
Copyright© 2021, ASP Ins. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-Noncommercial 4.0 

International License which permits Share (copy and distribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, and build 

upon the material) under the Attribution-Noncommercial terms. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Sarem Journal of  Medical Research. Volume 6, Issue 1, spring 2021: 61-69 

 

Differentiation of Mouse Induced Pluripotent Stem Cells 

(miPSCs) Into Male Germ Cells (mGCs) By Retinoic Acid 

and Testosterone 

 

ARTICLE INFO ABSTRACT 

Article Type 

Original article 

 

Authors 

Introduction: Donation of sex-specific cells or production of germ cells through 

germ cells and preparation of the source of these cells by using embryonic stem 

cells and induced pluripotent stem cells are considered as methods for treating 

azoospermia, even in the absence of spermatogonia stem cells. The aim of the 

present study was to investigate the effect of retinoic acid and testosterone on the 

differentiation of mouse-induced pluripotent stem cells into male germ cells. 

Material and methods: Inactivated mouse embryonic fibroblast cells (MEFs) 

were used as feeding cells for mouse-induced pluripotent stem cells (miPSCs). 

These stem cells were transformed into embryoid bodies (EBs). Four groups 

including control, retinoic acid (RA), testosterone (T), and the combined group of 

retinoic acid with testosterone (RA+T) were adjusted at intervals of days 0, 4,       

and 7. The target genes were Stra8 (Stimulated by Retinoic Acid 8), Ddx4 (DEAD-

Box Helicase 4), and AKAP3 (A-Kinase Anchoring Protein 3), and their expression 

was assessed by the Real-Time PCR technique. Statistical data were analyzed by 

SPSS software, one-way ANOVA, and Tukey test with a P-value of <0.05 regarded 

as significant. 

Results: The data showed that the expression of Stra8 gene on day 0 in RA group 

had a significant increase compared to T group (P<0.05) and a non-significant 

increase compared to the control group. Also, a significant increase was observed 

in RA+T group compared to the control group, as well as the T group (P<0.001). 

Ddx4 gene expression was not significantly different for different days and groups. 

The expression of AKAP3 gene was significantly increased between T and RA 

group on day 4 (P<0.01), but the expression was decreased between group T and 

RA+T group (P<0.01). On day 7, the expression of this gene was significantly 

different between RA+T, control, T, and RA groups (P<0.0001). 

Conclusion: Control of differentiation of induced pluripotent stem cells (miPSCs) 

in mouse is very difficult and in this study, the role of testosterone in vitro, in this 

differentiation process was carefully investigated. For the testosterone-treated 

group, it was shown that the combined effect of testosterone with retinoic acid 

enhances the differentiation process. 
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های بنیادی پرتوان القایی تمایز سلول

های ( به سمت سلولmiPSCsموش )

توسط رتینوئیک اسید  (mGCs) زایای نر

 و تستوسترون
 

، 1قيهي، مژگان ف4عليرضا اميني مهابادی ، 3،2،1جواد اميني مهابادی

  6*ابوالفضل اعظمي طامه ، 5حسين نيک زاد

 
 

مرکز تحقيقات باروری و ناباروری صارم، بيمارستان فوق تخصصي صارم،  1

 .دانشگاه علوم پزشكي ایران، تهران، ایران
صارم، بيمارستان فوق و سلول های بنيادی سلولي و مولكولي  پژوهشكده 2

 .رانیتهران، ا ،رانیا يتخصصي صارم، دانشگاه علوم پزشك
دکتری تخصصي بيولوژی توليدمثل؛ مرکز تحقيقات گامتوژنزیس دانشگاه  3

 .علوم پزشكي کاشان، کاشان، ایران
 مسئول امور اداری، دانشگاه پيام نور، اردستان، اصفهان، ایران. 4
مرکز تحقيقات گامتوژنزیس دانشگاه علوم پزشكي کاشان،  استاد تمام؛ 5

 .کاشان، ایران
تاد تمام؛ مرکز تحقيقات آناتومي؛ دانشگاه علوم پزشكي کاشان، بلوار اس 6

 .قطب راوندی، کاشان

 

 

 چكيده

های جنسي از طریق اهدای سلول جنسي و یا توليد سلول :مقدمه

 های بنيادی جنينيها از طریق سلولهای زایا و تهيه منبع این سلولسلول

که  ،برای درمان آزواسپرمي هایيروش ،های بنيادی پرتوان القایيو سلول

های بنيادی اسپرماتوگوني مي باشند، در نظر گرفته حتي فاقد سلول

شود. هدف از مطالعه حاضر، بررسي اثر رتينوئيک اسيد و تستوسترون مي

های زایای نر های بنيادی پرتوان القایي موش به سمت سلولبر تمایز سلول

 باشد.مي

( به عنوان MEFsموش ) ينيجن بروبلاستيف یهااز سلول :هامواد و روش

های بنيادی پرتوان القایي کننده برای سلول هیتغذ یهااز سلول یبستر

های بنيادی مورد . سلولدندیفعال گرد ري( استفاده و غmiPSCsموش )

( تبدیل شدند. چهار گروه شامل کنترل، EBsنظر به اجسام امبریوئيدی )

                                                 
1 Azoospermia 

( و گروه ترکيبي رتينوئيک اسيد به T) (، تستوسترونRAرتينوئيک اسيد )

 ميتنظ 7و  4صفر،  یروزها يزمان یها( در بازهRA+Tهمراه تستوسترون )

 ،Stra8 (Stimulated by Retinoic Acid 8)مورد نظر  یشد. ژن ها

Ddx4 (DEAD-Box Helicase 4)  وAKAP3 (A-Kinase 

Anchoring Protein 3) کيتوسط تكن اهآن انيبودند و ب Real Time 

PCR با نرم افزار  یآمار یهابررسي گردید. دادهSPSS  وOne-Way 

ANOVA  و آزمونTukey  دار بودن يمعنسطح و باP<0.05 شدند. زيآنال 

 RA در روز صفر و در گروه Stra8 ها نشان داد که بيان ژنداده :یافته ها

گروه  و نسبت به (P<0.05) داردداری افزایش معني T نسبت به گروه

 RA+T بين گروه ،دار نبود. همچنينکنترل نيز افزایش داشت ولي معني

داری مشاهده شد يافزایش معن  T و گروه کنترل و نيز این گروه و گروه

(P<0.001بيان ژن .) Ddx4 ها هيچ در تمامي روزها و در تمامي گروه

و  T، بين گروه 4هم در روز  AKAP3تفاوت معني داری نداشت. بيان ژن 

RA افزایش معني( داری دیده شدP<0.01 ؛ اما، بين گروه)T  و گروه

RA+T ( ميزان بيان کاهش یافتP<0.01.)  بين گروه  7این ژن در روز

RA+T  ،نسبت به گروه کنترل T وRA ياختلاف معن( دار بودP<0.001.) 

های بنيادی پرتوان القایي موش کنترل تمایز سلول :گيرینتيجه 

(miPSCs )نقش هورمون تستوسترون  ،بسيار سخت است و در این مطالعه

با دقت بررسي شد. برای گروه  در این فرآیند تمایز در شرایط آزمایشگاهي و

تيمار شده با تستوسترون نشان داده شد که اثر ترکيبي این هورمون با 

 تواند روند تمایزی را تقویت نماید.رتينوئيک اسيد مي

 

وری؛ سلول های بنيادی پرتوان القایي؛ سلول های زایا؛ نابار ها:واژه کليد

 تستوسترون؛ رتينوئيک اسيد.
 

 17/02/1400تاریخ دریافت: 

 28/03/1400تاریخ پذیرش: 

 ابوالفضل اعظمي طامه نویسنده مسئول:*

 

 

 مقدمه

دهد که در درصد زوج ها را تحت تاثير خود قرار مي 15الي  10ناباروری 

ناباروری محدود هستند. امروزه برای توسعه و های حال حاضر درمان

های توليدمثلي، بایستي درک گسترش تعداد سلول زایا و یا بازسازی ارگان

تعداد  .[1]عميقي از بيولوژی اندام توليدمثلي از جمله بيضه و تخمدان داشت 

یكي از فاکتورهـای مهم  1 کم و کيفيت پائين اسپرم و عارضه آزواسپرمي

که امـروزه توجـه محققين زیادی  ،رد و کاهش تحرک اسپرمدر نقص عملك

درصد  15تا  10آزواسپرمي در  .[2] باشدرا به خود جلب کرده است، مي

 و همكاران ابوالفضل اعظمي طامه  62 
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مردان نابارور وجود دارد و یک درصد از جمعيت کل این مردان را به خود 

آزواسپرميای غير انسدادی که در نتيجه نقص بيضوی  .[3]دهد اختصاص مي

درصد از مردان نابارور را تحت تاثير خود قرار  10گردد، در حدود ایجاد مي 

در  .[4]درصد از مردان آزواسپرميا تشخيص داده مي شود  60دهد و در مي

های بنيادی توانسته است بيماراني طي چند سال گذشته، استفاده از سلول

سپرمي هایي از قبيل آزواهای ژنتيكي و القایي و بيماریکه دچار ناهنجاری

های بنيادی قادرند تا دوباره خود را سلول .[6و5]هستند، را درمان کنند 

های مختلف مورد استفاده قرار گيرند بازسازی کنند و برای درمان و بيماری
های های بنيادی از هر منبعي، توانایي این را دارند تا به سلولسلول .[7]

بافت و همچنين درمان دیگر تمایز یابند و برای کشف داروها، مهندسي 

امروزه  .[8]های مختلف مورد استفاده قرار گيرند سلولي و درمان بيماری

های پرتوان های جدید برای درمان ناباروری انسان توليد سلولیكي از روش

های برنامه ریزی مجدد سلول .[9]است  3 های سوماتيکاز سلول 2 القایي

توسط  4 های بنيادی جنينيسلولسوماتيک انسان به مرحله پرتوان شبيه 

و همكاران در سال  Takahashiفاکتورهای رونویسي، برای اولين بار توسط 

توانند از ها ميمشخص گردید و نشان داده شد که این سلول 2006

 .[10] ها توليد گردندهای خاص خود بيمار و برای انواع متفاوت بيماریسلول

فاکتور رونویسي از قبيل  4جنين موش با  هایالقای پرتواني در فيبروبلاست

4/3tcO ،2SOX ،4KLF  وMYC-c  بدست  5به عنوان فاکتورهای یاماناکا

پرتوان هستند و این توانایي را  ESCs و هم iPSCs هم .[11]آورده شدند 

دارند تا به سه لایه زایا تمایزی اوليه تمایز یابند، بنابراین توليد سالم و 

 .[12]باشد از اهميت ویژه ای برخوردار مي ،جهت درمان هامناسب این سلول

های حيواني جهت درمان در مدل ESCs هایي از کاربرددرحالي که گزارش

 در نظرها در انسان وجود دارند اما حداقل دو مانع برای استفاده این سلول

پاسخ ایمني پس از انتقال این درمان به دليل رد  ، اول،شودگرفته مي

ها را این نگراني iPSCs امروزه .[14و13]اخلاقي  و دوم ملاحظات اهسلول

های سوماتيک خود کند زیرا این امكان وجود دارد که از سلولبرطرف مي

بنابراین هيچ پاسخ ایمني وجود و ها استفاده شود فرد برای توليد این سلول

د توانشخص بيمار مي iPSCs ندارد. همچنين، مزیت دیگر این است که

تا به حال  .[15]برای تحقيقات دارویي و پزشكي مورد استفاده قرار گيرد

iPSCs های ، سلول7 ها، گونوسایت6 های زایای بدویبه سمت سلول

 10 های شبه اسپرماتيدو سلول 9 ها، اسپرماتوسایت8 بنيادی اسپرماتوگونيا

و  iPSCsاز  PGCs ء، القا2009ای در سال اند. مطالعهتمایز داده شده

 ESCs  یک متابوليت ویتامين  11 رتينوئيک اسيد .[16]را گزارش کردندA 

                                                 
2 lls (iPSCs)Induced Pluripotent Stem Ce 
3 Somatic Cell 
4 Embryonic Stem Cells (ESCs) 
5 Yamanaka Factors 
6 Primordial Germ Cells (PGCs) 
7 Gonocytes 
8 Spermatogonial Stem Cells (SSCs) 
9 Spermatocytes 
10 like Cells-Spermatid 
11 Retinoic Acid (RA) 
12 Retinol 

باشد که در رشد و تمایز جنين انسان و سایر طنابداران دارای نقش مي 12

را  13 تواند اسپرماتوژزنيسرتينوئيک اسيد مي .[17]عملكردی مهمي است 

های اصلي شروع های نر را از طریق ژنبهبود بخشد و بيان کم ژن در بيضه

های استروئيدی تنظيم کننده هورمون .[18]کننده ميوز بعد از تولد القا کند 

فرآیندهای فيزیولوژیكي از قبيل توليدمثل، تمایز، رشد و نمو و هموستازی 

های درون ها اثرات خود را با باند شدن به گيرندهبدن هستند. این هورمون

ها توسط پيامبرهای ثانویه درون موندهند. فعاليت این هورسلولي نشان مي

تستوسترون یكي  .[19]شود سلولي و یا آبشارهای انتقال سيگنالي انجام مي

باشد. ها ميهای جنسي مردانه است که متعلق به گروه آندروژناز هورمون

این هورمون نقش مهمي در نمو سيستم توليدمثلي مردان و خصوصيات 

تمایز یافته از  14های لایدیگ تقال سلولان .[21و20]ثانویه جنسي دارد 

 های بنيادی ممكن است برای درمان هایپوگونادیسم مردان موثر باشد.سلول

کم است بنابراین بایستي شرایطي فراهم گردد  iPSCsبه علت اینكه بقای 

ها افزایش یابد. در نتيجه با توجه به نقش این تا قدرت تمایزی آن

 iPSCsخصوص تستوسترون در روند تمایزی های استروئيدی به هورمون

های زایا، هدف از این مطالعه، ارزیابي نقش این هورمون بر تمایز سلول به

miPSCs در شرایط آزمایشگاهي بود. 15های شبه زایای نر به سلول 

 

 

 هامواد و روش
 

 رعایت اصول اخلاقی

اخلاقي فرآیندهای آزمایشگاهي و حمایت از حيوانات دقيقا بر اساس کد 

 .16 دانشگاه علوم پزشكي کاشان، ایران رعایت گردید

 
 های فیبروبلاست جنین موش استخراج و غیر فعال سازی سلول

پس از آبستني  13.5های موش در روز پس از جدا کردن کبد و سر جنين

و مشاهده  hCGساعت بعد از تزریق هورمون  12، مدت 0.5)منظور از روز 

های فيبروبلاست جنيني قابل روز بعد سلول 13 کهپلاک واژینال است 

 18تر تقسيم شد. قطعات از نيدل باشد(، بدن به قطعات کوچکاستفاده مي

 17 با گلوکز بالا DMEMبه همراه محيط  75عبور داده شدند و به فلاسک 

ها برداشته شده و با محيط منتقل داده شدند. پس از یک روز، باقيمانده

و سرم جنين  18 يلين/استرپتومایسين یک درصدسکشت جدید شامل پني

در  20های فيبروبلاست جنين موش تغيير یافت. سلول 19 درصد 12گاوی 

 پاساژ سوم به عنوان بستر تغذیه کننده به کار گرفته شدند. سپس، برای 

13 Spermatogenesis 
14 Leydig Cells 
15 Male Germ Cells (mGCs) 
16 1394.150IR.KAUMS.REC. 
17 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), (Gibco, Cat.     No. 

41965039) 
18 )148‐15140Pen/Strep (Gibco, Cat. No.  
19 )106‐10270FBS (Gibco; Cat. No.  
20 Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) 

    63ن   تستوسترو و دياس کينوئيتوسط رت (mGCs) نر یایزا یهابه سمت سلول( miPSCs)موش  یيپرتوان القا یاديبن یهاسلول زیتما
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ليتر ميتومایسين گرم بر ميليميلي 10ها، مقدار غيرفعال کردن این سلول

C 21  21در محيطDMEM/F  (.1استفاده گردید )شكل 

 

 
 

 های فيبروبلاست جنين موش به عنوان بستر تغذیه کنندهسلول. 1شکل 
 

 

 های بنیادی پرتوان القایی موشگسترش سلول

، همانطور که قبلا مشخص و گزارش شد، از پروفسور مسعود miPSCsلاین 

 دید های بنيادی دریافت گرسليماني و از مرکز تحقيقات تكنولوژی سلول

درصد و  5درصد، دی اکسيد کربن  95ها در رطوبت کشت این سلول. [22]

غيرفعال  MEFدرجه انجام شد و بر روی لایه تغذیه کننده حاوی  37دمای 

 12DMEM/Fحاوی  miPSCsمحيط کشت . [24و23] شده نگهداری شدند 

ليتر واحد بر ميلي KnockOut 22 ،1000 درصد جایگزین سرم 20حاوی 

 گلوتامين-مول بر ليتر ال، یک ميلي23 مهارکننده لوکميای موشي فاکتور
های مول بر ليتر اسيدآمينهميلي 0.1، 25سلنيوم -ترانسفرین-، انسولين24

)فقط یكبار بعد از ذوب  ROCK Inhibitor Y 27‐27632و  26 غيرضروری

 6الي  4هر  miPSCsهای کردن( بود. محيط هر روز تغيير کرد و کلوني

درصد  پاساژ داده شدند  IV 28 0.1ستفاده از آنزیم کلاژناز نوع روز با ا

 (.2)شكل 

 

 
های روز کشت بر روی سلول 6( در مدت Bو  A) miPSCsمورفولوژی . 2شکل 

 MEFتغذیه کننده 

                                                 
21 )4287Cat. No. M Mitomycin C (Sigma; 
22 )028‐10828KnockOut (Gibco; Cat. No.  
23 Leukemia Inhibitory Factor (LIF), (ESGRO; Gibco, Cat. No. 

ESG1107) 
24  )081‐25030utamine (Gibco, Cat. No. gl-L 
25 )045‐41400elenium (ITS), (Gibco; Cat. No. S-ransferrinT-Insulin 
26 )035‐11140. NEAA; Gibco; Cat. No 
27 MG 1‐0503Sigma; Cat. No. Y 
28 )019‐17104Collagenase IV (Gibco; Cat. No.  

 

 
 

 اجسام امبروئیدی گیریشکل

 های بنيادی پرتوان هستند.اجسام امبروئيدی تجمعات سه بعدی از سلول

گيرند و تشكيل در معرض تمایز قرار مي EBsدرون  miPSCs هایسلول

دهند. برای هر سه لایه جنيني از جمله اکتودروم، مزودرم و اندودرم را مي

انجام این کار ابتدا، فلاسک مورد نظر از انكوباتور خارج شده و فرآیند کندن 

 در زیر هود آماده 29خانه غير چسبنده 6ها انجام شد. سپس پليت این سلول

 LIFبه غير از فاکتور تمایزی  miPSCsليتر از محيط ميلي 2شد و مقدار 

ليتر از ميلي 1ها پس از اتمام سانتریفيوژ، با مقدار افزوده شد. سپس سلول

 30های جدا از همشد تا به صورت سلول Up&Downمحيط جدید کامل 

لول بر س 5×610مقدار ، 31غيرچسبنده  خانه 6در آیند. به هر خانه از پليت 

(، از LIFدرصد بدون  FBS 10)حاوی EBs ليتر، در محيط کشت ميلي

تا دو روز اول محيط تعویض نشد ولي روز سوم و  ها اضافه شدند.سلول

 چهارم هر روز تعویض محيط انجام شد. 

روز در محيط  5الي  4بعد از  LIFدر محيط عاری از  miPSCsهای سلول

( غوطه ور شدند. سپس، برای EBsی )کشت برای تشكيل اجسام امبروئيد

 تشكيل این اجسام، محيط در فواصل هر دو روز تعویض شد.

  
 

در  نرهای زایای های بنیادی پرتوان القایی موش به سمت سلولتمایز سلول

 شرایط آزمایشگاهی 

درصد آماده شدند  0.1خانه با ژلاتين  6های معمولي مرحله، پليتاین در 

مشتق شده از  EBsآماده منتقل گردیدند. برای تمایز  هایبه پليت EBsو 

miPSCs در شرایط  نرهای زایای به سمت سلولIn Vitroها ، این سلول

 33 ميكروليتر رتينوئيک اسيد 2و  32 با مقدار یک ميكروليتر تستوسترون

درمان شدند. اجسام امبروئيدی که مورد  7و  4در بازه زماني روزهای صفر، 

در کل  .گرفتند، به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدنددرمان قرار ن

( )بدون تيمار(، گروه Cبندی این مطالعه شامل، گروه کنترل )گروه

( و گروه ترکيبي رتينوئيک T(، گروه تستوسترون )RAرتينوئيک اسيد )

 4های زماني صفر، ( بودند، که در بازهRA+Tاسيد به همراه تستوسترون )

 (.3)شكل  و مقایسه قرار گرفتند مورد بررسي 7و 

 
 

 Real Time PCRو  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

بر طبق  34 های برداشت شده از کيت ترایزولاز سلول RNAبرای استخراج 

با استفاده از کيت  cDNAدستورالعمل استفاده شد. برای سنتز 

RT™ PrimeScript 35 یک ميكروگرم ،RNA  از هر نمونه در نظر گرفته

، Stra8های ( برای بيان کمي ژنqPCR) Real Time PCRتكنيک شد. 

Ddx4  وAKAP3 هایانجام شد. مجموعه داده NCBI  برای استنباط کل

گيری از های فوق الذکر مورد استفاده قرار گرفت و سپس با بهرهتوالي ژن

29Non Adherent  
30Single Cells  
31 Nunc, Rochester, NY 
32 6147Sigma, Cat. No. T 
33 MG50‐2625Sigma; Cat. No. R 
34 )15596026TRIzol (Invitrogen, Cat. No.  
35 panTakara Bio, Shiga, Ja 

 و همكاران ابوالفضل اعظمي طامه  64 
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کردن  Blast، پرایمرهای خاصي طراحي شد و Primer3نرم افزار آنلاین 

، طول محصول تكثير 1درصد همولوژی انجام گردید. جدول  برای تعيين

دهد. برای هر توالي را نشان مي Annealingشده، توالي پرایمرها و دمای 

 SYBR Green PCR Master Mixلاندا  10شامل  qPCRمسترميكس 

Buffer (×2( یک لاندا ،)نمونه ی  100 )نانوگرمcDNA  و نيم لاندا از هر

به  GAPDHلاندا تهيه شد.  20رو با حجم نهایي رو و پسپرایمر پيش

بدین صورت  qPCRها در نظر گرفته شد. برنامه عنوان کنترل برای نمونه

دقيقه انجام شد.  10درجه به مدت  95ابتدا، دناتوره شدن در دمای  Tبود

درجه به مدت  95سيكل تكراری )دناتوراسيون در دمای  40سپس، تعداد 

ثانيه انجام  30برای هر ژن به مدت  Xای انيلينگ در دمای دقيقه، دم 30

درجه  72ثانيه در دمای  30به مدت  36 گردید. سرانجام، گسترش یافتن

محاسبه شدند.  37صورت گرفت. ارزیابي سيكل آستانه 

 qPCRهای برای واکنش Time PCR‐Real™ LightCycler 38 دستگاه

 در سه تكرار استفاده شد.  

 

  

 
 

های بنيادی پرتوان القایي موش سلول تمایز بندیشماتيک زمان طرح .3شکل 

(miPSCs) های فيبروبلاست جنين ی نر، بر بستر سلولهای زایابه سمت سلول

 (MEFموش )سلول های 

 
 

 Real Time PCRپرایمرهای طراحي شده برای آناليز توسط تكنيک  .1جدول 

 ها در مراحل متفاوت تمایزیو ژن
 

Genes Forward Sequence (5’>3’) Reverse Sequence (5’>3’) 
Fragment 

Size (bp) 

Annealing 

Temperatu

re (oC) 

Stra8 GAAGTGCCTGGAGACCTTTG TGGAAGCAGCCTTTCTCAAT 150 59.7 

Ddx4 CTTCAGTAGCAGCACAAGAGG GGAGGAAGAACAGAAGAACAGG 267 57.5 

AKAP3 CGCAAAGACCTGGAGAAAAG CCACTTCCTCCACAAACGAT 82 58 

GAPDH   AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA 223 57.5 

                                                 
36 Extension 
37 Cycle threshold (Ct) 
38 Roche, Germany 

 یآمار تجزیه و تحلیل

 Oneو آزمون  SPSSها با استفاده از نرم افزار بين گروه آماریهای تفاوت

Way ANOVA  39و آزمون تعقيبي Tukey داری انجام شد. تفاوت معني

 در نظر گرفته شد.  P<0.05در سطح 

 

 یجنتا

 هاتشکیل اجسام امبریوئیدی و مورفولوژی آن

های به هم چسبيده کامل مشخص شد که در داخل در روز چهارم کلوني

ها اندازه هم (. در طي این تكنيک، کلوني4محيط شناور بودند )شكل 

ها هم اندازه تمامي این کلوني 40های آویزاننيستند اما در تكنيک قطره

 هستند.
 

 
 یيپرتوان القا یاديبن یهاسلول ( ازEBsری اجسام امبروئيدی )شكل گي. 4شکل 

. همانطور که در شكل ملاحظه (In Vitro) در شرایط آزمایشگاهي (miPSCs) موش

 100نمایي این اجسام از روز اول تا چهارم بعد از کشت با بزرگ مورفولوژیشود مي

 باشد.قابل مشاهده مي
 

 
 ی زایای نر در تمایز اجسام امبروئیدیهاهای خاص سلولبررسی بیان ژن

ها برای پاسخ به رتينوئيک اسيد در نشان دهنده توانایي سلولStra8 ژن 

به عنوان یک مارکر  Ddx4های زایای قبل از ميوزی است و ژن سلول

به عنوان یک سپر فيبروزی  3AKAP 41ژن  شود.ميوزی در نظر گرفته مي

گيرد و به همراه اتوژنزیس شكل ميباشد که در طول اسپرمدم اسپرم مي

4AKAP [26و25]تواند در فرآیند موروفولوژی اسپرماتيد شرکت کند مي. 

داری را از خود نشان داد. به در روز صفر تغييرات معني  Stra8 بيان ژن

داری را نشان يافزایش معن T نسبت به گروه RA این صورت که در گروه

دار ترل نيز افزایش داشت ولي معنيو نسبت به گروه کن (P<0.05داد )

داری مشاهده يو گروه کنترل افزایش معن RA+T نبود. همچنين بين گروه

داری افزایش معني T و گروه ترکيبي و نيز بين این گروه (P<0.001شد )

های مختلف، و بين گروه 7و  4(. اما، در روزهای P<0.001دیده شد )

مشاهده  5. همانطور که در شكل (5داری دیده نشد )شكل يتفاوت معن

در تمامي روزها و در تمامي گروه ها هيچ تفاوت معني  Ddx4 شد، بيان ژن

در روز صفر هيچ گونه تفاوت  AKAP3(. بيان ژن 5داری نداشتند )شكل 

داری افزایش معني RAو  T، بين گروه 4داری را نشان نداد. اما در روز معني

 دار يکاهش معن RA+Tگروه   و Tوه گر اما بين   ،)P<0.01شد )  دیده

39 Post HOC Test 
40Hanging Drop  
41 )3AKAP( 3otein Kinase Anchor Pr-A 

    65ن   تستوسترو و دياس کينوئيتوسط رت (mGCs) نر یایزا یهابه سمت سلول( miPSCs)موش  یيپرتوان القا یاديبن یهاسلول زیتما
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نسبت به  RA+Tبين گروه  7این ژن در روز  (.P<0.01مشاهده گردید )

ین همچنين، بين ا (.P<0.001) داشتداری گروه کنترل اختلاف معني

 (P<0.001داری دیده شد )نيز تفاوت معني RAو  Tهای گروه و گروه

 (.5)شكل 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 7و  4در روزهای صفر،  Akap3 و Stra8، Ddx4 یهابيان ژن یالگو .5 کلش

و ( T)، تستوسترون (RA)، رتينوئيک اسيد (C)تمایز در چهار گروه کنترل 

به ژن  هاژن نیا نسبت بيان(. RA+T)تستوسترون  رتينوئيک اسيد به همراه

GAPDH مختلف یهادر گروه. 
 

 

 

 بحث

های جنسي نر ر زمينه توليد سلولدر چند دهه گذشته، مطالعات زیادی د

رغم خطر ایجاد تومور و يعل. انجام شده است ESCs و iPSCs و ماده از

های اخلاقي کمتر و فراواني به سبب بحران  iPSCsهای ژنتيكي،ناهنجاری

با . اندهای زایا بيشتر مورد توجه قرار گرفتهها، برای ایجاد سلولاین سلول

های های مولكولي بيشتری جهت تمایز سلولاین وجود، هنوز مكانيسم

های هورمون .[27] های بنيادی پرتوان نياز استماده از سلول زایای نر و

های فيزیولوژی انسان و حيوان را کنترل بسياری از جنبه ،استروئيدی

ها کنند و در طول عمر جاندار، پيوسته تغييراتي در غلظت این هورمونمي

ایي، های غدههای خاصي از بافتها توسط سلولهورمون  .[28] شودایجاد مي

شوند و برای ایجاد تغييرات فيزیولوژیكي ازجمله تيروئيد و هيپوفيز توليد مي

از قيبل تغييرات در متابوليسم ليپيد و کربوهيدرات، رشد، بلوغ جنسي و 

های استروئيدی به به علاوه هورمون. کننداسترس مسير طولاني را طي مي

های آیند و نقشگرهای حياتي در بدن جاندار به حساب ميوان واسطهعن

نابراین هدف ب .[92] های بنيادی دارندبسيار مهمي در تنظيم عملكرد سلول

از این مطالعه، بررسي اثر هورمون استروئيدی تستوسترون به همراه 

و  Li .بودهای زایای نر به سمت سلول miPSCsرتينوئيک اسيد بر تمایز 

 های زایای به سمت سلول miPSCsکه تمایز ( 2013)همكاران 

                                                 
42 (SSC) Spermatogonia Stem Cells 
43 Mouse Embryonic Stem Cells (mESCs) 

 

 

 

و بررسي اثر رتينوئيک  EBsگيری نر در شرایط آزمایشگاهي از طریق شكل

کردند، دریافتند که بيان ژن اسيد به همراه تستوسترون را بررسي مي

Stra8 ها نشان دادند که بيان آن. با افزودن رتينوئيک اسيد افزایش یافت

این محققان نشان دادند . شوداین ژن در غياب رتينوئيک اسيد، متوقف مي

وئيدی را که رتينوئيک اسيد با اثر بر این ژن، شكل گيری سلول زایای هاپل

نتایج این محققان با نتایج   .[23] کندتقویت مي EBsاز طریق تشكيل 

که اثر رتينوئيک اسيد ( 2017)و همكاران  Dong .ما مطابقت داردمطالعه 

های شبيه ای بنيادی اسپرماتوگونيا و تسهيل توليد سلولهرا همراه با سلول

های زایا در موش را بررسي کردند، نشان دادند که رتينوئيک اسيد سلول

اما اثر  ،را در اسپرماتوگونيای نامتمایزیافته تحریک کرد Stra8بيان ژن 

نتایج این محققان بيان کرد . کمتری بر اسپرماتوگونيای تمایزیافته داشت

     های بنيادی اسپرماتوگونيا، بيانثر تجمعي رتينوئيک اسيد و سلولکه ا

 .[30] کندرا برای آغاز تمایز تسهيل مي 1Scpو  8Stra، Acrosinژن های 

از زماني که  یدوب یزایا یهادر طي فرآیند ایجاد سلول Ddx4بيان ژن 

رسد تا زماني که تبدیل به به پایان مي یبدو یزایا یهامهاجرت سلول

 کندرا طي مي یصعود یادامه دارد و در این مسير سير ،شوندگامت بالغ مي
[31]. Yang  نشان دادند که بيان ژن ( 2017)و همكارانVasa ( هومولوگ

Ddx4 ) در گروهEBs  که در معرضng/ml 100  ازBMP4  قرار گرفته

های زایای این ژن خاص سلول. بودند، نسبت به گروه کنترل افزایش یافت

شود و افزایش بيان این ژن به همراه ژن های مربوطه نشان نر محسوب مي

 miPSCsدر است تا شكل گيری سلول زایای نر را از قا BMP4داد که 

که اثر رتينوئيک اسيد بر ( 2017)دانگ و همكاران  .[27] تحریک کند

های زایای موش های شبيه سلولو توليد سلول 42 اسپرماتوگونيا استم سل

در  4Ddxرا بررسي مي کردند، نتيجه گرفتند که بيان ژن  mESCs 43از 

در اسپرماتوگونيا استم  6روز اول افزایش و سپس بيشترین پيک به روز  3

این محققان نتيجه گرفتند . سل های همراه با رتينوئيک اسيد مشاهده شد

ی مرتبط با سلول زایا ها، بيان ژنSSCsکه اثرات رتينوئيک اسيد به همراه 

در کل نتایج این محققان نشان داد که  .[30] کندرا در آغاز تمایز تسهيل مي

رتينوئيک اسيد به عنوان یک فاکتور تمایزی، اثر زیادی بر روند توليد سلول 

که با نتایج تحقيقات ما همراستاست اما کار بر نوع سلول های زایا دارد 

 . متفاوت مي باشد

و به عنوان یک سپر فيبروزی  3AKAP 44یكي از ترکيبات اصلي اسپرم، 

این ژن به . شوددم اسپرم است که در طول اسپرماتوژنزیس تشكيل مي

در فرآیند مورفولوژی  In Vitroتواند در شرایط مي AKAP4همراه 

نشان دادند که ( 2013)و همكاران  Li .[26و25] اتيد ایفای نقش کنداسپرم

ژن . کندافزایش پيدا مي EBsشكل گيری  7تا روز  4ان این ژن از روز بي

AKAP3  وMsy2  دو ژني هستند کهLi بررسي کردند و این  و همكارانش

ها با نتایج کار آن .[23] شوندهای هاپلوئيدی بيان ميدو ژن فقط در سلول

و همكاران مطابقت داشت که مارکرهای مرتبط با سلول زایا در  Qinنتایج 

EBs  و همچنين با نتایج [32] شروع مي شوند 3از روز Toyooka و همكاران 

44 )3(AKAP 3Kinase Anchor Protein -A 
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مثبت به  EBsدرصد از  0.2±0.4که گزارش کردند در حدود  (2003)

Mvh  تمامي این داده ها  .[33] در طول دوره تمایز هستند 7تا  5از روز

 7الي  4های زایای نر از روز به سمت سلول miPSCsمشخص کرد که 

 باشدها ميای افزودن القا کنندهیابند و این دوره بهترین دوره برتمایز مي
[23]. Silva  پروفایل بياني ژن های مرتبط با 2009و همكارانش در سال ،

سترون را سلول های زایای نر تيمار شده با رتينوئيک اسيد به همراه تستو

در طي  AKAP3تغييرات بياني ژن . مورد بررسي قرار دادند mESCsدر 

هم که مخصوص  1PRM 45روز تغييری نكرد ولي ژن  14بازه زماني صفر تا 

ها مشخص این داده. اسپرم است با گذر زمان روند افزایشي خود را نشان داد

ه مارکرهای کنند کهای زیادی را بيان ميتمایز یافته، ژن EBsکرد که 

در کل این محققان نشان دادند که . تكثير و تمایز سلول زایای نر هستند

 .[34] دهدرتينوئيک اسيد و تستوسترون، فرآیند تمایز را تحت تاثير قرار مي

نتایج مطالعه ما از لحاظ بررسي بيان این ژن متفاوت  نتایج این محققان با

 .است زیرا کار بر روی سلول متفاوت مي باشد

 

 نتیجه گیری

بسيار سخت است و در شرایط آزمایشگاهي با دقت  iPSCsکنترل تمایز 

در  miPSCsتوانند از مي PGCsدهد که شواهد نشان مي. شودبررسي مي

. اشدبته شرایط کشت باید بسيار مناسب بال. تمایز یابند In Vitroشرایط 

د ، توليIn Vitroهای زایا در شرایط با وجود شرایط تمایز و بلوغ سلول

ر نظر تواند به عنوان یک فرضيه عملي در آینده نه چندان دور دها ميگامت

ژنتيک حال، هنوز دلایل نامشخصي از ژنتيک و یا اپي در هر. گرفته شود

های توليدی مورد توجه قرار گيرد تا بتوان از این گامتوجود دارند که باید 

   ن برای گروه تيمار شده با تستوسترون نشا. ردکها استفاده در کلينيک

تواند روند تمایزی داده شد که اثر ترکيبي این هورمون با رتينوئيک اسيد مي

 .را افزایش دهد

 

 شنهاداتیپ
برای  46 ره های آویزاناز روش قط هکشود پيشنهاد مي يآت یهايدر بررس

های بيشتری در هر بيان ژنز يوئيدی استفاده شود و نیتشكيل اجسام امبر

ی هاشود که بازهپيشنهاد مين، يهمچن .مرحله مورد بررسي قرار گيرد

ت، ینها در .ددرگها در هر مرحله بررسي بيان پروتئينزماني بيشتر به همراه 

 هکدر نظر گرفت  یگرید ادپيشنهن موضوع را به عنوان یتوان ايم

جدا شده و  FACSاز  استفاده با هاسلول سایر بين از یافته تمایز یهاسلول

پس و روند تمایزی آن پيگيری گردند و  به صورت خالص کشت داده شده

های آزواسپرمي ها به موشهای تمایز یافته، این سلولاز جداسازی سلول

 .شود يابیارزنيز  In Vivoتزریق شده و فرآیند 
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