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   )PHGPX(ون پراكسيداز يگلوتات روپراكسيددهي پيديهاي ژن آنزيم فسفول جهشبررسي 
   ايرانيناباروردر مردان 
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هـاي آزاد     ل   مرده در مايع مني انسان به عنوان منبعـي بـراي توليـد راديكـا                يا هاي معيوب و    وسيتها و اسپرم  وجود لك  :زمينه و هدف  

 آنزيمـي و غيرآنزيمـي       ِي عاهاي دف ـ   مكانيسم ،براي خنثي كردن اين تركيبات     .دنباش  هاي سالم مي    اكسيژن و در نتيجه آسيب به اسپرم      
 وپروتئين اصـلي اسـپرم    ن به عنـوان سـل     PHGPX)يا   IV )GPX-4تيون پراكسيداز نوع    م گلوتا يز آن .مايع مني وجود دارد   اسپرم و   در  

تـوان بـه      از جملـه ايـن نقـشها مـي        . باشـد   اسپرماتوژنز مي روند  در   ي متعدد هاي  داراي نقش  و   استهاي آنزيمي     مكانيسماين  يكي از   
در صورت كاهش فعاليـت      .اتين اسپرم اشاره كرد   زدايي هيدروپراكسيدها و متراكم كردن كروم       ل كپسول ميتوكندريايي، سميت   يشكت

  بـا توجـه بـه اينكـه نقـص در بيـان ژن              . اسپرماتوژنز و عملكرد اسپرم ايجاد شـود       روند   مقدار اين آنزيم ممكن است اختلالاتي در      يا  
GPX-4    مقدار يا سبب كاهش فعاليت  در اين ژن ممكن است    جهشها يا وجودPHGPXتعـدادي از    اين مطالعـه شناسـايي  هدف ، شود
  .باشد  مي نابارور ايرانيمرداندر  PCR-RFLP بوسيله روش ژناين در  هممهاي   جهش

 داراي ر نابـارو مـرد  74شـامل  سـينا   كننده به مركز تخصـصي درمـان نابـاروري ابـن     مراجعه مرد 128مطالعه روي    :بررسيروش  
 انحراف معيار پارامترهاي اسـپرمي ايـن افـراد          ± ميانگين .شدانجام   كنترل بارور    36رمواسپرم و   و مرد ن  18 ،اسپرموگرام غيرطبيعي 

دو سـپس دو زوج پرايمـر بـراي    .  اسـتخراج گرديـد  Salting out هاي سفيد نمونه خون به روش  ژنومي از گلبولDNA .محاسبه شد
C) 6+  نوكلئوتيدهاي حاوي4 و 1Aهاي   در اگزونGPX-4قطعه از ژن  T) ،+17(G A) 1725+ و (G A) با استفاده از   وطراحي

   . ارزيابي شدRFLP–PCR با روشSatI  و PShAI  ،MWOIهاي آنزيم
 ؛نمايـد    مـي  86bp و   151bpهـاي      در ژن سالم توليد دو قطعه با اندازه        PCR حاصل از    237bpه  ع بر روي قط   MWOIاثر آنزيم    :نتايج

C (جهشدر صورتيكه اثر همين آنزيم در   T (+6237ده و قطعه  قادر به بريدن قطعه ژن نبوbpاثر آنـزيم  . ماند  بدون تغيير باقي مي
PShA1     237 بر روي قطعهbp    حاصل از PCR        161هاي     در ژن سالم توليد دو قطعه با اندازهbp   76 وbp در صـورتيكه اثـر    ؛نمايـد    مي 

G)17+ جهشهمين آنزيم در     A)      237 قادر به بريدن قطعه ژن نبوده و قطعهbp اثر آنزيم        ً و نهايتا  ماند  ميباقي  بدون تغيير SatI  بـر 
 جهشنمايد در صورتي كه همين آنزيم در           مي 40bp و   108bpهاي     در ژن سالم توليد دو قطعه با اندازه        PCR حاصل از    148bpقطعه  

+1725 (G A) 148 قادر به بريدن قطعهbp237بررسـي هـضم آنزيمـي قطعـات     . مانـد   بدون تغييـر مـي   نيز نبوده و اين قطعهbp و 
148bp   ژن  در  مـورد بررسـي      جهـش يك از سـه     نشان داد كه هيچ     هاي مورد مطالعه      مردان تمامي گروه   درGPX-4   آنهـا وجـود    در
  . ندارد
 پـايين بـوده و بـا         ايرانـي  مـردان نابـارور   ها در جهـش  شيوع ايـن      ممكن است  ص شد كه   مشخ تحقيقبراساس نتايج اين     :گيري  نتيجه

 و  هاجهـش   ايـن   شـيوع   دقيـق  بـراي تعيـين    بـا ايـن وجـود      .نداشته باشـد  اين افراد ارتباطي    اتيولوژي اختلال در پارامترهاي اسپرمي      
و تعيـين تـوالي ژن ايـن آنـزيم در آنهـا          نابـارور    مـردان  بررسي تعداد بيـشتري از        ايراني اين ژن در مردان نابارور    هاي ديگر     جهش

   .شود پيشنهاد مي
  

  .، سلنو پروتئيني مرداننابارور، جهش ،هاي فعال اكسيژن  گونه، اسپرم،اتيون پراكسيدازآنزيم فسفوليپيد هيدروپراكسيد گلوت :كليد واژگان
  

سـينا،    ـ ابـن    هاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي      آوري  بادي منوكلونال، پژوهشكده فن     دكتر محمدرضا صادقي، مركز تحقيقات آنتي      :مسئول مكاتبه 
  .تهران، ايران

  Sadeghi@avesina.ac.ir:پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
ــاروري حــدود    ــت ناب ــايج موجــود عل % 25براســاس نت

كننده براي درمان نابـاروري را اخـتلال          زوجين مراجعه 
   ).1،2( دهد تشكيل ميدر عملكرد اسپرم 

ص عملكـرد اسـپرم     اينق ـشناسـايي علـل     موارد  اكثر  در  
نابـاروري در   ي از مـوارد     خ ـبرزيـرا    ؛باشـد   مـي مشكل  

نيـز مـشاهده   مـايع منـي   پارامترهـاي طبيعـي   مرداني با   
ثر در عملكرد طبيعـي اسـپرم       ؤيكي از عوامل م   . گردد مي

بـراي   ROS .اسـت  ROS(1(هـاي آزاد اكـسيژن        راديكال
 انجـام   و )3،4(و پـاتوفيزيولوژي اسـپرم      طبيعي  عملكرد  

ــر   ــالي نظي ــنشاعم ــي واك ــيش فعــالي ، آكروزوم  و 2 ب
هــاي وابــسته بــه    و ســاير واكــنش  3پــذيري ظرفيــت

علاوه براين  ). 5،6 (باشد   مي ضروري  احيا ـ اكسيداسيون
از اسـيدهاي   پلاسمايي اسـپرم    بودن غشاي    به دليل غني  

بـه   نـسبت  PUFA(4(غيراشـباع   ين پيونـد    چنـد بـا   چرب  
پــذير    حــساس و آســيب  ROSتخريــب پراكــسيداتيو  

 بــراي حفــظ PUFAاز طــرف ديگــر وجــود  .باشــد يمــ
اح د لق ـ ن ـطي فرآي  اسپرم   ء و عملكرد طبيعي   اليت غشا يس

 ســـبب ROSســـطوح بـــالاي ). 5-8 (ضـــروري اســـت
ــديپراكــسيداسيون ل ــزايش در نتيجــه   وهاي غــشاءپي اف

ــذيري غــشاي اســپرم   ــت نفوذپ ســبب ايجــاد و در نهاي
هاي مورفولوژيك و اثرات منفي روي حركـت          ناهنجاري

اختلال در رونـد    و   )8( تخمك   ـ  اسپرماتصال   ،)9(اسپرم  
ح بـالاي  وسـط گـر  از طـرف دي  ).10،7-12 (دگرد ميلقاح  

ROS ماكرومولكولها نظير پروتئينهاير سبب تخريب سا ، 
براســاس نتــايج ). 8 (شــود مــي DNAو گليكوپروتئينهــا 

% 40-88 در ROSســـطح  و همكـــاران Lewis ةمطالعـــ
 ).13 ( بـوده اسـت   طبيعي مقاديرتر از   مردان نابارور بالا  

 و سـاختار    هـا ه و محافظت ماكرومولكول   هبراي مواج لذا  
ــپرم  ــال اسـ ــر راديكـ ــاي آزاد در برابـ ــستم  ،هـ دو سيـ

                                                 
1- Reactive Oxygen Species 
2- Hyperactivation 
3- Capacitation  
4- Polyunsaturated Fatty Acid 

در پلاسماي منـي و      يمي و غيرآنزي  ماكسيداني آنزي   آنتي
هــاي غيرآنزيمــي محــافظ   سيــستم.اســپرم وجــود دارد

 كاروتن، -β توكوفرول، -α شامل ROSاسپرم در برابر  
ــوفرين  ــسفرين، لاكتـــ ــكوربات، اورات، ترانـــ   وآســـ

 آنزيمـي   هـاي   و سيستم  )7،13،14(سرولوپلاسمين بوده   
ــزيمشــامل  ــاتيون پراكــسيدازهــاي  آن ــاتيون /گلوت  گلوت
 cu/zn( 6سـموتاز  دسوپر اكسيد ،5)GPX/GR (ردوكتاز

SOD( )15(  و)Mn SOD( )16( 7كاتـالاز آنـزيم   و )17( 
 ون پراكـسيداز   يگلوتاتاز اين ميان آنزيم     . )18 (دنباش  مي

 نـوع ايزوآنـزيم     5آنزيم  اين   .استداراي اهميت خاصي    
 4 تا   1ون پراكسيدازهاي نوع    ياز بين آنها گلوتات    كه   اردد

ــلن  ــاوي س ــلنوپروتئين(م يح ــوع ) س ــلن 5و ن ــد س م ي فاق
 در اپيديـديم    GPX-5محل بيان آنزيم     ).19،20( باشد  مي

غـشاي   در   فعاليت كمـي  مقادير  داراي   اين آنزيم     و است
 پلاسـمي آنـزيم    فـرم سيتو   GPX-1.)21 (باشد  مياسپرم  
  شـامل كبـد،  هاي مختلـف   و به طور وسيع در بافت  است

هـاي    فـرم . )22 (شـود   بيـان مـي   ... غده آدرنـال و    كليه و 
GPX-2 و GPX-3 ــه ــب  ب ــوارش  ترتي ــتگاه گ و در دس
عـلاوه بـر ايـن      . رندوجود دا ) فرم خارج سلولي  (پلاسما  

 توليـدمثل   نـد  آنهـا در رو    دخالت مبني بر نيز  گزارشاتي  
ون پراكـسيداز  ي گلوتـات 1982در سـال    . )23 (وجود دارد 

ــا فـــسفوليپيد هيدروپراكـــسيد گلوتـــاتيون  IVنـــوع   يـ
بـراي  ) PHGPX; GPX-4, E.C 1.11.1.12 (8پراكـسيداز 

ــار تو  ــين ب ــو Ursiniســط اول ــد خ ــاران از كب  ك و همك
بـرخلاف سـاير اعـضاي       PHGPX .)24 (ديگردتخليص  

در و  اســت مونــومر خــانوادة گلوتــاتيون پراكــسيدازها
 .)25 (دوش ـ مـي بيضه بيـان    بافت   زياد در    بسيارمقادير  

 توانـــد بـــه طـــور مـــستقيم مـــيايـــن فـــرم از آنـــزيم 
ــد شــده    در غــشاها راهيدروپراكــسيدهاي ليپيــدي تولي

 لريكلـــــستاســـــتر ، كـــــسيدافـــــسفوليپيد هيدروپر(

                                                 
5- Glutathione Peroxidase/ Glutathione Reductase 
6- Superoxide Dismutase 
7- Catalase 
8- Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 ...ك پور و  ل        در مردان نابارور ايراني                                                                                                                             PHGPXهاي ژن   جهش

200 85پاييز / فصلنامه باروري و ناباروري

عــــلاوه بــــر . )26 (نمايــــد احيــــا )پروكــــسيدهيدرو
تواند    مي PHGPX ،يپدهايهيدروپراكسيدهاي حاصل از ل   

در  احيا كند و جـالبتر اينكـه          نيز اكسيد تيمين ر  اهيدروپر
پلاسـمي  ن پراكـسيداز سيتو   وگلوتاتيهاي    فرم مقايسه با 

)cGPX ــا ــاتيون پراكــسيداز  و)GPX-1 ي  دســتگاه گلوت
ــوارش  ــي GPX- GI، PHGPX)(گ ــد  م ــر توان ــلاوه ب ع

دهنـــدة  يوســـيعي از سوبـــستراهاگلوتـــاتيون انـــواع 
بـه همـين    . )27 (اسـتفاده نمايـد   هاي احياء نيـز       والان  ياك

 قـوي   ي اكـسيدان   شود كه اين آنزيم آنتي      دليل تصور مي  
  OS(1 (استرس اكسيداتيو در مقابل   براي حمايت از غشا     

ح  بافتها سـط   با ساير بافت بيضه   مقايسه  در  . )28 (باشد
 و نيـز بيـان آن وابـسته بـه           است بالاتر   PHGPX آنزيم

در بافت بيـضه    . )19،29 (باشد  مي هاگنادوتروپينحضور  
PHGPXــه ســه شــكل س ــدريايي پلاســميتوي ب   ، ميتوكن
  تكنيـك   اسـتفاده از  . )30،31 (شـود   اي بيـان مـي      يا هسته 

in situ hybridization   كـه  دهـد   نـشان مـيGPX-4 در 
بيـان  بـه مقـدار زيـادي    توژنيك سلولي اسـپرما هاي    رده

ــي ــود مـ ــت   وشـ ــشترين فعاليـ ــضه  بيـ ــه آن در بيـ بـ
در . )32،33 (شــود اســپرماتيدهاي گــرد نــسبت داده مــي

سـپرميوژنز  اطـي رونـد     بلوغ اسپرم   مراحل نهائي روند    
ر شكل اسپرم   يهمراه با از دست دادن سيتوپلاسم و تغي       

ــا ــدهاي بوســيلة روآنون تيگلوت ــد   ناشــناختهن اي ناپدي
 سـلولي نيـز بـه       هاي  نيول پروتئ يتهاي    گروهشود و     مي

به عنوان ون احيا يبنابراين گلوتات. شوند تدريج اكسيد مي
در دسترس  هاي احياء     والان  سوبستراي تأمين كننده اكي   

PHGPX  گـروه  ايـن آنـزيم از      درنتيجه  گيرد و      قرار نمي
 به عنوان سوبـستراي جانـشين اسـتفاده         ها پروتئين  وليت

هـاي     و پـروتئين   PHGPXبين آنزيم   دين طريق   ب. كند  مي
 2دي سـولفيد  وهـاي سـلن     پـل پيوند يـا بانـد      ديگر توسط   

 دسـته  آن   ،هدر نتيج ـ . )34،35 (گـردد   اتصال برقرار مـي   
    كه از طريق اتصال كووالانـسي پـل        PHGPX هاي  آنزيم

 هـاي سـلولي متـصل        پـروتئين  سلنودي سولفيد به ساير   
                                                 
1- Oxidative Stress 
2- Selenodisulfide bridge 

از دسـت داده و بـه       ي خـود را     فعاليـت آنزيم ـ   ،گـردد  مي
ســاختار از  يــي جز،عنــوان تركيبــات شــبه كراتينــي   

 در مـارپيچ ميتوكنـدريايي ناحيـه        يسايتواسكلتون سلول 
 در  PHGPXبنابراين فعاليت   . گيرد  گردن اسپرم قرار مي   

هـاي بلـوغي كـاهش        با ساير رده  در مقايسه   اسپرم بالغ   
از طريـق    GPX-4آنـزيم    ،عـلاوه بـر ايـن     . )26 (يابـد   مي

القـا   هـاي  نالانتقال سيگ  ،هاوترينكبيوسنتز ل  ،ROS حذف
. )36-39( كنـد   تعديل مي  و آپوپتوز را     IL-1شده توسط   

اي  كــه فــرم هــستهمطالعــات مختلــف نــشان داده اســت 
PHGPX     موجود تيول پروتامين هاي    گروه با استفاده از

 بـه متـراكم شـدن       هسته بـه عنـوان اكـي والان احيـا         در  
 ).31،36،37 (كند  كمك مي اسپرم   و بلوغ نهائي  كروماتين  

ــه نقــش  ــا توجــه ب ــد   ب ــزيم در رون ــن آن هــاي متعــدد اي
 متعـددي  مطالعـات    ، اسـپرم  هايو عملكرد اسپرماتوژنز  

ــين   ــاط ب ــزيمارتب ــالغ  PHGPX آن ــپرم ب ــا را  در اس ب
در بـه طوريكـه      ؛اند  مايع مني بررسي نموده   پارامترهاي  

  آنـزيم  رمقـدا اسپرم افراد نابارور نسبت به افراد بارور        
PHGPX آنزيم،اين فعاليت با كاهش همراه  و   هدو ب كمتر 

 كـاهش يافتـه و تغييـرات        ي نيـز  حركت و غلظت اسـپرم    
علاوه بـراين   ). 27 (يابد   افزايش مي  در آنها مورفولوژيك  

ــان در نارســايي  ــزيم بي ــدريايي PHGPXژن آن  ميتوكن
گوآستنواسـپرمي  يت يكـي از علـل اول      ممكـن اس ـ  اسپرم  

 مطالعات كروموزومي نـشان     ).37 (باشدمردان نابارور   
شـته   قرار دا  19P13.3 در ناحيه    PHGPXد كه ژن    هد مي
 در .)38 ( اگزون تشكيل شده است7 از Kb8/2با طول و  

+ 6هـاي     جايگاههاي   جهش و gpx-4  ساختار ژن  1شكل  
هـاي    نقاط شروع رونويـسي از فـرم        و +1725و  + 17و  

ــسته  ــدريايي، سيتوپلاســمي و ه ــزيماي  ميتوكن ــاي  آن ه
 ).39 (است اصل از اين ژن نشان داده شدهح

در تـوالي ژن     ييهـا   جهـش وجـود    مطالعات   برخي از در  
gpx-4   اي هاز طرف ديگر مطالع   . )39 (شده است گزارش 

با كـاهش سـطح بيـان       را  گوآستنواسپرمي  ياولنيز بروز   
PHGPX    ولـي   ؛ اسـت  دانستهمرتبط  اين افراد    در اسپرم
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 بـا نـوع     PHGPXن ژن آنـزيم     ارتباطي بين سـطوح بيـا     
   زيــرا ؛هــاي ايــن افــراد مــشاهده نگرديــده اســت   جهــش

مردان كنترل بارور نيـز مـشاهده        ها در جهشوجود اين   
  . )40( ه استگرديد

 PHGPX هـاي آنـزيم   طيف گـسترده عملكرد   با توجه به    
 يـك طـرف   آن دراكـسيداني   نقش آنتي شامل    در اسپرم 

لتون اسـپرم و    اسـك سيتودر  آن   تا نقش ساختاري     طيف
عملكرد آن در مورفولوژي اسپرم در طرف ديگر طيـف          

تـاكنون در    محـدودي كـه      هاي  نيز با توجه به بررسي    و  
انجام گرفته اسـت   بررسي اين آنزيم در سطح ژن       زمينه  

هاي شـناخته شـدة ايـن          جهشبررسي  هدف اين مطالعه    
و بررسـي   عامل فاكتور مردانه    با  ژن در مردان نابارور     

هاي ايـن ژن بـا پارامترهـاي اسـپرمي             جهشين  ارتباط ب 
  . بوداين افراد 

  
  روش بررسي

ــق از   ــن تحقي ــردان در اي ــش   م ــه بخ ــده ب ــه كنن مراجع
نابـاروري و   درمـان   آندرولوژي مركز فـوق تخصـصي       

 نامـه    رضـايت  اخـذ بعـد از     تهران يسينا  سقط مكرر ابن  
به جز افـراد    (آگاهانه براي شركت در مطالعه نمونة مني        

 بارور كه حداقل صـاحب يـك فرزنـد بـوده و بـه               كنترل
ــشگاهي    ــات دان ــز تحقيق ــك مرك ــصادفي از ي صــورت ت

هـاي    نمونه  و  خون تهيه شد   ml5و حدود   ) انتخاب شدند 
 منتقـل   EDTAانعقـاد   ضد   مادههاي حاوي       به لوله خون  
 -C20° در دمـاي     DNAها تا زمان اسـتخراج        نمونه. شد

امل مرداني بودنـد     ش رد مطالعه و م  افراد .نگهداري شدند 
كــه بــه علــت نابــاروري جهــت انجــام اســپرموگرام بــه  

و نيـز بـه    نمـوده بودنـد       آزمايشگاه آندرولوژي مراجعه  
ــدت  ــسي دا  روز2-7م ــز جن ــ پرهي ــپرموگرام  .تندش اس

) WHO) 1999براساس شرايط استاندارد و معيارهـاي       
 انحراف معيار پارامترهـاي     ± ميانگين   .)41 (انجام گرفت 

 محاسـبه   13 ويـرايش  SPSSن افراد با برنامه     اسپرمي اي 
كـه  مبـتلا بـه لكوسيتواسـپرمي       در اين ميان افـراد       .شد

ــد  <ml 106×1WBC/داراي  ــتلال   بودنـ ــت اخـ ــا علـ   يـ
ــده   ــناخته ش ــوارد ش ــا م ــپرموگرام آنه ــر  در اس اي نظي

  بــود از مطالعــه  ...  و 2ميديــسواركپتكري ،1واريكوســل
   .حذف شدند

هـاي خـوني توسـط        ونه نم DNA : ژنومي DNAاستخراج  
مطــابق روش  هــاي ســفيد گلبــول از Salting outروش 
Miller  هــاي   لولــه و )42(اســتخراج گرديــد و همكــاران

دمــاي  در PCR تــا زمــان انجــام واكــنش DNAحــاوي 
°C20-  پس از بررسي كمي و كيفي    .  نگهداري شدDNA 

 و استفاده از    يفوتومتروكترپاسروش  استخراج شده با    
 بـه روش    GPX-4 تكثير دو بخش از ژن       ،%1ژل آگاروز   

PCRانجام گرديد  .  
جـام   جهـت ان   :PCR(3( اي پلـي مـراز      واكنش زنجيره  انجام
PCR ــشخيص ــش و ت ــاه جه C+ (6 در دو جايگ T ( و

17+ )A  G (ناز ژ GPX-4) accession AC004151 (
  :يك جفت پرايمر با توالي زير طراحي شد

F:  5′-AACAAGTCCGCACGTCCGGT -3′ 
R:  5′-AAAGGCGGCCGAGGCTCATC-3′ 

 يـدي بـه طـول     وتتـوالي نوكلئ  توانند يك     اين پرايمرها مي  
237bp1 نو را در اگـــزA از ژن GPX-4كننـــدكثيـــر ت  .

هـاي     لولـه سـازي در       بعـد از انجـام بهينـه       PCRواكنش  
ml2/0     با حجم نهايي μl25          حاوي مـواد زيـر بـا غلظـت 

  بـه ميـزان  pmol/μl 4/0، dNTPsپرايمر به ميـزان نهايي 
mM4/0، Taq DNA polymerase  بـه ميـزان U/μl 4/0، 

                                                 
1- Varicocele 
2- Chriptorchidism 
3- Polymerase Chain Reaction  

 نقطه شروع رونويسي از فرم gpx-4 :tsl(m) ساختار ژن - 1شكل 
نقطه شروع رونويسي از فرم  PHGPX، tsl(c) ميتوكندريايي آنزيم

 ،HGPXسيتوپلاسمي آنزيم
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MgCl2 بـــه ميـــزان mM 5/1 ،DNA حـــدود ng 100  و
ــا ن ــافر      ً  هايت ــزان PCR x10 ب ــه مي ــام شــدμl 5/2 ب    . انج

به جز پرايمرها كه از شركت      (مواد مورد استفاده    تمامي  
  آلمـان  Rocheشركت  از  )  ايران تهيه گرديد   ـ  تكاپوزيست

  از دسـتگاه ترموسـايكر     PCR شكـن وا بـراي    .تهيه شـد  
و   اســتفاده گرديــد  )Eppendorf, Germany(راديــان گ

  :بودذيل  شرح بهسازي  س از بهينهپدماي سيكلها شرايط 
 C94° دقيقـه در دمـاي       5  ابتـدايي  1مرحله واسرشـت  . 1
  ) يك سيكل(
   C94° ثانيه در دماي 30،مرحله واسرشت. 2
   C5/63° ثانيه در دماي 2،30مرحله اتصال. 3
مراحل  (C72° ثانيه در دماي     3،30سازي  مرحله طويل . 4
  )  سيكل تكرار شد35، 4 تا 2
يـك  ( C72° دقيقه در دماي     7 ،سرشت نهايي مرحله وا . 5

  .)سيكل
+ 1725 در جايگـاه     جهـش از طرف ديگر جهت تشخيص      

)G A (   از ژنgpx-4         نيز يك جفت پرايمر با توالي زيـر 
  :شدطراحي 

F: 5′-ACAGGAGCCAGGGAGTAACG -3′ 
R: 5′- TGCCCTTGCCCTTGGGTTGG -3′        

ي بـه طـول     يـد تتـوالي نوكلئو  توانند يك     اين پرايمرها مي  
bp148 از اين ژن تكثير كنند4 را در اگزون شمارة  .  

 PCR μl25 شدر مورد اين پرايمر نيز حجم نهايي واكـن        
سازي شـامل     د و غلظت نهايي مواد بعد از انجام بهينه        وب  

ــزان  ــه مي ــزانpmol/μl 1/0، dNTPs پرايمــر ب ــه مي     ب
mM 4/0، Taq DNA polymerase  بـه ميـزان  U/μl4/0 ،

MgCl2ه ميـزان  بmM 5/1 ،DNA  حـدود ng 100 ، بـافر 
PCR x10    به ميزانμl5/2  دمـاي سـيكلها   شـرايط   . بـود
 به استثناء دماي مرحلة اتصال      بود قبلي   موارد مانند   نيز

 C 8/54° ثانيه در دماي 30كه در مورد اين جفت پرايمر 
 بـا اسـتفاده از      PCRكنتـرل صـحت تكثيـر       . انتخاب شد 

  . كنترل منفي بررسي گرديد
                                                 
1- Denaturation 
2- Annealing 
3- Extension 

ــام  ــر  :RFLP4انج ــل تكثي ــام عم ــان از انج ــراي اطمين  ، ب
 روي ژل ولات تكثيــر شــده بــا دو جفــت پرايمــر محــص

ــاروز  ــورز % 5/1آگـ ــدالكتروفـ ــاژ  (گرديـ و ) V98ولتـ
از اطمينان از صحت    پس  . آميزي با اتيديوم برومايد     رنگ

محـصولات بــا  ايــن  از μl5 در مرحلــه بعـد  PCRانجـام  
μl10هــــاي محلــــول حــــاوي آنــــزيم  restriction 

endonuclease MWOI )ــه ــايي ب ــت نه  ،)U/ml150  غلظ
PShAI )  به غلظـت نهـايي  U/ml300(و  SatI)   بـه غلظـت
ــايي ــزيم. نكوبــه شــد ا) U/ml300نه   هــاي اســتفاده   آن

 :Webcutter )Carolina Biologicalشده توسط برنامه 

Biotechnology and Genetic, Webcutter ( ــاب انتخ
از + 17و + 6ي دو جايگــاه شــدند كــه در مــورد بررس ــ

) PShAI) Biolabs, New England و MWOIهاي  آنزيم
 SatIاز آنـــزيم + 1725و در مـــورد بررســـي جايگـــاه 

)FSP4HI) (Fermentas, Italy ( استفاده شـد)   در مـورد
MWOI و SatI  ه نمـــودنانكوبـــاز دمـــاي °C37 و در 

ه نمـودن   انكوب ـ به صورت    C25° از دماي    PShAIمورد  
  ).  استفاده شدشبدر طول 

محصولات حاصل از هضم آنزيمي به       :الكتروفورزانجام  
ــراه محــصولات  ــولي  PCRهم ــاي وزن مولك  و ماركره

 و ولتــاژ TAE5 بــا بــافر% 10اكريــل آميــد  روي ژل پلــي
V200  و پـس از انجـام الكتروفـورز        . الكتروفورز گرديد

ــگ ــه روش ني رن ــزي ژل ب ــآمي ــره، ت ــصويررات نق  هايت
ــوحاصــل از  ــتگاه  الگ ــدها توســط دس  و scannerي بان

transluminator  براســاس ايــن . ذخيــره گرديــدتهيــه و
 يـك   PCRنتيجـه   + 17و  + 6ي  اه ـ  در مورد جايگاه  تايج  ن

ــه  ــbp237قطع ــود جهــش در  و ب ــه در صــورت وج د ك
 PShAI و MWOIهــاي  ، آنــزيم+17و + 6هــاي  جايگــاه

توانند اين قطعه را ببرند و در صـورت عـدم وجـود               نمي
 را بـه    bp237 قطعـه    MWOIآنـزيم   + 6ش در ناحيه    جه

در صـورت عـدم     . كنـد    تبديل مي  bp86 و   bp151قطعات  
ــاه    ــش در جايگ ــود جه ــزيم + 17وج ــه  PShAIآن   قطع

                                                 
4 -Length Polymorphism  Restriction Fragment 
5- Tris- Acetate-EDTA 
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bp237  ــات ــه قطع ــي bp76 و bp161را ب ــديل م ــد  تب . كن
G+ (1725درمــورد بررســي جايگــاه  A ( نتيجــهPCR 

 است كه در صورت وجـود جهـش در          bp148يك قطعه   
تواند اين قطعـه را ببـرد و           نمي SatI آنزيم   1725ايگاه  ج

در صــورت عــدم وجــود جهــش در ايــن جايگــاه قطعــه 
bp148 به قطعات bp108 و bp40شود  تبديل مي .  

  
  نتايج

ــداد ــه تعـ ــن مطالعـ ــي  128 در ايـ ــورد بررسـ ــرد مـ    مـ
 نفر بـا نابـاروري بـه علـت          74از اين تعداد    . قرار گرفتند 

  شـامل  ترهـاي اسـپرمي معيـوب       پارام فاكتور مردانـه و   
ــپرمي 33 ــر اوليگوآستنوتراتواسـ ــر OAT(1،22 ( نفـ  نفـ

 نفـر آستنوتراتواسـپرمي     OT(2،10 (اوليگوتراتواسپرمي
)AT(3   تراتواسپرمي  نفر 9و) T(4، 18  نفر نورمواسپرمي
)N(5  مـردان كنتـرل     .بودنـد كنترل بـارور    افراد   نفر   36و

رت  و بـه صـو     نـد بارور حداقل صـاحب يـك فرزنـد بود        
 .انتخاب شدند از يك مركز تحقيقات دانشگاهي       6تصادفي

لازم بــه ذكــر اســت كــه مــردان كنتــرل بــه دليــل اينكــه  
مشكلات باروري نداشتند حاضـر بـه دادن نمونـة منـي            

 1جـدول   . فقط نمونه خـون از آنهـا گرفتـه شـد           ه و نشد

                                                 
1- Oligoasthenoteratozoospermia 
2- Oligoteratozoospermia 
3- Asthenoteratozoospermia 
4- Teratozoospermia 
5- Normozoospermia 

هاي مختلـف   نتايج پارامترهاي اسپرمي افراد را در گروه 
  . دهد نشان مي

 حاصـل از    PCRمحـصولات   يب  تبه تر  3 و   2 لاشكادر  
 بر روي ژل آگاروز     gpx-4هاي مورد نظر از ژن        جايگاه

 روي ژل   PCR اين محـصولات     RFLPنتايج  و نيز   % 5/1
نـشان داده   ) آميـزي نيتـرات نقـره       رنگ(پلي آكريل آميد    

  .ستا  شده
 3شــكل از  6و 5 ، 4 شــمارة هايبانــدهمــانطور كــه در 

و + 17هاي     حاوي جايگاه  bp237قطعه  شود    مشاهده مي 
هـاي ذكـر شـده        در صورت وجود جهش در جايگـاه      + 6

در . شود   بريده نمي  PShAI و   MWOIهاي    توسط آنزيم 
C+ (6صورت عدم وجود جهش در جايگـاه        T (  آنـزيم

MWOI  ايــن قطعــه را بــه قطعــاتbp151 و bp86 و در 
ــاه   ــدم وجــود جهــش در جايگ G (+17صــورت ع A( 

 bp76 و   bp161 ايـن قطعـه را بـه قطعـات           PShAIآنزيم  
 bp237در بررسـي هـضم آنزيمـي قطعـه          . كند  تبديل مي 

 و MWOIافراد مورد مطالعه، اين قطعه توسط دو آنزيم 
PShAI          جهش بريده شد كه اين نشان دهنده عدم وجود 

در تمـام افـراد مـورد مطالعـه         + 17و  + 6هاي    در جايگاه 
 حـاوي   bp148در بررسـي هـضم آنزيمـي قطعـه          . است

                                                                            
6- Random 

   ،%5/1  بر روي ژل آگاروزgpx-4 ژن PCR محصولات - 2شكل 
 كنترل منفي قطعه - bp 148 3 قطعه -bp148  2 كنترل منفي قطعه -1

bp237   4- قطعه bp237 M  - ماركر  VIII)Roche( 

 و هضم آنزيمي قطعات تكثيـر شـده از ژن           PCR محصولات   -3شكل  
gpx-4 ،1-  كنتــرل منفــي قطعــه bp148 2- قطعــه bp148 3-قطعــات  

bp108   و bp40        حاصل از هضم آنزيمي قطعـه bp148  بـا آنـزيم  SatI 
 حاصل از هضم آنزيمـي      bp86 و   bp151  قطعات -bp 237 5  قطعه -4

 حاصـل از  bp76 وbp 161 قطعـات -MWOI6  با آنـزيم  bp237قطعه 
 )VIII) Roche ماركر -PshAI M با آنزيم bp237هضم آنزيمي قطعه 
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G+ (1725جايگاه   A ()   در صـورت   ) 2 و   3باند شمارة
 ايـن قطعـه توسـط آنـزيم         1725وجود جهش در جايگاه     

SatI  شود ودر صورت عدم وجود جهـش در           بريده نمي
 تبـديل   bp40 و   bp108اين جايگاه اين قطعه بـه قطعـات         

  . شود مي
 در تمـام افـراد      bp148قطعـه   در بررسي هضم آنزيمـي      

   بريـده شـد     SatIه، اين قطعه توسـط آنـزيم        مورد مطالع 
+ 1725 در جايگاه    جهشكه اين نشان دهندة عدم وجود       

  . است
  

  بحث
ــر روي ژن   ــشان gpx-4بررســي مطالعــات مختلــف ب  ن

 مـردان سـالم و بـارور و نيـز در مـردان               در دهد كه   مي
 ،SNPs1 و   اسـت نابارور اين ژن به مقدار زيادي متغيـر         

 در مـوارد    3شـدن طـول ژن     و اضافه    2 ژن حذف قطعات 
 جهــش 23 از. متعــددي در آن مــشاهده شــده اســت   

 فقـط در    جهـش  11  تعـداد  gpx-4 در ژن    شناسايي شده 
 جهـش  4تعـداد   . )39 ( شده است  گزارشمردان نابارور   

 با پارامترهاي باروري دخيل با فعاليـت ژن         جهش 11از  
gpx-4  بــه طــور جهــش 4 زيــرا ايــن ؛نداشــتندارتبــاطي 

. شود  مردان بارور سالم نيز مشاهده مي       در هموزيگوت
در اينترون وجـود داشـته و   ) جهش 6(ها نيز  جهشساير  

باشـند و در نتيجـه        ون مـي  دن بـاز ك ـ   مييا تغيير در سـو    
 نيــز همــان اســيد آمينــه اوليــه را در يافتــهون تغييردكــ

 لـذا بـر روي تـوالي آنـزيم          ؛كنـد    مـي  د آنـزيم ك ـ   ارساخت

                                                 
1- Single Nucleotide Polymorphisms 
2- Deletions 
3- Insertions 

PHGPX ها جهشيل نقش اين    تأثير هستند به همين دل      بي
 زيـرا عليـرغم عـدم       ؛نيز در ناباروري بحث انگيـز اسـت       

 در مـردان    جهش 6هيچيك از اين      آنزيم، تغيير در توالي  
بارور مشاهده نگرديده است و اين خود يك نكتـه قابـل            

+ 17و  + 6هـاي      جهـش  .باشـد  مـي  توجه و تحقيق بيشتر   
 جهـش . باشـند    جزء اين دسته مي    مطالعهانتخابي در اين    

G(در جايگاه  A (1725+   ؛داراي اهميت خاصـي اسـت 
 93شـمارة  ) Ala(زيرا منجر به تغيير اسيد آمينه آلانـين   

ــه اســيد آمينــه ترئــونين     در ســاختار آنــزيم  ) Thr(ب
PHGPX كـه تغييـر    اسـت   بررسيها نشان داده    . شود   مي

 gpx-4گ لـو  در هومو Thr به   93 شماره   Alaاسيد آمينه   
كاهش فعاليت اين آنزيم شـده      انساني در خوك منجر به      

 جهـش  11از  حاضـر   بنابراين در مطالعه    . )39،43 (است
ــده  ــشخص ش ــش 3 ،م C (جه T (6+ ،)G A (17 + و

)C A (1725 +           به دليل اينكـه نقـش آنهـا در نابـاروري
داراي اهميـت   همانطور كه ذكر شد      ولي   ،مردان نامعلوم 

 مورد بررسي قرار گرفـت و مـشخص         ،باشد  خاصي مي 
 جهـش مورد مطالعه اين سه     ر هيچ يك از افراد      شد كه د  

گيـري كـرد كـه        توان اينگونـه نتيجـه       لذا مي  ؛وجود ندارد 
توجـه بـه تعـداد        بـا  gpx-4 در ژن    جهشوجود اين سه    

پارامترهـاي    اخـتلال در     ولوژيتي ا افراد بررسي شده با   
ــپرمي  ــو (اسـ ــپرمي، اوليگوتراتـ -اوليگوآستنوتراتواسـ

 ارتباط در) تراتواسپرمي و تراتواسپرمياسپرمي، آستنو
 در ژن   جهش البته اين بدان معنا نيست كه وجود         .نيست
gpx-4 در پارامترهـاي    اخـتلال تواند منجر به ايجاد        نمي 

 بسته به نوع    جهش زيرا در صورت وجود      ؛اسپرم گردد 
نزديك بودن به جايگاه فعال آنـزيم و نيـز          (جايگاه آن    و

  ) بارور افراد كنترلاستثناءبه ( نتايج اسپرموگرام افراد مورد مطالعه - 1جدول 
  تراتواسپرمي  آستنوتراتواسپرمي نورمواسپرمي  اوليگوآستنوتراتواسپرمي  اوليگوتراتواسپرمي  تابلوي باليني بيماران

  9  10  18  33  22  تعداد افراد 
  89/63±009/6  5/29±804/14  64/61±649/11  18/27±828/15  45/60±296/8  ∗(%)حرك ت

  ml/106×(∗  41/4±454/10  272/5±469/11    671/116±555/139  403/10±625/31  492/7±722/26( اسپرم ششمار
  533/94±441/39  172/128±467/55  611/369±186/235  071/43±568/23  64/44±582/34 ∗)×106/انزال(شمارش كل اسپرم 

  56/18±247/6  7/15±296/4  67/35±541/5  97/14±548/7  91/16±53/8   ∗(%)مورفولوژي طبيعي 
 معيار هستند انحراف ±اين پارامترها ميانگين ∗   
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ممكـن  ) PHGPXختار آنـزيم    تغيير اسـيد آمينـه در سـا       
آنزيم كاهش يابد و در      و يا فعاليت     gpx-4است بيان ژن    

نتيجه منجر به اختلال در روند اسپرماتوژنز و در نتيجه          
 و همكاران نشان دادند     Diaconu. ناباروري مردان شود  

 با كاهش بيان اين ژن در       gpx-4 در ژن    جهشكه وجود   
زيـرا  . )40 (داردبيماران اوليگوآستنواسـپرمي ارتبـاط ن ـ     

-هــاي مــشخص شــده در مــردان اوليگوآســتنو   جهــش
در افراد كنترل بارور     gpx-4 با كاهش بيان ژن      اسپرمي

 و بررسـي    رح بوده اي كه مط    فرضيه. نيز مشاهده گرديد  
 جهـش آن ضرورت دارد اين است كه در صورت وجود          

 ممكن است روي بيان اين ژن اثر گذاشته         gpx-4در ژن   
 روي بيـان ايـن ژن روي فعاليـت آنـزيم     و يا بـدون اثـر    

PHGPX   لذا بهتر اين است كه ابتـدا فعاليـت         . بگذارد اثر
PHGPXپارامترهــاي اســپرمي  نابــارور بــا ن در مــردا
و سپس در بيماران بـا كـاهش         دهگيري ش   اندازهمعيوب  
البته .  آنها تعيين توالي گردد    gpx-4ژن   PHGPXفعاليت  

هـاي     سـاير فـرم     بر خـلاف   PHGPXگيري    روش اندازه 
  زيرا نياز بـه    است؛تر    يون پراكسيداز مشكل  تلوتاگآنزيم  

فسفاتيديل  (ا سوبستر فسفوليپيدهاي پرواكسيد به عنوان   
گيري   باشد و نيز قبل از اندازه       مي) كولين هيدروپراكسيد 

ل تـصا داراي ا ( فـرم غيرفعـال آنـزيم        دفعاليت آنزيم باي ـ  
اي كه    مطالعه ود. )27 (ابتدا فعال گردد  )  سولفيد ديونسل

 انجـام شـده     gpx-4تاكنون در زمينـه تعيـين تـوالي ژن          
  ها در ژن   جهـش و نيـز ايـن مطالعـه نـشان داد كـه             است  

gpx-4  لـذا   ؛سـت ا  اي به جامعـه ديگـر متفـاوت          از جامعه 
 در  gpx-4 نواحي مختلف ژن     جهشبراي شناسائي نقش    

در مـردان   عملكرد آنزيم، نياز به تعيـين تـوالي ايـن ژن            
از طرف ديگر علاوه بـر وجـود        . باشد  رور ايراني مي  نابا

 PHGPXبيوسنتز آنزيم gpx-4  هاي متعدد در ژن جهش
 توسط فاكتورهاي متعددي شـامل       ممكن است  در بيضه 

يم، مـسموميت بوسـيله فلـزات سـنيگن         نكمبود شديد سل  
. گيـرد    تحت تأثير قـرار      )29 ( تحريكات هورموني   و )44(

هـاي يـك       جهـش  ارتباط بين    براي بيان عدم  علاوه براين   

نيــز تعيــين شــيوع     ويولــوژي يــك بيمــاري  تژن و ا
 از  ترينيـاز بـه بررسـي تعـداد زيـاد         هاي يك ژن      جهش

تعـداد  باشد و با بررسي       بيماران و افراد سالم كنترل مي     
تـوان نتـايج قطعـي و دقيقـي را            نمـي محدودي از مردان    

ن و لـذا ممك ـ     جامعـه تعمـيم داد     بهبدست آورد و آن را      
 پارامترهـاي  مردان بـا است با بررسي تعداد بيشتري از     

 در ايـن افـراد      gpx-4اسپرمي معيوب و تعيين توالي ژن       
 همچنين در اينگونه مطالعات .نتايج متفاوتي حاصل شود

ارتباط فعاليـت ژن     براي بيان قطعي وجود يا عدم وجود      
با بيماري نياز به تعيـين تـوالي ژن و شناسـائي تمـامي              

 زيرا همانطوري كه در مورد      ؛باشد  ها مي جهش نقايص يا 
ها بـا توجـه     جهـش د  شو بسياري از بيماريها مشاهده مي    

 بـا   ر از طرف ديگ   .باشد   جمعيتي متفاوت مي   يساختارها
توجــه بــه اينكــه مطالعــاتي در زمينــه ارتبــاط بــين       

ــ ــسيم ژن   يپل ــزيم ( Polgمورف ــدة آن ــد كنن  DNAژن ك

polymerase gamma (رمي گـزارش   اوليگوآستنواسـپ و
   POLR2E نو نيـــــــز مجـــــــاورت ژ )45 (شـــــــده

)DNA- directed RNA Polymerase II (  بـا ژنgpx-4 
  آنــزيم  دو ارتبــاط عملكــرديو19بــر روي كرومــوزوم 

DNA polymerase gammaو  DNA- directed RNA  

Polymerase II)   ــد ســازي ــه ترتيــب دخيــل در همانن ب
DNAممكـــن اســـت بـــين ژن   ) و رونويـــسي از ژن 

POLR2E      ژن    بـا  وآنزيم حاصل از آن  gpx-4 نهايتـا    و  ً       
بررسي ارتبـاط   لذا   .ناباروري ارتباط وجود داشته باشد    

و ) ها، بيان ژني و فعاليت آنزيم     جهش( POLR2Eژن  بين  
 و ناباروري ممكن اسـت بـه مـشخص شـدن            gpx-4ژن  

كيـد  أعلت ت  .علت موارد ايديوپاتيك ناباروري كمك نمايد     
نتيكي بـه عنـوان عامـل اخـتلال در          هاي ژ   جهشبر روي   

 مشخص شـدن علـت مـوارد        ،پارامترهاي اسپرمي افراد  
لذا هدف تحقيقات آينـده      .باشد آيديوپاتيك ناباروري مي  

و ارتبـاط   ) تعيـين تـوالي    (gpx-4ها در ژن    جهشبررسي  
  و نيـز    PHGPXآنها بـا بيـان ايـن ژن و فعاليـت آنـزيم              

  م آنزياين يتگيري فعال طراحي روشي ساده براي اندازه
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  .خواهد بود
  

  گيري نتيجه
العـه و دو    در مجموع با توجه به نتايج حاصل از اين مط         

  اينگونه gpx-4ژن ها و بيانجهشمطالعه ديگر در زمينه 
 ها در جهـش  شـيوع ايـن      گيـري نمـود كـه       نتيجـه توان   مي
 بـه عنـوان يكـي از    توانـد  نمـي  پايين بـوده و   gpx-4ژن

امترهـاي اسـپرمي مـردان      پارعوامل شايع در اختلالات     
نتايج بدسـت آمـده     به   محسوب شود و با توجه       نابارور

 بيمـار   128 در   1ها بايد بيـشتر از      جهش شيوع اين         ًلزوما 
هاي ايـن ژن نيـاز بـه          جهشبراي تعيين شيوع     لذا   ؛باشد

   از طـرف   .باشـد   مـي  بيمـاران ي از   تربررسي تعداد زياد  
  
  

ر مــردان د PHGPXگيــري فعاليــت آنــزيم  انــدازهديگــر 
 و ارتبـاط    ايراني با پارامترهاي اسپرمي معيوب     نابارور

 gpx-4هـاي ژن      بررسي جهـش   و   gpx-4آن با بيان ژن     
  . تواند اين مساله را بيشتر روشن نمايد مي) تعيين توالي(
  

  و قدرداني تشكر
 بـاليني  گـروه بيوشـيمي  محتـرم  همكـاران  بدينوسيله از  

گروه  ،رمانشاهدانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي ك     
هاي نوين    پژوهشكدة فناوري و گروه ژنتيك    آندرولوژي  

و پرسنل محتـرم  سينا  ـ ابن  علوم پزشكي جهاددانشگاهي 
 همكاري صـميمانه  برايسينا  مركز درمان ناباروري ابن  

  .شود در اجراي اين طرح تشكر و قدرداني مي
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