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  »  SEMENنمونه مجهول « 
 راهنماي نحوه شمارش اسپرم و مرفولوژي

    semenتشريح نحوه شمارش اسپرم در نمونه: هدف
 مواد و وسايل لازم:

 سمپلر در اندازه هاي مختلف 
 و غيره) نئوبار هموسيتومتر مناسب شمارش سلولي (مثلا لام  لام 
 Shaker 
  فيكساتيومحلول 

  تموق تهيه محلول فيكساتيو
درصد اضافه و حجم نهايي را به  40تا  36ميلي ليتر فرمالين  10ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد.  500را در  (NaHCO3)گرم سديم بي كربنات  50

  براي وضوح سر اسپرم و تسهيل در شمارش مي توانيد اضافه كنيد. (colour index 23859)گرم تريپان بلو  25/0يك ليتر برسانيد. به دلخواه 
  

  *** چنانچه محلول فيكساتيو در دسترس نبود از آب شهري ميتوان استفاده كرد.
  

  تخمين اوليه جهت تعيين رقت مورد نياز
لامل داده و از نمونه را بوسيله سمپلر روي لام قرار  10λ .شودبهم زنيد تا نمونه در تمام لوله يكنواخت  ،به آرامي نمونه را بوسيله دستگاه شيكر

شان را شمارش كنيد و ميانگين  5حداقل  40گذاشته و با ميكروسكوپ بررسي نمائيد. براي تخمين شمارش اسپرم با استفاده از عدسي  را روي 18×18
  ميليون بر ميلي ليتر ميباشد.  5باشد تخمين شما  اسپرم 20شان شمارش شده  5آن را بر عدد چهار تقسيم كنيد. به عنوان مثال اگر ميانگين 

  
  اسپرم ها براي شمارش: فيكس نمودن

د و تعداد آنها به شمارش بايستي اسپرم ها فيكس شوندر صورتي كه اسپرم ها حركت داشته باشند از مربع ها خارج يا وارد مي شوند. به همين علت براي 
   اندازه كافي تقليل يابد.

  

  تهيه رقت مناسب از نمونه:
لاندا از نمونه رقيق شده را بين لام هموسايتومتر و لامل قرار  10اقدام مي كنيم. پس از تهيه رقت  1 براي تهيه رقت مناسب از نمونه با استفاده از جدول

 شدن نمونه شمارش را آغاز مي كنيم. مي دهيم و پس از ثابت
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  . روش تهيه رقت مناسب از نمونه1جدول 

  مخصوص شمارش سلوللام    
 هايتوصيه مي شود. لام  )نئوبار ساده يا نئوبار پيشرفتهلام توما، مثل (هموسيتومتر هاي شمارش سلول مرسوم به از لام براي شمارش اسپرم استفاده      

ميلي متر روي شيشه لام حك شده  3×3كه در هر قسمت يك مربع  .براي شمارش سلول مي باشد نهداراي دو قسمت جداگارايج معمولا هموسيتومتر 
  مناسب (موسوم به لامل ؟؟؟) للرا با لام شمارش سلوليلام چنانچه ميلي متر تقسيم شده است.  1×1ر كتمربع كوچ 9ه است و اين مربع بزرگ ب

 ).1ميلي متر ايجاد مي شود (شكل  1/0و عمقي برابر شود  پوشانده  22× 22        
  

مربع  25هر كدام به  8و  6، 4، 2بع كوچكتر تقسيم مي شود. مربع هاي مر 16هر كدام به  9و  1، 3، 7ديده مي شود مربع هاي  1همانطور كه در شكل      
مربع تقسيم شده كه هركدام  25) خود به 5كوچك تر تقسيم شده و به وسيله خطوط افقي و عمودي رديف بندي مي شوند. مربع مركزي (شماره 

  واحي مختلف لام جهت شمارش اسپرم بررسي مي شود. براي مثال اگر مربع كوچكتر تقسيم مي شوند. بسته به رقت تهيه شده از نمونه ن 16مجددا به 

 هموسيتومتر. لام نئوبار 1شكل 
رقيق شود همه مربع  1:2استفاده مي شود، در حالي كه اگر نمونه  6و  4و در صورت لزوم از مربع هاي  5رقيق نماييم از مربع شماره  1:5يا  1:20نمونه را 

 د.بايستي شمارش شو 9تا  1هاي 
  نحوه استفاده از خانه هاي لام هموسايتومتر:قوانين 

  ، شمارش مي شوند.(اسپرم كامل) در هنگام شمارش تنها اسپرم هايي كه داراي سر و دم هستندالف)
  ت ندارد.همياينكه يك اسپرم در شمارش لحاظ شود يا نه، بستگي به محل قرارگيري سر اسپرم در خانه ها دارد. در اينجا طرز قرارگيري دم ا ب)
خط مي باشند. در صورتي كه سر اسپرم داخل مربع يا روي دو خط داخلي باشد آن اسپرم در  3گانه داراي  9مرز هر كدام از مربع هاي  بر روي اكثر لام ها،ج) 

اسپرم روي خطوط دو بار  شمارش لحاظ مي شود، اما در صورتي كه سر اسپرم روي دو خط خارجي باشد، در شمارش لحاظ نمي شود. براي اينكه يك
  در نظر گرفته مي شود.همجوار ضلع  2شمارش نشود در هر مربع تنها 

  شمارش اسپرم در لام هموسايتومتر:پيشنهادي روش يك 
لولهاي اسپرم، سآزمايش تكرار شود. براي شمارش بيش از حد، شمارش اسپرم هر نمونه بايستي در هر دو طرف لام نئوبار انجام شودو در صورت مغايرت      

ميليمتر مكعب يا  2/0 مربع متوسط) 5(شامل يفردرديف افقي دارد كه حجم هر  5) را انتخاب مي كنيم. اين مربع 5مربع مركزي (مربع شماره معمولاً 
عدد اسپرم شمارش  200دهيم تا مي باشد. ابتدا از يك رديف شروع مي كنيم و اسپرم ها را شمارش مي كنيم. اين كار را آنقدر ادامه مي  ميكروليتر 2/0

عدد اسپرم  200عدد اسپرم مي شماريم. اگر در وسط يك رديف به  200نرسيديم رديف هاي بعدي را تا رسيدن به  200شود. اگر در رديف اول به 
  :به اين روشحاسبه اسپرم هاي شمارش شده مرسيديم تا انتهاي آن رديف ادامه مي دهيم. 

  تقسيم بر تعداد رديف.5مربع مركزي (مربع شماره  ه درم هاي شمارش شد: تعداد اسپر1:20در رقت (  
  تقسيم بر تعداد رديف، عدد حاصل تقسيم بر چهار.5مربع مركزي (مربع شماره  در: تعداد اسپرم هاي شمارش شده 1:5در رقت ( 
  10عداد رديف، عدد حاصل تقسيم بر )  تقسيم بر ت5مربع مركزي (مربع شماره  در : تعداد اسپرم هاي شمارش شده1:2در رقت. 

و به عنوان اسپرم در نظر گرفته نمي شوند و در شمارش محاسبه نمي  يا سر سوزني اطلاق مي شوند pin headسلول هايي كه فاقد سر هستند  نكته:
  ه نمي شوند.اطلاق مي شوند و در شمارش محاسب دميا بدون  without tailشوند. همچنين سلول هايي كه فاقد دم هستند 




