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  ر چسبندهيط چسبنده و غياسپرم ساز در شرا ياديبن ياهكشت سلول يبررس
  3ركلاگ زاده حسين اباصلت و *2ين شاهوردي، عبدالحس1يزين عزيحس

  يست فناوريزدانشكده ين، نو يها يفناور يدانشگاه تخصص، آمل 1

  ينيتكو يشناس ستيزو  ياديبن يسلولها پژوهشكده ان،يژوهشگاه رو، پتهران 2

  مولكولي و سلولي شناسي زيست روهگ پايه، علوم دانشكده مازندران، بابلسر، دانشگاه 3

  5/9/96 :تاريخ پذيرش  23/3/96 :تاريخ دريافت

  دهيچك
د اسپرم در طول يو قادر به تول گرفته قرار ساز اسپرم يها لوله هيپا يغشا در كه هستند يياهسلول ساز اسپرم ياديبن ياهسلول
ط خاص يضه، تحت شراياز بافت ب يبعد از جداساز ن سلولهاينشان داد ا يشگاهيمطالعات مختلف آزما. باشنديات مردان ميح

هضم كننده  يمهايآنزپس از تيمار با NMRI وزه نژاد ر 7- 5نر يموشهاضه يب ين مطالعه سلولهايدر ا. قادر به كشت هستند
رشد با  يفاكتورها يحاو يهاطيدر محسلول  106يتعداد تقريبسپس . ندشد يجداساز، سپازيو د IV ،DNAseپيكلاژناز ت

نشان  نتايج .درصد، كشت داده شدند 1آگارز  ي، رور چسبندهيغكشت و موش  ينيبروبلاست جنيف ي، روط كشت چسبندهيشرا
- يبوده كه همانند كلن ييهايل كلنيقادر به تشك) چسبنده ريغ يها يكلن( رچسبندهيغ طيشرا كشت شده در يضويب يداد سلولها

ان يرا ب يجنس يسلولها ي، ماركرها)چسبنده يها يكلن(ط كشت چسبنده يل شده در شراياسپرم ساز تشك ياديبن يسلولها يها
-لوله هيپا يغشا در واقع ساز اسپرم يسلولها همانند ينشان داد، هر دو نوع كلن هايكلن يكروسكوپ الكترونيممطالعه . كننديم

، β1-Integrinهاي آميزي ايمونوفلورسانس وجود كلنيرنگ. دنباشيم كوچك توپلاسميس اما بزرگ هسته يدارا ساز اسپرم يها
α6-Integrin و Oct4 )octamer-binding transcription factor 4(  يزهايآنال .كرد تأييدمثبت را Real-time PCR  نيز

 ،)Oct4 ،Sox-2 )Sex determining region Y-box 2: شاملها يكلنن يا يجنس يسلولها يان ژنهايبدر  يداريتفاوت معن
CD9 ،EPCAM )Epithelial cell adhesion molecule(  انيباز طرف ديگر افزايش  .دادنشان  يكيبا سلول سوماترا Ki67 

. ن قبيل از سلولهاستيا يريرپذيت تكثيخاص بيانگر كه مشاهده شد يميتوشيمونوسيا يبا استفاده از بررس يدو نوع كلن هر در
 يجنس يكشت كوتاه مدت سلولها يد برايك روش جدي به عنوانتواند ير چسبنده ميستم كشت غيدهد سيج نشان مين نتايا

      .قرار گيرد يمورد توجه محققين در تحقيقات بعدضه يمشتق شده از ب

 Ki67آنتي ژن  ي جنسي؛ژنها بيان؛ جنسي كشت سلول؛ سلولهاي بنيادي اسپرم ساز: يديكل يواژه ها

 shahverdi@royaninstitute.org: الكترونيكي پست ، 02122339909 :مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
 ياز سلولها يمحدود تيجمع لهيبه وس ژنزاسپرماتو نديفرآ
-يبرآورد م. شودياسپرم ساز شروع شده و حفظ م ياديبن

از بين سلولهاي  جوندگان بالغ ضهيدر ب تقريباًشود 
 سوماتيكي و همچنين سلولهاي تمايز يافته اسپرم ساز،

درصد كل  03/0تا  02/0 نيب سلولهاي بنيادي اسپرم ساز
 يسلولها. )38 و 23، 9( دنده ليتعداد سلولها را تشك

ساز متصل  اسپرم يهالوله هيپا غشاياسپرم ساز به  ياديبن
در  يريقرارگآن به مكان  كيمورفولوژ يارهايو مع بوده

، ساز اسپرملوله  يسلولها گريارتباط با د ه،يپا غشاي
 توپلاسميهسته به س يروشن و نسبت بزرگ توپلاسميس

 يدارا اسپرم ساز ياديبن يهسته سلولها. شوديمشخص م
-يم ينيهتروكرومات نوعاز  رهيت يهابا لكه خالدار يظاهر
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 ياديبن يسلولها يزيو تما يت خود نوسازيقابل .)6(باشد
اسپرماتوژنز را فرآيند  سازد تايآنها را قادر ماسپرم ساز 
  . حفظ كنند

 يسلولها يجداساز ين روش برايامروزه محققان از چند
استفاده  از روشها، يكي. كنندياسپرم ساز استفاده م ياديبن

باشد يمن و كلاژن ينيلاممانند  يكس خارج سلولياز ماتر
 و  FACS يكهاين از تكنيعلاوه برا ).30و19، 7، 1(

MACSمختلف يسلول سطح ياز ماركرها يتعداد هيعل بر 
 β1-Integrin (CD29)و α6-Integrin (CD49)از جمله 

و ) CD9، E-cadherin ، THY-1 )CD90 ن،ينتگريا
GFRa1   يان ميب اسپرم ساز ياديبن يسلولهاكه در سطح -

 ،27 ،17( كاربرد داردن سلولها يا يجداساز درشود هم 
 يمورفولوژ يين روشها، شناسايعلاوه بر ا .)42و39، 28

گر ياز د ضهيب يپس از كشت كل سلولها يجنس يسلولها
باشد يم يجنس يسلولها يجداساز يارزشمند برا يروشها

  ).26و 24، 18(

 يبرا ياصل ياز فاكتورها يكيه كننده به عنوان يه تغذيلا
. شوديدر نظر گرفته م اسپرم ساز ياديبن يسلولهارشد 

 ه كننده مختلف پژوهشگران رايتغذ يه هايلا يهايژگيو
 يسلولها ينگهداراز رشد و  يج مناسبيسازد تا نتايقادر م

ه كننده يه تغذياز لا اخيراً. آورند به دست ياديبن
 MEF )Mouse embryonicا يموش  ينيبروبلاست جنيف

fibroblasts( يسلولهاكشت  يطهاياز مح ياريدر بس 
 يهاهيلامشخص شده . شودياستفاده ماسپرم ساز  ياديبن

 ، )33(مثبت  CD34 يسلولها يضه حاويه كننده بيتغذ

STOعنوان ه توانند بيم )27و 24، 13( يسرتول يا سلولهاي
اسپرم  ياديبن يسلولهار يه كننده  از تكثيتغذه يلا يسلولها
 يسرتول يكيسومات يرده سلولها اما كردهت يحماساز 
TM4 ا يSF7، ياديبن ياز سلولها يتعداد يحفظ و بقا 
ها نشان داد يبررس. )24( دهديرا  كاهش م يجنس
تواند از حفظ و يز ميلار نيبرينانوف يكس خارج سلوليماتر
  يط  در نوزاد   يموشها  اسپرم ساز  ياديبن يسلولها يبقا

  . )35و  34( ت كنديكشت كوتاه مدت حما

- يم اسپرم ساز ياديبن يسلولها علاوه بر موارد ذكر شده،
ه يتغذ يا بدون سلولهايط بدون سرم يتواند تحت شرا

ابد اما در ير ين تكثينيده شده با لاميپوش يتهايكننده در پل
 ن سلولهايا) ه كنندهيتغذ يسلولهاسرم و (اب هر دو يغ

قات، يتحقن يابا توجه به  )15و  14( باشندير نميقابل تكث
ط سرم و بدون يتحت شرا يشيزا يسلولها يريتكثل يپتانس

 ).11( ابدييكاهش م) feeder free( ه كنندهيه تغذيلا
 در كشت ياتيح يتواند نقشيرشد محلول م يفاكتورها
 نشان داد مطالعات .فا كنديا اسپرم ساز ياديبن يسلولها

 GDNF ،EGF ،bFGFرشد همچون  ياز فاكتورها يبيترك
افته يز ير تمايرا در حالت غ اسپرم ساز ياديبن يسلولها
  .)40( دينمايحفظ م

ون يچسبنده، كشت حالت سوسپانسكشت ط يرغم شرا يعل
-يستم كشت مين سيا. گزارش شد اخيراً ياديبن يسلولها

 يسلولها يپر توانن يهمچنو  يير، خود نوزايتواند از تكث
هاي ي با منشاء لايهسلولهاز به يپرتوان بدون تما ياديبن

رده و اين ت كيحما اكتودرمي، مزودرمي و اندودرمي
 ).36و  2، 1( را در حالت غير تمايز يافته حفظ كند سلولها
 يون نشانگرهايشناور در كشت سوسپانس يسلولها

ت را دارد تا ين قابليا وان كرده يرا ب يپرتوان) يماركرها(
و  يجانيلار .)36( ابديز يتما ينيه جنيسه لا يبه سلولها

را در  hiPSCsو  hESCs پر توان يهمكارانش سلولها
 micro-carrier-freeروش  ون بايط كشت سوسپانسيشرا

ون يكشت سوسپانس يا به طور مشابه. گسترش دادند
hESCs  ط كشت يدر محهمmTeSR 36( انجام شد( .

قات نشان داد ياز تحق يبرخ كه در بالا ذكر شد، همان طور
 يط اسپرم ساز ياديبن يسلولها يشگاهيكه كشت آزما

در حفظ حالت  ييمحدوديتها يكشت چسبنده، دارا
به . )12( است اسپرم ساز ياديبن يسلولهادر  ييخودنوزا

ون كه ين مشكل از كشت سوسپانسيمنظور غلبه بر ا
نسبت به كشت  يمتعدد يايمزا يمشخص شده دارا
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- يماستفاده  يجنس يكشت سلولها يچسبنده است برا
 ه شدهنشان داد اين تحقيق در مطالعه قبلي ).31و8، 4(شود
شرايط غير در سلولهاي بنيادي اسپرم ساز كلني هاي كه 

قابل ) هاي كشت پوشيده شده با آگارزپليتدر (چسبنده 
بنيادي ها ماركرهاي سلولهاي شكل گيري بوده و اين كلني

هاي كلنيدر مطالعه حاضر  )4( كنندجنسي را بيان مي
سلولهاي بنيادي اسپرم ساز تشكيل شده در شرايط كشت 
چسبنده و غير چسبنده مورد مقايسه قرار گرفته و ميزان 
بيان ماركرهاي جنسي در اين سلولها با سلولهاي سوماتيكي 

   .مشتق شده از بيضه ارزيابي شد

  مواد وروشها
 روش :ضهيبافت ب يو كشت سلولها يجداساز
 و يزيعز به روش ضهيب بافت از ضهيب يسلولها يجداساز
نژاد (موش نر ضه يبدر اين روش . )3(انجام شد همكاران
NMRI( 5-7محلول در وان،ياز ح يجداساز از بعد روزه 

اسپرم ساز  يهالوله سپس. شد داده قراربافر فسفات  ينمك
 كوچكتر قطعات بهجدا شده و  ضهيب كپسول از ضهيب

 mg ml-1 5/0 معرض درخرد شده  بافت. شدند ميتقس
 mg؛ و DNAseآنزيم  mg ml-1 5/0؛ IV پيكلاژناز ت آنزيم

ml-1 8/0 يسلول تك ونيسوسپانس .شد داده قرار سپازيد از 
 از پس ضه،يبافت ب يميآمده حاصل از هضم آنز به دست

 rpm در قهيدق 10به مدت  μm 70 يلونينا لتريف از عبور
 درحذف شد و  ييرو محلول. شدند وژيفيسانتر 1500
 در ضهيسلول ب106 حدودچسبنده  ريغ كشت طيشرا

 ,%2[ يحاو درصد 1 آگارز با دهيپوش كشت يپليتها

FBSاز ليترميلي بر نانوگرم 40؛GDNF )Glial derived 

neurotrophic factor( از ليترميلي بر نانوگرم 20؛ 
 نانوگرم 20 و ؛)EGF )Epidermal growth factorفاكتور

] )FGF )Fibroblast growth factorsر از فاكتور ليتميلي بر
رنگ سنجي  زنده با استفاده از روش يسلولها. گرفت قرار
 كشت طيدر شرا. شد ييشناسا Trypan blue يعموم

 ينيجن بروبلاستيفبا  دهيپوش يپليتهادر  هاسلول ،چسبنده

درجه  37ي دما در ضهيب يسلولها. شد داده كشت موش
  .شدند ينگهداردرصد  CO2 5 وسانتي گراد 

مشتق  يجنس يسلولها :يجنس يسلولهاذوب  و مادانج
، DMEM ,%30 يحاو كه زيفر حلولم درضه يشده از ب

60%, FBS   10و%, DMSO سپس  قرار گرفته و ،بود
 زوپروپانول منتقل شدهيا يحاوظروف انجماد  بلافاصله به

بعد از . شود ينگهدار درجه سانتي گراد -80 يدماتا در 
زمان  در. ددنتروژن منتقل شيتانك ن ال بهيساعت و 24

ط كشت گرم شده يسلولها پس از انتقال به محذوب، 
DMEM ط يوژ و حذف محيفيذوب شده و بعد از سانتر

  .ط كشت معمول خود كشت داده شدير محد ييرو

 شده اشاره پروتكل همانند :يميتوشيمونوسيا يزيآم رنگ
 ديپارافورمالدئ باكشت داده شده  يسلولها ،)4(رفرنس در
 يريپذ نفوذبعد از شده و  كسيف درصد 4
)permeabilized( 2 با%,Triton، روز شبانه كيمدت  به 
 نيا شستشو از پس. شد انكوبه هياول يها يباد يآنت با

 يخاص آنت يبا گونه ها هاسلول كردن انكوبه  با روند
 از تينها در. افتي ادامهنشاندار  هيثانو يهايباد
 و) BX51, Olympus Co. Japan(فلورسنس  كروسكوپيم
 يبررس يبرا) LSM 700, Zeiss Co. Germany( كالونفوك

  .گرديدنشان دار شده استفاده  يهاسلول

 ها  دو بار بايكلن :يكروسكوپ الكترونيها با ميبررس
 5/2 ديبا بافر گلوتارآلدئ سپسه شسته شدPBS محلول
ت در يتثب يمرحله بعد .ت شديتثب ساعت 2به مدت  درصد

-نمونه .انجام شد دقيقه 90به مدت  يوم آبيد اسميتترا اكس

شده  يريآبگ )30و  29(ش درصد اتانول يق افزايطر ها از
سطح نمونه  .در دستگاه خشك كننده هوا خشك شد سپس
كروسكوپ يبا م و ده شدياز طلا پوش ينازكه يبا لا

 VEGA\TESCAN, Czech(ه ا نگاريروبنده  يالكترون

Republic (مشاهده شد.  

  از :FluidigmBiomarkژن با روش  يكم انيب يزهايآنال
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 مخصوص ژن نيچند انيب يرياندازه گ يبراروش  نيا
 و Oct4، Sox-2، CD9، EPCAMمانند  يجنس يسلولها
 يجنس يسلولها يبرا GAPDHدار  انهخ ژن نيهمچن

به ش سلولها ين آزمايدر ا. شداستفاده داده شده كشت 
 مخصوص يهاپتيپكرويو با استفاده از م يكيمكان صورت

و در  و بلافاصله منجمد شده يپولاتور جداسازينكروميا مي
با  هانمونه. شد ينگهدار درجه سانتي گراد -80 يدما

در ادامه با ه و ز شديلز كننده خاص يبافر ل استفاده از
 cDNAبه  mRNAپتاز معكوس يم ترانس كرياستفاده از آنز

با استفاده از  يهاپتيترانس كره و مقدار ل شديتبد
ت ين كمييتعFluidigm با دستگاه  و مخصوص يمرهايپرا

ان يب باآمده  به دست Ct، داده ها ليبه منظور تحل .دگردي

 يسلولهادر ژنها  mRNAان يبن يهمچنو  GAPDH ژن
هم ز داده ها يآنال ه وشد ينرمال ساز MEFه كننده يتغذ

 يابيارزمورد  SPSSو  GenEx ،Exel رهايتوسط نرم افزا
  .قرار گرفت

  جينتا
 106حدود  ر چسبندهيكشت غ طيدر شرا ن مطالعهيادر 

ده با يپوش cm210كشت  يتهايدر پل موشضه يسلول ب
 يجنس يسلولهاو در حالت كشت چسبنده  درصد 1 آگارز

 .كشت داده شد MEFه يه تغذيو لا نيژلات يروضه يب
ط مورد ين دو شرايل شده در ايتشك يهايسپس كلن

  ). 2و1هاي  شكل( قرار گرفت يبررس
  

  
؛ تصوير)A2و  A1(بنيادي اسپرماتوگوني در شرايط غير چسبنده هاي سلولهايتشكيل كلني:ها در شرايط غير چسبندهبررسي كلني -1شكل  

-Oct4, α6آميزي ؛ رنگ)B(و ادغام آنها  ,DAPI  β1-Integrinآميزي ؛ رنگ)A3(هاي اسپرم ساز ميكروسكوپ الكتروني از كلني

Integrinو ادغام آنها)C(آميزي؛ رنگC-kit, Ki67 و ادغام آنها باDAPI )D(. 
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هاي سلولهاي بنيادي مشاهدات نشان داد كه كلني
روز پس از كشت در سيستم غير  7اسپرماتوگوني حدود 

  .)A2وA1 -1شكل(تشكيل شدند  هچسبند

به  يهاينشان داد كه كلن يكروسكوپ الكترونيم يهازيآنال
 ياديبن يرچسبنده همانند سلولهايآمده در حالت غ دست

اسپرم ساز،  يهاه لولهيپا غشاياسپرم ساز قرار گرفته در 
) توپلاسميحجم هسته به س( يب نوكلئوپلاسميضر يدارا

 به وجود يهايات كلنيخصوص .)A3-1شكل(بالا هستند 
روز پس از كشت و با  21ر چسبنده، يط غيآمده در شرا

 يزيرنگ آم. مشخص شد يميتوشيمونوسيروش ا
-β1-Integrin ،α6 يهايكلنمونوفلورسانس وجود يا

Integrin  وOct4  1شكل(كرد  تأييدمثبت را-B وC(.   

-يدر كلن Ki67 ير سلوليان ماركر تكثيب ين با بررسيهمچن
آمده در  به وجود يهايا كلنيد كه آش دها، مشخص خواه

 يريط كشت، تكثين شرايتوانند در اير چسبنده ميكشت غ
را  Ki67ان يمونوفلورسانس بيا يزيرنگ آم ؟داشته باشند

 .)Eو  D-1 شكل(كرد  تأييدمثبت  c-kit يها يدر كلن
است كه  ياهسته يستونيرهين غيك پروتئي Ki67 پروتئين
  ). 32(شود يان مير سلولها بيتكث يدر ط

ر چسبنده با حالت يط كشت غيآمده در شرا به دستج ينتا
ط يتحت شرا. و مطالعه قرار گرفت يچسبنده مورد بررس

 يهاتيدر پل يجنس ياديبن يسلولها يكلنكشت چسبنده، 
ل شده و سپس ادامه ين تشكيژلاتبا  شده دهيكشت پوش

 هيلا ده بايپوش ديكشت جد يتهايپلها در ين كلنيكشت ا
ذوب و  جينتا .)Bو  A - 2شكل(انجام شد  MEF هيتغذ

آمده  به دست يجنس يسلولها يهايانجماد نشان داد كلن
چسبنده، بعد از  ريچسبنده و غ طيدر شرا ضهياز بافت ب

 كروسكوپيم يها زيآنال .انجماد دوباره شكل گرفت
ل يتشك يهايها همانند كلنين كلنينشان داد ا يالكترون

هسته بزرگ اما  يدارارچسبنده يط غيشده در شرا
 يهايبررس. )E-2شكل( باشديكوچك م توپلاسميس
، Oct4 يجنس يسلولها يماركرها انيب يميتوشيمونوسيا

Sox2 ، Vasaژن ين آنتيو همچن Ki67به  يهايرا در كلن
 ين بررسيدر ا .)Eو C ،D-2شكل(كرد  تأييدآمده  دست

  . )C-2شكل(مثبت نشان داد  Vasa يهايدر كلن Ki67ان يب

ان يدار ب يش معنيفزاا Fluidigm Realtime PCRز يآنال
mRNAيژنها ي Oct4 ،Epcam  وSox2 يهايرا در كلن 

ر چسبنده و چسبنده نسبت يط غيجدا شده در شرا يسلول
 Cd9ان يضه نشان داد اما در سطح بيب يكيبه سلول سومات

ن ين ايهمچن). 3شكل(مشاهده نشد  يدار يش معنيافزا
 طيجدا شده در شرا يسلول يهايكلندهد ينشان م يبررس

 Epcam يژنها انيببه هم در  چسبنده و چسبنده نسبت ريغ

 ،Oct4 ،Cd9  وSox2 3شكل(رد ندا يدار يتفاوت معن(.  

  بحث
به سلولهاي بنيادي اسپرم ساز هاي در اين مطالعه كلني

در مطالعه آمده در شرايط كشت غير چسبنده  دست
در تشكيل شده اسپرم ساز  ي سلولهايهايكلنبا ) 4(قبلي
ا هبررسي. مورد مطالعه قرار گرفت چسبندهكشت  طيشرا

جدا شده در اسپرم ساز  نشان داد كلني سلولهاي بنيادي
آمده  به دستهاي شرايط كشت غير چسبنده همانند كلني

 در كشت چسبنده، ماركرها و ويژگيهاي سلولهاي بنيادي
غير چسبنده، به  كشتدر شرايط . را نشان دادند اسپرم ساز

سلولهاي بيضه به بستر ظرف،  منظور ممانعت از چسبندگي
محيط كشت حاوي فاكتورهاي در سلولهاي بيضه موش 

 رشد و همچنين ظروف پوشيده شده با آگارز كشت داده
 ضهيب يجنس يسلولها چسبندهكشت  در شرايط. )4(شد
استفاده از . كشت داده شد MEF هيتغذ هيو لا نيژلات يرو

نشان داد كه اين EGF يا FGF2 و  GDNFفاكتورهاي رشد 
سلولهاي بنيادي فاكتورها براي خودنوزايي تكثير و تمايز 

  ).21و  5(ضروري است  اسپرم ساز

از آنجائي كه در مطالعات قبلي تأثير كشت سوسپانسيون 
و ) 36و  22، 20(روي سلولهاي بنيادي نشان داده شد 

اخيراً محققان از سوسپانسيون بيوراكتور براي افزايش 
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نتايج اين ). 31و 8(ايا بيضه استفاده كردند سلولهاي ز
هاي سلولهاي بنيادي تحقيق نيز نشان داد كه كلني

اسپرماتوگوني جدا شده در هر دو شرايط كشت چسبنده و 
- غير چسبنده به وضوح ماركرهاي سلول زايا را بيان مي

ها در محيط از سوي ديگر اين تحقيق نشان داد كلني. كنند
هاي سلولهاي اسپرم ساز در همانند كلنيكشت غيرچسبنده 

شرايط چسبنده ويژگيهاي تكثير پذيري را از خود نشان 
   ).37و  34(دهند مي

  

  
 ميكروسكوپ تصوير؛ )Bو  A( چسبنده شرايط در اسپرماتوگوني بنيادي سلولهاي هايكلني تشكيل: هچسبند شرايط در هاكلني بررسي -2شكل

 Oct4, DAPIرنگ آميزي  ؛ )D(ا و ادغام آنه Sox2, DAPIآميزي رنگ؛ )C(و ادغام آنها  Ki67,Vasaآميزي رنگ؛ )EM(ا هالكتروني از كلني
  .)E( و ادغام آنها
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  Sox2و  Epcam  ،Oct4  ،Cd9 يژنهابراي بررسي بيان Fluidigm Realtime PCR آناليز  -3شكل

 يسلولهادر  Nodalنگ يگناليس ريها نشان داد مسيبررس
ر يدر مس. )10( باشديمفعال  رياسپرم ساز در حال تكث

  يان ژنهاير با بين مسيا ، فعال شدنNodalنگ يگناليس

Smad2/3  و Oct4 به ج يبا توجه به نتا  .باشديهمراه م
 يهايكلن رسد درينظر م ، بهOct4ان ژن يآمده و ب دست
ر يمس چسبنده و چسبنده ريغ طيجدا شده در شرا يسلول
  .فعال باشد Nodalنگ يگناليس

مختلف مانند  يمولكولهااسپرم ساز  يدر سلولها
melanoma cell adhesion molecule،epithelial cell 

adhesion molecule  وCD9  و اتصالات  يدر چسبندگ
 ين عوامل در جداسازيا از كهيبه طور نقش داشته يسلول

اگرچه  ).16و  12، 11( شود ين سلولها هم استفاده ميا
ك مولكول ي به عنوان CD9تلف نشان داد مخ يهايبررس

 ).12و 3( اسپرم ساز وجود دارد يدر سلولها يسطح سلول
جدا شده در  يسلول يها يدر كلنما  يمولكول يز هايآنال
علاوه  CD9ماركر نشان داد  چسبنده و چسبنده ريغ طيشرا

ان يهم ب يكيسومات ياسپرم ساز در سلولها يبر سلولها
 يضه با ترشح فاكتورهايب يكيسومات يسلولها .شوديم

 ءاسپرم ساز را القا يلولهاز سير و تمايرشد مختلف تكث
  .)41و 33، 29، 25( كنديم

 يينها يريجه گينت

 يفاكتورها يحاو يطهاينر در مح يموشهاضه يب يسلولها
بوده  ييهايل كلنيقادر به تشك رچسبندهيغ طيشرا رشد در

ل ياسپرم ساز تشك ياديبن يسلولها يهايكه همانند كلن
 يجنس يهاسلول يط كشت چسبنده، ماركرهايشده در شرا

آمده در  به دست يهايكلن يمورفولوژ. كننديان ميرا ب
 يكروسكوپ الكترونيم يهايرچسبنده با بررسيغ طيشرا

 ن، مطالعاتيعلاوه بر ا. قرار گرفت تأييدمورد 
و  يماركرها انينيز ب Real-time PCR و يميتوشيمونوسيا

 ها راين كلنيا يجنس يسلولها يرير پذين تكثيهمچن
ج ين نتايا .كرد تأييد هاي چسبنده اين آزمايشهمانند كلني

 يسلولها يهاين باشد كه كلنيكننده ا تأييدتواند يم
 يستمهايعلاوه بر كشت چسبنده، در س ياسپرماتوگون

تواند منجر به حفظ و يرچسبنده هم شكل گرفته كه ميغ
- يم نينابراب. مرتبط شود يان ژنهايق بيسلولها از طر يبقا

رشد مختلف و  يط كشت، فاكتورهاين شرايتوان در ا
 يكلن ينگ مرتبط را رويگناليس يرهايمس ين القايهمچن
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مترشحه  يهانيتوكايات ستأثيردور از  ،اسپرم ساز يسلولها
با توجه به نتايج  .ز كرديآنال ه كنندهيه تغذيلا ياز سلولها

اگرچه سيستم غير  :اين تحقيق مي توان پيشنهاد كرد
تواند مدل مناسبي براي بررسي اثر فاكتورهاي چسبنده مي

باشد اما اين ذيه كننده غي لايه تسلولها تأثيرلف بدون تمخ
 اديبا ازد تواند ينم روش برخلاف شرايط كشت چسبنده

  .اسپرم ساز همراه باشد ياديبن يسلولها هاي يكلن

  تشكر

كه  خانم فاطمه فلاح و ينين معيحس يآقا از سندگانينو
اين پژوهش  يآمار ياز مواد و آناليزها يدر تهيه برخ

 يمال يتهايحما ن ازيهمچن .نماينديكمك نمودند، تشكر م
كز مطالعات و مرن يهمچنو ) تهران( انيپژوهشگاه رو

ن يابه كه وزارت علوم  المللنيب يعلم يهايهمكار
  .گردديمتشكر اند، داشتهپژوهش 
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Abstract 

Spermatogonial stem cells are the undifferentiated cells in the basal membrane of the 
seminiferous tubules and are able to produce sperm in male testis. Different 
experimental studies proved the capatility of undifferentiated spermatogonial stem cells 
to culture under different conditions, after isolation of the testes. In this study mouse 
neonate testicular cells (5-7 days-old NMRI strain) isolated by digestive enzymes 
include Collagenase IV, Dispase and DNAse. Then, approximately 106 cells were 
cultured in both adherent on MEF feeder layer and non-adherent culture system on 1% 
agarose with condition mediums that contained growth factors. Studies demonstrates 
that testicular cells cultured in a non-adherent condition (non-adherent colonies) were 
able to form colonies similar to spermatogonial stem cell colonies in adherent condition 
(adherent colonies) and clearly expressed germ cell marker. Electron microscope 
analyses made evident that both types of colonies were similar to localized 
spermatogonial stem cells on the basement membrane of seminiferous tubules and 
showed a high nucleus/cytoplasm ratio. Immunocytochemistry assays proved that both 
of colony expressed germ cell markers β1-Integrin, α6-Integrin and Oct4 positive. Real-
time PCR analysis revealed significant differences in the expression of germ cell genes 
Oct4, Sox-2, CD9 and EPCAM, between these colonies and somatic cells. On the other 
hand, high expression of Ki67 in these colonies showed that these cells have 
proliferative characteristics. These results proved that a non-adherent culture system 
similar to adherent culture could provide a favorable method for in vitro short-term 
culture of spermatogonial stem-like cell colonies. 

Key words: Spermatogonial stem cells; Germ cell culture; Eexpression of germ cell 
markers; Ki67 expression 


