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موقعیت یابی گرلین در بافت بیضه واپیدیدیم قوچ

bb

چکید ه 

هدف از این مطالعه موقعیت یابی ایمنوهیستوشــیمی گرلین در بافت های بیضه و اپیدیدیم قوچ نژاد کردی بود. گرلین پپتید 28 
اســید آمینه ای آسیله شده، عامل مهم دخیل در بیشتر علامت های سوخت و سازی و هورمونی است که اعمال تولیدمثلی را در 
شــرایط تغیر تعادل انرژی تنظیم می کند. در این تحقیق موقعیت یابی ایمنوهیستوشیمی گرلین را در بافت های بیضه و اپیدیدیم 
G )HRP( قوچ، با اســتفاده از پادتن مونوکلونال موشی ضد گرلین به عنوان پادتن اولیه و پادتن پلی کلونال الاغی ضد ایمنوگلوبین
 IHC به  عنوان پادتن ثانویه مورد بررســی قرار گرفت. نمونه های بافتی از ســه قوچ 1/5 تا 2 ساله جمع آوری شد، و برای آزمایش
در فرمالین 10 درصد نگهداری شــدند. سپس قطعه های پارافینی و برش های بافتی برای آزمایش IHC تهیه شد. واکنش ایمنی در 
یاخته های زایا، یاخته های لایدیگ، یاخته های ســرتولی و سر اپیدیدیم مشاهده شد. عقیده بر این است که محل بیان گرلین در 
یاخته های زایا، یاخته های لایدیگ، سرتولی و سر اپیدیدیم ممکن است نقش آن را در تنظیم موضعی )اتوکرین/پاراکرین( نشان 
دهد. این اولین مطالعه ای است که شواهد مولکولی را برای وجود گرلین در بافت بیضه ای و اپیدیدیم قوچ سالم فراهم کرده است. 

کلمات کلیدی: گرلین، یاخته لایدیگ، یاخته سرتولی، بیضه، اپیدیدیم، قوچ نژاد کردی
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The aim of the present study was to immunohistochemical positioning of ghrelin in testicular and epididymis tissues 
of Kurdish ram. Ghrelin, a 28-amino acid acylated peptide is an important factor involved in most of the metabolic 
and hormonal signals which adapt the reproductive functions in conditions of altered energy balance. This study in-
vestigated the immunohistochemical localization of ghrelin in testicular and epididymis tissues of Kurdish ram, using 
mouse monoclonal anti ghrelin antibody as primary antibody and polyclonal donkey anti IgG Horseradish Peroxidase 
(HRP) antibody as secondary antibody. Samples of testis collected from three native male sheep aged of 1.5 to 2 
years old, and preserved in 10% formalin for posterior inclusion in paraffin. Histological sections with 5 micron in 
thickness were prepared for IHC. Immunoreactions was assessed for Germ cells, Leydig and Sertoli cells and head 
of epididymis. It is believed that the site of ghrelin expression in the spermatogenesis process, Leydig, sertoli cells 
and head of epididymis may indicate its role in local (autocrine / paracrine) regulations. This is one of the first studies 
to provide molecular evidence for the presence of ghrelin within the entire testicular and epididymis tissues of ram.

Key words: ghrelin, leydig cell, sertoli cell, testis, epididymis, Kurdish ram

مقدمه
هورمون های درون ریز ترشــحاتی از غدد داخلی هســتند که به   داخل 
گردش خون جهت تنظیم تن کرد شناســی چندگانه بدن، ریخته می شوند. 
در چند دهه گذشته، هورمون هایی از دستگاه گوارش شناسایی و جداسازی 
شده اند و اعمال تن کرد شناسی آنها مطالعه شده است. اگر چه در مطالعات 
اولیه غده هیپوفیز به عنوان غده اصلی درون ریز بدن مورد نظر بوده اســت، 
اندام های دیگری نیز مانند بافت چربی، غده فوق کلیه، دســتگاه گوارش و 
دســتگاه تولیدمثل وجود دارد که هورمون های درون ریزی تولید می کنند. 
در میان آنها، دستگاه گوارش از لحاظ حجم بزرگ ترین اندام درون ریز بدن 
اســت و هورمون های تولید شده در دســتگاه گوارش در رشد، نمو، کارکرد 
قلب و عروق، حرکت معده، رفتار و حفظ هم ایســتایی انرژی دارای اهمیت 
تن کرد شناسی می باشد. هورمون های زیادی در بخش های مختلف دستگاه 
گوارش شناســایی شــده اند. برای مثال در معده، گاســترین و هیستامین، 
سوماتواســتاتین، نروپپتید Y، گرلین و لپتین در لایه مخاطی و یا شــبکه 
میانتریک تولید می شــوند و کوله سیســتوکینین (CCK)، پپتید-1 شبه 
(PYY 3-36( در روده تولید  PYY گلوکاگون، موتیلین، سروتونین و پپتید

می شوند )11(.
 بیش از 3۰ هورمون پپتیدی مختلف از دستگاه گوارش ترشح می شوند 
و بسیاری از آنها حرکت دســتگاه گوارش و همچنین هم ایستایی انرژی را 

تنظیم می کنند )3(.
دســتگاه درون ریز عصب پایش رشد بدنی، تعادل انرژی و تولیدمثل به 

طور نزدیکی با همدیگر در ارتباط هستند. این چنین ارتباطی بر این اساس 
فرض شــده اســت که ذخایر انرژی کافی جهت بلوغ، رشد و باروری لازم 
می باشــد. با این حال شناســایی علامت های مولکولی مسئول برای چنین 
پایش دقیقی بتازگی آغاز شــده است. با توجه به اطلاعات موجود می توان 
اســتنباط کرد که گرلین ممکن اســت گزینه خوبی برای تنظیم دستگاه 

درون ریز عصب باشد )14(.
گرلین پپتیدی 28 اســید آمینه ای است که یک اسید چرب با زنجیره 
متوسط به نام n-اکتانوئیک اسید به سرین شماره 3 آن متصل است. وجود 
این ریشــه اسیل برای فعالت این هورمون به ویژه اتصال به گیرنده ضروری 
اســت. ژن گرلین در انسان روی کروموزوم 3 واقع شده است. این ژن از 4 
بیانه )اگزون( و 3 میانه )اینترون( تشکیل شده است و پروتئین بالغ توسط 
بیانه های 1و 2 بیان می شود. ژن گرلین در انسان و موش از نظر ساختمانی 
به یکدیگر شبیه هســتند. پیش ساز گرلین در انسان متشکل از 117 اسید 
آمینه اســت. گرلین بیشتر توسط یاخته های درون ریز مخاط ترشح کننده 

اسید معده که یاخته های X/A نامیده می شوند، ساخته می شود )12(.
هورمون های متعددی در ترشــح و یا مهار گرلین نقش دارند از جمله 
هورمون رشد، سوماتواستاتین، لپتین، و انسولین که از بازدارنده های گرلین 

محسوب می شوند )4(.
هورمون گرلین بر آزاد شدن هورمون رشد موثر است و مسیر مهار آن از 
مسیر سوماتواستاتین و هورمون آزاد کننده هورمون رشد که از هورمون های 
اصلی تنظیم هورمون رشــد محســوب می شود، متفاوت اســت. برخی از 
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مطالعات نشــان داده اند که گرلین موجب افزایش و تقویت تعداد تکانه های 
ترشــح هورمون رشد می شود، این کار با توانایی گرلین در بسیج کلسیم در 
یاخته های هدف گیرنده های GHS-R1a و در نهایت ترشــح هورمون رشد 
صورت می گیرد. این هورمون در تنظیم اشــتها نیز موثر است به گونه ای که 
با تحریک نروپپتید هیپوتالاموسی اورکسین، اشتها را افزایش داده و افزایش 

وزن و چاقی را نیز به دنبال خواهد داشت )2(.
بتازگی مشخص شده است که گرلین ممکن است در مهار محور گنادی 
نقش داشــته باشد. یکی از رویه های تولیدمثلی گرلین که اولین بار ارزیابی 

شد وجود گرلین و اعمال آن در گندهای جنس نر می باشد )14(. 
شــواهد روزافزون نشان می دهد که گرلین در ســطوح مختلف محور 
گونادوتروپیــک و نیز در دیگر بافت های تولیدمثلی بیان می شــود یا عمل 
می کند )2(. اثرات مســتقیم گسترده گرلین روی دستگاه تولیدمثلی هنوز 
ناشــناخته اســت. به نظر می رســد گرلین اثرات فرا گندی روی دستگاه 
تولیدمثلی داشــته باشد. مشخص شده اســت که گرلین ترشح LH را مهار 
و پاســخ به GnRH را در شرایط آزمایشــگاهی کاهش می دهد، در صورتی 
که ترشــح FSH را تحت تاثیر قرار نمی دهــد )14(. همچنین گرلین نقش 
تنظیــم کننده ای در شــکل گیری جنین دارد بدین ترتیــب که به عنوان 
پیامبرهای شیمیایی برای ارتباطات داخل یاخته ای در طی مراحل مختلف 
رشــد جنین عمل می کنــد )8(. علاوه  براین گرلین ممکن اســت در مهار 
ترشح پرولاکتین دخیل باشــد و اثرات تحریک کننده گرلین روی سطوح 
پرولاکتین ســرم انسان بالغ ثابت شده است و گزارش شده است که گرلین 
ترشــح پرولاکتین را در موش صحرایی مهار می کنــد. گرلین به طورقابل 
توجهی قادر به مهار ترشــح تستوسترون در روش وابسته به چنده )تزریق 
سطوح مختلف گرلین( می باشد. در واقع گرلین به طور  مساوی گنادوتروپین 
جفتی انســان (hCG) و cAMP القاء کننده ترشــح تستوسترون را کاهش 
می دهد. مشخص شده است که این عمل بازدارندگی باید در مرحله قبل از 
تشــکیل cAMP اتفاق بیافتد. اثر مهاری گرلین روی ترشح تستوسترون با 
کاهش قابل توجه چندین عامل کلیدی در مســیر ساخت استروئید از قبیل 
پروتئین حاد تنظیم کننده استروئید (StAR) و آنزیم های شکننده زنجیره 
جانبی P45۰، 3 بتا-هیدروکســیل استروئید هیدروژناز (HSD) و نوع سوم 
17 بتا HSD مربوط اســت. علاوه  بر اثرات استروژنیک، گرلین ممکن است 
به طور مســتقیم اعمال لوله های اسپرم ســاز را تنظیم کنــد )2(. گرلین و 
گیرنده های آن (GHS-R1a) در اندام های تولیدمثلی یافت شــده اند. گرلین 
نه تنها در معده و سایر بخش های روده بلکه در تمام بافت های مورد مطالعه 
از جمله، غده فوق کلیه، پســتان، مخاط دهانی، مــری، لوله رحمی، بافت 
چربی، کیسه صفرا، لنفوسیت های انسانی، کبد، ریه، غدد لنفاوی، ماهیچه، 
قلب، لوزالمعده، هیپوفیز، پوست، طحال، جفت، پروستات، تخمدان و بیضه 
یافت شــده است )1(. گرلین و گیرنده های آن در تخمدان انسان، بز، خوک 
و ماکیــان، یاخته های بدنی فولیکولی، یاخته های بینابینی هیلوس انســان 

به وسیله روش ایمنوهیستوشیمی ثابت شده است )8(.
برخــی مولکول ها نقــش مهمی در پالایش تعادل انــرژی و تولیدمثل 
به وســیله عمل روی محور درون ریز عصب و نیــز در پایش موضعی وقایع 
بیضه از جمله سازوکارهای پوشش لوله های اسپرم ساز دارند. لپتین مثالی از 
مولکول هایی است که روی هیپوتالاموس و بیضه عمل می کند، با این حال، 
گرلین به عنوان پاد کنش عملکردی لپتین شناســایی شده است. علاوه براین 

مشخص شده اســت که گرلین اثرات پادکنشی نسبت به عامل القاء کننده 
و تکثیــر یاخته ای یاخته زایا دارد. در بیضه گرلین به طور ویژه ای از فعالیت 
تکثیری یاخته های لایدیگ بالغ به وســیله تنظیم کاهشــی بیان ژن عامل 

بنیادی یاخته جلوگیری می کند )6(.
گرلین در یاخته های لایدیگ، لوله های اسپرم ساز و یاخته های سرتولی 
بیضه انســان شناسایی شده اســت. تعداد یاخته های لایدیگی که واکنش 
ایمنی گرلین را نشــان داده بودند نســبت به تعداد کل یاخته های لایدیگ 
در افرادی که غلضت تستوســترون کمتری داشــتند، بیشتر بود. در بیضه 
موش واکنش ایمنی گرلین در یاخته های لایدیگ موقعیت یابی شــده بود 
اما گیرنده GHS-RA1 در هردوی یاخته های لایدیگ وســرتولی شناسایی 

شده بود )4(.
بیان GHS-RA1 در مجاری اسپرم ســاز نشــان می دهد که برون پوش 
لوله های اسپرم ســاز ممکن است بافت هدف گرلین باشد و به طور مستقیم 
عملکرد لوله های اسپرم ســاز را تنظیم می کند. بنابراین پذیرفتنی است که 
گرلین ممکن است اعمال مهم گندی، تکثیر و خزان یاخته ) آپوپتوز( را در 

بیضه موش مهار کند )5(.
 لوکازیک و همــکاران )2۰12( بیان پروتئیــن GHS-RA1 در گلژی 
و تاژکتــن )آکروزوم ( های زام یاختک )اســپرماتید( هــا و نواحی آکروزوم 
یا غشــای یاخته ای سر اســپرم خاگی )اپیدیدیمی( را تائید کردند. غلضت 
1۰-6 میلــی لیتر در لیتر گرلین یون آزاد کلســیم داخــل یاخته ای را در 
گشناب )اسپرم( موش افزایش داد. بیان گیرنده GHS-RA1 در اسپرم و نیز 
اثر گرلین روی جنبایی اســپرم و غلظت یون کلسیم داخل یاخته ای نشان 
می دهد که این چنین اثرات زیستی گرلین ممکن است تحت شرایط داخل 

بدنی ایجاد شود )7(.
بــا توجه به اینکه تا اکنــون گرلین در بیضــه و اپیدیدیم قوچ کردی 
موقعیت یابــی نشــده اســت، هــدف از این تحقیــق اخیــر موقعیت یابی 

ایمونوهیستوشیمی گرلین در بافت بیضه و اپیدیدیم قوچ کردی می باشد.

مواد و روش ها
نمونه برداری بافتی بیضه از دام های 2-1/5 ســاله کشــتار شــده در 
کشتارگاه دام سنندج انجام گرفت. نمونه های تهیه شده شامل قسمت های 
ســر، بدنه، دم خاگی، قســمت مرکزی و حاشــیه ای بافت بیضــه به ابعاد 
1×۰/5×۰/5 سانتی متر بود، تهیه شد )از هر قسمت 2 نمونه( و نمونه ها بعد 
از قرار گرفتن در ظروف پلاستیکی به مدت 24 ساعت در محلول پایدارساز 
بوئن )ml 75 اسید پیکریک اشباع شده، ml25 فرمالین تجاری و ml 5 اسید 
استیک گلاســیال( قرار گرفت. بعد از مراحل آبگیری ) قرار دادن لامها در 
الکل های با درجات مختلف، الکل مطلق، 95، 8۰، 7۰ و 5۰ درجه و در هر 
کدام به مدت ســه دقیقه قرار دادیم(، شفاف سازی، آغشته سازی با پارافین، 
قالب گیری، قطعه های پارافینی تهیه شــد و مقاطع بافتی به ضخامت 4-5 
میکرون توســط دســتگاه میکروتوم )ریز بر( تهیه و برروی لام های آغشته 

شده به چسب سیتولوژی پایدار شدند.

 روش ایمنوهیستوشیمی 
ابتدا مقاطع بافتی پارافینی در گرمخانه 56 درجه ســانتی گراد به مدت 
3۰ دقیقه قرار داده شدند. لام ها با استفاده از زایلین پارافین زدایی و با آب 
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جاری شستشــو داده شدند و سپس توسط الکل اتیلیک با درجات مختلف 
آبدهی شــده دوباره با آب جاری به مدت 2 دقیقه شستشو داده شدند بعد 
با محلول PBS به مدت 5 دقیقه شستشــو داده شدند. لام ها جهت بازیابی 
پادگن با استفاده از بافر سیترات )nM. pH 1۰=6( در حمام نسج در دمای 
95 درجه ســانتی گراد به مدت 15 دقیقه قرار داده شــدند سپس لام ها در 
H2O2  3 درصد درPBS برای غیر فعال شدن فعالیت پروکسیداز اندوژنوسی 

به مدت 6۰ دقیقه قرار گرفتند. لام ها در PBS به مدت 5 دقیقه شستشــو 
داده شــدند. سپس لام ها را در دمای اتاق به مدت 2۰ دقیقه نگهداری شد 
تا خنک شدند. بعد در PBS به مدت 5 دقیقه شستشو داده شدند. لام ها با 
ســرم 5 درصد گاوی در PBS به مدت 15دقیقه برای دو بار شستشو داده 
شــدند. سپس لام ها با پادتن  اولیه )پادتن دودمانی تولید شده در موش از 
شــرکت Abbiotec) رقیق شد به نسبت   در PBS حاوی 1 درصد BSA در 
اتاق مرطوب در دمای 4 درجه سانتی گراد به مدت یک شبانه روز خوابانده 
شــدند. لام ها در PBS برای 3 بار و هر بار به مدت 5 دقیقه شستشــو داده 
شدند. لام ها با پادتن ثانویه )پادتن چند دودمانی ضدIgG  موش از شرکت  
Abbiotec) مزدوج شده با HRP رقیق شده در PBS به مدت 2۰-15 دقیقه 
خوابانده شــدند. لام ها در PBS به مدت 1۰ دقیقه شستشو داده شدند. بعد 
جهت نمایان کردن واکنش پادگن و پادتن از محلول رشدمایه )سوبسترای( 
دی آمینوبنزیدین (DAB) درH2O2  به مدت 1۰ دقیقه اســتفاده شد. لام ها 
در آب جاری شستشو داده شدند. از محلول رنگ آمیزی زمینه هماتوکسیلین 
استفاده شد. سپس لام ها توسط الکل اتیلیک آبگیری و شفاف سازی شدند 
و با قرار دادن یک قطره چســپ سیتولوژی روی لام و گذاشتن لامل، عمل 
مونته کردن انجام و برای بررســی اسلاید ها از میکروسکوپ نوری استفاده 
شــد. با بررسی نمونه های تهیه شــده ظهور رنگ قهوه ای روشن تا تیره در 
مقاطع بافتی نشــان از واکنش ایمنوپراکســیداز در نمونه های بافتی تهیه 

شده بود.
نتایج

با توجه به یافته های به دســت آمده می توان گــزارش نمود که پادگن 
گرلین در یاخته های زایا، یاخته های لایدیگ، یاخته های ســرتولی و ســر 
اپیدیدیــم قابل ردیابی و شناســایی اســت. واکنش ایمنوپروکســیداز در 
سیتوپلاســم یاخته های لایدیگ، سرتولی و اپیدیدیم مشاهده شد)شکل 3، 
5 و 8(. لازم به ذکر اســت که شــدت رنگ پذیری واکنش ایمنوپروکسیداز 
در یاخته های لایدیگ و اپیدیدیم )شــکل 5 و 8 ( نســبت به دیگر بافت ها 
 شدید بود و شدت واکنش در یاخته های سرتولی و زایا مشابه هم بود )شدت 
رنگ پذیری از طریق مشــاهده ارزیابی شده اســت(. به نظر می رسد که هر 
کدام از یاخته ها می توانند به طور متفاوت در ســاخت گرلین شرکت کنند. 
شــاید گرلین موجود در این یاخته هــا به طور موضعی یا به روش اتوکرین / 
پاراکریــن عملکرد این یاخته ها را تحت تأثیر قــرار می دهد. اگر چه وجود 
گرلین در بیضه گونه های مختلف )انســان، و موش صحرایی( گزارش شده 
است اما حضور گرلین در دستگاه تناسلی قوچ کردی برای اولین بار گزارش 

می گردد.

بحث 
بیان GHS-RA1 در مجاری اسپرم ســاز نشــان می دهد که برونپوش 
لوله های اسپرم ســاز ممکن است بافت هدف گرلین باشد و به طور مستقیم 

عملکرد لوله های اسپرم ســاز را تنظیم می کند. بنابراین پذیرفتنی است که 
گرلین ممکن اســت اعمال مهم گنادی، تکثیر و خزان یاخته ای را در بیضه 

موش مهار کند )5(.
لوکازیــک و همکاران )2۰۰9( بیان پروتئیــن GHS-RA1 در گلژی و 
تاژکتن های اســپرماتیدها و نواحی آکروزوم یا غشــای یاخته ای سر اسپرم 
اپیدیدیمــی را تأیید کردند. بیان گیرنده GHS-RA1 در اســپرم و نیز اثر 
گرلین روی جنبایی اســپرم و غلظت یون کلســیم داخل یاخته ای نشــان 

شکل 1- مقطع عرضی بافت بیضه قوچ 2 ساله )400×(
مقطع عرضی بافت معمولی بیضه قوچ تهیه شده با استفاده از 
رنگ آمیزی ائوزین-هماتوکسیلین. فلش ها نشان دهنده یاخته های 

لایدیگ و سرتولی می باشد.

شکل2- مقطع عرضی بافت بیضه قوچ 2 ساله )400×(

کنترل منفی: نمونه خوابانده شده با سرم خرگوشی به جای پادگن 
اولیه. عدم رنگ قهوه ای در یاخته های لایدیگ نشان دهنده منفی بودن 

واکنش ایمنوپروکسیداز است.

 موقعیت یابی گرلین در بافت بیضه و ...
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 اتوکریــن و یا پاراکرین تنظیم کند، همچنین به خاطر شــواهدی که 
وجــود دارد گرلین قــادر به تنظیم اعمال کلیدی بیضــه ای، از جمله بیان 
ژن لوله اسپرم ســاز، ترشح تستوســترون و تکثیر یاخته لایدیگ می باشد. 
علاوه براین، در موش صحرایی ثابت شده گرلینی که در یاخته های لایدیگ 
و سرتولی موقعیت یابی شده است  دارای خواص پاداکسنده قابل توجه است 

که می تواند در دیگر گونه ها بررسی شود )1۰(.

شکل3- مقطع عرضی بافت بیضه قوچ 2 ساله )400×(
نمونه آزمایشی: نمونه خوابانده شده با پادگن تک دودمانی اختصاصی 
ضد گرلین تهیه شده از موش. رنگ قهوه ای روشن در یاخته های زایا، 

سرتولی، اسپرماتوسییت اولیه و ثانویه نشان دهنده واکنش مثبت 
ایمنوپروکسیداز می باشد.

شکل5- مقطع عرضی بافت بیضه قوچ 2 ساله )400×(
نمونه آزمایشی: نمونه خوابانده شده با پادگن تک دودمانه اختصاصی ضد 
گرلین تهیه شده از موش. رنگ قهوه ای تیره در یاخته های لایدیگ نشان 
دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز می باشد. شدت واکنش ایمنی در 

یاخته های لایدیگ نسبت به سایر بافت ها خیلی بیشتر است.

شکل4- مقطع عرضی بافت بیضه قوچ 2 ساله )400×(
کنترل منفی: نمونه خوابانده شده با سرم خرگوشی به جای پادگن 
اولیه. عدم رنگ قهوه ای در یاخته های لایدیگ نشان دهنده منفی بودن 

واکنش ایمنوپروکسیداز است.

شکل6- مقطع عرضی بافت اپیدیدیم قوچ 2 ساله )100 ×(

مقطع عرضی بافت معمولی اپیدیدیم قوچ تهیه شده با استفاده از 
رنگ آمیزی ائوزین-هماتوکسیلین.

می دهد که این چنین اثرات زیستی گرلین ممکن است تحت شرایط داخل 
بدنی ایجاد شود.

بریکان یاکان )2۰11( پیشنهاد کرد که گرلین به وسیله اعمال موضعی 
و یــا عمومی به عنوان تنظیم کننده عملکرد گنادی ممکن اســت در پایش 

دقیق تعادل انرژی و تولیدمثل نقش داشته باشد. 
 مشــاهدات نشان می دهد که گرلین می تواند اســپرماتوژنز را به روش
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ماریــه فلیکس )2۰1۰( اظهار کرد کــه در صورت تعادل منفی انرژی، 
گرلیــن می تواند یکی از هورمون های مهم مســئول برای ســرکوب محور 
تولیدمثلی جنس نر در هر دو ســطوح هورمونی و مولکولی باشد. بنابراین، 
گرلین، می تواند به عنوان رابطی بین هم ایستایی انرژی و توانایی تولیدمثلی 

در موش های صحرایی نر بالغ در نظر گرفته شود.
مورتی و همکاران )2۰13( نشــان دادند که قبل از اینکه اســپرم ها به 
اپیدیدیم برســند آنها با گرلین مواجه می شــوند که ممکن است تغییرات 
پس گندی اســپرم، از جمله تحرک، اتصال و نفوذ بــه تخم را تحت تأثیر 

شکل7- مقطع عرضی بافت اپیدیدیم قوچ 2 ساله )100 ×(
کنترل منفی: نمونه انکوبه شده با سرم خرگوشی به جای آنتی بادی اولیه. 
عدم رنگ قهوه ای در یاخته های اپیتلیوم سر اپیدیدیم نشان دهنده منفی 

بودن واکنش ایمنوپروکسیداز است.

شکل 8- مقطع عرضی بافت اپیدیدیم قوچ 2 ساله )400×(

نمونه آزمایشی: نمونه انکوبه شده با آنتی بادی مونوکلونال اختصاصی 
ضد گرلین تهیه شده از موش. رنگ قهوه ای در یاخته های اپیتلیوم سر 

اپیدیدیم نشان دهنده واکنش مثبت ایمنوپروکسیداز می باشد.

قرار دهد. گرلین توســط روش ایمونوفلورســنس در اســپرم انزالی انسان 
شناســایی شد. گرلین در طول دم و سر اسپرم، اما در نواحی مختلف یافت 
شد. این نتایج جدید نشــان می دهد که اسپرم انسان احتمالاً گیرنده هایی 
بــرای گرلین دارد. همچنین وجــود GHSR-1a )گیرنده گرلین( در گلژی 
و تاژکتین اســپرماتیدها و نواحی آکروزومی یا غشــای یاخته ای سر اسپرم 

اپیدیدیمی موش صحرایی را گزارش کردند.
 GHSR-1a در بیضه انســان و موش صحرایی اسپرماتوسیت ها گرلین و
را بیان کرده اند و دیگر نویســندگان پیشــنهاد کرده اند که گرلین می تواند 
فعالیت اســپرماتوژنز را از طریق یاخته های لایدیگ تحت تأثیر قرار دهد و 
ممکن است به عنوان تنظیم کننده موضعی در عملکرد اسپرماتوژنیک عمل 

کند )6(.
با بررســی نمونه های تهیه شــده ظهور رنگ قهوه ای روشن تا تیره در 
مقاطع بافتی نشــان از واکنش مثبت ایمنوپراکســیداز در نمونه های بافتی 
تهیه شــده بود. این نتایج با نتایج ســایر محققیق که وجــود گرلین را در 
مراحل اسپرماتوژنز، یاخته های سرتولی و یاخته های لایدیگ در انسان )1۰( 
شناسایی کرده بودند موافق بود، اما با نتایج باریرو )1( و تناسمپر )13( که 
گرلیــن را فقط در یاخته های لایدیگ بالغ موش صحرایی شناســایی کرده 
بودند و گــزارش کرده اند که گرلین ضرورتــاً در یاخته های لایدیگ وجود 
دارد، مخالف بود. لوکازیک و همکاران )2۰۰9( به بیان گرلین، گیرنده های 
عملکردی آن و رونوشــت های آنها در بــرون پوش زایای موش صحرایی به 
یاخته های اسپرماتوگونی، جدا از یاخته های لایدیگ، به عنوان محل ساخت 

و عمل آنها اشاره می کنند.
بر اســاس یافته های ایــن تحقیق حضور پادگن گرلیــن در یاخته های 
لایدیــگ، یاخته های ســرتولی، یاخته های زایا و یاخته های اپیتلیوم ســر 

اپیدیدیم مورد تأیید قرار گرفت. 
اگــر چه این یافته ها به تنهایی وجود رابطه بین گرلین و باروری را ثابت 
نمی کند، این نتایج راه را برای شناخت نقش گرلین در یاخته های بیضه ای، 

اسپرماتوژنز و در نهایت باروری در قوچ نر کردی هموار می کند.
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