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Abstract: 
 
Background: This study aimed to the effect of insulin-like growth factor-1 on the proliferation 
of goat spermatogonial stem cells (SSCs) in vitro. 
Materials and Methods: The testicles of immature goats were obtained from slaughterhouse. 
Isolation of spermatogonial cells was performed by two-step digestion. The isolated cells were 
cultured in 4 different groups: 3 groups by adding different doses of IGF-1 (10, 40 and 100 
ng/ml) to the basic medium (DMEM containing 5% fetal bovine serum and 1% antibiotic) and 
the control group (without IGF-1). Data were analyzed by one-way ANOVA and Tukey test 
at 5% level. Presence of SSCs at the end of culture was determined by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) for several important spermatogonial markers (PGP9.5, 
THY-1, PLZF, Oct4 and VASA) and immunohistochemical staining against PGP9.5 antigen. 
Results: In this study, the number of spermatogonial cell colonies in treatment 3 was 
significantly higher than the control and other treatment groups on days 4, 7, and 10 of culture 
(P<0.05). Also, the surface area of G10 colonies on days 7 and 10 of culture was significantly 
different (P<0.05). The surface area of G100 on days 4, 7, and 10 after culture was 
significantly higher than control, G10 and G40 (P<0.05). The isolated cells expressed all 
surface markers related to stem cells. 
Conclusion: According to this results, the addition of 100 ng/ml IGF-1 to culture medium for 
promoting colonization of goat Spermatogonial stem cells is recommended. 
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 مقدمه

تنها رده  ،(SSCs)اسپرماتوگوني  هاي بنياديسلول
ها ظرفيت هاي زايا هستند. اين سلولهاي بنيادي در ميان سلولسلول

نوسازي و توليد مداوم اسپرم در انجام تقسيم خودسيار زيادي براي ب
 قابليت اين را دارند كه هااين سلول ].1طول عمر جنس نر دارند [

 معرض در قرارگرفتن از ناشي بيضه آسيب متعاقبرا  اسپرماتوژنز

 بگيرد. همچنين سر فيزيكي، از اختلالات و شيميايي مواد سمي، مواد

 ژنتيكي، مداخلات و دستكاريبراي  مناسبي هدف هااين سلول

 بيولوژيكي هايآزمايش و پزشكي بازساختي در درماني تحقيقات

  شوند. محسوب مي
  

  دانشگاه رازي، كرمانشاه، ايران ،دانشكده دامپزشكي ،. گروه علوم درمانگاهي1
دانشگاه رازي، كرمانشاه،  ،دانشكده دامپزشكي گروه علوم درمانگاهي، ،. استاديار2

  ايران
  ، كرمانشاه، ايراندانشگاه رازي ،دانشكده دامپزشكيگروه علوم درمانگاهي،  ،دانشيار .3

  * نشاني نويسنده مسؤول: 
 ، كرمانشاه، ايراني دانشكده دامپزشكي دانشگاه رازيگروه علوم درمانگاه

  08338320041 دورنويس:                                     08338324525 تلفن:
  peymanrahimi@razi.ac.irپست الكترونيك: 

  20/2/1402 اريخ پذيرش نهايي:ت                              11/2/1401 تاريخ دريافت:

 هايسلول ديگر ميان در اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول جمعيت
 و نامحقق تلاش تمامي .)درصد 03/0( باشدمي كم ،بيضه زاياي
 تكثير و كشت بيشتر چه هر خلوص سمتهب ،تحقيقات سوي و سمت
 كشت ].2[ باشدمي آزمايشگاهي شرايط در هاسلول اين

تغيير در  ايجاد و براي تكثير مهم ابزاري هاسلول اين آزمايشگاهي
 مدتطولاني كشت و رودمي شمار به نادر سلولي اين جمعيت

 به دستيابي جهت روشي عنوانبه ،بنيادي اسپرماتوگوني هايسلول

 ؛شوداستفاده مي هاسلول اين تمايز و خودنوزايي قبيل از اكتشافاتي
 هاي]. سلول3بيوتكنولوژي دارد [ علم در يخاص لذا جايگاهي

 در سازاسپرم هايلوله در هاي پيكريسلول تنها عنوانسرتولي به

 ترشح طريق از اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول با مستقيم واكنش

 گليال، از شدهمشتق نوروتروپيك فاكتور همانند فاكتورهاي رشدي

 )،IGF-1( انسولين رشدشبه فاكتور فيبروبلاست، رشد فاكتور

 و )EGF(اپيدرمي  رشد فاكتور )،SCF( بنيادي سلول فاكتور
بنيادي  هايسلول تمايز ميان تعادل در پاراكرين هايسيگنال

 رشد دارند. فاكتور اصلي نقش ها آن تكثير و اسپرماتوگوني

 صورتبه كه است كوچكي پپتيد (IGF-1) يك نوع انسولينشبه

 بالا چسبندگي توانايي با هاييپروتئينسمت به  ،سرم در باندشده

 خلاصه:

هاي اسپرماتوگوني بز در محيط بر تكثير سلول 1-انسولينيشبه رشد هدف از انجام مطالعه حاضر ارزيابي تأثير فاكتور سابقه و هدف:
  بود.آزمايشگاه 

 هايشد. سلول انجام ايمرحلهدو هضم روش به اسپرماتوگوني هايسلول جداسازي و گرفتهكشتارگاه  از نابالغ بز بيضه ها:مواد و روش

 استرپتومايسين) كشت -سيلين بيوتيك (پنيدرصد آنتي 1درصد سرم گوساله جنيني و  5حاوي  DMEM كشت محيط در اسپرماتوگوني

 اضافه 1-انسولينشبه رشد فاكتور ليترميلي نانوگرم بر 100و  40، 10، 0مقادير  ترتيببه 3 و 2 ،1 به گروه شاهد و تيمارهاي و شد داده

هاي شناسايي سلول شدند. جهت درصد آناليز 5 سطح در توكي تكميلي آزمون طرفه وآناليز واريانس يك آزمون با هاگرديد. داده
، THY-1 ،VASAنشانگرهاي PCR- RTو همچنين آزمون  PGP9.5 ژنآنتي عليه ايمونوهيستوشيمي آميزيرنگ از اسپرماتوگوني

UCHL-1(PGP9.5)  ،plzf  وOCT-4 شد. استفاده  
 7 ،4تمامي روزهاي ارزيابي ( تيمارها در ديگر و شاهد در مقايسه با گروه 3 تيمار در اسپرماتوگوني هايسلول هايكلوني تعداد نتايج:

و گروه شاهد  2با تيمار  را داريمعني اختلاف كشت، 10 و 7 روزهاي در 1 تيمار هايكلوني بود. مساحت داري بيشترمعني طوربه ،)10 و
طور به 2 تيمار و 1 تيمار شاهد، گروه به كشت نسبت از پس 10 و 7 ،4 روزهاي در 3 هاي تيمارهمچنين مساحت كلوني داد. نشان
  هاي بنيادي را بيان كردند.مربوط به سلول ،نشانگرهاي سطحيشده تمامي هاي جدابيشتر بود. سلول داريمعني
 دوز با 1-انسولينشبه رشد فاكتور افزودن آزمايشگاه، شرايط در اسپرماتوگوني بز بنيادي هايسلول مدتبراي كشت كوتاه گيري:نتيجه
  شود.مي پيشنهاد ليتربر ميلي نانوگرم 100

  RT-PCRبنيادي، اسپرماتوگوني بز،  سلول ،1-انسولينشبه رشد فاكتور كليدي: واژگان
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د. گيرنظر مي در خاص پروتئين يك عنوانبه را آنو  كندمي حركت
 بنيادي هايسلول تكثير جهت در مختلفي تاكنون مطالعات

 اين اهداف .است گرفته كشت صورت هاياسپرماتوگوني در محيط

 با اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول تعداد افزايش و تكثير مطالعات
 و ]4اپيدرمي [ رشد مانند فاكتور عوامل مختلفي از استفاده
 ،امروزه است. بوده] 6تستوسترون [ و ]FSH  ]5قبيل از هاييهورمون

-IGF انسولينشبه رشد فاكتور فاكتورهاي رشد از جمله اغلب نقش

 حفظ و جهت افزايش در عاملي عنوانجانداران به اكثر در 1
 اخيراً  ].7[ است رسيده اثبات به اسپرماتوگونيهاي سلول مانيزنده

خاصيت بنيادينگي و تكثير در سيستم كشت  IGF-1كه  شدهاثبات 
-HIF-2αهاي بنيادي اسپرماتوگوني را از طريق لوپ سلول

OCT4/CXCR4 همچنين نقش مهم و حياتي ]. 7[ بخشدارتقا مي
IGF-1  مطالعاتي. ]8[در اسپرماتوژنز موش به اثبات رسيده است 

انجام  بنيادي اسپرماتوگوني هايكشت سلول زمينه در تاكنون كه
 .]10،9باشد [مي آزمايشگاهي حيوانات به مربوط گرفته است اغلب

با  -ارزيابي است: الفاهميت انجام اين پژوهش از دو منظر قابل
 ،اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول تكثير و كه جداسازيتوجه به اين

ولوژيك و نگهداري بي هايانجام تمامي آزمايشنياز پيش
و متعاقب آن  محيط آزمايشگاه در مدت اين رده سلوليطولاني

در  -ب ،باشدهاي ژنتيكي و كاربردهاي درماني ميدستكاري
هاي مدل طراحي اهميت اين حيوان در رغمخصوص بز، علي

انساني داروهاي  استحصال تراريخته و بيوتكنولوژي، توليد حيوانات
 ]11[ 8شير از جمله فاكنور انعقادي شماره  نوتركيب هايو پروتئين

 هايسلول به مربوط مطالعات ،شودكه در بيماران خاص مصرف مي

بنابراين،  ؛است داراي اهميتگونه دامي  اين در اسپرماتوگوني بنيادي
 1-رشد انسولينيثير فاكتور شبهف از انجام اين مطالعه ارزيابي تأهد
هاي بنيادي اسپرماتوگوني بز زايي و تكثير سلولالقاء كلوني بر

هاي تعداد و مساحت كلوني) در محيط آزمايشگاه در قالب (شاخص
  باشد.روزه كشت آزمايشگاهي مي 10يك دوره 

  
 هامواد و روش

  آوري و استخراج نمونهجمع
 5باشد و تعداد تكرار آزمايش مطالعه حاضر تجربي مي

 ،باشد. جامعه آماريمي 1400تابستان ،انجام آن مرتبه و زمان
تعداد  ،بررسيمتغيرهاي موردباشد. هاي كشتاري ميهاي بزغالهبيضه

شده در طي مدت كشت هاي اسپرماتوگوني ايجادو مساحت كلوني
ها با باشد. روش انجام مطالعه و استخراج سلولروزه) مي10(

به شرح  ،] با اندكي تغيير12و همكاران [ Aponteاستفاده از روش 
ز ا ،ماهه 2-3شده نابالغ هاي كشتارذيل انجام شد. بيضه بزغاله

تهيه  شهر كرمانشاه يلومتريك 30واقع در  صنعتي بيستونكشتارگاه 
و سريعاً در  گرديدو پس از كشتار به همراه اسكروتوم از لاشه جدا 

ساعت به آزمايشگاه كشت  1مدت كمتر از  ، درمجاورت يخ و ظرف
 .ندسلولي دانشكده دامپزشكي دانشگاه رازي كرمانشاه انتقال داده شد

سطح بيضه  پس از شستشوي احتمالي ميكروبي بار كاهش منظوربه
گرم از بافت پارانشيم بيضه به  50 ،يد و تنتور درصد 70با الكل 

ليتر ميلي 10 ) حاويSLP, South Koreaداخل لوله فالكون (
هاي بيوتيك) تجاري و آنتيDMEM )Bi0-Idea, Iranمحيط 

 گرمميلي 100(ليتر)، استرپتومايسين واحد بر ميلي 100سيلين (پني
 ,Gibcoليتر) (ميكروگرم بر ميلي 50و جنتامايسين ( )تريليليبر م

UK انتقال داده شد و سپس سه مرتبه سانتريفيوژ ()Hettach, 

Germany( )1500  در اين مرحله گرديددور در دقيقه) انجام .
 كاملاً  ،قيچي استريل هليوسبهپارانشيم بافت بيضه متعاقب شستشو 

اي پيدا كند. سپس با شد تا بافت پارانشيم حالت شيرابه قطعهقطعه
 و 2 تيپ هيالورونيداز آنزيم ،4 تيپ هاي كلاژنازكردن آنزيماضافه
 ,Sigma( ليترميلي بر گرمميلي 1 غلظت هب هركدام تريپسين آنزيم

Germany(، مدت ديش بهه اول هضم آنزيمي آغاز و پتريمرحل
 1000متعاقباً تعليق با دور  .دقيقه در انكوباتور قرار داده شد 30
كردن تعليق . با چكانجام گرديدسانتريفوژ با دستگاه دقيقه  2مدت به

 ®Olympus, IX71( معكوس نوري زير ميكروسكوپ

inverted microscope(، كلاف  دربازشدن پيشرفت ميزان
. شدمشاهده و مرحله دوم هضم آنزيمي آغاز  سازاسپرم هايلوله

 تيپ هيالورونيداز آنزيم ،4 تيپ كلاژناز هايبدين صورت كه آنزيم
با غلظت ريبونوكلئاز  ليتر و دزوكسيميلي بر گرمميلي 1 غلظت با 2
دقيقه  30مدت ليتر به تعليق سلولي اضافه و بهميكروگرم بر ميلي 5

. گرديددور در دقيقه) قرار داده و متناوباً پيپتاژ  200در انكوباتور (
 به ،با نصف غلظت محلول FBS ،آنزيمي هضم توقف منظوربه

سانتريفوژ ، 1000دقيقه با دور  2مدت هتعليق سلولي اضافه و سپس ب
 ,Germany(ميكروني  60. نهايتاً تعليق سلولي از فيلتر نايلوني شد

sartorius( .عبور داده شد  
  هاكشت سلول
ها پس از شمارش و ارزيابي درصد حيات سلول ،نهايتدر

) سوئيس ،TPP(يي اخانه4سلول در هر گوده از پليت  50000تعداد 
 1ترتيب گوده به ؛گوده است 4هر پليت كه حاوي  كشت داده شد.

 3و  2، 1به تيمارهاي  4و  3، 2هاي عنوان گروه شاهد و گودهبه
 ,IGF-1( 1-رشد انسولينيفاكتور شبه پايان،دراختصاص يافت. 

Sigma-Aldrich, Germanyها ) به شرح زير به هر يك از گوده
 1 حاوي ،DMEM شامل پايه كشت . ضمناً محيطگرديدافزوده 



 ، ...هايسلول تكثير بر 1 - انسولينشبه رشد فاكتور تأثير

  2شماره  | 27دوره  | 1402 |تير  –خرداد  |نامه فيض دوماه                                                                                              157

 5 و جنتامايسين) - استرپتومايسين – سيلين(پنيبيوتيك آنتي درصد
  بود. FBS درصد

 درصد 1 حاوي ،DMEM گروه شاهد: محيط كشت پايه (شامل -1
رشد ) بدون افزودن فاكتور شبهFBS درصد 5 بيوتيك،آنتي

 1-انسوليني

با  1-رشد انسولينيحاوي فاكتور شبه پايه كشت محيط :1تيمار  -2
 تريلميلينانوگرم بر  10غلظت 

با  1-رشد انسولينيفاكتور شبه يحاو پايه كشت محيط :2تيمار  -3
 تريلنانوگرم بر ميلي 40غلظت 

با  1-رشد انسولينيفاكتور شبه يحاو پايه كشت محيط :3تيمار  -4
 تريلنانوگرم بر ميلي  100غلظت 

 درصد 80گراد و رطوبت سانتي درجه 37به انكوباتور  سپس پليت
روز كشت داده شد  10به مدت  منتقل و درصد 5اكسيد كربن و دي
 پايه كشت . محيطگرديدمحيط كشت تعويض  باركروز ي 3و هر 
 – سيلينبيوتيك (پنيآنتي درصد 1 حاوي ،DMEM شامل

نانوگرم بر  FBS، 10 درصد 5 جنتامايسين)، - استرپتومايسين
نانوگرم  10و  GDNF (Sigma-Aldrich, Germany)ليتر ميلي

تعويض  .بود LIF (Sigma-Aldrich, Germany)ليتر بر ميلي
با ها تعداد كلونيانجام شد و  باركساعت ي 72محيط كشت هر 

شمارش و  ،استفاده از ميكروسكوپ معكوس مجهز به عدسي مدرج
افزار نرم با سپس .)1گيري شد (شكل شماره اندازه هاقطر كلوني

Image J (version ; National Institutes of Health , 
,Bethesda , MD, US) متر مربع ها بر حسب ميليمساحت كلوني

  .گرديدمحاسبه 
  

  
كلوني سلول بنيادي اسپرماتوگوني در روز دهم كشت  -1شكل شماره

  ميكرومتر 20با پيكان مشخص شده است. ميله: 
  

با استفاده از  اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول شناسايي
  ايمنوسيتوشيمي

 روز در A تيپ اسپرماتوگوني هايسلول شناسايي جهت
 PGP9.5 ژنآنتي عليه ايمنوسيتوشيمي آميزيرنگ كشت، از دهم

(UCHL-1) از پس هااستفاده شد. بدين ترتيب كه سلول 

 و شدند داده انتقال فالكون لوله به سانتريفوژ و شدنترپسينه
 از استفاده با PGP9.5 ژنآنتي عليه ايمنوسيتوشيمي آميزيرنگ
 از پس: شد انجام ذيل شرح به ]11[همكاران  و حيدري روش

 وسيلهبه غيراختصاصي مكان اولين كردنبلوك ها،سلول جداسازي
avidin / biotin با هم ديگر غيراختصاصي مكان بلوك. شد انجام 

 مدت به گوسفند سرم درصد 10 حاوي PBS در اسلايد دادن قرار
 اوليه باديآنتي با اسلايد سپس،. گرديد انجام اتاق دماي در دقيقه 30

 Dako, Carpinteria, USA) PGP9.5(خرگوش  غيركونژوگه
 ساعت 1 مدت به بز سرم درصد 5/2 حاوي ،PBS در 1:100 ترقّ با
 TBS با شستشو مرتبه سه از پس ،مقطع. شد انكوبه ،اتاق دماي در

/BSA )تحت  دقيقه 45 مدت به ،اتاق دماي در) دقيقه 5 بار هر
 biotinylated sheep anti-rabbit( ثانويه باديآنتي با تماس

IgG, Avicenna Research Institute, Iran (و گرفت قرار 
 در دقيقه 30 مدتبه مقطع. شد داده شستشو TBS/BSA با مجدداً 
 Biosource, USA) HRP-conjugated( با تماس

streptavidin با سپس و داده قرار 1:500 ترقّ با TBS/BSA 
 آمينوبنزيديندي 3-3 افزودن با پاياني مرحله در. شد داده شستشو

)Roche, Germany (نمايان رنگ دقيقه 8-10 مدتبه مقطع، به 
 هريس با مجدداً و تميز كاملاً مقطر آب با اسلايد سپس،. گرديد

 مقطر آب با دوباره. شد آميزيرنگ ثانيه 30 مدت به ،هماتوكسيلين
 گزيلول با ،گيريآب الكل با اسلايد سپس،. گرديد انجام شستشو
 ،درنهايت. شد پوشانده) Merck, Germany( انِتلاِن با و شفاف
 و شد پوشانده) 1:1 نسبت( PBS و گليسرول وسيلهبه اسلايد سطح
 x400كنتراست و با بزرگنمايي  فاز ميكروسكوپ زير در هاسلول

)Olympus, Japan (گرفتند قرار ارزيابي مورد.  
به  اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول هاي اختصاصيبررسي بيان ژن

  RT_PCRروش 
هاي حاصل سلول ،اختصاصي هايژن بيان ارزيابي منظوربه

-THY-1 ،VASA ،UCHLاز كلوني اسپرماتوگوني (

1(PGP9.5)، plzf ،OCT-4  وGAPDHبردارينسخه روش ) از 
 ژن بيان و استفاده (PCR-RT) زنجيرهاي پليمراز واكنش معكوس

قبلي  مقالات طبق پرايمر طراحي. بررسي شد mRNAسطح  در
 منظوربه كشت دهم روز در). 1 شماره جدول( صورت پذيرفت ]12[

تعداد يك ميليون  ،شمارشكردن و پس از ترپسينه ،RNAاستخراج 
 كيت از استفاده با  RNAشد. هسلول براي انجام آزمايش برداشت

. گرديد ) استخراجINTRON, KoreaTMSPIN-RNA ,تجاري (
 استفاده با سپس، و انجام كيت دستورالعمل طبق عمليات استخراج

-RTشد.  بررسي هانمونه غلظت ،اسپكتروفتومتري UV از دستگاه

PCR  كيت از استفادهبا ), One Step Premix Kit, TMVeTek
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INTRON, South Koreaاستفاده با و كيت طبق دستورالعمل ) و 
 جهت. پذيرفت ) انجامBIORAD. USAترموسيكلر ( از

 بافر در درصد 1 /5 غلظت با آگاروز ژل از هابيان ژن آشكارشدن
1x TAE رنگ از استفاده با ژل آميزيرنگ. شد استفاده Gel

(Biotium Inc, Hayward CA, USA)™ Red گرديد انجام .

به درون چاهك  RNAمحلول حاوي  ميكروليتر 10 مقدار ،نهايتدر
. بود دقيقه 45 ،طور متوسطهب ژن الكتروفورز زمان منتقل شد. مدت

 مورد )France ,UVP( لومينوت ترانس دستگاه با ژل سپس،
.گرفت قرار ارزيابي

  
  مطالعههاي بنيادي اسپرماتوگوني موردسلول اختصاصيهاي نام و مشخصات پرايمر ژن -1جدول شماره 

  )Cºدماي ذوب (  )bpجفت باز(  Forward primer Reverse primer  نام ژن
UCHL-1  TTCAGGCAGCCCACGATG AAGGCATCCGTCCATCAAG 126  58  
THY-1  CGTCTCCAATAAGGATGTC GTCACAGGGAGATGAAGTC  146  52  
VASA  TCTTGGAGATTTCCGCTG GGCTGTGCTAACTGGCTA  219  5/53  
PLZF  CCTCAGATGACAACGACACG CGCCTTGGTGGGACTCA  224  7/57  

GAPDH  TGCCGCCTGGAGAAACC TGAAGTCGCAGGAGACAACC  121  59  
OCT-4  GGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC ACACTCGGACCACGTCCTTC  314  58  

  
  آماري ليوتحلهيتجزروش 

متر ها (ميليتعداد و مساحت كلوني ،متغيرهاي اين مطالعه
نرماليته  لحاظ از شدهيآورجمعهاي باشد. ابتدا دادهمربع) مي

هاي مربوط به تعداد و ارزيابي شد. به علت عدم توزيع نرمال داده
 Johonsonها با استفاده از تست جانسون (مساحت كلوني، داده

Transformation ( افزار با نرموMinitab  نرمال ، 16ويرايش
هاي هاي سلولشدند. سپس مقايسه ميانگين تعداد و مساحت كلوني

 گوناگونبنيادي اسپرماتوگوني در تيمارهاي مختلف و در روزهاي 
 كشت و همچنين مقايسه ميانگين تعداد كل و مساحت كلّ 

 آماريهاي بنيادي اسپرماتوگوني به كمك مدل هاي سلولكلوني
General Linear Model  و با آزمونANOVA همراه (به

درصد  5) در سطح Tukey and Fisher هاي تكميليتست
)05/0P< ( افزار با استفاده از نرموMinitab  صورت ، 16ويرايش

  گرفت.

 
  نتايج

 اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول هايكلوني ارزيابي

 شد انجام نوبت پنج در هاكلوني تعداد و مساحت ارزيابي

 كشت از بعد دهم و هفتم روزهاي چهارم، در هاآن ميانگين كه

 خطاي استاندارد±ميانگين صورتبه آن نمودار و شد گيرياندازه

)Mean ± SE( گونه كه همانگرديد.  قيد  3و  2 شماره جداول در
(دوز  3 تيمار در هاكلوني تعدادشود مشاهده مي 2در جدول شماره 

ليتر) در تمامي روزهاي شمارش (روزهاي نانوگرم بر ميلي 100
، 75/97±57/59ترتيب با مقادير چهارم، هفتم و دهم) به

در مقايسه با گروه شاهد (بدون  92/133±9/42و  16/51±5/142
 79±61/19و  5/71±99/21، 25/52±96/18ماده افزودني) با مقادير 

 ).>05/0P( داشتداري از نظر آماري اختلاف معني
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باشد). مي دارمعني اختلاف بيانگر ،ستون درهر متفاوت (حروف اسپرماتوگوني هايسلول هايكلوني تعداد )Mean ± Std(ميانگين -2جدول شماره 
)05/0P<( 

  10روز  7روز  4روز  
  a96/18±25/52  a99/21±5/71  a61/19±79  گروه شاهد

  a03/30±5/79  a61/26±106  a6/53±97  ليتر)نانوگرم بر ميلي 10( 1تيمار
  a57/42±25/83  a36/27±5/66  a1/44±75/92  ليتر)نانوگرم بر ميل 40( 2تيمار
  b57/59±75/97  b16/51±5/142  b9/42±92/133  ليتر)نانوگرم بر ميلي 100( 3تيمار

 
 هاشود مساحت كلونيمشاهده مي 3كه در جدول شماره گونه همان

نانوگرم بر  100(دوز  3تيمار چهارم، هفتم و دهم در گروه روز در
و  41/1±47/0، 87/0±74/0ترتيب با مقادير ليتر) بهميلي

، 38/0±084/0ترتيب مقادير بهكه با گروه شاهد  49/0±65/1
اري اختلاف از نظر آمرا داشت،  5/0±016/0و  017/0±37/0

ها در گروه علاوه بر آن مساحت كلوني .)>05/0Pداري دارد (معني
) و دهم 6/0±37/0ليتر) روز هفتم (نانوگرم بر ميلي 10(دوز  1تيمار

) و 37/0±017/0داري از گروه شاهد (طور معني) به064/0±57/0(
اين اختلافات از نظر آماري  .بود) بيشتر 93/0±38/0( 2 تيمار
  ). >05/0P(باشد دار ميمعني

  
دار معني اختلاف داراي ،داخل هر ستون در متفاوت حروف با ها(ميانگين اسپرماتوگوني هايسلول هايكلوني مساحت ميانگين -3جدول شماره 

)05/0P<است مربع مترميلي حسب بر هاكلوني ) هستند). مساحت  
  10روز  7روز  4روز  

  a084/0±38/0  a37/0±017/0  a5/0±016/0  گروه شاهد
  a51/0±21/0  b37/0±6/0  b64/0±57/0  نانوگرم) 10( 1تيمار
  a86/0±21/0  a78/0±032/0  a93/0±38/0  نانوگرم) 40( 2تيمار
  c74/0±87/0  c47/0±41/1  c49/0±65/1  نانوگرم) 100( 3تيمار

 
 هاسلول تعيين هويت ايمنوسيتوشيمي جهت آزمايش انجام

شود سيتوپلاسم مشاهده مي 2گونه كه در شكل شماره همان
نشانگر مخصوص به اده از هاي بنيادي اسپرماتوگوني با استفسلول

است  PGP9.5ماركر بيان  يدهندهآمدند كه نشاناي دررنگ قهوه
  اشد.بهاي اسپرماتوگوني ميژن اختصاصي سطحي سلولكه آنتي

  

  
كه سيتوپلاسم  PGP9.5ها با ماركر آميزي اختصاصي سلول: رنگbآميزي ايمنوسيتوشيمي، شده قبل از رنگهاي استخراجسلول :a -2شكل شماره 

  آمده است.اي درهاي اسپرماتوگوني به رنگ قهوهسلول
  

  RT-PCRبررسي بيان ژن با استفاده از 
هاي اسپرماتوگوني در سطح هاي شاخص سلولبيان ژن

mRNA ،با استفاد از تكنيكRT-PCR  كه نتايج حاكيشد  انجام 
  روز كشت بود  10هاي اختصاصي اسپرماتوگوني پس از از بيان ژن

نشان داده شده است. در اين مطالعه از  8تا  3شماره  تصاويركه در 
هاي اختصاصي دار جهت بيان ژنعنوان ژن خانههب GAPDHژن 

  هاي بنيادي اسپرماتوگوني استفاده شد. سلول
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سلول اسپرماتوگوني بز روي ژل  THY-1بيان ژن  -3شكل شماره 
  ، چپ: گروه آزمون)Ladderدرصد (راست:  5/1آگاروز 

  

  
سلول اسپرماتوگوني بز روي ژل  VASAبيان ژن  -4شكل شماره 
  ، چپ: گروه آزمون)Ladderدرصد (راست:  5/1آگاروز 

  

  
سلول  UCHL-1(PGP9.5)بيان ژن  -5شكل شماره 

، Ladderدرصد (راست:  5/1اسپرماتوگوني بز روي ژل آگاروز 
  چپ: گروه آزمون)

  

  
وگوني بز روي ژل سلول اسپرمات plzfبيان ژن  -6 شكل شماره

  ، چپ: گروه آزمون)Ladderدرصد (راست:  5/1آگاروز 
  

  
سلول اسپرماتوگوني بز روي ژل  OCT-4بيان ژن  -7شكل شماره 
  ، چپ: گروه آزمون)Ladderدرصد (راست:  5/1آگاروز 

  

  
سلول اسپرماتوگوني بز روي ژل  GAPDHبيان ژن  -8 شكل شماره

  چپ: گروه آزمون) ،Ladderدرصد (راست:  5/1آگاروز 
 

  بحث
 هايسلول تكثير و جداسازي تحقيق، اين اصلي هدف

 فاكتور اثرات بررسي و محيط آزمايشگاه در بز بنيادي اسپرماتوگوني

 هايزايي سلولكلوني و رشد مقدار افزايش در 1-انسولينشبه رشد

 دوز بهترين تعيين و آزمايشگاهي شرايط در بز بنيادي اسپرماتوگوني

 كلوني مساحت و تعداد بر 1-انسولينشبه فاكتور رشد ثيرگذارتأ

نشانگر  ،. تاكنونبودهاي اسپرماتوگوني در شرايط آزمايشگاه سلول
هاي بنيادي كاملاً اختصاصي براي سلول شناسيريختبيوشيميايي يا 

با اين حال استفاده از تركيب  ؛اسپرماتوگوني كشف نشده است
چون، قطعاً اطلاعات مهمي درخصوص چندون ماركرها تعدادي از اي

در  ،رودهد. از اينشده ارائه ميهاي جداوضعيت و ماهيت سلول
يد وجود سلول اسپرماتوگوني در طول مدت منظور تأياين مطالعه به

، THY-1هاي زايا (از نشانگرهاي تقريباً اختصاصي سلول ،كشت
VASA ،UCHL-1(PGP9.5)،  plzf  وOCT-4 با استفاده از (
بهره گرفته شد و بيان نشانگرهاي فوق تا حد   RT-PCRتكنيك 

ها (اسپرماتوگوني) در كننده وجود اين دسته از سلولزيادي اثبات
باشد. شده در طي مدت آزمايش ميشده و كشتهاي جداميان سلول

OCT4 ،هاي بنيادي است و همچنين در يك نشانگر عمومي سلول
شود يز بيان مياسپرماتوگوني موش و ساير حيوانات نهاي سلول

عنوان يك نشانگر اختصاصي اسپرماتوگوني در به ،Plzf و ]14،13[
براي  ،THY-1]. ژن 15ها پذيرفته شده است [بسياري از گونه
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هاي بنيادي اسپرماتوگوني عنوان نشانگر سطحي سلولهنخستين بار ب
مورد استفاده قرار گرفت  ،اونيافته در جوندگان، انسان و گتمايز

و همكاران بيان آن را در بز نيز به اثبات رساندند  عباسي .]17،16[
يكي از فاكتورهاي اساسي براي بقا و حفظ ، VASA]. ژن 12[

و همكاران بيان  Bahadorani كه ]18زاياست [ هايعملكرد سلول
در مطالعه  .]19هاي اسپرماتوگوني بز را نشان دادند [اين ژن در سلول
با آزمايش ايمنوسيتوشيمي رديابي شد و  PGP9.5حاضر نشانگر 

اين نشانگر را بيان كردند و سيتوپلاسم به رنگ  ،شدههاي جداسلول
 هايسلول روي همكاران و حيدري كه ايمطالعه دري درآمد. اقهوه

 ماهيت از اطمينان حصول براي ،دادند انجام اسپرماتوگوني بز بنيادي

 اختصاصي نشانگرهاي از، شدهجداسازي اسپرماتوگوني هايسلول
PGP9.5 و زندي چنين در مطالعات هم]. 11كردند [ استفاده
بيان نشانگر سطحي ] 12[ و همكاران عباسيو ] 5[ همكاران

PGP9.5 هاي اسپرماتوگوني بز استفاده آميزي سلولرنگ جهت
بسيار شبيه نيز  حاضرنتايج مطالعه  كه شده و به اثبات رسيده است

ساز زاياي نر بيان هاي پيشاين ژن در سلول .باشداين مطالعات مي
عنوان رو بهاز اين ؛هاي سوماتيك بياني نداردشود اما در سلولمي

هاي بنيادي اسپرماتوگوني در بيضه محسوب نشانگر مطلوب سلول
 زنجيره يك شامل 1-انسولينشبهرشد  فاكتور ].22،21شود [مي

 است و همولوگ پل ديسولفيدي 3 با آمينواسيد 70 از متشكل پپتيدي

 مرگ 1-انسولينيشبه رشد فاكتور. ]23[باشد مي پروانسولين

 روي ميتوژنيك داراي اثرات و كندسلول را مهار مي شدهريزيبرنامه

 100با دوز  IGF-1 افزودن ،مطالعه اين در. ]9[ هاستسلول
هاي اسپرماتوگوني داشت. بر تزايد سلولاثر را  بيشترين ،نانوگرم

سبب تكثير و ، IGF-1ليتر نانوگرم بر ميلي 100محيط كشت غني با 
متعاقب انجماد  ،هاي اسپرماتوگوني گاوماني سلولافزايش نرخ زنده

(تقويت تكثير و  IGF-1كه اين خاصيت مشاهده گرديد]. 9شد [
از طريق مسير  ،IGF-1باشد. زايي) وابسته به دوز ميكلوني

در جهت  OCT4و تنظيم فاكتور رونويسي  PI3K/Aktسيگنالينگ 
 .كندميايفا نقش  ،هاي اسپرماتوگونيحفظ خاصيت بنيادينگي سلول

نمايد تنظيم مي، G2/Mتقسيم سلولي را از فاز  IGF-1همچنين 
در مطالعه حاضر بواسطه نيز ] و ممكن است اثرات ميتوژنيك آن 24[

گزارش كردند ي او همكاران در مطالعه Solgi باشد.اين مكانيسم 
هاي در كشت سلول 1-انسولينشبه رشد فاكتور كه دوز بهينه
]. در 26[ باشدليتر مينانوگرم بر ميلي 100 ،گوسفند اسپرماتوگوني

 150و  100با دوز   IGF-1مطالعه ديگر ديده شد كه استفاده از 
سبب بهبود و ارتقاء خاصيت بنيادينگي  ،ليترنانوگرم بر ميلي

 Xinهمچنين  ].27[ شودهاي اسپرماتوگوني گوسفند ميسلول

Zhao  به بررسي اثرات برخي فاكتورهاي  2022و همكاران در سال

اختند. نتايج حاصل از هاي اسپرماتوگوني خوك پردرشد بر سلول
 اند؛كردهليتر ذكر نانوگرم بر ميلي 20 را IGF-1دوز بهينه  ،آن مطالعه

صورت همزمان البته در آن مطالعه اثر تركيبي چند فاكتور رشد به
برد افزايي را بالا ميبررسي شد كه احتمال اثرات متقابل و بعضاً هم

 محيط به انجام دادند همكاران و Palma كه تحقيقي براساس ].28[

-IGFليترميلي بر نانوگرم 100 و 50 ،10 ميزان ،فحل سرم گاو حاوي

 از هيچكدام در دريافتند كه و فزودندا گرانولوزا هايسلول 1

 ليترميلي بر نانوگرم 10 مقدار افزودن با، سلولي تقسيم هايمرحله

 بر نانوگرم 100 افزودن، بعد به 1 روز از مشاهده نشد اما تغييري

 رشد و سلولي تقسيم در داريافزايش معني باعث IGF-1 ليترميلي

 IGF-1مكانيسم محتمل براي  ].29شود [مي هابلاوستوسيست
 ترتيب اين به است داده شده توضيح همكاران و LeRoith توسط

 خود كيناز تيروزين هايگيرنده به 1-انسولين شبه رشد فاكتور كه

 مسيرهاي شدنفعال باعث اتصال اين و دنشومتصل مي

phosphoinositide 3-OH kinase/Akt و mitogen-

activated ن هم به نوبهكه شودمي كيناز پروتئينĤباعث ي خود 

همچنين در  ].30گردد [ها ميآن مانيزنده افزايش و هاسلول افزايش
انجام پذيرفت  2020و همكاران در سال  Linي كه توسط امطالعه

هاي كارديوميوسيت كه درمعرض بيان ماني سلولديده شد كه زنده
ها تا و آپوپتوزيس آن گشتهبيشتر  ،اندبوده IGF-1بيش از اندازه 

ثر در اين حالت را ن مكانيسم مؤي سركوب شد. اين محققاحد زياد
احتمالاً فاكتور  ].31عنوان كردند [ SFRP / AKT)2(ناشي از مسير 

نسبي  در دوز خاص از طريق سركوب 1-رشد انسولينيشبه
به  Bcl2و  BAXاز جمله  هاي مرتبط با آپوپتوزهاي ژنگيرنده

  ].32نمايد [هاي اسپرماتوگوني كمك ميرشد و كيفيت كلوني
  

  گيرينتيجه
 100 افزودن مقدار ،مطالعه اين از حاصل نتايج براساس

 كشت محيط به 1-انسولينشبه رشد فاكتور ليترميلي بر نانوگرم

تواند بز در شرايط آزمايشگاهي مي اسپرماتوگوني بنيادي هايسلول
روزه) 10مدت كشت (ها در دوره كوتاهاثر مثبتي بر رشد كلوني

احتمالاً اين فاكتور ، داشته باشد. با توجه به مطالعات مشابه ديگر
در  ،مانيرشد از طريق مهار مرگ سلولي و كمك به افزايش زنده

  باشد.ثر مياين امر مؤ
  

  قدردانيتشكر و 
نويسندگان هيچ تضاد منافعي را گزارش نكردند. اين مقاله 

باشد و نامه دوره دكتري عمومي دامپزشكي ميمستخرج از پايان
  هاي دانشجويينامههاي آن از محل بودجه مصوب پايانتمامي هزينه



  و همكاران ترابي
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