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  مقاله اصیل پژوهشی

مبتلا به  مارانیب AZFنواحی در  Yکروموزوم  يها حذف یمولکول یبررس

 يکننده به مرکز نابارور مراجعه يانسداد ریغ یگواسپرمیو اول یآزواسپرم

  مشهد هیمنتصر

  
  5، محمد مهدي شریعتی4یمحسن جلال، 3شمسا یعل، 2يریمحمدرضا نص، 1يازغند یلیمعصومه وک

  

  چکیده

هایی است که نقش و عملکرد  داراي ژن ،Yواقع در بازوي بلند کروموزوم ) AZF(نواحی حاوي فاکتورهاي آزوسپرمی  :هدف و زمینه

با  AZFهاي نواحی  از این رو، شناخت ارتباط بین ریزحذف ؛طور کامل مشخص نشده است به ها در اسپرماتوژنز و باروريخاص آن

در  Yکروموزوم  هاي زحذفیر یبررس ،مطالعه نایاز انجام هدف . سازد نتیک را مقدور میتشخیص، درمان و مشاوره ژ ؛مردان يبارور

مناسب مرتبط  يهانشانگر) یاتصال یتوال هیحنا( STS ییاساو شن يرانسدادیغ یو آزواسپرم یگواسپرمیاول يمبتلا به نابارور مارانیب

  .با آنان بود

کاریوتایپ نرمال  داراي با دلایل غیر انسدادي و یگواسپرمیسپرمی و الابتلا به آزومرد نابارور م45بر روي  ،مطالعه نیا :تحقیقروش 

و  Multiplex PCRغربالگري مولکولی با استفاده از تکنیک . شدانجام  رده بودند،ک  مراجعه مشهد هیمرکز ناباروري منتصربه  که

ها  حذفزیر ییشناسا يبرا) اروپا یمولکول کیژنت تیفیشبکه ک/ ياندرولوژ یکادمآ( EAA/EMQN يماطبق راهن، STSپرایمرهاي 

  .انجام شد Yکروموزوم  AZFگانه سه یدر نواح

 در )درصد7/7( بیمار2 ،نفر3 این از. بودند AZFaدر ناحیه  Yکروموزوم  هاي ریزحذف بیمار داراي3 نابارور، مرد45بین  از :ها یافته

 نقش زیادي AZFنواحی هاي ریزحذف ،داد نشان نتایج. حذف بودندداراي ریز AZFaناحیه  در )درصد 7/5(بیمار  یکو   AZFcناحیه 

  .دارد نابارور مردان در آزواسپرمی و الیگواسپرمی بروز بر

عنوان یک آزمایش مولکولی با اهمیت براي کسب اطلاعات ژنتیکی قابل اعتماد  به Yریزحذف هاي کروموزوم بررسی :گیري نتیجه

اثربخشی  ها و شود؛ این امر به کاهش هزینه هاي کمک باروري توصیه می وري، قبل از استفاده از تکنیکدر مردان مبتلا به نابار

  .دکمک خواهد نمودرمان 

   AZF؛ينابارور ؛زحذفیر ؛یگواسپرمیاول ؛یآزواسپرم :هاي کلیدي واژه

  .160-154 ):2( 22 دوره ؛1394. مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی بیرجند

  09/02/1394 : پذیرش                25/10/1393: دریافت
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  مقدمه

  زوج  کیکه  شود یگفته م یطیشرا اغلب به ينابارور

قادر به  ،يریبدون جلوگ یسال رابطه جنس کیپس از 

 (WHO) بهداشت یسازمان جهان. ستندیشدن نباردار

کرده  یمعرف یجهان یمشکل پزشک کیعنوان  را به ينابارور

کردن همسر باردار ییعدم توانا ،يرورنابا یعلامت اصل. است

مشکل  ،ییو نازا ينابارور. است یدر پ یپ هاي بعد از تلاش

 یینازا ،درصد موارد50ها است که در  درصد زوج15 باًیتقر

منظور  تلاش به). 1( باشد یاختلالات در مردان م لیدل هب

نظر از علل  نشان داده است که صرف یعلل آزواسپرم یبررس

 کوسل،یانسداد، وار ،یعیطب ریغ پیوتایکار( یسنت صیتشخ

) درصد 75تا  50(اغلب موارد  ،)رهیو غ یورمونه هاي  نقص

در نظر گرفته  1با علت ناشناختههستند و  حیقابل توض ریغ

عامل  کیبه وجود  نیمحقق ،1967 سال لیدر اوا. شوند یم

 ینام عامل آزواسپرم  انجام اسپرماتوژنز به يبرا يضرور

(AZF) هاي حذف نیارتباط ب هیمشکوك شدند و فرض 

بار در همان  نیاول ،در مردان يو نابارور Y کوچک کروموزوم

 نها به ایآن). 2(طرح شد  Zuffardiو  Tiepoloسال توسط 

کوچک در  هاي حذف ياز افراد دارا یکه برخ دندیرس جهینت

؛ نرمال دارند Y با کروموزوم یخود، پدران Y کروموزوم

ظهور نو ت رخدادهايعلّ به هعمدطور  بهها  حذف نیبنابرا

سه  ،هیناح نیکردند که در ا هها مشاهدآن. ردپذی یصورت م

سه  نیو ا شود یطور معمول حذف م هاست که ب هیناحریز

واقع  Yq11 ییو انتها یانیم و قسمت در قسمت سر هیناحریز

سه  نینشان داده است که ا یمولکول يزهاآنالی. اند شده

مسئول در  هاي ها بلکه غالب ژن ژن ي نه همه ،هیناحریز

، AZFa هاي به نام هیناحرین سه زیا. اسپرماتوژنز را در بردارند

AZFb و AZFc هاي ژن نتری مهم). 3( شوند یشناخته م 

هستند و  لیدخ زیکه در اسپرماتوژنس AZF گانه سه ینواح

و  یبروز آزواسپرم( يمسئول نابارور ،هاحذف در آن

در ( DDX3Y، USP9Y: از عبارتند ،باشد یم) یپرماسگویال

                                                           
1
 Idiopathic 

 و )AZFb هیناحدر ( PRY و RBMY ،)AZFa هیناح

DAZ ) هیناحدر AZFc()3(.  

روش  طور معمول به به ،از کروموزوم یحذف نواح زیآنال

PCR و با استفاده از پرایمرهاي مختلف STS در  مارکرها

در مردان ها  حذفزیبروز ر زانیم .شود یانجام م AZF هیناح

. درصد متفاوت است55تا  یکمطالعات مختلف از  نبی ،نابارور

اما  ،وجود ندارد رانیدر ا ينابارور زانیاز م یقیهرچند آمار دق

منطقه و  يهااز کشور ياریهمانند بسکه  رسد یمنظر  به

از اهداف مهم  یکی). 4(درصد باشد 20تا  15 نیب ،جهان

ت علّ به ،ردان ناباروردر م Yکروموزوم  يها حذفزیر یبررس

 يکمک بارور هاي روش قیاز طر ها زحذفیاحتمال انتقال ر

ها به فرزندان آن يانتقال ناهنجارامکان به نسل بعد و 

بروز  زانیم نییتع ،مطالعه نیا انجام از فهد. باشد می

 يدر مردان نابارور مشهد AZF هیناح هاي حذفزیر

و  یبا آزواسپرم هیمنتصر يکننده به مرکز نابارور مراجعه

با استفاده از واکنش  ،کیتیوپایدویا يانسداد ریغ یاسپرمگویال

 تواند میمطالعه  نیا هاي افتهی. مراز چندگانه بود یپل اي رهیزنج

 هژـیو ه ـب ،رورنابا جینزو با رتمشو مهنگادر  مهمی يگشاراه

و ممکن است  باشد روريبا کمک يها از روش دهستفااز ا لـقب

هر چه  يریگ میمنظور تصم پزشکان به يبرا یشواهد کاف

  .را فراهم کند يبارور کمک هاي قبل از اقدام به روش ،بهتر

  

  تحقیقروش 

  یکیتوژنتیس زیو آنال ماریانتخاب ب

کننده به  مرد نابارور مراجعه45 ،در این مطالعه توصیفی

که در  1392مشهد طی تابستان  هیمنتصر يمرکز نابارور

 نیانگیم قرار داشتند و داراي سال 61ا ت 25 یمحدوده سنّ

تا  1392 رماهیت یطدر  بودند،) سال 61تا  25(سال 40 یسنّ

ورود به  هايمعیار. تندقرار گرف یابیمورد ارز ،1393مهر ماه 

 یاسپرمگویال ایو  يانسدادریغ یابتلا به آزواسپرممطالعه، 

 یاسپرمگویال ایو  یکه دچار آزواسپرم یمارانیب. بود دیشد

 هاي يماریب ایو ) کوسلیوار( ياز انسداد مجار یناش دیشد
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عدم ( سمیدیپتوکیو کر یعفون يها يماریب :شده مثل شناخته

 يمجار يرو یسابقه جراح يدارا ایبودند و ) ضهینزول ب

اصول  تیرعا براي. از مطالعه خارج شدند ،بودند يادرار

نامه  تیرضا مار،یلازم به ب حاتیپس از ارائه توض ،یاخلاق

. دیپرسشنامه تکمیل گرد سپس وشد  افتیدر ،از فرد یکتب

 ، برايXY46 یفرزند با فرمول کروموزوم يمرد بارور دارا5

 ،از عدم بروز جهش در افراد سالم بارور نانیو اطم یبررس

عنوان  زن بارور نرمال به کیمثبت و  هاي عنوان کنترل به

 AZF يورهااز عدم حضور فاکت نانیاطم براي یکنترل منف

  .انتخاب شدند یدر کروموزوم جنس

  DNAاستخراج 

لیتر خون گرفته  میلی5، از هر یک از افراد مورد مطالعه

اسید  استیک تترا  امین  دي  هاي حاوي اتیلن شد و در لوله

)EDTA( به عنوان مادانعقاد ریخته و به آزمایشگاه  ه ضد

 Gene JET PCR Purification توسط کیت .شدارسال 

Kit# K0721  شرکتScientific Thermo )آمریکا(، 

DNA و براي انجام  گردیدهاي خون استخراج  از نمونه

درجه  -20در دماي  ،)PCR(مراز  اي پلی واکنش زنجیره

 .دشگراد نگهداري   سانتی

اي  پرایمرها و انجام واکنش زنجیرهSTS انتخاب 

  مراز پلی

 Yه کروموزوم گان سههاي نواحی  حذفبراي شناسایی ریز

و  STS نشانگر 3تعداد  ،در افراد بیمار و بررسی افراد کنتر

 طبق راهنماي استاندارد  ،SRYبراي ناحیه نشانگر یک 

EAA/EMQN )کیژنت تیفیشبکه ک/ ياندرولوژ یآکادم 

 :ها عبارتند بودند ازSTSاین . انتخاب گردید) اروپا یمولکول

sY86  براي ناحیهAZFa، sY127 یه براي ناحAZFb  و

sY254  براي ناحیهAZFc  آمده است یککه در جدول .

از مخلوط کامل که  ،مراز اي پلی براي انجام واکنش زنجیره

مولار،  میلی10ها با غلظت dNTP، مخلوط PCRحاوي بافر 

واحد در میکرولیتر و 5غلظت  به Taqآنزیم پلیمراز 

اي هر از میکرولیتر به10میزان  به ،بود MgClمولار  میلی25

میکرولیتر از نمونه  5/1 ،در هر واکنش. واکنش استفاده شد

DNA میکرولیتر از مخلوط پرایمرها 5شده به همراه  استخراج

منظور رساندن حجم  به ،بار تقطیرآب دومیکرولیتر  5/8و 

اي پلیمراز  واکنش زنجیره. میکرولیتر استفاده شد25واکنش به 

اخت شرکت س BIOMETRAتوسط دستگاه ترموسایکلر 

BIOMETRA سیکل شامل 30 صورت کشور آلمان به: 

مدت  گراد به درجه سانتی 94سازي اولیه در دماي  واسرشته

سازي  سازي، اتصال پرایمرها و طویل دقیقه، واسرشته5

در  ثانیه، 30مدت  گراد به درجه سانتی 94 در دماي :ترتیب به

 72 مايدر د ثانیه و 30مدت  گراد به درجه سانتی 57 دماي

در نهایت یک . ثانیه انجام شد 90مدت  گراد به درجه سانتی

گراد  درجه سانتی 72دقیقه در  10مدت  سازي به مرحله طویل

شده توسط ژل اگارز  تهیه PCRدر نهایت محصول . انجام شد

آمیزي  الکتروفورز شده و با استفاده از رنگ ،درصد 2

  .ر گرفتمورد مشاهده و تشخیص قرا ،بروماید اتیدیوم

  مطالعه نیشده در ا استفاده يمرهایپرا یتوال -1جدول 

 ردیف نام پرایمر  )'3به  '5از (توالی پرایمر  طول قطعه تولیدي

320 GTGACACACAGACTATGCTTC sY86-1 رفت 

320 ACACACAGAGGGACAACCCT sY86-2 برگشت 

274 GGCTCACAAACGAAAAGAAA sY127-3 رفت 

274 CTGCAGGCAGTAATAAGGGA sY127-4 برگشت 

380 GGGTGTTACCAGAAGGCAAA sY254-5 رفت 

380 GAACCGTATCTACCAAAGCAGC sY254-6 برگشت 

470 GAATATTCCCGCTCTCCGGA SRY-7 رفت 

470 GCTGGTGCTCCATTCTTGAG SRY-8 برگشت 
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  ها یافته

 یگواسپرمیو ال یمرد نابارور که مبتلا به آزواسپرم 45

 جینتا. قرار گرفتند یمطالعه مولکولمورد  ،بودند يانسدادریغ

همه مردان . نشان داده شده است 2مطالعه در جدول  یکل

 ماریب26نفر از 2در . داشتند XY46نرمال  پیوتایکار ،نابارور

 رنشانگ( AZFc هیدر ناح زحذفیر ،)درصد7/7(آزواسپرم 

sY254 ( مشاهده شد) 1شکل.(  

 هیحذف در ناح يادار ماریب کیدر  sY86 نشانگرحذف  -1شکل 

AZFa .S1 :فاقد نمونه( منفی کنترل DNA(، S2 :منفی کنترل )DNA زن 

 مرد DNA با PCR محصول: S4 ،)سالم مرد DNA( مثبت کنترل: S3 ،)سالم

  bp100 مارکر: AZFa، M ناحیه در میکرودلیشن داراي

 کنترل: S4. مطالعه مورد هاي نمونه همه در sY127 مارکر حضور -2 شکل

 افراد DNA با PCR محصولات: S5-S9 و DNA(، S1-S3 فاقد نمونه( منفی

  .bp100 نشانگر: M سپرم،ااولیگو و سپرماآزو بیمار

. AZFc ناحیه در حذف داراي بیمار در sY254 نشانگر حذف -3 شکل

S1 :فاقد نمونه( منفی کنترل DNA(، S2 :منفی کنترل )DNA سالم زن(، 

S3 :مثبت کنترل )DNA سالم مرد(، S4, S5 :محصول PCR با DNA مرد 

  bp100نشانگر: AZFc، M ناحیه در میکرودلیشن داراي

حذف در  يدارا) 7/5(مرد یک نفر  ،گواسپرمیال ماریب19از 

ریزحذفی  چیه). 2شکل (بود ) sY86 نشانگر( AZFa هیناح

باند  ،ماریتمام افراد ب يمشاهده نشد و برا AZFb هیر ناحد

شکل (وجود داشت  ،هیناح نیکار رفته در ا هب مریمربوط به پرا

 انیلحاظ وقوع حذف، م نشان داد که به يآمار هاي یبررس). 3

 يدار یمعن اختلاف ،یو آزواسپرم یاسپرم گویافراد اول

)05/0>P (شتوجود ندا ) 2جدول(.  

ها در انواع بیماران تحت  فراوانی مطلق و نسبی ریزحذف -2جدول 

  مطالعه

  

  بحث

 نیشتریمطالعه نشان داد که ب نیا جینتا یطور کل هب

دنبال آن در  و به AZFc هیدر ناح ،Yکروموزوم  يها زحذفیر

 نیدوم ،Yکروموزوم  هاي فزحذیر. اتفاق افتاد AZFa هیناح

  نوع تشخیص
  ها ریزحذف بیماران

  درصد  تعداد  درصد  تعداد

  7/5 1  2/42  19  اولیگواسپرم

  7/7  2  8/57  26  سپرماآزو

  4/13  3  100  45  سپرمااولیگو و آزو
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 1فلتر نیدر مردان بعد از سندروم کلا ينابارور یعلت اصل

 زانیم شیباعث افزا ،Yکروموزوم  هاي حذف). 1( باشد یم

 نیا یفراوان که يطور هب ؛شود ینقص در روند اسپرماتوژنز م

). 3(درصد گزارش شده است 55تا  یک نیب ها زحذفیر

 زانیر در تنوع و مثّؤاز عوامل م يا و منطقه یقوم يها تفاوت

علاوه ). 5( روند  یشمار م به Yکروموزوم  هاي زحذفیر وعیش

 ،AZF ینواح هاي در حذف یپیفنوت یناهمگون ،نیبر ا

متفاوت در اثر  یژن انیب یطیمح راتیثأاز ت یناش تواند یم

اتوزومال  يها و حضور همولوگ رینفوذ متغ ،یژن راتییتغ

در رابطه با  یمطالعات فراوان ،هدر دهه گذشت. باشد

حاصل از  جینتا. انجام شده است Yکروموزوم  هاي زحذفیر

کروموزوم  هاي زحذفیر نیشتریمطالعات نشان داده که ب نیا

Y، هیاحدر ن AZFc درصد در مردان مبتلا به 60 یبا فراوان

 زانیدر مطالعه حاضر م). 5(اتفاق افتاده است  ينابارور

 نیدرصد بود که ا4/13بالغ بر  ،Yزوم کرومو هاي زحذفیر

 يآندرولوژ یشده توسط آکادم گزارش یمطابق با فراوان ،زانیم

دو نفر  ،یمرد نابارور مبتلا به آزواسپرم45از . باشد یاروپا م

 ماریب کی و AZFc هیحذف در ناحزیر يدارا) درصد7/7(

 نیشتریب. بودند AZFa هیدر ناح زحذفیر يدارا) درصد7/5(

 یمردان مبتلا به آزواسپرم Yکروموزوم  هاي زحذفیر زانیم

در . بود AZFc هیمربوط به ناح ،يانسداد ریغ یاسپرمگویو اول

 ،پژوهش نیدر ا العهافراد مورد مط ریسا ينابارو ،حال نیع

 ریو سا یاختلالات هورمون ،یطیمح راتیثأاز ت یتواند ناش یم

که  نیشیالعات پمط جیبا نتا ها افتهی نیا. علل ناشناخته باشد

 هاي زحذفیاز ر شتریرا ب AZFc هیناح هاي زحذفیر زانیم

 نیا). 6، 5(مطابقت دارد ، کرده بودند انیب AZF ینواح ریسا

 هیناح يها  زحذفیر ،از مطالعات یعضاست که ب یدر حال

AZFc  هاي زحذفیکل ر زانیمرد نابارور و م40درصد از 5را 

 جاند که با نتای کردهگزارش  نییپا اریبس را AZF ینواح

در مطالعه  نیهمچن). 8، 7(مطالعه حاضر مطابقت ندارد 

مردان نابارور  يو همکاران بر رو ییرفخرایشده توسط م انجام

                                                           
1 Klinefelter syndrome 

کروموزوم  يها زحذفیر زانیم نیشتریب ،یرممبتلا به آزواسپ

Y، هیدر ناح AZFb هیدرصد و ناح67/66 یبا فراوان AZFc 

 نیا جیرش شده است که با نتادرصد گزا67/41 یبا فراوان

از  یاست که در بعض یدرحال نیا ؛)9(دارد  رتیمطالعه مغا

کروموزوم  يبر رو AZF یدر نواح یزحذفیر چیه ،مطالعات

Y در  وتتفا نیا). 4، 2(گزارش نشده است  ورمردان نابار

 ممکن ،مختلف تمطالعادر  هشد فحذ طنقاو  هافحذ نیاوافر

 هیژوبه مختلف يجمعیتها نتیکیژ يهاوتتفا لیلد به ستا

با اثرات  یکی، سابقه ژنتYمخصوص کروموزوم  يهاپلوتیپها

 ؛باشند گرفتهربهکا مختلف يیمرهااپر مچنینهو  محیطی

 بنتخاا هنحو ،سیربر ردمو رانبیما ادتعد ،ینا برعلاوه 

 لختلاا شناسی علت م،سپردر ا لختلاا تشدّ حسب بر رانبیما

در  ندامیتو نیز اي ناحیهو  قلیمیا ياهوتتفا و نزژسپرماتوادر 

مطالعات  جیبر اساس نتا). 10(ر باشد ثّؤم نیهااوافر وتتفا

 ریغ هاي یگواسپرمیو اول یاز موارد آزواسپرم ياریبس ر،یاخ

که همه  شود یم هیتوص نیبنابرا ؛دارند یکیژنت أمنش ،يانسداد

 یمنف ریثأبا توجه به ت، AZFc هیناح هاي حذف يمردان دارا

 اسپرم و دیدر تول Yکروموزوم  هاي زحذفیرونده ر شیپ

 تحت غبلو نمادر ز کامل انفقد حتی م،سپرا تعدادکاهش 

 همشاهد رتصوو در  بگیرند ارقر یکیژلوروندآ يها شمایآز

رفتن سن، از بالا یناش يهاسیباز آ قبل نیاجو راندو مسپرا

 ذکر شود که از جمله دیبا). 5(گردد  رهیاسپرم آنها ذخ

نبود گروه کنترل مناسب  ،مطالعه نیا يها ضعف

  .بود مارانیشده با ب يساز همسان

  

  گیري نتیجه

عنوان یک  به ،Yهاي کروموزوم تجزیه و تحلیل ریزحذف

آزمایش مولکولی با اهمیت براي کسب اطلاعات ژنتیکی قابل 

اعتماد در مردان مبتلا به ناباروري، قبل از استفاده از 

شود؛ این امر به کاهش  روري توصیه میهاي کمک با تکنیک

  .ها و مشکلات این تکنیک کمک خواهد نمود هزینه
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Abstract                   Original Article 

 
 

Molecular investigation of Y chromosome microdeletions in 

AZF regions of the non-obstructive azoospermic and 

oligospermic patients referred to Montaseriyeh infertility 

center in Mashhad 

 

Masoume Vakili Azghandi 1, Mohammad Reza Nassiri2, Ali Shamsa3, Mohsen Jalali4, Mohammad 
Mahdi Shariati5 

 

Background and Aim: The Y-chromosome azoospermic factor (AZF) regions consist of genes whose 
specific roles and functions in spermatogenesis and fertility have not been completely clarified. Hence, 
recognition of the association between AZF microdeletions and male infertility has suggestions for the 
diagnosis, treatment, and genetic counseling. The main objective of the present study was investigation of Y 
chromosome microdeletions in the non-obstructive azoospermic and oligospermic patients in Mashhad and 
identification of appropriate STS markers associated with azoospermia and oligospermia. 

Materials and Methods: This descriptive-analytical study was performed on 45 infertile men with 
azoospermia and oligospermia with normal karyotypes referred to infertility center of Montaseriyeh hospital 
in Mashhad. Molecular screening technique was performed by using Multiplex PCR and sequence-tagged 
sites (STS) primers according to the EAA/EMQN guideline for detection of microdeletions in Y-
chromosomal AZF regions and the Y specific sequences. 

Results: Three out of 45 infertile men had deletions in the AZFc and AZFa regions. Among every 3 infertile 
men, two patients (7.7%) and one patient (5%)  had microdeletion in the AZFc region and in the AZFa, 
respectively. The results indicated that AZF microdeletions had a significant effect on azoospermia and 
oligospermia in infertile men. 

Conclusion: Y-chromosome microdeletion analysis can be recommended as an important molecular test for 
infertile males to obtain reliable genetic information before the administration of assisted-reproductive 
techniques. It will help to decrease the cost and technical difficulty of the procedure. 
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