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Abstract 

Background and Objective: Spermatogonial stem cells (SSCs) are the 

only adult stem cells that serve as the origin of spermatogenesis, 

possessing both proliferation and self-renewal capabilities, as well as 

the ability to transmit genetic information to the next generation. 

These cells play a significant role in reproductive medicine, the 

treatment of various types of infertility, and cancers. The proliferation 

of this cell line in vitro is a prerequisite for all related studies. The aim 

of this study was to investigate the in-vitro effects of the extracellular 

matrix of laminin and matrigel on the colonization of frozen-thawed 

sheep spermatogonia stem cells. 

Materials and Methods: Spermatogonial stem cells were isolated from 

the testes of lambs and purified using a differentiation removal 

method. After freezing and thawing, the cells were cultured for 10 days 

in three experimental groups: the control group (simple cell culture in 

basal medium: DMEM containing 1% antibiotics and 5% fetal bovine 

serum), treatment 1 (cultured on laminin), and treatment 2 (cultured 

on matrigel). The number and area of colonies were measured on days 

4, 7, and 10 in each group. Specific markers for spermatogonial cells 

(PLZF, ITGA6, PGP9.5, VASA) were also assessed using 

immunocytochemistry. 

Results: The number of colonies in the laminin group (118.92±6.2) was 

significantly higher than that in the control (78.08±3.8) and matrigel 

groups (95.00±4.3) (P≤0.05). The colony area was significantly higher in 

the laminin (1.37±0.30 mm
2
) and matrigel groups (1.97±0.38 mm

2
) than 

in the control group (0.59±0.08 mm
2
) (P≤0.05). 

Conclusion: The extracellular matrix of laminin can provide a suitable 

microenvironment for cryopreserved Ovine SSCs in an in vitro culture 

system. 
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  ی اسپرماتوگون   شده ذوب   - منجمد   ی اد ی بن   ی ها سلول   یی زا ی کلون   بر   ژل ی ماتر   و   ن ی ن ی لام   ر ی تأث 

 شگاه ی آزما   ط ی مح   در 

 3ممقدّ اصغریعل،  *2یلیف  یمیرح  مان یپ،    1یصری رقیم   سارا

 

 گروه علوم بالینی، دانشکده دامپزشکی، کرمانشاه، ایران . 1

 

 1403/ 04/ 19 تاریخ دریافت مقاله:

 1403/ 08/ 16: مقاله تاریخ ویرایش

 1403/ 08/ 16 تاریخ پذیرش مقاله:

 

  چکیده 

بهسلول  سابقه و هدف:  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلولهای  تنها  اسپرماتوژنز  فرایند  سرمنشأ  بنیادی  عنوان  های 

ها  این سلول  .بر تکثیر و خودنوزایی، قدرت انتقال اطلاعات ژنتیکی به نسل بعد را دارندبالغین هستند که علاوه

ها دارند. تکثیر این رده سلولی در محیط آزمایشگاه  درمان انواع ناباروری و سرطانطب تولیدمثل،  در  جایگاه مهمی  

سلولی لامینین نیاز تمامی مطالعات مربوط به آن است. هدف از مطالعه حاضر بررسی تأثیر ماتریکس خارجپیش

 شده در محیط آزمایشگاه است.ذوب -های بنیادی اسپرماتوگونی منجمدزایی سلولو ماتریژل بر القای کلونی

سازی  جـدا و به روش حذف تمایزی خالص  بره از بیضه   (SSCs) های بنیادی اسپرماتوگونی سلول   ها: مواد و روش 

ها در محیط  گروه آزمایشی شامل گروه شاهد )کشت ساده سلول  3گشایی در  از انجماد و یخ  شدند. سپس بعد

آنتی  1حاوی    DMEMپایه:   و  درصد  )  5بیوتیک  گوساله جنین  تیمار  (FBSدرصد سرم  روی    1،  بر  )کشت 

ها در  روز کشت داده شدند. تعداد و مساحت کلونی  10)کشت بر روی ماتریژل( به مدت    2لامینین( و تیمار  

 ,plzfهای اسپرماتوگونی )روزهای چهارم، هفتم و دهم در هر گروه محاسبه شد. نشانگرهای اختصاصی سلول

ITGA6, PGP9.5, VASAارزیابی شدند.  ( نیز با آزمون ایمنوسیتوشیمی 

داری بیشتر از گروه شاهد  طور معنیبه(  92/118±  2/6شده در گروه لامینین )های تشکیلتعداد کلونی  ها: یافته 

  2mmهمچنین، مساحت کلونی در گروه لامینین )  (.P≥05/0( است )00/95±3/4ماتریژل )  ( و8/3±08/78)

است    (2mm  08/0±59/0داری بیشتر از گروه شاهد )معنیطور  ( به2mm38/0±97/1)   و ماتریژل  (30/0±37/1

(05/0P≤ .) 

های اسپرماتوگونی در مقایسه با ماتریژل  سلولی لامینین در کشت سلولماتریکس بروناستفاده از    گیری: نتیجه 

بـه ساده  کشت  معنـیو  کلونیصـورت  قدرت  افزایش  موجـب  در  سلول زاییداری  اسپرماتوگونی  منجمد  های 

 شود. محیط آزمایشگاه می

 

 ، ایمنوسیتوشیمیماتریژل، انجمادهای بنیادی اسپرماتوگونی، لامینین، سلول  واژگان کلیدی: 

 

پزشــکی  م علو  دانشــگاه  برای  نشــر  حقوق  تمامی 

 .است  محفوظ  همدان 
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 ---(: 1)   8:  1403  تابستان و    بهار  ، تحقیقات در ارولوژی .شگاهی آزما 

مقدمه
را  سلول  اسپرماتوژنز  اساس  و  پایه  اسپرماتوگونی،  بنیادی  های 

می  منحصربه دهند تشکیل  خاصیت  خود .  تمایز  فرد  و  این  نوزایی 

کننده تداوم  تضمین ساز اسپرم  های زایای پیش عنوان سلول به ها  سلول 

حال،  درعـین .  [ 1از سن  بلوغ است ]   فرایند پیچیده اسپرماتوژنز پس 

سلول  سلول این  از  گروهی  تنها  که  ها  هستند  بالغ  بنیادی  های 

کننـد.  می  منتقـل  بعـد  نـسل  بـه  را  ژنتیکـی  اطلاعـات  تواننـد 

بیشتر درزمینه سلول  اسـپرماتوگون تحقیقات هرچه  بنیـادی  ی  های 

 (SSCs  به مکانیسم (  تمامی  و  کشف  اسپرماتوژنز  در  دخیل  های 
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  کند. هـای مردان کمک می درنتیجه آن راهکارهای درمـانی نابـاروری 

های دخیل در اسپزماتوژنز انسان  حال، مسیرهای سیگنال و ژن بااین 

 . [ 2تاحد  زیادی ناشناخته مانده است ] 

ها  هاى اسپرماتوگونى، انجماد و پیوند آنامروزه، کشت سلول   

که  است  جدیدى  می به  راه  آن  سلول کمک  بیولوژى  هاى  توان 

بهتـر   بنیادى تولیدمثل را  اسپرماتوگونى و عوامل دخیل در طب 

این سلول  از  استفاده  با  به درمان  بررسـی کرد. همچنین  امید  ها 

شیمی براثرِ  کودکی  در  که  ناباور  افرادی  پرتودرمانی  و  درمانی 

 .[ 3،  4اند، افزایش یافته است ]شده 

محیط آزمایشگاه   ها دربنابراین جداسازی و کشت این سلول 

های  توان سلول جهت دارای اهمیت است که به کمک آن میازآن 

پس  را  خـالص  اسـپرماتوگونی  غنیاز  و  برای  سازی  سازی 

برد.استفاده  کار  به  بعدی  مردان  عنوان به  های  درمان  برای  مثال، 

( که NOAمبتلا به نوعی ناباروری به نام آزواسپرمی غیرانسدادی )

سلول  )کنام(  ریزمحیط  درونی  اختلال  از  بنیادی  ناشی  های 

از  اسپرماتوگونی و عدم تمایز آن  ابتدا تعداد کافی  هاست، بایستی 

 .[ 5ها در محیط آزمایشگاه در دسترس باشد ] این سلول 

مهم  از  زمینه  یکی  این  در  محق قان  راه  بر سر  ترین مشکلات 

کم آنتحقیقاتی،  بودن  سلولتعداد  جمعیت  کل   میان  در  های  ها 

درصد( و نبود نشانگر اختصاصی سلولی    03/0تا    02/0زایای بیضه )

آن شناسایی  چراکه  برای  سلول هاست؛  این  براساس  شناسایی  ها 

 .[ 6پذیر نیست ]شناسی محض امکان ریخت

سازی بیشتر  مختلفی برای کشت و خالص های  تا به امروز، راه 

برون  شرایط  و  آزمایشگاه  در  سلولی  نادر  جمعیت  به این  تنی 

و  کار رشـد  فاکتورهـای  انتخـاب  ازجمله  اسـت؛  شـده  گرفتـه 

مـاتریکس بـه و  متفاوت  کـشت  بـسترهای  هـای  کـارگیری 

ازآنجاییبـرون  مختلـف.  بینکه  سـلولی  جایگاه   SSCs ارتباط  و 

آن لوله قرارگیری  در  اسپرمهـا  فعالیت های  تنظیم  موجب  ساز 

سلول  میبیولوژیکی  مذکور  بر های  سلول همشود،  های  کنش 

سلول  خارج اسپرماتوگونی،  ماتریکس  و  سوماتیک  در  های  سلولی 

 .[7ساز برای تداوم اسپرماتوژنز ضروری است ] های منی لوله 

سلولی بهترین محیط  اند که ماتریکس برون تحقیقات ثابت کرده

سلول  آزمایشگاهی  کشت  انسان  برای  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

 .[ 8،  9است ]

خارج  از  ماتریکس  متشک ل  و  مولکول سلولی  ساختاری  های 

سلول  توسط  که  است  ترشح  عملکردی  محیط  در  حاضر  های 

سلول شوند  می این  و  نشانه   هاکه  بیوشیمیایی  سیگنالینگ  های 

صورت  های اطراف به بیومکانیکی را برای تأثیرگذاری بر رفتار سلول 

 .[ 10کنند ]دینامیک فراهم می

های سرتولی  از سلول لامینین گلیکوپروتئین بزرگی است که  

با اتصال به اجزای مختلف موجود در غشای پایه  شود و  ترشح می 

می  غشا  این  یکپارچگی  ایجاد  گلیکوپروتئین  باعث  این  گردد. 

فعالیت  و  دارای  تقسیمات  سلولی،  اتصال  ازجمله  متعددی  های 

سلول  می رشد  ازآنجایی ها  درون شود.  شرایط  در  تنی،  که 

های بنیادی اسپرماتوگونی در مجاورت با غشای پایه قرار  سلول

پروتئین  واسطه  با  و  )مانند  دارند  خود  سطحی   -β1های 

integrin/α6- integrin پروتئین به  متصل  (  غشا  این  های 

که    های لامینین و کلاژن پروتئین رود که بین  شوند، گمان می می 

ساز  های اسپرم دهنده غشای پایه لوله های اصلی تشکیل پروتئین 

سلول  با  برهم هستند،  اسپرماتوگونی  بنیادی  وجود  های  کنش 

درواقع   باشد.  سلول هم بر داشته  اسپرماتوگونی،  کنش  های 

خارج سلول  ماتریکس  و  سوماتیک  لوله های  در  های  سلولی 

 . [ 11ساز برای تداوم اسپرماتوژنز ضروری است ] منی 

است  کرده    گزارش(  Shinohara-Kanatsu) نوهارا یش  -کاناتسو

و فتوئین سبب تداوم    GDNFکه لامینین همراه با محیط حاوی  

 .[12شود ] های بنیادی اسپرماتوگونی میفعالیت سلول 

به به  لامینین  که  است  شده  دیده  اجزای  علاوه،  از  یکی  عنوان 

در محیط آزمایـشگاهی    SSCs  سلولی در افزایش تکثیر ماتریکس برون 

ای بر روی بیضه میمون دیده شده است که  مـؤثر اسـت. در مطالعه 

سلولی لامینین و ماتریژل سبب  سازی براساس ماتریکس خارج خالص 

 . [ 13برابر خواهد شد ]   2/ 7های تمایزنیافته تا  سازی سلول خالص 

سلول  خلوص  شده  دیده  براساس  حت ی  اسپرماتوگونی  های 

درصد نیز رسیده    90ماتریژل به بالای  ترکیب پرکول، لامینین و  

 .[ 14است ] 

مولکول  از  دیگر  تـشکیلیکی  مـاتریکس  های  دهنـده 

بافـتبـرون  در  فـراوان  نـسبت  با  که  است  کلاژن  های  سلولی 

به ژلاتین  اینکه  به  توجه  با  دارد.  وجود  ترکیبات  مختلـف  لحاظ 

تـر از  بـسیار شبیه به کلاژن و همچنین کار با ژلاتین بسیار راحـت 

های بنیــادی  کــلاژن اســت، ایــن مــاتریکس در کــشت سلول 

تر تأثیر اسپرماتوگونی مـوردتوجـه خـاص قـرار گرفتـه اسـت. پیش 

خصوص لامینـین و ماتریژل،  (، بهECMسلولی )های برون ماتریکس 

کوتـاه  کـشت  سلول در  برخی  مـدت  اسپرماتوگونی  بنیـادی  های 

کاربرد این دام در مهندسی  .  [ 15،  16ها بررسی شده است ]گونه

های  بادی واسطه آنتی های بههای تراریخته، درمانبافت، طراحی دام 

 هایسلول  از یک سمت و جایگاه  منوکلنال و داروهای نوترکیب

ژنتیک )حفظ   مهندسی مطالعات مرتبط با اسپرماتوگونی در بنیادی

ها  های حیوانی بیماری طور خاص طراحی مدل ذخایر ژنتیکی( و به 

ازسوی مثال  عنوان به علوم    دیگر،ناباروری  حوزه  در  را  آن  اهمیت 

به  بیش پزشکی،  تولیدمثل،  فن اوری  و  بیولوژی  بر  خصوص  ازپیش 

هدف از انجام این مطالعه جداسازی  .  [ 17همگان عیان خواهد کرد ] 

سلول  استخراج  محیط  و  در  گوسفند  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

ماتریکس  تأثیر  بررسی  و  و  نبرو   هایآزمایشگاه  لامینین  سلولی 

سلول  کلونیزاسیون  القای  بر  بنیادی  ماتریژل  اسپرماتوگونی  های 

 ذوب است.   -منجمد
 

 روش کار 
نابالغ  بره   بیضه از کشتارگاه صنعتی    3-2های کشتاری  ماهه 

سرعت در محیط  کیلومتری شهر کرمانشاه تهیه و به  30واقع در  
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و در مجاورت    سیلین و استرپتومایسین(حاوی پنی  PBSانتقالی )

از   کمتر  مدت  ظرف  و  سلولی    1یخ  کشت  آزمایشگاه  به  ساعت 

پزشکی انتقال داده شد. ماهی ت این آزمایشْ تجربی و  دانشکده دام 

مرتبه بود. تمامی موازین اخلاقی کار با حیوانات    5تعداد تکرار آن  

پایان این  در  حیوانات  حقوق  استخراج  و  است.  شده  رعایت  نامه 

با اندکی تغییر به شرح  و همکاران    ها با استفاده از روش ترابیسلول 

 .[18زیر انجام شد ] 

وشوی سطح  از شست   منظور کاهش بارِ میکروبیِ احتمالی پس به 

گرم، بافت پارانشیم بیضه به    40درصد و تنتورید    70بیضه با الکل  

لوله  )   داخل  حاوی  SLP, South Koreaفالکون  لیتر  میلی   10( 

آنتی DMEM   (Bio-Idea, Iranمحیط   و  تجاری  های  بیوتیک ( 

گرم  میلی   100لیتر(، استرپتومایسین ) واحد بر میلی   100سیلین ) پنی 

 ,Gibcoلیتر( ) میکروگرم بر میلی   50لیتر( و جنتامایسین ) بر میلی 

Paisley, UK  سانتریفیوژ مرتبه  سه  سپس  و  شد  داده  انتقال   )

 (Hettach, Germany  انجام گرفت.    1500( )هربار )دور در دقیقه

قیچی    وسیله وشو به در این مرحله، پارانشیم بافت بیضه متعاقب شست 

ای پیدا کند. سپس  شد تا بافت آن حالت شیرابه   خُرد استریل کاملًا  

و    2، آنزیم هیالورونیداز تیپ  4های کلاژناز تیپ با اضافه کردن آنزیم 

 ,Sigmaلیتر ) گرم بر میلی میلی   1آنزیم تریپسین هرکدام به غلظت  

Germany آنزیمی آغاز گردید و پتری او ل هضم  به  ( مرحله  دیش 

شد   30مدت   داده  قرار  انکوباتور  شیکر  در  تعلیق    . دقیقه  متعاقباً 

. با چک  گردید دقیقه سانتریفوژ    2به مدت    1000آمده با دور  دست به 

 ®Olympus, IX71کردن تعلیق زیر میکروسکوپ نوری معکوس ) 

inverted microscope های  (، میزان پیشرفت درباز شدن کلاف لوله

صورت  ساز مشاهده و مرحله دوم هضم آنزیمی آغاز شد. بدین اسپرم 

  1با غلظت    2، آنزیم هیالورونیداز تیپ  4های کلاژناز تیپ  که آنزیم 

میکروگرم بر    5با غلظت  ریبونوکلئاز  لیتر و دزوکسی گرم بر میلی میلی 

مدت  میلی  به  و  اضافه  سلولی  تعلیق  به  شیکر    30لیتر  در  دقیقه 

منظور توق ف هضم  دور در دقیقه( قرار داده شدند. به   200انکوباتور ) 

با نصف غلظت محلول به تعلیق سلولی اضافه شد و    FBSآنزیمی،  

سانتریفوژ گردید و درنهایت    1000دقیقه با دور    2سپس به مدت  

سلول به  حذف  )سلول  منظور  سلولی  تعلیق  از  میوئید  های 

نایلونی   فیلتر  از  میوئید(  و  سرتولی  میکرونی    45اسپرماتوگونی، 

 (Germany, sartorius .عبور داده شد )    سپس تعلیق سلولی حاصل

منظور خلوصِ بیشترِ  ساننتریفوژ شد. به   800دقیقه با دور    5به مدت  

های بنیادی اسپرماتوگونی، از روش حذف تمایزی استفاده شد؛  سلول 

ساعت به فلاسک    18تا    12صورت که تعلیق سلولی به مدت  بدین 

های سرتولی به کف  از طی این مدت، سلول   کشت منتقل شد. پس 

های شناور که بیشتر حاوی  چسبیدند و برای عملیات انجماد از سلول 

 اسپرماتوگونی بودند، استفاده شد. 

بـا کمـی    ]17های احمدی و همکاران ]انجماد براسـاس روش 

 .[19]  تغییـــرات انجـــام شـــد

در بـــدین  قبل  از  سلولی  سوسپانسیون  کـــه  صـــورت 

لیتر الیکوت و آماده شد. سپس محلـول مـادر  میلی 5/0های حجم

درصــد   10حــاوی    DMEMانجمـاد کـه متشــک ل از محــیط  

FBS  (Fetal Bovine serum) ،  4/1  

)متیــــل دیمول   ,DMSO, Sigma-Aldrichسولفوکســـید 

Germany)    مهیا شده    برابر  2بـا غلظـت    مولار سوکروز که  07/0و

دقیقـه بـه تعلیـق سـلولی اضـافه شـد و    10آرامی و طـی  بود، به 

انجمــاد  لوله بـه   )میلی  1های   ,Cryovialلیتری 

TPP,Switzerland)   صـورت خیلی  ها بهمنتقل گردید. سپس لوله

 هـا مخلـوط شود. سپس لوله آرام تکان داده شدند تا محیط با سلول 

بـه مـدت  انجماد حاوی سلول    درجه   4ساعت در یخچـال   1هـا 

گـراد و در  سـانتی  درجه  -20ساعت در فریزر    2تا    1گـراد،  سـانتی 

از    گـراد منتقـل گردید و پسسـانتی  درجه   -80نهایت به فریزر  

گراد انتقال داده  سانتی   درجه  -196سـاعت بـه تانـک ازت مایع    24

انجمـاد از تانـکْ   گشایی تعلیق سلولی منجمـد، لوله شد. بـرای یخ

گراد قرار داده  سانتی  درجه  38ماری  دقیقه در بن  1خارج و به مدت  

ریختـه  DMEMسلولی محـیط    آرام روی تعلیقشـد. سـپس آرام 

سانتریفوژ گردید و پلیت    3200دقیقـه بـا دور    5شـد و به مدت  

 سلولی برای ادامه عملیات کشت سلولی مورداستفاده قرار گرفت. 

 

 هاارزیابی درصد حیات سلول
از افزودن    ها، پسسلول از اتمام مراحل جداسازی    بلافاصله پس

انجماد و پس با  گشایی، درصد حیات سلول از یخ  ماد ه محافظ  ها 

رنگ  از  تریپاناستفاده  حیاتیِ  )  4/0بلوی  آمیزی   Trypanدرصد 

Blue, UK( نوری  میکروسکوپ  از  استفاده  با  و   )Olympus, 

Japan لام و  بدین (  شد.  محاسبه  تعلیق  هموسیتومتر  که  صورت 

مخلوط و با شمارش تصادفی    1:1بلو با نسبت  سلولی و رنگ تریپان 

مانی  ها درصد زنده های زنده به کل  سلولسلول و نسبت سلول   100

 محاسبه شد. 

 

 سازی ظروف کشت پوشیده با لامینین و ژلاتین آماده 
 سلول   50000از شمارش و ارزیابی درصد حیات، تعداد    پس

ریخته شد.   هر چاهک  پلیتدرون  ای مخصوص  های چهارخانه از 

( استفاده گردید. به ترتیب گوده  TPP,Switzerlandکشت سلول )

به گروه ماتریژل    3به گروه لامینین و گوده    2به گروه شاهد، گوده    1

( پیش از کشت به ترتیب 3و  2های مربوط )اختصاص یافت. گوده 

-ml/mg  1  (Laminin L2020,Sigma  لامینینبا  

Alcrich,Germany)    2/0ماتریژل  و%  (Matrix, Sigma-

Germany,Alcrich  RMatrigel  )  درجه    37پوشیده و در انکوباتور

( شسته  PBSقرار داده شدند. سپس چندبار با محلول بافرفـسفات )

 گردیدند. ها آماده  و برای کشت سلول 

بیوتیک  درصد آنتی  1، حاوی  DMEMمحیط کشت پایه شامل  

بر    FBS  ،40درصد    5استرپتومایسین(،    -سیلین)پنی نانوگرم 
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نانوگرم    Germany, Aldrich-Sigma(GDNF،  10(  1لیترمیلی

نانوگرم    20و    Germany, Aldrich-Sigma(2LIF(لیتر  میلیبر  

است. سپس    Germany, Aldrich-Sigma(3EGF(لیتر  بر میلی

گراد  درجه سانتی 37( Memmert, Germanyپلیت به انکوباتور )

درصد منتقل و به مدت    5اکسیدکربن  درصد و دی   80و رطوبت  

محیط کشت تعویض   بارکروز ی  3روز کشت داده شد و هر    10

معکوس   میکروسکوپ  از  استفاده  با  و  پایه(  محیط  )با  گردید 

(Olympus, Japan کلونی تعداد  مدرج،  عدسی  به  مجه ز  ها  ( 

پس س (.2و  1های شد )شکل گیری ها اندازه شمارش و قطر کلونی

نرم   Image J (version; National Institutes of افزار با 

Health,,Bethesda, MD, US)   کلونی برحسب  مساحت  ها 

 مترمربع محاسبه گردید. میلی
 

 
روزکانی)پ  ی اسپرماتوگون   ی هایکلون   .1شکل   بر رو  هفتم  ( در    یکشت 

 (.کرومتریم 50: لهیم)اند قرار گرفته ی سرتول  یهاسلول

 

 
در روز دهم   ی اسپرماتوگون  شکلیتمشک یکلون  ،ری تصو وسط در .2شکل 

 (.کرومتریم  100:  لهیم)  شود یشاهده مم  نینیبا لام  دهیکشت در بستر پوش

 

ژن  بیان  سلول بررسی  اختصاصی  بنیادی  های  های 
 به روش ایمنوسیتوشیمی اسپرماتوگونی

منظور تعیین هوی ت و ارزیابی بنیادینگی و ظرفیت خودنوزایی  به

ژن سلول  بیان  از  جداشده  سلول های  های  های  اختصاصی 

 
1. Glial cell line-derived neurotrophic factor 
2. Leukemia inhibitory factor 
3. Epidermal growth factor 
4. Protein gene product 9.5 

(  7DDX4-, VASA6, ITGA65, plzf4PGP9.5اسپرماتوگونی )

ایمنوسیتوشیمی بهره گرفته شد. تمامی مراحل آزمایش  با آزمایش  

ایمنوسیتوشیمی نشانگرهای مورداشاره طبق مطالعات پیشین انجام  

 .[ 20،  21]صورت خلاصه به شرح زیر است  شد و به 

پیش  سلولی  شیشه  از  اسمیر  لام  روی  به  آنکه  آغشته  ای 

درصد تثبیت شد.    4لیزین قرار داده شود، با پارافرمالدهید  ال پلی

آلبومین سرم گاوی  درصد    1حاوی    PBSبراین، اسلایدها با  علاوه 

پس شدند.  سلول   بلوکه  کردن،  بلوکه  با  از  شب  یک  مدت  به  ها 

  ITGA-6کلونال خرگوش ضد   پلی IgGهای او لیه شامل  بادی آنتی

(1:50،) IgG  کلونال خرگوش ضد   پلیPGP9.5  (1:100،) IgG  

کلونال خرگوش  پلی  IgG( و  1:100)plzfکلونال خرگوش ضد   پلی

کنژوگه   FITCبادی ثانویه  ( و سپس با آنتی1:100)VASAضد   

انکوبه    30( به مدت  1:200)  IgGخرگوش   اتاق  دقیقه در دمای 

با   با  شست  TBS/BSAشدند. سپس  پایان  وشو داده شدند و در 

آمینوبنزیدین رنگ نمایان شد. برای تشخیص هسته دی   3.3افزودن  

 -2آمیدینو  دی  6و    DAPI  (4آمیزی  های موردنظر، از رنگ سلول 

دی فنیل )ایندول   ,Sigma, Poole, Dorsetهیدروکلراید( 

United Kingdom( با میکروسکوپ فلورسنت )Nikon, Japan  )

 استفاده شد. 

 

 وتحلیل آماری تجزیه
شده ازنظر نرمال بودن ارزیابی شدند.  آوری های جمع داده   ابتدا 

داده به نرمال  توزیع  عدم  و  علت  تعداد  به  مربوط  مساحت  های 

داده کلونی جانسون ها،  تست  از  استفاده  با  نرم  8ها  افزار  با 

Minitab16  ها آزمون آنالیز واریانس  نرمال شدند. سپس روی داده

های  های سلول انجام شد و مقایسه میانگین تعداد و مساحت کلونی

های مختلف  های مختلف و در روزبنیادی اسپرماتوگونی در تیمار

و با آزمون    General Linear Modelکشت به کمک مدل آماری 

ANOVA   به همراه آزمون(  های تکمیلیTukey and Fisher  در )

)  5سطح   نرم (  >05/0Pدرصد  از  استفاده    Minitab 16افزار  با 

 صورت گرفت.

 

 یافته ها 
از جداسازی    های بنیادی اسپرماتوگونی پس درصد حیات سلول 

از افزودن محلول انجماد و قبل از    درصد بود که پس  6/2±14/88

درصد    72/81±21/1  سرد کردن )تست سم یت محلول انجماد به

به  از یخ  پس  (.>05/0P)رسید   این میزان    38/66±26/1گشایی، 

از اضافه کردن محلول    ها پیش و پس رسید که با درصد حیات سلول 

 (. >05/0P)انجماد تفاوت معناداری دارد  
گرفتن   نظر  در  بدون  کشت  مختلف  روزهای  اثرات  نتایج 

5. promyelocytic leukaemia zinc finger 
6. Integrin alpha-6 
7. DEAD box polypeptide 4 
8. Johnson Transformation 



میرقیصری و دیگران    
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سلول  سطح  مساحت  و  تعداد  بر  مختلف  های  تیمارهای 

نتایج    1در جدول  اسپرماتوگونی گوسفند   است.  داده شده  نشان 

های اسپرماتوگونی  داری بین تعداد کلونی نشان داد که تفاوت معنی

توجه به نتایج  با  (.  >05/0P)در روزهای مختلف کشت وجود دارد  

کشت بیشینه بود و در روز    10ها در روز  آمده، تعداد کلونی دست به

4  ( داشت  قرار  خود  میزان  کمترین  (.  17/82به    67/111در 

کلونی سطح  مساحت  تحتهمچنین،  اسپرماتوگونی  تأثیر های 

قرار گرفت   بیشترین مساحت  (>05/0P) روزهای مختلف کشت   .

در روز   5/0و کمترین مساحت سطح با  33/2سطح در روز دهم با 

های کشتی که تمامی  کشت مشاهده شد که این امر در سیستم  4

به آن  میعوامل  عمل  قابلدرستی  و  طبیعی  و  کند،  است  انتظار 

سلول نشان  وضعیت  سلامت  )کلونیدهنده  بودن  ها  بهینه  و  ها( 

 شرایط کشت است. 

جدول  همان در  که  تعداد    2طور  است،  شده  داده  نشان 

از کشت به    پس  10و    7،  4های  های اسپرماتوگونی در روز کلونی

های  ترتیب در سه گروه موردمطالعه مقایسه شد. تعداد کل کلونی

شده بدون در نظر گرفتن روزهای مختلف در گروه لامینین  شمارش 

( و شاهد  00/95±3/4( در مقایسه با گروه ماتریژل )±92/118  2/6)

(. در روز  >05/0Pصورت معنی داری بیشتر است )( به 8/3±08/78)

داری  طور معنیها در گروه لامینین به از کشت تعداد کلونی پس  4

. همچنین در روز هفتم و دهم (>05/0Pبیشتر از گروه شاهد بود )

داری  طور معنیها در گروه لامینین بهاز کشت نیز تعداد کلونی  پس 

 بیشتر از گروه شاهد و ماتریژل بود. 

جدول  همان در  که  می   3گونه  مجموع  مشاهده  شود، 

کلنیمساحت  اسپرماتوگونیهای  تشکیل   های  شده  )میلیمترمربع( 

از کشت به ترتیب در   پس  10و    7،  4های  کشت در روزدر محیط

شده  : گروه درمان 2: گروه شاهد، گروه  1سه گروه موردمطالعه )گروه  

شده با ماتریژل( مقایسه شد. مجموع  : گروه درمان 3با لامینین، گروه  

های حاصل بدون در نظر گرفتن روزهای مختلف  مساحت کل  کلونی

( در  37/1±30/0( و گروه لامینین )97/1±38/0در گروه ماتریژل )

( شاهد  گروه  با  به59/0±08/0مقایسه  معنی(  بیشتر  صورت  داری 

(. >05/0Pاست )
 

 های اسپرماتوگونی گوسفند برداری بر تعداد و مساحت سطح سلولاثرات روزهای مختلف نمونه .1جدول 

 سطح کلنی  تعداد کلنی  روز

4 b 17/82±7/4 b 5/0±06/0 

7 ab17/98±4/6 a94/1±25/0 

10 a67/111±8/6 35/23±0/2a 

a-b، داری است. دهنده معنیحروف غیرمشترک در هر ستون نشان 

 

  - : ماتریژل3: لامینین، گروه  2: گروه شاهد، گروه  1در سه گروه موردمطالعه )گروه    10و    7،  4های  شده در روزهای اسپرماتوگونی شمارشتعداد کلنی  .2جدول  

 ازمعیار انحراف ±میانگین 

 گروه 4روز  7روز  10روز  جمع کل 
B 8/3±08/78 C4/5±25/87 B1/6±75/78 B9/5±25/68 1  شاهد 
A2/6±92/118 A 6/7±00/136 A9/8±75/123 A4/7±00/97 2 لامینین 

B3/4±00/95 B8/4±75/117 B8/2±00/92  AB15/3±25/81 3  ماتریژل 

ABCداری با یکدیگر دارند  : مقادیر با حروف متفاوت در هر ستون اختلاف معنی(05/0P<.) 

 

شده  : گروه درمان2: گروه شاهد، گروه  1در سه گروه موردمطالعه )گروه    10و    7،  4های  روزشده در  های اسپرماتوگونی تشکیلمجموع مساحت کلنی  .3جدول  

 ( ازمعیارانحراف  ±شده با ماتریژل )میانگین : گروه درمان3با لامینین، گروه 

 گروه ( 2mm) 4روز  ( 2mm) 7روز  (2mm) 10روز  ( 2mmجمع کل )
B 08/0±59/0 B13/0±88/0 B06/0±56/0 B06/0±34/0 1 
A30/0±37/1 A 39/0±51/2 AB33/0±13/1 AB03/0±47/0 2 
A38/0±97/1 A38/0±31/3 A50/0±90/1 A09/0±69/0 3 

A Bداری با یکدیگر دارند  : مقادیر با حروف متفاوت در هر ستون اختلاف معنی (05/0P<) . 

 

 ها در گروههای کلنیاز کشت، مجموع مساحت  پس  4در روز  

( به 69/0±09/0ماتریژل  معنی(  شاهد  طور  گروه  از  بیشتر  داری 

(  47/0±03/0ولی با گروه لامینین )  (،>05/0P( بود )06/0±34/0)

از کشت نیز مجموع   تفاوت معنی داری نداشت. در روز هفتم پس

کلنیمساحت  )های  ماتریژل  گروه  در  حاصل  (  90/1±50/0های 

معنیبه )طور  بود  شاهد  گروه  از  بیشتر  (  56/0±06/0داری 

(05/0P<)ها در روز دهم درگروه  . همچنین مجموع مساحت کلونی

داری  طور معنی ( به51/2±39/0( و لامینین )31/3±38/0ماتریژل )

(. >05/0P( بود )88/0±13/0بیشتر از گروه شاهد )
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  30:  لهیم)انجام شد    DAPI  کیهسته با تکن  یزیآمرنگ  PGP9.5نشانگر    هیعل  یمیتوشیمنوسیبا ا  ی اسپرماتوگون   یاد یبن  یهاسلول  ت یهو  نییتع  .3شکل  

 (کرومتریم
 

 
ا  ی اسپرماتوگون   یاد یبن  ی هاسلول  ت یهو  نییتع  .4شکل   با تکن  یزیآمرنگ  ITGA6نشانگر    هی عل  یمیتوشیمنوسیبا    30:  لهیم)انجام شد    DAPI  کیهسته 

 (کرومتریم

 
 (کرومتریم  30:  لهیم)انجام شد    DAPI  کیهسته با تکن  یزیآمرنگ  plzfنشانگر    هی عل  یمیتوشیمنوسی با ا  ی اسپرماتوگون   ی ادیبن  ی هاسلول  ت یهو   نییتع  .5شکل  

 
ا  یاسپرماتوگون   یاد یبن  یهاسلول  تی هو  نییتع  .6شکل   با تکن  یزیآمرنگ  VASAنشانگر    هیعل  یمیتوشیمنوسیبا    30:  لهیم)انجام شد    DAPI  کیهسته 

 (کرومتریم
 

 نتایج  
برای  سلول  مناسبی  هدف  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

های زایای جنسی نر و تحقیقـات  های ژنتیکی رده سلول کاری دست 

می محسوب  تولیدمثل  طب   تولید  درزمینه  در  همچنین  و  شوند 

های تراریخته، داروهای نوترکیب و درمان ناباروری کاربرد دارند  دام 

یا    .[ 22] بیوشیمیایی  نشانگرهای  کاملاً    بیوفیزیکیتاکنون 

سلول  برای  نشده اختصاصی  کشف  اسپرماتوگونی  بنیادی  اند،  های 

تلاش  پریماتاگرچه  انسان،  درزمینه  زیادی  سایر  های  و  ها 

[ است  گرفته  صورت  استفاده  بااین .  [ 23،  24پستانداران  حال، 

مهمی درخصوص   اطلاعات  قطعاً  مارکرها  این  از  تعدادی  ترکیبی 

دهد. در  های جداشده ارائه می چندوچون، وضعیت و ماهی ت سلول 

منظور تأیید وجود سلول اسپرماتوگونی در عملیات  مطالعه حاضر، به 

تقریباً   نشانگرهای  از  آن،  بنیادینگی  ماهی ت  و  سلولی  کشت 

)اختصاصی سلول  اسپرماتوگونی   ,plzf, ITGA6, PGP9.5های 

VASAبیان ژن  استفاده شد.    ( و تکنیک ایمنوسیتوشیمیITGA6  

زایای موش و  های  اطمینان در سلول عنوان نشانگری تقریباً قابل به

براین، نشان داده شده است  علاوه   .[ 20] انسان به اثبات رسیده است  

های  شده در سلول ها، بیان های چسبنده مانند اینتگرینکه مولکول 

سلول   هدایت  در  مهمی  نقش  سرتولی،  و  اسپرماتوگونی  بنیادی 

به اسپرماتوگونی  میبنیادی  ایفا  پایه  غشای  ]سمت  . [25کنند 

اسپرماتوگونی در  به  Plzfهمچنین،   اختصاصی  نشانگر  عنوان یک 

است   شده  پذیرفته  حیوانات  از  برخی  و  ژن    .[ 26] انسان  بیان 
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VASA وPGP9.5   های اسپرماتوگونی موش، انسان و بز  در سلول

سلول به رشد  تداوم  در  مهم  فاکتورهای  از  یکی  های  عنوان 

نتایج مطالعه حاضر  .  تمایزنیافته اسپرماتوگونی به اثبات رسیده است

 .[27] بسیار شبیه این مطالعات است  

خالص  روش  بـه  مـاتریکس  دسـتیابی  براساس  سازی 

سلولی موجود در  های برون سـلولیِ مناسـب از بـین ماتریکس بـرون 

سازی  بهبود شرایط کـشت مهم خواهد بود؛ چراکه کشت و خالص 

SSCs  طولانی پیش نگهداری  و  انجماد  انجام  آننیاز  در مدت  ها 

تنی دنبال آن کاشت و پیوند در شرایط درون محیط آزمایشگاه و به 

علم   در  دامی گوسفند  گونه  و جایگاه  اهمیت  به  توجه  با  و  است 

، ارزش انجام این کار  بیوتکنولوژی و تولید داروهای نوترکیب خاص 

بر  رو، هدف این مطالعه علاوه ازاین  .[ 16]کند  در این گونه را بیان می

سلولی لامینین های برون جداسازی و انجماد، بررسی تأثیر ماتریکس 

 و ماتریژل برکلونیزاسیون این رده سلولی است. 

محیط که  شد  دیده  حاضر  مطالعه  پوشیده در  با  کشت  شده 

محیط با  مقایسه  در  سبب  لامینین  شاهد  گروه  و  ماتریژل  کشت 

کلونی  تعداد  سلول افزایش  منجمدزایی  اسپرماتوگونی    - های 

 .[ 28،  29شده گردید که مشابه نتایج مطالعات پیشین است ]ذوب

علاوه  سلول لامینین  بر  مستقیم  اثرات  بنیادی  بر  های 

مانی و  تواند با داشتن اثرات مثبت بر میزان زنده اسپرماتوگونی، می 

های سرتولی اثرات غیرمستقیمی بر رشد و تقسیمات تمایز سلول 

باشد. همچنین مشخص    داشتههای بنیادی اسپرماتوگونی نیز  سلول 

سلول  که  محیطشد  در  سرتولی  بههای  لامینین  صورت  کشت 

شونده به  بیشتری پروتئین کلی، پروتئین اتصال داری میزان  معنی

نسبت به کشت معمولی تولید    1آندروژن، ترنسفرین و کلاژن نوع  

های زاینده در شرایط  کنند که ظاهراً محیطی را برای تمایز سلول می

آورند. درنتیجه افزایش در تعداد و مساحت  آزمایشگاهی به وجود می 

ها در مطالعه حاضر با گزارشات بالا همسوست و اثرات مثبت  کلنی

 .[30،  29]  کندلامینین را تأیید می

شده با  کشت غنیدر مطالعه حاضر مشخص شد که در محیط

صورت عددی نسبت به  حاصل صرفاً به  SSCs ماتریژل، تعداد کلنی

ها به چشم  داری بین گروه گروه شاهد بیشتر بوده، ولی تفاوت معنی

ها در محیط ماتریژل بیانگر  خورد. اما افزایش مساحت در کلنینمی

داد که کشت    نشان  (Lee)  لیدار است.  صورت معنیافزایش رشد به 

از لوله های زایا به همراه سلول سلول  های  های سوماتیک اخذشده 

روز، رشد    22از    ساز رت بر روی محیط دارای ماتریژل، پس اسپرم 

داده  نشان  خود  از  شاهد  گروه  به  نسبت  را  بیشتری  تمایز  اند.  و 

می  چشم  به  نیز  انسان  گونه  درمورد  تفاوت  این  خورد  همچنین، 

به[ 30] ماتریژل،  اثر  خارج .  ماتریکس  عملکرد  عنوان  بر  سلولی، 

های موجود  های تولیدشده توسط مولکول تنها از سیگنال ها نهسلول 

تواند با ایجاد بستری مناسب  گیرد، بلکه میدر این شبکه نشئت می

سلولی، ازجمله عوامل رشد و تمایز  های خارج جهت انتقال محرک 

 .[30ها نیز شود ] سلولی باعث افزایش اثرات آن خارج 

شده در  های کشتو همکاران نشان دادند که سلول   (Lee)  لی

سلولی  محیط دارای ماتریژل به یکدیگر نزدیک بوده و فاصله بین

ازاین  دارند.  سلول کمتری  بین  کم  فاصله  این  که  شد  بیان  ها  رو، 

سه به محیط صورت  در  محیط  بعُدی  به  بیشتری  شباهت  کشت، 

سلولدرون بین  کم  فاصله  همچنین،  است.  کرده  ایجاد  های  تنی 

سلولی باعث اثرات مثبت  تواند با ارتباطات بینسرتولی و زایا نیز می

رو، ماتریژل با ایجاد بستری  های زایا شود. ازاینبر تقسیمات سلول 

محیط طولانیدر  نگهداری  باعث  است  ممکن  تر  مدت کشت 

های سرتولی شود که  های مترش حه از سلول ها و اوتوکرین پاراکرین 

لازم است. همچنین، وجود چنین    SSCsیمات و تمایزات  برای تقس

علاوه  محر ک بستری  نگهداری  خارج بر  می های  باعث  سلولی،  تواند 

فاکتور  این  بهتر  به  انتقال  سیتوکاین(  و  رشد  )فاکتورهای  ها 

 .[31های بنیادی اسپرماتوگونی( شود ] های هدف )سلول سلول 

ای بیان کردند  و همکاران در مطالعه (  Tavakolifar)  فرتوکلی

مساحت  مجموع  کلنیکه  به های  ماتریژل  گروه  در  صورت  ها 

ازآنجاییمعنی بود.  لامینین  گروه  از  بیشتر  محیط داری  در  که 

سلول ماتریژل  به دار،  بیشتری  تمایل  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

غنی دارند،  لامینین  با  اتصال  به  نسبت  یکدیگر  به  سازی  اتصال 

صورت نسبی محیطی مشابه محیط  کشت سلول با ماتریژل به محیط

ها  کند که باعث شروع فرایند تمایز در این سلولتنی ایجاد میدرون

ای دیگر مشخص شد که کشت که در مطالعه . درحالی [29شود ] می

شده با ماتریژل  های بنیادی اسپرماتوگونی گاو در محیط غنیسلول 

به  12از گذشت    پس معنیروز  تعداد  صورت  افزایش  داری سبب 

البته در مطالعه ذکرشده مشخص شد که تعداد  .  [ 16]شود  کلنی می

های  آمده در محیط همراه با ماتریژل، دارای سلول دست های بهکلنی

افزایشِ   این  است.  بوده  شاهد  به گروه  بیشتری نسبت  تمایزیافته 

با ماتریژل  تمایزِ سلول  اسپرماتوگونی در محیط غنی  بنیادی  های 

سلول  به  دستیابی  می امکان  فراهم  نیز  را  اسپرماتوزوا  کند. های 

کشت معمولی )فاقد ماتریژل(  در محیط  SSCsدیگر، کشت  عبارت به

ها و کشت در محیط دارای ماتریژل  باعث خودنوسازی این سلول 

شودکه علت آن را به افزایش در بیان ها میباعث تمایز بیشتر آن

البته    .[ 16] اند  در محیط دارای ماتریژل نسبت داده   KITLGژن  

سلول  تمایزیافتگی  به  درجه  نیاز  و  نشده  بررسی  ما  مطالعه  در  ها 

 مطالعات بیشتر و تکمیلی در این مورد در گونه گوسفند وجود دارد. 

 DTMای بر روی موش گزارش شده است که بستر  در مطالعه 

ماتریژل   و  با لامینین  مقایسه  در  از سلول(  عاری  بیضه  )ماتریکس 

سمت اسپرماتید گرد  های اسپرماتوگونی را به بیشتر تمایل دارد سلول 

سلولی لامینین و ماتریژل فاقد  های خارج تمایز دهد؛ چراکه ماتریکس 

 .[ 32] اند  سلولی بیضه اجزای آلی کمپلکس ماتریکس خارج 

به ازاین  آلی  اجزای  این  ناخواسته سلول رو، فقدان  های  صورت 

دهد  سمت تکثیر و تزاید سوق می بنیادی اسپرماتوگونی را بیشتر به 

تا تمایز که این امر در مطالعه ما اثرات و نتایج متبتی دارد. اگرچه  

به  امر  این  در  منشأ  بایستی  و  است  نشده  شناسایی  کامل  طور 

های برپایه  صورت ویژه موردتوجه قرار گیرد. محیطمطالعات آتی به

می  کلاژن  ریزمحیط  ماتریکس  ساختار  زیادی  تاحدود  توانند 
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سازی کنند.  های اسپرماتوگونی شبیهساز را برای سلول های منی لوله 

های سوماتیک )سرتولی( حاضر در کشت و  حال، تعداد سلول بااین 

، GDNF  ،FGFحضور فاکتورهای رشد مختلف مترش حه ازجمله  

LIF   سمت تزاید یا تمایز  و... نقش بسیار مهمی در پیشبرد روند به

 .[33]کنند  های اسپرماتوگونی ایفا می سلول 

 

 گیری جه نتی 
می  هریک  ماتریژل  و  و  لامینین  رشد  بر  مثبت  اثرات  با  توانند 

سلول  اسپرماتوگونی تقسیمات  بنیادی  در    های  کشت  بهبود  باعث 

آزمایشگاهی و درون  به نظر می شرایط  با بهبود  تنی شوند.  رسد که 

می محیط  لامینین  با  کلنی کشت  اندازه  و  تعداد  به  های  توان 

افزود. همچنین اضافه   اسپرماتوگونی حاصل در شرایط آزمایشگاهی 

به  باعث  سلولی، می عنوان ماتریکس خارج کردن ماتریژل،  تواند فقط 

زمان  رو، با توجه به افزایش هم ها شود. ازاین افزایش در مساحت کلنی 

های بنیادی اسپرماتوگونی  های حاصل از سلول تعداد و مساحت کلونی 

عنوان بستر، چه  از آن به شده بر روی لامینین، استفاده  در گروه کشت 

 شود.  سازی و چه برای کشت، توصیه می برای خالص 

خارج  ماتریکس  بهترین  کردن  کشت  مشخص  جهت  سلولی 

سلول کوتاه  بلندمدت  و  نیازمند  مدت  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

 های تکمیلیِ مولکولیِ بیشتری است. انجام آزمون 
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.معاونت پژوهشی و فن اوری دانشگاه رازی انجام شده است
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