
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 1041سال دهم، شماره دوم، تابستان 
 

  مقاله پژوهشی

اسپرماتوگونیا از بافت بیضه بنیادی های شناسایی و جداسازی سلول

 (Huso husoماهی )فیل
 

 5کرافورد دتمار ، الکساندر0بهرام فلاحتکار، 3مارتین پشنیچکا، *2، محمد رضا کلباسی1مهسا برهانی
 

 0011 مهرتاریخ پذیرش:  0011 مردادتاریخ دریافت: 

 چکیده
اطلاعات ژنتیکی  توانندمیهای منحصر به فردی هستند و ( سلولSSCs) های بنیادی اسپرماتوگونیاسلول

های کمیاب نقش مهمی دارند. رو در تولید ماهی کایمر و حفاظت از گونه را به نسل بعد منتقل کنند، از این

 و اسیشنهای اسپرماتوگونیا با روش بافتهای ظاهری سلولاین مطالعه برای اولین بار با هدف بررسی ویژگی

د. مطالعات ش( اجرا Huso husoسپس جداسازی آنها با روش هضم آنزیمی از بافت بیضه فیل ماهی )

مایز نیافته تی رماتوگونیاماهیان یک تا سه ساله نشان داد که دو نوع کلی سلول اسپشناسی بیضه فیلبافت

(SSCs )تمایز یافته وجود دارد.  وSSCs ای ای نامنظم، اجزای هستهاغلب با اندازه بزرگ، پوشش هسته

به صورت  SSCsساله فراوانی  ، به علاوه در ماهیان یکشناسایی شدندمشخص و وجود یک تا دو هستک 

ساله به  های بافت بیضه ماهیان یکجداسازی سلول. (>10/1P) بودداری بالاتر از ماهیان دو و سه ساله معنی

 3 تا 2به همراه بافر فسفات به مدت  درصد 0/1وسیله هضم آنزیمی نشان داد استفاده از آنزیم تریپسین 

 یهای اسپرماتوگونیامانی سلولکارایی بالاتری از نظر تعداد و زندهگراد درجه سانتی 01-21 ساعت در دمای

ماهی به منظور پیوند فیل SSCsجداسازی  برایای را (. این بررسی اطلاعات پایه>10/1P) داشتماهی فیل

 آن برای تولید ماهی کایمر فراهم آورده است.
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مقدمه

 Germ Stemهای بنیادی زایا )سلول

Cells: GSCsزایای جنینی  های( شامل سلول

( و Primordial Germ Cells: PGCsاولیه )

 Oogonialهای بنیادی اسپرماتوگونیا )یا سلول

Stem Cells: SSCs( و اووگونیا )Oogonial 

Stem Cells: OSCs هستند که در مراحل )

 Psenicka)قبل از تولید گامت حضور دارند 

and Saito, 2020)های زایا، . از میان سلول

SSCs  به عنوان پایه و اساس فرآیند اسپرماتوژنز

در ماهیان نر دارای پتانسیل ویژه خودنوزایی و 

 و به دیگر استهای جنسی نر تمایز به سلول

 ها،دلایلی چون قابلیت تمایز به سمت گامت

قابلیت تمایز به اووگونیا و اسپرماتوگونیا در 

 ,.Lacerda et al) میزبان بعد از انجام پیوند

2014; Robles et al., 2016) و قابلیت           

های حضور در بالغین به عنوان تنها سلول

ای و کاربردی بسیار بنیادی، برای مطالعات پایه

ژوهشگران پاند و برخی از مورد توجه قرار گرفته

توانند جایگزین ها میاین سلول هستند معتقد

 ,.Shang et al) های زایای اولیه شوندسلول

2015; Robles et al., 2016) دو زیرجمعیت .

 به ترتیب) Bو  Aاز اسپرماتوگونیا شامل نوع 

               .اولیه و ثانویه( وجود دارد یاسپرماتوگونیا

       تمایز نیافته یشامل اسپرماتوگونیا Aنوع 

(A undif و اسپرماتوگونیای تمایز یافته )      

(A diff و نوع )B  شاملB early  وB late 

که به صورت  (Lacerda et al., 2014) است

کلی این دو زیر جمعیت اسپرماتوگونیا  ای وپایه

 یو اسپرماتوگونیا SSCsنوع تمایز نیافته یا 

 Okutsu et)شوند تمایز یافته در نظر گرفته می

al., 2007)نوع  یهای اسپرماتوگونیا. سلولA 

ظاهری مانند های ساختاری و از لحاظ ویژگی

چگالی اندک سیتوپلاسمی، هسته بیضی شکل 

با یک یا دو هستک کوچک نامنظم و ناواضح و 

ای فراوان و نامنظم، دارای های هستهواکوئل

. هستندهای زیادی با یکدیگر شباهت

تعداد سلول در سیست بیضه  مانندهایی ویژگی

تواند به منظور تفکیک و اندازه سلول می

مورد استفاده قرار  Bو  Aنوع  یاسپرماتوگونیا

 .(Zhang et al., 2015) گیرد

های های سلولاستفاده کاربردی از ویژگی

بنیادی اسپرماتوگونیا برای نخستین بار توسط 

Brinster  وAvarbock (0990 بر روی موش )

ارائه شد که با پیوند تعلیق سلولی از موش 

ساز موش عقیم، های منیهتروژنوس به لوله

زایی در موش پذیرنده پیوند شد. منجر به اسپرم

های اسپرماتوگونیا در موفقیت در پیوند سلول

ر دیگجوندگان باعث شد که کاربرد آن در علوم 
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 پروری مورد توجه قرار گیرداز جمله آبزی

(Okutsu et al., 2007; Lacerda et al.,  

ها منبع که امروزه این سلول طوریه ب ،(2010

د فرآینشناسی زیستمطالعات  برایارزشمندی 

های اسپرماتوژنز، حفظ ذخایر ژنتیکی گونه

تراریخته از طریق  جانورانکمیاب و تولید 

های زاینده محسوب دستکاری ژنتیکی سلول

 ,.Kanatsu-Shinohara et al) شوندمی

2003; Tonelli et al., 2016; Higaki et 

al., 2017; Poursaeid et al., 2020) . یکی از

های حفظ ذخایر ژنتیکی تولید رده زایای راه

با استفاده از شناسایی، ( Chimera)کایمر 

های بنیادی اسپرماتوگونیای جداسازی سلول

های در معرض خطر و ارزشمند و سپس گونه

که دارای است ی نزدیک اپیوند آنها به گونه

تکنیک تکثیر و پرورش توسعه یافته، چرخه 

 و ه، پتانسل تولید نتایج بالاتولیدمثلی کوتا

 ,.Robles et alهستند )قابلیت عقیم شدن 

2016; Poursaeid et al., 2020; Psenicka 

and Saito, 2020) اولین گام در تولید ماهی .

از بافت بیضه ماهی در  SSCsکایمر، جداسازی 

نیاز این گام دستیابی که پیشاست معرض خطر 

در بافت بیضه  SSCsبه ماهی در زمانی است که 

 ,.Robles et al)دارای فراوانی بالایی باشد 

با رشد  SSCs. با توجه به این که فراوانی (2016

، از این رو کندو توسعه گنادی ماهی تغییر می

و سپس  SSCsانجام مطالعات با هدف شناسایی 

دستیابی به مرحله رسیدگی جنسی و سنی که 

است، دارای  ها بالادر آن فراوانی این سلول

های در معرض خطر در گونه ویژهاهمیت زیادی ب

یک چالش بسیار بزرگ در  . از آنجایی کهاست

ها کمبود نشانگرهای شناسایی این سلول

که قابلیت اثبات ظرفیت بنیادی است ملکولی 

 Lacerda et) دها را داشته باشبودن این سلول

al., 2014 ،)های ظاهری شرح داده شده ویژگی

های بنیادی تواند در زمینه شناسایی سلولمی

اسپرماتوگونیا راه حل مناسبی باشد که از طریق 

شناسی بافت بیضه امکان پذیر مطالعات بافت

. سپس گام اصلی، (Zhang et al., 2015) است

های بنیادی اسپرماتوگونیا از جداسازی سلول

و  های مکانیکیبافت بیضه است که شامل برش

فت گناد و در نهایت جداسازی خرد کردن با

ها به وسیله هضم آنزیمی مبتنی بر سلول

ه به کاست تریپسین وکلاژناز  مانندهایی آنزیم

صورت وسیعی در ماهیان مورد استفاده قرار 

 Robles؛ 0393گیرد )نوروزی و همکاران، می

et al., 2016 عواملی چون نوع گونه و جنسیت .)

غلظت آن و  ماهی در انتخاب نوع آنزیم و

آنزیم در معرض همچنین مدت زمان قرارگیری 

های زایای نر موثر به منظور جداسازی سلول
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است. هضم آنزیمی ناکارآمد ممکن است سبب 

از  .های منفرد شودایجاد ذخیره اندک از سلول

سوی دیگر هضم آنزیمی با قدرت بالا نیز ممکن 

ها شود است سبب آسیب رساندن به سلول

(Xie et al., 2020) . 

( یا بلوگا از Huso husoماهی )فیل

ماهیان بومی دریای خزر، دریای سیاه و تاس

ترین ماهی دریای آزوف است که به عنوان بزرگ

ترین ماهی آب شیرین اورآسیا خاویاری و بزرگ

,Falahatkar and Poursaeidاست )معروف   

2013; Falahatkar et al., 2013) ذخایر .

های انسانی شامل به دلایل فعالیتیان ماهتاس

ه صید بیش از حد و صید قاچاق به منظور ب

دست آوردن خاویار، احداث سدها که منجر به 

شود، تخریب عدم مهاجرت تولیدمثلی آنها می

       های محیطیهای طبیعی و آلودگیزیستگاه

     به شدت کاهش یافته است. در حال حاضر 

در ماهیان تاسگونه خانواده  22گونه از  20

حفاظت از محیط طبیعی  لیست قرمز اتحادیه

(International Union for Conservation 

Nature: IUCN قرار دارند که از این تعداد )

گونه به عنوان ماهیان به شدت در معرض  01

 Psenicka) شوندخطر انقراض شناخته می

and Saito, 2020). های بسیار ن تلاشتاکنو

زیادی به منظور حفاظت از این ماهیان ارزشمند 

همچنان با مشکلاتی است، اما صورت گرفته 

های بزرگ در مواجه است. یکی از چالش

 عدم وجود صفت ثانویه جنسی ماهیان تاس

که منجر به استفاده از طیف وسیعی از است 

گیری ، اندازهبرداری از گنادتکهها مانند روش

از سوراخ  ربردارییو تصو کیصفات مورفومتر

استفاده از الگوی  نیهمچن و یتناسل

 گریو د یجنس دییاستروئ هایهورمون

 یسونوگراف زیخون و ن ییایمیوشیب هایشاخص

به علاوه،  .شده است ،تفکیک جنسیت برای

ژنتیکی مانند استفاده از  مختلف هایروش

 تفکیک جنسیتبرای نشانگرهای اختصاصی 

 )امامی است در این ماهیان لازم کارایی فاقد

 Falahatkar et ؛0390لنگرودی و همکاران، 

al., 2011, 2013 ؛Falahatkar and 

Poursaeid, 2013های (. از دیگر چالش

در زمینه  توان به مشکلاتمیماهیان تاس

پرورش و نگهداری این ماهیان )اندازه بزرگ که 

رسد و از متر می 2ها به بیش از در برخی گونه

رای باین لحاظ نیاز به فضا، امکانات و نیروی زیاد 

(، سن بلوغ بالا )در برخی داردداری ماهیان نگه

 21در سن بیشتر از تولیدمثل ها اولین از گونه

داری دهد و از این لحاظ به نگهسالگی رخ می

طولانی مدت تحت شرایط پرورشی به منظور 

ال س ریزی چندتخم (،استاستحصال گامت نیاز 
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انجماد تخم و جنین و از امکان بار، عدم  یک

دست رفتن مواد ژنتیکی مادری در زمان انجماد 

 ,Psenicka and Saitoاسپرم اشاره کرد )

امروزه  که ها سبب شده است(. این چالش2020

 های بنیادی و تولیداستفاده از تکنولوژی سلول

رای برده زایای کایمر بتواند به عنوان روشی موثر 

حفاظت و بازسازی ذخایر این ماهی ارزشمند و 

محسوب شود )اسماعیلی و  رطخدر معرض 

؛ Psenicka et al., 2015؛ 0390همکاران، 

Robles et al., 2016.)  از این رو مطالعه حاضر

های های ظاهری سلولبا هدف بررسی ویژگی

بنیادی اسپرماتوگونیا و تعیین بهترین مرحله 

رسیدگی جنسی و همچنین سن برای دستیابی 

     ها به عنوان به بالاترین فراوانی از این سلول

های گام مقدماتی و سپس جداسازی سلول

اسپرماتوگونیا از بافت بیضه به عنوان گام اصلی، 

 ماهیدر زمینه تولید رده زایای کایمر در فیل

 انجام شده است.

 

 هاروش و مواد

 گونه مورد مطالعهتهیه و نگهداری 

ماهیان مورد نیاز از ، فیلژوهشپدر این 

مرکز تکثیر و پرورش آرام خاویار واقع در منطقه 

 پژوهشکده اکولوژی آبزیانسنگر استان گیلان و 

در منطقه فرح آباد ساری تهیه شد.  دریای خزر

اسپرماتوگونیا،  هایدر مرحله شناسایی سلول

های ماهیان تهیه شده در درون جعبهکل فیل

دانشکده علوم دریایی مملو از یخ به آزمایشگاه 

لت به ع .منتقل شددانشگاه تربیت مدرس )نور( 

مشخص نبودن جنسیت، ماهیان نر و ماده با 

شناسی تفکیک شدند و استفاده از روش بافت

ا های مرتبط بسپس ماهیان نر، مورد بررسی

های اسپرماتوگونیا قرار گرفتند. شناسایی سلول

اسپرماتوگونیا از  هایدر مرحله جداسازی سلول

م مورد نظر در یک سیستماهیان فیلبافت بیضه، 

 0111های فایبرگلاس به حجم وان مدار بسته با

ساعت  8با زیستی لیتر مجهز به فیلتراسیون 

داری شدند. ساعت روشنایی نگه 01تاریکی و 

دامنه نوسانات مشخصات کیفی آب در طول 

 01-08 مدت زمان انجام آزمایش برای دما

 8/0-2/2 ، اکسیژن محلولگراددرجه سانتی

 بوده است. pH 8-2و گرم در لیتر میلی

 

 ماهی در سنین مختلفشناسی بیضه فیلبافت

ا بنر ماهیان فیلشناسی در مطالعات بافت

قطعه ماهی در هر یک از سنین  1حداقل بررسی 

 سنجیزیستیک تا سه سال انجام گرفت. 

گرم برای  10/1ماهیان با ترازو دیجیتال )با دقت 

گرم برای ماهیان بزرگ( و  0ماهیان کوچک و 

متر( انجام شد. ماهیان میلی 0کش )با دقت  خط
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گرم،  0/102-2911ساله در محدود وزنی  یک

 3011-0901ساله در محدود وزنی ماهیان دو 

           گرم و ماهیان سه ساله در محدود وزنی

. در مرحله بعدی اشتندد قرار گرم 9811-1211

بافت گناد با دقت از حفره شکمی خارج شد و 

پس از جدا کردن بخش چربی با ترازو دیجیتال 

به  (.0گرم( توزین شد )شکل  110/1)با دقت 

د از هر گناد سه قطعه شناسی گنامنظور بافت

)قسمت ابتدایی، میانی و انتهایی( در مجموع 

شش قطعه بافت از هر ماهی جدا شد و پس از 

تثبیت در محلول بوئن، مراحل آبگیری، 

گیری بر سازی، پارافینه کردن و قالبشفاف

Darby (2119 )و  Hewitsonاساس روش 

ی هاانجام گرفت. به صورت مختصر، ابتدا بافت

             مورد نظر از اتانول با درجات مختلف به 

درصد، بوتانول، زایلن و  011و  91، 81ترتیب 

 در نهایت پارافین عبور داده شدند. در مرحله 

         ها در پارافین انجام شد.گیری بافتبعد قالب

، Thermo HM 325از دستگاه میکروتوم )

Walldorfافت با ، آلمان( به منظور برش ب

میکرومتر استفاده شد. 0ضخامت 

 

 

بافت اند، مشخص شده فلش سیاه رنگکه با نوار باریک دو ساله.  ماهی نر یک: حفره شکمی فیل1شکل 

 .هستندبیضه ماهی 
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ین ائوز -هماتوکسیلین روشدر گام بعدی با 

آمیزی شدند و در نهایت مقاطع بافتی رنگ

اسلایدهای تهیه شده با استفاده از میکروسکوپ 

( مجهز به نپ، ژاBX50 ،Olympus)نوری 

( نپ، ژاDP70، Olympusدیجیتال ) دوربین

 مورد بررسی قرار گرفتند.

به منظور تعیین شاخص گنادی از نسبت 

         وزن گناد )گرم( به وزن بدن )گرم( استفاده 

رسیدگی جنسی ماهیان نر بر شد و مراحل 

 شرح معین شد: این ای بهمرحله 1اساس کلید 

(: در بررسی میکروسکوپی تنها Iرحله نابالغ )م

اسپرماتوگونیا در بافت بیضه قابل  هایلسلو

(: بیضه IIمرحله در حال توسعه ) است.مشاهده 

 در است.های اسپرماتوگونیا غالبا حاوی سلول

ها و اسپرماتیدها نیز با این مرحله اسپرماتوسیت

مرحله اسپرماتوژنز  .فراوانی اندک حضور دارند

(III در بررسی میکروسکوپی بافت بیضه تعداد :)

های اسپرماتوگونیا، اسپرماتوسیت، یکسان سلول

  .شوداسپرماتید و اسپرماتوزوآ مشاهده می

(: در این مرحله IVریزی )مرحله قبل از تخم

 د،یابمیتعداد اسپرماتوگونیاها به شدت کاهش 

ها از اسپرماتیدها و حالی که غالبا لوبول در

ریزی مرحله تخم. اسپرماتوزوآها پر شده است

(V این مرحله با غالب شدن اسپرماتوزوآها در :)

مرحله بعد از . شودهای بیضه مشخص میلوبول

     ی بیضه خالی ریز(: پس از تخمVIریزی )تخم

از اسپرماتوزوآ شده و اسپرماتوگونیا در بیضه 

شود که نشان دهنده بازگشت ماهی مشاهده می

,.Falahatkar et alاست )به مرحله دوم   

2011, 2013; Falahatkar and Poursaeid, 

2013). 

های بنیادی اسپرماتوگونیا یا شناسایی سلول

 هایتمایز نیافته از سلول Aنوع  یاسپرماتوگونیا

ت مطالعا تمایز یافته اسپرماتوگونیا بر اساس

Genten ( 2119و همکاران ،)Nobrega  و

 Nobregaو  Schulz(، 2101همکارن )

و  2102و همکاران ) Lacerda( و 2100)

های انجام گرفت. در این مطالعه، سلول( 2100

 یاسپرماتوگونیا به دو دسته کلی اسپرماتوگونیا

تمایز  ی( و اسپرماتوگونیاSSCsتمایز نیافته )

. پس از شمارش ندبندی شد( تقسیمSgیافته )

های بنیادی اسپرماتوگونیا در لوبول مورد سلول

 0آنها با استفاده از رابطه  (SpF) نظر فراوانی

محاسبه شد )برای محاسبه فراوانی دیگر 

روش استفاده  همینهای جنسی نیز از سلول

 شد(.

 

 : 1رابطه 
FSp

 (%) = (NSp / NTC) × 100 

SpN :ر د ایاسپرماتوگون یادیبن هایسلول یفراوان

 .در لوبولها سلولکل : تعداد TCN؛ لوبول مورد نظر
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های اسپرماتوگونیا از بافت جداسازی سلول

 ماهیبیضه فیل

های اسپرماتوگونیا از بافت جداسازی سلول

آنزیمی بر کلی هضم  ماهی با روشبیضه فیل

: 0 گروه. شد انجام زیرهای العمل مبنای دستور

 0/1هضم آنزیمی مبتنی بر آنزیم تریپسین 

و  (، آمریکاT1426 ،Sigma-Aldrichدرصد )

-Type I C0130 ،Sigmaدرصد ) 0/1کلاژناز 

Aldrichمحیط  لیترمیلی 01( به همراه ، آمریکا

-Leibovitz L-15 (L5520 ،Sigmaکشت 

Aldrich ،)لیتر بافر میلی 01یا به همراه  آمریکا

 :Phosphate Buffered Salineفسفات )

PBS ؛P4417 ،Sigma-Aldrichآمریکا ، ،)

 وهضم آنزیمی مبتنی بر آنزیم کلاژناز  :2گروه 

یا به همراه  Leibovitz L-15محیط کشت 

PBS  هضم آنزیمی مبتنی بر آنزیم  :3و گروه

یا  Leibovitz L-15محیط کشت  وتریپسین 

های دوم و سوم . برای گروهPBSبه همراه 

 مانند گروهدیگر ها و ترکیبات های آنزیمغلظت

تکرار  0در  هااول در نظر گرفته شد. آزمایش

زیستی انجام گرفت. بدین منظور، ابتدا بافت 

 یوزن نیانگیمساله با  یکماهیان فیلگناد از 

 یطول نیانگمی و گرم 31/0201±12/028

که در مرحله رسیدگی  مترسانتی 3/21±00/3

( بودند با اعمال بیهوشی عمیق Iجنسی نابالغ )

 ین ائکتری درصد 10/1با استفاده از غلظت 

-A5040 ،Sigma؛ MS-222متان سولفونات )

Aldrich )تحت شرایط استریل خارج ، آمریکا

پس از جدا کردن بافت چربی از گناد در زیر  .شد

 تقسیممتر مکعبی میلی 0 لوپ، گناد به قطعات

ها منتقل و هموژن شد. در درون تیوب بهو 

 مرحله بعدی، هضم آنزیمی با استفاده از دستور

             ساعت  3 تا 2شده به مدت  یادهای العمل

  گراد صورت درجه سانتی 21تا  01در دمای 

گرفت. در انتهای مرحله هضم، پیپتاژ ملایم به 

 .هضم آنزیمی انجام شد منظور تسریع فرآیند

سپس سوسپانسیون سلولی از فیلتر نایلونی 

(Partecبا قطر ، آلمان )میکرومتر به منظور  01

عبور داده شد. در  ،جداسازی قطعات جدا نشده

 FBS درصد 0مرحله بعدی با استفاده از سرم 

(Fetal Bovine Serum ؛A7511 ،Sigma-

Aldrichو انجام  لیترمیلی 2( به میزان ، آمریکا

دقیقه در  00به مدت  g011سانتریفیوژ با دور 

گراد، هضم آنزیمی درجه سانتی 21دمای 

های متوقف شد. پس از انجام این مرحله سلول

ن نشیجدا شده در کف به صورت پلاک مانند ته

آوری و سپس بر اساس ند که با دقت جمعشد

العمل مورد استفاده به محیط کشت  نوع دستور

L-15  یاPBS در مرحله آخر ند. شد منتقل



 [9] 0010(، 2)01 آبزیان: بیوتکنولوژی و فیزیولوژی         ماهیفیل بیضه بافت از اسپرماتوگونیا هایسلول جداسازی و شناسایی

 

 دسته های بهای مرتبط با تعداد سلولارزیابی

 مانی انجام گرفت. آمده و درصد زنده

 

 مانیها و درصد زندهتعداد سلولاسبه حم

 ها به وسیله لام نئوبارتعداد سلول

(Bruker’s Cell Counting Chamber )  در

 مربع در سه تکرار در زیر میکروسکوپ 21

(BH2 ،Olympus )و از طریق شمارش ، ژاپن

محاسبه شد ( TC)ها تعداد کل سلول 2رابطه 

(Psenicka et al., 2015.) 

 

 : 2رابطه 
CT

 (mL-1) = NC × D × 104 

CN :؛های شمارش شدهمیانگین تعداد سلول D :

 ضریب رقت.
 

مانی از کیت گیری درصد زندهاندازه برای

، 04511مرده )های زنده و آمیزی سلولرنگ

Sigma-Aldrichدر این  .( استفاده شد، آمریکا

آمیزی تریپان بلو روش با استفاده از رنگ

برای د. نشوهای زنده از مرده تفکیک میسلول

میکرولیتر از سوسپانسیون  01ابتدا  ،این منظور

 .میکرولیتر از تریپان بلو ترکیب شد 01سلولی با 

به لام  میکرولیتر از ترکیب حاضر 01سپس 

 درنئوبار منتقل شد و شمارش صورت گرفت. 

 صددرهای زنده با استفاده از نسبت سلول نهایت

 .مشخص شد 3از رابطه ( SR)ی مانزنده

  :3رابطه  
SR (%) = (NL

 / NT) × 100 

LN :؛ های زندهتعداد سلولTN :هاتعداد کل سلول. 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

-Kolmogorovابتدا با استفاده از آزمون 

Smirnov ها و همگنی نرمال بودن داده

ها بررسی شد. بعد از اطمینان از نرمال واریانس

های ها، از آزمونها و همگنی واریانسبودن داده

t- طرفه )استیودنت و واریانس یکOne-way 

ANOVAها استفاده شد. به ( برای مقایسه داده

 آزمونسپها از منظور مقایسه تفاوت میانگین

( P<10/1)درصد  90دانکن در سطح اطمینان 

           09نسخه  SPSSافزار استفاده شد. از نرم

 افزارنرماز  ها وآماری داده هایبررسیبرای 

Microsoft Excel 2016  به منظور رسم

ها به صورت میانگین نمودارها استفاده شد. داده

( نمایش داده Mean ± SDانحراف معیار ) ±

 است. شده

 

 نتایج

 شناسینتایج مطالعات بافت

بر اساس معیارهای تعریف شده در زمینه 

ماهیان و معرفی مراحل رسیدگی جنسی تاس

همچنین معیارهای تعریف شده در زمینه 

های جنسی نر، در مقاطع شناسایی سلول
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 ماهیاندست آمده از گناد فیله شناسی ببافت

ای هسلول نر یک تا سه ساله اقدام به شناسایی

          ی آنها شد. وانافرآوردن  دسته جنسی نر و ب

          های اسپرماتوگونیا به در مطالعه حاضر سلول

( و Sgتمایز یافته ) یدو دسته اسپرماتوگونیا

 م( تقسیSSCsتمایز نیافته ) یاسپرماتوگونیا

 تمایز نیافته با خصوصیات یشد. اسپرماتوگونیا

بارزی چون سلول منفرد، هسته بسیار بزرگ و 

دیواره هسته چین خورده، هسته دارای یک یا 

دو هستک آشکار و حجم بالای سیتوپلاسم و 

 تمایز یافته با خصوصیات بارزی یاسپرماتوگونیا

مانند حضور بیش از دو سلول در سیست، کاهش 

ها و هستک حجم هسته و سلول، افزایش تعداد

 دیواره هسته منظم و فاقد چین خوردگی قابل

 .بودندشناسایی 

 ماهیان نر یکشناسی فیلهای بافتدر برش

های سرتولی و اسپرماتوگونیا ساله، گناد از سلول

تمایز نیافته و تمایز یافته تشکیل شده است و 

 نابالغ استماهی از نظر مرحله رسیدگی جنسی 

های ، نابالغ(. سلولI)مرحله رسیدگی جنسی 

اسپرماتوگونیای تمایز نیافته و تمایز یافته به 

شناسی قابل مشاهده های بافتوضوح در برش

ی در ماهیان یک ساله دگکنپرابودند. از لحاظ 

ای های اسپرماتوگونیدر سراسر بافت بیضه سلول

رتولی س هایتمایز نیافته پراکنده و توسط سلول

(.2اند )شکل احاطه شده

 

   

بافت  :AT .(الف و ب) های مختلفبا بزرگنمایی ساله کی یماهلیف ضهیاز مقطع بافت ب یبرش عرض: 2ل شک

. یااسپرماتوگون افتهی زیتما هایسلول: Sg ؛ایاسپرماتوگون یادیسلول بن: SSC ؛(Adipose Tissueی )چرب

 ائوزین. -هماتوکسیلینآمیزی . رنگمیکرومتر 5 :ضخامت بافت
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و دماهیان فیلشناسی بررسی مقاطع بافت

های سلول ،در کنار اسپرماتوگونیاهاساله، 

          اسپرماتوسیت را نیز نشان داد. در بافت 

ه و تمایز یافت یهای اسپرماتوگونیابیضه، سلول

          ها به صورت دستجات سلولی اسپرماتوسیت

در توبول مشاهده شدند و در کنار آنها 

 به شکلنیز اسپرماتوگونیای تمایز نیافته 

                  (.3های منفرد مشاهده شد )شکل سلول

، ساله سه ماهیان نرفیل در مقاطع بافتی

تمایز نیافته به صورت  یاسپرماتوگونیا

ته تمایز یاف یمحدودتری در کنار اسپرماتوگونیا

ها مشاهده شد. در این ماهیان و اسپرماتوسیت

های ها سلولدر فضای لومن برخی از لوبول

 (.0اسپرماتید نیز حضور داشتند )شکل 

ماهیان نر میانگین شاخص گنادی در فیل

 08/0120±2/300ه )با میانگین وزنی یک سال

متر( سانتی 32/19±83/0گرم و میانگین طولی 

ماهیان نر دو ساله درصد، در فیل 13/1±09/1

گرم و طول  0011±00/898)با میانگین وزن 

درصد و  20/1±12/1متر( سانتی 99/2±18/80

در ماهیان نر سه ساله )با میانگین وزنی 

 01/002±80/0گرم و طولی  30/002±2281

 آمددرصد به دست  00/1±12/1متر( سانتی

.(0)شکل 

 

   

بافت  :ATهای مختلف )الف و ب(. با بزرگنماییدو ساله  یماهلیف ضهیاز مقطع بافت ب یبرش عرض: 3 شکل

 ؛ایاسپرماتوگون افتهی زیتما هایسلول: Sg ؛ایاسپرماتوگون یادیسلول بن: SSC(؛ Adipose Tissueچربی )

Sc :ائوزین -هماتوکسیلینآمیزی رنگ. میکرومتر 5 :ضخامت بافت. تیاسپرماتوس. 
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: سلول Sgهای مختلف )الف و ب(. با بزرگنمایی سه ساله یماهلیف ضهیاز مقطع بافت ب یبرش عرض :0شکل 

 5: بافت ضخامت: سلول بنیادی اسپرماتوگونیا. SSC؛ : اسپرماتوسیتSc ؛تمایز یافته اسپرماتوگونیا

 ائوزین. -هماتوکسیلینآمیزی . رنگمیکرومتر

 

 

 .انحراف معیار( ±)میانگین  تا سه سال کی نیدر سن یماهلیفمقایسه میانگین شاخص گنادی  :5شکل 

(.>45/4P) دارنددار یاختلاف معن با یکدیگر متفاوت های دارای حرفستون

 

در این مطالعه، میانگین شاخص گنادی در 

بین سنین مورد بررسی مقایسه شد و نتایج 

نشان داد که ماهیان یک ساله دارای کمترین 

میزان شاخص گنادی، سپس ماهیان دو ساله و 
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در نهایت ماهیان سه ساله بودند. شاخص گنادی 

یکدیگر اختلاف ماهیان یک ساله و دو ساله با 

(، در حالی که <10/1Pداری را نشان نداد )معنی

داری را نشان با ماهیان سه ساله اختلاف معنی

 (.0؛ شکل >10/1Pدادند )

          ماهیان فیلفراوانی اسپرماتوگونیاها در 

 یک ساله مورد مقایسه قرار گرفت و نتایج نشان

های بنیادی اسپرماتوگونیا یا داد که سلول

اسپرماتوگونیای تمایز نیافته به صورت 

داری فراوانی کمتری نسبت به نوع تمایز معنی

مقایسه فراوانی (. >10/1Pیافته داشتند )

در ماهیان دو ساله  اسپرماتوگونیا یهاسلول

های اسپرماتوگونیای نشان داد که فراوانی سلول

داری کمتر از نوع تمایز نیافته به صورت معنی

 فراوانی دیگر سوی از (.>10/1Pبود ) تمایز یافته

داری کمتر از ها به صورت معنیاسپرماتوسیت

در  (.>10/1Pفراوانی دو نوع اسپرماتوگونیا بود )

ایز تم یماهیان سه ساله فراوانی اسپرماتوگونیا

داری کاهش نشان داد نیافته به صورت معنی

(10/1P<اسپرماتوگونیا .)تمایز یافته دارای  ی

ودند، با ها بفراوانی بالاتر نسبت به اسپرماتوسیت

داری مشاهده نشد این وجود اختلاف معنی

(10/1P> این تغییرات نشان از شروع فرآیند .)

با توجه به نوع  اسپرماتوژنز در بیضه دارد.

های زایا و درصد فراوانی آنها در بیضه سلول

توان آنها را در ساله و سه ساله می ماهیان دو

رسیدگی جنسی دانست که در واقع  IIمرحله 

 ماهیان در شروع مرحله اسپرماتوژنز قرار دارند.

 یهای اسپرماتوگونیامقایسه فراوانی سلول

ا های بنیادی اسپرماتوگونیتمایز نیافته یا سلول

   داری در ماهیان یک تا سه ساله اختلاف معنی

ساله  ماهیان یک(. در >10/1Pرا نشان داد )

           از  .آمد دسته ب یفراوانی به مراتب بالاتر

سوی دیگر اثری از تمایز اسپرماتوگونیا به 

ها در این ماهیان مشاهده نشد. در اسپرماتوسیت

های به ماهیان دو ساله فراوانی این سلولفیل

ساله و بیشتر از  داری کمتر از یکشکل معنی

ماهیان سه ساله در فیل(. >10/1P) بودسه ساله 

داری کاهش ها به صورت معنیفراوانی این سلول

 (.1 شکل؛ >10/1P) یافت

های اسپرماتوگونیای بررسی قطر سلول

تمایز نیافته و اسپرماتوگونیای تمایز یافته نشان 

داری بین میانگین قطر این داد که اختلاف معنی

(. قطر >10/1Pدو نوع سلول وجود دارد )

 0/02اسپرماتوگونیای تمایز نیافته در محدوده 

 00/03±81/1میکرومتر با میانگین  9/00تا 

داری بالاتر از میکرومتر به صورت معنی

 0/02تا  0/2های تمایز یافته در محدوده سلول

میکرومتر بود  20/9±22/0میکرومتر با میانگین 

(10/1P<.) 
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های هضم آنزیمی به منظور جداسازی سلول

 ماهیبنیادی اسپرماتوگونیا از بافت بیضه فیل

بر اساس نتایج به دست آمده از میانگین 

ذخیره سلولی بعد از هضم آنزیمی در هر یک از 

توان اظهار داشت که های استفاده شده میروش

  حذف آنزیم کلاژناز به بهبود ذخیره سلولی

. میانگین ذخیره سلولی در ایجاد شده، منجر شد

داری کمتر م کلاژناز به صورت معنیحضور آنزی

انجام هضم  (.>10/1Pهای دیگر بود )از روش

آنزیمی بر مبنای دو آنزیم تریپسین و کلاژناز 

دار از نظر ذخیره سلولی با دارای اختلاف معنی

انجام هضم آنزیمی بر مبنای آنزیم تریپسین بود 

(10/1P< از سوی دیگر، اثر استفاده از محیط .)

به  هایبافر فسفات بر روی تعداد سلولکشت و 

دست آمده نشان داد محیط نمکی بافر فسفات 

در مقایسه با محیط کشت سبب تسهیل 

های اسپرماتوگونیا در هر سه استحصال سلول

در  شد. نتایج نشان داد که هضم آنزیمیروش 

داری سبب حضور بافر فسفات به صورت معنی

شد افزایش ذخیره سلولی در گروه سه 

(10/1P< الف -2؛ شکل.) 

ها بین هر سه مانی سلولبررسی درصد زنده

داری را گروه بعد از هضم آنزیمی اختلاف معنی

(.ب -2؛ شکل >10/1Pنشان داد )
 

 

 تا سه سال کی نیدر سن یماهلیف یایاسپرماتوگون یادیبن هایسلول یفراوانمقایسه میانگین  :6شکل 

 (.>45/4P) دارنددار یاختلاف معن با یکدیگر متفاوت های دارای حرفستون. (انحراف معیار ±)میانگین 
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بعد از انجام هضم آنزیمی به منظور )ب(  هامانی سلول)الف( و درصد زنده ها: میانگین تعداد سلول7شکل 

: آنزیم C ؛: آنزیم تریپسینT. (انحراف معیار ±)میانگین  ماهیفیل یاسپرماتوگونیا هایاستحصال سلول

اختلاف  با یکدیگر متفاوت های دارای حرفستون: فسفات بافر. PBS؛ L-15: محیط کشت L-15 ؛کلاژناز

 .(>45/4P) دارنددار یمعن

 

های به مانی به سلولکمترین درصد زنده

دست آمده از روش هضم آنزیمی مبتنی بر 

ی مانزنده. در دو گروه دیگر داشتتعلق کلاژناز 

ها بعد از هضم آنزیمی بالاتر بود سلول

(10/1P<بررسی درصد زنده .)ها در مانی سلول

های یک و سه روند مشابهی را نشان داد. گروه
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در هر دو گروه زمانی که هضم آنزیمی در حضور 

فسفات و محیط کشت انجام شد، درصد بافر 

داری را نشان ها اختلاف معنیمانی سلولزنده

ها در حضور بافر فسفات ( و سلول>10/1Pداد )

 (.ب -2دارای قدرت بقای بالاتری بودند )شکل 

          با توجه به میانگین ذخیره سلولی به 

ها مانی سلولدست آمده و همچنین میزان زنده

نتیجه گرفت که بهترین تیمار برای توان می

هضم آنزیمی، استفاده از آنزیم تریپسین به 

همراه محیط بافر فسفات بود، در این صورت 

  با درصد را توان تعداد بیشتری سلول می

ک ماهی یبازماندگی بالاتر از بافت بیضه فیل

 ساله استحصال کرد.

 

 بحث

این مطالعه به عنوان اولین گزارش از 

های بنیادی های ظاهری سلولشناسایی ویژگی

های اسپرماتوگونیا و همچنین جداسازی سلول

وب ماهی محساسپرماتوگونیا از بافت بیضه فیل

تواند در آمده می دسته شود که نتایج بمی

زمینه حفاظت غیرمستقیم از ذخیره ژنتیکی این 

ماهی ارزشمند از طریق تولید ماهی کایمر با 

های استحصال شده به پیوند سلولاستفاده از 

 Acipenser) ماهی استرلیادلاروهای تاس

ruthenus)ماهی ، مورد استفاده قرار گیرد. فیل

از گروه ماهیان غضروفی استخوانی با نحوه 

          های زایا در بیضه پراکنش نامحدود سلول

های . بررسی(Lacerda et al., 2012) است

 SSCsحاضر نشان داد  مطالعهشناسی ریخت

دارای خصوصیات مهمی چون منفرد ماهی فیل

تر، بودن در درون سیست بیضه، اندازه بزرگ

ای نامنظم با یک تا دو هستک پوشش هسته

و  استآشکار و مشخص بودن اجزای هسته 

ماهی لفیتمایز یافته  یهای اسپرماتوگونیاسلول

 هایی چون کاهش اندازه سلول،به وسیله ویژگی

حضور به صورت دو تا هشت عدد در سیست 

رد تر و شکل کلی گای منظمبیضه، پوشش هسته

، از SSCsتر نسبت به ی مشخصوو بیض

ا توجه شوند. بهای تمایز نیافته تفکیک میسلول

های اسپرماتوگونیای تمایز به مطالعات، سلول

نیافته و تمایز یافته در قطر هسته، میزان 

 ه با یکدیگر تفاوت دارندکروماتین و غشای هست

(Lacerda et al., 2014; Zhang et al.,  

2015; Robles et al., 2016) در مطالعات .

ماهیان و آزادماهیان، صورت گرفته در تاس

A = SSCs های بنیادی اسپرماتوگونیا )سلول

undif به صورت منفرد در سیست بیضه حضور )

با داشتند که با انجام مطالعات ایمنولوژیک 

، سلول زایا و اختصاصیبادی استفاده از آنتی

              گیری در محل نیز مورد تایید واقع دورگه
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؛ 0398شده است )پورسعید و همکاران، 

Psenicka et al., 2015 ؛Xie et al., 2019 ؛

Poursaeid et al., 2020 ،در مطالعه حاضر .)

 هایسلول ساله مملو از ان یکماهیفیلبیضه 

د که بوتمایز یافته و نیافته  یاسپرماتوگونیا

        های سرتولی احاطه شده بودند، توسط سلول

در ماهیان دو ساله در بافت بیضه تمایز 

ماتوگونیا به اسپرماتوسیت و در ماهیان سه سپرا

های یاد شده تا حدود ساله در کنار سلول

اسپرماتید نیز مشاهده شد. بر این اساس، 

( و Iساله نابالغ )مرحله  ن یکاماهیفیل

ان دو و سه ساله در مرحله شروع ماهیفیل

( قرار داشتند. مطالعات IIنز )مرحله اسپرماتوژ

 های زایای نرمتعددی در ارتباط با فراوانی سلول

و رشد و تکوین گنادی صورت گرفته و نشان 

داده است که همزمان با رشد و تکامل گنادی، 

SSCs ی زایای جنسی نر هابه دیگر سلول

متمایز شده و به تدریج از فراوانی آنها در بیضه 

 ;Falahatkar et al., 2013) شودکاسته می

Psenicka et al., 2015; Poursaeid et al., 

در تمام مراحل رسیدگی  ،. با این وجود(2020

از سوی دیگر، نتایج نشان . جنسی حضور دارند

های داده است که تمایل به تمایز سلول

اسپرماتوگونیای تمایز نیافته در ماهیان بالغ 

ان که میز بیشتر از ماهیان نابالغ است به طوری

ها و همچنین میزان موفقیت پیوند این سلول

استفاده از  باهای کلون شده تکثیر سلول

جداسازی شده از  یهای اسپرماتوگونیاسلول

بافت بیضه ماهیان بالغ در مقایسه با ماهیان 

 Sato)تر است داری پاییننابالغ به صورت معنی

et al., 2017) ت به دس. بنابراین بر اساس نتایج

و همچنین  SSCsمبتنی بر فراوانی آمده 

          از ماهیان با  SSCsسازی دشواری خالص

ها در سلولسن بالاتر، کاهش فراوانی این 

ماهیان با مرحله رسیدگی جنسی بالاتر و 

ها در زمان پیوند و کلون پتانسیل این سلول

د رسشدن تحت شرایط آزمایشگاهی، به نظر می

های بنیادی اسپرماتوگونیا از که استحصال سلول

ساله با مرحله رسیدگی جنسی نابالغ  ماهیان یک

برای اهداف  درصد 09/1و میزان شاخص گنادی 

 تری نسبت به دیگرحاضر گزینه مناسب مطالعه

 مراحل رسیدگی جنسی باشد. 

سازی روش هضم آنزیمی با توجه به بهینه

نوع گونه مورد مطالعه، سن جاندار و نوع بافت 

در فرآیند جداسازی سلول اسپرماتوگونیا از بافت 

 Poursaeid et)بیضه بسیار حائز اهمیت است 

al., 2020) دسته حاضر به منظور ب. در مطالعه 

استحصال سلول  برایآوردن روش بهینه 

ساله،  یکماهی فیلاسپرماتوگونیا از بافت بیضه 

کارایی سه روش هضم آنزیمی مورد بررسی قرار 
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گرفت. انتخاب روش بهینه هضم آنزیمی بر 

و به دست آمده اساس میزان ذخیره سلولی 

های استحصال شده در مانی سلولدرصد زنده

 عواملی چون نوع ر گرفته شد که تحت تاثیرنظ

آنزیم )آنزیم تریپسین، آنزیم کلاژناز و یا آنزیم 

تریپسین به همراه آنزیم کلاژناز( و بستر مورد 

هضم آنزیمی )هضم آنزیمی در برای استفاده 

، هضم آنزیمی در حضور بافر L-15محیط کشت 

فسفات( قرار داشت. نتایج نهایی نشان داد حضور 

تواند شرایط هضم آنزیمی را م تریپسین میآنزی

با این حال استفاده توام از  .بهبود بخشد

ز روشی کارا برای کلاژناهای تریپسین و آنزیم

ماهی فیلجداسازی اسپرماتوگونیا از بافت بیضه 

اما زمانی که آنزیم تریپسین به تنهایی  ،نیست

ذخیره و درصد  گرفت،مورد استفاده قرار 

های استحصال شده افزایش سلولمانی زنده

. از سوی دیگر، در مطالعه حاضر اثر محیط یافت

و بافر فسفات نیز مورد توجه قرار  L-15کشت 

های عملی نشان داد بافر فسفات گرفت. یافته

درجه  0قادر است در دمای یخچال )دمای 

ساعت سوسپانسیون  20سانتی گراد( تا حداکثر 

توگونیا را بدون های اسپرماسلولی حاوی سلول

 در حالی ،داری کندمانی نگهاثر منفی روی زنده

های داری سلولکه در همین دما مدت زمان نگه

آنها  مانیاسپرماتوگونیا بدون اثر منفی روی زنده

زمانی که سوسپانسیون سلولی در مجاورت 

قرار گرفت، به شدت کاهش  L-15محیط کشت 

د هضم به علاوه، نتایج کلی نشان دا .یافت

تواند منجر به آنزیمی همراه با بافر فسفات می

         مانی جداسازی تعداد بیشتر سلول و با زنده

د. در واقع از آنجایی که شوبالاتر از بافت بیضه 

         بافر فسفات سبب ایجاد شرایطی مشابه با 

       از نظر فشار اسمزی ماهی فیلمحیط بدن 

         مراحل ( در کیلوگرماسمول در میلی 238)

توان نتیجه گرفت شود، میهضم آنزیمی می

فیزیولوژی موجود زنده و شرایط پرورش آن از 

عوامل بسیار مهم در انتخاب شرایط برای 

استحصال سلول از طریق هضم آنزیمی است. 

د به توانشرایط پرورشی بهینه گونه مورد نظر می

دما، مدت  مهمی به منظور انتخاب عاملعنوان 

 هضمبرای و نوع سوسپانسیون مورد استفاده 

 ,.Psenicka et al) آنزیمی محسوب شود

           حاضر مشخص شد که ژوهش پ. در (2015

 درصد در دمای  0/1آنزیم تریپسین با غلظت 

 3 تا 2گراد به مدت درجه سانتی 21تا  01

های جداسازی سلولبرای تواند ساعت می

این  .دبهینه باش ماهیفیلاسپرماتوگونیا از بیضه 

شرایط سبب استحصال ذخیره سلولی با میانگین 
سلول از کل بافت بیضه بدون  82/1±8/09×001

 مانیمانی )میانگین درصد زندهکاهش نرخ زنده
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 به د. نتایج شدرصد(  9/80±21/3ها سلول

انجام  مطالعاتبا در مطالعه حاضر دست آمده 

مطابقت دارد دیگر ماهیان در مورد تاسشده 

(Psenicka et al., 2015, 2016; Xie et al., 

های از تیمار سلولژوهشگران پ. امروزه (2019

د. به کننبنیادی با آنزیم تریپسین اجتناب می

و همکاران  Shikinaعنوان مثال، در مطالعات 

های ( ثابت شد که تخریب پروتئین2103)

آلای های اسپرماتوگونیا در قزلسلولغشای 

کمان به علت انکوبه شدن بافت بیضه با رنگین

که  استآنزیم تریپسین در جریان هضم آنزیمی 

به شکل قابل توجهی سبب کاهش قابلیت 

ده ش، یهای استحصالفعالیت میتوزی سلول

های . پروتئین(Shikina et al., 2013) است

 سلول و محیط غشایی در اتصالات بین سلولی،

خارج سلولی و در نتیجه ویژگی بنیادی بودن 

 ،د. از سوی دیگرنسلول نقش بسیار مهمی دار

اسپرماتوگونیاها به وسیله کشت  دوبارهبهبود 

 Psenicka et)پذیر است کوتاه مدت آنها امکان

al., 2015; Xie et al., 2019).  در مطالعه

ک یحاضر، انکوبه کردن با تریپسین به عنوان 

 و تعیین شدجداسازی سلول برای روش کارآمد 

های استحصال شده قابلیت تکثیر بعد از سلول

های میزبان داشتند پیوند را همانند خود سلول

دهد های منتشر نشده( که نشان می)داده

توانند قابلیت تکثیر شدن ها تا حدودی میسلول

خود را زمانی که در حفره صفاقی میزبان 

نند )به عنوان محیط کشت( کجاگیری می

مطالعات  با این وجود به .آورنددست ه دوباره ب

بیشتری برای بررسی اثر آنزیم تریپسین روی 

مورد  یهای اسپرماتوگونیافعالیت میتوزی سلول

نیاز است تا بتوان به صورت قاطعانه در مورد 

قابلیت تکثیر آنها در شریط  دوبارهبهبودی 

آزمایشگاهی و همچنین در شرایط درون تنی 

 اظهار نظر کرد.

ای اندازه سلول، پوشش هستهدر مجموع، 

ای مشخص و وجود نامنظم، اجزای هسته

های ترین ویژگیها اطراف هسته از مهمهستک

 ماهیهای بنیادی اسپرماتوگونیای فیلسلول

رماتوگونیا از های اسپ. جداسازی سلولاست

بر اساس  Iماهیان نابالغ در مرحله رسیدگی فیل

روش هضم آنزیمی مبتنی بر آنزیم تریپسین 

توانست ذخیره سلولی با تعداد بالا و درصد 

 توانکه می طوریه ب ،فراهم آوردرا مانی بالا زنده

های مربوط به دیگر گام ،با استناد به این روش

ند اسپرماتوگونیا و پیوسازی سلول بنیادی خالص

ماهی استرلیاد به منظور تولید ماهی آن به تاس

 تواند به کایمر را انجام داد. این اقدامات می

عنوان روشی موثر در جهت حفاظت غیرمستقیم 
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از منابع ژنتیکی این ماهی در معرض خطر 

 محسوب شود.

 

 قدردانی و تشکر

بدین وسیله از گروه شیلات دانشکده منابع 

طبیعی و علوم دریایی دانشگاه تربیت مدرس و 

تمام کسانی که در زمینه اجرایی شدن این 

اند کمال تشکر و سپاس را یاری رساندهپژوهش 

 داریم.
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Abstract  

Spermatogonial stem cells (SSCs) are unique cells and able to transmit genetic 

information to the next generation, therefore, they play an important role in chimeric 

fish production and preservation of rare species. This study was performed for the 

first time with the aim of examining morphology of spermatogonial cells through 

histological method and then isolating them through enzymatic digestion method 

from beluga (Huso huso) testicular tissue. Histological examination of testicular 

tissue of one- to three-year-old beluga showed there are two general types of 

spermatogonial cells, undifferentiated spermatogonia (SSCs) and differentiated 

spermatogonia. SSCs were often identified by their large size, irregular nuclear 

envelope, distinct nuclear components and one to two nuclei. Moreover, in one-year-

old fish the frequency of SSCs was significantly higher than 2 and 3-year-old beluga 

(P<0.05). Isolation of testicular tissue cells of one-year-old beluga through enzymatic 

digestion was indicated that using 0.1% trypsin enzyme with phosphate buffer for 2 

to 3 hours at 16-20°C has higher efficiency based on frequency and viability of beluga 

spermatogonial cells (P<0.05). This study has provided basic information for 

isolation beluga SSCs for transplantation to produce chimeric fish. 

Key words: SSCs, Histology, Enzymatic Digestion, Beluga, Chimeric Fish. 
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