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چکیده 

مقدمه:  تحقیقات نشان میدهد که بین پایداری کروماتین اسپرمهای افراد مختلف ودرصد لقاح دربیمارانIVF  و ICSI رابطــهای وجـود 
ندارد .اما لازم به ذکر است که رابطه بین تست SDS بعنوان یک دیترجنت همراه با DTT به عنوان احیا کننده پیوندهای دی سولفیدی با 
ــود، غلظتـهای مختلـف DTT درجـات متفـاوتی از  لقاح در بیماران ICSI مورد مطالعه قرارنگرفته است. با توجه به اینکه پیش بینی میش
ــدف از  تورم کروماتین (NCD) را ایجاد مینماید واز آنجاییکه مطالعات قبلی غلظتهای متفاوتDTT را مورد بررسی قرار ندادهاند ه

این مطالعه بررسی میزان تورم کروماتین اسپرم با غلظتهای مختلف DTTدر دو گروه بیماران IVF وICSI  میباشد. 
ــن افـراد بـه طـور جـداگانـه  روش بررسی: در این مطالعه 85 بیمار، بر اساس شیوه درمان به دو گروه IVF و ICSI تقسیم گردیدند .در ای
ــاتین از جملـه: SDS+EDTA , SDS و SDS+DTT کـه بـه ترتیـب بیـانگر مـیزان  کیفیت سیمن توسط تستهای ارزیابی کیفیت کروم
گروههای تیولی آزاد(SH-) ، میزان باندهای غیر کووالانسی (-SH…Zn…SH-) و تعــداد باندهـای دی سـولفیدی (-S-S-) موجـود در 
کروماتین اسپرم میباشد مورد بررسی قرارگرفت، ضمنا غلظت فروکتوز سیمن، سطح فروکتوز تصحیح شده وسطح فروکتــوز تصحیـح 

شده حقیقی به عنوان شاخص عملکرد غده سمینال بر پایداری کروماتین مورد ارزیابی قرارگرفت. 
نتایج : مشخص گردید که بین تستهای ارزیابی کیفیت کروماتین و درصد لقاح در دو گــروه IVF,ICSI رابطـهای وجـود نـدارد.ولـیدر 
بیماران IVF بین تستهای SDS،SDS+DTT و تستهای فروکتوز سیمن رابطه معنــیداری دیـده شـد.در حالیکـه در گـروهICSIایـن 
ــوز تصحیـح شـده و سـطح فروکتـوز تصحیـح شـده  رابطه تنها بین تست SDS+DTT (از غلظت 1/25 میلی مولار به بالا) با سطح فروکت

حقیقی مشاهده شد. 
نتیجه گیری: هر چند پایداری مطلوب کروماتین برای ایجاد لقاح ضروری اســت امـا از آنجـایی کـه بیـن هیچیـک از تسـتهای ارزیـابی 
کروماتین ودر صد لقاح در دو گروه IVF,ICSI رابطهای دیده نشــد. لـذا چنیـن نتیجـه مـیگـیریم کـه تفـاوت پـایداری کرومـاتین بیـن 
ــامل مـهمی بـرای ایجـاد ثبـات در  نمونههای مختلف تاثیری بر میزان لقاح ندارد. از سوی دیگر باوجود آنکه میزان Zn در هسته اسپرم ع
 Zn پیوندهـای غـیر کوالانـت بیـن IVF ــن بررسـی مشـخص شـد کـه در گـروه کروماتین است اما با توجه به نتایج به دست آمده در ای
 IVF باندهای دی سولفیدی نسبت به بیمــاران ICSI بیشتر است در صورتی که در بیماران ICSIوگروههای سولفیدریلی نسبت به بیماران

بیشتر است . 
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مقدمه 

ـــیوژنزبــه دنبــال  کـرومـاتین اسپـرم در طـی مـرحله اسپـرم
جایگزینی پروتامین به جای هیستون متراکم میگردد (1) پروتامین 
دارای عوامل تیولی یا سولفیدریلی(SH-) زیادی است که با عبور 
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اسـپرم از اپیدیدیـم تعـدادی از ایـن عوامـــل اکســیده شــده وبــه 
پیوندهای دیسولفیدی( S-S) تبدیل میشــوند ایـن تبدیـل بـاعث 

افزایش پایداری کروماتین میگردد(2). 
 (Zn)در طی انزال، با اضافه شدن ترشحات اسیدی و غنـی از روی 
ــود تـا اسـپرمها Zn را از ایـن مـایع  پروستات به اسپرم، باعث میش
برداشت نمایندZn. (3) تمایل زیادی برای اتصال بــه عوامـل تیولـی 
دارد و با ایجاد پیوند با این عوامل از اکسیده شدن آنها جلوگــیری 
نمـوده و تراکـم مطلـــوب را در کرومــاتین ایجــاد مینمــاید (4). 
ــا نـاپـایداری در  گزارش شده است که امکان دارد فوق پایداری ی
کروماتین با ناباروری همراه باشد(5،6،7). پس از انزال لیگاندهای با 
وزن مولکولی بالا (HMW ) که منشا سمینال وزیکــل دارنـد ونـیز 
برداشت کننده (Chelator ) قوی Zn هســتند ، Zn  اضـافی را از 
مایع منی جذب نموده تا از تشــکیل رادیکالـهای آزاد جلـوگـیری 
نمایند.لازم به ذکر است در صورتی که اسپرم به مدت طولانی در 
مجاورت محتویات مایع منی قرار گیرد لیگاندهای HMW قادرند 
Zn را از کرومـاتین اسـپرم نـیز برداشـت نمـوده ومنجـر بـه فـوق 

پایداری شوند(3 ).  
پـس از جـــدا شــدن اســپرم از مــایع منــی بــه تدریــج  Zn از  
کرومـاتین اسـپرم جـــدا شــده و بعــد از وروداســپرم بــه داخــل  
ـــور مقادیرزیــاد گلوتــاتیون ( عــامل کــاهنده   اووسـیت در حض
باندهــای دی ســــولفیدی) بـــاعث مـــیگـــردد تـــا باندهـــای  
دیسـولفیدی (S-S) شکســـته شــده ورونــد خــروج از تراکــم 
NCD (Nuclear Chromatin Decondensation) فعال گردد (8).  

در شرایط آزمایشگاهی با انجام تستهای ارزیابی کرومــاتین اسـپرم 
میتـوان تـأثیرعوامل تیولـــی، مــیزان باندهــای دی ســولفیدی و 
پیوندهای غیر کوالان را بر پایداری کروماتین مورد بررســی قـرار 

داد. از جمله این تستها میتوان به روشهای زیر اشاره نمود: 
 (-SH)ــی آزاد روشSDS : که جهت ارزیابی تعداد گروههای تیول
ــده)  به کار میرود. وقتی اسپرم در معرض یک دترژنت(پاک کنن
همانند SDS قرار مــیگـیرد.غشـای سـیتوپلاسـمی سـر آن از هـم 
ــایدار هسـتند  گسیخته شده و به اسپرمهایی که دارای کروماتین ناپ
اجازه تورم داده میشودکه میزان این تورم به تعداد عوامـل تیولـی 

آزاد بستگی دارد(1،9)..  

روش SDS+ EDTA : از ایــن تســـت جــهت ارزیـابــی تعــــداد 
ــتفاده میشـود.ایـن نـوع بـاند بیـنZn و  باندهای غیر کوالانسی اس
ــوان یـک کیلاتـه  عوامل تیولی ازاد ایجاد میگردد. EDTA به عن
ــر مـیدارد و  کننده Zn عمل میکند و Zn را از کروماتین اسپرم ب
باعث کاهش میزان روی (Zn ) موجــود در کرومـاتین میشـود بـا 
کاهش Zn تورم در سر اسپرم ایجــاد مـیگـردد وشـدت تـورم بـه 

میزان باندهای دی سولفیدی بستگی دارد (4،7). 
روش SDS+DTT : از ایــن تســــت جـــهت ارزیـــابی باندهـــای 
ـــرض  دیسـولفیدی اسـتفاده میشـود. هنگـامی کـه اسـپرم در مع
ــای دی سـولفیدی  محلول SDS به اضافه یک عامل کاهنده بانده
همانند DTT قرار میگیرد با شکسته شدن باندهای S-S از تعــداد 
ــا کاسـته شـده و تـورم در سـر اسـپرم ایجـاد مـیگـردد.  این بانده

مقاومت در برابر تورم در سر اســپرم بسـتگی بـه مـیزان پیوندهـای  
غیر کوالانسی Zn با گروههــای تیولـی دارد(10). مطالعـاتی کـه بـر 
روی بیمـاران IVF انجـام گردیـده مشـخص شـده اسـت کـه بیــن 
تستهای فــوق ودرصـد لقـاح رابطـهای وجـود نـدارد(10). امـا در 

ــــه بیـــن درصـــد لقـــاح ودو تســـت   بیمــاران ICSI تنــها رابط
SDS و SDS+EDTA مورد بررسی قرار گرفته است که درهر دو 

روش رابطـهای بـا لقـاح گـزارش نشـده اسـت(8) و از آنجاییکــه 
پایداری کروماتین اسپرم در افــراد مختلـف متفـاوت میباشـد لـذا 
ــه بیـانگر  مشخص نمودن ارتباط میزان پیوندهای دی سولفیدی (ک
ــایداری میباشـد) بـا لقـاح از اهمیـت  پایداری، فوق پایداری و ناپ
ــه ایـن امـر لازم  خاصی بر خوردار است. بنابر این جهت دستیابی ب
ــاورت غلظتهـای مختلـف DTT  قـرار  است که اسپرمها در مج
ــرای القـای NCD مشـخص شـود.  گیرند تا حد اقل میزان DTT  ب

  ICSIو IVF بنابراین در این تحقیق اسپرمهای افراد در دو گــروه
در معـرض SDS+EDTA, SDS و SDS + غلظتــهای مختلــف 
DTT قرار گرفت و میزان NCD  آنها بررســی گردیـد. در ضمـن 

جهت بررسی عملکرد غده سمینال وزیکــل یـا مـیزان لیگاندهـای 
ــوان  HMW بـر فراینـد NCD  مقـدار فروکتـوز مـایع منـی بـه عن

شاخصی جهت عملکرد این غده اندازه گیری شد.  
روش بررسی 

در ایـن مطالعـه 85 بیمار که جــهت درمــان ناباروری به  
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ـــورد  مــرکز بـاروری و نـابــاروری اصــفهان مراجعــه کردنــد م
ــن تعـداد بیماربـه ترتیـب 42 و 43 نفـر  بـررســی قرارگرفتند. از ای
کاندید درمان به روشIVF و ICSI بودند.برای هر یک از بیماران 

در هرگروه پارامترهای زیر ارزیابی گردید. 
1- ارزیابی کیفیت ســیمن : نمونـه سـیمن از افـراد تحـت مطالعـه 

(پس از خودداری از مقاربت به مدت حد اقل 48 تـا 72 سـاعت و 
حد اکثر 7 روز) گرفته شد و پــس از 20 تـا 30 دقیقـه پارامترهـای 
مختلف مثل ویسکوزیتی، حجــم سـیمن، حرکـت، شـکل وتعـداد 

اسپرم بر اساس معیارهای WHO بررسی گردید(11). 
2- بررسی ثبات کروماتین اسپرم: ابتدا 20 میکرولیتر سیمن تازه را 
به طور جداگانه در دو لوله فالکون 5 میلیلیتری قــرار داده سـپس 
ــه دوم 180 میکرولیـتر  به لوله اول 180 میکرولیتر SDS 1% وبه لول
ــاوی 6 میلـی مـولار EDTA بـود اضافـه شـد.  محلول SDS که ح
.لولهها بــه مـدت 60 دقیقـه ودر حـرارت 37 درجـه سـانتی گـراد 
ــتر گلوتـارالدئید 2/5 % جـهت  انکوبه گردید. سپس 200 میکرو لی
ــد. پـس از 10 دقیقـه از هـر  توقف روند NCD به هر لوله اضافه ش
لوله یک اسمیر تهیه گردید و بعد لامها با متانول فیکس شد سپس 
با رنگ گیمسا لامها به مدت 40 دقیقه رنگ آمیزی گردیــد. پـس 
از طی مراحل آبگیری و مونتاژ، لامها با اســتفاده از میکروسـکوپ 
نوری و درشت نمایی 400 × مورد بررسی قرار گرفت و مشــاهده 
شدکه اندازه سر برخی از اسپرمها تغییر کرده و متورم شده اســت. 

لذا اسپرمها به ترتیب به چهار گروه تقسیم شدند. 
اسپرمهای با اندازه طبیعی سروبدون تورم (Score -0 ) ، اسپرمهای 
با سر مختصر بزرگ و اندکی تورم( Score-1)، اسپرمهای با ســر 
نسـبتاً بـزرگ وتـورم متوسـط(Score-2)، اسـپرمهای بـا ســرخیلی 
بـزرگ وتـورم خیلـی زیـاد ( Score-3) کـه بـا افزایـش اســـکور، 

کرماتین اسپرم روشنتر دیده میشد. 
ــر لام تعـداد 200 اسـپرم شـمارش شـد و بـا  در این بررسی برای ه
ــال) آنـها بـه شـرح زیـر  توجه به چهار گروه فوق اسکورکلی( توت

محاسبه گردید(7 ). 
 Total  Score  = ( S0 × 0) +( S1 ×1) +( S2 ×2)+(S3 ×3) در 

ـــولار  روش SDS+DTT از محلـول SDS کـه حـاوی 20 میلـی م
DTT بود، 180 میکرولیتر برداشته شدوبا اســتفاده ازSDS 1% آن 

را رقیق کرده تا غلظتهــای0/33، 0/65، 1/25، 2/5، 5، 10 و 20 
میلـی مـولار بـه دسـت آمـد. بعـد از ایـن مراحـل بـه هـر یــک از 
غلظتهای فوق 20 میکرولیتر سیمن تــازه اضافـه شـد و سـپس در 
ــه مـدت 30 دقیقـه انکوبـه گردیـد و  دمای 37 درجه سانتی گراد ب

بقیه مراحل مشابه روش SDS انجام شد.  
3-انـدازه گـیری فروکتـوز سـیمن: بـرای انـدازه گـیری غلظــت 
فروکتــوز ســیمن(FC : Fructose Consenteration ) از روش 
اسپکترو فتومتری استفاده شــد(10).در مطالعـات مختلـف مشـخص 

ـــه   شــده اســت کــه اســپرم پــس از انــزال در طــی فراینــدی ب
نام فروکتولیز، فروکتوز را مصرف میکند. لــذا غلظـت فروکتـوز  

با تعداد اسپرم رابطــه دارد (12) بنـابراین جـهت رفـع ایـن نقـص از 
پــــارامتری بــــه نــــام ســــطح فروکتــــوز تصحیــــح شـــــده  

ــــتفاده میشـــود از  ( CFL : Corrected Fructose Level) اس
ــد  آنجاییکه اسپرمهای بدون تحرک فروکتوز را مصرف نمیکنن
پس باید غلظت فروکتوز را بر اساس تعداد اسپرمهای متحرک 
هم اصلاح نمــود کـه ایـن پـارامتر تحـت عنـوان 

ـــــی  ســـطح فروکتـــوز تصحیـــح شـــده حقیق
ــد(13). در   (TCFL:True Corrected Fructose Level ) میباش

مطالعه حاضر دو پارامتر فوق از طریــق فرمولهـای زیـر بـه دسـت 
آمد: 

سطح فروکتوز تصحیح شده= لگاریتم تعداد اسپرمهای موجود در 
سیمن× غلظت فروکتوز سمینال 

سطح فروکتوز تصحیح شده حقیقی = لگــاریتم تعـداد اسـپرمهای 
متحرک موجود در سیمن× غلظت فروکتوز سمینال 

آنالیز آماری: پس از وارد کردن اطلاعــات مربـوط بـه بیمـاران دو 
گروه IVF و ICSI   از طریق برنامه نرم افزاری SPSS-10 رابطـه 
ــه بیـن درصـد لقـاح  بین دادههابررسی گردید. جهت ارزیابی رابط
وتسـتهای SDS, SDS+EDTA, SDS+DTT در هـر یــک از 
گروهها از آزمون ضریب همبستگی پیرسون استفاده شد. از همیـن 
آزمون جهت ارزیابی رابطه بین CFL، FC و TCFL با تســتهای 

فــوق نــیز اســتفاده شــد. جــــهت تعییـــن اختـــلاف میـــانگین  
FC,CFL, TCFL و درصد لقاح در بیماران IVF, ICSI و در دو 

گروه از بیمارانی که جهت ایجاد 90% تورم به حد اقل و حد اکـثر 
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ــد. از   غلظـت DTT نیـاز داشـتند، ازآزمـون  t مسـتقل اسـتفاده ش
همین آزمون جهت تعیین اختــلاف میـانگین خـروج از تراکـم بـه 
ــه  روش SDS  در دو گروه IVF و ICSI استفاده گردید. زمانی ک

مقــدار p-value<0.05 بــود ، رابطــه از نظــر آمــاری معنـــیدار  
محسوب شد. 

 
نتایج  

ــوق و  با توجه به جدول(1) مشخص شد که بین تستهای ف
درصد لقاح در دو گروه IVF و ICSI رابطــهای وجـود نـدارد. بـه 
منظور ارزیابی رابطه بین درصدهای مختلف  NCD و درصد لقاح 
، از غلظتهـای مختلـف DTT اسـتفاده شـد و سـپس رابطـه بیــن 
ــی از  غلظتهای مختلف DTT (که باعث ایجاد درصدهای مختلف
NCD میشوند ) و درصد لقاح بررسی گردید و مشخص شد بیـن 

این دو پارامتر رابطهای وجود نــدارد( جـدول 1 ) ، در نمـودار (1)  
ــه غلظتهـای  مقایسه در صد لقاح درسه گروه از بیمارانیکه نیاز ب
متفاوتDTT  داشتند که ایــن غلظتهـا بـاعث القـا بیـش از %75 
NCD در اسپرم گردید را نشان میدهد که بین سه گــروه تفـاوت 

معنی داری دیده نشد. 
با توجه به جدول (2) مشخص گردید که در افراد IVF بین اکثر  

 SDS+DTT وغلظتهای مختلف SDS+EDTA,SDS تستهای
ـــه مــوارد در  بـا CFL ، FC و TCFL در سـطح P<0.05 و در بقی
سطحP<0.1 رابطه معنیداری وجود دارد در حالی که جـدول (3) 
نشان میدهد که در بیماران ICSI تنــها بیـن تسـت SDS+DTT از 
غلظت 1/25 میلی مولار به بالا با CFL و TCFL رابطه معنـیداری 

وجود دارد.  
درایـن مطالعـه، بیمـارانIVF و ICSI براسـاس غلظـت کمـــتر از 

1/5 میلی مولار و بیشتر از 5 میلی مولار DTT جهت القای حداقل 
90 درصـد NCD، بـه دو گـروه تقسـیم شـدند و سـپس اختــلاف 
ــل  میانگین TCFL, CFL,FC و در صد لقاح در دو گروه( با حداق
ــاز) بررسـی گردیـد، بـا توجـه بـه  و حداکثر غلظت DTT مورد نی
ــانگین  جـدول (4) مشـخص شـد کـه در گـروه IVF اختـلاف می
ــروه ICSI تنـها سـطح   TCFL, CFL,FC معنیدار بود ، اما در گ

CFL بین دو گروه اختلاف معنیداری داشت. در ضمــن میـانگین 

   ICSIو IVF درصد اسکور توتال برای کلیه تستها بین دو گروه
مقایسه شد که نتایج به دست آمده حاکی از آن است که میـانگین 
نـاپـایداری کرومـاتین در دو گـروه اختـلاف معنـیداری را نشــان 

میدهد (جدول5 ).  

 

  SDS+DTT,SDS+EDTA.SDS جدول (1 ): رابطه بین میزان خروج از تراکم یا ناپایداری کروماتین(اسکور توتال) باروشهای
 IVF,ICSI با درصد لقاح در دو گروه

 ICSI  IVF

 R  P-Value  R  P-Value

تستهای ارزیابی کیفیت کروماتین 

 -0/050  0/752  -0/066  0/679  SDS
 -0/170  0/275  0/109  0/492  SDS+EDTA
 -0/080  0/608  -0/062  0/698 SDS+DTT  (0/33 میلیمولار) 

 -0/024  0/879  -0/095  0/550 SDS+DTT  (0/65 میلیمولار) 

 -0/061  0/700  -0/133  0/402 SDS+DTT  (1/25 میلیمولار) 

 -0/054  0/729  -0/144  0/363 SDS+DTT  (2/5 میلیمولار) 

 -0/082  0/600  -0/135  0/393 SDS+DTT  ( 5 میلیمولار) 

 -0/086  0/585  -0/145  0/358 SDS+DTT  (10 میلیمولار) 

 -0/094  0/550  -0/129  0/414 SDS+DTT  (20میلیمولار) 
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جدول(2): رابطه نا پایداری کروماتین(TS)با روشSDS+DTT,SDS+EDTA،SDS  با غلظت فروکتوزسیمن ، سطح فروکتوز  
 IVFتصحیح شده و سطح فروکتوز تصحیح شده حقیقی در گروه

 
تستهای ارزیابی 

سطح فروکتوزتصحیح شده 
حقیقی 
 TCFL

سطح فروکتوز تصحیح شده 
 CFL

غلظت فروکتوز سیمن 
 FC

  r P-Value r P-Value r P-Value

 SDS 0/303 0/051 0/307 0/048 0/296 0/057
 SDS+EDTA 0/287 0/065 0/273 0/081 0/264 0/092

SDS+DTT 0/312 0/044 0/281 0/071 0/283 0/07 (33/.میلی مولار) 
SDS+DT 0/394 0/010 0/392 0/010 0/424 0/005(65/. میلی مولار) 

SDS+DTT 0/378 0/013 0/379 0/013 0/427 0/005(1/25 میلیمولار) 
SDS+DTT 0/374 0/015 0/381 0/013 0/426 0/005 (2/5 میلی مولار) 
SDS+DTT 0/343 0/026 0/351 0/022 0/399 0/009 (5 میلی مولار) 

SDS+DTT 0/318 0/040 0/329 0/034 0/381 0/013 (10 میلی مولار) 
SDS+DTT 0/311 0/045 0/322 0/037 0/376 0/014  (20 میلی مولار) 

 
جدول(3): رابطه ناپایداری کروماتین(TS)با روشSDS+DTT,SDS+EDTA ، SDS با غلظت فروکتوزسیمن ، سطح فروکتوز  

 ICSIتصحیح شده  وسطح فروکتوز تصحیح شده حقیقی در گروه

 
تستهای ارزیابی 

 

سطح فروکتوزتصحیح شده 
حقیقی 

 TCFL

سطح فروکتوز تصحیح شده 
 CFL

غلظت فروکتوز سیمن 
 FC

  R PV R PV R PV
 SDS -0/045 0/775 0/003 0/986 -0/033 0/841

 SDS+EDTA -0/009 0/956 0/030 0/848 -0/048 0/761
SDS+DTT 0/208 0/180 0/223 0/151 0/100 0/523 (33/.میلی مولار) 

SDS+DTT 0/247 0/111 0/264 0/087 0/140 0/370 (65/. میلی مولار) 

SDS+DTT 0/332 0/030 0/362 0/017 0/225 0/148 (1/25 میلی مولار) 

SDS+DTT 0/331 0/030 0/367 0/016 0/232 0/134 (2/5 میلی مولار) 

SDS+DTT 0/328 0/032 0/360 0/018 0/225 0/146 (5 میلی مولار) 

SDS+DTT 0/330 0/030 0/370 0/015 0/240 0/121 (10 میلی مولار) 

SDS+DTT 0/316 0/039 0/360 0/018 0/240 0/120 (20 میلی مولار) 
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جدول ( 4 ):  مقایسه میانگین ، TCFL , CFL ،FC ودرصد لقاح در  بیماران  IVF و ICFI و در دو گروه از بیمارانی که جهت 
 90 درصد NCD به کمتر از 1/5 میلی مولار و بیشتر از 5 میلی مولار  DTT نیاز دارند 

 P-value  DTT> 5 میلی مولار  DTT< 1/5 میلی مولار  
 0/011  1/54 ±  0/93  3/15 ±  2/17  IVF غلظت فروکتوز در
 0/18  2/9 ±  2/34  4/2±  3/26  ICSI غلظت فروکتوز در

 0/020  2/8±  1/61  5/38±  3/88  IVF سطح فروکتوز تصحیح شده در
 0/041  5/3±  4/25  6/62±  5/37  ICSI سطح فروکتوز تصحیح شده در
 0/021  2/23±  1/29  4/31±  3/14  IVF سطح فروکتوز تصحیح شده حقیقی در
 0/068  2/39±  2/31  3/59±  4/24  ICSI سطح فروکتوز تصحیح شده حقیقی در
 0/621  73/5±  25/15  68/9±  26/8   IVFدرصد لقاح در
 0/638  68/6±  27/05  72/26±  18/4   ICSIدرصد لقاح در

 
 IVF,ICSI در دو گروه SDS+DTTوSDS+EDTA , SDS با روشهای (TS)جدول(5 ):اختلاف میانگین اسکور توتال

 P- Value  ICSI
 Mean± SD

 IVF
 Mean± SD

 

 0/.33  42/5± 80/2  97/6± 36/1  SDS
 0/023  46/4± 108/01  131/2±  45/9  SDS+EDTA
 0/11  59/4± 99/7  120/8 ± 60/9 SDS+DTT(33/.میلی مولار)) 
 0/12  82/6± 133/7  161/4±  80  SDS+DTT(65/..میلی مولار)
 0/09  96/9± 158/4  193/2 ± 90/1 SDS+DTT (1/25 میلی مولار) 

 0/052  104/2± 172/7  214/9 ± 92/9 SDS+DTT(2/5 میلی مولار) 
 0/088  109/7± 185/7  223/9 ± 93/8 SDS+DTT(5 میلی مولار) 
 0/083  108/6± 109/7  229/4 ± 94/4 SDS+DTT(10 میلی مولار) 
 0/10  108/9± 196/6  232/2 ± 91/9 SDS+DTT(20 میلی مولار) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار(ا): میزان درصد لقاح در بیماران IVF  که اسپرم آنها با 
غلظتهای متفاوت DTT  بیش از NCD % 75 داشته اند 

بحث   
تحقیقات نشان داده است که ثبات کروماتین در افراد بارور 
ــن  و نابارور متفاوت است. هر چند فوق پایداری یا ناپایداری ممک
است یکی از دلایل نابــاروری محسـوب گـردد(5،6،7) امامطالعـات 
مختلف نشان داده است که بین تستهای ارزیابی ثبات کروماتین 
از جملـه SDS+EDTA ,SDS بـا درصـد لقـاح بــه روش IVF و 
ــود  ICSI وSDS+ DTT با درصد لقاح به روش IVF رابطهای وج

ندارد (8،10،12).ولی آنچه کــه تـا بـه حـال در بیمـاران ICSI مـورد 
ــرار نگرفتـه بررسـی مـیزان پیوندهـای دی سولــفیدی بـا  بررسی ق

درصد لقاح میباشد. 
بنابراین در این مطالعه از غـلظتهای مخـتلف DTT جـهت تعیین  
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میزان پیوندهای دی سولفیدی اســتفاده شـد و ارتبـاط بیـن درصـد 
لقـاح و درجـــات مختلــف خــروج از تراکــم( NCD ) توســط 
غلظتهـای هفـت گانـه DTT بررسـی گردیـد طبـق جـــدول (1) 
مشاهده شد که در دو گروه IVF و ICSI بین لقاح و غلظتهای  
DTT رابطهای وجود ندارد. همچنین بین درصد لقاح و تسـتهای 

SDS و SDS +EDTA نـیز در دو گـروه  IVFو ICSI رابطــهای 

وجود ندارد که این نتایج با مطالعات قبلــی مطـابقت دارد(8،10،13) 
حمــاده و همکــارانش در ســــال 2001 بـــا اســـتفاده از تســـت 
SDS+heparin به ایــن نتیجـه رسـیدند کـه بیـن مـیزان خـروج از 

 ICSI ــاران تراکـم بـا اسـتفاده از ایـن تسـت و مـیزان لقـاح در بیم
رابطهای وجودندارد که ایــن امـر مؤیـد نتـایج بـه دسـت آمـده در 

تحقیق حاضر میباشد(14) . 
ـــپرم و  همچنـان کـه قبـلاً ذکـر شـد حضـور Zn در کرومـاتین اس
همچنین ثبات کروماتین بر روند NCD نقــش مـهمی دارد. جـهت 
بررسی این امر، از اندازه گیری غلظت فروکتوز سیمن استفاده شد 
 HMW همچنان که در مقدمه ذکــر شـد چـون مـیزان فروکتـوز و
دارای منشأ سمینال وزیکل میباشند لذا افزایش فروکتوز همراه بــا 
افزایش HMW بوده که افزایش HMW باعث کاهش Zn آزاد یا 
 Zn و مقـدار FC ــابراین سـطح قابل دسترسی کروماتین میشود. بن
رابطه معکوسی با هم دارند پس میتــوان بـه طـور غـیر مسـتقیم بـا 
اندازه گیری FC میزان Zn موجود در هسته اســپرم را نـیز ارزیـابی 

نمود (7،14) . 
در این تحقیق مشخص شد که با استفاده از تست SDS، بین میزان 
ناپایداری کروماتین ( TS) و سطح تستهای فروکتوز در بیمــاران 
ICSI رابطهای مشاهده نشد ولی در بیمارانIVF رابطــه معنـیدار و 

مستقیم وجود داشــت. ( جـداول 2 و 3 ) قـابل ذکـر اسـت کـه در 
ــکور ( مـیزان NCD کرومـاتین ) بـه دسـت  روش SDS، توتال اس
آمده بیانگر تعداد باندهای S-S و غیر کوالانت است در ضمــن بـا 
 IVF نسبت به بیماران NCD میزان ICSI توجه به اینکه در بیماران

کمتر است لذا چنیــن نتیجـه گرفتـه میشـود کـه مجمـوع دو بـاند  
دی سولفیدی و غیر کوالانسی در افراد ICSI نسبت به IVF بیشــتر 
ــدم وجـود رابطـه بیـن سـطح فروکتـوز و  می باشد( جدول5 ) و ع

ــودن باندهـای   توتال اسکور ( میزان NCD ) احتمالاً به دلیل زیاد ب

دی سولفیدی در بیمــاران ICSI میباشـد(جـدول3 ) زیـرا در ایـن 
بیماران به علت کم بودن باندهای غیر کوالانسی و درنتیجه وجــود 
مقادیر کم Zn در کروماتین رابطهای بیــن تسـتهای فروکتـوز( کـه 

شاخصی برای Zn است ) و توتال اسکور دیده نشد.  
ــوز  در روش SDS +EDTA  بیـن اسـکور توتـال و سـطح فروکت
سیمن در دو گروه IVF و ICSI رابطهای دیده نشد (جداول 3و2) 
و این امر بیانگر آن اســت کـه بـا وجـود Zn، EDTA موجـود در 

ــطح فروکتـوز و توتـال اسـکور   کروماتین کیلاته شده و لذا بین س
 IVF رابطــهای مشـاهده نمیشـود. امـا در بیمـاران ( NCD میزان )

نسـبت بـه بیمـارانICSI  ضریـب همبسـتگی بیـن توتـال اســکور 
(SDS +EDTA) با تستهای فروکتوز بیشتر بوده و این امر مویــد 
مطلـب فـوق میباشـــد کــه در بیمــاران IVF مقــدار پیوندهــای 
غیرکوالانت نسبت به بیماران ICSI بیشتر است بدیــن معنـا کـه در 

بیماران ICSI پیوندهای دی سولفیدی بیشتر میباشد. 
در روش SDS+DTT در افراد IVF بین اســکور توتـال بـه دسـت 
آمده در این روش و سـطح فروکتـوز رابطـه معنـیدار و مثبـت بـه 
دست آمد ( جدول 2 ). در بیمــاران ICSI نـیز بیـن توتـال اسـکور 
(مـیزان NCD ) و CFL و TCFL از غلظـت 1/25 بـه بعـد رابطــه 
معنیدار و مستقیمی مشــاهده شـد. در روش SDS+DTT ، مقـدار 
 S-S بسـتگی بـه تعـداد باندهـای ( NCD مــیزان ) تورم ایجاد شده
دارد لذا با استفاده از DTT و شکسته شدن باندهای دیسـولفیدی، 
تورم در سر اسپرم ایجاد میشود کــه مـیزان ایـن تـورم بـه غلظـت 
DTT استفاده شده بســتگی دارد در بیمـاران IVF ، ایـن رابطـه بـا 

حداقل غلظت ( 0/33 میلی مــولار ) DTT مشـاهده شـد در حـالی 
  DTT بــا اســتفاده از غلظتهــای بــالاتر ICSI کـه در بیمـــاران

ــال اسـکور  ( 1/25 میلی مولار و بیشتر ) ، NCD رخ میدهد و توت
ــیداری  به دست آمده در این غلظتها با سطح فروکتوز رابطه معن
را نشان میدهد و این امر مؤید مطالب قبلی این مطالعــه اسـت کـه 
در بیماران ICSI تعــداد باندهـایS-S  بیشـتر از IVF اسـت و لـذا 
جهت مشاهده ارتباط بین فروکتوز به عنوان شــاخصی بـرای Zn و 
توتـال اسـکور نیـاز بـه غلظتهـای بـالاتر DTT جـهت شکســـتن 

باندهای اضاقی S-S در بیماران ICSI میباشد.  
در این تحـقیق برای القـای NCD ( تورم در سـر اسپرم ) در کـلیه  
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 DTT غلظتهـــای مختلــف ،ICSI و IVF بیمـاران اعـم از روش
ــا بیـش از  مورد استفاده قرار گرفت. در برخی از بیماران جهت الق
NCD 90% در کروماتین اسپرم به غلظت کم ( 0/33 تا 1/5 میلــی 
مـولار ) ودر برخـی دیگربـه غلظتهـای بـالای ( 10 تـا 20 میلــی 
مولار ) DTT نیاز بود. نتایج به دســت آمـده مویـد عـدم اختـلاف 
ــن دو گـروه میباشـد( جـدول 4 ).   معنیدار بین درصد لقاح در ای
هر چند سطح فروکتوز بین دو گروه اختــلاف معنـیداری دارنـد. 
 IVF ــانند روش در روش ICSI نیز تقسیم بندی دو گروه دقیقاً هم
 (CFL) ــح شـده انجام شد ومشخص شد که سطح فروکتوز تصحی
بین دو گروه اختلاف معنیداری دارند. ایــن امـر بیـانگر آن اسـت 
که فوق پایداری یا ناپایداری تأثیری بر میزان لقاح ندارد هر چنــد 

این موضوع میتواند ناشی ازاختلاف سطح فروکتوز باشد. 
 

نتیجه گیری 
ــاد تـورم در کــروماتین  هر چند افزایش سطح فروکتوز باعث ایج
ــود نـدارد  میشود اما بین مـیزان NCD و درصد لقاح رابطهای وج

 Gonzales نتایج این تحقیق با فرضیــات برخـی محققیـن از جملـه
مغایر است زیرا در فرضیات این محققین احتمال ارتباط بین میزان 
ــاضر  NCD و درصد لقاح مطرح شده در حالی که نتایج تحقیق ح

چنین ارتباطی را نقض میکند. نتایج این تحقیق را چنیـن میتـوان 
توجیه نمود که به دلیل وجــود مقـادیر زیـاد گلوتـاتیون در داخـل 
اووسیت باندهای دیسولفیدیِ متراکمترین کروماتینِ ( کروماتین 
ــایدار) اسـپرم را شکسـته و تـورم ( NCD) را در آنـها القـاء  فوق پ

مینماید. 
 

سپاسگزاری 
این مطالعه بخشی از طرح تحقیقاتی مصوب شــماره81230 
دانشگاه علوم پزشکی اصفهان میباشد. نویسندگان مراتــب تقدیـر 
و تشــکر خــود را از مســئولین موسســــه رویـــان، متخصصیـــن 
وکارشناسان مرکز باروری و ناباروری اصفهان و مدیریــت گـروه 
علوم تشریح دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان ابراز 

میدارند.  
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