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 چکیده

هتا  متگفت  در ممتان Direct swim-upروش استرر  اسستاس  دعتز ام دمتادز ستام  دته DNAدر اين مطالعه میزان شکستگی   هدف:

ها  سرمال شسگه شزز درا  اسگفادز مورد ارمياد  قرار گرفت تا دهگرين ممان درا  اسکوداسیون اسرر  TUNELوسیفه تکنیک اسکوداسیون ده

 دست ديز.ده (ART)ها  کمک دارور  در تکنیک

عزاد درا  مطالعه ت Makler chamber  اسرر  سرمال مورد مطالعه قرار گرفت. ام لا  سموسه 19: در اين مطالعه دينزز سیر، هامواد و روش

-و قادفیت تحرک اسرر  اسگفادز شز. درا  دررس  مورفولوژ  اسرر  ام رسگ دمیز   پاپاسیکولا و قادفیت حیات اسرر  ام رسگ دمیز  ائومين

گراد اسکوده درجه ساسگ  93در ممان ها  متگف  در دما   Direct swim-upروش ها دعز ام دمادز سام  دهسییرومين اسگفادز شز. سموسه

 مورد ارمياد  قرار گرفت. TUNELساعت( دا اسگفادز ام تکنیک  9،1،9،3اسرر  در فواصل مماس  متگف  ) DNA میزان شکسگی   شزسز.

افزايش  سام  سسبت ده قبل ام دمادز سام  میاسیین درصز مورفولوژ  طبیع  و حرکت سريع پیشروسزز اسرر  دعز ام دمادز نتایج:

دار طور معن سام  دهداشگنز. درصز میاسیین قادفیت حیات اسرر  دعز ام دمادز سام  اسرر   سسبت ده قبل ام دمادز P<339/3دار  معن 

( و سیز ممان P<39/3اسرر  در ممان دو ساعت اسکوداسیون سسبت ده ممان صفر  ) DNA(. درصز شکسگی  P<339/3افزايش يافگه دود )

 دار  افزايش داشت.طور معن ( دهP<339/3اسکوداسیون ) ممان صفر و يک ساعتسه ساعت سسبت ده

دمادز شزز درا  اسگفادز در  Direct swim-upگراد که ده روش درجه ساسگ  93: اسکوداسیون اسرر  سرمال در دما  نتیجه گیری

 ها  کمک دارور  دايز ممان کمگر ام دو ساعت داشز.تکنیک

  TUNEL، ، تکنیک DNAاسرر  سرمال، شکسگی   واژگان کلیدی: 
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 مقدمه

پارامگرها  معمول سظیر تعزاد، تحرک،  ،هادر دسیار  ام کفینیک

د. تحقیقات شوکیفیت اسرر  دررس  م  درا  دیانرفولوژ ، وم

ژ ، مورفولو پارامگرها  معمول  )تعزاد، که است دادزسشان 

 اسرر  DNAگويا  سلامت  تواسزتحرک( در مردان سادارور سم 

اظهار داشگنز که هیچ  (1)تامگ  لوئیس و سیمون  . ده(9) داشز

وجود  DNAمعمول  اسرر  و دسیب ها  همبسگی  دین پارامگر

تواسز میزان لقاح را اسرر  م  DNAاخگلال در يکرارچی   سزارد.

میزان لاسه گزين  جنین را تحت تاثیر قرار دهز.  دادز وکاهش 

دسیب ديزز دگواسز دا  DNAاگر چه احگمال اينکه اسرر  دا 

 (9) وجود دارد  تتمک لقاح پیزا کردز و تشکیل جنین دزهز

 .(4) کنزول  احگمال ام دین رفگن جنین و سقط افزايش پیزا م 

ها  تواسز در میزان موفقیت درمان موجيک  ام عوامف  که م 

مهم داشز، کیفیت اسرر   هاجنینسادارور و همچنین کیفیت 

 Assisted Reproductiveها  کمک دارور  )است. در روش

Techniques)  دعز ام جزاسام  اسرر  ام مايع من  و دمادز

خاطر اسکوداسیون طولاس  مزت، قطعه تواسز دهسام  اسرر ، م 

پس ام دمادز  .(5) اسرر  افزايش پیزا کنز DNAقطعه شزن 

در  (ART)اسرر  قبل ام اسگفادز در  طور معمولده ،سام  اسرر 

ول  هنوم ممان دهینه  (6) شوداسکوده م  گرادساسگ  درجه 93

قبل ام  گرادساسگ  درجه 93دما   درا  اسکوداسیون اسرر  در

وجود سزارد. دعض  ام محققین سع  درا  پیزا  ARTاسگفادز در 

کردن اثر گذشت ممان در پارامگرها  اسرر  دعز ام اسکوده کردن 

سشان دادز شزز است که  را دارسز. گرادساسگ  درجه 93در دما  

ذشت دعز ام گ گرادساسگ  درجه 93اسکوداسیون اسرر  در دما  

ل  در تواسز در رو  تحرک اسرر  تاثیر گذار داشز وساعت م  14

  .(3)رو  قادفیت حیات تاثیر  سزارد 

 ARTها  اسگفادز در تکنیکدعز ام دمادز سام  اسرر  درا  

تواسز دا م گراد ساسگ درجه  93اسکوداسیون کوتاز مزت در دما  

عث ظرفیت ياد  اسرر  شود اما اسکوداسیون طولاس  مزت 

در  .(8) اسرر  تاثیر داشگه داشز DNAتواسز در رو  م 

 ،، دعز ام عمل شسگشو و جزاسام دسزرولوژ ها  دممايشیاز

ده دررس  پارامگرها  اسرر  شامل تعزاد، میزان تحرک و  معمولا

پردامسز اما ده رفولوژيک  اسرر  و درصز مسزز دودن، م ووضیعت م

 (اسرر  DNAشکسگی  شامل ) رون سفول دررس  پارامگرها  د

 معمولا ARTها  شود. همچنین در دممايشیازپرداخگه سم 

دعض  ام مراکز  و ساعت 9تا حزاکثر  5/3ام ها  اسرر  سموسه

ممان دعز ام عمل جزاسام  و درمان سادارور  دزون توجه ده

. دا توجه ده سقش گیردمورد اسگفادز قرار م شسگشو اسرر  

، لام  است که علاوز در ARTها  لقاح در روشفراينز اسرر  در 

توجه ده ساخگار سفول  اسرر  ده دهگرين ممان ممکن جهت اسجا  

داخل حفرز رحم  توجه شود. لذا دا تزريق اسرر  دمادز شزز ده

مطالعه ساخگار سفول  اسرر  و سیز تعیین ممان دقیق عمل تزريق 

توان میزان لقاح و در سگیجه داخل حفرز رحم  م اسرر  ده

دست دوردن هزف ام اين مطالعه ده میزان حامفی  را افزايش داد.

ها  سرمال شسگه شزز دهگرين ممان درا  اسکوداسیون اسرر 

ها  کمک درا  اسگفادز در تکنیک Direct swim-upروش ده

 داشز.دارور  م 
 

 هاو روشمواد 

سموسته  19در اين مطالعه دينزز سیر،  :سمن آنالیز و آوری جمع

سرمال ام مردها  سادارور مراجعه کننزز ده پژوهشکزز عفو  تولیتز 

مثل يزد دا رعايت اصول اخلاق  جمع دور  شز. سموسه مايع من  

  ختود وستیفهروم ختوددار  ام مقاردتت دته 3تا  1افراد پس ام 

شز. سترس دترا  متايع اسزال  در ظروف دهان گشاد جمع دور  

 93دقیقته درون اسکودتاتور  93تتا  13مزت شزن، سموسه سمن ده

گتتراد قتترار دادز شتتز. دستتالیز متتايع منتت  طبتتق درجتته ستتاسگ 

( اسجتا  شتز WHO2010دسگورالعمل ساممان دهزاشت جهاس )

(1 .) 

  روش وستیفههتا دتهپس ام دسالیز، سموسته :آماده سازی اسپرم

Direct swim-up .5/9ده ايتن صتورت کته میتزان  دمادز شزسز 

لیگتر گر  در میف میف  Ham’s F 5+93لیگر محیط کشت میف 

لیگتر  میفت  95( درون لوله فالکون HSA)دلبومین سر  اسساس 

وسیفه پیرت پاسگور ده لیگر ام سموسه دهمیف  9ريتگه شز و سرس 

متزت يتک درجته دته 45ته لوله اضافه شز. لوله فالکون دا ماويه 

گراد قترار دادز شتز. سترس درجه ساسگ  93ساعت در اسکوداتور 

 1تتا  5/9مايع روي  جزا شزز و داخل يک لوله ريتگه شتز.  9/1

مزت ده لیگر محیط کشت اسرر  ده تست تیوپ اضافه شز ومیف 

دعتز ام ستاسگیريفیوژ،  .شز يفوژساسگر g533-933دا دور  یقهدق 5

سرر  ته لولته رو  رستوت تشتکیل لیگر محیط کشت امیف  5/3

شزز داق  گذاشگه و  سرس رستوت درون محتیط کشتت استرر  

  .(1داق  ماسزز حل شز )

دترا  شتمارش تعتزاد و ارميتاد   :شمارش و ارزیابی تحرر 

 استتگفادز شتتز. دتترا  Makler chamberتحتترک استترر  ام لا  
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 قستمت رو  ستمرفر توستط سموسته، ام میکرولیگتر 93 شمارش،

 شتز و سترس دادز قترار MAKLER CHAMBER وستط لا 

 93×93خاسته  933 ام لامتل ايتن قترار گرفتت. سموسه لامل رو 

 ها  موجتود در، تعزاد اسرر X13 دزرگنماي  و دا  تشکیل شزز

 و شتز شتمارش هم سر پشت افق  مردع 93و  عمود  مردع 93

 693 گرفگه شز. سرس عتزد دته دستت دمتزز در دو اين میاسیین

 لیگتر درحستب میفیتونمیفت  يتک در استرر  تعزاد تا ضرت شز

سموسته  ام میکرولیگتر 93 اسرر ، تحرک ارمياد  ديز. درا  دستده

 لامتل دتا گرفتت، قترار MAKLER CHAMBER رو  لا  در

 دررست  هااسرر  حرکت اسواع ، X13دزرگنماي  دا پوشاسزز شز و

 دهستگه ،(a) پیشروسزز سريع حرکت دارا  ها اسرر  تعزاد .شز

 در را( d) حرکتد  ها واسرر  ،(c) درجا حرکت ،(b) پیشروسزز

 صتورت دته تتا شتز شمارش کاسگر و دا مشاهزز متگف  ها مردع

سگايج درا  هر سموسه قبل و دعز ام شسگشتو . (1شود ) دیان درصز

 ، ثبت شز.Swin-up Directروش ده

رستگ دترا  ارميتاد  قادفیتت حیتات ام  :ارزیابی قابلیت حیات

سییرومين اسگفادز شز. دترا  ستاخت رستگ ادگتزا -دمیز  ائومين

 933گتر  ستزيم کفريتتز در  1/3دتتا  Yگتر  پتودر ائتومين 63/3

 -گتر  پتودر ائتومين 93لیگر دت مقطر حل و سرس دته دن میف 

 93(. 1اضتتافه کتترديم ) (MERCK, Germany)سییتترومين 

وتیتوپ درون يتک میکرسییترومين دته-میکرولیگر ام رسگ ائتومين

میکرولیگر سموسه درون میکروتیوپ حاو   93ريتگه شز و سرس 

سییترومين متفتو  -رسگ اضافه شز و دا عمل پیرگینگ دا ائتومين

میکرولیگتتر ام دن درداشتتگه و ام دن  93ثاسیتته  93شتتز. پتتس ام 

هتا توستط میکروستکوپ ستور  دتا گسگرش تهیه شز. گستگرش

هاي  که رستگ (. اسرر 9)شکل  دررس  شز X 9333 دزرگنماي 

را ده خود گرفگه و قرمز يا صورت  شزز اسز متردز، و دسهتاي  کته 

 133(. تعتزاد1رسگ را ده خود سیرفگه اسز مسزز در سظر گرفگه شز)

 Directروش اسرر  شمردز شز و سگايج قبل و دعز ام شسگشو ده

swim up .ثبت گرديز ، 
 

 

ها  ستر صتورت  : اسرر  Bها  مسزز وها  دا سر سفیز، اسرر : اسرر Aسییرومين. -: ارمياد  قادفیت حیات اسرر  اسسان توسط رسگ دمیز  ائومين9شکل
 9333×شوسز. دزرگنماي  ها  مردز تفق  م يا قرمز، اسرر 

 

درا  دررست  مورفولتوژ  ام رستگ دمیتز   :ارزیابی مورفولوژی

( سر ده رسگ ددت  1) WHO 2010پاپاسیکولا  طبق دسگورالعمل 

ديتز استگفادز شتز. و قطعه میاس  ده رسگ قرمز يا صورت  در مت 

جهت دررس  مورفولوژ  اسرر ، ادگزا ام هر سموسه گسگرش تهیته 

 ,MERCK) جتا رستگ دمیتز  پاپتاسیکولاطور يکشز تا دعزا ده

Germany)  درا  هر سموسته يتک لا   (.1ها اسجا  شود )رو  دن

 و يک لا  دلافاصفه دعز ام عمل   Direct Swim-upقبل ام عمل 

 Direct Swim- upصورت فیکس شزز ام استرر  تهیته شتز. ده

 X9333استرر  دتا دزرگنمتاي   133پس ام رسگ دمیز ، تعتزاد 

 دررس  شز. 

دعز ام دمتادز ستام  و دستالیز استرر  در لولته  :TUNELتست 

محکتم  Direct Swim-up  حاو  اسرر  دمادز شتزز دته روش 

گراد قترار گرفتت تتا درجه ساسگ  93دسگه شز و درون اسکوداتور 

 9،1،9،3ها  متگف  )ها در مماناسرر   DNAمیزان شکسگی  

دررست  شتود. دترا   TUNELساعت( اسکوداسیون توسط تست 

 TUNEL(Terminal deoxynucleotidylتکنیتتک اسجتتا  

transferase-mediated dUTP nick end labeling)   ام

ادگتزا  استگفادز شتز. (Roche, Germany)کیت سنجشت  تاستل

تهیته  گسگرشو  میفیون رساسزز 13ت سموسه شسگه شزز ده ظغف

در  ها، گسگرشها در دما  اتاقگسگرش. پس ام خشک شزن شز
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منظتور فتیکس و سترس دتهدقیقه  4مزت هد درصز 933مگاسول 

قترار  PBS( 9×دقیقته در محفتول ) 93متزت شسگشو شزز دته

 blocking   (2O2H 9محفتتول  هتتا درگرفتت. ستترس گستتگرش

 15تتتا  95دقیقتته در دمتتا   93متتزت هدر مگتتاسول( دتت درصتتز

 5دته متزت  PBSاسکوده شزسز. پتس ام شسگشتو دتا  گرادساسگ 

در سزيم سیگرات  درصز 9/3محفول تريگون دا  هاگسگرشدقیقه 

 گترادستاسگ درجه  8تا  1دقیقه در دما   1مزت ه ددرصز  9/3

دقیقته  5دته متزت  PBSهتا دتا اسکوده شتزسز. سترس گستگرش

 45لیگتر محفتول دستزيم و میکترو 5شسگشو شز. دترا  هتر لا ، 

لیگر محفول لیبل درون يک میکروتیوپ دا هم متفو  شتز میکرو

ساعت در محیط  9مزت هدها  لا  اضافه شز و تما  قسمتو ده 

گراد قرار دادز شز. پتس درجه ساسگ  93و دما   مرطوت ،تاريک

 هتادقیقته( گستگرش 5، )سته دتار و هتر دتار PBSام شسگشو دا 

 93 اسکودتاتور دقیقته در 93متزت ه دت  converter – probeدتا

 (DABمحفول ها داگراد قرار گرفگنز. سرس گسگرشساسگ  درجه

 DAB     ،533 میکرولیگتتر(substrate(H2O2) + ، 5/4 

و دمتا   مرطوت ،دقیقه  در محیط تاريک 13مزتهد میکرولیگر(

 PBSگراد اسکوده شزسز. دودارز عمل شسگشو دتا درجه ساسگ  93

 و 35 ،53 ،15 هتا  الکتل ها توستطام سموسهددییر  اسجا  شز. 

شتفاف ستام  ت گرفتت. ( صتوردقیقته 5هر کزا  )درصز  933

چسباسزن توسط چسب اسگلان اسجتا  و  مايفن  ده وسیفهها سموسه

 9333×دا میکروسکوپ ستور  دتا دزرگنمتاي  . سرس، (93)شز 

هتا  دتا رستگ ستفولاسرر  شمارش شز.  133مشاهزز و تعزاد 

مثبت در سظتر TUNEL و  DNAا  تیرز دارا  شکسگی  قهوز

 دتزون رستگ کتم ا قهتوز و رستگ دتزون ها گرفگه شز و سفول

شتز )شتکل  گرفگه سظر در منف  TUNEL  و DNA شکسگی 

1 .) 

 

 

و  DNA دتزون شکستگی  ا  کم رستگدزون رسگ و قهوز ها : اسرر TUNEL  A. توسط تکنیک اسرر  اسساس  DNAشکسگی   ن : دررس  میزا1شکل 
TUNEL  و منفB ا  تیرز دارا  شکسگی  دا رسگ قهوز ها : اسررDNA  وTUNEL در سظر گرفگه شز مثبت. 

 

اسگفادز  SPSS 15سر  افرام  ها، امدادز درا  دسالیز :آنالیز آماری

قبل و دعتز  اسرر درا  مقايسه پارامگرها  T test - pair. ام شز

يتک طرفته دتا تستت تکمیفت   ANOVAام تست  وام شسگشو 

Tukey  شکستگی درا  مقايسته  DNA   هتا در ممتاناسترر 

جهتتت دررستت  دتتین ممتتان همچنتتین  متگفتت  استتگفادز شتتز. 

خطت    Pearsonدممتون ،استرر  DNA شکستتاسکوداسیون و 

دار  عنتوان مترم معنت دته >P 35/3مورد استگفادز قرارگرفتت. 

 ها در سظر گرفگه شز.دادز

 

 نتایج

ها  متگف  حرکگت ، مورفولتوژ  ا  دین طرحمقايسه 9جزول 

طبیع  و قادفیت حیات  اسرر  اسسان قبل و دعز ام و دمادز سام  

دهتز. سگتايج دیتاسیر دن را سشان مت  Direct swim-upده روش 

است که درصز حرکت پیشروسزز و حرکت سريع پیشروسزز دعز ام 

دار  طتور معنت دمادز سام  در مقايسه دا قبل ام دمادز سام  ده

(339/3P<)  که حرکات دهسگه و درجتا دعتز ام افزايش، در حال

دار  طتور معنت دمادز سام  سسبت ده قبل ام دمتادز ستام  دته

(339/3P<) ا  در کاهش يافت. دا اين وجود تغییر قادل ملاحظه
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حرکات دهسگه اسرر  دین اين دو گروز مشاهزز سشتز. عتلاوز دتر 

ها اين، مورفولوژ  طبیع  اسرر  و همچنین قادفیت حیات اسرر 

را دعز ام دمادز سام  در مقايسته   >339/3P)دار  افزايش معن 

 دا قبل ام دمادز سام  سشان داد.

استرر  دعتز ام  DNAافزايش معن  دار  در درصتز شکستگی  

استرر  دعتز ام  DNAاسکوداسیون مشاهزز شز. درصز شکسگی  

يک ساعت اسکوداسیون سسبت ده ممان صفر، همچنین دو ستاعت 

دار سسبت ده يک ساعت و سه ساعت سسبت دته دو ستاعت معنت 

 DNAدار  در درصز شکستگی  حال، افزايش معن سبود. دا اين

استترر  پتتس ام دو ستتاعت اسکوداستتیون سستتبت دتته ممتتان صتتفر 

(39/3P< و همچنین سه ساعت )سستبت دته ممتان  اسکوداستیون

 (. 9(  مشاهزز شز )سمودار >339/3P)صفر و يک ساعت 

سموسته  DNAهمچنین، يک رادطه معکوس دین میزان شکسگی  

ها، دا حرکت سريع، حرکت کنز، مورفولوژ  و يک رادطه مسگقیم 

هتا، دتا حرکتت درجتا و دت  سموسته DNAدین درصز شکسگی  

 (.1حرکت ديزز شز )جزول 
 

 Direct Swim-upمقايسه پارامگرها  اسررم  قبل و دعز ام دمادز سام  اسرر  ده روش : 9جزول 

 بعد از آماده سازی اسپرم قبل از آماده سازی اسپرم پارامترهای اسپرم

 *41/ 51±13/9 48/13±53/1 حرکت سريع پیشروسزز )%(

 *43/ 39±83/9 14/49±93/1 حرکت دهسگه پیشروسزز )%(

 * 14/4±35/3 96/5±33/3 حرکت درجا )%(

 * 51/5±53/3 89/11±69/9 د  حرکت )%(

 * 93/13±31/9 39/69±89/9 )%(حرکت پیشروسزز 

 * 99/31±59/1 33/41±93/9 )%( مورفولوژ  طبیع 

 * 933±333/3 11/81±65/9 قادفیت حیات )%(

 داشز.، حرکت پیشروسزز شامل حرکت سريع پیشروسزز + حرکت دهسگه م *p<3339/3اسحراف معیار ارائه شزز.  ±صورت میاسیین ها دهدادز
 

 

دا اسگفادز ام  Direct Swim-upروش ها  متگف  اسکوداسیون دعز ام دمادز سام  دهاسرر  اسسان در ممان  DNAسمودار: مقايسه میاسیین شکسگی  
دار  افزايش طور معن ده 35/3دعز ام دو ساعت سسبت ده ممان صفر دا در سظر گرفگن سطح معن  دار   DNAمیزان شکسگی  * TUNEL. تکنیک
دار  افزايش يافت. طور معن ده 35/3ممان صفر و يک ساعت دا در سظر گرفگن سطح معن  دار  دعز ام سه ساعت سسبت ده DNAشکسگی   **يافت. 
  شزز است. ارائه معیار اسحراف ± میاسیین صورت ده هادادز

 

 اسرر اسرر  اسسان دا ساير پارامگرها   DNA:رادطه میزان شکسگی  1جزول 

 حرکت آهسته حرکت سریع  
 متغیر ها

 مورفولوژی طبیعی حرکت پیشرونده
 بی حرکت حرکت درجا

336/3-r= 

3339/3> * 
313/3-r= 

993/3 

938/3r= 

111/3 

431/3r= 

3339/3> * 

994/3-r= 

339/3* 

936/3-r= 

3339/3> * 

P –value ،r :همبسگی  ضريب 
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 بحث

 و اسرر  تحرک میزان رفتم  اسگظار که هماسطور تحقیق اين در

 سسبت مسزز ها اسرر  همچنین و سالم مورفولوژ  دا ها اسرر 

 افتزايش Direct swim up روش دته اسرر  شسگشو  ام قبل ده

 استرر  DNA شزن قطعه قطعه میزان سیز و داشگنز چشمییر 

 ستام  دمتادز ام قبتل دته سسبت دار معن  طورده دپوپگوميس و

 داد. سشان افزايش Direct swim up  روش ده اسرر 

 پارامگرهتا  دهبود مورد در مشاده  سگايج ده سیز ديیر  محققین

 هتا اسرر  کهطور ده  يافگنز، دست Swim up روش در اسرر 

  مورفولتوژ سظتر ام هتم و تعتزاد سظتر ام هتم شتزز، دور  جمع

 درختوردار يیترد هتا ش رو دته سسبت دیشگر  میزان ام طبیع 

 و Swim up روش دو مقايسته دتا محققین ام دعض  .(99)دودسز 

Percoll Gradient تعتزاد اگرچته کته رستیزسز سگیجته ايتن ده 

 روش ام دیشتگر دار معنت  صتورتدته Percoll روش در اسرر 

Swim up روش در پیشتروسزز حرکتت درصز ول  است Swim 

up دتارور  قادفیت افزايش درا  روش اين همچنین. است دیشگر 

 کمگتر  دفتو  ام کته هتاي اسرر  حذف و درماس  ها سیکل در

 مناستب درستز،م  سر ده دساپفوئیز  مرحفه در يا و دودز درخوردار

 دتترا  متگففتت  هتتا روش کتته ايتتن رغتتمعفتت . (91)داشتتز متت 

 روش دتتر همچنتتان دستتیار  امتتا دارد، وجتتود استترر  جزاستتام 

 دترا  را دن و داشتگه تاکیتز ستیمن مايع Swim up و شسگشو

 مناستب پیشتروسزز، و دیشتگر حرکتت دا ها   اسرر ده دسگیاد 

 میتزان استرر ، اصتف   پارامگرهتا ام ديیتر . يک (99)داسنز م 

 دتارور  در ا کننزز تعیین سقش که است دن طبیع  مورفولوژ 

 ام دیشتگر  میتزان دگتوان روشت  اسجتا  طت  اگر لذا. دارد افراد

 سیتز دارور  میزان مسفما سمود، دور  جمع را طبیع  ها اسرر 

 دودتار و دار يک تاثیر مقايسه ده Younglai. يافت خواهز افزايش

 و پرداخت اسرر  سر مورفولوژ  در Swim up روش در شسگشو

 Swim up روش در شسگشو دار دو که يافت دست سگیجه اين ده

 دار  و طبیعت  شتکل دارا  کته هتاي استرر  تتا شودم  داعث

 جتزا هاي اسرر  يا و شوسز هسگنز جزا دهگر  دکروموم  واکنش

 هیرواستماتیک محتیط مقادتل در دیشتگر  تواستاي  ام کته شوسز

 Swim up روش در کته داورستز ايتن دتر سیز ا درخوردارسز. عزز

 کاهش دار معن  صورت ده سیز DNA شزن قطعه قطعه  میزان

 میتزان کاهش که است دن مويز تحقیق اين سگیجه. (94)يادز م 

 افتزايش داعتث تواستزمت  اسرر  DNA شزن قطعه قطعه میزان

 و( ART) دتارور  کمتک هتا روش در جنتین تشتکیل و لقاح

 ام دعض . شود مسزز سوماد تولز و حامفی  میزان افزايش همچنین

 کمتک شايز Swim up روش اگر چه که دهزم  سشان مطالعات

 ايتن در استت ممکن حگ  و سنمايز طبیع  ها سموسه ده چنزاس 

 عمتل دن ام دهگتر Percoll Gradient مثتل هاي روش خصوص

 دسگنواستررم   اولییواسررم ، ها سموسه در روش اين ول  سمايز

 تتا گترددم  داعث و دادز سشان را خود کاملا تاثیر تراتواسررم  و

 سگتايج ام سادارور  درمان و شوسز جزا دیشگر  طبیع  ها اسرر 

 محققتین ام دعضت  دلیل، همین . ده(95)داشز  درخوردار دهگر 

 معگقزستز و دادز پیشنهاد را Swim up double washing اسجا 

 در دايتز هتا استرر  که IVF  اسجا  درا  متصوصا روش اين که

 پذيرد اسجا  لقاح اسکوداتور محیط در و گرفگه قرار اووسیت اطراف

داشتت  خواهتز دسبتالدته را دهگتر  سگايج و دودز مناسب دسیار ؛

 سیز IUI اسجا  درا  اسرر  سام  دمادز روش در ايزز . همین(96)

 تتک Swim up روش منگهتا دتودز، متوثر دستیار و داشگه وجود

  .(93)است  دودز ترهزينه کم و تردسان ا مرحفه

درجته  93اسکوداسیون اسرر  دمادز شزز و شسگه شزز در دمتا  

( ARTها  کمتک دتارور  )گراد درا  اسگفادز در تکنیکساسگ 

امر  معمول است که در مراکز سادارور  صورت م  گیرد. دررس  

هتاي  استت کته تاثیر اسکوداسیون دممايشیاه  اسرر  ام پتژوهش

  اخیر قرار گرفگه استت. تحقیقتات مورد توجه محققین در دهه

رر  دتر رو  پارامگرهتا  استرر  اولیه در مورد اثر اسکوداسیون اس

سظیر تحرک، قادفیت حیات و مورفولوژ  دودز است. دتا مشتت  

استرر  در دتارور  و  DNAشزن سقش مهم ستلامت و کیفیتت 

هتتا  هتتا  کمتتک دتتارور ، دستتیار  ام گتتروزموفقیتتت تکنیتتک

تحقیقات  تتلاش هتا  ميتاد  دترا  پیتزا کتردن ارتبتا  دتین 

هتا  استرر  دتا متزت ستفول اسکوداسیون کوتاز مزت و طتولاس 

. در ايتن (13-98, 3)استرر  اسجتا  دادز استز  DNAيکرارچی  

هتا  متگفت  دتر ن اثر ممتانمطالعه دينزز سیر سع  در پیزا کرد

ستفول  DNAو شکستگی   DNAرو  میزان قطعه قطعه شزن 

در اثتر  Direct swim-upها  اسرر  سرمال دمادز شزز ده روش 

گراد داشگیم، کته دررست  درجه ساسگ  93اسکوداسیون در  دما  

 TUNELوستتیفه تکنیتتک استترر  دتته DNAمیتتزان شکستتگی  

ن داد که دعز ام گذشتت دو صورت گرفت. سگیجه اين مطالعه سشا

گتراد میتزان درجه ساسگ  93ساعت اسکوداسیون اسرر  در دما  

میتزان قادتل تتوجه  افتزايش پیتزا اسرر  دته DNAشکسگی  

( اثتر اسکوداستیون 98و همکتاران ) Matsuuraتتامگ  کنز. دهم 

را  2COو دا  2COگراد دزون درجه ساسگ  93اسرر  در اسکوداتور 

استرر  دررست  کردستز.  DNAدر رو  میزان قطعه قطعه شتزن 



 ارانو همک علی نبی                                                                           اسپرم انسان بعد از دو ساعت انکوباسیون DNAافزایش شکستگی 

 493                                                                                                              3129 زمستان، 4، شماره 4جلد ، پژوهشي( -)علمي مجله سلول و بافت

ستاعت میتزان  14ستاعت و  9ها دريافگنز که پس ام گذشت دن

دار سستبت دته  2COاسرر  در اسکوداتور  DNAقطعه قطعه شزن 

دار  دتتالا دتتود. همچنتتین میتتزان صتتورت معنتت دتته 2COدتتزون 

ت ده گراد سسبدرجه ساسگ  93اسرر  در دما   DNAشکسگی  

هتا ام روش دار  افتزايش يافتت. دنصتورت معنت دما  اتاق دته

Sperm chromatin structure assay  دتترا  دررستت  میتتزان

و همکتاران  Dalzellاستگفادز کردستز.  DNAقطعه قطعه شزن 

دعز ام  TESEاسرر  حاصل ام عمل  DNAسشان دادسز که  (19)

گتراد دچتار درجته ستاسگ  93ستاعت اسکوداستیون در  4گذشت 

 دسیب م  شود. 

Hammadeh  سشان دادسز که اسکوداسیون اسرر   (11)و همکاران

گراد دامشزگ  و خارج شتزن ام حالتت درجه ساسگ  93در دما  

دهتز. فشردز هسگه اسرر  هنیا  لقاح دا تتمتک را کتاهش مت 

اهزز کردسز که دعز ام دو ساعت اسکوداسیون، میزان عز  ها مشدن

درصتز  88درصز ده  15  اسرر  ام حالت فشردز ام خروج هسگه

و  Fernandezکنز. در يک مطالعته کته توستط افزايش پیزا م 

استرر   DNAدر مورد پوياي  قطعه قطعه شتزن  (19)همکاران 

اسب سر اسجا  شزز سشان دادسزکه دیشگرين میزان دسیب کته دته 

DNA  ساعت اسکوداستیون  6اسرر  وارد شزز ممان ها  دیش ام

داشز. در اين تحقیتق ام  گراد مدرجه ساسگ  93اسرر  در دما  

دترا  دررست  میتزان  Sperm Chromatin Dispersionتست 

اسرر  اسگفادز شزز دود. همچنتین اثتر  DNAقطعه قطعه شزن 

گراد درجه ساسگ  93مضر ديیر  که اسکوداسیون اسرر  در دما  

کته  گذارد تغییرات مورفولوژيک  سر اسرر  استترو  اسرر  م 

دهتز و داعتث کتاهش را تحت تاثیر قرار م میزان دارور  اسرر  

دسز سشان دا (14)و همکاران  Peerشود. میزان دارور  اسرر  م 

هتا  دارا  واکوئتل دعتز ام دو ستاعت استرر  DNAکه میتزان 

 19سستبت دته دمتا   گرادساسگ  درجه 93اسکوداسیون در دما  

 کنز.دار  افزايش پیزا م میزان معن گراد دهدرجه ساسگ 

ها  ديیر دست دورديم دا يافگههاي  که ما در اين مطالعه دهيافگه

استرر  پتس ام دمتادز  DNAمحققان در مورد قطعه قطعه شزن 

. (91-98)مشتتاده استتت  Direct swim-upشتتزن دتته روش 

Zhang ( سشتان دادستز کته قطعته قطعته شتزن 13و همکاران )

DNA  93ساعت اسکوداستیون در دمتا   4اسرر  اسساس  پس ام 

ها هتیچ تفتاوت که دنيادز، در حال گراد افزايش م درجه ساسگ 

 93داسیون استرر  در دمتا  دار  را پس ام دو ساعت اسکومعن 

گراد مشاهزز سکردسز. ممکن است عفل احگمال  اين درجه ساسگ 

و همکاران  Zhangخاطر روش دمادز سام  اسرر  داشز. سگايج ده

که ما دمادز کردسز در حال  Indirect swim-upروش اسرر  را ده

دمادز ستام  و شسگشتو  استرر  را  Direct swim-upروش ده

يم و همچنین محیط کشگ  کته دترا  دمتادز ستام  و اسجا  داد

و همکتتاران استتگفادز کردستتز دتتا  Zhangسیهتتزار  استترر  کتته 

 Ham'sهتا ام محتیط طور  که دن  ما مگفاوت است دهمطالعه

F10  همراز داG-IVF  که متا ام اسگفادز کردسز در حالHam's 

F10  درصتز استگفادز کترديم. يکت  ديیتر ام  5ده همراز دلبومن

  اسکوداسیون اسرر  دودز است هاي  که وجود داشگه سحوزتفاوت

 5دار  2COو همکتتاران، استترر  را در اسکوداستتیون  Zhangکتته 

که ما گراد اسکوده کردسز در حال درجه ساسگ  93درصز در دما  

درجتته  93دمتتا  در  2COاستترر  را در اسکوداستتیون دتتزون 

 گراد اسکوده کرديم.ساسگ 

هتا ( استت. دن3و همکاران ) Calameraسگايج ما در خلاف سگايج 

ارمياد  اثر گذشت ممان )دلافاصفه پس ام شسگشتو  استرر  دته 

ستتاعت( دتتر رو  پارامگرهتتا  استترر  و  43تتتا  Swim-upروش 

دار  اسجا  دادسز و دريافگنز که تفتاوت معنت  DNAيکرارچی  

ها  متگف  اسکوداستیون دتر رو  قطعته قطعته شتزن ن مماندی

DNA هتا  احگمتال  مردتو  اسرر  وجود سزارد. يکت  ام عفتت

است  DNAروش مورد اسگفادز درا  ارمياد  قطعه قطعه شزن ده

ها ام روش دکريتزين اورستژ که مورد اسگفادز قرار گرفگه است. دن

(AO  درا  دررس  يکرارچی )DNA گفادز قترار اسرر  مورد است

دترا   TUNELکته متا در ايتن تحقیتق ام روش دادسز. در حال 

ها  اسرر  اسگفادز کرديم. روش DNAدررس  قطعه قطعه شزن 

هتا  دررستت  دستتیب ديیتتر روش و TUNELدکريتزين اورستتژ و 

DNA ها  مگغیر وادسگه ده فرد هسگننز يعن  ممکن است روش

 ر داشز.سگايج ام فرد  ده فرد ديیر تا حزود  مگغی

Yavas   اثر ممان اسکوداسیون اسرر  را در دما   (15)و همکاران

( و سگايج IUI)گراد در تفقیح خارج رحم  اسرر  درجه ساسگ  93

ها سشان دادسز کته اگتر استرر  دمتادز حامفی  دررس  کردسز. دن

گراد درجه ساسگ  93دقیقه در دما   63دیش ام  IUIشزز درا  

مت  شتود.  IUIاسکوده شود داعث کاهش میزان حامفی  ده روش 

دهز که يک  ام عفل کاهش میزان حامفی  سگايج ما هم سشان م 

تواسز در اثر ممان طولاس  اسکوداسیون اسرر  و تولز فرمسز مسزز م 

اسرر  اثر  DNAگراد داشز که در رو  درجه ساسگ  93در دما  

 گذارد.م 

Lachaud  ده اين سگیجه رسیزسز که اسکوداسیون (16)و همکاران 
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هیچ تاثیر  دررو  پارامگرها  استرر   اسرر  پس ام چهار ساعت

سزارد. دن ها دیان کردسز اسکوداسیون طتولاس   DNAو شکسگی  

گتتراد داعتتث سکتتروم درجتته ستتاسگ  93متتزت استترر  در دمتتا  

سمت  شتود.  DNAشود و داعث شکستگی  ها  اسرر  م سفول

صورت طبیع  ام فرد گرفگه ها معگقزسز که اسرر  سرمال  که دهدن

کنز. يکت  ام عفتل را ط  سم  DNAشزز داشز مسیر شکسگی  

اسرر  ممکن است دته ختاطر استگرس اکستیزاتیو  DNAدسیب 

هتا  داشز. سشان دادز شزز است که اسگرس اکسیزاتیو، راديکتال

فعال اکسیژن  را ط  اسکوداستیون دممايشتیاه  استرر  افتزايش 

هتا  فعتال رر  سستبت دته راديکتالهتا  است(. سفول3دهز )م 

اکسیژن حساس و دسیب پذير هسگنز. کته حساستیت و دستیب 

پذير  ده دلايل متگفف  ام قبیل حضور اسیز چرت غیتر اشتباع 

دالا در غشا  استرر  و عتز  وجتود دسگت  اکستیزاست کتاف  در 

ها  اسرر  ختود تولیتز سیگوپلاسم اسرر  است. همچنین سفول

یژن متت  کننتتز. دیشتتگرين میتتزان هتتا  فعتتال اکستتراديکتتال

ساعت اسکوداستیون استرر   14ها  فعال اکسیژن پس ام راديکال

ها  طولاس  متزت سقتش (. پس در اسکوداسیون3شود )تولیز م 

يک عفت غیتر قادتل  DNAها  فعال اکسیژن در دسیب راديکال

 DNAرسز. محققین ديیتر قطعته قطعته شتزن سظر م اسکار ده

ستاعت  4کوداسیون دممايشیاه  اسرر  دعتز ام اسرر  را پس ام اس

هتا دترا  مهتار کتردن فعالیتت (. دن5مورد دررس  قرار دادستز )

( اسگفادز کردسز و ATAا  اسزوسوکفئام )اسزوسوکفئام ام مهارکننزز

درجتته  93ستتاعت در دمتتا   14و  4استترر  را دتترا  متتزت 

زز هتا سشتان دادستز کته مهتار کننتگراد اسکوده کردستز. دنساسگ 

( هتیچ تتاثیر  دتر رو  قطعته قطعته شتزن ATAاسزوسوکفئام )

DNA تتوان ها  متگف  اسکوداسیون سزاشت. مت اسرر  در ممان

گفت که اسگرس اکسزاتیو و تولیز راديکال فعال اکسیژن توستط 

مطترح  DNAعنوان يک عفت احگمال  درا  دسیب دته اسرر  ده

سیز يکت  ام است. سیهزار  طولاس  مزت اسرر  در محیط کشت 

داشز. اسکوداسیون طولاس  م  DNAعفت ها  محگمل دسیب ده 

مزت اسررم  که در محیط کشت ستادز کته فاقتز متواد مغتذ  

ام ستو  ديیتر  اسرر  م  شتود. DNAاست سیز داعث دسیب ده 

و همکاران  Bungumدست دمزز مشاده دا کار  است که سگايج ده

کته پتس ام گذشتت دو هتا گتزارش دادستز ( اسجا  دادسز. دن13)

روش شتیب غفظتت در ساعت اسکوداسیون اسرر  دمادز شتزز دته

 DNAگتراد میتزان قطعته قطعته شتزن درجه ساسگ  93دما  

دار  سسبت ده اسکوده کردن اسرر  در دما  میزان معن اسرر  ده

 يادز.گراد( افزايش م درجه ساسگ  19-14اتاق )

 نتیجه گیری

 93اسکوداسیون اسرر  طبیع  اسسان در دما  دهگرين ممان درا  

دمادز شزز درا   Direct swim-upروش گراد که دهدرجه ساسگ 

هتا  کمتک دتارور  در محتزودز ممتاس  دو اسگفادز در تکنینک

 داشز.ساعت م 
 

 تشكر و قدردانی 

خاطر حمايگشتان و ام مزيريت پژوهشکزز عفو  تولیز مثل يزد ده

اسم سارز عاشورمادز در اسجا  اين پتژوهش ها  سرکار خراهنماي 

 شود.تشکر و قزراس  م 
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Abstract 

Aim: The main goal was to evaluate the impact of different incubation time intervals on human sperm 

DNA status using terminal deoxyribonucleotidyl transferase–mediated dUTP nick-end labeling 

(TUNEL) test. 

Material and methods: This prospective study involved 21 normozoospermic specimens. After direct 

swim-up, sperm cells were incubated at 37°C and DNA damage was evaluated at different time 

intervals (0, 1, 2 and 3 h).  After slide fixation with methanol 100% for 4 minutes and rinse in 

phosphate-buffered solution (PBS), TUNEL was added to each slide and incubated for 60 minute in 

dark. Eosin-Nigrosin and Papanicolaou staining protocols were applied in order to assess sperm 

viability and morphology, respectively. 

Results: Sperm viability and normal morphology was improved after sperm processing (100%, 72.3% 

respectively, p<0.0001). The rate of DNA damage was significantly higher after 2h compared to 0h 

(9.19±0.8% Vs 4.9±0.9%, respectively, p=0.008). Also there was significant difference in abnormal 

sperm DNA between 3h and 1h (10.95±0.7% Vs 7.1±1%, respectively, p=0.020). 

Conclusion: Incubation of prepared normozoospermic samples at 37°C more than 2 h may be 

associated with sperm DNA fragmentation. Therefore, it seems that incubation of human spermatozoa 

at 37°C should be limited up to 2h prior to use in ART clinics.  
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