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Abstract 

One of the main spermatogenesis events is the replacement of histones with small proteins called protamines, which leads to 

chromatin's condensation in the sperm nucleus and protects it against possible damage. Today, tests such as aniline blue 

(AB), toluidine blue (TB), and chromomycin A3 (CMA3) staining are used based on different characteristics to evaluate 

sperm chromatin compaction. For the assessment of DNA fragmentation in sperm, several tests such as 8-hydroxy-2-

deoxyguanosine (8-OHdG), TUNEL, Comet, sperm chromatin structure assay (SCSA), sperm chromatic dispersion (SCD), 

and acridine orange have been introduced that directly and indirectly assay DNA damage. The articles in PubMed and 

Google Scholar, as well as related books, from 2007 to 2022, were collected and reviewed based on keywords 8-OHdG, 

TUNEL, Comet, SCD, and acridine orange. So far, many studies have been conducted at the treatment level and on sperm 

chromatin tests, but the number of cases published so far is limited. Various sperm samples have been used in different 

studies, with different threshold limits in the tests. The sixth edition of the World Health Organization (WHO) book notes 

that each laboratory has its threshold limit. Therefore, in this review study, common methods of evaluating chromatin 

packaging and DNA damage are introduced, and the advantages and disadvantages of each test are discussed based on the 

latest achievements related to infertility. 

Keywords: Male Infertility, Spermatozoa, DNA Fragmentation, Aniline Blue, 8-Hydroxy-2'-Deoxyguanosine, 

Chromomycin A3, TUNEL, Comet Assay 

 
*Corresponding Author: Marziyeh Tavalaee (Ph.D), E-mail: m.tavalaee@royan-rc.ac.ir and tavalaee.royan@gmail.com 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Cite this article as: Nikoozar B, Kazemi N, Kiani-Esfahani A, Nasr-Esfahani MH, Tavalaee M. 

[Sperm Chromatin Evaluation Methods in Infertility]. J Gorgan Univ Med Sci. 2023; 25(3): 1-9. 

[Article in Persian] 

Received 15 Nov 2022 

Final Revised 25 Feb 2023 

Accepted 1 Mar 2023 

Published Online 7 Nov 2023 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68007248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68013094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68053938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/67017006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/2030930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/?term=Chromomycin+A3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/?term=TUNEL
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68020552
https://orcid.org/0000-0002-7465-7158
https://scholar.google.com/citations?user=OBjb1aQAAAAJ&hl=en
https://orcid.org/0000-0001-5952-5651
https://scholar.google.com/citations?view_op=list_works&hl=en&hl=en&user=zgQEAngAAAAJ&citft=1&email_for_op=negiinkazemii76@gmail.com
https://orcid.org/0000-0003-1457-8404
https://scholar.google.com/citations?user=U8KVRz8AAAAJ&hl=en&oi=ao
https://orcid.org/0000-0003-1983-3435
https://scholar.google.com/citations?user=s-_kOUcAAAAJ&hl=en
https://orcid.org/0000-0001-9954-964X
https://scholar.google.com/citations?user=CiFS3TEAAAAJ&hl=en


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Article ID: Vol25-27 9الي  1ت صفحا

 

 ناباروري در اسپرم كروماتين ارزيابي هايروش
    3اصفهاني كياني عباس ،   2كاظمي نگين ،  1نيکوزر بهاره

   5*تولائي مرضيهدكتر  ،  4نصراصفهاني محمدحسيندكتر 
 .رانیا اصفهان، ،یجانور یفناور تسیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورف تسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه کارشناس ارشد بیوتکنولوژی میکروبی، 1

کارشناس ارشد ایمنی  3 .رانیا اصفهان، ،یجانور یفناور تسیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورف تسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه کارشناس ژنتیک، 2

 ان،یرو پژوهشگاه استاد، 4 .رانیا اصفهان، ،یجانور یفناور تسیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورف تسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه شناسی پزشکی،

 جهاد یناورف تسیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه دانشیار، 5 .رانیا اصفهان، ،یجانور یفناور تسیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد یناورف تسیز پژوهشکده

 .رانیا اصفهان، ،یجانور یفناور تسیز گروه مثل، دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه
 

 دهيچک

 در کروماتین تراکم منجربه پدیده این .است «پروتامین» نام به کوچکی هایپروتئین با هاهیستون جایگزینی اسپرمیوژنز اصلی رخدادهای از یکی
 و (TB) بلوتولویدین (،AB) بلوآنیلین آمیزیرنگ مانند هاییتست امروزه .شودمی احتمالی هایآسیب برابر در آن از محافظت و اسپرم هسته
 قطعه قطعه ارزیابی برای .شودمی استفاده اسپرم کروماتین تراکم ارزیابی برای مختلف هایویژگی اساسبر A3 (CMA3) کرومایسین آمیزیرنگ
 و TUNEL ، Comet ، SCSA ، SCD ،(OHdG-8) گوانوزین دئوکسی-2-هیدروکسی-8 نظیر تست چندین اسپرم، در DNA شدن

 Acridine orange آسیب غیرمستقیم و مستقیم طوربه که است شده معرفی DNA در محققان توسط شده منتشر یهامقاله .دنکنمی ارزیابی را 
 ، OHdG ، TUNEL، Comet ، SCSA-8 یهاواژه دیکل اساس بر 2022 تا 2002 سال از مرتبط کتب نیز و Google scholar و Pubmed یهاگاهیپا

SCD وAcridine orange  هایتست روی بر تحقیقات و درمان سطح در متعددی مقالات حالبه تا ند.گرفت قرار یبررس مورد و یآورجمع 
 اسپرمی متفاوت هاینمونه از گوناگون مطالعات در همچنین و بوده کم تاکنون شده بررسی موارد تعداد اما است؛ شده انجام اسپرم کروماتین

 هر که است شده پرداخته موضوع این به WHO کتاب ششم ویرایش در است. بوده متفاوت مختلف، هایتست در آستانه حد و شده استفاده
 و شده معرفی DNA آسیب و کروماتین بندیبسته ارزیابی رایج هایروش مروری، مقاله این در لذا دارد. را خود مشخص آستانه حد آزمایشگاه

 گیرد.می قرار بررسی و بحث مورد ناباروری زمینه در دستاوردها آخرین اساس بر هاتست این از یک هر معایب و مزایا

 ، گوانین دئوکسی -2 هیدروکسی -8 ، بلوآنیلین ، DNA شدن قطعه قطعه ، کروماتین تراکم ، اسپرم ، مردان ناباروری :يديكل يهاواژه
 A3 ، TUNEL ، Comet Assayکرومومایسین

 

 tavalaee.royan@gmail.com و m.tavalaee@royan-rc.ac.ir یکیالکترون پست ، تولائی مرضیه دکتر مسؤول: سندهينو *
 2165105۹ نمابر ،635-21651059 تلفن ،یدانشگاه جهاد یناورف تسیز پژوهشکده ،انیرو پژوهشگاه ،یانرو یابانخ یانتها سلمان، یابانخ خوراسگان، اصفهان، :نشانی

 50/5/5269 انتشار 56/59/5265 پذيرش 0/59/5265 اصلاح نهايی 92/5/5265 وصول

 

 مقدمه
 و دارند قرار ناباروری ریتاث تحت بسیاری مردان جهان سرتاسر در

 .شودمی دیده هازوج از درصد 02 حدود در مردانه عامل با ینابارور
 اوقات از یاریبس و باشد چندعاملی اندتومی مردان ینابارور دلیل
 که هستند یافتهتخصص هایسلول ها،اسپرم است. ناشناخته علت

 از است. تخمک به پدری ژنوم ایمن انتقال آنها اصلی هدف
 هایپروتئین با هاهیستون جایگزینی اسپرمیوژنز اصلی هاینشانه

 تا است اسپرم هسته کروماتین تراکم برای «پروتامین» نام به کوچکی
DNA هایسلول به منحصر هاپروتامین 1-6.کند محافظت آسیب از را 
 آرژنین و سیستئین آمینه اسیدهای بودن دارا علت به و هستند اسپرم

 به آنها قوی اتصال موجب دلیل همین به و بوده مثبت بار دارای
 ایجاد با هاسیستئین 4و0و1.دنشومی DNA فسفات منفی هایگروه

 تراکم منجربه هاپروتامین درون و بین سولفیدی دی هایپل
 برای که شودمی اسپرم بلوغ موجب امر این ند.شومی کروماتین

 7و3و1.است حیاتی امری تخمک با طبیعی لقاح فرآیند و باروری
 هنگامی :اسپرم DNA و كروماتين ساختار به رسان آسيب عوامل

 قطعه قطعه DNA دارای انزال یک در هااسپرم درصد 02 از بیش که
 قطعه قطعه میزان 8.شودمی ناباروری به منجر لاًاحتما ؛باشند شده
 به اندتومی ،DNA (Sperm DNA Fragmentation: SDF) شدن
 آپوپتوز، اکسیداتیو، استرس واریکوسل، شامل اصلی عوامل دلیل
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 ،کروماتین بندیبسته در نقص ،DNA یهارشته شکستگی ترمیم عدم
 در تغییر سن، مانند خارجی عوامل علت به نیز و پروتامین کمبود
 هازنوبیوتیک معرض در گرفتن قرار ها،عفونت زندگی، سبک

)xenobiotic( 9و2و4.باشد متغیر مختلف افراد در سموم و 
 که دندهمی نشان اخیر مطالعات: اسپرم در DNA آسيب پيامدهاي

 رشد کاهش جنین، سقط لقاح، در اختلال ناباروری، با SDF افزایش
 توضیح غیرقابل مادرزادی نقص گزینی،لانه میزان جنین، کیفیت و

 گروه دو بین 9و1-2.است مرتبط کودکی کارسینومای مثل فرزندان
 تراکم هایآزمایش الف:) کروماتین سلامت آزمایشات اصلی

 وجود بسیاری تفاوت( DNA آسیب هایآزمایش ب: کروماتین،
 به مربوط هایآزمایش شد. خواهد اشاره آنها به ادامه در که دارد

 تولوئیدین (،AB) بلو آنیلین آمیزیرنگ جمله از کروماتین، تراکم
 تراکم و بندیبسته کیفیت ،A3 (CMA3) کرومایسین و (TB) بلو

DNA ارزیابی هاپروتامین توسط هاهیستون جایگزینی دلیل به را 
 را DNA آسیب اًمستقیم DNA آسیب هایآزمایش .کندمی

 هایآزمایش 1.ندشومی تقسیم گروه دو به و ندکنمی گیریاندازه
 دئوکسی-0-هیدروکسی-8ش آزمای مانند DNA آسیب گیریاندازه

 شرایط تحت Comet و TUNEL سنجش ،(OHdG-8) گوانوزین
pH آسیب خنثی( DNA رشته دو)که هستند هاییآزمایش 0ای 

 از .ندکنمی گیریاندازه ( راثانویه هاینشانه) DNA آسیب پتانسیل
، SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)به  انتومی آنها جمله

SCD (Sperm Chromatin Dispersion) و Comet شرایط تحت 
pH آسیب قلیایی( DNA رشته دو و ایرشته تک)با 3.نمود اشاره ای 

 شناخت باروری، و لقاح طی اسپرم کروماتین سلامت اهمیت به توجه
 کروماتین تراکم بررسی نحوه و ساختار این به رسانآسیب عوامل
 بررسی هایروش مقاله این در لذا دارد. سزاییه ب اهمیت اسپرم

 یم.کنمی مرور را اسپرم DNA هایآسیب

 بررسي روش
 کلیدمقالات اصلی با  Google Scholarو  Pubmedهای از پایگاه

 Acridine orange، aniline blue، CMA3، toluidine هایواژه

blue ، Comet ، SCSA، TUNEL، SCD و 
8-hydroxy, 2-deoxyguanosine هایتست بررسی با رابطه در 

 0210 سال از مروری مقالات وجستجو شدند  اسپرم عملکردی
 کروماتین سلامت بررسی هایروش به کهمیلادی  0200لغایت 

بودند؛ وارد مطالعه شدند. همچنین  شده پرداخته اسپرم DNA و اسپرم
 سازمان کتاب 0201 نسخه و المللیبین کتب بروز اطلاعات از

تعداد  نهایت در شد. استفاده اسپرم آنالیز با رابطه در جهانی بهداشت
 .(یک نمودار) شدند مطالعه وارد و انتخاب مرتبط منبع 31

 كروماتين تراكم هايآزمايش الف:
 را اسپرم هسته بلوغ بلو آنیلین: (Aniline blue) بلو آنيلين آميزيرنگ

 به اتصال به زیادی میل که است اسیدی رنگ یک و کندمی ارزیابی
 رنگ 12.دارد نابالغ اسپرم هسته در لیزین از غنی هایهیستون

 اسپرم پروتامین در موجود سیستئین و آرژنین به اندتومین بلوآنیلین
 تفاوت پروتامین و هیستون بین آزمایش این پس؛ شود متصل بالغ

 وجود دهندهنشان +AB تست این نتایج گزارش در 11.کندمی ایجاد
 تراکم طبیعی بلوغ دهندهنشان -AB و کروماتین در اضافی هیستون

 آمیزیرنگ در آستانه حد مقدار 6و3و1(.یک شکل) است کروتامین
AB بلوغ برای درصد 0/87 خوب کیفیت با اسپرم کروماتین برای 

 به آنها خوانش که هاییتست برای 1.است شده ارزیابی کروماتین
 هر برای سلول بیشتری تعداد شمارش با است؛ میکروسکوپ کمک
 است. تردقیق ارزیابی نتیجه و دقت نمونه،

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 به آزمایش این آنالیز برای و بوده قیمت ارزان و ساده :مزايا
 است. نیاز روشن میدان ساده میکروسکوپ

 دشوار اسپرمی آگلوتیناسیون دارای هاینمونه شمارش معايب:
 بودن ناهمگن امکان 10.است وابسته کار متصدی به شمارش بوده،
 فلوسایتومتری روش با مقایسه در 6و3و1.دارد وجود ملا آمیزیرنگ
 3.ندشومی بررسی هااسپرم از کمی تعداد

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AB+ 

AB
-
 

 آمیزی آنیلین بلورنگ:  1ل شک
AB+ ،وجود هیستون اضافی در کروماتین :AB- اسپرم: بلوغ طبیعی تراکم کروتامین 

 100xدرشت نمايی 

 Google Scholarو  Pubmed: اطلاعاتی هایبانک از منابع جستجوی

،   Acridine orange ،aniline blue ،CMA3، toluidine blue  ،Comet: استفاده مورد هایواژهکلید
SCSA ،TUNEL ،SCD  8و-hydroxy, 2-deoxyguanosine 

 9699 لغایت 9659 سال از هدف مورد منابع مطالعه

 9659موارد عدم ورود به مطالعه: مطالعات حیوانی و مطالعات قبل از سال 

 منبع 35 مطالعه: مورد منابع نهایی تعداد

 : نحوه انتخاب منابع 1نمودار 
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 برای بلو تولوئیدین :(Toluidine Blue) بلو تولوئيدين آميزي رنگ
 از و شودمی استفاده اسپرم هسته کروماتین تراکم و کیفیت تشخیص

 در حتی و کندمی عمل DNA فسفات هایگروه به اتصال طریق
 آزاد فسفات هایگروه به اندتومی DNAه ب زیاد آسیب صورت

DNA سلامت حدودی تا و شود متصل DNA روش این با هم را 
 بندیبسته خوبی به DNAر اگ شرایط این در 4.داد تشخیص انتومی

 و یابد نفوذ DNAبه  اندتومین بلو تولوئیدین ؛باشد شده متراکم و
 که است حالی در این .شودمی دیده روشن آبی اسپرم و شود متصل

 باقیمانده به بلو تولوئیدین ؛باشد نشده بندیبسته خوبی به DNA اگر
 ظاهر ارغوانی تا تیره آبی رنگ به اسپرم و شده متصل فسفات

 حدوداً انتومی نوری، میکروسکوپ کمک با 13.(0 شکل) شودمی
 شمارشرا  اسلاید هر مختلف مناطق در اسپرم 222 تا 022 بین

 14.کرد
 سلامت با رابطه در و بوده قیمت ارزان و سریع ساده، مزايا:

 دهد.می هیارا بهتری اطلاعات اسپرم کروماتین
 از کمی تعداد 3.است وابسته کار متصدی به شمارش معايب:

 4و3.گرددمی بررسی فلوسایتومتری روش با مقایسه در هااسپرم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 روش این: A3 (Chromomycin A3: CMA3) كرومايسين آميزيرنگ
 که است اسپرم کروماتین بندیبسته بررسی برای قوی ابزار یک

 و تجزیه .کندمی پذیرامکان را پروتامین کمبود مستقیم غیر مشاهده
 فلوسیتومتری یا میکروسکوپی صورت به انتومی را CMA3 تحلیل

 کوچک شیار به اتصال برای فلوئورسنت رنگ این 12.کرد ارزیابی
DNA به رنگ این اتصال هنگام 16د.کنمی رقابت پروتامین با DNA، 

 نانومتر 272 و 442 ترتیب به انتشار و تحریک موج طول حداکثر
 فلورسانس میکروسکوپ با رنگ الگوی نوع دو نتیجه در که است

 و کروماتین طبیعی غیر بندیبسته روشن زرد .شودمی مشخص
 بندیبسته ضعیف زرد و DNA (CMA3+) ناکافی پروتامیناسیون

 مقدار 7و3.(3 شکل) دهدمی نشان را (CMA3-) کروماتین نرمال

 به دستیابی بینیپیش به قادر +CMA3 اسپرم درصد 2/19 حدآستانه
 7.است خوب جنین کیفیت
 است. آسان و ساده مزايا:

 در سلول شمارش .دارد فلوئورسانس میکروسکوپ به نیاز معايب:
 تعداد شمارش 10.است دشوار فلورسنت زمینه با اسپرم تجمع صورت

 به وابسته 3ارد.د محدودیت فلوسایتومتری روش به نسبت هااسپرم
 مختلف، هایهآزمایشگا بین روش این استانداردسازی است و اپراتور

 7.است متفاوت
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 اسپرم DNA سلامت ارزيابي هايتست ب:
Comet : شکسته هایرشته ارزیابی برای روش این از DNA اسپرم 

 گفته هم سلولیتک ژل الکتروفورز آن به که شودمی استفاده
 شده شکسته هایرشته اندازه و بار براساس جداسازی و شودمی

DNA هایرشته قلیایی، الکتروفورتیک میدان یک در 17.است DNA 
 DNA هایرشته و ندکنمی مهاجرت کاتد سمت به باردار شکسته

 هایاسپرم 18.گذارندمی سر پشت را شکستگی بدون و بار بدون
 صورته ب میکروسکوپ زیر در ،DNA آسیب دارای و غیرطبیعی

 «داردنباله دم» و دنشومی دیده (اسپرم )سر کوچک سبز نقاط
 در برعکس، .کندمی تابش تریپراکنده و بزرگ لکه صورتبه

 فشرده صورتبه  اسپرم سر در کروماتین ،DNA سلامت با هااسپرم
 که این یا و شودمی دیده ییجز بسیار صورته ب داردم هاله و هبود

 آستانه مطالعه چندین 19و10.(4 شکل) شودمین مشاهده اصلاً
 استفاده با اند.کرده زارشگ درصد 22 تا 02 بین مقادیر را تشخیصی

 داردنباله سلول پنجاه لام هر در Comet مناسب افزارنرم یک از
 حال، این با .شودمی شمارش تصادفی صورت به شده انتخاب

 ند.شومین محاسبه ؛دارند همپوشانی آنها دم که دارهاییدنباله
 آسیب درصد 122 با اسپرم عنوان بهبایستی  سر فاقد دارهایدنباله

DNA 10.شوند گرفته نظر در 
 گیریاندازه برای هاروش ترینحساس و ترینساده از یکی مزايا:

 : رنگ آمیزی تولوئیدين بلو2شکل 
TB+ ،بسته بندی غیر طبیعی کروماتین :TB- کروماتین: بسته بندی طبیعی 

 100xدرشت نمايی 

TB+ 

TB- 

: بسته بندی غیر طبیعی کروماتین و  +A3 (CMA3: رنگ آمیزی کرومايسین 3شکل 
 (بندی نرمال کروماتین: بسته-CMA3پروتامیناسیون ناکافی، 
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 انواع در انتومی را قلیایی Comet 19.است DNA آسیب و شکستگی
 زدن برچسب از جلوگیری برای اسپرم، جمله از سلول مختلف

 10.کرد استفاده منفرد هایلسلو سطح در آسیب بررسی رادیواکتیو،
 و آسیب تحلیل و تجزیه برای دارد. نیاز سلول ریتکم تعداد به

 فقط که کرد حذف را هاپروتامین ستیبای DNA رشته آشکارسازی
 است. پذیرامکان Comet روش با

 بین تنوع دلیلبه .دارد نیاز بالا تخصص به نتایج تفسیر برای معايب:
 یک به 10.گرددنمی توصیه بالینی استفاده برای آزمایشگاهی

 از استفاده با نتایج تفسیر منظوربه ویژه تجهیزات با مجرب گرمشاهده
 نیاز اسلایدها تفسیر و تحلیل و تجزیه فلوئورسانس، میکروسکوپ

 و درک نتیجه در بوده استاندارد روش فاقد آزمایش این 18.دارد
 از Comet هایدم است. دشوار مختلف هایآزمایشگاه بین ارتباط
DNA را سنجش دقت است ممکن ؛باشد داشته تداخل اگر مختلف 

 از است ممکن دم کوچک قطعات موارد بعضی در و دهد کاهش
 02و3و0.باشد سخت کوچک بسیار قطعات تشخیص و برود بین
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

TUNEL :شده شکسته هایرشته تشخیص DNA (DSBs) در 
 دئوکسی با شده شکسته هایرشته کردن دارنشان طریق از خود مکان

 (dUTP)ت فسفا تری یوریدین دئوکسی معمولاًو  نوکلئوتیدها
 هایشکست از 3' انتهای آزاد هیدروکسیل گروه گیرد.می صورت

 برومو با روش این در و ندکنمی عمل آغازگر عنوان به DNA رشته
 DNA یک توسط که واکنشی در (Brd-U) یوریدین دئوکسی

 ترانسفراز نوکلئوتیدیل دئوکسی عنوان تحت الگو از مستقل پلیمراز
 روش 01.شودمی گذارینشانه ؛شودمی کاتالیز (TdT) انتهایی

TUNEL با  آپوپتیک هایسلول درصدDNA نشان را دیدهآسیب 
 شودمی اندونوکلئازها شدن فعال باعث اسپرم در آپوپتوز دهد.می
 قطعات به و ندکنمی تجزیه بالا درجه در را اسپرم کروماتین که

 با هاشکستگی این سپس .کندمی تبدیل باز کیلو 22 کوچکتر
FITC-dUTP آنزیم با که ندشومی گذاریبرچسب TdT انجام 

 هایشکست OH-ˊ3 انتهای به را ریبونوکلئوتیدها کسیئود و شودمی
 با فلوئورسنت برچسب شدت و کرده منتقل رشته دو و رشته تک

 DNA شکست نقاط تعداد با متناسب فلوسایتومتری و میکروسکوپ
 گیریاندازه برای فلوئورسانس میکروسکوپ 2و3ند.شومی بررسی

SDF روش در TUNEL گذشته سال ده در اما ؛شودمی استفاده 
 دلیلبه حال این با است. کرده پیدا بیشتری محبوبیت فلوسایتومتری

 آنها آنالیز و هاسلول شناخت در فلوسایتومتری دستگاه توانایی عدم
 طرف از است. گرفته قرار بررسی مورد کمتر مورفولوژی، نظر از

 افراد مثل پایین اسپرم غلظت اندتومین فلوسایتومتری چون دیگر
 فلوئورسانس میکروسکوپ از ؛کند گیریاندازه را الیگوزواسپرمی

 قرمز (PI) یدید پروپیدیوم فلوئورسنت رنگ از 3.شودمی استفاده
 رشته دو اسپرم بهتر شناسایی برای افتراقی رنگ یک عنوان به رنگ

 سبز رنگ با اسپرم نمود. استفاده انتومی غیرطبیعی اسپرم از طبیعی و
 .(2 شکل) است غیرطبیعی و شده شکسته DNA دارای

 ارزیابی برای روش ترینمطمئن و ترینحساس ترین،ساده مزايا:
SDF غیراسپرم هایسلول شمارش از اندتومی است. کم تنوع با 

 توسط اسپرم شکل بیضی و خورده پیچ سرهای و کند جلوگیری
 همچنین است. تشخیص قابل وضوح به فلوئورسانس میکروسکوپ

 توانمی ؛است خودکار روش یک که فلوسایتومتری روش در
 3.کرد ارزیابی کم زمان در را سلول هزار12

 دارد بستگی اپراتور تجربه به فلوئورسانس میکروسکوپ معايب:
 از استفاده باشد. داشته یکدیگر از را هارنگ تشخیص توانایی که

 و شودمین توصیه نمونه زیادی تعداد سریع آنالیز برای میکروسکوپ
 میکروسکوپ از استفاده هنگام نتیجه در است. خودکار غیر روش

 این در شده ارزیابی هایسلول تعداد و است برزمان فلوئورسانس
 برهزینه اندمیتو فلوسایتومتری روش همچنین است. کم بسیار حالت
 3.باشد

 8-OHdG:  (OHdG-8) گوانين دئوكسي -2 هيدروكسي -8
 معیاری و است اسپرم DNA اکسیداتیو آسیب از جانبی محصول یک
 تشکیل 00.است سلولی اکسیداتیو استرس آسیب گیریاندازه برای

8-OHdG شدن تکه تکه افزایش باعث منی هاینمونه در DNA، 
 .شودمی لقاح میزان و اسپرم تحرک کاهش و کروماتین تراکم عدم

 نوری، میکروسکوپ از انتومی OHdG-8 گیریاندازه منظوربه
 نمود استفاده فلوسیتومتری و فلورسانس میکروسکوپ

 با OHdG-8 بالای سطح قوی، زاییجهش دلیلبه 40و03.(6 شکل)
 کودکی دوران در بدخیمی حتی یا و جنینی بدشکلی جنین، سقط
 3.است همراه

 مایع در OHdG-8 کمیت تعیین برای دقیق و مطمئن ابزاری مزايا:
 است. منی

 محدود شدتبه بالینی تشخیص یک عنوان به آنها کاربرد معايب:
 گیروقت اغلب و دشوار هایروش است. غیرعملی حدودی تا و

 تجهیزاتو به  دارد فلوسیتومتری و میکروسکوپی هایتکنیک برای

 .شودکه با طول و شدت دم مشخص می دهدیرا نشان م بیاز آس یدرجات مختلف Comet :4شکل 
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 03.است نیاز قیمتن گرا اغلب و بزرگ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 به DNA آسيب )ارزيابي (SCSA) اسپرم كروماتين ساختار سنجش

 رنگ روش این در: فلوسايتومتري از استفاده با Acridine Orangeش رو
AO به DNA کندمی ساطع خود از سبز رنگ و شده اضافه رشته دو. 

 نور معرض در AO با شده آمیزیرنگ رشته تک DNA که درحالی
 رنگ تغییر قرمز رنگ به سبز رنگ از فلوسایتومتری، نانومتر 488
 را اسپرم DNA رشته شکستگی مجموع SCSA آزمایش 8.دهدمی

 (DFI) شده قطعه قطعه DNA شاخص بر علاوه و کندمی ارزیابی
 که DNA (High DNA Stainablity) بالای پذیریرنگ میزان

 و تجزیه 14.کندمی مشخص نیز را است اسپرم هسته تراکم دهندهنشان
 افزارنرم هر در انتومی را شده آوریجمع هایداده تحلیل

 آمیزیرنگ در 12.داد انجام تجاری افزارنرم جمله از فلوسایتومتری
DNA اورانژ، آکریدین با DNA به نسبت هیستون، با شده کمپلکس 
DNA رنگ بیشتر برابر سه تا دو پروتامین، با شده کمپلکس 

 با هیستون افزایش با که است HDS مناطق بخش این 40.گیردمی
 مطالعات به توجه با است. تشخیص قابل راحتیبه SCSA آزمایش
 این ؛گرفته صورت انسان منی مایع هاینمونه روی بر که بسیاری

 )درصد اسپرمدرصد  02 از بیش وقتی که است اهمیت زیحا نکته
DFI) شدن قطعه قطعه دارای انزال یک در DNA گردد؛ گزارش 

 8.یابدمی کاهش توجهی قابل طوره ب زنده نوزاد تولد احتمال
 کل است. قوی آماری نظر از و اعتماد قابل و سریع بسیار مزايا:
DNA روش ترینمستقیم .شودمی گیریاندازه اسپرم شده قطعه قطعه 
 انتومی منجمد یا تازه منی نمونه از استفاده با آن در که DNA تجزیه

 زمان کمترین در را اسپرم 2222 تقریب به مربوط SCSA هایداده
 منی مایع هایسلول همه که بود مطمئن انتومی و آورد دستبه

 8ند.کنمین تغییر بیوشیمیایی نظر از و شده گیریاندازه
 فلوسایتومتری دستگاه جمله از قیمت گران تجهیزات به نیاز معايب:

 دارد.

 این:  HALO روش يا SCD يا اسپرم كروماتين پراكندگي روش
 که است DNA شکستگی تعیین در حساس روش یک آزمایش

 محلول یک از استفاده با که است SCSA آزمون پایه بر آن اساس
 با اسپرم DNAر د آسیب وجود .شودمی باز کروماتین رشته اسیدی
 از شده خارج کروماتین از ناشی که محیطی هاله وجود از استفاده
 9و3.شودمی داده تشخیص اسپرم هسته اطراف در ؛است متراکم حالت
 به DNA سالم هایلوپ که است استوار اصل این بر SCD روش
 در ؛ندشومی باز ایهسته هایپروتئین استخراج و شدن دناتوره دنبال
 حداقل یا شدهن ایجاد پراکندگی شود؛ شکسته DNA وقتی که حالی
 حد در یا بزرگ اسپرم سر اطراف هایهاله چه هر بنابراین است.

 ظرفیت به روش این است. DNA سلامت نشانگر ؛باشد متوسط
 قرار از پس پراکندگی، هایهاله تشکیل برای اسپرم سالم کروماتین

 مربوط هاهاله .است متکی کننده لیز محلول و اسید معرض در گرفتن
 است مانده باقی ایهسته ساختار به متصل شده باز DNA هایلوپ به

 اجازه روش این 10.ندشومی آزاد هسته هایپروتئین حذف از پس که
 هافلوئوروکروم توسط تنها نه نوکلئوتید بهتر آمیزیرنگ تا دهدمی

 آمیزیرنگ هایروش مانند نیز استاندارد هایرنگ توسط بلکه
Wright یاDiff-Quik ، روشن میدان پایه میکروسکوپ از استفاده با 

 در اسپرماتوزوا هایهاله 9.شود پذیرامکان هاهاله مشاهده برای
 بزرگ به همکاران و فرناندز معیارهای طبق انتومی را هانمونه

 )اندازه متوسط هسته(، کوچک قطر از بزرگتر یا مشابه هاله )عرض

  شکسته DNA: دارای +TUNEL (TUNELآمیزی به روش : رنگ5شکل 
 (طبیعیدو رشته و  DNA: دارای -TUNELشده و غیرطبیعی، 

TUNEL+ 

TUNEL+ 

TUNEL- 

 

 (OHdG-8دئوکسی گوانین ) -2هیدروکسی  -آمیزی به روش : رنگ6شکل 
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 یا مشابه هاله )عرض کوچک کوچک(، و بزرگ هایهاله بین هاله
 - هاله بدون هاله، بدون هسته(، کوچک قطر 3/1 از کوچکتر
 هسته یکنداده و  نشان ایهاله هیچ که ییآنهاشامل  شده تخریب
 شکل) کرد بندی طبقه اند؛داده نشان ضعیف آمیزیرنگ با یا نامنظم

 شود. گزارش درصد صورت به ستیبای بندیدسته هر نتایج 02و10.(7
 که است هااسپرم از ایمجموعه شکسته، DNA با هااسپرم درصد
 شده، تخریب - هاله بدون و هاله بدون کوچک، هاله دارای
 10.هستند

 راحت، سریع،روشن  میدان با میکروسکوپ از استفاده مزايا:
 ممکن اسپرم، 322-222 شمارش 3.است صرفه به مقرون و حساس

 سختگیرانه فنی نظر از .شود انجام ساعت یک از کمتر در است
 هر در احتیرب سازگار و اطمینان قابل نتایج به دستیابی برای و نیست

 خوبی بینیپیش روش این بالینی نظر از 9.شودمی اجرا آزمایشگاهی
 است. ICSI و IVF از بعد بارداری و لقاح برای

 منفی ارتباط جنین کیفیت و لقاح جمله از ART نتایج با معايب:
 نشان زنده تولد و بالینی حاملگی میزان با ارتباطی هیچ اما ؛دارد
 ارزش دارای آزمایش این گفت انتومی نتیجه در پس .دهدنمی
 روش این در 3.است باروری نتایج به کمک برای ضعیف بینیپیش

 انتومی فلوسایتومتری روش با مقایسه در ار هااسپرم از کمی تعداد
 را اکسیداتیو استرس از ناشی آسیب اندتومین روش این کرد. بررسی

 4و3.کند شناسایی

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 بحث
 در مداوم طور به که هستند قابلیت این دارای نر زایای هایسلول

 جمله از مختلفی عوامل دلیل به شوند. تقسیم مرد باروری عمر طول
 تجمع مانند هااسپرم مختلف هایویژگی و سن با مرتبط هایمکانیسم

 کمبود و اکسیدانی آنتی ظرفیت وجود عدم اکسیژن، فعال هایگونه
 زیاد احتمال به پدر سن افزایش نتیجه در DNA ترمیم هایمکانیسم

 در و شده لاین ژرم در تکراری خطاهای احتمال افزایش به قادر
 سقط بر پدر سن اثر 60د.شومی جدید هایجهش تجمع موجب نتیجه
 باشد. مرتبط اسپرم DNA سلامت سطح به بیشتر است ممکن جنین

 اسپرم شده قطعه قطعه DNA از بالایی سطح گوناگون مطالعات در

 شده قطعه قطعه DNA شاخص برابر دو از بیش با مسن مردان در
(DFI) نشان که دارد وجود محکمی شواهد 70.استشده  داده نشان 

 دادن دست از با اسپرم شده قطعه قطعه DNA سطح افزایش دهدمی
 از بیشتری غلظت همکاران و Aktan 60.است مرتبط )مکرر( بارداری
 نشان نابارور مردان منی مایع در را اکسیژن آزاد هایرادیکال

 تولید اسپرم سیتوپلاسم و هالکوسیت توسطتاًعمد ROS 08.اندداده
 به آسیب مهم واسطه اندتومی ROS بیشتر غلظت 60.ندشومی

 اثر سه باشد. DNA و هاپروتئین لیپیدها، شامل زیستی هایمولکول
 قطعه قطعه DNA ایجادشامل  اسپرم بر اکسیداتیو استرس اثر عمده
 غیراشباع چرب اسیدهای اکسیداسیون ای،رشته تک DNA و شده

لاً معمو 09است. کندریمیتو غشای پتانسیل آسیب و غشایی چندگانه
 ؛شودمی متعادل اکسیدانیآنتی فعالیت توسط شده تولید ROS مقدار

 DNA به گسترده آسیب ایجاد احتمال ؛شود مختل تعادل این اگر اما
 فعالیت از تریپایین سطح نابارور مردان رسدمی نظر به دارد. وجود
 از استفاده 60.دارند بارور مردان به نسبت اکسیدانی آنتی

 در اسپرم DNA آسیب سطح کاهش منظوربه متفاوت هایاستراتژی
 هایویتامین مانند هااناکسیدآنتی است. ایویژه اهمیت دارای انسان

C و E، ،کاروتنوئیدها و کارنتین سلنیوم، روی، فولات، ROS از را 
 غلظت نامطلوب اثرات کاهش برای درمانی عنوان به و برده بین

ها، اناکسیدآنتی بر علاوه است. منی مایع پارامترهای بر ROS بالای
 هیپرترمی کاهش و محیطی سموم معرض در گرفتن قرار از پرهیز
 کند. کمک اسپرم DNA یکپارچگی سازیبهینه به است ممکن بیضه

 را اسپرم DNA آسیب است ممکن واریکوسل درمانهمچنین 
 آسیب از بالایی سطح دارای که مردانی در ویژه به .دهد کاهش
DNA آسیب اگر 60.هستند اسپرم اولیه DNA داده تشخیص اسپرم 

 بهبود برای انتومی که دارد وجود درمانی مداخله چندین ؛شود
. کرد معرفی ART در هاسلول این از استفاده از قبل DNA کیفیت

 ستیبای ناباروری متخصصان که کرد گیرینتیجه اینگونه انتومیلذا 
 روش بهترین عنوانبه اسپرم DNA آسیب اصلاح و تشخیص در

 در را سلامتی نامطلوب پیامدهای خطر تا باشند داشته مشارکت
 حداقل به را ندشومی متولد ART از استفاده با که کودکانی

 31و32.برسانند

 گيرينتيجه
 به انتومی مقاله این در شده ذکر آزمایشات و هاروش جمله از

 یزیآمرنگ و (TB) بلونیدیتولو ،(AB) بلونیلیآن یزیآمرنگ
 یابیارز یبرا مختلف یهایژگیو اساسبر A3 (CMA3) نیسیکروما
 یدئوکس-0-یدروکسیه-8 های تست به و اسپرم نیکرومات تراکم

و  TUNEL ،Comet ،SCSA ،SCD ،(OHdG-8) نیگوانوز
 اشاره اسپرم در DNA شدن قطعه قطعه یابیارز یبرا اورانژنیدیآکر
 با و بوده زمینه این در مهم و کاربردی بسیار هایروش که کرد

 HALOروش  اي SCD اياسپرم  نیکرومات ی: روش پراکندگ7شکل 
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 داشت. کارایی و موقع به تشخیص انتومی کدام هر از گیریبهره
 تست که است شده داده نشان اخیر متاآنالیز مقالات در همچنین

SCSA و TUNEL دارند. قرار بیشتری اهمیت مورد 
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