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Abstract: 
 
Background: Preparing a suitable condition for in vitro culture of spermatogonial stem cells 
can help discover all of the molecular mechanisms involving in spermatogenesis and pave 
the way for gene manipulation. This study aimed to evaluate the effect of a poly L-lactic acid 
(PLLA) nanofiber on the proliferation of frozen‐thawed bovine spermatogonial stem cells in 
vitro. 
Materials and Methods: The isolated spermatogonial cells from the prepubertal bull were 
frozen-thawed and cultured in two groups: the control group (C) including the 
spermatogonial cells and the treatment group (T) including the spermatogonial cells seeded 
onto PLLA. The cells in both groups were cultured in DMEM supplemented with 5% fetal 
bovine serum and 40 ng/ml glial cell line-derived neurotropic factor (GDNF) for 2 weeks. 
Colony assay was conducted on days 4, 7, 10 and 13 after the beginning of the culture. 
Expression of spermatogonial genes (PLZF, BCL6, GFRα-1, VASA, Itgα6) in the culture was 
determined by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) on the last day of 
the experiment. 
Results: The viability rates of fresh cells before and after the addition of cryoprotectant 
agent were 87.4±2.4 and 81.8±3.1, respectively which decreased to 65±1.7 after the thawing 
(P<0.01). Moreover, the results showed that the surface area of colonies derived from 
spermatogonia were significantly greater in the treatment group compared to the control 
group on day 13 (P<0.05). Finally, RT-PCR revealed the expression of all spermatogonial 
stem cell (SSC) markers in both groups. 
Conclusion: The PLLA nanofiber can provide a suitable microenvironment for frozen-
thawed SSCs in an in vitro-culture system. 
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  مقدمه
فرآيند  نقطه آغازهاي بنيادي اسپرماتوگوني  سلول

: در علوم مختلف از جمله ها اين سلول. باشند مي سپرماتوژنزا
) كشاورزيپزشكي، دامپزشكي و (بيوتكنولوژي بيولوژي و 

اد سلولي و مطالعات در ابعانجام   .]1[ ددارن يفراوان هايكاربرد
تعداد بودن اين كم مثل مولكولي اسپرماتوگوني همواره با مشكلاتي

مشكل در و  هاي زاياي بيضه جمعيت سلولي در ميان سلول
-گر سطحي اختصاصي سلولدليل نبود نشانهها ب سازي آن خالص

   ؛]2[ همراه است هاي اسپرماتوگوني
  
 گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه رازي، كرمانشاه ،استاديار 1
 مثل، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تهران هاي توليداستاد، گروه مامايي و بيماري 2
 آموخته دكتري تخصصي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تهران دانش 3
، ياخته مركز تحقيقات فناوري بن ،نانوتكنولوژي و مهندسي بافترشناس بخش كا 4

 تهران
 آموخته دكتري عمومي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهركرد دانش 5

   :نشاني نويسنده مسئول *
كرمانشاه، بلوار كيهانشهر، روبروي پزشكي قانوني، دانشكده دامپزشكي، گروه علوم 

  درمانگاهي
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 peymanrahimi@razi.ac.ir  :پست الكترونيك

                              30/11/93 :تاريخ پذيرش نهايي                                    6/7/93 :تاريخ دريافت

رو ايجاد روشي كارا در جهت كشت و تكثير اين جمعيت از اين
 هامروز. سلولي در محيط آزمايشگاه بسيار مهم و حائز اهميت است

 اسپرماتوگونى روش اى بنياديه لپيوند سلو و انجماد كشت،
 هاى بنيادى سلول بيولوژى توان مي آن كمك به كه است جديدى

. ]3[ بررسي نمود بهتر را بارورىنا در دخيل عوامل و اسپرماتوگونى
- ها به توليد حيوانات تراكشت آزمايشگاهي اين سلول ،چنينهم

 فراهم نمودن محيط كشتي كه بتواند. ]4[ نمايدريخته كمك مي
 ها را در محيط آزمايشگاهدنوزايي و تزايد اين سلولقدرت خو

اول آنكه امكان  :باشدزياد كند از دو جهت حائز اهميت مي
 موفقيتاينكه احتمال كند و دوم ها را زياد ميدستورزي در ژن آن

 دهدمي افزايشرا ست ها كه تابعي از تعداد سلولپيوند تكنيك 
زندگي ) Niche(محيط  طور طبيعي ريزهكه بآنجايياز  .]5[

هاي  وسيله سلولهساز ب هاي مني هاي اسپرماتوگوني درون لوله سلول
سوماتيك مختلف، غشاء پايه و ماتريكس خارج سلولي ايجاد 

-يكي از راه عنوانهب لولياز ماتريكس خارج س توانميشود،  مي

بهره هاي اسپرماتوگوني  هاي مناسب در جهت تكثير سلول كار
هاي ها به عرصه كشت و تكثير سلولنانورشتهورود . ]6[جست 

، اي رشتهواسطه ساختار هب هاي نانو داربست. بنيادي تازگي دارد
 رفولوژيكيوشباهت م ،متخلخل و نسبت بالاي سطح به حجم

  :خلاصه
هاي مكانيسمهاي بنيادي اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاه، به كشف تمامي جهت كشت سلول ط بهينهايجاد شراي :و هدفسابقه 

- ي حاضر بررسي تاثير داربست نانوهدف از انجام مطالعه .نمايدها كمك شاياني ميمولكولي دخيل در اسپرماتوژنز و دستورزي در ژن

  .باشدشده گوساله در محيط آزمايشگاه ميگشايي يخ-هاي اسپرماتوگوني منجمدر سلولبر تكثي لاكتيك اسيدالرشتة پلي
اي و حذف تمايزي صورت با روش هضم آنزيمي دو مرحلهماهه  5تا  3از بيضه گوساله ها سلولاستخراج و تخليص  :هامواد و روش

گروه  -2صورت ساده به  سلول كشت: گروه شاهد -1 :ندشد داده كشت گروه مجزا دو درگشايي ها پس از انجماد و يخسلول .پذيرفت
-هب ng/ml GDNF40درصد و در حضور  FBS 5حاوي  DMEMها در محيط كشت سلول. نانورشته ها بر رويسلول كشت: تيمار

هاي ژن بيان. كشت صورت پذيرفت 13و  10، 7، 4در روزهاي هاي اسپرماتوگوني ارزيابي كلوني. ندهفته كشت داده شد 2مدت 
)PLZF, GFRα-1, VASA, Itgα6, BCL6(  با روشRT-PCR ها ارزيابي شددر روز پاياني كشت در تمامي گروه.  

- درصد بود كه پس از يخ 8/81±1/3و  4/87±4/2ترتيب ها پس از جداسازي و افزودن محلول انجماد بهدرصد حيات سلول :نتايج

گروه تيمار در مقايسه با گروه  اسپرماتوگوني هاي مشتق ازمساحت كلوني). >01/0P(درصد كاهش يافت  65±7/1گشايي اين ميزان به 
  .شد بيان اسپرماتوگوني اختصاصي هايژن تمامي كشت پايان در). >05/0P(دار داشت  افزايش معني 13شاهد در روز 

- جهت كشت سلولتيك اسيد، ريزمحيطي مناسب در لاكالآيد نانورشته پليگونه كه از نتايج حاصل از اين مطالعه برميآن :گيرينتيجه

 .آوردذوب شده اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاه فراهم مي -هاي منجمد

  گشايي يخ- لاكتيك اسيد، انجماد-سلول بنيادي، اسپرماتوگوني، نانورشته پلي ال :واژگان كليدي
  15-23 ، صفحات1394 فروردين و ارديبهشت، 1، شماره نوزدهمپژوهشي فيض، دوره–نامه علميدو ماه                                                        
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 رشد،سبب چسبندگي، لذا،  ؛زيادي به ماتريكس خارج سلولي دارد
از . ]7[ شودمي ها برد عملكرد سلولپيشچنين همو بهتر تكثير 

هاي كشت سه بعدي نسبت به دو بعدي  جمله محاسني كه محيط
بندگي و در نتيجه دارند اين است كه سطح بيشتري را براي چس

ه نانوفيبرها كاز آنجايي. ]8[ كنندها فراهم مي تزايد اين سلول
پارامترهاي سلولي از جمله شكل سلول، اسكلت سلولي اكتين و 

محتمل است  د، كاملادهنفيبرونكتين را تحت تاثير قرار ميرسوب 
ي فنوتيپ  واسطههاي حاوي نانوفيبر بتوانند به كه محيط كشت

صورت مستقيم ههاي بنيادي را ب كننده، سلولهاي لايه تغذيه سلول
گاو در  پتانسيلبا توجه به  .]9[ تحت تاثير قرار دهندو غيرمستقيم 

مطالعات تاكنون  داروها زيست توليد حيوانات تراريخته و توليد
هاي بنيادي  سازي سلول زيادي در مورد جداسازي و خالص

تاثير  ،چنينهم .]10- 12[ انجام پذيرفته است پرماتوگوني گاوياس
از جمله  هاي بنيادي استفاده از نانوفيبر بر تكثير و تمايز انواع سلول

ساز عصبي و  هاي پيش هاي مغز استخوان، فيبروبلاست، سلول سلول
و همكاران اثرات  اصلاحي. اسپرماتوگوني موش ارائه شده است

هاي بنيادي  در تكثير سلول PLLAآميز استفاده از نانوفيبر موفقيت
و  شاكري ،چنينهم. ]13[ اند گزارش نموده را اسپرماتوگوني

روز  10مدت هبهاي اسپرماتوگوني موش  با كشت سلول همكاران
آميدي مشاهده كردند كه تعداد و پلي نانوفيبر تريكسمابر روي 

طور ههاي اسپرماتوگوني در گروه با نانوفيبر ب مساحت كلوني
تاثير  تاكنون. ]14[ باشد داري بيشتر از گروه بدون نانوفيبر مي معني

مورد اسپرماتوگوني گاو  آزمايشگاهي در كشت نانورشتهاستفاده از 
پژوهش حاضر در راستاي ايجاد  ا،و لذ بررسي قرار نگرفته است

 نانورشتهبررسي تاثير منظور و بهمحيط كشت بهينه آزمايشگاهي، 
 گاوي شده اسپرماتوگونييخ گشايي - هاي منجمد بر تكثير سلول

  .استانجام شده 
  

  ها مواد و روش
  حيوانات

تا  3نر راس گوساله  5از  استخراج اسپرماتوگوني جهت
وسسه تحقيقات دامپزشكي دانشگاه تهران م درنژاد هلشتاين ماهه  5

و از بوده ها داراي جيره غذايي استاندارد اين گوساله. استفاده شد
محيط اطراف بيضه . بودند برخوردار سلامت جسماني كامل

)Scrotal Circumference (ً15تا  13بين  اين حيوانات تقريبا 
  .متر متغير بودسانتي

  
  بيضه از اخذ نمونه

 پس از. صورت گرفتزايلازين استفاده از  بابخشي آرام

حسي موضعي با بي، )Scrotum(سازي موضع جراحي آماده
ناحيه تزريق ليدوكايين به داخل طناب اسپرماتيك و زير پوست 

هر دو لايه بر روي در ناحيه استوايي بيضه، برشي . ايجاد شد برش
فت بيرون زده از با. ايجاد شد و در تونيكا آلبوجينا تونيكا واژيناليس

شده  داشتهوسيله قيچي استريل برهپارانشيم بيضه در ناحيه برش، ب
 ,DMEM( و در محيط انتقالي) مترسانتي 1×1×1با ابعاد (

GIBCO, UK ( سرم جنين گاو  درصد 10حاوي(FBS, 

Sigma, USA)  100و سيلين  ليتر پني در هر ميليواحد  100و 
قرار  )GIBCO, UK(پتومايسين استر ليتر ميكروگرم در هر ميلي

 جراحي درمان متعاقب موضع جراحي بخيه گرديد و ،سپس. گرفت
يك از در هيچ. اعمال شد) بيوتيك و ضد التهابتجويز آنتي(

حيوانات مورد استفاده در اين مطالعه مشكلي متعاقب جراحي 
  .مشاهده نگرديد

 
  جداسازي سلول
 درون لوله انتقاليشده از بيضه در محيط  اخذنمونه 

 2ليتري در مجاورت يخ، طي زماني كمتر از  ميلي 15فالكون 
- هاي تشكيل دهنده لوله سلول. آزمايشگاه انتقال داده شد ساعت به

طي دو مرحله هضم آنزيمي بر اساس روشي كه قبلا ساز  منيهاي 
توضيح داده شده، از نمونه  ]15[و همكاران  van Peltتوسط 

طور خلاصه، بافت بيضه پس از چندين بار هب ؛استخراج گرديد
تا حد ممكن به قطعات  بيوتيك حاوي آنتي DMEMشستشو در 
- حاوي آنتي بيوتيك و آنزيم DMEMقسيم شده و در كوچك ت

 mg/ml collagenase type IV،1 mg/ml 1 هاي

hyaluronidase type II  1و mg/ml trypsin ) هر سه آنزيم
گراد درجه سانتي 37در دماي ) ، آمريكاSigmaمحصول شركت 

ه اول هضم طي مرحل. گذاري شد قه گرمخانهدقي 60 مدت تقريبابه
 داخلهاي  ، سلولدر مرحله دومو  ساز هاي مني لولهآنزيمي، 

هاي اسپرماتوگوني و سلول هعمدطور به( ساز منيهاي  لوله
 5 مدتبهوژ سانتريف ،سپس. استخراج گرديد) هاي سرتولي سلول
مايع رويي كه مخلوطي از  صورت گرفت و g130با دور  دقيقه
ز فيلتر نايلوني سرتولي و مايوييد بود ا ،هاي اسپرماتوگوني سلول

 حاصله وژ سوسپانسيونبا سانتريف. رومتري عبور داده شدميك 55
)g800 هاي انفرادي رسوب داده شد لسلو ،)دقيقه 2مدت به .

حاوي  DMEMدست آمده در مقدار مناسب هسلولي ب رسوب
  .حل گرديد سرم جنين گاو درصد 5آنتي بيوتيك و 

  
  انجماد سلول

ار و همكاران انجام شدانجماد بر اساس روش ايزدي
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هاي  صورت كه سوسپانسيون سلولي از قبل در حجمبدين ؛]16[ 
ml 5/0 محلول انجماد كه متشكل از  ،سپس. اليكوت و آماده شد

- دي M4/1، سرم جنين گاو درصد 10حاوي  DMEMمحيط 

 M 07/0و  )Sigma-Aldrich, USA(د كسيلفومتيل سو
مهيا شده  X2و با غلظت ) Sigma-Aldrich, USA(ز واركسا

شكل قطره قطره به تعليق ه دقيقه ب 10- 15خيلي آرام طي بود، 
 ,Cryovial, TPP( هاي انجمادسلولي اضافه شد و به لوله

Switzerland( 5/1 هها بسپس لوله. ليتري منتقل گرديد ميلي -
ها مخلوط  سلول ام تكان داده شد تا محيط باصورت خيلي آر

ها با استفاده از تريپان بلو  ارزيابي درصد حيات سلولو  شود
مرحله بعد لوله در . انجام شد درصد و لام هموسيتومتر 04/0

ساعت  2تا  1گراد، سانتي 4°ساعت در يخچال  1مدت هبانجماد 
 - 80ْ به فريزر ،سپس .گراد قرار داده شدسانتي - 20°در فريزر 

ساعت به تانك نيتروژن مايع  24قل شد و پس از گراد منتسانتي
تعليق سلولي  گشايي يخ جهت .گراد انتقال داده شدسانتي - °196

 2مدت همنجمد، لوله انجماد از تانك نيتروژن مايع خارج شد و ب
آرام آرام  ،سپس .گراد قرار داده شدسانتي 38°دقيقه در بن ماري 
 5مدت هه و بريخته شد DMEMمحيط  ،روي تعليق سلولي

وژ شد و سانتريف) RPM  3200معادل(  g  2000دقيقه با دور
  .محيط رويي دور ريخته شد

  
  هاي استخراج شدهسلول كشت

سلول از سوسپانسيون  هزار 300تعداد  ،پس از شمارش
حاوي  DMEMهاي اسپرماتوگوني و سرتولي در  سلولمخلوط 

 4  ك از پليتچاه 2در   سرم جنين گاو درصد 5بيوتيك و آنتي
 در دماي )TPP, Switzerland(خانه مخصوص كشت سلول 

c˚37  درصد 5و حضور CO2  هفته كشت داده  2براي مدت
ت كف يكي از روز قبل از كش نكته قابل توضيح اينكه از .شد

 PLLA ،Random؛ لاكتيك اسيدالپلي(ها با نانورشته  چاهك
انده پوش) نسپسنتز شده با روش الكتروو  Plasma treatedو

 ng/ml(از ابتداي كشت، فاكتور رشد مورد نظر  .شد

GDNF40 (محيط كشت . شدهاي آزمايشي اضافه  گروه به
 و فاكتور رشد مجددا تعويض شدبار ساعت يك 72هر ها  سلول

و  صورت سادههب شاهد گروههاي در نتيجه سلول .شداضافه مي
  .داده شدندكشت  آزمون بر روي نانورشتههاي گروه سلول

  
  
  
  

  اسپرماتوگونيهاي مشتق از ارزيابي كلوني
هاي هاي مشتق شده از سلول تعداد و مساحت كلوني

پس  13و  10 ، 7، 4، در روزهاي )1شماره  شكل( اسپرماتوگوني
 ,Olympus)كمك ميكروسكوپ معكوس  از شروع كشت، به

IX71® inverted microscope) ي چشمي به عدس مجهز
ها از مساحت  براي محاسبه مساحت كلوني .ي شدمدرج بررس

  . بيضي استفاده شد
  

  هاي اسپرماتوگوني ي اختصاصي سلولهابررسي بيان ژن
هاي حاصل  هاي اختصاصي سلول جهت ارزيابي بيان ژن

 VASA ،PLZF ،BCl6 ،GFR-1(هاي اسپرماتوگوني  از كلوني
اي زنجيره واكنش معكوس برداري نسخه روش از) Itgα6 و

 mRNAبيان ژن در سطح استفاده شد و ) RT-PCR(مراز  پلي
انجام  ]10،17[ پرايمر طبق مطالعات قبليطراحي  .دمطالعه گردي

استخراج  منظورهبروز آخر كشت در  .)1جدول شماره (پذيرفت 
RNA، درصد اسپرماتوگوني هاي  كلونيپسينه كردن يپس از تر
-RNA)تجاريكيت با استفاده از  RNA ارزيابي شد و حيات

SPIN™-INTRON, KOREA)  عمليات  .استخراج گرديد
با استفاده از  ،سپس .دستورالعمل كيت انجام شد استخراج طبق

-RT .ها بررسي شد اسپكتروفتومتري غلظت نمونه UVدستگاه 

PCR  كيت تجاري از با استفاده)VeTeK™ ONE-STEP 

RT-PCR PreMix Kit, INtRON, South Korea ( و طبق
دستگاه ترموسايكلر و با استفاده از ورالعمل كيت دست

)BIORAD®, USA (جهت آشكارشدن بيان  .انجام پذيرفت
 TAE 1x در بافر درصد 2/1 با غلظت آگاروز ژل ازها  ژن

 رنگ از با استفادهآميزي ژل  رنگ. استفاده شد
SYBER®Green در از هر نمونه  ميكروليتر 10. شد نجاما

ترتيب از چپ به راست در به. ته شدريخ ژل چاهكهر داخل 
كنترل ( RNAبدون نمونه ، Ladder، هر ژل هاي داخل چاهك

در هر بار : توضيح(عنوان كنترل مثبت هب بافت بيضه نمونه ،)يمنف
صورت جداگانه براي هگيري يك تكه از بافت بيضه ب نمونه

استخراج شده تا روز  RNAشد و  استفاده  RNAاستخراج 
گروه شاهد نمونه  ،)شد در فريزر نگهداري  RT-PCRآزمايش 

طور هژن ب الكتروفورزمدت زمان  .ريخته شد تيمارنمونه و 
 لومينوتور  ترانسبا دستگاه ژل  ،سپس .دقيقه بود 45متوسط 

)UVP, France ( قرار گرفت ارزيابيمورد.  
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  آماري جزيه و تحليلت 
- هها اطلاعات ب براي بررسي وجود اختلاف بين گروه

استفاده  t گيري مستقل توسط آزمون آمارينمونه 5دست آمده از 
ها از  مان سلول ل انجمادي بر زندهبراي ارزيابي تاثير محلو. شد

نرم افزار . شد استفاده  Repeated measure ANOVAآزمون
 ,.SPSS )version 16, SPSS Incآماري مورد استفاده 

Chicago, USA( 05/0 و بودP< داري در  عنوان سطح معنيبه
صورت هتمامي اعداد و ارقام موجود در جداول ب .نظر گرفته شد

  .محاسبه شده است) Mean±SE خطاي استاندارد±ميانگين(
  

  نتايج
  4/87±4/2 ها پس از جداسازيحيات سلول ميزان 

افزودن محلول انجماد و قبل از سرد كردن  بود كه پس از درصد 
)درصد  8/81±1/3به ) ميت محلول انجماديآزمون ميزان س

هاي تازه داري با ميزان حيات سلول تفاوت معنيكه  رسيد
پس . باشد محلول انجماد ميعدم سميت  اين امر دليل بر. نداشت
كه با  درصد كاهش يافت 65±7/1گشايي اين ميزان به از يخ
د از اضافه كردن محلول انجماد عها قبل و ب ن حيات سلولميزا

   .)>01/0P( داري دارد تفاوت معني
  

  هاي اسپرماتوگوني سلولمشتق از هاي تعداد كلوني
در گروه  ي مشتق شده از اسپرماتوگونيهاتعداد كلوني

اما  ،بود شاهدبيشتر از  ي ارزيابياگرچه در تمامي روزهاآزمون 
 ديده نشدي دارمعنيتفاوت از نظر آماري زها از رو يكدر هيچ

هاي مشتق شده از  مجموع مساحت كلوني .)2جدول شماره (
اسپرماتوگوني در روز سيزدهم كشت در گروه آزمون 

داري بيشتر از گروه طور معنيهب )متر مربع ميلي 07/0±43/0(
در بقيه روزها ). >05/0P(بود  )متر مربع ميلي 2/0±06/0(شاهد 
 ،ها در گروه آزمون بيش از شاهد بود گرچه مساحت كلونيهم ا

  .)3جدول شماره ( دار نبود اما از نظر آماري اختلاف معني
  

   بررسي بيان ژن
  RT-PCRآزمايش 

هاي كشت  سلولاز ماهيت بنيادينگي  يافتنبراي اطمينان 
 گرديد مشاهدهو شد بررسي  mRNAدر سطح ژن  6، بيان شده
 شكل( اندههاي كشت شده بيان گرديد لولها در س تمامي ژنكه 

  ).3شماره 

 هاي بنيادي اسپرماتوگوني مورد استفاده در مطالعه هاي زاينده و سلول هاي خاص سلول نام و مشخصات پرايمر ژن - 1جدول شماره 

 Forward Primer (5’-3’) Reverse Primer (5’-3’) نام ژن
 جفت باز

)bp( 
 )°C( دماي آنيلينگ

VASA TGCTACTCCTGGAAGACTGA CGGTCTGCTGAACATCTCTA ٢٩۶ ۵٧ 

PLZF CCAGCAGATTCTGGAGTATGCA GCATACAGCAGGTCATCCAAGTC ٧۵ ۶١ 

BCL6 AGGGCACAGGGAACTCTTTTC CCTCCTTTGGCTTGAGTGTTTT ١١۶ ۶١ 

GFR1 CAAGTGGAGCACATCTCGAA GGCAGGAACAGAAGAGCATC ٢٢٠ ۶٠ 

ITGA6 AGGGATGTGGAGACGACAAC TCTTTGGTGGGATTCTTTGG ٣٢٩ ۶٠ 

GAPDH TGACCCCTTCATTGACCTTC TACTCAGCACCAGCATCACC ١٨٠  ۵٩  

  
هاي مورد هاي اسپرماتوگوني در گروه تعداد كلوني - 2 شماره جدول

 در روزهاي مختلفمطالعه 

 تعداد كلوني گروه

 13 روز 10 روز 7 روز 4 روز 

 22±29/5 67/18±2/5 16±46/3 67/10±71/4 شاهد

 33/32±7/4 33/25±69/6 20±88/2 33/11±18/3 آزمون

 كشت سلول بر روي نانورشته :آزمون ؛صورت معموليهكشت سلول ب: شاهد

در هاي اسپرماتوگوني  مجموع مساحت كلوني - 3 شماره جدول
 در روزهاي مختلفهاي مورد مطالعه گروه

  )2mm(مجموع مساحت كلوني  گروه

 13 روز 10 روز 7 روز 4 روز 

 2/0a±06/0 12/0±05/0 06/0±002/0 04/0±003/0 شاهد

 43/0b±07/0 22/0±02/0 19/0±07/0 05/0±001/0 آزمون

دار است در داخل هر ستون، اختلاف آماري در بين اعداد داراي بالانويس متفاوت معني *
)05/0P<( كشت سلول بر روي نانورشته: آزمون ،صورت معموليهكشت سلول ب: شاهد  
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. تصوير مربوط به روز دهم كشت است) الف-1شكل شماره 

هاي سرتولي قرار  اي از سلول پرماتوگوني بر روي لايههاي اس كلوني
هاي سرتولي با ايجاد ساختاري مناسب و ترشح  سلول. اند گرفته

در رشد و مختلف نقشي بسيار مهم  هاي فاكتورهاي رشد و سايتوكين
  ).ميكرومتر 250: ميله(كنند  ايفا ميتغذيه اسپرماتوگوني 

  كلوني: پيكان. ايي بيشترنمبا بزرگ قبليتصوير ) ب-1شكل شماره 
  ).ميكرومتر 100: ميله(هاي سرتولي زوائد سلول: اسپرماتوگوني، ستاره

  

  
هاي اسپرماتوگوني بر  هاي مربوط به سلول بيان ژن -2شكل شماره 

بدون ( كنترل منفي: 2 ؛ Ladder: 1. درصد 2/1روي ژل آگاروز 
RNA(فت بيضة با: 4 ؛سلول تازه بلافاصله پس از جداسازي: 3 ؛

 گروه شاهد: 6 ؛ وگروه آزمون: 5 ؛تازه
  

  بحث 
-مسيرهاي جديد جداسازي و كشت، به تكنيك يابيدست

هاي بنيادي را  به تحقيقات نوين در زمينه بيولوژي سلول هاي منجر

به درك بيشتر ما از فيزيولوژي اين  تجهموارتر خواهد نمود و من
 .]18[ خواهد شدوزه در اين حهاي جديد  ها و توسعه تكنيك سلول
 بالاتر، بقا و تكثير بهتر خلوص منظور دستيابي بههب مختلفي هايراه

كارها انتخاب از جمله اين راه است؛ شده گرفته كارهها بسلول
رشد به  هاي اسپرماتوگوني حيوان نوزاد، افزودن فاكتورهايسلول

- و ماتريكس متفاوت كشت بسترهاي كارگيريهب ،]5[ محيط كشت

يا  كنندهكشتي با لايه تغذيههم ،]19[ مختلف سلولي برون هاي
STO )6-thioguanine resistant ouabain resistant (]20[ 

 BEF (Bovine embryonic fibroblast) ،]21[ و سرتولي
و  ]24[ هاي بدون سرم، استفاده از محيط]23[ ، افزودن سرم]22[

 KSOM (K simplex optimizationيا  غني از پتاسيم

medium) تشكيل هاياهميت مولكول رابطه همين در .]25[ است 
 رشد و تكامل در ديدگاه بيولوژيكي از سلوليبرون ماتريكس دهنده
 .است شده داده نشان خوبيآزمايشگاهي به مطالعات در سلول
هاي بنيادي تازگي ها به عرصه كشت و تكثير سلولنانورشتهورود 
هاي نانويي شباهت باتوجه به اينكه ساختار اين داربست. دارد

زيادي به ماتريكس خارج سلولي دارد سبب  شناسيريخت
 شودها ميعملكرد سلول بهتر بردندگي، رشد، تكثير و پيشچسب

هاي بنيادي جنيني در محيط كه كشت سلولاست ديده شده . ]7[
اصيت تزايد و خودنوزايي سبب حفظ خ رشتهبعدي نانو 3كشت 

ها بر تزايد و نانورشتهكنون تاثير تا. ]26[ها شده است اين سلول
، ]28[ هاي استئوبلاستسلول ،]27[ هاي بنيادي قلبتمايز سلول

-هاي پيشو سلول ]30[، هپاتوسيت ]29[ هاي بنيادي جنينيسلول

قيت آميز بررسي شده و نتايج تحقيقات بسيار موف ]31[ ساز عصبي
هاي  با كشت سلولو همكاران  اصلاحياخيراً . بوده است

هاي حاصل از  ين سلولچنذوب شده و هم- اسپرماتوگوني منجمد
 لاكتيك اسيدالپلي نانورشتهذوب شده موش بر روي - بيضه منجمد

 زايي سبب افزايش كلونيند كه اين امر اههفته نشان داد 3مدت هب
شود  گوني موش در محيط آزمايشگاه ميهاي بنيادي اسپرماتو سلول

جزيي در نتايج حاصل از مطالعه اين محققان با   تفاوت .]13[
طول مدت كشت (توان به طول مدت كشت  مطالعه حاضر را مي

، )باشد هفته مي 2ته و در مطالعه حاضر هف 3در مطالعه اين محققان 
 40و  10( GDNF و تفاوت غلظت) موش و گاو( اي تفاوت گونه

در مطالعه حاضر با توجه به روند افزايشي . عنوان كرد) نانوگرم
ها در طول مدت آزمايش بالاخص در گروه تيمار، چه  تعداد كلوني

تيمار با  ها در گروه بسا با افزايش طول دوره كشت تعداد كلوني
و  شاكري ،چنينهم. كرد دار پيدا مي گروه شاهد اختلاف معني

هاي اسپرماتوگوني بيضه  همكاران گزارش كردند كه كشت سلول
ها،  روز، تعداد كلوني 7مدت هاولترا وِب ب نانورشتهموش بر روي 
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 مان و زنده مساحت كلوني ميانگين ر كلوني،تعداد سلول به ازاي ه
 نانورشته احتمالا .]14[ دهد گروه شاهد افزايش مي در مقايسه بارا 
كنش مناسب  واسطه ساختار شبيه غشاء پايه و با ايجاد بر همهب

سلولي و چسبندگي مناسب سلول به اين داربست مسير سيگنالي 
هاي جزيي اين مطالعه  دليل تفاوت .]9،14[ بخشد را بهبود ميسلول 

توان به تفاوت جنس نانوفيبر مورد  با مطالعه حاضر را نيز مي
هايي  كلونيتعداد در مطالعه حاضر  .استفاده در آزمايش نسبت داد

وزها بيشتر از گروه كه بر روي نانورشته كشت داده شد در تمامي ر
 در عين حال .نبود دار معني از نظر آمارياما اين تفاوت  ،بود شاهد

كه بر روي نانورشته كشت داده شدند هاي  كلونيمجموع مساحت 
بود  ي بيشتر از گروه شاهددار معنيطور هكشت ب 13در روز 

)05/0P<.(  تعداد زيادي از دليل احتمالي اين امر اين است كه
دليل هسرتولي كه حاميان اصلي اسپرماتوگوني هستند، ب هاي سلول

. شوند حجم بالاي سيتوپلاسم در اثر انجماد دچار مرگ سلولي مي
از رشد اين  تواند مي متخلخلو  بعدي دليل ساختار سههنانورشته ب

و در نتيجه با گذشت زمان  ها در حين كشت حمايت كند سلول
- همان. گيردشكل مي گونيهاي اسپرماتو محيط دلخواه رشد سلول

بعدي نانورشته در مقايسه با كشت  سهطور كه اشاره شد ساختار 
از جمله . هاي طبيعي بدن دارد ساده، شباهت بيشتري به اندام

بعدي دارند  دوبعدي نسبت به سه هاي كشت محاسني كه محيط
اين است كه سطح بيشتري را براي چسبندگي و در نتيجه تزايد اين 

ها پارامترهاي رشتهكه نانواز آنجايي. ]8[ دكنفراهم مي هاسلول
سلولي از جمله شكل سلول، اسكلت سلولي اكتين و رسوب 

 محتمل است كه دهند، كاملافيبرونكتين را تحت تاثير قرار مي
-ي فنوتيپ سلولواسطههبتوانند ب رشتهنانو هاي حاويمحيط كشت

صورت مستقيم و ههاي بنيادي را بهاي لايه تغذيه كننده، سلول
يشرفت در توسعه و پ .]9[ غيرمستقيم تحت تاثير قرار دهند

هاي بنيادي  اي كشت و انجماد آزمايشگاهي سلوله تكنيك
-انجام تكنيك پيوند سلول هاي لازماسپرماتوگوني حيوانات مزرعه

هاي انجماد سلول. باشدها ميهاي اسپرماتوگوني در اين گونه
ها، بدون مدت اين سلولبنيادي اسپرماتوگوني امكان بقاي طولاني

. سازدر بر عملكردشان را فراهم ميايجاد اثرات مخرب آشكا
هاي بنيادي مدت سلولانجماد بهترين روش براي حفظ طولاني

ها پس در اين مطالعه درصد حيات سلول. ]16[ اسپرماتوگوني است
بود و پس از اضافه كردن  4/87±4/2از جداسازي از بافت بيضه 

رسيد و گرچه روند درصد  8/81±1/3د اين ميزان به محلول انجما
اين  هدهندنبود و اين نشان دارمعنياما اختلاف  ،كاهشي داشت

. ها حالت سمي نداشته استاست كه محلول انجماد براي سلول

ها حالت سمي در دماي اتاق براي سلول DMSOدليل اينكه هب
ول انجماد درصد لذا هميشه بايستي پس از اضافه كردن محل ،دارد

ها به حيات سلول ميزاناما پس از انجماد . حيات را سنجيد
-ي با درصد حيات سلولدارمعنيرسيد كه تفاوت درصد  7/1±65

 درصد 70در بهترين حالت درصد حيات  معمولا. شتهاي تازه دا
هاي كشت  ل جهت اثبات بنيادينگي سلو. ]16[ گزارش شده است

از  هاي كشت شدهدر ميان سلول شده و تاييد وجود اسپرماتوگوني
 mRNAدر سطح ها  بهره گرفته شد و بيان ژن RT-PCRروش 

، VASA(هاي مورد نظر دهنده بيان كليه ژننتايج نشان .بررسي شد
GFRα-1 ،PLZF ،Itgα6 و Bcl6 (اگرچه  .ها بود در تمام گروه

هاي  اصي جهت تشخيص قطعي سلولگر اختصتاكنون هيچ نشان
گر بنيادي اسپرماتوگوني شناخته نشده است، اما بيان چند نشان

 اسپرماتوگوني هاي سلول انواع دربارهمختلف اطلاعات مهمي را 

در اين . ]32[ كندمي فراهم ها گونه و ساير جوندگان مورد در
گرهايي استفاده شود كه در از نشان تا حد امكانمطالعه سعي شد 

هاي  ها را به سلول مجموع بتوان تا حد زيادي بيان آن
هاي زايا  مختص سلول VASA گرنشان .تعميم داد اسپرماتوگوني

 باشد هاي بنيادي مي گر عمومي براي سلولنشاننيز  Oct4. باشد مي
در اسپرماتوگوني  GFRα-1 و Itgα6، PLZFچنين بيان هم. ]33[

 Bcl6 است كه ديده شده ،چنينهم. ]10[اثبات شده است گاو 
 نمايد هاي بنيادي ايفا مي نقشي بسيار مهم در خودنوزايي سلول

حائز اهميت در اين مطالعه اين است كه طول مدت   نكته .]17[
هفته بوده است و در تمامي روزها تعداد و  2كشت در اين مطالعه 

هاي اسپرماتوگوني در گروه نانو بيشتر از شاهد  مساحت كلوني
مكان اين امر لذا ا ،)دار نبوده اگرچه اين اختلاف معني(است بوده 

مدت هطور مثال بهب(وجود داشت كه با افزايش طول دوره كشت 
دهند  نويسندگان پيشنهاد مي. دار شود اين اختلاف معني) ماهيك

مطالعات بعدي در خصوص كشت بلندمدت اسپرماتوگوني گاو بر 
روي نانورشته و با استفاده از فاكتور رشدهاي مختلف سلولي 

اين خصوص تنها با تكيه بر اين مطالعه  طراحي شود و قضاوت در
  .باشد تا حدود زيادي مشكل مي

  
  گيري نتيجه

توان به مفيد در مجموع با توجه به نتايج اين مطالعه مي
 اسپرماتوگوني هاي منجمدنانورشته در تكثير سلول استفاده از بودن

نويسندگان انجام مطالعات  ،وجودبااين .تا حدودي اذعان نمود
  .دانند در اين خصوص را مفيد ميتكميلي 
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  تشكر و قدرداني
طرح پژوهشي شماره اين مقاله مستخرج از 

. باشدمعاونت پژوهشي دانشگاه تهران مي مصوب 7508016/6/13
كاربرد  دانند از مديريت محترم قطب نويسندگان بر خود لازم مي

سلول بنيادي در سلول درماني و مهندسي بافت دانشگاه تهران كه 

چنين آقايان زينه انجام اين طرح پژوهشي را متقبل شدند و همه
دكتر علي لكزيان، دكتر محمد زماني، دكتر جواد راغ، مهندس 

گيري و كارهاي  نژاد كه در انجام نمونه يعيسمهندس موسوي و 
  .جا آورندهكمال تشكر را ب ،عملي ما را ياري نمودند
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