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  چكيده

آينـد كـه    شـمار مـي   هـاي بنيـادي در بـدن بـه     گذار و نقطة شروع اسپرماتوژنز هستند و تنها سلول بنيان هاي بينادي اسپرماتوگوني سلول
منظور بررسي روش دسترسي به منبع قابـل اطمينـاني از ايـن     توانند اطلاعات ژنتيكي را از والدين به نتاج منتقل كنند. اين تحقيق به مي

هـا از صـافي    سازي بافت بيضه، هضم آنزيمي بافت، عبور سـلول  آوري و آماده حلة جمعها از بافت بيضة بز، در طي چهار مر نوع سلول
ــواني چــون     ســلولي، و كاشــت ســلول ــي خــاص پرت ــادي اســپرماتوگوني روي فيبروبلاســت انجــام شــد. نشــانگرهاي ژن هــاي بين

)NANOG(Homeobox transcription factor) ،SOX2 (Sex determining region Y-box 2) و ،OCT4(Octamer-binding 

transcription factor 4 هاي پرتوان جداشده از بيضة بز بيان شدند. تست نشانگرهاي پروتئيني مانند واكنش آلكالين فسـفاتاز   در سلول
وع هاي فيبروبلاستي جنيني بز، براي چندين پاساژ بـدون وق ـ  زمان با سلول ها در شرايط كشت هم ها مثبت بود. اين سلول در اين سلول

مدت يك ماه بـا اسـتفاده از    گراد را به سانتي -70ها قابليت نگهداري در دماي  تمايز يا تغيير شكل، تكثير شدند. افزون بر آن اين سلول
ها از بافت بيضة بـز   شده براي جداسازي و تكثير اين سلول گرفته كار ) داشتند. نتايج نشان داد كه روش بهDMSOسولفواكسايد ( متيل دي

توانند براي مدتي طولاني و در مقـادير قابـل قبـول و بـدون      هاي پرتوان مي هاي حاصل افزون بر توانايي بيان ژن است و سلول مناسب
  تمايز در محيط كشت تكثير شوند.

  هاي بينادي بالغ. هاي بنيادي اسپرماتوگوني، سلول اسپرماتوگوني، اسپرماتوگونيوم، بز، سلول ها: واژه كليد
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  مقدمه
هـاي   پوست، فوليكولهمچون  ندين سيستم سلول بنياديچ

هاي توليد اسپرم در  و بافت پوششي لوله ،مو، مغز استخوان
سـلولي را بـه سـمت     ةبدن وجود دارد كه كنترل جريان رد

هـاي   . سـلول )8(هاي تمايزيافته نهايي به عهده دارند  سلول
شروع اسـپرماتوژنز   ةگذار و نقط بينادي اسپرماتوگوني بنيان

ــتند ــپرماتوزوآ    هس ــد اس ــداوم تولي ــراي ت ــان ب و حضورش
 ـ  . ايـن سـلول  )7و  4( ضـروري اسـت   اپيتليـوم   ةهـا در پاي

 ـ  لوله هـاي   د و همـراه بـا سـلول   هاي توليد اسپرم قـرار دارن
خودشان در فضايي بـه نـام دهليـز پايـه      ةيافت دختري تمايز

  .)9() 1استقرار دارند (شكل 
  

  
هاي  هاي توليد اسپرم و محل استقرار سلول . مقطع لوله1شكل 

  )6(اسپرماتوگوني 
  

 ةهـــاي بنيـــادي توليدكننـــد وري ســـلولافنـــ ةحـــوز
منـدي را بـراي    )، ابزار جديد و قدرتSSCاسپرماتوگوني (

كـاري   دسـت  ةهاي اهلـي، تحقيـق در زمين ـ   ح نژاد داماصلا
ها، توليـد حيوانـات مـدل بـراي      ژنتيكي، پيوند، بيوايمپلنت

تمـايز   ةو تحقيـق در زمين ـ  ،تحقيقات دارويي و دامپزشكي
  . )2(هاي بينادي فراهم كرده است  سلول

ــد  ســلول ــادي توليدكنن ــاي بني ــا  ةه اســپرماتوگوني تنه
هاي بافتي هستند كه بدون دستكاري ژنتيكي ويژگـي   سلول

هـاي   سـلول  منشـأ هـا   . اين سـلول )10و  5(ارند پرتواني د

هايي هستند كه توانـايي   جنسي حيوانات مذكر و تنها سلول
  . )1(انتقال اطلاعات ژنتيكي به نتاج را دارند 

هاي بنيادي  استخراج سلول ةهاي متعددي دربار گزارش
اي منتشـر شـده اسـت. در اغلـب      حيوانات مزرعهبيضة  از

 ةها از يك لاي منظور كشت اين سلول شده به هاي ارائه روش
  . )12(دهنده نيز بهره گرفته شده است  خوراك

ــلول   ــداكردن س ــراي ج ــادي  ســن مناســب ب ــاي بني ه
اسپرماتوگوني گوسـفندي بـين دو تـا پـنج مـاه       ةتوليدكنند

هــاي بنيــادي حاصــل از  . ســلول)2(گــزارش شــده اســت 
ــازواره ــد  س ــاي توليدكنن ــانگرهاي   ةه ــپرماتوگوني، نش اس

هاي بنيـادي   كنند. سلول هاي بنيادي جنيني را بيان مي سلول
هـاي   ، زيربخشي از سـلول Aاسپرماتوگوني نوع  ةتوليدكنند

قابليـت نوسـازي، در بخـش    شـتن  و با دا اند اسپرماتوگوني
  .)10() 2شوند (شكل  هاي توليد اسپرم يافت مي اي لوله پايه

. با 1توانند:  هاي بنيادي توليدكنندة اسپرماتوگوني مي . سلول2شكل 
. به نحوي متمايز شوند كه 2تشكيل دو سلول ساده، تكثير شوند؛ و 

هاي سيتوپلاسمي به هم متصل بمانند و  هاي خواهري ازطريق پل سلول
  )11(دهند  ) را تشكيل Aal) يا زنجيرة چندسلولي (Aprجفت سلول (

  
 ،ها بسـيار كـم اسـت    در حالت طبيعي تعداد اين سلول

توليدكننــدة  هــاي بينــادي كــه در مــوش، ســلول طــوري بــه
هـاي   درصـد كـل سـلول    03/0 تقريباً Aاسپرماتوگوني نوع 

  .)17(دهند  جنسي را تشكيل مي
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 رندها نقش اساسي در توليد اسپرماتوزوئيد دا اين سلول
 ةيند اسپرماتوژنز و توليد پيوستاو وجود آنها براي شروع فر

بـراي   معرفي روشي از اين رو. )4(اسپرماتوزوآ لازم است 
ها مشروط بـه حفـظ قابليـت     جداكردن و كاشت اين سلول

ارزشمندي براي حفظ و ارتقاي بـاروري   پرتواني آنها، ابزار
و توليـد حيوانـات تراريخـت     ،در حيوانات نر، اصلاح نژاد

  خواهد بود. 
هـا،   كـاري ژنتيكـي و انتقـال ايـن سـلول      توانايي دست

ويـژه در   فرصت خوبي براي ايجاد حيوانات تراريخـت، بـه  
هاي بنيادي جنيني و يـا انتقـال    مواردي كه استفاده از سلول

ريزي مجدد ژنومي مشكل است،  ل بدني و برنامهسلو ةهست
  . )3(فراهم كرده است 

هدف از انجام پژوهش حاضر، بررسي مكان جـداكردن  
 ةاسپرماتوگوني از بيضتوليدكنندة  هاي بينادي و حفظ سلول

  . استساده  يبز با روش
  
  ها اد و روشمو
ماهـه از كشـتارگاه راك واقـع در     بزهاي سه تا هفـت  ةبيض

ــه    ــاعت ب ــدت دو س ــخ، در م ــه و روي ي ــرج تهي ــهر ك ش
هـاي چربـي    آزمايشگاه منتقل شد. در آزمايشگاه، ابتدا بافت

 ةبـا آب و شـويند   وشـو  شسـت بيضه حذف شـد. پـس از   
 70كردن سـطح تونيكـا توسـط اتانـل      معمول و ضدعفوني

باز شد و سه تا پنج گرم از بافت بيضه جدا و درصد، بيضه 
)، به مخـزن  PBSفسفات ( در بافر وشو شستپس از سه بار 

 DMEM( Dulbecco's Modified Eagle Mediumحاوي (
  منتقل شد. 
صورت مكانيكي و با تيغ جراحـي كـاملاً خـرد     بافت به

هاي با سن كمتر از  شد. براي توليد فيبروبلاست بزي، جنين
حم حاوي آنها در كمتـر از دو سـاعت   روز انتخاب و ر 50

گـراد از   سـانتي  ةدرج ـ 37پس از كشتار و در شرايط دماي 
هـا   كشتارگاه به آزمايشگاه منتقل شدند. در آزمايشگاه رحم

و سپس بـا الكـل    وشو شستمعمول  ةابتدا با آب و شويند
هـا در زيـر    درصد ضدعفوني شدند. سـپس رحـم   70اتانل 

اي كـه   و قيچي بـه گونـه   ،لهود به كمك فورسپس، اسكالپ
آمنيوتيـك   ةو كيس ـشـدند  آمنيوتيك پاره نشود، بـاز   ةكيس

  حاوي جنين از آن خارج شد. 
 ةبعد، پس از ضدعفوني مجـدد سـطح كيس ـ   ةدر مرحل

آمنيوتيك به كمك پنس و اسكالپل، كيسه پاره و جنـين بـه   
ميكروگـرم در   50شـده بـا    فسفات مكمـل  حاوي بافر يپليت

آلدريچ) منتقـل شـد. در ايـن     ـمايسين (سيگماليتر جنتا ميلي
هـاي سـتون فقـرات، سـر،      مرحله، به كمك اسكالپل بخش

و احشاي داخل بطـن جـدا و    ،هاي قابل تشخيص استخوان
بـا   وشـو  شسـت هـا (عمـدتاً پوسـت) پـس از      ساير بافـت 

منظـور   صورت مكانيكي كاملاً خرد شدند. بـه  بافرفسفات به
يگر، بافـت خردشـده بـه    هـا از يكـد   جداشدن بيشتر سلول

اتــيلن  ـ درصــد تريپســين 25/0و  DMEMفــالكون حــاوي 
مـدت   بـه و شـد  ) منتقل EDTAاستيد ( آميد تترااستيك دي

 ةدرج ـ 34زدن ملايـم در دمـاي    پنج دقيقـه همـراه بـا هـم    
گراد انكوبه شد. به سوسپانسيون حاصـل بـه نسـبت     سانتي

درصـد سـرم جنينـي گـاو      20حاوي  DMEMيك به يك 
 1000دقيقه در  10ه گرديد. سوسپانسيون حاصل براي اضاف

  دور سانتريفيوژ شد. 
 10حـاوي   DMEMپس از حذف فاز بالايي، پليت در 

 هـاي غيـر   درصد سرم جنيني گاو و يك درصـد اسـيدآمينه  
ليتــر جنتامايســين   ميكروگــرم در ميلــي  50ضــروري و 

سوسپانسيون شد و سپس به تعدادي فلاسك كاشت سلول 
 38) و پليت كشـت سـلول منتقـل، و در دمـاي     (سل استار

 48اكسـيد كـربن انكوبـه شـد. هـر       درجه و پنج درصد دي
ساعت يك بار محيط كشت تعويض شد. پس از شش الـي  

سلولي در كف پليت تشكيل شـد. بـراي    اي هفت روز لايه
 Cهـاي فيبروبلاسـت، از ميتومايسـين     كردن سلول فعال غير

اي  لايـه  كه پوشش تك نگامياستفاده شد. براي اين منظور ه
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درصد كف پليت را محصور  80سلول فيبروبلاستي بيش از 
 10، بـا غلظـت نهـايي    Cد، به محيط كشت ميتومايسين كر

هـا بـراي سـه     ليتر اضـافه شـد. فلاسـك    ميكروگرم در ميلي
گراد و در اتمسـفر حـاوي    سانتي ةدرج 37ساعت در دماي 
بعـد،   ةدر مرحل ـاكسيد كربن انكوبه شـدند.   پنج درصد دي

دقـت برداشـته شـد.     بـه  Cمحيط كشت حاوي ميتومايسين 
داده شـدند   وشو شستها سه بار با بافرفسفات  سپس پليت
درصـد سـرم    10حاوي  DMEMآخر، به آنها  ةو در مرحل

ضـروري   هـاي غيـر   جنيني گـاو و يـك درصـد اسـيدآمينه    
)NEAA ليتر جنتامايسـين اضـافه    ميكروگرم در ميلي 50) و

  شد. 
ها از هم، از روش هضم آنزيمـي   براي جداكردن سلول

هـا   . ابتـدا بافـت  )19(با ايجاد تغييراتي در آن اسـتفاده شـد   
گـراد در   سـانتي  ةدرج ـ 37دقيقـه در دمـاي    10براي مدت 

DMEM  ــاوي ــي 10ح ــي  ميل ــرم در ميل ــاز   گ ــر كلاژن ليت
ليتـر هيالورونيـداز    گرم در ميلي ميلي 10آلدريچ) و  ـ(سيگما
ــه شــدند. در انتهــاي زمــان   ـ (ســيگما ــدريچ) انكوب ، لازمآل

هـاي حاصـل بـراي     و سلول ،ها ي توليد اسپرم، بافتها لوله
دور در دقيقـه سـانتريفيوژ شـد.     1000مدت پنج دقيقـه در  

 2/2حـاوي   DMEMليتـر   حاصل، مجدداً در پنج ميلي ةحب
ــي ــرم در ميلــي  ميل ــر آنــزيم دي ان آز (  گ ؛ DNase Iليت

ليتــر  گــرم در ميلــي  آلــدريچ) و چهــار ميلــي   ـسيگماــ
) سوسپانسيون شد. تركيب حاصل (گيبكو EDTA ـ تريپسين

گراد انكوبـه   سانتي ةدرج 37دقيقه در دماي  10براي مدت 
هـا، بـه    كـردن عمـل آنـزيم    منظـور متوقـف   شد. سـپس بـه  

 10حـاوي   DMEMبرابر حجم  5/2سوسپانسيون حاصل، 
 استرپتومايسين ـ سيلين درصد سرم جنيني گاو و يك درصد پني
هاي بدني، لايديگ و  (گيبكو) اضافه شد. براي حذف سلول

و  70ترتيب از دو فيلتر (فـالكون)   سرتولي، سوسپانسيون به
  . )10(ميكرومتر عبور داده شد  40

گيري از روش تعليـق سـلولي، سوسپانسـيون     براي بهره

ساعت در محيط كشـت   12عبوري از فيلترها، براي حدود 
DMEM درصـد سـرم جنينـي گـاو، يـك       20شده بـا   غني

مـول   ميلـي  1/0آلـدريچ)،   ـ لوتـامين (سـيگما  گ ـ مول ال ميلي
مـول   ميلـي  1/0و  ،ضـروري (گيبكـو)   هـاي غيـر   اسيدآمينه
استرپتومايسين كشت داده شـد. طـي ايـن مـدت،      ـ پنيسيلين

هاي فيبروبلاسـتي،   سلول همچوناي  هاي بيضه اغلب سلول
و يـا رسـوب    چسـبند  مي و لايديگ به كف پليت  ،سرتولي

اسـپرماتوگوني   ةبينـادي توليدكننـد   هاي كنند، ولي سلول مي
 ةآوري فاز بالايي تود مانند. با جمع صورت معلق باقي مي به

ــري از ســلول ســلولي خــالص ــهــاي ب ت ــدني  ةادي توليدكنن
اسپرماتوگوني جدا و به مخـزن حـاوي فيبروبلاسـت بـزي     

هاي جنينـي بـزي    منتقل شد. در اين تحقيق، از فيبروبلاست
 ةعنوان لاي آلدريچ) به ـ(سيگما Cن شده با ميتومايسي غيرفعال
  دهنده استفاده شد.  خوراك

به اين ترتيب كه پس از گذشت پـنج تـا هفـت روز از    
شده از سـطح كشـت اوليـه بـه      آوري هاي جمع انتقال سلول

مخازن حاوي فيبروبلاست جنيني بز، چندين كلني كوچك 
هاي فيبروبلاست مشـاهده   اي سلول لايه در بالاي سطح تك

 ةطي هفت ـ ،ها از نظر قطر و تعداد . وضعيت اين كلنيشدند
  دوم با ميكروسكوپ معكوس ارزيابي شد. 

صورت مكـانيكي جـدا و    ها، آنها به براي گسترش كلني
بز  ةشد هاي غيرفعال هاي جديد حاوي فيبروبلاست به پليت

درصـد سـرم جنينـي     20كه با  DMEMو در محيط كشت 
مـول اسـيدهاي    ميلـي  1/0، گلوتامين ـ مول ال گاو، يك ميلي

استرپتومايسين  ـ مول پنيسيلين ميلي 1/0و  ،آمينه غيرضروري
  مكمل شده بود، منتقل شدند. 

هاي بنيـادي بعـد از پـنج     براي ممانعت از تمايز، سلول
مـدت   ها به روز پاساژ داده شدند. براي اين كار، ابتدا سلول

درصـــد آنـــزيم  25/0دو دقيقـــه تحـــت تـــأثير محلـــول 
گـراد قـرار    سـانتي  ةدرج ـ 37و در دمـاي   EDTA ـسينتريپ

شده  مكمل DMEMگرفتند. سپس براي توقف عمل آنزيم، 
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درصد سرم جنيني گاو به محيط اضافه شـد. پـس از    20با 
هـاي بنيـادي    هـاي سـلول   دستيابي به تعداد مناسبي از كلني

هـاي   سـلول  RNAاسپرماتوگوني، كـل محتـوي    ةتوليدكنند
يبروبلاست جنيني بز به كمـك كيـت   هاي ف جنسي و سلول

ــا راهنمــاي شــركت  RNAاســتخراج  (كيــاژن) و مطــابق ب
اسـتخراج و كيـت    RNAجداسازي شد. سپس بـا   ،سازنده

ويتروژن) و براساس راهنمـاي   ترانس كريپتاز معكوس (اين
  اقدام شد.  cDNAآن، نسبت به سنتز 
شـده   استخراج cDNAنانوگرم از  10از  در اين تحقيق،

ويتـروژن)،   وان نمونه استفاده شد و از مسترميكس (اينعن به

منظـور   ) بـه PCRمـراز (  اي پلـي  براي انجام واكنش زنجيـره 
 ،OCT4 ،NANOG ،SOX-2هاي نشانگر پرتواني  تكثير ژن

) اسـتفاده شـد.   H2A )Histone 2Aو ژن هـاوس كيپينـگ   
در كرومـاتين دخالـت    DNAبنـدي   در بسته H2Aپروتئين 

ــا ــتفادهدارد. پرايمره ــده ي اس ــدول  ش ــان داده  1در ج نش
بـه  گراد  سانتي ةدرج 94صورت  نيز به  PCRةاند. چرخ شده
 ةدرج ـ 94سيكل شـامل   35پنج دقيقه و به دنبال آن  مدت
 به مـدت گراد  سانتي ةدرج 56ثانيه،  25 به مدتگراد  سانتي

ثانيه و در انتها  35 به مدتگراد  سانتي ةدرج 72و  ،ثانيه 25
  مدت پنج دقيقه تعيين شد. هبدرجه  72

  
  شده . مشخصات آغازگرهاي طراحي1جدول 

 درصد CG  طول قطعه
دماي 
 ذوب

آغازگر توالي ('3<-'5) طول  ژن

182 
11/61 7/58 18 GTCGTGGCAAGCAAGGAG F 

H2A 14/57 7/59 21 GATCTCGGCCGTTAGGTACTC R 

137 
11/61 42/59 18 TCCATGACCAGCTCGCAG F 

SOX2 60 82/61 20 GCCTCGGACTTGACCACAGA R 

407 
2/61 62 19 TGCGGAGGAGAGCACAGAG F 

Nanog 58 62 20 GCTCCAAGACTGACTGTTCC R 

241 
6/56 58 19 AGAAGAGGATCACCCTAGG F 

Oct-4 9/57 60 19 TCCGCTTTCTCTTTCGGG R 

  
هاي اوليـه، از واكـنش آلكـالين     براي تأييد وجود سلول

هاي جنسي حاصل از بافت بيضه استفاده  فسفاتاز در سلول
آميـزي آلكـالين فسـفاتاز بـه كمـك كيـت        . رنـگ )18(شد 
  آلدريچ) انجام شد.  ـ آميزي (سيگما رنگ

آميزي، پليت حاوي سلول، با ميكروسكوپ  از رنگ پس
ها بيـانگر   معكوس مشاهده شد. وجود رنگ در سطح سلول

واكنش آلكالين فسفاتاز بود. براي بررسـي اثـر انجمـاد بـر     
هـاي بنيـادي    ماني و حفـظ پرتـواني در سـلول    توانايي زنده
مول بـر   7/0با غلظت  DMSOاسپرماتوگوني از  ةتوليدكنند

مول بر ليتـر) و سـرم جنينـي گـاو      1/0سوكروز ( ليتر كه با
عنوان محافظ  به ،ليتر) مكمل شده بود گرم بر ميلي ميلي 10(

. در ابتدا سوسپانسيون سلولي بـراي  )20(سرما استفاده شد 
دور در دقيقه سانتريفيوژ شد. پس  1000مدت پنج دقيقه با 

از حذف محيط كشت، پليـت سـلولي در تركيـب محـافظ     
اي مخصــوص انجمــاد دو هــ ســرما حــل شــد و بــه ويــال

ها به يخچال بـا دمـاي    ليتري منتقل شد. بلافاصله ويال ميلي
و براي مدت دو سـاعت  انتقال داده گراد  سانتي ةچهار درج

سـرعت بـه    ها بـه  در آن محيط نگهداري شدند. سپس ويال
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 -70و پس از دو ساعت به فريـزر   ندشد برده -20يخچال 
اه در شـرايط ثابـت   و مـدت يـك م ـ   انتقال دادهگراد  سانتي

ها از فريزر خارج و براي مدت  نگهداري شدند. سپس ويال
گراد قـرار داده   سانتي ةدرج 37دو دقيقه در حمام آب گرم 

هـا بـراي مـدت پـنج      گشايي، بلافاصله ويال شد. پس از يخ
و پـس از   نددور در دقيقه سـانتريفيوژ شـد   1000دقيقه در 

 DMEMليتـر   ميلـي برداشت فاز رويي، پليت سلولي در دو 
  محلول شد و دوباره سانتريفيوژ شدند. 

 DMEMپس از اتمام مراحـل فـوق پليـت حاصـل در     
ــاوي  ــد      10ح ــك درص ــاو و ي ــي گ ــرم جنين ــد س درص
هـاي   به پليـت  سپس و حل شدضروري  هاي غير اسيدآمينه

گراد  سانتي ةدرج 37ها به انكوباتور  كشت منتقل شد. پليت
  اكسيد كربن انتقال داده شد.  و اتمسفر حاوي پنج درصد دي

  
  نتايج و بحث

صورت  اسپرماتوگوني، به ةهاي بينادي توليدكنند كلني سلول
هاي فيبروبلاست تشكيل شـد   اي در سطح بالايي سلول لايه

و حـدود   دارنـد  هاي كلني شـكل كـروي   ). سلول3(شكل 
متراكم و مشخص  ةسلولي آنها قابل تشخيص و داراي هست

سـلولي   ةها متمايل به سمت ديـوار  سلولاين  ة. هستهستند
  ).4است (شكل 

  

  
اسپرماتوگوني  ةهاي سلول بنيادي توليدكنند . كلني3شكل 

  هاي فيبروبلاست جنيني شده روي سلول تشكيل

  
هاي  اسپرماتوگوني و سلول ة. سلول بنيادي توليدكنند4شكل 

  فيبروبلاست جنيني
  

هـاي اسـپرماتوگوني    ه سـلول نتايج حاصل نشان داد ك ـ
را  NANOGو  OCT4شده از بافت بيضه، نشانگرهاي  جدا
تـر   صـورت ضـعيف   را به SOX-2صورت بارز و نشانگر  به

  ). 5بيان كردند (شكل 
ها بيـان شـد    خوبي در اين سلول نيز به 2A-ژن هيستون

  مراحل آزمايش است.اجراي بودن  صحيح ةكه نشان
  

  
  PCRه محصولات . باندهاي مربوط ب5شكل 

  
هــاي فيبروبلاســت   ارزيــابي ميكروســكوپي ســلول  

شناسي فيبروبلاستي آنها را تأييد كرد. اين  شده، ريخت توليد
ها پس از چسبيدن به كف پليت، شكل كروي خود را  سلول

قاعده و نامنظم توزيع شـدند   صورت بي از دست دادند و به
  ).6تيز بودند (شكل  هاي نوك و داراي حاشيه
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  هاي جنيني بز . فيبروبلاست6شكل 

  

هــاي كلنــي نشــانة  نفــوذ رنــگ بــنفش در همــة ســلول
). افـزن بـر آن وجـود    7هاست (شكل  بودن اين سلول اوليه

دهنـده   هاي فيبروبلاستي لاية خـوراك  رنگ بنفش در سلول
  ها است. بودن اين سلول دليل جنيني نيز به
  

  
اسپرماتوگوني روي  ةيادي توليدكنندهاي سلول بن . كلني7شكل 

  آميزي آلكالين فسفاتاز هاي فيبروبلاستي پس از رنگ سطح سلول
  

شده بـا تريپـان بلـو چهـار      گشايي هاي يخ واكنش سلول
يند اها طي فر درصد از سلول 60درصد نشان داد كه حدود 

اسـپرماتوگوني بـا    ةهـاي بنيـادي توليدكننـد    انجماد سـلول 
گشايي، از بين رفتنـد. ايـن    پس از يخ و DMSOاستفاده از 

، اسـتفاده از  هـا  گـزارش امر در حالي است كه طبـق ديگـر   
درصـد از   50تواند تقريبـاً   شده در بالا مي روش انجماد ذكر

  . )6(ها را حفظ كند  سلول
هـاي   براساس نتايج پژوهش حاصل، اسـتفاده از سـلول  

مـاني و تكثيـر    تواند زنده بزي مي ةشد فيبروبلاست غيرفعال
 كنـد اسپرماتوگوني را تضمين  ةادي توليدكنندهاي بين سلول

هاي قبلـي   و تعداد آنها را افزايش دهد. اين نتيجه با گزارش
اسـپرماتوگوني   ةهاي بنيـادي توليدكننـد   كشت سلول بارةدر

دهنـده و همچنـين    هاي خوراك گاو روي يك لايه از سلول
اسـپرماتوگوني   ةهاي بينـادي توليدكننـد   امكان كشت سلول

و  14(دهنـده مطابقـت دارد    هاي خوراك لولروي سطح س
21( .  

آمده  دست اسپرماتوگوني به ةهاي بنيادي توليدكنند سلول
شـكل   ماننـد شناسـي   اين تحقيق از نظر صفات ريخـت در 

ــه  ــاتين، دان ــه هســته، وجــود و حالــت هتروكروم ــودن  دان ب
ن ديگر او ميزان فشردگي، مشابه گزارش محقق ،يوكروماتين

هاي  . در اين تحقيق، سوسپانسون سلول)4() 3است (شكل 
 مـدت يـك   به -70ي دهنده در دما شده و خوراك داده كشت

ماه منجمد شد و پس از طي ايـن مـدت از حالـت انجمـاد      
  خارج و به محيط كشت انتقال داده شد. 

هـا را   بودن اين سلول ها، زنده تشكيل كلني از اين سلول
بودن اين روش براي نگهداري  تأييد كرده و بيانگر عملياتي

نقـل   و حمل همچونها براي مقاصدي  مدت اين سلول كوتاه
مـدت   منظـور نگهـداري طـولاني    است. بديهي است كه بـه 

و  13(بايست از انجماد در نيتروژن مـايع اسـتفاده كـرد     مي
هاي بنيادي انسان و مـوش   مدت سلول . انجماد طولاني)20

  . )16(با تكنيك مشابه قبلاً گزارش شده است 
شده در اين تحقيق  گرفته كار د كه روش بهنتايج نشان دا

هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني     براي جداسازي و تكثير سلول
هاي  آمده توانايي بيان ژن دست هاي به مناسب است و سلول

SOX-2 ،Nanog،  وOct-4 ينـد رونويسـي   اكه در كنترل فر
  . )15(را دارند  ،كنند نقش بازي مي

  
  تشكر و قدرداني

كشاورزي دانشگاه گـيلان،   ةمديريت دانشكد ازوسيله  بدين
گاه ملــي مهندســي ژنتيــك و گــروه دام و آبزيــان پژوهشــ

تكنولوژي زيستي و مديريت كشتارگاه راك واقـع در شـهر   
  گردد. سات قدرداني ميؤسكرج و همچنين همكاري ساير م
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