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زايي و الگوي ژنتيكي سلولهاي رشد، كلون توانبر  مختلف رشد القاييفاكتورهاي  ثيرأت
  اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر در شرايط آزمايشگاهيبنيادي 

  *2حسين بهاروند و 3، گرو يوشيزاكي2حسني، سيده نفيسه *1، محمد رضا كلباسي1سمانه پورسعيد
  .گروه شيلات دانشكده علوم دريايي و منابع طبيعي، دانشگاه تربيت مدرس، نور، ،ايران 1

 گروه مركز تحقيقات علوم سلولي، دانشگاهي، فناوري سلولهاي بنيادي جهاد شناسي و پژوهشكده زيست پژوهشگاه رويان، تهران، ،ايران 2
  .شناسي تكويني و زيستي بنيادي سلولها

  .شناسي دريا تگروه زيسدانشگاه علوم دريايي و تكنولوژي توكيو،  توكيو،، ژاپن 3

  24/02/1399: تاريخ پذيرش  30/07/1398: تاريخ دريافت

  چكيده

اي و كاربردي در زمينه منابع با ارزشي را براي انجام مطالعات پايه ،در شرايط آزمايشگاهيسلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني  كشت
زايي و هاي مختلف رشد بر ميزان تكثير، كلوناين مطالعه با هدف بررسي اثر فاكتورلذا، . كندمي فراهم بيوتكنولوژي توليدمثل 

سلولهاي . انجام پذيرفتسلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر در شرايط آزمايشگاهي  بيان برخي از ژنهاي اختصاصي
از طريق تخليص  بافت بيضه بچه ماهيان آزاد درياي خزر با استفاده از روش هضم آنزيمي و جداسازي از ازپس اسپرماتوگوني 
و  bFGF ،GDNF ،IGF-I ،EGF(در محيط كشت حاوي تركيبي از فاكتورهاي مختلف رشد به مدت چهارده روز  ،حذف تمايزي

LIF ( آميزي ايمنوفلورسنت براي بررسي از رنگ. گيري شدر روز چهاردهم در هر گروه اندازهمساحت كلونيها د. يافتندكشت
در گروههاي  Gfrα1و  Vasaبيان ژنهاي همچنين . گرديددر بين گروههاي مختلف استفاده  DDX4/VASAكيفي و كمي نشانگر 

-bFGF+GDNF+IGF(تاثير چهار فاكتور رشد اندازه كلونيهاي اسپرماتوگوني در گروهي كه تحت  .اندازه گيري شدندمختلف 

1+EGF ( بود بالاتر قرار داشتند، از ساير گروهها)001/0<P .( با اين وجود، در حضورLIF اثر معني داري بر روي تكثير ،
گر آميزي ايمنوفلورسنت نشان داد كه كلونيهاي سلولي در گروههاي مختلف براي نشانرنگ. سلولهاي اسپرماتوگوني مشاهده نشد

DDX4/VASA  مثبت بودند و به جز گروهLIF 05/0(داري در بين ساير گروهها مشاهده نشد اختلاف معني>P .( اختلاف معني
به نظر  حاضربر اساس نتايج ). P<05/0(بين گروههاي مختلف آزمايشي مشاهده نشد  Gfrα1و  Vasaداري در سطح بيان ژنهاي 

داري بر تكثير سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر نوتركيب انساني اثر معنيرسد افزودن فاكتورهاي مختلف رشد مي
  . در شرايط آزمايشگاهي نداشته باشد

 .Salmo caspius ، بيان ژن،in vitroكشت  سلول زاياي نر، فاكتور رشد،: ي كليديهاواژه

  baharvand@royaninstitute.orgو  mkalbassi@gmail.com :، پست الكترونيكي  09124921752  :تلفنمسئول،  گاننويسند* 

  مقدمه

پايه و اساس فرآيند  هاي بنيادي اسپرماتوگونيسلول
سلولها با  اين. اسپرماتوژنز و باروري در ماهيان نر هستند
هاي سلولهاي پتانسيل ويژه خودنوزايي و تمايز به ساير رده

در بدن هستند كه  بزرگسالان زايا، تنها سلولهاي بنيادي

قادرند اطلاعات ژنتيكي را از نسلي به نسل ديگر منتقل 
استفاده كاربردي از ويژگيهاي اين سلولها براي  .كنند

بر روي  )4( و همكارانش Brinster توسط نخستين بار
با پيوند تعليق سلولي از موش  كه موش ارائه شد
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هاي مني ساز موش عقيم، منجر به هتروژنوس به لوله
موفقيت در پيوند . زايي در موش پذيرنده پيوند شدنداسپرم

باعث شد كه كاربرد  در جوندگان سلولهاي اسپرماتوگوني
پروري مورد توجه قرار آن در ساير علوم از جمله آبزي

اين كه امروزه  طوريه ب ).28 و 27، 26، 19، 8، 7( گيرد
سلولها منبع ارزشمندي جهت مطالعات بيولوژيكي فرآيند 

هاي كمياب و توليد ، حفظ ذخاير ژنتيكي گونهزاييم اسپر
حيوانات تراريخته از طريق دستورزي ژنتيكي سلولهاي 

با اين وجود،  ).35 و 11، 6، 3( ندوشميزاينده محسوب 
استفاده از سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني به دلايلي چون 

هاي نشانگر نبودو  در بافت بيضهآنها تعداد بسيار كم 
 امري دشوار براي شناسايي و جداسازياختصاصي سطحي 

بنابراين، بكارگيري روشهايي كه بتوان  ).22، 20، 17( است
 اين سلولها را به طور خالص و به ميزان زياد تهيه كرد

اولين قدم براي استفاده از . همواره مورد توجه بوده است
كه در اين سلولها دستيابي به يك سيستم كشت بهينه است 

آن سلولها به ميزان زيادي تكثير يافته و به صورت تمايز 
   .نيافته باقي بمانند

كاملاً توسط  ي بنيادي اسپرماتوگونيدر بافت بيضه سلولها
سلولهاي سرتولي احاطه شده اند كه علاوه بر حمايت 

و  عوامل رشداي، با ترشح بسياري از فيزيكي و تغذيه
را سلولهاي بنيادي ها تعادل بين تكثير و تمايز سايتوكاين
- به همين منظور محققين در گونه ).30 و 5( كندتنظيم مي

مجزا و  هاي مختلف اثر عوامل مختلف رشد را به صورت
يا تركيبي بر حفظ و تكثير سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني 

كه به صورت فاكتوري از جمله . اندمورد بررسي قرار داده
 است پاراكرين و يا اتوكرين بر عملكرد سلولهاي زايا موثر

- رسان داخل سلولي ميهاي پيامو باعث فعال شدن مسير

 اشاره كرد) FGF(فاكتور رشد فيبروبلاستي  توان بهمي شود
كه به عنوان يك فاكتور ميتوژن توسط بسياري از سلولهاي 

بر مطالعات انجام شده ). 18(بافت بيضه توليد مي شود 
نشان داده است  و گورخر ماهيكمان آلاي رنگينقزلروي 

به محيط كشت، خودنوزايي سلولهاي  bFGFافزودن  كه

يكي از  ).31، 21، 9( مي دهداسپرماتوگوني را افزايش 
سلولهاي بنيادي  و بقاي در تكثير ديگر مهم فاكتور هاي

اسپرماتوگوني، فاكتور نوروتروفيك مشتق از دودمان سلولي 
 با اتصال به گيرنده هاي مي باشد كه ) GDNF(گليالي 

در سطح ) گيرنده تيروزين كيناز و Gfrα(خود اختصاصي 
سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني باعث پاسخهاي درون 

مطالعه انجام شده بر روي  ).23 و 10(شود سلولي مي
، سلولهاي GDNFموش نشان داده است كه در غياب 

كه  درحالي اسپرماتوگوني مسير تمايزي را پيش مي گيرند،
مقادير زياد به خودنوزايي اين سلولهاي بنيادي كمك 

فاكتور رشد شبه علاوه بر عوامل فوق الذكر، ). 23( كندمي
از پروتئينهاي تنظيمي محسوب مي  كه )IGF(انسوليني 

بافتها را در  رشد، تمايز و بقاي سلولها نيز قادر استشود 
 Kawasaki. )30، 2( تنظيم كند بافت بيضهمختلف از جمله 

با مطالعه بر روي كشت سلولهاي ) 15(و همكارانش 
در  IGF-Iاسپرماتوگوني گورخر ماهي نشان دادند كه 

تكثير سلولهاي مذكور را افزايش  GDNFو  bFGFتركيب با 
يكي ديگر از عوامل رشد، فاكتور رشد اپيدرمي  .دهدمي

)EGF ( كه باعث تقسيم سلولهاي اسپرماتوگوني شده است
و فرآيند توليد استروئيد، شكل گيري اسپرم، تقسيم 

شكل  دوسلولهاي ليديگ و فعاليت سلولهاي سرتولي را به 
اطلاعات اندكي  ).29( ظيم مي كندتناتوكرين و يا پاراكرين 

بر ميزان تكثير و بقا سلولهاي اسپرماتوگوني  EGFاز اثرات 
توان به ماهيان در دسترس است كه در اين مورد مي

كمان و آلاي رنگينبررسيهاي انجام شده بر روي قزل
كننده  فاكتور مهار ).32 و 21، 15(گورخرماهي اشاره كرد 

اثرات چندگانه تنظيمي بر  با سايتوكينيك ) LIF(لوكميا 
كه به منظور القاء  ست روي انواع مختلف بافتها و سلولها ا

 تكثير و افزايش توان زيستي سلولهاي بنيادي به محيط
اثرات  .)36، 11- 12(شود كشت اختصاصي افزوده مي

در خودنوزايي و حفظ بقاي سلولهاي بنيادي  LIFمثبت 
با اين ). 37(اسپرماتوگوني گورخرماهي گزارش شده است 

كمان به محيط آلاي رنگيننوتركيب قزل LIFوجود، افزودن 
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ماني سلولهاي اسپرماتوگوني كشت، اثري بر تكثير و زنده
مطالعات  رغمعلي ).32( كمان نداشتآلاي رنگينقزل

انجام شده، هنوز اطلاعات اندكي از محيط كشت مناسب 
براي حفظ و تكثير سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني ماهي در 

 اي هنوزدسترس است و با توجه به تفاوتهاي بين گونه
  . ابهامات زيادي باقي مانده است

يك گونه بومي و ) Salmo caspius(ماهي آزاد درياي خزر 
 محسوب مي شود كه اكولوژي و اقتصادياز نظر با ارزش 

ل آلودگي يبه دل در درياي خزر در سالهاي اخير ذخاير آن
درياها و منابع آبي، موانع موجود در مسير مهاجرت از دريا 
به رودخانه به هنگام تخم ريزي، ورود فاضلابهاي شهري 

در به آب رودخانه و همچنين حضور صيادان غير مجاز 
ذخاير  ت ازظاحفبنابراين  .گرفته استمعرض تهديد قرار 

پيوند  .است مهم و ضروري امري اين گونهژنتيكي 
تكنيك  ،سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني و توليد ماهي كايمر

ماهيان  ژنتيكي نسبتا جديدي در حوزه حفاظت از ذخاير
به ميزان زيادي به تعداد  آنموفقيت  كه محسوب مي شود

سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني در تعليق سلولي در زمان 
تكثير سلولهاي لذا به منظور . )6، 3( پيوند بستگي دارد

 ازدستيابي به تعداد قابل ملاحظه بنيادي اسپرماتوگوني و 
 به حاضر مطالعه ، با هدف نهايي توليد ماهي كايمر سلولها

، bFGF ،GDNF ،IGF-I( مختلف رشد هايبررسي اثر فاكتور
EGF  وLIF(  زايي و الگوي ژنتيكي كلون رشد، ميزانبر

در شرايط  سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر
   .پردازدآزمايشگاهي مي

  مواد و روشها
قطعه ماهي آزاد  80مطالعه حاضر روي : گونه مورد مطالعه

 08/0با شاخص گنادوسوماتيك كمتر از ) نابالغ(ماهه  8نر 
خطاي  ±ميانگين ( 9/5 ± 2/0درصد و ميانگين وزني 

سانتيمتر انجام  1/9 ± 1/0طولي ميانگين گرم و ) استاندارد
آزاد ماهيان مورد استفاده در اين مطالعه از مركز تكثير . شد

تهيه ) كلاردشت، مازندران، ايران( و پروش شهيد باهنر

پژوهشكده سلولهاي بنيادي پژوهشگاه ماهيان در . شدند
 200در مخازن پلاستيكي با ظرفيت ) تهران، ايران(رويان 

در طي اين دوره دماي . ليتر با هوادهي دائم نگهداري شدند
ماهيان تحت . درجه سانتي گراد بود 10آب به طور پيوسته 

ساعت تاريكي قرار  8ت روشنايي و ساع 16شرايط نوري 
ماهيان در طول نگهداري يك نوبت در روز با . گرفتند

به صورت ) شهركرد، ايران(فرادانه استفاده از غذاي تجاري 
ساعت قبل از شروع آزمايش،  96. دستي غذادهي شدند

  . غذادهي به ماهيان متوقف شد

براي : سلولهاي اسپرماتوگونيو كشت جداسازي 
ز بالاي روغن گل سلولها، ابتدا ماهيان با دجداسازي 

كشته شدند و تحت شرايط ) باريج، كاشان، ايران(ميخك 
بعد از شستشو با محول . استريل بافت بيضه آنها خارج شد

پني سيلين با (حاوي آنتي بيوتيك ) PBS(بافر فسفات 
واحد به ازاي هر ميلي ليتر، استرپتومايسين با  100غلظت 
روگرم به ازاي هر ميلي ليتر و جنتامايسين ميك 100غلظت 

، بافت بيضه )ميكروگرم به ازاي هر ميلي ليتر 10با غلظت 
 2با غلظت ) IV )Gibcoدر محلول آنزيمي كلاژناز نوع 

سپس . ميلي گرم در ليتر به طور مكانيكي قطعه قطعه شدند
گراد انكوبه درجه سانتي 14در دماي ساعت  6به مدت 

بيشتر و جدا كردن سلولها از لوبولها، جهت هضم . شدند
رحله دوم هضم آنزيمي با م PBSپس از شستشو با محلول 

دقيقه تحت  30به مدت ) Invitrogen( درصد 25/0تريپسين 
با استفاده از محيط كشت  سپس. همان شرايط انجام شد

Leibowitz’s L-15 )Sigma-Aldrich; L15 (درصد 10 حاوي 
، آنزيم تريپسين )™FBS, Hyclone(سرم جنين گوساله 

دقيقه  5به مدت  حاصل سوسپانسيون سلولي. خنثي گرديد
درجه سانتي گراد سانتريفيوژ  14در دماي  g 300با دور 

سوسپانسيون سلولي بدست آمده حاوي سلولهاي . شد
به منظور  .اسپرماتوگوني، سرتولي و فيبروبلاست بود
حذف وش تخليص سلولهاي اسپرماتوگوني بنيادي از ر

 48تعليق سلولي حاضر به مدت  ).32( استفاده شد تمايزي
 48گراد در ظروف كشت درجه سانتي 14ساعت در دماي 
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پس از طي . كشت يافتند درصد 1خانه پوشيده با ژلاتين 
آوري و به زمان انكوباسيون، سلولهاي آزاد در تعليق جمع

انتقال  درصد 1خانه پوشيده با ژلاتين  48ظروف جديد 
  . يافتند

بعد از جداسازي، سلولها : مورد مطالعههاي رشد فاكتور
جدول (در محيط كشت مخصوص سلولهاي اسپرماتوگوني 

كشت داده  روز 14به مدت  هاي رشدهمراه با فاكتور) 1
در طي اين مدت، تعويض محيط كشت سلولها هر . شدند

  . روز يكبار انجام شد 3
  .تركيبات و غلظت مواد موجود در محيط كشت سلولهاي اسپرماتوگوني -1جدول 

  شركت سازنده  غلظت نهايي در محيط كشت  نام ماده
L-15 8/7 pH= Sigma-Aldrich  

Hepes mM20 Sigma-Aldrich 

FBS 1 % Hyclone™  
Bovine insulin µg/ml25 Sigma-Aldrich 

Bovine serum albumin (BSA) 5/0 %  Sigma-Aldrich  
  MEM non-essential amino acids  µl/ml10 Invitrogen 

  Ascorbic acid  µM50 Sigma-Aldrich 

Adenosine  µM200 Sigma-Aldrich 

GlutaMAX  mM 2  Invitrogen 

2-mercaptoethanol  µM100 Sigma-Aldrich 

Penicillin U/ml 100 Invitrogen 

Streptomycin  µg/ml100 Invitrogen 
 

ثير أهاي رشد و غلظتهاي مورد استفاده بر اساس تفاكتور
مثبتي كه بر بقا و تكثير سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني در 

براي  ).25 و 16، 13( ها داشتند، انتخاب شدندساير گونه
گروه كنترل و (انجام اين مطالعه شش گروه آزمايشي 

به شرح ذيل و سه تكرار ) گروههاي حاوي فاكتور رشد
  :براي هر گروه در نظر گرفته شد

در گروه كنترل محيط كشت فاقد ): N(گروه كنترل   - 1
  . هرگونه فاكتور رشدي بود

فاكتور رشد  محيط كشت حاوي): bFGF )Bگروه  - 2
bFGF يب انساني نوترك)Royan, Iran ( نانوگرم  10با غلظت

 .در ميلي ليتر بود

محيط كشت حاوي دو  ):GDNF )BGو  bFGFگروه  - 3
نانوگرم در ميلي ليتر و  10با غلظت  bFGFفاكتور رشد 

GDNF   انساني   نوتركيب   )R&D, USA (  20  غلظت با   

  .نانوگرم در ميلي ليتر بود

نوتركيب  IGF-I )BGI :(IGF-Iو  bFGF ،GDNFگروه  - 4
نانوگرم در ميلي ليتر به  10با غلظت ) Royan, Iran(انساني 
  .اضافه گرديد BGتركيب 

 EGF )BGIE :(EGFو  bFGF ،GDNF ،IGF-Iگروه  - 5
نانوگرم در  20با غلظت ) Royan, Iran(نوتركيب انساني 

  . اضافه گرديد BGIميلي ليتر به تركيب 

): LIF)BGIEL و  bFGF ،GDNF ،IGF-I ،EGFگروه  - 6
LIF  نوتركيب موشي)Royan, Iran ( واحد  1000با غلظت

  .اضافه شد BGIEدر ميلي ليتر به تركيب 

زايي شناسي سلولهاي كشت شده و كلونارزيابي ريخت
- به منظور ارزيابي اثر فاكتور: در سلولهاي اسپرماتوگوني

با استفاده از هاي رشد، ميزان تكثير سلولهاي اسپرماتوگوني 
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شناسي به اين منظور ريخت. زايي بررسي شدارزيابي كلون
سلولها به صورت روزانه با استفاده از ميكروسكوپ 

مجهز به ) CKX41 )Olympus, Philippinesمدل  معكوس
) DP72 )Olympus, Japanدوربين تصوير برداري مدل 

از كلونيها مشتق شده از سلولهاي . ارزيابي شد
مساحت كلونيها توسط  و شد تصوير تهيهگوني اسپرماتو

   ).32( گيري شداندازه Photoshop CS5 Adobeنرم افزار 

با روش يد ماهيت سلولهاي اسپرماتوگوني يأت
ييد ماهيت سلولهاي بنيادي أبراي ت :ايمنوسيتوشيمي
كه  DDX4/VASAبيان پروتئين سطحي  ،اسپرماتوگوني

 Lacerdaمطابق روش نشانگر اختصاصي سلولهاي زاياست، 
بدين ترتيب كه پس از . )20( ارزيابي شدو همكاران 

بادي و حذف مرحله تثبيت، تسهيل نفوذ پذيري آنتي
 ها آنتي بادي اوليهاتصالات غير اختصاصي، به نمونه

DDX4/VASA )Rabbit anti-DDX4/VASA; GeneTex, 

USA(  ساعت در  18اضافه شد و به مدت  300/1با رقت
بعد از شستشو، . گراد نگهداري شدنددرجه سانتي 4دماي 

 FITC conjugated anti-rabbit( ها آنتي بادي ثانويهبه نمونه

IgG; Invitrogen, USA(  به سلولها اضافه  500/1با رقت
هسته سلولها به مدت يك دقيقه با پس از شستشو، . شد

DAPI )4',6-diamidino-2-phenylindole (رنگ آميزي شد .
 ها با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنتنمونه سپس

عكسهاي . مجهز به دوربين عكسبرداري شدند معكوس
با يكديگر ادغام  Photoshop CS5 Adobeمنتخب توسط 

براي تعيين درصد سلولهاي مثبت، نواحي مختلف  .شدند
يك پليت كشت به طور تصادفي انتخاب، عكسبرداري و 

سلولها به  مثبت به كلنسبت سلولهاي  . سپس شمارش شد
اي بين گروههاي مختلف انتخاب عنوان شاخص مقايسه

  .شد

-Real روشبا  مولكولي سلولهاي اسپرماتوگوني بررسي

Time RT-PCR : بيان ژنهاي اختصاصي سلولهاي بررسي
روز پس از كشت  14در ) Gfrα1و  Vasa(اسپرماتوگوني 

از  RNA. در گروههاي مختلف مورد مطالعه انجام شد
حداقل سه تكرار زيستي براي هر ( سلولهاي كشت يافته

  Nucleospin® RNA XSمطابق دستورالعمل كيت )گروه
)Macherey-Nagel, Dȕren, Germany (ساخت . شد استخراج

cDNA  از رويRNA  با استفاده از آغازگر استخراج شده
 RevertAidTM H Minus Firstهگزامر تصادفي و كيت 

Strand cDNA synthesis )Thermo Scientific, USA ( انجام
 سنتز شده، cDNAبا  Real-Time RT-PCRواكنش . شد

 هاي پيشرو و معكوس اختصاصي براي هر ژنآغازگر
 40طي  در) Takara, Japan(و سايبرگرين ) 2جدول (

 StepOne Plus thermocyclerدستگاه  چرخه با استفاده از
ABI )Applied Biosystems, Foster City, CA (انجام شد.  

نرمال سازي ) actinβ-(ژن هدف در هر نمونه با ژن مرجع 
بيان ژن در گروه كنترل به عنوان كاليبراتور در نظر . شد

محاسبه  CTΔΔ-2سپس بيان نسبي ژنها با روش . گرفته شد
  ).38( شد

داده ها با استفاده  نرمال بودنابتدا : تجزيه و تحليل آماري
با استفاده از  همگني واريانسها و Shapiro-Wilkها از آزمون
 ها ازبراي تجزيه و تحليل داده. بررسي شد Levensآزمون 

و براي ) One-Way ANOVA(آناليز واريانس يك طرفه 
 Tukey چند دامنهاز آزمون داري بين ميانگينها، مقايسه معني

 SPSSاز نرم افزار . فاده شداست درصد 5 اعتماددر سطح 
)Chicago, IL, USA, version 15 ( براي آناليز آماري داده ها

براي رسم ) Excel )Microsoft, USA, version 10و از 
هاي درون متن به صورت ميانگين داده .نمودار استفاده شد

   .اندبيان شده) SE(خطاي معيار  ±

  نتايج
پس از  :يافتهشناسي سلولهاي كشت ارزيابي ريخت

جداسازي سلولها از بافت بيضه طي هضم مكانيكي و دو 
روز  14مرحله هضم آنزيمي، تعليق سلولي حاصل به مدت 

هاي رشد بر روي بستر در محيط كشت حاوي فاكتور
  .ژلاتين كشت يافتند
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 .Gfrα1و  Vasaهاي طراحي شده جهت بررسي بيان ژنهاي مشخصات آغازگر -2جدول 

  كد بانك ژن توالي نام آغازگر
Vasa- F
Vasa-R 

5´-TGGTGGAGGAGGCGGCTTCAG-3´ 
5´-ACCACCCTCCCCATCCATG-3´ 

KX098658

Gfrα-1-F
Gfrα-1-R 

5´- AAGCAGAGCCCCCTGTATAA -3´ 
5´- GCCAGTCGGAATATGTCAGA -3´ 

 MH475923 

β-actin-F
β-actin-R 

      5´-GATCTGGCATCACACCTTCTAC -3´ 
5´-GCCAGTCGGAATATGTCAGA -3´ 

 EF406272.1

  
  
  

و يا  ساختار دوكي شكلبا سلولهاي سوماتيك عمدتاً 
. ساختار مدور با زوائد سيتوپلاسمي كشيده مشخص بودند

اين سلولها به صورت يك لايه به كف پليت كشت متصل 
با ساختار مدور  سلولهاي اسپرماتوگوني كه شدند در حالي

لاي آنها قرار بر روي سلولهاي سوماتيك و يا در لابه
- ريختز نظر ا). 1شكل ( گرفتند و كلوني ايجاد كردند

ثير أت GDNFو  bFGF، افزودن فاكتورهاي رشد سيشنا

 در حالي. داري بر روي روند كشت سلولها نداشت معني
باعث شد كه  EGFو  IGFهاي رشد كه افزودن فاكتور

سرعت رشد سلولهاي سوماتيك در مقايسه با ساير گروهها 
كه  بررسيها ميكروسكوپي نشان داد زماني. افزايش يابد

شود رشد به محيط كشت اضافه مي LIFفاكتور رشد 
 . يابدسلولها در مقايسه با گروههاي ديگر كاهش مي

 

 

 
محيط كشت فاقد فاكتور : N. روز بعد از جداسازي 14هاي رشد ثير فاكتورأكشت اوليه سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر تحت ت -1شكل 
  )ng/ml 20( ،BGI :IGF )ng/ml 10( GDNFو ) ng/ml 10( bFGFمحيط كشت حاوي : BG، )bFGF )ng/ml 10محيط كشت حاوي : Bرشد، 

سر پيكان  .اضافه شد BGIEبه محيط ) U/ml 1000( BGIEL :LIFاضافه شد و  BGIبه محيط ) BGIE :EGF )ng/ml 20اضافه شد،  BGبه محيط 
 ).n= 6تكرار زيستي (ميكرومتر  50مقياس برابر . 200بزرگنمايي . دهنده سلولهاي سوماتيك استاسپرماتوگوني و پيكان نشاندهنده كلونيهاي نشان
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زايي سلولهاي بنيادي بررسي كمي كلوننتايج حاصل از 
با افزودن : اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاهي

سايز كلونيهاي يط كشت به محفاكتورهاي مختلف رشد 
بيشترين رشد كه  طوريه اسپرماتوگوني افزايش يافت ب

مشاهده شد كه مساحت كلونيها در  BGIEسلولها در گروه 
با ). P> 001/0(برابر گروه كنترل بود  5/2اين گروه تقريباً 

 BGIEبه تركيب  LIFافزودن فاكتور رشد اين وجود، 
 .)2شكل ( ثيري بر رشد سلولها نداشتأت

 
محيط : Bمحيط كشت فاقد فاكتور رشد، : كنترل. هاي رشد بر توان كلون زايي سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزراثر فاكتور - 2شكل 

 BGبه محيط   )ng/ml 20( ،BGI :IGF )ng/ml 10( GDNFو ) ng/ml 10( bFGFمحيط كشت حاوي : BG، )bFGF )ng/ml 10كشت حاوي 
بيانگر  bو  aحروف  .اضافه شد BGIEبه محيط ) U/ml 1000( BGIEL :LIFاضافه شد و  BGIبه محيط ) BGIE :EGF )ng/ml 20اضافه شد، 

معني دار هستند ستونهاي داراي حداقل يك حرف مشترك فاقد اختلاف ). P> 05/0(دار بين ميانگينها در گروههاي مختلف كشت است اختلاف معني
)05/0 >P .(خطاي معيار ارائه شده اند  ±ها به صورت ميانگين داده) 3تكرار زيستي =n.( 

 
كلونيهاي در گروههاي  :نتايج حاصل از ايمنوسيتوشيمي
مثبت بودند  DDX4/VASA آزمايشي مختلف براي نشانگر

و پروتئين مذكور در سيتوپلاسم سلولهاي اسپرماتوگوني 
  ).3شكل (شود بيان مي

نشان داد كه  DDX4/VASAكمي سازي ميزان بيان پروتئين 
داري بر تكثير هاي مختلف رشد اثر معنيافزودن فاكتور

سلولهاي اسپرماتوگوني نداشت و صرفاً در گروهي كه 
اثر منفي بر ميزان بيان مشاهده افزوده شد  LIFفاكتور رشد 

شد به طوري كه شدت بيان اين پروتئين به نصف كاهش 
هاي آزمايشي يافت و به طور معني داري از ساير گروه

  ).P> 001/0؛ 4شكل (كمتر بود 

نتايج حاصل از مقايسه بيان ژنهاي اختصاصي سلولهاي 
با وجود اينكه ميزان : اسپرماتوگوني در گروههاي مختلف

هاي فاكتور رشد از گروه كنترل در گروه Vasaبيان ژن 
؛ 5شكل (بالاتر بود اما اختلاف معني داري مشاهده نشد 

05/0 >P .(داري در شدت بيان ژن روند مشخص و معني
Gfrα1 هاي مختلف فاكتور رشد مشاهده نشد در گروه

)05/0 >P  .(  

  بحث

با وجود اينكه سايز كلونيها در  نتايج اين مطالعه نشان داد
به  BGIEگروه تحت تيمار شده با فاكتور رشد تركيبي 

مراتب بالاتر از ساير گروههاي آزمايشي بود، اما اختلاف 
داري در ميزان بيان ژنهاي زايا و ميزان بيان پروتئين معني

DDX4/VASA مشاهده نشد.  
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ستون اول از سمت چپ تصاوير مربوط . سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر DDX4/VASA هاي رشد بر بيان پروتئينفاكتور اثر - 3شكل 
و ستون سوم از سمت چپ تصاوير  DAPIاي با استفاده از هاي اختصاصي، ستون دوم تصاوير مربوط به رنگ آميزي هستهبه رنگ آميزي با نشانگر

): B(، رديف دوم )محيط كشت فاقد فاكتور رشد(تصاوير گروه كنترل : رديف اول. است DAPIتلفيق شده رنگ آميزي مربوط به نشانگر اختصاصي و 
، )ng/ml 20( GDNFو ) ng/ml 10( bFGFتصاوير محيط كشت حاوي ): BG(، رديف سوم )bFGF )ng/ml 10تصاوير محيط كشت حاوي 

همراه با ) ng/ml 20( EGFتصاوير محيط كشت ): BGIE(، رديف پنجم BGهمراه با ) ng/ml 10( IGFتصاوير محيط كشت ): BGI(رديف چهارم 
BGI  و رديف ششم)BGIEL :( تصاوير محيط كشتLIF )U/ml 1000 ( همراه باBGIE..  ميكرومتر 50مقياس برابر . 200بزرگنمايي) . تكرار زيستي

3 =n.(  
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محيط كشت فاقد فاكتور : كنترل. در سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر DDX4/VASAهاي رشد بر ميزان بيان پروتئين اثر فاكتور -4شكل 
 IGFمحيط كشت : ng/ml 20( ،BGI( GDNFو ) ng/ml 10( bFGFمحيط كشت حاوي : BG، )bFGF )ng/ml 10محيط كشت حاوي : Bرشد، 

)ng/ml 10 ( همراه باBG ،BGIE : محيط كشتEGF )ng/ml 20 ( همراه باBGI  وBGIEL : محيط كشتLIF )U/ml 1000 ( همراه باBGIE .
ستونهاي داراي يك حرف مشترك فاقد اختلاف ). P> 05/0(دار بين ميانگينها در گروههاي مختلف كشت است بيانگر اختلاف معني bو  aحروف 

  ).n= 3تكرار زيستي (خطاي استاندارد ارائه شده اند  ±ها به صورت ميانگين داده). P< 05/0(معني دار هستند 

 

 

  

 β-actinنرمال سازي سطوح بيان بر پايه . در سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر Gfrα1و  Vasaهاي رشد بر بيان ژن اثر فاكتور -5شكل 
محيط كشت : Bمحيط كشت فاقد فاكتور رشد، : كنترل. اجرا شد) هاي رشدفاقد فاكتور(به عنوان ژن كنترل داخلي و متعادل سازي بر پايه گروه كنترل 

اضافه  BGبه محيط   )ng/ml 20( ،BGI :IGF )ng/ml 10( GDNFو ) ng/ml 10( bFGFمحيط كشت حاوي : BG، )bFGF )ng/ml 10حاوي 
 ±ها به صورت ميانگين داده .اضافه شد BGIEبه محيط ) U/ml 1000( BGIEL :LIFاضافه شد و  BGIبه محيط ) BGIE :EGF )ng/ml 20شد، 

  ).n= 3تكرار زيستي (خطاي استاندارد ارائه شده اند 
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اي مشابه بر روي گورخر ماهي، اثرات سينرژيك در مطالعه
 100با غلظت ) BGIE(رشد نوتركيب انساني  چهار فاكتور

ليتر، در افزايش تعداد سلولهاي نانوگرم در ميلي
با اين وجود، در  ).15(اسپرماتوگوني گزارش شده بود 

مطالعه فوق بين گروههاي مختلف آزمايشي از نظر ميزان 
اي انجام نشد و صرفاً به بيان ژنها و پروتئينها مقايسه

و ساير  VASAيد كه پروتئينهاي صورت كيفي گزارش گرد
در كلونيهاي  پروتئينهاي مربوط به سلولهاي زايا

اسپرماتوگوني گورخر ماهي بعد از كشت به مدت يك ماه 
  . شودبيان مي

هاي كمان، اثر فاكتورآلاي رنگيناي بر روي قزلدر مطالعه
نوتركيب رت،  GDNFانساني،  bFGFمختلف رشد نظير 

EGF  نوتركيب موشي وLIF كمان آلاي رنگيننوتركيب قزل
و تكثير سلولهاي  ءهاي متفاوت بر روي بقادر غلظت

اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاهي مورد بررسي قرار 
هاي آنها نشان داد كه به غير از يافته ).31- 32( گرفت
bFGF ساير فاكتورهاي رشد به تنهايي و يا در تركيب با ،

اثرات . داري بر بقا و تكثير سلولها نداردمعني يكديگر اثر
بر بقا و فعاليت ميتوزي سلولهاي  bFGFمثبت 

، 9( اسپرماتوگوني در مطالعات ديگر نيز گزارش شده است
21.( Hong  و همكارانش)با افزودن  )9bFGF  با غلظت

ng/ml 10  به محيط كشت، توانستند سلولهاي
اسپرماتوگوني مداكا را به مدت دو سال در شرايط 

هاي اين در حالي بود كه يافته. آزمايشگاه نگهداري كنند
با غلظت  bFGFمطالعه حاضر نشان داد كه استفاده از 

ng/ml 10  بر روي رشد سلولهاي اسپرماتوگوني ماهي آزاد
  . داري ندارديا اثر معنيدرياي خزر و بيان ژنهاي زا

سرتولي و (بر روي سلولهاي سوماتيك  FGFهاي گيرنده
بنابراين اين  ).18( و سلولهاي زايا شناسايي شدند) لايديگ

-فاكتور رشد به طور مستقيم و از طريق اتصال به گيرنده

هاي خود بر روي سلولهاي زايا و با فسفريله كردن مسير 
MAPK  وAKTو يا  )14( دهدا افزايش مي، تكثير ميتوزي ر

به شكل غير مستقيم از طريق سلولهاي سوماتيك پاسخهاي 
در اين مطالعه، ميزان رشد . كنددرون سلولي را القا مي

بيشتر از  bFGFسلولهاي سوماتيك در گروهي تيمار شده با 
كشتي سلولهاي رسد همبنابراين به نظر مي. گروه كنترل بود

سوماتيك باعث شده است كه اثرات اسپرماتوگوني با سلول
bFGF بر روي سلولهاي زايا نمايان نشود   .  

مطالعات انجام شده بر روي پستانداران نشان داده است كه 
GDNF مهم خودنوزايي  فاكتورSSCs  است كه با اتصال به
پاسخهاي درون  ءباعث القا GFRαهاي نظير خود گيرنده

با وجود اينكه اثرات  ).23، 11، 10، 1( شودسلولي مي
در موش گزارش  SSCsدر تكثير  bFGFو  GDNFسينرژيك 
اما در مطالعه حاضر چنين اثري مشاهده  ،)33( شده بود

كمان آلاي رنگيناين يافته با مطالعه قبلي بر روي قزل. نشد
بر فعاليت ميتوزي سلولهاي  GDNFكه نشان داد 

-بررسي ).32( اسپرماتوگوني تاثيري ندارد، مطابقت دارد

كمان نشان داد كه آلاي رنگينهاي انجام شده بر روي قزل
در ماهيان توسط سلولهاي  GDNFبر خلاف پستانداران، 

از (شود و بيان آن در سلولهاي زايا سرتولي ترشح نمي
دهنده عملكرد آن به نشان) اسپرماتوگوني تا اسپرماتوسيت

لولهاي عنوان يك فاكتور اتوكرين در حفظ و تكثير س
دار بين بنابراين نبود اختلاف معني ).24(بنيادي زايا است 

هاي بررسي با ساير گروههاي آزمايشي در پارامتر BGتيمار 
شده ممكن است به دليل عدم نياز سلولهاي اسپرماتوگوني 

موجود در محيط كشت باشد، اما تاييد اين  GDNFبه 
فرضيه نيازمند به تحقيقات بيشتر در اين زمينه با استفاده از 

GDNF باشدنوتركيب ماهي مي .  

در تركيب با  IGF1نتايج اين مطالعه همچنين نشان داد كه 
bFGF  وGDNF داري بر تكثير سلولهاي اثر معني

كه  در حالي. ا ندارداسپرماتوگوني و ميزان بيان ژنهاي زاي
Bahadorani بر روي سلولهاي  با مطالعه )2( و همكارانش

- اثرات فاكتور IGF1بنيادي اسپرماتوگوني بز بيان كردند كه 

را در حفظ بنيادي بودن و تكثير  GDNFو  bFGFهاي رشد 
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بررسي انجام شده بر روي گورخر . كندسلولها تشديد مي
، IGF1ماهي نيز نشان داده بود كه تركيب سه فاكتور رشد 

bFGF  وGDNF  تكثير سلولهاي اسپرماتوگوني را در محيط
گزارشاتي نيز در مورد نقش  ).15( دهدكشت افزايش مي

IGF1 آلاي رنگيندر تكثير سلولهاي اسپرماتوگوني قزل-

 در محيط آزمايشگاهي وجود داردكمان و تيلاپياي نيل 
تواند به چنين اختلافاتي با نتايج اين مطالعه مي ).34، 21(

هاي رشد و شرايط كشت نوع گونه، دوز مصرفي فاكتور
  . مرتبط باشد

در مطالعه حاضر  BGIEافزايش اندازه كلونيها در گروه 
احتمالاً به دليل تاثير خاصيت القا كنندگي تقسيم توسط 

EGF بود .EGF كند؛ به طور به دو شكل مختلف عمل مي
مستقيم با اثر بر روي سلولهاي زايا و يا به شكل غير 

). 29( مستقيم از طريق اثر بر روي سلولهاي سرتولي
بنابراين با توجه به عدم تغيير در ميزان بيان ژنها و بيان 

رسد كه با گروه كنترل به نظر مي DDX4/VASAپروتئين 
دازه كلونيها به دليل افزايش در تكثير سلولهاي افزايش ان

  . سوماتيك باشد

به تركيب  LIFهاي اين مطالعه نشان داد كه افزودن يافته
BGIEكاهش تعداد  ها واندازه كلوني ، منجر به كاهش

نتايج . شودمي DDX4/VASAپروتئين  كنندهبيانسلول 
بر روي رشد  LIFمتناقضي در مورد اثر فاكتور رشد 

. سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني ماهيان گزارش شده است
Shikina  وYoshizaki )32 ( با مطالعه بر روي سلولهاي

كمان نشان دادند كه آلاي رنگينبنيادي اسپرماتوگوني قزل
LIF تمايز نيافته اثري بر بقا و تكثير سلولهاي اسپرماتوگوني
فته بر روي سلولهاي مطالعه انجام گر در مقابل،. ندارد

اسپرماتوگوني گورخر ماهي نشان داد سلولهايي كه بر روي 
و يا  LIFو  bFGFلايه مغذي ترشح كننده دو فاكتور رشد 

كشت يافته بودند، در مقايسه با گروه  LIFو   GDNFتركيب
دليل قطعي . )37(بيشتري داشتند  رشدكنترل سرعت 

 ص نيستدر اين مطالعه مشخ DDX4/VASAكاهش بيان 
 BGIEاثرات آنتاگونيستي در تركيب  LIFرسد اما به نظر مي

  . روي سلولهاي اسپرماتوگوني داشته باشد

هاي رشد به كار گرفته يي فاكتورآبه طور كلي، عدم كار
شده در اين مطالعه بر روي سلولهاي اسپرماتوگوني ممكن 
است به دليل شباهت كم پروتئينهاي انساني با ماهي باشد 

، GDNFبراي  درصد bFGF ،8/45براي  درصد 34/77(
كه با ) EGFبراي  درصد 5/44و  IGF1براي  درصد 9/54

اين ، )22( توجه به تكامل مولكولي سريع فاكتورهاي رشد
احتمال وجود دارد كه فاكتورهاي رشد نوتركيب انساني 

هاي خود بر روي سلولهاي نتوانسته باشند به گيرنده
- اسپرماتوگوني ماهي آزاد درياي خزر متصل شوند و مسير

البته اثرات . رسان درون سلولي را فعال كنند هاي پيام
و حضور سلولهاي استرومايي بافت بيضه در كشت سلولي 

هاي مختلف رشد را رشد سريع آنها در حضور فاكتور
رو، يكي ديگر از دلايل  از اين. توان ناديده گرفتنمي

هاي آزمايشي را دار بين گروهاحتمالي نبود اختلاف معني
كشتي با سلولهاي سوماتيك نسبت داد توان به اثرات هممي

ب هاي رشد نوتركيرسد در مقايسه با فاكتوركه به نظر مي
انساني تاثير بيشتري بر روي سلولهاي اسپرماتوگوني 

هاي بنابراين مطالعات تكميلي با استفاده از فاكتور. داشت
رشد نوتركيب ماهي آزاد درياي خزر در محيط كشت فاقد 

  .  شودسلولهاي سوماتيك پيشنهاد مي

حمايت مالي پژوهشگاه  اين مطالعه با: تشكر و قدرداني
رويان و دانشگاه تربيت مدرس در قالب طرح تحقيقاتي 

وسيله  انجام شده است و نويسندگان مقاله بدينمصوب 
  . به عمل مي آورند راتقدير  مراتب
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Abstract 

In vitro culture of spermatogonial stem cells provides valuable sources of cells for both 
basic and applied studies related to reproductive biotechnology. Therefore, the present 
study aimed to examine the effect of different growth factors on Caspian trout 
spermatogonial cell proliferation, colony formation and germ cell specific gene 
expression. Spermatogonial cells after isolation from testes of juvenile male Caspian 
trout by two enzymatic digestion methods and purification by differential plating 
technique were cultured with different growth factors (bFGF, GDNF, IGF-I, EGF and 
LIF) for 14 days. The area of colony was measured in all experimental groups at day 14. 
Immunofluorescence staining was used for qualitative and quantitative evaluations of 
DDX4/VASA-positive cells. Also, the expression levels of Vasa and Gfrα1 were 
assessed in the experimental groups. Spermatogonial cells treated with a combination of 
growth factors bFGF, GDNF, IGF-1 and EGF had a positive effect on the area of 
colonies (P< 0.001). However, in the presence of LIF, no considerable effect detected 
on the spermatogonial cell proliferation. Immunofluorescence staining showed 
spermatogonial colonies were positive for germ cell-specific marker. With the exception 
of LIF-treated group, no significant difference was observed in the number of 
DDX4/VASA-positive spermatogonial cells among the experimental groups (P>0.05). 
A combination of growth factors did not have detectable effects on the expression levels 
of Vasa and Gfrα1 (P>0.05). The findings indicated that recombinant human growth 
factors have no significant effects on the in vitro proliferation of Caspian trout 
spermatogonia.  
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