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Background The tumor necrosis factor alpha (TNF-α) gene is a cytokine involved in systemic inflamma-
tion. Results of the association of its polymorphisms with infertility in men are controversial. 
Objective The aim of this study was to evaluate the association of -308G/A polymorphism in TNF-α gene 
with different parameters of semen and sperm in infertile men. 
Methods Participants were 210 men with infertility and 120 controls. The polymorphism evaluation was 
performed by sequencing method. In order to assess oxidative stress and apoptosis in men with -308G/A 
polymorphism, malondialdehyde and caspase-9 values were measured. The sperm DNA damage and 
sex chromosomes aneuploidy were also measured in these patients.
Findings A significant higher frequency of A allele of -308G/A polymorphism was observed in men with 
oligoasthenospermia (P=0.01). In semen samples of the men with AA genotype, there was significantly 
high level of malondialdehyde and caspase-9 (P<0.0001). We also observed higher frequency of sperm DNA 
damage (P=0.0001) and sex chromosome disomy type XY (P=0.0001) in sperm samples of men with AA 
genotype of -308G/A polymorphism. Furthermore, there was a significant correlation between sex chromo-
some aneuploidy and sperm DNA damage in sperms of men with this polymorphism (R=0.72, P=0.048). 
Conclusion -308G/A polymorphism of TNF-α gene has association with decreased sperm parame-
ters, increased oxidative stress, higher sperm DNA damage and sex chromosome aneuploidy which 
can affect infertility. 
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E
Extended Abstract

1. Introduction

ndocrine environment and/or genetic fac-
tors are two agents involved in male in-
fertility. Chromosomal abnormality and 
Yq microdeletion are two main causes of 

impaired spermatogenesis [1, 2]. Mutations of autosomal 
genes are also closely related to male infertility; however, 
the underlying molecular mechanisms are still unknown [3, 
4]. Various studies have shown the association between dif-
ferent genotypes of cytokines encoding genes and infertility 
[5-8]. Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is a cytokine 
that is normally present in the male genital tract. Studies 
have shown the lower sperm motility and higher degree 
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of sperm DNA damage in seminal plasma of infertile men 
with high levels of TNF-α [9, 10]. 

Different factors are involved in seminal plasma TNF-α 
level, one of which is genetic factor such as single nucleo-
tide polymorphisms. Several polymorphisms in the TNF-α 
gene cluster, especially in promoter region (-1031T/C, 
-863C/A, -857C/T, -575G/A, -376G/A, -308G/A, -244G/A, 
and -238G/A), have been associated with modified TNF-α 
level [6]. On the other hand, one of the environmental risk 
factors for infertility is reactive oxygen species (ROS). 
They are negatively correlated with many sperm function 
parameters. ROS can damage cellular membranes and 
cause lipid oxidation. In the clinical studies, elevated ROS 
levels have been reported in patients with abnormal sperm 
motility and morphology. Several studies have shown that 
ROS and cytokines including TNF-α have a complex inter-
action which ultimately can lead to sperm DNA fragmenta-
tion (SDF) and the apoptosis of germ cells [11, 12]. 

The relationship between TNF-α activity and apoptosis 
process has already been reported [13]. Most of studies 
have reported higher level of sperm DNA damage, chro-
mosomes abnormality or both in sperm samples of infertile 
men [14, 15]. The aim of study was to evaluate the effect 
of -308G/A polymorphism of TNF-α gene on different se-
men parameters, stress oxidative, sperm DNA damage and 
sperm chromosome aneuploidy among the Iranian men 
with infertility.

2. Materials and Methods

Sperm and blood samples was collected during 2017–
2018 years from ACECR Telemedicine Infertility Cen-

ter in Qazvin, Iran. There was 4 study groups: one group 
with normal spermatogenesis (n=120, control group); and 
three other groups with abnormal spermatogenesis includ-
ing: Men with sthenospermia having low sperm motility 
(A+B<32%; n=70), men with oligospermia having low 
sperm count (<15×106 /ml; n=70), and men with oligoas-
thenospermia having low sperm count and motility (n=70) 
[18]. Groups with infertile men had no other infertility crite-
ria including cystic fibrosis, Klinefelter’s syndrome, varico-
cele, chemotherapy, and azoospermia factor (AZF) micro-
deletion. The men with smoking and alcohol consumption 
were excluded from the study.

TNF-α genotyping was done by sequencing method. For 
measuring SDF index, we used SDF assay kit (Kalazist 
Co., IRAN). Prolactin (PRL) and testosterone levels was 
measured by ELISA kit (Diagnostics Biochem Canada 
Inc., Canada). For the measurement of caspase-9 activity 
in semen samples, we used a colorimetric assay kit (R&D 
Systems, USA) and malondialdehyde (MDA) was assessed 
using the thiobarbituric acid reaction (TBAR) method. 
Moreover, Disomy of sex chromosomes was evaluated by 
using fluorescent in situ hybridization (FISH) analysis ac-
cording to the method described by [16].

3. Results

Patient characteristics and semen quality parameters are 
shown in Table 1. Results showed that the frequency of GG 
and GA genotypes in TNFα -308G/A polymorphism were 
not significantly different in asthenospermic and oligosper-
mic patients compared to controls (P=0.06) (Table 2), but 
we observed a significant difference in the frequency of AA 
genotype and A allele frequency in the oligoasthenospermic 

Table 1. Characterization of the participants

Variable 

Mean±SD

Fertile (n=120)
Infertile (n=70)

Asthenospermia Oligospermia Oligoasthenospermia

Age (year) 32±2.8 26.1±3.2 32±4.5 33±5.4

BMI (Kg/m2) 22.2±2.7 23±1.2 24.2±2.1 24.2±1.8

Abstinence time (days) 3.8±0.7 4.2±0.55 4± 0.45 4 ±0.8

Serum LH level (IU/L) 7.2±2.2 7.87± 3.1 7.1± 2.1 7.9±1.9

Serum FSH level (IU/L) 5.8± 0.95 5.88± 1.3 6.1±1.9 6.9±3.2

Testicular volume (mL) 3.2±1.5 2.8±1.9 2.3±1.8 2.9±1.2

Concentration (106/mL) 120± 6.1 99±4.54. 12±2.3 13.2±1.1

Progressive motility (A+B) (%) 72±1.5 13±2.8 42±3.2 19.1±3.2

Morphology (%) 17.2±1.2 12.1±1.5 13.5±3.2 10.1±2.9

SD: Standard deviation; BMI: Body mass index; LH: Luteinizing hormone; FSH: Follicle stimulating hormone
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men compared to controls [OR (95% CI): 2.5 (1.02-6.1) for 
AA genotype and 2.7 (0.95-3.9) for A allele] (P=0.01). In the 
patients groups, the -308G/A polymorphism had no impact 
on the hormone level (Follicle- stimulating hormone, lutein-
izing hormone, testosterone, and prolactin) (Table 3). Evalu-
ating the effect of AA genotype in -308G/A polymorphism 
of TNFα on different sperm parameters showed that this gen-
otype can significantly decrease the sperm count (P=0.0001), 
motility (P=0.0001) and morphology (P=0.0001). We mea-
sured SDF index between men with different genotypes. 
The results reported a significant increase in sperm DNA 
damage (>30%) in subjects with AA genotype (34%) com-
pared to those with GG (16%) and GA (19.5%) genotypes 
(P=0.0001). 

Caspase-9 level as a main factor in apoptosis process was 
increased significantly in semen samples of the men with AA 
genotype (Mean±SD=3.8±0.98) compared to the men with 

GG (1.2±0.99) and GA (1.8±0.78) genotypes (P=0.0001). 
Moreover, we observed a significant higher level of MDA 
(one of the stress oxidative factors) in semen samples of 
the men with AA genotype (Mean±SD =3.93±0.84) versus 
men with GG (1.15±0.78) and GA (2.1±0.68) genotypes 
(P=0.0001). Because of the importance of sex chromosomes 
aneuploidy in infertility, we evaluated its rate in sperm sam-
ples of the men with G and A alleles of -308G/A polymor-
phism. As shown in Table 4, three disomy types (XX, XY, 
YY) were examined. Regarding the frequency of XX and 
YY types, there was no significant difference between the 
men with G and A alleles (P=0.32), but there was a significant 
difference between them in terms of XY disomy frequency 
(Mean±SD= 0.075±0.045 vs. 0.634±0.12) (P=0.0001). Re-
sults from the analysis of relationship between sex chromo-
somes aneuploidy and DNA damage, indicated a strong and 
significant positive correlation between these two param-
eters (R= 0.72, P=0.028). 

Table 2. Frequency of different genotypes in -308G/A polymorphism of TNF-α 

SNPs Genotypes
No. (%)

OR (95% CI) Oligoasthe-
nospermia OR (95% CI) Oligospermia

No. (%) OR (95% CI)
Control Asthenospermia

-3
08

G/
A 

po
ly

m
or

ph
ism

GG 62 (52) 38 (54) 1 (Ref) 26 (37) 1 (Ref) 28 (40) 1 (Ref)

GA 45 (37) 26 (37) 0.9 (0.53-1.7) 28 (40) 1.3 (0.75-2.3) 31 (44) 0.98 (1.09-
3.6)

AA 13 (11 ) 6 (9) 1.5 (0.41-5.6) 16 (23) 2.5 (1.02-6.1)* 11 (16) 0.99 (0.87-
1.8)

G allele 169 (70) 102 (73) 1 (Ref) 80 (57) 1 (Ref) 87 (62) 1 (Ref)

A allele 71 (30) 38 (27) 1.2 (0.68-2.3) 60 (43) 2.7 (0.95-3.9)* 53 (38) 0.97 (0.65-
1.7)

SNP: Single-nucleotide polymorphism; OR: Odd ratio; CI: Confidence interval

Table 3. Descriptive statistics of some variables in patients with GG, GA and AA genotypes of -308G/A polymorphism in TNF-α

Number of patients

Mean±SD

P GG  GA  AA

92 85 33

Sperms Parameters

Sperm count (106/mL) 55±3.1 53.8± 12.8 14.1± 11.8 0.0001

Sperm motility (A+B%) 36.5±9.4 31.2± 8.8 10.9 ± 8.2 0.0001

Sperm morphology 13.3±5.1 13.2± 3.1 11.5± 2.1 0.0001

SDF index> 30% 13% 15.5% 29% 0.0001

Hormonal Level

FSH (mIU/mL) 6.31 ±1.2 6.52± 1.44 6.11± 1.8

LH ( mIU/mL ) 6.92± 1.11 7.1 ± 2.33 6.7± 2.12

Testosterone (ng/L) 689± 2.1 671 ± 3.5 668± 3.8

Prolactin (ng/mL) 6.9 ± 1.5 7.3 ± 1.52 7.3± 1.8

Apoptosis Facto Caspase-9 (U/106 sperms) 1.2±0.99 1.8±0.78 3.8 ± 0.98 0.0001

Oxidative Stress Factor MDA (nmol/mL) 1.55±0.78 2.1±0.68 3.93± 0.84 0.0001

SD: Standard deviation; LH: Luteinizing hormone; FSH: Follicle stimulating hormone
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4. Conclusion

Consistent with other studies [3-5], the results of the pres-
ent study suggested that, firstly, the prevalence of -308G/A 
polymorphism varies among different populations, and 
more studies are needed in this area. Secondly, in infertile 
men with this polymorphism, we observed a decrease in 
sperm parameters, an increase in oxidative stress, sperm 
DNA damage, and apoptosis in the sperm cells which ul-
timately reduced the normal parameters of the sperms. On 
the other hand, in men with A allele of this polymorphism, 
the aneuploidy levels of sex chromosomes were higher due 
to the increase in sperm DNA damage.
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همراهی پلی‌مورفیسم 308- ژن TNF-α با استرس اکسیداتیو سمن در مردان نابارور

زمینه ژن TNF-α یک سیتوکین را کد می‌ کند که در التهاب سیستمیک نقش دارد. در زمینه همراهی پلی‌مورفیسم این ژن با ناباروری 
مردان، نتیجه قطعی وجود ندارد. 

هدف هدف از این مطالعه، بررسی همراهی پلی‌مورفیسم 308- ژن TNF-α با پارامترهای مختلف سمن و اسپرم در مردان نابارور بود.
مواد و روش‌ها 210 مرد با نابارور و 120 شرکت‌کننده بارور به عنوان کنترل در این مطالعه مورد شاهد انتخاب شدند. پلی‌مورفیسم با روش 
توالی‌یابی بررسی شد. به منظور بررسی شاخص‌های استرس اکسیداتیو و آپوپتوزیس به ترتیب از آزمون مالون دی‌آلدهید و کاسپاز-9 

استفاده شد. همچنین میزان آسیب DNA اسپرم و آنیوپلوییدی کروموزوم‌های جنسی اسپرم مورد بررسی قرار گرفت. 
یافته‌ها در این تحقیق فراوانی بالای آلل A در این پلی‌مورفیسم در مردان اولیگواستنواسپرمیا مشاهده شد )P=0/01(. افزایش مالون 
دی‌آلدهید و کاسپاز-9 در نمونه سمن مردان با ژنوتیپ AA مشاهده شد )P≤0/0001(. همچنین میزان بالای آسیب DNA اسپرم 
)P≤0/0001( و دیزومی کروموزوم‌های XY )P≤0/0001( در نمونه اسپرم مردان با ژنوتیپ AA مشاهده شد. یک ارتباط معنی‌دار بین 

.)R=0/72  ،P=0/048( اسپرم نیزدیده شد DNA آنیوپلوئیدی کروموزوم‌های جنسی و آسیب
نتیجه‌گیری در این تحقیق یک همراهی معنی‌داری بین ژنوتیپ AA پلی‌مورفیسم 308- ژن TNF-α با کاهش پارامترهای اسپرم، افزایش 
میزان استرس اکسیداتیو، میزان بالای آسیب DNA اسپرم و آنیوپلوئیدی کروموزوم‌های جنسی مشاهده شد که می‌تواند بر ناباروری 

اثرگذار باشد.
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پلی‌مورفیسم ژن 
TNF-α، استرس 

اکسیداتیو 

تاریخ دریافت: ۱۶ تیر ۱۳۹۸
تاریخ پذیرش: ۲۱ مهر ۱۳۹۸

تاریخ انتشار: 10 آذر 1398 

، لیلا مخبر3  ، الناز ریاضی1  ، شکوه‌السادات ابوترابی2  رضا نجفی‌پور1  ، *سحر مقبلی نژاد1 

1. مرکز تحقیقات سلولی مولکولی، دانشگاه علوم‌پزشکی قزوین، قزوین، ایران.
2. گروه زنان و زایمان بیمارستان کوثر، دانشکده پزشکی دانشگاه علوم‌پزشکی قزوین، قزوین، ایران.

 3. دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، قزوین، ایران.

مقدمه

فاکتورهای اندوکرین و ژنتیکی دو عامل مهمی هستند که در 
ناباروری مردان دخالت دارند. ریز حذف بازوی بلند کروموزوم Yو 
ناهنجاری‌های کروموزومی دو عامل مهم در بروز اسپرماتوژنزیس 
ناقص هستند ]2 ،1[. به علاوه جهش‌های ژن‌های آتوزومال با 
ناباروری مردان در ارتباط هستند، ولی مکانیسم مولکولی درگیر 
در این مسیر هنوز به طور کامل شناخته شده نیست ]3، 4[. 
ژن‌های  مختلف  ژنوتیپ‌های  بین  همراهی  متعددی  مطالعات 
کُد‌کننده سیتوکین‌ها و ناباروری را نشان داده‌اند ]8-5[. تومور 
نکروز فاکتور آلفا1 یکی از سیتوکین‌هایی است که به طور طبیعی 
اندام جنسی بیان می‌ شود. خوشه ژن TNF-α در  در مجرای 

  1. Tumor necrosis factor-alph‌a (TNF-α)

منطقه کمپلکس پلی مورفیک2 بر روی بازوی کوتاه کروموزوم 
6 بین ژن‌های لیمفوتوکسین و لیمفوتوکسین بتا3 قرار دارد ]9[. 

TNF-α به عنوان یک فاکتور تمایزی رشد از لوکوسیت‌ها ترشح 
می‌شود. به منظور عملکرد دقیق پروتئین TNF-α گیرنده‌های آن 
بر روی سلول‌های لیدیگ و سرتولی قرار دارند و عملکرد این 
سیتوکین را هموار می‌ کنند ]10[. مطالعات متعددی ارتباط بین 
افزایش میزان TNF-α در سمن با کاهش پارامترهای اسپرم و 
افزایش میزان آسیب DNA اسپرم را نشان داده‌اند [12 ،11]. 
عوامل متعددی در میزان TNF-α در سمن دخالت دارند که یکی 
از این موارد پلی‌مورفیسم‌های این ژن است. پلی‌مورفیسم‌های 
ناحیه پروموتوری گزارش  این ژن به خصوص در  متعددی در 
 -1031T/C, -863C/A, -857C/T, -575G/A,( است  شده 

2. Major histocompatibility complex (MHC)
3. Lymph toxin beta
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376G/A, -308G/A, -244G/A, and -238G/A-( که با میزان 
TNF-α در سمن ارتباط مستقیم دارد. از طرفی یکی از عوامل 
آسیب‌رسان به اسپرم، گونه‌های فعال اکسیژن است که با بسیاری 

از پارامترهای اسپرم ارتباط معکوس دارند.

به غشای سلولی آسیب می‌رسانند  اکسیژن  فعال  گونه‌های 
افزایش  لیپیدها می‌شوند. در درمانگاه‌ها  اکسیداسیون  باعث  و 
و  کم  حرکت  با  بیماران  سمن  در  اکسیژن  فعال  گونه‌های 
مورفولوژی غیرطبیعی اسپرم مشاهده شده است ]12[. مطالعات 
نشان داده‌اند که سیتوکاین‌ها، به‌ویژه TNF-α با گونه‌های فعال 
اکسیژن ارتباط دارند و در‌نهایت باعث آسیب DNA اسپرم و مرگ 
سلول‌های جنسی می‌‌شوند ]15-13[. مطالعات متعددی آسیب 
مردان  در  را  کروموزومی  ناهنجاری‌های  و  اسپرم   DNA بالای 
نابارور نشان داده‌اند ]16، 17[. هدف از این تحقیق بررسی ارتباط 
بین پلی‌مورفیسم 308- ژن TNF-α با پارامترهای مختلف اسپرم، 
استرس اکسیداتیو، آسیب DNA و آنیوپلوئیدی کروموزوم‌های 

اسپرم در جمعیت مردان نابارور ایرانی است.

مواد و روش‌ها

در این مطالعه مورد شاهدی، نمونه‌های اسپرم و خون طی 
سال‌های 1396 تا 1397 از مرکز ناباروری تله مدیسین جهاد 
تحقیق  این  در  گروه  چهار  شد.  جمع‌آوری  قزوین  دانشگاهی 
داوطلب مطالعه بودند: گروه مردان بارور با اسپرماتوژنزیس نرمال 
که به دلیل ناباروری همسرشان به مرکز ناباروری مراجعه کرده 
بودند )120 مورد( و سه گروه بعدی شامل مردان با اسپرماتوژنزیس 
 A+B( اسپرم  پایین  حرکت  با  استنواسپرمیا  شامل  غیرنرمال 
%32>( )70 مورد(، اولیگو اسپرمیا با تعداد پایین اسپرم کمتر 
از 106× 15 )70 مورد( و اولیگواستنواسپرمیا با تعداد و حرکت 
فاقد  نابارور  افراد  گروه   .]18[ بودند  مورد(   70( اسپرم  پایین 
پارامترهای دیگر ناباروری مانند سیستیک فیبروزیس، سندرم 
کلاین فیلتر، واریکوسل، ریز حذف کروموزوم Y و کموتراپی بودند. 
همچنین مردان با مصرف سیگار و مشروب از مطالعه خارج شدند. 
به منظور ژنوتیپینگ DNA نمونه‌های خون با استفاده از کیت 
استخراج   QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany)
شد. پرایمرمستقیم F1 (5′TCTCGGTTTCTTCTCCATCG3 و 
 R1 (5′ATAGGTTTTGAGGGGCATGG3,) معکوس  پرایمر 
دارای  باز ژن TNF- α که  تکثیر قطعه 184 جفت  به منظور 
سایت پلی‌مورفیک 308- است، استفاده شد. شرایط تکثیر ژنی 
)PCR( به منظور تکثیر قطعه مورد نظر بدین صورت بود: دمای 
اولیه دناتوراسیون 95 درجه سانتی‌گراد برای پنج دقیقه، در ادامه 
40 سیکل دناتوراسیون در 95 درجه سانتی‌گراد برای دو دقیقه، 
اتصال پرایمر به قطعه مورد نظر در 60 درجه سانتی‌گراد برای 
یک دقیقه و سپس ادامه PCR در 70 درجه سانتی‌گراد برای یک 
دقیقه و درنهایت دمای نهایی 70 درجه سانتی‌گراد برای پنج 
دقیقه. بعد از فرایند PCR محصولات بر اساس توالی‌یابی سنگر 

دستگاه توالی‌یابی ABI 3730XL توالی‌یابی شدند. توالی طبیعی 
و سپس  گرفته شد  مربوطه  داده‌ای  پایگاه‌های  از   TNF-α ژن
توسط نرم افزار Chroma’s )ورژن 2/4( توالی‌های به‌دست‌آمده 

بلاست شدند. 

کیت  از  اسپرم   DNA قطعه‌قطعه‌شدن  بررسی  منظور  به 
نمونه‌های  بدین‌منظور  شد.  استفاده  ایران(  )تهران،  کالازیست 
اسپرم از افرادی که 2 تا 3 روز نزدیکی نداشتند، جمع‌آوری شد. 
نمونه‌ها به مدت یک ساعت در دمای اتاق قرار داده شد تا به 
صورت مایع درآید. پس از مایع‌شدن نمونه سمن به پد میکروژل 
انتقال داده شد و DNA اسپرم با تیمار اسیدی واسرشت شد. 
مرحله بعد پروتئین‌های اسپرم حذف شد. در طول رنگ‌آمیزی 
DNA اسپرم به صورت هاله اطراف سر اسپرم مشاهده شد. در 
یا خیلی  نشد  تشکیل  هاله  این  آسیب‌دیده   DNA با  اسپرم‌ها 
ضعیف بود )شکل شماره 1(. برای هر بیمار 300 نمونه اسپرم 
درجه‌بندی و آنالیز و آسیب بالای 30 درصد به عنوان نقطه عطف 

ارزیابی در نظر گرفته شد ]19[.

به منظور بررسی میزان هورمون‌های جنسی، پنج میلی‌لیتر خون 
از هر بیمار برای اندازه‌گیری هورمون‌ها گرفته شد. نمونه‌های خون 
10 دقیقه در دمای اتاق به منظور جداسازی پلاسما سانتریفیوژ 
شده و سپس پلاسما در منفی 70 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. 
میزان )FSH) ،4‌(LH(5، پرولاکتین، تستوسترون توسط کیت الایزا 

)Diagnostics Biochem Canada Inc( اندازه‌گیری شد.

کیت  از  سمن  در  کاسپاز-9  فعالیت  اندازه‌گیری  منظور  به 

4. Luteinizing hormone (LH)
5. Follicle-stimulating hormone (FSH)

شکل 1. پنج سلول اسپرم با DNA آسیب‌دیده که فاقد هاله دور سر اسپرم 
با DNA سالم که دارای هاله دور سر اسپرم هستند.  و هفت سلول اسپرم 

بزرگ‌نمایی× 1000
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استفاده   )R&D Systems, Minneapolis, MN( کلومتریک 
شد. به منظور جمع‌آوری محتوای سلولی اسپرم‌ها، اسپرماتووزآ 
سلول‌های  در  پروتئاز  فعالیت  اندازه‌گیری  منظور  به  شد.  لیز 
p- لیز شده، پپتید اختصاصی کاسپاز که به مولکول گزارشگر

nitroaniline متصل شده است به سلول‌ها اضافه شد. زمانی 
nitroani� 9 مولکول گزارشگر را شکاف می‌‌داد رنگ -که کاسپاز-

line رها می‌شد. میزان رنگ در طول موج 405 نانومتر توسط 
اسپکتروفوتومتر کمی شد. 

همکاران  و  رائو6  روش  اساس  بر  دی‌آلدهید  مالون  میزان 
1989 اندازه‌گیری شد]20[. بر اساس این روش ابتدا نمونه‌های 
سـمن در دو هزار گرم به مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ شـدند. 
مـایع رویی )پلاسماي سمینال(  از  سـپس 100 میکرولیتـر 
بـه همـراه 900 میکرولیتـر آب‌مقطــر در لولـه آزمایشــگاه 
ریخته شد و به هر لوله 500 میکرولیتر معـرف تیوباربیتوریک 
آلومینیومی  ورقه‌های  توسط  لوله‌ها  سر  و  شد  اضافه  اسید7 
آب  حمام  در  سـاعت  یـک  مدت  به  و  شدند  پوشانده  کاملًا 
جوش قرار گرفتند و پس از خنک‌شدن در دماي اتاق، لولـه‌هـا 
مجدداً در 4 هزار گرم بـه مـدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شدند. 
با  نانومتر،   534 موج  طول  در  رویی  محلول  جذب  درنهایت 

دستگاه اسپکتروفتومتر UV 1600 خوانده شـد.

هیبریداسیون  روش  توسط  جنسی  کروموزوم‌های  دیزومی 
قرار  بررسی  بود، مورد  قبلًا توصیف شده  فلورسنت درجا که 
گرفت ]20[. بدین منظور پروب‌ها منطقه ساتلیتی کروموزوم
 (Yp11.1–Y با رنگ سبز و کروموزوم (Xp11.1–q11.1) X

(q11.1 با رنگ قرمز نشان‌دار شدند. در ابتدا پروب‌ها در 75 
درجه سانتی‌گراد به مدت چهار تا پنج دقیقه دناتوره شدند. به 
طور هم‌زمان اسلایدهای حاوی اسپرم به منظور دناتوراسیون 
 pH=7 با وارد فورمامید 70 درصد و سالین سدیم سیترات8 
شد. بعد از واسرشت‌شدن، پروب‌ها به منظور هیبریداسیون به 
اسلایدهای حاوی اسپرم اضافه شدند. مدت زمان دو‌رگه‌سازی 
دو ساعت بود. سپس اسلایدها در توئین 70، 85 و 100 درصد 
به مدت دو دقیقه قرار گرفتند. پس از انکوباسیون، اسلایدها 
در سالین سدیم سیترات با pH=7 و دمای 45 درجه به مدت 
وکتا  محلول  در  اسلایدها  سپس  شدند.  شسته  دقیقه   10
در  توسط لامل 22  بود  دپی  زمینه‌ای  رنگ  دارای  که  شیلد 
922 میلی‌متر ثابت شدند. سپس هزار سلول برای هر نمونه 
با  فلوئورسنت   )Nikon E800, Japan( توسط میکروسکوپ 

بزرگ‌نمایی هزار بررسی شدند )شکل شماره 2(. 

تعیین تفاوت معنی‌دار بین گروه‌های مورد مطالعه با آنالیزهای 
آماری شامل میانگین، انحراف معیار و ضریب همبستگی بررسی 

6. Rao
7. Thiobarbituric acid
8. Salin-sodium-citrate

شد. تفاوت در فراوانی آلل‌ها و ژنوتیپ‌ها با استفاده از آزمون کای 
دو در نسخه 20 نرم افزار SPSS انجام شد. نسبت شانس )OR( با 
فاصله اطمینان 95 درصد تخمین زده شد. از آزمون‌های واریانس 
یک‌طرفه )ANOVA( و تی جهت تحلیل داده‌ها استفاده و سطح 

معنی‌داری کمتر از ۰/۰۵ در نظر گرفته شد.

یافته‌ها

جدول  در  اسپرم  کیفی  پارامترهای  و  بیماران  مشخصات 
داد  نشان  داده‌ها  آنالیز  نتایج  است.  داده شده  نشان  شماره 1 
که فراوانی ژنوتیپ‌های GG و GA در پلی مورفیسم 308- ژن 
ندارد  و شاهد  بیمار  گروه‌های  بین  معنی‌داری  تفاوت   TNF-α
)جدول شماره P=0/06( )2(؛ ولی تفاوت معنی‌داری در فراوانی 
ژنوتیپ AA و آلل A در افراد اولیگواستنواسپرم در مقایسه با گروه 
شاهد دیده شد )P=0/01(. در بیماران انتخاب‌شده پلی‌مورفیسم 
 ،FSH ،LH هیچ تأثیری در سطح هورمون‌های TNF-α 308- ژن
تستوسترون و پرولاکتین نداشت )جدول شماره 3(. بررسی تأثیر 
ژنوتیپ AA در پلی‌مورفیسم 308- ژن TNF-α روی پارامترهای 
مختلف اسپرم نشان داد که این ژنوتیپ تأثیر معنی‌داری روی 
و   )P≥0/0001( حرکت   )P≥0/0001( اسپرم  تعداد  کاهش 
مورفولوژی )P≥0/0001( داشت. همچنین در این تحقیق میزان 
قطعه‌قطعه‌شدن DNA اسپرم در گروه‌های مختلف مورد بررسی 
قرار گرفت که نتایج نشان داد افزایش معنی‌داری در میزان آسیب 
DNA اسپرم در بیماران با ژنوتیپ AA در مقایسه با بیماران دارای 
ژنوتیپ GG و GA وجود داشت )P≥0/0001( )جدول شماره 3(. 

دی‌آلدهید  مالون  و  آپوپتوزیس(  )شاخص  کاسپاز-9  میزان 
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است )فلش آبی(. 
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)شاخص استرس اکسیداتیو( در بیماران با ژنوتیپ AA در مقایسه 
با بیماران دارای ژنوتیپ GG و GA افزایش معنی داری داشتند 
)P≥0/0001( )جدول شماره 3(. همان‌طور که در جدول شماره 4 
نشان داده شده است سه نوع دیزومی )XX ،XY ،YY( مورد بررسی 
قرار گرفت. در مورد دیزومی‌های XX،YY تفاوت معنی‌دار بین 
گروه‌های دارای آلل G و A وجود نداشت )P=0/32(؛ در حالی که 
تفاوت معنی‌داری در افزایش فراوانی دیزومی XY در بیماران با آلل 
A نسبت به بیماران با آلل G وجود داشت )P≥0/0001(. بررسی 
کروموزوم‌های  آنیوپلوئیدی  و   DNA آسیب  میزان  بین  ارتباط 
جنسی، یک ارتباط مستقیم معنی‌داری را در این زمینه نشان 

.)P=0/028( داد

بحث و نتیجه‌گیری

 A آلل  همراهی  در  معنی‌دار  ارتباط  یک  تحقیق  این  در 
داده  نشان  اولیگواسپرمیان  با   TNFα ژن   -308 پلی‌مورفیسم 
شد. همچنین همراهی مؤثر این پلی‌مورفیسم با افزایش استرس 
کروموزوم‌های  آنیوپلوئیدی  و  اسپرم   DNA آسیب  اکسیداتیو، 
جنسی اسپرم نیز در این مطالعه دیده شد. در مطالعات متفاوتی 
بیماری‌های  به  ابتلا  در  استعداد  با  پلی‌مورفیسم  این  همراهی 
مختلف نشان داده شده است [22 ،21]. همراهی پلی‌مورفیسم 
ناباروری در جمعیت‌های مختلف گزارش  با   TNFα 308- ژن
شده است؛ برای مثال در جمعیت فرانسه ترونچون9 و همکاران 
اولیگواسپرمیا  با  را  پلی‌مورفیسم  این   A آلل )2008( همراهی 
آن‌ها،  مطالعه  برخلاف   .]23[ دادند  نشان  استنواسپرمیا  و 

9. Thronchon

مطالعه حاضر همراهی معنی‌دار آلل A را با اولیگواستنواسپرمیا 
نشان داده است. در مطالعه دیگری، در جمعیت مصر افزایش 
ژنوتیپ AA در مردان نابارور با استنواسپرمیا، استنوتراتواسپرمیا 
و اولیگواستنوتراتواسپرمیا مشاهده شده است. در مطالعه آن‌ها 
مشابه این مطالعه، همراهی آلل A این پلی‌مورفیسم با کاهش 
شد.  دیده  اسپرم  نرمال  شکل  و  اسپرم  حرکت  اسپرم،  تعداد 
همچنین افزایش میزان فاکتور آپوپتوتیک کاسپاز-9 در بیماران با 

پلی‌مورفیسم و آلل A مشاهده شد ]24[. 

ایران  و  هند  چین،  مانند  آسیا  جمعیت  در  مطالعه  سه  در 
افزایش فراوانی آلل A در بیماران نابارور اولیگواسپرم، استنواسپرم، 
افزایش  تراتواسپرم و آزواسپرم گزارش شد. ولی در مطالعه ما 
آلل فقط در مردان اولیگواستنواسپرم مشاهده شد. این تفاوت در 
فراوانی ژنوتیپ‌ها به دلیل سازش ژنوتیپ‌های مختلف با نژادهای 
مختلف است ]27-25[. مشابه مطالعه ما، ترونچون و همکاران 
 TNFα و خادمی و همکاران همراهی پلی‌مورفیسم 308- ژن
با افزایش میزان استرس اکسیداتیو سمن و کاهش پارامترهای 
اسپرم را نشان دادند [27 ،24]. برخلاف مطالعات ذکر‌شده، در 
جمعیت استرالیا همراهی این پلی‌مورفیسم با ناباروری و کاهش 
پارامترهای نرمال اسپرم نشان داده نشد ]28[. در این تحقیق 
همراهی این پلی‌مورفیسم با افزایش میزان کاسپاز-9 در سمن 

نشان داده شد.

به طور کلی TNFα از دو مسیر در آپوپتوزیس دخالت دارد: یکی 
از طریق اتصال به گیرنده 1 ژن TNFα و فعال‌شدن مسیرهای 
سیگنالینگ مختلف و دوم، تحریک اسپرماتوزوآ به منظور تولید 
تولید  باعث  اکسیژن  فعال  گونه‌های  اکسیژن.  فعال  گونه‌های 

جدول 1. ویژگی نمونه‌های مورد مطالعه )تعداد=70(

نابارور )در هر گروه 70 نفر(
بارور

)120=تعداد( پارامترها
اولیگو استنواسپرم استنواسپرم اولیگواسپرم

33±5/4 26/1±3/2 32±4/5 32±2/8 سن )سال(

24/2±1/8 23±1/2 24/2±2/1 22/2±2/7 شاخص توده بدنی )کیلوگرم بر مترمربع(

4‌±0/8 7/87±‌3/1 7/1±‌2/1 7/2±2/2 هورمون LH )واحد بین‌المللی/ لیتر(

6/9±3/2 5/88±‌1/3 7/1± 2/1 5/8±‌0/95 هورمون FSH )واحد بین‌المللی/ لیتر(

13/2±1/1 2/8±1/9 2/3±1/8 3/2±1/5 حجم بیضه )میلی‌متر(

13/2±1/1 99±4/5 12±‌2/3 120± 6/1 غلظت اسپرم × 106

19/1±‌3/2 13‌±‌2/8 42±‌3/2 72±1/5 حرکت جلو‌رونده )A+B( )درصد(

10/1±‌2/9 12/1‌±‌1/5 13/5 ±3/2 17/2±‌1/2 شکل نرمال اسپرم )درصد(
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TNF-α جدول 2. فراوانی ژنوتیپ‌های مختلف پلی‌مورفیسم 308- ژن

نسبت شانس
فاصله اطمینان 95 

درصد

اولیگواستنو 
اسپرم

)درصد(تعداد

نسبت شانس
فاصله اطمینان %95

اولیگواسپرم
 تعداد 
)درصد(

نسبت شانس
فاصله اطمینان 

95 درصد

استنواسپرم
تعداد 
)درصد(

بارور
تعداد 
)درصد(

پلی‌مورفیسمژنوتیپ‌ها

GG )52( 62)54( 38 )رفرنس( 1(37) 26 )رفرنس( 1 )40( 28)رفرنس( 1

TNFα-308

0/98 )1/9-3/6(31 )44(1/3 )0/75-2/3(28 )40(0/9 )0/53-01/7( 26 )37(45 )37(GA

0/75)0/87-1/8(11 )16(2/5 )3/2-4/7( 16 )23(1/5 )0/46-5/6( 6 )9(13 )11(AA

G)70( 169)73( 102)رفرنس( 1 )57( 80)رفرنس( 1 )62( 87 )رفرنس( 1

0/67)0/97-1/7(53 )38(2/9 )2/3-3/8(60 )43( 1/2 )0/68-2/3(38 )27(71 )30(A

TNF-α پلی‌مورفیسم ژن GG,GA,AA جدول 3. نتایج بررسی پارامترهای مختلف در بیماران با ژنوتیپ‌های

سطح معنی‌داری AA GA GG متغیرها

33 85 92 تعداد بیماران

0/0001 14/2±11/8 55/2±12/8 55±3/1 غلظت اسپرم 106 / میلی‌لیتر

پارامترهای اسپرم
0/0001 10/9±8/2 36/2±8/8 36/5±9/4 حرکت پیش‌رونده اسپرم )A+B درصد(

0/0001 11/2±2/1 13/2±3/1 13/1±5/1 شکل نرمال اسپرم )درصد(

0/0001 29 درصد 15/5 درصد 13 درصد آسیب DNA اسپرم 30< درصد

6/31±1/32 6/54±1/44 6/11±2/3 FSH )واحد بین‌المللی/ میلی‌لیتر(

میزان هورمونها
6/92±1/11 7/1±2/33 6/7±2/12 LH )واحد بین‌المللی/ میلی‌لیتر(

13/3±5/3 13/2±3/1 11/5±2/1 تستوسترون )نانوگرم / لیتر(

6/9±1/5 7/3±1/52 7/3±1/3 پرولاکتین )نانوگرم / میلی‌لیتر(

1/2‌±‌0/99 1/8‌±‌0/78 3/8±0/98 0/0001 کاسپاز-9 )واحد بین‌المللی / 106( فاکتور آپوپتوزیس

1/55‌±‌0/78 2/1±0/68 3/93±0/84 0/0001 مالون دی‌آلدهید )نانومول / میلی لیتر( فاکتور استرس اکسیداتیو

TNF-α پلی‌مورفیسم ژن GG,GA,AA جدول 4. فراوانی اسپرم‌های دیزومیک در نمونه‌های اسپرم با ژنوتیپ‌های

GGGAAAنوع دیزومی کروموزومی

1315/529تعداد بیماران )درصد(

XX0/055±‌0/0110/051±‌0/0310/066± 0/021

XY0/075±‌0/0450/051± 0/0310/643 ±0/12*

YY0/033‌±‌0/0120/012‌±‌0/0230/032±0/023
* فراوانی بالا و معنی‌دار دیزومی کروموزوم‌های x,y را در اسپرم افراد با ژنوتیپ AA نشان می‌دهد. 
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سیتوکروم C از میتوکندری و شروع آپوپتوز می‌شوند ]29-31[. 
اگرچه این گونه‌های فعال اکسیژن در تولید و بیان یک‌سری از 
سیتوکاین‌ها نقش دارند، تعدادی از سیتوکاین‌ها می‌توانند تعادل 
بین فاکتورهای اکسیدانت و آنتی‌اکسیدانت را به هم بزنند و باعث 

تولید ROS شوند [33 ،32].

 در ارتباط با عملکرد TNFα )یکی از سیتوکاین‌ها( و تولید 
گونه‌های فعال اکسیژن، هم‌راستا با نتایج این تحقیق نشان داده 
شده است که افزایش TNFα در سمن باعث افزایش میزان مالون 
دی‌آلدهید و در نتیجه آسیب DNA اسپرم و کاهش پارامترهای 
نرمال اسپرم می‌شود ]34[. به علاوه در مطالعات دیگر نشان داده 
شد که خاصیت پروآپوپتوتیک TNFα از طریق تولید گونه‌های 
فعال اکسیژن به وجود می‌آید که درنهایت باعث آسیب به غشای 
سلول اسپرم و قطعه‌قطعه‌شدن DNA اسپرم می‌شود ]29-31[. 
در همین راستا، در این تحقیق افزایش میزان آسیب DNA اسپرم 
در بیماران با پلی‌مورفیسم TNFα که باعث افزایش میزان بیان 
تحقیق  این  داده شد. بخش جالب  نشان  آن می‌‌شود  تولید  و 
بررسی میزان آنیوپلوئیدی کروموزوم‌های جنسی در بیماران با 
ژنوتیپ‌های مختلف پلی‌مورفیسم TNFα بود. نتایج این مطالعه 
 A افزایش میزان دیزومی کروموزوم‌های جنسی در مردان با آلل
را نشان داد و یک ارتباط معنی‌دار مستقیمی بین آنیوپلوئیدی 
کروموزم‌های جنسی و میزان آسیب DNA اسپرم وجود داشت. به 
طور کلی افزایش میزان آنیوپلوئیدی‌های کروموزوم‌های جنسی 
در نمونه اسپرم مردان نابارور با اولیگواسپرمیا، استنواسپرمیا و 

تراتواسپرمیا نشان داده شده است ]35[.

آنیوپلوئیدی کروموزوم‌های جنسی به دلیل جدا‌نشدن صحیح 
کروموزوم‌ها در طی میتوز یا میوز است که آسیب DNA اسپرم 
می‌تواند یکی از تحریک‌کننده‌های این جدا‌نشدن صحیح باشد.

]38-36[. در بیماران با پلی‌مورفیسم ژن TNFα افزایش میزان 
اکسیژن  فعال  گونه‌های  تولید  افزایش  دلیل  به   DNA آسیب 
طبق مکانیسمی که در بالا ذکر شد است. اگرچه مکانیسم‌های 
متعددی برای آسیب DNA اسپرم وجود دارد، ولی مجاری باروری 
و اسپرم مردان به دلیل نوع فیزیولوژی مجاری و تولید اسیدهای 
چرب اشباع و نبود سیستم آنتی‌اکسیدانتی مهم‌ترین عامل تولید 
در  درنهایت  که  است  آزاد  رادیکال  و  اکسیژن  فعال  گونه‌های 

جداشدن صحیح کروموزوم‌ها تأثیر دارد [40 ،39].

به طور کلی این مطالعه نشان داد که فراوانی آلل‌های مختلف 
و  است  متفاوت  مختلف  جمعیت‌های  در  پلی‌مورفیسم  این 
استرس  میزان  افزایش  باعث   TNFα ژن   -308 پلی‌مورفیسم 
اکسیداتیو در سمن و در نتیجه کاهش پارامترهای اسپرم، آسیب 

DNA اسپرم و ناهنجاری‌های کرومووزمی می‌شود. 

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

این مطالعه در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی قزوین با کد 
IR.QUMS.REC.1395.200 مورد تأیید قرار گرفته است.

حامي مالي
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مخبر در رشته پزشکی دانشگاه علوم پزشکی قزوین است.
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