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Title: Study of baseline DNA damage in the sperms of fertile and infertile men using comet assay.  
Authors: Mozdarani H, (PhD); Khashaee S, (MSc). 
Introduction: Male infertility constitutes the primary cause of infertility for up to 30% of couples 
amongst many other reasons. Genetic disorders are too important because DNA integrity in sperm is 
necessary for having healthy next generation. The aim of this study was to evaluate the baseline DNA 
damage in sperm samples obtained from normal and infertile individuals. 
Methods: Baseline DNA damage in spermatozoa from fertile (n=30) and infertile (n=90) individuals was 
compared using a modified alkaline single cell gel electrophoresis (comet assay).This technique was used to 
assess DNA integrity in the cells by measuring damages reflected as strand break under alkaline conditions. 
The cells were embedded in agarose on glass slides followed by lysis of the cell membranes after which, 
damaged DNA strands migrate under electrophoresis from nucleus towards the anode and deposited to one 
side giving the appearance of a tail. DNA damage in each group was calculated following visual observation 
and grading of comets under a fluorescence microscope. The significance of inter-group differences was 
statistically evaluated using analysis of variance (ANOVA) and Post hoc tests.   
Results: Results indicate that the average DNA damage in normal sample is less than any other groups. 
Samples from oligospermic, oligoasthenospermic and asthenospermic patients showed various degrees of 
DNA damage significantly different from normal (p<0.05). The highest degree of DNA damage was seen in 
asthenospermic samples. 
Conclusion: DNA damage in infertile individuals is found to be higher than normal. The reason for this 
observation may be due to a deficiency in antioxidants which is essential present during spermatogenesis. 
The presence of antioxidants prevents DNA damages in sperms due to oxidative agents. 
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  مجله پژوهشی حکیم 

  
 

  : چکیده
 حایز اهمیت است  ژنتیکیاختلال در مواد .باشد ری زوجین در بین دلایل دیگر مینابارو% 30 عامل ،  در مردان ناباروری :مقدمه

  برای ،  اسپرم درهسته DNA   و صحت حفظ تمامیت ، به همین دلیل.شود  انتقال ناقص اطلاعات وراثتی به جنین می زیرا موجب
  آسیب زمینه   میزان  و مقایسه ارزیابیتحقیق   این  از هدف .است   دیگر بسیار مهم  نسل  به  از نسلی  وراثتی  ماده  و کمال  تمام انتقال
  . استنابارور بوده  و  سالم افراد   چهار گروه اسپرم DNA در

   ستاره  سنجش  روشبا) مردان سالم و سه گروه از مردان نابارور( نفر ازهر گروه 30 نمونه اسپرم  منظور  این به :کار روش
  قرار گرفته روی لام آگارز  از ژلیها در بستر ، ابتدا سلولدر این روش .مورد بررسی قرار گرفت قلیایی (Comet assay) دار دنباله

   کرده  آند مهاجرت  سمت بهالکتروفورز    جریان ، تحت  دیده آسیب DNA. شدند الکتروفورز   قلیاییشرایطدر بافردر پس از لیز و 
بندی استاندارد  نمود که به طور چشمی و درجه ایجاد  رسانسئو فلو ر را در زیر میکروسکوپدا  دنباله  ستاره یک شبیه به  یو شکل

های  ها تعیین و تفاوت از نظر آماری با استفاده از آزمون  هر یک از گروهDNAمیزان آسیب در . مورد بررسی قرار گرفت
ANOVA و Post hoc testبا یکدیگر مقایسه شد   .  

دو گروه اولیگواسپرم . های مورد بررسی بوده است از دیگر گروه کمتر  ، سالم افراد در اسپرم DNA  آسیب  ی فراوان  در صد:نتایج
از مقایسه آماری به عمل آمده .  بعد از گروه سالم قرار دارندDNAسیب موجود در آو اولیگو استنواسپرم به ترتیب از نظر میزان 

های اولیگواسپرم و اولیگواستنواسپرم و استنواسپرم در   مشخص شد که گروهاه  تعیین شده برای گروهDNAبین درصد آسیب 
در گروه افراد نابارور بیشترین . دهند ی تفاوت معنی داری را نشان م>05/0P باDNA مقایسه با گروه سالم از نظر آسیب زمینه در 

  .ستنو اسپرم بوده استاهای    مربوط به  نمونهDNAآسیب زمینه در 
 بیشتر از افراد سالم است و در بین افراد ، اسپرم افراد نابارورDNA آن است که آسیب زمینه در بیانگر نتایج :یگیر نتیجه

رسد آسیب بیشتر مشاهده شده در افراد نابارور ناشی  به نظر می .دهند  بیشتری را نشان میDNAنابارور، افراد آستنواسپرم آسیب 
  آسیب ایجاد وجود عوامل آنتی اکسیدان  مانع.  باشد  منی مایعمراحل مختلف اسپرماتوژنز و در   اکسیدانتی  آنتی سیستماز کمبود 

  .شود میتوسط مواد اکسیداتیو  DNA در

  . ، ناباروری)کامت (دار دنباله   ستاره  سنجش وشر، DNA  آسیب،   مردان  اسپرم:واژگان گل
  

  

  :قدمهم
   صـحیح    مقاربت  رغم علی   یکسال   در طی   باروری   یا عدم   نازایی
ــدم ــتفاده و ع ــای  از روش  اس ــوگیری ه ــارداری  جل ــی ،  از ب  از  یک
   درصد از زوجـین    10-14 حدود     که   است   مختلفی   جوامع  مشکلات
   و افزایش    رشد جمعیت    سرعت  افزایش   به  با توجه .  هستند  درگیر آن 

  و   سـالگی  35   بـه    سالگی 18 از     ازدواج   سن  متوسط عمر و افزایش   
  هـای  ، وجـود روش     در محیط زندگی     ایجاد ناباروری    عوامل  افزایش
 ).1 (  نیاز است از پیش  بیش  در مردان  ناباروری تر ارزیابی دقیق

عوامل  ثرندکه اهم آنها  ؤعوامل متعددی در ناباروری مردان م     
  و  و مکــانیکی  محیطــی، ایمونولوژیــکالتهــابی، هورمــونی،

 در    ایجاد ناباروری    ژنتیکی عواملاز. اشندب رسان ژنتیکی می   آسیب
    های  وضعیت ، داون، سندروم   فیلتر   کلاین   از سندرم   توان   می  مردان

  

  

 ,XX/XY  ماننـد موزاییـسم     جنسی های کروموزوم در  غیرطبیعی

XXX/XY ,XX/YY  و XX/XXY و  اتـوزومی   عوامل و بعضی  
 . برد ام ن ژنیی ها حذف

  در مـردان     ناباروری   علل   بررسی   برای  ی گوناگون  های روشاز  
) 5و 4( هامـستر     در اووسـیت     انـسان    نفوذ اسـپرم     قدرت همچون
  ادهف است ،)8و 7 (  اسپرم  تحرک  ، ارزیابی )6 (  اکروزوم   واکنش  اندازه

   بـرای    فلوسـیتومتری   و روش ) 10و 9 (  الکترونی  از میکروسکوپ 
ه استفاده شد ) 12  و 11 ( رمــ در اسپ    کروماتینی  ناهنجاری  ارزیابی
 بـا   و ارتبـاط آن  DNA  هـا، خـسارت    روش  از این یکچهی. است

ــای ناهنجــاری ــاتین ه ــازد  نمــی  را مــشخص  کروم  از  یکــی .س
،   اسـت   قلیایی شویی  حلال روش DNA  آسیب   بررسی های روش
   بـا    دهد و در آن      می   را نشان  DNA  رشته   موجود درتک   آسیب  که
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دا  ج ـ  هـا از هـم      رشـته    تـک   ، این    مختلف  های   با اندازه   اییفیلتره
   بررسی قابل DNA  کلنیز  ELISA  با روش ).14  و13(شوند  می

  میـزان  و DNAها قادر به تخمـین آسـیب         روشاین  ). 13 ( است
 . باشند سلول نمییک و در حد    بالغ در اسپرم ن آ ترمیم

  هـای   شکست   بررسی  ایدار، بر    دنباله   ستاره   سنجش  روشاز  
   امکـان  روش  ایـن . شـود  استفاده می DNA  های موجود در رشته

 منفـرد    هـای   و تعـداد زیـاد سـلول         بـزرگ    جمعیت   سریع  ارزیابی
نظـر    مـورد   ، سـلول     روش  در ایـن  . سـازد    را میسر می    یوکاریوتی

،    شـرایط قلیـایی     شود و تحت     می   آگارز قرار داده    ژلای از    لایهدر
   از هـسته     دیـده   آسـیب  DNA   در نتیجـه    گردد که    می زرفوکتروال

 این روش   .)16 و   15(کند     می   آند مهاجرت    سمت   و به    شده  خارج
  ایـن .  نیز معـروف اسـت     SCGE(1(به ژل الکتروفورز تک سلول      

   ابـداع  1978  ر سـال   د Rydberg و Johanson  ابتدا توسط   روش
   تحـت 1984  سـال در  Ostling وJohanson  توسـط  سـپس  شد،

 1988  در سـال همکـاران  و  Singh .دید گر  طراحی شرایط خنثی
ــسخه ــایی  ن ــن قلی ــی را  روش   ای ــدمعرف  1993 در ســال.  کردن

McKelvey-Martin  سـتاره   سنجش   نهایی   پروتکل  و همکارانش   
 تـا    نمودند کـه  را تدوین (pH>13)   شرایط قلیایی دار تحت دنباله
 DNA محتویات   روش در این). 18 و14(دارد   فاده است  مورد امروز
   اتیـدیوم  ماننـد    فلورسـانت  هـای  ، توسط رنـگ  ها در نهایت   سلول
   بـه   رسـانس ئو فلو   و در زیرمیکروسکوپ     شده  آمیزی  نگد ر برومای
مـشاهده   سـر      و یـک     دم   یـک   دارای دار   دنبالـه    ستاره   یک  شکل

  بیشتر باشد، میـزان  DNA  به ه  وارد آسیب  میزان هرچه. شود می 
DNA ــاجرت ــرده مه ــشتر   هــم  ک ــود  بی   و در ضــمن خواهــد ب
 ).17 -20(شود   می تر نیز دیده درخشان

های سوماتیک کمـی      در اسپرم با سلول    DNAارزیابی آسیب   
 در سر اسپرم بسیار فـشرده تـر از بقیـه            DNAمتفاوت است زیرا    

کـردن اسـپرم     بـرای لیـز      SCGEاسـت، لـذا در روش        هـا  سلول
 بـه ارزیـابی     SCGEبـا روش    ). 21-23(تغییراتی باید داده شـود      

 دما و سـموم     ، اسپرم در اثر مواد اکسیداتیو     DNAسیب وارده به    آ
ی، مواد شـیمی درمـانی و تشعـشعات گونـاگون           یمثل مواد شیمیا  

 در SCGEابتدا اسـتفاده از روش  در ). 22-24(پرداخته شده است  
 بـه   DNAعیین فراوانی مناطقی حـساس      اسپرم برای ارزیابی و ت    

با استفاده از   سپس   .)26-25 و   14-15( دبوی، متداول   یمواد قلیا 
 DNAتغییراتی که در این روش داده شد، میزان آسیب وارده بـه             

 و  25( مورد ارزیابی واقع شـد       Xاسپرم پس از پرتو دهی با اشعه        
ه  بـرای مقایـس    ،هـا هـم از ایـن روش        در بعضی از آزمایش   ). 26

                                                            
1 - Single cell gel electrophoresis 

  

 افراد بارور و نابارور اسـتفاده شـده         DNAمیزان آسیب موجود در     
است که علل بیولوژیک آنها مشخص نبوده است و در اکثر موارد      

-29(اسپرم افراد  نابارور بیشتربوده است DNA میزان آسیب در 
در تحقیقی نشان داده شد که اگر مدت و میـزان پرتـودهی             ). 27

ازنده اسـپرم زیـاد باشـد آسـیب         های در حال تکثیر و س      بر سلول 
همچنـین  . )32 و   31(وارده بسیار زیادتر از مراحل بعـدی اسـت          

 DNAتاثیر مواد اکسیداتیو به عنـوان محـرک ایجـاد آسـیب در              
این ). 34 و   33و  30(اسپرم با این روش مورد بررسی قرار گرفت         

 تحقیقات نشان دادند کـه بـین افـزایش فعالیـت رادیکـال آزاد و              
ش سیتوپلاسم در اسپرم ارتباط مـستقیمی وجـود دارد        میزان کاه 

بطوریکه از این مرحله به بعد آسیب وارده بسیار زیـاد اسـت کـه               
نتی اکسیدانت در اسـپرم ارتبـاط       آهای   تواند با کاهش سیستم    می

  ).35-37(داشته باشد 
در  DNA آسـیب زمینـه    میـزان   ارزیابی ، برای  تحقیق ر ایند

ــروه ــار گـ ــراد  چهـ ــالم افـ ــپرم، سـ ــپرم،   اولیگواسـ  و  استنواسـ
  بنـدی    تقسیم WHO   استانداردهای   براساس   که  اولیگواستنواسپرم

 . شد دار استفاده  دنباله  ستاره سنجش ، از روش)38 (اند شده
  
  : کار روش
  :گیری نمونه

 اسپرم با اطلاع و رضایت اهدا کنندگان دریافـت و   های  نمونه
یر به سالم و افـراد نـا بـارور          های تعریف شده ز    براساس شاخصه 

 ).38( تقسیم شد
 درصد و تعداد بیـشتر      40 بیشتر از     تحرک):   نمونه 30 (سالم افراد  )1

  لیتر  در میلی  میلیون20از 
 درصد و تعـداد     40 بیشتر از     تحرک):   نمونه 30 ( افراد اولیگوسپرم   )2

  لیتر میلی  در  میلیون20کمتر از 
 درصـد و تعـداد      40 کمتر از     تحرک):   نمونه 30 ( اسپرمآستنوافراد  ) 3

  لیتر  در میلی  میلیون20بیشتر از 
 درصـد و    40 کمتـر از      تحرک):   نمونه 30 ( افراد اولیگواستنواسپرم   )4

 لیتر  در میلی  میلیون20تعداد کمتر از 
 15دو میلی لیتر از نمونه اسپرم تهیه شده به لولـه آزمـایش              

 80   پرکـول    واضح   دو لایه  طی حاوی مخرو) فالکون(یتری  ل  میلی
. افـزوده شـد     فوقـانی    درصد در لایـه    40  درصد در زیر و پرکول    

ــپس ــهس ــدت  ب ــه10   م ــانتریفوژ rpm 2000  در  دقیق ــد  س ش
)Eppendorf 5810R .(5   لوله  به  سلولیرسوباتccو بـا     ، منتقل 

   آلبومین  سرم  محتوی(Ham's F-10)(Gibco BRL)هامز محیط 
 سـانتریفوژ  rpm3000  در دقیقـه  5   مـدت   و به    شده   رقیق  نسانیا
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  اپندروف لوله  به ها  نمونهپس از تکرار شستشو با محیط هامز. شد
µl500اسپرم در105 به تعداد  غلظت و   منتقل  µl10رسانده شد.  

 
   ژل الکتروفورز تک سلول کار روش

 پروتکـل    سبراسـا   ،  کاری   و پروتکل  روش  ایه  و پایه   اصول
)1993McKelvey-Martin ) (18 (  ـغیت طراحی و بـا     بـرای  ییرات

 هـر    بـرای . بهینه سازی شد و مورد اسـتفاده قـرار گرفـت            اسپرم
ــه ــه و 2  نمون ــام روش از  لام تهی ــرای انج ــای  لامب ــاملاً  ه  ک
  .د استفاده ش1Supply Company)  (Richardمات

سـتفاده از آگـارز معمـولی       ها، ابتدا با ا    به منظور آماده سازی لام    
)Merck (   لامها پیش پوشش داده شدند و پس از قرار         % 1با غلظت

دادن یک لامل بزرگ بر روی ژل برای سفت شدن آن به یخچـال   
 میکرولیتر از نمونه اسپرم آماده شده با 10.  منتقل گردیدºc4با دمای 

µl75        1 آگارز با نقطه ذوب پـایین) %Fermentas (    مخلـوط و روی
پس از سفت . م منتقل شد و بلافاصله روی آن لامل قرار داده شدلا

شدن آگارز در یخچال لامل برداشته و لام با یک لایه دیگر از آگارز 
پس از سفت   .  پوشش داده شد   µl100با نقطه ذوب معمولی به مقدار     

در    ساعت 1 و لام به مدت   شده   لامل برداشته    ،شدن لایه سوم ژل   
 ,10mM Tris base, 10% DMSO حاوی pH=10 کننده با بافر لیز

1% Triton X-100 (Merck),100mM NaEDTA, 2.5 M NaCl 
هـا بـه     برای لیز کامل سیتوپلاسم و غشای اسپرم لام       . قرار داده شد  

ــاز 2مــدت یــک شــب ــا غلظــت ) K) Sigma در محلــول پروتئین ب
mg/ml1 ./ انکوباتوردرC °37نگهداری شد  . 

هـا بـه مـدت       ، لام DNAمولکول  به منظور باز شدن پیچش      
ــه20 ــول  در  دقیق ــافر محل ــورز  ب ــاالکتروف ــاوی pH=13 ب    ح

mM NaOH300 و mM EDTA1) Merck ( ــرار داده شــد و ق
   ولت25 و با شرایط   متصلمنبع تغذیه  به  الکتروفورز تانکسپس 

 درهـا    لام.  دقیقه  الکتروفورز انجام شـد      20  به مدت     mA300و  
  مـدت بـه   pH=7با ) 0.4M Tris base, Merck ( کننده بافر خنثی 

 بـا    برومایـد   اتیـدیوم  µl50با افزودن   . شستشو داده شد     دقیقه 15
) هـا  کامت(های دنباله دار  ستاره  ، ژل  روی به  mg/ml 20 غلظت
بـه  ) Nikon E800(آمیزی و با میکروسـکوپ فلوئورسـانس    رنگ

  سی قرار گرفـت    برابر مورد برر    200طور چشمی و با درشتنمایی      
دار با درجات مختلف آسیب      های دنباله  ای از ستاره   مونه ن .)3  و 2(

  . نشان داده شده است1در شکل 
 و  بررسی   سلول 200 تعداد    به   متفاوت  های در بخش  در هر لام  

  بندی درجه DNAدار و میزان آسیب  های دنباله بر اساس ظاهر ستاره
  

                                                            
1 - Fully frosted 
2 - Over night 
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دار مـشاهده     هایی از تصاویر ستاره دنبالـه        نمونه -1شکل  
  شده توسط میکروسکوپ فلورسانت 

دار نوع  ستاره دنباله) ب(، 1دارنوع صفر و  ستاره دنباله) الف(
  4دار نوع  ستاره دنباله) د( و 3دار نوع  ستاره دنباله) ج(، 2
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  21                    و همکاران حسین مزدارانی   دکتـر                          

  دوم شماره ،هشتمدوره ، 84 تابستان

 طبـق   DNAرت  بـا درنظـر گـرفتن میـزان مهـاج         هـا     سلول .شدند
بنـدی   دسـته  )4از صفر تا     (دسته   5به  ) 20(معیارهای پذیرفته شده    

  ).2شکل( گردید
انتساب هر یک از     ، با بررسی هر فرد و     )DNA) DDهای   آسیب

بـه  اعداد از صفر تا چهار کمی شد و توسط معادلـه توصـیف شـده                
  .  محاسبه گردید)39(  و همکارانJaloszynskiوسیله 

 

DD = ( 0n0 + 1n1 + 2n2 + 3n3 + 4n4)/( Σ/100) 
  

  :که در این معادله 
DD : آسیبDNA   

n0-n4 : 4 تا 0های  از نوع  تعداد کامت  
Σ :  استهای شمارش شده، شامل نوع صفر امتگمجموع  .  

  

 تا صفرای از  ه شده بصورت محدودهیبدین ترتیب آسیب کلی ارا
ب موجـود در     ارزیابی گردید که به عنوان شاخص کلی میزان آسی         4

DNA    ی بدست آمده   ها   و داده   اطلاعات.  نشان داده شد   3در شکل
هـای آنـالیز واریـانس     آزمـون  و SPSS 11.2 افـزار   نـرم با استفاده از

  بررسـی مـورد  Post hoc test و (one-way ANOVA) یکطرفـه  
تمــامی .  قــرار گرفـت و مقایــسه بـین گروهــی انجـام شــد   آمـاری 
  . درصد صورت گرفته است95اطمینان های آماری در سطح  استنتاج

  
  : ها یافته

   سلول برای هر نمونـه و از بررسـی دو           400نتایج از شمارش    
  

 خلاصه و در شـکل      1لام مستقل حاصل شده است و در جدول         
 . نشان داده شد3

  
  
  
  
  
  
  

  
محاسـبه شـده بـرای       DNA مقایـسه میـزان آسـیب        -3شکل  
نتـایج  . طالعـه هـای مختلـف مـورد م       های اسپرم گـروه     نمونه

 سلول از دو لام     400میانگین در صد آسیب حاصل از شمارش        
  . نمونه از هر گروه می باشد30مستقل برای هر نمونه و 

  
 تعداد   شود در صد فراوانی     مشاهده می  1ه در جدول    کنانچهم

   آزمـون    مـورد  دار، در هـر چهـار گـروه          دنبالـه    سـتاره    نـوع  5هر  
   در گروه  صفر دار نوع    دنباله   ستاره  یفراوانی نسب  . است  ذکرگردیده

سـیب کمتـر در   آهای بـا   تعداد سلولبیانگر  و بیشتر   از همه   سالم
  .باشد این گروه می

  دار مشاهده   های دنباله   دیگر ستاره  عانو ا ،های نابارور   نمونه در
  

 سلول برای هر 400نتایج از شمارش  .  گروه مورد آزمون   چهاردار درهای دنبالهع ستارهمیانگین درصد فراوانی انوا-1جدول
  بررسی دو لام مستقل حاصل شده استنمونه و از 

 SE± 4نوع  SE ± 3نوع SE± 2نوع  SE ± 1نوع   SE±نوع صفر  تعداد نمونه گروه
  0/0 ±0/0  0/0±0/0  21/0±2/0  7/0±4/0  0/99±5/0  30  سالم

  0/0±0/0  05/0±1/0  60/0±4/0  4/1±5/0  9/97±7/0  30  اسپرمیاولیگواستنو
  0/0 ±0/ 0  04/0±1/0  48/0±3/0  57/1±5/0  8/97±7/0  30  سپرمیااولیگو

  04/0±2/0  16/0±3/0  64/0±4/0  49/1±5/0  6/97±8/0  30  استنواسپرمی
  

  بندی با روش چشمی و معیار درجه) کامت( دار  های دنباله انواع ستاره تصاویر شماتیک و واقعی از -2شکل 

۰
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  ...سالم و  های افراد در اسپرم DNAهای زمینه  آسیب                                                                     22   

  مجله پژوهشی حکیم 

 در اسپرم این    DNAشود که نشان دهنده میزان آسیب بیشتر         می
 DNA در     آسیب  میزان   که آید نین بر می  مجموع چ در  . افراد است 

   .  بیشتر استهای نابارور  دیگر گروهاز  استنواسپرمافراد
  ســتارهنــوع  5، از نظــر   آزمــون  هــر چهــار گــروه از مقایــسه

 3 و 2 ،1 صـفر،    در نـوع    شـود کـه      می   حاصل   نتایج  دار، این   دنباله
 ـ  یدار   معنـی    تفـاوت    چهار گـروه    دار بین    دنباله  ستاره  >05/0Pا  ب

   بـین   داری   معنـی   دار تفـاوت    دنباله   ستاره 4   در نوع   وجود دارد ولی  
 .وجود ندارد  چهار گروه

، از نظـر       آزمـون    چهارگانه  های ، گروه    گروهی   بین  در مقایسه 
   گـروه    و سه   سالم   گروه  دار، تنها بین     دنباله   ستاره   اول   نوع  فراوانی

 ).>05/0P ( وجود دارد داری  معنی  تفاوت دیگر از نظر آماری
، از نظـر       آزمـون    چهارگانه  های ، گروه    گروهی   بین  در مقایسه 

   گـروه    و سـه   سـالم    گروه  بین   دار   دنباله  ، ستاره   2 و   1   نوع  فراوانی
   کـه  )>05/0P ( وجود دارد   داری   معنی   تفاوت   دیگر، از نظر آماری   

آسـیب    بـا   هایی سلول(دار     دنباله  ه ستار 2 و  1   نوع  فراوانی   در واقع 
 .  کمتراست  از همه سالم  در گروه) DNAمتوسط 

 و   سـالم  (هـای     گـروه   دار بین    دنباله  ستاره 3   نوع  از نظر فراوانی  
ــاستنوا ــپرمی(و )  پرمیســ ــپرمی  و اولیگواســ و )  اولیگواستنواســ

 >05/0P بـا   از نظـر آمـاری    )   و استنواسـپرمی    اولیگواستنواسپرمی(
 تنهـا در      که  دار هم    دنباله  ستاره 4 نوع.  وجود دارد   داری  معنی  تفاوت

ــپرم ــا و آن استنواس ــم  ه ــی  ه ــا فراوان ــدک  ب ــد   ان ــشاهده ش  ، م
   میزان ،3شکل   در. دهد نشان نمی  ها  گروه سایر  با  داری  معنی  تفاوت
   در گـروه   شـد کـه   داده  نـشان   اسـپرم  هسته DNA  درزمینه  آسیب
  .   بیشتر است ها از همه و در استنواسپرمها  از دیگر گروهر  کمتسالم

  
  : بحث

 و تغییـرات آن در      DNAهمواره برای بررسی آسیب موجود در       
ولـی  ) 15و14(وژنز علاقمنـدانی وجـود داشـته اسـت          طی اسپرمات 
 اسپرم بالغ و نا بـاروری در مـردان کمتـر مـورد              DNAارتباط بین   

  هـای   تهش ـ اسـپرماتوژنز، ر    راحـل  م  در طـی  . ه است توجه قرار گرفت  
هـا    هیـستون   شـوند و جـای       مـی    فـشرده    اسـپرم    هـسته   کروماتین

  ها کـه    ، توسط پروتامین     سوماتیک  های  سلول  درساختار نوکلئوزومی 
ــینرژ از آ غنــی ــه ن در DNA ). 40-42( شــود  مــی  هــستند، گرفت
   کـه شـود   مـی   دهی   کیلو باز سازمان   27 متوسط     طول   به  هایی  حلقه

در . شـوند    مـی    متـصل    هسته   زمینه  ماده   به   بازهایشان  توسط جفت 
   سـولفیدی    دی  هـای   پـل   بـه وسـیله    هـا    حلقـه    خود این    حال  عین
   پایـداری   دلیل   به همین  .گردند  شود، پایدار می     ایجاد می   میانشان  که

   بـسیار    معمـول    لیز کننده    در برابر عوامل    اسپرم   کروماتین  و مقاومت 
  

ــت ــاد اس ــ. زی ــت ه ب ــین  عل ــاختمان  هم ــوق  س ــاده  ف ــشرده الع    ف
نیست   مهاجرتقادر به ،  الکتروفورز درحین اسپرم  DNA، کروماتین

 ،  هـا تـا حـد زیـادی         پروتئیناز، پروتامین   های  توسط آنزیم   نکهآمگر  
در این بررسـی نیـز       K از پروتئیناز      استفاده  علت.  باشند   شده  تجزیه
  .)18و17 (  است  بوده همین

 DNA میـزان آسـیب    بین ، و همکارانش Hughes  در تحقیقات
. شـد انجـام     ای  مقایسه نابارور بارور و      مردان    اسپرم  موجود در هسته  

  اسـپرم  DNA موجود در   پایه آسیب   میزان  بود که نآ از   حاکی نتایج
). 16-20( باشد   می   سوماتیک  های  برابر سلول  4   که   درصد است  20

   در حـین    کـه هایی   آسیب  دهند که    می   نشان این تحقیقات همچنین  
، و   تغییر نیست قابل   بالغ گردد، دیگر در اسپرم  می اسپرماتوژنز حاصل

 .  است   بالغ   اسپرم  در DNA   تعمیر کننده    سیستمهای   فقدان   آن  علت
 بـسیار    ترمیمی  های  توسط سیستم    از لقاح    از آسیبها پس    اما مقداری 

  پـذیری    دیگـر آسـیب     از دلایـل   ).43( ودش   می   جبران   اووسیت  قوی
  اکسیدان  آنتی  آنزیمی های  سیستم ، فقدان در اسپرم DNA بسیار زیاد

   و کاتالاز در اسـپرم      پراکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز    میناگلوت  شامل
  ماننـد   دیگـری   قـوی  اکـسیدان   آنتـی   های وجود سیستم .  )44 (است

   اسپرم  وپیرامون  منی  در مایع ترا و او یکباسید اسکور،  رولفآلفاتوکو
عملکـرد و مقـدار     . نماید  می   شایانی   کمک  اسپرم DNA   حفاظت  به
   دارد و حـساسیت      تفاوت   اسپرمی   مختلف  های ها درگروه   سیستم  این
سازد و در   می متفاوت   هم اکسیدان   مواد آنتی    به  ها را نسبت    گروه  این

 و 28-29(شود   می  در آنها دیدهDNA  آسیب   متفاوت  درجات نهایت
اسـکوربیک از همـه مهمتـر         از بین سه سیستم فوق اسید      .)34-33

است و   برابر پلاسمای خون     10است، غلظت این ماده در مایع منی        
اسپرم در برابر مواد اکسیداتیو دارد DNA نقش مهمی در حفاظت از 

 در برابر مواد اکـسیداتیو      DNAآلفاتوکوفرول در حفاظت    . )44 و   43(
نقش دارد ولی کار اصلی آن ممانعت از پراکسیده شـدن لیپیـدها در              

مهـم اسـت     اووسـیت    اسپرم است که برای الحاق درست اسپرم به       
  .)43 و 33و 28(

 Singh منـاطق     اسـپرم    در کروماتین    معتقدند که   و همکارانش ،  
 امـر     این   که  هاست سایرسلول DNAتر از بیش قلیا، بسیار      به  حساس

 دارد و     بـسزایی    نقـش    اسپرم   کروماتین   مخصوص  دهی در سازمان 
 و  15 (نماید می ی زیاد   مواد اکسیداتیو کمک    در مقابل    آن   حفاظت  به

16.( 
 DNA بیـشتر    و آمـادگی  نگر حـساسیت  نـشا   تحقیقنتایج این   

 از مـواد     پـذیری   آسـیب    بـرای  ی نابـارور   با مشکل   مردان  در  اسپرم
نتـایج ایـن    . اسـت  سالم و بـارور     در مقایسه با اسپرم افراد     زا  آسیب

  نابـارور حـساسیت    هـای   گروه  در بین ن است که    آبررسی حاکی از    
  ). 3شـکل   (  آنها بیشتر است  در   DNA آسیب  ها و میزان    استنواسپرم
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  23                    و همکاران حسین مزدارانی   دکتـر                          

  دوم شماره ،هشتمدوره ، 84 تابستان

  میـزان      اسـت   داده  نـشان   ی کـه    تحقیقـات  نتـایج    توسـط این یافته   
   مقـدار قابـل   افـراد بـه    ایـن    منی   در مایع   اکسیدان   آنتی  های سیستم
  آسـیب  بـالا و       حساسیت   خود باعث    که یافته است،    کاهش  توجهی
 مقــدار   کــاهش ویــژه بــه( شــود  مــی  گــروه  ایــنDNA در  فــراوان

همچنـین   .شود ، تایید می   )44 و 43 () اسید اسکوربیک   اکسیدان  آنتی
   در مقایسه    و مورفولوژیکی    کروموزومی  های  ناهنجاری   گروه  در این 
   خود بـه     صورت  گردد به    می  باعث    که   دیگر بیشتر است     گروه  با سه 
  دیگـر   گروه  افراد بیشتر از سه در این DNA   پایهد میزان آسیبخو

. و همکارانش نیز موید همین نظـر اسـت  Hughes تحقیقات . باشد
  نیـز    پرکـول    غلظتـی    از گرادیـان     اسـتفاده  حتی آنها معتقدنـد کـه     

 از   حفـاظتی  اکـسیدان   آنتـی   سیـستمهای   دور شـدن  تواند باعث   می
  .)18 و17( ایجادکند  آسیب DNA در  و  شده اسپرم

 ایـن  در .یزان آسـیب اسـت    اولیگواستنواسپرمی در مقام دوم م    
   بـه   منـی   موجود در مایع اکسیدان  آنتی های  کمبود سیستم هم افراد  
 DNA موجـود در       بـالقوه   آسیب   ولی ،  است  استنواسپرمی   نوع  شدت
   بــه  نــسبت کمتــری  مورفولــوژیکی هــای  و ناهنجــاری  گــروه ایــن

 توسـط    شـده  بی ارزیا آسیب   هم  دلیل  همین   به .ها دارند   استنواسپرم
 4نـوع   . هاسـت   دار، کمتر از استنواسـپرم      دنباله   ستاره   سنجش  روش

 3و2و1دار در این گروه دیده نشد ولـی فراوانـی انـواع              ستاره دنباله 
 در  ).1جـدول   (شـود    دار به وضوح در آنها مشاهده مـی        ستاره دنباله 
  روه بسیار بیـشتراز دوگ ـ      نرمال   و تحرک   ، مورفولوژی   ها  اولیگواسپرم
  به وجود     گروه   در اسپرماتوژنز این     که   اختلالاتی . ر است دیگر نابارو 

  

 اثر دارد و تعـداد       ای   نطفه  های سلول    تنها در تعداد تقسیمات    آید می
  و DNA   مـشکلات   سـازد ولـی      می  سالم  را کمتر از حد      اسپرم  کل

   بـه .  کمتر اسـت   دسته  در این    و ریختی    کروموزومی  های ناهنجاری
 حفـظ    بیشتر از بقیـه    DNA  ، تمامیت    سالم  بعد از گروه     دلیل  همین
   را نـشان     جزیـی    خـسارت   وضـوح    بـه   کـه سـالم     گروه.   است  شده
  در  اکـسیدان    آنتـی   هـای   سیستم  نمایانگر عملکرد طبیعی   .دهند  می
 .  است  آن اسپرم  در هستهDNA   کامل  و صحت منی  مایع

  در اسـپرم  DNA  آسـیب    کهکی از آن استحا   نتایج بندی جمع
   گـروه   از افراد نابارور و در بین اسپرم افراد نابارور          کمتر   سالم  مردان

این . دهد  را نشان می   DNAبیشترین مقدار آسیب در       استنواسپرمی
های دیگر محققان است با این تفاوت که میـزان           نتایج مشابه یافته  

سـالم کمـی بیـشتر از مقـادیر          در اسپرم افـراد      DNAآسیب زمینه   
تواند ناشی از قرار گـرفتن جامعـه مـورد           گزارش شده است که می    

مطالعه در معرض عوامل محیطی و شیمیایی متفاوت و یا بیشتری           
  دار بـرای     دنبالـه    سـتاره    سنجش   مؤثر روش    کارآیی همچنین. باشد

بـه عنـوان یـک روش سـیتوژنتیکی      DNA بهه وارد  آسیب  ارزیابی
  .ه و در عین حال حساس مشخص گردیدساد

  

  : تشکر و قدردانی
این تحقیق در قالب طرح تحقیقاتی مـصوب و حمایـت مـالی             

  .جهاد دانشگاهی مرکزی و در پژوهشکده رویان انجام شده است
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