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 های بنیادیکشتی سلولبررسی لقاح و کشت جنین گاوی در سیستم هم

 مزانشیمی موش

 4یسفلیریا یدیوح لایناز، 3یناطق حانهیر، 2ینیمحمدع یعل ،1فر یاحمدی مهد

مثل، گروه  دیتول یپزشک قاتیمرکز تحق ،یمثل جهاد دانشگاه دیتول یو علوم پزشک یشناس ستیپژوهشکده ز ان،یپژوهشگاه رو. 1

 رانیتهران، ا ،یشناس نیجن

 رانیتهران، ا ،ی، دانشگاه آزاد اسلامقاتیباشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، واحد علوم و تحق. 2

 رانیگرگان، گرگان، ا یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورز ،یدانشکده علوم دامدام،  یولوژیزیف یدکتر یدانشجو. 3

 رانیسمنان، ا ،یواحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلام ،یشناس ستیدانشکده ز. 4

 (82/99/9314 :؛ تاریخ پذیرش91/91/9314: تتاریخ دریاف)

 چکیده

 های بنیادی مزانشیمیهای کشت، سلولسازی محیطبافت و بهینه یکی از پرکاربردترین منابع سلولی در مهندسی :سابقه و هدف
(MSCs )از آنجاییکه مشکل عمده روش  .کشتی مورد استفاده قرار گرفتهای بنیادی موش به عنوان همدر مطالعه حاضر، سلول .باشد می

یسه با همتاهایشان در شرایط حیاتی است، های آزمایشگاهی در مقاکشت جنین در شرایط آزمایشگاهی قابلیت حیاتی کاهش یافته جنین
 .است (ADMSCs) های بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربیکشتی با سلولهدف از این مطالعه ارزیابی لقاح و کشت جنین گاوی در هم

ها ها در کف چاهکلولهای بنیادی مزانشیمی از بافت چربی، این سدر این مطالعه، پس از آماده سازی وجداسازی سلول :هامواد و روش

روز کیفیت بلوغ و نوع تسهیم  7های گاوی به روی تک لایه منتقل گردید و تا سه روز پس از کشت سلولی، تخمک و جنین. کشت شدند
 . سلولی بررسی گردید

های بنیادی کشتی با سلولکه هماین مطالعه نشان داد . ها تا روز هفتم ارزیابی شدمانی و تسهیم سلولی جنینمیزان بلوغ و زنده :هایافته

 ،(P˂90/9) افزایش داده است( کشتیهای بدون همجنین) مانی و تسهیم جنین را در مقایسه با گروه کنترلداری زندهمزانشیمال بطور معنی
و همچنین  درصد 72و  28های مزانشیمال نسبت به گروه کنترل به ترتیب کشتی با سلولهای گاوی گروه همبطوریکه میزان بلوغ تخمک

  .بوده است درصد 82و  33با گروه کنترل به ترتیب  بلاستوسیست در مقایسه میزان تقسیم سلولی تا مرحله

نتایج کلی طرح نشان می دهد که تسهیم جنین در مقایسه با جنین های بدون هم کشتی افزایش و میزان تقسیم  :نتیجه گیری کلی

 .سلولی نیز افزایش داشته است

 واژگانکلید

 .کشتیهم ،های بنیادی مزانشیمیسلول ،جنین گاوی

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: ali.meini@gmail.com 

mailto:ali.meini@gmail.com
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 مقدمه

تولید جنین در شرایط آزمایشگاهی یک تکنولوژی 

 زیستی تولید مثلی است که پتانسیل عظیمی را جهت

. کندها فراهم میتسریع پیشرفت ژنتیکی در دام

ابزار تحقیقاتی مهمی در زمینه همچنین این امر 

(. 3و1) رودبه شمار میشناسی حیوانات  جنین

 های اخیر در رابطه با رویه کلون کردن جنین پیشرفت

ها در شرایط آزمایشگاهی تا حدودی بستگی به دام

که به یهای بالغ دارد، بطورهزینه فراهم کردن تخمک

به یک جنین  تا دادهیک سلول جنینی واحد اجازه 

 حیاتی و در نتیجه به یک کلون جنینی تبدیل شود

(2). 

هایی چند توان سلول  های بنیادی مزانشیمیسلول

هستند که در مغز استخوان، عضله، پوست و بافت 

های  شوند و توانایی تمایز به انواع سلول چربی یافت می

طی . استخوانی، غضروفی، چربی و عصبی را دارند

های بنیادی تحت عنوان سلول MSCs های اخیر، سال

 به دست آمده است از بافت چربی  مشتق از چربی

بافت چربی زیر  به دلیل سهولت در دستیابی به (.8)

جلدی از طریق لیپوساکشن یا اعمال جراحی معمولی 

یکی از کاندیدهای ارزشمند در سلول  ADSCs دیگر،

این  .(9) شونددرمانی و مهندسی بافت محسوب می

ای از نظر مورفولوژی با ها در کشت تک لایهسلول

های بنیادی مشابه دیگر سلول ،روبلاستیه فیببظاهر ش

های مختلف سلولی و توان تمایز به رده بودهمزانشیمی 

 .(11) باشند را میرا دا

روش کشت جنین در  کلی مشکل عمده بطور

آزمایشگاهی قابلیت حیاتی کاهش یافته  شرایط

های آزمایشگاهی در مقایسه با همتاهایشان در  جنین

جهت ارتقای بازده کار در  (.5و4) است شرایط حیاتی

 های حال حاضر تحقیقات توجه خود را به تمامی فاکتور

                                                        
1. Mesenchymal Stem Cells (MSCs) 

2. Adipose-Derived Stem Cells (ADSCs) 

های والدینی در مرحله قبل ازجمع موثر بر گامت

ها و آوریشان و همینطور این مطلب که چگونه گامت

های کشت متفاوت واکنش ها نسبت به سیستمجنین

ین این رو هدف ا اند ازکرده دهند، متمرکزنشان می

های گاوی بر روی کشتی جنینبررسی هم ژوهش،پ

 .باشدهای بنیادی مزانشیمی میی سلولتک لایه

 هامواد و روش

به  هادر این مطالعه بلوغ، لقاح و کشت اووسیت

صورت کاملا تصادفی در دو گروه کنترل و گروه 

 .کشتی بررسی گردید هم

 از محیط 
TCM-199 (sigma, St Louis ,MO, 

USA) درصد  11لیتر آن ه شد که به هر میلی استفاد

میکروگرم بر میلی لیتر  1، 4سرم جنین گاوی

 5و  FSH در میلیلیتربین المللی واحد  5استرادیول،

میلی مولار  2/2و  HCG در میلیلیتربین المللی واحد 

 .اضافه گردید سدیم پیرووات

به  5HTCM (sigma, St Louis, MO, USA)از 

ها استفاده شد که به خمکتعنوان محیط شستشوی 

میلی مولار  FBS ،25/1درصد  11لیتر آن  هر میلی

 .لیتر اضافه گردیدگرم بر میلیمیلی 5سدیم پیرووات و 

 برای ساخت محیط آسپیراسیون نیز ازمحیط پایه

HTCM درصد  11لیتر آن به هر میلی استفاده شد که

FBS ،22/1  گرممیلی 5میلی مولار سدیم پیرووات و 

واحد هپارین  111همراه بر میلی لیتر جنتامایسین به

 .اضافه گردید

DMEM محیط
کشت سلولی از شرکت  جهت 

 -پنی سیلین و آنتی بیوتیک گاوسیگما و سرم جنین 

 . خریداری شد Gibcoاز شرکت استرپتومایسین 

                                                        
3. Tissue Culture Medium 199  

4. Fetal Bovine Serum (FBS) 

5. Hepessed Tissue Culture Medium 

6. Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
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 هاآوری، بلوغ و لقاح اووسیتجمع

آوری و در های گاو ازکشتارگاه جمعتخمدان

حاوی جنتامایسین  (PBS) لول بافر سالین فسفاتمح

حداکثر ظرف  و گراددرجه سانتی 25-35در دمای 

سپس  .ساعت به آزمایشگاه منتقل شدند 3مدت 

ها این تخمدان متریمیلی 8تا  2های شفاف فولیکول

آسپیره شده و در زیر  18توسط سوزن شماره 

  کومولوس-اووسیت هایکمپلکساستریومیکروسکوپ 

لایه سلول کومولوس و سیتوپلاسم  3-4که حداقل 

بار  3یک نواخت و تیره داشتند انتخاب شده و سپس 

 COCدر مرحله بعد . در محیط شستشو شسته شدند

های بلوغ در میکرو لیتری محیط 111های ها به قطره

درجه  5/38زیر روغن مینرال منتقل شدند و در دمای 

ساعت  22-24به مدت  CO2% 5گراد تحت سانتی

 .انکوبه شدند

های بنیادی مزانشیمی جداسازی و کشت سلول

 مشتق از بافت چربی موش

های در این مطالعه، به منظور جداسازی سلول

بنیادی مزانشیمی، بافت چربی تحت شرایط استریل 

 اخذ و بصورت مکانیکی به قطعات کوچک تبدیل و با
PBS ی هر برای تجزیه بافت، به ازا. شستشو داده شد

در ا گرم آنزیم کلاژنازمیلی 5/1یک گرم بافت چربی 

دقیقه به  1 تا  45درجه سانتیگراد به مدت  33دمای 

سپس سوسپانسیون تحت سانتریفوژ به . کار گرفته شد

دور در دقیقه قرار  1811دقیقه با سرعت  11مدت 

گرفته و در نهایت رسوب سلولی در محیط کشت 

DMEM سیلین حاوی آنتی بیوتیک پنی/ 

به فلاسک مخصوص % FBS 11استرپتومایسین و 

درجه سانتیگراد  33کشت سلول منتقل و در انکوباتور 

پس از . قرار داده شدند% 95و رطوبت  CO2% 5حاوی 

های شناور، با تعویض ساعت، سلول 24-22گذشت 

                                                        
1. Cumulus- Oocyte Complex (COC) 

ها محیط کشت سلول. محیط از فلاسک حذف شدند

ل ها پس از سلو. روز یک بار تعویض گردید 3هر 

ترپسینه شدن به مرحله پاساژ دو انتقال یافت و جهت 

 .استفاده آماده گردید

 های گاویتسهیم و تکوین جنین

اطراف  هایپس از دایجست کردن کومولوس

های لقاح حاوی هپارین سرم البومین تخمک در قطره

 18-21پس از گذشت  .در مجاورت اسپرم قرار گرفتند

تصادفی به دو گروه کنترل و  ها به صورتساعت جنین

-های مزانشیمال درمحیطسلول کشتی با تک لایههم

-آمینهد و اسیFBS های کشت کنترل و تیمار به همراه

 .های ضروری و غیر ضروری منتقل شده و کشت شدند

 .های کشت هر دو روز تعویض می گردیدمحیط

 از هاهگرو دار بین معنی تفاوت وجود بررسی برای

 آزمون از آن و بدنبال (ANOVA) واریانس الیزآن آزمون

 هایگروه بین تفاوت تعیین برای( Tukey) توکی

  .شد استفاده خواهد مختلف

 نتایج

تخمک با حداقل سه لایه  211این آزمایش بر روی 

کومولوس و سیتوپلاسم یکنواخت و تیره در هر گروه 

مانی و تسهیم سلولی انجام شد که میزان بلوغ، زنده

این مطالعه نشان داد . ها تا روز هفتم ارزیابی شدینجن

های بنیادی مزانشیمال بطور که هم کشتی با سلول

مانی و تسهیم جنین را در مقایسه با داری زندهمعنی

افزایش داده ( کشتیهای بدون همجنین) گروه کنترل

های میزان بلوغ تخمک بطوریکه(. P˂15/1) است

های مزانشیمال نسبت ولگاوی گروه هم کشتی با سل

و همچنین  درصد 38و  82به گروه کنترل به ترتیب 

میزان تقسیم سلولی تا مرحله بلاستوسیست در 

بوده  درصد  2و  33مقایسه با گروه کنترل به ترتیب 

 (.1 شکل ) است
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 میزان بلوغ، تسهیم و تکوین تخمک های گاوی در گروه های کنترل و هم کشتی -1 شکل

  

 میزان و درصد بلوغ، تسهیم و تکوین جنین گاوی گروه هم کشتی نسبت به گروه کنترل -1جدول 

 %() بلاستوسیست %() مرولا %() دو سلولی %() بلوغ گروه

 ( 2) 52 (33)    (51) 112 (38)  15 کنترل

 a1 4 (82) 111 (55) a82 (42) a   (33) هم کشتی

a سطح معنی داری (15/1˂P) 

های بررسی شده برای هر گروه ل تخمکک تعداد

حداقل سه لایه کومولوس ) تخمک با کیفیت بالا 211

  .می باشد (فشرده و سیتوپلاسم یکنواخت و تیره
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 بحث

های بسیاری جهت ارتقای تاکنون تلاش

به عنوان مثال . های کشتی انجام شده است سیستم

های مختلف مورد ونهها را در گمحققین بلوغ اووسیت

بررسی قرار دادند و تاثیر افزایش موادی از قبیل 

ها، سرم و مایع فولیکولی را  های رشد، هورمونفاکتور

ها نشان داده افزودن بررسی. به محیط بلوغ سنجیدند

های بزرگ به محیط بلوغ مایع فولیکولی فولیکول

ها را در اووسیت ای و سیتوپلاسمیآزمایشگاهی هسته

 کند های گاو و خوک پشتیبانی میووسیتا

های پستانداران  همچنین محققان بلوغ اووسیت(. و1)

تری سرم  را در محیط حاوی سرم یا بطور مشخص

 اگرچه به(.  1و15) مطالعه کردند 1گاوی آلبومین

به ) ای بلوغوضوح نشان داده شده که اتفاقات هسته

تفاق در غیاب سرم ا( عنوان مثال از سرگیری میوز

                                                        

1. Bovine Serum Albumin )BSA)  

 22 جنین های دو سلولی و چهار سلولی -2 شکل

 (X 111با بزرگ نمایی )ساعت بعد از لقاح 

.A  تصویر جنین دو سلولی با بلاستومرهای

 یکسان

.B  تصویر جنین چهار سلولی 

  

 

تخمک بالغ گاو به همراه تشکیل جسم  -3 شکل

 (X 011با بزرگ نمایی  )قطبی

A .جسم قطبی 

.B نیفضای پیش ویتیلی 

.C سیتوپلاسم تخمک 

.D  زوناپلوسیدا 

 

 

 Xبا بزرگ نمایی )جنین دو سلولی گاو  -0 شکل

011) 

 .A بلاستومرهای یکسان دوتایی 
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ها پس از بلوغ در شرایط افتد، قابلیت لقاح اووسیت می

 یابدآزمایشگاهی در محیط حاوی سرم افزایش می

 (.14و12)

رسد که قطر اووسیت یکی از فاکتورهایی به نظر می

 گیری و تکمیل میوزسر است که بر توانایی آن جهت از

 و است، فایر در شرایط آزمایشگاهی تاثیر گذار

های نشان دادند که اووسیت( 1995) همکارانش

در از تدریجی توانایی کاهش میکرون 111کوچک تر از 

ای دیگر ارتباط سرگیری میوز دارند، اخیرا در مطالعه

بین اندازه اووسیت واختلالات بین تقسیم میوزی در 

شرایط آزمایشگاهی به خصوص در مورد عدم آزاد 

 (.21و18) سازی پولار بادی گزارش شده است

 بلوغ میتوزی و اکتساب پتانسیل تکوین، فرایند

کلیواژ و تکوین  هایی را که متحمل لقاح،توانایی تخمک

ها مراحل این .شود را تعیین می کندجنین موفق می

مهمی هستند که به تنوعی از فاکتورها وابسته است و 

 شود ای و سیتوپلاسمی میآمادگی بلوغ هسته منجر به

تخمک یک فرایند پیچیده است  بلوغ میوزی (.15و13)

 GVBD که شامل تشکیل
 متراکم شده کروموزوم، ،1

و آزادشدن اولین  Iتکمیل میوز تشکیل صفحه متافازی،

 .(21و13) است IIمتافاز و توقف در 2قطبیجسم 

های گوساله را اووسیت خطیر و همکارانش ناتوانی

مایع فولیکولی در  های سرم یادر پاسخ دهی به مکمل

و رشد  بلوغ در شرایط آزمایشگاهی برای پیشرفتطی 

آنها حدس .دادند متعاقب در تکوین در طی کشت نشان

ها یا زنند که فقدان رسپتور برای گنادوتروپینمی

 رشد دلیل عدم پاسخگویی است فاکتورهای

 (. 2و25،24)

 های فیزیولوژیکی موثر در کسب قابلیت لقاحفاکتور

هایی گزارش .اندنشده اووسیت هنوز کاملا شناخته

های گاوی پس از مبنی بر افزایش قابلیت لقاح اووسیت

IVM  در محیطی با سرم گاوی در مرحله پرواستروس

                                                        
1. Germinal Vesicle Break Down (GVBD) 

2. Polar Body (PB) 

استروس یا  یا استروس در مقایسه با سرم مرحله دی

گذاری بر اهمیت تاثیرات مرحله پس از تخمک

 IVMهورمونی بر کسب قابلیت لقاح اووسیت طی 

ها در سازی هورمونی اووسیتمادهآ. کنددلالت می

نیاز جهت شروع تکوین  کسب بلوغ سیتوپلاسمی مورد

(. 13و12،11،11) طبیعی بسیار حائز اهمیت است

باید در ابتدا  IVM بنابراین برای افزایش کارامدی

 .تمرکز ما بر ایجاد محیط کشتی بهینه باشد

 پیشنهاد

جهت ارتقای بازده کار در حال حاضر تحقیقات 

های های موثر بر گامتجه خود را به تمامی فاکتورتو

شان و همینطور والدینی در مرحله قبل از جمع آوری

ها نسبت به ها و جنیناین مطلب که چگونه گامت

دهند، های کشت متفاوت واکنش نشان میسیستم

توانند به بهبود کشتی در این راستا میسیستم های هم

 .یی داشته باشندتکوین و کیفیت جنین کمک بسزا
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