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   اب دانشگاه علوم پزشكي كرمانگروه علوم تشريح دانشكده پزشكي افضلي پور و مركز تحقيقات علوم اعص*
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 چكيده
  .  سلولي موش دردماي پايين-2 بررسي قابليت سيستمهاي هم كشتي در غلبه بر آثار سوء ناشي از نگهداري جنينهاي :هدف

داخل    پس ازتحريك تخمك گذاري با گونادوتروپينها بهNMRIي نژاد سلولي موش از لوله رحم موشها-2جنينهاي : مواد و روشها
 HBSS جنينهاي طبيعي پس از سه بار شستشو با.  آزاد شدندFBS (Fetal Bovin serum) %15 باHTF (Human Tubal Feluid) محيط

(Hank's Balanced Salt Solution) درصد15راه باهم BSA  (Bovin serum Albumin) ساعت در دماي 5 و 3 ،1 به مدت 
 HTF، MEM-α  (Minimum Essentialسپس جنينهاي هر گروه به طور همزمان به محيطهاي .  قرارداده شدند) ºC25-22(آزمايشگاه

Medium Modification) عنوان شاهد و به Embryonic Fibroblast) HEF  Human( و (Mouse Embryonic Fibroblast) MEF 
 بار تكرار و 6آزمايشها .  درجه سانتيگراد نگهداري شدند37 دار  CO2 ساعت در انكوباتور 120مدت  تقل و بهعنوان هم كشتي من به

دست آمده به كمك آزمون مجذور كاي آناليزآماري شد و حد  اطلاعات به.  روز بررسي شد5 ساعت به مدت 24تكوين جنينها هر 
  .ته شد در نظر گرفp<0.05معني داري اختلافات بين گروهها 

طور معني  بهMEM-α  و HTF ساعت در حرارت آزمايشگاه نگهداشته شده بودند درهردوگروه 5مدت   تكوين جنينهايي كه به:ها يافته
ميزان تكوين به مرحله بلاسيتوسيست را در  HEF  ياMEFهم كشتي جنينها با .  نسبت به گروه شاهد كاهش يافته بود(p<0.05)داري 

هاي شاهد  اختلاف آماري معني داري بين گروه.  مطالعه كه در دماي آزمايشگاه قرارگرفته بودند افزايش داده بودهاي مورد تمام گروه
 ساعت در دماي آزمايشگاه نگهداري شده و سپس به محيطهاي هم 5 كه جنينهايي كه بمدت  وآزمون هم كشتي ديده نشد؛ در حالي

قرار ) شاهد  ( MEM-αاي چهارم و پنجم نسبت به جنينهايي كه در محيط كشتي منتقل شده بودند تكوين چشمگيري در روزه
  . (p<0.05)داشتند، نشان دادند 

 سلولي موش قادرند شرايط نامساعد دماي آزمايشگاه -2گيري كرد كه جنينهاي  توان نتيجه هاي پژوهش حاضر مي  از يافته:گيري نتيجه
 ساعت در دماي آزمايشگاه اثرات جبران ناپذيري بر تكوين 5مدت  هاري جنينها ببه هرحال، نگهد. مدت سه ساعت تحمل كنند را به

خصوص  كار گرفته شده بود توانستند تكوين بهتر جنينها را، به هر دو نوع سلولي كه در مطالعه حاضر به. گذارد جنينها بر جا مي
  .جنينهايي كه در حرارت آزمايشگاه قرارداده شده بودند تامين كنند

  
  ، جنين موش، فيبروبلاست جنيني، دماي آزمايشگاهكشي هم :ها واژهكليد

  

__________________________ 
كرمان، دانشكده علوم پزشكي كرمان، مركز تحقيقات علوم  :آدرس مكاتبه 

   E-mail: drbahrammemar@yahoo.com          اعصاب و گروه تشريح
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  مقدمه
دنبال آن تكوين جنـين پـستانداران و ازجملـه            فرايند لقاح و به   

در . گيـرد  انسان،  درشـرايط مناسـب درون بـدن صـورت مـي      
 Assisted Reproductiveفناوريهــاي كمكــي توليــد مثــل    

Technology   (ART)ود تا آثار سوء عوامل ش  تلاش شده و مي
، تغيير ميزان گازهاي موجود در محيط،  pHمحيطي مانند تغيير 

نور مرئي و تغييرات دماي محيط به حداقل رسـانده شـود تـا              
بدينوسيله كيفيت جنين افزايش يافته و احتمـال بـارداري نيـز            

مطالعات چندي بـه تـاثير تغييـرات دمـا در حـين             . بيشتر شود 
.  نــين در آزمايــشگاه پرداختــه انــددســتكاريهاي تخمــك و ج

نوسانات دما در مراحل اوليه تكامل منجر به كاهش كيفيـت و            
وقتـي  . شود  در مواردي ايست تكويني جنين در آزمايشگاه مي       

 دقيقـه در معـرض      5جنينهاي يك سلولي موش فقـط حـدود         
شود و اگر اين زمـان بـه          دماي اتاق باشند تسهيم آنها مهار مي      

قيقه افزايش يابـد درصـد جنينهـايي كـه بـه             د 15 تا   10حدود  
رسند نسبت به گـروه كنتـرل حـدود           مرحله بلاستوسيست مي  

همچنـين نگهـداري جنينهـاي      ]. 1[يابـد     درصد كاهش مـي   50
 ساعت در دماي اتاق  باعث كاهش        3مدت حدود     خرگوش به 

نگهـداري تخمـك انـسان در دمـاي         ]. 2[تسهيم آنها شده بود     
ي ميوزي آسيبهاي جبران ناپذيري وارد      تواند به دوكها    اتاق مي 

 روزه خرگوش بـه     1مطالعات نشان داده كه جنينهاي      ]. 3[كند  
 3نور مرئي حساسيت بيشتري دارند، در صورتي كه جنينهـاي           

دماي اتاق منجر به تخريب     . روزه بيشتر به دماي اتاق حساسند     
اسكلت سلول و انتقال نا هماهنگ ارگانلهـاي داخـل سـلولي            

ر صـورتي كـه نـور مرئـي منجـر بـه مـرگ سـلولي            شود د   مي
 سـاعت در    8مـدت     نگهداري مورولاي خرگـوش بـه     . شود  مي

 10دماي اطاق باعث تـأخير در تـسهيم جنـين شـد و بعـد از                 
. ساعت تمام بلاستومرها در مرحله متافاز متوقف شـده بودنـد          

هرچند كه مورفولوژي بلاستومرها تغيير زيادي نكرده بود ولي         
  ]. 4[اعث تخريب دستگاه گلژي شده بود دماي اتاق ب

هاي نر و ماده در مقايسه باسيتوپلاسم نسبت به           پيش هسته 
هـا بـه      دماهاي پائين مقاومت بيشتري دارند و اگر پيش هـسته         

يك سيتوپلاسم نگهداري شده در دمـاي پـايين منتقـل شـوند             
. هيچ كـدام از جنينهـا بـه مرحلـه بلاستوسيـست نمـي رسـند               

هاي نگهداري شده در دماي پايين به         يش هسته درحاليكه اگر پ  
 درجـه سـانتيگراد      37يك سيتوپلاسم نگهداري شده در دماي       

توانند مراحل تكويني خـود را طـي كننـد            منتقل شوند بهتر مي   
از سويي اگر جنينهاي گاو براي مدت زمـان كوتـاهي در            ]. 5[

علـت  .  شـود    نگهداري شوند تكامل آنها مختل مـي       41°دماي  
 شدن جنينهاي دو سلولي گاودر مرحله هشت سـلولي          متوقف

  ].6[دردماي بالا به تخريب ميتوكندريها نسبت داده شده است 
 سـاعت در  36وقتي جنينهاي دو سلولي مـوش بـه مـدت       

 درجه سانتي گراد در لولـه رحـم نگهـداري شـدند و              4دماي  
سپس ميزان تكوين آنها تـا مرحلـه خـروج از زوناپلوسـيدا و              

درصد از  30ان بررسي شد مشاهده كردند كه حدود        تولد نوزاد 
نگهداري جنينها در دماي اتاق همراه      . جنينها زنده متولد شدند   

با افـزايش فـشار هيدروسـتاتيك محـيط باعـث زنـده مانـدن               
رسـد حـساس تـرين        نظـر مـي     بـه ].  7[تعدادي از جنينها شد     

مرحله تكويني جنـين مـوش،  مرحلـه دو سـلولي اسـت كـه                
يــب در اثـر نوســانات گرمـايي در ايــن مرحلــه   بيـشترين تخر 

مطالعـات ديگـري نيـز نـشان داده كـه           ].  8[گيرد    صورت مي 
به مرحلـه   )  درجه 41دماي  (مقاومت در برابر شوكهاي گرمايي    

 ) in vitro يـا  in vivo(تكويني جنين و شـرايط محـيط كـشت    
 و نيز مطالعات جنين شناسي      ARTدر جريان   ]. 9[بستگي دارد   

ن، حتـي در بهتـرين شـرايط نيـز جنـين در معـرض               پستاندارا
گيرد كه با توجـه       زمانهاي متفاوتي از دماي آزمايشگاه قرار مي      

به مطالعات انجام شده آثار متفاوتي بر كيفيت و ميزان تكـوين            
هاي مقابله با ايـن آثـار         گذارد و جستجوي راه     جنين بر جا مي   
  .  را بهبود خواهد بخشيدARTميزان موفقيت 

هاي كاهش صدمات ناشي      ات بسياري به بررسي راه    مطالع
از . از عوامل محيطي بر تخمك وجنين پستانداران پرداخته اند        

جمله تغيير در نوع و ميزان تركيبات محيط كـشت و پـالايش             
كارگيري ميزان مشخص گازهـاي محـيط در          ، به ]10 و   9[آنها  

 درجــه ســانتيگراد نيــز 37انكوبــاتورو اســتفاده از گرمكنهــاي 
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هـاي غلبـه بـر عوامـل          يكـي از راه   ]. 11[پيشنهاد شده اسـت     
  co-cultureمحيطي مضر، اسـتفاده از سيـستمهاي هـم كـشتي     

 در مطالعـات   feeder cellsكارگيري سـلولهاي مغـذي   به. است
و بـسياري   ] 15 و   14[دنبال داشته است      چندي آثار مثبتي را به    

ي افزايش  از مطالعات سيستمهاي هم كشتي را روشي مفيد برا        
كـه    در حـالي  ]. 16[توان حياتي جنين در آزمايشگاه دانسته اند        

معدودي گزارشها استفاده از سلولهاي مغـذي را بـي اثـر ويـا              
بنـدي    در يك جمـع   ]. 17[كاري وقت گير و كم اثر دانسته اند         

توان گفت هم كشتي روش مناسـبي بـراي ارتقـاي كيفيـت             مي
 ـ       جنين است، به   راي رشـد جنـين     خصوص زماني كه شـرايط ب

نامساعد باشد و يا جنين در معرض استرس قرار بگيـرد، هـم             
كشتي جنين با سـلولهاي مغـذي باعـث تكـوين بهتـر جنـين               

مطالعه حاضر به منظور بررسـي آثـار سـوء احتمـالي            . شود  مي
عنوان يـك مـدل       نگهداري جنين موش در دماي آزمايشگاه به      
يستم هم كشتي،  آزمايشگاهي طراحي شده و با استفاده از دو س

كارگيري سلولهاي فيبروبلاست جنيني موش و        آثار ناشي از به   
انسان  در تكوين جنينهاي دو سلولي موش پـس از نگهـداري          

  .  در دماي آزمايشگاه بررسي شده است
  

  هامواد و روش
  حيوان آزمايشگاهي

 NMRI جاري از موش سفيدآزمايـشگاهي نـژاد         هايدر آزمايش 
ونت پژوهـشي دانـشگاه علـوم پزشـكي         كه درحيوان خانه معا   

حيوانات ماده در زمان شـروع  . شدشد استفاده  كرمان تكثير مي 
 ساعت  12 هفته سن داشتند و در شرايط        8 تا   5آزمايشات بين   

 ساعت تاريكي و دسترسي آزاد به آب و غذاي          12 وروشنايي  
  .شدند مخصوص جوندگان نگهداري 

  
  تهيه محيط كشت

 كـه   (HBSS)  در حرارت آزمايشگاه از براي نگهداري جنينها 
  ثابـت نگـه دارد    CO 2 محـيط را در غيـاب    pHقـادر اسـت   

. شـد  صورت ماهانه در آزمايشگاه تهيـه    به HBSS. استفاده شد
 و قبل ]18 [در محيـط آزمـايشـگاه تهيـه  HTFمحيـط كشـت

 به آن اضافه FBS Gibco, uk سرم درصد15از استفاده به ميزان 
ــ (MEM-α) محــيط كــشت .دشــ مــي ــودرب  Sigma صورت پ

خريداري و پس از تهيه بـا روشـي كـه دسـتورالعمل سـازنده               
قبل . شد   استفاده مي  FBS درصد15مشخص كرده بود باافزودن     

از انتقال جنين، هر يك از دو محيط كشت يـاد شـده، بمـدت               
ــات24  نگهــداري CO2 درصــد5 و  C°37ور  ســاعت در انكوب
  .شدند مي
  

  مك گذاريتحريك تخ
مـدت دو    بـه هاي ده تـايي انتخــاب و  موشهاي مـاده در دسته  

 اطمينـان از    پـس از  .  هفته جدا از موشهاي نر نگهداري شدند      
 و PMSG 1 Intervet,Denmark واحـد5/7، باردار نبودن موشها

ــا   , human Menopausal   Gonadotropin(hMG))Organonي

Holland (چهـل  .  آنها تزريق  شد     به طريـق داخـل صفـاقي،   هب
 human Chorionic   واحـــد 10 و هـــشت ســـاعت بعـــد

Gonadotropin (hCG)  ) Organon, Holland  (  بـه همـان روش 
 كنـار موشـهاي نـر كـه          موشـهاي مـاده     و بلافاصله  تزريق شد 

  .توانايي بارورسازي آنها قبلاً كنترل شده بود قرار گرفتند
  

  جمع آوري جنينهاي دو سلولي
، موشـهاي مـاده اي      hCGت ساعت پس از تزريق      چهل و هش  

با كشش گردن   ) مشاهده پلاك واژن  ( كه جفتگيري كرده بودند   
كشته شده و در شـرايط حتـي المقـدور اسـتريل، لولـه رحـم                

 زيـر   +FBS 10 %HTF موشها جدا و بـه قطـره محـيط كـشت          
سپس به كمـك  . انتقال داده شد )  Sigma(روغن پارافين مايع 
و بـا پـا   ) stemi. SV6 Zeiss. Germany( يوميكروسكوپ اسـتر 

ميلـي ليتـر محـيط كـشت از انتهـاي ديـستال             1/0شش حدود   

__________________________ 

1- Pregnant Mares Serum Gonadotropin 
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 ،  G30لولـه رحـم توسـط سـرنگ انـسولين و سـوزن              ) قيف(
جنينها از انتهاي پروكسيمال لوله رحم خارج شـده ودر قطـره            

جنينهايي كه از نظر مرفولوژي سالم      . محيط كشت قرار گرفتند   
كه نوك آن به كمـك       يد بكمك پيپت پاستور   رسيدن  نظر مي  هب

 جمـع آوري     ميكرون باريك شده بـود     150شعله آتش حدود    
 15 همـراه بـا    HBSSشده و پس از سه بار شستشو به قطرات

  . منتقل شدند FBSدرصد 
  

ــين مــــوش  ــه فيبروبلاســــت جنــ   روش تهيــ
 (MEF: Mouse Embryonic Fibroblast)   

حتـي المقـدور     در شرايط    NMRI روزه موش  13-14جنينهاي  
اســتريل از رحــم خــارج و در يــك پليــت بــزرگ درون بــافر 

سر و كبد جنينها به دقـت جـدا       . گرفتند  قرار مي ) PBS(فسفات
شـد و بـقيه جنينها بـا اسكالپل و پنس به قطعات كوچـك              مي

شـدند تـا حتـي         شستـشو داده     PBSتقسيم و چنـدين بـار بـا         
 ميلـي ليتـر     10. دالمقدور شفاف و عاري از گلبول قرمز باشـن        

 EDTA (Ethylene Diamide ميلي مـول  5/0محلول تريپسين و 

Tetra acetic Acid)       15به قطعـات جنينـي اضـافه و بـه مـدت 
سـپس  . شـدند    درجه سانتي گراد نگهداري      37دقيقه در دماي    

قطـــعات درشـــت جـــدا شـــده و سـوسپـانـــسيون حاصــله 
ــا     ــشو بـ ــار شستـ ــس از دوبـ ــانتريفيوژ و پـ  BSA+PBSسـ

با لام نئوبار شـمارش و بـا متـيلن بلـو            ) +FBS10%MEM-α(يا
سـلولهاي حاصـله بـه    .  درصد، زنده بودن آنها بررسي شد   5/0

-MEM سي سي    5 سلول زنده به فلاسك حاوي       1×106تعداد  

α + FBS سـاعت در انكوبـاتور مرطـوب    24 منتقل و به مدت 
. شـدند    نگهـداري مـي    CO2درصد گاز   5 درجه سانتي گراد با      37

ــوس     ــكوپ معك ــك ميكروس ــه كم ــلولها ب ــد س ــونگي رش   چگ
)Nikon TS100 ( بررســي و پــس از دوپاســاژ جهــت اســتفاده در

شدند و معمـولاً از       آزمايشهاي بعدي در نيتروژن مايع منجمد مي      
  . شد پاساژهاي دوم تا هفتم براي انجام آزمايشهاي استفاده مي

  روش تهيه فيبروبلاست جنين انسان 
ك جنين سه ماهـه انـسان پـس از اخـذ مجـوز        بافت همبند ي  

كتبي از والدين در شرايط حتي المقدور استريل از استخوان و           
ــدا   ــضروف ج ــه      غ ــشابه روش تهي ــوارد م ــه م ــد و در بقي ش

شـد و بـراي اسـتفاده از ايـن            فيبروبلاستهاي جنيني موش عمـل      
  . شد سلولها در طي آزمايشات از پاساژهاي دوم تا هفتم استفاده 

  
   تك لايه مغذي فيبروبلاست  تهيه

 از كف فلاسك جـدا شـده   EDTAسلولها به كمك تريپسين و    
.  شـد    سي سي منتقـل مـي      5وسوسپانسيون حاصل به يك لوله      

پس از سانتريفيوژ كردن و تخليه مايع رويـي بـه ميـزان كـافي             
 5×104شـد تـا تـراكم سـلولي بـه             محيط كشت به آن اضـافه       

لر استريل شده در يك پليت      به كمك سمپلر و سرسمپ    .  برسد
 ميكروليتـري گذاشـته و      30 قطـره    10 ميلي متـري حـدود       60

. شـد   پوشـانده   ) Sigma(سطح پليتها با روغن پارافين اسـتريل        
شد    درجه منتقل    37 دار با دماي     CO2سپس پليت به انكوباتور     

مانـد     ساعت قبل از استفاده در همان وضعيت باقي مي         24و تا   
  .  به كف پليت بچسبندتا فيبروبلاستها 

  
   نگهداري جنينها در دماي آزمايشگاه
 بـا اضـافه    HBSS جنينهاي دو سـلولي مـوش درون قطـرات    

 كه روي قطرات با روغن پارافين مايع پوشانده         FBSدرصد  15
 سـاعت در  6شده بود قرار داده و سپس در زمانهـاي يـك تـا     

ــشگاه  ــك در آزماي ــراد 22-24(محــل تاري ــانتي گ )   درجــه س
براي كسب زمان مناسب نگهداري جنينهـا در   . گهداري شدند ن

دماي آزمايشگاه،  ابتدا آزمـايش در زمانهـاي يـك، دو ،سـه و          
كـار    چهار و پنج و شش ساعت انجام شد و بـراي انجـام ايـن              

رسيـدنــد جــدا      جنينهايي كه از نظر ظاهري سالم به نظر مـي         
 شـدنـد و پـس از سـه بـار شستـشو در محـيط بـافر فـوق و                  

  نگهداري در دماي آزمايشگاه، هر يك ساعت تعدادي از آنهـا            
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   كـه از روز قبـل       MEM-α و   HTFبه طور مساوي به محيطهاي      
تهيه و در انكوباتور نگهداري  شده بودند منتقل شـدند و ايـن    

پـس از بررسـي نتـايج آزمـون اول،          .  آزمون دوبار تكرار شـد    
ش اصـلي   زمانهاي يك، سه و پنج ساعت بـراي انجـام آزمـاي           

در هر آزمون ابتدا جنينهاي دو سلولي كه ظاهر         . انتخاب شدند 
سالم داشتند جدا شده و در بافر فـوق سـه بـار شستـشو داده                

 و  HTFسپس جنينهاي گـروه شـاهد بـه محيطهـاي           . شدند  مي
MEM-α و HEF و MEF مابقي جنينها در بـافر  . شدند   منتقل 

HBSS د و در شــدن درصــد ســرم نگهــداري مــي15 همــراه بــا
زمانهاي يك، سه و پـنج سـاعت تعـدادي از آنهـا بـه نـسبت                 

  .شدند مساوي به قطرات جداگانه اي از محيطهاي فوق منتقل 
  

  ارزيابي جنينها
در دمـاي   كـه   ( جنينهاي گروه آزمون همراه بـا گـروه شـاهد           

 ـ    ساعت يك  24هر  ) قرار نگرفته بودند  آزمايشگاه   مـدت   هبـار ب
 مـشاهده وچگـونگي     وسمعك ـبا ميكروسـكوپ     ساعت   120

گذر جنين از مراحل چهـار و هـشت         . تكوين آنها گزارش شد   
، بلاستوسيست اوليه   ) ساعت 48( ، مورولا ) ساعت 24( سلولي

، بلاستوسيـست در حـال      ) سـاعت  72( و بلاستوسيست ثانويه  
و )  ســاعتBlastocyst  Hatching)96 خــروج از زوناپلوســيدا

 Blastocyst  Hatched) 120بلاستوسيست خارج شـده از زونـا   
  . قرار گرفتمورد بررسي ) ساعت

  
  ها و آناليز آماري يافتهنتايج جمع آوري 

تعداد جنين تكوين يافته در هر روز        بار تكرار و   6 آزمايشهاي
هاي مختلف    جنينها در گروه   تكوين   ميزان سپس     .شدگزارش  

صورت تعداد جنين تكوين يافته در هر         ها به   يافته. محاسبه شد 
 آنـاليز   بـراي . گزارش شـده اسـت    (%) له و ميزان تكوين     مرح

 حد معني داري آزمونهـا      p≤0.05 استفاده و    χ2آزمون  آماري از   
  .در نظر گرفته شد

  ها يافته
 336دست آمد كه   آزمون به6 جنين در    381 در مجموع تعداد    

رسيدند و براي ادامه آزمايشهاي اسـتفاده         نظر مي   جنين سالم به  
 كه بدون قرار گرفتن در دمـاي آزمايـشگاه در         جنينهايي. شدند

 كشت شده بودنـد تكـوين نـسبتا    MEM- α و  HTFمحيطهاي 
برابري داشتند و بين ميزان تكوين در دو محيط تفاوت آمـاري      

همچنين بـين جنينهـايي     ). 1جدول  ( معني دار وجود نداشت     
 ساعت در دماي اطاق نگهـداري و سـپس          5 و 3،  1مدت    كه به 

 منتقل شـده بودنـد نيـز در هـر     MEM- α و  HTFبه محيطهاي 
ليكن جنينهايي  . گروه تفاوت آماري معني داري وجود نداشت      

 ساعت در دمـاي آزمايـشگاه نگهداشـته شـده و            5مدت    كه به 
 كشت شده بودند نـسبت  MEM- α و HTFسپس در محيطهاي 

 >p)به گروه شاهد در روز پنجم اختلاف آمـاري معنـي داري   

تكـوين جنينهـايي كـه در محـيط داراي سـلول            .  داشتند (0.05
 در هر دو محـيط  ) شاهد هم كشتي(مغذي كشت شده بودند 

HEF و α - MEM   5 و3، 1مـدت    نسبت به جنينهـايي كـه بـه 
ساعت در دماي اطاق نگهداشته شـده بودنـد تفـاوت آمـاري             

و HEF (معني دار نداشت و همجنين بين دو محيط هم كـشتي  
MEF (    معني داري از نظر ميـزان تكـوين در         نيز تفاوت آماري

ولي مقايسه ميزان   ). 1نمودار  (روزهاي مختلف وجود نداشت     
 قرار داشتند نسبت بـه   MEM- αتكوين جنينهايي كه در گروه 

هـاي    هاي هم كشتي نشان داد كه ميزان تكوين در گـروه            گروه
 5 بود و در گـروه   MEM- αهم كشتي بوضوح بالاتر از گروه 

 و در روز پـنجم نـسبت        MEFز چهارم نسبت به     ساعته در رو  
). 2نمـودار   ((p< 0.05)دار داشت   اختلاف آماري معنيHEFبه 

براي روشن تر شدن عملكرد سيـستمهاي هـم كـشتي، ميـزان             
تكوين جنين در روزهاي چهارم و پنجم در هر يك از گروهها    

 2با شاهد خودش مقايسه و تفاوت ميزان تكـوين در جـدول             
هـايي كـه داراي سيـستم هـم           بر اين اساس گـروه    . آمده است 

كشتي بودند توانسته بودنـد بـه تكـوين بهتـر جنينهـا در روز               
  .چهارم و روز پنجم كمك كنند
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                                         پس از نگهداري در دماي ازمايشگاه HTFو MEM-α   مقايسه تكوين جنينهاي دوسلولي موش در محيط كشت .1جدول 
   ساعت120مدت  و كشت به

  )ساعت(تكوين در روزهاي متوالي 
h24  h48  h72  h96  h120  

  
  تعداد  محيط

4&8 M EB&LB HB HdB 
HTF 21  )66(14  )76(16  )71(15  )47(10  )52(11  شاهد  
MEM 21  )80(17  )76(16  )61(13  )61(13  )52(11  
HTF 21  )85(18  )76(16  )57(12  )38(8  )42(9  1ساعت   
MEM 21  )90(19  )71(15  )57(12  )42(9  )28(6  
HTF 21  )57(12  )71(15  )47(10  )33(7  )33(7  3ساعت   
MEM 21  )90(19  )52(11  )33(7  )28(6  )28(6  
HTF 21  )76(16  )57(12  )42(9  )28(6  )*14(3  

آزمون
  

مدت نگهداري
  

   ساعت5
MEM 21  )71(15  )38(8  )38(8  )28(6  )*19(4  

 = HBبلاستوسيست اوليه و ثانويه،  = EB&LBمورولا،  = M سلولي، 8 و 4جنينهاي  =  8&4. اعداد داخل پرانتز درصد را نشان ميدهد
  بلاستوسطست خارج شده از زونا پلوسيدا = HdBبلاستوسيست در حال خروج از زونا پلوسيدا، 

 * p< 0.05 نسبت به گروه شاهد هم گروه   
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  . پس از نگهداري در دماي آزمايشگاهHEFوMEF  مقايسه روند تكوين جنينها در محيطهاي .1نمودار 

HEF0,1,3,5 =  فيبروبلاستهاي جنيني  ساعت در دماي آزمايشگاه نكهداري شده و سپس به محيط داراي5 و 3، 1، 0جنينهايي كه بترتيب بمدت 
 ساعت در دماي آزمايشگاه نگهداري شده و سپس به محيط داراي 5 و 3، 1، 0جنينهايي كه بترتيب بمدت  = MEF0,1,3,5. انسان منتقل شده بودند

  .فيبروبلاستهاي جنيني موش منتقل شده بودند

ن 
كوي

ت
)

صد
در

( 
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 ساعت در دماي آزمايشگاه و سپس كشت در محيط شاهد  5 و1،3سلولي پس از نگهداري بمدت -2مقايسه ميزان تكوين جنينهاي .2نمودار 

(MEM- α) و محيطهاي داراي سلولهاي فيبروبلاست جنيني انسان )HEF ( و فيبروبلاست جنيني موش)MEF .((p<0.05)نسبت به گروه شاهد .  

  

  بحث
 ـ     ر اظهـار محققـين تكـوين جنـين را د         ه   يكي از عواملي كه ب

در .  تغييـرات دمـا اسـت      كنـد   مـي آزمايشگاه دستخوش تغييـر     
مطالعه حاضر پس از نگهداري جنينهاي دو سـلولي مـوش در            

 ـ    سـاعت تغييـر معنـي داري در         3و1مـدت    هدماي آزمايشگاه ب
 سـاعت ميـزان     5ميزان تكوين جنينها رخ نداد و تنهـا پـس از            

 از بـافر    هادر اين آزمايش   ). 2و1جدول  ( تكوين كاهش يافت    
HBSS    دليـل برخـورداري از سيـستم بـافري          ه استفاده شد كه ب

تواند در مقابل   ميpH  براي تنظيم CO2فسفات و عدم نياز به  
 محيط يكـي از     pHتغييرات  .   محيط مقاومت كند    pHتغييرات  

. ]19 [عوامل تاثير گذار بر كيفيت و ميزان تكوين جنين اسـت          
ــش ــا در آزماي ــرم ــق حاض ــيط   از هاي تحقي   α- MEMدو مح

  محيطـي مركـب و داراي        -α MEM محيط. شداستفاده   HTFو
انواع اسيدهاي آمينـه، نوكلئوتيـدها، ويتامينهـا و منـابع انـرژي        

  محيط ساده اي اسـت كـه تنهـا           HTFكه محيط    است در حالي  
  را دارد و به تقليد       pHيونها، منبع انرژي و عوامل تثبيت كننده        

اطلاعـات  مقايـسه   . ن ساخته شده است   از مايع لوله رحم انسا    
 يكساني  دهد كه اين دو محيط توانايي نسبتاً        مي  نشان 1جدول  

. هاي مورد مطالعـه داشـته انـد         در تكوين جنينها در تمام گروه     
، 1مـدت    به هرچند تكوين جنينهايي كه ،ولي بايد توجه داشت   

 ساعت در دماي آزمايشگاه نگهداشته شده و سپس در          5  يا    3
.  يط قرار گرفته بودند تفاوت آماري معني داري نداشـت   دو مح 

لــيكن افــزايش زمــان نگهــداري جنــين در دمــاي آزمايــشگاه 
خـصوص در     تدريج موجب كاهش ميزان تكـوين جنـين بـه           به

ــود  ــنجم شــده ب جنينهــاي دو ســلولي . روزهــاي چهــارم و پ
 ساعت دمـاي محـيط را       3خرگوش نيز همانند جنين موش تا       

ز آن كاهش تكوين بـه مرحلـه مـورولا و           تحمل كرده و پس ا    
  ].20[بلاستوسيت در آنها مشاهده شده بود 

اطلاعات اندكي پيرامون تاثير دماي محيط بر تكوين جنين         
خـصوص در مـورد جنـين انـسان           پستانداران وجود دارد و به    

بـه هرحـال اگـر بتـوان        . تاكنون گزارشي منتـشر نـشده اسـت       
تـوان     انسان تعميم داد مـي     هاي مطالعه حاضر را به جنين       يافته

گفت در جريان دستكاريهاي آزمايشگاهي كـه معمـولاً مـدت           
توان با آسودگي جنـين را در         طول نمي انجامد مي     زيادي نيز به  

درعـين  . حرارت آزمايشگاه قرارداد و نگران عدم تكوين نبـود        
حال بايد هشدار داد كـه نگهـداري طـولاني مـدت  دردمـاي               

ايـن امـردر    . شـود   ين جنينها منجر مي   آزمايشگاه به كاهش تكو   
داده شـده كـه نگهـداري         مورد تخمك انسان بررسـي و نـشان       

تخمك انسان در دمـاي آزمايـشگاه باعـث بـه هـم ريختگـي               
  ]. 21[شود  دوكهاي ميوزي مي

 -1استفاده از سيستمهاي هـم كـشتي بـا قـراردادن جنـين           
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سلولي موش داخل لوله رحم مـوش در آزمايـشگاه و تكـوين          
  30نزديك به   ].  22[نها به بلاستوسيت به دنيا پيشنهاد شد        جني

كـار گرفتـه    سال بعد همين روش براي تكوين جنينها مستر بـه         
دنبال آن انواع سلولهاي مغذي براي هـم كـشتي            و به ] 23[شد  

سلولهاي اپي تليالي   . جنينهاي حيوانات و انسان بكارگرفته شد     
، سـلولهاي انـدومتر     ]25[، سلولهاي گرانولـوزا     ]24[لوله رحم   

] 27 [Veroهاي سلولي شناخته شده مانند      و انواعي از رده   ] 26[
حتي اخيراً تاثير قطبي بـودن  . اند از اين جمله] MDBK ]  28و 

  سلولهاي مغذي بر ميزان تكوين جنين موش بررسي و گزارش      
توانند تكوين جنـين مـوش را         شده كه سلولهاي قطبي بهتر مي     

ليكن تاكنون گزارشـات انـدكي اسـتفاده از         ]. 15[هدايت كنند   
در آزمايـشات   . سلولهاي فيبروبلاسـتي را پيـشنهاد كـرده انـد         

جاري مـا از سـلولهاي فيبروبلاسـت جنينـي انـسان و مـوش               
سلولهاي فيبروبلاستي به سهولت در آزمايشگاه      . استفاده كرديم 

قابل تهيه هـستند و در محيطهـاي مختلـف و مقدارسـرم كـم               
اين سـلولها قادرنـد     . كنند  رشد مي ) شر نشده ما  مشاهدات منت (

در پاساژهاي متوالي قابليت رشد و تكثير خود را حفظ كرده و 
پس از انجمـاد و ذوب نيـز مجـدداً بـه راحتـي و سـرعت در                  

ــوند  ــر ش ــشگاه تكثي ــي  . آزماي ــت جنين ــلولهاي فيبروبلاس س
فاكتورهاي رشد و سيتوكينهاي متعددي بداخل محـيط كـشت          

كه برخي از آنهـا را در تكـوين بهتـر جنـين        ] 29[كنند    رها مي 
استفاده از سلولهاي فيبروبلاستي بـراي      ]. 30[دخيل دانسته اند    

هم كشتي با جنينهاي دو سـلولي مـوش آثـار مثبـت روشـني               
كه در معرض   (جنينهاي گروه شاهد هم كشتي      . دنبال داشت   به

نـسبت بـه جنينهـايي كـه        ) دماي آزمايشگاه قرار نگرفته بودند    
 قرار داشتند ميـزان تكـوين بـالاتري    MEM- αفقط در محيط  

) روزهـاي چهـارم و پـنجم      (نشان دادند و بـا گذشـت زمـان          
بين فيبروبلاستهاي  ). 2نمودار(اختلاف بين دو گروه بيشتر شد       

اي از نظر افـزايش تـوان         انساني و موشي تفاوت قابل ملاحظه     
بودند بـه   تكويني جنينها وجود نداشت و هردوسيستم توانسته        

عــلاوه  بــه. تكــوين جنينهــاي دو ســلولي مــوش كمــك كننــد
ســلولهاي فيبربلاســت توانــسته بودنــد آثــار زيانبــار ناشــي از 
نگهداري جنين در دماي آزمايشگاه را به حداقل رسانيده و به           

دهـد     نشان مي  2جدول شماره   . تكوين بهتر جنينها كمك كنند    
 نگهـداري بمـدت   جنينهايي كه در گروه شاهد بوده اند پس از   

 ساعت در دماي آزمايشگاه نسبت بـه آنهـايي كـه در دمـاي               5
آزمايشگاه قرار نگرفته بودند در روزهاي چهـارم و پـنجم بـه             

كـه   در حـالي . انـد   درصد كاهش تكوين داشـته  64 و 55ترتيب  
جنينهاي گروه هم كشتي با سلولهاي فيبروبلاست جنيني موش 

 درصد وجنينهاي   15و   10در روزهاي چهارم و پنجم بترتيب       
ترتيب   گروه هم كشتي با سلولهاي فيبروبلاست جنيني انسان به  

 درصـد كـاهش تكـوين       18 و   11در روزهاي چهارم و پـنجم       
تـوان گفـت سيـستمهاي هـم كـشتي            بدين ترتيب مي  . داشتند

استفاده شده در پروژه حاضر بـه تكـوين بهتـر جنـين كمـك               
ين در معـرض    كـه جن ـ    اند و ايـن امـر بخـصوص زمـاني           كرده

قـرار  ) شـرايط نامـساعد   (استرس ناشي از كاهش دماي محيط       
بـراي توضـيح آثـار مثبـت        . وضوح مشاهده شـد     گرفته بود به  

 و  1پالايش مثبـت  : سيستمهاي هم كشتي دو نظريه مطرح است      
در نظريه پالايش مثبت پيشنهاد شده اسـت كـه          . 2پالايش منفي 

 جنين به رشـد     سلولهاي مغذي با ترشح فاكتورهاي مفيد براي      
در نظريـه پـالايش     ]. 32 و   31[كننـد     و تكوين جنين كمك مي    

منفي پيشنهاد شده كه سلولهاي مغذي بـا جـذب و يـا تبـديل               
فاكتورهاي مضر براي جنين مانند آنيونهـاي سوپراكـسيد، آب          

شرايط را بـراي تكـوين مناسـب        ... اكسيژنه، فلزات سنگين و     
  هر دونظريه نيـز بـدون      پذيرش  ].  33[كنند    ترجنين فراهم مي  

بدين معنـي كـه سـلولهاي مغـذي از يـك سـو              . اشكال است 
كنند و از   ترشح مي(embryo trophic)جنين دوست فاكتورهاي 

 را از اطـراف جنـين دور        جنين دوست سوي ديگر فاكتورهاي    
__________________________ 
1-Positive conditioning 
2-Negative conditioning 
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كنند و بدين ترتيب شـرايط تكـوين مناسـب تـر جنـين را                 مي
 كـه عمـلاً     طالعـه حاضـر    م هايدر آزمايش ]. 34[كنند    فراهم مي 

شرايط رشد و تكوين جنين بدنبال قرارگرفتن در دماي محيط          
كـه ميـزان تكـوين      ) 1نمـودار   ( شد  مشاهده بودشده  نامناسب  

توان    و مي  نداردداري   جنينها با گروه شاهد تفاوت آماري معني      
ــي    ــساني و موشـ ــلولهاي فيبروبلاســـت انـ ــه سـ گفـــت كـ

وتوكـسيك كـه بـدنبال      انـد بـر فاكتورهـاي امبري       توانستههردو
ه غلب ـنگهداري جنين در دماي آزمايشگاه بوجود آمـده بودنـد           

تائيدي اسـت بـر نظريـه       نتايج اين تحقيق    كنند و به بيان ديگر      
  .يش منفي توسط سلولهاي مغذيالاپ

مخـالفين  .  نيـز دارد   يبكارگيري سيستمهاي هم كشتي مخالفين    
زمايـشگاه  معتقدند كه سيستمهاي هم كشتي نياز به تجربـه و آ          

كشت سلولي مجهزدارد وآماده سازي مداوم سلولها نيز كـاري          
از طرفي سـلولهاي مغـذي بيگانـه        . وقت گير و پر هزينه است     

ممكن است با دخالت در ژنتيك جنين، پروتئينهـاي جديـدي           
سنتز و توليد كنند كه آثار جـايگزيني ايـن قبيـل ژنهـا بعـدها                

اسبي كه هـم بـراي   بعلاوه انتخاب محيط من. معلوم خواهد شد  
رشد سلولها كارساز باشد و هم مانع تكوين جنين نـشود نيـز             

 اسـتفاده   α-MEMدر پروژه حاضر، ما از محـيط        . اهميت دارد 
 جنــين شناســي ايــن محــيط در پــاره اي از مطالعــات. كــرديم

 حاضـر قبلـي نويـسندگان    مطالعات   و ]36 و   35[استفاده شده   
-2در تكـوين جنـين        نيز حاكي از قابليت ايـن محـيط           ]37[

به خوبي قـادر اسـت    از طرفي اين محيط   . سلولي موش است  
روبلاســتهاي جنينــي مــوش و انــسان را در فيبتكثيــر رشــد و 

استفاده از فيبروبلاستهاي انساني به     . آزمايشگاه به انجام برساند   
 سلولها در حمايت از جنين دو سلولي         اين منظور بررسي توان  

ه بتوان از اين سلولها بدون نگرانـي         با اين احتمال ك    .موش بود 
 بـراي افـزايش      ي غريبه و ناسـازگار،     از انتقال پروتئين و ژنها    

رحـال   ه ولـي بـه   . وبهبود كيفيت جنين انسان نيز استفاده كـرد       
نمي توان از نظر دور داشـت كـه اسـتفاده از سيـستمهاي هـم                

 نيست و نياز به تجربه و دانش فنـي دارد         متداولكشتي چندان   
 است ما ART ز سويي افزايش كيفيت جنين كه از اهداف      ولي ا 

  ARTدارد كه در مورد استفاده از اين قبيـل سـلولها در             را وا مي  
در افرادي كـه  داده  نشانبرخي مطالعات  . جدي تر انديشه كنيم   

ا موفق داشته اند يا سن مادر بالا بوده اسـت           ن IVFچند سيكل   
گزيني جنين و تولـد       نهميزان لا با استفاده از سيستم هم كشتي         

 هاالبته پاره اي گزارش ـ   . ]39 و   38[نوزادان افزايش يافته است       
  بوده اسـت    بودن سيستمهاي هم كشتي   بي تاثير  نشاندهندهنيز  

مغـذي را   سلولهاي   كه اين امر دقت بيشتر در بكارگيري         ]40[
  .طلبد مي

تـوان گفـت      عنوان نتيجه گيري مي    هدر يك جمع بندي و ب     
موش در دمـاي    گهداري كوتاه مدت جنين دو سلولي        ن كه اولاً 

آزمايشگاه تاثير منفي بارزي بر تكوين بعـدي جنـين نـدارد و             
جنـين   انسان همچون فيبروبلاستهاي     هاي جنين فيبروبلاستثانيا  

ونا خروج ازز موش به خوبي قادرند تكوين جنين را تا مرحله          
مايـت  نامساعد ميزان اين ححمايت كنند و در شرايط    پلوسيدا  

اضافي كـه   آزمايشهاي تكميلي روي جنينهاي     . واضح تر است  
پس از اخذ مجـوز     (آيد    دست مي  ه  ب  IVFدر سيكلهاي درماني    

كــه بــا ســلولهاي و بررســي كيفيــت ايــن جنينهــا ) از والــدين
مـا را قـادر خواهـد سـاخت در          فيبروبلاست هم كشت شوند     

جنين براي تكوين مناسب تر     مورد استفاده از سلولهاي مغذي      
  .  گيري كنيم تصميماظهار نظر و انسان با اطمينان بيشتر 

  

   تقدير و تشكر
   مـصوب     9/81  اين مقاله بخشي از طـرح تحقيقـاتي شـماره         

بخـشي  . اسـت معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كرمان       
ازعمليات اجرايي اين پروژه تحقيقاتي در مركز تحقيقات علوم     

شگاه كشت سلولي دانشكده    ياعصاب كرمان و قسمتي در آزما     
ي پور كرمان انجام شده اسـت كـه بدينوسـيله از            لپزشكي افض 

  .شود همكاري مسئولين مربوط قدرداني مي
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