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Abstract 
Background and Aim:  Developing culture and cryopreservation methods for spermatogonial stem cells (SSCs) is 

essential for genetic studies, regenerative medicine, transgenic animal production and recombinant drug development. 

Establishing an optimal culture system for these cells is crucial. This study aimed to investigate the in vitro effects of 

different concentrations of L-arginine on the proliferation of frozen-thawed caprine SSCs. 

Methods: This experimental study was repeated five times. Isolated spermatogonial cells were frozen- thawed and 

cultured in six groups with a basal culture medium (DMEM containing 1% antibiotics and 5% FBS) supplemented 

with different concentrations of L-arginine (0, 50, 100, 200, 500 and 1000 μmol/L). All experimental groups were 

cultured for 10 days. The number and surface area of colonies formed were assessed on days 4, 7, and 10. Expression 

of spermatogonial genes (ID4, BCL6, PGP9.5, VASA, PLZF and OCT4) was determined by RT-PCR. 

Results: The viability rates of fresh cells before and after the addition of a cryoprotectant agent were 87.14 ± 2.6% and 

80.72 ± 1.21%, respectively, which decreased to 65.38 ± 1.26% after thawing. The number and surface area of 

spermatogonial colonies in the fourth treatment group (200 μmol/L L-arginine) were significantly higher compared to 

other experimental groups (P < 0.05). Finally, the isolated cells expressed SSC surface markers. 

Conclusion: The addition of 200 μmol/L L-arginine likely enhances the colonization of frozen-thawed goat SSCs in 

short- term culture. 
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 چکیده
توسعه روش:  و هدف  سابقه  اهمیت  به  توجه  انجماد سلولبا  و  بنیادی  های کشت  اساس مطالعه های  عنوان  به  بازساختی، اسپرماتوگونی  ژنتیکی، طب  های 

ار  حاضر،  مطالعه  انجام  از  دارد. هدف  فراوانی  اهمیت  مناسب  یک سیستم کشت  ایجاد  برای  تلاش  نوترکیب،  داروهای  و  تراریخته  حیوانات  آثار طراحی  زیابی 

 ذوب شده بز در شرایط آزمایشگاه است.   -ی منجمد هاآرژنین بر تکثیر اسپرماتوگونی -آمینه الهای مختلف اسیدغلظت

انجام شد. سلول  :روش کار بار تکرار  از روش هضم آنزیمی دو مرحله مطالعه حاضر تجربی است و پنج  با استفاده  از بیضههای بنیادی اسپرماتوگونی  های ای 

)کشت   روزه در شش گروه آزمایشی شامل گروه شاهد  10گشایی در یک دوره کشت  یخ   -های نابالغ استخراج و با حذف تمایزی تخلیص شد. پس از انجمادبزغاله

به ترتیب شامل محیط پایه به اضافه   6و    5،  4،  3،  2های  درصد سرم جنینی گاو( و تیمار  5بیوتیک و  درصد آنتی   1حاوی    DMEMها در محیط پایه  سلول

 10و    7،  4های  های تشکیل شده در روزآرژنین، کشت داده شدند. تعداد و مساحت کلونی   -المیکرومول بر لیتر    1000و    500،  200،  100،  50های  غلظت

داده  شد.  یک  آزمون  با هابررسی  واریانس  و آنالیز  برای  آنالیز    Minitab 16آماری افزارنرم  با درصد   5 سطح در توکی  تکمیلی  آزمون طرفه  شناسایی  شدند. 

 . شد استفاده  OCT-4و  ID4 ،BCL6 ،PGP9.5 ،PLZF ،VASAنشانگرهای  RT- PCRاز آزمون  های اسپرماتوگونیسلول 

به درصد حیات سلول   ها:افتهی انجماد  افزودن محلول  و  از جداسازی  از یخ  80/ 72  ±  1/ 21و    87/ 14  ±  2/ 6  ترتیب  ها پس  به  بود که پس    ±   1/ 26گشایی 

کلونی  .(P<    0/ 05)  رسید  65/ 38 مساحت  و  چهارتعداد  تیمار  در  شده  تشکیل  اسپرماتوگونی  ال   200)غلظت   های  گروه  -میکرومول  دیگر  با  های آرژنین( 

 .های بنیادی را بیان کردندهای جدا شده نشانگرهای سطحی مربوط به سلول همچنین سلول   . (P<  0/ 05) آزمایشی از نظر آماری تفاوت معناداری داشت 

غلظت   :یر یگجهینت افزودن  ال   200احتمالاً  لیتر  بر  کلونی  -میکرومول  القای  بر  مطلوبی  آثار  کشت  محیط  به  سلولآرژنین  منجمد زایی  شده ذوب  -های 

 .مدت و در شرایط آزمایشگاهی داردکوتاهاسپرماتوگونی بز به صورت کشت 
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 مقدمه 
همزمان  سلول قابلیت  سبب  به  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

اسپرماتوژنز را در طول عمر فرد ممکن خودنوزایی و تمایز، تداوم  

 ی دارند چراکه منحصر به فرد  ها تواناییاین سلول   .(1سازند )می

 تواندمی   خود  تقسیم  با   که   است  بدنبالغ در  بنیادی    تنها سلول

درنتیجهکند  منتقل  نتاج   های سلولبه    را  هاژن   ، هاسلول   این  . 

های پژوهش  بیولوژیکی،  های آزمایشبرای    رزشمند ا  منبع

طریق دستورزی سلول    پزشکی، فناوری دامی و اصلاح ژنتیکی از

)نر    ای زای این(.  2-4است  جمعیت  بودن  تعداد  کم  دلیل   به 

سلول سلول  باقی  میان  در  بیضهها  فقدان های  همچنین  و  ها 

ریختروش و  سرولوژیکی  بیوشیمیایی،  شناسایی  شناسی  های 

سلولکار این  شناسایی  ها  آمد،  قابل  عملکردشان  اساس  بر  فقط 

آنها می این موضوع سبب دشواری مطالعه  .  ( 5شود )هستند که 

سلول انجماد  و  آزمایشگاه  کشت  محیط  در  اسپرماتوگونی  های 

مطالعه  در  زیادی  زیستاهمیت  سلولهای  بنیادی، شناسی  های 

شرایط  کردن  فراهم  بنابراین  دارد.  ناباروری  و  ژنتیک  مهندسی 

ب کشت برای تکثیر بهینه آنها در محیط آزمایشگاه ضروری مناس 

،  SSCsزایی  برای مطالعه خواص بیوشیمیایی و کلونی.  (4است )

ها در دسترس باشد.  های کافی و بزرگی از این سلولباید جمعیت

انجام شده است  تلاش امر مهم  این  به  برای رسیدن  زیادی  های 

ها به  گهداری از این سلول های ن. انجماد یکی از بهترین روش(6)

انجماد و پیوند   صورت طولانی مدت در شرایط آزمایشگاه است. 

تحت   بیماران  در  باروری  بازیابی  راهکارهای  جدیدترین  از  یکی 

تولید  واسطه  به  انجماد  است.  درمانی  شیمی  یا  رادیوتراپی 

)رادیکال آزاد  اجتنابROSهای  امری  که  احتمالًا  (  است  ناپذیر 

گذارد از جای میهای بنیادی اسپرماتوگونی به بر سلولآثار سوء  

آنتی  خاصیت  با  موادی  نقش  رو  به این  محافظ  اکسیدانی  عنوان 

آرژنین در بیماران مبتلا    (.8،  7کند )ها اهمیت پیدا می این سلول

و نیز تولید    Bcl-2های کبدی از طریق افزایش بیان ژن  به آسیب

عام یک  عنوان  به  اکساید،  عمل  نیتریک  آپوپتوز  و  نکروز  ضد  ل 

)می  اثر روی  که هاییمطالعه از حاصل نتایج اساس بر(.  9کند 

رشد آرژنین  محیط در مختلف توموری  های سلول های رده بر 

  سلولی  های رده این  رشد برای  آرژنین است، شده انجام آزمایشگاه

  دآمیناز،  آرژنین مانند  هاییاستفاده از آنزیم و است ضروری  کاملا

  محیط  در هاسلول این رشد توقف سبب آرژنین ذخیره مصرف با

 آرژنین  آنزیم نقش روی  که هاییمطالعه در    (.10شوند ) می  کشت

  انجام  کشت محیط در مختلف های سلول رشد روی  بر دآمیناز

مشخص شده پایینغلظت در آنزیم این شد است،    سبب  های 

همچنین  می  Sیا    G1مرحله   در سلولی تقسیم توقف شود. 

آنزیم های غلظت این  رشد   آپوپتوز، القای  با بالای  مهار  سبب 

میسلول )ها  یافته  (.11،  10شود  اساس  یک بر  از  حاصل  های 

برون اثر  مطالعه  روی    و سلولی تکثیر تحریک در آرژنینتنی 

پلی توسط شده القا  سلولی مرگ از پیشگیری  ها،  ساکاریدلیپو 

میکرومول آرژنین به محیط   350 و 100  های غلظت کردن اضافه

در  ای روده های سلول از محافظت  سبب  DMEMکشت     خوک 

میساکاریدلیپوپلی توسط شده القا مرگ برابر )ها    بر  (.12شود 

 همکاران، و  Greenپژوهش   از آمده دستبه  نتایج اساس

محیط لیترآرژنین  بر  میکرومول  200 کردناضافه  کشت   به 

اندومتریال  سلول شده آپوپتوز کاهش  سبب   RL95-2های    القا 

)می   BADهای  پروتئین فسفوریلاسیون از ناشی (. 13شود 

ال مثبت  تأثیر  سلول  -همچنین  کشت  بر  بنیادی آرژنین  های 

ال است.  شده  دیده  به   -اسپرماتوگونی  اسید آرژنین  یک  عنوان 

آنتی  از  آمینه  جلوگیری  با  غشاء اکسیدان  لیپید  پراکسیداسیون 

(. این نتایج 15،  14کند )سلول نقش محافظتی خود را اعمال می 

آپوپتوز  از  پیشگیری  و  در رشد سلولی  آرژنین  مهم  نقش  بیانگر 

زنده رشد،  بر  آرژنین  اثر  روی  مطالعه  بنابراین  و  است.  مانی 

سلول کلونی توجه زایی  با  بز،  منجمد  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

تواند نتایج مفیدی به دنبال داشته  تر گفته شد، میچه پیشبه آن

  در  اسپرماتوگونی بنیادی  های سلول  اهمیت به توجه با باشد.  

مهندسیمطالعه درمان   های  ژنتیکی(،  ذخایر  )حفظ  ژنتیک 

به و  سرطان  و  در ناباروری  بز  دامی  گونه  اهمیت  خاص  طور 

مدل  بیماری طراحی  بهتر  درک  برای  حیوانی  از هاهای  انسان  ی 

دیسکجمله   مفاصل،  مشکلات  مهره،  ناباروری،  بین  های 

بسیار اهمیت دارد.  علاوه بر این، بز در   کندروژنزو    استئوآرتریت

دام درمانطراحی  و  تراریخته  آنتی های  واسطه  به  ی هابادی های 

از نوترکیب  داروهای  و  فاکتور  منوکلنال  پروترومبین،  جمله 
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شماره   بزهای    انسولین  ،8انعقادی  شیر  از  مترشحه  آلبومین  و 

طب   و  بافت  مهندسی  در  دام  این  کاربرد  همچنین  و  تراریخته 

سلول کشت  و  انجماد  اهمیت  بنیادی بازساختی  های 

عیان  بر همگان  پیش  از  بیش  دامی  گونه  این  در  اسپرماتوگونی 

سال   اول  نیمه  در  حاضر  مطالعه  شد.  شد.    1400خواهد  انجام 

جمعنمونه  و  بیضه آورگیری  صنعتی  ی  کشتارگاه  از  بزغاله  های  

سلولی   کشت  آزمایشگاه  در  سلول  انجماد  و  کشت  و  بیستون 

 انجام شد. دانشگاه رازی دانشکده دامپزشکی 

 روش کار
این   تکرار    پنجو    بوده  یتجرب  مطالعهماهیت  انجام بار  آزمایش 

بیضه  نابالغ  بزغاله  شد.  کشتاری  ا  2-3های  کشتارگاه  ماهه  ز 

بیستون  در    صنعتی  کرمانشاه  ی لومتریک  30واقع  و    شهر  تهیه 

( انتقالی  محیط  در  میلی   100حاوی    PBSسریعاً  بر  لیتر  واحد 

( و در لیتر استرپتومایسینمیکروگرم بر میلی 100پنی سیلین و  

مجاورت یخ و ظرف مدت کمتر از یک ساعت به آزمایشگاه کشت  

ماهیت این آزمایش    دامپزشکی انتقال داده شد.سلولی دانشکده  

اخلاقی  موازین  تمامی  بود.  مرتبه  پنج  آن  تکرار  تعداد  و  تجربی 

پایان این  در  حیوانات  حقوق  و  حیوانات  با  شده  کار  رعایت  نامه 

سلول  استخراج  همکاران  است.  و  قادری  روش  از  استفاده  با  ها 

بر  (16) شد.  انجام  ذیل  شرح  به  تغییر  اندکی    بار   کاهش  ای با 

شست  احتمالی  میکروبی از  الکل    وشوی پس  با  بیضه   70سطح 

تنتورید    درصد لوله   50و  داخل  به  بیضه  پارانشیم  بافت  از  گرم 

( حاوی  SLP, South Koreaفالکون  محیط  میلی  10(  لیتر 

DMEM  (Bio-Idea, Iran آنتی و  تجاری  های بیوتیک ( 

)پنی  میلی  100سیلین  بر  استرپتواحد    100)ومایسین  لیتر(، 

م  گرممیلی  )  (تریلیلی بر  جنتامایسین  بر    50و  میکروگرم 

( انتقال داده شد و سپس سه  Gibco, Paisley, UKلیتر( )میلی 

دور در دقیقه(   1500)  (Hettach, Germany)  مرتبه سانتریفیوژ 

وشو انجام شد. در این مرحله پارانشیم بافت بیضه متعاقب شست 

استریل    له یوسبه حالت   خرد  کاملاًقیچی  آن  بافت  تا  شد 

اضافهشیرابه  با  پیدا کند. سپس  آنزیمای    تیپ  های کلاژنازکردن 

  غلظت   به  هرکدام  تریپسین  آنزیم  و  2  تیپ  هیالورونیداز  آنزیم  ،4

مرحله اول هضم   (Sigma, Germany)  لیترمیلی   بر  گرممیلی   1

به  دیش  پتری  و  شد  آغاز  شیکر   30مدت  آنزیمی  در  دقیقه 

مدت به   1000انکوباتور قرار داده شد متعاقباً تعلیق حاصله با دور  

 دو دقیقه سانتریفیوژ شد. با چک کردن تعلیق زیر میکروسکوپ 

 ،(Olympus, IX71® inverted microscope)  معکوس  نوری 

لوله  شدن  درباز  پیشرفت  میزان و    سازاسپرم  های کلاف  مشاهده 

آنزیم که  این صورت  به  آغاز شد.  آنزیمی   هایمرحله دوم هضم 

  بر   گرممیلی   1 غلظت  با 2  تیپ هیالورونیداز  آنزیم  ،4 تیپ  کلاژناز

دزوکسیمیلی  و  غلظت  ریبونوکلئاز    لیتر  بر    5با  میکروگرم 

به لیمیلی  و  شد  اضافه  سلولی  تعلیق  به  در    30مدت  تر  دقیقه 

( انکوباتور  برای   200شیکر  شد.  داده  قرار  دقیقه(  در   توقف   دور 

تعلیق سلولی اضافه   به  با نصف غلظت محلول  FBS  آنزیمی  هضم

به  سپس  و  دور  شد  با  دقیقه  دو  شد.    1000مدت  سانتریفیوژ 

به  سلول نهایتاً  )سلول  منظور حذف  سلولی  تعلیق  از  میوئید  های 

نایلونی   فیلتر  از  میوئید(  و  سرتولی  میکرونی    45اسپرماتوگونی، 

(Germany, sartorius)  .شد داده  سلولی    عبور  تعلیق  سپس 

سانتریفیوژ شد. به منظور    800یقه با دور  حاصل به مدت پنج دق 

سلول بیشتر  حذف  خلوص  روش  از  اسپرماتوگونی  بنیادی  های 

  12مدت  تمایزی استفاده شد. به این صورت که تعلیق سلولی به 

ساعت به فلاسک کشت منتقل شد، پس از طی این مدت    18تا  

از  سلول  انجماد  عملیات  برای  و  چسبیدند  کف  به  سرتولی  های 

استفاده  سلول  بودند،  اسپرماتوگونی  بیشتر حاوی  که  شناور  های 

 شد. 

اسـاس روش بر  و  انجماد  احمدی  کمـی بـا  (  17همکاران )های 

شـــ انجـــام  ابـــ دتغییـــر  کـــه  ه  صـــورت  ین 

حجم در  قبل  از  سلولی   لیتر  میلی   0/5های  سوسپانسیون 

کـه  انجمـاد  مـادر  محلـول  سپس  شد.  آماده  و   الیکوت 

محــیط   از   درصــد 10حــاوی     DMEMمتشــکل 

FBS (Fetal Bovine serum)  ،4/1   متیــــل   مول دی 

و    (DMSO, Sigma Aldrich, Germany)  سولفوکســـید

که  07/0 سوکروز  غلظـت    مولار  برابربـا  بود،   دو  شده   مهیا 

آرامی اضـافه   10طـی  و    به  سـلولی  تعلیـق  بـه   دقیقـه  

بـه  و  انجمــادلولــه  شـد  میلی   هــای   لیترییک 

(Cryovial, TPP,Switzerland  )  لوله شدمنتقل سپس  بـ.  ه  ها 
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هـا مخلـوط  صـورت خیلی آرام تکان داده شد تا محیط با سلول

ساعت در   یکمـدت    ههـا بـانجماد حاوی سلول لوله  سپس  .شود

 -20در فریزر  ساعت    2  تا  1گـراد،  درجـه سـانتی   چهاریخچـال  

سـانتی نهایتد  اگـردرجـه  در  فریزر    و  درجـه   -80به 

منتقـل  سـانتی  از    شدگـراد  پس  تانـک  24و  بـه  ازت    سـاعت 

بـرای  سانتی   درجه  -196مایع   شد.  داده  انتقال    گشایی یخگراد 

انجمـ لولـه  منجمـد،  سلولی  به  تعلیق  و  شد  خارج  تانـک  از  اد 

گراد قرار داده شـد. سانتی   درجه   38ماری    دقیقه در بن  دومدت  

محـیط سلولی  تعلیق  روی  آرام  آرام  یختـه ر   DMEMسـپس 

سانتریفیوژ شد و پلیت   3200دقیقـه بـا دور    پنجمدت   بهشـد و  

 سلولی برای ادامه عملیات کشت سلولی استفاده شد. 

 هاحیات سلولارزیابی درصد 

ها، پس از افزودن  بلافاصله پس از اتمام مراحل جداسازی سلول

با گشایی درصد حیات سلول ماده محافظ انجماد و پس از یخ ها 

رنگ از  بلو استفاده  تریپان  حیاتی   درصد   4/0  آمیزی 

(Trypan Blue, UK نوری میکروسکوپ  از  استفاده  با  و   )

(Olympus, Japan  هموسیاومتر لام  و  این  (  به  شد.  محاسبه 

مخلوط    1:1صورت که تعلیق سلولی و رنگ تریپان بلو با نسبت  

های زنده به کل  سلول و نسبت سلول   100و با شمارش تصادفی  

 مانی محاسبه شد. ها درصد زنده سلول 

سلول در هر گوده از     000,20در نهایت پس از شمارش تعداد   

هر پلیت   کشت داده شد. ( Switzerland, TPP) ای خانه  6پلیت 

عنوان گروه شاهد  گوده است به ترتیب گوده یک به    6که حاوی  

و    4،  3،    2،  1به ترتیب به تیمارهای    6و    5،  4،  3،  2های  و گوده

یافت.    5 آرژنین    -ال  ت ینها  دراختصاص 

(Merck1.01544.0100,Germany  )  از هر یک  به  زیر  به شرح 

 ها افزوده شد.  گوده

 آرژنین  -بدون افزودن ال  محیط کشت پایهگروه شاهد: 

ال1تیمار   حاوی  پایه  کشت  محیط  غلظت    -:  با    50آرژنین 

 میکرومول بر لیتر

ال2تیمار   حاوی  پایه  کشت  محیط  غلظت    -:  با    100آرژنین 

 میکرومول بر لیتر

ال3تیمار   حاوی  پایه  کشت  محیط  غلظت    -:  با    200آرژنین 

 میکرومول بر لیتر

ال:  4تیمار   حاوی  پایه  کشت  غلظت    -محیط  با    500آرژنین 

 میکرومول بر لیتر

ال5تیمار   حاوی  پایه  کشت  محیط  غلظت    -:  با    1000آرژنین 

 میکرومول بر لیتر

بیوتیک آنتی   درصد  1  حاوی   ،DMEM  شامل  پایه  کشت  محیط

سیلین بر    FBS،  40  درصد  5  استرپتومایسین(،   -)پنی  نانوگرم 

نانوگرم    GDNF(Sigma- Aldrich, Germany)  ،10لیتر  میلی 

نانوگرم   20و    LIF(Sigma- Aldrich, Germany)لیتر  بر میلی 

سپس    .است  EGF(Sigma- Aldrich, Germany)لیتر  بر میلی 

( انکوباتور  به   درجه   Memmert, Germany  )37پلیت 

رطوبت  سانتی  و  دی   درصد  80گراد  کو  به    درصد  5ربن  اکسید 

محیط کشت    بارکروز کشت داده شد و هر سه روز ی  10مدت  

تعویض شد و با استفاده از میکروسکوپ معکوس مجهز به عدسی  

کلونی  تعداد  کلونی مدرج  قطر  و  شمارش  اندازهها  شد  ها  گیری 

 Image J (version ; National   افزارنرم   با  سپس  (،2و  1  شکل)

Institutes of Health , ,Bethesda , MD, US)   مساحت

 محاسبه شد.  متر مربع ها بر حسب میلی کلونی 

ژن   بررسی اختصاصیبیان   بنیادی  هایسلول  های 

 RT- PCRبه روش  اسپرماتوگونی

های حاصل از کلونی  سلول   اختصاصی  های ژن  بیان  ارزیابی  برای 

،  THY-1  ،VASA  ،UCHL-1(PGP9.5)   ،plzfاسپرماتوگونی )

OCT-4    وGAPDHاز  واکنش   معکوس  برداری نسخه  روش   ( 

 سطح  در  ژن  بیان  و  شد  استفاده (PCR-RT) پلیمراززنجیرهای  

mRNA  شد مطالعه  .بررسی  طبق  پرایمر  پیشین    های طراحی 

پس از   ،RNAاستخراج    برای   کشت  دهم  روز  در  (.18انجام شد. )

انجام  برای  سلول  میلیون  یک  تعداد  شمارش  و  کردن  ترپسینه 

شد برداشت   تجاری   کیت  از   استفاده  با   RNA.  آزمایش 

(, INTRON, KoreaTMSPIN-RNAاستخراج عملیات .  شد  ( 

از   استفاده  با  سپس.  شد   انجام  کیت   دستورالعمل  طبق  استخراج

 شد.  بررسی   هانمونه   غلظت  اسپکتروفتومتری  UV دستگاه 

PCR -RT    کیت   از  استفادهبا  (, One Step Premix TMVeTek
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Kit, INTRON, South Koreaبا  و  کیت  طبق دستورالعمل  ( و  

)  از  استفاده انجامBIORAD. USAترموسیکلر   برای.  شد  ( 

 بافر   در  درصد  5/1  غلظت  با  آگاروز  ژل  از  هابیان ژن  آشکارشدن

1x TAE  رنگ  از  استفاده  با  ژل  آمیزی رنگ .  شد  استفاده 

Gel Red™ (Biotium Inc, Hayward CA, USA)  شد  انجام .

مقدار  نهایت  حاوی    میکرولیتر  10  در  درون   RNAمحلول  به 

 45  طور متوسطبه  ژن  الکتروفورز  زمان  چاهک منتقل شد. مدت

 لومینوت  ترانس  دستگاه  با  ژل  سپس، .  بود  دقیقه

(France ,UVP )شد ارزیابی . 

 مطالعه شده های بنیادی اسپرماتوگونی سلول اختصاصیهای نام و مشخصات پرایمر ژن -1جدول 

 ( Cºدمای ذوب )  ( bpجفت باز) Forward primer Reverse primer نام ژن

PGP9.5 TTCAGGCAGCCCACGATG AAGGCATCCGTCCATCAAG 126 58 

BCl6 GCCACCACCTTTAATTTCTCAC GAAATCAGGCTTCCAGTCTC 162 58 

ID4 TGTCACTGAGTTTCATGTCTG AGAAAGTGTTCATTGCCAAGAG 102 56 

VASA TCTTGGAGATTTCCGCTG GGCTGTGCTAACTGGCTA 219 5 /53 

PLZF GCAACAGCCAGCACTATACTC TACAGCAGGTCATCCAGGTC 118 58 

GAPDH TGCCGCCTGGAGAAACC TGAAGTCGCAGGAGACAACC 121 59 

OCT-4 GGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC ACACTCGGACCACGTCCTTC 314 58 

 

 آماری  لیتحل و  هیتجز

آوری شده از نظر نرمال بودن ارزیابی شدند.  های جمعداده  ابتدا

داده نرمال  توزیع  عدم  دلیل  مساحت  به  و  تعداد  به  مربوط  های 

دادهکلونی تست  ها،  از  استفاده  با   جانسونها 

(Johnson Transformation  افزار نرم  با   )Minitab16    نرمال

انجام شد و آثار  شدند. سپس روی داده ها آزمون آنالیز واریانس 

آثار متقابل   -های مختلف الغلظت آرژنین، طول مدت کشت و 

و   ×  آرژنین  -ال تعداد  میانگین  مقایسه  همچنین  و  زمان  مدت 

کلونی  سلولمساحت  در های  اسپرماتوگونی  بنیادی   های 

روزتیمار در  و  مختلف  مقایسه های  نیز  و  کشت  مختلف  های 

کلونی و مساحت کل  تعداد کل  بنیادی های سلولمیانگین  های 

و    General Linear Modelاسپرماتوگونی به کمک مدل آماری  

 Tukey andهای تکمیلی  )به همراه آزمون  ANOVAون  با آزم

Fisher  در سطح نرم  (P<    05/0)  درصد  5(  از  استفاده  افزار با 

Minitab 16  .انجام شد 

 هایافته 
اسپرماتوگونیهادرصد حیات سلول بنیادی  از جداسازی   ی  پس 

و قبل افزودن محلول انجماد  درصد بود که پس از    14/87  ±  6/2

انجماد   )تست سمیت محلول    72/80  ±  21/1  بهاز سرد کردن 

رسید یخ  .(P  =  07/0)  درصد  از  به پس  میزان  این   گشایی 

ها پیش و پس از رسید که با درصد حیات سلول   38/65  ±   26/1

. (P  =  021/0)اضافه کردن محلول انجماد تفاوت معناداری دارد  

در   بدون  کشت  مختلف  روزهای  آثار  دوزهای نتایج  گرفتن  نظر 

سلول سطح  مساحت  و  تعداد  بر  آرژنین  های  مختلف 

نشان داده شده است. نتایج نشان    2اسپرماتوگونی بز در جدول  

کلونی تعداد  بین  معناداری  تفاوت  که  اسپرماتوگونی در داد  های 

دارد   وجود  کشت  مختلف  به  (P  =  031/0)روزهای  توجه  با   .

ها در روز دهم کشت  بیشینه و نتایج به دست آمده، تعداد کلونی 

به    04/109در روز چهارم در کمترین میزان خود قرار داشتند )

های اسپرماتوگونی تحت  (. همچنین مساحت سطح کلونی79/78

. بیشترین  (P  =  019/0)تأثیر روزهای مختلف کشت قرار گرفت  

با   و کمترین مساحت سطح با    66/2مساحت سطح در روز دهم 

هایی رم کشت مشاهده شد که این امر در کشتدر روز چها 48/1

می عمل  درستی  به  آن  عوامل  تمامی  قابل که  و  طبیعی  کند 

 دهنده سلامت وضعیت سیستم کشت است. انتظار است و نشان
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  مساحت  و تعداد بر برداری نمونه مختلف  روزهای آثار  -2 جدول

 بز  اسپرماتوگونی  هایسلول سطح

 سطح کلنی  تعداد کلنی روز 

4 78 /79c 1 /48c 

7 98 /46b 2 /08b 

10 109 /04a 2 /66a 

a-b، است  معناداری دهندهنشان ستون هر در مشترک  غیر حروف . 
 

 
های بنیادی اسپرماتوگونی که با  های سلولکلنی  -1شکل 

اند در روز هفتم کشت سلولی در میان  پیکان مشخص شده

 میکرومتر( 100اند. )نوار مقیاس:  های سرتولی احاطه شدهسلول

 
کلونی تمشکی شکل سلول بنیادی اسپرماتوگونی در    -2شکل 

 میکرومتر(  50روز دهم کشت. )نوار مقیاس:  

 هاتعداد کلونی

کلنی تعداد  میانگین  گروهمقایسه  در  اسپرماتوگونی  های های 

آورده شده است. با توجه   3در جدول    10و    7،  4مختلف در روز  

تیمار گروه  در  کلونی  تعداد  بیشترین  آمده  دست  به  نتایج    3به 

 .(P<  05/0)آرژنین( مشاهده شد   -میکرومول بر لیتر ال 200)

 

  روزهای در آرژنین  -ال مختلف  هایغلظت تحت  اسپرماتوگونی هایکلنی تعداد( معیار انحراف ± میانگین) میزان مقایسه  -3 جدول

 کشت  مختلف 

 غلظت )میکرومول بر لیتر( 
 روز 

 تعداد کل
4 7 10 

0 8 /18 ± 54d 8 /18 ± 25 /74e 8 /18 ± 5 /81e 92 /69e 

50 8 /18 ± 75 /81b 8 /18 ± 0 /109c 8 /18 ± 5 /99c 75 /98c 

100 8 /18 ± 75 /85b 8 /18 ± 128b 8 /18 ± 25 /105b 3 /106b 

200 8 /18 ± 75 /99a 8 /18 ± 142a 8 /18 ± 0 /187a 92 /142a 

500 8 /18 ± 5 /84b 8 /18 ± 25 /104c 8 /18 ± 75 /98c 83 /95c 

1000 8 /18 ± 0 /64c 8 /18 ± 25 /92d 8 /18 ± 25 /89d 83 /81d 

 . است  معناداری دهندهنشان ستون هر در مشترک غیر  حروف
 

  10و    7،    4شود،  در روز  مشاهده می    4گونه که در جدول  همان

غلظت   در  کلنی  مساحت  لیتر    200بالاترین  بر  مول   میکرو 

دهد که با  آرژنین مشاهده شد. نتایج به دست آمده نشان می  -ال

ال غلظت  میزان    -افزایش  تا  لیتر،    200آرژنین  بر  میکرومول 

(  1000و    500مساحت کلنی افزایش و در دوزهای بالاتر از آن ) 

 کاهش یافت. 
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  روزهای در  آرژنین -ال مختلف  هایغلظت تحت  اسپرماتوگونی  هایکلنی  مساحت( معیار انحراف ± میانگین)میزان مقایسه -4  جدول

 (مربع میکرومتر) مختلف 

غلظت )میکرومول 

 بر لیتر( 

 روز 
 تعداد کل

4 7 10 

0 61 /0 ± 715 /0e 61 /0 ± 09 /1d 61 /0 ± 72 /1e 18 /1d 

50 61 /0 ± 38 /1c 61 /0 ± 92 /1c 61 /0 ± 63 /2c 98 /1bc 

100 61 /0 ± 64 /1b 61 /0 ± 30 /2b 61 /0 ± 92 /3b 62 /2b 

200 61 /0 ± 90 /2a 61 /0 ± 22 /4a 61 /0 ± 81 /5a 31 /4a 

500 61 /0 ± 25 /1c 61 /0 ± 04 /2bc 61 /0 ± 82 /2c 04 /2bc 

1000 61 /0 ± 02 /1d 61 /0 ± 92 /1c 61 /0 ± 26 /2d 73 /1c 

 . است  معناداری دهندهنشان ستون هر در مشترک غیر  حروف

 

 RT- PCRبررسی بیان ژن با استفاده از  

از تکنیک های های شاخص سلول بیان ژن    RT- PCRبا استفاد 

از  بررسی شد    mRNAاسپرماتوگونی در سطح   نتایج حاکی  که 

بود  بیان ژن  روز کشت  ده  از  اسپرماتوگونی پس  اختصاصی  های 

در   ژن    3  سکلکه  از  مطالعه  این  در  است.  شده  داده  نشان 

GAPDH  خانه ژن  عنوان  ژنبه  بیان  برای  اختصاصی  دار  های 

 های بنیادی اسپرماتوگونی استفاده شد. سلول 

 
 ID4 ،BCL6 ،PGP9.5 ،PLZF ،VASAهای ژنبیان  -3شکل 

درصد )راست:   2/1اسپرماتوگونی بز روی ژل آگاروز  OCT-4و 

Ladder )چپ: گروه آزمون ، 

 بحث 

غلظت تأثیر  ارزیابی  حاضر،  مطالعه  انجام  از  مختلف هدف  های 

کلنی  -ال القا  بر  سلولآرژنین  اسپرماتوگونی  زایی  بنیادی  های 

 آزمایشگاه است. منجمد ذوب شده بز نابالغ در شرایط 

کلنی مساحت  و  تعداد  ارزیابی  با  حاضر  مطالعه  تشکیل  در  های 

ال افزودن  که  شد  مشاهده  کشت  محیط  در  به    -شده  آرژنین 

ذوب شده  -های بنیادی اسپرماتوگونی منجمدمحیط کشت سلول

می  بهبز  دوز  تواند  )تا  دوز  به  وابسته  بر  200صورت  میکرومول 

ها  زایی این سلولد و القای کلنیلیتر( تا حدودی سبب بهبود رش

)می بالا  بسیار  دوزهای  در  و  بر    1000و    500شود  میکرومول 

پروتکل  گذارد.  جای می  شود و اثر سوء به لیتر(  این اثر عکس می 

دلیل تولید رادیکال آزاد در طی آن و آسیب به غشاء    انجماد به

می حیات  درصد  کاهش  انجماد سلولی سبب  قسمت  نتایج  شود 

های پیشین  ها در این مطالعه تا حدود زیادی شبیه مطالعهسلول 

( مطالعه19  ،17است  حوزه  در  سلول(.  کشت  بنیادی های  های 

مطالعه  بز،  افزودن  اسپرماتوگونی  آثار  خصوص  در  مختلفی  های 

ها به محیط کشت انجام شده  فاکتورهای رشد سلولی و سیتوکین

( ال21  ،20است  اثر  خصوص  در  ولی  این آر  -(  روی  ژنین 

است.سلول  نشده  انجام  کاری  بز  اسپرماتوگونی  آرژنین    های 

ها و نیتریک اکساید که  آمینساز پلیممکن است به عنوان پیش

کنند و نیز با فراهم  نقش مهمی در فرآیند تکثیر سلولی ایفا می

ها  ها سبب بهبود تکثیر لمفوسیتماده سنتز پروتئینکردن پیش
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( گزا22شود  طبق  سال    Greenرش  (.  در  همکاران  ، 2013و 

پیش  عنوان  به  پلیآرژنین  و آمینساز  اکساید  نیتریک  و  ها 

فسفوریلاسیون  واسطه  با  سلولی  آپوپتوز  مهار  آثار  همچنین 

و در نتیجه   BCL2که مانع از اتصال آنها به    BADهای  پروتئین

می میتوکندری  غشای  به  تکثیر آسیب  بهبود  سبب   شود، 

اندومتریال  سلول رده  می   RL95-2های  )انسان  علاوه 23شود   .)

مسیرهای  مهار  طریق  از  آرژنین  که  شده  داده  نشان  این  بر 

  GPRC6Aو    ERK1/2  ،PI3K/Akt  ،CAMP-PKAرسانی  پیام 

 (.  24کند ) در پیشگیری از آپوپتوز نقش خود را ایفا می

بیان ژن  آرژنین در کاهش  نقش  آپوپتوز در همچنین  های پیش 

اکسیدانی خود را ایفا  های اپیتلیوم روده گوسفند نقش آنتی سلول 

 (. 25) کندمی 

Zhang  ( اثر محافظتی ال2020و همکاران )-   آرژنین بر آپوپتوز

توسط   شده  سلول  T-2 toxinالقا  و در  موش  لیدیگ  های 

های مؤثر در این روند را مطالعه کردند و به این نتیجه  مکانسیم

افزودن   که  سبب  آرژنین    -الرسیدند  دوز  به  وابسته  طور  به 

آپوپتوزی شد های پیشو کاهش بیان ژن  Bcl-2افزایش بیان ژن  

(26.) 

Suschek  ( همکاران  پیش2003و  عنوان  به  آرژنین  آثار  ماده  ( 

القا شده توسط    iNOSآنزیم   از آپوپتوز  در    2O2Hدر پیشگیری 

)سلول آئورت  اندوتلیال  این  AECsهای  در  شد.  بررسی  رت   )

میکرومول    200در غلظت    iNOSمطالعه بیشترین فعالیت آنزیم  

، آرژنین از بر لیتر آرژنین مشاهده شد. طبق گزارش این محققان

سلول در  چربی  پراکسیداسیون  مهار  نیز  طریق  و  اندوتلیال  های 

ژن  بیان  سلولافزایش  این  از  استرس  با  کننده  مقابله  ها  های 

 (. 27کند )محافظت می

به  گزارشنتایج  با  مطالعه حاضر  از  آمده  بررسی شده  دست  های 

ین  میکرومول بر لیتر آرژن  200در بالا مبنی بر آثار مثبت غلظت  

رده دیگر  رشد  با  بر  دارد.  مطابقت  محیط کشت  در  سلولی  های 

مسیر تحریک  در  آرژنین  نقش  به  داخل  توجه  رسانی  پیام  های 

بیان ژن از  پیشگیری  )سلولی،  آپوپتوز سلولی  ، Bclهای مسئول 

BAX  به    و نقش آن  نیز  و  اکسیداتیو  استرس  آثار  ...( و کاهش 

پیش مولکولعنوان  در  ساز  مؤثر  سلولی  فرآیندهای  تکثیر  های 

های فوق به آنها ها که در مطالعهآمینمانند نیتریک اکسید و پلی

تواند  های مذکور میاشاره شد، آرژنین احتمالٌا از طریق مکانیسم

کلنی و  رشد  تداوم  و  القا  سلولسبب  بنیادی  زایی  های 

دوزهای  سوء  آثار  شود.  آزمایشگاه  محیط  در  بز  اسپرماتوگونی 

از  1000و    500 ناشی  های گیرنده    down regulationاحتمالًا 

 ها است. سلولی و اشباع گیرنده 

ها با گذشت زمان در این همچنین افزایش تعداد و مساحت کلنی

گزارش با  آثار مطالعه  بیانگر  که  داشت  تطابق  نیز  پیشین  های 

ها  بر شرایط محیط کشت و تداوم رشد کلنیآرژنین    -المطلوب  

بر تکثیر  آرژنین    -الن است. در مطالعه دیگر، آثار  با گذشت زما

 میکرولیتر به   200های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند دوز  سلول 

عنوان بهترین دوز پیشنهاد شد که نتیجه مطالعه ما همسو با آن 

با  شده  ذکر  پژوهش  تفاوت  که  است  ذکر  به  لازم  البته  است. 

سلول  از  استفاده  حاضر  منجمدمطالعه  جای ذوب  -های  به  شده 

تولید   با  بالقوه  به صورت  انجماد  است،  ما  مطالعه  در  تازه  سلول 

آسیب  روندی  سلول  برای  غشاء  به  آسیب  و  آزاد  زاست.  رادیکال 

نیز   متفاوت  فیزیولوژی  و طبیعتاً  گونه حیوانی  تفاوت  همچنین  

 (. 15قابل ذکر است ) 

یا   بیوشیمیایی  مارکرهای  اختصاصی    مرفولوژیک تاکنون  کاملاً 

سلول این برای  با  است،  نشده  اسپرماتوگونی کشف  بنیادی  های 

اطلاعات  قطعاً  مارکرها  این  از  تعدادی  ترکیبی  استفاده  حال 

های جدا مهمی در خصوص چند و چون، وضعیت و ماهیت سلول 

می  ارائه  سلول شده  وجود  تأیید  برای  حاضر  مطالعه  در  دهد. 

بنیادینگی آن اسپرماتوگونی در عملیات کش ماهیت  و  ت سلولی 

سلول  اختصاصی  تقریباً  نشانگرهای  )از  اسپرماتوگونی  ،  ID4های 

VASA،BCL6  ،PGP9.5   ،PLZF    وOCT-4 از استفاده  با   )

 استفاده شد.   RT- PCRتکنیک 

OCT4   می سلول را  عمومی  نشانگر  عنوان  به  تقریباً  های توان 

سلول در  که  گرفت  نظر  در  اسپرمابنیادی  و های  موش  توگونی 

بیان می نیز  بیضه جنینی   (.28شود )سایر حیوانات و حتی در 

ژن  بیان  این  از  پیش  عنوان   BCL6و    ID4های  همچنین  به 

سلول در  اعتماد  قابل  تقریباً  اثبات نشانگری  به  بز  زایای  های 

 (.28رسیده است )
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Plzf   انسان و به عنوان یک نشانگر اختصاصی اسپرماتوگونی در 

از   )برخی  است  شده  پذیرفته  بز  جمله  از  ها  ژن  (.29دام  بیان 

VASA    وPLZF  های اسپرماتوگونی بز به عنوان یکی  در سلول

سلول  رشد  تداوم  در  مهم  فاکتورهای  تمایزنیافته  از  های 

رسانده  اثبات  به  )اسپرماتوگونی  سلولی   (. 30اند  نشانگر  بیان 

PGP9.5    .است رسیده  اثبات  به  پستانداران  از  بسیاری  در  نیز 

 (. 31هاست )نتایج مطالعه حاضر بسیار شبیه این مطالعه 

 گیرینتیجه
آرژنین   -الهای مشابه، افزودن  طبق نتایج این مطالعه و مطالعه

سلول  کشت  محیط  منجمدبه  اسپرماتوگونی  بنیادی  ذوب -های 

می  رشدشده  بهبود  سبب  حدودی  تا  کلنی  تواند  این و  زایی 

صورت های بعدی بهشود در مطالعهشود. پیشنهاد می ها می سلول

روی ژنجزئی تمرکز  در تر  سلولی  تکثیر  و  آپوپتوز  مسئول  های 

 این رده سلولی هم صورت پذیرد.

 ملاحظات اخلاقی 

دانشگاه    مطالعه  این اخلاق   یبررس  رازی در  کد  با  و 

IR.RAZI.REC.1400.051  موازین   . است   شده  ثبت تمامی 

مورد   پژوهش  این  در  حیوانات  حقوق  و  حیوانات  با  کار  اخلاقی 

 توجه قرار گرفته است. 

 تشکر و قدردانی 

نجفی  نامهپایان  از  بخشی  حاصل  مطالعه  این فاطمه   برای   خانم 

  ی دامپزشک  دانشکده  از  دکتری عمومی دامپزشکی  درجه  دریافت

  .بود دانشگاه رازی 

دانشگاه  فناوری  و  پژوهشی  معاونت  مالی  با حمایت  مطالعه  این 

 رازی  انجام شده است. 

 تعارض منافع 
نویسندگان   حاضر  پژوهش  گزارش  در  را  منافعی  تعارض  هیچ 

 . اندنکرده
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