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  البتـه  . باشـد  هاي مناسـب بررسـي تكامـل جنـين در محـيط آزمايـشگاه مـي        ين روي ماتريژل، يكي از روش  كشت جن  :زمينه و هدف  
توانـد منجـر بـه پديـد آمـدن نتـايج              هاي متفاوت كشت همراه با آن و همچنين تفاوت در مراحل تكاملي جنـين، مـي                 كارگيري محيط  به

  ها و در مراحل مختلف تكاملي جنين مورد بررسـي            در مورد تمام گونه    از آنجايي كه استفاده از ماتريژل     . متفاوتي در مطالعات شود   
  مـوش  آوري شـده   جمـع هـاي   بلاستوسيـست  ي بـر رونـد تكـامل   مـاتريژل اثـر  منظـور بررسـي    قرار نگرفته است، مطالعه حاضر بـه 

  . صورت گرفت
  

هـاي   مـوش سـپس   .تزريق شدگذاري  ك تخم براي تحريك hCG و hMG هاي هورمون NMRI  نژادهاي ماده موشبه  : و روشهامواد
بـراي گـروه آزمـايش و       عـددي    150، بـه دو گـروه       حاصلهاي     بلاستوسيست .گيري نمودند    هاي نر از همان نژاد جفت      موشماده با   
    BSAداراي  M16  سـاعت در محـيط كـشت   48بلاستوسيـستها بـه مـدت    . گـروه كنتـرل تقـسيم شـدند     بـراي عـددي   134گـروه  

 M16 +4mg/ml BSA)( همراه بـا محـيط مـشابه    هاي كشت شده در ماتريژل ت داده شدند و با بلاستوسيستكش mg/ml 4به ميزان
 SPSS و نرم افـزار آمـاري   χ2 نتايج حاصل با استفاده از آزمون        . ساعت مطالعه شد   48 ساعت تا    24روند تكاملي هر    . مقايسه شدند 

  .تجزيه و تحليل شد
  

زده مرحله   هاي جوانه   به مرحله بلاستوسيست    كه  آزمايش ي گروه ها  بلاستوسيستدرصد  ،   ساعت از كشت   24گذشت   بعد از    :نتايج
هـاي   درصـد بلاستوسيـست   امـا   بيـشتر بـود     ) p>05/0( يدار طـور معنـي    ، به %)2/52( ، در مقايسه با گروه كنترل     %)74 (اول رسيدند 

    سـاعت از كـشت     48بعـد از    . داشـت %) 2( ه آزمـايش  گـرو بـا   ،  )p>05/0( يدار بود كه تفاوت معنـي    % 9/11فراگمنته در گروه كنترل     
   دهـاي جوانـة زده مرحلـة اول پيـشرفت نمودن ـ     ، به مرحلة بلاستوسيـست گروه كنترلهاي كشت داده شده در    از بلاستوسيست % 41

هـاي   درصـد بلاستوسيـست    همچنـين    .)p>05/0( ودهاي اين مرحله در گروه آزمـايش ب ـ        درصد بلاستوسيست و اين ميزان بالاتر از      
   %)59( كنتـرل   گـروه  ، نـسبت بـه    )p>05/0( دار ، بـا اخـتلاف معنـي      %)78 ( سـاعت  48زده مرحله دوم، در گروه آزمايش بعد از           جوانه
  .دبوبالاتر 

  

 M16 ماتريژل همراه بـا محـيط كـشت غنـي شـده     هاي كشت داده شده بر روي   بلاستوسيستاين مطالعه نشان داد كه      : گيري  نتيجه
تكامل و رشد كشت داده شدند،  )mg/ml4( BSA حاوي  M16ي كه در محيطهاي بلاستوسيستدر مقايسه با  )BSA )mg/ml 4حاوي 

 .شود پيشنهاد ميهاي اين مطالعه  هاي ايمونوسيتوشيميايي در تكميل يافته  جنينها و يا بررسيفراساختمانيبررسي . ارنددبيشتري 

  
  .آزمايشگاهي  موش،مل جنينتكا ،ماتريژل ، محيط كشت،بلاستوسيست : واژگانكليد

  

هـاي   آوري فـن  توليـد مثـل، پژوهـشكده    بيوتكنولوژيجنين شناسي، مركز تحقيقات  دكتر معرفت غفاري نوين، گروه غدد توليد مثل و : مكاتبهمسئول
  .، تهران، ايران19835-177 صندوق پستي اوين،ابن سينا، نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي 

  mghaffarin@yahoo.com :پست الكترونيك

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


  ...زهيري و ند تكاملي بلاستوسيست موش                                                                                                                                     تأثير ماتريژل بر رو

8  85بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

  زمينه و هدف
با نگـاهي اجمـالي بـر رونـد حـاملگي در ميـان زوجـين                 

هـاي   رغم ايـن كـه تكنيـك       شود، علي  نابارور مشاهده مي  
 بخـــش قابـــل ART(1( كمـــك بـــاروري آزمايـــشگاهي

 ولـي  از مـشكلات آنهـا را حـل نمـوده اسـت،           اي   ملاحظه
اسـت، بـه ايـن      همچنان داراي مواردي از عـدم موفقيـت         

 (IVF)ي  ت لقاح داخل آزمايـشگاه    ترتيب كه ميزان موفقي   
باشد، در حاليكه ميـزان موفقيـت         مي %60-70در حدود   2

باشد، در   گزيني موفق جنين مي    حاملگي كه به مفهوم لانه    
ايـن  . )1(  در هر انتقال گزارش شده است      %20-30حدود  

توانـد مربـوط بـه وجـود اخـتلال در مراحـل              تفاوت مـي  
 مختلفـي در    مـل ن شـك عوا    بـدو  .گزيني باشد  حوالي لانه 

باشند و رفـع آنهـا نيازمنـد         بروز اين اختلالات دخيل مي    
هـاي   هاي بيـشتر در زمينـه ارتقـاء تكنيـك          انجام بررسي 

موفقيـت در ايـن      .باشـد  كمك باروري آزمايـشگاهي مـي     
كـشت وابـسته    محيط  از جمله شرايط    تكنيكها به عواملي    

در صورت عدم وجود اين شرايط، كيفيـت جنينهـا          . است
و در نتيجه باعث از دسـت رفـتن         أثير قرار گرفته    تحت ت 

همچنـين نتـايج مطالعـات      ). 2( شود قابليت حيات آنها مي   
جنـين بـه     انتقـال    زمـان شـرايط و    حاكي از آن است كه      

ه  ب ـ ؛باشد نيز از اهميت خاصي برخوردار مي     رحم  داخل  
تـر    پيـشرفته طوري كه انتقال جنينها در مراحـل تكـاملي          

، به جهت همـاهنگي بيـشتر       )سيستمورولا و يا بلاستو   (
گزينـي   با تكامل اندومتر، منجر بـه افـزايش شـانس لانـه           

بنابراين فـراهم آوردن محيطـي مناسـب بـراي          . شود مي
 مـورد   تر  طولاني به مدت    ،IVF هاي حاصل از   حفظ جنين 

  ).3( باشد نياز مي
هـاي مختلـف تـأمين كننـده         در تحقيقات متعدد، از محيط    

 و تكامـل جنينهـا  بهبـود رونـد   براي تغذيه و انرژي لازم     
 ؛ اسـتفاده شـده اسـت      گزيني  بررسي مراحل مختلف لانه   

هاي نـسبي، ايـن تحقيقـات داراي        رغم وجود موفقيت   علي

                                                 
1- Assisted Reproductive Technology 
2- In Vitro Fertilization 

ــود  محــدوديت ــد  ههــايي هــم ب ــان براســاس ). 4(ان محقق
نـد تـا كـشت جنينهـا بـه          ا  بودههاي مختلف بر آن      تئوري

و ) 5( ومترتليـالي انـد    اپيهاي    سلولكشتي با    صورت هم 
 تركيبــاتو يــا كــشت بــر روي ) 6(  لولــه رحــمبافــتيــا 

 چرا كـه    ؛را نيز تجربه نمايند   ) 7(ماتريكس خارج سلولي    
 موجود بين جنين در حال      3 در محيط داخل بدن ميانكنش    

 استاز اهميت فراواني برخوردار     تركيبات  تكامل، با اين    
ررسـي  دهند تا با ب     اجازه مي  محققيناين امكانات به    ). 8(

عوامــل متفــاوت، فاكتورهــاي دخيــل در افــزايش ميــزان 
تكامل جنين را شناسـايي نمـوده و در نهايـت بـا لحـاظ               

ــه  ــت لان ــزان موفقي ــا مي ــي و در نتيجــه  نمــودن آنه گزين
هـاي    از جمله ايـن سيـستم      .)5( ندرا افزايش ده  بارداري  

.  نـام بـرد    4تـوان از كـشت بـر روي مـاتريژل          كشت مـي  
باشد كه شامل    جزاء غشاء پايه مي   ماتريژل مخلوطي از ا   

ــين ــان 5لامين ــار، پروتئوگليك ــوع چه ــلاژن ن ــاران ،، ك  هپ
 و همچنين فاكتور رشـد و       8، نيدوژن 7، انتاكتين 6سولفات
باشـد، كـه از       مـي  9كننده پلاسمينوژن بـافتي    فعالفاكتور  

 اسـتخراج   ESH 10نوعي تومور بافت همبند موش به نام        
   ).9( شده است

ختلفي در مورد اثر ماتريژل بر تكامـل   تاكنون مطالعات م  
آوري شـده از لولـه فـالوپ و همچنـين            هـاي جمـع    جنين
اسـت، كـه نتـايج     انجـام شـده   IVF هاي حاصل از  جنين

برخي مطالعات حاكي  . متفاوتي از آنها حاصل شده است     
 بـراي از آن است كه ماتريژل به عنوان محـيط مناسـبي            

مطالعـات  ). 9( باشـد  پيشبرد رشـد و تكامـل جنينهـا مـي         
اثر بودن و حتي بر اثر مهاري آن بـر           معدودي نيز بر بي   

هـدف از ايـن   ). 10( رشد و تكامـل جنينهـا اذعـان دارنـد     
هـاي   مطالعه بررسي اثر ماتريژل بـر روي تكامـل جنـين          

                                                 
3- Interaction 
4- Matrigel 
5- Laminin  
6- Heparan Sulfate 
7- Entactin 
8- Nidogen 
9- Tissue Plasminogen Activator Factor 
10- Engelbreth-Swarm-Holm 
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 1آوري شده مـوش، در محـيط داخـل آزمايـشگاهي           جمع
  . باشد مي

  
  ش بررسيرو

  هــاي نــژاد  ابتــدا مــوش  :حيوانــات و دريافــت جنــين  
NMRI2 هفته از حيوانخانه مركـزي رازي       8 تا   6 سن   با 

حيوانخانـه پژوهـشكده     خريداري و به مدت يك هفته در      
  ساعت12 و در شرايط C25 °سينا در درجه حرارت  ابن

بـدون محـدوديت غـذائي       ساعت روشنايي    12تاريكي و   
ــدند ــداري شـ ــها  . نگهـ ــر يـــك از موشـ ــه هـ   ســـپس بـ

IU5/7 hMG (Merional, IBSA, Switzerland)  ــس و پـ
طريـق   به IU5/7 hCG (Oregon,Holand) ساعت   48از  

هاي مـاده بـه      موشاز آن   پس  . داخل صفاقي تزريق شد   
داده شـدند و     هاي نر قـرار    مدت يك شب در قفس موش     

 مــورد ينــالژصــبح روز بعــد از نظــر تــشكيل پــلاك وا 
حاملـه تلقـي     ،هاي پلاك مثبت   موش. قرار گرفتند بررسي  

بـه    hCG سـاعت بعـد از تزريـق   110 در حدود و شدند
نخاع شده و دچار قطع  ،گردني هاي روش جابجايي مهره

بـا  ي كامل   ها  بلاستوسيست ، آنها بعد از باز نمودن شكم    
 Edashing بر اساس پروتكـل  كه M16 استفاده از محيط

 ،روش فـلاش كـردن از شـاخ رحـم         بـه    ،تهيه شـده بـود    
وي كلـرور سـديم،     اين محيط كشت حا   . آوري شدند  جمع

كلرور پتاسيم، فسفات پتاسيم، سولفات منيزيوم، سـديم        
 باشـد  لاكتات، گلوكز، آنتي بيوتيك و بيكربنات سديم مي       

ــست .)11( ــار انتخــاب بلاستوسي ــل روش   معي ــاي كام ه
ــه ــدي  درجـــ ــود Gardner و  Schoolcraftبنـــ   ). 2(  بـــ

 بلاستوسيــست كامــل بــه ،بنــدي در ايــن سيــستم درجــه
شـود كـه بلاستوسـل كـاملا          اطـلاق مـي    بلاستوسيستي

  .محوطه جنين را اشغال نمايد
. هاي حاصـل بـه دو گـروه تقـسيم شـدند            بلاستوسيست

  عــدد بلاستوسيــست بــه عنــوان گــروه كنتــرل بــه   134
 بـا  غنـي شـده   M16  سـاعت در محـيط كـشت   48مـدت  

                                                 
1- In vitro 
2- Naval Medical Research Institute 

mg/ml BSA4 ،  مناسـب بـراي تكامـل     محـيط به عنـوان 
داده  كشتلاستوسيست،  جنين در مرحله بعد از تشكيل ب      

نيز بلاستوسيست گروه آزمايش    عدد   150 و )12(ند  شد
ــودن   ــلاش نم ــد از ف ــله بع ــاتريژل ، بلافاص ــر روي م  ب

(Biomedical, USA) توسط محيط كـشت غنـي   منتقل و 
 . شده مشابه گروه كنترل، حمايت شد

روز  :سازي محيط مورد استفاده براي گـروه كنتـرل         آماده
ـــل از  ـــراي غـــنيتوسيــست دريافــت بلاسقب نمـــودن  ب

را در M16   كـشت  محيــط  محيـط، مقـدار منـاسبــي از 
 ,BSA  (Sigmaپـودر  mg/ml4يـك فـالـكون ريخــته و  

USA)  مـورد  سـتريل ا 3پتـري در يك . ه شد افزود ، به آن 
تعـداد   بـه ميكروليتري  50هاي  ، قطرهIVF استفاده براي

ي  قطــره، گذاشــته شــد و روي آن بــا روغــن معــدن 5-4
بـسته بـه تعـداد      . پوشانده شـد   (Sigma,USA) 4استريل

ظـروف  تعداد احتمالي بلاستوسيـستها، تعـداد        موشها و 
  ظـروف  سـپس ايـن     .  متغير بـود   ه شد آمادهكشت پتري   

ــاتور  ــه انكوب ــل  CO2 5%  وC37 °ب ــن . شــدندمنتق از اي
ــستها و  ــشوي بلاستوسي ــال و شست ــراي انتق  ظــروف ب

 .فاده شدهمچنين نگهداري گروه كنترل است

سـازي بـستر     آمـاده  :انتقال بلاستوسيستها روي ماتريژل   
هاي توصـيه    مناسب براي گروه مورد، براساس پروتكل     

 انجـام شـد، كـه بـه شـرح زيـر             BDشده توسط شركت    
كـه از قبـل     يا مـاتريژل     ماتريكس خارج سلولي  : باشد مي
  -C20 °ده و در فريـزر  ش جدا ml1هاي با حجم  لولهدر 

نموده و فرصـت داده    را از فريزر خارج  دش نگهداري مي 
   .شد در دماي اتاق از حالت منجمد خارج شود

 μm4/0منافـذ  قطـر    بـا    CMميلي سل نوع    از طرف ديگر    
(Millipore,USA)  ــت كــشت ــره24 در داخــل پلي اي   حف

(BD,USA)گذاشــته شــد و حــدود  μl200 از مــاتريكس 
  .ل ريخته شدسدرون ميلي ) ماتريژل( ج سلوليرخا

  در دماي  از آنجايي كه ماتريژل در دماي اتاق و همچنين        
° C37شود، در صورتي كـه انجـام     به سرعت منعقد مي

                                                 
3- Petri dish 
4- Mineral oil 
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اي شـدن     ژلـه ، احتمـال    داين مراحل به كندي انجام پـذير      
كليه مراحل انجام كـار     در   همچنين. ردماتريژل وجود دا  

جا شـود، زيـرا بـه علـت           جابه يستي به آرامي  ماتريژل با 
كنـد و     به سرعت كف مي   پروتئين  ادير بالاي   دارابودن مق 

ايجاد اين كف و حباب اضافي، باعث پديد آمـدن مـشكل            
 24در مرحله بعـد پليـت   . شود مراحل بعدي ميانجام  در  

 اب C37 °  ساعت به انكوباتور3 الـي 2به مدت  حفره اي
CO2 5%  ــل ــصال   شــدمنتق ــراي ات ــستر مناســب ب ــا ب  ت

 پليـت    ساعت، 3 الي   2ز  بعد ا . بلاستوسيستها ايجاد شود  
 داراي 1صفحه گرم روي  و به گرديدهاز انكوباتور خارج

 . قرار داده شددماي متناسب با بلاستوسيستها

بــا پيپــت دهــاني تحــت هــدايت اســتريو ميكروســكوپ،  
با حـداقل محـيط،      آوري و   جمع ي كامل ها بلاستوسيست

پليــت كــار بــه در ادامــه . شــدقــرار داده روي مــاتريژل 
محــيط مغــذي روي  μl200حــدود  گــرم صــفحه روي

ــزان   ــه مي ــين ب ــاتريژل و همچن ــين   ml1 م ــضاي ب در ف
در به طور معمول    . گرديدسل و ديواره پليت اضافه       ميلي

 عـدد بلاستوسيـست انتقـال داده    10حـدود   سل هر ميلي
  پليـت   سـپس . تر انجام گيـرد    شد تا ارزيابي نهايي راحت    

  .شدمنتقل % CO2 5 و C37 ° به انكوباتور
هاي مورد و كنترل بعد از        گروه رشد و تكامل جنينها در    

فـاز   ساعت از كشت، زير ميكروسكوپ نـوري         48 و   24
 و توسـط   مـورد بررسـي  (Olympus, Japan) 2معكوس

، (Olympus, Japan) دوربــين ديژيتــالي متــصل بــه آن
  . قرار گرفتبرداري مورد عكس

                                                 
1- Hot plate 
2- Inverted microscope 

  اده هــا بــا اســتف تجزيــه و تحليــل داده :هــاي آمــاري روش
  بـه ايـن صـورت    . انجـام شـد  SPSS  آمـاري  افزار از نرم

ــسبت   χ2 كــه از آزمــون ــسه ن ــراي مقاي ــدب   تكامــل  رون
  سـاعت  48و  24پس از طـي     دو گروه آزمايش و كنترل،      

 .استفاده شد
  

  نتايج
 :جنينها در دو گروه كنترل و آزمـايش       ي  ژمورفولوبررسي  

 نـشان داد    فـاز معكـوس   بررسي جنينها با ميكروسكوپ     
هـاي   در گروه  3متسع هاي ي بلاستوسيست ژمورفولوه  ك

به اين ترتيـب كـه      . دنباش ميكنترل و آزمايش مشابه هم      
  4زونا پلوسـيدا    و باشد  مي  متسع حفره بلاستوسل كاملاً  

ــين را احاطــه    ــازك اطــراف جن ــه ن ــه صــورت يــك لاي ب
بـه صـورت    تروفوبلاسـت   هـاي    سلولهمچنين   .نمايد مي

  . )1كل ش( شوند دوكي شكل ديده مي
 در هــر دو 5هــاي فراگمنتــه بلاستوسيــستمورفولــوژي 

 بــانتــه اهيپرپيگمبــه صــورت بلاســتومرهاي   گــروه 
در واقع جنينها به صـورت     . باشد مي سايزهاي نامساوي 

هاي نامنظم و گاه با وجـود سـاختارهاي واكـوئلي            توده
 ). 2شكل  (شوند ديده مي

 6نزد حال جوانـه    بلاستوسيست در  دهندة  ، نشان 3شكل  
ي اين مرحله نيز در گروه كنتـرل        ژباشد كه مورفولو   مي

طوري كـه پوشـش زونـا در         به. استو آزمايش يكسان    
حال از بين رفـتن و بلاسـتومرها در حـال خـروج از آن            

-زدن بلاسـتو   قابل توجه ايـن كـه جوانـه       . شوند ديده مي 

                                                 
3- Expanded blastocysts 
4- Zona plucida 
5- Fragmented blastocysts 
6- Hatching blastocyst 

  آزمايش  ساعت نخست، در گروه كنترل و24صد بلاستوسيستها طي  مقايسه تعداد و در- 1جدول 
هاي  بلاستوسيست
 متسع

هاي  بلاستوسيست
 در حال جوانه زدن

هاي  بلاستوسيست
 ده مرحله اول جوانه

هاي  بلاستوسيست
 p-value  فراگمنته

 مراحل جنيني

  
 درصد  تعداد  درصد   تعداد  درصد   تعداد  درصد   تعداد  محيط

 n( 11 2/8 37 6/27 70 2/52 16 9/11=134 (ه كنترلگرو

 n(  2 3/1 34 7/22 111 74 3 2=150 (گروه آزمايش

05/0p< 

 

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


  ...زهيري و ند تكاملي بلاستوسيست موش                                                                                                                                     تأثير ماتريژل بر رو

11  85بهار / فصلنامه باروري و ناباروري

ــدريجي   ــدي ت ــست، فراين ــه در  اســتسي ــه طــوري ك ، ب
هـاي متفـاوت،     ها بـا قابليـت    هاي متفاوت و در جنين     زمان

شود كه به جهـت همـاهنگي        مراحل بينابيني نيز ديده مي    
بيشتر در جهت توصـيف مراحـل، از آنهـا صـرف نظـر              

  .شده است
-شـود، بلاســتو   مـشاهده مـي  4 شـكل  كـه در همـانطور  

 در گـروه كنتـرل و       1جوانه زده مرحلـه اول     هاي سيست
ه باشـد ك ـ   هـايي مـي    صورت بلاستوسيـست   آزمايش، به 

انـد و    پلوسيداي خود خـارج شـده      زونا  از پوشش  كاملاً
و خـارجي و حفـره بلاستوسـل بـه           توده سلولي داخلـي   

  .باشد قابل رؤيت مي خوبي
  2زده مرحلـه دوم    هاي جوانـه   بلاستوسيستمورفولوژي  

به اين ترتيب كه    . دودو گروه مورد مطالعه، متفاوت ب     در  
ـــولي دگــروه كنتــرلهــاي  در جنــين اخلــي و ، تــوده سل

                                                 
1- Stage I hatched blastocyst  
2- Stage II hatched blastocyst 

ــوده،   ــت ب ــل رؤي ــودرم قاب ــرهتروفواكت بلاستوســل  حف
 كمي پراكنـدگي سـلولي اطـراف تـوده           همچنين كوچك و 

و در گروه آزمـايش،     ) 5شكل  (شود   جنيني شناسايي مي  
هاي توده سلولي داخلـي، بـه خـوبي قابـل رؤيـت              سلول

هــاي تروفواكتــودرم قابــل مــشاهده  نبــوده، ولــي ســلول
  ).6شكل ( باشند مي

هـاي    ذكر اسـت كـه اطـلاق لفـظ بلاستوسيـست           لازم به 
هـاي   زدن و همچنين بلاستوسيست    متسع، در حال جوانه   

ــه ــه اول كــه همــان بلاستوسيــست  جوان هــاي  زده مرحل
بنـدي    باشد براسـاس سيـستم درجـه       زده كامل مي   جوانه

Gardner و Schoolcraft2(باشد  مي( .  
 هـ ك ـ همـانطور : ميزان رشد و تكامل جنينها در گروه كنترل       

،  ساعت نخست  24شود، در طي      مشاهده مي  1 در جدول 
ــرل،  ــروه كنتـ ــه %2/8در گـ ــستها در مرحلـ  بلاستوسيـ

 در مرحلـه بلاستوسيـست      %6/27بلاستوسيست متسع،   
 به صـورت بلاستوسيـست      %2/52زدن و    در حال جوانه  

ــاملاً ــهك ــد   جوان ــه اول بودن ــين . زده مرحل  %9/11همچن
  .بلاستوسيستها، فراگمنته بودند

  آنهـا  % 41در ايـن گـروه       سـاعت بعـد از كـشت،         48طي  
ــست  ــه صــورت بلاستوسي ــة اول و  ب ــه زدة مرحل    جوان

بـلاستـوسـيـست جوانـــه زده مرحلـه      به صورت    59%
  .دوم بودند

  سـاعت 24 بلاستوسيست متسع در گروه كنترل و آزمايش، در -1شكل 

  ل و ـوسـع بلاستـ متسوير بلاستوسيست با حفره كاملاًـن تصـاي. ستنخ
 ).40 ×بزرگنمائي (دهد مي شكل را نشان رهاي كشيده و دوكيـومـبلاست

 24 بلاستوسـيت فراگمنتـه در گـروه كنتـرل و آزمـايش، طـي       -2شـكل  
  به دليل عدم تكامل مناسب، بلاستومرهاي جنيـن، . ت كشتـساعت نخس

  .باشند مـي تي نابرابر هيپـرپيگمانته مشخصبه صورت تجمعا

آزمايش  مقايسه تعداد و درصد بلاستوسيستها در گروه كنترل و - 2جدول 
   ساعت48طي 

هاي  بلاستوسيست
زده مرحله  جوانه

  اول

هاي  بلاستوسيست
له زده مرح جوانه

 ومد

  مراحل جنيني

  
 محيط

 درصد   تعداد  درصد  تعداد 

 n( 48 41 70 59=118 ( گروه كنترل
 n(  38 23 109 74= 147 (گروه آزمايش

                                                                       57/6 =χ2 ،0104/0 =p  
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 24در طـي     :ميزان رشد و تكامل جنينها در گروه آزمـايش        
، %3/1 هـاي متـسع    تعـداد بلاستوسيـست   ساعت نخست   

، %7/22 زدن حــــال جوانــــههــــاي در  بلاستوسيــــست
 و ميــزان %74 زده مرحلــه اول هــاي جوانــه بلاستوســيت
  .  بود%2 هاي فراگمنته بلاستوسيست

زده   هـاي جوانـه      ساعت، تعداد بلاستوسيـست    48بعد از   
زده  هـاي جوانـه    بلاستوسيـست و تعداد   % 23 مرحله اول 

  . بود%74مرحله دوم 
ز كـشت،     سـاعت ا   24 پس از گذشـت   براساس اين نتايج    

مرحلــه اول، در  زده هــاي جوانــه درصــد بلاستوسيــست
 داري طور معنـي   نسبت به گروه كنترل، به     گروه آزمايش 

بلاستوسيـستها  % 2تنهـا   ، از طرفي    )>05/0p (بودبالاتر  
پس  ،2براساس جدول . دندشدر گروه آزمايش فراگمنته 

ــت  ــشت، 48از گذش ــاعت از ك ــايش،    س ــروه آزم در گ
ــست ــا بلاستوسي ــه ــه  ه يي ك ــا مرحل ــاملي را ت ــد تك رون

به طور  ند  نمود زده مرحله دوم طي    بلاستوسيست جوانه 
  ).>05/0p (بود بالاتر دار، نسبت به گروه كنترل معني

تعـــــداد از كـــــشت،  ســـــاعت پـــــس 48در البتـــــه 
مرحلـه  به   هاي موجود در گروه كنترل كه       بلاستوسيست

نسبــت بـه  رسيدندزده مرحله اول    بلاستوسيست جوانه 
ـــ ــي  گ ـــور معن ــه ط ـــايش ب ــود يدار روه آزم ــالاتر ب   ب

)05/0p<.(  

ــكل  ــرل و    -3ش ــروه كنت ــه زدن در گ ــال جوان ــست در ح  بلاستوسي
ر اين تصوير لايه زونا پلوسيدا بــه        د. ستخ ساعت ن  24آزمايش، طي   

  زونا  ت و بلاستوسيست در حال خروج از يك قطبـ قابل رويحوـوض
 .باشد مي

 زده مرحلـه اول در گـروه كنتـرل طـي              بلاستوسيـست جوانـه    -4شكل  
  دون زوناي اين ـوار و بـي ناهمـارجـح خـبه سط. ستخت نـ ساع24

 .بلاستوسيست توجه شود

 نشان دهنـده بلاستوسيـست جوانـه زده مرحلـه دوم، در گـروه               -6شكل  
  باشد، در  هاي تروفواكتودرم قابل رويت مي سلول.  ساعت48آزمايش طي 

 .باشد  رويت نميحالي كه توده سلولي داخلي، به وضوع قابل

هاي جوانه زده مرحله دوم در گروه كنترل پس            بلاستوسيست -5شكل  
هـاي تـوده سـلولي داخلـي و تروفواكتـودرم قابـل               سلول.  ساعت 48از  

ــوده و ســايز بلاستوســل  ــوچكتر  شناســايي ب ــاي  شــده و ســلول ك ه
  ه، روي آن را ــر يافتـي تكثيـي داخلــوده سلولـودرم و تـواكتـروفــت

 .اند پوشانده
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 بحث

بـه منظـور ايجـاد شـرايط مناسـب و           حاضر  در مطالعه   
مشابه با مـاتريكس خـارج سـلولي موجـود در انـدومتر             

هاي كشت مغذي بـراي      رحم، از ماتريژل همراه با محيط     
  .گزيني استفاده شد رشد و تكامل جنين حوالي زمان لانه

گزينــي موفــق، انجــام ميــانكنش ميــان  هجهــت انجــام لانــ
تركيبـات  بـه خـصوص     (بلاستوسيست و اندومتر رحـم      

 از اهميت فراواني برخوردار     )ماتريكس خارج سلولي آن   
-جهت انجام اين ميانكنشها هـر دو جـزء بلاسـتو          . است

  را كسب نمايند    لازم سيست و اندومتر رحم بايد آمادگي     
 1هـاي   اينتگـرين تـوان بـه بيـان    كه از جمله آنها مـي  ) 13(

ــا ظهــور گيرنــده) 14( خــاص هــاي مــشخص بــراي  و ي
از بلاستوسيــست و يــا  مترشــحه فاكتورهــاي رشــد  

  .دكر، اشاره )15(ماتريكس خارج سلولي 
در اين مطالعه براي دسـتيابي بـه حالـت فيزيولوژيـك و       
مشابه با داخـل بـدن و همچنـين بـه دليـل حفـظ حـريم                 

ساني، از هــــاي انــــ  در اســــتفاده از نمونــــهيقــــانون
هاي موش كه از نظر مراحل تكاملي قرابت  بلاستوسيست

د، اسـتفاده گرديـد و نـشان        ن ـنزديكي با جنين انسان دار    
داده شد كه كشت جنين موش در بستر حاوي مـاتريژل           
همراه با محيط مغذي موجب بهبود روند تكـاملي جنـين           

به اين ترتيب كه تعداد بيشتري از جنينها جوانه         . شود مي
  . نمايند تري را ايجاد مي  مورفولوژي متكامل ودهز

هـاي در    ميـزان بلاستوسيـست   اين مطالعه نشان داد كه      
زده مرحلــه اول در گــروه   زدن و جوانــه حــال جوانــه 

 .دوب ـ بالاتر از گروه كنتـرل  يدار به طور معني آزمايش

هـاي فراگمنتـه در گـروه      همچنين ميـزان بلاستوسيـست    
ايـن  .  از گروه كنترل بود    كمتردار   طور معني ه  آزمايش ب 

و   Desaiو) 9( همكـاران  و Lazzaroniهاي  نتايج با يافته
از ماتريژل همـراه بـا      با استفاده   به ترتيب    )16( همكاران

  راهـريژل همـو مات% BSA3 5/1راه با ـ همHTF2ط ـمحي

                                                 
1- Integrins 
2- Human Tubolar Fluid 
3- Bovin Serum Albomin 

  . مطابقت داشت PPP4 5%با 
اثـر مـاتريژل     ،نخست ساعت   24رسد در طي     به نظر مي  

 عمده، پيـشبرد رونـد تكامـل جنينهـا بـه مرحلـه              به طور 
فعاليت پروتئازي جنين  به طوري كه ،باشد   مينزد جوانه
ــه ــا پلوســيدا   اولي ــه زون ــاره نمــودن لاي  كــه در جهــت پ

ماتريكس خارج سلولي و سوبسترا     از تركيبات   باشد،   مي
 ).16( شود مي متأثر

 سـاعت از  48 پـس از گذشـت  اين مطالعه نتايج براساس  
زده مرحلـه دوم     جوانههاي   درصد بلاستوسيست  كشت،

 يكهدرحال .بود بيشتر از گروه كنترل      در گـروه آزمايش،  
 زدن و هـــاي در حـــال جوانـــه درصـــد بلاستوسيـــست

بـالاتر از گـروه     گروه كنتـرل،    در  زده مرحله اول،      جوانه
رسـد در گـروه آزمـايش، اكثـر          نظر مي  به. آزمايش بود 

   قبــل طــي در ســاعات بلاستوسيــستها، ايــن مراحــل را
  . باشند نموده

در ايــن مطالعــه بــا پيــشرفت جنينهــا و تبــديل آنهــا بــه  
زده مرحله دوم مورفولوژي جنينها      بلاستوسيست جوانه 

 ــ ــا هــم متفــاوت ب   . دودر دو گــروه كنتــرل و آزمــايش ب
هـاي تـوده سـلولي       به طوريكه در گروه آزمايش، سلول     

هـاي   لقابـل رؤيـت نبـوده، ولـي سـلو          داخلي، به خـوبي   
تروفواكتودرم قابل مشاهده بودند و قطر جنـين كـاهش          

در گــروه كنتــرل، تــوده سلـــولي داخلــي و     . داشــت
ــر    ــا تكثي ــود و ب ــت ب ــل رؤي ــودرم قاب ــودتروفواكت ،  خ

بلاستوسل را احاطه نموده و حجم آن را كوچكتر نموده          
  .بود

 نتايج اين مرحله از تكامل جنينها از نظر مورفولـوژي بـا           
و Carver هــاي مورفولــوژي حاصــل از بررســي  يافتــه

ــاران ــت دارد) 17( همك ــا . مطابق ــراتآنه -بلاســتو تغيي
اي از  روي لايــهرا بــر زده انــساني  هــاي جوانــه سيــست
اندومتر انـسان همـراه بـا محـيط          هاي استرومايي  سلول
مورفولــوژي نتــايج . نمودنــدبررســي  DMEM 5 كــشت
كــشت، در محــيط ايــن محققــان نــشان داد كــه  ةمطالعــ

                                                 
4- Plasma Protein Preparation 
5- Dulbecco' s Modified Essential Medium 
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بلاستوسيستها، براي مدتي به صورت متسع باقي مانده        
به ايـن  . دكردن ميداخل لايه استرومايي نفوذ  و سپس به

 15 الـي  10بعـد از گذشـت   بلاستوسيـستها  ترتيـب كـه   

ساعت، به سرعت منقبض شده و توده سلولي داخلي در          
بلاستوسيـستها نيـز     قابل شناسايي نبـوده و قطـر       آنها

 شـود، در مطالعـه     طور كه مشاهده مـي     همان .ردكاهش دا 
Carverــاران ــاملي در فاصــله   و همك ــرات تك ــن تغيي ، اي

ايجـاد شـده     حاضـر زماني كوتاهتري نسبت به مطالعـه       
 نوع و مرحله    ،تواند به دليل تفاوت نوع كشت       كه مي  است

هاي كشت داده شده و محيط مورد استفاده  تكاملي جنين
 .باشد

هـاي   وجود گستردگي  ر،هاي ديگر بررسي حاض    از يافته 
هـاي كنتـرل، طـي       جنينهـا در نمونـه     سلولي در حواشـي   

 در. ســاعت بــود 48طــي هــاي انجــام شــده در  بررســي
هاي مورد آزمايش فاقـد    حاليكه حواشي جنينها در نمونه    

 Desai با استناد به نتايج تحقيقات       .نداين گستردگيها بود  
 ،يهـاي سـلول    رسد اين گستردگي   به نظر مي  ،  و همكاران 

كه در نمونـه كنتـرل بـه        . نتيجه تكثير سلولي جنين باشد    
دليل اينكه بستر جنينها از فضاي كافي برخوردار نيست،         

  هاي حاصـل از تكثيـر مجبـور بـه پراكنـده شـدن               سلول
  باشـند ولـي در نمونـه آزمـايش          بر روي كف ديـش مـي      

توان اذعان   هاي سلولي مي    توجه به نبود اين پراكندگي     اب
هاي حاصل از تكثير در بـستر مـاتريژل          ولداشت كه سل  

 و همكاران    Carverييد اين يافته  أدر ت    ).16( اند نفوذ يافته 
كـه در فـوق   ( شي جنين انساننك در تحقيق مربوط به هم   

هاي ايمونوهيـستوشيمي    ، با بررسي  )به آن اشاره گرديد   
-از نظـر وجـود سـيتوكراتين نــشان دادنـد كـه بلاســتو     

 ، شروع به تكثير و نفوذ به لايـه رحلهـسيستها در اين م

نتـايج ايـن     ن مطالعـه،   آ البتـه در  . اينـد نم استرومايي مـي  
 .)17 (شي با گروه كنترل مقايسه نشده بودنك هم

نيـز، نتـايج    ) 18( و همكاران  Armant هاي از طرفي يافته  
ييد قرار  أ را مورد ت   حاضرمطالعة  بررسي مورفولوژيك   

هـاي تروفوبلاسـت     آنها فعاليت تهـاجمي سـلول     . دهد مي

در محـيط داخـل آزمايـشگاه     گزيني موش را در طي لانه
-آنها بـراي ايـن كـار بلاسـتو        . مورد بررسي قرار دادند   

. روي ماتريكس خـارج سـلولي كـشت دادنـد          سيستها را 
موشـها بـا      انـدومتريوم  ،خارج سـلولي   منشاء ماتريكس 

هـاي مـوش      بلاستوسيت. ه است  روز بود  4سن حاملگي   
 روز  3، در طـي      شـدند  ماتريكس كشت داده  كه روي اين    

هاي تروفوبلاستي شروع بـه      به آن متصل شده و سلول     
ــان  ــاجرت در مي ــاتريكس مه ــدم ــه  .  نمودن ــالي ك در ح

 هـايي كـه روي پلاسـتيك كـشت داده شـده            بلاستوسيت
بـه ايـن ترتيـب كـه        . دن ـادد روند را نشان نمي    ، اين بودند
روي  هاي كـشت شـده   هاي تكثيري بلاستوسيست سلول

ــه صــورت    پلاســتيك، نظــم خــود را از دســت داده و ب
گروهـي كـه روي    شدند، در حاليكـه در  پراكنده ديده مي

ماتريكس كشت داده شده بودند، سـاختار كلـي جنـين و            
 .بود نظم آن حفظ شده

، برخــي شــدرغــم نتــايجي كــه در فــوق ذكــر  علــيالبتــه 
ر تـأثي  ماتريژل را بر تكامل جنين بي مطالعات، استفاده از

  هــاي مــوش  در يــك مطالعــه از كــشت جنــين. داننــد مــي
 ،نتـايج  .اسـتفاده شـد   HTF در ماتريژل همراه با محـيط 

در گروه آزمايش   در روند تكامل جنينها     هيچ بهبودي را    
حـاوي  كـه   نسبت به گروه كنترل     كه حاوي ماتريژل بود     

در قسمت ديگـري از همـان    .نشان نداد  بود HTFمحيط
. دش ـ سـتفاده اHTF  به جـاي  KSOM 1مطالعه از محيط

 مــاتريژل تكامــلحــاوي نتــايج نــشان داد كــه در گــروه 
  هــاي لقــاح يافتــه تــا مرحلــه بلاستوسيــست        كتخمــ

   ).10( مهار شد
 ات،ـج مطالع ــاي ــات در نتـن تناقضـود اي ـه دليل وج  ـالبت
تفاوت در محيط كشت مـورد اسـتفاده    تواند به دنبال مي

 )10(  حيواني مورد استفاده    گونه و )9( همراه با ماتريژل  
  .باشد

، رونـد   اسـت  مـشهود    حاضـر همچنانكه از نتايج مطالعه     
بلاستوسيـــست مـــوش در مـــدل مـــاتريژل، از  تكامـــل

                                                 
1- Potassium Simplex Optimized Medium 
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 تكامل  و داراي درصداستهماهنگي بيشتري برخوردار 
اثـرات مثبـت    . باشـد  بالاتري نسبت به گـروه كنتـرل مـي        

 تركيـب خـاص آن  خاطر ماتريژل بر روي رشد جنين به       
ماتريژل، ژلي حاصل از ساركوماي مـوش بـه         . باشد مي
باشد كـه تومـوري     ميEngelbreth- Swarm- Holmنام 

ــروتئين هــاي ســاختاري و فاكتورهــاي رشــد   غنــي از پ
). 9( باشد كه مشابه اجزاء ماتريكس اندومتريال است       مي

   نـــشان داده ،هـــاي مختلـــف  بـــر اســـاس بررســـي  
رج سلولي قـادر    شده است هر يك از اجزاء ماتريكس خا       
از جملــه . باشــد بــه بهبــود وضــعيت تكــاملي جنــين مــي

موجود در ماتريژل كه اثر آن بـه طـور مجـزاء            تركيبات  
، )19( توان به لامينـين  مورد بررسي قرار گرفته است مي   

ــولفات،     ــاران س ــان هپ ــار، پروتئوگليك ــوع چه ــلاژن ن ك
انتاكتين، فيبرونكتين، نيدوژن، فعال كننـده پلاسـمينوژن        

  ).17( و فاكتورهاي رشد اشاره نمود) 20( تيباف
 محيطـي مـشابه مـاتريكس       ،اين اجزاء در محـيط كـشت      

  آورند و احتمالا علاوه بـر       خارج سلولي رحم را پديد مي     
حفظ حيات جنين و تحريـك رشـد و تكامـل آن،            به  كمك  

تمايز و بيان رسپتورهاي غشايي و ترشـح فاكتورهـاي          
البتـه از   ). 9( مايـد ن رشد اختـصاصي را نيـز فـراهم مـي         

تـوان   اثرات مثبت محيط كشت مـورد اسـتفاده نيـز نمـي           
-مطالعـه بلاســتو ايــن  در چـرا كـه   پوشـي نمــود،  چـشم 
محيط كـشت زيـر     هاي كشت داده شده در قطره        سيست

نيز مشمول روند تكامل با اندكي تأخير نسبت بـه          روغن  
محـيط كـشت    تركيبـات    بنـابراين    .گروه آزمايش بودنـد   

 ،)21(  حـاوي لاكتـات    كـه ه در ايـن مطالعـه       مورد استفاد 
و  بيوتيكهـا  هاي سرمي، فسفات، آنتـي     ، مكمل )22( گلوكز

در بهبـود تكامـل جنـين نقـش          نيـز  نددوب) 23(بيكربنات  
جنينهـا در گـروه آزمـايش        بهبود تكامل در نتيجه   . دارند

 توان به اثر تركيبي ماتريژل همراه با محيط مـورد          مي را
  .استفاده نسبت داد

  
  گيري نتيجه

 تـوان  در مجموع با توجه به نتايج حاصل از مطالعات مي         
ــهگاين ــه نتيج ــه  ون ــود ك ــري نم ــاتريژل اســتفاده از گي    م

  ،ماتريكس خارج سلولي اندومتر   معادل  به عنوان بستري    
تواند منجر به بهبـود      همراه با محيط كشت غني شده مي      

  .روند تكاملي جنين گردد
  
  تشكر و قدرداني 

معاونـــت محتـــرم پـــژوهش و فنـــاوري  از بدينوســـيله
ــار طــرح    ــأمين بخــشي از اعتب ــشگاهي جهــت ت   جهاددان

همكـــاران محتـــرم از همچنـــين ، 696-21بـــه شـــماره 
ــاوري  ــشكده فنـ ــكي    پژوهـ ــوم پزشـ ــوين علـ ــاي نـ هـ

در همكـاري صـميمانه     جهـت   سـينا     ـ ابن   جهاددانشگاهي
  .شود ميتشكر و قدرداني اجراي اين طرح 
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