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 یانسان یاسپرماتوگون یادیبن یها سلول یرکشت و تکث یی،شناسا

 2، شکوه چگینی1زینب پیراور

 رفسنجانی، تهران، ایران... آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی ساختمان آیت ادانشگاه بخش زیست شناسی،  دکتری، .1

 رفسنجانی، تهران، ایران... دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی ساختمان آیت ابخش زیست شناسی،  کارشناسی ارشد، .2

 (11/01/0931 :؛ تاریخ پذیرش01/10/0931: تاریخ دریافت)

 

 چکیده

ایجاد اسپرم در  جمعیتی از سلول های بنیادی هستند که باها  SSCیا  (Spermatogonial Stem Cells)سپرماتوگونی سلول های بنیادی ا
، A-single(As) به ترتیب  دیدر پستانداران غیر پریمات، این سلول های بنیا. تمام طول زندگی مردان قادر به حفظ تولید مثل می باشند

A-paired(Apr)  و A-aligloed(Aal) در انسان به علت محدودیت  .هستندنامیده می شوند که پیش ساز های سلول های اسپرماتوگونی
 . Apaleو  Adarkدر انسان وجود دارد  Aدو نوع متفاوت اسپرماتوگونی  .ستیافته های اندکی در دسترس ا(SSC) ی مطالعات روی سلول ها

Adark  به عنوان اسپرماتوگونی ذخیره وApale اسپرماتوگونی تجدید شونده یا خود نوزا به عنوان(renewing stem cell)  تنظیم . است(SSC) 
سیگنال هایی که از سلول . ها، شامل بقا و انجام تقسیمات متعدد، به ریزمحیط این سلول ها در لوله های سمی نفروس بیضه بستگی دارد

هر چند . به سمت خود نوزایی یا تمایز به اسپرماتوزوآ تعیین می کند ها را (SSC)های سوماتیکی موجود در ریزمحیط بر می خیزد سرنوشت 
ها کمک کننده باشند اما هنوز مارکر اختصاصی و  (SSC)نشانگر ها یا مارکر های بیان شونده متعددی می تواند در جداسازی و غنی سازی 

امکان پرورش و گسترش  (feeder cell)ی تغذیه کننده کشت سلول های بیضه ای همراه با سلول ها.ویژه این سلول ها شناخته نشده است
و هورمون ها و فاکتورهای رشد مختلف و نقش آنها در فرایند تکثیر سلول های  را برای مدت طولانی مهیا کرده است (SSC)این سلول ها 

 .بنیادی اسپرماتوگونی مورد مطالعه و بررسی قرار گرفته است

 واژگانکلید

 . SSCیادی اسپرماتوگونی، سیستم کشت، مارکرهای ویژه ریزمحیط، سلول های بن

 

 

 

 

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه :shokouhchegini@yahoo.com 

mailto:shokouhchegini@yahoo.com
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 مقدمه

اسپرماتوژنز فرایند تولید اسپرم در لوله های سمی 

 31-31)نفروس است که در زمان بلوغ آغاز می شود 

و در ( روز درجوندگان 5-7سال بعد از تولد در انسان و 

لوله های سمی . تمام طول زندگی فرد ادامه دارد

ه وسیله سلول های میوئید احاطه شده اند که نفروس ب

با برهم کنش فیبر های اکتین موجود در آنها و انقباض 

سلول به حرکت اسپرم های تولید شده در طول این 

سلول های سرتولی در داخل . لوله ها کمک می کنند

این لوله ها روی غشاء پایه قرار گرفته و ارتفاع آنها تا 

این . س گسترده شده استلومن لوله های سمی نفرو

سلول ها نقش تنظیمی و حمایتی در تکوین سلول 

های زاینده دارند به طوریکه با ترشح فاکتورهای رشد 

و فاکتور هایی مانند لاکتات و پیرووات، مواد مورد نیاز 

(. 1-3)متابولیسم سلول های زایا را تأمین می کنند

 بافت بینابینی لوله های سمی نفروس شامل رگهای

خونی و لنفی، ماکروفاژها و سلول های لیدیگ است که 

وظیفه ترشح هورمون جنسی نر یا تستوسترون را بر 

فرآیند اسپرماتوژنز با تقسیمات پیاپی . عهده دارند

میتوزی از یک سلول اسپرماتوگونی روی غشاء پایه 

در آخرین تقسیم . لوله های اسپرم ساز، آغاز می شود

 Sاتوسیت تولید شده وارد فازمیتوزی سلول های اسپرم

چرخه سلولی شده و به دنبال آن پروفاز طولانی اولین 

تقسیم میوزی آغاز می شود و با پایان تقسیم میوزی 

شکل . دوم اسپرماتیدهای هاپلوئید تولید می شوند

اسپرماتیدها گرد است اما طی فرایند اسپرمیوژنز 

 کشیده و دوکی شکل شده و در لومن لوله های سمی

نفروس آزاد می شوند و با حرکت تاژک خود و انقباض 

سلول (. 4)دیواره لوله ها در طول آن حرکت می کنند

های بنیادی، پایه اسپرماتوژنز هستند به طوریکه از یک 

طرف با تقسیمات خودنوزایی جمعیت خود راحفظ 

کرده و از طرف دیگر به پیشسازهای اسپرماتوگونی ها 

رفیت دوگانه سلول های بنیادی این ظ. تمایز می یابند

یک عامل اطمینان برای توانایی  (SSC)اسپرماتوگونی

روند . طولانی مدت بیضه در تولید اسپرماتوزوا است

پویای تولید اسپرم اولین بار در جوندگان تفسیر 

نشان  3994در سال Zimmermanو  Brinster (. 5)شد

ل دادند که حضور جمعیتی از سلول های بنیادی مسئو

این دو دانشمند . تولید مداوم اسپرم در بیضه ها هستند

را  (SSC)توانستند برای اولین بار پیوند سلول های

درموش نابارور انجام داده و روند اسپرماتوژنز را در 

پیوند سلول های (. 6)موش گیرنده مشاهده کنند

بنیادی اسپرماتوگونی و حفظ باروری در جوندگان، 

در این . این روش در انسان است بیانگر ظرفیت درمانی

مقاله مروری، بیولوژی کشت و ویژگی های اختصاصی 

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی انسان در مقایسه با 

سایر پستانداران مطالعه شده را مورد بررسی قرار می 

 .دهیم

تفاوت های بین سلول های بنیادی اسپرماتوگونی 

 پستانداران

گونی در بین گونه های سلول های بنیادی اسپرماتو

پستانداران از هر لحاظ نوع، تعداد و درجه تمایزیافتگی 

انواع رده های اسپرماتوگونی در جوندگان . متفاوت است

مطالعات اولیه روی . در مقایسه با انسان بیشتر است

 A0)  (جوندگان نشان داد دو جمعیت سلول های بنیادی

ای بنیادی سلول ه (A1-4)سلول های بنیادی ذخیره و 

 A4اسپرماتوگونی نوع  (.7،7)تجدید شونده، وجود دارند 

پس از تقسیم شدن اسپرماتوگونی تمایز یافته تری به 

را ایجاد می  (intermediate)نام اسپرماتوگونی بینابینی 

این سلول همچنین می تواند سلول های بنیادی . کند

 .را نیز تولید کندA1 نوع 

سلول های  در یک تقسیم بندی دیگری،

به عنوان سلول  As(single)اسپرماتوگونی جوندگان به 

تقسیم می شود که در یک ( 9،6،3)بنیادی اسپرماتوژنز

جدید و یا یک  Asتقسیم متقارن از یک طرف یک 
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Rodents Primates 

As Spermatogonium 

Apr Spermatogonium 

Aal Spermatogonium 

B Spermatogonium 

In Spermatogonium 

A1-A4 Spermatogonium 

Spermatocyte 

Adark  

Spermatogonium 

Apale Spermatogonium 

B Spermatogonium 

Spermatocyte 

ایجاد  Apaired(Apr)تمایز یافته به نام  Aاسپرماتوگونی 

می کند که به وسیله یک پل سیتوپلاسمی به سلول 

تقسیم می شود و  Apr(. 7،31)می ماند  اولیه متصل

سلولی از  13و گاهی 36، 7، 4یک زنجیره 

فرم  al A. ایجاد می کند Aaligned(Aal)اسپرماتوگونی 

 Aرا ایجاد کرده و به دنبال آن  A4تا  A1اسپرماتوگونی

 Bو در نهایت اسپرماتوگونی  A(  In)بینابینی 

نهایتا  اولیه، اسپرماتوسیت ثانویه و اسپرماتوسیت

 .اسپرماتید ایجاد می شود

در مقابل در رابطه با مکانیزم خودنوزایی و تمایز 

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی اطلاعات کمی 

 .در دسترس است

Clermont  برای اولین بار در  3961در سال

 dark A. پستانداران دو نوع اسپرماتوگونی را معرفی کرد

 A paleیره در حالی که به عنوان سلول بنیادی ذخ

(. 7،33)هستند (خود نوزا)سلول بنیادی تجدید شونده 

یا تجدید شونده  A paleطبق این تعریف سلول بنیادی 

و  Bمی تواند تقسیم شود و فرم اسپرماتوگونی 

این تقسیم بندی . اسپرماتوسیت را ایجاد کند

اسپرماتوگونی انسانی امروز به وسیله بسیاری از 

بنابراین این طور پیشنهاد . رفته شده استمحققین پذی

می شود که سلول های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی 

 A darkو  A paleیک زیر مجموعه از اسپرماتوگونی های 

 (.3شکل ( )33)است

 تقسیمات سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی در پریماتها و غیر پریماتها -1شکل 

 گونیشناسایی سلول های بنیادی اسپرماتو

از زمانی که تکنیک پیوند سلول های بنیادی 

اسپرماتوگونی مطرح شد، مارکر ها و ویژگی های جدید 

این سلول ها برای جداسازی جمعیت آنها از سایر 

سلول های بیضه ای و پرورش و تکثیر آنها در محیط 
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با این حال، . کشت مورد مطالعه و بررسی قرار گرفتند

شناسایی  (SSC)های هنوز مارکر اختصاصی سلول

آنالیز سلول ها در بافت بیضه نشان می . نشده است

، PLZF (ZBTB16) ،GFRA1دهد نشانگر های 

CDH1 ،NGN3(NEUROG3)  وPOU5F1(OCT3/4) 

به وسیله سلول های تمایز یافته و پیش سازهای 

 (. 35-31،31)اسپرماتوگونی موش بیان می شود

ی آنها از اسپرماتوگونی های انسانی و پیشسازها

نظر فنوتیپی شبیه اسپرماتوگونی های موش، خوک، و 

زیرا طبق مطالعات انجام شده، سلول . میمون هستند

های اسپرماتوگونی انسانی نیز مارکرهایی مانند 

GPR125 ،THY-1 ،GFR-A1 ،ITGA6  وPLZF  که

به خصوص در جوندگان است  بیان   SSCمارکرهای

 یر نشان داده که مطالعات اخ(. 33-31،36)می کنند

THY-1 وGFRA1 درSSC  های میمون نیز بیان می

بنابراین از این دو مارکر سطحی شاید بتوان (. 33)شود

های انسانی نیز استفاده کرد  SSCبرای جداسازی 

 (.3 جدول)
 

مارکرهای سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی در پستانداران  -1 جدول

 پریمات و غیر پریمات

Positive 

markers 
rodents 

Non-

rodentd 
Primates 

(Human) 

α6-Integrin + 
 

+ 

Β1-Integrin + 
  

Thy-1 (CD90) + + ? 

GFRα1 + + + 

C-kit - + 
 

- 

CD24 + 
  

UCHL1 
 

+ ?+ 

GPR125 + 
 

+ 

PLZF + 
 

+ 

Oct4 + + + 

CD9 + 
 

- 

DAZl + + ?- 

VASA + +? ?- 

 .استده نتایج قطعی بدست نیام:  ?+ و  ?-      

( 15،16،73)مطالعه ای که قبلا انجام داده ایم در

را در غشاء پلاسمایی زیر جمعیتی  GPR125توانستیم 

از اسپرماتوگونی های انسانی که در نزدیکی غشاء پایه 

. لوله های سمی نفروس واقع شده اند، شناسایی کنیم

علی رغم اینکه این مارکر سطحی در موش به طور 

ها و همه انواع  SSCدر)می شود گسترده ای بیان 

، بینابینی و  Aسلول های اسپرماتوژنیک از جمله نوع 

، در این مطالعه نشان دادیم فراوانی (B( )31،34نوع 

مثبت هستند در انسان در  GPR-125سلول هایی که 

سلول  3تا  3هر مقطع عرضی لوله های سمی نفروس 

 (.15،16،73) است

، نتایج Clermontبا توجه به مطالعات 

نشان می دهدکه اسپرماتوگونی های ( 15،16،73)ما

Gpr125- positive  انسان یک زیر مجموعه ازAdark  و یا

است ، و بنابراین ممکن است  Apaleاسپرماتوگونی 

. در بیضه انسان باشند  SSCهمان سلولهای 

(promyelotic leukemia zinc-finger )PLZF  یک

این . ای خود نوزایی استبر SSCفاکتور ذاتی حیاتی 

فاکتور، مهار کننده رونویسی است که تمایز سلول های 

بنیادی را مهار می کند و به حفظ آن ها در ریزمحیط 

اولین بار در سلول های بنیادی  Plzf. کمک می کند

، شناسایی  (hematopoietic Stem cells) هماتوپویتیک

ر این فاکتور نیز نقش بسیار حیاتی در محو .شد

 (.35،36)دارد( limbal)اسکلتی و الگودهی اعضا 

Plzf  با سرکوب تمایزSSC  ها برای تنظیم خود

نوزایی آنها حیاتی است و مهار آن در موشهای 

knockout  باعث تمایزSSC  ها به سمت سلولهای

که در  c-kitبه علاوه رسپتور . اسپرماتوژنیک می شود

ی شود مستقیما اسپرماتوگونی های تمایز یافته بیان م

برای  Plzfبنابراین ،  .سرکوب می گردد  Plzfبه وسیله 

حفظ مخزن سلولهای بنیادین اسپرماتوگونی و 

در میمون  (.37)جلوگیری از تمایر آنها ضروری است

محدود به اسپرماتوگونی های  Plzfهای بالغ، بیان 

Adark  و Apale بنابراین می توان این طور بیان . است
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احتمالا در اسپرماتوگونی های تمایر  Plzfکرد که 

نیافته موش و پریمات ها از جمله انسان حفاظت شده 

 (.37)است

سلولهای بنیادی  (Microinvironment)ریز محیط 

 اسپرماتوگونی

بیضه پستانداران به وسیله اپی تلیوم سمی نفروس 

این نوع از اپی تلیوم  شامل سلول . پوشیده شده است

که تکثیر شده و به اسپرم تمایز می  های زاینده است

ریز محیط  ویژه در این توبولها از مجموع سلول . یابند

های سوماتیکی موجود در غشا پایه توبولها به نام سلول 

های سرتولی و ترکیبات تشکیل دهنده فضای بین 

توبولها از جمله سلولهای ترشح کننده هورمون 

. می شودو سیستم عروقی ایجاد ( سلولهای لیدیگ)

سلولهای سرتولی با ترشح فاکتورهای رشد و مولکول 

های چسبنده غشا پایه مانند لامینین، به تکمیل این 

سلول های بنیادی (. 39)نیچ کمک می کنند

اسپرماتوگونی در حاشیه اپی تلیوم لوله های سمی 

نفروس در تماس با غشا پایه و سلول های سرتولی قرار 

ریز  لعات بسیاری اهمیت نقشدرحالیکه مطا. گرفته اند

بیولوژی سلول های بنیادی نشان داده اند،  محیط را در

با این حال شناخت ما در مورد فاکتورهایی که روند 

خود نوزایی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی را در 

پستانداران بویژه  انسان و تاثیر بر رفتار این سلولها 

 . کنترل می کنند بسیار اندک است

 و جداسازی سلولهای بنیادی اسپرماتوگونیکشت 

تلاشهای اولیه در جداسازی سلول های بنیادی 

حاوی ) Aاسپرماتوگونی با جداسازی اسپرماتوگونی 

با کمک هضم ( سلول های بنیادی اسپرماتوگونی

در این رابطه روشها . آنزیمی بافت بیضه آغاز گردید

و تکنیکها مختلفی مورد استفاده قرار گرفت از 

، (11،13)جمله استفاده از مدلهای حیوانی نابالغ 

 Aو نمونه های با کمبود ویتامین ( 13)کریپتورکید 

بوده که با کمک سانتریفوژ شیب غلظت ( 11)

، (16) ( differential plating)، کشت تمایزی(14)

 (FACS Sortingجداسازی بر اساس فلورسانس یا 

Fluorescent-Activated Cell ( (17)دا سازی با ، ج

 MACS (magnetic-activatedکمک مغناطیس یا 

cell sorting) (.17)انجام می گرفته است 

جداسازی بر اساس مورفولوژی ساده ترین و مقرون 

به صرفه ترین روش است اما پایین ترین کارایی را 

در این روش آلودگی با انواع مختلف سلول های . دارد

سلول های لیدیگ، بیضه ای مثل سلول های سرتولی، 

(. 19،41)سلول های میوئید فیبروبلاست ها وجود دارد

این سلول ها با آزاد کردن فاکتور های رشد، هورمون 

ها و ماتریکس خارج سلولی در خودنوزایی و تکثیر 

SSC در روش ماتریکس خارج سلولی . ها دخالت کنند

انتخابی از پروتئین های خارج سلولی متفاوت  مانند 

ن، فیبرونکتین برای افزایش چسبندگی سلول ها لامینی

 .ها استفاده می شود SSCبه 

هایی با خلوص حداکثر را می توان با  SSCجمعیت 

در . بدست آورد MACSو  FACSروش های جدا سازی 

این روش ها از یکسری مارکر های متعدد استفاده می 

شود اما به دلیل نقص های موجود در روند استفاده و 

ها کاهش می  SSCی تکنیکی تکثیر و زنده مانی پیچیدگ

 (.43،43)یابد

دستیابی به کلونی های سلولهای بنیادی 

اسپرماتوگونی نیارمند کشت طولانی مدت و پاساژهای 

اکثر پروتکل ها با یک کشت افتراقی از  .متعدد است

سوسپانسیون سلولی اولیه برای حذف انواع دیگر سلول 

این تکنیک ها سلول ها را بر . های بیضه شروع می شوند

. اساس توانایی اتصال متفاوتشان جداسازی می کند

سپس سلول ها مستقیما در ةرف های کشت بافت یا 

ظرف های پوشیده شده از ماتریکس با استفاده از ژلاتین، 

بعد از . لامینین، فیبروبلاست یا کلاژن کشت می شوند
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ند هست SSCمدتی سلول های غیر چسبنده که حاوی 

 (.43،41)جمع آوری می شوند

Nagano  و همکارانش سلول های بیضه ای

موشهای نوزاد و بالغ را روی لایه تغذیه ای مانند 

(STO) SIM Mouse Embryo- Derived Thioguanine 

and Ouabain Resistant ( نوعی فیبروبلاست جنینی

ماه کشت دادند و پس از پیوند  4برای حداقل ( موش

به بیضه موشهای نابارور شاهد از سر گیری این سلولها 

اسپرماتوژنز بودند که نشان دهنده حضور سلولهای 

بنیادی اسپرماتوژنز در جمعیت این سلولها پس از 

 (. 17)ماه است 4گذشت 

حضور لایه تغذیه ای مانند ریز محیط سلولهای 

بنیادی اسپرماتوگونی است و با تولید فاکتورهای رشد 

خودنوزایی منجر به بقائ این سلولها  ویژه برای تحریک

این فاکتورهای رشد مانند فاکتور مشتق از  .می شود

، فاکتور رشد اپیدرمی ( GDNF)سلولهای گلیالی 

(EGF  ) یا فاکتور رشد فیبروبلاستی(bFGF2  ) که به

وسیله سلول های سرتولی تولید می شود، خودنوزایی و 

مدت، بهبود ها را در محیط کشت در دراز  SSCتکثیر

 .(16)می بخشند

Kanatsu-shinohara  و همکارانش سلولهای زایای

نوزاد موش را با استفاده از سرم و بدون حضور لایه 

ماه کشت داده و توانستند به  5تغذیه ای به مدت 

آنها برای تایید نتایج . دست یابند SSCکلونی های 

خود کلونی های بدست آمده را به بیضه موشهای 

رم پیوند زده و شاهد تولید اسپرمهای بارور آزواسپ

  (.9)بودند

و همکاران بر کشت  Korojiدر مطالعه ای که 

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی جدا شده از بیماران 

آزواسپرمی غیر انسدادی در حضور یا غیاب ظرف های 

پوشیده از لامینین جفتی انسان و در حضور ترکیبی از 

انجام  GDNF ،bFGF ،EGF ،LIFفاکتور های رشد 

دادند، افزایش معنی دار کلاستر اسپرماتوگونیال در 

شرایط اضافه کردن فاکتور های رشد بر روی ظروف 

پوشیده با لامینین، بیان مارکر های اسپرماتوگونیال 

را  TTGA6 ،VASA ،DAZL ،PLZF، TTGB1نظیر 

 (.44)گزارش کردند

 با وجود این در رابطه با مطالعه سلولهای

اسپرماتوگونی انسان پیشرفت چندانی صورت نگرفته 

است و از دلایل آن می توان به محدودیت دستیابی به 

بافت بیضه نرمال و عدم وجود مارکر اختصاصی برای 

علاوه بر (. 45)های انسانی اشاره کرد SSCتشخیص 

آن محدود بودن تقسیمات این سلولها و عدم تمایز بین 

یافته در بیضه انسانی مطالعه  سلولهای بنیادی و تمایز

 (.7)این سلولها را دشوارتر کرده است

طی تحقیقاتی در آزمایشگاه کشت سلول پژوهشگاه 

جهاد دانشگاهی ابن سینا با دو روش کشت ما به سلول 

در یک . های بنیادی اسپرماتوگونی انسانی دست یافتیم

روش سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بدست آمده از 

های بیوپسی بیضه نرمال با روش کشت تمایزی نمونه 

(differential plating)  و روی ظروف کشت پوشیده

 . شده با لامینین جداسازی شدند

لامینین به عنوان ماتریکس خارج سلولی می تواند 

در . جایگزین لایه تغذیه ای سلول های سوماتیکی باشد

 LIFاین مطالعه اضافه کردن فاکتورهای رشد شامل 

,EGF ,bFGF ,GDNF  سبب تسریع تکثیر و خود ،

نوزایی سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی و تشکیل 

  (.16،73)شد کلونیهای متعدد

همچنین لامینین به عنوان یک لایه ماتریکس 

خارج سلولی در غشائ پایه اپی تلیوم لوله های سمی 

نفروس است و بوسیله سلول های سرتولی ترشح می 

و  a6ان گیرنده های اینتگرین ها با بی  SSC.شود

بطور اختصاصی به لامینین متصل می  b1اینتگرین 

 (.46)شوند

در روش دیگری سلولهای اسپرماتوگونی را از بیضه 

یک بیمار مرگ مغزی شده کشت داده و باقی مانده 

سلول های سوماتیک بیضه ای را از سوسپانسیون 

لایه  سلولی جدا کردیم و از آنها به عنوان سلول های
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استفاده  SSCتغذیه کننده جهت حمایت سلولهای 

 over) برای جلوگیری از رشد بیش از حد .نمودیم

growthing ) سلول های سوماتیک انسان بالغ در طول

 Fetal bovine) کشت، با اضافه کردن غلظت کم سرم

serum) FBS (3-5 )% به نتایج مطلوبی دست یافتیم

  (.15( )3شکل )

در این  (feeder)ی تغذیه کننده سرم و سلول ها

سیستم های کشت ممکن است فاکتورهایی تنظیم 

کننده سلول های اسپرماتوگونی را داشته باشند و مواد 

ناشناخته ای که تمایز سلولی را تحت تاثیر قرار می 

همینطور سلول های تغذیه . دهند در سرم وجود دارد

سلول  کننده به رغم تامین حمایت فیزیکی برای اتصال

های بنیادی، با تولید انواع فاکتور های ناشناخته از 

. طریق تعاملاتشان بر سلولهای بنیادی تاثیر می گذارند

بنابراین سرم یا سلولهای تغذیه کننده در کشت، آن ها 

  (.9)را غیر قابل کنترل می سازند

نتایج ما نشان داد که لامینین می تواند جایگزین 

باشد، و برای القا خودنوزایی سلول های تغذیه کننده 

با مقایسه . لزوما وجود لایه تغذیه ای ضروری نیست

ها در محیط دارای سرم با کشت بدون  SSCکشت 

، مشاهده  (feeder-free condition)لایه تغذیه کننده 

ها روی لامینین تغییر کرده و  SSCکردیم مورفولوژی 

سته تمایل به انباشته شدن و تشکیل کلونی های برج

دارند در صورتیکه به طور معمول و در حضور لایه 

ها بیشتر به صورت زنجیره ای رشد می  SSCتغذیه ای 

یکی از (. 1شکل . )کنند و کلونی کمتر دیده می شود

فاکتورهایی که روی شکل کلونی ها اثر می گذارد 

 GDNF (Glial cell-Derived Neurotrophicمقدار 

Factor) (.15،16،73)است 

ها  GDNF ،SSCنتیجه با بیان بیش ازحد در

ظرفیت تمایزشان را از دست می دهند و مجبور به 

بر اساس این . تشکیل کلونی توده ای میشوند

بر مورفولوژِی کلونی ها اثر  GDNF مشاهدات، مقدار

 GDNFبه عنوان مثال مقدار بالای . می گذارد

تقسیمات خود نوزایی سلول های بنیادی را تحریک 

و بنابراین تشکیل کلونی توده ای مشاهده می  کرده

 (.37)شود
 

 

 
 کشت همراه با لایه تغذیه ای: B. کشت تمایزی روی ظروف پوشیده شده با لامینین A :دو روش کشت سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی،  -2شکل 

 

DMEM/F12+10% FBS StemPro-34 Supplemented 

 + 2-5%FBS 

Overnight 

Floating cells 

Laminin-coated plates 

non-coated plates 

StemPro-34 Supplemented 

 + 2-5%FBS 

GDNF 

LIF 

EGF 

bFGF 

A 

B 
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فرم های توده ای و ( فلشها)شت شده با لامینین در ظروف ک SSCکلونیهای : in vitro  .A رشد سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی در شرایط -3شکل 

 . تشکیل کلونیها در کشت همراه با سلولهای تغذیه کننده: B. زنجیره ای کلونی ها قابل مشاهده است

ک مطالعه تحقیقاتی حذف مؤثر اخیرا در ی

بسیار خالص با استفاده  SSCهای آلوده و کشت  سلول

گزارش شده است به  از خالص سازی دو مرحله ای

های جمع آوری شده روی سلول  SSCطوریکه ابتدا 

های سوماتیک و سرتولی کشت می شوند و بعد از 

جداسازی، سلول ها توسط سانتریفیوژ در شیب غلظت 

این روش .خالص می شوند( BSA)سرم آلبومین گاوی 

ها را حذف نماید و خلوص  SSCقادر است بیشتر غیر 

 (.43)برساند% 5/93ا به بیش از سوسپانسیون سلولی ر

که هم است در تحقیقاتی نشان داده شده اخیرا 

کشتی با  سلول های سرتولی برای مدت بیشتری 

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی را در مرحله تکثیر 

نگه می دارد بنابراین می تواند جهت بهینه سازی 

 .(47)محیط کشت در کلینیک مورد استفاده قرار گیرد

 SSCsبر بقای  GDNFاثر 

جمعیت سلول های بنیادی در ریز محیط های 

تحقیقات اخیر . اختصاصی ایجاد و نگهداری می شوند

در مورد مگس سرکه مکانیسم مولکولی تعاملات 

ریزمحیط سلول های بنیادی در بافت بیضه را نشان 

 (.47،49)داده است

بقای مجموعه سلول های بنیادی به عوامل درونی 

سیگنال های خارجی تنظیم می شوند، که توسط 

بنابراین ریز محیط نقش مهمی را در (. 3)بستگی دارد

تمایز یا عدم تمایز سلول بنیادی ایفا کرده و شامل 

برهمکنشهای پیچیده میان سلول های بنیادی 

،دودمان تمایز یافته آنها، سلول های سوماتیک و 

 (. 51)ماتریکس خارج سلولی است

نوان فاکتور تغذیه ای ترشح به ع GDNFشناخت 

شده از سلولهای گلیالی مغز درک عملکرد ریزمحیط را 

ابر خانواده  این فاکتور که از اعضای. آسان تر کرد

TGFβ  شناخته شده است در تمایز نورونهای

بیان این (. 36،54)دوپامینرژیک مغز جنین نقش دارد

فاکتور همچنین در دیگر اندام های در حال تکوین 

Laminin-coated plates Feeder- layer  

B A 
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در (. 51-51)تخمدان و بیضه اثبات شده است شامل

بیضه این فاکتور پاراکراین ترشح شده توسط سلول 

های سرتولی بعد از تولد مسئول حفظ و خودنوزایی 

SSC  ها در داخل بدن و شرایط آزمایشگاهی

عوامل رشد دیگر، مثلا فاکتور بنیادی (. 3،1،37)است

رشد  و فاکتور(   Fgf2یاbFgf )رشد فیبروبلاستی 

 (.1)ها لازم است SSCنیز برای تکثیر ( (EGFاپیدرمی 

با این حال این عوامل به نظر نمی رسد که برای 

. خودنوزایی این سلولها در داخل بدن کافی باشند

Simon  و همکاران اخیرا این فریضه را با نشان دادن

در رده سلولی  GDNFبر افزایش بیان  FSHتاثیر 

علاوه بر این، (. 55)کردند ، تایید(  TM4) سرتولی 

به عواملی   توسط سلول های سرتولی GDNFتولید 

و α (TNFα )، فاکتور نکروز کننده تومور  Fgf2مانند 

آزمایشگاهی  در شرایطβ3 (β3 - IL )اینترلوکین 

و تاثیر بر  GDNFبنابراین تولید  (.55)بستگی دارد

ها بوسیله عوامل مختلفی کنترل می  SSCخودنوزایی 

 (. 37)ودش

 GDNF  به یک رسپتور پیچیده در سطح سلول

این فاکتور با اتصال به گلیکوزیل . متصل می شود

که بخش خارج سلولی  (GPI)فسفاتیدیل اینوزیتول 

و رسپتور تیروزین کینازی  GFRα-1یا  GDNFرسپتور 

RET که در عرض غشائ سلول است، متصل می شود .

ر سیگنالینگ چندین مسی GDNFازطریق این اتصال، 

فقدان (. 56)درسلول های پاسخگو را فعال می کند

GDNF  در موشهای نوزاد ، به علت اختلال در بخش

. های کلیه و سیستم عصبی باعث مرگ آنها می شود

نیز نتایج مشابهی در پی داشته  GDNFفقدان رسپتور 

نقش مهم و  αGfr-3و  GDNF ،Retعلاوه بر آن . است

ناباروری یا رشد . ا دارنده SSCحیاتی در بقای 

در بزرگسالی،  Seminomaتومورهای بیضه ای از جمله 

همراه است و به دنبال آن افزایش  GDNFبا بیان بالای 

اسپرماتوگونی های تمایز نیافته در تومورهای سمی 

 (.57)نفروس را به دنبال دارد

جداسازی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بدلیل 

شناسایی مارکرهای سطحی  تعداد محدود و عدم

در مطالعات . مخصوص این سلولها بسیار دشوار است

مختلفی که روی این سلولها انجام گرفته در شرایط 

کشت برای مدت طولانی روی لایه های تغذیه کننده 

، EGFو دیگر فاکتورهای رشد مثل  GDNFدرحضور 

Fgf  3و محلول رسپتور-αGfr قابل نگهداری و تکثیر ،

 (.1،9،57)بودند

ها، این  SSCبرای ارزیابی توانایی بقا و خودنوزایی 

ماهه، به بیضه  6تا 1سلولها پس از یک دوره کشت 

موشهای نابارور پیوند زده شده و از سر گیری 

در این . اسپرماتوژنز و ایجاد اسپرم بارور مشاهده گردید

ها برای خود نوزایی در  SSCمطالعات توانایی حفظ 

 GDNFایشگاهی نقش تعیین کننده شرایط کشت آزم

رسپتور . به عنوان عامل موثر در این فرایند، ثابت شد

تیزوزین کنیاز، در اصل به  GDNF ،Retعملکردی 

آنها با . و همکارانش کشف شد Takahashiوسیله 

استفاده از کشت کوتاه یا طولانی مدت بدون سرم 

(Serum-free  )SSC  های بافت بیضه انسان، برخی از

را مشخص  GDNFمسیر های القا شده توسط 

 (.16)کردند

3-αGfr وRet   در سلول های بنیادی

یک   Retبا فعال شدن . اسپرماتوگونی بیان می شوند

در  Srcمسیر سیگنالینگ از طریق کنیازهای خانواده 

 SSCسلول آغاز می شود که نقش مهمی در تکثیر 

رسپتور این . را فعال میکند RETرسپتور  GDNF. دارد

بوده و ( عرض غشائی)به صورت پروتئین اینتگرال 

دارای ویژگی تیزوزین کنیازی است، به این معنی که 

تیزوزین های بخش داخل سلولی رسپتور ، اتوفسفریله 

 GDNFمسیرسیگنال دهی دیگری که توسط . می شود

با فعال شدن (. 59)است Ras،فعال می شود،  SSCsدر 

Ret  فعال شده در نهایت منجر به یک آبشار پروتئینی

فسفریلاسیون و فعال سازی عوامل رونویسی و افزایش 

 .می شود cyclin Aبیان ژن 
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cyclinA  یک پروتئین کلیدی تنظیم کننده است

چرخه سلولی در سلول های  Sکه در کنترل فاز 

 Aهای تیپ  cyclinعلاوه بر این . پستانداران نقش دارد

(. 61)بیان می شوند عمدتا در روند اسپرماتوژنز

( pachytene)به شدت در پاکی تن  A1سیکلین 

اسپرماتوسیتها بیان شده و برای میوز مورد نیاز است، و 

A2 cyclin تیپ  عمدتا در اسپرماتوگونیA  محتوی

SSC به علاوه (. 61)حضور داردBCL6B  ،ETV5 ،

ID4 ،LHX1 ،POU3F1  از عوامل رونویسی القاکننده

GDNF (64) هستند 

تنظیم کننده  ینگفاکتورها و مسیرهای سیگنال

SSC ها 

سلول های سرتولی تنها نوع سلول های سوماتیک 

 ها SSCدر توبول ها هستند که مستقیما در تعامل با 

برای کنترل تکثیر و تمایز از طریق ترشح فاکتور های 

فاکتور های رشد سلول سرتولی مثل فاکتور . خاصی اند

و ( GDNF)سل لاین گلیال  نوروتروپیک مشتق شده

، همچنین ( FGF 2) 3فاکتور رشد فیبروبلاستی 

 5نوع  ETSفاکتور های رونویسی سلول سرتولی مثل 

 (ERM شناخته شده به عنوان ،ETV5) ،nociception ،

neuregulin1 (NRG1) رسپتور آندروژن ،(AR ) به

 up streamعنوان مهمترین فاکتور های تنظیم کننده 

شده اند که خودنوزایی و میوز اسپرماتوسیتها شناسایی 

سایر فاکتور های رونویسی و مسیر .را تنظیم می کنند

 GDNF–RET–GFRA1 مانند های سیگنالینگ 

signaling،FGF2–MAP2K1 signaling  ،CXCL12–

CXCR4 signaling ،CCL9–CCR1 signaling ،FSH–

nociceptin/OPRL1،retinoic acid/FSH–

NRG/ERBB4  وAR/RB–ARID4A/ARID4B 

 .(63)شناسایی و معرفی شده اند

تنظیم بیان را در تستسترون  جدید نقش تحقیقات

GDNF سلولهای میوئید اطراف توبولهای سمی  در

روی ریز محیط  و تاثیر( Peritubular Myoid) نفروس

 .(63)ها نشان می دهند SSCو حفظ 

ها به عواملی  SSC در تنظیم منفی خود نوزایی

 WD – 40 domain protein 7 و F-box نندما

(FBXW7) (61)می توان اشاره کرد .(Csf 1 )Colony- 

stimulating factor1  به عنوان یک محرک خارجی

با تاثیر در ها شناسایی شده است که  SSCخود نوزایی 

سلول های بنیادی بیضه میوئید، سلول های لیدیگ و 

 .(65)دهد را تحت تاثیر قرار میدر پستانداران 

 SSCروش های ارزیابی عملکرد 

توانایی ترمیم، انجماد، کشت و پیوند سلولهای 

بنیادی اسپرماتوگونی رویکردهای جدیدی را برای 

. درک بیولوژی این سلول های مهم در برداشته است

همچنین در جهت کاربردهای آزمایشگاهی و پزشکی 

پیوند . فرصتهای مهمی در اختیار قرار می دهد

ولهای بنیادی اسپرماتوگونی به لوله های منی سل

سازموشهای نابارور و و تکثیر این سلولها و ایجاد 

جمعیت اسپرماتوژنیک، روشی کاربردی بود که توسط 

Brinster (.6،66)در اواسط دهه نود ارائه شده است 

در این روش مجموعه ای از سلولهای بیضه ای با 

شها تزریق شد ها، به شبکه بیضه مو SSCفرض حضور 

و اسپرماتوژنز در این لوله ها با تولید اسپرم از سر 

ها در محیط کشت  SSCبا افزایش تعداد . گرفته شد

امکان مطالعه در زمینه های مختلف ژنتیکی و سلولی 

با دستکاری های ژنتیکی . و مولکولی فراهم می شود

در رده سلولهای زایا، مانند آنچه در مورد سایر 

یادی و یا سلولهای جنینی انجام می گرفته، سلولهای بن

اطلاعات زیادی در مورد این سلولهای بنیادی بدست 

هر چند مطالعه این سلولها در انسان، . خواهد آمد

محدودیت های بالینی و اخلاقی مهمی به همراه دارد، 

Nagano  و همکارانش ظرفیت کلونی زاییSSC  های

آزواسپرم  nude انسانی را با پیوند به بیضه موشهای

 (. 67)نشان دادند
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ها در سایر پریماتها مانند  SSCپیوند زنوگرافت 

های  SSCمیمون نیز صورت گرفته است به طوریکه 

سمی نفروس موشهایی که از  کشت شده به لوله های

قبل بوسیله بوسولفان آزواسپرم شده بودند، پیوند زده 

لولهای همانطور که انتظار میرود، اسپرماتوژنز س. شد

انسان و میمون در بیضه موش ناقص بوده و درمرحله 

(. 69-67)تقسیمات اسپرماتوگونی ها متوقف می شود 

انجماد سلول های بنیادی روشی است که در تمام 

گونه های پستانداران با هدف حفظ این سلولها انجام 

این روش می تواند برای حفظ سلولهای . می شود

خطر انقراض هستند  زاینده گونه هایی در معرض

شاید ارزشمندترین کاربرد پزشکی . بسیار با ارزش باشد

تحقیقات روی سلولهای بنیادی اسپرماتوگونی، در مورد 

پسران نابالغی است که به دلیل مبتلا شدن به سرطان 

تحت شیمی درمانی و یا رادیوتراپی قرار می 

 (. 71)گیرند

ریب زیرا از عوارض جانبی این گونه درمانها تخ

ها و در نتیجه نابارور شدن این بیماران  SSCکامل 

با گرفتن بیوپسی از بیضه این بیماران پیش از . است

شیمی درمانی و تهیه سوسپانسیون سلولی که حاوی 

SSC  ها است، میتوان این سلولها را به صورت فریز

نگهداری کرده و پس از پایان درمان در هر سنی، به 

 به این ترتیب با کلونی زایی. بیضه بیمار پیوند کرد

ها، امکان آغاز اسپرماتوژنز و تولید اسپرم  SSCمجدد 

مسلما بهبود و پیشرفت در . وجود خواهد داشت

، دستیابی به این هدف بزرگ SSCروشهای کشت 

 .پزشکی را راحت تر و سریع تر خواهد کرد

 نتیجه گیری

ی بهبود بری مبن بهداشت وزارت آمار به توجه با

 از استفاده با سرطان به مبتلا مارانیب افزونروز

 ازی ناشی جانب آثار از مارانیب نیا مختلف،ی درمانها

 و مسائل نیا ازی یک. برندی م رنج درمانها نوع نیا

 نیا اثر در شده جادیای نابارور مشکل آنها نیمهمتر

 ،یفرد مشکلات تواندی م ، بطوریکهدرمانهاست

 به کودکان خصوص به رادافی برا رای روان وی اجتماع

ی برا مناسبی کارها راه ازی یک. باشد داشته همراه

ی ادیبنی سلولهای جداساز مشکل، نیا حل

 آن مجدد وندیپ و درمان از شیپ ماریبی اسپرماتوگون

هرچند  .است فرد خود به درمان دوره انیپا از پس

 بهی دسترس در کهی مشکلات توجه بای انسان مطالعات

ی سلولهایی شناسا و کشت ،یجداساز ضه،یب نمونه

 قابل شرفتیپ است داشته وجودی اسپرماتوگونی ادیبن

با این حال، افزایش دانش ما در . است نداشتهی توجه

رابطه با مکانیسم های خودنوزایی و درک مکانیسم 

های تنظیم کننده تمایز و تنظیم فاکتورهای تولید 

این شده توسط سلول های سوماتیک در ریز محیط 

 .سلولها در پیش برد مطالعات بسیار یاری کننده است
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