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Abstract 

Purpose: The aim of this study is to improve development outcome of vitrified mouse embryos by 

adding of fibroblast growth factor (FGF) and Hepatocyte growth factor (HGF) into medium culture. 

Materials and Methods: Two-cell mouse embryos were obtained from oviduct and then vitrified 

by cryotop. After warming the embryos, they were cultured in T6 medium supplemented with dose 

of 20 ng/ml of each FGF and HGF. Embryo developmental rate was compared between vitrified, 

non vitrified and control groups. Embryos development rate was assessed. 
Results: The results showed that cleavage and development rate of vitrified and non-vitrified 

mouse embryos increased significantly in the culture medium supplemented with growth factors as 

compared to the control group (p<0.01). Also, there is significant difference in morula 

developmental rates between vitrified and non-vitrified embryos treated with growth factors 

(p<0.05), but this difference has not been observed in blastocyst formation rate (p>0.05). 

Conclusion: The results of this study demonstrate that enriching the culture medium with growth 

factors improves preimplantation developmental rates of mouse embryos after vitrification.  
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  چكيده
 به محيط كشت ) HGF(و هپاتوسيت ) FGF(رشد فيبروبلاست  هاي فاكتور كردن اضافه با شده موش منجمد يها جنين تكوين  بهبودي:هدف

  دوز بـا  T6 محـيط  در كرايوتـاپ  روش بـه  شـده  منجمـد و  رحمـي  لولـه  از آمـده  دست به موش دو سلولي يها جنين :ها مواد و روش
مقايـسه و ميـزان    كنتـرل  هـاي  گـروه  با ها آن كشت و نتايج شده تيمار HGF از ليتر ميلي بر نانوگرم 20 وFGF  از ليتر ميلي بر نانوگرم 20

  .ها ارزيابي شد تكوين جنين
هاي رشد  هاي منجمد و غير منجمد موش در محيط كشت با اضافه كردن فاكتور  نتايج نشان داد كه ميزان كليواژ و تكوين جنين       :ها  يافته
هـاي منجمـد و غيـر         همچنين در ميزان تكوين مورولا بين جنـين       ). p<0.01(داري در مقايسه با گروه كنترل افزايش يافت           طور معني   به

، اما اين اخنلاف در ميزان تشكيل بلاستوسيست مـشاهده          )p<0.05(داري ديده شد      اي رشد اختلاف معني   ه  منجمد تيمار شده با فاكتور    
  ).p>0.05(نشد 
هـاي مـوش را       گزيني جنين   هاي رشد در محيط كشت، تكوين قبل از لانه          دهد كه افزودن فاكتور    نتايج اين مطالعه نشان مي     :گيري نتيجه
   .شداي بهبود مي بخ انجماد شيشه بعد از

  

  اي گزيني، انجماد شيشه فاكتور رشد، تكوين قبل از لانه :ها كليد واژه
  

  مقدمه
نسبت به رشـد داخـل   ) in vitro(آزمايشگاهي رشد درون 

هاي اساسـي دارد؛ چـرا كـه رشـد درون      تفاوت) in vivo(بدن 
هـاي    هاي حمايت كننده از جنين در برابـر فـشار           بدن مكانيسم 

  نــين در حــال تكــوين در شــرايطج. اساســي موجــود را دارد
 in vitroدر معرض تعداد زيادي از عوامل زيستي  ممكن است 

هـاي    كـه از حمايـت      همانند عوامل فيزيكي قرار گيرد درحالي     

لازم در راستاي بهبود رشد و بقـا كـه بـراي تكـوين مطلـوب                
تـوان    از جمله اين عوامل مي    . جنين ضرورت دارد، محروم است    

يـا  ) ROS; reactive oxygen species(كـسيژن   اهاي فعال به گونه
 ذوب جنين اشاره نمود كه آسيب ناشـي         –آثار ناشي از انجماد   

]. 1[گزينـي اثـر بگـذارد         تواند بر رشد پيش از لانه       ها مي   از آن 
ــشان  ــر ن ــات اخي ــده  تحقيق ــاكتوردهن ــش ف ــد و  نق ــاي رش ه
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 و  2[ گزينـي آن اسـت      ها در تكوين اوليه جنين و لانه        سيتوكين
مطالعــات متعــددي در زمينــه ســنجش ضــرورت حــضور ]. 3
ها در محيط آزمايشگاه انجام       هاي رشد در تكوين جنين      كتورفا

ــين گــزارش موفقيــت در انجمــاد   ].5و4، 1[ شــده اســت اول
انجمـاد  . ]6[  است 1980هاي انسان مربوط به اوايل دهه         جنين
هـاي بـالاي مـواد        اي با سرد شدن بسيار سريع و غلظت        شيشه

اند استفاده تو مي) cryoprotectant agents: CPAs(محافظ انجماد 
ــود ــستال يخــي  . ش ــشكيل كري ــل ت ، صــرف ]7 [حــذف كام
 ريـزي  هاي پايين، عدم نياز به دستگاه دمايي قابل برنامـه           هزينه

ــهولت ]8[ ــرا  ]9[ ، س ــل اج ــاو قاب ــودن تنه ــك ب  توســط ي
  .هاي ديگر اين روش است از مزيت] 10[ شناس جنين

از سوي ديگر؛ انجماد جنين و نگهداري طولاني مـدت آن       
هاي معمول در مراكز درمان نابـاروري و          زه يكي از روش   امرو

انـد كـه      هـا نـشان داده      بررسـي . هاي تحقيقاتي است    آزمايشگاه
هاي منجمد شـده كمتـر از         گزيني در جنين    ميزان تكوين و لانه   

راستاي رفع اين مشكل و در   ] 11[ هاي غير منجمد است     جنين
 دسـايي   به عنوان مثـال   . مطالعات بسياري صورت گرفته است    

)Desai (      كـشتي     و همكارانش نشان دادند كه هـم)Co-culture (
 veroهـاي     هاي منجمد شـده انـساني بـا سـلول           بلاستوسيست

 دهـد   بلافاصله پس از ذوب، سـرعت تكـوين را افـزايش مـي            
 روزه موش در محـيط كـشت و         4مقايسه تكوين جنين    ]. 12[

كـشتي   دهد كه استفاده از سيستم هم       كشتي نشان مي    شرايط هم 
يا كشت به همراه ترشحات حاصـل از ايـن سيـستم، تكـوين              

 بخشد  هاي منجمد شده را در محيط آزمايشگاه بهبود مي          جنين
هـاي    هـاي كـشت و روش        با تغييـرات در سيـستم      اخيراً]. 11[

هاي منجمد    رسد كه رشد آزمايشگاهي جنين     انجماد به نظر مي   
 فـاكتور رشـد     در اين رابطه مطالعات كمي روي اثر      . بهبود يابد 

و فـاكتور رشـد   ) FGF: fibroblast growth factor(فيبروبلاست 
صـورت گرفتـه   ) HGF: Hepatocyte growth factor( هپاتوسيت

فاكتور رشد فيبروبلاست يك تنظيم كننده فيزيولوژيـك        . است
بالقوه براي رشد و تكثير سـلول اسـت كـه بـه عنـوان عامـل                 

هـاي    ولـوزا در گونـه    هاي گران   ميتوزي قوي براي كشت سلول    
 نقـش كليـدي     FGFهمچنين  ]. 13[ مختلف شناخته شده است   

ناندي ]. 14[كند   ايفا مي هاي تكثيري و تمايز تخمك        در فرايند 
)Nandi (  و همكارانش نيز تاثير مثبتFGF   را بر ميـزان كليـواژ 

 بـا گـروه   هاي بوفالو در مقايـسه   و تكوين بلاستوسيست جنين   
  ].15[كنترل مشاهده كردند 

هايي مانند فاكتور رشد هپاتوسـيت بـه رشـد جمعيـت              فاكتور
هاي     كند و در راستاي عمل هورمون      هاي گرانولوزا كمك مي     سلول

هـا اثـر گـذار         بر تكوين فوليكـول    LHاندوكريني مانند استروژن و     
 تحريـك  in vivoشـرايط  هاي گرانولـوزا را در    بوده و رشد سلول

 luteinizingاسـتروژن و  (هـا    رمـون كند، اما هيچ يك از اين هو مي

hormone: LH (  به عنوان عامل ميتوزي سلول گرانولوزا در شـرايط
In vitroبنابراين آثـار اسـتروژن و   . اند ه  شناخته نشدLH  بـر رشـد   

 In vivoهاي رشـدي   رمستقيم فاكتورگري غي ها، با ميانجي   فوليكول
 ].16 [ شود ل ميشوند، اعما طور موضعي توليد مي  كه به  HGFمثل  

شـود كـه تـوان        همچنين از مطالعات انجام شده چنين استنباط مي       
هاي منتقل شده به رحم گيرنده بسيار ضـعيف بـوده             زيستي جنين 

اي از محققان علت اين امر را به محيط كـشت نـسبت               عده. است
به همين دليل در زمينه بهبود كيفيت محيط كـشت          ]. 17[ دهند  مي

از اين رو مطالعه حاضـر بـراي        . اند  انجام داده اي    تحقيقات گسترده 
هاي رشد فيبروبلاست و هپاتوسـيت بـر ميـزان            بررسي اثر فاكتور  

هاي دو سلولي موش قبل و بعد از انجماد شيـشه اي           تكوين جنين 
در اين راستا بـراي رسـيدن بـه يـك ديـدگاه             . طراحي شده است  

ي هـا   هاي حاصـل از جنـين       مناسب، كميت و كيفيت بلاستوسيت    
  .هاي رشد مقايسه شد منجمد و غير منجمد تيمار شده با فاكتور
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 درجـه سـانتي   22و دمـاي    )  ساعت تـاريكي   12ر و   ساعت نو 
هاي نر سالم از همين نژاد و با سـن            موش. گراد استفاده شدند  

  .گيري استفاده شدند فته براي جفت ه14-10حدود 
  
  حريك تخمك گذاري و جمع آوري جنينت

 5هاي مـاده ابتـدا        به منظور القاي تخمك گذاري در موش      
ــين المللـــي   PMSG) Pregnant Mare’s Serumواحـــد بـ

Gonadotropin)     واحد بين المللي     5 ساعت،   48 و پس از hCG 
(human chorionic gonadotrophin, Organon)  بـه روش درون 

ها به صورت يك به يك به         بلافاصله موش . صفاقي تزريق شد  
هاي حـاوي مـوش نـر قـرار داده            منظور جفت گيري در قفس    

 پلاك واژني مورد    هاي ماده از نظر     صبح روز بعد موش   . شدند
 ساعت  48. هاي حامله جدا شدند     بررسي قرار گرفتند و مو ش     

هـاي    هاي حامله قطـع نخـاع و لولـه           موش hCGپس از تزريق    
هاي محيط    ها بلافاصله در قطره     لوله. ها خارج شدند    رحمي آن 

هـاي دو سـلولي از        كشت حاوي سرم قرار داده شـدند جنـين        
  .ي شدندهاي رحمي استخراج و جمع آور لوله

  
  طراحي آزمايش

 عـدد   823هاي مورد استفاده در اين بررسي         مجموع جنين 
طـور    شـود بـه      ملاحظـه مـي    1طور كه در جدول       بود كه همان  
كنترل، كنترل منجمد شـده، غيـر منجمـد         ( گروه   6تصادفي به   

، منجمـد   HGF و   FGFهـاي رشـد       شده تيمارشـده بـا فـاكتور      
  .تقسيم شدند) HGF و FGFتيمارشده با 

  

دسـت آمـده از لولـه رحمـي مـوش بـه               هاي به   بندي جنين   گروه .1جدول  
 هاي كنترل و آزمون گروه

  جنين دو سلولي  ي مورد مطالعهها گروه
  83   غيرانجماديكنترل -1

  124  انجماديكنترل  -2
  FGF 286تيمارشده با  غيرانجمادي -3
  HGF  120تيمار شده با  غيرانجمادي -4

  FGF 104 با  تيمار شده انجمادي-5
  HGF 106  با تيمار شده انجمادي-6

   و ذوباي انجماد شيشه

ذوب كردن مطابق با روش شرح داده شـده  -پروتوكل انجماد 
 مرحلـه دو    هـاي   جنـين . انجـام شـد   ) kuwayama(كواياما  توسط  
 درصـد اتـيلن     5/7در محـيط تعـادل شـامل        ) A1شكل  (سلولي  

ــول  ــل  5/7و ) Sigma, EG(گليك ــد دي متي ــسيد  درص سولفوك
)Sigma, DMSO ( در محيطHam’s F10 دقيقـه در  15-5 به مدت 

ها   بعد از يك چروكيدگي اوليه، جنين     . دماي اتاق قرار داده شدند    
ــاد   ــول انجم ــد، EG 15(درون محل ــد و DMSO 15 درص  درص

 60-50 به مدت Ham’s F10در محيط )  مول در ليتر5/0سوكروز 
هـاي    در حين تيمار با محلول    . دثانيه در دماي اتاق قرار داده شدن      

هـا    ، جنـين  )B1شكل  (انجمادي چروكيدگي مناسب مشاهده شد      
). C1شـكل  ( قـرار داده شـدند   )Kitazato, Japan(روي كرايوتاپ 

. ها در نيتروژن مايع براي حداقل دو هفته ذخيره شـدند            كرايوتاپ
ها نيز به وسيله قرار دادن كرايوتاپ در محلـول            ذوب كردن جنين  

 ثانيـه در دمـاي   60-50به مـدت   )  مول در ليتر   1سوكروز   (ذوب
)  مول در ليتر   5/0سوكروز  (هاي رقيق     اتاق و سپس درون محلول    

 دقيقـه و    3 مول در ليتر به مدت       25/0 دقيقه، سوكروز    3به مدت   
 بـار   5 تا   4هاي ذوب شده      جنين. هر دو در دماي اتاق، انجام شد      
قبــل از انكوباســيون ) Ham’s F10(متــوالي در محلــول شستــشو 

هـا و ميـزان بقـا از روي شـكل      كيفيت جنين. شستشو داده شدند  
  ].18[ظاهري بررسي شد 

  
  ها رنگ آميزي افتراقي بلاستوسيست
هــاي تــوده داخلــي روش  بــراي شــمارش تعــداد ســلول

در اين روش ابتـدا     . آميزي افتراقي يا دو گانه استفاده شد        رنگ
مونـه بـه صـورت      هاي حاصـل از كـشت هـر ن          بلاستوسيست
محـيط كـشت،     شـامل  (S1 ميكروليتر محلول    500جداگانه در   

بـه  ) Sigma, PI:  درصـد و پروپيـديوم يديـد   X100 1/0تريتون 
 ســـپس بلافاصـــله.  ثانيـــه نگـــه داشـــته شـــدند10مـــدت 

ايـن محلـول     ( S2 ميكروليتر محلـول     500ها به     بلاستوسيست
نتقل شد و م) Sigma, Hoechst 33258شامل الكل اتانول مطلق و

گراد بـه مـدت يـك شـب قـرار داده              درجه سانتي  4در دماي   



 255فاكتورهاي رشد و تكوين جنين منجمدشده  

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 9, No 36, Autumn 2011 

255

  
  ،گيـري و چروكيـده شـدن     جنـين در مرحلـه آب    :Bجنـين مـوش در مرحلـه دو سـلولي           : A. هاي دو سلولي موش در رونـد انجمـاد شيـشه اي             جنين .1شكل  

 C:ميكرومتر100:  اندازه بار.هاي انتقال داده شده بر روي كرايوتاپ  جنين   
  
هـا بـه يـك قطـره          بعـد از ايـن مرحلـه بلاستوسيـست        . شدند

انتقال يافته و توسط لامـل      ) روي لام ميكروسكوپي  (گليسرول  
ــدند  ــيده ش ــتفاده از   . پوش ــا اس ــلولي ب ــمارش س ــپس ش  س

بـنفش و    ميكروسكوپ معكوس مجهز به لامپ اشعه مـاوراي       
ــوج   ــول م ــا ط ــي ب ــر خروج ــاي  فيلت ــانومتر365 و 420ه    ن

  هـاي تـوده داخلـي       آميـزي سـلول     ايـن رنـگ   با  . انجام گرفت 
) Inner cell mass:ICM (   هــاي  بــه رنــگ آبــي و ســلول

با توجه بـه تعـداد       .شوند  تروفواكتودرم به رنگ قرمز ديده مي     
هـا بـا چـشم شـمرده شـده و هـر          ها، كليه سلول    معدود سلول 

  .شمارش نيز دوبار تكرار شد
  

  ها تجزيه و تحليل داده
كـاي  و آزمـون   13ه  نسخ SPSSفزاردر تمام موارد از نرم ا

 به عنوان آزمون آماري استفاده شد و سطح معني دار بودن،            دو
p<0.05در نظر گرفته شد .  

  

  ها يافته
  ها هاي رشد بر تكوين جنين تأثير فاكتور

 جنين در مرحله دو سلولي جمع آوري 489در اين مطالعه   
نتـرل و    جنين در گـروه ك     83طور تصادفي     از اين تعداد به   . شد

هاي رشد كـشت      ها در دو گروه تيمارشده با فاكتور        باقي جنين 
داده شدند تا تأثير فاكتور رشد فيبروبلاست و هپاتوسـيت بـر             

.  شـود اند مـشاهده   بلوغ يافتهin vivoرت هايي كه به صو جنين
اند در گروه  هاي موش كه به مرحله مورولا رسيده    درصد جنين 

 85 و 51/89 ،9/75ترتيــب  بــه 4 و 3هــاي   و گــروه1كنتــرل 
هـاي    هاي تيمار شده بـا فـاكتور        به هر حال گروه   . درصد است 

داري را نـشان      رشد در مقايسه با گروه كنتـرل افـزايش معنـي          
هاي تكوين يافتـه بـه    همچنين درصد جنين). p <0.01(دهد  مي

داري   طور معني    به 4 و   3هاي    مرحله بلاستوسيست نيز در گروه    
، 72/79( افزايش پيدا كـرده اسـت       1 كنترل   در مقايسه با گروه   

  ).p<0.01؛  درصد67/68 و 16/74
  

هاي دو سلولي پس از  هاي رشد بر تكوين جنين تأثير فاكتور
  انجماد شيشه اي 

هـاي مـاده       جنين در مرحله دو سلولي از موش       334تعداد  
ها از انجماد برگردانده شده و        پس از انجماد، جنين   . گرفته شد 

ه از نظـر ريخـت شناسـي ظـاهر خـود را حفـظ               هايي ك   جنين
هاي بقـا يافتـه پـس از فريـز محـسوب            كردند، به عنوان جنين   

 تايي به عنوان گـروه كنتـرل در محـيط           118يگ گروه   . شدند
T6+5%BSAجنــين در 96در گــروه دوم .  كــشت داده شــدند 

 ليتـر از    نـانوگرم بـر ميلـي      20 تيمار شده با   T6+5%BSA محيط
 جنين در محـيط     94لاست و در گروه سوم      فاكتور رشد فيبروب  

T6+5%BSA   ليتـر از فـاكتور       نانوگرم بـر ميلـي     20 تيمار شده با
هـا   ميزان بقا و تكوين جنين    . رشد هپاتوسيت كشت داده شدند    
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ها و كـشت دادن       اي و ذوب كردن جنين      به دنبال انجماد شيشه   
همان طـور كـه     .  نشان داده شده است    2 گروه در جدول     3در  

هـا بـه مرحلـه مـورولا و      شود ميزان تكوين جنـين      ميمشاهده  
داري را نسبت بـه       افزايش معني  3 و   2گروه   بلاستوسيست در 

  ).p<0.01(دهد  گروه كنترل نشان مي
  
ي هـا   ي تيمار شده بـا فـاكتور      ها  مقايسه ميزان بقا و تكوين جنين     . 2جدول  
  روبلاست و هپاتوسيت پس از انجمادرشد فيب

ي ها تعداد جنين  ها گروه
  بلاستوسيست  مورلا  زنده پس از فريز

  118  گروه كنترل
)16/95(%  

74  
)60(%  

70  
)56(%  

  2گروه آزمون 
T6+15%BSA+ 
20ng/ml FGF  

96  
)3/92(%  

86 
*)17/83(%  

81 
*)88/77(%  

  3گروه آزمون 
T6+15%BSA+ 
20ng/ml HGF  

94  
)67/88(%  

76 
*) 22/72(% 

71 
*)46/69(%  

 3 و   2حله مورولا و بلاستوسيـست در  گـروه           به مر  ها  ميزان تكوين جنين  
  ).p<0.01 :*(داري را نسبت به گروه كنترل نشان مي دهد  افزايش معني

  
هـاي دو     هـاي رشـد بـر تكـوين جنـين           مقايسه تأثير فاكتور  

  سلولي قبل و بعد از انجماد
نتايج بررسي حاضر نـشان مـي دهـد كـه درصـد تكـوين               

در گروه تيمار شـده بـا       هاي دو سلولي به مرحله مورولا         جنين
 51/89ترتيب   فاكتور رشد فيبروبلاست قبل و بعد از انجماد به        

و ايـن در حـالي اسـت كـه     ) p < 0.05( درصد است 17/83و 
 و 72/79ها به ترتيب    ميزان تشكيل بلاستوسيست در اين گروه     

هـا وجـود      داري بـين آن     درصد است كه اختلاف معني     88/77
هاي تيمار شـده   نتايج در مورد گروههمچنين ). p> 0.05(ندارد 

دهـد   با فاكتور رشد هپاتوسيت قبل و بعد از انجماد نشان مـي           
و ) p< 0.05( درصد 22/72 و 85ترتيب  ميزان تكوين مورولا به

) p> 0.05( درصد 46/69 و 16/74ميزان تكوين بلاستوسيست 
  ). 2شكل (است 

  
ي دو سلولي موش    ها  نيني رشد بر ميزان تكوين ج     ها  تاثير فاكتور  .2شكل  

  اي حاصل از انجماد شيشه
a :بـه دنبـال    تشكيل بلاستوسيـست  ميزان در دار دهنده اختلاف معني شانن

منجمد و  هاي    جنينبا  در مقايسه    فاكتور رشد فيبروبلاست     ها با   تيمار جنين 
ميـزان  دار بـين     دهنده اختلاف معنـي     نشان: p<0.01.( b (استتيمار نشده   

ي منجمد  ها  ي رشد در مقايسه با جنين     ها   فاكتور مار شده با  تيتكوين جنين   
   ).p <0.05 (استو تيمار شده در مرحله تكوين مورولا 

  
  ها هاي رشد بر كيفيت بلاستوسيست تأثير فاكتور

ها  هاي حاصل از كشت نمونه آميزي بلاستوسيست با رنگ
هاي توده داخلي و خـارجي مـشاهده شـد            و شمارش سلول  

هاي توده داخلي و تروفواكتودرم       ميزان سلول كه  ) 3جدول  (
هاي دو سـلولي      هاي حاصل از كشت جنين      در بلاستوسيست 

ترتيـب   منجمد و تيمار شده با فاكتور رشـد فيبروبلاسـت بـه     
تيمار شده  هاي غير منجمد       و جنين  1/68±10  و 21/8±3/41

ــاكتور رشــد فيبروبلاســت   ــا ف  5/69 ±1/9 و 6/43 ±25/6ب
. دهند داري را نشان نمي    م اختلاف معني  است كه نسبت به ه    

هاي تـوده داخلـي و تروفواكتـودرم در           ميزان سلول همچنين  
هـاي دو سـلولي       هاي حاصل از كـشت جنـين        بلاستوسيست

ترتيـب    بـه  منجمد و تيمار شده با فـاكتور رشـد هپاتوسـيت          
 و در گروه غير منجمد تيمار شده        3/41±7/8 و   9/5±76/33

 است كه 3/42±7/6 و 76/35±9/4 با فاكتور رشد هپاتوسيت
ها قبل و بعد از انجماد به         داري در تعداد سلول    اختلاف معني 

  ).p> 0.05(هاي رشد مشاهده نشد  دنبال تيمار با فاكتور
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هـاي رشـد هپاتوسـيت و فيبروبلاسـت بـر كيفيـت          اثـر فـاكتور    .3جدول  
 ذوب  -هـاي دو سـلولي منجمـد        هاي حاصل از كشت جنين      بلاستوسيست

  در مقايسه با گروه كنترلشده

Ratio 
ICM/TE 

(Mean±SD)
TCN 

(Mean±SD)
ICM 

(Mean±SD) 
TE 

(Mean±SD)
جنين 

)n(  
 ها گروه

 )دوز(

60/0 ± 15/0 3/12 ± 4/109 21/8 ± 3/41* 21/8 ± 1/68 * 29  (20 
ng/ml) 
FGF 

60/0 ± 13/0 32/10 ± 4/89 9/5 ± 76/33 7/8 ± 64/55 25  (20 
ng/ml) 
HGF  

52/0 ± 16/0 كنترل   33  56 ± 4/9 4/30 ± 03/7  4/88 ± 12
)0( 

TCN :    ،تعداد كل سلولICM :      ،توده سـلول داخلـيTE : تروفواكتـودرم.  
 و FGF بين گروه تيمار شده با ICM و TEداري در ميزان     تفاوت معني : *

 .دار در نظر گرفته شد  معنيp < 0.05. گروه كنترل وجود دارد

  

  بحث
گزيني بـه     جنين در مرحله پيش از لانه     ثابت شده است كه     

. هاي رشد خاصـي بـه منظـور تكـوين بهتـر نيـاز دارد                فاكتور
هـاي    ها و فاكتور    اي سرشار از سيتوكين     اندومتر و موكوس لوله   

مـسلم اسـت كـه      ]. 1[رشدي است كه براي جنين لازم است        
ها    از اكثر اين فاكتور    in-vitroجنين كشت داده شده در شرايط       

 از 1به عنوان مثال فـاكتور رشـد شـبه انـسولين           . ستمحروم ا 
ترشحات رحمي هستند كـه بـه عنـوان فـاكتور رشـد بـالقوه،               

در ايـن   ]. 19[دهـد     تكوين اوليه جنين را تحت تاثير قرار مـي        
هـاي رشـد فيبروبلاسـت و هپاتوسـيت بـر             مطالعه اثر فـاكتور   
هاي انجمادي و غيـر انجمـادي         گزيني جنين   تكوين قبل از لانه   

هـاي رشـد      دهد كه فـاكتور     نتايج حاصل نشان مي   . بررسي شد 
FGF   و HGF      هـاي    تيمار نشده با فاكتور   ( نسبت به گروه كنترل
هاي   همچنين فاكتور . دهد  داري را نشان مي     افزايش معني ) رشد

ذوب شــده بــه مرحلــه -هــاي منجمــد مــذكور تكــوين جنــين
داري  بلاستوسيست را در مقايسه با گروه كنترل به طـور معنـي    

هـاي رشـد      با مقايسه نتايج بين تـاثير فـاكتور       . دهد  افزايش مي 
هـاي مـوش قبـل و         فيبروبلاست و هپاتوسيت بر تكوين جنين     

ذوب مــشاهده شــد كــه اگــر چــه اخــتلاف  -بعــد از انجمــاد

هـاي انجمـادي و غيـر انجمـادي           داري بين تكوين جنين     معني
 دار  وجود داشته امـا در مرحلـه تـشكيل بلاستوسيـست معنـي            

آميـزي افتراقـي نـشان        همچنين نتايج حاصـل از رنـگ      . نيست
هاي رشد بر كيفيـت بلاستوسيـست         دهد كه حضور فاكتور     مي

اين نتـايج نـشان     . هاي منجمد تأثير مثبت دارد      حاصل از جنين  
تواند   هاي مذكور در محيط كشت مي       دهد كه حضور فاكتور     مي

ناشي از  هاي    ها شود و حتي آسيب      منجر به بهبود تكوين جنين    
و  )Zhang(بــه گونــه اي كــه ژانــگ . انجمــاد را كــاهش دهــد

هاي دوسلولي منجمد شده و  ميزان بقاي جنين ]9[همكارانش 
گـزارش  درصد   4/96 و   96تشكيل بلاستوسيست را به ترتيب      

گـروه كنتـرل    نتـايج   نتايج گزارش شده نزديـك بـه        ند كه   كرد
 و  FGF-4اما نتـايج گـروه تيمـار شـده بـا            تحقيق حاضر است    

HGF     بنابراين نتـايج    .است بالاتر   ، نسبت به نتايج گزارش شده 
ــاكتور   ــه حــضور ف ــشان داد ك ــاي رشــد  بررســي حاضــر ن ه

هايي   فيبروبلاست و هپاتوسيت در محيط تكوين توانايي جنين       
هـاي    شوند و نيز تكـوين بلاستوسيـست        كه متحمل كليواژ مي   

ج گـزارش   اين نتايج مشابه بـا نتـاي      . بخشد  حاصل را بهبود مي   
 2003و همكـارانش در سـال       ) Mtango(متـانگو   شده توسـط    

است كه اضافه كردن فاكتور رشـد بـه محـيط كـشت، ميـزان               
هــاي منجمــد شــده در  تكــوين بــالاتري را در بلاستوسيــست

همچنـين ميـزان   ]. 20[ كنـد  مقايسه با گروه كنتـرل ايجـاد مـي    
  درصد گزارش داده   4/79تشكيل جنين دو سلولي پس از فريز        

  ].22و21[شده است 
فاكتور رشد فيبروبلاست يك مولكول است كه در همه جا     

شـود   حضور دارد و در بيولوژي تخمدان توجه كمي به آن مي          
هـاي گرانولـوزاي        عنوان عامل ميتوزي قوي بـراي سـلول        و به 
فـاكتور  ]. 23[هاي متنوعي در كشت شناسايي شده است            گونه

هـاي منفـرد      پپتيـد  ه پلـي  رشد فيبروبلاست يك گروه از زنجير     
واسـطه   اتصال يابنده به هپـارين اسـت و بـا سـطح سـلول بـه               

ضـرورت  دهنـده     دهد كه نـشان    سولفات هپارين ميان كنش مي    
كـه نقـش    ] 14[  بـراي انتقـال سـيگنال اسـت        bFGF-4حضور  
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فـاكتور  . اساسي در فرايند تكثير و تمايز تخمك برعهـده دارد         
، ]24[رانولـوزا تخمـدان   هـاي گ    رشد فيبروبلاست تمايز سلول   

هـاي      توسـط سـلول   ) LH(بيان رسپتور هورمون لوتئينزه كننده      
را تحريـك  ] 25[هاي زاينده تخمـدان      گرانولوزا و تكثير سلول   

هاي رشد كه در  ها و فاكتور  رسد كه هورمون به نظر مي. كند مي
هـا ترشـح        هايي كه از تخمك       محيط كشت حضور دارند يا آن     

]. 26[در اكتساب توانايي تكوين دارند      اساسي  شوند، نقش     مي
هاي بالغ شده در محيط   جنين از تخمك  in-vitroبلوك تكويني   

شـود و در اكثـر     ناميـده مـي  in vitroكشت، بلـوك دوسـلولي   
رسد كه جنـين   نظر مي   شود، بنابراين به    هاي موش ظاهر مي     نژاد

  به شرايط كشت استفاده شـده بـراي تكـوين بـسيار حـساس              
هـا از       هـايي تكـوين جنـين       و محيط كشت بـراي ر     ] 27[ت  اس

هـاي      هاي موش براي حمايت تكوين تخمـك        بلوكه شدن نژاد  
  . تنظيم شده استin vitroبالغ شده 

ــاكتور ــد هپاتوســـيت      فـ ــد فـــاكتور رشـ   هـــايي ماننـ
)HGF: hepatocyte growth factor (هاي   به رشد جمعيت سلول

هـاي    ي عمـل هورمـون  كنـد و در راسـتا     گرانولوزا كمـك مـي    
هـا عمـل        بر تكوين فوليكـول    LHاندوكريني مانند استروژن و     

 تحريك in vivoهاي گرانولوزا را در شرايط   كرده و رشد سلول
) LHاسـتروژن و    (هـا      كند، چرا كه هيچ يك از اين هورمون        مي

 in vitroبه عنوان عامل ميتـوزي سـلول گرانولـوزا در شـرايط     
 in-vitro بر رشـد     LH استروژن و    آثاربنابراين  . اند  ه  شناخته نشد 

هاي رشدي مثـل      گري غيرمستقيم فاكتور   ها، با ميانجي     فوليكول
HGF      16[شود   شوند، اعمال مي    كه به طور موضعي توليد مي .[

هـا،     يكي از مـشكلات اصـلي در كـشت آزمايـشگاهي جنـين            

]. 28[فرايندي تحت عنوان توقف در مرحله دو سلولي اسـت           
رسـد كـه بـسياري از تغييـرات در محـيط             ين روبه نظر مي   از ا 

ها نيـز      كشت ممكن است متعاقبا بر تكوين آزمايشگاهي جنين       
سـودمندي از    آثار همچنـين در ايـن مطالعـه      ]. 29[مفيد باشـد    

هـاي تـوده داخلـي و         لفاكتور رشد فيبروبلاست بر تعداد سلو     
 ايـن بـدين   . تروفواكتودرم جنين كشت داده شده بررسي شـد       

هاي    قابل ملاحظه اي بر تكوين جنين      آثار FGFمعني است كه    
نظـر   بنـابراين بـه  .  داردin vitroگزينـي در شـرايط    پيش از لانه

رسد كه بهبود شرايط محـيط كـشت جنـين مـي توانـد تـا                  مي
ذوب بـه   -حدودي تكوين جنـين مـوش را بـه دنبـال انجمـاد            

 اثـر وضعيت مطلوب نزديك نمايد و حتي بر كيفيت جنين نيز           
اما هنوز اين سوال مطـرح مـي شـود كـه آيـا              . گذارد  مثبت مي 

هاي كشت داده شده پـس از انجمـاد در محـيط كـشت                جنين
 و تولـد    بـارداري هاي رشد آيـا منـتج بـه           تيمار شده با فاكتور   

هاي مـذكور مـي توانـد بـر جنـين              يا خير؟ آيا فاكتور    شود  مي
 ايـن موضـوع      درماني نيز داشته باشد؟ از اين رو       اثرهايانسان  

 .نياز به مطالعات بيشتري دارد

دهـد كـه اضـافه كـردن         در مجموع مطالعه حاضر نشان مـي      
  به محـيط تكـوين جنـين       فاكتور رشد فيبروبلاست و هپاتوسيت    

 و ميزان تشكيل بلاستوسيت را  استثرؤ ماي پس از انجماد شيشه
توانـد بـه طـور مـستقيم         اگرچه اطلاعات ما نمي   . دهد افزايش مي 

انتقال جنـين   در نهايت    انسان و    هاي  انجماد و تكوين جنين    براي
كار برده شود اما ممكن است كه شرايط  در شرايط آزمايشگاهي به
  .ي را بهبود بخشديها كشت براي چنين برنامه
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