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 سلول های بیضه خوک و موش در zbtb16و  Ki67 ،POU5F1مطالعه تجربی بیان 

 RT-PCRبا استفاده از روش ایمنوسیتوشیمیایی و  
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 چكیده
ر بـدن بـه شـمار مـي آينـد كـه         شروع اسپرماتوژنز هستند و تنها سلول هـای بنیـادی د   هسلول های بنیادی اسپرم ساز، بنیانگذار و نقط :مقدمه

سي ماهیت پرت     مي ضر، برر سل بعدی منتقل كنند؛ هدف از تحقیق حا سپرم    توانند از طريق گامت زايي اطلاعات ژنتیكي را به ن سلول های بنیادی ا واني 
 است. in vivo و in vitroساز در شرايط 

  FGF ،EGFحاوی  ده و در محیطسلول های اسپرم ساز از بیضه خوک و موش با استفاده از روش هضم آنزيمي استخراج ش ها: مواد و روش

ني های حاصله از ماركرهای   كلو RT-PCRبرای بررسي ايمنوسیتوشیمیايي و     كشت داده شدند. سپس    STOو سلول های تغذيه كننده   GDNFو 
Ki67 ،POU5F1  وZBTB16 .استفاده شد 

ــــ ـماهیت سلول های بنیادی اسپرماتوگوني حاص های پژوهش: یافته نظیر رشد خوشه ای  كشت، به وسیله معیار هاييله پس از جداسازی و ـ

فولوژيكي مشاهده شده با   طي بررسي ايمنوسیتوشیمیايي كه بیانگر قابلیت تكثیر است و شاخص های مور       Ki67 كلني ها در محیط كشت، بیان ماركر 
ی جنیني، سلول های  بنیادسلول های   در ZBTB16و  POU5F1ماركر های  مقايسه بیان  آنالیز چنین میكروسكوپ الكتروني نگاره، ثابت شد. هم  

 نشان داد. را در RT-PCR با استفاده از روشموجود در لوله اسپرم ساز موش بنیادی اسپرم ساز و سلول های سرتولي 

لوژيک  و ويژگي های ســیتولوله اســپرم ســاز  در ZBTB16و  Ki6  ،POU5F1طي اين پژوهش بیان ماركر های بحث و نتیجه گیری:

 .زه بیولوژی تولید مثل مفید باشددر تحقیقات پیشرفته حومي تواند كه يافته های حاصل  بنیادی اسپرم ساز مورد مطالعه قرار گرفت به طوریسلول های 
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 مقدمه
 Spermatogonialرم ساز)ـسلول های بنیادی اسپ

Stem Cells, SSCs از جمله سلول های بنیادی به ،)
شمار مي روند كه علي رغم انتقال اطلاعات ژنتیكي از 

( Self-renrwalتوانايي خود ترمیمي)نسلي به نسل بعد، 
طور ايفای نقش ضروری برای انجام صحیح  و همین

پتانسیل تولید مثلي جنس  مراحل اسپرماتوژنز و متعاقباً
ول های بنیادی ـــ. سل(1)مذكر در پستانداران را دارند

با نام  اسپرم ساز شامل دو گروه اند؛ گروه اول كه عموماً
واقع همان  ته مي شوند در( شناخGonocytesگونوسیت)

سلول های جنسي اولیه در مراحل اسپرماتوژنز هستند كه 
از مركز لوله اسپرم ساز به بخش اپي تلیوم آن مهاجرت 
كرده و به گروه دوم يعني اسپرماتوگونیای تمايز نیافته، 

در  تبديل مي شوند؛ اسپرماتوگونیای تمايز نیافته معمولاً
د و نله اسپرم ساز يافت مي شوناحیه پايه ای يا بازال لو

ديل ــه، تبـــطي مراحلي به اسپرماتوگونیای تمايز يافت
. در حقیقت، اسپرماتوزنز مجموعه مراحلي بر (2)مي شوند

پايه سلول های بنیادی پرتوان است كه شامل سه مرحله 
اصلي تقسیمات میتوزی اسپرماتوگونیا، تقسیمات میوزی 

ت اسپرمیوژنز كه اسپرماتید ايـــنه ت و درـــاسپرماتوسی
كروی و هاپلوئید را به اسپرماتوزوا تبديل مي كند، است 

تورهای ــــدر نتیجه شناخت مراحل اسپرماتوژنز و فاك
شیمیايي و فیزيكي دخیل در آن، برای غلبه بر اختلالات 

. منشا سلول های (3)تولیدمثلي بسیار حائز اهمیت است
ي بلاست جنیني هستند بنیادی اسپرم ساز، سلول های اپ

و با توجه به ماهیت اين دسته از سلول های بنیادی، 
كلني های مشتق شده از آن ها قابلیت تولید هر سه نوع 
لايه زايای جنیني يعني اكتودرم، مزودرم و آندودرم را 

، پس از كشت 2004تین بار در سال ـــ. نخس(4)دارند
ای تازه سلول های بنیادی اسپرم ساز حاصله از موش ه

متولد شده، نظريه خاصیت پرتواني اين سلول ها، مطرح 
شد. تحقیقات پس از آن نیز موفق به تمايز سلول های 
بنیادی اسپرم ساز به انواع مختلف سلول شدند. امروزه با 
توجه به خاصیت پرتواني اين سلول ها، تولید سلول های 

ت در ـــ( پس از كشEmbryonic cells, ECsجنیني)
به عنوان منبع تولید سلول، در  in vitroط ـــشراي

پژوهش های تحقیقي و بالیني در راستای استراتژی های 

( بسیار مورد توجه Cell Therapyسلول درماني)
 (.5،6)است

( در يک محیط SSCsسلول های بنیادی اسپرم ساز)
( قرار دارند كه از Nicheتخصص يافته ای به نام كنام)

( و Self-renewalخودترمیمي)طريق متعادل ساختن 
 ( سلول های بنیادی، هموئوستازDifferentiationتمايز)

د. كنام سلول های نرا تنظیم مي كنمايع لوله اسپرم ساز 
 هم بنیادی از سلول ها، اجزای ماتريكس خارج سلولي و

عي تشكیل شده كه ـــلول موضـــچنین فاكتورهای مح
كنند. اساس یم مي ـــسرنوشت نهايي سلول را تنظ

ساختاری كنام سلول های بنیادی در بیضه پستانداران از 
ای ـــ( لوله هBasal compartmentاجزای پايه ای)

ل سلول های سرتولي ـــكه شاماسپرم ساز ساخته شده 
(Sertolo Cells, SCsس ،)ل های میوئید)ولــMyoid 

Cellsو ) (سلول های لیديگLeydig Cells.مي باشد ) 
(، يكي از Sertoli Cells, SCsسرتولي)سلول های 

سلول های ضروری برای طي روند صحیح مراحل 
اين سلول های  (؛7)ي روندـــمار مـــتولیدمثلي به ش

، توسط انريكو 19سوماتیكي كه برای اولین بار در قرن 
يندهای آسرتولي توصیف شدند، مسئولیت انجام فر

مراحل یزيكي را طي ـــايت های فــــشیمیايي و حم
؛ به طور مثال اين سلول ها (8)اسپرماتوژنز بر عهده دارند

 Bloodبیضه ای)-مسئول تولید و حفظ سد خوني

Testes Barreir, BTBستند؛ اين سد يكي از ـــ( ه
مهم ترين سد های بیولوژيكي بدن محسوب مي شود 

بخش پايه ای  كه با جداكردن لوله اسپرم ساز به دو
(Basal Sectionو لوم )(نيLumen section و كنترل )

عبور و مرور مولكول ها و يون ها، باعث ايجاد و حفظ 
؛ يكي (9)شرايط پايدار در مايع لوله اسپرم ساز مي شود

ديگر از وظايف بسیار مهم سلول های سرتولي، تبديل 
مقدار زيادی از گلوكز جذب شده به لاكتات برای تغذيه 

لي از يكسری از سلول های جنسي كه طي مراح
اسپرماتوژنز قدرت استفاده از گلوكز را به عنوان منبع 

سلول های  (.10،11)انرژی ندارند، گزارش شده است
اجزای پايه ای غشا سرتولي به همراه سلول های میوئید، 

ای بنیادی ــول هـــــح مي كنند كه سلـــرا ترش
 بنده بهــ( از طريق مولكول های چسSSCsاسپرم ساز)
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 .متصل مي شونديكديگر 
از ديگر سلول های سوماتیكي مهم لوله اسپرم ساز، 

( اشاره Leydig Cellمي توان به سلول های لیديگ)
كرد؛ اين سلول ها با بیان گیرنده هورمون لوتنئیزه كننده 

(LH و تولید هورمون تستوسترون در پاسخ به اتصال )
LH  به گیرنده موجود بر سطح سلول لیديگ، نقش بسیار
ثلي ايفا ـــيندهای تولیدمآمي در پیشبرد صحیح فرمه

های لوله اسپرم ساز، با  . هر گروه از سلول(12)مي كنند
توجه به خصوصیات فیزيكي و شیمیايي مختص خود، 
ماركرهای ويژه ای را بیان مي كنند كه از اين تفاوت 
بیان، مي توان برای تشخیص سلول ها از يكديگر و 

های اختصاصي روی هر سلول طور انجام پژوهش  همین
و  POU5F1، GFRa، c-Kit رهایــــبهره برد؛ مارك

zbtb16  مثال هايي از ماركرهای شناسايي شده برای
سلول های جنسي از جمله سلول های بنیادی اسپرم ساز 

به عنوان يک   POU5F1.(13)در مراحل مختلف هستند
بنیادی فاكتور تنظیم كننده اصلي در پرتواني سلول های 

 ای بنیادی جنینيـــــلول هـــدر س كه مطرح است
(Embryonic Stem Cells ,ESC) .بیان مي شود  

نظر  بسته به میزان بیان، وظايف مختلفي برای آن در
همكاری دو فاكتور  گرفته شده است به عنوان مثال با

 ، خودترمیميNanogو  SOX2تنظیم كننده ديگر، 
(Self-renewal)  و پرتواني سلول های بنیادی جنیني را

 كنترل مي كند.
، سلول های در سطح پايیني از بیان  GFRaماركر

مايز پیش ـــمت تــرا به س (SSCs)بنیادی اسپرم ساز
كه در سطح بیان بالا، موجب  حالي مي برد در
 مي شود. (Self-renewal)خودترمیمي
ايز تنها در سلول های بنیادی تمنیز   C-Kitماركر

یافته بیاني از آن نبیان شده و در سلول های تمايز افته ي
 مشاهده نشده است.

Zbtb16  مي شودعنوان ماركری در نظر گرفته به 
سركوب كننده و هم  به عنوان فاكتور هم كه مي تواند
 چنین در خودترمیمي و هم عمل نموده فعال كننده

(Self-renewal) .سلول های اسپرماتوگوني نقش دارد 
چنین بیان آن در سلول های تمايزنیافته مشاهده  هم

 شده است.

ها از روش های  SSCامروزه برای جداسازی 
متفاوتي استفاده مي كنند؛ يكي از اين روش ها استفاده 

 ,Extracellular matrixاز ماتريكس خارج سلولي)

ECM مانند )Laminin  وCollagen  است؛ يعني به
ها ماركر های سطح سلولي اينتگرين  SSCطور مثال 

CD49  وCD29  را بیان مي كنند، كه اين ماركر ها به
Laminin  متصل مي شوند و يا تمايل زياد سلول های

سوماتیكي بیضه مانند سلول های سرتولي، سلول های 
، Collagenلیديگ و فیبروبلاست ها، برای اتصال به 

سي از ری برای جداسازی سلول های جنــروش ديگ
. از (14،15)سلول های سوماتیكي لوله اسپرم ساز است

ها مورد  SSCروش های ديگری كه برای جداسازی 
-Magneticوان به ــــیرد مي تـــي گــاستفاده قرار م

Activated Cell Sorting  وFluorescence-

Activated Cell Sorting  يا به اختصارMACS  و
FACS ست كه مكانیسم های اشاره كرد. لازم به ذكر ا

-Selfدقیق مولكولي مرتبط با تقسیم، بازسازی مجدد)

renewal آپوپتوز و تمايز ،)SSC  ها به طور دقیق
قات گسترده روی ــــشناسايي نشده است، اما تحقی

SSC  ،ها نشان داده است كه محیط كشت های متفاوت
، FBS (Fetal bovine serum)غلظت های متفاوتي از 

سزايي ه های تغذيه كننده مي توانند تاثیرات ب انواع سلول
طور تمايز  ، تقسیم و همینSelf-renewalبر مراحل 

SSC با (16)ها در شرايط آزمايشگاهي داشته باشند .
لول های ــــمیت ســـتوجه به گزارشات مذكور و اه

اسپرماتوگوني به عنوان منبع زايای سلول های پرتوان و 
بلیت كشت پذيری آن ها در طور با توجه به قا همین

و تاثیر نوع و غلظت های متفاوت  in vitroشرايط 
تركیبات موجود در محیط كشت بر تكثیر آن ها، 
تحقیقات گسترده ای برای دستیابي به محیط كشت 

اين هدف از  بر مطلوب، ضروری به نظر مي رسد. بنا
تحقیق حاضر، استخراج سلول های اسپرماتوگوني از 

بررسي ايمنوسیتوشیمیايي و میكروسكوپي بیضه خوک و 
سلول های حاصل از تكثیر آن پس از كشت در محیط 

 .(17،18)ه استكشت اختصاصي بود

 ها مواد و روش
 ش، از ـــطي اين آزماي هضم آنزيمي بافت بیضه: 
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بیولوژيكي استفاده های  به عنوان مدل و موش خوک
بعد از  مدل های بیولوژيک)خوک و موش(شد. بیضه 

جداسازی از حیوان، در محلول نمكي بافر فسفات يا 
(PBS; Phosphate-buffered saline, Invitrogen 

Co., USA قرار داده شد. سپس لوله های اسپرم ساز )
تر  بیضه از كپسول بیضه جدا شده و به قطعات كوچک

دقیقه در دمای  10تقسیم شدند. بافت خرد شده به مدت 
  HBSS بافری اد در محلولگر درجه سانتي 37

(Hank's buffered salt solution, PAA 

)Laboratories GmbH Co. USA  2+كه حاویCa 
است، به همراه آنزيم های هضم كننده كلاژناز  2Mg+و 
 DNAse (5/0 ،(یلي گرم/میلي لیترـــم 5/0)  IVپ تی

میلي گرم/میلي لیتر(  8/0میلي گرم/میلي لیتر(  و ديسپاز)
های هضم كننده در سرم  داده شد. عملكرد آنزيمقرار 

درصد متوقف شده و سپس  FBS 10جنین گاوی يا 
دست آوردن سوسپانسیون تک ه محلول حاصل برای ب

سلولي به آرامي پیپتاژ شد. بعد از سانتريفیوژ و حذف 
 DMEM/F12 محلول بالايي، نمونه ها با محلول

(DMEM/Nutrient Mixture F-12)  شسته شده و
 10میكروني به مدت  70پس از عبور از فیلتر نايلوني 

سانتريفیوژ شدند. محلول رويي  rpm 1500 دقیقه با دور 
حذف شد و سلول های باقي مانده، در محیط كشت 

 مخصوص سلول های اسپرماتوگونیا كشت داده شدند.
سلول های  محیط كشت سلول های اسپرماتوگونیا:

 StemPro-34تي شامل،  ـــط كشیــجدا شده در مح

medium ،1 درصد مكمل N2 (Invitrogen, USA) ،
 ,Sigma Aldrich)گلوكز -Dي لیتر ــمیلي گرم/میل 6

USA) ،5 ومین سرم گاوی ـــمیكروگرم/میلي لیتر آلب
(Sigma Aldrich, USA) ،1 د ــــدرصL- گلوتامین

(PAA, USA) ،1/0 د ــدرصβ-mercaptoethanol  
(Invitrogen, USA ،)1 د پني سیلین/ــــــــدرص 

درصد ويتامین های  PAA, USA)) ،1استرپتومايسین
MEM (PAA, USA ،)1 نواسیدهای ــد آمیـــدرص

رم/میلي لیتر ــــنانوگ 30، (PAA, USA)غیرضروری
 60، (Sigma Aldrich, USA)ولـــراديــــتـــاس
رون ــــروژستـــر پــــلي لیتــــرم/میــوگـــــنان

(Sigma Aldrich, USA) ،20 رم/میلي لیترـــنانوگ 
EGF (Sigma Aldrich, USA) ،10 

 ,FGF (Sigma Aldrich یترـــــوگرم/میلي لــــنان

USA) ،8 لي لیترـــرم/میــنانوگ GDNF (Sigma 

Aldrich, USA) ،100 یلي لیترــــد/مــــواح LIF 
(Millipore, USA) ،100 رم/میلي لیتر ـــروگــــمیك

 30، (Sigma Aldrich, USA)یدـــک اسـآسكوربی
 ,Sigma Aldrichید ـمیكروگرم/میلي لیتر پیرويک اس

USA)) ،1 ر ـتر/میلي لیتـــمیكرولیDL- لاكتیک اسید
(Sigma Aldrich, USA.و كشت داده شدند ) 

اين سلول ها به صورت  STO: لايه تغذيه كننده
حاوی  DMEM محیط كشتتجاری خريداری شد و در 

 درصد 5راد و ـــگ درجه سانتي 37درصد و در دمای  10

CO2نهايت تقسیم سلول های ، كشت داده شد. در 

STOبا اشعه گاما ،(γ-irradiation) و يا Mitomycin  

C  (10 متوقف شد ،)میلي گرم/میلي لیتر. 
برای رنگ آمیزی  رنگ آمیزی ايمونوسیتوشیمي:

خانه  24ت های ــــ(، از پلیICCايمونوسیتوشیمیايي)
استفاده شد. برای فیكس كردن سلول های كشت داده 

درصد استفاده شد،  paraformaldehyde  4شده از
، شست و شو 20Tweenو  FBSسپس اين سلول ها با  

  permeabilizedداده شدند. برای نفوذپذير كردن يا 
ده ، استفاPBSدرصد حل شده در  Triton  1سلول ها از 

 24شده و سلول ها با آنتي بادی های اولیه به مدت 
س اين روند برای ــــدند سپــوبه شــــساعت، انك

ويه نشاندار نیز تكرار شد. برای ــــآنتي بادی های ثان
میكروگرم/میلي لیترDAPI (2/0  )رنگ آمیزی هسته از 

  Poly vinyl alcoholاستفاده شد و بعد سلول ها با 

(®Mowiol) رديدند. از میكروسكوپ ـــس گـــفیك
( و كونفوكال Olympus, BX51, Japanفلورسنس)

(Zeiss LSM 700 برای بررسي سلول های نشان دار )
 شده استفاده شد.

كلني ها پس   بررسي ها با میكروسكوپ الكتروني:
 Glutaraldehyde 5/2، با بافر PBSاز شست و شو با 

ساعت و سپس در تترا اكسید سمیوم  2درصد به مدت 
دقیقه، تثبیت شدند. برای آبگیری از  90آبي به مدت 

و سپس  (29،30)نمونه ها، از روش افزايش درصد اتانول
از دستگاه خشک كننده هوا برای خشک كردن نمونه ها 
استفاده شد. در نهايت، سطح نمونه ها را با لايه نازكي از 

انده شده و با میكروسكوپ الكتروني نگاره طلا پوش
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(VEGA\TESCAN, Czech Republic به بررسي )
 آن ها پرداخته شد.

مراحل و محتوای آزمايش حاضر توسط كمیته 
با كد های نوين آمل  اخلاق دانشگاه تخصصي فناوری

Ir.ausmt.rec.1398.03.07 .مورد تايید قرار گرفت 

 ی پژوهشیافته ها
روز پس از كشت  2كلني های حاصله،  مورفولوژی:

روی محیط كشت اختصاصي حاوی فاكتورهای رشد و 
سلول های تغذيه كننده، شروع به رشد كرده و پس از 

ان ــــه ای را نشـروز كلني ها نوعي از تكثیر خوش 15
  (.1 شماره مي دهند)شكل

لول های ـــي ســـبررس ايمنوسیتوشیمیايي: آنالیز
برای بیان  اده شده از بیضه خوکاستخراج و كشت د
، مشخص ساخت كه گروهي Ki67ماركر سطح سلولي 

 شكل)از اين سلول ها ماركر مذكور را بیان مي كنند
 . (2شماره 

در   POU5F1بیان ماركرین بررسي ــــچن هم
بیان ضعیف خوک  موش و سلول های لوله اسپرم ساز

    نشان داد. موشاين ماركر را در خوک و 
پس از طي مراحل  میكروسكوپ الكتروني: بررسي

آماده سازی نمونه، بررسي سلول ها  با میكروسكوپ 
 الكتروني، هسته كوچک و متمايل به سمت ديواره سلولي

)نسبت نوكلئوپلاسمي سیتوپلاسم بزرگ را نشان داد و
سراسر بودن دستگاه گلژی در پراكنده . در عین پايین(

 ي(، جانبBasal)یا هيدر سطوح پاتجمع  توپلاسمیس
(Lateralو پا )يجانب-یا هي(Basolateral ) دهيدنیز 

 .(3شماره  شكل)شد
Fluidigm Real-time PCR analysis:  مقايسه

دو گونه از  در zbtb16 و POU5F1اركر ــــبیان م
يعني سلول های بنیادی جنیني موش سلول های جنسي 

(Mouse Embryonic Stem Cells, mESCs)  و
 Spermatogonial)رم سازــــهای بنیادی اسپسلول 

Stem Cells, SSCs )چنین يكي از مهم ترين  هم
لوله اسپرم ساز يعني سلول های سلول های سوماتیكي 

نتايج مقايسه  انجام شد. (Sertoli Cells, SCs)سرتولي
سلول های بنیادی جنیني موش،  بیان اين دو ماركر در

چنین سلول های  سلول های بنیادی اسپرم ساز و هم
كدام نشان نداد و  سرتولي  بیان معني داری را در هیچ

 SCsو بیشتر از  SSCsبیشتر از  mESCدر به ترتیب 
(mESC>SSCs>SCs)شكل( شماره -a5). 

در سلول هايي كه از  zbtb16بررسي بیان ماركر   
بیضه موش استخراج و سپس كشت داده شد نشان داد 
كه، بیان اين ماركر در سلول های بنیادی اسپرم ساز 

(SSCs ،نسبت به ساير سلول های موجود در مطالعه )
. (b-5 شماره )شكل( استSignificantمعني دار)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ها در محیط کشت اختصاصی)میكروسكوپ زمینه روشن(. حدود دو روز بعد از هضم آنزیمی، سیم و تمایز سلول ــبررسی تق .1 شماره شكل

 (. B(. حدود ده روز بعد از پلیت کردن، تعدادی از سلول های در حال رشد مشاهده شدند)Aسلول ها در سطح پلیت پخش شدند)

 (.Dبعد از پلیت کردن)(. حدود پانزده روز Cشكل خوشه ای کلنی حدود ده روز پس از جداسازی و کشت)
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 Ki67بررسی ایمنوسیتوشیمیایی سلول ها پس از کشت. بررسی ها نشان داد که بعضی از این سلول ها، آنتی بادی مونوکلونال  .2شماره  شكل

 (.B)سبز(، ) Ki67)آبی( و  DAPI(. هم پوشانی Aرا که مارکری تخصصی است و بیان آن به معنای توانایی تقسیم سلولی است، بیان می کنند)

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

میكروگراف الكترونی سلول های کشت داده شده، ویژگی های متعددی از سلول های مورد بررسی را نشان داد. در هسته سلول  .3 مارهــش شكل

شد. اجسام  هتروکروماتینی)فلش کوچک( مشاهدهچنین نقاط پراکنده  )فلش بزرگ( و همهستک های متراکم و هتروکروماتین های مورد بررسی،

مشاهده شد)سر فلش(. در  ( نیز در سیتوپلاسم این سلول ها و در نزدیكی دستگاه گلژیMultivesticular bodies, MVMمولتی وستیكولار)

ل ـــ( دیده شد اما در کBasolateralجانبی)-( و پایه ایLateral(، جانبی)Basalاغلب موارد مشاهده شده دستگاه گلژی در سطوح پایه ای)

چنین میكروگراف های الكترونی نسبت نوکلئوپلاسمی)هسته به سیتوپلاسم( پایین را نشان  می توانند سراسر سیتوپلاسم پراکنده باشد. هم

 (.A, Bدادند)

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

( و A2توسط سلول های لوله اسپرم ساز خوک) POU5F1بررسی ایمونوسیتوشیمیایی سلول های لوله اسپرم ساز. بیان مارکر  .4 شماره شكل

 بز( و ــ)س POU5F1همپوشانی  (A2-B2).(.  و موشA1در خوک) DAPIو   POU5F1( بیان mergeتصویر هم پوشان)

DAPIی()ــــ)آب(A1-B1. 
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 (، سلول های بنیادیmESCsدر سلول های بنیادی جنینی) POU5F1: بررسی بیان  aدر موش. RT-PCRآنالیز  .5شماره  شكل

 . SCsو  mESCs ،SSCsدر سلول های  zbtb16: آنالیز بیان مارکر b(. SCs( و سلول های سرتولی)SSCsاسپرم ساز) 

 

 

 و نتیجه گیری بحث
مشاهدات انجام شده نشان داد كه سلول های مورد 
بررسي، ويژگي هايي مانند پتانسیل كشت داده شدن در 

، رشد و تكثیر STOحضور سلول های لايه تغديه كننده 
ط كشت غني از فاكتورهای رشد، ــخوشه ای در محی

قدرت تكثیر و ضريب نوكلئوپلاسمي)حجم هسته به 
واقع نتايج حاصل از  سیتوپلاسم( پايین هستند. در

هــای  وپي ســلولــــكروســكـــــابي میــارزيـ
، ماهیت سلولي از بیضه خوک  اسپرماتوگونیای جداشده

يید ااتوسیت اولیه بودن، تها را مبني بر احتمال اسپرم آن
 (.3 شماره )شكلدمي كن

سلول های بنیادی اسپرماتوگوني، به عنوان بنیانگذار 
جمعیت مولد بیضه شناخته شده و با مراحل اسپرماتوژنز، 

لولي را تحت ـــای ســــقابلیت تكثیر خود، كلني ه
، نوعي Ki67ماركر تولید مي كند؛   in vitroرايطــش

نشانگر سطح سلولي است كه بیان آن توسط سلول ها، 
ت مي كند در همین ــقابلیت تكثیرپذيری آن ها را ثاب

راستا،  بررسي ايمنوسیتوشیمیايي سلول های كشت داده 
شده بیضه خوک طي پژوهش حاضر، پس از رنگ آمیزی 

( تصوير حاصل Mergeو هم پوشاني) DAPIهسته با 
مشخص مي سازد كه گروهي از  Ki67از آن با تصوير

 شماره )شكلاين سلول ها اين ماركر را بیان مي كنند
2). 

ق حاضر، كلني های حاصل از تقسیمات در تحقی
روز بعد از كشت در محیط كشت  15تا  10سلولي، پس از 

ول های ــــاختصاصي حاوی فاكتورهای رشد و سل
 ؛ همان(1شماره  )شكل، مشاهده شدند STOتغذيه كننده

لول های بنیادی ــــد، امروزه ســـكه اشاره ش طور

لخواه سلول های اسپرماتوگوني برای دستیابي به مقادير د
پرتوان در شرايط خارج از بدن، در مركز توجه مطالعات 

؛ مطالعات انجام شده (19)سلول های بنیادی قرار دارد
ومورزايي سلول های بنیادی ــــژگي های تـــروی وي

چنین مطالعات گسترده در زمینه  اسپرماتوگوني و هم
مي توانند شواهدی محكم (، Transplantation)پیوند

یجه پرتوان بودن اين ـــاثبات قدرت تمايز و در نت بر
لاوه بر اين، بررسي ــــ. ع(20،21)دـــسلول ها باشن

فاده شده برای ــغلظت های مختلف محیط كشت است
تولید كلوني های سلول های بنیادی اسپرماتوگوني از 
ديگر موضوعات حائز اهمیت در تحقیقات پايه بیولوژيک 

به منظور كشت سلول های بیضه  .(22)به شمار مي رود
در شرايط آزمايشگاهي، دو روش پیشنهاد شده است: 

ضه و كشت سلول های بنیادی جدا كشت اندام های بی
توجه به موانعي نظیر سخت بودن فراهم كردن  اب .شده

شرايط فیزيولوژيک بدن در محیط آزمايشگاهي و تنظیم 
ج تر استفاده از روش دوم راي كردن سیستم هورموني،

است. يكي از رويكردهای جديد در حوزه بیولوژی 
 لول های بنیادی اسپرماتوگونيـــكشت س تولیدمثل،

 است. نظیر موش،خوک و میمون گونه های مختلف 
نهاد ــــمادی، پیشــچنین طي سال های مت هم

تفاوت برای استخراج و خالص سازی ـــروش های م
آن ها، ذهن  سلول های بنیادی اسپرماتوگوني و بررسي

بسیاری از محققین حوزه بیولوژی تولیدمثل را درگیر خود 
سال  15. در مطالعات انجام شده، طي (23)كرده است

، FACSو  MACSگذشته روش های مختلفي مانند 
ها از بافت بیضه پیشنهاد شده  SSCبرای جداسازی 

برای اولین بار  ريباًـــ؛ به طور مثال تق(16،24،25)است
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 MACSسال پیش طي يک پژوهش از روش  10حدود 
گروه سني موش برای  4ها از  SSCبرای جداسازی 

در اين سلول ها انجام شد.  GFRA1بررسي میزان بیان 
استفاده از اين روش ها در مطالعات دهه اخیر، برای 

چون بیان ماركرهای مختلف  دستیابي به نتايجي هم
عددی توسط سلول های پرتوان جنسي و ويژگي های مت

. به طور مثال (26،27)ها، بسیار مفید بوده است SSCاز 
 MCAM،integrinاطلاعاتي مانند بیان ماركرهای 

(CD29) ،GFRa1  ،GPR125 ،CDH1 ،Stra8  و
  C-Kit ،MHC1 ،CD51 ،CD45عدم بیان ماركر 

ها، پس از جداسازی اين سلول ها به روش  SSCتوسط 
MACS  وFACS .بررسي در همین راستا،  بوده است

 در  POU5F1بیان ماركر میاييــوشیـــايمنوهیست
ش انجام و مو پرم ساز خوکــسلول های لوله اس

از طي پژوهش حاضر، چنین  هم (. 4 شماره شد)شكل
 RT-PCRبررسي سلول های استخراج شده از موش با 

به  POU5F1و  zbtb16برای آنالیز بیان دو ماركر 
ذكور در سه نوع از ـــاركر مـــبیان ممنظور مقايسه 

نتايج حاصل از  سلول های حاصل از كشت استفاده شد.
در  zbtb16نشان داد كه بیان  RT-PCRي ـــبررس

 اركرــ( برخلاف مSSCs)سلول های بنیادی اسپرم ساز

POU5F1 ابل بیان ماركر ــــمق ني دار بود. درـــمع
POU5F1  جنینيای بنیادی ـلول هـــدر س(mESCs )

در سلول های مذكور   zbtb16ماركرنسبت به بیان 
 .(5 شماره )شكلبیشتر بوده است

واقع، ارائه اطلاعات حاصل از پژوهش هايي  در 
مانند اين مقاله، برای دستیابي به روش های جداسازی 

و  لولي سلول های پرتوان جنسيــو كشت خارج س
 بررسي های سیتولوژيک سلول های موجود در بیضه،
مي تواند در رسیدن تحقیقات آينده به نتايجي مبني بر 
درمان ناباروری و ساير اختلالات تولیدمثلي و يا كمک 
در روش های نويني مانند كلونینگ، مهندسي بافت، 
دست كاری ژنتیكي، بیوايمپلنت، پیوندها و درمان های 

 فاده قرار گیرد.ترمیمي مورد است

 سپاسگزاری
مركز مطالعات و  با حمايت مالي قیتحق نيا
 ( وزارت علومCISSC)يالملل نیب يعلم یها یهمكار

 همكاریتوافق نامه چنین  همو  یو فناور قاتــــیتحق
(MOUب )و آلمان  دلبرگـــيگاه هاــــدانش نــی

اوری های نوين آمل انجام شده ـــتخصصي فندانشگاه 
 است.

 Ir.ausmt.rec.1398.03.07 كد اخلاق:
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Abstract 

Introduction: Spermatogonial Stem Cells 

(SSC) are the originators and beginning 

points of the spermatogenesis process. 

Moreover, they are considered the only stem 

cells in the body that could transfer genetic 

information to the next generation through 

gametogenesis. This study aimed to 

investigate the potency and power of SSC 

under in vitro and in vivo conditions. 

 

Materials & Methods:  Enzymatic digestion 

technique was utilized to extract the 

spermatogonial cells of the pig and mouse's 

testis. They were then cultured in an 

environment containing FGF, EGF, GDNF, 

and a feeder layer of STO.  For 

immunocytochemistry and RT-PCR 

analysis, Ki67, POU5F1, and ZBTB16 

markers were used to evaluate the resulted 

colonies. Ethics code: 
Ir.ausmt.rec.1398.03.07 

 

 

Findings: The nature of the SSC resulted 

after separation and culture was proved 

through measures, such as cluster growth of 

the colonies in the culture medium, Ki67 

marker expression in the 

immunocytochemistry review which 

showed the duplication ability, and the 

morphological criteria observed by an 

electron microscope. Moreover, the 

comparative expression of POU5F1 and 

ZBTB16 markers in the embryonic stem 

cells, SSC, and Sertoli cells within the 

seminiferous tubules of the mouse was 

analyzed by RT-PCR. 

 

Discussions & Conclusions: This 

experimental study investigated the 

expression of Ki67, POU5F1, and ZBTB16 

in the seminiferous tubules and special 

cytological features of SCC. The findings 

are beneficial for future advanced studies in 

reproductive biology fields. 

 

Keywords: Cytology, Mouse embryonic 

stem cells, Pluripotent stem cells, Pou5f1 

protein, Zbtb16 
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