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Abstract 
 

Background and purpose: Spermatogenesis is a well-organized process that is influenced by a 

variety of factors. Alkaline phosphatase, and Gfra1, Lin28, and Sall4 genes are among the key players in 

this interconnected process. This study aimed to investigate the expression levels of Gfra1, Lin28, and 

Sall4 genes in embryonic, spermatogonial, and embryonic stem-like (ES-like) cells in mice. 

Materials and methods: First, spermatogonial stem cells were isolated, and then mouse 

embryonic stem cells and ES-like cells were prepared. Alkaline phosphatase expression was determined 

by alkaline phosphatase staining. After that, a bioinformatics analysis of directly related genes was done. 

Then the expression levels of the Gfra1, Lin28, and Sall4 genes were measured using Fluidigm PCR, and 

immunohistochemistry was done for Gfra1 expression. 

Results: In pluripotent stem cells and germ cells, the expression levels of Gfra1, Lin28, and Sall4 

genes were found to	 be significantly positive (P<0.05). Alkaline phosphatase was also expressed 

positively in germ stem cells and pluripotent stem cells, but not in Sertoli cells or fibroblasts, indicating 

that this enzyme is exclusive to these cell types. 

Conclusion: Because of their interaction and expression in pluripotent stem cells and germ cells, 

alkaline phosphatase, Gfra1, Lin28, and Sall4 genes can be employed as detecting markers for these cell 

lines. 
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 پژوهشـی
 

 در Sall4 و Gfra1 ، Lin28 ژن فسفاتاز، آلکالین بیان مقایسه میزان
 هايسلول و ساز اسپرم بنیادي هايسلول جنینی، بنیادي هايسلول

  موش در جنینی بنیادي شبه
  

         1عماد رضا
  2حسین عزیزي

  چکیده
 اثرگذارکنترل و تنظیم آن  بر یافته است که فاکتورهاي فراوانیسازمان اسپرماتوژنز یک فرآیند :و هدف سابقه

از جمله فاکتورهاي اصلی دخیل در این فرآیند هستند که  Sall4و  Gfra1 ،Lin28هاي هستند. آلکالین فسفاتاز به همراه ژن
 هايژن میزان بیان آنزیم آلکالین فسفاتاز و همچنینبا یکدیگر در ارتباط هستند. هدف از انجام این مطالعه بررسی و مقایسه 

Gfra1 ،Lin28  وSall4 باشد.ساز، و شبه جنینی در موش میهاي بنیادي جنینی، اسپرمدر سلول  
هــاي هاي بنیادي جنینی موش و سلولساز جداسازي شدند و سپس سلولهاي بنیادي اسپرمابتدا سلول ها:مواد و روش

ES-like .شــد. ه از رنگ آمیــزي آلکــالین فســفاتاز بررســیدر مرحله بعدي سنجش بیان آلکالین فسفاتاز با استفاد تهیه شدند
 از Sall4و  Gfra1 ،Lin28هاي مستقیم انجام شد و براي سنجش بیان ژن هاي داراي ارتباطسپس بررسی بیوانفورماتیکی ژن

Fluidigm PCR  و همچنین از ایمونوهیستوشیمی، براي بیانGfra1.استفاده شد ،  
هــاي هــاي بنیــادي پرتــوان و ســلول) در سلول>05/0Pدار (بیان مثبت و معنی Sall4و  Gfra1 ،Lin28هاي ژن ها:یافته

هــاي بنیــادي پرتــوان بــود و در هــاي بنیــادي جنســی و ســلولجنسی داشتند. آلکالین فسفاتاز نیز داراي بیان مثبــت در ســلول
  هاي سلولی دارد.ن آنزیم در این ردهها بیان کم و منفی داشت، که نشان از اختصاصی بودن ایهاي سرتولی و فیبروبلاستسلول

هــا در اي بــا یکــدیگر و بیــان آن، با توجه به ارتباط شــبکهSall4و  Gfra1 ،Lin28هاي آلکالین فسفاتاز به همراه ژن استنتاج:
  .هاي سلولی استفاده شوندتوانند به عنوان فاکتورهاي تشخیصی براي این ردههاي بنیادي پرتوان و رده زایا، میسلول

  

  )، آلکالین فسفاتازSSCسلول هاي بنیادي جنینی، سلول هاي بنیادي اسپرم ساز ( واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
ها هســتند ) گروهی از آنزیمAPآلکالین فسفاتازها (

 هاي حاوي فسفات را درشرایط قلیایی هیدرولیزکه مولکول
کنند. در بدن انسان، در درجه اول چهــار نــوع از ایــن می

جفــت و شــبه اي، جفتــی، رودهانــواع جود دارد: آنزیم و
 داخــلغیر بافتی. ایزوآنزیم غیراختصاصی آلکالین فســفاتاز 

شــود. همچنــین بافت در کبد، اســتخوان و کلیــه بیــان می

هــاي در ســایر انــواع ســلول APمشخص شده اســت کــه 
ــلول ــد س ــوان مانن ــادي پرت ــی بنی ــده جنین ــاي رده زاین   ه

)EG, embryonic germ cells ،(هاي بنیادي جنینی سلول
)ESCــلول ــایی) و س ــوان الق ــادي پرت ــاي بنی ) در iPSC( ه

  .)1،2(شودسطوح بالایی بیان می
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  و همکار عماد رضا     

  15        1401، تیر  210ی مازندران                                                                                        دوره سی و دوم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشک              

 پژوهشـی
 

ـــش منح ـــرد نق ـــه ف ـــر ب ـــپ AP ص ـــا در فنوتی   ه
هــاي فاقــد عملکــرد کــاملاً  APموجودات در مقایسه بــا 

  بــا هــیچ  embryonic AP( EAP( مشخص است. کاهش
  ناهنجاري قابل تشخیصی همراه نیست. همچنین، کاهش 

)tissue nonspecific alkaline phosphatase (TNAP 
ــــا مهــــاجرت ــــر تمــــایز ی ــــأثیري ب ــــیچ ت    PGC ه

)primordial germ cells(  ندارد، بنابراین میتوانیم وضعیت
 germ cell alkaline phosphatase( GCAP( مشابهی را بــراي

ــوان عملکــرد انســان نیــز پیشــنهاد کنــیم. مــی PGCدر  ت
در ارتباط با پتانســیل تمــایز ســلولی را  APاحتمالی انواع 

(مانند پرتوانی) در نظر گرفت. بیان این آنــزیم در ابتــدا، 
کتــودرم و هــم تــوده ســلولی داخلــی واط تروفهــم توســ

)ICMان . بی)3(گیرد) صورت میTNAP  در طول فرآیند
بــه  iPSهاي هاي سوماتیک به سلولریزي مجدد سلولبرنامه

از  iPSشود. در پروتکل اصلی، فنوتیپ سرعت تنظیم می
، Oct4 (Pou5f1)شــود: طریــق بیــان چهــار ژن القــا مــی

Sox2  وKlf4  که مسئول حفظ پرتوانی هستند وc-Myc ،
مشــاهده اشــد. بمسئول القاء و افزایش نرخ تکثیر مــیکه 

مســتقیماً پــس از ترانسفکشــن  TNAPبیان شده است که 
ــلول ــزایش س ــار ژن اف ــن چه ــط ای ــوماتیک توس هاي س

توســط  TNAPبا تنظیم مستقیم بیان  موضوع این .یابدمی
Oct4  وSox2 عــلاوه بــر ایــن، طــی )4-6(مطابقــت دارد .

 ،در ایــن مطالعــه )in-silicoفورماتیکی (تجزیه و تحلیل بیوان
و عوامــل  Sox2و  Oct4اي زیادي بــراي ارتباطات شبکه

 ،Nanog ،BMP4 ،SALL4  ،Zbtb16 از جمله دیگر مرتبط
Lin28 ،Klf4 ،Gata4  وGfra1  ــا ــاط ب ــا ،  APدر ارتب ب

 ، شناســاییCytoscapeو  CORMINEاستفاده از پایگاه داده 
یک نشانگر پذیرفته شده بــراي به عنوان  APفعالیت  .شد

 نشــانگرهاي مولکــولی هــاي بنیــادي پرتــوان اســتسلول
 توان براي شناسایی، نظارتزایا را می هايسلول اختصاصی

 اســتفاده کــرد. پــروتئین هاآنو جداسازي مرحله خاصی از 
Lin28  هاي هاي پیش ساز سلولسلول( هايگنوسیتدر

بیــان  .)7(شودبیان می انسانبیضه جنین  )سازبنیادي اسپرم
Lin28 اسپرماتوگونیال  هايبه جمعیت بسیار کمی از سلول

 مشــاهدات شــود.در انسان، موش و میمــون محــدود مــی
اســپرماتوگونی هــاي ســلولدهد که زیرجمعیت نشان می

ایــن  .هستندگونه متفاوت  نوع بسته به Lin28بیان کننده 
ــن دلیــل مــورد ــه ای ــت  ب ــدازه یــک زیرجمعی اســت کــه ان

بنــابراین،  ها متفــاوت اســت.در بــین گونــه اسپرماتوگونی
سلول تمایز نیافته  نقش آنها حفظ که شودمیحدس زده 

یــدیگ واقــع در هــاي لادر سلول Lin28، به علاوه باشد.
همچنــین  Lin28. نبودنــدفضاي بینــابینی قابــل تشــخیص 

لولی همــراه بــا ریزي مجــدد ســیکی از فاکتورهاي برنامه
Oct4 ،Sox2  وNanog هــاي توانــد ســلولاست کــه مــی

هاي بنیادي پرتــوان القــایی تبــدیل سوماتیک را به سلول
نــه تنهــا  Lin28Aنشان داده شده است کــه . در ادامه کند

) PGCsهاي زایــاي اولیــه (آمیز سلولبراي رشد موفقیت
ــه  ــت، بلک ــه در ضــروري اس ــایز نیافت ــپرماتوگونی تم اس

حضور دارد و باعــث پایــداري  ها در طول عمرشانموش
 اکتورفتأثیرگذار عوامل یکی دیگر از  .)8(شودها میآن

هــاي بــا پرتــوانی ســلولباشــد کــه مــی SALL4رونویسی 
بــراي  مهــم نشــانگرجنینی مرتبط است و به عنوان یــک 

 SALL4 .)9(تومورهاي سلول زایا نشــان داده شــده اســت
کننده اصلی پرتوانی جنینی است و یک شبکه یک تنظیم

تنظیمی با سایر فاکتورهاي رونویسی مــرتبط بــا پرتــوانی 
Oct4  وNanog 10(دهدتشکیل می(. SALL4  براي رشد
هموزیگــوت، هــاي مهم است و جهــش یافتــه جنین اولیه

گاهــاً  شــوند وهاي خود میدچار از دست دادن عملکرد
عملکــرد دقیــق اگرچه  .)11(شودمرگ جنین مشاهده می

SALL4 هاییدر اسپرماتوگونی هنوز مشخص نیست، سرنخ 
 هايدر ســلول SALL4هاي احتمالی عمــل درمورد مکانیسم

ــا  ــت زای ــدهیاف ــتش ــر از  Gfra1 .)12-14(اس ــی دیگ یک
باشــد، کــه فاکتورهاي حیاتی در مســیر اســپرماتوژنز مــی

ــ ــوز مس ــت. هن ــده اس ــخص نش ــت آن مش ــق فعالی یر دقی
 Gfra1به دخالت بالقوه مسیر ســیگنالینگ  طالعات اخیرم

یــک در واقــع  Gfra1 اند.پرداخته اسپرماتوژنز در تنظیم
اســت، یــک فــاکتور مشــتق  Gdnfگیرنده مشترك براي 

که تعــادل بــین خــود باشد میهاي سرتولی شده از سلول
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بــه . )15،16(کنــدمــیهــا را کنتــرل  SSCنوسازي و تمایز 
 50دلیل نزدیکی نیاي مشترك انســان و مــوش، بــیش از 

سال است که از موش به عنوان مدل آزمایشگاهی (پیش 
شــود. از طرفــی از آزمایش بر روي انسان)، اســتفاده مــی

درصــد  78/5درصــد ژنــوم و  90مشخص شده است کــه 
ي این دو گونه باهم شباهت دارد و همچنین هاآمینهاسید 
هاي این دو گونه تفاوت بیــان داشــتند. درصد ژن16تنها 

هاي دخیل در سیستم به علاوه مشخص شده است که ژن
ها در ایــن ایمنی و همچنین تولید مثل جنسی نیز بیان ژن

باشــند و دو گونه تغییري نداشته است و حفاظت شده می
ی بــا یکــدیگر هســتند، بــه همــین همچنین داراي هم بیــان

 .)17(جهت ما نیز از موش در این آزمایشات استفاده کــردیم
در این مطالعه در جهت پیشــرفت و افــزایش آگــاهی در 

هــاي ، و همچنــین ژنبیــان آلکــالین فســفاتاز ایــن زمینــه،
Gfra1 ،Sall4  وLin28 هـــاي در ســـه جمعیـــت ســـلول

هــاي بنیــادي جنینــی هاي شبه سلولبنیادي جنینی، سلول
)ES-like cellsهاي بنیــادي اســپرم ) و همچنین در سلول

که نابــاروري یکــی از جاییآن ساز موش بررسی شد. از
باشــد و همچنــین بــا در نظــر مشکلات اصلی جامعــه مــی

داشتن اهمیت چرخه اسپرماتوژنز در تولید اســپرم بــالغ و 
باروري افراد، در این مطالعه تلاش شد تا بتوان با بررسی 

هاي اصلی دخیل در اسپرماتوژنز، که با یکــدیگر بیان ژن
هــا را بررســی کــرده و آن در ارتباط هستند، میــزان بیــان

هاي مولکولی درك نشده در این فرآیند، نقش مکانیسم
هر یک از فاکتورها و مسیرهاي سیگنالینگ مرتبط را در 

  مطالعات بعدي شناسایی کرد.
  

  هامواد و روش
  کشت سلول هاي بیضهو  بیضهآنزیمی بافت هضم 

هــاي حیــوانی مراقبتکلیه  تحت تجربیاین مطالعه 
هاي نــوین آمــل دانشگاه تخصصی فناوريتأیید مطابق با 

 ir.ausmt.rec.1400.29بــا کــد  و کمیته اخلاق دانشگاه
  ،  C57BL/6 مـــوشاز  هاي بیضـــهســـلول انجـــام شـــد.

ــا  ــفات ی ــافر فس ــی ب ــول نمک ــازي در محل ــد از جداس   بع

)PBS; Phosphate-buffered saline, Invitrogen 

Co., USA ( اســپرم ســاز  هــايقرار داده شد. سپس لولــه
ـــات  ـــه قطع ـــده و ب ـــدا ش ـــه ج ـــول بیض ـــه از کپس   بیض

 10تر تقسیم شدند. بافــت خــرد شــده بــه مــدت کوچک
گــراد در محلــول بــافري درجه ســانتی 37دقیقه در دماي 

HBSS )(Hank's buffered salt solution, PAA 
)Laboratories GmbH Co. USA(  کـــه حـــاوي  

کننــده هضــمهــاي است، به همراه آنــزیم Mgو  Caیون 
ـــ ـــاز تی ـــی IV )5/0 پکلاژن ـــیمیل ـــر میل ـــر) گـــرم ب   لیت

)(Sigma Aldrich, USA ،DNAse )5/0 گــرم بــر میلــی
میلی  8/0و دیسپاز ( ،Sigma Aldrich, USA)لیتر) (میلی

، قــرار داده Sigma Aldrich, USA)لیتــر) (گرم بر میلــی
کننده در سرم جنین گاوي هاي هضمشد. عملکرد آنزیم

درصد متوقف شده و سپس محلــول حاصــل   FBS 10 یا
دست آوردن سوسپانسیون تک سلولی بــه آرامــی براي به

بیضــه  منفرد حاصــل از بافــت هايسلولسپس . پیپتاژ شد
ــا  هضــم شــده روي ظــروف کشــت پوشــش داده شــده ب

سلول در هــر  2/0-5/0× 510تقریباً ( ژلاتین قرار داده شد
  شــده در محــیط هــاي کشــت . ســلول)متــر مربــعســانتی 8/3

GSC ) مـــوشmGSC شـــامل محــــیط (stemPro-34 ،  
  ، N2 (Invitrogen, USA)ل ــــــــد مکمــــــــدرص 1
، (Sigma Aldrich, USA)گلــوکز D-لیتر میلی گرم/میلی 6
 Sigma)لیتــر آلبــومین ســرم گــاوي میلــی گــرم/میلــی 5

Aldrich, USA) ،1  درصد-L گلوتــامین(PAA, USA) ،  
 ،β-mercaptoethanol )(Invitrogen, USA درصد 1/0
ــی 1 ــد پن ــیلیندرص ــین /س    )،(PAA, USA استرپتومایس
ــامین 1 ــاي درصــد ویت    ،NEAA MEM )(PAA, USAه
ــروري 1 ــیدهاي غیرض ــد آمینواس   ، (PAA, USA) درص

  ، (Sigma Aldrich, USA)لیتــر اســترادیولمیلی نانوگرم/ 30
، (Sigma Aldrich, USA)لیتر پروژسترون میلی نانوگرم/ 60
، EGF (Sigma Aldrich, USA)لیتــر میلــی نانوگرم/ 20
  ، FGF  (Sigma Aldrich, USA) لیتــرمیلی نانوگرم/ 10

، GDNF  (Sigma Aldrich, USA) لیترمیلی نانوگرم/ 8
ـــواح 100 ــ د/ـ ـــلیتلیـمی   ، LIF (Millipore, USA) رــ
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 Sigma) لیتــر آســکوربیک اســیدمیلی میکروگرم/ 100

Aldrich,USA)  ،30 /لیتر پیرویک اسید میلی میکروگرم
Sigma Aldrich, USA)( ، 1 /لیتــر میلی میکرولیترDL- 

 30 استرادیولو  Sigma Aldrich, USA)( لاکتیک اسید
 لیتــر ومیلــی نــانوگرم/ 60 ، پروژسترونلیترمیلی نانوگرم/

ES-FBS 1 5گــراد و ســانتیدرجــه  37دماي  درصد (در 
  .)18(ه شدندکشت داد )CO2 درصد

  
 )IHCپردازش بافت براي ایمونوهیستوشیمی (

مــورد بررســی قــرار  Gfra1در این قسمت بیــان ژن 
د، سپس در نر برداشته ش هايموشبافت بیضه از گرفت. 

PBS درصد براي حــدود  4ید دهشسته شد و در پارافرمال
 شــد. بیضــه دهیدراتــه تثبیــت) RTساعت در دماي اتاق ( 24

شــد. بلــوك هــاي  گیريقالب Paraplast Plusدر  شده
میکرومتــر  10بافت بیضه با میکروتوم با ضخامت حــدود 

 Superfrost Plusبر روي اســلایدهاي  هابرشبریده شدند. 
نگــه  دمــاي اتــاقشدند و تــا زمــان اســتفاده در  ر دادهقرا

زدایی شدند و پارافین گزیللبا  هابرشتمام شدند.  داري
 100کاهشــی غلظــت (از  در یک ســريآمیزي رنگقبل از 

از بازیــابی پس  هیدراته شدند. اتانولدرصد)  10درصد تا 
 pH 6بــافر ســیترات ســدیم، و آنتی ژن بــا واســطه گرمــا 

 در دمــاي مــولار)میلــی 1( EDTA ،pH 8یا ر) مولامیلی10(
هــا کــه آن سپس دقیقه، 20 گراد به مدتدرجه سانتی 95

   Triton X-100درصــد و  10 بــا ســرمانــد متصــل نشــده
ــد  3/0 ــد PBS 7/89در درص ــدند  درص ــال ش ــر فع و غی

ــگ ــانس رن ــزي ایمونوفلورس ــت.آمی ــام گرف ــه  انج نمون
 Gfra1 ،SABدي بــا(آنتــیهــاي اولیــه باديآنتیبا  حاصل

ساعت، انکوبه شــدند ســپس ایــن  24مدت به )4501166
ــراي آنتــی ــد ب ــاديرون ــهب ــوکروم هــاي ثانوی   نشــاندار فل

 )Goat Anti-Mouse IgG H&L(Alexa Fluor® 647) (Abcam) (
ـــگ آمیـــزي هســـته از  ـــرار شـــد. بـــراي رن ـــز تک  نی

)4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI )2/0 /میکروگرم 
ــی ــرلمیل ــدت  )یت ــه م ــتفاده  3ب ــاق اس ــاي ات ــه در دم   دقیق

ــا ــد ب    )®Poly vinyl alcohol )Mowiol شــد و بع

   . از میکروســـــکوپ فلورســــــنسشـــــدندفـــــیکس 
)Olympus,BX51, Japan و کونفوکــال ()(Zeiss LSM 700 

هــاي نشــان دار شــده اســتفاده شــد و براي بررسی ســلول
  .ثبت شد   LSM-TPMT Zeissتصاویر با دوربین سپس 

 
 Fluidigm Biomarkتجزیه و تحلیل بیان ژن در سیستم 

گیــري براي انــدازه Fluidigmهاي مخصوص چیپ
، Gfra1از جملــه  و پرتــوان هاي زایــاهاي ســلولبیان ژن
Lin28  وSall4 دار استفاده شد. ژن خانهGAPDH  براي
ســلول بــه  100استفاده شد. در هــر نمونــه، حــدود  کنترل

 اي سلولی مختلف با میکروپیپتهصورت دستی از کشت
شــد و بلافاصــله منجمــد و در  برداشتهیا میکرومانیپلاتور 

طــی  ســپس گراد نگهداري شــد.درجه سانتی -80دماي 
فرآیندي با استفاده از آنــزیم تــرانس کریپتــاز معکــوس، 

mRNA  ـــه ـــد، کـــه  cDNAب   رونویســـی معکـــوس ش
  آزمایشــگاهی طــور اختصاصــی تــوالی در یــک لولــه بــه

  هــــاي هـــــدف و تعـــــداد رونوشــــت ر شــــدتکثیــــ
ـــا  ـــر روي  Real-Time PCR TaqManاســـتفاده از ب   ب

)quantitative PCR (qPCR BioMark Real-Time 
هــر نمونــه در دو تکــرار لازم به ذکر اســت  شد. مشخص

هایی که ، دادهنهایی فنی آنالیز شد. براي تجزیه و تحلیل
ــتم  ــک  Biomarkدر سیس ــا ی ــت ب ــود نداش  Ct 30وج

ــا ــدند و دادهج ــا یگزین ش ــا ب ــان  GAPDHه ــر بی و تغیی
mRNA کننده هاي تغذیهدر مقایسه با سلولMEF  نرمــال

، GenEx، MultiDافزار توسط نرمشدند. تجزیه و تحلیل 
Excel  وSPSS .انجام شد  
  

 آلکالین فسفاتاز آمیزيرنگ

ــــــــلول ــــــــپرم هايس ــــــــادي اس ــــــــاز، بنی   س
ــا  ES-likeهاي و ســلول ESC هــايســلول  NBT/BCIPب

)NBT: 4-Nitro blue tetrazolium chloride  و  
BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (

ســپس  .آمیزي شــدندرنگ pH 9.5با ، TMN-Pufferدر 
با استفاده از آب دیونیزه متوقف شــد و  آمیزيرنگاین 
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در مرحلــه . ندتثبیــت شــد PFA درصــد4 سپس با محلول
هــا بــا نمونــهســپس ، تصــورت گرفــ شستشــو عمــل بعد

هــاي گیري شــدند و ســلولژلاتین گلیسرول کایزر قالب
آمیزي شده با میکروســکوپ نــوري مــورد بررســی رنگ

  .)19،20(قرار گرفتند
  

ــتجزو  PPIشــبکه  ایجــاد هــا و مجموعــه ژن لیــو تحل هی
  هانقش آن

در  اتوژنز،اســپرم نــدیدر فرآ لیــدخ يهــاژنســپس 
NCBI  و همچنین ژن هاي بــا ارتبــاط مســتقیم در تنظــیم

 شــدند ییشناســا COREMINEبیان آلکالین فسفاتاز توسط 
 يبــرا STRING (v 11.5) نیــداده آنلا يهــاگاهیو در پا

افزار مورد استفاده قرار گرفتند. از نرم PPIت شبکه ساخ
Cytoscape (http://www.cytoscape.org) 3.9.1(نســخه( 

ــرا ــاد، يب ــتجز ایج ــو تحل هی ــبکه  لی ــا PPIش  شیو نم
هــاي داراي ارتبــاط ژنشــد. اســتفاده  هــاي آنهــاارتباط

 هیتجز .شد یی و انتخابشناسا مستقیم با آلکالین فسفاتاز
و  هیبا استفاده از تجز يعملکرد هايژن اطارتب لیو تحل

 Cytoscapeافزار در نرم STRING Enrichment لیتحل
  انجام شد.

  
  تحلیل آماريتجزیه و 

بار تکرار شدند.  3حداقل  ي قبلی همگیهاآزمایش
هــا بــا ها محاسبه شــد و گروهها در گروهمیانگین بیان ژن

 )one-way ANOVAطرفــه ( استفاده از آنالیز واریانس یک
 ســپس مورد بررسی قرار گرفتنــد. SPSS 26افزار در نرم

از  پــس Bonferroniو  Tukey هــايآزموناســتفاده از  با
T-Test .ها بــا بیان ژندر ادامه  مورد ارزیابی قرار گرفتند

مقایســه شــد.  Mann-Whitneyپارامتریــک ن غیــر آزمــو
از  هــادست آمد، تفاوت بین گروهبه >05/0P اگر مقدار

در نظــر گرفتــه  significantو  نظــر آمــاري قابــل اعتمــاد
از توزیع نرمال برخــوردار  Sall4توزیع بیان ژن  .شودمی

هــاي ناپارامتریــک مثــل نبود و به همین جهت از آزمــون
 براي سنجش ،Whitney-Mannکروسکال واریس و سپس 

، Gfra1و  Lin28هــاي آن استفاده شد. اما توزیع بیان ژن
نرمال برخوردار بود و به همــین جهــت از آزمــون  از بیان

 way ANOVA-oneطرفــه آنالیز واریانس یــک پارامتریک 
و  Rهمچنــین بــا اســتفاده از برنامــه نویســی  استفاده شــد.

 و دنــدروگرام Heatmapها، نمودار استفاده ازتحلیل بیان ژن
هاي سلولی آزمایش، در پکــیج هاي مورد در جمعیتژن

Pheatmap  شدرسم.  
  

  یافته ها
ســازي پس از طی مراحل جداسازي، کشت و آماده

آمیــزي هــا بــراي مطالعــات میکروســکوپی، رنــگنمونــه
هــا صــورت گرفــت. بــا توجــه بــه آلکالین فسفاتاز نمونــه

هــاي بنیــادي مشاهده شــد کــه در ســلول 1تصویر شماره 
ساز هاي بنیادي اسپرمو سلول ES-likeهاي جنینی، سلول

فســفاتاز مثبــت بــود. در اطــراف تصــاویر  بیــان آلکــالین
هاي سرتولی بیضــه دیــده هاي فیبروبلاست و سلولسلول

 يهاســلول با این حــال .شدند که داراي بیان منفی بودند
 ومثبــت بودنــد  AP يبــرا يتــا حــد بنیــادي اســپرم ســاز

 ES-like يهاسلول ،دادندرا نشان  ترفیضع يزیآمرنگ
بــا  ســهیدر مقا AP يرارا بــ یمشــابه دیشــد يزیــآمرنگ

mESCs هــاي نمایان کردند. براي بررســی ارتباطــات ژن
ــفاتاز از روش ــالین فس ــان آلک ــیم بی ــر تنظ ــؤثر ب ــاي م ه
هــاي بیوانفورماتیکی استفاده شد. در این بخش از پایگاه

ــون  ــود همچ ــتفاده  NCBIو  COREMINEداده موج اس
ا اســتفاده شــد و بــ Cytoscapeافــزار شد. در ادامه از نــرم

هــاي داراي تــأثیر مســتقیم و نقــش تنظــیم جداسازي ژن
کننــدگی بــر فرآینــد اســپرماتوژنز و ارتبــاط بــا آلکــالین 

هــا انجــام شــد پــروتئین آن-فسفاتاز، رسم شبکه پروتئین
ــایج مشــاهده شــد کــه 2تصــویر شــماره ( ــق ایــن نت ). طب

، Lin28 ،Gfra1آلکالین فسفاتاز بــا ژن هــایی همچــون، 
Sall4 ،Ret ،Nanog، Sox2 ،Oct4 ،Klf4 ،Gata4  و

BMP4 ها با تأثیر بر ارتباط مستقیم دارد. همچنین این ژن
بیان و فعالیت یکدیگر نقــش اساســی در تنظــیم هدفمنــد 

هــاي داراي ارتبــاط مــؤثرتر اسپرماتوژنز دارند. سپس ژن
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  و همکار عماد رضا     

  19        1401، تیر  210ی مازندران                                                                                        دوره سی و دوم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشک              

 پژوهشـی
 

هاي بالا جدا شدند. بر یکدیگر در این فرآیند، از بین ژن
ـــه ژن ـــد ک ـــخص ش ـــاي مش ، Gfra1، Sall4 ،Lin28ه

Zbtb16  وGdnf اي با یکدیگر دارند که ارتباط گسترده
هــا پرداختــه شــد. در در این مطالعه به بررسی سه مورد از آن

 زیر محل بیان هر یک از این فاکتورها نیــز مشــخص تصویر
 تصــویرشــد کــه در راهنمــاي آن قابــل مشــاهده اســت (

ــن فاکتورهــا مــی2شــماره ــام). ای ــد مســیر پی ســانی رتوانن
  اسپرماتوژنز را با تأثیر بر یکدیگر کنترل کنند.

هاي با تأثیر مستقیم بر پس از شناسایی و انتخاب ژن
، بیان PCR   Fluidigmآلکالین فسفاتاز، با بررسی تست

ـــاي ژن ـــلولی  Lin28و  Gfra1 ،Sall4ه ـــه رده س در س
و  ES-likeهـــاي هـــاي بنیـــادي جنینـــی، ســـلولســـلول

م ساز سنجیده شد. طبق مشاهدات هاي بنیادي اسپرسلول
ـــت. در  Lin28ژن  ـــالایی داش ـــان ب ـــه رده بی ـــر س در ه

 )p >05/0( داريتفــاوت بیــان معنــی ES-likeهاي سلول
مشاهده شد که نســبت بــه ســلول هــاي بنیــادي جنینــی و 

تصــویر هاي بنیادي اســپرم ســاز بســیار بیشــتر بــود (سلول
ــاي A 3شــماره   TSCs). در ایــن آزمایشــات از ســلول ه

موش به عنوان نمونه کنترل استفاده شــد، و مشــاهده شــد 
 Sall4، بیــان ژن LIN28که بیــان منفــی داشــتند. پــس از 

نیز در هر سه رده ســلولی بیــان مثبــت  Sall4بررسی شد. 
داشت. بیان این ژن در سلول هاي بنیادي جنینی کمتر از  

 ES-likeهاي بنیادي اســپرم ســاز بــود. ســلول هــاي سلول
هــا بیــان بیشــتري داشــت و ایــن بیــان بقیه سلول نسبت به

 دارهاي بنیادي جنینی، داراي تفاوت معنیلنسبت به سلو
)01/0< p( ) 3تصویر شماره بود B .(TSCs  نیز مانند ژن

LIN28پس از آن، آزمایشات بیــان ژن  .بیان منفی داشت
Gfra1  مورد بررسی قرار گرفت. بر این اســاس مشــاهده

ژن در هر سه رده سلولی مثبت، اما میزان شد که بیان این 
بیان آن ها کم بود. هیچ یک از این رده هاي سلولی بیان 

 3تصــویر شــماره معنی داري نسبت به یکدیگر نداشتند (
C در این قسمت آزمایش نیــز .(TSCs  بیــان نزدیــک بــه

براي مقایسه بهتر بیان ژن هاي مــورد نظــر    صفر داشت.
تصــویر ها رسم شــد (گرام آنو دندرو Heatmapنمودار 
). در این بخش مشاهده شد که بیان ژن هــاي D 3شماره 
Lin28 ،Gfra1  وSall4  در سلول هاي بنیادي پرتــوان و

بیــان  Sall4و  Lin28اســپرم ســاز مثبــت بــود و همچنــین 
کــه یکــی از  Gfra1ســپس بیــان پــروتئین بیشتري داشتند. 

پرماتوژنز در فرآینــد اســ گــذارتأثیراصلی ترین ژن هاي 
باشد  و به عــلاوه داراي ارتبــاط مســتقیم بــا آلکــالین می

باشد، با توجه به نقش مرکزي و کنترل کننده فسفاتاز می
، بـــا اســتفاده از رنـــگ آمیـــزي بــر روي دو ژن دیگـــر

ــد ( ــماره ایمونوهیستوشــیمی، بررســی ش ). 4تصــویر ش
همچنین با استفاده از رنگ آمیزي مخصوص هســته اي، 

هــاي اســپرم ســاز هــاي موجــود در لولــهولهاي ســلهسته
مشخص و تفاوت بیان هسته اي و سیتوپلاسمی پــروتئین 

Gfra1  مورد بررسی قرار گرفت، که مشــخص شــد ایــن
  .پروتئین اکثراً داراي بیان هسته اي بود

  
  

  
  

(پیکان قرمز، مثبت). بیان  ES-likeینی و سلول هاي هاي بنیادي جندر سلول هاي بنیادي اسپرم ساز، سلول  بیان آلکالین فسفاتاز. :1تصویر شماره 
  منفی آلکالین فسفاتاز در سلول هاي سرتولی و فیبروبلاست ها ( پیکان آبی، منفی).
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  Sall4 و Gfra1 ،Lin28فسفاتاز، ژن  نیآلکال انیب
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ک از ها) و محل بیان هر یها بر یکدیگر (در اتصالات آن. همچنین نحوه تأثیر آنLin28و  Gfra1 ،Sall4هاي شبکه ارتباطی ژن :2تصویر شماره 
   ها (در جدول راهنما) مشخص شده است.پروتئین

  

  

  
  

 در Lin28. ژن ES-likeهاي لهاي بنیادي جنینی و سلوساز، سلولهاي بنیادي اسپرمسلولدر  ،Gfra1و  Lin28 ،Sall4هاي ژن mRNAبیان : 3تصویر شماره 
نیــز  Sall4). ژن Aشــود(ســاز، بیــان میهاي بنیادي جنینی و اسپرمره) نسبت به سلول)(سه ستاP>001/0داري (طور بسیار زیاد و معنیبه ES-likeهاي سلول

 TSCsو  ESCsهاي نسبت به سلول ES-likeهاي و همچنین در سلول)(دو ستاره) TSCs )01/0<Pنسبت به  SSCsهاي دار درسلولداراي بیان مثبت و معنی
)001/0<Pباشد() میBبه .( علاوه ژنGfra1 اي بیان مثبت در هر سه جمعیت سلولی مینیز دار)باشدCهاي سرتولی بیضه که ). همچنین بیان این ژن در سلول
). D(باشــدهاي سلولی مورد آزمایش میهاي موردنظر درجمعیتدهنده تفاوت بیان ژنروگرام نشانو دند Heatmapباشد. نمودارکنترل بودند منفی میعنوان نمونهبه

  و نیاي مشترك هر یک نیز مشخص شده است. اند. همچنین میزان نزدیکیتر با رنگ آبی مشخص شدههاي با بیان کمتر با رنگ قرمز و ژنهاي با بیان بیشژن
  

  
  

آمیــزي ایمونوهیستوشــیمی بیــان ) رنگAساز موش. هاي اسپرمدر لوله UVتوسط میکروسکوپ کونفوکال  Gfra1الگوي بیان ژن  :4تصویر شماره 
آمیــزي کــه شده دو رنگ Merge) تصویر Cباشد (آبی رنگ). ها میدهنده هسته سلولنشان DAPIآمیزي ) رنگB(قرمز رنگ).  Gfra1پروتئین 

   باشد.می Gfra1اي و سیتوپلاسمی پروتئین تمایز دهنده بیان هسته
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  و همکار عماد رضا     

  21        1401، تیر  210ی مازندران                                                                                        دوره سی و دوم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشک              

 پژوهشـی
 

  بحث
در ایــن مطالعــه مشــخص شــد کــه آنــزیم آلکــالین 

، جزو Lin28و  Gfra1 ،Sall4هاي فسفاتاز، به همراه ژن
 هاي بنیادي پرتوان به خصوصفاکتورهاي شناسایی سلول

باشند. همچنین مشخص شــد ساز میهاي بنیادي اسپرمسلول
 ها با یکدیگر در ارتباط بوده و در رونــد اســپرماتوژنزاین ژن
ارند. اسپرماتوژنز یک فرآیند پیچیــده اســت کــه ذتاثیرگ

 یگنالینگ مختلــفها و مسیرهاي ستحت کنترل و تنظیم ژن
باشد. محققین در نقاط مختلف دنیا در تــلاش هســتند می

 که راهی براي درمان اساسی ناباروري، که در اثر اختلال
شود، پیدا کننــد. در همــین راســتا، در این مسیر ایجاد می
 هاي اخیر به بررسی عوامل دخیــل بــرطی آزمایشاتی درسال

. با بررسی بیوانفورماتیکی )21،22(این فرآیند پرداخته شد
عوامل دخیل در اسپرماتوژنز و همچنــین فاکتورهــایی بــا 

ترین تأثیر بر آلکالین فسفاتاز به سنجش میزان بیــان بیش
در سه  Lin28و  Gfra1 ،Sall4الین فسفاتاز و سه ژن آلک

 هــايهاي شبه سلولهاي بنیادي جنینی، سلولجمعیت سلول
هــاي بنیــادي ) و همچنــین ســلولES-likeبنیادي جنینــی(

اسپرم ساز موش پرداخته شد. آلکــالین فســفاتاز یکــی از 
 .)23-25(باشــدهاي بنیادي میعوامل حفظ پرتوانی سلول

هــاي بنیــادي یک نشانگر مناسب براي سلول TNAPبیان 
ــت ــوان اس ــت . پرت ــایین فعالی ــطح پ ــان APس ــده نش دهن

و  بلاســتاپیهاي محدودیت پرتوانی است که در سلول
هاي اصــلی یکی از ژن .ه استنیز مشاهده شدیافته تمایز 

تاز نیــز ارتبــاط دخیل در اسپرماتوژنز که با آلکالین فســفا
 هــايدر گنوســیت LIN28 .)26(باشدمی LIN28زیادي دارد 

وجــود دارد.  اســپرماتوگونی نابــالغهــاي ســلولانســانی و 
 ها در بیضه بزرگسالانتعداد بسیار کمی از اسپرماتوگونی

طورکه طی این همان .)27،28(مثبت هستند LIN28داراي 
در هــر ســه جمعیــت  LIN28مطالعــه مشــاهده شــد، بیــان 

هــاي هــاي شــبه ســلولهاي بنیــادي جنینــی، ســلولسلول
هاي بنیادي اسپرم ساز، بالا بــود بــا بنیادي جنینی و سلول

 بســیار ES-likeهاي این تفاوت که بیان این ژن در سلول
یک فاکتور پرتــوانی  LIN28بالاتر از دو رده دیگر بود. 

مــوش، کارســینوم  ESهاي پرتــوان اســت کــه در ســلول
هاي تراتوکارســینوماي انســانی بــه مــوش و ســلولجنینی 

ــان  ــد  LIN28شــود. میشــدت بی ــین در طــول تولی همچن
ضــروري و  کننــدهحمایــت ،هاي انساندر سلول iPSسلول 

  هاي ســلول بــه اهمیــتاخیــر، هاي در ســال .)29(باشــدمی
ES-like  تر پرداخته شــده اســت، کمچند توان و پرتوان

هــاي بیــانی این مطالعه به برخی از ویژگی به این دلیل در
بــا ایــن وجــود همچنــان  .در این رده سلولی پرداخته شد

زیــرا ایــن رده ســلولی  مطالعات در این زمینــه ادامــه دارد
تواند بسیار مهم واقــع شــود و پــس از درك کامــل و می

هــا توان از این سلولهاي مولکولی آن، میدقیق مکانیسم
ــالینی اســتفاده کــرد، زیــرا ایــن در جهــت درمــان هــاي ب

هایشان مشــخص اســت، طور که از ویژگیها همانسلول
ه جــزو باشند و در نتیجــهاي بنیادي جنینی میشبیه سلول

توان با کنتــرل و میشوند و هاي پرتوان محسوب میسلول
درمــانی و همچنــین  ها در سلولها از این سلولشناخت آن

 در سال و همکاران Wangدرمان ناباروري استفاده کرد. 
طــور بــه LIN28که ژن  ندمطالعه نشان داد کدر ی 2005
 نایــموش ب هیاول Aنوع  یعمدتاً در اسپرماتوگون یمتفاوت

 SSCاند که چندین تیم تحقیقاتی نشان داده .)30(شودیم
ــی ــا م ــلوله ــد س ــند. توانن ــوان باش ــاي پرت -Kanatsuه

Shinohara هاي و همکارانش نشان دادند که سلولES-

like  ــواع مختلفــی از ــه ان ــوزاد مــوش ب مشــتق از بیضــه ن
شــواهد زیــادي  .)31(یابنــداتیک تمایز میهاي سومسلول

نقــش مهمــی در حفــظ حالــت  Lin28کــه  ندنشان دادها
تــوان از آن این، میکند. بنابرها ایفا میتمایز نیافته سلول

ـــــراي  ـــــک نشـــــانگر مولکـــــولی ب ـــــوان ی ـــــه عن   ب
SSC در ادامــه بــه  .)26،32(هاي تمایز نیافته اســتفاده کــرد

هاي مهم دخیل که یکی دیگر از ژن SALL4بررسی ژن 
ســه  باشــد پرداختــه شــد و بیــان آن دردر اسپرماتوژنز می

رده موردنظر بررسی شد. طبق نتایج حاصل، مشاهده شد 
ساز و همچنــین در هاي بنیادي اسپرمسلولکه این ژن در 

هــاي بنیــادي جنینــی ســطح بــالایی لهاي شبه ســلوسلول
داشت. اما نکته جالب توجهی که وجود داشت مشــاهده 
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در بیان ایــن ژن بــین ) P >01/0( داراختلاف بسیار معنی
هــاي شــبه بنیادي جنینی (بیان مثبــت) و ســلول هايلسلو

باشــد، کــه ایــن ) مــیES-likeهاي بنیادي جنینــی (سلول
هــاي ایــن دو رده ســلولی مشــابه موضوع از دیگر تفاوت

است، با این وجود کــه هــر دو نتیجــه مثبتــی داشــتند. در 
نشــان  2012و همکــارانش در ســال  Eildermannادامــه 

 يهادر هسته ســلول SALL4 نیپروتئ ضه،یدر بدادند که 
قبــل از  ضــهیبي هاتیگنوسدر  ترشیو ب هیاول رده زاینده

 نیــ. عــلاوه بــر ادپــس از تولــد قــرار دار انــدکی تولــد و
 یدر اسپرماتوگون SALL4لغ، اب ضهیدر ب ،مشاهده کردند

آخرین فــاکتوري کــه مــورد  .)31(ردوجود دا افتهین زیتما
باشد. با توجه به مطالــب می GFRA1بررسی قرار گرفت 

دســت هگفته شده و نتایج مشــابهی کــه در ایــن مطالعــه بــ
در هر سه جمعیت سلولی  GFRA1آمد، مشاهده شد که 

هــا زیــاد تحت آزمایش بیان مثبتی داشــت امــا میــزان آن
هاي بنیادي ه، میزان بیان در سلولکنبود. مورد بعدي این

و  شبیه و نزدیــک بهــم بــود ES-likeهاي جنینی و سلول
هــاي ایــن دو رده محســوب ایــن موضــوع جــزو شــباهت

تر در رابطــه بــا براي به دست آوردن بینش بیش شود.می
 هــاي مختلــف اســپرماتوگونی تمــایز نیافتــه،زیرمجموعه

 GFRA1ننــده کهاي بیانتوزیع سلولهاي مختلفی گروه
تجزیه و تحلیل و فرایند اسپرماتوژنز،  را در مراحل بعدي

مشــاهده  Orthو  McGuinness انــد.ســازي کــردهکمــی
هــا مدت کوتاهی پس از تولد، اسپرماتوگونیکردند که 

هــا  SSCکننــد و بــه به ســمت غشــاي پایــه مهــاجرت می
 ،Shinohara و Komatsuهمچنـــین شـــوند. تبـــدیل می
Naughton  وMeng هــاي به همراه همکارانشان در ســال

بعد هر یــک بــه صــورت جداگانــه مشــاهده کردنــد کــه 
GDNF  به کمپلکس گیرندهRET/GFRA1 شودمتصل می 

و  Sanchez .)33-35(کنــدها را القا میو خود نوسازي آن
 رمزگشایی اهمیت عملکردي ش گزارش کردندهمکاران
GDNF زایــی دشــوار  و کمپلکس گیرنده آن در اســپرم

هــاي نــاك اوت شــده در حــوالی بوده است، زیــرا موش

عــلاوه بــر ایــن،  .میرندتولد، عمدتاً از آژنزي کلیوي می
GDNF هاي ســرتولی، بلکــه توســط نه تنها توسط سلول

 شــود،هاي اسپرم ساز نیــز بیــان میهاي میوئید دور لولهسلول
 .)36(کنــدبرانگیز میهاي حذفی را چالشیشکه تفسیر آزما

پروتئین ســه -لعات بررسی شبکه پروتئینهمچنین در مطا
طبق نتایج حاصله، ایــن ســه  Lin28و  Gfra1 ،Sall4ژن 

ژن که ارتباط اصلی با آلکالین فسفاتاز دارند و در تنظیم 
هــاي دخیــل در بیان و فعالیت آن دخیل هستند، جزو ژن

هاي جنسی و بیضه، تنظیم اسپرماتوژنز هستند و در سلول
شــوند. رخــه تمــایزي بیــان مــیدر مراحل مختلف این چ

هاي دخیــل هاي مذکور با برخی دیگر از ژنهمچنین ژن
و  در اسپرماتوژنز مستقیماً ارتباط دارند و موجب تنظیم بیــان

، Gdnf ،Retهایی از جمله شوند، ژنفعالیت یکدیگر می
Nanog ،Klf4 ،Sox2 ،Pou5f1 ،Bmp4 ،Zbtb16  و

Bmpr1b هستند. جزو این شبکه ارتباطی مستقیم  
هاي صورت گرفته مشــخص شــد با توجه به بررسی

که آلکالین فســفاتاز یکــی از فاکتورهــاي نمایــان کننــده 
 هاي تمایز یافتــهباشد و در سلولهاي بنیادي پرتوان میسلول

یابد. همچنین مشخص شد، این آنزیم بیان آن کاهش می
 جزو فاکتورهاي Lin28و  Gfra1 ،Sall4هاي به همراه ژن

هاي بنیادي هســتند. فظت کننده حالت پرتوانی سلولمحا
 Lin28و  Gfra1 ،Sall4هــاي آلکالین فسفاتاز بــه همــراه ژن

در فرآیند اسپرماتوژنز نیز نقش دارند و با شبکه ارتباطی 
  کنند.خود، نقش تنظیم کنندگی در آن ایفا می

  
  :تعارض در منافع

  ند.هیچ یک از نویسندگان تعارضی در منافع خود ندار
  

  سپاسگزاري
 تخصصــی این مطالعه تحت حمایت مــالی دانشــگاه

و همچنــین ) 81913 کد طــرح:(با  نوین آمل هايفناوري
ــهتوافق ــین نام ــاري ب ــگاه همک ــدلبرگ دانش ــان های  آلم

)MOU( شده است انجام.  
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