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 راهنماي نحوه شمارش اسپرم و مرفولوژي

SEMEN 
  
 

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

 سمپلر در اندازه هاي مختلف 
 هموسيتومتر لام نئوبار 
 Shaker 
  فيكساتيومحلول 

  
  تهيه محلول فيكساتيو

ه و حجم نهايي را به درصد اضاف ٤٠تا  ٣٦ميلي ليتر فرمالين  ١٠ب مقطر حل كنيد. ميلي ليتر آ ٥٠٠را در  (NaHCO3)گرم سديم بي كربنات  ٥٠
  مي توانيد اضافه كنيد. براي وضوح سر اسپرم و تسهيل در شمارش (colour index 23859)گرم تريپان بلو  ٠,٢٥يك ليتر برسانيد. به دلخواه 

  تخمين اوليه جهت تعيين رقت مورد نياز
ر برداريد و روي لام قرار دهيد.لامل از نمونه را بوسيله سمپل 10λ گاه شيكر، بهم زنيد تا نمونه در تمام لوله يكنواخت و يكسان گردد.نمونه را بوسيله دست

جود ونه را از نظر ونم ٤٠سي را روي نمونه قرار داده آنرا جهت بررسي زير ميكروسكوپ قرار دهيد. براي تخمين شمارش اسپرم با استفاده از عد 18×18
  .كنيديا عدم وجود اسپرم بررسي كرده و تعداد اسپرم در هر شان را شمارش و تقسيم بر چهار 

 
  فيكس نمودن اسپرم ها براي شمارش:

  د. يكس شونفدر صورتي كه اسپرم ها حركت داشته باشند از مربع ها خارج يا وارد مي شوند. به همين علت براي شمارش بايستي اسپرم ها 
  

  سب از نمونه:تهيه رقت منا
ين لام هموسايتومتر و لامل قرار بلاندا از نمونه رقيق شده را  ١٠اقدام مي كنيم. پس از تهيه رقت  ١براي تهيه رقت مناسب از نمونه با استفاده از جدول 

 شدن نمونه شمارش را آغاز مي كنيم. مي دهيم و پس از ثابت
  
  
  
  

  
  

  . روش تهيه رقت مناسب از نمونه١جدول 
  

 روش تهيه رقت مناسب از نمونه -١ل جدو



                

                                                                                                                                                                                                                                                           

           

  ١٤١٤٧٣٤٧١١دپستي: ك     ٢٩پلاك  -كوچه اردشير -يابان هشت بهشتخ -يدان گلهام -يابان فاطميخ- :   تهرانEQAPآدرس دفتر     
  )٧از  ٢صفحه (       eqap.iacld.com سايت برنامه:          www.iacld.comسايت انجمن:         ٨٨٩٧٠٧٠٠-٨٨٩٧٩٢٦٣تلفن:       

ايران       -انجمن علمي دكتراي علوم آزمايشگاهي تشخيص طبي     
                     (EQAP)برنامه ارزيابي خارجي كيفيت                   

  )١٤٠٢سال  اولنوبت ( پنجمو  چهلدوره                      
 u¼wBU1381

 
 
 
  
  
  
  لام هموسيتومتر 

اشد كه ش سلول مي به براي شماربراي شمارش اسپرم استفاده از لام نئوبار هموسيتومتر توصيه مي شود. لام نئوبار هموسيتومتر داراي دو قسمت جداگا     
ده است. لام نئوبار شميلي متر تقسيم  ١×١ر كتمربع كوچ ٩ربع بزرگ به ميلي متر روي شيشه لام حك شده است و اين م ٣×٣ در هر قسمت يك مربع

  ).١ميلي متر ايجاد مي شود (شكل  ١/٠ پوشانده و عمقي برابر  ٢٢×٢٢را با لاملل 

 
  هموسيتومتر. لام نئوبار ١شكل 

  
مربع  ٢٥هر كدام به  ٨و  ٦، ٤، ٢تقسيم مي شود. مربع هاي مربع كوچكتر  ١٦هر كدام به  ٩و  ١، ٣، ٧ديده مي شود مربع هاي  ١همانطور كه در شكل      

ده كه هركدام شمربع تقسيم  ٢٥) خود به ٥كوچك تر تقسيم شده و به وسيله خطوط افقي و عمودي رديف بندي مي شوند. مربع مركزي (شماره 
ي مثال اگر ي شود. برالام جهت شمارش اسپرم بررسي م مربع كوچكتر تقسيم مي شوند. بسته به رقت تهيه شده از نمونه نواحي مختلف ١٦مجددا به 
رقيق شود همه  ١:٢اگر نمونه  استفاده مي شود، در حالي كه ٦و  ٤و در صورت لزوم از مربع هاي  ٥رقيق نماييم از مربع شماره  ١:٥يا  ١:٢٠نمونه را 

  بايستي شمارش شود. ٩تا  ١مربع هاي 
  

  ومتر:نحوه استفاده از خانه هاي لام هموسايت
ه با نه، بستگي حاظ شود يلدر هنگام شمارش تنها اسپرم هايي كه داراي سر و دم (اسپرم كامل) هستند، شمارش مي شوند. اينكه يك اسپرم در شمارش     

خط مي باشند. در  ٣اراي دگانه ٩محل قرارگيري سر اسپرم در خانه ها دارد. در اينجا طرز قرارگيري دم اهمييت ندارد. مرز هر كدام از مربع هاي 
ط خارجي وي دو خرصورتي كه سر اسپرم داخل مربع يا روي دو خط داخلي باشد آن اسپرم در شمارش لحاظ مي شود، اما در صورتي كه سر اسپرم 

  شود.ته مي ضلع در نظر گرف ٢باشد، در شمارش لحاظ نمي شود. براي اينكه يك اسپرم روي خطوط دو بار شمارش نشود در هر مربع تنها 
  

  روش شمارش اسپرم در لام نئوبار هموسايتومتر:
) ٥ره ي (مربع شماش مربع مركزشمارش اسپرم هر نمونه بايستي در هر دو طرف لام نئوبار انجام شودو در صورت مغايرت آزمايش تكرار شود. براي شمار     

 يم و اسپرم ها را شمارش ميتر مي باشد. ابتدا از يك رديف شروع مي كننانولي ٢٠يف ردرديف افقي دارد كه حجم هر  ٥را انتخاب مي كنيم. اين مربع 
عدد  ٢٠٠ي را تا رسيدن به نرسيديم رديف هاي بعد ٢٠٠عدد اسپرم شمارش شود. اگر در رديف اول به  ٢٠٠كنيم. اين كار را آنقدر ادامه مي دهيم تا 

  م تا انتهاي آن رديف ادامه مي دهيم. عدد اسپرم رسيدي ٢٠٠اسپرم مي شماريم. اگر در وسط يك رديف به 
  

  روش محاسبه اسپرم هاي شمارش شده در لام نئوبار هموسايتومتر:
  تقسيم بر تعداد رديف.٥مربع مركزي (مربع شماره  ه در: تعداد اسپرم هاي شمارش شد١:٢٠در رقت (  
  هار.چ) تقسيم بر تعداد رديف، عدد حاصل تقسيم بر ٥مربع مركزي (مربع شماره  در: تعداد اسپرم هاي شمارش شده ١:٥در رقت 
  ١٠ )  تقسيم بر تعداد رديف، عدد حاصل تقسيم بر٥مربع مركزي (مربع شماره  در : تعداد اسپرم هاي شمارش شده١:٢در رقت.  
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د و در شمارش محاسبه و به عنوان اسپرم در نظر گرفته نمي شون يا سر سوزني اطلاق مي شوند pin headسلول هايي كه فاقد سر هستند  نكته:
  وند.شيا بدون سر اطلاق مي شوند و در شمارش محاسبه نمي  without tailنمي شوند. همچنين سلول هايي كه فاقد دم هستند 

  

  : هدف
  semenاسپرم در نمونه بررسي مورفولوژيتشريح نحوه 

 ١ر شكل د .نقص باشد و بدون د. براي اينكه يك اسپرم از لحاظ مورفولوژي نرمال تلقي شود، بايستي تمام اجزاي آن كاملهر اسپرم داري سر، گردن و دم مي باش
  اجزا اسپرم به صورت شماتيك نشان داده شده است.

  
 
 
 
 
 
 

 : اجزا اسپرم١شكل
  

 : اجزا اسپرم١شكل
  طبقه بندي مورفولوژي اسپرم

مي باشد.  يك اسپرم نرمال ن(دراز)  ٢(گرد) يا بزرگتر از  ١,٥بيضي مي باشد و نسبت طول به عرض در سر اسپرم كمتر از اسپرم نرمال، صاف و به طور كلي  سر
ل كوچك ا بيش از دو واكوئويدرصد از ناحيه سر را شامل مي شود. ناحيه آكروزومي نبايد داراي واكوئول بزرگ  ٧٠تا  ٤٠ناحيه آكروزومي كاملا مشخص دارد كه 

  باشد.
  اسپرم بايد باريك، و تقريبا به اندازه سر باشد. گردن بايد با محور اصلي سر اسپرم از لحاظ تقارن هماهنگ باشد. گردن

  دم
 ، مشروط بر اينكه زاويهبرابر طول سر مي باشد. دم ممكن است بر روي خودش به صورت حلقه شود ١٠ميكرومتر و حدود  ٤٥در يك اسپرم نرمال طول دم تقريبا 

  نشان دهنده شكستگي وجود نداشته باشد. تيز
(ERC) Excess residual cytoplasm 

ERC ي شود و نظر گرفته م مال درباقيمانده اضافي سيتوپلاسم است كه در همه اسپرم ها وجود دارد و اگر كمتر از يك سوم اندازه طبيعي سر باشد به صورت نر
  كه بيش از يك سوم اندازه طبيعي سر باشد.تنها زماني به صورت يك نقص در نظر گرفته مي شود 

در نظر رزيابي مورفولوژي و به عنوان اسپرم در نظر گرفته نمي شوند و در ا يا سر سوزني اطلاق مي شوند pin headنكته: سلول هايي كه فاقد سر هستند 
  ر نظر گرفته نمي شوند.مي شوند و در ارزيابي مورفولوژي ديا بدون سر اطلاق  without tailهمچنين سلول هايي كه فاقد دم هستند  شوند. يگرفته نم
  برخي از اشكال غير طبيعي اسپرم به صورت شماتيك نشان داده شده است. ٢در شكل 
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  . اشكال غيرطبيعي اسپرم٢شكل 
  

  زير آمده است: ٣و  ٢و١ و جدول هاي ٥و  ٤، ٣تعدادي از عكس و نتايج ارزيابي مورفولوژي اسپرم در شكل هاي 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  رنگ آميزي شده به وسيله رنگ آميزي پاپانيكولا Semen. نمونه ٣ شكل
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  ٣. نتايج ارزيابي مورفولوژي شكل ١جدول 
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  رنگ آميزي شده به وسيله رنگ آميزي پاپانيكولا Semen. نمونه ٤شكل 
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  ٤. نتايج ارزيابي مورفولوژي شكل ٢جدول 
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  رنگ آميزي شده به وسيله رنگ آميزي پاپانيكولا Semen. نمونه ٥شكل 
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  ٥. نتايج ارزيابي مورفولوژي شكل ٣جدول 


