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 چکیده

 هااین سلول  های زایای اولیه در سنین مختلف جنینی در بافت تخمدان قرقاول بود.ی و بررسی حضور سلولیهدف از این تحقیق شناسا    
به منظور مطالعه  های در حال رشد رویان هستند که توانایی انتقال اطلاعات ژنتیکی از طریق گامتوژنز به نسل بعدی را دارند. تنها سلول

ارای داز طرفی قرقاول از جمله پرندگانی است که  ای دارند. العادههای رشدی خود ارزش فوقدر این خصوص، پرندگان به دلیل ویژگی
رقاول مورد ق دارنطفهعدد تخم  28تعداد در این مطالعه،   سفانه این گونه نادر در خطر انقراض قرار دارد.أمفیدی است اما مت خواص بسیار

مقاطع بافتی به  جنینی استخراج شدند.  9-24در روزهای  ها متمایز وی جنین ماده با توجه به عدم تقارن آنگنادهااستفاده قرار گرفت و 
ید پریودیک اس ،ائوزین–های هماتوکسیلینآمیزیهای زایای اولیه با استفاده از رنگی سلولیشناساصورت سریال سکشن تهیه شدند و 

 ولوژی،های استریسپس با استفاده از تکنیک . انجام گرفتها با تولوئیدین بلو آمیزی آنو همچنین تهیه مقاطع نیمه نازک و رنگ شیف
های پارافینی و رزینی در روزهای های زایای اولیه در برشسلول  های زایای اولیه محاسبه گردید.حجم سلول و حجم هسته سلول ،تعداد

ها در تمام پاسخ این سلول ضمناً  ناسایی شدند.ش کم های خاص شامل اندازه بزرگ هسته و سیتوپلاسمجنینی به دلیل ویژگی 14تا  9
ی زایای هانتایج مربوط به مطالعه استریولوژی، مشخص شد با افزایش سن از تعداد سلولبا توجه به  بود.  منفی پاسآمیزی سنین به رنگ

ه این های زایای اولیه و حجم هستکه حجم سلول حالی در ها مشاهده نشدند. روزگی این سلول 18که در  طوریه شود باولیه کاسته می
های قرقاول در های زایای اولیه در بافت تخمدان جنینهای این مطالعه نشان داد که سلولیافته ها با افزایش سن افزایش یافته بود. سلول

زین آمیزی هماتوکسیلین و ائوکه مشخص شد رنگ حالی پاسخ منفی دادند در پریودیک اسید شیف آمیزیرنگشده به  تمام سنین آزمایش
 فاوتت قرقاول در سلول این مورفولوژی نظر از . ها مناسب هستندمقاطع نیمه نازک برای تشخیص میکروسکوپیک این سلولو استفاده از 

 از بعضی با که بود منفی پریودیک اسید شیف آمیزیرنگ به سلول این پاسخ هیستوشیمی نظر از اما نداشت پرندگان سایر با خاصی
 است. متفاوت پرندگان هایگونه
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کنند، در حالی که تخمدان جنینی به طور نامتقارن رشد می

جنین پرندگان به يک مدل مطلوب در  رشد غدد جنسی نر

های بنیادی شناسی سلولشناسی تکوين و زيستزيست
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غدد   .(Intarapat and Stern, 2013)تبديل شده است 

 جنینی به طور نامتقارن رشدان جنسی ماده و مجرای تخمد

کنند، در حالی که رشد غدد جنسی نر متقارن است یم

(2004 ,Sinclair andSmith ). 

 باشد که از اهمیتقرقاول يک گونه شکاری و نادر می    

گوشت قرقاول دارای ارزش  زيادی برخوردار است. 

يز بیولوژيکی فراوانی است، زيرا منبع غنی از پروتئین و ر

عناصر است و حاوی مقادير کمی چربی با مقدار کمی 

ی از اين رو از نظر اقتصاد اسیدهای چرب اشباع شده است. 

 andAdamski )آيد ای با ارزش به حساب میپرنده

2006 ,Kuźniacka) . جنسی جنینی به  فرآيند تولید غدد

ران داگنادوژنز در مهره  .شودشناخته می "گنادوژنز"عنوان 

 Primordial Germ Cellsهای زايای اولیهبا مهاجرت سلول

(PGCs) ان های زايای اولیه در پستاندارسلول  شود.غاز میآ

  .دگیرنهای اندودرم کیسه زرده روده خلفی منشا میاز سلول

های زايای اولیه پرندگان، از ناحیه که، سلول حالی در

شوند و از ناحیه قدامی به مرکزی بلاستوديسک شروع می

 کنند. حرکت می« هلال زايا»ناحیه خارج جنینی معروف به 

های خونی سپس از ناحیه خارج جنینی جدا شده، به رگ

های وارد شده و از طريق حرکات آمیبی با استفاده از فرآيند

 Genitalبه سمت ستیغ تناسلی ) (Filopodiaشبه کاذب )

ridgeدر غدد شوند سپس جا مستقر می( رفته و در آن

م با کمک اپیتلیو های زايای اولیهسلولجنسی در حال رشد، 

ها را به وجود انواع مختلف سلول سلومیک و مزونفروس

 .( Satayalai andIntarapat, 2014)آورند می

های سوماتیک اطراف سلولو  های زايای اولیهسلول    

 Indifferentتفاوت )ها باعث ايجاد غدد جنسی بیآن

gonads يا تمايز نیافته در غدد جنسی در حال رشد )

در نهايت غدد   .( Stahl andCarlon, 1985)شوند می

های جنسی تمايز يافته به عنوان غدد جنسی بالغ، گامت

  .( Haines andClinton, 2001)کنند عملکردی تولید می

های بالغ گذار گامتهای پايهسلول های زايای اولیهسلول

های جاودانه حاملی هستند که اطلاعات هستند، اين سلول

های بعدی منتقل ژنتیکی افراد را به نسلژنتیکی و اپی

از  پرندگانمختلف های گونه از قرن نوزدهم، کنند. می

، (Kim and Han 2018, Meng et al, 2022)جمله جوجه 

 Hosseini) بوقلمون ،(Hassanzadeh et al, 2019) شترمرغ

et al, 2020)  به طور گسترده برای و چند گونه ديگر

  .اندهای زايای اولیه مورد استفاده قرار گرفتهتحقیقات سلول

ها نقش حیاتی در که اين سلول با توجه به اينهمچنین 

يک  توانندناباروری دارند، میاصلاح ژنتیکی و درمان 

ه دهند يشناسی تکوينی اراآل در زيستسیستم ايده

(2023 ,Mathan et al).   بنابراين، مطالعه و شناسايی

برای حفظ ذخاير ژنتیکی که در  های زايای اولیهسلول

گیرد به تحقیقات بیولوژيکی پايه مورد استفاده قرار می

از طرف ديگر   .شودمیعنوان يک هدف مهم در نظر گرفته 

های های زايای اولیه يکی از بهترين منابع سلولسلول

توانند برای حفظ و تکثیر نژادهای ساز هستند که میپیش

  .انقراض مورد استفاده قرار گیرند پرندگان در حال

در پرندگان در برخی  های زايای اولیهاگرچه سلول    

ز نظر ااند اما مطالعه دقیقی ها مورد مطالعه قرار گرفتهزمینه

به روش استريولوژی  های زايای اولیهسلولتعداد و حجم 

 حاضر از مطالعهلذا در   در گناد ماده صورت نگرفته است.

مطالعه حاضر   طرفانه استفاده شد.ژيک بیلواستريوروش 

های زايای اولیه در گناد بررسی سلول با هدف شناسايی و

 ماده قرقاول در طی فرآيند رشد جنینی و همچنین تغییرات

در ها استريولوژيکی در تعداد و اندازه و حجم اين سلول

روزه( انجام  1جنینی تا زمان هچ )جوجه  ختلفمسنین 

نتايج اين تحقیق اطلاعات جديدی را در مورد  گرفت. 

در مراحل جنینی  های زايای اولیهتعداد و حجم سلول

تواند برای درک و دهد که میه میيتخمدان قرقاول ارا

های زايای اولیه موجود در تر بیولوژی سلولشناخت بیش

تايج نعلاوه بر اين،   .گیرد قرار محققان استفاده موردگناد 

ر تواند مبنايی برای مطالعات آينده به منظواين پژوهش می

های زايای سلول یتعیین مرحله مناسب جهت جداساز

-نشدر گناد ماده قرقاول مورد استفاده متخصصین و دا اولیه

 پژوهان ذيربط قرار گیرد.
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 کار مواد و روش

 جداسازی جنین و تخمدان

 Phasianus) دار قرقاولنطفه عدد تخم 28تعداد     

colchicus) تهیه شد.  در مشهد از يک مزرعه تجاری 

 60گراد و رطوبت نسبی درجه سانتی 37ها در دمای تخم

يک دستگاه   انکوبه شدند. روز 24به مدت  درصد

چرخاند تا از ها را میدقیقه تخم 60کشی هر جوجه

، در همین راستا  چسبیدن جنین به پوسته آن جلوگیری کند.

در  های زايای اولیهسلولهدف اين تحقیق اين بود که 

های ويژگیشناسايی و  24و  18، 14، 9روزهای جنینی 

الذکر استخراج ها در سنین فوقجنین  ها بررسی شود.آن

ند و پس از جداسازی از زرده، در فیکساتور قرار گرفت شدند

 و با استفاده از استريومیکروسکوپ با دقت تشريح شدند و

های جدا شده در  سپس تخمدان تخمدان خارج شد. 

د و ساعت ثابت شدن 24به مدت  درصد 4پارافرمالدئید 

سازی بافت با استفاده از دستگاه پس از آن مراحل آماده

ز ها با استفاده اگیری نمونهآب  اتوتکنیکون انجام گرفت.

 ها با استفاده ازسازی آنهای مختلف اتانول و شفافغلظت

 ها با استفاده ازگیری نمونهسپس قالب زايلن انجام شد. 

ه بها برش نمونه ، آلمان( انجام شد. Merckپارافین مذاب )

میکرومتر( نیز توسط  5)ضخامت صورت سريال سکشن 

 ، آلمان( انجام گرفت. Leica RM 2145میکروتوم چرخان )

سازی، عدد گناد ماده چپ آماده 5ضمنا در هر سن تعداد 

 گیری و برش داده شد.قالب

در هر سن رزينی  در خصوص تهیه مقاطع نیمه نازک    

عمل آمد و ثبوت اولیه ه تخمدان ب 2گیری از جنینی، نمونه

 TAABانگلستان) درصد 2اين نمونه در گلوتارآلدئید 

Laboratories Equipment Ltd,  )1/0بافر  تهیه شده با 

ه آن در محلول و ثبوت ثانوي =4/7PHمولار کاکوديلات با 

  ( انجام شد.TAAB)انگلستان،  درصد 1تتروکسید اسمیوم 

و اتانول  پس از آن با استفاده از فرآيند کاهش تدريجی دما

ها نیز نیز توسط پروپیلن سازی نمونهشفاف آبگیری شدند. 

  ( انجام شد.TAAB( )انگلستان، Propylene oxideاکسید )

ها توسط گیری نمونهسازی و قالبسپس مراحل آغشته

 پس از ( انجام گرفت. TAABرزين اپوکسی )انگلستان، 

 (اتريش ، Leica) اولترامیکروتوم دستگاه از استفاده با آن،

به وسیله تیغ  میکرومتر 1 ضخامت به نیمه نازک هايیبرش

شد و اين مقاطع با رنگ تولوئیدين بلو  تهیه ایشیشه

 آمیزی شدند.رنگ
 

 شناسیتشخیص بافت

های هماتوکسیلین و ائوزين مقاطع پارافینی با رنگ    

Eosin (H&E) Hematoxylin & و پريوديک اسید شیف 

Periodic Acid Schiff (PAS) (Merck-رنگ )آمیزی آلمان

به منظور شناسايی  پريوديک اسید شیف آمیزیرنگ  شدند.

های گلیکوژن در سیتوپلاسم وجود احتمالی گرانول

 ها انجام گرفتهای زايای اولیه و شناسايی اين سلولسلول

(2018 ,Suvarna et al) .  و در نهايت از مقاطع پارافینه

 51BXتوسط میکروسکوپ نوری ) مقاطع نیمه نازک

Olympus( مجهز به دوربین )12، ژاپنDP Olympus ،

 عمل آمد.ه ژاپن( فتوگرافی ب
 

 استریولوژیک مطالعات جهتها سازی بافتآماده

برای به دست آوردن استريولوژی،  مراحل انجام جهت    

گیری يکنواخت سیستماتیک از روش جهتمقاطع تصادفی 

(Orientationبلوک ) ها استفاده شد( ,Reed andHoward 

سپس از کل بافت تخمدان به صورت سريال و   .(2004

های مذکور با از برش . شدگیری انجام پشت سر هم برش

 يکنواخت گیری سیستماتیک تصادفیاستفاده از روش نمونه

 شمارش فیلد بای فیلد صورت به بافت انتهای تا ابتدا از

  Systematic Uniform Random( SUR) است شده انجام

(Neisy et al, 2023)  از تخمدان  برش 12در مجموع

شدند و  آمیزیرنگ ائوزين و هماتوکسیلین با انتخاب و

( ، ژاپنNikon E200)نوری وسیله میکروسکوپ ه سپس ب

  گرفتند.مورد بررسی قرار  100نمايی با بزرگ
 

 های زایای اولیهتخمین تعداد سلول

افزار استريولوژی ها، از نرمجهت شمارش تعداد سلول    

Unbiased Counting Frame .سپس با روش  استفاده شد 
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ها تعداد سلول (dissector Opticalاپتیکال دايسکتور )

گیری تعداد سلول، هسته محاسبه گرديد.  شاخص اندازه

ها فارغ از جلوگیری از سوگیری، همه هستهبود.  برای 

گیری تعداد شکل و اندازه شمارش شدند.  برای اندازه

به سمت پايین حرکت  Zدر محور  Opticalها، برش هسته

گیری از سوگیری شمارش، يک داده شد و برای پیش

Guard zone ايی که در شد.  هر هستهدر نظر گرفته می

شمارش  قاب ديده شود و در Dissectorارتفاع 

(Counting frame) خطوط مجاز برای  يا در تماس با

سپس  خاب گرديد. نتباشد ا (Inclusion borders) شمارش

تراکم عددی در واحد حجم با استفاده از فرمول زير محاسبه 

 شد.

𝑁𝑣 =
∑ 𝑄𝑛
𝑖=1

∑ 𝑃 × ℎ × (
𝑎
𝑓
)𝑛

𝑖=1

 

∑در فرمول ذکر شده،      𝑄𝑛
𝑖=1 های مجموع تعداد هسته

∑،  dissectorشمارش شده در ارتفاع  𝑃𝑛
𝑖=1  مجموع تعداد

مساحت کل فرم در تمام  a/fهای شمارش شده، فريم

 . باشدمی dissectorارتفاع  hفیلدهای میکروسکوپی و 

ها، تراکم عددی در واحد برای محاسبه تعداد کل سلول

محاسبه  N = NV ×V finalحجم در حجم کل در فرمول 

 .(Neisy et al, 2023)شد 

 

 های زایای اولیهحجم سلول برآورد

های زايای اولیه و حجم هسته برای تخمین حجم سلول    

 (Nucleator)از فرمول زير و روش نوکلئیتور  هااين سلول

 استفاده شد.

𝑉 =
4

3
𝜋𝐿𝑛

−3 

 های سلول زايایگر متوسط شعاعبیان Lدر اين فرمول     

ر باشد که با استفاده از فرمول زياز مرکز هسته میاولیه 

 محاسبه گرديد.

𝐿𝑛
−3 =

𝐿1
3 + 𝐿2

3 + 𝐿3
3 + 𝐿4

3 +⋯

4
 

    𝜋 = 3.14  ،V  سلول زايای نشان دهنده حجم متوسط

 .(Dastghaib et al, 2022)باشد می آنو هسته  اولیه

 

 نتایج

ها در بخش فوقانی تخمدان مطالعه حاضر نشان داد که    

میانی کلیه -شکمی و در تماس با سطح شکمیحفره 

مزونفروس قرار دارند و عدم تقارن در تخمدان چپ و 

قابل  روزه به خوبی 9-24های سنین راست در جنین

به طوری که موقعیت تخمدان راست کمی  مشاهده بود. 

تر از تخمدان چپ نسبت به محور میانی بدن جنین مورب

ه مشاهد ،نین مورد مطالعهويژگی عدم تقارن در همه س بود. 

که در طی روند تکوين جنینی  گرديد و مشخص شد

تخمدان سمت راست تحلیل رفته و اندازه آن بسیار کوچک 

 .(Figure 1A)گردد می

در های زايای اولیه سلولدر اين مطالعه مشخص شد     

آمیزی روزه هم در مقاطع پارافینی رنگ14تا  9های جنین

آمیزی و هم در مقاطع نیمه نازک رزينی رنگ H&Eشده با 

ها به شده با تولوئیدن بلو به دلیل موفولوژی خاص آن

 . (Figures 1B and 1C)راحتی قابل شناسايی هستند 

تر و های زايای اولیه به دلیل داشتن هسته بزرگسلول

ها قابل تمايز تر نسبت به ساير سلولسیتوپلاسم شفاف

های زايای اولیه ستوشیمی، واکنش سلولبه لحاظ هی بودند. 

لازم به ذکر  . (Figure 1D)بسیار ضعیف بود  PASبا رنگ 

های رنگی است جهت مقايسه و راستی آزمايی واکنش

به عنوان کنترل  بلدرچین انجام گرفته از نمونه بافتی رکتوم

 (. Figure 1E)استفاده شد  PASآمیزی مثبت برای رنگ

روزه  14در تخمدان جنین اولیه  زايایهای سلولتعداد 

 Figures)داشت  روزه کاهش چشمگیری 9نسبت به جنین 

2A-2C) . آمیزی شده با همچنین در مقاطع نیمه نازک رنگ

روزه مشخص شد هسته 14بلو در تخمدان جنین  تولوئیدن

های زايای اولیه به صورت محدود در وضعیت تقسیم سلول

 .(Figure 2D)میتوزی فعال قرار دارند 
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Figure 1: (A): Picture of a female pheasant embryo's abdominal cavity. The ovaries (dashed black line) 

are positioned on the ventral surface of the mesonephros kidney (dashed yellow line). Asymmetry can be 

detected in both the left and right ovaries. A green arrow denotes the right (RA) and left (LR) adrenal 

glands. (B) H&E staining identify pheasant PGCs in the ovarian tissue of a 9-day-old embryo (yellow 

arrow). (C) Identification of ovarian PCGs in semithin sections stained with toluidine blue (yellow arrow). 

(D) PAS staining identifies PGCs (yellow arrow). (E) Positive control sample for PAS staining was 

intestinal tissue. Images A-D have 100X magnification, whereas image E has 40X magnification. 
 

 
Figure 2: Ovarian tissue structure in a 14-day embryo, PGCs in pheasants (yellow arrow). (A): H&E 

staining, (B): PAS staining. (C): Toluidine blue staining. (D): Semithin section with toluidine blue staining, 

pay attention to the start of mitosis at this age. Images A-D have 100X magnification. 

 

روزگی  18مقاطع پارافینی و رزينی در سن  در مطالعه    

بر اثر تقسیم  های زايای اولیهسلول شدجنینی، مشخص 

 هایيا سلول Germ Cell (GC) زايا هایمیتوز به سلول

)که نسبت به  های سوماتیکساز اووگونی و سلولپیش
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تر و هرمی شکل بوده و در اطراف های زايا کوچکسلول

 Figures 3A)متمايز شده بودند  (قرار داشتندسلول زايا 

and 3B).  

های در هر سه مرحله يا سن جنینی مورد مطالعه، سلول    

نشان  PASآمیزی زايای اولیه واکنش منفی نسبت به رنگ

 .(Figure 3C)دادند 

 

     
Figure 3: Pheasant embryo ovary tissue structure at 18 days, (A): Germ cells (green arrow) and somatic 

cells (yellow star), H&E staining. (B): Semithin section stained with toluidine blue; germ cells (red arrow) 

and somatic cells (yellow star) surround the germ cells. (C): Germ cells (green arrow) and somatic cells 

(yellow star) surround them, with PAS staining. Images A-C have 100X magnification. 

 

 هایسلول در ادامه روند مطالعه، مشخص شد تعداد    

 جنینی به طور 24زايای موجود در تخمدان در روز 

در  تریهای بیشبود و گرانول يافته افزايش گیریچشم

 (.Figures 4A-4Cها وجود داشت )سیتوپلاسم آن

های سلولبنابر نتايج به دست آمده از پژوهش حاضر،     

 روز جنینی 14و  9اولیه در بافت تخمدان در سنین زايای 

حضور داشتند اما با افزايش سن جنین  و شروع تمايز 

 روزگی مشاهده نشدند. 18ها در سن سلولی اين سلول

با توجه به برآورد نتايج استريولوژيک، تعداد کل     

 1046به   9443روزه از  9اولیه در جنین های زايای سلول

کاهش يافته بود که اين نتیجه  روزه 14عدد در جنین 

 داشت. ها تعداد اين سلولدرصدی  90ش حکايت از کاه

اولیه و حجم های زايای سلولهمچنین بررسی نتايج حجم 

برابری حجم سلول  5/1ها نشان از افزايش هسته اين سلول

روزه  14حجم هسته سلول در جنین برابری  3/1و افزايش 

 .(Table 1روزه داشت ) 9نسبت به جنین 

 

 
Figure 4: The histological structure of a 24-day-old pheasant embryo's ovary, (A): Germ cells (green 

arrow) and somatic cells (yellow star), H&E staining. (B): Germ cells (green arrow) and somatic cells 

(yellow star) surround them, PAS staining. (C): Semithin section with toluidine blue staining of germ cells 

(red arrow) and somatic cells (yellow star). Images have 100X magnification. 
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Table 1: In pheasant embryos, the results related to the number of primordial germ cells,  

the volume of these cells, and the volume of their nuclei 
Time 

Number 

of PGCs 

Volume of the Nucleus 

of PGCs (µm3) 

Volume of the 

PGC (µm3) 

9thday 9443 20.02 368.93 

14thday 1046 27.6 558.400 

18thday 0 0 0 

24thday 0 0 0 

 

ولوژی نتايج مربوط به مطالعه استريبنابراين با توجه به     

 اولیههای زايای تعداد کل سلولتوان نتیجه گرفت که می

ترين افزايش روزگی بیش 9تخمدان، در در  شمارش شده

تر رشد، از تعداد اين در مراحل پیشرفته را داشت اما

ها روزگی اين سلول 18که در  طوریه ها کاسته شد بسلول

های زايای اولیه و همچنین حجم سلول وجود نداشتند. 

ش روزگی و با ازدياد سن افزاي 9ها از حجم هسته اين سلول

روزگی به حداکثر افزايش خود  14که در  طوری هيافت ب

  رسید.

 

 بحث

مطالعه حاضر  تفاوت در اندازه بین تخمدان چپ و  در    

که  راست در تمام سنین مورد بررسی به خوبی مشاهده شد

نتايج  تر از تخمدان چپ بود. تخمدان راست بسیار کوچک

های ماده توسط ساير مشابهی از عدم تقارن گناد در جنین

تنها شده که پژوهشگران به ثبت رسیده است که گزارش 

تر از گناد يابد و اين گناد بسیار بزرگمی تکوينگناد چپ 

باشد، زيرا گناد راست در طی روند تکوين سمت راست می

های ها سلولهمچنین آن رود. پسرفت کرده يا تحلیل می

های در حال تکوين زايای جنین ماده را در تخمدان

 Intarapat and Stern, 2014; Mohamed)شناسايی کردند 

et al, 2017; Kheirabadi et al, 2015; Rosenthal et al, 

اند علت اين رشد برخی از محققین گزارش کرده . (2010

های چپ و راست ها در تخمداننامتقارن به بیان متفاوت ژن

در جنین مرغ، چندين گزارش الگوی  باشد. مرتبط می

( و بیان ژن ESR1نامتقارن بیان گیرنده استروژن آلفا )

PITX2  .در  در تخمدان سمت چپ گزارش شده است

نتیجه اين فرايند تفاوت ژنی، غدد جنسی منجر به مهار 

تکثیر سلولی و همچنین از دست دادن پاسخ به استروژن در 

 ;Intarapat and Stern, 2014) شودتخمدان راست می

Mohamed et al, 2017; Guioli and Lovell-Badge, 

2015 ,Johnson ;2007). 

ه کآمده در مطالعه حاضر نشان داد  دست نتايج به    

قرقاول با روزه  9های زايای اولیه در تخمدان جنین سلول

بلو به های هماتوکسیلین و ائوزين و تولوئیدينآمیزیرنگ

به راحتی قابل تشخیص  هادلیل مورفولوژی خاص آن

بیضی شکل بودند  ها بزرگ، کروی يااين سلول  باشند.می

مرکز و حاوی يک يا دو بزرگ خارج  که دارای هسته

پذيری ضعیفی ها رنگهستک مجزا بودند و سیتوپلاسم آن

که برروی  های مشابهی توسط ساير محققانيافته داشت. 

 ,González‐Morán)جنین پرندگانی همچون جوجه 

2011; Sopiyana et al, 2017) جنین جوجه نژاد مصری ،

(Mohamed Alsafy et al, 2017 شترمرغ ،)

(Hassanzadeh et al, 2019 و قرقاول نر )(Mohammadi 

Gheshlagh et al, 2023 ) به ثبت رسیده است که با نتايج

 .خوانی داردحاضر هم

ها يا اولیه، به رنگهای زايای سلولتر برای مطالعه دقیق    

ها اين سلول ترهای خاصی برای شناسايی مطمئنبادیآنتی

گر هیستوشیمیايی يک نشان PASآمیزی رنگ باشد. نیاز می

های سوماتیک اولیه از سلولهای زايای سلولبرای تمايز 

Puchta et al-Chojnacka, 2012; )مجاور است 

2010 ,Macdonald et al) . Fujimoto ل و همکاران در سا

اولیه جنین جوجه های زايای سلولگزارش کردند  (1976)

و  Mohamed  .مثبت هستند PASبه دلیل گلیکوژن فراوان 

اولیه با های زايای سلول اعلام کردند (2017همکاران )

های به دلیل وجود گرانول PASآمیزی تکنیک رنگ
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همچنین   .واکنش مثبت نشان دادند گلیکوژن در سیتوپلاسم

های زايای سلولتأيید شد که  1993در پژوهشی در سال 

 PASآمیزی اولیه در جوجه در هلال زايا با استفاده از رنگ

در اين مطالعه مشخص شد   .قابل شناسايی هستند

های سلولتکنیکی مناسب برای تشخیص  PASآمیزی رنگ

 باشد. روزه قرقاول می 9های جنین تخمدان اولیه درزايای 

های زايای سلولرسد محتوای گلیکوژنی ولی به نظر می

گیری پیدا جنینی روند نزولی چشم 14تا  9اولیه از روز 

جنینی هیچ  24و  18، 14که در روزهای  طوریه کند بمی

آمیزی یه با اين رنگهای زايای اولواکنش مثبتی در سلول

گزارش  (2019)و همکاران  Hassanzadeh  .مشاهده نشد

برای تشخیص  یتکنیک مناسب PAS آمیزیکردند رنگ

باشد که با در گناد جنین شترمرغ می اولیههای زايای سلول

 (2005)و همکاران  Jung  نتیجه اين مطالعه مطابقت ندارد.

 PASآمیزی های زايای جوجه را با استفاده از رنگسلول

 . واکنش مثبت نشان دادندآمیزی رنگکه به  شناسايی کردند

 و (1976)همکاران  و Fujimoto طبق مشاهدات

Pardanaud  های زايای اولیه درسلول (1987)و همکاران 

دارای های زايا مثبت بودند زيرا سلول PASجنین جوجه 

که با نتیجه مطالعه حاضر به  میزان بالای گلیکوژن هستند

های دلیل محتوای پايین گلیکوژن در سیتوپلاسم سلول

های اين تحقیق يافته  زايای تخمدان قرقاول متفاوت است.

روی ( 2013)و همکاران  Naeemipourبا مطالعه 

که  حالی در  .های زايای اولیه جوجه، در تضاد استسلول

مشابه است که  (2007)و همکاران  Armengolبا نتايج 

بلدرچین به دلیل  اولیههای زايای کردند که سلول گزارش

واکنش منفی  PASعدم وجود گلیکوژن در سیتوپلاسم به 

همچنین نتايج اين تحقیق با مطالعه   .نشان دادند

Mohammadi  های که روی سلول (2023)و همکاران

زايای اولیه گناد نر قرقاول صورت گرفته است، همخوانی 

  .دارد

آمیزی تهیه مقاطع نیمه نازک و رنگبا  در مطالعه حاضر    

تر دقیقبلو جهت شناسايی تولوئیدناين مقاطع با رنگ 

های گلیکوژن که گرانول استفاده شداولیه های زايای سلول

در  مشخص بودند.  اولیههای زايای سلولدر سیتوپلاسم 

روزه قرقاول،  14تا  9های مقاطع نیمه نازک تخمدان جنین

با توجه به اندازه بسیار بزرگ، هسته  های زايای اولیهسلول

چند  شناسايی شدند.  رنگکمکروی بزرگ و سیتوپلاسم 

اند مطالعه ديگر نتايج مشابهی در اين خصوص گزارش کرده

( ;2019 ,Hassanzadeh et al ;2015 ,Kheirabadi et al

2023 ,Mohammadi Gheshlagh et al) نیمه .  در مقاطع

ای روزگی جنینی هیچ سلول زايای اولیه 18در سن  نازک

های زايای اولیه لدلیل آن اين است که سلو مشاهده نشد. 

ساز های پیشيا سلول های زايابر اثر تقسیم میتوز به سلول

های لازم به ذکر است اولین نشانه . شوندمیاووگونیا متمايز 

 روزگی به صورت محدود مشاهده شد.  14تقسیم میتوز در 

 های اين مطالعه به ثبت رسیده استنتايج مشابهی با يافته

شوند ها در طول رشد دچار تقسیم میتوز میکه اين سلول

(2017 ,Mohamed et al). 

و  9های اولیه در تخمدان جنینزايای های تعداد سلول    

روزه قرقاول با استفاده از تکنیک استريولوژی و به  14

 هاتعداد اين سلول  روش اپتیکال دايسکتور تخمین زده شد.

 روزه 14تر از جنین آشکاری بیشروزه به طور  9در جنین 

و حجم هسته  اولیهسلول زايای که حجم  بود در صورتی

دلیل  روزه بود.  9تر از جنین روزه بیش 14آن در جنین 

نتیجه شروع تواند در اين افزايش حجم سلول و هسته می

  .شدبا سلول زايااولیه به سلول زايای  تقسیم میتوز و تبديل

مطالعه استريولوژی چندانی در خصوص تعیین و      

اولیه و تخمین حجم اين  های زايایسلولبرآورد تعداد 

ها در سنین جنینی در پرندگان آن ها و حجم هستهسلول

 Alsafy Mohamedاما بر اساس گزارش  انجام نشده است. 

اولیه جوجه مصری با  های زايایسلولو همکاران تعداد 

  .(Mohamed et al, 2017)يابد پیشرفت سن افزايش می

بر  (2017) و همکاران Sopiyanaهمچنین طبق تحقیقی که 

انجام جنینی  9تا  6روی جوجه اندونزيايی طی روزهای 

اولیه گناد در روز  سلول زايایمشخص شد تعداد  دادند

فزايش سن جنین هفتم انکوباسیون به اوج خود رسیده و با ا

تعدادی از  . شودمیهای مذکور کاسته از تعداد سلول
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راحل اولیه تکوين اند غدد جنسی در ممحققین گزارش کرده

باشند که با افزايش میاولیه  سلول زايای حاوی تعداد کمی

شود و با ادامه روند رشد ها زياد میسن تعداد اين سلول

شود که اين نتايج با نتايج ها کاسته میمجددا از تعداد آن

Mohamed et al, )حاصل از اين مطالعه مطابقت دارد 

2001 ,Costa et al’D ;2017) .  همچنین بر اساس تحقیقات

اولیه گناد  های زايایسلولرسد تعداد انجام شده به نظر می

ماده تحت تأثیر سن رشد جنینی است که اين نتايج نیز با 

 علت کاهش تعداد باشد. همسو میهای مطالعه حاضر داده

تمايز  ممکن است به دلیل شروع اولیه های زايایسلول

ها به و علت افزايش حجم اين سلول هااين سلولسلولی 

Mohamed et al, )دلیل تقسیم میتوز در جنین ماده باشد 

2017 ,Sopiyana et al ;2017).  اولیه  های زايایسلول

در تمام سنین مورد مطالعه به تکنیک تخمدان جنین قرقاول 

واکنش منفی نشان دادند که احتمالاً به  PASهیستوشیمیايی 

های گلیکوژن در سیتوپلاسم دلیل میزان کم ذخاير گرانول

  .باشدها يا کمبود کربوهیدرات در سطح سلول میاين سلول

 اولیه زايای هایسلول تربزرگ اندازه به توجه با اين مطالعه

 که نشان داد هاسلولساير  به نسبت هاآن هسته و

آمیزی روتین هماتوکسیلین و ائوزين و استفاده از رنگ

اين های نیمه نازک برای تشخیص بافتی تکنیک تهیه برش

 .مناسب هستند هاسلول

اولیه، حجم اين  های زايایسلولدر مطالعه حاضر تعداد     

ها در جنین قرقاول برای اولین ها و حجم هسته آنسلول

بار توسط تکنیک استريولوژی مورد ارزيابی قرار گرفت که 

اولیه در تخمدان  های زايایسلولبر اساس نتايج حاصله 

روزگی قابل تشخیص هستند و  14جنین اين پرنده تا سن 

به شوند و پس از آن دچار تمايز سلولی و تقسیم میتوز می

 شوند.های زايا تبديل میسلول
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عمل ه ب قدردانی و تشکر شناسی دانشکده دامپزشکیگان مقاله از آقای قاسم پوراديبی تکنیسین محترم بخش بافتسندينو    
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 کد اخلاق

در صا IR.UM.REC.1399.137 و با کد يیديه اخلاقی اين تحقیق توسط کمیته اخلاق دانشگاه فردوسی مشهد تصويبأت    

 ها و مقررات مربوطه انجام شده است. ها بر اساس دستورالعملو تمام آزمايشگرديده 

 

 منافع تعارض

 کنند که هیچ تضاد منافعی ندارند.نويسندگان اعلام می    

 

 یمال منابع

 محترم اونتمعحوزه توسط  55764/3تحقیقاتی شماره اعتبار طی و  پژوهش در قالب رساله دکتری تخصصیمنابع مالی اين     

 مین شده است.أشی دانشگاه فردوسی مشهد تهپژو

 

 منابع

Adamski, M., & Kuźniacka, J. (2006). The effect of 

age and sex on slaughter traits of pheasants 

(Phasianus colchicus L.). Animal Science Papers 

and Reports, 24(Supplement 2), 11-18. 



 پورزهرا خداپرست و ابوالقاسم نبی

  1403، تابستان 2، شماره بیستمنشریه دامپزشكي ایران، دوره        48

Armengol, C., Carretero, A., Nacher, V., Ruberte, J., 

& Navarro, M. (2007). Carbohydrate 

characterization of quail primordial germ cells 

during migration and gonadal 

differentiation. Journal of Anatomy, 210(1), 98-

111 

Carlon, N. (1985). Origin of the somatic components 

of chick embryonic gonads. Archives d'anatomie 

microscopique et de morphologie 

experimentale, 74(1), 52-59.  

Chojnacka-Puchta, L., Kasperczyk, K., 

Plucienniczak, G., Sawicka, D., & Bednarczyk, 

M. (2012). Primordial germ cells (PGCs) as a tool 

for creating transgenic chickens. Polish Journal 

of Veterinary Sciences, 15(1), 181-188. 

Clinton, M., & Haines, L. C. (2001). An overview of 

factors influencing sex determination and gonadal 

development in birds. Genes and Mechanisms in 

Vertebrate Sex Determination, (91), 97-115. 

Dastghaib, S., Gholizadeh, F., Mokaram, P., & 

Noorafshan, A. (2022). Stevia aquatic extract 

protects the pancreas from streptozocin (STZ) 

induced damage: A stereological study. Indian 

Journal of Experimental Biology (IJEB), 60(05), 

299-307. 

D’Costa, S., Pardue, S. L., & Petitte, J. N. (2001). 

Comparative development of avian primordial 

germ cells and production of germ line 

chimeras. Avian and Poultry Biology 

Reviews, 12(4), 151-168. 

England, M. A., & Matsumura, G. (1993). 

Primordial germ cells in the primitive streak 

stages chick embryo as studied by scanning 

electron microscopy. Journal of anatomy, 183(Pt 

1), 67-73. 

Fujimoto, T., Ukeshima, A., & Kiyofuji, R. (1976). 

The origin, migration and morphology of the 

primordial germ cells in the chick embryo. The 

Anatomical Record, 185(2), 139-153. 

González‐Morán, M. G. (2011). Histological and 

stereological changes in growing and regressing 

chicken ovaries during development. The 

Anatomical Record: Advances in Integrative 

Anatomy and Evolutionary Biology, 294(5), 893-

904. 

Guioli, S., & Lovell-Badge, R. (2007). PITX2 

controls asymmetric gonadal development in both 

sexes of the chick and can rescue the degeneration 

of the right ovary. Development, 134(23), 4199-

4208. 

Hassanzadeh, B., Nabipour, A., & Dehghani, H. 

(2019). Ostrich (Struthio camelus) primordial 

germ cells in embryonic blood and presumptive 

gonad: characterization by PAS and 

immunohistochemistry. Iranian Journal of 

Veterinary Research, 20(4), 299-303. 

Hosseini, A., Nabipour, A., & Dehghani, H. (2020). 

Characterizing Primordial Germ Cells in the 

Turkey (Meleagris Gallopavo) Embryo. Anatomical 

Sciences Journal, 17(2), 63-72. 

Howard, V., & Reed, M. (2004). Unbiased 

stereology: three-dimensional measurement in 

microscopy. Garland Science. 

Intarapat, S., & Stern, C. D. (2013). Chick stem cells: 

current progress and future prospects. Stem Cell 

Research, 11(3), 1378-1392. 

Intarapat, S., & Stern, C. D. (2014). Left-right 

asymmetry in chicken embryonic gonads. The 

Journal of Poultry Science, 51(4), 352-358. 

Intarapat, S., & Satayalai, O. (2014). 

Microanatomical study of embryonic gonadal 

development in Japanese quail (Coturnix 

japonica). Anatomy Research 

International, 2014(168614), 1-9. 

Jung, J. G., Kim, D. K., Park, T. S., Lee, S. D., Lim, 

J. M., & Han, J. Y. (2005). Development of novel 

markers for the characterization of chicken 

primordial germ cells. Stem Cells, 23(5), 689-

698. 

Johnson, A. L. (2015). Reproduction in the female. 

In Sturkie's avian physiology (pp. 635-665). 

Academic Press. 

Kheirabadi, M., Nabipour, A., Behnam Rassouli, M., 

& Dehghani, H. (2015). Morphological 

development of ovaries in ostrich (Struthio 

camelus) embryo. Comparative Clinical 

Pathology, 24, 1185-1191. 

Kim, Y. M., & Han, J. Y. (2018). The early 

development of germ cells in chicken. 

International Journal of Developmental 

Biology, 62(1-2-3), 145-152. 

Macdonald, J., Glover, J. D., Taylor, L., Sang, H. M., 

& McGrew, M. J. (2010). Characterisation and 

germline transmission of cultured avian 

primordial germ cells. PloS one, 5(11), e15518. 

Mathan, Zaib, G., Jin, K., Zuo, Q., Habib, M., 

Zhang, Y., & Li, B. (2023). Formation, 

Application, and Significance of Chicken 

Primordial Germ Cells: A 

Review. Animals, 13(6), 1096. 

Meng, L., Wang, S., Jiang, H., Hua, Y., Yin, B., 

Huang, X. & Zhu, G. (2022). Oct4 dependent 

chromatin activation is required for chicken 

primordial germ cell migration. Stem Cell 

Reviews and Reports, 18(7), 2535-2546. 



 . . .  مادهجنین قرقاول های زایای اولیه در گناد شناسایی سلولمطالعه و 

 

 49       1403، تابستان 2، شماره بیستمدامپزشكي ایران، دوره  نشریه

Mohamed A.M. Alsafy, Samir A, El-Gendy, Ashraf 

A, Karkoura, Doha Shokry. (2017). Pre-Hatching 

Development of the Alexandria Chicken 

Ovaries.  Academia Anatomica International, 

3(2), 34-43. 

Mohamed, G. K., Selim, A. A., Abdelhafeez, H. H., 

& Mo-hamed, M. B. (2017). Histomorphological 

Developmental Stud-ies of the Left Ovary in the 

Japanese quail (Coturnix Coturnix Japonica). MJ 

Cyto, 1 (1): 002. 

Mohammadi Gheshlagh, F., Hosseini, A., & 

Nabipour, A. (2023). The identification of the 

primordial germ cells in the male gonads of 

pheasant (Phasianus colchicus) embryos using 

histochemical and immunostaining 

techniques. Iranian Veterinary Journal, 19(1), 

52-60. 

Naeemipour, M., & Bassami, M. (2013). Isolation, 

culture and characterization of chicken primordial 

germ cells. Journal of Cell and Molecular 

Research, 5(2), 48-53. 

Nakamura, Y., Kagami, H., & Tagami, T. (2013). 

Development, differentiation and manipulation of 

chicken germ cells. Development, growth & 

differentiation, 55(1), 20-40. 

Neisy, A., Koohpeyma, F., Khorchani, M. J., Karimi, 

F., & Zal, F. (2023). Quercetin modulates ovarian 

autophagy–related molecules and stereological 

parameters in a rat model of PCOS. Asian Pacific 

Journal of Tropical Biomedicine, 13(1), 9. 

Pardanaud, L., Altmann, C., Kitos, P., Dieterlen-

Lievre, F., & Buck, C. A. (1987). Vasculogenesis 

in the early quail blastodisc as studied with a 

monoclonal antibody recognizing endothelial 

cells. Development, 100(2), 339-349. 

Rosenthal, N. F., Ellis, H., Shioda, K., Mahoney, C., 

Coser, K. R., & Shioda, T. (2010). High-

throughput applicable genomic sex typing of 

chicken by TaqMan real-time quantitative 

polymerase chain reaction. Poultry 

science, 89(7), 1451-1456. 

Smith, C. A., & Sinclair, A. H. (2004). Sex 

determination: insights from the chicken. 

Bioessays, 26(2), 120-132. 

Sopiyana, S., Setiadi, M. A., Fahrudin, M., & 

Supriatna, I. (2017). Isolation and number of 

gonadal primordial germ cells (gonadal PGCs) on 

the stages of early embryonic development of 

KUB chicken. Media Peternakan, 40(1), 1-6. 

Suvarna, K. S., Layton, C., & Bancroft, J. D. 

(2018). Bancroft's theory and practice of 

histological techniques. Elsevier health sciences. 

Szczerba, A., Kuwana, T., & Bednarczyk, M. 

(2021). Concentration and total number of 

circulating primordial germ cells in Green-legged 

Partridgelike chicken embryos. Poultry science, 

100(1), 319-324. 

Received: 17.07.2023 

Accepted: 01.10.2023 

 

 

 

 



Vol. 20, No. 2, Summer, 2024           Original Article 

Iranian Veterinary Journal      142     

Study and identification of primordial germ cells in the gonad of 

female pheasant embryo (Phasianus colchicus) using various 

histological techniques 
 

Zahra Khodaparast1 and Abolghasem Nabipour2* 

 
1 PhD Student of Histology, Faculty of Veterinary Medicine, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran 
2 Professor, Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Ferdowsi University of Mashhad, 

Mashhad, Iran 

 

Received: 17.07.2023     Accepted: 01.10.2023  

 

Abstract 
    The goal of this study was to detect and evaluate the presence of primordial germ cells in pheasant ovarian tissue 

at various embryonic ages. These are the only growing cells in the embryo capable of transmitting genetic 

information to the following generation via gametogenesis. Birds are quite useful for research in this area because 

of their growth features. On the other hand, the pheasant is one of the birds with very beneficial features, but this 

rare species is at risk of extinction. In this study, 28 fertilized pheasant eggs were used, and the gonads of female 

embryos were differentiated based on their asymmetry and retrieved between embryonic days 9 and 24. Tissue 

sections were prepared as serial sections and the identification of primordial germ cells was examined using 

hematoxylin-eosin and PAS staining, as well as semithin slice preparation and toluidine blue staining. The number 

of primordial germ cells, cell volume, and nucleus volume of primordial germ cells were then estimated using 

stereological techniques. Early germ cells were recognized in paraffin and resin sections from embryonic days 9 

to 14 because of their unique properties, which comprised a big nucleus and little cytoplasm. Furthermore, the 

response of these cells to PAS staining was negative at all ages. According to the stereological results, the number 

of primordial germ cells was decreased at more advanced ages of development, so that it was not seen at 18 day 

embryo. Whereas, the volume of the primordial germ cells and nucleus of these cells have been increased with the 

increasing of the age. The findings of this study revealed that primordial germ cells in the ovarian tissue of pheasant 

embryos at all examined ages responded negatively to the PAS staining, whereas routine hematoxylin and eosin 

staining and the use of semithin sections are suitable for microscopic detection of these cells. Morphologically, 

this cell in pheasant was similar to other birds, whereas in terms of histochemistry, the reaction of these cells was 

negative to PAS staining which differs from some species of birds. 
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