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ABSTRACT 
 

Spermatogenesis is a complex process that occurs throughout adulthood.  This 
process is due to the presence of spermatogonial stem cells (SSCs) on the basement 
membrane of seminiferous tubules.  Although SSCs are important for 
spermatogenesis, little is known about their biology.  The study is hampered by the 
scarcity of the cell number and the lack of specific biomolecule or surface protein 
antigen for their enrichment.   In this study, Glia cell line-derived neurotrophic factor 
(GDNF) family receptor α1 (GFRα1), which is believed to be expressed on 
undifferentiated spermatogonia including SSCs, was used as a surface marker for 
enrichment of SSCs from the testis of day-10 neonatal CD1/ICR mice by magnetic 
activated cell sorting (MACS).  Cell suspension was obtained after two-step 
enzymatic digestion of the testes with collagenase and hyaluronidase.  
Immunocytochemistry with GFRα1, CD9, α6 integrin, and c-kit was performed to 
determine the number of differentiated and undifferentiated spermatogonia before and 
after sorting.  The stemness of GFRα1 positive cells was confirmed by germ cell 
transplantation using donor cells from ROSA26 mice whose ages correspond to 
CD1/ICR mice and contain Lac Z transgens.  The results showed 4 fold enrichment of 
GFRα1 positive cells in the sorted fraction.  The GFRα1 enriched fraction was co-
enriched with the stem cell markers, CD9, and α6 integrin.  On the other hand, this 
fraction was depleted of differentiating germ cell marker, c-kit.  In addition, germ cell 
transplantation analysis showed significantly higher stem cell colonization of the 
GFRα1 enriched fraction when compared to depleted fraction.  The sorted fraction 
also showed a great enrichment of Oct-4 to nearly 15 fold compared to depleted 
fraction.  It is concluded that GFRα1 can be used as a surface marker for SSCs.  The 
enriched cells exhibit the heterogeneity of developmental potential within the stem 
cell pool. 
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บทคัดยอ 
 การสรางเชื้ออสุจิเปนกระบวนการที่มีความซับซอนและเกิดขึ้นตลอดชวงชีวิตของเพศชาย
หลังเขาสูวัยเจริญพันธุโดยอาศัยเซลลตนกาํเนิดเชื้ออสุจทิี่อยูบริเวณเยือ่บุทออสุจิ ถึงแมวาเซลลตน
กําเนิดจะมีความสําคัญตอการผลิตเชื้ออสุจิ แตความรูเชิงชีววิทยาของเซลลชนิดนี้มีจํากัดทั้งนี้
เนื่องจากยังมอุีปสรรคในการศึกษา ตวัอยางเชน จํานวนเซลลตนกําเนิดเชื้ออสุจิในลูกอัณฑะมนีอย 
ประกอบกับยงัขาดความรูเกีย่วกับโปรตีนบงชี้เฉพาะบนผิวของเซลลชนิดนี้  เพื่อใชในการแยกและ
เพิ่มจํานวนเซลล 
 การศึกษานีใ้ชโปรตีน GFRα1 ซ่ึงเปนโปรตีนบงชี้เฉพาะบนผวิเซลลตนกําเนิดเชือ้อสุจิ 
เพื่อแยก และ เพิ่มจํานวนเซลลตนกําเนิดเชื้ออสุจิจากอณัฑะของลูกหนูเมาสสายพันธุ CD1/ICR 
อาย ุ 10 วัน โดยใชกระบวนการแยกเซลลดวยลูกปดแมเหล็ก (MACS)  หลังการเตรียมเซลลจาก
อัณฑะลูกหนใูหแขวนลอยในสารละลาย DMEM ดวยวิธีการยอยแบบ 2 ขั้นตอน โดยใชเอนซัยม 
collagenase และ hyaluronidase  ยอมเซลลแขวนลอยที่ไดทั้งกอนและหลังกระบวนการแยก
เซลลดวยลูกปดแมเหล็กดวยเทคนิค immunocytochemistry  เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีโปรตีน  
GFRα1, CD9, α6 integrin  และ c-kit บนผิวเซลลเพื่อบงชี้เซลลสเปอมาโตโกเนีย ชนดิที่เขาสู
กระบวนการสรางเชื้ออสุจิแลว (differentiated spermatogonia)  และที่ยังไมเขาสูกระบวนการ
สรางเชื้ออสุจิ  (undifferentiated spermatogonia)  และทดสอบคุณสมบัติการเปนเซลลตน
กําเนิดเชื้ออสุจิ ดวยการปลกูถายเซลลโดยใชเซลลจากหนูสายพนัธุ ROSA26 อายุเดยีวกับหนู สาย
พันธุ CD1/ICR ซ่ึงมี Lac Z transgene ผลจากการศึกษาพบวาการใชโปรตีน GFRα1 เปน
โปรตีนจําเพาะในการคัดเลอืกเซลลตนกําเนิดเชื้ออสุจิสามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดถึง 4 เทา และยัง
สามารถเพิ่มจํานวนเซลลที่มีโปรตีนบงชี้เฉพาะของเซลลตนกําเนดิเชื้ออสุจิชนิดอื่น คือ CD9 และ 
α6 integrin  รวมดวย ในทางกลับกัน สามารถลดจํานวนเซลลที่มีโปรตีน c-kit ซ่ึงเปนโปรตีน
บงชี้เฉพาะวาไมใชเซลลตนกําเนิดเชื้ออสุจิออกไปจากเซลลกลุมนี้  สําหรับผลการวิเคราะหจากการ
ปลูกถายเซลลพบวาเซลลกลุมนี้มีจํานวนเซลลตนกําเนิดเชื้ออสุจิมากอยางมีนัยสําคัญ และยงั
สามารถเพิ่มจํานวนเซลลที่มีโปรตีน Oct-4  ไดสูงถึง 15 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลกลุมที่ถูกคัด
แยกออก  ผลการศึกษาแสดงวาสามารถใชโปรตีน GFRα1 เปนโปรตีนบงชี้เฉพาะบนผิวเซลลตน
กําเนิดเชื้ออสุจิไดและเซลลที่แยกไดนี้มีความหลากหลายในศกัยภาพของการพัฒนากระบวนการ
สรางเชื้ออสุจิ 
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