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Abstract: 
 
Background: Spermatogonial stem cells (SSCs) have diverse applications in reproductive 
medicine and biotechnology. Cryopreservation is the well-known method for long-term 
storage of these cells. The aim of this study was to investigate the effect of different 
concentrations of fetal bovine serum (FBS) and Sucrose on the viability rate of 
spermatogonial cells.  
Materials and Methods: Testicular cells of pre-pubertal lambs were separated in a two-step 
enzymatic isolation and purified by differential plating. Then, the cells were divided in 6 
groups. Groups 1, 2 and 3 were treated with FBS (10%) and Sucrose (0.07, 0.14 and 0.21 
molar concentration (M) ) and groups 4, 5 and 6 with FBS (20%) and Sucrose (0.07, 0.14 
and 0.21 M), respectively. The viability rate of the cells was evaluated immediately after 
isolation, addition of cryoprotectant agents and thawing procedures. Identification of 
spermatogonial cells in the culture was performed using the   immunocytochemistry staining 
against PGP9.5. 
Results: The results showed that cryoprotectant do not have any harmful effects on lamb´s 
SSCs. Moreover, viability rate of the cells in freezing media containing FBS (10%) is 
significantly higher than the media containing FBS (20%). Furthermore, increasing 
concentrations of Sucrose (0.07, 0.14 and 0.21 M) had no beneficial effect on the 
spermatogonial viability rate. 
Conclusion: It was concluded that freezing media containing dimethyl sulfoxide (10%) and 
FBS (10%) and Sucrose (0.07 M) is appropriate for cryopreservation of lamb spermatogonial 
cells. 
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بنيادي  هاي ماني سلول ز و سرم جنين گوساله بر زندهوهاي مختلف ساكاراثرات غلظت
  قبل و بعد از انجماد اسپرماتوگوني بره

  
علي اصغر مقدم
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، پيمان رحيمي فيلي
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2
، سجاد ضرغامي
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  مقدمه
كه سرآغاز  )SSCs( هاي بنيادي اسپرماتوگوني سلول

فرآيند را اين  خود تزايد و تمايز مداوم هستند با اسپرماتوژنزفرآيند 
در بسياري از   Aتيپ هاي اسپرماتوگوني سلول .برند پيش مي

عنوان به ]1[ و جوندگان پستانداران غير پريمات از جمله گوسفند
ها پس از  اين سلول .]1،2[ شوند هاي بنيادي در نظر گرفته مي سلول

اسپرماتيد و پس ، به اسپرماتوسيت و ميوز انجام تعدادي تقسيم ميتوز
يك  ها سلولاين . ]3[ شوند از تكامل به اسپرماتوزوآ تبديل مي

ده سلولي كه در يك ريز محيط پيچي هستندتعداد  جمعيت سلولي كم
هاي سلول شناسايي و جداسازي .]4[ اند درون بيضه پراكنده شده

 يدليل نبود نشانگرهاي اختصاصي سطحبهبنيادي اسپرماتوگوني 
  .]5[ باشد ها در بيضه مشكل مي كم اين سلول سلول و تعداد نسبتا
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هاي بنيادي اسپرماتوگوني و توانايي  كشت سلولعلم در پيشرفت 
 اسطه تكنيكوهها ب اين سلول عملكرد ارزيابي پتانسيل بنيادي بودن

پيوند، درهاي جديدي را جهت مطالعات عملكرد ژن در اين نوع 
 ،امروزه. ]6[ گشايد سلول كه دسترسي به آن مشكل است مي

 سپرماتوگونى روشا هاى بنيادي لپيوند سلو و انجماد كشت،
 هاى بنيادى سلول بيولوژى توان مي آن كمكبه كه است جديدى

 بررسي نمود بهتر را نابارورى در دخيل عوامل و اسپرماتوگونى
- دست براي مناسبي هدف هايي اين، چنين سلول علاوه بر .]7[

 بيولوژيكي هاي آزمايش و درماني تحقيقات و ژنتيكي هاي كاري
ها، دارا بودن  اين سلول مورد قابل توجه در نكته .شود مي محسوب

باشد، كه از اين  قدرت انتقال اطلاعات ژنتيكي به نسل بعدي مي
هاي بنيادي بزرگسالان هستند كه اين خاصيت را  نظر تنها سلول

مدت و نگهداري طولاني كشت آزمايشگاهي ،چنينهم .]8[دارند 
وليد حيوانات تراريخته به ت با استفاده از تكنيك انجماد ها اين سلول
كشت بلندمدت و انجماد هاي پروتكل. ]9[ نمايد كمك مي

شرح داده شده  در مطالعات پيشينهاي بنيادي اسپرماتوگوني  سلول
و  آزمايشگاهي هاي كشت توسعه و پيشرفت در تكنيك .]10[است 

هاي بنيادي اسپرماتوگوني حيوانات اهلي لازمه انجام  انجماد سلول

 :خلاصه
-جهت نگهداري طولاني. فناوري دارندمثلي و زيست هاي بنيادي اسپرماتوگوني كاربردهاي فراواني در طب توليدسلول :هدف و سابقه

روي  ساكاروزو  FBSهاي مختلف هدف از مطالعه حاضر، بررسي تاثير غلظت .شودها از تكنيك انجماد استفاده ميلولمدت اين س
 . بره بوداسپرماتوگوني  درصد حيات

 .سازي گرديدو با حذف تمايزي خالصشده اي استخراج با روش هضم آنزيمي دو مرحله هاي نابالغبره هاي بيضهسلول :هاروش و مواد
ترتيب با به ساكاروزو از  درصد 10با غلظت  FBSاز  3و  2، 1هاي گروهدر . گروه آزمايشي تقسيم بندي شدند 6ها به سلول ،سپس
، 07/0هاي ترتيب با غلظتبه ساكاروزو از  درصد 20با غلظت  FBSاز  6و  5، 4هاي مولار و در گروه 21/0و  14/0، 07/0هاي غلظت

بلافاصله پس از استخراج، (هاي مختلف آزمايشي در سه مرحله مختلف در گروهها سلولدرصد حيات . ستفاده شدمولار ا 21/0و  14/0
از  Aهاي اسپرماتوگوني تيپ   جهت شناسايي سلول. گرفتمورد سنجش قرار ) گشاييمتعاقب افزودن محيط انجماد و پس از يخ

 . استفاده شد PGP9.5آميزي ايمنوسيتوشيمي عليه  رنگ

ماني درصد زنده ،چنينهم. بره ندارند اسپرماتوگونيدهد مواد محافظ در برابر انجماد اثرات سمي روي اين مطالعه نشان مي نتايج :نتايج
. بود FBS درصد 20ماني آنها در محيط حاوي داري بيشتر از درصد زندهطور معنيهب FBS درصد 10در محيط حاوي ها اين سلول

 .نداشت اسپرماتوگونيماني تاثير مثبتي روي درصد زنده) 21/0و  14/0، 07/0( ساكاروزهاي زايش غلظتاف ،علاوه بر اين

مولار  07/0و  FBS درصد 10توام با  DMSO درصد 10رسد استفاده از محيط انجماد حاوي نظر ميدر مجموع به :گيرينتيجه
  .استبره مناسب اسپرماتوگوني  براي انجماد  ساكاروز
  PGP9.5، سرم جنين گاو، ساكاروزاسپرماتوگوني بره، انجماد،  :كليدينواژگا

 157-164 ، صفحات1395، خرداد و تير 2پژوهشي فيض، دوره بيستم، شماره –نامه علميدو ماه                                                                  
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. باشد ها مي هاي اسپرماتوگوني در اين گونه ند سلولتكنيك پيو
مدت هاي بنيادي اسپرماتوگوني امكان بقاي طولاني انجماد سلول

ها، بدون ايجاد اثرات مخرب آشكار بر عملكردشان را  اين سلول
مدت انجماد بهترين روش براي حفظ طولاني. سازد فراهم مي

-روشدر زمينه  مطالعه .]11[هاي بنيادي اسپرماتوگوني است  سلول

 بههاي بنيادي  سلولماني و تاثير آن بر زندهانجماد هاي مختلف 
باتوجه به كاربرد . كنندمي ها كمك اخت هرچه بيشتر اين سلولشن

، ]12[اين جمعيت سلولي پراهميت در توليد حيوانات تراريخته 
 ،)هاي بنيادي در بيماران انكولوژيك حفظ سلول(درمان سرطان 

ها و  حفظ گونه ،]13[ناباروري و كنترل باروري در انسان  درمان
- ، دست]12[نادر و در حال انقراض ، نژادهاي حيواني كمياب

منظور ايجاد قابليت هاي ژنتيكي و ايجاد حيوانات دورگه به كاري
، آشنايي هرچه بيشتر ]12[سازگاري زياد با شرايط اقليمي متفاوت 

 مدتيشگاهي و نگهداري طولانيها جهت توليد آزما سلولبا اين 
يكي از ) FBS(سرم گوساله جنيني . باشد ضروري مي هااين سلول

هاي ناشي از انجماد ترين مواد محافظ سلول در برابر آسيبمعمول
ها ها، پروتئينهاي رشد، هورمونسرشار از فاكتور FBS. باشدمي

، )EوA( هاين، ويتام)گلوبولين و آلفاگلوبينااز جمله آلبومين، گام(
، مواد معدني و )از جمله ليپوپروتئين( هاها، چربيكربوهيدرات

است ديده شده  .]14[ عناصر كمياب و مواد ناشناخته ديگري است
 .ها در زمان انجماد تاثير مثبتي داردروي بقاي سلول FBSكه 

محققين بر اين باورند كه غشاي پلاسما در طول فرآيند انجماد در 
نقش خود را در  FBSدر واقع  .شودهتر حفظ ميب FBSحضور 

فرآيند انجماد با خروج آب از سلول و جلوگيري از تشكيل 
در  ساكاروزوجود  ،چنينهم .]15[كند هاي يخ ايفا ميكريستال

. ]16[ها ضروري است ماني سلولمحيط انجماد براي بهبود زنده
خوك، گاو و هاي اسپرماتوگوني  در انجماد سلول ساكاروزتاكنون 

باتوجه به اهميت  .]17- 11،19[ موش با موفقيت استفاده شده است
در ساخت حيوانات تراريخته و به تبع آن بالقوه گونه دامي گوسفند 

هاي آزمايشات مدلچنين همو  هاي مختلفداروتوليد زيست
و ريزي بهترين پروتكل براي انجماد پايه ،پزشكي و باليني
و  FBSبا استفاده از هاي بنيادي لولسمدت نگهداري طولاني

نظر هبسيار مهم بدر محيط آزمايشگاه در اين گونه دامي  ساكاروز
بهترين بررسي و مطالعه تعيين  هدف از انجام اين طرح،. رسدمي

پروتكل براي  يكو در نهايت پيشنهاد  ساكاروزو  FBSغلظت 
نگهداري  رمنظوبههاي بنيادي اسپرماتوگوني گوسفند  انجماد سلول

  .استها در محيط آزمايشگاه  مدت آنطولاني
  
  

 هامواد و روش
  ها جداسازي سلولو  گيرينمونه

هاي كشتاري نابالغ هاي بيضه از برهجهت تهيه نمونه
در  ورگاه صنعتي تهيه هاي مورد نياز از كشتانمونه. شد استفاده

 .شدساعت به آزمايشگاه منتقل  2كمتر از  ظرف مدتمجاورت يخ 
 ده و با استفاده از پنس وشخارج  دانبيضهدر آزمايشگاه بيضه از 

سپس،  .شدطور كامل از بيضه جدا استريل اپيديديم به تيغ جراحي
و  ه شدهبرداشتبه كمك قيچي استريل  گرم بافت پارانشيم بيضه 10

 DMEMليتر محيط ميلي 10حاوي داخل لوله فالكون استريل 
)GIBCO, UK( سيلين هاي پنيبيوتيكحاوي آنتي)واحد بر 100 

 ,Gibco( )ليترگرم بر ميليميلي 100(و استرپتومايسين ) ليترميلي

Paisley, UK (1500مدت يك دقيقه در دور شد و به انتقال داده 
بار تكرار  3اين عمل  ؛شد )Hettich, Germany( سانتريفوژ

و  van Peltاز روش براي استخراج سلول از بيضه . گرديد
بافت بيضه با طور خلاصه ابتدا هب .]20[همكاران استفاده شد 

تكه شد و سپس وارد طور كامل تكههباستفاده از قيچي استريل 
 ديشدر مرحله اول هضم آنزيمي پتري. مرحله هضم آنزيمي شد

- آنزيمدر مجاورت  دقيقه 45مدت هباي بيضه  شيرابهحاوي بافت 

، آنزيم هيالورونيداز )ليترگرم بر ميليميلي 1( 4هاي كلاژناز تيپ 
گرم بر ميلي 1(و آنزيم تريپسين ) ليترگرم بر ميليميلي 1( 2تيپ 
-Mem(در انكوباتور ) Sigma-Aldrich, Germany( )ليترميلي

mert, Germany(  منظور افزايش راندمان تاثير به. شدقرار داده
 باردقيقه يك 10هر هاي مذكور بر هضم بافت پارانشيم بيضه آنزيم
دقيقه  45مدت هها بدر مرحله دوم هضم آنزيمي، سلول. پتاژ شدپي

، )ليترگرم بر ميليميلي 1( 4كلاژناز تيپ هاي در مجاورت آنزيم
و ) ليترگرم بر ميليميلي 1به غلظت ( 2آنزيم هيالورونيداز تيپ 

ІDNase ) سپس .قرار داده شد) ليترگرم بر ميليميلي 1به غلظت، 
و شده هاي فالكون استريل منتقل ها داخل لولهديشمحتويات پتري

مدت هاي انفرادي از قطعات باقيمانده بهمنظور جداسازي سلولبه
منظور توقف هضم آنزيمي به .سانتريفوژ شد  800دقيقه در دور  5
- به .به لوله فالكون اضافه شد FBS ،حجم آنزيم مورد استفادههم

 55تعليق سلولي از فيلتر نايلوني  هاي مايوييد،ولمنظور حذف سل
مدت بهو عبور داده شد ) Sartorious, Denmark( ميكرومتري

با دور ريختن مايع رويي . فوژ شديسانتر 800دقيقه در دور  2
 2هاي فالكون با حاصل از سانتريفوژ، رسوب موجود در لوله

  .ل گرديداوي آنتي بيوتيك حآماده ح DMEMليتر محيط ميلي
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  اضافه كردن محلول انجماد به تعليق سلولي
آميزي تريپان ها با استفاده از رنگوضعيت حيات سلول

- لام هموسيتومتر و ميكرو ،)Trypan blue, UK( درصد 4/0 بلو

مورد ارزيابي شرح ذيل هب )Olympus, Japan(سكوپ نوري 
رنگ  كروليترمي 10از تعليق سلولي با  ميكروليتر 10 :قرار گرفت
مدت چند دقيقه در دماي درصد مخلوط شدند و به 4/0تريپان بلو 

ميكروليتر از محلول مذكور به لام  10سپس، . اتاق قرار داده شد
علت نفوذ رنگ تريپان بلو به درون به. هموسايتومتر منتقل شد

- ها رنگ پذيرفته و به رنگ آبي ديده ميهاي مرده اين سلولسلول

كنند و  هاي زنده اين رنگ را به بيرون پمپ ميلولولي س ،شوند
صد با شمارش يك. شوندصورت سفيد و بدون رنگ ديده ميبه

و شده هاي زنده و مرده تعيين طور تصادفي تعداد سلولسلول به
هريك  به ،سپس .بر اين اساس درصد حيات نمونه محاسبه گرديد

حاوي ( يق سلوليليتر از تعل، نيم ميليانجمادلوله شش عدد از 
با  انجماد مختلف محلول 6و متعاقبا منتقل شد  )سلول 100000
تهيه ) DMSO )Sigma, USAدرصد  10كه بر پايه  X2غلظت 

دقيقه  15تا  10آرام در عرض صورت تدريجي و آرامشده بود به
حجم با تعليق سلولي به هريك از قطره و به نسبت همبه شكل قطره

ها را تكان داده تا د و سپس به آرامي ويالها اضافه گرديويال
هاي محلول. محيط انجماد و تعليق سلولي كاملا مخلوط شود

و  ساكاروزمولار  07/0: 1تيمار: شرح ذيل بودندمختلف انجماد به
 10و  ساكاروزمولار  14/0: 2تيمار؛ سرم گوساله جنيني درصد 10

 10و  كاروزسامولار  21/0: 3تيمار؛ سرم گوساله جنيني درصد
 20و  ساكاروزمولار  07/0: 4تيمار؛ سرم گوساله جنيني درصد
 20و  ساكاروزمولار  14/0: 5تيمار؛ سرم گوساله جنيني درصد
 20و  ساكاروزمولار  21/0: 6تيمار؛ سرم گوساله جنيني درصد
هاي موجود سلولحيات درصد  مجددا. سرم گوساله جنيني درصد

محلول  شيميايي ميتتست س( ويال محاسبه گرديد 6در هر 
 2مدت هاي مذكور بههركدام از ويال دنبال آنهبو ) انجماد

 آن بعد از .گراد منتقل شدسانتي 4°ساعت در يخچال با دماي 
دقيقه جهت انجماد بر روي بخار ازت نگهداري شده  20مدت به

 ,Spectrum-35 series(و پس از آن به تانك نيتروژن مايع 

USA( 5پس از ها  ويال .درجه منتقل شدند - 196°ي با دما 
، محتويات گشايي يخو پس از شده دقيقه از تانك نيتروژن خارج 

هاي فالكون انتقال داده شد و به ها به داخل لولههريك از ويال
صورت به DMEMليتر محيط ميلي 2هاي فالكون هريك از لوله

ن در دور هاي فالكوتدريجي و به آهستگي اضافه شد و لوله
تعليق محلول  ،سپس. دقيقه سانتريفوژ شدند 5مدت به 3200

در نهايت، . هاي فالكون دور ريخته شدبالاي هريك از لوله

) تيمار مختلف 6( هاي فالكونهريك از لوله نمونهحيات درصد 
  .محاسبه گرديدطبق روشي كه پيش از اين ذكر شد 

  
- آميزي ايمونورنگ هاي بنيادي اسپرماتوگوني باشناسايي سلول

 PGP9.5 نشانگرشيمي عليه سيتو

از  Aهاي اسپرماتوگوني تيپ   جهت شناسايي سلول
 ا استفاده ازب PGP9.5ژن نوسيتوشيمي عليه آنتيآميزي ايم رنگ

پس از  :استفاده شدشرح ذيل به ]21[روش حيدري و همكاران 
- هبلوك كردن اولين مكان غيراختصاصي بها،  سلول سازيجدا

بلوك مكان غيراختصاصي . انجام شد avidin/biotinوسيله 
درصد سرم  10حاوي  PBSديگر هم با قرار دادن اسلايد در 

اسلايد سپس، . دقيقه در دماي اتاق انجام شد 30مدت هگوسفند ب
 ,PGP9.5 )Dakoبادي اوليه غيركونژوگه خرگوش  با آنتي

Carpinteria, USA(  در  1:100با رقتPBS  5/2حاوي 
مقطع . ساعت در دماي اتاق انكوبه شد 1مدت درصد سرم بز به

در ) دقيقه 5هربار ( TBS/BSAپس از سه مرتبه شستشو با 
بادي ثانويه  دقيقه تماس با آنتي 45مدت دماي اتاق به

)biotinylated sheep anti-rabbit IgG, Avicenna 

Research Institute, Iran ( قرار گرفت و مجددا با
TBS/BSA دقيقه در تماس  30مدت مقطع به. شستشو داده شد

) HRP-conjugated streptavidin )Biosource, USAبا 
شستشو  TBS/BSAقرار داده شد و سپس با  1:500با رقت 
آمينوبنزيدين دي 3- 3در مرحله پاياني با افزودن . داده شد

)Roche, Germany (دقيقه رنگ  8- 10مدت به مقطع، به
اسلايد با آب مقطر كاملا تميز شد و مجددا با  ،سپس. شد نمايان

با دوباره  .آميزي شد ثانيه رنگ 30مدت ههريس هماتوكسيلين ب
گيري شد و  اسلايد با الكل آب ،سپس .آب مقطر شستشو داده شد

پوشانده ) Merck, Germany( با گزيلول شفاف شد و با انتنال
نسبت ( PBSگليسرول و وسيله هدر نهايت سطح اسلايد ب. شد
نوري ها در زير ميكروسكوپ پوشانده شد و سلول) 1:1

)Olympus, Japan (مورد ارزيابي قرار گرفتند.  
  

  آناليز آماري
و  3.1.2Rافزار آماري از نرمها براي نرمال كردن داده

با استفاده از آناليز  ،سپس .استفاده شدباكس تست كاكس
هاي و غلظت FBSهاي مختلف واريانس اثرات انجماد، غلطت

مورد بررسي قرار گرفت و آزمون ميانگين بين  ساكاروزمختلف 
 P>05/0 مقادير .گروه با استفاده از تست دانكن صورت پذيرفت

  . دار درنظر گرفته شداز نظر آماري معني
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 نتايج
ژن مستخرج از بيضه آنتيهاي   سلولدر اين مطالعه 

PGP9.5  درصد حيات سلول). 1 ارهشم شكل(را بيان كردند -

هاي تيمار متعاقب اضافه كردن مواد هاي اسپرماتوگوني در گروه
هاي اسپرماتوگوني محافظ انجماد مشابه درصد حيات سلول

داري با يكديگر بلافاصله پس از جداسازي بود و تفاوت معني
رسد مواد محافظ نظر ميبه ،لذا. )1جدول شماره ( نداشتند

هاي اسپرماتوگوني نداشته و منجر ي روي سلولانجماد تاثير سم
هاي اسپرماتوگوني در دار درصد حيات سلولبه كاهش معني

هاي اثرات غلظت ).P<05/0(نشدند مرحله قبل از انجماد 
 ساكاروزهاي مختلف و غلظت) درصد 20و  FBS )10مختلف 

در مراحل قبل از انجماد و پس از ) مولار 21/0 و 14/0، 07/0(
نشان داده   3و  2 شماره ولادر جدترتيب هبگشايي يخ- ادانجم

در  )درصد 20و  FBS )10هاي مختلف غلظت. شده است
- داري روي درصد حيات و زندهمرحله قبل انجماد اثرات معني

، ولي )P<05/0( هاي اسپرماتوگوني نداشته استماني سلول
 FBSدرصد  20هاي گشايي غلظتمتعاقب انجماد و پس از يخ

دار سبب كاهش معني FBSدرصد  10هاي در مقايسه با غلظت
 هاي اسپرماتوگوني شده استماني سلولدرصد حيات و زنده

)05/0<P( .ساكاروزهاي مختلف غلظت ،چنينهم  )14/0، 07/0 
چنين متعاقب در مراحل قبل از انجماد و هم) مولار 21/0و

درصد حيات  داري رويگشايي اثرات معنيانجماد و پس از يخ
تنهايي انجماد به. هاي اسپرماتوگوني نداردماني سلولو زنده

هاي ولماني سلداري روي درصد حيات و زندهاثرات معني
كه انجماد در هر دو غلظت طورياسپرماتوگوني داشته است؛ به

FBS  دار درصد سبب كاهش معني ساكاروزو در هر سه غلظت
رماتوگوني در مقايسه با مرحله هاي اسپماني سلولحيات و زنده

در  FBSرسد افزايش غلظت نظر ميبه. استقبل از انجماد شده
گشايي اثرات منفي روي درصد مرحله انجماد و متعاقب يخ

ولي افزايش  ،هاي اسپرماتوگوني داردماني سلولحيات و زنده
گشايي اثرات در مرحله انجماد و متعاقب يخ ساكاروزغلظت 

هاي اسپرماتوگوني ماني سلولصد حيات و زندهمنفي روي در
  ).  P>05/0(ندارد 

  
  بحث

- در اين مطالعه براي افزايش درصد حيات بعد از يخ

استفاده شد و با افزايش  FBSهاي مختلف گشايي از غلظت
هاي درصد، نرخ حيات سلول 20به  10از  FBS غلظت

و همكاران ايزديار . گشايي كاهش يافتاسپرماتوگوني متعاقب يخ

هاي اسپرماتوگوني گاو صورت اي كه روي سلولدر مطالعه
درصد  20به  10از  FBSهاي نشان دادند افزايش غلظت ،گرفت

اثري مثبتي بر  DMSOدر محيط محافظ در برابر انجماد حاوي 
  .]11[ ردها پس از يخ گشايي نداروي بقاء سلول

  

  
. PGP9.5ه پروتئين آميزي ايمنوسيتوشيمي عليرنگ -1شكل شماره 

. شونداي مشاهده ميبه رنگ قهوه Aهاي اسپرماتوگوني تيپ سلول
  ميكرومتر 80: ميله

  
هاي اسپرماتوگوني بلافاصله درصد حيات سلول - 1 شماره جدول

پس از جداسازي و متعاقب اضافه كردن مواد مختلف محافظ در برابر 
  )تست سميت شيميايي(انجماد 

  هاگروه
د بلافاصله بع

  از جداسازي
متعاقب اضافه كردن مواد مختلف 

  محافظ در برابر انجماد

  7/81±38/4  34/84±72/3  1گروه 

  02/79±91/3  34/84±72/3  2گروه 

  3/81±83/3  34/84±72/3  3گروه 

  7/81±95/3  34/84±72/3  4گروه 

  72/80±37/3  34/84±72/3  5گروه 

  4/80±01/4  34/84±72/3  6گروه 

  
) درصد 20و FBS)10 هاي مختلف اثرات غلظت - 2 شماره جدول

  هاي بنيادي اسپرماتوگوني در شرايط انجمادروي درصد حيات سلول
  

 FBSاثرات غلظت 

  درصد 20  درصد 10  مرحله

  a19/2±67/80  a03/2±94/80  قبل از انجماد

  b05/1±93/61  c85/0±22/57  گشايييخ-انجماد 

اختلاف ) FBS(و در هر رديف ) مادانج(مقادير با حروف متفاوت در هر ستون 
 .)P>05/0(دار باهم دارند معني
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 و 14/0، 07/0( ساكاروزهاي مختلف اثرات غلظت - 3 شماره جدول
هاي بنيادي اسپرماتوگوني در روي درصد حيات سلول) مول 21/0

  شرايط انجماد
  ساكاروزاثرات غلظت 

  21/0  14/0  07/0  مرحله
  a78/2±7/81  a45/2±87/79  a62/2±85/80  قبل از انجماد

  b48/1±61  b57/1±48/59  b24/1±26/58  گشايييخ-انجماد
اثرات (و در هر رديف ) اثرات انجماد(مقادير با حروف متفاوت در هر ستون 

  .)P>05/0(هم دارند  با داراختلاف معني) ساكاروز
  

در برابر انجماد  از طريق آن از سلول FBSمكانيسم دقيقي كه 
در مطالعه جنت عليپور  .]15[كند هنوز ناشناخته است محافظت مي
هاي ماني سلولسبب افزايش زنده FBS زايش غلظتو همكاران اف

كه در مطالعه حاضر درحالي ،]22[اسپرماتوگوني شده است 
-هاي اسپرماتوماني سلولسبب كاهش زنده FBSافزايش غلظت 

باشد كه در علت احتمالي اين مسئله اين مي. گوني شده است
محافظ  عنوان مادهبه FBSمطالعه جنت عليپور و همكاران تنها از 

كه در مطالعه حاضر درحالي ،در برابر انجماد استفاده شده است
عنوان به ساكاروزاز ماده محافظ در برابر انجماد  FBSعلاوه بر 

از طريق فشار اسمزي  ساكاروز. استفاده شده است FBSمكمل 
از طريق فشار آنكوتيك سبب خروج آب از  FBSو  ]23،24[

گشايي آب و در زمان يخ ]25[شوند سلول در طي انجماد مي
گردد كه سبب دهيدراته شدن و مي كمتري به داخل سلول بر

هاي ماني سلولدر نتيجه درصد زنده ؛شودآسيب به سلول مي
در مطالعه حاضر براي افزايش  .يابداسپرماتوگوني كاهش مي

عنوان ماده محافظ در به ساكاروزدرصد حيات از سطوح مختلف 
استفاده شد و ) مول 21/0و  14/0، 07/0(وذناپذير برابر انجماد نف

تاثير  ساكاروزدهد افزايش غلظت نتايج مطالعه حاضر نشان مي
. هاي اسپرماتوگوني نداشتداري روي درصد حيات سلولمعني

 ؛در برابر انجماد نيست ساكاروزالبته اين نكته مغاير نقش حفاظتي 
ماني بهبود زندهدر محيط انجماد براي  ساكاروزچراكه وجود 

رسد با افزايش غلظت نظر ميبه .]16[ها ضروري است سلول
عمل خود را با همان  ساكاروزيابد و ماني بهبود نميزنده ساكاروز

و همكاران براي  Kaul. كندهم ايجاد مي) 07/0(غلظت پايه 
درصد  10هاي هاي بنيادي اسپرماتوگوني بز از غلظتانجماد سلول

DMSO  وFBS ها استفاده كردند و سلول ساكاروزمول  07/0 و
گراد منجمد سانتي - 196°گراد و سپس در سانتي - 80°را ابتدا در 

ايزديار و همكاران . ]26[ماه نگهداري كردند  4و  2مدت و بهكرده 
هاي انجمادي اثرات مواد محافظ در برابر انجماد مختلف و پروتكل

و كرده گاوي بررسي  Aتيپ هاي ماني سلولمختلف را روي زنده

يا  14/0، 07/0هاي مختلف نشان دادند كه اضافه كردن غلظت
به محيط محافظ در برابر انجماد با پايه  ساكاروزمولار  21/0

DMSO ماني و تكثير سلول سبب افزايش محسوس ميزان زنده-

هاي قندي مواد محافظ در برابر مولكول .]11[د وشميهاي مذكور 
هاي غشاي سلول شده ناپذير سبب تثبيت ماكرومولكولانجماد نفوذ

كند و از اين طريق به بقاء بيشتر سلول در خلال انجماد كمك مي
استفاده از مواد محافظ در برابر انجماد نفوذناپذير توام با . ]17[

ها در مواد محافظ در برابر انجماد نفوذپذير و انكوبه كردن سلول
انجماد، منجر به خروج هرچه بيشتر اين تعليق در مرحله قبل از 

با اثرات  آب از داخل سلول و كاهش مدت زمان تماس سلول
در . ]16[شود سمي مواد محافظ در برابر انجماد نفوذپذير مي

تنهايي صورت استفاده از مواد محافظ در برابر انجماد نفوذپذير به
گشايي كاهش گشايي غلظت اين مواد پس از يخدر مرحله يخ

علت كاهش فشار شوند و در نتيجه بهفته و اصطلاحاً رقيق مييا
-و سلول به هشداسمزي داخل سلول، آب به سرعت وارد سلول 

استفاده از  ا،لذ. ]27[شود علت شوك اسمزي دچار تورژسانس مي
محافظ در برابر انجماد نفوذناپذير با ايجاد  هداعنوان مبه ساكاروز

خارج سلول، مانع ورود بيش از  تعادل فشار اسمزي در داخل و
و سبب جلوگيري از تورم و شده حد آب به داخل سلول 

تورژسانس سلول و كاهش غلظت مواد محافظ در برابر انجماد 
با كمك فشار آنكوتيك حاصل از  FBS .]16[شود نفوذپذير مي

با كمك فشار اسمزي سبب خروج آب  ساكاروزو  ]25[ها پروتئين
محيط مناسب جهت انجماد  ،بنابراين. ]23،24[شوند از سلول مي

هالوز يا تري ساكاروزساكاريدها مثل  بهينه و كارا بايستي شامل دي
در مطالعه حاضر درصد  .]28،29[ها و پليمرها باشد و پروتئين

هاي اسپرماتوگوني بعد از جداسازي و متعاقب اضافه حيات سلول
و  34/84±72/3 بترتيكردن مواد محافظ در برابر انجماد به

براي  همكارانو Kaul در مطالعه مشابهي كه . بود 85/3±83/80
درصد  10هاي هاي بنيادي اسپرماتوگوني بز از غلظتانجماد سلول

DMSO  وFBS  استفاده كردند درصد  ساكاروز رمولا 07/0و
حيات را  بلافاصله بعد از جدا سازي و متعاقب اضافه كردن مواد 

 30/53±15/5و  75/66±550/3ترتيب نجماد بهمحافظ در برابر ا
ايزديار و همكاران نيز درصد حيات را  .]26[گزارش كردند 

درصد و بعد از اضافه كردن  86±5/3بلافاصله بعد از جداسازي 
-درصد و سپس بعد از انجماد و متعاقب يخ 84±3محلول انجماد 

ي عدم سميت شيمياي .]11[درصد اعلام كردند  66±5/3گشايي 
چنين روند كاهش درصد حيات مواد محافظ در برابر انجماد و هم

هاي اسپرماتوگوني در فرآيند انجماد در مطالعه حاضر با سلول
در مطالعه حاضر اثرات سمي  .خواني داردنتايج مطالعه فوق هم
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مواد محافظ در برابر انجماد مورد مطالعه و بررسي قرار گرفت و 
دهد مواد محافظ در برابر انجماد نتايج اين مطالعه نشان مي

هاي اسپرماتوگوني تازه سلول بلافاصله پس از اضافه كردن به
هاي اسپرماتوگوني گونه اثرات سمي روي سلولشده هيچجدا
در تمامي ها درصد حيات سلولميانگين در مطالعه حاضر  .ندارد
 57/59±3/1گشايي به  يخ- بعد از انجماد ي مورد مطالعههاگروه

شان داد كه انجماد سبب نتايج مطالعه حاضر ن. رصد كاهش يافتد
در . دوشميهاي اسپرماتوگوني دار درصد حيات سلول كاهش معني

بر اثر كاهشي  عنوان عاملي كهانجماد بهنيز از ساير مطالعات 
هاي مختلف از هاي اسپرماتوگوني در گونهدرصد حيات سلول

ياد  ،دارد ]33[و خوك  ]19،22،32[موش ، ]11،30،31[جمله گاو 
بلافاصله بعد از جداسازي و متعاقب  و همكاران  Wu.شود مي

و  3/85±2/1ترتيب را به حياتگشايي درصد انجماد و يخ
 پيش از اين اثبات شده. ]34[ند اهدرصد گزارش كرد 2/1±1/61

هاي يخ و آسيب ، تشكيل كريستالدر طي فرآيند انجمادكه  است
 هاترين عامل موثر در كاهش درصد حيات سلولهمغشاء سلولي م

به عدم نفوذ كامل مواد محافظ انجماد  ،چنينهم .]33[باشد مي
طي فرآيند دهنده درصد حيات داخل سلول از جمله عوامل كاهش

در اين مطالعه براي شناسايي علاوه، به . ]8[ باشند ميانجماد 
- آميزي ايمنوسيتو رنگاز  Aهاي بنيادي اسپرماتوگوني تيپ سلول

تاكنون از نشانگر . استقاده شد PGP9.5ژن شيمي عليه آنتي

PGP9.5  براي شناسايي ايمنوسيتوشيمي و ايمنوهيستوشيمي
 بز هاي مختلف از جملههاي بنيادي اسپرماتوگوني در گونهسلول

و خوك  ]38[، انسان ]37[، گوسفند ]36[، گاو ]35[موش  ،]21[
  .استفاده شده است ]39[

  
 گيري نتيجه

رسد استفاده از محيط انجماد حاوي نظر ميدر مجموع به
مولار  07/0و  FBSدرصد  10توام با  DMSOدرصد  10

باتوجه به . اسپرماتوگوني بره مناسب است ساكاروز براي انجماد 
چنين ات اقتصادي و همعه حاضر و در نظر گرفتن ملاحظنتايج مطال

هش اثرات سوء مواد محافظ در در راستاي به حداقل رساندن كا
و از  DMSOشود در محيط انجماد با پايه برابر انجماد پيشنهاد مي

درصد  10هاي كمتر از و يا غلظت FBSدرصد  10 هايغلظت
در  يا كمتر ساكاروز رمولا 07/0هاي چنين از غلظتاين ماده و هم

هاي بنيادي هاي حاوي مواد محافظ انجماد سلولمحيط
  . گوني بره استفاده شوداسپرماتو

  
  تشكر و قدرداني

اي دامپزشكي اين مقاله مستخرج از رساله دكتري حرفه
  .باشدمصوب معاونت پژوهشي دانشگاه رازي مي
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