلول را ندارد و 
می تواند توسط پراکسید هیدروژن و یا هیدرو پراکسیدهای دیگر اکسید 
شده و تبدیل به DCF شود که ترکیبی با شدت فلورسانس بالا می باشد 
که میزان شدت آن برابر با میزان تولید ROS و یا همان H2O2 می باشد. 
رنگ فلوئورسنس سبز DCF و رنگ فلوئورسنس قرمز PI به ترتیب در 

کانال های FL1 و FL2 شناسایی شدند. تعداد 10000 رخداد ثبت شده و 
داده ها توسط نرم افزار فلوجو آنالیز شدند.

)BCL2 و BAX( ارزیابی بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس سلولی
استخراج RNA و سنتز cDNA دو هفته پس از کشت سلولی و تیمار انجام 
شد. RNA توسط کلروفرم و ایزوپروپانول جدا شد و با اتانول 75 درصد 
شسته شد. در نهایت، آلودگی ها توسط DNase بدون RNase از بین رفتند. 
پس از سنتز cDNA نمونه ها ]کیت سنتز cDNA )فرمنتاز، لیتوانی([، بیان 
 )GAPDH( با گلیسرآلدئید 3-فسفات دهیدروژناز BCL-2 و BAX ژن های
به عنوان ژن خانه دار مقایسه شد. بیان mRNA ژن های BAX وBCL2 در 
سازنده  دستورالعمل  طبق  توالی  آشکارساز  از  استفاده  با  گروه ها  همه 

اندازه گیری شد.

آنالیز آماری
این مطالعه در سه تکرار انجام شد. نتایج آزمایش در قالب طرح کاملًا 
تصادفی با استفاده از رویه ANOVA به وسیله نرم افزار آماری SAS آناليز 
و سطح معني داري )P>0/05( در نظر گرفته شد. مقایسه میانگین ها با 

استفاده از روش توکی انجام شد.

نتایج
تاثیر تیمارها بر تعداد کلونی های اسپرماتوگونی

نتایج مربوط تاثیر تیمارها بر تعداد کلونی های اسپرماتوگونی در روزهای 
کشت،   5 روز  در  است.  شده  گزارش   1 جدول  در  کشت   21 و   14  ،5
تعداد کلونی های اسپرماتوگونی در گروه های شاهد و کالیگونوم نسبت 
 H2O2 و اختلاف میان گروه های )P≥0/05( به دو گروه دیگر بیشتر بود
و کالیگونوم +H2O2 از نظر آماری معنی دار نبود )P<0/05(. در روز 14 

.)P≥0/05( حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی دار در بین تیمارها است .ROS شکل 1- تاثیر تیمارها بر درصد سلول های اسپرماتوگونی حاوی
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کشت، تعداد کلونی های اسپرماتوگونی در گروه های شاهد و کالیگونوم 
نسبت به دو گروه دیگر بیشتر بود )P≥0/05( و همچنین کمترین تعداد 
کشت،   21 روز  در   .)P≥0/05( شد  مشاهده   H2O2 گروه  در  کلونی ها 
بیشترین و کمترین تعداد کلونی های اسپرماتوگونی به ترتیب در گروه های 
کالیگونوم و H2O2 مشاهده شد )P≥0/05( و همچنین تعداد کلونی ها 

.)P≥0/05( از گروه شاهد بیشتر بود H2O2+ در گروه کالیگونوم

ROS تاثیر تیمارها بر درصد سلول های حاوی
تاثیر تیمارها بر درصد سلول های اسپرماتوگونی حاوی ROS در شکل 1 
نمایش داده شده است. کمترین و بیشترین درصد سلول های  اسپرماتوگونی 
شد  مشاهده   H2O2 و  کالیگونوم  گروه های  در  به ترتیب   ROS حاوی 
)P≥0/05( و همچنین درصد سلول های  اسپرماتوگونی حاوی ROS در 

.)P≥0/05(از گروه شاهد کمتر بود H2O2+ گروه کالیگونوم

تاثیر تیمارهای  مختلف بر بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس سلولی 
)BCL2 و BAX(

نتایج مربوط تاثیر تیمارهای مختلف بر بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس 
و  کمترین  است.  داده شده  نشان   2 در جدول   )BCL2 و   BAX( سلولی 
اسپرماتوگونی  سلول های  در  به ترتیب   BAX ژن  بیان  مقدار  بیشترین 
میان  اختلاف  و   )P≥0/05( شد  مشاهده   H2O2 و  کالیگونوم  گروه های 
نبود  معنی دار  آماری  نظر  از   H2O2+کالیگونوم و  شاهد  گروه های 
BCL2 در سلول های اسپرماتوگونی  بیان ژن  )P<0/05(. بیشترین مقدار 
نظر  از  سایر  میان  اختلاف  و   )P≥0/05( شد  مشاهده  کالیگونوم  گروه  
BAX/ کمترین و بیشترین مقدار نسبت .)P<0/05( آماری معنی دار نبود

کالیگونوم  گروه های  اسپرماتوگونی  سلول های  در  به ترتیب   BCL2
و  شاهد  گروه های  میان  اختلاف  و   )P≥0/05( شد  مشاهده   H2O2 و 

.)P<0/05( از نظر آماری معنی دار نبود H2O2+کالیگونوم

بحث
فاکتورها  انواع  اثر  SSCs در خودنوسازی و تمایز و  توانایی  به  با توجه 
در ریزمحیط آ ن ها پژوهش در راستای افزایش کارایی محیط های کشت 
این  از  SSCs ضروری است )13(. هدف  توانایی تکثیر و کلونی زایی  بر 
مطالعه بررسی اثر افزودن عصاره کالیگونوم در محیط کشت SSCs بر 

قابلیت کلونی زایی، مهار تولید ROS و بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس 
سلولی )BAX و BCL2( در سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند بوده 
در   SSCs کلونی های  تعداد  که  داد  نشان  مطالعه  این  در  نتایج  است. 
گروه تیمار H2O2 در هر 3 بازه زمانی کشت از گروه کنترل و گروه تیمار 
کالیگونوم کمتر بوده است. نتایج به دست آمده در مطالعه حاضر با نتایج 
به دست آمده توسط کانگ و همکاران )2015( همخوانی دارد که آن ها 
نشان دادند استفاده از عصاره گیاهان در محیط کشت دارای بر رشد و 

کلونی زایی SSCs و همچنین افزایش باروری موثر است )10(. 
در این مطالعه از تیمار H2O2 برای القای تنش اکسیداتیو استفاده شده و 
 H2O2 سعی بر آن شد اثرات مخرب H2O2 در تیمار ترکیبی کالیگونوم با
اساس  بر  گردد.  خنثی  کالیگونوم  عصاره  آنتی اکسیدانی  خواص  توسط 
 SSCs در  اکسیداتیو  استرس  کننده  القا  آستانه ای  دوز  پیشین  مطالعات 
که فاقد آسیب جدی به کلونی ها باشد μM 30 بوده است )4( که در این 
مطالعه نیز از همین دوز استفاده شده است.  همچنین اثر دوزهای 0 تا 
15 میکرومولار H2O2 بر تحرک اسپرم بررسی شده که نتایج نشان داده 
است H2O2 باعث افزایش سطوح ROS  و  NO شده و از این طریق بر 

روی پارامترهای اسپرم تاثیرمنفی می گذارد )12(. 
در مطالعه حاضر، استفاده از عصاره کالیگونوم در محیط کشت موجب 
بهبود میزان کلونی زایی و همچنین کنترل میزان تولید ROS در سلول های 
 BAX و BCL2 بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند شد. همچنین بیان ژن های
به عنوان عوامل بازدارنده و پیش برنده آپوپتوزیس نیز در حضور عصاره 
با  مرتبط  مثبت  اثر  این  یافت.  کاهش  و  افزایش  ترتیب  به  کالیگونوم 
پیشین  مطالعات  در  که  است  کالیگونوم  آنتی اکسیدانی عصاره  خاصیت 
وجود  دلیل  به  سوم،  و  دوم  هفته  در   .)1( است  شده  اشاره  آن  به 
تعداد   H2O2 با تیمار شده  گروه  در   )ROS( اکسیژن  آزاد  رادیکال های 
کلونی اسپرماتوگونی نسبت به سایرگروه ها کمتر است، اما در گروه های 
تیمار شده با کالیگونوم، سلول ها توانایی خودنوزایی بیشتری داشته اند و 
درنتیجه کلونی های جوان بیشتری مشاهده شد. بنابراین، افزودن عصاره 
گیاه كالیگونوم به محیط كشت در حضور و عدم حضور H2O2، سبب 
افزایش میزان تکثیر و به دنبال آن افزایش تعداد كلونی هاو خود نوزایی 

می شود. 
 از طرفی بررسی بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس نشان داده که افزودن 
و  اکسیداتیو  استرس  ایجاد  عامل  یک  عنوان  به  محیط کشت  به   H2O2

.)BCL2 و BAX( جدول 2- تاثیر تیمارهای مختلف بر بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس سلولی

.)P≥0/05( حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی دار در هر ردیف است

H2O2شاهدتیمارها
Hکالیگونوم

2
O

2
SEMکالیگونوم+

BAX 7/71 b 10/85 c 5/65 a 7/19 b0/85

BCL2 3/35 b2/20 b 5/50 b 3/75 a0/55

BAX/BCL2 2/30 b4/93 c 1/02 a 1/91 b0/40

تاثیر عصاره گیاه کالیگونوم بر کلونی زایی و  ...
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در  طرفی  از  است.  شده   BAX آپوپتوزی  ژن  القاء  سبب   ،ROS القای 
آپوپتوزی  ژن های  و  بالاست  اکسیداتیو  استرس  میزان  که  سلول هایی 
فعال هستند، همزمان بیان ژن BCL2 جهت مقابله با آسیب سلولی بالا 
می رود و می تواند از آپوپتوز سلول ها جلوگیری کند، اما همین افزایش 
 DNA به  آسیب  و  کروموزومی  بی ثباتی  BCL2 می تواند سبب  بی رویه 
و به دنبال آن کاهش بیان BCL2 و القا آپوپتوز شود )16(. درواقع ژن 
BCL2 هم نقش آنتی آپوپتوزی هم نقش پرو آپوپتوزی دارد، در مقادیر 
کم سبب افزایش ظرفیت آنتی اکسیدانی سلول و مقاومت در برابر استرس 
اکسیداتیو شده، اما در غلظت های بالا سبب تغییر در یکپارچگی سلولی و  
القاء مرگ وابسته به کلسیم می گردد. در این مطالعه کالیگونوم به دلیل 
به  را نسبت   BCL2 بیان ژن  توانسته است سطح  آنتی اکسیدانی  خواص 
 BAX گروه کنترل به میزان مناسبی افزایش دهد و همچنین میزان بیان ژن
را نسبت به گروه H2O2 کاهش دهد. نتایج این قسمت با مطالعه براتی 
سلول های  در  کرده اند  گزارش  که  دارد  هم خوانی   )2021( همکاران  و 
اسپرماتوگونی موشمیزان بیان ژن BAX در گروه تیمار شده با H2O2 به 
طور معنی داری بیشتر از سایر گروه هاست و میزان بیان ژن آنتی آپوپتوزی 

BCL2 در این گروه از بقیه کمتر است )5(.  

نتیجه گیری
یافته های حاصل از این پژوهش نشان داد که استفاده از عصاره کالیگونوم 
بنیادی  سلول های  در  کلونی زایی  میزان  بهبود  موجب  کشت  محیط  در 
اسپرماتوگونی گوسفند می شود و همچنین کنترل میزان تولید ROS را در 
این سلول ها به دنبال دارد. بیان ژن های BCL2 و BAX به عنوان عوامل 
به  کالیگونوم  عصاره  حضور  در  نیز  آپوپتوزیس  پیش برنده  و  بازدارنده 
ترتیب افزایش و کاهش می یابد. بنابراین استفاده از عصاره کالیگونوم در 
محیط کشت می تواند روشی تاثیر گذار برای حفظ و نگهداری سلول های 

بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند در زمان کشت سلولی باشد. 
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