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ABSTRACT

Background & objectives: According to importance of bone marrow mesenchymal stem cells
in production of different cell lines, transplantation of these cells are used for treatment of
many different diseases during cell therapy. Viability and proliferation of these cells after
transplantation are very important. Since infertility is as public health problem in men and
women, the scientists attempt to produce germ cells from differentiation of stem cells. It is
supposed to use these cells for treatment of different illnesses especially for men with lack of
germ cells in testes in future. However, in using stem cells for cell therapy the culture medium
should be designed to increase the number of cells and efficiency of transplantation and to
guarantee the health of the cells in terms of DNA damage. This study designed a suitable
culture medium in order to increase the number of colonies and decrease the cell injuries.
Methods: In this study mesenchymal stem cells isolated from bone marrow of mice and
exposed to retinoic acid (RA) with concentration of 10-6 M and Sertoli cells condition
medium. Since mesenchymal stem cells (MSCs) produce fibroblastic colonies so the number
of colonies was counted every 3 days after culture (days of 2, 5, 8, 11, and 15) under inverted
microscope. The staining of ethidium bromide-acridine orange was also done for
determination of apoptotic nucleus in days of 10 and 15 after culture.
Results: The results showed that the effects of retinoic acid on grow and viability of MSCs is
related to the time. It seems that RA increased the proliferation of the cells and the number of
colonies increased in low time but the apoptotic cells elevated with increasing the time of
culture. Condition medium of Sertoli cells also increased the proliferation of bone marrow
stem cells.
Conclusion: According to proliferative properties of condition medium, it seems that using
condition medium together with RA is better than RA alone for differentiation of MSCs to
germ cells.
Keywords: Mesenchymal Stem Cells; Sertoli Cells; Apoptosis.
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مقدمه
یی هسـتند کـه منشـا تمـام     هاسلولي بنیادي هاسلول
ي بدن بوده و داراي دو ویژگـی مهـم خـود    هاسلول

بـا تـوان   هـا سلولنوزایی و تمایز هستند. در واقع این 
ي مشابه خود را تولید کرده که هاسلولخود نوزایی، 

ایجـاد  قادر به حفظ جمعیـت خـود هسـتند و توانـایی     

چکیده 
 ـلوتردناوختسازغمیمیشنازميداینبياهلولسهژیوهبيداینبياهبا توجه به اهمیت سلولزمینه و هدف: ياه ـهدردی

 ـتخمياه ـيرام ـیبنامردتهجینامردلولسیطرداهلولسنیادنویپزاهکتسانیاربشلاتهزورمایلولسفلتخم فل
ونادرم ـرديرورابانهکییاجنآزا.درادییازسبتیمهادنویپزاسپيداینبياهلولستایحویلولسریثکت.دوشهدافتسا

 ـتخمياه ـهدر،يداینبياهلولسزیامتزاهکتسانیاربشلات،دوشیمبوسحمعامتجاتملاسهدمعتلاکشمزانانز فل
 ـادوریمنآدیماهدنیآردتاقیقحتتفرشیپاب.دوشدیلوتیسنجياهلولساًصوصخمیلولس نام ـردته ـجاه ـلولس ـنی
هدافتسارداما.دنوشهدافتساتساياهفطنياهلولسدقافاهنآهضیبتفابهکینادرمنامرداًصوصخمفلتخمياهيرامیب
 ـتهک ـدوشیحارطییاهتشکطیحملاًواهکتسامزلاتاکننیاهبهجوتینامردلولستهجيداینبياهلولسزا  ـادادع نی

.دیامننیمضتارANDياهبیسآظاحلزااهلولسنیاتملاساًیناثودرببلااباردنویپییاراکوهدادشیازفااراهلولس
ضرع ـمردسپس ـوهدش ـيزاس ـادجشوم ـناوختسازغمتفابزایمیشنازميداینبياهمطالعه سلولایندرروش کار: 

ياهلولس ـهک ـییاجنآزا.دنتفرگرارقدیساکیئونیتررلاوم01-6تظلغویلوترسياهلولسزالصاحهدشیطیارشطیحم
2,5,8,11ياهزور(تشکزاسپرابکیزورهسرهاذلدنوشیمرهاظکیتسلابوربیفياهینولکلکشهبیمیشنازميداینب

تهجزینجنرانیدیرکا-دیاموربمیدیتايزیمآگنر.دندششرامشاهینولکدادعتترونیاپوکسورکیمزاهدافتسااب)51و
تشکطیحماتدشماجناتشک51و01ياهزورردبیترتهبتشکزالصاحياهلولسردکیتیوپآياههتسهدادعتنییعت
.دوشباختنادشابهتشادهارمههبيرتمکیلولسبیسآوهدرکدیلوتيرتشیبياهینولکدادعتهکیبسانم

 ـ،تس ـانام ـزهبهتسباوناوختسازغميداینبياهنتایج نشان داد اثرات رتینوئیک اسید روي رشد و بقاي سلولیافته ها:  هب
 ـاییم ـشیازفااهینولکدادعتهجیتنردهدشاهلولسریثکتشیازفاثعابمکنامزردهکدسریمرظن  ـهک ـیلاح ـرددب اب
یطیارش ـطیح ـمنینچمه.ددرگیماهلولسزوتپوپآثعابدیساکیئونیتررلاومورکیم1كدناتظلغنیمهنامزشیازفا

.دوشیمناوختسازغميداینبياهلولسریثکتشیازفاثعابیلوترسياهلولسزالصاحهدش
ردهدشیطیارشطیحمزاهدافتساایازياهلولستمسهبیمیشنازمياهمی رسد که در تمایز سلولبه نظر ري:نتیجه گی

.دشابییاهنتهبدیساکیئونیترزارتهبنآيریثکتتیصاخلیلدهبدیساکیئونیتررانک
زوتپوپآ،یلوترسياهلولس،یمیشنازميداینبياهسلولواژه هاي کلیدي:
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9و همکارانمریم سالم ...کشت شرایطی شدهاثرات محیط

ــواع  ــلولان ــاس ــد [ ه ــه را دارن ــایز یافت ــن 1ي تم ] ای
ي بر اساس توان تمایزي به انواع همه تـوان،  هاسلول

] و بر اسـاس  2گردند [پرتوان و چند توان تقسیم می
درمـانی داراي سـه   تعریف انجمن بین المللـی سـلول  

باشند: اول، در شرایط کشـت معمـولی در   میویژگی
چسبند. دوم، میظرفظروف کشت پلاستیکی به کف

را بیـان CD90, CD73, CD105هاي سطحیشاخص
هـاي هماتوپویتیـک   کنند و نسبت به بیان شـاخص می

,CD45, CD19, CD79 CD11b, CD14مثــل 

CD34ــه  مــیمنفــی ــایی تمــایز ب باشــند. ســوم، توان
ي چربی، غضروف و اسـتخوان را در شـرایط   هاسلول

].3[آزمایشگاهی دارا هستند
هــاي بــدن مثــل ي بنیــادي دراکثــر بافــتاهــســلول

هـاي جفـت و بنـد نـاف، خـون      هاي چربی، بافتبافت
هاي پیوندي، ماهیچه اسکلتی و سیسـتم  محیطی، بافت

ي هـا سـلول تـرین منبـع   عصبی وجود دارند، اما مهـم 
هـاي اخیـر مغـز اسـتخوان     بنیادي مزانشیمی در سـال 

غـز  ي بنیـادي م هاسلولجایی که ]. از آن4بوده است [
استخوان در تماس مستقیم با خون محیطی هسـتند و  
همچنـین پتانسـیل تمــایز و تـوان تکثیــر بـراي مــدت     

باشند، باعث شده است که این نوع طولانی را دارا می
یک انتخاب مناسب براي بررسی اثرات مـواد  هاسلول

ــر روي آن  ــف ب ــد   مختل ــی پیون ــند. از طرف ــا باش ه
تـري در رد پیونـد   ، اثـرات کم هاسلولگرافت این اتو

هاي جنینی دارند. از این رو در صورت نسبت به بافت
در هـا سـلول توان از ایـن  میتکثیر و تمایز موفق آنها

هاي مختلف بـدن نیـز اسـتفاده    موارد پیوند به بافت
]. 5[کرد 

ي زایـاي بـدوي از   هـا سـلول ي اخیر تولیـد  هادر سال
ي هـا سـلول ي بنیادي مخصوصاً هاسلولانواع مختلف 

بنیادي مزانشیمی مغـز اسـتخوان در حیوانـات مـورد     
نیرنیـا و همکـاران در سـال    چالش قرار گرفته اسـت. 

ي مزانشیمی مغز استخوان ترانسـفکت  هاسلول2006
ــا   ــده ب Stra8ش –EGF   ــه ــرده و ب ــتخراج ک را اس

ها تحت تاثیر رتینوئیک اسید پرداختند. نتـایج  تمایزآن

ــن   ــا نشــان داد ای ــه آنه در شــرایط هــاســلولمطالع
آزمایشگاهی فقط مارکرهاي پیش میوزي و میوزي را 

ي پـس میـوزي   هـا کنند و قادر به بیان مارکربیان می
ــی ــندنم ــو]6[باش ــال 1. ل ــاران در س 2007و همک
ترانسفکت شـده  GFPي مغز استخوان که با هاسلول

ــد و شــامل  ــادي هماتوپویتیــک، هــاســلولبودن ي بنی
ي بنیــادي هــاســلولال و ي بنیــادي انــدوتلیهــاســلول

مزانشیمی بودند را استخراج کرده و به بیضه مـوش  
عقیم شده (با بوسولفان) پیوند زدند. نتایج نشـان داد  

ي سـرتولی، اسـپرماتوگونی و   هاسلولبه هاسلولاین 
یابند اما قادر به تمایز به اسپرماتوسیت اولیه تمایز می

همکـاران  و 2] همچنین لاساله7[باشند اسپرماتید نمی
ي مزانشـیمی مغـز   هـا سـلول با پیونـد  2008در سال 

هاي انجام شده پـس  استخوان به بیضه رت و بررسی
ــه    9و3،6از ــد ک ــان دادن ــد، نش ــان پیون ــاه از زم م

پلوئیدي و روند اسـپرماتوژنز در بافـت   هايهاسلول
و همکـاران در  3زومـی ].8[شود نمی بیضه مشاهده

دوزجنینی را تحت تاثیر يدي بنیاهاسلول2013سال 
M5-10   روز قـرار  1،3،5،7رتینوئیک اسید بـه مـدت

مارکرهـاي  هـا سلولدادند و مشاهده کردند که این 
و 4. زي]9[کننـد میوزي و پیش میـوزي را بیـان مـی   

ي بنیادي هاسلولکشتی با هم2015همکاران در سال 
ي سـرتولی بـه مـدت    هـا سلولمزانشیمی بند ناف با 

مارکرهـاي هاسلولروز نشان دادند که این 7،14،28
vasa ،Dazl ،Stella  در (مارکرهاي پـیش میـوزي) را

.]11،10کنند [میهر سه دوره زمانی بیان
ي هاسلولدهد جهت تکثیر میمطالعات گذشته نشان

بنیــادي، انتخــاب محــیط کشــت مناســب کــه بتوانــد  
را ي سـلولی  هارا تکثیر کرده و میزان آسیبهاسلول

به حداقل برسـاند از اهمیـت بـه سـزایی برخـوردار      
است. از طرفی در فراهم کـردن شـرایط لازم بـراي    

ي بنیــادي بــا هــاســلولبهتــر اســت هــاســلولتمــایز 

1 Lue
2 Lassalle
3 Xuemei
4 Xie
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ي حمایت کننده بافت مورد نظر به شکل هم هاسلول
هـا سـلول کشتی در شرایط آزمایشگاه کشت شوند تا 
 ـ  ز محـیط  در یک ریز محیط مناسب که تقلیـدي از ری

داخل بدن است و در آن بسیاري از فاکتورهـاي لازم  
ي حمـایتی  هاسلولتوسط هاسلولجهت رشد و تمایز 

شود قرار گیرند. براي این منظـور در ایـن   میتولید
ي بنیــادي مزانشــیمی تحــت تــاثیر هــاســلولمطالعــه 

ي سـرتولی بیضــه  هـا ســلولفاکتورهـاي مترشـحه از   
کشـت شـرایطی   (محـیط  موشهاي تازه متولـد شـده  

ي هـا سـلول شده یا کاندیشن مدیوم) کـه بـه عنـوان    
حمایت کننده سیستم تولید مثلی مطرح هستند قـرار  

ي ســرتولی در غشــاي پایــه هــاســلول. ]12[گرفتنــد 
17-20ساز قرار داشته و حجمی حدود هاي منیلوله

شوند. هـر سـلول   ساز را شامل میهاي منی% از لوله
ــرتولی  ــ30-50س ــلول اس ــت س پرماتوگونی را حمای

ي سـرتولی حمایـت   هاسلولکند. در واقع عملکرد می
ي زایـا، فاگوسـیته کـردن    هـا سلولساختاري و غذایی 

ــلول ــاس ــد  ه ــیم فراین ــده و تنظ ــیب دی ــاي آس ي زای
ي ها و فاکتورهـا اسپرماتوژنز از طریق تولید پروتئین

قادر بـه تولیـد   هاسلول. این ]13[باشد رشد لازم می
هـا و فاکتورهـاي رشـد مثـل:     ختلف سـیتوکین انواع م

ــبه انســـولینی  ــاکتور رشـــد ,1فـــاکتور رشـــد شـ فـ
و 3فاکتور رشـد تغییـر شـکل دهنـده     ,2فیبروبلاستی

هستند 4ي گلیالهاسلولفاکتور نروتروفیک مشتق از 
شـوند  میي بنیاديهاسلولکه با عث حمایت و تکثیر 

]14[.
ي اهــســلولدر مطالعــه حاضــر جهــت شــروع تمــایز 

ي جنسـی  هـا سلولمزانشیمی مغز استخوان به سمت 
مولکـول لیپـوفیلیکی کوچـک    که یـک  5رتینوئیک اسید

به عنوان یک (رتینول) استAمشتق شده از ویتامین 
بـر اسـاس   به محیط کشت اضـافه شـد.   تمایز دهنده

1 Insulin Like Growth Factor
2 Fibroblast Growth Factor
3 Transforming Growth Factor
4 Glial Cell Derived Neurotrophic Factor
5 Retinoic Acid

مطالعات گذشته رتینوئیک اسید باعث القـاي تمـایز و   
شوند. در انی میي نرمال و سرطهاسلولآپوپتوز در 

اسید در مرگ سـلولی و  هاي بالاي رتینوییکواقع دوز
دوزهاي پایین آن در تمایز و تکثیـر سـلولی اسـتفاده    

وارد هســته شــده و از طریــق RA. ]15[شــوند مــی
هـا  اي به طور مستقیم در بیـان ژن هاي هستهرسپتور

. ]16[گذارد میتاثیر
وي از ي زایــاي بــدهــاســلولتــلاش در جهــت تولیــد 

ي القـایی حـاوي   هاي بنیادي تحت تاثیر محیطهاسلول
ي مختلف و دیگر ترکیبات بـه ایـن دلیـل    هامورفوژن

جهـت  هـا سـلول است که در آینده قـرار اسـت ایـن    
درمان ناباروري در مردانی که بافت بیضه آنها فاقـد  

ي نطفه اي است استفاده شوند بنـابراین لازم  هاسلول
DNAي هـا از لحاظ آسیبهاسلولاست سلامت این 

]. تحقیقات جدید نشان17[مورد بررسی قرار گیرند 
دهــد ســنجش پارامترهــایی ماننــد غلظــت،     مــی

توانـد گویـاي   مورفولوژي و تحرك بـه تنهـایی نمـی   
DNAي جنسی و مخصوصـا سـلامت   هاسلولسلامت 

ي محـیط کشـت بـا    هـا سـلول باشد. از اینرو بررسـی  
هاي آپوپتیک هستهي مختلف و تعیین درصدهاتکنیک

رسـد. هـدف ایـن    مـی پس از کشت ضروري به نظر
مطالعه فراهم کردن محیط کشت مناسب جهت تکثیر 

ي مزانشـیمی مغـز اسـتخوان و    هاسلولزایی و کلونی
ي جنسی اسـت. از  هاسلولشروع تمایز آنها به سمت 

ي بنیـادي مزانشـیمی   هاسلولرو پس از استخراج این
در معـرض  هاسلولموش این از بافت مغز استخوان 

ي سرتولی و هاسلولي حاصل از محیط شرایطی شده
ي هـا سـلول رتینوئیک اسید قرار گرفتند. از آنجاییکـه  

ي فیبروبلاسـتیک  هـا بنیادي مزانشیمی به شکل کلونی
شوند لذا هر سه روز یکبـار پـس از کشـت    میظاهر

) با استفاده از میکروسکوپ 15و 2,5,8,11(روزهاي 
آمیـزي  شـمارش شـد. رنـگ   هـا رت تعداد کلونینوای

ي هــااورنــج جهــت تعیــین تعــداد هســته-یندآکریــ
ي حاصل از کشت بـه ترتیـب در   هاسلولآپویتیک در 

کشت انجام شد. تـا محـیط کشـت    15و 10روزهاي 
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11و همکارانمریم سالم ...کشت شرایطی شدهاثرات محیط

ي بیشـتري تولیـد کـرده و    هامناسبی که تعداد کلونی
داشته باشـد انتخـاب   آسیب سلولی کمتري به همراه

ودش

روش کار 
حیوانات مورد بررسی

ي بنیادي مغـز  هاسلولدر این مطالعه براي استخراج 
موشهاي صحرایی نـژاد ویسـتار اسـتفاده    استخوان از

5-7هاي سـوري ي سرتولی نیز از موشهاسلولشد. 
روزه استخراج شدند. . در کـار بـا حیوانـات مـوازین     

هــاي هــا در قفــساخلاقــی رعایــت گردیــد و مــوش
ندارد نگهداري شدند. اتاق نگهداري داراي شرایط استا

ــوري  ــاریکی و 12ســاعت روشــنایی و 12ن ســاعت ت
گراد بود. درجه سانتی37دماي 

ي بنیادي مغز استخوان هاسلولاستخراج 
نژاد ویستار بـه کمـک کلروفـرم    هاي صحراییموش

بیهوش شدند. با احتیاط پوست پاها کاملاً جدا گردیـد  
هاي اطراف ران و درشت نی حذف چهو بافت و ماهی

هـا نمایـان گردیدنـد.    شدند، به طوري که اسـتخوان 
هاي فمور و تیبیا جدا شدند و بعـد بـا   سپس استخوان

PBS   شستشو شدند. در زیر هود یک سـر اسـتخوان
ران و ساق پا با قیچی استریل قطع شدند و با سـرنگ  

کـه حـاوي   DMEM (Biowest)حاوي محیط کشـت 
% پنـی  1و FBS(Biowest)جنـین گـاوي   % سرم 20

از هـا سـلول بود، (Biowest)استرپتومایسین -سیلین
داخل استخوان به آرامی بیرون کشیده شدند. سپس 
ــده و      ــه ش ــالکون ریخت ــل ف ــرنگ داخ ــات س محتوی

میلی لیتـر محـیط   4سانتریفوژ شد. به رسوب سلولی 
لیتر میلی25کشت اضافه شده و در نهایت به فلاسک 

ســاعت از کشــت، تعــویض 48یــه شــدند. بعــد از تخل
محیط رویی فلاسک خارج شده محیط صورت گرفت.

اسـتریل  PBSي چسبیده به کـف ظـرف بـا   هاسلولو 
سپس محیط کشت جدیـد بـه   شستشو داده شدند و

80تقریبـاً  هـا سلولزمانی که .اضافه گردیدهاسلول
ي هـا درصد فلاسک را پـر کردنـد بـه داخـل فلاسـک     

ساژ داده شدند. براي این کار محـیط کشـت   جدید پا
شستشـو  PBSفلاسک به طور کامل خارج شده و بـا  

ــک   ــر فلاس ــه ه ــد. ب ــري 25داده ش ــانتی مت 500س
اضافه شـده و بـه   1X/. درصد25میکرولیتر تریپسین 

دقیقه در داخل انکوبـاتور قـرار داده شـدند.    3مدت 
با پیپت پاسـتور بـه آرامـی از فلاسـک     هاسلولسپس 

رج شده و به یک لوله فالکون استریل منتقل شدند. خا
ــلول ــاس ــدت  ه ــه م ــه در دور 5ب rpm1800دقیق

سانتریفیوژ شدند. سپس محلول رویی خارج شـده و  
رسوب سلولی به چند میلی لیتر محیط کشـت (بسـته   

) اضافه شد تـا مخلـوط بـه صـورت     هاسلولبه تعداد 
سوسپانسیون تک سلولی در آید. سپس سوسپاسـیون 

اثباتسلولی به دو یا چند فلاسک منتقل گردید. براي
مغـز  ازشـده جدامزانشیمیيهاسلولبودنبنیادي

عنـوان بـه CD90وCD105يهـا ژنازاسـتخوان، 
بیانیغیرژنعنوانبهCD34و بیان شوندهيهاژن

گردید (نتـایج  استفادهکنترلعنوان ژنبهاکتینازو
نشان داده نشده است).

ي سرتولی از بیضه موشهاسلولستخراج ا
عـدد مـوش   10ي سرتولی، از هاسلولبراي استخراج 

ها بـا کلروفـوم   روزه استفاده شد. موش5-7سوري 
کاملاً بیهوش شدند. سپس بـه وسـیله پـنس و قیچـی     
استریل ناحیه پایین شکم موش بـرش خـورده، بیضـه    

قرار داده شد. با قیچی PBSجدا شد و داخل محلول 
سول بیضه جدا شده و بافت بیضه به قطعـات ریـز   کپ

تکه تکه شده و اولین هضـم آنزیمـی روي آن انجـام    
شد. براي این کار قطعات بیضه در معرض ترکیبی که 

ــاوي ــولار500ح ــین و -EDTAمیکروم 500تریپس
دقیقـه  15بـود بـه مـدت    4کلاژناز نوع میکرومولار

بـار  قرار داده شد. درطی این مـدت نمونـه چنـدین   
از هم جـدا گردنـد. ایـن مرحلـه     هاپیپتاژ شد تا بافت
ي منی هاهاي بینابینی از قطعات لولهبراي حذف بافت

ساز که حاصل اولین مرحله هضم آنزیمی بودند، لازم 
هـاي  است. در مرحله دوم هضم آنزیمی قطعات لوله

دقیقه مجدداً تحت تاثیر ترکیب 20منی ساز به مدت 
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1396اول، بهار شمارههفدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل12

قرار گرفتند. عمل EDTA-تریپسنآنزیم کلاژناز و 
پیپتاژ دوبار تکرار شد تا جداسازي بـه خـوبی صـورت    

ساز هاي منیگیرد. در هضم آنزیمی مرحله دوم لوله
800شوند. محلول به دست آمـده در دور  هضم می
دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول زیـري دور  3به مدت 

5به مـدت  2200ریخته شد و محلول رویی در دور 
ي هـا سـلول قه سـانتریفیوژ شـد. در ایـن مرحلـه     دقی

ي سرتولی ته فالکون هاسلولبنیادي اسپرماتوگونی و 
شوند. سوسپانسیون سـلولی بـه فلاسـک    ته نشین می

با گلـوکز بـالا و   DMEMمنتقل شده و محیط کشت 
% سرم گاوي به آن اضافه شد. فلاسک به مدت دو 20

ي هـا ولسـل روز داخل انکوبـاتور قـرار داده شـد. تـا     
ي هاسلولسوماتیک سرتولی، به کف فلاسک بچسبند. 

نچسبیده بعد از دو روز بـا تعـویض محـیط کشـت از     
محلول خارج شدند. بعد از گذشت یک هفته از کشت 
هر دو روز یک بار محیط رویی برداشت شـده و بـه   
عنوان مخیط کشت شـرایطی شـده فیلتـر و اسـتفاده     

شد. 
پروتکل ایمنوسیتوشیمی

ــه کمــک روشهــالولســحضــور  ي هــاي ســرتولی ب
ایمنوسیتوشیمی مورد اثبات قرار گرفت. در واقع بیان 
ــوده و در     ــط ب ــت حدواس ــک فیلامن ــه ی ــین ک ویمنت

ي ســرتولی در اطــراف هســته هــاســلولسیتوپلاســم 
شـود بررسـی شـد. بـراي ایـن منظـور       مـی مشاهده

دقیقـه فـیکس   20با پارافرمالدئید به مـدت  هاسلول
ــا  500و شستشــو داده شــدهPBSشــدند. ســپس ب

نرمال بـه مـدت نـیم سـاعت در     HCL1میکرومولار
به هاسلولدماي اتاق به آن اضافه گردید. پس از آن 

بـافر بـورات   میکرومـولار 500بـا دقیقـه 1-2مـدت  
PBS% همراه با سرم بـز و 3شستشو شدند. تریتون

سـاعت در  1افزوده شد و آنها بـه مـدت   هاسلولبه 
یب بودنـد. تریتـون دترجنـت اسـت.     معرض این ترک

-هاي غشاء را در خود حل کرده تا غشاء نفـوذ چربی

بادي بتوانـد بـه داخـل سیتوپلاسـم     پذیر شود و آنتی
واسط مربوط به رفته و با ویمنتین که یک فیلامان حد

1ي سرتولی اسـت پیونـد پیـدا کنـد. سـپس      هاسلول
PBSمیکرو لیتر 100بادي اولیه در آنتیمیکرومولار

هــا ریختــه شــد. روي لامهــا بــا حــل شــده و روي لام
پوشانده شد و لامها یک شب در این وضعیت پارافیلم 

سه بار هر بار به PBSسپس شستشو با باقی ماندند.
در هـا سـلول دقیقه انجام گرفت. بعـد از آن  5مدت 

میکرو مولار آنتی بادي 10بادي ثانویه ( معرض آنتی
ســاعت، قــرار 2) بــه مــدت PBSمیکــرو لیتــر 50+ 

بادي اولیه و ثانویـه  تمام مواردي که آنتیگرفتند. در
شد لامها داخل پلیتـی کـه کـف و در آن بـا     اضافه می

کاغذ فویل پوشیده شـده و شـرایط تـاریکی را بـراي     
کرد قرار گرفتند. پس از تمام این فراهم میهاسلول

ــا   ــا ب ــل لامه ــر  PBSمراح ــدند و در زی ــو ش شستش
سکوپ فلورسنت مورد بررسی قرار گرفتند. میکرو
هاي تیمار و کنترل بندي گروهگروه

ي بنیـادي مزانشـیمی مغـز    هاسلولدر این مطالعه از 
استخوان که در مرحله پاسـاژ سـوم بودنـد اسـتفاده     

بـه کشـت در محـیط هـا آنتراکمآنکهازشد. پس
هاسلولپلیت حاوي رسیددرصد80تقریبی بهطور

شـد. بـا  تریپسـینه EDTA-از تریپسـین ادهاسـتف با
انجـام سـلولی هموسیتومتر شـمارش لامازاستقاده

از،هـا سـلول زنده بودنوسلامتکنترلبرايشد.
.استفاده شـد شمارشبراي1:1نسبتبهبلوتریپان

باسلولیسوسپانسیونازمیکرولیتر10منظوربدین
بهوشدطمخلوبلوتریپانمحلولازمیکرولیتر10

ازقطـره یک.گرفتقراریخچالدقیقه در5مدت
ــیون ــرسوسپانس ــبک رويب ــفحه مش لامص
هموسـایتومتر لامشـد. دادهقـرار هموسـایتومتر 

بـه .استمترمیلی1/0×1×1ابعادبامربع4داراي
میمکعبمترمیلی1/0مربعحجم هردیگر،عبارت
1درهـا سـلول آوردن تعـداد دستبهبرايباشد.

درمربـع 4درهـا سلولشمارشمیانگینلیتر،میلی
ضـریب رابطهایندر2گردید. عددضرب2×104

ازپـس .باشـد مـی بلـو تریپانرنگباهاسلولرقت 
زنـده يهـا سـلول درصـد و تعیـین سلولیشمارش
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در7× 104یکنواخـت بـا غلظـت    طـور بـه هـا سلول
در شـدند و توزیـع خانـه شـش پلیـت یـک يهاخانه

درصد سرم جنین گاوي کشت 15و DMEMحضور 
به کف پلیت، هاسلولدو روز پس از چسبیدن شدند. 
کشت خارج شد و بر اساس گروه بنـدي ذکـر   محیط

ي جدید اضافه شد.هاشده در پایین محیط کشت
ي بنیادي مزانشیمی مغـز اسـتخوان  هاسلول) کشت 1

% سـرم  9به همراه DMEMدر حضور محیط کشت 
(گروه کنترل). تیک % آنتی بیو1) و FBSین گاوي (جن
ي بنیادي مزانشـیمی مغـز اسـتخوان    هاسلول)کشت 2

% 45حـاوي  در حضور محیط کشـت شـرایطی شـده (   
% محـیط کشـت شـرایطی شـده     DMEM ،45محیط

% آنتـی  FBS ،(1% سـرم جنـین گـاوي (   9فیلتر شده)، 
تیک بود.بیو

اسـتخوان  ي بنیادي مزانشیمی مغـز  هاسلولکشت ) 3
% سـرم  9به همراه DMEMمحیط کشت در حضور

10-6دوز تیـک و % آنتـی بیـو  1) و FBSجنین گـاوي ( 
مولار رتینوئیک اسید.

ي بنیادي مزانشیمی مغـز اسـتخوان   هاسلول) کشت 4
10-6دوز و در حضور محیط کشـت شـرایطی شـده   

مولار رتینوئیک اسید 
بـا محـیط  هـا سـلول هر سه روز یکبار محـیط کشـت   

ي ظـاهر شـده در   هـا جدید تعـویض شـده و کلـونی   
، 5، 2محیط شمارش گردید. بنابراین پس از گذشـت  

هاي سلولی روز از کشت تعداد کلونی15و نهایتاً 11، 8
ــتفاده از    ــا اس ــف ب ــاي مختل ــده در گروهه ــاهر ش ظ
میکروسکوپ اینورت، شمارش و یادداشـت شـدند و   

 ـ  ر اثر محیط کشت شرایطی شده و رتینوئیک اسـید ب
در مقایسه با گروه کنترل مـورد  هاکلونیتعدادروي

تکـرار انجـام   5براي هـر گـروه   بررسی قرار گرفت.
با استفاده از رنگ هاسلولگرفت. میزان زنده ماندن 

در آمیري تریپان بلو بر روي لام نئوبار محاسبه شد. 
کشت با انجـام رنـگ آمیـزي    15و 10پایان روزهاي 
مورفولـوژي هسـته و   دین ارنجاکری-اتیدیم بروماید

بررسی شد. DNAجهت تعیین آسیب سیتوپلاسم

رسی مورفولوژي هسته و سیتوپلاسم بـا اسـتفاده   بر
1ازرنگ آمیزي اتیدیم بروماید و اکریدین ارنج

توسـط حیـاتی اسـت کـه   رنـگ یـک ارنـج، اکریدین
این رنگ وارد سـلول  شود.میجذبزندهيهاسلول
بهرنگسبزنمايسکوپ،یکرومزیردروشدهزنده

در عـوض اتیـدیوم  .دهـد میزندهسلولکروماتین
در .کنـد مـی رنـگ رامردهيهاسلولفقطبروماید

دروشـده مـرده وارد سلولبرومایدواقع اتیدیوم
بـه نـارنجی رنـگ فلورسـانس، زیـر میکروسـکوپ  

دهد. بنابراین پس از رنـگ  مرده میسلولکروماتین
هـاي  برماید و آکریدین اورنج هسـته آمیزي اتیدیوم 

ي زنده دارند در حالی که هاسلولسبزرنگ اشاره به 
هاي سبز فراگمنته شده (تکه تکه شـده) اشـاره   هسته

هـاي قرمـز   به آپوپتوز اولیه دارند. در مقابـل هسـته  
دهنـده آپوپتـوز ثانویـه اسـت و     فراگمنته شده نشان

ز هاي قرمـز یکنواخـت نشـان دهنـده ي نکـرو     هسته
باشـند. جهـت رنـگ آمیـزي ابتـدا محـیط       سلولی می

خـارج  هـا سـلول خانه حاوي 6کشت از ظروف کشت 
سپس مخلـوط  شستشو شدند.PBSبا هاسلولشد و 
در محیط تاریک به هر خانه اضافه شد EB/AOرنگی 

دقیقـه در معـرض ایـن مـاده     4به مـدت  هاسلولو 
دقیقـه مخلـوط   4رنگی قرار گرفتند. پس از گذشـت  

شستشو PBSمجددا باهاسلولرنگی برداشته شده و 
شدند. در ادامه بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ اینـورت     

با سیتوپلاسم حباب دار شده مورد شـمارش  هاسلول
ي هر چاهک هاسلولقرار گرفتند. براي این منظور از 

عکـس گرفتـه   X20میدان دید با بزرگنمـایی  15در 
، میانگین تعـداد  شد. به منظور بررسی وضعیت هسته

هاي دیـد نیـز   هاي سالم و آپوپتیک تمام میدانهسته
هاي آپوپتیک بـه صـورت   شمارش شد و میزان هسته
هاي رنگ گرفتـه گـزارش   درصدي از تعدادکل هسته

گردید. 

1 EB/AO
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هاي تحلیل آماريروش
ــن   ــه شــکل تمــامی اطلاعــات کمــی در ای ــژوهش ب پ

سـت  انحراف معیار ارائه شـد و بـه کمـک ت   ±میانگین
سطح معنی .تجزیه و تحلیل شدندANOVAآماري

ــروه  ــین گ ــه ب ــاداري در مقایس ــر >05/0pه در نظ
گرفته شد .

هایافته
ي هـا سـلول ي بنیادي مغز استخوان و هاسلولکشت 

سرتولی 
در کشت محیط کشت شرایطی شده براي استفاده از 

ي بنیادي اسـتخراج شـده از مغـز اسـتخوان،    هاسلول
ولی با روشهاي هضم آنزیمی از بیضـه  ي سرتهاسلول
ي نوزاد جداسازي شدند و در محیط کشـت  هاموش

DMEM هـا سلولکشت شدند. در ابتداي کشت این
حالت کروي داشـتند امـا پـس از گذشـت دو روز از     

دوکی شـدند و بـه   کشت از حالت کروي خارج شده 
ي آزاد و هــاســلول).1کــف ظــرف چســبیدند (شــکل 

 ـ محـیط کشـت خـارج    ی در پـی نچسبیده با تعویض پ
شدند. یک هفته پس از کشت که جمعیت خالص تري 

ي سرتولی شکل گرفت هر دو روز یک بار هاسلولاز 
فیلتـر شـد و بـه    ,خـارج شـده  هاسلولمحیط کشت 

عنوان محیط کشت شرایطی شده استفاده گردید.
هــاي ســرتولی از تکنیــک جهــت اثبــات حضــور ســلول
واسـط  یان فیلامنت حـد ایمنوهیستوشیمی و بررسی ب

ها استفاده شد. نتایج نشـان داد  ویمنتین در این سلول
هاي سرتولی از نظر بیان ویمنتین مثبت بودنـد  سلول
).2(شکل 

: روز ششمB: روز دومAي سرتولی.هاسلولکشت .1لشک

) تصویر فازکنتراست از همان اسلایدbي سرتولی هاولسل) واکنش مثبت ایمنوسیتوشیمی براي فیلامنت حدواسط ویمنتین در a.2شکل 

ي اسـتخراج شـده از مغـز اسـتخوان نیـز در      هاسلول
هـاي سـلولی نـاهمگن و    کشت اولیه بـه شـکل گـروه   

هاي خـونی مشـاهده شـدند    هتروژن به همراه لخته
). طی تعویض محیط کشت و در پاسـاژهاي  A3شکل(

 ـ  هاسلولبعدي،  واختی پیـدا  تقریبـاً کنفورماسـیون یکن
ــه شــکل دوکــی و کشــیده ظــاهر شــدند   کــرده و ب

کشـت محـیط پیدرپی). در واقع تعویضB3(شکل

بهخونیوانشیمیمزغیريهاسلولچسبیدنازمانع
ي کـه بـه کـف    هـا سـلول شود. میکشتکف فلاسک 

ي هـا یی با انـدازه هافلاسک چسبیدند به تدریج کلونی
مختلف در محیط کشت ظاهر کردند.

به تدریج از نظر اندازه درشت تر شدند به هالونیک
هــاکشــت بزرگتــرین کلــونی15کــه در روز طــوري

). 4مشاهده شدند (شکل 
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: روز هفتمB: روز اولAي بنیادي مغز استخوان هاسلولکشت .3شکل

روز از کشت15ان مشخص شده است) پس از گذشت با پیکهاي بنیادي مغز استخوان (کلونیهاسلولي سلولی حاصل از کشت هاکلونی.4شکل

هـا در  پس از گذشت یک هفته از کشت تعداد کلـونی 
و محــیط کشــت شــرایطی شــده ,گروههــاي کنتــرل 

ورتینوئیـک اسـید   محیط کشت شرایطی شده ترکیب 
رفته رفته افزایش یافت. اما در گروه رتینوئیک اسـید  

ت امـا از روز  ها افزایش یافبه تنهایی ابتدا تعداد کلنی
هشتم به بعد دچار کاهش شد. به طوري کـه پـس از   

هـا در  روز از کشت کمترین تعـداد کلنـی  15گذشت 
هـا در  گروه رتینوئیک اسید و بیشـترین تعـداد کلنـی   

و سـپس در گـروه   محیط کشت شرایطی شده گروه 
محیط کشت شرایطی شـده  ترکیب رتینوئیک اسید و 

). 1شد (نمودار مشاهده 

هاي مورد مطالعههاي مختلف کشت در گروهها در روزمیانگین تعداد کلنی.1نمودار

بررسی مورفولوژي هسته و سیتو پلاسم بااستفاده از 
AO/EBرنگ امیزي

ي کشـت  هـا سـلول در DNAجهت بررسـی آسـیب   
هاي مختلف، از رنگ آمیزي آکریـرین  شده در گروه

اده شد. نتایج نشـان داد  اورنج / اتیدیوم بروماید استف
هـاي فراگمنتـه سـبز و قرمـز در گـروه      تعداد هسته

هـاي دیگـر   به تنهایی بیشتر از گروهRAتیمار شده با 
محیط کشت شـرایطی  بود. در گروهی که تحت تاثیر 
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).5هاي دیگر بود (شکل زنده بیشتر از گروهي هـا سـلول به تنهایی قرار گرفته بودند تعـداد  شده 

تا روز دهم کشت هاسلول. چهار گروه بالایی مربوط به کشت محیط کشت شرایطی شدهمقایسه مرگ سلولی در پاسخ به رتینوئیک اسید و .5شکل
ي آپوپتیک با پیکان مشخص شده است.)هاسلولاست. چهار گروه پایینی مربوط به روز پانزدهم کشت است (

هـاي هاي آپوپتیک طی رنگ آمیـزي با شمارش هسته
هـاي  و اتیـدیوم برومایـد در گـروه   آکریدین اورنـج 

مختلف و نیز انجام آزمون آماري نتـایج زیـر حاصـل    
شد:

مقایسه درصد آپوپتوز در گروههاي کنترل و تیمار طی رنگ . 1جدول
روز از 15و10پس از گذشت اتیدیم بروماید-آمیزي اکریدین ارنج 

کشت
15روز 10روز گروهها
1/6±7/43/1±90/0کنترل

8/2±3/263/0±84/0محیط کشت شرایطی شده
25/23±15/2115/6±7/1رتینوئیک اسید

محیط کشت شرایطی شده + 
2/6±8/34/1±83/0رتینوئیک اسید

نشـــان داد در روز دهـــم کمتـــرین درصـــد نتـــایج 
Conditionedي آپوپتوزشــده در گــروه هــاســلول

Medium)84/0±3/2در ) و بیشترین درصـد درصد
) مشــاهده RA)7/1±15/21%ي گــروههــاســلول

هاي کنترل رتینوئیک اسید با گروهبین گروهشود. می
و ترکیـب رتینوئیـک   محیط کشـت شـرایطی شـده    و 

اخـتلاف آمـاري   محیط کشت شـرایطی شـده   اسید و 

ــی ــی معن ــاهده م ــود داري مش ). در روز ≥05/0p(ش
ي آپوپتیـک در  هـا سلولپانزدهم نیز کمترین درصد 

±63/0(محیط کشت شرایطی شده روه القا شده با گ

ي گروه هاسلول) و بیشترین درصد آپوپتوز در 8/2%
RA)15/6±25/23%ــی ــاهده م ــود. در روز ) مش ش

هـاي  رتینوئیک اسید بـا گـروه  پانزدهم نیز بین گروه 
ــرل و  ــده  کنت ــرایطی ش ــت ش ــیط کش ــب مح و ترکی

اخـتلاف  محیط کشت شرایطی شده رتینوئیک اسید و 
ــاهده مــی  ــی داري مش ــاري معن ــود آم ) ≥05/0p(ش

).  1(جدول 

بحث  
در افــراد مبــتلا بــه ســرطان اســتفاده از رادیــوتراپی  

وداروهاي شـیمی درمـانی مثـل بوسـولفان، ملفـان،     
اثر سوء بر فراینـد  پرو کاربازین و...سیکلو فسفامید،

اسپرماتوژنز دارد وباعث کاهش اسپرم یا آسـیب بـه   
DNAگردد و فرد به مرور ممکـن اسـت   میاسپرم

این بنـابر ].18توانایی باروري خود را از دست دهـد [ 
برخی از این افراد که بـه علـت شـیمی درمـانی و    در
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رادیوتراپی توانایی تولید اسپرم ندارنـد و یـا افـرادي    
که مبتلا به آزو اسپرمی غیر انسدادي هسـتند، تولیـد   

توانـد  یم ـي ژرمینال در محیط آزمایشگاهیهاسلول
نوید دهنده درمان باشد.

حاصـل  حاضر اثرات محیط شرایطی شـده مطالعهدر
) و محیط کشت شرایطی شدهي سرتولی (هاسلولاز 

بـر  رتینوئیک اسید در طـی روزهـاي مختلـف کشـت    
ي بنیـادي  هـا سـلول کلونی زایـی و بقـاي   ‚روي تکثیر

مزانشیمی مغز استخوان مورد بررسی قـرار گرفـت.   
ي بنیـادي هـا سلولداراي دو نوع اصلی مغز استخوان

یـا  1ي بنیـادي هماتوپویتیـک  هـا سـلول باشند: یکی می
ي هاسلولي بنیادي خونساز که مسئول تولید هاسلول
ي بنیـادي غیـر   هـا سـلول باشـند و دیگـري  میخونی

که چند تـوان  2ي بنیادي مزانشیمیهاسلولخونساز یا 
اورنـد  یم ـرا بـه وجـود  هاسلولبوده وانواع مختلف 

ي بنیادي مزانشیمی غیر هاسلول]. در این مطالعه 91[
خون ساز با روش آسپیراسیون استخراج گردیـد. در  

از خاصیت چسبندگی ایـن  3اصل اولین بار فریداستاین
]. در 20ها استفاده کـرد [ جهت جداسازي آنهاسلول

ي مزانشـیمی مغـز   هـا سـلول مطالعه حاضر استخراج 
فریداسـتاین انجـام   به بـا روش استخوان، تقریبا مشـا 

ي انـدوتلیال،  هـا سـلول گرفت. هرچنـد ماکروفاژهـا،   
ي ماهیچـه اي صـاف واقـع در    هـا سلولو هالنفوسیت

توانایی چسبیدن بـه کـف فلاسـک و    مغز استخوان هم
ــه    ــت اولی ــاختن کش ــوده س ــلولآل ــاس ــادي ه ي بنی

مزانشیمی را دارند ولی طی پاساژهاي مختلف حـذف 
شوند.می

ي مزانشیمی مشتق هاسلولمطالعات گذشته بر طبق
ــونی  ــد کلـ ــایی تولیـ ــتخوان توانـ ــز اسـ ــااز مغـ ي هـ

ــد. در مطالعــه اي کــه توســط   فیبروبلاســتیک را دارن
انجام گرفت توان کلونی زایی این آبنوسی و همکاران 

و تمــایز آنهــا بــه استئوبلاســت در حضــور هــاســلول

1 Hoematopoitic Stem Cells
2 Mesenchymal Stem Cells
3 Feridenstein

در مـواد  پارانونابل کـه یـک ترکیـب سـمی موجـود     
باشــد مــورد بررســی قــرار مــیآرایشــی و شــوینده

نتایج نشان داد با گذشـت زمـان تـوان تولیـد     گرفت.
ي مزانشیمی به طور معنی دار در حضور این هاکلونی

] نتـایج مطالعـه   21[یابـد مـی ترکیـب سـمی کـاهش   
دیگري که توسط زارع و همکاران انجام شد نشان داد 

د بند ناف داراي تـوان  ي بنیادي مشتق از وریهاسلول
در حضور محیط هاباشند و این کلونیمیکلونی زایی

ــفات و   ــازون، بتاگلیسروفسـ ــاوي دگزامتـ کشـــت حـ
باشـند  مـی آسکوربات کـه محـیط تمـایزي اسـتخوان    

]. در 22[باشـند مـی قدرت تمایز بـه اسـتخوان را دارا  
5آکی یامـا و همکاران و نیز مطالعات4مطالعات باتولا 

ي بنیـادي مزانشـیمی بـه عنـوان     هـا سلولو همکاران 
ي کوچـک  هـا یی که قابلیت شکل دهی کلونیهاسلول

را دارنـد معرفـی شـده انـد     ECMمنفرد در سـطح  
ي بنیـادي  هـا سـلول ] درواقع مونیتـور کـردن   23،24[

ي هـا مزانشیمی در محیط کشت بـا شناسـایی کلـونی   
فیبروبلاستیک چسبنده به این محـیط و نیـز روشـهاي    

ي مخصـوص  هاتري با استفاده از آنتی باديفلوسیتوم
]25شود [میانجام

ي هـا سلولدر مطالعه حاضر توان تکثیر و کلونی زایی 
بنیادي مزانشیمی در حضور محـیط کشـت شـرایطی    
شده و رتینوئیک اسید مـورد بررسـی قـرار گرفـت.     

ي بنیادي در هاسلولهاي تعداد کلونینشان دادنتایج 
حیط کشـت شـرایطی شـده    مگروهی که تحت تاثیر

قرار گرفته بودند با گذر زمان رشد صعودي داشتند 
ــه در روز     ــه طوریک ــت، ب ــزایش یاف ــان اف و تعدادش

ــی  ــداد کلن ــانزدهم بیشــترین تع ــن گــروه پ ــا در ای ه
یی کـه تحـت تـاثیر    هـا سـلول شد. در مقابل مشاهده 

رتینوئیک اسید به تنهایی قـرار گرفتنـد شـکل گیـري     
ها رشد صعودي داشت امـا بعـد از   ابتدا در آنهاکلنی

ها کاهش یافت، به طوریکه روز هشتم تعداد این کلنی
ها مشاهده شد.در روز پانزدهم کمترین تعداد کلنی

4 Battula
5 Akiyama
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Conditioned Mediumمطالعات پیشین نشان داده 

ي سـرتولی باعـث افـزایش تکثیـر     هـا سـلول حاصل از 
همکـاران نشـان   و1شود. شامخي مختلف میهاسلول

ي سـرتولی خـارج شـده از بیضـه در     هاسلولند، داد
کشتی در شرایط آزمایشگاهی باعث افـزایش  حین هم

هـا  تعداد و بهبود سـاختار و عملکـرد تکـاملی نـورون    
نشـان  و همکـاران  2نگهازي]. مطالعات26شوند [می
بـا  مغـز اسـتخوان  ي مزانشیمی هاسلولکشتی همداد

هاي دخیـل  ي سرتولی باعث افزایش بیان ژنهاسلول
، Cyclin D3،Cyclin D1در تکثیـر و مهـاجرت مثـل    

Aktافــزایشهــاســلولشــود. در نتیجــه تعــداد مــی
ــی ــد [م ــتی    . ]27یاب ــم کش ــان داده ه ــات نش تحقیق

ي سـرتولی باعـث   هـا سـلول تلیـال بـا   ي اندوهاسلول
72ي اندوتلیال پس از گذشت هاسلولافزایش تعداد 

) VEGFتور (رسپKDRشود و سطح بیان ساعت می
محـیط کشـت شـرایطی    یابـد. احتمـالا   نیز افزایش می

ي سـرتولی در رگ زایـی و   هـا سـلول حاصل از شده 
ي ناحیه پیوند شده هاسلولرساندن اکسیژن کافی به 

]. 28[نقش به سزایی دارد 
ي زایاي اولیـه در میـان   هاسلولدر محیط داخل بدن 

. قـرار دارنـد  3سـاز هـاي منـی  لولـه داخلمحیطریز
هاي پـاراکرین و  توسط فاکتورهاسلولسرنوشت این 

ي زایا و یا هاسلولاي که توسط خود اندوکرین باالقوه
شود قابل تنظیم ي سوماتیک اطراف تولید میهاسلول

ي ســرتولی تنهــا هــاســلولجــا کــه . از آن]29[اســت 
ي هـا سلولیی هستند که در ارتباط مستقیم با هاسلول

ي زایـا احتمـالاً از   هـا سـلول منبع بنیادي هستند تنظیم 
ها داراي نـواحی  باشد. سرتولیمیهاسلولطریق این 

ي زایا بوده و این ارتباط را از طریـق  هاسلولتماس با 
کننـد  دار برقـرار مـی  هاي منفذدسموزوم و کمپلکس

که در مطالعه حاضر رتینوئیـک اسـید   آنجایی. از]30[
حــیط کشــت بــه عنــوان یــک القــا کننــده تمــایز بــه م

1 Shamekh
2 Zhang
3 Nich

ي مزانشیمی اضافه گردید و محیط شـرایطی  هاسلول
هاسلولي سرتولی نیز اطراف هاسلولشده حاصل از 

وارد مسـیر تمـایز   هـا سلولحضور داشت احتمالا این 
ــپلکس  ــق کمـ ــده و از طریـ ــاشـ ــذ دار و هـ ي منفـ

ي سـرتولی وارد  هـا سـلول با ترشـحات  هادسموزوم
ایــی آنهــا واکــنش شــدند و میــزان تکثیــر و کلــونی ز

ــد و     ــاي رشـ ــع فاکتورهـ ــت. در واقـ ــزایش یافـ افـ
دراوهدشیطیارشطیحمرددوجومياهسایتوکاین

 ـهدش ـیمیشنازمياهلولسنیبياضف  ـلاص ـتااب هب
ياهــشنکــاويرارقــربرداردوخــشقــن،هدنــریگ
زایسیونورریسمرداذلدننکیمافیایلولسيراشبآ
 ـ.دنریگیمرارقیلولسریثکتصاخياهنژ  ـندهب لاب
 ـیلولسنوردياهریسملاامتحانآ  ـای یلولس ـنورب
.ددرگیمراهمزوتپوپآ

4علاوه بر اینها بر اساس تئوري دیسک حافظـه سـلول  

توان بـراي  میسلول سرتولی بهترین سلولی است که
به دلیـل موقعیـت مکـانی    زیرا هم کشتی انتخاب کرد 

ي اسـپرماتوگونی، حافظـه  هـا سـلول خود نسـبت بـه   
را در خـود دارنـد   هـا سلولنگهداري و حمایت از این 

ي هــاســلولبنــابراین اگــر رتینوئیــک اســید ،]33-31[
ــد    ــرده باش ــد ک ــت تولی ــیط کش ــا در مح مشــابه زای

ي سـرتولی قـادر بـه حمایـت ایـن      هاسلولترشحات 
خواهد بود. هاسلول

ــود    ــیمی وج ــنش ایمونوسیتوش ــه واک ــن مطالع در ای
ــروتئین سایتواســکلتون وی ــین را در پ ي هــاســلولمنت

ویمنتین پروتئینی است که از روز سرتولی اثبات کرد.
ي سرتولی و در اطـراف  هاسلولجنینی به بعد در 14

ي هـا سـلول شود. لذا نتـایج تاییـد   میهسته آنها بیان
سرتولی بر اسـاس وجـود پـروتئین ویمنتـین در ایـن     

مطابقـت  و همکـاران  5ریچ بورگيهامطالعه با یافته
.]34[رد دا

ي زایـاي بـدوي از   هـا سـلول ي اخیر تولیـد  هادر سال
ي بنیـادي در حیوانـات مـورد    هـا سـلول انواع مختلف 

4 Cell Memory Disk
5 Richburg
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یی که هاطراحی محیط کشتچالش قرار گرفته است.
ي بنیــادي را افــزایش داده و هـا ســلولبتوانـد تعــداد  

تضمین کنـد  DNAي هاسلامت آنها را از نظر آسیب
ــاديحــائز اهمیــت . امــروزه روشــهاي باشــدمــیزی

و مرگ برنامه ربزي مختلفی براي تشخیص آپوپتوز
کاسـپاز، تانـل، يهـا شده سـلولی وجـود دارد. تسـت   

DNA Ladder     و آزمون کامـت بـراي ایـن منظـور
شوند. روش آکریدین اورنـج نیـز روش   میاستفاده

ــوژي    ــایی مورفول ــراي شناس ــري ب ــلولدیگ ــاس ي ه
بالا مقرون به باشد که نسبت به روشهايمیآپوپتیک

در مطالعـه حاضـر بررسـی    .]34[باشـد میصرفه تر
ــا رنــگ آمیــزي   ــوژي هســته و سیتوپلاســم ب مورفول

محیط کشت شرایطی آکریدین ارنج نشان داد گروه 
ي آپوپتیـک و گـروه   هـا سـلول کمترین درصـد  شده 

ي آپوپتیک در هاسلولرتینوئیک اسید بیشترین تعداد 
مطالعـات  شوند.ل میتمایز را شام15و 10روزهاي 

ي هـا سـلول کشـتی  و همکاران نشان داد که هم1زانگ
ي سـرتولی باعـث   هـا سـلول مزانشیمی بنـد نـاف بـا    

هاي دخیل در تکثیر و مهـاجرت مثـل   افزایش بیان ژن
Cyclin D3،Cyclin D1 ،Aktدر 35شــود [مــی [

ي مزانشـیمی در محـیط کشـت    هانتیجه تعداد کلونی
یابد. میافزایش
ــگ ــاران زان ــار دوزو همک ــین ب ــولار 1اول ــرو م میک

ي هـا سلولروز بر روي 3رتینوئیک اسید را به مدت 
مزانشیمی مغز استخوان تاثیر دادند و نشان دادند که 

میکرو مولار رتینوئیک اسید باعـث مهـار رشـد    1دوز
شود و سـطح بیـان  سلولی نسبت به گروه کنترل می

cdk2،cyclinE،cyclin A  هـاي  ننـده ککـه تنظـیم
دهـد و چرخـه   چرخه سـلولی هسـتند را کـاهش مـی    

ــه ي    ــور از مرحل ــلولی در عب ــه G1س ــف Sب متوق
ضـد تکثیـري   هـاي  شود. از طرفی القـاي بیـان ژن  می

p27Kip1 وp16INK4Aافتد. به دنبال این میاتفاق
کـاهش هاو در نتیجه کلونیهاسلولتعداد هاواکنش

1 Zhang

هاي مختلـف  ان غلطتو همکار2. زانوتو]36[یایند می
RA)001/0 ،01/0 ،1/05/0، ،1 ،10  میکرو مـولار) را

ي سرتولی تـاثیر  هاسلولساعت بر روي 24به مدت 
ي زنده هاسلولدادند و نشان دادند که کاهش تعداد 

میکرومـولار رتینوئیـک اسـید    10تـا  5/0در دوزهاي 
دوزهـــاي در RAشـــود. بنـــابراین مـــیمشـــاهده

هــاســلولعــث کــاهش حیــات ي مختلــف باهــاســلول
]. در مطالعـه  37شود [میشود و افزایش آپوپتوزمی

ي آپوپتیک در گروه القـا شـده   هاسلولما نیز درصد 
با رتینوئیک اسید به تنهایی بیشتر بود. 

نتیجه گیري
دهـد کـه اثـرات    نتایج حاصل از این تحقیق نشان مـی 

ي بنیـادي هـا سـلول رتینوئیک اسید روي تکثیر و بقاي 
رسـد  میمغز استخوان وابسته به زمان است، به نظر

و تولیـد  هاسلولکه در زمان کم باعث افزایش تکثیر 
بـا افـزایش   شود در حالی کـه تعداد زیادي کلونی می

میکـرو مـولار رتینوئیـک    1زمان همین غلظت انـدك  
شـروع  و نهایتـا هـا اسید باعث کـاهش تعـداد کلـونی   

 ـ میهاسلولآپوپتوز  محـیط کشـت   ین گـردد. همچن
ي سـرتولی باعـث   هـا سـلول حاصـل از  شرایطی شده 

ــر  ــزایش تکثی ــاســلولاف ــتخوان ه ــز اس ــادي مغ ي بنی
رسد که در تمایز سلولی استفاده میشود. به نظرمی
در کنار رتینوئیک اسید محیط کشت شرایطی شده از 

به دلیل خاصیت تکثیري آن بهتر از رتینوئیک اسید به 
محـیط کشـت   بـه اثـر مسـاعد    تنهایی باشد. با توجـه  

ي هـا سلولهاي در افزایش تعداد کلنیشرایطی شده 
ي مغـز  هـا سـلول کشـتی  توان از هممیمغز استخوان،

براي افـزایش  محیط کشت شرایطی شدهاستخوان با 
قبل از پیوند استفاده کرد. هاسلولتعداد 

2 Zanotto
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تشکر و قدردانی
در این مقاله تحقیقـی حاصـل پایـان نامـه دانشـجویی      

مقطع کارشناسی ارشـد در دانشـگاه محقـق اردبیلـی    

باشـد. از مسـئولین آزمایشـگاه تحقیقـاتی کـه در      می
فراهم کردن شرایط لازم براي انجـام ایـن کـار مـا را     

شود. میحمایت کردند تشکر و قدردانی
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