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غ و استروس براي بلمرحله استفاده از سرم موش صحرايي تهيه شده در
 آزمايشگاهي تخمك هاي گاو

 

  4، علي رضا رفعتي3 بهاء الدينيهللامين ا، 2سيده سارا هاشمي، 1*غلامعلي جلودار

  چكيده
دهه اخير مورد توجه ر دIVF) (يلزوم بالغ سازي تخمك ها در محيط آزمايشگاهي به منظور بهبود شرايط باروري آزمايشگاه: مقدمه

 از مكمل هاي هورموني استفاده مي گردد كه تهيه  كه به اين منظور تهيه مي شود در محيط هاي كشتمعمولاً. محققين قرار گرفته است
تواند علاوه بر هورمون ها مي باشد مي  كه غني از  ي استروسمرحلهاستفاده از سرم موش صحرايي ماده در . آنها مشكل و بسيار گران است

  .افزايش احتمال بالغ سازي، هزينه هاي مربوط را نيز كاهش دهد
  RSS  استروسمرحله به منظور بررسي امكان استفاده از سرم موش صحرايي تهيه شده در  از نوع تجربياين مطالعه :روش بررسي

  ) (Rat Strus Serumنيني گاوج سرم به جاي(FBS)براي اين  .ام گرديدجهاي گاو ان هت بالغ سازي تخمكجشت  ومقايسه اثر آنها در محيط ك
در كشتار گاه جدا و پس از انجام مراحل شستشو، در سه محيط مختلف طي يك سال  تخمك از تخمدان هاي گاو هاي ذبح شده 1789منظور تعداد 

يه شده از فوليكول هاي قابل مشاهده بر روي ته( و مايع فوليكولي HCG، آنتي بيوتيك، TCM-199 محيط كشت كنترل حاوي . شدند  دادهكشت
 استروس مرحلهسرم موش صحرايي پس از تشخيص . بود RSS ياFBS  حاويوسوم علاوه بر مواد مذكور به ترتيب  كشت دوم هاي محيط و)تخمدان

پس ازكشت تخمك ها به . ده نگهداري گرديد درجه سانتيگراد تا زمان استفا-20ام مراحل غير فعال سازي، تهيه و در دماي جان با خونگيري از قلب و
 درصد، ميزان بلوغ تخمك ها با توجه به پراكندگي سلول هاي 95و رطوبت CO2   درصد5 درجه سانتيگراد، 5/38 ساعت درانكوباتور 24مدت 

  . كومولوس يا رنگ آميزي استواورسئين و مشاهده جسم قطبي با ميكروسكوپ نوري تعيين گرديد
داري  نشان داد كه افزودن هر دو نوع سرم به طور معني  اين تحقيق نتايج. به دست آمده توسط آزمون مربع كاي مورد ارزيابي قرار گرفتاطلاعات: نتايج

(P<0.001)همچنين در .)در محيط كنترل% 7/78در محيط حاوي سرم در برابر % 2/90(  بلوغ تخمك ها را در مقايسه با محيط كنترل افزايش مي دهد 
   .)RSSدر محيط % 2/90در برابر   FBSدر محيط حاوي% 6/86(ج حاصل تفاوت معني داري بين دو محيط حاوي سرم مشاهده نگرديد نتاي
  .قرار گيرد استفاده  موردهت بالغ سازي تخمك گاوج  FBSايجه بمي تواند   بر بالغ سازي تخمك گاو اثرات مثبت داشته وRSS :نتيجه گيري  
  

  هاي گاو  تخمك،سرم موش صحرايي،  تخمكآزمايشگاهيغ ولب  :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
    آوري جمعمشكلاتي كه فزون تحريكي تخمدان برايبا توجه به 

  
استاديار بخش فيزيولوژي دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شيراز : نويسنده مسئول -*1

   09173161194:  ، همراه8757 داخلي 2286950: تلفن 
      Email: Jelodar@shirazu.ac.ir 

  )گرايش فيزيولوژي(كارشناس ارشد بيولوژي  -2
  استاديار بخش فيزيولوژي دانشكده علوم، دانشگاه شيراز -3
   دامپزشك، مسئول فني كشتارگاه شيراز-4

  12/11/1385:تاريخ پذيرش      22/3/1385 :تاريخ دريافت

 

  
 رلزوم بالغ سازي تخمك ها دتخمكهاي اضافي ايجاد مي نمايد، 

 بهبود  كاهش اين مشكلات ومحيط آزمايشگاهي به منظور
ه محققين جدهه اخير مورد تور دIVF) ( آزمايشگاهيلقاحشرايط 

طور ه  كارايي اين تكنولوژي بو افزايشبهبود  .)1( استقرار گرفته
. ه است شد توليد مثلب پيشرفت در بيوتكنولوژيجاي مو گسترده

 در انسان ،تخمك هاگاهي باروري و بلوغ آزمايشاز طرف ديگر 
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به منظور افزايش در دامها  جهت درمان برخي از ناباروريها و
توليد و پيشرفت در تحقيقات علمي پايه، انتقال هسته، حذف 

، اضافه )نژاد اصلاح(ايگزيني ژنهاي مطلوب جژنهاي معيوب و 
اد حيوانات جكردن ژنهاي مقاوم در برابر بيماريهاي خاص، اي

  اد كلون به كمك مهندسي ژنتيك جايترانس ژنيك و 
  .)2( گيرد ميصورت

از براي ي مورد نيها مع آوري تخمكج منبع امروزه متداول ترين
 يها تخمدان  ازاستفاده، ايشگاهيتوليد رويان در شرايط آزم

ارزان قيمتي   مناسب و منبع باشد كهيم تازه كشتار شده ناتحيوا
ر محيط هاي كشت حاوي بدين منظو. )2( باشندمين منظوري ايبرا

 مواد ،مختلف، آنتي بيوتيكها هاي  اسيد آمينه ،مواد شيميايي
روري ضود آنها براي كشت جكه و(  بيولوژيكي و پروتئيني

كشت مختلف   محيط هايدنركارب ب ومورد استفاده قرار گرفته) است
 در معمولاً .)3-8( استورده آبه دست نتايج متفاوتي براي اين منظور

 تهيه كه كمل هاي هورموني استفاده مي گردداي كشت از ممحيط ه
استفاده از سرم موش صحرايي ماده . آنها مشكل و بسيار گران است

 هورمون ها مي باشد مي تواند كه غني از  ي استروسمرحلهدر 
علاوه بر افزايش احتمال بالغ سازي، هزينه هاي مربوط را نيز 

 مكمل به عنوان ماده ونانواع مختلفي از سرمهاي خ .كاهش دهد
 كشت محيط نقش مهمي را در و به محيط كشت افزوده مي شوند

بهبود بلوغ و  ليكن تا كنون نقش دقيق سرم در. بازي مي كنند
باروري تخمك و مراحل تكاملي رويان به درستي شناخته نشده 

 مله پروتئين هاج مشخص شده است كه مولكولهاي درشت از .است
 د در سرم براي كشت تخمك ضروري مي باشندوجو عوامل رشد مو

و به همين دليل سرم هاي مختلفي براي كشت تخمك مورد 
 جنتايانگري بهاي مختلف گزارش. )8-10(استفاده قرار گرفته اند

  انواع سرم هاي مورد استفاده در اثرمتفاوت و بعضاً متناقص از
ر  زيفاهدا با  تحقيق اينلذا .)11(دباشمحيط كشت تخمك مي 

  : انجام گرديد
 به محيط كشت يبه تنهاي) FF(مايع فوليكولي تأثير  بررسي-1
   . بلوغ مناسب تخمك ها بر)به عنوان گروه كنترل(
   مرحله در تهيه شده ي سرم موش صحرايتأثيربررسي  -2

بر بهبود بالغ سازي  به محيط كشت كنترل) RSS(استروس 
  تخمك در شرايط آزمايشگاهي

 FBS با تهيه شده در آزمايشگاه RSS زودناف اثرسهيقا م-3
 بالغ سازي تخمك در  به محيط كشت بر)Sigma(تجاري 

  .شرايط آزمايشگاهي
   

  بررسيروش 
 تخمك از 1789اين مطالعه از نوع تجربي است كه بر روي   

تخمدان گاوهاي ذبح شده در كشتارگاه شيراز و طي يك سال 
شو در سه محيط مختلف انجام گرفته و تخمك ها پس از مراحل شست

  ي بلوغ تخمك هاي پايه برا كشتمحيط. كشت داده شده اند
بوده كه به Sigma)   ساخت TCM-199 ( شدهيمع آورج

 و متداول ترين محيط ،باشد ي در دسترس ميارجصورت ت
اين .  باشديمورد استفاده در بلوغ تخمك پستانداران مكشت 

 امينه، ويتامين ها، ي املاح مختلف، قندها، اسيدهايمحيط حاو
  يات جزي است كه ي نوكلئيك و ساير موادياسيدها

به  RSS و يدر اين مطالعه مايع فوليكول. )12( باشديآن مشخص م
  آزمايشگاه تهيه و اثر ترتيبي كه توضيح داده مي شود در

 Sigma) ساخت( FBS افزودن هر كدام از آنها به محيط كشت با 
  .، مقايسه گرديدمي باشد به صورت تجاري در دسترس كه
 مرحله پس از تشخيص  RSSهت تهيهج :ييه سرم موش صحرايته

گيري از قلب  خون، در موشها گسترش واژني كمكاستروس با
 در بن  دادنقرار(ها   مراحل غير فعال سازي سرمو پس از امجان

 ل نمودنياستر و) دقيقه30 مدت  بهگراد ه ي سانتيج در56ماري 
 5/1هاي اپندرف   در لوله،ي ميكرون22/0ر ها توسط فيلت آن

ه ج در-20و تا زمان استفاده در فريزر شده بندي   بستهيليتر ميلي
  . ديگردگراد نگهداري  سانتي

 تخمدان از گاوهاي تازه 150 اين منظور يبرا :يكوليع فوليه مايته
 با كمك سرنگ، انتقال به آزمايشگاه، زپس او  تهيه كشتار شده

مايع . دا گرديدج قابل مشاهدههاي  فوليكول از يلفوليكومايع 
 rpm 4000 دقيقه با سرعت 10 به مدت ،دا شدهجفوليكولي 

   در دماي) ميكرون22/0 ( كردنفيلترپس از سانتريفوژ و 
  .فريز گرديدگراد تا زمان استفاده   سانتييه ج در-20 
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 بلافاصله  تخمدان گاو574تعداد  :ها  و كشت تخمكيجمع آور
تمع صنعتي گوشت فارس و كشتارگاه ج ماز كشتار دام درپس 

 ساعت 2-3حداكثر در مدت ه وآوري شد معجصنعتي دام مهارلو 
ك يوتي بي و آنت فلاسك حاوي سرم فيزيولوژيدر، بعد از كشتار

. ديبه آزمايشگاه منتقل گردگراد   درجه سانتي37 دماي سرم در
زيولوژي استريل در آزمايشگاه تخمدان ها چند بار با سرم في

ي  فوليكول مايعبا سرنگ )aspiration( مكش به روش  وشستشو 
 به  نموده و پس ار انتقالتخليه  سطح تخمدانيفوليكول هااز 

 مع آوريجهت جو ي استر ميكروسكوپتوسط ،پتري ديش
  . گرفت قراريت ها مورد بررسياووس

 ل دسته اوشدند؛  به سه دسته تقسيم  شدهيمع آورج يها تخمك
 هايي كه در اطرافشان چند لايه سلولي متراكم از سلول هاي تخمك

 دو هايي كه  دسته دوم، تخمك)ه خوبجدر( كومولوس داشتند
  كومولوس را در اطراف خود داشتند لايه از سلول هايا سهي
هاي فاقد سلول هاي   دسته سوم، تخمكو )نسبتاً خوب(

  . ) بد(هاي لخت  تخمكايكومولوس 
حاوي بيش از (تخمك با كيفيت خوب  1789 تعدادايشدر اين آزم

 از )سه لايه كومولوس متراكم به همراه سيتوپلاسم گرانوله يكنواخت
  براي بلوغ آزمايشگاهي انتخاب تخمك جمع آوري شده2696ميان 
 100هاي  قطره در تخمك10 تا5 بار شستشو ، هر 4 پس از .شدند

 ساعت در انكوباتور 24  به مدتريز  كشتهاي كروليتري از محيطيم
 و CO2 درصد 5گراد و ميزان  ه سانتيج در5/38با حرارت داخلي 

  .نگهداري شدند  درصد95رطوبت 
 واحد TCM-199، 100 شامل )كنترل( اول محيط كشت

صد  در هر  استروپتومايسين ميكروگرم100سيلين جي و  پني
پين  واحد گنادوترو75/0  و درصد مايع فوليكولي5 ،ليتر  ميلي

 ط كشت دوم وي به مح.بودليتر ميليهر در ) HCG(جفتي انساني 
 اضافه FBS و يا RSS  درصد10بيسوم علاوه بر مواد فوق به ترت

 22/0اين محيط ها دوبار به طور جداگانه توسط فيلتر . ديگرد
 24  حاوي تخمك محيطهاي كشت. ندشد ميكرون استريل 

 داده شد قرار گرفته و  در شرايطي كه توضيح انكوباتور درساعت
 نظراز تخمك ها   نوريميكروسكوپ با استفاده از پس از آن

به . گرفتند پراكندگي سلول هاي كومولوس مورد ارزيابي قرار 

كومولوس اطراف سلول هاي  ،منظور بررسي وجود جسم قطبي 
مكش و  با و  هيالورونيدازآنزيمزير لوپ به كمك در هر تخمك 

و دا كرده ج از تخمك ها  نازك دهانهپيپت با مكرر دميدن
لام ها .  فاقد كومولوس بين لام و لامل ثابت گرديديتخمك ها
 -استيكمحلول اسيد (در مايع ثابت كننده  روز 3-2به مدت 

اورسئين - با رنگ استو و سپسهقرار گرفت ) 3 به 1اتانول به نسبت 
  و بلافاصله در زير ميكروسكوپ نوري،ييك درصد رنگ آميز

  .ندگرفت قرار مطالعهاز نظر وجود جسم قطبي مورد
 در گروه هاي مختلف با هاميانگين بلوغ تخمك: يآناليز آمار

در ) Chi-square( و آزمون آماري SPSSافزار  استفاده از نرم
 . زيه و تحليل گرديدج ت از نظر آماري)>05/0P(سطح 

  
  جنتاي

 تخمدان جمع آوري شده در 574 از در مطالعه حاضر
   با مك تخ1789 تعداد  تخمك حاصل و2696مجموع 

 .د در سه محيط مختلف، كشت داده شكيفيت خوب انتخاب و
 ي سلولهايزان پراكندگيبا استفاده از م تخمكها بلوغ زانيم

   و مطالعه يمورد بررس يكومولوس و مشاهده جسم قطب
 .    قرار گرفت

حاوي ( دوم محيط كشت درو  502در محيط كشت كنترل 
RSS( سوم و ) حاويFBS( تخمك 656 و 631 به ترتيب 

 در  تخمك395  به ترتيب از اين تعداد.تخمك كشت داده شد
  و سوم محيط كشت دوم در تخمك568 و 569 ،محيط كنترل 

 و دومصد بلوغ تخمكها در محيط كنترل،  بنابراين در.بالغ شدند
 به تعداد  اطلاعات مربوط. بود6/86 و 2/90، 78/ 7ترتيب ه  بسوم

 )1(دول جو درصد بلوغ و عدم بلوغ تخمك ها به تفكيك در 
 بين  نشان داد كهين بررسياسه آماري ي مقا. شوديمشاهده م
  به طور معني داري كشتهاي محيط و ميزان بلوغ تخمكميانگين

ز  اهمچنين بين هر يك. )>0001/0P (تفاوت وجود دارد
 مشاهده  دارييمعن تفاوت با گروه كنترل RSS و FBSگروههاي

 ميزان بلوغ ) .>0P/ 0001 و  >P 0005/0ترتيبه ب (گرديد
از نظر آماري RSS  اب FBS تخمكها در محيطهاي حاوي سرم 

  . =P)055/0(تفاوت معني داري نشان نداد
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  هاي مختلف مقايسه ميزان بلوغ تخمك هاي گاو در محيط ):1(جدول
 تعداد كل تخمك )درصد(تعداد تخمك هاي نا بالغ  )درصد( تخمك هاي بالغ تعداد   محيط كشت

 502 107)3/21( 395)7/78(  كنترل

 631 62) 8/9( 569) 2/90 (٭ RSS حاوي

 656 88) 4/13( 568) 6/86 (٭  FBSحاوي

  1789  257) 3/14(  1532) 6/85(  جمع
  )>0P/ 0001 ( نشان داد دار با گروه كنترلي اختلاف معن،آزمون مربع كايبا استفاده از  *

بحث
عنوان ه اين تحقيق پراكندگي سلول هاي كومولوس بدر 

سلول هاي . فاكتوري براي تعيين بلوغ تخمكها در نظر گرفته شد
كومولوس در اثر افزايش ترشح گنادوتروبين قبل از تخمك گذاري 
پراكندگي پيدا مي كنند و شكاف هاي اتصالي بين سلو ل هاي 

   كومولوس و تخمك شكسته كومولوس مجاور و بين سلول هاي
هاي كومولوس اطراف  وجود حالت پراكندگي در سلول .مي شود
 . )14،13(اي تخمك دارد ها رابطه قوي با بلوغ هسته تخمك

 نشان داد كه افزودن سرم موش صحرايي همانند مطالعهنتايج اين 
ثر بود و افزودن هر ؤسرم جنيني گاو بر بلوغ تخمك هاي گاو م

 مطالعات . بهتر از مايع فوليكولي ايجاد نموددو سرم اثراتي
هاي مختلف مايع فوليكولي در   غلظتتأثير متعددي در مورد

ه فتبهبود بلوغ آزمايشگاهي تخمك گاو و خوك صورت گر
 مايع فوليكولي رقيق شده به عنوان جايگزين همچنين .)15-17(است

 )18(سرم در بلوغ آزمايشگاهي جنين اسبمناسبي براي 

 .است  مورد استفاده قرار گرفته)10( و بز)16(خوك، )19(شميگاو
توان به صورت زير  را مينتيجه كلي حاصل از اين تحقيقات 

  :خلاصه كرد
 تخمك در مايع فوليكولي بستگي به سيكل لوغميزان ب -1

  .استروس دارد
هاي  ي حاصل از فوليكول مايع فوليكولي غير رقيق شده -2

هاي كوچك و  لي حاصل از فوليكولبزرگ بهتر از مايع فوليكو
  . استمؤثرمتوسط براي بالغ سازي تخمك 

رشد كامل جنين تا مرحله بلاستوسيت با حضور مايع  -3
فوليكولي رقيق شده طي بلوغ آزمايشگاهي تخمك حمايت 

  .)20( شده نداردقشود گرچه مايع فوليكولي مزيتي بر سرم رقي مي

 به مكملعنوان يك ماده  به  راسرمافزودن بسياري از محققين 
. د داننمي ها بهبودكيفيت اين محيط ، سببمحيط كشت تخمك

ود در سرم براي جمشخص شده است كه مولكولهاي درشت مو
كشت تخمك ضروري مي باشند و به همين دليل سرم هاي 

، سرم گوسفند ) (FCS ينيجن  گوسالهاز جمله سرم مختلفي
براي ش فحل يم و سرم گاو(EGS)، سرم بز فحل(ESS)فحل

سرم حاوي انواع . )13،10(كشت تخمك مورد استفاده قرار گرفته اند
، مواد مله هورمون ها، عوامل رشد، ويتامين هاجمختلفي ازمواد از 

يدها، پروتئين ها و يك سري شلاته كننده، يونهاي فلز سنگين، پپت
ود جبا اين و. )6،10(مولكول هاي مشخص و نامشخص استاز 

ين سرم ها هنوز ناشناخته مانده اند و نقش دقيق سرم  امؤثرمواد 
در حمايت از بلوغ و باروري تخمك به درستي شناخته نشده 

هر چند كه محققين بر اين باورند كه پروتئين ها و عوامل . است
. ود در سرم در موفقيت كشت آزمايشگاهي سهيم هستندجرشد مو

 از اثر انواع ضمتناقنتايج متفاوت و بعضاً  انگريگزارشهاي مختلف ب
و  Totey .محيط كشت تخمك مي باشد ستفاده درسرم هاي مورد ا

 را در محيط كشت FCS درصد 10اثر غلظت ) 1993(همكاران 
)TCM-199 ( بر بلوغ تخمك هاي گاوميش بررسي كرده و

 ، E2،FSHمشاهده كردند كه ميزان بلوغ تخمك با اضافه كردن
LH   به همراهFCSبد ولي اضافه كردن هر يك به  افزايش مي يا

. )21(تنهايي و يا با هم اثري بر ميزان باروري تخمك نداشت
هاي كشت   محيطتأثير) 2003 (باديآ اسفندو جيكتاگزارش 

هاي بز نشان داد كه بلوغ تخمك ها  سازي تخمك مختلف بر بالغ
فحل  ، سرم ميش )FBS(در محيط هاي حاوي سرم جنين گاو 

)ESS (ل و سرم بز فح)GSS (داري نداشت اما در  اختلاف معني
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داري افزايش  مقايسه با محيط بدون سرم ميزان بلوغ به طور معني
 كه ميزان بلوغ دادنشان  از اين تحقيق نيز  نتايج حاصل.)10(يافت

 در مقايسه با گروههاي حاوي )فاقد سرم( كنترلتخمك در گروه
  .است كمتر بوده يمعني داربه طور آماري رظنسرم از 

 در مرحله استروس مورد ييسرم موش صحراق ين تحقيدر ا 
 بر يسه با گروه كنترل اثرات مثبتياستفاده قرار گرفت و در مقا

م در مراحل ود در سرج تركيبات مو.جاد نموديبلوغ تخمكها ا
حتي  م در حال تغيير هستند وي دا،مختلف سيكل استروس

فحلي هم مشخص شده است كه در زمانهاي مختلف مرحله 
. تغييرات اندوكريني متغير هستند زاي مولكولي سرم همگام باجا

امكان دارد كه دريافت و مورد استفاده قرار دادن انواع خاصي از 
ود در سرم توسط تخمك در زمان خاصي كه با روند جمواد مو

طبيعي بلوغ و باروري آنها همخواني دارد از ضروريات بسيار مهم 
د به همين دليل است كه گزارشهاي شاي. بلوغ تخمك باشد

 از انواع سرم هاي مورد ض متفاوت و بعضاً متناقجمختلف، نتاي
  . استفاده درمحيط كشت تخمك به چشم مي خورد

  بر ساير انواع سرم هاراFCS  استفاده از پژوهشگرانزابرخي 
 حاوي FCS محققين اعتقاد دارند نيغلب اا.  دهنديح ميترج

 ناشناخته است كه در سرم حيوانات بالغ برخي مواد محرك رشد
 همچون هورمون ها و ييزاجود ندارد يا اين سرم فاقد اجو

در سرم حيوانات بالغ   آنهاوجودايمونوگلوبين هايي است كه 
 .)8( در تكامل سلول ها در آزمايشگاه مي شوندتأخيرب جمو
از سرگيري  دليله ب  رااز سرم حيوانات فحل ديگر استفاده يبرخ
 كشت تخمك محيطيوز و بلوغ تخمك در زمان فحلي در م

   .)8(ندكن مي توصيه
استفاده ازسرم موش در مرحله استروس به علت كوتاه بودن طول 

نسي ج در هر سيكل  كههتك ن آسان و اينيدوره استروس، دسترس
 محتوي مقدار قابل چندين تخمك آزاد مي كند و احتمالاً

 عوامل رشد مي باشد براي هي هورمون ها، پروتئين ها وجتو
  .دمي رس نظره  ب تخمك مناسبي بالغ ساز وكشت آزمايشگاهي

  ي نتيجه گير
 نياز به افزودن سرم به محيط كشت اين تحقيق نشان دهنده

 در  صحرايي تهيه شدهسرم موش امكان استفاده از  وبلوغ تخمك
با اثرات مشابه جهت بالغ سازي  FBS به جاي مرحله استروس

  .ي باشدمك مخت
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