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 چکیده

در محیط کشت مورد توجه قرار  (Spermatogonial Stem Cells, SSCs)های بنیادی اسپرماتوگونی اخیرا ماهیت پرتوانی سلول هدف:

و  SSCsاز  ,ES-like cells) (Embryonic Stem like cellsگرفته است. هدف از تحقیق حاضر تولید سللولاای بل ه بنیلادی جنینلی 

 است. ,ESCs)  (Embryonic stem cellsهای بنیادی جنینی ها نس ت به سلولتغییرات مورفولوژيک و ژنتیکی در اين سلول بررسی

 استخراج بده وای مرحلههای اسپرماتوگونی از بیضه موش نوزاد با استفاده از يک روش هضم مکانیکی و آنزيمی دو سلول ها:مواد و روش

بلد. بیلا  حاصل    ES-like cellsدر پاساژ پنجم کلونی هایکه طوریبه درصد کشت داده بدند. FBS 21و  DMEMمحیط حاوی  در

، فعالیلت آنلزيم RT-PCRروش بله Nanog ،SOX2 ، Klf4هلای پرتلوانی و ژ  Stra8،,DAZL Plzf های اختصاصی اسلپرماتوگونی ژ 

 بد. مقايسه ESCs هایبررسی و با سلول  ES-like cellsهایدر سلولروش ايمونوسیتوبیمی به Oct4آلکالین فسفاتاز و نشانگر پرتوانی 

و نشانگر پرتلوانی حاصله توسط معیارهای نظیر مورفولوژی، میزا  بالای فعالیت آلکالین فسفاتاز  ES-like cellsهای سلول ماهیت نتایج:

Oct4 هلای سللولهلای اسلپرماتوگونی بله مورد تايید قرار گرفلت. طلی ت لدي  سللولES-like cells  هلای اختصاصلی نظیلر بیلا  ژ

Stra8،,DAZL Plzf  های پرتوانی نظیر کاهش و بیا  ژNanog ،SOX2 ،Klf4 يابد. افزايش می 

می بود اين فرآينلد هملراه بلا تغییلرات ژنتیکلی ES-like cells های های اسپرماتوگونی منجر به تولید کلونیکشت سلول گیری:نتیجه

هلای سللولبابلد. در مجملو  ملی ES-like cellsهلای سللولهای پرتوانی در اسپرماتوگونی و ژ  های اختصاصیا  ژ ای در بیگسترده

 های پرتوا  مورد استفاده قرار گیرد.سمت دستیابی به سلولای بهتواند دريچهاسپرماتوگونی می

  پرتوانی، سلول بنیادی جنینی،  ینیهای ب ه بنیادی جنسلولهای بنیادی اسپرماتوگونی، سلول واژگان کلیدی:
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 مقدمه

 Spermatogonial Stem)هلای بنیلادی اسلپرماتوگونیسللول

Cells, SSCs)  اطلاعات ژنتیکی را از نسلی  زايیگامت طريق از

رغلم انتقلال اطلاعلات (. عللی2) کننلدبه نس  ديگر منتق  ملی

ونی است. های بنیادی اسپرماتوگترين عم  سلولژنتیکی که مام

ها در مطالعات جديد الگوی تکاملی ديگری را نیز برای اين سلول

هلای اسلپرماتوگونی پلز از کشلت در (. سلول2)د گیرننظر می

 (ES-like cellsهلللای سللللولی کللللونی In vitroمحلللیط 

(Embryonic Stem like cells, دهنلد کله ايلن را بلک  ملی

 ESCs)  (Embryonicهای بنیلادی جنینلی ها به سلولسلول

stem cell,  ب یه هسلتند و دارای قابلیلت خلودترمیمی(Self-

renewal) اکتودرمی، مزودرملی و  و تولید هر سه نو  لايه زايای

 (. 9بابند )می آندودرمی

-ESهلای های اسلپرماتوگونی بله سللولطی ت دي  بد  سلول

like cells  گردنلد ای ملیها دستخوش تغییرات گستردهبیا  ژ

 SOX2 ,SSEA1,های پلر تلوانی نظیلر که برخی از ژ وریطبه

Nanog ،C-myc  وOct4 يابد که برای برنامه ريلزی می افزايش

مرحلله پلر تلوانی فی روبلاست بله (Reprogramming) مجدد 

کلله بیللا  مارکرهللای اختصاصللی (. در حللالی4(ضللروری اسللت 

کلاهش   Stra8 ،,DAZL Plzfهای اسلپرماتوگونی بلام  سلول

 (.1يابد )می

هللای اسللپرماتوگونی بللرای ولی خاصللیت پرتللوانی سلللنظريلله

هلای بنیلادی پلز از کشلت سللول 2004بار در سلال نخستین

(.  محققلا  2اسپرماتوگونی موش تازه متولد بلده عنلوا  بلد )

 ES-likeهای اسپرماتوگونی موش بالغ ديگر پز از کشت سلول

cells (. همچنین 7يز دادند )حاصله را به انوا  مختلف سلولی تما

هلای اسلپرماتوگونی انسلانی نتايج مشابای پز از کشلت سللول

 (.8دست آمد )به

های سلول درمانی فعالیلت تکییلری گسلترده و امروزه استراتژی

(. 3دهد )های بنیادی اسپرماتوگونی را پیشنااد میپرتوانی سلول

رش توانند به حلد کلافی تکییلر و گسلتها میدر واقع اين سلول

يابند که من ع کافی جات تولید سلولی برای درملا  بسلیاری از 

 (.20ها و ضايعات ژنتیکی فراهم آورند )بیماری

بلاسلت هلای اپلیهای بنیادی اسپرماتوگونی سللولمنشا سلول

 BMP4) (Boneها تحلت القلای جنینی هستند که اين سلول

Morphogenetic Protein 4,   وارد مرحلله اختصاصلی بلد

هلا بله ملزودرا خلارج رويلانی (. سپز اين سلول22بوند )می

هلای رده مااجرت کرده و در گنلاد در حلال تکامل  بله سللول

هلای بنیلادی سللول .(29و22يابنلد )اسپرماتوگونی تملايز ملی

را  Stra8 ,Plzf ,Dazl اسپرماتوگونی مارکرهلای ويلژه را نظیلر

 ی اختصاصلیعنوا  مارکرهلاکه از اين مارکرها به کنندبیا  می

بلود هلا اسلتفاده ملیجات جداسازی اين سلول اسپرماتوگونی

های دهد که سلول(. علاوه بر اين تحقیقات جديد نشا  می24)

-ESهلای سللولی اسپرماتوگونی دارای پتانسی  تشکی  کللونی

like cells  تحت برايط محیط کشلتin vitro   و حتلی بلدو

هلا از نظلر ن کللونی(. ايل21بابلند )های ژنتیکی میدستکاری

هلای سللولی بنیلادی جنینلی مورفولوژی بسلیار بل یه کللونی

های های مشتق بده از سلولها مشابه کلونیهستند. اين کلونی

بنیادی جنینی دارای قابلیت خودترمیمی و تولید هرسه نو  لايه 

 (.23-22(بابند جنینی می زايای

( 22و20) Glasserو   Huang در همین راستا نتايج تحقیقلات

پلز از کشلت  ES-like cellsهای نیز مويد ظاور کلونی سلول

هللا از نظللر اسللپرماتوگونی بودنللد کلله ايللن کلللونی هللایسلللول

بوده و مارکرهلای   ES-like cells هایمورفولوژی مشابه سلول

پرتوانی و میزا  بالای از فعالیت آلکالین فسلفاتاز را خلود بیلا  

مللذکور و اهمیللت اسللتفاده از کردنللد. بللا توجلله بلله گزاربللات 

عنوا  يک من ع سلولی جديد بلرای اسپرماتوگونی به هایسلول

های پرتوا ، لذا تحقیقات بیشلتری در سلول تولید و دستیابی به

-ESهلایاسپرماتوگونی و تولیلد سللولهای زمینه کشت سلول

like cells  رسلد. بنلابراين هلدف از تحقیلق نظر میضروری به

هلای سللول پز از کشلت ES-like cellsها لولتولید سحاضر 

اسپرماتوگونی و بررسی تغییرات مورفولوژی و ژنتیکی حاصله در 

هلای های اسپرماتوگونی و سللولها و مقايسه با سلولاين سلول

 بنیادی جنینی است.
 

 هامواد و روش

در اين تحقیلق  های اسپرماتو گونی:تهیه و جداسازی سلول

روز اسلتفاده بلد.  4تا  2موش نوزاد  ماتوگونیی اسپرهااز سلول

های اسپرماتوگونی از بیضه موش نوزاد توسلط بدين ترتیب سلول

 (.22بوند )دو مرحله هضم مکانیکی و آنزيمی جداسازی می

در اين مرحلله پلز از جداسلازی  مرحله اول هضم مکانیکی:

در  NMRIروزه نلژاد  4تا  2های موش های نوزاد کپسول، بیضه

طلور های لازا جات هضم آنزيملی بلهحیط کشت حاوی آنزيمم
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درجله  97سلاعت در دملای  2مکانیکی قطعه قطعه و به ملدت 

هلا، گراد انکوبه بد. در طی اين مدت محیط حلاوی بیضلهسانتی

دقیقله  2ملدت دقیقه يک بار به آرامی و توسط سمپلر به 20هر 

هلا و سلاعت، محلیط حلاوی سللول 2بد. پلز از هم زده میبه

 RPM2200دقیقه با سرعت  1مدت ساز بههای منیقطعات لوله

 DMEMسانتريفیوژ بده و محیط بالای رسوب ته لوله با محیط 

کار باعث حذف بافت بینلابینی، از قطعلات تازه جايگزين بد. اين

بیضه بد. حاص  اوللین مرحلله هضلم آنزيملی در انتالای ايلن 

د که برای هضم بیشلتر وارد ساز بودنهای منیمرحله قطعات لوله

 مرحله دوا هضم آنزيمی بدند.

هلا از منظورجلدا بلد  سللولبله :مرحله دوم هضم آنزیمیی

ساز حاص  از اولین مرحلله هضلم آنزيملی، های منیقطعات لوله

سلاعت در دملای  2مدت ها در محیطی مشابه مرحله اول بهلوله

 20هلر  گراد انکوبه بلدند. در طلی ايلن ملدتدرجه سانتی 97

مدت يلک دقیقه يک بار، محلول حاوی لوله ها توسط سمپلر و به

منظور خرد بد  تجمعات سلولی موجلود در تعلیلق تلا دقیقه به

طور کام  هم زده بد. در انتاای زما  انکوباسلیو  حد امکا  به

 تعلیق فوق جات جداسازی قطعات هضم نشده با سرعت معادل 

rpm400 يفیوژ بد. قطعات هضم نشلده دقیقه سانتر 1مدت و به

هلای منفلرد و ساز در ته لوله رسوب کرده و سللولهای منیلوله

برخی از تجمعات سللولی در بلالای تعلیلق قلرار گرفتنلد. ملايع 

میکرومتر ع ور داده  70سلولی بالای رسوب از فیلترهای نايلونی 

های سرتولی، اسپرماتوگونی بد. تعلیق حاص  عمدتا حاوی سلول

 (.22ه در مراح  بعدی از يکديگر جدا بدند )بود ک

های سرتولی از جداسازی سلول :های سرتولیجداسازی سلول

تعلیق سلولی حاص  از مرحله دوا هضلم آنزيملی بلا اسلتفاده از 

  1( انجاا بد. برای اين منظور از 22روش اسکارپینو و همکارا  )

اگللوتینین لکتلین داولورا اسلترامونیوا لیتر میکرو گرا بر میلی

(DSA, Sigma, USA در بافر فسفات استفاده بد پتری ديش )

درجله  97ملدت يلک سلاعت در دملای حاوی ايلن محللول بله

گراد انکوبه بد. پلز از بستشلوی پتلری ديلش بلا بلافر سانتی

حلاوی  (Phosphate Buffered Saline, PBS)فسفات سالین 

 Bovine Serum)درصلللد سلللرا آل لللومین گلللاوی  1/0

Albumin,BSA)  محصولات برکتSigma  تعلیق سللولی بله

ملدت يلک منتق  بده و به DSAپتری ديش پوبیده با لکتین 

، 2COدرصلد  1گلراد و فشلار درجه سلانتی 92ساعت در دمای 

هلای بلناور انکوبه بد. پز از يلک سلاعت انکوباسلیو  سللول

که های اسپرماتوگونی در نظر گرفته بدند درحالیعنوا  سلولبه

هلای سلرتولی عنلوا  سللولهای وس یده به کف پتری بهلسلو

 (.22بناخته بدند. )

های اسپرماتوگونی در سلول اسپرماتوگونی: هایسلولکشت  

درصلد،  DMEM ،FBS 21کله حلاوی  ES medium محلیط 

(1000 IU/ml; Chemicon) LIF ،2 هلای آمینله درصد اسلید

پنلی سلیلین/ درصلد  2و  mM2غیر ضروری، بتا مرکاپتواتانول 

هللای استرپتومايسللین بللوده  کشللت داده بللدند. پاسللاژ سلللول

-بلار و بلا اسلتفاده از تريپسلیناسپرماتوگونی هلر سله روز يلک

EDTA   و پیپتاز انجاا بد. در هر گروه به تعداد پنج بار مراحل

 کشت سلولی تکرار بد.

 ES   های اسپرماتوگونی در محیطسلول :ES-like cellایجاد 

mediumهلا هلر مدت دو تا سه هفته کشت داده بدند. سلولبه

  9هفته دو بار پاساژ داده بلده و در پاسلاژ پلنجم معلادل هفتله 

 بد.حاص   ES-like cells هایکشت کلونی

در پژوهش فوق از  : (ESC)سلول بنیادی جنینی موشکشت 

مشتق از گونه موش  (CGR8)رده سلولی بنیادی جنینی موبی 

SV/223 از طللرف دکتللر سلللیمانی )دانشللگاه تربیللت ،  اهللدا ی

های بنیلادی جنینلی در کشت اولیه سلول .مدرس( استفاده بد

هلا در بررسی سللول بوده که پز از ES medium محیط کشت

 تعويض محیط کشت انجاا بد روزانه صورتزير میکروسکوپ، به

در مطالعله حاضلر سلعی  : ES-like Cellsهایارزیابی سلول 

 ES-likeهای های متفاوتی حضور سلولگیری روشکاربد با به

cells های مورفولوژيک، حاصله مشخص گرديد که بام  ارزيابی

هلای ايمونوسیتوبیمی و مولکولی بود. ماهیت پلر تلوانی سللول

ES-like cells هلای بنیلادی جنینلی از طريق مقايسه با سللول

 عنوا  کنترل می ت انجاا بد.  ذکر بده به

روز از کشلت  4تا  9پز از گذبت  ی مورفولوژیک:هاارزیابی

های اسپرماتوگونی ظاهر تدريج کلونیهای اسپرماتوگونی بهسلول

هلای مورفولوژيلک و بلک  هلا از نظلر ويژگلیبدند. اين کلونی

ظاهری توسط میکروسکوپ معکوس مورد ارزيابی قلرار گرفتنلد. 

هلای حاصله از کشت سلول ES-like cellsهای همچنین کلونی

اسپرماتوگونی در هفته واارا نیز از نظر ويژگلی ملذکور مجلددا 

مورد ارزيابی و مقايسه بلا کللونی هلای سللولی اسلپرماتوگونی و 

ESC .قرار گرفتند 
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برای ارزيابی آلکالین فسفاتاز  هیستوشیمی آلکالین فسفاتاز:  

(Sigma) هلای اسلپرماتوگونی، های حاص  از کللونیابتدا سلول

ES-like cells وسیله و سلول بنیادی جنینی بهPBS  سه مرت ه

ها در محلول تی یت کننده که حلاوی بستشو بدند. ابتدا سلول

دقیقه فلیکز بلدند. در  20مدت استن، فرمالد ید و سیترات به

دو مرت له  Tris 0.1 Mهلا توسلط محللول مرحلله بعلد سللول

ه های فیکز بده در محلولی کبستشو داده بدند. سپز سلول

 μl/ml 40و  Violet (Sigma) 0.5 mg/ml Fast Redحلاوی 

Naphtol Phosphate   دقیقه در دمای اتاق، نسل تا  41به مدت

هلا بلا آب مقطلر مرطوب و تاريک انکوبه بدند. در ناايت سللول

های فعالیت آنزيم آلکالین فسفاتاز توسلط بستشو بدند و مح 

داری بلدند بلرمشاهده و عکلز  Olympus میکروسکوپ نوری

(29.) 

هلای حاصل  از در ابتلدا سللول ارزیابی ایمونوسیتوشییمی: 

و سلللول بنیللادی  ES-like cellsهللای اسللپرماتوگونی، کلللونی

های ملذکور سه مرت ه بستشو بدند. سلولPBS جنینی توسط 

مدت يک بلب درصد در دمای اتاق به 4در محلول پارافرمالد ید 

+  Tween 20  0.05%ول ها بلا محللتی یت بدند. سپز سلول

PBS  بستشلو داده بلده و بلا محللولTriton X-100 0.2% 

 +  Tween 20  0.05% نفوذپذير بده و مجددا توسط محللول

PBS دقیقله  20مدت ها بهدقیقه بسته بدند و سلول 1مدت به

 Oct4در دمای اتاق با سرا بز پوبانده بدند. آنتلی بلادی اولیله 

(Goat polyclonal IgG, ab764, abcam system بله رقلت )

 Tween 20  0.05%  + PBS +BSA 1% در محللول 200/2

هلای گلراد بله سللولدرجه سلانتی 4مدت يک بب در دمای به

هلای ، سلولPBSمذکور اضافه بد. پز از سه مرت ه بستشو با 

- Phycoerythrin (PE)بللادی نانويلله )مللذکور توسللط آنتللی

conjugated Donkey polyclonal to Goat IgG, ab976, 

abcam system در محلللول  200/2( بلله رقللتTween 20 

0.05%  + PBS +BSA 1% مدت يک ساعت در دمای اتلاق و به

هلا بلا در برايط تاريکی انکوبه بدند. رنگ آمیزی هسلته سللول

محصول برکت سیگما صلورت پلذيرفت و در  DAPIاستفاده از 

میکروسلللکوپ هلللا بلللا اسلللتفاده از انتالللا بررسلللی نمونللله

 ,Olympus phase contrast microscope (BX51فلورسانز

Olympus, Tokyo, Japan) ( 21و24صورت گرفت.) 

،  Stra8هلایمنظلور ارزيلابی بیلا  ژ بله ارزیابی مولکیولی:

Plzf،Dazl ،Nanog  ،Klf4، SOX2  از روش نسللخه بللرداری

اسلتفاده بلد.  (RT-PCR)ای پلی مراز معکوس واکنش زنجیره

 RNA Plusکل  بلا اسلتفاده از کیلت  RNA دين ترتیب کله ب

های حاص  از اسلپرماتوگونی، )محصول برکت فرمنتاز( از کلونی

ES-like cells  و سلول بنیادی جنینی استخراج بده و پلز از

اسلتخراج بلده، جالت ت لدي   RNAاطمینا  يافتن از کیفیت 

mRNA  مورد نظلر بله cDNAاز پرايملر الیگلو dT (MWG-

Biotech AG) و آنزيم نسلخه بلردار معکلوس (Gibco BRL, 

M-MLV)  ذکر است که پرايمرهلای ملورد استفاده بد. لازا به

 (.22-28آورده بدند ) 2استفاده تحقیق مذکور در جدول 

 

 

 

 های ذکر بده در تحقیق حاضر.ها و توالی پرايمر: ويژگی2جدول 

     Primer (forward/reverse)                                                         Significance                     Gene 
5'- ACGACGCGTCGCTATTCCCTCTCACATCTTC-3'                       Spermatogonial marker 

5'- AGCGAGCTCGATGCACCTTCGACACTTG -3' 

5'- CCACCACAGTTCCAGAGTGTTTGG-3'                                          Spermatogonial marker 

5'- CTTGAGTAACAAGAGAGTTTCTCAG-3' 

5'-CAAGAAGTTCAGCCTCAAGCA-3'                                                  Spermatogonial marker 

5'-CACTCAAAGGGCTTCTCACC-3' 

5'-CTGGGAACGCCTCATCAA-3'                                                          Pluripotency marker 

5'-CGCATCTTCTGCTTCCTGG-3' 

5'-CAGCTCGCAGACCTACATGA-3'                                                     Pluripotency marker 

5'-TGGAGTGGGAGGAAGAGGTA-3' 

5'-GAAATTCGCCCGCTCCGATGA-3'                                                   Pluripotency marker 

5'-CTGTGTGTTTGGTAGTGCC-3' 

5'- CTTCTTGGGTATGGAATCCTG -3'                                                  Internal control 

5' - GTGTTGGCATAGAGGTCTTTAC-3 

Stra8 

 

DAZL 

 

Plzf 

 

Nanog 

 

Sox2 

 

Klf4 

 

β actin 
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 نتایج

   ES-like cellsهایهویت سلول تایید

 مورفولوژی 

به لحلا  مورفولوژيلک بسلیار بل یه  ES-like cellsهای کلونی

کلروی تلا  و دارای بلک  های بنیلادی جنینلیسلول هایکلونی

 .بیضی با محدود سلولی نامشخص بودند

 توانایی تولید اجسام شبه جنینی 

در صورت کشت معلق قادر به تشکی    ES-like cellsهایسلول

 ,Embryoid Bodies)دستجات و تولید اجسلاا بل ه جنینلی 

EBs)  .هستند 

 سنجش آنزیم آلکالین فسفاتاز

بررسللی هیستوبللیمی آنللزيم آلکللالین فسللفاتاز نشللا  داد کلله 

دارای فعالیلت آلکلالین  ESCمشلابه   ES-like cellsهایسلول

هلای فعالیلت کله محل طلوریفسفاتازی نس تا بالای هستند. به

صورت نقاط صورتی تا قرمز قاب  مشاهده است. علاوه بلر آنزيم به

های مشتق بلده از اسلپرماتوگونی نیلز دارای فعالیلت اين سلول

 .B)و   A،2)بک   بابندآلکالین فسفاتاز می

  Oct4ردیابی نشانگر سلولی 

بیلا  روش ايمونويستوبلیمی بهOct4  بادی ضدکارگیری آنتیبه

ملذکور بله ان لات  ES-like cellsهلای اين نشانگر را در سللول

-ESبیلا  ايلن پلروت ین در  علاوه بر ايلن، B) ،2)بک   رسانید

like cells 2)بلک   های بنیادی جنینی بلودهمشابه سلول، (D 

 ES-like cellsهلای که اين امر دال بر فعالیلت پرتلوانی سللول

اصل  از اسلپرماتوگونی ايلن هلای حاست. هر وند که در کللونی

 . F) ،2)بک   نشانگر ظاور پیدا نکرد

 

 
هلای بنیلادی سللولمشلتق از   ES-like cellsهلایکللونی  (B)و ESCهای حاصل  از . کلونی(A)ارزيابی هیستوبیمی آنزيم آلکالین فسفاتاز.  :2بک  

 .400×بزرگنمايی  ،اسپرماتوگونی
 

 
هلای ، کللونی(B) ،های بنیادی جنینلیهای حاص  از سلول، کلونیES-like. (A)های در کلونی Oct4تعیین مح  روش ايمونوسیتوبیمی برای  :2بک 

بله رنلگ  DAPIتوسط  (E)، های حاص  از اسپرماتوگونیدر کلونی (D)، های حاص  از اسپرماتوگونیدر کلونی  (C) ،های بنیادی جنینیحاص  از سلول

 .400× بزرگنمايی ، ES-likeهای ترتیب برای کلونیها بههسته سلول همچنین (F) ،آبی در آمده اند
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 مولکولی  بررسی

هللای ژ  نشللا  داد کلله RT-PCR بررسللی مولکللولی بللا روش 

 هایدر کلونی  Stra8 ,Plzf ,Dazlاختصاصی اسپرماتوگونی نظیر

های که ژ طور واضحی بیا  می بوند  در حالیاسپرماتوگونی به

بیلا  نملی بلوند.  ESCو  ES-like cellsهلای فوق در کللونی

 Nanog ,Klf4  نظیلر های پرتلوانیعلاوه بر اين میزا  بیا  ژ 

SOX2  ،های در کلونیES-like cells  مشلابهESC  بیلا  بلد

های حاص  از اسلپرماتوگونی های مذکور در کلونیکه ژ درحالی

 (. 9بیا  نگرديد )بک  

 
هلای های اختصاصی اسپرماتوگونی و ژ : ژل الکتروفورز بیا  ژ 9بک 

. ESCو  ES-like cellsهای حاص  از اسپرماتوگونی، پرتوانی در کلونی

 عنوا  کنترل داخلی در نظر گرفته بد. به actinβهمچنین ژ  
 

 بحث

هلا های بنیلادی اسلپرماتوگونی جمعیلت زايلای در بیضلهسلول

های منی ساز قرار گرفته و بلا شای پايه لولههستند که بر روی غ

(. 23عم  اسپرماتوژنز وظیفه انتقال ژنتیکی را بر عالده دارنلد )

هايی نظیر قابلیت خودترمیمی و تکییر ها دارای ويژگیاين سلول

کله ايلن ويژگلی منجلر بله تولیلد طوری(. به90سلولی هستند )

بود. در تحقیق می in vitroهای اسپرماتوگونی در برايط کلونی

هللای روز پللز از جداسللازی و کشللت سلللول 4الللی  9حاضللر 

هلای های فوق ظاهر بدند. پز از بررسلیاسپرماتوگونی، کلونی

هللا مارکرهللای اختصاصللی مولکلولی نابللت بللد کلله ايلن سلللول

را بیا  کردند. در همین  Stra8 ,Plzf ,Dazl اسپرماتوگونی نظیر

( اظاار دابتند 92و92)Yamazaki و  Sadri ardekaniارت اط 

های اسلپرماتوگونی مشتق بده از سلولES-like های که کلونی

تمامی مارکرهای پرتوانی را طلی تملايز بلروز دادنلد و در ادامله 

ويژگلللی توملللورزايی  (Transplantation)مطالعلللات پیونلللد 

های مذکور را نشا  دادند که خود دال بر ويژگی پرتوانی و سلول

بابد و می ES-likeهای ها به سلولاين سلول برنامه ريزی مجدد

نیز از  (chimaeric animal)در ادامه امکا  ايجاد موجود کايمرا 

ها حاص  گرديد. بنابراين اين فرآيند يک میال واضحی اين سلول

بالغ می بابلد   های پستانداراهای پرتوا  از سلولاز تمايز سلول

هلای ژيک و درملا  بیملاریکه احتمالا برای مطالعات پايه بیولو

 بابد.مفید می (Genetic Diseases)ژنتیکی 

( نشلا  22)و همکلارا   Guanدر همین راستا نتايج تحقیقلات  

هلای اسلپرماتوگونی توسلط مارکرهلای های سلولداد که کلونی

SSEA1  وOct4 بوند. علاوه بر اين برای بناسايی مشخص می

  Mvh و Stra8ز مارکرهای های اسپرماتوگونی اهای سلولکلونی

هللای هفتلله کشللت سلللول 9اسللتفاده بللد. در اداملله پللز از 

ظلاهر بلدند. ايلن   ES-likeهلایتدريج کلونیاسپرماتوگونی به

های متراکم و با حابیه سللولی کلاملا ها متشک  از سلولکلونی

هلای بنیلادی های حاص  از سلولمشخص و واضح مشابه کلونی

حاضلر از يلک روش کشلت سلاده و  جنینی هستند. در تحقیلق

هلای بنیلادی از سللول ES-likeهای منظور ايجاد سلولکوتاه به

اسپرماتوگونی در برايط محیط کشت استفاده بد. هر ونلد کله 

ها و فاکتورهای مختلفی گلزارش بلده اسلت. در اين راستا روش

هلای گردد که بلا پروتکلولاهمیت روش فوق زمانی مشخص می

منظور کار رفته ديگر مقايسه گردد.  بهگیر بهقتطولانی مدت و و

هلای مولکلولی و از ارزيابی ES-likeهای بناسايی ماهیت کلونی

ايمونوسیتوبیمی استفاده بد. در سطح مولکولی مشلخص بلد 

 SOX2, Klf4,Nanogها مارکرهای پرتوانی نظیلر که اين سلول

نیز مويد  ESCهای مولکولی کلونی های کنند. بررسیرا بیا  می

های فوق در اين کلونی هستند که اين امر دال بر ماهیت بیا  ژ 

های فوق است. علاوه بر اين نتايج پلژوهش حاضلر پرتوانی سلول

هلای های اسپرماتوگونی به سللولنشا  داد که طی ت دي  سلول

ES-like هللای اسللپرماتوگونی، بیللا  ژ Stra8, DAZL Plzf 

هلای بنیلادی افلزايش سللول هلایکاهش و در علو  بیلا  ژ 

و  Shinohara  (2و Guanيابد. اين مساله همراستا بلا نتلايج می

ی را طلی ت لدي  هلاای از ژ اسلت کله تغییلرات گسلترده (22

گزارش کردنلد.  ES-likeهای های اسپرماتوگونی به سلولسلول

هلای از سللول ES-likeهلای کله طلی ت لدي  سللولطلوریبه

هللای احتصاصللی ی پرتللوانی افللزايش و ژ هللااسللپرماتوگونی ژ 

منظلور ارزيلابی اينکله آيلا يابنلد. بلهاسپرماتوگونی کلاهش ملی

ويژگی پرتوانی را دارند از ايمونوسیتوبیمی  ES-likeهای کلونی

Oct4 های بیا  کننده استفاده بد. سلولOct4 هلای در کللونی

کله بیلانگر  وضوح مشاهده بلدندبه ESCو  ES-likeهای سلول

تلرين بابد. يکلی از مالمخاصیت پرتوانی هر دو تیپ سلولی می

فاکتورهلللا در عامللل  ايجلللاد خلللودترمیمی فلللاکتور نسلللخه 

اسلت کله جالت حفلت پرتلوانی ايلن  Oct4  (Pou5f1)برداری
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بابد. همچنین تحقیقات اخیر نشا  داد کله ها ضروری میسلول

هللا بلله سلله لايلله زايللای جنینللی طللی بلاسللتتمللايز اولیلله اپللی

 (Pou5f1)برداریسترولاسیو  به مقادير مشخص فاکتور نسخهگا

 Oct4  وابسته است. بنابراين طی تمايز سلولیOct4   در تعیلین

هلای در حلال تملايز نقلش سلول (Cell Fate) سرنوبت سلولی

از  ES-likeهللای (. بللا توجلله ظاللور سلللول24مامللی دارد )

در Oct4 ری های اسپرماتوگونی و بیا  فاکتور  نسخه بلرداسلول

رسلد برخلی از فاکتورهلای موجلود در نظلر ملیها، بهاين سلول

محیط کشت از جمله سرا بتواند از طريلق مسلیرهای سلیگنالی 

هلای خلودترمیمی و بنیلادی ويژگلیPI3k/Akt  داخ  سللولی 

( 92)حفلت کنلد  ES-likeهای را در سلول (Stemness)بود  

 که با نتايج تحقیق حاضر مطابقت دارد. 

هلای با توجه به پروفاي  سلولی و مولکولی مشترکی کله سللول 

ES-like های با سلولES هلا تلوا  از ايلن سللولدارند لذا ملی

هلای عنوا  يک من ع سلولی جديد بلرای دسلتیابی بله سللولبه

رسد که اين من لع سللولی جديلد نظر میپرتوا  استفاده کرد. به

ی اکتلودرمی، مزودرملی و قابلیت تمايز به هر سه رده لايله زايلا

(. در مجملو  92دابته بابلد ) in vitroاندودرمی  را در برايط 

هلای اسلپرماتوگونی و پرتوا  از سلول ES-likeهای ايجاد کلونی

تواند يک قدا اولیله و ها در برايط محیط کشت میبناسايی آ 

توانلد های پرتوا  بابد که خود میضروری در زمینه تولید سلول

 ای و سلول درمانی مفید و مونر بابد.  قیقات پايهدر تح

هلا مشلابه از برخی جن له ES-likeهای در مطالعه حاضر کلونی

های بنیادی جنینی هستند از جملله اينکله دارای فعالیلت سلول

کله میلزا  نس تا بالای آنزيم آلکالین فسلفاتاز هسلتند در حلالی

ا پلايین مشلاهده نسل ت SSCsفعالیت آنزيم آلکالین فسلفاتاز در 

فللاکتور  ESCمشللابه  ES-likeهللای بللد. همچنللین کلللونی

کله ايلن را بیا  کردنلد درحلالی Oct4  (Pou5f1)بردارینسخه

بروز پیدا نکرد. علاوه بر اين مطالعات بیلا  ژ   SSCsفاکتور در 

 Nanog  Klf4,های پرتوانی نظیر نشا  داد که افزايش بیا  ژ 

,SOX2  احتصاصی اسپرماتوگونیژ  های  و همزما  کاهش بیا 

حاصللله  ES-like هللایدر کلللونی Stra8  Plzf ,Dazlنظیللر

 (Reprogramming)توانللد دال بللر برناملله ريللزی مجللدد مللی

نظلر های اسپرماتوگونی در برايط محیط کشلت بابلد بلهسلول

رسد برخی از فاکتورهای محیط کشت نظیر سلرا در کنتلرل می

بلته بابلند کله همگلی دال بلر مکانیسم ايلن فرآينلد نقلش دا

 بابد.می ES-likeهای خاصیت پرتوانی کلونی

های جديد در سلول درمانی منجر به بروز از سوی ديگر پیشرفت

هلا و ضلايعات های نوين علمی در درما  بسیاری از بیماریروش

هلای سللول درملانی (. املروزه اسلتراتژی8(ژنتیکی بده اسلت 

های بنیادی مغز مختلف مانند سلول متعددی با استفاده از منابع

های بنیلادی جنینلی های بنیادی خونی و سلولاستخوا ، سلول

 (.3اند )در دست بررسی و مطالعه

هلای اسلپرماتوگونی در رسد کشلت سللولنظر میدر مجمو  به

ها و ای در بیا  ژ باعث ايجاد تغییرات گسترده In vitroبرايط 

کله عناصلر طلوریبود. بهتوانی میمارکرهای اسپرماتوگونی و پر

های پرتوا  ها را به سمت سلولمحیط کشت سرنوبت اين سلول

تر ايلن تغییلرات های دقیق تر و جزيیدهند. لذا بررسیسوق می

 امری ضروری است که بايد مورد توجه محققین قرار گیرد. 

های مطالعه حاضر فعالیت تکییری بواهد متعددی از جمله يافته

های بنیادی اسلپرماتوگونی را پیشلنااد ه و پرتوانی سلولگسترد

توانند به حد کافی تکییر و ها می( درواقع اين سلول20دهد )می

گسترش يابند که من ع کافی بلرای تولیلد سللولی بلرای درملا  

های ( اين ويژگی2) ها و ضايعات ژنتیکی بابندبسیاری از بیماری

ا را برای درما  های ترمیملی هاسپرماتوگونی استفاده اين سلول

 سازد.میسر می
 

 نتیجه گیری

هلا مشلابه از برخی جن له ES-likeهای در مطالعه حاضر کلونی

های بنیادی جنینی هستند از جملله اينکله دارای فعالیلت سلول

کله میلزا  نس تا بالای آنزيم آلکالین فسلفاتاز هسلتند در حلالی

نسل تا پلايین مشلاهده  SSCsفعالیت آنزيم آلکالین فسلفاتاز در 

فللاکتور  ESCمشللابه  ES-likeهللای بللد. همچنللین کلللونی

کله ايلن را بیا  کردنلد درحلالی Oct4  (Pou5f1)بردارینسخه

بروز پیدا نکرد. علاوه بر اين مطالعات بیلا  ژ   SSCsفاکتور در 

 Nanog  Klf4,های پرتوانی نظیر نشا  داد که افزايش بیا  ژ 

,SOX2 احتصاصی اسپرماتوگونیهای ش بیا  ژ زما  کاهو هم 

حاصللله  ES-like در کلللونی هللای Stra8  Plzf ,Dazlنظیللر

 (Reprogramming)توانللد دال بللر برناملله ريللزی مجللدد مللی

نظلر های اسپرماتوگونی در برايط محیط کشلت بابلد بلهسلول

رسد برخی از فاکتورهای محیط کشت نظیر سلرا در کنتلرل می

نقلش دابلته بابلند کله همگلی دال بلر مکانیسم ايلن فرآينلد 

 بابد.می ES-likeهای خاصیت پرتوانی کلونی
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Abstract 

Aim: Recently, attention has been diverted to the pluripotency characteristic of Spermatogonia Stem 

Cells (SSCs) in in-vitro culture. The aim of this study was to evaluate the morphological and 

molecular genetics changes of differentiated SSCs to Embryonic-like Stem cell (ESC). 

Material and Methods: The SSCs were collected from neonatal mouse testis via a two-step 

mechanical and enzymatic digestion and cultured in DMED containing 15% FBS.  ES-like cells 

colonies was appeared in the fifth passage. The expression of pluripotency and spermatogonia specific 

genes; Nanog, SOX2, Klf4, Stra8, DAZL, Plzf as well as the expression of puripotency markers Oct4 

and Alkaline Phosphatase Activity (ALP) of ESC respectively was investigated using RT-PCR and 

immunocytochemical techniques and compared with ESCs. 

Results: The pluripotent characteristic of ES-like cells derived from SSCs was confirmed based on 

morphological investigation and high expression of ALP as well as pluripotency marker Oct4. The 

expression of specific spermatogonia genes like Stra8, DAZL, Plzf was decreased and the expression 

of pluripotency genes such as  Nanog, SOX2, Klf4  was increased during the differentiation of SSCs to 

ES-like cells. 

Conclusion: In vitro culture of SSCs was conformed to induced ES-like cells. This process was 

accompanied by wide alteration in molecular profile expression of specific spermatogonia and 

pluripotency genes. In over all, SSCs can be considered as an opening window to generate pluripotent 

stem cell.  

Keywords: Spermatogonia Stem Cells, ES-like cells, Embryonic Stem Cell, Pluripotency  
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