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تـشخيص  بـراي    مناسـب    ي روش ـ ،MTT توسط   اسپرم كه روش ارزيابي حياتي      استتحقيقات قبلي نشان داده     
 MTTو  گرفتـه    قـرار  MTT اسـپرمي در مجـاورت       ةدر ايـن روش نمون ـ    . باشد  زنده از غيرزنده مي    هاي اسپرم
 MTT Formazan رنگدانه بـنفش بهدر ناحيه قطعه مياني هاي زنده   ميتوكندري اسپرمدهيدروژنازيم  آنزتوسط

هـاي   اسـپرم توان از اين روش در تفكيـك         هاي تشكيل شده، مي    با توجه به مشاهده مستقيم دانه     . شود تبديل مي 
رسـي  مطالعـه بر  از ايـن     هـدف . داستفاده كـر  زنده توسط سوزن ميكرواينجكشن و تزريق آنها به داخل تخمك           

تعداد  لذا. باشد مي برروي لقاح، تسهيم و تشكيل بلاستوسيست    MTTتأثير روش ارزيابي حياتي اسپرم توسط       
هـاي   اسـپرم يك گروه توسـط  .  قرار داشتند به دو گروه تقسيم شدIIهاي انساني كه در متافاز      عدد تخمك  109

MTT          نمونه اسپرمي بدون مجاورت با     مثبت و يك گروه هم توسط بخش ديگري از همان MTT تزريق شـدند  .
داري بـين درصـد لقـاح،        و گروه كنترل نـشان داد كـه تفـاوت معنـي           ) آزمون(مقايسة نتايج بين دو گروه مورد       

لذا در صورتي كه بتـوان ثابـت كـرد كـه روش ارزيـابي      . تسهيم و بلاستوسيست، در هر دو گروه وجود ندارد   
توان از اين روش براي  درمان بـه روش    رات ميتوژنيك يا تراتوژنيك ندارد، مي      تأثي MTTحياتي اسپرم توسط    

ICSIبخصوص در بيماران آستنواسپرمي داراي اختلالات ناحيه دم اسپرم سود جست .  
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

٥  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

 مقدمه
هاي درمان ناباروري با علل مردانه، روش        يكي از روش  

ــك   ــم تخم ــه درون سيتوپلاس ــپرم ب ــق اس  ICSI(1(تزري
در اين روش اسپرم توسط سوزن مخـصوص        . باشد مي

بـا در نظـر     . شود  به داخل تخمك تزريق مي     μm4 با قطر 
هاي قابـل دريافـت از زن،        گرفتن محدوديت تعداد تخمك   

داراي مورفولــوژي و تحــرك انتخــاب و تزريــق اســپرم 
از آنجا كـه از  . اي برخوردار است مناسب از اهميت ويژه 

 زوج نابارور يكـي از آنهـا داراي اسـپرم فاقـد            5000هر  
، در اينگونه موارد تشخيص و انتخاب    )1(باشد حركت مي 

اسپرم زنده براي تزريق موفق به داخل تخمك ضروري         
نـده از   هـاي ز   هاي تشخيص و تفكيك اسپرم     روش. است

  : شوند هاي غيرزنده به دو دسته تقسيم مي اسپرم
تـوان    روشهايي كه تنها جنبه تشخيصي داشته و نمي        -1

هاي زنده تشخيص داده شده را براي تزريـق بـه            اسپرم
  .درون سيتوپلاسم تخمك بكار برد

 روشهايي هـستند كـه در آنهـا عـلاوه بـر تـشخيص               -2
تــوان   مــيهــاي غيرزنــده، هــاي زنــده از اســپرم اســپرم
هاي زنده تشخيص داده شـده را تفكيـك و بـراي             اسپرم

  .تزريق داخل سيتوپلاسمي تخمك از آنها استفاده كرد
توان آنها را در دسته اول قرار        از جمله روشهايي كه مي    

باشند، ماننـد     مي 2آميزي داد، روشهاي حذف توسط رنگ    
در . روشهاي ائوزين، ائوزين ـ نگـروزين و تريپـان بلـو    

هاي زنده مانند ديگـر سـلولهاي زنـده          روشها اسپرم اين  
اجازه ورود رنگ حياتي را بـه درون سيتوپلاسـم خـود            

هاي  آميزيها اسپرم  دهند و به همين دليل در اين رنگ        نمي
زنده فاقد رنگ هستند و رنـگ حيـاتي بـه داخـل اسـپرم               

در روش ائـوزين ـ نگـروزين    ). 2(كنـد  غيرزنده نفوذ مـي 
ش اسـپرمهاي زنـده از نگـروزين        براي تسهيل در شمار   

شود كـه بـا ايجـاد زمينـه تيـره، اسـپرمهاي              استفاده مي 
روش ائـوزين ـ   ). 3(شـوند  داراي رنـگ سـفيد متمـايزمي   

نگروزين به عنوان يكي از بهترين آزمونهاي تشخيـصي         
                                                           
1)Intra Cytoplasmic Sperm Injection  
2)Dye exclusion 

هاي غيرزنـده مـورد اسـتفاده        اسپرمهاي زنده از اسپرم   
رمهاي زنده   اسپ 3شدن وليكن به علت ثابت   . گيرد قرار مي 

آميـزي، اسـتفاده از آنهـا بـراي تزريـق بـه              در طي رنگ  
  .باشد پذير نمي تخمك امكان

 يكي از روشهايي است كه در تشخيص و         HOST4روش
تفكيــك اســپرمهاي زنــده از مــرده و در نتيجــه درمــان  

در ايـن   ). 4( قابـل اسـتفاده اسـت      ICSIبيماران به روش    
 ــ  ــيط هيپواس ــرار دادن اســپرم در مح ــا ق مولار، روش ب

اسپرم زنده دچار تورم و افزايش مـايع در سيتوپلاسـم           
ــه    مــي ــا ب ــه دم اســپرم ب ــورم در ناحي شــود كــه ايــن ت

ولـي  ) 5(وجودآوردن اشكال مختلف قابل مشاهده اسـت      
گونه تغيير شـكلي در ناحيـه        در اسپرمهاي غيرزنده هيچ   

پس از تشخيص اسـپرمهاي زنـده       . شود دم مشاهده نمي  
ساير اسپرمها جدا و با قـرار دادن در         توان آنها را از      مي

 از آنهـا    ICSIمحيط ايزواسمولار بـراي تلقـيح در روش         
 تحـت عنــاوين     ICSI بـراي    HOSTروش  . استفاده كرد 

Single Sperm Curling Test )4با استفاده 5تست آب) 3 و 
لازم . از محيطهاي هيپواسمولار مختلف انجام شده است      

جهت بيمـاراني كـه      HOST-ICSIبه ذكر است كه روش      
باشـند و يـا      هاي آنها در ناحيه دمي آمـورف مـي         اسپرم

رسـد   به نظر مي  . باشند هاي فاقد حركت مي    داراي اسپرم 
 كـه قـبلاً     MTT7 توسـط    6روش ارزيابي حيـاتي اسـپرم     

بعنوان يك روش تشخيصي براي اين موضـوع گـزارش          
هـاي   ، نه تنهـا قابليـت تـشخيص اسـپرم         )6و7(شده است 

باشد بلكه احتمالاً بـراي تزريـق        ه را دارا مي   زنده از مرد  
اسپرم زنده تشخيص داده شـده بـه داخـل سيتوپلاسـم            

در ايـن روش    .  نيز مناسـب اسـت     ICSIتخمك در روش    
 MTTهاي تتزازوليوم با علامت اختـصاري        يكي از نمك  

ــي ــگ اســت و  MTT. شــود اســتفاده م ــودري زرد رن  پ
. باشـد  سوبستراي آنـزيم دهيـدروژناز ميتوكنـدري مـي        

                                                           
3)Fixation  
4)Hypo Osmotic Swelling Test 
5)Water test 
6)Sperm viability assay   
7)3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium 
Bromide (C18H16N5Br) 
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 را با هيدروژن    MTTآنزيم دهيدروژناز، برم موجود در      
ــه  ــرده و در نتيجـ ــايگزين كـ ــه MTTجـ  Formazan1 بـ

MTT رسـوب  ). 9 و8(شـود  تبديل مـيMTT Formazan 
ها در ناحيه    بنفش رنگ است و به علت تجمع ميتوكندري       

هاي توليـد شـده در       ها و يا تيغه    قطعه مياني اسپرم، دانه   
لذا با توجه بـه     ). 1شكل  (باشند   ت مي اين ناحيه قابل رؤي   

 درناحيــه گــردن MTT Formazanهــاي  مــشاهده دانــه
هــا توســط  اســپرم و امكــان جداســازي اينگونــه اســپرم

روش ســوزن ميكرواينجكــشن بــرآن شــديم تــا كــارآيي 
 ICSIرا در روش  MTTارزيــابي حيــاتي اســپرم بــه روش 

ك هاي زنده و متحـر     لذا اسپرم . مورد بررسي قرار دهيم   
قـسمتي  . را پس از شستشو به دو قسمت تقسيم كـرديم         

 قرار داده و    MTTاز آن را بر طبق پروتكل در مجاورت         
. قسمت باقيمانـده را بعنـوان گـروه كنتـرل نگـه داشـتيم             

هاي گروه كنترل را بـه        مثبت و اسپرم   MTTهاي   اسپرم
دو گروه تخمك كه از يك بيمار بدست آمده بود تزريـق            

ي توليـد شـده را از مرحلـه لقـاح تـا      و پيشرفت رويانهـا  
  .مرحله بلا ستوسيست بررسي كرديم

 
  مواد و روشها

هــاي مــورد آزمــايش از بيمــاران  اســپرم: MTTآزمــون 
مراجعه كننده به آزمايشگاه آندرولوژي مركـز بـاروري         
و ناباروري اصفهان انتخاب و بر طبق توصيه سـازمان          

و بهداشت جهاني در ظروف مخصوص و دهانـه گـشاد           
 هـا بـا محـيط      سـپس اسـپرم   . آوري شدند  غيرسمي جمع 

Ham's F10+25mM Bicarbonate +10% HSA   دو بـار، در
 دقيقه شستشو داده شـد و       10 به مدت    RPM2500دور  

پس از تقسيم هر نمونه به دو قسمت، يك قسمت بعنوان           
گروه كنترل نگهداري گرديد و قسمت ديگر مورد آزمون         

 MTTر اين آزمون محلـول  د.  قرار گرفتMTTارزيابي 

(Lobo chemie- India)  بــه صــورت هفتـــگي بــا غلـــظت  
mg 5/0   در ميــلي ليــتر در محيــط  Ham’s F10+25mM     

                                                           
1)C18H17N5 

Hepes (Gibco)   تهيــه وPH  40/7–45/7آن بــه ميــزان 
ــده    ــر شــ ــول فيلتــ ــپس محلــ ــد، ســ ــيم گرديــ   تنظــ

(Millipore-0.22µm)  هـاي    در حجمμl450     در يخچـال در 
. گرديد حداكثر به مدت يك هفته نگهداري مي       C º4دماي  

ها بـه    در زمان انجام آزمايش پس از رسيدن دماي ويال        
C º 37          به هـر يـك از آنهـا μl50      اسـپرم شستـشو داده 

ــدت    ــه م ــده اضــافه و ب ــي 1ش ــاعت ســپس در  2 ال  س
  ).7و6( نگهداري شدC º 37انكوباتور 

هـاي اضـافه      تخمك ICSIجهت انجام روش    : ICSIروش  
كننده به مركـز بـاروري و نابـاروري          يماران مراجعه از ب 

ها اكثراً از بيماراني بدسـت       اين تخمك . اصفهان تهيه شد  
بـه ايـن مركـز       ICSI-TESEآمد كه جهت درمان بـا روش        

پـس از انجـام بيوپـسي بيـضه بـه           . مراجعه كرده بودند  
تعداد كافي اسپرم براي تزريـق بـه تمـام يـا تعـدادي از               

در ضمن در بيماراني كه فاقـد اسـپرم         . ها نداشتند  تخمك
  بودند با توجه به احتمـال بـروز سـندرم تحريـك بـيش               

حال با توجـه    . شد گيري انجام مي    بيماران، تخمك  2از حد 
هاي بدست آمده بطور معمول دور ريخته       به اينكه تخمك  

شدند، از آنهـا بـا رضـايت شـفاهي بيمـاران در ايـن                مي
  . تحقيق استفاده شد

هاي بـا كيفيـت نامناسـب از جملـه تغييـر        در ضمن تخمك  
 از مطالعـه    I و متافـاز     GV و نيز تخمكهـاي      3شكل يافته 

سـپس تخمكهـاي هـر بيمـار بـه دو گـروه             . حذف شدند 
تقسيم گرديدند و در نتيجه با توجه به ايـن امـر، كيفيـت              

. تواند بر نتايج حاصل تأثيري داشـته باشـد         تخمكها نمي 
هـاي    سـلول  ICSIش  دادن رو  بطور خلاصه براي انجـام    

ها به روش مكانيكي و شستشو در آ نزيم          اطراف تخمك 
 واحـد  100با غلظت () Seromed, Germany(هيالورونيداز 

هـا بـه دو دسـته        حذف و سپس تخمـك    ) ليتر در هر ميلي  
ــه يـــك ظـــرف مخـــصوص    ــته بـ تقـــسيم و هـــر دسـ
  ميكرواينجكــــشن حــــاوي چنــــد قطــــره محــــيط    

 (Ham’s F10+ 25mM Hepes + 10% HSA Ham’s)  و نيز
                                                           
2)Hyperstimulation Syndrome 
3)Deformed 
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هـاي گـروه     منتقـل و پـس از آن اسـپرم       PVPيك قطـره    
 بـصورت   MTTهايي كه مجاور شده با         كنترل و اسپرم  

تصادفي به داخل يكي از ظرفها در داخل يك يا دو قطره            
Ham’s F10هـاي گـروه كنتـرل و      منتقل و سپس اسپرم

لازم . ها تزريـق شـدند      مثبت به تخمك   MTTهاي   اسپرم
 مثبـت پـس از      MTTهـاي    ت كه درصد اسپرم   به ذكر اس  

 Ham’s F10+25Mm Bicarbonateهــاي  انتقــال بــه قطــره
تواند به علت جداشـدن      يافت كه اين مسئله مي     كاهش مي 

هاي تزريق شده و ميزان لقاح در    مقايسه فراواني مطلق و نسبي و ميانگين تعداد و درصد تخمك-1جدول            
  )MTT(دو گروه كنترل و مورد آزمون 

 ميزان باروري تعداد تخمك
 MTT كنترل

گروه 
تخمكهاي 
تزريق 
 شده

 درصد تعداد درصد تعداد MTT كنترل
1 6 6 5 3/83 4 6/66 
2 4 3 4 100 2 6/66 
3 2 3 1 50 3 100 
4 7 4 2 5/28 1 25 
5 4 5 3 75 2 40 
6 3 4 1 3/33 3 75 
7 1 2 1 100 2 100 
8 4 4 1 25 3 75 
9 4 3 4 100 3 100 

10 5 6 4 80 1 6/66 
11 9 9 9 100 7 7/77 
12 5 6 2 40 4 6/66 
M  50/4  58/4 3 9/67 9/2 4/67 
P 921/0) NS( 967/0) NS( 

NS: Not Significant

   سلولي تشكيل شده در روز دوم پس از 2 مقايسه فراواني نسبي و مطلق و ميانگين تعداد و درصد رويانهاي بيش از -2جدول 
  )MTT(و گروه كنترل و مورد آزمون تزريق اسپرم در د

 

 رويانهاي بيش از دو سلولي در روز دوم پس از لقاح

 MTT كنترل
گروه تخمكهاي 
 تزريق شده

 درصد  تعداد  درصد تعداد
1 5 100  2  50 
2  4 100  2  100 
3  1 100  3  100 
4  2 100  1  100 
5  3 100  2  100 
6  1 100  3  100 
7  1 100  2  100 
8  1 100  3  100 
9  4 100  3  100 

10  4 100  1  100 
11  9 100  7  100 
12  2 100  4  100 
M  3 100  7/2  8/95 
P 339/0) NS( 

NS: Not Significant 
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

٨  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

 از گردن و قطعه مياني اسپرم هنگام قرار MTTهاي  دانه
گرفتن در محيط مجاور روغن باشـد، زيـرا روغـن يـك             

اين مـسئله بـه   . اشدب MTT Formazanحلال مناسب براي
بـا  . عنوان يك مشكل اجرايي در روش كار مطـرح اسـت          

 مثبـت   MTTهاي   ها، تنها اسپرم   اين وجود از بين اسپرم    
ــرار    ــراي تزريــق در گــروه آزمــون مــورد اســتفاده ق   ب

ــت ــك . گرف ــيط   ســپس تخم ــه مح ــده ب ــق ش ــاي تزري   ه
RS1 (Vitrolife,Sweden)  ساعت براي 18منتقل و پس از 

اي روز سوم  سلولي تشكيل شده در انته8-16 مقايسه فراواني نسبي و مطلق و ميانگين تعداد و درصد رويانهاي -4جدول      
  ) MTT(پس از لقاح در دو گروه كنترل و مورد آزمون 

  

   سلولي در انتهاي روز سوم پس از لقاح6-8رويانهاي 
گروه تخمكهاي  MTT كنترل

 درصد تعداد درصد تعداد تزريق شده
1 5 100 2 50 
2  4 100 2 100 
3  1 100 3 100 
4  0 0 1 100 
5  3 100 2 100 
6  1 100 3 100 
7  1 100 0 0 
8  0 0 3 100 
9  4 100 2 6/66 

10  3 75 1 100 
11  9 100 7 100 
12  2 100 4 100 
M  7/2 2/81 5/2 7/84 
P 811/0) NS( 

NS: Not Significant 

 سلولي تشكيل شده در انتهاي روز دوم 4 مقايسه فراواني نسبي و مطلق و ميانگين تعداد و درصد رويانهاي بيش از -3جدول 
  )MTT( از تزريق در دو گروه كنترل و مورد آزمون پس

 

  رويانهاي بيش از چهار سلول در انتهاي روز دوم پس از لقاح
گروه تخمكهاي  MTT كنترل

 درصد تعداد درصد تعداد تزريق شده
1 4 80 2 50 
2  2 50 2 100 
3  1 100 3 100 
4  1 50 1 100 
5  2 6/66 1 50 
6  0 0 1 3/33 
7  1 100 0 0 
8  0 0 2 6/66 
9  2 50 3 100 

10  2 50 1 100 
11  9 100 2 5/28 
12  1 50 3 75 
M  2 58 7/1 9/66 
P 533/0) NS( 

NS: Not Significant 
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

٩  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

سـپس  . ها مورد بررسي قـرار گرفتنـد       تهوجود پيش هس  
هاي غيرلقاح يافته تفكيـك      هاي لقاح يافته از تخمك     تخمك

 كـشت داده    RS1 سـاعت ديگـر در محـيط         48و به مدت    
)  ساعت پس از لقاح    72حدود  (در انتهاي روز سوم     . شد

ــين ــرروي ســلول  جن ــا ب ــاي  ه    در داخــل محــيطveroه
Ham’s F10+ 25mM Bicarbonate + 10% FCS  شدندكشت داده .

-Independent tآناليز آماري اين مطالعه بـا اسـتفاده از آزمـون    

testافزار   و نرمSPSSانجام گرفت 0/10 ويرايش.  
رده : veroهـاي    هـا بـرروي سـلول      تهيه و هم كشتي جنين    

 به صـورت منجمـد از مؤسـسة رويـان           veroهاي   سلول
  يدمـا (هـاي حـاوي سـلول ذوب         در ابتدا ويال  . تهيه شد 

ºC37 (و سپس دو بار با محيط كشت Ham’s F10+ 25Mm 

 تشكيل مورولا در روز چهارم پس از تزريق در دو گروه كنترل و   مقايسه فراواني نسبي و مطلق و ميانگين تعداد و درصد-5جدول 
  )MTT(مورد آزمون 

  

  مورولا در روز چهارم پس از لقاح
گروه تخمكهاي  MTT كنترل

 درصد  تعداد درصد تعداد تزريق شده
1 5 100 2 50 
2  4 100 2 100 
3  1 100 2 6/66 
4  0 0 0 0 
5  3 100 1 50 
6  1 100 0 0 
7  1 100 2 6/66 
8  0 0 3 100 
9  1 25 2 6/66 

10  3 75 1 100 
11  7 7/77 6 4/71 
12  2 100 4 100 
M  3/2 1/73 5/2 7/84 
P 574/0) NS( 

      NS: Not Significant         

تشكيل بلاستوسيست در روز پنجم پس از تزريق در دو  نسبي و مطلق و ميانگين تعداد و درصد فراواني مقايسه -6جدول   
  )MTT(گروه كنترل و مورد آزمون

  بلاستوسيست در روز پنجم پس از لقاح
گروه تخمكهاي  MTT كنترل

 درصد تعداد درصد تعداد تزريق شده
1 4 80 2 50 
2  3 75 1 50 
3  1 100 2 6/66 
4  0 0 0 0 
5  3 100 0 0 
6  1 100 2 6/66 
7  0 0 0 0 
8  0 0 2 6/66 
9  0 0 1 3/33 

10  1 25 0 0 
11  7 7/77 6 4/71 
12  2 100 3 75 
M  8/1 8/54 5/1 9/39 
P 363/0) NS( 

NS: Not Significant  
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

١٠  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

Bicarbonate + 10% FCS      شستـشو و در فلاسـك كـشت
ها و كف ظـرف را        روز بعد از كشت سلول     3. داده شدند 

 ml 3بدنبال آن و پس از حذف محـيط كـشت           . پوشاندند
 . به فلاسك افزوده شد) Trypsin /EDTA) Gibcoآنزيم 

 Ham’ s F10از كـف ظـرف بـه آن    هـا   با جداشدن سلول

+25mM Bicarbonate +10% FCS  اضافه و پس از دو بار
 و حاوي حدود    μl50ها، قطراتي حدود     شستشوي سلول 

دو تـا   .  گذاشـته شـد    1 سلول در كف ظرف كـشت        1000
هـا   كـف قطـره توسـط سـلول       % 70سه روزبعد بـيش از      

حـداكثر  . هـا بـود    اشغال شده و آماده هم كشتي با جنين       
 از هر فلاسك براي هم كشتي       2داد چهار كشت متوالي   تع

مناسب گـزارش شـده اسـت و بـدنبال چهـارمين كـشت            

                                                           
1)Petridish 
2)Subculture 

  
  

  MTT مجاورشده با  قطعه مياني اسپرمناحيه در MTT Formazanهاي   تشكيل دانه-1شكل     

  
  

 HOST  زنده انسان پس از انجام آزموناسپرم الگوهاي مختلف تورم ناحيه دم -2شكل
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

١١  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

ها را منجمـد كـرده و بعـد از     متوالي لازم است كه سلول  
لازم بـه ذكـر اسـت كـه         . انجماد مورد استفاده قـرار داد     

ــلول   ــن سـ ــشت ايـ ــدني    كـ ــن معـ ــر روغـ ــا در زيـ   هـ
)g/ml 88/0=Merck d ( از هـم كـشتي   انجام و روز قبـل 

 Ham’s F10 +25Mm Bicarbonateها با  محيط كشت قطره

+10% HSA  سـاعت بـه   48 تـا  24پـس از  . تعويض شد 
 و بلاستوسيـست نيـز ثبـت و بـا           مـورولا  درصدترتيب  

 آنــــاليز آمــــاري و SPSSاســــتفاده از نــــرم افــــزار 
Independent t-test شد  بين دو گروه مقايسه مينتايج.  

  
  نتايج  

سيم تخمكهاي هر فـرد بـه دو گـروه و تزريـق             پس از تق  
هاي در معرض    هاي گروه شاهد و اسپرم     بوسيله اسپرم 

MTTميزان لقاح در هر دسته مورد بررسي قرار گرفت  .
ها، گروه كنترل و آزمون   ساعت پس از تزريق اسپرم18

مــورد مــشاهده قــرار گرفــت و درصــد لقــاح آنهــا ثبــت 
 جـدول مـشاهده     همـانطور كـه در    ). 1جدول شماره   (شد
داري بين درصد لقاح در دو گـروه         شود تفاوت معني   مي

 سـاعت پـس از      24. كنترل و مورد آزمون وجـود نـدارد       
ها تعداد رويانهاي دو سلولي، چهـار        مشاهده پيش هسته  

سلولي و بيش از چهار سلولي ثبت و درصـد رويانهـاي            
هاي  دو سلولي و يا بيشتر از دو سلولي نسبت به تخمك          

ايـن نتـايج    ). 3 و   2جدول شـماره    (شد افته ثبت مي  لقاح ي 
بيانگر اين مطلب است كه تفاوتي بين درصـد رويانهـاي           
دو سلولي و يا بيشتر در طي روز دوم پس از تزريق در   

 24پس از گذشت . دو گروه كنترل و آزمون وجود ندارد    
 Ham’s F10+25Mmســاعت ديگــر، رويانهــا در محــيط

Bicarbonate+10% HSA  هـاي   اورت سـلول در مجvero 
در اين زمان نيز درصد رويانهاي بين       . كشت داده شدند  

هــاي لقــاح يافتــه ثبــت   ســلولي نــسبت بــه تخمــك16-8
همــانطوري كــه در ايــن جــدول ). 4جــدول شــماره (شــد

داري بين دو گروه كنتـرل       شود تفاوت معني   مشاهده مي 
 سـلولي   8-16و آزمون بـين درصـد تـشكيل رويانهـاي           

 ساعت بـه ترتيـب درصـد        48 و   24پس از   . وجود ندارد 
مورولا و بلاستوسيست نيز ثبت و نتايج بـين دو گـروه            

 گـزارش شـده     1-6نتايج در جداول شماره     . مقايسه شد 
دهـد، بـه نظـر       همانطوري كه اين جداول نشان مي     . است
رسد كه با گذشت زمان، درصد پيـشرفت رويانهـاي           مي

 كـاهش   MTTهاي   هاي با اسپرم   حاصل از تزريق تخمك   
يابــد ولــيكن ايــن تفــاوت نــسبت بــه گروهــي كــه بــا  مـي 

  .گير نبود  گروه كنترل چشمشده تزريقهاي باز  اسپرم
  

  بحث
 موفق، نيـاز بـه تخمـك و اسـپرم           ICSIدادن   براي انجام 
اي از بيمـاران     باشد و از آنجايي كه در دسته       مناسب مي 

هاي متحرك و يا     ، اسپرم ICSIتحت درمان توسط روش     
درصد كمي از جمعيت اسپرمهاي نمونه را تـشكيل         زنده  
دهد، لذا استفاده از روشهاي تشخيصي، براي تفكيك         مي

هـاي غيرزنـده و      هاي زنـده و متحـرك از اسـپرم         اسپرم
  1مـرور مطالعـات گذشـته     . باشـد  حركت ضروري مي   بي

بيـانگر ايــن مطلـب اســت كـه تنهــا روش موجـود بــراي      
بدون حركت به داخل تفكيك و تزريق اسپرم زنده وليكن 

در ايـن روش،   ). 10(باشـد  مـي  HOST-ICSIتخمك روش   
ــپرم ــيط     دم اس ــرفتن در مح ــرار گ ــدليل ق ــده ب ــاي زن ه

شـود و ايـن تـورم بـا بوجـود       هيپواسمولار، متورم مـي  
در ). 2شكل  )(5(آوردن اشكال متعدد، قابل مشاهده است     

هاي زنده تشخيص داده شده  اسپرم HOST- ICSIروش 
، به محيط ايزواسـمولار منتقـل و        HOSTتوسط آزمون   

پس از طي چند مرحله شستشو بوسيلة سـوزن بـدرون           
اگرچـه اسـتفاده از     . شـود  سيتوپلاسم تخمك تزريق مـي    

بـراي القـاء حركـت و يـا بررسـي         ) 11 (2فيلـين  پنتوكسي
پذيري دم اسـپرم بـدون حركـت بـا اسـتفاده از              انعطاف

 سوزن ميكرواينجكشن بـراي تـشخيص تجربـي اسـپرم         
زنده از غيرزنده استفاده شده اسـت؛ ولـيكن تنهـا روش            

  .باشد مي HOST-ICSIمورد استفاده و معتبر روش 
                                                           
1)Literature review 
2)Pentoxifylline 
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

١٢  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

ــق در    HOST-ICSIاز روش  ــك روش موف ــوان ي ــه عن ب
 و يـا كـاملاً   1هاي كم حركت  درمان بيماران داراي اسپرم   

شود ولي مزايا و معايبي نيز براي  نامبرده مي 2حركت بي
از مزاياي آن، انجام ساده     . ستاين روش گزارش شده ا    

اي  اين روش و عدم نياز به زمان طولاني است؛ ولي عده          
از محققين معتقدند كه مجـاور كـردن اسـپرم بـا محـيط              
هيپواسمولار، موجب تخريب غشاء در طي ايـن آزمـون           

و نيـز برخـي محققـين از نتـايج حاصـل از          ) 12(شود مي
انـد    دهابراز عدم رضايت نمو    HOST-ICSIروش درماني   

اگرچه جديدترين گزارش بيانگر آن است كـه روش         ). 2(
HOST-ICSI     10(شـود  باعث افزايش درصد حاملگي مي (

داري بــين درصــد حــاملگي و    ولــيكن تفــاوت معنــي  
هـا    و نيز بين شاخصهاي لقاح و تعداد جنـين         3گزيني لانه

در . در دو گروه آزمون و كنتـرل مـشاهده نـشده اسـت            
ــاران داراي در HOST-ICSIضـــمن روش  ــان بيمـ  درمـ

  . باشد هاي آمورف نيز مناسب نمي هايي با دم اسپرم
بــه  MTTقــبلاً روش ارزيــابي حيــاتي اســپرم بــه روش 

بـر  . عنوان يك آزمـون تشخيـصي گـزارش شـده اسـت           
ــن مطالعــات آزمــون   ــايج اي  از درصــد MTTاســاس نت

لـذا  ). 7و6(باشد حساسيت و ويژگي بالايي برخوردار مي  
 مـورد   ICSI كارايي آن در روش درماني       در اين مطالعه  

در هر نوبت تزريق اسپرم به درون       . بررسي قرار گرفت  
هاي حاصل به دو گـروه       سيتوپلاسم تخمك، ابتدا تخمك   

نمونة اسپرمي نيز به دو قـسمت تقـسيم و          . تقسيم شدند 
يك قسمت بـه عنـوان گـروه كنتـرل و قـسمت ديگـر آن                

 قرار  MTTوش  مورد آزمون ارزيابي حياتي اسپرم به ر      
كه ) 1جدول شماره   (نتايج حاصله بيانگر آن است    . گرفت

هــاي تزريــق شــده در گــروه مــورد  بــين تعــداد تخمــك
داري وجود نـدارد     آزمايش و گروه كنترل اختلاف معني     

و نيز بين ميانگين درصد لقاح و درصد رويانهـاي بـيش       
از دو سلولي و رويانهاي بـيش از چهارسـلولي در طـي             

                                                           
1)Sever asthenospermia 
2)Asolute asthenospermia 
3)Implantation 

 و ميـانگين درصـد رويانهـاي هـشت تـا            روز دوم رشد  
شانزده سلولي در طي روز سوم و نيز ميانگين درصـد           

هاي توليد شـده     مورولا و ميانگين درصد بلاستوسيست    
به ترتيب در طي روزهاي چهارم و پنجم رشد، اخـتلاف           

بـا وجـود ايـن، بـين ميـانگين          . داري مشاهده نـشد    معني
مـون، از   هـا در دو گـروه كنتـرل وآز         درصد رشد جنـين   

ابتدا تا مرحلة بلاستوسيست يك سير و روند نزولي در          
 مثبت، نـسبت بـه      MTTهاي   گروه تحت تزريق با اسپرم    
مــوارد زيــر احتمــالاً . شــود گــروه كنتــرل مــشاهده مــي

  :دار باشد توانند از علل وجود اين اختلاف غيرمعني مي
بودن سايز و اندازة نمونه، مورد مطالعه بدين         ـ كوچك 1

ه تعداد افرادي كه از آنها تخمك بدست آمده است          معنا ك 
هاي حاصـل از يـك فـرد         و در برخي موارد تعداد تخمك     

كم بوده كه خود بيانگر اين مطلب اسـت كـه بـه مطالعـه               
  . باشد تري نياز مي وسيع

احتمـالاً  .  از نوع كاملاً خالص    MTTـ عدم دسترسي به     2
  .تماده مصرفي از خلوص بالايي برخوردار نبوده اس

، كاهش  MTTها با    ـ با گذشت زمان از مجاورت اسپرم      3
توانـد بـه     شود كه مي   درصد حركت در آنها مشاهده مي     

ــميت  ــت س ــدروژناز   MTT 4عل ــزيم دهي ــار آن ــا مه  و ي
است نهايتاً اين مطالعة اوليه بيانگر آن       . ميتوكندري باشد 

 ICSIدر روش    MTT اسپرم به روش   كه ارزيابي حياتي  
ر تـشخيص اسـپرم زنـده از اسـپرم          توانـد عـلاوه ب ـ     مي

هاي زنده تشخيص داده شده      غيرزنده، در تفكيك اسپرم   
 مورد اسـتفاده    ICSIبه منظور كاربرد در روش درماني       

هاي آنها از نظر     بويژه در بيماراني كه اسپرم    . قرار گيرد 
باشند، اين روش نـسبت بـه        مورفولوژي دم، آمورف مي   

ولي به مطالعـه و     كارايي بيشتر دارد     HOST-ICSIروش  
ايــن روش بايــد پــيش از . بررســي بيــشتري نيــاز اســت

كاربرد بـاليني بـراي درمـان انـسان، بـرروي حيوانـات             
آزمايشگاهي آزمـايش شـود تـا اثـرات ميتوژنيـك و يـا              

  .تراتوژنيك احتمالي آن نيز مورد بررسي قرار گيرد

                                                           
4)Toxicity 
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  ...  دكتر نصراصفهاني و                    و نتايج ميكرواينجكشنMTTارزيابي حياتي اسپرم توسط 

١٣  81 پاييز /ناباروري فصلنامه باروري و

  تشكرو قدرداني
  باروريبدينوسيله از كليه همكاران مـركـز باروري و نـا

 سركار خانم فريبا مولوي و سركار خانم        بويژه اصفهان
   پزشكي دانشكدهفرحناز مولوي، پژوهشكده رويان و 

  
  
  
 

 
  

 
7-Knars-Esfahani M.H., Aboutorabi R., Esfandiari 
E., Mardani M. Sperm MTT viability assay: a new 
method for evaluation of human sperm viability. J 
Assist Reprod Genet. 2002;19(10):475-80. 
8-Mosmann T. Rapid colorimetric assay for 
cellular growth and survival, Application to 
proliferation and cytotoxisity assay. J Immunol 
Method. 1983;65:55-63. 
9-Hansen M.B., Nielsen S.E., and Berg K.  
Re-examination and further development of a 
precise and rapid dye method for measuring cell 
growth/cell kill. J Immunol Methods. 1989; 119: 
203-10. 
10-El-Nour A.M., Al Mayman H.A., Jaroudi 
K.A., Coskun S. Effects of the hypo-osmotic 
sweelling test on the outcome of intracytoplasmic 
sperm injection for patients with only nonmotile 
spermatozoa available for injection; a prospective 
randomized trial. Fertil Steril. 2001;75(3):480-4. 
11-Tasdemir I., Tasdemir M., Tavukculoglu S. 
Effect of pentoxifylline on immotile testicular 
spermatozoa. J Assist Reprod Genet. 1998;15: 
90-2. 
12- Ramirez J.P., Carreras A., Mendoza C Sperm 
plasma membrane integrity in fertile and infertile 
men. Andrologia. 1992;24:141-4.   
 

  
  
  
  
  
  

  دانشگاه علوم پزشكي اصفهان كه در اين مطالعه ما را
در ضمن اين . تشكرو سپاس را داريم كمال  كردند، ياري

 بـه   رويـان تحقيق بخشي از طرح پژوهـشي پژوهـشكده         
 . باشد پ مي/ 79 – 404شماره 
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