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 چكيده

 بـه وسـيله   ان ها و عوارض ناشي از تحريـك تخمـد   بخش براي كاهش هزينه غ آزمايشگاهي تخمك يك تكنيك نويدبلو : هدف زمينه و

هـاي سيسـتئامين و    اكسـيدان  و آنتـي  1ـ زمان فاكتور رشد شبه انسوليني بررسي اثر هماين مطالعه  هدف از. باشد ها مي گونادوتروپين

  . بالغ بوده است تخمك ناآزمايشگاهي  تكاملن ميزا رب مركاپتواتانول بتا

  

هـاي   تخمـك ، بـالغ  هـاي مـاده نـا    به موش   PMSGالمللي بين واحد 5/7 ساعت پس از تزريق 48تجربي،  مطالعه اين در :روش بررسي

 فـاكتور  ليتـر  نانوگرم بـر ميلـي   50حاوي  TCM199به محيط كشت  ها س اين تخمكسپ. شدند جدا ها موش تخمدان از وزيكول ژرمينال

 بـه  هـا  سـاعت كشـت، تخمـك    24 بعـد از  .شدندمنتقل  مركاپتواتانول بتاو  سيستئامين ميكرومول 100ميزانو  1ـ  انسوليني شبه رشد

ند و تكامـل جنينـي تـا مرحلـه دو سـلولي مـورد       لقاح داده شد لقاح آزمايشگاهي در محيط ي بالغ شدهها تخمك متاز دو رسيده و اين

 تحليـل و  تجزيه  پس آزمون توكي و واريانس آناليز آماري تست به وسيله دست آمده از اين مطالعهه ي بها داده .قرار گرفتبررسي 

  .شدند

  

 بـا سـلول كومولـوس    وزيكـول  ژرمينـال نتايج اين مطالعه نشان داد كه ميزان بلوغ، لقاح و تشكيل جنين دوسلولي در تخمك  :ها يافته

 60/80، 30/93، 10/92 بـه ترتيـب  ، مركاپتواتـانول  بتـا  و سيسـتئامين  ، 1-انسوليني شبه رشد فاكتورحاوي  TCM199محيط كشت در

 كه اين .بوده است 60/58، 00/64، 80/65به ترتيب در همين محيط كشت  بدون سلول كومولوس وزيكول ژرمينال در تخمكو  صددر

 .)>001/0p(باشد دار مي حاظ آماري معنياز ل تفاوت

  

تشكيل جنين دو سلولي  ميزان بلوغ، لقاح و ،مركاپتواتانول بتا و سيستئامين انسوليني، شبه رشد فاكتورزمان  تركيب هم :گيري نتيجه

رورت ن بيانگر ض ـو اي ي بدون سلول كومولوس به ميزان بيشتري افزايش دادها تخمكي با سلول كومولوس نسبت به ها تخمكرا در 

  .باشد شت و وجود سلول كومولوس ميها به محيط ك اكسيدان و آنتي افزودن مكمل هاي فاكتور رشد
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 مقدمه

تخمك پستانداران يك روش  هيبلوغ آزمايشگا

ي بـالغ جهـت اسـتفاده در    هـا  تخمـك مفيد براي توليـد  

هاي كمك باروري از جمله لقاح آزمايشـگاهي و   تكنيك

اري در بسـي . باشد مي اسپرم ميتزرق درون سيتوپلاس

گــذاري بــه  از مراكـز  درمــان نابــاروري، القـاء تخمــك  

شود كه علاوه  ميانجام   لقاحمنظور  تهيه تخمك براي 

بر عـدم موفقيـت در  تحريـك تخمـداني در بعضـي از      

چنين هزينه بالا، پـايين بـودن كيفيـت تخمـك،      زنان، هم

را نيز  )1(سندرم تخمداني تحريك بيش ازحد خطر ايجاد

توانـد   مـي  بلـوغ آزمايشـگاهي  از اين رو . به دنبال دارد

يك روش جايگزين مناسب جهت تهيه تخمـك بـالغ در   

حـاملگي و تولـد زنـده بـا      ميزان). 1ـ3(اين موارد باشد

ــاح آزمايشــگاهي  ــوغ و لق ــال  )2(روش بل ــك ژرمين تخم

دست آمده از فوليكول انترال، نسـبت بـه   ه ب )3(وزيكول

ميـزان  ). 4(شـد با تر مي ينيپا )4(تكنيكهاي كمك باروري

پايين تشكيل بلاستوسيت بـا روش بلـوغ اووسـيت در    

نســبت بــه بلــوغ آن در درون بــدن نشــان آزمايشــگاه 

طـور  ه ب ـبلوغ آزمايشگاهي دهد كه سيستم معمول  مي

اي اووسـيت   و بلوغ هسته ميكافي در تكوين سيتوپلاس

از آنجـايي كـه محـيط رحـم سرشـار از      . كارايي ندارد

اي ه ـ ديگـر پـروتئين   اي رشد وه مواد مغذي، هورمون

بنـابراين  . )5(دباش ـ براي رشد و بقاء جنـين مـي   ميتنظي

بهبود سيستم بلوغ اووسـيت بـا هرچـه بيشـتر شـبيه      

بـراي   بـه محـيط درون بـدن    آزمايشگاهكردن شرايط 

 هـا  همطالع ـ ).6(بسيار مهـم اسـت   جنينافزايش تشكيل 

هاي مختلفي از فاكتورهاي رشـد مثـل    كلاس نشان داد

در مايع فوليكولار انسـاني   تور رشد شبه انسولينيفاك

وجود دارند كه در روند بلوغ تخمك و رشد و لقاح آن 

ــد    ــش دارن ــدن نق ــي در ب ــيكل طبيع ــك س  .)7و 8(در ي

در عملكـرد   ميها داراي نقش تنظي چنين اين هورمون هم

فيـك بـر انـدومتر و    تخمدان، رحم و در نتيجه اثـر ترو 

ثير داروهـاي  أنجا كه تحت تاز آ ..)7-9(باشند ميجنين 

تحريك كننده تخمدان سيكل توليد تخمـك ظـرف چنـد    

شود فرصـت كـافي جهـت توليـد ايـن       ميساعت انجام 

از  هـا  تخمـك باشد پس اين  ميمواد در مايع فوليكولار ن

. )8(هــاي رشــد محــروم هســتند اثــر كمكــي هورمــون

يـك هورمـون رشـد     1ـ  هورمون رشد شبه انسـوليني 

اي در بـرهم   اشد كه از اهميـت ويـژه  ب ميمهم در خون 

و محصول حاملگي برخـوردار   كنش بين اندومتر رحم

ن در تنظــيم عملكــرد چنــين ايــن هورمــو هــم). 9(اســت

تكثيـر و  تمايز،   ؛هاي سوماتيك فوليكول از جمله سلول

متعــددي  هـاي  همطالعــ). 10(اسـتروئيدوژنز نقـش دارد  

 نشان داده است كه اضـافه كـردن فـاكتور رشـد شـبه     

توانـد باعـث پيشـرفت     ميبه محيط كشت  1ـ  انسوليني

 ).9،5و11(بلوغ و تكوين اووسيت گردد

ــه   ــد گون ــت تولي ــيط كش ــرايط مح ــاي  در ش ه

يابد كه اين مولكول هـا   ميافزايش  )5(واكنشگر اكسيژن

). 12( تأثيرات منفي بر تكامل اووسـيت و جنـين دارنـد   

اپتو مرك ـ-تركيبات تيولي با وزن مولكولي كم مانند بتا

تواننــد بــا افــزايش ســاخت  مــيو سيســتئامين  اتــانول

                                                           

1-ovarian hyper stimulating syndrome 
2- In Vitro Fertilization (IVF) 
3-Germinal Vesicle 
4-Assisted reproductive technology (ART) 
5- Reactive Oxygen Species 
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 .گلوتاتيون، موجب بهبود تكامل و كيفيت جنين گردنـد 

ــاتيون ــه   گلوت ــول مهــم درون ســلولي اســت ك ــك تي ي

در وقايع بيولوژيكي دارد، كه   ميعملكردهاي بسيار مه

و پروتئين، انتقال آمينواسيد  اسيد نوكلئيكشامل سنتز 

 ).12(باشـد  ميرابر اكسيداسيون محافظت سلول در ب و

ــاتيونبيوســنتز  ــودن   گلوت ــه در دســترس ب بســتگي ب

ه سيسـتئين ب ـ  اضافه كـردن . در محيط دارد سيستئين

طور مستقيم به درون محيط كشت، امكان پذير نيست، 

سيستئن در محـيط كشـت بـه راحتـي اكسـيده       كه چرا

نتيجـه باعـث    گـردد و در  ميشده و تبديل به سيستين 

ماننـد  تيـولي   هاي تركيب. شود ميوكسيسيتي افزايش ت

توانند با كمك به  ميو سيستئامين  مركاپتو اتانولـ   بتا

افزايش جذب سلولي سيسـتئين سـاخت گلوتـاتيون را    

باعث بهبود  باهم افزودن اين دو تركيب افزايش دهند و

 .)12و  14ـ16(شوند مي تكامل و كيفيت جنين

ك و در درون فوليكــول تنظــيم تكامــل تخمـ ـ  

،  2دار عملكــرد ســلولي وابســته بــه ارتباطــات ســوراخ

ــنش   ــم ك ــر ه ــاراكرين و ب ــات پ ــر   ارتباط ــين عناص ب

هاي كومولوس  سلول .باشد ميماتريكس خارج سلولي 

ها در توليد  در بلوغ تخمك دارند، اين سلول  مينقش مه

و انتقــال فاكتورهــاي ضــروري شــناخته و ناشــناخته 

تخمــك و   ميپلاســاي و سيتو شــده بــراي بلــوغ هســته

ــاً ــد     متعاقب ــش دارن ــاح نق ــس از لق ــي پ ــل جنين . تكام

هاي كومولـوس بـا    اند كه سلول نشان داده هاي همطالع

ترشح فاكتور القـاء كننـده ميـوز باعـث شـروع ميـوز       

هاي كومولوس نه تنها باعـث تنظـيم و    سلول. گردد مي

                                                           

 

شـود   مـي متافـاز دوم  به مرحلـه   پيشرفت بلوغ تخمك

تخمك را پس از لقاح نيز سـبب    ميلاسبلكه بلوغ سيتوپ

ي بـدون سـلول   هـا  تخمـك كـه در   ضمن ايـن . گردد مي

اي و  كومولوس به علت نبود هماهنگي بين بلـوغ هسـته  

             توانــــايي بقــــاي كمتــــري وجــــود   ميسيتوپلاســــ

  .)3، 4 ،9و  17ـ19(دارد

بيشتر  هاي و با توجه به ضرورت انجام تحقيق

هـاي كمـك بـاروري در     روشبراي پيشرفت و بهبـود  

هدف از اين مطالعه بررسي تـأثير   ،محيط آزمايشگاهي

ــم  ــب ه ــوليني و    تركي ــبه انس ــد ش ــاكتور رش ــان ف زم

هاي سيستئامين و بتامركاپتواتـانول  بـر    اكسيدان آنتي

  .دبوتكامل تخمك نا بالغ موش سوري 

  

 بررسي روش

ــژوهش   ــن پ ــي در اي ــژاد   27 ازتجرب ــوش ن م

نـر نـژاد    مـوش  10سن و هفته  4 باسوري ماده نابالغ 

از انسيتو  ها موش. شد استفاده هفته سن 12 باسوري 

كه (اي  خانه در شرايط حيوانو رازي شيراز خريداري 

ســـاعت  12طبــق اســـتانداردهاي شـــناخته شـــده از  

چنـين آب، غـذا،    سـاعت تـاريكي و هـم    12روشنايي و 

نگهــداري ) رطوبــت و دمــاي كــافي برخــوردار بودنــد

ه گيـري، از تخمـدان هـر مـوش ب ـ     هـت نمونـه  ج .شدند

ــانگين  ــدد 25صــورت مي ــك ع ــه تخم ــال مرحل  ژرمين

ي مـورد مطالعـه   ها تخمكتعداد . دست آمده وزيكول ب

 و 174، 180، 181در گروه اول تـا چهـارم بـه ترتيـب     

از نظر اخلاقي اين طرح در كميتـه   .عدد بوده است 164

سـيد  اخلاق دانشگاه علوم پزشكي ياسوج به تصويب ر
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تمام كدهاي اخلاقي كـار بـا حيوانـات آزمايشـگاهي      و

  .مصوب دانشگاه علوم پزشكي ياسوج رعايت گرديد

ي مـاده  هـا  مـوش ، بـه  هـا  براي تحريك تخمدان

واحـد   5/7هفته سـن داشـتند،    4نابالغ نژاد سوري، كه 

بـا اسـتفاده از سـرنگ انسـولين بـه       PMSGبين المللي 

عت پـس از  سـا  48. طريق داخـل صـفاقي تزريـق شـد    

جــاي ه بــ بــا كشــش و جــا هــا مــوش،  PMSGتزريــق 

هاي گردن كشته شده و بلافاصله تخمدان مـوش   مهره

قـرار داده شـد كـه ايـن      TCM199در داخل محيط كشت 

 24محيط كشت از شب قبل براي تعادل به مدت حداقل 

ي هـا  تخمـك . ه بـود ساعت در انكوباتور قرار داده شـد 

كومولـوس  و  سلول  باهمراه  ژرمينال وزيكولمرحله 

هــاي  بــدون ســلول وزيكــول ژرمينــالتخمــك مرحلــه 

با پـاره كـردن فوليكـول آنتـرال تخمـدان و       كومولوس

تخمـك   هاي كومولوس اطـراف  سپس جدا كردن سلول

دو ســـــوزن انســـــولين در زيـــــر  بـــــه وســـــيله

ــاستريو ــدنداز هـــم جدا كوپميكروسـ در نهايـــت . شـ

اده از ي با و بدون سلول كومولوس بـا اسـتف  ها تخمك

هاي پاستوري كه از قبل استريل شده و نوك آنها  پيپت

برداشـته و  ، ها نازك شده بود متناسب با قطر اووسيت

طور تصادفي در چهـار گـروه مـورد مطالعـه قـرار      ه ب

 ژرمينــالي هــا تخمــك ،گــروه اول ؛كــه شــامل گرفتنــد

هاي كومولوس در معرض محيط  بدون سلول وزيكول

 ،گـروه دوم  .)گروه كنترل( قرار گرفتند TCM199كشت 

ــك ــا تخم ــالي ه ــول ژرمين ــلول  وزيك ــدون س ــاي  ب ه

بــه  TCM199كومولــوس كــه در معــرض محــيط كشــت 

سـيتئامين  و  1ـ  اضافه ي فاكتور رشد شـبه انسـوليني  

 .)گــروه مداخلــه( مركاپتواتــانول قــرار داده شــدـ وبتاــ

همـراه بـا    وزيكـول  ژرمينـال  يهـا  تخمـك  ،گروه سوم

  TCM199معرض محيط كشت هاي كومولوس در سلول

 يهـا  تخمـك  ،گـروه چهـارم  ). كنترلگروه (قرار گرفتند

در هـاي كومولـوس    همراه بـا سـلول   وزيكول ژرمينال

به اضـافه فـاكتور رشـد     TCM199معرض محيط كشت 

مركاپتواتـانول  ـ بتا ـ وسـيتئامين  و  1ـ  شـبه انسـوليني  

 هـاي كنتـرل   گـروه  در .)گـروه مداخلـه  ( قرار داده شـد 

دسـت  ه ب ـ وزيكـول  ژرمينال يها تخمك، )3 و 1گروه (

ميكروليتري  100 در داخل قطرهآمده از تخمدان موش 

ــت  از  ــيط كش ــاوي ، TCM199مح ــي 23/0ح ــول  ميل م

 100فتـوئين،   ليتـر  گرم بر ميلي يك ميلي پيروات سديم،

ليتــر  نــانوگرم بــر ميلــي   100 ،واحــد پنــي ســيلين  

رمـون  هو ليتـر  ميلي واحد بر ميلي 75 استرپتومايسين،

سرم جنين  ليتر گرم بر ميلي ميلي 3 ومحرك فوليكولي 

ــاو  ــه    در گــروهو گ ــروه (هــاي مــورد مداخل ) 4و  2گ

بـه   همان محيط كشـت در  وزيكول ژرمينال يها تخمك

ه ـــليتر فاكتور رشد شب نانو گرم بر ميلي 50اضافه ي 

ـــانسولين ـــو مي 1ـ   يـــــ ــولار  100زان ــــ ميكرومـ

متري  ميلي 35اپتواتانول، در ديش مركـ بتا سيتئامين و

ور بـه  در انكوبـات  كه قبلاً) عدد تخمك 10در هر قطره (

 بـه  هـا  تخمكسپس  .شدند تعادل رسيده بود قرار داده

 درصـد  5 وگـراد   درجه سـانتي   37انكوباتور با دماي 

CO2 ــل ــتند منتقـ ــد از  .گشـ ــت،   24بعـ ــاعت كشـ سـ

بــدون ســلول بــا و  وزيكــول ژرمينــالهــاي  اووســيت

جهت لقاح بـه  د، رسيده بودن 2لوس كه به متافاز موكو

ليتـر   گرم بـر ميلـي   ميلي 4حاوي ) T6 محيط( IVFمحيط
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روغــن معــدني  بــه وســيلهســرم آلبــومين گــاوي كــه 

 GV جهت بلوغ تخمك .شدندمنتقل بودند پوشيده شده 

كـه بـه آن    شـود و  مـي اي آن ناپديـد   ابتدا غشا هسـته  

GVBD سـپس تخمـك  . گوينـد  ميGVBD  تخمـك   بـهMII  

كه ايـن مرحلـه بـا نمايـان شـدن اولـين       . يابد ميتكامل 

قابليـت بـارور    MIIتخمـك  . شـود  مـي جسم قطبي تأييد 

  .)4،3و17ـ19(اسپرم را دارد به وسيلهشدن 

ي نـر  هـا  مـوش جهت انجام لقاح آزمايشـگاهي  

جـايي  ه ب اهفته سن داشتند، به روش ج 12كه   سوري

دم اپيديــديم ســپس . هــاي گردنــي كشــته شــدند مهــره

از ميكروليتـري   200و در قطـره   گرديـد جـدا   ها موش

 جنيني سرومگرم  ميلي 4حاوي ، )T6محيط( IVFمحيط 

بـا   و ليتـر قـرار داده شـد    بـر هـر ميلـي    البومين گاوي

و بـه   شدهاز دم اپيديديم جدا ها  سرنگ انسولين اسپرم

در انكوباتور بـه تعـادل    كه قبلاً IVFداخل قطره محيط 

 5/1ـ ـ2هـا بـه مـدت     اسپرم. گشتند بودند منتقلرسيده 

ساعت جهت ظرفيـت دار شـدن در شـرايط انكوبـاتور    

. نگهداري شـدند  CO2 درصد 5 وگراد  درجه سانتي 37

در  Swim-upو اسپرم هاي فعال و سالم كـه بـه طريـق    

 200هـاي   بـه قطـره  ه بودنـد  هاي قطره جمع شـد  كناره

. گرديـد افه اض ها تخمكحاوي  IVFمحيط ميكروليتري 

اسـپرم موجـود    1×106ليتر  در هر ميلي به گونه اي كه

در مجاورت اسپرم  ها تخمكساعت  4ـ6به مدت . اشدب

چنـدين بـار در محـيط     هـا  تخمـك و سپس  گرفتهقرار 

IVF  شســته  تــا اسـپرم هــا كــاملاً  ه شــدشستشـو داد

  .)3، 4و  17ـ19(شوند 

تشـكيل  [ لقاح يندآ، فرساعت 6ـ8پس از گذشت 

 از ســاعت 24پــس از گذشــت  و ، ])2PN(ســته پــيش ه

ــر    ــلولي در زيـ ــين دو سـ ــكيل جنـ ــاح تشـ ــان لقـ زمـ

ميكروسكوپ معكوس به ترتيـب مـورد بررسـي قـرار     

 .گرفت

هـا   آوري داده و جمـع  هـا  بعد از انجام آزمايش

هاي مختلـف و   صورت درصد در گروهه ها ب ابتدا داده

هـا   در مراحل مختلف بلـوغ و تكـوين بيـان شـد و داده    

هــاي  آزمــون بــا اســتفاده از و  SPSSافــزار  وارد نــرم

تجزيـه و    تـوكي  آزمون پس و واريانس آناليز آماري

  . تحليل شدند

  

  ها يافته

ــايج نشــان داد ــانگين درصــدكــه  نت تكامــل  مي

در  MII و GVBDتخمــك ژرمينــال وزيكــول بــه مرحلــه 

ي با سلول كومولوس در محـيط  ها تخمك ،گروه كنترل

ي بــا هــا تخمــكچنــين در گـروه   و هــم TCM199 كشـت 

همـراه بـا    TCM199 در محـيط كشـت  سلول كومولوس 

هـاي   اكسـيدان  و آنتـي 1ـ  فاكتور رشـد شـبه انسـوليني   

ســاعت  24مركاپتواتــانول بعــد از ـ سيســتئامين و بتاــ

هـاي  تخمـك    داري بيشتر از گروه كشت، به طور معني

، هـر چنـد   )>05/0p(بوده استبدون سلول كومولوس 

ــا  ــزودن ف ــوليني اف ــبه انس ــد ش ــي 1ـ   كتور رش و آنت

بــه مركاپتواتــانول ـ سيســتئامين و بتاــ هــاي اكســيدان

ــدون ســلول   TCM199 محــيط كشــت حــاوي تخمــك ب

ولـي   ،شده اسـت وس باعث افزايش بلوغ تخمك كومول
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ــاوت آن بــ ـ ــي  تفـ ــرل معنـ ــروه كنتـ ــوده دار  ا گـ                  نبـ

  ).1جدول (است

لقـاح و   دميانگين درص بر اساس نتايج حاصله،

از متافـاز دوم  بـه    ژرمينال وزيكولي ها تخمكتكامل 

هـاي بـا    مراحل لقاح و جنـين دو سـلولي در اووسـيت   

هـاي بـدون    يسـه بـا اووسـيت   سلول كومولوس در مقا

ــوس  ــت  كومول ــوده اس ــتر ب ــم در  . بيش ــمن ه در ض

هاي  و هم گروه هاي اووسيت با سلول كومولوس گروه

تكامل  ين درصدميانگاووسيت بدون سلول كومولوس 

جنـين دوسـلولي در محـيط كشـت      به مراحل لقـاح تـا  

TCM199  و  1-به اضافه ي فاكتور رشد شبه انسـوليني

مركاپتواتـانول،  ـ هاي سيسـتئامين و بتا ـ  آنتي اكسيدان

  ).2 جدول( بوده است TCM199 بيشتر از محيط كشت 

نشـان داده شـده    2در جـدول  طور كـه   همان 

و تكامـل بـه جنـين     )2PN(لقـاح  ميـانگين درصـد  ، است

ي بـا سـلول كومولـوس    هـا  تخمك در گروه ،دوسلولي

، هاي اضـافه شـده   مكملحاوي  TCM199درمحيط كشت 

 بـدون سـلول   يهـا  تخمـك  گروه درو  ميزان بيشترين

 ميـزان  كمتـرين ، TCM199 در محـيط كشـت   كومولوس

 هـا  بـين تمـام گـروه   از لحاظ آماري، در  بوده است كه

 ،)>05/0p( ي وجود داشـته اسـت  دار آمار تفاوت معني

 كومولوس سلول بدون يها تخمك گروهدو  تنها دربين

ــيط ــت درمح ــافه ي   TCM199 كش ــه اض ــلب ــا مكم  و ه

 TCM199درمحـيط كشـت    ون كومولوسدي بها تخمك

  .)2جدول (آماري مشاهده نشد دار معني تفاوت

هـاي   گـروه  در جنـين  و تخمـك  تخريب ميزان

بـه   نسـبت  داري معنـي  طـور  به كولوس سلول حاوي

 .) >05/0p(بـود  بيشـتر  كومولـوس  بدون يها تخمك

هـاي   مكمـل  با همراه كومولوس وجود سلول چنين هم

 مثبـت  اثـر  جنيني تكامل و بلوغ وي ر اضافه شده بر

 جنـين  و تخمـك  تخريـب  باعـث كـاهش   و داشـت 

  .)2و1جداول(شد

  
شبه  رشد فاكتور از استفاده با  TCM199  محيط در كشت تساع 24 از وزيكول بعد ژرمينال تخمك بلوغ ميزان مقايسه: 1جدول 

  لسيستئامين و بتامركاپتواتانو ، 1-انسوليني

                                                      متغيير

  گروه ها   

تعداد تخمك مرحلـه  

GV بدست آمده 

 تكامل به تخمك

GVBD aدرصد(تعداد( 

تكامل تخمك بـه متافـاز   

 )درصد(تعدادa)MII(دوم

  ها تخمكتخريب 
aدرصد(تعداد( 

132)30/73( 181 بدون سلول كومولوس GVتخمك    )70/62(113 )60/37(68 

بدون سلول كومولـوس  همـراه بـا     GVتخمك  

، سيسـتئامين و   1-فاكتور رشد شـبه انسـوليني  

 بتامركاپتواتانول

180 )00/76(136 )80/65(118 )40/34(62 

 174 ولوسبا سلول كوم GVتخمك  
b)90/86(151 

b)70/78(137 
b)30/21(37 

بــا ســلول كومولــوس  همــراه بــا   GVتخمــك  

، سيسـتئامين و   1-فاكتور رشد شـبه انسـوليني  

 بتامركاپتواتانول

164 
c)80/95(157 

d)10/92(151 
c)90/7(13 

 

a :001/0 واريانس آناليز  p<  

b :001/0(دارد وجود آماري دار معني تفاوت 2و1 گروه با مقايسه در 3 گروه بينp<(  

c :001/0( 2و1 گروه با مقايسه در 4 گروه بينp<  (3 گروه و )05/0p<  (دارد وجود آماري دار معني تفاوت.  

d  :001/0(دارد وجود آماري دار معني تفاوت ، 3 و 2،1 گروه با مقايسه در 4 گروه بينp<(  
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  وزيكول ژرمينال يها تخمك وسلوليد مرحله به جنين تكوين و لقاح ميزان مقايسه: 2جدول

  متغيير

 گروه ها

 تخمك تعداد

 دوم متافاز

 لقاح تخمك
a )درصد(تعداد  

تكوين جنين به مرحله 

 )درصد(تعدادa  دوسلولي

ها چنين تخريب  
aدرصد(تعداد( 

68)40/60( 113 بدون سلول كومولوس GVتخمك    )90/59(63 )20/44(50 

بـا فـاكتور    بدون سلول كومولـوس  همـراه   GVتخمك  

 ، سيستئامين و بتامركاپتواتانول 1-رشد شبه انسوليني
118 )00/64(75 )60/58(69 )50/41(49 

 137 با سلول كومولوس GVتخمك  
b)90/75(104 

b)90/72(100 
b)00/27(37 

با سلول كومولوس  همراه با فـاكتور رشـد    GVتخمك  

 ، سيستئامين و بتامركاپتواتانول 1-شبه انسوليني
151 

c)30/93(141 
c)60/88(134 

c)30/11(17 

  

a  : 001/0 :آناليز واريانسp<  70/262و= f        

b   :001/0( تفاوت معني دار آماري وجود دارد 2و1در مقايسه با گروه  3گروه  بينp<(.  

c   : 001/0( ، تفاوت معني دار آماري وجود دارد 3و  1،2در مقايسه با گروه  4بين گروهp<(.  

  

   بحث

 حـد  از بـيش  تحريـك  كـه  مشكلاتي به توجه با

 ايجـاد  اضـافي  يهـا  تخمـك  آوري جمـع  بـراي  تخمدان

ــي ــد، م ــزوم كن ــالغ ل ــازي ب ــك س ــا تخم ــيط در ه  مح

 بهبـود  و مشـكلات  ايـن  كاهش منظور به آزمايشگاهي

 توجـه  مـورد  اخيـر  دهـه  در آزمايشگاهي لقاح شرايط

ر در مطالعه حاضر، تأثي .)20(است گرفته قرار محققين

و  1-زمــان فــاكتور رشــد شــبه انســوليني تركيــب هــم

مركاپتواتانول بر ـ    هاي سيستئامين و بتا اكسيدان آنتي

با و بدون (نابالغ ي ها تخمكآزمايشگاهي  تكاملميزان 

ژرمينال وزيكول مورد بررسي قرار  )سلول كومولوس

نتـايج حاصـل از ايـن مطالعـه  نشـان  افـزودن       . گرفت

شبه انسوليني و سيستئامين و  هاي، فاكتور رشد مكمل

بتا مركاپتو اتانول به محيط كشت حاوي تخمـك بـراي   

ــوغ، ــال   بل ــاح و تكــوين آزمايشــگاهي تخمــك ژرمين لق

هـا   عـلاوه بـر مكمـل   .  وزيكول بسيار ضروري هستند

هاي كومولوس باعث افزايش ميزان بلوغ  حضور سلول

ي ژرمينال وزيكول و تشكيل جنين دوسـلولي  ها تخمك

ي بــدون ســلول هــا تخمــكچنــد كــه  ســت، هــرشــده ا

 ، كومولوس نيز پتانسيل بلوغ بـه ايـن مرحلـه را دارنـد    

هاي بـا سـلول كومولـوس     ولي در مقايسه با اووسيت

بــه  TCM199محــيط كشــت . تــر اســت ميــزان آن پــايين

و  1ـ    همــــراه فــــاكتور رشــــد شــــبه انســــوليني

مركاپتواتـانول در  ـ هاي سيستئامين و بتا اكسيدان آنتي

ي بدون سلول كومولوس در مقايسه با محيط ها مكتخ

بلـوغ   كمتـري  ميزانبه ، توانسته است TCM199كشت 

هايي كه فاكتور رشد شبه  در گروه. افزايش دهد تخمك

هاي سيسـتئامين و   اكسيدان به همراه آنتي 1ـ  انسوليني

ها اضافه شده بـود ميـزان    مركاپتواتانول به محيطـ بتا

لول كومولوس بيشتر بود كـه  ي با سها تخمكبلوغ در 

ثير خـود را بيشـتر از   أهـا ت ـ   رسد اين مكمل ميبه نظر 

هـاي   سلول. كنند ميهاي كومولوس اعمال  طريق سلول

تخمك و سپس القاء ادامـه  ميوزي كومولوس با توقف 

آن نقـش بسـيار    ميبلـوغ سيتوپلاس ـ  نچنـي  و هم ميوز
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لعه در مطا). 3و9(كنند ميرا در بلوغ تخمك بازي   ميمه

چنين ميزان لقاح و تكوين جنـين دو سـلولي     حاضر هم

طور قابل تـوجهي  ه هاي با سلول كومولوس ب در گروه

هاي بدون سلول كومولـوس در محـيط    بيشتر از گروه

و  سـوم طـور كـه در مطالعـه     همان.  مشابه بوده است

هــاي  ســلول مطــرح شــده اســت كــه احتمــالاً همكــاران

ي و قـدرت نفـوذ   كومولوس بـا افـزايش ظرفيـت پـذير    

چنـين ايـن    هـم  .دهند ميها ميزان لقاح را افزايش  اسپرم

هــا تغييراتــي در سيتوپلاســم و زوناپلوســيداي  ســلول

كنند كه احتمال باروري نرمـال را بـالا    ميتخمك ايجاد 

 بـه وسـيله  انجـام شـده    هـاي  هدر مطالع ـ). 21(برند مي

ــال   محققــان ديگــر نشــان داده شــد كــه تخمــك ژرمين

سلول كومولوس نسبت به تخمك ژرمينـال   وزيكول با

وزيكول بدون كومولوس توانايي بيشتري براي تبـديل  

شدن به تخمك متافـاز دوم، لقـاح و تكامـل جنينـي بـه      

وجود اتصال سوخدار  زيرا ،مرحله دو سلولي را دارند

بــين تخمــك و ســلول كومولــوس بــراي انتقــال مــواد  

ضــروري بــراي تكامــل و لقــاح تخمــك ضــروري      

هـاي كومولـوس    وجـود سـلول  ). 9و22-24(شـند با مي

 ميو افـزايش بلـوغ سيتوپلاس ـ  ) 25(باعث القـاي ميـوز  

  ميبلــوغ كــافي و مناســب سيتوپلاســ ).26(شــوند مــي 

اي در توانـايي تكـاملي جنـين     تخمك نقش تعيين كننـده 

اسـت كـه    نشـان داده  هـا  همطالع ـ .بعد از باروري دارد

 عـدم  بـه علـت  بدون سلول كومولـوس،   GVي ها تخمك

داراي   مياي و سيتوپلاســ همــاهنگي بــين بلــوغ هســته

هـاي   ي همراه با سلولها تخمكتكامل كمتري نسبت به 

چنـين ميـزان خـون     هـم ). 27-29(باشـند  ميكومولوس 

وابسـته بـه    هـا  تخمـك رساني و اكسـيژن رسـاني بـه    

باشد كـه ايـن نيـز در ميـزان      ميهاي كومولوس  سلول

و همكاران دريافتند  كونيشي). 3(بقاي جنين نقش دارد

هــاي گرانولــوزا بــه محــيط كشــت  كــه افــزودن ســلول

افـزايش   باعـث بهبـود كيفيـت تخمـك،     گاوي،  اووسيت

چنـين افـزايش تكامـل     تشكيل پرونوكلئـوس نـر و هـم   

هـاي   كه نتايج آنها مطابق با يافتـه  ).30(گردد ميجنيني 

 .اين مطالعه بوده است

) 31(و همكاران آسادا حاضربر خلاف مطالعه 

هـاي كومولـوس    خود بيان كردند كه سـلول  تحقيقدر 

هــا  تــأثيري بــر ميــزان بلــوغ اووســيت ،مينكــي والدر 

اي بـر روي   و همكاران در مطالعـه  گيلچنين  هم .ندارد

تكامـل   عنوان كردند كه ميزان لقاح و ي خوكها تخمك

ي بـا سـلول كومولـوس كمتـر از     هـا  تخمـك جنيني در 

  .)32(وس استي بدون سلول كومولها تخمك

چنين در اين مطالعه نشان داده شـد كـه بـا     هم

ــوليني    ــبه انس ــد ش ــاكتور رش ــردن ف و  1ـ   اضــافه ك

مركاپتواتـانول بـه   ـ هاي سـيتئامين و بتا ـ  اكسيدان آنتي

ميزان بلوغ، لقاح و تكامـل جنـين    TCM199محيط كشت 

كه كه اين ميـزان   طوريه ب ،يابد ميسلولي افزايش  دو

بــا ســلول كومولــوس قابــل  هــاي در گــروه اووســيت

ولـي در گـروه سـلول هـاي بـدون       ،باشـد  مـي توجهي 

هـا    كه اضافه كردن ايـن مكمـل   وجود اين كومولوس با

 ،ميزان بلوغ، لقاح و تكامل جنيني را افزايش داده اسـت 

و  آرمسـترانگ  .ولي اين افزايش مختصـر بـوده اسـت   

با افـزايش    IGF-Iهمكاران در مطالعه خود دريافتند كه 

در بلـوغ اووسـيت تـأثير     كثير سلول هاي كومولـوس ت
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ــت دارد ــي ). 33(مثب ــت در بررس ــوغ  پروهي ــزان بل مي

 در حضور فاكتور رشـد افـزايش يافتـه بـود     ها تخمك

  IGF-1 در بررســي خــود مطــرح كــرد كــه  گــولر). 34(

اي و  نتوانسته است باعث افـزايش ميـزان بلـوغ هسـته    

مربوط به  تخمك گوسفند شود كه احتمالاً ميسيتوپلاس

ولي در همين بررسـي   ،غلظت استفاده شده بوده است

فاكتور رشد اپيـدرمي در غلظـت مـورد اسـتفاده بلـوغ      

در مطالعـه   زوهـو  ).35(را افـزايش داده بـود   ها تخمك

هاي مختلـف فاكتورهـاي رشـد را در     ثير غلظتأخود ت

در  EGFبررسي كرد كـه مشـخص شـد     ها تخمكرشد 

شـده و   هـا  تخمكش رشد باعث كاه نانوگرم 50غلظت 

IGF-1  را افزايش  ها تخمكرشد  نانوگرم 100در غلظت

و همكاران تـأثير سيسـتئامين را    سيلويا). 36(داده بود

بر روي توليد آزمايشگاهي جنين گـاو مـورد بررسـي    

 150دريافتنــد كــه بــه كــار بـــردن      و قــرار دادنــد  

ــتئامين در  ــولار سيسـ ــث IVM ،IVC، IVFميكرومـ ، باعـ

هرچند دوز به كـار  ). 37(شود ميوين جنيني افزايش تك

ــه     ــا مطالع ــاوت ب ــا متف ــه آنه ــه در مطالع  حاضــررفت

 .هاي ما بوده است ولي مطابق با يافته باشد، مي

  

  گيري نتيجه

 1ـ  يـزمان فاكتور رشد شبه انسولين تركيب هم

هاي سيسـتئامين و بتـا مركاپتواتـانول     اكسيدان و آنتي

ايش ميـزان بلـوغ،   باعـث افـز   TCM199در محيط كشت 

لقاح و تكامل جنيني تخمك ژرمينال وزيكول بـا سـلول   

كـه ايـن   ، كومولوس در موش نژاد سوري شـده اسـت  

هاي كومولـوس بـر بلـوغ     نشان دهنده اثر مثبت سلول

چنـين   هـم  .باشد مي GVتخمك  مياي و سيتوپلاس هسته

و  1ـ  زمـان فـاكتور رشـد شـبه انسـوليني      تركيـب هـم  

يسـتئامين و بتــا مركاپتواتــانول  هــاي س اكســيدان آنتـي 

تكامـل جنـين دوسـلولي در     باعث افزايش بلوغ، لقاح و

تخمك ژرمينال وزيكول با و  بدون سـلول كومولـوس   

ولي ايـن افـزايش در    ،در موش نژاد سوري شده است

ي بدون سلول كومولوس قابـل توجـه نبـوده    ها تخمك

ــت ــد . اس ــكهرچن ــا تخم ــلول   GVي ه ــدون س ــا و ب ب

ــوس پتا ــد كومول ــل را دارن ــيل تكام ــود   ،نس ــي وج ول

بـراي   GVي هـا  تخمكهاي كومولوس در اطراف  سلول

پـس حفـظ   . باشـد  مـي بلوغ و تكوين جنينـي ضـروري   

هاي كومولوس براي تكامل،بلوغ و تكوين جنيني  سلول

  .به دوسلولي بسيار اهميت دارد

 ايـن مطالعـه بررسـي   هـاي   محـدوديت از جمله 

ندازه نگـرفتن ميـزان   ا، نكردن پژوهش از نظر مولكولي

 .بوده است راديكال هاي آزاد در محيط كشت

  

 تشكر و تقدير

پزشـكي   دكتراي نامه پايان حاصل مطالعه اين

 تحقيقات معاونت مالي حمايت با كهاست  هبود  ميعمو

  .شد انجام ياسوج پزشكي علوم دانشگاه ورياو فن
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Abstract 
Background & aim: In vitro maturation of oocytes is a promising technique for reducing the costs 
and complications of ovarian stimulation by gonadotropins. The aim of this study was to investigate 
the effects of combination of insulin-like growth factor-1 and antioxidant cysteamine and β-
Mercaptoethanol on maturation and fertilization of immature oocytes. 
 
Methods: in this experimental study, following 48 hrs injection of 7.5 IU PMSG to immature female 
mice, the germinal vesicle oocytes from ovaries were removed and transferred to TCM199 culture 
medium containing 50 ng /ml insulin-like growth factor-1 and 100 µmol Cysteamine and β -
Mercaptoethanol. After 24 hrs of culture, the oocytes of MII in IVF were fertilized and embryonic 
development to the two cells was studied under an inverted microscope. Data analysis was 
performed by using ANOVA and Post hoc Tukey test. 
 
Results: The results showed that the rate of maturation, fertilization and 2-cell embryo formation in 
GV oocytes with cumulus cells in TCM199 medium containing insulin-like growth factor-1, 
Cysteamine and BME were 92.10, 93.30, 80.60% and in the GV oocytes without Cumulus cells 
were cultured in the same medium were 65.80, 64.00, 58.60% respectively which were statistically 
significant (P <0.001). 
 
Conclusion: In the present study, the simultaneous combination of insulin-like growth factor-1, β-
Mercaptoethanol and CYS increased maturation, fertilization and developmental rate to 2-cells 
stage with cumulus cells more than the oocyte without cumulus cells to a greater extent. This 
represented the need of adding supplemental growth factors and antioxidants to the medium and is 
associated with cumulus cells. 
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