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Abstract 
Background and Aim: In males, spermatogonial stem cells (SSCs) are the cause of germ cell production and therefore 

fertility. Reducing and damaging SSCs is one of the causes of infertility. Culture, proliferation, and differentiation of SSCs 

in vitro can be a solution to treat some cases of infertility. In the present study, performed in 2019 at the Iranian Biological 

Resource Center, we examined the growth and differentiation of SSCs on decellularized testicular matrix (DTM) in rats. 

Methods: In the current experimental study, after extraction of SSCs by enzymatic method from testicular tissue of 

newborn mice, these cells were propagated in a specific culture medium for three weeks. After confirming the identity of 

the colonies resulting from the growth of these cells, they were cultured in two groups, one on a layer of DTM and the other 

in two-dimensional conditions of conventional culture dishes with differential culture medium. In the fourth week, since the 

initiation of the differentiation culture, the expression of pre meiotic (OCT4 & PLZF) and meiotic (SCP3 & Protamine-2) 

genes were measured in both groups. To ensure the results, all steps were performed with three biological replications and 

the results were evaluated using one way ANOVA. 

Results: : Examination of pre-meiotic and meiotic gene expression after 4 weeks of differential culture of SSCs on two-

dimensional substrate and DTM using real-time PCR showed that the expression of meiotic genes was significantly higher 

on DTM substrate (P ≤ 0.01). ). 

Conclusion: In DTM three-dimensional culture, due to the better communication of cells with each other and the presence 

of a natural extracellular matrix, more ideal conditions are created for the preservation, proliferation and differentiation of 

SSCs than in two-dimensional culture. 
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  ashouri@acecr.ir آدرس پست الکترونیکی:؛ موثقآشوری سپیده نویسنده مسئول مکاتبات:*

 خلاصه
هدف:    سابقه مذکرو  سلولدر جنس  اسپرماتوگونی  ،  بنیادی  تولید    (Spermatogonial stem cells-SSCs)های  هستندسلولعامل  باروری  و  جنسی   و  های 

تواند راهکاری برای درمان برخی از موارد ناباروی باشد. ما در  در محیط آزمایشگاهی می  SSCsها از عوامل ناباروری است. کشت، تکثیر و تمایز  کاهش و آسیب به آن

 Decellularized) زدایی شدهروی بافت بیضه سلول  SSCsرشد و تمایز   ،در مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران انجام دادیم  1399این مطالعه که در سال  

testicular matrix-DTM)   .موش صحرایی را بررسی کردیم 

ها به مدت سه هفته در محیط کشت اختصاصی  از بافت بیضه موش تازه متولدشده این سلولبا روش آنزیمی  SSCsدر این مطالعه تجربی، پس از استخراج  :روش کار

گذشت    و دیگری در ظروف کشت معمول کشت داده شدند. پس از   DTMهویت، برای تمایز در دو گروه یکی بر روی یک لایه از  تأیید ها پس از  تکثیر شدند. سلول

-Realبا روش    گروه  دو  هر  در  (Protamine-2و    SCP3  میوزی )شامل:  هایژن  و  (OCT4و    PLZFمیوز )شامل:    از  پیش  هایژن  نبیا  تمایزی  کشت   هفته  چهار 

time PCR  طرفه  یک  واریانس  آنالیز  برای اطمینان از نتایج حاصل تمام مراحل کار با سه بار تکرار زیستی انجام شد و نتایج حاصل با روش  .شد  سنجیده  (One 

way ANOVA  ) .ارزیابی شد 

  Real-time PCR  از  استفاده  با   DTM  و  بعدی  دو  بستر  روی  SSCs  تمایزی   کشت  هفته  چهار   از   پس   میوزی  و  میوزیپیش  ی هاژن  بیان  میزان  بررسی  ها:افته ی

 (. P ≤ 0.01)  است یافته  افزایش   داریبه میزان معنا DTM  بستر روی  میوزی هایژن بیان   میزان که داد نشان

برای حفظ، تکثیر و   تری مناسب ها و وجود ماتریکس خارج سلولی طبیعی، شرایط به دلیل ارتباط بهتر سلول DTMدر شرایط کشت سه بعدی حاصل از  :یریگ جهینت

  .نسبت به کشت دو بعدی ایجاد شده است SSCsتمایز 

 . تمایز ؛زداییسلول ؛ماتریکس خارج سلولی ؛های بنیادی اسپرماتوگونیسلول :ید یکلواژگان

 استناد کنید:به این مقاله، به صورت زیر 
Ashouri Movassagh S, Ashouri Movassagh S. Effect of 3D substrate obtained from decellularized tissue of rat testis on the 

differentiation of mouse spermatogonial cells. Pejouhesh dar Pezeshki. 2022;46(2):19-29. 
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 مقدمه
کشت  روش   بهبود آزمایشگاهی    SSCsهای  مدل  یک  ایجاد  با 

سبب تسهیل مطالعه در روند اسپرماتوژنز، درمان ناباروری با علل  

مردانه   جنسی  سلول  طریق  از  ژنتیکی  اصلاح  امکان  و  مردانه 

  دچار   مردان  جمعیت  از  درصد  7  حدود   امروزه.  (4-1)  شودمی

 با  که  هستند  آزواسپرم  درصد  10  تعداد،  این  از  و  هستند  ناباروری

  داخل   تزریق  و  بیضه  بافت  بیوپسی  نمونه  از  اسپرم  گرفتن

  این   با .  شودمی  فراهم  افراد  این  برای  باروری  امکان  سیتوپلاسمی،

  در   هاپلوئید  بالغ   سلول  به  دیپلوئید  جنسی  هایسلول  تمایز  وجود

  آزواسپرم   مردان  به  کمک  برای  تواندراهیمی  آزمایشگاهی  شرایط

  باشد   هستند،   اسپرماتوژنز  روند  در  توقف   دچار  که  افرادی  ویژه  به

(5 ,6 ) . 

ی درمانی و افزایش بهبود سرطان در کودکان  هابا پیشرفت روش

رادیوتراپی که به سلول از شیمی درمانی و  عوارض ناشی  های  و 

موجود   SSCsهای در حال تکثیر مانند  مختلف به خصوص سلول 

های اصلی در این  رساند، یکی از چالشدر بافت بیضه آسیب می

 . (7) بیماران، ناباروری پس از بلوغ است

شود و انجماد  از آنجا که اسپرماتوژنز در دوران کودکی آغاز نمی

در   بالغ  امکاناسپرم  یکودکان  بنابراین  نیست،    از   ی کپذیر 

  SSCs  وندیپ   و  انجماد  ی در این افراد،بارور  بازگرداندن  یهاروش

  ی ادیبن  هایسلول  تعداد   شیافزا.  ( 10-8)  است  ها آن  به

  و   ییکارا  شیافزا  به  منجر  مختلف  یهاستم یس  در  یاسپرماتوگون

به    ،شودیم   وندیپ   تیموفق را  عود سرطان  است خطر  ممکن  اما 

-11) های سرطانی در بافت بیضه افزایش دهددلیل حضور سلول 

بر(13   در   اسپرماتوگونی  های سلول   از  اسپرم  تولید  اساس،   این   . 

  این   برای  مناسبی   درمانی   گزینه  تواند می  آزمایشگاهی   شرایط

  . باشد بیماران

 برای  آزمایشگاهی   شرایط  در  اسپرماتوژنز  انجام  و   SSCs  کشت

  در   چالش  یک  عنوان  به  بالغ  اسپرماتوزوآی  به  دستیابی

نتایج.  است  مطرح  مختلف  هایتحقیق    از   امیدبخشی  تاکنون 

  آزمایشگاهی   شرایط  در  بالغ  اسپرماتید  تولید  و  اسپرماتوژنز  انجام

  تولید   به  قادر  پایین  باروری  توان  وجود  با  که  است  شده  حاصل

   .(7)   اندبوده  نرمال یهابلاستوسیست 

 میوزی  هایتقسیم  ، آزمایشگاه  در  SSCsکشت  مشکلات  از  یکی

 بستری  به  نیاز  SSCs  تمایز  و  تکثیر  حفظ،  برای.  ستهاسلول   این

  آورد،   فراهم  را  بدن  مشابه  شرایطی  امکان  حد   تا  بتواند  که  است

  در   معمول  هایکشت  بعدی  دو   هایبستر  در  که  ساختاری

 کشت  دنبال  به  هامطالعه  بیشتر  حاضر،  حال   در.  نیست  دسترس

  کشت   . (15,  14,  3,  2)  هستند  بعدیسه  های بستر  در   ها سلول 

 ساز،اسپرم  هایلوله   مشابه  شرایط  کردن  فراهم  با  بعدی  سه

  محسوب   آزمایشگاهی  محیط  در  اسپرماتوژنز  انجام  برای  راهکاری

  تواند می  بعدی   سه  بستر  نوع  انتخاب  که  است  بدیهی .  شودمی

  بدن،   در.  باشد  نظر  مورد  هدف  به  دستیابی  برای  ثریمؤ  کمک

-Extracellular matrix)  سلولی  خارج  ماتریکس  با   ها سلول 

ECM  )( 17,  16)  دارند   ارتباط  خود  اطراف  .ECM   انواع   شامل  

 و  گلیکوپروتئین  پروتئوگلیکان،  کلاژن،  مختلف  هایترکیب

  ای هپیچید  هایساختار  با  هاملکول   این.  است  گلیکوزآمینوگلیکان

  و   ها بافت  در  ECM  پروتئینی  اجزای.  دارند  قرار  یکدیگر  کنار

 شرایط  اساس   بر  آن  ترکیب  و  است  متفاوت   مختلف  هایاندام

 شرایط  ECM.  (19,  18)  شودمی  مشخص  پاتولوژیک  و   نمو   رشد،

 سبب  و   آوردمی  فرآهم   را  هاسلول  بین  ارتباط  برای  مناسبی

  تواند می  اینکه  شود؛ ضمنمی  ها سلول  متفاوت  مکانیکی  تحریک

راسلول  روی  ثرؤم  هایفاکتور دست .  (20)  کند  کنترل  ها    به 

  مشابه   هایترکیب  بتواند  که  آزمایشگاه  در  ECM  مدل  یک  آوردن

 زداییسلول  با   مشکل  این  و   است  مشکل  باشد،  داشته  را  بدن

  شده   حل  سلول  کشت  در  هاآن  ماتریکس  از  استفاده  و   هابافت

  با   را  شباهت  حداکثر  آزمایشگاه   در  بتوانیم  اینکه  برای.  است

  ای هشد  زداییسلول  بافت  از  است  بهتر  باشیم،  داشته  بدن  محیط

  در .  کنیم  استفاده  است،  آن  با  تماس  در  بدن  در  مدنظر  سلول  که

  و   ژنتیکی   ذخایر  ملی   مرکز  در  1399  سال  در  که  مطالعه  این

یک    روی  SSCs  کشت  با  که  شد  سعی  دادیم،  انجام  ایران  زیستی

موش  بافت  شدهزداییسلول  لایه   مشابه   شرایطی  صحرایی  بیضه 
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 شرایط  در   ها آن  تمایز  ها و سلول   اتصال   برای  بدن   طبیعی  ساختار

 .شود فرآهم  آزمایشگاهی 

 روش کار
محل نگهداری حیوانات حیوانات مورد آزمایش در این پروژه در  

گروه آناتومی دانشگاه علوم پزشکی تهران نگهداری آزمایشگاهی  

نگهداری،  شدند.  می و سیستم  محل  تمیز شده  روزانه  به صورت 

بر  حیوانات  تغذیه  بود.  موجود  استانداردهای  با  مناسب  تهویه 

 شد. انجام می آنهااساس نیاز 

بافت:  گیرینمونه تجربی  مطالعه  این    های موش  از  بیضه  در 

  های لوله  سن،  این  در.  شد  گرفته  متولدشده  تازه  سوری

. است  اسپرماتوگونی  و  سرتولی  هایسلول  شامل  فروسسمنی

  با   کار  اخلاقی  قوانین  اساس  بر  گیرینمونه  که  است  ذکر  به  لازم

مراحل   .گرفت   انجام  هاحیوان  تمام  کار،  نتایج  از  اطمینان  برای 

شد. انجام  زیستی  تکرار  بار  سه  با  حیوان،   مطالعه  با  کار  موقع 

اصول مقیدسازی بر اساس استانداردهای موجود انجام شد و قبل  

نخاعی روش  با  حیوانات  کالبدگشایی  صحیح، از  و  سریع  کردن 

گشایی  ها کشته شده و پس از اطمینان از مرگ آنها، کالبد موش

می حیوان  انجام  از  بافت  تهیه  هدف،  چون  مطالعه،  این  در  شد. 

بود، لذا حیوانات تحت درمان یا دریافت دارو قبل از کالبدکشایی  

 قرار نگرفتند. 

سلول بیضهجداسازی  بافت  و  :  های  کالبدشکافی  از  پس 

نمونه حیوان،  از  بیضه  بافت  حاوی  جداسازی  ظرف  درون  ها 

انتقال داده شدند. در  آنتیمحیط کشت و   آزمایشگاه  به  بیوتیک 

شست از  پس  بافر  وشوی آزمایشگاه  با    سالین   فسفات  نمونه 

(Phosphate Buffered Saline-PBS  )  ،و برداشتن کپسول بیضه

تر تقسیم  های کوچکبافت با استفاده از روش مکانیکی به قطعه

پروتکل اساس  بر  سپس  با  شد.  و  موجود  تغییر،  های  اندکی 

  . بافت (22,  21)  جدا شدند  های بافت بیضه با روش آنزیمیسلول 

حضور  مرحله  دو  در  بیضه   )یک   یک  تیپ  کلاژناز  هایآنزیم  در 

  در   گرم میلی  5/1)  هیالورونیداز  لیتر(، میلی  در   گرممیلی

بن  لیتر(میلی  در  گرممیلی  )یک  تریپسین  و  لیتر(میلی   ماری در 

  هضم   دقیقه  45  مدت  به  گراد(سانتی  درجه  37  شیکردار )دمای

 محلول  از  استفاده   با  آنزیمی  هضم   از  حاصل  هایسلول.  شد

  ها آن  مانی   زنده  میزان  و   شدهشمارش  درصد  4/0  یبلو  تریپان

 . شد بررسی

 SSCsهای جداشده و تکثیر  کشت سلول

 محیط   در  بیضه  بافت  آنزیمی  هضم  از  حاصل  هایسلول  -

 :DMEM:F12  :Dulbecco's Modified Eagle Medium  کشت

Nutrient Mixture F-12, Gibco, USA  ))درصد  10  با  همراه 

FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, USA  )شدند  داده  کشت  .

  کمتر   سرتولی  هایسلول  به  نسبت  SSCs  تعداد  اینکه  به  توجه  با

 برای  و   شوندمی  متصل  کشت  ظرف  کف  به  دیرتر  و  است

 کشت  از  روزشبانه  یک  از  پس  ها،سلول   این  بیشتر  جداسازی

 جداسازی  برای  و  شد  برداشته  هاسلول   رویی  محیط  اولیه،

.  انجام شد   سانتریفیوژ  نشدند   متصل  بستر  به  هنوز  که  هایی سلول 

در سلول  ، SSCs  اختصاصی  رشد   برای  و  سانتریفیوز  از  پس    ها 

 محیط  و   درصد  2/0  ژلاتین  با   شده داده  پوشش  کشت  ظروف

 KSR (KnockOut  درصد  5  با   همراه  DMEM:F12  کشت

Serum Replacement, Gibco, USA  )اپیدرمی   رشد  فاکتور  و  

(Epidermal growth factor- EGF, Sigma, USA  )مقدار  به 

 Fibroblast)   فیبروبلاستی  رشد  فاکتور  لیتر،میلی  رد  نانوگرم  20

growth factors- FGF, Sigma, USA  )در   نانوگرم   10  مقدار  به  

 Glial cell-derived)  گلیــا   از  مشــتق  رشد  فاکتور  لیتر،میلی

neurotrophic factor-GDNF, Sigma, USA  )10  مقدار  به  

 Leukemia)  لوسمی   مهارکننده  فاکتور  و  لیترمیلی  در   نانوگرم

inhibitory factor- LIF, Sigma, USA  )در  واحد  103  مقدار  به 

 درجه   37  دمایی  شرایط  در  و  شده  داده  کشت  لیترمیلی

 .  ( 23) شدند انکوبه 2CO  درصد 5 و  گرادسانتی

سلول   - داربست  موش   (DTM)شده  زداییتهیه  بیضه  از 

ظرف  :  صحرایی در  صحرایی  موش  بیضه  کالبدشکافی،  از  پس 

در    PBSحاوی   منتقل شد.  درجه سانتی  4و  آزمایشگاه  به  گراد 

ساعت    24به مدت    PBSوشو در بافر  بافت پس از چند بار شست

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
55

31
1.

14
01

.4
6.

2.
10

.4
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
ej

ou
he

sh
.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

23
 ]

 

                             4 / 11

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17355311.1401.46.2.10.4
https://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-3089-en.html


 و همکار  موثق آشوری سپیده                                                                              تمایز بر روی  رت بیضه  شدهزداییسلول بافت  از  حاصل  بعدیسه  بستر اثر

 

 29تا  19ت شمسی، صفحا 1401، سال 2، شماره 46دوره 
 

 پژوهش در پزشکی
 

   

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License.  23 

برش انجماد،  از  بعد  و  گرفت  قرار  فریزر  قطر  در  با    100هایی 

برای   شد.  تهیه  آن  از  لایهسلول میکرومتر  به زدایی،  بافتی  های 

 ساعت در محلول یک درصد سدیم دودسیل سولفات  24مدت  

(Sodium dodecyl sulfate -SDS)     قرار گرفتند. سپس به مدت

ها  از آن   منتقل شدند تا شوینده  PBSدو ساعت به ظرف حاوی  

زدایی شده به مدت یک ساعت در اتانول  خارج شود. بافت سلول

است  70 شستدرصد  از  پس  و  شد  دو  ریل  مدت  به  دوباره  وشو 

بافت بیضه   زداییسلولبعد از  استریل قرار گرفت. PBSدر  ساعت 

بافت،   در  سلول  نبود  از  اطمینان  از    DNAبرای  استفاده  با  آن 

بر   QIAamp DNA (mini kit -Qiagen, Germany) کیت و 

بررسی   شد.  استخراج  سازنده  دستورالعمل شرکت    DNAاساس 

 از بافت حذف شده است.   DNAشده نشان داد که کل راج استخ

بررسی  :  الکترونی  میکروسکوپ  با  بافت  بررسی  - برای 

زدایی و بعد از کشت دوباره  ، پس از سلول ساختار سه بعدی بافت

نمونه  میکروسکوپ  سلول،  از  استفاده  با  مرحله  دو  این  در  ها 

آماده برای  شدند.  بررسی  تصویربرداری، الکترونی  از  قبل  سازی 

بافت گلوتارآلدئید  ابتدا  در  از   5/2ها  بعد  و  شده  فیکس  درصد 

یک  اسمیوم   به مدت دو ساعت در تترااکسید  PBSوشو در  شست 

با درجه درصد آبگیری  از  اتانول،  قرار گرفتند. پس  های صعودی 

شد و ساختار بافت بعد   پوشانده  پالادیوم  -طلا  پوششی از  نمونه با

میکروسکوپ   زداییسلول  از با  آن  روی  سلول  کشت  از  پس  و 

 بررسی شد. 

سلول  - تمایز  و  بستر  های کشت  روی  اسپرماتوگونی 

از  :  شدهزداییسلول هفته  گذشت  پس  تکثیر  از  سه  و  کشت 

SSCs  اثر بررسی  برای   ،DTM  سلول این  تمایز  و  کشت  ها،  در 

از   پلیت    DTMابتدا یک لایه  قرار گرفت  24کف  سپس    . حفره 

 تأثیربررسی    برایسلول به هر حفره اضافه شد.  5/1×  510تعداد  

در    هاسلول   ،زمان در شرایط مشابههم  SSCsداربست روی تمایز  

   گرفتند. قرار DTMحفره بدون حضور  24پلیت 

محیطسلول  در  هفته  دو  مدت  به  گروه  دو  هر  در   کشت  ها 

درصد    KSR  ،5درصد    5  به همراه  DMEM:F12  پایه  با  تمایزی

FBS  ،10  انسولین  میلی  در  گرممیلی -7،   (Gibco, USA)لیتر 

  مولار   4-10،  (Sigma, USA)اسید    رتینوئیک  مولار  3/3  ×10

ویتامین    لیترمیلی  بر   گرممیلی  C  ،10 (Sigma, USA)ویتامین  

(Sigma, USA) E ،1   مولار پیرووات(Sigma, USA) ، 5-10×5/2 

 ,Sigma)مولار تستوسترون    10-7و    FSH  (Merk, USA )واحد  

USA)  هر   تمایزی  محیط  کشت  دوره  طول  کشت داه شدند. در  

 . شد  تعویض باریک ساعت 48

روش  SSCs  هویت  تأیید  - )  با  : (ICCایمونوسیتوشیمی 

رشد  کولونیهویت    تأییدبرای   از  حاصل  از  SSCsهای  قبل   ،

سلول این  تمایز  آنتی  ها شروع   GFRα1  (Thermoبادی  با 

Scientific, UK)  وPLZF  (USA  (Santa cruz,   روش با  و 

فیکس  ایمونوسیتوشیمی   از  منظور پس  این  برای  بررسی شدند. 

پارافرمسلول  در  غشا،    4آلدهید    ها  نفوذپذیری  برای  درصد، 

مدت  سلول  به  محلول  24ها  در   درصد  3/0  تریتون  ساعت 

(Sigma, USA  )گراد قرار گرفتند. بعد  سانتی  درجه  4  دمای  و در

شست  با  از  بز  PBS،10وشو  سرم  به    (Sigma, USA)  درصد 

اضافهسلول  سلول   ها  آن  از  پس  در  شد.  شب  یک  مدت  به  ها 

گراد انکوبه شدند.  درجه سانتی  4بادی اولیه در دمای  حضور آنتی 

بادی سلول  آنتی  حضور  در  و  شده  شسته  مدت  این  از  بعد  ها 

گراد و  درجه سانتی  37ثانویه به مدت یک ساعت و نیم در دمای  

اضافه    DAPIها شسته شده و  سپس سلول  تاریکی قرار گرفتند.

فلوئوروسنت  سلول  .شد میکروسکوپ  توسط    (Japanها 

(Olympus,  ها بررسی شدند. مارکر تأیید برای  400و با عدسی 

  ، تمایزی  کشت  هفته  چهار  از  پس:  Real-time PCRروش  

RNA  روی  شدهدادههای کشتسلول  DTM   با   دوبعدی   بستر  و  

 از.  شد  استخراج  Qiagen, Germany)) ترایزول   محلول  از  استفاده

RNA   سنتز   کیت  از  استفاده   با  شدهاستخراج (Takara, Japan) 

cDNA   سازنده،  شرکت  دستورالعمل  براساس  و  cDNA  ساخته 

با.  شد  Real-time PCR  (Applied  دستگاه   از  استفاده  سپس 

Bio systems, USA )   کیت    و(Tli RNaseH Plus, Japan) 

SYBR Premix Ex Taq Kit  سطح ژن،  پیشبیان  میوزی های 
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)شامل:  هایژن  و  (OCT4و    PLZF)شامل:   و    SCP3  میوزی 

Protamine-2) شد بررسی. 

 اختلاف  وجود  تعیین  برای  آماری  هایمحاسبه:  هاداده  آنالیز

 افزارنرم  توسط  Real-time PCR  از  حاصل   نتایج  در  معنادار

Graph Pad Prism 6  طرفه  یک   واریانس  آنالیز  روش   با  (One 

way ANOVA  ) با   اختلاف  ها، محاسبه  این  در .  شد  انجام  

P<0.05 شد گرفته درنظر دارمعنا . 

 هایافته
سلول  تأیید اسپرماهویت  بنیادی  )های  : (SSCsتوگونی 

کشت،   از  پس  هفته  یک  تکثیر کولونیحدود  از  حاصل  های 

SSCs  از سه  (.  1)شکل مشاهده شد تکثیر،  پس  و  هفته کشت 

 GFRα1   و  PLZFهای  بادیآنتی  ها باکولونی  هویت،  تأیید  برای

و با روش ایمونوسیتوشیمی بررسی شدند. نتایج نشان دادند که  

 . (2شکل)کنند  ها این دو مارکر را بیان میکولونیاکثر 

  
 که به مدت سه هفته کشت داده شدند.  SSCsهای حاصل از تکثیر کولونیشده با میکروسکوپ نوری از تصویر تهیه -1شکل 

 

 
با میکروسکوپ فلوئوروسنت از  تصویر تهیه  -2شکل   با آنتی یید هویت این سلول. تأSSCsهای حاصل از تکثیر  کولونیشده  های اختصاصی  بادیها 

با روش ایمونوسیتوشیمی بررسی شد. مشاهده می  GFRα1و    PLZFهایضدمارکر اکثر سلولو  را بیان   کولونیهای واقع در  شود که  هر دو مارکر 

 کنند. می
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 با میکروسکوپ الکترونی   DTMبعدی ارزیابی ساختار سه

 نشان  الکترونی  میکروسکوپ  با  DTM  بعدی  سه  ساختار  بررسی

  های لوله   جمله  از  بافت  نقاط  تمام   ساختار،   حفظ  ضمن  که  داد

  همچنین.  اندهشد  سلول  از  عاری   کامل  طوربه  فروسسمنی

پسسلول  که  داد  نشان  الکترونی  میکروسکوپ  بررسی   از   ها 

 (. 3شکل)اند نشسته DTM روی خوبی به کشت

 

 Real time PCRبررسی بیان ژن با استفاده از 

های  از سلول  RNAچهار هفته پس از کشت تمایزی با استخراج  

روی   یافته  ژن  DTMکشت  بیان  دوبعدی  بستر  های  و 

)شامل:  پیش ژنOCT4  ،PLZFمیوزی  و  میوزی (  های 

روش  Protamine-2و     SCP3)شامل: با   )qPCR    .شد بررسی 

ژن  بیان  میزان  که  داد  نشان  میزان نتایج  به  میوزی  های 

بستر  معنا روی  است  DTMداری  (.1نمودار  )  بیشتر 

 
(. Aها به طورکامل از آن خارج شدند ) دهد که ضمن حفظ ساختار بافت، سلولنشان می DTMشده با میکروسکوپ الکترونی از  تصویر تهیه -3شکل 

 (. Bاند ) ها به خوبی روی این بستر نشستهدهد که سلولها روی آن نشان میپس از کشت سلول DTMشده از عکس تهیه

 

 

 
میزان    -1نمودار   ژنبررسی  پیشهابیان  ازی  پس  میوزی  و   میوزی 

تمایزی   کشت  هفته  بعدی  SSCsچهار  دو  بستر  با    DTMو    روی 

از   میReal-time PCRاستفاده  نشان  نتایج  میزان.  که    بیان   دهد 

است    بیشتر  DTM  بستر  روی  داری معنا  میزان  به  میوزی  هایژن

(P≤0.01) . 

 بحث 
  بعدی سه   کشت  شرایط  در  SSC  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج

  های سلول  توانسته است به میزان قابل قبولی بهDTM   از  حاصل

   .یابد  تمایز بالغ جنسی

سلول بدن،  لوله  SSCsهای  در  اسپرم در  گرفته های  قرار  اند.  ساز 

لوله این  در  که  سلولارتباطی  بین  با  ها  اسپرماتوگونی  های 

سلول و  سلولی  خارج  می  سرتولیهای  ماتریکس  در  ایجاد  شود، 

سلول  این  تمایز  و  دارد  تکثیر  بسزایی  نقش  از (25,  24)ها   .  

  شرایطی   تواندنمی  بعدی  دو   بستر  روی  سلول  کشت  آنجاکه

بنیادیسلول   تمایز   و   رشد   برای  بدن  مشابه ،  ( 1)کند  ایجاد   های 

است.   گرفته  قرار  توجه  مورد  بعدی  سه  بسترهای  از  استفاده 

استفاده    هایداربست   انواع  از  طبیعی   و  سنتتیک  هایداربست 

  طبیعی   هایداربست از    استفاده  امروزه.  هستند  تحقیقات  در  شده
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بافت   مشتق   محققان   خاص  توجه  مورد  شده  زداییسلول  هایاز 

با هاداربست  این  در   زیرا  است،  گرفته  قرار   زدایی، سلول  فرآیند  ، 

  های پروتئین  از  بسیاری  اما  شوند،می  حذف  سلولی  هایژن آنتی

 حفظ  سلولی  خارج  ماتریکس  عملکردی  و  ساختاری

کرده مطالعه  .( 26)شوندمی گزارش  بسیاری  ماتریکس  ها  که  اند 

تمایز   القای  در  مهی  نقش  سلولی  به  سلولخارج  بنیادی  های 

داردسلول  مختلف  گیرنده(28,  27)  های  ارتباط  برقراری  های  . 

سطح سلول نظیر اینتگرین با ماتریکس خارج سلولی سبب تغییر  

ژن بیان  جمله  از  سلول  درون  سیگنالینگ  ها،  مسیرهای 

جرت سلولی و سازماندهی اسکلت درون سلولی، رشد سلول، مها

می سلولی  گزارش ( 31-29)  شود تمایز  محققان  همچنین،   .

اینتگرین در سلولکرده های اند که مسیر سیگنالینگ وابسته به 

زنده در  مهمی  نقش  سلولجنسی،  تمایز  و  در های جنسی  مانی 

 .  (32) بافت بیضه دارد

های  های مختلف بر حسب نوع و عملکردشان دارای ترکیببافت

ماتریکس خارج سلولی اختصاصی هستند، در این مطالعه از بستر  

استفاده شد. نتایج    SSCsشده بافت بیضه برای تمایز  زداییسلول 

  DTMدر شرایط کشت سه بعدی حاصل از    SSCsنشان داد که  

های  به میزان معناداری نسبت به شرایط کشت دو بعدی به سلول

های  جنسی بالغ تمایز پیدا کرده است. کشت طولانی مدت سلول

بین از  سبب  آزمایشگاهی  شرایط  در  ویژگیرفتبنیادی  های  ن 

شود، بنابراین دستیابی به سیستم  ها میمنحصر به فرد این سلول

ها  کشتی که بتواند تا حد ممکن شرایط مشابه بدن را برای سلول 

می کند  سلول فراهم  این  تمایز  و  تکثیر  حفظ،  در    مؤثر ها  تواند 

در انواع   SSCsای روی کشت و تمایز  های گستردهمطالعه  باشد. 

سهبستر  است  های  شده  و    Lee.  (38-33,  23,  14)بعدی 

سال   در  بیضه سلول  2006همکارانش  بافت  از  حاصل  های 

بعدی حاصل از کلاژن و کلاژن  روزه را روی بستر سه   18های  رت 

روز کشت دادند و پس از این دوره،    22همراه با ماتریژل به مدت  

را بررسی کردند و مشاهده    Protamine2و    TP2بیان مارکرهای  

میزان  به  بعدی  سه  های  بستر  در  مارکرها  این  بیان  کردند 

 . (37)داری بیشتر از بستر دو بعدی استمعنا

مطالعه که  در  سال    Huleihelای  در  همکارانش  انجام    2015و 

و    SACSمیمون رزوس نابالغ را روی محیط کشت    SSCsدادند،  

MCS    مارکرهای بیان  و  داده  را   CREMکشت  آکروزین  و 

کردند   ، 2018  سال   در  همکارانش  و   Talebi.  (23)  مشاهده 

SSCs  یرو  بر را    روزه  سه   یهاموش  SACS   با   شده   اصلاح  

 ,Plzf  یهاژن  انیب  و   دادند  کشت  هفته  دو   مدت  به  برینانوف

Gfrα1, c-Kit    2018. در سال  (39) کردند  مشاهدهرا  Gholami 

همکارانش،   ازانسان  SSCsو  حاصل  بعدی  سه  بستر  روی  را   ی 

SACS  تمایزی، با بررسی  کشت دادند و پس از چهار هفته کشت

مشاهده    Integrinαو   SCP3, MVH, PLZF مارکرهای بیان

تمایز   و  بقا  که  میزان   SSCsکردند  به  بعدی  سه  بستر  در 

 . (34) داری بیشتر از بستر دو بعدی استمعنا

  تمایز   در   بعدی  سه  بستر  اهمیت  شده،   انجام  های تحقیق  نتایج

 کشت  از  قبل  مطالعه  این  در   .دهدمی  نشان  را  بنیادی  یهاسلول 

 بررسی  میکروسکوپ  با  آن  بعدی  سه  ساختار  DTM  روی  سلول

 خوبی  به  زداییسلول   ضمن  بافت  ساختار  شد  مشاهده  و  شد

  به   که  متولدشده  تازه  هایموش SSCs  سپ   .است  شده  حفظ

هفته  مدت   روش   با   بودند   شده  تکثیر  آزمایشگاه   در  سه 

 بررسی  PLZF  و  GFRα1  هایبادی  آنتی  با   و  ایمونوسیتوشیمی

هویت روی داربست طبیعی حاصل از بافت    تأیید   از  پس   و   شدند 

بیان بررسی  با  شدند.  داده  کشت   میوزی پیش  های ژن  بیضه 

(,OCT4  GFRα1و اختلاف (  SCP3 ,Protamine-2)  میوزی  ( 

سلول  (P<0.05) معنادار   این  تمایز  و  بعدی  بقا  سه  بستر  در  ها 

شد داده  نشان  دوبعدی  به    ط یشرا  دلیل  به  تواندیم  که  نسبت 

  تماس   و  یریگشکل  در  شده  ییزداسلول  بستر  که  یمناسب

 ضمن  تا  باشد  کندیم  جادیا  کسیماتر  با  و  گریکدی  با  هاسلول 

  ز یتما   و   ریتکث  یبرا  ی مناسب  طیشرا  ،هیاول  ی هاسلول   شتریب  حفظ

 .  شود فرآهم  هاسلول  نیا
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سلول بعدی  دو  روتین  کشت  دیگر،  طرف  محیط  از  در  ها 

نمی سلولآزمایشگاه،  فضایی  آرایش  بافت  تواند  در  جنسی  های 

سازی کند که این مساله خود به عنوان نقطه ضعف بیضه را شبیه 

. همچنین فقدان اتصال گیرنده پشتی  (40)  این مدل کشت است

ها سلول با داربست کشت دوبعدی سبب ایجاد استرس در سلول

آن حد  از  بیش  کشیدگی  میو  کشت  محیط  در  .  (41)  شودها 

داربست از  استفاده  از  بنابراین  غنی  طبیعی  بعدی  سه  های 

می سلولی  خارج  را  ماتریکس  بهتری  شرایط  و تواند  برای کشت 

 . ها فراهم آوردتمایز سلول

 گیری نتیجه
سبب    DTMبر روی    SSCsها نشان داد که کشت  نتایج این یافته

تکثیر بیشتر    ،حفظ،  تمایز  و میمی  SSCsو  عنوان شود  به  تواند 

مطالعه  برای  و  راهکاری  آزمایشگاه  در  اسپرماتوژنز  بیشتر  های 

 . باشد مردان امیدی برای درمان ناباروری در

 یقملاحظات اخلا
در   مطالعه،  تهران،  این  پزشکی  علوم  کد   ،بررسیدانشگاه  با    و 

IR.TUMS.REC1394.1751  .ثبت شده است 

 تأمین بودجه
این   کد    مطالعهبودجه  با  مصوب  طرح  محل    در   35481از 

 تأمین شده است.  ،دانشگاه علوم پزشکی تهران

 تعارض منافع
 اند. نویسندگان، تعارض منافعی را گزارش نکرده
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