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چکیده  
ــعه مـی یـابد،  درطی عبور اسپرم از اپی دیدیم، جایگاهی که درآن توانائی اسپرم برای لقاح تخمکها توس
چندیـن شـاخص آنتـی ژنـی جدیـد در سـطح اسـپرم ظـــاهر مــی گــردد. تعــدادی از آنــها پروتئینــها و 
گلیکوپروتئینهایی با منشاء اپی دیدیم می باشند. هدف از مطالعۀ اخــیر بررسـی نقـش پروتئینـهای ترشـحی  
اپی دیدیم بر روی قدرت باروری اسپرم می باشد. سلولهای اپی تلیال بخش ابتدای اپی دیدیم rat در محیــط 
ــم،  RPMI  حاوی فاکتورهای رشد و آندروژنها کشت داده شد. برای شناسائی پروتئینهای ترشحی اپی دیدی

نشاندار کردن این پروتئینها توسط (Cys , Met) – [ 35S ]  انجام شد. محیط کشت نشــاندار حـاصل، پـس از 
جمع آوری تحت SDS – PAGE  قرارگرفت، برای 8 پروتئین ترشحی اپی دیدیم نیز در خرگوش آنتــی سـرم 
تهیـه گردیـد. ایمونـوژن مـورد اسـتفاده نـوار بـاریکی از ژل پلـی اکریـل آمیـد لیوفیلـیزه شـده حــاصل از 
ــیون اسـپرم سـالم rat بـا  الکتروفورز بر روی حجم زیادی نمونه حاوی پروتئین کاملاً خالص بود. انکوباس
این آنتی سرمها نشان دهندۀ وجود پروتئینهای ترشحی اپیدیدیم در سطح اسپرم بود. اثر این آنتی ســرمها 
بر روی لقاح خارج رحمی نیز مورد بررسی قــرار گرفـت. سـلولهای اپـی تلیـال اپیدیدیـم در محیـط کشـت 
حدود30-20 پروتئین ترشح می کنند، آنتی سرم با تیتر بالا برای 8 عدد از این پروتئینها تولیــد گردیـد. سـه 
آنتی سرم (پروتئینهای 20و24و72 کیلودالتون ) با سطح اسپرم rat واکنش نشان دادند، و از ا ین میان فقط 
ــروه کنـترل). بنـابراین  آنتی سرم پروتئین 20kD باعث کاهش میزان لقاح گردید (28% درمقابل 89% برای گ

ــی تلیـال اپـی دیدیـم همـراه      روند بلوغ اسپرم در اپی دیدیم با ترشح تعدادی از پروتئینها توسط سلولهای اپ
ــا وزن  میباشد. تعدادی از این پروتئینها به غشاء پلاسمائی اسپرم متصل می گردند، از این میان پروتئینی ب

مولکولی kD 20 دارای نقش اساسی در قدرت باروری اسپرم میباشد. 
 
 

گل واژگان : پروتئین ترشحی، اپی دیدیم،  rat، لقاح خارج رحمی، بلوغ اسپرم 
 آدرس مکاتبه: تهران، اوین، دانشگاه شهید بهشتی  ، پژوهشکده ابن سینا، ص- پ 19835-177 
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مقدمه 
ـــنتتیک  از میــان فعالیتــهای متعــدد متــابولیک و س
سلولهای اپی تلیال اپــی دیدیـم، سـنتز و ترشـح پروتئیـن 
یکی از مهمترین و شناخته شده ترین آنها مــی باشـد(1). 
طی 15-10 سال گذشــته مطالعـات زیـادی معطـوف ایـن 
ترشحات پروتئینی و نقش آنــها در بلـوغ اسـپرم گردیـده 
ــهایی کـه درهـرگونـه توسـط  است (2،3،4). تعداد پروتئین
نواحی مختلف اپی دیدیم ترشح مــی شـود بـه 150-200 
ــن پروتئینـها دارای مقـادیر بسـیار  عدد می رسد. اغلب ای
ناچیز بوده که شناســائی و سـنجش آنـها بـا اسـتفاده از 
ــه کمـتر  تکنیکهای معمول بسیار مشکل می باشد. بطوریک
از 10 عـدد از ایـن پروتئینـها بیـــش از 90% پروتئینــهای 
ــدد آنـها  ترشحی راتشکیل می دهند (5). درقوچ تنها دو ع
بیش از 52% پروتئینهای ترشــحی اپـی دیدیـم را تشـکیل  

می دهند (6). 
ــه همـراه بـا  ازطرف دیگر یکی از مهمترین تغییراتی ک
حرکت و بلوغ اسپرم درطول اپی دیدیم مشاهده می شود 
تغییر در پروتئینها و گلیکوپروتئینهای سطح اسپرم و بــه 
طور کلی شاخصهای آنتی ژنی سطح اســپرم مـی باشـد. 
ــهای سـطح اسـپرم درطـول اپـی دیدیـم  تغییر در پروتئین
ــوی ترشـح پروتئینـهای ترشـحی  متناسب با تغییر در الگ
اپـی دیدیـم مـی باشـــد (8،7،3). بخشــی از پروتئینــهای 
ــی دیدیـم بـه سـطح اسـپرم متصـل  ترشحی درمجرای اپ
گردیده و به طــور مسـتقیم یـا غـیر مسـتقیم بـاعث القـاء 

ــــا درون اســـپرم            تغیــیراتی در غشــاء پلاســمائی و ی
ــن تغیـیراتی بـه احتمـال زیـاد  می گردند (10،9) القاء چنی
وابسته بــه قـدرت اتصـال پروتئینـهای مذکـور بـا سـطح 
ــن پروتئینـها اتصـال  اسپرم می باشد. برای بسیاری از ای
ناشی از گرادیان غلظت آنها در طول اپی دیدیم اســت. بـا 
کاهش غلظــت آنـها یـا تغیـیر در قـدرت یونـی محتویـات 
درون مجرا، پروتئینهای مذکــور مجـدداً از سـطح اسـپرم 
ــک پروتئیـن بـه  جدا می گردند. غالباً اتصال اختصاصی ی
ــاعث ایجـاد تغیـیر درغشـاء و یـا  سطح اسپرم است که ب

عملکردهــای اســپرم مــی گــردد (11،9،7،5). کــــاربرد 
ــد وجـود  آنتـی ژنـهای  روشهای ایمونوشیمیائی نیز مؤی
مشترک بین سطح اسپرم بالغ ( درانتهای  اپــی دیدیـم ) و 

ـــال اپــی دیدیــم                    ترشـحات پروتئینـی سـلولهای اپـی تلی
می باشد (35،11،5). 

بلـوغ اسـپرم در اپـی دیدیـم همـراه بـا توسـعۀ چنـــد 
عملکرد زنده ماندن، تحرک، قدرت شناسائی واتصــال بـه 
تخمک می باشد (2،3،12). نســبت دادن توسـعۀ هریـک از 
این عملکردها به یک یا چنــد پروتئیـن ترشـحی سـلولهای 
اپی تلیال مشکل است. زیـرا عملکردهـای فـوق زمـانی در 
اسپرم ظاهر می گردد کــه طیـف وسـیعی از تغیـیرات بـه 
طور متوالی و یاهمزمان طی عبور اســپرم از اپـی دیدیـم 
درساختمان آن ایجاد گــردد (12). ولـی بوسـیلۀ کـاربرد 
ــهار توسـط آنتـی بـادی، بـا اتصـال آنتـی بـادی  تست م
ــهای سـطح اسـپرم و در  اختصاصی به هر یک از پروتئین
ــرد آنـها تغیـیرات ایجـاد شـده در زنـده  نتیجه مهار عملک
ماندن، تحرک، قدرت شناسائی، اتصال و لقاح تخمــک، بـه 
طور غیر مستقیم معرف نقش پروتئینهای مذکور در بلـوغ 

اسپرم و فرآیند لقاح خواهد بود ( 13و9). 
ــهائی  در  هدف از تحقیق اخیر شناسایی چنین پروتئین
سطح اسپرم با منشاء سلولهای اپی تلیال اپی دیدیم اسـت 
کـه در فرآینـد لقـاح نقـش داشـته باشـند. یـــافتن چنیــن 
پروتئینهائی در ترشحات اپی دیدیم منجر به درک بیشــتر 
از فیزیولوژی و عملکرد این اندام و نــیز آگـاهی از وقـایع 
مولکولـی ظرفیـت پذیری1، افزایـش تحـــرک 2 و واکنــش 
اکروزومی3 اسپرم گردیده و در نهایت امکان اســتفاده از 
آنـها در شناسـائی و درمـان نابـاروری مـردان بـا علــل 
ناشناخته خواهــد بـود. چنیـن پروتئینـهای احتمـالاً دارای 
ــاه مـدت و قـابل بـرگشـت  کاربرد بالقوه ای در مهار کوت
ــردان و در نتیجـه کنـترل جمعیـت خواهنـد  باروری در م

داشت (14و15). 
                                                          
1- Capacitation  
2- Hyperactivation
3- Acrosome reaction
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مواد و روشها 
ــی تلیـال اپـی دیدیـم rat و بررسـی  کشت سلولهای اپ
فعالیت ســنتزی وترشـحی سـلولها در محیـطin vitro  و 
جمـع آوری محیـط کشـت حـاوی پروتئینـهای ترشـــحی 

نشاندار  مطابق ماخذ شماره 35 انجام گرفت. 
 

تهیه آنتی ســرم بـر علیـه پروتئینـهای ترشـحی         
اپی تلیال اپی دیدیم 

از آنجـا کـه تخلیـص بیـش از 10 پروتئیـن ترشـــحی     
ـــات فیزیکوشــیمیائی  اپـی تلیـال اپـی دیدیـم باخصوصی
مختلف از محیط کشت حــاوی پروتئینـهای FCS 1( سـرم 
جنین گوساله) کاری مشکل بوده و در صــورت تخلیـص 
فراکسیونهای حاصل حاوی بیش از یک پروتئیــن خواهـد 
ــاملاً  بـود. بـرای بدسـت آوردن هـر پروتئیـن بـه طـور ک
ــا کـاربرد  خالص، از روش Preparative Electrophoresis ب
ــهای بـزرگـتر،  ژل با ضخامت بیشتر و شانۀ دارای چاهک
حجم زیادی از محیط کشت حاوی پروتئینــهای ترشـحی 
نشاندار تحت الکتروفورز قرار گرفت. پس از رنگ آمـیزی 
ژل توسط رنگ کوماسی بلو و حذف جزیی رنگ اضــافی 
زمینه، برای جلــوگـیری از خـروج پروتئینـها از ژل، طـی 
یکساعت انکوباسیون ژل درگلوتارآلدئید 2% پروتئینها بــه 

ـــالاً بــه ژل متصــل          طریـق کـووالان بـه یکدیگـر و احتم
می شوند. سپس رنگ زدائی تا حـذف کـامل رنـگ زمینـه 
ژل ادامه می یابد. برای تشخیص باندهای حاوی پروتئین 
ــه قطعـاتی  نشاندار، نوار باریکی از کناره ژل را بریده و ب
با عرض5 میلی متر تقسیم می شود. برای محلول نمـودن 
ــرای  ژل و خـروج پروتئیـن نشـاندار از آن، قطعـات ژل ب
مدت یکساعت در آب اکسیژنه 15% در بــن مـاری جـوش 
ــس از حـل شـدن ژل بـا افـزودن5ml مـایع  قرار گرفته، پ
 β 100 محلول حاصل شمارش تابش µ l سنتیلاسیون، به
برای تمامی قطعات تعییــن مـی شـود. بـا مقایسـه مـیزان  
ـــاندار  شـمارش تـابش β ، باندهـای حـاوی پروتئیـن نش
                                                          
1- Fetal Calf Serum

مشخص و با تکرار اندازه گیری بر روی نــوار دیگـری از 
کنارۀ ژل نتایج حاصل تائید می گردد. 

برای جدا کردن باندهای حاوی پروتئینــهای نشـاندار، 
گلوتارآلدئید و اسید استیک ژل با شستشوی مکرر کـاملاً 
حذف می شود. سپس باندهای مشخص شده با دقت جدا 
و باحذف کامل آب، قطعات ژل تبدیل به پودر مــی شـود. 
(ترجیحاً توسط روش لیوفیلیزاسیون). پس از تهیه میزان 
ــــامی تزریقـــات و  کــافی از هــر ایمونــوژن بــرای تم
ــرگـوش نربـا  ایمونیزاسیون کامل هر حیوان، تعداد 10 خ
 NZW 2 از نـــژادkg ــــا وزن حـــدود ســن 4-3 مــاه ب
(انسـتیتوپاسـتور ایـران) تهیـه گردیـد. ایمونیزاســـیون و 
خونگـیری از حیوانـات مطـابق مـاخذ شـماره 16 انجــام 

گرفت. 
 

سنجش تیتر آنتی  سرم پروتئینهای ترشحی 
برای سنجش تیترآنتی ســرم پروتئینـهای ترشـحی از 
ــاندار بـه  محیط کشت حاوی پروتئینهای ترشحی غیر نش
 2 (ELISA)عنـوان آنتـی ژنـهای هـــدف در روش الایــزا
استفاده گردید. برای این منظور µl 100 از محیــط کشـت 
ــه چاهکـهای پلیـت 96 خانـه  حاوی پروتئینهای ترشحی ب
الایزا اضافه کرده و پلیت برای مدت 12 ساعت ( در طول 
ــه مـی گـردد. پـس از تخلیـه،   شب) در دمای C ° 4  انکوب
 100µl برای اشــباع جایگاهـهای فعـال کـف پلیـت، مقـدار
محلـول BSA 3(آلبومیـن سـرم گـاو) 5% بـه هـر چـــاهک 
افزوده و پس از یکساعت انکوباســیون چاهکـها سـه بـار 
 ( PBS در Tween %0/05 ــول بوسیله TPBS 300 µl ( محل
ـــهای  شستشـو مـی گـردد. در مرحلـه بعـد 100µl از رقت

ــر آنتـی سـرم بـه چاهکـهای یـک  2560 ه
1 40 تا 

1 سریال 
ردیف اضافه کرده وچاهک انتهای هــر ردیـف بـه عنـوان 
ــیز  بلانـک فقـط حـاوی PBS مـی باشـد. در یـک ردیـف ن
رقتهای سریال سرم خرگــوش قبـل از ایمونیزاسـیون بـه 
                                                          
2- Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay
3- Bovine Serum Albumin
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ــی اضافـه مـی گـردد. پـس از یکسـاعت  عنوان کنترل منف
انکوباسیون در دمای  C ° 37 و شستشو مطــابق مرحلـه 
ــادی  قبل، به تمامی چاهکها 100µl از رقت 1:2000 آنتی ب
 (HRP-Conjugated Coat Anti-Rabbit-IgGکونــژوگــه
 (DAKO A/S اضافه کرده وپلیت برای یکساعت در دمای 

ــه، شستشـوی  C°37  انکوبه می گردد. در پایان این مرحل
کامل چاهکها از کونژوگه اضافی، مانع از گســترش رنـگ 
ــاهده  زمینه بویژه در چاهکهای بلانک می گردد. برای مش
 100µl میزان اتصال آنتی بادی کونژوگــه بـه هـر چـاهک
ـــیترات-   سوبسـترای mM, TMB)HRP 0/42 در بـافر س

استات 0/1M بــا pH= 4/9 حـاویH2O2 %0/005 ) اضافـه         
ــی 15-10 دقیقـه رنـگ آبـی چاهکـها ظـاهر     می گردد.  ط

می گردد. با افزودن HCl 50 µl  (1 نرمال)، جــذب نـوری 
چاهکها سریعاً توســط دسـتگاه ELISA Reader در طـول 
موج 450nm قرائت مــی گـردد. بـا مقایسـه مـیزان جـذب 
ــت آنتـی سـرم بـه  نوری چاهکهای هر ردیف،  بهترین رق
ـــل  عنــوان تیــتر تعییــن مــی گــردد. در تمــامی مراح
ــک سیسـتم ایمنـی  ایمونیزاسیون برای تعیین میزان تحری
حیوان و تولید آنتی بادی از این روش استفاده می گردد. 

 
بررسی وجود پروتئینهای ترشحی اپی دیدیــم در 

سطح اسپرم 
ــد آنتـی سـرم بـرای 8 پروتئیـن ترشـحی     پس از تولی

اپی تلیال اپی دیدیم، برای بررسی وجود هــر یـک از آنـها 
در سـطح اسـپرم بـالغ از روش الایـزا اسـتفاده گردیـــد. 
ــرف  واکنش هر آنتی سرم با آنتی ژنهای سطح اسپرم مع
وجود پروتئین آن و یا پروتئینی با شاخصهای آنتی ژنـی 
یکسان در سطح اسپرم است. بــرای ایـن منظـور اسـپرم 
کامل rat به عنوان آنتی ژنــهای هـدف در کـف چاهکـهای 

پلیت متصل گردید. 
ناحیه cauda اپی دیدیم rat پس از برش و برداشت در 
ــط کشـت گـرم قـرار داده شـد. طـی یـک  لوله حاوی محی
سـاعت انکوباسـیون در دمـای C °37 اســپرمها از درون 

مجرا خارج شده و در محیط کشت متحــرک مـی گردنـد. 
اسپرمها پس از جداسازی از قطعات بافت، بایستی چندین 
ــهای بـا اتصـال  بار با PBS شستشو داده شود تا پروتئین
ــم در  سست در سطح اسپرم و محتویات مجرای اپی دیدی
ــا  ناحیـه Cauda کـاملاً شسـته شـود. پـس از شستشـو ب
افزودن PBS و شمارش میکروسکوپی غلظت در حــد6 10 
ــر چـاهک پلیـت  اسپرم در میلی لیتر تنظیم می گردد. به ه
100µl از مخلوط فوق حاوی 105 اسپرم اضافه می شود. 

طی 12 ساعت انکوباسیون در دمـای    C °4 ، بـا اتصـال 
اسپرمها کف و جدار پلیت از اســپرم پوشـیده مـی شـود. 
سایر مراحل الایزا مطابق سنجش تیترآنتی سرمها انجــام 
می شود. پس از گسترش رنگ چاهکــها، آنتـی سـرمهائی 
ــگ  کـه پروتئیـن آنـها در سـطح اسـپرم باشـد. شـدت رن
حاصل بیش از رنگ زمینه و چاهکهای سرم کنترل منفــی 

می باشد. 
از آنجا کـه هـدف، سـنجش میـانکنش آنتـی سـرم بـا 
پروتئینهای سطح اسپرم می باشد، بایســتی طـی مراحـل 
الایزا شرایط و محلولها به گونه ای انتخاب شود که مــانع 
تخریب اسپرم و آزاد شدن محتویات درون سلول گردد. 

 
ــحی اپـی دیدیـم بـر  بررسی اثر پروتئینهای ترش

روی میزان لقاح 
ــده بـر علیـه پروتئینـهای  از هشت آنتی سرم تولید ش
ترشحی اپی تلیال اپی دیدیم در این بخش به بررسـی اثـر 
سه آنتی سرم 20و24و72 کیلودالتــون خواهیـم پرداخـت 
زیرا آنتی سرمهای فوق بـا سـطح اسـپرم واکنـش رنگـی 

ـــپرم         مثبـت داده کـه دلیـل بـر وجـود آنـها در سـطح اس
ــط  مـی باشـد. لقـاح خـارج رحمـی (IVF) 1در rat در محی
mKRB انجام شد (17). برای تهیه سوسپانسیون اســپرم 

بخش ابتدای ناحیه cauda به طور اســتریل برداشـت و در 
محیط گرم mKRB قرار داده می شــود. طـی یـک سـاعت 
درانکوباتورCO2 اسپرمهای متحرک ازاپی دیدیم خــارج و 
                                                          
1- In Vitro Fertilization
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در محیط کشت شناور میگردند. با برداشــت اسـپرمهای 
متحرک و انتقال بــه محیـط لقـاح تـازه، طـی 3-2 سـاعت 
انکوباسـیون مجـدد در انکوبـاتور CO2 ظرفیـــت پذیــری 

اسپرمها در محیط لقاح حاوی BSA کامل می گردد. 
برای تهیه تخمک،  تعداد مــورد نیـاز rat ماده بـا سـن 
حدود 2 ماه از نژاد Wistar (انستیتو پاستور ایــران) تهیـه 
گردیـد. بـرای انطبـــاق بــا شــرایط جدیــد (14 ســاعت 
روشنائی، 10 ساعت تاریکی و شروع روشنائی 6 صبح ، 
دمایC °25-20 ، رطوبت (75-50 درصد)) حداقل 2 هفتــه 
ــک گـذاری  در حیوانخانه نگهداری می شوند. تحریک تخم
بوسیله تزریــق گنـادوتروپینـها انجـام گرفـت. بـرای ایـن 
 PMSG 20 IUـــــــــــــــوان منظوربــــــــــــــه هرحی
ـــــه  (Folligon,Invert,Holland) در ســــاعت AM 8/00 ب
ــاعت  صورت IP تزریق گردید. 58-56 ساعت بعد، بین س
 IP به صــورت (Organon,Holland) hCG 20IU ، 2-4 PM

تزریق شده و 18-16 ساعت بعد در ساعت 10AM-8  با 
ــدای لولـه هـای فـالوپ حـاوی  کشتن حیوانات ، بخش ابت
تخمکهای آزاده شده به صــورت اسـتریل برداشـت و بـه 
ــا پـاره  قطرات حاوی 400µl محیط لقاح منتقل می شود. ب
کردن لوله های فــالوپ تخمکـها بداخـل محیـط لقـاح آزاد  
ــه  مـی شـوند. تـودۀ کومولـوس حـاوی 20-15 تخمـک ب
ــک  قطرات حاوی محیط تازه منتقل شده و به ازاء هر تخم
ــی شـود.  104 × 5 اسپرم ظرفیت یافته به قطرات اضافه م

ــاح تخمکـها کـامل مـی گـردد، بـا  طی 5-4 ساعت عمل لق
ــها بـه قطـرات جدیـد 18-16 سـاعت پـس از  انتقال تخمک
افزودن اسپرمها، پیش هسته های پدری و مادری (PN) و 
پس از 24 ساعت جنین دو سلولی قــابل مشـاهده خواهـد 

بود. 
چــــون در rat مشــــاهده PN بــــــا اســـــتفاده از 
استرئومیکروسکوپ مشکل می باشد، بایستی با اســتفاده 
ــا را  از بزرگنمائی بالا در زیر میکروسکوپ، پیش هسته ه
مشاهده نمود. برای جلــوگـیری از پـاره شـدن جنیـن یـا 
ــل، ابتـدا بوسـیله پـارافین یـک حلقـه  اووسیت در زیر لام

مسدود حاوی محیط کشت ایجــاد نمـوده و جنینـها را در 
داخـل آن قـرار مـی دهیـم. وجـود دم اسـپرم در فضــای 
previtilline و یا مشاهده PN نشانه لقاح تخمک می باشـد. 

ــر نباشـد  در مواردی که مشاهده PN به راحتی امکان پذی
ــگ آمـیزی اختصـاصی (Locomid) و یـا  با استفاده از رن
ـــوم  رنگـهای فلورسـانس واکنـش دهنـده بـا DNA (اتیدی
بروماید)1 هسته جنین  و تخمکها را رنگ آمــیزی کـرده و 
بوسـیله میکروسـکوپ فلورسـانس مشـاهده مـی شــود. 
جلوگیری از پاره شدن جنیــن در زیـر لامـل بسـیار مـهم 
است، زیرا هسته فاقد غشاء بوده و بــاعث پراکنـده شـدن 
کروموزومهای فلورسانس در داخل و خارج سلول شـده، 
در نتیجه تشــخیص جنیـن از تخمـک لقـاح نیافتـه بسـیار 

مشکل خواهد بود. 
نتایج حاصل از ایــن بخـش بـا اسـتفاده از تسـت آمـاری 

فیشر 2 مورد مقایسه قرار گرفت. 
 

نتایج 
کشـت موفـق سـلولهای اپـی تلیـال اپـی دیدیـــم rat و 
ـــالیت ســنتزی آنــها بــا اســتفاده از روش  بررسـی فع
فلوروگرافی انجام گرفت. جمع آوری محیط کشت پـس از 

ـــلولهای       اتصـال و پوشـش تمـامی کـف پلیـت توسـط س
ــس از حـذف  اپی تلیال در پایان هفته اول کشت انجام و پ
ــد.  سلولها و زوائد سلولی شناور در C °20- ذخیره گردی
ــع آوری محیـط کشـت،  تمامی کشتها پس از یک هفته جم
ــی گردیـد. بـا انجـام کشـتهای  درپایان هفته دوم حذف م
متوالی طی یک دوره زمانی از هر یک از محیطهای کشــت 

    100ml حاوی پروتئینهای نشاندار و غیر نشاندار بیش از
جمع آوری گردید. 

 
 
 

                                                          
1- Ethidium bromide
2- Fischer's Exact Test

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


نقش پروتئینهای اپیدیدیم بر لقاح                                                                                                                                   دکتر محمدرضا صادقی و… 

فصلنامه باروری وناباروری/ تابستان 79   48

تهیه آنتی ســرم بـر علیـه پروتئینـهای ترشـحی        
اپی تلیال اپی دیدیم 

ـــداد 10 پروتئیــن ترشــحی اپــی تلیــال           از میـان تع
اپـی دیدیـم کـه بـه خـرگوشـها تزریـق گردیـد. بــرای دو 
ــق  پروتئین 32 و 58 کیلودالتون به علت عفونت محل تزری
ـــا تزریــق مجــدد باقیمــانده  آنتـی سـرم تولیـد نشـد. ب
ــی سـرم تولیـد  دوایمونوژن در دو خرگوش جدید نیز آنت
ــالاً بایسـتی ناشـی از عـدم حـذف کـامل  نگردید، که احتم
گلوتارآلدئید و اسیداستیک موجود در ژل باشــد. بـرای 8 
ــها و در  پروتئیـن دیگـر پـس 3 تزریـق متوالـی ایمونـوژن
صورت باقی ماندن ایمونوژن، تزریق چـهارم (24،20 ،44 
،72 کیلودالتون) تیترافزایندۀ آنتی ســرم مشـاهده گردیـد. 
 تــا 

1280
1 بطوریکـه تیـترآنتی سـرمهای حـاصل از رقـت 

ــی تیتراسـیون   متفاوت بود. شکل -1 منحن
2560

1 بیش از 
آنتی سرمهای فوق را نشان میدهد. 

شکل 1 : منحنی تیتراسیون آنتی سرمهای تولید شــده بـرای 
پروتئینهای ترشحی اپی تلیال اپی دیدیــم، فلشـهای روی منحنـی 

بالاترین و پایین ترین رقت اپتیمم را نشان می دهد. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
بررسی وجود پروتئینــهای ترشـحی اپـی دیدیـم 

درسطح اسپرم 
  rat بررسی میانکنش 8 آنتی سرم فــوق بـا سـطح اسـپرم
به روش الایزا نشان داد کــه آنتـی سـرمهای تولیـد شـده 
برای پروتئینهای 20و24و72 کیلودالتون با سطح اســپرم 

ــهای20 و24 کیلودالتـون در  واکنش میدهند. وجود پروتنی
ــی تکرارهـای متوالـی تـأیید گردیـد. ولـی     سطح اسپرم ط

آنتی سرم پروتئینkD 72 در طی 5 تکرار متوالــی، دوبـار 
واکنش رنگی مثبت بود. ولی در 3 بار دیگر واکنش رنگــی 
مشابه کنترل منفی مشــاهده گردیـد. بـرای 5 آنتـی سـرم 
ــــی  دیگــر شــامل 34و44و52و98و135 کیلودالتــون ط
ــی  تکرارهای متوالی اتصال به سطح اسپرم و واکنش رنگ

مشابه و در حد سرم کنترل منفی بود. 
ــحی اپـی دیدیـم بـر  بررسی اثر پروتئینهای ترش

روی میزان لقاح 
فرآیند لقاح در پستانداران روندی فوق العاده پیچیــده 
و همـراه بـا دخـالت و اتصـــال بیــن طیــف وســیعی از 
شـاخصهای آنتـی ژنـی پروتئینـی و گلیکـــوپروتئینــی و 
ــد  گلیکولیپیدی در سطح اسپرم و تخمک هر گونه می باش
ــدم وجـود یـک شـاخص آنتـی ژنـی  (18) . در صورت ع
خاص در سطح اسپرم یا تخمک بعید به نظر می رسد کــه 
افـزودن آنتـی سـرم آن بـه محیـط لقـاح در مقایسـه بـــا 
گروههای کنترل باعث کاهش معنی داری در مــیزان لقـاح 
ـــاهش  در محیـط in vitro گـردد. در صـورت مشـاهده ک
احتمـالی در مـیزان لقـاح، ایـن کـاهش بایسـتی ناشــی از 
ـــرم بــا پروتئینــها و  اتصـال غـیر اختصـاصی آنتـی س
گلیکوپروتئینهای اصلی در سطح گامتها و در نتیجه مــهار 

عملکرد آنها باشـد. بدیـن دلیـل در ایـن تحقیـق، تنـها اثـر    
آنتی سرمهائی که در روش الایزا با سطح اسپرم واکنــش 
نشان دادند، شامل آنتی سرمهای 20و24و72 کیلودالتون 
مورد بررسی قرار گرفت. برای هر آنتی سرم بررسی در 
ــل 3 بـار  چهار گروه مختلف انجام و نتایج هر گروه حداق
ــها و  تکـرار گردیـد. شـکل 2 نتـایج حـاصل از ایـن گروه

تکرارها برای سه آنتی سرم فوق را نشان می دهد. 
آنتی ســرم پروتئیـن 20kD در مقایسـه بـا گروهـهای 
کنترل (M+S) و(M ) باعث کـاهش معنـی داری در مـیزان 
لقاح  می گردد. در انکوباســیون اسـپرمها بـا آنتـی سـرم 
فوق (M+ ( A ) )  میزان  لقاح  بیشتر از  افزودن  مستقیم  
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ــه محیـط لقـاح (M+A) بـود ( 35% در مقـابل  آنتی سرم ب
ـــپرمها پــس از  28% ). علـت احتمـالی آن شستشـوی اس

انکوباســیون بــا آنتــی ســرم و جداشــدن برخــــی از           
آنتی بادیها از سطح اسپرم می باشد. برای دو آنتی سرم 
ــی حـاصل از سـه  پروتئینهای24و72 کیلودالتون نتایج کل
تکرار اختلاف معنی داری در مــیزان لقـاح در مقایسـه بـا 
گروهـهای کنـترل نشـان نمـی دهـد. ولـــی دربعضــی از 
تکرارهای دو آنتی سرم فوق، اختـلاف مشـاهده شـده بـا 
گروههای کنترل معنــی دار بـود (p < 0/05 ) ( تکـرار اول 
آنتـی سـرم پروتئیـن 72kD و تکـــرار دوم آنتــی ســرم 
پروتئین 24kD ) اختلافات فوق هر چنــد معنـی دار اسـت، 
ــیزان P value بسـیار نزدیـک بـه 0/05 مـی باشـد  ولی م
ــن  درصورتی که برای تمامی تکرارهای آنتی سرم پروتئی
20kD که باعث مهار لقاح می شود مقدار P value کمتر از 

ــاد اختـلاف فـوق بایسـتی  0/001 می باشد. به احتمال زی
 pH ناشی از تغییر عوامل محیطــی شـامل دمـا, ترکیـب و
ــری اسـپرمها باشـد زیـرا  محیط لقاح و یاعدم ظرفیت پذی
اسپرم rat به شرایط محیطی فوق العــاده حسـاس اسـت. 

ـــی از ســه تکــرار نشــان دهنــده عــدم اثــر             نتیجـه کل
آنتی سرمهای فوق برروی میزان لقاح در rat است. بــرای 
آنتی سرمهای فوق دوگــروه کنـترل اسـتفاده گردیـد، در 
گروه کنترلی که فقط حاوی محیط لقــاح بـود (M)، مـیزان 
ــرم  لقـاح بیشـتر از گـروه کنـترل محیـط لقـاح حـاوی س

ـــن اختــلاف            خـرگـوش غـیر ایمـن (M+S ) بـود، ولـی ای
معنیدار نبود (p > 0/05 ) در بررســی بـرای یـافتن تیـتر 
مناسب آنتی سرمها و سـرم خـرگـوش غـیر ایمـن بـرای 
ــیر ایمـن  افزودن به محیط لقاح ، افزودن سرم خرگوش غ

ــی داری در مـیزان  100 باعث کاهش معن
1 با رقت کمتر از 

لقاح در مقایسه با گروه کنــترل (محیـط لقـاح بـدون هیـچ 
ــرچنـد  افزودنی ، M ) می گردد. ولی در رقتهای  بالاتر، ه
کاهش ناچیزی مشاهده می شود ولی این اختلاف از نظـر 

آماری معنی دار نیســت (p > 0/05 ). در مطالعـه فـوق از 

آنتی سرمها و سرم خرگوش استفاده گردید.   250
1 رقت

 
بحث 

بلوغ کامل اسپرم در دستگاه تناسلی نر شــامل وقـایع 
مولکولی پیچیده و دقیقــی اسـت کـه درنـهایت اسـپرم را 
قادر به عبور از مجاری تناسلی ماده، رسیدن بــه جایگـاه 
ــال بـه زونـا پلوسـیدا، انجـام  تخمک، ظرفیت پذیری، اتص
واکنـش آکروزومـی، عبـور از زونـــا، اتصــال باغشــاء 
ــاد جنیـن  پلاسمائی تخمک، ادغام دوگامت و درنهایت ایج
ــروع  می سازد. بلوغ اسپرم از محل تولید آن در بیضه ش
ــس  شده و طی عبور اسپرم از مجاری تناسلی نر وحتی پ
از تخلیه در دســتگاه تناسـلی مـاده تارسـیدن بـه تخمـک 
ادامه می یــابد(2,3,19). اپـی دیدیـم بـه عنـوان بخشـی از 
ــد مـتر آن، بواسـطه  مجاری تناسلی نربا طول بیش از چن
ــرا،  عملکرد جذبی و ترشحی سلولهای اپی تلیال داخل مج
محیط لازم برای بلــوغ اسـپرم را فراهـم مـی سـازد(20). 

بلــوغ اســپرم درایــن انــدام شــامل وقــایع مولکولــی        
گسترده ای اســت کـه تمـامی آنـها بـرای عملکـرد نـهائی 
ــی از ایـن  اسپرم یعنی فرآیند لقاح ضروری می باشند. یک
ـــی و  روندهــای بلوغــی ظــهور آنتــی ژنــهای پروتئین

ــــدی در ســـطح اســـپرم               گلیکــوپروتئینــی و گلیکولیپی
می باشد(21). از آنجا که فرآیند لقاح بواســطه حضـور و 
عملکـــرد و اتصـــال بیـــن مولکولــــهای پروتئینــــی، 

گلیکـوپروتئینـی و گلیکولیپیـدی سـطح اسـپرم و تخمـــک    
ــا  می باشد. درنتیجه برخی از این شاخصهای آنتی ژنی ب
ــل نـهائی  منشاء اپی دیدیم برای انجام موفقیت آمیز مراح
لقاح یعنی اتصال اسپرم به زوناپلوســیدا و غشـاء تخمـک 
ــرد هریـک ازایـن  ضروری می باشند. مهار یا حذف عملک
مولکولـها بایسـتی منجـر بـه اختـــلال در فرآینــد لقــاح 

گردد(24.23.22). 
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از میان 200-150 پروتئینی که تصور می رود توسط 
ــود(5)، مـا تنـها  اپی تلیوم اپی دیدیم پستانداران ترشح ش
ــائی 30-20 عـدد آنـها توسـط  قادر به تشخیص و شناس
روش فلوروگرافی بودیم. از این میان حدود 10 پروتئیــن 
ــد کـه بـاند مـتراکم و پررنگـی را در  دارای مقادیری بودن
فلـوروگـرام ایجـاد کننـد(35). بـرای تولیـد آنتـــی ســرم 
ــوب  اختصاصی برعلیه هریک از این پروتئینها، روش مطل
تخلیص هریک از این پروتئینها به صورت یک فراکســیون 
کاملاً خالص درحد میلی گرم و تزریق پروتئین خالص به 
حیوان است(25). ولــی بـه علـت افـزودن FCS بـه محیـط 
ــم پروتئینـهای ترشـحی، بخـش  کشت سلولها و مقادیر ک
عمده آنها طی روشهای کروماتوگرافــی از دسـت رفتـه و 
ــط کشـت، فراکسـیون  به علت تعداد زیاد پروتئینهای محی
نهائی کاملاً خالص نمی باشد. ازطرف دیگر به علـت عـدم 
ــازی  سمیت ژل پلی اکریل آمید برای حیوان، قدرت جداس
بسیار عالی روش SDS - PAGE و امکان انجام جداسازی 
برروی حجم زیاد نمونه محیط کشت حــاوی پروتئینـهای 
ترشحی نشاندار(Preparative Electrophoresis)، جداسازی 
ــادیر  پروتئینـها بدیـن روش انجـام شـد(26). هـرچنـد مق
ــادی  پروتئینهای ترشحی ناچیزاست ولی به علت حجم زی
از محیـط کشـت کـه تحـت الکـتروفورز قـرار مـی گــیرد، 

ـــگ آمــیزی ژل بــا          باندهـای قـابل روئیتـی راپـس از رن
ـــائید  کوماسـی بلـو ایجـاد مـی کننـد. بـرای اطمینـان و ت
ـــیزان  ترشـحی بـودن پروتئیـن باندهـای تعییـن شـده، م
شمارش تابش β باندهای پروتئینی تعیین ودرمقایســه بـا 
الگوی فلوروگرام، 10 پروتئین مورد نظر انتخــاب گردیـد. 
از آنجا که تولید آنتی سرم برای یک ایمونوژن به عوامــل 
ــده صددرصـد نمـی باشـد.  زیادی وابسته بوده و یک پدی
ــون آنتـی سـرمی تولیـد  برای دو پروتئین 58.32 کیلودالت
نگردید. از 8 آنتی سرم تولید شده تنــها 3 آنتـی سـرم بـا 
ــب 5 پروتئیـن  سطح اسپرم واکنش رنگی دادند. بدین ترتی
دیگـر، درسـطح اسـپرم نبـوده، ولـی دارای عملکردهـــای 
دیگری در روند بلوغ اسپرم مــی باشـد. اثبـات وجـود دو 

پروتئین 20،24 کیلودالتون درســطح اسـپرم ممکـن اسـت 
ــه بـا 5  این فکر را ایجاد کند که این دو پروتئین در مقایس
ــری در بلـوغ  یا 6 پروتئین دیگر نقش مهمتر و ضروری ت
اسپرم و فرآیند لقاح دارند. ولی این ایــده واقعیـت نـدارد. 
بطوریکه بسیاری از مطالعات نیز موید این مطلــب اسـت. 
آنزیم GGT (گاماگلوتامیل ترانسپپتیداز) توسط اپی تلیوم 
اپی دیدیم ترشح شده و نقش اصلی آن حذف گونــه هـای 

ــــر        فعــال اکســیژن (ROS) و محــافظت اســپرم دربراب
ــطح  رادیکال های آزاد اکسیژن می باشد. آنزیم فوق درس

ـــرای          اسـپرم وجـود نـدارد ولـی بـه مـیزان زیـاد در مج
اپی دیدیم یافت می شود. اختلال در ژن و یا عدم بیان آن 
منجر به ناباروری جنس نر مــی گـردد(27). برخـلاف آن 
ــن  آکروزین (28) و گالاکتوزیل ترانسفراز (29) دو پروتئی
موجود در سطح اسپرم بوده و نقــش مـهمی در عملکـرد 
اسـپرم دارنـد. اختـلال در بیـان دو ژن فـوق اختلالــی در 
باروری جنسی نر ایجاد نخواهد کرد. نتایج حاصل از این 
مطالعه نیز موید تحقیقات فوق است. آنتی ســرم پروتئیـن 
ــرف وجـود آن  24kD با سطح اسپرم واکنش داده، که مع

در سطح اسپرم بالغ انتهای اپی دیدیم می باشـد. افـزودن 
آنتی سرم اختصاصی آن به محیط لقاح و یا انکوباسیون 
ــی  اسـپرم بـا آنتـی سـرم بـاعث اتصـال پروتئیـن بـا آنت
ــردآن مـهار  بادیهای اختصاصی خود شده واحتمالاً عملک

ــلاف              می گردد. ولی نتایج حاصل از لقاح خارج رحمی اخت
معنی داری را با گروه کنترل نشان نمی دهد. ایــن نتیجـه 

ــر     گیری ممکن است این سوال را برانگیزد پس چرا تنها اث
ــورد  آنتـی سـرمهای واکنـش دهنـده بـا سـطح اسـپرم م

بررسی قرارگرفت؟ 
عدم وجود پروتئینهای فوق درســطح اسـپرم، معـرف 
ــط  عملکرد آنها درطول اپی دیدیم برای فراهم آوردن محی
لازم برای بلوغ اسپرم مــی باشـد(همـانند GGT). هـرگـاه 
هدف بررسی عملکرد آنها باشد، بایستی با مهار بیان ژن 
ــر  آنها در محیط in vivo و عدم ترشح پروتئینها مذکور اث
تک تک آنها مورد بررسی قرارگیرد و یاروش ساده، ولی 
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با دقت کمتر،  هم کشتی سلولهای اپی تلیال اپی دیدیــم بـا 
اسپرمهای نابالغ بیضه و یا اســپرمهای ابتـدای اپیدیدیـم 
درحضور و عدم حضور آنتی سرم هریک از پروتئینهای 

ــن مطالعـه اسـپرمی کـه از انتـهای     مذکور می باشد. درای
اپیدیدیم برداشت می شود تمامی مراحــل بلـوغ خـود را 
ــی دیدیـم  در مجاورت این فاکتورها در محیط in vivo ( اپ
حیوان ) طی کرده است و افزودن آنتی سرم آنها موجــب 

برگشت مراحل بلوغ اسپرم نخواهد گردید. 
ــای مـا در مـورد کـاهش مـیزان لقـاح توسـط     یافته ه

ــن 20kD نـیز کلـی و خـام اسـت. زیـرا  آنتی سرم پروتئی
مجاورت اسپرم و تخمک و انجام عمل لقاح شامل مراحـل 
پیچیده و متعددی است که پروتئین فوق دریکی از مراحل 
ــری و  نقش دارد. با انجام هریک از این مراحل ظرفیت پذی
واکنـش آکروزومـی، اتصـال بـه زونـاپلوسـیدا بـه طــور 
جداگانه درمحیط in vitro درحضور یا غیاب آنتــی سـرم 
ویژه آن، نقش پروتئین مذکور مشخص تر خواهد گردیـد. 
علاوه براین، بررسی اثر آنتی سرم فــوق بـرروی سـطح 
ــات مفیـدی  اسپرم ومیزان لقاح درسایر پستانداران اطلاع
ــواع پسـتانداران  از احتمال اشتراک پروتئین مذکور بین ان
ـــا وزن  در اختیـار قـرار خواهـد داد. زیـرا پروتئینـهایی ب
مولکولی20kD و خاصیت اتصال به سطح اسپرم و تــاثیر 
بـرروی فرآینـد لقـاح، در سـایر پســـتانداران شناســائی 
ـــا ایــن پروتئیــن یکســان باشــند.  گردیـده کـه شـاید ب
درخرگوش پروتئین BE-20 توسط اپی تلیــوم اپـی دیدیـم 
ترشـح(30) و آنتـی بـادی اختصـاصی آن بـاعث کــاهش 
میزان لقاح می گردد (31). پروتئینهای R2 , R1 , EP20  نیز 
بـا همیـن وزن مولکولـی در خـرگـوش شناسـائی شـــده 
ــتی پروتئیـن مشـابه آن  است(32). نکته دیگر اینکه، نبایس
درسایر پستانداران حتماً دارای وزن مولکولــی برابـر بـا 
هم باشد. زیرا هر پروتئین پس از ترشــح دچـار تغیـیرات 
ـــی گــردد و ممکــن اســت وزن  پروتئولیتیـک زیـادی م
ـــه آن  مولکولـی آن درابتـدا بیشـتر از 20kD باشـد. نمون

ـــی38kD در ترشــحات       پروتئیـن REP38 بـا وزن مولکول
اپیتلیال اپی دیدیم خرگوش میباشد(33). 

تعییـن دقیـق مـاهیت فیزیکوشـیمیائی پروتئیـن فــوق 
ـــــص آن توســــط روش HPLC ویــــا  نیـــازمند تخلی
ــورت یـک فراکسـیون  کروماتوگرافی ایمونوافینیتی به ص
کاملاً خــالص مـی باشـد. عملکـرد دقیـق آن نـیز نیـازمند 
ــر در  بررسی آنتی سرم آن برروی تک تک روندهای موث
ــر آنتـی سـرم  لقاح به صورت منفرد می باشد. بررسی اث
فوق برروی اسپرم و مراحل لقــاح در سـایر پسـتانداران 
ـــیری از  بـاعث شناسـائی پروتئینـهای مشـترک و جلـوگ
کارهای اضــافی انجـام شـده خواهـد گردیـد. امـروزه بـا 
ــهای  پیشرفت تکنیکهای بیولوژی مولکولی و شناسائی ژن
ــه بسـیاری از  بیان شده در اپی دیدیم، مشخص گردیده ک
پروتئینهای شناسائی شده با نام و وزن مولکولی متفاوت 
درگونـه هـای مختلـف پسـتانداران و حتـــی در نواحــی 
مختلف اپی دیدیم یک گونه، تماماً محصول یک ژن منفــرد 
می باشند و اختلافات موجود ناشی از تغیــیرات پروتئیـن 
ـــاوت  درطـول اپـی دیدیـم و نمونـه بـرداری از نقـاط متف

ویاناشی از اشکالات تکنیکی می باشد(34.32.4).  
ــن  درنهایت اینکه، در شناسائی پروتئینهای مشترک بی
ــم rat , چـهار  سطح اسپرم و ترشحات اپی تلیال اپی دیدی
ــائی گردیـد(35)  پروتئین 54.24.20و58 کیلودالتون شناس
ـــه پروتئیــن 58.24.20 کیلودالتــون آن جــزء 10  کـه س
ــد ولـی  پروتئین برداشت شده از ژل پلی آکریل آمید بودن
ــه نگردیـد.  متاسفانه برای پروتئین 58kD آنتی سرمی تهی
ـــرم پروتئینــهای 20 , 24  بـا توجـه بـه اتصـال آنتـی س

کیلودالتــون بــا ســــطح اســـپرم، دو پروتئیـــن 58.54             
کیلو دالتون نیز بایستی از ترشحات اپی دیدیم تخلیــص و 
ــرم بـرای هرکـدام، نقـش و عملکـرد آنـها  باتولید آنتی س

مـورد بررسـی قـرارگـــیرد. از آنجــا کــه بیــان ژن در             
ـــثر پســتانداران دارای الگــوی مشــابه ای           اپیدیدیـم اک

ــن پروتئینـهایی بـا نقـش اساسـی در  می باشد یافتن چنی
ــه تحقیقـات       قدرت باروری حیوانات آزمایشگاهی، منجر ب
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جهتداری بــرای یـافتن پروتئینـهای مشـابه در انسـان و 
آگاهی از نقش آنــها در قـدرت بـاروری و نـهایتاً کـاربرد 
ــت ناشـناخته  آنها در درمان موارد ناباروری مردان با عل

خواهد گردید. 
 

تقدیر و تشکر  
از مسـئولین جـهاد دانشـگاهی، واحـد علـوم پزشــکی 
ـــواد  ایـران بـه جـهت تـأمین بخـش عمـدهای از هزینـۀ م

مصرفی و غیر مصرفی این تحقیق و نــیز پرسـنل بخـش 
تحقیقات پژوهشکده رویان بویژه جناب آقــای بـهاروند و 
سـرکار خـانم افشـاریان، بخـاطر همکـاری و مســـاعدت 
ــی   فـراوان ایشـان در انجـام ایـن تحقیـق تشـکر و قدردان

میگردد.  
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ـــد مــهدی،  35- صـادقی محمـد رضـا، آخونـدی محم
ـــن  زهرائـی مـهین، شناسـائی پروتئینـهای مشـترک بی
ـــم و ســطح  ترشـحات سـلولهای اپـی تلیـال اپـی دیدی
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پژوهشی ، دانشکده پزشکی – دانشگاه علوم پزشـکی و 
خدمات بهداشتی – درمــانی شـهید بهشـتی ( در دسـت 
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