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ور دخيـل در انـواع   هـاي آزاد اكـسيژن، مهمتـرين فـاكت      ناشـي از اثـرات مخـرب راديكـال     DNAهاي   آسيب
 DNAهدف از اين مطالعه مقايـسه ميـزان آسـيب اكـسيداتيو             . باشد ها از جمله ناباروري مردان مي      بيماري

 مرد نابـارور    25از  . و بارور بود  ) بر اساس معيارهاي سازماني بهداشت جهاني     (اسپرم بين مردان نابارور     
 روز امتناع از نزديكي     3-7بريز نمونه مني بعد از      كننده به مركز درمان ناباروري ت       مرد بارور مراجعه   23و  

هاي اسپرم بوسيله سانتريفوژ گراديان پركول از مايع منـي جـدا و تـا                بعد از آناليز مني، سلول    . تهيه گرديد 
 اسپرم استخراج و ميزان غلظت و خلوص آن با          DNA.  نگهداري شد  -C °20زمان آناليز در درجه حرارت      

 GC/MSتوسـط  ) OHG-8(هيدروكـسي گـوانين   -8آنـاليز   .  تعيـين گرديـد    UVومتر  استفاده از اسـپكتوفت   
 نـشان داد كـه      DNAبه عنوان شاخص آسـيب اكـسيداتيو        )  اسپكتروسكوپي جرمي  -كروماتوگرافي گازي (

همچنين ارتباط  . باشد  مرتبه بيشتر مي   100 افراد نابارور نسبت به افراد بارور حدود         DNAفراواني آن در    
 وجـود   DNAو آسـيب اكـسيداتيو      ) مورفولوژي، تحـرك و تعـداد اسـپرم       (ين پارامترهاي مني    داري ب  معني
 اسـپرم ممكـن اسـت       DNAهاي اكسيداتيو    دهد كه بالابودن ميزان آسيب     نتايج اين مطالعه نشان مي    . داشت

  .يكي از علل ناباروري مردان باشد
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  مقدمه
هـا بـا مـشكل نابـاروري مواجـه           از زوج % 10-15حدود  
شده بـر روي مـردان نابـارور،         پژوهش انجام ). 1(هستند

كاهش در تعـداد، قـدرت تحـرك و مورفولـوژي طبيعـي             
دهد كـه ممكـن اسـت اكـسيداسيون           را نشان مي   1اسپرم
DNAهــاي آزاد در   اســپرم ايــن افــراد توســط راديكــال

  ). 2( باشدايجاد ناباروري نقش داشته
هـاي آزاد در ايجـاد       امروزه ثابـت گرديـده كـه راديكـال        

ــاري ــوس  بيم ــر ســرطان، لوپ ــايي نظي ــسون، 2ه ، پاركين
عروقـي، نقـائص جنينـي و       -هـاي قلبـي    آلزايمر، بيمـاري  

 آزاد به اتـم      راديكال. مادرزادي و سقط جنين نقش دارند     
گردد كه بـه دليـل داشـتن اربيتـال           يا مولكولي اطلاق مي   

هاي آزاد يا غيرآزاد در      ها يا مولكول   ر با ساير اتم   نيمه پ 
هـا،   هاي حياتي بدن از جمله ليپيدها، پـروتئين        بيومولكول
  دهـــد و آنهـــا را اكـــسيد   واكـــنش مـــيDNAقنـــدها و 

  ).3(نمايد مي
 و همكاران نشان داده است كـه آسـيب          Olleroمطالعات  

 در ROS(3(هاي فعال اكسيژن  ايجادشده بوسيله راديكال
سپرم انسان يكي از علل اصلي ناباروري مردان است و        ا

هاي معيـوب     بوسيله اسپرم  ROSنتيجه گرفتند كه توليد     
ها ارتبـاط عكـس دارد و        با ميزان و كيفيت تحرك اسپرم     

بين تغييرات ايجاد شده در پارامترهاي بـاروري مـردان          
داري مـشاهده     ارتباط معني  ROSنابارور و سطح بالاي     

اكـسيدان    بـين كـاهش ظرفيـت تـام آنتـي          بعـلاوه . گرديد
(TAC)            پلاسماي سمينال با كـاهش كيفيـت اسـپرم نيـز 

به علت توليد بـيش از حـد        . ارتباط نزديكي وجود داشت   
ROS آســيب ايجــاد شــده در غــشاي اســپرم منجــر بــه 

ــال    ــپرم، غيرفع ــرك اس ــاهش تح ــزيم  ك ــدن آن ــاي  ش ه
ــسيدشدن    ــي، اك ــشاي آكرزوم ــك و آســيب غ گليكوليتي

DNA ــاتواني اســپرم در بــاروري   و در نهايــت باعــث ن
  ).4(شود تخمك و ايجاد يك حاملگي مؤثر مي

                                                           
1-Oligoasthenoteratozspermic 
2-Lupus  
3-Reactive Oxygen Species 

Hendin          و همكاران نشان دادند افـزايش سـطح ROS  و 
اكـسيدان در ايجـاد نابـاروري در         كاهش سطح تام آنتـي    

اين افزايش مرتبط . افراد مبتلا به واريكوسل دخالت دارد 
باشـد كـه     مـي با اختلال در عملكرد اسـپرم و نابـاروري          

  ).5(شود معمولا در اين بيماران ديده مي
 و همكاران نشان داد كه افزايش توليـد         Aitkenمطالعات  

ROS     هاي زاينده مـردان      و محصولات آن بوسيله سلول
ــاتوژنز دســتگاه تناســلي مــردان    ــا پ ــاط نزديكــي ب   ارتب

وقتــي . دارد) ســرطان بيــضه و كــاهش كيفيــت اســپرم(
ها نقش مهمـي   باشد اين راديكال پايين ROSميزان توليد  

 و تقويـت    DNAكـردن    شامل متراكم (در عملكرد اسپرم    
دهند ولي وقتي بـا مقـدار زيـاد          انجام مي ) 4پذيري ظرفيت

 و افـزايش    DNAشـدن    توليد شـوند باعـث قطعـه قطعـه        
  ). 6(شوند  مي5تومور بدخيم بيضه

Ollero           و همكاران نشان دادند كه آسيب ايجاد شـده در 
ــسفوليپ ــر  DNAيدها و ف ــسان در اث  در ROS اســپرم ان

 DNAآسيب  . پاتوژنز باروري مردان نقش بسزايي دارد     
هاي نابالغ بـا      بيشترين مقدار را در اسپرم     ROSو توليد   

باقيمانده سيتوپلاسمي و سر غيرطبيعي و كمترين مقدار        
ايـن گـروه    . دهـد  هاي كاملاً بالغ نـشان مـي       را در اسپرم  
، محتواي ليپيدي غـشاء     ROSوليد  داري در ت   تفاوت معني 

شـده انـسان     هاي انـزال   و ساختمان كروماتين در اسپرم    
اي در حـين فرآينـد       مشاهده كردند و نيز تغييرات عمـده      

  ).7(بالغ شدن اسپرم در اين پارامترها مشاهده نمودند
هـاي بـدن از جملـه         سـلول  DNAدر ساختمان مولكـول     

ب اكـسيداسيون   توانند موج  هاي آزاد مي   اسپرم، راديكال 
بازهاي پورين و پيريميدين، ايجاد شكـستگي در يـك يـا            

هـاي   ، تـشكيل پـل    6هاي بدون باز   دو رشته، ايجاد جايگاه   
 و پروتئين و تغييـر در قنـد دزاكـسي           DNAعرضي بين   

ــوند  ــوز ش ــال. ريب ــه    راديك ــستند ك ــادر ه ــاي آزاد ق ه

                                                           
4-Capacition 
5-Seminoma 
6-Abasic Sites 
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 را مــورد حملــه DNAهــاي حيــاتي از جملــه  بيوملكــول
ــرا ــسيداتيو ق ــي در ســاختمان اك  DNAر داده و تغييرات

توانـد    اسپرم مـي   DNAايجاد نمايند، كه اين تغييرات در       
  .)8(موجب ناباروري شود

هـاي آزاد     كه توسط راديكـال    DNAترين باز آلي     معمول
) G(گيـرد، بـاز گـوانين        مورد حمله اكسيداتيو قـرار مـي      

 OHG(1-8(هيدروكـسي گـوانين     -8باشد كه تبديل به      مي
هـاي آزاد در     با توجه به نقش مهـم راديكـال       ). 4(شود مي

ــاد     ــپرم و ايج ــرد اس ــتلال در عملك ــيب و اخ ــاد آس ايج
هاي آزاد   ناباروري مردان، با توجه به نقش مهم راديكال       

در ايجاد آسيب و  اخـتلال در عملكـرد اسـپرم و ايجـاد               
 به عنوان شاخص    OHG-8گيري   ناباروري مردان اندازه  

ــسيداتيو    ــيب اك ــزان آس ــارور و  DNAمي ــردان ب  در م
) بر اساس معيارهاي سازمان بهداشـت جهـاني       (نابارور  

  .به عنوان هدف اين مطالعه قرار گرفت
  

  مواد و روشها
  : مواد و وسايل مورد نياز

 Pharmacia Co. Sewden( ،Ham’s F10(محلول پركول 
)Seromed Co. Germany ( و لولـه فالكونml15 و كيت 

  وDNA  (Boehringe-Manheim Co. Germany)اسـتخراج  
Regenerated cellulose tubular membrane (Cellusep T1) 

ــك  ــا يـ  nominal relative molecular mass cutoffبـ

(RMMCO) 3500 )Gibco Co. USA ( و اســـتونيتريل و
ــتاميد   ــري فلورواسـ ــيس تـ و ) Pierce Co. USA(بـ

ــي   ــتانداردهاي داخلـــــ ــين و -6اســـــ    و2آزاتيمـــــ
ــ دي-6 ــتانداردهاي كاليبراســــيونآمينوپــ   ورين و اســ
  هيدروكـــسي متيـــل هيـــدانتوئين، -5كلرواوراســـيل، -5
ــدانتوئين،  -5 ــسي هيـ ــيل،  -5هيدروكـ ــل اوراسـ   فورميـ
  اوراسـيل،  هيدروكـسي متيـل   -5اوراسيل،   هيدروكسي-5
سـيتوزين، هيپـوگزانتين، گـزانتين، تيمـين         هيدروكسي-5

  نين گـوا  آدنـين، فپـي    هيدروكـسي -2آدنـين،     فپـي   گليكول،
                                                           
1-8-Hydroxyguanine 

)USA Sigma Co. (هيدروكسي گـوانين و اتـانتيول   -8و  
)USA Aldrick Co. (تهيه گرديدند .  

ــل ــل, ايزوپروپانـــ ــافر , اتانـــ ) Tris-EDTA)pH=8بـــ
ــا دور, UVاســيدفرميك، اســپكتروفتومتر    ســانتريفوژ ب

RPM500 دسـتگاه  , ميكروسـانتريفوژ , ، اولتراسانتريفوژ
GC/MSبا مشخصات :  

Hewlett-Packard5971A mass detector selective و  
 Hewlett-Packard5890 II gas chromatograph  ستون

GC/MS  5شده با فنيل متيل سيلوكسان        سيليكاي كوت %
)i.d. mm2/0*m12 (          و فاز متحرك گاز هليـوم بـا شـدت

  .  مورد استفاده قرار گرفتml/min93/0جريان برابر با 
از مردان بـا     نفر   23هاي مورد پژوهش     نمونه: روش كار 

 نفر از مردان بـا اسـپرموگرام        25اسپرموگرام طبيعي و    
غير طبيعي بر اساس معيارهاي سازمان بهداشت جهاني        
بودند كه به مركز نابـاروري دانـشگاه علـوم پزشـكي و             
. خدمات بهداشتي، درماني تبريـز مراجعـه كـرده بودنـد          

 روز پرهيز تماس جنسي از      3-7 بعد از    2ابتدا نمونه مني  
اد مـورد نظـر تهيـه و پـس از انجـام اسـپرموگرام و                افر

تعيين مورفولوژي، تحرك و تعداد اسپرم در يـك لولــه           
 تا زمـان انجـام سـاير        -C °20تميز و استريل در دماي      
در زمـان مـورد نظـر، تمـامي         . آزمايشات نگهداري شـد   

هاي اسـپرم مربـوط بـه گـروه كنتـرل و تـست از                نمونه
ن مرحلـه شستـشوي     حالت انجمـاد خـارج و طـي چنـدي         

، Ham’s F10گراديــاني بــا اســتفاده از پركــول و محــيط 
  . هاي اسپرم از پلاسماي سمينال جدا گرديدند سلول

  
هــاي اســپرم  بــر روي رســوب ســلول: DNAاســتخراج 

 بافر ليزكننـده    ml 10-6موجود در لولـه آزمايش حدود      
 K پروتئينــاز μl6-4 دقيقــه 10ســلولي و ســپس بعــد از 

ها مخلوط شد و   ثانيه نمونه  3 تا   2به مدت   . اضافه گرديد 
مـاري    در بن  C °65ها به مدت دو ساعت در دماي         لولـه

مــاري خــارج و در دمــاي  هــا از بــن نمونــه. قــرار گرفــت
                                                           
2-Semen  
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ــايين ــر  پ ــدμl 300-200 RNaseت ــد از .  اضــافه گردي بع
.  قـرار گرفـت    C °37 دقيقـه در   15ها مـدت     همزدن، لولـه 

وب دهنـده پـروتئين بـه        محلـول رس ـ   ml 5/3-5/2مقدار  
 دقيقـه در ظـرف      5هـا بـه مـدت        لولـه اضافه شد و لولـه    

 به مـدت   g26900محتوي يخ قرار گرفت و سپس با دور         
بـه محلـول    .  دقيقه در دماي اتـاق سـانتريفوژ گرديـد         20

   ايزوپروپانول اضافه و بعـد از آن در دور         ml7-6روئي  
g1370  ــدت ــه م ــد  10 ب ــانتريفوژ گردي ــه س روي .  دقيق

 g1370اضافه و با دور     % 70 اتانول   DNA ml10وب  رس
پس از حذف محلـول     .  دقيقه سانتريفوژ گرديد   5به مدت   

. روئي، رسوب ته لولــه در شـرايط خـلا خـشك گرديـد             
DNA  حاصل در بافر TE  بـا pH=8    حـل شـد و توسـط 

 بررسي  nm280-260 در طول موج     UVاسپكتروفتومتر  
ــد ــه . گردي ــودگي نمون ــا غلظــت، خلــوص و آل  DNAي ه

در مرحلـه   . جداسازي شده، مورد ارزيـابي قـرار گرفـت        
 ديــاليز و Cellusep T1 توســط DNAهــاي  بعــد نمونــه

سپس در مرحلـه بعـد جهـت هيـدروليز          . خالص گرديدند 
   اسـيدفورميك سـرد     DNAهـاي    اسيدي بـر روي نمونـه     

  .و استانداردهاي داخلي افزوده شد% 60
  

، طـي   DNAهـاي    بعد از هيدروليز نمونه    : 1سازي مشتق
ــي و   عمــل مــشتق ــدهاي قطب ــا و نوكلئوزي ســازي، بازه

ايـن  . شـوند  استانداردهاي داخلي به مواد فرار تبديل مي       
مشتقات در مقابل حرارت مقاوم هستند و ايـن خاصـيت           

.  طيف جرمي بدهنـد GC/MSشود طي آناليز با     باعث مي 
ــشتق ــاي    روش م ــرارت دادن در دم ــيله ح ــازي بوس   س

گيـرد كـه نتيجـه آن        يگراد انجام مي   درجه سانت  140-90
ــيون   ــل سيليلاس ــري متي ــنش ت ــي2واك ــد  م ــراي . باش ب

 خـصوصاً   DNAجلوگيري از اكسيداسيون بيش از حـد        
8-OHG   ميكروليتـر آنتـي اكـسيدان ويـژه بنـام           5 مقدار 
 بـا اسـتونيتريل مخلـوط و بـه          3 به   1 به نسبت    3اتانتيول
زوده  و استانداردهاي كاليبراسـيون اف ـ     DNAهاي   نمونه
هيدروكـسي  -8سـازي    براي اينكه عمـل مـشتق     . شود مي

گــوانين بهتــر انجــام شــود از تــري فلورواســتيك اســيد 
(TFA)   سـازي   پس از مرحله مـشتق    .  نيز استفاده گرديد

آمينوپورين به عنـوان     دي-6 و   2آزاتيمين و   -6تركيبات  
 كنتـرل و بيمـار      DNAهـاي    استاندارد داخلي بـه نمونـه     

يكـه هـر دو تركيـب فـوق در مـدت       افزوده گرديـد، بطور   
  .سازي پايدار هستند هيدروليز و مشتق

                                                           
1-Derivatization 
2-Trimethylsilylation 
3-Ethanethiol 

   مقايسه ميانگين ميزان فاكتورهاي باروري اسپرم در دو گروه مردان بارور و نابارور - 1جدول
  بر اساس معيارهاي سازمان بهداشت جهاني

  
 گروه

 فاكتور

  كنترل
23=N  

  تست
25=N  P.value  

Mean±SD Mean±SD  001/0 75/12±65/4 08/96±81/26 )ليتر ميلي/ميليون(تعدادP<  

  >001/0P  16/35±24/10  78/59±30/6 )درصد(تحرك اسپرم 
  >001/0P  44/0±13/6  69/44±11/14 )درصد(مورفولوژي 
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  كلرواوراســيل، -5همچنــين اســتانداردهاي كاليبراســيون
هيدروكـــسي  -5هيدروكـــسي متيـــل هيـــدانتوئين،  -5

اوراسيل،  هيدروكسي-5فورميل اوراسيل،   -5هيدانتوئين،
سـيتوزين،   هيدروكسي-5 اوراسيل، هيدروكسي متيل -5

ــز  ــوگزانتين، گ ــول، هيپ ــين گليك ــي انتين، تيم ــين،  فپ   آدن
)  از هر كدام   nM1-2/0(گوانين   آدنين، فپي  هيدروكسي-2

به تركيبات فرار تبديل و مورد آناليز طيف جرمـي قـرار            
در مرحله آخر تركيبـات گـازي تـشكيل شـده از            . گرفتند
ــه ــدازه  نمونـ ــراي انـ ــا را بـ ــزان هـ ــري ميـ    OHG-8گيـ

 طيف جرمـي    دستگاه.  تزريق گرديد  GC/MSبه دستگاه   
 بعنــــوان شاخــــصي از آســــيب OHG-8و فراوانــــي

 اسپرم در گـروه افـراد       DNAهاي آزاد بر روي      راديكال
 بافت تيموس گوسـاله كـه بـه         DNAنابارور و بارور و     

طور مصنوعي در معرض اكسيداسيون قرار گرفته بـود         
  . بعنوان گروه كنترل ثانويه ارائه نمود

  
  نتايج
 نفر بودند كـه بـر       48پژوهش  هاي ارزيابي در اين      نمونه

اساس پارامترهاي اسپرموگرام و با توجه به معيارهـاي        
بـدين  . سازمان بهداشت جهاني به دو گروه تقسيم شدند       

 ميليـون   20هاي با تعداد اسـپرم بـيش از          شرح كه نمونه  

   اسپرم مردان بارور و DNAت هر يك در آناليز  انواع استانداردهاي مورد استفاده و زمان بازياف- 2جدول
  GC/MSنابارور به روش

  

 )دقيقه(زمان بازيافت  استاندارد كاليبراسيونرديف

 18/4 كلرو اوراسيل- 5 1

 68/4 هيدروكسي متيل هيدانتوئين- 5 2

 5 هيدروكسي هيدانتوئين- 5  3

 67/5 فرميل اوراسيل- 5  4

 03/6 هيدروكسي اوراسيل- 5  5

 13/7 روكسي متيل اوراسيلهيد- 5  6

 31/7 هيدروكسي سيتوزين- 5  7

 10/8 )ايزومر سيس(تيمين گليكول   8

 40/8 )ايزومر ترانس(تيمين گليكول   9

 7/8 هيپوگزانتين  10

 27/9  آدنين) FAPy(فاپي   11

 98/9 هيدروكسي آدنين- 8  12

 10/10 هيدروكسي آدنين- 2  13

 26/10 گزانتين  14

 90/10  وانينگ) FAPy(فاپي   15

 47/11 هيدروكسي گوانين- 8  16

 28/4 )استاندارد داخلي(آزاتيمين   17

 47/11 )استاندارد داخلي(دي آمينو پورين   18
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% 50ليتر و تحرك اسپرم مساوي يا بـيش از        در هر ميلي  
) C(وه كنترل   در گر % 30و مورفولوژي طبيعي بيشتر از      

و افراد داراي پارامترهاي اسپرموگرام كمتـر از مقـادير          
  : فوق در گروه تست قرار گرفتند

 نفـر در    23 نمونـه مـورد پـژوهش        48بر اين اسـاس از      
 نفـر در    25 و   4/29±9/5گروه كنترل بـا ميـانگين سـني         

 6/28±4/3گروه تست با ميانگين و انحراف معيار سـني          
ميــانگين ميــزان پارامترهــاي  1در جــدول. قــرار گرفتنــد

شـوند در    اسپرم كه فاكتورهاي باروري نيز ناميـده مـي        
همانطور كـه از    . اند دو گروه كنترل و تست مقايسه شده      

 مـشخص اسـت ميـانگين       Pvalueجدول و بويژه ستون     
ميزان فاكتورهاي باروري ارزيابي شده در اين پژوهش        

شان داري را ن ـ    در دو گروه اخـتلاف معنـي       >001/0Pبا  
بنـدي   دهند، كه البته با توجه به اين كه اساس تقـسيم           مي

افراد به دو گروه نيز همـين فاكتورهـا بـوده اسـت، ايـن               
  .باشد بيني مي مورد بديهي و قابل پيش

 هر يـك از ايـن بازهـاي آلـي در            RT(1( زمـــان بازيافت 
با توجه به اين جدول، .  آورده شده است2جدول شماره 
  .باشد  دقيقه مي45/11 برابر OHG-8زمان بازيافت 

                                                           
1-Retention Time 

 را در گـروه     OHG-8 طيف جرمـي     3 و   2و1نمودارهاي  
) كنتـرل شـاهد   ( تيموس   DNAتست و استاندارد    , كنترل

 مشخص است   كاملا2ًو1با مقايسه نمودار. دهد نشان مي
 در گروه تست بسيار بيـشتر  OHG-8كه پيك مربوط به   
  وط بـه   سطح زيـر منحنـي مرب ـ     . باشد از گروه كنترل مي   

8-OHG و در مــورد 20000 در گــروه تــست در حــدود 
تـوان   باشـد و يعنـي مـي        مـي  200گروه كنترل در حدود     

ــسيداسيون   ــزان اك ــه مي ــت ك ــراد DNAگف ــروه اف  در گ
. باشد  مرتبه بيشتر از گروه افراد بارور مي       100نابارور  

بــا توجــه بــه ايــن كــه ميــزان پارامترهــاي اســپرم       
تر  گروه تست پايين  ) اسپرممورفولوژي، تحرك و تعداد     (

تــوان نتيجــه گرفــت كــه  از گــروه كنتــرل اســت لــذا مــي
ــسيداسيون  ــزان   DNAاكـ ــا ميـ ــي بـ ــه معكوسـ  رابطـ

  . پارامترهاي معرف قدرت باروري اسپرم دارد
  

  بحث
هاي   روي راديكالDNAهاي حاصل از  اگرچه آسيب

ROS  ــدهاي ــسياري از رون ــل ســببي ب ــوان عام  بعن
شنهاد گرديـده اسـت ولـي       پاتولوژيك در انـسان پي ـ    
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 اسپرم افـراد نابـارور كمتـر        DNAآسيب اكسيداتيو   
بنـابراين، مطالعـات    . مورد توجه محققين بوده است    

اخير نشان داده است كه تعدادي از بازهـاي پـورين           
ــيله روش  ــده بوس ــسيده ش ــل   اك ــساس قاب ــاي ح ه

هيدروكسي گوانين  -8باشند و رديابي     شناسائي مي 
هاي  توليدات حاصل از آسيب    نوع   20بعنوان يكي از    

ــدروليز    مــيDNAاكــسيداتيو  ــدنبال هي باشــد كــه ب
ــي  ــه روش DNAآنزيمــ ــازي بــ ــاي   و جداســ هــ

آميـزي    بطـور موفقيـت    HPLCكروماتوگرافي نظيـر    
 در  DNAهـاي    جهت شناسائي و تعيين ميزان آسيب     

هــاي مختلــف انــساني و خــون و ادرار مــورد  بافــت
ــراً ايــن بطوريكــه اخ. اســتفاده قــرار گرفتــه اســت  ي

ــر     روش ــرض خط ــراد در مع ــابي اف ــراي ارزي ــا ب ه
اكسيداتيو مـرتبط بـا روش زنـدگي، زمينـه ژنتيـك،            
بيماريهــاي تحليــل برنــده و ســموم محيطــي مــورد 

 ).9(گيرد استفاده قرار مي

Fraga    نقـش كـاهش ويتـامين       ) 1991( و همكارانC 
 اسـپرم   DNAرژيم غذايي را روي آسيب اكسيداتيو       

داكسي -2هيدروكسي،  -8ندازه گيري   با استفاده از ا   

و همچنـين   ) 10(گوانوزين مورد ارزيابي قرار دادنـد     
گيـري    و همكـاران بـا انـدازه       Kodam 1997در سال   
هــاي اكــسيداتيو در اســپرم مــردان نابــارور  آســيب

 DNAدريافتنــد كــه ميــزان شــاخص اكــسيداتيو     
deoxyguanosin بـــا محـــدوده2/1±1/0 برابـــر بـــا   

ا گزارشات قبلي تقريبـا همخـواني    بود كه ب   2/0-1/3
داكـسي  -2هيدروكـسي،   -8همچنـين ميـزان     . داشت

هـا بـا روش      هـا يـا بافـت      گوانوزين در ساير سـلول    
HPLC   توسط Kodam   گيري گرديد    و همكاران اندازه

هاي سفيد    در گلبول  DNAو ميزان آسيب اكسيداتيو     
 و در مخاط    5/0-7/0 در بافت ريه     3/0-6/0خون از   
 داكـسي گوانـوزين در      105 در هـر     3/0-5/0كولون  

هاي بدن، آسيب   ها و ساير بافت    مقايسه با اين سلول   
.  اسپرم انسان بسيار شـديدتر بـود       DNAاكسيداتيو  

ــطح    ــزان متوســط س ــه مي ــسي، -8بطوريك   هيدروك
ــارور   -2 ــردان ناب ــوزين در اســپرم م ــسي گوان داك

  ).2(نسبت به گروه كنترل بالاتر بود
ولــين بــار بــا بكــارگيري روش  در ايــن مطالعــه بــراي ا

GC/MS8گيــري   جهــت انــدازه-OHG در DNA اســپرم 
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مردان نابارور و مقايسه آن با افراد بارور مشخص شد          
 100 در گـروه افـراد نابـارور حـدود           OHG-8كه ميزان   

كـه ايـن    . باشـد  مرتبه بيشتر از گـروه افـراد بـارور مـي          
. اسـت هاي ما با نتايج ساير محققين مطابقت داشته          يافته

Kodama و همكــــاران در پژوهــــشي كــــه بوســــيله   
HPLC-EC           به انجام رساندند بـه نتـايجي در خـصوص 

 اســپرم در بــاروري مــردان DNAنقــش اكــسيداسيون 
پژوهش آنـان نـشان داد كـه ارتبـاطي بـين      . دست يافتند 

 و غلظت اسپرم يا تعداد اسـپرم در واحـد           OHG-8ميزان
). 01/0P<  ،49/0-= r)(2(حجم مايع سمينال وجـود دارد       

نتايج اين مطالعه نيز نشان داد كه يك رابطـه منفـي بـين              
ــزان ســطح  ــا غلظــت اســپرم وجــود دارد OHG-8مي .  ب

توان پيشنهاد كرد كه آسيب اكسيداتيو شديد        بنابراين مي 
DNAباشد  اسپرم با شرايط اليگوآزواسپرمي همراه مي .

كه يكي از راههـاي بيـان ارتبـاط ايـن اسـت كـه اسـپرم                 
، دژنره شـده و     DNAران با آسيب اكسيداتيو شديد      بيما

ديـديم   در طول روند اسپرماتوژنز و بلوغ اسپرم در اپـي         
شوند كـه منجـر بـه        هاي پوششي جذب مي    توسط سلول 

  .گردد كاهش تعداد اسپرم در اين بيماران مي

هـاي    و همكاران در ارزيابي آسيب Shen،1999در سال 
ــسيداتيو  ــسان  DNAاك ــپرم ان ــا   در اس ــاط آن ب و ارتب

ــري ســطح    ــدازه گي ــا ان ــردان، ب ــاروري م  OHdG-8ناب
 60هــاي اســپرم انــساني   در نمونــهHPLC-ECبوســيله 

   فرد كنترل، دريافتند كه ميزان سـطح    54بيمار نابارور و    
8-OHdG    در اسپرم DNA       بيماران نابارور بطـور قابـل 
  .باشد اي بالاتر از افراد سالم مي ملاحظه

 و  OHdG-8ارتباط بين ميزان سطح     همچنين در بررسي    
پارامترهاي معمول مايع سمينال مشخص گرديد كه يـك         

ــي ــين  رابطــه مثبــت معن  و نقــص ســر OHdG-8داري ب
در صــورتيكه ) 001/0P< ،38/0=r(اســپرم وجــود دارد 

 بـا غلظـت     OHdG-8داري بـراي     يك رابطه منفـي معنـي     
، >001/0P(تعداد كل اسپرم  ) 001/0P<  ،42/0-=r(اسپرم  

42/0-=r (  حركـــــت اســـــپرم)001/0P< ،24/0-=r ( و
مشاهده ) 001/0P<  ،39/0-=r(مرفولوژي طبيعي اسپرم    

گرديد و نتايج حاصله نشان داد كه آسيب اكسيداتيو بـه           
DNA           اسپرم ممكن است در اتيولـوژي نابـاروري مـرد 

 ممكـن اسـت داراي      OHdG-8مهم باشد و اندازه گيـري       
سپرم و ناباروري  ارزش تشخيصي در ارزيابي عملكرد ا     

  ).11(مردان باشد
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ــال  ــايي آســيب   Shen، 2000در س ــارش شناس  و همك
 در اســپرم انــسان و ارتبــاط آنــرا بــا  DNAاكــسيداتيو 

عملكرد اسپرم و ناباروري مـردان مـورد مطالعـه قـرار            
توانـد بـه      مـي  OHdG-8گيري   به نظر آنها اندازه   . اند داده

اي هــ عنــوان يــك بيومــاركر اختــصاصي و كمــي آســيب
 DNA در ROSعوامـل   اكسيداتيو ايجـاد شـده بوسـيله   

 بـا   OHdG-8ارتباط نزديـك سـطح      . اسپرم انسان باشد  
ــاي     ــپرم و پارامتره ــاي اس ــردان، عملكرده ــاروري م ب
معمول ارزيابي اسپرم نشانگر ارزش تشخيـصي بـالاي         

  ).12(اين روش در كاربردهاي كلينيكي است
ودنـد كـه    و همكاران گـزارش نم Zenzes، 1999در سال   

ــسيداتيو    ــيب اك ــيگار آس ــصرف س ــزايش DNAم  را اف
دود سيگار حاوي مواد موتاژن، كارسـينوژن و        . دهد مي

اسـتعمال  . باشـد  هـاي آزاد مـي     مواد توليدكننده راديكـال   
دهـد    اسپرم را افزايش مي    DNAدخانيات موتاسيون در    

ها  اكسيداني پلاسما، پلاسماي سمينال بافت   و ذخاير آنتي  
 اسپرم در بين    DNA در   OHG-8ميزان  . كند يرا تخليه م  

. باشد بيشتر از افراد غيرسيگاري مي    % 50افراد سيگاري   
غلظت آلفا توكوفرول و اسكوربات در پلاسماي سمينال        

لـذا  ). 13(افراد سيگاري كمتر از افراد غيرسيگاري اسـت       
در مطالعه حاضر نير افراد نابارور غير سـيگاري جهـت           

بـديهي  .  انتخاب گرديدند  DNA بررسي آسيب اكسيداتيو  
اي بسيار نزديك فاكتور اكـسيداسيون       است كه در آينده   

DNA         اسپرم در سنجش باروري مردان در آزمايـشگاه 
نيز مد نظر قرار خواهد گرفت و لذا جزئيات بيـشتري در       

هـاي آزاد    اين خصوص و نيز در رابطه با نقش راديكـال         
 روشــن در امـر بـاروري در كنـار سـاير عوامـل مـؤثر،      

  . خواهد شد
  
  
  
  

در حالــت طبيعــي در بــدن تــوازني بــين سيــستم دفــاع  
   DNA با اكسيداسيون DNAاكسـيداني و تـرميم  آنـتي

اكـسيد و   DNA وجود دارد و هميـشه سـطح پـاييني از   
حدود . گردد هاي دفاعي ترميم مي سريعاً توسط مكانيسم

ز يكي ا. باشد نيمي از علل ناباروري مربوط به مردان مي    
هاي آزاد در  علل مهم ناباروري در مردان وجود راديكال   

 DNAباشـد كـه باعـث اكـسيداسيون          مايع سـمينال مـي    
گردد   مي DNAاسپرم و تغيير بازهاي آلي در ساختمان        

و در نهايــت موجــب تخريــب اســپرم يــا كــاهش قــدرت  
در پـژوهش حاضـر نيـز       . شـود  حركتي و بـاروري مـي     

ــزان   ــردان و مي ــاروري م ــاط ناب  DNA در OHG-8ارتب
در .  تجربـه شـد    GC/MSاسپرم افراد نابارور بـه روش       

 DNAخاتمه بايد گفت كه بررسي ارتبـاط اكـسيداسيون          
اسـپرم بـا فاكتورهـاي بــاروري اسـپرم و لـذا بــاروري      

هــاي  مــردان در ابتــداي مــسير خــود اســت و ناشــناخته
زيادي در اين زمينه وجود دارد كه اميدواريم تحقيقات و    

آينده پرده از بسياري از مجهولات بـردارد        هاي   پژوهش
  . تر و هموارتر گردد و همواره ره بر رهروان روشن

 
  تشكر و قدرداني

ها دكتـر فـرزدي و       از همكاري آقاي دكتر فيروز و خانم      
بـه علـت    Barry Halliwell زاده و پروفـسور   دكتر قاسم

همكاري و راهنمـائي در اجـراي ايـن مطالعـه صـميمانه             
  .آيد داني بعمل ميتشكر و قدر
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