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Abstract  
Background: Genetic factors play an important role in women fertility and embryonic development 
which may contribute to the efficacy of assisted reproduction techniques.  
Objective: The aim of this study was to investigate the effect of peroxisome proliferator-activated 
receptor γ (PPARγ) His447His polymorphism on oocytes and fertilization in women undergoing 
IVF. 
Methods: Blood samples were obtained from 98 IVF patients referred to Tabriz Alzahra Hospital. 
Samples were analyzed for the PPARγ gene polymorphism using polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism-based methods. Multivariate analyses were used to test 
the independence of associations between the number of mature oocytes and the number of oocytes 
fertilized as outcome variables and polymorphism of PPARγ gene. 
Findings: Correlation analysis showed a significant inverse correlation between the age of women 
and the number of mature oocytes retrieved (r=-0.37, P=0.001) and oocytes fertilizaed (r=-0.25, 
P=0.015). The ratio of the number of mature oocytes to oocytes fertilizaed was significantly 
(P<0.05) increased in carriers of the rare alleles than homozygous wild-type genotypes. The 
association of His447His polymorphism (P=0.003) remained statistically significant after 
adjustment for confounding factors in the multivariate analyses.  
Conclusion: This study presents evidences that the His447His polymorphism of PPARγ plays an 
important independent role in fertilization in vitro and thus possibly in female fertility. 
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    چكيده
  . دشو كمك باروري روشثيرگذاري أتواند موجب افزايش ميزان ت  اين امر ميودارند نقش مهمي نمو جنيني   ژنتيكي در باروري زنان وعوامل: زمينه
انجـام  داوطلب لقاح خاج رحمـي  ميزان باروري زنان  بر روي اووسيت وPPARγ   ژنHis447Hisمورفيسم  پلي اثرتعيين   به منظورمطالعه: هدف

  .شد
 پلـي   نـوع . دش ـآوري   ي كه به بيمارستان الزهراي تبريز مراجعه كرده بودند جمع          بيمار 98هاي خون از     در اين مطالعه تحليلي نمونه    : ها مواد و روش  
هاي بالغ و  براي بررسي ارتباط مستقل بين تعداد تخمك .دش تعيين  (PCR–RFLP) چند شكلي طول قطعه محدودروشها توسط  مورفيسم نمونه
  .استفاده شد چند متغيرهاليزهاي از آن PPARγ مورفيسم ژن  پلينوعهاي بارور شده و  تعداد تخمك

  شـده  هـاي بـارور   و ميـزان تخمـك   - =P= 37/0(r ,001/0( هـاي بـالغ    داري بـين سـن زنـان و تعـداد تخمـك      ارتباط معكوس معنـي : ها يافته
) 015/0, P=25/0(r=-داري شده افزايش معني هاي بارور هاي بالغ و تخمك نسبت تعداد تخمك. شت وجود دا )005/0(P<  ملين الـل نـادر   در حـا

 از  چنـد متغيـره    آناليزهاي در   گرمداخله  عوامل سازي همسان بعد از    His447Hisمورفيسم   ارتباط پلي . نسبت به ژنوتيپ هموزيگوت نرمال نشان داد      
  .=P)003/0 (دار باقي ماند  آماري معنينظر

 در ميزان لقاح خارج رحمـي  ،عنوان يك عامل مستقل هب PPARγ  ژن His447Hisمورفيسم  پليرسد ها به نظر مييافتهبا توجه به : گيري نتيجه
  .داردنقش مهمي  باروري زنان و احتمالاً

  
   His447Hisمورفيسم  ، پليPPARلقاح خارج رحمي،  :ها  واژهكليد

  
  :مقدمه 
هـا در سـنين بـاروري نـازا         درصـد زوج   15تـا   10حدود     

نـازايي  علت ناباروري متعدد است و روش درمـان         . هستند
 همزمان با ظهـور فنـاوري       )1(.داردبستگي  به نوع نارسايي    

 امكـان بـاروري     ،1978در سال   ) IVF(لقاح خارج رحمي    
ولي از داشـتن فرزنـد      داشتند  هايي كه گامت      برخي از زوج  
روشي از كمـك بـاروري        IVF.  فراهم شد  ،محروم بودند 

  است كه امكان لقاح اسپرم و تخمك زوج متقاضي براي 

  
 .نمايد ان ناباروري را در شرايط آزمايشگاهي فراهم ميدرم

هـاي متفـاوت      براي درمان ناباروري با علـت      IVFامروزه  
شــامل تحريــك  IVF روشراحــل اصــلي  م.كــاربرد دارد

گذاري، برداشت تخمك، تلقيح، لقاح، كشت جنين         تخمك
 مهـم در درمـان موفـق         يك عامل  )2(.و انتقال جنين است   

ــط  ــIVFتوس ــزان بل ــاروري  ، مي ــزان ب ــك و مي وغ تخم
  )3(.ها توسط اسپرم است تخمك
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عوامـل  يكـي از     كـه    اند مختلف نشان داده   يهامطالعه   
 يهـا   يكـي از ژن    )4(.سـت ها  نقـش ژن  ؤثر در اين فرآيند     م

 PPARγ )Peroxisomeژن مهـــم در ايـــن زمينـــه، 

Prolifrative–Activated Receptor Gamma ( 
ژن در ناحيـه   ايـن   . د شناسايي ش ـ  1990 كه در سال     است

 9 قـرار دارد وحـاوي       3 بازوي كوتاه كروموزوم شماره      25
 هـاي گيرنـده ها جزو گروهـي از       PPAR  )6و5(.اگزون است 

 كـه در تنظـيم متابوليـسم    هستند) اي  هسته(داخل سلولي   
نقش مهمـي   ها و همچنين در تمايز سلولي       چربيگلوكز و   

 γ و   α ،  δ/β نـوع    هـاي هـا داراي زيرگـروه      PPAR. دارند

هــاي مختلــف سيــستم توليــد مثــل  در قــسمت هــستند و
 در  γزيـر گـروه     . شوند   بيان مي  )ها  تخمدان، رحم و بيضه   (

هـا  چربـي  تجزيـه    وگلوكونئوژنز، برداشت، سنتز و ذخيـره       
ميزان حـساسيت انـسوليني را       PPARγ. داردنقش مهمي   

و باعث كـاهش ميـزان گلـوكز خـون در           دهد  ميافزايش  
 كـه    است  نشان داده شده   )7و5(.شودو مي نوع د  افراد ديابتي 

ــت   ــاهش فعالي ــاهش   PPARγك ــا ك ــستي ب ــنتز زي  س
 آنتـوين و    )8(.هاي آندروژني تخمـدان ارتبـاط دارد        هورمون

يك ژن تعديل كننـده      PPARγهمكاران نشان دادند كه     
مبـتلا بـه     امـا در بيمـاران    است،  مهم در جمعيت عمومي     

 در )9 (. نيــستاينطــور) PCOS (ككيــستي تخمــدان پلــي
اي ديگر كوي و همكاران مشاهده كردند اگـر چـه             مطالعه

آنهـا حـذف شـده       PPARγهاي حيواني كه ژن     نمونهدر  
 سـترون و  ژ  پرواوولاسيون طبيعي است، ولي ميزان ترشح       

 ـ        طـور چـشمگيري    ه  در نتيجه ميزان لانه گزيني جنـين ب
و نابــاروري  PPARγ ارتبــاط بــين )10( .يابــد كــاهش مــي

ــاقض ــت متن ــيون )11(.اس ــر روي  PPARγ ژن  موتاس  ب
نساني نـشان  هاي اه مطالع )6(.دارد  اثر منفي  ها  باروري خانم 

مورفيــسم در مــورد ژن  وع پلــي نــ7 كــه حــداقل انــدداده
PPARγ  ــود دارد كــه ــايع وج آنهــا تــرين   يكــي از ش

His447His گزينـي  مورفيسم در اثـر جـاي       اين پلي . است
 و يك موتاسـيون  6ماره در اگزون ش T > Cنوكلئوتيدي 

بـه   His كـردن    هاست كـه باعـث كـد      ) Silent(خاموش  

با كاهش فعاليـت     Tل  آلميزان  . دشو  مان اسيد آمينه مي   ه
PPARγ    هاي تخمداني و افزايش      و كاهش سنتز آندروژن

 هـر چنـد     )12(.ارتباط داده شده است    PCOSخطر ابتلا به    
 ـ (SNP)مورفيـسم تـك نوكلئوتيـدي         ارتباط اين پلـي    ا  ب

  . استميزان باروري زنان متناقض 
در  PPARγ كه فعاليـت     انده اخير نشان داد   هايمطالعه   

ها فوليكولو بلوغ   مستقيم بر روي ترشح     به طور   تخمدان  
كنـد كـه تغييـر در         ها پيشنهاد مـي      اين فرضيه  )13(.اثر دارد 

يــا كــاهش فعاليــت آن طــي  PPARγميــزان بيــان ژن 
تيـدي ممكـن اسـت باعـث        هاي تك نوكلئو    مورفيسم  پلي

 به اين ترتيب مطالعـه . شودافزايش خطر ابتلا به ناباروري   
ژن  His447Hisمورفيـسم      پلـي  اثرحاضر با هدف تعيين     

PPARγ داوطلـب  اووسيت و ميزان باروري زنان       ر روي ب
  .انجام شدلقاح خاج رحمي 

  

  :ها مواد و روش 
در ق  در اين مطالعه تحليلي پس از موافقت كميته اخـلا            

دانشگاه علوم پزشـكي تبريـز،      هاي علوم پزشكي    پژوهش
 نفر از زنان مراجعه كننده به بيمارستان الزهراي تبريـز           98

بودند با و بدون هيچگونه علايم بيماري  IVFكه داوطلب 
دارا بـودن همـسر     . ند سال انتخاب شـد    32ميانگين سني   

مـصرف  سالم با اسـپرموگرام طبيعـي و بـدون عـادت بـه       
وجـود هرگونـه    . از معيارهاي ورود به مطالعـه بـود       سيگار  

 و التهـابي  هاي غـدد اختلال رحمي، سابقه ابتلا به بيماري   
 تيروئيدي، آدرنال، اختلال در سيـستم  هاياز قبيل اختلال 

 خـروج از    هـاي جنـسي جـزو معيارهـاي         ايمني و هورمون  
در روز چهـاردهم از      هـا   تمـام نمونـه   . مطالعه قرار گرفـت   

  . شدبيماران اخذ  سيكل قاعدگي
هـا  خـانم  سيكل قاعـدگي     ، ابتدا براي تحريك تخمدان     

دست ه  سپس براي ب  . شدماه با دارو متوقف مي     حدود يك 
 تخمدان با استفاده از داروهـاي       ،هاي متعدد   آوردن تخمك 

ــك كننــــده فوليكــــول      ــبه هورمــــون تحريــ   شــ
 )(rFSH, Gonal-F; Serono, Switzerland   در روز

رشد مشاهده  پس از   . دش دگي تحريك مي  سوم سيكل قاع  
 1000 ،)متـر    ميلـي  20-18(ها توسط سونوگرافي    فوليكول
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صورت داخل عضلاني     به  hCG هورمون   واحد بين المللي  
 مـايع فوليكـولي طـي       ، ساعت 36از  پس  .   شد  تجويز مي 

آوري شـده از      هاي جمع   تخمك و   عمل لاپاراسكوپي خارج  
 درصـد   CO2 6درجـه بـا      37مايع فوليكولي در انكوبـاتور      

 ،ها بر اساس حجم      بلوغ تخمك  و ساعت انكوبه    4مدت    به
 حضور جسم قطبي و كروناي     ،هاي كومولوس   تجمع سلول 

 swim-upها با روش       اسپرم )14(.شد  اطراف آنها تعيين مي   
 IVFهـا بـراي عمـل لقـاح در            جهت بارور كردن تخمك   

ده دا اسپرم قـرار     250000ر مجاورت   هر تخمك د  و  آماده  
ها از اطراف جنـين      گرانولوزاسل ، ساعت 24بعد از   . دش  مي

هـاي بـارور      تخمك( 2PNجدا  و بلافاصله مرحله تقسيم       
مـورد  ) اي كه داراي دو هـسته پرونوكلئـوس هـستند           شده

 تا 4جنين  عدد  3 ، ساعت 24بعد از   . فتگر  مطالعه قرار مي  
و وسيله كاتتر به داخل رحم منتقـل   ه   سلولي انتخاب و ب    8
در روز چهـاردهم   β-hCGگيـري   املگي باليني با انـدازه   ح

  . شدبعد از انتقال جنين مشخص مي
 3ين لاپاراســكوپي از تمــام افــراد مــورد مطالعــه در حــ   
مولكولي به لوله آزمايش    هاي  سي خون جهت آزمايش     سي

هـا پـس از ليـز      نمونه  DNA. منتقل شد EDTAحاوي 
ناسـب، بـه روش     هاي سفيد خـون بـا بـافر م          شدن گلبول 

 و بــا اســتفاده از )9( كلروفــرم اســتخراج–اســتاندارد فنــل 
.  مقـدار و كيفيـت آن تخمـين زده شـد           ،دستگاه نانودراپ 

هـا بـا    نمونـه  PPARγ  ژنHis447Hisمورفيـسم     پلي
بــا اســتفاده از دســتگاه ترموســايكلر  PCR-RFLPروش 

)ABI   مدلVERITY – دشزير تعيين   روش  به  ) آمريكا .
 بـه روش    bp 181ژنومي شامل    DNAقطعه از   يك  ابتدا  

PCR توسط پرايمرهاي  
 5'-CCAGAAAATGACAGACCTCAGACA-

3' F: و  
5'-CAGAATAGTGCAACTGGAAGAAGG-

3' : R  ــر ــايي ترموســيكلر پــس از  . شــدتكثي شــرايط دم
ــه ــازي  بهين ــود ازس ــارت ب ــه  : عب ــت اولي ــه واسرش   مرحل

)initial denaturation (9535ه،  دقيق5مدت ه  درجه ب 
 ثانيـه،   30مـدت      به) denaturation (اي درجه 94سيكل  

 72 ثانيــه و 30مــدت ه بــ) annealing(آنيــل  درجــه 57

 ثانيـه و در     30مـدت   ه  ب) extension(طويل سازي   درجه  
 72 در )final extension(نهايت طويـل سـازي نهـايي    

 ،PCR–RFLPبـه منظـور انجـام       .  دقيقه 7مدت    درجه به 
  ميكروليتـر  1  در مجـاورت   PCRصول   ميكروليتر مح ـ  10

  بــافر مخــصوص آنــزيم    ميكروليتــر 2و  PmlIآنــزيم 
)10XFast Digest BUFFER ()  ــده از ــه شـ تهيـ

Fermentase (  30 بـا حجـم نهـايي       ،آب ميكروليتر   17و 
  دماي مدت يك شب در     ميكروليتر بعد از مخلوط كردن به     

  . قرار گرفتگراد سانتي درجه 37
بر روي ژل آگاروز    RFLPنجام  پس از ا   PCRمحصولات  

آميـزي     درصد الكتروفورز و بـا ايتيـديوم برومايـد رنـگ           3
بـه طـول    هايي  هقطع PPARγپس از برش در ژن      . شدند

bp 142   و bp 39  براي تـشخيص بانـدها     . شد   حاصل مي
 استفاده شد كـه  DNA Ladder   ،bp 50در روي ژل از 

وبـت  براي هـر ن   . خريداري گرديد  Fermentasاز شركت   
داده  ميكروليتـر از آن در روي ژل قـرار           5/1كاري مقـدار    

 ميكروليتر هم از نمونه در هر چاهـك ژل          20مقدار  شد و   
load 1شكل شماره (شد.(  

هـاي  و آزمون  SPSS11با استفاده از نرم افزار      ها  داده    
پيرسـون  همبستگي   ضريب    و آناليز همبستگي تي،  آماري  
تلقـي  دار   معني 05/0تر از   كمارزش احتمالي   . ندشدتحليل  

  .شد
  
  

  
  
  
 
  

  PmlIتكثير شده با آنزيم هاي ه برش قطع -1شكل     
 5 هتروزيگوت؛ رديف 4 تا 2 هاي  رديفگر؛نشان 1رديف ( 

  )wild type هموزيگوت

181bp→ 

142bp→ 
 
 
 
39bp→ 
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  :يافته ها 
و   سـال بـود    4/31±5 مورد مطالعه سني زنان   ميانگين     

ــي ــاط معكــوس معن ــداد   ارتب ــان و تع ــين ســن زن داري ب
ــالغ تخمــك  تعــداد و -=P=، 37/0(r 001/0 (هــاي ب
وجـود   -=P= 25،/0(r 015/0 (هاي بـارور شـده   تخمك
  .)1جدول شماره (داشت 
 مشخصات عمومي و آزمايشگاهي افراد مورد - 1 جدول

 مطالعه و اسپرموگرام همسر
  )سال(سن   4/31 ± 5) 40-20(
  )kg/m2(نماي توده بدني  68/32 4/1±) 28-20(

  تعداد تخمك بالغ 2/9 ± 2/5) 20-1(

  تعداد تخمك بارور شده 98/4  ± 2/3) 1–14(

  درصد حاملگي 3/32

  )ml/106( سپرما تعداد 4/61 ± 8/15) 25–90(

  درصد تحرك 4/78 ± 1/9) 60–100(

  
ــا تعــداد  داري بــين پلــي هــيچ ارتبــاط معنــي مورفيــسم ب

هـر چنـد نـسبت      . هاي بالغ و يا بارور ديـده نـشد          تخمك
داري  طــور معنــي ه مورفيــسم ژن بـ ـ بــاروري در پلــي 

)041/0P=( سازي از نظر سـن،   بعد از همسان . بود تربيش
دار   تر معني  اسپرم و تحرك اسپرم، اين اختلاف بيش       تعداد
  ).2جدول شماره(شد 

هاي  پارامترهاي باروري در گروهميانگين - 2جدول 
  ژنوتيپي مورد مطالعه

تخمك هاي   نسبت باروري
  بارورشده

تخمك هاي 
 His447His  تعداد  بالغ

19/0± 53/0  24/3±11/5  03/5± 71/9  80  CC  
 )هتروزيگوت(

27/0± 69/0  16/3±39/4  61/5 ± 72/7  18  
CT  

 هموزيگوت (
wild type( 

021/0  393/0  073/0   P 

006/0  720/0  238/0   P*  
  همسان سازي با سن، شاخص توده بدني، تعداد و تحرك اسپرم مقادير بعد از * 

  :گيري بحث و نتيجه 
 His447Hisمورفيـسم     نشان داد كـه پلـي        اين مطالعه   

 اثـر   IVF داوطلـب    روري زنان در با تواند    مي PPARγژن  
 ـ  اثر سن بر روي تعداد تخمك  . مهمي داشته باشد   ه هـاي ب

قبلي بـود كـه نـشان داد        هاي  هدست آمده موافق با مطالع    
عث كـاهش ميـزان بـاروري در زنـان          تواند با   سن بالا مي  

تـري  افراد سن كـم   ه حاضر،    هر چند كه در مطالع     )15(.دشو
 كـه احتمـالاً   ) 16(تندشابه داش ـ هـاي م ـ  هدر مقايسه با مطالع   

 ن اثـر سـن بـر روي سيـستم توليـد مثـل             باعث كم شـد   
  . شود مي

ــاران    در  ــشي و همك ــه موتساباي ــداد  ، مطالع ــسبت تع ن
 70هـاي بـالغ حـدود         هاي بارور به تعداد تخمـك       تخمك

 درصـد گـزارش     45 ميزان حاملگي    ايطالعهمدرصد و در    
لعه حاضر هاي مطاكه هر دو آمار نسبت به يافته   )18و17(.شد

 ـ     . تر است بيش علـت وجـود شـرايط      ه  اين ممكـن اسـت ب
خطر ژنتيكي بين افراد در سـنين  عوامل سخت محيطي يا  

 PPARγفعاليت  . توليد مثل در جمعيت مورد مطالعه باشد      
 از قبيل تعديل در برداشت اسيدهاي چرب،        يهاي  فرآينددر  

نقـش كليـدي    ها و مصرف انرژي در كبد       چربيمتابوليسم  
هـاي   همچنين در تنظـيم رشـد و نمـو فوليكـول           )19(.دارد

از طريق القا و مهـار      (تخمدان، اوولاسيون و بلوغ تخمك      
نيـز  ، آنژيوژنز و حتي آپوپتـوزيس       )در مراحل استروئيدوژنز  

 اين مراحل براي نمو و توسعه فوليكول و         )21و20(.مؤثر است 
رسد مراحل نمو     نظر مي ه  ب. باروري در زنان ضروري است    

ــع ــت تـ ـ  و توس ــان تح ــاروري در زن ــول و ب   ثير أه فوليك
باشـند كـه ممكـن اسـت         PPARγهاي ژنتيكـي    واريانت

 گيرنـده  باعث تغيير در ميزان بيان ژن يا در فعاليـت ايـن             
  . اي گردد هسته

ــاروري      ــسبت ب ــر، ن ــه حاض ــه در مطالع ــي ك در گروه
مورفيسم ديده نشد، در مقايسه با بيماران هتروزيگوت          پلي

447His كـه فعـال   انـد  نـشان داده هـا همطالع ـ. ر بود تكم 
باعـث مهـار بيـان و فعاليـت آنـزيم            PPARγهاي    كننده

 )22(.شـوند آروماتاز در انسان در رده سـلولي گرانولـوزا مـي          
باعث القاي تغيير مسير     PPARγعلاوه بر آن فعال كننده      
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هـاي   پروژستين در سلول   سنتز زيستي از سنتز آندروژن به     
يـن قابـل مقايـسه بـا وضـعيت انتقـالي             كـه ا   شودتكا مي 

 متعاقـب افـزايش      داخل رحمي استروئيدوژنيك در محيط    
كنـد كـه       اين وضـعيت پيـشنهاد مـي       )23(.است LHميزان  

ممكـن   PPARγهـاي   ها به آگونيست    پاسخ گرانولوزا سل  
   )24(.باشدوابسته است به مراحل تمايز فوليكولي 

ارتبـاط  روري  كه با نسبت با    His447Hisمورفيسم    پلي   
دارد يك پلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي كدون هم معنـي          

 در كـدون    C→Tمورفيـسم     اگرچه پلي . است 6در اگزون   
تواند باعث تغيير اسيد آمينه در ساختار پـروتئين            نمي 447
هاي عمـل كننـده    ولي در يك جايگاه مهم در دومن      شود،
مستقيم به طور   تواند    واقع شده است كه مي     PPARγژن  

ر روي ساختار پروتئين و سطح بيـان ژن آن اثـر داشـته              ب
   )25(.باشد

   PPARγ  رونويـسي حـساس بـه    عامـل عنوان يك ه  ب 
هاي ضروري در يـك       تواند در تنظيم بيان ژن     مي فليگاند

خصوص طي مراحل اوولاسيون و همچنـين بـر     ه  مرحله ب 
ها و در نتيجـه نمـو و توسـعه            روي ميزان باروري تخمك   

   .ها اثرگذار باشدستوسيتآنها در بلا
  و اين مطالعه مدارك جديدي از اثرات مفيدبه طور كلي   

بر روي   PPARγژن   His447Hisمورفيسم    دار پلي   معني
كـه بـا    داد  اين ارتبـاط نـشان      . نسبت باروري را نشان داد    

ــشانمطالعــه  ــه ژنتيكــي مــيگرهــاي ن ــوان زمين   هــاي  ت
 مهمي در بهبـود و      بعدي را فراهم كرد تا گام     هاي  همطالع

تر در درمان ناباروري داشـته      با كارايي بيش   IVFپيشرفت  
  . باشيم

  

  :گزاري سپاس
دانـشگاه علـوم پزشـكي قـزوين و         شوراي پژوهشي    از     

تحقيقاتي طرح  اين  دانشگاه علوم پزشكي تبريز كه هزينه       
  .   شود گزاري مي صميمانه سپاس،اند را تقبل نمودهمشترك 
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