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Successful Transplantation of Spermatogenic Stem Cells into
the Seminiferous Tubules of Busulfan-treated Rats
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Abstract
Spermatogonia (SSCs) in the testis transmit genetic information to the next
generation. Successful transplantation of SSCs into infertile men is an
advanced therapeutic application in reproductive biology research. In this
experimental research, undifferentiated and differentiated SSCs were
analyzed both in vitro and in vivo by morphology-immunocytochemistry
(ICC), immunohistochemistry (IMH), real-time Polymer Chain Reaction
(RT-PCR) and flow cytometry analysis. The isolated SSCs were finally
injected into the rete testis of mice treated with busulfan. ICC analysis
revealed high and low expression levels of Zbtb16 in undifferentiated and
differentiated germ cells. IMH analysis revealed different levels of Zbtb16
expression in both populations. Fluidigm RT-PCR analysis showed
overexpression of TAF4B germ cell gene and reduced expression of DAZL,
VASA, and Zbtb16 during SSCs differentiation (P < 0.05). Flow cytometric
analysis confirmed a significant downregulation of Itgb1 and Itga4 during
differentiation. By transplanting SSCs into busulfan-treated NOD/SCID
mice, GFP-labeled sperm cells were developed. We performed a
transplantation technique that could be useful for microinjection of SSCs
during infertility treatment and for studying the differentiation of SSCs into
spermatozoa in vivo. Data analysis confirmed that zbtb16 is expressed in
undifferentiated germ cells located in the basement membrane of
seminiferous tubules and SSCs in vitro. Also, spermatogenesis was resumed
and fertility was improved after transplantation of undifferentiated cells into
busulfan-treated mice. Therefore, improving the transplantation, isolation,
and culture of SSCs in vitro will be useful in future clinical treatments to
solve the fertility problems of families affected by infertility.
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چکیده
یونـد کند. پیمنتقل ميرا به نسل بعدیکیاطلاعات ژنتیضه) در بSSCs(یاسپرماتوگون

ــارور SSCیــزآمیــتموفق ــه مــردان ناب یقــاتتحقدریشــرفتهپیکــاربرد درمــانیــکب
و هـم  یشـگاهی آزمایطهم در شرای،تجربیقتحقینمثل است. در ایدتولیشناسیستز

ــرا ــدرونیطدر ش ــاSSCیتن ــه و تمایافنیزتمايه ــهت ــوژ یزیافت ــط مورفول ــيتوس ـ
ــیمیا ــیمی)، اICC(یمونوسیتوش ــنش زنجIMH(یمونوهیستوش ــره)، واک ــر ازپليای یم

جدا شده در يهاSSCانجام شد. یتومتريوسفلیزو آنالFluidigm (RT-PCR)بلادرنگ 
یـل و تحلیـه شـدند. تجز یـق تحت درمان با بوسولفان تزريهاموشreteیضهبه بیتنها

ICCیینبالا و پایانسطوح بZbtb16یزیافتـه و تمایافتـه نیزتمایـاي زايهارا در سلول
نشان یتجمعرا در هر دو Zbtb16یانسطوح مختلف بIMHیلو تحلیهنشان داد. تجز

و TAF4Bیـا از حد ژن سـلول زا یشبیانگربFluidigm RT-PCRیلو تحلیهداد. تجز
). P < 0.05هـا بـود (  SSCیزدر طول تمـا Zbtb16، و DAZL ،VASAیافتهکاهشیانب

را یزدر طـول تمـا  Itga4و Itgb1از یکاهش قابل تـوجه یتومتريفلوسایلو تحلیهتجز
تحـت درمـان بـا بوسـولفان،     NOD/SCIDيهـا ا بـه مـوش  ه ـSSCیوندکرد. با پأییدت

ی و مولکـول یسـلول یشناس ـیسـت زگـروه  دانشکده علوم،ارشد دانشگاه تهران،ی کارشناسيدانشجو*
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انجـام  اریونـد پیـک تکنیـک . مـا  یافتندتوسعه GFPدار شده با اسپرم نشانيهاسلول
یزمطالعه تمـا يو برايها در طول درمان نابارورSSCیزریقتزريبراتواندیکه میمداد

SSCکرد که ییدها تأدهدایلو تحلیهباشد. تجزیدها در داخل بدن به اسپرم مفzbtb16

هـا در  SSCسـاز و  اسـپرم يهـا لولـه یهپايواقع در غشایافتهنیزتمایايزايهادر سلول
پس از ياز سر گرفته شد و بارورییزااسپرمین،شود. همچنیمیانبمایشگاهیآزیطشرا

ین،نـابرا . بیافتتحت درمان با بوسولفان بهبود يهابه موشیافتهنیزتمايهاسلولیوندپ
ینیبـال يهـا در درمـان یشـگاهی آزمایطدر شـرا SSCsو کشت يجداسازیوند،بهبود پ

خواهد بود.یدمفيناباروریرتحت تأثهاينوادهخايحل مشکلات باروريبرایندهآ
يهالوله،یوندپ،یتومتريفلوسا،سازياسپرمساز،سلول بنیادین اسپرم: کلیديهايواژه

.سازاسپرم
مقدمه

دأیی ـتيو همکارانش بـرا نستریبار توسط برنیاولیاسپرماتوگونيادیبنهاي سلولوندیپ
هـا بـه   سـلول نیاقی. تزر[1]انجام  شدیاسپرماتوگونيادیهاي بنوجود و عملکرد سلول

یسـم يهاها به لولهشده با  بوسولفان، نشان داد که سلولماریتيهاموشضهیبيابتدا
کردند. دیه و اسپرم بارور تولکرددر اسپرماتوژنز کامل شرکت ومهاجرت کرده سینفروز

طیمح ـزی ـرتی ـاز اهمیحـاک يونـد یپيادی ـهـاي بن سـلول لهیوسالغ بهاسپرم بدیتول
يادی ـهـاي بن . آبسالان و همکاران سـلول ]2[اسپرماتوژنز داردندایدر فرضهیبیاختصاص

هـا  مطالعـه آن جیزدنـد. نتـا  وندیپسمیدیپتورکیموش مدل کرضهیا به بریاسپرماتوگون
گـروه  نسـبت بـه  يداریمعن ـزانی ـاسپرم به مدیتول،يوندیپيهاهنشان داد که در گرو

تازه یموشیاسپرماتوگونيادیهاي بنو همکاران سلولی. کروجافتیشیافزايوندیپریغ
جی. نتـا ]3[زدنـد ونـد یپدهی ـگامـا د ضـه یت بـه ب صورت اتوگرافو منجمد ذوب شده را به

يهـا نفـروس در گـروه  یسميهادرصد پرشدن لولهنیانگیها نشان داد که ممطالعه آن
يدای ـهـاي بن سـلول نیدارد. همچن ـونـد یبدون پيهابا گروهيداریتفاوت معنيوندیپ

کیتکنن،یاز محققيگریاسپرم شدند. گروه ددیمنجر به تولوندیبعد از پیاسپرماتوگون
ها گزارش کردند رزوس انجام دادند. آنمونیرا در گونه میهاي اسپرماتوگونسلولوندیپ
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تـا رده  سیس ـینفروزیسـم يهـا شده به لولهقیتزریاسپرماتوگونيادیهاي بنکه سلول
ای ـهاي زاگزارش کردند که سلول2001نش در سال ا. بروك و همکاردافتنیزیاسپرم تما

حفظ و دوباره به همراه رنگ نییپايدر دماهایشده و به مدت کوتاهياز افراد جداساز
ه مطالع ـجی. نتـا ]6-4[زده شـد ونـد یبلو به صورت اتوگرافت به خودشان پپانیتریاتیح

يها رورنگ گرفته و سلولرنده،یگضهیبنفروسی سميهالوله%55ها نشان داد که آن
يادی ـهـاي بن سـلول 2017انـد. محقـق و همکـاران در سـال     نشسـت کـرده  هیپايغشا

بـه درون  یولی ـافرنـت داکت قی ـجدا کـرده و از طر ياضهیبيهارا از بافتیاسپرماتوگون
ها نشـان داد  مطالعه آنجیدند. نتاکرقیتزریآزواسپرمضهیبسیسینفروزیسميهالوله

یسـم يهـا لولههیپايغشايبر رویاسپرماتوگونيادیهاي بنکه پس از دو هفته سلول
يادیــهــاي بنگــروه ســلولنیــانی. همچنــ]8, 7, 5[انــدنشســت کــردهسیســینفروز

یآزواسـپرم يهـا ضـه یذوب شـده را بـه ب  -منجمدضهیه از بافت بجدا شدیاسپرماتوگون
ژل آگارز کشت دادند يبر رویشگاهیآزماطیمدت هشت هفته در محکرده و بهقیتزر

.]10, 9[را گزارش کردنددییهاي هاپلوسلولدیو تول

ها:مواد و روش
هاي بافت بیضه:جداسازي و کشت سلول

.)3(از بافت بیضه به روش عزیزي و همکاران انجام شدهاي بیضهروش جداسازي سلول
روزه بعـد از جداسـازي از حیـوان، در    NMRI (5-7در این روش بیضه مـوش نـر (نـژاد    

ساز بیضه از کپسول بیضه هاي اسپرممحلول نمکی بافر فسفات قرار داده شد. سپس لوله
1 5/0تر جدا شده و به قطعات کوچک ml mgده در معرضتقسیم شدند. بافت خردش-

mg ml؛IV1-تیپ کلاژناز آنزیمmg وDNAse از دیسپاز قـرار داده  0/58/0آنزیم ؛
به دست آمده حاصل از هضم آنزیمی بافـت بیضـه،   ml-1سلولی شد. سوسپانسیون تک

سانتریفیوژ شدند. rpm 1500دقیقه در10به مدت μm 70پس از عبور از فیلتر نایلونی
10شـرایط کشـت غیرچسـبنده حـدود     6یی حذف شد و در سـلول بیضـه در   رومحلول

ز لیتـر ا نانوگرم بـر میلـی  40؛2FBSدرصد حاوي [%1هاي کشت پوشیده با آگارز پلیت
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(GDNF) derived Glial factor neurotrophic 20لیتر از نانوگرم نانوگرم بر میلی20؛
factors growthلیتـر از فـاکتور  ر میلیاکتور بفEpidermal growth factor(EGF)و 

Fibroblast(FGF)سنجی عمـومی هاي زنده با استفاده از روش رنگرار گرفت. سلولق
blue Trypanشناسایی شد.

هـاي  سـلول ،)4(آمیزي ایمونوسیتوشیمی: همانند پروتکل اشاره شده در رفرنسرنگ
ــد   ــا پارافورمالدئی ــده ب ــت داده ش ــده  د4کش ــیکس ش ــد ف ــذیري  رص ــد از نفوذپ و بع

permeabilizedا بTriton%2،هاي اولیه انکوبه شد. باديروز با آنتیبه مدت یک شبانه
هـاي  بـادي هاي خـاص آنتـی  ها با گونهشو این روند با انکوبه کردن سلولوپس از شست
فلورسـنس  (BX51, Olympus Co. Japan)دار ادامـه یافـت. در نهایـت از    ثانویه نشـان 

هـاي  کونفوکـال سـلول  (LSM 700, Zeiss Co. Germany)سکوپ بررسـی بـراي  میکرو
.شددار شده استفاده نشان

:FluidigmBiomarkآنالیزهاي بیان کمی ژن با روش
EPCAM،CD9،Sox-2انند مگیري بیان چندین ژن مخصوصین روش براي اندازهاز ا

،Oct4 دارهمچنین ژن خانـه وGAPDH  سـی کشـت داده شـده   هـاي جن بـراي سـلول،
هـاي  ها به صورت مکانیکی و با استفاده از میکروپیپتاستفاده شد. در این آزمایش سلول

درجـه  -80مخصوص یا میکرومنیپولاتور جداسازي و بلافاصله منجمد شده و در دماي 
ها با استفاده از بافر لیزکننده خاص لیز شده و در ادامه باگراد نگهداري شد. نمونهسانتی

شده و مقـدار تـرانس   تبدیلcDNAبهmRNAاستفاده از آنزیم ترانس کریپتاز معکوس
. شـد تعیین کمیت Fluidigmهاي با استفاده از پرایمرهاي مخصوص و با دستگاهکریپت

و همچنـین بیـان  GAPDHدسـت آمـده بـا بیـان ژن    بـه Ctها، به منظور تحلیل داده
mRNAهکنندهاي تغذیهها در سلولژنMEFهـا هـم   سازي شـده و آنـالیز داده  نرمال
.مورد ارزیابی قرار گرفتSPSSوGenEx،Exelافزارهايتوسط نرم

نتایج
اسپرم بارور از دی. تولشودیزده موندیپیمنیپوست موش بالغ با نقص اریزضهیبقطعات
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. باشـد ینه م ـنشان داده شده است و وابسته به سن و گوضهیبيهاآلوگرافت و زنوگرافت
يادی ـهـاي بن کـه سـلول  کننـد یمیبانیپشتنیاستدلال از انیفوق از اکیهر سه تکن
ی لوله سـم طیمحزیو قرار گرفتن در معرض ربانیهاي پشتبه سلولازینیاسپرماتوگون

بـردن کامـل   شیپ ـيبـرا نیو عوامـل پـاراکر  یاختصاصيهانازجمله هورموس،ینفروز
طـور معمـول در   عناصـر بـه  نیهستند. همانطور که قبلاً گفته شد، اازمندیاسپرماتوژنز ن

زی ـکشت کـه بتوانـد ر  طین با بهبود شرایوجود ندارد. بنابرايکشت دو بعديهاستمیس
اسـپرم بـارور از   دی ـبـه تول تـوان یکنـد م ـ دیرا تقلسینفروزیمشابه با لوله سمطیمح

.افتیدست یاسپرماتوگونيادیهاي بنسلول

دار نشانIIنوع يهاسلولوندیماه پس از پ1حدود ضهیدر بIIنوع يهاسلولوندیپ. 1کلش
نابارور قابل مشاهده بود ضهیبهیدر محفظه پاIIنوع يهاسلوليسازی، محلGFPشده با 

)A1-A3 حدود .(نوع يهاسلولوندیماه پس از پ3II اسپرم ،GFPضهیبمیدیدیدر اپ)B1-

B3قابل مش (اسپرم داهده بو .GFPضهیبمیدیدیمثبت در اپ) شاهدC1-C3.مشاهده شد (

SSCیعن ـی،یکیمورفولـوژ صیدو نـوع سـلول قابـل تشـخ    ،یمطالعـه تجرب ـ نیدر ا



1402/ بهار 2اول/ شماره، ساليکاربردیمولکولیشناسستیزفصلنامه 92

يهاکننده چاهکهیتغذهیلايبر رویمیآشکارا پس از هضم آنزافته،ینزیو تماافتهیزیتما
.)2شکل (افتندیگسترش یکشت سلول

روشن دانیکننده. عکس مهیتغذهیلايبر روضهیبيهاگسترش انواع مختلف سلول. 2شکل 
به وضوح افتهینزیو تماافتهیزیتمايهااز سلولزی. دو نوع متمایاز دو مستعمره نوع سلول

يهاSSCبا سهیتر در مقافشردهيهادر مجموعهافتهینزیتمايهاSSCنشان داده شده است. 
کنند.یتر رشد مفیعضلبا اتصازیمتما

هی ـمحفظه پايهادر سلولالیاسپرماتوگونيادیبنيهانشانگر سلولzbtb16نشانگر 
هی ـبا تجزی) و در کشت سلولIMH(یمیستوشیمونوهیساز موش توسط ااسپرميهالوله

نشـان داد کـه   ICCلیو تحلهیشد. تجزيسازی) محلICC(یمیتوشیمونوسیالیو تحل
از شــتریبافتــهینزیتمايهــادر ســلولدهکشــت داده شــيهــار ســلولدZbtb16انیــب

را در Zbtb16از ییبـالا انیبIMHلیو تحلهیتجزن،یبود. همچنافتهیزیتمايهاسلول
کـم در  انی ـکـه ب یقرار دارند نشـان داد درحـال  هیپايغشايروماًیکه مستقیهایسلول

Fluidigm RT-PCRلی ـو تحلهی ـزتججینتـا ).3مشاهده شد (شکلافتهیزیمحفظه تما

يهــاSSCرا در DAZLو VASAگــریدSSCو دو نشــانگر Zbtb16یشــیافزامیتنظــ
نشـان داده  زتریمتمـا يهاSSCدر TAF4Bبالاتر انیکه بینشان داد، درحالافتهینزیتما

يبـالا میدو نوع سلول نشان نـداد. تنظ ـ نیبیتفاوتچیهP < 0.05( .KLF4شده است (
يتومتریفلوس ـلیو تحلهیکه با تجزافتهینزیتمايهادر سلولItga4و Itgb1جه قابل تو
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).3شد (شکل یینشان داده شده است، شناسا

.
فلورسنت سبز) ثابت کرد که نی(پروتئGFPدر داخل بدن برچسب SSCsوندیپ. 3شکل
دار شده نشانقیتزريهاSSCيسازی. محلابندییمزیشده به اسپرم تماقیتزريهاسلول

) و A3 ،A4روشن (دانیملیو تحلهی). تجزA1ساز (اسپرميهالولههیشده در محفظه پا
اند.افتهیشده به اسپرم توسعه قیتزريهالولنشان داد که سGFP (A2)ادغام با 

گیرينتیجه
هـاي حـاوي فاکتورهـاي رشـد در شـرایط      هـاي نـر در محـیط   هـاي بیضـه مـوش   سلول

هـاي بنیـادي   هـاي سـلول  در به تشکیل کلنیهایی بوده که هماننـد کلنـی  غیرچسبنده قا
هاي جنسـی را بیـان   ساز تشکیل شده در شرایط کشت چسبنده، مارکرهاي سلولاسپرم

هـاي  هاي به دست آمـده در شـرایط غیرچسـبنده بـا بررسـی     کنند. مورفولوژي کلنیمی
ن، مطالعات ایمونوسیتوشـیمی و برایمیکروسکوپ الکترونی مورد تأیید قرار گرفت. علاوه

PCR time-Real   هـاي جنسـی ایـن    نیز بیان مارکرها و همچنـین تکثیرپـذیري سـلول
توانـد  هاي چسـبنده ایـن آزمـایش تأییـد کـرد. ایـن نتـایج مـی        ها را همانند کلنیکلنی

بر کشت چسـبنده، در  هاي اسپرماتوگونی علاوههاي سلولتأییدکننده این باشد که کلنی
هـا از  تواند منجر به حفظ و بقاي سـلول هاي غیرچسبنده هم شکل گرفته که میسیستم
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