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Abstract: 
 

Background: Spermatogonial stem cells (SSCs) are the foundation of spermatogenesis, 

because they have the capacity of self-renewal, and differentiation into spermatozoa. Freezing 

is the most common long-term preservation approach for SSCs. The present study aimed to 

investigate the cryoprotective impacts of FBS (Fetal Bovine Serum) and trehalose on caprine 

SSCs. 

Materials and Methods: SSCs were isolated from prepubertal goat testis by enzymatic 

digestion and differential plating. Cells were divided into 9 groups. The control group included 

SSCs without cryoprotective agents. In the treatment groups 1, 2, 3 and 4, concentration of 

10% FBS, and various concentrations of trehalose (0, 50, 100 and 200 mM), and in the 

treatment groups 5, 6, 7, and 8, concentration of 20% FBS and various concentrations of 

trehalose (0, 50, 100 and 200 mM) were used respectively. The viability rate of the cells was 

assessed immediately after isolation, following addition of cryoprotectant agents and after 

thawing. Identification of cells was confirmed by immunocytochemical staining against 

PGP9.5 antigen. Data were analyzed using one-way ANOVA test. 

Results: The viability rate of SSCs in various treatments following addition of FBS and 

trehalose were similar to viable cells immediately after isolation. Furthermore, higher viability 

rates of SSCs after thawing were observed in freezing medium containing 10% FBS and 200 

mM trehalose (P<0.05). 

Conclusion: The results revealed that freezing in 10% FBS with 200 mM trehalose acts as 

efficient method for the cryopreservation of caprine SSCs. 
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 مقدمه

 و تکثیر شامل یافتهسازمان و پیچیده یندیفرآ ،اسپرماتوژنز

 در نهایت طی کهاست اسپرماتوگونی  بنیادی هایسلول تمایز

اسپرماتوزوآ تولید میتوز و میوز تعداد زیادی  متوالی تقسیمات

 هایلولهبافت پوششی  پایه یغشابر روی  SSCs .[1] شودمی

سرتولی سوماتیک های سلول وسیلهبهو  دارند قرار بیضه سازمنی

در  که ریزمحیطی واسطهبهها این سلول .شوندمیپیرامونی حمایت 

 که کنندقدرت تکثیر و تمایز خود را حفظ می آن قرار دارند،

 .[2]شود خوانده می Niche کنام یا اصطلاحاً
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SSCs ثری دارندؤنقش م ،تیکی به نسل بعددر انتقال اطلاعات ژن. 

، بودهفرد منحصربهبنیادی در بدن  هایسلول در بین جمعیتبنابراین 

در  SSCs. [4،3] هستند ژنتیکی هایدستکاری برای مناسبی هدف

درمان نازایی، حفظ و بازگرداندن باروری در مردان مبتلا به سرطان 

اند، درمانی با دوزهای بالا و تابش اشعه قرار گرفتهکه تحت شیمی

اصلاح نژاد و نیز تولید محصولات نوترکیب دارویی و صنعتی حائز 

شده، استفاده از این ذکرموارد  برعلاوه .[5]باشند اهمیت فراوانی می

تولید حیوانات تراریخته با فناوری برای ها در زمینه زیستسلول

با توجه به . [6] بالا مهم و ضروری است وری و ارزش تجاریبهره

، مطالعات اسپرماتوگونی بنیادی هایسلول متنوعکاربردهای 

 بهاین مطالعات  ها انجام شده است.ای بر روی این سلولگسترده

های جداسازی، ایجاد شرایط کشت مانند روش ،ی متفاوتیهاجنبه

ها مدت این سلولسازی و نگهداری طولانیمناسب جهت غنی

 و مناسب آزمایشگاهی هایکشت در این ارتباط،. [7] اندپرداخته

ای طور ویژهبه ،(Cryopreservation) حفاظت سرماییانجماد یا 

 امکان SSCs انجماد. [8] دنباشبرای دسترسی به این هدف مفید می

 توسعه. [9] سازدمی فراهمرا  هاسلول این مدتطولانی بقایحفظ و 

پیوند  تکنیک ، لازمه انجامSSCs تکنیک انجماد در پیشرفت و

 خلاصه:

 ظرفیت زیرا ؛هستند اسپرماتوژنز اساس ،(SSCs: Spermatogonial Stem Cellsاسپرماتوگونی ) بنیادی هایسلول سابقه و هدف:

 بررسی ،حاضر مطالعه از هدفاست.  SSCs مدتطولانی حفظ روش ترینمتداول ،انجمادرا دارند.  اسپرماتوزوآ به تمایز و خودنوسازی

 بز بود.  SSCs بر ترهالوز ( وFBS: Fetal Bovine Serumگاو ) جنین انجماد سرم برابر کنندگی درمحافظت اثرات

گروه  .شدند گروه تقسیم 9 به هاسلول .ندتمایزی جداسازی شد حذف و آنزیمیهضم  از بیضه بز نابالغ توسط SSCs ها:مواد و روش

های مختلف و غلظت FBSدرصد  10؛ غلظت 4و  3، 2، 1تیمار  هایدر گروه .انجماد بود کنندهمحافظت عوامل بدون SSCs کنترل شامل

، 50، 0ترهالوز )های مختلف و غلظت FBSدرصد  20؛ غلظت 8و  7، 6، 5تیمار  هایگروهمول( و در میلی 200و  100، 50، 0) ترهالوز

گشایی یخ و انجماد مواد محافظ جداسازی، افزودن از پس بلافاصله هاسلول مانیزنده میزان استفاده شد.ترتیب بهمول( میلی 200و  100

 واریانس آنالیز آزمون توسط هاداده .شد تأیید PGP9.5ژن علیه آنتی ایمنوسیتوشیمی آمیزیرنگتوسط  هاسلول ماهیت ارزیابی شد.

  .گردیدند تحلیل طرفهیک

بود. های زنده مشابه سلولبلافاصله پس از جداسازی، و ترهالوز  FBS افزودنمتعاقب  ،در تیمارهای مختلف SSCs مانیزندهمیزان  :نتایج

مول ترهالوز مشاهده میلی 200و  FBSدرصد  10گشایی در محیط انجماد حاوی پس از یخ SSCsمانی بر این، بیشترین میزان زندهعلاوه

 (.P<05/0شد )

 انجماد از حفاظت برای مؤثر روش عنوانمول ترهالوز بهمیلی 200 بادرصد توأم  FBS 10 در انجماد که داد نشان نتایج :گیرينتیجه

SSCs کندمی بز عمل. 

 اسپرماتوگونی بنیادی هایگاو، ترهالوز، سلول جنین سرم انجماد، مواد محافظ :کلیدي واژگان
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توان به می پیوند، و انجماد مهمّ جمله کاربردهای از باشد.می

 هایو گونه حیوانات از برخیدر انسان و  باروری حفظ و بازگرداندن

های ها و سلولحفاظت سرمایی بافت. [10] اشاره کرد باارزش

خیر در های ادر سال ناهای مورد توجه محققیکی از روش ،جنسی

 هایروش خصوص در تحقیق. [11] زمینه پزشکی تولیدمثل است

 رویکردهای ،SSCs مانیمیزان زنده بر آن تأثیر و انجماد مختلف

کمک و  رددا بر ها درسلول این بیولوژی درک جهت را جدیدی

 هایپروتکل اکثر کند.می هاآن بیشتر هرچه فراوانی به شناخت

 و سوماتیک هایسلول برای ،رودمی کاربه امروزه که انجمادی

 مورد در کمی اطلاعات واست  شده تنظیم مختلف سلولی هایرده

که این علیرغم .[12]وجود دارد  SSCs انجماد محیط سازیبهینه

از  نگهداری و های ضروری حفاظتیکی از روش SSCsانجماد 

 شده مشخص ، اماشودمی محسوب طولانی زمانمدت ها برایآن

اکسیژن  فعال هایواسطه تشکیل گونهبه تواندمی روش این که است

(ROS) (Reactive Oxygen Species)، قبیل ازرا هایی آسیب: 

، DNA یکپارچگی دادن دست از ،پتوزوآپ یالقا ،مانیزنده کاهش

 غشای تجزیهها و پراکسیداسیون لیپیدها، اکسیداسیون پروتئین

ترین اصل برای بهبود مهم .[14،13] کند ها واردبه این سلول سلولی

، جلوگیری از تشکیل گشایییخ - ها در هنگام انجمادبقای سلول

 :CPAsباشد. افزودن مواد محافظ سرمایی )های یخ میکریستال

Cryoprotective Agents د نتوانذوب میانجماد و میزان (، کنترل

 ندانجماد را تا حدودی کاهش دهیند های احتمالی ناشی از فرآآسیب

 تحقیقات ،اخیر هایسال در. [15] دنو از اجزای سلول حفاظت نمای

نفوذپذیر و نفوذناپذیر  سرمایی محافظ مواد انواع روی کاربرد زیادی

ترین از معمولترهالوز و  FBS .آمده است به عمل SSCs انجماد در

باشند. انجماد میهای ناشی از مواد محافظ سلول در برابر آسیب

در مطالعات مختلفی که بر روی بقای تأثیرات مثبت این دو ماده 

SSCs در  [19] و خوک [18] گاو، [17] گوسفند، [16،12] در موش

از  راستا این درصورت گرفته، مشاهده شده است. زمان انجماد 

FBS و اسـتفاده شد جنینی بنیادی هایسلول انجماد در زمان 

بر علاوه. [20] دارد تـأثیر مثبت ،هاآن بقای بر که گردید مشخص

های بنیادی خونساز سلولدر محیط انجماد ترهالوز این، استفاده از 

گشایی را پس از یخ هاآنمانی درصد زنده ،های فیبروبلاستسلولو 

 و Terada [23]و  Aboaglaهمچنین، . [22،21] بخشیدبهبود 

Eroglu  افزودن در مطالعه خود گزارش کردند که  [21]و همکاران

آ و اووسیت پس مانی و عملکرد اسپرماتوزوباعث بهبود زندهترهالوز 

وانی اهمیت گونه حی علیرغمشود. گشایی مییخ - یند انجمادآاز فر

های دارویی نوترکیب تولید پروتئینبز در طراحی حیوان تراریخته، 

مطالعات در خصوص انجماد اهمیت اقتصادی پرورش آن،  و

گونه بسیار محدود بوده  ،این اسپرماتوگونی در های بنیادیسلول

های ارزیابی غلظت ،هدف از انجام مطالعه حاضر ،بنابرایناست. 

های بنیادی مانی سلولبر زندهترهالوز و  FBSمختلف 

 منظوربهگشایی یخ - دنبال فرآیند انجمادهاسپرماتوگونی بز ب

 باشد.میآزمایشگاه  محیط در هاآن مدتطولانینگهداری 

 

 هاروش و مواد

 هاسلول جداسازی و گیرینمونه

 شمارهبا  حیوانات با کار اخلاقی موازین ،مطالعه این در

 باشد،می رازی اخلاق دانشگاه کمیته تأیید مورد که 13335988

 انجام تجربی و آزمایشگاهی روش به حاضر مطالعهگردید.  رعایت

 10 از بیضه هاینمونه تهیه جهت آزمایش، این انجام برای .گرفت

 سنّ  نابالغ با بزهای ازبیضه  هاینمونه .شد نابالغ استفاده کشتاری بز

شهرستان  کیلومتری 20در  واقع بیستون صنعتی از کشتارگاه ماه 2-3

 و دندانی فرمول بر اساس حیوان سنّ شناسایی .شد تهیه کرمانشاه

 دام از تأیید پس. گرفت صورت دام صاحب از پرسش همچنین

 مجاورت در سرعتبه و شد جدا اسکروتومبا  همراه بیضه نظر،مورد

 به ساعت 2 از کمتر در و یخ کنار در هابیضه. گرفت قرار یخ

 منتقل رازی دامپزشکی دانشگاه دانشکده سلولی کشت آزمایشگاه

در  .شدند داده شستشو درصد 70الکل  و تنتور ید با هابیضه گردید.

 و تیغ پنس از استفاده با و شداسکروتوم خارج بیضه از  آزمایشگاه،

 پس ازد. گردی جدا بیضه از کامل طوربه اپیدیدیم ،استریل جراحی

 PBS (Phosphateبار با چندبیضه کردن اپیدیدیم، جدا

Buffered Saline.گرم از بافت  10سپس  ( شستشو داده شد

و به داخل لوله  به کمک قیچی استریل جدا گردید پارانشیم بیضه

محیط لیتر میلی 10حاوی ( SPL, South Korea)فالکون 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium )

(Gibco, UK) واحد بر 100سیلین )پنیهای بیوتیکو آنتی 

 ,Gibco)( لیترمیلیگرم بر میلی 100( و استرپتومایسین )لیترمیلی

Paisley, UK )مدت یک داده شد و سه مرتبه و هر بار به انتقال

د. گردی (Hettich, Germany) وژیسانتریف 1500دقیقه در دور 

بافت  از سازمنی هایلوله هایسلول و استخراج جداسازی جهت

 وزندی و  [24] و همکاران van Peltروش  از بیضه، پارانشیم

 میپارانش بافتمنظور هضم مکانیکی، به شد. استفاده [25] همکاران

پنس  توسط و گردید منتقل شیدیپتر داخل به شستشو از پس ،ضهیب

 آنزیمی هضم مرحله در ادامه واردو  شد قطعهقطعه ،لیاستر یچیق و

 1) 4های کلاژناز تیپ ل هضم آنزیمی، آنزیمدر مرحله اوّ .گردید

( لیترمیلیگرم بر میلی 1) 2(، هیالورونیداز تیپ لیترمیلیگرم بر میلی

 .Sigma Chemical Co, St( )لیترمیلیگرم بر میلی 1و تریپسین )
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Louis, MO, USA) ای بیضه شیرابه های حاوی بافتدیشبه پتری

با دمای ی دقیقه در انکوباتور 45مدت ها بهدیشاضافه شدند و پتری

 درصد 5 کربناکسیددی و درصد 80رطوبت  گراد،درجه سانتی 37

ت های مذکور بر هضم بافافزایش تأثیر آنزیم منظوربه .گرفتندقرار 

بار عمل پیپتاژ صورت گرفت. دقیقه یک 10پارانشیم بیضه، هر 

 هایلولهشدن همچنین جهت ارزیابی هضم آنزیمی و روند باز

بار بافت پارانشیم بیضه با دقیقه یک 10از یکدیگر، هر  سازمنی

Inverted  ®71Olympus, IX) معکوسمیکروسکوپ  استفاده از

Microscope) .های منظور حذف بافتبه مورد بررسی قرار گرفت

ساز از یکدیگر، محتویات های منیشده حاصل از جداشدن لولههضم

مدت های فالکون منتقل شد و بهها به داخل لولهدیشهر یک از پتری

های لوله زیرِ محتویات سپس .سانتریفیوژ گردید 1400دقیقه با دور  2

داخل  به و شد برداشته بود، سازمنی هایلوله حاوی که فالکون

 هضم آنزیمی دوم وارد مرحله و گردید منتقل استریل هایدیشپتری

 آزادسازی و سازمنی هایلوله هضم منظوردر این مرحله بهشد. 

گرم بر میلی 1) 4های کلاژناز تیپ آنزیمها، آن در موجود هایسلول

( و لیترمیلیگرم بر میلی 1) 2(، هیالورونیداز تیپ لیترمیلی

ها اضافه ( به نمونهلیترمیلیگرم بر میلی 05/0ریبونوکلئاز )دزوکسی

دقیقه در انکوباتور قرار داده  10مدت ها بهدیشند و پتریگردید

 مانده،باقی قطعات از انفرادی هایجداسازی سلول منظوربه شدند.

 جهت شدند.سانتریفیوژ   800دور  دقیقه با 5مدت به فالکون هایلوله

FBS (Sigma-Aldrich, USA ) محلول از ،آنزیمی هضم توقف

 اسپرماتوگونی، هایسلول حاوی ،تعلیق حاصل .استفاده گردید

در مرحله بعد برای حذف  ( بود.Myoid) میوئید و سرتولی

میکرومتری  55نایلونی  از فیلتر سلولی های میوئید، تعلیقسلول

 در حاصل تعلیق( عبور داده شد. Sartorius, Germany) استریل

دور  دقیقه با 5 مدتبههرکدام  و گردید آوریجمع فالکون هایلوله

 سرتولی و اسپرماتوگونی هایسلول دادنرسوب منظوربه 800

 وژ،یسانتریف از حاصل رویی مایع ریختن دور با. وژ شدندیسانتریف

مناسب  مقدار در فالکون هایلوله در موجودسلولی رسوب 

DMEM  حل گردید. بیوتیکآنتیحاوی 

 سلولی انجماد

 درصد حیات و وضعیتبررسی  ،در مطالعه حاضر

به کمک  بیضه بافت از استخراج از پس ها بلافاصلهسلولمانی زنده

 (، لامUK ،Trypan blueدرصد ) 4/0بلوی آمیزی تریپانرنگ

صورت ( Olympus, Japan) میکروسکوپ نوریهموسیتومتر و 

 10 با سلولی تعلیق از میکرولیتر 10منظور،  این برای گرفت.

 دقیقه چند مدتبه وشد درصد مخلوط  4/0بلو رنگ تریپان میکرولیتر

 به مذکور محلول از میکرولیتر 10سپس، . گرفت قرار اتاق دمای در

 ،تصادفی طوربه سلول 100 شمارش با .شد منتقللام هموسیتومتر 

 درصد اساس این بر و شد تعیین مرده و زنده هایسلول تعداد

 و Izadyar روش اساس بر انجماد .گردید محاسبه نمونه مانیزنده

 FBS مختلف هایغلظتصورت که به اینشد.  انجام [9]همکاران 

 درصد 10 پایه برکه ( Sigma-Aldrich, USA)ترهالوز  و

DMSO (Dimethyl Sulfoxide )(Sigma-Aldrich, USA )

 شکل به دقیقه 10-15عرض  در تدریجی صورتبه ،تهیه شده بود

 از هریک به (1:1)سلولی  تعلیق با حجمهم نسبت به و قطرهقطره

 ,Corning) لیتریمیلی 8/1( Cryovial) انجماد هایویال

Midland, MI, USA )شایان ذکر است که در این . گردید اضافه

براساس ترهالوز و  FBS مورد استفاده برای دوزهای ،مطالعه

تأثیر  مذکورمطالعات قبلی و با در نظر گرفتن این نکته که دوزهای 

انتخاب اسپرماتوگونی نداشتند،  بنیادی هایسلولی بر روی سمّ

 محیط تاشدند  داده تکان آرامیبهها ویال سپس .[17،12] گردیدند

 های مختلفمحلول .دنشو مخلوط کاملاً سلولی تعلیق و انجماد

 ذکر شده است. 1انجماد در جدول شماره 

 آزمایش در شدهتیمارهای مختلف استفادهبندی گروه -1 شماره جدول
 بدون افزودن مواد محافظ انجماد SSCs (Fresh) کنترل

 (F10T0) 1تیمار 
SSCs+10  درصدFBS+0 مول میلی

 ترهالوز

 (F10T50) 2تیمار 
SSCs+10  درصدFBS+50 مول میلی

 ترهالوز

 (F10T100) 3تیمار 
SSCs+10  درصدFBS+100 مول میلی

 ترهالوز

 (F10T200) 4تیمار 
SSCs+10  درصدFBS+200 مول میلی

 ترهالوز

 (F20T0) 5تیمار 
SSCs+20 درصد FBS+0 مول میلی

 ترهالوز

 (F20T50) 6تیمار 
SSCs+20  درصدFBS+50 مول میلی

 ترهالوز

 (F20T100) 7تیمار 
SSCs+20  درصدFBS+100 مول میلی

 ترهالوز

 (F20T200) 8تیمار 
SSCs+20  درصدFBS+200 مول میلی

 ترهالوز

 

مار آزمایشی تی 8های موجود در هر سپس مجدداً درصد حیات سلول

 مرحله . دریت شیمیایی محلول انجماد(مّمحاسبه گردید )تست س

 دمای با یخچال به ساعت 2 مدتبه مذکورهای ویال از کدام هر ،بعد

 جهت دقیقه 20مدت به از آن ند. بعدشد منتقل گرادسانتیدرجه  4

 تانک به آن از پس و گردیدند نگهداری نیتروژن بخار روی بر انجماد

 -196 دمای با( Spectrum-35 Series, USA) مایع نیتروژن

 گشایییخ ساعت، جهت 24از  پس .شدند منتقل گرادسانتیدرجه 
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 خارج مایع نیتروژن تانک های انجماد ازسلولی منجمد، ویال تعلیق

قرار  گرادسانتیدرجه  38ماری دقیقه در بن 2مدت به و گردیدند

های ها به لولهگشایی، محتویات هر یک از ویالپس از یخداده شدند. 

صورت به DMEMمحیط  کدامو به هر  ندگردیدفالکون منتقل 

 2000دقیقه با دور  5مدت و به تدریجی و به آهستگی اضافه شد

دور ها سپس تعلیق محلول بالای هر یک از لوله وژ شدند.یسانتریف

های های هر یک از لولهسلول مانیزندهریخته شد. در نهایت، درصد 

 ،شد ذکر نیز این از پیش که روشی تیمار مختلف( طبق 8فالکون )

 محاسبه گردید.

آمیزی های بنیادی اسپرماتوگونی توسط رنگشناسایی سلول

 ایمنوسیتوشیمی

از  Aهای بنیادی اسپرماتوگونی تیپ جهت شناسایی سلول

 حیدری از روش PGP9.5ژن علیه آنتی ایمنوسیتوشیمیآمیزی رنگ

 استفاده [27] همکارانو  Rodriguez-Sosa و [26] و همکاران

لین اوّ کردنبلوکها، سلول جداسازی از پسصورت که به این شد.

بلوک  .شد انجام avidin/biotin  وسیلهبه غیراختصاصی مکان

حاوی  PBSدر  اسلاید دادن قرار با هم دیگر غیراختصاصی مکان

شد.  انجام اتاق دمای دقیقه در 10مدت به گوسفند پنج درصد سرم

کونژوگه خرگوش علیه نشانگر  لیه غیربادی اوّسپس اسلاید با آنتی

PGP9.5 (Dako, Carpinteria, CA, USA با رقت )در  1:400

PBS  درصد سرم بز 5/2حاوی (PBS-GS) دقیقه در  60مدت به

 5)هر بار  PBSبا  شستشو مرتبه سه از پس دمای اتاق انکوبه شد.

 بادیآنتی معرض در اتاق دمای در دقیقه 45 مدتبه مقطعدقیقه(، 

 biotinylated sheep anti-rabbit IgG, Avicennaثانویه )

Research Institute, Iranبا گرفت و مجدداً  ( قرارTBS/BSA 

(Tris-Buffered Saline/Bovine Serum Albumin )

دقیقه در تماس با  30مدت در ادامه مقطع به شد.داده شستشو 

HPR-conjugted streptavidin (Biosource, USA با رقت )

1:250 (v/v ) و با  گرفتقرار دادهTBS/BSA  شد.داده شستشو 

 ;DABدی آمینو بنزیدین ) 3-3در مرحله پایانی با افزودن 

Roche, Germanyدقیقه، رنگ نمایان شد. 10مدت ( به مقطع به 

 هریس با مجدداً و تمیز شد مقطرآب طور کامل دربه سپس، اسلاید

و دوباره با آب گردید  آمیزیثانیه رنگ 30مدت به هماتوکسیلین

آبگیری و با  ،در ادامه، اسلاید با الکلداده شد. مقطر شستشو 

 ( Merck, Germany) (Entellanلان )تِنْاِشفاف و با ، گزیلول

( مورد Olympus, Japanپوشانده شد و زیر میکروسکوپ نوری )

 ارزیابی قرار گرفت.

 

 آماری آنالیز

از  ،مطالعه این از حاصل هایداده تحلیل و یهزتج برای

 هایاستفاده گردید. داده 21 ویرایش SPSS آماری افزارنرم

تکرار  تعدادارزیابی گردیدند.  بودننرمال نظر از شدهآوریجمع

استاندارد  خطای±اساس میانگینها بردادهباشد. مرتبه می 5آزمایش 

 طرفهیک واریانس آنالیز آزمونبا استفاده از  سپس ارائه شدند و

(ANOVA) مختلف هایغلظت اثرات FBS مورد ترهالوز و 

 بنیادی هایسلول مانیزنده میزان میانگین . مقایسهگرفت قرار بررسی

تکمیلی  آزمونمختلف با استفاده از  تیمارهای در اسپرماتوگونی

 دار درمعنااز نظر آماری  P<05/0مقادیر  صورت پذیرفت. دانکن

 .نظر گرفته شد

 

 نتایج

 واسطهبه اسپرماتوگونی بنیادی هایسلول شناسایی

انجام  PGP9.5 اختصاصی ژنآنتی علیه ایمنوسیتوشیمی آمیزیرنگ

 رنگ به هااین سلول سیتوپلاسم ،شودمی دیده که گونههمان و شد

 در فوق مارکر ژن بیان دهندهنشان که ستادرآمده  ایقهوه

 (.1شکل شماره )باشد می بیضه از شدههای استخراجسلول

 

 
بنیادی  هایسلول ایمنوسیتوشیمی آمیزیرنگ -1شکل شماره 

 سیتوپلاسم .PGP9.5 اختصاصی ژنآنتی علیه اسپرماتوگونی

د. )نوار شومشاهده می ایقهوه رنگ به اسپرماتوگونی هایسلول

 میکرومتر(. 20مقیاس: 
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 بنیادی اسپرماتوگونی هایسلول مانیزنده درصد -2 شماره جدول

مختلف  مواد کردن اضافه متعاقببلافاصله پس از جداسازی و 

 مختلف تیمارهای و کنترل در گروه انجماد محافظ

 آزمایشی هایگروه

 مانیدرصد زنده

بنیادی  هایسلول

 (SSCs) اسپرماتوگونی

 (Freshکنترل )

 (F10T0) 1تیمار 

 (F10T50) 2تیمار 

 (F10T100) 3تیمار 

 (F10T200) 4تیمار 

 (F20T0) 5تیمار 

 (F20T50) 6تیمار 

 (F20T100) 7تیمار 

 (F20T200) 8تیمار 

87/64±2/33a 

87/64±2/08a 

86/28±2/38a 

84/82±2/41a 

84/62±2/56a 

84/14±2/4a 

84/04±3/02a 

83/8±2/38a 

83/72±2/95a 

 .است بیان شدهاستاندارد  خطای±ها بر اساس میانگینداده
 شدند. آنالیزدانکن  تکمیلی تست و طرفهیک ANOVA آماری هایآزمون توسطها داده

د ندهتیمارهای مختلف نشان می بین را داریتفاوت معنامختلف  حروف

(05/0>P.) 

 

اسپرماتوگونی در تیمارهای بنیادی های سلول مانیزندهدرصد 

و ترهالوز(  FBSمتعاقب اضافه کردن مواد محافظ انجماد ) ،مختلف

 بلافاصله پس از جداسازیها این سلولمشابه درصد حیات 

داری با یکدیگر نداشتند و تفاوت معنی بود( 33/64±2/87)

(05/0<P). ی تأثیر سمّ ،رسد مواد محافظ انجمادبنابراین، به نظر می

وگونی نداشته و منجر به کاهش اسپرماتبنیادی های روی سلول

در مرحله قبل از انجماد ها سلولاین  مانیزندهدار درصد معنا

و هدف از انجام  یت معروف بوداین مقایسه به تست سمّ .نداهنشد

 هامانی سلولی مواد محافظ انجماد بر زندهآن بررسی تأثیر سمّ

و  FBS (10های مختلف اثرات غلظت (. 2 شماره جدول) باشدمی

مول( بر روی درصد میلی 200و  100، 50، 0درصد( و ترهالوز ) 20

- انجماد فرآیند از پساسپرماتوگونی بنیادی های سلولمانی زنده

طور که مشاهده همانذکر شده است.  3 شماره در جدولگشایی یخ

در گشایی یخها پس از شود میانگین درصد حیات سلولمی

مول ترهالوز میلی 100و  FBSدرصد  10تیمارهای حاوی 

(F10T100 ،)10  درصدFBS  مول ترهالوز میلی 200و

(F10T200 و )درصد  20FBS  مول ترهالوز میلی 200و

(F20T200 )( در مقایسه با گروه کنترلFreshبه ) طور معناداری

در میان تیمارهای این،  برعلاوه(. P<05/0)افزایش پیدا کرده است 

 10تیمار حاوی  ؛مختلفیکسان و ترهالوز  FBSهای غلظت دارای

( و نیز تیمار F10T200مول ترهالوز )میلی 200و  FBSدرصد 

 (F20T200مول ترهالوز )میلی 200و  FBSدرصد  20حاوی 

در مقایسه بین  (.P<05/0)اند مانی را نشان دادهبیشترین میزان زنده

درصد ؛ مختلف و ترهالوز یکسان FBSهای غلظت دارایتیمارهای 

درصد  10اسپرماتوگونی در گروه حاوی بنیادی های سلولمانی زنده

FBS  میلی 100و( مول ترهالوزF10T100 ) بیشتر از گروه حاوی

( است. F20T100مول ترهالوز )میلی 100و  FBSدرصد  20

 FBSدرصد  10در گروه حاوی ها مانی سلولهمچنین، درصد زنده

 20( بیشتر از گروه حاوی F10T200مول ترهالوز )میلی 200و 

باشد ( میF20T200مول ترهالوز )میلی 200و  FBSدرصد 

(05/0>P.) مانی بیشترین میزان زندهتوان گفت که در حالت کلی می

گشایی در محیط انجماد اسپرماتوگونی پس از یخبنیادی های سلول

مول ترهالوز مشاهده شد میلی 200و  FBSدرصد  10حاوی 

(05/0>P )(.3 شماره )جدول 

 

بنیادی اسپرماتوگونی  هایسلول مانیزنده درصد -3 شماره جدول

 گروه درگشایی یخ - انجماد فرآیند از شده از بیضه پساستخراج

 مختلف تیمارهای و کنترل

 آزمایشی هایگروه

 مانیدرصد زنده

بنیادی  هایسلول

 (SSCsاسپرماتوگونی )

 31/8±1/6 (Freshکنترل )

 (F10T0) 1تیمار 

 (F10T50) 2تیمار 

 (F10T100) 3تیمار 

 (F10T200) 4تیمار 

37/78±1/58a 

41/44±1/05b 

52/96±1/33*, c , # 

67/30±1/89*, c, # 

 (F20T0) 5تیمار 

 (F20T50) 6تیمار 

 (F20T100) 7تیمار 

 (F20T200) 8تیمار 

34/08±0/97a 

39/32±1/61ab 

47/4±0/87ab 

60/82±0/66*, b 

 .است بیان شدهاستاندارد  خطای±بر اساس میانگینها داده

 شدند. آنالیزدانکن  تکمیلی تست و طرفهیک ANOVA آماری هایآزمون توسطها داده

باشد دار بین گروه کنترل و تیمارهای مختلف میمعناتفاوت دهنده نشان *

(05/0>P.) 

یکسان و ترهالوز  FBSهای غلظت( در تیمارهای با cو  a ،bحروف مختلف )

 (.P<05/0د )نباشدار میمعناتفاوت مختلف بیانگر 

مختلف و ترهالوز  FBSهای غلظتتیمارهای با  دار بینمعناتفاوت دهنده نشان #

 (.P<05/0باشد )می یکسان
 

 بحث

نقطه شروع ( SSCs)اسپرماتوگونی  بنیادی هایسلول

و  اسپرماتوزوآها برای تداوم تولید و حضور آن هستنداسپرماتوژنز 

 هااین سلول که جاآن از این، برعلاوهاست. ضروری  حفظ باروری

 بعدی نسل به ژنتیکی اطلاعات انتقال جهت بنیادی هایسلول تنها

 .شوندمحسوب می ژنتیکی اصلاح برای عالی هدف یک هستند،

 بر حاکم هایمکانیسم بیولوژیکی و هایفعالیتشناخت  بنابراین،
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 این در. [5] باشدمی مهمتمایز  و خودنوزایی برای هاآن توانایی

 توانایی ،SSCs بیولوژی مطالعه برای ضروری اصل یک خصوص،

 برای دوره in vitroدر  هااین سلول جمعیت حفظ وتکثیر 

 موارد بهتری در مناسب و نحو به هاآن از تا بتوان مدت استطولانی

 SSCsجایی که تعداد از آن. [28] کرد اسـتفاده درمانی و تحقیقاتی

های زایا در بیضه های مختلف سلولو نسلباشد بسیار کم می

ها مناسب برای جداسازی این سلول حیوانات بالغ وجود دارند، سنّ

در مطالعه حاضر . [9] باشدها، پیش از بلوغ میاز بیضه و تکثیر آن

برای تأیید ماهیت از بافت بیضه بز نابالغ،  SSCsنیز بعد از استخراج 

 ژن اختصاصیآنتی علیه ایمنوسیتوشیمی آمیزیرنگها از این سلول

PGP9.5  ها این نشانگر نتایج نشان داد که سلولگردید و استفاده

مطالعات در  گونه دامی بز SSCsدر  نشانگر این بیان را بیان کردند.

 و همکاران حیدری، [7]و همکاران کدیوریان شده توسط انجام قبلی

 ،انجماد است. رسیده اثبات نیز به [29]و همکاران  شیرازیو  [26]

 SSCs مدتطولانی نگهداری برای روش پرکاربردترین و بهترین

این تحقیقات روی انجماد پزشکی  هایکاربرد ترینمهم از .است

که به دلیل ابتلا پسران نابالغی حفظ باروری در توان به میها سلول

اشاره ، گیرندو یا رادیوتراپی قرار میدرمانی شیمیبه سرطان تحت 

های تواند برای حفظ گونهها میهمچنین، انجماد این سلول .کرد

پستاندارانی که در معرض خطر انقراض هستند نیز ارزشمند باشد 

 اختلال و پیری افزایش ،مانیزنده میزان کاهش، وجودبا این. [30]

 در شدهگزارش گسترده عوارض جمله از سلولی در عملکردهای

 گشایییخو  انجماد طول در که است اکسیداتیو استرس با ارتباط

 تولید بین تعادل با اکسیداتیو استرس. [31] دنشومی ایجاد هاسلول

 تعلیق یا بافت یک درون( ROSاکسیژن ) فعال هایگونه تخریب و

د نتوانمی گشایییخو انجماد یندهای فرآ. شودمی ارزیابی سلولی

 و حیاتی هایبافت این ترکیبات در د.نرا افزایش ده ROSتشکیل 

 خطر به را سلولی حیات و نندکمی ایجاد آسیب ،سلولی عملکردهای

و  انجماد هنگام اسمزی استرس دلیلبه SSCs. [10] اندازندمی

 در سریع تغییرات .شوندمی متحمل را زیادی تغییرات ،گشایییخ

 سلولی داخل ساختارهای و سلولی غشای ساختار بر اسمزی فشار

نسبت به اسپرم بالغ مقاومت بیشتری در  SSCs .[32] گذاردمی تأثیر

 برابر آسیب احتمالی ناشی از انجماد دارند که احتمالاً به دلیل فعالیت

 نشواهد تجربی اخیر نشا. [33]باشد میها کمتر آن متابولیکی

عمدتاً در  ،فرآیند انجمادطی آسیب یا مرگ سلول در دهند که می

وقوع ههای یخ داخل سلولی و خارج سلولی باثر تشکیل کریستال

باعث آسیب  ،های یخدر مجموع تشکیل کریستال پیوندد.می

و  پتوزوآپدنبال آن تخریب سلولی، هپلاسمایی و ب یمکانیکی غشا

نیز ( Recrystallization) مجدد تبلور. [34] شودنکروز می

 شناخته انجماد طی در سلولی مرگ دیگر در مهمّ عامل یک عنوانبه

به کار بردن روشی که سلول را در برابر  بنابراین .[35] است شده

محافظت کند،  گشایییخو  انجمادیند فرآشده طی های ایجادآسیب

تحقیقات زیادی بر روی  ،های اخیردر سالرسد. ضروری به نظر می

 هایسلولدر انجماد  (CPAsمواد محافظ سرمایی )کاربرد انواع 

 هایمکانیسم حال،این باه است. به عمل آمداسپرماتوگونی  بنیادی

اسپرماتوگونی  بنیادی هایسلول از CPAsکنندگی محافظت اساسی

 ترکیباتاین  .است ناشناخته زیادی حدّ تا ذوب، - انجماد هنگام در

 هامولکول زیست تثبیت اسمزی، استرس کاهش در زیاد احتمال به

 نقش ROS مخرب اثرات کردن محدود و سلولی ساختارهای و

افزودن مواد محافظ مختلف،  هایبر اساس پژوهش .[36] دارند

طرز چشمگیری هبه محیط انجماد ب ترهالوزو  FBS مانندانجمادی 

های زایا سلول مانیزندهو نیز میزان سبب افزایش کارایی انجماد 

ای در که مطالعهو این اهمیت گونه حیوانی بزبا توجه به شده است. 

 انجام نشده است، هدف از انجام مطالعه SSCsانجماد خصوص 

بز با استفاده از  SSCsانجماد  درروشی بهینه  ارائه ،حاضر

 ،حاضر مطالعه در باشد.می ترهالوزو  FBSهای مختلف غلظت

 کردن اضافه متعاقب ،تیمار هایگروه در SSCs مانیزنده درصد

 پس ها بلافاصلهاین سلول حیات درصد مشابه انجماد مواد محافظ

یکدیگر  با معناداری تفاوت و بود بز نابالغ از بیضه جداسازی از

یت معروف است که برای ارزیابی سمّ تستاین مقایسه به . نداشتند

یت شیمیایی محافظ انجماد و اطمینان از عدم سمّمطلوب بودن مواد 

کار هشده از بیضه بهای استخراجها بر سلولو اثرات سوء احتمالی آن

مواد محافظ انجماد مورد استفاده در این مطالعه از  بنابراینرود. می

همچنین مشخص شد  رسند.نظر مییت مطلوب بهنظر عدم سمّ

بودند،  دریافت کردهدرصد را  10با غلظت  FBSهایی که گروه

 از طبیعی ترکیبی FBS مانی بهتری نشان دادند.درصد زنده

 ها، عناصر کمیابها، ویتامین، پروتئینهاهورمون رشد، فاکتورهای

و باشد می هاسلول تکثیر و بقا از کنندهحمایت مغذی موادسایر  و

 محیطدر  استاندارد مکملیک  بههای خود همین ویژگی دلیلبه

 10غلظت در بیشتر موارد از . [37] است شده تبدیل هاسلول کشت

که در مطالعه حاضر نیز بالاترین  [38] شوداستفاده می FBSدرصد 

همچنین  در همین غلظت مشاهده گردید. SSCsمانی زندهدرصد 

 دره برّ SSCs مانیزنده درصد ،[17] و همکاران مقدمدر مطالعه 

داری بیشتر بود که با نتایج طور معنابه FBSدرصد  10حاوی  محیط

 شکنندگی افزایش انجماد از طریقخوانی دارد. مطالعه حاضر هم

 در کشنده آسیبو  غشایی عملکرد رفتن بین از سلولی باعث یغشا

 آسیب ایجاد اصلی عامل عنوانبه ،غشا حساسیتشود. می هاسلول

 پایدار تغییرات و است شده توصیف گشایییخ - انجماد هنگام در
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 هاکاتیون و آب به غشا نفوذپذیری افزایش به پلاسمایی منجر غشای

 در پلاسما غشای. [39] شودمی اسمزی استرس به نیز حساسیت و

 فرضیه . اینشودمی بهتر حفظ FBSدر حضور  انجماد فرآیند طول

 کنندهتثبیت عنوانبه FBSترکیبات موجود در  که است شده مطرح

 نقش دفاعی عنوان یک مکانیسماست به ممکن کنند وعمل می غشا

 باشند داشته روند انجماد در پلاسمایی غشای آسیب برابر در یمهمّ

- انجمادیند نقش محافظتی خود را در فرآ FBSبر این، علاوه. [40]

های با خروج آب از سلول و جلوگیری از تشکیل کریستال گشایییخ

از طرف دیگر، بر  .[41] کندایفا می مجدد تبلورکاهش نیز یخ و 

 انجمادمحافظت از  برای ترهالوز غلظت بهترین ،حاضراساس مطالعه 

SSCs میلی 200 بز( مولmM )مطالعه نتایج مشابه که بود 

اند داده نشان طالعات اخیرم .[19]باشد می خوک در گرفتهصورت

 باعث توجهیقابل طوربه انجماد محیط به ترهالوز افزودنکه 

 یک ترهالوز،. [19،18،12] شودمی SSCs تکثیر و بقا بهبودی،

تشکیل  گلوکز مولکول دو که از است غیر احیاکننده ساکاریددی

 است، تا حدودی ناشناخته ترهالوز عمل مکانیسم اگرچه. است شده

 با هیدروژن پیوندهای تشکیل با ترهالوز زیاد احتمال به اما

 انجماد حین در سلولی را غشای غشایی، هایپروتئین و فسفولیپیدها

 محافظ ماده عنوان یکبه همچنین، ترهالوز. [42] کندمی تثبیت

 ایجاد کند و بامی ایجاد هیپرتونیک محیط یک ،نفوذناپذیر انجماد

شود. می انجماد قبل از سلول دهیدراتاسیون موجب اسمزی فشار

 باعث و دهدمیکاهش  را سلولی داخل زدگیمیزان یخ اثر، این

 یخ هایوسیله تشکیل کریستالبه دیدهآسیب هایسلول کاهش

دلیل به ترهالوز که است شده گزارشاز سوی دیگر  .[43] شودمی

 هایرادیکال کردن پاک اکسیدانی، تواناییدارا بودن فعالیت آنتی

• −و  2O2H مانند ،آزاد
2O  و  آزاد هایرادیکال .[44] دارد را

نقش  ذوب - یند انجمادآفرشده در طی اکسیژن تولید فعال هایگونه

کنند. ایفا می SSCs مانیزنده میزان کاهش را در یمهمّ

از  کامل یا نسبی طوربه که هستند افزودنی مواد هااکسیدانآنتی

 ذوب - زمان انجماد شده درایجاد استرس از ناشی هایآسیب

و همکاران در سال  Zhangطبق مطالعه  .[14]کنند جلوگیری می

های بافت بیضه مانی سلولزنده؛ اثربخشی ترهالوز بر افزایش 2015

 عملکرد بهبود به است ذوب ممکن - گوساله در دوره انجماد

 مطالعاتدر این راستا،  .[45]باشد  مربوط اکسیدانیآنتی

 دارایترکیبات  کردناضافه که اندآزمایشگاهی مختلف نشان داده

مانی میزان زنده تواننداکسیدانی به محیط انجماد میخاصیت آنتی

SSCs دادند نشان و همکارانشعبانی بهبود ببخشند. برای مثال؛  را 

 انجماد، محیط در Cو ویتامین  Eویتامین  مختلف هایکه غلظت

 گروه مقایسه با در ،گشایییخ از پسرا  SSCs مانیزنده قابلیت

 جمله بر این، سلنیوم نیز ازعلاوه .[46]دهند می افزایش کنترل

 هایآنزیم اجزای از سلنیوم .باشداکسیدانی میآنتی ترکیبات

 در که رودمی شماربه پراکسیداز جمله گلوتاتیون از اکسیدانآنتی

ی مهمّ اکسیداتیو نقش استرس رفع آزاد و هایرادیکال سازیخنثی

 سلنیوم اثر بررسیهمکاران در مطالعه خود که به و  بروجنی دارد.

 نابالغ موش SSCs در ذوب - انجماد از ناشی هایآسیب بر

 ها اثراتبر روی این سلول سلنیومکه  دادند نشان پرداختند،

 پتوزوآپ مهاراکسیدانی و خاصیت آنتیواسطه دارد که بهمحافظتی 

 وجود که داد نشان نیزمطالعه دیگری  در این رابطه،. [47]باشد می

 بیضه سازاسپرم هایلوله بافتی آسیب میزان کاهش باعث سلنیوم

بنابراین، با . [48] شودمی ذوب - انجماد یندآطی فر موش نابالغ در

از  یتوان نتیجه گرفت که بخششده میمطالب ذکردر نظر گرفتن 

 یند انجمادآفرطی  SSCsکنندگی ترهالوز بر روی محافظتاثرات 

 اکسیدانی آن باشد.آنتیتواند به دلیل ویژگی احتمالاً می گشایییخ -

 

 گیرينتیجه

 انجماد محیط از استفاده حاضر، مطالعه نتایج به توجه با

 اثرات ترهالوز( mMمول )میلی 200و  FBSدرصد  10حاوی 

دارد.  بز اسپرماتوگونی بنیادی هایسلول مانیزنده میزانبر  مثبتی

کار بردن محیط انجماد حاوی این ترکیبات جهت بنابراین به

اسپرماتوگونی توصیه  بنیادی هایسلولمدت طولانینگهداری 

در این راستا، انجام مطالعات بیشتر جهت آشکارسازی شود. می

 رسد.یمهای دخیل ضروری به نظر مکانیسم
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