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  چکیده
  زمینه و هدف

آزمون اتصال ایمونویید و واکنش  های ضد اسپرم بادی اده برای تعیین آنتیهای مورد استف ترین روش متداول
 Cunningham و  Haasوسیله بار به  با روش فلوسیتومتری اولینASAتعیین . باشند آگلوتیناسیون مختلط می

مستقیم  غیرFCMدر این مطالعه . طور مستقیم یا غیرمستقیم انجام شوند توانند به هر دو روش می. شرح داده شد
  .اسپرم مقایسه گردیده است های ضد بادی   مستقیم جهت تعیین آنتیMARبا 

 روش بررسی
های  نمونه. آوری گردید کننده به مرکز باروری و ناباروری اصفهان جمع  زوج نابارور مراجعه80مایع منی مردان 

 FCMتصل به سطح به روش بادی م سپس آنتی.  منفی انکوبه شدندASAدهنده  پلاسمای مایع منی با اسپرم
های متصل به ASA. گردید  مشخصIgG و  IgA علیهFITCغیرمستقیم با ایمونوگلوبولین ضدانسانی متصل به 

  . مستقیم تعیین گردیدندMARوسیله آزمون  سطح اسپرم بیمار نیز به

  ها یافته
 همبستگی IgAلاس بادی های ضداسپرم از ک  مستقیم جهت تعیین آنتیMAR غیرمستقیم با روش FCMروش 

بادی های   مستقیم جهت تعیین آنتیMAR غیرمستقیم با روش FCM روش =P،55/0(r/=006( نشان داد
  ).P ،25/0= r=25/0(   همبستگی نداردIgGضداسپرم از کلاس 

  گیری نتیجه
نابراین ب. شوند ها متصل می در مایع منی به اسپرمIgG های ضداسپرم از کلاس بادی تقریباً مقداری از آنتی

ها از  بادی های ضداسپرم پلاسمای مایع منی احتمالاً وجود این آنتی بادی های غیرمستقیم برای تعیین آنتی آزمون
  .نمایند  را تعیین میIgA از کلاس ASAکه  دهند، در حالی  را تشخیص نمیIgGکلاس 

  یون اسپرمبادی ضداسپرم، آگلوتیناسیون ، فلوسیتومتری، آگلوتیناس  آنتی:کلیدواژه ها

 دانشگاه علوم پزشکی قممجله 
 86  پاییز –3  شماره –دوره اول 
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  مقدمه 
 یکی از  ASAهای ضد اسپرم بادی امروزه تعیین آنتی

). 1(ترین مراحل ارزیابی ناباروری مردان است مهم
های متعددی  های ضد اسپرم از طریق آزمون بادی آنتی

اطلاعات ضد و نقیض که درباره اهمیت . شوند تعیین می
د ممکن است در اسپرم در ناباروری وجود دار بادی ضد آنتی

ارتباط با مشکلات روش استفاده شده جهت بررسی 
ASA12،3( باشد(.   

طور شایع  اسپرم که به بادی ضد یکی از خصوصیات اصلی آنتی
در تشخیص ناباروری ایمونولوژیک و در تحقیقات تجربی 

. باشد استفاده شده، وجود آن بر روی سطح اسپرم زنده می
 را برای ارزیابی MAR2وش بیشتر مطالعات، استفاده از ر

 روش FCM3.)4(نمایند   و ایزوتیپ آن تأیید میASAوجود 
 روی سطح اسپرم ASAنگر دیگری جهت تخمین کمّی  آینده

 FCM و MARهای  یکی از مزایای آزمون. )5(باشد  زنده می
از این رو . های زنده است  بر روی سطح اسپرمASAبررسی

گلوبولین  ، آنتیELISAهایی از قبیل  محدودیت آزمون
گلوبولین کونژوگه با  نشاندارشده با مواد رادیواکتیو و آنتی

شوند را  شده انجام می های تثبیت فلورسئین که بر روی اسپرم
کردن اسپرم ممکن است منجر به اتصال غیر  تثبیت. ندارند

های داخل سلولی،  ژن ، بررسی آنتیIgGاختصاصی 
یا آسیب غشاء گشته ودر های اسپرم  ژن شدن آنتی دناتوره

   .)4،5(همراه داشته باشد  نهایت نتایج مثبت یا منفی کاذب به
های متصل به  بادی آنتی ،ASAهای مستقیم تعیین  روش

ها  جایی که این روش از آن. کنند اسپرم بیمار را ارزیابی می
گیرند، نتایج آن به  های مایع منی تازه انجام می روی نمونه

ها احتمال  از طرفی در این روش. ددگر سرعت مشخص می
. های غیراختصاصی نیز وجود دارد بادی تعیین آنتی

های ضد  بادی ، آنتیASAهای غیرمستقیم تعیین روش
اسپرم غیراختصاصی را در سرم، پلاسمای مایع منی و سایر 

تعیین . نمایند ترشحات دستگاه تناسلی ارزیابی می
 به اسپرم نرمال فاقد دلیل نیاز  با این روش به بادی آنتی

ASAآوری نمونه ممکن است میسر  روز جمع ، در همان
های غیرمستقیم ممکن است نتایج  هر چند در روش. نباشد

                                                 
1. Antisperm Antibody 
2. Mixed agglutination Reaction 
3. Flowcytometry 

 

سریعاً محقق نگردد ولی ویژگی بیشتری داشته و از 
  .)6،7(باشند  قاطعیت بیشتری برخوردار می

Haasهای  و همکاران روشMAR  ،(IBT) FCM 
ImmunoBinding Test نمونه سرم 18( بیمار36 را در 

IBT نمونه سرم 18 مثبت و IBTبا یکدیگر )  منفی
 MAR و FCM منفی، IBTدر بیماران . مقایسه کردند

های   درصد از بیماران با نمونه77. نیز منفی بودند
در .  نیز مثبت بودندFCMروش   مثبت، به IBTسرمی

 مثبت MAR درصد این بیماران به روش 27مقایسه، تنها 
 را نسبت به FCMتربودن روش  این نتایج حساس. بودند

از این رو نتیجه گرفته شد که .  مطرح نمودMARروش 
IBT8(باشد  ، یک آزمون تشخیصی با حساسیت بالا می(.  

Rajah مرد 109 و همکاران در مطالعه نمونه مایع منی از 
  و IBT،MAR های  نابارور، ارتباط مهمی بین روش

(TAT) Tray Aglotination Testها  آن.  یافتند
عنوان یک آزمون  ، باید بهMARنتیجه گرفتند که روش 

 IBTتر از  هزینه تر و کم غربالگری استفاده شود زیرا سریع
وسیله آزمون  بهASA علاوه دریافتند که اگر ابتدا  به. است

MAR بررسی گردد، آزمون IBTتواند جهت تعیین   می
 و Andreou. )9(لین استفاده شود ایزوتیپ ایمونوگلوبو

همکاران طی مطالعه دیگری این موضوع را تأیید کرده و 
 و IgG برای ارزیابی  MARنتیجه گرفتند که آزمون

IgAتر از  تر و دقیق  حساس و اختصاصی بوده و آسان
IBT 10( است(.   

های مستقیم  با توجه به این که در اکثر مطالعات از روش
اند، در این مطالعه از  تفاده نموده اسASAجهت تعیین 

 استفاده شد ASA غیرمستقیم جهت تعیین FCMروش 
 مستقیم در MARو در ادامه نتایج آن با نتایج روش 

  . مقایسه گردیدIgG و IgA از کلاسASAتعیین 
  

  روش بررسی
کننده به مرکز   زوج نابارور مراجعه80افراد مورد مطالعه 

ودند که در فاصله زمانی مهرماه باروری و ناباروری اصفهان ب
 پس از کسب رضایت شفاهی 1381 تا فروردین 1380

کننده در این  مردان شرکت. مورد بررسی قرار گرفتند
 سال قرار داشتند و نمونه 40 تا 29مطالعه در طیف سنی 
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مایع منی آنان بر اساس معیارهای سازمان بهداشت جهانی 
)WHO (ژی اسپرم طبیعی از نظر تعداد، حرکت و مرفولو

 میکرولیتر مایع منی 200جهت انجام آزمایش حداقل . بود
 دور در 2000 دقیقه در 15در یک لوله اپندورف به مدت 

پس از برداشتن مایع رویی جهت . دقیقه سانتریفوژ گردید
مدت   بهC °56غیرفعال نمودن سیستم کمپلمان در دمای 

منی عاری از سپس پلاسمای مایع .  دقیقه انکوبه گردید30
 ASA ذخیره شد تا برای تعیین -C °20سلول در دمای 

  .)7( غیرمستقیم استفاده گردد FCMروش  به
های مایع منی   غیرمستقیم از نمونهFCMجهت انجام 

 برای یک نمونه WHOاستفاده شد که دارای حد اقل معیار 
 منفی MAR به روش ASAطبیعی باشند و از نظر  

لیتر   میلی4ایع منی با لیتر م میلی1. باشند
 F10+PVP1  s’Ham (Seromed ,Germany)محیط

 دقیقه 10مدت  به دور در دقیقه2000شستشو و در 
ها  پس از حذف مایع رویی به رسوب اسپرم. سانتریفوژ گردید

ها در دمای  لیتر از محیط فوق اضافه شد، اسپرم میلی1
°C37مدت، پس از این.  دقیقه انکوبه گردیدند60مدت   به 

. های متحرک از مایع رویی برای آنالیز استفاده شدند اسپرم
 که قبلاً IVFاز طرفی پلاسمای مایع منی بیماران کاندید 

.  منجمد شده بود در حرارت اتاق ذوب شد- C20°در دمای 
های متحرک  میکرولیتر از نمونه حاوی اسپرم100سپس 

ی مایع میکرولیتر پلاسما 100روش فوق، به  آماده شده به
 60مدت   بهC37°منی ذوب شده اضافه گردید و در دمای 

 10سپس سوسپانسیون اسپرم با . دقیقه انکوبه شد
پس از سانتریفوژ رسوب . شسته شد  لیترمحیط فوق میلی

محیط فوق   میکرولیتر200اسپرمی مجدداً در 
 F(ab)در این مطالعه از قطعه. سوسپانسیون گردید

 میکروگرم بر IgA) 100د های خرگوشی ض بادی آنتی
انسانی ) لیتر میکروگرم بر میلی200 (IgGیا) لیتر میلی

 ,FCM (DAKO مخصوص FITCکونژوگه با 
Denmark) جهت تعیین ASAاز این .  استفاده گردید

 میکرولیتر به یک میلیون اسپرم انکوبه شده 10بادی  آنتی
و  C4°پس از انکوباسیون در دمای . با پلاسما اضافه شد

 شسته شدند PBS2لیترمحلول   میلی3ها با فاقد نور نمونه

                                                 
1. Polyvinyl Pyrolidone 
2. Phosphate Buffered Saline 

 دقیقه سانتریفوژ 5مدت   دور در دقیقه به2000و در
لیتر محلول   میلی05/0رسوب اسپرمی مجدداً در. گردیدند

PBSهای مرده از   سوسپانسیون گردید و برای حذف اسپرم
 با PI3 (Sigma, USA) میکرولیتر از محلول 5آنالیز، 

. لیتر به آن اضافه گردید گرم در میلی  میلی2غلظت 
عنوان   بهFITCایمونوگلوبولین خرگوشی کونژوگه با 

 نیز ASAکنترل منفی استفاده شد که در صورت وجود 
ها توسط  سپس اسپرم. توانایی اتصال به آن را ندارد

 با FACS-Star (Becton Dickinson)فلوسیتومتر 
 نانومتر مورد 488ول موج استفاده از لیزر یون آرگون با ط

 سلول توسط 10000اطلاعات حداقل . آزمایش قرار گرفتند
FSC4با استفاده از ترکیب . آوری گردید  جمعFSC و 
SSC5شده و میزان 6ها محدودسازی  جمعیت اسپرم 

که بقایای سلولی و  ها تعیین گردید، در حالی فلورسانس آن
های سفید  لبولها از قبیل گ ذرات غیرسلولی و دیگر سلول

  ).شکل(حذف گردیدند 

 
  های دست نخورده  اسپرم SSC و FSCآنالیز خطی : شکل

  
  

 با استفاده از فیلترهای FITCهای فلورسانس  سیگنال
 با PI و فلورسانس FITC (DF7 530/30)استاندارد 

 (DF PE8 585/42)استفاده از فیلترهای استاندارد 
(Becton Dickinson, USA)نتایج . ید مشخص گرد

آوری  کننده لگاریتمی جمع فلورسانس با استفاده از تقویت
  . گردید

                                                 
3. Propidium Iodide  
4 .Forward Scather 
5. Side Scather 
6. Gating  
7. Dichroic Filter 
8 .Phycoerythrin 
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FL1-H نشانگر فلورسانس FITCگیری شده   اندازه
 PI نشانگر فلورسانس FL2-Hتوسط آشکارساز اول و 

 1محدوده. گیری شده توسط آشکارساز دوم بود اندازه
 با استفاده از کنترل منفی  (Quadrant)کنترل
های  سلول% 1اری شد به نحوی که کمتر از گذ علامت

در آنالیز .  قرار گرفتند4 و 2، 1های  مثبت در محدوده
، 1در محدوده )  مثبتPI(های مرده  فلوسیتومتریک، سلول

بادی غیراختصاصی  حاوی آنتی) مثبتPI(های مرده  سلول
)  منفیASA منفی، PI(های زنده  ، سلول2در محدوده 
)  مثبتASA منفی، PI(ای زنده ه  و سلول3در محدوده 

برای بررسی ). 2شکل (گیرند   قرار می4در محدوده 
% 10 هنگامی که بیشتر یا مساوی ASAهای دارای  اسپرم
 قرار گرفتند، نتیجه مثبت در نظر 4ها در محدوده  اسپرم

  .) 11،6(گرفته شد
 SpermMar مستقیم از کیت MARجهت انجام آزمون 

IgG test و SpermMar IgA test محصول 
Fertipro N.V. کشور بلژیک برای تعیین ASA از 

 10جهت آزمایش .  استفاده گردیدIgA و IgGکلاس 
میکرولیتر از مایع منی تازه شسته نشده روی یک لام قرار 

 میکرولیتر معرف لاتکس به آن اضافه گردید 10داده شد و 
سرم اختصاصی   آنتیIgG از کلاس ASAدر مورد تعیین (
پس از ).  انسانی نیز اضافه شدIgG Fcیه قطعه عل

 دقیقه توسط 2–3کردن، با قراردادن لامل و بعد از مخلوط
 اسپرم های x400میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 
 اسپرم شمارش 100متحرک چسبیده به ذرات لاتکس در 

نتایج بزرگتر . صورت درصد مشخص گردید شدند و نتایج به
آنالیز آماری با ). 12،4(ی شد مثبت تلق% 10یا مساوی 

 Fisher’s exactهای   و آزمونSPSSافزار  استفاده از نرم
testو همبستگی پیرسون انجام گرفت .  

ااه یافته  
ASA از کلاس IgA به روش MAR 24 مستقیم در 

و به % 51±%17) انحراف معیار±(زوج با میانگین 
 زوج و با میانگین 24 غیرمستقیم در  FCMروش

). 1جدول شماره  (مثبت گردید% 21±%9) راف معیارانح±(
 غیرمستقیم با FCM نشان داد که روش χ²آزمون آماری 

                                                 
1. Quadrant 

 از ASA مستقیم در تعیین موارد مثبت MARروش 
آزمون همبستگی ) >001/0P ( تفاوت نداردIgAکلاس 

 FCM مستقیم و MARپیرسون نشان داد که، بین روش 
 ارتباط وجود IgA  از کلاس ASAغیرمستقیم، در تعیین

 ).1  شمارهجدول) P=) ( 55/0 r=) 006/0(دارد 
  

 MAR غیرمستقیم با روش FCMمقایسۀ نتایج روش : 1جدول شماره 
کننده به   در افرادنابارور مراجعهIgA از کلاس ASAمستقیم در تعیین 

  )=P/. 006(مرکز باروری و ناباروری اصفهان 
  

 منفی ›% 10
   مثبت  ≤10%

  

  
  
  
  
  
  
  

 

ASA از کلاس IgGبه روش MAR  23 مستقیم در 
و به ) %38±%17)( راف معیارانح±(زوج و با میانگین 

انحراف ±( زوج و با میانگین 9 غیرمستقیم در FCMروش
آزمون ). 2 شماره جدول (مثبت گردید% 11±%7) معیار

 نشان داد که روش χ² (Fisher´s Exact test)آماری 
FCM غیرمستقیم با روش MAR مستقیم در تعیین 

) <08/0P(دارد   تفاوتIgG از کلاس ASAموارد مثبت 
 MARآزمون همبستگی پیرسون نشان داد که، بین روش 

 از کلاس  ASA غیرمستقیم، در تعیینFCMمستقیم و 
IgG25/0(ود ندارد  ارتباط وج P= ، 25/0 r=) ( جدول

 ).2شماره 
       

 غیرمستقیم با روش FCMمقایسۀ نتایج روش : 2جدول شماره 
MAR مستقیم در تعیین ASA از کلاس IgG در افرادنابارور 
  ) <08/0P(کننده به مرکز باروری و ناباروری اصفهان  مراجعه

  

   منفی > 10%
   مثبت≤10%

-Indirect کل
FCM-IgA 

Direct-MAR-IgA 
 

 
10%
≥ 

10%
< 

 

56 0 56 10%< 

24 24 0 10%≥ 
 کل 56 24 80

-Indirect-FCM کل
IgG 

Direct-MAR-
IgG 

 10%≥ 10%<  
57 0 57 10%< 
23 9 14 10%≥ 
 کل 71 9 80
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  بحث

 مستقیم و غیرمستقیم در مقایسه MARدقت تشخیص روش 
علاوه مقالات زیادی  به. با چندین آزمون دیگر ارزیابی شده است
ولی مشخص شده . اند اهمیت کلینیکی این روش را تأییدکرده

ع منی با سرم با این روش، کمتر است که آزمایش پلاسمای مای
در این مطالعه روش . )7،6(برای ارزیابی باروری مناسب است

MARعنوان یک استاندارد طلایی در نظر گرفته   مستقیم به
  . غیرمستقیم با آن مقایسه گردیدFCMشد و روش 

Haas را % 77و حساسیت % 100 و همکاران اختصاصیت
 غیرمستقیم IBT  غیرمستقیم، در مقایسه باFCMبرای 

های مرده از آنالیزها  ها اسپرم در مطالعه آن. گزارش کردند
علت دناتوره شدن  های مرده به سلول. حذف نشده بودند

توانند  های داخلی می ژن های اسپرم با مواجهه با آنتی ژن آنتی
نتایج این مطالعه . نتایج منفی یا مثبت کاذب ایجاد نمایند

 MARرمستقیم با روش  غیFCMنشان داد که روش 
  .)8( ارتباط دارد IgA از کلاس ASAمستقیم تنها در تعیین 
 و swim-upوسیله روش  های مرده به در این مطالعه اسپرم

، اتصال IBT و  MARدر روش. کردن حذف شدند گیت
های  های مرده از طریق شمارش اسپرم غیراختصاصی به اسپرم

  .گردد متحرک حذف می
های مختلف  ای، روش و همکاران طی مطالعه Rasanenاخیراً 

ها ارتباط خوبی  آن. اند مستقیم و غیرمستقیم را مقایسه کرده
.  مستقیم نشان دادندFCM مستقیم و MARبین 

 MAR کمتر از FCMهرچندکه، درصد اسپرم مثبت با روش
 از ASA نمونه مایع منی که برای 11به عبارت دیگر، از . بود

 نمونه 9 مستقیم مثبت بودند،  MAR  به روش IgGکلاس
 IBT نمونه به روش 8 غیرمستقیم، MARبه روش 

 غیرمستقیم مثبت FCM نمونه به روش 5غیرمستقیم و تنها 
 MARبا هر دو روش .  بهتر بودIgAنتایج برای . بودند

 مستقیم MAR نمونه 11 غیرمستقیم، از IBTغیرمستقیم و 
 غیرمستقیم هر FCMبا روش .  نمونه مثبت بودند10مثبت، 

 IBTها نتایج روش  هنگامی که آن.  نمونه مثبت بودند11
 نمونه را برای وجود 11 غیرمستقیم FCMغیرمستقیم و 

IgG با یکدیگر مقایسه کردند، ارتباط خوبی را بین این دو 
 و همکاران نیز این Nicholsonمطالعه . )6(روش نشان دادند

عداد محدود بیماران مطالعه رغم ت علی. )7(ارتباط را تأیید کرد

 و همکاران نشان داد که روش Rasanenشده، نتایج مطالعه 
FCMمستقیم با روش FCM گیری   غیرمستقیم برای اندازه
ASA از کلاس IgG ارتباط نداشته و تنها ارتباط ضعیفی با 
مطالعه ما تأییدی . )6( دارد IgA از کلاس ASAگیری  اندازه

اختلاف زیاد بین نتایج . مکاران بود و هRasanenبر مطالعه 
های مستقیم و غیرمستقیم ممکن است به دلایل زیر  روش

  .اتفاق افتاده باشد
ترین نوع اتصال در   و همکاران شایع Rasanen در مطالعه

 غیرمستقیم، اتصال به انتهای IBT غیرمستقیم وMARروش 
 )13( و همکارانBronsonدم بود که تأییدی بر مطالعه 

های غیرمستقیم توانایی تعیین  به عبارت دیگر روش. باشد می
از طرف . )6(های علیه ناحیه سر اسپرم را ندارند  بادی آنتی

های ضد اسپرم پلاسمای مایع منی بیماران به  بادی دیگر، آنتی
در نتیجه، تنها . گردند های خودشان متصل می اسپرم
های خود  پرمهای غیرمتصل که توانایی اتصال به اس بادی آنتی

دهنده را  های اگرچه توانایی اتصال به اسپرم(اند  بیمار را نداشته
دلیل . گردند های غیرمستقیم تعیین می وسیله روش به) دارند

های غیرمتصل در پلاسمای مایع  بادی احتمالی برای وجود آنتی
های  ژن های اضافی مربوط به آنتی بادی منی، وجود آنتی

چنین این موضوع با  هم .)6،13(باشد   میاختصاصی اسپرم بیمار
.  قابل بررسی استASAهای  توجه به خصوصیات ایزوتیپ

 روی سطح اسپرم و اغلب در پلاسمای مایع منی IgAایزوتیپ 
بنابراین ارزیابی . شود و معمولاً در سرم وجود ندارند یافت می

ASA از کلاس IgAایزوتیپ . شود  در سرم پیشنهاد نمی
IgA کنندگی دارد و بندرت بدون  آگلوتینه خاصیتASA از 

تنهایی،   بهIgGبنابراین آزمایش .  وجود داردIgGکلاس 
بر خلاف . باشد عنوان یک روش غربالگری معمول کافی می به

IgA ایزوتیپ ،IgG اغلب روی اسپرم و یا در سرم تعیین 
   .)13(گردد و اثرات سیتوتوکسیک دارد می

  

  گیری نتیجه
 مستقیم در تعیین MARمستقیم با روش  غیر FCMروش

عبارت دیگر،  به.  ارتباط نداردIgG از کلاس ASAسطح 
های مستقیم تنها در تعیین  های غیرمستقیم با روش روش

ASA از کلاس IgAبنابراین روش .  ارتباط دارندFCM 
بررسی   مستقیم جهتMARغیرمستقیم بر خلاف روش  

  .گردد توصیه نمیASAروتین 
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Abstract 

Background and objectives: The immunobead binding test (IBT) and the mixed 
agglutination reaction (MAR) are the most commonly used methods for detection of 
antisperm antibodies (ASA). The detection of ASA by flow cytometry (FCM) was first 
described by Haas and Cunningham. Both assays can be performed as direct or indirect 
methods. In this study, indirect FCM was compared with the direct MAR for detection of 
ASA.  

Methods: Semen samples were obtained from 80 men (infertile couples) in Isfahan 
Fertility and Infertility Center. Seminal plasma samples were incubated with ASA-
negative donor sperm. Then, surface-bound antibody was detected with FITC-labeled 
antihuman immunoglobulin directed against IgA and IgG in the indirect FCM assay. 
ASAs bound to the surface of patients’ sperm were detected by direct MAR test.  

Results: The indirect FCM correlates with direct MAR for detection of IgA antisperm 
antibodies (r=0.55 and P=0.006). The indirect FCM, however, does not correlate with 
direct MAR for the detection of IgG antisperm antibodies (r=0.25 and P=0.25).  

Conclusion: Some of the ASAs in seminal fluid bind to spermatozoa. Therefore, indirect 
tests to detect ASAs in seminal plasma are likely to miss the presence of IgG antisperm 
antibodies while they effectively detect IgA antisperm antibodies.  

Keywords: Antisperm Antibody, Agglutination, Flow Cytometry, Sperm Agglutination  
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