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Abstract 
The main objective of this study was to compare the quality and effectiveness of the 
sedimentation velocity at unit gravity (SVUG) method with the percoll density gradient 
centrifugation method in the separation of spermatogenic cells in order to introduce a 
simple and cost-effective method. 
In this study, the testes from male mice (NMRI strain) were obtained and transferred 
to Ham's F10 medium. With the use of the mechanical and enzymatic digestion meth-
od, spermatogenic cells were isolated. Spermatogenic cell separation was undertaken 
with both the percoll gradient centrifugation and sedimentation velocity at unit gravity 
(SVUG) methods based on human serum albumin (HSA) gradients. Subsequently the 
May-Grunwald-Giemsa (MGG) staining method was used to identify isolated cells. The 
combined method possibly could isolate a purer fraction of spermatogenic cells. This 
method (SVUG and Percoll Gradients Centrifugation combination) has the potential to be 
used as a simple and effective method for the isolation of spermatogenic cells for diag-
nostic or research purposes. 
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اسپرماتوژنز،  روند  كنترل  پيچيده  مكانيسم  از  آگاهى  امروزه 
ژن هاى  بيان  الگوى  بررسى  سلول،  سطح  ژنى  آنتى  تغييرات  مطالعه 
عوامل  شناسايى  اسپرماتوژنز، تعيين و  روند  مولكولى  ارزيابى  مختلف، 
مولكولى   - سلولى  بررسى هاى  ساير  و  اسپرماتوژنز  كنترل  در  حياتى 
بيضه  بافت  اسپرماتوژنيك  سلول هاى  شناسايى  و  جداسازى  مستلزم 
سلول هاى  شناسايى  و  جداسازى  به  مربوط  گزارش  اولين  مى باشد. 
شد؛  ارايه  همكارانش  و  بلف  توسط   1977 سال  در  اسپرماتوژنيك 
بيضه  بافت  از  را  سلول ها  اين  از  خالصى  جمعيت هاى  توانستند  آنها 
هضم  و  مكانيكى  روش هاى  با  آنها  آورند.  دست  به  نابالغ  موش هاى 
آنزيمى، سلول هاى بافت را از يكديگر منفك و متعاقب آن با تكنيك 
Sedimentation Velocity at Unit Gravity (SVUG) جمعيت هاى 
خالص هر شش رده سلولى اسپرماتوژنيك را به طور موفقيت آميز از بافت 

بيضه موش هاى Balb/c در سراسر دوره رشد و نمو جدا كردند (1). 
در اين مطالعه، براى هر بار انجام جداسازى سلول هاى اسپرماتوژنيك 
مورد  پاستور)  انستيتو  ايران،   )  NMRI نژاد  نر  موش  سر   6 بيضه  بافت 
دو  پركل  غلظتى  شيب هاى  روش  از  مرتبه  هر  در  گرفت.  قرار  استفاده 
بيضه يك موش و در مورد روش SVUG، در هر آزمايش از 10 بيضه 
طريق  به  جانور  ابتدا  كه  بدين صورت  مى شد.  استفاده  موش  يعنى 5 سر 
جابه جايى مهره هاى گردن قطع نخاعى و روى صفحه اى ثابت شد سپس 
با كمك قيچى و پنس شكافى روى پوست و پرده صفاق ايجاد و بيضه ها 
به صورت استريل جدا و خارج گرديد و در پليت حاوى محيط كشت 
Ham's F10 (Sigma, USA) با دماى 37 درجه سانتي گراد قرار داده 
شد. جداسازى جمعيت هاى مختلف سلول هاى اسپرماتوژنيك بافت بيضه 
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چكيده 
در  پركل  غلظتى  شيب  سانتريفيوژ  و   Sedimentation Velocity at Unit Gravity روش  دو  كارآمدى  و  كيفيت  ارزيابى 
جداسازى سلول هاى اسپرماتوژنيك بافت بيضه هدف اصلى اين مطالعه را تشكيل مى دهد. طى اين مطالعه تلاش شده است در 

نهايت يك مدل موفق با هزينه پايين، دسترسى بالا و خلوص به نسبت مطلوب پيشنهاد شود.
جداسازى  روش هاى  كمك  با  گرديد.  منتقل   Ham’s F10 كشت  محيط  به  و  خارج  بدن  از   NMRI نژاد  موش هاى  بيضه  بافت 
مكانيكى و هضم آنزيمى، سلول هاى بافت از يكديگر جدا شدند. سپس جداسازى سلول هاى مخلوط با دو روش سانتريفيوژ شيب 
 (SVUG; Sedimentation Velocity at Unit Gravity) در دو مرحله و (Percoll Gradients Centrifugation) غلظتى پركل
بر اساس شيب غلظتى آلبومين سرم انسانى (Human Serum Albumin; HSA) انجام گرديد و در نهايت جهت شناسايى سلول هاى 
تفكيك شده از روش رنگ آميزى (MGG; May-Grunwald-Giemsa) استفاده شد. با استفاده هم زمان اين دو روش مى توان 

جمعيت هاى با درجه خلوص بالاى سلول هاى اسپرماتوژنيك را جهت انجام مطالعات مولكولى و سلولى، جداسازى كرد. 

* كليدواژگان: اسپرماتوژنز، پركل، سانتريفيوژ شيب غلظتي، سرعت ته نشست، رده سلولي  

مقاله كوتاه 

با روش مكانيكى آغاز شد. مخلوط سلولى حاصل جهت حذف قطعات 
 200g قدرت  با  بار  دو  تا  يك  خونى  سلول هاى  و  سلولى  بقاياى  بافتى، 
به مدت 10 دقيقه سانتريفيوژ شد. بعد از روش مكانيكى از روش هضم 
آنزيمى استفاده شد (1) كه مراحل آن عبارتند از : 1. تهيه محيط كشت 
Ham's F10 حاوى آنزيم كلاژناز نوع II (Sigma, USA) با غلظت 0/5 
ميلي گرم بر ميلي ليتر (2). 2. انكوباسيون بافت بيضه در محلول آنزيمى در 
انكوباتور با شرايط 37 درجه سانتي گراد و 5 درصد CO2 به مدت 15 تا 
20 دقيقه. 3. خرد كردن با سوزن هاى ظريف به منظور تسهيل جداسازى 
و حذف قطعات بافتى اضافى. 4. شست وشو با 2 ميلي ليتر محيط كشت 
Ham's F10 و سانتريفيوژ با قدرت 200g، در دماى آزمايشگاه به مدت 
10 دقيقه. 5. مخلوط نمودن رسوب حاصل در 2 ميلي ليتر محيط كشت 
III نوع  تريپسين  آنزيم  ميلي ليتر  بر  ميلي گرم  حاوى 0/5   Ham's F10
آنزيم ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   0/1 و   (Merck, Germany)

DNaseI (Roche, Germany). 6. انكوباسيون در انكوباتور با شرايط 
37 درجه سانتي گراد و 5 درصد CO2 به مدت 20-15 دقيقه. 7. دو بار 
 ،200g و سانتريفيوژ با قدرت Ham's F10 شست وشو با محيط كشت
در دماى آزمايشگاه به مدت 10 دقيقه. 8. مخلوط نمودن رسوب حاصل 
از  سلولى  سوسپانسيون  استحصال   .9  .Ham's F10 كشت  محيط  در 
سلول هاى اسپرماتوژنيك بافت بيضه. 10. ارزيابى قدرت حيات سلول ها با 

محلول رنگ آميزى تريپان بلو. 
از  ميلي ليتر   2 افزودن  با  پركل  گراديان  روش  انجام  منظور  به 
به   ،(Pharmacia, Sweden) پركل  درصد   15 و   20 رقت هاى 
ميلي ليترى  14 استريل  لوله  يك  در  كمتر،  به  بيشتر  رقت  از  ترتيب 
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(Falcon, BD) ستونى ايجاد شد، سپس سوسپانسيون سلولى حاصل از 
هضم آنزيمى روى آن منتقل و به مدت 30 دقيقه با قدرت 750g در دماى 
تشكيل  لايه  دو  سانتريفيوژ  اتمام  از  بعد  گرديد.  سانتريفيوژ  آزمايشگاه 
شد كه به آرامى با پيپت پاستورهاى مجزا خارج شده و بعد از انتقال به 
لوله هاى مجزا، با قدرت 200g به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ گرديد. بعد 
از مشاهده ميكروسكوپى، لايه فاقد اسپرم خارج و روى ستون شيب هاى 
30، 25 و 20 درصد پركل (به ترتيب 2 ميلي ليتر از هر رقت) منتقل شد 
سانتريفيوژ  آزمايشگاه  دماى  در  و   200g با قدرت دقيقه  مدت 35  به  و 
رسوب  نيز  و  سلول ها  از  شده  تشكيل  لايه هاى  مرحله  اين  در  گرديد. 
ته لوله خارج و به لوله هاى فالكون مجزا منتقل گرديد سپس با افزودن 
سانتريفيوژ   200g قدرت  با  دقيقه   5 مدت  به  لوله  هر  به  كشت  محيط 
شدند. با افزودن محيط كشت به رسوب حاصل در هر لوله قدرت حيات 
سلول هاى هر لايه با محلول تريپان بلو ارزيابى شد و نتايج حاصل نشان داد 
كه تفاوتى در درصد سلول هاى زنده قبل و بعد از استفاده پركل وجود 
ندارد. در نهايت سلول هاى هريك از لايه ها به واسطه روش رنگ آميزى

 .(4  ،3) شدند  شناسايى   (MGG; May-Grunwald-Giemsa)
سلول هاى موجود در گسترش هاى سلولى با روش رنگ آميزى MGG و 

به واسطه شكل، اندازه، قطر و موقعيت هسته، اندازه دم، وجود ساختارهاى 
خواص  و  بيضه)  بافت  هاپلوئيد  سلول هاى  مورد  (در  آكروزومى 

رنگ پذيرى قابل تشخيص مى باشند (شكل1). 
بدين ترتيب، در بخش فوقانى گراديان 20 درصد باقى مانده هاى قطعات 
درصد  و 25  گراديان هاى 20  بينابينى  ناحيه  در  مرده،  سلول هاى  و  بافتى 
اسپرماتوگونى هاى نوع B با درجه خلوص 45 درصد و اسپرماتيدهاى كروى 
با درجه خلوص 55 درصد، در ناحيه بينابين گراديان هاى 25 و 30 درصد 
اسپرماتوگونى هاى نوع A با درجه خلوص 40 درصد و اسپرماتوسيت هاى 
درصد   30 گراديان  كف  در  نهايتا  و  درصد  خلوص60  درجه  با  اوليه 
اسپرماتوسيت هاى دو هسته اى با درجه خلوص 55 درصد و اسپرماتيدهاى 

طويل شده با درجه خلوص 45 درصد گزارش شدند.
سيستم SVUG طراحى شده در اين مطالعه شامل چهار ظرف شيشه اى 
مدرج، يك دستگاه هم زن مغناطيسى، شيلنگ هاى رابط و شيرهاى كنترل 
است. اين ظروف در دو صفحه مسطح مقاوم و در فاصله اى مناسب از هم 
ثابت شده اند. ظرف هاى مدرج شماره 1 و 2 كه طبق قانون ظروف مرتبطه 
و به واسطه يك شيلنگ رابط مناسب به هم متصل مى باشند، در واقع يك 

دستگاه گراديان ساز را تشكيل مى دهند. 

 .MGG بعد از رنگ آميزى SVUG شكل 1: سلول هاى اسپرماتوژنيك حاصل از روش هاى پركل و
A. اسپرماتوگونى نوع B ،A. اسپرماتوگونى نوع C ،B. اسپرماتوسيت اوليه لپتوتن، D. اسپرماتوسيت اوليه پاكى تن، E. اسپرماتوسيت 

اوليه دو هسته اى در تقسيم ميوز و F. اسپرماتيد (بزرگ نمايى 1000×).

خالص سازي رده هاي سلولي اسپرماتوژنيك
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مختص  كه  است  شده  تعبيه  استوانه اى  ظرف،  دو  اين  امتداد  در 
قرار  سلولى  رسوب گذارى  ظرف  ادامه  در  و  بوده  سلولى  سوسپانسيون 
يك   (Sedimentation Chamber) رسوب گذارى  مخزن  مى گيرد. 
ظرف كوتاه با سطح مقطع زياد است كه انتهاى آن مخروطى است و 
از طريق دريچه و شيلنگ رابط با ظرف سوسپانسيون سلولى مرتبط است 

(2) (شكل2). 

Sedimentation Velocity at Unit Gravity شكل 2: نمايى از سيستم

و  ساز  گراديان  دستگاه  توسط  آلبومين  غلظت  شيب  ايجاد 
يا  و  پريستالتيك  پمپ  توسط  رسوب گذارى  استوانه  به  آن  ورود 
در  مى شود.  كنترل  جاذبه  نيروى  و  استوانه اى  ظروف  سطح  اختلاف 
جمع كننده دستگاه  به  را  رسوب گذارى  ظرف  ديگر  شيلنگ  نهايت 

هدف  كه  آنجايى  از  مى سازد.  متصل   (Fraction Collector)
ظرف،  دو  ارتباط  انسداد  ضمن  بوده،  غلظت  افزاينده  شيب  توليد 
انساني  سرم  آلبومين  بيشتر  غلظت  از  معينى  حجم  اولى  استوانه  در 
دوم  استوانه  در  و  درصد)   4) (Human Serum Albumin; HSA)
متصل به خروجى همان حجم از غلظت كمتر HSA (2 درصد) اضافه 
سلولى  سوسپانسيون  ظرف  در   HSA 0/5درصد  محلول  سپس  شد. 
سلولى  سوسپانسيون  و  شده  اضافه   (Cell Loading Chamber)
از  موجود  محلول  دريچه ها،  تنظيم  با  شروع  در  شد.  افزوده  آن  بر 

كرد،  پيدا  جريان  رسوب گذارى  ظرف  به  سلولى  سوسپانسيون  ظرف 
كف  از  ورودى  دريچه  طريق  از  سلولى  سوسپانسيون  كه  گونه اى  به 
محلول  ابتدا  نظر،  مورد  شيب  تشكيل  براى  شد.  ظرف  وارد  مخروطى 
با  سپس  شد.  هدايت  رسوب گذارى  مخزن  سمت  به   HSA درصد   2
 HSA تخليه اين محلول و طبق قانون ظروف مرتبطه، محلول 4 درصد
از استوانه اول به استوانه شماره 2 راه پيدا كرد. در اين وضعيت، مگنتى 
با  و  تدريج  به  آن  كردن  مخلوط  با  كه  دارد  وجود  استوانه  اين  داخل 
خروج محلول، غلظت افزايش مى يابد تا در نهايت به غلظت 4 درصد 
كه  حالى  در  مرحله  آخرين  در  برسد.  استوانه ها  كامل  تخليه  زمان  در 
بقيه مسيرها مسدود بودند، مسير جريان ظرف رسوب گذارى تا دستگاه 
جمع كننده برقرار گرديد تا سلول ها همراه با لايه گراديانى خود، از اين 
دستگاه  لوله هاى  تعويض  سرعت  مطالعه  اين  در  شوند.  خارج  دريچه 
طورى تنظيم شد كه در نهايت حدود 200 قطره (10 ميلي ليتر) محلول 
ميلي ليتر)   800) حجم  كل  كه  گونه اى  به  شود؛  تخليه  لوله  هر  در 
منظور  به  شد.  تقسيم  لوله ها  در  ساعت   4 طى  رسوب گذارى  ظرف 
مراحل  در  بيشتر  بررسى  و  لوله  هر  سلول هاى  مشاهده  و  آماده سازى 
لوله  هر  در  حاصل  رسوب  بر  سپس  شدند.  سانتريفيوژ  لوله ها  بعدى، 
محيط كشت Ham’s F10 افزوده شد و پس از رنگ آميزى به روش 
MGG، لام هاى رنگ شده در مجاورت هواى آزاد خشك شده و با 
ميكروسكوپ نورى و بزرگ نمايى 400× و 1000× تحت مطالعه قرار 
گرفتند. در نهايت با شمارش سلولى به كمك سل كانتر درجه خلوص 
سلول هاى  حاوى  لوله  مجموع 85  در  شد.  ارزيابى  لايه  هر  سلول هاى 
نشد،  ديده  سلولى  تا 30  لوله هاى 1  در  آمد.  دست  به  شده  جداسازى 
در لوله هاى 35-30 اسپرماتوسيت هاى اوليه پاكى تن با درجه خلوص 
درجه  با   A نوع  اسپرماتوگونى هاى   40-45 لوله هاى  در  درصد،   75
لپتوتن  اسپرماتوسيت هاى   50-55 لوله هاى  در  درصد،   70 خلوص 
اسپرماتوگونى هاى   60-65 لوله هاى  در  درصد،   65 خلوص  درجه  با 
اسپرماتيدها   70-75 لوله هاى  در  درصد،   70 خلوص  درجه  با   B نوع 
باقى مانده  اجسام   80-85 لوله هاى  در  و  درصد   60 خلوص  درجه  با 
برخلاف  شدند.  مشاهده  درصد  خلوص 85  درجه  با  سيتوپلاست ها  يا 
اينكه اين روش سلول هاى اسپرماتوژنيك را از هم ديگر بهتر از روش 
پركل، تفكيك مى نمايد ولى درصد آلودگى سلول ها با آلاينده هايى 
پيشنهاد  كه  طورى  به  است  بيشتر  اسپرم ها  و  باقى مانده  اجسام  نظير 
بيضه، ابتدا  بافت  آنزيمى  مى شود طى يك روش تلفيقى بعد از هضم 
روش SVUG به كار برده شود و سپس به منظور حذف آلاينده ها و 

افزايش ميزان خلوص سلول ها از روش پركل استفاده شود. 

تقدير و تشكر
نويسندگان، مراتب تقدير و تشكر خود را از پژوهشگاه فن آورى هاى 
نوين علوم زيستى جهاد دانشگاهى- ابن سينا كه حمايت مالى اين تحقيق 

را بر عهده داشتند، ابراز مى دارند.

مدرسي و همكاران
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