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  انسان بر تكوين جنين هاي دو سلولي موش
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  چكيده 

پستانداران در محيط ازمايشگاهي همواره مورد توجه بوده و در اين ارتباط بهبود رشد وتكوين جنين  :سابقه و هدف 
اي  كشتي ويژه در مطالعه حاضر سيستم هم. هاي سوماتيك به اثبات رسيده است كشتي جنين با سلول هاي هم كارايي سيستم
  . استهاي پوششي لوله رحم به حالت قطبي كشت شده است، مورد مطالعه قرار گرفته كه در آن سلول

 تهيه شد و (hysterectomy)هاي لوله رحم انساني از بيماران تحت عمل برداشت رحم  نمونه  :ها مواد و روش
به حالت  (ECMو ژل ) به حالت غير قطبي(هاي پوششي آن به روش آنزيمي جدا گرديد و بر روي سطوح پلاستيك  سلول
 شيميايي و قطبي بودن آنها با روش ميكروسكوپ -فتيها با روش ايمني با ماهيت پوششي سلول. كشت گرديد) قطبي

 Flushing به روش NMRIهاي دو سلولي موش  آنگاه جنين. تأئيد شد(Transmission Electron Microscopy)الكتروني 
. ايجاد گرديد) قطبي (ECMو ژل ) غيرقطبي(هاي كشت يافته بر روي پلاستيك كشتي آن با سلول هاي هم تهيه شد و سيستم

هاي ويژه اي ثبت گرديد ونتايج حاصل با روش آماري   ساعت در فرم96طور روزانه و به مدت  شد و تكوين جنين ها بهر
X2 هاي مختلف به روش افتراقي به منظور شمارش سلولي  آناليز شد در انتهاي دوره كشت تعدادي بلاستوسيست از گروه

  . مورد مقايسه قرار گرفتOne-way ANOVAرنگ آميزي گرديدو نتايج آن با استفاده از آزمون 
مقاطع ميكروسكوپ الكتروني . كشت يافته بود هاي  شيميايي نشانگرماهيت پوششي سلول-بافتي-نتايج ايمني  :ها يافته

اي شكل بوده و بر روي غشاء  ها استوانه اين سلول.  را تأئيد كردECMژل  هاي كشت يافته بر روي قطبي بودن كامل سلول
هاي كشت يافته بر روي  كه سلول تشكيل شده بود؛ در حالي) به ويژه اتصال محكم(ر داشتند و كمپلس اتصالي پايه قرا

نتايج رشدو تكوين نشان داد كه در . ها بر قرار بود دوكي شكل بودند و اتصال شبه دسموزوم بين آن) غيرقطبي(پلاستيك 
مقايسه .شتي در مقايسه با گروه شاهد تكوين بهتري دارندك هاي هم هاي سيستم  جنين  ساعت دوره كشت،96تمام مدت 

. داري با غيرقطبي ندارد سيستم قطبي با غيرقطبي نشان دادكه سيستم قطبي از لحاظ درصد تشكيل بلاستوسيست تفاوت معني
 تفاوت هاي سيستم قطبي نسبت به غيرقطبي بود و ازاين لحاظ دو سيستم نكته حائز اهميت پر سلول بودن بلاستوسيست

  .داري داشتند معني
هاي  تري در مقايسه با جنين هاي قطبي لوله رحم انسان، سلول بيش هاي رشديافته بر روي سلول بلاستوسيست  :استنتاج

  .اي از كيفيت بالاي آن است كنند وپر سلول بودن بلاستوسيست نشانه سيستم غير قطبي كسب مي
  

  يهاي پوشش لوله رحم، سلول :هاي كليدي  واژه
 

  
   پژوهشكده رويان-زعفرانيه،خيابان آصف،كوچه سيمين:تهران  + پژوهشكده رويان و دانشگاه تربيت مدرس) شناسي جنين(علوم تشريح) استاديار(شناسي  متخصص جنين*

  پژوهشكده رويان ) دانشيار(شناسي  متخصص جنين*** پژوهشكده رويان و دانشگاه تربيت مدرس) شناسي جنين(علوم تشريح) استاد(شناسي  متخصص جنين**
  پژوهشكده رويان) استاديار(شناسي  متخصص جنين****
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  8/8/84:               تاريخ تصويب10/2/84: تاريخ دريافت 
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 نژاد و همكاران                           محمدرضا باغبان اسلامي                پژوهشي  
  

 

 مقدمه
كشتي براي محققين درارتباط  هم هاي همواره سيستم

با درمان نازايي اهميت فراواني داشته و مطالعات متعدد، 
هاي مختلف تكوين   را دربهبودجنبهها كارايي اين سيستم

كشتي  هم هاي حال سيستم تا به.رسانده است جنين به اثبات
كشتي  هاي هم متنوعي طراحي شده و دراين ميان، سيستم

هاي پوششي لوله رحم مورد توجه خاصي بوده  با سلول
كردن محيط مشابه  ها، فراهم هدف اين سيستم.)1-7(است

ها و  كه گامت طوري ه، بهبا لوله رحم درمحيط كشت بود
هاي پوششي  ها بتوانند تحت تأثير ترشحات سلول جنين

به رشد و تكوين خود با سرعتي مشابه با محيط لوله رحم 
هاي رايج هم كشتي، با توجه به  اما سيستم. ادامه دهند

لايه

                                                

هاي سلولي، در فراهم كردن  روش ايجاد تك 
معمولا . اند هاي مشابه با محيط بدن ناتوان بوده محيط

هاي پوششي لوله رحم با  براي ايجاد تك لايه، سلول
استفاده از آنزيم از بافت جدا شده و بر روي ظروف 

هاي  در چنين شرايطي، سلول. شود پلاستيكي كشت مي
پوششي قطبيت ساختاري و عملكرد تخصصي خود را از 

ها به شكل يك لايه   اين سلول)7-11(دهند دست مي
شوند كه در سطح خود چند   ظاهر ميسلول پوششي پهن

مطالعات متعدد نشان داده . زائده شبه ميكروويلي دارند
است كه براي جلوگيري از چنين تغييرات ساختاري و 
حفظ قطبيت سلول به هنگام كشت، استفاده از ماده 
  خارج سلولي در كشت سلول پوششي ضرورت دارد

تفاده  با اس1995 و همكاران در سال 1جوشي. )16-12(
هاي پوششي لوله  ، سلول)ماتريژل(از ماده خارج سلولي 

رحم گاو را به حالت قطبي كشت دادند و پس از آن 
هاي پوششي لوله رحم ساير حيوانات  محققين ديگرسلول

و نيز انسان را بر روي ژل ماده خارج سلولي يا ژل 
(Extra cellular matrix)ECMدر . )17-23( كشت دادند  

  

هاي قطبي شده پوششي لوله رحم در   سلولمورد تأثير
ها بسيار اندك  هاي هم كشتي با جنين، گزارش سيستم

 وهمكاران 2توان به مطالعه اوهيبي بوده و دراين رابطه مي
هاي پوششي لوله  اين محققين سلول. اشاره كرد) 1990(

 بدون استفاده از ماده Transwellرحم گاو را بر روي 
 و بدون ارزيابي قطبيت خارج سلولي كشت دادند

هاي حاصل در سيستم هم  هاي پوششي از سلول سلول
نتايج نشان داد كه . هاي موشي سود بردند كشتي با جنين
هايي تاثيري در بهبود رشد و تكوين جنين  چنين سلول

هاي پوششي لوله  در تحقيق حاضر، سلول. )24(ندارند
 كشت شد و پس از ECMرحم انسان بر روي ژل 

بي و تاييد قطبيت سلول با روش ميكروسكوپ ارزيا
كشتي با  ، سيستم هم(Transmission)الكتروني گذاره 

موش ايجاد گرديده نتايج حاضر حاكي از تاثيرات  جنين
رحم در بهبود  هاي پوششي قطبي شده لوله مثبت سلول

هاي  هاي حاصل از تكوين جنين كيفيت بلاستوسيست
 .موش بر روي آنها بود

                                                 
1. Joshi 

  

  ها روشمواد و 
  :كشت سلول -

نمونه هاي لوله رحم انساني از بيماران تحت عمل 
هاي آرش   در بيمارستان(Hysterectomy)برداشت رحم

شناسي  در آزمايشگاه جنين. و امام خميني تهران تهيه شد
پژوهشكده رويان عمليات جداسازي وكشت سلول 

بدين ترتيب كه يك برش طولي  در . پوششي انجام شد
وله رحم ايجادگرديد ومخاط آن از لايه عضلاني امتداد ل

براي جدا سازي . جدا شد و به قطعات ريز تقسيم گرديد
سلول از مخاط از روش آنزيمي استفاده گرديد براي اين 
  منظور قطعات مخاطي به مدت يك ساعت و در دماي 

 
2. Ouhibi 
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   پوششي لوله رحمهاي سلول
  

 

  
 (Sigma U.S.A)درصدI5/0اتاق درمعرض تريپسين نوع 

دور در دقيقه 1200تحتهضم  حاصل اين. قرارگرفت
دست آمده   دقيقه سانتريفوژ شد و رسوب به5به مدت 

 Dulbecp’s modified eagls)محيط در داخل

medium/ HAM’s-F12,Sigma,USA) DMEM/ 
HAM’s, F12 10 مـحـــتـــــــــــوي 

 ,Fetal Calf serum)درصــــــــــــــد ســـــــــــــرم 

Gibco, Denmark) FCS IU/ml 100سيليــن و   پنـي
IU/ml 100 استـرپتـومـايسيــن (Sigma U.S.A) معلق 
 سلـول در 6×105ها با غلظت  سپس سلول. گرديد
اي  ليتـر بر سطح پـلاستيك ظـرف كشت شش خانه ميلي

) قطبي (ECMو ژل ) غير قطبي (Polystereneاز جنس 
 بـه ECMبراي انجام كشت قطبي، ژل . كشت گرديد
 Millicell Culture نـازك بـر سطـح صـورت لايـه

Plate Insert (Sigma U.S.A)گسترانيده شد  .Insert 
به محيط . اي قرار گرفت خانه داخل ظرف كشت شش

بيوتيك، فاكتور رشد  كشت قطبي علاوه بر سرم و آنتي
 و (Sigma U.S.A)اپيدرمال 

 (Sigma;USA)وترانسفرين(Sigma;USA)اسيدرتينوئيك
  . اضافه گرديدng/ml10ان هركدام به ميز

  
  : ارزيابي سلولهاي كشت شده -2

 - ها از روش ايمني براي تاييد ماهيت پوششي سلول
براي اين منظور از كيت . بافتي شيميايي استفاده گرديد

(Dako;Holand) Envision systemروش .  استفاده شد
 با .كار براسـاس دستـورالعمـل كارخـانـه سـازنده بود

، سيتوپلاسـم محتـوي 7سايتـوكـراتيـن  نتياين روش آ
   ). a ، 1تصوير (كند  اي رنگ مي  را قهوه7ساتوكراتين 
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اي   قهوه7هاي پوششي به دليل وجود سايتوكراتين  سيتوپلاسم سلول. هاي كشت يافته بر روي پلاستيك ايمونوسيتوشيمي سلول (a) : 1تصوير شماره 
آميزي به  هاي كشت يافته لوله رحم كه تمام مراحل رنگ سلول: بالا و راست). كنترل مثبت(غدد اندومتريوم اسنان: بالا و چپ. ترنگ شده اس

   ECMهاي كشت يافته بر سطح ژل  تصوير مقطع ظريف سلول. (b)). كنترل منفي(اند   را طي كرده7سايتوكراتين  استثناي مرحله استفاده از آنتي
)µm6/1=Bar.( (c)تصوير مقطع ظريف مقطع ظريف سلول كشت يافته بر روي پلاستيك )µm6/1=Bar .((d)هاي   تصوير مقطع ظريف سلول

آبي : توده سلولي داخلي(آميزي افتراقي بلاستوسيست   رنگ:S (e) گرانول ترشحي :Cمژك ) ECM /)nm200=Barكشت يافته بر حسب ژل 
  ).قرمز رنگ: رنگ، تروفواكتودرم

ها در زمان كشت برروي  زيابي قطبيت سلولبراي ار
گذاره استفاده   از روش ميكروسكوپ الكترونيECMژل
. مواد مورد نياز اين بخش از شركت سيگما تهيه شد. شد

ها با استفاده  روش كار به اين ترتيب بود كه ابتدا سلول
و اسميوم )  ساعت5/1(از محلول كارنوفسكي 

ثانويه شدند و آنگاه به ترتيب فيكس اوليه و ) ساعت1(
با درجات صعودي اتانول آبگيري گرديدند و مراحل 

 رزين 3:1 ، 1:1، 1:3آغشتگي را با استفاده از مخلوط 
هاي  درپايان سلول. و استون و رزين خالص طي كردند

 بـه روش معمـول ECMكشت يافته بـر روي ژل 
هـاي كشت شـده روي  گيـري شـدند و سلـول قالب

 قالب گرفته Flat embeddingـا روش پـلاستيـك ب
  .شدند

  
يجاد سيستم هم كشتي-3 وا  :تهيه جنين 

قطبي وغيرقطبي به روشي  حالت پوششي به هاي سلول
. كه در بخش پيشين توضيح داده شد كشت گرديدند

هـا سطح پلاستيك  يك هفتـه پس از آغـاز كشت سلول
هـا  دراين زمـان محيـط سلول.  را پركردندECMو ژل 

گــرم   ميـلــي5 حـــاوي DMEM/HAM’S-F12بــا 
 ,BSA)Bonne serum albuminليتر در ميلي

sigma,USA (سـاعت 24پـس از . جـايگـزيـن شـد 
. هـا كشت گـرديـد هـاي دو سلولـي روي آن جنيـن

به NMRIهـاي مـاده  هاي مـورد مطالعه از موش جنيـن
كـه ابتـدا  هفته تهيه شد بدين ترتيب 6-8سـن تقريبي 

 ,Intevet)( فـوليـگــــون IU 10هـا با تـزريق موش

Holland 10 IU, گــونــادوتـــروپــيـــن 
  كــوريـــونـيـــك انـســـانـــي 

  

(Human Chorionic gonadotropin,organon,Holand)   
  

هاي موش نر از همان نژاد  تحريك شدند و داخل قفس
 HCG تزريق  ساعت پس از44-48. قرار گرفتند

هاي  هاي داراي پلاك واژني قرباني شدند و جنين موش
  . خارج گرديدFlushingها با روش  دو سلولي آن

  
ترتيب  هاي قطبي وغيرقطبي به درمطالعه حاضرگروه

 DMEM/HAM’S-F12گروه محيط II و Iگروه مطالعه 
 5هر آزمايش هم كشتي . گروه شاهد در نظر گرفته شد

كشتي ميزان تكوين جنين   در طي همو. بار تكرار گرديد
 سـاعت 96 سـاعت بـه مـدت 24به مـراحل بالاتـر هـر 

 25هايي كه بيش از  جنين. هاي ويژه ثبت شد در فرم
ها ظاهري  درصد قطعه قطعه شده بودند يا بلاستومر آن

تيره و دانه دانه داشتند به عنوان جنين دژنره ثبت شد و 
هايي كه  آن تدر مورد مورولا و بلاستوسيس

عنوان دژنره در نظر گرفته  به  بودند(Collapse)فروريخته
شدند در انتهاي دوره هم كشتي نتايج حاصل با روش 

  .آناليز شد X2آماري 
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 درمقاطع ECMهاي كشت يافته بر روي ژل  سلول
ها  اين سلول. اي شكل ظاهرشدند ميكروسكوپي استوانه

 پايه قرار داشتند و در سطح  كي از غشاءبر روي لايه ناز
ها ميكرويلي فراوان بود ولي مژك به ندرت  آزاد آن

هم  دو سلول مجاور با كمپلس اتصالي به. مشاهده شد
هسته تقريبا كروي شكل سلول در بخش . متصل بودند

مركزي و متمايل به قاعده قرار داشت و كروماتين آن 
سلول دستگاه گلژي در داخل سيتوپلاسم . يكنواخت بود

هاي   قطرات چربي الكترون دنس، ميتوكندري بزرگ،
در .  وجود داشتrERكروي و بيضي شكل ومخازن 

هاي  بخش راسي سيتوپلاسم در بعضي مقاطع گرانول
مشاهده ) Lucent(ترشحي حاوي مواد الكترون تابناك 

هاي كشت يافته بر روي  سلول. b,d) ؛1شكل(شد
وسكوپي دوكي شكل با پلاستيك، درمقاطع ميكر

هسته در ضخيم . اي درشت وكشيده ظاهر شدند هسته
ترين بخش سلول واقع بوده، قسمت اعظم آن را اشغال 

كرد و در دو طرف آن سلول به شكل نوار باريكي  مي
به طرفين امتداد مي يافت و بين دو سلول مجاور اتصال 

  ).c ، 1شكل (محكم بر قرار نبود

  
  : رنگ آميزي تفكيكي بلاستوسيست ها -4

حاضر،از هر گروه ، تعدادي بلاستوسيست  درمطالعه
 به طور اتفاقي براي رنگ آميزي تفكيكي دو بخش

(Inner cell mass) ICM و (Trophoectoderm) TE 
براي اين منظور از روش رنگ آميزي . انتخاب گرديدند

Thouasبــراي . )23( و همـكــاران استفــاده گـرديــد
 MTFآميزي از محلول شماره يك شامل محيط  رنگ

(Murine tubal bluid) 100و ...  حاوي يك درصد 
 و (Sigma;USA)يديم يديد ليتر پروپ ميكروگرم در ميلي

محلول شماره دو شامل فيكساتيواتانول خالص حاوي 
ليتر بيس بنزميد يا هوخست   ميكروگرم در ميلي25

33258   
)(Sigma,USAبدين ترتيب كه ابتدا .  استفاده گرديد

 ميكروليتر 500 ثانيه درون 10بلاستوسيست به مدت 
 500 ساعت درون 12محلول شماره يك و سپس 

 قرار گرفت و در انتها به 2و ليتر محلول شماره ميكر
درون يك قطره گليسرول واقع بر روي لام منتقل شد و 

هاي  بلاستوسيست. يك لامل برروي آن قرار گرفت
شده، توسط ميكروسكوپ معكوس مجهز به  رنگ
با اين روش . ماورا بنفش مورد مشاهده قرارگرفتند لامپ

  توده سلول داخلي 
  

و ) e،1شكل (فواكتورم قرمز رنگ شد آبي رنگ و ترو
نتايج . هاي هر بخش به تفكيك قابل شمارش بود سلول

 آناليز One-way ANOVAحاصل با آزمون آماري 
  .گرديد

  

  : هم كشتي-2
 NMRIنژاد   جنين دو سلولي موش363ع در مجمو

 جنين به 100. با پنج با ر تكرار آزمايش كشت شد
 جنين به گروه 103) قطبي لوله رحم (Iگروه مطالعه 

 جنين به گروه 110و ) غيرقطبي لوله رحم (IIمطالعه 
اختصاص ) (DMEM/HAM’S-F12كنترل محيط 

 2و1ها در نمودار  نتايج تكوين و دژنراسيون جنين.يافت
  .آمده است

  

  ها يافته
   فراساختار-1
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  ساعت24 ساعت                              48 ساعت                             72 ساعت                            98
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  كشتي لوله رحم و گروه شاهد هاي هم هاي دو سلولي موش در گروه مقايسه تكوين جنين : 1نمودار شماره 

I مطالعه
II مطالعه
شاهد

blastocust
blastocyst hatching

P<0.05 و شاهد  I مقايسه گروه مطالعه  :a
P<0.05 و شاهد  II مقايسه گروه مطالعه  :b

blastocyst
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ساعت 24 ساعت 48 ساعت 72 ساعت 98

P<0.05 و شاهد  I مقايسه گروه مطالعه  :a
P<0.05 و شاهد  II مقايسه گروه مطالعه  :b

I مطالعه
II مطالعه
شاهد

  

 زمان

  ه رحم و گروه كنترلكشتي لول هاي هم هاي دوسلولي موش در گروه مقايسه دژنراسيون جنين : 2نمودار شماره 
  
  

 در اين زمان، جنين ها : هم كشتي24ساعت ) الف
 سلولي و مرولا تكوين يافته بودند و هيچ 4-8به مرحله 

ها در گروه  درصد جنين30جنيني دژنره نشده بود 
كه اين   به مرحله مرولا رسيده بودند، در حاليIمطالعه 

 و كنترل به ترتيب IIهاي مطالعه  درصد در گروه
تفاوت بين . درصد بود62/15درصد و 09/30

 (P<0.05).دار بـود  هاي مطالعه و شاهـد معنـي گروه
 I سلولي نيز در گروه مطالعه 4-8هاي  درصد جنيـن

 بيش از شاهد بود اما II و مطالعه IIبيش از مطالعه 
  .دار نبود ها معني تفاوت
ها به  برخي ازجنين:  هم كشتي48ساعت ) ب

يست رسيده بودند و نيز درصد مورلا مرحله بلاستوس
تفاوت درصد . نسبت به روز قبل افزايش داشت

 معني دار نبود ولي II و Iبلاستوسيست بين گروه مطالعه 
 و شاهد معني دار بود Iاين تفاوت بين گروه مطالعه 

(P<0.05) همچنين درگروه مطالعه II حدود 
ها به مرحله بلاستوسيست رسيده  درصد جنين41/19
ودند كه در مقايسه با درصد بلاستوسيست گروه شاهد ب

ها، گروه  از نظر دژنراسيون جنين. تفاوت معني دار نبود
ترين دژنراسيون را داشت از  درصد كم11 با Iمطالعه 

 تفاوت معني دار نبود ولي در IIاين نظر با گروه مطالعه 
. (P<0.05)دار بود مقايسه با شاهد اين تفاوت معني

 IIصد دژنراسيون جنين در گروه مطالعه همچنين در
  .(P<0.05)كمتر از شاهد بود 

 در اين زمان، اغلب : هم كشتي72ساعت ) ج
ها به مرحله بلاستوسيست رسيده بودند و تعدادي  جنين

در حال خروج از زونا بودند و درصد كمي نيز دژنره 
درصد بلاستوسيست و بلاستوسيست در حال . شده بودند

 بيش از دو گروه ديگر بود I گروه مطالعه خروج زونا در
دار نبود   معنيIIاين درصدها در مقايسه با گروه مطالعه 
به ترتيب (دار بود  ولي تفاوت آن با گروه شاهد معني

P≤0.001و P<0.05 ( گروه مطالعهII به نوبه خود در 
ها را به مرحله  مقايسه با شاهد درصد بيشتري از جنين

وبلاستوسيست در حال خروج از تكاملي بلاستوسيست 
از نظر درصد ). بدون تفاوت آماري(زونا رسانده بود 
   12/43(ترين ميزان در گروه شاهد  دژنراسيون، بيش
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اتفاق ) درصد22 (Iترين در گروه مطالعه و كم) درصد
  .دار بود افتاده بود و تفاوت معني

  
  
  
 در اين ساعت، در مقايسه : هم كشتي96ساعت ) د

هاي در حال خروج از  بل، درصد بلاستوسيتبا روز ق
در . هاي دژنره افزايش يافته بود زونا و درصد جنين
 بيش ازگروه Iهاي گروه مطالعه  مجموع بلاستوسيت

هاي  گروه.دار نبود  بود با اين وجود تفاوت معنيIIمطالعه
 هر كدام در مقايسه با گروه شاهد با تفاوت II و Iمطالعه 

ها را به  تري از جنين رصد بيشآماري معني داري د
 و بلاستوسيست در حال (P≤0.001)مرحله بلاستوسيت 
تـرين  كم.  رسانـده بودنـد(P<0.05)خـروج از زونـا 

اتفاق افتاده بود كه از اين Iدژنراسيون در گروه مطالعه
دار نبود ولي با گروه   تفاوت معنيIIنظر با گروه مطالعه 

  .شاهد تفاوت آن چشمگير بود
  

  : ميانگين هاي سلولي بلاستوسيست-3
 14 جنين رنـگ شـد از ايـن تعـداد            44در مجموع   

 و II جنين به گـروه مطالعـه   15 و Iجنين به گروه مطالعه   
نتــايج در .  جنـين بـه گـروه شـاهد اختـصاص داشـت      15

   بـا ميـانگين     Iگـروه مطالعـه     .  آمده است  1جدول شماره   
 ــ59/35±14/121 ــلول در بلاستوســيت و مطالع   ،IIه س
  دار با گروه شاهد       سلول تفاوت معني   35/26±86/101

از اين نظر تفاوت ميان     . داشت)  سلول 36/18±46/73(
 از لحاظ   (P<0/05). نيز معني دار بود      II و   Iگروه مطالعه   

،بـــين گـــروه هـــا تفـــاوت TE و ICMميــانگين درصـــد 
  .داري وجود نداشت معني

  

 حاصل از تكوين    ميانگين سلولي بلاستوسيست هاي   :1جدول شماره   
 جنين هاي دو سلولي موش در گروه هاي لوله رحم و شاهد

 
TE    

 ميانگين درصد
ICM     

  گروه تعداد جنين  ميانگين كل ميانگين درصد

60/5 
±74/80 

04/3 
±26/19 

59 /35 
±14/121ac   قطبي لوله رحم  14

58/3 
±55/80 

58/3 
±45/19 

35/26 
±86/101b  لوله رحم غيرقطبي 15

73/4 
±51/78 

73/4 
±49/21 

 كنترل 15 ±46/73 36/18

  

a: مقايسه قطبي با شاهد)p<0.005 (  ،b: مقايسه غير قطبي با شاهد(p<0.005)   
c: مقايسه قطبي با غير قطبي(p<0.05) 

  
  

  بحث
اند   اظهار كرده1989 و همكاران در سال 1پولارد

كه حفظ قطبيت سلول در محيط كشت براي بهبود نتايج 
دو سال بعد محققين فوق . )18(ضروري استهم كشتي 

هاي لوله رحمي گاو را قطبي كرده و اسپرم گاو را  سلول
با آن هم كشتي دادند و با گروه غير قطبي مقايسه كردند 

 48درصد اسپرم ها به مدت 4/34در گروه قطبي . )18(
ساعت توان حركتي خود را حفظ كردند؛ در حالي كه 

چنين  هم. درصد بود8/0زان در گروه غير قطبي، اين مي
 ساعت 30در گروه قطبي، ظرفيت لقاحي اسپرم به مدت 

حفظ توان حركتي و ظرفيتي لقاحي اسپرم به . حفظ شد
هاي قطبي شده لوله  مدت طولاني در هم كشتي با سلول

رحم توسط ساير محققين نيز گزارش شده 
است

                                                

 1990 از طرف ديگر و همكاران در سال،)19،20(
هاي  ند كه رشد و تكوين جنين در سيستمگزارش كرد

اين ( نيست feederهاي  هم كشتي وابسته به قطبيت سلول
؛ در )موضوع در پاراگراف بعدي بحث شده است

رسد  مي كه بر اساس نتايج تحقيق حاضربه نظر حالي
كشتي  هاي پوششي در سيستم هم حفظ قطبيت سلول

ر دو اگ. براي بهبود رشد و تكوين جنين ضروري باشد
پارامتر درصد تشكيل بلاستوسيست و تعداد سلول 

هاي حاصل را به عنوان دو شاخص مهم  بلاستوسيست
ارزيابي نتايج سيستم هم كشتي در نظر بگيريم براساس 

هاي قطبي شده هر دو شاخص  نتايج مطالعه حاضر، سلول
ولـي مطالعات آماري نشان داد كه . دهنـد را بهبـود مي

 
1. Pollard 
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) تعداد سلول بلاستوسيست(دوم تنها بهبود شاخص 
به عبارتي با وجود بالا بودن درصد . دار است معني

تشكيل بلاستوسيست در گروه قطبي، تفاوت آن با 
كه مقايسه ميانگين  در حالي. دار نبود غيرقطبي معني

 Total cell)ها نشان داد كه ميانگين سلولي بلاستوسيست

number) TCN در گروه قطبي به   
  

محققين . داري بيش از گروه غير قطبي است طور معني
معتقدند كه بالا بودن ميانگين سلولي در بلاستوسيست 
نشانگر بالا بودن ميزان تسهيلات اوليه در جنين بوده، 

هايي توان زيستي بالايي داشته و به دليل  چنين جنين
تر و كسب قطر مناسب و توليد فراوان  توليد مايع بيش

Zonalysinيني بهتري دارند ، لانه گز.  
هاي   سلول1990 و همكاران درسال1اوهيبي

 با استفاده Transwellپوششي لوله رحم گاو را بر روي 
 قطبي كردند و جنين هاي تك سلولي B2از محيط 

را روي آن ) OP1سوئيس آلبينو موسوم به (نوعي موش 
كشت دادند و نتايج اين محققين نشان داد كه رشد و 

 بهبود Feederهاي   قطبي بودن سلولها با تكوين جنين
هاي هم كشتي رشد   به عبارتي در سيستم)24(يابد  نمي
نتايج مطالعه  باتوجه به.ها وابسته به قطبيت نيست جنين

 Feederهاي  رسد كه قطبيت سلول نظر مي حاضر به
كشتي بر روند رشد و تكوين جنين تاثيرات  درسيستم هم

تايج اوهيبي و همكاران مثبت اعمال مي كند كه اين با ن
بايست در اينجا به  اي كه مي نكته. تناقض دارد) 1990(

كه ضرورت  آن اشاره شود اين است كه با وجود اين
ماده خارج سلولي براي قطبي كردن سلول پوششي به 

از اين ماده ) 1990(اثبات رسيده، اوهيبي و همكاران 
 با هاي پوششي استفاده ننمودند و در محيط كشت سلول

 و با تشكيل Transwellكشت سلول پوششي برروي 
تك لايه سلولي و بدون ارزيابي قطبيت، از تك لايه 

كه در كار  در حالي. فوق براي هم كشتي استفاده كردند
هاي پوششي برروي ماده خارج سلولي  حاضر سلول

ها با روش ميكروسكوپ  كشت شده و قطبيت آن
لبته اين تنها اختلاف ا. الكتروني مورد تاييد قرار گرفت

نبود و ) 1990(كار حاضر با تحقيق اوهيبي و همكاران
اختلافات ديگري از لحاظ گونه موش مورد استفاده 

)NMRIدرمقابل OP1(هاي قطبي  ، نوع سلول
، نوع )هاي پوششي لوله رحم انسان درمقابل گاو سلول(

و ) B2 در مقابل DMEM/HAM’S F12(كشت  محيط
ن مورد استفاده در سيستم هم كشتي مرحله تكاملي جني

وجود ) جنين دو سلولي در مقابل جنين تك سلولي(
داشت كه هر كدام از اين عوامل بر روي رشد و تكوين 

 .كشتي تاثيرگذار است جنين موش درسيستم هم

                                                                                                 
1.Ouhibi 

هاي جالب مطالعه حاضر درصدهاي  يكي از يافته
هاي مختلف   در گروهTE وICMمشابه تعداد سلول 

 سلول 121 از تعداد Iدر گروه مطالعه . ا لعه بودمورد مط
درصد 19 و TE درصد مربوط به 81بلاستوسيست 

ICMكه  كه در گروه شاهد با وجودي  بود؛ در حالي
تعداد سلول بلاستوسيست به طور معني داري كمتر از 

 TEدرصدهاي ) سلول73تقريبا ( بودIگروه مطالعه 
داري با  تفاوت معني) درصد21 (ICMو ) درصد79(

به نظر .  نداشتندIدرصدهاي مشابه از گروه مطالعه
هاي  هاي تخصيص سلول به بخش رسد مكانيسم مي

ICMو TE بلاستوسيست صرف نظر از ميزان كل سلول 
هاي مختلف جنين  تعداد سلول معيني براي بخش

نتايج ) 1996( و همكاران 2فريسور. دهند اختصاص مي
  .)25(اند مشابهي را گزارش كرده

دار نبودن ميزان درصد  رسد دليل معني به نظر مي
هاي قطبي مطالعه حاضر،  تشكيل بلاستوسيست در گروه

. باشد) DMEM/HAM’S F12(نوع محيط هم كشتي
كه محيط مناسبي براي كشت  رغم اين اين محيط علي

 
2. frasor 
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دليل فقدان  شود، به هاي سوماتيك محسوب مي سلول
براي كشت جنين فاكتورهاي مورد نياز، محيط مناسبي 

با اين وجود با در نظر گرفتن تحقيقات . شود تلقي نمي
 به عنوان محيط DMEM/HAM’S F12پيشين، محيط 

در اين ارتباط فريسور و . هم كشتي در نظر گرفته شد
و ) محيط جنيني (HTFدو محيط ) 1996(همكاران 

MEMα) هاي  را در سيستم) هاي سوماتيك محيط سلول
يسه قرار دادند و دريافتند كه گروه كشتي مورد مقا هم

MEMα ،26 درصد بيش از گروهHTFها را به   جنين
لذا اين تفكر مطرح . )25(رساند مرحله خروج از زونا مي
كشتي، تامين نيازهاي  هاي هم شد كه در سيستم

خود سب رشد و تكوين  هاي سوماتيك خودبه سلول
گرفتن در مطالعه حاضر نيز با در نظر . جنين خواهد شد

از جمله (اين فرضيه و آزمون چندين محيط كشت 
MEMα , T6 HTF ( محيطDMEM/HAM’S F12 به 

كشتي انتخاب گرديد در واقع اين تنها  عنوان محيط هم
 را حمايت Feederهاي  محيطي بود كه توانست سلول

البته اين محيط توسط ساير محققين نيز به عنوان . كند
  .)26(قرار گرفته استمحيط هم كشتي مورد استفاده 

هاي امبريـو تروفيـك       شايد بتوان در قالب  مكانيسم     
 تاثيرات مثبـت سـلول هـاي قطبـي          ،كشتي  هاي هم   سيستم

هـاي    در ارتباط با مكانيسم اثـر سـلول       .شده را توضيح داد   
Feeder           در هم كشتي با جنين نظرات مختلفي ارائه شـده 
يك نظر يه ايـن اسـت كـه در سيـستم هـم كـشتي                .است
 با تماس مـستقيم بـا جنـين تـاثيرات مثبـت             feederول  سل

كه قرار دادن يـك فيلتـر         طوري  كند؛ به   خود را اعمال مي   

كـشتي     سبب كاهش اثرات هم    ،ميان آن دو و قطع تماس     
با توجه به اين قضيه و بـا در نظـر گـرفتن    ).27(خواهد شد 

صـورت     سلول ها بـه    ECMكه در كشت  بر روي ژل          اين
 در زمان هم كشتي هـر جنـين بـا           ،يندنما  متراكم رشد مي  

 تماس پيدا كـرده و احتمـا لاً         Feederتعداد زيادي سلول    
در كـشت قطبـي     . نمايـد   تـري دريافـت مـي       تاثيرات بيش 

ها در مقايسه بـا غيـر قطبـي متـراكم تـر بـوده و در                   سلول
تـري از   نتيجه در زمان هم كشتي، هر جنين با تعداد بـيش          

كنـد و     م برقـرار مـي    هاي سـوماتيك تمـاس مـستقي        سلول
نظريه ديگـر   . نمايد  تري دريافت مي    احتمالاً تاثيرات بيش  

 و  Feederهاي    احتمال ترشح گليكوپروتئين نوسط سلول    
كند ايـن نظريـه از        نقش امبريوتروفيك آنها را مطرح مي     

جا ناشي شده اسـت كـه محـيط جمـع آوري شـده از                 آن
ــدازه ســلول، Feederهــاي  كــشت ســلول ــه ان رشــد و  ، ب

بــه عبــارتي  . تكــوين جنــين را بهبــود بخــشيده اســت    
 با رهاسـازي مـواد امبريوتروفيـك بـه          Feederهاي    سلول

داخل محيط كشت و برداشت مواد سمي از آن بـه رشـد            
با توجه بـه    ).28،  29،  30(نمايند  و تكوين جنين كمك مي    

ــلول  ــاختار س ــرا س ــده   ف ــي ش ــاي قطب ــعه (ه رشــد و توس
 شـبكه اندوپلاسـمي     هـايي نظيـر دسـتگاه گلـژي،         ارگانل

رســد ايــن ســلول هــا  بــه نظــر مــي) خــشن و ميتوكنــدري
تر و احتمالاً متفـاوتي را در مقايـسه           بيشپتانسيل ترشحي   

البتـه در تحقيـق حاضـر       . هـاي غيـر قطبـي دارنـد         با سلول 
ها مورد مطالعه قرار نگرفت ولـي مطالعـه           ترشحات سلول 

هـاي قطبـي      محققين پيشين متفاوت بودن ترشحات سلول     
  ).31،21(شده را به اثبات رسانده است
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