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 گيـري آن در سـرم و       لذا اندازه . است خوبي شناخته شده  ه  ناباروري ب ايجاد  در  % 6-26 ميزان شيوع    با بادي ضداسپرم    تاثير آنتي  :مقدمه
امروزه يكـي از مهمتـرين موضـوعات مـورد بحـث در نابـاروري               .  از اهميت كلينيكي برخوردار است     يا مايعات بيولوژيك مردان و زنان     

در بـين   روش الايـزا    دهنـد كـه       مطالعات انجام شده نـشان مـي       .باشد   مي ASAگيري    ايمونولوژيك، طراحي روشي استاندارد جهت اندازه     
هـاي   ژن اسـپرمي وآنتـي    هـاي غيـر    ژن ا حداقل آلودگي به آنتـي     هاي سطحي اسپرم ب    ژن  كه از آنتي   ، در صورتي  ASAهاي تشخيص    روش

 .باشـد    مي ASAگيري  هاي تشخيص و اندازه    داخلي اسپرم استفاده گردد، روشي بسيار حساس و قابل اعتماد بوده و بهتر از ساير روش               
بـه  و بـا حـداقل آلـودگي     اسـپرم  طحسهاي  ژن استخراج آنتي قابل قبول روش طراحي يك روش الايزا با حاضربنابراين هدف از مطالعه    

  .باشد  ميASA ميزان تعيينجهت  ي اسپرمها  نساير پروتئي
 شـامل  هـاي سـطح اسـپرم    ژن  تكنيك الايزاي غيرمستقيم با استفاده از سه روش مختلـف اسـتخراج آنتـي     در اين مطالعه،   :مواد و روشها  

   .يدوساليـسيلات، طراحـي گرديـد    ليتيـوم دي  دترجنـت  استفاده از نيز و  سديم دودسيل سولفاتنتج دتراستفاده ازروش سونيكاسيون، 
همراه ه ب ،هاي سطح اسپرم ژن  استخراج آنتيسه روش مختلفژن حاصل از  با آنتيالايزاي طراحي شده    ز طراحي روش،    ادر نهايت پس    

  . مورد مقايسه قرار گرفته است) SpermMar(تست روتين مراكز درمان ناباروري  بادو كيت الايزاي تجاري مشابه 
، بـه روش الايـزاي   ندتش ـدا مثبـت   مـورد جـواب  SpermMar  ، 16 كه توسط تستASA مشكوك به سرم  28 در تجربه عملي از: نتايج

وجـود   مـورد جـواب منفـي كـاذب     2تنهـا    و سرم، جواب مثبت حقيقي نشان دادLIS ،14 دترجنت هاي حاصل از    ژن  با آنتي طراحي شده   
 مـورد  11حقيقـي داشـت و    مـورد مثبت  5در روش سونيكاسيون فقط     در حاليكه    ؛ جواب مثبت كاذب نيز مشاهده نگرديد       و داشت

 مـورد   4 مـورد جـواب منفـي كـاذب و           3حقيقـي،    مـورد مثبت    13  نيز SDSروش استفاده از دترجنت     . داد  جواب منفي كاذب نشان     
 1تجـاري    هاي  هر دو كيت  در   . مورد جواب مثبت حقيقي نشان داد      4 و 7 به ترتيب    دو كيت تجاري  علاوه،  ه  ب .جواب مثبت كاذب نشان داد    
 روش الايزا با اسـتفاده از     براساس نتايح حاصل    . مورد جواب منفي كاذب همراه بودند      12 و 9به ترتيب با    نيز  مورد جواب مثبت كاذب و      

بـه  (برخـوردار اسـت     هـا     در مقايسه با سـاير روش     بالايي   كارآيي بسيار     ويژگي و   از  و مناسبي داشته %) 5/87(، حساسيت LISدترجنت  
  . )r=572/0( وجود داردSpermMarداري نيز بين روش طراحي شده و همبستگي معنياز طرف ديگر %). 8/92 و% 100ترتيب 

بـه كمـك   اسـپرم  سـطح  استخراج شـده از  هاي  ژن روش الايزاي طراحي شده با استفاده از آنتي    اين مطالعه   نتايج  براساس  : نتيجه گيري 
هاي مـشابه خـارجي      هاي سطحي اسپرم و كيت     ژن هاي استخراج آنتي    بهتر از ساير روش    است و  داراي حداقل نتايج كاذب      LISدترجنت  

  . باشد  ميASAجهت تشخيص و تعيين ميزان 
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  مقدمه 
بررســي توانــايي اســپرم در تحريــك سيــستم ايمنــي و  

 ASA(1(بادي ضد اسـپرم    آنتيتحقيق و پژوهش درباره     
ــال   ــار در س ــستين ب ــط 1899نخ و   Landsteiner توس

هـاي وي اگـر      بـر اسـاس يافتـه     . همكاران شرح داده شد   
توانـد    اي ديگر تزريق گردد، مـي       اسپرم يك گونه به گونه    

 محققين  ،دنبال آن ه  ب. )1(ژنيك باشد  براي آن گونه، آنتي   
دريافتند كه هرگاه اسپرم هرگونـه در معـرض سيـستم           

ژنيـك     داراي قـدرت آنتـي     ،ايمني همانگونه نيز قرارگيـرد    
بيـضه ممكـن     -طور كلـي سـد خـوني      ه  ب). 2(خواهد بود 

هاي مختلف، آسيب ديـده و باعـث          است توسط مكانيسم  
راي سيستم  هاي اسپرم ب   ژن  در معرض قرار گرفتن آنتي    

ايمني شده و نهايتا سبب شروع پاسـخ ايمنـي و تـشكيل             
ASA دهد كه حدود     مطالعات مختلف نشان مي    ).3( گردد

بـادي    علت نابـاروري مربـوط بـه تـشكيل آنتـي          % 26-6
بنـابراين  . )1-10 (باشـد   ضداسپرم در مردان و زنان مي     

 از  ASAگيـري     طراحي روشي جهت تـشخيص و انـدازه       
مـشكل اساسـي     . برخـوردار اسـت    اي هالعـاد   اهميت فوق 

 طراحي روشـي   ،ASAگيري  و اندازه هاي تشخيص    روش
. كـاذب باشـد   نتـايج   است كه داراي حداقل خطا و حداقل        

 كه امروزه جهت تعيين كيفـي  يهاي عمده تشخيص   روش
 اولــين :انــد رونــد ســه دســته كــار مــيه  بــASAو كمــي 
مايعــات ســاير  در ســرم و ASAهــاي تــشخيص  روش

هاي غيرمستقيم براساس آگلوتيناسيون      تست ،بيولوژيك
ــيون ــدم 2و فلوكولاســــ   F.Dروش ،GAT3روش اننــــ

)TSAT(4، روشTAT5،وشرMAR6،روشIBT7بودند .  
  رد فراوانيـروزه كاربـي كه امـه، روشـين اين دستـدر ب

   نابارروي دارد، تست و مـراكـز درمانها گاهـدرآزمايش

                                                                 
1- Antisperm Antibody 
2- Flocculation & Agglutination 
3- Gel Agglutination Test 
4- Franklin & Dukes or Tube Slide Agglutination Test 
5- Tray Agglutination Test 
6- Mixed Agglutination Reaction or Mixed Antiglobulin 
Reaction 
7- Immuno Bead Test 

MAR   ،ــده آن ــا اصــلاح ش ــي SpermMarو ي ــدب م  .اش
ــاي  روش ــه ه ــصي ك  و براســاس آگلوتيناســيونتشخي

هاي فراواني دارند و     محدوديتاند    بنا شده  فلوكولاسيون
 اعتماد و ويژگي بالايي  حساسيت، رسد كه از    به نظر نمي  

 از جمله اينكه نياز بـه اسـپرم زنـده و            .برخوردار باشند 
 نمونه سرم نيز    .رندمتحرك با غلظت و تحرك مناسب دا      

هـا    ايـن روش    عمدة . غيرفعال گردد  ،ظر كمپلمان بايد از ن  
 همچنين  .وجود دارد  خطاي چشمي در آنها     و بودهكيفي  

هـاي زنـده     نياز به داشتن يك منبع اسـتاندارد از اسـپرم         
هاي كنترل مثبت و منفي، استاندارد كردن        همراه با سرم  

دسـته دوم   ). 16،11،4(سـازد   هـا را مـشكل مـي       اين تست 
 و  SIT(8( سـازي اسـپرم     ركـت ح هاي براساس بـي    روش

 ايـن   .باشـد   مـي  9(CT)سميت سـلولي بواسـطه كمپلمـان      
 كيفي بوده و از حساسيت و اعتمـاد بـالايي            نيز ها روش

برخوردار نيستند و نياز به نمونه اسپرم تازه با غلظت و 
هـايي كـه باعـث       بادي  همچنين آنتي .  دارند تحرك مناسب 

قابـل   SITبـا روش    شـوند،     اسپرم نمي اختلال در تحرك    
 منفي كاذب رخ    نتايجممكن است   لذا  . باشند  مينص  يشخت

هاي متصل بـه سـر اسـپرم كـه در            بادي  مانند آنتي  ،دهد
در رونــد  و شـته  دخالـت دا 10 تخمـك -اسـپرم  ميـانكنش 
 نيـز بـه برخـي از        CTروش  . باشـند   مـؤثر مـي   باروري  

هاي ضداسـپرم غيرحـساس بـوده و نيـز رده            بادي  آنتي
روش  دو    ايـن  همچنـين . كنـد   نمـي بادي را مشخص      آنتي
 كار  ه در پلاسماي سمينال ب    ASAند جهت تعيين    نتوا  نمي

 هــاي  پلاســماي ســمينال حــاوي مهاركننــدهزيــرارونــد 
 آنچـــه از بررســـي .)17،14،11،4(باشـــد كمپلمـــان مـــي

ــدازه  روش ــاي ان ــاي   ه ــر مبن ــري ب ــيون و آگي گلوتيناس
 و سميت سلولي بواسطه     سازي حركت  بي  فلوكولاسيون،

باشـد، ايـن اسـت كـه اولاً هـيچ كـدام                مسلم مي  كمپلمان
ــاطلاعــات ك ــزان م ــاره مي ــرار ASAي درب ــار ق  در اختي

عـدم  هـاي غيرمـستقيم،       روش تمـامي دهند، ثانياً در      نمي

                                                                 
8- Sperm Immunobilization Test 
9- Cytotoxic Test 
10- Sperm- Oocyle Interaction 



  ... طالبيان و                                                                                                                                              ASAگيري  طراحي روش الايزا جهت اندازه

 25 82زمستان / فصلنامه باروري و ناباروري

دليـل عـدم    ه  بها    يكسان بودن نتايج حاصل از اين روش      
هـاي   عدم اسـتفاده از نمونـه     ( ژنيك  استفاده از تنوع آنتي   

وجود ) ژني  عنوان منبع آنتي  ه  اشخاص ب تعداد زيادي از    
بـه صـورت   اين روشها   بررسي چشمي نتايج در     دارد و   

ــا ميكروســكوپي  ــزايش ماكروســكوپي ي  خطــا باعــث اف
 متحرك و زنـده    اسپرمبهها  همچنين اين روش. گردد  مي

مـايع   و اسـتفاده از      نيـاز دارد   با غلظت و تحرك مناسب    
اي تحـرك كـم     داراسپرم غيرزنده و يا     مني كامل حاوي    

 .دهنـد  احتمال نتايج مثبت و منفـي كـاذب را افـزايش مـي       
اسـتفاده از   براسـاس   هستند كه   ي  يها  روش ،دسته سوم 

ــي ــشاندار  آنتـــ ــولين نـــ ــدايمونوگلوبـــ  روش  ماننـــ
و  2 (RIA)راديوايمونواسـي  يا 1(IFT) ايمونوفلورسانس

ــا الايــزا ــا شــده 3(ELISA) ي  روي هــا ايــن روش .انــد بن
هـاي   عنـوان تـست   ه   زنـده ب ـ   هـاي   مسوسپانسيون اسپر 

لاسماي سمينال و سرم بـه صـورت        پروي   يامستقيم و   
 اگرچــه داراي RIA روش .گيــرد غيرمــستقيم انجــام مــي
 پوشـيده شـده     هاي   اسپرم ميزانحساسيت بالايي است،    

بـادي را    بادي و محـل اتـصال اختـصاصي آنتـي          با آنتي 
 هاي ديگر اين روش گران     از محدوديت . كند  مشخص نمي 

مـواد راديواكتيـو    كـاربرد    عوارض ناشي از  و  آن  بودن  
نياز داشته و   اهدائي متحرك   همچنين به اسپرم    . باشد  مي
هاي داخلي اسپرم    ژن  دليل در معرض قرار دادن آنتي     ه  ب

 منتهـي بـه نتـايج مثبـت كـاذب         مواد تثبيت كننـده     در اثر   
 نيـــز  IFT در روش .)18،17،14،12،11،4( گـــردد  مـــي 

ژنـي    آنتـي هـاي     شـاخص ،   تثبيـت كننـده    استفاده از مواد  
هاي داخلي اسپرم    ژن  غشاي اسپرم را تغيير داده و آنتي      

 بنـابراين ممكـن اسـت سـبب     .دهد ميرا در معرض قرار   
سـاير  ماننـد     همچنـين  .ايجاد نتـايج مثبـت كـاذب گـردد        

گير و گران      وقت نيزو  بوده   نمونه تازه    مندها، نياز  روش
فلوسـيتومتري نيـز     وشر .)19،18،12،11(باشد  قيمت مي 

هـاي   بـادي   آنتي گيري كمي  در اندازه آنخاطر تواناييه  ب

                                                                 
1- Immuno Flourescence Test 
2- Radio Immunoassay 
3- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

 برخوردار  دورنماي روشني اسپرم، از   در سطح   موجود  
 )FC( فلوسـيتومتري روش  مزيت عمده استفاده از     . است
از  .و تعيــين رده ايمونوگلوبــولين اســتآن بــودن  كمــي

كـار   نهاي غيرمتحرك بايد براي اي ـ     اسپرمآنجائي كه از    
ت يتثبحركت كردن و  استفاده شود ممكن است بعد از بي

ــاذب  آن  ــت ك ــايج مثب ــرددنت ــاد گ ــن  . ايج ــر اي ــلاوه ب ع
استفاده از اين    بودن آن    گران  و بودن زمان تست    طولاني

 ).18،4(روش را محدود كرده است

ژني  از مزاياي روش الايزا استفاده از مخلوط متنوع آنتي
استفاده از مـايع سـمينال      زيرا  از اشخاص مختلف است     

اي بـه نمونـه ديگـر         نمونـه از  كـه سـبب تغييـر       يك فـرد    
 سـبب نتـايج     ،گيـري   تأثير عمـده در انـدازه     ا  بگردد و      مي

 همچنـين روش الايـزا      .، وجود ندارد  گردد  منفي كاذب مي  
. كنـد   بادي را مشخص مي     رده آنتي     بوده،  يك روش كمي  

هـاي   سـپرم  تـازه بـا ا     مـايع منـي    ةنموندر اين روش به     
 ).20،18،17،15،12،10( باشـد   نيـاز نمـي   متحرك و زنـده     

هـاي   د كـه بـين روش     ن ـده  مطالعـات نـشان مـي      بررسي
ــشخيص  ــورتيكه از  ASAتـــ ــزا، درصـــ ، روش الايـــ

ــي ــه    ژن آنت ــودگي ب ــا حــداقل آل هــاي ســطحي اســپرم ب
، سـلولي هـاي داخـل      ژن  و آنتي   هاي غيراسپرمي    ژن آنتي

و قابل اعتماد بوده    استفاده گردد، روشي بسيار حساس      
 ASAگيـري   هاي تشخيص و اندازه    و بهتر از ساير روش    

 از  SDSو   LIS(4( ليتيـوم دي يدوساليـسيلات    . باشـد   مي
اســتخراج كــه جهــت  هــائي هــستند   دترجنــتجملــه 
هــاي ســطح اســپرم مــورد اســتفاده قــرار       ژن آنتــي

   ).22،21،15(گيرند مي
طراحــي يــك روش الايــزا بــا  حاضــر هــدف از مطالعــه

ه هاي استخراج شده از سطح اسپرم ب ژن تفاده از آنتياس
ســه روش مختلــف سونيكاســيون، اســتفاده از  وســيله 

ــت  ــتفاده از SDSدترجنـ ــت  و روش اسـ  و LISدترجنـ
هــاي الايــزاي  كيــت و هــا ايــن روشهــر يــك از مقايــسه 

  با )، آلمان Bioserv و   IBL هاي  از شركت  (تجاري مشابه 

                                                                 
4- Lithium Iodo Sylicylate 
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ــتفاده در مر   ــورد اسـ ــين مـ ــان  روش روتـ ــز درمـ اكـ
باشـد،   ميروتين  به عنوان تست     (SpermMar)ناباروري

شـده  طراحـي    يالايـزا روش  مزايا و معايب    بدين ترتيب   
هـا    در مقايـسه بـا سـاير روش        ASAگيـري     جهت اندازه 

  .ديگردخواهد مشخص 
  

  مواد و روشها
مايع سمينال از افرادي كه بـه علـل مختلـف            :تهيه اسپرم 

كردنــد،  مراجعــه ر تهــران نــونابــاروري بــه آزمايــشگاه 
 ذخيره گرديـد تـا حجـم        -C˚20آوري و در حرارت       جمع

هـاي مـايع سـمينال بـا         نمونه.  برسد ml100نهايي آن به    
ــي لوكوســيت  ــون در ميل ــشتر از يــك ميلي ــر  بي ــا ليت و ي

هاي حاوي باكتري فراوان و يا مشكوك به عفونت          نمونه
 مايع سـمينال ذوب و      ml100 تماميسپس  . حذف گرديد 
مخلــوط و ســه  )PBS1) M15/0 بــا بــافر 1:1بــه نــسبت 

شسته شد به طـوري كـه در هـر دفعـه اسـتخراج              مرتبه  
   .دست آمده باسپرم  رسوب ml2حدود 

ــي  ــه آنت ــيون  تهي ــه روش سونيكاس ــت  :ژن ب تهيــه جه
 ml2 هاي سطحي اسپرم به روش سونيكاسـيون       ژن  آنتي

دست آمده طي شستشوي مايع سـمينال، بـه         ه  رسوب ب 
ــسبت   ســيترات g35/7( در محــيط هيپواســمتيك 1:10ن

 مخلـوط  ) آب مقطـر    ليتر 1در   فروكتوز   g51/13سديم و   
 C˚37 ساعت در بن ماري   2مخلوط حاصل به مدت     . شد

 سـاعت، داخـل بـشر       2طـي مـدت     و پـس از      فتگر  قرار  
محلـول  ml1 بعد از اضافه كردن    وشده  حاوي يخ منتقل    

PMSF2  بــا غلظــتmM20 ،ت حلــول حاصــل بــا ســرعم
U/min 1200 دماي دقيقه در 2مدت ه  و ب C˚4 هموژنايز 
جهـــت اجتنـــاب از گـــرم شـــدن نمونـــه طـــي . گرديـــد

، بهتر است ظرف نمونه در داخـل بـشر          اسيونهموژنايز
سـپس مخلـوط حاصـل    . حاوي يخ خردشـده، قرارگيـرد   
 دقيقه بـا قـدرت      2مدت  ه  توسط دستگاه سونيكاسيون ب   

KH10    در حرارت C˚4  ت اجتنـاب از     جه .دي سونيكه گرد
                                                                 
1- Phosphate Buffered Solution 
2- Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride 

افزايش دماي نمونه، ظرف نمونه در بشر حاوي يخ خرد        
 بـه   g4000ها با قـدرت       سپس نمونه . شد  شده، قرار داده    

 محلــول و ســانتريفوژ C˚4 دقيقــه در حــرارت 15مــدت 
 g 10000محلول رويي  بـا قـدرت        . ديگرد  رويي آن جدا    

 سـانتريفوژ و مجـدداً      C˚4 دقيقه در حـرارت      10به مدت   
 g100000محلول رويي  با قدرت      . شد  رويي جدا   محلول  

 تحت اولتراسـانتريفوژ    C˚4 ساعت در حرارت     2مدت  ه  ب
 در اين مرحله، محلول رويي دور ريخته شـد          .گرفتقرار

ــشاي پلاســمايي    ــه حــاوي غ ــه ك ــن مرحل و رســوب اي
 PBS در مقـدار مـورد نيـاز بـافر           بودهاي اسپرم    سلول

)M15/0 ( ديگرد حل)23،15-27 .( 

تهيـه  جهـت    : SDSژن بـا اسـتفاده از دترجنـت           ه آنتي تهي
 SDSهاي سطحي اسپرم با استفاده از دترجنـت          ژن  آنتي

ــه آزمــايش، بــر روي    رســوب اســپرم، ml1در يــك لول
ml5/2   محلول SDS )W/V 5/0% (   و پـس از    شـد   اضـافه

جوش قرار    دقيقه در حمام آب    10مدت  ه  مخلوط كردن، ب  
. دي ـگردو سـرد    لوله خارج     دقيقه، 10در پايان   . شد  داده  

 15 بـه مـدت      g 10000سپس مخلوط حاصـل بـا قـدرت         
محلول رويي اين   . شد  فوژ  ي سانتر C˚25دقيقه در حرارت  

ــده  ــدا ش ــه ج ــلمرحل ــاليز ) PBS) M15/0  و در مقاب دي
  .)28(گرديد

تهيـه  جهـت    : LISژن بـا اسـتفاده از دترجنـت           تهيه آنتـي  
 LISترجنـت   هاي سطحي اسپرم با اسـتفاده از د        ژن  آنتي

ــر روي  ــوب  ml1بـ ــپرمرسـ ــول ml5/2 ،اسـ    LIS محلـ
)M 3/0 ( در بافرTris-HCl) 4/7=pH  ،mM 10 (  و اضافه
از قـرار    پـس  .ديگرد  مخلوط  كاملاً  كمك پيپت پاستور    ه  ب

مخلـوط    دقيقـه در دمـاي آزمايـشگاه       30مـدت   دادن به   
 دقيقـه در دمـاي      30مـدت   ه   ب ـ g15000حاصل با قدرت    

C˚4   محلول رويي برداشـت و بـه   سپس  .شد  سانتريفوژ
و  اضــافه LIS محلــول ml5/2 رســوب حاصــل دوبــاره

مجموع محلـول رويـي هـر دو        . گرديدسانتريفوژ  مجدداً  
   Tris-HCl بــــافردر مقابــــل  وآوري  مرحلــــه، جمــــع

)4/7 =pH ،mM10 ( گرديددياليز)29،15(.  
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 روش  ،در اين مطالعه  جهت انجام تست الايزا      :تست الايزا 
لايـه   .متشكل از سه لايه طراحي شد      غيرمستقيم   الايزاي

ژن تهيـه   از آنتي. 1ژن به كف پليت الايزا     آنتي لاتصا :اول
ژن بـا      محلـول آنتـي    سـه هـاي مختلـف،      شده طـي روش   

 و به حجـم مـورد نيـاز در بـافر            µg/ml 4مم   غلظت اپتي 
بــراي روش سونيكاســيون و  ( گرديــدتهيــه  مناســب

 و بــراي PBS، 4/7=pH، M15/0از بــافر  SDSدترجنــت 
از  .)Tris   ،4/7=pH  ،mM10 از بافر    LISروش دترجنت   
 در هـر    µl 100بـه مقـدار     ژني تهيه شده      هر محلول آنتي  
 سـاعت در انكوبـاتور      2و بـه مـدت      شـد   چاهك ريختـه    

C˚37 ــرار ــت ق ــان    . گرف ــان زم ــت در پاي ــواي پلي محت
ها سه مرتبه بـا       و سپس داخل چاهك    تخليهانكوباسيون  
. شـد شـسته     ،  %)05/0 حاوي توئين    PBS(2وبافر شستش 

 حـاوي تـوئين    PBS( 3كننـده    از بافر بـلاك    µl 150 سپس
ــك اضــافه   %)5/2 ــر چاه ــه ه ــد ب ــه در 45 و گردي  دقيق

 مرحلـه قبـل    و سپس ماننـد      گرفت قرار   C˚37 انكوباتور
 : لايـه دوم   .ها، سه مرتبه شستشو داده شـد       داخل چاهك 

ــافه ــي  اض ــردن آنت ــه  ك ــادي اولي ــ.4ب ــاران رم از س  بيم
 5در بـافر رقيـق كننـده             رقـت  )استاندارد يـا كنتـرل    (
)PBS   تهيـه و مقـدار      ) %5/0توئين  حاويµl 100    بـه هـر

 سـاعت در انكوبـاتور      1د و به مـدت      يگرد  چاهك اضافه   
C˚37   ها، سـه    چاهكمراحل قبل    سپس مانند    .گرفت قرار

ــه  ــه ســوم. شــدشــستهمرتب ــيا : لاي ــي آنت ــادي  فزودن ب
  كونژوگــهاز . 7بــادي ثانويــه آنتــيعنــوان  ه بــ6كونژوگــه

HRP 8  بـه حجـم     ،كننده   در بافر رقيق          مم    رقت اپتي 
كرده  به هر چاهك اضافه      µl 100 مقدار   ،مورد نياز تهيه  

 .شـد    قـرار داده     C˚37 ساعت در انكوبـاتور      1و به مدت    
انجام پنج مرتبه تعداد ها مطابق قبل به       وي چاهك ششست

                                                                 
1- Coating 
2- Washing Buffer 
3- Blocking Buffer 

4- Primary Antibodies 
5- Diluent Buffer 
6- Conjugated antibody 
7- Secondary Antibody 

8- Horse Radish Peroxidase 

 TMB 9 از سوبـستراي آمـاده       µl 100مقدار  سپس  . شد
 دقيقه در دماي    10د و به مدت     يگرد  به هر چاهك اضافه     

  مقـدار پس از طـي ايـن زمـان          .شد  آزمايشگاه قرار داده    
µl 50    بـه هـر چاهـك اضـافه         نرمال 1اسيد سولفوريك 

نوري چاهكها  ريدر جذب    د و به كمك دستگاه الايزا     يگرد
   .دش قرائت nm 450در طول موج 

وزه روش الايزا به علت مزاياي آن نـسبت بـه سـاير             امر
 در اغلـب    ASAگيـري     ها، يك روش رايج در اندازه      روش

هاي تجـاري متعـددي، كيـت         و شركت  باشد  ميكشورها  
بـراي  . اند تشخيصي آن را توليد و به بازار عرضه كرده        

بررسي كارآيي روش طراحي شده در اين تحقيق علاوه         
، دو SpermMar test  رايـج بر مقايسه اين روش با روش

ان ـ آلم ـ Bioserv و   IBLكيت تجاري رايج از شـركتهاي       
ج حاصل از اين دو كيت نيز در كنار         ـد و نتاي  ـه گردي ـتهي

هـاي اسـتخراج     ژن  روش طراحي شده با استفاده از آنتي      
هـاي سـرم      روي نمونـه    بـر  LISكمك دترجنـت    ه  شده ب 

ه قرار   مورد مقايس  SpermMarيكسان با تست استاندارد   
 روش كار مطابق بروشور موجود در كيتها بوده         .گرفت

مثـل  و از آنجايي كه اساس روش الايزا در اين دو كيـت             
باشد از تكرار آن خودداري  روش توضيح داده شده، مي   

  . گردد مي
در يـك   ابتـدا    SpermMarتست  جهت   : SpermMarتست  

 حجـم   5يك حجـم مـايع سـمينال تـازه بـا            لوله آزمايش   
مـدت  ه  ب ـg 300 با قـدرت  ومخلوط  Ham’s F-10 محيط

از پـس    .ديگرد   دقيقه در دماي آزمايشگاه سانتريفوژ       10
 روي رسـوب بـاقي مانـده دوبـاره     ،محلول رويـي حذف  

بـر روي رسـوب حاصـل از        . گرفـت مرحله فـوق انجـام      
 Ham’s F-10 محـيط  ml2 بـه آرامـي حـدود    قبـل مرحله 
در درجـه    45  ساعت بـا زاويـه     1 و به مدت      شده اضافه

پس از پايـان انكوباسـيون،      . گرفت قرار   C˚37انكوباتور  
با پيپت پاستور    هاي متحرك،  محلول رويي حاوي اسپرم   

  قـدرت  بـا   دقيقـه 10مـدت   ه  و به دقت برداشته شـد و ب ـ       

                                                                 
9- Tetra Methyl Benzidine  

  1      
100  

1500

1
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g500       سـپس  . دي ـگرد   و در دماي آزمايشگاه سانتريفوژ
   به رسـوب حاصـل آنقـدر محـيط         وحذف  محلول رويي   
Ham’s F-10افه شد تا شـمارش سـلولي در حـدود     اض

ليتـر    ميليون سلول متحرك اسـپرم در هـر ميلـي          30-20
ها   سرم، غيرمستقيم SpermMarجهت انجام تست    . گردد

 µl 100 لـذا حـدود      ؛بايد از نظر كمپلمان غيـرفعال گردند     
هاي مورد آزمايش در يك ميكروتيوب ريختـه و          از سرم 

 .شــدداده رار  ق ـC˚56مــاري   دقيقــه در بـن 45مـدت  ه ب ـ
                    هــا   از ســرمHam’s F-10ســپس بــا اســتفاده از محــيط 

   محـــيطµl 75+  ســـرمµl 5( ديـــتهيـــه گرد       رقـــت
Ham’s F-10(سپس ،µl 50  از سرم رقيق شده بـا µl 50 

 دقيقه در انكوباتور    60مدت  ه  اسپرم متحرك مخلوط و ب    
C˚37    روي يـك   اين مـدت بـر      طي  پس از   . شد   قرار داده

داده هـاي زيـر قـرار        لام در سه نقطه نزديك هم محلـول       
. هاي متحرك  مخلوط سرم و اسپرمµl 10 :1نقطه  .شدند

  : 3نقطــه .  ذرات لاتكــس موجــود در كيــتµl 10: 2نقطــه 
µl 10 كمـك  ه  بلافاصـله ب ـ  . سـرم موجـود در كيـت         آنتي

 را به آرامي مخلوط كرده، سـپس  2 و 1كناره لامل نقطه   
مجموعه (با مجموعه نمونه و لاتكس      ) سرم  نتيآ (3نقطه  
مخلوط حاصل را با لامـل      . گردد  مخلوط مي ) 2 و   1نقاط  

 دقيقــه در زيـر ميكروسـكوپ بــا   2-3پوشـانده، پـس از   
 و درصـد  گرفـت  مـورد ارزيـابي قـرار    X 40بزرگنمايي

. دشهاي متحرك متصل به ذرات لاتكس شمارش         اسپرم
 محـيط مرطـوب      دقيقـه در   10هـاي منفـي پـس از          نمونه

 تــا نتيجــه نهــايي گرفــتدوبــاره مــورد ارزيــابي قــرار 
  .)30(مشخص گردد

هاي مختلف استخراج     جهت بررسي همبستگي بين روش    
 از ضريب SpermMarهاي سطح اسپرم با تست    ژن  آنتي

  . ن استفاده گرديدوهمبستگي پيرس
  

  نتايج
ژن مورد نيـاز جهـت طراحـي روش           به منظور تهيه آنتي   

ژنـي، در      كمك سه روش مختلف استخراج آنتـي       الايزا به 

 مايع سمينال شـسته شـده و در         ml100هر دوره حدود    
دسـت آمـد   ه رسوب اسپرم ب ml2 پايان شستشو، حدود

 اسـپرم   5-10×109هاي اسپرم آن حدود      كه تعداد سلول  
 اسـپرم   مقداراز اين   ميزان پروتئين   . ليتر بود   در هر ميلي  

 مختلـف    يكي از سه روش    ژن به   پس از مرحله تهيه آنتي    
 دسـت ه   پروتئين ب ـ  µg/ml 500-100 ،به روش برادفورد  

 تفاوت زيادي در ميزان پروتئين بدست آمده طي         كه آمد  
 LIS و SDSروش سونيكاســيون، اســتفاده از دترجنــت 

سـرم    مم كونژوگه، آنتي    ن اپتي  ميزا پسس. وجود نداشت 
ه به عنوان لاي   سه روش مختلف استخراجي   ژن با     و آنتي 

 تعيين ميـزان     پس از  وتعيين گرديد    ،اول در تكنيك الايزا   
Cut-off 2+با احتساب هاي منفي،     سرمSDX    و منحنـي

ROC 1          هـا از نظـر      محدوده مثبـت و منفـي بـودن سـرم
ASA   ميزان حـساسيت، ويژگـي، كـارآيي و         و مشخص 

جــدول (روش طراحــي شــده تعيــين گرديــد هــر اعتبــار 
هــاي الايــزاي   كيــتCut-off   ســپس ميــزان.)1شــماره 

  . تجاري تعيـين و منحنـي اسـتاندارد آنهـا رسـم گرديـد             
 Cut-offبــا توجــه بــه نمــودارمنحني اســتاندارد، ميــزان 

كيـت   و براي    729/0برابر   IBLشركت   ASAكيت  براي  
آمـد و سـپس بـا         دسـت   ه   ب 54/0برابر    Bioservشركت  

 الايـزاي   هـاي   روشاستفاده از چند سرم مثبت و منفـي،         
ــف اســتخراجي  طراحــي شــده  ــي ســه روش مختل و ط

هاي تجاري الايزا، با تست روتين مورد اسـتفاده در    كيت
ــز  ــاروري  مراك ــان ناب ــسه ) SpermMar test(درم مقاي
ميزان همبـستگي بـين     ،  1 شمارة    همچنين نمودار  .گرديد
هـاي   ي طراحـي شـده و كيـت   هـا نـوري الايزا  هـاي   جذب

 را بـا ميـزان      فـوق  بـه روش     ASA گيـري   انـدازه تجاري  
 جهــــت SpermMarدرصــــدهاي حاصــــل از تــــست 

   .دهند بادي ضداسپرم، نشان مي گيري آنتي اندازه
مقايسه ميزان همبستگي الايزاي طراحي شده با استفاده        

و هاي استخراج شده به روش سونيكاسـيون         ژن از آنتي 
دهد كـه همبـستگي ضـعيفي          نشان مي  SpermMarتست  

                                                                 
1- Relative Operability Curve  

1   
16 
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،  )P   ،375/0=r= 048/0( روش وجـود دارد      بين ايـن دو   
محاســبه حــساسيت، ويژگــي و كــارآيي ايــن روش نيــز 

و %) 31(دهد كه حساسيت آن بسيار كم بـوده           نشان مي 
البتـه ايـن    %). 61(از كارآيي مناسـبي برخـوردار نيـست         
كــه %) 100(دهــد  روش ويژگــي مناســبي را نــشان مــي 

جـذب نـوري    دليـل بـالا بـودن       ه  احتمالاً كاذب بوده و ب ـ    
خـاطر  ه  طـور كـاذب و ب ـ     ه  باشد كه ب     مي Cut-offميزان  

  .جذب غير اختصاصي بالا رفته است
 بررسي همبستگي بـين روش الايـزاي طراحـي شـده بـا            

 كمك دترجنـت  ه  هاي استخراج شده ب    ژن  استفاده از آنتي  
SDS  ل از تست    ـدهاي حاص ـايج درص ـ و نتSpermMar 
ــز ــين روش سونيك  ي ــستگي ب ــه همب ــسبت ب  اســيون ون

SpermMar 472(، همبـــــــستگي بهتـــــــري دارد= /r، 
011/0=p( ؛ اما همبستگـي بين الايـزاي طراحـي شده با   

كمـك دترجنـت    ه  هاي استخراج شـده ب ـ     ژن  استفاده آنتي 
LIS و نتــايج درصــدهاي حاصــل از تــست SpermMar 

). r , 001/0=P=572/0(بهتــر از دو روش ديگــر اســت   
 و كــارآيي الايــزاي بررســي ميــزان حــساسيت، ويژگــي

 نيـز نـشان     SDS و   LISكمـك دترجنـت     ه  طراحي شده ب  
 LISدهـد كـه حـساسيت روش اسـتفاده از دترجنـت        مي

ــت   ــتفاده از دترجن ــشتر از روش اس ــيSDSبي باشــد   م
ــل % 5/87( ــتفاده از  %). 81در مقابـ ــين روش اسـ همچنـ

 ويژگــي بيــشتري از روش اســتفاده از   LISدترجنــت 
ــت  ــته SDSدترجنـ ــل % 100( داشـ ، از %)6/66در مقابـ

ــت      ــوردار اس ــالايي برخ ــسيار ب ــارآيي ب   در % 8/92(ك
  %). 75مقابل 

   IBLمقايــسه كيــت الايــزاي تجــاري متعلــق بــه شــركت 
   سرم16دهد كه از بين  يـان مـ نشSpermMarروش  با

هاي استخراج شده به روش سونيكاسيون، استفاده از  ژن با استفاده از آنتيهاي الايزاي طراحي شده  پارامترهاي روش -1 جدول
  در مقايسه با تست  ) Bioserv از شركت kit-2 و IBL از شركت Kit- 1( و نيز دو كيت تجاري الايزا LIS و SDS  دترجنت

SpermMar در هر روش ) حقيقي و كاذب(و منفي ) حقيقي و كاذب(پرم و تعيين موارد مثبت بادي ضداس گيري آنتي جهت اندازه 

 روش الايزاي 
   پارامترها

 استخراج روش
 سونيكاسيون

روش استخراج با 
 SDSدترجنت  

روش استخراج 
  LISبا دترجنت 

درصد 
SpermMar  

كيت شركت 
IBL  

كيت شركت 
Bioserv  

 ∗  ∗ ∗ 569/0 982/0  043/1 هاي منفي  ميانگين سرم) OD(جذب نوري 
 Cut-off 309/1 158/1 948/0 30% 729/0 54/0جذب نوري 

 ∗ ∗ ∗ 385/0 36/0 512/1 جذب نوري كنترل منفي
 ∗ ∗ ∗ %5/87 %81 %31 حساسيت روش طراحي شده

 ∗ ∗ ∗ %100 %6/66 %100 ويژگي روش طراحي شده
 ∗ ∗ ∗ %8/92 %75 %61 كارآيي روش طراحي شده

  26  26  28  28  28  28  ورد استفاده تعداد سرم م
  4  7  16  14  13  5   حقيقي  تعداد موارد مثبت

 1 1 ∗∗ 0 4 0 تعداد موارد مثبت كاذب 

 9 9 12 12 8 12 تعداد موارد منفي حقيقي 

  12  9  ∗∗  2  3  11  تعداد موارد منفي كاذب 
  . باشد ين پارامترهاي مذكور نميبنابراين نياز به تعي. ها به صورت آماده استفاده گرديده است  اين كيت∗

  . باشند بنابراين نتايج آن همگي حقيقي مي.  به عنوان استاندارد استفاده شده استSpermMar در اين مطالعه از كيت ∗∗
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)001/0=P- value،572/0=پيرسون(  

 
)011/0 =P- value ،472/0 =پيرسون( 

  
)048/0=P- value ،375/0 =پيرسون(  

  

  
)845/0=P- value(  

  
)216/0=P- value(  

هاي استخراج شده به كمك  ژن يزاي طراحي شده با استفاده از آنتي تعيين ميزان همبستگي بين روش الا- 1نمودار 
 از شركت kit-2 و IBL از شركت kit-1( و نيز دو كيت تجاري الايزا LIS و دترجنت SDSدترجنت استفاده از ، سونيكاسيون

Bioserv ( با نتايج درصدهاي حاصل از تستSpermMarبادي ضد اسپرم گيري آنتي  جهت اندازه 
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 ASA    مثبت توسط SpermMar  ،9       مـورد جـواب منفـي 
 منفي،  ASA مورد سرم    10دهد و از بين       كاذب نشان مي  

نمـودار  براسـاس   دهـد و       مورد جواب مثبت كاذب مـي      1
ــستگي ــستگي  ،همب ــا  همب ــن روش ب ــين اي  SpermMarب

همچنين مقايـسه بـين روش      ). P=845/0(دار نيست    معني
  SpermMar بـا روش     Bioservالايزاي تجـاري شـركت      

 مثبـت   ASA سرم   16دهد كه اين روش از بين         نشان مي 
دهـد    واب منفي كاذب مي    مورد ج  SpermMar  ،12توسط  

 مــورد جــواب 1 منفــي، ASA مــورد ســرم 10و از بــين 
ــاذب دارد و  ــودار همبـــستگيبراســـاس مثبـــت كـ ، نمـ

دار   معنــيSpermMar بــين ايــن روش بــا   همبــستگي
  ).P=216/0(نيست

  

  بحث
ناباروري از جمله مـشكلات عمـده اسـت كـه در حـدود              

زوجهاي جوان بـر طبـق آمـار ارائـه شـده توسـط              % 15
مطالعـات  . بهداشت جهـاني، گرفتـار آن هـستند       ان  سازم

بادي ضداسپرم  دهند كه وجود آنتي   انجام شده نشان مي   
(ASA)       بنابراين و   است، يكي از عوامل اصلي ناباروري 

ــزان آنتــي ــين مي ــادي ضداســپرم نقــش مهمــي در   تعي ب
از . كنـد  تشخيص علت ناباروري و روند درمان ايفـا مـي         

، روش الايـزا    ASAزان  هاي مختلف تعيين مي ـ     بين روش 
 در ســال Permanmو Engvall كــه اولــين بــار توســط

 از كـارآيي بهتـري نـسبت بـه          ،)34( مطرح گرديـد   1971
 و  اسـت برخـوردار    ASAهاي تعيين ميـزان       ساير روش 

 و همكــاران Alexanderمطالعــات انجــام شــده توســط  
دهــد كــه روش الايــزا بــا اســتفاده از  نــشان مــي) 1984(

 LISكمــك دترجنــت ه خراج شــده بــهــاي اســت ژن آنتــي
تـرين روش جهـت تعيـين        ترين و دقيـق    تواند حساس   مي

  ).15( باشدASAكمي و كيفي 
  دهند روش نشان ميمطالعه حاضـر ج ـه نتايـهمانطوريك

 سونيكاسيون قادر به تفكيـك      كمك ژني به   استخراج آنتي 
كه   همانطوري .هاي مثبت و منفي نيست     مناسب بين سرم  

 منفـي   ASA سرمهاي   Cut-offري و ميزان    هاي نو  جذب
هـاي نـوري سـرمهاي       دهد، جـذب   با اين روش نشان مي    

ــالا  ــسيار ب ــي ب ــاد    امنف ــالاً ايج ــت آن احتم ــه عل ســت ك
ژنهـاي ايـن      هاي منفي و آنتي    هاي كاذب بين سرم    واكنش

عدم امكـان  روش و در نتيجه افزايش جذب نوري آنها و  
. باشد ميثبت  هاي منفي و م    تفكيك جذب نوري بين سرم    

توضيح اينكه احتمالاً روش سونيكاسيون، روشي اسـت        
هاي غيـر    ها و سلول   هاي داخلي اسپرم   ژن  كه در آن آنتي   

 ،گيرند  قرار مي محيط خارجي   بيشتر در معرض      اسپرمي  
عنـوان لايـه    ه  بنابراين در نمونه پروتئيني ناخالصي كه ب      

ني از  شود، ميزان فراوا    اول به كف پليت الايزا متصل مي      
وجـود خواهـد      هاي داخلي اسپرم و غيراسپرمي       ژن  آنتي

هاي افراد طبيعي بـا بـسياري        كه سرم    از آنجايي  .داشت
دليـل  ه  هـاي داخلـي اسـپرم و غيراسـپرمي ب ـ          ژن  از آنتي 

بـديهي خواهـد    دهند،  واكنش نشان مي   ژن،  تشابهات آنتي 
بود كه در طي ايـن روش جـذب نـوري غيراختـصاصي             

 بنابراين با توجه بـه      .نفي مشاهده گردد  هاي م  براي سرم 
اشـــكالات فـــراوان ذكـــر شـــده در روش اســـتخراجي 

گردد كـه از ايـن روش جهـت           سونيكاسيون پيشنهاد مي  
هاي مورد نياز بـراي طراحـي روش الايـزا           ژن  تهيه آنتي 

 تفكيــك بهتــري نــسبت بــه SDSروش . اســتفاده نــشود
 ASA مثبـت و    ASAهـاي    روش سونيكاسيون بين سرم   

  دهـد، ولـي بـا ايـن وجـود جـذب نـوري              في نشان مـي   من
 Cut-off   دهـد، چـرا كـه بـا توجـه بـه               مناسبي ارائه نمي

محدوده قابل اعتماد براي دستگاه الايزا بر طبق توصـيه          
بهتر است كه ميزان جذب نـوري       ) OD > 2(طراحان آن   

Cut-off     باشد تا بتوان از محـدوده جـذب        1 كمتر از عدد
هـاي   رل كردن جذب نوري سرم    نوري بيشتري براي كنت   

ASA   ــالاتري از ــر ب ــت و تيت ــره گرف ــت به  را ASA مثب
 ايـــن روش نيـــز ميـــزان زيـــادي از .شناســـايي كـــرد

هـاي   ژن  هاي داخلـي اسـپرم را عـلاوه بـر آنتـي            ژن  آنتي
تكنيـك،  اين   چرا كه در     ،دهد  سطحي، در معرض قرار مي    

. گــردد  مــيآنهــاباعــث ليــز شــدن اســپرمها جوشــاندن 
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رســد كــه روش بهتــر اســتخراج   بــه نظــر مــياينبنــابر
ژني، روشي است كـه بتوانـد بـا حـداقل آسـيب بـه                 آنتي
هاي سطحي آن را در دسترس  ژن هاي اسپرم آنتي سلول

هايي استفاده گردد  ها و دترجنت از روشيعني . قرار دهد
 و  باعـث گـردد   هاي اسـپرم را      كه حداقل آسيب به سلول    

 ــ ــاندن و سونيكاس ــر اســت از جوش ــه بهت ــي تهي يون ط
، LISژن اجتناب گـردد، روش اسـتفاده از دترجنـت           آنتي

رسـاند    روشي است كه بهتر، ما را به اهداف مذكور مـي          
 تركيبـي   LISدهـد كـه       مطالعات انجام گرفته، نـشان مـي      

هاي سطحي اسپرم را با حـداقل آسـيب          ژن  است كه آنتي  
ايـن   و در    )15(كنـد   هاي اسپرم، از آن جـدا مـي        به سلول 

. وشاندن و يا سونيكاسيون اعمـال نـشده اسـت         جروش  
كمـك  ه  هاي سطحي اسـپرم ب ـ     ژن  بنابراين استخراج آنتي  

گيـري     جهت انـدازه   مناسبيتواند روش      مي LISدترجنت  
پـژوهش  . بادي ضداسـپرم در تكنيـك الايـزا باشـد           آنتي

كمك دترجنـت   ه   ب .كند   را ثابت مي   فرضيه نيز اين    حاضر
LIS   هاي   ، تفكيك بين سرمASA هاي  ثبت و سرم مASA 

منفي بهتر از دو روش ديگر بوده و جذب نـوري زمينـه             
طوريكه حساسيت اين روش را بالاتر      ه   ب ؛نيز كمتر است  

 همانطوريكـه   .آيـد   به دست مي  هاي بهتري    و جواب برده  
 ميزان  ايندهد،  نشان ميCut-offهاي نوري  جدول جذب

 كمتــر از روش سونيكاســيون SDSكمــك دترجنــت ه بــ
 كمتـر از    SDSاسـتفاده از دترجنـت      بنـابراين    .اشـد ب  مي

ــيون ــي،روش سونيكاس ــپرم و   ژن  آنت ــي اس ــاي داخل ه
ميـزان جـذب    . دهـد   را در معرض قـرار مـي        غيراسپرمي  

 كمتـر از دو روش      LISكمك دترجنت   ه   ب Cut-offنوري  
توان نتيجه گرفـت كـه ايـن روش،           باشد، پس مي     مي فوق

هـاي داخلـي     ژن  تـي كمتر از دو روش ديگر آلودگي به آن       
نتـايج  بررسـي    .دهـد   را نشان مي    اسپرم و غير اسپرمي     

هـاي كـاذب الايـزاي طراحـي       دهد كه جواب    نيز نشان مي  
 الايزاي  از بيشترSDS دترجنت روششده با استفاده از 

هـاي   جـواب . اسـت  LISكمـك دترجنـت     ه  طراحي شده ب  
ــا اســتفاده از   ــزاي طراحــي شــده ب روش كــاذب در الاي

. باشـد  هـاي كـاذب مـي     داراي حداقل جوابLISدترجنت  
 نـسبت بـه   SDSبنابراين هرچند كه استفاده از دترجنـت    

در درجه دوم اهميـت     اما  روش سونيكاسيون بهتر است     
  .  قرار داردLISپس از روش دترجنت 

دهـد كـه اسـتفاده از دترجنـت           نشان مـي   حاضرپژوهش  
LIS         هـاي    جهت تهيه آنتـي ژن، حـداقل آسـيب بـه سـلول
هـاي   رم را بهمراه داشته و قادر بـه شناسـايي سـرم           اسپ

ASA        هـاي اسـتخراجي      مثبت بيـشتري نـسبت بـه روش
نيـز  ) 1984( و همكاران    Alexander مطالعات   .استديگر  

 LISدهد كه دترجنت      كند و نشان مي     اين گفته را تأييد مي    
 بـا اسـتخراج انتخـابي       1عنوان يك دترجنت كـائوتروپ    ه  ب

 حـداقل آسـيب را بـه        هـا   سلوليي  هاي غشا  گليكوپروتئين
ســلول وارد كــرده و محــصول پروتئينــي بيــشتري نيــز  

تــوان گفــت اســتفاده از     بنــابراين مــي ).15(دهــد مــي
 در  LISترجنـت   دكمـك   ه  هاي اسـتخراج شـده ب ـ      ژن  آنتي

هاي روتين جهت تعيـين       روش سايربهتر از   روش الايزا،   
وط اين روش بدليل استفاده از مخل     . باشد   مي ASAميزان  

ژنيك از اشـخاص مختلـف از كـارآيي بـالايي            متنوع آنتي 
برخــوردار اســت و عامــل تــك بعــدي اســتفاده از مــايع  

اي بـه نمونـه ديگـر         سمينال انفرادي كه سبب تغيير نمونه     
هـاي   شود و باعث نتايج منفـي كـاذب در سـاير روش             مي

را نداشـته و از      را نداشـته     ،گـردد   مـي  ASAتعيين ميزان   
 استفاده از نمونه مايع سمينال تـازه   طرف ديگر ضرورت  

هاي داراي غلظت و تحرك مناسب منتفي است و  با اسپرم
 چندين مـاه  توان    ژني را نيز مي    هاي داراي منبع آنتي     پليت

اين روش حـساسيت و كـارآيي       . ذخيره و نگهداري نمود   
از نظــر  هــا و در مقايــسه بــا ســاير روشبــالايي داشــته 

 ).15 ،17(باشد مياقتصادي مقرون به صرفه 

صـورت  ه  تواند علاوه بر كيفي بـودن، ب ـ       روش الايزا مي  
 مـورد   ،يعني تعداد زيادي نمونه بيمـاران     . كمي بكار رود  

ارزيابي قرار گرفته و واحدهاي جذب نوري قرائت شـده          
 .شـوند صـورت عـددي گـزارش       ه  در مقابل استاندارد، ب   

                                                                 
1- Chaotrope 



  ... طالبيان و                                                                                                                                              ASAگيري  طراحي روش الايزا جهت اندازه

 33 82زمستان / فصلنامه باروري و ناباروري

بنابراين ضرورت دارد در مراحـل بعـدي ايـن پـژوهش            
   در تهيـه    LISكمك دترجنت   ه  احي شده الايزا ب   روش طر 

صورت كمي درآيد كه جهت اين كـار        ه  كيت تشخيصي ب  
   تهيه (ASA)بادي ضد اسپرم از استانداردهاي اوليه آنتي

شده از موسسه بين المللي استانداردها و كنترل مـوارد          
ابتـدا از ايـن     . خواهد شد  استفاده   NIBSC (1(بيولوژيك  

  ، استانداردهاي ثانويه تهيه مي گردد،استانداردهاي اوليه
به عبارت ديگر بر اسـاس ايـن اسـتانداردهاي اوليـه، از             

ــارور داراي   ــاران نابـ ــرم بيمـ ــاي سـ ــه هـ  ، ASAنمونـ

  ســپس مراحــل. شــود اســتانداردهاي ثانويــه تهيــه مــي 
 كردن كيـت بـا اسـتفاده از ايـن اسـتانداردها انجـام               كمي

   درASA ميـزان   در مرحله بعد با اندازه گيـري .گردد  مي
 و افـراد    ASAدو گروه از افراد يعني افـراد سـالم فاقـد            

  تعيـين ميـزان    تعيين و با     ASA، ميزان كمي    ASAداراي  
+2SD X    ــدوده ــارور مح ــالم و ب ــراد س ــروه اف    در گ
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 درگـردد و      مـشخص مـي    ASAطبيعي تغييـرات غلظـت      
 ميزان حساسيت و ويژگي       براساس نتايج حاصل،   نهايت

  .گردد روش كمي طراحي شده، تعيين مي
  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله بخشي از نتايج طرح پژوهشي تخصيص يافتـه          

ملي تحقيقات علوم پزشكي كشور به كـد        از سوي مركز    
سـينا انجـام    در پژوهشكده ابن  باشد كه     ميم،    م/ت/3158
بدينوسيله نويسندگان، مراتب تـشكر و قـدرداني       وگرفته  

همچنـين  . دارند  را از مسئولين محترم آن مركز اعلام مي       
از مسئولين محترم مركز درماني شهيد جعفري وابـسته         

دمات بهداشـتي، درمـاني    به دانشگاه علوم پزشـكي و خ ـ     
بـه پـاس    و آزمايشگاه پـاتوبيولوژي نـور       شهيد بهشتي   

هـاي مـورد آزمـايش تـشكر و           مساعدت در تهيه نمونـه    
  .گردد قدرداني مي
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