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  چکیده
. باشدناباروري در لغت به معناي عدم توانائی در بروز باروري، بعد از یکسال مقاربت بدون جلوگیري می: مقدمه

و عدم برخورد صحیح با آن ) WHO, 1999(باشند زوجین در سنین باروري با این مشکل مواجه می درصد10-15حدود 
مطالعه پروتئین هاي سلول هاي اسپرم امروزه . ر به بروز مشکلات و معضلات روحی، روانی و اجتماعی گرددتواند منجمی
مباحث مورد علاقه محققان و متخصصان باروري و ناباروري است و با توجه به اهمیت بالاي عملکرد پروتئین ها،  از

  . ها داشت، لازم است وان مخلوطی کامل از آنکه بت ها براي این شرایط بهینه براي جداسازي و محلول سازي آن
در طرح پیشنهادي به دلیل معضل موضوع ناباروري و ابهامات مکانیسم هاي دخیل در آن،  :ها مواد و روش

 براي swim upعلاوه بر بررسی مورفولوژي سلول هاي اسپرم افراد بارور و نابارور، از دو روش گرادیان پرکل و 
رم افراد بارور و نابارور استفاده شد تا روشی بهینه براي استخراج حداکثر پروتئین راه اندازي شود جداسازي سلول هاي اسپ

   .و بتوان  از آن در مطالعات آتی بر روي پروتئین هاي اسپرم استفاده کرد
 5ب برابر رادیان پرکل براي افراد نابارور و بارور به ترتیــــدر روش گاسپرم پروتئین غلظت  :یافته هاي پژوهش

 5/2   و1 براي افراد نابارور و بارور به ترتیب برابر swim up روش در هر میلی لیتر لایزت نمونه و بر میلی گرم 8و 
  .بودمیلی گرم بر میلی لیتر 

با مقایسه دو روش جداسازي به این نتیجه می توان رسید که روش گرادیان پرکل به دلیل  :بحث و نتیجه گیري 
  اسپرمپروتئین بررسی به طبع آن کسب غلظت پروتئینی بیشتر، روش بهتري در مطالعات  اسپرم بیشتر وجداسازي سلول

  .خواهد بود
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  مقدمه
باروري در لغت به معناي توانائی در بروز باروري 
است و ناباروري به معناي عدم توانائی در بروز باروري، 

حدود . باشدبعد از یکسال مقاربت بدون جلوگیري می
ن مشکل  زوجین در سنین باروري با ای درصد15-10

و عدم برخورد صحیح ) WHO, 1999(باشندمواجه می
تواند منجر به بروز مشکلات و معضلات با آن می

طیف وسیعی از . )1(،روحی، روانی و اجتماعی گردد
علل . عوامل مردانه و زنانه در ناباروري نقش دارند

ناباروري مردان شامل طیف وسیعی از عوامل وراثتی، 
لوژیک، مواد سمی و داروئی هورمونی، محیطی، فیزیو

می باشد که سبب بروز علائمی از قبیل عدم تولید 
هاي تولید  اسپرم، تعداد بسیار کم یا کیفیت بد اسپرم

ش ـوامل پیـــوان به عــــت که می، )2(،گرددشده می
و ) Testicular(اي، بیضه)Pre-testicular(اي بیضه

. دي نمودتقسیم بن) Post-testicular(اي پس بیضه
سلول اسپرم به عنوان یک سلول جنسی در عین حال 

ام ـــل را به انجـکه مسئولیت اصلی خود، تمدید نس
می رساند، از شرایط و ویژگی هاي خاصی نیز برخوردار 

شکل منحصر به فرد، سیتوپلاسم تقلیل . می باشد
یافته، ژنوم به شدت هتروکروماتینه و قدرت تحرك 

د که هر کدام ــگی هایی هستنبالاي این سلول، ویژ
یکی از . می توانند در جاي خود بحث برانگیز باشند

پیچیده ترین مسائلی که بیش از همه مطالعه در مورد 
این سلول را ضروري می سازد، روند تنظیم ژن ها و 

ویژه استفاده از ه ب. )3،4(،پروتئین ها در اسپرم می باشد
یم فعالیت هاي ظـــفریلاسیون در تنــم فســـمکانیس

. پروتئین هاي اسپرم از اهمیت بالایی برخوردار است
هاي  تحرك، واکنش این اختلال، منجر به اختلال در

آکروزومی، شناسایی زوناپلوسیدا و اتصال به تخمک 
جا  از آن. شده و در نتیجه می تواند باعث ناباروري شود

هاي بیولوژیکی در سلول بر  ترین فعالیت که مهم
ین هاي ــناسایی پروتئــروتئین هاست، شعهده پ

ه جسلول هاي اسپرم افراد بارور و نابارور و یافتن و
مباحث مورد علاقه محققان و  ها امروزه از تمایز آن

ا توجه به ب). 5(،متخصصان باروري و ناباروري است
اهمیت بالاي عملکرد پروتئین ها، شرایط بهینه براي 

که بتوان  راي اینها ب جداسازي و محلول سازي آن

چون در هر . ها داشت، لازم است مخلوطی کامل از آن
صورت در هر جداسازي یک کاهش مقدار پروتئین 

در هنگام تهیه پروتئین باید به نکاتی مثل . وجود دارد
نوع بافت، نوع پروتئین هاي هدف براي تخلیص، مثل 

 یا یک گروه خاص و کاربرد whole proteinتهیه 
. )7،8( تخلیص شده مورد توجه قرار گیردپروتئین هاي

تهیه عصاره پروتئینی از نمونه هایی که داراي ترکیب 
چون خون و  نمکی، قندي و چربی بالایی هستند هم

seminal fluid بسیار مشکل تر از تهیه عصاره 
طرح . )9،10(،دـــول می باشــپروتئینی از بافت یا سل

اروري و ــپیشنهادي به دلیل اهمیت موضوع ناب
و به منظور راه اندازي  مکانیسم هاي دخیل در آن

روشی بهینه براي استخراج حداکثر پروتئین از سلول 
. اسپرم افراد بارور و نابارور با بیشترین غلظت می باشد

در عین حال در حین عصاره گیري آلودگی پروتئازي و 
 و نمک ها باید DNAچون  فاکتورهاي مداخله گر هم

 عصاره پروتئینی تهیه شده در مطالعات حذف شوند تا
چون تهیه  آتی بر روي پروتئین هاي اسپرم  هم

 بتواند مورد ،)11-14(،پروفایل پروتئینی سلول اسپرم
  .استفاده قرار گیرد

  ها مواد و روش
  جمع آوري نمونه

هاي منی مورد نیاز از افراد  در این مطالعه نمونه
. دست آمده وري بمراجعه کننده به مراکز درمان نابار

آوري منی از روش خودارضایی ترین روش جمعمعمول
داخل ظرف استریل ه و جمع آوري تمام منی ب

 2 نمونه مایع منی، 4در کل تعداد . مخصوص است
  .  نمونه نابارور، در این مطالعه بررسی شد2نمونه بارور و 

  آنالیز مایع منی
هاي  ها طبق روش در مرحله بعد هر یک از نمونه
هاي استاندارد  روش(معمول آزمایشگاهی ارزیابی منی

. گرفتند شده سازمان جهانی بهداشت مورد ارزیابی قرار
بر این اساس بلافاصله پس از سیال شدن مایع منی 

، حجم، pHهاي اولیه ماکروسکوپی نظیر تعیین  بررسی
هاي اولیه  بررسی و)  Appearance(ویسکوزیته، ظاهر
  . انجام رسیدمیکروسکوپی به

ترین روش  آنالیز مایع منی به عنوان اولین و مهم
باشد که اطلاعات تشخیص قدرت باروري در مردان می
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زیادي را درباره باروري یا علل ناباروري مردان در اختیار 
از جمله پارامترهایی که در آنالیز مایع منی . دهدقرار می

رم، تحرك، تعداد اسپ: شوند عبارتند ازگیري میاندازه
مورفولوژي، حجم و بسیاري پارامترهاي ماکروسکپی و 
میکروسکپی دیگر و نیز در صورت نیاز پارامترهاي 

 2الاي ــم بـــ حجWHOطبق معیار . بیوشیمیایی
  .شودمیلی لیتر نرمال مایع منی نرمال محسوب می

 درجه سانتی گراد 37نمونه منی بعد از انزال در 
اي بررسی   دقیقه15ل نگهداري شده و در فواص

اي به  تبدیل حالت ژله(یند مایع شدناشود تا فرمی
 60یند ممکن است ااین فر. انجام شود) حالت مایع

سپس تعداد سلول هاي اسپرم . دقیقه طول بکشد
 150 تا 20در حالت نرمال تعداد . شودشمارش می

در . لیتر مایع منی وجود دارد میلیون اسپرم در یک میلی
ها شکل و   اسپرم درصد30 منی نرمال بیش از مایع

غیرطبیعی بودن مورفولوژي اسپرم . ساختار طبیعی دارند
ممکن است شامل موارد متفاوتی باشد از جمله داشتن 

در نمونه . ا گرد باشدیدو سر یا دو دم، سر کوچک و 
 سلول هاي اسپرم حرکت رو به جلوي  درصد60نرمال 

جلوي اسپرم توانایی جلو حرکت رو به . طبیعی دارند
رفتن در دهانه رحم و دستیابی به تخمک را فراهم 

  .کندمی
pH مایع منی مطابق معیار WHOبایست   می

 باشد در غیر این صورت سلول هاي اسپرم 8/7-2/7
مانند یا توانایی حرکت و نفوذ به تخمک را از  زنده نمی

مایع منی نرمال عاري از باکتري و  .دهنددست می
حضور باکتري یا مقادیر بسیار . هاي سفید است گلبول

در این مطالعه . باشد زیاد گلبول سفید نشانه عفونت می
  درصد30براي افراد بارور نمونه هاي با بیش از 
  درصد30مورفولوژي نرمال و افراد نابارور با کمتر از 

  .نرمال انتخاب شدند
  جداسازي سلول هاي اسپرم 
سازي سلول هاي اسپرم از دو روش مجزاي جدا

در روش اول براي جدا . مایع منی در نظر گرفته شد
کردن اسپرم از مایع منی از روش سانتریفیوژ گرادیان 

Percoll) Percoll gradient centrifugation (
با استفاده از این روش سلول هاي اسپرم . استفاده شد

 زنده از  مایع منی و سایر آلودگی ها مثل سلول هاي

اسپرم مرده، سلول هاي زایاي نابالغ و گلبول هاي 
 بر پایه Percollروش گردایان . سفید جدا می شوند

سلول هاي . عمل می کند) Density(تفاوت در چگالی
اسپرم که تحرك نرمال دارند، سنگین تر هستند و در 

. نندـــع می کـــ تجمPercollگرادیان سنگین تر 
ارند سبک تر هستند، رك خوبی ندــول هایی تحــسل
این نمی توانند به لایه سنگین تر مهاجرت کنند و  بر بنا

هاي  گلبول. در بین دو لایه گرادیان تجمع می کنند
سفید و سلول هاي زایاي نابالغ نیز بین دو لایه تجمع 

  .می کنند
ی ـــایع منــــرم از مــــپـــلول هاي اســـس

ان ــــرادیـــــگوژ ـــــریفیـــــط سانتــــوســــت
Percoll) Percoll gradient centrifugation ( جدا

 میلی لیتر از 1در یک لوله فالکون استریل، ابتدا . شدند
Percoll 90با استفاده از سمپلر ریخته شد درصد  .

 با استفاده از  درصدPercoll 45سپس یک میلی لیتر از 
 Percollسمپلر به صورت مورب و به آرامی به روي 

در آخر، مایع منی به بالاي .  اضافه شد درصد90
Percoll 45در هیچ مرحله نباید .  اضافه شد درصد

 به g×300مجموعه فوق با دور . حباب تشکیل گردد
بعد از . مدت نیم ساعت در دماي اتاق سانتریفیوژ شد

نیم ساعت سانتریفیوژ، محلول رویی دور ریخته و 
 فالکون با استفاده از مانده در انتهاي لوله رسوب باقی

پیپت پاستور جمع شده و به لوله فالکون دیگري منتقل 
 به Ham's F-10 (1X)یک میلی لیتر محلول. شد

 در دماي اتاق، سه بار g×450رسوب اضافه شد و با دور 
رسوب نهائی .  دقیقه سانتریفیوژ شد5و هر بار به مدت 

 درجه سانتی گراد براي مراحل بعدي -70در دماي 
  .نگهداري شد

.  می باشدswim up روش دوم جداسازي، روش
در این روش پس از مراحل اولیه گرفتن نمونه و آنالیز 
آن که در بالا شرح داده شد، مایع منی براي سه بار با 

شو داده ـــ شستHam's F-10 (1X)تـــمحیط کش
 1 مونه،ـــتر نـــی لیـــ میل5/1س به ـــسپ. شد

ه ـــد و در زاویـــافه شـــ اضمیلی لیتر محیط کشت
ذاشته ـــیقه گـــ دق30دت ـــه به مـــ درج45
ح محیط ـتر از سطـــ میکرولی20-30س ـــسپ. دـــش

  .رداشته شدـــنمونه ب
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  استخراج پروتئین

 میکرو لیتر از رسوب به دست آمده از هر 1مقدار 
. دو روش را بر روي لام نئویار گذاشته و شمارش شد

رسوب به دست آمده از هر دو روش لایزیز سپس به 
. بافر اضافه شد و یک ساعت در دماي محیط ماند

، 7M Urea ،2M Thioureaلایزیز بافر شامل 
40mM Tris 0.2 و% Biolyte15(،  می باشد( .

نمونه سانتریفیوژ شده و در نهایت تعیین غلظت پروتئین 
لازم به ذکر است .  انجام شدBradfordتوسط روش 

ت تکرار کار و بالا رفتن اطمینان تعیین غلظت جه
راي هر نمونه دو ــــ بBradfordپروتئین توسط روش 

  )16.(ام شدـــــبار انج
  

   ي پژوهشافته های
ع منی پس از جمع آوري ـــه هاي مایـــنمون

الیز مایع منی این ـــل از آنـــنتایج حاص. آنالیز شدند
عداد کل ـــتظت اسپرم، ـــامل غلـــافراد که ش

رکت ـــح (aه هاي ـــپرم با درجـــاسپرم، حرکت اس
ولوژي اسپرم با ـــ، مورف)دـــحرکت کن (b، )خوب

دم کوتاه، دم (یعیـــهاي طبیعی و غیرطب تـحال
 CDسته، ـــردن شکـــورده، گـــشکسته، دم پیچ خ

کل، ــرمی شـــر هـــر سنجاقی شکل، سـردن، ســگ
دت ـول مــن و طـ، س)کــــاریر بـــرد، ســـر گـس
ان داده ـــ  نش1 مارهــ شدولـــاروري در جـناب
  .تـــده اســـش

  آنالیز پارامترهاي مایع منی در افراد بارور و نابارور. 1  شمارهجدول

  بارور  نابارور  اسپرم پارامتر
ml/106×(  21 ± 68(اسپرم غلظت  40± 79  
ml/106×(  30 ± 70(اسپرم کل تعداد  92± 185  

6 ±1  (%)اسپرم طبیعی مورفولوژي  7± 30  
93 ±9  (%)کل-اسپرم طبیعی غیر مورفولوژي  8±70  

  6 ± 3  8 ± 4  )سال(ناباروري مدت طول
  43 ± 6  34 ± 6  )سال(سن
pH 2±5/7  1±5/7  
  5/3 ± 1  3 ± 1 حجم
  9/0 ±7/0  1 ± 1  نابالغ زایاي هاي سلول

  a(%)   7 ±11  8 ± 15 درجه با حرکت
  b(%)   5 ± 22  7 ± 26 درجه اب حرکت

  

پس از آنالیز نمونه ها، اسپرم هاي هر کدام با دو 
در روش اول که اسپرم ها . روش مختلف جداسازي شد

با گرادیان پرکل جداسازي شدند، پس از شستشو با 
 افراد يتعداد اسپرم ها. میکرسکوپ شمارش شدند

یون و  میل40 میلیون در هر میلی لیتر به 70نابارور از 
 70 میلیون در هر میلی لیتر به 185افراد بارور از 

  .میلیون رسید
 تعداد سلول هاي اسپرم swim upدر روش دوم 

 میلیون و 3 میلیون در هر میلی لیتر 70افراد نابارور از 
 7 میلیون در هر میلی لیتر به 185افراد نابارور از 

  .میلیون رسید

ر دو پس از جداسازي سلول هاي اسپرم در ه
زیز بافر اضافه شد و ــها لای لولــروش به رسوب س

پس از . ته شدندــیک ساعت در دماي محیط نگه داش
ت شدند، ــین غلظــــ تعیBradfordآن با روش 

 طور که در جدول همان(دهــدست آمه غلظت ها ب
در روش ) ده استــــان داده شــــ نش2 شــــماره

ارور و بارور به ــاد نابراي افرــــرادیان پرکل بــــگ
رم در هر میلی لیتر ــــ میلی گ8 و 5ب برابر ــــترتی
 swim upراي روش ــــونه و بــــزت نمــــلای

رتیب ــــــارور به تــــراد نابارور و بــــبراي اف
  . بود5/2 و 1رابر ــــب
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  وتئیندست آمده از دو روش جداسازي پره مقادیر پروتئینی ب. 2 شماره جدول

  *نابارور افراد پروتئین مقدار  *بارور افراد پروتئین مقدار  استخراج روش
Swim up  2,5  1  

  5  8  پرکل گرادیان
  .مقدار پروتئین بر حسب میلی گرم بر میلی لیتر می باشد* 

  
  بحث و نتیجه گیري

جمعیت جهان با سرعت زیاد در حال افزایش است 
 میلیارد 9 به 2050شود که تا سال و تخمین زده می

ها در سراسر   زوج درصد15با این وجود، . نفر برسد
رسد عوامل مولکولی  به نظر می. جهان نابارور هستند

  )17.(نقش مهمی در ناباروري با علل ناشناخته دارند
در مطالعه حاضر، خصوصیات سلول اسپرم به 
عنوان یک سلول جنسی از جمله مورفولوژي آن که 

 نسل و انتقال صفات والد به فرزند نقش مهمی در بقاي
مردان،  در ارزیابی باروري. دارد مورد بررسی قرار گرفت

انجام اسپرموگرام اولین و ساده ترین تست تشخیصی 
پیشرفت هایی که در تشخیص و  است و با وجود تمامی

درمان ناباروري صورت گرفته جایگاه خود را به عنوان 
هر چند این . تست تشخیص حفظ کرده است اولین

ولی  باشدتست قادر به تعیین قدرت باروري فرد نمی
پیش آگهی مناسبی از وضعیت باروري مردان در اختیار 

 فاکتور اصلی 3سمینال  در آنالیز مایع. دهدقرار می
شامل میزان و تعداد، تحرك و مورفولوژي اسپرم 

 در بررسی ارزش یمطالعات مختلف. دارد اهمیت اساسی
 تباط هر یک از این پارامترها با قدرتتشخیصی و ار

از این میان . ام پذیرفته استـــپرم انجـــاروري اســب
 در. اي برخوردار استمورفولوژي اسپرم از اهمیت ویژه

مواردي که مورفولوژي اسپرم از کیفیت مناسبی 
است، افزایش  تر از حد طبیعی برخوردار نبوده و پائین

 سلول هاي اسپرم و تحرك سایر پارامترها شامل تعداد
قدرت باروري  ها تأثیر چندانی در افزایش آن

به همین دلیل ارزیابی مورفولوژي اسپرم از . )18(،ندارند
در این مطالعه هم از . برخوردار است اي اهمیت ویژه

نمونه هاي مایع منی افرادي استفاده شد که مورفولوژي 
  )19.( بود7ها زیر  اسپرم آن
تلف بررسی دقیق ــالعات مخـــمطواره در ـــهم

  ورد ــاصی مـــخ مورفولوژي اسپرم بر اساس معیارهاي

  
 1987بار در سال  براي اولین. توجه قرار گرفته است

سازي و  براي یکسان) WHO(سازمان بهداشت جهانی
استاندارد نمودن ارزیابی پارامترهاي اسپرم، دستورالعملی 

ره به مورفولوژي اسپرم آن ضمن اشا را ارائه نمود که در
 سربیضوي که بیش از یک سوم آن را آکروزوم(نرمال

، ابعاد سر، دم، قطعه میانی و وضعیت )دهدتشکیل می
به . مشخص نمود ها نسبت به هم را نیز قرارگیري آن

دنبال آن با توجه به اهمیت مورفولوژي اسپرم و 
 ویرایش دوم این 1992در سال  مطالعات انجام شده

العمل انتشار یافت که در آن علاوه بر دقت بیشتر دستور
معیارهاي اسپرم نرمال، میزان وجود واکوئل در اسپرم  بر

آن در ویرایش  به دنبال. طبیعی نیز مشخص گردید
 علاوه بر موارد فوق میزان وجود بقایاي 1999سال 

هاي قطعه میانی و دم اسپرم نیز  ویژگی سیتوپلاسمی،
در ). WHO, 1999(استبه وضوح مشخص گردیده 

مورد با اهمیت مورفولوژي اسپرم و ارتباط آن با عملکرد 
، ARTهاي قدرت باروري اسپرم و موفقیت روش و

انجام واکنش . اي انجام شده استمطالعات گسترده
ارتباط تنگاتنگ با مورفولوژي  آکروزومی و موفقیت لقاح

که اندازه آکروزوم در اسپرم به  اسپرم دارد به طوري
. بالقوه معرف عملکرد و قدرت باروري اسپرم است طور

 30طبیعی، میزان مورفولوژي WHO بر اساس معیار
مطالعات مختلف در بررسی میزان .  بیان گردیددرصد

گهی لقاح خارج رحمی  آپیش ارتباط بین مورفولوژي و
  دارايداري در بین گروه طبیعی و گروه اختلاف معنی

در صورتی . )20(،مورفولوژي غیرطبیعی مشاهده نکردند
تلاف یا مورفولوژي در گروه ـــن اخــکه زمانی که ای

ابد اختلاف میزان ی  تقلیل درصد10ه ــبیعی بــغیرط
باروري در گروه طبیعی و غیرطبیعی کاملاً موفقیت 

علاوه بر این، ارتباط  .)21،22(،متمایزاست مشخص و
گزینی  ین میزان لقاح، تقسیمات جنینی، لانهب تنگاتنگی
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مورفولوژي  هاي اول با کیفیت و میزان سقط طی ماه
  )23،24.(اسپرم وجود دارد

در این مطالعه پس از انجام آنالیز نمونه و انتخاب 
نمونه بارور و نابارور نوبت به جداسازي سلول هاي 

استخراج کامل پروتئین هاي سلول اسپرم . اسپرم رسید
 به دست آوردن حداکثر غلظت پروتئین یک مرحله و

در این مطالعه از دو . بسیار حساس و ضروري می باشد
روش براي جداسازي اسپرم استفاده شد تا مشخص 
شود کدام روش می تواند حداکثر غلظت پروتئینی را 

که در کارهاي پروتئینی به  با توجه به این. ارائه دهد
ئینی از اهمیت ویژه اي دست آوردن حداکثر غلظت پروت

  .برخوردار است
پرم از ـــازي اســـداســـراي جـــدر روش اول ب

 Percollان ــــرادیــــنی از روش گــــع مــایـــم
)Percoll gradient centrifugation (استفاده شد .

مایع  با استفاده از این روش سلول هاي اسپرم زنده از
هاي اسپرم مرده، منی و سایر آلودگی ها مثل سلول 

ید جدا ــــهاي سف سلول هاي زایاي نابالغ و گلبول
 براي جداسازي Percollپس از استفاده از . می شوند

مانده در ته لوله فالکون  اسپرم افراد نابارور، رسوب باقی
پرم می باشد رقیق شده و ـــول اســـکه حاوي سل

سلول هاي اسپرم زیر میکروسکوپ نوري از لحاظ 
رسوب هایی . ی و تحرك مورد بررسی قرار گرفتآلودگ

 aبراي این مطالعه انتخاب شدند که تحرك از نوع 
و عاري از  درصد 90اسپرم بیش از ) تحرك بالا(

. هرگونه گلبول سفید و سلول هاي زایاي نابالغ بودند
 بر تحرك اسپرم، گلبول Percollنتایج حاصل از تاثیر 

با نتایج حاصل از قبل از سفید و سلول هاي زایاي نابالغ 
پس از استفاده از . استفاده از آن در مقایسه شد

Percoll درصد تحرك از نوع a) اسپرم ) تحرك خوب
 افزایش یافت و  درصد90در هر سه گروه به بیش از 

تعداد گلبول سفید و سلول هاي ژرمینال نارس به صفر 
تحرك بالا از این نظر حائز اهمیت می باشد که . رسید

گونه اختلالی در تحرك  مطمئن شویم که اسپرم هیچ
نداشته و عدم وجود گلبول سفید و سلول هاي زایاي 

 این لیزنابالغ به این دلیل است که پروتئین حاصل از 
چون تهیه  سلول ها که باید در تحقیقات آتی هم

پروفایل اسپرم مورد استفاده قرار گیرد منجر به اختلال 
  .  نشوددر تفسیر نتایج حاصله

در روش دوم براي جداسازي سلول هاي اسپرم از 
یکی از حسن هاي این .  استفاده شد swim upروش

روش جداسازي اسپرم هاي نرمال با حرکت بسیار خوب 
از مزیت هاي دیگر این .  خوب استو مورفولوژي نسبتاً

. روش استفاده از مواد کمتر و صرفه اقتصادي آن است
جداسازي تعداد کم اسپرم است اما یکی از معایب آن 

که این براي انجام آزمایشات پروتئینی عیب بزرگی 
است که نتایج شمارش میکروسکوپی هم این موضوع 

  .را نشان داد
پس از جداسازي سلول هاي اسپرم با دو روش، 

 شدند و با روش برادفورد تعیین غلظت لیزنمونه ها 
داسازي آنالیز نتایج نشان می دهند که روش ج. شدند

اسپرم به صورت گرادیان پرکل در مقایسه با روش 
swim up قابلیت جداسازي تعداد بسیار بیشتري از 

سلول هاي اسپرم را دارد و به طبع آن غلظت پروتئینی 
به دست آمده با این روش براي انجام آزمایشات 
پروتئینی، بسیار بیشتر و مناسب تر است و می توان 

 پروتئین به خوبی صورت اظهار داشت که استخراج
ت آمده ــاز عصاره پروتئینی به دس. )25(،گرفته است

چون انجام ایزوالکتریک  می توان در تحقیقات آتی هم
، تهیه پروفایل پروتئینی  SDS-PAGEفوکوسینگ،

استفاده  افراد بارور و نابارور ،)26،27(،سلول هاي اسپرم
 .کرد
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Abstract 
 
Introduction: Infertility refers to the 
inability of the incidence of pregnancy after 
one year of unprotected intercourse. Appro-
ximately 15-10% of couples encounter 
infertility problem in reproductive age 
(WHO, 1999) and lack of proper treatment 
can lead to complications and mental and 
social problems. Today, researchers are 
interested in Identification of sperm cell 
proteins. Regards to the importance of 
proteins and their functions, the optimal 
conditions of their separation and making 
them solution are important.  
 
Materials & Methods: This study was 
performed for finding optimal protocol of 
maximum protein extraction from sperm 
cell. After taking seminal plasma from 
fertile men and semen analysis, the sperm 
cells were separated using two methods: 
Gradient percoll and swim up. Then 

samples were washed three times and lysed 
with lysis buffer. Protein concentration was 
determined by Bradford method.  
 
Findings: The amount of  protein were 5 
and 8.5 mg per mL sperm lysate, 
respectively with  percoll method, however 
the amount were 1 and 2.5 mg per mL 
sperm lysate, respectively with swim up 
method in fertile and infertile subjects. 
  
Discussion & Conclusion: It can be concl-
uded with comparing the two methods, how 
much more sperm cells can be isolated, then 
it will be higher protein concentrations and 
this protocol can be used in future studies 
on sperm proteins. 
  
Keywords: infertility, sperm, protein, sam-
ple preparation 
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