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Abstract 
Objective: This study presents a simple method for isolation, expansion and purification 
of neonatal mouse spermatogonial stem cells.  
Methods: We used enzymatic digestion to isolate a cell suspension of spermatogonia and 
Sertoli cells from neonatal 2-day-old mice. The cells were cultured in DMEM/F12 that 
contained 10% serum for two weeks. Sertoli and spermatogonia cell characteristics were 
confirmed by examining for the presence of vimentin and PLZF proteins, respectively. To 
assess the rate of spermatogonia stem cell expansion, the area and number of colonies 
were measured during the two weeks of culture. At the end of the second week, we 
detected spermatogonia cell-specific expressions of the Stra8, Piwill2, DAZL, and Mvh 
genes. 
Results: Current results indicated that isolated Sertoli and spermatogonia cells were 
immunopositive for specific markers. During the culture period, a significant difference 
was seen in the number and area of spermatogonial stem cell colonies (P<0.05) at four 
time points. In addition, spermatogonial specific gene expression demonstrated that these 
cells were undifferentiated after two weeks of culture. 
Conclusion: Our study showed that co-culture of spermatogonia and Sertoli cells from 
same source provides a convenient and efficient environment. This co-culture, without the 
addition of external growth factors and chemical manipulations, can be used for 
proliferation of spermatogonia stem cells.  
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  چكيده

 هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش نوزاد سازي سلول  ارايه يك روش ساده براي جداسازي، تكثير و غني:هدف

و سرتولي با استفاده از هضم آنزيمي از بيضه مـوش            هاي اسپرماتوگوني     سوسپانسيون سلولي حاوي سلول    :ها مواد و روش  
 درصـد سـرم بـه       10 حـاوي    DMEM/F12كشتي و در محيط كشت       ها به صورت هم    سلول. نوزاد دو روزه جداسازي شد    

 ويمنتـين هـاي    هاي سرتولي و اسپرماتوگوني به ترتيب توسط بيـان پـروتئين           ماهيت سلول . مدت دو هفته كشت داده شدند     
ها  هاي تشكيل شده و مساحت آن هاي بنيادي اسپرماتوگوني تعداد كلوني براي ارزيابي ميزان تكثير سلول. د تأييد شPLZFو

، Stra8(هـاي اسـپرماتوگوني      هـاي اختـصاصي سـلول      در پايان هفته دوم، بيان ژن     . گيري شد  در طول دو هفته كشت اندازه     
Piwill2 ،DAZL ،Mvh (ارزيابي شد.  

ها را بيان    هاي اسپرماتوگوني و سرتولي جدا شده نشانگرهاي اختصاصي اين سلول          ه نشان داد كه سلول    دست آمد   نتايج به  :نتايج
هـاي بنيـادي     سـلول هـاي    داري در تعداد و مـساحت كلـوني        در طي دوره كشت، بين چهار نقطه زمانى اختلاف معني         . كنند مي

هاي اسپرماتوگوني بعد از دو هفته كشت، نشان         اصي سلول هاي اختص  علاوه بر اين بيان ژن    ). >05/0P(ديده شد    اسپرماتوگوني
  .ها بود دهنده عدم تمايز اين سلول

هاي سرتولي با منبع يكسان محيط رشـد   هاي اسپرماتوگوني و سلول    كشتي سلول   مطالعه حاضر نشان داد كه هم      :گيري نتيجه
توان از آن بـراي     هاي شيميايي مي   جي و دستكاري  كند كه بدون اضافه كردن عوامل رشد خار        اي را فراهم مي    مناسب و بهينه  
  .هاي بنيادي اسپرماتوگوني استفاده كرد تكثير سلول

  
  زايي كشتي، كلوني  هم،هاي بنيادي سلول  اسپرماتوگوني،:واژگان كليد

  
  

 مقدمه
ــلول ــپرماتوگوني   س ــادي اس ــاي بني   Spermatogonial(ه

Stem Cells( غـشاي  هـاي منفـردي هـستند كـه روي      ، سـلول  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

اين . اند ساز بيضه قرارگرفته   هاي مني   لوله بافت پوششي اي   قاعده
ها براي توليـد مـداوم اسـپرم در طـول زنـدگي و انتقـال                 سلول

، 1[انـد    اطلاعات ژنتيكي از نسلي به نسل ديگر تخصص يافتـه         

 33-21: ، صفحات1391، زمستان 4، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش كشت سلول
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توانـد   در محيط آزمايـشگاه مـي     ها   كشت و تكثير اين سلول    . ]2
ها و به عبـارت ديگـر        اي از عملكرد اين سلول     اطلاعات ارزنده 

در اختيـار مـا قـرار      ) Spermatogenesis(فرآيند اسـپرماتوژنز    
هـاي   ها منبع ارزشمندي براي آزمـايش      به علاوه اين سلول   . دهد

هاي پزشكي، فناوري دامي و اصلاح ژنتيكي از         ، پژوهش زيستي
  .]3[كنند  ورزي سلول زاينده مذكر فراهم مي طريق دست

هاي بنيادي اسپرماتوگوني از سال      پژوهش در مورد سلول   
هـا بـراي اولـين بـار       كه استفاده كاربردي از اين سـلول   1994

ارانش ارايه شـد پيـشرفت      و همك ) Brinster(توسط برينستر   
مطالعات انجام گرفته بـراي كـشت       . ]5،  4[زيادي كرده است    

هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني در        طولاني مدت و تكثير سـلول     
 سال كـشت و تحـت       2آزمايشگاه نشان داده است كه پس از        

گونـه تغييـر     اند و هـيچ    ها زنده مانده   شرايط مناسب اين سلول   
هـا ديـده    ژنتيكي يا كاهش پتانسيل زايشي در آن     ژنتيكي و اپي  

 .]6[د شو نمي

هـاي بنيـادي، يكـي از مـشكلات اصـلي           همانند بقيه سلول  
هاست به طـوري كـه       ها كم بودن تعداد آن     استفاده از اين سلول   

هاي زاياي بيضه مـوش       درصد كل سلول   03/0ها تنها    اين سلول 
علاوه بر اين؛ بـا توجـه بـه نبـودن           ]. 2[دهند   بالغ را تشكيل مي   

ا، ه ـ نشانگرهاي سلولي اختصاصي بـراي جداسـازي ايـن سـلول          
ها را به صورت خـالص       هايي كه بتوان اين سلول      استفاده از روش  

. ]7[اي برخـوردار اسـت       و به ميزان زياد تهيه كرد از اهميت ويژه        
ها دستيابي بـه يـك سيـستم         لين قدم براي استفاده از اين سلول      او

ها به ميزان زيادي تكثير يافتـه و        كشت بهينه است كه در آن سلول      
براي رسـيدن بـه ايـن هـدف         . به صورت تمايز نيافته باقي بمانند     

هـاي   هاي كشت مختلفـي همچـون كـشت سـلول          كنون سيستم  تا
، استفاده از محـيط  ]11-8[اسپرماتوگوني روي لايه تغذيه كننده     

، افزودن انواع عوامل    ]13،  12،  6[هاي حاوي يا فاقد سرم       كشت
 يا استفاده   ]17-14[هاي جنسي به محيط كشت       رشد و هورمون  
بي شـده   ارزيـا Stem proهاي مخصوص مثـل   از محيط كشت

توجه به اين نكته ضروري است كه سيـستم كـشت    ]. 14[است  
هاي شيميايي و    مورد استفاده بايستي حداقل آسيب و دستكاري      

فيزيكي را به همراه داشته باشد و علاوه بر اين بتوانـد تـا حـد                

 .ها فراهم كند امكان شرايط طبيعي بدن را براي سلول

ــرتولي   ــلول س ــم ) Sertoli cell(س ــي از مه ــرين و  يك ت
هـاي بيـضه اسـت كـه در تمـاس مـستقيم بـا                ترين سلول  اصلي
هاي سـرتولي عـلاوه بـر        سلول. هاي اسپرماتوگوني است   سلول

ها، با ترشـح انـواع عوامـل رشـد           حمايت فيزيكي از اين سلول    
  ]. 19، 18[شوند  ها مي باعث بقا و تكثير آن

هاي سرتولي باعـث شـده       اين ويژگي منحصر به فرد سلول     
هـاي   كه تعدادي از محققين براي كـشت و تكثيـر سـلول           است  

هـا   اين سلول ) Co-Culture(كشتي   اسپرماتوگوني از روش هم   
امـا در همـه ايـن       ]. 22-20[هاي سرتولي استفاده كنند      با سلول 

هاي سلول سرتولي به عنوان يك لايه مغـذي          مطالعات يا از رده   
 بيضه جدا   هاي سرتولي هومولوگ از    استفاده شده است يا سلول    

شده و پس از چند روز كشت و ايجاد يك لايه در كف ظروف              
هـا   هاي اسـپرماتوگوني جداسـازي شـده روي آن         كشت، سلول 

هـاي   بـا توجـه بـه اهميـت و نقـش سـلول           . اند كشت داده شده  
ها از هـم و      سرتولي اتولوگ و عدم نياز به جداسازي اين سلول        

بدن، هـدف ايـن     تر از همه فراهم كردن شرايط كشت شبيه          مهم
هاي اسـپرماتوگوني و     سلول(كشتي   تحقيق استفاده از سيستم هم    
هــاي  بــراي تكثيــر و بقــاي ســلول) ســرتولي بــا منبــع يكــسان

ــت  ــپرماتوگوني اس ــايز   . اس ــاد تم ــوگيري از ايج ــراي جل و ب
 LIFهــاي اســپرماتوگوني طــي فراينــد كــشت از عامــل  ســلول

)Leukemia Inhibitory Factor (رزيابي كمـي  ا. استفاده شد
هـاي   زايي به عنوان معياري براي فعاليت ميتـوزي سـلول          كلوني

عـلاوه بـر    . بنيادي موجود در سوسپانسيون سلولي استفاده شـد       
اين؛ در اين مطالعه يك محيط كشت ساده بـدون اضـافه كـردن           

  .كار برده شد عوامل رشد كه از نظر اقتصادي به صرفه است به
  

  ها مواد و روش
  شگاهيحيوانات آزماي

از مؤسـسه  ) NMRIنـژاد  (هـاي بـاردار    در اين تحقيق موش   
خانـه دانـشگاه تربيـت مـدرس         رازي كرج خريداري و در حيوان     

تحت شرايط مناسب  نـور و تـاريكي و دسترسـي آزاد بـه آب و            
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  و همكارانستاره جوانمردي
  

 24  1391 زمستان، 4، شماره 15، دوره  آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  24

هـاي   پس از ثبت دقيق روز زايمان، از سلول       . غذا نگهداري شدند  
 تمام مراحل مراقبت    . روزه نر استفاده شد    2هاي نوزاد    بيضه موش 

از حيوانــات و روش انجــام جراحــي طبــق دســتورالعمل كميتــه 
  . اخلاق دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است

  
  هاي اسپرماتوگوني جداسازي و كشت سلول

 سر موش نوزاد    5هاي   براي هر بار جداسازي سلول، از بيضه      
بعـد از كـشتن حيـوان، سـطح شـكم آن بـا              .  روزه استفاده شد   2

بـا بـاز كـردن قـسمت        .  درصد ضدعفوني شد   70اده از الكل    استف
ها خـارج    بيضه. شود ها در طرفين مثانه ديده مي      پايين شكم، بيضه  

) PBS) Phosphate Buffer Serumشده و پس از شستشو در 
  DMEM) Dulbecco’s Modified Eagleبه محـيط كـشت   

Medium(بعــد از شستــشوي مجــدد كپــسول و .  منتقــل شــد
. ها جداشـد   از بيضه ) Epididyme: اپيديديم( اضافي   هاي بافت

گـرم    ميلي 5/0( حاوي آنزيم    DMEMها در محيط     سپس نمونه 
  .تر تقسيم شد  به قطعات كوچك)ليتر كلاژناز بر ميلي

 درجـه   37هـا و آنـزيم در داخـل انكوبـاتور            مخلوط سـلول  
  دقيقـه  5 درصد دي اكسيد كربن قرار گرفته و هر          5گراد و    سانتي

هـا    دقيقه سلول  15بعد از   . استفاده از پيپت با هم مخلوط شدند      با  
ــا ســرعت  ــا g 450ب   دقيقــه5 دور در دقيقــه بــه مــدت 1500 ي

ها دو بار    بعد از دور ريختن مايع رويي، سلول      . سانتريفوژ شدند 
 دور  1000 يا   g 200 شسته شده و با سرعت       PBSبا استفاده از    

 3در ايـن مرحلـه      . شـدند  دقيقه سانتريفوژ    3در دقيقه به مدت     
 درصد به پلاك سلولي در كف لوله        1/0ليتر آنزيم تريپسين     ميلي

كه   ثانيه پيپتاژ انجام شد تا اين      30فالكون اضافه شده و به مدت       
هـا   درصد حيات سلول  . ها كاملاً به صورت مجزا درآمدند      سلول

 درصــد تريپــان بلــو 04/0آميــزي بــا محلــول  بــه كمــك رنــگ
)Trypan Blue (  در .و استفاده از يك لام نئوبار ارزيـابي شـد 

دسـت آمـده كـه اغلـب حـاوي           سوسپانسيون سـلولي بـه    ادامه  
كـشتي و    هاي اسپرماتوگوني و سرتولي بود به صورت هم        سلول

 خانـه حـاوي محـيط    6با تعداد مـساوي در دو خانـه از پليـت         
DMEM/F12   درصد سـرم و      10 داراي LIF   1000 بـه ميـزان 

 تيمـار و  تعـويض محـيط     . تـر كـشت داده شـد      لي  در ميلي  واحد
  . روز يك بار انجام شد5 و 3سلولي به ترتيب هر 

  
هـاي كـشت داده       سلول شناختي ريختبي  ارزيا

  هاي اسپرماتوگوني زايي در سلول شده و كلوني
كـشتي   به منظور ارزيابي كارآيي اين سيستم كشت يعني هم        

مـل رشـد،   ها در محيط كشت ساده بدون اضافه كردن عوا         سلول
هاي اسپرماتوگوني با استفاده از ارزيابي ميزان        ميزان تكثير سلول  

ــوني ــي بررســي شــد كل ــن منظــور . زاي ــه اي شناســي  ريخــتب
)Morphology(ــا كمــك    ســلول هــا بــه صــورت روزانــه و ب

مجهز به ) ، ژاپنOLYMPUS 1X70(س ميكروسكوپ معكو
 در  هـا  در ادامـه اولـين روز ظهـور كلـوني         . دوربين ارزيابي شد  

هـاي متعـدد ثبـت شـده و تعـداد            هاي مختلـف و كـشت      پليت
هاي شكل گرفته در هر پليت در طول يـك دوره كـشت              كلوني

ــه ــاي  دو هفت ــد 14 و 11، 8، 5اي، در روزه ــمارش ش در .  ش
هـا تـصوير تهيـه شـده و سـپس            روزهاي مورد نظـر از كلـوني      

  . گيري شد  اندازهImage Jافزار  ها با نرم مساحت كلوني
  

  هاي اسپرماتوگوني سازي سلول غني
 هـاي اسـپرماتوگوني از روش      سـازي سـلول    به منظور غنـي   

در ايـن  .  استفاده شـد )Differential Plating( حذف تمايزي
 سـاعت در  4دست آمده از بيضه به مدت      روش سوسپانسيون به  

 درصد سرم كـشت داده     10 حاوي   DMEM/F12محيط كشت   
هـاي سـوماتيك شـامل       ولدر اين مدت تعداد زيادي از سل      . شد

و ميوييـدي   ) Fibroblast(هـاي سـرتولي، فيبروبلاسـت        سلول
)Myoid (    هـاي معلـق     سـلول . چـسبند  به كف ظرف كشت مي

 سـاعت ديگـر كـشت داده        4آوري شده و مجدداً به مدت        جمع
هاي نچـسبيده، ايـن رونـد بـار          آوري سلول  پس از جمع  . شدند

داسازي با استفاده از    ميزان كارآيي اين روش ج    . ديگر تكرار شد  
  . روش ايمونوسيتوشيمي ارزيابي شد
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اـ        تأييد ماهيت سلول   هاي اسپرماتوگوني و سـرتولي ب
 )Immunocytochemistry(روش ايمونوسيتوشيمي 
هاي اسپرماتوگوني و سرتولي به ترتيب       براي تأييد ماهيت سلول   

ــان  و ) PLZF) Promyelocytic Leukaemia Zinc-Fingerبي
 براي اين منظـور بعـد از خـارج          . ارزيابي شد  )Vimentin(ويمنتين  

پس براي  س.  شسته شدند  PBSها دو بار با      كردن محيط كشت سلول   
 دقيقـه در    20 درصد به مـدت      4ها از پارافرمالدييد     ثابت كردن سلول  

هـا دو    بعد از اين مدت سـلول     . گراد استفاده شد    درجه سانتي  4دماي  
هـا   جاد نفوذپذيري در سـلول نمونـه  براي اي.  شسته شدند  PBSبار با   

پوشاندن  به منظور    . دقيقه انكوبه شدند   45 به مدت    X-100با تريتون   
 دقيقـه بـه     45 درصد به مدت     10، سرم بز    هاي غيراختصاصي   ژن آنتي
بـادي    ساعت بـا آنتـي     1ها به مدت     سپس سلول . ها اضافه شد   سلول

ــه  ــيس، انگPLZF) 1:300 ،rabit anti-PLZF ،Abcam[اولي ، )ل
در دمـاي  )] rabbit polyclonal anti-Vimentin 1:100 (ويمنتـين 

، PBS بـار شستـشو بـا        3پس از   .  انكوبه شدند  گراد  درجه سانتي  37
، FITC conjugated anti-rabbit IgG) 1:500[بـادي ثانويـه    آنتي

Abcam ساعت، در دماي اتاق و محيط تاريك        1به مدت   )] ، آمريكا 
هـا بـا     هـسته PBS بـار شستـشو بـا    3 پس از   .ها اضافه شد   به سلول 
DAPI) 4',6-diamidino-2-phenylindole (    دقيقـه   10به مـدت 
 100هـاي مثبـت، تعـداد     براي تعيين درصـد سـلول    . آميزي شد  رنگ

 ميكروســكوپ فلورســنت بــه صــورت زمينــه 5ســلول در حــداقل 

  .تصادفي شمارش شد
  

 ههاي اسپرماتوگوني با استفاد    بررسي مولكولي سلول  
  Real-Time PCRاز 

هـاي اسـپرماتوگوني     هـاي سـلول    براي تعيين ميزان بيان ژن    
)Stra8  ،Dazl  ،Mvh  ،Piwill2 ( هاي اسـپرماتوگوني    در سلول

دسـت   هاي سلولي بـه    جدا شده در روز اول كشت و نيز كلوني        
 Real-Time PCRآمده در پايـان هفتـه دوم كـشت، از روش    

سـپرماتوگوني بـه صـورت      هـاي ا   هاي سلول  كلوني. استفاده شد 
 و سـپس بـا اسـتفاده از آنـزيم     مكانيكي از كف ظرف جدا شده    

پـس از   . هـا از هـم جـدا شـدند         سلول)  درصد 25/0(تريپسين  
 ـ  كـل  RNAخراج   اسـت  ،PBSهـا بـا      شستشوي سلول  ا كمـك    ب

طبق دسـتورالعمل   ) يكا، آمر Triazole) (Invitrogen(ترايزول  
دست آمده با دستگاه      به RNAكيفيت  . شركت سازنده انجام شد   
اي از    تـك رشـته    cDNAبـراي تهيـه     . اسپكترومتر ارزيابي شد  

بـرداري معكـوس     و آنزيم نـسخه Primer( Oligo dt(آغازگر 
)Fermentaze  ،مربوط استفاده شـد    برنامهاساس   و بر ) ليتواني  .

از  چرخـه و بـا اسـتفاده    40 در Real-Time PCRهر چرخـه  
جـدول  (صاصي براي هـر ژن     پيشرو و معكوس اخت    هايآغازگر

ژن كنتـرل   بـه  نـسبت  هـدف  ژن هـر  بيـان  ميزان. انجام شد) 1
  .شد محاسبه CT2∆∆-فرمول  از استفاده داخلي با

  
  Real-Time PCR بررسي ژني با دستگاه  برايهاي طراحي شدهآغازگر 1جدول 

  

  )Annealing(دماي اتصال   )´3-´5( توالي آغازگر  نام ژن
  )گراد درجه سانتي(

Stra8 
 ´CTCCTCCTCCACTCTGTTGC-3-´5: جلويي
 ´GCGGCAGAGACAATAGGAAG-3-´5: برگشتي

57 

DAZL 
 ´AAGGCAAAATCATGCCAAAC-3-´5: جلويي
 ´TCCTGATTTCGGTTTCATCC-3-´5: برگشتي

57 

Mvh 
 ´CGGAGAGGAACCTGAAGC-3-´5: جلويي
 ´CGCCAATATCTGATGAAGC-3-´5: برگشتي

58 

Piwil2 
 ´CCTCCAGCTCTGTCTCCAAC-3-´5: جلويي
 ´CCTTGCTTGACCAAAAGCTC-3-´5: برگشتي

59 

GAPDH* 
 ´AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3-´5: جلويي
 ´GGATGCAGGGATGATGTTCT-3-´5: برگشتي

58 

 :*GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
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  تجزيه و تحليل آماري
، 16 نـسخه  SPSSافزار  هاي كمي با استفاده از نرم    كليه داده 

 Repeated measureو ) Mann-Whitney(ويتني  آزمون من

ANOVAهــا در ســطح  فــاوت دادهت. ، تجزيــه و تحليــل شــد
05/0P≤دار در نظر گرفته شد  معني.  

  

  نتايج
  هاي كشت داده شده  سلولشناختي ريخترزيابي ا

هـاي زنـده     براساس نتايج حاصل از ارزيابي درصـد سـلول        
 37/95 بار تكرار    6هاي زنده در     سلولجداسازي شده، ميانگين    

تـوان گفـت كـه ايـن درصـد بـالاي             مي). 2جدول  (درصد بود   
هاي زنده كارآيي اين روش سـاده جداسـازي سـلولي از              سلول

  .كند بافت بيضه را تأييد مي
  
هاي زنده جداسازي شده از بافت بيضه مـوش    درصد سلول ميانگين   2جدول  

   روزه با روش هضم آنزيمي2نوزاد 
  

  هاي زنده  ميانگين درصد سلول  تكرار
   انحراف معيار±جداسازي شده 

1 09/0±02/98  

2 48/0±97/91  

3 15/0±25/98  

4 37/0±53/92  

5 43/0±14/94  

6 18/0±35/97  

37/95±28/0 ميانگين تكرارها  

  
دست آمـده از     در اين مطالعه كشت سوسپانسيون سلولي به      

پـس  . كشتي انجام شد    هم هضم آنزيمي بيضه به صورت سيستم     
از مشاهده به كمك ميكروسكوپ نوري بـا بزرگنمـايي بـالا دو             
نوع سلول اصلي با شكل و اندازه مختلف در اين تعليق سـلولي   

هاي سرتولي با حـدود سـلولي نـامنطم، نمـايي          سلول. ديده شد 
ايـن نـوع   . مشخص شدند)  ميكرومتر 2/8-5/7(گرانولار و قطر    

س از كشت بـه صـورت يـك لايـه       ساعت پ  36-24سلول طي   

سلولي به كف ظروف كشت چـسبيده و بـه عنـوان يـك لايـه                
هــاي  تغذيــه كننــده و حمايــت كننــده بــستري را بــراي ســلول

تـر   هاي اسپرماتوگوني بزرگ   سلول. كند اسپرماتوگوني فراهم مي  
 ميكرومتر و نمايي صاف و منظم       16-14ها حدود    بوده، قطر آن  

 هستك خارج مركـزي     3-2مكن است   ها م  در اين سلول  . دارند
هاي  ها به صورت معلق و در لابلاي سلول        اين سلول . ديده شود 

شكل (كنند   سرتولي قرار گرفته و پس از تقسيم كلوني ايجاد مي         
1.(  

  
هـاي بنيـادي     بررسي كمي كلونيزاسيون سـلول    

  )In vitro(اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاهي 
هاي  وند رشد و تكثير سلول    دست آمده از بررسي ر     نتايج به 

اسپرماتوگوني در محيط كشت نشان داد كـه در پـي تقـسيمات             
شـكل  ) Cluster(ها در ابتدا تجمعات سـلولي        متعدد اين سلول  

هـاي سـلولي متـراكم و غالبـاً گـرد            گيرد كه در ادامه به توده      مي
جا كـه   از آن). 2شكل (شود   شوند كه كلوني ناميده مي     تبديل مي 

هاي اسپرماتوگوني هم زمان نيـست،       ولي در سلول  تقسيمات سل 
ها در ظروف مختلف كشت متفـاوت        ها و اندازه آن    تعداد كلوني 

 گـروه   25زايـي در     دست آمـده از بررسـي كلـوني        نتايج به . بود
هـا در محـيط      كشت نشان داد كه ميانگين زمـان ظهـور كلـوني          

 درصـد  48در   روز پس از كـشت بـوده و  84/3 ± 19/0كشت 
). 3شـكل   (ها در روز چهارم كـشت ديـده شـدند             كلوني موارد

ها نشان داد كه ميانگين تعـداد        نتايج حاصل از بررسي تعداد كلوني     
 ،12 ± 461/1، در روز هـشتم      4 ± 577/0ها در روز پـنجم       كلوني

.  بود 23 ± 528/1و در روز چهاردهم     16/17 ± 108/1در روز يازدهم    
هـا   زمان ميانگين تعـداد كلـوني     ها، با گذشت     با توجه به اين يافته    

. را نــشان داد) >F3,15، 001/0P =6/176(داري  افــزايش معنــي
ها، در ميـانگين مـساحت       علاوه بر افزايش ميانگين تعداد كلوني     

داري ديده شد به طـوري كـه در آخـرين            ها نيز افزايش معني    آن
، بيشترين تعداد كلـوني     )14روز  (زايي   روز ارزيابي كمي كلوني   

داري افزايش يافته    ها هم به شكل معني      شد كه مساحت آن    ظاهر
  ).4شكل (بود 
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ساز بعد از گذشت  هاي اسپرم  هاي لوله   كشت اوليه سلول   )ب( ،مرحله اول هضم آنزيمي    روزه بعد از   2بيضه موش نوزاد     توپر ساز هاي اسپرم   قطعات لوله  )الف (1شكل  
اي  ، حاشـيه  ميكرومتـر  2/8-5/7هاي سرتولي با قطـر        سلول )ج( .دهد  را نشان مي   هاي بنيادي اسپرماتوگوني   سلولها   هاي سرتولي و سر پيكان     ها سلول   ساعت، پيكان  24

   و نمايي صاف و منظم ميكرومتر16-14سپرماتوگوني با قطري حدود اهاي   سلول)د( ،نامنظم و نمايي گرانولار
  

            
  

  
  

   كشت14روز )ج( ، روز هشتم كشت)ب( ، روز پنجم كشت)الف( ؛هاي بنيادي اسپرماتوگوني تكثير سلوللوني سلولي حاصل از  ك2شكل 
  

    
 هـا  كلوني ظهور اساس زمان  هاي داراي كلوني بر    ميانگين درصد پليت   3شكل  

  كشت محيط در

بررســي ايمونوسيتوشــيمي حــضور ويمنتــين را بــه شــكل 
. هاي سرتولي نشان داد    سيتوپلاسم سلول هايي در درون     فيلامنت

هـاي ويمنتـين مثبـت در جمعيـت سـلولي            بررسي تعداد سلول  
 نـشان داد كـه       حـذف تمـايزي    سوماتيك جـدا شـده بـا روش       

 درصـد جداسـازي     92هاي سـرتولي بـا درجـه خلـوص           سلول
 نيـز در  PLZFبرداري  علاوه بر اين؛ وجود عامل نسخه   . اند شده

و ) 5شـكل   (پرماتوگوني تأييد شـده     هاي بنيادي اس   هسته سلول 
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هـاي اسـپرماتوگوني جداسـازي شـده مثبـت            درصد سـلول   80
هـاي    بيـان ژن Real-Time PCRبـا اسـتفاده از روش   . بودنـد 

نتـايج حاصـل از مقايـسه       . شاخص اسپرماتوگوني بررسي شـد    
هاي اسپرماتوگوني نـشان     هاي اختصاصي سلول    بيان ژن  پروفايل

 بين  Stra8  ،Piwill2  ،DAZL  ،Mvh هاي داد كه براي بيان ژن    
هــاي  هــاي اســپرماتوگوني در روز اول كــشت و كلــوني ســلول

دار وجود نـدارد     دست آمده در هفته دوم كشت اختلاف معني        به
)05/0P> (          به عبارت ديگر؛ ميانگين بيان ژني پس از اصلاح آن

نسبت به ژن مرجع در بين دو گروه سلولي تقريباً يكـسان بـود              
  ).6شكل (

  
  

 ،پنجم روزهايدر ) ميكرومتر(ها  بررسي ميانگين مساحت كلوني 4شكل 
 مساحت ميانگين بين دار معني تفاوت) *(؛ كشت چهاردهم و  يازدهم،هشتم
 ميانگين بين دار معني تفاوت )**(هشتم با ساير روزها،  روز در ها كلوني

 بين دار يمعن تفاوت )***(، روزها ساير يازدهم با روز در ها كلوني مساحت
  )>05/0P (روزها ساير چهاردهم با روز در ها كلوني مساحت ميانگين

  

 
  

  
  

  هاي اسپرماتوگوني  در سلولPLZFهاي سرتولي و  ويمنتين در سلولهاي  بادي واكنش ايمنوسيتوشيمي مثبت براي آنتي 5شكل 
  

  
  

 هـاي اسـپرماتوگوني    هاي اختـصاصي سـلول      ژن بيان پروفايل مقايسه   6شكل  
ه نرمــالايز و بــ GAPDH مرجــعهــا بــا ژن  ژن. روز اول و روز چهــاردهمدر

هـا در روز اول و چهـاردهم     ميـزان تغييـرات بيـان ژن      .  تكرار است  3صورت  
  ).<05/0P( دهد  داري را نشان نمي تفاوت معني

 بحث
در مطالعــه حاضــر بــراي ايجــاد محــيط كــشت مناســب و 

اسـپرماتوگوني و  هـاي بنيـادي    كشتي سلول كارآمد، از روش هم  
عـلاوه بـر ايـن      .  روزه استفاده شد   2سرتولي بيضه موش نوزاد     

هـاي   سـازي سـلول    براي هر سه مرحله جداسازي، تكثير و غني       
هاي كاربردي، كـم      كشت روش  بنيادي اسپرماتوگوني در محيط   

  . اي ارايه شده است هزينه و ساده
هـاي بنيـادي     خلـوص سـلول   كـه ميـزان      با توجـه بـه ايـن      
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ساز موش نـوزاد     هاي اسپرم   لوله بافت پوششي ي در   توگوناسپرما
 در اين مطالعـه از  در بالاترين سطح است،)  روز6سن كمتر از  (

قدم اول اسـتفاده از     .  روزه استفاده شد   2هاي موش نوزاد     سلول
اسـتفاده از   . ها از بافت بيـضه اسـت       ها، جداسازي آن   اين سلول 

بـالاترين درصـد    يك روش مناسب كه با حداقل آسـيب بتـوان           
. اي اسـت   دست آورد داراي اهميـت ويـژه       هاي زنده را به    سلول

هاي بيضه معمولاً با هضم      جداسازي و تهيه سوسپانسيون سلول    
گيرد كـه در آن از چهـار آنـزيم           آنزيمي بافت بيضه صورت مي    

ــاز   ــژه كلاژنــ ــسپاز )Collagenase(ويــ ، )Dispase(، ديــ
طـي  ) Trypsin(پـسين   و تري ) Hyaluronidase(هيالورونيداز  

در ايـن روش عـلاوه بـر        . ]25-23[شـود    دو مرحله استفاده مي   
هـا را افـزايش      صرف هزينه و زمان كه خطر آلوده شدن سـلول         

ها به مدت طولاني درصد      دهد، با قرارگيري در معرض آنزيم      مي
هاي زنده جداسازي شـده بـه طـور چـشمگيري كـاهش              سلول
 درصـد   2012 سـال     و همكاران در   اصلاحيدر مطالعه   . يابد مي

هاي تازه پس از فرآيند جداسـازي از بافـت بيـضه           حيات سلول 
و ) Liu(عـلاوه بـر ايـن ليـو         . ]26[ درصد بود    89موش نوزاد   

هاي بافـت بيـضه انـسان را بـا            سلول 2011همكارانش در سال    
هاي كلاژناز و تريپسين جـدا كـرده و ميـانگين            استفاده از آنزيم  

در ]. 27[ درصـد گـزارش كردنـد        91هاي زنده را     درصد سلول 
ــزيم  هــا و كــاهش خطــر  مطالعــه حاضــر بــراي حــذف اثــر آن

استفاده كـرده و    ) كلاژناز و تريپسين   (ديدگي، از دو آنزيم    آسيب
بـا ايـن روش   .  شستشو داده شـدند PBSها چندين بار با      سلول

 درصد بـود  37/95دست آمده   هاي زنده به   ميانگين درصد سلول  
توان گفت اين نتايج كارآيي اين روش سـاده جداسـازي            كه مي 
  .دهد ها را نشان مي سلول

قـا و تكثيـر     هاي كشت حمايـت كننـده از ب        طراحي سيستم 
هاي اسپرماتوگوني امكان دسترسي به تعداد كـافي از ايـن          سلول
كنـون   تـا . كنـد   فـراهم مـي    زيـستي عـات   ها را بـراي مطال     سلول

مطالعات متعددي براي بهبود شـرايط كـشت و افـزايش تكثيـر             
ها،  هاي اسپرماتوگوني صورت گرفته است كه از جمله آن         سلول

ــا ژ    ــيده ب ــشت پوش ــروف ك ــتفاده از ظ ــين  اس ــين و لامين لات

)Laminin (]28 ،29[ــا عــدم   كــشت ســلول هــا در حــضور ي
، استفاده از فاكتورهاي رشـد      ]30،  6[حضور سرم و لايه مغذي      

هـر  ]. 32،  31[هاي كشت اختصاصي بوده است       متعدد يا محيط  
چند كه تلاش بيشتر محققين در راستاي استفاده از يك محـيط            

 بوده، با اين )In vivo(  درون بدنيكشت طبيعي و شبيه شرايط
زيكـي و اضـافه     هـاي في   وجود در اكثر اين مطالعات دسـتكاري      

ها به مـواد   كردن مواد شيميايي صورت گرفته است تا نياز سلول 
 درون  در شـرايط  . مغذي و عوامل تنظيم كننـده بـرآورده شـود         

هــاي ســرتولي در تمــاس مــستقيم بــا   در بيــضه، ســلولبــدني
هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني قـرار گرفتـه كـه عـلاوه بـر            سلول

ي از فاكتورهاي رشـد از      ها، بسيار  حمايت فيزيكي از اين سلول    
 IGFI-1) Insulin-Like Growth Factor( ،BFGFجملــه 

)Basic Fibroblast Growth Factor( ،TGF) Transforming  
Growth Factor( ،EGF) Epidermal Growth Factor( ،

IL-1 ،IL-6 ،TNF ،IFN-α ،LIF ،SCF) Stem Cell Factor(، 
GDNF) Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor ( را

اين فاكتورهـا ريـز محـيط مناسـبي را          ]. 19،  18[كنند   ترشح مي 
هــاي بنيــادي اســپرماتوگوني فــراهم  بــراي بقــا و تكثيــر ســلول

  .كنند مي
كشتي   كروجي و همكاران نشان دادند كه هم       2009در سال   

هاي بنيادي اسپرماتوگوني جدا شده از مـوش         كوتاه مدت سلول  
ي منجـر بـه افـزايش تعـداد و قطـر            هـاي سـرتول    بالغ با سـلول   

نتـايج  . ]9[شـود    هاي بنيادي اسپرماتوگوني مي    هاي سلول  كلوني
 نشان داد كه اسـتفاده      2010مطالعه محمدي و همكاران در سال       

هـاي سـرتولي بـه عنـوان لايـه مغـذي در مقايـسه بـا                  از سلول 
هـاي   زايـي سـلول    هاي فيبروبلاست موشي ميـزان كلـوني       سلول

دهـد    هفته كشت افزايش مي    2بنيادي اسپرماتوگوني را در طول      
هـاي   ا و تكثيـر سـلول     در مطالعه حاضر نيز براي حفظ بق      ]. 10[

بنيادي اسپرماتوگوني به جاي افزودن عوامـل رشـد بـه محـيط             
هـاي سـرتولي و عوامـل        كـشتي بـا سـلول      كشت از روش هـم    

ها استفاده شد؛ با اين تفاوت كـه در ايـن مطالعـه از               ترشحي آن 
د بـه ايـن ترتيـب كـه         هاي سرتولي اتولـوگ اسـتفاده ش ـ       سلول
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ي سرتولي بيضه جدا نشده     ها هاي اسپرماتوگوني از سلول    سلول
  .  هفته با هم كشت داده شدند2و به مدت 
تـر و    و همكـارانش بـراي سـنجش سـاده        ) Nagano(ناگانو  

 روش  هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني      سـلول تر ميـزان تكثيـر       سريع
  :Cluster-Forming Activity Assay(ارزيابي تشكيل كلـوني  

CFA (    نجش  كـه س ـ   با وجـود ايـن    ]. 33[را ابداع كردندCFA 
ها به   اساس پيوند اين سلول    تواند جايگزيني براي ارزيابي بر     نمي

بيضه موجود زنده باشد با اين وجود اين روش ارزيابي سريع و            
 را  هاي بنيادي اسـپرماتوگوني    سلولقابل اعتماد تحقيق در مورد      

در اين مطالعه نيز بـراي سـنجش ميـزان          . سرعت بخشيده است  
زايـي   ، ميـزان كلـوني    اسـپرماتوگوني هـاي بنيـادي      سـلول تكثير  
روز و همكـارانش در      العـه انجـم   نتايج مط . ها بررسي شد   سلول
هاي اسپرماتوگوني و    كشتي سلول   هفته هم  2 پس از    2006سال  
هاي سرتولي همولوگ و استفاده از عوامل رشد نـشان داد     سلول

 در محـيط كـشت قابـل        8-7هـا در روزهـاي       كه اولين كلـوني   
ر حالي كه در اين مطالعه ميانگين زمان ظهـور          تشخيص بودند د  

  روز پس از كشت بـود      84/3 ± 19/0ها در محيط كشت      كلوني
دست آمده نـشان داد كـه تعـداد و           علاوه بر اين؛ نتايج به    . ]34[

داري  ها در طول دو هفته كـشت افـزايش معنـي           مساحت كلوني 
شتي ك ـ به عبارت ديگر؛ با استفاده از اين سيستم هـم   . يافته است 

 هاي بنيادي اسـپرماتوگوني    سلولدر طول دو هفته كشت نه تنها        
هـا در مـدت      هاي حاصـل از تكثيـر آن       زنده ماندند بلكه كلوني   

هـا نيـز بـه       تري ظاهر شـده و تعـداد و مـساحت آن           زمان كوتاه 
هـاي   ماهيـت اصـلي سـلول     . صورت تصاعدي افـزايش يافـت     

 Real-Time PCRهــا بــا روش  تــشكيل دهنــده ايــن كلــوني
هـاي اسـپرماتوگوني     ارزيابي شد و نتايج نشان داد كه بين سلول        

دسـت آمـده در هفتـه دوم         هـاي بـه    در روز اول كشت و كلوني     
هـاي ايـن     دار وجود ندارد به عبارتي سلول      كشت اختلاف معني  

  هاي اسپرماتوگوني را بيان  هاي اختصاصي سلول ها ژن كلوني
  

هـا در ايـن دوره        سـلول  كرده كه خود تأييدي بر عدم تمايز اين       
تواننـد   دست آمده در اين مرحلـه مـي        هاي به  سلول. كشت است 

هاي بنيادي  سلول روي زيستيمنبع مناسبي براي انجام مطالعات      
  . باشنداسپرماتوگوني

سازي  هاي اسپرماتوگوني، خالص   براي استفاده از اين سلول    
. هاي سرتولي ضـروري اسـت      ها از سلول   و جداسازي كامل آن   

هـاي   سـلول كنون نشانگر اختـصاصي بـراي        كه تا  ا توجه به اين   ب
هاي مختلفـي     معرفي نشده است، از روش     بنيادي اسپرماتوگوني 

بعضي از ايـن    . ها استفاده شده است    سازي اين سلول   براي خالص 
 شـيب اسـاس    سـازي، از جملـه سـانتريفوژ بـر         هاي خالص  روش

) Percoll( ،MACS) Magnetic Cell Sorting (غلظت پركـل 
كـه در  ) FACS) Fluorescence Activated Cell Sortingو 

ــسياري از مطالعــات انجــام گرفتــه اســت   ، ]37-35، 16، 11[ب
 در اين    حذف تمايزي  كاربرد روش . اي است  هاي پرهزينه   روش

تحقيق نشان دهنده كارآيي اين روش ساده در جداسازي درصد          
در پايـان   . است)  درصد 80(هاي اسپرماتوگوني    بالايي از سلول  

با توجه به نتـايج پـژوهش حاضـر در مقايـسه بـا نتـايج سـاير                  
مطالعات داخلي و خارجي، سادگي اين روش براي حفظ بقـا و         

و عـدم نيـاز بـه صـرف          هاي بنيادي اسپرماتوگوني   سلولتكثير  
  .سازد كشتي را منطقي مي هزينه، استفاده از اين سيستم هم

  

  تشكر و قدرداني
خشي از رساله دكتري رشـته علـوم تـشريح       مطالعه حاضر ب  

است و با حمايت مالي دانشگاه علوم پزشـكي بقيـه الـه انجـام               
نويسندگان مراتب احترام و قدرداني خود را نـسبت         . شده است 

به كليه همكاران گروه علوم تشريح دانشگاه تربيت مـدرس بـه            
هاي انجام گرفته در رابطه با اجراي ايـن تحقيـق            دليل همكاري 

  .دارند م مياعلا
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