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Abstract 
Spermatogonial stem cells (SSCs) are in the beginning of a complex process in which they 
transmit genetic information from generation to generation. Any failure in this process can 
result in infertility. It has been suggested that transplantation of spermatogonial stem cells, 
following their maintenance and culturing, may restore fertility in some infertile patients. 
Because fertility restoration through SSCs transplantation has been successfully achieved 
in animal experiments, we hope human studies can follow in the near future. The isolation 
and cultivation of SSCs help us study their biological characteristics and their application 
in therapeutic approaches. In this review, we studied spermatogenesis in rodents and hu-
mans. We also compared markers and different SSC culture systems in both.
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چكيده 
مي شود.  منتقل  فرد  بعدي  نسل  فرزندان  به  ژنتيكي  اطلاعات  آن  طي  كه  است  فرايندي  سرآغاز  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول 
هر گونه اختلال در اين فرايند مي تواند منجر به ناباروي گردد. نگهداري، كشت و پيوند سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني در 
آينده به عنوان روشي جهت درمان برخي ناباروري ها در انسان پيشنهاد شده است كه تاكنون اين امر در حيوانات گونه هاي 
مختلف به طور موفقيت آميزي انجام شده است و اميد است با تكيه بر مطالعات گذشته، اين راه با سرعت بيشتري در انسان طي 
شود. شناسايي، جداسازي، كشت و تكثير سلول بنيادي اسپرماتوگوني، ما را در مطالعه خصوصيات بيولوژيكي و كاربردهاي 
درماني ياري خواهد داد. در اين مقاله به بررسي سلول بنيادي اسپرماتوگوني در موش و انسان، شناسايي، جداسازي و كشت 

مي شود. پرداخته 
* كليدواژگان: : اسپرماتوگوني سلول  هاي بنيادي، شناسايي، جداسازي، كشت 

فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89، صفحات: 147-158

مقاله مروري

148 148     فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89

مقدمه
تعدادي  بالغ  موش  و  انسان  مني ساز  لوله هاي  پايه  غشاي  روي  بر 
سلول زاينده نر به نام سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني وجود دارد كه 
اساس اسپرم زايي است. اسپرم زايي از يك يا چند مركز كوچك شروع 
مي شود و هر مركز در اثر تكثير يك سلول بنيادي اسپرماتوگوني ايجاد 
مي گردد (1). عملكرد بيضه نيز وابسته به تكثير و تمايز آنها بوده و طي 
بلوغ  سن  از  فرايند  اين  مي گيرد.  صورت  زايي  اسپرم  نام  به  فرايندي 
انسان)  در  تولد  از  بعد  سال  و 10-13  موش  در  تولد  از  روزبعد   5-7)
شروع شده و تا پيري به صورت پويا ادامه خواهد داشت (2). اين روند 
پيچيده و بسيار سازمان يافته شامل تكثير، تمايز و آپوپتوزيس مي باشد 
كه طي آن سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني تمايز يافته و به اسپرماتيد 
سلول هاي  از  پستانداران  در  لوله ها  اين   .(3) مي يابد  تكوين  كشيده 

و  است  شده  تشكيل  زاينده  سلول هاي  مختلف  رده هاي  و  سرتولي 
توسط سلول هاي ميوئيدي دور لوله اي در بر گرفته مي شود (شكل 1). 
سلول هاي سرتولي در قاعده لوله قرار دارد اما زوايد سيتوپلاسمي آنها 
تا مجراي لوله كشيده شده است. اين سلول ها تكوين سلول هاي زاينده 
را با ترشح فاكتورهاي رشد، سايتوكاين ها (4) و برخي فاكتورها نظير 

لاكتات و پيروات (5) تنظيم مي كند. 
دارد،  وجود  فرد  يك  در  بنيادي  سلول هاي  مختلف  انواع  چه  اگر 
اما سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني منحصر به فرد بوده چون تنها سلول 
بدن است كه با تقسيم خود مي تواند ژن ها را به سلول هاي فرزندان بعد از 
خود منتقل نمايد. در نتيجه اين سلول، منبع ارزشمند جهت آزمايش هاي 
از  ژنتيكي  اصلاح  و  دامي  فناوري  پزشكي،  پژوهش هاي  بيولوژيكي، 

طريق دستورزي سلول زاينده نر مي باشد (6، 7). 

شكل 1: محل و تقسيمات سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني در موش (8) 
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شناسايي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني
سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني در موش 

به  رت  و  موش  مثل  جوندگاني  در  اسپرماتوگوني  سلول 
مي شود.  گروه بندي   B گروه  و  بينابيني   ،A نوع  اسپرماتوگوني 
اسپرماتوگوني هاي نوع A خود شامل اسپرماتوگوني A0 (تمايز نيافته) 
 A0 اسپرماتوگوني  هستند.  يافته)  (تمايز   A1-A4 اسپرماتوگوني هاي  و 
مي  شود.  تبديل   Aal و   As ،Apr اسپرماتوگوني هاي  به  تمايز  اثر  در 
اسپرماتوگوني هاي As فرد است در حالي كه اسپرماتوگوني Apr جفت 
و Aal به شكل زنجيري بوده و توسط پل هاي سيتوپلاسمي به هم اتصال 
دارند (9). اسپرماتوگوني As همان سلول بنيادي فرايند اسپرم زايي است 
 .(10) مي دهند  تشكيل  را  بيضه ها  سلول هاي  از  كمي  خيلي  درصد  و 
آنها در قاعده لوله هاي مني ساز تقسيم و تمايز مي يابند. پس از تقسيم 
خودنوزايي  به  منجر  و  جدا  يكديگر  از  مي توانند  دختري  سلول هاي 
گردند و يا توسط پل هاي سيتوپلاسمي به همديگر متصل شده كه در 
اصطلاح اسپرماتوگوني جفت ناميده مي شوند و اين اولين مرحله تمايز 

سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني است. 
تقسيم  ده  تا  نه  حدود  جفت  اسپرماتوگوني  سلول  تشكيل  از  پس 
اسپرماتوگونيال  كلون هاي  تشكيل  به  منجر  كه  گرفته  صورت  ديگر 
 B اسپرماتوگوني  مرحله  اين  انتهاي  در  و  مي گردند  بلند  زنجير  با 
و   (11) مورفولوژي  آهسته  تغيير  شامل:  تمايز  مراحل  مي گيرد.  شكل 
خصوصيات سيكل سلولي است. سپس اسپرماتوسيت ها شكل مي گيرند 
كه مي توانند غشا پايه را ترك كرده و به مجراي لوله نزديك تر شوند 
(12) (شكل A 2). سلول هاي اسپرماتوگوني جفت از نظر مورفولوژي 
شبيه سلولهاي اسپرماتوگوني فرد هستند. در اين اواخر نشان داده شده 
نيز  اسپرماتوگوني  كوتاه  زنجيرهاي  و  جفت  اسپرماتوگوني  كه  است 
داراي خواص سلول بنيادي هستند (13). طول زمان شروع تقسيم سلول 
به  روز  حدودا 35  موش  در  اسپرماتوزا  به  آن  تبديل  تا  اسپرماتوگوني 

طول مي انجامد (14).

سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني در انسان
بنيادي  سلول هاي  خودنوزايي  و  تكثير  مورد  در  كمتري  جزييات 
اسپرماتوگوني انسان نسبت به جوندگاني مثل موش و رت وجود دارد. 
برخلاف موش، سلول هاي اسپرماتوگوني نوع A بر اساس رنگ آميزي 
هسته آنها با هماتوكسيلين بعد از ثبوت با محلول بوئن به دو زير شاخه 
Apale و Adark تقسيم شده است Apale .(15) در هر سيكل اپي تليالي 
آنها  انسان  در  كه  است  معني  بدان  اين  و  مي شود  تقسيم  مني ساز  لوله 
نرمال  شرايط  در   Adark ولي  مي گردند  تقسيم  بار  يك  روز   16 هر 
گرفته  نظر  در  بنيادي  سلول  يا  رزرو  سلول  عنوان  به  و  بوده  خاموش 
 Apale سلول هاي  آيا  كه  است  مطرح  مهم  سوال  يك   .(16) مي شود 
اين  به  پاسخ  براي  هستند؟  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي   Adark و 
سوال بررسي توپوگرافي اين سلول ها در غشا پايه حايز اهميت است. 
در شرايط يكسان ميزان هر دو سلول يكسان بوده و نمي توان قضاوت 
مشخص  ميمون  بيضه  پرتودهي  با  آزمايشي  در  نمود.  ارايه  را  درستي 
شده است كه Adark همان سلول بنيادي اسپرماتوگوني مي باشد. نشان 
داده شده است كه نه روز پس از پرتودهي، تعداد سلول هاي Apale به 
سلول هاي  تعداد  در  تغييري  هيچ  كه  حالي  در  مي يابد،  كاهش  شدت 
سلولهاي در  علت است كه  بدان  اين  نشده است(17).  مشاهده   Adark
خاموش  سلول هاي  و  مي ميرند  اشعه  اثر  در  يافته  تمايز  و  تقسيم  حال 
تشكيل  و  تكثير  به  قادر   Apale سلول هاي  كلي  طور  به  مي مانند.  زنده 

سلول هاي تمايز يافته هستند و مدت زمان براي تبديل به اسپرم در انسان 
سلول هاي  است.  مني ساز  لوله  اپي تليالي  سيكل  برابر  سه  يعني  روز   48
Adark سلول خاموش يا سلول بنيادي اسپرماتوگوني مي باشد و تنها در 
صورت آسيب فعال مي گردد. آنها در ابتدا به سلولهاي Apale تبديل 

شده و سپس به ديگر رده هاي سلول زاينده تمايز مي يابند (16). 
مقايسه لوله مني ساز انسان و موش نشان مي دهد كه بخش سلول هاي 
خاموش در موش حذف شده است و فعاليت تكثيري سلول هاي بنيادي 
حتي در شرايط فعال شدن سلول هاي خاموش در انسان بسيار كمتر از 
موش است. البته اين كاهش تكثير داراي فوايدي است كه باعث كاهش 
بنيادي  سلول  مي گردد.   S فاز  در   DNA شدن  برابر  دو  زمان  در  خطا 
كمتر تقسيم بهتري را به همراه دارد (18). همچنين تعداد كلي تقسيمات 
اسپرماتوگوني بين سلول بنيادي و اسپرماتوسيت در ميمون و انسان نيز 
قابل مقايسه است. در انسان بين B-A1 تنها يك نسل اسپرماتوگوني به 

 .(19) (2 B شكل) جاي 6 تقسيم (ميمون) وجود دارد
 

 

انسان  و   (A) موش در  بنيادي  هاي  سلول  نوزايي  خود  و  تكثير  شكل2: 
(B). اين مرحله در انسان فقط يك نسل و در ميمون 6 نسل مي باشد (20) 

با كمي تغيير. 

مورفولوژي و ارزيابي عملكردي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني
شناسايي  قابل  مورفولوژي  نظر  از  اسپرماتوگوني  بنيادي  هاي  سلول 
كل  درصد   0/03 بنيادي  سلول هاي  تعداد  موش  در  هستند.  شمارش  و 
سلول هاي زاينده و 1/25 درصد همه انواع اسپرماتوگوني ها مي باشد (10) 
كه معادل 3000-25000 عدد (21) در موش و 830000 عدد در رت (22) 

مي باشد.
از سال 1994 حضور اين سلول ها از نظر عملكري نيز به وسيله پيوند 
ديدگاه هاي  زاينده،  سلول هاي  پيوند  فناوري  شد (23، 24).  ارزيابي  قابل 
جديدي را در مطالعه محيط زندگي سلول هاي بنيادي و ارزيابي عملكردي 
آنها براي مشخصه هاي واقعي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني گشوده است. 

سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش و انسان
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در اين ارزيابي سوسپانسيون سلولي حاوي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 
به بيضه موش گيرنده فاقد اسپرماتوژنزيس درونزاد، تيمار شده با داروهاي 
امكان  روش  اين  در  مي شود.  پيوند   (23-25) اشعه  يا  سايتوتوكسيك 
شناسايي سلول هاي بنيادي داراي عملكرد در سوسپانسيون سلولي (با استفاده 
از روش هاي خالص سازي) (16) و امكان مقايسه تعداد سلول بنيادي بعد از 
تيمار و يا دوره هاي كشت هاي مختلف وجود دارد (8). مطالعات كمتري 
نيز در زمينه ارزيابي تشكيل كلوني هاي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني در 

محيط آزمايشگاه انجام شده است (26). 
روند  مي توان  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  پيوند  از  استفاده  با 
اسپرم زايي، كنش واكنش هاي بين سلولي در بيضه و بيان ژن هاي مختلف 
در طي فرايند اسپرم زايي طبيعي را مورد مطالعه قرار داد (27). همچنين 
پيوند سلول اسپرماتوگوني كه به طور مستقيم ژن مورد نظر در آن القا شده، 

مي تواند حيوان ترانس ژن را ايجاد نمايد (23).
موش  به  ديگر  گونه هاي  از  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  پيوند 
تكثير  تنها  يا   (28) (همستر)  ناقص  زايي  اسپرم  با  همراه  (زنوگرافت) 
سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني (خرگوش و سگ) (29)، گاو(30)، بابون 
و انسان (31) بوده است. همچنين پيوند سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني در 
حيوانات اهلي بزرگتر مثل خوك (32)، بز(33) و گاو (30) نيز گزارش شده 
است. در اين موارد اگرچه اسپرم زايي كامل اتفاق نمي افتد ولي مي تواند 
ارزيابي خوبي از پتانسيل سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني گونه هاي مختلف 

پستانداران در طي پيوند باشد.
گونه هاي  در  تنها  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  اتولوگ  پيوند 
معدودي [ميمون ماكاكو(34)، خوك(32) و گاو(30)] انجام شده است. 
نتايج حاصله، اسپرم زايي بيشتري را در لوله هاي مني ساز نسبت به پيوند 

همولوگ گزارش نمودند.

نشانگرهاي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني
نشانگرهاي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش

بنيادي  سلول هاي  بيولوژي  مطالعه  در  كليدي  مرحله  يك 
اسپرماتوگوني تعيين پروفايل بيان ژني آنها مي باشد. دانش ما در زمينه 
كم  تعداد  است.  بوده  محدود  اخير  دهه هاي  در  مولكولي  نشانگرهاي 
اسپرماتوگوني در بيضه، نبود نشانگر منحصر به فرد  سلول هاي بنيادي 
گسترش  از  ممانعت  باعث  سلول ها  اين  كننده  تكثير  كشت  سيستم  و 

مطالعه در اين زمينه بوده است.
جداسازي  به  منجر  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  نشانگرهاي   
و  آزمايشگاه  محيط  در  سلول ها  بقيه  از  سلول ها  اين  خالص سازي  و 
در  نشانگرها  از  استفاده  علاوه  به  مي گردد  زنده  موجود  مدل  از  يا 
موثر  نابارور  افراد  به  باروري  بازگرداندن  نتيجه  در  و  پيوند  موفقيت 

است (35).
جديد  نشانگر  چندين  تاكنون  پيوند  تكنيك  شدن  رايج  زمان  از 
است.  شده  شناخته  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  خصوصيات  و 
كه  مي دهد  نشان  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي   (Niche) كنام 
محتويات  و  سلولي  خارج  ماتريكس  با  نزديكي  ارتباط  سلول ها  اين 
تمايل  آمد،  دست  به  پيوند  از  پس  كه  مشخصه  اولين  دارد.  آن 
و   IV تيپ  كلاژن  لامينين،  به  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي 
فيبرونكتين بود. ايمونوسلكشن، با استفاده از اينتگرين α6 و اينتگرين 
سلول هاي  غني سازي  به  منجر  لامينين-  شده  شناخته  گيرنده  دو   - β1
پوشيده  ظروف  از  استفاده  كه  حالي  در  شد  اسپرماتوگوني  بنيادي 
بنيادي  سلول هاي  غني سازي  باعث  فيبرونكتين  و   IV تيپ  كلاژن  از 

در  سلولي  خارج  پروتئين هاي  ساير  بعدها   .(36) نشد  اسپرماتوگوني 
و  گرديد  بررسي  نيز  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  غني سازي 
بنيادي  سلول هاي   CD9 مثبت  انتخاب  از  استفاده  با  كه  شد  مشخص 
غني سازي  ترتيب)  (به  موش  و  رت  در  برابر   7 و   5 اسپرماتوگوني 
مي شود. با ايمنوهيستوشيمي وجود CD9 در سلول هاي ناحيه غشا پايه 

و سلول هاي بينابيني نشان داده شد (37). 
اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  برابر)   25 (تا  بيشتر  غني سازي 
غشايي  نشانگرهاي  از  تركيبي  از  استفاده  با  بيضه  نهان  موش  در 
+THY-1 و 

Histocompatibility Complex Class I  (-MHC-1)، و
c-kit انجام گرفت c-kit .(36) در As تا Aal اوليه بيان نمي شود و در 
بيان آن در مراحل بعدي Aal و اسپرماتوگوني هاي تمايز يافته افزايش 
مي يابد THY-1 .(38) كه عضوي از ابرخانواده ايمونوگلوبين هاست به 
ميزان بالايي در سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني رت بيان مي شود (39). 
ناشناخته مي باشد و در صورت نبود آن در  عملكرد THY-1 در بيضه 

بيضه موش (مثلا در موتاسيونTHY-1) هنوز بارور است (40). 
 MHC-1- ،THY-1+) فوق  سلول هاي  كه  شد  داده  نشان  همچنين 
،Lymphocyte Antigen 6 Complex (LY6A-)] نيز   ،(c-kit- و 

ايمونوهيستوشيمي  از  استفاده  با   .(41) مي باشند   [CD34- و   CD24+

چندين ژن در بيضه شناسايي شدند كه در A اوليه بيان مي شوند كه عبارتند 
 Promyelocytic Leukemia Zinc Finger [PLZF(Zfp145] از: 
،(45 ،44) GDNF Family Receptor Alpha [GFRα-1)،(43 ،42)
،(45)  NOTCH1  ،(46) Early Growth Response 3 (EGR3)

 ،(47)  [SRY (Sex Determining Region Y)-box 3] SOX3
.(49) OCT3/4 (48) و Neurogenin 3 (NGN3)

PLZF در اسپرماتوگوني As ،Ap و Aal بيان مي شود و نقش مهمي 
در تنظيم خودنوزايي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني دارد. بيضه موش 
(موش   (Luxoid) لاكسوييد  موش  و   (PLZF null) PLZF ژن  فاقد 
بدون سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني)، فاقد سلول هاي اسپرماتوگوني 
 c-kit كه   Aal و   As ،Ap اسپرماتوگوني  در   NGN3 بودند (42، 43). 
سلول هاي  تمايز  در  كه  مي رسد  نظر  به  و  مي شود  بيان  هستد  منفي 
شده  ديده  اسپرماتوسيت ها  در  ژن  اين  بيان  دارد.  نقش  اسپرماتوگوني 
مي شود   بيان   Aal و   As ،Ap اسپرماتوگوني  در  نيز   Sox3  .(48) است 
 GFRα1  .(47) دارد  نقش  اسپرم زايي  روند  پيش برد  در  احتمال  به  و 
(GDNF)  Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor گيرنده 

بنيادي  سلول هاي  تمايز  و  خودنوزايي  رشد،  فاكتور  اين  كه  است 
بالغ  موش  بيضه   As در   GFRα1 مي كند.  تنظيم  را  اسپرماتوگوني 
مي توان  نشانگر  اين  با  كه  مي دهد  نشان  امر  اين   .(44) دارد  قرار  نيز 
از  پس  اما  نمود.  خالص سازي  را  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي 
سلول هاي  از  نيمي  حدود  كه  شد  داده  نشان  خالص سازي،  انجام 
مساله،  اين  به  توجه  با   .(45) هستند  منفي   c-kit مثبت،   GFRα1
GFRα1 نشانگر اختصاصي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني نمي باشد. 
سلول هاي  در   (Stra8)  Stimulated by Retinoic Acid Gene 8
قطعه اي   .(50) مي شود  بيان  اسپرماتوگوني)  (انواع  ميوزي  پيش  زاينده 
در   (Luciferase) لوسيفراز  مستقيم  بيان  براي   Stra8 پروموتور  از 
سلول هاي اسپرماتوگوني استفاده شد، پيوند سلول هاي زاينده انتخاب شده 
تحت كنترل اين قطعه از پروموتور Stra8 منجر به 700 برابر غني سازي 
سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني شد (51). نشانگرهاي عمومي تر سلول هاي 
و  (52)  (GCNA-1)  Germ Cell Nuclear Antigen-1 زاينده 

Heat Shock Protein 90α (HSP90α) (53) مي باشند. 

كروجي و همكاران
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نشانگرهاي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني انسان 
زيادي  كمك  انسان  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  نشانگرهاي 
به شناخت آنها در جميعت سلولي بيضه مي كند ولي تاكنون مطالعات 
انسان  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  خصوصيات  روي  بر  كمتري 
سلول هاي  در  نشانگرها  برخي  بيان  است.  شده  انجام  ميمون  حتي  و 
 GFRα1   ،DAZL ،PLZF) بنيادي اسپرماتوگوني و تمايز يافته موش
VASA، ) در سلول هاي اسپرماتوگوني Adark و Apale ميمون ماكاكو 

نيز تاييد شده است (60). 
بيان برخي ژن ها در بافت بيضه، سلول هاي اسپرماتوگوني، كلاسترهاي 
اسپرماتوگوني و ژرم لاين اسپرماتوگوني انسان گزارش شده است كه بيان 
نشانگرهاي VASA ،SSEA4 ،Oct-4 ،DAZL ،CD133 ،CD49f و 
تاييد  جداسازي  از  پس  خالص  اسپرماتوگوني  سلول هاي  در   TSPY
شده است اما بيان نشانگر NANOG ،E-cadherin و ويمنتين (نشانگر 

سلول هاي سرتولي) منفي بوده است. 

جدول 1: نشانگرهاي مورد استفاده در شناسايي و خالص سازي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني جوندگان (موش)
نشانگر نوع سلول زاينده
GFRα1 (44, 45), PLZF (42, 43) , NGN (48) (Apr و برخي As) سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني
CDH1, PLZF (42, 43) , Oct-4 (49, 54), NGN3 (48), NOTCH-1 (45), 
SOX3 (47), c-RET (55), GPR125 (56), α6-integrin (36), β1-Integrin 
(36), CD9 (37), Thy-1 (CD90), CD24 (41), EGR3 (46)

(Aa و Apr, As) سلول هاي پيش ساز

NGN3 (48), c-KIT (57) A1-B سلول هاي اسپرماتوگوني تمايز يافته
GCNA1 (52), HSP90α (53) سلول هاي زاينده
STRA8 (50), EE2 (58) سلول هاي اسپرماتوگوني پيش ميوزي
TAF4B (59) سلول هاي اسپرماتوگوني پيش ميوزي و اسپرماتيد پس ميوزي
CD9 (37) سلول هاي اسپرماتوگوني و سلول هاي بافت بينابيني

CDH1: cadherin 1, type 1, E-cadherin; 
EGR3: Early growth response 3; 
GCNA1: Germ Cell Nuclear Antigen-1
GFRα1: GDNF family receptor alpha 1; 
GPR125: G protein-coupled receptor 125; 
NGN: Neurogenin
PLZF: Promyelocytic leukemia zinc finger protein; 
POU5F1: Also known as Oct-4; 
STRA8: Stimulated by retinoic acid gene 8; 
Thy-1: Cell surface antigen

جدول2. مقايسه نشانگرهاي شناحته شده سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش و انسان
انسانموشنشانگرانسانموشنشانگر
α6-integrin (CD49f)(36) +(61) +MAGE-A4(63)؟ +
β1-integrin (CD29)(36) +(64) -Neurogenin(48) +؟
CD9(37) +؟NSE 1؟+
CD24(41) +؟PLZF (Zfp145)(42) +(43 ,20) +
CD133(61)؟ +POU5F(Oct-4)(65) +(66) -
CDH1(67) +؟RET(68) +؟
CHEK2(69)؟ +STRA8(51) +؟
GFRα1(55) +(61) +Thy-1 (CD90)(41) +(61) +
GPR125(62) +(56) +TSPY(70) -(71) +
KIT (c-kit,CD117)(57) +(63) -Sca-1(LY6A)(72 ,41) -؟

CHEK2: CHK2 checkpoint homolog;
MAGE-A4: melanoma antigen family A, 4; 
NSE: Neurone-specific Enolase;
POU5F1: also known as Oct-4; 
TSPY: testis specific protein, Y-linked.

سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش و انسان
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 P27 ،VASA ،SSEA4 ،DAZL انسان  بيضه  طبيعي  بافت  در 
 Oct-4 ،NANOG ،E-cadherin ،α6-integrin) بيان شده و ،CD133
و   (20)  PLZF بيان  همچنين   .(61) نمي شود  بيان   Stella و   (CD49f
GPR125 (62) در سلول هاي اسپرماتوگوني انسان نيز تاييد شده است. 
در مقابل اشتراك بيان برخي ژن ها در انسان و موش، برخي از آنها فقط 
β1- :در انسان بيان مي شود و در موش وجود ندارد و يا بر عكس همانند
β1-integrin(CD29) ،c-kit ،TSPY و POU5F(Oct-4) (جدول2).

اختصاصي  نشانگر  هنوز  زمينه،  اين  در  زياد  تحقيقات  وجود  با 
تمامي  و  است  نشده  شناخته  اسپرماتوگوني  سلول هاي  خاص 
دو  يا  يك  كه  اسپرماتوگوني  سلول هاي  در  شده،  آزمايش  ژن هاي 
مي شوند.  بيان  نيز   (Aal و   Ap (مانند  نموده اند  طي  را  تمايز  مرحله 
بزرگي  تحول  آينده  در  سلول ها  اين  اختصاصي  نشانگر  يافتن 

مي شود.  محسوب 

جداسازي و خالص سازي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني
جداسازي و خالص سازي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش

جداسازي  اسپرماتوگوني،  بنيادي  سلول هاي  با  كار  مرحله  اولين 
بنيادي  سلول هاي  زاينده  سلول هاي   0/03 فقط  موش  در  آنهاست. 
هستند (10)، بنابراين تلاش در جهت خالص سازي اين سلول ها امري 
به  پژوهشگران  تاكنون  مي شود.  محسوب  تكثيرآنها  كشت و  مهم در 
دليل نبود يك نشانگر اختصاصي، از رويكردهاي متفاوتي براي اين 

امر استفاده نموده اند.
بنيادي  سلول هاي  تهيه  روش هاي  ساده ترين  از  يكي 
 ،73) نوزاد  بيضه هاي  از  استفاده  بالا،  خلوص  با  اسپرماتوگوني 
 ،(75) بيضگي  نهان  مدل  ايجاد  با  بالغ  حيوانات  در  مي باشد.   ،(74
 A ويتامين  كمبود  با  حيوانات  از  استفاده  يا   (76) بيضه  هيپرترمي 
اين  نمايد.  كمك  غني سازي  به  مي تواند  نيز   (78  ،77  ،38  ،25)
ساير  به  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  تمايز  عدم  دليل  به  بيضه ها 
گرماي  اثر  در  زاينده  سلول هاي  رفتن  ازبين  خود،  بعدي  رده هاي 
سلول هاي  از  غني  منبع   Aاسپرماتوگوني مرحله  در  توقف  و  بدن 
توسط   1977 سال  در  بار  اولين  براي  است.  اسپرماتوگوني  بنيادي 
آنها  گرفت.  صورت  موش  نوزاد  از  جداسازي  همكاران  و  بيلوي 
مكانيكي  جداسازي  روش  با  روزه   6 موش  بيضه هاي  از  توانستند 
تريپسين  كلاژناز  آنزيم هاي  از  استفاده  (با  آنزيمي  هضم  و  لوله ها 
بنيادي  سلول هاي  درصد   90 حاولي  سلولي  تعليق  هيالورنيداز)  و 
تثبيت  براي   GCNA-1 نشانگر  از  و  آورند  دست  به  اسپرماتوگوني 
ساير  نوزاد  در  روش  اين  بعد،  سال هاي  در  كنند.  استفاده  آنها 
انجام  نيز   (81) گوساله   ،(80) خوك   ،(79) رت  مانند  گونه ها 
 (Diffrential Plating) تمايزي  حذف  روش  با  روش  اين  شد. 
كف  به  چسبيدن  اثر  (در  ميوئيدي  و  سرتولي  سلول هاي  حذف   -
دست  به  سلول هاي  روش،  اين  در  يافت.  ارتقا   - كشت)  ظرف 
ديش  پتري  در  ساعت   4-24 مدت  به  آنزيمي  هضم  از  پس  آمده 
كف  به  ميوئيدي  و  سرتولي  سلول هاي  نتيجه  در  نموده،  كشت 
موارد  اكثر  در  اينك  هم  تمايزي  حذف  روش  مي چسبند.  ظرف 

مي گيرد. قرار  استفاده  مورد  انسان (82)  در  چه  و  حيوان  در  چه 

(Discontinuous Percoll Gradient) شيب غلظتي ناپيوسته پركل
حيوان  در  همكاران  و  پلت  وان  توسط  سال 1996  در  روش  اين 
پركل  ايزواسموتيك  محلول  ابتدا  روش،  اين  در  شد.  استفاده  رت 

اين  سپس  شده  آماده   MEM كشت  محيط  در  درصد  پركل 82  شامل 
محلول رقيق شده و شيب غلظتي ناپيوسته تهيه مي گردد. سپس در لوله 
آزمايش ته گرد به ترتيب روي هم قرار مي گيرد. محلول سلولي حاصل 
بر  سانتريفيوژ  از  پس  و  گرفته  قرار  شيب  روي  آنزيمي  هضم هاي  از 
سلول هاي  مي گيرد.  قرار  مختلف  غلظت هاي  در  سلول ها  وزن  اساس 
اسپرماتوگوني  سلول هاي  ميزان  بيشترين  حاوي   32-36 غلظت هاي 

است. اين روش هم اكنون كاربرد كمي دارد.

و   Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) روش 
Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS)

يكي ديگر از روش هاي مورد استفاده جهت افزايش خالص سازي 
سلول هاي اسپرماتوگوني غربالگري سلول ها با استفاده از پروتئين هاي 
غشايي است. در ابتدا سلول هاي به دست آمده از هضم آنريمي توسط 
 MACS يا FACS آنتي بادي مشخصي آغشته شده و با عبور از ستون
در  بار  اولين  فناوري  اين  مي كنند.  غربال  را  اسپرماتوگوني  سلول هاي 
نشانگرهاي  اساس  بر  و  همكاران (36)  و  شينوهارا  توسط  سال 1999 
نشانگرهاي  گرفت.  صورت   β1-integrin و   α6-integrin سطحي 
خالص سازي  GFRα1 در  ديگري مثل - MHC-1-, Thy-1, c-kit و 
آنجايي  از  ولي   (83  ،75  ،45  ،41  ،39) است  شده  استفاده  نيز  بيشتر 
اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  اختصاصي  سطحي  نشانگر  هنوز  كه 
وجود ندارد، در آنها درصدي از سلول هاي اسپرماتوگوني تمايز يافته 

يافت مي شود.
بياني بيش  داراي  ترانس ژن  موش هاي  بيضه  در  مطالعات  برخي 

GDNF، ميزان بالايي از سلول هاي تمايز نيافته اسپرماتوگوني را نشان 
استفاده  غني سازي  روش  عنوان  به  هنوز  گرچه   (84  ،55) است  داده 
سلول هاي  اين  از  خوبي  منبع  بيضه ها  اين  احتمالا  ولي  است  نشده 

اسپرماتوگوني است (85). 
موش  به  نسبت  بالغ  موش  اسپرماتوگوني  سلول هاي  خالص سازي 
انواع  داراي  بالغ  موش  بيضه  چون  است  مشكل تر  مراتب  به  نابالغ 
تنوع  نابالغ  و  نوزاد  موش  در  كه  حالي  در  است  ژرم  سلول  مختلف 
سلولي محدود است. گوان و همكاران از بيضه اي موش بالغ 6-4 هفته 
كه  نمودند  استفاده  است)  زاينده  سلول هاي  مختلف  انواع  داراي  (كه 
سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني را با غربال گري سلول هاي بيان كننده 
انواع  همه  ميوزي-  پيش  سلول هاي  در   Stra8 شد.  خالص   Stra8
سلول هاي اسپرماتوگوني- بيان مي شود. كروجي و همكاران (54، 86) 
نيز از بيضه هاي موش بالغ 6-4 هفته استفاده نمودند و سلول هاي بنيادي 
با پوشيده  ظروف  با  سرتولي  سلول هاي  جداسازي  با  را  اسپرماتوگوني 
 Datura Stramonium Agglutinin- Lectin (DSA-lectin)
Peanut Agglutinin  و اسپرماتوسيت ها را توسط با ظروف پوشيده با

(PNA-lectin) خالص سازي كردند. 
 سيندل و همكاران (56) از سوسپانسيون سلولي داراي سلول هاي 
استفاده  هفتگي   3-35 موش هاي  از  شده  جدا  اسپرماتوگوني  بنيادي 
مي باشد.  نوزاد  موش  از  پايين تر  بسيار  خلوص  روش  اين  در  نمودند. 
استفاده  روزه   6-8 ازموش  را  زاينده  سلول هاي  همكاران  و  هو 
احتمالا  و  اسپرماتوگوني  سلول هاي  داراي  تنها  موش ها  اين  نمودند. 
اسپرماتوسيت هاي اوليه هستند. خلوص اين روش نسبت به روش قبلي 
از  را  بينابيني  بافت  تنها  نيز  همكاران  و  بولانگر  مي باشد.  مقايسه  قابل 
لوله هاي  سلولي  سوسپانسيون  از  و  كردند  حذف  بالغ  مني ساز  لوله هاي 

مني ساز استفاده نمودند (87).

كروجي و همكاران
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كار بر روي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني انسان از سال 2008 آغاز 
شده است. كوزاك و همكاران جهت خالص سازي بيشتر سلول هاي بنيادي 
نشانگر  با   MACS بالغ از تكنيك انسان  بيضه  بيوپسي  اسپرماتوگوني از 
GFRα1 استفاده نمودند (88). كنراد و همكاران نيز با تكنيك MACS با 

نشانگر α6-integrin سلول هاي بيضه انسان را خالص سازي نمودند. آنها از 
نشانگرهاي GFRα1 و Thy-1 را آزمايش كردند ولي خلوص سلول ها با 

نشانگر α6-integrin بيشتر بود. 
در هيچ يك از اين مطالعات فوق، خالص سازي كامل سلول هاي بنيادي 
نشانگري  نبود  دليل  به  حقيقت  در  است.  نگرفته  صورت  اسپرماتوگوني 
ويژه براي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني اين مشكل وجود دارد. به نظر 
 MACS مي رسد استفاده از هضم آنزيمي و حذف تمايزي به همراه تكنيك
به تقريب بيشترين خلوص را در پي دارد. اما با توجه به اهميت سلول هاي 
سوماتيك به ويژه سلول سرتولي در كشت سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 

وجود درصد كمي از آنها چندان مضر به نظر نمي رسد (54، 89-93).
محيط  در  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  تكثير  و  كشت 

آزمايشگاه 
كشت و تكثير سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش در محيط آزمايشگاه

تكثير و تمايز سلول هاي اسپرماتوگوني چه در محيط آزمايشگاه و 
چه در بيضه نيازمند كنترل تنظيمات هورموني و مكانيسم هاي اتوكريني 
سلول هاي  تكثير  و  نگهداري  بنابراين  است.  زيادي  پاراكريني  و 
كشت  سيستم  و  بوده  مهمي  پيشرفت  كشت  محيط  در  اسپرماتوگوني 
را  لازم  حمايت  سلول ها  از  بتواند  بايستي  نيز  آن  براي  شده  طراحي 

بكند.
تاكنون عواملي چون نبود نشانگرهاي اختصاصي جهت شناسايي 
سلول اي بنيادي اسپرماتوگوني و همچنين دانش ناكافي از نيازمندي هاي 
تغذيه اي و فاكتورهاي رشد مورد نياز سلول هاي اسپرماتوگوني مانعي 
اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  كشت  به  مربوط  فعاليت هاي  راه  در 
بوده است (16). تلاش در جهت جداسازي و كشت سلول هاي بيضه اي 
در طي سال هاي 1970 آغاز شده است. دو نوع سيستم كشت در روند 
عبارتند  كه  مي شود  استفاده  آزمايشگاه  محيط  در  اسپرم زايي  تكوين 
اگرچه  شده.  جدا  سلول هاي  تعليق  كشت  و  بيضه  ارگان  كشت  از: 
كشت ارگان بيضه جذاب تر به نظر مي رسد، اما به دليل ساختار پيچيده 
بيضه و شرايط فيزيولوژيكي، فراهم آوردن شرايطي كه بتواند بر روي 
كشت  رويكرد  نتيجه  در  است.  مشكل  كند  اثر  مشخصي  سلول هاي 

سلول هاي زاينده جدا شده، بيشتر استفاده مي شود (16).

بنيادي  سلول هاي  كشت  براي  مختلفي  سيستم هاي  امروز  به  تا 
اسپرماتوگوني گونه هاي مختلف حيوانات به خصوص موش و گاو به 
كار رفته است كه مي توان آن را اولين گام جهت فرايند اسپرم زايي در 
محيط آزمايشگاه دانست (74، 83، 97-95). استفاده از محيط هاي كشت 
اسپرماتوگوني  سلول هاي  كشت  سرم (25، 98، 99)،  بدون  و  دار  سرم 
STO يا   (100  ،54) سرتولي  سلول هاي  كننده  تغذيه  لايه  روي  بر 
 SIM Mouse Embryo-Derived Thioguanine and Ouabain Resistant
(نوعي فيبروبلاست جنيني موش) (75، 101، 103)، افزودن فاكتورهاي 

رشد مختلف (به خصوص
GDNF ،Fibroblast Growth Factor-2 (FGF2), Epidermal 
Growth Factor (EGF) و Leukemia Inhibitory Factor (LIF) 

 (80) KSOM (74، 83 ، 104) و استفاده از محيط هاي كشت اختصاصي
و Stem Pro-34 (74) همگي تلاش هايي بوده كه جهت بهبود شرايط 
محيط كشت در كوتاه مدت و يا دراز مدت به كار رفتند. اگر چه در 
مختلف  موانع  دليل  به  ولي  است،  شده  حاصل  موفقيت هايي  زمينه  اين 
و پيچيدگي هاي كنش و واكنش بين سلولي، تعداد كم اين سلول ها و 

تفاوت در نژاد و گونه ها، هنوز جاي بحث زيادي باقي مانده است. 
و  مدت  دراز  كشت  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  تكثير  جهت 
پاساژهاي متوالي لازم مي باشد. گزارشات اوليه توسط ناگانو و همكاران 
نشان داد كه برخي از سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني  موش در محيط 
كشت حاوي 10درصد سرم و روي سلول هاي تعذيه كننده STO (رده 
سلولي مشتق از فيبروبلاست) مي توانند به مدت زيادي (چهار ماه) زنده 
بمانند (101، 102). اين روش هاي كشت هر چند سلول ها را زنده نگه 

مي داشت اما در طي اين مدت هيچ تكثيري از خود نشان ندادند.
به منظور تهيه سيستم كشت مناسب، جيونگ و همكاران سلول هاي 
 STO كننده  تعذيه  سلول هاي  بروي  را  هفته)   4-6) بالغ  موش  زاينده 
رشد فاكتورهاي  دار  سرم   DMEM كشت  محيط  به  و  دادند  كشت 

اينترلوكين-11،   ،Stem Cell Factor (SCF) ،bFGF ،LIF
و  Insulin-Like Growth Factor 1(IGF-1) ،Oncostatin M

Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) را افزودند. همچنان، 
كلوني هاي سلول هاي زاينده بعد از 21-8 روز مشاهده شد. بعد از سه 
ماه كشت و پاساژ اين سلول ها تكثير داشته و باعث كلوني زايي در بيضه 

موش گيرنده شدند (103).
موش  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  كشت  ازپيشگامان  يكي 
تمامي  مبتكر  را  آنها  مي توان  كه  است  ژاپني  شينوهاراي  گروه   ، نوزاد 
روش هاي مختلف كشت اين سلول ها در محيط آزمايشگاه ناميد. آنها 

جدول 3: انواع روش هاي مورد استفاده در جداسازي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش و انسان
نوع گونه روش جداسازي و خالص سازي

موش (73، 74)، رت (79)، خوك (32، 80)، گوساله (81) استفاده از حيوان نوزاد
موش (45)، گوساله (81)، انسان (82) حذف تمايزي

موش (75) مدل نهان بيضگي
موش (76) هيپرترمي بيضه

رت (77، 78)، موش (38)، موش بالغ (25) A استفاده از حيوانات با كمبود ويتامين
رت (78) شيب غلظتي ناپيوسته پركل

موش نوزاد (36، 41، 45، 75)، موش بالغ (88)، رت (39)، انسان (61، 88) MACS و FACS

موش (55، 84) GDNF حيوان ترانس ژن با بيش بياني

سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني موش و انسان
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كشت  محيط  اساس  بر  را  يافته اي  بهبود  كشت  سيستم  سال 2003  در 
رشد  فاكتورهاي  قبيل  از  مختلف  مكمل  مواد  كارگيري  به  و  تركيبي 
طراحي   GDNF و   EGF ،bFGF ،LIF دي-استراديول،  شامل: 
كردند كه طي آن تكثير و شكل گيري كلوني را در هفته اول مشاهده 
نوزاد  موش  بيضه  سلول هاي  مداوم  كشت هاي  زير  از  بعد  نمودند. 
اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  از  گستره هايي  ماه،   4-5 مدت  در 
زاينده رده  بنيادي  سلول  نام  و  برابر)   1014) آوردند  دست  به  را 

Germ-Line Stem Cells (GS) را بر آن نهادند. اين سلول ها پس 
از پيوند به موش ناباور ايجاد باروري نمودند (74). سلول هاي بنيادي 
كننده  تغذيه  لايه  بدون  يا  سرم  داراي  محيط هاي  در  اسپرماتوگوني 
تغييري  اپي ژنتيكي  و  ژنتيكي  نظر  از  و   (99  ،95) شدند  كشت  نيز 
سال  دو  تا  سيستم ها  اين  در  آنها  كشت  مدت  طول   .(99) نداشتند 
 .(95) است  شده  مشاهده  افزايش  برابر   1085 ميزان  به  كه  بوده 
اتصال بدون  و  خارجي  بستر  غياب  در  سلول ها  اين  همچنين 

كشت،  ظروف  كف  به   (Anchorage-Independent Manner)
به  كلوني هاي  گرچه  مي باشند.  تكثير  و  كشت  قابل  و  مانده  زنده 
دست آمده در اين روش بدون شكل خاصي بودند ولي پس از پيوند، 
مي دهد  نشان  آنها  مطالعات  نتيجه   .(105) نمودند  ايجاد  اسپرم زايي 
تكثير  افزايش  باعث  كشت  محيط  به  سرم  حداقل 1درصد  وجود  كه 
نيز،  رشد  فاكتورهاي  بين  از  مي گردد.  توجهي  قابل  ميزان  به  سلول ها 

نقش GDNF و bFGF در خود نوزايي سلول ها ثابت شده است. 
بر   Thy-1+ نوزاد  موش  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  كشت 
تك لايه تغذيه كننده سلول هاي STO به همراه استفاده از فاكتور رشد 
تا  مي توانند  سلول ها  اين  كه  داد  نشان  سرم،  بدون  محيط  در   GDNF
ده روز زنده بمانند ولي بعد از چهل روز به طور تقريب تمامي آنها از 
بين مي روند. افزودن محلول GFRα1 (گيرنده GDNF) و bFGF به 
محيط كشت بدون سرم فوق فعاليت سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 

را به طور قابل ملاحظه اي افزايش داد(83).
افزودني هاي  و  هورمون ها  رشد،  فاكتورهاي  انواع  تاكنون 
 ،SCF  ،GM-CSF  ،GDNF  ،LIF  ،bFGF جمله:  از  ديگر 
و   Oncostatin M  ،IL-11  ،PDGF  ،BMP4  ،Activin A  ،IGF-1
استراديول،   ،Flk-2L is structurally related to SCF (Flk-2L)
تستوسترون و پروژسترون به تنهايي و يا به صورت تركيب با يكديگر 
جهت بهبود شرايط محيط كشت مورد استفاده قرار گرفته است (54، 
75، 83، 89، 102، 106) كه تاثير آنها بر سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 
متفاوت بوده است. شواهد مختلف نشان داد كه اكثر فاكتورهاي رشد 
داراي اثرات طبيعي و حتي كاهنده تعداد سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 
است. به احتمال افزايش تعداد سلول ها با افزودن فاكتورهاي رشد خود 
نشانه حيات و كاهش تعداد،  پايدار  نوسازي را نشان مي دهد و حالت 

نشان دهنده مرگ سلول هاي بنيادي و تمايز آنها مي باشد (16).
اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  كشت  مورد  در  گزارشات 
پتانسيل  كاهش  تعداد،  كمي  چون:  مختلفي  دلايل  به  بالغ  حيوانات 
تكثير و مشكلات در خالص سازي آنها به ندرت گزارش شده است. 
اين گزارشات نشان مي دهد كه ميزان كلوني زايي در محيط كشت در 
مقايسه با سلول هاي بدست آمده از نوزاد موش به ميزان زيادي پايين تر 

مي باشد (54) ولي مي توانند سلولي پرتوان ايجاد نمايند (94، 107). 
در سيستم هاي كشت سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني برخي موارد 
مهم وجود دارد كه توجه به آنها مي تواند در افزايش موفقيت كشت 

كمك نمايد (16، 108):

1. بالا بودن ميزان سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني با انتخاب نمونه هاي 
نابالغ

 Stem 2. استفاده از محيط هاي كشت اختصاصي سلول هاي بنيادي مانند
Pro-34 و افزودن ويتامين ها (C ،A وE) و فاكتورهاي رشد مختلف (به 
(IGF و FGF2  ،GFRα1 همراه با محلول گيرنده آن GDNF خصوص

3. كشت طولاني مدت همراه با پاساژهاي مختلف 
در  و  مي گيرد  انجام  بهتر  درجه،   37 دماي  در  سلول ها  اين  كشت   .4
دماي 34-32 درجه - كه دماي طبيعي سلول هاي بيضه است - به خوبي 
توضيح  را  آن  علت  نيز  مطالعه اي  هيچ  امر  اين  در  كه  نمي مانند  زنده 

نداده است.
5.  در سيستم هاي كشت موفق كاناتسو شينوهارا (74، 95) و همكاران 
موش  در  كلوني زايي  به  قادر  شده  كشت  سلول هاي  از  كمي  درصد 
اين  است  ممكن  كه  است  آن  دليل  به  احتمال  به  اين  است.  گيرنده 
قادر  پيوند  از  بعد  و  باشند  كرده  شروع  را  تمايز  اوليه  مراحل  سلول ها 
در  اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  اينكه  يا  و  نباشند  كلوني زايي  به 
موارد  اين  البته  است.  گيرنده  موش  در  تكثير  به  قادر  ويژه اي  فاز  يك 
در  شده  بيان  ژن هاي  آنكه  خصوص  به  است  نيازمند  بيشتر  مطالعه  به 
سلول هاي كشت شده نشان نمي دهد كه اين سلول ها، سلول هاي بنيادي 

اسپرماتوگوني باشد.

كشت و تكثير سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني انسان در محيط 
آزمايشگاه

بنيادي  سلول هاي  روي  بر  شده  ارايه  گزارش هاي  تاكنون 
اسپرماتوگوني انسان بيشتر با هدف توليد سلول هاي پرتوان انجام شده 
گذشته   مطالعه هاي  بر  تكيه  با  شده  گزارش  مورد  تنها  است (61، 88). 
(82)، از بيضه هاي كامل انسان (برداشت بيضه به دليل سرطان پروستات) 
جداسازي  از  قبل  شد.  استفاده  آزمايشگاه  شرايط  در  كشت  جهت 
 8  DMSO انجمادي  محلول  با  بيضه  بافت  قطعات  زاينده،  سلول هاي 
ذوب  از  پس  و  گرديد  منجمد  مايع  ازت  در  درصد  سرم 20  و  درصد 
سلول ها   ،(78) قبلي  روش هاي  اساس  بر  آنزيمي  هضم  مرحله  دو  در 
محيط  در  هفته  هشت  و  بيست  مدت  به  و  شدند  خالص  و  جداسازي 
آزمايشگاه به ميزان زيادي تكثير شد. بررسي آنها نشان داد كه سلول هاي 

بنيادي زاينده انسان در آزمايشگاه قابل تكثير مي باشد.

نتيجه گيري
درمان بيش از 70 درصد سرطان هاي بيضه در كودكان با استفاده از 
اشعه و شيمي درماني موفقيت آميز بوده كه متاسفانه درصد بالايي از آنها 
در بلوغ دچار ازواسپرمي و يا كاهش چشم گير تعداد اسپرم مي شوند. 
نگهداري،  بيندازد.  خطر  به  را  آنها  زندگي  كيفيت  مي تواند  امر  اين 
كشت و پيوند سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني يكي از راه هاي درمان 
ناباروري براي اين افراد پيشنهاد شده است (شكل 3) (109) كه تاكنون 
اين امر در حيوانات گونه هاي مختلف به طور موفقيت آميزي انجام شده 
است  شده  طبيعي  نوزادان  تولد  به  منجر  موش  در  خصوص  به  و  است 
درماني،  بنيادي  سلول  انسان  مورد  در  است  ممكن   (110  ،104  ،23)
براي درمان برخي از ناباروري ها كاربرد داشته باشد. گر چه مطالعات 
وجود  با  ولي  است  شده  انجام  سلول ها  اين  تكثير  مورد  در  ارزشمندي 
ناگفته هاي فراوان در خصوص خالص سازي سيستم پيشرفته كشت و در 

دسترس نبودن رده سلولي بايستي مطالعات ادامه يابد. 
زاينده  سلول هاي  رده  كه  است  داده  نشان  اخير  مطالعات  همچنين 
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مي توانند سلول هاي پرتوان را توليد نمايند. در سال 2004 سلول هاي شبه 
بنيادي جنيني اولين بار در كشت هاي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 
موش نوزاد مشاهده گرديد كه سلول هاي بنيادي چندتوان رده زاينده 
ناميده شدند (112). در سال 2006 نيز سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 
موش بالغ جداسازي و كشت شدند و سلول هايي با خواص سلول هاي 
بنيادي جنيني (سلول هاي بنيادي پرتوان رده زاينده) به دست آمد (94) 
 .(56) نمودند  ثابت  را  آنها  پرتواني  نيز  ديگري  مختلف  مطالعات  كه 

وجود چنين سلول هايي در كشت هاي سلول هاي بنيادي اسپرماتوگوني 
انسان نيز به اثبات رسيده است (61). 

سلول هاي بنيادي چندتوان رده زاينده گرچه پيشرفت قابل توجهي 
در مطالعات بيولوژي محسوب مي شود ولي تمايز آنها به رده هاي مختلف 
اسپرماتوگوني  بنيادي  سلول هاي  پيوند  در  جدي  خطر  جنيني  لايه هاي 

حاصل از كشت در انسان محسوب مي  گردد. 
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