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 چکیده

مانی سلولهای دهها و میزان زنها، اندازه کلونیباعث افزایش تعداد سلول توانداپیدرمال می فاکتور رشد زمینه مطالعاتی:

 اندازه ها،سلول بر تعداد اپیدرمال رشد فاکتور اثر این آزمایش به منظور بررسی هدف:بنیادی اسپرماتوگونی گردد. 

ساز از های منیهای اپیتلیوم لولهر این مطالعه سلولد کار:روشاسپرماتوگونی انجام گرفت.  مانیزنده میزان و هاکلونی

شناسی ها علاوه بر ریختلكتین جداسازی شدند. ماهیت سلول DSAبیضه گوساله با استفاده از مراحل هضم آنزیمی و 

أیید لی تهای کلونی و سرتوو ویمنتین در سلول Oct-4و فعالیت آنزیم آلكالین فسفاتاز، از طریق نشانگرهای اختصاصی 

 های بنیادی به صورت هم کشتها، تعلیق سلولی حاوی سلولسلول سازیشدند. برای تعیین شرایط مناسب کشت و غنی

ان هفته دوره کشت، میز 2کشت داده شد. در طول  EGFهای متفاوت از فاکتور رشد با سلول سرتولی و افزودن غلظت

ب ذو-منجمد In vitroآخرین مرحله، این سلولها در محیط  کلونیزاسیون، با میكروسكوپ نوری اندازه گیری شد. در

ر در تیما در بررسی سطح به صورت کلی، نتایج:های بنیادی ارزیابی شود. شدند تا درجه خلوص و قدرت زیست سلول

 114/0 های با قطر بزرگتر ازدر بررسی کلونی(، > 05/0P) دار بودافزایش سطح تغییر معنی EGFنانوگرم  50با غلظت 

ها در شمارش ، اما در اندازه کلونی(> 05/0P) دار بودنانوگرم معنی 50ها در غلظت ، افزایش قطر کلونی(SE ±)متر میلی

ن مطالعه حاضر نشا گیری نهایی:نتیجه داری در هیچ کدام از گروه های آزمایشی دیده نشد.روز آخر تغییر معنی

ه ز رابطاتوگونی را با درجه خلوص بالا از بیضه گوساله جدا کرد و همچنین های بنیادی اسپرماتوان سلولدهد که میمی

د های سرتولی و بعضی فاکتورهای رشد برای شروع، حفظ فراینهای بنیادی اسپرماتوگونی و سلولمتقابل بین سلول

طی انجماد  های بنیادی در طی کشت و افزایش درجه خلوص و قدرت زیست آنها درسازی سلولزایی و غنیاسپرم

دار در نظر ، به عنوان سطح معنیP <0.05استفاده شد و  ANOVAاستفاده کرد. درتجزیه و تحلیل آماری از آزمون 

 گرفته شد.
 

 EGFکشتی، های بنیادی، اسپرماتوگونی، کلونیزاسیون، همسلول واژگان کلیدی:
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 مقدمه

 از اییافته سازمان و پیچیده زایی، فرآیند بسیاراسپرم

 که است اسپرماتوگونی بنیادی هایتمایز سلول و تكثیر

 تعداد به نهایت در میوز میتوز و متوالی تقسیمات طی

کنند )فلیپس و پیدا می تمایز اسپرماتوزوآ شماریبی

 همچنین .(2006اوتلی و برینستر  و 2010 همكاران

تداوم  و برای آغاز اسپرماتوگونی های بنیادیسلول

هستند )کایرس و همكاران  ضروری و لازم زاییاسپرم

هم دارای  اسپرماتوگونی بنیادی های(. سلول2010

هایی است که قادر توانایی خود تكثیری و هم تولید سلول

های بنیادی در یك باشند. انواع مختلف سلولبه تمایز می

های بنیادی اسپرماتوگونی حیوان وجود دارد، اما سلول

ا سلول بدنی است که با فرد بوده چون تنهمنحصر به

های فرزندان بعد ها را به سلولتواند ژنتقسیم خود می

از خود منتقل نماید، در نتیجه این سلول منبع ارزشمند 

های پزشكی، های بیولوژیكی، پژوهشجهت آزمایش

فناوری در زمینه دام و اصلاح ژنتیكی از طریق 

باشد )نینگ و همكاران دستورزی سلول ژرم نر می

ها بر روی (. اسپرماتوگونی2011لیو و همكاران  و 2012

ساز قرار دارند بنابراین در همان های منیغشاء پایه لوله

ها درصد خیلی یابند. این سلولمحل تقسیم و تمایز می

 810 دهند، ازها را تشكیل میهای بیضهکمی از سلول

 سلول آن، عدد از 410 تقریبا   موش، بیضه در سلول

، ایزدیار و 1993تگلنباش ودی رویژ (است  بنیادی

و دی کرتسر و همكاران  1393، راسل 2003همكاران 

 پیوند و انجماد های اسپرماتوگونی،سلول کشت (. 1998

 کمك قابل توجهی در شناخت که آنها روشی نوین است 

 مؤثر اسپرماتوگونی و عوامل بنیادی هایسلول بیولوژی

(. 1999فورد و همكاران کرده است )راد ناباروری در

ها ها و موفقیت در پیوند این سلولاستفاده از این آموخته

و کاربرد آن در جوندگان باعث شده کاربرد آن در علوم 

 و 2008دامی مورد توجه قرار گیرد )اپونته و دی رویژ 

با وجود پیشرفت بسیار زیاد  (.2007هرید و همكاران 

پیشرفت این علم در این علم در حیوانات آزمایشگاهی، 

ای روند بسیار کندی داشته )اپونته و دی های مزرعهدام

 نشانگرهای چون عدم دسترسی به (، عواملی2008رویژ 

 بنیادی هایشناسایی سلول جهت اختصاصی

 اینیازهای تغذی در مورد ناکافی و دانش اسپرماتوگونی

 اسپرماتوگونی هایسلول نیاز مورد رشد فاکتورهای و

 هایسلول کشت به مربوط تحقیقات مسیر ی درمانع

است )گوسنز و همكاران  اسپرماتوگونی بوده بنیادی

 های(. تا کنون سیستم2005اپونته و همكاران  و 2003

 بنیادی اسپرماتوگونی در هایسلول کشت برای مختلفی

 رفته به کار گاو و موش مانند حیوانات مختلف هایگونه

 جهت اولیه در هاییقات گامو در حقیقت این تحق است

درمحیط ازمایشگاه است )ایزدیار و  زاییاسپرم فرایند

، 2004، کوباتا و همكاران 2003همكاران 

و کاناتسوشینوهارا  a2003کاناتسوشینوهارا و همكاران 

 دارکشت سرم هایمحیط از (. استفادهa 2005و همكاران 

 و b 2005سرم )کاناتسوشینوهارا و همكاران بدون و

های بنیادی (، هم کشتی سلول2002کریمرز و همكاران 

های سرتولی )کروجی و همكاران اسپرماتوگونی با سلول

( و اضافه کردن 2006، اپونته و همكاران 2009

 Epidermal Fibroblast Growth فاکتورهای رشد مثل

Factor-2 (FGF2), Inhibitory Leukemia Factor 

(LIF), Epidermal Growth Factor (EGF)  وGDNF 

، کاناتسوشینوهارا و همكاران 2004)کوباتا و همكاران 

b2003 و غیره نتیجه تلاش محققان برای ایجاد محیط )

ها بود که موفقیت چندانی مناسب برای رشد این سلول

های موش نداشت، اما جیونگ و همكاران با کشت سلول

ی های سرتولی در محیط کشت حاوبالغ برروی سلول

DMEM  ،و همچنین افزودن بعضی فاکتورهای رشد

روز بعد از  23تا  8های زاینده را از های سلولکلونی

 (. روش2003کشت مشاهده کردند )جیونگ و همكاران 

مدت  طولانی نگهداری برای روش بهترین انجماد

 افزایش برای . است اسپرماتوگونی بنیادی هایسلول

 گرفته صورت زیادی لعاتمطا هاسلول ماندن میزان زنده

 است گرفته قرار بررسی مورد مختلف هایضد یخ و
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 متیل دی که داده نشان این بررسی ها نتایج

 سلول انجماد ، برای (DMSO)سولفوکسید

 بیشتر انجماد، از بعد و بهتر است اسپرماتوگونی

مانند )ایزدیاز و زنده می هااسپرماتوگونی هایسلول

 (.2002همكاران 

ن تحقیق ضمن تعیین روش مناسب جداسازی در ای

ساز های منیهای لولههای اسپرماتوگونی از سلولسلول

های سرتولی و افزودن کشتی با سلولگوساله، اثر هم

های بنیادی سازی سلولبر غنی EGFفاکتور رشد 

اسپرماتوگونی گوساله مورد بررسی قرار گرفت و در 

اسپرماتوگونی های بنیادی نهایت درصد حیات سلول

 ذوب محاسبه شد. –گوساله پس از انجماد 

 

 هامواد و روش

گوساله، بیوپسی به  10برای انجام این آزمایش از بیضه 

( انجام 1996( طبق دستورالعمل تومای )(TESEروش 

ها برداشته و پس از متری از بیضهمیلی 5×5شد. قطعات 

جداسازی در یك لوله استریل فالكون محتوی محیط 

کشت قرار داده شد، در همان زمان برای انجام آزمایش 

به آزمایشگاه انتقال یافت. بعد از شستشو در محیط 

 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle'sکشت 

Medium( )Gibco-BRL, Life Technologies, 

PaisleyUK)،  به محیط کشتDMEM  حاوی آنزیم جهت

 هضم آنزیمی مرحله اول منتقل گردید.

 های لازم جهت هضم آنزیمیآنزیم

 ,mg/ml 5/0 (Sigma, St. Louis. کلاژناز/دیسپاز 1

MO, USA) 

 mg/ml 5/0 (Sigma, St. Louis, MO, USA). ترپسین 2

 mg/ml 05/0 (Sigma, St. Louis, MO, USA). دناز 3

در  در مرحله اول هضم آنزیمی نمونه جدا شده از بیضه 

به طور مكانیكی های هضمی محیط کشت حاوی آنزیم

درجه  37 دقیقه در دمای  60قطعه قطعه و به مدت 

دقیقه  10انكوبه شد. در طی این مدت هر گراد سانتی

دقیقه تكان  1بار به آرامی توسط سمپلر و به مدت یك

ها و شد. پس از طی این مرحله، محیط حاوی سلولداده 

 ساز، چند بار )تا زمانی که محیطهای منیقطعات لوله

ها شفاف شود( و هر بار به روی رسوب قطعات بیضه

( RPM1200)معادل  g300دقیقه با سرعت  1مدت 

بار(. بعد از هر بار سانتریفوژ  4-3سانتریفوژ شد )

تازه  DMEMمحیط بالای رسوب، ته لوله با محیط 

ها جایگزین شد. این کار باعث حذف بافت بینابینی، اسپرم

های ضه شد و قطعات لولهو اسپرماتیدها از قطعات بی

ساز که حاصل اولین مرحله از هضم آنزیمی بودند منی

وارد مرحله دوم هضم آنزیمی شدند. در این مرحله 

تجمعات سلولی موجود در تعلیق تا حد امكان خرد شدند. 

( سانتریفوژ شد. پس از g30 )400 RPMتعلیق با سرعت 

در ته  سازهای منیسانتریفوژ، قطعات هضم نشده لوله

لوله رسوب کرده و بعضی از تجمعات سلولی در تعلیق، 

بالا قرار گرفتند. قسمت بالایی تعلیق را از فیلترهای 

عبور داده تا تجمعات سلولی موجود از  µm70نایلونی 

های منفرد های منفرد تعلیق جدا شود. سپس سلولسلول

حاصل، با دو بار سانتریفوژ کردن شستشو شدند و به 

سرم آلبومین  درصد 5حاصل محیط تازه دارای تعلیق 

(. تعلیق 2007( اضافه شد )کروجی BSA, Sigmaگاوی )

های سرتولی و حاصل عمدتا  حاوی دو نوع سلول )سلول

اسپرماتوگونی( بود که در مراحل بعدی برای جدا کردن 

و  1های سرتولی از تعلیق از روش اسكارپینوسلول

ها ردن سلول( و برای جدا ک1998همكاران )

( 1995و همكاران ) 2اسپرماتوسیت از روش وان پلت

های سرتولی و استفاده شد. بعد از جدا کردن سلول

های اسپرماتوگونی که در تعلیق اسپرماتوسیت، سلول

دقیقه با  10شناور بودند پس از سانتریفوژ به مدت 

( جداسازی شد. این RPM2200)معادل  g800سرعت 

آزمایشات مختلف مورد استفاده  ها جهت انجامسلول

های اسپرماتوگونی قرار گرفت. به کمك این روش، سلول

درصد جداسازی و درصد  50تا  40با درجه خلوص 

                                                           
1 Scarpino 
2 Van Pelt 
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 1درصد تریپان بلو 4/0ها به کمك محلول حیات سلول

های سرتولی )لایه گیری سلولارزیابی شد. بعد از شكل

یق سلولی )یك هفته پس از کشت(، تعل (،2کنندهتغذیه

روی این لایه  Aهای اسپرماتوگونی نوع حاوی سلول

گروه انجام گرفت. یك گروه، گروه  5کننده، در تغذیه

درصد  5دارای  DMEMکنترل، فقط حاوی محیط کشت 

سرم، و چهار گروه به این ترتیب: گروه اول شامل محیط 

با  EGFدرصد سرم بعلاوه  5دارای  DMEMکشت 

 DMEMدوم شامل محیط کشت ، گروه ng/ml 4غلظت 

، ng/ml 12با غلظت  EGFدرصد سرم به علاوه  5دارای 

درصد  5دارای  DMEMگروه سوم شامل محیط کشت 

، گروه چهارم ng/ml 20با غلظت  EGFسرم بعلاوه 

درصد سرم به  5دارای  DMEMشامل محیط کشت 

درجه  32، در دمای ng/ml 50با غلظت  EGFعلاوه 

دو هفته کشت شدند. ارزیابی کلونی  به مدتگراد سانتی

، 5روز  های اسپرماتوگونی دراز نظر تعداد و قطر کلونی

 Germany( 3به کمك میكروسكوپ معكوس 14و  11،  8

،(zeiss  که به عدسی چشمی مدرج، مجهز شده بود مورد

گیری قرار گرفت. و اسپرماتوگونی و ردیابی آنها اندازه

های ایمونوهیستوشیمی پس از پیوند به وسیله آزمون

های های سرتولی و سلولویمنتین، برای سلول

، برای -4Octاسپرماتوگونی و ایمونوهیستوشیمی 

های اسپرماتوگونی مورد ارزیابی قرار گرفت. سلول

سازی تجزیه و تحلیل اطلاعات آماری برای تعیین بهینه

ها به کمك تجزیه و تحلیل شرایط و کشت سلول

ANOVA افزار نرم از دهاستفا با SPSS  ،انجام شد

 گرفته نظر در دار معن P≤0.05 سطح در هاداده تفاوت

 شد.
 

 نتایج 

ها ماهیت سلولهای بدست آمده به بعد از کشت سلول

ترتیب زیر مورد بررسی قرار گرفت، تعلیق سلولی جدا 

                                                           
1 Trypan blue 
2 Feeder layer 
3 Invert-phase microscope 

های ساز گوساله حاوی انواع ردههای منیشده از لوله

شرح زیر اندازه و شكل متفاوت بهمختلف سلولی ژرم با 

 بود.

 های اسپرماتوگونیسلول 

های کروی بوده و این سلول µm8-10قطر آنها بین 

بودند. این  4شكل حاوی دو تا سه هستك خارج مرکزی

های سلولی ایجاد کردند پس از تقسیم، کلونی هاسلول

 (.1)شكل 
 

 
 های اسپرماتوگونیسلول -1شکل 

Figure 1- spermatogonial stem cells 
 

 سلولهای سرتولی

شكل نامنظم داشته و در اولین هفته کشت زوائد کشیده 

و پهنی پیدا کرده و سعی در برقراری تماس با سلول 

ها پس از تقسیم، یك لایه مجاور را داشتند. این سلول

 (.2سلول در کف پتری دیش ایجاد کردند )شكل 

 

 
 

های سرتولی چسبیده در کف پتری دیش که سلول -2ل شک

 اندکلونی اسپرماتوگونی را احاطه کرده
Figure 2- Sertoli cells around the spermatogonial 

colony 

                                                           
4 Eccentric  
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ی بعد، فعالیت آلكالین فسفاتاز بیضه بررسی در مرحله

عنوان شد، برای تأیید فعالیت آلكالین فسفاتاز، ابتدا به

افت روده موش که دارای فعالیت آلكالین کنترل مثبت ب

فسفاتاز زیاد است مورد بررسی قرار گرفت. بررسی 

 1روده موش نشان داد که حاشیه مسواکی پرزهای روده

)قرمز رنگ(، جایگاه فعالیت آنزیم آلكالین فسفاتاز است. 

در مرحله بعد فعالیت آلكالین فسفاتاز بیضه بررسی شد. 

های لین فسفاتاز در سلولبررسی فعالیت آنزیم آلكا

ها فاقد فعالیت آلكالین سرتولی نشان داد که این سلول

 (. 3فسفاتازی هستند )شكل 

 

 
 

 های ایمنوسیتوشیمینتایج آزمون -3شکل 

 (a( .سلولهای سرتولی بدون رنگ آمیزی )bهسته سلول ) های

سیتوپلاسم DAPI( .c )سرتولی رنگ آمیزی شده با 

های ( سلولd. )FITCهای سرتولی رنگ آمیزی شده با سلول

 سرتولی رنگ آمیزی شده با آنتی ویمنتین
Figure 3- The results of immunohistochemically tests 
(a) Sertoli cells without coloring. (b) The core of the 

Sertoli cells stained with DAPI. (c) Sertoli cells 

cytoplasm stained with FITC. (d) Sertoli cells stained 

with anti-vimentin 
 

 دهنده کلونیهای تشكیلبررسی نشان داد که سلول

های اسپرماتوگونی( دارای فعالیت آلكالین فسفاتاز )سلول

های جدا مثبت هستند، برای اینكه مشخص شود که سلول

کننده را لایه تغذیه لكتین که نهایتا  DSAشده به کمك 

های سرتولی هستند، به کمك تشكیل دادند همان سلول

                                                           
1Brush border of villous 

آزمون ایمونوهیستوشیمی، وجود پروتئین 

سایتواسكلتون ویمنتین در آنها بررسی شد و نتایج 

های سرتولی گوساله دارای این نشان داد که سلول

 (.3پروتئین هستند )شكل 

توگونی، های اسپرمابرای تأیید بیشتر ماهیت سلول

در  -4Oct شناسی، نشانگر اختصاصیعلاوه بر ریخت

های کلونی حاصل شده نیز بررسی شد. نتایج سلول

را  -4Oct های کلونی در محیط کشت،نشان داد که سلول

در چهار  EGF(. اثر فاکتور رشد 4بیان کردند )شكل 

های ها با سلولکشتی این سلولدوز مختلف در هم

ها در طی دو لونیزاسیون سلولسرتولی روی میزان ک

 (.2007هفته ارزیابی شد )کروجی 
 

 
 

 های ایمنو هیستو شیمینتایج آزمون  -4شکل 

(a)  بررسی فعالیت آنزیم آلكالین فسفاتاز در روده موش 

(bبررسی فعالیت آنزیم آلكالین فسفاتاز در بافت بیضه ) 

(c ) م آلكالین فسفاتاز در تك لایه کف بررسی فعالیت آنزی

 پتری دیش

((d 4 بیان نشانگر اختصاصیOct- های کلونیدر سلول 

Figure4- The results of immunohistochemically tests  
(a) Investigating the Activity of Alkaline Phosphatase 

Enzyme in the Mouse's Intestine.  
(b) Investigating Alkaline Phosphatase Enzyme Activity 

in Testicular Tissue. 
(c) Investigating the Activity of Alkaline Phosphatase 

Enzyme in Petri Dish Single Layer. 
(d) Specific expression of Oct. 4 in colony cells 
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ها تقریبا  به صورت گرد مشاهده همچنین این سلول

روز بعد  4-3ها اوتی داشتند )این سلولشدند و اقطار متف

از کشت در محیط کشت قابل تشخیص بودند(. تقسیمات 

های اسپرماتوگونی سلولی جهت تشكیل کلونی در سلول

ها طوری که با گذشت زمان تعداد کلونیهم زمان نبود به

( نشان داد، طوری که تعداد p≤05/0داری )افزایش معنی

( و در 3( )جدول 17.38± 4.26ها در روز پنجم، )کلونی

( 235.38 ± 11.78روز پایانی شمارش )روز چهاردهم(، )

(، علاوه بر این، سطح کل آنها نیز افزایش 3بود )جدول 

داری داشت، این نتیجه با مطالعات کروجی و معنی

( مطابقت داشت. بعد از اضافه کردن 2006همكاران )

: )در نتایج زیر، مشاهده شد EGFمقادیر متفاوت 

ها مورد بررسی های قبلی، افزایش قطر کلونیبررسی

× 114/0های با قطر گرفت، و شمارش از کلونیقرار می

شد(، اما در این متر و بزرگتر آغاز میمیلی 114/0

ها، هم گیری سطح کلی کلونیتحقیق، به خاطر اندازه

های کوچكتر مورد بررسی قرار گرفت )جدول کلونی

 114/0× 114/0های با قطر م کلونی(، ه2و 1شماره 

تعداد  (.4و  3متر و بزرگتر )جدول شماره میلی

 EGFنانوگرم 4های در محیط کشت حاوی کلونی

های اول تا چهارم )روزهای لیتر، در شمارشدرمیلی

پنجم، هشتم، یازدهم و چهاردهم(، نسبت به گروه کنترل 

، EGFنانوگرم  12داری نداشت، در غلظت تفاوت معنی

نیز در هیچ کدام از روزها نسبت به گروه شاهد اختلاف 

، EGFنانوگرم  20غلظت داری دیده نشد. در معنی

ها نسبت به گروه شاهد فقط در افزایش تعداد کلونی

ها _دار بود و در سایر روزشمارش روز یازدهم معنی

، EGFنانوگرم  50دار نبودند، درغلظت اختلافات معنی

در سه شمارش اول )روزهای پنجم، ها تعداد کلونی

داری نسبت به گروه هشتم و یازدهم(، افزایش معنی

شاهد داشت. اما در نهایت در شمارش روز آخر تفاوت 

در بررسی  (،1داری مشاهده نشد )جدول شماره معنی

نانوگرم  4با غلظت  سطح به صورت کلی، در تیمارهای

EGFو  های اول و دوم )روزهای پنجم، در بررسی

دار بود، اما هشتم( تغییرات نسبت به تیمار شاهد معنی

ها تفاوت در شمارش روز های یازدهم و چهاردهم، داده

داری را نسبت به گروه شاهد نشان ندادند )جدول معنی

لیتر ، در میلیEGFنانوگرم  12در غلظت  (،2شماره 

روزهای شمارش، افزایش  محیط کشت، در بررسی همه

دار نبود. در نسبت به گروه کنترل معنیها سطح کلونی

در هیچ کدام از  EGFنانوگرم  20تیمار های با غلظت 

ها در روزهای پنجم، هشتم و چهاردهم هیچ بررسی

داری نسبت به گروه کنترل مشاهده نشد. اما تفاوت معنی

در روز یازدهم افزایش معنی داری نسبت به گروه کنترل 

نانوگرم در بررسی  50ت مشاهده شد. در تیمار با غلظ

داری نسبت به اول )روز پنجم( افزایش سطح تغییر معنی

روزهای تیمار شاهد نشان داد ،همینطور در بررسی 

ها نسبت به تیمار کنترل هشتم، یازدهم، چهاردهم تفاوت

دار بود. در بررسی کلونی های با قطر بزرگتر کاملا  معنی

 4های با غلظت در نمونه ،(SE ±)متر میلی 114/0از 

داری با ها اختلاف معنیهیچ کدام از داده EGFنانوگرم 

گروه کنترل نداشتند، به جز شمارش روز هشتم. در 

نانوگرم، فقط در شمارش روز یازدهم اختلاف  12غلظت 

 20در غلظت  داری با گروه شاهد مشاهده شد.معنی

 50نانوگرم دقیقا  این مطلب تكرار شد و در تیمارهای با 

دار بود. در شمارش روز اول، تفاوت معنی EGFنانوگرم 

 12و  20های ها در شمارش نهایی در غلظتتعداد کلونی

 50گیری سطح در غلظت از همه بالاتر بود اما در اندازه

نانوگرم اندازه سطح بزرگتر بود این نشان دهنده افزایش 

 نانوگرم است اما همانطور که 50ها در غلظت قطر کلونی

 12و  20نشان داده شده اندازه قطر در غلظت های 

(. و همچنین تفاوت 4شماره  تفاوت چندانی ندارند )جدول

ها در شمارش روز اول بین داری در تعداد کلونیمعنی

نانوگرم مشاهده نشد، اما در  50و  20، 4غلظتهای 

نانوگرم  50ها در غلظت شمارش دوم افزایش کلونی

دار بود که این دارای اختلاف معنی نسبت به همه تیمارها

اختلاف فقط در شمارش روز دوم مشاهده شد. که این 

 های کوچك از بین رفت.اختلاف پس از حذف کلونی
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 بحث

های بنیادی سازی و کشت سلولفناوری جدا

اسپرماتوگونی تحول بزرگی در زمینه درمان ناباروری 

 برای پژوهش شود. در اینحیوان نر محسوب می

گوساله  از بنیادی اسپرماتوگونی، هایدستیابی به سلول

های چهار ماهه استفاده شد، پس از جداسازی، سلول

اسپرماتوگونی و سرتولی همانطور که در نتایج گفته شد، 

های ها در محیط کشت دیده شدند که با یافتهاین سلول

مطابقت داشت. بررسی  2003ایزدیار و همكاران در سال 

های سرتولی نزیم آلكالین فسفاتازی در سلولفعالیت آ

ها فاقد فعالیت آلكالین فسفاتازی نشان داد که این سلول

هستند، این نتیجه در تأیید نتایج اسكارپینو و همكاران 

های سرتولی فعالیت ( بود که نشان دادند سلول1998)

های آلكالین فسفاتازی ندارند. بررسی نشان داد که سلول

دارای فعالیت آلكالین فسفاتاز مثبت  ه کلونیدهندتشكیل

هستند که این یافته با مطالعات قبلی که ثابت کردند 

های اسپرماتوگونی کلونی دارای فعالیت آلكالین سلول

بسمر  ، 2006فسفاتاز هستند مطابقت داشت )انجام روز 

(. نتایج نشان داد 1993اوکه و سورز  و 1998و همكاران 

ولی گوساله دارای پروتئین ویمنتین های سرتکه سلول

 انجام هاینتایج پژوهش با بررسی این هایهستند، یافته

 یك نشانگر عنوانبه را ویمنتین که زمینه این در شده

داشت )انوی و  اند مطابقتکرده معرفی اختصاصی

نتایج نشان داد (. 2011پرامود و میترا  و 2003همكاران 

را بیان  -4Oct کشت،های کلونی در محیط که سلول

کردند، این یافته با مطالعات قبلی که ثابت کردند 

را بیان کرده اند  -4Octهای اسپرماتوگونی کلونی سلول

اوکه و  و 2003مطابقت داشت )ایزد یار و همكاران 

ها که در چهار گروه کلونی (. در بررسی1993سورز 

 ها حاصل ازآزمایشی انجام شد، شمارش تعداد کلونی

قرار گرفته بودند نسبت  EGFهایی که در معرض سلول

به گروه کنترل نشان داد که تحت تأثیر این سیتوکین 

های های حاصل از تقسیم سلولتعداد کلونی

داری کاهش یافت هرچند که معنی اسپرماتوگونی به شكل

ها دهد که با گذشت زمان تعداد کلونینتایج نشان می

تا   EGFهای پایینها در دوزونییابد. سطح کلافزایش می

ها در گروه روز پس از کشت کوچكتر ازسطح کلونی 11

ها بر میزان تقسیم سلول EGFعبارت دیگر کنترل بود. به

اثر مهاری داشت و این در حالی بود که مطالعه سطح 

پس از کشت نتیجه کاملا متفاوتی  14ها در روزکلونی

های ثبت شده کلونی طوری که میانگین سطحنشان داد به

بیشتر از گروه کنترل بود اما این تفاوت  14در روز 

بر میزان  EGFدار نبود. به عبارت دیگر تأثیر معنی

طوری که دو ها به زمان بستگی داشت. بهتقسیم سلول

روز کشت از خود نشان  14اثر کاملا متفاوت در طی 

( در مطالعه ای که بر 2009) داد، کروجی و همكاران

روی موش انجام دادند نتایج مشابهی گزارش کردند. اما 

اثر محدود کننده ای  EGFنانوگرم،  50و 20در دوز های 

 در کلونیزاسیون نداشت.

 

 (SE ±های سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی)میانگین تعداد کل کلونی -1جدول

Table1- The average of total spermatogonial stem cell colonies (SE±) 
 

 کشت 13روز 
days 13 

 کشت 11روز 
days 11 

 کشت 8روز 
days 8 

 کشت 5روز

days 5 

 های آزمایشگروه

Experiment groups 
a355.1±17.35 a124.6±18.2 a52.9±11.23 ab28±2.73 (هم گشتی با سلول سرتولی) 0کنترل 

Control (co-culture with sertoli cell) 

350.2±21a ab163.9±26.73 a2.3±23.28 ac35.5±5.21 EGF 4ng/ml 
380.3 ±28.62a a136.7±13.46 a57.9±5.81 b18.9±2.86 EGF 12ng/ml 
386.7 ±25.83a b220.8±19.84 a68.7±9.43 ac34±2.34 EGF20ng/ml 
339.7±28.88a b220.4±19.34 b158.6±20.6 c3.42±42.8 EGF 50ng/ml 

 می باشد. %5دار در سطح احتمال وجود اختلاف معنیحروف لاتین غیر مشابه بیانگر در هرستون 

Dissimilar letters show significantly different (p<0.05). 
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 SE(±  (2 mm)(های بنیادی اسپرماتوگونیهای سلولسطح کلی همه کلونی میانگین -2جدول

)2) (mmThe average of all spermatogonial stem cells colonies area (SE±: Table 2 
 

 کشت 13روز 
days 13 

 کشت 11روز 
days 11 

 کشت 8روز 
days 8 

 کشت 5روز

days 5 
 های آزمایشگروه

Experiment groups 
a0.61±0.1   ab0.185±0.026 a0.081±0.02 a0.071±0.015 هم گشتی با سلول سرتولی(0کنترل( 

Control (co-culture with sertoli 

cell) 
a0.592±0.04 a.0140.119±0 b0.030±0.01 b0.025±0.04 EGF 4ng/ml 
a±0.06 0.70 b0.216±0.02 a0.07±0.01 ab0.035±0.008 EGF 12ng/ml 
a±0.07 0.72 c0.339±0.028 a0.096±0.012 a0.071±0.009 EGF20ng/ml 

b0.925±0.076 c0.298±0.043 c0.172±0.02 c0.01±0.097 EGF 50ng/ml 

 می باشد. %5دار در سطح احتمال ر در هرستون وجود اختلاف معنیحروف لاتین غیر مشابه بیانگ

 Dissimilar letters show significantly different (p<0.05). 

 

 (SE ±)متر میلی 114/0با قطربزرگتر از  هایکلونی های بنیادیهای سلولتعداد کلونی -3جدول

Table 3- The number of stem cell colonies with a diameter greater than 0.114 mm. (SE±) 

 

 کشت 13روز 
days 13 

 کشت 11روز 
days 11 

 کشت 8روز 
days 8 

 کشت 5روز

days 5 
 های آزمایشگروه

Experiment groups 
ab235.38±11.78 a50.88±10.1 a16.5±3.19 ab17.38±4.26 هم گشتی با سلول سرتولی(0کنترل( 

Control (co-culture with sertoli 

cell) 
a211.2±11.77 a47.6±3.59   b6±1.11 a5.3±1.14 EGF 4ng/ml 

ab±18.1 240.4 b81.0±7.97 ab14.2±2.59 ab9.7±2.22 EGF 12ng/ml 
b±18.49 262.9 b93.0±7.01 a21.6±2.17 ab20.9±2.17 EGF20ng/ml 
b271.4±18.82 b80.6±14.57 c32.4±4.92 b44.14±30.1 EGF 50ng/ml 

 می باشد.  %5دار در سطح احتمال ین غیرمشابه بیانگر در هرستون وجود اختلاف معنیحروف لات
Dissimilar letters show significantly different (p<0.05). 

 

 (SE ±)متر میلی0 /114با قطربزرگتر از  های بنیادی اسپرماتوگونیهای سلولسطح کلی کلونی -4شماره جدول

Table 4- Total surface of spermatogonial stem cells colonies with a diameter greater than 0.114 mm. 

 

 کشت 13روز 
days 13 

 کشت 11روز 
days 11 

 کشت 8روز 
days 8 

 کشت 5روز

days 5 
 های آزمایشگروه

Experiment groups 
a0.558±0.0049 a0.111±0.0026 ab0.056±0.0015 a0.055±0.017 با سلول سرتولی()هم گشتی 0کنترل 

Control (co-culture with sertoli 

cell) 
a0.509±0.00045 a0.094±0.0008    b0.015±0.0003 b0.012±0.0003 EGF 4ng/ml 
a±0.0063 0.559 ab0.144±0.002 ac0.065±0.0025 ab0.028±0.0007 EGF 12ng/ml 
ab±0.0081 0.696 b0.206±0.0015 ac0.066±0.0009 a90.062±0.000 EGF20ng/ml 
b0.852±0.0073 b0.207±0.004 c0.113±0.0017 c0.002±0.107 EGF 50ng/ml 

 می باشد. %5دار در سطح احتمال حروف لاتین غیرمشابه بیانگر در هرستون وجود اختلاف معنی 

Dissimilar letters show significantly different (p<0.05). 
 

نشان داد  EGFانوگرم ن 20و 12، 4مقایسه بین دوزهای 

که اختلاف قابل توجهی بین آنها از نظر میزان تأثیرشان 

ها وجود ندارد، ولی از آنجایی که بر میانگین سطح کلونی

در همه روزهای شمارش افزایش در  ng/ml 50در دوز 

ها مشاهده شد اما در تعداد مقدار کلی سطح کلونی

نتیجه  داری مشاهده نشد درها افزایش معنیکلونی

بالاتر از بقیه تیمارها  ng/ml 50ها در غلظت قطرکلونی

های بنیادی ژرم باعث با اثر مستقیم بر سلولEGF بود.

ناگانو  و 1991و همكاران لامب تحریك تقسیم آنها شد )

های گرد ها علاوه بر کلونی(. در بررسی2002وهمكاران 

 های اسپرماتوگونیدهنده خود نوسازی سلولکه نشان

بر  های شعاعی نیز مشاهده شد.است، تعدادی کلونی

های حضور کلونی 2003طبق مطالعه ایزدیاردر سال 

ها شعاعی شكل نشانی از شروع تمایز در کلونی
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هایی که در محیط کشت از تقسیم کلونیباشد. می

های بنیادی ژرم حاصل شده بود از نظر اندازه سلول

کی از آن است که این بسیار متنوع بودند. این موضوع حا

شكل همزمان وارد فرایند کلونیزاسیون ها یا به سلول

شوند و یا اینكه ظرفیت آنها از نظر سرعت و تعداد نمی

ثابت  (1998تقسیمات متفاوت است. برینستر و همكاران )

یك مجموعه  Aهای اسپرماتوگونی نوع کردند که سلول

می از آنها ها است که درصد بسیار کناهمگون از سلول

دهند و ظرفیت خودسازی دارند و تشكیل کلونی می

خاطر نداشتن قابلیت ها بهبخش عمده این سلول

کنند )برینستر و خودسازی مسیر تمایز را انتخاب می

هر چند که وجود مسیر سومی که در آن (. 1998همكاران

شوند، قابل انكار نیست. ها ضمن تقسیم متمایز میسلول

ها قابل های ژرم تمایز یافته در کلونیوللذا وجود سل

شكل به EGFگروه  2ها در توجیه است. تعداد کلونی

دار کمتر از گروه کنترل بود بنابراین انتخاب مسیر معنی

های بنیادی اسپرماتوگونی تمایز توسط بعضی از سلول

تواند در قابل قبول است زیرا سلول ژرم تمایز یافته نمی

روز از  11ایجاد کند. پس از گذشت محیط کشت کلونی 

های های بنیادی اسپرماتوگونی با سلولکشتی سلولهم

شكل قابل به EGFها تحت تأثیر سرتولی، قطر کلونی

توجهی در مقایسه با گروه کنترل افزایش یافت. تصور 

شود که علت این افزایش قطر که به دنبال تقسیم می

یر خاصیت القاء باشد، تحت تأثها در کلونی میسلول

به دو شكل مختلف عمل  EGFاست.  EGFتقسیم توسط 

های ژرم شكل مستقیم از طریق اثر بر سلولکند، یا بهمی

شكل غیرمستقیم از ( و یا به1992راداکریشنا و همكاران )

(. 1997)اکمل و همكاران  های سرتولیطریق اثر بر سلول

ریك به های بنیادی ژرم را تحدر مسیر مستقیم سلول

(. بنابراین 1992کند )راداکریشنا و همكاران تقسیم می

افزایش قطر کلونی در انتهای هفته دوم قابل انتظار است. 

ها در مقایسه با گروه کنترل ممكن تعداد پایین کلونی

انتخاب  EGFمستقیمی باشد که خاطر مسیر غیراست به

های های ژرم تمایز یافته در کلونیکند. وجود سلولمی

تنها با نه EGFکند که ، اثبات میEGFمحیط کشت داری 

دهد بلكه ها را افزایش میاثر مستقیم خود قطر کلونی

های شكل غیر مستقیم از طریق اثر بر لایه سلولبه

دهنده کلونی نیز های تشكیلسرتولی تمایز را در سلول

های اورت و های به دست آمده گزارشکند. یافتهالقاء می

، انجام 2000)ارت و همكاران  کندكاران را تایید میهم

دهد اکثر فاکتورهای (، که نشان می2006روز و همكاران 

های رشد دارای اثرات طبیعی و حتی کاهنده تعداد سلول

 بنیادی اسپرماتوگونی است.

 ها انجماد سلول 

های ژرم حاصل از جداسازی در آزمایش حاضر سلول

 ذوب به میزان بالایی زنده –انجماد نهایی پس از فرآیند 

زایی نمودند. این ماندند و در محیط آزمایشگاه کلونی

 یافته با مطالعات قبلی در این زمینه مطابقت دارد )ایزد

 (. 2006، کروجی و همكاران 2002یار و همكاران 

های بنیادی توان ذکر کرد که سلولدر نهایت می

ذوب شده، در محیط  –اسپرماتوگونی بالغ تازه و منجمد 

زایی و تكثیر هستند. فاکتور رشد کشت قادر به کلونی

EGF زایی بنیادی اسپرماتوگونی تأثیر بالایی بر کلونی

گرم نانو 50بالغ تازه ندارد ولی در بین آنها غلظت 

کشتی سلول هاست. دو هفته همتر از دیگر غلظتمناسب

ین اسپرماتوگونی با سلول سرتولی، برای کشت ا

 ها کافی و مناسب است.سلول
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Introduction: Mammalian spermatogenesis is a complex process of germ cell development within 

the seminiferous tubules, including the mitotic phase in which type-A spermatogonial stem cells 

renew themselves. The process of spermatogenesis is regulated not only by gonadotropins, i.e. FSH 

and LH, but also by the interactions between spermatogenic cells and somatic Sertoli cells (Skinner 

1991 and Griswold 1995). Culture systems for recapitulating spermatogenesis in vitro enable us to 

identify and characterize the factors or genes involved in germ cell proliferation, meiosis and 

spermatogenesis. In mice, undifferentiated germ cell lines have been established by immortalizing 

the germ cells with the simian virus 40 large tumor antigens, or with telomerase catalytic 

component (Fenget al.2002), Type A spermatogonia include a very small number of SSCs and their 

more numerous differentiating daughter cells. Initial attempts to isolate SSCs started with the 

isolation of type A spermatogonia and SSC purification. Type A spermatogonia can be obtained in 

large numbers from young prepubertal bulls, and it is important to note that there are breed 

differences. Type A spermatogonia isolation can be achieved through mechanical dissociation and 

enzymatic digestion of the testicular tissue followed by two purification steps, with a final typical 

bovine type A spermatogonia suspension of 70%. An evaluation for SSC activity using a 

transplantation assay adapted for bovine SSCs is described. Bovine Type A spermatogonia can be 

maintained in vitro for short periods (7 to 15 days) with simple culture conditions. However, 

expansion of SSC can only be achieved under certain conditions such as specially supplemented 

medium, specific growth factors, and serial sub-culturing for longer periods of time. After 

expansion, bovine spermatogonia can be cryopreserved while retaining the ability to proliferate and 

survive (.Aponte&de Rooij 2008). Bovine culture systems require some form of feeder layer to 

support the germ cells. Autogenous Sertoli cells (Aponte et al. 2006) or embryonic fibroblasts 

(Oatley etal. 2004) have been used. 

Material and methods: Initially, sertoli cells and SSCs were isolated from 3–7-month-old 

calvesand, and The minced pieces of testis were suspendedin DMEM, which contained 0.5 

mgmL−1 collagenase/dispase, 0.5 mgmL−1 trypsin and 0.08 mgmL−1 DNase, for 60 min (with 

shaking) at 37◦C.). After three washes in DMEM medium and removal of most of the interstitial 

cells, a second digestion step (45 min at 32◦C) was performed in DMEM by adding fresh enzymes 

to the seminiferous cord fragments. Separated from the remaining tubule fragments by 

centrifugation at 30g for 2 min at 37◦C. After filtration through a 70-μm nylon filter, the medium 

was aspirated, the cells were washed twice and fresh medium was added. Coated plastic dishes were 

prepared by incubation with a solution of 5μgmL−1 of datura stramonium agglutinin in phosphate-

buffered saline (PBS) at 37◦C for 60 min, followed by extensive washing with PBS, supplemented 

with 0.5% bovine serum albumin The Sertoli cells were isolated using a procedure described by 

Scarpinoet al. (1998.) with some modifications. The mixed population of the cells obtained by 

mailto:ghmoghaddam@tabrizu.ac.ir
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enzymatic digestion was placed on lectin-coated dishes at a concentration of 1.5×105 cells cm−2 

and incubated for 1 h at 32◦C in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air. After the incubation, 

the non-adhering cells were collected by being washed twice with medium. After the incubation, the 

Non-adhering cells were collected by being washed twice with medium. Alternatively, 48 h after 

being plated on the lectin-coated dishes, the Sertoli cells were detached by ethylenediamine 

tetraacetic acid (EDTA)–trypsin treatment (0.02% EDTA–0.1% trypsin in Ca2+- and Mg-free PBS) 

for 5 min at 37◦C, counted and adjusted to desired densities into each well of a 24-well multidish 

for secondary culture in DMEM at 32◦C in the presence of 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco). 

This method helped isolate the Sertoli cells with more than 95% purity. After the Sertoli cells had 

been isolated by DSA lectin, the spermatogonia that remained in suspension were collected and 

kept at 32◦C in a humidified atmosphere and the presence of 10% FBS. More than 95% of the cells 

were spermatogonial cells. The number of the Sertoli and spermatogonial cells was determined with 

a hemocytometer. Cell viability was evaluated by means of the dye exclusion test (0.04% trypan 

blue solution). Two days after the above-mentioned procedure, the Sertoli cells formed a confluent 

layer, and spermatogonial cells were co-cultured on top of them. Highly purified human FSH and) 

were added to spermatogonial cell (EGF supplementation: three groups received 4, 12, 20 and 50 

ngmL−1of fresh EGF every 3 days for 2 weeks). The diameters and the number of colonies were 

determined every 3 days after the appearance of the colonies for 2 weeks. An inverted microscope 

(Zeiss, Germany) was used to determine the number of the colonies, their diameters being measured 

by ocular grid. The nature of cells in addition to the morphology and the activity of alkaline 

phosphatase were confirmed through specific markers Oct-4 and vimentin in colonies and Sertoli 

cells. In the last stage these cells were frozen-melted in the in vitro environment until the purity and 

strength of biological stem cell is evaluated. 

Results and discussion: The number and diameter of colonies increased more rapidly in the sertoli 

coculture, that it agreed with results of Anjamrooz et al., 2006 and Mohamamadi 2010. The 

numbers of colonies in the EGF-supplemented groups were not significantly different with the 

control group (P <0.05) (table 1-3), that they were Similar to results of Anjamrooz et al.2006 .The 

diameters of the colonies in the EGF-treated, in4, 12, 20 ngmL−1, had not significantly different 

with the control group (P <0.05) but in 50 ngmL−1 increased the diameters of the colonies slightly 

(P <0.05) that were Similar to results of Anjamrooz et al.2006 and Koruji et al.2009. In the EGF-

treated groups, two pathways seem to have affected the spermatogonial cells. In these groups, the 

number of the colonies was lower than that of the control group. 

Conclusion: The results of this study show that spermatogonial stem cells can be separated with 

high purity from the testicles of calves and also the mutual relationship between spermatogonial 

stem cells and Sertoli cells and some growth factors can be used to initiate, maintaining the process 

of spermatogenesis and the enrichment of stem cells during the culture and increasing the purity and 

viability of them during solidification.  
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