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Objective: The aim of this study was to examine the efficiency of HA-binding test 
and sperm gradient processing method for the selection of sperm with normal pro-
tamine, intact DNA and normal morphology.
Materials and Methods: The study was conducted on 29 patients undergoing ICSI. 
Semen analysis was carried out according to WHO criteria. Semen samples were 
divided into three equal portions. One portion was left untreated (control), the sec-
ond portion was used for HA-binding (HA: Hyaluronic acid) and the third portion 
underwent PureSperm gradient processing. Then, the three portions were evalu-
ated to examine protamine deficiency (Chromomycin A3 staining), sperm morphol-
ogy (Papanicolaou staining) and DNA integrity (Sperm Chromatin Dispersion Test). 
Coefficients of correlation and student t-test were carried out using SPSS 11.5 and 
P-value lower than 0.05 was considered as significant. 
Results: The mean number of sperm abnormality, protamin deficiency, and DNA 
fragmentation in HA binding and sperm gradient processing groups were significant-
ly decreased as compared to the control group (p<0.05). In addition, sperm gradient 
processing was superior to HA-binding method in the selection of sperm with normal 
protamine, intact DNA and normal morphology.
Conclusion: Both HA-binding and sperm gradient processing methods were effec-
tive in the selection of sperm with better quality in terms of normal morphology, nor-
mal protamine content and DNA integrity. However, sperm gradient processing was 
superior to HA-binding method in the selection of normal sperm.
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براي انتخاب اسپرم با پروتامين طبيعي، DNA سالم و مورفولوژي طبيعي

 ،1،Ph.D. 1، محمد مردانی،Ph.D. 2، شهناز رضوي،M.Sc. 1، مرضيه تولايي،M.Sc. محمدطاهر تقدسی
: 3 ،2 Ph.D. محمدحسين نصراصفهاني

1. دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، دانشکده پزشکی، گروه علوم تشريح 
2. پژوهشكده رويان، گروه جنين شناسي- آندرولوژی 

3. مركز باروري و ناباروري اصفهان

 : آدرس مکاتبه: تهران صندوق پستي: 4644- 19395، پژوهشكده رويان، گروه جنين شناسي–آندرولوژي

Email: mh_nasr@med.mui.ac.ir :پست الكترونيك
چکیده 

دريافت مقاله: 85/12/22، پذيرش مقاله: 86/6/13

با پروتامين طبيعي،  HA-binding و گراديان پيور اسپرم جهت جداسازی اسپرم  ارزيابی کارايی دو روش  * هدف: 
DNA سالم و مورفولوژي طبيعي 

* مواد و روش‌ها: در اين مطالعه 29 زوج نابارور مراجعه کننده به مرکز باروری و ناباروری اصفهان جهت انجام عمل 
ICSI مورد بررسی قرار گرفتند. آناليز روتين مايع سيمن طبق معيار WHO انجام شد. سپس نمونه‌هاي سيمن به سه 
بخش تقسيم شدند: گروه کنترل، گروه اسپرم‌های متصل به اسيد هيالورونيک (Hyaluronic acid binding: HA) و 
گروه اسپرم‌های آماده‌سازی شده توسط گراديان پيور اسپرم. سپس بر روی هر يک از گروه‌های مذکور، ارزيابي مورفولوژي 
اسپرم )توسط رنگ آميزي پاپانيكولائو(، كمبود پروتامين )توسط رنگ آميزي CMA3( و فراگمنتاسيون DNA )با استفاده 

از تست SCD( انجام گرفت. نتايج به دست آمده با استفاده از نرم افزار SPSS11.5 آناليز و مقايسه شد.
 DNA يافته‌ها: نتايج نشان مي‌دهد درصد اسپرم با مورفولوژي غيرطبيعي، كمبود پروتامين و درصد فراگمنتاسيون *
در دو گروه اسپرم‌هاي متصل به HA و آماده سازي شده توسط گراديان پيور اسپرم نسبت به گروه سيمن از لحاظ آماري 
كاهش يافته است )p=0/001(. به علاوه روش آماده‌سازي اسپرم توسط گراديان پيور نسبت به جداسازي اسپرم با مورفولوژي 

و پروتامين طبيعي و DNA سالم بهتر از روش HA-binding عمل كرده  است.  
* نتيجه‌گيري: نتايج نشان می دهد که هر دو روش گراديان پيور و HA-binding به طور معني‌داري قادر به جدا 
نمودن اسپرم با مورفولوژي و پروتامين طبيعي و سلامت DNA مي‌باشد. اگرچه روش گراديان پيور اسپرم نسبت به روش 

HA-binding در جداسازی اسپرم با كيفيت بهتر، کارايی بيشتري دارد.  

DNA آمـاده‌سازی اسپرم، کمـبود پـروتـامين، مورفولوژی اسپرم، فراگمنتاسيون ،HA-binding كليد‌واژگان: تست
فصلنامه پزشکی یاخته، سال نهم، شماره 4، زمستان 86، صفحات: 226-231
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مقدمه
ب��ه داخ����ل س��ي��ت��وپال�س��م تخمک اس��پ��رم  ت��زري��ق   ام�����روزه 

عنوان  به   )Intracytoplasmic Sperm Injection: ICSI(
يک روش مناسب جهت درمان ناباروری مورد استفاده قرار می‌گيرد 
لقاح  برای  طبيعی  موانع  همه   ،ICSI روش  در  اينکه  وجود  با   .)1(
)ظرفيت پذيری و واکنش آکروزومی(، پشت سر گذاشته می‌شود، 
و دارد  خاصی  اهميت  هسته  کروماتين  سلامت  و  اسپرم  بلوغ   اما 
اسپرمی نوع  انتخاب  به  وابسته  عمده  طور  به  لقاح  موفقيت   ميزان 
شود م��ی  استفاده  ت��زري��ق  جهت  تکنيک  اي��ن  ط��ی  ک��ه   اس��ت 
وجود اسپرم  بلوغ  ارزيابی  جهت  متعددی  شاخص‌هاي   .)2-4( 
A2 دارد. کراتين کنياز )کراتين فسفوکيناز( و شوك حرارتي پروتئين 

مارکرها  اين  جمله  از   (Heat shock protein A2: HspA2)
کيناز  کراتين  بالای  فعاليت  دهد  می  نشان  تحقيقات   .)6  ،5( است 
است مرتبط  مردان  در  ناباروری  با   HspA2 بيان  سطح  کاهش   و 

وجود  اسپرم  بلوغ  ارزيابي  جهت  نيز  ديگری  شاخص‌هاي   .)8  ،7(
دارد. از جمله شاخص‌هاي بلوغ هسته اسپرم حضور هيستون اضافی 
يا کمبود پروتامين در هسته اسپرم است که به ترتيب با رنگ‌آميزی 
آنيلين‌بلو و کرومومايسین A3 مشخص می‌شوند )9(. مطالعات نشان 
می دهد قابليت اتصال اسپرم به اسيدهيالورونيک می تواند يکی از 

علايم بلوغ غشاي پلاسمايی اسپرم باشد )4(.
اسيدهيالورونيک يا هيالورونان يک پليمر خطی دي ساکاريدی 

است که در دستگاه تناسلی زن، کمپلکس کومولوس اووفوروس و 
  PH-20 مايع سيمن وجود دارد )8، 10(. اسپرم زنده توسط پروتيين
که روی غشاي پلاسمايی آن وجود دارد، به اسيدهيالورونيک متصل 
در  هيالورونيک  اسيد  به  اسپرم  اتصال  بنابراين   .)12  ،11( می شود 
محيط آزمايشگاه شاخص خوبی خواهد بود که مي‌تواند بلوغ، قابليت 
 حيات و سلامت آکروزومی اسپرم را که با باروری مردان مرتبط است،

نشان دهد )4(.  
سطحی  گليکوپروتئين‌های  در  تغييراتی  نيز  اسپرماتوژنز  طی 
غشاي پلاسمايي اسپرم رخ می دهد که ايجاد رسپتورهايی برای اتصال 
را  اسيدهيالورونيک  و   )Zona Pllucida: ZP( منطقه شفاف  به 
اضافی  سيتوپلاسم  دادن  دست  از  با  تغييرات  اين  می‌کند.  تسهيل 
هم‌زمان  اسپرم  هسته  در  پروتامين  توسط  هيستون  جايگزينی   و 

است )4، 13، 14(. 
با  سيمن،  روتين  آناليز  از  پس  ناباروري  درمان  مراكز  در  امروزه 
و  است  هتروژن  مختلف  افراد  در  سيمن  كيفيت  كه  اين  به  توجه 
حتي در انزال‌هاي يك فرد نيز اين هتروژنيته وجود دارد، مايع سيمن 
مورفولوژي  و  بيشتر  تحرك  )با  سالم  اسپرم‌هاي  جداسازي  جهت  را 
از يكي  كه  ميك‌نند  آم��اده‌س��ازي  و  مي‌دهند  شستشو   طبيعي( 

 .)15( است  آزمايشگاهي  لقاح  تكني‌كهاي  در  مراحل   مهمترين 
به می‌توان  که  دارد  وج��ود  منظور  اين  ب��راي  مختلفي   روش‌ه��اي 
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 ،Density gradient centrifugation  ،Swim-up 
روش‌های  وجود  با   ،)15( كرد  اشاره   glass wool filtration
از  يكي  اسپرم  پيور  گراديان  تكنيك  اسپرم،  آماده‌سازی  متفاوت 
است  ناباروري  درمان  مراكز  در  استفاده  مورد  روش‌هاي  معمول‌ترين 
که توانايي جداسازي اسپرم‌هاي طبيعي را دارد و باعث كاهش قابل 
 DNA آسيب  داراي  و   CMA3

+ اسپرم‌هاي  درصد  در  ملاحظه‌اي 
مي‌شود )16(. مطالعات اخير، علاوه بر روش‌های مختلف آماده‌سازی 
بر  آنها  اساس  که  می‌کنند  پيشنهاد  را  ديگری  روش‌ه��ای  اسپرم، 
ساختار مولکولی و عملکردی اسپرم است، از جمله، روش جداسازی 
 HA-binding 18( و تست( Zeta روش ،)الکتروفورتيک اسپرم )17
 HA-binding 19(. بنابراين هدف از اين مطالعه، مقايسه اثر تست(
طبيعی،  پروتامین  با  اسپرم  جداسازی  برای  اسپرم  گراديان  روش  و 

DNA سالم و مورفولوژی طبيعی است.

مواد و روش‌ها
در اين مطالعه نمونه‌های سيمن از 29 زوج نابارور مراجعه کننده 
به مرکز باروری و ناباروری اصفهان جهت انجام عمل ICSI به دست 
از  پرهيز  از 4-3 روز  مايع سيمن در روز تخم‌كگذاري، پس  آمد. 
مقاربت آماده شد و با ثبت فرم رضايت بيمار، نمونه‌های سيمن برای 
انجام اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت. آناليز روتين مايع سيمن 
طبق معيار WHO )20(، توسط ميکروسکوپ نوری انجام شد. لازم 
به ذکر است تمامی مواد مصرفی در اين مطالعه  به جز موارد اشاره 

شده در متن از شرکت سيگما )U.S.A( تهيه شده است.

آماده‌سازی اسپرم
با  آن  بخش  يک  شد.  تقسيم  بخش  سه  به  سيمن  نمونه‌هاي 
 Pure Sperm (Nidacone, Guthenburg, گراديان  از  استفاده 
شد  آماده   ICSI روش  انجام  براي   80:  40 غلظت‌های  با   Sweden)
 Ham’s+FCS%10 محيط  با  آن،  ديگر  بخش  دو  و   )I )تجربي 
شستشو )سانتريفیوژ 2000دور به مدت 5 دقيقه( و به دو گروه تقسيم 
شد که عبارتند از گروه اسپرم‌های متصل به اسيدهيالورونيک )تجربي

II( که تست HA-binding بر روی آنها انجام گرفت و گروه ديگر 
سيمن تحت عنوان گروه کنترل. سپس بر روی هر يک از گروه‌های 
پاپانيكولائو( رنگ‌آميزي  )توسط  اسپرم  مورفولوژي  ارزيابي   مذکور، 

)توسط  پروتامين  كمبود   ،)20(  WHO معيار  اس���اس   ب��ر 
رنگ‌آميزي كرومومايسين A3 )9( و فراگمنتاسيون DNA با استفاده 
انجام     (Sperm Chromatin Dispersion: SCD) تست  از 

گرفت )21(.
 

HA-binding تست
اسيدهيالورونيک ميکروليتری   40 ق��ط��ره  يك��   اب��ت��دا 

سطح  روی   )Biocoat Inc; Fort Washington, PA(
سوسپانسيون از  ميکروليتر   30 شدن،  خشک  از  پس  گذاشته،   لام 
 اسپرم )106*20 میلیون در هر ميلي‌ليتر( روی آن قرار داده شد. لام به مدت

10 دقيقه در دمای اتاق قرار گرفت. سپس سطح لام با محيط مناسب 
)Ham’s( به آرامی شسته شد تا اسپرم نچسبيده به اسيدهيالورونيک 
از سطح لام جدا شود. لام مذکور در دمای اتاق قرار گرفت تا خشک 

شود.

)A3 ارزيابی كمبود پروتامين )رنگ آميزي كرومومايسين
محلول فيکساتيوکارنوی )متانول و اسيد استيک به نسبت 3 به 1( 
به نسبت مساوي با نمونه سيمن با غلظت 10 ميليون در هر ميلي‌ليتر  
به اندازه 100 ميکروليتر بر روی لام‌های آماده شده جهت رنگ‌آميزی، 

گذاشته و در هوای اتاق قرار داده شد تا خشک شود. به منظور انجام 
رنگ‌آميزي CMA3، هر اسلايد به مدت 20 دقيقه با 100 ميكروليتر 
در  ميلي‌ليتر  بر  )0/25گ��رم  شد  رنگ‌آميزي   CMA3 محلول  از 
بافرمك الوين: 7 ميلي‌ليتراسيد استيك 0/1 مولار و 32/9 ميلي‌ليتر 
از  7H2O و Na2HPO4 و با غلظت 0/2 مولار pH=7 شامل10 
ميلي‌مولار از MgCl2( سپس اسلايدها توسط بافر گليسرول شستشو 
و با همين بافر به نسبت مساوی )1 :1( مونت شدند و با استفاده از 
 (BX51, Tokyo, Japan) Olympous ميكروسكوپ فلورسنت
درصد شد.  شمارش  اسپرم   100 روز  همان  در   460-470 فيلتر   با 
رنگ ب��ا  اس��پ��رم  و   )CMA3

+( درخ��ش��ان  زرد  رن��گ  ب��ا   اس��پ��رم 
محاسبه  Olysia اف��زار  نرم  از  استفاده  با   )CMA3

-( تيره   زرد 
شد )9(.

 
DNA ارزيابی فراگمنتاسيون

پايين: ذوب  درج��ه  )ب��ا  1درص���د  آگ���اروز  از  درص��د   0/7 
با  سيمن  نمونه  با  سانتي‌گراد  درجه   37 دمای  در   )low melting
که  لامی  روی  بر  و  مخلوط  ميلي‌ليتر  هر  در  ميليون   5-10 غلظت 
با گذاشتن  با آگاروز 0/65درصد پوشيده بود گذاشته شد و  از قبل 
يک لامل بر روی آن، به مدت 4 دقيقه در دمای 4 درجه سانتی‌گراد 
قرار گرفت. سپس با جدا كردن لامل‌ها، هر لام به صورت افقی در 
محلول اسيدکلريدريک 0/08 نرمال به مدت 7 دقيقه در دمای اتاق و 
در تاريکی قرار داده شد و به مدت 25 دقيقه در محلول lysing قرار 
گرفت. در ادامه به مدت 5 دقيقه با آب مقطر شستشو و به ترتيب 
در الکل 70، 90 و 100درصد، 2 دقيقه دهيدراته شد و بعد از خشک 
شدن، با محلول رنگ Wright و PBS به نسبت 1 :1 رنگ‌آميزی 
ميکروسکوپ  توسط  و  معمولی شستشو  با آب  دقيقه  از 10  بعد  و 
نوری بررسی شد. با استفاده از اين روش می توان ميزان فراگمنتاسيون 
DNA را به صورت 5 نوع سلول با توجه به وجود هاله اطراف هسته و 
اندازه آن بررسی كرد. درصد اسپرم‌های با فراگمنتاسيون DNA )هسته 
اسپرم با هاله کوچک، بدون هاله و  سلول اسپرم degrade شده( و 
بدون فراگمنتاسيون DNA )هسته اسپرم با هاله بزرگ و هاله متوسط( 
ارزيابی شد که در مجموع به صورت DFI )انديکس فراگمنتاسيون 

DNA( تعيين شد )21(.

آناليز آماری
آناليز داده‌ها با  استفاده از آزمون‌هاي آماري ضريب همبستگي 
 )t-test و   Descriptive  ،Correlation Coefficient)
که صورتی  در  و  گرفت  انجام   SPSS11.5 ن��رم‌اف��زار   توسط 

p>0/05 بود، از لحاظ آماری معنی‌دار محسوب شد.

يافته‌ها
پروتامين  کمبود  اسپرمی،  پارامترهای  ارزيابی  از  حاصل  نتايج 
(DFI)، در جدول 1 مشخص   DNA CMA3( و فراگمنتاسيون 

+(
شده است. 

کمبود  دارای  غيرطبيعی،  مورفولوژی  با  اسپرم  ميانگين  مقايسه 
DNA  در سه گروه كنترل،  فراگمنتاسيون  و   )CMA3

+( پروتامين 
تجربي I و تجربي II، در نمودار 1، نشان داده شده است. 

با توجه به اين نمودار، درصد اسپرم‌های با مورفولوژی غيرطبيعی 
به گروه كنترل کاهش  نسبت   II تجربي  و   I تجربي  دو گروه   در 
است  معنی‌دار  آماری  لحاظ  از  مورد  دو  هر  در  ترتيب  به  که   يافته 
با  اسپرم  ميانگين  مقايسه  عال�وه  به   .)p= 0/009 و   p= 0/001(
نشان  II تجربي  و   I تجربي  گروه  دو  در  غيرطبيعی   مورفولوژی 
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229

می دهد از لحاظ آماری دارای اختلاف معنی داری است به طوری که 
درصد ناهنجاري‌های مورفولوژيک اسپرم در گروه تجربيI نسبت به 
گروه تجربي II، در مقايسه با گروه كنترل کاهش بيشتری يافته است 

 .)p<0/01(

 جدول 1: مشخصات پارامترهاي سيمن اسپرم‌هاي داراي
 DNA كمبود پروتامين و اسپرم‌هاي داراي فراگمنتاسيون 

ICSI در بيماران كانديد

  ±ميانگين 
خطاي معيار

حداکثر حداقل پارامتر

75/03±6/2 160 10 غلظت اسپرم )106 میلیون در هر 
ميلي‌ليتر(

48/27 ±2/77 65 5 درصد تحرك اسپرم

70/75±2/61 98 38 درصد اسپرم‌هاي با مورفولوژي غير 
طبيعي

60/68±2/99 98 28 درصد اسپرم‌هاي داراي ناهنجاري هاي 
مورفولوژيك سر اسپرم

62/41±2/8 86 25 درصد اسپرم‌هاي داراي كمبود 
)CMA3

پروتامین )+

35/73±4/92 67 10 درصد اسپرم‌هاي داراي     
(DFI) DNA فراگمنتاسيون

نمودار1: مقايسه ميانگين درصد اسپرم‌های با مورفولوژی غيرطبيعی، کمبود 
a, b, c :در سه گروه DNA و فراگمنتاسيون )CMA3

پروتامين )+
(a&b: Significant, b&c:Significant, a&c: Significant)

ميانگين  اختلاف  می شود  ملاحظه   1 نمودار  در  همچنين 
تجربي  گروه  دو  در   )CMA3

+( پروتامين  کمبود  دارای  اسپرم‌های 
لحاظ  از  كنترل،  گروه  با   )p=  0/002(  II  تجربي و   )p= 0/001(  I
کمبود  دارای  اسپرم‌های  ميانگين  علاوه  به  است.  معنی دار  آماری 
نيز دارای   II I و تجربي  CMA3( در دو گروه تجربي 

+( پروتامين 
در  پروتامين  کمبود  ميزان  که  طوری  به  است،  معنی داری  اختلاف 
 گروه تجربي I نسبت به گروه تجربي II، کاهش بيشتری يافته است

فراگمنتاسيون  اسپرم‌های دارای  ميانگين درصد  مقايسه   .)p=  0/004(
درصد  می دهد  نشان  نيز  )نمودار1(  مذکور  گروه  سه  در   DNA
اسپرم‌های دارای فراگمنتاسيون DNA در دو گروه تجربي I و تجربي 
II نسبت به گروه كنترل کاهش يافته که به ترتيب در هر دو مورد از 
لحاظ آماری معنی دار است )p= 0/001( و )p= 0/01(. همچنين مقايسه 
 I در دو گروه تجربي DNA ميانگين اسپرم‌های دارای فراگمنتاسيون
و تجربي II نشان می دهد از لحاظ آماری دارای اختلاف معنی داری 
 DNA فراگمنتاسيون  دارای  اسپرم‌های  درصد  که  طوری  به  هستند. 
يافته است  بيشتری  II، کاهش  به تجربي  I نسبت  در گروه تجربي 

.)p= 0/01(
CMA3( و 

در نمودارهاي 2، 3 و 4 رابطه بين کمبود پروتامين )+

229      فصلنامه پزشکی یاخته، سال نهم، شماره 4، زمستان 86

0

20

40

60

80

100

Semen[a] HA-bound sperm[b] Processed sperm[c]رد
ص

ا د
س

پ
مر

یاه
ب 

م ا
رو

ف
لو

ژو
 ی

یغ
طر

ب
عی

،ی
ک 

بم
دو

پ 
ور

ت
یما

 ن
 و

D
N

Aف
ار

گ
نم

ت
سا

وی
 ن

Ab CMA3+ DFI
 

100

80

60

40

20

0

و 
ن 

می
وتا

پر
ود 

مب
، ک

عی
بی

رط
غی

ی 
وژ

ول
رف

مو
با 

ی 
ها

رم 
سپ

د ا
ص

در
D

N
A

ن 
یو

س
نتا

گم
فرا

90

80

70

60

50

40

30
20

30            40          50           60         70            80          90

80

70

60

50

40

30

20

10
40                50                 60                 70                80                90

100

80

60

40

20

0
20         30         40         50         60         70          80         90

ناهنجاری‌های مورفولوژيک اسپرم در هر يک از گروه‌های مذکور نشان 
داده شده است. نمودار 2 بيانگر رابطه بين ميزان کمبود پروتامين و 
مورفولوژی غيرطبيعی اسپرم در گروه كنترل است که به لحاظ آماری 
 ،II همچنين در گروه تجربي .)p= 0/018 و r=0/436( معنی‌دار است
اين ارتباط معنی دار است )r=0/538 و p=0/012( )نمودار3(. اما اين 
 I ارتباط همان‌طور که در نمودار 4 ملاحظه می‌شود، در گروه تجربي

.)p= 0/335 و r=0/201( از لحاظ آماری معنی‌دار نيست

و  غيرطبيعی  مورفولوژی  با  اسپرم‌های  درصد  بين  رابطه  نمودار2: 
)p= 0/018 و r=0/436( در گروه سيمن )CMA3

کمبود پروتامين )+

نمودار3: رابطه بين درصد اسپرم‌های با مورفولوژی غيرطبيعی   
CMA3( در گروه اسپرم‌های متصل به اسيد 

و کمبود پروتامين )+
)p= 0/012 و r=0/538( هيالورونيک

نمودار4: رابطه بين درصد اسپرم‌های با مورفولوژی غيرطبيعی 
CMA3 در گروه اسپرم‌های آماده سازی شده 

و کمبود پروتامين )+
)p= 0/335 و r=0/201( توسط گراديان پيور اسپرم

بحث 
درمانی   روش  جهت  سيمن  آماده‌سازی  معمول  طور  به  امروزه 
وجود،  اين  با  می‌گيرد.  انجام  گراديان  تکنيک‌های  توسط   ICSI
و  انتخاب  جهت  را  متفاوتی  و  جديد  روش‌ه��ای  اخير  مطالعات 
جداسازی اسپرم معرفی کرده که اساس آنها، بر ساختار مولکولی و 

تقدسی و همکاران
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مشخصات عملکردی اسپرم است. يکی از اين روش‌ها، تست اتصال 
اسپرم به اسيدهيالورونيک به عنوان يک روش جديد جهت انتخاب 
اسپرم برای درمان ICSI پيشنهاد شده است )19(. اما تا کنون، روش 
معمول  صورت  به  که  اسپرم  گراديان  روش‌های  با   HA-binding
نگرفته  قرار  ارزيابی  مورد  می‌شوند،  استفاده  اسپرم  آماده‌سازی  در 
 HA-binding تست  بين  مقايسه  مطالعه،  اين  از  لذا هدف  است. 
و روش گراديان پيور اسپرم است تا مشخص شود که کدام يک از 
 ICSI اين دو روش، کارايي بيشتری در انتخاب اسپرم جهت درمان
با  اسپرم  درصد  كه  مي‌دهد  نشان  تحقيق  اين  از  نتايج حاصل  دارد. 
فراگمنتاسيون  همچنين  و  پروتامين  كمبود  غيرطبيعي،  مورفولوژي 
DNA در تست HA-binding و روش گراديان پيور اسپرم كاهش 
مي‌يابد اما ميزان اين كاهش در روش گراديان پيور اسپرم بيشتر است 

)نمودار1(. 
هوزار و همكاران نشان دادند، اسپرم‌هاي بالغ كه قابليت اتصال 
داراي  و  ندارند  سيتوپلاسميك  زائده  دارند،  را  اسيدهيالورونيك  به 
مورفولوژي طبيعي و از نظر سلامت DNA در سطح بالايي هستند 
 ،22  ،14  ،4( مي‌دهند  نشان  را  پايين‌تري  كروموزومي  آنوپلویيدي  و 
در  مورفولوژيك  ناهنجاري‌هاي  کاهش  نيز،  مطالعه  اين  در   .)23
به سيمن مشاهده شد  اسيدهيالورونيک نسبت  به  اسپرم‌های متصل 
مرحله  در  اسيدهيالورونيك  گيرنده‌هاي  آنجايي كه  از   .)p=  0/009(
اسپرميوژنز  روند  در  نقصي  گونه  هر  و  مي‌شود  ايجاد  اسپرميوژنز 
ممكن است باعث عدم تكامل بلوغ غشاي پلاسمايي اسپرم شود و 
همچنين بسته‌بندي و تراكم كروماتين اسپرم نيز در اين مرحله اتفاق 
مي‌افتد و عدم تراكم صحيح کروماتين اسپرم، ممكن است با تكامل 
بنابراين  باشد،  هم‌زمان  اسپرم  پلاسمايي  غشا  سطحي  پروتئين‌هاي 
كمبود  نقص  مي‌شوند،  متصل  اسيدهيالورونيك  به  كه  اسپرم‌هايي 

 .)p= 0/002( پروتامين در آنها كمتر خواهد بود
 ،DNA فراگمنتاسيون  علل  از  يكي  مي‌دهد  نشان  مطالعات 
نقص در بسته‌بندي كروماتين است و كاهش پروتامين در اين مرحله 
و  شود  كروماتين  تراكم صحيح  عدم  باعث  مي‌تواند  اسپرميوژنز  از 
باعث آسيب  DNA در مسيرهاي دستگاه تناسلي گردد )24(. از اين 
رو در گروه تجربيII، هم درصد اسپرم‌هاي داراي كمبود پروتامين و 
هم درصد اسپرم‌هاي داراي فراگمنتاسيون DNA كاهش مي‌يابد كه 
كوانسي  و  هوزار  توسط  اسيدهيالورونيك  درباره  قبلي  مطالعات  با 

مطابقت دارد )4، 14، 22، 23(.
و  پروتامين  کمبود  بين  رابطه  به  مربوط  نمودارهای  مشاهده  با 
ناهنجاري‌های مورفولوژيک اسپرم در سه گروه، مشخص می شود بين 
جايگزينی هيستون توسط پروتامين و شکل‌گيری سر اسپرم هم‌زمانی 
در  ارتباط  اين  اما  است.  اسپرميوژنز  مرحله  به  مربوط  دارد که  وجود 
نمودار 4، نشان دهنده کاهش هتروژنيتی کمبود پروتامين نسبت به 
مورفولوژی غيرطبيعی اسپرم پس از آماده سازی اسپرم توسط گراديان 

پيوراسپرم است.
نمونه سيمن دارای هتروژنيتی بالايي است و علاوه بر تعدادی از 
لکوسيت‌ها، دارای زير مجموعه‌ای از اسپرم‌های طبيعی و غيرطبيعی 
است که آماده سازی اسپرم يکی از راه‌های از بين بردن اين هتروژنيتی 
است )16(. در اسپرم‌های طبيعی نسبت وزن به حجم بيشتر است لذا 
دارای  اسپرم‌های  اسپرم،  پيور  سانتريفوژ در لايه‌های گراديان  از  پس 
ساختار کروماتين طبيعی که متراکم‌ترند، سريع‌تر ته نشين می‌شوند 

که  باشد  داشته  وجود  نيز  اسپرم‌هايی  ميان  اين  در  دارد  احتمال  و 
غيرطبيعی  نظر شکل،  از  ولی  است  طبيعی  آنها  کروماتين  ساختار 
هستند. به طوری که در نمونه اسپرمی آماده‌سازی شده توسط گراديان 
از  بيشتر  بهبود سلامت هسته  نشان داده شده است ميزان  پيوراسپرم 
تومليونسون  نتايج  با  و  است  اسپرم  طبيعی  مورفولوژی  بهبود  ميزان 
اسپرمی  نمونه  انتظار داشت در  بنابراين می توان  مطابقت دارد )25(. 
آماده‌سازی شده توسط گراديان پيوراسپرم، بين مورفولوژی غيرطبيعی 
معنی داری  ارتباط  پروتامين  کمبود  دارای  اسپرم‌های  درصد  و  اسپرم 

وجود نداشته باشد.   
نتايج اين مطالعه نشان می دهد روش گراديان پيور اسپرم كه به 
مي‌تواند  مي‌شود،  استفاده  باروري  كمك  مراكز  در  معمول  صورت 
 ،DNA سلامت  و  طبيعی  مورفولوژي  با  اسپرم   جداسازي  در 
HA-binding، بهتر عمل كند. در مطالعه‌اي كه  نسبت به تست 
توسط هونگ‌يي و همكارانش در ارتباط با توانايي اتصال اسپرم به 
گرفت،  انجام   IVF تكنيك  از  حاصل  نتايج  و  اسيدهيالورونيك 
 ،HA-binding نشان داده شد كه مورفولوژي اسپرم نسبت به تست
تست ارزش  و  دارد   IVF از  حاصل  نتايج  با  معني‌داري   رابطه 

لقاح  از  حاصل  نتايج  وضعيت  پيش‌گويي  درباره   ،HA-binding
در  همچنين   .)26( است  محدود  سيمن  روتين  آناليز  به  نسبت 
مطالعه‌اي كه توسط توملينسون بر روي رابطه بين پارامترهاي اسپرمي 
و آسيب DNA قبل و بعد از روش گراديان پيوراسپرم انجام گرفت، 
به  از آماده‌سازي  بعد  اسپرم  ميزان مورفولوژي طبيعي  داده شد  نشان 
 DNA ميزان 138درصد بهبود يافته و درصد اسپرم‌های دارای سلامت
نيز به طور قابل ملاحظه‌اي پس از آماده سازي توسط گراديان پيور 
اسپرم كاهش مي‌يابد )25(. در حالي که در مطالعه حاضر، مورفولوژی 
به  HA-binding و  انجام تست  از  به ميزان 124درصد پس  اسپرم 
ميزان 167درصد  پس از آماده‌سازي توسط گراديان پيوراسپرم بهبود 

يافت. 

نتيجه‌گيري 
  HA-binding تست  كه  گرفت  نتيجه  مي‌توان  پايان  در 
ولي  شود  بهتر  كيفيت  با  اسپرم‌هاي  جداسازی  باعث  مي‌تواند 
اين عمل )جداسازی  در  پيوراسپرم  توسط گراديان  آماده‌سازی  روش 
توجه  بايد  اما  دارد.  بيشتري  کارايي  بهتر(،  كيفيت  با  اسپرم‌هاي 
داشت اسيدهيالورونيک به طور طبيعی در دستگاه تناسلی مونث و 
کومولوس اووفوروس وجود دارد. بنابراين انتظار مي‌رود اين ماده اثرات 
سويی بر روند لقاح نداشته باشد )8، 10(، در حالی که پيوراسپرم يک 
ماده سنتتيک )مصنوعی( است و اندكي نيز خاصيت سمي دارد )19(. 
از اين رو تست HA-binding و ترکيبی از هر دو روش می‌تواند 

روش مناسبی جهت انتخاب اسپرم با کيفيت بهتر باشد.

تقدير و تشكر
پ.ر«   85/25866« شماره  تحقيقاتي  طرح  نتايج  مقاله  اين 
پ‍‍ژوهشكده رويان است و نويسندگان مقاله مراتب تقدير و تشكر خود 
را از مسئولين پ‍‍ژوهشكده رويان، همکاران بخش علوم تشريح دانشگاه 
ناباروري  و  باروري  مركز  پرسنل  و  پزشكان  اصفهان،  پزشکی  علوم 

اصفهان ابراز مي‌دارند.
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