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  13/08/92 :پذيرش مقاله  08/07/92 :دريافت مقاله
  چكيده

 ـ  مطالعه حاضر با هدف ارايه يك روش مـؤثر و كـم هزينـه بـراي بهبـود تكثيـر و كلـوني          :هدف هـاي بنيـادي    ي سـلول زاي
 .اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاه انجام شد

 10  سـرم جنـين گـاوي       حـاوي  DMEMهاي بنيادي اسپرماتوگوني از موش نوزاد در محيط كشت            سلول :ها مواد و روش  
در مرحله اول اين مطالعه، دما به وسيله تابش امواج فراصوت با شدت پايين روي ظرف كـشت حـاوي                    . درصد جدا شدند  

هاي بنيادي اسپرماتوگوني تحت تابش امواج فراصوت با شدت پايين پالـسي             محيط كشت كنترل شد و در فاز بعدي، سلول        
 روز قـرار گرفتنـد و ميـزان    5مدت   درصد به40 درصد و 20هاي كاري  چرخه با متر مربع  وات بر سانتي    ميلي 200با شدت   

  .زايي در روز هفتم بررسي شد تكثير و كلوني
زايي را در    هاي بنيادي اسپرماتوگوني، ميزان تكثير و كلوني        تحريك امواج فراصوت با شدت پايين پالسي روي سلول         :نتايج
 40 درصـد و  20 كـاري  چرخـه هـاي    ميانگين ميزان تكثير در گـروه     . هاي آزمون در مقايسه با گروه كنترل افزايش داد         گروه

 چرخـه هـاي    هـا در گـروه     ميانگين تعداد كلوني  .  بود 26/1 ± 06/0و   00/2 ± 1/0،  46/1 ± 06/0ترتيب   درصد و كنترل به   
هـاي   هـا در گـروه   ميانگين قطـر كلـوني  . بود 19±5/5و  62±4/1، 24±7/7ترتيب   درصد و كنترل به40 درصد و 20كاري 
نتـايج  . د ميكرومتر بو  0/190 ± 0/2 و   3/185 ± 4/4،  6/186 ± 0/2ترتيب    درصد و كنترل به    40 درصد و    20 كاري   چرخه

هـاي آزمـون در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل، افـزايش         هـا در گـروه   بررسي حاضر نشان داد كه در ميزان تكثير و تعداد كلوني  
داري وجـود    هاي آزمون و كنتـرل تفـاوت معنـي         ها در گروه   ؛ در حالي كه بين قطر كلوني      )>05/0P(داري وجود دارد     معني

  .نداشت
تواند يك روش مؤثر و كم هزينـه بـراي           كند كه امواج فراصوت با شدت پايين پالسي مي         مي اين نتايج پيشنهاد     :گيري نتيجه

  . باشدآزمايشگاهيهاي بنيادي اسپرماتوگوني طي كشت  زايي سلول بهبود تكثير و كلوني
  

  هاي بنيادي، امواج فراصوت زايي، موش، سلول  تكثير، كلوني:كليدواژگان
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  هاي بنيادي اسپرماتوگوني امواج فراصوت و سلول
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 مقدمه
 درصد از موارد نابـاروري      40هد كه در    د مطالعات نشان مي  

مشكلاتي نظير فقدان اسپرم، كـاهش تعـداد اسـپرم يـا كـاهش              
 ايـن كـاهش تعـداد اسـپرم در          .خورد تحرك اسپرم به چشم مي    

هاي اجدادي اسـپرم   بعضي موارد به دليل كاهش در تعداد سلول 
  Spermatogonial(هاي بنيـادي اسـپرماتوگوني       يا همان سلول  
Stem Cells(هـاي   سازي، تكثير و تمايز سـلول  غني]. 1[  است

بنيــادي اســپرماتوگوني در محــيط كــشت، امــري مهــم بــوده و 
هــاي اســپرماتوگوني، منبــع بــا ارزشــي از  زايــي ســلول كلــوني
آورد كـه بـراي    را فـراهم مـي  ) Germ Cells(هـاي ژرم   سلول

هاي ژرم بـراي درمـان     مطالعات بعدي نظير انجماد، پيوند سلول     
هاي ژرم، ترانـسفكت ژنـي       كاري ژنتيكي سلول   ري، دست نابارو

)Gene Transfection( هـاي بنيـادي    ها و تمـايز سـلول   سلول
 ].2[ اسپرماتوگوني در محيط آزمايشگاه بـسيار ارزشـمند اسـت   

هـاي نـويني از جملـه        اسـت كـه روش     مطالعات اخير نـشان داده    
 ـ         استفاده از امواج صوتي به     ايين ويژه امواج فراصـوت بـا شـدت پ

)Low Intensity Ultrasound (توانـد در تكثيـر و افـزايش     مي
امـواج فراصـوت توانـايي      ]. 8-3[ها اثر بخش باشـد       تعداد سلول 

چسبندگي سلولي، تأثير در تراوايي غـشا،       (تغيير در غشاي سلول     
سـازي   و نيـز توانـايي فعـال      ) ها جريان كلسيم و توان تكثير سلول     

بـه بيـان ژن، توانـايي تغييـر در           منجـر    پيـامي هاي گذردهي    مسير
هـاي درون سـلولي و       هـا و آنـزيم     گيري سه بعدي پـروتئين     شكل

ها را  و نيز برداشت مهار كننده) Active Site(ايجاد جايگاه فعال 
  ].13-9[ها را دارند  ها و آنزيم از ساختمان پروتئين

در حال حاضر تأثير مثبـت امـواج فراصـوت روي انـواع             
... منجر به افـزايش رشـد، تكثيـر، تمـايز و            هاي بنيادي    سلول

هـاي بنيـادي     اين امواج باعث افزايش تكثير سلول     . شده است 
هـاي   سـلول ،  ]3[مزانشيمي مشتق شـده از بنـد نـاف انـساني            

و ] Hematopoietic Stem Cells] (4(بنيادي هماتوپوئيتيك 
. شــده اســت] 5[هــاي بنيــادي مــشتق شــده از چربــي  ســلول

هاي كندروسيت  ج باعث افزايش تكثير سلولهمچنين اين اموا  
)Chondrocyte Cells] (6 ،7 [  و فيبروبلاسـت)Fibroblast( 

كنون اثر امـواج فراصـوت بـا شـدت پـايين             تا. شده است ] 8[
اي  هــاي بنيــادي اســپرماتوگوني در هــيچ مطالعــه روي ســلول

هـاي بنيـادي     با توجه به نقش مهم سـلول      . بررسي نشده است  
زايي  در باروري مردان و اهميت تكثير و كلوني       اسپرماتوگوني  

ها براي درمان نابـاروري بـا علـل مردانـه، در ايـن               اين سلول 
پژوهش سعي بر آن است كه تأثير امواج فراصوت بـا شـدت             

هـاي بنيـادي    زايـي سـلول   و كلـوني  پايين پالسي روي تكثيـر 
  .اسپرماتوگوني بررسي شود

  

  ها مواد و روش
  اي اسپرماتوگونيه جداسازي و كشت سلول

  NMRI) National Medicalنـژاد  [هاي نر و مـاده   موش
Research Institute [(  ــوم ــشكده عل ــة دان ــالغ در حيوانخان ب

 12:12(پزشكي دانشگاه تربيت مدرس تحـت شـرايط مناسـب           
هـاي   تمـام روش  . نگهداري شـدند  ) ساعت تاريكي و روشنايي   

كميته اخـلاق   مورد استفاده در اين مطالعه طبق موازين مصوب         
پزشكي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيـت مـدرس انجـام           

تمامي مـواد مـصرف شـده در ايـن مطالعـه از شـركت               . گرفت
Sigma)   هـا بـا     جداسازي سلول . تهيه شد ) ساخت كشور آلمان

و مطابق با روش اصـلاح شـدة        ] 13[توجه به مطالعات گذشته     
ستم هـم كـشتي     منظور ايجاد سي   ، به ]14[جوانمردي و همكاران    

هــاي ســرتولي اتولــوگ  هــاي اســپرماتوگوني بــا ســلول ســلول
)Autologous Sertoli Cells (ــار . انجــام شــد بــراي هــر ب

 سـر   10 تـا    5هـاي    هاي اسـپرماتوگوني، بيـضه     جداسازي سلول 
هـاي خـارج     ابتدا بيضه .  روزه برداشته شد   5 تا   3موش نوزاد نر    

 و شـو و  شست) PBS) Phosphate Buffer Serumشده در 
 DMEM) Dulbecco’s Modifiedسپس به محـيط كـشت   

Eagle Medium(بعـد از شـست و شـوي مجـدد،     .  منتقل شد
از ) Epididymis(هاي اضـافي مثـل اپيديـديم         كپسول و بافت  

 DMEMهـا در محـيط كـشت         سـپس نمونـه   . ها جدا شد   بيضه
گرم   ميليCollagenase Enzyme) (5/0(حاوي آنزيم كلاژناز 

 .تر تقسيم شد به قطعات كوچك) ليتر بر ميلي
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  و همكارانمهدي محقق
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 درجـه   32هـا و آنـزيم در داخـل انكوبـاتور            مخلوط سـلول  
  دقيقـه  5 درصد دي اكسيد كربن قرار گرفته و هر          5گراد و    سانتي

 دقيقـه   15بعـد از    . با استفاده از پيپـت بـا هـم مخلـوط شـدند            
 دقيقـه در    5مـدت     دور در دقيقـه بـه      1500ها با سـرعت      سلول
بعـد از دور ريخـتن      . گراد سانتريفوژ شدند    سانتي  درجه 4دماي  

 شـسته شـده و بـا    PBS بار با استفاده از      2ها   مايع رويي، سلول  
 درجـه   4 دقيقـه دمـاي      3مـدت     دور در دقيقه بـه     1000سرعت  
ليتـر آنـزيم      ميلـي  3در اين مرحلـه     . گراد سانتريفوژ شدند   سانتي

ي در  درصد به پلاك سـلول Trypsin Enzyme (1/0(تريپسين 
 ثانيـه پيپتـاژ شـد تـا         60مـدت    كف لوله فالكون اضافه شد و به      

در ادامـه   . صـورت مجـزا درآمدنـد      هـا كـاملاً بـه      كـه سـلول    اين
هـاي   دست آمده كه اغلب حاوي سـلول       سوسپانسيون سلولي به  

اسپرماتوگوني و سرتولي بود به صورت هم كـشتي و بـا تعـداد       
محيط كـشت   متري حاوي     ميلي 35هاي   مساوي در ظرف كشت   

DMEM   درصد سرم    10 و FBS    تعـويض  .  كشت داده شـدند
  . روز يك بار انجام شد2محيط كشت هر 

  
هـاي   هاي حاصل از سـلول     تأييد ماهيت كلوني  

  اسپرماتوگوني
هـاي   دست آمـده از سـلول      هاي به  منظورتأييد ماهيت كلوني   به

  PLZF) Promyelocyticاسپرماتوگوني از روش ايمنوسيتوشيمي  
Leukaemia Zinc Finger ( اسـاس دسـتورالعمل كارخانـة     بـر

. تفاده شـد اس) ، آمريكاSanta Cruz Biotechnology(ده سازن
  :روش كار به اختصار شامل موارد زير بود

  مـدت   هـاي كـشت شـده روي لامـل دوبـار بـه             ابتدا كلوني 
سـپس بـراي ثبـوت      .  در بافر فـسفات شستـشو شـدند         دقيقه 5
پس از  .  درصد قرار گرفتند   4الدييد   دقيقه در پارافرم   20مدت   به

 دقيقـه بـراي تـسهيل نفـوذ         5مـدت    شستشو در بافر فسفات به    
 100X-) Triton x-100 (2بادي به داخل سلول از تريتون  آنتي

سـرم  مرحله مهارسـازي در     .  دقيقه استفاده شد   5مدت   درصد به 
گـراد    درجـه سـانتي    37 دقيقه در دمـاي      30مدت    درصد به  10بز  

موشـي   PLZFبادي اوليه آنتي     ها، آنتي  سپس به كلوني  . انجام شد 

 4 سـاعت در دمـاي       24مـدت     درصد اضافه شد و به     1با رقت   
  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي

بعد از اين مرحله و سه بار شستشو با بـافر فـسفات هربـار           
بـادي    سـاعت بـا آنتـي      2مدت   ها به   دقيقه روي نمونه   5مدت   به

ــه  ) Goat FITC-conjugated anti Rabbit IgM(ثانوي
)Sigma درصد در تاريكي و دمـاي اتـاق         1با غلظت   ) ، آمريكا 

 .پوشيده شد

  دقيقـه  5مدت   پس از سه بار شستشو با بافر فسفات هربار به         
 . ها با چسب گليسرول فسفات چسبانده شد نمونه

هاي رنگ شده به كمك ميكروسكوپ فلوئورسنت        از نمونه 
  .عكسبرداري شد

  
امـواج فراصـوت بـا شـدت پـايين بـر            تابش  
 هاي اسپرماتوگوني سلول

 مگـاهرتز  1فركـانس  (هاي اوليـه   پارامتر دهي و روش تابش
هـاي   هـا و فرضـيه     با توجه بـه شـباهت سـلول       )  روز 5مدت   به

بـه ايـن    . انتخـاب شـد   ] 5،  4[اساس مطالعات قبلي      بر پژوهش،
ــه  وســيله دســتگاه فراصــوت  صــورت كــه امــواج فراصــوت ب

)Ultrasound Machine) (PHYSIOMEDبـــه )، آلمـــان 
با ) Transducer (مبدلوسيله يك    امواج به . ها تابيده شد   سلول

) Coupling Gel (واسـط واسطه ژل  متر به  ميلي35سطح مقطع 
ها تابيـده     و ظرف كشت، از زير ظرف كشت به سلول         مبدلبين  
 درجـه   32تابش امواج فراصـوت در انكوبـاتور بـا دمـاي            . شد
). 1شكل  (ها انجام گرفت      درصد به سلول   CO2 5گراد و    يسانت

در مرحله اول ظرف كشت حاوي محيط كشت و بدون سـلول            
حـت  ت) mW/cm2(ربـع   متر م  وات بر سانتي   ميلي 200با شدت   

همزمان دماي  .  مگاهرتزي قرار داده شد    1تابش امواج فراصوت    
ن زمـا ). 2شكل (وسيله ميكروترمومتر كنترل شد  محيط كشت به  

 يعني زمـان لازم بـراي   گرمايي بيشمناسب براي تابش، زير حد   
در مرحله بعـدي    . گراد در نظر گرفته شد      درجه سانتي  1افزايش  

 2 در   mW/cm2 200 مگـاهرتزي بـا شـدت        1امواج فراصوت   
 درصـد   40 درصـد و     20هـاي كـاري      چرخـه گروه آزمون با    
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صل از  اساس نتايج حا   زمان تابش مواج فراصوت بر    . استفاده شد 
  .آيد دست مي دهي به مرحله كنترل دما براي تابش

  

  
  

  ها دهي امواج فراصوت روي سلول  روش تابش1شكل 
  

  
  

گيري دماي محيط كـشت      كارگيري ميكروترمومتر براي اندازه    نحوه به  2شكل  
 و دماي محيط انكوباتور

  
هـاي   زايـي سـلول    بررسي ميزان تكثير و كلوني    

  اسپرماتوگوني
هـاي مختلـف بـه       هـاي اسـپرماتوگوني در روز      تعداد سلول 

كمك لام شمارش سلولي مخصوص، شمارش و با هم مقايـسه           
صورت ] 15[اساس مطالعات قبلي     زايي بر  ارزيابي كلوني . شدند

هـاي اسـپرماتوگوني در روز       هاي مشتق از سـلول     كلوني. گرفت
هفتم از نظر تعـداد و قطـر بـه كمـك ميكروسـكوپ معكـوس                

)Ziess(مجهز به عدسي چشمي مـدرج  ) ، آلمانOcular Grid( 
  .انجام شد

  

  تجزيه و تحليل آماري
 SPSSافـزار    هاي اين مطالعـه بـا اسـتفاده از نـرم           كليه داده 

هاي آماري آناليز واريانس يك طرفـه         به كمك آزمون   16نسخه  
)One-Way Analysis of Variance: ANOVA (  و آزمـون

T) T-test (     و آزمون تكميلي توكي)Tukey(    تجزيه و تحليل ،
 ±صورت ميـانگين      بار تكرار شده و نتايج به      3ها   تمام داده . شد

داري در مقايسه بـين      سطح معني . انحراف معيار ارايه شده است    
  . در نظر گرفته شد>05/0Pها  گروه

  

  نتايج
دسـت آمـده از      هـاي بـه    تأييد ماهيـت كلـوني    

  هاي اسپرماتوگوني سلول
هـاي حاصـل از      هيـت كلـوني   براي حـصول اطمينـان از ما      

هاي اسپرماتوگوني جداسازي شده، از نشانگر اختـصاصي         سلول
PLZF  ها نشان داد كـه      نتايج حاصل از اين بررسي    .  استفاده شد
هاي حاصـل از   طور بارز و مشخص در كلوني   به PLZFنشانگر  
هـا   هاي اسپرماتوگوني بيان و در نتيجه ماهيت اين كلـوني          سلول

  ).4و  3شكل (تثبيت شد 
  

  كنترل دما
هاي مرحلـه كنتـرل دمـا،        اساس نتايج حاصل از بررسي     بر

وسـيله امـواج     بـه گرمـايي  بـيش مدت زمان لازم بـراي ايجـاد       
 200 حـدود    mW/cm2 200ا شدت    مگاهرتزي ب  1فراصوت  

ارايه ) 5شكل (روند افزايش دما طي تابش امواج در . ثانيه بود 
  .شده است
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 .ترتيب تصاوير فاز و كنترل منفي است به) ج(و ) ب(هاي  ؛ شكل)الف(عنوان گروه كنترل مثبت   در بيضة موش نوزاد بهPLZF بررسي نشانگر 3شكل 

  

                        

    
 .ترتيب تصاوير فاز و كنترل منفي است به) ج (و) ب(هاي  ؛ شكل)الف(هاي اسپرماتوگوني  دست آمده از سلول هاي به  در كلونيPLZF بيان نشانگر 4شكل 

  

  
  

. را ايجاد كردگرمايي بيشگراد   درجه سانتي1 ثانيه، 200گراد افزايش دما در محيط كشت؛ امواج فراصوت طي   درجه سانتي1 زمان لازم براي ايجاد 5شكل 
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  هاي اسپرماتوگوني  ارزيابي ميزان تكثير سلول
زايـي    رونـد تكثيـر و كلـوني   دست آمده از بررسـي  نتايج به 

هاي اسپرماتوگوني در محيط كشت نـشان داد كـه امـواج             سلول
زايـي ايـن    فراصوت با پارامترهاي مذكور، ميزان تكثير و كلـوني    

نتـايج حاصـل از بررسـي ميـزان         . ها را افزايش داده است     سلول
هاي اسپرماتوگوني تحت تأثير امـواج فراصـوت در          تكثير سلول 

  .ه است ارايه شد6شكل 
  

    
هاي آزمـون و     هاي اسپرماتوگوني بين گروه     مقايسه ميزان تكثير سلول    6شكل  

تفـاوت  . *:  حداكثر ميزان تكثير را داشت     2كنترل در روز هفتم؛ گروه آزمون       
كـشت  : 1، گـروه آزمـون      )>05/0P(هاي ديگـر وجـود دارد        دار با گروه   معني

ــادي اســپرماتوگوني تحــت   ســلول ــابش 5هــاي بني ــواج فراصــوت  روز ت   ام
هـاي   كـشت سـلول  : 2  درصد، گروه آزمـون 20  كاريچرخهبا  مگاهرتزي 1

بـا   مگـاهرتزي    1 روز تـابش امـواج فراصـوت         5بنيادي اسپرماتوگوني تحت    
هاي بنيادي اسـپرماتوگوني     كشت سلول :  درصد، گروه كنترل   40  كاري چرخه

 بدون تابش امواج فراصوت

  
رماتوگوني در گروه   هاي اسپ  بعد از هفت روز كشت، سلول     

كــه ميــزان تكثيــر  شــد، در حــالي) ±06/0( برابــر 26/1كنتــرل 
برابـر و در گـروه      ) ±06/0 (46/1،  1ها در گـروه آزمـون        سلول

 آمـاري   تجزيه و تحليل  نتايج  . شد) ± 10/0 (، دو برابر  2آزمون  
 نسبت بـه دو گـروه       2نشان داد كه ميزان تكثير در گروه آزمون         

بين ). P>05/0(داري بيشتر است     طور معني   و كنترل به   1آزمون  
 اخـتلاف    و كنتـرل   1آزمـون   هاي   ميانگين ميزان تكثير در گروه    

 .داري ملاحظه نشد معني

  
  هاي اسپرماتوگوني زايي سلول ارزيابي كمي كلوني

هــاي  زايــي ســلول نتــايج حاصــل از بررســي رونــد كلــوني
در هـا    اسپرماتوگوني در محيط كشت نشان داد كـه ايـن سـلول           

) 7شـكل   (ابتدا تجمعات سلولي را شكل داده و در ادامه كلوني           
هـاي ذكـر     در اين ميان امواج فراصوت بـا پـارامتر        . ايجاد كردند 

هـاي   هـاي حاصـل از سـلول       شده باعث افزايش تعـداد كلـوني      
نتـايج  . ها تأثيري نداشـت    اسپرماتوگوني شد ولي بر قطر كلوني     

هـا در     و قطـر كلـوني     زايي شامل تعداد   حاصل از بررسي كلوني   
  . ارايه شده است9 و 8شكل 

هـا در     آماري نشان داد تعـداد كلـوني       تجزيه و تحليل  نتايج  
ــروه  ــون گ ــون   ) 62±4/1 (2آزم ــروه آزم ــه دو گ ــسبت ب  1ن

داري افزايش داشت    طور معني  به) 19±5/5(و كنترل   ) 7/7±24(
)05/0<P .(  و  1هـاي آزمـون      ها در گـروه    ميانگين تعداد كلوني 

هچنين براساس نتـايج قطـر      . داري نداشت  رل اختلاف معني  كنت
هاي مختلف بـا هـم اخـتلاف         دست آمده در گروه    هاي به  كلوني
  .داري نداشت معني

  

    
 هاي اسپرماتوگوني دست آمده از سلول  نمونه كلوني به7شكل

  

   
هاي آزمون و كنتـرل در روز هفـتم؛ گـروه            زايي بين گروه    مقايسه كلوني  8شكل  
هـاي ديگـر     دار با گـروه    تفاوت معني . *:  حداكثر تعداد كلوني را داشت     2 آزمون

هاي بنيـادي اسـپرماتوگوني      كشت سلول : 1، گروه آزمون    )>05/0P(وجود دارد   
 درصـد،  20  كـاري چرخـه بـا   مگـاهرتزي  1 روز تابش امواج فراصوت     5تحت  

امـواج   روز تابش 5هاي بنيادي اسپرماتوگوني تحت  كشت سلول: 2 گروه آزمون
هاي  كشت سلول :  درصد، گروه كنترل   40 كاري   چرخه مگاهرتزي با    1فراصوت  

 بنيادي اسپرماتوگوني بدون تابش امواج فراصوت
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هـاي آزمـون و كنتـرل در روز هفـتم؛            ها بين گروه   مقايسه قطر كلوني   9شكل  
كـشت  : 1گـروه آزمـون     . هـاي مختلـف يكـسان بـود        ها در گـروه    قطر كلوني 

ــا ســلول ــواج فراصــوت 5دي اســپرماتوگوني تحــت هــاي بني ــابش ام    روز ت
هـاي   كـشت سـلول  : 2  درصد، گروه آزمـون 20 كاري چرخه مگاهرتزي با 1

 مگـاهرتزي بـا     1 روز تـابش امـواج فراصـوت         5بنيادي اسپرماتوگوني تحت    
هاي بنيادي اسـپرماتوگوني     كشت سلول :  درصد، گروه كنترل   40 كاري   چرخه

  بدون تابش امواج فراصوت
  

  حثب
هـاي بنيـادي     سـازي سـلول    منظور غنـي   در مطالعه حاضر به   

ــواج   ــابش ام ــشگاه، از روش ت ــپرماتوگوني در محــيط آزماي اس
كـه ميـزان     با توجه به ايـن    . فراصوت با شدت پايين استفاده شد     

هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني در بافـت پوشـشي            خلوص سلول 
 در)  روز6سـن كمتــر از  (ســاز مـوش نـوزاد    هـاي اسـپرم   لولـه 

 تـا   3هاي موش    بالاترين سطح است، در مطالعه حاضر از سلول       
  . روزه استفاده شد5

هـاي بنيـادي اسـپرماتوگوني در        زايي و سـلول    فرايند اسپرم 
ها همانند ديگر پستانداران، نسبت به افزايش دما حـساس           موش

بوده و به دنبال آن درجـاتي از نابـاروري را بـه دنبـال خواهـد                 
نظور جلـوگيري از افـزايش دمـا و ايجـاد           م به]. 17،  16[داشت  
هـاي    و به دنبال آن تـأثيرات منفـي آن روي سـلول            گرمايي بيش

بنيادي اسپرماتوگوني، همچنين جلوگيري از آثار حرارتي امواج        
ها، كه مـورد نظـر محققـان حاضـر نبـود،             فراصوت روي سلول  

پنـگ  . دماي محيط كشت تحت تأثير امواج فراصوت كنترل شد        
)Peng (  تأثير ايـن امـواج را روي        2012همكارانش در سال    و 

هاي بنيادي هماتوپوئيتيك بررسي كردند و بيان كردند كه          سلول
طي تابش امواج فراصـوت بـا شـدت پـايين، تغييـرات دمـايي               

صورت عمـومي در   گراد را به    درجه سانتي  37اند و دماي     نداشته

 همراهـي   ].4[نظر گرفته و تابش امواج فراصوت را انجام دادند          
 نيز تأثير امواج فراصوت بـا شـدت   1387و همكارانش در سال     
هــاي مزانــشيمي مطالعــه كردنــد وعنــوان  پــايين را روي ســلول

گراد مجاز بـوده و از       نمودند كه افزايش دما تا يك درجه سانتي       
  ].18[آن فراتر نرفته است 

در اين مطالعه تأثير امواج فراصوت با شدت پايين پالسي با           
زايـي    مختلـف روي ميـزان تكثيـر و كلـوني          اي كـاري  ه چرخه
هاي بنيادي اسپرماتوگوني در محـيط آزمايـشگاه بررسـي           سلول

 كه امواج فراصوت با شدت پـايين        دست آمد  شد و اين نتيجه به    
اي در ميــزان تكثيــر و  پالــسي، باعــث افــزايش قابــل ملاحظــه 

 هاي بنيادي اسـپرماتوگوني بعـد از هفـت روز        زايي سلول  كلوني
هـا   اعث افزايش تعداد كلوني   بامواج فراصوت   . شوند كشت، مي 

كند  ها شد كه نتايج اين مطلب را بيان مي         بدون تغيير در قطر آن    
شـود كـه تعـداد بيـشتري از           باعـث  كه احتمال دارد اين امواج    

هاي بنيادي اسپرماتوگوني وارد روند تقـسيمات ميتـوزي          سلول
تواند يك شروع    ي، مي  تحريك مكانيكي مثل كشيدگي سلول     .شود

كننده در افزايش فعاليت سـلولي باشـد و باعـث فعاليـت آبـشار               
ERK) Extracellular signaling Regulated Kinases( در 
 اسـكلت سـلولي   ، تـأثير روي     ]19[هاي مختلـف سـلولي       سيستم

شده و منجر بـه تكثيـر سـلولي         ] 20[اكتين و چرخه رشد سلولي      
عنوان يـك تحريـك      دت پايين به  امواج فراصوت با ش   ]. 21[شود  

 داخل سلولي تأثير گذاشته و با توجـه بـه           هاي پياممكانيكي روي   
هاي روشن سـلول باعـث تـأثيراتي روي          عوامل رشد و ديگر ژن    

و ) Jong(جانگ  . شود ميزان تكثير، رشد، ترميم و غيره سلول مي       
 نشان دادند كه امواج فراصوت بـا شـدت      2009همكاران در سال    

هاي بنيادي مزانشيمي مـشتق شـده        اعث بهبود تكثير سلول   پايين ب 
 2012پنـگ و همكـاران در سـال      ]. 3[شود   از بند ناف انساني مي    

نشان دادند كـه امـواج فراصـوت بـا شـدت پـايين پالـسي روي                 
هاي بنيادي هماتوپوئتيك، منجر بـه افـزايش تكثيـر، حفـظ             سلول

ي هــا هــا و افــزايش تــشكيل كلــوني قـدرت زيــست ايــن ســلول 
كه تأثيري روي درصـد      شود؛ در حالي   مي) Erythroid(اريتروييد  

هـا معتقـد بودنـد كـه         آن.  نداشت +CD14 و   +CD34هاي   سلول
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تأثيرات مطلوب امـواج فراصـوت بـا شـدت پـايين پالـسي روي               
سـاز   هاي بنيـادي پـيش     تكثير، حفظ قدرت زيست و تمايز سلول      

لي آن، نيازمنـد    هاي مولكـو   هماتوپوئيتيك براي شناسايي مكانيسم   
 2004و همكاران در سال     ) Zhou(ژو  ]. 4[تحقيقات بيشتر است    

نشان دادند كه امواج فراصوت با شدت پايين پالسي، خـانواده ژن            
 كه ناشي از تشكيل فيبر اكتـين اسـت را           RhoA و   Rasهمولوگ  
در ارتبـاط بـا     (ERK1/2اين امواج منجر به فعاليت      . كند فعال مي 

 شـده و    DNAو توليد   ) ها تنظيم شده با كيناز   مسير خارج سلولي    
]. 8[شود   ها مي  در نهايت باعث افزايش تكثير سلولي فيبروبلاست      

 نشان دادنـد كـه      2006و همكاران در سال     ) Iwashina(ايواشينا  
هاي ديسك بين    امواج فراصوت با شدت پايين پالسي روي سلول       

   تكثيـر   اي خرگوش باعـث افـزايش توليـد پروتئوگليكـان و           مهره
  

  ].22[شود  سلولي مي
حاصل از ايـن پـژوهش نـشان داد كـه      طور كلي نتايج به

عنوان يك روش كم هزينـه       امواج فراصوت با شدت پايين به     
هـاي   سـازي سـلول    و بدون عوارض جانبي براي بهبود غنـي       

توانـد مـورد     بنيادي اسپرماتوگوني در محيط آزمايـشگاه مـي       
 .استفاده قرار گيرد

  

  دانيتشكر و قدر
نامـه كارشناسـي ارشـد رشـته      مطالعه حاضر بخشي از پايان   

علوم تشريح دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس بوده         
   .و با حمايت مالي دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است
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Abstract 
Objective: This study presents an efficient, cost-effective method to improve 
proliferation and colonization of spermatogonial stem cells (SSCs) in vitro. 
Methods: Isolated SSCs from neonate mice were cultured in DMEM culture medium 
with 10% fetal bovine serum (FBS). In the first phase of the study, the temperature was 
controlled by low intensity pulsed ultrasound stimulation (LIPUS) of the plate that 
contained the culture medium. In the next phase, SSCs were stimulated by LIPUS with 
200 mW/cm2 with 20% and 40% duty cycle for five days. Proliferation and colonization 
of SSCs were on the seventh day.  
Results: LIPUS treatment of mouse SSCs increased the proliferation rate and 
colonization of SSCs in the experimental groups compared to the control group. Average 
proliferation rate in the 20% duty cycle group was 1.46±0.06, in the 40% duty cycle 
group it was 2.00±0.1 and for the control group, it was 1.26±0.06. The average number of 
colonies in the 20% duty cycle group was 24±7.7, whereas the 40% duty cycle group had 
62±1.4 colonies and the control group had an average of 19±5.5 colonies. Average colony 
diameters were as follows: 186.6±2.07 µm (20% duty cycle group), 185.3±4.4 µm (40% 
duty cycle group) and 190.0±2.0 µm (control group). Our results showed a significant 
increase in proliferation rate and number of colonies in the experimental groups compared 
to the control group (P<0.05), whereas no significant differences were observed between 
groups in colony diameters. 
Conclusion: These results suggested that LIPUS treatment can be an efficient, cost-
effective method to improve proliferation and colonization of SSCs during in vitro 
culture. 
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