

  

    
  

        

 
 
 
 


  
         


            
    
     
          
              
      
     
          
           

             
             
       
  
  with a dose of 40 (μg/ml) was
             
 
    

   
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32-1396/43آذر و دي / دوره بیست و دوم /مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

اسپرماتوگونی گوسفند در محیط هاي بنیادي سلولزایی تاثیر ویتامین ث بر القاء کلونی
آزمایشگاه

3، علی اصغر مقدم2پیمان رحیمی فیلی، 1محیا بهرامی

دامپزشکی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه رازي، کرمانشاه، ایراندکتري عمومی دانش آموخته .1
drp.rahimi@gmail.com، 083-38320041:تلفن ثابت،)مولف مسوول(نشکده دامپزشکی، دانشگاه رازي، کرمانشاه، ایراناستادیار گروه علوم درمانگاهی، دا.2

کرمانشاه، ایراندانشگاه رازي، دانشیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، .3

:چکیده

آل بـراي رشـد و تکثیـر ایـن     سـتم کشـت ایـده   هاي بنیادي به دلیل عدم وجود یـک سی تکنولوژي استفاده از سلول: زمینه و هدف
ها در محیط زایی این سلولبر القاء کلونیویتامین ثهاي مختلف بررسی اثر غلظتهدف از این مطالعه. ها محدود شده استسلول

.کشت است
سـازي  یزي خـالص نابالغ طی دو مرحله هضم آنزیمی جدا و به روش حذف تمـا برههاي اسپرماتوگونی بیضهسلول:روش بررسی

هـاي اسـپرماتوگونی در محـیط    گروه شاهد شامل کشت ساده سلول: روز به چهار روش تیمار شدند10ها به مدت این سلول. شدند
DMEM درصــد 5بیوتیــک و درصــد آنتــی1حــاويFBS 60و 40، 20محــیط بــالا و بــه ترتیــب شــامل3و 2، 1و تیمارهــاي

هاي تشکیل شده در روزهاي روز انجام شد و تعداد و قطر کلونی3تعویض محیط کشت هر . بودویتامین ثلیتر میکروگرم بر میلی
آمیـزي ایمنوسیتوشـیمی علیـه    هـا بـا رنـگ   شناسایی سـلول .میکروسکوپ معکوس بررسی گردیدپس از کشت به وسیله10و 7، 4

PGP9.5افزار نرم با استفاده از رهاي حاصل از پنج بار تکرایافته.انجام شدR آزمون آماري آنالیز واریانس مورد بررسـی قـرار   و
.تعیین گردیدداري بعنوان سطح معنیp>05/0گرفت و 
). >05/0P(داشت ) 08/0(3داري با تیمار اختلاف معنی) 41/0(2در تیمار 7هاي اسپرماتوگونی در روز مساحت کلونی:یافته ها

).>05/0P(دار داشت اختلاف معنیهاگروهدیگربا2تیمار کشت در10ها در روز همچنین مساحت کلونی
لیتر داراي تاثیر مثبت افزایشی میکروگرم بر میلی40در دوز ویتامین ثدهد کهنتایج حاصل از این مطالعه نشان می:نتیجه گیري

.ر استهاي اسپرماتوگونی بی تاثیتعداد سلولرويهاي اسپرماتوگونی است ، اما مساحت کلونیبر
سلولسلول بنیادي اسپرماتوگونی، ویتامین ث، کشت:کلمات کلیدي

21/5/96:پذیرش23/1/96:اصلاحیه نهایی20/9/95:وصول مقاله 
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مقدمه
اسپرماتوژنز فرآیندي پایدار است که به واسطه خودنوزایی و 

هاي بنیادي اسپرماتوگونی در محیط بسیار تمایز سلول
هايسلول). 1(یابد نی ساز تداوم میهاي مپیچیده لوله

هايسلولازايمجموعهزیربهاسپرماتوگونیبنیادي
هايسلولازکهگرددمیاطلاقنیافتهتمایزاسپرماتوگونی

).2(.گیرندمیءمنشاجنینینموورشددورهدراولیهزایاي
شدهشناختهردهیکبعنوانهاي بنیادي اسپرماتوگونیسلول

تولیدوخودنوسازيتواناییبابنیاديهايلسلواز
مشاهدهاخیرمطالعاتدر.)3(باشدمیمطرحزایاهايسلول
بیضهدراسپرماتوگونیعملکرديجمعیتدوکهشده

خودنوسازيمسئولکهبالفعلبنیاديهايسلول:داردوجود
وسختشرایطدرکهبالقوهبنیاديهايسلولوهستند

). 4(دهندمینشانخودازراخودنوسازيتواناییخاص،
شرایطتحتهاي بنیادي اسپرماتوگونیسلولکههنگامی

قرارمثالبعنوان(روندمیدستاززیاديمیزانبهنامطلوب
اختلالاتوشیمیاییموادیاوسمیموادمعرضدرگرفتن

به استممکنتمایزساز مسئولِپیشهايسلول) فیزیکی
عملوکردهعملبالقوهبنیاديهايسلولعنوان

خودنوسازيينتیجهدرگیرند،سرازراخودنوسازي
دادهسوقتمایزسمتبهاسپرماتوگونی،کلیجمعیت

بنیاديهايسلولبازیابیروندایننهایینتیجهکهشودمی
).4(است بالفعلاسپرماتوگونی

هايصهمشخبرخیتنهانهاسپرماتوگونیبنیاديهايسلول
هايویژگیبلکهدارندرابنیاديهايسلولسایربامشترك

بنیاديهايسلول. کنندمیحفظنیزراخودمتمایز
فرديبهمنحصربسیاربالغبنیاديهايسلولاسپرماتوگونی،

نتاجبهوالدینازراژنتیکیاطلاعاتتوانندمیکههستند
ژنتیکدرویژهيابزارهاسلولاینلذا). 5(کنندمنتقل

در مورد . شوندمیمحسوبتولیدمثلوپرورشحیوانات،
تولیدمنظوربههمولوگپیوندوژنانتقالها سلولاین 

ات دارویی تولیدبهبودجهتدرتراریختهحیوانات
هاي بنیادي اسپرماتوگونی با سلول.رودمیبه کارنوترکیب 

آزمایشگاه استفاده از خاصیت خودنوزایی خود در محیط 
تکثیروکشت).6(کنند توانایی تقسیم شدن را حفظ می

تواندمیآزمایشگاهمحیطدراسپرماتوگونیهايسلول
دیگرعبارتبهوهاسلولاینعملکردازايارزندهاطلاعات

این،برعلاوه. دهدقرارمااختیاردراسپرماتوژنزفرآیند
اطلاعاتبهدستیابیبهمنجرهاسلولایندستکاري

، دامیفناوري،زیستیهايآزمایشخصوصدرارزشمندي
پزشکی بالاخص درمان ناباروري هايو پژوهشنژاداصلاح

بنیاديهايسلولتکثیرومدتطولانیکشتبا). 7(شودمی
هاسلولاینکهشدهمشاهدهآزمایشگاهدراسپرماتوگونی

واندماندهزندهمناسبشرایطتحتوکشتسالدوازپس
پتانسیلکاهشیاژنتیکیاپیوژنتیکیتغییرگونههیچ

آزمایشگاهی کشت).8(استنشدهدیدههاآندرزایشی
وبسطبرايمهمابزاریکهاي بنیادي اسپرماتوگونیسلول

وشودمیمحسوبنادرسلولیجمعیتایندستکاري
رايبنیازيپیشها به عنوانمدت این سلولطولانیکشت

-تمایز سلولوخودنوسازيبهمربوطاکتشافاتبهدستیابی

امروزه.آیدمیحساببههاي بنیادي اسپرماتوگونی
هاي بنیادي مدت سلولطولانیکشتبهموفقدانشمندان

از.)9-11(اندشدههمسترورتموش،دراسپرماتوگونی
هاي بنیادي لکشت سلوجهتدرمحققاناگرچهطرفی،

قدرتاند،کردهبسیاريتلاشاهلیحیواناتاتوگونیاسپرم
تنهاآزمایشگاهمحیطدرهازایی این سلولکلونیوتقسیم
-15(شودمیحفظ) ماهدوازکمتر(کوتاهیمدتبراي

اصلیمشکلاتازیکیبنیادي،هايسلولسایرهمانند.)12
طوريبهها استآنبودنتعدادکمهاسلولاینازاستفاده

موشزایايهايسلولکلدرصد03/0تنهاهاسلولاینکه
نبودنبهتوجهبااین،برعلاوه. دهندمیتشکیلرابالغ

ها،سلولاینجداسازيبراياختصاصیسلولینشانگرهاي
صورتبهراهاسلولاینبتوانکههاییروشازاستفاده
برخوردارايویژهاهمیتازکردتهیهزیادمیزانبهوخالص

ومختلفعواملتأثیرمورددرزیاديمطالعات. است
- 19(موشاسپرماتوگونیهايسلولرويمتفاوتشرایط
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گرفتهصورت) 12(گاوو) 22(،خوك) 21،20(،رت) 16
علی رغم اهمیت آن در گوسفندمورددرمطالعاتاینولی

بسیارتولید دام تراریخته و طراحی مدلهاي آزمایشگاهی 
یک،)اسید آسکوربیک(ثویتامین.هستندودمحد

هايفعالیتانجامبرايکهاستآبدرمحلولریزمغذي
ویتامیناینبینمستقیمیارتباط. استضروريبیولوژیکی

به عنوانبدندرویتامیناین.)23(داردوجودباروريو
تاثیراتبرابردرراهاسلولوکردهعملاکسیدانآنتییک
کندمیمحافظتهاآلودگیوآزادهايیکالرادمضر

پستاندارانهايگونهبرخیتولیدمثلفرآینددرو)24و25(
وجودعدمیاوسطحکاهش. استاهمیتداراينیز

افزایشاسپرم،تعدادکاهشسببانساندرآسکوربات
التیامدرتاخیروباروريکاهشغیرطبیعی،هاياسپرمتعداد
تزریقمثبتتاثیرقبلیمطالعاتدر.)26(شودمیزخم

کمگاوهايباروريروياسیدآسکوربیکزیرجلدي
شدهگزارش) 29(نراسبو) 28(ماده و) 27(نربارور
بارورکمنرگاوهايدراسیدآسکوربیکتجویز. است
Augustine). 22(شودمیمنیمایعغلظتافزایشسبب

یاغیرفعالانتشارباثویتامینکهدادندنشانهمکارانو
کردهعبورسرتولیهايسلولازتواندمیشدهتسهیلانتقال

بهثویتامیننتیجهدر. )30(برسدمجاور لومنیفضايبهو
تحویلتنظیموویتامینکردنمتابولیزهتواناییهاسلولاین
- میمجاور لومنیبخشزایا درهايسلولبهرامولکولاین

بهثویتامینکهاستدادهنشانشدهجامانمطالعات.دهد
محیطدراسپرماتوگونیبنیاديهايسلولمانیزنده

کاهشطریقازراعملاینوکندمیکمکآزمایشگاه
- میانجامآپوپتوزداخلیمسیربرتاثیرواکسیداتیواسترس

بنیاديهايسلولتمایزکهشدهمشاهدههمچنین. )25(دهد 
).31(یابدمیافزایشثویتامینواسطهبه اسپرماتوگونی

کلونی القاء تاکنون مطالعه اي در زمینه تاثیر ویتامین ث بر 
زایی سلول هاي بنیادي اسپرماتوگونی گوسفند انجام نگرفته 

.است

روش بررسی
ماهه کشتار شده در 3-2هاي هاي لازم از برهنمونه

ستان کیلومتري شهر20کشتارگاه صنعتی بیستون واقع در 
2ها در کنار یخ و در کمتر از این بیضه.تهیه شدکرمانشاه 

ساعت به آزمایشگاه کشت سلولی دانشکده دامپزشکی 
.دانشگاه رازي منتقل شد

جداسازي سلول هاي بنیادي
پس از جدا سازي بیضه از اسکروتوم و اپیدیدیم، حدود ده 

چی گرم از بافت پارانشیم بیضه را با استفاده از پنس و قی
SPL, South(استریل جدا کرده و به لوله فالکون 

Korea ( لیتر محیط میلی10منتقل و سپس حدود
DMEM)Dulbecco's Modified Eagle

Medium, Gibco, UK (هاي پنیبیوتیکآنتیحاوي -

- میلی100(و استرپتومایسین ) لیترواحد بر میلی100(سیلین 

سپس لوله به مدت یک .به آن اضافه شد) لیترگرم بر میلی
دور بر دقیقه سانتریفیوژ شد 1500دقیقه و با دور 

)Hettach, Germany .( 3شستشوي بافت پارانشیم بیضه
هضم سپس.بار و به منظور کاهش بار میکروبی انجام شد

مکانیکی با استفاده از قیچی استریل تا زمانی که بافت 
به منظور . ردکاملاً خرد شد، ادامه پیدا کپارانشیم بیضه 

هضم آنزیمی مرحله اول به بافت خرد شده پارانشیم 
، آنزیم )لیترگرم بر میلیمیلی1(4بیضه، کلاژناز تیپ 

و آنزیم ) لیترگرم بر میلیمیلی1(2هیالورونیداز تیپ 
) Sigma, USA) (لیترگرم بر میلیمیلی1(تریپسین 

دت مهاي حاوي بافت بهسپس پتري دیش. اضافه گردید
- درجه سانتی37دقیقه در انکوباتور با دماي 60تا 45

درصد 5اکسید کربن درصد و دي80گراد و رطوبت 
هاي به منظور افزایش بازدهی تاثیر آنزیم. قرار داده شد

دقیقه یکبار 10مذکور بر هضم بافت پارانشیم بیضه هر 
هدف از هضم آنزیمی . عمل پیپتاژ صورت گرفت

. ساز از یکدیگر بودهاي منیدن لولهمرحله اول جدا کر
هاي هضم منظور حذف و از بین بردن بافتدر ادامه به

ساز از یکدیگر، هاي منیشده حاصل از جدا شدن لوله
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هاي ها به داخل لولهمحتویات هریک از پتري دیش
دقیقه 2مدت به1400فالکون منتقل شد و در دور 

ساز هاي منیسانتریفوژ و سپس رسوب که حاوي لوله
پس از . است نگه داشته شده و مایع رویی دور ریخته شد

انجام مرحله اول هضم آنزیمی، محتویات لوله فالکون به 
منظور هضم هاي استریل منتقل شده و بهداخل پتري دیش

هاي موجود در این ساز و آزادسازي سلولهاي منیلوله
1(4ژناز تیپکلاها آنزیمها به هر یک از پتري دیشلوله

گرم بر میلی1(2، هیالورونیداز تیپ )لیترگرم بر میلیمیلی
-گرم بر میلیمیلی05/0(و دزوکسی ریبونوکلئاز ) لیترمیلی

. گذاري شددقیقه گرمخانه10مدت اضافه گردید و به) لیتر
هاي فالکون ها به داخل لولهسپس محتویات پتري دیش

هاي انفرادي از سازي سلولمنظور جدااستریل منتقل و به
سانتریفوژ 800دقیقه در دور 5قطعات باقیمانده به مدت 

استفاده FBSمنظور توقف هضم آنزیمی از محلول به. شد
هاي مایع رویی داخل فالکون که حاوي سلولسپس .شد

اسپرماتوگونی، سرتولی و میویید است برداشت شده و درون 
هاي ور حذف سلولمنظبه. فالکون دیگري ریخته شد

میکرومتري استریل 55تعلیق سلولی از فیلتر نایلونی میویید،
هاي منظور رسوب دادن سلولعبور داده شد، سپس به

هاي فالکون اسپرماتوگونی و سرتولی و تعلیق حاصل در لوله
800دقیقه با دور 2مدت ها بهجمع آوري و هر کدام از لوله

مایع رویی حاصل از با دور ریختن.شدسانتریفوژ
هاي فالکون براي کشت سانتریفوژ، رسوب موجود در لوله

.مورد استفاده قرار گرفت
هاشمارش و ارزیابی درصد حیات سلول

هاي اسپرماتوگونی زنده با استفاده از رنگ درصد سلول
و ) Trypan blue, UK(درصد 4/0آمیزي تریپان بلو 

عیین ت) OLYMPUS, JAPAN(میکروسکوپ نوري 
هاي طور تصادفی تعداد سلولبا شمارش یکصد سلول به. شد

هاي زنده زنده و مرده تعیین و بر این اساس درصد سلول
.محاسبه گردید

ثنیتامیو افزودن وتیها به پلانتقال سلول
هاي مخصوص هاي موجود در لوله فالکون به پلیتسلول

500. منتقل شد)، سوئیسTPP(اي کشت چهار خانه
که حاوي سلول هاي بنیادي (میکرولیتر از تعلیق سلولی 

که در محیط کشت ) اسپرماتوگونی و سرتولی است
DMEM درصد 1درصد سرم جنین گوساله و 5حاوي

. بیوتیک حل شده بود به داخل هر چاهک ریخته شدآنتی
,Batch No.: 224(در نهایت محلول ویتامین ث 

Darou Pakhsh – iran, Vitamin C 500 mg/5
ml(ها اضافه شدبه شرح زیر به هر یک از خانه

ویتامین ث به محیط کشت ): 1شمارهخانه(گروه شاهد 
.اضافه نشد

میکرومول بر 20ویتامین ث با دوز):  2شمارهخانه(1تیمار
.لیترمیلی
میکرومول بر 40ویتامین ث با دوز ): 3شمارهخانه(2تیمار
.لیترمیلی
میکرومول بر 60ویتامین ث با دوز ):  4شمارهخانه(3تیمار
.لیترمیلی

گراد و رطوبت درجه سانتی37در نهایت پلیت به انکوباتور 
روز 10درصد به مدت 5اکسیدکربن درصد و دي80

بار روز یک3تعویض محیط کشت هر . کشت داده شد
.انجام شد

و شمارشطیمحضیتعو
10و7، 4روزهاي ها درتعویض محیط و شمارش کلونی

شمارش تعداد کلونی و قطر .پس از کشت صورت پذیرفت
,Olympus(آنها با استفاده از میکروسکوپ معکوس

IX71® inverted microscope ( مجهز به عدسی
براي محاسبه مجموع .)1شکل شماره(مدرج انجام شد

متر ها که در این مطالعه واحد آن به میلیمساحت کلونی
;Image J (version 1.240شد از نرم افزار بامربع می

National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA)استفاده شد.

اتآزمایشاستفاده ازهاي اسپرماتوگونی با سلولشناسایی
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ایمنوسیتوشیمی
از Aهاي اسپرماتوگونی تیپ جهت شناسایی سلول

استفاده PGP9.5ژن علیه آنتیفلورسانتآمیزي ایمنورنگ
ترپسینه کردن پس از PGP9.5بمنظور شناسایی . شد

بادي اولیه اسلاید با آنتیکشت،آخرها در روز سلول
,Dako, Carpinteria, CA(غیرکونژوگه خرگوش 

USA ( وFITCبمنظور . آمیزي شدرنگکنژوگه بز
هاي اسپرماتوگونی از رنگ آمیزي آمیزي هسته سلولرنگ

DAPI 32(استفاده شد ی و همکاران پناهروش طبق(.
يآمارلیو تحلهیروش تجز
آوري شده از لحاظ نرمال بودن ارزیابی هاي جمعابتدا داده

آزمون آنالیز واریانس هاپس از نرمال کردن داده. شدند
هاي مختلف ویتامین ث وغلظتمتقابل اثرات انجام شده و

ده از با استفابر تعداد و مساحت کلونیطول مدت کشت 

مقایسه میانگین . مورد بررسی قرار گرفتRافزار آماري نرم
ها در تیمارهاي مختلف با آزمون تکمیلی تعداد کلونی

ولی با .صورت پذیرفت>05/0Pدار دانکن در سطح معنی
اثر متقابل زمان و غلظت بر مساحت توجه به وجود 

ها در تیمارهايمقایسه میانگین مساحت کلونیها،کلونی
مختلف و در روزهاي مختلف با استفاده از آزمون آماري 

.صورت پذیرفتRepeated measureدانکن و 

هایافته
هادرصد حیات سلول
ها بلافاصله پس از جداسازي درصد حیات سلول

ها پس از همچنین این سلول.درصد بود62/1±2/83
را PGP9.5ژن روزه آنتی10گذراندن یک دوره کشت 

.)2و1شکل شماره (دندبیان کر

)X1000: بزرگنمایی(کلونی تمشکی شکل اسپرماتوگونی در روز دهم کشت -1شکل

آمیزي رنگDAPIآمیزي با استفاده از رنگهاي بنیادي اسپرماتوگونی هسته سلول، PGP9.5بر علیه آنتی ژن ایمنوفلورسانتآمیزيرنگ-2شکل 
میکرومتر80: میله. اندشده
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یاسپرماتوگونهايسلولهايیاد کلونتعد
هاي اسپرماتوگونی بین هاي سلولتعداد کلونی1جدولدر

و بین روزهاي مختلف کشت ) ستون(هاي مختلف تیمار
در تمام روزهاي پس از کشت . مقایسه شده است) ردیف(
هاي اسپرماتوگونی از نظر تعداد کلونی) 10و 7، 4روزهاي (

داري مشاهده نشد ا اختلاف معنیهبین هیچ یک از گروه
)05/0P> .(هاي اسپرماتوگونی در میانگین تعداد کلونی

و 2، 1مشابه تیمارهاي شاهدتمام روزهاي کشت در گروه 
.ها مشاهده نشدداري بین آنبود و اختلاف معنی 3

لف آزمایشی در روزهاي متفاوتهاي مختدر گروه) خطاي استاندارد(±اسپرماتوگونی میانگین تعداد کلونی-1جدول

یاسپرماتوگونهايسلولهايیمساحت کلون
هاي مختلف ویتامین ث بر غلظتاثرات 2شمارهجدولدر 

) گرممیکرو60و 40، 20(لیتر در محیط کشت حسب میلی
و همچنین اثرات ) روز10و 7، 4(و طول مدت کشت 

هاي هاي سلولها روي مساحت کلونیمتقابل آن
هاي غلظت. نشان داده شده است) mm2(اسپرماتوگونی 

، 20(ت لیتر در محیط کشمختلف ویتامین ث بر حسب میلی
) روز10و 7، 4(و طول مدت کشت ) گرممیکرو60و 40

اثرات )  mm2(هاي اسپرماتوگونیروي مساحت کلونی
- همچنین  اثرات متقابل غلظت).>05/0P(دار داشتند معنی

طول مدت کشت روي مساحت ×هاي مختلف ویتامین ث 
).>05/0P(دار بود کلونی نیز معنی

هاي هاي سلولکلونیمساحتها روي هاي مختلف ویتامین ث، طول مدت کشت و همچنین اثرات متقابل آنثرات غلظتآنالیز واریانس ا-2جدول 
)mm2(اسپرماتوگونی

P value F value مجموع میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادي متغیر
001/0P< 2/28 3397/0 0192/1 3 ویتامین ثغلظت

001/0P< 6/8 1043/0 2085/0 2 طول مدت کشت 

01/0P< 2/3 0391/0 2348/0 6 طول مدت ×غلظت ویتامین ث
کشت

هاي هاي سلولمساحت کلونی3شمارهجدولدر
هاي مختلف آزمایش بین گروه) mm2(اسپرماتوگونی

مقایسه ) ردیف(و در روزهاي مختلف پس از کشت ) ستون(
اري پس از کشت هیچ اختلاف معنی د4در روز . شده است

در . مشاهده نشدي مختلفهاگروهها درمساحت کلونیبین 
3با تیمار2تیمارها در مساحت کلونیپس از کشت 7روز 

دار بود اما هیچ یک از این دو گروه با داراي اختلاف معنی
در روز . داري نداشتنداختلاف معنی1و تیمارشاهدگروه 

3و تیمار1، تیمارشاهدبا گروه 2پس از کشت تیمار10
مساحت ).>05/0P(داري را نشان دادنداختلاف معنی

از 2گروه تیمار داخل ها بین روز چهارم و دهم در کلونی
.)>05/0P(دار بود نظر آماري معنی

هاي آزمایشگروه
3 2 1 شاهد وزر

99±267 200±570 169±439 157±354 4
90±259 226±719 191±518 145±413 7
86±249 278±849 223±610 151±477 10
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)mm2(ف پس از کشتهاي مختلهاي آزمایشی مختلف در روز گروه) خطاي استاندارد(±هاي اسپرماتوگونی میانگین مجموع مساحت کلونی-3جدول 
گروه هاي آزمایشی

3 2 1 شاهد روز
02/0±09/0c 09/0±25/0bc 06/0±17/0bc 05/0±13/0c 4
08/0±21/0c 12/0±41/0ab 07/0±22/0bc 05/0±16/0bc 7
02/0±07/0c 18/0±65/0a 1/0±29/0bc 06/0±21/0bc 10

). >05/0P(داري دارند از نظر آماري تفاوت معنیاند نشان داده شدهبا حروف مختلف که) هاي آزمایشروهگ(ردیفمقادیر متفاوت در داخل هر 
).>05/0P(داري دارند از نظر آماري تفاوت معنیاندنشان داده شدهبا حروف مختلفکه) روزهاي آزمایش(هر ستونداخل مقادیر متفاوت در 

بحث 
هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلولهدف از این مطالعه، کشت 

ویتامین هاي مختلف بیضه بره نابالغ و بررسی اثرات غلظت
.ها در محیط کشت بوداین سلولزایی روي القاء کلونیث

) 60μg/mL، و 40، 20، 0(هاي متفاوت ویتامین ث غلظت
به محیط کشت اضافه شد، و تاثیر آن روي مساحت و تعداد 

.نیادي اسپرماتوگونی مطالعه گردیدهاي بهاي سلولکلونی
هاي غنی شده با نتایج نشان داد که در روز دهم در گروه

هاي بنیادي هاي مختلف ویتامین ث سلولغلظت
هاي متراکمی تشکیل داده و داراي اسپرماتوگونی کلونی

لیتر میکروگرم بر میلی40غلظت . هاي ناواضحی هستندلبه
هاي بر تعداد و مساحت کلونیویتامین ث داراي اثر مطلوب 

هاي بنیادي اسپرماتوگونی است که این افزایش در سلول
هایی که با این دار است و محیط کشتمورد مساحت معنی

دوز از ویتامین ث تیمار شدند میزان رشد بیشتري را از خود 
.نشان دادند

هاي بنیادي در این مطالعه میانگین درصد سلول
2/83±62/1لافاصله بعد از جداسازي اسپرماتوگونی زنده ب

هادر مطالعات دیگر درصد حیات سلول. درصد بود
و 86±5/3، 3/85±2/1بلافاصله پس از جداسازي را

نتایج مطالعه . )33-35(درصد گزارش کردند 63/3±77/86
هاي بنیادي اسپرماتوگونی سلولحیاتحاضر از نظر درصد

تکنیکرد که خود بیانگر خوانی دابا نتایج مطالعات فوق هم
.باشدها میآنزیمصحیحانتخاب دوز وصحیح جداسازي

هاي بنیادي براي تعیین هویت سلولحاضرمطالعهدر 
آمیزي ایمنوسیتوشیمی علیه از رنگAاسپرماتوگونی تیپ 

استفاده شد و مشاهده گردید که PGP9.5ژن آنتی
ینی را بیان هاي جدا شده از بیضه این نشانگر پروتئسلول

هاي توان از این نشانگر براي شناسایی سلولکردند، لذا می
در چندین مطالعه از . اسپرماتوگونی گوسفند بهره جست

منظور شناسایی بهPGP9.5ژن بادي علیه آنتیآنتی
در Aهاي بنیادي اسپرماتوگونی تیپ لایمنوسیتوشیمی سلو

، )37(سفند ، گو)36(هاي مختلف از جمله ، گوساله گونه
.استفاده شده است)40(و انسان )39(بز )38(موش 

هاي بنیادي رود که سلولبا گذشت زمان انتظار می
هاي تشکیل شده اسپرماتوگونی تقسیم انجام داده و کلونی

در مطالعه انجام شده با گذشت زمان و افزایش . رشد کنند
هاي طول مدت کشت، تعداد و مساحت کلونی

60به استثناء گروه تیمار شده با دوز (ی اسپرماتوگون
در . افزایش یافت) لیتر ویتامین ثمیکروگرم بر میلی

هاي بنیادي مطالعات گذشته نیز که روي کشت سلول
اسپرماتوگونی در محیط کشت انجام شده بود با گذشت 

. )41-43(ها افزایش یافته استزمان تعداد و مساحت کلونی
- روي سلول) 44(و سلگی ) 36(همچنین در مطالعه زندي 

ها هاي اسپرماتوگونی بره، با گذشت زمان رشد کلونی
.افزایش یافت

Tajikهاي هاي سلولنشان دادند تعداد کلونیو همکاران
ها در بنیادي اسپرماتوگونی گوسفند و مجموع مساحت کلنی

اري افزایش دمحیط آزمایشگاه با گذشت زمان به طور معنی
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ها با افزودن فاکتورهاي افزایش تعداد سلول). 45(یابد می
و کاهش ،تواند به دلیل بهبود سطح خودنوزاییرشد می

هاي بنیادي و یا ي مرگ سلولدهندهتواند نشانتعداد می
40نتایج ما نشان داد که دوز ).43(ها باشد تمایز آن

تأثیر مثبت روي لیتر ویتامین ث دارايمیکروگرم بر میلی
هاي اسپرماتوگونی بره است که با افزایش مساحت کلونی

Hu، )46(و همکاران Huangنتایج حاصل از مطالعات 

Chepdaو ) 42(و همکاران Osiecki، )43(و همکاران 

دار بود، ها افزایش مساحت معنیکه در آن) 41(و همکاران 
و همکارانWangدر مطالعه اي که توسط.توافق دارد

هاي صورت گرفت تاثیر ویتامین ث روي رشد و تمایز سلول
این تحقیق نشان داد که بنیادي اسپرماتوگونی بز بررسی شد؛

هاي بنیادي اسپرماتوگونی با افزودن مدت سلولکشت کوتاه
تري جهت تکثیر ویتامین ث به محیط کشت، راهکار مناسب

و همچنین رشد شدباها در محیط آزمایشگاه میاین سلول
هاي بنیادي اسپرماتوگونی وابسته به دوز بوده و دوز سلول

لیتر است که میکروگرم بر میلی40هامطلوب براي رشد آن
با اینکه دوز ).8(با نتایج حاصل از مطالعات ما موافق است 

لیتر ویتامین ث اثر مطلوب برافزایش میکروگرم بر میلی40
بنیادي اسپرماتوگونی داشت اما هايهاي سلولتعداد کلونی

دست آمده این افزایش معنی دار نبود که این نتایج با نتایج به
، و همکارانHuو همکاران،Huangاز مطالعات
Osieckiو همکاران،Chepda و همکاران  وWang

دار بود، موافق ها افزایش تعداد معنیکه در آنو همکاران
- گونهه مکانیسم دقیق تولید اگرچ).8و 42و43و46(نیست 

هنوز به روشنی مشخص نشده است هاي فعال اکسیژن
هاي ثانویه به کار هاي فعال اکسیژن به عنوان پیامبراماگونه

ها را از جمله شوند و طیف وسیعی از فعالیتگرفته می
شوند تکثیر، رشد،  توقف پیري و مرگ سلولی را شامل می

بیان ژن آنتی مکارانو هWangدر مطالعه .)47و48(
با کمک Baxو P53هاي آپوپتوزي و ژنBcl-2آپوپتوز 

نتایج . آنالیز شدندqRT-PCRو RT-PCRهاي روش
گونه هاي فعال ها به تغییرات وابسته به نشان داد که این ژن

هاي فعال گونهحساس هستند و با افزایش میزان اکسیژن
طالعه مذکور که برهمچنین در م). 8(شوند فعال میاکسیژن

هاي بنیادي اسپرماتوگونی بز نشان داده شد که روي سلول
در محیط کشتی که حاوي هاي فعال اکسیژنگونهسطح 

لیتر ویتامین ث بود، در حداقل میکروگرم بر میلی40دوز
هاي این گروه در مقایسه با میزان خود قرار داشت و کلونی

بنابراین، در توافق با . )8(رشد بیشتري داشتند هاسایر گروه
نتایج گزارش شده، افزودن دوز مطلوب ویتامین ث به محیط 

هاي فعال گونهتواند از سلول در برابر آثار تخریبی کشت می
هاي بنیادي محافظت کرده و رشد و توسعه سلولاکسیژن

اي که در مطالعه). 43و49(اسپرماتوگونی را بهبود ببخشد 
و همکاران  همچنینEstebanو همکاران  وHuتوسط 

هاي فعال اکسیژن در محیط کشت انجام شد، میزان گونه
هاي هاي بنیادي اسپرماتوگونی تیمار شده با غلظتسلول

40مختلف ویتامین ث بررسی شد و مشاهده شد که در دوز 
لیتر این میزان در حداقل خود قرار دارد میکروگرم بر میلی

اکسیدانی که فعالیت آنتیدیده شدههمچنین ). 43و49(
وار از کمترین به سمت اي سهمیویتامین ث داراي رابطه

و همکاران  مشاهده Chepda.)42(بیشترین غلظت است
کردند که کمترین و بیشترین غلظت ویتامین ث منجر به 

شود هاي آزاد و تاثیرات پرواکسیداتیو میتولید رادیکال
میکروگرم بر 40العه دوز بنابر نتایج حاصل این مط).41(

- ویتامین ث دوز مطلوب براي افزایش رشد کلونیلیترمیلی

با گذشت زمان طولانی، سطوح .باشدمیهاي اسپرماتوگونی
داخل سلولی براي هر گروه از گونه هاي فعال اکسیژن

تکثیر . یابدویتامین ث، به میزان قابل توجهی افزایش می
ویتامین ث مصرف کند، از این تواند میزان فراوانیسلول می

گونه هاي فعال اکسیژنرو، اثر مهاري ویتامین ث روي 
هاي افزودن ویتامین ث در غلظت). 8(شودضعیف می

- هاي مختلف داراي تاثیرات متغیري میمختلف روي سلول

که ویتامین ث در یک غلظت خاص به زمانی. )42(باشد 
محرك رشد عمل عنوان یک شود، بهمحیط کشت اضافه می

دهد را افزایش میDNAکند و تکثیر سلولی و سنتز می
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هاي فعال گونهلیتر میزان میکروگرم بر میلی40در دوز ). 42(
هاي فعال گونهدر حداقل خود قرار دارد تولید اکسیژن
به هاي فعال اکسیژنگونهشده و همچنین سرکوب اکسیژن

سیگنالینگ آپوپتوز به عنوان پیامبر ثانویه براي تنظیم مسیر
40تر از دوز هاي پاییناما در غلظت) 50(شود کار گرفته می

با آسیب به هاي فعال اکسیژنگونهلیتر، میکروگرم بر میلی
سبب مرگ DNAغشاي سلولی و قطعه قطعه کردن 

، از سوي دیگر )8(شودها در محیط آزمایشگاه میسلول
در دوزهاي بیشتر از افزایش قابل توجه غلظت ویتامین ث 

تواند باشد و میلیتر سیتوتوکسیک میمیکروگرم بر میلی40
در ). 43و 46، 49(آپوپتوز شودمنجر به مهار تکثیر و القاء

نتیجه سطوح مطلوب ویتامین ث به عنوان یک تنظیم کننده
کند و به هاي بنیادي اسپرماتوگونی عمل میمثبت قوي سلول

هاي فعال اکسیژنگونهمناسبی از حفظ سطح فیزیولوژیکی 
در مسیر هاي فعال اکسیژنگونهبنابراین ،کندکمک می

- آنتیشود وباعث بیان ژنکار گرفته میتنظیمی آپوپتوز به

هاي پروآپوپتوزي و سرکوب بیان ژنBcl-2آپوپتوزي 
P53 وBaxهاي بنیادي شود و تکثیر سلولمی

-آزمایشگاه افزایش میاسپرماتوگونی گوسفند را در محیط 

).8(دهد

نتیجه گیري
در این کلونی برخلاف مطالعات انجام شده افزایش تعداد 

دار نبود که این اختلاف ممکن است به این پژوهش معنی
هاي بنیادي دلیل باشد که تاثیر ویتامین ث  روي سلول

اسپرماتوگونی گوسفند تاکنون بررسی نشده است و این 
ق انجام شده روي گونه گوسفند است، مطالعه اولین تحقی

بنابراین یکی از دلایل تفاوت در نتایج ممکن است ناشی از 
همچنین در . هاي ناشناخته در گونه حیوان باشدتفاوت

هاي بنیادي اسپرماتوگونی مطالعات دیگري که روي سلول
کشتی هاي سرتولی همها با سلولانجام شده است، این سلول

کشتی صورت نگرفت، از در این مطالعه هماند اماداده شده
این رو یکی دیگر از دلایل تفاوت در نتایج ممکن است این 

.عامل باشد

تشکر و قدردانی
اي دامپزشکی این مقاله مستخرج از رساله دکتري حرفه

باشدمصوب معاونت پژوهشی دانشگاه رازي می
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