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 ـ بن يهـا   سـلول  زی و تمـا   ری از تکث  افتهی  و سازمان  دهیچی پ يندی فرآ ییزا اسپرم: زمینه و هدف   .  اسـت  ی اسـپرماتوگون  يادی

 و انتقـال    زی تمـا  ،یی منحصر به فرد با توان خود نوزا       يادی بن يها  عنوان سلول  به (SSCs) ی اسپرماتوگون يادی بن يها سلول

 ـ ی سرتوليها ن سلول ینهمچ.  دارند ی نقش اساس  ي به نسل بعد در حفظ بارور      یکی ژنت هاي  داده  ـ تکثنی در تعـادل ب  و ری

 ـبا توجـه بـه اهم     .  مؤثر هستند  ی اسپرماتوگون يادی بن يها  سلول زیتما  در درمـان    ژهی ـو بـه  SSCs و کـاربرد گـسترده       تی

 ـ بنيهـا   سرنوشـت سـلول  نیـی  در تعی سـرتول يهـا   با سلول یکشت   پژوهش نقش هم   نیهدف از انجام ا    ،ينابارور  يادی

  . بودیاسپرماتوگون

 دانشگاه علوم پزشـکی     ی دانشکده پزشک  ی در گروه آناتوم   1393 تا آذر    1392 از آبان    ی مطالعه تجرب  نیا: روش بررسی 

 ـ بنيهـا   و سـلول ی سـرتول يهـا  ابتـدا سـلول  . انجـام گرفـت  )  روزه3-6(نابالغ NMRI   يها  موشي بر روتهران،  يادی

 نیمنتی با نشانگر و   ی سرتول يها   سلول تیماه. ا شدند  جد یمی دو مرحله هضم آنز    ی نوزاد ط  يها   از موش  یاسپرماتوگون

 ـ تأ(Promyelocytic leukemia zinc-finger, PLZF) کیتیلوسی پرومی لوسمي انگشت رونیی با نشانگر پروتSSCsو   دیی

قـرار  ) کنتـرل  (یکـشت   و بـدون هـم  ی سـرتول يهـا   با سـلول یکشت  در دو گروه همی اسپرماتوگون يادی بن يها سلول. شد

 واکنش زنجیـره    کی توسط تکن  c-Kit افتهیزیو تما  (ID4) چهار   DNA مهارکننده اتصال    افتهیزنی ژن تما  انی ب زانیم. گرفتند

  . شدندیابیمراز ارز پلی

 نـسبت بـه     یکشت   در گروه هم   ID4 ژن   انیب.  گزارش شد  %66/91 يتومتریبا روش فلوسا   SSCsدرصد خلوص    :ها  یافته

 ـ در پا  یکشت   در گروه هم   c-Kit ژن   انی که ب  ی در حال  ،)=045/0P( ددارا نشان    يدار ا معن شیکنترل افزا   هـر هفتـه در      انی

   .)=046/0P( داشت يدار ا با کنترل کاهش معنسهیمقا

 ـ مـدت ب   ي بـرا  ی سـرتول  يها   با سلول  یکشت  با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه، هم        : گیري  نتیجه  يهـا   سـلول يشتری

 ـنی کـشت در کل طی مح ـيسـاز  نـه ی جهـت به توانـد  ی مبنابراین دارد، ی نگه مریکث را در مرحله ت  ی اسپرماتوگون يادیبن  کی

  .استفاده شود

 ـ ب ،ي اسپرماتوژنز، بارور  ،ی سرتول يها   سلول ،ی اسپرماتوگون يادی بن يها  سلول ،یکشت   هم کیتکن :کلیدي کلمات  ژن، انی

  .یمطالعات تجرب

 

  
یافته از تکثیر و تمـایز       چیده و بسیار سازمان   فرآیندي پی  زایی اسپرم

  که طی تقسیمات متوالی میتوز ت ـاس هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلول

  

به  2و1.یابند آ تمایز می  شماري اسپرماتوزو  بیدر نهایت به تعداد     و میوز   

بـراي شـروع و تـداوم     هاي بنیادي اسـپرماتوگونی  عبارت دیگر سلول

با  هاي بنیادي اسپرماتوگونی  سلول 3.هستندزایی لازم و ضروري      اسپرم

تولید نـسل بعـد و     درهاي دختري،  توان خودنوزایی و تمایز به سلول     

  مقدمه

 
  

 

  887 تا 878هاي  ، صفحه12 شماره ،73دوره ، 1394اسفند مجله دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران،   مقاله اصیل

  14/01/1395:        آنلاین       06/11/1394:  پذیرش      14/06/1394: دریافت                           کیدهچ
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Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 March;73(12):878-87 

 در بـین    رو  از ایـن  انتقال مـواد ژنتیکـی بـه آن نقـش مـؤثري دارنـد،               

 5و4.باشـند   هاي بنیـادي مختلـف در بـدن منحـصر بـه فـرد مـی                سلول

محیط به یک ریـز  وگونیهاي بنیادي اسپرمات سلولخودنوزایی و تمایز 

ي سـرتولی   هـا   سـلول . د نیـاز دار    و اختصاصی به نـام آشـیانه       نظیر  بی

 در  سـاز   هـاي اسـپرم     هاي سوماتیک موجود در لوله      عنوان تنها سلول   به

از طریـق ترشـح    هاي بنیـادي اسـپرماتوگونی   واکنش مستقیم با سلول

 Glial شده از گلیـال   فاکتور نوروتروفیک مشتقمانندهاي رشد  فاکتور

Derived Neurotrophic Factor) ــت ــد فیبروبلاسـ ــاکتور رشـ  ، فـ

(Fibroblast Growth Factor 2)  شناسـی اسـتخوان    ریخـت  ینیپـروت

(Bone Morphogenetic Protein 4)فاکتور سلول بنیادي (Stem Cell 

Factor)    ــدرمی ــد اپی ــاکتور رش و  (Epidermal Growth Factor)ف

ل آشیانه و تعادل بـین تکثیـر و تمـایز           هاي پاراکرین در تشکی     سیگنال

   8-6.نقش مرکزي دارند هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلول

شده  فاکتور نوروتروفیک مشتقعنوان مثال فاکتور رشد اپیدرمی،  به

فاکتور رشد فیبروبلاسـت و فـاکتور رشـد فیبروبلاسـت بـر       از گلیال،   

دارنـد و از  اثـر   هاي بنیادي اسـپرماتوگونی  سلولتکثیر و خودنوزایی 

 در مقابل ترشح فاکتورهاي ضروري      11-9.کنند  تمایز آنها جلوگیري می   

شناســی اســتخوان و  ریخــت ینینظیــر فــاکتور ســلول بنیــادي، پــروت

 هاي بنیادي اسـپرماتوگونی  سلولیک اسید باعث پیشبرد تمایز یریتینو

  12.شوند می

ي یند خودنوزایی و تمایز، منجر به حفظ بـارور        آ دو فر   بین تعادل

 و عدم تعادل از مهمترین      شود  طبیعی در طول دوران تولیدمثل فرد می      

هـاي   سـلول  امروزه استفاده از  13.رود  علل ناباروري مردان به شمار می     

ــپرماتوگونی ــادي اس ــواردي  بنی ــددر م ــوژیکی و مانن ــات بیول  تحقیق

 پـیش درمان ناباروري کودکانی که     پزشکی، اصلاح ژنتیکی، انجماد و      

قرار گرفتـه و اسـپرم بـالغی         درمانی و رادیوتراپی    شیمیاز بلوغ تحت    

   14-16.بسیار ارزشمند استاند،  جهت ذخیره نداشته

در فرآینـد   هاي بنیـادي اسـپرماتوگونی   سلولبه دلیل نقش حیاتی     

 %03/0(ها   هاي بین سلولی، تعداد کم سلول       واکنش  باروري، پیچیدگی 

اصی جهت جداسـازي    عدم نشانگر اختص   2و1،)هاي بیضه  از کل سلول  

سـازي، تکثیـر و      غنی،  ها    اي این سلول    ز نیازهاي تغذیه  و دانش کافی ا   

  17.باشد ز اهمیت مییبسیار حاتمایز آنها در محیط کشت 

هایی که جهت بهبود شـرایط محـیط کـشت بـراي          در میان تلاش  

 با توجـه    ،کار رفته است   ههاي مختلف ب    هاي اسپرماتوگونی گونه   سلول

هـا در    هاي سرتولی در حمایت ایـن سـلول        اي که سلول   به نقش ویژه  

عنوان لایه   بههاي سرتولی دارند، هم کشتی با سلولساز  اسپرمهاي  لوله

  18-20.باشد  میپژوهشگرانمغذي بیشتر مورد توجه 

کـشتی    تکثیر با استفاده از هـم       مورد  انجام شده در   هاي  بررسی در

برخـی مطالعـات کـشت      . نظر وجود دارد   هاي سرتولی اختلاف    سلول

مـوش بـالغ را بـر روي      هاي بنیـادي اسـپرماتوگونی     سلول مدت کوتاه

 و 21و20انـد  مفیـد گـزارش کـرده    هاي سرتولی در جهت تکثیـر،  سلول

هـا را    کشتی بـا ایـن سـلول       همچنین در مورد مطالعات انسانی نیز هم      

 در مقابل این تحقیقات، مطالعات دیگـري وجـود          23و22اند  توصیه کرده 

هاي سـرتولی را باعـث کـاهش تزایـد و            ند که هم کشتی با سلول     دار

 25و24و18.انـد  دانـسته  هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی    سـلول پیشبرد تمایز 

هـاي    سـلول همچنین در بین گزارشات بسیاري که نگهداري و تکثیـر       

کشتی با یک لایه     در محیط کشت را به دنبال هم       بنیادي اسپرماتوگونی 

هـاي     بررسـی بیـان ژن     مورداي در    اند، مطالعه  ستهکننده مؤثر دان   تغذیه

در  هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی    سلولدرگیر در زمان تکثیر و یا تمایز 

  .هم کشتی با سلول سرتولی انجام نشده است

ــا توجــه مطالــب فــوق و اهمیــت تکثیــر   ــادي  ســلولب هــاي بنی

نظـر    و اختلافسودر یک محیط کشت مناسب از یک  اسپرماتوگونی

هـاي سـرتولی در تعیـین       العات مختلف در نقش و تأثیر سـلول       در مط 

خودنـوزایی و تکثیـر یـا       ( هاي بنیادي اسـپرماتوگونی    سلولسرنوشت  

   میـزان بیـان ژن     مطالعـه ، مطالعه حاضر با هدف       از سوي دیگر   )تمایز

ــایز ــه تم Inhibitor of DNA Binding 4 (ID4)  نیافت
و  27و26و8و6

کننـده   دنبال کشت بر لایـه تغذیـه    به SSCsر   د 28و8و1 (c-kit)تمایزیافته  

  .هاي سرتولی انجام شد سلول

  

  
 در گـروه    1393 تـا آذر     1392در این مطالعه تجربی کـه از آبـان          

 نـر و مـاده بـالغ مـدل          يها   انجام شد موش   ی دانشکده پزشک  یآناتوم

(National Medical Research Institute, NMRI) یبــیا وزن تقر بــ    

gr 20   ــه ــتور تهی ــستیتو پاس ــات ان ــز حیوان ــام  از مرک ــت انج  و جه

خانه گروه آناتومی دانـشکده پزشـکی دانـشگاه           گیري در حیوان    جفت

 سـاعت   12به صـورت    علوم پزشکی تهران و تحت شرایط استاندارد        

 ساعت تـاریکی و دسترسـی آزاد بـه آب و غـذا و بـا                 12روشنایی و   

  بررسی روش 
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نگهـداري  لاقی دانـشگاه علـوم پزشـکی تهـران           اخ کاردستوررعایت  

  .شدند

  مـوش  3-4 بافـت بیـضه       از جداسـازي هر بار   در  : هضم آنزیمی 

NMRI  استفاده شد) روزه3-6(نابالغ  .  

هـاي سـرتولی و    فرآیند هضم آنزیمـی جهـت جداسـازي سـلول       

 همکـاران  و Kanatsu-Shinohara پروتکـل  اسـاس  اسپرماتوگونی بـر  

 از خروج و شستن هـر بیـضه         پس 29.گرفت جامبا تغییرات ان  ) 2003(

 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)در پتري حاوي 

(Cat#: 31966, Gibco-BRL, Life Technologies, Paisley, UK) و 

Pen/strep ها بـه محلـول هـضم آنزیمـی شـامل            ، نمونه ml 5   محـیط 

DMEM  ــا  ,Collagenase 1 mg/ml IV (Sigma C0l30همــراه ب

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ،Hyaluronidase 1 mg/ml 

(Sigma H-3506, St. Louis, MO, USA)و DnaseI 0.05 mg/ml 

(Sigma D5025, St. Louis, MO, USA)مخلوط سلول .  منتقل شدند

C و آنزیم در داخل انکوباتور    
 دقیقه قرار   15 به مدت    CO2 5% با   32 °

جهت جلوگیري از لیز شدن     (بار پیپتاژ شدند       دقیقه یک  پنجداده و هر    

  ). ها پیپتاژ به آرامی انجام شد و آسیب به سلول

 دور در دقیقه به مـدت  1500ها با سرعت       دقیقه سلول  15 از   پس

ــدند 5 ــانتریفوژ ش ــه س ــس.  دقیق ــی   پ ــایع روی ــردن م ــارج ک  از خ

(Supernatant)هـا یـک بـار بـا     ، سلول Phosphate Buffered Saline 

(PBS) (Cat#: Gibco -014, Gibco, Paisley, UK)  شسته و با سرعت

  .  دقیقه سانتریفوژ شدند3 دور در دقیقه به مدت 1200

بـار   از اتمام مرحله اول هضم آنزیمی، پلیت سلولی حاصـل            پس

 20 و بـه روش مـشابه بـه مـدت            پیشینهاي     با استفاده از آنزیم    دیگر

پلیـت  . شـدند  سـانتریفوژ  دقیقه انکوبه و در نهایـت بـه همـان روش          

 70نـایلونی   فیلترهـاي  از سلولی در مقـداري محـیط کـشت پیپتـاژ و      

هـا بـا اسـتفاده از     مـانی سـلول   در پایان زنـده    .میکرونی عبور داده شد   

  .تریپان بلو و لام هموسیتومتر بررسی شد

ــد و کــشت ســلول  ــاي ســرتولی جداســازي، تأیی جداســازي : ه

انجـام  (Scarpino) وش اسکارپینو هاي سرتولی با به کارگیري ر سلول

 1 تعلیق سلولی حاصل از مرحله دوم هضم آنزیمـی بـه مـدت            30.شد

C ساعت در دمـاي 
 هـاي پوشـیده از  در پتـري % CO2  5و فـشار  37 °

µg/ml 5فسفات بافر در اگلوتینین استرامونیوم داچورا  لکتین (Sigma 

L2766, St. Louis, MO, USA)  از گذشـت یـک   پـس .  انکوبـه شـد 

هایی که شناور بودند بـه آرامـی خـارج شـده و مقـدار                 سلول ،ساعت

هاي چسبیده به کـف       مناسب از محیط مورد نیاز براي کشت به سلول        

جهـت تأییـد    . هاي سرتولی بودند اضافه گردیـد      پتري که همان سلول   

هــاي ســرتولی از نــشانگر اختــصاصی ویمنتــین و روش      ســلول

ها شروع بـه      این سلول  روز   3-4بعد از   . ایمونوسیتوشیمی استفاده شد  

هـا در   گـسترش سـلول   کـه  هفـت حدوداً در روز  . د کردند یایجاد زوا 

تریپـسین   درصد رسیدند با اسـتفاده از آنـزیم   90 تا 80 به سطح پتري 

EDTA 25/0% و عنوان لایه مغذي به  از سطح لکتین جدا شده و     سرد 

  . هاي دیگر منتقل شدند کشتی به پتري جهت هم

: هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی        تعیین خلـوص سـلول     جداسازي و 

 از یک ساعت از روي   پس ، پروتکل بر اساس سوسپانسیون سلولی که    

 به صورت غالب حـاوي      ،هاي پوشیده شده با لکتین برداشته شد        پتري

 دقیقـه   5ها به مدت      این سلول . هاي بنیادي اسپرماتوگونی بودند     سلول

 شـدند و بـه پلیـت سـلولی           دور در دقیقه سانتریفوژ    1500با سرعت   

  . حاصل محیط کشت مناسب اضافه گردید

هـاي     به پتري  cell/cm2 105×2ها بعد از شمارش به مقدار         سلول

C ها به انکوباتور در نهایت پتري. پوشیده شده با ژلاتین منتقل گردید  
° 

 بیـشتر کـه  (هـاي معلـق     ساعت بعد سلول 24منتقل و   % CO2 5 با   32

SSCs هـاي   سـلول جهـت تعیـین خلـوص       . ي شدند آور  جمع)  بودند

  32و31و1. انجام شدPLZF با نشانگر فلوسایتومتري نیادي اسپرماتوگونیب

   :هاي بنیادي اسپرماتوگونی کشت سلول

در  هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی    سلولهاي  سلول: گروه کنترل) 1

 ,DMEM (Cat#: Gibco -31966, Gibcoمحـیط   هـاي حـاوي   دیـش 

Paisley, UK)،Fetal Bovine Serum (FBS) 10% (Cat#: 

10270106014, Gibco, Paisley, UK) واحـد بـر   100سـیلین   ، پنـی 

 1xهاي غیرضـروري      ، اسیدآمینه mg/ml 100 لیتر، استرپتومایسین   میلی

  . کشت شدندng/ml LIF10 (Sigma L5158) و 

هـاي    دیـش درSSCs : هاي سـرتولی  با سلول SSCsکشتی  هم) 2

کـشت داده    و محـیط پایـه فـوق     سـرتولی هـاي  سلول پوشیده شده با

 .شدند

 cell/cm2(کشت داده شده در دو گروه یکسان بودند      SSCsتعداد  

C ها در انکوباتور کلیه گروه. )2×105
.  قـرار داشـتند  CO25%  و 32 °

  . شد ها یک روز در میان تعویض  محیط کشت سلول

   مراز جیره پلی به روش واکنش زنc-kitو ID4 هاي  بررسی بیان ژن
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(Real-Time PCR) :هــاي ســرتولی در  جهــت تعیــین نقــش ســلول

هاي مورد نظر بـا اسـتفاده از          در پایان هر هفته سلول     SSCsسرنوشت  

هـا از    ها جدا شده و به منظور بررسی میزان بیـان ژن            تریپسین از پتري  

  .  استفاده شدReal-Time PCRروش 

ر ایـن بررسـی ابتـدا       د. تمامی آزمایشات سـه بـار تکـرار شـدند         

RNA   ي کل استخراج شده و پس از تیمار با آنـزیمDNase I  توسـط ،

حاصـل بـا    cDNA . تبدیل شـد cDNAبرداري معکوس به  آنزیم کپی

در ایـن  .  تکثیر و مورد ارزیابی قـرار گرفـت  Real-Time PCRروش 

 اسـتفاده  House keepingعنـوان کنتـرل داخلـی      بهACTINروش ژن 

 از نرمال نمودن بر اساس ژن رفرانس، با روش          پسل  نتایج حاص . شد

CtΔΔ-2  ها با آزمون واریانس یک طرفـه و بـه    آنالیز داده .  محاسبه شد

 ,.SPSS software, version 16 (SPSS, Incو  Tukey's testدنبال آن 

Chicago, IL, USA)( 05/0 داري در سطح اجهت بررسی و معنP< در 

  .نظر گرفته شد

  

  
هـا    مانی سـلول    درصد زنده : هاي سرتولی   جداسازي و تأیید سلول   

جهـت کـشت   .  به دسـت آمـد   66/94بعد از دو مرحله هضم آنزیمی       

عنـوان   هاي سرتولی نوزاد به از سلول هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلول

هاي سرتولی با استفاده از هضم آنزیمی         سلول. لایه مغذي استفاده شد   

شان به لکتین جدا و به مدت یک هفتـه کـشت              اصیت چسبندگی و خ 

 ها به صورت گرد به کف پتري چسبیده         در ابتدا این سلول   . داده شدند 

  ی شکل ـدار و مثلث د، ولی به تدریج شروع به تکثیر کرده و زائدهـبودن

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 .)=n=3(دهد   را نشان می)>05/0P(دار بودن با  امعن *.  در پایان هر هفته(T=co-culture)روه  و گ(C=control)در دو گروه  ID4مقایسه بیان ژن : 1نمودار 

  ها یافته
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  .)=3n(دهد   را نشان می)>05/0P(دار بودن با  معنا *.  در پایان هر هفته(T=co-culture) و گروه (C=control) در دو گروه c-Kitمقایسه بیان ژن : 2نمودار 

  
  

  

  

  

  

. دار و مثلثـی در محـیط کـشت          ي سرتولی بـه صـورت زائـده         ها  سلول: 1شکل  

  ×200نمایی  بزرگ

  
ها با روش ایمونوسیتوشـیمی و اسـتفاده         شناسایی آن ). 1 شکل(شدند  

  ).2شکل . (از نشانگر ویمنتین موجود در سیتوپلاسم انجام شد

 از پـس : هاي بنیادي اسـپرماتوگونی  سلول تعیین خلوص و کشت

بـا روش    هاي بنیادي اسـپرماتوگونی    سلولجداسازي  یمی و   هضم آنز 

Differential plating، ري ـوص از فلوسایتومتـ درصد خلتعیین جهت   

  

  

  

  

  

  
  

  

ویمنتـین  بادي  هاي سرتولی با استفاده از آنتی       ایمونوسیتوشیمی سلول  -A: 2شکل  

هـا را نـشان        هـسته  هـا ورنـگ آبـی       دهنده وجود ویمنتین در سیتوپلاسم سلول       رنگ سبز نشان  (

  هاي سرتول کنترل منفی سلول -B )×20نمایی بزرگ. دهد می

  
 انگشت ینیپروت سطحی سلول اسپرماتوگونی     ايـرهـیکی از نشانگ   و

نتــایج حاصــل، . اســتفاده شــد (PLZF)پرومیلوســیتیک روي لوســمی

   ).3شکل (دهد   را نشان می%66/91خلوص 

   در ID4ان نسبی ژن ـزان بیـمی: Real-Time PCRنتایج حاصل از 
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هـاي   سـلول نتایج حاصل از فلوسایتومتري براي تعیین درصد خلـوص   :3شکل 

  .بنیادي اسپرماتوگونی

  
 هـاي مـشابه در      هفته اول کشت نسبت به هفته     کشتی در سه      گروه هم 

 یـدر حال . )=045/0P(ان داد   ـداري را نش    اـش معن ـرل افزای ـگروه کنت 

هـاي اول تـا سـوم در تـک تـک               ژن بین هفته   مقایسه بیان این   که در 

نتـایج  ) 1نمـودار    ()=048/0P(داري مشاهده شد      اها، کاهش معن    گروه

 در گـروه هـم کـشتی در    c-Kit حاصل از مقایسه میزان بیان نسبی ژن   

داري را  امعن ـهر هفته نسبت به هفته مـشابه در گـروه کنتـرل کـاهش             

)046/0P=(  هاي اول   بین هفته  یادشده  بر این بیان ژن    افزون.  نشان داد

 ـ                  داري   اتا سوم بـه صـورت جداگانـه در هـر گـروه نیـز افـزایش معن

)047/0P=(داشت )  2نمودار.(   

 

  
  

 حاضــر جهــت بــه دســت آوردن جمعیــت زیــادي  پــژوهشدر 

 روزه استفاده 3-6هاي نوزاد  از موش هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلول

 در مطالعـات   نیزEslahi و   Mclean  بسیاري همچون  انپژوهشگر. شد

در  هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی    سـلول  داشـتند کـه تعـداد    بیـان خود  

هـا بـا      رسد این یافته     به نظر می   34و33باشد  تر می    فراوان هاي نابالغ   موش

هاي مختلـف    ردهوجودزایی و عدم  توجه به زمان شروع فرآیند اسپرم 

توانـد قابـل       روزه مـی   3-6هـاي      در مـوش   اسپرماتوسیت و اسپرماتید  

  . توجیه باشد

به دلیل به حداقل رساندن آسیب سـلولی، هـضم آنزیمـی بـدون              

 DNase I آنزیم کلاژناز، هیالورونیـداز و  3هضم مکانیکی و با ترکیب 

این روش ساده، قابـل اجـرا، بـا حـداقل           . طی دو مرحله انجام گردید    

هضم مکانیکی و .  سلول همراه بودمانی آلودگی و میزان بالایی از زنده    

توانـد روي   هضم بالاي دو مرحلـه ضـمن نیـاز بـه زمـان بیـشتر مـی              

و همکاران نیز به این نکتـه  Yang . ها اثر منفی بگذارد مانی سلول زنده

ها در روش مورد استفاده بالاي  مانی سلول  درصد زنده  35اند  اشاره کرده 

م شـده در ایـن زمینـه     به دست آمد که بـا سـایر مطالعـات انجـا      90%

  5.خوانی دارد هم

هاي حاصل از ایـن مرحلـه بـا روش            میزان درصد خلوص سلول   

نتــایج نــشان داد کــه . بررســی شــد PLZFفلوســایتومتري و نــشانگر 

روي  انگـشت  ینیهاي جدا شده در این روش، پروت         از سلول  66/91%

بـه دلیـل عـدم وجـود     . را بیان کردند  (PLZF)پرومیلوسیتیک لوسمی

 100، خلـوص    هاي بنیادي اسپرماتوگونی   سلولشانگر اختصاصی در    ن

اي گزارش نشده است و از طرف دیگر نیز به       درصدي در هیچ مطالعه   

 درصد خلوص به دست آمده در این        ،هاي نوزاد   دلیل استفاده از موش   

را  PLZF بـسیاري    پژوهـشگران . رسـد   نظـر مـی     بـه  پـذیرفتنی مطالعه  

، Asهاي تمایزنیافتـه      ی در اسپرماتوگونی  عنوان یک نشانگر اختصاص    به

Ap و Aal37و36و31.اند  معرفی کرده  

هاي سرتولی  کشتی با سلول در سیستم کشت مطالعه حاضر، از هم

هاي سرتولی بیضه نابالغ بـه دلیـل          استفاده از سلول  . نوزاد استفاده شد  

تـر را بـا     امکان جداسازي بهتر و تخلیص ساده      ،هاي سست  چسبندگی

هاي سرتولی نابـالغ      سلول. دکنن  میکننده فراهم    کمی مواد هضم  مقدار  

هاي سـرتولی     حال آنکه سلول    دارند، يتوزی م تی فعال ییتواناهمچنین  

بالغ در محیط آزمایشگاه تقسیم نشده و بـه تـدریج از محـیط کـشت                

رسد با توجه بـه تغییـرات سـلول           نظر می   به بنابراین .گردند حذف می 

هاي سرتولی بیـضه نابـالغ گزینـه          سلوللوغ،   از ب  پیش و پس  سرتولی  

 و Tavakolifar ،Baazm . باشــندکــشتی هــاي هــم در سیــستمبهتــري 

 نابالغ اسـتفاده و   هاي سرتولی  از سلولما نیز مانند مطالعه  همکارانشان

هـا در ایجـاد محـیط کـشت مطلـوب        گزارش کردند کـه ایـن سـلول       

  39و38.تر هستند مناسب

کنند  ت به رد این نظر پرداخته و ادعا می        در حالی که سایر مطالعا    

هاي سرتولی نابـالغ را بـا اضـافه           توان بقا و تمایز سلول     که اگرچه می  

 هـا  افزایش داد، این سلولFSH نمودن عواملی همچون تستسترون و 

 ممکن است رو از اینباشند،  هنوز قادر به بیان فنوتیپ اصلی خود نمی 

نبـوده و همچنـین   FSH ی و پاسخگوي مناسـبی بـه عوامـل آنـدروژن    

هـاي لازم جهـت      ینیتولید فاکتورهاي رشدي مناسب و پـروت      توانایی  

  41و40.را نداشته باشندهاي زایا و بقاي آنها  اتصال به سلول

  بحث
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هـاي بافـت      فیلامنت حد واسط ویمنتین در سـلول       با وجود بودن  

هاي سـرتولی عـلاوه       همبند، در این تحقیق جهت تأیید ماهیت سلول       

 از روش ایمونوسیتوشـیمی و  ،هـا  دار سـلول   مثلثـی و زائـده     بر شـکل  

نتایج حاصل مبنی بر وجود فیلامنت حد       . نشانگر ویمنتین استفاده شد   

هاي جدا شده با این روش، نشان         واسط ویمنتین در سیتوپلاسم سلول    

هاي ایـن بررسـی بـا نتـایج      یافته. ها، سرتولی هستند    داد که این سلول   

عنـوان یـک      در این زمینه کـه ویمنتـین را بـه          هاي انجام شده    پژوهش

انـد مطابقـت دارد و تأییـدي بـر ایـن              نشانگر اختصاصی معرفی کرده   

  42-45.باشد پژوهش می

هـاي سـرتولی در راسـتاي         مطالعه حاضرجهت تعیین نقش سلول    

ایجاد شرایط کشت مطلوب، بیان ژن تمایزنیافتـه و در مرحلـه تزایـد              

(ID4)      و یک ژن تمایزیافته (c-kit)   در SSCs        به دنبال کشت بـر لایـه

بـه ایـن   ID4  اسـتفاده از  .بررسی شـد هاي سرتولی  کننده سلول تغذیه

عنوان تنها ژنی کـه در       دلیل بود که نتایج مطالعات جدید این ژن را به         

ــپرماتوگونی ــایز  اس ــاي تم ــه  ه ــی  Asنیافت ــان م ــایر   بی ــود و در س ش

ــه  هــاي تمــایز اســپرماتوگونی ــی و Aalو  Aprنیافت ــدارد معرف جــود ن

  26و8و6.اند کرده

Phillips، Kolasa  ،Chen  گزارش کردند کـه      شانو همکارانc-kit 

و  Aalشود و بیـان آن در مراحـل بعـدي            اولیه بیان نمی   Aalتا   As در

 اسـتفاده از ایـن      بنابراین،  یابد یافته افزایش می   هاي تمایز  اسپرماتوگونی

مرحله تمایز مورد توجـه     ها در     نشانگر جهت تشخیص اسپرماتوگونی   

 در این مطالعه نیز مـشابه مطالعـات دیگـر،           28و8و1باشد   می پژوهشگران

  . استفاده شدc-kitاز بیان ژن  SSCsجهت بررسی شروع تمایز در 

کـشتی طـی    در هر دو گروه کنترل و هم    ID4  میزان بیان نسبی ژن   

داري کاهش یافتـه اسـت، امـا رونـد      اهاي مختلف به صورت معن  هفته

کـشتی شـیب    ها در گروه کنترل نسبت به گروه هم      کاهش بیان این ژن   

ایـن  .  اسـت  آشـکارتر پس از هفتـه دوم      تري دارد که از       قابل ملاحظه 

 (Nicheh) آشـیانه    هاي سـرتولی در ایجـاد       مطلب به نقش ویژه سلول    

 زیـادي   طالعاتاشاره دارد و با م     SSCsسلولی و کمک به بقا و تکثیر        

  46و7.راستاست در این زمینه هم

 در هـر دو گـروه طـی         c-Kitمیزان بیـان نـسبی ژن تمـایز یافتـه           

روند افزایش بیان ژن    . داري را نشان داد     اهاي مختلف افزایش معن     هفته

تري داشـت و      کشتی شیب مشخص    در گروه کنترل نسبت به گروه هم      

هـا حـاکی از تـأثیر     افتـه ایـن ی . در هفته سوم به بیشترین مقدار رسـید   

هـاي مطالعـاتی      است که بـا یافتـه      SSCsهاي سرتولی در تمایز       سلول

خـوانی     و همکارانشان هـم    Nagano، Minaee، Sousa، Park همچون

   47و25و24و18.دارد

 تمایزنیافته و تمایز یافتـه در   زمانی بیان ژن   در مقایسه کلی بین هم    

 تمایزنیافتـه، بیـان ژن    ژنتوان گفـت کـه بـا کـاهش بیـان             ها می   گروه

  : افزایش یافتزیرتمایزیافته به شرح 

 ID4 در مقایسه بـا ژن       c-Kitدر گروه کنترل میزان بیان نسبی ژن        

آن بـه طـرز    سوم بیان  د در حالی که در هفتهودر هفته اول بسیار کم ب  

 آن اسـت کـه محـیط        گویـاي هـا     این یافته . چشمگیري افزایش یافت  

 روز باعث کاهش تکثیر  10 از حدود    پس مغذي   کشت پایه بدون لایه   

کشتی میزان بیان  در گروه هم .شود می هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلول

در انتهـاي هفتـه اول       تمایزیافتـه     نسبی ژن تمایز نیافته نـسبت بـه ژن        

این مطلب  . ندشتد، اما در هفته سوم بیان نزدیک به هم دا         وببسیارکمتر  

احتمال تا حـدود هفتـه     بههاي سرتولی     لولکشتی با س    د که هم  انشان د 

را در مرحلـه   هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی    سلولتوانند بیشتر  دوم می

 هـاي بنیـادي اسـپرماتوگونی    سلولاز این پس داري کند و  تکثیر نگه

هـاي    ها با نقش ثابت شده سلول       این یافته . شوند  وارد مرحله تمایز می   

قابل توجیه  بنیادي اسپرماتوگونیهاي  سلولسرتولی در تکثیر و تمایز 

  .باشد می

هاي فوق در پاسخ بـه ایـن سـؤال کـه              در نهایت با توجه به یافته     

هـاي بنیـادي     سـلول هـاي سـرتولی باعـث تکثیـر           کشتی با سـلول     هم

کـشتی بـا    تـوان گفـت کـه هـم      مـی ،شود یـا تمـایز   می اسپرماتوگونی

هـاي بنیـادي    سلولهاي سرتولی تا دو هفته باعت افزایش تکثیر    سلول

از ایـن زمـان اکثـر     پـس شود و  نسبت به تمایزشان می اسپرماتوگونی

  .کند سلول ها را وارد مرحله تمایز می

احتمـال اسـتفاده از      بـه با توجه به نتایج حاصـل از ایـن مطالعـه،            

 تا حـدود دو هفتـه در جهـت          هاي سرتولی  کشتی با سلول    سیستم هم 

در راسـتاي درمـان      SSCsسـازي محـیط کـشت مناسـب بـراي             بهینه

هـاي بیـشتر      ناباروري کودکان سرطانی مفید است، اما نیازمند پژوهش       

  . باشد در این زمینه می

نامـه تحـت عنـوان        این مقاله حاصل بخشی از پایان      :سپاسگزاري

-c)  و تمایزیافته(PLZF, ID4)نیافته  هاي تمایز بررسی میزان بیان ژن"

kit)  کشتی  نی موش نوزاد به دنبال هم بنیادي اسپرماتوگو  هاي   در سلول

 با کد   1393در مقطع کارشناسی ارشد در سال        "هاي سرتولی  با سلول 
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باشد که با حمایت دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی             می 138

  .درمانی تهران اجرا شده است

بررسـی  "این مقاله حاصل بخشی از طرح تحقیقاتی تحت عنوان          

 در  (c-kit) و تمایزیافتـه (PLZF, ID4)افتـه  نی هاي تمایز میزان بیان ژن

کـشتی بـا      بنیادي اسپرماتوگونی موش نوزاد بـه دنبـال هـم          هاي  سلول

 مصوب دانشگاه علـوم پزشـکی تهـران در سـال            "هاي سرتولی  سلول

باشد که با حمایت دانشگاه علـوم پزشـکی و             می 21398 با کد    1393
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Background: Spermatogenesis is a complex and highly organized process of prolifera-

tion and differentiation of spermatogonial stem cells. Spermatogonial stem cells (SSCs) 

as a unique stem cell have the potential to self-renewal, differentiation and transmit ge-

netic information to the next generation and play a vital role in maintaining fertility. 

Sertoli cells as the only somatic cells within the seminiferous epithelium play central 

roles in the formation of niche and balance between self-renewal and differentiation by 

secrete many growth factors. Given the importance and widespread use of SSCs, par-

ticularly in the treatment of infertility, the aim of this study was to create an optimal 

environment for the proliferation of SSCs. So we decided to study of undifferentiated 

(ID4) and differentiated (c-Kit) gene expression in SSCs followed by co-culture with 

Sertoli cells for a one-month. 

Methods: This experimental study was conducted from November 2013 to December 

2014 in Department of Anatomy, School of Medicine, Tehran University of Medical 

Sciences, on immature NMRI mouse (6-3 days old). Initially, Sertoli cells and SSCs 

were isolated from neonates mouse testes during the two-step enzymatic digestion 

characteristics Sertoli cells with vimentin marker and SSCs with promyelocytic leuke-

mia zinc-finger (PLZF) marker were confirmed. Then SSCs were cultured in two 

groups: co-culture with Sertoli and without co-culture (control). Undifferentiated (ID4) 

and differentiation (c-Kit) gene expression were evaluated by Real-time PCR tech-

nique. 
Results: Spermatogonial stem cells purity was obtained 66.91% by flow cytometry. 

The relative expression levels of gene ID4 in co-culture group at the end of each week, 

compared to the control group showed a significant increase (P<0.05). While the ex-

pression of this gene significantly decreased in each group over time (P<0.05). The re-

sults of the comparison of the relative expression of c-Kit gene in co-culture group are 

indicated significant decrease than the control group at the end of each week (P<0.05). 

In addition, this gene expression was showed significant increase in each group indi-

vidually over time (P<0.05) ID4 gene expression showed a significant (P<0.05) in-

crease toward the control group, while in the expression of c-Kit was observed a sig-

nificant (P<0.05) decrease compared with the control group at the end of each week. 
Conclusion: According to the results of this study, co-culture with Sertoli cells main-

tains SSCs in the prolifration stage for long-term, so can be used to optimize the culture 

medium at the clinic. 

 

Keywords: co-culture techniques, experimental studies, fertility, gene expression, ser-

toli cells, spermatogenesis, spermatogonia stem cells. 
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