
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

 

  ...سانتريفيوژ شيب غلظت ي روش تركيبي زتا و يارزيابي كارا –     مهسا خيراللهي كوهستاني

 

)  28 (   

  براي) زتا-پيور(ي روش تركيبي زتا و سانتريفيوژ شيب غلظت يارزيابي كارا
   با ساختار كروماتين طبيعيجداسازي اسپرم

  4محمدرضا ديمه ؛* 3؛ محمدحسين نصراصفهاني2؛ شهناز رضوي1؛ سيدجمال مشتاقيان1مهسا خيراللهي كوهستاني

  چكيده
 ICSI( تزريق مستقيم اسپرم به درون سيتوپلاسم تخمـك  براياتين طبيعي محتواي كرومجا كه انتخاب اسپرم با  از آن  :زمينه

 جداسازي اسپرمي با سلامت ساختار كروماتين و برايهايي نوين داراي اهميت وافري است، امروزه محققين در پي يافتن روش) 

   سـانتريفيوژ شـيب غلظـت   كـارايي روش جديـد زتـا، روش رايـج     مطالعـه  ايـن  هـدف از انجـام      . باشـند  مـي  مورفولوژي مناسـب  

Pure Spermزتا -  و نيز روش تركيبي پيور)Zeta (        بـا اسـتفاده از   كـه  از لحاظ جداسـازي اسـپرم بـا سـاختار كرومـاتين طبيعـي

  .  مورد ارزيابي قرار گيردA3 (CMA3)و كرومومايسين (SCD)  هاي پراكندگي كروماتين اسپرم روش

معمول مايع   آناليز. كننده به مركز باروري و ناباروري اصفهان صورت گرفت         جعه بيمار مرا  28ر روي   داين مطالعه   : ها روش

شـده بـه    هـاي جداسـازي   گـروه كنتـرل، اسـپرم   : شاملسپس نمونه مايع مني به چهار بخش . انجام شد  WHOمني طبق معيارهاي  

  زتـا -جداسـازي شـده بـه روش پيـور     و اسپرم هاي    )  پيور(شده به روش سانتريفيوژ شيب غلظت        هاي جداسازي  روش زتا، اسپرم  

، كمبـود  )Diff Quickآميـزي   رنـگ (هـاي مـذكور، ارزيـابي مورفولـوژي اسـپرم       ر روي هريك از گروهدسپس . تقسيم گرديد

 بررسـي  آنوا نتايج با آزمون  .انجام گرفت ) SCD آزمايشبا استفاده از    (  DNAو فرگمنتاسيون    ) CMA3آميزي   رنگ(پروتامين  

  .دار در نظر گرفته شدامعن>P  05/0  وو تحليل شدند

شده به روش زتـا،     هاي جداسازي  سه گروه اسپرم   ر د DNA هاي با كمبود پروتامين و نيز فرگمنتاسيون        درصد اسپرم  :ها يافته

 همچنين از لحاظ انتخـاب اسـپرم  ). >05/0P(داري يافته است  ازتا  نسبت به گروه كنترل از لحاظ آماري كاهش معن          -پيور و پيور  

زتـا نسـبت بـه    -شده توسط روش پيور و  نيـز روش تركيبـي پيـور    هاي انتخاب داري بين اسپرم  ابا مورفولوژي مناسب اختلاف معن    

-داري از لحاظ جداسازي اسپرم ا زتا تفاوت معن-روش پيور  روش پيور و،بين روش زتا). >05/0P( گروه كنترل مشاهده گرديد

  ). <05/0P( وجود نداشت DNA ي  و فرگمنتاسيونبا مورفولوژي و محتواي پروتامين طبيع

و زتا در جداسازي اسپرم با كيفيـت مناسـب از لحـاظ مورفولـوژي،                دهد كه هر دو روش پيور       نتايج نشان مي   :گيري نتيجه

ثير بيشـتري را در جداسـازي اسـپرم بـا     أ زتـا ت ـ -، لـيكن روش تركيبـي پيـور    اسـت ثر بـوده  ؤ م DNAمحتواي پروتامين و سلامت     

   . باشدصورت انفرادي دارا مي هكارگيري دو روش پيور و زتا ب هنسبت به بDNA رفولوژي، محتواي پروتامين و سلامت مو

  DNA زتا، مورفولوژي اسپرم، كمبود پروتامين، فرگمنتاسيون - روش زتا، روش پيور، روش  پيور:هاكليدواژه

  »12/3/1388 : پذيرش22/7/1387 :دريافت«
  دانشگاه اصفهان  ،دانشكده علوم، اسيگروه زيست شن. 1

  وم پزشكي اصفهاندانشگاه عل ، دانشكده پزشكي،گروه علوم تشريح. 2

) پايگاه تحقيقات علوم سلولي اصـفهان     ( جنين شناسي، مركز تحقيقات پزشكي توليد مثل، پژوهشكده رويان، جهاد دانشگاهي             -گروه آندرولوژي   . 3

  روري اصفهان ايران و مركز باروري و نابا-تهران

   مركز باروري و ناباروري اصفهان.4

  0311- 2612900-3: ، تلفنجنين شناسي -آندرولوژي گروه، پژوهشكده رويان، 19395 -4644: صندوق پستي، تهران: اتمكاتبار هعهد*

Email: mh.nasr-esfahani@royaninstitute.org 
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)29(  

  مقدمه
طور گسترده براي درمان افـراد       باروري به  هاي كمك  روش

ها، روش   در ميان اين  روش    . شوند كارگرفته مي  هنابارور ب 

 (ICSI)تزريق اسپرم به داخل تخمك
اي  عنـوان گزينـه   به 1

مناسب براي حل مشكل ناباروري زوجين با علل مردانـه          

درمـاني   ليكن ميزان سـلامت ايـن روش        . گردد مطرح مي 

مورد ترديد قرار گرفته است چـرا كـه در روش مـذكور             

 تمامي سدهايي كه در مراحل لقاح طبيعي و آزمايشگاهي

(IVF)
رسيدن اسپرم بـه تخمـك قـرار دارنـد           ، در مسير  2

 بـه درون تخمـك تزريـق        برداشته شده و اسپرم مستقيماً    

هـايي در    اين امر موجب بروز نگراني     رو، از اين  ،گردد مي

احتمال ايجاد عوارضي از جمله عـدم موفقيـت در          مورد  

ــوزومي     ــايص كروم ــاد نق ــارداري، ايج ــين وب  همچن

هاي مادرزادي و تكويني در جنين گرديده است         ناهنجاري

)1 .(  

 ICSI روش در حال حاضر معيار انتخـاب اسـپرم در        

شـناس بـا     تحرك و مورفولوژي اين سلول بوده و جنـين        

د و سـپس    اينم مي انتخاب   توجه به اين دو معيار اسپرم را      

جايي كه  ليكن از آن .ندك آن را به درون تخمك تزريق مي

اين دو معيار، بازگوكننـده سـلامت سـاختار كرومـاتيني           

هايي جديد بـراي     كارگيري روش  هباشد، لزوم ب   اسپرم نمي 

 ).2( رسـد  نظر مي  يك ضرورت به   ارزيابي سلامت اسپرم،  

هـاي   كـه آسـيب    دهد ميشواهد و مدارك كلينيكي نشان      

DNA    اثر مضر و مخرب داشته و       ، اسپرم بر نتايج باروري 

ها در مردان نابارور نسبت به مردان بارور        ميزان اين آسيب  

، از سـوي ديگـر نقـص در         )4 و 3( اسـت مراتب بيشتر  هب

محتواي پروتامين در مردان  نابارور با عدم تراكم صحيح           

 بـه   DNAشدن   لقاح طبيعي، مستعد     فرايند برايكروماتين  

(PCC)كم زودرس كروماتين ديدگي و همچنين ترا    آسيب
3 

 كه منجربه عـدم فعـال شـدن تخمـك     ICSIبعد از انجام    

با توجه به مـواردي كـه       ). 5-8( باشدگردد، همراه مي   مي

 بيماران نابـارور    ذكر گرديد انتخاب اسپرم سالم در درمان      

  . اي را داراستملاحظه  ، اهميت قابلICSIبا روش 

بـاروري بـراي     امروزه در بسـياري از مراكـز كمـك        

هـايي از جملـه روش    ي سالم از روش  ها جداسازي اسپرم 

هاي اسپرمي را براساس تحـرك       كه سلول  مهاجرت اسپرم 

نمايد و نيز روش سانتريفيوژ شـيب غلظـت كـه           جدا مي 

كند و قادر بـه     ها را بر اساس چگالي جداسازي مي       اسپرم

بـا تحـرك بيشـتر و مورفولـوژي         هايي  جدا نمودن اسپرم  

اي مـذكور   ه  روش). 9( نمايند استفاده مي  باشد، طبيعي مي 

هـا و   هـاي متحـرك از بـاكتري      منجر به جداسازي اسپرم   

 ـ مـي هاي مـرده   اسپرم نـين درصـد تحـرك و    چ، همرددگ

شده در محدوده طبيعـي      هاي جداسازي مورفولوژي اسپرم 

يــد گونــه كــه ذكــر گردحــال آن كــه همــان .باشــد مــي

 ،خصوصيات ظاهري اسپرم از جمله تحرك و مورفولوژي       

گوياي سلامت ساختار كروماتيني اين سلول نبوده و لـذا          

لكـولي و   وهـاي م   كـارگيري ويژگـي    هامروزه محققين با ب   

عملكردي اسپرم براي جداسازي و انتخاب اين سـلول در         

تـوان   حال انجام تحقيقاتي هسـتند كـه از آن جملـه مـي            

  ح ـمبتني بر بار الكتريكي سطورز و زتا ـفكتروـروش ال به

1. Intra Cytoplasmic Sperm Injection    3. Premature Chromatin Condensation 

2. In Vitro Fertilization  
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)  30 (   

  ).11 و 10( اشاره نموداسپرم 

 وهمكـارانش   چـان توسـط    2006 در سا ل     زتاروش  

 رديـد گجداسازي اسپرم معرفـي     نوين  عنوان يك روش     به

  كـه اسـپرم بـالغ داراي بـار         دادهشـان    ن تحقيقات. )11(

 اين  .)12( استولت    ميلي -20 تا -16الكتريكي در حدود    

يـا مواجهـه بـا       و يابي اسپرم ظرفيت بار الكتريكي در اثر   

 )13( بـد يامي كاهش نورامينيداز رحمي يا مايع فوليكولي    

 )12-16( شود  ناميده مي  زتااين بار الكتريكي پتانسيل      كه

سـطح   هـاي بـاردار در    سـيالوگليكوپروتئين  با تشـكيل   و

 اسـپرم از   طـي عبـور    ر د .گـردد  اسپرم ايجاد مـي   ي  غشا

 Gp20-CD52  سه شكل مختلف گليكـوپروتئين     ،اپيديديم

 پلاسمايي اسپرم توسـط پيونـدهاي گليكوزيـل         يبه غشا 

). 16-18 و 13( يابنـد فسفاتيديل اينوزيتـول اتصـال مـي      

هاي اسـپرم بـا      ديد در انتخاب سلول   كارايي اين روش ج   

نيـز سـلامت     مورفولوژي طبيعي، سـلامت آكروزومـي و      

ميـزان آپپتـوز،    . ساختار كروماتين به اثبات رسيده اسـت      

شده در  هاي انتخابو آسيب ماده ژنتيكي در اسپرم نكروز

). 20 و19( يابـد  توجهي كاهش مي مقدار قابل  اين روش به  

عنـوان   تواند به  اب اسپرم مي  كارگيري اين روش انتخ    هلذا ب 

سـازي اسـپرم مطـرح       هاي آماده  روش اي جديد در   گزينه

اين در حالي است كه روش زتا به قدركافي قـادر            .گردد

هاي موجـود   مايع مني و باكتري    ها از به جدا نمودن اسپرم   

  ييدر آن نبوده و دراين مورد به اندازه روش پيـور كـارا            

  .داردن

اي در مراكـز بـاروري و   صـورت گسـترده   امروزه بـه  

  بـراي  )پيـور (ناباروري، روش سانتريفيوژشـيب غلظـت       

نمـودن اسـپرم مـورد اسـتفاده قـرار          جداسازي و آمـاده     

 جداسـازي   بـراي  روش مذكور راهـي مناسـب        ،گيرد مي

  در ايـن روش مـايع منـي        . باشـد   اسپرم از مايع مني مـي     

ار  قرپيور اسپرم  ازهاي مختلف   هايي با غلظت    بر روي لايه  

 بـر اسـاس     هاي مناسب  اسپرم ،گرفته و پس از سانتريفوژ    

  تفاوت موجـود در    باتوجه به . شوندميچگالي جداسازي   

ترتيـب در   هاي مرده و زنده بـه   ها، اسپرم    باكتري  و چگالي

  هـاي گيرنـد و اسـپرم      ها از بالا بـه پـايين قـرار مـي            لايه

   بيشـتر بـه انتهـاي لولـه         واسطه داشتن چگـالي      به زنده  

 ـگرد نشين مـي   ته يده و رس    مـواد مـورد اسـتفاده    .)21( دن

ــا عنــاوين      ــيب غلظــت ب ــانتريفوژ در ش   در روش س

، Percoll : شوند كه عبارتند از مختلف تجاري شناخته مي

Sil-Select ،Ixaprep و Pure Sperm ــروزه ــه امــ    كــ

Pure Spermبـاروري   هاي كمـك  طور معمول در روش  به

گيـرد    رد استفاده قرار مـي    هاي آندرولوژي مو    وآزمايشگاه

)22.(  

 ـ    شود ال مطرح مي  ؤاكنون اين س   كـارگيري   هكه آيـا ب

توانـد ميـزان بـازدهي       زتـا مـي    زمان دو روش پيور و     هم

سازي اسپرم را بالاتر برده و از محاسـن هـر            مراحل آماده 

هايي با مورفولـوژي    دو روش براي جداسازي بهتر اسپرم     

تفاده شود؟ از اين رو     طبيعي و ساختار كروماتيني سالم اس     

فرضـيه مـذكور را     مطالعه حاضر اين است كـه       هدف از   

لذا ميـزان كـارايي روش زتـا و         . مورد ارزيابي قرار دهد   

صورت روش تركيبي   صورت جداگانه و هم به      هم به  ،پيور

هاي اسپرم با مورفولوژي      زتا براي جداسازي سلول    -پيور

نتــايج و ســاختار كرومــاتين طبيعــي ارزيــابي گرديــد و 

هاي مذكور نسبت به يكديگر مقايسه      آمده از روش   دست هب

  .شد
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)31(  

  ها روشمواد و 
 زوج  28  مـايع منـي    هـاي ر روي نمونـه   ددر اين مطالعه    

كننده به مركز باروري و ناباروري اصفهان        نابارور مراجعه 

تحقيـق  . بررسـي بـه عمـل آمـد        ،ICSI انجام عمل    براي

  1387  سـال  ه تـا خردادمـا    1386سـال   مذكور از مهرماه    

نامـه از بيمـاران،      پـس از اخـذ رضـايت      . انجام پذيرفت 

 روز 3-4گيري، بعد از  در روز تخمك مايع مني هاي   نمونه

 ميـانگين  .آوري گرديد  خودداري زوجين از مقاربت، جمع    

هـا   و بـراي همسـران آن      50/35±32/6سن براي مـردان     

ميانگين تعداد دفعات درمان قبلـي ايـن          و 14/5±07/30

درصـد بيمـاران     23/22. بود 54/1±28/0 اران برابر با  بيم

 درصد با علت ناباروري     81/14 با علت ناباروري مردانه،   

علـت نابـاروري     دو  درصد بيماران با هـر     96/62زنانه و   

 آناليز معمـول    . مردانه و زنانه به اين مركز مراجعه كردند       

 طبـق   )تحـرك و مورفولـوژي     بررسي غلظت، (  مني مايع

 گرفـت ، توسط ميكروسكوپ نـوري انجـام        WHOمعيار  

در اين مطالعـه از     كه  است  اين نكته ضروري    ذكر  .  )23(

ين استفاده نشد و دليل اين امر       يهاي مني با غلظت پا     نمونه

ــپرم محــدودي   ــداد اس ــا تع ــه در روش زت آن اســت ك

هـا بـه روش      گردد، همچنين انتخاب نمونه   آوري مي  جمع

 ـمصرفي در ا  تمامي مواد   . نجام پذيرفت اساده   ن مطالعـه    ي

جز موارد اشاره شده در متن از شـركت سـيگما تهيـه              هب

  .گرديده است

 نمونه مـايع منـي      ، دراين مطالعه  :سازي اسپرم  آماده �

گـروه اول  بـا روش       .  بخش تقسـيم گرديـد     4بيماران به   

 گـروه سـوم بـا    وگروه دوم با استفاده از روش زتا       پيور،

روش ( پيـور و  زتـا        زمـان هـر دو روش     كارگيري هم  هب

 ، بـا  گـروه چهـارم   . جداسازي شـدند  ) ا زت -پيور تركيبي

 Ham'sشده با محـيط        نمونه مايع مني دو بار شستشو داده      

هـاي   نمونه .عنوان گروه كنترل در نظر گرفته شد      بود كه به  

 ـ      شـده  سازيآماده از لحـاظ   طـور مجـزا      ه از هـر گـروه ب

 فرگمنتاسيون مقدار مورفولوژي، ميزان كمبود پروتامين و     

DNA ــه ــگ   ب ــتفاده از روش رن ــا اس ــب ب ــز ترتي   ي آمي

Diff Quick )24(، آميزي كرومومايسين  رنگ(CMA3) A3 

(SCD)  و )25(
  . مورد بررسي قرار گرفت)26( 1

روش جداســازي ســانتريفيوژ شــيب غلظــت   �

 Pure spermاي از محلـول   يك گراديان دولايـه  ):پيور(

تا يك  گرديد   تهيه   cc10ن   در لوله فالكو    درصد 40  و    80

ــد از   ــتون ممت ــا دو  Pure spermس ــه ب ــيب  دو لاي   ش

  ليتـر از مـايع     ميلـي 5/1سـپس  . مجزا ايجاد شـود   غلظت  

 دقيقــه در  20مــدت   و بــهشــدقــرار داده  روي آن منــي

g2000   انجـام   بـراي  در ايـن مطالعـه،       .گرديد سانتريفوژ 

 كشور سـازنده (Pure sperm  از ماده تجاري DGCروش 

 بـا  مـايع رويـي    ،پس از سانتريفوژ  . استفاده گرديد ) سوئد

مانده محتويات لولـه بـه       پيپت پاستور آسپيره شده و باقي     

 Sperm  و بـا محـيط   شـد  منتقـل  cc5يك لوله فـالكون  

Rinse   سپس سوسپانسيون ايجاد شده بـه      . گرديد، مخلوط

 پس از مجدداً. شد سانتريفيوژ g 2000  دقيقه در 10مدت 

شـده در    يفيوژ، مايع رويي برداشته و رسوب تشكيل      سانتر

شـده اسـت     هاي جداسـازي  انتهاي لوله كه محتوي اسپرم    

ــراي ــايش انجــام ب ــوردنظر آزم ــاي م ــورد  ه ــتفادهم   اس

  ).22( قرار گرفت

1. Sperm Chromatin Dispersion  
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)  32 (   

 در لولـه    نمونه اسـپرمي  ابتدا   :زتاروش جداسازي    �

 Ham'sبـا محـيط       و شـده مخصوص سـانتريفوژ ريختـه      

 سه مرتبه درون دستكش     اًسريعسپس لوله    گرديد،شستشو  

لوله . گرددشد تا باردار      و بيرون كشيده     چرخيدهلاتكس  

   آزمايشـگاه  دمايدقيقه در    مدت يك  باردارحاوي نمونه به  

هـاي بـالغ داراي بـار        شد تا اسپرم  قرار داده    ) درجه 22(

 دقيقـه   5مـدت     به ذكورملوله  . منفي به جدار لوله بچسبند    

تشــكيل شــده و     رســوب وبعــدگرديدهســانتريفوژ

رامي از تـه لولـه    آ با پيپت پاستور به      سوسپانسيون سلولي 

 ـ Ham's محـيط كشـت    سـپس    .گرديدخارج داخـل آن    هب

 . سلولي ته لوله باقي نمانـد       تا شده خارج    مجدداً ريخته و 

حـاوي   Sperm Rinse محـيط ميكروليتـر   500 پس از آن

شـد  ن شستشـو داده     آو جدار لوله با      ر لوله ريخته  دسرم  

هاي چسبيده به جدار   و اسپرم  گرددتا جدار لوله بدون بار      

  .)11( ن ريخته شودآ و به داخل شدهلوله جدا 

آميـزي   رنگ بر اساس    ارزيابي كمبود پروتامين   �

هـاي  شده از اسـپرم    اسميرهاي آماده  :A3 كرومومايسين

متـانول و اسـيد     ( كـارنوي     كه در محلول   جداسازي شده 

 گرديـده   ، ثابـت  حجم صورت هم  هب) 3:1استيك با نسبت    

. گرفتگراد قرار    درجه سانتي  4 دقيقه در دماي     5مدت   به

 20مـدت   اسلايد به  هرCMA3  آميزي منظور انجام رنگ به

 شده آميزي رنگCMA3   ميكروليتر از محلول100دقيقه با 

كه شـامل    ،كلوين افر مك ليتر در ب   گرم بر ميلي   ميلي 25/0(

cc7  ــتيك ــيد اس ــولار  0 /1 اس  و H2O7 از cc9/32 وم

Na2HPO4 مولار 2/0  و با غلظت PH=7  گرم  ميلي95و 

Mgcl210 اسـلايدها بـا بـافر        سپس ).باشد  مي مولار  ميلي

PBS    بـا   اسـلايدها   مرحلـه بعـد    شـد، در   شستشو داده  

يدها آنـاليز ميكروسـكوپي اسـلا     . گرديد مونت گليسرول

 (BX51,Tokyo,Japan) فلورســنت توســط ميكروســكوپ

هـاي    اسـپرم  CMA3آميـزي    پس از رنگ  . رفتگصورت  

 CMA3 (داراي كمبود پروتامين  با رنـگ زرد درخشـان         

 CMA3 (رنـگ  هاي طبيعي با رنگ زرد كم       و اسپرم  )مثبت

 200 ،در اين مطالعه در هر نمونه     . بود قابل مشاهده    )منفي

 مثبـت ،  CMA3 هـاي و درصد اسـپرم    اسپرم آناليز گرديد  

  . )25(گزارش شد  )كمبود پروتامين(

 آزمايش بر اساس    DNAارزيابي فرگمانتاسيون    �

SCD: 30     غلظـت  (شده    ميكروليتر از نمونه اسپرمي آماده

 بـا    درصـد  1 ميكروليتـر از آگـاروز       70با  )  ميليون 10-5

گراد مخلـوط    درجه سانتي  37درجه ذوب پايين در دماي      

 بر روي لامـي كـه از        شده نمونه مخلوط  سپس. ديدگرمي

، قـرار داده     بـود   پوشيده شده   درصد 65/0قبل با آگاروز    

 دقيقـه   5مـدت    شد و با گذاشتن يك لامل بر روي آن، به         

 سـپس بـا      و شـد گراد قرار داده     درجه سانتي  4در دماي   

صـورت   دقت لامل از سطح لام جدا گرديده و هر لام بـه           

 7مـدت     بـه  طبيعي 08/0دكلريدريك  افقي در محلول اسي   

در مرحله بعد لام در محلول ليزكننده       . شددقيقه قرار داده    

گرفت و  پس از دو  دقيقه قرار 25مدت  به) (pH7.5اسپرم 

 و   70،90هاي  ر الكل  د بار شستشو در آب مقطر، به ترتيب      

ها  لام. شد دقيقه آبگيري مي   2مدت     هر يك به     درصد 100

  بـه    PBS در Wrightن، با محلول رنگ     بعد از خشك شد   

 ميكروسـكوپ نـوري     بـا آميزي گرديد و      رنگ 1:1نسبت  

تـوان ميـزان    بـا اسـتفاده از ايـن روش مـي         . شدبررسي  

 نوع سلول با توجه به 5صورت   را به DNAفرگمانتاسيون

وجود هاله اطراف هسـته و انـدازه آن نسـبت بـه هسـته               
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)33(  

 DNA نتاسـيون هـاي بـا فرگم     درصد اسپرم . بررسي نمود 

هسته اسپرم با هاله كوچك، بدون هاله و سـلول اسـپرم            (

هسته اسـپرم    (DNAو بدون فرگمنتاسيون  ) شده بندي  درجه

، در هر   )26(ارزيابي گرديد   ) با هاله بزرگ و هاله متوسط     

ــه  ــمارش و بـ ـ200نمون ــپرم ش ــد   ه اس ــورت درص ص

   .فرگمنتاسيون گزارش شد

 شـدند و در     و تحليـل  آنـوا تجزيـه     نتايج با آزمـون     

بـود از لحـاظ آمـاري     05/0تـراز   كمP  عددصورتي كه 

  .گرديددار تلقيامعن

  
  هايافته

   28هـاي اسـپرمي     متغيراطلاعات توصـيفي     1 در جدول   

  

تحـرك و  درصـد   بيمـار مـورد مطالعـه شـامل غلظـت،     

ميـانگين غلظـت     .نمـايش داده شـده اسـت      مورفولوژي  

و درصد   28/43±23/2، درصد تحرك    14/49±34/3اسپرم

  . بوده است57/78±65/1مورفولوژي غيرطبيعي برابر با 

مقايسه درصد كمبود پروتامين، درصد فرگمنتاسـيون       

DNA    گـروه  4  و نيز درصد مورفولوژي غيرطبيعـي بـين 

ــا نشــان داده شــده اســت  ــذكور در نموداره ــعلا. م م ي

گـروه  ( باشـند هاي موردنظر مـي   گر گروه  اختصاري نشان 

،  روش تركيبـي     P، روش پيـور    Z،  روش زتـا      Cكنترل  

  ).P.Z زتا –پيور

شـود ميـزان     مشـاهده مـي    1 گونه كه در نمودار   همان

  روش شده به هاي انتخابكمبود پروتامين در اسپرم درصد

   بيمار28هاي مني درصد تحرك و مورفولوزي غيرطبيعي در نمونه ميانگين غلظت، -1جدول 

    تعداد حداكثر حداقل ميانگين متغيرها

  28  00/90 00/10 14/49   ±34/3 )ليترميلي/ميليون(غلظت 

 28  00/65 00/15 28/43 ±  23/2 درصد تحرك

 28  00/96  00/58 57/78 ±  65/1 غيرطبيعي درصد مورفولوژي

  

  

  

  

  

  

 زتا، ،هاي كنترل مقايسه درصد كمبود پروتامين بين گروه -1نمودار 

داري را ا اختلاف معن>05/0pح روش در سط هر سه. زتا-و پيور پيور

  . با گروه كنترل نشان داده است

 زتـا در مقايسـه بـا        -زتا و پيور و نيز روش تركيبي پيور       

لـيكن  . دهـد  داري را نشـان مـي     اكاهش معن  نمونه كنترل 

هـاي   داري بين درصد كمبود پروتامين اسـپرم      اتفاوت معن 

روش نيـز     و )P=820/0( پيور و زتا      روش باشده   انتخاب

علاوه . )=P 913/0( زتا و پيور وجود ندارد       -ركيبي پيور ت

 ـ    داري بـين ميـزان كمبـود پروتـامين         ابر اين اختلاف معن

 -تا و روش تركيبي پيور     ز شده به روش   هاي انتخاب اسپرم

  .)>421/0P( نگرديد زتا مشاهده
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)  34 (   

 نشـان داده شـده اسـت،        2گونه كه در نمـودار      همان

شده به روش    انتخابهاي   اسپرم DNAميزان فرگمنتاسيون   

 در مقايسه با نمونه  زتا-زتا، پيور و نيز روش تركيبي پيور

 value Pمقـادير . دهـد  داري را نشان مي   اكاهش معن كنترل  

ليكن  .باشند  ميP =023/0و 50/0P= ، 057/0=Pترتيب  به

، روش زتا و روش تركيبـي       )P=000/1( روش زتا و پيور   

 و روش تركيبـي      و نيز روش پيور    )=992/0P(  زتا -پيور

هـايي بـا      از لحاظ انتخـاب اسـپرم      )=986/0P(زتا  -پيور

داري را  عنا، اختلاف م   DNAفرگمنتاسيون   تر ينايدرصد پ 

  . نسبت به يكديگر نشان ندادند

پيـور و   روش  شده به    هاي انتخاب ، اسپرم 3 در نمودار 

 كـاهش   زتا در مقايسه با نمونه كنترل-روش تركيبي پيور 

ايي با مورفولوژي   ه  لحاظ جداسازي اسپرم  داري را از    معنا

ترتيـب   بـه  value Pمقـادير  دهنـد و  غيرطبيعي نشـان مـي    

021/0=P   011/0و=P ـ   . باشند  مي  داري اليكن تفـاوت معن

شـده   هاي انتخاب طبيعي اسپرم بين درصد مورفولوژي غير   

  ).=162/0P(توسط زتا نسبت به نمونه كنترل وجود ندارد 

  
  

  

  

  

  

  

هاي كنترل،   بين گروهDNAسه درصد فرگمنتاسيون  مقاي-2نمودار 

 اختلاف >p 05/0وش در سطح ر هر سه. زتا-زتا، پيور و پيور

 . داري را با گروه كنترل نشان داده استامعن

  

  

  

  

  

  

هاي كنترل، زتا،   مقايسه درصد مورفولوژي غيرطبيعي گروه-3نمودار 

 ا در سطحزت-روش تركيبي پيور روش پيور و. زتا-پيور و پيور

05/0p<داري را با گروه كنترل نشان داده استا اختلاف معن   .  

  

  بحث
 جداسـازي   بـراي هـاي گونـاگوني      روش در حال حاضر  

كـه هـدف    اسـت  گرديـده معرفـي  توسط محققين   اسپرم  

 از لحـاظ     و طبيعي  هاي بالغ  ها جداسازي اسپرم   تمامي آن 

 باشـد  مـي  طبيعي كروماتين هسـته       با ساختار  مورفولوژي

روشي ،  هاي جداسازي  روش  اين از ميان . )27 و 11 ،10(

 روش  گيـرد  طور معمول مـورد اسـتفاده قـرار مـي          هكه ب 

در ايـن روش    . باشـد   مـي  )پيور(سانتريفيوژشيب غلظت   

هايي كه از لحاظ مورفولوژي و حركت در محدوده         اسپرم

 از  در چگـالي  طبيعي قـرار دارنـد بـر اسـاس اخـتلاف            

   .)22( شوند ميهاي غيرطبيعي جدا  اسپرم

 نشـان   2000 و همكارانش در سـال       ساكستحقيقات  

 در روش سانتريفيوژشــيب غلظــت داده كــه اســتفاده از

ملاحظـه درصـد     سازي اسپرم موجب كـاهش قابـل       آماده

 نيز كاهش تعـداد    هاي با كمبود محتواي پروتامين و      اسپرم

گـردد   شده مـي   هاي اسپرمي با ماده ژنتيكي تخريب      سلول

هايي با مورفولـوژي طبيعـي،      ين نسبت اسپرم  و همچن  )9(
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)35(  

 در  روش سانتريفيوژشيب غلظت   ها به جداسازي اسپرم  در

روش هاي جداسازي اسپرم از جمله      مقايسه با ساير روش   

 ـ  بهمهاجرت اسپرم    ). 9( يابـد  داري افـزايش مـي    اطور معن

نتايج حاصله از اين مطالعه نيـز حـاكي از آن اسـت كـه              

 ـ   ،روش پيور  تـوجهي از    ازي درصـد قابـل     قادر به جداس

هاي اسپرم با مورفولوژي و ساختار كروماتين طبيعي  سلول

هـاي نـوين جداسـازي اسـپرم        از جملـه روش    باشد، مي

درايـن روش انتخـاب     . توان به روش زتا اشاره نمـود       مي

 پتانسيل الكتريكي روي غشاي اسپرم    اسپرم بالغ بر اساس     

و همكـاران    چان بر اساس مطالعه     ).11( گيرد صورت مي 

هاي  روش زتا،  امكان انتخاب اسپرم      ها به  جداسازي اسپرم 

 نمايـد  با مورفولوژي بهتر و تحرك بيشتر را فـراهم  مـي           

مطالعات پيشين نصراصـفهاني و همكـاران و نيـز           ). 11(

آمده از اين مطالعه حـاكي از آن اسـت كـه            دست هنتايج ب 

هــاي اســپرم بــا  روش زتــا قــادر بــه جداســازي ســلول

فولوژي و محتواي پروتاميني طبيعي بوده ونيـز ميـزان    مور

مقـدار   شده بـه   هاي انتخاب  دراسپرم DNAدرصد تخريب   

  ).20( يابد توجهي كاهش مي قابل

بين روش پيور، روش    ،  در نتايج حاصله از اين تحقيق     

زتـا در انتخـاب و جداسـازي        -زتا و روش تركيبي پيور    

 ـ      اسپرم ي و همچنـين     ها با درصد بالاتر مورفولـوژي طبيع

.  داري مشاهده نشـد   لامت ساختار كروماتين تفاوت معنا    س

هاي حاصل از اين مطالعـه حـاكي از آن اسـت كـه           يافته

روش زتا كارايي مشـابه بـا روش پيـور را دارا بـوده و               

هايي با سلامت ساختار     اسپرم ، همانند روش پيور   دتوان مي

ايـن در حـالي اسـت كـه         . كروماتين را جداسازي نمايد   

هـاي طبيعـي    روش تركيبي نيز قادر به جداسازي اسـپرم       

بر طبق نتـايج حاصـل از ايـن تحقيـق هرچنـد             . باشد مي

هاي  زتا با روش-داري بين روش تركيبي پيورااختلاف معن

، لـيكن ايـن روش تركيبـي بـا     ردپيور و زتا وجـود نـدا      

كاربردن محاسن هر دو روش پيور و زتا تا حد بيشتري            هب

ــه جداســازي اســپرم ــا ناهنجــاريقــادر ب هــاي هــايي ب

تر و سلامت ژنتيكي بيشـتر بـوده و در           مورفولوژيكي كم 

داري نيز قابل   ها اختلاف معنا  فزايش تعداد نمونه  صورت ا 

  .مشاهده خواهد بود

 تـوان بـه ايـن نكتـه     مي كارايي  روش زتا،   در توجيه 

گونه كه تحقيقات گوناگون پـيش از       اشاره نمود كه همان   

هـا بـر     اند، اضافه شدن سيالوگليكوپروتئين    اين نشان داده  

 ـ         وجودآورنـده   هسطح خارجي غشاي اسپرم كـه عامـل ب

بين سطح غشـاي اسـپرم و محـيط     اختلاف بار الكتريكي

). 13( دهـد باشد، در مرحله اسپرميوژنز رخ مي      خارج مي 

تلال در روند اسپرميوژنز ممكن است منجر       لذا هرگونه اخ  

 و  دشـو غشـاء پلاسـمايي اسـپرم       صحيح  به عدم تكامل    

بندي و تراكم كروماتين نيز اختلال ايجاد         در بسته  زمان هم

جايي كه تراكم صـحيح كرومـاتين        از آن . )28-32 (نمايد

هـاي   اسپرم در اين مرحله، ممكن است با تكامل پـروتئين    

زمـان باشـد ايـن امـر        سپرم هم سطحي غشاء پلاسمايي ا   

هاي داراي   اسپرم كننده اين مطلب باشد كه     تواند توجيه  مي

هــاي ســطحي غشــاي  محتــواي صــحيح گليكــوپروتئين

پلاسمايي كه بر اساس بـار الكتريكـي طبيعـي خـود در             

 داراي محتـواي     احتمـالاً  ،انـد  هشـد  جداسازي   زتاروش  

 طبيعـي    محتواي پروتـامين   .باشند پروتامين طبيعي نيز مي   

 و از آسـيب      گشـته  بندي صحيح كرومـاتين    منجر به بسته  

DNA  تواند  مي بنابراين اين نكته     ،آورد عمل مي  ه ممانعت ب
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شـده بـه     هاي جداسـازي    اين مطلب باشد كه اسپرم     يدؤم

 تري از تخريب ماده ژنتيكـي   داراي درصد پايين زتاروش  

  .باشند  مينسبت به گروه كنترل

ــه ــم  ب ــه روش رغ ــن ك ــااي ــاده  زت ــيو، اســتس  ل

در ايـن روش،  . دهاي خـاص خـود را نيـزدار      محدوديت

يـابي   ها بايد به سرعت و پيش از ظرفيت        جداسازي اسپرم 

 حـذف   موجبيابي اسپرم    اسپرم انجام گيرد، زيرا ظرفيت    

ها از سطح    ها و سيالوگليكوپروتئين  برخي از گليكوپروتئين  

 ـ منجـر  و همـين امـر     گردد ها مي  خارجي غشاي اسپرم   ه ب

 كه نتيجـه آن اتصـال       ودش ميكاهش بار منفي سطح غشا      

. شـود  ها به جدار شيشه  مي     تر اسپرم  تر و سست   تعداد كم 

 زتـا ها از طريق روش    بنابراين براي جداسازي بهينه اسپرم    

  ).15  و14( طور سريع عمل نمود هبايستي ب

  
  گيرينتيجه

هاي جداسـازي    هدف از مطالعه حاضر، اين بود كه روش       

 ـ     هو پيور ب  زتا   صـورت تركيـب بـا       هطور جداگانه و نيز ب

علاوه بر اين مشـخص     . يكديگر مورد ارزيابي قرار گيرند    

گرديد كه روش زتا كارايي مشابه با كـارايي روش پيـور          

كاربسـتن محاسـن    هزتا با ب- و نيز روش تركيبي پيور    رددا

ها از لحاظ    منجر به جداسازي بهترين اسپرم    هر دو روش،    

ــاده ــلامت م ــي س ــاتيني و و ژنتيك ــاختار كروم ــز س  ني

 ايـن روش تركيبـي  لـذا اسـتفاده از   . شود مي مورفولوژي

 سـازي  و آمـاده  منجر به بازدهي بالاتر در روند جداسازي      

 محققـين در     روي  پيش  را گزينه بهتري  د و وش ميها   اسپرم

  .دهدميقرار  ICSI انجام برايها  تر اسپرم انتخاب صحيح
  

  تشكر و قدرداني
همكاري پژوهشكده رويان و مركز باروري  تحقيق بااين 

لذا از كليه . ناباروري اصفهان انجام گرفته است و

 كمال تشكر و قدرداني مذكور مراكز كاركنانمسئولين و 

بودجه اين تحقيق توسط پژوهشكده رويان . را داريم

  . پرداخت گرديد
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