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Abstract 
Objective: Pluripotent stem cells derived from testis are a new, unlimited source for cell 
therapy in regenerative medicine. Recently, studies show that spermatogonial stem cells can 
form embryonic stem-like cells (ES-like cells) in vitro. New procedures such as low 
intensity ultrasound (LIUS) can have positive effects on cell growth and differentiation. 
However, the effect of LIUS stimulation on ES-like cells has not been explored. In this 
study we investigate the effects of LIUS on colonization of ES-like cells.  
Methods: Initially, we isolated SSCs from neonatal mice. The spermatogonial and Sertoli 
cells were cultured together in DMEM/F12 supplemented with 15% fetal bovine serum 
(FBS) and leukemia inhibitory factor (LIF). ES-like cells were stimulated by LIUS at 
intensity doses of 200 millwatt/square centimeter (mW/cm

2
) over 5 days. Characteristics of 

the isolated cells were confirmed by immunocytochemistry with Sox2 and SSEA-1 protein 
for ES-like cells. We also investigated colonization features in the ES-like cells. 
Results: After 21 days, we observed there was a significant increase in diameter and 
number of colonies in the 200 mW/cm

2 
group compared to the control group (p≤0.05). 

Pluripotency proteins, ES-like cell marker Sox2, and SSEA-1 expressed in the ES-like cells. 
Conclusion: LIUS treatment can be an efficient, cost-effective method to improve 
colonization of ES-like cells during culture. 
 
Keywords : Spermatogonial stem cells, Embryonic stem-like cells, Low intensity ultrasound 
(LIUS), Neonatal mouse 
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 28/46/96پذيزش مقبله:  44/12/95دريبفت مقبله: 

 چكيده
ّبی ثٌیبزی پطتَاى هكتك قسُ اظ ثبفت ثیًِ، یک هٌجعغ ثؿعیبض یٌع  ٍ دسیعسی ثعطای ؾعلَل زضهعبً  زض پعقع            ؾلَل ّسف:

تَاًٌعس ثعِ    هبیكعگبّ  هع   ّعبی ثٌیعبزی اؾعاطهبتَیًَ  زض قعطای  آظ     ثبظؾبذت  ّؿتٌس. هطبلؼبت اذیط ًكبًگط آى اؾت کِ ؾلَل

ّعب   اؾتفبزُ اظ اهَاج فطانَت ثب قعست پعبییي، آرعبض هیجتع  ضٍی ضقعس ٍ توعبیع ؾعلَل        ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  تغییط یبثٌس. ؾلَل

 ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  اؾت. ظای  ؾلَل زاضز. ّسف اظ ایي هطبلؼِ تأریط اهَاج فطانَت ضٍی کلًَ 
ّعب زض   یبزی اؾاطهبتَیًَ  اظ ثیًِ ًَظاز هَـ دعسا قعسًس. ثؼعس اظ کكعت زازى ایعي ؾعلَل      ّبی ثٌ اثتسا، ؾلَل ها: مواد و روش

 200کٌٌسُ لَؾو ، تَؾ  اهَاج فطا نعَت ثعب قعست     زضنس ؾطم دٌیي یبٍی ٍ ػبهل هْبض 15، حبٍی DMEM/F12هحی  

ِ دٌیٌع  تَؾع  ًكعبًگطّبی    ّعبی ثٌیعبزی قعج    ضٍظ تحعت تعبثف لعطاض یطفتٌعس. ؾعلَل      5هست  هتط هطثغ( ثِ ٍات ثط ؾبًت  )هیل 

Sox2  ٍSSEA-1 ِّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  اضظیبث  قسًس.   ظای  ؾلَل ّبی کلًَ  تأییس قسُ ٍ هكره 

ّبی ثٌیعبزی قعجِ دٌیٌع  زض یعطٍُ تعبثف ًؿعجت        ّبی ؾلَل زاضی زض لطط ٍ تؼساز کلًَ  ًتبیج ًكبى زاز کِ افعایف هؼٌ  نتایج:

 Sox2  ٍSSEA-1ّبی ثٌیبزی قعجِ دٌیٌع  اظ لجیعل     ًكبًگطّبی پطٍتئیٌ  پطتَاً  ؾلَل. (≥05/0Pثِ یطٍُ کٌتطل ٍدَز زاضز )

 ثیبى قسًس.

ّعبی   ظایع  ؾعلَل   ای زض ثْجعَز ثركعیسى کلعًَ     تَاًس ضٍـ هٌبؾت ٍ کن ّعیٌِ اهَاج فطا نَت ثب قست پبییي ه  گيری: نتيجه

 ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  زض ظهبى کكت ثبقس.
 

 اهَاج فطا نَت، هَـ ًَظاز ، ٌیقجِ دٌ یبزیثٌ یّب ؾلَل ، اؾاطهبتَیًَ یبزیثٌ یّب ؾلَل :گانواشکليد

 

 

 مقدمه
ضا  یٌعسّبی  آفطثؿیبضی اظ هحممعیي،  ، زٍ زِّ یصقتِ  ط

اًٌَس اَى ضا  ثٌیبزی یّب ؾلَل هططح کطزًس تب ثِ کوک آى ثت پطت

اَع ؾلَل ثِ    یبّ ؾلَل دبیگعیي کطزُ تبتجسیل  ترهه  ّبی اً

 
ّبی  اظ دولِ ؾلَل .>1=ثسى قًَس  زیسُ یب آؾیتاظ زؾت ضفتِ 

  هَضز اؾعتفبزُ لعطاض   تحمیمبتهؿبیل زضهبى ٍ  ثطای کِثٌیبزی 

 Spermatogonialّبی ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَ  ) ؾلَل ییطًس، ه 
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stem cellsّعبی   زض ؾلَلظای  ثب توبیع  . فطآیٌس اؾاطم( ّؿتٌس

ُ آیبظ ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَ   بّ،  آى زض تمؿین هیتَظاًجبم ٍ ثب قس

 ی ّوععطاُ ثععب تغییععط ضیرععت قٌبؾعع  کععِ زض هیععَظتمؿععین  ٍ

زض  پعصیطز،  نعَضت هع    (Spermatocytes) ّب اؾاطهبتَؾیت

بیت هٌجط ثِ تَلیس  َ  هع   (Spermatozoa) آاؾعاطهبتَظ ًْ ز. قع

ّبی ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَیبی لطاض یطفتِ ضٍی یكبی پبیِ  ؾلَل

. زض >2=ّؿعتٌس    یع ظا ؾبظ، هؿعئَل ضًٍعس اؾعاطم    ّبی هٌ  لَلِ

ّبی  (، تجسیسپصیطی ٍ توبیع ؾلَلIn vivoقطای  زضٍى ثسى )

اَهعل ذعبضد ، یؼٌع  هحعی        ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَ  تَؾع  ػ

 ظایعب ّعبی   زض ؾعلَل ؾَهبتیک یب ثعب ثطًبهعِ غًتی ع  زاذلع      

(Germinal cells)  ؾععطتَل   ّععبی قععَز. ؾععلَل تٌظععین هعع

(Sertoli cells تٌْب ؾعلَل ،)      ّعبی ؾعَهبتی   ّؿعتٌس کعِ زض

حًَض زاضًعس.   (Seminiferous tubules) هٌ  ؾبظّبی  لَلِ

ٍ ّوچٌعیي تطقع     ظایعب ّبی  ؾلَلّب ثب حوبیت اظ  ایي ؾلَل

اَهل حوبیت  ایوٌع ،   (Cytokinins) ّبی  ؾیتَکیٌیي اظ لجیل ػ

اَهل ضقس ٍ تغصیِ . >5-3=کٌٌعس   ب هع  ای ًمف هْوع  ضا ایفع   ػ

اًَ  )     اظ دولِ ؾعلَل اؾاطهبتَیًَ  (Pluripotentّعبی پطتع

هكتك  (Gonocytes) ّب یًََؾیتاؾت کِ زض ظهبى دٌیٌ  اظ 

کٌٌعس.   هْبدطت ه  هٌ  ؾبظّبی  قًَس، ؾاؽ ثِ زاذل لَلِ ه 

ًَ ّعبی ثٌیعبزی    ؾلَلزّس کِ  هطبلؼبت ًكبى ه    ،اؾعاطهبتَی

اًٌَس زض هحی  کكت ػلاٍُ ثط توبیع ثِ اؾاطم، ه  ّعبی ٍیعػُ،    ت

>. ثؼً  10-6=ثِ ؾلَل ثٌیبزی قجِ ضٍیبً  ًیع توبیع پیسا کٌٌس 

َ ) اظ هحممیي ٍ ّو بضاًف زض ؾبل Kanatsuاظ دولِ، کبًبتؿ  )

ّعبی   هَفعك قعسًس، ؾعلَل    ، دع اٍلیي کؿبً  ثَزًس ک2004ِ

( ضا اظ Embryonic stem like cellsثٌیععبزی قععجِ دٌیٌعع  )

دعسا کعطزُ ٍ اظ انعطلاح     ّبی ثٌیعبزی اؾعاطهبتَیًَ    ؾلَل

اَى ) ؾلَل ُ ظایبی پطت  Multipotent germ lineّبی ثٌیبزی ضز

stem cells)  ظُ هطبلؼبت دسیسی هجٌ  اهطٍ .>6=اؾتفبزُ ًوبیٌس

اَج فطا ،ظیؿت  المبیطّبیاؾتفبزُ اظ  ثط نَت ثب قست  هبًٌس اه

ّعبی   ؾعلَل ثطای ت ییط ٍ توبیع  ،پبییي زض قطای  آظهبیكگبّ 

اَج فطا .>14-11=ثٌیبزی اًجبم پصیطفتِ اؾت  نَت ثب قست  اه

اًَبی  تَلیس  ّؿتٌس ذبن   یک هَج ثب فكبضنَت ،پبییي کِ ت

ّعبی   ّسایت فؼبلیعت ییطًعسُ   ثطای تحطیک ه بًی   هَيؼ 

 ّعب  گعطیي تایٌّعبی یعًَ  ٍ    ّعبی یكعب، کبًعبل    کكك  ؾعلَل 

(Integrins )ثط اّساف  ّبی ذبضج ؾلَل ( )پیبم ُ ضا زاضًس. ػلاٍ

اَج فطا نَت ، تكریه  ا اؾعتفبزُ زضهعبً  اظ    1927زض ؾبل ه

اَج تَؾع     هطععطح ٍ هطبلؼععبت ضٍی ( Woodز )ٍٍایعي اهعع

اًَبی  اَج فطا نَت، ًعَع   .>15=قس یبظ ى آزضهبً  آّبی  ت اه

اَج نَت  ثب فطکبًؽ ثؿیبض ثعب  )  کیلعَ   20تعب   2ذبن  اظ اه

اَی  اًؿبى اؾت. ایيّطتع( ٍ ذ اَج  بضج اظ هحسٍزُ قٌ یًَِ اه

ّبی ظیؿت ، طیف  اظ ارط ثركع  ذعَز ضا    ٌّگبم ػجَض اظ ثبفت

اَج فعط   >16=ًوبیعس   ایجبز ه  ا نعَت ػوَهعب    . زض یصقعتِ اهع

اَى یک اثعاض تكریه  اؾتفبزُ ه  نَضت ثبلیٌ  ٍ ثِ ثِ قعس،   ػٌ

اَیس زضهبً  ًیع زاضز.  اَج ف ٍل  اهطٍظُ هكرم قسُ کِ ایي اه

اَج فطا نَت ه  اًٌَس ثبػث تؿْیل اًتمبل ٍ تحَیل زاضٍ یب  اه ت

زلیل ییط تْبدو   زیسُ قَز. ّوچٌیي ثِ ّبی آؾیت تطهین ثبفت

اَضو دععبً   ج  کوع  کععِ زاضز، ذعَز ضا اظ زیگععط   ثعَزى ٍ ػع

ای زض  . تبکٌَى هطبلؼِ>17=اًس  ّبی فیعی   هتوبیع ؾبذتِ زضهبى

اَج فطا نَت ثب قعست پعبییي، ضٍی المعبی     ذهَل تأریط اه

ٍ تغییط آى ثِ ؾلَل ؾلَل ّبی ثٌیبزی  ّبی ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَ  

قجِ دٌیٌ  نَضت ًگطفتِ اؾت. لصا ثب تَدعِ ثعِ ًمعف هْعن     

ّعبی ثٌیعبزی قعجِ     ّبی ثٌیبزی اؾعاطهبتَیًَ  ٍ ؾعلَل   ؾلَل

اَج فعطا  دٌیٌ ، زض ایي هطبلؼِ ؾؼ   ثط آى قسُ اؾت تب تأریط اه

ّبی ثٌیبزی  ظای  ؾلَل نَت ثب قست پبییي ضٍی ثمب ٍ کلًَ 

 قجِ دٌیٌ  ثطضؾ  قَز.

 

 ها مواد و روش

 بندی گروه
اَج    زض ایي هطبلؼِ، زٍ یطٍُ قبهل کٌتطل )ثسٍى تعبثف اهع

اَج فطانَت پیَؾتِ( زض  فطانَت( ٍ آظهبیف )یطٍُ تبثف اه

ِ قسًس. زض ی زضنس  15طٍُ آظهبیك ، اظ هحی  کكت ًظط یطفت

اَج    ؾطم حبٍی ؾلَل ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ ، تحت تعبثف اهع

اٍت ثعط   هیلع   200هگعبّطتع، ثعب قعست     1فطانَت پیَؾعتِ  
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ربًیععِ اؾععتفبزُ قععس.   200هتععط هطثععغ ٍ ظهععبى تععبثف   ؾععبًت 

ضٍظ کكت زازُ  21هست  ّبی ؾلَل  زض ایي هطحلِ ثِ دوؼیت

ٍ زض ضٍظ ّفتن ٍ چْ بضزّن ٍ ثیؿت ٍ ی ن اظ ًظط هیعاى قسًس 

، دساؾعبظی  زض ایي تحمیعك ظای  ثطضؾ  قس.  هتغیطّبی کلًَ 

هٌظَض ایجعبز ؾیؿعتن    ثِ ،اؾاطهبتَیًَ  ًَظاز هَـّبی  ؾلَل

ثطای ّعط   .ّبی ؾطتَل ، اًجبم پصیطفت ّب ثب ؾلَل کكت  آى ّن

ضٍظُ ثطای ثطزاقتي  5تب  3ؾط هَـ ًَظاز ًط  15ثبض دساؾبظی، 

هحی  زض ّب  ًَظاز هَـ  ثیًِ ثِ آظهبیكگبُ هٌتمل قسًس.ثیًِ 

 ثعطای  ٍ ؾاؽ زض تطیاؿعیي  4کلاغًبظ ّبی  کكت حبٍی آًعین

 .قس طَض ه بًی   لطؼِ لطؼِ ًّن آًعیو  ثِ

اؾعاطهبتَیًَ  ٍ ؾعطتَل  زض    ؾاؽ ؾَؾابًؿیَى ؾلَل ،

 DMEM/F12 (Dulbecco'sکكععت هرهععَل =  هحععی 

Modified Eagles Medium/F12)، FBS (Fetal bovine 

serum )15 اٍحس  100 ،زضنسLIF (Leukemia Inhibitors 

Factor) ،1  ل  اؾیسزضنس اَتبًَ ِ ییط يطٍضی، ثتب هطکبپت ّبی آهیٌ

 زضنععس 1 ٍ پٌعع  ؾععیلیي/ اؾتطپتَهبیؿععیيهععَ ض  یععک هیلعع 

(Penicillin/streptomycin) <ًاَج  >18=س کكت زازُ قس . اهع

هتط هطثغ زض  اٍت ثط ؾبًت  هیل  200فطانَت پیَؾتِ ثب قست 

تأییس هٌظَض  ثِّب تبثیسُ قس. زض پبیبى  ضٍظ ثِ ایي ؾلَل 5هست 

ِ دٌیٌ   ّبی ؾلَلهبّیت  ؾیتَقیو   ططیك اظثٌیبزی قج اظ ایوًََ

 س.قزُ اؾتفب Sox2 ،SSEA-1 یّب ثطذ  پطٍتئیي

 

 اسپرماتوگوني یها سلول کشت و جداسازی

 ـ  ّبی اؾاطهبتَیًَ  اظ ؾلَل زٍ  طع   ،ثیًِ ًعَظاز هعَ

ّعبی ًعط ٍ    هَـ .ه بًی   دسا قسًس هطحلِ ًّن آًعیو  ٍ

 NMRI (National Medical research institute)هبزُ ًػاز 

اًَربًعِ زاًكع سُ ػلعَم     اظ هؤؾؿِ ضاظی ذطیساضی  ٍ زض حی

بُ تطثیت هسضؼ تحت قطای  هٌبؾت ًگْعساضی  پعق   زاًكگ

ّب،  ضٍظُ ثطای دساؾبظی ؾلَل 5تب  3ّبی ًَظاز  قسًس. هَـ

ّعبی هَضز اؾتفبزُ زض ایعي هطبلؼعِ    توعبم ضٍـ اؾتفبزُ قسًس.

اَظیي کویتِ اذعلاق پعقع   زاًكع سُ ػلعَم پعقع        طجك ه

اًجععبم   52/ز7713طجك قوبضُ ًبهعِ  زاًكگبُ تطثیعت هعسضؼ 

اَز هعهطف قعسُ زض ایعي هطبلؼعِ اظ قعطکت یطفت. ت وبه  هع

(Sigma، تْیِ قس )آلوبى. 

ضٍظُ  5تب  3ؾط ًَظاز هَـ ًط  15ثطای ّط ثبض دساؾبظی، 

، ثطای ثطزاقتي ثیًِ اؾتفبزُ لطاض قس. ثؼس اظ کكتي NMRIًػاز 

  ِ اَى، ثیًع  PBSّععب ذعبضج  ٍ ثؼععس اظ قؿعت ٍ قععَ زض    حیع

(Phosphate buffered saline) کكعععت  هحعععی  ِثععع

DMEM/F12 ّبی ايعبف  هیعل    هٌتمل قسًس. کاؿَل ٍ ثبفت

ِ  ( Epididymis)اپیسیسین   هحعی  ّعب زض   ثطزاقتِ قعس ٍ ًوًَع

DMEM/F12 ( یطم ثط هیل  هیل  5/0حبٍی آًعین  )لیتط کلاغًبظ

   کكعت هحعی . >20-18=تطی تمؿین قسًس  ثِ لطؼبت کَچک

زلیمعِ ثعب    5هست  ؾبظ ثِ ّبی هٌ  ٍ لطؼبت لَلِ  حبٍی ؾلَل

ِ  1500ؾطػت  ثب ی پلت  PBSؾاؽ  ٍؾبًتطیفَغ زٍض زض زلیم

ذبضج قس. زض ایي هطحلِ پلت پیاتبغ قس ٍ ؾَؾابًؿیَى هَضز 

زٍض زض زلیمِ ؾعبًتطیفَغ   1200زلیمِ ثب ؾطػت  3هست  ًظط ثِ

ِ ًّن آًعیو قس.  ؾبظ  ّبی هٌ  َلِلطؼبت ل ،حبنل اٍلیي هطحل

اٍضز هطحلِ زٍم ًّن آًعیو  قس . زض ثَز کِ ثطای ًّن ثیكتط 

 ِ زضنس ثِ پلت ؾلَل   1/0لیتط آًعین تطیاؿیي  هیل  1ایي هطحل

ِ فبل َى ايبفِ قس. ؾاؽ ثِ ربًیِ پیاتبغ قس تب  60هست  کف لَل

ؾعبظی تَؾع     ّب اظ ی عسیگط دعسا قعًَس. ذٌیع      ایٌ ِ ؾلَل

DMEM/F12  ٍ15  زضنسFBS  اٍحس  100ٍ حبٍیLIF  ٍ1 

اَتبًَل هَ ض ثتب هیل  اًجبم  (beta Mercaptoethanol) هطکبپت

ّعبی   یطفت. ؾَؾابًؿیَى ؾلَل  کعِ ایلعت حعبٍی ؾعلَل    

کكعت  ٍ ثؼعس اظ    نَضت ّن اؾاطهبتَیًَ  ٍ ؾطتَل  اؾت، ثِ

 ـؾلَل  ثب تؼساز هؿبٍی زض ظطٍف  هتطی حبٍی  هیل  35قوبض

DMEM/F12  ٍ15  زضنععععسFBS ،100  اٍحععععسLIF  ٍ1 

اَتبًَل کكت زازُ قس. ّط  هیل  ضٍظ یک ثعبض،   2هَ ض ثتبهطکبپت

 پصیطفت. تؼَیى هحی  کكت اًجبم ه 

 

های بنيادی  سلولزایي  ارزیابي کلوني و کشت

 شبه جنيني
، اضظیبث  ّبی اؾاطهبتَیًَ  ٍ ؾطتَل  ؾلَلثؼس اظ کكت 

لجل اظ ّط  ّبی قجِ نَضت پصیطفت. بّی هكتك اظ ؾلَل کلًَ 
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قس، تؼساز ٍ لطط  ضٍظ یک ثبض ت طاض ه  7پبؾبغ ؾلَل  کِ ّط 

آلوبى(  ،Ziessبّی آى ثِ کوک هی طٍؾ َح هؼ َؼ ) کلًَ 

ِ ػسؾ  چكو  هسضج ) زؾت آهس. ًتبیج  ( ثOcular gridِهجْع ث

ٍ اًحطاف هؼیبض  3حبنل ثب ت طاض حسالل  ِ هیبًگیي  ثبض ثطای هحبؾج

 اؾتفبزُ قس.

 

 ج پيوسته فراصوتتابش اموا
 1ّبی اٍلیِ ثط اؾبؼ فطکعبًؽ   زّ  ٍ پبضاهتط ضٍـ تبثف

 5هعست   هتط هطثغ، ثِ اٍت ثط ؾبًت  هیل  200هگبّطتع ٍ قست 

اَج فطا نَت پیَؾتِ ٍ ثِ>20= ضٍظ، اًتربة قسًس ٍؾعیلِ   . اه

ُ فطانَت )  ،Ultrasound machine( )PHYSIOMEDزؾتگب

 35( ثب ؾط  همطعغ  Transducerآلوبى( اظ ططیك یک هجسل )

اٍؾعع   هیلع   کععِ ثععیي هجععسل ٍ  (Coupling Gel)هتععط ٍ غل 

ثَععبتَض  فًعبی زاذعل   زض ظطف کكت لعطاض زاقعت،     32اً 

 1ّعبی   تبثیسُ قس )ق ل ّب زضنس، ثِ ؾلَل CO2 5زضدعِ ٍ 

 ٍ2.) 

 

 
 

 
 

 >20= هجسل یضٍ فیز یپتط تیهَلؼ ٍ هجسل تیهَلؼ (ة)، اً َثبتَض زاذل یًوب کكت، ظطف تِ اظّب  ؾلَل یضٍ فطانَت اهَاج  زّ تبثف ضٍـ( الف) 1كل ش
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 >20= اً َثبتَض ذبضج یًوب ،ّب ؾلَل یضٍ نَت فطا اهَاج  زّ تبثف ضٍـ 2شكل 

 

شبه های بنيادی  سلولارزیابي ایمونوسيتوشيمي 

 جنيني

زؾت آهعسُ، اظ   ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  ثِ تأییس کلًَ  طایث

 اؾعتفبزُ قعس.  ، آهطی بSox2 ،SSEA-1 (Sigma ) یّب پطٍتئیي

ثٍعبض   ،قعسُ ضٍی  م  زازُ ّبی کكت اثتسا کلًَ  ٍ ّعط ثعبض   ز

َ قس 5 هستِ ث ِ زض ثبفط فؿفبت قؿتك  طای رجَتثؾاؽ ز. زلیم

ِ زض پبضا 20هست  ثِ  پؽ اظ .اض یطفتزضنس لط 4لسییس آفطه زلیم

 زلیمعِ ثعطای تؿعْیل ًفعَش     5هست  قؿتكَ زض ثبفط فؿفبت ثِ

100X- (Triton x-100 )ؾلَل، اظ تطیتعَى  ثبزی ثِ زاذل  ًت آ

ِ اؾتفبزُ قس. هْبضؾبظی آى زض ؾطم  5هست  زضنس ثِ 2  10زلیم

یطاز اًجعبم   زضدِ ؾبًت  37زلیمِ زض زهبی  30هست  زضنس ثِ

 کلًَبل ثبزی پل  آًت ثبزی اٍلیِ  ت ّب، آً یطفت. ؾاؽ ثِ کلًَ 

SSEA-1 (Rabbit polyclonal bs-1702R-Cy7 ٍ )Sox2 

(ab97959 )ؾبػت زض  24هست  ايبفِ قس ٍ ثِ 1:50 ثِ ضلت

ِ ؾبًت  4زهبی  ِ ٍ ؾِ  زضد یطاز ًگْساضی قس. ثؼس اظ ایي هطحل

 ِ زلیمعِ، ضٍی   5هعست   ثبض قؿتكَ ثب ثبفط فؿفبت ٍ ّط ثبض ثع

ثبزی ربًَیعِ   آًت ثبزی ربًَیِ  ؾبػت ثب آًت  2ست ه ّب ثِ ًوًَِ

 PE (Phycoerythrin) (Donkey to Rabbit کًَػٍیعِ ثعب  

IgG ab7007 )زهبی اتبق پَقیسُ  1:200 ثِ ضلت ٍ زض تبضی   

زلیمِ  5هست  ثبض قؿتكَ ثب ثبفط فؿفبت ّط ثبض ثِ 3قس. پؽ اظ 

ی ضًگ ّب ّب ثب یلیؿطٍل فؿفبت چؿجبًسُ قس. اظ ًوًَِ ًوًَِ

 ثطزاضی قس. قسُ ثِ کوک هی طٍؾ َح فلَضؾٌت تهَیط

 

 تجسیه و تحليل آماری
ِ قعسُ اؾععت.  یع ضاا Mean±SE توعبم همعبزیط ثعط حؿععت   

ّب  ؾلَللطط ٍ تؼساز کلًَ  زؾت آهسُ اظ ثطضؾ   اطلاػبت ثِ

اٍضیعبًؽ یعک    Student T-testتَؾ   ٍ ضٍـ آهبضی آًبلیع 

ٍ  (one way Analysis of variance: ANOVA)ططفعِ  

زاضی  . ؾععط  هؼٌعع قععسهمبیؿععِ  (TUKEY) تععَک  آظهععَى

05/0P≤ .زض ًظط یطفتِ قس 

 

 نتایج

هلای بنيلادی اسلپرماتوگوني بله      القای سللول 

 های بنيادی شبه جنيني سلول
هست  ّبی ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَ  کِ ثِ ًتبیج هكبّسُ ؾلَل

ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌع  تحعت    ضٍظ ثطای زؾتیبث  ثِ ؾلَل 21

ب لطاض یطفتِ ثَزًس ثِ ایي نَضت ثعَز کعِ طع  ایعي المعب،      الم
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ّعبی اؾعاطهبتَیًَ ،    ّبی ایجبز قسُ ثطذلاف کلعًَ   کلًَ 

ّعب زاضای قع ل  کعطٍی یعب      حبقیِ هكره  زاقتٌس. اکیطا  آى

 21ثیً ، کَچک ٍ ثِ ّن فكطزُ ثَزًس. ایعي حبلعت تعب ضٍظ    

 .(3کبهلا  هكَْز ثَز )ق ل 

 

 
 

 21ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  ٍ ؾطتَل  زض ضٍظ  زؾت آهسُ اظ کكت ؾلَل کلًَ  ثِضیرت قٌبؾ  یک  3ق ل 

 

 های بنيادی شبه جنيني زایي سلول ارزیابي کمي کلوني
ثٌیبزی  ّبی ظای  ؾلَل  ًتبیج حبنل اظ ثطضؾ  ضًٍس کلًَ

ّعب اثتعسا    زض هحی  کكت ًكبى زاز کِ ایعي ؾعلَل   قجِ دٌیٌ 

ایجعبز  ضا  زاهعِ کلعًَ   تجوؼبت ؾعلَل  ضا قع ل زازُ ٍ زض ا  

اَج فطانَت ثب پبضاهتط س.ًاُ کطز قعسُ   ّبی شکعط  زض ایي هیبى اه

ّبی ثٌیبزی قعجِ   لّبی ؾلَ  کلًَ  ز ٍ لططثبػث افعایف تؼسا

 (.5ٍ  4دٌیٌ  قس )ق ل 

ًتبیج تجعیِ ٍ تحلیل آهبضی ثیي یطٍّع ، ًكعبى زاز کعِ    

ٍ لطط کلًَ  ؾلَل ِ دٌیٌ  زض یطٍُ تؼساز  تبثف  ّبی ثٌیبزی قج

اَج فطا نَت پیَؾتِ ًؿجت ثِ یطٍُ کٌتطل، زض  ضٍظ ظهبى  21اه

(. زضحعبل   P≤05/0زاضی پیسا کطزُ اؾت ) کكت، افعایف هؼٌ 

ّبی اٍل تب ؾعَم ٍ زض زٍ   کِ ثیي ًتبیج زضٍى یطٍّ  زض ّفتِ

اَج ًؿجت ثِ ّن، اظ ًظعط آهعبضی    اَج ٍ ثسٍى اه یطٍُ تبثف اه

 (. P≥05/0زاضی هكبّسُ ًكس ) اذتلاف هؼٌ 

 

 
 

هیعبًگیي   ±) SE±= زّعس  زاض ًؿجت ثِ یطٍُ کٌتطل ضا ًكبى ه   تفبٍت هؼٌ: زض زٍ یطٍُ تبثف ٍ ثسٍى تبثف اهَاج، * همبیؿِ ضًٍس تغییطات هیبًگیي تؼساز کلًَ  4ق ل 
 .>≥n ،05/0P;3، اؾتبًساضز(
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، SE±)زّعس   زاض ًؿجت ثِ یطٍُ کٌتعطل ضا ًكعبى هع     تفبٍت هؼٌ : *همبیؿِ ضًٍس تغییطات هیبًگیي لطط کلًَ  هی طٍهتط زض زٍ یطٍُ تبثف ٍ ثسٍى تبثف اهَاج،  5ق ل 
3;n ،05/0P≤). 

 

 های بنيادی شبه جنيني های سلول ونيتأیيد کل
ّعبی ثٌیعبزی قعجِ     ثطای حهَل اطویٌبى اظ هبّیت ؾعلَل 

اؾعععتفبزُ  Sox2 ،SSEA-1دٌیٌعع ، اظ ًكعععبًگط اذتهبنعع    

قعس. ًتعبیج حبنعل اظ ایععي ثطضؾع ، ًكعبى زاز کعِ ًكععبًگط       

ّعب ثعِ ارجعبت     هعثَض ثیبى قس؛ زض ًتیجعِ هبّیعت ایعي ؾعلَل    

 (.8-6ضؾیس )ق ل 

 

    
 

 
 

ٍ )ج( ثِ یّب ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  )ة(، ق ل زض کلًَ  ؾلَل Sox2 ثطضؾ  ًكبًگط 6 ل ق DAPI (phenylindole-2-diamidino-4',6 ٍ )تهبٍیط تطتیت  )الف( 
 (Mergeازیبم قسُ )
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 ازیبم قسٍُ  DAPIتطتیت تهبٍیط  )الف( ٍ )ج( ثِ یّب ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ )ة(. ق ل زض کلًَ  ؾلَل SSEA-1ثطضؾ  ًكبًگط  7 ق ل

 

    
 

 
 

ِ دٌیٌ  ثِ زض کلًَ  ؾلَل PEثطضؾ  ًكبًگط کًَػٍیِ ثب  8شكل  ٍ )ج( ثِ یّب )ة(، ق لػٌَاى یطٍُ کٌتطل هٌف   ّبی ثٌیبزی قج ازیبم ٍ  DAPIتطتیت تهبٍیط  )الف( 
 قسُ
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 بحث
زلیل ایي  ضٍظ اؾتفبزُ قس. ثِ 5تب  3زض ایي هطبلؼِ اظ هَـ 

تعطیي ؾعي ثعطای     5-3( ًَظاز NMRIکِ هَـ )ًػاز  ضٍظُ ثْ

اؾت. اپع  تلیعَم    Aّبی اؾاطهبتَیًَ  ًَع  دساؾبظی ؾلَل

ّعبی   ضٍظُ تٌْعب زاضای ؾعلَل   6ؾعبظ زض هعَـ    ّبی هٌ  لَلِ

زضنس  16طَضی کِ  ٍ ؾطتَل  اؾت، ثِ Aاؾاطهبتَیًَ  ًَع 

ٍ  Aّبی اؾاطهبتَیًَ  ًعَع   ّبی اپ  تلیَم ضا ؾلَل اظ ؾلَل

زٌّعس. ثعب    ّبی ؾطتَل  تك یل ه  زضنس زیگط آى ضا ؾلَل 84

ّعبی   افعایف ؾي، زضنس ایي زٍ ًَع ؾلَل ذهَنعب  ؾعلَل  

یبثس. ثٌبثطایي زضدِ ذلعَل   کبّف ه  Aاؾاطهبتَیًَ  ًَع 

ِ    ؾلَل ّعبی   ّعبی ؾعلَل   ّبی ثٌیبزی کِ ی ع  اظ ظیعط قعبذ

 ؾبظ هَـ ًعَظاز  اؾت زض اپ  تلیَم هٌ  Aاؾاطهبتَیًَ  ًَع 

 .>22 ،21=زض ثب تطیي ؾط  اؾت 

اَج        ثطاؾبؼ ًتبیج ثِ زؾعت آهعسُ، هكعرم قعس کعِ اهع

اَّعس ثعَز تعب هیععاى       پیَؾتِ نَتفطا ثب قست پبییي لعبزض ذ

ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  ضا ًؿعجت ثعِ یعطٍُ     ظای  ؾلَل کلًَ 

ثطای اٍلیي ثبض ًكبى زاز کٌتطل تحت تأریط لطاض زّس. ایي ًتبیج 

اَج   کِ ؾلَل ّبی ثٌیبزی قجِ دٌیٌ  ایجبز قسُ تحت تأریط اهع

ضٍظ  21ثب قست پبییي لعبزض اؾعت تعب طع       پیَؾتِ فطانَت

ٍ لطط کلًَ  کكت، هیعاى کلًَ  طَض  ّبی ایجبز قسُ ضا ثِ ظای  

تَؾ   2009ای کِ زض ؾبل  زاضی افعایف زّس. زض هطبلؼِ هؼٌ 

اَج فعطا     ثؼً  اظ هحممیي  اًجبم یطفت هكرم قعس کعِ اهع

جَز ت ییعط ؾعلَل   ّعبی ثٌیعبزی    نَت ثب قست پبییي ثبػث ثْ

قَز. ایي یعطٍُ اظ   هعاًكیو  هكتك قسُ اظ ثٌس ًبف اًؿبً  ه 

اَج فطا نَت ثب قست پبییي ثِ ِ اه اٍؾطِ  هحممیي ًكبى زازًس ک

جَز ت ییط ؾلَل ّبی  حسالل ؾِ ه بًیؿن لبزض اؾت هٌجط ثِ ثْ

ّب قبهل قل کعطزى ثبفعت    هعاًكیو  قَز. ایي ه بًیؿن ثٌیبزی

اَهل ضقس ذبضج ؾعلَل  ٍ   ّن ثٌس اططاف ؾلَل، آظازؾبظی ػ

اَهل ضقس ذبضج ؾلَل   افعایف حؿبؾیت ؾلَل ّب ثِ ثؼً  ػ

 .>23=اؾت 

ای اظ  ػعسُ تَؾع    2014زض هطبلؼِ زیگطی کعِ زض ؾعبل   

اَج فطا نَت هحممیي پیَؾتِ  اًجبم یطفت، هكرم قس کِ اه

اًَعس ثعط ت ییعط ٍ کلعًَ      ثب قست پعبییي هع    ٍ پبلؿ  ظایع    ت

  کِ زض . اظ آًجبی>24 ،20=بی اؾاطهبتَیًَ  هؤرط ثبقس ّ ؾلَل

ّبی ثٌیعبزی قعجِ دٌیٌع  ایجعبز قعسُ اظ       هطبلؼِ حبيط ؾلَل

ظایع  زاقعتٌس ٍ    ّبی ثٌیبزی اؾاطهبتَیًَ  هبّیت کلًَ  ؾلَل

تٌْب اظ ًظط ضیرت قٌبذت  ثب کلعًَ  اؾعاطهبتَیًَ  تفعبٍت    

اَج فطا نعَت ثعب قعست     ًظط ه  زاقتٌس، ثٌبثطایي ثِ ضؾس کِ اه

اًَؿتِ ثب تأریط ثع  21پبییي، ط   ّعبی اتهعبل     ط هَل عَل ضٍظ ت

ّب ثِ تك یل کلًَ   ؾلَل  هٌجط ثِ افعایف توبیل ثیكتط ؾلَل

ٍ زض ًتیجِ تؼساز ٍ لطط کلًَ  ّب ضا ًؿجت ثِ یطٍُ کٌتطل  قَز 

ثسٍى تبثف افعایف زّس. ایي ًتبیج ثب آًچِ کِ هحممیي حبيط 

اَج ثط تؼساز کلًَ  ّن اًَ   ثِ آى زؾت یبفتٌس، اظ ًظط تأریط اه ذ

اَج     ّط چٌس کِ زض هطبلؼِ اًجبم قسُ آىزاضز.  ّب، تٌْعب ارعط اهع

ّبی اؾعاطهبتَیًَ  ثطضؾع  قعسُ ٍ هیععاى لطعط       ضٍی ؾلَل

 ّب ثسٍى تغییط ثَزُ اؾت. کلًَ 

اَج فطا نَت ثب قست پبییي ثِ طًغی  اه ِ اظ ا اَى یک ًوًَ ػٌ

اًَس اؾتطؼ  طَض ییط هؿتمین، ه  ه بًی   ییط فیعیَلَغیک، ثِ ت

ّبی کكت زازُ قسُ ضا اػوبل ًوبیس، ثٌبثطایي  له بًی   ثِ ؾلَ

اَى ی   اظ تحطیک ثِ ّبی ه بًی   یب المبیط ثِ حؿبة  کٌٌسُ ػٌ

ِ >25=آیس  ه  ِ    . ثب تَدِ ثِ ًتبیج ثع ّعب ٍ   زؾعت آهعسُ زض ّفتع

ّب  زّ  ؾلَل ضؾس کِ پبؾد ًظط ه  پبؾبغّبی هرتلف ؾلَل ، ثِ

اَج زض یک هحسٍزُ ظهبً  هكرم ضخ ه ث زّس.  ِ تأریطات اه

 ِ ای ٍ زض یعک همطعغ    نعَضت زٍضُ  ثِ ایي تطتیت کِ ؾلَل ثع

اَج زچبض تغییطات ؾبذتبضی قسُ  ظهبً  پؽ اظ پبؾد زّ  ثِ اه

ٍ ثؼس اظ ایي تغییط، لبزض ثِ ایجبز تغییطات  زض ضفتبض ؾعلَل  اظ  

كعرم قعس کعِ    قًَس. ثِ ایي تطتیعت ه  ظای  ه  دولِ کلًَ 

اَج فطانعَت  ّبی قجِ دٌیٌ ، تحت  ظای  ؾلَل کلًَ  تأریط اه

ای زاقتِ اؾت. ثِ  ، افعایف لبثل هلاحظِثب قست پبییي پیَؾتِ

ّب زض توبم طَل هست کكت،  ػجبضت زیگط؛ تؼساز ٍ لطط کلًَ 

اَد  زضیبفت ً طزُ ثعَز، افععایف    ًؿجت ثِ یطٍُ کٌتطل کِ اه

زٍم ٍ ؾَم، ًؿعجت ثعِ ّفتع     ّبی  ییطی زاقت. زض ّفتِ چكن

ّعب، ثعب ٍدعَز     اٍل، ایي ضًٍس هیجت ازاهِ ًیبفت ٍ تؼساز کلًَ 

 اذتلاف ثب یطٍُ کٌتطل، ربثت ثبل  هبًس. 
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اَج  طَض کل  ًتبیج حبنل اظ ایي پػٍّف ًكبى زاز کِ ثِ اه

اَى یک ضٍـ کن ّعیٌِ نَت ثب قست پبییي ثِ فطا ٍ ثسٍى  ػٌ

جَز یٌ  اَضو دبًج  ثطای ثْ قعجِ  ثٌیعبزی   ّبی ی ؾلَلؾبظ ػ

اًَس اؾتفبزُ  زض هحی  آظهبیكگبُ ه  دٌیٌ   .قَزت

 

 قدرداني و تشكر
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