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Background: Spermatogonial Stem Cells (SSCs) are used as an excellent model system for differentiation, 
development, and functioning of testes and provide a source of cells for infertility treatment and production of 
transgenic animals and recombinant drugs. The aim of the present study was to determine the effects of different 
concentrations of melatonin on prepubertal lamb’s spermatogonial colony formation.
Methods: An experimental study was conducted. Each treatment was replicated 5 times. Testicular cells were 
isolated from testes of prepubertal lambs using two-step enzymatic digestion and then cultured for 10 days. 
Control cells (C) were grown in basic DMEM media with %1 antibiotic and %5 FBS. Treated cells were grown 
in basic media with 1 µmol/ml (T1) or 1 nmol/ml (T2) melatonin. Culture media was changed every 72h and 
SSCs colony formation was monitored via inverted microscope. Data were analyzed running one way ANOVA. 
P values less than %5 were considered as statistically significant.
Results: SSCs were identified via immunocytochemistry assay against PGP9.5.  Number and surface area of 
colonies were greater in T1 group than C and T2 groups on day 7 (P=0.04587). 
Conclusion: The findings suggest that simultaneous addition of 1 µmol/ml melatonin to culture media may 
increase in vitro colony formation of prepubertal sheep SSCs. So, addition of above dose of melatonin to SSCs 
culture media is suggested.

Keywords: Spermatogonial Stem cell; Colony formation; Melatonin

Abstract

Research on Medicine Original Article

                                                                               The Quarterly journal of School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences

(Received:2019/08/25                   Accept: 2019/12/10)

2021 ;Vol.44; No 4

Research in Medicine 2021; Vol.44; No.4; 580-586

Department of Clinical Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Razi University, Kermanshah, Iran

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
19

 ]
 

                               1 / 7

http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-2087-fa.html


بررسی تاثیر غلظت‌های مختلف ملاتونین بر القای کلونی‌زایی سلول‌های 
اسپرماتوگونی (In vitro) در شرایط آزمایشگاه 

گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه رازی، کرمانشاه، ایران

چكيده:

نویسنده مسئول: پیمان رحیمی‌فیلی    
drp.rahimi@gmail.com :پست الکترونیک

مقاله پژوهشی

تاریخ پذیرش مقاله: 1398/09/19 تاریخ دریافت مقاله:1398/06/03           	

     دور 44، شماره 4، 1399، صفحات 580 تا 586

Research in Medicine 2021; Vol.44; No.4; 580-586

سابقه و هدف: سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی )SSCs( مدلی عالی برای کمک به درک بیشتر روند تمایز، رشد و عملکرد بیضه‌هاست و در نتیجه امکان استفاده 
بیشتر از این سلول‌ها در درمان نازایی، تولید حیوان‌های تراریخته و داروهای نوترکیب را فراهم می‌کنند. هدف از این مطالعه تعیین اثر غلظت‌های مختلف ملاتونین 
بر القای کلونی‌زایی SSCs است. مطالعه حاضر در بازه زمانی تابستان 1396 و در آزمایشگاه کشت سلولی دانشکده دامپزشکی دانشگاه رازی کرمانشاه انجام شد.

مواد و روش‌ها: نوع مطالعه حاضر تجربی بود. در مجموع پنج بار نمونه‌گیری از کشتارگاه و تکرار آزمایش انجام شد. سلول‌های اسپرماتوگونی از بیضه بره‌های 
نابالغ با استفاده از هضم آنزیمی دو مرحله‌ای استخراج شد و سپس به مدت 10 روز در سه گروه شامل گروه‌ شاهد )کشت ساده در محیط پایه DMEM حاوی 
1درصد آنتی بیوتیک و 5درصد سرم گوساله جنینی)FBS( ( و تیمارهای  1 و 2 ) به ترتیب کشت در محیط کشت پایه مذکور توام با اضافه کردن یک میکرومول و 
یک نانومول ملاتونین( کشت شدند. تعویض محیط کشت هر 72 ساعت یک‌بار انجام و همزمان تعداد و قطر کلونی‌ها با استفاده از میکروسکوپ معکوس ارزیابی 

شد. آزمون آماری مورد استفاده آنالیز واریانس یکطرفه و سطح معنا‌داری P >0/05در نظر گرفته شد. 
کلونی‌های  مساحت  و  تعداد  شد.  تایید   PGP9.5 آنتی‌ژن علیه  ایمنوسیتوشیمی  رنگ‌آمیزی  از  استفاده  با  اسپرماتوگونی  سلول‌های  بنیادینگی  ماهیت  یافته‌ها: 

 . )P=0/04578( اسپرماتوگوني در روز هفتم کشت در تیمار یک به طور معنا‌داري بيشتر از گروه شاهد بود
نتیجه‌گیری: به نظر می‌رسد افزودن ملاتونين با دوز یک میکرومول تاثیر مثبتی بر القای کلونی‌زایی سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی در محیط آزمایشگاه دارد. 

نویسندگان استفاده از هورمون ملاتونین را با دوز فوق برای کشت اسپرماتوگونی گوسفند پیشنهاد می‌کنند.

واژگان كلیدی: سلول‌های بنیادی اسپرماتوگونی، کلونی‌زایی، ملاتونین

حسام جمشیدی سیکه‌وندی1، پیمان رحیمی‌فیلی1*، علی‌اصغر مقدم1

مقدمه:
که  هستند  بالغی  بنیادی  سلول های  تنها   (SSCs) 1اسپرماتوگونی بنیادی  سلول های 
اطلاعات ژنتیکی را به نسل بعد منتقل می کنند(1) و از طریق تکثیر و تزاید مداوم، فرآیند 
اسپرماتوژنز را پیش می برند. وجود تعداد اندك سلول های بنیادی در بیضه های بالغان، 
جداسازی آن ها را برای مطالعه های آزمایشگاهی با محدودیت مواجه کرده است(2). از 
طرف دیگر، شیمی درمانی یا اشعه درمانی طولانی مدت در بیماران مبتلا به سرطان، 
اثر مخربی روی این سلول ها دارد و می تواند به ناباروی این بیماران پس از درمان منجر 
شود(3). بنابراین، روش های کارا و با کفایت تکثیر سلول های بنیادی اسپرماتوگونی 

 Spermatogonial stem cells 	1

در محیط آزمایشگاه نقش مهمی در حفظ و نگه داری اسپرم و درمان ناباروری بویژه 
بنیادی  سلول های  جداسازی  تاکنون  دارد(4و5).  سرطان  از  یافته  نجات  بیماران  در 
ماهی(11)   ، رت(10)  موش(9)  نظیر  حیوان هایی  و  انسان(6-8)   در  اسپرماتوگونی 
، دام های اهلی از جمله گاو(12) ،بز(13) و خوك(14) انجام شده است. کشت این 
تغذیه کننده  لایه  با  همراه  سرم(15و16)   فاقد  و  سرم دار  کشت  محیط   در  سلول ها 
سلول های سرتولی(17) ولایه تغذیه کننده سلول های فیبروبلاست جنینی موش(18) 
انجام گرفته است. در مطالعه های اخیر که عوامل مرتبط با رشد و تکثیر سلول های 
از  شده  مشتق  نوتروتروپیك  فاکتور  جمله  از  کشت  محیط  در  اسپرماتوگونی  بنیادی 
فاکتوررشد   ،  (19)(LIF)لوسمی فاکتورمهارکننده   ،  (19)(GDNF)گلیال سلول های 
شده اند،  بررسی   (20)(SCF)بنیادی سلول  فاکتور  و    (19)(FGF)فیبروبلاستی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
19

 ]
 

                               2 / 7

http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-2087-fa.html


بررسی تاثیر غلظت‌های مختلف ملاتونین بر القای کلونی‌زایی / 582  

   دور 44، شماره 4، 1399، صفحات 580 تا 586

مشخص شد که تمامی این عوامل  در رشد و تکامل SSCs در محیط آزمایشگاه نقش 
حیاتی دارند. ملاتونین هورمون مهمی با خواص آنتی اکسیدانی، پاسخ ایمنی، برقراری 
ارتباطات سلولی و حفاظت از بافت عصبی است(21). در خلال متابولیسم فیزیولوژیك 
طبیعی سلول، گونه های اکسیژن واکنش گر(ROS) بویژه در میتوکندری تولید می شود 
دارد(22).  سلول  بقای  و  تکثیر  تنظیم  در  دخیل  سلولی  ارتباطات  بر  مخربی  اثر  که 
 DNA سلولی و مهار جهش های بالقوه ROS ملاتونین نقش مهمی در کاهش تولید
ناشی از آسیب های اکسیداتیو دارد(23). ماهیت آمفی فیلیك ملاتونین نقش مهمی در 
محافظت گامت ها و رویان های پستانداران در برابر آسیب های ناشی از رادیکال های 
 (MT2 ,MT1) آزاد و مرگ سلولی در محیط کشت دارد(24). گیرنده های ملاتونین
گیرنده های متصل شونده به پروتئین G هستند و ظهور این گیرنده ها در سلول های 
و  اسپرماتوزوئید  در  همچنین  و  انسان(25-28)  و  گاو  گوسفند،  موش،  رت،  سرتولی 
اسپرماتوسیت(31-29) گزارش شده است. با این حال، اثر ملاتونین به عنوان مهم ترین 
تنظیم کننده تولید مثل بر سلول های بنیادی اسپرماتوگونی به خوبی مشخص نشده 
مدل،  حیوان های  تولید  در  گوسفند  دامی  گونه  اهمیت  به  توجه  با  طرفی  از  است. 
تراریخته و داروهای نوترکیب انسانی ضرورت انجام این مطالعه آشکار می شود. هدف 
از مطالعه حاضر بررسی اضافه کردن ملاتونین به عنوان یك آنتی اکسیدان به محیط 
کشت و تعیین اثر آن روی تکثیر سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بره در محیط کشت 
نمونه گیری  شد.  انجام   1396 شهریور  تا  ماه  تیر  زمانی  باره  در  حاضر  مطالعه  بود.  
دانشکده  سلولی  کشت  آزمایشگاه  در  سلول ها  کشت  و  بیستون  صنعتی  کشتارگاه  از 

دامپزشکی دانشگاه رازی کرمانشاه انجام شد.

مواد و روش‌ها:
مطالعه حاضر تجربی است. تمامی مواد و آنزیم های مصرفی در این مطالعه ساخت 
شرکت Sigma کشور آمریکاست. در موارد غیر از این، شرکت سازنده ذکر شده است.

نمونه  گیری و انتقال نمونه: 
نمونه های بیضه از بره های نابالغ دو تا چهار ماهه از کشتارگاه صنعتی بیستون واقع 
در 20 کیلومتری شهرستان کرمانشاه تهیه و در کنار یخ در عرض کمتر از دو ساعت 
از  بیضه  آزمایشگاه  در  شد.  منتقل  دامپزشکی  دانشکده  سلولی  کشت  آزمایشگاه  به 
اسکروتوم خارج و متعاقب جدا کردن اپی دیدیم، بیضه چند بار شست وشو و به کمك 
 SPL, فالکون لوله  داخل  به  و  جدا  بیضه  پارانشیم  بافت  از  گرم   10 استریل  قیچی 
 DMEM  (Dulbecco’s Modifiedحاوی 10 میلی لیتر محیط  ((South Korea
Eagle Medium, Gibco, UK) محتوی 1000 واحد بر میلی لیتر پنی سیلین و100  
میلی گرم بر میلی لیتر استرپتومایسین ) Gibco, Paisley, UK) منتقل و هر کدام 
 Hettach,) از لوله  ها سه نوبت و هر بار به مدت یك دقیقه در دور 1500 سانتریفیوژ

Germany) شد(32).
جداسازی سلول‌های بنیادی:

برای استخراج سلول های بنیادی بیضه از روش Aponte  و همکاران (33) به شرح 
زیر استفاده شد.

هضم مکانیکی بافت پارانشیم بیضه:
بافت پارانشیم بیضه  پس از شست وشو به داخل پتری دیش  استریل منتقل و با استفاده 

از قیچی استریل به طور کامل قطعه قطعه شد.
هضم آنزیمی بافت پارانشیم بیضه: 

در مرحله اول هضم آنزیمی به پتری دیش های حاوی بافت شیرابه ای بیضه آنزیم های 
کلاژناز تیپ 4  (یك میلی گرم بر میلی لیتر)، هیالورونیداز تیپ 2 (یك میلی گرم بر 
میلی لیتر) و تریپسین (یك میلی گرم بر میلی لیتر) اضافه شد و پتری دیش ها  به مدت 
45 دقیقه در انکوباتور قرار داده شدند. برای افزایش بازدهی تاثیر آنزیم های مذکور بر 
هضم بافت پارانشیم بیضه هر 10 دقیقه یك بار  عمل پیپتاژ انجام شد و برای ارزیابی 
بار   یك  دقیقه   10 هر  یکدیگر  از  منی ساز  لوله های  شدن  باز  روند  و  آنزیمی  هضم 
 inverted ®Olympus, IX71) بافت پارانشیم بیضه در زیر میکروسکوپ معکوس
microscope) بررسی شد. نمونه پس از مرحله اول هضم آنزیمی سه مرتبه با دور 
1400 به مدت دو دقیقه سانتریفیوژ شد. در مرحله دوم آنزیم های کلاژناز تیپ 4 (یك 
میلی گرم بر میلی لیتر)، هیالورونیداز تیپ 2 (یك میلی گرم بر میلی لیتر) و دزوکسی 

ریبو نوکلئاز (5درصد میلی گرم بر میلی لیتر)  به نمونه اضافه شد و پتری دیش ها به 
مدت 15 تا20 دقیقه در انکوباتور قرار داده شدند. برای جداسازی سلول های انفرادی 
از قطعه های باقی مانده، لوله های فالکون در دور 800 به مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ 
شد. برای حذف سلول های میوئید، تعلیق سلولی مذکور از فیلتر نایلونی 55 میکرونی 
سرتولی  و  اسپرماتوگونی  سلول های  رسوب  برای  ادامه  در  شد.  داده  عبور  استریل 
لوله های فالکون در دور 800  به مدت دو دقیقه سانتریفیوژ  و برای کشت استفاده شد. 

شناسایی سلول‌های اسپرماتوگونی با رنگ‌آمیزی ایمونوسیتوشیمی: 
ایمنوسیتوشیمی  رنگ آمیزی  از   A تیپ  اسپرماتوگونی  سلول های  شناسایی  برای 
پس  شد.  استفاده    (13) همکاران  و  حیدری  روش  از   PGF9,5 نشانگر  علیه 
 avidin/bioyin وسیله  به  اختصاصی  غیر  مکان  بلوك  سلول ها  جداسازی  از 
حاوی  PBS در  اسلاید  دادن  قرار  با  دیگر  اختصاصی  غیر  مکان  بلوك   و 

 10 درصد سرم گوسفند به مدت 30 دقیقه در دمای اتاق انجام شد. سپس اسلاید با 
 Dako, Carpinteria,)ِ PGF9,5 آنتی بادی اولیه غیرکونژوگه خرگوش علیه نشانگر
USA) با رقت 1:100 در PBS حاوی 2/5 درصد سرم بز به مدت 60 دقیقه در دمای 
پنج  بار  هر   )  TBS/BSA با شست وشو  مرتبه  سه  از  پس  مقطع  شد.  انکوبه  اتاق 
 Avicenna,) دقیقه) در دمای اتاق به مدت 45 دقیقه در تماس با آنتی بادی ثانویه
قرار   (Biotinylated sheep anti-rabbit IgG, Research Institute, Iran
گرفت و با TBS/BSA شست وشو شد. در ادامه مقطع به مدت 30 دقیقه در تماس 
قرار   1:500 رقت  با   (HPR-conjugted streptavidin (Biosource, USA با 
داده شد و با TBS/BSA شست وشو شد. در مرحله پایانی با افزودن 3-3 دی آمینو 
بنزیدین (Roche, Germany) به مقطع به مدت 8 تا10 دقیقه، رنگ نمایان شد. 
 30 مدت  به  هماتوکسیلین  هریس  با  و  شد  تمیز  کاملا  مقطعر  آب  با  اسلاید  سپس 
ثانیه رنگ آمیزی و با آب مقطر شست وشو شد. در ادامه، اسلاید با الکل آبگیری و با 
گزیلول شفاف و با انتنال (Merck, Germany) پوشانده شد. در انتها، سطح اسلاید 
 Olympus,) نوری  میکروسکوپ  زیر  و  شد  پوشانده   PBS و  گلیسرول  وسیله  به 

Japan) ارزیابی شد.   
شمارش و ارزیابی درصد حیات سلول‌ها:

 Trypan blue,) وضعیت حیات سلول ها به کمك رنگ آمیزی تریپان بلو  0/4 درصد
UK) ارزیابی شد.  برای این منظور، 10 میکرو لیتر از تعلیق سلولی با 10 میکرو لیتر از 
رنگ تریپان بلو 0/4 درصد مخلوط و به مدت چند دقیقه در دمای اتاق نگه داری شد. 
سپس با شمارش 100 سلول به طور تصادفی، تعداد سلول های زنده و مرده تعیین و 

بر این اساس درصد حیات نمونه محاسبه شد. 
انتقال سلول‌های جدا شده به پلیت و افزودن ملاتونین:

پس از شمارش سلول ها با لام هماسیتومتر، در هر گوده از پلیت کشت چهارخانه ای 
(TPP, Switzerland) 50 هزار سلول کشت داده شد. 

میکرولیتر   500 در  سلولی  تعلیق  شامل  پایه  محیط  شاهد:  گروه  شماره1،  گوده 
به  استرپتومایسین  آنتی بیوتیك(پنی سیلین،  و   FBS درصد  یك  حاوی   DMEM

ترتیب با غلظت یك واحد بین المللی بر میلی لیتر و یك میلی گرم بر میلی لیتر).
میکرومول  یك  حاوی  پایه  محیط  میکرولیتر   500 شماره2:  گوده 

(Melatonine, Sigma, Germany)ملاتونین
گوده شماره3: یك نانومول بر میلی لیتر ملاتونین. 

سانتی گراد،  درجه   37 دمای   با  انکوباتور  درون  روز   10 مدت  به  کشت  پلیت  سپس 
رطوبت 80 درصد و دی اکسید کربن 5 درصد قرار داده شد. تعویض محیط کشت هر 

72 ساعت یك بار انجام شد.
تعیین تعداد و مساحت کلونی‌های سلولی:

ارزیابی تعداد و مساحت کلونی سلول های اسپرماتوگونی در روزهای 4، 7 و 10 کشت 
محاسبه  برای  شد.  استفاده  مدرج  عدسی  به  مجهز  معکوس  میکروسکوب  کمك  به 
 ;1,240  Image J (version افزار نرم  از  مربع    میلی متر  حسب  بر  کلونی  مساحت 
National Institutes of Health , ,Bethesda , MD, USA) استفاده شد(32).

روش تجزیه وتحلیل  آماری:
شد.  استفاده  معیار  انحراف  و  میانگین  محاسبه  برای  تکرار  بار  پنج  از  حاصل  نتایج 
داده های  روی  سپس  شدند.  ارزیابی  بودن  نرمال  لحاظ  از  شده  جمع آوری  داده های 
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583 / پیمان رحیمی‌فیلی و همکاران

نرمال آزمون آنالیز واریانس انجام شده و اثر غلظت های مختلف ملاتونین،  طول مدت 
و  تعداد  مقایسه  شد.   بررسی  کشت  مدت  طول   × ملاتونین  متقابل  اثر  و  کشت 
مساحت کلونی ها در تیمارهای مختلف با آزمون تکمیلی دانکن در سطح معنا دار) 0/05  

( P<انجام شد. 
مدل آماری استفاده شده به صورت زیر است : آنالیز تکرار شده در قالب طرح کاملا 

تصادفی 
µ = subject (treatment) + time +treatment*time

یافته‌ها:
درصد زنده مانی سلول ها بلافاصله پس از جداسازی 1/8±85/1 به دست آمد. 

شکل‌گیری کلونی‌های اسپرماتوگونی:
داده  تشکیل  کلونی  پلیت،   داخل  در  موجود  اسپرماتوگونی  سلول های  زمان  گذشت  با 
کلونی  یك  شماره  شکل  در  می شود.   افزوده  کلونی ها  اندازه   و  تعداد  بر  خود  رشد  با  و 
با  کشت  دوره  پایان  از  پس  است.  شده  داده  نشان  کشت  دهم  روز  در  اسپرماتوگونی 
استفاده از آزمون ایمنوفلورسانت بیان  آنتی ژن PGP9,5 در کلونی ها تایید شد (شکل 

شماره2) .

 100 میله:  کشت.  از  پس  دهم  روز  در  اسپرماتوگونی  سلول  های  کلونی  شکل1- 
میکرومتر

سلول های  هسته   .PGP9,5 آنتی ژن  علیه  ایمنوفلورسانت  رنگ آمیزی  شکل2- 
اسپرماتوگونی با استفاده از رنگ آمیزی DAPI مشخص شده است.میله: 40 میکرومتر.

تعداد کلونی‌های سلول‌های اسپرماتوگونی
روز  در  کلونی ها  تعداد  میانگین  می شود  مشاهده  یك  شماره  جدول  در  که  همان طور 
هفتم پس از کشت در گروه میکرو(5/43±113/4) به طور معنا داری از گروه شاهد 
گروه  در  کلونی ها  تعداد  میانگین  ولی   ،(P<0. 05) است  بیشتر   (73/6±25/57)
همچنین   .(P>0. 05) ندارد  معنا داری  اختلاف  دیگر  دوگروه  از  هیچ کدام  با  نانومول 
میانگین کل تعداد کلنی در گروه میکرو(67/96±111/3) به طور معنا داری از گروه 
در  کلونی ها  تعداد  کل  میانگین  است(P<0. 05)، ولی  بیشتر  شاهد (80/3±33/98) 
گروه نانومول با هیچ کدام از دوگروه دیگر اختلاف معنا داری ندارد (P>0. 05). میانگین 
و میانگین کل تعداد کلونی ها در روزهای مختلف کشت (روزهای 4، 7 و 10) با یکدیگر 

اختلاف معنا داری ندارند.

 جدول 1- تعداد کلونی های اسپرماتوگونی (میانگین ± خطای استاندارد) در گروه های 
مختلف آزمایشی و روزهای مختلف پس از کشت

گروه  های آزمایشی

نانومول میکرومول  شاهد روز پیگیری

 101/5±14/2  102/5±6/5 81±9/6 4

92/75±6/2ab  113/5±4/4a 83/25±6/5 b 7

 114/5±15/3  119±7/9 86/75±2/6 10
a و b: مقادیر متفاوت در هر ردیف با حروف مختلف از نظر آماری اختلاف معناداری 
                                                                                                      (P<0/05) دارند

                                                                                                   
مساحت کلونی‌های سلول‌های اسپرماتوگونی:

همان طور که در جدول شماره 2 مشاهده می شود، مجموع مساحت کلونی ها در روز 
از  معنا داری  طور  به   (1/035  ±  0/057) میکرومول   گروه  در  کشت  از  پس  هفتم 
گروه شاهد(0/06 ± 0/716) بیشتر است(P<0. 05)، ولی مجموع مساحت کلونی ها 
 .(P>0. 05) ندارد  معنا داری  اختلاف  دیگر  دوگروه  از  هیچ کدام  با  نانومول  گروه  در 
همچنین میانگین کل مساحت کلونی ها در روز10 پس از کشت (0/06 ± 0/999) 
به طور معناداری از روز چهارم پس از کشت (0/063 ± 0/815) بیشتر بوده، ولی از 
این نظر اختلاف معناداری بین روز هفت پس از کشت و روزهای چهار و 10 پس از 

کشت وجود نداشت. 

خطای   ± (میانگین  اسپرماتوگونی  کلونی های   (mm2)مساحت مجموع   :2 جدول 
استاندارد) گروه  های آزمایشی مختلف در روز های مختلف پس از کشت

گروه  های آزمایشی

نانومول میکرومول  شاهد
روز 

پیگیری

0/839±0/161 0/912±0/04  0/694±0/8 4

0/821±0/072ab             1/035±0/1 a 0/716±0/1 b 7

1/072±0/129 1/082±0/04 0/844±0/1 10
a  و b: مقادیر متفاوت در هر ردیف و در هر ستون با حروف مختلف از نظر آماری 

.(P<0/05) اختلاف معنا داری دارند

بحث:
یك  میزان  به  ملاتونین  کردن  اضافه  می دهد  نشان  مطالعه  این  از  حاصل  نتایج 
مساحت  مجموع  و  تعداد   معنادار  افزایش  سبب   SSCs کشت  محیط  به  میکرومول 

(05 .0>P) کلونی های اسپرماتوگونی در روز هفتم پس از کشت می شود
در  جداسازی  از  بعد  بلافاصله  زنده  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول های  درصد  میانگین 
مطالعه حاضر 1/8±85/05 درصد بود که رقمی قابل قبول است. در مطالعه های دیگر 
که در گونه های مختلف انجام شده، درصد حیات سلول ها بلافاصله پس از جداسازی 
کردند(32و -35- گزارش  درصد   86/77±3/63 و   89/25±2/2  ،  85/3±1/2 را 
34). نتایج مطالعه حاضر از نظر درصد حیات سلول های بنیادی اسپرماتوگونی با نتایج 
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مطالعه های فوق هم خوانی دارد که بیانگر اجرای صحیح تکنیك جداسازی و انتخاب 
دوز صحیح آنزیم هاست.

در مطالعه  حاضر برای شناسایی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی تیپ A از رنگ آمیزی 
ایمنوسیتوشیمی علیه آنتی ژن PGP9,5 استفاده شد و دیده شد که سلول های جدا شده 
برای  نشانگر  این  از  می توان  بنابراین  کردند،  بیان  را  پروتئینی  نشانگر  این  بیضه  از 
شناسایی سلول های اسپرماتوگونی در گوسفند بهره برد. در چندین مطالعه از آنتی بادی 
علیه آنتی ژن PGP9,5 برای شناسایی ایمنوسیتوشیمی و ایمنوهیستوشیمی سلو ل های 
بنیادی اسپرماتوگونی تیپ A در گونه های مختلف از جمله گوسفند (36)، انسان (37)، 

موش (38) و بز (13) استفاده شده است.
محیط  به  ملاتونین  میکرومول  یك  افزودن  دادند  نشان  همکاران   و   Bowen Niu
کشت سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بز در مقایسه با افزودن یك نانومول، منجر به 
افزایش بیشتر تعداد کلونی های اسپرماتوگونی شد(1). در جدیدترین مطالعه،  شادان 
و همکاران (2017)  به بررسی  اثر آزمایشگاهی ملاتونین بر کلونیزاسیون سلول های 
بنیادی اسپرماتوگونی موش نوزاد پرداختند(39). در آن مطالعه تعداد و قطر کلونی های 
 real-timeبا استفاده از C-kit و Plzf ،Ig4 در روزهای 7 و 14 کشت  و بیان SSC
PCR  در انتهای دوره کشت بررسی شد. در این مطالعه میزان زنده ماندن سلول های 
کشت شده در حضور ملاتونین (100 میلی مولار ملاتونین) به طور معناداری بیشتر 
از گروه شاهد  بود و تعداد و قطر کلونی ها در سلول های تیمار شده با ملاتونین همانند 
نتایج مطالعه حاضر افزایش یافت. این محققان ثابت کردند که اضافه کردن ملاتونین 
به میزان 100 میکرومول به محیط کشت سبب کاهش بارزتولید ROS و افزایش تکثیر 
سلول های بنیادی اسپرماتوگونی می شود. در برخی از مطالعه ها اضافه کردن ملاتونین 
به محیط کشت سلول هایی همچون اووسیت و سلول های بنیادی مشتق از بافت چربی 
با کاهش استرس سلولی ناشی از ROS توام بوده است(41-40). غلامی و همکاران در 
یك سری تحقیق ها در باره اثر ملاتونین روی پیوند سلول های بنیادی اسپرماتوگونی 
به موش های مبتلا به آزواسپرمی نشان دادند که ملاتونین سبب بهبود ساختار بافت 
بنیادی  سلول های  روی  دیگر  مطالعه ای  در  محققان  همین  می شود(42).  بیضه 
سلول های  ثکثیر  سبب  ملاتونین  کردن  اضافه  که  دادند  نشان  موش  اسپرماتوگونی 
آنزیم هاي  محرك  ملاتونین  می شود(43).  دیده  آسیب  سلول های  آپوپتوز  و  طبیعی 
آنتي اکسیداني شامل سوپراکسیداز، گلوتاتیون پراکسیداز، گلوتاتیون ردوکتاز و کاتالاز 
و مهارکننده لیپواکسیژناز است. ملاتونین با تثبیت غشاهاي میکروزومي، سبب مقاومت 
در برابر آسیب اکسیداسیوني مي شود. ملاتونین در پاك سازي رادیکال هاي آزاد ناشي از 
اکسیداسیون اسیدهاي چرب غیر اشباع قوي تر از ویتامین E، مانیتول، گلوتاتیون دو برابر 
کارآمدتر از استرولوکس استBustos-Obregon  .(21) و همکاران به بررسی نقش 
محافظتی ملاتونین در اسپرماتوژنز موش تیمار شده توسط آرسنیت سدیم پرداختند. 
این محققان تغییر در وزن بیضه و اندازه گیری های هیستوپاتولوژیکی، مورفومتریك، 
بیان آنزیم های COX-2 و آنزیم گیرنده آندروژن (AR) و سطح پراکسیداسیون لیپید 
را ارزیابی کردند. تیمار آرسنیك به تنهایی به کاهش قطر لوله و بیان AR و افزایش 
منطقه بینابینی، قطر لومینال، سطح بیان COX-2 و پراکسیداسیون لیپید منجر شد، اما 
تیمار همزمان آرسنیك و ملاتونین  سبب کاهش نسبی دژنراسیون سلول های بنیادی و 
میزان بیان AR و بهبود پارامترهای هیستوپاتولوژیك بیضه شد(44). اثبات تایید شده 
که اضافه کردن ملاتونین به محیط کشت سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بز سبب 
تحریك تولید GDNF توسط سلول های سرتولی و افزایش تکثیر سلول های بنیادی 
 β یك عضو دور از خانواده رشد دهنده فاکتور GDNF .(1)اسپرماتوگونی می شود
است (TGF-β) و یك عامل مهم نوروتروف در تنظیم بقا و تمایز سلول های عصبی 
است. با توجه به اهمیت GDNF در مطالعه های آزمایشگاهی  و درون تنی  در چند 
 SSC به عنوان یك عامل ضروری برای حفظ کشت طولانی GDNF ،سال گذشته
و تکثیر و خودسازی آن در مدل های آزمایشگاهی مورد توجه قرار گرفته است(45). 
می توان از تعیین تعداد و قطر کلونی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی به عنوان یك 

معیار مرفولوژیکی در مطالعه های آزمایشگاهی استفاده کرد(46). 
Aponte و همکاران (2008) به بررسی اثر فاکتورهای رشد EGF، GDNF ،FGF2و 
LIF به ترتیب با دوزهای10 ، 20، 40  و 100 نانوگرم بر میلی لیتر بر سلول های بنیادی 
گاو در طول مدت دو هفته کشت پرداختند و مشاهده کردند که در گروهی که تمامی 

اسپرماتوگونی  سلول های  تعداد  شد،  استفاده  ترکیبی  صورت  به  رشد  فاکتورهای  این 
تیپ A به صورت معناداری ازگروه شاهد و سایر گروه هایی که تك تك فاکتورهای 
رشد را اضافه کردند، بیشتر بود. همچنین بیشترین تعداد سلول های اسپرماتوگونی تیپ 
A بین گروه هایی که تك تك فاکتورهای رشد به صورت مجزا به آن ها اضافه کردند، 
مربوط به گروه دریافت کننده  GDNF  بود. معتقدند حضور تعداد محدودی سلول 
سلول های  تکثیر  به  سایتوکین ها  ترشح  طریق  از  می تواند  کشت  درمحیط  سوماتیك 
ترشح  می تواند  ملاتونین  که  دادند  نشان  ضمن  در  کند(33).  کمك  اسپرماتوگونی 
GDNF را در سلول های سرتولی افزایش دهد. GDNF به RET-GFRa1 متصل 
می شود و به فسفریلاسیون مسیرهای AKT و ERK برای تنظیم تکثیر و خودنوزایی 
سرتولی  سلول های  حضور  و  بالا  مطالعه های  به  توجه  با  می شود(1).  منجر    SSCs
در محیط کشت ما و ترشح GDNF  توسط این سلول ها و نقش مهم GDNF  در 
فرآیند اسپرماتوژنز و تاثیر بر سلول های بنیادی اسپرماتوگونی، افزایش تعداد کلونی ها 
می تواند به احتمال به دلیل اثر ملاتونین بر سلول های سرتولی باشد. ملاتونین با  اثر 
 GDNF ضد آپوپتوزی، آنتی اکسیدانی و تاثیر بر گیرنده سلول های سرتولی و ترشح
اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول های  نوزایی  وخود  رشد  افزایش  بر  می تواند  احتمال  به 
نقش مثبت و قابل توجهی داشته باشد. و این اثر افزایشی وابسته به دوز و از طریق 

سلول های سرتولی امکان پذیر است.
چهار  روز  از  اسپرماتوگونی  کلونی های  مساحت  و  تعداد  آزمایشی  گروه های  تمام  در 
تا روز10 به طور غیر معنادار افزایش یافت. همچنین میانگین کل مساحت کلونی ها 
بود.  بیشتر  کشت   از  پس  چهارم  روز  از  معناداری  طور  به  کشت   از  پس  روز10  در 
شهبازی و همکاران به بررسی اثر غلظت های متفاوت ژل رویال بر سلول های بنیادی 
مساحت  و  تعداد  که  دادند  نشان  و  پرداختند  آزمایشگاه  محیط  در  بره  اسپرماتوگونی 
کلونی ها در تمامی گروه ها همانند نتایج مطالعه حاضر مدام در حال افزایش بود(47).  
کروجی و همکاران نشان دادند که هم کشتی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی با سلول-
مطالعه  در  می شود(48).  زمان  گذشت  با  کلونی ها  تعداد  افزایش  سبب  سرتولی  های 
تاجیك  و همکاران (2013) افزایش تعداد کلونی ها تا روز 10 مدت کشت مشاهده  
شد، ولی بعد از آن تا پایان زمان کشت (روز شانزدهم) کاهش یافت. همچنین مساحت 
کلونی ها تا روز هفتم افزایش داشت و بعد از آن دچار افت و خیز شد(49).  در مطالعه 
غلامپور وهمکاران نیز تعداد کلونی ها با گذشت زمان افزایش پیدا کرد. همچنین در 
این  مطالعه افزایش مساحت کلونی های روز10 نسبت به روز چهار معنادار بود(50) 
در  دامی  گونه های  بخصوص  اسپرماتوگونی،  بنیادی  سلول های  از  استفاده  مزایای 
تحقیق ها عبارت است از: 1- استحصال و استخراج این سلول ها بسیار راحت است. به 
عنوان مثال؛ در مورد دام  اهلی می توان با مراجعه به کشتارگاه و اخذ بافت بیضه بدون 
نگرانی در مورد بحث اخلاق پزشکی و رفاه و آسایش حیوان ها نمونه را به دست آورد.  
2- با تکثیر این سلول ها در محیط آزمایشگاه و پیوند آن ها به مدل آزواسپرمی می توان 
باروری را دوباره در بیماران سرطانی که تحت رادیوتراپی بوده اند، برگرداند و همچنین 
می توان از این تکنیك در حفظ حیوان های در حال انقراض بهره جست 3- از آنجا که 
اسپرماتوزوا تنها سلول بدن است که اطلاعات ژنتیکی را به نسل بعد منتقل می کند، 

می توان با دستکاری سلول های بنیادی اسپرماتوگونی حیوان ترانسژن طراحی کرد.
از جمله محدودیت استفاده از این سلول ها می توان به موارد زیر اشاره کرد: 1- تعدادشان 
چند  از  پس  هستند،  بالغ  بنیادی  سلول های  جزو  اینکه  دلیل  به   -2 است  کم  بدن  در 
مرحله کشت دچار پیری می شوند. 3- جداسازی و کنترل مراحل کشت آن سخت تر از 

سلول های بنیادی جنینی است. (51).

نتیجه‌گیری:
کلونی زایی  القای  در  مثبتی  تاثیر  کشت  محیط  به  ملاتونین  افزودن  می رسد  نظر  به 
دوز  با  کشت  محیط  به  آن  کردن  اضافه  و  دارد  اسپرماتوگونی  بنیادی  سلول های 

کلونی زایی مورد استفاده در این مطالعه (یك میکرومول) توصیه می  شود.  

تشکر و قدردانی:
این مقاله استخراج شده از رساله دکتری عمومی دامپزشکی است و تمامی هزینه های 

آن توسط معاونت پژوهشی دانشگاه رازی تامین شده است.
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