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Abstract 

Purpose: The purpose of this study was the separation of spermatogonial cells from prepubertal 

NMRI mouse testis by magnetic activating cell sorting( MACS ) method and assessment of FBS 
concentration on surviving these cells after cryopreservation.  

Materials and Methods: Testes from 6-days-old mouse removed and digested in two enzymatic 

mediums. first 8-9 min at medium containing collagenase, trypsin and DNase and second 10-12 min  

in medium containing collagenase, trypsin, DNase, hyalloronidase and EDTA and then  the 

spermatogonial cells were isolated by ( MACS ) method.  In the freezing step, the cells were frozen 

in three medium containing DMEM/F12 medium, 10% DMSO and 50%, 60% and 70% FBS serum 

,named group I,II.III. 

Results: The viable cells obtained after enzymatic disaggregation were 91.66%±0.60% and after 

being isolated by MACS method were 95.25%±0.33%. The purity of the isolated cells was 

93.79%±2.20%.  The cells frozen in group I, II and III had 39.09%±0.15, 85.55%±6.98 and 

90/29±1/38 % viability, respectively.  

Conclusion: according to the obtained results, the increase of temperature at digestion step reduces 

the time of testicular tissue disaggregation and consequently increase viable cells. Higher viable 

cells and purity can be attained by using of α6 integrin and magnetic beads. The results show that 

spermatogonial cells in freezing media containing 60% - 70% FBS have the highest viability after 

thawing. 

Keyword: Spermatogonial stem cell, Magnetic Activated Cell Sorting, Cryopreservation, Infertility  



   مقاله تحقيقي

 113-120، صفحات 88ن ، پاييز و زمستا29 و 28هاي  مجله علوم تشريح ايران، سال هفتم، شماره

نياي جداشده از موش هاي اسپرماتوگو    بر انجماد سلولFBSتأثير غلظت سرم 
  MACSنابالغ به روش 

  ***.Ph.D يزدي ، پوپك افتخاري **.M.D محمدعلي صديقي گيلاني  ،*.M.Scعليپور  فيروز جنت
 *****.D.V.M، هادي خاكزاد ****.D.V.Mزاده   محمدتقي دانش

  

  گروه آندرولوژي پژوهشكده رويان ، تهران، ايران*
 دانشگاه تهران، ايرانشناسي پرديس علوم  دانشكده زيست**

 گروه جنين شناسي پژوهشكده رويان، تهران، ايران***
  بخش حيوانات آزمايشگاهي پژوهشكده رويان، تهران، ايران****
 بخش حيوانات آزمايشگاهي انستيتيو پاستور ايران، تهران، ايران*****

  87ماه  آبان: ، تاريخ پذيرش87ماه  شهريور: تاريخ وصول
  چكيده

روش جداسـازي    بـا NMRI (national medical research institute)  هـاي اسـپرماتوگونيا از مـوش نابـالغ     سـازي سـلول   جدا:هدف
  .ها پس از انجماد  بر ميزان زنده ماندن اين سلولFBS(Fetal Bovine Serum) مغناطيسي سلولي و بررسي تأثير غلظت

  دقيقـه در محـيط       9 تا   8ابتدا  .   ابتدا در دو محيط آنزيمي مختلف قرار داده شد          NMRI  روزه نژاد  6هاي      بيضه جدا شده از موش     :ها  مواد و روش  
 :DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium و پـس از شستـشو بـا محـيط     DNAseIهاي كلاژنـاز، تريپـسين و     اول حاوي آنزيم

Nutrient Mixture F-12)هاي كلاژناز، تريپسين،  م دقيقه در محيط دوم حاوي آنزي12 تا 10مدت  بهDNaseI هيالورونيداز و ،EDTA(Ethylene 

Diamine Tetra acetic Acide)ها با استفاده از روش جداسازي  در مرحله بعد سلول. دست آمد سپس سوسپانسيون منفرد سلولي به.  قرار گرفت
(magnetic activated cell sorting) MACSدر مرحلـه  . وسيله فلوسـايتومتري مـشخص شـد    ها به لسپس درصد خلوص اين سلو.  جدا شدند

  DMSO درصـد  10عـلاوه    بهKSOM(potassium simplex optimized medium)هاي انجمادي حاوي محيط  وسيله محيط ها به انجماد، سلول
(Dimethyl sulfoxide) درصد از 70 و 60، 50 غلظت مختلف 3تكميل شده با FBSاول، دوم و سوم نام گرفتترتيب گروه  منجمد شد كه به .  

 MACS، 33/0±25/95و بعـد از جداسـازي بـه روش     درصـد  66/91±60/0ها پس از تيمار آنزيمـي        ميزان زنده ماندن سلول   : ها    يافته
ها پـس از انجمـاد، در گـروه اول     ميزان زنده ماندن سلول.  بوددرصد 79/93±20/2هاي جداسازي شده   و ميزان خلوص سلولدرصد 

اين ميزان بـين گـروه اول بـا         .  درصد بود  29/90±38/1 درصد و در گروه سوم       55/85±98/6 درصد و و در گروه دوم        39 /15/0±09
  .داري نشان داد هاي دوم و سوم اختلاف معني  گروه
 α6بـادي    از آنتـي با استفاده. دهد  دهند كه افزايش دما زمان هضم بافت بيضه را در محيط آنزيمي كاهش مي                نتايج نشان مي   :گيري  نتيجه

همچنـين  . شـوند  ها زنده مانده و با درجه خلوص بالاتري جـدا مـي    ميزان بيشتري از سلول Dynabeadهاي مغناطيسي  اينتگرين و دانه
  .يابد  افزايش ميFBS درصد 70 الي 60ها در  محيط انجمادي  حاوي  بقاي سلول
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  مقدمه
ــشرفت ــاي  پي ــه ه ــه در زمين ــل ملاحظ ــيمي قاب ــاني و   ش درم

د افراد  درص80 حدود منجر به درمانهاي اخير   در سال راديوتراپي
هـاي    نوع روش اين آثار منفي سفانه ازأمت. ]1[ شده استسرطاني 
 راه حل .]2[ است اسپرماتوژنز بيضه و ناباروري اختلال در درماني

بـه منظـور انجـام لقـاح در          انجماد اسپرم    ،موجود براي مردان بالغ   
ــشت  ــيط ك ــاIVF(in vitro fertilization) مح ــل   ي ــق داخ  تزري

ــپرم   )(ICSI: Intracytoplasmic sperm injectionسيتوپلاســمي اس
 دليل عدم وجود اسـپرم ايـن امكـان          بههاي نابالغ       اما در پسر  . است

 راه مـشكل دو    ايـن   حـل  هـاي اخيـر بـراي         در سال . وجود ندارد 
هـاي      سـلول  )transplantation(پيشنهاد شده است كه شـامل پيونـد       

  .]2 [است) grafting( پيوند بافت بيضه  يابنيادي اسپرماتوگونيا
 ميليـون  100 حدوددر انسان روزانه     اسپرماتوژنز طي پديده 

در پــستانداران، اســپرماتوزوآ حامــل  .شــود   اســپرم توليــد مــي
بنابراين، . شود    منتقل مي  به نسل بعد      است كه  اطلاعات ژنتيكي 

ها ضروري است       فرآيند توليد اسپرم،  براي حفظ و تنوع گونه        
 زندگي به تنظيم دقيق و      طول در   زرماتوژن اسپ فرآيندادامه  ). 3(

. وابـسته اسـت   هاي بنيادي اسـپرماتوگونيا          سلول  پيوسته تمايز
هاي منفردي هستند كه        سلول،  هاي بنيادي اسپرماتوگونيا      سلول

در موش  . اند  واقع شده  ساز  هاي مني     لولهدر غشاي پايه اپيتليوم     
هاي بنيـادي       ولهاي زاينده، سل       درصد كل سلول   03/0بالغ تنها   

 ســلولي هــستند كــه نــوعهــا تنهــا   آن. اســپرماتوگونيا هــستند
 باروري را    پس از پيوند   توانند دوباره ايجاد جمعيت كرده و       مي
  هـستند،   مادرزادي عقيم   كه به طور    دريافت كننده  حيواناتدر  

يك ابزار كليدي براي مطالعه بيولوژي سلول       . ]4 [از سر گيرند  
 جمعيـت    و حفـظ    توانايي غنـي سـازي     ،يابنيادي اسپرماتوگون 

پـيش  . ]5 [ براي دوره طولاني اسـت In vitroسلول بنيادي در 
ــادي    ــدت ســلول بني ــداري طــولاني م ــراي نگه ــم ب ــاز مه ني

 است و   اوليه خلوص جمعيت سلولي     ،اسپرماتوگونيا در كشت  
 زمـاني كشت،    دو هفته اول دوره     در ند كه ا  همطالعات نشان داد  

پرماتوگونيا به شرايط كشت حساس است،      كه سلول بنيادي اس   

و اگـر   بـوده   درجه خلوص سلول بنيادي اسپرماتوگونيا حياتي       
بالا باشد، زودتـر از      غلظت آلودگي جمعيت سلول سوماتيكي    

هاي سوماتيك       سلول .كنند    سلول بنيادي اسپرماتوگونيا رشد مي    
آور بر خود تجديدي و گسترش سـلول بنيـادي          داراي اثر زيان  

ي  بنابراين لازم است كه جمعيـت سـلول        ،اتوگونيا هستند اسپرم
 سـلول   تـري از    خـالص  خالص شده و كشت بـا جمعيـت          آن

  .]6[اسپرماتوگونيا شروع شود 
هـاي بنيـادي        چندين روش مختلف براي جداسازي سلول     

، ]7 [ شامل پلاتينگ افتراقي    وجود دارند كه   اسپرماتوگونيا از بيضه  
 جداسازي سلولي با روش ،]9و8 [يداستفاده از دهندگان كريپتورك

ــنت   FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) فلورسـ
 ]13و12[ MACS(macs activating cell sorting)و ] 11و10[

 بنيادي اسپرماتوگونيا   هاي    سلول از   ترين جمعيت  خالص. است
نـد كـه    آي   ميدست   هب  MACS و FACSهاي      با استفاده از روش   

  .]4[كنند    هاي سطح سلولي عمل مي  شانگربر پايه ن
هـاي بنيـادي اسـپرماتوگونيا نگهـداري       مشكل پيوند سلول 

مدت ايـن    مدت و طولاني   يك راه حل كشت كوتاه    .  است ها    آن
. ]4 [در مطالعات متعددي گزارش شده است     است كه   ها    سلول

 درمـان سـرطان      طي دوره   تا بعد از   استراه حل ديگر انجماد     
. ]14 [يافته از سرطان پيوند زد      به بيمار نجات   ها را   ولسلبتوان  

 بـراي   روشـي  و همكـاران     (Izadyar)، ايزديـار    2002سال   در  
دند كـه   داه  يهاي بنيادي اسپرماتوگونيا در گاو ارا         انجماد سلول 

براي انجماد  FCS (fetal calf serum) به همراه  DMSOاز آندر 
كاناتـسو  ]. 14[ت آمـد    دس ـ  استفاده كردند كه نتايج خـوبي بـه       

هاي تـازه        سلول  نيز و همكاران  (Kanatsu-Shinohara)شيناهارا  
زدند و بازگـشت بـاروري را       منجمد شده را در موش پيوند        و

ــوش ــد    در م ــزارش دادن ــده گ ــاي گيرن ــات .]15[ه  در مطالع
ها اسـتفاده      براي انجماد سلول   FBSهاي بنيادي جنيني از         سلول

ها در زمان انجماد، تـأثير        قاي سلول شد و مشخص شد كه بر ب      
 بـراي   MACS از روش     حاضر در مطالعه ]. 17و16[مثبت دارد   

 و  شـد  مـوش اسـتفاده      يهاي اسـپرماتوگونيا      جداسازي سلول 
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  بعـد از هـضم       ،ها در سـه مرحلـه        سلول يهمچنين  ميزان بقا   
 و بعد از انجمـاد و       MACSآنزيمي، بعد از جداسازي با روش       

  بـر انجمـاد    FBSاي اولين بار تأثير سـرم   و بربررسي ، ذوب
 در مطالعــات قبلــي .مطالعــه شــدهــاي اســپرماتوگوني   ســلول

 بعــد از تولــد اولــين زمــان ايجــاد 6مــشخص شــد كــه روز 
 روزه 6هـاي       دراين مطالعه موش  ] 19و18[اسپرماتوگونيا است   

هاي بنيـادي اسـپرماتوگونيا كـه          انتخاب شدند كه درصد سلول    
  .شتر باشد اينتگرين هستند بيa6شانگر بيان كننده ن

 

  ها  مواد و روش
 نژاد  از) موش20-15در هر مطالعه ( روزه  6هاي      بيضه موش 

NMRI با كمي]19[قبلي  ابتدا در دو محيط آنزيمي طبق مطالعات  
 دقيقــه در محــيط 9تــا  8: شــرح زيــر قــرار گرفتنــد بــهتغييــر 

DMEM/F12  هاي كلاژناز نوع         حاوي آنزيمI) sigma (   1با غلظت 
  بـــا غلظـــت) gibco(ليتـــر، تريپـــسين  گـــرم در ميلـــي ميلـــي

 50بــا غلظــت ) DNaseI) rocheليتــر و   ميكروگــرم در ميلــي250
ليتر محيط شامل      ميلي 3ليتر و بعد از اين زمان         ميكروگرم در ميلي  

 ـ       FBS درصد سرم    15 ن اضـافه و در     ه آ  براي مهار عمـل آنـزيم ب
قيقه قرار داده شد تا در واحد گرانـي          د 5مدت    هليوان حاوي يخ ب   

محيط رويـي برداشـته و      سپس  نشين شوند،     فر ته   هاي سميني     لوله
در محيط فوق بدون سرم شستشو       ها دوبار      لوله  و دور ريخته شد  

 دقيقـه در    12 تـا    10فـر     سميني هاي    در مرحله دوم لوله    .داده شد 
 يـداز محيط مـشابه محـيط اول بـا اضـافه كـردن آنـزيم هيالورون              

)sigma (   ليتـر و      گرم در ميلي     ميلي 1با غلظتEDTA) sigma (  بـا
گرفت و سوسپانسيون منفرد سلولي     قرار   ميكرومولار   5/0غلظت  

  ميكرومتري40اين سوسپانسيون سپس از فيلتر مش . دست آمد هب
)BDbioscience (            عبور داده شد تا قطعات خـرد نـشده و اضـافي

 6aبـادي اوليـه عليـه     ا با آنتـي ه در مرحله بعد سلول   . شودحذف  
نــشانگر ســطحي ) (rat anti human CD49f, serotec( اينتگــرين

 ,sheep anti rat dynabeades(و مگنـت  ) هاي اسپرماتوگونيا  سلول

dynalbiotech ( هاي كارخانه سازنده با كمي اصـلاح           طبق آموزش

  :به شرح زير جدا شد
 I) 99/9 بــافر ليتــر  ميلــي1  ســلول در1×107ابتــدا تعــداد 

ــر ــر PBS، 1 (phosphate buffer saline) ميكروليتـ  ميكروليتـ
HSA(Human serum Albumin)) vitrolife, Sweden( در يــك 

 rat( بادي اوليه ميكروليتر آنتي 10 سوسپانس شده و آزمون تيوب

anti human CD49f (α6 integrin ,serotec)(   به آن اضافه شـد و در
 دقيقــه 20 بعـد از . گــراد قـرار گرفـت    درجـه سـانتي  4دمـاي  
 و محلـول     دقيقه سـانتريفوژ شـد     8مدت     به g300ها در     سلول

بـادي     ميكروگرم آنتي  25در مرحله بعد    . رويي دور ريخته شد   
 M450 sheep anti rat)هاي مغناطيسي     ثانويه متصل شده به دانه

dynabeades ,dynalbiotech) ليتري ايـن    ميلي1 به سوسپانسيون
 ميلـي ليتـر     1 دقيقـه    20بعد از مدت زمان     . ها اضافه شد    سلول
 ميـدان  آزمـون تيـوب در معـرض    بـه آن اضـافه شـد و          Iبافر  

هـايي كـه     مغناطيسي قـرار داده شـد و در ايـن مرحلـه سـلول          
 به ديواره تست تيـوب      ها متصل بوده      هاي مغناطيسي به آن    هدان

هاي   سلولمحلول اضافه دور ريخته شد و      .  جدا شد  چسبيده و 
 شستشو داده شده DMEM/F12 بار در محيط   4 چسبيده به لوله  

 نهايت در اين محـيط سوسـپانس شـده و بـراي مرحلـه                در و
 ـ سپس درصد خلوص اين سلول . انجماد آماده شد   وسـيله   هها ب

  .دشفلوسايتومتري مشخص 
  :ها در سه گروه به شرح زير منجمد شد سلول

 در  FBS درصد   50و  ) DMSO) sigma درصد   10:گروه اول 
  KSOMمحيط 

 FBS درصــد 60و ) DMSO) sigma درصـد  10:گـروه دوم 
 KSOMمحيط در 

 FBS درصـد    70و  ) DMSO) sigma درصد   10 :گروه سوم 
  KSOMمحيط در 

ها در هر سـه گـروه، بعـد از اضـافه كـردن محـيط                  سلول
 درجـه    -70 سـاعت در فريـزر       24ها به مدت        انجمادي به آن  

بعد از ايـن زمـان در مـدت زمـان            داده شد و  قرار  گراد   سانتي
 دقيقه به فريزر نيتروژن مايع انتقال داده شد و بعد از            1كمتر از   
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 .شدها بررسي    آنيذوب و ميزان بقا،  روز15گذشت 

ها در سـه مرحلـه، يعنـي بعـد از              سلول يبرآورد ميزان بقا  
هـا بـا       و ذوب سلول   MACSهضم آنزيمي، جداسازي به روش    

 و آنــاليز فلوســايتومتري  PI(Propidium Iodide)رنــگ آميــزي
  . سلول شمارش شد10000 و در هر مرحله صورت گرفت

هـاي      افزار  وسيله نرم  ها به   دست آمده از بررسي داده     نتايج به 
ها   اختلاف ميزان زنده ماندن سلول    . آماري تجزيه و تحليل شد    

ن وسـيله آزمـو    پس از انجماد در سه گروه اول، دوم و سوم به          
ANOVAو سپس آزمون تكميلي Tueky HSDافزار  با نرم SPSS 

همراه ميـانگين    ها به  تمامي داده .  تجزيه و تحليل شد    13نسخه  
  .اند  ذكر شده(SE)خطاي استاندارد 

  

  ها يافته
  جداسازي در مرحله اول آنزيمي

بررسـي   وارونه   در اين مرحله هضم در زير ميكروسكوپ      
فـر    هاي سـميني      يداست لوله  پ 1طوري كه در شكل     شد و همان  

هاي ديگري هم در   فر سلول هاي سميني  علاوه بر لوله. جدا شد 
هاي موجود در بافت بيضه         شكل پيداست كه شامل بقيه سلول     

 ،كه كاملاً هضم شدند   است  فر    هاي سميني     هايي از لوله      و سلول 
  ي سـميني فـر،    هـا     ها بعـد از تـه نـشين شـدن لولـه             اين سلول 

ز محـيط   امانـد و      هستند در محيط رويي باقي مي     چون سبكتر   
  .شود  حذف مي

  
  جداسازي در مرحله دوم آنزيمي

هـا بـه    در اين مرحله بعد از قرار گيـري در آنـزيم، سـلول        
 دقيقه پيپتاژ شد و هضم در زير ميكروسـكوپ          5فاصله زماني   

ها      دقيقه لوله  12 تا   10 بررسي شد و بعد از مدت زمان         وارونه
ــد و س  ــضم ش  ــ ه ــلولي ب ــك س ــسيون ت ــد   هوسپان ــت آم دس

  هـا بعـد از      در اين مرحلـه درصـد حيـات سـلول         ).ب1شكل(
  . بود66/91±60/0 تكرار 3

  
سوسپانـسيون   ) ب ،از مرحله اول آنزيمي    فر بعد   هاي سميني     لوله ) الف .1شكل  

  ). ميكرومتر100 :بار ( آنزيمي2دست آمده بعد از مرحله   بهتك سلولي
  

  MACSجداسازي با روش 
 سلول جدا شـد     نوع دو   MACSبعد از جداسازي با روش      

هـايي كـه        يكـي سـلول   . سـت ا   نشان داده شـده    2كه در شكل    
ها متصل نشده و بنابراين در ميدان مغناطيـسي             بادي به آن    آنتي

ــد و  ــاقي مان ــق ب ــول معل ــشد و در محل ــوعمنحــرف ن  دوم  ن
  .ها متصل شده و جدا شد   به آنيباد هايي كه آنتي  سلول
  

ي يها     سلول :؛راستها متصل نشده است       بادي به آن    هايي كه آنتي      سلول: چپ .2شكل  
  ). ميكرومتر25 بار(اند  هشد است و جدا ها متصل شده  بادي به آن كه آنتي

SSC: Spermatogonial stem cell, MB:Miro bead, SP: 
Spermatogonia 

  

هـا    سلول ي ميزان بقا  ،اول. شد بررسي   عاملدر اين مرحله دو     
 ايـن ميـزان     و درصـد بـود      SE33/0±25/95بعد از سه تكـرار      كه  

 درصد خلوص   ،دوم. حيات از مرحله آنزيمي هم بالاتر بوده است       
بـادي    هاي جدا شده كه توسط آناليز فلوسايتومتري بـا آنتـي              سلول
فلوئورو ايزو  ( FITCبادي ثانويه كنژوگه با        اينتگرين و آنتي   6aاوليه  

 3طـور كـه در هيـستوگرام شـكل            جام شد و همان   ان) تيو سيانات 
درصـد   79/93±20/2طور متوسط در سه تكرار        مشخص است به  

  .ها نشانگر مورد نظر را  بيان كرد سلول
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هــاي جــدا شــده بــا اســتفاده از آنــاليز    درصــد خلــوص ســلول.3شــكل

  فلوسايتومتري
  

  ها دست آمده از انجماد و ذوب سلول هنتايج ب
هاي منجمـد شـده در سـه محـيط               سلول يادر اين مرحله بق   

 روز  15بعـد از گذشـت      ) هـا     در قسمت مواد و روش    (انجمادي  
در ايـن   .  آمده اسـت   1دست آمده در جدول     هنتايج ب . شدبررسي  

هـاي ديگـر        ها بررسي و فاكتور     مطالعه تأثير غلظت سرم بر سلول     
 .بود و ثابت در نظر گرفته شد] 15و14[ طبق مطالعات قبلي

 
 در سـه گـروه انجمـادي،    MACSهاي جدا شده با روش        سلول .1 جدول
  3= ، تكرار در هر گروه Tukey آزمون

ميانگين درصد حيات بعد از   ها  گروه
   خطاي استاندارد±ذوب 

  a,b15/0±09/39  ) درصد سرمI)    50گروه 
  55/85±98/6 ) درصد سرمII)   60گروه 
  29/90±38/1 ) درصد سرمIII) 70گروه 

a:دار با گروه   اختلاف معنيII، 004/0 p= 
b: دار با گروه  اختلاف معنيIII، 002/0 p=  

 
مشخص شده است بين گروه      1طوري كه در جدول       همان

داري وجود دارد      اختلاف معني  3و1 و همچنين بين گروه      2و1
دار نيست و اين نـشان         اختلاف معني  3 و 2ولي بين دو گروه     

 درصد تأثير زيادي    60 به   50 سرم از    دهد كه افزايش ميزان         مي
بعـد از انجمـاد و ذوب        هـاي اسـپرماتوگوني        سـلول  يبر بقـا  

 درصد تأثير چنداني بر بقـاي       70ولي اين افزايش تا     گذارد        مي
  .ها بعد از انجماد ندارد سلول

  بحث
 بيماران نابالغ سرطاني هيچ راه حلـي        برايدر حال حاضر    

 ســرطان وجــود نــداردبــراي حفــظ بــاروري بعــد از درمــان 
هاي بنيـادي       سلول( اي  هاي بنيادي بيضه      پيوند سلول . ]21و20[

از عنوان يـك روش بـراي         تواند به       در آينده مي  ) اسپرماتوگونيا
 ، باروري به بيماران نابالغي باشـد كـه در اثـر درمـان             سرگيري

  .]21[نابارور شده اند 
حيوانـات   درها براي پيوند      تهيه سريع و كارآمد اين سلول     

 پيونـد ايـن   بـراي  In vitro هـاي   اسـاس آزمـايش   بالغ و نابالغ
هـاي متفـاوتي بـراي           از روش   تا بـه حـال     ].13[ هاست    سلول

 در ايـن بـين    ها استفاده شـده اسـت كـه           جداسازي اين سلول  
ــرين روش  از در مطالعــه حاضــر . اســت FACS  وMACSبهت

 كــه هــم خلــوص بــالايي بعــد از شــد اســتفاده MACSروش 
دهد و هم روشي اسـت كـه نيـاز بـه تجهيـزات                جداسازي مي 
 .پيچيده ندارد

زمـان  مـدت    ،هـاي مـشابه انجـام شـده           در مقايسه با كـار    
 9 (قرارگيري بافت در آنزيم در اين مطالعـه كـاهش داده شـد            

 38در ايـن مطالعـه دمـا بـه          . ]19) [ دقيقـه  60دقيقه در مقابل    
 دليلي بـر    شايد دما    رسانده شد و اين افزايش     گراد  سانتي درجه

 علاوه بر اين در مرحله دوم آنزيمي        .تر بافت باشد   هضم سريع 
 ؛ اسـتفاده شـد    )اتيلن دي آمين تتـرا اسـتيك اسـيد         (EDTAاز  

EDTA  هاي     آوري يون   هايي كه اينتگرين دارند با جمع          در بافت
 عمـل   ،ها وابـسته اسـت         به آن  EDTAدو ظرفيتي كه اتصالات     
كند و اين عامل باعث شد تا در مرحله    جداسازي را تسريع مي
تـر     سـريع  ، بـا كـار قبلـي      قايـسه ها در م    دوم آنزيمي هم سلول   

زمــان قرارگيــري در مــدت كــاهش . ]19 [جداســازي شــوند
ها در مقايسه بـا       معرض آنزيم باعث شد تا ميزان حيات سلول       

)  درصـد  70 و   60 درصـد در مقابـل       91 (موارد قبلي بالا باشد   
ها بعـد از جداسـازي بـه روش            حيات سلول  درصد]. 22و13[

MACS    درصـد در  95 (هاي مـشابه بـالا بـود      هم نسبت به كار 
از درصد حيات     بالاتر حتيآن   و ميزان ] 20[)  درصد 60مقابل  
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درصد خلوص هم نـسبت     .  آنزيمي بود  مراحلها بعد از      سلول
 90 تـا    70 درصـد در مقابـل       93 (هاي مشابه بالاتر بـود        به كار 
با هم بر ايـن دلالـت دارد        نتيجه  اين دو   ]. 22و13 ،12[) درصد

هايي كـه       طور اختصاصي به سلول     بادي استفاده شده به     كه آنتي 
شود و اتصال به         متصل مي  ،نشانگر را بيان كرده و زنده هستند      

تـوان   بنـابراين مـي   . گيـرد     هاي مرده كمتـر صـورت مـي           سلول
 روشي ،ها  سلولپيشنهاد كرد كه روش كار براي جداسازي اين

 . بوده استبهينه 

مسئله ديگر علاوه بر جداسازي با خلوص بالا،  نگهـداري           
هاي اسپرماتوگونيا براي پيوند اتولوگ به بيمـاراني اسـت              سلول

دو  .شـوند    درمـان مـي    سـرطان    آميزي بـراي   طور موفقيت  بهكه  
 ها شـامل كـشت و انجمـاد         روش معمول براي نگهداري سلول    

كـشت  . شـده اسـت    پيـشنهاد    يادي اسـپرماتوگونيا  هاي بن     سلول
هـا در مطالعـات زيـادي         كوتاه مدت و طولاني مدت اين سلول      

 .ها اسـت  راه دوم انجماد اين سلول]. 23و6[گزارش شده است    
هايي هستند كه        سلول ،هاي اسپرماتوگونيا برخلاف اسپرم       سلول

 و همچنـين يـك روش مـشابه و      تـر اسـت    ها راحـت   كار با آن  
هـا در     تواند براي انجماد ايـن سـلول        يزات ارزان قيمت مي   تجه

ها و حتـي        هامستر، پريمات     هاي متنوع شامل رت، موش،          گونه  
در مطالعـات قبلـي نـشان داده شـده          ]. 15[د  شوانسان استفاده   
هاي بنيادي اسپرماتوگونياي منجمد شده بعـد از            است كه سلول  

ماتوژنز را از سر گرفتـه و       تواند اسپر     پيوند به موجود گيرنده مي    
همچنـين نـشان داده شـده كـه ايـن           ]. 15[منجر به تولد شـود      

هاي ديگر بيضه به انجماد مقاوم تر           ها در مقايسه با سلول      سلول
در مطالعات گذشته از يـك محلـول تجـاري كـه            ]. 15[هستند  

 بـراي انجمـاد ايـن       اسـت،  هم  بافت بيضه   انجماد مورد استفاده 
 و  (Izadrar)  ايزديار در مطالعه . ]15[ شده است ها استفاده     سلول

هاي      براي انجماد سلول   روشهمكاران سعي شده است تا يك       
در ايـن مطالعـه ثابـت    . ه شـود يبنيادي اسپرماتوگونيا در گاو ارا   

 DMSOشده است كه محـيط حـاوي مـاده محـافظ انجمـادي              
هـا بعـد از ذوب         بهتـر سـلول    ي بقـا   باعـث  نسبت به گليسرول  

 اسـتفاده   FCSدر اين مطالعه و مطالعات ديگر از سـرم          . شود    مي
 FBS هـاي انجـام شـده،    براساس بررسـي ]. 15و14[شده است 
 بهتـري   ي در كشت اوليه سرم بقـا      ، يا سرم اسب   FCSنسبت به   

 همچنين مشخص شده است كه اسـتفاده    .]24[ دهد  مينشان  را  
هـا در انجمـاد تـأثير مثبـت دارد             در بقـاي سـلول     FBSاز سرم   

هاي ديگر ثابت درنظر         در اين مطالعه فاكتور    رو از اين  ].17و16[
 در محيط انجمادي بر     FBS و تأثير ميزان غلظت سرم        شد گرفته
هـاي    با توجه به داده   .  شد هاي اسپرماتوگونيا بررسي       سلول بقاي

 در محـيط    FBS درصـد سـرم      70 درصـد و     60موجود ميـزان    
ان حيات بالايي را پس از      هاي اسپرماتوگونيا ميز      انجمادي سلول 
داري بـين     شوند و از طرفي چون اختلاف معني          ذوب باعث مي  

 درصد وجود   70 و   60ها با استفاده از سرم        درصد حيات سلول  
 FBS درصـد سـرم      60 محيط انجمادي بـا      ،بر اين اساس   ندارد

عنـوان    بـه  NMRIهاي اسپرماتوگونياي مـوش نـژاد           براي سلول 
  .شود ييشنهاد م پ بهينهيمحيط
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