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 post(اختلال جزء اختلالات پس بیضوي  این یکی از علت هاي ناباروري با علل مردانه آزواسپرمی انسدادي می باشد که: وهدف زمینه

testicular( بیماران آزواسپرمی مقادیر متفاوتی از بیان آنزیم  لعات مشابهی که قبلا صورت پذیرفتطبق مطا. می باشد eNOS را از خود
  .در بیماران آزواسپرمی انسدادي بپردازیم eNOSدلیل بر آن شدیم که به بررسی بیان آنزیم  به همین. نشان می دهند

که ) از مردان بارور(در گروه کنترل  نفر 7نفر درگروه آزواسپرمی انسدادي و  10تعداد  شاهدي–در این مطالعه موردي  :راک روش مواد و
ضمن کسب رضایت نامه کتبی از هر دوگروه تحت . وارد مطالعه شدند دجعه نمودناروري به مراکز نازایی مرایا تشخیص ناب جهت درمان و

  .قرار گرفت وش ایمونوهیستوشیمی مورد ارزیابیر ها بهسپس نمونه . عمل بیوپسی بیضه قرارگرفتند
. زایاي نرمال دیده نشدولی در سلول هاي  بیان شدند گروه ردو ه سلول هاي سرتولی در سلول هاي لایدیگ و درeNOS آنزیم  :یافته ها

این نتایج  .در سلول هاي سرتولی بوده است که این بیان در گروه انسدادي بیشتر از کنترل بوده است eNOSتنها تفاوت بارز بیان آنزیم 
 >P) 001/0( اربوده استی دازلحاظ آماري معن

یاي توبول سمی نیفر احتمالا نقش بالقوه مهمی را در ارتباط متقابل این سلول ها با سلول هاي زا سلول هاي سرتولی و :نتیجه گیري
  . نهایتا وقوع یک باروري موفق برعهده دارد کیفیت اسپرم و

  ایمونوهیستوشیمی ،eNOS ،نیتریک اکساید ،انسدادي زواسپرمیآ: واژه هاي کلیدي
  مقدمه

زوجین داراي %  15الی  10طبق آمار جهانی حدود
ناباروري به علت مردانه  ].1[ مشکلات ناباروري می باشند

 حدود نیمی از علل ناباروري را به خود اختصاص داده است
 یکی از علت هاي ناباروري مردانه آزواسپرمی است. ]2،1[
آزواسپرمی به وضعیتی درمردان اطلاق می گردد که . ]2[

 در مایع سمینال سانترفیوژشده هیچ اسپرمی یافت نشود
نسدادي وغیرانسدادي اآزواسپرمی به دو گروه کلی  ]3[

در آزواسپرمی انسدادي در طول  .]4 [تقسیم می شود

به صورت  مسیر حرکت اسپرم از بیضه تا انزال انسداد
وجوددارد ولی اسپرماتوژنزیس طبیعی است در فیزیکی 

حالیکه در آزواسپرمی غیرانسدادي بیمار با کاهش یا 
ه شده ونقص شدید فقدان اسپرماتوژنزیس در بیضه مواج

آزواسپرمی انسدادي می تواند در اثر  .بیضوي وجوددارد
یا مجاراي انزالی ایجاد  وازال و ،بیماري زایی اپی دیدیمی

. ال وازکتومی استیکی از شایع ترین علل انسداد واز. گردد
از دیگر علل شایع در بروز آزواسپرمی انسدادي می توان به 

جراحت هاي  ،تناسلی -يرعفونت هاي سیستم ادرا

پژوهشی مقاله  
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 عوامل ژنتیکی و نال در طی جراحی وسکروتال واینگوئیا
اخیرا دانشمندان نقش  .]5[ یا واریکوسل اشاره نمود

در دخیل نیتریک اکساید را نیز به عنوان عامل احتمالی 
از تبدیل  این مولکول ]6[ آزواسپرمی انسدادي دانسته اند

 به واسطه یکسري کوفاکتورها و L-arginineاسیدامینه 
 و  L-citrulineبه 1سنتزکننده نیتریک اکساید آنزیم 

به حال سه  تا. ]7[ نیتریک اکساید تبدیل می گردد
القائی  اندوتلیالی و - به نام هاي نورونی NOSایزوفرم 

 در میان ایزوفرم هاي . ]7[تخلیص شده است  شناسایی و
NOSیزوفرم اندوتلیالی آنزیم سنتزکننده نیتریک اکساید ا

مطالعات اخیر  ]9،8[ م داخل سلولی استوابسته به کلسی
که نیتریک اکساید در دستگاه فیزیولوژي پیشنهاد می کند 

مردانه نقش هاي فیزیولوژیکی مختلفی از قبیل عملکرد 
کیفیت  ،بلوغ اسپرم ،حرکت اسپرم ،ترشح آندروژن ،نعوظی
اتصال تخمک به اسپرم را ایفا ، ظرفیت یابی اسپرم ،اسپرم

اپی  ،ان یابی این مولکول در بافت بیضهمک .]10 [می کند
پروستات وسمینال وزیکول نقش این مولکول را در  ،دیدیم

بلوغ اسپرم  در اسپرماتوژنزیس و برقراري تعادل عروقی و
با سیستم هاي تولیدمثلی  ]8- 10[ پیشنهاد می کند

 eNOSآنزیم  استفاده ازروش هاي ایمونوهیستوشیمی
نقش مهم د بیان این آنزیم طالعات اخیر پیشنهاد می کنم

کیسه  ،پروستات ،هاي اپی دیدیمبالقوه اي را در بافت 
انسان ایفا  افت بیضه موش وهمچنین ب و، هاي سمینال

در سلول هاي  eNOSدر بافت بیضه آنزیم . ]11[ می کند
مختلف بافت بیضه نرمال انسان ازقبیل سلول هاي 

سلول هاي در ، در سلول لایدیگ، اندوتلیال بافت بیضه
میوفیبروبلاست هاي اطراف توبول سمی  ،سرتولی

که بیان این  در صورتی. ]10،7[ نیفرمکان یابی شده است
مردان مبتلا به سلول هاي مختلف بافت بیضه  آنزیم در

این مطالعه  در لذا .آزواسپرمی انسدادي بررسی نشده است
در  eNOSانزیم  نقش بررسی بیان و به منظوربررسی

 به بررسی مکان یابی آنزیم آزواسپرمی انسدادي ن ابیمار
eNOS اختلال  وبیماران با گروه کنترلدر بافت بیضه افراد

  .قرارگرفتندانسدادي آزواسپرمی 
  کار رو ش

                                                        
1 -Nitric oxide synthase (NOS) 

نفر از مردان  10شاهدي تعداد –در این مطالعه موردي 
نفر از مردان با بافت  7 مبتلا به آزواسپرمی انسدادي و

. سی ایمونوهیستوشیمی قرار گرفتندبرر مورد بیضه طبیعی
کمیته اخلاق  از پس از کسب مجوز گروه این دو از

از رضایت نامه کتبی  بهشتی و دانشگاه علوم پزشکی شهید
صورت  2بیوپسی بیضه ماران مبتلا نمونه برداري به روشبی

ذکر می باشد که عمل بیوپسی بیضه در  قابل. پذیرفت
ام تکنیک هاي کمک انج تشخیص براي یا درمان و حین

انجام شده و خطري را باروري براي دسترسی به اسپرم 
   .ننمودمتوجه بیمار 

  :ایمونوهیستوشیمی بافت ها
روش به کار گرفته در این مطالعه بر اساس مطالعات قبلی 

تشخیص  پس از بیوپسی بافت بیضه و ].9[ انجام پذیرفت
وپسی وجود اسپرم در نمونه بی( نوع انسدادي آزواسپرمی

بافت بیضه عدم وجود اسپرم در نمونه مایع سمینال  و شده
ساعت در محلول  4پس از  در محلول فیکساتیو بوئین و

براي بررسی ایمونوهیستوشیمی % 10فیکساتیو فرمالین 
  . شده قرارداد
  :انجام ایمونوهیستوشیمی مراحل

 وبافت ها بلوك هاي پارافینی میکرونی از  5ش هاي بر.1
  -Poly- Lن بر روي لام هاي پوشش دار شده با قرار داد
Lysin . 

  .پارافین زدایی.2
با استفاده از  3پراکسیدازهاي درون زاد خنثی سازي.3

 Merck(متانول  و درصد 3پراکسیدهیدروژن 
Germany(  دقیقه در تاریکی 15به مدت.  

با استفاده ي غیر اختصاصی آنتی بادي ها بلوکه کردن .3
  .)DAKO Denmark( 4از سرم بزي

 Merck( 5بیوتین هاي درون زادبلوکه کردن  .4
Germany( ده بیوتین استفاده از محلول بلوك کنن نیز با

  .دقیقه 15به مدت 
 آنتی بادي اولیهاز ف لام ها با استفادهاطراتیمار نمونه ها .5

 eNOS ) Rabbitپلی کلونال خرگوشی ضد انسانی آنزیم 

                                                        
2 -Testicular Biopsy 
3 -Endogenous peroxidase 
4- Goat serum 
5 -Endogenous Biotin 
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anti human eNOS Ab cam cat num≠ ab5589 
USA) (  ساعت در انکوباتور1به مدت 50:1بارقت.  

  شستشو  .6
 Goat)ضدخرگوشی بیوتینه آنتی بادي ثانویه  تیمار با.7

anti rabbit/bitinated)) cat num≠ab 6721USA  
Ab cam ( ساعت در انکوباتور 1ه مدت ب 200:1بارقت.  

  شستشو .8
 Straptividin /HRP(sigma)آنتی بادي ثالثیه تیمار با.9

cat num ≠s 2341) دقیقه  30به مدت 2000:1با رقت  
آمینو بنزیدین –ماده رنگی دي  مواجهه با.10

1(DAB)(DAKO Denmark).  
کنترل منفی جهت تأئید کار به جاي آنتی بادي  نمونه.11

  .گردید شستشو PBSاولیه با 
 کنترل مثبت خارجی از نمونه هاي جفت انسانی نمونه. 12
   .ستفاده گردیدا داشتند Full –termزایمان که  رانیماد

در پایان نمونه ها ي مورد مطالعه که داراي کد هاي 
مورد بررسی قرار گرفته و  ند توسط سه محققمخفی بود

، (++) متوسط ،(+++)شدید براساس شدت رنگ پذیري 
-9[ نمره گذاري گردید) 0(و بدون واکنش (+) خفیف 

12[.  
  
  
  
  
  

  
  
  

                                                        
1 -3,3 ́daiamno benzidine 

  :ريروش آما
می دوگروه یبررسی آماري نتایج حاصل از ایمونوهیستوش

تجزیه  Kruscal wallisبا استفاده از آزمون غیرپارامتري 
  .تحلیل گردید

  یافته ها
اسپرماتیدهاي نابالغ که به  سرتولی ،سلول هاي لایدیگ

نظر سلول هاي در حال آپوپتوزیس می باشند رنگ پذیري 
eNOS  در هر دو گروه سلول  .)1 و 2 تصاویر(نشان دادند

هاي زایاي نرمال در اکثر توبول ها میانگین شدت رنگ 
اما در برخی موارد توبول ها رنگ پذیري  بود پذیري صفر

سلول هاي لایدیگ در گروه آزواسپرمی  .ضعیفی داشتند
 داشته است یکسانیگروه کنترل رنگ پذیري  و انسدادي

سلول  یريتنها تفاوت قابل ملاحظه رنگ پذ ) 1جدول(
گروه آ زواسپرمی انسدادي شدت  بوده که در هاي سرتولی

 رنگ پذیري بیشتري را نسبت به گروه کنترل داشته است
ک سلول هاي زایاي با هسته پیکنوتی. )2جدول (

هاي زایاي در حال  وهتروکرماتین که بیشتر به سلول
رنگ پذیري  کنترل و آپوپتوز شبیه است در گروه انسدادي

سلول هاي در نظر  علاوه بر. )2تصویر ( نداشته اد یکسانی
گرفته شده فوق دیگر سلول ها مانند اندوتلیوم عروق 

سلول هاي شبه عضلانی میوئید نیز  خونی بیضوي و
  .)2 و 1تصویر ( داد رانشانeNOS درجاتی از رنگ پذیري 

  
  

  
  
  
  
  

   1جدول
  سلول سرتولی   دیگ سلول لای  سلول/گروه 

  +  ++  گروه کنترل
  ++  ++  گروه آزواسپرمی انسدادي

  :کنترل گروه انسدادي و هاي دودر نمونه هاي حاصل از بیوپسی بیضه درسلول eNOS رنگ پذیري ایمونوهیستوشیمی آنزیم
در  eNosبیان . )رنگ پذیري شدید +++: رنگ پذیري با شدت متوسط ++: رنگ پذیري ضعیف +: عدم رنگ پذیري : 0( 

  )>001/0P( آزو اسپرمی انسدادي اختلاف معنی داري با گروه کنترل نشان داد سلول هاي سرتولی گروه
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  2جدول
سیتوپلاسم   سلول/گروه

  اسپرماتیدنابالغ
  )ابنرمال(سلول هاي زایاي با هسته پیکنوتیک   سلول زایاي طبیعی

  +  0  +  گروه کنترل
  +  0  +  گروه آزواسپرمی انسدادي

دوگروه انسدادي  بیضه درسلول هاي جنسیدر نمونه هاي حاصل از بیوپسی  eNOS رنگ پذیري ایمونوهیستوشیمی آنزیم
  :وکنترل 

اختلاف معنی داري در ). رنگ پذیري شدید +++: رنگ پذیري با شدت متوسط ++: رنگ پذیري ضعیف +: عدم رنگ پذیري : 0( 
 )<05/0p( نشان ندادند eNOSبیان 

سلول هاي سرتولی . در گروه آزو اسپرمی eNOSرنگ آمیزي ایمونوهیستوشیمی: 1رتصوی
 40Xبزرگنمایی ).نوك پیکان ( و رده اسپرماتوزوئید) بالا وچپ پیکان سفید،(، لیدیک )پیکان(
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  بحث
 افراد درeNOS بیان آنزیم در مطالعه حاضر درمقایسه

گروه کنترل با تغییرات زیادي  آزواسپرمی انسدادي و
به جز در سلول هاي سرتولی که افزایش  مواجه نشده و

بیان در گروه انسدادي وجود داشت در دیگر سلول ها این 
حالی است که این در . بود تقریبا مشابهنیمه کمی  بیان 

 که قبلا برروي بیماران آزواسپرمیدر مطالعه اي 
یم این تغییرات بیان در کل سلول ه اغیرانسدادي انجام داد

 غیرجنسی اعم از سلول هاي جنسی و هاي بافت بیضه
علت این امر احتمالا به این دلیل . ]15[ بوده است متفاوت

نماهاي است که در افراد آزواسپرمی غیر انسدادي به دلیل 
مختلف هیستوپاتولوژي از توبول فیبروز تا 
هایپواسپرماتوژنزیس که نمایانگر نقص در 

 eNOSن اتوژنزیس هستند میزان بیان پروتئیفراینداسپرم
نسبت به گروه آزواسپرمی انسدادي که اسپرماتوزنزیس 
نرمال دارند در مقایسه با گروه کنترل تغییرات بیشتري 

  زواسپرمی آرم ها در بیماران کیفیت بد اسپ .داشته است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

موفقیت کم حاملگی پس از انسداد از طریق  انسدادي و
به همین خاطر فاکتورهائی از  ،وازکتومی مشهود می باشد
و 1نتی بادي هاي ضد اسپرم آ ،قبیل اختلالات اپی دیدیمی

عوامل افزاینده این آنتی بادي ها مانند نیتریک اکساید می 
توانند در بروز اختلال آزواسپرمی انسدادي نقش مهم 

از طرفی افزایش میزان ] 12،11[ بالقوه اي را ایفا کنند
همراه با افزایش  بیماران آنتی بادي هاي ضداسپرم در این

در سطوح نیتریک اکساید می توان به این نتیجه رسید که 
در افراد با اختلال آزواسپرمی انسدادي این مولکول با 

فزایش تولید آنتی بادي ضداسپرم سبب اختلال در روند ا
  ]16[ تولیدمثلی می گردند

به وسیله روش هاي رنگ آمیزي هاي  eNOSپروتئین 
 دیده شده است که ایمونولوژیکی نشان داده شده است و

در بیضه هاي رت  در سلول هاي زایاي در حال تخریب
ورت می کریپتورکیدیسم بیان این پروتئین ص هاي نرمال و

بنابر این نیتریک اکساید ممکن است در  .] 10 ،15[ پذیرد
                                                        
1  -Anti sperm Antibody 

 

سلول هاي سرتولی . در گروه کنترل eNOSرنگ آمیزي ایمونوهیستوشیمی: 2تصویر
  x40بزرگنمایی (*)، دیواره عروق خونی)پیکان(
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چه در  کنترل عملکرد بافت بیضه چه در شرایط نرمال و
گزارشات زیادي توجه  شرایط پاتولوژیک نقش داشته باشد

 [دارند م کنش بین سلول هاي سرتولی وزایابه دره
بین سلول هاي  1همکنش به همین طریق در .]21،18،16

را نیز eNOS سلول هاي سرتولی ممکن است بیان  وزایا 
 یم این طور استنباط کنیم،بنابراین می توان. متأثر سازد

هنگامی که در توبول هاي سمی نیفر شاهد انواع سلول 
می  eNOSشاهد بیان بیشتر آنزیم  ،هاي زایا هستیم

مواردي که بیماران از لحاظ  منطقی است در .باشیم
زواسپرمی ند مثل بیماران آتولوژي نرمال هستهیس

انسدادي و افراد گروه کنترل نسبت به حالت 
هیستوپاتولوژي در بیماران آزواسپرمی غیر انسدادي که 
 ،نماهایی از کاهش سلول هاي زایا در توبول ها را دارند 

 [شود بیان سلول هاي سرتولی به همان اندازه بیشتر می
ل هاي سرتولی البته عملکرد نیتریک اکساید در سلو .]16

 اما با توجه به فرضیات و. ]10[ هنوز مشخص نشده است
عملکرد احتمالی آن می تواند تنظیم  مطالب فوق نقش و

اخیرا پیشنهادشده است که . تکامل سلول هاي زایا باشد
همکنش بین  درسلول هاي سرتولی با در eNOS وجود

داز آنزیم گاما گلوتامیل ترانس پپتی و ]23[سلول هاي زایا 
این آنزیم انتقال اسیدهاي آمینه را در . ارتباط دارد] 18[

سطح گلوتاتیون را تنظیم می  غشاء پلاسمائی فعال کرده و
 یک تنظیم کننده حیاتی و NOSاز طرفی . ]24[ کند

بنابراین  ]23[ مهم در نفوذپذیري اپی تلیوم هاي متعدد
می به احتمال قوي در اپی تلیوم توبول سمی نیفر نیز هم 

همراه  .تواند به عنوان یک تنظیم کننده ایفاي نقش کند
 بودن ایزوفرم اندوتلیالی آنزیم سنتز کننده نیتریک اکساید

 1آلفا توبولین  اکتین، با پروتئین هائی از قبیل اکلودین،

الات اتص د مؤید این مطلب باشد که درکنترلمی توان
داده  مطالعات نشان .]23[ محکم در بافت بیضه مؤثر است

در سلول هاي زایاي در حال تخریب و  eNOSکه بیان 
همراه با بقاي  iNOSآپوپتوتیک همراه بوده است اما بیان 

ول هاي سمی نیفروس سلول هاي زایاي اپی تلیوم توب
  ]24[ همراه می باشد

نیتریک اکساید حاصل از کاتالیز آنزیم اندوتلیالی نیتریک 
تخریب مولار  )4-10(بالاتر از لوژیکاکساید در سطوح پاتو

                                                        
1 -interaction 

اپی تلیوم توبول هاي سمی نیفر را از  سلول هاي زایاي
همواره آپوپتوزیس براي از بین  .طریق آپوپتوز القا می کند

بردن و حذف اسپرم هاي ناسالم نقش ایفا میکند و افزایش 
می تواند سبب تخریب غشائ  eNOSبیان آنزیم 

 و Cاد سازي سیتوکروم نهایتا آز اسپرم و میتوکندري در
براي تحریک بیشتر فرایند  Caspase به راه افتادن آبشار 
  ]. 26،25[آپوپتوزیس می باشد

گروه مورد  دودر  eNOSآنزیم  این مطالعه بیان در
لایدیگ ( آزمایش شدت رنگ پذیري سلول هاي سوماتیک

سلول زایاي نرمال وابنرمال و ( جنسی و )وسرتولی
تمامی سلول ها با . موردارزیابی قرارگرفت) اسپرماتید نابالغ

درجاتی شدت رنگ پذیري ضعیف تا شدت بالا داشتند به 
جز سلول هاي زایاي نرمال که  تقریبا فاقدرنگ پذیري 

یافته هاي حاصل ازبررسی  .ایمونوهیستوشیمی بوده است
ایمونوهیستوشیمی نمونه هاي مورد مطالعه بانتایج حاصل 

که 1996در سال ] 9 [همکارانش و 2زینی از یافته هاي
روي بافت بیضه واپی  را برeNOS ایمونوهیستوشیمی 

. وازدفران در افراد سالم ا نجام دادند مطابقت دارد دیدیم و
ک با موضوع مورد مطالعه ما این مقاله شاید تنها مقاله نزدی

 و زینی بااین وجود یکی از نقایص اصلی مطالعات .باشد
ده است که نمونه هاي سی این بوهمکارانش در این برر

افرادي بودند که درجاتی از نقائص  کنترل آن ها
همچنین افرادي که هیپر تروفی  اسپرماتوژنزیس راداشته و

به  داشتند وارد مطالعه شدند و 3خوش خیم پروستات
عبارتی در گروه کنترل افراد بافت بیضه سالم به معناي 

حالیکه در مطالعه  در. ه بافتی سالم نداشتندنواقعی نمو
گروه کنترل شامل افرادي بودند که داراي  حاضر افراد

براي  رمال وبافت بیضه سالم بوده واسپرماتوژنزیس کاملا ن
به عنوان مثال داشتن ( دلایل دیگر یا تشخیص ناباروي و

طبق صلاحدید پزشک  )استرس در دادن نمونه
  .اورولوژیست تحت عمل بیوپسی بیضه قرار گرفتند

  جه گیريینت
هرچند که نیتریک اکساید آزاد شده از انواع مختلف آنزیم 

در اپی تلیوم سمی  4هاي سنتز کننده نیتریک اکساید 

                                                        
2 -Zini   
3 -Benign Prostate Hypertrophy(BPH) 
4 -Nitric oxide synthase 
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است eNOS اما به احتمال قوي این آنزیم  نیفر وجوددارد
 .که تنظیم کننده اصلی فرایند اسپرماتوژنزیس می باشند

هت می تواند راه کارهاي بالینی را در ج این فرضیه
براي جلوگیري از اختلالات  ستراتژي هاي درمانیا

  .آزواسپرمیایی وابسته به نیتریک اکساید داشته باشد
  

  و قدردانی تشکر
مرکز  این مطالعه بخشی از یافته هاي پژوهشی در

 ناباروري دانشگاه علوم پزشکی شهید–تحقیقات باروري 
  .بهشتی می باشد
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Abstract 
Background & Objectives: Obstructive azoospermy is one of the 
cause of infertility in men which is classified as post testicular 
disorders. According to previous studies patients with 
azoospermia show deferent levels of eNOS enzyme.The aim of 
this study was to assess the eNOS enzyme expression in patients 
with azoospermia. 
Method and Materials: In this case control study 10 patients 
with azoospermia and 7 healthy men referred to infertility center 
for treatment or diagnosis were studied. After filling consents the 
testicular biopsies were obtained and fixed  
Results: Leydig and sertoli cells expressed eNOS ,but germinal 
normal cells did not  expressed eNOS enzyme . Interestingly 
eNOS enzyme expression in case group showed significant level 
of difference in comparison with those of control(P<0.001). 
Conclusion: according to the results of this study sertoli cells 
and their intractions with germinal cells of seminiferous tubule 
may play an important role in sperm quality and a successful 
fertilization. 
Keywords: Immunohistochemestry, eNOS, Obstructive 
azoospermy ,Nitric oxide 
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