
  

205 

Original Article 
 

Effect of testosterone on of ovine spermatogonial colony formation in-vitro 
 

Zandi A1, Rahimi-Feyli P1*, Moghaddam AA1, Nikousefat Z1 
 

Department of Clinical Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Razi University, Kermanshah, I. R. Iran. 
 

Received September 13, 2015; Accepted June 2, 2016 
  

Abstract: 
 
Background: Spermatogonial stem cells (SSCs) are able to establish balance between self-
renewal and differentiation, thereby maintain the spermatogenesis. The aim of this study was 
to investigate effects of different doses of Testosterone on SSCs colony formation. 
Materials and Methods: The cells were isolated from testes of prepubertal lambs by two-
step enzymatic digestion and then purified by differential platting. The cells were cultured 
for 13 days in 4 groups: Control [DMEM containing antibiotic (1%) and FBS (5%)]; and 
Treatment groups 1, 2 and 3 (DMEM+Testosterone 60, 120 and 240 µg/ml, respectively). 
The culture media was changed every 72 h. Identification of SSCs was performed by 
immunocytochemistry staining against PGP9.5. Finally, following the evaluation of 
percentage for viability rate of SSCs immediately after isolation and also the number and 
surface areas of the colonies on days 5, 9 and 13 after the beginning of culturing by invert 
microscopy, the analyses were made using statistical tests. 
Results: The percentage for viability rate of SSCs after isolation was 86.77±3.63%. The 
decrease in the number and surface areas of spermatogonial colonies in Treatment groups 2 
and 3 were significant compared to Control and Treatment group1 (P<0.05). Furthermore, 
colony number and surface area were significantly increased at day 13 compared to those of 
the days 5 and 9 (P<0.05). 
Conclusion: The results of this study showed that Testosterone has no effect on colony 
induction of SSCs in vitro. Increasing the Testosterone dose decreases the colony number 
and surface area of SSCs. 
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  مقدمه
- كم سلولي جمعيت يك اسپرماتوگوني بنيادي هاي سلول

ار قر بيضه درون سلولي پيچيده ريزمحيط يك در كه است تعداد
- مداوم خود فرآيند اسپر تمايز و تكثير با ها اين سلول. ]1[ اند گرفته

 .باشد برند كه محصول نهايي آن اسپرماتوزوآ مي ژنز را پيش ميتوما
 اي ويژه اهميتبيولوژيكي  ديدگاه تعداد ازاين جمعيت سلولي كم

 را ژنتيكي اطلاعات كه هستند بالغي بنيادي هاي سلول تنها زيرا ؛دارد
تكثير در محيط آزمايشگاه، گام اول . ]2[ نمايند مي منتقل بعد نسل به

 )تمايز و خودنوسازي(عملكرد  و خصوصيات در جهت مطالعه
  .]1[باشد  مي ها سلول اين
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 هاي سلول آزمايشگاه محيط در توان مي مهم، اين به يابيدست با
 كرد كه اين امر براي انجام سازي نيغ و تخليص را بنيادي

حفظ قابليت  ،بافت و سلول پيوند انجماد، جمله از بعدي مطالعات
 محيط سلول در تمايز و  ژن انتقال ژنتيكي، مداخلات باروري،

باتوجه به اهميت اين  ،چنينهم. دارد زيادي اهميت آزمايشگاه
ها  لولها در جمعيت دامي، مطالعه و تحقيق بر روي اين س سلول

هاي  امكان پيشرفت در زمينه حفظ باروري، اصلاح نژاد، توليد دام
هاي دارويي  هاي نوتركيب و فرآورده ، ساخت پروتئينتراريخته

 مختلفي مطالعات تاكنون منظور يندب .]3[ آورد جديد را فراهم مي
 و گرفته صورت كشت محيط در ها سلول اين تكثير جهت در

-فاكتور از مطالعات اين در. است داشته ههمرابه نيز هايي موفقيت

يي ها هورمون ،GDNF ،FGF ،LIF ،EGF ،CSFمثل  رشد هاي
 براي مختلفي كننده  تغذيه هاي سلول و GnRH ،FSHقبيل  از

 بنيادي هاي سلول تمايز بعضا و تكثير بقاء، وضعيت بهبود
منظور مطالعه روند به .]4- 7[است  شده استفاده اسپرماتوگوني

ماتوژنز در پستانداران، بايد يك سيستم آزمايشگاهي مناسب اسپر
 زندهمدت طولاني هاي زايا بتوانند بهايجاد كرد كه در آن سلول

طور كه گفته شد مطالعات بر روي اسپرماتوگوني تيپ همان. بمانند
A تواند ميعلت اين امر  با مشكل روبرو شده است كه اشديد

  :خلاصه
هدف از . شوندميبا حفظ تعادل بين خودنوسازي و تمايز سبب تداوم روند اسپرماتوژنز هاي بنيادي اسپرماتوگوني سلول :سابقه و هدف

  .باشد دي اسپرماتوگوني گوسفند ميهاي بنيازايي سلول هاي مختلف تستوسترون بر كلونيبررسي تاثير غلظت حاضر مطالعهانجام 
- روش حذف تمايزي خالصاي جدا و به هاي اسپرماتوگوني بيضه گوسفند نابالغ با روش هضم آنزيمي دو مرحلهسلول :ها مواد و روش

هاي اسپرماتوگوني در محيط گروه شاهد شامل كشت ساده سلول: روز به چهار روش تيمار شدند 13مدت به ،سپس .سازي شدند
DMEM  درصد 5بيوتيك و آنتي درصد 1حاوي FBS  240و  120، 60ترتيب علاوه بر محيط بالا به 3و  2، 1و به تيمارهاي بود 

آميزي ها با استفاده از رنگماهيت سلول. ساعت انجام شد 72تعويض محيط كشت هر . ليتر تستوسترون اضافه شدميكروگرم بر ميلي
چنين تعداد و ها بلافاصله پس از جداسازي، و هم در نهايت درصد حيات سلول. تائيد گرديد PGP9.5ژن ايمونوسيتوشيمي عليه آنتي

  . شدوسيله ميكروسكوپ معكوس بررسي هپس از كشت ب 13و  9، 5هاي تشكيل شده در روزهاي مساحت كلوني
هاي هش تعداد و مساحت كلونيكا. بود درصد 77/86±63/3 هاي اسپرماتوگوني بعد از جداسازيدرصد حيات سلول :نتايج

در مقايسه  13ها در روز  تعداد و مساحت كلوني علاوه،هب. )>05/0P(دار بود معني 1 كنترل و تيمارنسبت به  3و  2پرماتوگوني تيمار اس
  ).>05/0P(داري داشت  افزايش معني 9و  5با روزهاي 

 رماتوگوني در محيط آزمايشگاه نقشهاي بنيادي اسپزايي سلوللقاء كلونيدر ا دهد تستوسترونحاضر نشان مي نتايج مطالعه :گيري نتيجه
 .شود ها در محيط كشت ميو با افزايش دوز باعث كاهش تعداد و مساحت كلوني شتهمثبتي ندا

  PGP9.5سلول بنيادي، اسپرماتوگوني، تشكيل كلوني، تستوسترون،  :كليديواژگان
 205-213 ، صفحات1395مرداد و شهريور ، 3پژوهشي فيض، دوره بيستم، شماره –نامه علميدو ماه                                                            
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گر اختصاصي براي و نبود نشان اجپس از استخر ها تعداد كم سلول
ساز، هاي منيدر داخل بافت پوششي لوله. ]8[باشد  هااين سلول

هاي سرتولي  سلول تمجاوردر زاياي در حال رشد  هايسلول
هاي تنظيمي  مكانيسم .ها دارندو ارتباط نزديكي با اين سلولهستند 

شود،  ميهاي سرتولي آزاد با واسطه فاكتورهاي رشدي كه از سلول
. ]9[كنند هاي زايا را القاء يا مهار ميتكثير، تمايز و رشد سلول

فاكتورهاي رشد مناسب از جمله فاكتور محرك  ي سرتوليهاسلول
فاكتور  ،)IGF-1( فاكتور شبه رشد انسوليني ،)CSF( رشد كلوني

-و هم) EGF( ، فاكتور رشد اپيدرمي)FGF( رشد فيبروبلاستي

را  مثلي دام نر  رشد ساختار توليد كنندهيم تنظهاي چنين هورمون
نيز مجاورت و ارتباط آزمايشگاهي كشت در شرايط . كنندتوليد مي

هاي سرتولي هاي بنيادي اسپرماتوگوني و سلولنزديك مابين سلول
هاي زاياي جداسازي شده بايد فراهم سلولبهينه منظور كشت به

-وابسته به توليد تستو اسپرماتوژنز و باروري جنس نر كاملا. شود

هاي آندروژن، در غياب تستوسترون و يا گيرنده. سترون است
هاي سلول. ]10[شود ميوز متوقف مي توژنز در مرحلهمااسپر

هاي تستوسترون سرتولي مهمترين سلول هدف و مترجم سيگنال
تنهايي تستوسترون بهدر انسان كه است  گزارش شده .]10[هستند 

ماني از طريق تنظيم عنوان فاكتور زندههب FSHيا همراه با 
در . ]11-13[كند عمل مي زادو برون زادمسيرهاي آپوپتوتيك درون

كه در است ها نيز مشاهده شده هاي غيرانساني مانند پريماتمدل
صورت مهار گنادوتروپين، آپوپتوز اسپرماتوسيت و اسپرماتيدها 

اضافه  كهاست هده شده مشا ،چنينهم. ]14،15[يابد افزايش مي
هاي سرتولي و تستوسترون به محيط كشت سلول FSH نمودن

باتوجه به  .شودموجب افزايش ترشح فاكتورهاي ميتوژنيك مي
و  تنيدرونند اسپرماتوژنز در شرايط رو اهميت خودنوزايي در

تر آن در و قيمت پايين تستوسترون در روند اسپرماتوژنزاهميت 
رسد كه بتوان از اين هورمون نظر ميبه اي رشد،مقايسه با فاكتوره

هاي بنيادي اسپرماتوگوني بهره زايي سلولافزايش كلوني رايب
- جداسازي و تكثير سلولهدف از انجام اين مطالعه  .]16[ جست

و  گوسفند در محيط آزمايشگاه هاي بنيادي اسپرماتوگوني
 هاي كلونيبررسي تاثير تستوسترون بر تعداد و مساحت 
. دباش مي اسپرماتوگوني در طي مدت كشت محيط آزمايشگاه

- هاي بنيادي اسپرهاي سرتولي و سلولاستخراج سلول

زيرا بافت  ؛تر استماتوگوني از بيضه گوسفند نابالغ آسان
ساز بيضه در مرحله قبل از بلوغ داراي هاي منيپوششي لوله

- هاي بنيادي اسپرماسلول: باشنددو نوع سلول مشخص مي

ترين مناسب ،بنابراين. هاي سرتوليو سلول Aتوگوني تيپ 
هاي بنيادي اسپرماتوگوني از بيضه سن براي جداسازي سلول

همين دليل در اين به .]17[باشد گوسفند، پيش از بلوغ مي
مطالعه ترجيح داده شد جهت استخراج سلول از بره نابالغ 

  .استفاده شود
  

 هامواد و روش
  گيري نمونه

از  ماه 4- 2نژاد سنجابي با سن   بيضه برهعدد  پنج
و در داخل فلاسك و در مجاورت  شده كشتارگاه صنعتي تهيه

ساعت به آزمايشگاه  2يخ قرار داده شد و در عرض كمتر از 
در آزمايشگاه بيضه را از اسكروتوم خارج نموده و . منتقل شد
گرم بافت پارانشيم آن به كمك  10 ،شستشوچندبار پس از 

) SPL, South Korea(يچي استريل به داخل لوله فالكون ق
 DMEM )Dulbecco'sليتر محيط ميلي 10حاوي 

modified eagle medium, Gibco, UK ( تجاري و
- و استر) ليترواحد بر ميلي 100(سيلين هاي پنيبيوتيك آنتي

 ,Gibco, Paisley) (ليترگرم بر ميليميلي 100(مايسين پتو

UK ( بهمنظور حذف آلودگي احتمالي هبداده شد و انتقال -

 ,Hettach(سه بار سانتريفوژ  1500مدت يك دقيقه در دور 

Germany (شد.  
  

  هضم آنزيمي بافت پارانشيم بيضه
ساز از بافت هاي منيهاي لولهجهت جداسازي سلول

 و همكاران استفاده شد van Peltپارانشيم بيضه از روش 
پس از  بافت پارانشيم بيضه :باشد شرح ذيل ميهكه ب ]18[

از قيچي و با استفاده شده منتقل  ديششستشو به داخل پتري
اي پيدا  تا حالت شيرابه قطعه گرديد طور كامل قطعهاستريل به

منظور هضم به. وارد مرحله هضم آنزيمي شد ،سپس .كند
هاي حاوي بافت پارانشيم ديشآنزيمي مرحله اول به پتري

- ، آنزيم هيالو)ليترگرم بر ميليميلي IV )1ناز تيپ بيضه، كلاژ

 1(و آنزيم تريپسين ) ليترگرم بر ميليميلي II )1رونيداز تيپ 
 ،سپس. اضافه گرديد) Sigma, USA) (ليترگرم بر ميليميلي
انكوباتور با دقيقه در  60تا  45مدت هاي مذكور بهديشپتري

اكسيد درصد و دي 80راد و رطوبت گدرجه سانتي 37دماي 
منظور افزايش بازدهي تاثير به. شد قرار دادهدرصد  5كربن 
دقيقه  10هاي مذكور بر هضم بافت پارانشيم بيضه هر آنزيم
پتاژ صورت گرفت و جهت ارزيابي هضم بار عمل پييك

 10ساز از يكديگر هر هاي منيآنزيمي و روند باز شدن لوله
زير ميكروسكوب در ضه بار بافت پارانشيم بيدقيقه يك
) Olympus, IX71® inverted microscope( معكوس
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هدف از هضم آنزيمي مرحله اول . مورد بررسي قرار گرفت
منظور در ادامه به .ساز از يكديگر بودهاي منيجدا كردن لوله

هاي هضم شده حاصل از جدا شدن حذف و از بين بردن بافت
ها ديشات هريك از پتريساز از يكديگر، محتويهاي منيلوله

 2مدت به 1400هاي فالكون منتقل شد و در دور به داخل لوله
كه حاوي ها كف فالكونرسوب  سپسو شده دقيقه سانتريفوژ 

نگه داشته شده و مايع رويي دور ريخته بود ساز هاي منيلوله
پس از انجام مرحله اول هضم آنزيمي، محتويات لوله فالكون . شد

- منظور هضم لولههاي استريل منتقل شده و بهديشريبه داخل پت

ها به هر هاي موجود در اين لولهساز و آزادسازي سلولهاي مني
- گرم بر ميليميلي IV )1 كلاژناز تيپ ها آنزيمديشيك از پتري

و دزوكسي ) ليترگرم بر ميليميلي 1( II، هيالورونيداز تيپ )ليتر
مدت اضافه گرديد و به) ليتربر ميليگرم ميلي 05/0(ريبونوكلئاز 

ها به ديشمحتويات پتري ،سپس. گذاري شد دقيقه گرمخانه 10
منظور جداسازي و بهشده هاي فالكون استريل منتقل داخل لوله

  800دقيقه در دور  5مدت هاي انفرادي از قطعات باقيمانده بهسلول
زه حجم آنزيم منظور توقف هضم آنزيمي به اندابه. سانتريفوژ شد

مايع رويي داخل  ،سپس .استفاده شد FBSاز محلول كار رفته هب
 بوديوييد هاي اسپرماتوگوني، سرتولي و مولفالكون كه حاوي سل

منظور حذف به. خته شدبرداشت شده و درون فالكون ديگري ري
ميكرومتري  55تعليق سلولي از فيلتر نايلوني  يوييد،هاي مسلول

-هاي فالكون جمعه شد و تعليق حاصل در لولهاستريل عبور داد

-به 800دور  بادقيقه  2مدت ها بهو هركدام از لولهگرديد آوري 

 ژهاي اسپرماتوگوني و سرتولي سانتريفومنظور رسوب دادن سلول
با دور ريختن مايع رويي حاصل از سانتريفوژ، رسوب . شدند

  .ه قرار گرفتهاي فالكون براي كشت مورد استفادموجود در لوله
  

-آميزي ايمنوهاي اسپرماتوگوني با كمك رنگتعيين هويت سلول

  سيتوشيمي
از  Aهاي اسپرماتوگوني تيپ   جهت شناسايي سلول

 با استفاده از PGP9.5ژن آميزي ايمنوسيتوشيمي عليه آنتي رنگ
پس از  :شرح ذيل استفاده شدبه] 3[روش حيدري و همكاران 

بلوك كردن اولين در روز پاياني كشت، ها  پسينه كردن سلوليتر
بلوك . انجام شد avidin/biotinوسيله همكان غيراختصاصي ب

حاوي  PBSمكان غيراختصاصي ديگر هم با قرار دادن اسلايد در 
. دقيقه در دماي اتاق انجام شد 30مدت هدرصد سرم گوسفند ب 10

 ,Dako(بادي اوليه غيركونژوگه خرگوش  متعاقبا اسلايد با آنتي

Carpinteria, CA, USA (PGP9.5  در  1:100با رقتPBS 
ساعت در دماي اتاق انكوبه  1مدت  درصد سرم بز به 5/2حاوي 

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

)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
با ) HRP-conjugated streptavidin )Biosource, USAبا 

شستشو داده  TBS/BSAقرار داده شد و سپس با  1:500رقت 
 ,Roche(نزيدين آمينوبدي 3- 3در مرحله پاياني با افزودن . شد

Germany (سپس. دقيقه رنگ نمايان شد 8- 10مدت به مقطع، به، 
با هريس هماتوكسيلين  ااسلايد با آب مقطر كاملا تميز شد و مجدد

با آب مقطر شستشو داده  امجدد ،آميزي شد ثانيه رنگ 30مدت هب
گيري شد و با گزيلول شفاف شد و  شد، سپس اسلايد با الكل آب

در نهايت . پوشانده شد) Merck, Germany( نالانتچسب با 
پوشانده شد ) 1:1نسبت ( PBSوسيله گليسرول و هسطح اسلايد ب

  . ها در زير ميكروسكوپ مورد ارزيابي قرار گرفتندو سلول
  

-ها بلافاصله پس از جدا شمارش و ارزيابي درصد حيات سلول

  سازي
-ز رنگهاي اسپرماتوگوني زنده با استفاده ادرصد سلول

- و ميكرو) Trypan blue, UK(درصد  4/0آميزي تريپان بلو 

 100با شمارش . تعيين شد) Olympus, Japan(سكوپ نوري 
و بر شد هاي زنده و مرده تعيين طور تصادفي تعداد سلولسلول به

  .هاي زنده محاسبه گرديداين اساس درصد سلول
  

  ترونهاي جداشده به پليت و افزودن تستوسانتقال سلول
- ي فالكون به پليت كشت چهارهاي درون لولهسلول

عنوان شاهد و هگوده يك ب. منتقل شدند) ، سوئيسTPP(اي  خانه
در نظر گرفته  3و  2، 1ترتيب جهت تيمار به 4و  3، 2هاي گوده
 Testosterone Enanthate(محلول تستوسترون  ،سپس .شد

Aburaihan co. Iran، Batch No: 1020 (ح زير به شربه
 500: شاهد) 1گوده : ر اضافه شدهاي مربوط به تيماگوده

 DMEMميكروليتر  500: 1تيمار ) 2گوده ، DMEMميكروليتر 
: 2تيمار ) 3گوده ، ليتر تستوسترونميكروگرم بر ميلي 60حاوي 

- ليتر تستوميكروگرم بر ميلي 120حاوي  DMEMميكروليتر  500

 240حاوي  DMEMميكروليتر  500: 3تيمار ) 4گوده ، و سترون
ن تستوسترون بعد از اضافه نمود. ليتر تستوسترونميكروگرم بر ميلي

 37دماي (پليت كشت درون انكوباتور به تيمارهاي آزمايشي، 
) درصد 5اكسيد كربن درصد و دي 80گراد و رطوبت درجه سانتي
  .قرار داده شد

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
20

 ]
 

                               4 / 9

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3077-en.html


 ...زايي، ارزيابي تاثير تستوسترون بر تشكيل كلوني

 

 3شماره  |20دوره  |1395|مرداد و شهريور |نامه فيضدوماه                                                                                               209

  هاي سلوليشمارش كلوني
 مساحتتعداد و تعويض محيط كشت و شمارش 

 13و  9، 5در روزهاي ) 1شكل شماره (هاي اسپرماتوگوني  كلوني
 مجهز به معكوسكمك ميكروسكوپ به پس از شروع كشت

 براي محاسبه مجموع مساحت .شد عدسي چشمي مدرج انجام 
 از باشد ميمتر مربع  ها كه در اين مطالعه واحد آن به ميلي كلوني

 Image J (version 1.240; National Institutes ofافزار نرم

Health, Bethesda, MD, USA) استفاده شد.  
  

  آناليز آماري
: ند ازبود عبارتسه متغير مورد ارزيابي در اين مطالعه 

، مساحت كلوني و تعداد پس از جداسازي ها درصد حيات سلول
-دادهدر اين مطالعه . پس از كشت 13و  9، 5در روزهاي  كلوني

علت به. شده از لحاظ نرمال بودن ارزيابي شدند آوريهاي جمع
 نسخه(  Rافزار آماريها، با استفاده از نرمنرمال داده عدم توزيع

آناليز واريانس انجام آنها سپس روي  ونرمال شده ها داده) 3.2.1
هاي مختلف تستوسترون، طول مدت كشت و شده و اثرات غلظت

. د بررسي قرار گرفتمور )زمانو  تستوسترون(اثرات متقابل 
ها در تيمارهاي مختلف با مقايسه ميانگين تعداد و مساحت كلوني

  . صورت پذيرفت >05/0P يدارآزمون دانكن در سطح معنيپس
  

  نتايج
  هاي بنيادي اسپرماتوگونيشناسايي سلول
 PGP9.5ژن در اين مطالعه، آنتيهاي كشت شده سلول
د كه مآ اي درها به رنگ قهوهسيتوپلاسم اين سلول. را بيان كردند

برابر قابل  40خوبي در گسترش زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي به
هاي ماني سلولدرصد زندهعلاوه، به ).2شكل شماره ( ودمشاهده ب

  .بوددرصد  77/86±63/3اسپرماتوگوني بلافاصله بعد از جداسازي 
  

  اسپرماتوگوني  هايتعداد كلوني
هاي اسپرماتوگوني بين كلوني تعداد 1شماره جدول در 

. هاي مختلف و بين روزهاي مختلف كشت مقايسه شده استتيمار
شود در تمام روزهاي پس از كشت از طور كه مشاهده ميهمان

و  1 و تيمار شاهدهاي اسپرماتوگوني بين گروه نظر تعداد كلوني
داري مشاهده نشد اختلاف معني 3و  2 چنين بين تيمارهم

)05/0P≥( .تمام  توگوني درماهاي اسپرميانگين تعداد كلوني
 1 مشابه تيمار) 08/27±96/2( شاهدروزهاي كشت در گروه 

 3 نيز مشابه تيمار) 5/16±03/2( 2 و در تيمار) 68/3±67/24(
هاي در تمام روزهاي كشت، تعداد كلوني. بود) 59/1±83/13(

داري بيشتر از نيطور معهب 1 و تيمار شاهداسپرماتوگوني در گروه 
هاي آزمايشي در تمام گروه). >05/0P(بود  3 و تيمار 2 تيمار

طور هپس از كشت ب 13توگوني در روز هاي اسپرماتعداد كلوني
ميانگين . پس از كشت بود 9و  5داري بيشتر از روزهاي معني

در تمام ) 64/29±87/2(پس از كشت  13ها در روز تعداد كلوني
 9 هايها در روزشي بيشتر از ميانگين آنهاي آزمايگروه

   ). >05/0P( بود )88/13±23/1(پس از كشت  5و ) 83/1±06/18(
  

  هاي اسپرماتوگوني هاي سلولمساحت كلوني
اسپرماتوگوني بين  هايمساحت كلوني 2شماره در جدول 

 هاي مختلف آزمايش و در روزهاي مختلف پس از كشتگروه
شود در تمام ر كه در جدول مشاهده ميطوهمان. مقايسه شده است

هاي اسپرماتوگوني روزهاي پس از كشت از نظر مساحت كلوني
اختلاف  3و  2 چنين بين تيمارو هم 1 و تيمار شاهدبين گروه 

هاي ميانگين مساحت كلوني). ≤05/0P(داري مشاهده نشد معني
) 0519/0( شاهداسپرماتوگوني در تمام روزهاي كشت در گروه 

نيز تفاوت ) 034/0( 2 بود و در تيمار) 0518/0( 1 ابه تيمارمش
در تمام روزهاي پس از . نداشت) 0242/0( 3 داري با تيمارمعني

 1و تيمار  شاهدهاي اسپرماتوگوني در گروه كشت، مساحت كلوني
در  ).>05/0P(بود  3 و تيمار 2 داري بيشتر از تيمارطور معنيهب

هاي اسپرماتوگوني در روز داد كلونيهاي آزمايشي تعتمام گروه
پس از  9و  5داري بيشتر از روزهاي طور معنيهپس از كشت ب 13

پس از كشت  13ها در روز ميانگين تعداد كلوني. كشت بود
ها در هاي آزمايشي بيشتر از ميانگين آندر تمام گروه) 0348/0(

  ). >05/0P(بود  )0534/0(پس از كشت  5و ) 0332/0( 9 هايروز

  

SEMX(هاي اسپرماتوگوني تعداد كلوني - 1 شماره جدول   هاي مختلف آزمايشي در روزهاي مختلف پس از كشتدر گروه) ±
   هاي آزمايشيگروه  

 روز شاهد 1 2 3 ميانگين روز

88/13 ± 23/1c  25/11 ± 28/2bc 5/11 ± 55/1bc 5/14 ± 32/1ac 25/18 ± 17/3ac 5 

06/18 ± 83/1c  5/13 ± 06/3bc 5/13 ± 19/1bc  75/19 ± 06/3ac 5/25 ± 66/3ac 9 

64/29 ± 87/2d  bd81/2 ± 75/16 bd96/2 ± 5/24  ad38/4 ± 75/39 ad17/3 ± 5/37 13 
  83/13 ± 59/1b  5/16 ± 03/2b 67/24 ± 68/3a 08/27 ± 96/2a ميانگين گروه 

a وb : 05/0( داري دارندمختلف از نظر آماري تفاوت معنيمقادير متفاوت در هر رديف با حروفP< .(   
c  وd :05/0( داري دارندمقادير متفاوت در هر ستون با حروف مختلف از نظر آماري تفاوت معنيP< .(   
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mm2) (SEMX( هاي اسپرماتوگونيمجموع مساحت كلوني - 2 شماره جدول  هاي مختلف پس از كشتهاي آزمايشي مختلف در روزگروه) ±

   هاي آزمايشيگروه  

 روز شاهد 1  2 3 ميانگين روز
c005/0±0348/0 0348/0±006/0bc 0312/0±022/0bc 0438/0± 014/0ac  0431/0±011/0ac  5 
c003/0±0332/0 0235/0±001/0bc 0254/0±009/0bc  0369/0±009/0ac  0474/0±008/0ac  9 

d006/0±0534/0 bd005/0±028/0 bd007/0± 0455/0  ad012/0±0747/0  ad014/0±0654/0  13 

 b002/0±0242/0 b004/0± 034/0  a007/0± 0518/0  a006/0± 0519/0  ميانگين گروه 

a و b :05/0( داري دارندمقادير متفاوت در هر رديف با حروف مختلف از نظر آماري تفاوت معنيP< .(   
c  و d :05/0( داري دارندختلف از نظر آماري تفاوت معنيمقادير متفاوت در هر ستون با حروف مP< .(  

   

 
  )=µm80Bar(پس از كشت  13هاي اسپرماتوگوني در روز كلوني سلول -1 شماره شكل

  
  )=µm80Bar) (پيكان(جدا شده از كشت  Aهاي اسپرماتوگوني تيپ سلول PGP9.5ژن آميزي ايمنوسيتوشيمي عليه آنتيرنگ -2 شماره شكل

 
  بحث

- هاي بنيادي اسپراين مطالعه، كشت سلولانجام ف از هد

هاي مختلف ماتوگوني بيضه بره نابالغ و بررسي اثرات غلظت
ها در اين سلول هاي مشتق از كلوني تشكيلهورمون تستوسترون بر 

هاي بنيادي اسپرماتوگوني از استخراج سلول. محيط كشت بود
هاي پوششي لوله زيرا بافت ،تر استنابالغ آسان گوسفندبيضه 
ساز بيضه در مرحله قبل از بلوغ داراي دو نوع سلول مشخص مني

هاي و سلول Aهاي بنيادي اسپرماتوگوني تيپ سلول: باشندمي
هاي ترين سن براي جداسازي سلولبنابراين مناسب. سرتولي

. ]17[باشد گوسفند، پيش از بلوغ مي بنيادي اسپرماتوگوني از بيضه
هاي هايي همچون سرطانناباروري و بيماري فزايش نرخاباتوجه به 

. ها امري مهم و حياتي استمرتبط با بيضه، درك منشاء اين بيماري
-هاي اسپرمادرك فرآيندهاي كنترلي اسپرماتوژنز و رشد سلول

هاي بهتر، كاريابي به راهها لازمه دستتوگوني توسط هورمون
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وژنز و بهبود كنترل باروري در تر كنترل اسپرماتتر و عميقگسترده
هاي در اين مطالعه ميانگين درصد سلول .]19[باشد جنس نر مي

 87حدود  بنيادي اسپرماتوگوني زنده بلافاصله بعد از جداسازي
هاي بنيادي ماني سلولدرصد زندهو همكاران  Zou. درصد بود

درصد  3/85±2/1اسپرماتوگوني بلافاصله بعد از جداسازي را 
ماني و همكاران نيز درصد زنده ايزديار. ]20[د انهش كردگزار
هاي بنيادي اسپرماتوگوني گوسفند را بلافاصله بعد از سلول

تاجيك و . ]21[ند انمودهدرصد گزارش  86±5/3جداسازي 
هاي بنيادي اسپرماتوگوني در ماني سلولهمكاران درصد زنده

ند اهبيان كرد درصد 5/84 را بلافاصله پس از جداسازي گوسفند
هاي بنيادي ماني سلولنتايج مطالعه حاضر از نظر درصد زنده. ]22[

- بيان كه خود خواني داردنتايج مطالعات فوق هم اسپرماتوگوني با

 ها انتخاب دوز مناسب آنزيمو  گر روش صحيح جداسازي
هاي منظور شناسايي سلولدر مطالعه حاضر به ،چنينهم .باشد مي

نوسيتوشيمي عليه آميزي ايماز رنگ Aاتوگوني تيپ بنيادي اسپرم
هاي جدا  استفاده شد و مشاهده گرديد كه سلول PGP9.5ژن آنتي

توان  گر پروتئيني را بيان كردند، لذا ميشده از بيضه بره اين نشان
هاي اسپرماتوگوني گوسفند  گر براي شناسايي سلولاز اين نشان
- به PGP9.5بادي عليه تياز آن ات مختلفمطالعدر . بهره جست

هاي لنوهيستوشيمي سلومنظور شناسايي ايمنوسيتوشيمي و ايم
هاي مختلف از جمله موش در گونه Aبنيادي اسپرماتوگوني تيپ 

استفاده شده  ]25[و انسان  ]3[، بز ]17[، گوسفند ]24[، گاو ]23[
گونه كه در قسمت نتايج گزارش شد با گذشت زمان، همان .است

هاي اسپرماتوگوني افزايش يافت كه با و مساحت كلونيتعداد 
 نشان اين امر .]22،26[ خواني داردنتايج ديگر مطالعات نيز هم

دهنده صحت عملكرد محيط كشت انتخابي و شرايط آزمايشگاه در 
در تحقيقات انجام شده توسط . طي مدت كشت بوده است

مواد اضافه هاي مختلفي در محيط كشت و كاريمحققين، دست
ماني منظور تزايد و افزايش ميزان زندهشونده به محيط كشت به

در محيط . ]4،5[هاي اسپرماتوگوني صورت گرفته است سلول
-هاي بنيادي اسپر، تعداد سلولFBSدرصد  10كشت حاوي 

يابد ها افزايش نميماند و تعداد آنثابت باقي مي Aماتوگوني تيپ 
-عوامل مختلفي براي حفظ قدرت خود در مطالعات مختلف،. ]27[

هاي اسپرماتوگوني به محيط كشت اضافه شده است نوسازي سلول
كه اكثر فاكتورهاي رشد است شواهد مختلف نشان داده . ]28[

هاي داراي اثرات طبيعي و گاهي حتي كاهنده بر روي تعداد سلول
ا ها بافزايش تعداد سلول. ]29[د نباشبنيادي اسپرماتوگوني مي

دليل بهبود سطح خودنوزايي و تواند بهافزودن فاكتورهاي رشد مي
هاي بنيادي و يا تمايز مرگ سلول دهندهتواند نشانكاهش تعداد مي

در مطالعه حاضر مشاهده شد كه افزايش غلظت  .]30[ها باشد آن
هاي كشت شده نداشت كه  تستوسترون نقش مثبتي در تزايد كلوني

به  و همكاران تاجيك .باشد راستا ميعات همبا نتايج برخي مطال
-بر روي تشكيل كلوني اسپرFSH بررسي اثرات تستوسترون و 

فاكتور  FSHماتوگوني در محيط كشت پرداختند و نشان دادند كه 
هاي بنيادي اسپرماتوگوني در زايي سلولمنظور كلونيموثرتري به

در . ]22[ باشدمحيط كشت نسبت به هورمون تستوسترون مي
هاي اسپرماتوگوني با افزايش مطالعه انجام شده مساحت كلوني

هاي تيمار نسبت به كنترل كاهش يافت غلظت تستوسترون در گروه
از دلايلي كه در رابطه  .خواني داردها همكه مطالعه ما با اين يافته

كه است  با اثر كاهشي تستوسترون در محيط كشت ذكر شده اين
كنند كه ها و فاكتورهايي ترشح ميتوكاينهاي سرتولي سيسلول

هاي زايا دارند و اضافه نمودن هورمون نقش مهمي در تمايز سلول
هاي سرتولي تستوسترون به محيط كشت باعث تحريك تمايز سلول

هاي سرتولي فاكتورهاي شود و در پاسخ به اين تحريك، سلولمي
هاي ورود سلولكنند كه آغازگر اسپرماتوژنز و ميتوژنيك ترشح مي

ها از روند با شروع تمايز سلول واسپرماتوگوني به تمايز است 
از جمله فاكتورهاي ترشح . ]31،32[شوند زايي خارج ميكلوني

را  Activin Aو  BMP4توان هاي سرتولي ميشده توسط سلول
هاي اسپرماتوگوني و نام برد كه موجب تحريك تمايز در سلول

 ،چنينهم .]33[ شودها در محيط كشت ميكاهش تعداد اين سلول
باتوجه به نتايج مطالعه حاضر تعيين غلظت مناسب تستوسترون در 

هاي بنيادي اسپرماتوگوني از اهميت محيط كشت براي تكثير سلول
- چراكه در صورت بالا بودن سطح تستو ؛زيادي برخوردار است

ند هاي اسپرماتوگوني وارد فرآيسترون در محيط كشت، سلول
شوند تمايز شده و از روند خودنوزايي و تشكيل كلوني خارج مي

به محيط  GnRHسالارونديان و همكاران با افزودن هورمون  .]33[
هاي اسپرماتوگوني گوسفند مشاهده كردند كه اين  كشت سلول

هاي  ليتر باعث تكثير كلوني ميكروگرم بر ميلي 1هورمون با دوز 
با تاثير بر  شود و احتمالا مدت ميكشت كوتاه اسپرماتوگوني در

و فاكتورهاي رشد   هاي سرتولي باعث آزادسازي سيتوكين سلول
اين محققين اعتقاد دارند  .شود هاي اسپرماتوگوني مي موثر بر سلول

هاي اسپرماتوگوني  ها تاثير مستقيمي بر كلوني كه اكثر هورمون
 واسطههود را بمفيد يا سوء خگونه كه ذكر شد تاثير و همان شتهندا

بر كلوني نهايت فاكتورهاي مترشحه از آن در و هاي سرتولي  سلول
و همكاران به بررسي اثرات فاكتور  روز انجم .]34[ كنند اعمال مي

زايي و تستوسترون بر روي كلوني EGF( ،FSH(رشد اپيدرمال 
هاي اسپرماتوگوني در موش پرداختند و نشان دادند كه سلول
EGF هاي بنيادي اسپرمازايي سلولكتور براي كلونيبهترين فا-
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كه ند نشان دادايشان در ضمن . توگوني در محيط آزمايشگاه است
هاي بنيادي افزودن تستوسترون به محيط كشت موجب تمايز سلول

هاي تمايز يافته در تشكيل اسپرماتوني و عدم توانايي اين سلول
و  FSHدادند كه و همكاران نشان  Vigier .]4[شود كلوني مي

چنين هاي زاياي آپاپتوتيك و همتستوسترون بر روي تعداد سلول
ولي با  ،هاي اسپرماتوگوني تاثيري نداشتهماني سلولميزان زنده

موجب  صورت تركيبيهبو چه  تنهاييها چه بهافه كردن هورموناض
  .]35[ دوشميهاي تيمار نسبت به گروه كنترل تمايز بيشتر گروه

  
  گيريهنتيج

توان نتيجه گرفت كهباتوجه به نتايج مطالعه حاضر مي

تنهايي به محيط كشت تاثير مثبتي در القاء هافزودن تستوسترون ب
دليل آن  و هاي بنيادي اسپرماتوگوني نداردزايي سلولكلوني

گردد در  پيشنهاد مي. باشد ها مي احتمالا القاء تمايز در سلول
ترون بر تكثير كلوني اسپرماتوگوني با مطالعات بعدي تاثير تستوس

  .مورد آزمايش قرار داد هاي ديگر و توام با هورمون دوزهاي كمتر
  

  تشكر و قدرداني
اي دامپزشكي اين مقاله مستخرج از رساله دكتري حرفه

  .باشدمصوب معاونت پژوهشي دانشگاه رازي مي
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