
  

 ���� ���� �	�
 ���
�  

 ������ , ����	
 ��
�
 )�
� ����(  

 *����� ����	�
 :�
��
�� ���� ����:������������� E-mail: baharvand@royaninstitute.org 

  
  ياسپرماتوگون ياديبن يها سلول ريتكث شيافزا و عملكرد ارتقاء

   يديآم يپل برينانوف كسيماتر با
  

 *5بهاروند نيحس و 4شحنه زارع احمد ،3يشاهورد نيعبدالحس ،2كهرام ديحم ،1يشاكر ملك
� �� ������	 
��
��� ����� ����� � �����
� ����! ���"#� � �����"#� ���"�� �$%
��� �  

& �'($)# 
��* ��"#� � �����"#� �����	 �+��
��� ���, ����� 
-.
+�/! ������� ��+  
)��	��� 1�23�: 4/�/67  8 ��	�$9	 1�; :��/4/67(  

  

  چكيده

  
��� �� ���	
� �
	� �����	� ��� ��	���� ���� ����� ��	� ���� �� �!� �"#� �� $��#� � 
%���&' (��� 	�� )�#%	� ��*��	��+��� (SSCs) �,� -�� . �� �% /�#0 In Vitro 1%�� 

2��. (��� 	�� )�#%	� ��*��	��+��4� �� �#�5 -�� . 1��� ��6 1�� � �% ��	7 	�� �8 
��9 2:; . ��	7 �� )= ��	7 �" 0��� �>�� ?��	�#�@ 1��	��! 1%��( �� ��B ��	*��6 �% 

��5� 	����;	?� ��� GDNF bFGF � EGF 	� �� �	� ����� 2:; 1%�% ����. %���� 
)�;� 	�� SSCs� 2�	C� )�;� 	� � %���� (��� �� ���� �� )�;� �% 	����� D�E� � D�% �% 
�� 1��* 1����� *#�� ��. �� F�� �"#G� ��2)����?���& 2H6 ����� ;#E� �#�	 	��I�	:�� 

J���!#)� α6-Integrin, Thy-1, ß1-Integrin, oct-4, PLZF � C-kit �% ��� D�% �% �� �% 
1��* 1%	E��� ��. �#�	 �K 	�� L���� �� (��� 	�� ���1�) 	� 1%	E��� �� 2C� RT-PCR �% 
��� D�% �! �� 2:; �% �% 1��* 	M���C ��. 2H6 ����� %���&' (��� 	� �% �� �% 1��* 

(��� 	�� )�;� 	�� ��N	� �� -�� O�	� ���	�	� 1�� !#��� 1%� ��. .���� �	�"#G 1%�% 	� &;� 
�� P�� ���G? SAS � �� (�� 
7� ��&'� 1%	E��� �� � �#I�	#Q 	� �� 8&; ����" �)R �)��% �� 

Q���% 	M���C ����.�% 	��"�S ���;	?�T P	U�� 1�� %���� )�;� 	�� 2:; 1�� �� ��� �>�� 
?��	�#�@ �� ��B )��� ��%� )VW/V( 2@C� �� )�;� 	�� 2:; 1�� �% ��9 ���� ?��	�#�@ �#��: 
%��. ),&�#Q %���� (��� 	� �% �� )�;� � 2�	C� )�;� 	� �% 1��* ���� ?��	�#�@ S�	; 
)��� ��%� )VW/V( 2@C� �� 1��* 	� ��	� ?#2��%�@. F�� �"#G� ��2)����?���& �	:� %�% �; 
)�;� 	� T�:�� �� SSCs ��%��. ���� F���"#G� ���� 	��I�	:�� α6-Integrin, ß1-Integrin, 

Thy-1, oct-4, PLZF 2@$� � ���� �I�	:� C-kit �� ��B @C�� E)�� ��%��. �� Y	�� 	���Z 
RT-PCR �#��G �#�	 �K 	�� GFRα-1, Stra8, Vasa, α6, β1, thy-1, Oct-4 �% 1��* 2:; 

	� 1%	E��� �� ?��	�#�@ 2@C� �� 1��* 2:; ���� ?��	�#�@ �#��: � �K C-kit �% 1��* 2:; 
���� ��	� �� ��B @C�� �#��: ��1% 2��. �% '#Q (	� �K Nanog  ���)' ���8 �K �����!� 

�% �� �% 1��* �#�	 1�:� 2��. 	���Z �	:� %�% �; 1%	E��� �� ��	���� ���� ����� ��	� 
���� �� �% 2:; (��� 	�� ��*��	��+��� �,� -�� . 1��� �% [�	7 �	�� � %�@H� &;� � 

;#E� ),&��#Q �� %���&' (��� 	�� SSCs ��� �G?�1�) %��%.  
  

*�� �	%#�( ��	 ���) :يديكل يهاهواژ��	����4+� ��	���� ������	� ��4 !#��� (��� 	��  
                        ���1�).  
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1. Transgene 
2. Spermatogonial stem cells 
3. Germ cells 
4. Extracellular matrix 
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5. Seminiferous tubules 
6. Nanofiber 
7. Ultra-web  
8. Electrospin 
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1. Modifiy 
2. Phosphate Buffered Saline  
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3. Dulbecco’s Modified Eagle medium 
4. 6 Well plate 
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�= �
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1. Fetal Bovine Serum 
2. Invert-phase microscope 

L��� 5�+0 
�&�
5 '� d: p�} +I: ��� �E $ X0� 

"����* ,�#�) D�J0��� )k{/Q(% ���� 
� '� ,� ��� $ 

��%-� �E� $ L��� ;� 

*�C� F

�E ��/��.  

"�

# 	��� �	
� ��� �	�	��������  

$�� �%
&� ���!��	
'	�	(  

+?� 
�
-E	� ���� 
� 
� '$
 ,�� ��
 �)�#� 

��+-�$
��4���� ��*� 
����
I�� C�$�5�-	 AB� ����	 

��
Eα6-Integrin, Thy-1, ß1-Integrin, Oct4, PLZF 

$ C-kit ;
9�� �E. "* ��D ����Z ": ��&*� -�:	 
�� 

+I] ��E $� 

* "* ��� { <��"3 
� �
%J4�4
* 

�I&JE ���E. +?� ��8N "* ��� kQ <��"3 
� 

w��
��4�

5�� z �7
� �-&4�/
��<. �
8��* 6) �I&JE 
� 

�
%J4�4
* "* ��� { <��"3 ;
9�� �E. ��*� ?J��� |�%� 

&�)	 �
*� "* ���� ���� '� ���6�& XvQQ )v �7
�( "* 

��� kQ <��"3 ��
%&�� �E. X0� "���� 
� 
� �4
* 

�
%J4 "* ��� { <��"3 "&JE ���E. '
�

?�� 

C�$�5�D 
�� H�7
G&���	 ��*�"� ��
%&�� '� ;�� #* vQ 

�7
� (Sigma, USA) "* ��� RQ <��"3 
� 
��� 

ºCRx ;
9�� �E. X0� "* -�]	 
�� &�)	 �
*� �$��"٣ 
* 

+<
 vQQ/v ��*� Oct-4� Plzf�,α6/β1- Thy-1 integrin 

$ kQQ/v ��*� c-kit "4
y� �E $ "* ��� kz +�
� 
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��� ºCz 
��?��� ���E. �O* '� ��D "�!�� $ "� 

* 

�I&JE 
* �4
* �
%J4 �� 

* "* ��� { <���"3 �$
 

"���� 
� "* ��� z{ "3�<� 
* 	&�) ��
* "���
N� (Sigma, 

USA) 
* +`�H kQQ/v 
� 

��Y	 $ �
�� �
�� E�5��� 

�E. X5 '� "� 

* �I&JE 
* �4
* �
%J4 )�� 

* "* 

��� { <��"3( "���� 
� 
* ZJe �/��$�J �
%J4 

���
8Je �E. 
� 

-] "���� 
�� �
�� 
�')�^� �m 

"���� ��
E ��# ��
 �)�#� �E 
* ��D �$
%� "] "�!�� 

&�)	 �
*� �$��" '� ��4��- ��
 �)�#� pa! �E. ��*� 

��
 �)�#� "&J� '� ��
 Hoechst ��
%&�� �E. '� 

"���� 
�� ��
 ��E $ �$�/ ��
E "* m�] ��g�Y�$�Y 

+-�$
��4 $ 4��&� Z�
-� XY� 
���*� �E.  

����� �
)� )* �� �� �+� RT-PCR  

���* 	*
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�* +E��$
 �
�� 6K �
� �
�� �`� 
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���� 
�� �'���- 
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3��"J 
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�� ���� 
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3. Primary antibody 
4. Goat FITC-conjugated anti mouse IgG (secondry antibody 
5. Transcripts 
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%&' �: ��(%� )	$*+$ � ,�%�&- .
/��$ ���0 �
' ...                             �2� 

": 
� |�� ;
� 
?�) ���) +�� '� F$
 "(J� 
���*� 

\�YO� ^-]�$ 9�'��� � ��5	 '��� (RT-PCR) ��
%&�� 

�E.   
  

  

  

  

���9 ;� 6

 � <
=>?� �&	$�@ #A �
' B
C ���0 
'� ���	$D � #A �
' E
$���@* ���0 �
' �,
��� F�
" NANOG)8(OCT-4 � 

#A (GAPDH) housekeeping  

Size (bp) 
Annealing 

Temperature (°C) 
Primer sequences (5´-3´) Genes 

118 59-61 
F: 5' ACT CCA TTA AAC CAG GAA CCA 3' 
R: 5' CCC ATT TAA TCT CCT CCT TCT C 3' 

Stra8 

149 59-60 
F: 5' GAT AAT CAT TTA GCA CAG CCT C 3'  
R:5' GTC AAC AGA TGC AAA CAC AG 3' 

Mvh(VASA) 

148 60 
F:5' CTC AGA ATA TCA AGC TCC CT 3' 
R: 5' AAA CAC TAA TAG AGC CAG CA 3' 

α6 

130 60 
F:5' AAT TGT CTG CGT ATC TAC TGG 3'  
R: 5' ACA TCT GAT ATG AAC GGG AC 3' 

GFRα-1 

119 60 
F:5' CYC TCC TGC TCT CAG TCT TG 3' 
R:5' AGT TAT CCT TGG TGT TAT TCT CAT 3' 

Thy-1 

115 60 
F:5' GAC ATT ACT CAG ATC CAA CCA 3' 
R: 5' AGG TAG TAG AGA TCA ATA GGG T 3' 

Β1 

142 60 
F: 5' CTA AAG ATG AAC CCT CAG CCT 3' 
R: 5' GCA TAA CAC ATG AAC ACT CCA 3 

C-kit 

129 60-61 
F: 5' GAA CTA GCA TTG AGA ACC GT 3' 
R: 5' CAT ACT CGA ACC ACA TCC TTC 3' 

Oct-4 

138 60 
F: 5' CCT ATT AAG GTG CTT GCT TGT C 3' 
R : 5' TCG GTT CAT CAT GGT ACA GTC 3' 

Nanog 

125 60 
F: 5' CAA CTC CCA CTC TTC CAC TT3' 
R: 5' GCA GCG AAC TTT ATT GAT GGT A 3' 

GAPDH 

*. Pluripotent stem cells 

  

��*� ;
9�� RT-PCR� -�:	 
�� ���� 
�� 

��/��
��0��	 
� '$
 ,�� X5 '� +I: L��� 5�K
&0 '� 

d: p�} +I: ��� $ �O* ��*�"� #�)�, ���J0�D 

)k{/Q(% ���� 
� '� ,� ��� $ ��%-� ��/����. X0� 

���� 
� $� 

* 
* PBS �I&JE ���� �E $ 
* ��
%&�� '� 

RNX (Cinnagen, IRAN)� '
����� RNA (Total 

RNA) �
�7 +4�/. 
* ��
%&�� '� "(J� 
���*� \�YO� 

(RT-PCR) "&E
 � DNA '� $
� ����� RNA "&�
� 

�E. 
� ��D ��4��- ��*� �&-� cDNA '� ��5�
���� 

���#�� 4�
G�	 (Frementaz, USA) ��*� f$�E ��4��- 

"(J� 
���*� \�YO� ��
%&�� ��/��. 
* ��
%&�� '� #�)�, 

SmartTag (Cinnagen, IRAN) ����� 
* ��5�
���� 

antisense, sense )�$��v( "(J� 
���*� \�YO� ;
9�� 

�E. ����	 ��5�
���� !��=	 ��E Reverse $ Forward 

+?� ;
9�� PCR 
� �$�� 
�:a� ���) +��. +?� 



>E) 6��: *�6
 6K 
� $
�*� �K �'

/) '� �K 
* +`�H 

k% Agarose, molecular grade) '� +:�E (Cinnagen 


� �4
* X v TAE ��
%&�� �E. X0� "* �� "���� 

��G�� PCR ��
 Z�
-� "4
y� ��E $ µlvQ '� �� 

"���� 
� �� m�
e �K 
��< +4�/. ��
 �)�#� �K 
* 

��
 �����;� 
�$�*�� ) µg/ml {/Q( ;
9�� �E. X0� 
* 

�
�&�� X���� ����
���- UV (Uvidoc, UK) �
�� 

'
��*
	 
��< +4�/.  

,
��	 �	
� ��� !�
��� �	�	��������  

"����
�� ": �:| �E ��*� �
�*	 ��>��� 

���� 
�� SSC� ���� 
�� 
�:a� "* �F� 
$

*
� 5���� 

��' ���E. ��*� ;
9�� 5����� Z�
-� $ �c4�� ;'� +�� 

"] ����� &�
�	 ��*� ��
�) '
�� !�6�� 
$

*
� /����� 

,���4 ����. 
� ��D "O�
B� 
* ��
%&�� '� F$
 

>* "&4�/ 

L��� Brinster (1994) $ Ogawa et al. (1997) '� 



���       3�4� 5�$, 6��- #$�	$ ���,7� ��
&" 8� 8��2� 

��
� 6
%����* "* 6��-� ��
� �
Y�)�D��--: )"* 
��3� 

mg/kg zQ 6'$ F�� �� o�
*( ��
%&�� �E. "* �
�= ": 

"��� 
�� ;�0�� '
� F�� /����� �3��U
8 '� ���� �
�	 

��/�� $ ��*� a5�F� ���� 
�� ��-�� ��
�) �E. 

->��@ 5���� ��# c8B-� �* ->��@ ��
%&�� ��E L��� 

Ogawa et al. (1997) ��*. ���� 
�	� "] +?� 
#��c 

)5����( ��
%&�� �E '� zl +�
� �8< * "�$�"� ��
� {-

���*-k- J]��	 �
����D )Brdu( 6
I� 
�� ��E 
� 6
>�� 

�
 /��� 
?�) X5 '� 5���� '� �=�c ����-��E�&J��	 

,���4 ���/ )
��3� ��
%&�� ��E '� Brdu �*��* 
* 

mg/mlvQ 
� ���L +I: ��*(. ��*� �� 

* 
#��c 

����	 )5����( ����O QQQ/vQQ ���� 
� µlitvQ ���L 

DMEM "] $
!� RQ% ��
 ���6
0 ��* ��* 
� �`� 

"&4�/ �E. "��� 
�� $
!� ���� 
� 6
�' ����5 �$
 �� 

�
��?�� ��E $ "* ��� "�
  X�&J�� R F�� /����� '� 

�� �$�/ 
#��c ���E 
� �� �
�� *�"P +��
 "* 6��-� 

��
E ����	 
� �`� "&4�/ �E $ ����	 
��+4
 ��Y�.  

&-��� + 
.�
/ ���%�  

���� 
�� �7
! 
* ��
%&�� '� ;�� 
�#4� 

�)� 

kQQ�SAS-� 
* ��� B�	 ����	 GLM� #9��" 

��/����. *" ��D 
�`-� ��&*� �:�" ���� 
�� _�*�� "* 

�
%7 �
�� �
�*	 ": UV8< 
� ;�� 
�#4� Excel ��
�) 

��E �����* "* 
�= �#9� 
� ;�� 
�#4� SAS 6�����4 ��E 

$ 6��') �
��� 6��* ���� 
� 
* ��
%&�� '� F$
 

p$�/$���: i p$������ ;
9�� �E. D�-q�� �8< '� 

#9��" 
�$��X�
 $ -���	 
�$�X�
 ���� 
� ��*�"� 6��') 

6���� +J� ����/.   
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4 ��
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�P! ;��$ 
�P! ��
� 4��8( $ 
�&:
4 6
�' 

)�
��� $� AB� '$
 x $ '$
 vQ( $ "� 
��>� ;
9�� �E. 

����
�D 
� "* @�: 6��') �-e "-��� �� D>���� "J�
3� 

                                                                                   
1. Rete testis 
2. Statistical Analysis System 
3. General Linear Model 
4. Kolmogrov- Smironav 
5. Leven 
6. Duncan multiple range Test 

"J�
3� ���E. 	-O� �
�� 
?�) 
� AB� Q{/QP≤ �
�� 

�
�*	 
��< +4�/. ��� 

�)� �
�� ��
%&��  "* h�E 

'�� �	 �E
*.   

  جينتا

������� �!
�: '
��*
	 -�]	 
�� c&I� ��E '� 

���� 
�� ��/��
��0��	 
� 
�'$
� x $ vQ X5 '� 

+I: '� �`� ���O� $ +!
J� -�:	 
� $ ���O� ���� "* 

�'�� �� -�]	 �
�� '
��*
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�E ����
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)�$�� k 6
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	-O� 
�� )Q{/Q<P( 	� �E
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�* +�� ": ���O� 

-�:	 
� 
� �$�/ +I: 
* ��
%&�� '� 4��
���8 +8J� "* 

�$�/ +I: 6$�* 4��
���8 *��&I ���* +��. -q���D 

pV&�� ���O� -�:	  
� 
�&:
4 6
�' )
� $� AB� '$
 x 

$ '$
 vQ( �
��� ��pV& -O�	
��� )Q{/Q<P( +��. * "

�$V� 
&��� �7
! '� �
�*	 ����
�D +!
J� -�:	 
� $ 

����
�D ���O� ���� "* �'�� -�:	 )�$�� k( ��# 

>E) 

���� ": 
�')�^ ��
%&�� ��E -O�	 
�� )Q{/Q<P( 

+��.   

pV&�� +!
J� 	-�: $ ���O� ���� "* �'�� -�:	  


� 
�&:
4 6
�' )
� $� AB� 
'$ x $ '$
 vQ( �
��� 

pV&�� -O�	 
��� )Q{/Q<P( �	 �E
*. -q���D *�D 

�<��! �
O*�� _�*�� "* ���O� -�:	 
�� +!
J� -�:	 
� 

$ ���O� ���� "* �'�� -�:	  
� 
�&:
4 6
�' )$�AB� 


�'$
� x $ vQ( $ 
�&:
4 ��
� 4��8 )$� AB� ���$ $ 

;�� ���$ ��
� 4��8( �$
%� -O�	 
��� ���$ �
��. 
* 

"��� "* �$�� k ����
�D ���O� -�:	 $ +!
J� $ 

����
�D ���O� "* �'�� -�:	 
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�&:
4 ��
� )���$ $ ;�� 

���$ ��
�( 
�&:
4$ 6
�' )'$
 x $ '$
 vQ( 
* 
3��"J 

����
�D D>��� �
��� pV&�� -O�	
��� �-&J� 

)Q{/Q<P.(   

����� �0
1 2�	� �!��	
'	!(��: "* 
�`-� 

8���+ �
��+ ���� 
�� -�:	  +�� "*���) $ �
�*	 

]�%	 *�6
 
����
I�� C�$�5�-	 7
G&��	 SSCs
� 
� 

$� �$�/ $ 
� '$
 vQ +I] ���� 
�� *�"P F�� ���'�� 

+J� ��������E�&��	 ��*� 
����
I�� α6-Integrin, 

Thy-1, ß1-Integrin, Oct-4, C-kit $ PLZF ;
9�� �E. 

$
G��� �7
! '� ��
 �)�#� ��������E�&��	 )�>Ev( 
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C�$�5�-	 c-kit �
 �* AB� ����	 ��� *�6
 ����Y�. 

"&8�� 
� �$�/ +I: 6$�* ��
� 4��8 ���
I� c-kit �* AB� 

����	 "* 
�= 8J�	 
� ���� 
�� E
!�" �� -�:	 *�6
 

"&E�� +�� ": "* �`� �	 ��
 ��D ���� 
� �
�$ '
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���#� ��E ���. 
� �*
3� 
����
I�� Oct-4 $ PLZF �
 


� "&J� ��� $ α6-Integrin, Thy-1 $ ß1-Integrin �
 


� AB� 	���� 6
�* ����:. *" �`� �	 )�� ": �$�/
� 

+I: 
* ��
%&�� '� 4��
����8 -�]	 
�� "�7
! 

�
����
I� 	�B� Thy-1, α6-Integrin, ß1-intergrin 

�
 *��&I *�6
 ����� ���.  

���� ��
)� )* �� �3�4 �	
� �� ������! �� 56� 

mRNA �� �7�8 RT-PCR  


* ��
%&�� '� ->��@ RT-PCR *�6
 6K
�� W�
E  

���� 
� ��'���- 
� AB� mRNA �
�* 	��/�� ": 


&��� :
! 	'� *�6
 6K 
�� Stra8, Vasa, ß1-integrin, 

α6-Integrin, GFRα-1, Thy-1, 
� �� $� �$�/ ��* 

) �>Ek.( "&8�� * "�`� �	 )�� ": *�6
 6K 
� �
�:a�
� 

�$�/ +I: 
* ��
%&�� '� 4��
����8 +8J� "*  �$�/  +I:  

  

 

F%" ;�  �$�� E&�"�G�0�
�&	$ H�� D$ FI
� J	
G
�K

?
 �
'α6-Integrin8 Thy-1 8ß1-Integrin 8oct48C-kit8PLZF . H�� �	$ �,

 �,
�G0$ 
�EG
L D$ �,
�G0$ � M�/G����N O�� D$������@ 3��- �,
�� PQ0 �
' 3G�' ���0 R�+ �
'�K

?
�	,�S E	
0
�" �!TU$ .

EG
L  H�0��V��+ W
� 3� F=G� 3	�

X �,
�(FITC) W
� �$�� � �,�� 3G�' �*��L  W
� D$ 
'Hoechst �" �,
�G0$ . Y
�/�

�D$�
$ ���S =m[\]].  
  

���9 \� 
�� ��K
 �H�
�� � ,$�^ E��!  �  E��! �' �$D$ 3� ���0 ,$�^� ��K

��3� O�� �%
$, �, H?! SSCs E?	
�DL _�Q0 �,  

������  
���� ����� ���!��"±����"

�#$ (SE)  

���� %&�'" ���!��" )m²*( 

 ±����" �#$ (SE)  

 +- /�0� 12 3��4 ����� ���!��"

���� ±����"  �#$(SE)  

�!�!  
��5& 677±88/:;<

a 
=/8=:7±8/6==>?

 a
7/6@>±88/@;>

 a
 

A�B :/6=8±?;/@:?
b 8/?8=?±8/?;@>:

 b
7/6?7±88/8;>

 b
 

C�"0  
0��; >/?@8±==/;67

a
:/86;7±=/6?678

 a
>=±==/<@=

 a
 

0��?= 8/7?±:=/67>
b

;/?:6?±=/?>68<8
 b

6/@7±<;/6?<
 b
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&��� -q���D 
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�� 6����5( 
� 

���� 
� *�6
 "&E��� �$	 6K Oct-4 )���� 6K n
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�����5	 ���� 
�� -*��
�( 
� �$�/ +I: 
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%&�� '� 

4��
���8 *�6
 8J�	 *��&I� �
 "&E�� +��.   

  

 
F%" \ � #AO�� `0�� E0��� ,��� �
' PCR� RT 8(TC= 

testicular cell) � Ha(� ��G�! #$��- 3�  (NTC= non 

template control)  �b
 �,�" 3G+�S.   
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� �
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� 
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� �5���� �$ ��&-: '� �=�c D&I: 

F�� 
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