
 
 
 
 
 

قی
حقی

ه ت
قال

م
 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل

 242-210صفحه ، 23دوره ، 1044سال 

 کشتی با سلول های سرتولی بر تکثیر سلول های بنیادی اسپرماتوگونیتاثیر داربست سیلک و هم

 

 1(PhD) هاتف قاسمی ،1(PhD) مریم نظم بجنوردی، 1(MSc) زینب نریمان پور
 

 ایران ،ساری، رانندزپزشکی مام علوه نشگادا، ژنتیک ایمنیت تحقیقا مرکز-1

 

 10/14/99: رشیپذ، 14/9/99اصلاح: ، 12/6/99 :دریافت

 خلاصه
شبیه به شرایط  که . ایجاد یک ریز محیط مناسباستنیا یکی از گزینه های درمانی مردان نابارور پرماتوگوــسدی ااــبنیی اــهل لوــسهی شگاـمایآزتکثیر  :هدف و سابقه

 رشته سیلک و  . لذا هدف از مطالعه حاضر استفاده از داربست سه بعدی نانوشودمی نز ژپرماتوـساکشت و یند آفر ءارتقا منجر به، باشد اــهل لوــساین تکثیر طیبعی 

  .می باشدکشتی با سلول های سرتولی به منظور افزایش تکثیر سلول های بنیادی اسپرماتوگونیا هم

و جدا ( عدد 0هر بار ) روزه 2-0موش  04های بنیادی اسپرماتوگونیا با استفاده از هضم مکانیکی و آنزیمی دو مرحله ای از بیضه  سلول در این مطالعه تجربی :هامواد و روش

گرفتند. میزان زنده ماندن این سلول ها، با استفاده از تست  سلول در سطح داربست سیلک در شرایط محیط کشت قرار 2×014 به مدت دو هفته داده شدند. پس از قرارگیری

MTT میکروسکوپ  آنها توسطاتصال  وSEM  .های اختصاصی ژن متغیرهای مورد بررسی شاملبررسی شدStra8  ،DAZL  وPiwill2 توسطReal time 

PCR  و ایمونوسیتوشیمی بررسی شدند.  

قرار داشت.  بالاتری در سطح( 23±2(، )20±2) کنترلدر مقایسه با گروه  (94±2(، )91±6) سرتولی وقدرت زنده مانی سلول های کشت شده در حضور داربست  ها:یافته

 ر د DAZL و  Stra8،Piwill2بیان مارکرهای اختصاصی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی نظیر دار  یمعنموید افزایش  Real time PCRنتایج 

 .(p<40/4) بود (13/1±4( )40/1±3( )14/1±0) نسبت به گروه کشت دو بعدی( 03/1±2( )22/1±0( )04/1±6) های کشت شده روی داربست سلول

ای بنیادی اسپرماتوگونی ه سبب افزایش تکثیر آزمایشگاهی سلول داربست سیلک در حضور همکشتی با سلول های سرتولی می تواندنتایج مطالعه نشان داد که  نتیجه گیری:

  .این سلول ها دارد تکثیرشده و تاثیر مثبتی در بقا و 

 .داربست، سیلک، سرتولی، تکثیر، اسپرماتوگونی های کلیدی:واژه

  مقدمه
های منحصر به فردی هستند که  سلول ،های بنیادی اسپرماتوگونی سلول

عهده  هکه نقش انتقال اطلاعات ژنتیکی مردانه به نسل بعد را ب یند اسپرماتوژنزآفر

یند اسپرماتوژنز در لوله های منی ساز آدارد و درحفظ بقای گونه اهمیت دارد. فر

ولی های سرت انجام شده و از سوی سلولهای اسپرماتوگونی  بیضه توسط سلول

های  نتایج تحقیقات نشان می دهد پیوند سلول .(1-3) حمایت می شود

اسپرماتوگونی می تواند به عنوان یک گزینه درمانی در مردان نابارور مورد استفاده 

از سوی دیگر به نظر می رسد تکثیر آزمایشگاهی سلول های قرار گیرد. 

 درصد موفقیت درمان را در مردان نابارور افزایش دهد. ،پیونداسپرماتوگونی قبل از 

ی اــهل لوــسهی شگاـمایآزتکثیر که منجر به  طراحی یک محیط مناسب

 های کمک باروری می شود قابلیت کاربردی در درمانپرماتوگونی ــسدی ااــبنی

 های کشت آزمایشگاهی جهت تکثیر و  روش (.0-6) در ناباروری مردانه دارد

طوریکه ه ب دارای اهمیت بودهپرماتوگونی ــسدی ااــبنیهای  للوـسغنی سازی 

 ده از ستفادستیابی و اکارآمد گامی اصلی در ستم کشت ـک سیـیطراحی 

ی ها سیستممی باشد. تاکنون استفاده از پرماتوگونی ــسدی ااــبنیی اــه للوــس

 برخلاف  (.4-9) ده استبه منظور دستیابی به این هدف استفاده شی ـکشت مختلف

                                                           

 باشد. یممازندران  یدانشگاه علوم پزشک 1214به شماره  و طرح تحقیقاتی تشریح علوم کارشناسی ارشد یدانشجوپور  مانینر نبیزنامه  انیاین مقاله حاصل پا 
 ینظم بجنورد میمر دکتر مسئول مقاله:*

 E-mail: bojnordi@modares.ac.ir                               411-33002029: . تلفنسلولیژی بیولوگروه آناتومی و ه پزشکی، نشکددا ،مازندران پزشکی علوم دانشگاه ،ساریآدرس: 

 

انسیل داربست پتماتریکس سه بعدی و استفاده از کشت سلول دو بعدی معمولی، 

 قل احدکه با هدف  تمایز سلول های بنیادی زایا داردموثری در روند تکثیر و 

ای برن را یط طبیعی بداشر و شیبه سازیشیمیایی ی مکانیکی و ها ورزی دست

امروزه داربست های نانو رشته با ایجاد حمایت از  (.14-12) ل میسر می سازدسلو

د مثلی های تولی های بنیادی کاربرد های بسیاری در مهندسی بافت تکثیر سلول

بدین منظور کشت سلول های بنیادی اسپرماتوگونی در حضور عناصر  (.13و10) دارد

ماتریکس خارج سلولی یا داربست می تواند به عنوان یک سیستم کشت مناسب 

 (.10-14) هت غنی سازی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی قابل استفاده باشدج

اسپرماتوگونی که شامل قرارگیری آنها روی  ابعاد ریز محیط سلول های بنیادی

غشای پایه لوله های منی ساز است اهمیت زیادی در حفظ نگهداری و تکثیر این 

 رشدی ضروری در این  سلول های سرتولی در ترشح فاکتور های .سلول ها دارد

، GDNFتوان به  فاکتورها می ینیکی از ااز ریز محیط نقش مهمی دارند که 

تور اشاره کرد. بدون این فاک هت تکثیر تمایز سلول های بنیادی اسپرماتوگونیج

اسپرماتوگونی در شرایط آزمایشگاهی موثر  تکثیر و تمایز سلول های بنیادی عملاً

ب رشته سیلک و همچنین ترکی تاکنون از داربست سه بعدی نانو. (12-24) نمی باشد
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                                                                                                                                                                                                                      J Babol Univ Med Sci; 23; 2021249 

The Effect of Silk Nanofibrous Scaffold and Co-Culture …; Z. Narimanpour, et al 

 

سلول های سرتولی به منظور تکثیر سلول های بنیادی  کشتیهماین داربست با 

 اسپرماتوگونی استفاده نشده است. در این تحقیق پیش بینی می شود که ساختار 

توگونی ارشته سیلک محیطی سه بعدی برای تکثیر سلول های بنیادی اسپرم نانو

رشته امکان تغذیه و دفع مواد زاید  فراهم کند. تخلخل موجود در داربست این نانو

 نده ده نماید. از سوی دیگر نتایج گزارشات قبلی نشانسلولی را تسهیل می

  دبا سلول های سرتولی می باش کشتیهمسلول های بنیادی پس از  نقش حمایتی

(23-21.) 

حمایت ذیه و نقش مهمی در تغپرماتوگونی ــسابه عنوان پشتیبان رتولی ــس

ا در آنها الق تمایز را تکثیر ود ـشفاکتورهای رح ـترشاز طریق  آنها داشته وفیزیکی 

 هدف از پژوهش حاضر افزایش تکثیر و تمایز سلول هایلذا  (.20-26) می کند

 کشتیهم رشته سیلک و بنیادی اسپرماتوگونی با استفاده از داربست سه بعدی نانو

 سلول های سرتولی می باشد. در این تحقیق پیش بینی می شود که ساختار 

رشته سیلک محیطی سه بعدی برای تکثیر و تمایز سلول های بنیادی  نانو

اسپرماتوگونی فراهم کند. پتانسیل بومی این داربست در حیطه علم مهندسی بافت 

ی زیادی بوده و به عنوان و بیولوژی تولید مثل، این پژوهش همراه با نوآوری ها

 .بستری مناسب جهت تحقیقات بعدی کاربرد دارد
 
 

 مواد و روش ها
 IR.MAZUMS.REC.1397.1817 مطالعه تجربی با کد اخلاق این

 دانشگاه علوم پزشکی مازندران می باشد. مصوب

 04بیضه ی اـهل سلواز در این تحقیق  تهیه و جداسازی سلول های اسپرماتوگونی:

 زادنوش سر مو 0ل، از سلوزی ساادجمرتبه  هردر شد. ده ستفااه روز 2-0موش 

سمت ـقدن رـکز اـبو  توسط استنشاق کلروفرم انوـشتن حیـکاز د ـشد. بعده ستفاا

حاوی آنزیم های لازم نظیر کلاژناز شت ـیط کـبه مح رج واـبیضه ها خ، پایین شکم

شد. رسوب حاوی سلول های  لــمنتق مکانیکی و ن جهت هضم آنزیمیو تریپسی

سرتولی و اسپرماتوگونی کشت داده شد و در مراحل بعدی از یکدیگر با روش حذف 

  (.24و22) تمایزی از هم جدا شدند

سلول های اسپرماتوگونی پس از جداسازی در  کشت سلول های اسپرماتوگونی:

شرایط استریل زیر هود به فلاسک کشت سلول منتقل شدند، سپس محیط حاوی 

DMEM (Gibco-Life technologies,Canada )DMEM/F12 ،

(FBS )Fetal Bovine Serum 10% ،1%  اسید های آمینه غیر ضروری و

اضافه شد و سلول ها در انکوباتور  ml  0به پنی سیلین/ استرپتومایسین به اندازه 1%

 . (29) انکوبه شدند

استفاده از ا ــبها  للوــسمورفولوژی  :سپرماتوگونیهای اکلونی بررسی 

 یاــهدر روز اکلونی هاد دـتعه و یابی شدارزبین دورمجهز به س معکوپ سکوومیکر

ی گیراندازه  Image Jنرم افزار با کلونی ها  ند. قطردــشرش ماــش 10، 4، 0

های اسپرماتوگونی  کلونیو سایز اد دـتعمتغیرهای مورد بررسی شامل  (.34) شد

 .بود

سلول در  2×014تعدادجهت کاشت سلول در داربست  :کاشت سلول در داربست

 DMEM (Gibco-Lifeسپس محیط حاوی و  سطح داربست قرار

technologies,Canada )DMEM/F12( ،FBS)Fetal Bovine 

Serum 10% ،(.31) اضافه شد  

بررسی سمیت داربست و چسبندگی سلولی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بر روی 

جایگزین محیط  DMEMدر محیط کشت  MTTمحلول  :رشته سیلک نانو

قرار گرفته و میزان جذب  DMSOسپس سلول ها تحت تاثیر  وکشت سلول شده 

 نده شدند. میزان زنده ماندن سلولی براینوری آن با استفاده از دستگاه الیزا ریدر خوا

 . (31) هر سلول با گروه کنترل مقایسه شدند

برای قدرت اتصال و چسبندگی سلول های   SEMپ الکترونیوارزیابی میکروسک

از سلول های کشت داده شده بر روی داربست نانو رشته به  :بنیادی اسپرماتوگونی

گرفته شد. به  SEMمنظور بررسی چسبندگی سلول بر روی این داربست عکس 

آلدهید فیکس شده و با استفاده از درجات صعودی  این منظور، نمونه ها با گلوتار

و با  هغشای سلول با استفاده از اوسمیوم تتروکساید فیکس شد الکل آب گیری شد.

  (.32) در دانشگاه امیرکبیر مورد مشاهده قرار گرفت SEMپ ومیکروسک استفاده از

های بنیادی سلول :بررسی بیان ژن های اختصاصی سلول های بنیادی اسپرماتوگونیا

د مور متغیرهای د.اسپرماتوگونی کشت داده شده پس از دو هفته جمع آوری شدن

بود که توسط   Piwill2و Stra8  ،DAZLهای بیان ژنبررسی شامل میزان 

 RNAکل با استفاده از کیت RNAانجام شد.  Real-time PCRروش 

Plus  محصول شرکت سینا ژن( استخراج شده و پس از تبدیل(mRNA  مورد

سیکل  30در  cDNAنانوگرم  04استفاده از  با PCR عملcDNA نظر به 

 02ثانیه( مرحله آنالینگ در دمای  00) درجه 90مرحله دناتوراسیون در دمای  شامل

در دستگاه ثانیه( و  34) درجه 42ثانیه( و مرحله امتداد رشته در دمای  00) درجه

(Corbett ) Rotor-Gene 3000پس از کامل شدن هر جام شد. انRun  از

PCR  صحت هر منحنی تکثیر توسط منحنیMelting  و با استفاده از دمای

که برای محصول هر ژن اختصاصی است تایید  Melt of Productاختصاصی 

 میزان بیان هر ژن هدف نسبت به ژن رفرنس با استفاده از فرمول (.33و30) گردید
(CTΔΔ)-2=R (1)جدول  شد محاسبه. 

روش محاسبه، تجزیه و تحلیل داده ها بر مبنای مقایسه  :آنالیز آماری داده ها

 آماری روش وT-Test میانگین متغیرهای کمی و کیفی بین گروها از آزمون 

 استفاده شد.  Tukeyزمون آو  Chi-Squareواریانس یک طرفه  آنالیز

 و ها آزمایش تمامی ارایه شده است. Mean±SEMحسب  بر مقادیر تمام

 معنی دار در نظر گرفته شد. p <40/4و  شد انجام تکرار 3 در هااندازه گیری 
 

 ژن های اختصاصی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی توالی پرایمر .1 جدول
 Product size Significance (forward/reverse) توالی پرایمر ژن

Stra8 
5- ACGACGCGTCGCTATTCCCTCTCACATCTTC-3 

5- AGCGAGCTCGATGCACCTTCGACACTTG-3 
001 Spermatogonial marker 

Piwill2 
5-GCACAGTCCACGTGGTGGAAA -3 
5-TCCATAGTCAGGACCGGAGGG -3 

621 Spermatogonial marker 

DAZL 
5-GGAGCTATGTTGTACCTCC-3 

5-CCATGTAACTAGATAAGCCAG-3 
313 Spermatogonial marker 

b actin 
5- CTTCTTGGGTATGGAATCCTG -3 

5- GTGTTGGCATAGAGGTCTTTAC-3 
131 Internal Control 
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 و همکارانپور  مانینر نبیز ؛... یسرتول یبا سلول ها یو هم کشت لکیداربست س ریتاث

 

 اهیافته
 تعیین ماهیت سلول های بنیادی اسپرماتوگونیا

پ نوری وتوسط میکروسک اسپرماتوگونی کشت داده شدهارزیابی سلول های بنیادی 

 وروز کشت کف دیش  2سلول های بنیادی اسپرماتوگونی پس از  :فازکنتراست

ای کولونی ه .های سرتولی به صورت تک لایه در کف دیش متصل شدند سلول

سلول های بنیادی اسپرماتوگونی بر روی لایه سرتولی ظاهر  ریز متعددی مشتکل از

(. تعداد کولونی ها و 1 ه تدریج طی دو هفته کشت افزایش یافت )شکلشده و ب

در طی دوره کشت ( 24/12±24(، )6/9±02) با سرتولی کشتیهمسایز آنها در گروه 

 .(24/12±24( )46/2±13) افزایش یافت

مقایسه تعداد و سایز کولونی های سلول های بنیادی اسپرماتوگونی در گروه 

نتایج حاصل از شمارش  :با سرتولی با کشت بدون سلول های سرتولی کشتیهم

مساحت و اندازه گیری قطر کولونی ها و  10و  4، 3 تعداد کولونی ها در روز های

نیادی سلول های ب کشتیهمکولونی ها در  آنها افزایش قابل توجهی در تعداد و سایز

( 6/2±44) کنترل کشتنسبت به  و( 30/22±0( و )24/12±24) اسپرماتوگونی

 (.1نمودار ) (p<40/4) نشان داد (0±40/19)

ارزیابی  :ویژگی مورفولوژیکی سلول های اسپرماتوگونی روی داربست سیلک

از داربست نانوفیبری سیلک برای اتصال سلول های   SEMپ الکترونیومیکروسک

پس از کاشت سلول در  SEMدر  بنیادی اسپرماتوگونی به داربست صورت گرفت.

 داربست نانوفیبروس سیلک سلول ها در روزهای اتصال ظاهر مناسب داشته و 

 (.2)شکل  پهن تر شدند

نشان داد در روز اول کشت سلول های بنیادی  MTTنتایج تست  :MTT تست

داری با گروه کشت ی تفاوت معن (96±3) اسپرماتوگونی زنده مانی در گروه کنترل

داری ی تفاوت معن 10و  4نداشت. اما در روزهای  (94±2) سیلکروی داربست 

(40/4>p) مشاهده شد. سلول های  (23±2(، )20±2) در زنده مانی سلول ها 

افزایش زنده مانی قابل توجهی ( 94±2(، )91±6) کشت شده روی داربست سیلک

(40/4>p) (.2نمودار ) داشتند 

 های اختصاصی سلول های بنیادیتاثیر داربست نانو فیبر سیلک بر بیان ژن 

در  Piwill2 ،DAZL ،Stra8 بیان ژن های: اسپرماتوگونی در محیط کشت

( 22/1±0( )04/1±6) سلول های اسپرماتوگونی کشت یافته در اسکافولد سیلک

در سطح  (13/1±4( )40/1±3( )14/1±0) نسبت به گروه کنترل (2±03/1)

)آزمایشی( در  فوق در گروه داربست . بیان ژن های(p<40/4) بیان شد بالاتری

طی دو هفته کشت افزایش داشت در حالیکه در گروه کنترل طی دوره کشت دچار 

 .(3نمودار ) کاهش شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 پنج ولیبا سرت کشتیهممورفولوژی سلول بنیادی اسپرماتوگونی در گروه  .1 شکل

 ×14با بزرگنمایی روز بعد از کشت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( در کشت سلول های بنیادی b( و سایز کولونی )a) مقایسه تعداد کولونی .1نمودار 

کشت با سلول های سرتولی )نمودار رنگ قرمز و نارنجی( اسپرماتوگونی در حالت هم

 با کشت در حالت بدن سول های سرتولی )نمودار آبی(

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های بنیادی اسپرماتوگونی که روی  از سلول SEM میکروگرافی .2شکل 

شت های بنیادی اسپرماتوگونی ک سلولاتصال . های سیلک کاشته شده اند داربست

 .شده بر روی داربست

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

که زنده مانی سلول در داربست های ابریشم را نشان  MTTآزمایش  .2نمودار 

شت ک طی دو هفتهکه  کشت روی اسکافولد می باشد هرنگ تیره مربوط ب .می دهد

افزایش معنی دار در زنده مانی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی را در مقایسه با 

 نشان می دهد. )رنگ روشن( کشت منولایر
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، Stra8 بیان ژن نسبت مارکرهای اختصاصی معنی دار فزایشا .3نمودار 

Piwill2 و DAZL روی های بنیادی اسپرماتوگونیای کشت شده در سلول 

بیانگر  aحرف ) داربست سیلک نسبت به گروه تک لایه در مدت زمان دو هفته کشت.

 .(بیان ژن نسبت به گروه کنترل می باشد داری افزایش معن

 

 یریگ جهینت و بحث
به کارگیری اسکافولد سیلک در تحقیق حاضر منجر به بهبود بقای سلولی در 

 در واقع با تامین نیازهای سلولی در شرایط کشت  .بعدی شد مقایسه با کشت دو

سه بعدی در حضور داربست سیلک موثر است این داربست حاضر منجر به جهت 

گیری فضایی سلول های اسپرماتوگونی کشت شده و ایجاد تغییرات مورفولوژی طی 

رشته های ماتریکس  ساختمان سه بعدی نانوفیت و سایز دوران کشت می شود.

این اسکافولدها یک  .ی توسط رشته های نانو فیبر طراحی می شودخارج سلول

ده های کاشته ش ساختمان سه بعدی جهت القای سیگنال های ضروری برای سلول

  ارندبعدی د و فنوتیپ سلولی آنها تاثیرات بیشتری را درمقایسه با کشت دو

(32-30). 

 ر آنها تکثیهای  اسکافولد محیط مناسب فیزیکی را برای جهت گیری سلول

ای اسکافولده جدیداً .و فضای لازم برای برای ریمودلینگ بافت ها فراهم می کند

 ات قبلی مطالع نانو فیبریلار الکترواسپون برای کشت سلولی استفاده می شود.

رماتوگونی اسپ داربست در تکثیر سلول های بنیادیموید نقش محافظتی استفاده از 

 داربست رشته های  همکاران اعلام کردندو Koruji طوریکه ه می باشد ب

منجر به افزایش تکثیر و  Polyl-Lactic Acid( PLLA)پلی الاکتیک اسید 

شت ده می شود و کاسپرماتوگونی منجمد ذوب ش نی زایی سلول های بنیادیکولو

اسپرماتوگونی روی این داربست منجر به تولید توده های سلولی  سلول های بنیادی

 اسپرماتوگونی منجمد ذوب شده  لول های سلول های بنیادیونی در سو کول

 و همکاران نیز تاثیرات مثبت داربست زیست تخریب پذیر   Lee(.11) می شود

(. 12) پلی لاکتیک گلیکولیک بر سلول های بنیادی اسپرماتوگونیا را نتیجه گرفتند

و  هادشت دهای بنیادی جنینی را در اسکافولد نانو فیبرل ک سلول محققین دیگر

در طی کشت سلول ها تعداد  .ندتکثیر و افزایش و زنده مانی آنها را تایید کرد

کلاسترها در گروهای منجمد ذوب شده و همچنین نمونه های منجمد بیضه در 

 .(39) تر بود مقایسه با گروه کنترل پایین

در تحقیق حاضر ارتباط بین سلول های سوماتیکی سرتولی و سلول های 

اسپرماتوگونی توسط داربست نانوفیبریلار الکترواسپون سیلک فراهم شده بنیادی 

  های است. به نظر می رسد این سیستم کشت طراحی شده در بازسازی ساختار

به طور مشابهی برخی محققین  (.6-2) سه بعدی لوله ای منی ساز بیضه موثر باشد

 ماتریکس در بازسازی گزارش کرده اند که استفاده از سلول های سرتولی به همراه

سلول های سرتولی سلول های سوماتیکی هستند  لوله های منی ساز موثر است.

ی آرایش سلولی فضای .که ارتباط مستقیمی با سلول های ژرم در حال تمایز دارند

بین سرتولی و سلول های ژرم در حال تمایز یکی از پیچیده ترین نمونه های تبادل 

 .(04و01) بین سلولی است

بررسی های مولکولی نشان داد که بیان ژن های اختصاصی اسپرماتوگونیا 

در گروه کشت یافته بر اسکافولد در مقایسه با   Stra8 ،piwill2،DAZLنظیر 

ی باشد که مدیگری های  این نتایج مشابه با نتایج گروه کشت دو بعدی بیشتر بود.

 ی واسپرماتوگونیا بررسهای  ها را طی کشت سلول افزایش بیان این ژن تغییرات

های اسپرماتوگونیا در این پژوهش با استفاده از  ماهیت سلول .(0) گزارش کردند

د واقع بیان درص معیارهای مختلف شناسایی، ارزیابی و مورد تایید قرار گرفت. در

 Stra8 ،piwill2 ،DAZLاختصاصی اسپرماتوگونیا نظیر بالای مارکرهای 

استفاده از این نشانگرها برای تایید  ها بود. این سلولموید ماهیت بنیادی بودن 

 .(0) ها در محیط کشت بسیار رایج است ماهیت بنیادی سلول

نتایج تحقیقات قبلی نشان می دهد که بیان ژن در سلول های بنیادی 

اسپرماتوگونی به عنوان یک مارکر سطحی به طور غالبی مشخص است. همچنین 

 نتایج تحقیق حاضر نشان  سرتولی بستکی دارد. بیان ژن به حضور داربست و

واند ت می دهد که داربست در مهندسی بافت تولید مثلی قابلیت کاربرد داشته و می

ای بنیادی سلول ه قابلیت زنده مانی و تکثیر .یت کندپروسه تکثیر سلولی را حما

ثیر کاسپرماتوگونی در سیستم کشتی طرح شده افزایش یافت و این سیستم را در ت

 استفاده های مهندسی بافت،  و تمایز این سلول ها جهت کاربردهای کلینیکی،

 سازد. سل تراپی و بازسازی بافت منحصر به فرد می

 

 
 ر و تشکر یتقد

از کارشناسان آزمایشگاه مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و بدینوسیله 

 گردد. میو قدردانی ایمونوژنتیک دانشگاه علوم پزشکی مازندران تشکر 
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: In vitro proliferation and maintenance of spermatogonial stem cells is one of the 

treatment options for infertile men. Creating a suitable microenvironment similar to the natural conditions of reproduction 

of these cells leads to the improvement of culture and spermatogenesis. Therefore, the aim of the present study was to 

use a 3D silk nanofibrous electrospun scaffold and co-culture with Sertoli cells in order to increase the proliferation of 

spermatogonial stem cells. 

METHODS: In this experimental study, spermatogonial stem cells were isolated from the testes of 50 2-4-day-old mice 

(5 samples each time) using two-step mechanical and enzymatic digestion within two weeks. After placing 2×104 cells 

on the surface of the silk scaffold, they were exposed to culture medium. The viability of these cells was assessed using 

MTT assay and their binding was evaluated by SEM microscopy. The studied variables, including Stra8, DAZL and 

Piwill2 specific genes were analyzed by real time PCR and immunocytochemistry.  

FINDINGS: The viability of cultured cells in the presence of scaffold and Sertoli (91±6), (90±2) was higher than the 

control group (85±2), (83±8). Real time PCR results confirmed a significant increase in the expression of specific markers 

of spermatogonial stem cells such as Stra8, Piwill2 and DAZL in cells cultured respectively on scaffold (1.47±6) (1.28±5) 

(1.43±2) compared to the 2D culture group (1.17±5) (1.05±3) (1.13±7) (p<0.05). 

CONCLUSION: The results showed that silk scaffold in the presence of Sertoli cell co-culture can increase in vitro 

proliferation of spermatogonial stem cells and can have a positive effect on the viability and proliferation of these cells. 

KEY WORDS: Scaffold, Silk, Sertoli, Proliferation, Spermatogonia. 
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