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 چکیده
و    کردهدر حال نمو مهاجرت    یتناسل  های  غیو به ست گرفتهسلول تخم منشاء   یاهیگ  مکرهیاز ن اولیه  زایای  های  سلولدر ماهیان خاویاری  

قبل و بعد از    مرحلهطی دو    ، Huso husoماهیلارو    در  زایای بدویی  هاسلول  ،در مطالعه حاضر  .کنندها را تولید میدر نهایت گامت
به مدت سه هفته کشت داده   L15و    DMEMدو محیط کشت متفاوت    دره و  جداسازی شدبه روش هضم آنزیمی    ،زردهجذب کیسه  

طی روزهای مختلف با روش   Vasaو    Nanosبیان ژنهای  ها در دو محیط کشت مختلف با یکدیگر مقایسه شد.  تعداد و قطر کلونی.  ندشد
qPCR  .ییانجماد با استفاده از دو محافظ سرما  ،ایزا  یهامدت سلول  یطولان  یدارنگه  ی حفظ ژنوم وبرا  سنجش شد  DMSO   لنیات  و 

در یابد. افزایش می  کشتدر هر دو محیط در گروه بعد از جذب کیسه زرده ها تعداد و قطر کلونینتایج نشان داد، انجام گرفت.  کولیگل
 یمثلدیگرفتن چرخه تول  با در نظر.  ابدییم  یاقابل ملاحظه  شیافزانسبت به اتیلن گلیکول    ها پس از ذوبسلول  یمانزنده  DMSOحضور  

ماهیان،  یطولان تکث   این  ا  و شناسایی  ریبا  آینده می  هاسلول  ن یموفق  برا  توان در  آنها  داخل گناد گو  وندیپ  یاز  دوره   یدارا  یهاهنبه 
 استفاده کرد. کوتاه یمثلدیتول
 

 انجماد  ،کشت سلول،  فیل ماهیلارو  ،های بنیادی زایاسلول  کلمات کلیدی:
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 مقدمه 

بین اتحادیه  محیط در  از  حفاظت  از   27  ،زیستالمللی  گونه 
جز خاویاری  و  گونه   فهرست  وماهیان  خطر  معرض  در  های 

های مذکور در خطر  از گونه  %63  .اندحفاظت شده قرار گرفته
بی صید  علت  به  جدی  سکونت انقراض  محل  تخریب  و  رویه 

دارند قرار  احیاء  (Pšenička et al., 2015)  طبیعی   .
این  جمعیت  بههای  طبیعی روش  ماهیان  و  معمول  های 

نمیامکان این ماهیان چرخه   ، باشدپذیر  بسیار    زیرا  تولیدمثلی 
طولانی دارند و مدت زمان زیادی لازم است تا افراد جمعیت به 

  اعم از فیل ماهی،   مذکورگونه    27گونه از    6.  بلوغ جنسی برسند
ایرانی  تاسماهی روسی و تاسماهی    شیپ،  برون،ازون   استرلیاد،

رودخانه و  خزر  دریای  در  طبیعی  صورت  آن به  به  که  هایی 
های  دریای خزر و رودخانه  ،روکنند. از اینزندگی می  ، ریزندمی

ترین زیستگاه طبیعی این ماهیان در سطح  آن به عنوان بزرگ 
ماهی از . فیل (Vecsei et al., 2003)  شودجهان شناخته می 

خانواده  Huso جنس از    گونهباشد.  می  Acipenceridaeو 
Huso huso   بوده و نسبت به  ترین ماهی آب شیرین دنیا  بزرگ

که طوری هشوند بسایر گونه ماهیان خاویاری دیرتر به بالغ می
سالگی به بلوغ    12-14ها در  سالگی و نر  16-18ها در سن  ماده
   رسند.می

ماهیان   این  گناد  داخل  زایاسلولدر  بنیادی    1( PGC) های 
دارند زیادی  گامتپیش   چون  ، اهمیت  جنینی  ها  سازهای 

ها  این سلول  . انجامندها مینهایت به تولید گامت  هستند و در 
اپی و  ژنتیکی  نسلاطلاعات  بین  را  و  ژنتیک  کرده  منتقل  ها 

  جایی از  مو  نها در زمان  شوند. این سلول ها میبقاء گونهموجب  
به غدد جنسی در حال نمو در مراحل بعد    ، اندمنشا گرفته  که

می تشکیل  . کنندمهاجرت  خاویاری  PGCروند  ماهیان  در  ها 
  ، باشدمشابه دوزیستان بدون دم بوده و از طریق پلاسم زاینده می

ها در   PGC.اما مسیر مهاجرت آنها با دوزیستان متفاوت است
آندودرم به    ازگیاهی تشکیل شده و  در قطب    ،زنوپوسدوزیست  

این در حالی است    . کنندهای تناسلی مهاجرت میسمت ستیغ 
خاویاری   ماهیان  در  تشکیل  PGCکه  مشابهی  مکانیسم  با  ها 

توده  بر  سلولی از طریق مزانشیم    22ولی بعد از مرحله    ، شوندمی

 
1  Primordial Germ Cells 
2  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

 Saito et)  کنندالراس گناد مهاجرت میزرده و در امتداد خط

al., 2014) . 

زایابرای جداسازی سلول  بنیادی  به    روش،  های  آنزیمی  هضم 
ای در پستانداران و ماهیان استخوانی استفاده شده  طور گسترده

جداکردن  (Kaul et al., 2012)ت  اس شامل  تکنیک  این   .
سلول  تجزیه  آن  دنبال  به  و  جنسی  غدد  با  مکانیکی  ها 

معمولاًآنزیم تریپسینآنزیم  هاست.  کلاژناز،  ،  EDTA-های 
و   می  DNaseدیسپاز  ماهیاستفاده  در  و  شوند.  تریپسین  ها 

متداول آنزیمکلاژناز  غدد  ترین  تجزیه  در  که  هستند  هایی 
به برده  تناسلی   . (Pšenička et al., 2015)شوند  میکار 

Okutsu    ی کشت سلول  یهاط یمورد مح  در(  2007)  همکارانو  
ن ف  محلول  ز یو  ن  یولوژ یزیسرم   حات یتوض  ان،یماه  ازیمورد 

بافت  .کردندمنتشر    یمختصر برا  ی هاتنوع   هیته  یگوناگون 
 ن یشتریباز  و گنادها    ینیجن  یها بافت  ی بوده ول  ادیز  ه،یکشت اول

سلول و   برخوردارندمناسب    میتقس  تیقابل  با  فعال  یهاتعداد 
به    دنیو رس  ه یلا  تک ی  هادر کشت  یزیآمتیموفق  جینتادارای  

   . باشندیمزمان  نیکمتر مناسب در یسطح پوشش
سلول  تکثیر  در  مهمی  عامل  کشت  سهستهامحیط    نوع  . 

   وMedium199  ،DMEM  2شامل:    محیط کشت  فرمولاسیون
L153است  ماهی   های سلول   تکثیر  برای قبول   انتخاب .مورد 
  ، بنابراین  .است  بوده   ها ماهی  سلول  محققان کشت  اکثر  ارجح
  این   از  استفاده   با  ابتدا  در  موجود  سلولی  های رده  همه  تقریباً
  .(Fryer et al., 1965)شدند می تکثیر محیط

سال تحقیقات  در  گذشته  گونه  برهای  ماهیان  برخی  های 
های  خاویاری از جمله ماهی خاویاری چینی صورت گرفته و ژن 

زایا سلولمارکر   و    NANOS1مانند    های  رونویسی  سطح  در 
 . ژن (Ye et al., 2012)  ترجمه مورد مطالعه قرار گرفته است

های زایا  سلول  عنوان مارکرهای رایج   به  Vasaو    Nanosای  
شده معرفی  مختلف  مطالعات   ,.Köprunner et al)  انددر 

2001; Ye et al., 2012, 2016; Xie et al., 2019) .
  خانوادههای  هلیکار از پروتئین   -RNA  کیکد کننده     vasaژن

  یهادر دودمان سلول  یاختصاصاست که به طور    DEADجعبه  
 ,.Yoshizaki et al., 2000; Cao et al)شود  می  انیب  ایزا

  کامل   طور  به  vasaژن    محصول  عملکرد  هنوز  اگرچه .(2012

3  Leibovitz medium 
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 در  مهمی  نقش  ژن  این  رسدنظر میبه  اما  است،  نشده  شناخته
 کند.  می  ءایفا زایا  هایتکوین سلول و رشد

تواند  اهیان میزایای مهای  سلول مدت از  امکان محافظت طولانی
 . (Rall, 1993)پروری داشته باشد نقش مهمی در توسعه آبزی

گونه ییازآنجا از  بعضی  انقراض  خطر  مانند  که  ماهیان  های 
توان اقدام به  به کمک انجماد می  ، ماهیان خاویاری وجود دارد

کرد ماهیان  این  ژنتیکی  ذخایر  حفظ  و  و    Izadyar.  ذخیره 
سلولرا  روشی  (  2002)  همکاران انجماد  بنیادی  برای  های 

   دی متیل سولفوکسیدکه در آن از    دادند ه  ئاسپرماتوگونیا ارا
(DMSO)1 ی خوب  جینتا. این روش  کردندانجماد استفاده    یبرا  

نشان    در این مطالعه  . (Izadyar et al., 2002)  نبال داشتدبه
نسبت   DMSO  یکه محیط حاوی ماده محافظ انجمادداده شد  

در این  شود.  می  ها بعد از ذوببهتر سلول  ءبه گلیسرول باعث بقا
سولفوکسید را برای انجماد  متیلدر پژوهش دیگری دیراستا،  
 Horváth)  های اسپرماتوگونیا ماهی کپور توصیه کردندسلول 

et al., 2003) .  
فیل ماهی طولانی    دوره تولید مثلی ، که ذکر گردیدطوری همان

ها  تری رسیدگی جنسی در این ماهیباشد و در زمان طولانیمی
به عنوان یک ماده با  را  افتد و این فرایند تولید خاویار  اتفاق می

اقتصادی می  ،ارزش  تاخیر  لذابه  سلول   ،اندازد.  های  استخراج 
سازی و تکثیر آنها در محیط  خالص  ،بنیادی زایا از این ماهیان

سلول،  کشت این  ترانسپلنت  برای  را  گناد  زمینه  داخل  به  ها 
مثلی کوتاه در  تولید  دوره  با  می  ماهیان  فراهم  در  کند.  آینده 

  یماه  لیفو جنین  از لارو ایزا یادیبن یهاسلول ،مطالعه حاضر
(Huso  huso  )   طی دو بازه زمانی قبل و بعد از جذب کیسه

برای سه هفته در دو زرده،   استخراج شد. سپس  و  جداسازی 
های  کشت داده شدند. بیان ژن  L15 و     DMEMکشت    طیمح

های حاصل  در کلونی  (Nanosو    Vasaهای زایا )خاص سلول
در نهایت با مقایسه دو  از دو محیط  مورد مقایسه قرار گرفت.  

سرمایی  گلیکول  DMSO)   محافظ  اتیلن  شرایط  (و  بهترین   ،
 مشخص شد.   ها این ماهیهای زایای سلول جهت حفظ 

 

 
1  Dimethyl sulfoxide 

 مواد و روش
 گونه مورد آزمایش 

عدد لارو فیل ماهی استفاده شد که    60در این پژوهش تعداد  
  30زرده و    کمی قبل از جذب کیسه   در مرحلهعدد از آنها    30

بعد از جذب کیسه زرده قرار داشتند و  نیز در مرحلهعدد دیگر 
تاسماهیان دریای خزر تهیه شده   المللیبین  تحقیقات موسسهاز  

 . ( 1)شکل  بودند

 
 برداری نمونه

دار کردن  و نشان  (2014)  و همکاران  Saitoمطالعات  بر طبق  
با   گنادها  کننده  ایجاد  اح،  FITCبلاستومرهای  مالی  تمحل 

زایاسلول حضور   بنیادی  به   ،های  زرده  کیسه  خلفی  ناحیه  در 
بود   ،سمت شروع دم تعیین شده  لوله گوارش خلفی    در عقب 

مطالعه  ،بنابراین    (.2  )شکل این  از  نمونه،  در  پس  لارو  های 
میخک  با بیهوشی   استرپ   PBSدرون    ،عصاره گل  پن  حاوی 

پنی سیلین + استرپتومایسین( شست و شو داده شدند  درصد )1
سپس   از    وسیلهبهو  خلفی  اسکالپل  و  ناحیه  سوم  آبشش  دو 

برش زده شدند. قسمت میانی بدن که شامل دستگاه    ،دم انتهایی  
م نیز  استخراج سلولی مورد    ، شودیگوارش  برای  و  تخلیه شد 

ناحیه زرده   ،زردهاستفاده قرار نگرفت. در لاروهای حاوی کیسه
و در    نشودتخلیه شد تا در مراحل کشت موجب آلودگی محیط  

 کار کشت اختلال ایجاد نکند. 
 

 استخراج سلول از بافت و هضم آنزیمی 

  یحاو لیاستر تیبه پل یماه   لیجدا شده از لارو ف یان یقطعه م
PBS  ًزیدرصد و ن  1پن استرپ    یهاکیوتیب  ی به آن آنت  که قبلا 
آمفوترقارچ غلظت     B  نیپسیکش  اضافه شده  µg/ml 1)با   )
ها پس از تکه شدن  بافتشست و شو، از منتقل شدند. بعد  ،بود

آنزیم   تیغ جراحی در معرض  غلظت  نیپسیتربا    mg/ml   )با 
  یط  .قرار گرفتند(  mg/ml1با غلظت  )  I( و کلاژناز نوع   5/0

پل از    کی  قهیدق  5ها هر  نمونه   یحاو  تیمدت زمان هضم،  بار 
ز در  و  شده  خارج  شرا  ناریهودلام  ریانکوباتور   ل یاستر  طیدر 

ا  پتاژیپ  سلول  نیشدند.  شدن  جدا  به  کمک  کار  بافت  از  ها 
آنزیم هضم  شدن  کامل  از  پس    ط یمح  افزودنبا    ، یمیکند. 

انجام گرفت.    ها میآنز  یسازرفعالیغ ،   FBS%10ی  حاو کشت
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فبه  یسلول  ونیسوسپانس داخل  از  آمده    ضخامت با  لتریدست 
μm40 ها حاصل  از سلول   یترخالص  تیعبور داده شد تا جمع

  پان یتررنگ حیاتی  با    یزیآمزنده پس از رنگ  یهاسلولشود.  
 . شمارش شدند تومتریلام هموس وسیلهبهبلو 

 

 

 ( بعد از جذب کیسه زرده b( قبل از جذب کیسه زرده. a : نمونه لاروهای استفاده شده برای استخراج سلولهای زایا. 1شکل 

 

 

در لارو در مرحله قبل از جذب کیسه زرده. ناحیه نشاندار در موقعیت هایی قرار دارد که انتظار   FITC: بلاستومرهای نشاندار شده با 2شکل 

 .(Saito et al., 2014)دهد رود غدد تناسلی در آنها ایجاد شوند. شکل بالا نمای روشن و شکل پایین نمای با فلورسنت را نشان میمی
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 کنندههای حمایتهای زایا و سلولکشت سلول
های بنیادی زمینه را سازی سلول که تکثیر و خالصجاییاز آن 

تر سلول ابرای  پلنت  مینس  فراهم  آینده  در  این    ،کند ها  در 
ها  محیط کشت بهینه برای رشد این سلولتا    سعی شد پژوهش  
دست آمده از هر  بهی سلولسوسپانسیون  ،. بنابراینگرددمعرفی  

دو محیط به  دو گروه لارو ) قبل و بعد از جذب کیسه زرده(  
درجه   26  یمنتقل شده و در دما   L15و    DMEMمتفاوت  

شد     گرادیسانت کشت  .  ندکشت  محیط سلولبرای  در  ها 
DMEM،    برای ثابت ماندنHp  2 انکوباتوراز  ،  محیطCO   دار با

محیط    ،باراستفاده شد. هر سه روز یک 2CO درصد  5غلظت  
  ، های خونی که چسبندگی نداشتندکشت تعویض شد تا سلول

سلول گردند.  سلولحذف  نیز  و  زایا  بنیادی  های  های 
از  حمایت بعد  کف    48کننده  به  و  ساعت  چسبیدند  پلیت 
و تکثیر  زایی  قدرت کلونیهای بنیادی آغاز شد.  زایی سلولکلونی
قرار    یمورد بررس  معکوس  کروسکوپیم باها در دو محیط  سلول 

کشت در هر    یهاتیظاهر شده در پل  یهایگرفت. تعداد کلون
  ی کشت با روش کلن  20و    13،  11،  6،  4  یروزها  یط  طیدو مح

برنامه    ازبا استفاده    زیها نیشمارش شد. قطر کلون  یکانتر دست
image J    دست آمده مورد  به  جیقرار گرفت. نتا  گیریاندازه مورد

کشت   طیدو مح  ریتاث  سهیمقا  یقرار گرفت تا برا  یآمار  زیآنال
تکث بر  کلون  ریمتفاوت    ی طزایا    یادیبن  یهاسلول   یی زایو 

 د. ریمختلف کشت مورد استفاده قرار گ یروزها

 
بیان  تکنیک  با  زایا   هایسلول  نشانگر   هایژن  بررسی 

Real time PCR 
اثبات  محیط  در  اسپرماتوگونی  بنیادی  هایسلول   حضور  برای 

   ، (Vasaو    Nanos)  زایا    هایسلول  نشانگر  هایژن  بیان  کشت
روزهای   -RT  هایتکنیک  با  کشت  33و    18،  13،  11طی 

1PCR    وReal time PCR  گرفت قرار  سنجش  .  مورد 
و    RNA استخراج   کنترل  نمونه  عنوان  به  گناد  بافت  از 

 2کیاژن  شرکت  کیت استفاده از پروتکل  های کشت شده با سلول 

کمیت   گرفت.  انجام دستگاه    با  یاستخراج  RNAسپس 
به  ژل الکتروفورز سنجیده شد.    وسیلهبه نانودراپ و کیفیت آن  

منظور تکثیر هر قطعه ژنی، یک جفت پرایمر اختصاصی برای  

 
1  Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
2  QIA Gen 

 Nanos-1 هر ژن انتخاب و طراحی شد. این آغازگرها برای ژن
راست  آغازگر  شامل 

(GGATCCTTGAATGCTGGAAACTCT)   آغازگر و 
و برای ژن   CTCCGAGTCTCTACCCCCAACT))چپ  

Vasa   راست آغازگر  شامل 
(AGAGGGAAAGGGAGCAAGCACTTGGA )    و

چپ 
(AACTATTGGAATGCCATGCTTCTGAAC  )

 کمک آنزیم و به  د  استخراج ش  هاسلول از   RNA ابتداباشد.  می
  ساخته شد. DNAc مولکول  RNAاز    3بردار معکوس  رونوشت 
cDNA    روش با  مورد    PCR  Real-Timeحاصل  و  تکثیر 

  ها سه بار برای هر کدام از ژن PCR واکنش بررسی قرار گرفت.
شامل: دمای باز  های واکنش  انجام شد. سیکل  سیکل  30و طی  
سانتی  DNA  95های  شته رشدن   برای  درجه   ثانیه  30گراد 

ثانیه    45گراد برای  درجه سانتی  55-58دمای مربوط به آنلینگ  
ثانیه   45گراد برای  درجه سانتی  72ها  و دمای طویل شدن رشته 

در  4مرجع ژن بتا اکتین تحت عنوان ژن    ،در مطالعه حاضر  بود.
 برای هر بار ران دستگاه، تعداد مشخصنظر گرفته شده است.  

مخصوص مهیا شده و در هر کدام آنها، بر اساس  های  میکروتیوب 
از   پرایمر، حجم مشخصی  پرایمر  cDNAنوع   .  اضافه شد  و 

SYBER Green Master mix  میکرولیتر   5/12به میزان ثابت
از میکرولیتر    25شد و مابقی حجم تا    ها اضافهبرای تمام نمونه 

دستگاه  DEPC water  طریق در  سپس  شد.   ABI    تامین 

Step One  (Applied Biosystems, Sequence 

Detection Systems. Foster City, CA  )  .شد داده  قرار 
ژنن بیان  روش  سبت  با  مطالعه،  این  در  بررسی  مورد  های 

آستانهمقایسه چرخه  مورد    (Threshold Cycle: Ct)   ای 
های  ها در فرمولا استفاده از قرار دادن داده .  ارزیابی قرار گرفت

CtΔΔ  وCtΔΔ–2  میزان بیان ژن هدف با ژن مرجع نرمالیز شد  . 
 

 ها سلولذوب  انجماد و  
تحقیق   این  سلولدر  نگهداری طولانی مدت  روش  برای  از  ها 

کار این  برای  شد.  استفاده  سلولی   ،انجماد  سوسپانسیون  ابتدا 
  4×    10  5  ها با غلظت دلخواهمورد شمارش قرار گرفت و سلول 

3  Reverse transcriptase 
4  House keeping 
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  ی انجمادیهاسی به کرایوویالبه حجم نیم سی  سلول در محیط
منتقل شدند. سپس دو نوع محلول   ، که روی یخ قرار داشتند
در این پژوهش به حجم نیم سی سی  انجمادی مورد استفاده  
ها  سلول  مانیتا میزان زنده  ها اضافه شدقطره قطره به کرایو ویال

در این دو محیط پس از فرایند ذوب مورد مقایسه قرار گیرد. دو  
 لناتی  %10  :ل انجمادی عبارت بودند از گروه اول شاملنوع محلو
شامل    FBS  % 90  و  گلیکول دوم  گروه    متیل  دی   %10و 

فریزر کرایوویال.  FBS  %90  و (DMSO) سولفوکسید در  ها 
ساعت قرار گرفتند و سپس    1به مدت  گراد  درجه سانتی  -20

با دمای   فریزر  از  گراد  درجه سانتی  -75به  بعد  منتقل شدند. 
درجه   - 196)ها به نیتروژن مایع  روز، کریوویالگذشت یک شبانه

 ( منتقل و برای حدود یک ماه نگهداری شدند.  گرادسانتی
ها از نیتروژن  مایع خارج شده و  کرایو ویال،  برای فرایند ذوب

آب  به   دقیقهدرجه    37حمام  یک  از  پس  شدند.  ، منتقل 
به لوله فالکون منتقل شد و ها در زیر هود،  محتویات کرایوویال

ها در  محیط کشت تازه اضافه گردید. سپس سلول ،حجم آنهم
رویی دور    3برای    1500دور   دقیقه سانتریفوژ شدند. محلول 

جا مانده یک سی سی محیط کشت  های بهریخته شد و به سلول
منتقل  های مخصوص کشتها به پلیتتازه اضافه گردید. سلول

طرسلول  یمان زندهو  شدند   از  انجماد،  از  بعد   شمارش   قیها 
 قرار گرفت. یمورد بررس تومتریبا لام هموس یسلول

 
 

 هاروش تجزیه و تحلیل آماری داده
، برای آزمودن 18نسخه    spss  جهت محاسبات آماری از برنامه 

داده بودن  برای  نرمال  و  اسمیرنف  کولموگروف  آزمون  از  ها 
مقایسه بین تیمارها از آزمون تجزیه واریانس یکطرفه استفاده  

. برای مقایسه میانگین بین تیمارها  (one way ANOVA)شد  
درصد اطمینان و برای رسم نمودار   95از آزمون توکی در سطح  

داری در  معنیاستفاده گردید.   Graph Pad Prism 6از برنامه 
 در نظر گرفته شد. P≤0.05  سطح

 

 نتایج

 نتایج هضم آنزیمی 
از هر  دست آمده  به  یسلول  ونیسوسپانس،  ی میپس از هضم آنز

تر درشت  یهادو نوع سلول مختلف بود. سلول  یحاو،  دو نوع لارو
 کرون یم 4/11±2حدود  یبودند که قطر ایزا یادیبن یهاسلول 

  یی ها یداشتند و پس از گذشت دو روز از کشت به شکل کلون
حدود    یکوچکتر قطر  یهاکشت ظاهر شدند. سلول  طیدر مح

اطراف  تیحما  هایسلول   عنوان  به  و  داشتند  5/1±2/7 کننده 
ظاهر شدند. احتمالاً در جنس نر   یادیبن  یهاسلول یهایکلون

سلولسلول   نیا در    یسرتول  دهکنن  تیحما  ی هاها،  و  هستند 
ا ماده  سلولسلول  نیجنس  فول  تیحما  یها ها،    یکولیکننده 

 (. 3 )شکل باشند یم
 

 

های  های بنیادی زایا و سلولسلول ،اند هایی که با پیکان سیاه نشان داده شدهدست آمده از هضم آنزیمی. سلول: سوسپانسیون سلولی به3شکل 

 ×4باشند. بزرگنمایی های حمایت کننده میبا پیکان آبی سلول
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 نتایج کشت سلول 
از از    یاستخراج   زایایهای  کشت سلول لاروها در مرحله قبل 

با  که    طی روزهای مختلف کشت نشان دادجذب کیسه زرده  
و به شکل    کردندها یکدیگر را پیدا  ، سلولافزایش روزهای کشت

ها که از تجمعاتی دور یکدیگر جمع شدند و هسته ایجاد کلونی
با گذشت  فراهم کردند.  ، باشدبنیادی می هایخصوصیات سلول 

ها  بیشترین تعداد کلنی  یافت.ها افزایش  عداد و قطر کلونیزمان ت
مشاهده  روز از کشت    13پس از گذشت    DMEMدر محیط  

کلونیشد.   تعداد  زمان  این  از  کاهش  پس    قطر اما    ، یافتها 
ها همچنان در حال افزایش بود. کاهش تعداد کلونی در  کلونی
که    به  احتمالاً  تواندمی   DMEMمحیط باشد  دلیل  این 
های حمایت کننده کمتری دارند. به  سلول  ،های کوچککلونی
  سمی،   مواد  تجمع  ت،کش  محیط  غذایی  مواد  مصرف  دلیل

  فاز  آنها از  شدن  های کوچک و خارجنرسیدن مواد لازم به کلونی
کنند. اما در مورد  آنها شروع به تحلیل رفتن می  رشد،  لگاریتمی

سلول کلونی تعداد  چون  بزرگ  استهای  بیشتر  دلیل    ،ها  به 
سلولاینتراکشن  بین  سلولهای  و  زایا  حمایتهای  کننده  های 

تغذیه نقش  می  ،دارند  نیزای  که  ادامه  رشد  و  همچنان  یابد 
 شود.  افزایش قطر مشاهده می

  13-20از گذشت  پس    هابیشترین تعداد کلنی  L15در محیط   
تعداد و    ، . با افزایش روزهای کشتشودمشاهده میروز از کشت  

  L15محیط کشت    ها در حال افزایش است. احتمالاًقطر کلونی
شرایط بهتری برای رشد   ،حساس نیست  pHبه تغییرات    چون
میسلول  فراهم  لارو  بههای  روز  طوری کند  در    ، کشت  20که 

  ی زایایهاکشت سلولها افزایش یافته است.  تعداد و قطر کلونی
از جذب کیسه زرده،   یاستخراج قبل  در دو    از گروه لاروهای 

در محیط  که  کشت متفاوت و مقایسه تعداد آنها نشان داد  محیط  
DMEM،  کشت روزهای  گذشت  به ونیلک  ،با  کوچکتر  های 

می مشاهده  زیاد  قطر  البته    (.2و  1ول  ا )جدشود  تعداد  تفاوت 
وزهای در تمام ر  L15و    DMEMمختلف  محیط  ها در دو  نیوکل

از لحاظ تعداد  در مقابل    .(P>0/05)  باشدمیندار  معنی  تکش
اختلاف نیوکل دو  معنی  ها  بین  کشت  روزهای  تمام  در  داری 

  .(P<0/05)شود مشاهده می L15و  DMEM محیط
 

جذب کیسه   در گروه لاروهای قبل از L15و   DMEMهای مشاهده شده در روزهای مختلف کشت در دو محیط مقایسه تعداد کلونی :1 جدول

 زرده 

 کشت 20روز  کشت  13روز  کشت 11روز  کشت  6روز  کشت  4روز  کشت  روز/محیط نوع

DMEM 26 55 71 80 76 

L15 10 19 22 25 31 

  

در گروه لاروهای قبل از جذب  L15 و  DMEMهای مشاهده شده )میکرومتر( در روزهای مختلف کشت در دو محیطمقایسه قطر کلونی :2  جدول

 کیسه زرده 

 کشت 20روز  کشت  13روز  کشت 11روز  کشت  6روز  کشت  4روز  روز کشت/نوع محیط

DMEM 27/12 50/16 68/20 86/23 71/26 

L15 12/8 20/12 90/16 93/20 93/29 

 
استخراج کشت سلول زایای  از   یهای  بعد  از لاروها در مرحله 

در    که  جذب کیسه زرده طی روزهای مختلف کشت نشان داد
ها  با افزایش روزهای کشت، تعداد و قطر کلونی  DMEMمحیط  

روز از    11ها پس از گذشت  افزایش یافت. بیشترین تعداد کلونی
زمان این  از  پس  شد.  مشاهده  کلونی  ،کشت  کاهش  تعداد  ها 

در محیط ها همچنان در حال افزایش بود.  اما قطر کلنی  ،یافت
L15  روزهای کشت افزایش  کلونی  ،با  و قطر  اتعداد  فزایش  ها 

از گذشت   ها پسه بیشترین تعداد و قطر کلونیکطوری یافت به

  چون   L15محیط کشت    احتمالاً مشاهده شد.روز از کشت    20
تغییرات   نیست  pHبه  رشد   ،حساس  برای  بهتری  شرایط 

میسلول  فراهم  لارو  روز  طوری بهکند  های  در    ، کشت  20که 
کلونی قطر  و  است  تعداد  یافته  افزایش  از  (.  4و    3ول  ا)جدها 

در تمام روزهای کشت    داریاختلاف معنی  ،ها لحاظ تعداد کلونی
دو محیط   می  L15و    DMEMبین  تفاوت  مشاهده  اما  شود. 

در تمام    L15و    DMEMها در دو محیط مختلف  قطر کلونی
 (P>0/05).باشد دار نمیوزهای کشت معنیر
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 وه لاروهای بعد از جذب کیسه زرده در گرL15 و   DMEMهای مشاهده شده در روزهای مختلف کشت در دو محیط: مقایسه تعداد کلونی3 جدول

 کشت 20روز  کشت  13روز  کشت 11روز  کشت  6روز  کشت  4روز  روز کشت  نوع محیط/

DMEM 32 65 91 83 55 

L15 31 45 52 58 69 

  

 در گروه لاروهای بعد از جذب کیسه زرده   L15 و DMEM  های مشاهده شده در روزهای مختلف کشت در دو محیط: مقایسه قطر کلونی4 جدول

 کشت 20روز  کشت  13روز  کشت 11روز  کشت  6روز  کشت  4روز  روز کشت/نوع محیط

DMEM 80/14 53/17 68/21 71/23 45/27 

L15 35/14 35/16 89/26 13/27 40/38 

 

 

های زایای بدوی پس از  های سلولای از کلونی: نمونه4 شکل

 ( x10)بزرگنمایی  L15روز از کشت در محیط  6گذشت 

ها در دو مرحله قبل و بعد از جذب  مقایسه تعداد و قطر کلونی
زرده زرده  که  داد  نشان  کیسه  کیسه  جذب  از  دلیل    ،پس  به 

ها تداخل ایجاد  ای که در کار کشت سلول ترکیبات زرده  فقدان
های بزرگتر کلونی  داده است،کرده و جمعیت سلولی را کاهش  

شود. از نظر تعداد  و به تعداد زیادتر در محیط کشت مشاهده می
  DMEMبین دو گروه از لاروها در هر دو محیط کشت  ،ها کلونی

معنی  L15  و اختلاف  کشت  روزهای  بیشتر  مشاهده  در  دار 
عبارت  می به  تعداد    ،دیگرشود.  زرده،  کیسه  جذب  از  بعد 

های تشکیل شده افزایش  های کشت و به دنبال آن کلونیسلول 
 (P<0/05).یابند دار میمعنی

 

پس از   ایزا یادیبن یهاسلول یهایاز کلون ینمونه ا: 5شکل 

 (x10)بزرگنمایی  DMEM طیروز از کشت در مح 6گذشت 

 
 نتایج انجماد سلولی

انجمادی  لول س محلول  با  کشت  از  پس  هفته  دو  که  هایی 
DMSO    زنده    آنهادرصد از    81پس از ذوب    شده بودند،فریز

سلول درحالی  ( 5)جدول    ماندند  اتیلن  که  با  شده  فریز  های 
 را   خود  حیات  هاسلول  درصد  8/65  تنها ،  گلیکول پس از ذوب

آمدهبه  عدد  که  (6)جدول    کردند  حفظ   اختلاف   ،دست 
  DMSO  انجمادی  محلول  با   شده  فریز  گروه  با  داریمعنی
  (P<0/05).داشت
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  یانجماد ماده با انجماد از پس هاسلول یمان زنده درصد :5 جدول

DMSO سلول ذوب سپس و   

 

پس از اضافه کردن  

ماده فریز )تست  

 سمیت(

ذوب شده   -فریز

بعد از گذشت دو  

 هفته از کشت

درصد  

 های زنده سلول
88 % 81 % 

 

ها پس از انجماد با ماده انجمادی  درصد زنده مانی سلول: 6 جدول

 ها اتیلن گلیکول و سپس ذوب سلول

 

پس از اضافه کردن  

ماده فریز )تست  

 سمیت(

ذوب شده   -فریز

بعد از گذشت دو  

 هفته از کشت

های  درصد سلول

 زنده 
88 % 8/65 % 

 
  محیط  در   Nanos و    Vasa تغییرات کمی بیان ژن     نتایج  
L15     وDMEM 

کنترل داخلی  ژن در مقایسه با  Nanosتغییرات کمی بیان ژن 
اکت زرده در دو محیط   نیبتا  از جذب کیسه  بعد  در لاروهای 

نشان   مختلف  روزهای  طی  کشت    که  دادکشت  ابتدای  در 
بالاست. در اواسط   Nanosبیان ژن    ،روز از کشت(  6)گذشت  

محیط    ،کشت در  بیان  با   DMEMمیزان  ولی  آمده    پایین 
ها با شرایط کشت، بیان ژن گذشت روزها و سازش یافتن سلول

Nanos  از  طوری نیز بالاتر رفته است به که بالاترین بیان پس 
. در  شدمشاهده    DMEMروز از کشت در محیط    31گذشت  
میزان بیان    ،روز از کشت  27نیز پس از گذشت    L15محیط  

آمار نظر  از  داشت.  افزایش  مختلف  تکرارهای  در  ژن   ،یاین 
داری در بیان این ژن در روزهای انتهایی کشت  اختلاف معنی

   .(P > 0/05) نشد بین دو محیط مشاهده 
کنترل داخلی بتا  ژن  در مقایسه با    vasaتغییرات کمی بیان ژن  

در لاروهای بعد از جذب کیسه زرده در دو محیط کشت   نیاکت
  6  گذشت)  کشت  ابتدای  در  که  دادطی روزهای مختلف نشان  

  روزهای  افزایش  با .  است  پایین  Vasa  ژن  بیان   ،(کشت  از  روز
  بیان   بالاترین   کهطوری به  است  رفته  بالا   نیز  بیان  میزان  کشت

  ژن   بیان  نظر  از  .شد  مشاهده  کشت  از  روز  31  گذشت  از  پس

Vasa  محیط  دو   بین   DMEM    وL15  تفاوت   ،آخر  روزهای   در  
 . (P>0/05)نشد مشاهده داریمعنی

 
 بحث 

قد از  یکی  خاویاری  خانوادهمییماهیان  ماهیترین  ها  های 
ماهی این  دارند.  زیادی  ارزش  دنیا  در  که  نمایانگر  هستند  ها 

گونه از  به گروهی  نیز  انقراض  خطر  در  میهای  آیند.  حساب 
انجماد   و  است  طولانی  خاویاری  ماهیان  تولیدمثلی  چرخه 
تخمک یا جنین به دلیل محتوای زیاد زرده و نفوذپذیری کم  

معمولاً  ءغشا ازآن موفقیت  ماهی  است.  نبوده  که  جاییآمیز 
یک    ، چندین گونه از ماهیان خاویاری در معرض انقراض هستند

. بر طبق مطالعات  باشداستراتژی حفاظت کارآمد مورد نیاز می
توانند برای ذخیره و بازسازی های بنیادی زایا میسلول  ، جدید

با استفاده از تولیدمثل جایگزین    تیکیمدت اطلاعات ژنطولانی
ناحیه   ،. در این تحقیق(Zhang et al., 2007)استفاده شوند  

گونه   لاروهای  از    Huso husoگناد  بعد  و  قبل  گروه  دو  )در 
های هضم سلولی کلاژناز  با استفاده از آنزیم ،جذب کیسه زرده(

  DMEMکشتو در دو محیط    شدهو تریپسین مورد هضم واقع  
ها مورد کشت قرار داده  برای مقایسه تعداد و قطر کلنی  L15و 

 شدند.  
سلول جداسازی  طور  برای  به  آنزیمی  هضم  زایا  بنیادی  های 

 Kaul et)  ای در ماهیان استخوانی استفاده شده استگسترده

al., 2012).    این تکنیک شامل جداکردن مکانیکی غدد جنسی
های  آنزیم  هاست. معمولاًها با آنزیمو به دنبال آن تجزیه سلول

تریپسین و  EDTA-کلاژناز،  دیسپاز   ،DNase    استفاده
هایی  ترین آنزیمتریپسین و کلاژناز متداول  ،ها شوند. در ماهیمی

تجزیه در  که  به  هستند  تناسلی  برده  غدد  اند  شدهکار 
(Pšenička et al., 2016).  Okutsu  همکاران (  2007)  و 

آلای  های قزلدرصد تریپسین برای هضم بیضه  5/0استفاده از  
های  اسپرماتوگونی   ،کمان را گزارش کردند. در این گزارشرنگین

ماهی قزلبه به لاروهای  پیوند  آمده هنگام    لاروهای آلا،  دست 
تولید کردندزنده و    Pšenička.(Okutsu et al., 2007)  ای 

در    %3/0از    (2015)همکاران   دمای    PBSتریپسین   23در 
های بیضه و تخمدان ماهی  گراد برای تجزیه سلولدرجه سانتی

استفاده کردند     . (Pšenička et al., 2015)خاویاری سیبری 
مقابل   همکاران  Shikinaدر  برخی    (2013)  و  در  اختلال 
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غشایی  پروتئین که   وسیلهبههای  کردند  گزارش  را  تریپسین 
برگشت کاهش  کاهش چسبندگیباعث  و  میتوز  تقسیم   پذیر 

شده  های گنادی هضم  در مطالعه آنها سلول ها می شود.  سلول 
- با تریپسین سرعت رشد بالاتری نسبت به کلاژناز و تریپسین

EDTA   سایر  باهای تفکیک شده  نشان دادند، اما عملکرد سلول  
به گونه و مرحله تناسلی تغییرات جرئی را نشان    با توجهها  آنزیم
دیگرداد.   پژوهشی  قابل  یبرا  ،در  های  سلول  وند یپ   تیبهبود 

ماه  A  نوع  یایاسپرماتوگون رنگینآلاقزل  یدر   نکمای 
(Rainbow trout) سلول از   یایاسپرماتوگون  یها،  شده  جدا 

مح  هشد  یسازخالص  ضه،یب در  همراه به      15Lکشت  طیو 
آنتدیاس نویآم و  نتاکشت    کیوتیبیها  از   ی حاک  ج یداده شدند. 

قابل بازساز  ایاسپرماتوگون  های سلول  وند یپ   تیبهبود   یو 
و خلوص بود.    یجداساز  ندیفرا  ی وجود آمده طبه  ی هاب یتخر

بدین کوتاهمعناست  این  کشت  سلولکه  تواند  یم،  هامدت 
ط  جادیا  ی هاب یرتخ آنز  ندیفرا  ی شده  ترم  یمیهضم    م یرا 

از تریپسین   ، در مطالعه حاضر  . (Shikina et al., 2013)کند
گراد برای درجه سانتی  37در دمای    mg/ml 1و کلاژناز    5/0%

سلول  با  زایای  های  جداسازی  تا  شد  استفاده  ماهی  فیل  لارو 
ممکن زمان  سلول   ،حداقل  به  آسیب  حین  کمترین  در  ها 

ت برای  البته  شود.  وارد  در أ جداسازی  تریپسین  تاثیر  یید 
که بر توانایی مهاجرت آنها پس  طوری های زایا بهجداسازی سلول 

باشد نداشته  تاثیری  مدت  کوتاه  کشت  بیشتری   ،از  مطالعات 
 مورد نیاز است.  

رشد    استفاده از محیط کشت مناسب یکی از عوامل دخیل در
ها  ، خود سلول است. سلولترین عاملاما مهم  . هاستموفق سلول

عملکرد، مورفولوژی و میزان تکثیر خود را در حین کشت تغییر  
 . (Fryer et al., 1965; Fernandez et al., 1993)  دهندمی
در    ،DMEMمحیط    های صورت گرفته درراستای پژوهش در

و خلوص در   یموش بعد از جداساز  یایزا  یهاسلول   یقیتحق
  داده   کشت  Dulbecco’s  (DMEM)  ه یپا  بر  یکشت  طیمح

به مح   ، Pyruvate  گلوکز،  یاضاف  ری مقاد  هیکشت پا  طیشدند. 
L-glutamine    د  ... و شد.  شد    ، تینها  راضافه  مشخص 

DMEM  در  را    ماتیتقس   زانیتواند میمPGCدهد   شیها افزا  
(Makoolati et al., 2016).  

 
1 Bovine serum albumin 

  انیماه  یهاکشت سلول  یبرا  DMEMاز    ، گریدر مطالعات د 
برا  یاریخاو شد.  مطالعه  ،مثال   یاستفاده  کشت    یبرا  یادر 

( از  Atlantic sturgeon)  کی آتلانت  یاریخاو   یماه   یهاسلول 
DMEM    همراه ن  Fetal calf serum (FCS)%10به   زیو 
DMEM    همراه   2COمختلف    یهادرغلظت  FCS%20به 

تغ  ج ینتاشد.    تفادهسا داد  از    طیمح  ریینشان  % 20کشت 
DMEM-FCS  بهDMEM-FCS%10 در روند رشد   یریتاث

. (Grunow et al., 2011)ها ندارد  سلول  نیا  زیتما   ای  میو تقس
نتایج بهتری   نیزکه در مطالعه حاضر    L15اما در خصوص محیط  

در  دست آمد،  به  DMEMدر مقایسه با محیط  ها  یقطر کلوندر  
  L-15  طیاز مح  شتریب  یکشت سلول ماه   یبرا  ریاخ  ی هاسال

است،   شده  ب  طیمح  نیا  چوناستفاده  فاقد    کربناتیکشت 
 طیمح  نیهنگام استفاده از او    باشدیم  رواتیپ   دارایو    میسد

نت  طیبه مح  2COگاز    افزودنبه    ازین  ،کشت در  و   جه یکشت 
کشت    طیدر مح  ی ماه   یها. سلولباشدنمیدار    2COانکوباتور  

L-15 کنندیرشد م  یخوببه (Leibovitz, 1963).Riesco   و
از    ،یبدو  یایزا  یهاسلول   دیتول   یبرا(  2014)همکاران  

شرا  شیزبراف  ینیجن  یادیبن  یهاسلول  از   ،In vitro  طیدر 
تنظ  طیمح پا  میکشت  بر  کردند.    L-15  هیشده  استفاده 

  بود که به آن  L-15کشت شامل    طیمح  %80صورت که  دینب
اضافه شده بود.    دیاسنویو آم  کیوتیبیو آنت 1آلبومین سرم گاوی

فاکتورها   تینها  در از  استفاده   ، EGFهمچون  یرشد  یبا 
BMP4   وRA،   مح  شیزبراف  یبدو  یایزا  یهاسلول  طیدر 

که این نشان    افتندی  زیتماهای بنیادی جنینی  ، از سلول کشت
 . (Riesco et al., 2014) است L15از اثر مثبت محیط 

سلول  دو کشت  در  زرده  کیسه  جذب  از  بعد  زایا  بنیادی  های 
 DMEMمحیط مختلف و مقایسه آنها نشان داد که در محیط  

اما در محیط   شدند،ها کوچکتر  کلونی ،با گذشت روزهای کشت
L-15،  کلونی صعودی  قطر  سیر  کشت  روزهای  افزایش  با  ها 

توان نتیجه گرفت افزایش تعداد و قطر  می  به طور کلی،داشت.  
-Lها در گروه بعد از جذب کیسه زرده در هر دو محیط  کلنی

بعد از جذب   شت لاروهایککه  دهد  نشان می  ،DMEMو    15
سلول زرده،  تولید  کیسه  کلونی  شکل  به  بیشتری  زایای  های 

استخراج    های زایا،یک راه  برای افزایش خلوص سلول   .کندمی
باشد. زیرا تنوع سلولی زیادی  و کشت آنها در مراحل لاروی می
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تعویض ندارد.  وجود  گنادها  به  در  کشت  محیط  متوالی  های 
یک روز  سه  هر  که خاصیت  لسلو  ، بارفاصله  بنیادی  غیر  های 

مانده  های باقیکند. در نهایت سلولخارج می  ،چسبندگی ندارند
اینتراکشن   شوندمیتر  خالص اثر  های سلولی و رد و بدل  و در 

قادر     ،چسبندگیخاصیت  واسطه  های سلولی و نیز بهکردن پیام
 باشند. های مختلف میها در اندازهبه ایجاد کلونی

( 2011)  و همکاران   Grunowدر راستای نتایج پژوهش حاضر،  
انجام  ها پس از کشت در ارتباط با قطر و اندازه سلولای مطالعه
های زایای ماهی خاویاری آتلانتیک را به روش  . آنها سلولدادند

آنزیمی جدا   کشت    DMEMو در محیط کشت    کردندهضم 
ا که  دریافتند  تحلیل  و  تجزیه  از  پس  در  ها  ندازه کلونیدادند. 

ها در پاساژهای اولیه  سلول  ،طول زمان تغییر کرده است. در واقع
سلول به  بالاتر  واقع   های نسبت  پاساژهای  های  اندازه  ، در 
  .(Grunow et al., 2011) کوچکتری داشتند

طولانی محافظت  سلولامکان  از  ماهیان  مدت  جنسی  های 
 ,Rall)پروری داشته باشد  تواند نقش مهمی در توسعه آبزیمی

کوتاه  ،حلراه  یک  .(1993 طولانیکشت  و  این  مدت  مدت 
است  کههاست  سلول  شده  گزارش  متعددی  مطالعات   در 

(Aponte et al., 2005) به کمک    .انجماد است  ،دیگرحل  . راه
ماهیان ام به ذخیره و حفظ ذخایر ژنتیکی  توان اقدمیانجماد  

همکاران   Izadyarکرد.خاویاری   دادند  (  2002)  و  که  نشان 
انجمادی محافظ  ماده  حاوی  به   DMSO  محیط  نسبت 

ر همین  دشود.  می  ها بعد از ذوببهتر سلول  ءبقا  سببگلیسرول  
سولفوکسید را برای انجماد  متیلدر پژوهش دیگری دی  ،راستا
 Horváth)  های اسپرماتوگونیا ماهی کپور توصیه کردندسلول 

et al., 2003) .  کپور ماهی  بر  تحقیقات  دنبال  آزمایش    ،به 
متیل سولفوکسید و اتیلن دیگری با استفاده از ماده انجمادی دی

حاکی از این    ها بر این ماهی انجام شد. گزارش(EG) گلیکول  
میزان   ،EGدر مقایسه با    M  4/1  DMSOبود که در غلظت  

سلولزنده از  مانی  بیش  به  زایا  است   80های  رسیده   درصد 
(Patra et al., 2016).    که  نشان داده شد    ، دیگردر پژوهشی

تاس نمیجنین  ایرانی  غلظتماهی  مختلف  تواند  اتیلن  های 
 (Keivanloo and Sudagar, 2013)  را تحمل کندگلیکول  

به عنوان  M   5/1غلظتاتیلن گلیکول با    ها، گزارشسایر  در   .
انجماد ماده  ماهیان  سلولحفظ  برای    ی موثرترین  زایای  های 

 ،در راستای همین تحقیقات  شده است.معرفی   خاویاری سیبری

Kobayashi    ماده انجمادی اتیلن گلیکول   (2003)  همکاران  و
را معرفی کردند که منجر به بالاترین میزان   M 8/1 با غلظت

الای های زایای اولیه پس از ذوب شدن در قزلمانی سلولزنده
نتایج تحقیقات .  (Kobayashi et al., 2003)  کمان شدرنگین

  DMSOهای زایا پس از انجماد با  درصد سلول  81  ،ما نشان داد 
%( حیات خود را پس از ذوب    8/65با اتیلن گلیکول )  در مقایسه

 حفظ کردند.  
  یبررس  شناسی تولیدمثل،تحقیقات زیستدر    مهممرحله    کی
انواع   یی شناسا  یبرا  یاختصاص  ی نشانگرها  نییها و تعژن  انیب

عنوان    Vasaو    Nanos  یهاژن  . باشدمی  ا یزا  یهاسلول  به 
زایا  سلول  جیرا  یمارکرها معرفهای  مختلف  مطالعات    ی در 

  ایزا  یادیبن  یهااثبات حضور سلول   یبرادر این مطالعه    .اندشده
  ( با روشNanos, Vasa)    یاد یبن  ی هاخاص سلول  ی هاژن  انیب

Real-time PCR  در  قرار گرفت  سهیمورد مقا   ی به شکل کم .
 با استفاده از تکنیک   (1970)  و همکاران   Poursaeed  طالعهم

In situ hybridization  رونوشت ،vasa  های زایای  در سلول
نتایج آنها    ،. به طور کلی گردیدبافت بیضه ماهی آزاد نیز بیان  

به عنوان نشانگر اختصاصی برای   vasaبیانگر این بود که که ژن  
و شیوه دورگهسلول  ماهی  این  در  زایا  به  های  سازی در محل 

عنوان یک عامل کاوشگر به منظور بررسی مکان و شدت بیان  
بافت بیضه ماهی آزاد   ها درها با حفظ ظاهر سلولرونوشت ژن 

یک    Vasa .(Poursaeed et al., 1970) قابل معرفی است
در   است. این ژن  vasaپروتئین سیتوپلاسمی و حاصل بیان ژن  

 Shinomiya)  شودختصاصی بیان میهای زایا به صورت اسلول 

et al., 2000)  .  برای اثبات اختصاصی بودن ژنvasa   مطالعات
فراوانی صورت گرفته است. در این مطالعات با استفاده از تکنیک  

RT-PCR    و با استفاده از آغازگرهای اختصاصیvasa   بیان این
کمان و کفشک ماهی  ی رنگینآلاهای کپور، قزلماهی  ژن در
گرفته   (Paralichthys olivaceus)  ژاپنی قرار  بررسی  مورد 

اختصاصی در گنادها    به طور  vasaژن    که  است. نتایج نشان داد
  ، شوند. عمکرد دقیق این ژن هنوز مشخص نشده استبیان می

های زایای بدوی نقش  شود که در تشکیل سلول اما عنوان می
ها به ستیغ تناسلی و تکوین آنها  مهاجرت این سلول  برو    دارد
برای مهاجرت   vasa، ژن  Medakaگذار است. در ماهی  تاثیر

(  Li et al., 2009)  سلولهای زایا به سمت گنادها ضروری است
ها بسیار  برای تمایز سلول   vasaکه در گورخر ماهی ژن  درحالی
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است ژن    یانب  . (Hartung et al., 2014)  مهم  اختصاصی 
vasa  در ماهیان استخوانی حفاظت    های زایا، معمولاًدر سلول

در اووگونیا    vasaها ، سیگنال ژن  شده است. در بسیاری از ماهی
یابد.  میاما با رشد تخمک کاهش  است،های اولیه قوی  و تخمک

داران مختلف گزارش شده در مهرهنیز   Nanos های مرتبط باژن 
 ,.Haraguchi et al) در گورخرماهی   nas2و    nas 1است.  

  در موش وجود دارند   nanos3و    ,nanos1  nanos2و   (2003
(Tsuda et al., 2003.)    اگرچه بیان ژنnanos1  های  در سلول

   (Haraguchi et al., 2003)  زایای موش تشخیص داده نشد
های زایای  به صورت متفاوتی در سلول  nanos3و   nanos2 ولی

بیان می زایانر  در سلول  هعمدطور  به   nanos2شوند.آنها  های 
می کامل  بیان  رفتن  بین  از  به  منجر  ژن  این  حذف  و  شود 

در مهاجرت   nanos3شود.  های بنیادی اسپرماتوگونی میسلول 
و حذف این عامل منجر به از بین رفتن    داردهای زایا نقش  سلول 

 ,.Tsuda et al)  کامل سلولهای زایا در هر دو جنس می شود

خا . (2003 ماهیان  بر  که  دیگری  تحقیقات  صورت  در  ویاری 
شده  ،گرفته داده  که    نشان  بیان    nanos1  است  گنادها  در 

را در سیتوپلاسم اووسیت اولیه و   nanos1که  طوری شود بهمی
 Ye)تشخیص داد  توان  پلاسم اسپرماتوسیت اولیه میدر سیتو

et al., 2016). ا مطالعات پیشین،  بدر توافق   ،در مطالعه حاضر
سلول  nanosو     vasaهایژن  mRANبیان   زایا    های در 

در دو محیط کشت   Huso huso از گناد لارو ماهی   یاستخراج
DMEM    وL15   بدیهی    .با گذشت زمان روند صعودی داشت

فاکتورهای رشد مختلف    افزودناست مطالعات بیشتر در مورد  
های کشت مناسب  طراحی محیط  ، هابه محیط کشت این سلول

ها و نیز استفاده از مطالعات ایمنوسیتوشیمی و  برای این سلول
فلوسیتومتری جهت شناسیایی دقیق مارکرهای سلولی و اثبات  

باشد  در آینده ضروری می  ،ها در محیط کشتحضور این سلول 
ها به گناد ماهیان با  پلنت موفق این سلولو زمینه را برای ترانس

 دوره تولید مثلی کوتاه فراهم می کند.  
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Abstract 

In sturgeons, Primordial Germ Cells originate from vegetal pole of the egg. They migrate toward 

genital ridges during developmental stages and finally differentiate into gametes (the only cells that 

transmit genetic information). In this study, the cells were isolated from place of migration of 

primordial germ cells in Huso huso’s larvae during two stages before and after absorption of the yolk 

sac by enzymatic digestion. The obtained cell suspensions were cultured for three weeks in L-15 and 

DMEM medium. The number and diameter of colonies was compared in two culture system. 

Expression of Nanos and Vasa genes was measured during different days of culture by qPCR method. 

To preserve PGCs for a long time, cryopreservation was operated by Dimethyl Sulfoxide and 

Ethylene glycol. The results showed that the number and diameter of colonies increased in the group 

after absorbed yolk sac in both L-15 and DMEM medium. The chance of survival for the cells after 

melting was significantly higher in the presence of DMSO rather than presence of EG. Given the long 

reproductive cycle and the long time it takes to reach sexual maturity, this method can be used to 

transplant cultured PGCs into the gonad of species with a short reproductive cycle. 

 

Keywords: Primordial Germ Cell, Huso huso larvae, Cell Culture, Cryopreservation 
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