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  چكيده

هاي سرتولي گوسفند تحت تاثير استرس  هاي استرس اكسيداتيو در سلول ي شاخصبرخمطالعه حاضر با هدف ارزيابي 

آزمايشگاه، ها به  از كشتارگاه تهيه شد و پس از انتقال بيضه) نوبت 5طي ( نربره  10هاي مربوط به  بيضه .رسيد حرارتي به انجام

ديش تقسيم شد و  هاي هر بره در سه پتري از بيضه جدا شدههاي  سلول. هاي سرتولي به انجام رسيد سلولو كشت جداسازي 

ماني  زنده درصد. ساعت نگهداري شد 6براي ) شديد استرس( Cº 42و ) استرس خفيف( Cº 39، )شاهد( Cº 32در دماي 

 همهو فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز در  )FRAP( اكسيداني ، قدرت آنتي)TBARS( چربيها، ميزان پراكسيداسيون  سلول

نسبت به گروه  )Cº 42 )8/6 ± 78گروه  ي دردار هاي زنده به طور معني درصد سلول .گيري شد ساعت اندازه 6پس از ها  گروه

دار  به طور معني) 06/0 ± 65/0( Cº 42 در گروه ميزان پراكسيداسيون ليپيدي .)>05/0P(يافت  كاهش) 95 ± 3/9( شاهد

تواند با افزايش  بر اساس نتايج تحقيق حاضر، استرس حرارتي مي). >05/0P(بود  )46/0 ± 05/0( شاهدبالاتر از گروه 
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  مقدمه
عملكرد طبيعي آن وابسته به دما كه است  عضويبيضه 

سبب  كيسه بيضهها در داخل  ر گرفتن بيضهقرا. است

-Cº 34( كمتر از دماي بدن ها در دمايي كه بيضه شود مي

اهميت اين تنظيم دما در . )Ivell, 2007(قرار بگيرند  )32

توليد  روندتواند  دما ميبسيار زياد است زيرا افزايش  بيضه

و سبب ايجاد مشكلاتي در  كردهاسپرم را دچار اختلال 

تاكنون اختلال  .)Zhu and Setchell, 2004( باروري گردد

مطالعات در حرارتي دستگاه توليد مثل نر ناشي از استرس 

اند كه در ادامه به بعضي از  بررسي قرار گرفتهمورد  متعددي

استرس مشخص شده است كه . آنها استناد شده است

بيضه موش در هاي زاينده  حرارتي سبب از بين رفتن سلول

استرس  همچنين،. )Zhu and Setchell, 2004(شود  مي

ها و  و يا قرار دادن بيضه) Cº 40بيش از (گذرا  حرارتي

 ،با روش جراحي موش شكميدر داخل محوطه اپيديديم 

و  )آپوپتوز( سبب كاهش وزن بيضه، افزايش مرگ سلولي

 Lue et(شود  هاي اسپرم مي كاهش قابليت باروري سلول

al., 1999(.  

ترين سلول حمايتي موجود  اصلييكي از سلول سرتولي 

سلول سرتولي داراي  .استساز  هاي اسپرم ديواره لولهدر 

هاي زاينده اسپرم در  سلولو تكامل تغذيه در اساسي  ينقش

همي ساز بوده و به اين ترتيب داراي نقش م هاي اسپرم لوله

مشخص . )Griswold, 1995( استسازي  در فرايند اسپرم

هاي سرتولي  هاي سلول گليكوپروتئينشده است كه 

 دارندها  سازي در بيضه هاي مختلفي در فرايند اسپرم نقش

)Griswold, 1995( . با توجه به نقش بسيار مهم و حياتي

ها ايفا  هاي سرتولي در فرايند توليد اسپرم در بيضه كه سلول

كنند، برقراري هر شرايطي كه بتواند سبب آسيب به اين  مي

ها شده و يا عملكرد آنها را دچار اختلال نمايد توليد  سلول

اسپرم و در نتيجه باروري در جنس نر را به شدت تحت 

بروز  رسان، عوامل آسيبيكي از . دهد قرار مي تاثير خود

تاكنون مطالعات كمي چگونگي تاثير . است حرارتياسترس 

هاي سرتولي را مورد بررسي قرار  بر سلول حرارتياسترس 

 پستاندارانهاي باليني در  در اين ارتباط يافته. اند داده

بر باروري جنس نر  حرارتيحكايت از تاثير مخرب استرس 

. );Hochereau-deRevier, 1993 Mieusset, 1992(دارند 

افزايش ميزان  ت باحرار دادند كهمطالعات قبلي نشان 

توليد مثل موجب بروز هاي آزاد در دستگاه  راديكال

از آنجا كه . )Turne and Lysiak, 2008(شود  ناباروري مي

راديكال آزاد موجب تواند از طريق توليد  استرس مي

 تخريب آنها و نهايتاً ها سلول هاي غشا چربيپراكسيداسيون 

-ه، در اين مطالعه ب)Sharma and Agarwal, 1996( شود

هاي سرتولي ناشي از استرس حرارتي  اين اثر بر سلول دنبال

هاي  در سلول رسي اثر تركيبات اكسيدانجهت بر .ايم بوده

، ميزان اين تركيبات با استفاده از متاثر از استرس حرارتي

از طرفي ميزان قدرت . گيري شد اندازه 1TBARSآزمايش 

با هاي سرتولي در مواجهه با حرارت  اكسيداني سلول آنتي

سنجيده شد تا ميزان واكنش  2FRAPاستفاده از آزمون 

در . هاي سرتولي در مقابله با اين استرس ارزيابي شود سلول

هاي  ستا فعاليت يكي از مهمترين آنزيمهمين را

ي به نام سوپراكسيد ديسموتاز كه اكسيدان سلول آنتي

اكسيداني  مهم از چگونگي عملكرد سيستم آنتي شاخصي

  .گيري شد شود، نيز اندازه سلول محسوب مي

  

  ها روشمواد و 

  سلول سرتولي سازي و آماده كشت

 5در طي  ماهه 10تا  3بره نر  10هاي مربوط به  بيضه

مايشگاه از محل كشتارگاه تهيه و در مجاورت يخ به آزنوبت 

 70الكل  ها توسط بيضهها،  نمونهبعد از انتقال  .شد منتقل

عفوني شده و پس از آن لايه شسته و ضددرصد چند بار 

Tunica albuginea  مقداري از بافت  وشده برش داده

هاي  جداسازي و كشت سلول. پارانشيم بيضه برداشت شد

 حاصلاكمي  با Izadyar et al. (2002)سرتولي مطابق روش 

قطعه قطعه  بافت بيضه در ظرف استريل ديگري .شد انجام

در  .انتقال داده شد ته مخروطياين قطعات به لوله  و شد

آنزيم كلاژناز  ابتدا ،بعد و به منظور هضم آنزيميمرحله 

)17104-019, Gibco, UK( درون  و به نمونه اضافه شده

 ها نمونه ،نيم ساعت پس از .داده شدقرار  Cº 37 گرمخانه

سانتريفيوژ  g×400با در دماي آزمايشگاه دقيقه  4به مدت 

وژ مايع رويي كه حاوي پس از اتمام سانتريفي. شد

در مرحله . ، دور ريخته شدبودهضم شده  هاي ليديگ سلول

 ,25300054(حاوي تريپسين محلولي هضم آنزيمي دوم، 

Gibco, UK(  وDNAse )D5025, Sigma, Germany(  به

نمونه حاوي اين دو . شداضافه به نمونه ، µl/ml 20ميزان 

داده قرار  Cº 37 دقيقه درون گرمخانه 20آنزيم به مدت 

دقيقه  4به مدت نمونه  ،بعد از اتمام هضم دوم آنزيمي. شد

                                                           

1. Thiobarbituric Acid Reactive Substances 
2. Ferric Reducing Ability of Plasma 
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و از  هي دور ريخته شديمايع روو  سانتريفيوژ شد g×400در 

در جهت كشت نشين شده در كف  تهسرتولي هاي  سلول

 .استفاده شد )DMEM )10567-014, Gibco, UK محيط

هاي هر بره در سه  مده از بيضهآهاي به دست  سلول

 Cº 39، )شاهد( Cº 32ديش تقسيم شد و در دماي  پتري

ساعت  6براي ) استرس شديد( Cº 42و ) استرس خفيف(

 هاي ماني سلول ميزان زندهاين مدت بعد از . نگهداري شد

هاي سلولي با دستگاه  س نمونهپس. كشت شده ارزيابي شد

در مدت  )Branson B3, sonicator, Germany(سونيكاتور 

سپس ميزان . متلاشي شدند 90ثانيه و دامنه قدرت  10

ليتر از محيط كشت موجود  ميليكل پروتئين سلولي در هر 

 .گيري شد اندازه تامعنوان پروتئين به  ها ديش پتريدر 

و اكسيداني  ت آنتيرميزان قد ،ميزان پراكسيداسيون چربي

ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز در هر گروه 

بر اساس  اين آزمايشات يجانت و سپس سلولي سنجيده شد

در واقع نتايج برحسب . شد سازي پروتئين تام يكسان ميزان

  .ه شديليتر پروتئين تام ارا هر ميلي

  هاي مرده و زنده شمارش سلول

استفاده ) درصد 4/0(بلو  در اين روش از رنگ تريپان 

 10ميكروليتر از نمونه با  50به اين صورت كه مقدار  .شد

لام سپس با استفاده از . ميكروليتر از رنگ مخلوط شد

خانه مياني زير  25در ها  تعداد سلول هماسيتومتر

ه و نسبت شمارش شد 10 ×نمايي  ميكروسكوپ با درشت

 .صد بيان شدها به صورت در هاي زنده به كل سلول سلول

هاي زنده رنگ آبي تريپان  سلولآميزي،  در اين روش رنگ

هاي مرده به  سلول كهگيرند در حالي بلو را به خود نمي

 .)Altman et al., 1993( دشدن صورت آبي رنگ ديده مي

  تامپروتئين  گيري اندازه

 ,Bradford)B6916 به اين منظور از محلول آماده 

Sigma, Germany(  پروتئين كل  گيري اندازه .شداستفاده

ميزان جذب  .انجام شد سازندهطبق دستورالعمل  ها سلول

خوانده  nm595 نوري پروتئين كل هر نمونه در طول موج 

براي سنجش نهايي مقدار پروتئين كل برحسب . شد

µg/ml، از نمودار استاندارد استفاده شد.  

  ميزان پراكسيداسيون ليپيدي گيري اندازه

پراكسيداسيون ليپيدي از روش ميزان جهت سنجش 

TBARS )Thiobarbituric Acid Reactive Substances( 

مقدار در اين روش . )Yagi, 1998(استفاده شد 

به عنوان شاخصي از  )malondialdehyde( آلدهيد دي مالون

ميكروليتر  200 .پراكسيداسيون ليپيدي سنجيده شدميزان 

ميلي  100 تركيبي از(ليتر از محلول كار  ميلي 2از نمونه به 

گرم  375/0ال، نرم 25/0اسيد كلريدريك ليتر 

) اسيد تري كلرو استيكگرم  15تيوباربيوتريك اسيد و 

 °Cدقيقه در داخل حمام  15 به مدت ها نمونه .افزوده شد

ها در دماي اتاق سرد  نمونه ،پس از اين .قرار گرفت 100

 )دور در دقيقه 500( دقيقه سانتريفوژ 10به مدت  و هدش

در آن  و جذب نوري شده محلول رويي برداشت .شدند

 ,Corning 480( با استفاده از اسپكتروفوتومترمقابل بلانك 

USA ( درnm 535 با استفاده از محلول  .قرائت شد

 )T9889, Sigma, Germany( آلدهيد دي مالوناستاندارد 

شد و مقادير جذب نوري به صورت  دارد تهيهننمودار استا

  .دشميكرومولار محاسبه 

  دانياكسي آنتيقدرت  گيري اندازه

ها، از روش  اكسيداني نمونه آنتيجهت سنجش قدرت 

FRAP )Ferric Reducing Ability of Plasma Assay( 

 FRAPاز محلول  ml 3از نمونه با  µl 100. استفاده شد

 ,Sigma ,31048( بافر استات مولار ميلي 300تركيبي از(

Germany(، 10 محلولمولار  ميلي Tris-2-pyridyl-s-

triazine )T1253, Sigma, Germany(  مولار  ميلي 20و

و  مخلوط شد ))Sigma, Germany ,372870( آهن كلريد

ابتدا جذب . قرائت شد nm 593طول موج در جذب نوري 

 C° 37ها در  سپس نمونه. نوري در دقيقه صفر خوانده شد

دقيقه قرار گرفته و بعد از طي اين زمان جذب  4به مدت 

 مطابق با نمونههر FRAP ارزش  .نوري دوباره خوانده شد

  .دشمحاسبه و تعيين   Iris et al. (1996)روش

  فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتازگيري  اندازه

 ,Ransod )Randox گيري اين آنزيم از كيت اندازهمنظور   به

England ( شركت سازندهدستورالعمل  د و طبقشاستفاده 

استفاده شده  انتينگز در اين كيت از تركيب .به انجام رسيد

اكسيد سوپرتوليد  اكسيداز گزانتين در حضور آنزيم كه است

-4)-2سوپراكسيد با تركيب ديگري تحت عنوان. نمايد مي

iodophenyl)-3-  (4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium 

chloride (INT)  داده و توليد رنگ قرمزواكنش Formazan 

يد ديسموتاز در نهايت ميزان فعاليت سوپراكسكه  نمايد مي

 نتايج با .ميزان مهار اين واكنش سنجيده شد بر اساس

  .ه شده استاراي unit/mlواحد 
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  هاي سرتولي جدا شده از بيضه بره اثر حرارت بر سلول -1جدول 
Table 1. Effect of heat on sertoli cells isolated from lamb testis 

             Groups 
Tests 

Severe heat stress 
(42 °C) 

Mild heat stress 
(39 °C) 

Control  
(32 °C)  

Live cells (%) 78 ± 6.8 * 96 ± 8.6 95 ± 9.3 
TBARS (µM) 0.65 ± 0.07 0.64 ± 0.06 0.46 ± 0.05 * 

FRAP (µM) 56.21 ± 5.58 50.03 ± 3.68 51.26 ± 4.67 
SOD (unit/ml) 6.4 ± 0.7 5.4 ± 0.8 5.2 ± 0.9 

TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; FRAP: Ferric reducing ability of plasma assay; 
SOD: Super oxide dismutase. 
* Significantly different vs. other groups (P<0.05). 

  

  آماري تجزيه

با  SPSSهاي به دست آمده در برنامه آماري  داده

 شاهدهاي  بين گروه One way ANOVAاستفاده از روش 

كليه نتايج به صورت . مورد ارزيابي قرار گرفت تيمارو 

 >05/0Pمقادير . ه شدندارايخطاي استاندارد  ±ميانگين 

  .نددار تلقي شد معني

  

  نتايج

استرس شديد  هاي زنده در گروه سلول كمترين درصد

و ساير تيمارها  )>05/0P ؛1جدول (مشاهده شد  حرارتي

 هاي در گروهMDA  توليد ميزان .وتي را نشان ندادنداتف

 بود يف و شديد حرارتي بالاتر از گروه شاهداسترس خف

قدرت  ين تيمارها از نظرتفاوتي ب. )>05/0P ؛1جدول (

وجود وپراكسيد ديسموتاز فعاليت سو اكسيداني  آنتي

  .)<05/0P ؛1جدول ( نداشت

  

  بحث

بيضه پستانداران براي عملكرد صحيح بايد دمايي كمتر 

هاي تشريحي بيضه و  ويژگي. از دماي بدن داشته باشد

 Hees et( كند را فراهم مي تنظيم دما كيسه بيضه، امكان

al., 1990(. ين قادر به بيضه در اين دماي پاي هاي سلول

از هاي سرتولي  سلول .هستندكثر فعاليت خود حدا

كه در بوده هاي تشكيل دهنده بافت بيضه  مهمترين سلول

 ;Russell, 1980( ي دارندنقش بسزايفرايند اسپرماتوژنز 

Wong, 2005(.  

هاي زنده  درصد سلولكه شان داد نمطالعه حاضر نتايج 

 داري كاهش معني )C° 42( اعمال استرس حرارتيبا 

كه حاكي از اثر مخرب اين نوع استرس براي  يابد مي

كه رساندن  مشخص شده است .هاي سرتولي است سلول

 45براي مدت زمان  Cº 42 دماي اسكروتوم در قوچ به

دقيقه سبب كاهش وزن بيضه، كاهش متوسط قطر 

هاي سرتولي،  هاي اسپرم ساز، كاهش قطر هسته سلول لوله

به  A1هاي زاينده از اسپرماتوگونياهاي  كاهش تعداد سلول

روز پس از اعمال  20طبيعي  كاهش توليد اسپرمبعد و 

 Hochereau-de Reviers et( استشده  حرارتياسترس 

al., 1993( . تا 5/1افزايش دماي اسكروتوم قوچ به مقدارC 

º 2/2  روز به  21ساعت در روز و در مدت زمان  16براي

در  ملاحظه قابلصورت يك روز در ميان سبب كاهش 

پس از  65تا  17ماني جنين در فاصله روزهاي  ميزان زنده

 ,.Mieusset et al( دش شاهددر مقايسه با گروه  تلقيح

استرس ناشي از حرارت به عنوان  در اين مطالعات، .)1992

 Mieusset(عامل اصلي عوارض ذكر شده، بيان شده است 

et al., 1992(. رسد كه اين استرس  چنين به نظر مي

صورت آناتوميك و هم فيزيولوژيك اثر منفي ه هم بحرارتي 

  .كند مياعمال را بر بيضه خود 

سبب بروز آسيب  ثابت شده است كه استرس اكسيداتيو

 شود مي سلولي RNAو  DNAها،  به غشاها، پروتئين

)Helmut, 1997( . هاي  اكسيدان آنتي با داشتنبيضه

  سموتاز، گلوتاتيونديهاي سوپراكسيد  آنزيم مانندمتعددي 

 خنثيي تواناي كسيژناز و گلوتاتيون ترانسفرازا همپراكسيداز، 

به طور مثال (ضه بي در شده هاي آزاد توليد راديكال كردن

از  تا را داشته) هاي سوپراكسيد و هيدروكسيل راديكال

آسيب به وجود آمده به وسيله اين تركيبات به بافت بيضه و 

 ,Turne and Lysiak( كندهاي زاينده جلوگيري  سلول

ميزان تعادل بين  ،زا بروز برخي از شرايط استرس .)2008

داني بيضه را بر راديكال آزاد توليدي و ظرفيت آنتي اكسي

هم زده و باعث بروز شرايط استرس اكسيداتيو در بيضه 

نتايج مطالعه حاضر  .)Turne and Lysiak, 2008( دشو مي

مرگ با بروز استرس شديد حرارتي ميزان  نشان داد كه

دار  طور معني به چربيميزان پراكسيداسيون و سلولي 
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 هدف اوليهمشخص شده است كه  .يافتافزايش 

 Sharma( استغشاي سلولي هاي  چربيهاي آزاد،  الراديك

and Agarwal, 1996.( تجزيه شده و  ،چربي هيدروپراكسيد

 Sharma( كند ميهاي آلكوكسي و پراكسي  اديكالتشكيل ر

and Agarwal, 1996( . اعمال شده  چربيپراكسيداسيون

تواند  بوده و مي مضربراي غشاي سلول  ت، به شدبر غشا

 Sharma and Agarwal(گ سلولي شود ساز مر زمينه

رارت با افزايش كه ح ممكن است اينبنابر ).1996

زمينه را و  ودسلولي ش ب تخريب غشاهاي آزاد موج راديكال

  .كند براي مرگ سلولي فراهم

ظرفيت كل مطالعه مشخص كرد كه  ننتايج اي

 آنزيم سوپراكسيد فعاليتاكسيداني و همچنين  آنتي

در حاليكه غلظت  ،دار نداشت نيديسموتاز تغيير مع

مطالعات انجام شده  ديگر .افزايش داشت آلدهيد دي مالون

 كهمشخص شده است . نمايند مينيز اين مساله را تاييد 

هاي اسپرم داراي  ميزان پراكسيداسيون چربي در سلول

و درصد همبستگي منفي با درصد حركت رو به جلو 

همچنين اين  .استشناسي طبيعي  هايي با ريخت سلول

همبستگي مثبت با درصد پراكسيداسيون چربي  نميزا

 هاي اسپرم داشت سلولهاي اوليه در  ناهنجاري

)Kasimanickama et al., 2006( . مشخص شده است كه

هاي اسپرماتوزواي موش با  در معرض قرار دادن سلول

سبب گراد  سانتيدرجه  40 تا 34استرس حرارتي بين 

د كه شو آلدهيد مي دي مالونمقدار  دار در افزايش معني

 استهاي آزاد توليدي در محيط  بيانگر ميزان زياد راديكال

)Alvarez and Storey, 1985( .هاي آزاد  اين راديكال

منشا سيتوپلاسمي، تواند  توليدي در محيط مي

 Shin et( ميتوكندريايي و يا غشا سيتوپلاسمي داشته باشد

al., 2008 .(هاي آزاد بر  راديكال اثرات مخرب اينDNA 

 ،هاچربيهمانند . اثبات شده است اثري كاملاً سلولي

را نيز مورد  DNAلكول وتوانند م هاي آزاد مي ديكالرا

 هاي متعدد به آن وارد نمايند تهاجم قرار دهند و آسيب

)Sun et al., 1997( .تواند به طور مستقيم  محل آسيب مي

هايي مثل  آسيب. باشد DNAو يا اسكلت ملكول خود بازها 

، شكست در تك رفيسم، حذفوم پلي ،اي هاي نقطه جهش

 استاز جمله اين موارد  DNAرشته و يا هر دو رشته 

)Aitken and Krausz, 2001.(  افزايش قابل توجه و

آلدهيد در  دي مالوندر مطالعه حاضر در مقدار  دار كه معني

ش ميزان توليد پي افزايش دما رخ داد به خوبي بيانگر افزاي

علت عدم  و استهاي آزاد در محيط كشت سلول  راديكال

اكسيداني  آنتيسيستم قدرت دار در  وجود افزايش معني

ناشي از افزايش بيش از حد  احتمالاًهاي سرتولي  سلول

تركيبات اكسيدان و صدمه آنها به اجزا سازنده سيستم 

  .اكسيداني است آنتي

 حرارتياد كه استرس در مجموع مطالعه حاضر نشان د

مخرب  آثار پراكسيداسيون ليپيدياز طريق افزايش ميزان 

بر جاي هاي سرتولي  حيات و عملكرد سلول خود را بر

  .گذارد مي

  

  سپاسگزاري

نويسندگان اين مقاله بدينوسيله از دانشگاه آزاد اسلامي 

هاي اين تحقيق را متقبل شد  واحد كرج كه كليه هزينه

  .نمايند تقدير و تشكر مي
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Abstract 

The present study was conducted to evaluate some oxidative stress in ram Sertoli cells under heat stress 
condition. The testis of 10 ram lambs was gathered from abattoir (during 5 times) and transferred to laboratory 
for isolation and culture of Sertoli cells. Isolated cells from lamb testes were divided into 3 plates and maintained 
in temperatures 32 ºC (control), 39 ºC (mild stress) and 42 ºC (severe stress) for 6 hours. The percentage of cell 
viability, the amount of lipid peroxidation (TBARS), the antioxidant capacity (FRAP) and superoxide dismutase 
activity were measured in all groups after 6 hours. The percentage of alive cells were reduced in group 42 ºC (78 
± 6.8) as compared to control (95 ± 9.3; P<0.05). Lopud neroxidation was higher in sever stress (0.65 ± 0.06) 
than control (0.46 ± 0.05; P<0.05). In conclusion, heat stress could be a detrimental factor for viability of Sertoli 
cells via increasing of lipid peroxidation. 
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