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Abstract 
Purpose: To investigate of the effects of a poly L-lactic acid (PLLA) nanofiber scaffold on 
proliferation of frozen-thawed neonate mouse spermatogonial stem cells.  
Materials and Methods: Spermatogonial cells were isolated from neonatal 3-6-day-old NMRI mice 
testes by two steps enzymatic digestion and differential plating. The isolated spermatogonial cells were 
divided into four culture groups: 1) fresh spermatogonial cells, 2) fresh spermatogonial cells seeded onto 
PLLA 3) frozen-thawed spermatogonial cells, 4) frozen-thawed spermatogonial cells seeded onto PLLA. 
Cells in all groups were cultured in DMEM supplemented with 5% FCS and 10 ng/ml GDNF for 3 
weeks. Diameter and number of clusters which were determined during the culture and semi-quantitative 
RT-PCR were carried out at the end of 3rd week for all culture groups. Presence of spermatogonia at the 
culture was determined by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) for several 
important spermatogonial markers (PLZF, Oct4, GFRα-1, VASA, ITGA6 and ITGB1). The significancy 
of the data was analyzed using Repeated Measures and ANOVA tests.  
Results: The findings indicated that the viability rate of the fresh cell (control 1 and exprimental 1) 
and the frozen cells after thawing(control 2 and exprimental 2) were 89.25±2.2 and 63±3.56, 
respectively and the differences were significant (p<0.001). In vitro culturing of spermatogonial 
cells on PLLA significantly increased the formation of cell clusters in comparison with those of the 

control groups (p≤0.001). Although the differences of the diameters of clusters in the fresh cell 

groups were not significant, culturing of frozen-thawed cells on PLLA significantly decreased their 

diameters(p≤0.01). There was a significant down-regulation of spermatogonial genes in the frozen-

thawed groups after three weeks of culture. 
Conclusions: The spermatogonial cells seeding on PLLA can increase in vitro cluster formation of 
neonate fresh and frozen-thawed spermatogonial cells.  
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  چكيده
  موش نابالغذوب شده  -  منجمدي اسپرماتوگونيادي بنيها  سلولري بر تكثPLLA بري اسكافولد نانوفاريثأ تيبررس :هدف

سـازي   خـالص  يزيحذف تمـا  با روش    جدا و    يمي روزه با دو مرحله هضم آنز      3-6 از موش    ي اسپرماتوگون يها    سلول :ها    مواد و روش  
 يهـا      سـلول  -2 ، تـازه  ي اسـپرماتوگون  يهـا     سـلول كـشت سـاده     -1: گـروه كـشت داده شـدند      چهـار    جدا شده در     يها    سلول. گرديد

 ي اسـپرماتوگون يهـا    سلول-4 ،شده ذوب - منجمدي اسپرماتوگونيها  سلولكشت ساده  -PLLA ،3 بري نانوفا ي تازه رو  ياسپرماتوگون
 بـه   GDNFليتر   نانوگرم بر ميلي   10و  FCS  درصد 5ي حاو DMEM  كشت طيها در مح       سلول .PLLA بري نانوفا ي ذوب شده رو   -منجمد

 در ي اسـپرماتوگون يهـا   سلول پس از سه هفته، حضور.  شديها بررس   ي مدت كشت تعداد و قطر كلونيط. ند شدكشت تهمدت سه هف
.  شدطور نيمه كمي نيز بررسي  بهارزيابي وPLZF, Oct4, GFRα-1, VASA, ITGA6, ITGB1 يها   ژني براRT-PCR لهيوس هبها    يكلون
  . شدنيي تعANOVA و Repeated measuresهاي آماري   آزمونها به كمك   گروهاني ميدار يمعن

و در گـروه سـلول    89/ 25±2/2) 1 و آزمـون  1گـروه كنتـرل   (ها در گروه سلول تازه   درصد حيات سلولها نشان داد كه افته ي:ها   يافته
 تعـداد   .p≤0/001)(داري كاهش نـشان داد       ها نسبت به گروه سلول تازه به طور معني            رصد حيات اين سلول    بود كه د   63±56/3منجمد  

 ـ در مقا  )2 و آزمـون     1گـروه آزمـون     (PLLA بري نانوفـا  ي رو ي اسپرماتوگون يها     سلول  كشت  حاصل از  يها     يكلون  هـاي      بـا گـروه    سهي
 كـشت  (1هـا در گـروه آزمـون          همچنـين قطـر كلـوني     . (p≤0/001) ايش يافـت  داري افـز   طور معني  به) 2 و كنترل    1گروه كنترل   (كنترل
داري نداشت ولي در گروه  اختلاف معني) برينانوفاتازه بدون  يها   سلولكشت (1گروه كنترل نسبت به) بري نانوفابدون تازه يها  سلول
كـاهش  ) بري نانوفـا ي روتـازه  يها   سلولكشت( 2نسبت به گروه كنترل  )بري نانوفاي رو ذوب شده-منجمد يها   سلولكشت (2آزمون
داري در بيـان نـسبي    معنيولي كاهش  ند شدانيبي  اسپرماتوگوني اختصاصيها  ژنپايان كشت تمامي در ). (p≤0.01داري داشت  معني
  .يبر ديده شد نانوفاي ذوب شده رو- منجمديها  كشت سلول در هاي اسپرماتوگوني   ژنبرخي
شـود     در محيط كـشت مـي     ذوب شده   -منجمدي تازه و     اسپرماتوگون يادي بن يها     سلول ريتكثباعث افزايش    PLLAربينانوفا :گيري  نتيجه

  .هاي اسپرماتوگوني اثري ندارد  ولي بر ميزان نسبي بيان ژن
  

   انجماد،ي اسپرماتوگونيادي، سلول بنPLLA بري نانوفا:ها  واژهديكل
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  مقدمه
كه در آن اسپرماتوگوني    است  اسپرماتوژنز يك فرايند پويا     

 تقـسيم ميـوز تبـديل بـه         2 تقسيم ميتـوز و      10يد تحت   يديپلو
اين فرايند از بلوغ شـروع      . ]1[ دشو يد مي يهاپلو    ي  زوااسپرماتو

 روز و در    35شده و تا پايـان عمـر ادامـه دارد كـه در مـوش                
ها روي غشاي پايه         اسپرماتوگوني. ]2 و1[است   روز   64انسان  
هاي مني ساز قرار دارند، بنابراين در همان محل تقـسيم و                 لوله

هـاي بيـضه را          ي از سلول  ها درصد خيلي كم       آن. يابند تمايز مي 
 عدد  104 ًتقريباموش،  سلول در بيضه     108از  . دهند تشكيل مي 

هــاي    امــروزه كــشت ســلول. ]3[ســلول بنيــادي اســت ، از آن
ها راه جديدي است كـه بـه            اسپرماتوگوني، انجماد و پيوند آن    

هاي بنيادي اسـپرماتوگوني و          توان بيولوژي سلول   كمك آن مي  
. ]4[ ناباروري را بهتـر مـورد مطالعـه قـرار داد          ثر در   ؤعوامل م 

روش انجماد بهتـرين روش بـراي نگهـداري طـولاني مـدت             
ش ميـزان   يبـراي افـزا   . هاي بنيادي اسپرماتوگوني اسـت         سلول

مطالعات زيـادي صـورت گرفتـه و ضـد      ها  زنده ماندن سلول
ج ايـن   ينتـا . هاي مختلف مورد بررسي قـرار گرفتـه اسـت             خي

ــ   بررســي ــا ن ــسيد ه ــل سولفوك ــه دي متي  (DMSO شان داده ك
(Dimethyl sulfoxide;    براي انجماد سلول اسـپرماتوگوني بهتـر

 ـها ز      اسپرماتوگونيهاي      بيشتر سلول  و بعد از انجماد      است ده ن
  ميزان موفقيت پيوند بستگي زيـادي بـه        ؛از طرفي ]. 5[مانند مي

هاي بنيادي       تكثير سلول  بنابراين]. 6[ تعداد سلول پيوندي دارد   
اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاه زمينه مناسبي را در درمـان          

  .وجود خواهد آورد هناباروري ب
 1990هـا در سـال       ها براي كاشـت سـلول          استفاده از داربست  

هـا       هاي داربست      ويژگي. ]7[  و همكارانش انجام شد    نتوسط ناتو 
يگنال كه نقـش مهـم در س ـ       است شبيه به ماتريكس خارج سلولي    

زمينــه يــا   ايــن مــاده.]8[ هــاي فيزيكــي و شــيميايي تكثيــر دارد  

، ]10 و 9[ هايي مثل كـلاژن        ماتريكس خارج سلولي داراي پروتئين    
اخيراً در برخـي مطالعـات      . است] 12[ و ژلاتين ] 11[ فيبرونكتين

 خارج سـلولي از     يها     شواهدي مبني بر اين موضوع كه ماتريكس      
عنوان لايه تغذيـه كننـده در    هتواند ب  مينين مي جمله فيبرونكتين و لا   

هاي بنيادي استفاده شود و خاصـيت خودنـوزايي در               كشت سلول 
 علاوه بر اين .]13[ ها را تقويت نمايد، مطرح شده است  اين سلول 

پوشيده با لامينين سبب   محيط كشت ازديده شده است كه استفاده
در ر شـرايط آزمايـشگاه   هاي اسپرماتوگوني د   سلول افزايش تكثير

  .]13-15[شود ميموش و انسان 
هـا بـر         بسياري در مورد اثر نانو فـايبر       هاي  گزارشتاكنون  

تـاكنون  . اسـت   هاي بنيادي ارايه شده       و تكثير انواع سلول    تمايز
 PLLAهاي استرومايي مغز اسـتخوان را روي اسـكافولد              سلول

 مچنـين ه. ]17 و16[كشت شد و تكثير سلولي مـشاهده شـد          
هـاي جمجمـه رت نيـز روي            بلاسـت ئوهـا و است       فيبروبلاست

PLLA      زي  .]18[ كشت و تكثير شدند)(Xie    و همكاران بـراي  
بـه همـراه     سـاز عـصبي    هاي پـيش      ترميم عصبي بهتر از سلول    

 نمودنـد داري مـشاهده     نتايج معنـي  كردند و   ها استفاده       نانوفيبر
 poly كـه   PLLAو همكاران از اسـكافولد  )Sait(سايت . ]19[

(L-lactic acid)هاي بنيادي مزانـشيمال     است براي تمايز سلول
ها استفاده كردند و تمايز هشت تـا             مغز استخوان به هپاتوسيت   

هجده برابر را نسبت به گروه بدون نانوفـايبر مـشاهده كردنـد             
ــميت . ]20[ ــاران )Smith(اس ــايز   و همك ــر و تم ــزان تكثي مي

هـاي ماتريكـسي و         ي را روي نـانوفيبر    هاي بنيادي جنين ـ      سلول
 نـشان داد كـه       آنان نتايج. ]21[ هاي صاف بررسي كردند        ورقه

هـا    هـا روي نـانوفيبر        روز ميزان تكثير و تمايز سلول      26بعد از   
  .هاي صاف بود   داري بيشتر از ورقه طور معني به

هاي بنيـادي       در اين تحقيق با توجه به اهميت كشت سلول        
هـا    و آثار متفاوت نانوفـايبر وني و كاربرد روز افزون      اسپرماتوگ
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مـوش   هاي بنيـادي اسـپرماتوگوني     سلولهاي بنيادي،   بر سلول
روي بـه مـدت سـه هفتـه         ذوب شـده    -نابالغ تـازه و منجمـد     

  . و ارزيابي شدندكشت  PLLA نانوفيبر
  
  يشگاهيزماآ واناتيح

 نـژاد هـاي نـوزاد شـش روزه نـر              در اين مطالعه از مـوش     
NMRI     هاي مادر پـس       موش.  براي برداشت سلول استفاده شد 

خانـه دانـشگاه     ي كـرج در حيـوان     ازاز خريداري از مؤسسه ر    
نـور و تـاريكي بـا       تحت شرايط مناسـب     تهران  علوم پزشكي   

پـس از زايمـان    . نگهـداري شـدند   دسترسي آزاد به آب و غذا       
  .  روزه مورد استفاده قرار گرفتند6 تا 3هاي نر   نوزاد
  

   اسپرماتوگوني يها جداسازي سلول
 NMRIنژاد  روزه 6-3 سر موش نوزاد   100 هاي تعداد  بيضهاز  
 سـلول  براي هر بار جداسازي   . جداسازي سلول، استفاده شد    براي

 نوزاد اسـتفاده     سر موش  5هاي حداقل        ، بيضه ها    ك از گروه  يدر هر 
بـه محـيط   هـا    تا انتقال آنپس از جداسازي از حيوان  ها       بيضه. شد

بعد از شستـشو در     .  شستشو روي يخ نگهداري شدند     برايكشت  
PBS محيط كشت وDMEM   (Gibco, Paisley, UK)  كپسول بيضه 

 يـك    كلاژنـاز   حـاوي  DMEM محيط كـشت     جدا شد و سپس به    
يك پسين ي تر،)Sigma, St. Louis, MO, USA (ليتر گرم بر ميلي ميلي
داز  ي ـالوروني ه،)Sigma, St. Louis, MO, USA (ليتر گرم بر ميلي ميلي

تمـامي  ( .)Sigma, St. Louis, MO, USA  (ليتر گرم بر ميلي يك ميلي
، بـراي اولـين     )ها از شركت سـيگما خريـداري شـده اسـت              آنزيم

بـدون  هـاي        هضدر اين مرحله بي ـ   . مرحله هضم آنزيمي منتقل شد    
آنزيم به طور مكانيكي قطعه قطعه       در محيط كشت حاوي      كپسول

. ندانكوبـه شـد   گراد  درجه سانتي37 دقيقه در دماي 30به مدت و 
و به آرامي توسط سمپلر  دقيقه يك بارمحلول10طي اين مدت هر  

، محـيط   طـي ايـن مرحلـه     پس از   .  دقيقه تكان داده شد    1به مدت   
 بـا   ه دقيق ـ 1ساز، به مـدت      هاي مني      ها و قطعات لوله        حاوي سلول 

ــرعت  ــادل  (g300س ــ) RPM1200مع ــد انتريفوژس ــد از . ش بع
 تـازه   DMEMمحيط بالاي رسوب تـه لولـه بـا محـيط             سانتريفوژ

اين كار باعث حذف بافت بينابيني، از قطعات بيضه         . جايگزين شد 
ساز كه حاصل اولين مرحلـه از هـضم          هاي مني      شد و قطعات لوله   

قطعـات  . آنزيمي بودنـد وارد مرحلـه دوم هـضم آنزيمـي شـدند            
 هضم  براي اولين مرحله هضم آنزيمي،       از  حاصل ساز هاي مني      لوله

 محيطي   در ساز، هاي مني      ها از قطعات لوله        بيشتر و جداشدن سلول   
 37 دقيقـه در دمـاي       15مشابه مرحله اول، اين قطعات بـه مـدت          

محلـول  طي اين مـدت يـك بـار،         . انكوبه شدند گراد    درجه سانتي 
.  شـد  هم زدهله به طور كامدقيق يك  مدت و به فوق توسط سمپلر    

 دقيقـه بـه     5 تـا    3به مـدت     ًمجدداپس از اتمام زمان انكوباسيون      
تجمعات سلولي موجود در تعليـق تـا        و سمپلر   كمك پيپت كردن    

 فوق براي جداسازي قطعـات       تعليق سپس. حد امكان خرد شدند   
.  شـد  يفوژسـانتر ) RPM400معـادل   ( g30با سـرعت    هضم نشده   

ساز در ته لولـه رسـوب كـرده و       هاي مني      قطعات هضم نشده لوله   
 تعليق قـرار  ياز تجمعات سلولي در بالا  برخي    و منفردهاي   سلول
هـاي      فيلتـر  از    عبـور  سوپ سلولي بالاي رسـوب پـس از       . گرفت

. شستـشو شـد    سـانتريفوژكردن  بـار  يكبا  ميكرومتري   70نايلوني  
و هاي سرتولي و اسـپرماتوگوني         حاوي سلول  اغلبتعليق حاصل   

 . بودهاي بافت بينابيني    ي سلولتعداد كم

 استفاده differential platingروش  سازي از منظور خالص به
 24هـاي بدسـت آمـده بـه مـدت                 شد كه در اين روش سلول     

هـاي      سلول  . سرم كشت شد    درصد 10 كشت ساعت با محيط  
در اين مدت بـه     ) سرتولي، فيبروبلاست و ميوييدي   (سوماتيك  

هـاي      هـاي باقيمانـده و سـلول          ولسـل . چـسبند   كف ظرف مـي   
هـا مجـدد          سـلول . نچسبيده به ته ظرف از محلول خارج شـد        

 GDNF 10ng/mlســرم و % 5كــشت و محــيط كــشت حــاوي 
 بـه آن اضـافه   Invitrogen Tech-line, USA)  ( موشي نوتركيب

 نئوبـار هاي اسپرماتوگوني به كمـك يـك لام               لتعداد سلو . شد
 04/0 بـه كمـك محلـول        ها    لسلودرصد حيات   . شمارش شد 

  . ارزيابي شد تريپان بلو درصد
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  ينهاي اسپرماتوگو   كشت سلول
دسـت آمـده در        به هاي اسپرماتوگوني       در اين تحقيق سلول   

كــشت روي كــشت ســاده يــا (  گــروه مــورد مطالعــه چهــار
 بـه مـدت    ، نانو خريداري شده از شركت بن ياختـه هاي  رشته

ي  حاو DMEM كشت   طي در مح  سه هفته در شرايط آزمايشگاه    
 كشت (Gibco) درصد FCS 5 و  GDNF ليتر  نانوگرم بر ميلي10

  .شد بار تكرار 4هر گروه آزمايشي . داده شدند
  :هاي آزمايش عبارت بود از   گروه

ي اسـپرماتوگوني حاصـل از    ها      سلولكشت ساده   : 1كنترل  
  بيضه تازه
يـضه  بي اسپرماتوگوني حاصل از هـضم آنزيمـي         ها    سلول

 5  داراي DMEMدر حـضور محـيط       به مـدت سـه هفتـه       تازه
ــاكتور رشــد درصــد ســرم  درجــه 32 در دمــاي˛ GDNF و ف

  . كشت داده شدندگراد  سانتي
ي اسپرماتوگوني حاصل از بيـضه      ها      كشت سلول : 1آزمون  

  ي نانوها  تازه، كشت روي رشته
بيـضه  ي اسپرماتوگوني حاصل از هـضم آنزيمـي         ها    سلول

در حـضور   روي اسـكافولد نانوفـايبر       دت سـه هفتـه    به م  تازه
در ˛ GDNF و فاكتور رشد     درصد سرم  5  داراي DMEMمحيط  
  . كشت داده شدندگراد   درجه سانتي32 دماي

 -ي اسـپرماتوگوني منجمـد    هـا       كشت ساده سلول  : 2كنترل  
  ذوب شده حاصل از بيضه تازه 

 حاصـل از     ذوب شـده   -منجمـد ي اسپرماتوگوني   ها    سلول
در حـضور محـيط      به مدت سه هفتـه     بيضه تازه   آنزيمي هضم

DMEMو فاكتور رشد درصد سرم 5  داراي GDNF˛ در دماي 

  . كشت داده شدندگراد   درجه سانتي32
 ذوب  -ي اسـپرماتوگوني منجمـد    ها      كشت سلول : 2آزمون  

  ي نانوها  شده حاصل از بيضه تازه، كشت روي رشته
 حاصـل از    ب شـده   ذو -منجمـد هاي اسپرماتوگوني       سلول

روي اسـكافولد   بـه مـدت سـه هفتـه          بيضه تازه هضم آنزيمي   
 و  درصـد سـرم    5  داراي DMEMدر حـضور محـيط      نانوفايبر  

گراد كشت داده   درجه سانتي32 دمايدر ، GDNFفاكتور رشد 
  .شدند

 و  )Izadyar ( ايزديـار  يمـاد ج روش ان  هـا بـه       انجماد سلول 
هـا،      از جداسازي سلول  بلافاصله بعد   . ]55[  شد انجامهمكاران  

 هـا      سـلول  در حالي كـه   سپس  . ها بررسي شد        درصد حيات آن  
دماي ( روي يخ قرار داشتند تا شروع مراحل بعدي در يخچال         

تعليـق  ليتـر    ميلـي 5/0.  نگهـداري شـدند   ) گراد   درجه سانتي  4
ــادي   ــال انجمـ ــك ويـ ــه يـ ــلولي بـ ــي8/1 سـ ــر  ميلـ   ليتـ

  (Cryovial, Nunc, Denmark)حجم تعليـق  به همان . منتقل شد
متيـل سولفوكـسيد      دي (v/v)% 10 (سلولي، محلول انجمـادي   
(DMSO Sigma, USA) ، 10%v)/(v ــرم  FCS (M07/0( ســ

در طي  (به شكل قطره قطره     ) DMEMمحيط كشت    در   ساكارز
 محلـول انجمـادي بـا تعليـق         سـپس . اضافه شد ) دقيقه15-10

درصـد  در ايـن مرحلـه نيـز        .  شد  به طور كامل مخلوط    سلولي
ويـال انجمـادي حـاوي تعليـق        . ها ارزيـابي شـد         سلول حيات

 -80 ساعت به فريزر   24سلولي و محلول انجمادي براي مدت       
هـاي         سـاعت، ويـال    24بعـد از    . منتقل شـد  گراد    درجه سانتي 

انجمادي براي نگهداري طولاني مدت در نيتروژن مايع غوطـه          
درجـه   37ام آب   ها بعد از نيتروژن مايع به حم            ويال. ور شدند 

پـس از انتقـال     .  دقيقـه منتقـل شـد      2 بـه مـدت   و  گراد    سانتي
 DMEM، دو حجـم محـيط        لوله استريل  محتويات ويال به يك   

. درصد سرم به شكل قطره قطـره بـه آن اضـافه شـد              5داراي  
 g2000  دقيقـه بـا سـرعت      5 تعليق رقيق شده به مـدت        سپس

ه در ته    و رسوب ايجاد شد     شد سانتريفوژ) RPM3200معادل  (
.  داراي سرم آلبومين گـاوي منتقـل شـد         DMEMلوله به محيط    

. هـا ارزيـابي شـد            آن درصـد حيـات   ها      پس از شمارش سلول   
  .استفاده شدكشت تعليق سلولي ذوب شده براي 
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  هاي اسپرماتوگوني   و ذوب سلولانجماد
  ها  ارزيابي كلوني

ني هاي اسپرماتوگو     از سلول شده  ي مشتق   ها    ارزيابي كلوني 
تعــداد و قطــر هــاي اول، دوم و ســوم از نظــر   در پايــان هفتــه

ها به وسيله        كلوني برداري از  عكس. انجام شد  ارزيابي   ها    كلوني
،  مجهـز بـه دوربـين   (Ziess, Germany) ميكروسكوپ معكوس

 گيري ها اندازه   آن قطر  Image Jنرم افزارسپس با . انجام گرفت
 تكرار براي محاسبه ميانگين     بار 4نتايج حاصل از حداقل     . شد

  . و انحراف معيار استفاده شد
  

  RT-PCRها به روش   بررسي بيان ژن
هاي حاصـل از        هاي اختصاصي سلول      براي بررسي بيان ژن   

  ,PLZF, Oct4, GFRα-1, VASA(هـاي اسـپرماتوگوني    كلـوني 

ITGA6  ITGB1  (هـاي طراحـي شـده       پرايمري همچنين ارزياب
 ي زاينـده  ها     خاص سلول  (transcripts) يها    شتمربوط به رونو  

 يا  برداري معكوس واكـنش زنجيـره       از روش نسخه   )1جدول(
 mRNA  بيـان ژن در سـطح  .  استفاده شد(RT- PCR) مراز يپل

هـاي      هاي مـشتق از كلـوني         براي اين منظور سلول   . شدمطالعه  
عنـوان   بـه  (ها    بعد از سه هفته كشت از تمامي گروه   كشت شده 

هاي اسـپرماتوگوني بلافاصـله         سلول،  )هاي مورد آزمايش        يمارت
عنوان كنترل    به (و بافت بيضه موش نوزاد    پس از هضم آنزيمي     

 RNAاستخراج ، ابتدا RT-PCR   انجامبراي.. شدبررسي  )مثبت
انجام شد و   ) ساخت كشور آلمان  (كيت كياژن    طبق   ها    از نمونه 

 هـا        غلظت آن  روفتومتري اسپكت UVسپس با استفاده از دستگاه      
 RNAاز روي cDNA در مرحلــه بعــد ســاخت . بررســي شــد
 صورت گرفت؛ سـپس     كيت كياژن  با استفاده از     استخراج شده 

PCR هاي مورد نظر با استفاده از كيت             ژنfermentas)   سـاخت
بـراي بررسـي كيفيـت      انجام شد و در نهايت      ) كشور بلاروس 

ز  از الكتروفور  PCR و بررسي محصول واكنشي      RNAمحصول  
  .ژل آكارز استفاده شد

  

هـاي زاينـده و     هـاي خـاص سـلول        نام و مشخصات پرايمـر ژن .1 جدول  
 در GAPDH) housekeeping( و ژن اسـپرماتوگوني هـاي بنيـادي       سلول

RT-PCR  

 (´3-´5)توالي پرايمر  نام ژن
دماي 
آنلينگ
(°C) 

 اندازه
)جفت باز(

Mvh 
(VASA) 

 
F: 5' GAT AAT CAT TTA 
GCA CAG CCT C 3' 
R:5' GTC AAC AGA TGC 
AAA CAC AG 3' 

60-59  149 

ITGα6 

 
F:5' CTC AGA ATA TCA 
AGC TCC CT 3' 
R: 5' AAA CAC TAA TAG 
AGC CAG CA 3' 

60 148 

GFRα-1 

 
F:5' AAT TGT CTG CGT 
ATC TAC TGG 3' 
R: 5' ACA TCT GAT ATG 
AAC GGG AC 3' 

60  130  

ITGΒ1 

 
F:5' GAC ATT ACT CAG 
ATC CAA CCA 3' 
R: 5' AGG TAG TAG AGA 
TCA ATA GGG T 3' 

60  115 

Oct4 
F:5'GAA CTA GCA TTG 
AGA ACC GT 3' 
R: 5' CAT ACT CGA ACC 
ACA TCC TTC 3' 

60  129 

PLZF  

 
F:5' 
CCCGTTGGGGGTCAGC
TAGAA3' 
R: 5' 
CTGCAAGGTGGGGCGG
TGTAG3' 

61  137 

GAPDH 

 
F: 5' CAA CTC CCA CTC 
TTC CAC TT3' 
R: 5' GCA GCG AAC TTT 
ATT GAT GGT A 3' 

60  125 

  
  ها    ژن نيمه كميمقايسه

ها، از هـر پرايمـر بـراي تمـام                 مقايسه كيفي ميان ژن    براي
.  بـار تكـرار انجـام شـد        سـه  استخراج شـده،     RNAهاي        گروه

ــصولات  ــارز  روي PCRمحـ ــد 2/1ژل آگـ و ) Gibco( درصـ
هاي اختـصاصي      براي ژنRT_PCR.  آناليز شدgel redوسيله  به

 ,PLZF, Oct4, GFRα-1, VASA, IGA6 اسـپرماتوگوني شـامل  

IGB1 و نسبت بيان هـر كـدام بـه          انجامGBDH  بررسـي شـد  .
PCRها سه بار انجام شد    براي هر كدام از ژن .  
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  بررسي آماري
 بهينـه سـازي     تعيينتجزيه و تحليل اطلاعات آماري براي       

ي اسپرماتوگوني در محيط ازمايـشگاه      ها    كشت سلول شرايط و   
بــه همــراه (ANOVA  و Repeated measureبــه كمــك آزمــون

نسخه SPSS و با استفاده از نرم افزار )Tukey-testآزمون تكميلي
  .  تعيين شد≥p 0.05داري در حدود  معني. شد انجام 16

 

 ها يافته
ها پس از انجماد و           بررسي درصد حيات سلول   

  جداسازي
 پـس از جداسـازي بيـضه از         1 و آزمون    1در گروه كنترل    

وزه، طي دو مرحله هضم آنزيمي ابتـدا بافـت           ر 6موش نابالغ   
، هـا       تـأثير آنـزيم     تحـت  بينابيني حذف شـد و در مرحلـه دوم        

به   و در آمدژرمهاي   شكل تعليقي از سلول بهساز  هاي مني  لوله
 ديـده   2گونه كه در جـدول       همان. مدت سه هفته كشت شدند    

هــا در ايــن گــروه، پــس از    مــي شــود، درصــد حيــات ســلول
در .  بود 25/89±2/2ها و قبل از شروع كشت             ي سلول جداساز

هــاي   پــس از جداســازي ســلول 2 و آزمــون 2گــروه كنتــرل 
هـا بـا      به كمك دو مرحله هضم آنزيمـي سـلول       اسپرماتوگوني

روش ايزديار و همكاران در محلول انجمـادي منجمـد شـد و             
پـس از ذوب و     . هفته كشت شـدند    3مدت  ه  ب،   پس از ذوب  

ــروع ــل از ش ــلول قب ــات س ــد حي ــشت، درص ــن     ك ــا در اي ه
ها نسبت به گروه          درصد حيات اين سلول   .  بود 63±56/3گروه

  ). p≤0.001(داري كاهش يافت  سلول تازه به طور معني
هاي تـازه پـس از فرآينـد جداسـازي                درصد حيات سلول  

هـا در     اين ميزان پس از قراردهـي آن     .  بود 25/89±2/2آنزيمي  
آزمـون سـميت    (قبل از آغاز سـرد كـردن        محلول انجمادي و    

 رسـيد كـه     5/82±2/4كـاهش يافـت و بـه        ) محلول انجمادي 
هـاي جـدا شـده            داري بـا درصـد حيـات سـلول         تفاوت معني 

اين نشان داد كه محلـول انجمـادي اثـر سـمي قابـل              . نداشت
  . ها ندارد   اي بر حيات سلول ملاحظه

  ها   ذوب سلول- و  انجمادها پس از جداسازي    ميزان حيات سلول.2جدول 
  درصد حيات  هاي آزمايش   گروه

 25/89±2/2  )سلول تازه (1آزمون   و 1كنترل
 5/82±2/4  تست سميت محلول انجمادي

 -منجمدسلول   (2آزمونو   2كنترل
 )ذوب شده

*56/3±63 

  )p≤0.001. (هاي تازه معني دار است   نسبت به گروه سلول*: 
  

ــ  بررســـي تعـــدادكلوني هـــاي    لولهـــاي سـ
  ها   اسپرماتوگوني در گروه

هاي بنيادي اسپرماتوگوني در محيط كشت قـادر بـه                سلول
هـا تفـاوت        شناسـي ايـن كلـوني      زايي هستند و ريخـت     كلوني

ــا يكــديگر نداشــت  پــس از شــمارش ). 1شــكل (چنــداني ب
ها در چهار گـروه بـا          ها طي كشت ميانگين تعداد كلوني         كلوني

  :يكديگر مقايسه شد
  

  
  
كشت ساده  : Aهاي بدست آمده از      اي از مورفولوژي كلوني    نمونه .1شكل  
: Bو )  ميكرومتـر 30: بـار  (هاي اسپرماتوگوني حاصل از بيـضه تـازه      سلول

 ذوب شده حاصـل از بيـضه   -هاي اسپرماتوگوني منجمد     كشت ساده سلول  
  ) ميكرومتر30: بار (تازه



     ندا اصلاحي و همكاران286

 90، زمستان 37شماره ، نهمسال مجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، 

286 

، 1گـروه كنتـرل     هـا در        در پايان هفتـه اول تعـداد كلـوني        
 و 5/20±29/1، 2، كنتـــرل 40±83/1، 1، آزمـــون 7/3±5/33

هـاي        براي بررسي آثـار نـانو گـروه       .  بود 5/27±2،52/2آزمون
نتـايج  . مقايسه شـدند ) داراي نانو(و آزمون ) بدون نانو (كنترل  

هــا در   كــه تعــداد كلــوني) 2شــكل (آنــاليز امــاري نــشان داد 
داري را   افـزايش معنـي   ) وكـشت روي نـان    (هاي آزمـون          گروه

  .)p≤0.001(هاي بدون نانو نشان داد    نسبت به گروه

  
 5×105ا بـه ازاي   ه ـ     كلـوني   تعداد  انحراف معيار  ±  ميانگين مقايسه .2شكل  

هـاي         كنترل و گـروه    هاي       بين گروه  هاي مختلف     سلول كشت شده در زمان    
  آزمون
a : دار  معني از نظر آماري  خود در همان هفتهمقايسه با گروه كنترلدر
  ).p≤0.001( است

Fresh cell : هاي اسپرماتوگوني حاصل از بيضه تازه   سلولكشت،  
 Fresh cell on nano : هاي اسپرماتوگوني حاصـل از بيـضه      سلولكشت

هـــاي    ســـلولكـــشت : Frozen-thawed cell روي نانوفـــايبر،  تـــازه
: Frozen-thawed  cell on nanoذوب شـده،  - منجمـد اسـپرماتوگوني 

  ذوب شده روي نانوفايبر- منجمدهاي اسپرماتوگوني   سلولكشت 

  
و ) بـدون نـانو  (هاي كنتـرل       براي بررسي آثار انجماد گروه    

گروه . طورجداگانه مقايسه شدند    هر يك به  ) داراي نانو (آزمون  
داري را نشان داد   كاهش معني 1 نسبت به گروه كنترل      2كنترل  

)p≤0.001 (هــاي آزمــون    وهو در گــر)گــروه) اســتفاده از نــانو  
داري داشـت      كـاهش معنـي    1 نسبت به گروه آزمون      2 آزمون  

)p≤0.001 .(  
، 1هـا در گـروه كنتـرل            در پايان هفتـه دوم تعـداد كلـوني        

 و  25/28±71/1،  2، كنترل   75/47 ±63/2،  1، آزمون   86/3±25/40

  . بود75/35±5/2، 2آزمون
و ) بـدون نـانو   (هـاي كنتـرل          براي بررسي آثار نانو گـروه     

نتايج آناليز آماري نـشان داد      . مقايسه شدند ) داراي نانو (آزمون
) كـشت روي نـانو    (هـاي آزمـون           ها در گـروه         كه تعداد كلوني  

. هـاي بـدون نـانو داشـتند          داري نسبت بـه گـروه       افزايش معني 
)p≤0.001 .(    هاي كنتـرل          براي بررسي آثار انجماد گروه)  بـدون

طورجداگانـه مقايـسه    هـر يـك بـه    )داراي نانو( و آزمون )نانو
 2 و گروه آزمون     1 نسبت به گروه كنترل      2گروه كنترل   . شدند

  ). p≤0.001(داري داشت   كاهش معني1نسبت به گروه آزمون 
، 1هـا در گـروه كنتـرل          در پايان هفته سـوم تعـداد كلـوني        

، 5/36±91/1، 2، كنتــرل 63 ±35/5، 1، آزمــون 65/4±25/52
هـاي        براي بررسي آثار نانو گـروه     .  بود 75/45±71/1،  2آزمون
نتـايج  . مقايـسه شـدند   ) داراي نانو (و ازمون ) بدون نانو ( كنترل

هـاي آزمـون          ها در گروه        آناليز آماري نشان داد كه تعداد كلوني      
هاي بدون        داري نسبت به گروه     افزايش معني ) كشت روي نانو  (

هـاي        اي بررسي آثـار انجمـاد گـروه       بر). p≤0.001(نانو داشت   
طورجداگانه   هر يك به  ) داراي نانو (و آزمون ) بدون نانو (كنترل  

 1 نــسبت بــه گــروه كنتــرل 2گــروه كنتــرل . مقايــسه شــدند
)p≤0.001 (    كـاهش   1 نسبت به گروه آزمـون       2و گروه آزمون 

  ).p≤0.001(داري داشت  معني
  

   آزمونهاي كنترل و    در گروهها  بررسي قطر كلوني
 و كنتـرل  هاي      گروه درها      كلوني قطر بطور كلي در بررسي   

ها مختلف مشاهده نشد؛        داري در بين هفته     آزمون تفاوت معني  
طـور    همان. دار است   ها معني       اگر چه اين اختلاف در بين گروه      

 1ها در گـروه آزمـون             شود قطر كلوني     ديده مي  3كه در شكل    
داري نداشـت ولـي       ف معنـي   اخـتلا  1نسبت به گـروه كنتـرل       

داري داشـت      كـاهش معنـي    2 نسبت به گـروه كنتـرل        2آزمون
)p≤0.01( .  هاي داراي نانو افزايش قطر نسبت            بنابراين در گروه

براي بررسي آثار انجماد،    . هاي بدون نانو مشاهده نشد          به گروه 
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هـر يـك   ) داراي نـانو (و آزمـون  ) بدون نانو(هاي كنترل        گروه
 2در گـروه كنتـرل     ها      كلوني قطر. انه مقايسه شدند  طورجداگ  به

 داري نداشت ولـي قطـر        اختلاف معني  1نسبت به گروه كنترل     
 كـاهش   1 نسبت به گـروه آزمـون        2گروه آزمون    در ها      كلوني
  .)p≤0.01(داري داشت  معني

  

  
هـاي      در زمـان   هـا       نيقطـر كلـو   ر  معيـا  انحراف ±مقايسه ميانگين  .3شكل  

  هاي كنترل و آزمون   روهگمختلف بين 
a :  كـاهش   از نظـر آمـاري   خـود در همـان هفتـه   مقايسه با گروه كنترلدر 

 .)p≤0.01(داري داشت  معني
Fresh cell : هــاي اســپرماتوگوني حاصــل از بيــضه تــازه   ســلولكــشت،  

 Fresh cell on nano : هاي اسپرماتوگوني حاصـل از بيـضه      سلولكشت
هـــاي    ســـلولكـــشت : Frozen-thawed cell روي نانوفـــايبر،  تـــازه

: Frozen-thawed cell on nanoذوب شــده، - منجمــداســپرماتوگوني
  ذوب شده روي نانوفايبر- منجمدهاي اسپرماتوگوني   سلولكشت 

  
هاي بنيادي       سلول اختصاصيهاي        بررسي مولكولي نشانگر  

هـا در      و ارزيابي نيمه كمي آنRT-PCRاسپرماتوگوني با روش    
 هاي آزمايش    وهگر

 بررسي بيـان    براي شود،   ديده مي  4گونه كه در شكل       همان
، بيان يكـي    PCR در هر بار  كنترل و آزمون    هاي        ها در گروه        ژن

 ,PLZF, Oct4, GFRα-1, VASAهـاي     و ژنشدارزيابي  ها   از ژن

ITGA6, ITGB1  ها دربافـت     اين ژن. بيان شد ها   گروهدر تمامي
دست آمده از هـضم آنزيمـي         هاي به       وزاد و سلول  بيضه موش ن  

هاي كنترل        هاي حاصل از گروه         و سلول ) عنوان كنترل مثبت    به(
  .و آزمون داراي باند مشخصي بودند

  

  
هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني و            سـلول  اختـصاصي هـاي          نـشانگر  .4شكل  

 از  دسـت امـده    هاي بـه   سلول: 1 ستون .RT-PCRسلولهاي زاينده با روش     
كـشت   بدسـت امـده از       يهـا    سـلول  :2هضم آنزيمي قبل از كشت، ستون       

 بدسـت   يها  سلول: 3، ستون   هاي اسپرماتوگوني حاصل از بيضه تازه           سلول
 روي نانوفايبر،   هاي اسپرماتوگوني حاصل از بيضه تازه           سلولكشت  امده از   
-د منجم هاي اسپرماتوگوني       سلول  بدست امده از كشت    يسلولها: 4ستون  

ــتون  ــده، س ــلولها: 5ذوب ش ــشت يس ــده از ك ــت ام ــلول  بدس ــاي    س ه
   L: Ladderذوب شده روي نانوفايبر، - منجمداسپرماتوگوني

 
ــشانگر  ــي ن ــه كم ــابي نيم ــاي    ارزي ــصاصيه  اخت

  هاي آزمايش   هاي بنيادي اسپرماتوگوني در گروه  سلول
هـاي آزمـايش        در گـروه   ها      بيان ژن  نيمه كمي     بررسي براي

ز سه بار تكرار و سه نمونـه از هـر گـروه، از نـرم افـزار             پس ا 
UVItec      سپس بيان هر ژن نسبت     .  استفاده شد و نتايج ثبت شد
عنوان كنترل ارزيـابي شـد و نتـايج حاصـل             به GAPDHبه ژن   

داري در ميـزان نـسبي بيـان          نشان داد كـه تنهـا تفـاوت معنـي         
  ).5شكل (ها وجود دارد     ميان گروهITGA6و Oct4 هاي    ژن

ي بنيـادي   هـا      سـلول  اختـصاصي ي  هـا        ارزيابي نيمه كمي نـشانگر     .5شكل    
 ي نـسب يـزان  م*. ي آزمـايش ها   در گروه  زاينده يها    و سلولاسپرماتوگوني

  .)p≤0.05(ژن تفاوت معني داري دارد هماندر يان ژن با تمامي گروهها  ب
Fresh cell : يــضه تــازههــاي اســپرماتوگوني حاصــل از ب   ســلولكــشت،  

Fresh cell on nano : هاي اسـپرماتوگوني حاصـل از بيـضه       سلولكشت
ــازه ــايبر،  ت ــر روي نانوف ــشت : Frozen-thawed cell ب ــلولك ــاي    س ه

 :Frozen-thawed cell on nanoذوب شــده، - منجمــداســپرماتوگوني
 .ذوب شده بر روي نانوفايبر- منجمدهاي اسپرماتوگوني   سلولكشت 
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  بحث
 70درمـان موفـق بـيش از        بـا وجـود     هاي اخير        در سال 

اشـعه و    هاي بيضه در كودكان بـا اسـتفاده از              سرطاندرصد  
ــيمي ــالايي از آن  ش ــاني، درصــد ب ــار     درم ــوغ دچ ــا در بل ه

اين امر . شوند ازواسپرمي يا كاهش چشمگير تعداد اسپرم مي
در . ]4[ هـا را بـه خطـر بينـدازد              تواند كيفيت زندگي آن    مي
هـاي زيـادي را در          هاي گذشته اكثر پژوهشگران تـلاش       دهه

زايي پستاندارن در محيط آزمايشگاهي انجام        خصوص اسپرم 
زايـي كامـل در محـيط     اگر چه هدف نهـايي اسـپرم  . اند ه     داد

هـاي زيـادي در ايـن             حاصل نشده اما پيـشرفت    ،  آزمايشگاه
ــه اســت  ــه صــورت گرفت ــشت  . زمين ــرايط محــيط ك در ش

هايي اسپرماتوگوني كه قادر به         ادي فقط سلول  هاي بني     سلول
هـاي بنيـادي        بنـابراين تكثيـر سـلول     . ايجاد كلـوني هـستند    

هـا تحـت سيـستم            دليل تعداد بسيار كم آن      اسپرماتوگوني به 
طـور    محيط كشت خوب ابزار مهمي براي پژوهش و همـين         

زايي در افراد     روش درماني براي ترميم و توليد مجدد اسپرم       
  .]22[ است نابارور

هـاي      هـاي بيـضه را سـلول          تعداد خيلي كمـي از سـلول      
ــي  ــشكيل م ــادي اســپرماتوگوني ت ــد بني اســتفاده از . ]3[دهن

هـا        براي بقا، تكثير و افزايش تعداد سلول      (هاي كشت         روش
منظور نگهداري طولاني مدت  به(و انجماد ) و موفقيت پيوند

ي مطالعـه بيولـوژي     اي را بـرا     همراه پيوند، دريچـه     به) ها      آن
تـاكنون  . هاي بنيادي اسـپرماتوگوني بـاز كـرده اسـت               سلول

انجماد اسـپرماتوگوني در مـوش، رت، همـستر، خرگـوش،           
ايــن . ســگ، گوســاله، خــوك و اســب انجــام شــده اســت 

هـا      هاي بنيادي اكثر گونه       دهد كه سلول    ها نشان مي        دستاورد
بـه   ]22[د زايـي منجمـد شـو    تواند به منظور حفظ اسپرم مي

كار برده شده  هاي مختلفي به   منظور انجماد بافت بيضه روش
اسـپرماتوگوني،   هـاي   سـلول  ميـان، حفـظ  است كـه از ايـن   

 DMSO در انجماد وسيله به نابالغ بيضه بافتي بستر و سرتولي

هـاي زيـادي      تاكنون تـلاش . ]23[ است بوده آميزتر موفقيت
ر افـزايش بقـاي     براي بهبود شرايط محيط كـشت بـه منظـو         

دليل عدم    ها صورت گرفته است ولي به           ها و تكثير آن       سلول
ها موفقيت چشمگيري   اي اين سلول هاي تغذيه   آگاهي از نياز

هاي رشد   ها و فاكتور  افزودن سايتوكاين. مشاهده نشده است
تا حدودي به بهبود محيط كشت و در نتيجه تكثيـر و زنـده             

فاكتور نـوروتروفيكي   .  كرده است  ها كمك     ماندن اين سلول  
هاي سرتولي توليد و        نيز توسط سلول  ) GDNF(سلول گليال   

هاي اسـپرماتوگوني       با اتصال به گيرنده خود بر سطح سلول       
  . ]24- 26[شود  هاي درون سلولي مي  باعث پاسخ

اخيراً در برخي مطالعات شواهدي مبني بر اين موضـوع          
جملـه فيبـرونكتين و    خـارج سـلولي از   يهـا   كه مـاتريكس  

عنوان لايه تغذيه كننده در كشت  هتواند ب مييا كلاژن لامينين 
هاي بنيادي استفاده شـود و خاصـيت خودنـوزايي در               سلول

 .]13[ هـا را تقويـت نمايـد، مطـرح شـده اسـت        اين سلول
عنــوان   بــهPLLAبنــابراين در پــژوهش حاضــر از نانوفــايبر 

ي آزمون اسـتفاده و اثـر       ها       در گروه  خارج سلولي ماتريكس  
هـاي بنيـادي در كـشت             اين نانوفايبر بر ميزان تكثير سـلول      

  . سلولي روي آن بررسي شد
هاي اسپرماتوگوني موش نابالغ    منظور جداسازي سلول به

ها طـي دو           روزه تهيه و پس از خارج كردن بيضه آن         6 تا   3
بـا افـزودن    هـا جـدا شـدند و              مرحله هضم آنزيمي، سـلول    

GDNF    در دو گـروه بـا و بـدون نانوفـايبر             به محيط كـشت 
هاي بيضه فقط          روزه نر طناب   6در موش   . كشت داده شدند  

؛ بنابراين  ]27- 29[هاي بنيادي و سرتولي است            شامل سلول 
در مطالعات مختلف در زمينه بيولوژي، پيوند و تكامـل رده           

فاده  روزه اسـت   6هـاي نـر           هاي اسپرماتوگوني از موش         سلول
  .]30- 32[شود  مي
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علت استفاده از نانو فايبر اين اسـت كـه نانوفـايبر ريـز              
محيطي مشابه ماتريكس خارج سلولي است و مواد تـشكيل          

علاوه بر ايـن در     . دهنده آن جزء تركيبات غشاي پايه است      
ميزان زنـده    GDNFمطالعات مختلفي كه انجام شده افزودن       

 آزمايشگاه افـزايش داده  طدر محيها را    سلولماندن و تكثير    
. ]33 [ها به محيط كـشت اسـت          است و جزء اصلي افزودني    

GDNF كــه توســط  اســتهــايي   يكــي از مهمتــرين فــاكتور 
اين فاكتور يـك محـرك      .شود   هاي سرتولي ترشح مي         سلول

 .]34 [اسـت هـاي اسـپرماتوگوني         قوي بـراي تكثيـر سـلول      
 3ليتر بـه مـدت       نانوگرم برميلي  10 با غلظت    GDNFبنابراين  

بار به هنگـام تعـويض محـيط كـشت             روز يك  2هفته و هر    
هـا در    ها اضافه شد و طي سه هفته تعداد و قطركلوني         سلول

در . هر دو گروه بـا نانوفـايبر و بـدون نانوفـايبر ثبـت شـد               
هـا در گـروه هـم كـشت بـا               تعـداد كلـوني    پژوهش حاضر 

 هر دو گـروه     نانوفايبر نسبت به گروه كنترل بيشتر بود و در        
همچنـين  . هـا طـي سـه هفتـه افـزايش يافـت               تعداد كلـوني  

 هستك خارج مركزي 3 تا 2اسپرماتوگوني با ظاهر كروي و 
شناسـي   هاي گرد و شعاعي نمودند كـه ريخـت       ايجاد كلوني 

  . ]35[ها مشابه نتايج پژوهش ايزديار و همكاران بود   كلوني
 داد كـه    ها طي سه هفته كشت نـشان          بررسي قطر كلوني  

دهد و در گروه  داري را نشان نمي ها تفاوت معني  قطر كلوني
هـا      هم كشت با نانوفايبر نسبت به گروه كنترل قطـر كلـوني           

هـا ممكـن        كاهش قطـر كلـوني    . داري نداشت   اختلاف معني 
هـم    دلايلي مانند تعداد دفعات پاساژ طي كشت و به          است به 

زايش ارتفـاع   خوردن ساختار كلوني در هـر بـار پاسـاژ، اف ـ          
هـاي ژرم و جـدا            ها يا تمايز سلول         جاي قطر آن    ها به     كلوني

در مطالعاتي كه انجام    . ها طي كشت از كلوني باشد           شدن آن 
ــم روز   ــت انجـ ــده اسـ ــاران در ) Anjamrooz(شـ و همكـ

 2هـاي نـوزاد           كـشتي سـلول     دست آمده از هم     هاي به     كلوني

عداد و قطر را مشاهده     هاي سرتولي، افزايش ت         روزه با سلول  
 را بيان كردند، احتمالاً  c-kitها  كردند كه از آنجايي كه كلوني

و ) Koruji(كروجـي   . ]36[ها تمايز يافتـه بودنـد           اين كلوني 
هـاي اسـپرماتوگوني بـالغ بـا              كشتي سـلول    همكاران در هم  

سرتولي افزايش تعداد و قطر كلوني را مشاهده كردند ولـي           
ها نيـز بـا كـاهش تعـداد و قطـر                  نجمادي آن هاي ا       در گروه 

 .]37[روبرو بودند 

 هــا عــلاوه بــر  ســلولايــن بــراي تأييــد بيــشتر ماهيــت 
با اسـتفاده از روش     .  استفاده شد  RT-PCR، از   شناسي ريخت

RT-PCR  هاي زاينـده در سـطح            هاي شاخص سلول         بيان ژن
mRNA         هـاي        دهنـده بيـان ژن       بررسي شـد كـه نتـايج نـشان

)PLZF, Oct4, GFRα-1 VASA, ITGA6, ITGB1 ( در تمــام
 هاي      تاكنون هيچ نشانگر اختصاصي براي سلول     . ها بود       گروه
اي شناخته نـشده اسـت        اسپرماتوگوني در هيچ گونه    بنيادي

ولي تركيبي از چنـد نـشانگر مختلـف اطلاعـات مهمـي را              
اسپرماتوگوني در مورد جونـدگان و       هاي      درباره انواع سلول  

 و  ]28و  27[ GFRa-1. ]38[كنـد     هـا فـراهم مـي         اير گونـه  س
PLZF ]29هــاي بنيــادي و پــيش ســاز     خــاص ســلول]30و

.  ]39[ ها از جمله انسان اسـت    اسپرماتوگوني در انواع گونه
4 Oct  هـاي بنيـادي          همـه سـلول    هاي مهم عمومي در         از ژن

  .هـاي بنيـادي اسـت           دهده پرتواني در سـلول      است كه نشان  
4 Oct-      هـاي مهـم در خودنـوزايي             به عنوان يكي از فـاكتور

هـاي         كـه در سـلول     ]33و  32[ نيـز هـست      SSCهايي        سلول
و  ]40- 42و 37، 34[ ساز اسـپرماگوني مـوش   بنيادي و پيش

 هـر دو در  ITGA6, ITGB1. شـود   بيـان مـي  ]43- 46[انسان 
هاي بنيادي و پيش سـاز اسـپرماتوگوني  مـوش بيـان                   سلول
هـاي        عنوان نشانگر همـه سـلول        و نيز به   ]48و  47[شود   مي

هـاي مختلـف فـوق            بنابراين بيان ژن  . ]50و49[زاينده است   
تواند دليلي  هاي حاص از كشت مي   طور همزمان در سلول   به
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در .  در كـشت سـلولي بررسـي حاضـر باشـد           SScبر وجود   
تنهـا  هـاي اسـپرماتوگوني،           بررسي نيمه كمي ميزان بيان ژن     

 Oct4 ,ITGA6 يها    ژنيان بي نسبيزان در مداري يتفاوت معن
دهد   آزمايش و كنترل مشاهده شد كه نشان مي       ها         گروه يانم

ها نداده است كه اين نتيجه            نانوفايبر تغييري در بيان اكثر ژن     
دليل شـرايط آزمـايش از جملـه مناسـب نبـودن              تواند به   مي

 RT-PCRها مربوط به     آزمون نيمه كمي يا تكرار كم آزمايش      
  .باشد

 بـر   PLLAكـشتي بـا نانوفـايبر         در اين مطالعه آثـار هـم      
 ذوب شـده اسـپرماتوگوني      - هاي منجمـد      زايي سلول   كلوني

هـاي      سـلول . موش نابالغ در محيط آزمايشگاه بررسـي شـد        
بـدون    ذوب شده اسپرماتوگوني در دو گـروه بـا و  - منجمد

. ت شــدندكــش GDNF نانوفــايبر در حــضور فــاكتور رشــد
هاي ژرم حاصل از جداسازي نهـايي پـس از فرآينـد                سلول
و در ) 63±56/3( ذوب به ميزان بالايي زنده ماندند - انجماد

اين يافته با  نتـايج      . زايي نمودند   محيط آزمايشگاه نيز كلوني   
بررسي ايزديار و همكاران مطابقت دارد كه نشان دادند بعد          

 زنـده ماندنـد و در   هـا   سـلول   درصـد 68 ذوب، - انجماد از
هـا      محيط كشت تكثير پيـدا نمودنـد، همچنـين ايـن سـلول            

عملكرد خود را حفظ نمـوده و توانـستند بعـد از پيونـد در               
در مطالعـه   . ]5[بيضه موش گيرنـده كلـوني ايجـاد نماينـد           

 .داري با اين مطالعه مشاهده نشد حاضر تفاوت معني

 بنيـادي   هـاي       در بررسي اثر نانوفـايبر بـر تكثيـر سـلول          
ها در گـروه    تعداد كلوني اسپرماتوگوني تازه مشاهده شد كه

هم كشت با نانوفايبر نسبت به گروه كنترل افزايش يافـت و       

. ها طي سه هفته افزايش يافـت          در هر دو گروه تعداد كلوني     
هـاي منجمـد ذوب شـده تعـداد               كه در گروه سلول     در حالي 

انو كـاهش يافـت و      كلوني در مقايسه با گروه كنترل بدون ن       
ها را   ها با نانوفايبر توانست تكثير كلوني           كشتي اين سلول    هم

دليـل مـرگ      كاهش تعداد كلـوني احتمـالاً بـه       . افزايش دهد 
دليـل حجـم بـالاي        هاي سرتولي طي فرايند انجماد به           سلول

سوماتيك از جملـه     هاي      بودن سلول . ها است   سيتوپلاسم آن 
 محـيط كـشت بـه تـشكيل ريـز           در سرتولي به تعداد كـافي    

در . كنـد   محيطي شبه بيضه و بهبود شرايط كشت كمك مـي         
هاي سـرتولي اسـتفاده           مطالعات اخير كه از هم كشتي سلول      

خوبي  زايي به هاي سرتولي در فرايند كلوني   شده، نقش سلول
هـاي سـاير        نتـايج ايـن مطالعـه بـا يافتـه         . نشان داده اسـت   

  .]51- 56  و37 ،15[پژوهشگران همخواني دارد 
باعــث  PLLA برينانوفــابررســي حاضــر نــشان داد كــه 

ذوب -  منجمدي اسپرماتوگونيادي بنيها    سلولريتكثافزايش 
شـود ولـي بـر ميـزان نـسبي بيـان             در محيط كشت مي   شده  
  .هاي اسپرماتوگوني اثري ندارد   ژن

  

  تقدير و تشكر
شـوراي   مـصوب  تحقيقـاتي  طرح از برگرفته حاضر مقاله

پزشـكي تهـران بـوده كـه در مركـز       علوم دانشگاه هشيپژو
 نويـسندگان . تحقيقات سلولي و مولكولي انجام شده اسـت 

مركـز   ايـن  همكـاران  و مـسئولين  از سپاسـگزاري خـود را  
بخشايش و جناب آقاي دكتر  خانم ويژه سركار به تحقيقات،
  .دارند مي ابراز شان ي صميمانهها  همكاري خاطر به كرباسيان
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