
 

  

  ايران ،اه تهران، تهراندانشگ ،دامپزشكي ي گروه علوم درمانگاهي، دانشكدهدانشجوي دكتري،  1
 ايران ،پزشكي تهران، تهران دانشگاه علوم ،دامپزشكي ي گروه علوم درمانگاهي، دانشكدهاستاد،  2
 ايران ،پزشكي تهران، تهران دانشگاه علوم ،تحقيقات سلولي و مولكولي مركزو  پزشكي ي گروه علوم تشريح، دانشكدهاستاديار،  3
  ايران ،پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهرانعلوم  ي شريح، دانشكدهگروه علوم تدانشجوي دكتري،  4

    Email: ptajik@ut.ac.ir  تاجيك پرويزدكتر  :ي مسؤول نويسنده

  

    1391 هفته سوم دي/ 213شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان   1868

www.mui.ac.ir  

   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 24/8/91: تاريخ پذيرش         20/6/91: تاريخ دريافت  1391 هفته سوم دي ماه/213شماره /ام سيسال 

  

گوساله به  ي شده  ذوب -هاي بنيادي اسپرماتوگوني منجمد اي سلول اولين پيوند بين گونه

  موش در ايراني  هبيض

  
  4، ماريا ذهيري1، شيوا شفيعي3سيد مرتضي كروجيدكتر ، 2پرويز تاجيكدكتر ، 1پيمان رحيمي فيلي

  
  

  چكيده

ها در درمان نازايي، توليد دام تراريخته  ترين كاربرد اين سلول مهم .ايگاه مهمي دارندهاي بنيادي اسپرماتوگوني در علم بيولوژي سلولي ج سلول :مقدمه

به ه گوسال ي شده ذوب -هاي اسپرماتوگوني منجمد بررسي امكان پيوند سلول ،هدف از انجام اين مطالعه .باشد و حفظ باروري در بيماران سرطاني مي

 .دبوحاضر  ي دست آمده با روش مورد استفاده در مطالعهه هاي ب و اثبات ماهيت بنيادي بودن سلول هفته كشت 2پس از  موش مدل آزوسپرمي بوسولفان

   DMSOيخ  و پس از انجماد در ضد شد ماهه استخراج 5تا  3هاي  گوسالهي  هبيض هاي اسپرماتوگوني از در اين مطالعه سلول :ها روش

)Dimethyl sulfoxide ( ر محيط كشت حاوي هفته د 2ذوب گرديد و به مدتDMEM )Dulbecco's modified eagle medium ( وFBS 

)Fetal bovine serum (10  فاكتور رشد ليتر نانوگرم در ميلي 40در حضور درصد GDNF )Glial cell line-derived neurotrophic factor (

 .ها بررسي گرديد ماهيت بنيادي بودن اين سلول ،ميموش آزوسپر سر 3 ي ها به بيضه پيوند اين سلول ي وسيلهه سپس ب. كشت داده شد

پس از انجماد اين  .بود 8/81 ± 1/3و  4/87 ± 4/2 هاي تازه پس از مراحل جداسازي و افزودن محلول انجماد به ترتيب درصد حيات سلول :ها يافته

پيوندي جدا و مقطع هيستوپاتولوژي  ي هاز انجام پيوند، بيضماه پس  P( .1 > 01/0( درصد رسيد 65 ± 7/1 داري كاهش يافت و به يميزان به طور معن

ساز موش  هاي اسپرم لوله ي هقاعد گوساله، در هاي اسپرماتوگوني نشاندار شده سلول .گرديد بررسي ميكروسكوپ فلورسنت تهيه شد و با كمك آناز 

 .ندبودكلونيزه شده 

در اين مطالعه حضور  ههاي اسپرماتوگوني كشت داده شد نيادي اسپرماتوگوني در ميان سلولهاي ب كه سلول دست آمده نشان داده نتايج ب: گيري نتيجه

گزارش پيوند زنوترانسپلنت  اين اولين مورد. آميز بوده است موفقيت گاوي به موش ي شده ذوب -هاي منجمد اي سلول همچنين پيوند بين گونه. ندداشت

  .باشد ان ميآميز در اير موفقيت) اي گاو و موش بين گونه(

  سلول بنيادي اسپرماتوگوني، پيوند، بيضه، گوساله، موش مدل آزوسپرمي :واژگان كليدي

 
  مقدمه

هـاي   هاي بنيادي اسپرماتوگوني گروهي از سلول سلول

پستانداران هستند كه از قابليـت خودنـوزايي و    ي هبيض

 هـايي  چنـين سـلول   .باشـند  تمايز بالايي برخوردار مـي 

 تحقيقـات ، ژنتيكـي  هـاي  دستكاري براي مناسبي هدف

 شـوند  مـي  محسوب بيولوژيكي هاي آزمايش و درماني

هـا، دارا   ايـن سـلول   ي قابل توجـه دربـاره   ي نكته .)1(

بودن قدرت انتقال اطلاعات ژنتيكـي بـه نسـل بعـدي     

 ايــنن هــاي بنيــادي بزرگســالا تنهــا ســلول .باشــد مــي

شناسـايي و جداسـازي ايـن    . )2-4(خاصيت را دارند 

ها به دليل نبود نشـانگرهاي اختصاصـي سـطحي     سلول

هـا در بيضـه    نسبت كـم ايـن سـلول   به سلول و تعداد 

هـاي   تكنيك پيوند يكـي از راه . )5-7( باشد مشكل مي

  . باشد ها مي شناسايي اين سلول
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بـه  هاي بنيادي اسپرماتوگوني تكنيكـي   پيوند سلول

 ي ههـاي بيض ـ  باشـد كـه در آن سـلول    جديد مي تنسب

 ـ آزوسـپرمي مبتلا به حيوان  ي هحيوان دهنده به بيض ه ب

پرماتوژنز در شـود و سـبب اس ـ   عنوان گيرنده منتقل مي

ايـن تكنيـك بـراي     .)2، 8( گـردد  گيرنـده مـي   ي هبيض

. )2( در موش گزارش شـد  1994نخستين بار در سال 

پس از موش اين تكنيك در رت نيز با موفقيت به كـار  

اولين مورد پيونـد در   نيز 2002ل در سا. )9( گرفته شد

گاو بـا موفقيـت ثبـت     ي هاي و در گون حيوانات مزرعه

بـا اسـتفاده از ايـن تكنيـك در حيوانـات      . )10( دگردي

آزمايشگاهي نـه تنهـا فرصـت خـوبي بـراي گسـترش       

اسـپرماتوژنز و بيولـوژي    ي مطالعات جديـد در زمينـه  

آيـد،   دست ميه هاي بنيادي ب سلول) Niche( ريزمحيط

بلكه آزمايشي مناسب بـراي سـنجش پتانسـيل بنيـادي     

 ،ايـن  عـلاوه بـر   .گيرد انجام ميهاي بنيادي  بودن سلول

عنوان راهكاري مناسب براي حفظ باروري جنس نر ه ب

  . )11-12( باشد و توليد حيوان تراريخته مطرح مي

پـيش هسـته و    Microinjectionدر حال حاضر از 

انتقال هسته بـراي توليـد حيوانـات تراريختـه اسـتفاده      

 .هســتند يهــاي هــر دو روش داراي ضــعف .شــود مــي

توليـد  افزايش احتمـال  ، بودنبر  زمان ،دستكاري جنين

تـا حـدودي    ، عملكردهاي موزاييك و غول پيكر جنين

و يافتـه    غير انتخابي، كارايي ضعيف در بيان ژن انتقـال 

هاي ايـن   از جمله ضعف طبيعي ج غيرينتادرصد بالاي 

 ـ  ميبنابراين  .دو روش هستند ه توان تكنيك پيونـد را ب

تر و كاراتر بـراي   روشي بالقوه كم خطرتر، آسانعنوان 

تكنيـك   .)13-15( توليد حيوانات تراريخته مطرح كرد

 دستورزيمطالعه و  ي پيوند كاربردهاي مهمي در زمينه

. آورد ها را فراهم مي در اسپرماتوژنز در بسياري از گونه

ــر در در ســال ــاي اخي ــوژي ه ــه  تكنول ــوط ب ــاي مرب ه

هــاي  پيشــرفت ،اتوگونياســپرم هــاي بنيــادي  ســلول

بـه  ها مربـوط   اين پيشرفتاغلب  چشمگيري روي داده و

با وجود . مطالعات روي حيوانات آزمايشگاهي بوده است

هـاي   اهميت اقتصادي صـنعت پـرورش گـاو، دسـتيافت    

 هاي بنيادي اسـپرماتوگوني  سلول ي مربوط به گاو در زمينه

ي ا گسـترده  ي زمينـه  بـه همـين دليـل   . محدود بوده است

   .)16(فراهم است  در اين مورد جهت تحقيق

، درمـان  )5، 17( علاوه بر توليد حيوانات تراريخته

هــاي بنيــادي در بيمــاران    حفــظ ســلول ( ســرطان

، درمــان نابــاروري و كنتــرل بــاروري در )انكولوژيــك

ها و نژادهاي حيـواني كميـاب و    ، حفظ گونه)5( انسان

ــادر و در حــال انقــراض هــاي  دســتكاري و) 5، 17( ن

منظـور  ه رگه ب دو) گاوهاي( ژنتيكي و ايجاد حيوانات

 )17( قابليت سازگاري زياد با شرايط اقليمـي متفـاوت  

هـاي بنيـادي    از ديگر كاربردهاي تكنيك پيونـد سـلول  

هـاي جداسـازي و كشـت     دسترسي بـه تكنيـك  . است

هـا   هاي بنيادي و ارزيابي پتانسيل بنيادي بودن آن سلول

 ـ هــاي رســيدن بــه  پيونــد بــدون شــك راه ي وســيلهه ب

هـا را   بيولوژي ايـن سـلول   ي تحقيقات جديد در زمينه

كند و در نهايت منجر به درك بيشتر مـا از   هموارتر مي

هـاي بيشـتر در    فيزيولوژي اسـپرماتوگوني و پيشـرفت  

ي تكنولوژي توليد مثلي و تومورشناسـي خواهـد    مينهز

ها از ديدگاه بيوتكنولـوژي اهميـت    اين سلول. )5( شد

هـاي بنيـادي بـالغي     تنها سـلول كه را چ ؛اي دارند ويژه

توانند اطلاعات ژنتيكي را بـه نسـل بعـد     هستند كه مي

بــر اســاس ايــن قابليــت، امكــان     . منتقــل نماينــد 

هاي بنيادي اسـپرماتوگوني   هاي ژنتيكي سلول دستكاري

هـاي خـاص بـه     ژنبدن به منظور انتقـال  از در خارج 

تواند راهـي بـراي ايجـاد     و مي شود مينسل بعد فراهم 

هاي انتقال  از روش اين روش. حيوانات تراريخته باشد
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هاي بنيادي روياني براي ايجاد  و دستكاري سلول هسته

رسـد   تر و كاراتر بـه نظـر مـي    حيوانات تراريخته، ساده

 تاكنون انواع مختلفـي از پيونـدها گـزارش شـده     .)16(

 اي پيونـد درون گونـه   بـه  توان ه ميلكه از آن جم است

و حتي پيوند  )21( اي ، خارج گونه)3-2، 10، 20-18(

   .اشاره كرددر حيوانات مختلف  )10(اتولوگ 

توسعه و پيشـرفت در تكنيـك انجمـاد آزمايشـگاهي     

 ،اي هــاي بنيــادي اســپرماتوگوني حيوانــات مزرعــه ســلول

هـاي اسـپرماتوگوني در    ي انجام تكنيك پيوند سلول لازمه

ــه ــن گون ــي اي ــا م ــادي  انجمــاد ســلول. باشــد ه هــاي بني

 را هـا  لامكان بقاي طولاني مدت اين سـلو  ،اسپرماتوگوني

بدون ايجاد اثرات مخرب آشكار بـر عملكردشـان فـراهم    

طـولاني مـدت   انجماد بهترين روش براي حفظ . سازد مي

بازگردانـدن  . )22( هاي بنيادي اسپرماتوگوني اسـت  سلول

هـاي بـا ارزش    و حفظ باروري برخي از حيوانات و گونه

 دسترسي به اسپرم ميرند و يا كه قبل از رسيدن به بلوغ مي

و در مراحل بعدي زندگي صـفات   اند شده  نرياني كه اخته

هـا   د، اما ديگر دسترسي بـه اسـپرم آن  نده برتر را نشان مي

مهـم تكنيـك   از جمله كاربردهـاي بـالقوه و   ، وجود ندارد

  .)23( باشد مي انجماد و پيوند بافت بيضه

 اثبـات بنيـادي بـودن    ،هدف از انجام ايـن مطالعـه  

گوسـاله   ي شده ذوب -هاي اسپرماتوگوني منجمد سلول

پيوند بـه مـوش مـدل آزوسـپرمي پـس از       ي وسيلهه ب

آميز در  موفقيت ي روزه 14كشت  ي گذراندن يك دوره

لازم به يادآوري اسـت كـه ايـن     .بودمحيط آزمايشگاه 

   .دبواي در ايران  اولين مورد پيوند بين گونه

  

  ها روش

  حيوانات آزمايشگاهي

كـرج   ي رازي سسهؤماز  NMRIهاي نر بالغ نژاد  موش

 ـ حيـوان و در  ندخريداري شد دانشـگاه تربيـت    ي هخان

دسترسي شرايط مناسب نور و تاريكي با مدرس تحت 

  .ندگرديد آزاد به آب و غذا نگهداري

 درهولشــتاين نــژاد  ي ماهــه 3-5نــر  هــاي گوســاله

تحقيقات دامپزشكي دانشگاه تهران نگهداري  ي سسهؤم

ها استاندارد بود و در سلامت  غذايي آن ي جيره. شدند

  .بردند كامل به سر مي

  هاي زاينده هاي آزمايشگاهي و جداسازي سلول نمونه

ــار ن  ــر ب ــهه ــه  مون ــيم بيض ــري از پارانش س أر 1 ي گي

بيوپســـي بـــاز ماهـــه بـــه روش  5تـــا  3 ي گوســاله 

)Testicular sperm extraction  ياTESE(  انجام شـد 

ــداز). گوســاله 4( ــانگين ان  ي همحــيط دور بيضــ ي همي

پـس از اعمـال   . متر بود سانتي 25/14 ± 4/1 ها گوساله

حسـي   بخشي و بـي  ساعت منع غذايي با ايجاد آرام 12

 ي هوسيله زايلازين و ليدوكايين يك برش روي بيضه ب

 1×  1 ×1 بافت ي يك قطعه(گوساله داده شد و نمونه 

در محـيط  ) سـاز  هـاي منـي   از لولـه  متـر مكعـب   سانتي

DMEM )Dulbecco's modified eagle medium(   

)Gibco, Paisley, UK ( قرار گرفت و در مجاورت يخ

بـه آزمايشـگاه انتقـال داده    ساعت  2در زماني كمتر از 

شده  گرم از بافت بيوپسي 20در آزمايشگاه حدود . شد

 غيـر  ي حـاوي اسـيد آمينـه    DMEMدر محيط كشـت  

واحــد در  100 ســيلين بيوتيــك پنــي ضــروري و آنتــي

 ليتـر  ميكروگرم در ميلي 100 استرپتومايسينليتر و  ميلي

)Gibco, Paisley, UK(سانتريفوژ با دور  ي وسيلهه ، ب

. دقيقه شستشو داده شد 1مدت ه بدور در دقيقه  1500

شستشـو   ي مرحلـه . محيط رويي دور ريخته شد سپس

بافت به قطعات كوچـك   پس از آن. چند بار تكرار شد

اول هضـم آنزيمـي،   ي  هتقسيم شد و براي انجام مرحل

كلاژنـاز  ليتـر   گرم در ميلـي  ميلي 1محيط كشت حاوي 
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ــوع  ــي Sigma-Aldrich, USA( ،1( 4ن ــرم در  ميل گ

ــي ــر ميلـ ــين  ليتـ   و ) Sigma-Aldrich, USA(ترپسـ

   2هيالورونيــداز نــوع  ليتــر   گــرم در ميلــي  ميلــي 1

)Sigma-Aldrich, USA (مـدت  ه روي آن ريخته شد و ب

با  )Wisecube®, Korea( دقيقه در انكوباتور لرزاننده 30

پس از طي  .گراد قرار داده شد سانتي ي درجه 37دماي 

ها و قطعات بافت بيضه  محيط حاوي سلول اين مرحله

دور در  1200معـادل  ( g 300دقيقه بـا دور   1مدت ه ب

سپس محـيط رويـي رسـوب     .دگرديسانتريفوژ ) دقيقه

ــا  ســلول ــا وارد  DMEMهــا ب ــازه جــايگزين شــد ت ت

در ايـن مرحلـه نيـز    . دوم هضم آنزيمي شـود  ي همرحل

دقيقـه در محيطـي مشـابه     15مـدت  ه رسوب سلولي ب

انكوبـه  گـراد   سانتي ي درجه 37اول در دماي  ي حلهمر

دقيقـه   5مـدت  ه به كمك پيپت كردن ب پس از آن .شد

تجمعات سلولي موجود در تعليق تا حـد امكـان خـرد    

  . )24(شد 

بافـت بينـابيني از    ،اول هضـم آنزيمـي   ي هطي مرحل ـ

  هـاي تشـكيل   دوم، سلول ي ساز و در مرحله هاي مني لوله

 ي همرحل ـ .گردنـد  سـاز آزاد مـي   هـاي منـي   از لولـه   دهنده 

) FBS, Gibco, Paisley, UK( آنزيمـي بـا ريخـتن سـرم    

 هضم آنزيمي، شستشـو و سـانتريفوژ   ي هحلمر. خنثي شد

انجـام گرفـت و    )دور در دقيقـه  400معادل ( g 30 با دور

  .انجماد شد ي تعليق سلولي آماده

هــاي بنيــادي   ذوب ســلول كشــت، انجمــاد و 

  اسپرماتوگوني گوساله

انجماد بر اسـاس روش ايزديـار و همكـاران بـا كمـي      

صـــورت كـــه  بـــدين ؛)22( تغييـــرات انجـــام شـــد

ليتر  ميلي 5/0هاي  سوسپانسيون سلولي از قبل در حجم

سپس محلـول مـادر انجمـاد كـه     . و آماده شد اليكوت

 FBS درصــد 10حــاوي  DMEMمتشــكل از محــيط 

)Fetal bovine serum( ،4/1  دي متيــــل مــــول

ــيد  ــا  DMSO(سولفوكسـ ) Dimethyl sulfoxideيـ

)DMSO, Sigma-Aldrich, USA ( ــول  07/0و مـ

  و بـا غلظـت   بـود  ) Sigma-Aldrich, USA(سوكروز 

X 2  ،ـ  10-15آرام طـي   بسـيار مهيا شده بود  ه دقيقـه ب

شكل قطره قطره بـه تعليـق سـلولي اضـافه شـد و بـه       

   )Cryovial, TPP, Switzerland( هــاي انجمــاد لولــه

 ـ سپس لوله. ليتري منتقل گرديد ميلي 5/1 صـورت  ه ها ب

هـا مخلـوط    داده شد تا محيط با سلول خيلي آرام تكان

ها با استفاده از  سپس ارزيابي درصد حيات سلول .شود

در . انجـام شـد   و لام هموسايتومتر درصد 4تريپان بلو 

 ـ  انجماد حاوي سلول ي بعد لوله ي مرحله   مـدت  ه هـا ب

 2تـا   1گـراد،   سـانتي ي  درجـه  4ساعت در يخچـال   1

اد قـرار داده  گـر  سـانتي ي  درجـه  -20ساعت در فريزر 

گـراد منتقـل    سـانتي ي  درجـه  -80 سپس به فريزر .شد

 سـاعت بـه تانـك نيتـروژن مـايع      24د و پس از گردي

بـراي دفريـز   . گراد انتقال داده شد سانتي ي درجه -196

انجمـاد از تانـك    ي كردن تعليق سلولي منجمـد، لولـه  

ماري  دقيقه در بن 2مدت ه نيتروژن مايع خارج شد و ب

سـپس آرام آرام   .گراد قرار داده شـد  سانتي ي درجه 38

 ـ   DMEMروي تعليق سلولي محـيط   ه ريختـه شـد و ب

دور در  3200 معـادل ( g 2000 دقيقـه بـا دور   5مدت 

د و محيط رويي دور ريخته شد گرديسانتريفوژ ) دقيقه

هـا حالـت    تا محلول انجماد كه در اين دما براي سـلول 

  . خارج شودشت، سمي دا

 و DMEM ليتـر  ميلـي  2در سپس رسـوب سـلولي   

FBS 10  مجدد ارزيابي درصد به طور حل شد و درصد

و لام  درصـد  4 ها با استفاده از تريپان بلو حيات سلول

پتـري  هـا در   سـلول  پس از آن .انجام شدهموسايتومتر 

كشــت داده  اســتريل) Nunclon®, Denmark(ديـش  
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ميليـون سـلول ريختـه     10در هر ظرف حـدود  (شدند 

گـراد و   سانتي ي درجه 37انكوباتور با دماي در  و )شد

CO2 5 بـار   هـر سـه روز يـك   . قرار داده شدند درصد

حاوي  ي محيط كشت تعويض شد و محيط كشت تازه

 GDNF ليتــر نــانوگرم در ميلــي 40 ســرم و درصــد 10

)Glial cell line-derived neurotrophic factor (

ختـه  هـا ري  ، روي آن)Sigma, USA(نوتركيب انسـاني  

ه ها ب يمدت نيز وضعيت ظاهري كلوندر طي اين  .شد

 )Olympus, Japan(ميكروسـكوپ معكـوس    ي وسيله

 14در روز  هـا  سـلول . )2و  1 هـاي  شكل( بررسي شد

 ــ ــش ب ــري دي ــف پت ــيلهه كشــت از ك ــين ي وس    ترپس

و  و پـس از شـمارش تعـداد    دش ـ كنده) درصد 25/0(

 درصـد،  4تريپان بلو  ي وسيلهه ارزيابي درصد حيات ب

سازي  فالكون منتقل شد تا مراحل آماده ي داخل لولهه ب

  .ها انجام شود براي پيوند روي آن

اي  هـا و پيونـد بـين گونـه     دار كردن سلول نشان

 هاي بنيادي اسپرماتوگوني گوساله سلول

ــد از روش  ــراي انجــام پيون و همكــاران  Ogawaب

 ـ  زاد مـوش  اسـپرماتوژنز درون  .)25( استفاده شد ه هـا ب

 ـ(بوسـولفان   داخـل صـفاقي   تزريق ي وسيله عنـوان  ه ب

 وحل شـده بـود    DMSOكه در ) كننده  آلكالين ي ماده

  نهايـت بـه دوز   در  ه بود تاهم حجم آن آب اضافه شد

 روز 35 .، متوقـف شـد  ليتر برسد گرم در ميلي ميلي 40

 گيرنـده،  هاي موشي  بيضه از بوسولفان، تزريق از پس

 ائـــوزين -هماتوكســـيلين روش بـــه و تهيـــه مقطــع 

 مشـاهده  نـوري  ميكروسـكوپ  بـا  و شـد  آميـزي  رنگ

 سـاز،  منـي  هـاي  لولـه  در ايجادشـده  هاي حفره .گرديد

 .اسـت  بيضه در اسپرماتوژنز رفتن بين ازي  دهنده نشان

 هـاي  مـوش  ايـن  شش هفته پس از تزريق بوسـولفان از 

  تعـداد  .گرديـد  اسـتفاده  وليسـل  پيونـد  جهـت  پذيرنده،

 
 Spermatogonial stem cells(كلوني اسپرماتوگوني  .1شكل 

گاوي در روز ) Sertoli cells( هاي سرتولي و سلول )SSCsيا 

هاي سرتولي فاكتورهاي  كشتي، سلول در سيستم هم .دهم كشت

براي تغذيه و رشد كلوني را رشد و سايتوكاين مورد نياز 

  .ندنك اهم مياسپرماتوگوني فر

  

  
هاي سرتولي گاوي با  كلوني اسپرماتوگوني و سلول .2شكل 

  بزرگنمايي بيشتر

  

ليتر محيط كشت بدون سـرم   ميلي 1ميليون سلول درون  1

 ي كننـده   دار محلـول نشـان  ميكروليتر  5ريخته شد، سپس 

 )VybrantDiI cell-labeling solution™, USA( سلول

حـاوي   ي بعـد از آن لولـه   .به تعليق سلولي اضافه شـد 

 ــ ــت بـ ــيط كشـ ــدت ه محـ ــاي  20مـ ــه در دمـ   دقيقـ

حاوي تعليق  ي لوله. گراد انكوبه شد سانتيي  درجه 37

دور در دقيقـه   1500دقيقـه بـا دور    5مـدت  ه سلولي ب

ها با محـيط تـازه    سانتريفوژ شد و محلول رويي سلول
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). تكرار شد بار 3سانتريفوژ  ي مرحله( دگرديجايگزين 

ي حــاوي ســلول تــا زمــان پيونــد، روي يــخ  هــا لولــه

  .ندنگهداري شد

ليتر از تعليق سلولي به كمك ميكروپيپـت   ميلي 2/0

چپ موشي كه از قبل  ي هبيض Rete testisاي به  شيشه

تحت بيهوشي عمومي قرار گرفته بـود، در زيـر لـوپ    

 ـ ي هتزريق شد و بيض عنـوان شـاهد در نظـر    ه راست ب

ها يـك   موش .انجام نشدگرفته شد و تزريقي داخل آن 

هـا   آن ي هشـدند و بيض ـ  Euthanizeماه پس از پيونـد  

شناسي جهت بررسي وضـعيت   مقطع بافت ي براي تهيه

هــاي   كلونيزاســيون ســلول . پيونــد برداشــت شــد  

 ي هشـده در قاعـد    دار اسپرماتوگوني گاوي از قبل نشان

 ـ   هاي منـي  لوله ميكروسـكوپ   ي هوسـيل ه سـاز مـوش ب

  .بررسي شد )Olympus, Japan(فلورسنت 

  تجزيه و تحليل آماري

جهت بررسي اختلافات مشاهده شده در نتايج حاصـل  

ها قبل و بعد از انجماد از آزمون  از درصد حيات سلول

 Tukeyتكميلـي   هاي همراه با آزمون ANOVA آماري

 01/0كمتر از با سطح اطمينان  Repeated measures و

   .استفاده گرديد

  

  ها افتهي

 هاي تازه پس از مراحـل جداسـازي   ن حيات سلولميزا

هـا   درصد حيـات ايـن سـلول   . بود درصد 4/87 ± 4/2

 پس از اضافه كردن محلول انجماد و قبل از سرد كردن

 8/81 ± 1/3 بـه ) آزمون ميزان سميت محلول انجمـاد (

 ـ  ،درصد كاهش يافت اري بـا درصـد   د ياما تفـاوت معن

ن از عـدم  هاي تـازه نداشـت و ايـن نشـا     حيات سلول

همچنـين  . هـا بـود   سميت محلول انجماد بـراي سـلول  

درصد  65 ± 7/1ها پس از انجماد به  ميزان حيات سلول

ها قبل  داري با درصد حيات سلول يرسيد كه تفاوت معن

   و بعـــد از اضـــافه كـــردن محلـــول انجمـــاد داشـــت

)01/0 < P .( سـر مـوش پيونـد بـا موفقيـت       3در هر

ديـده   4و  3هـاي   شـكل  طور كـه در  همان. انجام شد

هاي بنيادي اسـپرماتوگوني گـاو پـس از     شود سلول مي

 هاي مبـتلا بـه   ساز موش هاي مني لوله ي پيوند در قاعده

ماهيـت   ي دهنده  كه نشانند گيري كرد آزوسپرمي جاي

 6و  5 هـاي  شـكل همچنـين  . ستا ها بنيادي اين سلول

 ـ     ي همربوط به بيض عنـوان  ه راسـت مـوش اسـت كـه ب

شاهد در نظـر گرفتـه شـد و خـالي از سـلول       ي هبيض

  .باشد اسپرماتوگوني مي
  

  
. پيوند از ماه پس 1موش  ي مقطع هيستوپاتولوژيك بيضه. 3شكل 

 Spermatogonial stem cells( هاي اسپرماتوگوني گاوي سلول

 )Seminiferous tubule( ساز هاي مني لوله ي در قاعده )SSCsيا 

بنيادينگي اين دسته از  ي دهنده  نشان اند كه گيري كرده موش جاي

  .ستا ها سلول
  

 
  2شكل كنتراست  حالت فاز. 4شكل 
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  فاقد ) گروه شاهد(راست موش  ي هبيض .5شكل 

 .باشد هاي زايا مي سلول

 

  
  4 شكلكنتراست  حالت فاز. 6شكل 

  

  بحث

ــدت    ــولاني م ــظ ط ــراي حف ــرين روش ب ــاد بهت انجم

امـروزه  . )22( تهاي بنيادي اسـپرماتوگوني اس ـ  سلول

ــل ــاد     پروتكـ ــراي انجمـ ــاوتي بـ ــاي متفـ  SSCsهـ

)Spermatogonial stem cells (هــاي گــاو در گونــه   

 ـ)26( ، خوك و اسـب )22، 26( ، )27-28( دگان، جون

 ـ  )29-31( انسان و  دنصورت گرفته و ميزان زنـده مان

ي پيونـد بـه    وسيلهه ها پس از انجماد ب تزايد اين سلول

و تا حدودي نتايج دلخـواه در ايـن    موش ارزيابي شده

   .دست آمده استه زمينه ب

هـا پـس از    درصد حيـات سـلول   نيزدر اين مطالعه 

بـود و پـس از    4/87 ± 4/2جداسازي از بافـت بيضـه   

 8/81 ± 1/3اضافه كردن محلول انجماد اين ميـزان بـه   

امـا اخـتلاف    ،چـه رونـد كاهشـي داشـت     گـر ا ؛رسيد

ايـن اسـت كـه     ي دهنده  نشانمسأله اين  .دار نبود يمعن

. ها حالت سمي نداشته است محلول انجماد براي سلول

كه دي متيـل سولفوكسـيد در دمـاي اتـاق      دليل اينه ب

 ـ  ،ا حالت سمي دارده براي سلول پـس از   دهميشـه باي

اما ، اضافه كردن محلول انجماد درصد حيات را سنجيد

 65 ± 7/1هـا بـه    پس از انجماد درصد حيـات سـلول  

هـاي   داري با درصد حيات سلول يرسيد كه تفاوت معن

در بهتـرين حالـت درصـد     معمولبه طور . اشتد تازه

با توجه بـه  . )22( گزارش شده است درصد 70حيات 

مـدت  ه ها پس از انجماد ب كه در اين مطالعه سلول اين

 ،ددنو براي پيوند با موفقيت استفاده ش ـ دو هفته كشت

  .گردد ييد ميأصحت پروتكل انجماد ت

مهم ايفاي نقش  عاملدر موفقيت تكنيك پيوند سه 

در هاي اسپرماتوگوني موجـود   تعداد سلول -1: كنند مي

 ي هبيض ـ -2 ،تعليق سلولي تـا حـد امكـان زيـاد باشـد     

حيوانات گيرنده تا حـد امكـان عـاري از اسـپرماتوژنز     

هاي سـوماتيك آن   زاد باشد و در عين حال سلول درون

هـاي دريـافتي را از نظـر     سالم باشند تا بتواننـد سـلول  

هـا بـا    سـلول  -3 و غذايي و ساختاري حمايـت كننـد  

 دنهاي گيرنـده منتقـل شـو    هروشي مناسب به درون لول

 ـ  3-5 ي حاضر از گوسـاله  ي در مطالعه. )10( ه ماهـه ب

هاي  سلول اغلبدر اين سن، . عنوان دهنده استفاده شد

باشـند كـه    مـي  A اسپرماتوگوني نوع ،موجود در بيضه

. ها سـلول بنيـادي اسـپرماتوگوني اسـت     آن درصد 3/1

هـزار   10گـاو،   ي رود از هر گرم بافت بيضـه  انتظار مي

  .)21( تخليص شود سلول بنيادي اسپرماتوگوني

هــاي بنيــادي  حاضــر پيونــد ســلول ي در مطالعـه 
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گوســاله در  ي شــده  ذوب - اســپرماتوگوني منجمــد

ساز موش مشاهده شـد كـه بـا     هاي مني لوله ي قاعده

نتايج تحقيقات محققين ديگر در اين زمينه همخواني 

 ي تـازه هاي  همكاران سلول و Oatley؛ از جمله، دارد

پيوند زدنـد و پـس    Nudeهاي  گاو را به موش ي هبيض

هـاي اسـپرماتوگوني گـاو     هفته ديده شد كه سلول 2از 

 .)32( ساز موش كلـونيزه شـدند   هاي مني در لومن لوله

ــه ــلول  Aponteي  در مطالعـ ــاران سـ ــاي  و همكـ هـ

 ي هپاي ـ يماه پس از پيوند در غشا 2اسپرماتوگوني گاو 

  .)33( ساز موش رديابي شد هاي مني لوله

هـاي   سـلول  ،ايزديار و همكاران نيز طي يك مطالعـه 

ماهه را بـه مـوش مـدل     5- 7هاي  گوسالهي  هبيض ي تازه

اسپرماتوگوني  هاي ماه بعد، كلوني سلول 3پيوند زدند و 

شـده از    شناسـي تهيـه   را در بيشتر مقـاطع بافـت   A نوع

همچنين  .)21(ند هاي گيرنده مشاهده كرد موش ي هبيض

ــوگ و  اي ديگــر در مطالعــه هــا آن ــد اتول كــارايي پيون

و نتيجـه   نـد گـاو بررسـي كرد   ي همولوگ را در گونـه 

 ،ت انجام شـده اسـت  كه پيوند اتولوگ با موفقي ندگرفت

در حالي كـه پيونـد همولـوگ كـارايي لازم را نداشـته      

در حالي كه در جايي ديگر ميزان موفقيـت  . )10( است

 )18( و خـوك  )3( پيوند اتولـوگ و همولـوگ در بـز   

عـدم موفقيـت پيونـد    ممكـن اسـت   . برابر بوده اسـت 

 ـ  ي وسـيله ه همولوگ در گاو به علت پس زدن پيوند ب

 -در اين سـن سـد خـوني    را كهچ ؛باشددستگاه ايمني 

در مــوش نيــز چنانچــه  .بيضــوي شــكل گرفتــه اســت

 ؛شـود  پيوند رد مي ،پيوند همولوگ بالغ باشد ي گيرنده

 ـاسپرمات ،اما اگر گيرنده نابالغ باشد طـور كامـل   ه وژنز ب

  .شود برقرار مي

Herrid گاو  ي ههاي بيض و همكاران با پيوند سلول

 BosIndicus ماهه به گاو نـژاد  Bos Taurus 7-5 نژاد

ــه 11-5 ــه، نتيجـ ــوگ را  ي ماهـ ــد هترولـ ــن پيونـ ايـ

و دليـل عـدم موفقيـت     )34(ند آميز اعلام كرد موفقيت

 ها پيش از پيوند سلولو همكاران را در انجماد  ايزديار

راديوتراپي براي از بين بردن اسـپرماتوژنز  استفاده از و 

ايـن  حاضر  ي با توجه به مطالعه .عنوان كردندزاد  برون

مـا در ايـن    كـه  راچ ـ؛ كننده باشـد   تواند قانع نميدليل 

گوسـاله بـا    ي شـده  ذوب -هاي منجمد تحقيق از سلول

موفقيت براي پيوند در موش استفاده كرديم و با توجـه  

رسد  نظر ميه فيلوژنيك گاو و موش بعيد ب ي به فاصله

 و همكــاران ايزديــار ي در مطالعـه  كـه دليــل رد پيونــد 

  . هاي منجمد باشد استفاده از سلول

ــد  ممكــن اســت  ــاو در رد پيون ــي گ ــتگاه ايمن دس

كنـد و ايـن    مـوش عمـل   تر از  تر و اختصاصي پيشرفته

. هاي سازگاري بـافتي نباشـد   ژن ربط با آنتي موضوع بي

توان اظهار كـرد روش انجمـادي كـه در ايـن      حتي مي

 ـ  ـ ،كـار رفـت  ه مطالعه ب صـورت اختصاصـي بـراي    ه ب

تنظيم شده اسـت و ميـزان زنـده     Aهاي  اسپرماتوگوني

ها پس از انجماد با اين روش بهتـر از   اين سلول دنمان

و خواه ناخواه بـه موفقيـت پيونـد     ودب ديگر هاي  روش

. كـرد هاي بنيادي است كمـك   كه تابعي از تعداد سلول

كه است تاكنون موارد متعددي از پيوندها گزارش شده 

امـا  . انـد  مد بـوده اآميز يا ناكار هر يك به دليلي موفقيت

   قابل ذكـر اسـت كـه تنهـا در پيونـد مـوش بـه مـوش        

 )3( و بــز بــه بــز )20، 37( ، رت بــه رت)2، 36-35(

در مطالعات گرچه ا ؛اند به نتاج تراريخته برسند توانسته

بـه دسـت    يجينيز نتـا  )38( پيوند گوسفند به گوسفند

  . اند تراريخته نرسيده ي اما هنوز به مرحله ،اند آورده

، )19( ، سـگ بـه سـگ   )10( در پيوند گاو به گـاو 

و همستر بـه   )40( ، رت به موش)39( وكخوك به خ

 ؛هم يك مرحله از گوسـفند عقـب هسـتند    )41( موش
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ج ياما هنـوز بـه نتـا    ،است يعني اسپرماتوزوا توليد شده

 ، سـگ )26( ، اسـب )42( پيونـد خرگـوش  . اند نرسيده

بـه مـوش    )43( و بابون )26( ، خوك)26( ، گاو)42(

 هـا بـاقي   لولـه  ي هكلونيزاسيون در قاعد ي هنوز در مرحله

تـر پيشـروي    تا مراحل پيشـرفته  و اسپرماتوژنزاست مانده 

نكرده است، اما اميدها در اين زمينه همچنان باقي است و 

شواهد دال بر اين است كه در آينده كارايي اين عمل بهتر 

تحقيقات در اين زمينه بيشتر بـر  كه  رود انتظار مي. شود مي

مرتبط با درصد موفقيت تكنيك و تبـديل آن   عواملروي 

تمركـز بـر    ه خصـوص ود شود، ببه روشي كاربردي محد

تـرين   روي بازدهي بيشتر اسپرم توليدي با اين روش مهـم 

ديگـر كـه جـاي     ي زمينـه . باشد درخواست از محققان مي

هـاي ژرم   تقويت آن وجود دارد تلاش براي انتقال سـلول 

بدون استفاده از ويروس است كه در توليد حيوانـاتي كـه   

  .باشد مصرف انساني دارند مهم مي

  

  گيري جهنتي

با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيق و موفقيت پيوند 

ــلول ــد  س ــاي منجم ــادي   -ه ــت بني ــده، ماهي ذوب ش

هاي اسپرماتوگوني استخراج شـده بـا ايـن روش     سلول

   .شود اثبات مي

آميـز زنوژنيـك    موفقيت همچنين اميدها براي پيوند

هاي منجمد كه حتـي   با استفاده از سلول) اي بين گونه(

 ي اند تا مرحلـه  ورت طولاني مدت نگهداري شدهصه ب

  .گيرد توليد اسپرم كارا قوت مي

  

  تشكر و قدرداني

مـديريت محتـرم   داننـد از   نويسندگان بر خود لازم مي

هـاي بنيـادي در سـلول درمـاني و      قطب كاربرد سـلول 

مهندسي بافت دانشگاه تهران كه هزينه انجام اين طـرح  

موسـوي  مهنـدس   ايـان آق را متقبل شدند و همچنين از

 ي تحقيقــاتي دانشــكده سســهؤم واحــد مــدير داخلــي

نژاد كارشـناس بخـش    ، مهندس عيسيدامپزشكي تهران

جراحي، دكتر لكزيان، دكتر زمـاني و دكتـر راغ كـه در    

 ،گيري و انجام اين تحقيق ما را يـاري كردنـد   امر نمونه

  .جا آورنده كمال تشكر را ب

 

References 

1. Hofmann MC. Gdnf signaling pathways within 
the mammalian spermatogonial stem cell niche. 
Mol Cell Endocrinol 2008; 288(1-2): 95-103. 

2. Brinster RL, Avarbock MR. Germline 
transmission of donor haplotype following 
spermatogonial transplantation. Proc Natl Acad 
Sci U S A 1994; 91(24): 11303-7. 

3. Honaramooz A, Behboodi E, Megee SO, 
Overton SA, Galantino-Homer H, Echelard Y, et 
al. Fertility and germline transmission of donor 
haplotype following germ cell transplantation in 
immunocompetent goats. Biol Reprod 2003; 

69(4): 1260-4. 
4. Kubota H, Brinster RL. Culture of rodent 

spermatogonial stem cells, male germline stem 
cells of the postnatal animal. Methods Cell Biol 
2008; 86: 59-84. 

5. Meachem S, von S, V, Schlatt S. Spermatogonia: 
stem cells with a great perspective. Reproduction 
2001; 121(6): 825-34. 

6. Shinohara T, Brinster RL. Enrichment and 
transplantation of spermatogonial stem cells. Int 
J Androl 2000; 23 (Suppl 2): 89-91. 

7. Oatley JM, Oatley MJ, Avarbock MR, Tobias 
JW, Brinster RL. Colony stimulating factor 1 is 
an extrinsic stimulator of mouse spermatogonial 
stem cell self-renewal. Development 2009; 
136(7): 1191-9. 

8. Brinster RL, Zimmermann JW. Spermatogenesis 
following male germ-cell transplantation. Proc 
Natl Acad Sci U S A 1994; 91(24): 11298-302. 

9. Jiang FX, Short RV. Male germ cell 
transplantation in rats: apparent synchronization 
of spermatogenesis between host and donor 
seminiferous epithelia. Int J Androl 1995; 18(6): 

326-30. 
10. Izadyar F, Den OK, Stout TA, Stout J, Coret J, 

Lankveld DP, et al. Autologous and homologous 
transplantation of bovine spermatogonial stem 
cells. Reproduction 2003; 126(6): 765-74. 



  و همكاران پيمان رحيمي فيلي  آميز در ايران موفقيت SSCsاولين زنوترانسپلنت 

  1877  1391 هفته سوم دي/ 213شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

www.mui.ac.ir  

11. Brinster RL. Germline stem cell transplantation 
and transgenesis. Science 2002; 296(5576): 

2174-6. 
12. Brinster RL. Male germline stem cells: from 

mice to men. Science 2007; 316(5823): 404-5. 
13. Clark AJ, Bissinger P, Bullock DW, Damak S, 

Wallace R, Whitelaw CB, et al. Chromosomal 
position effects and the modulation of transgene 
expression. Reprod Fertil Dev 1994; 6(5): 589-98. 

14. Wilmut I, Paterson L. Somatic cell nuclear 
transfer. Oncol Res 2003; 13(6-10): 303-7. 

15. Dinnyes A, de Sousa P, King T, Wilmut I. 
Somatic cell nuclear transfer: recent progress and 
challenges. Cloning Stem Cells 2002; 4(1):  
81-90. 

16. Aponte PM, De Rooij DG. Biomanipulation of 
bovine spermatogonial stem cells. Anim Reprod 
2008; 5(1/2): 16-22. 

17. Hill JR, Dobrinski I. Male germ cell 
transplantation in livestock. Reprod Fertil Dev 
2006; 18(1-2): 13-8. 

18. Honaramooz A, Megee SO, Dobrinski I. Germ 
cell transplantation in pigs. Biol Reprod 2002; 

66(1): 21-8. 
19. Kim Y, Turner D, Nelson J, Dobrinski I, 

McEntee M, Travis AJ. Production of donor-
derived sperm after spermatogonial stem cell 
transplantation in the dog. Reproduction 2008; 

136(6): 823-31. 
20. Hamra FK, Gatlin J, Chapman KM, Grellhesl 

DM, Garcia JV, Hammer RE, et al. Production of 
transgenic rats by lentiviral transduction of male 
germ-line stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 
2002; 99(23): 14931-6. 

21. Izadyar F, Spierenberg GT, Creemers LB, Den 
OK, De Rooij DG. Isolation and purification of 
type A spermatogonia from the bovine testis. 
Reproduction 2002; 124(1): 85-94. 

22. Izadyar F, Matthijs-Rijsenbilt JJ, Den OK, 
Creemers LB, Woelders H, De Rooij DG. 
Development of a cryopreservation protocol for 
type A spermatogonia. J Androl 2002; 23(4): 

537-45. 
23. Honaramooz A, Yang Y. Recent advances in 

application of male germ cell transplantation in 
farm animals. Vet Med Int 2010; 2011. 

24. van Pelt AM, Morena AR, van Dissel-Emiliani 
FM, Boitani C, Gaemers IC, De Rooij DG, et al. 
Isolation of the synchronized A spermatogonia 
from adult vitamin A-deficient rat testes. Biol 
Reprod 1996; 55(2): 439-44. 

25. Ogawa T, Arechaga JM, Avarbock MR, Brinster 
RL. Transplantation of testis germinal cells into 
mouse seminiferous tubules. Int J Dev Biol 1997; 

41(1): 111-22. 
26. Dobrinski I, Avarbock MR, Brinster RL. Germ 

cell transplantation from large domestic animals 
into mouse testes. Mol Reprod Dev 2000; 57(3): 

270-9. 
27. Nagano M, Avarbock MR, Leonida EB, Brinster 

CJ, Brinster RL. Culture of mouse 
spermatogonial stem cells. Tissue Cell 1998; 

30(4): 389-97. 
28. Brinster RL. Embryo culture, stem cells and 

experimental modification of the embryonic 
genome. An interview with Professor Ralph 
Brinster.. Interview by Juan Arechaga. Int J Dev 
Biol 1998; 42(7): 861-78. 

29. Brook PF, Radford JA, Shalet SM, Joyce AD, 
Gosden RG. Isolation of germ cells from human 
testicular tissue for low temperature storage and 
autotransplantation. Fertil Steril 2001; 75(2): 

269-74. 
30. Keros V, Hultenby K, Borgstrom B, Fridstrom 

M, Jahnukainen K, Hovatta O. Methods of 
cryopreservation of testicular tissue with viable 
spermatogonia in pre-pubertal boys undergoing 
gonadotoxic cancer treatment. Hum Reprod 
2007; 22(5): 1384-95. 

31. Kvist K, Thorup J, Byskov AG, Hoyer PE, 
Mollgard K, Yding AC. Cryopreservation of 
intact testicular tissue from boys with 
cryptorchidism. Hum Reprod 2006; 21(2): 484-91. 

32. Oatley JM, de Avila DM, McLean DJ, Griswold 
MD, Reeves JJ. Transplantation of bovine 
germinal cells into mouse testes. J Anim Sci 
2002; 80(7): 1925-31. 

33. Aponte PM, Soda T, van de Kant HJ, De Rooij 
DG. Basic features of bovine spermatogonial 
culture and effects of glial cell line-derived 
neurotrophic factor. Theriogenology 2006; 65(9): 

1828-47. 
34. Herrid M, Vignarajan S, Davey R, Dobrinski I, 

Hill JR. Successful transplantation of bovine 
testicular cells to heterologous recipients. 
Reproduction 2006; 132(4): 617-24. 

35. Honaramooz A, Megee S, Zeng W, Destrempes 
MM, Overton SA, Luo J, et al. Adeno-associated 
virus (AAV)-mediated transduction of male 
germ line stem cells results in transgene 
transmission after germ cell transplantation. 
FASEB J 2008; 22(2): 374-82. 

36. Nagano M, Brinster CJ, Orwig KE, Ryu BY, 
Avarbock MR, Brinster RL. Transgenic mice 
produced by retroviral transduction of male 
germ-line stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 
2001; 98(23): 13090-5. 

37. Ryu BY, Orwig KE, Oatley JM, Lin CC, Chang 
LJ, Avarbock MR, et al. Efficient generation of 
transgenic rats through the male germline using 
lentiviral transduction and transplantation of 
spermatogonial stem cells. J Androl 2007; 28(2): 

353-60. 
38. Herrid M, Olejnik J, Jackson M, Suchowerska N, 

Stockwell S, Davey R, et al. Irradiation enhances 
the efficiency of testicular germ cell 



  و همكاران پيمان رحيمي فيلي  موفقيت آميز در ايران SSCsاولين زنوترانسپلنت 

  1391 هفته سوم دي/ 213شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1878

www.mui.ac.ir  

transplantation in sheep. Biol Reprod 2009; 

81(5): 898-905. 
39. Mikkola M, Sironen A, Kopp C, Taponen J, 

Sukura A, Vilkki J, et al. Transplantation of 
normal boar testicular cells resulted in complete 
focal spermatogenesis in a boar affected by the 
immotile short-tail sperm defect. Reprod Domest 
Anim 2006; 41(2): 124-8. 

40. Clouthier DE, Avarbock MR, Maika SD, 
Hammer RE, Brinster RL. Rat spermatogenesis 
in mouse testis. Nature 1996; 381(6581): 418-21. 

41. Ogawa T, Dobrinski I, Avarbock MR, Brinster 
RL. Xenogeneic spermatogenesis following 
transplantation of hamster germ cells to mouse 
testes. Biol Reprod 1999; 60(2): 515-21. 

42. Dobrinski I, Avarbock MR, Brinster RL. 
Transplantation of germ cells from rabbits and 
dogs into mouse testes. Biol Reprod 1999; 61(5): 

1331-9. 
43. Nagano M, McCarrey JR, Brinster RL. Primate 

spermatogonial stem cells colonize mouse testes. 
Biol Reprod 2001; 64(5): 1409-16. 



  

  1879  1391 هفته سوم دي/ 213شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

www.mui.ac.ir  

Journal of Isfahan Medical School Original Article 

 

Vol. 30, No. 213, 3rd week, January 2013 Received: 10.9.2012 Accepted: 14.11.2012 
 

 
Successful Transplantation of Frozen-thawed Calf Spermatogonial Stem 

Cells to the Mouse Testis 
 

Peyman Rahimi-Feyli MSc1, Parviz Tajik PhD2, Morteza Koruji PhD3,  
Shiva Shafiei MSc1, Maria Zahiri MSc4 

 
Abstract 

Background: Spermatogonial stem cells (SSCs), the only adult stem cells capable of transferring 
genetic information to the next generation, are important in cell biology. The most important 
applications of these cells include the treatment of infertility, fertility preservation of oncological 
patients, and the creation of transgenic animals. The aim of this study was to evaluate the possibility of 
transplantation of frozen-thawed bovine spermatogonial cells to the testis of an azoospermic mouse 
model and to prove the presence of spermatogonial stem cells among bovine spermatogonial cells 
isolated and proliferated by methods used in the study.  

Methods: Spermatogonial cells were isolated from 3 to 5 month-old bull calves and then were frozen-
thawed. Subsequently, the cells were cultured in the presence of glial cell line-derived neurotrophic 
factor (GDNF 40 ng/ml) for 2 weeks. The stemness of these cells was evaluated by transplanting them 
to the testis of azoospermic mouse models. 

Findings: The viability rate of fresh cells and frozen cells after thawing were 87.4 ± 2.4 and 65 ± 1.7, 
respectively, that corresponds to a significant difference (P < 0.01). After one month, the mice were 
euthanized and the histopathological evaluation of their testes with fluorescent microscope showed the 
colonization of marked bovine SSCs in the mouse seminiferous tubules. 

Conclusion: In our knowledge, this is the first reported case of xenotransplantation in Iran. The results 
of this study showed that the xenogeneic transplantation of calf frozen-thawed spermatogonial cells to 
the mouse testis has been successful and SSCs were present among the transplanted cells. 

Keywords: Spermatogonia, Stem cell transplantation, Testis, Animal models 
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