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  چكيده
 وجود اپارامتره اين اام. است ي و تحركمورفولوژ معيارهاي بر اساس ICSIدر حال حاضر انتخاب اسپرم جهت 

هايي كه بتوانند علاوه بر  روش بنابراين وجود. ندك ينم پيشگوييرا  كروماتين يها ناهنجاريانواع  وجوديا عدم 
كارآيي دو روش  تحقيق ايندر  .باشد هاي با كروماتين طبيعي را جدا كند، ضروري مي خصوصيات ظاهري، اسپرم

هاي مورفولوژي،  هاي بالغ از نظر ميزان ناهنجاري در جداسازي اسپرم  Zetaو  HA-bindingجداسازي اسپرم
  .مورد بررسي قرار گرفت DNAفراگمنتاسيون كمبود پروتامين و 

كننده به مركز باروري و ناباروري اصفهان استفاده  مراجعهزوج نابارور70سمنيدر اين تحقيق از نمونه :ها روش
انجام گرفت و بر روي   Zetaو HA-bindingسمن دو روش جداسازي  ي بر روي نمونه. شد

، )جهت ارزيابي مورفولوژي اسپرم(ئو آميزي پاپانيكولا گهاي حاصل از دو روش جداسازي، رن اسپرم
جهت ارزيابي ميزان (SCD  تست و )جهت ارزيابي كمبود پروتامين( A3آميزي كرومومايسين  رنگ

هاي  ، روششاهدهمچنين بر روي حجمي از نمونه به عنوان گروه . انجام شد) DNAفراگمنتاسيون 
  .مذكور انجام گرديد

داري كاهش در ميزان  به طور معني Zetaو  HA-bindingاي جدا شده از طريق روشهاسپرم :ها يافته
ميزان   Zetaاما تنها روش). > P 05/0(دادند و كمبود پروتامين را نشان  مورفولوژيهاي  ناهنجاري

  ). > P 05/0( داري كاهش داد را به طور معني DNAفراگمنتاسيون 
هاي با مورفولوژي طبيعي و ميزان كمبود پروتامين كمتر را توانند اسپرمميZetaو HA- bindingهر دو روش :گيري نتيجه

توان در  لذا مي. داري كاهش يافته است به طور معني  Zetaتنها در DNAولي ميزان فراگمنتاسيون . جدا كنند
  .ده كرداستفا اه جهت جداسازي اسپرم  Zetaبالا هستند، از DNAبيماراني كه داراي فراگمنتاسيون 

، مورفولوژي اسپرم، )ICSI(اسيد هيالورونيك، تزريق درون سيتوپلاسمي اسپرمي  :واژگان كليدي
 .DNAفراگمنتاسيونپروتامين،
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  مقدمه
بـاروري   ي در زمينه علومبا گسترش مراه امروزه ه
 تزريق داخل سيتوپلاسمي اسپرم يا تكنيك و ناباروري،

ICSI  تخمكمستقيم به داخل به طور كه در آن اسپرم 
 ـ گـردد،  تزريق مي اي جهـت درمـان    ه طـور گسـترده  ب

در حـال  ). 1( رود ناباروري با علت مردانه به كـار مـي  
اسـپرم از لحـاظ    بهترينشناسان با انتخاب  جنينحاضر 

 تخمـك آن بـه داخـل    تحرك و تزريـق مورفولوژي و 
ــاروريشــانس  ــراي زوج ب ــراهم   را ب ــارور ف ــاي ناب ه

 يهـا  نگراني ها پيشرفت اين با وجودا ام). 2( دسازن مي
هـاي   هاي حاوي ناهنجـاري  براي تزريق اسپرم بسياري

به داخل تخمك DNA  كروموزومي و يا فراگمنتاسيون
مورفولـوژي  تحقيقات نشان داده است كه . وجود دارد

طبيعي اسپرم قادر به پيشگويي وجود يـا عـدم وجـود    
ــوزومياخــتلالات  اســپرم  در DNAو ســلامت  كروم

 مورفولوژي بر اساساسپرم  بنابراين انتخاب. باشد نمي
جهـت   مناسـبي است شاخص  ممكنطبيعي  و تحرك

ــالغ  ــپرم ب ــاب اس ــلامت  انتخ ــد  DNAداراي س و فاق
ــتلالات  ــوزومياخ ــت   كروم ــه جه ــتفاده  ICSIك اس

  .)2-3( شود، نباشد مي
براي جداسـازي   متعدديهاي  روش در حال حاضر

ــالغ و  هــاي اســپرم ز ايــن كــه ا مناســب وجــود داردب
 اسـاس  بـر (، Swim Upبـه روش   تـوان  مـي  اه تكنيك

  Sperm Density Gradientروش ،)4( )حرك اسـپرم ت
بر (  HA-binding، روش)5( )بر اساس شيب دانسيته(

هـاي اختصاصـي اسـيد     اساس اتصال اسپرم به گيرنـده 
بــر ( الكتروفــورز روشو همچنــين  )6( )هيالورونيــك

  .اشاره كرد ،)7 -9) (اسپرم يغشا كيياساس بار الكتر
  

انتخاب اسپرم بر اساس خاصيت  هاي روشي از يك

 HAاتصال اسپرم به اسيد هيالورونيك توسـط گيرنـده   
كـه   PH-20 پـروتئين اسپرم زنده توسـط  ). 6( باشد مي

ــا روي ــه    يغش ــود دارد، ب ــمايي آن وج ــيد پلاس اس
اتصـال   بنـابراين ). 10-11( شود متصل مي هيالورونيك
 ايشـگاهي آزم محـيط در  هيالورونيـك  اسـيد اسپرم بـه  
 قابليـت بلـوغ،  وضعيت خواهد بود كه  خوبيشاخص 
 بـاروري اسـپرم را كـه بـا     آكروزوميو سلامت  حيات

مطالعات نشان  ).12( دهد نشان مي ،مردان مرتبط است
انتخاب شـده توسـط گيرنـده     هاي اسپرمداده است كه 

HA  آپوپتوز(مرگ سلولي  ماركرهايكمتري از تعداد (
  ).13-14(ند تسهدارا  را هاي كروموزومي و نقص

هـاي   جهت جداسازي اسـپرم   Zetaروش به تازگي
بالغ و مناسب بر اساس وجود اختلاف بـار الكتريكـي   

 يغشـا  ).15( اسپرم مطـرح شـده اسـت    يسطح غشا
حـدود  اسپرم سالم حاوي اختلاف پتانسيل الكتريكـي  

بـار   اختلاف كه  باشد ولت مي ميلي 20تا منفي 16منفي
ايـن بـار    .)16( نام دارد Zetaنسيل پتا ،ءدر سطح غشا

هـاي   الكتريكي كه به دليل وجـود سـيالوگليكوپروتئين  
باشد باعث ايجاد يك  فراوان در سطح غشاي اسپرم مي

 شـود كـه پتانسـيل    پتانسيل در اطراف غشاي اسپرم مي
Zeta  اي كـه در ايــن زمينــه   در مطالعــه). 16( نـام دارد

اي انتخـاب  ه ـ اسـپرم ت مشاهده شد كـه  انجام شده اس
 ،شده بر اساس شـارژ الكتريكـي سـطح غشـاي خـود     

داراي ميزان كمتري از هيستون اضافي، فراگمنتاسـيون  
DNA 15( باشند مورفولوژي ميهاي  و ناهنجاري .(  

كـارآيي دو   ي مقايسـه  ،هدف از انجام اين مطالعـه 
هـاي   در جداسازي اسـپرم  Zeta و  HA-bindingروش

كمبـود   ، مورفولـوژي هـاي   بالغ از نظر ميزان ناهنجاري
  .بوداسپرم  DNAو فراگمنتاسيون  نپروتامي
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  ها روش
 70 هـاي سـمن از   نمونـه  ي از باقيمانده ،در اين مطالعه

كننده به مركز باروري و نابـاروري   زوج نابارور مراجعه
روز  3-4هاي سمن، بعد از  نمونه. اصفهان استفاده شد

ــاليآوري و آ خــودداري زوجــين از مقاربــت، جمــع  زن
، توسـط  )WHO )17روتين مـايع سـمن طبـق معيـار     

نمونـه گيـري بـه     .ميكروسكوپ نوري انجـام گرديـد  
هـايي كـه    مطالعه نمونـه  ندر اي. روش ساده انجام شد
و يـا  ليتـر   ميليون اسپرم در ميلـي  5غلظت آنها كمتر از 
  .، از مطالعه حذف گرديدبود %5حركت آنها كمتر از 

  سازي اسپرم آماده
دور بـا   دقيقـه به مدت ده آوري،  پس از جمع منس مايع
 .ها تشـكيل شـود   از اسپرمرسوبي  تا شد ژسانتريفيو 200
 Ham's+FCS 10%محلـول   سـپس  تخليـه، رويـي   مايع

محلـول بـه    ت نمـودن، پيپ پس از و ريخته رسوبروي 
با اضـافه  و  تخليهرويي  مايعو  ژسانتريفيو دقيقه 5مدت 

محلـول   ي دانسـيته رسـوب،   بـه  Ham'sمحلـول  نمودن 
. ليتـر رسـانده شـد    اسپرم در هر ميلي ميليون 5به  اسپرمي

بخشي از نمونه بـه  . سپس نمونه به سه بخش تقسيم شد
هـاي   و باقيمانده آن جهت انجام روش شاهدعنوان گروه 

Zeta و HA binding مورفولـوژي   ارزيـابي . استفاده شد
 يـار معبـر اسـاس    ئوآميـزي پاپـانيكولا   رنگتوسط  اسپرم

Strict criteria )18( ،آميزي  رنگپروتامين توسط  كمبود
بـا   DNA ميزان فراگمنتاسـيون و ) A3 )19كرومومايسين 

 Sperm Chromatin Dispersion اســتفاده از تســت  
)SCD( گرديد  تعيين)20.(  

  HA-bindingروش 
ــك    ــيد هيالورونيـ ــره اسـ ــك قطـ ــرار دادن يـ ــا قـ   بـ

)Biocoat Inc; Fort Washington, PA (  روي سـطح
از  رميكروليتـــ HA، 50لام و خشـــك شـــدن قطـــره 

 پـس از . شـد  سوسپانسيون اسپرم روي آن قرار داده مي
به آرامي ) Ham's(دقيقه سطح لام با محيط مناسب  10

هاي نچسبيده به اسيد هيالورونيـك   شسته شد تا اسپرم
لام مـذكور را در دمـاي اتـاق    . از سطح لام جدا شوند

هـاي   پس از آن بـر روي لام . گرددقرار داده تا خشك 
و  ئوآميـزي پاپـانيكولا   ، رنـگ SCDتسـت   ،آماده شده

CMA3  6( گرديدانجام.(  
  Zeta روش
در  ميليـون  5 ي اسپرمي با دانسيتهمحلول  حاوي ي لوله
چرخانـده و   لاتكس دستكشسه مرتبه درون ليتر  ميلي
 ـ دبـاردار شـو  تـا   شـد  مي كشيده بيرون سريع  ي هو لول
 محـيط  در دقيقـه  يـك بـه مـدت    ،نمونه اويح باردار

بـار   دارايبـالغ   هـاي  تـا اسـپرم   شد گذاشته آزمايشگاه
 ژسـانتريفيو  پـس از  .لولـه بچسـبند   ي ديـواره به  منفي
بـه  رسـوب يافتـه   هـاي   اسپرمدقيقه،  5ن به مدت نمود

ــي ــارج   از آرام ــه خ ــه لول ــگرد ت ــپس  .دي ــط س   توس
Ham's + FCS 10% شـد  لوله شستشـو داده  ي ديواره 

بـه   چسـبيده  هـاي  مو اسپرشود  بار تا جدار لوله بدون
هاي جدا شـده جهـت    اسپرم .دنلوله جدا شو ي ديواره

، كمبود پروتـامين و فراگمنتاسـيون   مورفولوژيبررسي 
DNA  15( ندشدآماده.(  
  )A3 آميزي كرومومايسين رنگ(پروتامين  كمبود ارزيابي

متانول و (كارنوي  محلول فيكساتيوپس از اضافه نمودن 
بر روي اسپرم  ي به نمونه )1به  3به نسبت  كاستي اسيد
در هـواي   هـا  لامآميـزي،   آماده شده جهت رنگ هاي لام

بـه منظـور انجـام    . دنتـا خشـك شـو    شد اتاق قرار داده
 100بـا   دقيقـه  20بـه مـدت  لام  ، هر CMA3آميزي رنگ

گـرم   25/0(آميزي شد  رنگ CMA3 ميكروليتر از محلول
 اسـيد اسـتيك   ليتر ميلي 7: در بافر مك الوين يترل بر ميلي

و بـا   Na2HPO4 و 7H2Oاز  ليتر ميلي 9/32مولار و  1/0
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) MgCl2مول  ميلي 10 حاوي = pH 7 مولار 2/0غلظت 
روي شستشو داده شدند و  PBSها توسط  اسلايدسپس 

ميكروسـكوپ   بـا اسـتفاده از  . آنها لامل قـرار داده شـد  
ــانت  ) ,Olympus Japan) Tokyo, BX51فلوئورســــ

اســپرم  200 در همــان روز 460- 470 فيلتــر توســط
 هاي بـا رنـگ زرد درخشـان    درصد اسپرم. شمارش شد

)+CMA3(  ــتند ــامين هسـ ــود پروتـ ــه داراي كمبـ و  كـ
كـه داراي   )CMA3- ( كمرنـگ هاي بـا رنـگ زرد    اسپرم

 افـزار  با اسـتفاده از نـرم   محتواي پروتامين طبيعي هستند
Olysia Bioreport 19(گرديد حاسبه م.(  

  DNAارزيابي فراگمنتاسيون 
% 1 )ذوب پـايين  ي با درجـه ( از آگاروز رميكرو ليت 70
از  رميكروليتــ 30ســانتيگراد بــا ي درجــه 37 دمــايدر 

 لامـي سپس بـر روي  . گرديدمخلوط  اسپرمي ي نمونه
داده ، قرار بود شده پوشيده% 65/0كه از قبل با آگاروز 

 4مـل بـر روي آن، بـه مـدت     يـك لا  قرار دادنا ب .شد
در . شـد  گذاشـته  سـانتيگراد  ي درجه 4در دماي  دقيقه
 ،با دقت لامل را از سطح لام جـدا كـرده  ي بعد  مرحله

كلريـدريك  اسـيد  در محلـول   افقـي هر لام به صورت 
 7بـه مـدت    تـاريكي نرمال در دماي اتـاق و در   08/0

در  دقيقـه  25سـپس بـه مـدت    . قـرار داده شـد   دقيقه،
بـه   بـا آب مقطـر   هـر لام . قرار گرفت كننده ليزمحلول 
 و% 90 ،%70در الكـل  ترتيبو به ه شست دقيقه 5مدت 

از  پـس و  گرديـد  يرگي ـ آبّ دقيقـه  2 به مـدت % 100
آميـزي و   رنـگ  Wrightخشك شدن، با محلول رنـگ  

و شـد  شستشـو داده   معمـولي بـا آب   دقيقـه  10بعد از
اده از با استف. گرديد بررسي نوري ميكروسكوپتوسط 

 ـ DNA فراگمنتاسـيون  ميـزان تـوان   روش مي اين ه را ب
اطـراف   ي با توجـه بـه وجـود هالـه    حالت  5صورت 

هاي بـا   درصد اسپرم. نمود بررسيآن  ي هسته و اندازه

 ،كوچك  ي اسپرم با هاله ي هسته( DNA فراگمنتاسيون
و بـدون  ) شـده  degradeو سـلول اسـپرم    بدون هالـه 

 و بزرگ ي اسپرم با هاله ي هسته( DNA فراگمنتاسيون
 ـتعيين شد) متوسط ي هاله صـورت  ه ، كه در مجموع ب

  ).20( گرديد گزارش DNAدرصد فراگمنتاسيون 
  آناليز آماري

 توصـيفي،  هـاي آمـاري   ها با استفاده از آزمون آناليز داده
 t-testو ) Correlation Coefficient( ضريب همبستگي

انجـام   )SPSS Inc., Chicago, IL(افـزار   توسـط نـرم  
بود، از لحاظ آمـاري  > P  05/0گرفت و در صورتي كه 

  .دار محسوب شد معني
  

  ها يافته
ايـن مطالعـه را    حاصـل از اطلاعات توصيفي  1 جدول

هايي كه غلظت آنها  نمونه ،مطالعه ندر اي .دهد نشان مي
و يا حركـت آنهـا   ليتر  ميليون اسپرم در ميلي 5كمتر از 
 1 نمـودار . طالعـه حـذف گرديـد   ، از مبود %5كمتر از 

را در  HA-binding و Zetaهـــــاي  كـــــارآيي روش
 از نظـر ميـزان كمبـود پروتـامين،     اه ـ اسـپرم جداسازي 

ــيون  ــاري  DNAفراگمنتاسـ ــپرم و ناهنجـ ــاي  اسـ هـ
  .دهد نشان مي شاهدمورفولوژي، نسبت به گروه 

  

اسپرمي، كمبـود   پارامترهايمربوط به  ياطلاعات توصيف .1جدول 
  DNAن و فراگمنتاسيون پروتامي

انحراف  ±ميانگين متغييرها
 استاندارد

 حداكثر  حداقل تعداد

 00/187  00/5 70 68/53±  90/32 )ليتر ميلي/ميليون( غلظت

 50/9 00/1 70  24/4 ± 07/3  )سي سي( حجم نمونه

 70/86 00/5 70 90/46±  46/17 اسپرم  تحركدرصد 

 هاي ناهنجاري درصد
 مورفولوژي

19/7  ±19/88 70  00/64 00/100 

ــپرم  ــد اس ــاي درص  ه
CMA3 مثبت  

34/17  ±17/67 70 00/21 00/98 

 DNA  65/8  ±87/32 70 00/13 00/68 درصد فراگمنتاسيون
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ده از هاي جدا شاسپرم  و )C(شاهددر سه گروه  DNA، كمبود پروتامين و فراگمنتاسيون مورفولوژي ناهنجاري درصد ميانگين ي مقايسه .1نمودار 
  )H( HA bindingو ) Zeta)Zروش هاي طريق 

 
 

 ئوآميزي پاپانيكولا دست آمده پس از رنگه ب نتايج
هـاي مورفولـوژي در    ميزان ناهنجاريدهد كه  نشان مي

هاي جداسازي شده در هـر دو روش نسـبت بـه     اسپرم
 داري كـاهش يافتـه اسـت    بـه طـور معنـي    شاهدگروه 

)05/0 P < .(دا شـده از طريـق   هـاي ج ـ  هر چند اسپرم
HA-binding بـه روش  هاي جدا شده نسبت به اسپرم 

Zeta  هـاي مورفولـوژي را     ميزان كمتري از ناهنجـاري
د ولي تفاوت بـين ايـن دو روش از نظـر    ادند نشان مي

  ).< P 05/0( بوددار ن آماري معني
 CMA3آميـزي   همچنين نتايج به دست آمده از رنگ

شـده توسـط هـر دو    هـاي جـدا    دهد كه اسپرم نشان مي
هـاي   داري در درصد اسـپرم  روش منجر به كاهش معني
). 1نمـودار  ) (> P 05/0(شود  داراي كمبود پروتامين مي

  HA-bindingهاي جـدا شـده از طريـق     اگر چه اسپرم
 Zetaهـاي جداسـازي شـده از روش     نسبت بـه اسـپرم  

دادنـد ولـي    ميزان كمتري از كمبود پروتامين را نشان مي

بــين ايــن دو روش جداســازي كــم و از نظــر اخــتلاف 
  ).< P 05/0(دار نبود  آماري معني
هاي به دست آمده از هر  بر روي نمونه SCDانجام تست 

 ،HA binding بـر خـلاف روش  دو روش نشان داد كـه  
ميـزان  هـاي بـا    داري اسـپرم  ه طـور معنـي  ب Zetaروش 

جـدا   شاهدرا نسبت به گروه كمتر  DNAفراگمنتاسيون 
هاي جـدا شـده    همچنين اسپرم .)> P 05/0( استكرده 

داري ميــزان كمتــري از  بــه طــور معنــي Zeta بــه روش
جدا شده از  هاي را نسبت به اسپرم DNAفراگمنتاسيون 

  ).> P 05/0( داشتند HA binding طريق
ــدول  ــه 2ج ــاري  ي رابط ــزان ناهنج ــين مي ــاي ب  ه

مورفولــوژي، درصــد كمبــود پروتــامين و درصــد     
. دهـد  نشان مـي  شاهدرا در گروه  DNAن فراگمنتاسيو

نتايج بيانگر آن است كه بين ميزان كمبـود پروتـامين و   
و همچنين بين ) > P 05/0( هاي مورفولوژي ناهنجاري

 ي رابطـه  DNAميزان كمبود پروتامين و فراگمنتاسيون 
  ).> P 05/0( دارددار وجود  معني
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  شاهداسپرم در گروه  DNAبود پروتامين و فراگمنتاسيون مورفولوژي، كم هاي رابطه بين ناهنجاري .2جدول 
  مورفولوژي اسپرم ناهنجاريهاي درصد متغيرها

r (P -Value) 
  مثبت CMA3 درصد اسپرم هاي

r (P- Value)  
  DNAدرصد فراگمنتاسيون 

r (P- Value)  
 مورفولوژي ناهنجاريهاي درصد

 --- *)015/0 (441/0 )316/0 (205/0 

 مثبت CMA3 درصد اسپرم هاي
  

*)015/0 (441/0  ---  *)035/0 (408/0  

  DNAدرصد فراگمنتاسيون 
)316/0 (205/0  *)035/0 (408/0  ---  

  
  بحث

وجود نگراني در رابطه با سلامت اسـپرم انتخـاب شـده    
باعث شده است كه بسياري از محققان  ICSIبراي عمل 

هاي انتخاب اسپرم سـالم   مطالعات خود را بر روي روش
و  Zeta در اين مطالعه دو روش جداسـازي . ز كنندمتمرك

HA binding هـاي مورفولـوژي،    از نظر ميزان ناهنجاري
اســپرم مــورد  DNAكمبــود پروتــامين و فراگمنتاســيون 

  .مطالعه و بررسي قرار گرفتند
 16يك اسپرم بالغ در سطح غشاي خود داراي منفي 

ه اين ك) 16(باشد  ولت بار الكتريكي مي ميلي 20تا منفي 
، )21- 23(يـابي اسـپرم    بار الكتريكي در هنگـام ظرفيـت  

مواجه شدن با مايع فوليكـولي و يـا آنـزيم نورآمينيـداز     
اين بـار الكتريكـي كـه بـه     ). 24(يابد  رحمي كاهش مي

هـاي فـراوان در سـطح     دليل وجود سـيالوگليكوپروتئين 
باشد باعث ايجـاد پتانسـيل در اطـراف     غشاي اسپرم مي
). 16(نـام دارد   Zetaشود كـه پتانسـيل    يغشاي اسپرم م
و  CD-52ي  هـا  هـايي از گليكـوپروتئين   در اپيديديم فرم

GP 20     كه حاوي بار منفي زيادي هسـتند كـه از طريـق
بـه  ) GPI(هاي گليكوزيل فسفاتيديل اينوزيتـول   گيرنده

از ايـن رو  ). 25(شـوند   سطح غشاي اسپرم متصـل مـي  
Chan الكتريكي به وجـود   از وجود پتانسيل و همكاران

آمده در سطح غشاي اسپرم استفاده كرده و نشان دادنـد  
 Zetaهايي كه بر اسـاس ايـن وجـود پتانسـيل      كه اسپرم

آسـيب   جدا شوند، حاوي ناهنجاري هاي مورفولوژي و
DNA آميزي آكريدين اورانـژ و عـدم    كمتر توسط رنگ

آميـزي آنيلـين بلـو     وجود هيستون اضافي توسـط رنـگ  
  ). 15( باشند مي

كـه   ءدر طي اسپرميوژنز، همزمـان بـا تغييـرات غشـا    
هاي خاصي جهت اتصـال اسـپرم بـه     باعث ايجاد گيرنده

هاي اتصال اسپرم  شود، گيرنده شفاف تخمك مي ي منطقه
 ).10- 11(شـوند   به اسيد هيالورونيـك نيـز تشـكيل مـي    

Jakab ــپرم و ــاران اس ــ همك ــدرت   اه ــر اســاس ق را ب
هيالورونيـك،   ختصاصـي اسـيد  ا ي به گيرنده ناتصالشا

اسـتفاده   ICSIجداسـازي كـرده و از آن جهـت عمـل     
 رم اسيد هيالورونيك يا هيالورونان يك پلي. )6(نمودند 

ســاكاريدي اســت كــه در دســتگاه تناســلي  خطــي دي
مؤنث، كمپلكس كومولوس اووفوروس و مـايع سـمن   

 PH-20اسپرم زنده توسـط پـروتئين   ). 26(وجود دارد 
پلاسـمايي آن وجـود دارد، بـه اسـيد      كه روي غشـاي 

در ايـن روش  ). 10-11( شـود  هيالورونيك متصل مـي 
موجود در سر خود بـا   ي اسپرم از طريق وجود گيرنده

بـه طـوري كـه     كند مياسيد هيالورونيك اتصال برقرار 
. كند پس از اتصال، دم اسپرم به طور آزادانه حركت مي

يالورونيك از هاي متصل شده به اسيد ه به علاوه اسپرم
). 12( باشـند  نظر مورفولوژي داراي شكل طبيعـي مـي  

هـاي جداشـده از    مطالعات نشان داده است كـه اسـپرم  
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واجــد خصوصــيات يــك   HA-bindingطريــق روش
، )12( اسپرم بالغ مانند عدم وجود زوايد سيتوپلاسـمي 

هاي اضافي و ماركرهـاي آپوپتـوز    عدم وجود هيستون
همچنين نشان داده شـده  . هستند) 13، 26-27(كمتري 

  HA-bindingهاي جدا شـده بـه روش   است كه اسپرم
ــري از فراگمنتاســيون  ــزان كمت و ناهنجــاري  DNAمي

  .)14 ،27(دهند  مي كروموزومي را از خود نشان
دهد كه  دست آمده از اين مطالعه نشان ميه نتايج ب

داري باعـث جداسـازي    نيز به طـور معنـي   Zetaروش 
مورفولـوژي،   هـاي  هاي با ميزان كمتر ناهنجاري اسپرم

نسبت به گروه  DNAكمبود پروتامين و فراگمنتاسيون 
اين نتايج با نتايج به دسـت  ). 1نمودار ( شود مي شاهد

نتايج اين ). 15( ديگر همخواني دارد ي آمده در مطالعه
تواند گوياي اين حقيقـت باشـد كـه اضـافه      مطالعه مي

بر روي سـطح خـارجي غشـاي     ها شدن گليكوپروتئين
اسپرم كه عامل به وجود آورنده اخـتلاف الكتريكـي و   

ــيل  ــي Zetaپتانس ــپرميوژنز و   م ــه اس ــود، در مرحل ش
دهـد و بـه    همچنين در طي بلوغ در اپيديـديم رخ مـي  

اساس جداسازي  Zetaكه وجود اين پتانسيل  دليل اين
باشد، هـر گونـه نقصـي در     مي Zetaها در روش  اسپرم
سپرميوژنز ممكن است باعث عدم بلوغ ابتـدايي  روند ا
بنـدي و   بـه عـلاوه بسـته   . پلاسمايي اسپرم شود يغشا

افتـد   تراكم كروماتين اسپرم نيز در اين مرحله اتفاق مي
و عدم تراكم صحيح كروماتين اسپرم در ايـن مرحلـه،   

 يهـاي سـطحي غشـا    ممكن است با تغيير در پروتئين
هـاي   بنـابراين اسـپرم   .پلاسمايي اسپرم همزمـان باشـد  

، ءجداسازي شده بر اساس بار الكتريكـي سـطح غشـا   
ي اهـاي مورفولـوژي كمتـر و محتـو     واجد ناهنجـاري 

 ي همچنـين نتـايج مطالعـه   . باشـند  پروتامين طبيعي مي
باعـث كـاهش    Zetaدهـد كـه روش    حاضر نشان مـي 

هـا   اسـپرم   DNAداري در ميـزان فراگمنتاسـيون   معنـي 
در  ءقسـمتي از تكامـل غشـا    كـه  به دليـل آن . شود مي

رسـد   شود، به نظر مي بلوغ اپيديديمي طي مي ي مرحله
توانـايي و   DNAهاي فاقد فراگمنتاسـيون در   كه اسپرم

استعداد بيشتري براي طي روند تكامل غشاي خـود در  
 ي له نشـانگر وجـود رابطـه   أايـن مس ـ . اپيديدم را دارند

نزديك بـين تكامـل سـاختار هسـته و غشـاي اسـپرم       
اسـاس شـارژ    ها را بر اسپرم Zetaباشد، زيرا روش  يم

كه وابسته بـه وجـود    ءسطح غشا الكتريكي موجود در
در رونـد   ءهاي افزوده شده به سطح غشا گليكوپروتئين

  .كند تكامل است جدا مي
 دهـد كـه روش   همچنين نتايج اين مطالعه نشـان مـي  

HA-binding ــ ــيه ب ــور معن ــازي  ط داري باعــث جداس
هـاي مورفولـوژي و    با ميزان كمتر ناهنجـاري هاي  اسپرم

هرچنـد  . شـود  مـي  شاهدكمبود پروتامين نسبت به گروه 
هــاي جــدا شــده  در اســپرم DNAميــزان فراگمنتاســيون 

دار  كاهش يافته بود ولي اين تفاوت از نظر آمـاري معنـي  
هـا بـا مورفولـوژي     ميزان بهبـود اسـپرم   ).1نمودار (نبود 

با مطالعات ديگر در ايـن   HA-bindingطبيعي در روش 
هايي كـه بلـوغ    در اسپرم ).28- 30( زمينه همخواني دارد

بـه  . ناقص دارند، زوايد سيتوپلاسمي افزايش يافته اسـت 
در فرآيند تغيير وضعيت سـاختار   غهاي نابال علاوه اسپرم

)Remodeling (توانند بـه   غشاء ناتوان هستند و نميHA 
شكيل گيرنـده بـراي   جايي كه ت از آن). 30(متصل شوند 

دهـد،   اسپرميوژنز رخ مـي  ي اسيد هيالورونيك در مرحله
ن اسـت باعـث   هر گونه نقصي در روند اسپرميوژنز ممك

پلاسـمايي اسـپرم شـود و     عدم تكامـل و بلـوغ غشـاي   
بندي و تراكم كروماتين اسپرم نيـز در ايـن    همچنين بسته

م افتد و عدم تراكم صحيح كروماتين اسپر مرحله اتفاق مي
ــل     ــص در تكام ــا نق ــت ب ــن اس ــه، ممك ــن مرحل در اي
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پلاسـمايي   يهـاي غشـا   هاي سطحي و گيرنـده  پروتئين
تواند مؤيد اين مطلب باشد كه  اسپرم همزمان باشد و مي

، شـوند  هايي كه به اسيد هيالورونيـك متصـل مـي    اسپرم
هـر چنـد   . درصد كمبود پروتامين در آنهـا كمتـر اسـت   

دهـد كـه    لعـه نشـان مـي   نتايج به دست آمده در اين مطا
داراي ميزان  HA-bindingهاي جدا شده از طريق  اسپرم

باشند، ولي ايـن كـاهش    كمتري مي DNAفراگمنتاسيون 
بـا   ،دار نبـوده  از نظر آمـاري معنـي   شاهدنسبت به گروه 

يكي از دلايل . نتايج به دست آمده قبلي همخواني ندارد
بـراي  هاي مـورد اسـتفاده    اين اختلاف تفاوت در روش

در ايـن  . باشـد  اسـپرم مـي   DNAارزيابي فراگمنتاسيون 
مطالعه، جهـت بررسـي ميـزان فراگمنتاسـيون از تسـت      

SCD  ــي در مطالعــه روش  يديگــر ي اســتفاده شــد ول
DNA-nick translation    ــزان ــي ميـ ــت بررسـ جهـ

  ).27(ه است شدبررسي  DNAفراگمنتاسيون 
مورفولـوژي،   هـاي  بين ناهنجـاري  ي بررسي رابطه

 شاهددر گروه  DNAود پروتامين و فراگمنتاسيون كمب
 ي دهد كه ماننـد سـاير مطالعـات يـك رابطـه      نشان مي

ــامين و   مســتقيم و معنــي ــود پروت ــزان كمب ــين مي دار ب
همچنـين بـين   . هاي مورفولوژي وجـود دارد  ناهنجاري

 ي رابطـه  DNAميزان كمبود پروتامين و فراگمنتاسيون 
دهــد  ه نشــان مــيدار و مســتقيم وجــود دارد كــ معنــي

جايگزيني پروتامين در ساختار كروماتين كه منجـر بـه   
شـود،   بندي صحيح كروماتين اسـپرم مـي   تراكم و بسته

 جلـوگيري كنـد   DNAتواند از ايجاد فراگمنتاسيون  مي
  ).30-31( )2جدول (

دهـد كـه    ي نتايج بين اين دو روش نشان مي مقايسه
نظــر اگــر چــه هــر دو روش بــراي انتخــاب اســپرم از  

هاي مورفولوژي و كمبود پروتامين مؤثرند، اما  ناهنجاري
ــا بررســي فراگمنتاســيون   SCDتوســط تســت  DNAب

جهــت جداســازي   Zeta مشــخص شــد كــه روش  
تفـاوت  . سالم كارآيي بيشـتري دارد  DNAهاي با  اسپرم

موجود در اين دو روش ممكن است به دليـل اخـتلاف   
ها  اسپرم Zeta در روش. هاي عمل آنها باشد در مكانيسم

كــه ناشــي از تمــامي  ءبــر اســاس بــار الكتريكــي غشــا
باشـد،   مـي  ءهاي موجود در ساختار غشـا  گليكوپروتئين

 HA-binding شكـه در رو  شوند، در حـالي  مي بانتخا
اختصاصـي اسـيد    ي وجـود گيرنـده   ي ها بر پايـه  اسپرم

  .شوند جدا مي ءهيالورونيك موجود در سطح غشا
هـاي   هر دو روش محـدوديت  لازم به ذكر است كه
هـا در هـر    جداسازي اسپرم. باشد خاص خود را دارا مي

يـابي   كه دچار ظرفيت دو روش بايد سريع و قبل از اين
جهـت   HA-binding به علاوه روش. شوند انجام بگيرد
هايي كه غير متحـرك هسـتند، كـارآيي     جدا كردن اسپرم

 هـايي  روي اسـپرم  Zetaعمل  انجامهمچنين، ). 6(ندارد 
 راچ ـ ؛يي نـدارد آكار گردد استخراج مي بيضه ناحيه كه از

و ميزان بـار   اند بلوغ خود را كامل نكرده ها اسپرم اينكه 
نتـايج  ). 15(باشـد   آنهـا كـم مـي    يالكتريكي سطح غشا

حاصل از اين مطالعه حـاكي از آن اسـت كـه اگـر چـه      
HA-binding ها بـا مورفولـوژي    جهت جداسازي اسپرم

ا    كمبود پروتامين طبيعي مناسب ميو محتواي  باشـد، امـ
ــپرم  Zetaروش  ــازي اس ــت جداس ــزان   جه ــا مي ــا ب ه

  .باشد كمتر بسيار مناسب مي DNAفراگمنتاسيون 
  

  تشكر و قدرداني
رويــان  ي ايــن تحقيــق توســط پژوهشــكده ي بودجــه

 ي اين تحقيق با همكاري پژوهشـكده . پرداخت گرديد
صفهان انجام گرفته رويان و مركز باروري و ناباروري ا

ولين و پرسـنل مراكـز فـوق    ؤمس ـ ي لذا از كليـه . است
  . كمال تشكر و قدرداني را داريم
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Abstract 
Sperm selection for ICSI is based on morphology and motility, but 
these parameters may not relevant chromatin integrity. One of the 
sperm selection methods for ICSI is based on sperm functional 
characteristics. This study was designed to compare two sperm 
selection methods (HA binding and Zeta method) for selection of 
spermatozoa with normal morphology and intact chromatin. 

Background: 

Semen samples of 70 infertile couples referring to Isfahan Fertility and 
Infertility Center was assessed during this study. Semen analysis was 
carried out according to WHO criteria. Semen samples divided into 3 
groups. A portion of neat semen considered as control group and 
remained of semen used for Zeta and HA binding procedures. Sperm 
morphology, protamine deficiency and DNA fragmentation were 
assessed by Papanicolaou staining, Chromomycin A3 (CMA3) 
staining, and SCD test, respectively in 3 group.

Methods:  

Both HA binding assay and Zeta method are efficient to select sperm 
with normal morphology and lower protamine deficiency (P < 0.05). 
But in term of DNA fragmentation Zeta method appear to be more 
efficient to select sperm with low DNA fragmentation (P < 0.05).

Findings: 

Our results suggest that these sperm selection methods can select 
spermatozoa with normal morphology and protamine content for ICSI. 
But Zeta method may be more efficient to select sperm with low DNA 
fragmentation. In patient with high DNA fragmentation, Zeta method 
can be useful to select spermatozoa for ICSI.

Conclusion: 

Hyaluronic acid (HA), Zeta potential, Intra-Cytoplasmic Sperm 
Injection (ICSI), Morphology, Protamine deficiency, DNA 
fragmentation.   
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