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Abstract 

Introduction: The main challenge of Primordial Germ Cells (PGC) is their lack of proliferation and self-renewal in the 
culture medium. One approach to induce proliferation in PGC cells is manipulating intracellular signaling pathways such 
as TGF-β. The use of growth factors and small molecules is one of the ways to achieve this goal. 

Methods: Chicken gonadal PGC cells were cultured and incubated at 50,000 cells per well in a 24-well plate coated with 
Matrigel. The experimental groups included four groups: control (basic medium for PGCs culture), treatment with small 
molecule IDE1 (100 nM; Stemgent, USA, 04-0026), treatment with growth factor A Activin (25 ng/ml; R&D Systems, 
338-AC), and treatment with SB431542 (10 µM; Cayman Chemical, 13031) with three replicates from each group. To 
check the amount of cell proliferation, PGC cells were counted with a hemocytometer at intervals of 7, 14, and 21 days 

after treatment. The activity of the TGF/ẞ signaling pathway was evaluated by examining the expression of SMAD2, 
SMAD3, and LFTTY1 genes by qRT-PCR method. 

Results: The effect of Activin A and IDE1 increased the proliferation of PGC cells to more than 4 times compared to 
the control group, while the SB431542 group decreased cell proliferation. Activin A and IDE1 experimental groups 
maintained cell viability and culture for 25 days but did not lead to long-term culture. Also, the results of investigating 

the activity of the TGF/ẞ signaling pathway showed that Activin A and IDE1 led to increased expression of Smad2, 
Smad3, and LFTTY1 genes compared to the control and SB431542 groups. 

Conclusion: The results of this research represented that improving the culture conditions and activating the effective 
signaling pathways in pluripotency can induce pluripotency and long-term culture of chicken PGC cells. 

Keywords: Pluripotency, Self-renewal, Primordial germ cells, Activin A, IDE1. 
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 پژوهشی   نوع مقاله: 

در تکثیر و خودنوزائی   IDE1 و کوچک مولکول Activin A فاکتور رشد    تاثیر ارزیابی  

 جوجه در شرایط کشت آزمایشگاهی زایای بدوی    های سلول 
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 کیدهچ
های  ها در محیط کشت است. یک روش برای القای پرتوانی سلولآن ، عدم تکثیر و خودنوزائی  های زایای بدویاصلی سلول   چالش   :قدمهم

PGC سلولی ازجمله  رسانی درون کاری مسیرهای پیام، دستTGF-β  های  ها یکی از روش شد و کوچک مولکولاست که استفاده از فاکتورهای ر
 . رسیدن به این هدف است

خانه پوشش داده شده با ماتریژل و یا    24سلول به ازای هر خانه در پلیت    50000غدد جنسی جوجه با غلظت    PGCهای  سلول  :هاروش 
 1IDE1(، تیمار با کوچک مولکول  PGCs)محیط پایه برای کشت  کنترل    های آزمایشی شامل چهار گروه گروهکشت و گرماگذاری شدند.    ژلاتین

(100 nM; Stemgent, USA, 04-0026  رشد فاکتور  با  تیمار   ،)A  Activin  (25 ng/ml; R&D Systems, 338-AC)    با تیمار  و 
SB431542  (10 µM; Cayman Chemical, 13031)  های با سه تکرار از هر گروه بودند. به منظور بررسی میزان تکثیر سلولی، شمارش سلول

PGC  روز بعد از تیمار با هموسایتومتر انجام شد. فعالیت مسیر سیگنالینگ    21  و  14،  7های زمانی  در بازهTGF/ẞ  های  با بررسی بیان ژن
SMAD2 ،SMAD3  وLFTTY1    2با روشPCR-qRT ارزیابی شد . 

برابر در مقایسه با گروه کنترل گردید و در مقابل گروه   4به بیش از   PGCsهای منجر به افزایش تکثیر سلول IDE1و   Activin A تاثیر ها:یافته
SB431542 های آزمایشیمنجر به کاهش تکثیر سلولی شد. گروه Activin A  وIDE1 زمان  ها به مدتمانی و کشت سلولقادر به حفظ زنده

و   Activin Aنشان داد که  TGF/ẞنتایج بررسی فعالیت مسیر سیگنالینگ  چنینهممدت نگردید. روز شدند، اما منجر به کشت طولانی  25
IDE1  های منجر به افزایش بیان ژنSmad2 ،Smad3   وLFTTY1 های کنترل و  در مقایسه با گروه SB431542شدند . 
تواند سبب القای پرتوانی  در پرتوانی می  موثررسانی  سازی مسیرهای پیامدارد که بهبود شرایط کشت و فعالاین تحقیق بیان مینتایج    :گیرینتیجه

 . جوجه شود  PGCهای مدت سلولو کشت طولانی 

 . IDE1، کوچک مولکول Activin Aهای زیای بدوی، پرتوانی، خودنوزائی، سلول ها:کلیدواژه
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 مقدمه  -1

پروتئین    تامین برای    نتایجمیلیارد عدد    59ترین حیوانات مزرعه منجر به تولید سالانه  یکی از مهم  عنوانبهتنها  ویژه جوجه، نههای پرندگان بهگونه
شناسی تکوینی، ایمونولوژی و علم فیزیولوژیکی نیز مورد توجه محققین  ترین مدل برای مطالعات زیستعنوان مهم، بلکه به[1]  شودحیوانی می 

های و سلول  2های زایای بدویسلول ،1های بنیادی جنینی های بنیادی ازجمله سلولاند. بدین منظور در دهه اخیر، انواع مختلفی از سلولقرارگرفته
القایی پرتوان  تولیدشده   3بنیادی  جوجه  تکوینی  مختلف  مراحل  سلول  از  میان  در  سلولاست.  جوجه،  بنیادی  خصوصیات    PGCهای  های 

های  ها را از بقیه سلولکاری ژنتیکی و تولید پرندگان تراریخته دارد که آنفردی ازجمله انتقال اطلاعات ژنتیکی به نسل بعد، قابلیت دستمنحصربه
 5/2معادل    HH  15-14که از یک جنین در مرحله گردش خون )مرحله    PGCsهای  حال، تعداد سلول. بااین[2]  بنیادی جوجه متمایز کرده است

  ؛ [5]-[3]محدود هستند  ،  آیندبه دست می   )روز بعد از انکوباسیون  6روز تا    5)معادل    HH  30-28روز بعد از انکوباسیون( و غدد جنسی در مرحله  
هایی برای  ها را با کشت در شرایط آزمایشگاهی افزایش داد. از ابتدا تاکنون، تلاش، باید تعداد آنPGCsاز تعداد کم    موثربنابراین، برای استفاده  

( انجام شده  Feeder cellکننده )های تغذیههای کشت مختلف و وابسته یا مستقل به سلولبا استفاده از محیط  PGCsهای کشت  توسعه سیستم
حفظ خود نوزایی در   مدت ومدت شده است، اما عدم تکثیر طولانیآمیز در کوتاهمنجر به تکثیر موفقیت  PGCsاست. اگرچه کشت آزمایشگاهی  

از چالشسیستم آزمایشگاهی یکی  این سلولهای کشت  ب[6]ها است  های اصلی  حتی در محیط کشت    PGCsای که حفظ خودنوزائی   گونهه. 
یا فاکتور    6های بنیادی، فاکتور سلول5، فاکتور رشد فیبروبلاست پایه[7]  4شده حاوی فاکتورهای رشد مختلف، مانند فاکتور مهارکننده لوسمیغنی

انسولین   مطالعات اخیر نشان داده است که مسیرهای سیگنالینگ    .8][–][10  دشوار است  48و پروتئین مورفوژنیک استخوان نوع    17رشد مشابه 
و   نقش مهمی در خودنوزائیTGF-β /Nodal/Smad2/3 و   TGF-β/Activin/Smad2/3و    Wnt/Gsk3/β-catenin ،BMP4/Smad1/5/8شامل 

  BMP4و  Activin Aهای رشد نشان دادند که فاکتور [1] ای که وایت و همکارانگونه. به[13]–[11]، [1]جوجه دارند  PGCsمدت کشت طولانی
شوند که می Smad1/5/8و  Smad2/3نوبه خود فسفریلاسیون و به /Smad2/3  TGF-ẞو   BMP/Smad1/5/8رسانیسازی مسیر پیاممنجر به فعال

دهند که انتقال سیگنال  این مطالعات نشان می  ،بنابراین   ؛شوندها میدر خودنوزائی  این سلول  موثرهای  با انتقال به هسته منجر به بیان ژن  درنهایت
 .[13]، [1]جوجه ضروری است  PGCsبرای تکثیر و خودنوازیی  TGF-β/Activin /SMAD2/3از طریق 

 SB43و    IDE1های مهارکننده مسیرهای تمایزی، مانند  با استفاده از کوچک مولکول  PGCهای  برای سلول  های کشتمحیط  ا علاوه بر این، اخیر
که میمعرفی شده تکثیر سلولاند  و  کشت  در  رشد لازم  فاکتورهای  برای  مناسبی  جایگزین  مولکول[13]باشند    PGCهای  توانند  کوچک  به  .  ها 

ها در کشت از این مولکول   چنینهم شود که قادر به ایجاد اثرات مختلف زیستی روی سلول باشند.  های آلی با وزن مولکولی کم گفته میمولکول 
منظور حفظ و تقویت پرتوانی و تمایزهای خاص دودمانی استفاده شده است  های بنیادی پرتوان پستانداران بدون نیاز به فاکتورهای رشد، بهسلول
مولکول[15]،  [14] کوچک  براین،  علاوه   .  IDE1  خودنوزائی در  مهمی  طولانی  نقش  کشت  فعال  PGCsمدت  و  طریق  از  مسیر  جوجه  سازی 

 .[13] دارد  TGF-βسیگنالینگ 

تواند در شرایط مختلف فیزیولوژیکی و یا بسته به نوع گونه )موشی،  ها و فاکتورهای رشد با خواص خودنوازیی و یا تمایز میانواع کوچک مولکول  تاثیر
ها در فرایند  ها و فاکتورهای رشد و استفاده از آن های محدود در مورد نقش کوچک مولکولجوجه و انسانی( متفاوت باشد. نظر به وجود گزارش

فاکتور رشد و    تاثیرایم تا جوجه و عطف به تناقض گزارشات موجود، در تحقیق حاضر تلاش نموده  PGCخودنوازیی و تولید رده سلولی تکثیر پذیر 
برای   وثرمها را ارزیابی نماییم تا روشی  جوجه در شرایط کشت آزمایشگاهی را بررسی و راندمان آن  PGCsها در تکثیر و خودنوزائی   کوچک مولکول

 جوجه مشتق شده از غدد جنسی معرفی کنیم.  PGCsافزایش تکثیر 

 

1 Embryonic stem cells (ESCs) 
2 Primordial Germ Cells (PGCs) 
3 Induced Pluripotent Stem Cells (IPSCs) 
4 Leukemia Inhibitory Factor (LIF) 

5 Fibroblast Growth Factor (bFGF) 
6 Stem Cell Factor (SCF) 
7 Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) 
8 Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP4) 
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   ... و کوچک  Activin A  ارزیابی تأثیر فاکتور رشد     / زارع و همکاران

 هامواد و روش  -2

 های حیوانی دار جوجه و مراقبتتخم نطفه -1-2

دار از مزرعه مرغ مادر شرکت طیور برکت در استان قزوین تهیه گردید. در کل  نطفه  عدد تخم  3200گذار سویه لگهورن به تعداد  از مرغ مادر تخم 
امکانات برای نگهداری پرنده آزمایش، شرایط و  از حیوانات بخش سلولمراحل  مراقبت  فراهم    1های بنیادی پژوهشگاه رویانها، مطابق با کمیته 

 باشد. می IR.ACECR.ROYAN.REC.1397.283گردید و دارای کد اخلاق 

 کنندههای تغذیهسازی سلولآماده -2-2

فیبروبلاست جنینی    -1جوجه استفاده شد:  PGCs بانک سلول پژوهشگاه رویان برای کشت   کننده سلولی ازچهار لایه تغذیه  در مطالعه حاضر از 
4  هایسلول  -3،  3فیبربلاست جنینی موش   -2،  2جوجه 

STO    5  -4و
BRLکننده  . برای تهیه لایه تغذیهMEFهای موش در ، اجسام جنینی جنین

Ca +2بدون Dulbeccoجدا شده و با نمک بافر فسفات  dpc 12.5مرحله تکوینی 
Mg +2و  

 (, 14190144™Gibco -DPBS  شستشو داده شد و با )
  EDTA   Trep/  (%53/0  /05/0های موش در  استفاده از روش آنزیمی، سوسپانسیون سلولی تهیه گردید. بدین صورت که اجسام جنینی جنین

سازی تریپسین،  دقیقه گرماگذاری شدند. سپس به منظور غیر فعال  15گراد به مدت  درجه سانتی  37( در دمای  Invitrogen  ،25300-054مولار،  میلی
DMEM    از  10%حاوی  FBS  ها با سرعت  نمونه  درنهایتها اضافه گردید و به آرامی پیپتاز شدند و  به نمونهg  ×400    دقیقه سانتریفیوژ    5به مدت

 %10  (FBS( که با سرم جنین گاوی )Gibco™  ،11960044) DMEM های کشت سلولی حاوی  های سوسپانسیون در فلاسکشدند. سپس سلول
(Hyclone ،SH30071غنی )  .شده بودند، کشت داده شدند 

6کننده  برای تهیه لایه تغذیه
CEFها پس از وز انکوباسیون شدند. جنینر  6روز تا    5گراد به مدت  درجه سانتی  5/37دار مرغ در دمای  نطفه  ، تخم

مانده  های جنینی باقیشستشو داده شدند و پس از حذف سر و قلب، از دیگر بافت DPBS- از زرده جدا شدند و با  HH 28-30رسیدن به مراحل 
کشت داده  FBS 10%و  DMEMحاوی محیط کشت   T25های  در فلاسک درنهایتبا استفاده از روش آنزیمی، سوسپانسیون سلولی تهیه گردید و 

محیط،    ml  5/2در سطح فلاسک رسیدند، نصف محیط رویی دور ریخته شد و به ازای هر    100%ها به راندمان  ای که تعداد سلولشدند. در مرحله
قرار داده شدند. سپس    C°37(، به آن افزوده و به مدت سه ساعت در انکوباتور در دمای  Sigma-Aldrich  ،50077)  Cمیکرولیتر میتومایسین    25

عنوان های فیبروبلاست جنینی موش و جوجه بهسلول   درنهایتش شدند.  ها شمارها پاساژ داده شدند و با استفاده از لام هموسایتومتر، سلولسلول
 سلول به ازای هر چاهک کشت و آماده شدند.   30000با تراکم   1/0%با ژلاتین  پوشش داده شده چاهک    48کننده روی یک پلیت لایه تغذیه

تهیه شدند     BRL 3a  RSCB0572و  STO RSCB0009از بانک سلول پژوهشگاه رویان ثبتی با شماره سریال    BRLو     STOکنندههای تغذیهسلول
 قرار گرفتند.   مورداستفادههای فیبربلاست جنینی موش و جوجه جوجه مشابه با سلول PGCهای کننده سلوللایه تغذیه عنوانبهو 

 PGCsجداسازی و کشت  -2-2

-HH28از غدد جنسی در مرحله    PGCs. برای جداسازی  [16]  انجام گردیدهای قبلی منتشر شده  جوجه مطابق با روش  PGCهای  جداسازی سلول

  EDTA  Trep/ (%53/0 /05/0روز انکوباسیون شدند. از هر جنین یک جفت غدد جنسی جدا شد و در 5-6دار جوجه به مدت تخم نطفه  30
  DMEMسازی تریپسین،  دقیقه گرماگذاری شدند. برای غیر فعال  15گراد به مدت  درجه سانتی  37( در دمای  Invitrogen  ،25300-054مولار،  میلی

 دقیقه سانتریفیوژ شدند.  5به مدت  g ×400ها با سرعت نمونه درنهایتها اضافه گردید و به آرامی پیپتاز شدند و به نمونه FBS از 10%حاوی 

× نوکلئوزید 1( Invitrogen ،35050مولار گلوتامکس )میلی FBS ،2  از KO-DMEM (Invitrogen ،10829 )%5/7شامل  PGCمحیط کشت 
(Millipore, GSS-1016-C  ،)x1  ( غیرضروری  آمینه   مرکاپتواتانول-βمولار  میلیInvitrogen, 11140-050،)  1/0اسیدهای 

 

1 Animal Care Committee of Royan Institute for Stem Cell 

Biology & Technology (ACECR) 
2 Chicken Embryonic Fibroblastt (CEF) 
3 Mouse Embryonic Fibroblast (MEF) 

4 Sandos inbred mice 6-Thioguanine-resistant, Ouabain-

resistant (STO) 
5 Buffalo Rat Liver-3A (BRL 3A) cell line  
6 Chicken Embryonic Fibroblast (CEF) 
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(Invitrogen,21985)،  %1  Pen-Strep  (Invitrogen,15140-122)،  %5/2  ( جوجه  میلی  Sigma, C5405  )6سرم  در   rmSCFلیتر  نانوگرم 
(PeproTech, 250-03  و )لیتر  نانوگرم در میلی  4rhFGF  (PeproTech,100-18Bاست. سلول )  از محیط کشت    500ها در  PGCمیکرولیتر 

  48چاهکی قرار گرفتند. پس از    24های سوماتیک به روش چسبندگی افتراقی در پلیت  از سلول  PGCهای  شناور شدند و برای جداسازی سلول
پوشش داده  کننده غیرفعال شده با میتومایسین یا  های تغذیهچاهکی جدید حاوی لایه  24های  باشند به پلیتمی  PGCهای شناور که  ساعت سلول

درجه سانتی  37ها در شرایط دمایی روز انجام شد. همه سلول 3الی   2هر  PGCهای منتقل شده و پاساژ سلول 1های خارج سلولیبا ماتریسشده 
 رشد کردند. 95%و رطوبت  2CO 5%راد، گ

 های آزمایشی گروه -3-2

( در Matrigelچاهکی پوشش داده شده با ماتریژل )  24سلول به ازای هر خانه در پلیت    50000غدد جنسی جوجه با غلظت  PGC های  سلول
(، تیمار با کوچک مولکول  PGCsگروه کنترل )محیط پایه برای کشت    های آزمایشی شاملاده شدند. گروه چهار گروه و سه تکرار برای هر گروه آم

IDE1  (100 nM; Stemgent, USA, 04-0026  رشد فاکتور  با  تیمار   ،)A  Activin  (25 ng/ml; R&D Systems, 338-AC)    با تیمار  و 
SB431542  (10 µM; Cayman Chemical, 13031)  های  بودند. شمارش سلولPGC    روز پس از تیمار انجام    21و    14،  7با هموسایتومتر در

 شد.

 qRT-PCRبا  TGF/ẞسازی مسیر سیگنالینگ ارزیابی فعال -4-2

قرار گرفتند    موردبررسیکمی    qRT-PCRبا روش    LFTTY1و  SMAD2  ،SMAD3های  ، ژنTGF/ẞسازی مسیر سیگنالینگ  برای ارزیابی فعال
،  TRIZol (Sigma-Aldrich کیت  آزمایشی به وسیله  ی از هر گروه سلول   RNAعنوان ژن مرجع استفاده شد. بدین ترتیب ابتدا کل  به  GAPDHو ژن  

T9424  )با    15جداگانه استخراج گردید و به مدت    صورتبه ژنومی تیمار شدند. سپس    DNA( برای حذف  Takara, 2270A)  DNase Iدقیقه 
cDNA  با استفاده از کیت سنتزcDNA Fermentas (K1632 مطابق دستورالعمل شرکت سازنده سنتز شد و در مرحله بعد )cDNA   حاصله برای

 ;Real-time PCR  (Corbett Life Science( با سیستم  Takara Bio, Inc., RR081Q)  SYBR Green Master Mixمبتنی بر    qRT-PCRآنالیز  

Rotor-Gene 6000  افزار تحلیل  و نتایج توسط نرم( مورد ارزیابی قرار گرفتRotor-Gene 6000  (Corbett Life Science; version1.7 آنالیز )
تغییر بیان    .انجام شد  [17]  با استفاده از روش فافل و همکاران  GAPDHو    Smad2  ،Smad3  ،Lefty1های  های خام برای همه ژنشد. آنالیز داده

 ارائه شده است. 1 جدولدر  موردمطالعههای های پرایمر ژنسنجیده شد. توالی  CtΔΔ-2ها در تیمارها با استفاده از فرمول ژن

   . TGF/ẞهای پایین دست مسیر سیگنالینگ توالی پرایمر ژن  -1جدول 
Table 1- Primers sequences of genes downstream from TGF-ẞ signaling. 

Annealing Temperature (°C) Amplicon Size (bp)   Sequences (5' to 3')   Genes 
60 191 

F: GCAATTACATACCAGAAACACCAC 
R: TATAGAACACCAGAATGCGGG 

SMAD2 

 

60 206 
F: TACATCCCAGAGACACCTCC 

R: CGCTGGTTGAGTTCATAGTAGG SMAD3 

60 109 F: TCGTACTCTGGTTACTCGGG 
R: GCACCTTGTTGGATGTTCTG 

LEFTY1 

60 150 
F: AGTCCAAGTGGTTGCTATCA 
R: AAGATAGTGATGGCGTTCCC 

GAPDH 

 

60 229 
F: TCAAGACTTACGACGACAACT 

R: ATTCCCCGTACCACACCAG 
OCT4 

60 180 
F: TCGCTTCCTATTACCACTGTC 

R: CTCAGCCAATGTCCTGTAGAG 
NANOG 

60 160 
F: CGAACAACCAGAAGAACAGC 
R: TCGGACAGCAGCTTCCACTC 

SOX2 

60 238 
F: TTCTCCAACAGACCAACCAG 
R: AATCTCTGCTTCCAAAACTC 

CVH 
GAPDH: Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase, OCT4: Octamer-binding Transcription factor 4, 
SOX2: Sex determining region Y-box 2, CVH: Chicken Vasa Homolog 

 

1 Extracellular Matrices (ECM) 
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  1آمیزی پریودیک اسید شیف رنگ -2-5

تثبیت   4%ها در پارافورمالدئید آمیزی شدند. سلولرنگ  PASهای گلیکوژن موجود در سیتوپلاسم با روش جوجه، گرانول PGCsبرای تأیید هویت 
ها به مدت  شستشو داده شدند. در انتها تمامی سلول  دقیقه اکسید و مجددا   5به مدت    5/0%و با آب مقطر شسته شدند. سپس در اسید پریودیک  

تحت تیمار قرار گرفتند و بعد از سه بار شستشو، زیر میکروسکوپ نوری مورد ارزیابی و سنجش   3/0%اسید شیف   معرفدقیقه در دمای اتاق با    10
 قرار گرفتند.

 آمیزی ایمونوهیستوشیمی رنگ -6-2

با غلظت    Triton X-100ها تحت تیمار با  جرمی/حجمی در دمای اتاق، تمامی سلول  4%های کشت داده شده در پارافرمالدئید  پس از تثبیت سلول
تیمار   DAZL-1اولیه    بادیگراد با آنتیدرجه سانتی  4ساعت  در دمای    24شده به مدت  های آماده دقیقه نفوذپذیر شدند. سلول  10به مدت    %2/0

 Anti-rabbit IgG-Alexaثانویه  بادیبا آنتیتاریکی درجه در  4ساعت در دمای  1ها به مدت و گرماگذاری شدند. پس از سه بار شستشو، سلول

Fluor 488   ها با  آمیزی سلولشده گرماگذاری شدند. رنگرقیقDAPI  ((Sigma-Aldrich, D8417    دقیقه در دمای اتاق انجام شد و    5به مدت
های  بادیآنتی  جزییات خصوصیات و  ( صورت گرفت.  Olympus IX-71سنجش و ثبت تصاویر با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت معکوس )

 اند. فهرست شده 2 جدولآمیزی ایمنی در برای رنگ مورداستفادهاولیه و ثانویه 

 . جوجه PGCهای  سلولآمیزی هسته بادی اولیه و ثانویه برای رنگفهرست آنتی  -2 جدول

Table 2- Lists the primary and secondary antibodies used for immunostaining 

nucleus chicken PGC. 

 

 

  
 

 تحلیل آماری -7-2

های آزمایشی از آنالیز بین گروه ( انجام و به منظور مقایسه  GraphPad Software, Inc)  GraphPad Prism 5.02افزار  وتحلیل آماری با نرمتجزیه
آزمون    Tukey post-hoc( و پس از آن از  ANOVAطرفه )واریانس یک انجام شد  tاستفاده شد.  ها  . دادهمستقل برای تفاوت بین دو مشاهدات 

صورت داری بهبرای حداقل سه نمونه آماری مستقل در هر گراف مشخص شدند و سطح معنی SEM ± meanمیانگین خطای استاندارد  صورتبه
**: P<0.01, *: P<0.05 .در نظر گرفته شد 

 نتایج و بحث  -3

 HH28 تحت شرایط کشت متعارف از مرحله   PGCهای تولید سلول -1-3

های سازی و تکثیر سلولشده است. غنی نشان داده  1 شکل روزه جوجه در  5از بافت غدد جنسی جنین  PGCهای نتایج جداسازی و تکثیر سلول
PGCs  ( بر اساس روش وانالف-1  شکلدر سیستم کشت چسبنده افتراقی )قت و حساسیت بالایی انجام پذیرفت.  با د  [18]  دلاویر و همکاران

انکوباسیون سلول  نتایج نشان داد که پس به مدت  صورت همهای استرومای گنادی بههمراه با سلول  PGCsهای  از  های  ساعت، سلول  6کشتی 
 ( شدند  متصل  کشت  ظرف  کف  به  گناد  سلولب-1شکل  استرومای  و  منفرد  (  سلول  PGCهای  از  بستری  بهروی  استرومایی  صورت  های 

- 1شکل  بودند )  تشخیصی سیتوپلاسمی قابل میکرومتر(، هسته کروی بزرگ خارج از مرکز و ذرات لیپید  15-20سوسپانسیون با اندازه بزرگ )
ها منجر  ساعت در یک کشت اولیه تکثیر شدند و قابلیت تکثیرپذیری بالای آن 48های استرومایی گناد به مدت ها در حضور سلول(. این سلولب

 

1 Periodic Acid-Schiff (PAS) 

Antibody          Cat. No. Host Dilution Ratio   Company 
Primary antibody     

DAZL-1 Clone 7F.1 Rabbit IgG 1:100 Millipore 

 
Secondary Antibody     

Anti-rabbit IgG-Alexa Fluor 488 A-21206 Donkey IgG 1:500 Invitrogen 
DAZL: Deleted in Azoospermia-Like 
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کنند که  های شیمیایی ترشح می، مولکول PGCsهای سلول  های بالای تکثیر سلولی، احتمالا(. در غلظت1 شکل ها گردید )به افزایش تعداد سلول
  72ساعت پس از کشت اولیه شد. علاوه بر این، در    72ها به یکدیگر شده و این فرایند منجر به تشکیل توده یا کلامپ سلولی در  سبب جذب آن

های ها توسط سلولهای استرومای گناد برقرار کردند که منجر به احاطه آنهای محکمی با سلولتماس  PGCsهای  ساعت پس از کشت اولیه، سلول
از    چنینهم(.  ب-1شکل  استرومای گناد گردید ) اثبات نمود که پس  این پژوهش  اولیه، سلول  72نتایج  از کشت  جوجه در    PGCهای  ساعت 

   (.ب-1شکل از بین رفتند ) PGCsهای ساعت پس از شروع کشت، سلول  96ارف شروع به آپوپتوز نمودند و شرایط کشت متع

یافته  نتایج با  ها،  های شیمیایی )گلیکوپروتئین، مولکولPGCsهای  گزارش کردند که سلولمطابقت دارد که    2017ای در سال  های مطالعهاین 
نتیجه کلامپ سلولی یا توده در  را به سمت یکدیگر جذب می  PGCکنند که  های سطح سلول( ترشح میپروتئین از   72کنند و در  ساعت پس 

دهد و در  ها درنهایت سمیت سلولی را در محیط کشت سلولی افزایش میشود. تشکیل کلامپمشاهده می  PGCهای  جداسازی و کشت سلول
های  های استرومای گنادی قادر به حمایت از تکثیر سلول، نتایج این مطالعه نشان داد که سلولروازاین.  [19]شود  نتیجه  منجر به کاهش نرخ تکثیر می

PGC  عنوان بستر سلولی استفاده  کننده بههای سلولی تغذیه از لایه  های مطالعات پیشین به منظور غلبه بر این چالشدر تطابق با یافته  ،بنابراین  ؛نیستند
   .[21]، [20]، [16] گردید

 -الف

 - ب

جوجه در   PGCهای خط زمانی جداسازی و کشت سلول  -الف ؛جوجه تحت شرایط کشت متعارف PGCهای تولید سلول   -1شکل 

بر روی   bFGFو  LIF، SCF، سرم جوجه و فاکتورهای رشد 1FBSحاوی سرم   DMEM-KOدر محیط کشت   HH   29 -28مرحله 

 پس از کشت.   4و  3، 2، 0در سیستم کشت افتراقی در روز  PGCهای تکثیر سلول  -های فیبربلاست گنادی جوجه، ب سلول
Figure 1- Derivation of chicken PGCs in conventional culture conditions: A. schematic and timeline for the 

isolation and culture of chicken PGCs at stages 28-29 HH  in KO-DMEM medium supplemented with FBS, 

chicken serum, FGF2, SCF, and LIF in chicken gonadal fibroblast culture; B. enrichment of the isolated PGCs 

cultured on differential adherent culture systems at days 0, 2, 3, and 4. Scale bar: 50 µm.  

  

 

1 Fetal Bovine Serum (FBS) 
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 های سلولی در حضور بستر gPGCهای نتایج حاصل از جداسازی و کشت سلول -2-3

شده  ارائه    2  شکلدر شرایط کشت متعارف در     BRL-3Aو    STO  ،MEF  ،CEFکننده  های سلولی تغذیهروی لایه  PGCهای  نتایج کشت سلول
کننده  های سلولی تغذیهآوری شدند و روی لایههای استرومای گنادی، جمعساعت کشت روی سلول  48پس از    PGCهای  است. بدین منظور، سلول

STO ،BRL ،MEF  وCEF نظر میتوزی با میتومایسین که از-C  ،بعد از  غیرفعال شده بودند، کشت داده شدند. سپس به منظور بررسی نرخ تکثیر
روی  PGCهای نشان داد که کشت سلولبا هموسایتومتر شمارش شدند و نتایج  PGCهای کننده، سلولهای سلولی تغذیهکشتی با لایهروز از هم 7

افزایش تعداد سلول  CEFو    STO،BRL  ،MEFهای سلولی  لایه شدند    به ترتیب  172000و    62000،  96000  ، 82000ها به میزان  منجر به 
 (.2 شکل )

 

 STOسلولیهای جوجه تحت شرایط کشت متعارف روی بستر PGCهای تولید سلول   -2ل شک

 ،BR ،CEF  فیبربلاست جنینی موش ،MEF . 
Figure 2- Derivation of chicken PGCs in conventional culture conditions on STO, BRL, 

MEF, and CEF  feeder cell layers. Scale bar: 50 and 100 µm.   

دهد که راندمان تکثیر و نرخ رشد در  نشان می 3 شکلدر حضور انواعی از بسترهای سلولی در   PGCهای بررسی راندمان تکثیر و نرخ رشد سلول
حال، راندمان تکثیر و  توجهی نشد. بااینپایین است و در مقایسه با گروه کنترل منجر به تفاوت آماری قابل   BRLو     STOهای سلولیحضور بستر

ترین بسترهای سلولی عنوان مناسب( افزایش قابل توجهی نشان داد و به0.01 P>) CEF ( و0.05 P>)  MEF های سلولینرخ رشد در حضور بستر
 (.   3 شکل های تیماری شناسایی گردید )در مقایسه با دیگر گروه  PGCsبرای کشت 

جوجه در حضور بسترهای   PGCهای راندمان تکثیر سلول   -3شکل 

 . MEFفیبربلاست جنینی موش  و STO ، BRL ،CEFسلولی
Figure 3- Proliferation efficiency of chicken PGCs on STO, 

BRL, MEF and CEF feeder cell layers. 
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منجر به تشکیل کلاسترهای   CEFو    MEFهای  با سلول  PGCsهای  نشان داد که برقراری ارتباطات سلولی بین سلول   مدتطولانیبررسی کشت  
کلاسترهای کروی منجر به   کهازآنجایی  .های به سمت آپوپتوز را منجر شدکه کاهش نرخ تکثیر سلولی و پیشروی سلول  (4  شکلشود )کروی می

تبادل هم امکان  از رشد و تکثیر  می  PGCهای  سلول  موردنیاززمان مواد مغذی و مواد شیمیایی  عدم  روی   PGCsهای  سلول  مدتطولانیشوند، 
 کنند.  بسترهای سلولی جلوگیری می

و  CEFهای سلولی در حضور بستر PGCهای مدت سلولکشت طولانی   -4شکل 

 پس از کشت اولیه.  7و  3در روز   MEFفیبربلاست جنینی موش  
Figure 3- Long-term culture of chicken PGCs on MEF and CEF feeder cell layers at 

days 3 and 7 after the primary culture. Scale bar: 50 µm.   

  ،STO جوجه در حضور بسترهای سلولی PGCهای سلول مدتطولانی کشت  و مانی نرخ زنده -3جدول 

BRL ،CEF ،  فیبربلاست جنینی موشMEF  کننده. و گروه کنترل بدون لایه تغذیه 

Table 3- Survival rate and long-term culture of chicken PGCs on STO, BRL, MEF, and 

CEF feeder cell layers and control group without feeder cell layer. 

Types of Cell Substrates Number of Eggs Number of Cell Passages Days of Cell Culture 
STO 200 2 7 
BRL 200 2 7 
MEF 200 2 7 

CEF 200 2 7 
Control 200 2 7 

سوسپانسیون مشابه    صورتبهشوند و  طی پاساژهای سلولی مختلف از کف ظرف کشت کنده می  STOهای  دهد که سلولنتایج این مطالعه نشان می
، از همدیگر قابل تشخیص نیستند و از سوی PGCهایبا سلول نمایند که به دلایل مورفولوژی مشابهبر روی بستر سلولی رشد می  PGCهای  با سلول

را از دلایل این    PGCهای کشت حاوی  در پلیت STO هایشوند. محققان غلظت بالایی سلولنیز می   PGCهای  دیگر مانع از رشد و تکثیر سلول
حال، برخی مطالعات بااین  .[18]  اندها را ضروری شمردهکشتی با دیگر سلولکننده در زمان همهای تغذیهاند و غلظت پایین سلولامر ذکر کرده

نتایج این مطالعه   چنینهم.  [22]در محیط کشت را نیز توصیف کردند    FBSحاوی    STOکننده  های تغذیهبا استفاده از لایه سلول  PGCپایداری  
حال، منجر به کشت  کند، اما بااینحاصل می  STOنرخ تکثیر مشابهی در مقایسه با     BRLروی بستر سلولی  PGCهای  نشان داد که کشت سلول

قابلیت    BRLو    STOکننده  های تغذیهجداشده از جریان خون بر روی سلول   PGCsنشان داد که    [23]  و همکاران  اتچزمدت نگردید. مطالعه  طولانی
 کشت و تکثیر را دارند. 

اند که  . نتایج این مطالعه نشان داد که محققان بیان داشته[24]  کندهای بنیادی موش حمایت میاز خاصیت خود نوزایی سلول  MEFبستر سلولی  
ی بر  تاییدشود، ولی قادر به تشکیل کلنی نیست که می PGCهای منجر به افزایش تکثیر سلول MEFکشت شده روی بستر سلولی  PGCهای سلول

زمانی منجر به بالاترین   MEFروی بستر سلولی  PGCکشتی گزارش کردند که هم [26]و همکاران  خیباشد. در مقابل، می [25] هاننتایج پارک و 
استفاده شود   MEFهای با سلول PGCمسدود کننده ارتباطات سلول  عنوانبه PETهای پوشش داده شده با غشای شود که از پلیتمیتکثیر سلولی 

  PGCهای  ، نتایج این پژوهش اثبات نمود که سلولطورکلیبه.  استفاده کنند  برای خودنوزائی  MEFهای  تنها از ترشحات سلول   PGCهای  تا سلول 
انتخاب شوند. محققان   PGC عنوان بهترین بستر برای تکثیرتوانند بهتوانایی تشکیل کلنی و تکثیر را دارند و می  CEFکشت شده روی بستر سلولی

 .[10]اند پیشنهاد نموده PGCهای بستری مناسب و مطلوب برای کشت سلول عنوانبهرا نیز  CEFبستر  2007نیز در سال 

از سلول   یهانی توک یس  کهیی ازآنجا و خودنوزائ  یبرا   کنندههیتغذ  یهاترشح شده  ترشح    یجوجه ضرور  PGC  یهاسلول   یبقا  به  منجر  و  هستند 
،  [18] شوندیم PGC یهاسلول ریتکث شیو منجر به افزا کنندیرا مهار م ایزا  یهاسلول زیکه تما شوندیدر محیط کشت م یرشد ضرور یفاکتورها
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و کشت    یجداساز  ن،ی . علاوه بر ا[27]هستند    یادیبن  یهاسلول   یاثرات نامطلوب بر خودنوزائ  یاز عوامل آزادشده دارا   یبرخ  وجود،نی. با ا[26]
ها را  سلول ن یا یی نها یهایژگ ی و  تواند یکه م شود یکشت م  ط یمح باتی در ترک  ریی منجر به تغ کنندههیتغذ ه ی لاکیجوجه با حضور   یادیبن یهاسلول

  گر ید  واناتیاز ح  ییهاناهمگن خطر انتقال پاتوژن   یوانیح  یهامشتق از سلول  یسلول   یکه استفاده از بسترها  یاگونهبه  .[28]  قرار دهد  تاثیرتحت  
 یهابه منظور کشت سلول یسلول  ریغ یبه منظور حذف عوامل اشاره شده در مطالعه حاضر از بسترها نیبنابرا  ؛[29] وجود دارد PGC یهابه سلول

PGC   .استفاده شد 

 یسلول  ریغ یهاحضور بستر PGC یهاو کشت سلول یحاصل از جداساز جینتا -3-3

خود را از    ی ریرپذیتکث  تیکشت قابل  نینخست  یهادر روز  PGC  یهاکشت متعارف، سلول  طیتحت شرا   یدر حضور بستر سلول   که نیبا توجه به ا
و    ری تکث  یکشت متعارف رو  ط یتحت شرا   ژلی و ماتر  ن یشامل ژلات  ECM  یرسلول ی غ  یو بسترها  FBSنقش    ، یدر بخش بعد  ن یبنابرا   ؛ دست دادند

موردبررس  PGC  یاهسلول  یمانزنده )  یجوجه  گرفت  بد4  شکل قرار  از    PGC  یهامنظور، سلول  ن ی(.  کشت رو  48پس   یهاسلول   یساعت 
 38  یدر دما  CO2  5%کشت و در انکوباتور    ژل ی و ماتر  نی، ژلات FBSصفحات پوشش داده شده با    یشدند و بر رو  یآورجمع  ،یگناد  یاستروما

از   کننده هیتغذ  یهامترشحه از سلول  یضرور  ی به منظور استفاده از فاکتورها  ، چنینهمشدند.    ون یوباسساعت انک  24به مدت    گراد یدرجه سانت
  ی برا   CEF  یهامترشحه از سلول  یمواد مغذ  یاستفاده شد که نه تنها امکان دسترس  CEFجوجه    ن یجن  بربلاستی شده با ف  یغن  KO-DMEM  طیمح

  شود یم  یکرو  یکلاسترها  ل یو ممانعت از تشک  CEF  یهابا سلول  PGC  یهابلکه منجر به عدم ارتباطات سلول  شود، یفراهم م  PGC  یهاسلول
[30] ،[31]. 

 یهااست و سلول  ینیی پا  یمانزمان زندهآهسته و مدت  رینرخ تکث  یدارا   نیپوشش داده شده با ژلات  تیپل  یشده روکشت  PGCsنشان داد که    جینتا
PGC  (، اما  5  شکل دارند )  یکرو  یکلاسترها  ل ی به تشک  ل یشناور تماPGCs   و    ژل ی پوشش داده شده با ماتر  تیشده در پلکشتFBS  با    سهیدر مقا

  ر ی پاساژ منجر به تکث  ن یدر اول   نی ژلات   یسلول   ر یبستر غ  ن، ی(. علاوه بر ا5 شکل دارند )  ی بالاتر  یمانزمان زندهو مدت  ر یو گروه کنترل، نرخ تکث نیت ژلا
 ی سلول   ر یبستر غ  لرفتند. در مقاب  شیپ زیها به سمت تمااز دست داد و اغلب سلول  یپاساژ سلول   ن یخود را در دوم   ر یاما تکث  د،یها گرداز سلول   یادی ز

 .دیگرد یماریت  یهاگروه  گریبا گروه کنترل و د  سهیمختلف در مقا یپاساژها ی در ط PGC یهاسلول ری راندمان تکث شیمنجر به افزا  ژل،ی ماتر

و   FBS ،شامل ژلاتین و ماتریژل  ECMو بسترهای غیرسلولی  FBSجوجه تحت شرایط کشت متعارف روی  PGCهای تکثیر سلول  -5شکل 

 )تفاوت بین تصاویر در اثر تکنیک رنگ زمینه بودجود آمده است(.  یهای خارج سلول ماتریس 
Figure 5- Proliferation of chicken PGCs in conventional culture conditions on FBS and various ECM (gelatin and 

Matrigel) feeder layer-free culture systems. Scale bar: 50 and 100 µm.  

در حضور بسترهای غیر    PGCهای  سلول نشان داد که  6  شکل های مختلف بستر غیر سلولی در  نتایج مقایسه آماری نرخ تکثیر سلولی در گروه  
( نرخ تکثیر و بالاترین تراکم سلولی   >p 0.05کنترل )بدون بستر سلولی و یا فاکتور رشد( و گروه ژلاتین ) و ماتریژل، در مقایسه با گروه  FBSسلولی 

و ماتریژل در حدود دو هفته به    FBSبا بسترهای غیر سلولی  پوشش داده شده  شده در پلیت  کشت  PGCsتعداد    که  ایگونهبه(.  6  شکل را دارند )
 (.   6 شکلمیلیون سلول تکثیر رسیدند ) نزدیک یک

پس از کشت بررسی و   21و    14،  7های تیماری و در روزهای  در همه گروه  در حضور بسترهای غیرسلولی  PGCهای  مدت سلولکشت طولانی
روز از کشت اولیه، به سمت آپوپتوز  10پس از گذشت  FBSشده با پوشش داده های کشت شده روی پلیت شمارش شد. نتایج نشان داد که سلول

مانی را به  با ماتریژل، بالاترین میزان زندهپوشش داده شده  های کشت شده روی پلیت  سلولی پیش رفتند و درنهایت از بین رفتند. در مقابل سلول
 (. 4 جدولروز در مقایسه با دیگر بسترهای غیرسلولی نشان دادند ) 20مدت 
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، ژلاتین و  FBSجوجه در حضور بسترهای غیر سلولی  PGCهای راندمان تکثیر سلول   -6شکل 

 FBS ( ،***: p <0.001  .)ماتریژل، 
Figure 6- Proliferation efficiency of chicken PGCs on FBS and various ECM 

(gelatin, and matrigel) feeder layer-free culture system.  

 

جوجه در حضور بسترهای غیر سلولی   PGCهای سلول مدتطولانی کشت  و مانی نرخ زنده -  4جدول 

FBSژلاتین و ماتریژل ، . 
Table 4- Survival rate and long-term culture of chicken PGCs on FBS and various ECM 

(gelatin, and Matrigel) feeder layer-free culture system. 

Number of Eggs Number of Cell Passages Days of Cell Culture Types of Cell Substrates 
250 5 20 Matrigel 
250 3 10 FBS 
250 2 7 Gelatin 
250 2 7 Control 

افزایش زنده را با ترکیبات ماتریژل که حاوی لامینین، کلاژن نوع محققان  از   IV مانی در تیمار ماتریژل  ماتریس خارج سلولی )لامینین  و بخشی 
های خارج  اند، بدین صورت که ماتریکس خارج سلولی از طریق گیرنده اینتگرین منجر به ارسال سیگنالمصنوعی یا فیبرونکتین( است مرتبط دانسته

-ها نشان داده است که سلولPGCوتحلیل مورفولوژیکی شود. از سوی دیگر، تجزیههای بنیادی میسلولی درگیر در تکثیر، مهاجرت و تمایز سلول
   Pseudopodiaکه هنگام کشت روی یک لایه کلاژن همانند ماتریژل، [32] های متعددی هستنددارای ظاهری کروی شکل با میکروویل   PGCای  ه

-PGCsبا ماتریژل منجر به کاهش اتصالات بین  PGCsهای برقراری اتصال بین سلول .[33]، [8] کنندکوچک به منظور اتصال بین به آن، تولید می

PGCs  [8]، [1] شودو ممانعت از تشکیل کلاسترهای کروی شکل می . 

 کشت شده روی پلیت پوشش داده شده با ماتریژل PGCهای ارزیابی سلول  -4-3

  CEFشده با محیط غنی KO-DMEMشده با ماتریژل و محیط کشت پوشش داده  کشت شده روی ظروف   PGCهای ارزیابی مورفولوژیکی سلول
میکرومتر( با   20-15روز از کشت اولیه، دارای اشکال کروی ) 20پس از  PGCهای نشان داد که سلول(،  LIFو  SCF ،bFGFو فاکتورهای رشد )

دانه وزیکولظاهر  )ای مسطح حاوی  رنگ   (الف-7  شکل های چربی هستند  در  )و  گلیکوژن  اختصاصی  ارغوانی   صورتبه(  PASآمیزی  رنگ 
. علاوه  (ج-7 شکل ( قابل مشاهده هستند )PGCهای های کربوهیدراتی گلیکوژن موجود در سیتوپلاسم سلولکنش رنگ با گروه )حاصل از برهم

و    Sox2و    Oct4  ،Nanogهای مرتبط با پرتوانی، ازجمله  حاکی از افزایش بیان ژن  PGCsهای  بر این، نتایج ارزیابی پرتوانی و اختصاصیت سلول
( ICH(. بررسی ایمونوسیتوشیمی ) 7  شکلبود )  (CEFsبا گروه کنترل منفی )های زایا، در مقایسه  عنوان نشانگر اختصاصیت سلولبه   CVH  ژن

 (.  7 شکل بیان شده است ) PGCهای در هسته سلول DAZLنشان داد که نشانگر 

جوجه را گزارش    PGCهای  را در سلول  cSall4و    cOct4  ،cENS-1, cKit, cNanog  ،cMyc  ،cPrdm14های پرتوانی  بیان ژن   [34]پارک  و    هان
از کشت اولیه    35بلدرچین در مقایسه با گروه کنترل در روز    PGCهای  های پرتوانی در سلولنشان دادند که بیان ژن  [13]  کشی و همکارانکردند. یخ

 افزایش قابل توجهی داشته است. 
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 - ج

برای   RT-PCR   -ب، PASآمیزی رنگ  -الف ؛جوجه روی پلیت پوشش داده شده با ماتریژل PGCهای ارزیابی سلول  -7شکل 

و   PGCهای های زایا در  سلول عنوان نشانگر اختصاصیت سلول به  CVH ( و ژنSox2و   Oct4 ،Nanogهای مرتبط با پرتوانی ) ژن
 . DAZLآمیزی ایمونوفلورسنت برای نشانگر رنگ ج( (،  CEFsگروه کنترل )

Figure 7- Characterization of chicken PGCs on Matrigel-coated plates; A. PAS staining, B. qRT-PCR for 

expressions of genes related to pluripotency OCT4, NANOG, and SOX2, and CVH gene as a specific germ cell 

lineage marker in chicken PGCs and control group (CEFs), C. immunofluorescence staining for markers 

DAZL. Scale bar: 50 µm. 
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 جوجه   PGCهای در تکثیر و خودنوازیی سلول Activin A فاکتور رشد  تاثیر -5-3

های (، سلول epiSCsبلاست پستانداران )های بنیادی اپیدر خودنوزائی  سلول  TGF-β/Activin/SMAD2/3با توجه به اهمیت مسیر سیگنالینگ  
. نتایج مطالعه  [1]  پرندگان نیز گزارش شده است   PGCsنقش این مسیر در خودنوزائی     ، اخیرا[35]  انسانی   iPSCs( و  hESCsبنیادی جنینی انسان )

جوجه نشان    PGCsهای  سلول  آن در خودنوزائی  تاثیرو    Activin Aبا استفاده از لیگاند    TGF-βسازی مسیر سیگنالینگ  حاضر در خصوص فعال
برابر در مقایسه با گروه کنترل منفی )بدون فاکتور    4منجر به افزایش راندمان تکثیر سلولی به بیش از    Activin Aبا    PGCهای  داد که تیمار سلول

با هموسایتومتر پس از  PGCهای شمارش سلول چنینهم(. 9 شکل و  8 شکل ( گردیده است )SB431542رشد( و کنترل مثبت )دارای مهارکننده 
مانی  ندهزمان زمنجر به افزایش مدت  Activin Aمانی نشان داد که گروه  زمان زندهمدت و مدتروز از تیمار به منظور بررسی کشت طولانی  20

، منجر به تکثیر آهسته و کاهش SB431542(. در مقابل، گروه  5  جدولمدت نشد )روز گردید، اما منجر به کشت طولانی  25ها به مدت  سلول
 (. 5 جدولها شروع به انحطاط و مرگ سلولی کردند )پس از کشت اولیه، سلول 10و در روز  روز پس از تیمار شد  7مانی در نرخ زنده

 . PGCهای روی تکثیر و خودنوزائی  سلول  Activin Aو  SB431542فاکتورهای رشد  تاثیر  -8شکل 

Figure 8- Effect of Activin A and SB431542 on proliferation and self-renewal of chicken PGCs. 
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و   Activin Aجوجه در حضور فاکتور رشد  PGCهای راندمان تکثیر سلول   -9شکل 

 SB0431542( ،***: p <0.001  .)کوچک مولکول  
Figure 9- Proliferation efficiency of chicken PGCs on Activin A growth 

factors and Small molecule (SB431542). 

آزمایشی  در گروه   LFTTY1و    SMAD2  ،SMAD3های  بررسی بیان ژن به منظور کاوش نقش مسیر    Activin A  ،SB0431542های  و کنترل 
برابر   3و   8، 7به ترتیب به میزان  LFTTY1و  Smad2 ،Smad3های منجر به افزایش بیان ژن Activin Aنشان داد که تیمار با  TGF/ẞسیگنالینگ 

 LFTTY1و    SMAD2  ،SMAD3های  منجر به کاهش سطح بیان ژن   SB0431542گروه    چنینهم(.  10  شکل در مقایسه با گروه کنترل منفی شد )
در خودنوزائی  و    موثردست  های پاییندر بیان ژن  TGF/ẞآمده نقش مسیر سیگنالینگ  دستشد. نتایج به  Activin Aدر مقایسه با گروه کنترل و  

 نماید.  های بنیادی را اثبات میتکثیر سلول
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های  در سلول TGF-βهای پایین دست مسیر سیگنالینگ ارزیابی بیان ژن  -10شکل 
PGCs   با استفاده ازqRT-PCR (***: p <0.001 .) 

Figure 10- Characterization expansion of genes downstream from TGF-ẞ signaling 

of PGCs by qRT-PCR. 

جوجه گردید که با توجه به مقالات دیگر این عملکرد  PGCمنجر به بهبود بقا و تکثیر    TGF-βعنوان لیگاند  به  Activin Aنتایج نشان دادند که تیمار  
شود و به نوبه خود منجر به افزایش یا کاهش صدها ژن در  انجام می  SMAD2/3و فسفریلاسیون     TGF-βRسازی هترودایمرهایاز طریق فعال

   PGCهایدر تکثیر سلول  TGF βرسانینتایج این تحقیق ضرورت توجه به مسیر پیام. [38]–[36] شودساعت پس از تیمار می 2 الی 1زمان مدت
نماید.  تر میرا پررنگ  PGCهاییک مسیر مهم در تکثیر سلول عنوانبه Smad2/3 رسانینماید و اثر مسیر پیامجوجه در محیط کشت را آشکار می

ها نقش مهمی در  هستند که هرکدام آن  Activinو    Nodal،TGF-β  ،BMPدارای لیگاندهای مختلفی ازجمله    TGF-βدیگر، ابر خانواده  عبارتیبه
ایفا می  PGCخودنوزائی    لیگاند  [14]کنند  جوجه  اتصال  ابر خانواده با  این   .Activin  بهگیرنده به  Smad 2/3فسفریلاسیون   های سلولی منجر 

شوند و منجر به تغییراتی در تنظیم رونویسی در  هسته سلول منتقل می دهند و به تشکیل کمپلکس می  Smad4با    Smad 2/3های  شود که پروتئینمی
  .[39]گردد های لازم برای خودنوزائی  میژن و تنظیم بیان DNAسطح 

  in vivo و in vitro جوجه در شرایط PGC هایدر سلول  TGF-β/Activin/Nodalرسانی اند که مسیرهای پیامگزارش نموده [1]وایت و همکاران 
انسولین می   FGF2 در ترکیب با PGC فعال است و منجر به خودنوزائی   سازی مسیر  اند که فعالبیان داشته  [13]شود. یخ کشی و همکاران  و 

تکثیر    درنهایتشود که  می  SMAD2 /3منجر به فسفوریلاسیون    Activin Aبلدرچین با استفاده از لیگاند    PGCهای  در سلول  TGF-βرسان  پیام
 نسی بلدرچین را در پی خواهد داشت.مشتق از غدد ج  PGCهای سلول

 IDE1شده با استفاده از کوچک مولکول تحت شرایط کشت تعریف  PGCهای تولید سلول -6-3

منجر به افزایش نرخ تکثیر    IDE1با کوچک مولکول    PGCهای  جوجه نشان داد که تیمار سلول  PGCهای  در نرخ تکثیر سلول  IDE1بررسی نقش  
منجر    اما (،  12  شکل  و   11  شکلروز پس از کشت اولیه در مقایسه با گروه کنترل گردید )  25زمان  های به مدتو خودنوازیی سلول  64%به میزان  

    (.5 جدولمدت در شرایط آزمایشگاهی نگردید )به کشت طولانی

  TGF/ẞو کنترل به منظور بررسی نقش مسیر سیگنالینگ    IDE1های آزمایشی  در گروه   LFTTY1و    SMAD2  ،SMAD3های  ارزیابی بیان ژن
(. این نتایج نقش  13 شکل در مقایسه با گروه کنترل شد )  LFTTY1و  Smad2 ،Smad3های منجر به افزایش بیان ژن IDE1نشان داد که تیمار با 

IDE1  سازی تکثیر  در فعالPGCs    جوجه با القای فسفوریلاسیونSMAD2  سازی مسیر سیگنالینگ  و فعالTGF/ẞ    کند ولی منجر به  می  تایید را
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 IDE1دهد که کوچک مولکول نشان می [40]نگردید. نتایج پژوهش برووایک و همکاران  PGCمدت سلول رفع چالش عدم توانایی کشت طولانی
 شود. اعت یا بیشتر میس 24پس از  SMAD2منجر به القای فسفوریلاسیون  A Activinمشابه با اثرات 

 .  PGCهای  روی تکثیر و خودنوزائی  سلول  IDE1فاکتورهای رشد  تاثیر  -11شکل 
Figure 11- Effect of IDE1 on proliferation and self-renewal  of chicken PGCs. 
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 . PGCهای روی تکثیر سلول IDE1های کوچک مولکول  تاثیر  -12شکل 
Figure 12- Effect of IDE1 Small molecule on the expansion of chicken PGCs.  
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  PGCsهای سلول TGF-βهای پایین دست مسیر سیگنالینگ ارزیابی بیان ژن -13شکل 
  qRT-PCR  (***: p <0.001.)با استفاده از 

Figure 13- Characterization expansion of genes downstream from TGF-ẞ 

signaling of PGCs by qRT-PCR. 
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جوجه در حضور کوچک مولکول   PGCهای سلول مدتطولانی کشت  و مانی نرخ زنده -5جدول 

(IDE1  وSB431542 و فاکتور رشد )Activin A . 
Table 5- Survival rate and long-term culture of chicken PGCs on Small molecule 

(IDE1 and SB431542) and Activin A growth factors.  

Treatments Days of Cell Culture Number of Cell Passages Number of Eggs 
Control 25 7 300 

Activin A 25 8 300 
IDE1 25 8 300 

SB431542 7 2 300 

ها در کشت  از این کوچک مولکول . اخیرا  [40]انسانی نقش دارد    PSCهای  در خودنوزائی  سلول  SMAD2سازی  با فعال   IDE1کوچک مولکول  
. نتایج این تحقیق بیان [15]،  [14]  شود منظور حفظ و تقویت پرتوانی استفاده میهای بنیادی پرتوان پستانداران بدون نیاز به فاکتورهای رشد، بهسلول

که برای    داشته باشد   NANOGو    OCT4ممکن است نقش کلیدی در حفظ بیان    IDE1توسط    SMAD2/3فسفوریلاسیون  دارد که احتمالا  می
 ها ضروری است. های زایای و خودنوازیی آن شناسایی سلول

 گیری نتیجه -4

دهی  ازآنجاکه سیگنال  مسیر   ،TGF-β/Activin/Nodal    درPGC   می خودنوازیی  مهار  به  منجر  با  مهم  عنوانبهشود،  موشی  مرتبط  مسیر  ترین 
سازی این مسیر با استفاده از  که در مطالعه حاضر، فعال  ایگونهبهشود.  جوجه محسوب می  PGCهای  در سلول  مدتطولانیخودنوزائی  و کشت  

های  های پایین دست مسیرژن  روز از طریق افزایش بیان  25به مدت    PGCsمنجر به حفظ پرتوانی    IDE1و کوچک مولکول    Activin Aفاکتور رشد  
دهد  آن نشد. این مطالعه نشان می   مدت طولانیو کشت    PGCسازی موفق به تولید لاین تکثیرپذیر  شد، اما این فعال  SMAD2/3CAسیگنالینگ  

شوند. درمجموع،  مدت میجوجه در کوتاه   PGCsخودنوزائی  در    کوفاکتورهای رایج و قدرتمندی هستند که باعث ایجاد پرتوانی و  SMAD2/3که  
  PGCهای انتقال سیگنال با  فرد آن از نظر رفتار عملکردی و ماشینجوجه با توجه به تکوین منحصربهPGC نشان داد که     in vitro و in vivo شواهد

مطالعات متعددی    شود. اگرچه اخیرا د لاین سلولی میمتفاوت است و ارتباط همه مسیرهای سیگنالینگ با همدیگر منجر به تولیپستانداران کاملا  
مدت پایدار هنوز به دست نیامده است. با توجه به  های پرتوانی در کشت طولانیاند، اما بازنمایی همه ویژگیرا نشان داده  PGCهای  تولید سلول

های مولکولی زیربنایی های بیشتری برای شناسایی مکانیسمزمند تلاشنیا   PGCهای  جوجه، تولید لاین  PGCهای  فرد سلولخصوصیات منحصربه
سلول به  دستیابی  است.  مختلف  سیگنالینگ  مسیرهای  بین  متقابل  گفتگوی  تکثیرپذیر  و  آنتی  PGCهای  و  واکسن  تولید  جهت  در  بادی جوجه 

های جداسازی و کشت  ای و تثبیت پروتوکل مونوکلونال یکی از موضوعات مورد توجه محققان در سراسر جهان است که ضرورت مطالعات زمینه
 ریزی گردد. های وجود دارد. عدم وجود گزارشی در این زمینه در ایران منجر گردید که مطالعه حاضر برنامهاین سلول

 سپاسگزاری 

دوره دکتری رشته ژنتیک و اصلاح نژاد دام و طیور مصوب در دانشگاه گیلان و پزوهشگاه رویان استخراج شده است. نویسندگان    نامهپایان این مقاله از  
های بنیادی پژوهشگاه رویان )تهران، ایران( و دانشگاه  دانند مراتب تشکر صمیمانه خود را از اعضای هئیت علمی پژوهشکده سلولبر خود لازم می
 که ما را در انجام و ارتقای کیفی این تحقیق  یاری دادند، اعلام کنند.   ایران(گیلان )رشت، 
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