
135

بهينه سازى آزمايش هاي ارزيابى اسپرم هاى منجمد گاو

م.3 مشكورزاده، غ.1، خواجه، س.1، نژاد، گورانى ح.2، مهديون، ق.1*، محمدى،

1390/10/10 پذيرش: 1390/04/14 دريافت:

خلاصه
برخوردار بسزايى اهميت از روند اين ارزيابى بنابراين شود. مى آنها بارورى كاهش باعث شدن ذوب و انجماد طى ها اسپرم متعدد ضايعات
ازمايش ها اين اصلاح نتيجه، در نيستند؛ مناسب منجمد هاى اسپرم ارزيابى براى موارد اكثر در ها اسپرم ارزيابى معمولى هاي آزمايش است.
ارزيابى آزمايش مرده، و زنده هاى اسپرم تعداد اسپرم، تحرك درصد آزمايش از: عبارتند منجمد هاى اسپرم ارزيابى مهمترين است. ضرورى
و بهينه اصلاح مطالعه اين از هدف اسپرم. ساختارى هاى ناهنجارى ميزان بررسى و اسپرم آكروزوم ارزيابى آزمايش اسپرم، پلاسمايى غشاء

باشد. مى شده ذوب منجمد هاى اسپرم ارزيابى هاى روش سازى
ايران. گاو، شده، ذوب منجمد اسپرم ارزيابى سازى، بهينه كليدى: هاى واژه
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قبيل: از متعددى ضايعات دچار شدن ذوب و انجماد طى ها اسپرم
شدن معيوب مرده، هاى اسپرم تعداد افزايش ها، اسپرم تحرك كاهش
پاره آكروزوم، شدن پاره آكروزوم، مثل اسپرم اختصاصى هاى ارگان
مىشوند ساختمانميتوكندريها اختلالدر شدنغشاىپلاسمايىو
هاى اسپرم ارزيابى بنابراين گردد. مى آنها بارورى كاهش باعث كه
آزمايش است. برخوردار بسزايى اهميت از شدن ذوب از پس منجمد
هاى اسپرم ارزيابى براى موارد اكثر در ها اسپرم ارزيابى معمولى هاي
است. ضرورى جارى هاى روش لذااصلاح نيستند؛ مناسب منجمد
متعددى فاكتورهاى تشخيصى، هاى آزمايشگاه معمولاً
درصد تعيين تحرك، درصد تعيين انزال، حجم تعيين شامل:
يا حياتى  آميزى رنگ از استفاده (با مرده و زنده هاى سلول
انزال غلظت تعيين ناهنجار، هاى اسپرم درصد تعيين فلوسيتومترى)،
دهند مى انجام منى ارزيابى براى هيپواسموتيك تورم آزمايش و
كه  (2003 ،Foote 1962؛ ،Ercanbrack و Hulet)
هاى اسپرم تعداد تحرك، درصد آزمايش هاشامل: آن مهمترين
ارزيابى آزمايش اسپرم، پلاسمايى غشاء ارزيابى آزمايش مرده، و زنده
است. اسپرم ساختارى هاى ناهنجارى ميزان بررسى و اسپرم آكروزوم
آزمايش ترين مهم ها، اسپرم تحرك ميكروسكوپى آزمايش
خصوص در زيادى اطلاعات و هاست اسپرم بارورى ارزيابى
،Peters و Ballp) دهد مي ارائه ها اسپرم تحرك ميزان
رحم، مهبل، از ها اسپرم عبور براى ها اسپرم تحرك چون 2004)؛
.(2004 ،Martinez) است ضرورى بسيار لقاح هنگام و اويداكت
استفاده مرده، و زنده هاى سلول تعداد تعيين هاى روش از يكى
ائوزين رنگ از منظور اين براى است. حياتى رنگآميزى از
هاى رنگ تركيب حياتى، رنگآميزى در مىشود. استفاده B
كار مي به مرده سلول-هاى تعداد تعيين براى نگروزين و ائوزين
مخصوصى هاى  رنگ براساس حياتى رنگآميزى اصول رود.
نفوذ مرده اسپرم هاى سلول داخل به كه است B ائوزين مثل
زنده، هاى سلول اما مىآورد در قرمز رنگ به را ها آن كرده،
.(1388 براتى، و (محمدى نمىگيرند خود به را مزبور رنگ
هايي آزمايش ترين مهم از ها اسپرم ساختار آميزى رنگ آزمايش
سلامت ميزان خصوص در ارزشمندى اطلاعات تواند مى كه است
و Ballp) دهد ما به ناهنجار هاى اسپرم تعداد يا و ها اسپرم ساختار
گسترش مناسب تهية آزمايش اين در مهم نكتة .(Peters، 2004
از ها اسپرم ساختمان شناسايى براى است. آن كردن خشك و
و متيلن بلو آنيلينبلو رايت، گيمسا، هندى، مركب حياتى، رنگآميزى
.(1986 ،Roberts 2000؛ ،Hafez و Hafez) شود مى استفاده

ساختار بررسى براى رنگآميزى روش ترين سريع و ترين آسان
.(1388 براتى، و (محمدى است هندى جوهر رنگآميزى ها، اسپرم
اگر است. لقاح در موفقيت ضروريات از يكى آكروزوم بودن سالم
آكروزوم يا نفوذپذيرى در اختلال سبب ببيند آسيب اسپرم آكروزوم
و آنزيمى محتويات خروج باعث درنتيجه شود، مى پلاسمايى غشاى
Johnson) گردد مى تخمك داخل به اسپرم نفوذ در ناتوانى سبب
و شناسايى بنابراين .(1996 ، De lasHeras 1976؛ همكاران، و
اسپرمهاىحاوىآكروزوم تفريقاسپرمهاىحاوىآكروزومطبيعىاز
از اساس براين است. منى هاى آزمايش ترين مهم از يكى دژنره
شود. مي استفاده ها اسپرم آكروزوم ارزيابى براى مختلفى هاى روش
الكترونى ميكروسكوپ از استفاده با كه اخير هاى بررسى
شده انجام بارور كم و نابارور هاى اسب اسپرم نقايص روى
آكروزوم بويژه آكروزومى، نقايص كه دهد مى نشان است،
است ها دام اين در نابارورى عوامل ترين مهم از جداشده، هاى

.(2006 همكاران، و Pesch)
بعنوان تحرك ميزان ارزيابى آزمايش طولانى هاى مدت
بود مطرح ها اسپرم كيفيت ارزيابى براى اصلى آزمايش يك
غشاء وضعيت بررسى آزمايش با اما (1993 همكاران، و Kjaested)
ارزيابىكرد را بهترمىتوانميزانبارورىاسپرمها پلاسمايىوتحرك،
طى در  كه اين به باتوجه .(1993 همكاران، و Henkel)
اگر بنابراين دارد، مهمى نقش اسپرم پلاسمايى غشاء لقاح پروسه
بود نخواهد آميز موفقيت لقاح عمل باشد ناسالم پلاسمايى غشاء
بهترين از  يكى بنابراين (1984 همكاران، و Jeyendran)
پلاسمايى غشاء وضعيت توان مى آن وسيله به كه هايى آزمايش
است هيپواسموتيك تورم آزمايش داد، انجام را ها اسپرم

.(2008 همكاران، و Samardžija)
دچار شدن، ذوب و انجماد طى ها اسپرم كه اين به باتوجه
براى بنابراين شوند، مي فيزيولوزيكى و ساختارى تغييرات
مرسوم هاي آزمايش است لازم منجمد، هاى اسپرم ارزيابى
بهينه مطالعه  اين از هدف شود. بهينه ها اسپرم ارزيابى
آندرولوژى هاى آزمايشگاه معمول هاي آزمايش كردن
است. منجمد هاى اسپرم مناسب ارزيابى منظور به

كار: روش و مواد
هلشتاين گاوى  منجمد اسپرم پايوت 50 مطالعه اين در
آزمايش و شد خريدارى ايران) (كرج- جاهد شركت از
هاي آزمايش سازى بهينه منظور به مختلفى هاي
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براى گرديد. انجام آنها روى منحمد هاى اسپرم ارزيابى مختلف
دماى در ثانيه 30 مدت به منجمد هاى پايوت كردن، ذوب
شوند خارج انجماد حالت از تا نگهدارى سلسيوس درجه 37

.(1997 همكاران، و Correa)

تحرك: آزمايش
سانتريفوژ با و سانتريفوژ بدون روش دو از آزمايش اين انجام براى

شد: استفاده
ميكروليتر 50 با را منى ميكروليتر 50 سانتريفوژ بدون روش در
ميكروليتر 10 و كرده مخلوط سلسيوس، درجه 37 نمكى سرم
آن روى و گذاشته سلسيوس، درجه 37 لام روى را مخلوط از
(ميكروسكوپ 400 نمايى درشت با سپس داده، قرار لامل يك
شد. بررسى ها اسپرم تحرك درصد اليمپوس)، CX31
سرم نمكى ميكروليتر 100 با منى ميكروليتر 50 سانتريفوژ، روش در
در دور 2000 دور با دقيقه 5 مدت به و مخلوط سلسيوس، درجه 37
ميكروليتر 50 و ريخته دور رويى مايع سپس شد. سانتريفوژ دقيقه
و كرده مخلوط آرامى به شد، اضافه لوله ته هاى اسپرم به نمكى سرم
آن يك روى سپس شد. داده قرار گرم لام روى آن از ميكروليتر 10
اسپرمها محاسبه تحرك ميزان 400 نمايى درشت با و گذاشته لامل
بررسى ديد ميدان 5 اسپرمهاى تحرك، درصد تعيين براى گرديد.

.(2009 همكاران، و Anzar) شد

حياتى: آميزى رنگ آزمايش
براى سانتريفوژ بدون و سانتريفوژ روش دو از آزمايش اين در
50 ابتدا سانتريفوژ، با ارزيابى روش در شد. استفاده ها اسپرم ارزيابى
مخلوط نمكى سرم ميكروليتر 100 با را شده ذوب اسپرم ميكروليتر
مايع سپس گرديد. سانتريفوژ 2000 دور با دقيقه 5 مدت به و كرده
سلسيوس به درجه 37 نمكى سرم ميكروليتر 50 و برداشته را رويى
مخلوط قطره يك شد. مخلوط آرامى به و اضافه لوله ته هاى اسپرم
لام تميز يك روى را (1388 براتى و (محمدى نگروزين ائوزين رنگ
شود. سپس گرم تا داده حرارت الكلى شعلة وسيلة به و داده قرار
با هم آرامى به و كرده اضافه رنگ به را اسپرم مخلوط از قطره يك
هاى زمان در ها اسپرم و رنگ مخلوط تيمار از پس شدند. مخلوط
گرديد. خشك و شده تهيه گسترش ثانيه 120 و 90 ،60 ،30
لام يك روى را رنگ مخلوط قطره يك سانتريفوژ، بدون روش در
آن به شده ذوب اسپرم قطره يك سپس كرده، داده،گرم قرار تميز
120 و 90 ،60 ،30 هاى زمان در قبل روش مانند و شد اضافه

10 گسترش تهيه براى گرديد. خشك و كرده تهيه گسترش ثانيه
و داده قرار تميز لام يك روى را اسپرم و رنگ مخلوط از ميكروليتر

شد. خشك گسترش تهيه از پس

مانى: زنده زمان مدت آزمايش
رقيق بدون و نمكى سرم با شده رقيق روش دو از آزمايش اين در
رقيق روش در گرديد. ارزيابى ها اسپرم مانى زنده زمان مدت كردن،
سرم نمكى ميكروليتر 25 به شده ذوب اسپرم ميكروليتر 25 كردن،
در و منتقل درجه 37 مارى بن به و گرديد اضافه سلسيوس درجه 37
وضعيت ها، اسپرم كامل شدن حركت بى زمان تا مختلف هاى زمان

شد. بررسى آنها تحرك
روى را شده ذوب منى از ميكروليتر 10 سازى، رقيق بدون روش در
لامل يك با را آن روى و داده قرار سلسيوس درجه 37 گرم لام يك
دقيقه 5 هر و شد داده قرار سلسيوس درجه 37 دماى در و پوشانده
حركت بى ها اسپرم همة كه زمانى و گرديد بررسى آنها تحرك

گرديد. ثبت شدند،

غلظت: گيرى اندازه
و 75 ، 50، 25 با را شده ذوب اسپرم ميكروليتر 25 آزمايش اين در
از استفاده با و كرده مخلوط %2 سالين فرمال محلول ميكروليتر 100

شدند. شمارش ها اسپرم تعداد هماسيتومتر، لام

آكروزوم: آميزى رنگ آزمايش
سانتريفوژ روش دو از بعد شده ذوب هاى اسپرم از آزمايش اين براى

گرديد. تهيه گسترش سانتريفوژ بدون و
از عمل پس تحرك، درصد روش همانند سانتريفوژ، روش براى
براى لام، شدن خشك از پس و گرديد تهيه گسترش سانتريفوژ،
%5 سالين فرمال و %96 متانول روش دو از ها اسپرم كردن ثابت
از آميزى،  رنگ  براى  ها،  اسپرم  ثابت شدن  از  شد. پس  استفاده
4% با زمان هاى و 2 ،1 مخلوط رنگ گيمسا با غلظت هاى 0/5،

12 ساعت استفاده شد. و 10 ،8 ،6 ،4 ،3 ،2 ،1 رنگ آميزى
آزمايش بررسى ساختار اسپرم ها:

در اين آزمايش از رنگ آميزى جوهر هندى با رقت هاى مختلف 
50 ميكروليتر جوهر با  25 ميكروليتر اسپرم، با 50 ميكروليتر جوهر
30 ميكروليتر اسپرم و 100 ميكروليتر جوهر با اسپرم ميكروليتر 50
ثانيه استفاده شد. براى تهية و 100  60 ،30 با زمان هاى تيمار

و گسترش  داده قرار لام روى را مخلوط از ميكروليتر 10 گسترش
و 1000 ساختار 400 و پس از خشك شدن با درشت نمايى تهيه

اسپرم ها بررسى شد.
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اسموتيك: هيپو تورم آزمايش
دكستروز نمكى، هاى محيط و مقطر آب از آزمايش اين براى
اسمول ميلى 300 و 100 ،75 ، 50 هاى رقت با ساكارز و نمكى
را با شده ذوب اسپرم ميكروليتر 20 آزمايش اين در گرديد. استفاده
و 60 ،45 ،30 هاى زمان در و كرده رقيق محلول ميكروليتر 200
از پس شدند. تيمار سلسيوس درجه 37 مارى بن در دقيقه 120
آن روى و داده قرار لام روى را مخلوط از ميكروليتر 10 تيمار،
ميزان نسبت 1000 و 400 نمايى درشت با و گذاشته لامل يك
گرديد. بررسى هيپوتونيك محيط به داده واكنش هاى اسپرم

نتايج:
تحرك: صد در الف)

كاهش باعث سانتريفوژ كه داد نشان ها آزمايش از حاصل نتايج
براى سانتريفوژ انجام بنابراين شود؛ مى ها اسپرم تحرك درصد
ترين مناسب نيست. مناسب منجمد هاى اسپرم تحرك درصد بررسى
در يك 1 به 1 نسبت به شده ذوب هاى اسپرم كه است آن حالت
دماى در دقيقه 5 مدت به و شود مخلوط نمكى سرم با ميكروتيوب
گردد. بررسى تحرك ميزان سپس و گيرد قرار سلسيوس درجه 37

حياتى: آميزى رنگ ب)
بلافاصله حياتى، آميزى رنگ انجام براى زمان بهترين
بهترين است.  تحرك آزمايش براى نمونه تهيه از پس
باشد. مى ثانيه 60 رنگ و اسپرم كردن تيمار براى زمان
نتيجه در  شود، مي ها اسپرم شدن شفاف باعث سانتريفوژ
مى-شوند؛ ديده بهترى وضوح با آميزى رنگ از پس ها اسپرم
بسيار رنگ بى و رنگى هاى اسپرم تفكيك ديگر، عبارت به
اسپرم افزايش باعث سانتريفوژ عمل اما گيرد مى صورت بهتر
شود. مي كاذب نتيجة باعث درنتيجه و (رنگى) مرده هاى
و مرده هاى اسپرم درصد تعيين و شمارش براى زمان بهترين
3 تا زمان اين البته و است لام شدن خشك از بعد بلافاصله زنده
درصد تعيين عمل اگر و است انجام قابل شدن خشك از پس ساعت
طورى به شود، مي بيشتر رنگى هاى اسپرم درصد شود، طولانى
رنگى مى لام، شدن خشك از پس ساعت 24 ها اسپرم تمام كه
از نبايد مرده، و زنده هاى اسپرم درصد ارزيابى براى بنابراين شوند.
زمان بهترين و ثانيه 60 تيمار زمان بهترين كرد. استفاده سانتريفوژ
.(1 (تصوير  است  شدن  از خشك  پس  بلافاصله  ها  لام  بررسى 

ج) آزمايش مدت زنده مانى:
بين  دارى  معنى  تفاوت  كه  شد  مشخص  آزمايش  اين  در   
رقيق  بدون  و  نمكى سرم با كردن رقيق حالت دو هر
از پس  كه  است  آن  حالت  بهترين  ندارد.  وجود كردن
گيرد. قرار  آن  روى  لامل  يك  لام،  روى  اسپرم  دادن  قرار 

د) اندازه گيرى غلظت:
ميكروليتر   25 مخلوط اسپرم،  تعداد  شمارش  براى  رقت  بهترين 
2% است. 75 ميكروليتر محلول فرمال سالين با اسپرم ذوب شده

 هـ) آزمايش رنگ آميزى آكروزوم:
و اگر در زمان رنگ آميزى  است حساس آزمايش يك آزمايش اين
مراحل انجام كار با دقت انجام نگيرد، نتايج مناسبى به دست نمى
آيد. بهترين روش براى رنگ آميزى آكروزوم بدين صورت است: 
تهيه مي  و سپس گسترش  سانتريفوژ را شده ذوب اسپرم ابتدا
5% ثابت مي 30 دقيقه با محلول فرمال سالين و به مدت كنيم
گذاريم. سپس لام را بدون شستشو با آب مقطر، مستقيم به مخلوط
10 ساعت در  و به مدت 8 تا كرده منتقل رنگ گيمساى %0/5
مخلوط رنگ قرار مي دهيم (تصوير 2). از مخلوط رنگ گيمسا با 
غلظت هاى بيشتر نشود، چون باعث باقى ماندن رنگ به صورت 
و در بررسى آكروزوم اختلال ايجاد  گرديده گسترش روى بر رسوب
نيز توصيه اتانول براى ثابت شدن گسترش  از  مي شود. استفاده 
آيد.  نمى  دست  به  قبولى  قابل  و  مناسب نتايج چون شود نمى

ر) آزمايش بررسى ساختار:
 %50 در اين آزمايش لازم است كه قبل از انجام آن، لامها با الكل
25 ميكروليتر  شسته شوند. بهترين ميزان نسبت اسپرم به جوهر،
50 ميكروليتر جوهر است. مناسب ترين مدت زمان لازم  به اسپرم
60 ثانيه است. در اين حالت اسپرم ها و جوهر، اسپرم تيمار براى
و مى توان با درشت نمايى 400، بخوبى گرفته رنگ كافى قدر به
ساختار اسپرم ها را بررسى كرد (تصوير 3). براى بررسى دقيق تر
اسپرم ها مى توان با درشت نمايى 1000 اسپرم ها را بررسى كرد.

ز) آزمايش تورم هيپواسموتيك:
در اين آزمايش مشاهده شد كه مدت زمان لازم براى تيمار اسپرم 
هاى ذوب شده با آب مقطر 5 دقيقه است. بهترين محلول رقيق شده 
براى بررسى غشاء پلاسمايى اسپرم هاى منجمد گاوى، محلول 
ترين  مناسب  و  است اسمول ميلى 50 با رقت نمكى  دكستروز 
37 درجه سلسيوس است (تصوير 4). 60 دقيقه در دماى زمان تيمار
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شماره2
محمدىوهمكاران-مجلهدامپزشكيوآزمايشگاه،دوره3،

( شود توجه رنگ قرمز مرده، هاى اسپرم و رنگ بى زنده، هاى اسپرم به ) نگروزين؛ ائوزين حياتى رنگ مخلوط با اسپرم شده آميزى رنگ گسترش .1 تصوير

شود] رنگ)توجه (بى آكروزوم بدون و (رنگى) سالم آكروزوم با هاى اسپرم به ] گيمسا ٪0/5، رنگ با اسپرم شده آميزى رنگ گسترش .2 تصوير
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.400 نمايى درشت هندى، جوهر با اسپرم شده آميزى رنگ گسترش .3 تصوير

شود) توجه است هيپواسمول محلول به ها اسپرم واكنش نشانه كه ها اسپرم دم خوردگى پيچ (به هيپواسمول، محلول با تيمار از پس اسپرم شده تهيه گسترش تصوير4.
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بحث:
معمولى  و  فلورسنت هاى آميزى رنگ از آكروزوم ارزيابى براى
گيمسا، رنگ هاى  از  معمولى  آميزى  رنگ  در  استفاده مي شود، 
ترين  معروف  از  يكى  شود.  مى  استفاده  تريپانبلو  و  بلو كومسى
رنگ هاى مورد استفاده براى ارزيابى آكروزوم، استفاده از گيمسا
و  بودن دسترس در و سهولت واسطة به حاضر مطالعة در است.
عدم نياز به ميكروسكوپ فلورسنت، از رنگ گيمسا استفاده شده
است. براى بررسى آكروزوم بايد رنگ آميزى به صورتى باشد كه 
و محيط اطراف  آكروزوم بين مرز نباشد، رنگ رسوب داراى لام
و پس اكروزوم مشخص باشد. آكروزوم بين مرز و مشخص بخوبى
گيمساى رنگ  مخلوط  از  مطالعه  اين  از  حاصل  نتايج  براساس 
10 ساعت استفاده شده است. در  و مدت زمان تيمار 8 تا %0/5
و رسوب رنگ نيز روى  گيرد مي رنگ بتدريج آكروزوم روش اين
گسترش باقى نمى ماند. براساس نتايج به دست آمده بهتر است
تا  شود  سانتريفوژ  گسترش،  تهية  از  قبل  شده  ذوب  هاى  اسپرم 
مواد موجود در رقيق¬كننده كه باعث مهار رنگ آميزى آكروزوم 
 ،(1968) همكاران و Saacke مى شود، حذف گردند. در مطالعة
30 تا  و مدت زمان رنگ آميزى نگرديد استفاده ثبوت محلول از
1/10 محلول ذخيره استفاده شده بود. اما در و از محلول دقيقه 40
1/10 (1965) از محلول Macpherson و Hackett مطالعة

60 دقيقه استفاده شده بود.  30 تا و مدت زمان رنگ آميزى گيمسا
آكروزوم آميزى  رنگ  براى   (2006) همكاران و Kutvolgyi

كردند.  استفاده  ساعت   4 مدت  به  و  ٪7/5 گيمساى  محلول  از 
 7/5 گيسماى  از  نيز   (2010) همكاران و Kovacs مطالعة  در 
و تريپانبلو  خنثى قرمز مانند مختلفى هاى رنگ همراه به درصد
استفاده شده بود كه براى انجام آزمايش به فراهم كردن شرايط
و  Berger خاص براى رنگ آميزى، نياز است. براساس مطالعة
(1989)، براى مطالعة آكروزوم از رنگ آميزى سه گانه  همكاران
(بيسمارك قهوه اى، رز بنگال وتريپانبلو) به منظور بررسى آكروزوم
و پس آكروزوم استفاده گرديد. رنگ آميزى فوق شايد رنگ آميزى 
و نياز به مواد بيشتر، زياد مراحل داشتن علت به اما باشد مناسبى
اندكى براى محقق آسان نيست در صورتى كه از روش پيشنهادى
اين مطالعه استفاده شود مى توان به همان نتايج نيز دست يافت. در 
هيچكدام از مطالعات فوق از سانتريفوژ قبل از رنگ آميزى استفاده 
و سانتريفوژ روش از حاضر مطالعة در كه صورتى در بود؛ نشده

و مشخص شد كه انجام سانتريفوژ بود شده استفاده سانتريفوژ بدون
قبل از رنگ آميزى، علاوه بر اين كه تأثيرى روى نتايج ندارد، بلكه

باعث افزايش كيفيت رنگ پذيرى اسپرم ها نيز مي شود. 
شدن  ذوب  و  انجماد روند طى در كه اين به توجه با
و است زياد ها اسپرم پلاسمايى غشاء ديدن آسيب احتمال
براى آكروزوم  ناحية  در  بويژه  سالم  پلاسمايى  غشاء  وجود 
واكنش  آزمايش  انجام  بنابراين  است،  ضرورى  لقاح  انجام 
است  لازم  منجمد  هاى  اسپرم  روى  هيپواسموتيك  تورم 

 .(2002 ،Zilinskas و Januskauskas)
اسپرم واكنش  نسبت   ،(1994) Zavos و  Correa در مطالعة 

سيترات  فروكتوز  محلول به داده واكنش گاوى منجمد هاى
از رقت هاى بيشتر  اسمول  با رقت 100 ميلى  سديم رقيق شده 
و 300 ميلى اسمول بود، اما آنها  250 ،200 ،150 ،125 ،75 ،50
و همكاران Rota مطالعات  بودند.  نكرده  استفاده  مقطر  آب  از 
(2000) نشان مى دهد كه مناسب ترين محلول براى آزمايش تورم 
سديم  سيترات  فروكتوز  محلول  گاو،  هاى  اسپرم  هيپواسموتيك 
100 ميلى اسمول است؛ اما بر اساس نتايج به دست آمده از مطالعة 
50 ميلى اسمول  و محلول دكستروز نمكى با رقت مقطر آب حاضر،
بهتر مى تواند وضعيت غشاء پلاسمايى اسپرم هاى منجمد گاوى

را بيان كند.
زمانى  آن  نتايج  و  است كيفى آزمايش يك حياتى آميزى رنگ
ارزش بيشترى دارد كه همراه با آزمايش هاي ديگر مانند تحرك
و تورم هيپواسموتيك بررسى گردد. در اين مطالعه مشخص شد 
اما اسپرم ها مي شود،  افزايش وضوح  باعث  كه عمل سانتريفوژ 
تعداد اسپرم هاى مرده افزايش مى يابد؛ بنابراين عمل سانتريفوژ 
اسپرم هاى منجمد به منظور جدا شدن محلول رقيق كنندة اسپرم 
توصيه نمي شود. براساس نتايج به دست آمده مناسب ترين زمان 
براى  زمان  بهترين  و  است ثانيه 60 حياتى رنگ  و  اسپرم تيمار
و مرده بلافاصله بعد از خشك شدن زنده هاى اسپرم درصد تعيين

گسترش است و نبايد از 3 ساعت بيشتر شود.
كه  كند  مى  بيان  انسان  اسپرم  روى  گرفته  انجام  مطالعة 
است مناسب  رنگ  و  اسپرم تيمار براى ثانيه 30 زمان مدت 

مطالعة  در  اما   .(2002 همكاران،  و  Nasre-Esfahani)
اسپرم كردن  مخلوط  از  پس   (2010) همكاران و Kulaksiz
زمانى  و  گرديد مى تهيه گسترش نگروزين، ائوزين رنگ و بز

شماره2
محمدىوهمكاران-مجلهدامپزشكيوآزمايشگاه،دوره3،
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براى تيمار منظور نمى شد.
براى مطالعة ساختار اسپرم ها از رنگ هاى مختلفى استفاده مي 
از   ،(2008) همكاران و Al-Makhzoomi مطالعة  در  شود. 
استفاده شده  اسپرم ها  بررسى ساختار  براى  رنگ كربول فوشين 
رنگ  از   (2010) همكاران و Freneau كه  صورتى  در  بود. 
در  بودند.  كرده  استفاده  ها  اسپرم  ساختار  بررسى  براى  ائوزين 
جوهر  دسترس  در  و  ارزان ساده، آميزى رنگ از حاضر مطالعة
400 نمايى  بزرگ  از  استفاده  با  و  است شده استفاده هندى
نمود. بررسى  بخوبى  را  ها  اسپرم  ساختار  توان  مى   1000 و 

آزمايش تحرك، بهترين آزمايش ارزيابى اسپرم هاى منجمد است
و  آزمايش اولين آزمايش، اين بنابراين و براتى، 1388)؛ (محمدى
بلافاصله بعد از ذوب شدن پايوت بايد انجام گيرد. سانتريفوژ كردن

ميگردد؛  ها  اسپرم  تحرك  كاهش  سبب  شده  ذوب  هاى  اسپرم 
تحرك  ميزان  ارزيابى  زمان  در  نبايد  سانتريفوژ  عمل  رو  اين  از 
اسپرم هاى منجمد انجام گيرد. براساس نتايج به دست آمده از اين 
مطالعه، بهترين حالت براى ارزيابى ميزان تحرك اسپرم هاى ذوب 
37 درجة سلسيوس  شده، تيمار اسپرم ها با سرم نمكى در دماى
به مدت 5 دقيقه است سپس ارزيابى تحرك اسپرم ها انجام گيرد.

 
سپاسگزارى:

اين مطالعه از محل اعتبارات پژوهشى معاونت پژوهشى دانشگاه شهيد چمران اهواز انجام پذيرفته است، بدين وسيله مراتب تشكر خود 
را اعلام مى داريم. 
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Damages of sperms following cryopreservation reduce fertility rate of sperm. Therefore evaluation of

frozen-thawed sperm is important to assess of fertility rate of the sperm. Routine methods used for eval-

uation of sperms are not suitable for frozen sperm. Hence modifying of these methods is essential. The

most important of assessing of frozen-thawed sperm are rate of motility test, number of dead and alive

sperms, assess of acrosome and plasma membrane of sperm, and rate of morphological abnormalities

of sperm. The aim of this study was modifying techniques to evaluate quality of frozen-thawed sperm.
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