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به کلونی  Enhanced green florescent protein انتقال ژن 
 Turbofectاسپرماتوگونی گوساله با استفاده از 

   2منصوره موحدین، 1نوا زاده حمید قاسم، 1*پرویز تاجیک، 1شاهدین گلشید جاودانی
 

  چکیده
ي بنیادي هستند ها سلولتنها  )SSCs(ي بنیادي اسپرماتوگونیها سلولدر بالغین، 

با در نظر گرفتن این که  .باشند قادر به انتقال اطلاعات ژنتیکی به نسل بعد می که
د به تعداد زیادي از اسپرماتوزوآ تبدیل شود، دستکاري توان میمنفرد  SSCیک 

هاي  ، یک تکنولوژي نوین با کاربردهاي عملی در گونهها سلولژنتیکی این 
 Enhancedارزیابی انتقال ژن  در این مطالعه .سازد مختلف حیوانی را مهیا می

Green Fluorescent Protein(EGFP) هاي اسپرماتوگونی گاوي از طریق  به کلونی
و تعیین بهترین روز انکوباسیون در  Turbofectنوعی حامل پلی مري به نام 

کارایی انتقال ژن خارجی . هاي اسپرماتوگونی بررسی شد جذب ژن توسط کلونی
EGFP  بهSSCs  حامل از طریقTurbofect هاي  در سه روز از شروع کشت کلونی

. توسط میکروسکوپ فلورسنت ارزیابی شد) 4، 6و  8روز(اسپرماتوگونی 
، ماهیت Vimentinو  OCT4آمیزي ایمنوسیتوفلورسنت علیه مارکرهاي  رنگ

SSCs  هاي  نتایج نشان داد که کلونی. کردتایید  را ي سرتولیها سلولو
در هر سه روز انجام ترانسفکشن در مقایسه  Turbofect یقترانسفکت شده از طر

هاي  کلونی .P)>05/0(به طور معنی داري افزایش یافت  شاهدهاي  با گروه
هایی که تنها حاوي ژن خارجی  در مقایسه با گروه Turbofectترانسفکت شده با 

ترانسفکت هاي  بیشترین میزان کلونی). دار معنی(بدون حامل بودند نیز بالاتر بود 
نتایج بدست . کشت  انجام شد 4شده  زمانی بدست آمد که ترانسفکشن در روز 

د به منظور انتقال توان می Turbofectکند  که  آمده از این مطالعه پیشنهاد می
کشت به  4خارجی به کلونی اسپرماتوگونی به ویژه در روز  DNAمستقیم 

  . صورت ایمن به کار رود
  ، ترانسفکشنTurbofectي بنیادي اسپرماتوگونی، اه سلول: واژگان کلیدي

 
  20/11/92: تاریخ پذیرش    6/10/92: تاریخ دریافت

 

  مقدمه
ي بنیادي اسپرماتوگونی پایه و اساس تولید مداوم ها سلول

ي اسپرماتوگونی ها سلولتعداد . اسپرماتوزآ در بزرگسالی هستند
و دو ) سلول 3000سلول در  1تقریبا (بیضه بسیار کم است 

   تـر هاي پیشرفته تمایز و تولید نسل) 1: وظیفه مهم بر عهده دارند
  ptajik@ut.ac.ir ـ گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران*1
  . ایران ـ گروه آناتومی، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران،2

کنند و باروري را  ي زایا که اسپرماتوزآ را تکمیل میها سلول
  ).5(خودنوسازي بمنظور حفظ ذخایر سلولی) 2 .کنند حفظ می

ي بنیادي اسپرماتوگونی از اهمیت ویژه اي برخوردار ها سلول
ي بنیادي هستند که اطلاعات ژنتیکی ها سلولزیرا تنها  ،هستند

بنابراین دستکاري رده سلولی . نندرا به نسل بعد منتقل می ک
امکان پذیر  ها سلولزایاي جنس نر از طریق دستکاري این 

این قابلیت به ما امکان دستکاري و تغییر فنوتیپ نتاج . دشو می
از جمله تصحیح جهش هایی که باعث بیماریهایی همچون 

. دده مید شو میاوتیسم، دیابت، سندرم داون و بیماري قلبی را 
اختلال . مستقیما در باروري سهیم هستند ها سلولاین  هم چنین

بر روند اسپرماتوژنز تاثیر منفی دارد و  ها سلولدر مسیر این 
  ).1، 7و 10 (دشو میسبب کاهش باروري و ناباروري 

خارجی به داخل   DNAتراریخت کردن شامل انتقال یک توالی
ي ها سلولژنوم یک موجود خاص است که پس از آن در بیشتر 

موجود  .آن موجود وجود داشته باشد و به نسل بعد منتقل شود
تراریخت ممکن است با اهداف درمانی و یا تحقیقاتی ایجاد 

 ساختهدف از تولید یک حیوان تراریخت ممکن است . شود
یک پروتئین جدید در آن موجود، افزایش تولید یک پروتئین از 

ري از تولید قبل موجود، و یا سرکوب یک ژن داخلی و جلوگی
  .)14و  18(یک پروتئین باشد

هاي  ي زایا شامل روشها سلولهاي انتقال ژن به  انواع روش
تا به حال از حاملینی . هاي غیرویروسی است ویروسی و روش

هرپس ویروس در /بر پایه رتروویروس، لنتی ویروس، آدنو
  عموما حامل ویروسی نوترکیـب. است اده شدهـال ژن استفـانتق
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هاي درمانی تولید  جابه جائی جزئی ژنوم ویروس با ژن توسط
را با  ها سلولد توان میاگر چه یک حامل ویروسی . شود می

هاي  کارایی نسبتا خوب آلوده کند، ریسک رونویسی از ژن
ها به ژنوم میزبان هم چنان وجود  ویروسی و اتصال این ژن

رت همچنین تولید ذرات ویروسی نیازمند تخصص و مها. دارد
حاملین غیر ویروسی همانند پلاسمیدهایی که . بالایی است

از طریق انتقال لیپوزوم یا  ها سلولداخل ه توانند ب می
این حاملین در بدن . اند الکتروپورشن وارد شوند در دسترس

. موجود زنده بدون خطر بوده و کاربرد راحت دارند
ه در آمیز با حاملین غیر ویروسی به ویژ ترانسفکشن موفقیت

بهترین کاندیدها به عنوان هدف . پیوند به کار گرفته شده است
یی با پتانسیل تکثیر و ها سلولبراي انتقال ژن غیر ویروسی، 

ي بنیادي جنینی و بالغ به ها سلولبنابراین، . باشند خودنوزایی می
عنوان منابع جالب براي سازوکارهاي غیرویروسی در نظر 

  .)4، 11و 15(شوند گرفته می
Turbofect این . باشد مر کاتیونیک مییک محلول استریل از پلی

هایی پایدار و فشرده است با شارژ  مر که متشکل از کمپلکسپلی
داخل ه خارجی باعث تسهیل ورود ژن ب DNAمثبت با 

پروتئین فلورسنت سبز . شوند ي یوکاریوتیکی میها سلول
)GFP (ر از چتر هاي ثانویه است که اولین با یکی از پروتئین

هاي منحصر بفرد این پروتئین  ویژگی. دریایی بدست آمده است
باعث شده تا پروتئین سبز فلورسنت بیش از هر ژن گزارشگر 

  ).3(دیگري در مطالعات مولکولی استفاده شود
 Enhanced Greenهدف از انجام این طرح، بررسی انتقال ژن 

Fluorescent Protein )EGFP  (گونی توسط به کلونی اسپرماتو
روش غیرویروسی لیپوفکشن و بدست آوردن بهترین روز 
انکوباسیون در بالاترین میزان جذب ژن خارجی توسط 

  .باشد ي اسپرماتوگونی گاوي میها سلول
  

  مواد وروش کار
ماهه  5تا3گوساله نر نژاد هلشتاین  5در این مطالعه، : حیوانات

ی، محیط در زمان بیوپس. به عنوان دهنده استفاده شدند

نامه  حیوانات طبق آیین. بود 15تا   cm13 بین م اسکروتو
رفتار  کمیته اخلاق حیوانات دانشگاه تهران نگهداري و

  .شدند
  بدست آوردن نمونه بیضه

در این مطالعه با استفاده از روش استخراج اسپرم از بیضه 
)(TESE،  نمونه بیوپسی mm3×3  راس گوساله  5از بیضه

در  DMEMداخل محیط کشت  ها نمونهاین نر گرفته شد و 
  .ساعت همراه با یخ به آزمایشگاه منتقل شد 2عرض 

  جداسازي سلول
دو مرحله هضم آنزیمی که قبلا  ساز دري منیها لولهي ها سلول

توصیف شده بود، جدا  2002و همکاران در  Izadyarتوسط 
 3پس از شستشو به میزان  ها نمونهبه طور خلاصه،  ). 8(شدند

هاي  حاوي اسید آمینه DMEMبار در محیط  کشت 
استرپتومایسین  µg/ml100سیلین،  پنی unit/ml 100ضروري،غیر
جنتامایسین، به صورت مکانیکی توسط قیچی  mg/ml40و 

 DMEMسپس در محیط کشت . نداستریل قطعه قطعه شد
، IVکلاژناز تیپ  1mg/ml حاوي آنتی بیوتیک به همراه 

1mg/ml یداز تیپ هیالورونII  1وmg/ml تریپسین وmg/ml5 
DNase )ها از  تمام آنزیمSigma (درC°37 شیکر  در انکوباتور

در این . دقیقه انکوبه شدند 60دقیقه به مدت  در دور 80با 
مرحله قسمت اعظم بافت همبند و بینابینی هضم شده و بعد 

ساز منیهاي  لوله ، اکثرDMEMاز سه تا چهار بار شستشو با 
حاوي آنتی  DMEMدوباره در  ها لولهاین . سوب کردندر

هاي بالا ولی این بار بدون حضور  بیوتیک شامل آنزیم
این مرحله تا زمانی پیش رفت که . تریپسین انکوبه شدند

ي همراه آن ها سلولاز بین رفته و ساز منیي ها لولهقطعات 
 از هم جدا) ي سرتولی و اسپرماتوگونیها سلولبراي مثال (

ي ها لولهشده از باقیمانده قطعات  ي جداها سلول. شدند
. دقیقه جداشدند 2به مدت  g 30توسط سانتریفیوژ ساز منی

 77و 55بعد از عبور سوسپانسیون سلولی از فیلتر نایلونی 
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 DMEMسلولی در محیط این سوسپانسیون میکرومتري، 
ي تشکیل دهنده ها سلول. پلیت گذاري شد FBS% 10حاوي 
در ) ي سرتولی و اسپرماتوگونیها سلولمتشکل از (پلیت 

قرار  FBS% 10وحاوي آنتی بیوتیک  DMEMمحلول 
  .  گرفتند

  شمارش و ارزیابی درصد حیات
، رنگ آمیزي تریپان ها سلولبراي ارزیابی وضعیت حیات 

ي ها سلولو همچنین  ها سلولبلوانجام گرفت وتعداد کل 
لی، توسط مرده حاضر درسوسپانسیون سلو زنده و

  .میکروسکوپ نوري بدست آمد هموسیتومتر و
  کشت کوتاه مدت

 )TPP Switzerland(خانه  24در این روش از پلیت هاي 
لکتین داچور استرامونیوم آگلوتینین در  µg/ml5 پوشیده از 

تعلیق سلولی حاصل از مرحله قبل . بافر فسفات استفاده شد
% 5و میزان  C° 37ها منتقل شده و در دماي  به این پلیت

CO2 ي سرتولی به کف ها سلولدر این روش . ، انکوبه شد
ي ها سلولي اسپرماتوگونی بر روي ها سلولپلیت چسبیده و 

  .دهند سرتولی تشکیل کلونی می
  ي بنیادي اسپرماتوگونیها سلولارزیابی کلونیزاسیون 

هاي اسپرماتوگونی در هر گوده با استفاده از  کلونی
 Olympus, IX71 inverted) میکروسکوپ معکوس

microscope) پس  4، 5، 6، 7، 8، 9، 10و  11 در روزهاي
  .از کشت شمارش شد

ي بنیادي ها سلولي سرتولی و ها سلولتایید ماهیت 
  اسپرماتوگونی

ي بنیادي اسپرماتوگونی ها سلولي سرتولی و ها سلولماهیت 
که  OCT4و  vimentineبا رنگ آمیزي ایمنوفلورسنت علیه 

هستند تایید  ها سلولبه ترتیب مارکرهاي اختصاصی این 
سوسپانسیون سلولی حاصل از ( ها سلولبدین منظور . شد

خانه اي پوشیده  4هاي  در گوده) مرحله دوم هضم آنزیمی
حاوي آنتی بیوتیک و  DMEMسلول در  50000شده از 

10 %FBS درC°37  5با  رطونت جودر  %CO2   انکوبه
. فیکس شدند ها سلولروز متوقف و  5ز کشت بعد ا. شدند

آنتی بادي هاي اولیه وثانویه مورد استفاده براي شناسایی 
OCT4  درSSCs ،rabbit anti-OCT4 (polyclonal 

antibody ab18976, Abcam, Cambridge, UK)  وFITC-

conjugated goat anti rabbit IgG هاي  آنتی بادي. باشند می
در  vimentine مشاهدهستفاده براي ا ثانویه مورد اولیه و

 anti-vimentin (monoclonal antibodyي سرتولی ها سلول

ab8069, Abcam, Cambridge, UK (و fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated sheep anti mouse 
IgG براساس مطالعات گذشته  ها سلولرنگ آمیزي . باشند می

انجام  2011ان در همکار و Qasemi-Panahi توسط
  ).16(شد

  استخراج پلاسمید
خطی شده با EGFP - 2  PIRESدر این مطالعه از سازه ژنی 

و نشان دار شده با تترامتیل رودامین استفاده  stu1آنزیم 
ي بنیادي دانشکده دامپزشکی دانشگاه ها سلولآزمایشگاه (شد

کیلو جفت باز  3/5طول کلی این سازه ). 1نگاره). (تهران
 این سازه داراي ریبوزوم اینتري سایت .است

(Internal ribosome entry site) )IRES(  متعلق به ویروس
است که در بین قطعه مالتیپل )ECMV(آنسفالومیوکاردیت 

 و انهنسد گرین فلورسنت پروتئین)MCS(کلونینگ سایت 
(Enhanced Green Fluorescent Protein) )EGFP(  قرار

این سازه هم چنین داراي یک ژن مقاومت  .گرفته است
این پلاسمید داراي . دباش میکانامایسین /نسبت به نئومایسین

 nm تاب درزو بیشترین با  nm 488گیختگی در ماکزیمم بران
براي  خالص سازي پلاسمید از پروتکل . باشد می 507
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 DNA-midiTM Plasmid DNA Purification Kitتجاري 

(iNtRON Biotecnology, INC. Version 2.0) ستفاده شدا.  
  

  
  EGFP- 2  PIRESنقشه ژنی پلاسمید  ـ1نگاره

  
قبل از فرآیند انتقال ): هضم نسبی(تریپسینه کردن کوتاه مدت 

ي اسپرماتوگونی تا حد امکان پخش ها کلونیژن، لازم است که 
یق روش بدین منظور از تلف. شده و از تراکم آن ها کاسته شود

ترانسفکشن از مکانیکی و هضم شیمیایی درست روز قبل 
بدین منظور بعد از خالی کردن محیط کشت .  استفاده شد

و شستشوي ظرف کشت با محیط کشت فاقد سرم یا  ها سلول
PBS1 تا 5/0، بین   ml  حاوي  % 5/0از آنزیم تریپسینEDTA 

)invitrogen ( 3ه مدت ب ها سلولسپس . اضافه شد ها سلولبه 
در طی این زمان، با ضربات آهسته مکانیکی . دقیقه انکوبه شدند

روند کاهش تراکم و جداسازي نسبی  ، به کف ظرف کشت

از کف  ها کلونیبه محض کنده شدن . تسهیل شد ها کلونی
حجم  3/1ظرف، به منظور خنثی سازي روند هضم شیمیایی 

  .اضافه شد  FBSتریپسین 
در این مطالعه به :  Turbofectازاده با استف GFPانتقال ژن 

ي اسپرماتوگونی گوساله با استفاده ها سلولمنظور انتقال ژن به 
مر کاتیونیک در یر لیپوزومی از محلول استریل پلیاز حاملین غ

ساخت شرکت   TurboFect Transfection Reagentآب 
Thermo Scientific  مر با این پلی.  استفاده شدDNA  تشکیل

را از  DNAس پایدار با شارژ مثبت کرده که ساختمان کمپلک
هضم مصون نگه داشته و باعث تسهیل ورود ژن بداخل 

این پروتکل براي ترانسفکشن در . دشو میي یوکاریوتی ها سلول
در هنگام ترانسفکشن . خانه اي بهینه شده است 24پلت 

درصد  90تا  60ي چسبنده بین ها سلولپوشش مناسب 
طور خلاصه به  منظور ترانسفکشن با استفاده از  به.  دباش می

Turbofect ،در هر گوده ،µg  5DNA    درµl100  محیط
DMEM  یا هر محیط کشت فاقد سرم در یک اپندورف استریل
محلول توربوفکت به صورت مختصر ورتکس شد و . رقیق شد

µl2  از آن بهDNA سپس اپندورف فوق . رقیق شده اضافه شد
دقیقه در  20الی  15به مدت  Turbofect-DNAشامل کمپلکس 

از  µl100سپس . گرمخانه گذاري شد C° 37 انکوباتور
کمپلکس فوق به هر گوده آماده ترانسفکشن بدون خالی کردن 

خانه به آرامی زیر هود  24پلت . محیط هر گوده اضافه شد
در هر  ها سلولتکان داده شد تا توزیع مناسبی از کمپلکس با 

در این . ت آید و سپس داخل انکوباتور قرار گرفتگوده بدس
مطالعه به منظور بررسی بهترین روز که در آن  بیشترین میزان 

به  Turbofectي اسپرماتوگونی به واسطه ها کلونیآلوده سازي 
انجام و  از کشت، ترانسفکشن 4، 6و  8دست آید در سه روز 

 قبل از. هر ترانسفکشن تعقیب شد روز متعاقب 3نتایج تا 
ارزیابی میزان نفوذ پلاسمید به کلونی اسپرماتوگونی در هر روز، 
 تعداد کلونی اسپرماتوگونی در هر گروه آزمایشی با استفاده از

تعیین وجود ژن به منظور   .میکروسکوپ معکوس شمارش شد
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زیر  ها سلولبا قرار دادن  انتقالی در  کلونی اسپرماتوگونی
 NIKON(ECLIPSE E600)میکروسکوپ فلورسانت معکوس 

) فیلتر آبی( nm 500-460طول موج  UVو با استفاده از اشعه 
اگر انتقال ژن موفقیت آمیز باشد رنگ سبز . بررسی گردید
در زیر میکروسکوپ به چشم می خورد  ها سلولفلورسانتی از 

  .که تایید تقریبی انتقال ژن است
گیري  نمونه 5اطلاعات بدست آمده از  :ارزیابی آماري

و  One-way ANOVAهاي آماري  مستقل توسط آزمون
Duncan's multiple range test افزار آماري  نرم. آنالیز شد

) SPSS )SPSS Inc, Chicago, version 16مورد استفاده 
  .دار در نظر گرفته شد به عنوان سطح معنی  p>05/0بوده و 

  
  نتایج

انفرادي از  يها سلولپس از جداسازي : ارزیابی درصد حیات
، توسط رنگ آمیزي تریپان بلو سازمنیي ها لولهباقیمانده 

  .زنده بودند ها سلولاین  %88مشخص گردید که حدود 
ي ها لولهجمعیت سلولی جدا شده از  :کشت کوتاه مدت

ماهه حاوي اغلب دو نوع  5تا  3سمینی فروس بیضه گوساله 
لین نوع او. هاي ریخت شناسی متفاوت بود سلولی با ویژگی

به وجود  ها سلولاي از  یابند تک لایه سلولی که تکثیر می
تکثیر، تشکیل  زآورند در حالیکه نوع دیگر سلول بعد ا می

  )2نگاره(.دده میکلونی 
ي بنیادي ها سلولي سرتولی و ها سلولتایید ماهیت 

ي ها سلولدر  vimentinکشت،  5در روز : اسپرماتوگونی
نگاره ( شدي اسپرماتوگونی دیده اه کلونیدر  OCT4سرتولی و 

3(  

    
ي سرتولی یک لایه تکی از سلول را تشکیل ها سلول ـ2نگاره

) پیکان(د شو میچند کلونی کوچک اسپرماتوگونی نیز دیده ). مثلث(هندد  می
)100 ×بزرگنمایی(

  

  
  

ي سرتولی گاوي براي ها سلولرنگ آمیزي ایمنوفلورسنت ) B. (OCT4ي بنیادي اسپرماتوگونی گاوي براي ها سلولرنگ آمیزي ایمنوفلورسنت ) A( ـ3نگاره
Vimentin  400 ×بزرگنمایی(کشت  5در روز(  
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هاي اسپرماتوگونی با استفاده از  به کلونی EGFPانتقال ژن 
Turbofect  

قبل از مشاهده میزان ترانسفکشن در کلونی اسپرماتوگونی در 
. ونی شمارش شدهر سه روز مطالعه، تعداد کلونی اسپرماتوگ

کشت که  4، 6و  8در هر سه روز  )1، 3و  5جدول(
ي آلوده شده به طور ها کلونیتعداد  ،انجام شد ترانسفکشن

این تفاوت معنی دار نیز  در . داري بالاتر از گروه کنترل بود معنی
گروهی که هیچ حاملی براي انتقال ژن خارجی به کلونی 

) p>05/0( خورد اسپرماتوگونی وجود نداشت به چشم می
 ها کلونیتعدادي از  4و  6از طرفی در روز ) 2، 4و  6جدول (

جدول . (نیز در گروه بدون حامل ژن خارجی آلوده شده بودند
هیچ کلونی جذب خودبه خودي  8در حالی که در روز ) 2و  4

که ترانسفکشن سازي کلونی زمانی نرخ آلوده .)6جدول(نداشت 
). 2جدول( بود 6و  8لاتر از روز کشت  انجام شد با 4در روز 

به کلونی  EGFPرنگ سبز فلورسنت بیانگر انتقال ژن 
 .)4نگاره (اسپرماتوگونی است 

   
هاي  رنگ سبز فلورسنت که به صورت پراکنده در کلونی ـ4نگاره 

  .دشو میترانسفکشن مشاهده  4اسپرماتوگونی گاوي در روز 
  

  کشت 4وز تعداد کلونی اسپرماتوگونی در رـ 1جدول 
 

 روزهاي بررسی
 گروههاي آزمایش

5 6 7 

6/18 شاهد  2/19  20 

همراه   DNA 8/20  8/21  22 
همراه   Turbofect + DNA 21 22 23 

توسط گاوي  اسپرماتوگونی کلونیبه  DNAمیزان نفوذـ 2جدول 
Turbofect  شروع شد  4هنگامیکه آزمایش از روز)SD± (.  

 
  روزهاي بررسی

هاي آزمایش گروه  5 6 7 

 0a 0a 0a شاهد
همراه   DNA a 6 / 1± 6/1  a 6 /1±4/2  a  1/2 ± 8/2  

همراه   Turbofect+ DNA b 4/6± 46  b  7±7/52  b  1/8±6/54  
a-b هاي در یک ستون با نماي متفاوت از لحاظ آماري اختلاف  ارزش

    )p>05/0( .آنها معنادار است
  کشت 6تعداد کلونی اسپرماتوگونی در روز ـ 3جدول 

 
 روزهاي بررسی

هاي آزمایش گروه  

7 8 9 

2/33 32 شاهد  4/34  

DNA 8/35همراه   2/38  8/38  
Turbofect+ DNA 32 5/32همراه   7/35  

توسط گاوي اسپرماتوگونی  کلونیبه  DNAمیزان نفوذ ـ4جدول  
Turbofect  شروع شد  6هنگامیکه آزمایش از روز)SD± (  

 
 روزهاي بررسی

هاي آزمایش گروه  7 8 9 

 0a 0a 0a شاهد

DNA 0a aهمراه   1± 1  a 1   1  
Turbofect+ DNA bهمراه  4/2  8/23  b 3   6/23  b 7/2 26 

a-b  ارزش هاي در یک ستون با نماي متفاوت از لحاظ آماري اختلاف
  )p>05/0( .آنها معنادار است

 
  کشت 8تعداد کلونی اسپرماتوگونی در روز ـ 5جدول 

 روزهاي بررسی
یشهاي آزما گروه  

9 10 11 

6/44 44 43 شاهد  

همراه   DNA 4/38  4/39  40 
همراه   Turbofect+ DNA 41 9/41  4/42  

گاوي  اسپرماتوگونی  کلونیبه  DNA میزان نفوذ ـ6جدول  
  ) ±SD ( شروع شد  8هنگامیکه آزمایش از روز   Turbofectتوسط

 
 روزهاي بررسی

هاي آزمایش گروه  9 10 11 

 0a 0a 0a شاهد

راه هم  DNA 0a 0a 0a 

 +Turbofectهمراه 
DNA 

b  8   2/5  b  9/0   4/6  b 9/0 7 
a-b هاي در یک ستون با نماي متفاوت از لحاظ آماري اختلاف  ارزش

    )p>05/0( .آنها معنادار است
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 بحث
به طور معمول جمعیت متراکمی از سلول بنیادي اسپرماتوگونی 

گرم بافت  سلول بنیادي در هر1×106با خلوص بالاي حدود 
میزان زنده مانی ). 9( دباش می %80 >بیضه با میزان زنده مانی 

مشاهده شد که با مطالعات % 88به دست آمده در مطالعه حاضر 
موش ، % 80انجام شده برروي موش نابالغ با میزان زنده مانی 

، و گوساله با میزان زنده %75با میزان زنده مانی  صحرایی
  .)1، 2، 9و  12(دباش یمقابل مقایسه %  82مانی

 سازمنیي ها لولهي جدا شده از ها سلولدر این مطالعه 
هاي  ماهه دو نوع سلول با ویژگی 5تا  3گوساله 

 Aي سرتولی و تیپ ها سلولایمنوسیتوشیمی متفاوت، مشابه 
این یافته در . ي بنیادي اسپرماتوگونی دارا بودندها سلول

که  2007در  ن همکارا و Kourjiمطابقت با گزارشات 
ي ها سلولي سرتولی و ها سلولهاي ایمنوسیتوشیمی  ویژگی

  ). 3(بنیادي اسپرماتوگونی را در موش نشان دادند بود
آمیزي  ي سرتولی، رنگها سلولمارکر اختصاصی براي شناسایی 

ریخت شناسی  ها کلونی). 1و20(بود vimentinایمنوسیتوشیمی 
نتایج نتیجه ). 7(را داشتند ي بنیادي اسپرماتوگونی گاويها سلول

ي بنیادي ها سلولاز  ها کلونیکه  این مطالعه نشان داد
  .اسپرماتوگونی منشا گرفتند

به منظور جذب ژن خارجی  Turbofectدر این مطالعه، از 
EGFP  نتایج نشان داد . ي اسپرماتوگونی استفاده شدها کلونیبه

 جذب ژن خارجی توسط حامل لیپوزومی در هر سه روز
. ترانسفکشن نسبت به بدون حامل افزایش معنی داري دارد

یافته هاي این بررسی در تعیین بهترین ) 2، 4و  6جدول (
ي ها کلونیروزي که بیشترین میزان جذب پلاسمید در 

نشان داد که  پیک فاز رشد  ،اسپرماتوگونی وجود داشته باشد
 در زمان ترانسفکشن داراي اهمیت فوق ها سلوللگاریتمی 
کشت  4در مقایسه با سه روز، در روز . دباش میالعاده اي 

بیشترین نرخ ترانسفکشن مشاهده شد که  به پیک فاز رشد 
و  Takehashiاین یافته با مطالعه . اشاره دارد ها سلوللگاریتمی 

با استفاده از حامل آدنو ویروسی در گونه 2007همکاران  در 
بالاترین میزان  4 از طرفی در روز). 19(موش مطابقت دارد

بدون حامل توسط کلونی اسپرماتوگونی نیز  DNAجذب 
  .مشاهده شد

بدون حامل به طور  DNAترانسفکشن، میزان جذب  6در روز 
این یافته در مغایرت با . ثابت و تنها در دو روز مشاهده شد

بدون حامل در اسپرم  DNAبررسی صورت گرفته روي جذب 
  ).20(موش بود
ي آلوده به ها کلونیسفکش علاوه بر اینکه درصد تران 8در روز 

بدون حامل  DNAژن خارجی بسیار کم بود، هیچ گونه جذب 
د توان میکه این امر ، ي اسپرماتوگونی مشاهد نشدها کلونیدر 

ي ها کلونینشان دهنده سیر نزولی تعداد و نیز زنده مانی 
  ). 3(باشد اسپرماتوگونی می

 ي بنیاديها سلولد مطالعات صورت گرفته بر تولی
اسپرماتوگونی تراریخت، بیشتر بر پایه مطالعات درون تنی یعنی 
. تزریق ژن خارجی به داخل بیضه صورت گرفته است

)testis-mediated gene transfer TMGT .(در همین رابطه ،
Hui ming  ژن نشانگر 2011و همکاران در ،GFP  را به داخل

هاي بعدي روش  بررسیروزه براي  7هاي موش جوان  بیضه
TMGT سپس در . هاي احتمالی وارد کردند و محدودیت

شده با  TMGTي مذکر ها موشاین  6، 12و  24هاي  هفته
  EGFPي مونث آمیزش داده شدند و بیان و الحاق ژنها موش

  ).6(معرفی شده در نوزادان تراریخت نسل اول ارزیابی شد
Nagona   که اگر چه حاملین ، نشان دادند 2001و همکاران در

ها به داخل  ویروسی به عنوان روش موثر در ورود ژن رترو
ي ها سلولشود، اما  به کار گرفته می ها سلولطیف وسیعی از 

سازي  بنیادي زایاي پس از تولد نوعی مقاومت در مقابل  آلوده
به . دهند ها از خود نشان می به ژن خارجی توسط این ویروس

ده به داخل انواع متفاوت سلول بنیادي، علاوه، بیان ژن وارد ش
همانند سلول بنیادي جنینی یا سلول بنیادي خونساز اغلب بسیار 

آنها نشان دادند که انتقال ژن به وسیله . ضعیف یا خاموش است
ي ها سلولویروسی در شرایط آزمایشگاهی به داخل  حامل رترو
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ج به انضمام ي نابالغ و نیز بالغ، منتها موشبنیادي اسپرماتوگونی 
ي بنیادي ها سلولدرصد  2-20پایدار و بیان یک ترانسژن تنها در

اي است که به بررسی ورود ژن به  این اولین مطالعه  ).13(شد
 کلونی اسپرماتوگونی در محیط آزمایشگاهی با استفاده از

Turbofect شناسه گر  .پردازد میTurbofect تواند جهت  می
ي ها سلولشامل  ها سلولیعی از انتقال ژن خارجی به طیف وس

ند بسیار ایده آل شو مییی که به سختی آلوده ها سلولاولیه و 
. تواند در حضور یا غیاب سرم انجام شود آلوده سازي می. باشد

سازي و حداقل سمیت  کارایی بهتر آلوده Turbofectر گ شناسه
 بر پایه ها سلولرا زمانی که با سایر شناسه گرهاي آلوده سازي 

شود از خود نشان داده  لیپیدي یا بر پایه پلی مري مقایسه می
کارایی بالاتر آلوده سازي : مزایاي این روش شامل ).3(است

،  کارایی بالاتر آماده سازي در حضور ها سلولطیف وسیعی از 
یا عدم حضور سرم، حداقل سمیت سلولی و آماده به استفاده 

در مجموع،  ).17(دباش یمبدون نیاز به رقیق یا دستکاري کردن 
جنس  د که استفاده از حاملی ازده میهاي این مطالعه نشان  یافته

مر کاتیونیک یک روش کم خطر، ایمن و با کارایی نسبتا بالا پلی
هم . دباش میدر انتقال ژن خارجی به کلونی اسپرماتوگونی 

فراهم شدن شرایط تمایز در محیط آزمایشگاهی به به چنین 
ي بنیادي اسپرماتوگونی ها سلولاسپرم تراریخت از  منظور تولید
  .شودتقویت می

  
  سپاسگزاريتشکر و 

ند از مدیریت محترم قطب کاربرد دان مینویسندگان بر خود لازم 
ي بنیادي در سلول درمانی و مهندسی بافت دانشگاه ها سلول

تهران که هزینه انجام این طرح را متقبل شدند کمال تشکر را 
  .دبه جا آورن
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