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Abstract 
Background and Aim: Spermatogonial stem cells have the ability to self-renewal and differentiation and can transmit 
genetic traits to the next generation. Therefore, establishing an appropriate culture medium for this cell line is 
important. The aim of this study was to determine the effect of different concentrations of L-arginine on sheep 
spermatogonial stem cells colony formation in-vitro. 
Methods: An experimental study was conducted. Each treatment was replicated five times. Spermatogonial cells were 
isolated from prepubertal lamb’s testis using two-step enzymatic digestion. The cells were cultured for ten days in six 
groups. In the control group, a simple culture of spermatogonial cells was performed in DMEM containing 1% 
antibiotics and 5% FBS. In the treatment groups 1, 2, 3, 4, and 5 different concentrations of L-arginine (50, 100, 200, 
500, and 1000 μmol/L), was added to the culture medium, respectively. The culture media were changed every three 
days. Identification of cells was confirmed by immunocytochemical staining against PGP9.5 and PLZF antigens. 
Immediately after isolation, the percentage of cells viability, number, and surface area of colonies formed on the 4th, 
7th, and 10th days after the culture, were assessed by an inverted microscope. Data were analyzed using one- way 
ANOVA test. P<0.05 was considered statistically significant. 
Results: The findings indicated that the viability rate of spermatogonial cells after isolation was 89.28 ± 1.4%. Isolated 
cells expressed PGP9.5 and PLZF antigens. Also, on day 10 after culture and in treatment 4 (200 μmol/L L- arginine); 
the number (160.8 ± 21.1) and surface area (5.4 ± 1.3) spermatogonial cells colonies had a significant increase 
compared to other groups (P<0.05). 
Conclusion: It seems that the addition of L- arginine at a dose of 200 μmol/L has a positive effect on the induction of 
spermatogonial stem cells colonization and can provide an appropriate culture medium in vitro. 
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 خلاصه
 یجادا بنابراین. کنند منتقل بعدي نسل به را ژنتیکی صفات توانندیم و بوده تمایز و خودنوسازي توانایی داراي یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول: و هدف سابقه
 یاديبن يهاسلول زاییکلونیبر  ینآرژن -مختلف ال هايغلظت یرتأث بررسی. هدف از مطالعه حاضر استمهم  یرده سلول ینا يکشت مناسب برا محیط

 .بود آزمایشگاه یطگوسفند در مح یاسپرماتوگون

 يهابره یضهب از آنزیمی هضم مرحله دو طی یاسپرماتوگون يها. سلولشد انجام آزمایش تکرار و گیرينمونه بار پنج. بود تجربی حاضر مطالعه نوع :روش کار
 یطدر مح یاسپرماتوگون يهاگروه کنترل، کشت ساده سلول يداده شدند. برا کشت یشیگروه آزما ششروز در  10ها به مدت شدند. سلول جداسازينابالغ 

DMEM درصد  5و  بیوتیکیدرصد آنت یک يحاوFBS  .200، 100، 50( ینآرژن -ال مختلف هايغلظت نیز 5و  4، 3، 2، 1 یمارت هايگروه درانجام شد ،
 یزيآمها با رنگسلول یتبار انجام شد. ماهیکروز  سهکشت هر  هايمحیط یض. تعوشد اضافه کشت محیط به ترتیب به) لیتر بر یکرومولم 1000و  500

شده  یلتشک هايیکلون مساحتتعداد و  ها،سلول مانیزنده درصد جداسازي، از پس بلافاصله. شد تأیید PLZFو  PGP9.5 هايژنآنتی یهعل یمنوسیتوشیمیا
در  P>05/0 داريمعنا سطح. شدند آنالیز طرفهیک واریانس آزمون توسط هادادهشدند.  یابیمعکوس ارز یکروسکوپم توسط کشت، ازپس  10و  7، 4 يدر روزها

 نظر گرفته شد.

 هايژنآنتیشده استخراج يها. سلولبود درصد 28/89 ± 4/1 جداسازي از پس اسپرماتوگونی هايسلول مانیزنده میزان که دادند نشان نتایج ها:افتهی
PGP9.5  وPLZF مساحت و) 8/160 ± 1/21( تعداد ؛)ینآرژن -ال یتربر ل یکرومولم 200( 4 یماردر ت وپس از کشت  10در روز  ینکردند. همچن یانرا ب 

 .)P>05/0( داشت هاگروه یربا سا یسهمقا در داريمعنا افزایش اسپرماتوگونی هايسلول هايکلونی) 4/5 ± 3/1(

 تواندمی و دارد یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول زاییکلونی القاي بر مثبتی یرتاث یتربر ل یکرومولم 200 دوزبا  ینآرژن -ال افزودن رسدمی نظر به :يریگجهینت
 .کند فراهم آزمایشگاه محیط در را مناسبی کشت محیط
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 مقدمه
 یاديبن يها) سلولSSCs( یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول

 يتداوم اسپرماتوژنز و بارور يهستند که برا یضهدر ب یبافت
 هايلوله پایه غشاء در SSCs). 1( هستند يجنس نر ضرور

 يخودنوساز قبیل از یخواص يگرفته و دارا قرار سازمنی
د تولی منظوربه یزو تما یاديبن يهامنظور حفظ مخزن سلولبه
 ی). درك چگونگ2( هستندداوم اسپرم پس از سن بلوغ م

و گشودن  يموارد خاص نابارور دلیل یافتن يبرا SSCsعملکرد 
اسپرماتوژنز مهم  ینهدر خصوص پژوهش در زم یديجد يهادر

 براي اختصاصی نشانگرهاي نبود و SSCs کم یت). جمع3است (
ها محدود سلول ینا یولوژيما را در درك ب یی، تواناآنها شناسایی

کشت  یطدر مح SSCs سازيیو غن یر). تکث5 و 4کرده است (
 6( کندمیفراهم  يدرمان نابارور انجماد و يرا برا یمنبع باارزش

 تأثیر ارزیابی هدف با مختلفی مطالعات کنون تا بنابراین). 7 و
 در SSCs زاییکلونی القاي برمتفاوت  یطعوامل مختلف و شرا

 گرفته انجام آزمایشگاه محیط در حیوانی هايگونه سایر و انسان
 ).8-13( است

 در يضرور ینهآم اسید یک) L- arginine( ینآرژن -ال
پستانداران جوان در  يکه برا شودیپستانداران بالغ محسوب م

 براي ینآرژن -ال متابولیسم). 14( است یاتیح نیزحال رشد 
 کاربردهاي و بیماري سلامت، براي آن گسترده مفاهیم درك

 پرولین و گلوتامات گلوتامین، از ینآرژن -. الاست ضروري بالینی
 از( دیگر پستانداران اکثر و انسان در کلیه-روده محور طریق از

 به ینآرژن -). ال15( شودمی سنتز) رت و خوك گوسفند، جمله
      سایر و هاپروتئین سنتز براي ضروري سازپیش عنوان

 نیتریک جمله از( زیاد بیولوژیکی اهمیت داراي هايمولکول
) کراتین و گلوتامات ها،آمینپلی پرولین، اورنیتین، اوره، اکسید،

 ایفا یچرخه سلول و یسلول یگنالینگدر س ینقش مهم که است
 از ینآرژن -). ال16-18( کنندمی تحریک را سلولی یرکرده و تکث

 یداکس یتریکسنتاز به ن یداکس یتریکن آنزیم عملکرد طریق
)NOیتریکن آنزیمشده است که  گزارش .شودمی یل) تبد 

 فعالیت مردان سرتولی و یدیگل يهااز در سلولسنت اکسید
 براي که متابولیکی مسیرهاي از یاري). بس20و  19( کندمی

 ینآرژن -توسط ال ،مهم هستند یمثل، رشد و سلامت تولید
 ارزیابی هدف با یاديکنون مطالعات ز تا). 15( شوندیم یمتنظ

 یلقب از یمختلف سلول يهابر رده ینآرژن -ال یرتأث تأثیر
 و) 22( هایبروپلاست)، ف21آندومتر انسان ( يهاسلول

 شده انجام مطالعات نتایجشده است. ) انجام 23( هاآدیپوسیت
 نیز و تکثیر افزایش در مهمی نقش ینآرژن -ال که اندداده نشان
    آپاپتوز مهار سبب و داشته هاسلول این ماندنزنده میزان
 . شودمی هاسلول

 یاديبن يهاسلول یشگاهیآزما یردر مورد کشت و تکث
در  يمحدود یاراطلاعات بس ینآرژن-ال یرو تأث یاسپرماتوگون

 يهابر سلول ینآرژن -ال یرو تاکنون در مورد تأث استدسترس 
گوسفند با توجه به  یدام گونه بخصوص و اسپرماتوگونی یاديبن

 یواناتح یدتول ی،پزشک یبنوترک يداروها یدآن در تول یتاهم
 ین،نشده است. بنابرا انجام يامطالعه مدل حیواناتو  یختهترار

    القاي بر آرژنین -ال تأثیر بررسیهدف از مطالعه حاضر 
 محیط در گوسفند اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول زاییکلونی

 شهریور تا ماه تیر زمانی باره در حاضر مطالعه. است آزمایشگاه
 صنعتی کشتارگاه از گیرينمونه. شد انجام 1399 سال ماه

 سلولی کشت مرکزي آزمایشگاه در نیز هاسلول کشت و بیستون
 . گرفت انجام کرمانشاه رازي دانشگاه دامپزشکی دانشکده

 روش کار
 :اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول يو جداساز یريگنمونه

 هاينمونه مطالعه، این انجام براي. است تجربی حاضر مطالعه
 صنعتی کشتارگاهماهه از  2-3نابالغ با سن  يهابره یضهب

. شد یهکرمانشاه ته شهرستان یلومتريک 20واقع در  بیستون
 کشت آزمایشگاه به ساعت دو از کمتر در و یخ کنار در هابیضه

 باید. شدند منتقل رازي دانشگاه دامپزشکی دانشکده سلولی
 حیوانات با کار اخلاقی موازین مطالعه این در که کرد نشان خاطر

 است رازي دانشگاه اخلاق کمیته تأیید مورد که
)IR.RAZI.REC.1399.048(، رعایت حیوانات با کار هنگام 

 کردنجدا متعاقب و خارج اسکروتوم از بیضه آزمایشگاه، در. شد
 بار چند استریل، جراحی تیغ و پنس از استفاده با اپیدیدیم

 10 سپس .شد داده وشوشست تنتورید و درصد 70 الکل توسط
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 به و جدا یلاستر یچیبا استفاده از ق یضهب یمگرم از بافت پارانش
 ادامه، در. شد منتقل) ,South Korea SPL( فالکون لوله داخل

 ي) حاوDMEM  )Bio- Idea, Iranمحیط لیترمیلی 10
 و) لیترمیلی بر واحد 100( سیلینیپن هايبیوتیکیآنت

 UK ,Paisley,) (لیترمیلیبر  گرمیلیم 100( استرپتومایسین
Gibco (ها سه نوبت و هر بار به . هرکدام از لولهشد اضافه آن به
 سانتریفیوژ دقیقه در دور 1500 سرعت با دقیقه یکمدت 

)Germany Hettach, (استخراج و جداسازي براي. شدند 
 van روش از بیضه، پارانشیم بافت از سازمنی هايلوله هايسلول

Pelt 24( همکاران و (و Zandi همکاران و )شد استفاده) 25 .
 به وشوشست از پس بیضه پارانشیم بافت مکانیکی، هضم براي

 طور به استریل قیچی و پنس توسط و منتقل دیش پتري داخل
 در. شد آنزیمی هضم مرحله وارد ادامه در. شد قطعه قطعه کامل

 لیترمیلیبر  گرممیلی یک هايغلظت آنزیمی، هضم اول مرحله
 یپسینو تر 2 یپت یالورونیداز، ه4 یپکلاژناز ت هايیمآنز از
)USA MO, St. Louis, Sigma Chemical Co,ي) به پتر 
اضافه شد و سپس به  یضهب ايیرابهبافت ش يحاو هايیشد

 گراد،سانتی درجه 37 دماي بادر انکوباتور  یقهدق 45مدت 
. شدند داده قراردرصد  5 کربن اکسیددي ودرصد  80 رطوبت

مذکور بر هضم بافت  هايیمآنز یرتأث یبازده یشافزا يبرا
انجام شد.  یپتاژبار عمل پ یک یقهدق 10هر  یضه،ب یمپارانش
 هايلولهشدن و روند باز یمیهضم آنز ارزیابی براي ینهمچن
 بیضه پارانشیم بافت بار یک دقیقه 10 هر یکدیگر، از سازمنی

 ,inverted microscope ®IX71( معکوس میکروسکوپ توسط
Olympusحاصل شدههضم هايبافت حذف براي. شد ی) بررس 

 از هریک محتویات یکدیگر، از سازمنی هايلوله شدنجدا از
 دو مدت به و شد منتقل فالکون هايلوله داخل به هایشد پتري
 هايلوله زیر محتویات سپس. شد سانتریفیوژ 1400 دور با دقیقه

 داخل به و شد برداشته بود، سازمنی هايلوله حاوي که فالکون
 آنزیمی هضم دوم مرحله وارد و منتقل استریل هايیشد پتري

 آزادسازي و سازمنی هايلوله هضم براي مرحله این در. شد
 یک( 4 تیپ کلاژناز هايآنزیم آنها، در موجود هايسلول
بر  گرممیلی یک( 2 تیپ هیالورونیداز)، لیترمیلیبر  گرممیلی

) لیترمیلیبر  گرممیلی 05/0( ریبونوکلئازی) و دزوکسلیترمیلی
 انکوباتور در دقیقه 10 مدت به هادیش پتري وها اضافه به نمونه

 يهاسلول سازيجدا برايذکر است که  یان. شاشدند داده قرار
 دقیقه پنج مدت بهن فالکو يهالوله مانده،یاز قطعات باق يانفراد

 از آنزیمی هضم توقف براي. شدند سانتریفیوژ 800 دور با
 حاوي حاصل تعلیق. شد استفاده) ,FBS)USA Sigma  محلول
 بعد مرحله در. بود میوئید و سرتولی اسپرماتوگونی، هايسلول
 نایلونی فیلتر از سلولی تعلیق میوئید، هايسلول حذف براي

 عبور میکرومتر 55 اندازه با) Sartorius, Germany( استریل
 و اسپرماتوگونی هايسلول که حاصل تعلیق در. شد داده

 پنج مدت به سانتریفیوژ از پس بودند، شناور سرتولی هايسلول
 در. شدند جداسازي اسپرماتوگونی هايسلول 800 دور با دقیقه
 . شدند استفاده کشت براي هاسلول این نهایت،

 از پس هاسلول مانیزنده درصد ارزیابی حاضر، مطالعه در
 UK,درصد ( 4/0بلو  یپانتر یزيآمرنگ توسط جداسازي

Trypan blue ینا ي. براگرفت انجام نوري میکروسکوپ) و 
 1:1درصد به نسبت  4/0بلو  یپانبا تر یسلول یقمنظور، تعل

 با و تصادفی طوربه سلول 100 شمارش با سپس. شدمخلوط 
 و یینزنده و مرده تع يهاتعداد سلول هموسیتومتر، از استفاده
 .شد محاسبه مانیزندهدرصد 
 :اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول تکثیر و کشت

 کشت پلیت به فالکون لوله درون هايسلول کشت، منظوربه
)TPP, Switzerland (ششگوده حاوي پلیت. هر شدند منتقل 

 5، 4، 3، 2 هايگوده و کنترل گروه عنوانبه یک گوده که است
. یافت اختصاص 5و  4، 3 ،2، 1 تیمارهاي براي ترتیببه 6 و

 بنیادي هايسلول حاوي( سلولی تعلیق از میکرولیتر 1000
 یک حاوي DMEM کشت محیط به) سرتولی و اسپرماتوگونی

 هاگوده از یک هر داخل به FBS درصد 5 و بیوتیکآنتی درصد
 هاگوده به) Merck, Germany( آرژنین -ال سپس. شد ریخته
 آزمایش در شده استفاده مختلف تیمارهاي بنديگروه .شد اضافه

 .است شده ذکر 1 جدول در
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 آزمایش در شده استفاده مختلف تیمارهاي بنديگروه -1جدول 

 آرژنین -ال افزودن بدون DMEM کشت محیط )کنترل گروه( 1 شماره گوده
 لیتر بر یکرومولم 50 غلظت با آرژنین -ال حاوي DMEM کشت محیط )1 تیمار گروه( 2 شماره گوده
 لیتر بر یکرومولم 100 غلظت با آرژنین -ال حاوي DMEM کشت محیط )2 تیمار گروه( 3 شماره گوده
 لیتر بر یکرومولم 200 غلظت با آرژنین -ال حاوي DMEM کشت محیط )3 تیمار گروه( 4 شماره گوده
 لیتر بر یکرومولم 500 غلظت با آرژنین -ال حاوي DMEM کشت محیط )4 تیمار گروه( 5 شماره گوده
 لیتر بر یکرومولم 1000 غلظت با آرژنین -ال حاوي DMEM کشت محیط )5 تیمار گروه( 6 شماره گوده

 
 گراد،سانتی درجه 37 دماي بادر انکوباتور  هایتپل یت،نها در

 و شده داده قرار درصد پنج کربن اکسیددي ودرصد  80 رطوبت
کشت هر  هايمحیط یضتعو .شدند داده کشت روز 10 مدت به

و مساحت  تعداد ارزیابی برايبار انجام شد. یکروز  سه
 از پس 10 و 7 ،4 روزهاي در اسپرماتوگونی بنیادي يهاسلول
 مدرج چشمی عدسی به مجهز معکوس میکروسکوپاز  کشت

 بنیادي هايسلول هايکلونی مساحت محاسبه براي. شد استفاده
 Image Jافزارنرم از مربع مترمیلی حسب بر اسپرماتوگونی

)USA MD, Bethesda, National Institutes of Health, (
 در آرژنین -ال دوزهاي انتخابذکر است که  شایانشد.  استفاده

 قبلی مطالعات اساسبر زاییکلونی روند ارزیابی برايمطالعه  ینا
 ).23( گرفت انجام

 یزيآمبا رنگ یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول ییشناسا
 :PLZFو  PGP9.5 هايژنآنتی یهعل یمنوسیتوشیمیا

 یزيآماز رنگ A یپت یاسپرماتوگون يهاسلول شناسایی براي
 و Heidari از روش PGP9.5 ژنآنتی علیه ایمنوسیتوشیمی

 به) 27( همکاران و Rodriguez-Sosa همچنین) 26( همکاران
 گروه در هاسلول کشت، روز 10 از پس: شد استفاده یرشرح ز
 مکان اولین کردنبلوك. شدند تریپسینه تیمار هايگروه و کنترل

 مکان بلوك. شد انجامavidin / biotin  وسیلهبه غیراختصاصی
 پنج حاوي PBS در اسلاید دادنقرار با هم دیگر غیراختصاصی

. شد انجام اتاق دماي در دقیقه 10 مدتبه گوسفند سرم درصد
 یهخرگوش عل یرکونژوگهغ یهاول باديیبا آنت یداسلا سپس

) با رقت PGP9.5 )Dako, Carpinteria, CA, USAنشانگر 
در  یقهدق 60مدت درصد سرم بز به 5/2 يحاو PBSدر  1:400

(هر بار  PBS با وشوشست بار سه از پساتاق انکوبه شد.  يدما

 معرض در اتاق دماي در دقیقه 45 مدتبه مقطع)، دقیقه پنج
 ,biotinylated sheep anti-rabbit IgG( ثانویه باديآنتی

Avicenna Research Institute, Iran (با دوباره و گرفت قرار 
TBS / BSA در  یقهدق 30مدت ادامه مقطع به در. شد وشوشست

) HPR- conjugted streptavidin )Biosource, USAتماس با 
 در. شد وشوشست TBS / BSAقرار داده شد و با  1:250با رقت 
 ,Roche( بنزیدین آمینو دي 3-3 افزودن با پایانی مرحله

Germanyسپس،. شد نمایان رنگ دقیقه، 10مدت ) به مقطع به 
 هریس با دوباره و شد تمیز مقطر آب در کامل طوربه اسلاید

 مقطر آب با دوباره و آمیزيرنگ ثانیه 30 مدتبه هماتوکسیلین
 گزیلول با و آبگیري الکل با اسلاید ادامه، در. شد داده وشوشست
 زیر و) پوشانده Merck, Germany( انتنال با و شفاف

 .شد  ارزیابی) Olympus, Japan( نوري میکروسکوپ
با استفاده از نشانگر  اسپرماتوگونی يهاسلول ییشناسا براي

PLZF  از روشSomashekar ) زیر) به شرح 28و همکاران 
شفاف  ايیشهش هايلام يها بر رواستفاده شد: ابتدا سلول

با  یرشدند. سپس اسم آغشته یزینل-ال-یشده با پل یدهپوش
و با  شده ثابت یقهدق 10به مدت  درصد چهار یدپارافرمالده

TBST )TBS  درصد  05/0باTween 20 (شد.  داده وشوشست
درصد انکوبه  Triton- X (01/0( ایکس تریتون در هاسپس لام

، ژنآنتی یابیمنظور باز. بهشدند داده وشوشست TBS با و شدند
) به 2O2H( هیدروژن یددرصد پراکس 6/0 يحاو TBSدر  هالام

 BSA درصد سه. سپس  با محلول شدند انکوبه یقهدق 20مدت 
. ندشد هبلوک دقیقه 30 مدت به و اتاق يو در دما TBSTدر 

 rabbit polyclonal( یهاول باديیبا آنت شبیکبه مدت  اسمیرها

IgG: PLZF, 1:100 dilution, sc-22839, Santa Cruz 
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Biotechnology, Santa Cruz, USA پس از ند) انکوبه شد .
  TBSTبا  یقهدق پنجو هر بار به مدت  سه بار هالام یون،انکوباس
 با یقهدق 30از آن به مدت و پس  شدند داده وشوشست

 ,Goat anti-rabbit IgG- HRP, GeNei(  یهثانو باديتیآن

Indiaها سه لام يامنظور گسترش رنگ قهوه. بهند) انکوبه شد
و  شدند داده وشوشست TBSTبا  یقهدق پنجو هر بار به مدت  بار

      ي. براندانکوبه شد DABبا سوبسترا  یقهدق 10به مدت 
انکوبه  یهاول باديیبدون آنت یرهااسم ی،کنترل منف هايگروه
 میکروسکوپ یرو ز آمیزيرنگ هماتوکسیلینها با . سلولشدند

 .شدند یابی) ارزOlympus, Japan( کنتراست فاز
 آماري: یلو تحل یهروش تجز

 انحراف و میانگین محاسبه براي تکرار بار پنج از حاصل نتایج
 بودننرمال نظر از شدهآوريجمع هايداده. شد استفاده معیار

 هايکلونی مساحتو  تعداد میانگین مقایسه. شدند ارزیابی
 يروزها و مختلف تیمارهاي در اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول

 و) ANOVA( واریانس آنالیز آزمون از استفاده با متفاوت کشت
 سطحو در  Minitab 16 افزارنرم در Tukey تکمیلی آزمون

 .انجام شد )P>05/0( داريمعنا

 هایافته
 : اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول مانیزنده میزان

 بنیادي هايسلول مانیزنده میزان حاضر مطالعه در
 درصد 1/89 ± 4/28 جداسازي از پس بلافاصله اسپرماتوگونی

 .بود
 یانو ب اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايکلونی تشکیل
 :هاسلول سطح نشانگر

در  موجود اسپرماتوگونی بنیادي هايسلولگذشت زمان،  با
دادند و با رشد آنها بر تعداد و اندازه  یلتشک یکلون یت،داخل پل

 يهاسلول هايی، کلون2و  1 هايشکل درافزوده شد.  هایکلون
پس از کشت نشان  10و  7 يروزها در اسپرماتوگونی بنیادي

 يهاسلول کشت، دوره پایان از پسداده شده است. 
کردند  یانرا ب PLZFو  PGP9.5 هايژنآنتیشده استخراج

 ).4 و 3 هايشکل(

 
 از پس 7 روز در اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول یکلون -1 شکل

 )میکرومتر 100: مقیاسنوار ( کشت

 
 از پس 10 روز در اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول یکلون -2 شکل

 )میکرومتر 100: مقیاس(نوار  کشت

 
 بنیادي هايسلول ایمنوسیتوشیمی آمیزيرنگ -3 شکل

 هايسلول سیتوپلاسم. PGP9.5 ژنآنتی علیه اسپرماتوگونی
 50: مقیاس. (نوار شوندمی مشاهده ايقهوه رنگ به اسپرماتوگونی

  ).میکرومتر
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 از استفاده با اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هسته. PLZF ژنآنتی علیه اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول ایمونو فلورسنت آمیزيرنگ -4 شکل

 ).میکرومتر 80: مقیاس(نوار  است شده مشخص DAPI آمیزيرنگ
 

 :اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايکلونی تعداد
 در یاسپرماتوگون بنیادي يهاسلول هايیتعداد کلون 2در جدول 

مختلف (ستون)  یمارهايت در و) یفمختلف کشت (رد يروزها
تعداد  شودیطور که مشاهده مشده است. همان یسهمقا

و  7، 4 يدر روزها یاسپرماتوگون بنیادي يهاسلول هايیکلون
 دارند داريمعنامختلف اختلاف  یمارهايو در ت کشت ازپس  10

)05/0<P .(هايکلونی تعداد رینیشتب ین،بر ا علاوه 
 200( 4 یماردر ت وپس از کشت  10در روز  اسپرماتوگونی

 ینتر) بوده و کم8/160 ± 1/21( )ینآرژن -ال یتربر ل یکرومولم
 گروهدر  وپس از کشت  4در روز  یاسپرماتوگون هايیتعداد کلون

 ). P>05/0( است) 7/51 ± 8/9کنترل (

 در اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايکلونی میزان -2 جدول
 کشت از پس متفاوت روزهاي در و آزمایشی مختلف هايگروه

 گروه
 روز

4 7 10 

1 a8/9  ±7/51 b0/11  ±5/71 b8/9  ±0/79 
2 a9/14  ±3/79 ab3/13  ±0/106 b8/26  ±0/97 
3 a3/21  ±3/83 b7/13  ±5/66 b0/22  ±8/92 
4 a8/29  ±8/97 a8/25  ±5/139 a1/21  ±8/160 
5 a4/18  ±0/82 ab6/22  ±0/102 b2/27  ±5/90 
6 a3/11  ±3/64 ab1/20  ±0/90 b2/14  ±8/95 

 :اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايکلونی مساحت
 یاسپرماتوگون بنیادي يهاسلول هايیکلون مساحت 3 جدول در
مختلف  یمارهايت در و) یفمختلف کشت (رد يروزها در

 شودیطور که مشاهده مهمان. است شده مقایسه(ستون) 
 يدر روزها یاسپرماتوگون بنیادي يهاسلول هايیکلون مساحت

مختلف اختلاف  یمارهايو در ت کشت ازپس  10و  7، 4
 مساحت یشترینب ین،بر ا علاوه). P>05/0( دارند داريمعنا
 4 یماردر ت وپس از کشت  10در روز  یاسپرماتوگون هايیکلون

) بوده و 4/5 ± 3/1( )ینآرژن -ال یتربر ل یکرومولم 200(
پس از  4در روز  یاسپرماتوگون هايیکلون مساحت ینکمتر

 ).P>05/0( است) 6/0 ± 03/0( کنترل گروهدر  وکشت 

) 2mm( اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايکلونی مساحت -3 جدول
 کشت از پس متفاوت روزهاي در و آزمایشی مختلف هايگروه در

 گروه
 روز

4 7 10 

1 b03/0 ± 6/0 b1/0 ± 07/1 b2/0 ± 1/1 
2 ab3/0 ± 3/1 b2/0 ± 9/1 b4/0 ± 01/2 
3 ab6/0 ± 6/1 b4/0 ± 2/1 b6/0 ± 9/1 
4 a02/1 ± 8/2 a2/1 ± 2/4 a3/1 ± 4/5 
5 ab2/0 ± 2/1 b4/0 ± 01/2 b6/0 ± 2/2 
6 b2/0 ± 9/0 b2/0 ± 9/1 b5/0 ± 7/2 

 بحث

 بنیادي هايسلول روي بر آزمایشگاهی تحقیقات انجام
 حفظ براي آنها از استفاده امکان اهلی، حیوانات در اسپرماتوگونی

 آورده فراهم را تراریخته حیوانات تولید و نژاد اصلاح باروري،
 به یابیدست در مناسب حیوانی مدل یک انتخاب). 29( است
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 براي نتایج تعمیم یا گسترش آن هدف که ايمطالعه هر اهداف
 حایز است، دیگري گونه هر یا انسان در بالقوه نتایج بینیپیش

 که است دام ارزش با هايگونه از گوسفند). 30( است اهمیت
 یافته پرورش جانبی هايفرآورده سایر و شیر گوشت، تولید براي
 ترشح و کوتاه بارداري دوره مناسب، جثه دلیل به گوسفند. است

 و دارویی کشاورزي، تحقیقات در مهمی الگوي به شیر، فراوان
در  یادي. تاکنون مطالعات زاست شده تبدیل پزشکی زیست

 يهاکشت سلول یطمختلف به مح يخصوص افزودن فاکتورها
مختلف انجام  يهاو دام جوندگانانسان،  یاسپرماتوگون یاديبن

 یربا سا یسهقامطالعات در مورد گوسفند در م ینا یول ،شده است
 ).31( است کمتر یاربس یواناتح
 بنیادي هايسلول مانیزنده میزان حاضر مطالعه در

درصد  1/89 ± 4/28 جداسازي از بعد بلافاصله اسپرماتوگونی
 مانیزنده درصد نظر از شدهانجام قبلی مطالعات نتایج باکه  بود

 بز ،)25( گوسفند ،)32( گاو در اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول
 درست روش بیانگر که دارد همخوانی )33( موش و) 13(

 مناسب دوز انتخاب نیز و فرآیند صحیح کنترل و جداسازي
 ییمنظور شناساپژوهش به یندر ا. است استفاده مورد هايآنزیم
 یمنوسیتوشیمیا یزيآمرنگاز  یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول

که  شداستفاده و مشاهده  PLZFو  PGP9.5 هايژنآنتی یهعل
 ین. بنابراکردند یانرا ب نشانگرها این یضهجدا شده از ب يهاسلول

 یاسپرماتوگون يهاسلول ییشناسا ينشانگرها برا یناز ا توانیم
نشانگرها  ایناز  نیزمطالعه  یندر گوسفند بهره برد. در چند

 يهادر گونه یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول ییشناسا برایتجه
)، گوسفند 36( گاو ،)35موش ( ،)34مختلف از جمله انسان (

 شده است.  ) استفاده26)، بز (37(
 هايکلونی مساحت و تعداد حاضر، مطالعه در همچنین

 با آزمایشی هايگروه تمام در یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول
 10تا روز  4از روز  کشت مدت طول افزایشو  زمان گذشت
 محیط مناسب عملکرد دلیل به تواندمی که کرد پیدا افزایش
 .  باشد کشت مدت طی در آزمایشگاه شرایط و انتخابی کشت

 ینآرژن-ال تأثیر که که بود این حاضر مطالعه دیگر هايیافته از
 یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول هايکلونی مساحت و تعداد بر

 در مذکور پارامترهاي که صورت این به بود، دوز به وابسته
و  100، 50 هايغلظت با ینآرژن -ال کنندهدریافت هايگروه
 در تأثیر بهترینکرد که  یداپ افزایش لیتر بر یکرومولم 200

 اما. شد مشاهده ینآرژن -ال لیتر بر یکرومولم 200 غلظت
 هايکلونی تکثیر در مثبتی نقش ینآرژن-ال غلظت افزایش
 بر یکرومولم 1000 و 500 هايغلظتو در  نداشت شده کشت

 روند اسپرماتوگونی هايکلونی مساحت و تعداد ینآرژن-ال لیتر
 . داشت کاهشی

پستانداران بالغ  در يضرور ینهآم یداس یک عنوان به ینآرژن -ال
 رشد در مهمی نقش که است رشد حال در جوان پستانداران و

     نشان ارزشمندي شواهد). 38و  14( دارد آن بقايو  بافت
 در رشد مثل، تولید در مهمی نقش ینآرژن -ال که دهندمی

 ایمنی، سیستم عملکرد زخم، بهبود تولد، از پس و جنینی دوران
 ایفا هابیماري درمان و پیشگیري همچنین و بافت یکپارچگی

 یردر خصوص تأث يکنون مطالعات متعدد تا). 39 و 15( کندمی
 براياست.  گرفته انجام یمختلف سلول هايبر رده ینآرژن -ال

در  آرژنین-النشان داد  نو همکارا Greeneمطالعه  نمونه؛
 آپاپتوزاز  لیتر بر یکرومولم 200 غلظت در کشت یطمح
آندومتر  RL95-2رده  يهادر سلول یتوکندريواسطه مبه

واسطه به آرژنین -ال ین،. علاوه بر اکندیم یريجلوگ
 یشافزا سبب آمین،یو پل یداکس یتریکن یوسنتزب هايیسممکان

 یرکه هر دو تأث شودیآندومتر م RL95-2رده  هايسلول تکثیر
 ).21( دارند سلولی تکثیر در مثبت

 Ma  ینآرژن -المختلف  يهااثرات غلظت یبررس بهو همکاران 
 ياقهوه یچرب سازیشپ يهاو رشد سلول ینسنتز پروتئ يرو بر

غلظت  یشگزارش کردند که افزا آنها .پرداختند ینجن هايبرهدر 
 به وابسته روش به لیتر بر یکرومولم 200به  50از  ینآرژن -ال

رشد  و پروتئولیز مهار ین،سنتز پروتئ یشسبب افزا معنادارو  دوز
 پروتئینکردن  فعال یقعمل را از طر ینا که شودمی اهسلول
 مسیر بیشتر تحریک نیز و هاپروتئین شدنفسفریله و کیناز

          که یدر حال دهدیانجام م mTOR یسلول سیگنالینگ
 یرتکث لیتر بر یکرومولم 1000-200 هايدر غلظت ینآرژن -ال

 در آرژنین -ال که دادند نشان هایافته این. کردرا مهار  یسلول
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 حداکثري توسعه و رشد يبرا یتربر ل یکرومولم 200 غلظت
 در که عللی ترینمهم از یکی ).23( است حیاتی هالسلو

 این شده بیان کشت محیط در آرژنین -ال کاهشی اثر خصوص
 بر یکرومولم 200بالاتر از  به آرژنین -ال غلظت افزایش که است
 روشی به فسفریله هايپروتئین فراوانی کاهش به منجر لیتر

 مطالعه از حاصل هايیافته با نتایج این. شودمی دوز به وابسته
 هايسلول یربر تکث ینآرژن -ال هايغلظت یراز نظر تأث حاضر

  .دارد مطابقت اسپرماتوگونی بنیادي
    و همکاران نشان داد که Kim هايیافته نتایج راستا، این در
 هايسلول هیپرپلازي و یپرتروفیه تواندمی آرژنین -ال

 آرژنین -ال این، بر علاوهکند.  یکرا تحر گوسفند تروفکتودرم
 مسیر و دهدمی افزایش را هاآمینپلی و اکسید نیتریک تولید

 هايسلول تکثیر تحریک براي را mTOR سیگنالینگ
و  Zhangدر مطالعه ). 17( کندمی فعال گوسفند تروفکتودرم

داشته و  یمحافظت نقش آرژنین -الشد که  مشاهدههمکاران 
   يهادر سلول را یداتیواز استرس اکس یناش آپاپتوز تواندیم
 طریق از را عمل ایندهد که  کاهشروده گوسفند  یالتلیاپ

-Caspase یانکاهش ب و اکسیدانآنتی هايآنزیم فعالیت افزایش

3، Caspase-8، Caspase-9، Bax، Fas  وBcl-2 دهدیانجام م 
 شودمی یالتلیاپ يهاسلول مانیزنده افزایش سبب یجهنتو در

 عضله ینسنتز پروتئ تحریک دیگري مطالعه در همچنین،). 40(
 شرایط درموش  C2C12 یافته تمایز هايمیوبلاست در

 نتایج. شد گزارش آرژنین -البا  درمانی گروه در آزمایشگاهی
 mTOR سیگنالینگ مسیر طریق از آرژنین -ال که دادند نشان

(Thr 2446) / p70S6K با اکسید نیتریک به وابسته روشی به 
 ). 41( است مرتبط عضلانی رشد تنظیم

 بنیادي هايسلول از استفاده هايمحدودیت جمله از
 در هاسلول این کم بسیار تعداد توانمی) SSCs( اسپرماتوگونی

 این شناسایی براي اختصاصی بیوشیمیایی مارکرهاي نبود بیضه،
 بین تمایز نبود و هاسلول این تقسیمات بودن محدود ها،سلول
 و جداسازي در سختیو  بیضه در یافته تمایز و بنیادي هايسلول

 ).43 و 42را ذکر کرد ( هاسلول این کشت مراحل کنترل

 

 گیرينتیجه
 یلتشک در ینآرژن -المطالعه حاضر، اثر  یجتوجه به نتا با

 به. بود دوز به وابسته اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايکلونی
 یتربر ل یکرومولم 200 دوزبا  ینآرژن -ال افزودن رسدمی نظر
 یاسپرماتوگون یاديبن يهاسلول زاییکلونی القاي بر مثبتی یرتاث

 آزمایشگاه محیط در را مناسبی کشت محیط تواندمی ودارد 
کاهش  یا افزایش بر ینآرژن -ال دوز به وابسته اثر. کند فراهم
 احتمالاً اسپرماتوگونی بنیادي هايسلول هايیکلون یلتشک
  بهکه  شود گريواسطه شدهذکر هايمکانیسم طریق از تواندمی

راستا، انجام مطالعات  ینا در. گرفت قرار بحث مورد تفصیل
 دخیل مولکولی و سلولی هايمکانیسم آشکارسازي براي یشترب

 .رسدمی نظر به ضروري

 تشکر و قدردانی
 دامپزشکی عمومی دکتري نامهپایان از استخراج شده مقاله این

 از وسیلهبه این .است رازي دانشگاه پژوهشی معاونت مصوب
 هايحمایت دلیل به( رازي دانشگاه پژوهشی محترم معاونت

 .شودتشکر و قدردانی می) مالی

 ملاحظات اخلاقی

 تأیید مورد که حیوانات با کار اخلاقی موازین مطالعه این در
 ،)IR.RAZI.REC.1399.048( است رازي دانشگاه اخلاق کمیته
 . شد رعایت حیوانات با کار هنگام

 تعارض منافع
 .اندنکرده گزارش را منافعی تعارض نویسندگان،
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