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چکيد ه 

هدف از این مطالعه بررسی اثر IGF-I بر تعداد کلونی ها، مساحت کلونی ها، میزان زنده مانی و بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس در سلول های 
بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند بوده است. در این پژوهش سلول های بنیادی اسپرماتوگونی موجود در غشاء پایه لوله های منی ساز از بیضه گوسفند 
نژاد افشاری با استفاده از مراحل هضم آنزیمی جداسازی شدند. گروه شاهد IGF-I دریافت نکرد و چهار گروه بعدی به ترتیب چهار غلظت  0/1، 
1، 5 و 10 میکروگرم در میلی لیتر IGF-I را دریافت نمودند. سلول ها به مدت دو هفته کشت داده شدند و میزان کلونیزاسیون از نظر تعداد و 
مساحت در روزهای پنجم و چهاردهم کشت ارزیابی شد. پس از پایان دوره کشت میزان بروز آپوپتوزیس و بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس 
)BAX و BCL2( نیز ارزیابی شد. نتایج نشان داد که استفاده از تیمارهای 5 و 10 میکروگرم در میلی لیتر IGF-I موجب بهبود میزان کلونی زایی 
از نظر تعداد و مساحت در روزهای پنجم و چهاردهم کشت نسبت به سایر گروه ها شد )P≥0/05(. بیشترین میزان زنده مانی و کمترین سطح 
آپوپتوزیس در گروه های دریافت کننده 5 و 10 میکروگرم در میلی لیتر IGF-I مشاهده شد )P≥0/05(. بیشترین بیان ژن BCL2 و کمترین بیان ژن 
BAX نیز در گروه های دریافت کننده 5 و 10 میکروگرم در میلی لیتر IGF-I مشاهده شد )P≥0/05(. بنابراین استفاده از دوز مناسب IGF-I در 
محیط کشت می تواند روشی موثر در راستای بهبود کیفیت و زنده مانی سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند طی مطالعات بر روی سلول های 

بنیادی باشد. 

IGF-I ،كلمات كليدی: اسپرماتوگونی، آپوپتوزیس، کلونی زایی، گوسفند
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This study was conducted to evaluate the effect of IGF-I on the number and area of colonies, viability and apoptosis 
related genes expression in sheep’s spermatogonial stem cells (SSCs). In this study, SSCs at the basal membrane of 
seminiferous tubules were isolated from testes of Afshari sheep using enzymatic digestion steps. The control group did 
not receive IGF-I and the other groups received 0.1, 1, 5 and 10 μg/ml IGF-I, respectively. The cells were cultured for 
2 weeks and the colonizing abilities were evaluated on the 5th and 14th days of culture. At the end of culturing period, 
apoptosis status and apoptosis related genes expression (BAX and BCL2) were evaluated. The results showed using 5 
and 10 μg/ml IGF-I improved colonizing abilities on the 5th and 14th days compared to the other groups (P≤0.05). 
The highest viability and lowest apoptosis status was observed in groups received 5 and 10 μg/ml IGF-I (P≤0.05). The 
highest BCL2 expression and lowest BAX expression was observed in groups received 5 and 10 μg/ml IGF-I (P≤0.05). 
Therefore, using suitable dose of IGF-I in culture medium could be an effective method to improve the quality and vi-
ability of sheep’s SSCs during studying on stem cells.
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مقدمه
سلول های بنیادی اسپرماتوگونی )SSCs( سلول های منفردی هستند که بر 
روی غشای پایه بافت پوششی لوله های منی ساز بيضه قرارگرفته اند )20(. 
بنیادي  سلول هاي  دارد:  وجود  بیضه  در   SSCs عملکردي  جمعیت  دو 
بالفعل که مسئول خودنوسازي هستند و سلول هاي بنیادي بالقوه که در 
می دهند.  نشان  از خود  را  توانایی خودنوسازي  و خاص،  شرایط سخت 
هنگامی که SSCs تحت شرایط نامطلوب به میزان زیادي از بین می روند، 
سلول هاي پیشساز مسئولِ تمایز ممکن است به عنوان سلول هاي بنیادي 
بالقوه عمل کرده و عمل خودنوسازي را از سر گیرند )25(. این سلول ها 
پزشکی،  پژوهش های  بيولوژیکی،  آزمایش های  انجام  در  ویژه  اهميتی 
فناوری توليدمثل و اصلاح ژنتيکی از طریق سلول زاینده جنس نر دارند. 
است.  ضروری  بسيار  امری  کشت  محيط  در   SSCs تکثير  و  حفظ  لذا 
این  تمایز  و  خودنوسازی  فرآیندهای  طبیعی،  اسپرماتوژنز  حفظ  برای 
سلول های بنیادی باید دقیقاً توسط بیان ژن درونی در سلول های بنیادی 
و سیگنال های بیرونی، از جمله عوامل محلول یا مولکول های چسبنده از 
ریزمحیط اطراف، تنظیم شود. از مهم ترین سیگنال های بیرونی که باعث 

تنظیم اسپرماتوژنز می شود، فاکتورهای رشد هستند )5(. 
منظور  به  اسپرماتوژنز،  فرایند  طی  در  سیتوکین ها  و  رشد  فاکتورهای 
ترشح  سلول های سرتولی  توسط   SSCs تمـایـز  و  تکثیـر  مناسـب  تنظیم 

می شوند. به عنوان مثال فاکتور رشد فیبروبلاست 2 و فاکتور نوروتروفیک 
دارد  اثر   SSCs و خودنوزایی  تکثیر  بر  گلیال  سلول هاي  از  شده  مشتق 
)22(. برخی فاکتورهای ضروری دیگر مانند فاکتور سلول بنیادی، پروتئین 
ریخت شناسی استخوان 4 و اکتیوین A بیشتر در پیشبرد تمایز SSCs نقش 
دارند )24(. مطالعات متعددی نشان داده اند که حضور تعداد محدودی 
سیتوکین ها  ترشح  طریق  از  می تواند  کشت  محیط  در  سوماتیك  سلول 
مثال  عنوان  به  کند.  زیادی  کمک   SSCs تکثیر  به  رشد  فاکتورهای  و 
انکوباسیون SSCs موش در حضور سلول های تغذیه کننده یا فاکتورهای 
رشد، تکثیر طولانی مدت آن ها را در شرایط آزمایشگاهی ممکن می سازد 
بلوغ  در  مهمی  نقش  نیز   IGF-I که  است  شده  گزارش  همچنین   .)21(
سلول های بیضه در گونه های حیوانی دارد )6( و استفاده از آن یک عامل 

کلیدی برای تنظیم اسپرماتوژنز در موش صحرایی و موش بالغ است.
IGF-I جزئی از خانواده فاکتورهای رشد انسولینی است که سیگنال های 
ارائه  تولید مثلی  و عملکردهای  متابولیسم  کنترل رشد،  برای  را  ضروری 
می دهند )IGF-I .)23 عمدتاً در کبد تولید می شود، اما تقریباً توسط تمام 
بافت های بدن نیز سنتز می شود و نقش مهمی در رشد کلی و اندازه بدن 
انسولین/IGF نقشی محوری در تنظیم رشد، تکثیر،  دارد )13(. سیستم 
تمایز و بقای سلولی ایفا می کند و تقریباً بر هر اندام و سیستم بدن تأثیر 
دارد  بیضه  صحیح  عملکرد  و  رشد  در  مهمی  نقش  همچنین  می گذارد، 
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)17(. اگرچه فرایندهای تولیدمثلی توسط محور هیپوتالاموس-هیپوفیز-
گوناد تنظیم می شود، اما فعالیت فاکتورهای غدد جنسی که به صورت 
موضعی تولید می شوند، عملکرد تولیدمثلی را تعدیل می کند. IGF-I و 
گیرنده آن مسیرهای سیگنالینگ PI3K/Akt را فعال کرده و بیشتر اعمال 

سلولی مانند تکثیر، تمایز و مهاجرت را القاء می کنند. 
با توجه به اهمیت تاثیر IGF-I بر فرایندهای تولیدمثلی و به ویژه تاثیر 
به  بنیادی که در مطالعات پیشین  بر تکثیر و تمایز سلول های  مثبت آن 
آن ها اشاره شده است، هدف از این مطالعه بررسی اثر IGF-I در محیط 
کشت SSCs بر قابلیت کلونی زایی )تعداد و مساحت(، زنده مانی، سطح 
 )BCL2 و BAX( آپوپتوزیس و بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس سلولی

در سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند می باشد.

مواد و روش ها
SSCs حیوانات و جمع آوری

نابالغ 2-3 ماهه نژاد افشاری از کشتارگاه  در این مطالعه، بیضه  از بره  
صنعتی تهیه شده و در داخل فلاسك و در مجاورت يخ قرار داده شد و 
از 1 ساعت به آزمايشگاه منتقل شد. لازم به ذکر است  در عرض كمتر 
در این مطالعه کار بر روی حیوان زنده انجام نشده است و نمونه اخذ 
از  بیضه ها  آزمايشگاه  در  از کشتار می باشد.  بیضه پس  به  مربوط  شده 
داده شد. سپس  نرمال سالین شستشو  با  بار   5 اسکروتوم خارج شده و 
حجم بیضه مطابق دستورالعمل استیگر و روبل )1996( اندازه گیری شد و 
بیضه های دارای حجم 47/5-51/3 سانتی متر مکعب برای مطالعه انتخاب 
لایه های   ،%70 الکل  و  ید  تنتور  با  بيضه  شستشوی  از  پس   .)19( شدند 
تونیکا واژینالیس و تونیکا آلبوژینه با تیغ بیستوری استریل برش داده شد 

و بافت پارانشيم آن به كمك قيچي استريل به داخل لوله فالكون  حاوي 
محيط DMEM تجاري )10 ميلي ليتر(، پني سيلين )100 واحد در میلی لیتر( 
و استرپتومايسين )100 میلی گرم در میلی لیتر( انتقال داده شد. برای کاهش 
  1500g احتمال آلودگي، محتویات لوله فالکون به مدت يك دقيقه در دور
بار سانتریفیوژ شد. جهت جداسازي و استخراج سلول هاي لوله هاي  سه 
منی ساز از بافت پارانشیم بیضه، از روش Van Pelt و همکاران استفاده 
شد )4(. برای هضم مکانیکی، بافت بیضه پس از شستشو به داخل پتري 
دیش منتقل شد و با استفاده از پنس و قیچی استریل خرد شد، به طوری 

که نهایتا قوام نرم و فرم شیرآبه ای پیدا کرد.
در  میلی گرم   1(IV کلاژناز  آنزیم های  از  آنزیمی  هضم  اول  مرحله  در 
 1( تریپسین  و  میلی لیتر(  در  میلی گرم   1(  II هیالورونیداز  میلی لیتر(، 
میلی گرم در میلی لیتر( استفاده شد و پتری دیش ها به مدت 45 دقیقه در 
انکوباتور قرار داده شدند. برای افزایش بازدهی تاثیر آنزیم های مذکور 
بر هضم بافت پارانشیم بیضه هر 10 دقیقه یكبار عمل پیپتاژ انجام شد و 
برای ارزیابی هضم آنزیمی و روند باز شدن لوله های منی ساز از یکدیگر 
هر 10 دقیقه یك بار بافت پارانشیم بیضه در زیر میکروسکوپ معکوس 
بررسی شدند. نمونه پس از مرحله اول هضم آنزیمی با دور rpm 1400 به 
 IV مدت دو دقیقه سانتریفیوژ گردید. در مرحله دوم آنزیم های کلاژناز
)1 میلی گرم در میلی لیتر(، هیالورونیداز II )1 میلی گرم در میلی لیتر( به 
نمونه اضافه شد و پتری دیش ها به مدت 15 تا 20 دقیقه در انکوباتور قرار 
باقیمانده،  قطعه های  از  انفرادی  برای جداسازی سلول های  داده شدند. 
لوله های فالکون در دور rpm 800 به مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ شدند. 
نایلونی  فیلتر  از  مذکور  سلولی  تعلیق  میوئید،  سلول های  حذف  برای 
سلول های  رسوب  برای  ادامه  در  شد.  داده  عبور  استریل  میکرونی   55

جدول 1- تاثیر غلظت های مختلف IGF-I بر تعداد کلونی های اسپرماتوگونی در روزهای پنجم و چهاردهم کشت.

جدول 2- تاثیر غلظت های مختلف IGF-I بر مساحت کلونی های اسپرماتوگونی در روزهای پنجم و چهاردهم کشت.

.)P ≥ 0/05( حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی دار در هر ردیف است

.)P ≥ 0/05( حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی دار در هر ردیف است

(μg/ml) 00/11510غلظت فاکتور رشدSEM

b 29/14 b 28/14 b 44/00 a 49/74 a2/6 24/57 روز 5

b41/19 b 46/70 b 123/19 a 129/31 a4/3 40/88 روز 14

(μg/ml) 00/11510غلظت فاکتور رشدSEM

b 137/56 b 137/36 b 165/83 a 171/57 a5/2 135/18 روز 5

b 263/95 b 269/65 b 323/14 a 330/60 a4/5 261/64 روز 14
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اسپرماتوگونی و سرتولی لوله های فالکون در دور  rpm 800 به مدت دو 
دقیقه سانتریفیوژ و برای کشت استفاده شدند. 

پس از سانتریفیوژ مایع رویی موجود در لوله فالکون برای کشت در پليت 
12 خانه مورد استفاده قرار گرفت. پس از شمارش و ارزیابی سلول ها، 
تعداد  10000 سلول به ازای یک سانتی متر مربع در هر خانه کشت داده 
شد. نمونه  به 5 گروه تقسیم شدند و گروه شاهد شامل محیط پایه )کشت 
تعليق سلولی در محيط DMEM حاوی 1 درصد آنتی بيوتيک و 5 درصد 
ترتیب چهار  به  بعدی  گروه  و چهار  نکرد  دریافت   IGF-I و  بود   )FBS
غلظت  0/1، 1، 5 و 10 میکروگرم در میلی لیتر IGF-I را دریافت نمودند. 
بودند.  شناسایی  قابل  مختلف  گروه های  در  روز  چهار  از  پس  کلونی ها 
پليت ها در انکوباتور در دمای 37 درجه سانتی گراد، رطوبت  80 درصد و 
دی اکسيد کربن 5 درصد به مدت 14روز قرار داده شدند. تعویض محيط 
هر سه روز یکبار انجام شد. برای ارزیابی تعداد و مساحت کلونی های 
مشتق شده از سلول های اسپرماتوگونی در روزهای پنج و 14 کشت، از 

ميکروسکوپ معکوس مجهز به عدسی مدرج استفاده شد. 

ارزیابی میزان زنده مانی و سطح آپوپتوزیس
آنکسین-5  کیت  این  از  درون سلول ها  آپوپتوزیس  میزان  بررسی  جهت 
پليت  به  میلی لیتر  در هر  105×3 سلول  با چگالی  استفاده شد. سلول ها 
شش چاهكي اضافه شدند و پس از 24 ساعت انكوباسيون، تيمار سلول ها 
به جز گروه كنترل با غلظت هاي 2، 4 و 8 میلی گرم در میلی لیتر انجام شد. 
پس از سپري شدن زمان، محيط رويي چاهك ها و سلول هاي كف پليت به 
واسطه افزودن مقادير كافي از تريپسين- EDTA جدا شدند و كل محتويات 
کیت  دستورالعمل  طبق  سپس  گرديد.  منتقل  فالكون  يك  به  چاهك  هر 
مربوطه سلول هاي كنترل و تيمار شده از كف پليت جدا شده و در 400 
میکرولیتر از بافر مخصوص كيت شناور شدند. پس از افزودن 5 میکرولیتر 
رنگ آنكسين -5 و 15 دقيقه انكوباسيون در تاريكي، مجدداً 5 میکرولیتر 
رنگ PI به آن ها افزوده شده و 15 دقيقه به دور از نور در دماي محيط 
قرار گرفتند. پس از سانتريفیوژ rpm 1400، هر نمونه در 1000 ميكروليتر 
و  شمارش  فلوسيتومتر  دستگاه  توسط  و  شده  رقيق  ايزوتونيك  محلول 

توسط نرم افزار فلوجو آناليز شدند )10(.

)BCL2 و BAX( ارزیابی بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس سلولی
استخراج RNA و سنتز cDNA دو هفته پس از کشت سلولی و تیمار انجام 
شد. RNA توسط کلروفرم و ایزوپروپانول جدا شد و با اتانول 75 درصد 
شسته شد. در نهایت، آلودگی ها توسط DNase بدون RNase از بین رفتند. 
پس از سنتز cDNA نمونه ها ]کیت سنتز cDNA )فرمنتاز، لیتوانی([، بیان 
 )GAPDH( با گلیسرآلدئید 3-فسفات دهیدروژناز BCL-2 و BAX ژن های
BAX، BCL2 و  mRNA ژن های  بیان  به عنوان ژن خانه دار مقایسه شد. 
در همه گروه ها با استفاده از آشکارساز توالی طبق دستورالعمل سازنده 

اندازه گیری شد.

آنالیز آماری
کاملًا  طرح  قالب  در  آزمایش  نتایج  شد.  انجام  تکرار   4 در  مطالعه  این 
تصادفی با استفاده از رویه ANOVA به وسیله نرم افزار آماری SAS آناليز 
و سطح معني داري )P>0/05( در نظر گرفته شد. مقایسه میانگین ها با 

استفاده از روش توکی انجام شد.

نتایج
تاثیر IGF-I بر تعداد و مساحت کلونی های اسپرماتوگونی

نتایج مربوط تاثیر IGF-I بر تعداد و مساحت کلونی های اسپرماتوگونی 
 10 و   5 تیمارهای  از  استفاده  است.  شده  گزارش   2 و   1 جداول  در 
نظر  از  کلونی زایی  میزان  بهبود  موجب   IGF-I میلی لیتر  در  میکروگرم 
سایر  به  نسبت  و چهاردهم کشت  پنجم  روزهای  در  و مساحت  تعداد 
گروه ها شد )P≤0/05(. اختلاف میان تیمارهای 0، 0/1 و 1 از نظر آماری 

.)P<0/05( معنی  دار نبود

تاثیر غلظت های مختلف IGF-I بر زنده مانی و سطح آپوپتوزیس
نتایج مربوط تاثیر IGF-I بر زنده مانی و سطح آپوپتوزیس در سلول های 
اسپرماتوگونی جدول 3 گزارش شده است. تیمارهای 5 و 10 میکروگرم در 
میلی لیتر IGF-I بالاترین درصد زنده مانی را نشان داد )P≤0/05(. اختلاف 

 .)P<0/05( میان تیمارهای 0، 0/1 و 1 از نظر آماری معنی  دار نبود
مقدار آپوپتوز اولیه در گروه دریافت کننده 10 میکروگرم در میلی لیتر 

جدول 3- تاثیر غلظت های مختلف IGF-I بر زنده مانی و سطح آپوپتوزیس در سلول های اسپرماتوگونی.

.)P ≥ 0/05( حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی دار در هر ردیف است

(μg/ml) 00/11510غلظت فاکتور رشدSEM

b 81/50 b 82/00 b 86/70 a90/60 a1/5 80/90 زنده

b 5/10 b 4/80 b 4/96 b1/96 a1/0 4/99 آپوپتوز اولیه

b 11/30 b 10/05 b 5/23 a  4/69 a1/3 11/40 آپوپتوز ثانویه

2/722/103/153/112/780/9نکروزه
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IGF-I از سایر گروه ها کمتر بود )P≤0/05( و اختلاف میان سایر گروه ها 
.)P<0/05( معنی دار نبود

 10 و   5 تیمارهای  کننده  دریافت  گروه های  در  ثانویه  آپوپتوز  مقدار 
بود  کمتر  تیماری  گروه های  سایر  از   IGF-I میلی لیتر  در  میکروگرم 
 .)P<0/05( نبود  معنی دار  تیمارها  سایر  میان  اختلاف  و   )P≤0/05(
استفاده از غلظت های مختلف IGF-I در گروه های تیماری تاثیری بر نرخ 

.)P<0/05( سلول های نکروزه نداشت

تاثیر غلظت های مختلف IGF-I بر بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس 
)BCL2 و BAX( سلولی

سلولی  آپوپتوزیس  با  مرتبط  ژن های  بیان  بر   IGF-I تاثیر  مربوط  نتایج 
 10 و   5 تیمارهای  است.  شده  گزارش   4 جدول  در   )BCL2 و   BAX(
پایین ترین  و   BCL2 بیان  میزان  بالاترین   IGF-I میلی لیتر  در  میکروگرم 
میزان بیان BAX و نسبت BAX/BCL2 را نشان داد )P≤0/05(. اختلاف 

 .)P<0/05( میان تیمارهای 0، 0/1 و 1 از نظر آماری معنی  دار نبود

بحث
بنیادی  سلول های  آن  در  که  است  پیچیده  فرآیند  یک  اسپرماتوژنز 
اسپرماتوگونی دیپلوئید به اسپرم هاپلوئید بالغ تمایز می یابند. مسیرهای 
مداوم  تولید  برای  باید  رشد  فاکتورهای  و  هورمونی  ژنتیکی،  متعدد 
بنیادی  تنها سلول های   SSCs بالغ به صورت هماهنگ عمل کنند.  اسپرم 
از  و  منتقل می کنند  بعد  نسل  به  را  ژنتیکی  اطلاعات  که  بالغی هستند 
 .)8( می برند  پیش  را  اسپرماتوژنز  فرآیند  مداوم،  تزاید  و  تکثیر  طریق 
وجود تعداد اندك SSCs در بیضه های افراد بالغ جداسازی آن ها را برای 
مطالعه های آزمایشگاهی با محدودیت مواجه کرده است )12(. از طرف 
به  مبتلا  بیماران  در  مدت  طولانی   اشعه درمانی  یا  شیمی درمانی  دیگر، 
این  ناباروی  به  می تواند  و  دارد  سلول ها  این  روی  مخربی  اثر  سرطان، 
کفایت  با  و  کارا  روش های  بنابراین،  شود.  منجر  درمان  از  پس  بیماران 
تکثیر سلول های بنیادی اسپرماتوگونی در محیط آزمایشگاه نقش مهمی 
در حفظ و نگه داری اسپرم و درمان ناباروری بویژه در بیماران نجات یافته 
از سرطان دارد، و این امر زمانی میسر می شود که فیزیولوژی و عملکرد 
این سلول ها به خوبی شناخته و مطالعه شود. شناسایی عوامل موثر بر 

بلوغ آزمایشگاهی سلول های زایا و ارتقای تمایز آن ها می تواند قدمی مهم 
برای یافتن درمان نازایی باشد. در این میان استفاده از مدل های حیوانی 
و دامی نقش مهمی را در پیشبرد اهداف تولیدمثلی انسانی داشته است 
و تاکنون جداسازی و شناسایی نسبی فیزیولوژی و عوامل موثر بر رشد، 
تکثیر و تمایز SSCs در حیوان هایی نظیر رت )7(، ماهی )9( و دام های 

اهلی از جمله گاو )14( و خوك )2( انجام شده است. 
تأثیر   SSCs تعداد  بر  موضعی  رشد  هورمون  و  فاکتور  چندین  اگرچه 
حیاتی ترین  IGFها  که  است  داده  نشان  اخیر  گزارشات  اما  می گذارند 
فاکتور رشد در تنظیم تعداد SSCs و اندازه بیضه است )18(. همانطور که 
در این مطالعه مشاهده شد، استفاده از دوزمناسب IGF-I بهبود قابلیت 
کلونی زایی را در SSCs به همراه داشت که این یافته ها با نتایج حاصل از 
مطالعه مورا رودریگر و همکاران )2018( همخوانی داشته است و آن ها 
نشان دادند که IGF-I سبب افزایش تعداد کلونی های SSCs می شود و 
این افزایش در دوزهای بالاتر به صورت چشمگیری از گروه کنترل بیشتر 

می شود )11(.
IGF-I دارای نقش اساسی در عملکرد بیضه است و حضور گیرنده های آن 
بر روی تمامی سلول های موجود در بیضه بیانگر نقش اساسی این فاکتور 
نمودن  غیر فعال   .)3( آن هاست  عملکرد  تنظیم  و  تمایز  و  رشد  در  رشد 
گیرنده  های انسولینی و IGF-I در سطح SSCs منجر به کاهش بیش از 70 
درصدی اندازه بیضه و تولید روزانه اسپرم بالغ می گردد )16(. این فاکتور 
علاوه بر تحریک بلوغ اسپرم، تحرک اسپرم و تعداد کل اسپرم، احتمال 
لقاح را نیز به صورت چشم گیری افزایش می دهد. پژوهش ها نشان داده 
است که استفاده از IGF-I بر روی نمونه های منی منجمد/ذوب شده از 
گاومیش، سگ  و گوسفند نه تنها باعث افزایش تحرک اسپرم ها می شود، 
بلکه پتانسیل غشای میتوکندری و نرخ شکافت تخمک ها را نیز افزایش 
سلول های  عنوان  به  سرتولی  سلول های  این،  بر  علاوه   .)15( می دهد 
پشتیبان و سلول های لیدیگ به عنوان سلول های تولید کننده تستوسترون 
IGF-I هستند. این فاکتور تکثیر سلول های سرتولی قبل  تاثیر  نیز تحت 
از بلوغ را در موش و خوک تحریک می کند. در سلول های لیدیگ، تولید 
تستوسترون به طور مستقیم و یا غیرمستقیم با درمان با IGF-I تحریک 

می شود )25(. 
علاوه بر اثرات مثبت ذکر شده، این فاکتور میزان زنده مانی SSCs را نیز 

.)BCL2 و BAX( بر بیان ژن های مرتبط با آپوپتوزیس سلولی IGF-I جدول 4- تاثیر غلظت های مختلف

.)P ≥ 0/05( حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی دار در هر ردیف است

(μg/ml) 00/11510غلظت فاکتور رشدSEM

BAX4/11 b 3/48 b 3/17 b 2/19 a  2/01 a0/35

BCL2 1/95 b  1/63 b  1/51 b 2/66 a 2/72 a0/21

BAX/BCL2 2/10 b 2/13 b 2/09 b 0/82 a 0/73 a0/50
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 IGF .)2021 ،به صورت قابل توجهی افزایش می دهد )یانگ و همکاران
یعنی  آپوپتوز،  تنظیم کننده  پروتئین های  از  اعضای دو خانواده  می تواند 
از   BCL2 تأثیر قرار دهد. خانواده  را تحت  BCL2 و کاسپازها  خانواده 
اعضای زیادی تشکیل شده است که هم نقش پیش برنده آپوپتوزیس را 
 .)22( BCL2 و هم نقش مهارکننده آپوپتوزیس مانند BAX دارند مانند
IGF-I به طور  از  همانطور که در پژوهش حاضر مشاهده شد استفاده 
 BAX ژن  بیان  کاهش  و   BCL2 ژن   بیان  افزایش  به  منجر  توجهی  قابل 
یافته های حاصل از مطالعه پن و همکاران )2015(  با  نتایج  این  شد که 
همخوانی داشت که آن ها نیز نشان دادند که سطح بیان BAX در اسپرم 
تیمار شده با IGF-I به طور قابل توجهی نسبت به گروه شاهد کمتر است 

و سطح ژن BCL2 نیز در این گروه بالاتر از گروه شاهد است )15(.

نتیجه گیری
از مقدار مناسب  استفاده  این مطالعه نشان داد که  از  یافته های حاصل 
IGF-I در محیط کشت موجب بهبود میزان کلونی زایی از نظر تعداد و 
بهبود  اسپرماتوگونی می شود و همچنین  بنیادی  مساحت در سلول های 
میزان زنده مانی و کاهش سطح آپوپتوزیس را در این سلول ها به دنبال 
دارد. بیان ژن های BCL2 و BAX به عنوان عوامل بازدارنده و پیش برنده 
می یابد.  کاهش  و  افزایش  ترتیب  به   IGF-I حضور  در  نیز  آپوپتوزیس 
بنابراین استفاده از دوز مناسب IGF-I در محیط کشت می تواند روشی 
موثر در راستای بهبود کیفیت و زنده مانی و کاهش آپوپتوزیس و مرگ 

سلولی در سلول های بنیادی اسپرماتوگونی گوسفند باشد. 
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