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Abstract 
Background and Objectives: Spermatogonial stem cells are specific 

cells that have the ability of self-renewal and differentiation. These 

cells play an essential role in maintaining spermatogenesis and fertility. 

In this regard, the present study was performed with the purpose of 

investigating the effect of different concentrations of follicle 

stimulating hormone (FSH) on in vitro colony formation of caprine 

spermatogonial stem cells. 

 

Methods: Spermatogonial cells, were isolated from prepubertal goat 

testis using two-step enzymatic digestion. Then, isolated cells were 

cultured for 10 days in four groups. In the control group, simple culture 

of spermatogonial cells was performed in Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) containing 1% antibiotics and 5% FBS (Fetal 

Bovine Serum). In the treatment groups 1, 2, and 3, different 

concentrations of follicle stimulating hormone (5, 10, and 20 IU/ml), 

was added to the culture medium, respectively. The culture media were 

changed every 72 hours. Identification of cells was confirmed by 

immunocytochemical staining against PGP9.5 antigen. Immediately 

after isolation, percentage of cells viability, surface area, and number 

of colonies formed on 4th, 7th and 10th days after the culture, were 

evaluated using aninverted microscope. Data were analyzed using one 

way ANOVA test. 

 

Results: The findings indicated that viability rate of Spermatogonial 

stem cells after isolation was 89.4 ± 2.32%. The effect of FSH on the 

formation of spermatogonial cells colonies was dose dependent. Doses 

of 5 and 10 IU/ml increased the surface area and number of the 

spermatogonial cell derived colonies but dose of 20 IU/ml reduced 

colonies formation (p < 0.05). 

 

Conclusion: FSH can provide an appropriate culture medium for the 

study of spermatogonial cells in vitro. 

 

Keywords: Spermatogenesis; Caprine; Spermatogonial cells; Follicle 

stimulating hormone. 
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 چکیده

( SSCs: Spermatogonial Stem Cellsاسپرماتوگونی ) بنیادي هاي سلولزمینه و هدف: 

 ها نقشی باشند. این سلول می تمایز وخودنوسازي  که داراي تواناییخاص هستند هایی  سلول

 حاضر با هدف بررسی مطالعه در این ارتباط، .دارند باروريو  حفظ روند اسپرماتوژنزدر  اساسی

 بر( FSH: Follicle Stimulating Hormone) فولیکولی محرک هورمون مختلف هاي غلظت اثر

 آزمایشگاه انجام شد. محیط اسپرماتوگونی بز در بنیادي هاي سلول زایی کلونی

نابالغ جداسازي  بز از بیضه آنزیمی مرحله هضم دو طی اسپرماتوگونی هاي سلولبررسی:  روش

 روز در چهار گروه کشت داده شدند. براي گروه 1۰مدت  به  شده استخراج هاي سلول .شدند

 محیط در اسپرماتوگونی هاي سلول ساده کشت کنترل

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium حاوي )درصد  5بیوتیک و  درصد آنتی 1

FBS (Fetal Bovine Serumانجام شد. در گروه )  هاي مختلف  نیز غلظت 3و  2، 1هاي تیمار

FSH (5 ،1۰  میلی بر المللی واحد بین 2۰و  )تعویضترتیب به محیط کشت اضافه گردید.   بهلیتر 

 ایمنوسیتوشیمی آمیزي رنگتوسط  ها سلول ماهیت .شد انجام ساعت 72 هر کشت هاي محیط

ها،  سلولمانی  زنده جداسازي، درصد از پس بلافاصله .گردید تأیید PGP9.5ژن  نتیعلیه آ

 وسیله به  کشت روزهاي چهارم، هفتم و دهم پس از در شده تشکیل هاي کلونی و تعداد مساحت

 آنالیز طرفه یک واریانس آزمون از استفاده با ها دادهشدند.  ارزیابی معکوس میکروسکوپ

 .گردیدند

 از جداسازي پسهاي اسپرماتوگونی  سلولمانی  میزان زندهنتایج نشان دادند که  :ها یافته

اسپرماتوگونی وابسته  هاي سلول هاي کلونیدر تشکیل  FSHاثر  درصد بوده است. 32/2±۴/۸۹

را  هاي اسپرماتوگونی مساحت و تعداد سلول لیتر، میلی واحد بر 1۰و  5 دوزهاي دوز بود. به

 (.P<۰5/۰ها گردید ) کلونی لیتر موجب کاهش تشکیل میلی واحد بر 2۰ز افزایش داد؛ اما دو

هاي اسپرماتوگونی در  منظور مطالعه سلول تواند محیط کشت مناسبی را به می FSH :گیری نتیجه

 محیط آزمایشگاه فراهم کند.

 ؛ هورمون محرک فولیکولی.هاي اسپرماتوگونی سلول؛ بز؛ اسپرماتوژنزها:  کلیدواژه

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 98 اسفند، دوازدهمسیزدهم، شماره  دوره

  12الی  1صفحه 
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 مقدمه
 آن طی که شده است ریزي  برنامه و پیچیده فرایندي اسپرماتوژنز

 SSCs .شوند می تبدیل اسپرم اسپرماتوگونی به بنیادي هاي سلول

 و ذخایر تجدید توانایی که از ساز منی هاي  هلول پایه غشاي در

 با .گرفته است برخوردار هستند، قرار عملکردي هاي سلول تمایز

 دلیل به  بیضه به آسیب از پس تواند می SSCs توانایی، این به توجه

اختلالات  و شیمیایی سمی، مواد مواد معرض در گرفتن قرار

 بنیادي هاي سلول SSCs (.1کند ) بازیابی را فیزیکی، اسپرماتوژنز

 از ژنتیکی اطلاعات قادر به انتقال که فردي هستند به منحصر

 در مهم ابزاري ها سلول باشند؛ از این رو این ها می زاده به والدین

 محسوب تولیدمثل هاي تراریخته و دام ژنتیک حیوانات، تولید

 در خود خودنوزایی خاصیت از با استفاده SSCs(. 2شوند ) می

 از کنند. بسیاري می حفظ را شدن تقسیم آزمایشگاه توانایی محیط

 واسطه به ها سلول و عملکرد این تنظیم چگونگی درباره اطلاعات

 روند مطالعه آزمایشگاهی و مختلف در شرایط ها سلول این کشت

 مورد در (. مطالعات3آمده است ) دست به ها آن تکثیر و تمایز

 نشانگرهاي وجود عدم دلیل هاسپرماتوگونی ب بنیادي هاي سلول

 از پس ها این سلول کم ها، تعداد اختصاصی جهت شناسایی آن

 و غذایی نیازهاي زمینه در محدود دانش همچنین استخراج و

(. فهم ۴باشد ) رشد ضروري، با مشکلاتی همراه می فاکتورهاي

و سرنوشت  SSCsهاي مولکولی دخیل در فعالیت  دقیق مکانیسم

اسپرماتوژنز و باروري اي در خصوص  میت ویژهها اه این سلول

 (. 5جنس نر دارد )

 در ها سلول این تکثیر جهت مختلفی در مطالعات تاکنون بنابراین

تکثیر و  مطالعات این صورت گرفته است. اهداف کشت محیط

کشت با  محیط اسپرماتوگونی در بنیادي هاي افزایش تعداد سلول

C (7 ،) (، ویتامین6ملاتونین )استفاده از عوامل مختلفی مانند 

( EGF( )Epidermal Growth Factor( )۸فاکتور رشد اپیدرمی )

 ( بوده است.1۰( و تستوسترون )۹) GnRHقبیل  هایی از و هورمون

 در اسپرماتوزوآ تا اسپرماتوگونی هاي سلول از رشد فرایند کل

 شود. این امر از می ساز انجام منی هاي لوله پوششی بافت داخل

 سرتولی هاي سلول زایا با هاي سلول نزدیک تعامل و ارتباط طریق

 اسپرماتوژنز، فرایند طی (. در11شود ) می پشتیبانی سوماتیک

  ،SSCs زـایـر و تمـتکثی بـمناس تنظیم منظور به سرتولی هاي سلول

 

(. 12کنند ) می ترشح و فاکتورها را ها سایتوکاین از بسیاري انواع

گلیال  هاي سلول شده از مشتق نوروتروفیک اکتورفمثال  عنوان به

(GDNF( )Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor )

 FGF2( )Fibroblast Growth) 2فیبروبلاسـت  رشد و فاکتور

Factor-2اسپرماتوگونی  بنیادي هاي سلول خودنوزایی و ( بر تکثیر

 سلول فاکتورضروري مانند  فاکتورهاي ترشح مقابل دردارد.  اثر

 استخوان شناسی ریخت پـروتئین (،SCFبنیادي )

(BMP4( )Bone Morphogenetic Protein 4 و اکتیوین )A 

(Activin Aباعث ) اسپرماتوگونی  بنیادي هاي سلول تمایز پیشبرد

 (. 13شوند ) می

 محرک هورمونهاي اصلی مرتبط با اسپرماتوژنز،  یکی از هورمون

هاي  علاوه بر افزایش تکثیر سلول است که( FSH) فولیکولی

هاي زایا ایفا  اي در بقاي سلول کننده اسپرماتوگونی، نقش تعیین

 هیپوفیز غده توسط که است گلیکوپروتئینی FSH(. 1۴کند ) می

                کننده لوتئینه هورمون با و همراه شود می قدامی ترشح

(LH )(Luteinizing Hormoneنقش ) مثلتولید در اصلی 

 هر در جنسی غدد بر مستقیم طور به FSH(. 15دارد ) پستانداران

که جزء  خود گیرنده هورمون به کند. این می عمل جنس دو

 سطح است و روي G پروتئین با شونده جفت هاي گیرنده

 آبشاري از حوادث و شده قرار دارد متصل سرتولی هاي سلول

 خاص هايمسیر شدن فعال با که کند می آغاز را مولکولی

یابد  می پایان ژنی محصولات بیان با و شود می آغاز سیگنالینگ

 بر FSH با هدف ارزیابی تأثیرتا کنون مطالعات مختلفی (. 16)

در گوساله،  اسپرماتوگونی بنیادي هاي سلول زایی کلونی القاء

است.  گرفته محیط آزمایشگاه صورت گوسفند، موش و رت در

 در مهمی نقش FSHاند که  شان دادهشده ن مطالعات انجامنتایج 

 این ماندن زنده نیز میزان هاي اسپرماتوگونی و سلول تکثیر افزایش

شده  با توجه به مطالعات انجامهمچنین (. 2۰-۸،17دارد ) ها سلول

شده است  در ارتباط با بافت بیضه انسان در محیط کشت، گزارش

موجب بقاي ی مان زنده فاکتورهاي عنوان و تستوسترون به FSHکه 

شده از طریق  هاي زایا و سرتولی جداسازي سلولمطلوب و تمایز 

 در بز اي مطالعه این زمینه اما در(. 21شوند ) آپاپتوز میکاهش 

 دامی بز در اهمیت گونه به است. بنابراین، باتوجه نگرفته صورت

 ب و ـیـدارویی نوترک هاي پروتئین ه، تولیدـراریختـت حیوانات تولید
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حاضر  مطالعه انجام از آن، هدف پرورش اقتصادي اهمیت

 محیط در اسپرماتوگونی بز بنیادي هاي سلول تکثیر و جداسازي

هاي  مساحت و تعداد سلول بر FSH تأثیر و بررسی آزمایشگاه

 باشد. می آزمایشگاه محیط کشت مدت طی اسپرماتوگونی در

 

 بررسی روش
  سن بزهاي نابالغ با بیضه از يها منظور انجام این مطالعه، نمونه به

 کیلومتري 2۰در  واقع بیستون صنعتی از کشتارگاه ماه 3-2

 2 از کمتر در و یخ کنار در ها بیضه .شد تهیه شهرستان کرمانشاه

 دامپزشکی دانشگاه دانشکده سلولی کشت آزمایشگاه به ساعت

 این مطالعه گردیدند. باید خاطرنشان ساخت که در منتقل رازي

 اخلاق کمیته تأیید مورد که حیوانات با کار اخلاقی ینمواز

در  .گردید رعایت حیوانات با کار هنگام باشد، می رازي دانشگاه

کردن  آزمایشگاه، بیضه از اسکروتوم خارج گشت و متعاقب جدا

PBS (Phosphate Buffered Saline )اپیدیدیم، چند بار با 

نشیم بیضه با استفاده از گرم از بافت پارا 1۰شستشو داده شد. سپس 

 گردید و به داخل لوله فالکون  قیچی استریل جدا

(South Korea ،SPL ،منتقل شد. در ادامه )لیتر  میلی 1۰

سیلین  هاي پنی بیوتیک ( حاوي آنتیUK ،Gibco)  DMEMمحیط

گرم بر  میلی 1۰۰لیتر( و استرپتومایسین ) میلی واحد بر 1۰۰)

هرکدام از  .گردید اضافه آن ( بهUK ،Paisley ،Gibcoلیتر( ) میلی

دور در  15۰۰دقیقه با سرعت  1ها سه نوبت و هر بار به مدت  لوله

و  جداسازي ( شدند. جهتGermany ،Hettachدقیقه سانتریفیوژ )

 از بیضه، بافت پارانشیم از ساز منی هاي لوله هاي سلول استخراج

 ( استفاده23) همکاران و زندي( و 22و همکاران ) van Peltروش 

 به شستشو از پس ضهیب میپارانش بافتمنظور هضم مکانیکی،  شد. به

 یچیق پنس و از استفاده با و گردید منتقل شیدي پتر داخل

 هضم مرحله در ادامه وارد .دش خرد گشت و از هم گسسته لیاستر

                هاي در مرحله اول هضم آنزیمی، آنزیم .گردید آنزیمی

                      2لیتر(، هیالورونیداز تیپ  میلیگرم بر  میلی 1) ۴تیپ کلاژناز 

لیتر(  میلیگرم بر  میلی 1لیتر( و تریپسین ) میلیگرم بر  میلی 1)

(USA ،MO ،St. Louis ،Sigma Chemical Co به پتري )

ها به  اي بیضه اضافه شد و پتري دیش هاي حاوي بافت شیرابه دیش

  راد،ـگ یـه سانتـدرج 37با دماي اتوري ـوبـدر انک هـدقیق ۴5دت ـم

 

قرار داده شدند.  درصد 5 کربن  اکسید دي درصد و ۸۰رطوبت 

شده بر هضم بافت پارانشیم  هاي ذکر منظور افزایش تأثیر آنزیم به

دقیقه یک بار عمل پیپتاژ صورت گرفت. همچنین  1۰بیضه، هر 

از  ساز منی هاي ن لولهشد جهت ارزیابی هضم آنزیمی و روند باز

دقیقه یک بار بافت پارانشیم بیضه با استفاده از  1۰یکدیگر، هر 

 میکروسکوپ معکوس

(IX71
®
 inverted microscope ،Olympusبررسی گردید. پس ) 

 از حاصل شده هضم هاي بافت منظور حذف مرحله، به این طی از

پتري  زا هریک محتویات یکدیگر، از ساز منی هاي شدن لوله جدا

 با دقیقه 2 به مدت و شد  منتقل فالکون هاي لوله داخل ها به دیش

 هاي زیر لوله گردید. سپس محتویات سانتریفیوژ 1۴۰۰دور 

 داخل شد و به بود، برداشته  ساز منی هاي فالکون که حاوي لوله

 هضم دوم مرحله و وارد منتقل گردید هاي استریل پتري دیش

 و ساز منی هاي لوله هضم منظور بهشد. در این مرحله  آنزیمی

 ۴هاي کلاژناز تیپ  ها، آنزیم آن در موجود هاي سلول آزادسازي

گرم بر  میلی 1) 2لیتر(، هیالورونیداز تیپ  میلیگرم بر  میلی 1)

لیتر( به  میلیگرم بر  میلی ۰5/۰ریبونوکلئاز ) لیتر( و دزوکسی میلی

دقیقه در  1۰ ها به مدت ها اضافه گردید و پتري دیش نمونه

سازي  منظور جدا انکوباتور قرار داده شدند. شایان ذکر است که به

 هاي فالکون به مدت مانده، لوله هاي انفرادي از قطعات باقی سلول

 آنزیمی هضم توقف شدند. جهت سانتریفیوژ ۸۰۰دور  با دقیقه 5

تعلیق حاصل  .( استفاده گردیدUSA ،Sigma) FBS محلول از

( بود. Myoid) میوئید و سرتولی اسپرماتوگونی، هاي سلول حاوي

سلولی توسط  هاي میوئید، تعلیق در مرحله بعد براي حذف سلول

حاصل که  میکرومتر فیلتر شد. در تعلیق 55صافی استریل با اندازه 

سرتولی شناور بودند، پس  هاي سلول اسپرماتوگونی و هاي سلول

 اسپرماتوگونی هايسلول ۸۰۰دور  با دقیقه 5 از سانتریفیوژ به مدت

ها براي کشت مورد استفاده  شدند. در نهایت، این سلول جداسازي

 قرار گرفتند.

آمیزي  از رنگ Aهاي اسپرماتوگونی تیپ  جهت شناسایی سلول

و  Heidariاز روش  PGP9.5ژن  علیه آنتی ایمنوسیتوشیمی

( 25و همکاران ) Rodriguez-Sosa( همچنین 2۴همکاران )

ها در  روز کشت، سلول 1۰از  شد. به این صورت که پس استفاده

 شدند.  تریپسینه شده هاي تیمار گروه کنترل و گروه

 
4 

 13۹۸ اسفند، دوازدهمشماره  سیزدهم،مجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 International License Creative Commons Attribution License 4.0 

 



 

 

 و همکاران حامد کدیوریان                         در کشت آزمایشگاهی اسپرماتوگونی بز بنیادي هاي سلولزایی  بررسی اثر هورمون محرک فولیکولی بر بقا و کلونی
 و همکاران نسرین جاوید تبریزي                                                                                   ...

 

 

 avidin/biotin  وسیله به غیراختصاصی اولین مکان کردن بلوک

 اسلاید دادن قرار با هم دیگر غیراختصاصی بلوک مکان .شد انجام

 دقیقه در 1۰مدت  به گوسفند حاوي پنج درصد سرم PBSدر 

 شد.  انجام اتاق دماي

بادي اولیه غیرکونژوگه خرگوش علیه نشانگر  سپس اسلاید با آنتی

PGP9.5 (Dako, Carpinteria, CA, USA با رقت )در  1:۴۰۰

PBS  دقیقه در دماي اتاق  6۰مدت  درصد سرم بز به 5/2حاوي

دقیقه(،  5)هر بار  PBSبا  شستشو مرتبه سه از انکوبه شد. پس

ثانویه  بادي آنتی معرض در اتاق دماي در دقیقه ۴5 مدت به مقطع

(biotinylated sheep anti-rabbit IgG, Avicenna Research 

Institute, Iranگرفت و مجدداً با  ( قرارTBS/BSA  .شستشو شد

 دقیقه در تماس با 3۰مدت  در ادامه مقطع به

HPR-conjugted streptavidin (Biosource, USAبا ر ) قت

شستشو شد. در مرحله پایانی  TBS/BSAقرار داده شد و با  1:25۰

( به مقطع Roche, Germanyدي آمینو بنزیدین ) 3-3با افزودن 

 طور کامل در به دقیقه، رنگ نمایان شد. سپس، اسلاید 1۰مدت  به

 3۰مدت  هماتوکسیلین به هریس با مجدداً و تمیز شد مقطر آب

                    با آب مقطر شستشو داده شد. و دوباره  آمیزي ثانیه رنگ

در ادامه، اسلاید با الکل آبگیري و با گزیلول شفاف و با انتنال 

(Merck, Germany پوشانده شد و زیر میکروسکوپ نوري )

(Olympus, Japan.مورد ارزیابی قرار گرفت ) 

 از ها پس سلولمانی  زنده درصد ارزیابی و در این مطالعه شمارش

           درصد ۴/۰آمیزي تریپان بلوي  جداسازي به کمک رنگ

(UK ،Trypan blue و )صورت گرفت. براي  میکروسکوپ نوري

 1:1درصد به نسبت  ۴/۰این منظور، تعلیق سلولی با تریپان بلوي 

 طور تصادفی و با سلول به 1۰۰مخلوط گردید. سپس با شمارش 

ي زنده و مرده تعیین شد و ها هموسیتومتر، تعداد سلول از استفاده

 محاسبه گردید.نمونه مانی  زندهدرصد 

چهار  کشت پلیت به فالکون لوله درون هاي منظور کشت، سلول به

حاوي چهار  پلیت هر .شدند ( منتقلTPP, Switzerlandاي ) خانه

هاي دو،  و گوده کنترل گروه عنوان به یک گوده که است گوده

رهاي یک، دو و سه اختصاص جهت تیما ترتیب سه و چهار به

هاي بنیادي  حاوي سلول)میکرولیتر از تعلیق سلولی  5۰۰یافت. 

 اويـح DMEM تـشـکمحیط  به( یـولـرتـی و سـونـوگـرماتـاسپ

 

یک از به داخل هر  FBSدرصد  5بیوتیک و  درصد آنتی 1

FSH (Fostimon. سپس ریخته شدها  گوده
®
, Germany به )

 :شد ضافهاها  گوده به زیر شرح

 بدون DMEM کشتگوده شماره یک )گروه کنترل(: محیط 

 FSH افزودن

حاوي  DMEM کشتگوده شماره دو )گروه تیمار یک(: محیط 

FSH لیتر  میلی واحد بر 5 با غلظت 

حاوي  DMEM کشتگوده شماره سه )گروه تیمار دو(: محیط 

FSH  لیتر میلی واحد بر 1۰با غلظت 

حاوي  DMEM کشتیمار سه(: محیط گوده شماره چهار )گروه ت

FSH  لیتر میلی واحد بر 2۰با غلظت 

 گراد، درجه سانتی 37با دماي ها در انکوباتوري  در نهایت، پلیت

 قرار داده شدند. درصد 5 کربن اکسید  دي درصد و ۸۰رطوبت 

 براي ارزیابی .شد انجام ساعت 72 هر کشت هاي محیط تعویض

روزهاي  دراسپرماتوگونی  ديهاي بنیا مساحت و تعداد سلول

 مجهز معکوس میکروسکوپ از کشت چهارم، هفتم و دهم پس از

گردید. شایان ذکر است که در  استفاده مدرج چشمی به عدسی

و انتخاب روزها جهت ارزیابی روند  FSHاین مطالعه دوزهاي 

(. ۸،17-2۰اساس مطالعات قبلی صورت گرفت ) بر زایی کلونی

بر هاي اسپرماتوگونی  مجموع مساحت کلونی  همحاسببراین،  علاوه

 افزار از طریق نرم متر مربع حسب میلی

 Image J (USA ،MD ،Bethesda ،National Institutes of 

Health.این از حاصل هاي داده تحلیل و تجریه براي ( انجام شد 

اساس  ها بر دادهاستفاده گردید.  SPSS 21افزار  از نرم مطالعه

 هاي داده .( ارائه شدندMean±SEاستاندارد ) ايخط±میانگین

ارزیابی گردیدند و با استفاده از  بودن نرمال نظر از شده آوري جمع

 میانگین بررسی شدند. مقایسه (ANOVAواریانس ) آزمون آنالیز

 اسپرماتوگونی در هاي بنیادي سلولهاي  کلونیمساحت و تعداد 

 آزموناستفاده از  با روزهاي متفاوت کشت مختلف و تیمارهاي

 صورت پذیرفت.( P<۰5/۰)داري  معنا سطح در توکیتکمیلی 

 

 ها یافته
اسپرماتوگونی  هاي بنیادي سلولمانی  در مطالعه حاضر میزان زنده

 درصد بود. ۴/۸۹±32/2 از جداسازي پسبلافاصله 
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موجود در داخل اسپرماتوگونی  هاي بنیادي سلولبا گذشت زمان، 

ها بر تعداد و اندازه  شکیل دادند و با رشد آنپلیت، کلونی ت

 ها افزوده شد.  کلونی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هاي اسپرماتوگونی در روزهاي چهارم و  ، کلونی2و  1در اشکال 

دهم کشت نشان داده شده است. پس از پایان دوره کشت، این 

 (.3شکل را بیان کردند ) PGP9.5ژن  آنتیها  سلول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 میکرومتر( 100)نوار مقیاس: قرار دارند  سرتولی های سلولای از  در روز چهارم کشت که روی لایهاسپرماتوگونی  های بنیادی سلول: کلونی 1شکل شماره 

 

  
 میکرومتر( 100در روز دهم کشت )نوار مقیاس: اسپرماتوگونی  های بنیادی سلول : کلونی2شکل شماره 

 

  
 آمیزی رنگ از استفاده بااسپرماتوگونی  های بنیادی سلول ؛ هستهPGP9.5ژن  آنتیعلیه  ایمونو فلورسنت آمیزی : رنگ3شکل شماره 

 DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindoleمشخص ) میکرومتر( 40)نوار مقیاس: است  شده 
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 های متفاوت آزمایشی در روزهای مختلف پس از کشت گروهدر ( mm2های اسپرماتوگونی ) کلونی مجموع مساحت: 1جدول شماره 

 های آزمایشی  گروه

 1 کنترل روز

(FSH) 

 (لیترمیلی واحد بر 5)

2 

(FSH) 

 (لیترمیلی واحد بر 10)

3 

(FSH) 

 (لیترمیلی واحد بر 20)

 میانگین روز

4 ad۰۰۴/۰±۰3۹/۰ ad۰۰۸/۰±۰۴1/۰ bc۰1۹/۰±۰۸۰/۰ ad۰۰3/۰±۰27/۰ b۰۰6/۰±۰۴7/۰ 

7 ad۰۰۴/۰±۰۴۹/۰ ad۰۰6/۰±۰52/۰ abc۰13/۰±۰۹۹/۰ ae۰۰5/۰±۰2۹/۰ ab۰۰۸/۰±۰57/۰ 

10 ad۰1۹/۰±۰77/۰ ad۰1۸/۰±۰۸2/۰ ac۰1۴/۰±13۸/۰ ad۰۰6/۰±۰35/۰ a۰11/۰±۰۸۴/۰ 

  d۰۰۸/۰±۰55/۰ d۰۰۸/۰±۰5۹/۰ c۰1۰/۰±15۴/۰ e۰۰3/۰±۰3/۰ میانگین گروه

 

ها  . دادهاند  بیان شدهاستاندارد  خطاي±اساس میانگین ها بر داده

 شدند. یزآنال( ANOVAواریانس ) آنالیز آماري آزمون توسط

 هاي بنیادي سلولهاي  کلونیمساحت  میانگین جهت مقایسه

توکی استفاده مورد مطالعه از آزمون  هاي گروه اسپرماتوگونی در

 شد.

 )روزهاي آزمایش( که با ستون داخل هر در متفاوت مقادیر

 داري معنا تفاوت آماري نظر اند، از نشان داده شده bو  a حروف

 (.P<۰5/۰دارند )

 آزمایش( که باهاي  گروهردیف ) داخل هر در متفاوت مقادیر

 تفاوت آماري نظر اند، از نشان داده شده eو  c ،d حروف

 (.P<۰5/۰دارند ) داري معنا
 

 هاي بین گروه اسپرماتوگونی هاي کلونی مساحت 1در جدول 

 شده کشت مقایسه از پس متفاوت روزهاي در و آزمایشی مختلف

 هاي کلونی شود، مساحت می مشاهده که طور است. همان

اسپرماتوگونی در روزهاي چهارم، هفتم و دهم پس از کشت در 

. (P<۰5/۰هاي آزمایشی بوده است ) گروه دو بیشتر از سایر گروه

تمامی  اسپرماتوگونی در هاي کلونی همچنین میانگین کل مساحت

هاي  بیشتر از سایر گروه 2پس از کشت در گروه  روزهاي

میانگین کل  (. بر مبناي نتایج،P<۰5/۰آزمایشی بوده است )

آزمایشی در  هاي گروه تمام اسپرماتوگونی در هاي مساحت کلونی

روز چهارم  از شترداري بی روز دهم پس از کشت به شکل معنا

 (.P<۰5/۰بوده است )
 های مختلف آزمایشی در روزهای متفاوت پس از کشت گروهدر های اسپرماتوگونی  تعداد کلونی: 2جدول شماره  

 های آزمایشی گروه

 1 کنترل روز

(FSH) 

 (لیترمیلی واحد بر 5)

2 

(FSH) 

 (لیترمیلی واحد بر 10)

3 

(FSH) 

 (لیترمیلی واحد بر 20)

 انگین روزمی

4 bd6۹/2±25/15 bd1۴/2±25/16 bc۴2/۴±75/3۰ ad55/1±25/11 b31/2±3۸/1۸ 

7 bd۸6/3±5۰/22 abd۸2/3±75/23 abc52/3±75/36 ad۹7/2±۰۰/13 ab5۸/3±5۰/26 

10 ad32/2±75/3۴ ad3۹/2±25/3۴ ac6۸/۴±5۰/۴۰ ae۹۰/3±75/1۹ a62/3±۰6/36 

  d۹۰/2±17/2۴ d6۹/2±75/2۴ c77/3±25/31 e۹۰/1±67/1۴ میانگین گروه

 

ها  داده .اند  بیان شدهاستاندارد  خطاي±اساس میانگین ها بر داده

 شدند. آنالیز( ANOVAواریانس ) آنالیز آماري آزمون توسط

 هاي بنیادي سلولهاي  کلونیتعداد  یانگینم جهت مقایسه

توکی استفاده مورد مطالعه از آزمون  هاي گروه اسپرماتوگونی در

 شد.

 )روزهاي آزمایش( که با ستون داخل هر در متفاوت مقادیر

 داري معنا تفاوت آماري نظر اند، از نشان داده شده bو  a حروف

 (.P<۰5/۰دارند )
 

 آزمایش( که باهاي  گروهردیف ) داخل هر در متفاوت مقادیر

 تفاوت آماري نظر اند، از نشان داده شده eو  c ،d حروف

 (.P<۰5/۰دارند ) داري معنا

بین  اسپرماتوگونی هاي کلونیتعداد به مقایسه  2در جدول 

کشت  از پس مختلف روزهاي در آزمایشی متفاوت هاي گروه

تعداد شود،  می مشاهده که طور همان است. شده پرداخته

در روزهاي چهارم، هفتم و دهم پس از هاي اسپرماتوگونی  کلونی

هاي آزمایشی بوده است  بیشتر از سایر گروه 2کشت در گروه 

(۰5/۰>P.) 
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 تمامی اسپرماتوگونی در هاي کلونی میانگین کل تعداد همچنین

داري بیشتر از سایر  طور معنا به 2در گروه  کشت از پس روزهاي

(. بر مبناي نتایج، میانگین P<۰5/۰هاي آزمایشی بوده است ) گروه

آزمایشی  هاي گروه تمام اسپرماتوگونی در هاي کلونی کل تعداد

روز چهارم  از داري بیشتر در روز دهم پس از کشت به شکل معنا

 (.P<۰5/۰بوده است )

 

 بحث
 شامل که است اي شده پیچیده و تنظیم فرایند یک اسپرماتوژنز

       ( SSCsاسپرماتوگونی ) اديبنی هاي سلول بلوغ و تمایز تکثیر،

دلیل توانایی در  اسپرماتوگونی به بنیادي هاي (. سلول2۴باشد )می

تداوم  ي؛ موجبخودنوسازي و تمایزتقسیمات تعادل بین ایجاد 

انتقال اطلاعات ژنتیکی به نسل و  حفظ باروري، روند اسپرماتوژنز

 این يرو آزمایشگاهی بر انجام مطالعات(. 26شوند ) می بعد

 حفظ ها براي استفاده از آن هاي اهلی، امکان دام ها در سلول

 هاي پروتئین حیوانات تراریخته و تولید نژاد، تولید اصلاح باروري،

 میان در .(27،2۴آورده است ) فراهم را دارویی نوترکیب

 خود شیر دارویی در هاي پروتئین تولید براي بزها دامی، هاي گونه

 بالغ گاوها از تر سریع زیرا هستند، مناسب ديفر به منحصر طور به

و  شیر بازده تولید و دارند تري کوتاه آبستنی دوره شوند، می

کنون  (. به این منظور تا2۸باشد ) می بالا محتواي پروتئینی آن نسبتاً

ها در محیط کشت  مطالعات مختلفی در جهت تکثیر این سلول

اخیراً توسط  که يا مطالعه صورت گرفته است. براي مثال، در

Wang کوتاه  گرفت نشان داده شد که کشت و همکاران صورت

 بهC افزودن ویتامین با اسپرماتوگونی بز بنیادي هاي سلول مدت

 ها سلول تکثیر این جهت تري مناسب راهکار کشت، محیط

جداسازي و  مطالعه حاضر نیز انجام از (. بنابراین هدف7باشد ) می

 بررسی و نابالغ بز بیضه اسپرماتوگونی بنیادي هاي سلول کشت

 ( برFSHمحرک فولیکولی ) مختلف هورمون هاي غلظت اثرات

بود. با  کشت در محیط ها سلول این از مشتق هاي کلونی تشکیل

هاي  و نیز وجود نسل بنیادي هاي سلول کم نسبتاً توجه به تعداد

سازي  هاي زایا در بیضه حیوانات بالغ، خالص مختلف سلول

اسپرماتوگونی نسبت به حیوانات نابالغ به مراتب  بنیادي هاي ولسل

 (. 2۹دشوار است )

 

 هاي بنیادي سلول جداسازي مناسب براي سن بنابراین

هاي  لوله تلیوم باشد. اپی می بلوغ از پیش بز، بیضه از اسپرماتوگونی

مشخص  سلول نوع دو داراي این سن بز در بیضه ساز منی

هاي  و سلول Aتیپ  اسپرماتوگونی بنیادي يها سلول: باشند می

هاي  سلولمانی  در مطالعه حاضر میزان زنده(. 2۴،3۰سرتولی )

 ۴/۸۹±32/2 اسپرماتوگونی بلافاصله بعد از جداسازي بنیادي

شده از نظر درصد  انجاممطالعات قبلی نتایج با  این یافتهدرصد بود. 

، (23،25)وسفند در گ اسپرماتوگونی هاي بنیادي سلولمانی  زنده

 روش دهنده که نشاناست  قابل مقایسه (31)و موش ( 17،2۹)گاو 

 و استفاده مورد هاي آنزیم مناسب دوز جداسازي، انتخاب صحیح

  باشد. می فرایند صحیح کنترل نیز

 بنیادي هاي سلول ماهیت تأیید حاضر براي مطالعه در همچنین،

علیه  توشیمیایمنوسی آمیزي رنگ ، ازAتیپ  اسپرماتوگونی

 کلونی هاي سلول که داد شد. نتایج نشان استفاده PGP9.5ژن  آنتی

 کشت این نشانگر را بیان کردند.  محیط در

 هاي این یافته با مطالعات قبلی که ثابت کرده بودند سلول

اند،  هاي مختلف این نشانگر را بیان کرده اسپرماتوگونی در گونه

و  ژوهش حاضر، مساحت(. در پ32-33،2۴-25مطابقت داشت )

زمان  گذشت ها با اسپرماتوگونی در تمام گروه هاي کلونی تعداد

 کشت مناسب محیط دلیل عملکرد تواند به پیدا کرد که می افزایش

 مدت در طی ها کلونی رشد براي آزمایشگاه شرایط و انتخابی

  .باشد کشت

و   Narenji Sani،(۸و همکاران ) Anjamroozدر این راستا، 

که با هدف ( در مطالعاتی 1۹و همکاران ) Tajikو ( 1۸کاران )هم

ترتیب در موش،  به SSCs زایی کلونی القاء بر FSH ارزیابی تأثیر

 مشابهی محیط آزمایشگاه انجام دادند، نتایج گوساله و گوسفند در

 کردند. را گزارش

کشت  محیط در مختلفی هاي بر طبق مطالعات پیشین، دستکاري

ها براي  و همچنین از فاکتورهاي رشد و هورمونصورت گرفته 

اسپرماتوگونی  بنیادي هاي بهبود وضعیت بقاء، تکثیر و تمایز سلول

تأثیر  که داد حاضر نشان مطالعه (. نتایج3۴استفاده شده است )

FSHاسپرماتوگونی هاي سلول هاي کلونی بر مساحت و تعداد 

هاي  ا در گروهطوري که این پارامتره دوز بود، به وابسته به

 ش ـزایـر افـیتـل یـمیل د برـواح 1۰و  5به میزان  FSHکننده دریافت
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لیتر نسبت به گروه  میلی واحد بر 1۰پیدا کرد که فقط در گروه 

 تزاید در مثبتی نقش FSHغلظت  داري بود. اما افزایش کنترل معنا

لیتر  میلی واحد بر 2۰نداشت و در گروه  شده کشت هاي کلونی

طور معناداري کمتر  هاي اسپرماتوگونی به کلونی ساحت و تعدادم

 لیتر بود. میلی واحد بر 1۰و  5از گروه کنترل و تیمارهاي 

و همکاران  Narenji Saniو ( 17و همکاران ) Tajik مطالعات

هاي  گوساله در گروه SSCs هاي نشان داد که تعداد کلونی( 1۸)

وت بیشتر از گروه کنترل بود. هاي متفا با غلظت FSHشده با  تیمار

 هاي سبب کاهش مساحت کلونی FSHعلاوه بر این، افزودن 

پس از کشت  1۰اسپرماتوگونی شد که این اختلاف در روز 

هاي مطالعه حاضر تا حدودي  دار بود. این یافته با یافته معنا

خوانی دارد. در مطالعه دیگري نیز مشاهده شد که مساحت و  هم

محیط کشت در  اسپرماتوگونی گوسفند در يها تعداد کلونی

هاي متفاوت روند کاهشی  با غلظت FSHکننده  هاي دریافت گروه

طوري که بیشترین میزان کاهش  داشت که وابسته به دوز بود، به

با بالاترین  FSHکننده  شده در گروه دریافتدر پارامترهاي ذکر

 (.1۹غلظت بود )

که مساحت و تعداد  داد اننش (۸و همکاران ) Anjamrooz نتایج

 FSHبا  تحت درمان هاي گروه در اسپرماتوگونی موش هاي کلونی

 با تر از گروه کنترل بود که داري پایین طور معنا کشت به 11تا روز 

نداشت. با این وجود، پس از این مدت  خوانی هم ما مطالعه

صورت تأخیري در  اسپرماتوگونی به هاي مساحت و تعداد کلونی

داري نسبت به گروه کنترل  کشت افزایش معنا 1۴ن روز پایا

 هاي داشت. همچنین، در مطالعه دیگري افزایش تعداد سلول

در رت نشان داده شده  FSHاسپرماتوگونی در گروه درمانی با 

شده میان تغییرات در میزان  هاي مشاهده (. تفاوت2۰است )

دیگران  ها در مطالعه حاضر و مطالعات زایی این سلول کلونی

هاي آزمایشگاهی، تفاوت در  دلیل تفاوت در روش ممکن است به

  اي باشد. دوزهاي مورد استفاده و نیز تفاوت گونه

 که عواملی خصوص فهم در زیادي هاي هاي اخیر پیشرفت در سال

افزایش  .است شده انجام شوند، می SSCs تمایز و تقویت باعث

 با افزودن in vitroونی در اسپرماتوگ بنیادي هاي سلول زایی کلونی

دهنده  هاي مختلف احتمالاً نشان رشد و هورمون فاکتورهاي

  دـوانـت ی میـزای یـونـش کلـاهـبوده و ک SSCsخودنوزایی و بقاء 

 

 (. ۴ها باشد ) تمایز این سلول و یا دهنده مرگ نشان

اسپرماتوگونی  هاي سلولهاي سرتولی ارتباط نزدیکی با  سلول

دامنه بالایی از فاکتورهاي رشد و فرایند اسپرماتوژنز  طیدارند و 

کننده تکثیر، تمایز و متابولیسم  هاي مختلف تنظیم سایتوکین

 Paracrineکنند که به روش  اسپرماتوگونی را ترشح می هاي سلول

 .(35)کنند  عمل می Juxtacrineو 

FSH و بلوغ بر تکثیر، تستوسترون، با یا همراه و مستقل طور به 

 in vitroدر شرایط  سرتولی کننده پشتیبانی هاي سلول عملکرد

هاي خود  اتصال به گیرنده طریق از FSH(. 1۴گذارد ) می تأثیر

(FSHR( )Follicle Stimulating Hormone Receptorسبب ) 

این آنزیم تولید  .شود ( میAC) سیکلاز آدنیلیل آنزیم تحریک

cAMP  ازATP کند.  را کاتالیز میcAMP  وارد محل تنظیمی

شدن  ( شده و باعث فسفریلهPKA) Aروي پروتئین کیناز 

 در سلولی، تغییر سیگنالینگ داخل مسیر بیشتر تحریک ها، پروتئین

 (.cAMP/PKA( )36شود )مسیر  می ژن رونویسی و سلول فعالیت

به محیط کشت در  FSHهمچنان که قبلاً اشاره شد، افزودن 

زایی  لیتر سبب افزایش کلونی یلیم واحد بر 1۰و  5هاي  غلظت

SSCs  لیتر موجب کاهش  میلی واحد بر 2۰شد ولی غلظت

 گردید. تیمار گروه ها در زایی این سلول کلونی

تولید  in vitroدر شرایط  FSHکه  است داده نشان پیشین مطالعات

شوند را از  می SSCsفاکتورهایی که سبب خودنوزایی و تکثیر 

توان  ها می ترین آن کند که از مهم یک میتحر سرتولی هاي سلول

( و GDNFگلیال ) هاي سلول شده از مشتق نوروتروفیک فاکتوربه 

. در (12-13،37( اشاره کرد )FGF2) 2فیبروبلاسـت  رشد فاکتور

بر  FGF2و  GDNFاین راستا، تأثیر مثبت فاکتورهاي رشد 

بز در محیط کشت نشان داده شده  SSCsزایی  افزایش کلونی

وجود این دو سیتوکاین و فاکتور رشد در محیط  (.3۸است )

( منجر به Apoptosisشده ) کشت از طریق کاهش آپاپتوز القاء

 (.  3۹شود ) می SSCsخودنوزایی، تکثیر و تثبیت 

 کاهشی اثر خصوص در که ترین عللی مهم از سوي دیگر، یکی از

FSH  که افزودن است این شده بیاندر محیط کشت FSH جر بهمن 

 ضروري نظیر فاکتورهاي سرتولی و ترشح هاي تحریک سلول

 پـروتئین (،SCF( )Stem Cell Factorبنیادي ) سلول فاکتور

 A (Activin A )ن ـویـتیـ( و اکBMP4وان )ـاستخ یـاسـشن تـریخ
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روند  از SSCs تمایز و خروج برد باعث پیش که شود می

نشان داده شده است که همچنین  (.13،۴۰) شوند می زایی کلونی

هاي سلول و  افزایش غلظت یک هورمون و اتصال مداوم گیرنده

شود. در این  هاي فعال می هورمون سبب کاهش تعداد گیرنده

صورت حساسیت بافت هدف نسبت به اثرات هورمون به شدت 

( ۴2و همکاران ) Monacoدر این رابطه  (.۴1) یابد کاهش می

 هاي سلولدر  FSHهاي  گیرنده اند که بیان ژن گزارش کرده

 Downregulationدچار  FSHسرتولی در پاسخ به دوزهاي بالاتر 

منجر به تولید ناکافی فاکتورهاي مورد نیاز جهت شود که  می

 گردد. می SSCsتکثیر 

 

 گیری نتیجه
 هاي کلونیدر تشکیل  FSHبا توجه به نتایج مطالعه حاضر، اثر 

 ه ـوري کـط ود؛ بهـدوز ب ه بهـوابست اسپرماتوگونی بنیادي هاي سلول

 

 

 

القاي  هاي پایین به محیط کشت، تأثیر مثبتی بر افزودن آن با غلظت

داشت؛ اما در غلظت بالا سبب کاهش تشکیل  SSCs زایی کلونی

افزایش یا کاهش تشکیل بر  FSHاثر شد.  SSCs هاي کلونی

تورها و یا تواند از طریق تولید فاک احتمالاً می SSCsهاي  کلونی

گري شود. در این راستا، انجام  شده واسطه هاي ذکر سایر مکانیسم

هاي سلولی و  مطالعات بیشتر جهت آشکارسازي مکانیسم

 رسد. مولکولی دخیل ضروري به نظر می

 

 قدردانی و تشکر
 پزشکی مصوب عمومی دام دکتري نامه پایان از مستخرج مقاله این

 معاونت از وسیله باشد. بدین می رازي دانشگاه پژوهشی معاونت

 و تقدیر مالی( هاي حمایت دلیل  )به رازي دانشگاه پژوهشی محترم

 گردد. می تشکر
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