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  0466چهارم آبان  ی /هفته046 ی /شمارهو نهم  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 62/2/2011تاریخ چاپ:  62/2/2011تاریخ پذیرش:  62/26/2911تاریخ دریافت: 

  
 در مردان نابارور HOTAIR ی کد کننده غیر RNA یاناسپرم و ب فراگمانتاسیون DNA ینارتباط ب

 
 3دشتی غلامرضا ،2شریفی محمدرضا ،1اصل جابری افسانه

 
 

دهیچک

 ایجاد عوامل و DNA به وارده های آسیب. باشد می مردان به مربوط آن علل از توجهی قابل درصد که است مثلی تولید سیستم در اختلال یک ی،نابارور :مقدمه

 مردان در HOTAIR ژن بیان و اسپرم فراگمانتاسیون DNA حیات، ارزیابی حاضر، ی مطالعه انجام از هدف. دارد زوجین در باروری نتایج بر منفی تأثیر آن، ی کننده
 .بود ها آن بین ارتباط بررسی و نابارور و بارور

( س) مریم حضرت ناباروری و باروری مرکز به که سال 62-22 سنی ی محدوده در نابارور مرد 62 و بارور مرد 62 از تصادفی صورت به منی مایع های نمونه :ها روش

 با فراگمانتاسیون DNA .شد انجام نگروزین -ائوزین آمیزی رنگ با ها اسپرم حیات ارزیابی .گردید آوری جمع بودند، کرده مراجعه اصفهان بهشتی شهید بیمارستان

Sperm chromatin dispersion test (SCDT )بیان سطح گیری اندازه برای. دش گیری اندازه HOTAIR، روش از Real-time polymerase chain reaction 

(Real time-PCR )شد استفاده. 

 همبستگی DNA های آسیب با HOTAIR بیان سطح. یافت کاهش بارور گروه به نسبت داری معنی طور به نابارور افراد در HOTAIR بیان میانگین :ها یافته

 (.P < 112/1) داشت داری معنی مثبت همبستگی اسپرم حیات با و منفی

 پیرامون تحقیقات و DNA آسیب ارزیابی اهمیت از نشان ها آن بین همبستگی و نابارور افراد در DNA های آسیب افزایش و HOTAIR بیان کاهش :گیری نتیجه

 .دارد ها آن ی کننده ایجاد عوامل

 ناباروری ؛HOTAIRکد کننده؛  غیر RNA ؛DNA اسپرم؛ :کلیدی واژگان

 

 HOTAIR ی کد کننده غیر RNA یاناسپرم و ب فراگمانتاسیون DNA ینارتباط ب .دشتی غلامرضا شریفی محمدرضا، اصل افسانه، جابری :ارجاع

 .229-222 (:201) 91 ؛2011 اصفهان پزشکی دانشکده مجله .در مردان نابارور

 

 مقدمه

 رو شیوع که است علتی چندین پاتولوژیکی وضعیت یک ناباروری

 اسرت  کررد   درگیر را مردان از درصد 04 حدود و دارد افزایشی به

انسرداد   شرام   و هسرتند  متنروع  مردان در ناباروری های تعل. (1)

 ،یهورمرون  اخرتلات   کوسر ، یوار سم،یدیپتورکیکر ،یانزال یمجار

. (2) باشند یم ویداتیاکس استرس و ا یدخان استعمال زودرس، انزال

 فعرال  هرای  گونره  کره  پیونردد  می وقوع به زمانی اکسیداتیو، استرس

 و یابد می افزایش( ROS یا Reactive oxygen species) اکسیژن

 نداشرته  را هرا  آن کرردن  فعرال  غیر توانایی بدن اکسیدانی آنتی دفاع

 سرح  / اکسیدانی آنتی سیستم تعادل خوردن هم بر نتیجه، در. باشد

ROS  سرلول را بره خحرر     یبقرا  توانرد  یم عملکرد، تغییر با همرا

 .(3) یندازدب

 و هیردروژن  پراکسرید  هیدروکسری ،  ماننرد  اکسیژن فعال های گونه

 باشرند  می مردان مثلی تولید دستگا  در طبیعی های متابولیت سوپراکسید

 ظرفیرت  علرت  بره  را اسرپر   سرلول  ،ROS حد از یشب شدن آزاد. (0)

 غیرر  چرر   اسریدهای  از غنری  غشرای  بودن دارا و پایین اکسیدانی آنتی
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 برا  ROS سرح   شیافرزا . (5) کند می بیشتری های آسیب متحم  اشباع

حرکرت و غلترت    ا ،یر ح ،اسرپر   یغشرا  یدیپیل ونیداسیپراکس یالقا

 اثرر  آن( Morphology) یشناسر  خرت یربرر   دهرد،  یاسپر  را کاهش م

 برا  ،ROS. (6) دهد یم کاهش را مردان در یبارور  یپتانس و گذارد یم

دو  DNA شرردن شکسررتهو  بازهررا بیرر)تخر DNA سرراختار تخریررب

 را اسررپر ( DNA fragmentation) ونیفراگمانتاسرر DNA( یا رشررته

 جراد یا یمختلفر  سمیمکان توسط ها اسپر  DNA بی. آسدهد یم شیافزا

 تیر از اهم آزاد، یهرا  کرال یراد از یناشر  ویداتیاکسر  اسرترس  و شود یم

 یدار یمثبرت معنر   یبرخوردار است. محالعا  متعردد همبسرتگ   یاریبس

 .(7-8) اند را گزارش کرد  ونیفراگمانتاس DNA و ROSسح   نیب

RNAبلنرررد طرررول برررا نیپرررروت  یکننرررد  کرررد ریرررغ یهرررا  

(Long non-coding RNA یا lncRNA )از بریش  برا  هرایی  رونوشت 

 در حضرور  علرت  بره  اخیر، سال چندین در که باشند می نوکل وتید 244

 از. (9-14) انرد  گرفتره  قررار  محققرین  توجره  مرورد  سلولی متنوع فرایندهای

 سرلول  رشرد  کنتررل  در یمهم نقش آپوپتوز، و یسلول ی چرخه میتنت قیطر

 از بسریاری  پراتوژنز  در مهمری  هرای  فعالیرت  همچنرین، . (11) کننرد  یمر  فایا

 ای کننرد   امیردوار  اهردا   توانند می که دارند سرطان نتیر انسان های بیماری

در اسرپر  بره    lncRNAاز  یگروه. (12-13) باشند تشخیص و درمان برای

 دارنرد  اسرپرماتوژنز  درمراحر   یمختلفر  یعملکردها و شوند یم انیب یفراوان

 هرا lncRNA یهرا  تیر از جملره فعال  ویداتیاکسر  استرس ندایفر میتنت. (10)

 HOTAIR .اسرت  گرفتره  قررار  توجره  مرورد  ریاخ محالعا  در که باشد یم

(HOX transcript antisense RNA )کیرر lncRNA ی کننررد  میتنترر 

 یروآن برر   تیر موقع .(15) باشرد  یمر  ROS سرح  /دانیاکسر  یآنت ستمیس

 ییبرات  انیر ، پروستا  و پوسرت ب ضهیدارد. در ب قرار 13q12 ز کرومو

 یآستنوزواسرپرم  مراران یدر اسرپر  ب  HOTAIR انیب کاهش. (16)دارد 

 همررا  در اسپر   ROSبا اختلات  مرتبط با  ،کاهش نیا و شد مشاهد 

 .(17) است بود 

 و اکسرریداتیو اسررترس اثررر اهمیررت راسررتای در حاضررر، پررژوهش

 ی محالعره . شرد  نیتردو  DNA های آسیب ایجاد در ژنتیکی نشانگرهای

 HOTAIR ژن بیان و DNA های آسیبدرصد  یبا هد  بررس حاضر،

 .شد انجا  ها ارتباط آن یابیارز و نابارور و بارور مردان اسپر  در

 

 ها روش

 در نابرارور  و برارور  مردان میان از منی مایع ی نمونه 54 محالعه، این در

 درمران  بررای  1398-99 هرای  سال در که سال 25-55 سنی ی محدود 

 بیمارسرتان ( س) مرریم  و ناباروری حضرر   مرکز باروری به ناباروری

 و کررد   مراجعره  اصرفهان  پزشکی علو  بهشتی وابسته به دانشگا  شهید

. شرد  گرفتره  آگاهانره  رضرایت  اخذ با بودند، نتر مورد واجد معیارهای

 سازی مایع منتور به و آوری جمع مخصوص استری  ظرو  در ها نمونه

 نگهرداری  اترا   گراد سانتی ی درجه 37 دمای در دقیقه 24-34 مد  به

 2414 سرال  در جهرانی  بهداشرت  سازمان دستورالعم  اساس بر. شدند

در هرر دو   n=  25شراهد )نابرارور( )   مورد )بارور( و گرو  دو در افراد

 .(18)گرفتند  قرار گرو (

 نگررروزین  -ائرروزین آمیررزی رنرر  بررا هررا اسررپر  حیررا  ارزیررابی

(Eosin-Nigrosin staining،)  قحرر   یک منتور، این برای. شد انجا 

 آمراد   درصرد  1 ائوزین دو قحر  با شد  ذو  اسپرماتوزوآی محلول از

 هرر  بره  درصرد  14 نیگروزین قحر  3 میزان ثانیه، 34 گذشت با. گردید

 اسمیر میکروسکوپ، ت  روی بر نمونه هر از سپس،. شد اضافه محلول

 در اسرپر   244 حردود . شردند  خشک آزمایشگا  دمای در ها ت  و تهیه

 شد شمارش شی ی، عدسی 144 نمایی بزرگ با نوری میکروسکوپ زیر

 هرای  اسرپر   نمرود  توجره  باید. گردید محاسبه زند  های اسپر  درصد و

 بره  غشرا،  شدن پار  دلی  به حیا  فاقد های اسپر  و سفید رن  با زند 

 .(19)شدند  مشاهد  قرمز رن 

 Sperm chromatin dispersion test) وراثتی ی ماد  آسیب میزان بررسی

 از کیررت اسررپر  هررای نمونرره در ،DNA آسرریب بررسرری (:SCDT یررا

 از مقررداری. شررد اسررتفاد ( ، ایرررانماآز یستز نیادا شرکت)  سپراهالو

 پرایین،  ذو  ی نقحره  برا  آگرارز  برا ( میکرولیترر  54) نمونه هر از اسپر 

. شرد  پوشرید   تمر   توسرط  و تخلیره  ت  یرک  برر روی  سرپس  و مخلوط

. قررار گرفتنرد   گرراد  سرانتی  ی درجه 2-8 دمای در دقیقه 5 مد  به اسلایدها

. شردند  ور غوطره  Denaturing and Lysis محلرول  در اسرلایدها  سرپس، 

 بره  درصرد(  144و  94، 74) اتانول در سپس، و شسته مقحر آ  در اسلایدها

 قررار  شدن دهیدراته جهت خشک، هوای و اتا  دمای در دقیقه 2 مد 

 آمیرزی  رنر   کیرت  در موجرود  های محلول ی آن گا ، به وسیله. گرفتند

 میکروسرکوپ  زیر در اسپر  244 حداق  نمونه، اسلاید هر برای .شدند

 ی هالره  شناسایی منتور به( 144 نمایی بزرگ) ایمرسیون روغن با نوری

 برا  هرایی  اسرپر   عنوان به دار هاله های اسپر . شد شمارش اسپر  اطرا 

DNA برا  هرایی  اسرپر   عنروان  بره  هاله، بدون های اسپر  و سالم DNA 

 .(24)شدند  گرفته نتر در فراگمنته

 Real-time polymerase chain reaction روش به HOTAIR ژن بیان

(PCR) :RNA  کیرت  ی نامره  شریو   طبرق  اسپر Super RNA extraction 

 اسرتخراج  RNA کمیرت  و کیفیت. شد استخراج (ایران آناس ، شرکت)

سررپس،  و گردیرد  تعیرین  اسرپکتوفتومتری  دسررتگا  از اسرتفاد   برا  شرد  

RNAکیت توسط شد ، استخراج ی  ( سرنتزcDNA)  آناسر ،  )شررکت 

 پرایمرر  تروالی .شد تبدی  cDNA به شد  ارایه دستورالعم  ایران( طبق

 HOTAIR Forward: 5′TCTGGAGCTTGATCCGAAAG3′ ژن

 ژن. باشرررد مررری Reverse: 5′GGTGTTGGTCTGTGGAACT3′و 

GAPDH ترروالی  برراForward: AAGCTCATTTCCTGGTATG و 

Reverse: CTTCCTCTTGTGCTCTTG انتخرا   رفررنس  ژن عنوان به 
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 SYBRGreen Mastermixاز  اسررتفاد  بررا Real-time PCR نهایررت، در و

(Ampliqon, Denmark)  نسبی بیان سح . شد انجا HOTAIR  فرمرول   برا
ΔΔCT -2  شد سنجید. 

 24ی  نسررخه SPSS افررزار وارد نررر  یآور هررا پررس از جمررع  داد 

(version 20, IBM Corporation, Armonk, NY)    شرد. جهرت

برودن   طبیعری در صرور    Independent tآزمرون    یر و تحل هیتجز

 طبیعری  ریر در صرور  غ  Mann-Whitneyآزمرون  هرا ) ریمتغ عیتوز

 طبیعیدر صور   Pearson یهمبستگ بیها(، ضرریمتغ عیبودن توز

 عیبودن توزطبیعی  ریدر صور  غ Spearman) یرهامتغ عیبودن توز

در  یدار یبه عنروان سرح  معنر    P < 454/4 .دیها( استفاد  گردریمتغ

 نتر گرفته شد.

 

 ها یافته

 مرورد )نابرارور(   و شراهد  گررو   در اسرپر   حیرا   درصد میانگین بین

 حیرا   درصرد  میانگین(. P < 441/4) شد مشاهد  داری معنی اختلا 

 گررو   از کمترر  واحرد  96/27 ،(90/37 ± 63/7)مرورد   گرو  در اسپر 

  اسررت دار معنرری اخررتلا  ایررن کرره باشررد مرری( 9/65 ± 10/8) شرراهد

(441/4 > P 2و  1های  ( )شک.) 

 

 
 و شاهد گروه در( معیار انحراف ± میانگین) اسپرم حیات درصد. 1 شکل

 تفاوت گروه دو در حیات درصددر هر دو گروه(.  n=  52) مورد

 (.P < 001/0) داشت داری معنی

 

  مررورد گرررو  اسررپر  در DNA هررای آسرریب درصررد میررانگین

( 77/21 ± 60/7) شاهد گرو  از بیشتر واحد 68/19 ،(05/01 ± 97/7)

. (0و  3های  شک ) (P < 441/4) است دار معنی اختلا ، این باشد. می

( r) یرا ( Correlation coefficient)همبسرتگی   ضرریب مثبرت   مقادیر

ارتبراط معکروس را    یمنفر  یرهرا و مقراد  یرمتغ ینب یمارتباط مستق بیانگر

، r=  -732/4) اسررپر  حیررا  و DNA آسرریب سررح  بررین. ادنشرران د

441/4 > P )شد مشاهد  داری معنی منفی همبستگی. 

( 26/4 ± 47/4مرورد ) در گرو   HOTAIR ژن یان نسببی میانگین

 دو در ژن بیان میانگین بین بود.( 44/1 ± 76/1) شاهدتر از گرو   یینپا

 برین  برود.  دار معنری  اخرتلا   این که آمد دست به 70/4 اختلا  گرو 

( r ،441/4 > P=  513/4) اسرپر   حیرا   و HOTAIRژن  بیران  سح 

 DNA (043/4-  =r ،441/4 > P) آسررریب برررا و مثبرررت همبسرررتگی

   .شد مشاهد  داری معنی منفی همبستگی

 

 
 ،(رنگ بدون) رنگ سفید هایاسپرم. نگروزین -ائوزین آمیزیرنگ. 5 شکل

( b) مرده سلول عنوان به رنگ قرمز هایاسپرم و( a) زنده سلول عنوان به

 (1000× نماییبزرگ نوری میکروسکوپ) شدند گرفته نظر در

 

 بحث

باشرد کره روز بره     یم ینزوج یندر ب یعاز مشکلا  شا یکی ناباروری،

، یاز مروارد نابرارور   یمری اسرت. حردود ن   یشروز آمار آن در حال افزا

 یرک پاتولوژ یرونردها  وجرود،  ایرن باشد. با  یمردانه معوام  مربوط به 

 درک نشد  است.  یهنوز به درست ینابارور

 

 
 دو در( معیار انحراف ± میانگین) اسپرم DNA هایآسیب درصد. 3 شکل

 در DNA هایآسیب درصددر هر دو گروه(.  n=  52مورد ) و شاهد گروه

 شد مشاهده داریمعنی تفاوت و بود شاهد گروه از بیشتر مورد گروه

(001/0 > P.) 
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 هایاسپرمSperm chromatin dispersion (SCD .) آزمون. 4 شکل

 دارای( b) هاله بدون هایاسپرم و بودند طبیعی DNA دارای (aدار ) هاله

DNA (1000×  نماییبزرگ نوری میکروسکوپ) هستند طبیعی غیر 

 

 ی کره به طور ؛در لقاح دارد اساسینقش  ،اسپر  DNA یکپارچگی

 یمتک DNA یکپارچگیبه  ینو رشد جن ی صح ینیگز لقاح موفق، تنه

بره   یژنو  پردر  یو باعث انتقال مع اسپر ، DNAآسیب .(21) باشد یم

از ایرن رو،  آن به همررا  دارد.   یبرا نامحلوبی پیامدهای و شود می ینجن

 اهمیرت  ناباروری درمان و تشخیص روند در DNA یها یبآس یابیارز

داد که نشان ی حاضر  محالعه یها داد  ی و تحل یه. تجز(22)دارد  باتیی

تفراو   های شراهد و مرورد    در گرو  اسپر ، DNA یبآسو  حیا  ینب

 یدار یمعنر  همبسرتگی ، ین(. همچنر P < 441/4)دارد وجود  یدار یمعن

 یبررس با .(P < 441/4) مشاهد  شد اسپر  DNA یبو آس حیا  ینب

مشرخص شرد کره     ،اسپر  در افراد برارور و نابرارور   DNA یها یبآس

دارد. درصد  داری یاسپر  در دو گرو  تفاو  معن DNA یونفراگمانتاس

 طبرق  (.23-25)باشرد   یمر  یشرتر اسپر  افراد نابارور ب DNA یها یبآس

ت، هرا شرام  حرکر    آن یمنر  هرای مرایع   ویژگیکه  مردانیمحالعا ، در 

 یهرا  یبدرصرد آسر   آمرد،  به دسرت  یعیطب یرغ شناسی ریختو  یا ح

DNA یهرا  آسریب  (.26-27)شد  مشاهد  باتتری DNA  برر  یرترثث  برا 

 در مرا  ی محالعره . (28)شرود   یدر مردان م باروری کاهشباعث  ،اسپر 

 .باشد می گفته پیش های محالعا  یافته تثیید راستای

بره   یبکره در رونرد آسر    یکری و ژنت یکیعوامر  پراتولوژ   شناسایی

DNA توجه قررار گرفتره اسرت. اسرترس     کنند، مورد  یاسپر  شرکت م

بره   ؛باشرد  یدر اسرپر  مر   DNA یبآس یاز عوام  اصل یکی یداتیو،اکس

  یت  عرضرراهررا و اتصرر بررا شکسررتن رشررته یاضرراف ROS ی کررهطررور

 

 طبررق. (7) دهنررد یمرر یشرا افررزا DNA یونفراگمانتاسرر ،کرومرروزو 

 بررره مبرررتلا بیمررراران اسرررپر  در HOTAIR بیررران گذشرررته، محالعرررا 

 کراهش . اسرت  شراهد  گررو   از کمتر آستنوزواسپرمی و الیگواستنوزواسپرمی

 متغیرهرای اسرپر    در اخرتلال  و ROS بیان افزایش به منجر HOTAIR بیان

 مرردان  در HOTAIR بیان سح  که داد نشان ی حاضر محالعه .(17)شود  می

 بیران  سرح  . باشرد  مری  شراهد  گررو   از تر پایین توجهی قاب  طور به نابارور

HOTAIR یهرا  یبو آسر  مثبرت  همبسرتگی  اسپر  حیا  درصد با DNA 

 از HOTAIR حرد  از بریش  بیران . دارد داری معنری  منفری  همبستگی اسپر ،

 اثررا   میوسیت مرگ و اکسیداتیو استرس کاهش قلب، عملکرد بهبود طریق

. (29)کررد   ایجاد مبتلا به دیابت های موش در قلبی میوسیت روی بر مفیدی

HOTAIR برا . (34)است  اکسیداتیو استرس منفی اصلی ی کنند  تنتیم یک 

 حررد از برریش بیرران کرره کردنررد گررزارش محالعرره، چنرردین در وجررود، ایررن

HOTAIR افزایش به قادر ROS (31-32)باشد  می. 

 مررورد در گرررو  HOTAIRسرح    کرره داد نشران  حاضررر ی محالعره 

 DNAفراگمانتاسریون   و حیرا   HOTAIR سرح   برین  و است تر پایین

 سرح   کراهش  برا  کره  صرور   بردین  دارد؛ وجرود  داری معنی همبستگی

HOTAIR، در افررزایش DNA گردیررد  مشرراهد  اسررپر  فراگمانتاسرریون

(441/4 > P .) امرا  نردارد،  در ایرن زمینره وجرود    کرافی  شرواهد  اگر چره 

 .باشد مردان در ناباروی ی آیند  تحقیقا  در جلو رو به گا  یک تواند می

 

 گیری نتیجه

 HOTAIR بیران  سرح   کره  رسد می نتر به محالعه، این نتایج اساس بر

به تواند منجر  یشود که م یمهار م یمردان نابارور به طور قاب  توجه در

 ارزیرابی  بنرابراین، . شرود  اسرپر   DNAآسریب  و  یاختلال در نابرارور 

 در هررا، آن ی کننررد  ایجرراد عوامرر  پیرامررون تحقیقررا  و DNAآسرریب 

 .کرد خواهد کمک ینابارور یصیو تشخ یاهدا  درمان سازی بهینه
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Abstract 

Background: Infertility is a disorder of the reproductive system that affects a significant percentage of men. 

DNA damage and its causative agents negatively affect fertility outcomes. The present study aimed to evaluate 

the sperm viability, DNA fragmentation, and HOTAIR gene expression in infertile and fertile men, and to 

investigate the correlation between them. 

Methods: Specimens of semen were obtained randomly from 25 fertile and 25 infertile men, aged between 25-55 

years who were referred to Saint Maryam Fertility and Infertility Center of Shahid Beheshti Hospital, Isfahan, Iran. 

Sperm viability was assessed using Eosin-Nigrosin staining. DNA fragmentation was assessed by sperm 

chromatin dispersion test (SCDT). The expression of HOTAIR was detected using real-time polymerase chain 

reaction (real time-PCR). 

Findings: HOTAIR gene expression in infertile people was significantly decreased in comparison to fertile group. 

HOTAIR expression level was negatively correlated with DNA fragmentation and positively correlated with sperm 

viability (P < 0.001). 

Conclusion: Decreased HOTAIR expression and increased DNA damage in infertile people and the correlation 

between them indicating the importance of assessing DNA damage and research on their causative agents. 
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