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Abstract
Objective: The aim of this study was to compare the colony formation of spermatogonial 
stem cells (SSCs) on sertoli and STO (Mouse embryonic fibroblast cell line) feeder cell 
layers during a two-week period.
Materials and Methods: Initially, sertoli cells and SSCs were isolated from adult 
mouse testes using a two-step enzymatic digestion and lectin immobilization. Char-
acteristics of the isolated cells were immunocytochemically confirmed by examining 
for the presence of Oct-4, CDH1, promyelocytic leukaemia zinc finger factor (PLZF), 
SSC C-kit, and the distribution of Sertoli cell vimentin. SSCs were then cultured above 
the Sertoli, STO and the control (without co-culture) separately for two weeks. In all 
three groups, the number and diameter of colonies were evaluated using an invert mi-
croscope on the 3rd, 7th, 10th and 14th day. β1 and α6-integrin m-RNA expressions were 
assessed using a reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and real-
time PCR. Furthermore, Oct-4 m RNA expression was assessed using real time PCR. 
Statistical analysis was performed using ANOVA; and the paired two-sample t test and 
Tukey’s test were used as post-hoc tests for the data analysis of the three sertoli, STO 
and control cocultures.
Results: At the four specified time points, our results showed significant differences (p<0.05) 
in colony numbers and diameters among the sertoli, STO and control groups. The number 
and diameter of colonies increased more rapidly in the sertoli coculture than in the other 
two Our results at all four time points also showed significant differences (p<0.05) in the 
mean colony numbers and diameters between the three groups, with the Sertoli coculture 
having the highest mean values for colony numbers and diameters. The RT-PCR results, 
after two-weeks of culturing, showed that β1-integrin was expressed in all three groups co-
cultures, but α6-integrin was not expressed. Additionally, based on real time PCR results, 
the three genes (β1-integrin, α6-integrin, Oct-4) mentioned were also expressed in all three
co cultures groups.
Conclusion: Based on the optimal effects of sertoli feeder cells on spermatogonial stem 
cells in a co culture system, as also confirmed by several other studies, their use is sug-
gested to achieve better colonization of SSCs. 
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مقدمه
بنيادى  سلول هاى  آن  طى  كه  است  فرايندى  اسپرم زايى 
پس   (Spermatogonial Stem Cells; SSCs) اسپرماتوگونى 
تبديل  بالغ  اسپرماتوزاى  به  منظم  ميوزى  و  ميتوزى  تقسيمات  انجام  از 
سلول هاى  از  اسپرماتوزا  ميليون ها  روزانه  پستانداران،  در   .(1) مى شود 
بنيادى يا اسپرماتوگونى در بيضه توليد مى شوند (2). در هر بيضه انسان، 
108 سلول وجود دارد كه از اين تعداد، 104×2 سلول از نوع سلول هاى 

بنيادى مي باشند (3).
در  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  و  تكثير  غنى سازى، 
محيط كشت امر مهمى است و كلونى زايى سلول هاى اسپرماتوگونى، 
در  مى توانند  كه  مى آورد  فراهم  را  ژرم  سلول هاى  از  ارزشى  با  منبع 
نابارورى،  درمان  جهت  ژرم  سلول هاى  پيوند  انجماد،  مثل  مواردى 
دست كارى ژنتيكى، ترانسفكت ژنى سلول ها و تمايز سلول هاى بنيادى 
برخوردار  خاصى  اهميت  از  آزمايشگاه،  محيط  در  اسپرماتوگونى 
اسپرماتوگونى  بنيادى  ژرم  سلول هاى  كشت  عادى،  حالت  در  باشند. 

مقايسه كلوني زايي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش بالغ پس از هم كشتي
 (STO) با سلول هاي سرتولي و فيبروبلاست موشى
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چكيده 
* هدف: مقايسه ميزان كلونى زايى سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى بين دو روش هم كشتى با لايه هاى تغذيه كننده سرتولى و 

سلول هاى رده فيبروبلاست موشى، در طول دو هفته كشت
* مواد و روش ها: ابتدا سلول هاى سرتولى و سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى از بيضه موش بالغ با استفاده از دو مرحله هضم 
(CDH1) ،Oct-4 آنزيمى جدا شدند. ماهيت سلول ها ى سرتولى توسط ويمنتين و سلول هاى اسپرماتوگونى توسط نشان گرهاى

Promyelocytic Leukamia Zinc-Finger ،Cadherin-1 (PLZF) و C-kit تاييد شد. سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى روى 
و  شد  داده  كشت  هفته  دو  مدت  به   (Mouse Embryonic Fibroblast Cell Line)  STO و  سرتولى  تغذيه كننده  لايه هاى 
سوم،  روزهاى  در  معكوس  ميكروسكوپ  توسط  كلونى ها  قطر  و  تعداد  شد.  گرفته  نظر  در  هم كشتي  بدون  كنترل  گروه  يك 
هفتم، دهم و چهاردهم به ازاى سه تكرار، اندازه گيرى شد. همچنين بيان ژن هاى اينتگرين β1 و اينتگرين α6 توسط تكنيك هاى
توسط  Oct-4 ژن  و   Real Time PCR و   Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction  (RT-PCR)

Real Time PCR ارزيابى شد. تحليل آمارى در قالب تحليل واريانس و آزمون هاى تعقيبى t زوجى و توكى براى مقايسه سه 
گروه سلول هاى سرتولى، STO و كنترل انجام شد.

و  تعداد  و   (p<0/05) داشت وجود  معنى دارى  اختلاف  گروه  سه  بين  بررسى،  مورد  روز هاى  از  يك  هر  در  يافته ها:   *
از  يك  هر  در  كه  داد  نشان  نتايج  همچنين   .(p<0/05) بود بيشتر  ديگر  گروه  دو  به  نسبت  سرتولى  گروه  در  كلونى ها  قطر 
STO و كنترل، در تعداد و قطر كلونى ها، بين چهار نقطه زمانى اختلاف  گروه هاى هم كشتى با سلول سرتولى، هم كشتى با 
معنى دارى وجود داشت (p<0/05)، اما تعداد و قطر كلونى ها در گروه هم كشتى با سلول سرتولى نسبت به دو گروه ديگر 
در   β1 اينتگرين  ژن  كشت،  هفته  دو  از  بعد  كه  داد  نشان   RT-PCR آمده  به دست  نتايج   .(p<0/05) داشت بيشترى  افزايش 
هر سه گروه بيان شد و در حالي كه ژن اينتگرين α6  بيان نشد. همچنين بر اساس نتايج Real Time PCR نيز سه ژن ذكر 

شدند.  بيان  شده 
* نتيجه گيري: با توجه به اثر بهينه اى كه سلول هاى سرتولى بر سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى در هم كشتى با اين سلول ها 
كلونى زايى  براى  سرتولى  سلول هاى  از  استفاده   - است  شده  تاييد  نيز  مطالعات  ساير  توسط  موضوع  اين  كه   - مى كنند  فراهم 

سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى پيشنهاد مى شود.

* كليدواژگان: : سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى بالغ، كلونى زايى، هم كشتى، موش

مقاله اصيل

مردانه به دلايل مختلفى از جمله تعداد كم آنها، مشكل است و كاهش 
اول  هفته   طى  شده  داده  كشت  سلول هاى  بقاى  در  نيز  توجهى  قابل 
و  نگهدارى  زيادى  مطالعات  اخير  سال  چند  طى   .(4) مى شود  ايجاد 
كرده اند  گزارش  كشت  محيط  در  را  اسپرماتوگونى  سلول هاى  تكثير 
كه اكثر آنها در مورد هم كشتى سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى با يك 
مختلفى  روش هاى  حال  به  تا  بودند (5، 6).  هم عقيده  تغذيه كننده  لايه 
لايه  يك  بر  علاوه  محققين  از  برخى  است؛  شده  ارايه  هم كشتى  براى 
كشت  مورد  سلول هاى  حمايت  براى  رشد  فاكتورهاى  از  تغذيه كننده 
استفاده نموده اند (7). البته بايد در نظر داشت در محيط كشتى كه فاقد 
سرم و لايه تغذيه كننده باشد، سلول هاى اسپرماتوگونى نمى توانند بيش 

از يك هفته زنده بمانند (8). 
ارتباط  كه  هستند  سوماتيك  سلول هاى  تنها  سرتولى،  سلول هاى 
ترشح  را  فاكتورهايى  و  دارند  ژرم  سلول هاى  با  مستقيم  و  تنگاتنگ 
هستند.  ضرورى  ژرم  سلول هاى  تكثير  و  ماندن  زنده  براى  كه  مى كنند 
 ،(Activin) (8)، اكتيوين Stem Cell Factor (SCF) به عنوان مثال

232 232     فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89

فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89، صفحات: 231-240



 ،(Insulin Like Growth Factor-1) انسولين-1  شبه  رشد  فاكتور 
 Alpha تبديل كننده  رشد  فاكتور   ،Beta تبديل كننده  رشد  فاكتور 
فاكتورهايى  جمله  از   Lukemia Inhibitory Factor (LIF) و   (9)
براى  بنابراين  مى شوند.  ترشح  سرتولى  سلول هاى  توسط  كه  هستند 
دراز  صورت  به  كشت  محيط  در  ژرم  سلول هاى  كشت  و  نگهدارى 
با   .(10) مى رسد  نظر  به  ضرورى  سرتولى  سلول هاى  وجود  مدت، 
تغذيه كننده  لايه ى  بودن  سودمند  بر  مبنى  مختلف  مطالعات  به  توجه 
مقايسه  پروژه،  اين  انجام  از  هدف  ژرم،  سلول هاى  كشت  در 
از  پس  موش  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  كلونى زايى  ميزان 
موشى  فيبروبلاست  رده  سلول هاى  و  سرتولى  سلول هاى  با  هم كشتى 

(Mouse Embryonic Fibroblast Cell Line; STO) است.

مواد و روش ها 
حيوانات آزمايشگاهى

شد.  استفاده  هفته اى   6-8 بالغ  موش هاى  از  حاضر  پژوهش  در 
در  و  خريدارى  كرج  رازى  موسسه  از   (NMRI (نژاد  بالغ  موش هاى 
شرايط  تحت  مدرس  تربيت  دانشگاه  پزشكى  دانشكده  حيوان خانه 
مناسب نگهدارى شدند. اين پژوهش بر اساس مصوبه اخلاق دانشگاه 

تربيت مدرس انجام شده است.

جداسازى و كشت سلول ها ى اسپرماتوگونى
كشت،  جهت  اسپرماتوگونى  سلول هاى  جداسازى  بار  هر  براى 
بيضه هاى 6 سر موش خارج شدند. كپسول بيضه ها بعد از شست وشو با 
Phosphate Buffer Serum (PBS) جدا گرديد و سپس به محيط 
كشت Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) حاوى 
بر  0/5ميلى گرم  كلاژناز-ديسپاز،  ميلى ليتر  بر  (0/5ميلى گرم  آنزيم 
ميلى ليتر ترپسين 0/05 ميلى گرم بر ميلى ليتر دناز) جهت هضم آنزيمى 
مرحله اول منتقل گرديدند. در اين مرحله، بيضه هاي بدون كپسول در 
قطعه  مكانيكي  طور  آنزيمي  به  هضم  آنزيم هاي  حاوي  كشت  محيط 
قطعه و به مدت 60 دقيقه در دماي 37درجه سانتي گراد انكوبه شدند. 
به  و  سمپلر  آرامي توسط  به  بار  يك  دقيقه   10 هر  مدت،  اين  طي  در 
مدت 1 دقيقه تكان داده مي شدند. پس از طي اين مرحله، محيط حاوي 
سلول ها و قطعات لوله هاي مني ساز، چند بار (تا زماني كه محيط روي 
رسوب قطعات بيضه ها شفاف شود) و هر بار به مدت 1 دقيقه با سرعت 
از  بعد  بار).   3-4) شدند  سانتريفيوژ   (1200  RPM (معادل  دور   300
تازه   DMEM محيط  با  لوله  ته  رسوب  بالاي  محيط  سانتريفيوژ  بار  هر 
جايگزين شد. اين كار باعث حذف بافت بينابيني، اسپرم ها و اسپرماتيدها 
از قطعات بيضه شد و قطعات لوله هاي  مني ساز كه حاصل اولين مرحله 
از هضم آنزيمي  بودند، وارد مرحله ى دوم هضم آنزيمي  شدند (11). 

 45 مدت  به  اول  مرحله  مشابه  محيطي  در  لوله ها  مرحله،  اين  در 
تعليق  سپس  شدند.  انكوبه  سانتي گراد  درجه   37 دماي  در  دقيقه 
(معادل  دور   30 سرعت  با  نشده  هضم  قطعات  جداسازي  جهت  فوق 
لوله هاي  مني ساز  نشده  هضم  قطعات  شد.  سانتريفيوژ   (400  RPM
تجمعات  از  برخي  و  شده  جدا  سلول هاي  و  كرده  رسوب  لوله  ته  در 
سلولي، در بالاي تعليق قرار گرفتند. به طور عمده تعليق حاصل حاوي 
تعداد  و  اسپرماتيد  و  اسپرماتوسيت  اسپرماتوگوني  سرتولي،  سلول هاي 

كمي سلول هاي بافت بينابيني بود. 
سلول هاي  كردن  جدا  براي   ،(Scarpino) اسكارپينو  روش  از 
سرتولي از تعليق سلولي حاصل از مرحله دوم هضم آنزيمي استفاده شد. 

ميكروگرم  در اين روش تعليق سلولي به پتري ديش هاى پوشيده از 5 
بر ميلي ليتر از لكتين داچورا استرامونيوم اگلوتينين در بافر فسفات منتقل 
و به مدت يك ساعت در دماي 32 درجه سانتي گراد و فشار 5 درصد 
جهت  انكوباسيون  از  بعد  تعليق  در  آزاد  سلول هاي  شد.  انكوبه   ،CO2

سلول هاي  ديش  پتري  كف  به  چسبيده  سلول هاي  شدند.  جمع آوري 
سرتولي بودند (12). 

براي جدا كردن سلول هاي اسپرماتوسيت از تعليق سلولي فوق، از روش 
ون پلت (Van Pelt)، استفاده شد (13). در اين روش تعليق سلولي پس از 
جداسازى سلول هاي سرتولي به پتري ديش هاى پوشيده از 10 ميكروگرم 
بر ميلي ليتر از PNA در بافر فسفات منتقل و به مدت يك ساعت در دماي 
32 درجه سانتي گراد و فشار 5 درصد CO2، انكوبه شد. سلول هاي چسبيده 
كردن  جدا  از  بعد  بودند.  اسپرماتوسيت  سلول هاي  پتري ديش  كف  به 
سلول هاي سرتولي و اسپرماتوسيت، سلول هاي اسپرماتوگوني كه در تعليق 
شناور بودند به همراه محيط جمع آوري شده و پس ازسانتريفوژ به مدت 

10 دقيقه با سرعت 800 دور (معادل 2200RPM) شست وشو شد. 

سلول هاي  با  كنترل  و   STO سرتولي،  سلول هاي  هم كشتي 
اسپرماتوگوني

ديش  پتري  كف  سرتولي  سلول هاي  كشت،  از  بعد  هفته  يك 
و  اسپرماتوگوني  سلول هاي  با  هم كشتي  براي  و  شده  پر  سلول ها  توسط 
به عنوان لايه تغذيه كننده مناسب شدند. تعليق سلولي حاوي سلول هاي 
 DMEM محيط  حضور  در  كننده  تغذيه  لايه  اين  روي  اسپرماتوگوني 
هفته  دو  مدت  به  سانتي گراد  درجه  دماي 32  در  سرم  درصد  داراي 10 
 STO سلول هاى   (Line) رده  پاستور،  تحقيقاتى  مركز  از  شدند.  كشت 
تهيه و در محيط كشت DMEM حاوى 10 درصد سرم كشت داده شد. 
زمانى  كه Confluency آنها به حد قابل قبول رسيد، به عنوان لايه تغذيه  
كننده مورد استفاده قرار گرفتند. پس از شكل گيرى لايه ى تغذيه كننده 
حاوى  DMEM حضور  در  ساعت   3 تا   2 مدت  به   ،STO سلول هاى 
Mytomyocin C (20 ميكروگرم بر ميلي ليتر) قرار گرفتند تا سلول هاى 
STO غيرفعال شوند. سپس سلول ها چند بار با PBS شست وشو داده شدند. 
پس از غيرفعال شدن سلول هاى STO با Mytomyocin C تعليق سلولي 
حضور  در  كننده  تغذيه  لايه  اين  روي  اسپرماتوگوني  سلول هاي  حاوي 
محيط DMEM داراي 10 درصد سرم در دماي 32 درجه سانتي گراد به 
مدت دو هفته كشت داده شدند. تعليق حاوى سلول هاى اسپرماتوگونى 
در محيط DMEM حاوى 10 درصد سرم و بدون هيچ لايه تغذيه كننده، 
به عنوان گروه كنترل كشت داده شدند. براى هر يك از گروه ها و مقاطع 

زمانى مورد بررسى آزمايش ها با 3 بار تكرار انجام شد.

ارزيابى كلونى زايى در سلول هاى اسپرماتوگونى
طول  در  اسپرماتوگونى  سلول هاى  از  شده  مشتق  كلونى هاى 
 ،3 رورز هاى  در  مطالعه،  مورد  گروه  سه  هر  در  و  كشت  هفته  دو 
معكوس ميكروسكوپ  با  كلونى ها  قطر  و  تعداد  نظر  از   14 و   10  ،7

(Ziess, Germany,  Invert-Phase Microscope) مجهز به عدسى 
چشمى مدرج ارزيابى شدند. 

تاييد ماهيت سلول هاي سرتولي و اسپرماتوگوني با آزمون هاي 
ايمونوهيستوشيمي

نشانگر  تعيين  با  اسپرماتوگوني  و  سرتولي  سلول هاي  ماهيت 
نشانگر  و  سرتولي  سلول هاي  براي   (Vimentin) ويمنتين  اختصاصي 
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سلول هاي  براي   CDH1 و   PLZF  ،C-Kit  ،Oct-4 اختصاصي 
اسپرماتوگوني انجام شد. براي رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي  ويمنتين 
سلول هاي سرتولي، ابتدا سلول ها دو بار به مدت 5 دقيقه در بافر فسفات 
پارافرمالدئيد در  دقيقه   20 مدت  به  ثبوت  جهت  و  شدند  شست وشو 

سلول  داخل  به  آنتي بادي  نفوذ  تسهيل  براي  گرفتند.  قرار  درصد   4
مهار  شد.  استفاده  دقيقه   20 مدت  به  درصد)  100و×(2  تريتون  از 
بز  سرم  وسيله  به  نيز   (Extraneous) برون زاد  بادي هاي  آنتي 
يك  مدت  به  10درصد   (Burlingame, CA)  (Goat serum)
ساعت در دماي 37 درجه سانتي گراد انجام شد. سپس نمونه به مدت 
آنتي ويمنتين  معرض  در  سانتي گراد  درجه   4 دماي  در  ساعت   24
(Mouse Monoclonal Anti-Vimentin Antibody)و  موشي 
از  بعد  گرفتند.  قرار   1/200 غلظت  با  شده  رقيق   (Sigma, USA)
روي  دقيقه)،  مدت 5  به  بار  فسفات (هر  بافر  با  شست وشو  مرحله  اين 
ثانويه آنتي بادي  با  دقيقه   45 مدت  به  نمونه ها 
(Sigma, USA) (Goat FITC-conjugated Anti mouse IgM)

از  پس  شد.  پوشيده  اتاق  دماي  و  تاريكي  در  غلظت1/100  با 
با  نمونه ها  دقيقه)،   5 مدت  به  بار  (هر  فسفات  بافر  با  شست وشو 
اختصاصي  هاى  نشانگر  شد.  چسبانده  فسفات  گليسرول  چسب 
اسپرماتوگوني  سلول هاي  در   CDH1 و   PLZF  ،C-Kit  ،Oct-4
از  پس  كه  بدين ترتيب  گرفت.  قرار  ارزيابى  مورد  كلونى ها 
آنتى بادى هاى  مهار  و  آنتي بادي  نفوذپذيرى  تسهيل  ثبوت  مراحل 
،Mouse anti-Oct-4 اوليه  آنتى بادى هاى  نمونه ها،  به  برون زاد 

 Mouse Anti-CDH1 و  Mouse Anti-PLZF ،Mouse Anti-c-kit
درجه   4 دماي  در  ساعت   24 مدت  به  و  شد  اضافه   1/100 غلظت  با 
سانتي گراد نگهداري شدند. بعد از اين مرحله و شست وشو با بافرفسفات 
غلظت 1/100  با  ثانويه  آنتى بادى  با  ساعت  دو  مدت  به  نمونه ها  روى 
و   PLZF نشانگر  دو  1/200براى  و   c-kit و   Oct-4 نشانگر  دو  براى 
CDH1 در تاريكى و در دماى اتاق پوشيده شد. پس از شست وشو با 
بافر فسفات، نمونه ها با چسب گليسرول فسفات چسبانده شد. در كنار 
نمونه هاي آزمون، يك نمونه كنترل نيز رنگ آميزي شد با اين تفاوت 

كه مرحله آنتي بادي اوليه از فرايند رنگ آميزي حذف شد.

بررسى بيان ژن هاى اينتگرين β1 و α6 به روش RT-PCR نيمه 
كمى

 RT-PCR از β1 Integrin ،α6 Integrin براى بررسى بيان ژن هاى
استفاده شد. در اين تحقيق از ژن Actin-Beta به عنوان كنترل داخلى 
استفاده شد. پس از پايان واكنش PCR، حدود 6 ميكروليتر از محصول 

واكنش بر روي ژل آگارز 1/5 درصد الكتروفورز شد.

بررسى بيان ژن هاى β1 Integrin ،α6 Integrin و OCT-4 به روش 
 Real- Time PCR

 Beta1  ،Alpha6 Integrin ژن هاي  بيان  ميزان  تعيين  براي 
 Real تكنيك  از  مطالعه  مورد  گروه هاى  در   OCT 4 و   Integrin
 Real Time PCR مراحل  همه  شد.  استفاده   Time RT-PCR
 SYBR از   PCR مرحله  در  كه  تفاوت  اين  با  است،   RT-PCR مانند 
 GAPDH رفرنس  ژن  گروه  هر  براي  مى شود.  استفاده  هم   Green
ژن  و   (Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase)
هدف يكساني در نظر گرفته شد. ميزان بيان هر ژن هدف نسبت به ژن 

رفرنس با استفاده از فرمول CTΔΔ-2 محاسبه گرديد.
گروه هاى  و  روزها  در  كلونى ها  قطر  و  تعداد  ميانگين  مقايسه 
تحليل  تكرارى،  اندازه هاى  با  واريانس  تحليل  ترتيب،  به  مختلف 
واريانس يك طرفه و آزمون هاى t زوجى و با تعديل بونفرونى و توكى، 
با استفاده از نرم افزار SPSS 16 و در سطح معنى دارى 0/05 انجام شد. 
همچنين بر اساس يك مطالعه مقدماتى با سه تكرار روى قطر و تعداد 
و  گروه  سه  ادغام  شده  معيار  انحراف  شامل  اوليه  اطلاعات  كلونى ها، 
گرفتن  نظر  در  با  سپس  آمد،  دست  به  گروه ها  بين  ميانگين  اختلاف 
سطح خطاى 0/05 و مقدار اسمى 0/8 براى توان آزمون، حجم نمونه 
به ازاى هر يك از دو كميت با استفاده از نرم افزار Minitab 15 برابر 
3 به دست آمد كه در اين حالت توان واقعى آزمون ها به تقريب برابر 

0/9 شد (14). 

يافته ها 
جداسازى و تاييد ماهيت سلول ها ى اسپرماتوگونى و سرتولى

ايجاد  مختلف  گروه هاى  در  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى 
آنها  سلولى  حدود  و  گرد  نسبت  به  سلول ها  اين  كه  نمودند  كلونى 
در، كلونى قابل تشخيص بود (شكل 2A). شكل هاى B و 1Aمربوط 
را  ديش  پترى  كف  كه  مى باشند   STO و  سرتولى  سلول هاى  به 
در  ويمنتين  اختصاصى  نشانگر  بودند.  نموده  پر  كامل  طور  به 
(شكل  شد  تثبيت  بيان  سرتولى  سلول هاى  هسته  اطراف  سيتوپلاسم 
اسپرماتوگونى  سلول هاى  شناسايى  بررسى  از  حاصل  نتايج   .(1C
 ،C-Kit  ،Oct-4 اختصاصى  نشان گر هاى  توسط  شده،  جداسازى 
و   PLZF  ،Oct-4 نشان گرهاى  كه  داد  نشان   ،CDH1 و   PLZF
در  ضعيف  صورت  به   C-kit و  مشخص  و  بارز  طور  به   CDH1
همچنين   .(3 و   2 (شكل هاى  شد  بيان  اسپرماتوگونى  سلول هاى 
عنوان  به  نظر  مورد  نشان گرهاى  بررسى  جهت  بالغ  موش  بيضه  از 

شد. استفاده  كنترل 
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شكل 1: لايه تغذيه كننده سلول هاى سرتولى (A و  B)  (STO) (بزرگ نمايى 100×) و بيان سايتواسكلتون ويمنتين در 
. (C) (×400  بزرگ نمايى) سيتوپلاسم سلول هاى سرتولى
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 ارزيابى نتايج حاصل از كشت
مقايسه ميانگين تعداد كلونى ها به ازاى هر گروه شامل 3 تكرار در 

جدول 1 ارايه شده است.
در  كلونى ها  تعداد  ميانگين  بين  كشت،  از  پس  سوم  روز  در 
و  p=0/630  >  0/05) نداشت  وجود  معنى دارى  اختلاف  گروه ،  سه 
و  p=0/038  <  0/05) هفتم  روز هاى  در  ولى   .(F(2 و   8)=0/5

5/92=(8 و 2)F)، دهم (p=0/000<0/05 و 73/39=(8 و 2)F) و چهاردهم 
كلونى ها  تعداد  ميانگين   ،(F(2 و   8)  =23/34 و   p=0/001  >  0/05)
در گروه سرتولى نسبت به دو گروه كنترل و STO بيشتر بود. اگرچه 
تا  كنترل  گروه  به  نسبت   STO گروه   در  كلونى ها  تعداد  ميانگين 
نبود  معنى دار  آمارى  لحاظ  به  اختلاف  اين  ولى  بود  كمتر  اندازه اى 

 .(p > 0/05)

نشان گرهاى كلونى  سلول هاى   .(A) سرتولى سلول هاى  و  ژرم  سلول هاى  هم كشتى  از  آمده  دست  به  كلونى  يك  مورفولوژى  شكل 2: 
 ،×100  :A (بزرگ نمايى  بود  ضعيف  آنها   در   (D) C-kitو  نشان گر  بيان  ولى  نمودند.  بيان  را   (E) CDH1و  (C)،و  Oct 4و  (B)،و  PLZFو 
كنترل  شكل ها  همه  (بزرگ نمايى  هستند  منفى  كنترل  شكل هاى  شده اند،  داده  نشان  با «*»  كه  شكل هاى   .(×400 :C و   ×200 :B, D, E

منفى 200× است). 

(بزرگ نمايى كنترل  گروه  عنوان  به  بالغ  موش  بيضه  در   (B)  PLZF و   (A)  CDH1 نشان گرهاى  بررسى   :3 شكل 
(بزرگ نمايى هستند   PLZF و   CDH1 نشان گرهاى  منفى  كنترل  شكل هاى  ترتيب  به   D و   C شكل هاى   .(×400  :B و   A

. (×200 :D و C
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كنترل  گروه  سه  هر  در  كلونى ها  تعداد  ميانگين  زمانى  تغييرات 
(p=0/000 < 0/05 و 53/36=(18 و 3)F)، سرتولى (p=0/001 < 0/05 و 
27/88=(18 و 3)F) و STO (p=0/004 < 0/05 و 13/60=(18 و 3)F) يك 
و  دهم  روزهاى  در  كه  به طورى  داد؛  نشان  را  معنى دار  افزايشى  روند 
چهاردهم، ميانگين تعداد كلونى ها نسبت به روزهاى سوم و هفتم بيشتر 
بود ولى اين روند افزايش در گروه سرتولى نسبت به دو گروه ديگر، 
مقدار  بيشترين  به  چهاردهم  روز  در  و  داشت  ملاحظه اى  قابل  شيب 
در  كلونى ها  قطر  ميانگين  مقايسه  رسيد.نتايج  خود   (26/00  ±  7/94)

جدول 2 ارايه شده است.
اختلاف  گروه ،  سه  در  كلونى ها  قطر  ميانگين  بين  سوم،  روز  در 
معنى دارى وجود نداشت (p > 0/05). ولى در روز هاى هفتم، دهم و 
چهاردهم، ميانگين قطر كلونى ها در گروه سرتولى نسبت به دو گروه 
كنترل و STO بيشتر بود (p < 0/05). اگرچه ميانگين تعداد كلونى ها 
اين  ولى  بود  كمتر  اندازه اى  تا  كنترل  گروه  به  نسبت   STO گروه   در 
زمانى  تغييرات   .(p  >  0/05) نبود  معنى دار  آمارى  لحاظ  به  اختلاف 
معنى دار  افزايشى  روند  يك  گروه،  سه  هر  در  كلونى ها  قطر  ميانگين 
را نشان داد (p < 0/05)؛ به طورى كه در روزهاى دهم و چهاردهم، 
ولى  بود  بيشتر  هفتم  و  سوم  روزهاى  به  نسبت  كلونى ها  قطر  ميانگين 

شيب  ديگر  گروه  دو  به  نسبت  سرتولى  گروه  در  افزايش  روند  اين 
قابل ملاحظه اى داشت و در روز چهاردهم به بيشترين مقدار (7/20 ± 
1/74) خود رسيد. اين افزايش در گروه STO به اين ترتيب بود كه در 
روز هفتم ميانگين قطر كلونى ها از گروه كنترل كوچكتر بود ولى در 
روز هاى دهم و چهاردهم با يك افزايش قابل ملاحظه، ميانگين آن از 

 .(p < 0/05) گروه كنترل بزرگتر شد

RT- PCR نتايج حاصل از
بيان ژن هاى Alpha6 integrin و Beta1 Integrin با استفاده از 
تكنيك RT- PCR در گروه هاى هم كشتى و گروه كنترل بررسى شد. 
نتايج حاصل از اين بررسى نشان داد كه ژن Beta1 Integrin در هر 
بيان  نشد.  بيان  آنها  در   Alpha6 Integrin ژن  ولى  شد  بيان  گروه  سه 
به  بالغ  موش  بيضه  در   Alpha6 Integrin ،Beta1 Integrin ژن هاى
عنوان گروه كنترل بررسى و هر دو ژن مزبور در آن بيان شد (شكل هاى 

.(4A و B
 

Real Time PCR ارائه نتايج حاصل از
 STO مقايسه بيان ژن هاى مختلف در گروه هاى كنترل، سرتولى و

جدول 1: مقايسه تعداد كلونى ها در گروه هاى مختلف به تفكيك روز ها (به  ازاى 106× 2 تعداد سلول اوليه)

روز چهاردهمروز دهمروز هفتمروز سوم

5/67 ± 1/001/53 ±0/583/00 ± 1/33*0/58 ± 0/33كنترل
4/36a3/00± 18/00a7/94 ± 26/00a ± 0/587/00 ± 0/33سرتولى

STO0/00 ± 0/000/33 ± 0/58b0/58 ± 1/33b0/58 ± 1/67b

P-valuep(ك- س)C = 0/035p(س- اس) < 0/0001p(ك- س) = 0/002

p(س- اس)  = 0/019p(ك- س) < 0/0001p(س- اس) = 0/001

*  (انحراف معيار ± ميانگين) مربوط به تعداد كلونى ها گزارش شده است.
آزمايش براى هر گروه 3 بار تكرار شده است.

.(p < 0/05) در مقايسه با گروه كنترل در همان روز از نظر آمارى در سطح 0/05 معنى دار است :a
.(p < 0/05) در مقايسه با گروه سرتولى در همان روز از نظر آمارى در سطح 0/05 معنى دار است :b

گروه  س:  كنترل،  گروه  ك:  نظر؛  مورد  مخفف   حروف  با  گروه  دو  معنى دار  مقايسه هاى  به  مربوط   P-value مقدار   :c
STO سرتولى، اس: گروه

جدول 2: مقايسه قطر (ميكرومتر) كلونى ها در گروه هاى مختلف به تفكيك روز ها
روز چهاردهمروز دهمروز هفتمروز سوم

0/11 ± 0/160/67 ± 0/130/52 ± 0/40*0/13 ± 0/23كنترل
1/17a1/47 ± 0/12a1/74 ± 0/2a ± 0/180/21 ± 0/32سرتولى

STO0/00 ± 0/000/17 ± 0/29b0/99 ± 0/43ab1/38 ± 0/33ab

P-value  p(ك- س)C =0/005p(ك- س) = 0/005p(ك- س) = 0/001

p(س- اس)  = 0/001p(ك- اس) = 0/043p(س- اس) = 0/010

p(س- اس) = 0/047p(س- اس) = 0/049
*  (انحراف معيار ± ميانگين) مربوط به تعداد كلونى ها گزارش شده است.

آزمايش براى هر گروه 3 بار تكرار شده است.
.(p < 0/05) در مقايسه با گروه كنترل در همان روز از نظر آمارى در سطح 0/05 معنى دار است :a

.(p < 0/05) در مقايسه با گروه سرتولى در همان روز از نظر آمارى در سطح 0/05 معنى دار است :b
گروه  س:  كنترل،  گروه  ك:  نظر؛  مورد  مخفف   حروف  با  گروه  دو  معنى دار  مقايسه هاى  به  مربوط   P-value مقدار   :c

STO سرتولى، اس: گروه
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پس از اصلاح آنها نسبت به ژن مرجع در جدول 3 آورده شده است.

 Alpha6 Integrin،Beta1 Integrin جدول 3: مقايسه بيان ژنى ژن هاى
Real Time-PCR در گروه هاى مختلف بر اساس OCT-4 و

Alpha6 integrinBeta1 integrinOct-4

0/0021 ± 2/470/038 ± 7/43*0/00 ± 0/004كنترل

0/069 ± 0/720/058 ± 0/0030/57 ± 0/002سرتولى
STO0/002 ± 0/00213/37 ± 21/160/018 ± 0/022

* (انحراف معيار ± ميانگين) مربوط به بيان ژنى ژن ها پس از اصلاح 
آنها نسبت به ژن مرجع گزارش شده است.

آزمايش براى هر گروه 3 بار تكرار شده است.

(B) وAlpha6 Integrinو ،(A) وBeta1 Integrin  شكل 4: ژل بيان ژن
RT-PCR براى انجام

براى ژن هاى Alpha6 Integrin ،Beta1 Integrin و Oct-4 بين 
معنى دارى  اختلاف   STO و  سرتولى  كنترل،  گروه ها ى  از  يك  هيچ 
وجود نداشت (p > 0/05). به عبارت ديگر، ميانگين بيان ژنى پس از 
 STO اصلاح آن نسبت به ژن مرجع در گروه هاى كنترل، سرتولى و

به تقريب يكسان بود. 

بحث
سلول هاي  بهينه،  كشت  محيط  ايجاد  جهت  مطالعه،  اين  در 
اسپرماتوگوني بيضه موش بالغ با سلول هاى سرتولى و STO هم كشتى 
كلونى زايى  كشت،  محيط  در  اسپرماتوگوني  سلول هاي  شدند.  داده 
 Oct-4 ،Beta1 ژن هاى  بيان  كشت،  هفته  دو  از  بعد  سپس  كردند. 

Integrin و Alpha6 Integrin در كلونى ها بررسى شد.
تاكنون روش هاى مختلفى براى جداسازى و غنى سازى سلول هاى 
عدم  دليل  به  كه  است  شده  ارايه  كشت  محيط  در   A اسپرماتوگونى 
ديده  ناخالصى  همچنان  سلول  ها  اين  اختصاصى  نشان گرهاى  وجود 

سلول هاى  خلوص  افزايش  براى  همكاران  و  پلت  ون  است.  شده 
اسپرماتوگونى و جداسازى سلول هاى اسپرماتوگونى A از رت بالغ، از 
ذره هاى  همكاران،  و  شينوهارا  كردند (13).  استفاده   A ويتامين  نقص 
و   Beta1 Integrin نشان گر هاى عليه  را  آنتى بادى هايى  و  مغناطيسى 
به كار  اسپرماتوگونى  سلول هاى  جداسازى  براى   ،Alpha6 Integrin

بردند (15).
هفته اى   6-8 بالغ  موش هاى  بيضه  ازسلول هاى  پژوهش،  اين  در   
از  نيافته،  تمايز   A اسپرماتوگونى  سلول هاى  جداسازى  شد.  استفاده 
مختلفى  انواع  حاوى  بالغ  موش  بيضه  زيرا  است،  مشكل  بالغ  موش 
از  بالا  بازده  يك  آوردن  به دست  براى  مى باشد.  ژرم  سلول هاى  از 
حذف  ژرم  سلول هاى  ساير  است  بهتر  نيافته،  تمايز   A اسپرماتوگونى 
آنزيمى  هضم  روش  از  بيضه  سلول هاى  جداسازى  براى   .(16) شوند 
استفاده شد. كروجى و همكاران براى جداسازى و كشت سلول هاى 

موش بالغ از اين روش استفاده كردند (17).
و  نامنظم  حاشيه  با  سلول هاى  حاضر،  مطالعه  كشت  سيستم  در 
ظاهر گرانولار، سلول هاى سرتولى بودند كه ايجاد تك لايه كرده و 
به عنوان لايه تغذيه كننده براى هم كشتى با سلول هاى اسپرماتوگونى 
اختصاصى  نشان گر  سلول ها  اين  ماهيت  تاييد  براى  شدند.  استفاده 
سيتوپلاسم  در  ويمنتين  سايتواسكلتون  پروتئين  رفت.  به كار  ويمنتين 
اطراف هسته سلول هاى سرتولى بيان شد. يافته هاى اين بررسى با نتايج 
و   19  ،18  ،11) دارد  مطابقت  زمينه  اين  در  شده  انجام  پژوهش هاى 
سلول هاى  در  كه  است  سايتواسكلتون  پروتئين  يك  ويمنتين   .(20
در  بعد  به  چهاردهم  روز  از  نشان گر  اين  و  شده  يافت  اسپرماتوگونى 

سلول هاى سرتولى و در اطراف هسته آنها بيان مى شود (12).
اسپرماتوگونى  سلول هاى  ماهيت  از  اطمينان  حصول  براى 
جداسازى شده، از نشان گر هاى اختصاصى Oct-4 ،c-kit ،CDH1 و 
بيان  تشكيل شده،  كلونى هاى  در   Oct-4 نشان گر  شد.  استفاده   PLZF
شد. بنابراين با توجه به اينكه Oct-4 نشان گر خاص سلول هاى بنيادى 
دارند.  را  بنيادى  سلول هاى  ماهيت  نيز  تشكيل شده   كلونى هاى  است، 
مطالعات ديگر در اين زمينه نشان دادند كه سلول هاى اسپرماتوگونى 

نشان گر Oct-4 را بيان مى كنند (11، 20-24). 
نشان   CDH1 نشان گر  شدن  بيان  حاضر،  مطالعه  كلونى هاى  در 
سلول هاى  حاوى  مزبور  كلونى هاى  كه  است  موضوع  اين  دهنده 
نيز  همكاران،  و  توكودا  ماسوتاكا  بودند.   A نوع  اسپرماتوگونى 
سلول هاى  در   CDH1 نشان گر  كه  دادند  نشان  خود  مطالعه  در 
رسيدند  نتيجه  اين  به  آنها  مى شود.  بيان  موش   A نوع  اسپرماتوگونى 
كه سلول هايى كه نشان گر CDH1 را بيان نمودند، نشان گر PLZF را 

نيز بيان كردند (25). 
اسپرماتوگونى  سلول هاى  خودنوزايى  براى   PLZF نشان گر 
تمايز نيافته اسپرماتوگونى  سلول هاى  در  نشان گر  اين  است.  ضرورى 

مى شود.  بيان   Apr (A pair) و   As (A single) ،Aal (A aline)
نشان گر PLZF در كلونى هاى تشكيل شده از سلول هاى اسپرماتوگونى 
در محيط آزمايشگاه بيان شد. اين يافته با يافته هاى ساير پژوهش گران 

مطابقت دارد (25-27).
تيروزين  گيرنده  خانواده  اعضاى  از  يكى   ،C-kit نشان گر 
بيان  يافته  تمايز  اسپرماتوگونى هاى  و   Aal Late كه در  است  كيناز 
ضعيف  صورت  به  نشان گر  اين  نيز  حاضر  مطالعه  در   .(28) مى شود 
مى توان  بنابراين  شد.  بيان  آنها  حاشيه  در  و  كلونى ها  از  بعضى  در 
به  كلونى ها،  اين  حاشيه  در  موجود  سلول هاى  كه  گرفت  نتيجه 

كلوني زايي سلول هاي اسپرماتوگوني موش بالغ
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دست  مشابهى  نتيجه ى  به  نيز  مطالعات  از  بعضى  رفتند.  تمايز  سمت 
.(18 بودند (17،  يافته 

تشكيل  بر   STO و  سرتولى  هم كشتى  سيستم  تاثير  ارزيابى  در 
آزمايشگاه،  محيط  در  بالغ  موش  اسپرماتوگونى  سلول هاى  كلونى 
به  نسبت  سرتولى  سلول هاى  با  هم كشتى  كه  شد  حاصل  نتيجه  اين 
هم كشتى با سلول هاى STO باعث افزايش قابل ملاحظه اى در تعداد 
مطالعه،  اين  يافته هاى  ديگر  عبارت  به  است.  شده  كلونى ها  قطر  و 
نشان  افزايش  به  رو  را  كلونى ها  قطر  و  تعداد  ميانگين  تغييرات  روند 
STO به صورت غير قابل  داد و اين افزايش در گروه هاى كنترل و 
و  برجسته  ديگر  گروه  دو  به  نسبت  سرتولى  گروه  در  و  ملاحظه 
تمام  در  يكنواخت  صورت  به  افزايش  اين  همچنين  بود.  معنى دار 
در  شده  انجام  مشابه  مطالعات  نتايج  يافت.  ادامه  هم كشتى  مدت 
 ،18  ،11) مى كند  تاييد  را  حاضر  مطالعه ى  يافته هاى  نيز  زمينه  اين 

.(31-28
هم كشتى  سيستم هاى  بررسى  هدف  (با  خود  مطالعه  در  كروجى 
به  بالغ)،  موش  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  غنى سازى  براى 
(يعنى  هم كشتى  سيستم هاى  از  بعضى  كه  يافت  دست  نتيجه  اين 
هدف  به  نيل  در  رشد)  فاكتورهاى  و  سرتولى  سلول هاى  با  هم كشتى 
از  بعضى  كه  به طورى  بودند،  موثر  توجهى  قابل  شكل  به  مطالعه 
انجام  با  كشت  سيستم هاى  اين  در  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى 
با  كلونى ها  تعداد  و  كنند  ايجاد  كلونى  توانستند  زياد  تقسيمات 
بنيادى  سلول هاى  تكثير  نشان دهنده  كه  يافت  افزايش  زمان  گذشت 
فاكتورهايى  ترشح  با  سرتولى  سلول هاى   .(11) است  اسپرماتوگونى 
از بقا، تكثير و تمايز سلول هاى اسپرماتوگونى حمايت مى كنند. يكى 
از مهم ترين فاكتورهايى كه توسط سلول هاى سرتولى ترشح مى شود،

Glial cell line-Derived Nneutrophic Factor (GDNF) است. 
اسپرماتوگونى  سلول هاى  تكثير  براى  قوى  محرك  يك  فاكتور،  اين 
به  اسپرماتوگونى  سلول هاى  خودنوزايى  جوندگان،  در   .(32) است 

شدت تحت تاثير GDNF است (33).
در  همچنين  و  حاضر  مطالعه  يافته هاى  در  كه  همان طور  بنابراين 
سرتولى  هم كشتى  سيستم  شد،  ملاحظه  شده  ذكر  مطالعات  يافته هاى 
حمايت  را  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  و  تكثير  توانست 

نمايد.
ترشح  سرتولى  سلول هاى  توسط  كه  مهمى  فاكتورهاى  از  يكى 
خودنوزايى  در  مهمى  نقش  فاكتور  اين  است.   GDNF مى شود، 
 GDNF افزودن  با  همكاران  و  ناگانو  دارد.  اسپرماتوگونى  سلول هاى 
آنها  تكثير  و  ماندن  زنده  ميزان  كه  نمودند  مشاهده  كشت،  محيط  به 
نتيجه  اين  به  نيز  همكاران  و  كروجى   .(6) مى يابد  افزايش  محيط  در 
 etv5 ژن هاى  بيان  تنظيم  طريق  از  فاكتور  اين  يافتند (17، 34).  دست 
تاثير  تحت  را  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  خودنوزايى   ،bcl6b و 

قرار مى دهد. 
خودنوزايى  از   ،GDNF ترشح  با  سرتولى  سلول هاى  بنابراين 
مطالعه  در  مى رسد  نظر  به  مى كنند.  حمايت  اسپرماتوگونى  سلول هاى 
حاضر يكى از دلايل حمايت سلول هاى سرتولى از سلول هاى بنيادى 
ترشح  كشت)،  هفته  (دو  كوتاه  زمان  مدت  اين  در  اسپرماتوگونى 

GDNF باشد.
فرآورده ى ديگر سلول سرتولى، فاكتور رونويسى ERM است و 
مطالعه  نتايج  مى شود.  بيان  بالغ  سرتولى  سلول هاى  در  منحصر  طور  به 
تدوام  و  خودنوزايى  براى   ERM فاكتور  كه  است  داده  نشان  دادونه، 

اسپرم زايى سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى در موش بالغ ضرورى است 
.(35)

و  همكاران  و  ناگانو  مطالعات  نتايج  با  مطالعه  اين  از  حاصل  نتايج 
هاستورپ و همكاران، هم خوانى ندارد. آنها نشان دادند كه هم كشتى 
با سلول هاى سرتولى، تعداد و قطر كلونى هاى اسپرماتوگونى را افزايش 

نمى دهد (6، 36).
اسپرماتوگونى،  سلول هاى  با   STO سلول هاى  هم كشتى  در 
ماندن  زنده  ميزان   STO كه  داد  نشان  حاضر  پژوهش  يافته هاى 
از  آنها  حمايت  ولى  مى دهد  افزايش  را  اسپرماتوگونى  سلول هاى 
نبود.  ملاحظه  قابل  اسپرماتوگونى  سلول هاى  (تكثير)  كلونى زايى 
در   .(5) دارد  هم خوانى  همكاران،  و  ناگانو  يافته هاى  با  موضوع  اين 
 STO سلول هاى  روى  بر  زنده  گرد  سلول هاى  وجود  حاضر  مطالعه 
تكثير  براى  كافى  زمان  كشت،  هفته  دو  مدت  شايد  كه  شد  مشاهده 
 Beta1 و   Alpha6 Integrin ژن هاى  بيان  بررسى  براى  نبوده  آنها 
 Beta1 integrin ژن  شد.  استفاده   RT-PCR تكنيك  از   Integrin
ژن ولى  شد  بيان   STO و  سرتولى  كنترل،  گروه هاى  از  يك  هر  در 

ژن  كه  آن جا  از  نشد.  بيان  مزبور  گروه هاى  در   Alpha6 Integrin
بنيادى  سلول هاى  در  كه  است  ژن هايى  از  يكى   Alpha6 Integrin
در  معمولى   RT-PCR تكنيك  توسط  و  مى شود  بيان  اسپرماتوگونى 
گروه هاى مورد مطالعه بيان نشد، بنابراين جهت بررسى بيان ژنى اين 
قوى تر  تكنيك   ،Oct-4 و   Beta1 Integrin ژن هاى  به همراه  ژن 

Real Time PCR به كار رفت.
نشان گرهاى  از   Alpha6 Integrin و   Beta1 Integrin ژن هاى 
سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى هستند (37). برخى از مطالعات در اين 
زمينه نشان دادند كه نشان گر Oct-4 در سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى 

بيان مى شود (21، 38). 
بين  بررسى  مورد  ژن هاى  از  يك  هر  براى  كلى،  حالت  در 
ولى  نداشت.  وجود  معنى دارى  آمارى  اختلاف  مختلف،  گروه هاى 
هر سه ژن كه از نشان گرهاى سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى هستند، 
نشان  كه  شد  بيان  گروه  سه  هر  در  كشت  از  حاصل  كلونى هاى  در 
و  هستند  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  حاوى  كلونى ها  مى دهد 
اختلاف معنى دارى در بيان ژن ها مشاهده نشد. به نظر مى رسد، سيستم 
هم كشتى نتوانسته در بيان اين ژن ها از سلول هاى بنيادى اسپرماتوگونى 

حمايت لازم را بنمايد. 

نتيجه گيرى
بنيادى  سلول هاى  بر  سرتولى  سلول هاى  كه  بهينه اى  اثر  به  توجه  با 
اين  كه   - مى كنند  فراهم  سلول ها  اين  با  هم كشتى  در  اسپرماتوگونى 
موضوع توسط ساير مطالعات نيز تاييد شده است - استفاده از سلول هاى 
پيشنهاد  اسپرماتوگونى  بنيادى  سلول هاى  كلونى زايى  براى  سرتولى 
سلول هاى  پيوند  از  پس  مى توان  آتى  مطالعات  در  همچنين  مى شود. 
بنيادى اسپرماتوگونى هم كشت شده با لايه تغذيه كننده به بيضه موش 

نابارور، تاثير لايه هاى تغذيه كننده را بررسى كرد.

تقدير و تشكر
علوم  رشته  ارشد  كارشناسى  پايان نامه ى  راستاى  در  مقاله  اين 
تشريح و از محل بودجه پژوهشى دانشگاه تربيت مدرس تهيه و تنظيم 

شده است.
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