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چكيده 
جداسازى جهت   (DGC) Density Gradient Centrifugation و   Zeta روش  دو  كارايى  ارزيابى  هدف:   *
اسپرم كروماتين  پراكندگى   ،TUNEL  (AO) اورانژ  آكريدين  از  استفاده  با  طبيعى  كروماتين  ساختار  با  اسپرم 

.(Chromomycin A3; CMA3) A3 و كرومومايسين (Sperm Chromatin Dispersion; SCD)
گرفت.  صورت  اصفهان  نابارورى  و  بارورى  مركز  به  كننده  مراجعه  بيمار  روى 63  بر  مطالعه  اين  روش ها:  و  مواد   *
اسپرم هاى  كنترل،  گرديد:  تقسيم  بخش  سه  به  سمن  نمونه  سپس  شد.  انجام   WHO معيارهاى  طبق  سمن  مايع  روتين  آناليز 
مذكور، گروه هاى  از  هريك  روى  بر  سپس   .DGC روش  به  شده  جداسازى  اسپرم هاى  و   Zeta روش  به  شده  جداسازى 
DNA فراگمنتاسيون  و   (CMA3 (رنگ آميزى  پروتامين  كمبود   ،(Diff Quick (رنگ آميزى  اسپرم  مورفولوژى  ارزيابى 

افزار  نرم  از  استفاده  با   t test و  همبستگي  ضريب  آماري  آزمون هاي  با  نتايج  گرفت.  انجام   (AO و    TUNEL, SCD)
SPSS-11/5 بررسي و تحليل شدند. 

گروه  دو  در   DNA فراگمنتاسيون  درصد  و  پروتامين  كمبود  غيرطبيعى،  مورفولوژى  با  اسپرم هاى  درصد  يافته ها:   *
است  يافته  معنى دارى  كاهش  آمارى  لحاظ  از  كنترل  گروه  به  نسبت   DGC و   Zeta روش  به  شده  جداسازى  اسپرم هاى 
(p<0/005). به علاوه روش DGC در جداسازى اسپرم هاى با مورفولوژى طبيعى نسبت به روشZeta بهتر عمل نموده است 
(p<0/005) در حالى كه روش Zeta در جداسازى اسپرم هاى داراى فراگمنتاسيون DNA كمتر نسبت به روش DGC بهتر 

.(p<0/005) عمل نموده است
و مورفولوژى  با  اسپرم هاى  جداسازى  به  قادر  معنى دارى  طور  به   DGC و    Zeta روش  دو  هر  نتيجه گيري:   *

ساختار كروماتين طبيعى مى باشد. بنابراين پيشنهاد مي گردد از هر دو روش DGC و Zeta براي جداسازي اسپرم هاى طبيعي 
استفاده شود. 

DNA كليدواژگان: روش زتا، پروتامين، مورفولوژي، اسپرم، فراگمنتاسيون *
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88، صفحات: 168-175

مقاله اصيل

169 169      فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88

مقدمه
تخمك سيتوپلاسم  داخل  به  اسپرم  تزريق  تكنيك  امروزه 

يك  عنوان  به   (Intra Cytoplasmic Sperm Injection; ICSI)
در  مردانه  فاكتورهاى  علت  به  نابارورى  درمان  جهت  مناسب  روش 
راهگشا   (In Vitro Fertilization) و   IVF روش  آنها  در  كه  بيمارانى 
 ،ICSI انجام  هنگام  در  كه  آنجايى  از   .(1) مى رود  كار  به  نمى باشد، 
تنها اسپرمى توسط جنين شناس انتخاب مي شود كه داراى مورفولوژى 
رويت  قابل  آنان  توسط  اسپرم  هسته  سلامت  و  باشد  طبيعى  حركت  و 
به   DNA فراگمنتاسيون  داراى  اسپرم  تزريق  امكان  بنابراين  نمى باشد. 
نموده  ايجاد  تكنيك  اين  انجام  جهت  را  نگرانى هايى  تخمك  داخل 
ميزان  حداقل  داراى  و  بالغ  و  طبيعى  اسپرم هاى  انتخاب  لذا  است (2). 
خصوصا  بارورى  كمك  تكنيك هاى  تمامى  در   DNA فراگمنتاسيون 

ICSI ضرورى به نظر مى رسد (3).

روش هاى جديد و متنوعى براى جداسازى اسپرم هاى بالغ و طبيعى 
تا كنون معرفى شده اند كه هدف تمامى آنها جداسازى اسپرم هاى بالغ، 
از لحاظ مورفولوژى و تحرك مى باشد. از جمله اين روش ها مى توان به 
روش Density Gradient Centrifugation (DGC) اشاره نمود (4). 
در اين روش اسپرم هايى كه از لحاظ مورفولوژى و تحرك در محدوده 
طبيعى قرار دارند بر اساس اختلاف دانسيتى از اسپرم هاى غيرطبيعى جدا 
مى شوند. چنانچه مطالعات گوناگون پيش از اين نشان داده اند در اسپرم هاى 
طبيعى نسبت وزن به حجم بيشتر مى باشد. لذا در حين سانتريفيوژ اسپرم هاى 
داراى ساختار كروماتين طبيعى كه متراكم تر بوده و چگالى بيشترى دارند، 

سريع تر ته نشين مى شوند (5، 6). 
مواد  به كارگيرى  لحاظ  از   DGC روش  محدوديت هاى  دليل  به 
جداسازى  جهت  را  ديگرى  روش هاى  محققين  اخيرا  مختلف،  شيميايى 
جداسازى  به  مى توان  جمله  آن  از  كه  نموده اند  ابداع  طبيعى  اسپرم هاى 
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اسپرم هاى طبيعى بر اساس بار الكتريكى اشاره نمود. دو روش الكتروفورز 
بر  موجود  الكتريكى  بار  اساس  بر  را  اسپرم ها  جداسازى  امكان   Zeta و
سطح غشا فراهم مى نمايد. در روش Zeta كه توسط چان و همكارانش 
 Zeta در سال 2006 پيشنهاد شد، انتخاب اسپرم طبيعى بر اساس پتانسيل
صورت مى گيرد. پتا نسيل Zeta وابسته به سيا لوگليكوپروتئين ها ي باردار 
غشا اسپرم است كه در طى فرايند بلوغ اسپرم، به سطح آن افزوده مي شود 

.(8 ،7)
گليكوپروتئين هاي از  برخى  كه  مى دهد  نشان  اخير  تحقيقات 

تناسلي  دستگاه  در  آن  حفاظت  براي  اسپرم  سطح  به  شده  افزوده 
اصطلاح در  گليكوپروتئين ها  اين  به  و  مي باشد  ضرورى  مونث 
اينتگرال  Maturation Antigen گفته مي شود. از جمله پروتئين هاى 
كه  نمود  اشاره   Gp20 به  مى توان  اسپرم  غشاى  سطح  به  شده  اضافه 
يك سيا لوگليكوپروتئين سطحى غشا مي باشد و همولوگ با آنتي ژن 
ازگليكوپروتئين هاى  يكى   Gp20 است.  لكوسيت  درغشا   CD52
دستگاه  از  شده  انزال  اسپرم  غشاى  منفى  الكتريكي  بار  ايجاد  مسئول 

تناسلى مذكر مى باشد (9). 
ساختار  در  تغيير  كه  مى دهد  نشان  گوناگون  پژوهش هاى 
شدن  طويل  آكروزوم،  تشكيل  پلاسمايي،  غشا  گليكوپروتئين هاي 
فرايند  در  كه  است  تغييراتى  جمله  از  كروماتين  ساختار  در  تغيير  و  دم 
ساختار  تراكم  فرايند  در  چنانچه   .(10-12) مى دهد  رخ  اسپرميوژنز 
معرض  در  اسپرم   DNA ،شود ايجاد  اختلالى  گونه  هر  هسته،  كروماتين 
آسيب قرار مى گيرد (13). مطالعات مختلف نشان مى دهد كه اسپرم مردان 
نابارور ميزان آسيب DNA بالاترى در مقايسه با مردان بارور داشته است 
(16-14). هم چنين آريوين و همكارانش بيان كردند، ميزان مقاومت نسبت 
به دناتوره شدن DNA تحت القاى اسيد نيز در افراد نابارور به ميزان زيادى 
كاهش مى يابد (17). بر اساس نتايج به دست آمده از تحقيقات، فراگمنتاسيون 
DNA با ميزان بارورى ارتباط انكارناپذيرى داشته است، بنابراين مى تواند 
به عنوان يك فاكتور مستقل جهت پيش گويى قدرت بارورى در مردان 
 DNAباشد (15). از جمله عواملى كه باعث به وجود آمدن فراگمنتاسيون
مى شود، مى توان به استرس هاى اكسيداتيو، آپوپتوز و اختلال در جايگزينى 

هيستون ها به وسيله پروتامين اشاره كرد (13-15، 18).
داراى  اسپرم هاى  شناسايى  جهت   A3 كرومومايسين  رنگ آميزى 
كمبود پروتامين به كار مى رود (19). مطالعات مختلف نشان مى دهد كه 
اسپرم مردان نابارور داراى ميزان پروتامين كمترى نسبت به افراد طبيعى 

مى باشد (20، 21).
متعددى  روش هاى   DNA فراگمنتاسيون  ميزان  بررسى  جهت 
،(14)  TUNEL روش  به  مى توان  آنها  مهم ترين  از  كه  دارد  وجود 
،(16)  Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)A

و   (22)  Sperm Chromatin Dispersion (SCD)
Acridin Orange Staining (AO) (23) اشاره نمود. 

در اين مطالعه تصميم گرفته شد پس از انجام دو روش جداسازى 
اسپرم DGC و  Zeta بر روى نمونه سمن افراد نابارور، ساختار كروماتين 
 CMA3 و AO و SCD و TUNEL اسپرم با استفاده از چهار تكنيك
مورد بررسى قرار گيرد تا پس از تعيين درصد اسپرم هاى طبيعى در هر 

گروه ميزان كارايى اين دو روش مشخص گردد.   

مواد و روش ها
روش بررسي

انتخاب نمونه در اين مطالعه به روش ساده بوده و از نمونه سمن 63 

فرد نابارور مراجعه كننده به مركز بارورى و نابارورى اصفهان استفاده شد. 
از بيماران فرم رضايت اخذ و نمونه هاي سمن، بعد از 4-3 روز خوددارى 
زوجين از مقاربت، جمع آورى و آناليز روتين مايع سمن( غلظت، تحرك 
و مورفولوژى) طبق معيار WHO (24)، توسط ميكروسكوپ نورى انجام 
گرديد. قابل به ذكر است تمامى مواد مصرفى در اين مطالعه به جز موارد 
اشاره شده در متن از شركت سيگما تهيه گرديده است. اين طرح مصوبه 

پژوهشكده رويان است.

آماده سازى اسپرم
دور2000  با  دقيقه  ده  مدت  به  جمع آورى  از  پس  را  سمن  مايع 
تخليه،  رويي  مايع  شود.  تشكيل  اسپرم ها  از  رسوبى  تا  نموده  سانتريفيوژ 
از  پس  و  ريخته  رسوب  روي   Ham’s+FCS درصد  محيط 10  سپس 
پيپت نمودن، محلول را به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ و مايع رويي را تخليه 
و محيط Ham’s به رسوب اضافه گرديد. نمونه سمن اين بيماران به سه 
بخش تقسيم شد كه يك بخش به عنوان گروه كنترل و دو بخش ديگر 
استفاده  مورد   Zeta و   DGC اسپرم  جداسازى  روش  دو  مقايسه  جهت 
قرار گرفت. سپس بر روى هر كدام از گروه ها به طور جداگانه، ارزيابى 
مورفولوژي اسپرم توسط رنگ آميزي Diff Quick (25)، كمبود پروتامين 
 TUNEL ،SCD (19) و سه تست A3 توسط رنگ آميزي كرومومايسين
مورد   DNA فراگمنتاسيون  ميزان  تعيين  جهت   Acridine Orange و 

ارزيابى قرار گرفت (14، 22، 23).

روش جداسازى سانتريفيوژ شيب غلظت
(Density Gradient Centrifugation; DGC)

درصد   80  Pure Sperm محلول  از  اى  لايه  دو  گراديان  يك 
ستون  يك  تا  مى گردد  تهيه  سي سي  فالكون 10  لوله  در  درصد  و 40 
شود.  ايجاد  مجزا  غلظت  شيب  دو  با  لايه  دو   Pure Sperm از  ممتد 
سپس 1/5 ميلى ليتر از مايع سمن روى آن ريخته و به مدت 20 دقيقه در 
 DGC 2000 دور سانتريفيوژ مى شود. در اين مطالعه، جهت انجام روش
گرديد.  استفاده  سوئد)  سازنده  (كشور   Pure sperm تجارى  ماده  از 
آسپيره  پاستور  پيپت  با  لوله  بالاى  در  موجود  مايع  سانتريفيوژ،  از  پس 
منتقل  سي سي   5 فالكون  لوله  يك  به  لوله  محتويات  باقى مانده  و  شده 
گرديده و با محيط Sperm Rinse، مخلوط شد. سپس سوسپانسيون 
ايجاد شده به مدت 10 دقيقه در 2000 دور سانتريفيوژ گرديد. مجددا 
در  شده  تشكيل  پليت  و  شده  برداشته  رويى  مايع  سانتريفيوژ،  از  پس 
انجام  جهت  است  شده  جداسازى  اسپرم هاى  محتوى  كه  لوله  انتهاى 

ICSI استفاده گرديد (4).

Zeta روش
ابتدا نمونه سمن در لوله مخصوص سانتريفيوژ ريخته و پس از دو بار 
شست وشو، سريع سه مرتبه درون دستكش لاتكس چرخانده شده و بيرون 
كشيده مى شود تا باردار گردد. لوله باردارحاوي نمونه به مدت يك دقيقه 
در دماى آزمايشگاه (22 درجه) گذاشته مى شود تا اسپرم هاي بالغ داراي 
بار منفي به جدار لوله بچسبند. لوله فوق به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ شده 
و بعد پليت تشكيل شده و محلول اسپرم هاي درونش با پيپت پاستور به 
آرامي از ته لوله خارج مي شود. سپس محيط Ham’s به داخل آن ريخته 
آن 500  از  پس  نماند.  باقى  لوله  ته  سلولى  تا  مي گردد  خارج  مجددا  و 
ميكرو ليتر محيط Ham’s در لوله ريخته و جدار لوله با آن شست وشو 
محيط،  اين  كردن  اضافه  با  گردد.  بار  بدون  لوله  جدار  تا  مى شود  داده 

روش Zeta و DGC در جداسازي اسپرم با ساختار كروماتين طبيعي 
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اسپرم هاي چسبيده به جدار لوله جدا شده و در پايين لوله قرار مى گيرد. 
سپس از اين سلول ها براى ارزيابى مورفولوژى، كمبود پروتامين و تعيين 

ميزان فراگمنتاسيون DNA استفاده شد (8).

TUNEL assay
در ابتدا از نمونه سمن شسته شده، اسميرى تهيه مي شود كه  اسميرهاي 
در  اسلايدها  بعد  مرحله  در  شوند  خشك  هوا  معرض  در  بايد  شده  تهيه 
فرمالدهيد 4 درصد براى مدت 25 دقيقه فيكس مى شوند. پس از شست وشو 
x-100 اسلايدها در تريتون Phosphate Buffered Saline و (PBS) در

مجددا در PBS شست وشو  براى مدت 5 دقيقه قرار گرفته  0/2 درصد 
مى گردند. اسلايدها در100 ميكروليتر بافر TUNEL به مدت 5 تا 10 دقيقه 
قرار گرفته سپس با استفاده از محلول rTdT نشان دار مى شوند. پس از اين 
مرحله اسلايدها در كاور پلاستيكى مخصوص قرار گرفته، به مدت 60 دقيقه 
دور از نور و در دماى 37 درجه انكوبه مى شوند. سپس كاور پلاستيكى 
برداشته شده، اسلايدها در 2xssc به مدت 15 دقيقه قرار مى گيرند پس 
از مرحله شست وشوى اسلايدها با استفاده از PBS موجب برداشته شدن 
سپس  مى گردد.  اسلايدها  روى  از  اضافى   Fluorescein-12-dUTP
Propidium Iodideو (PI) رنگ آميزى اسلايدها توسط رنگ فلورسنت

زير  در  سپس  و  شده  مونت   PBS با  اسلايدها  مى گيرد.  انجام 
تمامى   PI رنگ  مى گيرند  قرار  بررسى  مورد  فلورسنت  ميكروسكوپ 
سلول هاى فاقد فراگمنتاسيون DNA را به رنگ قرمز در مى آورد و رنگ 
سبز در سلول هايى كه هسته آپوپتيك دارند، مشاهده مى شوند. در هر نمونه 
گزارش   DNA فراگمنتاسيون  درصد  صورت  به  و  شمارش  سلول   200

مى گردد (14). 

سنجش كمبود پروتامين
اسميرهاي آماده شده از مايع اسپرمي كه در محلول كارنوي (متانول 
و اسيد استيك با نسبت 3 : 1) به طور هم حجم فيكس شده اند، به مدت 
انجام  منظور  به  مى گيرد.  قرار  سانتي گراد  درجه   4 دماي  در  دقيقه   5
رنگ آميزي CMA3 هراسلايد به مدت 20 دقيقه با 100 ميكروليتر از 
محلول CMA3 رنگ آميزي شده (0/25 ميلى گرم بر ميلي ليتر در بافر 
مك كلوين: كه شامل 7 سي سي اسيداستيك 0/1 و 32/9 سي سي از 
H2O 7 و Na2HPO 4 و با غلظت 0/2 مولار pH=7 و 95 ميلى گرم 
شست وشو   PBS بافر  با  را  اسلايدها  مي باشد).  ميلي مولار   10 Mgcl2
آناليز  مى شوند.  مونت  گليسرول  كمك  به  اسلايدها  سپس  داده، 
ميكروسكوپي اسلايدها توسط ميكروسكوپ فلورسنت و در هر نمونه 
اسپرم هاي   ،CMA3 رنگ آميزي  از  پس  گرديد.  ارزيابى  سلول   200
با  طبيعى  اسپرم هاي  و  درخشان  زرد  رنگ  با  پروتامين  كمبود  داراى 

رنگ زرد كم رنگ قابل مشاهده مى باشند(19) . 

Sperm Chromatin Dispersion (SCD)
تا   5 (غلظت  شده  آماده  اسپرمى  نمونه  از  ميكروليتر  مقدار30 
پايين ذوب  درجه  با  آگاروز 1درصد  از  ميكروليتر   70 با  ميليون)   10

مخلوط  سانتى گراد  درجه   37 دماى  در   (Low Melting Agaros)
مي گردد. سپس نمونه مخلوط شده بر روي لامي كه از قبل با آگاروز 
0/65 درصد پوشيده شده، قرار مي گيرد و با گذاشتن يك لامل بر روي 
مى شود.  گذاشته  سانتي گراد،  درجه   4 دماي  در  دقيقه   5 مدت  به  آن 
در  افقي  صورت  به  لام  هر  و  كرده  جدا  لام  سطح  از  را  لامل  دقت  با 
محلول اسيدكلريدريك 0/08 نرمال به مدت 7 دقيقه قرار داده مي شود. 

دقيقه   25 مدت  به   (pH=7/5) ليزكننده  محلول  در  مرحله  اين  از  بعد 
گذاشته مى شود (22). پس از دو بار شست وشو در آب مقطر به ترتيب 
در الكل 70 درصد و 90 درصد و100 درصد هر كدام به مدت 2 دقيقه 
 Wright آب گيرى مى گيرد، بعد از خشك شدن لام ها با محلول رنگ
و PBS به نسبت 1:1 رنگ آميزي صورت مي گيرد. سپس لام ها توسط 
ميكروسكوپ نوري بررسي و در هر نمونه 200 اسپرم شمارش مي شود. 
با استفاده از اين روش مي توان ميزان فراگمانتاسيون DNA را به صورت 
اندازه آن نسبت به  5 نوع سلول با توجه به وجود هاله اطراف هسته و 
هسته بررسي نمود. درصد اسپرم هاي با فراگمنتاسيونDNA (هسته اسپرم 
بدون  و  شده)   Degrade اسپرم  سلول  و  هاله  بدون  كوچك،  هاله  با 
فراگمنتاسيون DNA (هسته اسپرم با هاله بزرگ و هاله متوسط) در هر 
نمونه ارزيابي شده و به صورت درصد فراگمنتاسيون DNA در هر نمونه 

گزارش مى شود (شكل1).

Acridin orange staining
در   ، هوا  معرض  در  شدن  خشك  از  پس  ها  اسمير  روش  اين  در 
محلول فيكساتيو كارنوى (متانول و اسيد استيك با نسبت 3 : 1) دور از 
نور و در دماى 4 درجه به مدت 2 ساعت فيكس شده، سپس با محلول 
در  شده  رقيق  اورنج 0/1درصد  اكريدين  سي سي  اورنج (10  آكريدين 
آب مقطر، 40 سي سي اسيداستيك 0/1 مولار و 2/5 سي سي از محلول
مى شوند.  رنگ آميزى  دقيقه   10 تا   7 مدت  به  مولار)   0/3  Na2HPO4

سپس اسلايدها شست وشو داده شده و به وسيله PBS مونت مي گرديد. 
 200 نمونه  هر  در  و  بررسى  فلورسنت  ميكروسكوپ  زير  در  اسلايدها 
اسپرم شمارش شد. در اين رنگ آميزى DNA تك رشته اى به رنگ قرمز 

و DNA طبيعى دو رشته اى به رنگ سبز مشاهده مى گردد (23). 

آناليز آماري
 11/5 نرم افزار  از  استفاده  با  داده ها  آناليز  نتايج،  ازجمع آوري  پس 
 SPSS و آزمون t test انجام گرفت وجهت بررسي ضريب همبستگي 
بهبودى  درصد  هم چنين  شد.  استفاده   Correlation Coefficient از 
فراگمنتاسيون DNA در اسپرم هاى جداسازى شده با دو روش Zeta و 

DGC به صورت زير محاسبه گرديد: 
Control-Zeta/Zeta×100      Control-DGC/DGC×100  

يافته ها
بارورى  مركز  به  مراجعه كننده  نابارور  فرد   63 از  مطالعه  اين  در 
شامل  اسپرمى  پارامترهاى  ميانگين  شد.  استفاده  اصفهان  نابارورى  و 
غلظت اسپرم 20/37 ± 55/7، تحرك اسپرم 13/18 ± 49/61 و درصد 

اسپرم هاى غيرطبيعى 11/24±69/83 است. 
با توجه به جدول شماره 1، ميانگين درصد اسپرم هاى غيرطبيعى 
و   80/92  ±  6/01  Zeta گروه   ،86/06  ± كنترل5/33  گروه  در 
اسپرم هاى  ميانگين  علاوه  به  است.   76/82  ±  12/14  DGC گروه 
 9/29 Zeta مثبت در گروه كنترل 11/03 ± 41/37، گروه CMA3
DGC 10/34 ± 32/49 مى باشد. ميانگين درصد  گروه  و   32/07 ±
شده  جداسازى  اسپرم هاى  در  مثبت   CMA3 و  غيرطبيعى  اسپرم هاى 
كه  يافته  كاهش  كنترل  گروه  به  نسبت   DGC و   Zeta روش  دو  به 
در  همچنين   .(p<0/001)است معنى دار  آمارى  نظر  از  اختلاف  اين 
اسپرم هاى  در  غيرطبيعى،  اسپرم هاى  درصد  ميانگين  مقايسه  صورت 
Zeta مشخص مى شود كه درصد  DGC و  جداسازى شده به روش 
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كاهش   Zeta روش  به  نسبت   DGC روش  در  غيرطبيعى  اسپرم هاى 
.(p<0/005) معنى دارى را نشان داده است

فراگمنتاسيون  داراى  اسپرم هاى  درصد  ميانگين  شماره2  جدول 
اسپرم هاى  در   AO و   TUNEL ،SCD تكنيك  از  استفاده  با   DNA
را  كنترل  گروه  به  نسبت   Zeta و   DGC روش  دو  به  شده  جداسازى 
 DNA فراگمنتاسيون  داراى  اسپرم هاى  درصد  ميانگين  مى دهد.  نشان 
 Zeta گروه   ،15/83  ±  8/14 كنترل  گروه  در   TUNEL روش  به 
كه  صورتى  در  است.   8/17  ±  4/23  DGC گروه  و   5/89  ±  3/92
 DNA ميانگين درصد اسپرم هاى داراى فراگمنتاسيون ،SCD در روش
 29/21 ±  14/95 Zeta گروه  در   ،50/43 ± كنترل 15/58  گروه  در 
درصد  ميانگين  علاوه  به  است.   33/58  ±  16/24  DGC گروه  در  و 
كنترل  گروه  در   AO روش  به   DNA فراگمنتاسيون  داراى  اسپرم هاى 

 DGC گروه  در  و   28/85  ±  15/83   Zeta گروه   ،49/65  ±  15/1
14/38 ± 32/56 است. با توجه به اين نتايج ميانگين درصد اسپرم هاى 
 TUNEL تكنيك  سه  از  استفاده  با   DNA فراگمنتاسيون  داراى 
به  نسبت   Zeta روش  به  شده  جداسازى  اسپرم هاى  در   AO و   ،SCD
اسپرم هاى جداسازى شده به روش DGC اختلاف معنى دارى را نشان

  .(p<0/005) مى دهد
معنى دارى  ارتباط  اسپرمى،  پارامترهاى  ميان  از  جدول 3  اساس  بر 
 DNA فراگمنتاسيون  با  تحرك)  و  (غلظت  اسپرمى  پارامترهاى  بين 
نيز  پروتامين  كمبود  با  اسپرم  غلظت  بين  رابطه  هم چنين  ندارد.  وجود 
پروتامين  كمبود  ميزان  با  اسپرم  تحرك  كه  حالى  در  نيست.  معنى دار 

 .(p=0/001) ارتباط معنى دارى دارد

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 2, Summer 2009    172 172

جدول1: مقايسه ميانگين اسپرم هاى با مورفولوژى غيرطبيعى و كمبود پروتامين در سه گروه كنترل، اسپرم هاى جداسازى شده به دو روش زتا و پيور

P-value(P) پيور(Z) زتا(C) پارامترهاكنترل
ميانگين ± انحراف معيارميانگين ± انحراف معيارميانگين ± انحراف معيار

C-Z: 0/001
C-P: 0/001
Z-P: 0/005

غيرطبيعى 5/33 ± 6/0186/06 ± 12/1480/92 ± 76/82 اسپرم هاى  درصد 
(Diff Quick)

C-Z: 0/001
C-P: 0/001
Z-P: 0/917

32/49 ± 10/3432/07 ± 9/2941/37 ± 11/03CMA3+ درصد اسپرم هاى

جدول2: مقايسه ميانگين اسپرم هاى داراى فراگمانتاسيون DNA در سه گروه كنترل، اسپرم هاى جداسازى شده به دو روش زتا  و پيور

P-value(P) پيور(Z) زتا(C) پارامترهاكنترل
ميانگين ± انحراف معيارميانگين ± انحراف معيارميانگين ± انحراف معيار

C-Z: 0/001
C-P: 0/001
Z-P: 0/001

درصد اسپرم هاى داراى فراگمانتاسيون8/14 ± 3/9215/83 4/235/89± ± 8/17
DNA (TUNEL)

C-Z: 0/001
C-P: 0/001
Z-P: 0/001

درصد اسپرم هاى داراى فراگمانتاسيون 15/1 ± 15/8349/65 14/3828/85± ± 32/56
DNA (AO)

C-Z: 0/002
C-P: 0/001
Z-P: 0/001

درصد اسپرمهاى داراى فراگمانتاسيون15/58 ± ±14/9550/43 ±16/2429/21 33/58
DNA (SCD)

 DNA جدول3: ارتباط بين پارامترهاى اسپرمى با كمبود پروتامين و فراگمانتاسيون

درصد اسپرم هاى داراى 
فراگمنتاسيون
DNA (SCD)

درصد اسپرم هاى داراى 
فراگمنتاسيون
DNA (AO)

درصد اسپرم هاى داراى 
فراگمنتاسيون

DNA (TUNEL)

درصد اسپرم هاى  
  CMA3+

پارامترهاى اسپرمى

P-value ضريب
(r) همبستگيP-value

ضريب 
(r) همبستگيP-value

ضريب 
(r) همبستگيP-value

ضريب 
(r) همبستگي

0/0530/2810/3140/1350/3590/1300/404-0/122106/ml غلظت اسپرم
درصد تحرك اسپرم0/445-**0/5830/0810/466-0/0980/3050/1450/001
درصد اسپرم هاى 0/782**0/001 0/541**0/001 0/566**0/7770/001**0/001

WHO غيرطبيعى
درصد  اسپرم هاى 0/561-0/0840/4100/1090/298-0/1460/5900/077

Diff Quick غيرطبيعى

* بيانگر معنى دار بودن ارتباط بين دو پارامتر با p<0/05 است. ** بيانگر معنى دار بودن ارتباط بين دو پارامتر با p<0/01 است.

روش Zeta و DGC در جداسازي اسپرم با ساختار كروماتين طبيعي 
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ارتباط   WHO معيارهاى  اساس  بر  غيرطبيعى  اسپرم هاى  درصد 
معنى دارى را با كمبود پروتامين و فراگمنتاسيون DNA نشان داده است 
هيچ   Diff Quick روش به  غيرطبيعى  اسپرم هاى  درصد  اما   ،(p=0/001)
 DNA فراگمنتاسيون  و  پروتامين  كمبود  ميزان  با  را  معنى دارى  ارتباط 
نشان نمى دهد. به علاوه در اين مطالعه ارتباط بين ميزان كمبود پروتامين و 
فراگمنتاسيون DNA در هر سه تكنيك TUNEL ،AO و SCD معنى دار 

 .(p<0/001 ) است
 DNA هم چنين بر اساس جدول شماره 4 ارتباط بين فراگمنتاسيون
نيز  يكديگر  به  نسبت   SCD و   TUNEL ،AO تكنيك  سه  هر  در 

.(p=0/001) معنى دار است
كه  داد  نشان   5 شماره  جدول  مطابق  مطالعه  اين  از  حاصل  نتايج 
به  شده  جداسازى  اسپرم هاى  در   DNA فراگمنتاسيون  بهبودى  درصد 
روش Zeta در مقايسه با گروه كنترل كاهش قابل ملاحظه اي را نسبت 

به اسپرم هاي جداسازي شده به روش DGC، نشان مي دهد. 
جدول5: درصد بهبودى فراگمنتاسيون DNA در اسپرم هاى جداسازى 

شده به دو روش زتا و پيور نسبت به گروه كنترل

پارامترزتاپيور
46%62%TUNEL

34%42%SCD

34%41%AOT

بحث
برده  كار  به   DGC روش  در  كه  گوناگونى  تجارى  مواد  ميان  از 
كمك  تكنيك هاى  در  معمول  طور  به   Pure Sperm مى شود، 

 .(4) مى گيرد  قرار  استفاده  مورد  آندرولوژى  آزمايشگاه هاى  و  بارورى 
از استفاده  كه  داد  نشان  سال 2000  در  همكارانش  و  ساكاس  تحقيقات 

Pure Sperm در آماده سازى اسپرم، كاهش قابل ملاحظه اى را در درصد 
اسپرم هاى CMA3 مثبت و داراى فراگمنتاسيون DNA ايجاد مى نمايد (5) 
اسپرم ها  درجداسازى  طبيعى،  مورفولوژى  با  ها  اسپرم  نسبت  هم چنين  و 
جمله  از  اسپرم  جداسازى  روش هاى  ساير  با  مقايسه  در   DGC روش  به 

Swim-up به طور معنى دارى افزايش مى يابد (5).
 2006 سال  در  همكارانش  و  چان  توسط  كه   Zeta روش  در 
روي  الكتريكي  پتانسيل  اساس  بر  بالغ  اسپرم  انتخاب  گرديد،  معرفى 
نشان  همكارانش  و  چان  مطالعات   .(8) مى گيرد  صورت  اسپرم  غشاي 
داد كه جداسازى اسپرم ها به روش Zeta، امكان انتخاب اسپرم هاى با 
مورفولوژى بهتر و تحرك بيشتر را فراهم مى نمايد (8). از آنجايى كه 
كارايى دو روش DGC و  تاكنون مطالعه اى به بررسى و مقايسه دقيق 
نگرفته  صورت  بپردازد،  طبيعى  و  بالغ  اسپرم هاى  جداسازى  در   Zeta
بود، در اين مطالعه تصميم گرفته شد اسپرم هاى به دست آمده از اين دو 
روش جداسازى از لحاظ مورفولوژى، كمبود پروتامين و فراگمنتاسيون 
ميزان  كنترل  گروه  با  مقايسه  از  پس  و  گيرد  قرار  ارزيابى  مورد   DNA
ذكر  پارامترهاى  از  يك  هر  بهبود  در  جداسازى  روش  دو  اين  كارايى 

شده تعيين گردد.
درصد  كه  مى دهد  نشان  مطالعه  اين  از  آمده  دست  به  نتايج 
نسبت  گرديده اند،  جداسازى   DGC روش  به  غيرطبيعى  اسپرم هاى 
و   (p=0/001) مى يابد  كاهش  معنى دارى  صورت  به  كنترل  گروه  به 
جداسازى  اسپرم هاى  در   (CMA3+) پروتامين  كمبود  ميزان  همچنين 
نشان  را  معنى دارى  كاهش  كنترل  گروه  به  نسبت  روش  اين  به  شده 
همكارانش  و  ساكاس  مطالعات  با  يافته ها  اين   .(p=0/001) مى دهد 

SCD, TUNEL, AO با استفاده از سه تكنيك  DNA جدول4: ارتباط بين ميزان فراگمنتاسيون
درصد اسپرم هاى داراى 

فراگمنتاسيون
 DNA (TUNEL)

درصد اسپرم هاى داراى 
فراگمنتاسيون
 DNA (SCD)

درصد اسپرم هاى داراى 
فراگمنتاسيون
DNA (AO)

پارامترهاى اسپرمى

P-value
ضريب 

(r) همبستگيP-value
ضريب 

(r) همبستگيP-value
ضريب 

(r) همبستگي
درصد اسپرم هاى داراى 0/725.1**0/6300/001**0/001

DNA (TUNEL) فراگمنتاسيون
درصد اسپرم هاى داراى 0/725**0/001 0/889.1**0/001

DNA  (SCD) فراگمنتاسيون
درصد اسپرم هاى داراى 0/630**0/001 0/889**0/001 1.

DNA (AO) فراگمنتاسيون
** بيانگر معنى دار بودن ارتباط بين دو پارامتر با p<0/01 است.

 :E ،D ،C ،(DNA بدون فراگمنتاسيون) اسپرم با هاله بزرگ و متوسط :B ،A :Sperm Chromatin Dispersion شكل1: تست
DNA حالت هاى متفاوتى از فراگمنتاسيون
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شده  جدا  اسپرم هاى  در  هم چنين   .(5) دارد  مطابقت   2000 سال  در 
تكنيك  سه  از  استفاده  با   DNA فراگمنتاسيون  ميزان   DGC روش  به 
كاهش  تكنيك  سه  هر  و  گرديد  ارزيابى   AO و   SCD و   TUNEL
كنترل  گروه  به  نسبت   DNA فراگمنتاسيون  ميزان  در  را  معنى دارى 

.(p=0/001) نشان داد
در توجيه اين نتايج مى توان به اين نكته اشاره نمود كه نمونه سمن 
هتروژنيتى بالايى دارا مى باشد و علاوه برتعدادى لكوسيت، محتوى زير 
سمن  آماده سازى  است.  غيرطبيعى  و  طبيعى  اسپرم هاى  از  مجموعه اى 
 .(3) مى نمايد  فراهم  را  هتروژنيتى  اين  كاهش  امكان   DGC روش  به 
مطالعات گوناگونى پيش از اين نشان داده اند كه در اسپرم هاى طبيعى 
نسبت وزن به حجم بيشتر مى باشد. لذا پس از سانتريفيوژ در لايه هاى 
كه  طبيعى  كروماتين  ساختار  داراى  اسپرم هاى  اسپرم،  پيور  گراديان 
كه  مى شوند  ته نشين  سريع تر  دارند،  بيشترى  چگالى  و  بوده  متراكم تر 

اين امر خود منجر به همگن شدن نمونه اسپرمى مى گردد (3-5). 
بهبودى  ميزان  كه  مى دهد  نشان   5 ازجدول  آمده  دست  به  نتايج 
DNA اسپرم اندازه گيرى شده به سه روش TUNEL ،AO و SCD در 
روش جداسازى Zeta بهتر از DGC عمل كرده است. اگر چه هر دو 

روش قادر به جداسازى اسپرم با DNA سالم هستند (26).
هم چنين نتايج به دست آمده از اين مطالعه نشان مى دهد كه درصد 
نسبت  گرديده اند  جداسازى   Zeta روش  به  كه  غيرطبيعى  اسپرم هاى 
به گروه كنترل به صورت معنى دارى كاهش مى يابد (p=0/001). اين 
يافته ها با مطالعات چان و همكارانش در سال 2006 مطابقت دارد (8). 
ميزان كمبود پروتامين (+CMA3) نيز در اسپرم هاى جداسازى شده به 
اين روش در مقايسه با گروه كنترل كاهش معنى دارى را نشان مى دهد 
ميزان   Zeta روش  به  شده  جدا  اسپرم هاى  در  هم چنين   .(p=0/001)
و   SCD و   TUNEL تكنيك  سه  از  استفاده  با   DNA فراگمنتاسيون 
Acridin orange ارزيابى گرديد و هر سه تكنيك كاهش معنى دارى 
دادند  نشان  كنترل  گروه  به  نسبت   DNA فراگمنتاسيون  ميزان  در  را 

.(p<0/001)
اين  مطالعه مى توان به  اين  آمده در  يافته هاى به دست  در توجيه 
نشان  اين  از  پيش  گوناگون  تحقيقات  چنانچه  كه  نمود  اشاره  نكته 
غشاى  خارجى  سطح  بر  سيالوگليكوپروتئين ها  شدن  اضافه  داده اند، 
و  غشا  بين  الكتريكى  بار  اختلاف  آورنده  وجود  به  عامل  كه  اسپرم 
محيط خارج مى باشد، در مرحله اسپرميوژنز رخ مى دهد (9). لذا هر 
تكامل  عدم  به  منجر  است  ممكن  اسپرميوژنز  روند  در  اختلال  گونه 
نيز  كروماتين  تراكم  و  بسته بندي  در  گرديده،  اسپرم  پلاسمايي  غشا 
كروماتين  صحيح  تراكم  كه  آنجايى  از   .(11) نمايد  ايجاد  اختلال 
اسپرم در اين مرحله، ممكن است با تكامل پروتئين هاي سطحي غشا 
اين  كننده  توجيه  مي تواند  امر  اين  باشد،  هم زمان  اسپرم  پلاسمايي 
مطلب باشد كه اسپرم هاى داراى محتواى صحيح گليكوپروتئين هاى 
در  خود  طبيعى  الكتريكى  بار  اساس  بر  كه  پلاسمايى  غشاى  سطحى 
پروتامين  محتواى  داراى  احتمالا  گرديده اند  جداسازى   Zeta روش 
به  منجر  طبيعى  پروتامين  محتواى  كه  آنجايى  از  مى باشند.  نيز  طبيعى 
مى گردد   DNA آسيب  از  جلوگيرى  و  كروماتين  صحيح  بسته بندى 
اين نكته مى تواند بيان كننده اين مطلب باشد كه اسپرم هاى جداسازى 
 DNA فراگمنتاسيون  از  پايين ترى  درصد  داراى   Zeta روش  به  شده 

مى باشند. نيز 
 هم چنين در مطالعه آينسورس و همكارانش كه در آن جداسازى 
دستگاه  توسط  غشا  سطح  الكتريكى  بار  اساس  بر  طبيعى  اسپرم هاى 

فراگمنتاسيون  ميزان  كه  شد  داده  نشان  گرفت،  صورت  الكتروفورز 
شده  جداسازى  اسپرم هاى  در   TUNEL تست  از  استفاده  با   DNA
خود  يافته  اين  كه  مى دهد  نشان  را  معنى دارى  كاهش  روش،  اين  به 
مى تواند دليل ديگرى بر وجود يك ارتباط قوى ميان بار الكتريكى 

باشد (7).  اسپرم  هسته  ساختار  غشا و  سطح  بر  موجود 
غيرطبيعى،  اسپرم هاى  درصد  بين  رابطه  بررسى  مطالعه  اين  در 
و  گرفت  صورت  كنترل  گروه  در   DNA آسيب  و  پروتامين  كمبود 
بررسى ها نشان داد كه ارتباط مستقيم و معنى دارى بين درصد اسپرم هاى 
غيرطبيعى و كمبود پروتامين وجود دارد (p=0/001). همچنين ارتباط 
معنى دار  و  مستقيم  نيز   DNA فراگمنتاسيون  و  پروتامين  كمبود  بين 
اشاره  نكته  اين  به  مى توان  مطلب  اين  توجيه  در   .(p=0/001) مى باشد 
بسته بندي  در  نقص   ،DNA فراگمنتاسيون  ايجاد  علل  از  يكي  كه  نمود 
اسپرميوژنز  از  مرحله  اين  در  پروتامين  كمبود  و  مي باشد  كروماتين 
 DNA آسيب  ايجاد  و  كروماتين  صحيح  تراكم  عدم  به  منجر  مي تواند 
نقش  نشانگر  رابطه  اين  وجود   .(27) گردد  تناسلي  دستگاه  مسير  در 
هسته   DNA به  آسيب  رسيدن  از  جلوگيرى  جهت  پروتامين  حفاظتى 

اسپرم مى باشد (28-30).
  مقايسه نتايج بررسى اسپرم هاى به دست آمده از اين دو روش با 
گروه كنترل و با يكديگر نشان مى دهد كه هر دو روش در جداسازى 
اسپرم هاى بالغ، با محتواى پروتامين طبيعى و DNA سالم نسبت به گروه 
كنترل بسيار موثر مى باشد. درحالى كه بررسى درصد اسپرم هاى غيرطبيعى 
شده به  جداسازى  نسبت به اسپرم هاى   DGC روش شده به  جداسازى 
 DNA كاهش معنى دارى را نشان مى دهد و فراگمنتاسيون Zeta روش
 TUNEL در هر سه تكنيك Zeta در اسپرم هاى جداسازى شده به روش
و SCD و AO كاهش معنى دارى را نسبت به اسپرم هاى جداسازى شده 
به روش DGC نشان مى دهند (p<0/001). در توجيه اين مطلب مى توان 
به اين نكته اشاره كرد كه اسپرم هاى داراى چگالى بيشتر احتمالا داراى 
درصد پايين ترى از اسپرم هاى غيرطبيعى نسبت به اسپرم هاى داراى بار 
الكتريكى طبيعى مى باشند، درحالى كه چنانچه پيش از اين نيز اشاره شد 
وجود ارتباط قوى بين سيالوگليكوپروتئين هاى ايجادكننده بارالكتريكى 
سطح غشا و سلامت كروماتين هسته اسپرم، مى تواند نشان دهنده ميزان 
روش  به  شده  جداسازى  اسپرم هاى  در   DNA فراگمنتاسيون  تر  پايين 

Zeta نسبت به روش DGC باشد. 

نتيجه گيرى 
جداسازى  به  قادر  معنى دارى  طور  به   DGC و    Zeta روش  دو  هر 
با  مى باشد.  طبيعى  كروماتين  ساختار  و  مورفولوژى  با  اسپرم هاى 
اين  از  پيش  كه  مطالعاتي  و  پژوهش  اين  از  حاصل  نتايج  به  توجه 
ارزشمند  است،  گرفته  انجام    DGC و    Zeta روش   دو  پيرامون 
 Centrifugation خواهد بود كه به صورت تركيبى از هر دو روش
طبيعى   اسپرم هاى  جداسازى  جهت   ،Zeta و   Density Gradient

گردد. استفاده 
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Abstract 
Objective: To examine the efficiency of both the Zeta and density gradient centrifugation 
(DGC) methods for the selection of normal chromatin sperm by TUNEL, sperm chromatin 
dispersion (SCD), acridine orange and chromomycin A3 (CMA3).
Materials and Methods: The study was performed on 63 patients. Semen analysis was car-
ried out according to WHO criteria. Semen samples were divided into three equal portions. 
One portion was used as the control, the second portion was used for the Zeta method and 
the third portion underwent DGC method. 
All portions were evaluated for sperm morphology (Diff Quick staining), protamine deficiency 
(CMA3) and DNA integrity (SCD, AO and TUNEL). Coefficients of correlation and students
t test were carried out using SPSS 11.5. 
Results: The mean percentage of abnormal sperm, protamine deficiency and DNA fragmen-
tation in the Zeta and DGC methods were significantly decreased as compared to the control 
group (p<0.005). In addition, the DGC method was higher in comparison to the Zeta method 
in the selection of sperm with normal morphology (p<0.005). The Zeta method was higher in 
comparison to the DGC method in the selection of sperm with intact DNA (p<0.005).
Conclusion: Both Zeta and DGC methods were effective in the selection of sperm with better 
quality in terms of normal morphology, normal protamine content and DNA integrity. There-
fore, we suggested that the combined Zeta and DGC method should be used for selection 
of normal sperm.
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