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(  SSCs)  ی اسپرماتوگون  یادی بن  یهاذوب سلول -از انجماد  ی ناش  ب یبر آس(  ALA)  د یاس  ک یپوئی آلفال  یاثر محافظت  ی مطالعه بررس  ن یاز ا  هدف

جدا   C57روزه نژاد  ۸- 4 یهاموش  ضه ی از ب ی اسپرماتوگون  یادیبن یهادر آپوپتوز بود. سلول  ل یدخ  یهاژن  ان یب یابیارز ق یموش نابالغ از طر

فسفاتاز، به مدت سه هفته کشت داده    نیآلکال تیو سنجش فعال ( PLZF)نشانگر   یمیتوشیمونوس یا یهابا روش  ت یهو دیی از تأ پسشده و  

منجمد    آلفالیپوئیک اسید  کرومولاریم  5و    1  ،2/0  ( و سه دوزدانیاکسی شامل کنترل )بدون آنت  یها در چهار گروه انجمادشدند. سپس سلول 

نشان داد که غلظت   جی. نتادی گرد یبررس Real-time PCRبا روش  Casp9و  Bax ،Bcl2 ،Casp3 یهاژن  انیشدند. پس از ذوب، ب

  ک ی ژن ضد آپوپتوت انیرا کاهش و ب Casp9و  Casp3 یهاژن  ز یو ن Bax کیژن پروآپوپتوت انیب  یداریطور معنبه  ALA کرومولاریم 1

BCL2  می   شیرا افزا ( 05/0دهد>P  .)  ان یدر ب  ی داریکاهش معن  ز ی ن  کرومولار یم  2/0غلظت  Bax   وCasp3 5دوز )   ن یکرد. بالاتر  جاد یا  

  ی د یکل  یهاژن   ان یب  لی با تعد  کرومولار، یم   1ویژه در غلظت  به   د،یاس   ک یپوئی که آلفا ل  توان نتیجه گرفت می   نداشت.  یداری ( اثر معنکرومولاریم

  ی افزودن  ک یعنوان  ذوب محافظت کند و به -از فرایند انجماد یناش  ب یدر برابر آس   وش م  ی اسپرماتوگون یادیبن  یهااز سلول   تواند یآپوپتوز م

 . گرددیم شنهاد یها پسلول  ن یانجماد ا طیمؤثر در مح 

 موش  ،ژن انیب  ،آپوپتوز  ،انجماد ،دی اس  کیپوئیآلفا ل ی،اسپرماتوگون یادیبن یهاسلول : های کلیدیواژه 

 
 مقدمه 

به  سلول اسپرماتوگونی  بنیادی  از امجموعه های  ی 

شود که در  های بنیادی با قابلیت خود نوزایی گفته میسلول

ی اسپرم ساز بافت بیضه حضور دارند هالولهطول حیات در  

و  اسپرماتوژنز  فرایند  در  نقشی حیاتی  واسطه  به همین  و 

ایفا می باروری  و ذخیره سازی   نیبنابراکنند؛  حفظ  حفظ 

 . ( 15)شود  ندهیدر آ یحفظ بارورمنجر به  تواندیمها آن

که    است  یپزشکبزرگ علم  چالش  یک  امروزه    ینابارور

در دسترس بودن اسپرم با استفاده از   لیجنس نر به دل  در

از مطالعات   یاری. بسردیگی قرار م یاسپرم مورد بررس زیآنال

 دنتوانی م  یوتراپیو راد  یدرمانیمیاند که شاسپرم نشان داده 

سرطان   تیف یک در  هم  را  دستگاه    یهااسپرم  به  مربوط 

سرطان  (19)  تناسلی در  هم   (45,  37)  گرید  یهاو 

ده  ریتاثتحت به نقرار  لوسم عنوان د.    ک یلنفوبلاست  یمثال 

 چكیده

 .60-47(: 2)19؛ 1404نشریه علوم درمانگاهی دامپزشکی ایران؛ 
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 موشی اسپرماتوگونی بنیادی هایسلول بر اسید آلفالیپوئیک تأثیر

که مطالعاتی نظیر است    یدر دوران کودک  عیسرطان شا  ،حاد

همک  Poganitsch - Korhonenمطالعه   نشان    ارانو 

شیمی    یاسپرماتوگونهای  سلولمقدار    دهدمی متعاقب 

بیضه   بافت  از  بیوپسی  در    ؛ (40)  بدایمیکاهش  درمانی، 

بارورراه   نی بنابرا  ینگهدار  یطیشرا  ن یدر چن  یحل حفظ 

منجمد در پسران  صورت  به   یاسپرماتوگونبنیادی    یهاسلول

  ، بلوغ رخ نداده است نیسن نیکه در ا   ییاز آنجا .نابالغ است 

  ی هاسلولاز سویی دیگر وجود ندارد.  ینگهدار یاسپرم برا

در سنین قبل از بلوغ   یشتریب  ندتوانم  یاسپرماتوگونبنیادی  

انجماد   یموارد نیدر چن نیبنابرا. در بافت بیضه وجود دارد 

جا  یاسپرماتوگون  یهاسلول م  یبه  گزینه   تواندیاسپرم 

مطلوبی برای حفظ باروری در این دست از بیماران باشد که 

انجماد    معمولاً صورت  دو  )انجماد    عیسر  ایآهسته  به 

 . ( 4) شودانجام می( یاشهیش

برا  یاریبس  in vivoو    in vitroمطالعات    یهم 

برا  ضهیب  بافت  ب یآس  یسازمدل هم  مداخلات    یو  اثرات 

اکس  ی،سلول  تیسم  یالقا  نظیرمختلف   یا   ویداتیاسترس 

آپوپتوز   یو القا  (ROS)  ژنیفعال اکس  یهاگونه  ی القاهمان  

 in  یهامدل  یمثال براعنوان . به(۸)هستند    استانجام شده

vivo،  ضهیب  چشیپ  (detorsion)  یالقا  یبرا  ROS  

 ضهیببافت    بیتخر یالقا ای  ،(5) نیسیجنتاما تیسم ،(24)

س مدل   (53)  نیپلاتسیبا  در    ب یآس  in vitro  یهاو 

ی نظیر اثر  مداخلاتند و در کنار آن  اذکر شده  ذوب-انجماد

  ، (13) نیملاتون ،(14, 2)آستازانتین  شامل هادان یاکسیآنت

 به کار گرفته شده است.  رهیو غ (23) ومیسلن ،(1۸) نیگرل

مدل بین  در  سازیدر  شده  انجام  مداخلات  و  ها 

ممکن است موجب  ذوب  –انجماد  فرایندمطالعات گذشته، 

مداخلات   نیشود؛ بنابرا  یاسپرماتوگون  ی هابه سلول  ب یآس

ا  یبرا  دیبا  یکمک شود  بیآس  نیکاهش  بررسی   انجام  و 

 نظیر موش است. یوانیمدل ح ازمندینتمامی این مسائل 

اخ داده   ریمطالعات  آنتنشان  افزودن  که   یاند 

نظیردان یاکس ر(26)  ن یملاتون  هایی  ،  (31)وراترول  ز، 

اس-α،  (49)  کوپنیل و  به    (17)  کیاسکورب  دیتوکوفرول 

انجماد  هاطیمح اکس  تواندیمی  استرس  آس  ویداتیاز    ب یو 

تول  یناش صدمات    وکند    یریجلوگ  یاضاف  ROS  دیاز 

و   یسلولدرون  خی یهاستالیاز کر یناش یکیو مکان یاسمز

پراکسDNA  بیآس   ،یسلولخارج  و    یدیپیل  ونیداسی، 

برساندرا    نیپروتئ  ونیداسیاکس حد  کمترین  کارا   به    یی و 

 . (30)دهد  شیرا افزا انجماد

) کلیپویی آلفا نوعیALAاسید   طبیعی ترکیب ( 

 مشتق اکتانوئیک  اسید از  که  است  سولفور حاوی  خطر بی

  است  بالقوه درمانی  دانیاکسی آنت یک  ALA.  ( 4۸)شود  می

در  عبور  غشا  از یراحتبه  و  شودی م حل چربی و آب که 

ماده    رساندی م سلولی اجزای تمام  به را  خود و  کرده این 

به آنزیم  ضروری  کوفاکتور  یک  عنوانهمچنین   برای 

  ALAاست    موردنیازمیتوکندریایی   آلفاکتواسیددهیدروژناز

تثبیت   تنظیم  در هاکمپلکسدر  موجود  آنزیمی  چند  ی 

به  منجر  مسیر  همین  از  و  دارد  مهمی  نقش  میتوکندری 

فعال  هاگونه جذب   اکسیژن  اکسیداسیون    گرددی می  از  و 

ممانعت    هادرات یکربوه آمینواسیدها    ALA .  کندیمو 

  د یسوپراکس یها میآنز  تیکند و فعالیرا سنتز م ونیگلوتات

   .(36) دهدی م شیرا افزا دازیپراکس ونیگلوتاتو  سموتازید

تأثیر   خصوص  در  بسیاری  مطالعات  کنون  تا 

های بنیادی متعاقب انجماد  ها بر فعالیت سلولاکسیدان آنتی

مطالعات جدید  مثالعنوان به ؛ (46)و ذوب انجام شده است 

رزوراترول  داناکسییآنت  باتیترککه    اندداده نشان   مانند  ی 

  ی ادیبن  هایسلول  تیفعال،  (2۸)  نیملاتون  و  (51,  46)

-یممتعاقب انجماد و ذوب بهبود  را در موش    یاسپرماتوگون

بنیادی سلول   ریتکث  شیافزا   موجبو    بخشند های 

آپوپتوز مهار  و     دانیاکسیآنتشوند.  می   اسپرماتوگونی 

ALA  های بنیادی  سلول انجماد ی هااگرچه هنوز در روش

از مطالعات    یبرخ؛ ولی در  استفاده نشده است  اسپرماتوگونی

و   (46)  ی کولیفول  یساختارها  یبرا  یشگاهیآزما  طیدر شرا

 . ( 56) واقع گردیده است دیتخمک مف نیز 

درنظرگرفتن ح   یطراح  با  بارور  یوانیمدل   یحفظ 

تحق به از  استفاده  کودکان  یانسان  قات یمنظور    ، در سرطان 

بر    آلفا لیپوئیک  یاثرات حفاظت  یمطالعه بررس  نیاز ا  هدف

موش    یاسپرماتوگون  ی بنیادیهاذوب سلول   -انجماد    بیآس

بررس از  استفاده  با  با   یهاژن برخی    انیب  ینابالغ  مرتبط 

فعالیت  آپوپتوز آنتیو   Baxنظیر    اکسیدانیهای 
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آپوپتوت  Bcl2(،  کی)پروآپوپتوت   Caspase-3(،  کی)ضد 

(Casp3 )  ،Caspase-9  (Casp9)    وSOD2   م ی)آنز  

 بود.   (دانیاکسیآنت

 

 کار مواد و روش

از   C57نر نابالغ نژاد    موش  32تعداد    مطالعه  نیا  در

 هیته  شهرکرددانشگاه    دامپزشکیدانشکده    واناتیحخانه  

در دما و رطوبت  های مادر که  در کنار موش   واناتیحاین  .  شد

با چرخه نور تا تار   یساعت، دسترس  12/12  یکیاستاندارد 

شدند ی می از پاتوژن نگهدار  یعار  طیآزاد به آب و غذا و شرا 

  وانات یمربوط به استفاده از ح  هایش یآزما  هی. کلقرار داشتند

  در پژوهش   کارگروه اخلاق  اخذ مصوبه  پس ازمطالعه    نیدر ا

(IR.SKU.REC.1403.048)  .انجام شد 

موش در هر   ۸روزه )   ۸تا    4  نر  یهااز موش   هاضهیب

به دست آتکرار و سلولم(  بد  پروتکل   کیطبق    ضهیهای 

برای این منظور  .  (22)ند  دجدا ش  یادو مرحله  یمیهضم آنز

از  موش  نابالغ پس  کلروفرم، کشته    هوش ی بهای  با  کردن 

در زیر استریومیکروسکوپ از    هاآنهای  شدند. سپس بیضه

ی های چربکامل    حذفپس از    ها خارج ومحوطه بطنی موش 

با استفاده از    ضه،یب  یاز سطح خارج  نایآلبوژ  کایتوناضافه و  

-3ند )شکل به قطعات کوچک خرد شددو نیدل انسولینی 

خرد شده پس از شستشو با محیط   کاملاًدر نهایت بافت  .  (2

پایه سلول به   کشت  جداسازی  بنیادی منظور  های 

اول   آنزیمی  به محیط هضم   20مدت    رایباسپرماتوگونی 

محیط  قهیدق به  سپس  آنز  و  مدت    یمیهضم  به    15دوم 

 طیشامل محی هضم آنزیمی  هاطیمحمنتقل شدند.    قهیدق

DMEM/F12  میلیمیلی  1ی  حاو در  لیتر  گرم 

میلیمیلی  1  ،دازیالورونیه در  نوع  لیتر  گرم   و  IVکلاژناز 

 بودند.   DNAseلیتر گرم در میلی میلی 05/0

سلول به حذف  و  کاهش  و   افتهیزیتماهای  منظور 

روش   یایزا  یهاسلول  یجداسازسوماتیک،   با  تمایزنیافته 

differential plating  یک کشت    ی هاسلول  ساعتهبا 

در  دستبه  ایضهیب کشت  آمده    DMEM/F12محیط 

( در  Gibco   ،Paisley   ،UK)  FBS  درصد  10  یحاو

سانت   37  یدما حاوی    در  ،گرادیدرجه   درصد  5انکوباتور 

2CO    ساعت انجام شد  1  زمانمدت با رطوبت حداکثر برای  .

 DMEM/F12در محیط کشت    ،شناور  هایسپس سلول

م  10حاوی   در  مهارکننده لوسم  تریلیلینانوگرم    ی فاکتور 

(LIF) ،10 نیسرم جن درصد ( گاوFBS) ،10   نانوگرم در

نوروتروف  تری لیلیم سلول  کیفاکتور  رده  از  ال یگل  یمشتق 

(GDNF  و )نیلیسیپن  یهاکیوتیبیآنت  (IU/ml  100 )

 ( استرپتومایسین  مدت  (  µg/ml  100و   درهفته    3به 

کشت   گرادیدرجه سانت  37  یدر دما  2CO  درصد  5انکوباتور  

 طیمح  بارک یروز    3در طول دوره کشت هر    داده شدند و

 شد.  نیگزیکشت تازه جا طیکشت با مح

ی از دو اسپرماتوگونبنیادی    یهاسلول تأیید  منظور  به

با   هاسلول های ویژه این  روش ارزیابی میزان بیان پروتئین

ن یآلکال تیفعال ی و بررسیمیتوشیمونوسیااستفاده از روش 

بنیادی   یهاسلول   درصد  نییتع  یبرااستفاده شد.    فسفاتاز

نشانگر  الصخی  اسپرماتوگون   ی لوسمی  اختصاص  شده، 

با   ایزا  یها( در سلول PLZF)  ی انگشت رو  کیتیلوسیپروم

برای  .  گرفتقرار    یابیمورد ارز  ایمونوسیتوشیمیاستفاده از  

منظور   کشت    پساین  هفته  سه  در   هاسلولاز 

با  ، سلول خانه  12ی  هاش یدیپتر درصد    4  دپارافرمالدئیها 

 یدر دما  قه یدق  20، آلمان( به مدت  Darmstadt)مرک،  

  X100  تونتریپس از نفوذپذیر کردن با  تثبیت شده و  اتاق  

درصد به مدت    10دقیقه، سرم بز    30درصد به مدت    3/0

بادی ثانویه به  منظور بلاک کردن واکنش آنتیدقیقه به  45

بز،    هانمونه  سرم  حذف  از  پس  شد.  با    هاسلولاضافه 

اولبادیآنتی  ;PLZF  (ab104854ضد    هیهای 

Abcam, Cambridge با ( رقیق شدهPBS  1به میزان  

ند. پس از  انکوبه شدیخچال ساعت در  24به مدت  100به 

، PBS  دقیقه با  5بار و هر بار به مدت    4ها  ساعت سلول  24

سپس   شدند،  داده  ثانوآنتیشستشو  موش  هیبادی    ی ضد 

(goat anti‐rabbit IgG H&L; ab6717, Abcam )  

اضافه  هانمونهبه  150به  1با رقت  FITCبا  کانژوگه شده

 30  ساعت  1به مدت  گراد  درجه سانتی   37و در انکوباتور  

، گمای)س DAPIبا ها هسته سلولدر نهایت  دقیقه انکوبه و
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D9542  لوئیس،  سنتMO   ا آمر   الاتی،    ( کا یمتحده 

  PBSمجدداً با    هانمونه دقیقه    20پس از  .  آمیزی شدندرنگ 

منف   یبراشسته شدند.   آنتیهای کنترل  از  فقط  های بادی، 

تعداد    میمثبت با تقس  یهااستفاده شد. نسبت سلول  هیثانو

سلول  یهاسلول کل  تعداد  بر  امثبت  شد.  محاسبه   نیها 

 در سه تکرار انجام شد.   شیآزما

فسفاتازیآلکال  تیفعال  بررسی  در در  سلول،  ن  ها 

رنگ    باشستشو  از  شدند و پس    تثبیت  درصد  4  دیالدئپارافرم

دما  قهیدق  30به مدت  آلکالین    گرادیدرجه سانت  37  یدر 

شدند. سلول   مجاور  آن،  از  از  پس  استفاده  با  یک ها 

منظور  به، ژاپن(   IX71 Olympus) اینورت کروسکوپیم

نشان   یهایکلنرؤیت   روشن  بقرمز  ن  یآلکال  انیدهنده 

 . ( 50) بررسی شدندفسفاتاز 

هفته    3  ی نیز  اسپرماتوگون  یادیهای بنسلول  انجماد

های برای این منظور سلول   انجام شد.  یپس از کشت سلول

ی کشت سلول تریپسینه شده هافلاسک کشت داده شده در  

از   سوسپانسیونی  شد.    هاآن و  پا   طیمحآماده    ه یانجماد 

محیط کشت پایه   ها شامل انجماد سلول   یمورداستفاده برا

 دیسولفوکس  لی مت  ی دمول    4/1و    FBSدرصد    10  حاوی

گروه و در  4طبق طراحی آزمایش، در ها . انجماد سلولبود

به   یآرامانجماد به   یهامحلولتکرار انجام شد.    5هر گروه  

 یسلول  ونیسوسپانس  یحاو  یتری لیلیم   ۸/1ی  هاکرایوویال 

 1دقیقه در یخچال،  20به میزان ها الوی ویند. کرا داضافه ش

  ی شب در دما کگراد و یدرجه سانتی  -30ساعت در دمای 

به مدت حداقل    آنپس از  و  ینگهدار گرادیدرجه سانت -۸0

ن  کی به  های سلول  ذوب.  شدندمنتقل    عی ام  تروژنیماه 

صورت  (  قهیدق  2گراد ) درجه سانتی   37منجمد در حمام آب  

سلولگرفت  سپس  مح.  با  شده  ذوب    α-MEM  طیهای 

 وژیف یو سانتررقیق    یاصورت قطره به  FBS  درصد  10حاوی  

گرم،    1200) رشدند  (قهیدق  5×  از دور    ع ی ما  ختنی. پس 

 طیعملکرد مح  سهیمقا  یشده برا  لیتشک  یسلول  پلت  ،ییرو

 طی)مح  هاماری( و تهیانجماد پا  طیکنترل )مح  نیانجماد ب

پا  اسید  +    هیانجماد  سALA)آلفالیپوئیک  ، گمای؛ 

( با استفاده  در سه دوزمتحده(    الاتی، ا  MOلوئیس،  سنت

ی دخیل در آپوپتوز با استفاده از هاژن ارزیابی بیان از روش 

Real-time PCR گرفت قرار  یابی مورد ارز.   

به دوزها اسیدی  آلفالیپوئیک  برای  ترتیب    کاررفته  به 

( و  ALA1میکرومولار )  1(،  ALA0.2میکرومولار )   2/0

ارزیابی بیان ژن در هر گروه  ( بود.  ALA5میکرومولار )  5

 انجام شد.    (Duplicatedصورت مضاعف ) و به  تکرار  پنجدر  

سلول  RNAاستخراج     تیک  پروتکل  طبقها  از 

ها نمونه  خلوص  زانیم  انجام و  (ویراژن، ایران)  شده  یداریخر

-LSPR and Micro)  وفتومترراسپکت  دستگاه  با

Volume Spectrophotometer System, Nano 

Mabna Co  )260/230  و  260/2۸0  یهاموج   طول  در  

سنتز   تیک  از  نیز  cDNA  سنتز  یبرا.  دیگرد   مشخص

cDNA  یکتاتجهیز آزما  cDNA Synthesis)  شرکت 

Kit; Cat No: YT4500)  در  شد  استفاده   ت ینها . 

 یدما  در  استفاده  زمان  تا PCR  Real-time  یبراها  نمونه 

 . شدند ینگهدار گرادسانتی درجه -20

مطالعه این  ،    Bax  یهاژن  انیب  زانیم  سنجش  در 

Bcl2،  Casp3    وCasp9    در قیاس باGapdh   عنوان به  

تکنیک  ب  مرجع  ژن  از  استفاده  با   PCR  Real-timeا 

  ت یک  برطبق  شرکت کیاژن آمریکا،  6000روتورژن   دستگاه

 RealQ Plus 2x Master Mix)  آمپلیکون  شرکت

Green) شد انجام  . 

در این مطالعه در    مورداستفادهتوالی کلیه پرایمرهای  

  واکنش  هر یبرا مختصر طوره ب آورده شده است. 1جدول 

 از  تریکرولیم  5/0  ن،یبرگریسا  تریکرولیم  5(  نمونه)

  cDNA  نمونه  تریکرولیم  5/0  ورس،یر  و  فوروارد  هایمریپرا

 کل  حجم)  شدند  مخلوط  لیاستر  مقطر  آب   تری کرولیم  4  و

 2جداول  برنامه با فرایند سپس(. تریکرولیم 10 واکنش هر

 .شد دنبال 3و 
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 در این مطالعه  مورداستفادهتوالی پرایمرهای  -1جدول 

 توالی پرایمر یابی شماره دست نام ژن 
تكثیر   طول قطعه

 شده )جفت باز( 

Gapdh NM_001411844.1 
F-GGAAGGGCTCATGACCACAG 
R-ACCAGTGGATGCAGGGATGA 

124 

Bax NM_007527.4 
F-CTCAAGGCCCTGTGCACTAA 

R-TTGGATCCAGACAAGCAGCC 
96 

Bcl2 NM_009741.5 
F-GGATAACGGAGGCTGGGATG 
R-GCTGAGCAGGGTCTTCAGAG 

97 

Casp3 NM_009810.3 
F-GGAGTCTGACTGGAAAGCCGAA 

R-CTTCTGGCAAGCCATCTCCTCA 
113 

Casp9 NM_015733.6 
F-GCTGTGTCAAGTTTGCCTACCC 

R-CCAGAATGCCATCCAAGGTCTC 
124 

 

 

 ی مورد مطالعه هاژن اعمال شده برای   Real Time PCR برنامه -2جدول 

 )سیکل(  تکرار  زمان ( گراد یسانت  درجه ) دما مرحله  هر عملکرد

   1 دقیقه  15   95 ( اولیه denaturationتی ) واسرش 

  ثانیه   20 95 کل یس  هر تیواسرش 

 40 ثانیه   20 3طبق جدول  (  Annealing) اتصال 

  ثانیه   72 30 ( Extension) گسترش 

 
 

 Real time PCRهای مورد مطالعه در واکنش دمای اتصال اختصاصی برای ژن  -3جدول 

 دمای اتصال یابی شماره دست نام ژن 

Gapdh NM_001411844.1 60 

Bax NM_007527.4 63 

Bcl2 NM_009741.5 60 

Casp3 NM_009810.3 60 

Casp9 NM_015733.6 60 

 

   LinRegPCRافزار از از نرم  هاداده وتحلیل در تجزیه

-منظور محاسبه میزان راندمان یا بهرهبه  2012.0ویرایش 

)و ژن  Mean efficiency values (E)ری  هر  برای   )

یک (42)استفاده شد   به  نسبت  نرمال شده  مقدار هدف   .

کنترل درونی و همچنین نسبت به یک کالیبراتور با استفاده 

 : (39, 12)شد  از فرمول زیر محاسبه
 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 =
𝐸𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻(𝐶𝑡𝑇𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡)/𝐸𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡(𝐶𝑡𝑇𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡)

𝐸𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻(𝐶𝑡𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)/𝐸𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡(𝐶𝑡𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
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کنترل  گروه  که در مطالعه حاضر  است  به ذکر  لازم 

آنتی حضور  بدون  انجماد  گروه  عنوان  به   ،اکسیدانیعنی 

دیگر   ترتیب،  بدین  و  شد  استفاده  ی هاگروه کالیبراتور 

 انجمادی، نسبت به این گروه، نرمال شدند. 

نرم   یآمار  وتحلیلتجزیه  از  استفاده   SPSSافزار  با 

نArmonk.  22.0)نسخه   از    (ورک یو ی،  پس  شد.  انجام 

بودن   نرمال  آزمون    هاداده بررسی   Wilk-Shapiroبا 

گروه  بین  تجزیه ها  مقایسه  واربا  طرفه  یک   انسیوتحلیل 

(one-way  ANOVA )    آن دنبال  به  تکمیلی  و  آزمون 

Tukey    داده(11)صورت گرفت به .  مها    ±  نیانگیصورت 

ارائه شدند و  (  SEM  ±  نیانگی)م  ن یانگیاستاندارد م  یخطا

P-value    دار در نظر یمعن  یاراز نظر آم  <05/0به مقدار

 گرفته شد. 

 
 

 نتایج 

سلولبه تأیید  از  منظور  اسپرماتوگونی،  بنیادی  های 

آن   اساس  بر  و  شد  استفاده  ایمونوسیتوشیمی   انیبروش 

سه  پس از    ،ضهیب  یهادر سلول   PLZF  ینشانگر اختصاص

نتاگردید   یابیارز  هفته کشت، این    انیب  زانیم  ارزیابی  جی. 

های بنیادی اسپرماتوگونی موشی  در سلول نشانگر خاص را  

( نشان داد. 1)شکل درصد  26/90با خلوص بالای 

 

 
ها با هسته سه هفته پس از کشت.  PLZF نشانگر  یابیارزمنظور  های بنیادی اسپرماتوگونی موشی به سلول  یمیتوشیمونوس یا -1شكل 

 .دهندی مرا نشان  کرومتر یم 100 اسیمق  یهانشانه  و آمیزی شدند ( رنگیآب) DAPIرنگ 

 

این   فعالیت در  سنجش  آزمون  از  استفاده  مطالعه 

-عنوان روشی دیگر برای تأیید سلولآلکالین فسفاتاز نیز به

حاکی از   هایابیارزهای بنیادی اسپرماتوگونی استفاده شد و  

تمام  مثبت در  فسفاتاز  آلکالین  فعالیت  بود    هایکلنبودن 

 (. 2)شکل 

 

 
 (. X10یی نمابزرگهای بنیادی اسپرماتوگونی موشی سه هفته پس از کشت )فعالیت آلکالین فسفاتاز سلول   آزمون -2شكل 
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مستقیم   تأثیر  مولکولی  مکانیسم  بررسی  برای 

در   انجماد  منفی  اثرات  کاهش  بر  اسید  آلفالیپوئیک 

 Baxی  هاژن های بنیادی اسپرماتوگونی، میزان بیان  سلول

  ،Bcl2،  Casp3    وCasp9   در هاژن عنوان  به دخیل  ی 

از   استفاده  با  آپوپتوز  مورد    Real-time PCRفرایند 

نشان داده شده    3طور که در شکل  مطالعه قرار گرفت. همان 

در دو  عنوان یک ژن محرک آپوپتوز به  Baxاست؛ بیان ژن 

طور    1و    2/0غلظت   به  اسید  آلفالیپوئیک  میکرومولار 

است  معنی داشته  کاهش  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  داری 

(05/0>P)    در سوی مقابل بیان ژن  وBcl2   عنوان یک  به

غلظت   تنها در  آپوپتوز  فرایند  میکرومولار   1ژن سرکوبگر 

معنی افزایش  اسید  است  آلفالیپوئیک  داده  نشان  دار 

(011/0>P  .) 

 

 
موشی متعاقب انجماد و ذوب در  های بنیادی اسپرماتوگونی در سلول )ب(   BCL2)الف( و  BAXی هاژن  فراوانی نسبی -3شكل 

 (. P<05/0ی نمودار مشخص شده است ) هاستون دار در بالای تفاوت معنی ی مختلف؛ هاگروه 

 

نسبتباتوجه  اهمیت  تعیین  د  Bcl2/Bax  به  ر 

ی مختلف  هاگروه ، مقایسه این نسبت در  آپوپتوزیسرنوشت  

باعث  غلظت  سه  هر  در  اسید  آلفالیپوئیک  که  داد  نشان 

معنی کنترل کاهش  گروه  با  مقایسه  در  نسبت،  این  دار 

 (. 4( )شکل P<001/0شود )می

 

 
 ی مختلف هاگروه موشی متعاقب انجماد و ذوب در های بنیادی اسپرماتوگونی در سلول  Bcl2به  Baxبیان ژن  نسبت  -4شكل 

 (.P<0/ 05ی نمودار مشخص شده است )هاستون دار در بالای  تفاوت معنی
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ی دخیل در آبشار آپوپتوزی یعنی هاژن  در خصوص

Casp3    وCasp9    میکرومولار آلفالیپوئیک   1نیز غلظت

دار بیان این دو ژن در مقایسه با اسید منجر به کاهش معنی

( بود  شده  کنترل  غلظت  P<05/0گروه  همچنین   .)2/0  

ژن   بیان  بود  توانسته  هم  اسید  آلفالیپوئیک  میکرومولار 

Casp3   دهد کاهش  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  را 

(035/0>P) ( 5شکل .) 

 

 

 
 

موشی متعاقب انجماد و ذوب در  های بنیادی اسپرماتوگونی در سلول )ب(  Casp9)الف( و  Casp3ی هاژن   فراوانی نسبی -5شكل 

 (. P<05/0ی نمودار مشخص شده است ) هاستون دار در بالای تفاوت معنی ی مختلف؛ هاگروه 

 

 بحث

ی اسپرماتوگون  یادیبن  یهاسلول

(Spermatogonial Stem Cells – SSCs )گذار ه یپا  

ب در  ا  یهاضهیاسپرماتوژنز مداوم  ها  سلول  نیبالغ هستند. 

در    یحفظ بارور ی را دارند و برا زی و تما یخودنوساز ییتوانا

و قبل از    ینابارور  ،یدوران کودک  یهامانند سرطان   یطیشرا

  برخوردارند   یاژهیو  تیاز اهم  ،یتودرمانپر  ای  یدرمانیمیش

انجماد( 35) فرایند  روش   یکی   .   ینگهدار  ی اصل  یهااز 

است.   یاسپرماتوگون  ی ادیبن  یهاسلول  مدتی طولان

ناشحالن یباا استرس  و    ی،  انجماد    تواند یمیی  گشاخیاز 

  یی شده و بقا و کارا یآپوپتوز یرهایشدن مسمنجر به فعال

 . (4) شدت کاهش دهدها را بهسلول نیا

شده سلول، تحت کنترل    یزیرمرگ برنامه   ای  آپوپتوز

  ن یترکه از جمله مهم  شودیانجام م  یمختلف   یهاژن   قیدق

 اشاره کرد  Casp9و    Bax  ،Bcl2،  Casp3توان به  آنها می

(21 ,43 )  . 

  یهاکنندهمیتنظ  نیترمهم   Bcl2خانواده    یهاژن 

میان    آپوپتوز هستند.  ییایتوکندریم  ریمس این    BAXدر 

(BCL2-Associated X Protein)  نیپروتئ  کی 

مانند    یسلول  ی هااست که در پاسخ به استرس   کیپروآپوپتوت

غشا به  با   یتوکندریم  یخارج  یانجماد  و  شده  منتقل 

  C توکرومی آزاد شدن س ی بر روی آن موجبمنافذ لیتشک

م مقابل    .شودی م  توپلاسمیبه س  یتوکندریاز     BCL2در 

(B-Cell Lymphoma 2)  آپوپتوت  ینیپروتئ  کیضد 

  ی غشا  یریو مهار آن، از نفوذپذ  BAXاست که با اتصال به  

نشان    مطالعات  .(1)  کندیم  یریجلوگ  یتوکندریم متعدد 

  را در   Baxژن    انیب  ،ییگشاخ یاند که فرایند انجماد و  داده 

  ش یافزا یداری به طور معن ی بنیادی اسپرماتوگونیهاسلول

م  Bcl2ژن    انیب  و  دهدیم کاهش  بدون    ای  ابدییمعمولاً 

نت(7)  ماندیم  رییتغ در  نفع    Bax/Bcl2نسبت    جه،ی.  به 

BAX   عدم تعادل، سلول را به سمت    نی. اابد ییم  شیافزا

توان در را می  راتییتغ  نی. علت ا(41)  دهدیآپوپتوز سوق م

اکسایجاد   طریق    ویداتیاسترس  فعال   یهاگونه   دیتولاز 

حROS)  ژنیاکس در  که    انجماد  نی(  کرد  جستجو 

را القا کرده  Bax یسیرونو تا کند یرا فعال م ییهاگنالیس

. از دیگر علل این تغییرات دهندرا کاهش  Bcl2 یداریو پا

 یبه غشا  اشاره کرد که  خی  یهاستال یکر  به تشکیل  توانیم
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م و    ی رهایمس  ماًیمستق   و  زنندیم  ب یآس  یتوکندریسلول 

 . (3۸) دنکنی فعال م Baxوابسته به 

  یهستند که اجرا  کیت یپروتئول  یهام یآنزنیز    کاسپازها

کاسپاز آغازگر در  Casp9. دهندیآپوپتوز را انجام م یینها

  توکروم یپس از آزاد شدن س  که  است  ییایتوکندریم  ریمس

C  ی آپوپتوزوم )با همکار  لیو تشک  یتوکندریاز م  APAF-

م1 فعال  اجرا  نیز  Casp3  .شودی (،  افکتور    ای  ییکاسپاز 

.  کندیو فعال م  ده یرا بر  CASP3فعال،    CASP9.  است

پروتئ  CASP3سپس   مانند   سلول  یدیکل  یهان یفعال 

PARPلام اکت  هانی،  تجز  نیو  ا  هیرا  باعث  و    جاد ی کرده 

آپوپتوز    کی مورفولوژ  راتییتغ   ی دگیچروکنظیر  مشخصه 

کرومات متراکم شدن  آپوپتوت  لیتشک  ن،یسلول،    ک یاجسام 

مو افزا   ییگشا خ ی-انجماد   فرایند  .( 33)  شودی ...    ش یباعث 

در   Casp3و    Casp9  نیو پروتئ  mRNA انیتوجه بقابل 

. مطالعات با  (54)  شودی م  یاسپرماتوگون  یادیبن  یهاسلول

اند که مهار  نشان داده   یاختصاص  یهااستفاده از مهارکننده

CASP9  از انجماد    یاز آپوپتوز ناش  یادیتا حد ز  تواندی م

تأک  (57)  کند  یریجلوگ محور  بر  یدیکه    ر یمس  ینقش 

  CASP3 تیاست. سطح فعال دهیپد نیدر ا ییایتوکندریم

آپوپتوز    زانیسنجش م  یاستاندارد برا  ومارکریب  کی عنوان  به

استفاده   های بنیادی اسپرماتوگونیسلولپس از انجماد در  

 . ( 29) شودیم

طر  انجماد هماهنگ    سمیمکان  نیچند  قیاز  طور  به 

تغ مژن   نیا  انیب  رییباعث  نظیر  هاسم یمکان.  شودیها  یی 

کر  یناش  یکیزیف  بیآس پارگ  که  خی  یهاستالیاز    ی باعث 

.  ( 20)  شودی م  یمیو کلس  یونیغشاها و اختلال در هموستاز  

  ک یرا تحر یتوکندریم  ،یتوپلاسمی داخل س میکلس شیافزا

مستق  و  فعال    BAX/Caspase-9  ریمس  ماًیکرده  را 

موجب   ویداتیاسترس اکسهمچنین انجماد با ایجاد  .کندیم

سوپراکس  ROS  لیتشکشود  می پراکس  دیمانند   دیو 

  یی گشاخیخصوص در لحظه  انجماد و به  نیدر ح  دروژنیه

ژن   انیب توانندی م ها ROS و به دنبال آن رودبشدت بالا به

Bax  یسی فاکتور رونو قیرا از طر p53  ان یب  داده و شیافزا  

Bcl2  دهند کاهش  تخریب    را  با   یتوکندریم  میمستق و 

القای س  باعث  شدن  همچنینمی  C  توکرومیآزاد   شود؛ 

از  استرس   محاصل  سیگنالینگ رهایمس  تواندیانجماد    ی 

( را فعال کند که خود p38و    JNKویژه  )به   MAPKمانند  

  و کاسپازها هستند  BAX انیب یبالادست ی هاکنندهمیتنظ

(20 ) . 

آنتهمواره   مح  هادان یاکسیافزودن  انجماد   طیبه 

از   یناش  یهابیکاهش آس  یمؤثر برا  یاستراتژ  کی عنوان  به

مطرح    یاسپرماتوگون  یادیبن  یهاسلول  یانجماد و بهبود بقا

 هادانیاکسیآنت  کهاند  داده   نشان  مطالعات  است.  بوده

 کاهش  طریق  از  را  بنیادی   های سلول  فعالیت  توانندمی

 و  آزاد  یهاکال یراد  کردن  خنثی  با  اکسیداتیو  استرس 

  سطح کاهش    و  اکسیدانیآنتی  هایآنزیم   بیان  افزایش

 دهند  قرار  ریتأثتحت   ،سازشیپ  بنیادی  هایسلول  آپوپتوز در

  حضور   در  اسپرماتوگونی  بنیادی  هایسلول   انجماد.  ( 14)

 را  هاسلول   مانیزنده   ، (α-TCP)  توکوفرول  آلفا  و  کاتالاز

 Bcl2  آپوپتوتیکآنتی  ژن  بیان  القای  طریق  از  و  داده  افزایش

شوند  می   آپوپتوز  مانع  ،Bax  پروآپوپتوتیک ژن  بیان  مهار  و

  همراه  به  انجماد که است شده دیده دیگر، مطالعات در .( 3)

  در   کلونی  تشکیل  افزایش  باعث  تواندیم  هادان یاکسیآنت

این (32,  25)  شود  شده  جدا  اسپرماتوگونی  هایسلول  .  

سازی  قابلیت  افزایش  باعث  تکنیک   نگهداری   و  ذخیره 

 هایبیماری   با  مردان  در  اسپرماتوگونی  بنیادی  هایسلول

 یهارنده یپذ   در  را  اسپرماتوژنز  ازسرگیری  و  شودمی  بدخیم

 . ( 44) بخشدمی بهبود اسپرماتوگونی بنیادی هایسلول

  هایسلول  بر  اکسیدانیآنتی  ترکیبات  تأثیر  درباره

  سال   در  همکاران  و  Wu  موشی،  اسپرماتوگونی  بنیادی

خود    2016 مطالعه  نتایج    رزوراترول   که  دادند  نشاندر 

 یهاموش   در  را  اسپرماتوگونی  بنیادی  هایسلول  فعالیت

 این  و  دهد می  تغییر  بوسولفان  القای  تحت  شده  آزواسپرمی

  افزایش   برای  درمانی  مداخلات  منظوربه   تواندمی  ترکیب

  از   کردن  متوقف  و  اسپرماتوگونی  بنیادی  هایسلول  تکثیر

 تحت  شده   آزواسپرمی موشی  ی هامدل  در  ها آن  رفتن  دست

  قرار مورداستفاده    آپوپتوز،  مهار  طریق  از  بوسولفان  القای

 . ( 52) گیرد
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داده   مطالعات نشان  افزودن متعدد  که  اند 

  ان یب  داری انجماد باعث کاهش معن  طیبه مح  هادان یاکسیآنت

  ی هادر سلول  Bcl2ژن    انیب  داریمعن  شیو افزا  Baxژن  

م  یاسپرماتوگون  یادیبن اسپرم  به شودیو  در عنوان.  مثال 

رو  یامطالعه موش،   یاسپرماتوگون  ی ادیبن  یهاسلول  یبر 

آنت مح  دانیاکسیافزودن  کاهش    طیبه  به  منجر  انجماد 

مقا  BAX  انیب  داریمعن و    سهی در  شد  کنترل  گروه  با 

 . (9) دیمشاهده گرد Bcl2 انیدر ب یتوجهقابل  شیافزا

مطالعه رو  میمستق   یادر  های  سلول انجماد    یبر 

اسپرماتوگونی افزودن  موش    بنیادی  که  شد  داده  نشان 

به Melatonin)  نیملاتون به    دانیاکسیآنت  ک یعنوان  ( 

را کاهش داده و آپوپتوز  یسلولدرون  ROS ،انجماد طیمح

 کندیمهار م  BCL2  شیو افزا  BAXکاهش    قیرا از طر

(05/0P<)  (16) ا م   افتهی  نی.  طور    ی اثربخش  میستق به 

های بنیادی  سلولرا در محافظت از انجماد  هادان یاکسیآنت

 .کندیم  دییاز انجماد تأ  یدر برابر آپوپتوز ناش  اسپرماتوگونی

مطالعه رو  یادر  آستنوسپرم  یبر  مردان    کیاسپرم 

(Asthenospermic  رزوراترول افزودن   ،)

(Resveratrolبه )  منجر  ی  اهیگ  دانیاکسیآنت  کی عنوان

کاهش   ببه  کاهش  و  ا (10)  شد  Casp3  انیآپوپتوز    ن ی. 

م  افتهی تنها    دهدی نشان  نه  سا ALAکه  بلکه    ر ی، 

انجماد   طیدر شرا Casp3قادر به مهار  زین هادان یاکسیآنت

 هستند.  

ل ( α-Lipoic Acid - ALA)  دیاس  کیپوئیآلفا 

با توانا  دانیاکسیآنت  کی عنوان  به  یسازیخنث  ییقدرتمند 

توجه   ها،دان یاکسی آنت  ریسا   یبازساز  و  ROS  میمستق 

است.  یاژه یو کرده  جلب  خود  به  با   هادانیاکسیآنت  را 

آزاد و   یهاکال یراد م یمستق  یسازیخنث نظیر یهاسم یمکان

آس  یریجلوگ دفاع    ستمیس  تیتقو،  ویداتیاکس  ب یاز 

طریق    زاددرون   یدانیاکسیآنت  ییهام یآنز   انیب  شیافزااز 

 یهاژن  انیب  میتنظو    دازیپراکس  ونیو گلوتات  SOD2مانند  

 .  (27) کنندی م یریفرایند جلوگ  نیاز ای آپوپتوز

ی بررسی تأثیر آلفا لیپوئیک اسید بر کشت  امطالعهدر  

ها، نشان داد که  آنترال بافت تخمدان موش پره  یهاکولیفول

 هینسبت به بق   ALA  تریلیلیمدر    میکرومول  100غلظت  

 نیاساس ا  ربهتر است. ب  یکولیسازی فولفعال  یبرا  هاغلظت 

نظر  ها،افتهی از    ALAغلظت    که  رسدی م  به    100کمتر 

کاف،  تریلیلیمدر    مولویکرم مقدار  حذف  به   یقادر 

برا  یهاکال یراد آس   یآزاد  سلول  بیکاهش  عملکرد    ی به 

 . (47) ستین

مطالعه رو  گرید  یادر  ب  یبر  نابارور،   مارانیاسپرم 

به کاهش  مولیلیم  ALA  (02/0  نهیغلظت  به  منجر   )

افزا  Bax  داریرمعنیغ در    Bcl2  انیب  داریمعن  شیاما 

نشان   افتهی نی. ا( 6) (P<05/0با گروه کنترل شد ) سهیمقا

حت  دهدیم کاهش چشمگ  یکه  عدم  صورت  ،  Bax  ریدر 

بقا  تواندیم  ییتنهابه  Bcl2  شیزااف نفع  به  را    ی تعادل 

رو  یادر مطالعه  ن، یدهد. همچن  رییتغ  یسلول اسپرم   یبر 

از   استفاده  حامل  یبارگذار   ALAخروس،  در    ی هاشده 

 داریمعن  شی( منجر به افزاALN30نانوساختار )  یدیپ یل

بیان    Bcl2  انیب کاهش  مقا  Casp3و  سا   سهی در    ر یبا 

  ن یدر ا  کیآپوپتوت  یهادرصد اسپرم  نیهمچن؛  ها شدگروه 

کاهش   رو  یامطالعه   .( 34)  افتیگروه   یهاموش   یبر 

قرار گرفته بودند، نشان    ییکه تحت استرس گرما  ییصحرا

( منجر  لوگرمیبر ک  گرمیلیم  100)  ALAبا    ماریداد که ت

 Casp3و    Bax  داریو کاهش معن   Bcl2سطح    شیبه افزا

)  Casp9و   ا05/0P<)   (55 )شد  م  نی.  که   دهدی نشان 

ALA شدن را از ابتدا )فعال  یقادر است کل آبشار آپوپتوز

Baxن یاگرچه ا ( مهار کند.3-شدن کاسپاز( تا انتها )فعال  

به طور مستق  رویمطالعه  بر  بنیادی سلول انجماد    یم  های 

مکان  اسپرماتوگونی است،  نشده  استرس   سمیانجام  مشابه 

قادر    ALAکه    کندیم  دأییو ت  دهدی را نشان م  ویداتیاکس

 است. ضهیها در بافت بژن  نیا انیب لیبه تعد

مکان  ALA  دیگر،عبارت به سه  ی مواز  سمیبا 

جلوگ  ROS  یسازیخنث فعال  یریو  مساز    ی رهایشدن 

دفاع    ستمیس   تیتقو،  کنندیرا القا م  Bax  انیکه ب  یبالادست

  ر یو سا  Sod2  انیب  شیافزا   قیزاد از طر درون   یدانیاکسیآنت

  ی آپوپتوز  یهاژن  انیب  م یمستق   م یتنظو در نهایت    هام یآنز

بقا نفع  )کاهش    یبه  افزا   Baxسلول  کاسپازها،    ش یو 

Bcl2)، کندیم یریاز آپوپتوز جلوگ . 
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بر    م یبا تمرکز مستق   شتریانجام مطالعات ب  ت،ینها  در

SSCs  بررس  یانسان طولان  یو  بر    ALA  مدتیاثرات 

کارا  تیف یک پسلول  نیا  ییو  از  پس  به   تواندیم  وند،یها 
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This study aimed to examine the protective role of alpha-lipoic acid (ALA) against damage caused by 
freeze-thawing in immature mouse spermatogonial stem cells (SSCs) by analyzing the expression of 

genes related to apoptosis. SSCs were extracted from the testes of 4–8-day-old C57 mice and, after 

verification through immunocytochemistry using the PLZF marker and an alkaline phosphatase activity 
test, were cultured for three weeks. The cells were then frozen in four groups: a control group without 

antioxidants and three groups treated with different ALA concentrations (0.2, 1, and 5 µM). Following 

thawing, the expression levels of BAX, BCL2, Caspase-3, and Caspase-9 were measured using Real-
time PCR. Findings revealed that 1 µM ALA significantly lowered the expression of the pro-apoptotic 

genes BAX, Caspase-3, and Caspase-9, while significantly increasing the anti-apoptotic gene BCL2 
(P<0.05). The 0.2 µM dose also notably reduced BAX and Caspase-3 expression. However, the highest 

concentration (5 µM) showed no significant impact. The study concludes that alpha-lipoic acid, 

especially at 1 µM, can safeguard mouse spermatogonial stem cells from freeze-thaw damage by 
regulating key apoptosis-related gene expression and may serve as a beneficial additive in the 

cryopreservation medium for these cells. 

Keywords: Spermatogonial stem cells, Alpha-lipoic acid, Cryopreservation, Apoptosis, Gene 
expression, Mouse 
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