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Abstract 
 

Background and purpose: The purpose of this study was to evaluate the effect of mouse 

embryonic fibroblast cells conditioned medium on resumption of meiosis, in vitro maturation of immature 

mouse oocytes, fertilization and derived embryos development. 

Material and Methods: Immature oocytes denuded at the germinal vesicle (GV) stage were 

obtained from female NMRI mice 46-48 hrs after injection of 7/5 IU PMSG. To preparate MEF, the 

fetuses were collected from the female mice at day 13 and cultured in DMEM. After the preparation of a 

monolayer, conditioned medium were collected and used for culture. Immature oocytes were randomly 

cultured in culture medium of MEM-α supplemented with different concentrations (0, 10, 30, 50 and 

100%) of mouse embryonic fibroblast conditioned medium. After 14-16 hrs the matured oocytes were 

fertilized with spermatozoa in T6 medium and their development was assessed until blastocyst stage. 

Results: There was no significant difference in maturation rate between control and conditioned 

medium groups. But there were significant differences (P<0.05) in the percentage of fertilization and 

cleavage in conditioned medium with 30%-50% concentrations as compared to the control group 

(P<0.05). 

Conclusion: The conditioned medium of fibroblast cells increase in vitro fertilization (IVF) and 

embryo development. But there was no effect on the maturation of immature oocytes. 
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 پژوهشي

  فيبروبلاست بر  با سلول هايتأثير محيط كشت القاء شده 
  بلوغ آزمايشگاهي تخمك هاي نابالغ موش

  
        1آبادي نجف انتظاري مائده

        2ملكشاه كريمپور عباسعلي
  3نژادمقدم اسماعيل امير
        4حميدآبادي قاسمي هاتف

  5حيدري محمود
  چكيده

تأثير محيط كشت القاء شده سلول فيبروبلاست بر از سـرگيري ميـوز و    بررسي هدف از مطالعه حاضر :سابقه و هدف
  .بود هاي نابالغ موش، ميزان لقاح و تكوين جنين هاي حاصل از آن بلوغ آزمايشگاهي تخمك

واحـد   5/7 سـاعت پـس از تزريـق    GV (48-46( هاي نابالغ برهنه در مرحله وزيكول ژرمينال تخمك :ها مواد و روش
هـاي فيبروبلاسـت از    سـلول . دسـت آمدنـد   ههفتـه ب ـ  6-8در سـن   NMRIنژاد  هاي موش ماده از تخمدان PMSG المللي بين

كشت داده شده  FBSدرصد  ده حاوي DMEMها در محيط كشت  اين سلول. دست آمد هروزه ب 13هاي موش باردار  جنين
كشت القاء شده مـورد اسـتفاده قـرار     آوري و به عنوان محيط و پس از ايجاد پوشش سلولي تك لايه، محيط رويي آن جمع

 درصد 100و  50، 30، 10، صفر هاي مختلف با غلظت MEM-αبه طور تصادفي در محيط كشت  هاي نابالغ تخمك. گرفت
اسپرم لقـاح يافتـه و   با  T6هاي بلوغ يافته در محيط  ساعت تخمك 14-16پس از گذشت . محيط القاء شده كشت داده شدند

 .بررسي شد ANOVAنتايج حاصل با آزمون . مرحله بلاستوسيست بررسي گرديد مراحل تكوين جنين تا

كشت القاء شـده و   هاي مختلف محيط هاي نابالغ در بين گروه داري در ميزان بلوغ تخمك هيچ اختلاف معني :ها يافته
داري را  ده افزايش معنيمحيط القاء ش درصد 50و  درصد 30ميزان لقاح و كليواژ در غلظت هاي . گروه كنترل مشاهده نشد

  ).>05/0p( نسبت به گروه كنترل نشان داد
اح هـاي فيبروبلاسـت باعـث افـزايش لق ـ     هاي اين مطالعه نشـان داد كـه محـيط القـاء شـده توسـط سـلول        يافته :استنتاج

 .هاي نابالغ ندارد بر بهبود بلوغ تخمك شده، در حالي كه تأثيريآزمايشگاهي و تكوين جنيني 
  

  جنيني، محيط كشت القاء شده بلوغ آزمايشگاهي تخمك موش، سلول فيبروبلاست: ليديواژه هاي ك
  

  مقدمه
 ،)ART(درمان ناباروري روش هاي پيشرفتهاز يكي 

گذاري جهـت بـه دسـت آوردن تعـداد      تحريك تخمك
بعـد   اما در بسياري از مواقـع . )1(باشد مناسب تخمك مي

دسـت آمـده   ه هـاي ب ـ  از تحريك تخمدان، همه تخمـك 
مـثلاً در   تر ها در مراحل پايين بالغ نيستند و تعدادي از آن

  با استفاده . )2،3(قرار دارند )GV( مرحله وزيكول ژرمينال
  
  :Amalekshah@gmail.comE-mail                   پزشكي دانشكدهجاده خزرآباد، مجتمع دانشگاهي پيامبر اعظم،  18كيلومتر : ساري -كريمپورعباسعلي  :لف مسئولمو

  ، ساري، ايرانمازندران پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، دانشكده تشريحي، علوم ارشد كارشناسي دانشجوي .1
 ، ساري، ايرانمازندراندانشگاه علوم پزشكي  ،علوم تشريح، دانشكده پزشكي گروه ،سلولي و مولكولي بيولوژي مركز تحقيقاتاستاد، . 2

  ، ساري، ايرانانمازندردانشگاه علوم پزشكي  ،علوم تشريح، دانشكده پزشكي گروه ،سلولي و مولكولي بيولوژي مركز تحقيقاتدانشيار، . 3
  ، ساري، ايرانمازندراندانشگاه علوم پزشكي  ،علوم تشريح، دانشكده پزشكي گروه ،سلولي و مولكولي بيولوژي مركز تحقيقات، استاديار. 4
  ، گرگان، ايرانگرگان واحد اسلامي آزاد دانشگاه پايه، علوم دانشكده، شناسي زيست گروه، استاديار. 5
  5/11/1392:تاريخ تصويب           14/10/1392 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           6/4/1392: تاريخ دريافت  
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هاي  توان تخمك مي )IVM( از روش بلوغ آزمايشگاهي
براي لقـاح  ها  آناز  بالغ كرده و كشت نابالغ را در محيط

 تفــاوتبـه دليـل   . )4(اسـتفاده كــرد ) IVF( آزمايشـگاهي 
شرايط كشت آزمايشگاهي با شرايط طبيعـي و ديناميـك   
تخمــداني در حــال حاضــر ايــن روش از بــازدهي پــاييني 

هاي نابالغ كشت  ز تخمكبرخوردار بوده و فقط بخشي ا
چنين كيفيت  هم. )5(رسند مي IIداده شده به مرحله متافاز

آزمايشـگاه بـراي    هاي بلوغ يافته در و صلاحيت تخمك
تــر از  لقــاح، كليــواژ و تكــوين جنينــي بــه مراتــب پــايين 

) in vivo( بـدن  هاي بلوغ يافته در شـرايط داخـل   تخمك
بنابراين ايجاد شرايطي كـه بتـوان نسـبت و    . )4 -6(باشد مي

هاي بلوغ يافته را افزايش داده و همراه بـا   تخمككيفيت 
 زايي حفظ كـرد  ها را براي لقاح و رويان آن قابليت تخمك

بر همين اساس اسـتفاده از   .)4-6(بسيار حائز اهميت است
، اضافه كردن تركيبـات  )8 ،7 ،2(هاي كشت مختلف محيط

ــون   ــد هورم ــي مانن ــا مكمل ــل، )9 ،8(ه ــد عوام ، )9،10(رش
به محيط كشت به منظـور افـزايش    )10(ها اكسيدانت آنتي

كارايي شرايط محيط كشت مورد بررسي محققـان قـرار   
  .گرفته است

هايي كه به منظور بهينه كردن هر چـه   يكي از روش
قـرار گرفتـه    ط محـيط كشـت مـورد توجـه    تر شـراي  بيش

 رغــم امــا علــي .)6(كشــتي اســت اســتفاده از سيســتم هــم
تـأثيرات مفيــدي كــه اغلــب محققــان بــراي ايــن روش و  

بـر بهبـود   ) feeder cells( هـاي مغـذي   اسـتفاده از سـلول  
هاي مختلف گزارش  بلوغ تخمك و تكوين جنيني گونه

ها اسـتفاده از ايـن روش    بعضي از گزارش ،)6،9(اند كرده
بـا  . )11(انـد  گير و كم اثر دانسـته  اثر و يا كاري وقت را بي

هاي احتمالي تأثير مثبـت   كه يكي از مكانيسم توجه به اين
هـاي   هـايي كـه روي سـلول    سيستم هم كشـتي بـر سـلول   

هاي پـاراكريني   شوند، ترشح عامل كشت داده ميمغذي 
، برخي )12(هاست محرك رشد و تمايز توسط اين سلول

هـاي مغـذي    محققان استفاده از محيط كشـتي كـه سـلول   
 حـيط القـا شـده   م( براي مدتي در آن كشـت داده شـدند  

=Conditioned medium; (CM) (  را جايگزين مناسـبي  

  

  .)13(اند براي سيستم هم كشتي دانسته
محيط القا شده محيط كشـتي اسـت كـه بسـياري از     

توان در فرصـت   كشتي را ندارد، مي اشكالات سيستم هم
) در دماي پـايين ( اسبمناسب آن را تهيه و در شرايط من

ــن محــيط حــاوي  . نگهــداري و ســپس اســتفاده كــرد  اي
اي  تركيبات و موادي است كه توسط پوشـش تـك لايـه   

. )15 ،14(كشتي ترشح و به آن اضافه شده است سيستم هم
تـوان   هايي است كه مي سلول فيبروبلاست از جمله سلول

ــود   ــتفاده نم ــور اس ــن منظ ــراي اي ــلول از . از آن ب ــن س اي
باشد كه در  اصلي استروماي بافت تخمدان مي هاي سلول

ها در مراحـل مختلـف بلـوغ     ارتباط تنگاتنگ با فوليكول
تحقيقـــات نشـــان داده كـــه چنـــدين . )16 ،12(قـــرار دارد

 مهاركننـده لـوكمي   سايتوكائين و عامل رشد مثـل عامـل  
)LIF(عامل ، Steel رشد فيبروبلاست پايه و عامل )bFGF( 

 تواننـد  مي عواملاين  كه شود ها ترشح مي توسط اين سلول
 تخمـك اي و سيتوپلاسـمي   در پيشبرد مراحل بلوغ هسته

ــدن  برخــي  .)12(داشــته باشــد نقــش در شــرايط داخــل ب
توانـد   مـي  مطالعات نشان داده است كه محيط القاء شـده 

 )17 ،8(، بلوغ تخمـك )8(هاي پره آنترال رشد فوليكولباعث 
ها تنهاي انجام شده  طبق بررسي. )8(شود و تكوين جنيني

ي سـلول فيبروبلاسـت   در يك مطالعه تـأثير محـيط القـاي   
مورد بررسي قرار  نابالغ هاي تخمكجنيني موش بر بلوغ 

نتايج اين مطالعه نشان داد كه محيط كشـت  . رفته استگ
هــاي نابــالغ  تخمــك شــده تــأثيري در بهبــود بلــوغ القــاء
اين مطالعه با هدف بررسي تأثير محيط كشت . )18(ندارد
هـاي مغـذي فيبروبلاسـت جنينـي      شده توسط سلول القاء

هاي نابـالغ مـوش طراحـي و انجـام      بلوغ تخمكموش بر 
  .رفتپذي

  

  ها روش مواد و
 جمع آوري تخمك هاي نابالغ

 NMRIهـاي سـوري نـژاد     در اين مطالعـه از مـوش  
)Naval Medical Research Institute(    6-8بـا سـن 

اسـتفاده   )آمل، ايـران ( هفته، تهيه شده ازمركز تحقيقاتي



 
  و همكاراني نجف آباد يمائده انتظار     
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 پژوهشي

 oC25-20 حيوانات تحت شرايط اسـتاندارد دمـايي  . شد
ــنايي و   12و دوره  ــاعت روش ــاريكي و   12س ــاعت ت س

ــه  ــيط نگـ ــه آب و رطوبـــت محـ ــده و بـ ــذا  داري شـ   غـ
گـذاري   براي تحريـك تخمـك  . دسترسي كافي داشتند

ــوش ــا  مـــ ــي   5/7هـــ ــين المللـــ ــد بـــ    PMSGواحـــ
)Pregnant Mare Serum Gonadotropin(   به صـورت

هـا بـه    ساعت بعـد مـوش   46-48داخل صفاقي تزريق و 
هـا   نتخمـدا . گردني كشته شـدند جايي مهره  روش جابه

مز ابه محيط كشـت ه ـ درشرايط استريل از بدن خارج و 
 FBS )Fetal Bovinدرصـد   ده، HEPES حـاوي بـافر  

Serum(  هـاي   آنتـي بيوتيـك   از تركيـب  درصـد  يكو
و  پس از شست. ندسيلين و استرپتومايسين منتقل شد پني

هـا   شو و برداشتن بافت همبند و چربي اطراف، تخمـدان 
هـاي نابـالغ    ريح و تخمـك زير ميكروسكوپ استريو تش

گرانولـوزا از تخمـدان   هـاي   همـراه بـا سـلول    GVحاوي 
ــع ــردن  جمـ ــت كـ ــا روش پيپـ ــلول ،آوري و بـ ــاي  سـ هـ

با استفاده از لنز . ها برداشته شدند گرانولوزاي اطراف آن
هـاي   مدرج در زير ميكروسـكوپ معكـوس و تخمـك   

ــته دار  ــالغ هســـ ــي   ) GV( نابـــ ــدازه تقريبـــ ــا انـــ   بـــ
سيتوپلاسم روشن و زونا پلوسـيداي  ميكرومتر و  65-60

 )Perivitelline Space( اي يكنواخـت بـا فضـاي دور زرده   
  .جهت كشت انتخاب شدند طبيعي
  

هاي فيبروبلاست و تهيه محيط  جداسازي و كشت سلول
  كشت القا شده

هـاي   هـاي فيبروبلاسـت از جنـين    براي تهيـه سـلول  
بـه ايـن صـورت كـه     . روزه استفاده شد 13موش باردار 

ها  پس از كشتن موش به روش قطع نخاع گردني، جنين
اسـتريل از رحـم خـارج و بـا      در شرايط تـا حـد امكـان   

. شـو داده شـدند  و  شست) PBS( استفاده از بافر فسفات
ها و تمامي احشاي قرمز رنـگ از جملـه    سپس سر، اندام

كبد جنين جدا شـده و بقيـه بافـت جنينـي بـا اسـتفاده از       
به قطعـات ريـز تبـديل و     18 رقط به سرنگ و سر سوزن

تـر  يل ميلي سه. شو داده شدندو  شست PBSچندين بار در 

به قطعات جنينـي اضـافه و بـه     Trypsin/EDTAمحلول 
. دقيقـه در داخـل انكوبـاتور نگـه داري شـدند      دهمـدت  

ميكرومتـري قطعـات    70سپس بـا اسـتفاده از فيلترهـاي    
و پـس از اضـافه كـردن محـيط     شـد  درشت جنيني جدا 

 پـنج به مـدت   2500سوسپانسيون حاصله با دور  ،تكش
پس از تشكيل پلاك سـلولي بـا دور   . دقيقه سانتريفيوژ شد

 ريختن مايع رويي و اضافه كردن محيط كشت سلول شامل
DMEM )Dulbecco’s modified Eagle’s medium( 
ــاوي  ــكو  FBS درصــد دهح ــي درصــد ي ــيلين و  پن س

هاي فيبروبلاست  ولاي از سل استرپتومايسين، كشت اوليه
 دو تا سـه پس از گذشت . جنيني در انكوباتور انجام شد

هاي فيبروبلاست كف فلاسك را پـر كردنـد    روز سلول
هاي  كشت سلول. كه در اين مرحله پاساژ اول انجام شد

فيبروبلاست تا چهار پاساژ ادامه پيدا كرد و از اين پاساژ 
پـس از  . جهت تهيه محيط كشت القاء شده استفاده شـد 

انجام كشت در پاساژ آخر جهت توقـف تكثيـر سـلولي    
µgr/ml10 مايتومايســين C   ــه فلاســك حــاوي ســلول ب

ساعت در انكوبـاتور قـرار    5/2-3اضافه شده و به مدت 
پس از اين مـدت محـيط حـاوي مايتومايسـين     . داده شد

ها  سلول. شسته شد PBSبرداشته شده و كف فلاسك با 
از كف فلاسك جدا  Trypsin/EDTAآنزيم به كمك 

 و پــس از ســانتريفيوژ، شــمارش ســلولي انجــام شــده و  
 ml 50ليتــر بــه فلاســك  ســلول در ميلــي 2×105غلظــت 

از يـافتن  پـس از يـك شـبانه روز و اطمينـان     . منتقل شد
 ها به كف فلاسـك محـيط كشـت بلـوغ     چسبيدن سلول

)MEM-α  درصــد دهحــاوي FBS (  ــا محــيط كشــت ب
 تعـويض و پـس  ) FBS درصد دهحاوي  DMEM( سلولي

ي از كـف فلاسـك   القـاي سـاعت محـيط    48از گذشت 
 آوري و پس از سانتريفيوژ نمودن آن بلافاصـله بـراي   جمع

 -oC20كشت مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه يـا در دمـاي       
  .شدند تا درموقع مقتضي مورد استفاده قرارگيرند داري نگه

 
  آزمايشي گروه هاي

  هـر مرحلـه    آوري شـده در  هاي نابالغ جمع تخمك
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از محـيط   µ 100اي واحد با حجم تقريبـي   ابتدا در قطره
آوري شده، سپس به طور تصـادفي در پـنج    كشت جمع

محـيط  ) 1: گروه به شرح ذيل جهت كشت توزيع شدند
ــامل   ــه ش ) v/v(درصــد  دهحــاوي  MEM-αكشــت پاي

FBS ،IU/mL 100 ــي ــيلين و  پنـــــ  µg/mL 100ســـــ
گـروه آزمـون   ) 2 .رلعنوان گروه كنتاسترپتومايسين به 

 گـــروه آزمـــون) CM )100CM-(. 3 درصـــد 100 اول
) CM )50CM-. 4 درصـد  50+  ، محيط كشت پايهدوم

 CM درصـد  30+  محيط كشت پايه، سوم گروه آزمون
)30CM-  10+  ، محيط كشت پايـه 4 گروه آزمون) 5و 

هاي هر گروه بـه مـدت    تخمك). -CM )10CM درصد
گراد  درجه سانتي 37ور ساعت در داخل انكوبات 16-14
سپس بـا اسـتفاده از   . كشت داده شدند CO2 درصد 5 با

ميكروسكوپ معكوس مراحل بلـوغ آزمايشـگاهي و از   
هاي  تخمك. ها بررسي شد سرگيري ميوز در تمام گروه

يـا   GVهاي  بدون تغيير شكل در هسته به عنوان تخمك
 GVBDهاي با هسته محو شده بـه عنـوان    نابالغ، تخمك

هـاي داراي   شان دهنده شروع تقسيم ميوز و تخمـك و ن
) MII( هـاي بـالغ   اولين جسمك قطبي به عنوان تخمك

  .در نظر گرفته شدند
  

  هاي بالغ لقاح آزمايشگاهي تخمك
هفتـه بـه    8-10بـا سـن   NMRIهـاي نـر نـژاد     موش
، دم ندهــاي گردنــي كشــته شــد جــايي مهــره روش جابــه
كروليتري محيط مي 500ها جدا و به قطرات  اپيديديم آن

ــاوي  T6كشــت  ــي 15ح ــي  ميل ــرم در ميل ــر  گ  BSAليت
)Bovin Serum Albumin (ســـپس . منتقـــل شـــدند

 1-5/1يـابي اسـپرم بـه مـدت      ها به منظـور ظرفيـت   نمونه
 5 گـراد بـا   درجـه سـانتي   37ساعت در داخل انكوبـاتور  

هـاي بـالغ حاصـل از     تخمك. ندقرار گرفت CO2 درصد
هاي  ايش به صورت دستههاي مورد آزم كشت در گروه

حـاوي   T6ميكروليتري محيط  50تايي به قطرات  10-5
منتقـل شـدند، سـپس     BSAليتـر   گـرم در ميلـي   ميلي 15

اسپرم در  1×106هاي فعال و سالم با غلظتي معادل  اسپرم

هاي حاوي تخمك اضافه و به مدت  به قطره ليتر هر ميلي
پـس از  . ساعت در انكوباتور قرار گرفتنـد  چهار تا شش

هـا از محـيط لقـاح خـارج و پـس از       اين مدت، تخمك
 T6شو و جدا سازي اسپرم ها به محيط و  چند بار شست

از . منتقل شدند BSAليتر  گرم در ميلي ميلي چهار حاوي
و دومـين جسـمك قطبـي     هسـته  جا كه مشاهده پيش آن

تـرجيح داده شـد    اسـت، بر بـوده و بـا خطـا همـراه      زمان
سـاعت و از روي كليـواژ    24پس از ارزيابي وقوع لقاح 

هاي تشكيل شـده و رسـيدن بـه مرحلـه دو سـلولي       تخم
ها جدا و  هاي دو سلولي از تخمك جنين. صورت پذيرد

به قطرات كشـت جديـد جهـت ارزيـابي ادامـه تكـوين       
هـايي كـه    ميزان كليـواژ بـا مشـاهده جنـين    . منتقل شدند

ار مرحله دو سلولي را پشت سر گذاشته و به مرحله چه ـ
وضــعيت . ســلولي رســيدند مــورد ارزيــابي قــرار گرفــت

  .شد ساعت كنترل 76ساعت و به مدت  24ها هر  جنين
 

 آزمون آماري

هـا از برنامـه نـرم افـزاري      براي تجزيه و تحليل داده
SPSS16  مقايســه ميــانگين نســبت  جهــت. شــداســتفاده

بلــوغ، لقــاح و نيــز مراحــل مختلــف تكــوين جنــين بــين 
 LSDو تسـت   ANOVAز آزمـون  هاي مختلف ا گروه

)least significant difference (استفاده گرديد .P تر كم 
  .داري در نظر گرفته شد به عنوان سطح معني 05/0از 

  

  يافته ها
ــالغ در محــيط 980تعــداد  هــاي كشــت  تخمــك ناب

، 8/75، 7/72، 6/73. كنترل و آزمون كشـت داده شـدند  
هـاي   در گـروه ها به ترتيـب   از تخمك درصد 8/75و  79

 به مرحله -10CMو  -100CM- ،50CM- ،30CMكنترل، 
MII   ايـن اخـتلاف در گـروه هـاي مختلـف      رسيدند كـه
  هـايي كـه ميـوز را     چنين نسبت تخمك هم .دار نبود معني

 درتفــاوتي  ،)GVBD( از ســر گرفتــه ولــي ادامــه ندادنــد
ميـزان   ).1شـماره   جـدول ( نـداد هاي مختلف نشان  گروه

 -30CMدرصد و در گروه  50CM- 5/50 لقاح در گروه



 
  و همكاراني نجف آباد يمائده انتظار     
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 پژوهشي

 1/27(درصد بوده است كه نسـبت بـه گـروه كنتـرل      56
 داري افزايش معني) درصد 27( -100CM و گروه) درصد

چنين ميزان كليواژ در دو  هم). p >05/0(دهد  را نشان مي
) درصـد  5/28( -30CMو ) درصد 50CM- )8/23گروه 

ــرل    ــاي كنت ــروه ه ــه گ ــروه ،)درصــد 5/10(نســبت ب  گ
100CM- )7/10 درصد ( 10گروه وCM- )1/11  درصـد( 

اما هيچ تفاوت ). p >5/0(داري را نشان داد  افزايش معني
داري در ميـــزان تشـــكيل بلاستوسيســـت در بـــين  معنـــي
  ).1شماره  جدول( هاي مورد آزمايش مشاهده نشد گروه

  

  بحث
رغم مطالعات بسيار انجام شـده طـي چنـد دهـه      علي

چنان  ميزان موفقيت اين روش هم IVM گذشته در زمينه
پايين بوده و هنوز دستور العمل استانداردي بـراي آن بـه   

محـيط   به طور كلـي . )19 ،5(طور دقيق پيشنهاد نشده است
توانـد روي   ترين عواملي است كه مي كشت يكي از مهم

تكوين تخمك در آزمايشگاه مـؤثر باشـد و بـراي بلـوغ     
تــر اســت كــه بتوانــد  هــا محــيط كشــتي مناســب تخمــك

شرايطي هماننـد شـرايط فيزيولوژيـك تخمـداني فـراهم      
هـاي   استفاده از محيط كشت القـاء شـده سـلول   . )20(كند

توانـد بـه    سوماتيك يكي از رويكردهايي اسـت كـه مـي   
منظور ايجاد شرايط بهتر محيطي بـراي تكـوين تخمـك    

هاي اين مطالعه نشان داد كـه   يافته. مورد توجه قرار گيرد
ت جنينـي  هـاي فيبروبلاس ـ  محيط كشت القاء شده سـلول 

موش تأثيري در ميـزان از سـرگيري ميـوز و بهبـود بلـوغ      
توانـد   هاي نابـالغ مـوش نـدارد ولـي مـي      اي تخمك هسته

باعث افزايش قابل توجه در ميزان موفقيت لقاح، عبور از 
هـاي انجـام    در بررسـي . مرحله دوسلولي و كليـواژ شـود  

يك مطالعه به بررسـي اثـر محـيط كشـت القـا       تنهاشده، 
هـاي   هاي فيبروبلاست جنيني بر بلوغ تخمـك  لشده سلو

ــت   ــه اسـ ــالغ پرداختـ ــذكور . نابـ ــه مـ و  Lee، در مطالعـ
نشان دادند كه محيط القايي تـأثيري  ) 2007(همكارانش 

. )18(اي تخمـك نابـالغ سـگ نـدارد     در بهبود بلوغ هسته
دهـد،   هاي ما نتايج اين مطالعه را مورد تأييد قرار مي يافته
با نتايج مطالعات محققان ديگـر كـه گـزارش كردنـد      اما

ــلول   ــده س ــاء ش ــيط الق ــيمي  مح ــادي مزانش ــاي بني ، )8(ه
باعـث افـزايش    )21(و اپيتليـال اويـداكتال   )17(كومولوس
بـر همـين اسـاس    . تشوند، منطبـق نيس ـ  اي مي بلوغ هسته

هاي مترشحه از  شايد بتوان گفت چون نوع و ميزان عامل
هاي سـوماتيك در محـيط كشـت متفـاوت اسـت،       سلول
هاي كشـت   هاي القاء شده به دست آمده از سيستم محيط
هاي مزبور نيز متفاوتند و از توان متفـاوتي بـراي از    سلول

در . اي تخمـك برخوردارنـد   سرگيري ميوز و بلوغ هسته
خصوص تأثير محيط القا شده بـر ميـزان لقـاح و تكـوين     

هـاي مطالعـات    جنيني، نتـايج مطالعـه حاضـر مؤيـد يافتـه     
Ling ــاران ــاران  Vatziasو  )8()2008(و همكــ و همكــ

ها در مطالعه خـود نشـان دادنـد     آن. باشد مي )21()1999(
هي كه محيط القايي بر روي موارد مذكور تأثير قابل توج

ــوغ    . دارد ــد بل ــامل دو فرآين ــك ش ــوغ تخم ــع بل در واق
اي بـه از   باشد كه بلـوغ هسـته   اي و سيتوپلاسمي مي هسته

اطــلاق  IIســرگيري ميــوز و پيشــرفت بــه ســمت متافــاز  
  شـود اما بلوغ سيتوپلاسمي شامل تغييرات ساختاري و مي

  
تخمك هاي نابالغ كشت داده شده در محيط كنترل و غلظـت هـاي مختلـف     مقايسه روند بلوغ آزمايشگاهي، لقاح و تكوين جنيني :1جدول شماره 

  محيط كشت القا شده
  

 گروه هاي آزمايشي
 ميزان تكوين جنين نسبت تخمك ها پس از كشت تعداد تخمك هاي نابالغ

  مرحله بلاستوسيست  )8cell-4(مرحله كليواژ  )2cell(مرحله لقاح  MIIمرحله GVBDمرحله GVمرحله
 درصد 3/1 درصد 5/10 درصد 1/27 درصد6/73 درصد3/10 درصد9/15 303 كنترل گروه

 درصد 4/1 درصد 7/10 درصد 27 درصد7/72 درصد6/19 درصد6/7 169 1 گروه آزمون

 درصد 4/3 درصد a,b,c8/23 درصد a,b5/50 درصد8/75 درصد1/20 درصد9/3 137 2 گروه آزمون

 درصد 2/4 درصد a,b,c5/28 درصد a,b56 درصد79 درصد9/9 درصد11 290 3 گروه آزمون

 درصد 7/2  درصد 11 درصد 2/42 درصد8/75 درصد9/16 درصد1/7 81 4 گروه آزمون
  

GV:حباب زايا)Germinal vesicle( ،GVBD : حباب زاياي محو شده)germinal vesicle breakdown( ،MII : متافازII 

a =ترل،اختلاف معني دار با گروه كن     b =1اختلاف معني دار با گروه آزمون،     c =05/0( 4اختلاف معني دار با گروه آزمون< p(  
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باشـد كـه باعـث     و مولكولي در سيتوپلاسم تخمـك مـي  
در طـي بلـوغ   . )20 ،5(شـود  اكتساب پتانسـيل تكـوين مـي   

مي، تكـوين  تخمك هر گونه نقصـي در بلـوغ سيتوپلاس ـ  
دهد حتي اگر تخمك بلوغ  جنيني را تحت تأثير قرار مي

مطالعات نشان داده است . )22(اي طبيعي داشته باشد هسته
اسپرمي و ميـزان پـايين    كه يكي از دلايل وقوع بالاتر پلي

هاي حاصل  تشكيل پيش هسته نر در جريان لقاح تخمك
هـا    ، مي تواند به دليل بلـوغ نـاقص ايـن تخمـك    IVMاز 

هـاي حاصـل از ايـن لقـاح غالبـاً       در نتيجه زيگـوت . باشد
بنابراين شايد بتـوان متصـور   . )20 ،19(كنند كليواژ پيدا نمي
ــهــاي مترشــحه از  شــد كــه عامــل اي  هپوشــش تــك لاي

هاي فيبروبلاست با بهبود بلوغ سيتوپلاسمي توانسته  سلول
افزايش كيفيت آن براي بـاروري تخمـك و   است باعث 

عبور از مرحلـه بحرانـي توقـف رشـد مرحلـه دو سـلولي       
تـأثير   اي بـي  گرچه اين عوامل در بهبود بلوغ هسـته شوند 

سلول فيبروبلاست تركيبات مختلفي از جملـه  . بوده است
عامـل رشـد   ها و عوامـل رشـد مختلـف مثـل      نسايتوكائي

و عامــــل  Steel، عامــــل )bFGF(فيبروبلاســــت پايــــه 
ــوكمي  ــده ل را در محــيط كشــت ترشــح  ) LIF(مهاركنن

كـه محـيط القـاء شـده در      توجه به اين ، با)16 ،12(كنند مي
ــين  ــاح و تكــوين جن ــزان لق ــاروري   مي ــاي حاصــله از ب ه

اثـرات مثبـت نشـان داد،     IVMهاي بالغ شده در  تخمك
توان گفت كه تأثيرات مفيد محيط القاء شده بر روي  مي

قابليت لقاح و تكـوين جنينـي بـه تمـام يـا برخـي از ايـن        
د نيـز نشـان   طـور كـه شـواه    همـان . عوامل مربـوط اسـت  

گري  در فعاليت سيتوپلاسمي و ميانجي FGFدهد ژن  مي
ــاربرد دارد و نقــش اساســي در    ــلول ك ــيگنالي س ــير س مس

برخي گزارشـات  . )19(تكثير و تمايز تخمك دارد فرآيند
از آن اسـت كـه سـلول فيبروبلاسـت احتمـالا       نيز حـاكي 

تواند با تأثير بـر   كند كه مي هايي ترشح مي ماكرومولكول
تخمك باعث جلوگيري از پلي اسپرمي در جريان لقـاح  
شده و به اين ترتيب ميزان لقاح طبيعي و كليواژ متعاقـب  

رود  چنــين احتمــال مــي   هــم. )12(آن را افــزايش دهــد 
هاي رشد از طريق تحريك ساخت پروتئين در طي  عامل

بلوغ تخمك و تنظيم بلوغ به شيوه اتوكرين و پـاراكرين  
رونـد تكـوين   باعث بهبود بلوغ سيتوپلاسـمي تخمـك و   

  .)17(شودنين ج
چنين مشخص شد كه محيط القـاء   در اين مطالعه هم

باشـد و در   مؤثر مـي  درصد 50و  30هاي  شده در غلظت
. تـر ايـن تـأثير وجـود نـدارد      هـاي بـالاتر يـا پـايين     غلظت
هـا   ات تأثير سايتوكائينطور كه در بسياري از مطالع همان

هـا، لقـاح و تكـوين     و عوامل رشد در ميزان بلوغ تخمك
، در خصـوص  )20 ،19(جنين وابسته به دوز گـزارش شـده  

  .صادق استمحيط القاءشده نيز اين موضوع 
توان نتيجه گرفـت   هاي اين مطالعه مي بر اساس يافته

هاي فيبروبلاست احتمالاً  كه محيط القا شده توسط سلول
ــه واســطه عوامــل ســايتوكائيني موجــب تقويــت لقــاح    ب

كـه تـأثيري    ر حاليآزمايشگاهي و تكوين جنيني شده، د
  .هاي نابالغ ندارد در بهبود بلوغ تخمك
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