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های ثیر هورمون گنادوتروپین کوریونی انسانی بر تکثیر و تمایز سلولأت

 های سرتولیکشتی با سلولبنیادی اسپرماتوگونی در هم

 2، گلشید جاودانی1، نگار دامغانیان2، پرویز تاجیک*1ثانیرضا نارنجی

 

 چکیده 
ته و گرفشا های اسپرماتوگونی منای است که از سلولاسپرماتوژنز فرایند پیچیده

ر که د ای از تکثیر وتمایز سلولی استشامل مراحل پی در پی و سازمان یافته

 ام جهت انج های عملکردی اسپرماتوزوا می شود.نهایت منجر به تولید سلول

 3-5های ههای سرتولی و اسپرماتوگونی از گوسالسلولنمونه گیری این مطالعه ، 

 وهای سرتولی کشت همزمان سلولهای درمانی، . در گروهانجام گرفتماهه 

پین اسپرماتوگونی، قبل از ارزیابی کلونی تحت درمان با هورمون گنادوترو

واحد در  10و  2 ،5 (hCG: human Chorionic Gonadotropin) کوریونی انسانی

ز های سرتولی ا.برای شناسایی سلول قرار گرفتند لیتر محیط کشتهر میلی

وش ری با های اسپرماتوگونی بنیادویمنتینن و کلونی آمیزی ایمونوسیتوشیمیرنگ

های ایی کلونیشناس نشان داد که نتایجشناسایی شدند.  OCT-4ایمونوسیتوشیمی 

ی آمیز های بنیادی اسپرماتوگونی و سرتولی به خوبی به ترتیب توسط رنگسلول

ر تعداد و قط hCGو ویمنتین انجام گرفته و هورمون  OCT-4ایمونوسیتوشیمی 

تواند منجر به القای می hCG.این مطالعه نشان داد که   دهدکلونی را افزایش می

 ود.های بنیادی اسپرماتوگونی و سرتولی شتکثیر و فرایند تمایز در کشت سلول

های سرتولی، : کشت، گنادوتروپین کوریونی انسانی، سلولواژگان کلیدی

 های اسپرماتوگونی بنیادی سلول
 

 21/9/1396تاریخ پذیرش:     11/6/1396تاریخ دریافت:
 

 مقدمه

های ای است که از سلولاسپرماتوژنز فرایند پیشرفته

( منشا SSC: Spermatogonial Stem Cell) اسپرماتوگونی

 ودرپی و سازمان یافته از تکثیر گرفته و شامل مراحل پی

های تمایز سلولی است که در نهایت منجر به تولید سلول

 (. بسیاری از فاکتورهای12شود )پرماتوزوا میاس عملکردی

 رایندفهای زاینده و سرتولی این ها و تعامل سلولرشد، هورمون

ر تواند منجتنظیم کرده و هرگونه اختلال در این فرایند میرا 

 یلهای سرتولی به دلا(. سلول8د )ناباروری جنس نر شو هـب
 

 (rezasani_vet@semnan.ac.ir) دانشگاه سمنان، سمنان، ایران ،دانشکده دامپزشکی ،گروه علوم درمانگاهی -1*

 دانشگاه تهران، تهران، ایران ،دانشکده دامپزشکی ،های تولید مثل دامگروه مامایی و بیماری -2

های اسپرماتوگونی بیضه مختلف نقش حیاتی در عملکرد سلول

های پیکری وظیفه تولید و بقای ساختار سلولی . این سلولدارند

بافت پوششی زایا، تغذیه لایه زاینده و به طوراولیه ایجاد بخش 

-cگیرنده تیروزین کیناز  (.5سلولی سد خونی بیضوی را دارند )

kit)های زاینده ولیگاند آن، فاکتور سلول بنیادی ( در سلول

(SCF: Stem Cell Factorدر سلول ) های بنیادی بیضه بیان

برای نگهداری و یا میتوز   SCFو c-kitشود. تعامل بین می

 17ضروری است ) Aهای تمایز یافته اسپرماتوگونی تیپ سلول

های سرتولی به های جنسی و سلولکشتی سلولهم (.6و 

های رشد اضافه شده به منظور نشان دادن اثرات ماندگاری فاکتو

میان همه  در (.6گیرد)د استفاده قرار میهای زاینده مورسلول

های مرتبط با اسپرماتوژنز هورمون محرک فولیکولی هورمون

(FSH: Follicle Stimulating Factor به عنوان هورمونی که )

های اسپرماتوگونی نقش تعیین علاوه بر افزایش تکثیر سلول

 (.2های بنیادی دارد پیشنهاد شده است )ای در بقای سلولکننده

های جفتی و هیپوفیزی، هورمون تحریک کننده گنادوتروپین

( ، هورمون FSH: Follicle Stimulating Factorرشد فولیکول )

( و گنادوتروپین LH: luteinizing Hormoneلوتیینی کننده )

 ی( متعلق به خانوادهCG: Chorionic Gonadotropinکوریونی )

های ن گلیکوپروتئین(. ای14هورمون گلیکوپرتئینی هستند )

( (a-GSUر وغیرکوالان شامل یک زیرواحد مشترک ـرودیمـهت

 (.10) باشندمی bو یک زیرواحد اختصاصی هورمون 

-و دامپزشکی به منظور شبیه پزشکی ها اخیرا درگنادوتروپین

های تولیدمثلی های اندوکرینی در چرخهمکانیسمسازی 

 د.ـونـشمی استفاده

 

 

mailto:rezasani_vet@semnan.ac.ir
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 hCG انسان  که توسط جفتبوده  وتیین دیمرلیکوپریک گ

این هورمون یکسان است و  a(. زیر واحد 9شود )ترشح می

 %80ی در حدود آن بین اعضای  این خانواده bزیر واحد 

ژنز های مرتبط با اسپرماتوشباهت دارد. درمیان همه هورمون

FSH ای هبه عنوان هورمونی که علاوه بر افزایش تکثیر سلول

ادی های بنیای در بقای سلولنی نقش تعیین کنندهاسپرماتوگو

 های سرتولی فقط دارایسلول (.2دارد پیشنهاد شده است )

به  hCGهستند، بنابراین، استفاده از هورمون  FSHهای گیرنده

تواند منجر دارد می FSHعنوان هورمونی که عملکردی مشابه 

 یلعههدف از مطا های سرتولی شود.به بهبود عملکرد سلول

بر تکثیر و تمایز  hCGحاضر مشخص کردن اثر هورمون 

های کشتی با سلولهای اسپرماتوگونی بنیادی بعد از همسلول

 سرتولی است.
 

 مواد و روش کار
 حیوانات 

ماهه نر  5-3ی راس گوساله 5در این مطالعه تجربی، از 

د. اه تهران نمونه گرفته شمتعلق به فارم ابوریحان دانشگ

ساعت قبل از جراحی از دسترسی آزاد به  12-24 هاگوساله

از  ادهآب و غذا دور نگه داشته میشوند. دراین مطالعه، با استف

 هاسانتیمتر از بیضه گوساله 1×1، نمونه بیوپسی TESEروش 

قرارداده  DMEM ها داخل محیط کشتگرفته شد و این نمونه

منتقل ساعت همراه با یخ به آزمایشگاه  2شده و در عرض 

 .شدند

 های زاینده و سرتولیآوری سلولجمع

 DMEM های بیوپسی پس از شستشو در محیط کشتنمونه

لیتر واحد بر میلی 100حاوی اسیدهای آمینه ضروری، 

لیتر استرپتومایسین، به میکروگرم بر میلی 100سیلین، پنی

صورت مکانیکی قطعه قطعه شدند. سپس برای هضم آنزیمی 

گرم میلی 1حاوی  DMEMمحیط اصلاح شده  مرحله اول در

از نوع  لیتر هیالورونیدمیلی گرم در میلی 1لیتر تریپسین، در میلی

II  لیترمیلیمیکروگرم در  5و DNase   شناور شده و سپس به

انکوبه شدند. پس از طی این  C037دقیقه در دمای  60مدت 

 g300دقیقه با سرعت  1مرحله سه بار و هر بار به مدت 

سانتریفیوژ انجام شده و بعد از هر بار سانتریفیوژ محیط بالای 

تازه جایگزین شده و ماحصل  DMEM رسوب سلولی با محیط

این مرحله وارد مرحله دوم هضم آنزیمی می شود. در مرحله 

های اسپرم ساز در محیط دوم هضم آنزیمی، قطعات لوله

DMEM الورونیداز و یحاوی کلاژناز، هDNase 45دت به م 

دقیقه انکوبه شدند. در نهایت به منظور جداسازی جمعیت 

دقیقه با  2سلولی مورد نظر، تعلیق سلولی حاصل به مدت 

های شود. برای جدا کردن سلولسانتریفیوژ می g300سرعت 

ی دوم هضم آنزیمی سرتولی از تعلیق سلولی حاصل از مرحله

ر این روش (. د15و همکاران استفاده شد) Scarpinoاز روش 

لکتین  لیترمیلیمیکروگرم در  5از پتری دیش استریل حاوی 

داچورا استرامونیوم آگلوتینبن در بافر فسفات استفاده می شود و 

درجه انکوبه شدند. در انتها  37ساعت در  دمای  1به مدت 

های های سرتولی به کف پلیت چسبیده و سلولسلول

ی هم کشتی داده شده و های سرتولاسپرماتوگونی بر روی سلول

 دهند.کلونی تشکیل می

 های آزمایشیگروه

 .DMEM (Sigma-Aldrich, Stبرای کشت، از محیط کشت 

Louis, MO, USA)  10حاوی% FBS (Gibco, Gaithersburg, 

MD, USA 100(، پنی سیلین به میزان IU/mL  100و mg/mL  

 استرپتومایسین استفاده شد.

های سرتولی و کشتی سلولمبه محیط ه hCG هورمون

د. سه بار تکرار گردیدن 5اسپرماتوگونی اضافه گردیده وهرکدام 

وزهای که به ترتیب د 10و  5، 2گروه درمانی عبارتند از، گروه 

م تعویض روز یکبار به هنگا 3هر  لیترمیلیدر  IU 10و  5، 2

ها به آنها اضافه شد و یک گروه کنترل که محیط کشت سلول

 از هیچ هورمونی استفاده نشده است.در آن 

 هاشناسایی سلول



 های سرتولیكشتی با سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی در همتأثیر هورمون گنادوتروپین كوریونی انسانی بر تكثیر و تمایز سلول

 2609 

شیمی آمیزی ایمونوسیتوهای سرتولی از رنگبرای شناسایی سلول

نی اسپرماتوگو هایویمنتینن استفاده شده است. همچنین کلونی

 ند. شناسایی شد OCT-4بنیادی با روش ایمونوسیتوشیمی 

 ارزیابی کلونی

زهای اسپرماتوگونی در رو هایهای مشتق شده از سلولکلونی

ها به کمک از نظر تعداد و قطر کلونی 17و  14، 10، 4

 میکروسکوپ معکوس مجهز به عدسی مدرج ارزیابی شدند.

 تحلیل آماریتجزیه و 

 وبار تکرار برای محاسبه میانگین  5نتایج حاصل از حداقل 

 یارانحراف معیار استفاده شد. برای آنالیز نتایج از روش آم

Anova 05/0دانکن استفاده شد.  و ک طرفهی P <دار در معنی

 نظر گرفته شده است.
 

 نتایج 
 3-5های ساز بیضه گوسالههای اسپرمجمعیت سلولی از لوله

های اغلب شامل دو نوع سلول با ویژگی ،ماهه گرفته شده

 وایمونوسیتوشیمیی مختلف است. اولین نوع آن تکثیر میشود 

دیگر  ( در حالیکه نوع1کند )نگاره اد مییک لایه سلولی را ایج

 (.2 ورد )نگارهآهایی را به وجود مییافتن کلونیآن بعد از تکثیر
 

  
 X 200گوساله. بزرگنمایی سرتولی هایسلولـ 1نگاره 

 

OCT-4 یادی های بنیک نشانگر ملکولی برای تشخیص سلول

 این ویمنتین که بر علاوه (.3اسپرماتوگونی است )نگاره 

 های تک لایههای سرتولی است در سلولنشانگری برای سلول

 (.4تغذیه کننده مورد شناسایی قرار گرفت )نگاره 

  
 X200های اسپرماتوگونی گوساله. بزرگنمایی کلونی سلول ـ2نگاره

 

  

 oct-4های اسپرماتوگونی با آنتی آمیزی کلونی سلولرنگ ـ4نگاره 

 

  
 کونژوکه نیمنتیوی آنت بای سرتولی هاسلولی زیآمرنگـ 4 نگاره

 

 بر قطر و تعداد کلونی hCGتاثیر 

کشتی بین هم 10ها تا روز داری در تعداد کلونیاختلاف معنی

 5ها در گروه های مختلف دیده نشد. اما تعداد کلونیگروه

ها بیشتر بود. داری از سایر گروهبه طور معنی 10درمانی در روز 

ها درمانی از سایر گروه 5لونی در گروه تعداد ک 14در روز 

دار بود. در بیشتر بود ولی تنها این اختلاف با گروه کنترل معنی



 گلشید جاودانیثانی، پرویز تاجیك، نگار دامغانیان، رضا نارنجی

 2610 

؛ >P 05/0در گروه کنترل هیچ کلونی مشاهده نشد ) 17روز 

 (.1نمودار

 
 در یک یهای درمانمقایسه تعداد کلونی میان گروه کنترل و گروه ـ1نمودار 

 زمان.
 

 دهنده اختلافنشان #ها، با سایر گروه دارمعنیف آماری دهنده اختلانشان *

با گروه  دارنیمعنشان دهنده اختلاف آماری  cبا گروه کنترل و دارمعنیآماری 

 هااده(. د>01/0Pباشد )ک طرفه و دانکن مییتوسط آزمون آنووا  دو و پنج

 است. شده ارائه معیار انحراف اساس بر

انی درم 10ها به جز گروه گروه یکشتی در همههم 10در روز 

وند رها به طور مشخص بیشتر از سایر روزها بود. تعداد کلونی

ی و در ی دو و پنج درمانهاگروهها در در تعداد کلونی کاهشی

 10ه گرو 4در روز  (.2؛ نمودار> P 05/0کنترل دیده شد ) گروه

ا در ی ربیشترین قطر را نشان داد. گروه کنترل بیشترین قطر کلون

درمانی  5کشت گروه  14نشان داده، اما در روز  10روز 

یچ در گروه کنترل ه 17بیشترین قطرکلونی را دارد و در روز 

 (.> 05/0P؛3کلونی دیده نشد )نمودار 

 

 
( در 17و  14، 10، 4مختلف ) یها در روزهایسه تعداد کلنیمقا ـ2نمودار 

 ک گروه.ی

 نوا یکآها توسط آزمون با سایر گروه دارمعنی*نشان دهنده اختلاف آماری 

رائه شده اها بر اساس انحراف معیار (. داده>001/0Pطرفه و دانکن می باشد )

 است.
 

 
های کنترل و مقایسه سطح کلنی ها )میلی متر مربع( بین گروهـ 3نمودار 

 آزمایشی در یک زمان.
 

a  کنترل گروه با دارمعنینشان دهنده اختلاف آماری (05/0P<)، b نشان

نده اختلاف نشان ده cو( >01/0P) دو گروه با دارمعنیدهنده اختلاف آماری 

 دانکن و هطرف کی آنوا آزمون توسط( >01/0P) پنج گروه با دارمعنیآماری 

 ها بر اساس انحراف معیار ارائه شده است.. دادهباشدی م
 

 5و  2وه به ویژه در گر یهای درمانتغییرات قطر کلونی در گروه

د روند افزایشی را نشان داده است، اما در گروه کنترل رون

 (.> P 05/0؛4مشاهده شد )نمودار  کاهشی

 
ترل و متر مربع( میان گروه کنها )میلیمقایسه مساحت کلونیـ 4نمودار 

 (.17و  14، 10، 4در روزهای مختلف ) های درمانیگروه

a  4روز با  دارمعنینشان دهنده اختلاف آماری ،b  ختلاف انشان دهنده

 10 روزدار با نشان دهنده اختلاف آماری معنی c، 7دار با روز آماری معنی

 اساس بر ها(. داده>001/0Pباشد)توسط آزمون آنوا یک طرفه و دانکن می

 است. شده ارائه معیار انحراف میانگین
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 بحث
یز او تم روند تکثیر hCGحاضر نشان داد که هورمون  یمطالعه

حقیق کند. در این تهای بنیادی اسپرماتوگونی القا میرا در سلول

شده  ماهه جدا 3-5های ساز گوسالههای اسپرمها از لولهسلول

امل دو شها ساز بیضه گوسالههای اسپرماست. زیرا اپیتلیوم لوله

و  Aنوع سلولی متمایز است: سلول بنیادی اسپرماتوگونی نوع 

 ها برای جداسازیمناسبترین سن گوسالههای سرتولی. سلول

های لوله ماه است. اغلب بخش 5-3اسپرماتوگونی  Aنوع 

بودند و این بیضه  Aهای اسپرماتوگونی  نوع شامل سلول

های بهترین منبع برای جداسازی این نوع از سلول

های اسپرماتوگونی است. جمعیت خالص شده سلول

تواند به طور می %75 با خلوص نهایی Aاسپرماتوگونی نوع 

 106×1معمول جداسازی شوند. بازیابی سلولی حدود 

ده در هر گرم از بیضه بود و قابلیت زن Aاسپرماتوگونی نوع 

های اسپرماتوگونی جداسازی شده همیشه بیش از مانی سلول

ند، های نابالغ سرتولی قابلیت تکثیر دار(. سلول9بود ) 80%

ا تعین های سرتولی قبل از بلوغ آنهبنابراین تعداد نهایی سلول

های (. شاخص اختصاصی جداسازی سلول7و  11شوند )می

ای (. بر1آمیزی ایمونوسیتوشیمیی ویمنتین است )سرتولی رنک

 OCT-4های بنیادی اسپرماتوگونی شاخص تایید وجود سلول

 یهای تمایزنیافتههای کلونی شناسایی شد. سلولدر سلول

SCC  نوعA ،OCT-4 ( در این16را بیان می کنند .)  پژوهش دو

های ایمونوسیتوشیمی متمایز، مشابه نوع سلول با ویژگی

 جدا شد. Aهای سرتولی و اسپرماتوگونی نوع   سلول

ها بیشتر از گروه کنترل بود. های درمانی، تعداد کلونیدرگروه

ها را توانند کلونیهای بنیادی تکثیر شونده میبنابراین، سلول

یجاد کنند و مسیر تکثیر را انتخاب کنند. این مسیر می تواند ا

های سرتولی ایجاد توسط فاکتورهای رشد ترشح شده از سلول

 hCG، هورمون hCGو  FSHبه دلیل شباهت ساختاری  شود.

های سرتولی متصل شود و اثری های سلولتواند به گیرندهمی

 in vitroشرایط در  FSHها بگذارد. هورمون بر آن  FSHمشابه 

(. مهمترین 3های سرتولی است )محرک تکثیر سلول in vivoو 

های سرتولی محسوب می شود عامل رشد میتوزی برای سلول

های رشدی از های سرتولی فاکتوردنبال تحریک سلول(. به13)

 Aهای اسپرماتوگونی نوع ها ترشح می شوند که تکثیر سلولآن

 (16)  ای در مطالعهو همکاران  Tajik (.4کند)را تحریک می

های اثر تکثیری بر سلول FSHکه هورمون  نشان دادند

 های اسپرماتوگونی بنیادی دارد و سبب افزایش تعداد کلونی

SSCشود. در این های سرتولی میا سلولـی بـکشتطی هم

های نه تنها تعداد کلونی hCGکه هورمون  ه شدمطالعه نشان داد

SSC  ها را نیز افزایش دهد بلکه  قطر کلونیی مرا افزایش

دهد. بنابراین این هورمون هم اثر تمایزی و هم اثر تکثیری می

سترون از واز آن جایی که تست های اسپرماتوگونی دارد.بر سلول

نسبت  hCGشود، و ترشح می LHهای لیدیک تحت اثر سلول

 LHه ها شباهت بیشتری از نظر فعالیت ببه سایر گنادوتروپین

دارد، بنابراین، محتمل است که این ارتباط دلیل اثر تمایزی 

hCG .که هورمون  این مطالعه نشان داددر مجموع،  باشدhCG ،

تواند کند، میها را با قطر زیاد ایجاد میکه تعداد زیادی از کلونی

های به عنوان فاکتوری مناسب برای تشکیل و تمایز سلول

 باشد. in vitroرایط اسپرماتوگونی بنیادی در ش
 

 سپاسگزاری و تشکر
با  وژهضمن تشکر ویژه از فارم ابوریحان دانشگاه تهران، این پر
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