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Abstract 

Objective: Many researchers are trying to clarify necessary hormonal factors for 

structural distinguishability and functional activities of ovarian tissue by using cell culture 

and tissue culture techniques. Hence, in this study, we examined ovarian tissue culture on 

mesenchymal stem cells isolated from cultured adipose tissue. 

Materials and methods: In this study, mesenchymal stem cells became isolated 

from adipose tissue of the mouse. After five days and monolayer formation of 

Mesenchymal stem cells, obtained ovarian was placed on the cultured Mesenchymal stem 

cells’ monolayer for 7 days.  

Results: The results of this study show that numbers of mature follicles for treat 

group compared to the control group were 61/1±2/2 and 38/1±1/9, respectively which 

had a significant increase compared to control group (P<0/05). This shows the efficiency 

of tissue culture in co-culture with Mesenchymal stem cells. The real-time PCR studies 

also confirmed the decrease in the BAX genes in treatment Groups to compare the 

control group (P<0/05). According to the results yielded regarding the number and 

quality of obtained follicles, it seems that this method is efficient and of high importance 

in producing mature follicles, and subsequently high quality oocytes and embryo. 

 

Keywords: Tissue culture, Cell culture, Ovarian tissue, Mesenchymal stem cells, 

Mice. 
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  چکیده
بسیاری از محققان برای روشن کردن عوامل  سلول و کشت بافت،های کشت  با استفاده از تکنیک :هدف

. لذا، مطالعه حاضر کنند  میهای عملکردی بافت تخمدان تلاش  هورمونی لازم برای تمایز ساختاری و فعالیت

 است. های بنیادی مزانشیمی جدا شده از بافت چربی پرداخته به بررسی کشت بافت تخمدان بر روی سلول

های بنیادی مزانشیمی از بافت چربی محوطه بطنی موش سوری جدا  در این مطالعه سلول ها: مواد و روش

های گرفته شده به مدت   های بنیادی مزانشیمی، تخمدان  لای از سلو  گردید. پس از پنج روز و تشکیل تک لایه

افزار  های به دست آمده با استفاده از نرم های کشت شده مزانشیمی قرار گرفت. داده بر روی سلول هفت روز

Spss .تجزیه و تحلیل شد 

ار نسبت به گروه های بالغ گروه تیم نتایج بدست آمده در این مطالعه نشان داد که تعداد فولیکول ها: یافته

داری داشته  ( بوده است که در مقایسه با گروه کنترل افزایش معنی6/16±5/5، 9/43±9/6) کنترل به ترتیب

های بنیادی مزانشیمی  کشتی با سلول موثر بودن کشت بافت در هم دهنده  (. این نتیجه نشانP<0/05) است

کاهش چشمگیری در  BAXمقدار ژن  RT-PCRهای مربوط به آزمایش  باشد. همچنین در بررسی داده می

(. با توجه به نتایج به دست آمده از تعداد و P<0.05گروه مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل داشته است )

های بالغ و متعاقب آن   رسد این روش در تولید فولیکول  های بدست آمده به نظر می  کیفیت فولیکول

 کارآمد و دارای اهمیت فراوانی باشد.های با کیفیت و تولید جنین   اووسیت

 های بنیادی مزانشیمی، موش سوری. کشت بافت، کشت سلول، بافت تخمدان، سلول ها: کلیدواژه

                                                        
 رشد فاکتور و مزانشیمی بنیادی های سلول کشتی هم سیستم تاثیر بررسی»ی تحت عنوان طرح پژوهش :مستخرج از پژوهش حاضر. 1

به  ی دانشگاه فردوسی مشهدمصوب در دانشکده دامپزشک، «سوری موش تخمدان های فولیکول تکوین روی بر 5-انسولینی شبه
 .باشد یم 27417شماره 

 95/89/5288 تاریخ پذیرش:؛  80/58/5911 تاریخ دریافت:
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 . مقدمه1

گویند. کشت اندام به  زنده نگاه داشتن و رشد دادن بافت زنده بیرون از بدن موجود را کشت می
معنی جداسازی و رشد دادن اندام در شرایط آزمایشگاهی است، به طوری که ارتباط آناتومیکی و 

 باشد که در آن در محیط کشت نیز حفظ گردد و اندام جدا شده دقیقاً شبیه اندامی می عملکردی 
1محیط طبیعی

 (.4است ) 
 یها مدت و شد گرفته ربکا شناسی بافت متخصصین توسط ربا لیناو های بنیادی سلول رتعبا
 یها ینمنداتو و ها ویژگی با ها لسلو از یا ستهد معرفی به منظور رتعبا ینا از که ستا زیادی

 یا و هکنند ءحیاا یها لسلو رتعبا اند که کرده توصیه متخصصین ینا اً خیرا. شودمی دهستفاا صخا
 ردمو وزمرا به تا که یبنیاد یها لسلو بین از. ددگر بنیادی یها لسلو جایگزین ،نیاجبر یها لسلو

 و دخو دفر منحصر به های به دلیل ویژگی سپرماتوگونیا دیبنیا یها لسلو ،ندا گرفته ارقر مطالعه
به  و دهبو رداربرخو خاصی توجه از ،بعد نسل به نتیکیژ تطلاعاا و ژن لنتقاا قابلیت دنبو دارا نیز

 لنتقاا و ژن نبیا ندرو تنظیم ،نتیکیژ های دستکاری و تمطالعا جهت مناسبی یاکاندید عنوان
 .(5باشند ) می حمطر بعد نسل به بمطلو های ژن

 رشد عامل ،2یدرمیاپ رشد عامل از ییبالا غلظت ،یچرب بافت از مشتق یادیبن یها سلول
 .(9کنند ) یم انیب را 5ینیانسول شبه رشد عامل ،4بتا ردهندهییتغ رشد عامل ،3یعروق الیاندوتل

بسیاری از محققان برای روشن کردن عوامل هورمونی  ،های کشت اندام با استفاده از تکنیک
 . در بسیاری ازکنند های عملکردی بافت تخمدان تلاش می لازم برای تمایز ساختاری و فعالیت

 6آزمایشگاهی هایی را جهت کشت اندام تخمدان یا فولیکول جدا شده در شرایط تکنیکتحقیقات، 
ها و شرایط هورمونی، فعال شدن  اند. همچنین به منظور درک توالی تشکیل فولیکول کار برده به

آنها، کل بافت تخمدان جنین و یا نوزاد  های غیر فعال، رشد و نمو فولیکول و ترشح فولیکول
 (. 4اند ) های کشت اندام انکوبه کرده در سیستمجوندگان را 

                                                        
1. In vivo 

2. Epidermal growth factor 

3. Vascular endothelial growth factor 

4. Transforming growth factor beta 

5. Insulin-like growth factor 

6. In vitro 
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های  های مزانشیمی جدا شده از بافت چربی بر روی رشد فولیکول در تحقیق حاضر تاثیر سلول
تواند به  تخمدان موش سوری مورد بررسی قرار گرفته است. نتایج حاصل از این تحقیق می

 اید.محققین در مطالعات تولیدمثل و ناباروری کمک موثری نم

 . مواد و روش کار2

 استفاده شد کههفته  0 تا 2 تقریبی سن با NMRI ادنژ شموسر  28از  ،تجربی تحقیق یندر ا
 .شدند ضدعفونی صددر 78 لکلا از دهستفاا با سپس و کشته نیدگر یهاهمهر یجابهجا روش با

 لمحلو در و هشد اجد هاشموو محوطه شکمی  ران کشاله پشت ناحیه از چربی بافت سپس
 ،IIگردید. سپس، تحت شرایط استریل در زیر هود لامینار کلاس  شستشو 1فسفات بافر سالینستریل ا

متری بریده شد و بافت همبند و عروق خونی از آن  بافت چربی با اسکالپل به قطعات چند میلی
گرم به   میلی 1/5به میزان  IA (Sigma)جدا گردید. جهت تجزیه بافت چربی، آنزیم کلاژناز نوع 

ها در دمای  ازای هر گرم بافت چربی استفاده شد. پس از اضافه شدن مقدار مناسب آنزیم، نمونه
دقیقه انکوبه شدند. پس از اطمینان از تجزیه کامل بافت، هم  08درجه سانتیگراد به مدت  97

DMEM حجم محلول آنزیم بکار رفته محیط کشت
2
 (Gibco)  حاویFBS

3
 (Sigma) %10 و 

Penicillin/Streptomycin (Gibco) %1  جهت خنثی کردن فعالیت آنزیم به سوسپانسیون
 58 لیتری به مدت  میلی 51های فالکون  سلولی اضافه گردید. در ادامه کار سوسپانسیون در لوله

آدیپوسیت تخلیه  های چربی یا فوژ شده و مایع رویی همراه با سلولیسانتر rpm5288دقیقه با دور 
افزوده شد و  DMEM + %10FBS لیتر محیط کشت  میلی 1 . به رسوب سلولی حاصلهگردید

دارای کلرید آمونیم  کننده  های قرمز موجود در رسوب سلولی، محلول بافر لیز جهت تجزیه گلبول
(Merck)کربنات پتاسیم ی، ب(Merck) و (Merck) EDTA دقیقه هم  58 استفاده گردید. پس از

دقیقه  58اضافه شده و به مدت  + FBS %10 DMEM لیتر مدیوم  میلی 1 حجم بافر لیزکننده،
 488انجام شد و پس از فیلتر کردن با فیلتر دارای منافذ با قطر  rpm5288سانتریفیوژ با دور 

ها در فلاسک  ها سانتریفیوژ گردید. در مرحله پایانی، سلول میکرومتر، مجدداً با همان شرایط سلول

                                                        
1. Phosphate buffered saline 

2. Dullbecco’s modified eagle’s medium 

3. Fetal bovine serum 
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 + 1penicillin/Streptomycin  DMEM + %10FBS%مربع در محیط کشتمتر  سانتی 41
 .(51% و رطوبت نسبی کشت داده شد )CO2 1درجه سانتیگراد،  97در انکوباتور 

ای شروع به چسبیدن به کف فلاسک کردند.  های تک هسته پس از گذشت چند ساعت، سلول
ردید. بدین ترتیب کشت اولیه های اضافی تخلیه گ ساعت، سلول42با تعویض مدیوم بعد از 

ها تکثیر یافته و سطح فلاسک را اشغال  روز، سلول 2-1 های جدا شده آغاز شد. پس از سلول
 2-1پس از  1% کف فلاسک08ها در کشت اولیه و اشغال حداقل نمودند. پس از تکثیر سلول

 ها به چند چاهک انتقال یافتند. روز، سلول

 شسته PBS با و یختهر ورفپندا در دنکر ژسانتریفیو و تریپسینه از بعد حاصل یهالسلو
 CD90 لیهاو یهایدنتیباآ. شدند ژسانتریفیو rpm 4888 دور با قیقهد 58 تبه مد سپس. شدند

PE با گهوکونژ
 با CD31 گهوکونژو  یترین(ارفیکولیتر میلی 18) 2

3
FITC ت(تیوسیاناویزا سنسر)فلو 

 یهایدنتیباآ از منفی لکنتر یابر و گرفت ارقر لیخچا در قیقهد 98 تبه مد و شد ضافها

PE-IgG2a, FITC- IgG2b با شستشو از پس هالسلو بعد مرحله در. ده گردیدستفاا PBS به 
 فرمالین هکنندفیکس بافر یهالسلو به سپس. شدند ژسانتریفیو rpm 4888 دور با قیقهد 58 تمد

شدند  نالیزآ (Beckton Dickinson ,Germany) یفلوسیتومتر هستگاد با و شد ضافها صددر 5
(48). 

ای جدا و پس از جدا کردن  هفته 1 سر موش سوری جنس ماده 28جفت تخمدان از  28تعداد
 ها ، یکی از تخمدان(HBSS) 4هنکس در محلول نمکی بالانس شدهبار شستشو  4چربی از آنها و 

 کنترل در محلولو یکی دیگر جهت بررسی نمونه  به ظروف مخصوص کشت اندام منتقل

 ،DMEM ،FBS 58%، mg/ml BSA 9) ن محیط کشت مایع حاوییدر فاز ببوئن فیکس شد. 

دمای  در هوا %11و  %1 دار CO2 درون انکوباتورو هوا ، ( استرپتو مایسین -پنی سیلسن 5%
 بار تعویض شد. محیط کشت در هر روز یکروز انکوبه  0به مدت  درجه سانتیگراد ±97∙/5

 گردید.
                                                        

1. Confluent 

2. Phicoerythrin 

3. Fluorescein isothiocyanate 

4. Hank’s balanced salt solution 
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آمیزی  تحت رنگ، های سالم و آسیب دیده تخمدان ارزیابی میکروسکوپی و شمارش فولیکول
 (.5انجام شد )جدول  RT-PCRبه روش  GAPDH و BAXهای  و بررسی ژن ائوزین -هماتوکسیلین

 توالی پرایمر، ترتیب و درجه ذوب -1جدول شماره

 پرایمر ژن
طول 

 زنجیره

درجه 

 حرارت
 تعداد توالی

BAX 
F: 5’ TTCACAGGTTGGCATTAGG 3’ 

R: 5’ TCAGCCCATCTTCTTCCAG 3’ 
123 57 XM_011250780.2 

GAPDH 
F: 5’ AAGGTCATCCCAGAGCTGAA 3’ 

R: 5’ CTGCTTCACCACCTTCTTGA 3’ 
222 58 XM_017321385.1 

 ها ن دادهیانگیم سةیمقا یبرا جفت شدهT از آزمون و SPSSافزار  ها از نرم برای پردازش داده

 د.یگرد یتلق دار یمعن P<0/05استفاده شد و

 . نتایج3

 فظر بهآنها  چسبندگی خاصیت بر وهعلا ،هالسلو ینا دنبو نشیمیامز ماهیت تثباا جهت
 اول ژپاسا از بعد که میباشد سطحی کررما از دهستفاا آنها، شناسایی یهاراه از یگرد یکی ،کشت

 در. شد سیربر یفلوسیتومتر روشبه  ،هالسلو سایر از نشیمیامز یدبنیا یهالسلو نشدا جد و
 نتایج. شدند سیربر CD90 کررما با چربی جدا شده ازنشیمی امز یدبنیا یهالسلو سیربر ینا

 انبه میز را کررما ینا چربی بافت نشیمیامز یدبنیا یهالسلو یرو بر CD90کررما ردمو در

 (.5)شکل نددکر نبیا صددر 04

 
 چربی بافت نشیمیامز یدبنیا یهالسلو -1شکل شماره 

  کنند. می نبیا صددر 22 را  CD90کر سطحیرما که

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1039777052
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کنترل و  های اولیه و ثانویه در گروه طبق نتایج بدست آمده، در مقایسۀ میانگین تعداد فولیکول
(، ولی مقایسه میانگین p<0.05داری وجود نداشت ) های بنیادی، تفاوت معنی کشتی با سلول هم

های بنیادی مزانشیمی نسبت به گروه کنترل،  های بالغ در گروه تحت تیمار با سلول تعداد فولیکول
ک بین گروه های اترتی (. در بررسی فولیکول5( )نمودارP<0.0داری را نشان داد ) افزایش معنی

ای در گروه تیمار مشاهد گردید  های بنیادی نیز افزایش قابل ملاحظه کنترل و تحت تیمار با سلول
های بالغ، حاکی از کارآمد بودن محیط کشت نسبت به تکوین  (. افزایش تعداد فولیکول4)نمودار
های مورد  ر گروهد BAXهای ثانویه بوده است. همچنین آنالیز مربوط به بررسی بیان ژن  فولیکول

دهد که میزان بیان این ژن در گروه مورد مطالعه نسبت به گروه کنترل درون و برون  مطالعه نشان می
کاهش آپوپتوز در این گروه  دهنده  باشد که نشان تنی حاکی از کاهش محسوس آن در گروه تیمار می

شناسی نشان  قاطع بافتهای تخمدانی را در م انواع فولیکول 9و  4(. اَشکال 9است )نمودار
 دهند. می

 
  )کنترل ( و 1در گروه  های بالغ مقایسه میانگین فولیکول -1نمودار شماره 

 های بنیادی مزانشیمی( )تیمار با سلول 2گروه 

 
 )کنترل ( 1های اترتیک در گروه  مقایسه میانگین فولیکول -2نمودار شماره 

 مزانشیمی(های بنیادی  )تیمار با سلول 2و گروه 

2.5 
4.7 

0

2

4

6

8

 5گروه  6گروه 

ک
تی

تر
ل آ
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ن ف
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 های بنیادی کشتی با سلول کنترل و هم های در گروه BAXمقایسه بررسی میزان بیان ژن  -3نمودار شماره 

 
 (H&Eآمیزی  با رنگ X222به همراه لایه گرانولوزا )بزرگنمایی  کومولوس اووفروس در فولیکول بالغ -2شکل شماره 

A:  .لایه گرانولوزاB : ومولوساووسیت به همراه توده ک 

 
 (H&Eآمیزی  با رنگ X02فولیکول اولیه، ثانویه و گراف در کنار یکدیگر )بزرگنمایی  -3شکل شماره 
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 گیری . نتیجه4

های بنیادی مزانشیمی در محیط کشت و  کشتی بافت تخمدان با سلول در مطالعه حاضر اثر هم
های کشتی و  آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گرفت که در این راستا جهت ارتقای سیستممحیط 

های بسیاری صورت گرفته است. همچنین استفاده  های مختلف بدن تلاش کشت بهتر بافت و اندام
سال مورد بررسی قرار  08های مختلف جهت کشت موفق بافت تخمدان برای بیش از  از تکنیک

لعات بر روی بافت تخمدان موش، همستر، گاو و انسان انجام شده و موفق به (. مطا1گرفته است )
های کشت، قرار دادن  (. اکثر سیستم0اند ) هایی از نکروز شده روز انکوبه تخمدان بدون نشانه 18

، ظرف، یا شیشه ساعت، 1های محیط کشت بافت تخمدان بر روی یک محافظ فیزیکی در چاهک
پذیر  ن است، و دسترسی به مقدار کافی از محیط کشت زیر محافظ امکانوری در آ با حداقل غوطه

باشد، هرچند مطالعات  می CO2درصد  1درجه سانتیگراد و  97است. شرایط انکوباسیون 
 (.7اند ) سازی شرایط کشت را گزارش کرده مختلف بهینه

ازجمله تعیین قابلیت ای از تخمدان، کاربردهای زیادی  های کشت کل تخمدان یا قطعه سیستم
های مختلف منجر به  این نوع آزمایشات در گونه کشت داده شده را دارند. سنتزاستروئید در بافت

های تکا و گرانولوزا به  درک بهتری از زمان رشد و نمو و قابلیت آنزیمی تخمدان و پاسخ سلول
(. نظارت بر رشد و نمو 0د )گرد ها از زمان رشد جنین تا زمان بلوغ و بزرگسالی می گونادوتروپین

در طول رشد و  LHو  FSHهای  فولیکول یا تغییر در تولید استروئیدها و شناسایی زمان بیان گیرنده
، و FSH ،LHاند. همچنین اثرات  نمو تخمدان در سیستم کشت بافت مورد بررسی قرار گرفته

شد که محرک تولید و مشخص  تستوسترون بر استروئیدوژنز در رت مورد بررسی قرار گرفت
 ( .0-58باشند ) ها می حضور گیرنده گنادوتروپین کننده  پروژسترون و استرادیول، حمایت

ها هستند. همچنین  های بنیادی مزانشیمی بالغ دارای پتانسیل رشد و تمایز به کندروسیت سلول
 پاسخ ایمنی های بنیادی مزانشیمی باعث مهار مطالعات قبلی به روشنی نشان داده است که سلول

 (. 55-59آیند ) کشتی به حساب می آلی برای هم شوند. بنابراین، آنها به عنوان کاندیدهای ایده سلولی می
های  کشتی با سلول در مطالعه حاضر نیز با توجه به نتایج بدست آمده مشخص گردید که هم

های گراف را افزایش  یکولهای تکا و تعداد فول بنیادی مزانشیمی به میزان قابل توجهی اندازه سلول
                                                        

1. Culture wells 
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 ( .P<0.05داده است )
های بنیادی را برای القای رشد  مطالعات در داخل بدن و در شرایط آزمایشگاهی اثرات سلول

 گذاری در قطعات تخمدان کشت داده شده موش مشخص کرد. فولیکول آنترال و تخمک
های  دی مزانشیمی در بافتهای بنیا (، گزارش کردند که تزریق سلول4855طغرایی و همکاران )

افزایش تعداد تخمک بالغ، پیشرفت میوز و  تخمدان سرطانی شده در شرایط درون تنی، سبب
گذاری می شود. نتایج بدست آمده از مطالعه حاضر نیز پتانسیل مذکور را تایید  القای تخمک

 (. 52نماید ) می
پتید را در تنظیم تخمدان نشان های انسولین است که نقش این پ تخمدان انسان دارای گیرنده

تواند به طور مستقیم سبب تحریک تولید  اند که انسولین می تنی نشان داده برون دهد. مطالعات می
(. علاوه بر این، یک سیستم کشت تخمدان خوب 51-50شود ) آندروژن توسط استرومای تخمدان

فولیکولوژنز نقش محوری و  اووژنز و تخمدان را تقلید کند، جهت مطالعه تواند شرایط که می
سال  48کند. از حدود اساسی دارد و عرضه نامحدودی را برای استفاده پزشکی از اووسیت ارائه می

گذشته، اووژنز موش با استفاده از تکنولوژی کشت آزمایشگاهی مورد مطالعه قرار گرفته است. 
لد شده قادر به وارد شدن به های پریموردیال تخمدان موش تازه متو های اولیه در فولیکول تخمک

باشند. اخیراً اووژنز موش در شرایط  می تنی دومین تقسیم میوز و بلوغ کامل میوزی در شرایط برون
تنی، در چندین آزمایشگاه مورد مطالعه قرار گرفته  آزمایشگاهی با استفاده از کشت در شرایط برون

 (.51-45است )

 . تقدیر و تشکر0

شگاه فردوسی مشهد به منظور فراهم نمودن شرایط لازم جهت اجرای از معاونت پژوهشی دان
 گردد.  شناسی آقای پورادیبی تشکر و قدردانی می این پروژه و کارشناس آزمایشگاه بافت
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