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Abstract 

Purpose: The purpose of this study was to develop an appropriate medium for in vitro maturation (IVM) of 

immature mouse oocytes.  

Materials and Methods: Germinal vesicle of female NMRI mouse oocytes (6-8 weeks old) were collected 

from ovaries and cultured in maturation medium MEM-α, supplemented with: 100 mlIU/ml rFSH + 7.5 

IU/ml hCG + 5% FCS (Control group) and 2 μM all- trans retinoic acid (t-RA) in presence or absent of 

granulose cells. Ethanol (Sham group) 0.2% (v/v) used as solvent. After 24 hours the matured oocytes were 

fertilized with spermatozoa in T6 medium and cultured for 5 days. Cultured immature oocytes development 

to the morula and blastocyst stages was studied.   

Results: The retinoic acid supported progression and resumption of meiosis and also increased advancing 

the oocytes to Metaphase II, formation of morula and blastocyst compared to control group. When there 

were not 2 μM t-RA and granulose cells in IVM medium, significantly lower maturation rates were 

observed, followed by a decrease in the percentage of embryos reaching the blastocyst stage. Whereas, when 

2 μM t- RA and granulose cells monolayer were present in the IVM medium, better results in comparison 

with control group were obtained.  

Conclusion: Results attest that co-culture of granulose cells with 2 μM all-trance retinoic acid during in vitro 

maturation enhanced mouse oocytes maturation and improved embryonic development. 
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 چكيده
   تخمكهاي نارس با هم كشتي سلولهاي گرانولوزا و رتينوئيك اسيد)IVM( بهبود محيط كشت بلوغ آزمايشگاهي :هدف

از   هفتگي6- 8 در سن NMRIد تخمكهاي نابالغ ازتخمدانهاي موشهاي مادة نژا.  تحقيق حاضر به روش تجربي انجام شد:مواد و روشها
 IU  ميلي100  حاوي MEM-α ’s Minimum Essential Medium; MEM- α) (Eagle  محيط بلوغ تخمدانها جمع آوري شدند و در 

 hCG (human Chorionicليتر    در ميليrFSH (recombinant Follicle Stimulating Hormone)، 5/7 IUليتر در ميلي  

Gonadotropin) ، 5 درصد(Fetal Calf Serum) FCS، 2رتينوئيك اسيد همه ترانس   ميكرومولار(t- RA: All- trans Retinoic Acid) 
 ساعت، تخمكهايي كه 24پس از گذشت . به عنوان حلال انتخاب شد) گروه شم( درصد 2/0اتانل . و سلولهاي گرانولوزا كشت شدند

 سپس تكوين آنها به مراحل مورولا و . روز كشت داده شدند5افتند و براي مدت  با اسپرم لقاح يT6بلوغ يافته بودند، در محيط 
  . بلاستوسيست مورد مطالعه قرار گرفت

 رتينوئيك اسيد پيشرفت و از سرگيري ميوز را حمايت مي كند و بلوغ تخمك، تشكيل مورولا و بلاستوسيست را نسبت به :ها يافته
 حضور نداشتند از لحاظ IVM و سلولهاي گرانولوزا در محيط كشت t- RA ميكرو مولار 2زماني كه . گروه كنترل افزايش مي دهد

در حالي كه، . آماري ميزان بلوغ كمتري مشاهده شد و در پي آن درصد جنينهايي كه به مرحلة بلاستوسيست رسيدند كاهش پيدا كردند
 نتايج بهتري در مقايسه با گروه IVM (In-Vitro Maturation) و سلولهاي گرانولوزا در محيط كشت t- RA ميكرو مولار2با حضور 

  . كنترل به دست آمد
 ميكرومولار رتينوئيك اسيد طي بلوغ 2 نتايج به دست آمده نشان مي دهد، هم كشتي سلولهاي گرانولوزا همراه با  :گيري نتيجه

    .ل از آنها مي شودسبب افزايش بلوغ و بهبود تكوين جنينهاي حاص آزمايشگاهي تخمكهاي نارس موش، 
  

  نارس ، تخمك ، موش  آزمايشگاهي ، بلوغ سلولهاي گرانولوزا، رتينوئيك اسيد: ها ه واژ كليد
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  مقدمه
 در موارد سخت باليني، مانند بيمـاران سـندرم پلـي كيـستيك            

(PCO: Polycystic Ovarian Syndrome) ــدگان ــا پاســخ دهن  ي
يار ضـعيف   ضعيف كه واكنششان بـه تحريـك تخمـداني بـس          

است، استفاده از تكنولوژيهاي توليد مثلي كه مـستلزم افـزايش     
تحريك تخمداني يا جمع آوري تخمكهاي نابالغ و بلوغ آنهـا           
در آزمايشگاه است، سبب اختلال در مراحل بلوغ  و منجر بـه             

بنـا بـراين بـه    . ] 2و 1 [تخمكهايي با كيفيت پـايين مـي شـود   
كـه قابليـت تخمكهـا را       كارگيري روشهاي بلوغ آزمايشگاهي     

تعـدادي از   . ]3[براي لقاح و رويان زايي حفظ كند لازم است          
مطالعات انجام شده حكايت از تأثير مفيد هم كشتي سـلولهاي   
سوماتيكي  تك لايه اي، بر بلوغ تخمـك و تكـوين جنينهـاي              

و باعث برداشـت مـواد   ] 5 و 4[پستانداران در آزمايشگاه دارد 
اي كشت به وسيلة ايـن سـلولها مـي          سيتوتوكسيكي از محيطه  

از ديگر مزاياي سيستم هم كشتي ثابت كـردن يـا تغييـر             . شود
 محـيط يـا     pHشرايط فيزيكو شيميايي محيط كشت همچـون        

 سـلولهاي   ]7و  6[. غلظت اكسيژن و دي اكـسيد كـربن اسـت         
سوماتيكي مورد استفاده در هـم كـشتي، سـلولهاي اويـداكتي،            

ليال كبدي ميمون سبز آفريقايي     سلولهاي رحمي، سلولهاي اپيت   
)Vero cell (]5[   و سلولهاي گرانولوزا است] ايـن مطالعـه    .]8

 در  (IVM)در جستجوي روشي براي بهبود بلوغ آزمايـشگاهي         
بنابراين تأثيرات هم كشتي بـا گرانولـوزا در         . مدل موشي است  

بلوغ ميوزي بر تخمكهاي برهنه بررسي مي شود و اصلاحاتي          
 صورت مي گيـرد ماننـد       (IVM) براي افزايش    در محيط كشت  

رتينوئيدها خـانواده بزرگـي از تركيبـات    . استفاده از رتينوئيدها 
 A (All-trans Retinol)طبيعي و تركيبي خويشاوند بـا ويتـامين   

   كه به عنوان تنظيم كنندگان مهم رشد و نمو مهره ]9 [هستند  
. ]10[ه انـد    تمايز سلولي و عملكرد بافت شناخته شـد         داران ،   

نوع همه تـرانس، از جملـه مهمتـرين رتينوئيـدها در تـشكيل              
روي سـلولها بـراي      RAاز آنجايي كه    . جنين مهره داران است   

تشكيل يا تغيير الگوي فعاليت ژن عمل مـي كنـد، مـي توانـد               
بلوغ سيتوپلاسمي و ظرفيت تخمك را براي پيشرفت در رشد          

 سيس 9 نانو مولار 5 افزودن .]11 [و نمو تحت تأثير قرار دهد
 –رتينوئيك اسيد در هنگام پيش بلوغ كمپلكس هاي تخمـك           

ــاوي   ــوس گ ــوغ  1(COC)كومول ــكويتين بل ــضور روس  در ح
از طرف ديگر سلولهاي    . ]9 [سيتوپلاسمي را بهبود مي بخشد      

كومولوس گاوي گيرنده هاي رتينوئيد فعال درون زاد دارند و          
نوئيـك اسـيد بـه وسـيله     بنابراين ممكن است قادر به سنتز رتي  

بر اساس اين مطالعه و مطالعات      . ]12[پيش ساز رتينول باشند     
،   فرض بر اين است كه سلولهاي گرانولوزا ممكن ] 13[قبلي 

است هدفهايي براي رتينوئيك اسـيد افـزوده شـده در هنگـام             
پس در اين مطالعه بـا      . بلوغ تخمك نارس در آزمايشگاه باشد     

 كشتي سلولهاي گرانولوزا و رتينوئيك      به كارگيري همزمان هم   
اسيد درصد اصلاح محيط كشت بلـوغ آزمايـشگاهي و ميـزان        

  . بلوغ تخمك نارس و رشد ونمو جنين حاصل بررسي شد
  

  مواد و روشها
  نحوة تهية مونولاير از سلولهاي گرانولوزا

   بـراي   گرم25ـ30   تقريبي  وزن به NMRI  نژاد  سوري موشهاي
 – كمپلكسهاي تخمـك       و تهيه   گذاري  تخمك  ك تحري ،  مطالعه

                 گــذاري  تخمــك  تحريــك بــراي.   شــدند كومولــوس انتخــاب
IU 5/7PMSG ــه ــق  بـ ــق درون  طريـ ــفاقي   تزريـ  :ip)   صـ

intraperiteneal) روش   همـان   بعد نيز به  ساعت48 و IU 5/7 

hCG بـه  ت اويـداك  هـاي  بعد،  لوله  ساعت 14ـ16.  شد تزريق   
 بـا     ، تخمكهـا همـراه       از تـشريح     جـدا و پـس       اسـتريل   طريق

 –سپس كمپلكسهاي تخمك    . جدا شدند   كومولوسي    سلولهاي
كومولوس درون ظروف كشت چهارول حاوي محـيط كـشت          

________________________ 

1. Cumulus-Oocyte Complex 
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DMEM F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient 

Mixture F-12 HAM; DMEM F12)  پـس از .  قـرار داده شـدند 
 روز محيط كشت تعويض شد و سلولهاي مرده         4 تا   3گذشت  

و آنهايي كه قادر به چسبيدن به كف چهـارول نبودنـد دفـع و               
اين روند تـا رسـيدن بـه مرحلـة          . سپس محيط تازه اضافه شد    

سـپس محـيط    . تشكيل يك بسترة سلولي تك لايه ادامه يافت       
   IU  ميلـي 100  كشت قبلي حذف و محيط كشت بلوغ حاوي 

  درصـد  hCG ، 5ليتـر     در ميلـي rFSH ، 5/7 IUليتـر   ميلي در
FCS اتانل و  ميكرومولار2، رتينوئيك اسيد همه ترانس در دوز  
/ حجمي( درصد2/0 دوز در به عنوان حلال) گروه شم   ( مطلق

  . شدند اضافهبه اين بسترة مونولايري ) حجمي
  

   نابالغ در موشGVجداسازي تخمكهاي 
 8 تـا  6  در سـن  NMRI  نـژاد  مـاده  ز موشـهاي  ا  تحقيق در اين
موشـها   . شـد   هد استفا   از انستيتو پاستور ايران      شده   تهيه  اي  هفته
   و تخمـدان     شـده    كـشته    گردني  هايه   مهر  جايي   جابه   روش  به

   و پـس     خـارج    از بـدن    اسـتريل حتي المقـدور    آنها در شرايط    
   محــيط كــشت  ميكروليتــري100   قطــرات  درون  بــه ازانتقــال
MEM-α Sigma, M-0644)(  درصــد 5  حــاوي FCS  )Gibco, 

   و سـپس    حذف    تخمدان   اطراف   اضافي  چربيهاي،  )10270-106
  تخمكهـاي .  شـد    داده   انتقال   ميكروليتري 130   قطرات   درون  به

 گرانولـوزا    بـا سـلولهاي      همـراه    وزيكول   ژرمينال   حاوي  نارس
   گرانولـوزاي    سـلولهاي   كـردن    پيپت   با روش    سپس ه و جدا شد 
بـا اسـتفاده از لنـز مـدرج در زيـر            . ند شد   برداشته  ها آن  اطراف

-60 با اندازة تقريبـي        نارس   تخمكهاي ميكروسكوپ معكوس 
   ، قشر شفاف روشن   سيتوپلاسمو  ميكرون65

Zona Pelucida) (ZP: ــت ــضاي  يكنواخ ــا ف ــيش  ب   اي  زرده  پ
)Pervettline (به مونولايرهاي گرانولوزا حاوي محـيط        مناسب

  .شدندههاي زيراضافه  گرو كشت بلوغ مطابق
 طراحي گروهها

 نابالغ جمع آوري شده از چندين ماده به طـور           GVتخمكهاي  

حـد  . تصادفي به گروههـاي آزمايـشي اختـصاص داده شـدند          
 و كشت آنهـا بـراي       GV تكرار جمع آوري تخمكها ي       11اقل

  . هر گروه انجام شدند
 و    گرفته   طبيعي   از موشهاي    نارس   تخمك 500: 1  كنترل  گروه

 ، rFSHليتـر   در ميلـي    IU  ميلي100  حاوي MEM-α  در محيط 
5/7 IUليتـر     در ميليhCGدرصـد  5  و FCS شـد  ،  قـرار داده  .

 MEM-α   در محـيط بلـوغ     نـارس   تخمك451: 2 كنترل گروه

ليتـر     در ميليrFSH ، 5/7 IUليتر  در ميلي   IU  ميلي100  حاوي
hCG ، 5 درصد FCS و تك لايه اي از سلولهاي گرانولوزا قرار 
   . شد داده
  حاوي MEM-α    در محيط بلوغ  نارس  تخمك520:   شم  گروه
 ، hCGليتر    در ميليrFSH ، 5/7 IUليتر  در ميلي  IU  ميلي100

اتِانـل مطلـق   ) حجمـي / حجمي(  درصد 2/0  وFCS درصد 5
   . شد رار دادهق

 MEM-α  بلـوغ   در محـيط   نـارس   تخمك534:  1 آزمون  گروه

ليتـر     در ميليrFSH ، 5/7 IUليتر  در ميلي   IU  ميلي100  حاوي
hCG ، 5 درصد FCSميكرومـولار رتينوئيـك اسـيد همـه     2 و  

   .  شد ترانس قرار داده
 MEM-α   در محـيط بلـوغ     نارس  تخمك444:  2   آزمون گروه

ليتـر     در ميليrFSH ، 5/7 IUليتر  در ميلي   IU  ميلي100  اويح
hCG ، 5  درصـد FCS، 2 رتينوئيـك اسـيد همـه      ميكرومـولار

 . شـد    داده و تك لايه اي از سـلولهاي گرانولـوزا قـرار          ترانس  
/ حجمـي ( درصـد    2/0رتينوئيك اسيد همـه تـرانس در اِتانـل          

مينيـوم در   حل و درون اپندورف پوشيده با كاغـذ آلو         )حجمي
 سپس.  درجه سانتي گراد درون فريزر نگهداري شد       - 20دماي

و  ميكرو مولار تهيـه      2 غلظت   MEM-αبه كمك محيط كشت     
 قابل ذكر است طـول عمـر نگهـداري رتينوئيـك            .شداستفاده  

رتينوئيـك اسـيد تنهـا در       . اسيد در شرايط فعلي يك ماه است      
   مـدت   به ه هر گرو تخمكهايمرحلة بلوغ تخمك ِاعمال شد و     

 CO2  5 گراد بـا   سانتي  درجه37 انكوباتور   در داخل  ساعت24
 معكـوس،   بـا ميكروسـكوپ    سـپس .  شـدند  درصد قـرار داده 
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 گروههـا     ميوز در تمام     و ازسرگيري    آزمايشگاهي   بلوغ  مراحل
   عنـوان    را به    در هسته    تغييرشكل   بدون  تخمكهاي.  شد  يسبرر
GV )Germinal Vesicle(، وشـده   شكـسته   هسته با  تخمكهاي  
 GVBD  (Germinal Vesicle عنـوان   به  ميوز   تقسيم  شروع ةنشان

Break down)  به عنوان   بالغ و تخمكهايMII  شد شناسايي .  
  

       شده  بالغ  تخمكهاي  و تكوين لقاح
  هـاي   مهـره  جـايي  بـه   جـا   روش بـه  NMRI  نژاد ابتدا موشهاي

 500  قطـرات بـه   آنها جدا و   اپيديديم  دم،شدند   كشته گردني

   سـرم   ميكروگـرم 15  حـاوي  T6   محـيط كـشت   ميكروليتـري 
ــومين ــاوي آلب ــر   (BSA: Bovine Serum Albumin)  گ دره

 در    سـاعت  1   مـدت   هـا بـه      نمونه  سپس. ند شد  ليتر منتقل   ميلي
 درصـد  CO2  5  گـراد حـاوي    سانتي  درجه37 انكوباتور  داخل
در  (  قطـره    از كناره    و سالم    فعال   اسپرمهاي  با انتقال .  شد  وبهانك

  حـاوي T6   قطرات   داخل  به)   عدد اسپرم  1ـ2×106ليتر    هر ميلي 
 آنهـا    نيز به   شده   بالغ   تخمكهاي ،BSAليتر     بر ميلي   گرم   ميلي 15

 اسـپرمها از اطـراف        سـاعت  4ـ ـ6  گذشـت   از  پس.  شد  منتقل
 از محـيط  ايگوتهـاي تـشكيل شـده       ز. تخمكها شستشو شـدند   

 BSAليتر     بر ميلي   گرم   ميلي 4   حاوي T6 محيط    ات قطر   به  فعلي
ــل ــدند منتق ــعيت.  ش ــا   وض ــسجنينه  96 ، 72 ،48 ، 24 از  پ

   ثبـت    بـراي    معكـوس    ميكروسـكوپ    وسـيله    بـه   ساعت120و
 جنينهاي دژنره از محيط خارج       و مشاهده   جنين   تكوين  مراحل
ن ترتيب جنينهاي متوقف شده، به قطرات ديگر        به همي . شدند

ــة       ــه مرحل ــيدن ب ــا رس ــالم ت ــاي س ــدند و جنينه ــل ش منتق
   .بلاستوسيست در محيط خود باقي گذاشته شدند

  
  آزمون آماري 

با توجه به اينكه در اين مطالعه متغييرها كيفي بودنـد و مـلاك          
تعداد كل سلولها بود، بـراي بررسـي ارتبـاط بـين گروههـا از               

ــا روش آمــاري SPSSمــة برنا  اســتفاده شــد، Chi-Square  و ب

به عنوان تفاوت معني دار در نظـر گرفتـه   p  >0/05اختلاف با 
  .شد

  

 ها يافته
، 2، كنتـرل    1با بررسيهاي انجام شده روي گروههـاي كنتـرل          

درصــد .  نتــايج زيــر حاصــل شــد2و آزمــون 1شــم، آزمــون 
، 2، كنترل   1  در گروه كنترل   GVتخمكهاي باقيمانده در مرحلة     

 73/9،  38/25،  29/15،  6/23شم و گروههاي آزمون به ترتيب       
بــود كــه نــشان داد، درصــد تخمكهــاي باقيمانــده در  85/5و 

 ميكرومولار رتينوئيك اسيد با هم كـشتي        2 درگروه   GVمرحلة
درنـرخ  . سلولهاي گرانولوزا نسبت به ساير گروهها كمتر است       

 نسبت بـه    2روه كنترل    درگ GVتخمكهاي باقيمانده در مرحلة     
. (p<0.001) كـاهش معنـي داري مـشاهده شـد           1گروه كنتـرل    

 (p<0.05) 1 نسبت به گروه آزمـون  2همچنين در گروه آزمون 
 و  2، كنتـرل    1كنتـرل   ( نسبت بـه گروههـاي       2و گروه آزمون    

درصـد   . (p<0.0001)كـاهش معنـي داري مـشاهده شـد          ) شم
   به   آزمون   گروه دو و   شم،   2و1  كنترل   ميوز در گروه    ازسرگيري
ــب  ــوغ و 14/94 ،26/90، 61/74 ، 70/84  ،4/76ترتيــ   بلــ

ــ ــود 18/80و  27/78، 60، 18/65 ،8/60   كـتخم ــرخ از . ب ن
 1 نـسبت بـه گـروه آزمـون          2سرگيري ميـوز در گروه آزمون      

ــشان داد   ــي داري ن ــزايش معن ــرخ از (p<0.05).اف ــين ن  همچن
 نسبت به گروههـاي   2و   1سرگيري ميوز در گروههاي آزمون      

 معنـي داري را نـشان داد        شو گـروه شـم افـزاي      ) 1،2(كنترل  
(p<0.0001) .           2 و   1نرخ بلـوغ تخمـك در گروههـاي آزمـون 

  داري   معنـي   فـزايش  ا و شـم  ) 2و1  ( كنتـرل   ايهه گرو   به  نسبت  
 ـ   . (p<0.0001) داشت دسـت آمـده از لقـاح و        ه  مقايسة نتـايج ب

 كـه   داد نـشان     گـروه  5 در   تكوين جنينهاي حاصل از تخمكها    
 ساعته در گـروه   24 سلولي   2نسبت جنينهاي رسيده به مرحلة      

گـروه  نسبت بـه     و   (p<0.01) 2 كنترل    نسبت به گروه   2آزمون  
 افـزايش  (p<0.0001)و نسبت به گروه شم       (p<0.001) 1كنترل  
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 رسيده بودند   مورولاه به مرحلة    جنينهايي ك . معني داري داشت  
گـروه  نسبت به    2در گروه آزمون     ساعت پس از لقاح      120در  

 نـسبت بـه     1همچنين در گروه آزمـون        و گروه شم،   1 آزمون
. (p<0.05) مـشاهده شـد    معنـي داري      افـزايش  2گروه كنتـرل    

 120جنينهايي كه به مرحلة بلاستوسيـست رسـيده بودنـد در            

 1گروه كنترل   نسبت به    2 آزمون   در گروه ساعت پس از لقاح     
(p<0.001)  ،     2نسبت بـه گـروه كنتـرل (p<0.05)   و نـسبت بـه 
 شكل به( معني داري را نشان داد  افزيش(p<0.0001)گروه شم 

  ).مراجعه شود 2 و 1 نمودارهاي و 1، جدول 1

  
  ليتر   در ميليIU 5/7 و rFSHليتر  در ميلي   IU  ميلي100  حاوي MEM-α   مقايسة بلوغ آزمايشگاهي تخمكهاي نارس موش درمحيط بلوغ .1جدول

 hCGدرصد 5  و FCS گروههاي مختلفدر   
  

 كشت پس از  ساعت 24
  روند            
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 GV  
)(%  

GVBD  
(%) 

MII 
(%) 

GVBD+  
MII 
(%) 

 0 0 500 1 كنترل
118 d*** 

)6/23( 

78  
)6/15( 

304  
)8/60( 

382 d***  
)4/76( 

هم كشتي ( 2كنترل 
  )با گرانولوزا

451 0 0 
69  

)29/15( 

88  
)51/19( 

294  
)18/65( 

382  
)70/84(  

 0 2/0 520  شم
132b**** 

)38/25( 

76b*  
)61/14( 

312  
)60( 

388 b****  
)61/74( 

 2 2/0  534 1 آزمون
52c*, b**  
)73/9( 

64a*, b***  
)98/11(  

418(a, b)****  
)27/78(  

482 (a, b)****  
)26/90( 

  2آزمون 
هم كشتي با (

 )گرانولوزا

444 2/0 2 
26(a,b)*** 

)58/5( 

62b*  
)96/13( 

356(a, b)**** 

)18/80( 

418(a, b)**** 

)14/94( 

  
GV : دارتخمك نارس هسته (حباب زاينده ( ،GVBD : ،حباب زايندة خورد شدهMII : تخمك در مرحلة متافازII، GVBD + MII : ،از سرگيري ميوز

،اختلاف بين  = c  معني دار است2 با 1، اختلاف بين گروه آزمون  = b  معني دار است2  كنترل، اختلاف با گروه= a  معني دار است1  كنترلاختلاف با گروه
  = d  دار است معني2 با 1گروه كنترل 

*: P<0/05, **: P<0/01, ***: P<0/001, ****: P<0/0001  
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محيط بلوغ با همكشتي سلولهاي  (2 كنترلگروه  :  B ،1 گروه كنترل : A . مورد مطالعه  مقايسة درصد تشكيل جنينهاي دو سلولي در گروههاي.1نمودار
  ميكرومولار2 (2گروه آزمون  : E، )ميكرومولاررتينوئيك اسيد 2 (1گروه آزمون  : D  ، )تانل، حلالا )حجمي/ حجمي( درصد 2/0( گروه شم : C، )گرانولوزا

  . حروف به كار رفته در بالاي ستونها متعلق به گروهي است كه نسبت به آن اختلاف معني دار مشاهده شده است.)، با همكشتي سلولهاي گرانولوزارتينوئيك اسيد
*: P<0.05,   **: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<0.0001 
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  گروههاي مورد مطالعه

  
  .مورد مطالعه  مقايسة درصد تشكيل جنينهاي بلاستوسيست در گروههاي.2نمودار

  A :1 گروه كنترل، B  :  محيط بلوغ با همكشتي سلولهاي گرانولوزا (2 كنترلگروه( ،C : گروه شم )اتانل، حلال )حجمي/ حجمي( درصد 2/0( ، D : گروه
 حروف به كار رفته در بالاي .)، با همكشتي سلولهاي گرانولوزارتينوئيك اسيد  ميكرومولار2 (2گروه آزمون  : E، )ميكرومولاررتينوئيك اسيد 2 (1آزمون 

  .ستونها متعلق به گروهي است كه نسبت به آن اختلاف معني دار مشاهده شده است
*: P<0.05,   **: P<0.01,   ***: P<0.001, ****: P<0.0001 
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     A                                      B                                      C                              

 

 
 D                            E                            F                           G                         

  ،GVس موش يا تخمك نار .1شكل 
 A: Germinal Vesicle خورد شدن حباب زاينده يا ، GVBD ،  

 B: Germinal Vesicle Breakdownيا  ، دومين متافاز  MII ،C:  Metaphase II يا  سلولي2، جنينD: 2 -Cell ، ):Z ،منطقة شفاف P : ،جسم قطبيB :
   G: Late blastocyst ، بلاستوسيست ياF: Morulaورلا يا  ، جنين مE: 4 – Cell سلولي يا 4، جنين )هسته: Nبلاستومر، 

  ×400:   و  بزرگنمايي ساير اشكال ×B :100 بزرگنمايي شكلهاي

  
  بحث

نتايج مطالعة حاضر نشان مي دهد كـه اسـتفاده از هـم كـشتي               
 در هنگــام بلــوغ t-RA بــه همــراه ]14  [ســلولهاي گرانولــوزا

در . د مـي بخـشد    تخمك رشد و نمو تخمكهاي موشي را بهبو       
 تخمـك نابـالغ موشـي جهـت ارزيـابي           2449اين مطالعـه از     

 ميكرو مولار   2تأثيرات هم كشتي سلولهاي گرانولوزا به همراه        
t-RA           در بلوغ آزمايشگاهي تخمك نارس موش و رشد و نمو 

بـه گونـه اي كـه       . روياني تا مرحلة بلاستوسيست استفاده شد     
يده بودنـد نـسبت بـه       تعداد تخمكهايي كه به مرحلة بلوغ رس ـ      

گروه كنترل فاقد هم كشتي سلولهاي گرانولـوزا افـزايش پيـدا            
در حقيقت تخمكهاي بلوغ يافته در غياب هـم كـشتي           . كردند

 ميزان بلوغ كمتر و به دنبـال  t-RAسلولهاي گرانولوزا به همراه    
آن رشد ونمو ضعيفتري را تا مرحلة بلاستوسيست نـشان مـي            

قيق تلاش شـده اسـت تـا يـك مـدل       بنابراين دراين تح  . دهند
موشي مناسب  با قابليت بلوغ ميـوزي تخمـك در آزمايـشگاه             
ايجاد شود تا بتوان نتـايج حاصـل از ايـن طـرح را بـه مراكـز                  
باروري وناباروري تعميم داد ،از آنجاييكه ازتخمكهاي برهنـه          

 اسـتفاده مـي     (ICSI)جهت تزريق درون سيتوپلاسـمي اسـپرم        
هي اوقات تعـدادي از ايـن تخمـك  هـا            شود، در اين ميان گا    

بشكل نابالغ و برهنه ميباشد و به بنظـر مـي رسـد بلـوغ ايـن                 
تخمكها با هم كشتي سـلولهاي گرانولـوزا باضـافه رتينوييـك            

سـلولهاي گرانولـوزاي اويـداكتي انتخـاب        . اسيد تسريع بشود  
فيزيولوژيكي مناسبي براي هم كـشتي هـستند، زيـرا بـه طـور              

 درحال توسعه وجود دارند و نقش مهمـي         طبيعي در فوليكول  
در فرايند بلوغ تخمـك از طريـق تـأثير تنظيمـي روي محـيط               

همانطور كـه   . ]15 [احاطه كنندة تخمكهاي نابالغ ايفا مي كنند        
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در اين مطالعه نشان داده شده است هـم كـشتي بـا سـلولهاي               
گرانولوزا يـك تـأثير مفيـد روي بلـوغ ميـوزي تخمـك دارد،               

مال مي رود سلولهاي گرانولوزا بتواننـد بعـضي از          بنابراين احت 
فاكتورهاي براه اندازندة ميوز را در محيط كشت ترشـح كننـد            

 هـستند كـه     A متابوليت ويتامين    RAرتينوئيدها از جمله    . ]14[
 RA. ]16 [از عوامل ضروري در باروري مردان و زنان هستند          

 مـي   رتـأثي  تخمـك به تخمك داده مي شود بر       بلوغ  كه قبل از    
، علاوه بر آن مي تواند فعاليت ترجمـه را در كمـپلكس             گذارد
 تغيير دهد كـه ايـن امـر بـه طـور             (COC) كومولوس   -تخمك

مستقيم بر تخمك يا گرانولوزاي اطراف كومولوس يا هـردوي           
آنها اثر دارد و در يك روش اتوكريني يا پاراكريني اعمال مـي             

 شـامل       RAسته اي   اخيرا بيشتر گيرنده هاي ه    . ]17 و   9 [شود  
) β ، α RAR( ،) β ،α RXR( ــدروژناز و ــد دهيـــ ، رتينالدئيـــ

ــلولهاي     ــاوي ، س ــاي گ ــرات در تخمكه ــسيزوم پروليف پراك
از طرف ديگـر   . رديابي شدند]18 [ و رويانها ]12 [كومولوس 

سلولهاي گرانولوزاي رت از همه تـرانس رتينـول، رتينوئيـك           
 در RARنــده هــاي وجــود گير. ]19 [اســيد ســنتز مــي كننــد 

سلولهاي گرانولوزا نشان دهندة آن است كه اين سلولها اهداف 

در پايـان   . ]20[رتينوئيك اسيد در رت، انسان و موش هـستند          
مي توان نتيجه گيري كرد كـه اسـتفاده از مونـولاير سـلولهاي              
گرانولوزا براي توسعة محـيط كـشت و افـزايش ميـزان بلـوغ              

بنـابراين اسـتفاده از     .  اسـت  تخمك ظاهرا بسيار نويـد دهنـده      
رتينوئيك اسيد همه تـرانس زمـاني كـه همـراه بـا تـك لايـه                 
سلولهاي گرانولوزا باشد مي تواند بلوغ تخمك و رشد و نمـو            

in vitro       رويانهاي موشي بـه دسـت آمـده از لقـاح آنهـا را تـا 
مطالعات بيشتر بايـد بـراي      . مرحلة بلاستوسيست بهبود بخشد   

ي درگيـر در هـم كـشتي سـلولهاي          واضح كـردن مكانيـسمها    
  . انجام شوندt-RAگرانولوزا و بلوغ تخمك در حضور 

  

  تقدير و تشكر
از بودجـه طـرح بلـوغ تخمـك         هاي طـرح حاضـر        كليه هزينه 

برخـود  . معاونت پژوهشي پژوهشكده رويان تأمين شده است      
داريم كه تشكر خـود را از خـانم بركتـي بـه خـاطر                 فرض مي 

ام تحقيق و سركار خانم نبوي بـراي        همكاري صميمانه در انج   
  .انجام امور آناليز آماري اعلام داريم
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