
شماره 109، نشريه د‌امپزشكی، زمستان 1394

83
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

 

bb
در 

پژوهش و سازندگی شماره 109 زمستان 1394

		  

چيکد‌ه 
هدف از این مطالعه موقعیت‌یابی ایمنوهیستوشیمی سیتوکروم آروماتاز P450 در دستگاه تناسلی بز نر بود. آروماتاز آنزیم نهایی 
اس�ت که آندروژن‌ها را به اس�تروژن‌ها تبدیل می‌کند. در این تحقیق جستجو و موقعیت‌یابی آروماتاز با روش ایمنوهیستوشیمی 
)IHC( در بافت بیضه، اپیدیدیم، غده وزیکول سمینال و غده پروستات بز بومی با استفاده از آنتی‌بادی پلی کلونال آنتی آروماتاز 
به‌عنوان آنتی‌بادی اولیه و آنتی‌بادی پلی کلونال ضد IgG موش�ی کونژوگه شده با  HRP به‌عنوان آنتی‌بادی ثانویه انجام گرفت. 
نمونه‌های بیضه و غدد ضمیمه جنس�ی از 5 بز نر بومی س�الم 2 تا 4 س�اله )پس از کشتار دام‌ها دستگاه تناسلی به‌طور کامل جدا 
ش�ده و از هر قس�مت نمونه‌هایی به ابعاد 1×0/5×0/5 سانتی متر گرفته شد( تهیه و برای آزمایش IHC در محلول بوئن نگهداری 
شدند. سپس طی مراحلی بلوک‌های پارافینی و در نهایت مقاطع میکروسکوپی تهیه و آزمایش IHC جهت موقعیت‌یابی آروماتاز 
انجام ش�د. واکنش مثبت ایمنوپروکس�یداز در مراحل اسپرماتوژنز، سلول لایدیگ، س�لول‌های اپیتلیال مجاری آوران اپیدیدیم 
و سیتوپلاس�م س�لول‌های ترش�حی غده وزیکول سمینال و غده پروس�تات مشاهده شد. یافته‌های بدس�ت آمده نشان می‌دهد 
که آروماتاز موجود در س�لول‌های مختلف بیضه و غدد ضمیمه جنس�ی آندروژن‌ها را به اس�تروژن‌ها تبدیل کرده و ممکن اس�ت 

استروژن‎ها به‌طور موضعی فعالیت‌های اتوکرین و پاراکرین در مجرای تولید مثلی داشته باشند.

کلمات کلیدی: آروماتاز P450، استروژن‌ها، اپیدیدیم، پروستات، وزیکول سمینال
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The aim of the present study was to immunohistochemical localization of Cytochrome P450 Aromatase in male goat 
reproduction system. Aromatase is a terminal enzyme which transforms androgens in to estrogens. This study inves-
tigated the immunohistochemical localization of aromatase in native male goat testis, efferent ductules of epididymis, 
vesicle seminal and prostate glands using polyclonal anti aromatase antibody as primary antibody and anti-mouse 
IgG (HRP) Polyclonal antibody as secondary antibody. Samples of testis and  accessory glands collected from  five 
native male goat (2-4 years old), and  for IHC test were kept in Bowen solution. Then paraffin block and histological 
section for IHC test were prepared. Immunoreactions was observed in stages of spermatogenesis, Leydig cells, effer-
ent ductules of epididymis, cytoplasm of vesicle seminal and prostate glands cells. The results show that aromatase in 
testicular cells and sexual glands converts androgens to estrogens and may be locally estrogens have a paracrine and 
autocrine activates in reproductive tract.
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مقدمه
اس��تروژن‌ها مدت‌ه��ا به‌عن��وان هورم��ون مخصوص جنس م��اده در 
پستانداران مورد نظر بودند. اماجدا‌سازی استروژن‌ها از ادرار اسب نر توسط 
زون��دک در دهه 40 دی��دگاه جدیدی از نقش اس��تروژن‌ها در جنس نر را 
مط��رح نمود )3 و10و 15(. بیضه پس��تانداران یک اندام پیچیده اس��ت که 
دو عمل س��نتز هورمون‌های اس��تروئیدی و تولید اس��پرم را انجام می‌دهد. 
به‌خوبی مش��خص شده که رشد طبیعی بیضه و حفظ اسپرماتوژنز به وسیله 
گنادوتروپین‌ها کنترل می‌ش��ود و این اثرات به‌وسیله عوامل موضعی تولید 
ش��ده تنظیم می‌ش��ود و در این میان استروژن‌ها از اهمیت بالایی برخوردار 

هستند )2 و 5(.
در س��ال‌های اخیر ش��واهد فراوانی به‌دس��ت آمده که نش��ان می‌دهد 
استروژن‌ها برای باروری جنس نر دارای نقش مهمی هستند. بنابراین تجویز 
استروژن و گزنواستروژنها در طی رشد جنینی و نوزادی سبب بروز اختلالات 
جنسی شامل نهان‌بیضگی، نواقص اپیدیدیمی، اختلال در باروری و افزایش 
میزان بروز س��رطان بیضه می‌گردد. آزمایشات انجام گرفته روی موش فاقد 
گیرنده اس��تروژن )ERαKO(1 نش��ان داد که یکی از دلای��ل ناباروری عدم 
رش��د و تکامل لوله‌های وابران در غیاب اس��تروژن‌ها است )12(. همچنین 
تحقیقات دیگر نشان داد که ناباروری موش‌های فاقد ژن عملکردی آروماتاز 
به دلیل عدم رش��د س��لول‌های زایای بیضه در غیاب استروژن‌ها بوده است 

)8 و13(.
در حال حاضر پذیرفته ش��ده که استروژن‌ها نقش فیزیولوژیکی مهمی 
در تولید‌مثل جنس نر دارند )7(. سیتوکروم آروماتاز P450 آنزیمی است که 

تبدیل آندروژن‌ها به اس��تروژن‌ها را کاتالیز می‌کند )4(. فعالیت این آنزیم و 
بیان آن در مجاری تناس��لی جنس نر موجب بیوس��نتز موضعی استروژن‌ها 
می‌گردد. در پس��تانداران مختلف )از جمله انسان، اسب، میمون، قوچ، گاو، 
خرس، خوک، موش و خروس( آروماتاز در س��لول‌های لایدیگ، سلول‌های 
س��رتولی و سلول‌های زایا شناسایی شده اس��ت. بنابراین پیشنهاد شده که 
اس��تروژن در رشد بیضه و بلوغ اسپرم نقش دارد )9(. موقعیت‎یابی آروماتاز 
P450 درس��لول‌های بیضه پس��تانداران در طی چند دهه گذش��ته موضوع 
جال��ب و بحث برانگیزی بوده اس��ت. حضور آروماتاز P450 در س��لول‌های 
زایا و س��لول‌های لایدیگ بیضه پس��تانداران با آزمایش ایمونوهیستوشیمی 
تأیید ش��ده اس��ت )7 و 12(. از آنج��ا که آروماتاز درمجاری تناس��لی بز نر 
تایید و گزارش نش��ده اس��ت، ه��دف از انجام ای��ن مطالع��ه موقعیت‌یابی 

ایمونوهیستوشیمی آروماتاز در سیستم تولیدمثل بز نر بود

مواد و روش ها
نمونه‌ب��رداری بافت��ی بیض��ه از دام‌های 4-1 س��اله کش��تار ش��ده در 
کش��تارگاه دام سنندج انجام گرفت. نمونه‎های تهیه شده شامل قسمت‌های 
س��ر، بدنه، دم اپیدیدیم، قس��مت مرکزی و حاش��یه‌ای بافت بیضه به ابعاد 
1×0/5×0/5 س��انتی مت��ر بود، تهیه ش��د و نمونه‌ها بعد از ق��رار گرفتن در 
یونیکاس��ت‌های پلاستیکی به مدت 24 س��اعت در محلول فیکساتیو بوئن 
)ml 75 اس��ید پیکریک اشباع ش��ده، ml 25 فرمالین تجاری و ml 5 اسید 
استیک گلاس��یال( قرار گرفت. بعد از مراحل آبگیری ) قرار دادن اسلایدها 
در الکل‌ه��ای ب��ا درجات مختلف، الکل مطل��ق، 95، 80، 70 و 50 درجه و 
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در هر کدام به مدت س��ه دقیقه قرار گرفت(، شفاف‎س��ازی، آغشته‌سازی با 
پارافین، قالب‌گیری، بلوک‌های پارافینی تهیه شد و مقاطع بافتی به ضخامت 
5-4 میکرون توسط دستگاه میکروتوم تهیه و برروی لام‌های آغشته شده به 

چسب سیتولوژی فیکس شدند.
روش ایمنوهیستوش��یمی: ابتدا مقاطع بافتی پارافینی در گرمخانه 56 
درجه س��انتی‌گراد به مدت 30 دقیقه قرار داده ش��دند. لام‌ها با استفاده از 
زایلین دپارافینه و با آب جاری شستش��و داده ش��دند و سپس توسط الکل 
اتیلیک با درجات مختلف آبدهی شده دوباره با آب جاری به مدت 2 دقیقه 
شستش��و داده ش��دند بعد با محلول PBS به مدت 5 دقیقه شستش��و داده 
ش��دند. لام‌ها در H202%3 در PBS برای غیر‌فعال شدن فعالیت پروکسیداز 
اندوژنوسی به مدت 60 دقیقه قرار گرفتند. لام‌ها در PBS به مدت 5 دقیقه 
شستش��و داده ش��دند. بعد لام‌ها جهت بازیابی آنتی‌ژن با اس��تفاده از بافر 
س��یترات )nM 10, pH=6( درآوون میکروی��و در حداکثر قدرت به مدت 5 
دقیقه قرار داده ش��دند و این کار سه بار تکرار شد. سپس لام‌ها را در دمای 
اتاق به مدت 20 دقیقه نگهداری ش��د تا خنک شدند. بعد در PBS به مدت 
5 دقیقه شستش��و داده ش��دند. لام‌ها با س��رم 5% گاوی در PBS به مدت 
15دقیقه برای دو بار شستش��و داده شدند. س��پس لام‌ها با آنتی‌بادی اولیه 
)پلی‌کلونال آنتی بادی تولید شده در موش از شرکت Abbiotec( رقیق شد 
ب��ه نس��بت   در PBS حاوی BSA %1 در اتاق مرط��وب در دمای 4 درجه 
س��انتی گراد به مدت یک شبانه روز خوابانده شدند. لام‌ها در PBS برای 3 
بار و هر بار به مدت 5 دقیقه شستش��و داده شدند. لام‌ها با آنتی‌بادی ثانویه 
)آنتی بادی پلی‌کلونال ضد IgG موش از شرکت  Abbiotec( کونژوگه شده 
با HRP رقیق ش��ده در PBS به مدت 20-15 دقیقه خوابانده شدند. لام‌ها 
در PBS به مدت 10 دقیقه شستش��و داده ش��دند. بعد جهت نمایان کردن 
 )DAB( بادی از محلول سوبسترای دی‌آمینوبنزیدین‎ژن و آنتی‎واکنش آنتی

در H2O2 به مدت 6-4 دقیقه استفاده شد. لام‌ها در آب جاری شستشو داده 
شدند. از محلول رنگ‌آمیزی زمینه هماتوکسیلین استفاده شد. سپس لام‌ها 
توس��ط الکل اتیلیک آبگیری و شفاف‌س��ازی شدند و با قرار دادن یک قطره 
چسپ سیتولوژی روی لام و گذاشتن لامل، عمل مونته کردن انجام و برای 
بررسی اس�الید‌ها از میکروسکوپ نوری استفاده ش��د. با بررسی نمونه‌های 
تهیه شده ظهور رنگ قهوه‌ای روشن تا تیره در مقاطع بافتی نشان از واکنش 

ایمنوپراکسیداز در نمونه‌های بافتی تهیه شده بود.

نتایج و بحث
واکنش‌های رنگی در مراحل مختلف اس��پرماتوژنز )ش��کل1(، س��لول 
لایدیگ )ش��کل2(، سر اپیدیدیم )ش��کل3(، غده پروستات )شکل4( و غده 
وزیکول س��مینال )ش��کل5( قابل مشاهده بود. لازم به ذکر است که در این 
تحقیق جهت راه اندازی آزمایش ایمنوهیستوشیمی از نمونه بیضه گوسفند 
که قبلًا وجود آروماتاز در آن تأیید شده بود به عنوان کنترل مثبت استفاده 

شد.
با توجه به یافته‌های به‌دس��ت آم��ده می‌توان گزارش نمود که آنتی ژن 
آروماتاز P450 در مراحل اس��پرماتوژنز، س��لول‌های لایدیگ، سر اپیدیدیم، 
غدد پروس��تات و وزیکول س��مینال قابل‌ردیابی و شناس��ایی است. واکنش 
ایمنوپروکس��یداز در سیتوپلاسم س��لول‌های لایدیگ و سرتولی و همچنین 
در س��لول‌های ترش��حی غدد پروستات و ویزیکول س��مینال و نیز اپیتلیوم 
اپیدیدیم مش��اهده ش��د. لازم به ذکر است که ش��دت رنگ‌پذیری واکنش 
ایمنوپروکسیداز در غده پروستات و وزیکول سمینال نسبت به دیگر بافت‌ها 
)ش��دت رنگ پذیری که قابل مشاهده است( بیشتر بود. به نظر می‌رسد که 
هر کدام از س��لول‌ها می‌توانند به‌طور متفاوت در س��نتز استروژن‌ها شرکت 
کنن��د. احتمالاً آروماتاز موجود در این س��لول‌ها آندروژن‌ها را به اس��تروژن 

شکل1- مقاطع عرضی بافت بیضه بز 4 ساله )100×(.

از موش. رنگ  تهیه شده  آروماتاز  اختصاصی ضد  آنتی‌بادی  با  انکوبه شده  نمونه  بز:  بیضه  بافت  آزمایشی مقطع عرضی  نمونه   )a(
قهوه‌ای روشن در سیتوپلاسم سلول‌های سرتولی و مراحل اسپرماتوژنز نشان دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز است.

واکنش  بودن  منفی  دهنده  نشان  اسپرماتوژنز  مراحل  در  قهوه‌ای  رنگ  عدم  موش.  سرم  با  شده  انکوبه  نمونه  منفی:  کنترل   )b(
ایمنوپروکسیداز است.



86
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

شکل3 - مقاطع عرضی بافت اپیدیدیم بز 4 ساله )100×(

شکل2 - مقاطع عرضی بافت بیضه بز 4 ساله )400×(

)a( نمونه آزمایشی مقطع عرضی بافت اپیدیدیم: نمونه انکوبه شده با آنتی بادی اختصاصی ضد آروماتاز تهیه شده از موش. واکنش 
ایمنی )رنگ قهوه‌ای( در سلول‌های اپیتلیوم سر اپیدیدیم و همچنین اسپرم‌های موجود در مجرای اپیدیدیم نشان دهنده واکنش 

مثبت ایمنوپروکسیداز می‌باشد.
)b( کنترل منفی: نمونه انکوبه شده با سرم موش. عدم رنگ قهوه‌ای در سلول‌های اپیتلیوم سر اپیدیدیم نشان دهنده منفی بودن 

واکنش ایمنوپروکسیداز است.

)a( نمونه آزمایشی مقطع عرضی بافت بیضه بز: نمونه انکوبه شده با آنتی بادی اختصاصی ضد آروماتاز تهیه شده از موش. در مقاطع 
با بزرگنمایی بیشتر مشخص شد که واکنش ایمنی )رنگ قهوه‌ای روشن( بیشتر در سیتوپلاسم سلول لایدیگ و سلول‌های سرتولی 

می‌باشد. رنگ قهوه‌ای نشان دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز می‌باشد.
واکنش  بودن  منفی  دهنده  نشان  اسپرماتوژنز  مراحل  در  قهوه‌ای  رنگ  عدم  موش.  سرم  با  شده  انکوبه  نمونه  منفی:  کنترل   )b(

ایمنوپروکسیداز است.
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شکل4-: مقاطع عرضی بافت غده پروستات بز 4 ساله )400×(.

شکل5- مقاطع عرضی بافت وزیکول سمینال بز 4 ساله )400×(

)a( نمونه آزمایشی مقطع عرضی بافت غده پروستات: نمونه انکوبه شده با آنتی بادی اختصاصی ضد آروماتاز تهیه شده از موش. در 
مقاطع با بزرگنمایی بیشتر مشخص شد که واکنش ایمنی ) رنگ قهوه‌ای( بیشتر در سیتوپلاسم سلول‌های ترشحی غده پروستات 
می‌باشد و شدت رنگ‌پذیری در غده پروستات خیلی بیشتر بود. رنگ قهوه‌ای نشان دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز می‌باشد.

)b( کنترل منفی: نمونه انکوبه شده با سرم موش. عدم رنگ قهوه‌ای در غده پروستات نشان دهنده منفی بودن واکنش ایمنوپروکسیداز 
است.

از  شده  تهیه  آروماتاز  ضد  اختصاصی  بادی  آنتی  با  شده  انکوبه  نمونه  سمینال:  وزیکول  بافت  عرضی  مقطع  آزمایشی  نمونه   )a(  
موش. در مقاطع با بزرگنمایی بیشتر مشخص شد که واکنش ایمنی ) رنگ قهوه‌ای( بیشتر در سیتوپلاسم سلول‌های غده وزیکول 
سمینال می‌باشد و شدت رنگ‌پذیری در غده وزیکول سمینال بیشتر بود. رنگ قهوه‌ای نشان دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز 

می‌باشد.
بودن واکنش  با سرم موش. عدم رنگ قهوه‌ای در غده وزیکول سمینال نشان دهنده منفی  انکوبه شده  نمونه  )b( کنترل منفی:   

ایمنوپروکسیداز است.
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تبدیل کرده و اس��تروژن تولید ش��ده به‌طور موضعی ی��ا به روش اتوکرین / 
پاراکرین عملکرد این سلول‌ها را تحت تأثیر قرار می‌دهد.

تولید استروژن توسط سلول‌های زایای بیضه منبع موضعی استروژن در 
لوله‌های اسپرم‌س��از بوده که می‌تواند سلول‌های سرتولی یا سایرسلول‌های 
زنجی��ره اس��پرماتوژنز را تح��ت تأثیر قرار دهد و نیز ممکن اس��ت از طریق 
کنت��رل فیدب��ک فعالیت س��لول‌های لایدیگ را در تولید آن��دروژن تنظیم 
کند. همچنین احتمال دارد بر روی س��اختار یا فعالیت سلول‌های اپیتلیوم 

اپیدیدیم نقش داشته باشند )11(.
 اگر چه وجود آروماتاز در دام‌های مختلف گزارش شده است اما حضور 
آروماتاز در دس��تگاه تناسلی بز نر برای اولین بار گزارش می‌گردد. از طرفی 
دیگر حضور آروماتاز در غدد وزیکول س��مینال و پروستات هیچ گونه‌ دامی 
گزارش نشده است، لذا وجود این آنزیم در غدد وزیکول سمینال و پروستات 
بز برای اولین بار در بین تمام گونه‌های دامی مطالعه ش��ده مورد تأیید قرار 

گرفت. 
با بررس��ی نمونه‌های تهیه ش��ده ظهور رنگ قهوه‌ای روش��ن تا تیره در 
مقاطع بافتی نش��ان از واکنش مثبت ایمنوپراکس��یداز در نمونه‌های بافتی 

تهیه شده بود.
این نتایج با نتایج س��ایر محققین که حض��ور آروماتاز را هم در مراحل 
اسپرماتوژنز و هم در سلول لایدیگ موش صحرایی )7(، اسب )10( و انسان 
)2( شناس��ایی کرده بودند، موافق بود، اما با نتای��ج هنری موتمبی )9( که 
وجود آروماتاز را فقط در س��لول‌های لایدیگ خوک شناس��ایی کرده بودند 
و گزارش کرده‌اند که آروماتاز ضرورتاً در س��لول‌های لایدیگ است، مخالف 
بود، الیم و همکاران )16( و همچنین س��تورات و هم��کاران )11( آروماتاز 
را در غده پروس��تات انسان شناس��ایی کرده بودند. لازم به ذکر است که تا 
اکنون وجود آروماتاز در غدد پروس��تات و وزیکول سمینال هیچ گونه دامی 

گزارش نشده است.
آنتی‌ژن آروماتاز اساس��اً در داخل سلول و عمدتاً در شبکه آندوپلاسمی 
وجود دارد. چرا که این آنزیم یک آنزیم داخل س��لولی اس��ت. هورمون‌های 
استروئیدی هورمون‌های داخل سلولی بوده و گیرنده‌های آنها در سیتوپلاسم 
و نیز هس��ته‌ قرار دارد. در این تحقیق عمدتاً رنگ قهوه‌ای در سیتوپلاس��م 
مش��اهده شد؛ و بررس��ی حضور آروماتاز در نقاط مختلف سلول به مطالعات 
بیش��تر و تکنیک‌های بافتی پیش��رفته‌تر نیاز دارد. شناس��ایی گیرنده‌های 
اس��تروژن آلفا و بتا در مجاری تناسلی بز نر این احتمال را افزایش می‌دهد 
که آروماتاز با تبدیل تستوسترون به استروژن، لیگاند این گیرنده‌ها را فراهم 

می‌نماید. 
وج��ود گیرنده‌های اس��تروژن در بیضه و اپیدیدیم نش��ان می‌دهد که 
اپیدیدیم یک بافت مورد هدف اس��تروژن‌ها می‌باش��د و اینکه ممکن است 
نقش تنظیم کننده در این نواحی داش��ته باشند. نقش مجاری وابران انتقال 
اسپرم از شبکه بیضه به مجرای اپیدیدیم، بازجذب تقریباً 90% مایع موجود 
در مجرا بوده که سبب تغلیظ اسپرم می‌گردد. ثابت شده است که استروژن‌ها 
با واس��طه گیرنده‌های استروژنی بازجذب سدیم و انتقال غیرفعال آب را در 
مجاری وابران انواع موش تنظیم می‌کنند و همچنین مسئول حفظ ساختار 
سلول‌های رأسی اپیدیدیم هستند )4 و11(. وقوع بیماری‌های پروستات در 
پیری وقتی که س��طوح آندروژن‌ها کاهش می‌یابد، بیشتر می‌شود. با توجه 
به اینکه هر دو گیرنده استروژن‌ها در پروستات شناسایی شده‌اند، پروستات 

به‌طور مس��تقیم به استروژن‌ها پاس��خ می‌دهد. اخیراً تأیید شده که دز‌های 
بالای استروژن در غدد پروس��تات موجب شروع سرطان پروستات می‌شود 

.)15(
مطالعات نش��ان داده ک��ه نه تنه��ا آندروژن‌ها بلکه اس��تروژن‌ها برای 
تمایز جنس��ی، حفظ اس��پرماتوژنز و بلوغ اسپرم ضروری هستند. در نتیجه، 
احتمال دارد آروماتازی که به طور موضعی در س��لول‌های سرتولی، مراحل 
اس��پرماتوژنز، س��ر اپیدیدیم و غدد ضمیمه جنس��ی تولید می‌ش��ود، برای 
اس��پرماتوژنز، مخصوصاً برای تکثیر اسپرماتوگونی و میوز و یا اسپرمیوژنز و 

همچنین بلوغ اسپرم و ضروری باشد )6(.
بر‌اس��اس یافته‌های این تحقیق حض��ور آنزیم آروماتاز در س��لول‌های 
لایدیگ، مراحل اسپرماتوژنز، سر اپیدیدیم، غدد وزیکول سمینال و پروستات 
مورد تأیید قرار گرفت. از آنجا که مراحل مختلف اسپرماتوژنز، بلوغ اسپرم و 
ظرفیت پذیری اسپرم تحت کنترل استروژن‌ها از طریق مسیرهای ژنومی و 
غیر ژنومی می‌باش��د، لذا احتمال نقش آنزیم آروماتاز جهت تولید استروژن 

مورد نیاز در این نواحی افزایش می‌یابد.

پاورقی‌ها
1-Horseradish Peroxidase 
2-Estrogen Receptor alpha Knock Out
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