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 چكيده
پيشرفتي در درمان ناباروري انسان و  in vitroگاهي براي بلوغ اووسيت در محيط توسعه و بهبود شرايط كشت آزمايش :مقدمه

و اسيد آسكوربيك روي بلوغ فوليكول موش و اووسيت محصور در آن در  FSHدر اين مطالعه به بررسي اثرات . باشد حيوانات مي
  . پرداختيم in vitroمحيط 

كشت  TCM199اي جدا و در محيط  هفته 6ماده  يها موشي ها تخمدانپره آنترال  هاي فوليكولبراي آزمايش،  :بررسيروش 
اي  در طي آزمايشات جداگانه) فوليكول 25-30حاوي (هاي كشت و اسيد آسكوربيك به محيط FSHمقادير خاصي از . داده شدند
 nmol/mlو 300، 240، 80، 40، 20هاي  و غلظت FSHاز  IU/I220و  180، 140، 100، 40،60، 20، 5 هاي غلظت .اضافه شد

، C°37ها داخل انكوباتور با درجه حرارت روز در محيط كشت 6به مدت  ها فوليكول. از اسيد آسكوربيك استفاده گرديد 400
و  SPSSافزار  هاي آماري با استفاده از نرمالعه از نيمه تجربي بود و آناليزنوع مط. در هوا كشت داده شدند CO25%  و %92رطوبت 
 .استفاده گرديد %95هاي چندگانه با درجه اطمينان  براي مقايسهنيز  Post hoc از آزمون .يكطرفه انجام گرفت ANOVA آزمون

05/0Pvalue< داري در نظر گرفته شد به عنوان سطح معني .  
  شكافتگي وزيكول ژرمينال، )%91(پذيري ميزان زيست  ،)µm190(افزايش در قطر فوليكولي IU/lFSH100 در غلظت :تايجن

)(Germinal Vesicle Breakdown )GVBD( )81%( و بلوغ اووسيت)05/0(مشاهده شد )%61(p ≥ . اسيد آسكوربيك بقاء فوليكولي
  .و ميزان بلوغ اووسيت اثري نداشتشكافتگي وزيكول ژرمينال اما روي قطر، ) >p 001/0و %42(را افزايش داد

 ها فوليكولاي در تمام پارامترها به جز قطر  افزايش قابل توجه FSH محيط حاوي تركيب اسيد آسكوربيك و :گيري و نتيجه بحث
دهند اما تركيب آنها  و اسيد آسكوربيك هر يك به تنهايي ميزان بلوغ فوليكول و اووسيت داخل آن را افزايش مي FSH. نشان داد

  .  و اووسيت محصور در آن دارد ها فوليكولير قابل توجه تري روي سرعت رشد اثت
  
  پره آنترال هاي فوليكولهورمون محرك فوليكولي، اسيد آسكوربيك، : كليدي هاي هواژ

                                                 
 f.barzegary@gmail.com :، پست الكترونيكي0352- 6232800: ؛ تلفن)نويسنده مسئول( *
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  مقدمه
توسعه و بهبود شرايط كشت آزمايشگاهي براي بلوغ اووسيت 

، پيشرفتي در درمان ناباروري انسان و In vitroدر محيط 
تحقيق و پژوهش در اين زمينه ). 1(شود حيوانات محسوب مي

امروزه استفاده  .است نمودارسيار سخت و ماز بيولوژي انساني ب
  ترين سيستم را  ترين و عالي از مدل جوندگان پيشرفته

 رس در آزمايشگاهاهاي ن بلوغ فوليكولبراي مطالعه در زمينه 

(IVM: In vitro maturation) فراهم كرده است.   
اي است كه در مورد آن تمام مراحل  موش خانگي تنها گونه

لوغ اووسيت، لقاح و انتقال جنين به بدن رشد فوليكولي، ب
خانگي  يها موشدر . گيرنده ماده با موفقيت انجام شده است

شود  كامل مي In vitroروز در محيط  10-12فاز رشد طي 
نسبت به  ها موشآنترال در  پره هاي فوليكولسازي همچنين جدا
 يها موشبه هر حال حتي در . گيرد تر انجام مي انسان آسان

هاي كشت  هاي بيشتري لازم است تا سيستم ي هم تلاشخانگ
   ).2(عيب شوند سلولي تصحيح و بي

هاي استروئيدي  توليد اووسيت بالغ و بيوسنتز هورمون
اين  .ي پستانداران استها تخمدانفرآيندهاي پايه و اساسي در 

ها طي رشد و توسعه فوليكولي كه خود يك فرآيند  فعاليت
. شود ها است كامل مي رمونپيچيده و تحت كنترل هو

) اشكالي كه در تخمدان وجود دارد(مرحله ابتدايي هاي فوليكول
اما توانايي ) 2و  1(يك منبع غني براي تهيه اووسيت است

آنترال با اووسيت نابالغ به  ي يا پرهابتداي هاي فوليكولرساندن 
 .يك شرط لازم و ضروري است In vitroمرحله بلوغ در محيط 

حيط كشت به هدف آزمايش بستگي دارد و هميشه انتخاب م
   ).3(شود نوعي اعتدال رعايت مي

اي است كه به  هاي قابل بارور، فرآيند پيچيده بلوغ اووسيت
 هاي فوليكولتوسعه و رشد مناسب اووسيت در محيط خاص 

در هنگام تخمك گذاري، فوليكول بالغ و . تخمداني بستگي دارد
ه بFSH  هورمون .كند ت را آزاد ميشود و اووسي رسيده پاره مي

هاي هيپوفيزي ترشح و به رسپتورهاي خود  وسيله گنادوتروپ
هاي استروئيدي و توليد  در گنادها باند شده توليد هورمون

هورمون محرك فوليكولي . كند را تحريك مي) گامتوژنز(ها گامت

(FSH: Follicle Stimulate Hormone  جزء خانواده
و يك  آلفاشود و از يك زير واحد  سوب ميها مح ايزوهورمون

  . )4(با دو زير واحد گليكوزيلي تشكيل شده است بتازير واحد 
FSH  هيپوفيزي رشد فوليكولي در محيطIn vitro  را حمايت

بافت  FSHاندام و هدف اصلي  در افراد ماده،). 5(كند و تاييد مي
تي و گسترش فوليكولي، بلوغ اووسي FSH كه يتخمدان است جاي

ماده كه زير  يها موش). 7،6(كند گذاري را تحريك مي تخمك
). 9،8،1(، نابارور هستنداست ناقصآنها  FSHواحد بتاي هورمون 

FSH هاي  هاي گرانولوزا در محيط همچنين از آپوپتوزير سلولin 

vitro  وin vivo اين هورمون ). 10،2(آورد عمل ميه ممانعت ب
 EGF(Epidermal Growthه با چندين فاكتور رشد از جمل

Factor)، ActivinAاينهيبين، فاكتور رشد شبه انسوليني ، 

(IGF-I: Insulin-Like Growth Factor I) دهد و  واكنش مي
اثرات فاكتورهاي اندوكريني و موضعي كه . كند آنها را فعال مي

شود  شرح داده مي In vitroدر طول توسعه فوليكولي در محيط 
  .ط كشت و نوع گونه جانوري متفاوت خواهد بودبا توجه به محي

يك مكمل غذايي بسيار مهم ) Cويتامين (اسيد آسكوربيك
مقدار ). 11(ها و تعدادي ديگر از پستانداران است در پريمات

 هاي بافتو ديگر  ها تخمدانزيادي اسيد آسكوربيك در 
محل تجمع اسيد  ها تخمداندر . شود اندوكريني انباشته مي

و لوتئال است كه در  هاي گرانولوزا، تكا ك، سلولآسكوربي
  . باشد تنگ با ميزان باروري ميارتباط تنگا

هاي گرانولوزاي لوتئيني مشخص شده كه  با مطالعه سلول
اسيد آسكوربيك توليد پروژسترون و غلظت آن را افزايش 

كه اين رابطه به صورت كنترل فيدبك منفي بسيار  )12(دهد مي
كه افزايش پروژسترون به نوبه خود ميزان  يقوي است به طور

دهد و ساخت آن را بلوكه  اسيد آسكوربيك را كاهش مي
) Apoptosis(اسيد آسكوربيك از مرگ سلولي ).13،12(كند مي

پره آنترال موش خانگي در  هاي فوليكولهاي گرانولوزا و  سلول
كند و آن را به ميزان زيادي  جلوگيري مي in vitroمحيط 

  همچنين ثابت شده است كه ). 14،11(دهد يكاهش م
  است كه  ي هاي فوليكولافزايش دهنده درصد   سيد آسكوربيكا
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  . كنند تماميت و يكپارچگي غشاء پايه را حفظ مي
ها در  اكسيدانت موارد بالا نشان دهنده نقش چندگانه آنتي

هاي  جوندگان و ساير گونه هاي فوليكولطول مسير توليد 
   ).15،11(خانگي است

و  FSHمطالعه حاضر قصد دارد تا به اهميت بيولوژيكي 
مكمل غذايي اسيد آسكوربيك روي رشد فوليكولي 

هاي نابالغ و بلوغ اووسيت محصور  پره آنترال موش هاي فوليكول
آزمايشات زيادي براي بهبود . بپردازد In vitroدر آن درمحيط 
رود  ه اميد ميلازم است انجام شود ك In vitroبخشيدن به بلوغ 

  . مطالعه حاضر كمكي در جهت هموارتر كردن مسير باشد
  روش بررسي

در پارك علم و فناوري يزد  1388يز ياين پژوهش در پا
بوده  نيمه تجربيروش مطالعه در اين بررسي از نوع . انجام شد

تمام مواد شيميايي مورد استفاده در آزمايشات كاملا . است
) Sigma, USA(د و از شركت سيگماخالص و بدون آلودگي بودن

  . خريداري شدند
از دانشگاه علوم پزشكي يزد ) 16(سر موش سوري ماده 30

ساعت  12تهيه و داخل لانه حيوانات تحت شرايط استاندارد 
ها در  موش. ساعت تاريكي نگهداري شدند 12روشنايي و 

ها  روش انتخاب موش). 5(خوردن آب و غذا محدوديتي نداشتند
هفته اي براي جدا  8تا  6هاي  نمونه. رت تصادفي بودبه صو

تمام ). 17(حاوي تخمك استفاده شد هاي فوليكولكردن 
ها به روش  موشو  آزمايش طبق اصول اخلاقي انجام شدمراحل 

شرح داد  2009در سال   Degenجابجايي گردن، همان طور كه
  . و اجساد باقي مانده دفن شدند )18(كشته شدند

جدا و در داخل  ها تخمدانپره آنترال،  هاي فوليكول راي تهيهب
هاي  سرم سلول .هاي كاملا استريل قرار داده شدند پتريديش

به عنوان منبع ) fetal calf serum ()FCS(گوساله جنيني
در محيط كشت بدون مكمل  FSH. پروتئيني در نظر گرفته شد

راي شد تا ب نگهداري oC 20الكل در دماي ml 100آماده و در
. استفاده شود mIU/ml 200 -0هاي نهايي تهيه غلظت

و  TCM199اسيد آسكوربيك در محيط كشت ) mg/ml5(محلول
  . براي مدت يك ماه نگهداري شد - oC 70الكل آماده و در دماي

   Tcm 199كشت پايه  اتاق با محيط   در دماي ها  پتريديش

، )mm2(، گلوتامين)mm2(هاي پيروات سديم همراه با مكمل
پر شده ) g/mlµ50(و استرپتومايسين) g/mlµ75(سيلين پني

پيوندي موجود در محيط كشت  هاي بافتدر ابتدا ). 11(بودند
به ذرات ريز قطعه قطعه و كورتكس  ها تخمدان. جدا شد

پره  هاي فوليكول. تخمداني با استفاده از اسكاپل برداشته شد
اي گرانولوزاي ه با يك يا دو لايه از سلول) mµ 5± 95(انترال

اطراف اووسيت به همراه لايه پايه اي دست نخورده كه حاوي 
  هاي غشايي زير ميكروسكوپ  باشد از برش هاي تكا مي سلول

جدا شده حاوي اووسيت سالم مركزي و  هاي فوليكول. جدا شدند
  ليتر محيط ميلي 5هاي تكا در  يك لايه نازك از سلول

داخل انكوباتور با درجه هايش  به همراه مكمل TCM199كشت  
كشت داده % 5برابر  Co2و ميزان  %92رطوبت  ،oC37حرارت 
  .شدند

هاي غذايي روي رشد اووسيت و  براي ارزيابي اثرات مكمل
 nmol/ml 400و 300، 240، 80، 40، 20 هاي فوليكول، غلظت

اضافه  ها فوليكولهاي حاوي  آسكوربيك اسيد به محيط كشت
  . گشت

تنها در مورد آنهايي است  ها فوليكولز رشد اطلاعات حاضر ا
در روز دوم  .روزه سالم مانده بودند 6كه در تمام دوره كشت 

سالم به محيط كشت تازه منتقل شدند  هاي فوليكولدوره، تمام 
روزه، آسيب ديده بودند از  2هايي كه در اين مدت  لو فوليكو

ز، يكبار در رو). درصد 2حدود (مسير آزمايش خارج شدند
  . شد تعويض مي ها فوليكولمحيط كشت 

ها دوبار تكرار شدند و  براي كم كردن خطا در نتايج آزمايش
تايي فوليكول مورد بررسي قرار 30هاي  در هر بار تكرار گروه

كه در مجموع ) باشد از نظر آماري اين تعداد قابل قبول مي(گرفت
شد در فوليكول تخصيص داده  60براي هر گروه آزمايشي تعداد 

ها براي هر گروه از نتايج مقدار ميانگين محاسبه  انتهاي آزمايش
هاي تيمار و ممانعت از  براي برقراي شرايط مشابه با گروه. گرديد

در محيط فوليكول بود  30گروه كنترل كه حاوي  ايجاد خطا،
Tcm199  ها  كشت داده شد و در طول دوره آزمايشحاوي الكل
  .آن اضافه نشد اي به محيط كشت هيچ ماده

  آناليزهاي آماري
  گسيختگي وزيكول  اثرات مواد مختلف روي بلوغ اووسيت،
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وسيله ه و ميزان ماندگاري آنها ب ها فوليكولژرمينال، تغيير قطر 
درصدهاي بدست آمده . يكطرفه بررسي شد ANOVAآزمون 

اختلاف بين دار بودن  معنيبراي تعيين  ANOVA آزموندر 
براي نيز  Post hoc از آزمون .ها مقايسه شدند هاي گروه ميانگين
. استفاده گرديد %95چندگانه با درجه اطمينان   مقايسه
 SPSS)version 14.0 افزار  هاي آماري با استفاده از نرمآناليز

for Windows( 05/0 .انجام گرفتP<  به عنوان سطح
   .داري در نظر گرفته شد معني

  نتايج
كشت  هاي فوليكولشد و بلوغ بر ميزان ر FSHاثرات  -1

   :و اووسيت محصور در آن in vitroشده در محيط 
  روي بلوغ اووسيت و  FSHهاي مختلف  ميزان تاثيرات غلظت

روزه كشت  6درصد گسيختگي وزيكول ژرمينال در طول مدت 
تغييرات  .ارزيابي شدPost hoc  و  ANOVAآزمونبا استفاده از 

در نابالغ  يها موشآنترال  پره هاي فوليكولمورفولوژيكي 
داري  هيچ تغيي معني .نشان داده شده است 2و  1هاي  نمودار

هاي پره آنترال تيمار شده با  فوليكولدر قطر و ميزان ماندگاري 
در  FSHاز  IU/l220و  180، 140، 40،60، 20، 5 هاي غلظت

در مقابل افزايش . مقايسه با گروه كنترل نشان ندادند
) %91(پذيري و قدرت زيست) µm190(قطرداري در  معني

روزه كشت  6در دوره  mIU/ml FSH100در غلظت  ها فوليكول
هاي آزمايشي مقايسه  بدست آمد كه با گروه كنترل و ديگر گروه

  ).> 0001/0P(شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

هاي مورد بررسي در هر  تعداد كلي فوليكول(N= 30(%).يفوليكول پذيري قدرت زيستو ) µm(روي قطر فوليكوليFSH هاي مختلف  اثرات غلظت: 1 نمودار
  .ترين دوز شناخته شد مناسب FSHاز  mIU/ml100غلظت  ،)آزمايش

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

غلظت  ،)هاي مورد بررسي در هر آزمايش تعداد كلي فوليكول( GVBD .30 =Nروي بلوغ اووسيت و  FSHهاي مختلف  اثرات غلظت: 2 نمودار
mIU/ml100  ازFSH ترين دوز شناخته شد اسبمن.  
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 پذيري قدرت زيستاثرات اسيد آسكوربيك روي قطر و  -2
  :سالم هاي فوليكول

هاي  به مدت شش روز در محيط كنترل و محيط ها فوليكول
از  nmol/ml 400و 300 ،240، 80، 40، 20هاي  حاوي غلظت

ها در  آناليز داده .اسيد آسكوربيك كشت داده شدند
نشان  Post hocو  ANOVAاستفاده از آزمون ا ب  SPSSافزار نرم

زنده  ها فوليكول %27در غياب اسيد آسكوربيك، تنها داد 
غشاء پايه پيوسته و يكپارچه و قطري  ها فوليكولاين . مانند مي

علاوه بر اين در محيط . داشتند mµ 5/112در حدود 
اسيد آسكوربيك،  nmol/ml 80و 40، 20هاي حاوي  كشت

مشاهده  ها فوليكولداري در ميزان بقاء  معنيافزايش غير 

 در حالي ،سه با گروه كنترل قابل توجه نبودشود كه در مقاي مي
قابل  اسيد آسكوربيك افزايش نسبتاً nmol/ml 240كه غلظت

و  %42(دهد نشان مي ها فوليكولاي در ميزان بقاء  توجه
001/0p< (اين افزايش در محيط كشت حاويnmol/ml 300 

) >001/0pو  %59(آسكوربيك بيشترين مقدار استاسيد 
هاي اسيد آسكوربيك مورد  هيچ كدام از غلظت). 3 نمودار(

 هاي فوليكول .تاثيرگذار نبود ها فوليكولاستفاده بر روي قطر 
هاي مختلف اسيد  هاي تيمار شده با غلظت گروه كنترل و گروه

و روزه كشت داراي قطر يكسان  6آسكوربيك در تمام دوره 
  ). 3 نمودار()µm2±111(اي بودند مشابه

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
مورد بررسي در هر  هاي فوليكولتعداد كلي (%).فوليكولي قدرت زيست پذيريو ) mµ(هاي مختلف اسكوربيك اسيد روي قطر فوليكولي اثرات غلظت: 3 نمودار

  .عدد بود 30آزمايش برابر 
  
   :GVBD اثرات اسيد آسكوربيك روي بلوغ اووسيت و -3

در روز ششم كشت، مطالعات بافت شناسي بر روي 
هاي تيمار  كشت شده در محيط كنترل و محيط هاي فوليكول

، 240، 80، 40، 20(هاي مختلف اسيد آسكوربيك شده با غلظت
با  ها فوليكولبا اتمام دوره، . انجام شد) nmol/ml 400و  300

ووسيت دقت توسط دو سوزن نازك شكافته شدند و مجموعه ا
اي  كه مجموعه) CoCs)(Cumulus oocyte complexes(اي توده

هاي كومولوس است  هاي به هم فشرده سلول اووسيت با لايه از
همچنين درصد گسيختگي  .از نظر مورفولوژيكي بررسي شد

در حضور . وزيكول ژرمينال و بلوغ اووسيت تعيين و مقايسه شد
ر بلوغ اووسيت و اسيد آسكوربيك يك روند آرام و تدريجي د

 )<05/0p(شود درصد گسيختگي وزيكول ژرمينال مشاهده مي
  ).4 نمودار(
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مورد بررسي در هر آزمايش  هاي فوليكولتعداد كلي (ژرمينال  اسكوربيك روي بلوغ اووسيت و گسيختگي وزيكولاسيد هاي مختلف  اثرات غلظت: 4 نمودار

  .)عدد بود 30برابر 
  
روي  FSHثرات تركيبي اسيد آسكوربيك و مقايسه ا -4
  :و اووسيت محصور در آنها ها فوليكولرشد 

اسيد آسكوربيك  nmol/ml 300ها با اضافه كردن آزمايش
. به محيط كشت تكرار شد FSHاز  mIU/ml 100همراه با

در ميزان بقاء  %95افزايش  FSH تركيب اسيد آسكوربيك و
 هاي بدون و محيط) %27(لدر مقايسه با گروه كنتر ها فوليكول

FSH)59% (نشان دادند)0001/0p< .(كه اين افزايش  در حالي
دريافت  FSHاز  mIU/ml 100در مقايسه با گروهي كه تنها

 نيز به بالاتر از ها فوليكولقطر  .كرده بود قابل ملاحظه نبود

µm189 هاي تركيبي در مقايسه با گروه كنترل و  در محيط
) µm112(با اسيد آسكوربيكهاي تيمار شده  گروه
اما اين افزايش در مقايسه با گروه دريافت . )>0001/0p(رسيد
بلوغ  .قابل توجه نبود FSHاز  mIU/ml 100كننده

اي در  افزايش قابل ملاحظه%) 86( GVBDو) %67(اووسيت
در مقايسه با كنترل و ساير  FSHحضور اسيد آسكوربيك و 

  . )5 دارنمو()>0001/0p(ها نشان دادند گروه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
گروه انجام  4آزمايشات در  ،روز 6روي رشد فوليكولي و اووسيت محصور در آن در طي مدت  FSHاثرات تركيبي و مقايسه اي اسيد آسكوربيك و : 5 نمودار

 mIU/ml FSH100 )4و mIU/ml FSH100 )3اسيد آسكوربيك  nmol/ml 300در حضور ) 2) كنترل(يط كشت به تنهاييحدر م) 1رشد فوليكولي  :شد
 +nmol/ml 300 عدد بود 30مورد بررسي در هر آزمايش برابر  هاي فوليكولتعداد كلي ( ،اسيد آسكوربيك(.  
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  بحث و نتيجه گيري
 ها فوليكولفاكتور اندوكريني اصلي كه تنظيم كننده رشد 

آزمايشات ما به . نام دارد) FSH(است هورمون محرك فوليكولي
 هاي فوليكولدر افزايش رشد و تمايز  FSHدي نقش كلي وضوح،

  . دهد را نشان مي in vitroي در محيط پره آنترال ابتداي
FSH هاي تحريك  براي ساخت استروئيد در پاسخ به آنزيم

هاي گرانولوزا و همچنين تشكيل حفره انتروم  كننده تمايز سلول
همچنين تنظيم كننده  FSH. فوليكولي لازم و ضروري است

هاي گرانولوزاي اطراف آن  تگي بين اووسيت و سلولپيوس
 FSH كه اظهار كرد )1997(و همكاران Cortvrindt). 19(است

ابتدايي  هاي فوليكولداراي نقش بسيار مهم و حياتي در رشد 
از محيط  FSHدر موش خانگي، حذف . است in vitroمحيط 

ب اندازد و موج هاي گرانولوزا را به خطر مي كشت بقاي سلول
  .)20(شود هاي فوليكولي مي مرگ سلول

Chun  پيشنهاد كرد در شرايط  2000در سال و همكاران
، انتشار و نفوذ چندين فاكتور مهم فيزيكي و FSHفقدان 

در محيط . )21(شود شيميايي از خلال غشاء پايه مختل مي
، به وفور خروج اووسيت از ساختمان FSHكشت فاقد 

اين امر ممكن است به علت  )20،8(فوليكوليش رخ داده است
يا كاهش تعداد ) Gap Junction(اختلال در اتصالات شكافدار

به محيط كشت، رشد  FSHبا افزودن  .اتصالات شكافدار باشد
و  ها فوليكول قدرت زيست پذيريپره آنترال،  هاي فوليكول

هاي خانگي و صحرايي  تشكيل حفره آنتروم فوليكولي موش
توليد استروژن و تشكيل  FSHدر انسان،  ).22(يابد افزايش مي

  ). 23،5(دهد مي افزايش را in vitroحفره آنتروم در محيط 
هاي  ها تحريك كننده بيان بازدارنده وجود گنادوتروپين

ها توسط  اين بازدارنده ،باشند مي) IAP(هاي آپوپتوزيزي پروتئين
تشكيل  invitroو  invivoهاي  هاي گرانولوزا در محيط سلول
، activinAبا چندين فاكتور رشد از جمله  FSH). 10(شوند مي

واكنش ) IGF-1(1فاكتور رشد شبه اسنوليني و اينهيبين
اين . كند دهد و بدين وسيله رشد فوليكولي را تحريك مي مي

ها در  هاي داخل تخمداني واسطه اثرات گنادوتروپين تنظيم
هاي سلولي را  ها واكنش گنادوتروپين. هاي سلولي است واكنش

از . كنند هاي اتوكرين و پاراكرين تنظيم مي بوسيله مكانيسم

ديدگاه بيو شيميايي با شروع تمايز لايه هاي سلولي گرانولوزا و 
بر روي  FSHهاي داخلي و خارجي تكا، رسپتورهاي  سلول
پره آنترال ظاهر  هاي فوليكولهاي گرانولوزاي  سلول
به گنادوتروپين ها وابسته  ها فوليكولدر نتيجه ). 7،5(شوند مي
نقش بسيار كليدي در مهار آترزي  FSHهم چنين  گردند مي

وزيز سلولي يك ركن پايه در روند آترزي، آپوپت. دفوليكولي دار
در محيط كشت  FSHشود كه با حضور  محسوب مي

خانگي مهار  يها موشآنترال و پره آنترال  هاي فوليكول
  ).24،20،10(گردد مي

FSH فيزي و هيپوFSH نوتركيبي )rFSH ( هر دو رشد
 Wangنتايج طبق ولي  .)26،25،7(كنند فوليكولي را حمايت مي

هاي  نوتركيب فقط ميزان رشد فوليكول FSH 2003در سال 
دهد و روي بلوغ  پره آنترال را به ميزان خيلي اندك افزايش مي

اين نتايج هم  .)10(گيري ندارد تاثير چشم GVBDاووسيت و 
در حالي ارائه شد  2007در سال   Bakerتوسط نچني
نشان داد كه حداقل  2001در سال و همكاران   Cortvrindtكه

پره آنترال  هاي فوليكولبراي رشد  mIU/ml FSH 10غلظت
از  %17، تنها FSHدر فقدان  ضروري است و سالم در محيط

  .مانند زنده مي ها فوليكول
 هاي فوليكولكامل  تمايز ،in vitro در سيستم محيط كشت

و  Adriaens )27(امكانپذير است FSH پره آنترال تنها در حضور
با مدل كشت مشابه، يك بقاء  2005نيز در سال همكاران 
 in vitroدر محيط رشد  FSHرا در فقدان  %10فوليكولي 
  . )28(گزارش كرد

در طول  FSHهمانطور كه منحني وابسته به دوز براي اثرات 
 FSHدهد با افزايش غلظت  آنترال نشان مي پره كشت فوليكولي

، يك افزايش در سرعت رشد متوسط mIU/ml100تا حداكثر
دهد  هاي ما نشان مي آزمايش). 25(شود فوليكولي مشاهده مي

العمل  عكس FSHپره آنترال به افزايش سطح  هاي فوليكولكه 
ت توان اثرا پره آنترال مي هاي فوليكولدهند و با كشت  نشان مي
  . بر روي آنها را بررسي و مطالعه كرد FSHتنظيمي 

به ميزان زيادي بلوغ اووسيت  FSHكند كه  نتايج ما بيان مي
اين مشاهدات همچنين توسط . دهد را افزايش مي  GVBDو
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Cortvrindt در غلظت. گزارش شد) 1997(و همكاران 
mIU/mlFSH100 ها فوليكولپذيري  بيشترين درصد زيست 
هاي بالاتر از آن، ميزان بقاء  شود اما در غلظت مشاهده مي

يابد اين  و همچنين بلوغ اووسيت كاهش مي GVBDفوليكولي، 
در سال  Osbomو  Nayadu مشاهدات در راستاي گزارشات

   .است 2006
  را به شرايط in vitroزماني كه ما بتوانيم شرايط محيط 

in vivo مانند و يزنده م كه هايي نزديك كنيم ميزان فوليكول 
توانند لقاح انجام دهند افزايش  رسند و مي به مرحله بلوغ مي

  .يابد مي
و با توجه  هاي قبلي بندي نتايج اين مطالعه و مطالعه با جمع

در رشد FSH نقش حياتي  ،به دلايلي كه در بالا ذكر شد
فوليكولي، ميزان گسيختگي وزيكول ژرمينال و بلوغ اووسيت 

هاي اصلي،  ن فعاليتبا تاييد اي. شود محصور در آن تاييد مي
پره آنترال موش  هاي فوليكولبه محيط كشت  FSHمعمولا 

  .شود خانگي و ديگر پستانداران بزرگ اضافه مي
  نيز  ها تخمدانآندوكريني ديگر،  هاي بافتهمانند 

  محل تجمع آسيد آسكوربيك هستند كه ميزان آن در 
  ، LH (Luteinizing Hormone(پاسخ به تحريكاتي از قبيل 

cAMP (Cyclic Adenosine Mono Phosphate)  و
در مقالات زيادي قابليت ). 29(ها متغير است پروستاگلندين

اسيد آسكوربيك به عنوان يك آنتي اكسيدانت قوي تاييد شده 
  ). 30،15(است

هاي اكسيژن آزاد  طي فرايند ساخت استروژن، انواع راديكال
رود اسيد آسكوربيك به ميزان  شود كه گمان مي توليد مي

در محيط كشت . كند زيادي اين مواد اكسيد كننده را خنثي مي
in vitro آل و مناسب بايد مقدار كافي  براي حفظ شرايط ايده

مطالعه حاضر طوري . اسيد آسكوربيك به محيط اضافه كنيم
در حال رشد بتوانند در مقابله با  هاي فوليكولطراحي شده تا 

 in vitro اي آزاد يكپارچگي غشاي خود را در محيطه راديكال
  . حفظ كنند) غني از مواد غذايي(

گانه اسيد هاي چند نتايج مطالعه حاضر تاييد كننده فعاليت
تاثيرات هورموني . آسكوربيك در كمك به رشد فوليكولي است

در طي رشد و توسعه فوليكولي به خوبي شناخته شده است اما 

فيزيكي مؤثر در رشد فوليكولي اطلاعات  هاي در مورد فرآيند
  . اندكي در دست است

 ها فوليكولاگر چه اسيد آسكوربيك هيچ تاثيري روي قطر 
حاوي غشاء  هاي فوليكولاي درصد  ندارد اما به طور قابل توجه
دهد كه  آزمايشات ما نشان مي. دهد پايه يكپارچه را افزايش مي

 %27سكوربيك تنها روزه، در غياب اسيد آ 6در دوره كشت 
كه با اضافه  مانند در حالي بعد از اتمام دوره زنده مي ها فوليكول

اسيد آسكوربيك به محيط كشت اين  nmol/ml 300كردن
اين موضوع علت ). 3 نمودار(يابد افزايش مي %59درصد تا 

غلظت زياد اسيد آسكوربيك در مايع فوليكولي انسان را بيان 
  ). 31،14(كند مي

در سال  و همكارانش Rose اضر موافق گزارشاتنتايج ح
با افزودن سلنيوم و اسيد آسكوربيك  ايشان  ،)32(است 1999

زيست پذير در  هاي فوليكولبه محيط كشت توانست درصد 
در مطالعه حاضر هيچ سلنيومي . را افزايش دهد in vitroمحيط 

ييراتي كه به محيط كشت افزوده نشده است بنابراين تغ
مربوط به افزودن اسيد آسكوربيك به شود منحصرا  ميمشاهده 

ها نشان داد كه  هاي اوليه روي خوك آزمايش. محيط است
ديواره فوليكولي اين حيوانات در فقدان اسيد آسكوربيك به 

جزء اصلي تيغه پايه فوليكولي  IVكلاژن . بيند شدت آسيب مي
 inمحيط  توانند در هاي تكا و گرانولوزا هر دو مي است كه سلول

vitro اسيد آسكوربيك هم در سطح ژن ). 31(آن را توليد كنند
و هم به عنوان كوفاكتور در ترشح و تثبيت پروتئين، موجب 

شود  بنابراين فرض مي). 33،15(شود افزايش سنتز كلاژن مي
در حال رشد جهت ساخت تركيبات غشاء پايه و  هاي فوليكول

يادي اسيد آسكوربيك حفظ يكپارچگي غشاء نياز به مقادير ز
   .دارند

طر قبدون اينكه تاثيري روي رشد و اسيد آسكوربيك 
 هاي فوليكول قدرت زيست پذيريداشته باشد  اه فوليكول
در نتيجه براي افزايش دهد  را افزايش مي in vitroمحيط 

، اضافه كردن اسيد in vitroمحيط  در FSHعملكرد هورمون 
در واقع داشته باشد  توجهيقابل تواند تاثير  آسكوربيك مي

در معرض استرس  هاي فوليكولميزان آپوتپوزيز  Cويتامين 
انباشته شدن اسيد آسكوربيك در . دهد اكسيداتيو را كاهش مي
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تواند بقاء فوليكولي را بهبود بخشد ولي براي  محيط كشت مي
استفاده شد FSH ، از ها فوليكولافزايش قدرت زيست پذيري 

افزايش  95% به  59% سالم را از  هاي فوليكولكه ميزان 
   .دهد مي

اين مطالعه با اميد ساخت و گسترش محيط مناسب كشت 
با استفاده از گونه موش خانگي انجام شد كه مدل مناسبي براي 
ارزيابي اثرات تركيبات مختلف روي توسعه و رشد فوليكولي در 

   آزمايشات زيادي براي بهبود بخشيدن. است in vitroمحيط 
 مطالعه رود اميد مي انجام شود كه  لازم است in vitroبه بلوغ 

 انجام مطالعات آيندهحاضر كمكي در جهت هموارتر كردن 
  .باشد

  سپاسگزاري
به علت تامين اعتبار استان يزد در پايان از دانشگاه پيام نور 

  .گردداين طرح سپاسگزاري مي
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Abstract 
Introduction: Progress in laboratory culture conditions for in vitro oocyte maturation has led to 

development of the treatment of human and animal infertility. In this study we investigated the effects of 
FSH and ascorbic acid on the in vitro maturation of mouse's follicles and enclosed oocytes.   

Methods: For experiment, intact pre-antral follicles were isolated from the ovaries of 6 week-old female 
mice and cultured in TCM-199 medium. Special quantities of FSH and ascorbic acid were added to the 
culture medium (containing 25-30 follicles) during separate experiments: 5, 20, 40, 60, 100, 140, 180 and 
220 IU/L of FSH and 20, 40, 80, 240, 300 and 400 nmol/mL of ascorbic acid. Follicles were cultured for 6 
days in an incubator at 37 °C, 92% humidity and 5% air CO2. Our study was semi-experimental. The entire 
statistical analysis was carried out by SPSS (version 14.0 for Windows) using one way ANOVA. Post Hoc 
tests were used for the multiple comparisons at 95% confidence interval. P values < 0.05 were considered 
statistically significant.  

Results: At FSH concentration of 100 IU/L increase in follicle diameter (190µm), survival rate (91%), 
germinal vesicle breakdown (GVBD) (81%) and oocyte maturation rates (61%) was observed (p ≥0.05). 
Ascorbic acid increased survival rate (42%, p<0.001) but didn’t affect diameter, GVBD and oocyte 
maturation rates.  

Conclusion: Ascorbic acid and FSH-containing medium showed a marked increase in all parameters except 
for follicle diameter. FSH and ascorbic acid increase the maturation rate of follicles and enclosed oocytes but 
if they are supplied in a combination, this growth rate can be significantly increased. 
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