
 

 

  
  دانشگاه فردوسي مشهد
  گروه زيست شناسي

  
  پايان نامه كارشناسي ارشد

  رشته زيست شناسي سلولي ملكولي
  
  :عنوان

بررسي قابليت تمايزي سلول هاي بنيادي مزانشيمي به سلول هاي شبه جنسي در بيضه رت 
  ويستار
  

  :اساتيد راهنما
  دكتر احمد رضا بهرامي
 دكتر بهزاد فيض زاده

  
  :اساتيد مشاور

  دكتر مريم مقدم متين
  دكتر سيد مهدي كلانتر

 

  :نگارش
  محمد علي صباغي مهرجردي

  
  
  1389تابستان 

 



 

 

ଘ مقدৎ  

  وओود ھൕࣂه ھاری ماభم ගංൟ। ھای ز৯دਛی یادگارਪی از భیای ൺख़ࢾش ୀام دارد  

  و 

  .ز৯دਛی ام গدଢ ای ଘ آণتان پر ෙय़ و ख़࡛ࢴت او॥ت    پඵروز৪ھای ৳مام ঈ ଘوه ධ්ر و صلاࢌ پدرم  ৳مام وओودم ୀاীش ඟ໕ భوش ا॥ت و 

  ऒ ଘواସ ଽ୍م 

  آرزوی ھൕࣂਜพی ام پඵروزی اش রوده ا॥ت

  य़ھدی و ਞං൞ख़یھൕࣂਜพی ز৯دਛی و ඵහرਣশی  
  

  

  

  

  

  

  



 

 

  ণپاسৎقدୌ و

 ଡعای، خاਗඟودشان دلࢂओد و و৯وده اর نارم భ ود່ از و່ ن راه پرଌا భ  یساই ود از ৳مامओ࣒مبا ৳مام و یਗ ඟࢁพ়.  

ໆرکارخاৣم دනر ൻঃن  و  ان ඟ໋اਗیو ज़شاور ی ସ୍م آ༚ی دනر ෙاਗی و آ༚ی دනر ਮࣜض زاده  تلاش ীشان دൾশࣂࡣت ھൕࣂਜพی ඟ໋ ୀدৣم از اساید راঘ࣒ما

  .آ༚ی دනر کلاනر  وगࢪشان ୀام دلࢂਗඟی রوده ا॥ت

 .ฬ චباروری ୍د ਟ ی ੪ॸ ف و اجازه آ৩ھا باࠥث ໆراجام اଌن ূ਼࡛࣪ق রودध صاࣽت و صادमیان و آ༚ی دනر افلاੌوষیان از ජ໑໊ خاৣم 

ষ  భنده ඹূیات ඟ໋اষھاਪیخاৣم دනر ઍࣚਵوری و خاৣم  آرام، داিور و तدوی از චජ໊໑ باروری و ฬباروری ৗوଌن चज़ھد  صേ࣓ماජ໑ ଡا ऒ ஃ భود پذୌ و رऴم ز

 . ଘ خاජໍ ৳مام راঘ࣒ماਪی ীشان و آ༚ی ی ଘ خا ජໍࡶس ඟ໋م و پدراଡ اش නری و آ༚ی دනر ਣඇඌࣹیآ༚ی دනر کلاز৯دਛی ام রوده ا৯د و از 

ଘ یشاি ࡣب وি یਐھا ساट৶ࣁش و خاඖ ࢌॻ رم از دوণتان ସ୍م آ༚یان ඵෂر اॐمدی، روح الاඖن، وسਚی، భوীش، ່وی، ࠛدا  خاජໍ و ৩ భھاশࢌ ণپاسఴذا

 .ع࢟ت دوਠণی شان
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 خلاصه
 

ر درمان بيماري هاي مختلف سال هاست كه مورد توجه قـرار  استفاده از سلول هاي بنيادي مزانشيمي د

اخيرا استفاده از سلول هاي بنيادي مزانشيمي براي درمان ناباروري به عنوان يكي از مـوارد  . گرفته است

در اين مطالعه، سلول هاي بنيادي مزانشيمي از مغز اسـتخوان رت نـژاد   . سلول درماني لحاظ شده است

و سپس به بيضه رت هاي آزوسپرم شده بـه وسـيله پـيچش در بيضـه تزريـق      ويستار جداسازي، كشت 

بـه   in vivoدر نهايت براي اولين بار، توانايي تمايزي اين سلول هـا در محـيط بيضـه در شـرايط     . شدند

ــاي جنســي شــامل    ــاركر هــاي اختصاصــي ســلول ه در روش   c-Kitو  Oct4 ،Dazl ،Vasaوســيله م

در اين تحقيق بيـان مـاركر هـاي پـيش ميـوزي بـه روش       . قرار گرفت ايمونوهيستوشيمي مورد ارزيابي

حال آنكـه  . ايمونوهيستوشيمي در سلول هاي مزانشيمي نشاندار شده پس از پيوند در بيضه مشاهده شد

در بيوپسي هاي گرفته شده از بيضه و ايمونوهيستوشيمي انجام شده در بافت، بيان ماركر هـاي مربـوط   

يـا  (غ مشاهده نشد كه اين نتايج حاكي از عدم توليد سلول هـاي جنسـي بـالغ    به سلول هاي جنسي بال

   .در اين آزمايش مي باشد) اسپرم

  

  

  كلمات كليدي

 in vivo  سلول هاي بنيادي مزانشيمي، پيچش بيضه، تمايز در شرايط

 

 

 

 



 

 

Abbreviations 

SSCs: Spermatogonial Stem Cells  bFGF: Basic Fibroblastic Growth Factor  

BMP: Bone morphogenetic protein  AML: Acute Myelogenic Leukemia  

ESCs: Embryonic Stem Cells   KS: Kallmann Syndrome 

MSCs: Mesenchymal Stem Cells                         BSA: Bovine Serum Albumin 

HSCs: Hematopoietic Stem Cells               FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter  

SCID: Severe Compound Immune Deficiency 

BTB: Blood Testis Barrier 

FSH: Follicule Stimulating Hormone 

LH: Luteinizing Hormone 

PGCs: Primordial Germ Cells 

GSCs: Germ Line Stem Cells 

EGCs: Embryonic Germ Cells 

ECCs: Embryonic Carcinoma Cells 

EBs: Embryoid Bodies 

MESCs: Mouse Embryonic Stem Cells 

GFP: Green Fluorescence Protein 

SSEA: Stage Specific Embryonic Antigen 

ICSI: Intra Cytoplasmic Sperm Injection 

iPS: Induced Plouripotent Stem Cells 

FBS: Fetal Bovine Serum  

PBS: Phosphate Buffered Salin 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DiI: 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate 

DAPI: 4', 6-Diamidino-2-phenylindole 
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  مقدمه 1- 1

ممكن اسـت   ناباروري .)Hull et al., 1985( هستندنابارور  هازوج ازدرصد  10ر پايه مطالعات كلينيكي ب

را در عوامل ژنتيكـي  فاكتور هاي محيطي تا  از ده ايترگس طيفعلل مختلفي داشته باشد كه مي تواند 

ممكـن  در مـردان   ايـن مشـكل  . ممكن است به علت مشكلاتي در مردان يا زنان باشدناباروري  .بر گيرد

 .باشـد  نهاآو تمايز  زايا سلول هايليد ومربوط به نقص در تيا و  در اسپرماتوژنز اختلالاتياست به دليل 

 .اسـت  را تغييـر داده و درمان ناباروري ولوژي جانوري بيوتكندورنماي  يريمطالعات اخير به طور چشمگ

در  ي بنيـادي جنينـي  سلول هـا از هاي جنسي نر و ماده  گامتعنوان مثال مي توان به امكان اشتقاق  به

ي بنيادي جنينـي بـراي ايجـاد يـك جمعيـت از      سلول هاات، اين مطالعدر .نموداشاره  in vitroشرايط 

هـاي طـولاني    كه با كاشت در بيضه يا به وسـيله كشـت   هگرفته شدي شبه جنسي اوليه به كار سلول ها

                     اســــتمــــاده را ممكــــن ســــاخته  يــــا هــــاي جنســــي نــــر و تمــــايز بــــه گامــــت ،مــــدت

)Guenatri and Bourc'his, 2007; Ko et al., 2010(. ي  ي سالها تحقيق دربـاره  مطالعات بر پايه اساس اين



  3                                                                                                    كليات  -فصل اول
 

 

اسـتوار بـوده    in vivoي بنيـادي جنسـي در شـرايط    سلول هاي جنسي اوليه و سلول هاتكامل و تمايز 

  .است

  

  اسپرماتوژنز فرايند  2- 1

 بهاز يك سلول زاياي اوليه موسوم  فراينداين م و تشكيل اسپرروند است از  عبارت اتوژنزاسپرم

ه پايه در مجاورت تيغ) ميكرومتر 12قطر حدود با (سبتا كوچك اين سلول ن. اسپرماتوگوني آغاز مي شود

در . است جانورانبسيار حفاظت شده در بين  فراينداسپرماتوژنز يك  فرايند .اپي تليوم قرار گرفته است

و ماده ژنتيكي را در  زندگي جنس نر وجود داشته دورهكه در د نآيي به وجود مي ول هايسل فراينداين 

 .)Kubota and Brinster, 2006( دنده طول نسلها انتقال مي

زيرا در جـنس مـاده    بنيادي زايا در افراد بالغ است، سلول هايتنها  1سلول هاي بنيادي اسپرماتوگونيال

. )Beach and Vogl, 1999; de Rooij, 2009( بنيادي زايا قبـل از تولـد متوقـف ميشـود     سلول هايتكثير 

سـرتولي وظيفـه تغذيـه     سلول هاي .)1-1شكل (اتفاق مي افتد  2روسهاي سمينيف اسپرماتوژنز در لوله

تعادل بين حالت باززايي  .اي را به وجود مي آورندبيضه  -ر عهده دارند و يك سد خونيرا ب سلول هااين 

اسـپرماتوژنز بـه    فراينـد بسيار تنظيم شـده باشـد تـا     سلول هاي بنيادي اسپرماتوگونيال بايدو تمايز در 

  .)Bassas Arnau, 2009( انجام شود طبيعيصورت 

   ايجاد را متوالي از سلول ها  نسل هايي و هداين سلول از طريق ميتوز تقسيم شهنگام بلوغ جنسي  

     به صورت  ممكن است باز به تقسيم خود ادامه دهند و ،سلول هاي تازه تشكيل شده. نمايدمي 

يش رونده ميتوزي به يا در حين چرخه هاي پ در آيند و Aسلول هاي بنيادي بنام اسپرماتوگوني نوع 

                                            
١ Spermatogonial Stem Cells 
٢ Seminiferous tubules 



  ٤                                                                                                   كليات  -فصل اول

 

اين سلول  .داوليه تمايز مي ياباتوسيت به اسپرم Bاسپرماتوگوني نوع  .تمايز يابند Bاسپرماتوگوني نوع 

  . از اول تقسيم ميتوزي وارد مي شودمدت كوتاهي پس از تشكيل به مرحله پروف

  
  )Cooke and Saunders, 2002( آناتومي بيضه. 1-1شكل

  

بيشتر سلول هايي كه در مقاطع بافت شناسي ديده  ،طول مي انجامده روز ب 22چون پروفاز در حدود 

 زدودمان اسپرماتوژنهاي  سپرماتوسيت هاي اوليه، بزرگترين سلولا. امل اين سلول هاستشمي شوند 

پيچ خوردگي در هسته  فراينددر مراحل مختلف كروموزوم هايي  داشتنهستند كه علامت مشخصه آنها 

  .)Chapin et al., 2001( مي باشد آنها
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  )Olsen et al., 2005(خلاصه مراحل اسپرماتوژنز به صورت . 2-1شكل

  

 كروموزوم 23اسپرماتوسيت هاي ثانويه كه تنها داراي كوچكتري بنام  هاي ميوز، سلول از تقسيم اول

هر  در DNA همراه با كاهش مقدار 23 به 46اين كاهش تعداد كروموزومي از. شوندحاصل مي  ،هستند
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چون اين ، نويه در برش هاي بافتي مشكل استاسپرماتوسيت هاي ثا مشاهده .است n2 به n4از سلول 

د وار عتسربه  و هدفاز باقي ماننتريزمان بسيار كوتاهي در مرحله امدت  سلول ها عمر كوتاهي دارند و

  .)2- 1شكل( مي شوند مرحله تقسيم دوم ميوزي

 .كروموزوم است 23اين سلول داراي . اسپرماتيد بوجود مي آيد از تقسيم هر اسپرماتوسيت ثانويه دو

  DNA، ميزانسيت ها وجود نداردوميوزي اسپرماتدوم  سيمات اول وبين تق DNA سنتزچون مرحله 

دا به تعداد پس از لقاح اين تعداد مجد .تقسيم دوم به نصف تقليل مي يابدموجود در هر سلول در 

  .سدمي ري ديپلوئيد طبيع

 وئيد ها به اسپرماتوزاسپرماتيد فراينداين طي  .مرحله نهايي توليد اسپرماتوزوئيد است اسپرميوژنز

هيچ  .تبديل مي شوند )ي مذكر به تخمك بسيار تخصص يافته اند DNAبراي تحويل كه سلول هايي (

ي كوچك آنها  زهتوان به كمك اندا را مي سپرماتيدهاا .تفاق نمي افتدتقسيم سلولي در خلال اين روند ا

وقعيت آنها درون م .كروماتيني متراكم تشخيص داد هاي بخش هسته حاوي و) ميكرومتر 7- 8 قطر با(

، آكرزومتشكيل  اي است كه شامل روند پيچيده اسپرميوژنز. لوله مني ساز نزديك مجراي داخلي است

                  از دست دادن مقدار زيادي از سيتوپلاسم است ، تشكيل تاژك ون هستهمتراكم وطويل شد

)Smith and Benavente, 1992(. ماتوزوئيد بالغ است كه درون مجراي توليد اسپر فراينديجه نهايي اين نت

  :مي باشد هلسه مرح شاملاسپرميوژنز  .خواهد شد لوله آزاد

  

  مرحله گلژي  - 1

، يك جفت ته، ميتوكندريسيتوپلاسم اسپرماتيدها حاوي دستگاه گلژي مشخصي درمجاورت هس

به نام  گرانول هاي كوچكي .مي باشدصاف  اندوپلاسمي لوله هاي شبكه ريبوزوم هاي آزاد و سانتريول،

در درون يك  را واحدي زوميكرآو گرانول شده در دستگاه گلژي مجتمع  ،يآكرزومگرانول هاي پيش 
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سانتريول ها به محلي در نزديكي . غشاء دار ايجاد مي كنند (Acrosomal Vesicle)زومي كرآوزيكول 

، تاژكي آغاز شدهتشكيل آكسونم  .نقل مكان مي كنند ،زومكرآمقابل محل تشكيل  ح سلول وسط

         و اجزاي آكسونم را در حين حركت خود، به جاي گشتهزمجددا به سمت هسته با ها سانتريول

  . مي گذارند

                    زومي                         ركآمرحله   - 2

 زومكرآاكنون به عنوان وشاند، هسته در حال تراكم را مي پ جلويينيمه  ،زومي بزرگ شدهآكر وزيكول

، فسفاتاز نيداز، نورآميندازويك مثل هيالورچندين آنزيم هيدروليتشامل زوم آكر. شناخته مي شود

        ع زوم در واقع نوابراين، آكربن. ، مي باشددارد تريپسينيك پروتئاز كه فعاليت شبه  اسيدي و

       اين آنزيم ها بر روي ساختمان هاي پيرامون اووسيت اثر  .مي باشدتخصص يافته اي از ليزوزوم 

كه  هنگامي. كنندمي منطقه شفاف را هضم  را از هم جدا و 1مي گذارند، سلول هاي تاج شعاعي

زوم در چندين نقطه با غشاي ند، غشاي خارجي آكرت قرار مي گيراسپرماتوزوئيد ها در تماس با اووسي

اين  .مي شوند ه فضاي خارج سلولي رهازومي بهاي آكرآنزيم  پلاسمايي اسپرماتوزوئيد يكي شده و

  .، يكي از اولين مراحل لقاح استزوميآكر واكنش يعني فرايند

مني ساز و آكسونم به ، هسته اسپرماتيد به سمت قاعده لوله هاي زميوژنردر حين اين مرحله از اسپ

يكي از . متراكم تر مي گردد ، هسته طويل تر وعلاوه بر اين. وله متوجه مي گرددسمت مجراي ل

 مجاورميتوكندري ها در اطراف بخش  .سانتريول ها بطور همزمان رشد كرده و تاژك را ايجاد مي كند

  .كنند نام قطعه مياني را ايجاد ميمنطقه ضخيمي به  تاژك تجمع مي يابند و

                                            
١ Corona Radiate cells 
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ها در مكان هايي است كه با  اندامكمثال ديگري از تمركز اين  ،اين نحوه قرار گيري ميتوكندري ها

 ها و ريز لوله ه واكنش بينجحركت تاژك، نتي. ي ارتباط دارندمصرف زياد انرژ حركت سلولي و

  .، مي باشدايATPase ي فعاليت اردا يك پروتئين 1داينئين

  

                                                   مرحله بلوغ         - 3

در . سرتولي آن را فاگوسيتوز مي كنندسلول هاي  سيتوپلاسم باقي مانده اسپرماتوزوئيد جدا مي شود و

  .)1375كاظم پريور، ( ، به درون مجراي لوله آزاد مي شودماتوزوئيداسپرنهايت 

  

               ماهيت دودماني سلول هاي زايا        2-1- 1

جدا از هم باقي مي مانند تا اينكه يكي از اين  Aسلول هاي دختري حاصل از تقسيم اسپرماتوگوني نوع 

، سلول هاي از اين زمان به بعد. هد پيدا كندتع Bسلول ها نسبت به تبديل به يك اسپرماتوگوني نوع 

سمي به يكديگر متصل سيتوپلا حاصل از تقسيم اين سلول ها از هم جدا نمي شوند بلكه با پل هاي

اسپرماتيد هاي حاصل از  ، ثانويه ولي، تمام اسپرماتوسيت هاي اوليهپل هاي بين سلو .باقي مي مانند

به سلول  طلاعات از يك سلولاين ارتباطات ضمن تبادل ا. دنهم مرتبط مي سازه ب يك اسپرماتوگوني را

اين جزئيات براي  .دارندي روند اسپرماتوژنز ب وقايع در طنقش مهمي در هماهنگ كردن ترتي ،ديگر

پل هاي  وپلاسم جدا شدن سيتو ،پايان اسپرماتوژنز با. درك چرخه بافت پوششي مني ساز مفيد است

اسپرماتوزوئيدها  .سبب جدا شدن اسپرم ها از هم مي گردد ،سيتوپلاسمي به صورت اجسام باقي مانده

    ها در راس سلول سرتولي آزاد  ريز رشتهو  ريز لوله هااحتمالا در نتيجه حركت سلولي با مشاركت 

  .)Siu and Cheng, 2008( مي شوند

                                            
١ Dynein 
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سلول هاي  كه سلول هاي سرتولي ونام مايع بيضه اي ه محيط مناسب بها در يك اسپرماتوزوئيد

استروئيدها،  اين مايع حاوي. پوشاننده شبكه بيضه توليد مي كنند، به اپيديديم منتقل مي شوند

    تشكيل اسپرماتوزوئيد بالغ رخ  كه بين مرحله اسپرماتوگوني و غييراتيت. يون ها استو  ن هائيپروت

       نه تنها به كندي صورت  زاسپرماتوژن فرايند. مدروز بطول مي انجا 74 حدوددر انسان  دهند مي

يعني ، اق نمي افتدلوله ها اتف كليه ميان طور همزمان يا با هم در هر لوله مني ساز وه مي گيرد بلكه ب

به دليل  .مستقل از نواحي مجاور پيش مي رودكمابيش  زاره لوله ها روند اسپرماتوژناحيه از ديودر هر ن

 از متفاوتيمراحل  ،تلفنيز برش هاي لوله هاي مخ ، مناطق مختلف برش يك لوله وزماني اين نا هم

ديگر را ي سپرماتوزوئيد در بعضي از قسمت هااين امر علت وجود ا. دنرا نشان مي ده زاسپرماتوژن

  .)1375كاظم پريور، ( نامندمي  1اين نا هم زماني را چرخه اپي تليوم مني ساز. دهد ضيح ميتو

  

  هاي موجود در بافت بيضه ديگر سلول 3- 1

  سلول هاي سرتولي                                                 3-1- 1

ل اند كه هرمي شك ول هايي طويل وسل ،سلول هاي سرتولي كه براي عملكرد بيضه ها اهميت دارند

 چسبيده و پايه اي شايغ قاعده سلول هاي سرتولي به. كنند را به طور نسبي احاطه مي زاياهاي  سلول

از  استفاده باسرتولي  هاي سلولحدود  .راي لوله مني ساز امتداد مي يابدسي آنها معمولا تا مجاانتهاي ر

هاي جانبي متعددي است زايده خاطر وجود به اين  و مي شودخوبي مشخص نه ب ميكروسكوپ نوري

  .اند كه سلول هاي دودمان اسپرم را احاطه كرده

 اندوپلاسميوي مقادير زيادي شبكه اين سلول ها حا كه مطالعه با ميكروسكوپ الكتروني نشان مي دهد

سرتولي سلول هاي . ليزوزم هستند تعداد زيادي ميتوكندري و ،گلژي تكامل يافته خشن، دستگاه

                                            
 ١ Seminiferous epithelium cycle 
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را  2اي بيضه - سد خوني بهم متصلند و 1محكم رفي قاعده خود با اتصالاتدر بخش هاي ط ،مجاور

   .زير سد مذكور است حقيقتاسپرماتوگوني ها در محوطه قاعده اي واقع اند كه در  .تشكيل مي دهند

در  ت مي گذرند ولا، به طريقي از اين اتصاي حاصل از تقسيم اسپرماتوگونيهاهنگام اسپرماتوژنز، سلول 

اسپرماتوسيت و اسپرماتيدها در . دنكه بالاي سد واقع است قرار مي گير 3محوطه جنب مجرايي

تاژكي  دم. ، در بالاي سد، قرار دارنداي جانبي و راسي سلول هاي سرتوليفرورفتگي هاي عميق لبه ه

سلول هاي سرتولي خارج شبيه دسته هاي مويي كه از انتهاي فوقاني  ويناسپرماتيدهاي در حال تك

بهم متصل اند كه اين خود  4سلول هاي سرتولي با اتصالات شكاف دار. شده اند جلب توجه مي كنند

اين موضوع احتمالا در ايجاد هماهنگي  .وني وشيميايي بين سلول ها مي شودسبب ايجاد ارتباط ي

ن در خلال دوره ساير جانورا اي سرتولي در انسان وسلول ه .چرخه بافت پوششي مني ساز اهميت دارد

قرار گيري در معرض پرتو  سوء تغذيه و ها در برابر شرايط نامطلوبي مثلآن. توليد مثل تقسيم نمي شوند

X از سلول هاي رده اسپرماتوژن به دنبال اين تهاجمات ميزان بقايشان بسيار بهتر  بسيار مقاومند و  

تنظيم تغذيه  حفاظت و ،پشتيباني چون سلول هاي سرتولي عملكردهاي متعددي .باشدمي 

  .)Shubhada et al., 1993(دارند  را هاي در حال تكاملاسپرماتوزئيد

  

   5هاي بينابيني يا ليديگ سلول 3-2- 1

از در بيضه با بافت ي بين لوله هاي مني سفضا .بيني بيضه توليد آندروژن ها را بر عهده داردبافت بينا

 ت همبند عبارتهاي باف سلول .ستشغال شده اق لنفاوي اوو عر ، مويرگ هاي منفذ دارهمبند، اعصاب

                                            
١ Tight junction  
٢ blood – testis barrier 
٣ Adluminal 
٤ Gap junction 
١ Leydig cells 


