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ی ادی کشت سلول های بنیابها و ارتقا بستر کشت سلول: ارزی الیکروسمی

  کیدیکروفلوِئاسپرماتوگونی در تراشه های می

  5یاردکان یهومن صدر ،4ییرمضان خان بابا ،*3یدیاکرم ع 2،عبدالمحمد کجباف زاده ،1یمیسحر نع

 

 چکیده
باشد، زیرا درمان هدف از مطالعه حاضر بررسی زمینه درمان ناباروری مردان می 

ناباروری در گروه بیماران سرطانی که تحت درمان با داروهای گنادوتوکسیک 

قرار می گیرند، حائز اهمیت می باشد. هدف اصلی مطالعه صورت گرفته، مقایسه 

دو گروه متقاوت از روش های کشت سلول های بنیادی اسپرماتوگونیو بررسی 

 یادیبن یهاموفق سلول یوندا می باشد. پمیزان قدرت تمایز و تکثیر این سلول ه

بستر کشت مناسب  یازمندنهایآزمایشگاهی ی( در بررسSSCs) یاسپرماتوگون

 یزر یعیطب یخارج سلول یکس. ماترباشدیها مسلول ینا یزو تما یرتکث یبرا

حاضر،  ی. در بررسآوردیفراهم م یادیبن یهاکشت سلول یرا برا یمناسب یطمح

یتتکثیر و تمایز سلول های بنیادی اسپرماتوگونی را در تا قابل یمما در صدد بود

. از مورد ارزیابی قرار دهیم (ex vivo)شرایط استفاده از سیستم میکروفلوئیدیک

نتایج حاصله را با شرایط کشت در پلیت های آزمایشگاهی مطالعه  یندر ا ییسو

 .یمقرار داد مقایسه مورد SSCsو گسترش  یدتول یتقابل یبرا(in vitro) متداول

در ابتدا سلول های بنیادی اسپرماتوگونی از موش های نوزاد را جداسازی کرده 

سلول هایجداسازی شده را در پلیت های کشت بر روی in-vitroت و در کش

داربست متشکل از هیالورونیک اسید، کیتوزان و بافت آسلولار شده بیضه کشت 

ستخراج شده را ا بنیادی اسپرماتوگونیالسلول های  ex-vivoداده و در بررسی 

 exیدر بررس. کشت میدهیمبدون حضور داربست  میکروفلوئیدیک در سیستم

vivo ،نژاد  نوزادی نر هااز موش NMRIیاسپرماتوگونیادی بن یهاسلول 

در ادامه سلول های استخراج گردیده در چیپ میکروفلوئیدیک .یداستخراج گرد

ی منتقل گردیده اند و پس از مدت یک ماه روند فاقد پمپ خارجی شده طراح

در نمونه  .و مطالعه قرار داده شد یسهمورد مقا IHCیابیبا ارزکشت مذکور را 

و  DAPIهای مورد مطالعه استقرار سلول ها در لومن منی ساز، رنگ آمیزی 

  . نتیجه بررسی های ایمونوهیستوشیمیه اندایمونوهیستوشیمی ارزیابی گردید
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در مدل های  TEKT1و  PLZFبیان مارکرهای معنی دارنشان دهنده ی افزایش 

ex-vivoه استبود(P<0.05).  در نهایت، نتایج حاصله نشان داد که قابلیت

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی در القا اسپرماتوژنز و تولید سلول های هاپلویید 

اختلاف معنی دار در در شرایط کشت بافت بیضه در سیستم میکروفلوِئیدیک

طکشت متداول در پلیت های آزمایشگاهی برای سلول های مذکور شرایمقایسه با

و  یرتکث یبرا یتیقادر است بستر حما یت سیستم میکروفلوئیدیکدر نها .دارد

 ex یط ها در شراسلولین ا یزو تما یرها فراهم آورد. به علاوه، تکثSSC یز تما

vivoفراهم آورد. یدرمان آزواسپرم یموثر برا یطیشرا تواندیم 

 

 -کیدیکروفلوِئیم ستمیس -یاسپرماتوگون یادیبن یسلول ها واژگان کلیدی:

 PLZF- TEKT1- TP1 -داربست
 16/11/1400تاریخ پذیرش:    29/4/1400تاریخ دریافت:  

 

 مقدمه
در چند دهه گذشته، با پیشرفت در درمان های ضد سرطان 

ه مختص اطفال، تعداد بهبود یافتگان به طرز چشمگیری افزایشیافت

است. از سوییحفظ باروری به ویژه در گروه بیماران جوان در 

حال تبدیل شدن به یک زمینه تحقیقاتی است. این روش های 

کمک باروری برایافرادی که منتخب درمان های گنادوتوکسیک 

می باشند و به علاوه در اختلالاتی مانند سرطان، لوپوس اریتماتوز 

کم خونی فانکونی ، کم خونی سلول داسی شکل،  ،کسیستمی

مولتیپلاسکلروزیس و بیماری های کلیویحائز اهمیت می باشد. 

علاوه بر این، بیماران بااختلالاتی که می تواند باعث تداخل در 

یا سندرم cryptorichidismاسپرماتوژنز شود، مانند 

Klinefelter داوطلبانی برای حفظ یا بازیابی باروری ،

مایع منی برای بیماران مرد در سنین  هستند.علیرغم آن که  انجماد

پس از بلوغیک روش اثبات شده است ، نمی توان از آن روش 

برای بیماران پسر در سنین قبل از بلوغ استفاده کرد. بنابراین، 

mailto:eidi@srbiau.ac.ir
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بیماران سرطانیدر دوران کودکینیاز دارند تا از تکنیک های حفظ 

 مایشگاهیباروری بهره مند شوند. القایاسپرماتوژنز در شرایط آز

(invitro) از سلولهای زایا، می تواند روشی موثر برای حل این

 .(2, 1)مسئله باشد

بیضه عضوی است که وظیفه تولید گامتهای مردانه و هورمونهای 

جنسی مردانه )آندروژن ها( را دارد. اسپرماتوژنز روندی است که 

مسئولیت تولید گامت را دارد، در حالی که استروئیدوژنز هورمون 

میکند. اسپرماتوژنز و  های استروئیدی مردانه را تولید

بافت بیضه انجام  فت بینابینیتوبولارو با استروئیدوژنز در بخش

می شود. این دو قسمت از نظر آناتومی جدا از هم هستند ولی 

ارتباط نزدیک با یکدیگر دارند و تولید طبیعی اسپرم به یکپارچگی 

اسپرم ساز توبولهای منی ساز حاوی اپیتلیوم  .(3)آنها بستگی دارد

شامل سلول  است که از سلولهای زایا و دو نوع سلول سوماتیک

های سرتولی و سلول های بین بافتی می باشند و اسپرماتوژنز در 

 این بخش صورت می گیرد. سلول های سرتولی مسئول خود

نوزایی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی و هدایت این سلول های 

 .(4)نی ساز هستندبه سمت بخش لومنی توبول های م

بافت بینابینی مسئولیت پشتیبانی ساختاری و تغذیه ای لوله های 

شبکه  اسپرم ساز را بر عهده دارد، زیرا این قسمت از بافت بیضه

سازمان یافته ای برای واکنش های بین سلولی و سلول با 

ماتریکس خارج سلولی را ایجاد می کند. شاخص ترین سلول این 

مسئول تولید و ترشح بخش، سلول های لیدیگ می باشند که 

می باشند. این بخش از  3تستوسترون و فاکتور شبه انسولینی 

بافت بیضه، نه تنها حاوی سلولهای لیدیگ است، بلکه سلولهای 

ایمنی، عروق خونی و لنفاوی، اعصاب، فیبروبلاست و بافت 

سلول های بنیادی  .(5)بخش قرار دارند پیوندی سست نیز در این

 (Spermatogonial  Stem Cells, SSCs)اسپرماتوگونی

شاخص ترین سلولهای زایای اولیه مردانه در مردان بالغ هستند. 

این سلولها مسئول اسپرماتوژنز، تولید اسپرم و باروری مردان 

هستند. این سلول ها هم قابلیت خودنوزایی را برای حفظ بستر 

قسیم نامتقارن سلول برای تولید اسپرم سلول های بنیادی و هم ت

در دوران بعد از بلوغ را دارند. همانند سایر سلولهای بنیادی بافت 

مشخصه  .(5)بزرگسالان، این گروه از سلول ها نیز کمیاب هستند

کلیدی اسپرماتوژنز پستانداران تغییرات در ساختار کروماتین و جا 

به جایی نوکلئوپروتئین ها می باشد. در اسپرماتید های طویل و 

متراکم، ساختار اصلی کروماتین بازسازی می شود و در این روند 

جایگزین می  transition proteins (TPs)هیستون ها ابتدا با 

ها در TPاصلی ترین نوع  TP2 و TP1ی شوند. پروتئین ها

ها اختصاصا در اسپرماتید های TPجوندگان می باشند. این نوع از 

هاپلوئیدی که در فاز پس از میوز می باشند، بیان می شوند. 

در بخش تاژک، دم، بدنه و سانتریول اسپرم نقش  TEKTپروتئین 

در  5تا  1دارند. در پستانداران پنج نوع از این گروه شامل نوع 

و  Tnp1بیضه و سلول های اسپرمی مشاهده می شود. علاوه بر 

Tekt1 نمی توان از نقش کلیدیPlzf  در حفظSSCs  غافل

در Tekt1و  plzf ،Tnp1گردید. بررسی نقش پروتئین های 

بسیار حائز اهمیت می  in-vitroروند اسپرماتوژنز در شرایط 

 .(6)باشد

زنده در  یکشت سلول ها یبرا یکروفلوئِیدیکمی ها یستمس

 یهشب یبرا یکرومتربا اندازه م یوژن،وابسته بر پرف یمحفظه ها

اندام ها مناسب  یولوژیکیو ب یزیولوژیکف یاتخصوص یساز

شده که سلول قادر است  یطراح یبه نوع یستمس ینهستند. ا

 یادو  یستم،س ینا یکند. در طراح یساز یهعملکرد بافت را شب

گردند، سپس  یم یهمتخلخل تعبی و غشاها چند میکروکانال

 یستمکشت داد. س یستمس ینتوان در ا یسلول مورد مطالعه را م

ی دارا in-vitroکشت  یمدل ها یرنسبت به سا یکروسیالمی ها

و  یزیکیف یاتبر خصوص یشتریکنترل ب یراهستند ز یاییمزا

 یراماده ب یناز چند ستفادها و یچیدهپ یطرح ساختارها یمیایی،ش

 (.7آورند) یفراهم م in-vivoیبهتر اندام ها یرتکث

بر  یکروفلوئیدیکمیستم س یتقابل یبه منظور بررس 2008در سال 

 یابیارز یکروفلوئیدیکمیستم حرکت اسپرم را در س ی،بارور

اتصال  یو چگونگ یمن یعنموده اند تا تقابلات اسپرم را در ما

 یال. وجود سرعت شتاب سیندنما یرا بررس تیاسپرم به ائوس

باشد و در صورت عدم وجود  یمهم در تحرک اسپرم م یعامل

باشد، مانع  یکه اسپرم در آن مستقر م یالیشتاب در س یجادعامل ا

ستفاده از سیستم ا یجهگردد. در نت یاز حرکت اسپرم م

آن  یدنحرکت اسپرم و رس یرا برا یبستر مناسب میکروفلوئیدیک

از دستگاه  2016در سال د. را فراهم آور یته ائوسب
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اسپرم بارور استفاده کردند،  یدتول یبرا  (MF) یکروفلوئیدیکم

کشت قرار دادند  یطرا بصورت کامل در شرا یضهب یهابافت هاآن

کشت در  ایهبه گروه یها را به طور تصادفبافتیب و به ترت

روش  یاص دادند. براژل آگارز اختص یکروفلوئیدیکیامیهادستگاه

MFبافت به داخل محفظه بافت وارد  هاییورودیق ، بافت از طر

 مذکور درمطالعه یکروفلوئیدیکمیستم استفاده از س اشده است. ب

(. در 18)یندماه حفظ نما 6مدت  یتوانستند اسپرماتوژنز را برا

های یضه، بگردیدانجام  2017که در سال  یگرید یقتحق

 متر مکعب یلیم 1حدود به اندازه قطعات  نوزاد به یهاموش

کشت در  به منظوررا ی برش داده شده هابافتبرش دادند و 

یستم س یگروه با طراح ین. ادادندانتقال  یکروفلوئیدیکمیستم س

و  یدروستاتیکبدون پمپ با استفاده از فشار ه یکروفلوئیدیکم

وسته یرا با سرعت آهسته و پ یطمح یانمدار مقاومت، جر یجادا

نشان از حفظ  یجماهه کشت، نتا 3دوره  ینمودند. در ط یجادا

 (.10اسپرماتوژنز داشته )

ین وتئاز این رو، در این بررسی ما در صدد بودیم تا نقش بیان پر

را در روند کشت سلول های بنیادی  Plzfو Tnp1، Tekt1های

 از واسپرماتوگونی موش های نر نوزاد مورد ارزیابی قرار دهیم، 

هدف مطالعه صورت گرفته بررسی و مقایسه ای بر تاثیر  وییس

یط قدرت تکثیر و تمایز سلول های بنیادی اسپرماتوگونی در شرا

با بکارگیری سیستم  حضور داربست هیدروژلی در مقایسه

 میکروفلوِئیدیک می باشد.

  

 کارمواد و روش
جداسازی، کشت و تایید سلول های بنیادی اسپرماتوگونی 

 موش:نوزاد 
سلول های بنیادی اسپرماتوگونی را با پروتوکل میزراپور و 

، تحت دو مرحله هضم آنزیمی 2012همکاران در سال 

، (Sigma, USA)تریپسینo.5 mg/mlتوسط آنزیم های 

o.5 mg/ml کلاژناز(Sigma, USA)   وo.o5 mg/ml 

. به (8)گردیده استجدا  DNase (Sigma, USA)آنزیم 

  ه چهار موش نر یک هفته ای نژادطور خلاصه، بیض

NMRIحاوی  را به محیطDMEM/F12  منتقل و باPBS 

. به منظور خالص گردیده استشوتحاوی آنتی بیوتیک شس

ها به مدت یک هفته  SSCسازی و حذف سلول های مازاد، 

( در FBSگاوی جنین ) سرم٪10با  DMEM / F12در 

 2COر صد د 5درجه سانتی گراد و  37انکوباتور با دمای

های جدا شده و خالص  SSC. شناساییگردیده اندنگهداری 

به عنوان  DAPIو رنگ آمیزی PLZFشده با ردیابی پروتئین

نشانگر سلول های بنیادی در کلنی های مشتق شده از 

گردید و نتایج بررسی ها در  سوسپانسیون سلول بررسی

ل منتشر گردیده است، قاب 2021مقاله ای که پیشتر در سال 

های جدا شده به منظور بررسی  SSCمشاهده می باشد. 

 (ex-vivo) قدرت تکثیر و تمایز در سیستم میکروفلوِئیدیک

 مورد (in-vitro) و کشت در حضور داربست هیدروژلی

 ..استفاده قرار گرفتند

تهیه داربست سه بعدی برای کشت سلول های بنیادی 

 اسپرماتوگونی: 

با ایجاد شکاف طولی NMRIادبیضه های موشهای نر بالغ نژ

و عرضی در ناحیه شکم استخراج گردید. به منظور از بین 

 گردیده اندبردن خون و لخته ها، کپسول های بیضه سوراخ 

( و محلول بافر dH2Oو بافت ها بلافاصله با آب مقطر )

ند. ه ا( به مدت یک ساعت شستشو داده شدPBSفسفات )

 v) ٪0,5( و SDSت )سدیم دودسیل سولفا٪0,5پس از آن، 

/ vتریتون )X-100  تمام گردیدساعت استفاده  2به مدت .

درجه  25آسلولار شدن بیضه ها در دمای  فرایندهای

دور در دقیقه انجام  50سانتیگراد با استفاده از شیکر با 

گردید. به منظور شستشوی مواد شوینده از بافت های 

شستشو  PBSساعت با  24آسلولار شده،بافت ها به مدت 

 %0,1ند. داربست هایآسلولار شده توسط ه اداده شد

ساعت  2درصد اتانول به مدت  4پراستیکترکیب شده و با 

ضد  ضدعفونیگردیده، سپس سه مرتبهبا کوکتل آنتی بیوتیک

هیدروژل  ند. در ادامه،ه ااستریل شسته شد PBSقارچ 
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 کیتوزان رقیق شده و 0,02(، با ترکیب HAهیالورونیک اسید)

ساخته  HAمیلی گرم در میلی لیتر 20اسید پراستیک و ٪1در 

 . ترکیب هیدروژل  و بافت بیضهآسلولار شده )ه استشد

(0.4 g حاصل به  ند. ترکیبه اشدترکیب  1: 1با نسبت

با مکمل  DMEM / F12ساعت در محیط کشت  72مدت 

10٪FBS  درصد  5درجه سانتی گراد با  37در انکوباتور

2CO ساعت،  72.پس از ه اندردیدنگهداری گSSC  ها بر

ساعت درمحیط کشت  72روی داربست ها به مدت 

DMEM / F12  درصد  10همراه باFBSاندمنتقل گردیده 

تا قدرت تمایزی و تکثیری این سلول ها را بر روی داربست 

،  SEM  ،DAPIهیدروژلی توسط چندین مطالعه از جمله 

MTT رار داده و آکریدین نارنجی مورد بررسی ق

مورد   in-vitroشود.داربست های حاصله در  مطالعه

 .(9) استفاده قرار گرفتند

-exطراحی و ساخت دستگاه میکروفلوِئیدیک در بررسی 

vivo 

طراحی شده دارای دو لایه می باشد  یدیکئمیکروفو چیپ

و لایه بالایی از جنس  PDMSزیرین از جنس  که لایه

PMMA  و یک غشا متخلخل نازک از جنس پلی کربنات

میکرون( می باشد.برای ساخت لایهزیرین  25)قطر تخلخل =

استفاده شده. در این روش  Soft Lithographyاز روش 

( خود با نسبت Hardenerکننده )با سخت PDMSپلیمر

ترکیب گردیده و بر روی قالب ریخته شد.  1:10وزنی 

مخزنی که برایافزودن سلول ها استفاده گردید، بر روی لایه 

ایجاد شده است. همچنین موقعیت  PDMSپایینی از جنس 

روی بافت، بر روی این لایه  قرار گیری غشا مورد نظر بر

 .(10)ایجاد شده است

کانال های مورد نیاز برای رساندن سیال محیط کشت از 

ورودی به مخزن نگهداری بافت و سپس خارج کردن آن، بر 

میلیمتر با  4به ضخامت  PMMAروییک ورق از جنس 

 – CNC micro-milling (Rolandاستفاده از دستگاه )

MDX-40A, Japan ایجادشد.به منظور آب بند کردن چیپ

 یهلادر( استفاده کردیم.Clampپ )مورد نظر از روش کلم

یکروفلوِئیدیک طراحی شده، یک مدار میستم سی فوقان

 یطمح یانجر یمتنظ یبرا (resistance circuit)مقاومت 

کشت درمخزن مخصوص  یطاست. محتعبیه گردیده کشت

عبور کرده و سپس از  resistance circuit کانال از خود

 یخارج میدیک ی از سیستم میکروفلوئمنفذ خروجیق طر

گردد.همچنین با کم و زیاد کردن میزان فشار اعمالی توسط 

 .(1 پیچ ها، میزان و سرعت انتقال سیال تنظیم گردید)نگاره

کشت سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بر روی داربست 

 و سیستم میکروفلوِئیدیک

SSC های جدا شده از موش های نوزاد نژادNMRI برای ،

 و در سیستم در پلیت کشت بر روی داربست

ادی گردید. سپس سلولهای بنی مورد استفاده میکروفلوِئیدیک

پلیت کشت اسپرماتوگونی جدا شده برای مدت یک ماه در

 انتقالدر سیستم میکروفلوئیدیک محفظه تعبیه شده سلول و

یافتند. تعویض محیط کشت به طور متوسط هفته اییک بار 

 5در انکوباتور با  یدیکئانجام گردید. سیستم میکروفلو

درجه سانتی گراد نگهداری گردید.  34و دمای  2COدرصد 

 DMEM / F12محیط کشت مورد استفاده برای کشت 

( RAو اسید رتینوئیک ) FBS  ،GDNF٪10که با  ه استبود

سی هامورد بررSSCهمراه بود.سرانجام، قابلیت تکثیر و تمایز

 قرار گرفتند. 

 

 

 س
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طراحی شده که تنظیم کننده سرعت روند خروج محیط  (resistance circuit). مدار مقاومت Bمیکروفلوئیدیک طراحی شده.  . سیستمA:  1نگاره 

. روند انتقال سلول های بنیادی Dتعبیه شده به منظور انتقال و حفظ سلول مورد مطالعه.  (chamber). منفذC.کشت از منفذ خروجی چیپ می باشد

 در محفظه چیپ میکروفلوئیدیک. (cell seeding)اسپرماتوگونی

 بررسی های ایمونوهیستوشیمی

پس از کشت برای بررسی های  4نمونه برداری در  هفته 

. رنگ آمیزی ه اندارزیابی گردید بیشتر بافت شناسی

 PLZF ،TP1ایمونوفلورسانس با مارکرهای خاص از جمله 

 . گردیده استانجام  TEKT 1و 

 آنالیزهای آماری

استفاده از نرم  بااولیههایآمده به صورت داده بدستنتایج 

و در گروه های Prism (Graph Pad Prism 5.04)افزار 

مورد مطالعه که شامل دو نمونه مورد بررسی بودند از تست 

t-test  و آنالیزOne-way ANOVA استفاده گردیده است

و در گروه های مورد مطالعه که بیش از دو نمونه گروه مورد 

مورد Post hoc Tukeyسی بوده اند توسط تست برر

ها با در نظر .سپس مقایسه میانگینه اندقرار گرفت یابیارز

 صورت گرفته است. P<0.05و (±SEگرفتن انحراف معیار)

 

 نتایج

تمام داربستهای بیضه پس از آخرین مرحله از فرآیند 

آسلولاریزاسیون به طور کامل سلول زدایی شدندو با رنگ 

و حذف کامل سلول  ECMو تری کروم حفظ  H&Eآمیزی 

از داربست سلول زدایی شده تائید گردید. علاوه بر این، 

فیبرهای کلاژنی آغشته به رنگ آبی در بافت های مورد 

مطالعه با رنگ آمیزی تریکروم ماسون، بقایای سلول را نشان 

داد، در حالی که در هیچ نقطه ای رنگ آمیزی قرمز قابل 

، حفظ  Alcian blue. رنگ آمیزیه استمشاهده نبود

GAGs  در داربست های بیضه در مقابل بافتهای نرمال را
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به منظور برآورد ظرفیت داربست برای  .(9)ه استتأیید کرد

 inها، داربست سه بعدی در شرایط  SSCتکثیر و تمایز 

vitroًمجدداrecellularرنگ آمیزی  نتایجاست.  گردیده

Acridine orange  وDAPI  یکپارچگیDNA  اسپرم را

نشان داد و  SSCآپوپتوتیک در  بدون تغییرات مورفولوژیکی

)نگاره در حضور داربست بودتاییدی بر عدم مرگ سلول ها 

2).

 

اسپرم و  DNAکپارچگی ی. رنگ آمیزی آکریدیناورنج و تاییدی بر عدم سمیت داربست ژلی در قیاس با شرایط عدم حضور داربست که با حفظ A: 2نگاره 

پرماتوگونی بر روی سلول های بنیادی اسموید بیان معنی دار  DAPI. رنگ آمیزی Bها همراه می باشد. SSCعدم تغییرات مورفولوژیکآپوپتوتیک در 

 داربست ژلی در مقایسه با شرایط عدم حضور داربست می باشد.

 

به منظور درک قدرتتکثیر  IHCپس از مدت یک ماه، ارزیابی 

، اسپرماتیدها و سلول های شبه اسپرم SSCو تمایز سلولهای 

گردیده به ترتیب انجام  TP1و  PLZF ،TEKT1با مارکرهای

به عنوان یک مارکر خاص  Tekt1و  Plzfبیان ژنی. است

برای سلولهای اسپرماتوگونیموید آن است که سلوهای تمایز 

نیافته کشت داده شده در سیستم میکروفلوِئیدیک در قیاس با 

کشت در پلیتپس از یک ماه بررسی، قابلیت تکثیر و تمایز 

 . تجزیه و تحلیل آمارینشان می دهندسلول ها را معنی دار 

نشان داد که شدت رنگ پذیری در سلول های کشت شده 

 in-vitroدر سیستم میکروفلوِئیدیک در مقایسه با کشت 

 معنی داریپس از پیوند در شرایط آزمایشگاهی به طور 

(. رنگ آمیزی ایمونوفلورسانس p>50,0افزایش یافته است )

به  TP1و  PLZF ،TEKT1نیز نتایج مشابهی در مارکر های 

شانگرهای خاص اسپرماتوسیت ها و اسپرماتیدها عنوان ن

 . (4()نگاره 3)نگاره نشان داد
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 یستم میکروفلوئیدیک وساز سلول های بنیادی اسپرماتوگونیکشت داده شده برای مدت یک ماه روی DAPI ارزیابی هیستولوژیکی و رنگ آمیزی :  3نگاره 

 .TEKT1(C)و  PLZF(A) ،TP1(B)تایید بیان مارکرهای 

 

 
 TEKT1و  PLZF ،TP1: ارزیابی آماری میزان بیان مارکرهای 4نگاره 

در شرایط  TEKT1و  PLZFنشان از افزایش معنی دار بیان دو مارکر

کشت برای مدت یک ماه در سیستم میکروفلوئیدیک را در مقایسه با 

 .(p<0.05)شرایط کشت در پلیت های آزمایشگاهی دارد 

 بحث

فت و در عین حال حفظ یکپارچگی و کشت طولانی مدت با

ساختار بافت مبحث مطالعاتی مهمی برای محققین بوده. از 

در دهه های گذشته  ECMسویی، استفاده از داربست های 

برای شبیه سازی ساختار و عملکرد های بدن در حال 

.اخیراً، به کارگیری سیستم های (11)افزایش است

میکروفلوِئیدیک در آزمایشات کشت سلولی رواج یافته 

. همچنین، داربستی متشکل از ماتریکس بیضه (14-12)است

آسلولار شده،ژل هیالورونیک اسید وکیتوزان برای 

ایجادبستری مناسب به منظور پشتیبانی سلول های بنیادی 

بیضه، می تواند یک سیستم ایمن مشابه بدن میزبان برای القا 

اسپرماتوژنز فراهم آورد. به تازگی، محققان موفق شده اند 

ا سلول ها را برای چندین هفته در دستگاه های بافت ها ی
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. نتایج تحقیقات حاکی (16, 15)دهند کشت میکروفلوِئیدیک

از آن است که قطعات بافت بیضه رت با حفظ ساختار اولیه 

لوله های اسپرم ساز و همچنین حفظ خاصیت عملکردی 

 قابلیت برای حدود دو ماه در سیستم های میکروفلوِئیدیک

نگهداری دارند. این محققین نتایج رضایت بخشی پس از 

پیوند به بیضه رت های میزبان مشاهده کردند و نتایج آن ها 

با پیدایش مجدداسپرماتوژنز همراه بود. بررسی های ما تائید 

سلولهای  کرده است که سیستم میکروفلوِئیدیک می تواند از

میکروفلوِئیدیک طراحی شده در قیاس  در سیستم کشت شده

بستری مناسب برای پشتیبانی  in-vitroبا کشت در شرایط 

تکثیر و تمایز سلول های بنیادی اسپرماتوگونی ها فراهم 

 داشتن غشای متخلخل کند. یکی از ویژگیهای این سیستم

شت منفذ دار برای جدا کردن محفظه ها و کانال های ک

سلولی می باشد که شرایط ایده آلی را برای کشت موثر 

 .(15سلول و تحریک اسپرماتوژنزفراهم می آورد)

میکروفلوِئیدیک با  ، یک سیستم2017در یک مطالعه در سال 

دو کانال مشابه و کشت سلول سه بعدی مبتنی بر پرفیوژن 

در  میکروفلوِئیدیکمرکزی برای مطالعه کارایی سیستم

و تکثیر غدد لگن مفصلی خرگوش طراحی شد.  مورفولوژی

هفته کشت داده شدند. سیستم  2سلولها برای مدت 

میکروفلوِئیدیک از طریق کانال ها مواد مغذی محیط کشت 

را تأمین می کرد. علاوه بر این، این دستگاه امکان حذف 

مواد دفعی را داشت. همه این ظرفیت ها با هم، الگوی 

شبیه سازی می کنند. علاوه بر این، از را  in vivoمتابولیسم 

آنجا که مکانیسم کشت بسته و به صورت خودکار بود، 

 .(17)امکان آلودگی کاهش یافت

یک سیستم 2016در سال  گروهی از محققین

میکروفلوِئیدیک را طراحی کردند که از یک کانال با جریان 

است. سیستم  شدهمستمر و مداوم محیط کشت تشکیل 

 طراحی شده آن ها داراییک غشای نفوذپذیر برای انتقال مواد

مغذی است که این غشا کانال عبور محیط کشت را از 

محفظه نگهدارنده نمونه مجزا می کند تا شرایط بهینه ای 

برای حفظ بافت بیضه موش و اسپرماتوژنز فراهم 

بدون  میکروفلوِئیدیک ، یک سیستمورگروه مذک.(18)آید

پمپ طراحی کردند که در آن سرعت جریان محیط کشت

قابلیت  (resistance circuit)مقاومتتوسطیک مدار 

تنظیم داشت. آنها در طراحی قبلی خود در نظر گرفتند که 

به میزان جریان  in-vitroاسپرماتوژنز در شرایط 

میکرولیتر در  05/0محیطکشت با سرعت متوسط بیش از 

دقیقه نیاز دارد. بنابراین، آنها دستگاه بدون پمپ خود را به 

. (18)مطالعه قبلی باشد گونه ای تنظیم کردند که دنبال کننده

ها را در ساخت و طراحی در مطالعه حاضر، ما ایده های آن

دنبال کردیم، این بدان معنی است  میکروفلوِئیدیک سیستم

طراحی با مدار مقاومت را  که ما طراحی بدون پمپ یعنی

 از ما کردیم. همچنین اعمالبرای کنترل جریان محیط کشت

استفاده  PDMSغشا منفذدار متخلخل در بین دو لایه 

 کردیم.

چنین در طراحی دستگاه ، همگروه محققین فوق الذکر

خود با داشتن غشای متخلخل برای  میکروفلوِئیدیک

جداسازی بافت و محیط کشت، با تقلید از عروق خون که 

مواد مغذی و اکسیژن را فراهم می کند و ضایعات را به 

صورت کاملا سازمان یافته از بین می برد، ساختاری مشابه 

ایشات تجربی خود بدن را شبیه سازی کرده اند. آنها در آزم

( موش را dppپساززایمان )روز 5/0–5/5بیضه های نرمال 

ماه کشت دادند. آنها گزارش دادند که اسپرم های  6به مدت 

ایجاد شده قادر به تولید فرزندان سالم هستند. بنابراین، نتایج 

می تواند به  میکروفلوِئیدیکحاکی از آن است که دستگاه 

برای بافتها و ارگانهای in-vivoطور موثری شرایطی مشابه

. در مطالعه ما، دستگاه (10)مختلف ایجاد کند

قادر به اعمال نقش حمایتی  میکروفلوئیدیک طراحی شده

از تداوم اسپرماتوژنز ویژه ای است و در نتیجه قادر است تا 

 پشتیبانی کند.
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به منظور شناسایی ماهیت سلول های مشاهده شده در 

،  Tp1توبولهای اسپرم ساز، بیان ژنی سلول خاص مانند 

TEKT1 و بیانPLZF  در اسپرماتیدهای هاپلوئیدی پس از

مرحله میوز مورد بررسی قرار گرفت که نتایج حفظ 

ئیدیک در مقایسه با روند ها را در سیستم میکروفلوِ SSCبهتر

نقش کلیدی در خود PLZFتأیید کردند.   in-vitroکشت 

ها در بافت بیضه را دارد. مطالعات  SSCحفظنوسازی و 

 PLZFصورت گرفته حاکی از آن است که، کاهش بیان ژن 

می تواند باعث کاهش تعداد اسپرماتوزواهای نرمال 

در مطالعه حاضر، پس از چهار هفته کشت .(20, 19)گردد

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی در سیستم مایکروفلوییدیک 

خودنوزایی  شاهد افزایش بیان این فاکتور موثر در تکثیر و

SSC.ها بودیم 

 در نهایت نتایج بررسی ها نشان می دهند که استفاده از

قا سیستم میکروفلوِئیدیک می تواند بستر بهینه ای برای ب

 ژنزبافت فراهم آورد و در نتیجه سبب بهبود روند اسپرماتو

 در روند کشت سلول گردد.
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