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Objective: This study was carried out to examine the effect of vero cells co-culture 
on developmental competence of immature oocytes. 
Materials and Methods: Bovine cumulus-oocyte-complexes (COCs) were matured 
in either presence or absence of vero cells. Matured oocytes were inseminated and 
cultured for up to nine days. Cleavage percentages were recorded on day two post 
insemination (pi). Embryos were evaluated on daily basis till 9pi.  Expanding/ex-
panded and hatching/hatched blastocysts were used for cell number assay. 
Results: The results indicated a significantl increase in the cleavage number in 
oocytes matured in the presence of vero cells than that of the control (86% vs. 76%). 
The percentages of advanced embryos appear to be greater on a daily basis in 
COCs matured in the presence of vero cells compared to those of the control.  How-
ever, these differences were not significant. Blastocysts derived from COCs matured 
in the presence of vero cells had a significantly higher number of inner cell mass, 
trophectoderm and total cell number in expanding/expand and hatching/hatched 
embryos in comparison to those of the control. 
Conclusion: Results confirm that co-culture of bovine COCs, during in vitro matura-
tion, enhances the potential for cleavage and for producing blastocysts with higher 
quality.
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چکیده

دريافت مقاله: 85/10/18، پذيرش مقاله: 86/5/15
* هدف: بررسی اثر هم کشتی سلول های vero بر روی توان تکامل آزمايشگاهی تخمك های نابالغ گاو

اووس�����ي�����ت ک�����وم�����ول�����وس-  س�����ل�����ول ه�����ای  ت���������وده  روش ه�������ا:  و  م�����واد   * 
)کنترل(  حضور  بدون  و  درمان(  )گروه  حضور  در  گاوی   )Cumulus Oocyte Complexes: COCs(
 سلول های vero بالغ شد. تخمك های بالغ شده پس از لقاح به مدت 9 روز کشت داده شدند. درصد کليواژ روز

و  اتساع  مرحله  به  که  بلاستوسيست  جنين های  شد.  بررسی  روزانه  صورت  به  جنينی  پيشرفت  و  لقاح  از  بعد  دوم 
شکوفايی )expanding/expand وHatching/hatched( رسيده بودند برای شمارش سلولی استفاده شدند. 

* يافته ها: درصد کليواژ تخمك هايی که در حضور سلول های vero بالغ شده اند به طور چشمگيری بالاتر از 
گروه کنترل بود )86 درصد در مقابل 76 درصد p≤ 0/05(. بررسی روزانه مويد درصد بالاتر تکوين جنينی در گروه 
درمان نسبت به گروه کنترل بود. هر چند اين اختلاف در حد چشم گيری نبود. همچنين تعداد سلول های توده داخلی، 

تروفکتودرم و تعداد کل سلول بالاتری در جنين های متسع و شکوفا نسبت به گروه کنترل مشاهده شد.
* نتيجه گيري: نتايج حاصله بيانگر آن است که هم کشتی COCهای گاو طی بلوغ آزمايشگاهی توان آنها را  

برای تسهيم )کليواژ( و توليد بلاستوسيست های با کيفيت بالاتر افزايش می دهد. 

كليد واژگان: سلول های Vero، کليواژ، تخمك های گاو، کيفيت بلاستوسيست

مقدمه
 )IVF( از زمان تولد اولين گوساله حاصل از لقاح آزمايشگاهی
در سال 1981 )1(، پيشرفت های شايانی در تکامل تکنيك های توليد 
آزمايشگاهی جنين های گاو چه در عرصه تحقيقات و چه در زمينه 

اهداف تجاری انجام پذيرفته است )2(.
 با اين وجود، ميزان استحصال جنين بلاستوسيست پايين و در حد
طبيعی روش  در  آنچه  به  نسبت  هنوز  که   )3( است  درصد   30-40 

کيفيت  اين،  بر  اف��زون   .)4( است  پايين  دارد  وجود   )In vivo(
جنين های حاصله از IVF، از لحاظ مورفولوژيك، حساسيت بالاتر 
به شوک سرما و ميزان لانه گزينی و ابقا، پايين تر از جنين های توليد 

شده به روش طبيعی )In vivo( است )5، 6(.
پروتئين،  منبع  تخمك،  کيفيت  قبيل  از  گوناگونی  عوامل 
سلول های سوماتيك، محيط کشت، ميزان اکسيژن، تعداد جنين ها 
در واحد کشت )تراکم جنين( و منبع انرژی ممکن است بر کيفيت 
ماقبل لانه گزينی جنين و توان تکامل بعدی آن اثر داشته باشند )2، 

.)8 ،7
هم کشتی )Co culture( از جمله روش هايي است که به دليل 
ضعف محيط های کشت ساده در حمايت از تکوين جنين در مرحله 
حيوانات  آزمايشگاهی  توليد  جهت   ،)9-11( لانه گزينی  و  کليواژ 
)12( و حتی انسان، همچنين تا پيش از گسترش محيط های کشت 
به   ،)13( ناباروری  درمان هاي  بهبود  جهت   )Sequential( متوالی 
بوده  استفاده  مورد  جنين  آزمايشگاهي  سيستم کشت  بهترين  عنوان 

متوالي کشت جنين موجب  و گسترش محيط هاي  ابداع  اما  است. 
کاهش استفاده از سيستم هم کشتي شده است.

سلولی لاي���ه  م���زاي���ای  پ��اي��ه  ب��ر  م��ت��ع��ددی   م��ط��ال��ع��ات 
انواع مختلف سلول های  از  )Cellular mono layers( متشکل 
پذيرفته  انجام  پستانداران  جنين  آزمايشگاهی  تکوين  در  سوماتيك 

است )14-16(.
فاکتورهای  ترشح  می توان  هم کشتی  سيستم  مزايای  جمله  از 
محرک رشد همچون مواد مغذی، سوبستراهای گوناگون، فاکتورهای 
رشد و سايتوکاين، حذف مواد سمی از محيط کشت توسط سلول های 
انواع  بر همين اساس  برد )17، 18(.  نام  را  موجود در لايه هم کشتی 
گرانولوزا سلول های  نظير  سوماتيك،  سلول های  از   گوناگونی 

 ،)Oviductal cells( اويداکتی   ،)Granulose cells(
آندومتر  فيبروبلاستی  سلول های   ،)Uterine cells( رحمی 
 ،)Bovine endometrial fetal fibroblast cells( گاو  جنين 
آفريقايی سبز  ميمون  کليه  اپی تليال  يا   vero  سلول های 

 ،)Vero cells: African green monkey kidney epithelial cells(
اين سيستم استفاده می شوند )19، 20(. از همه اين سلول ها به عنوان 
لايه تغذيه کننده )Feeder cells( استفاده شده است که به عنوان 
گاو زيگوت های  آزمايشگاهی  تکوين  بهبود  به  قادر   هم کشتی 

اين  فاقد  کشت  محيط های  با  مقايسه  در   )bovine zygotes(
سبز  ميمون  کليه  از  که   vero سلول های   .)21( هستند  سلول ها 
دارای  شده اند  مشتق   )Cercopithecus aethiops( آفريقايي 
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توده های  آزمايشگاه،  در  ش��د.  داده  انتقال  آزمايشگاه  به  ب��ود 
شفاف  فوليکول های  از   )COCs( اووسيت  کومولوس-  سلول های 
تنها  شدند.  آسپيره  ميلي متر   2-8 اندازه های  در   )Transparent(
با  احاطه شده  يکنواخت  COCهايی که حاوی سيتوپلاسم گرانوله 

بيش از سه لايه سلولی کومولوس بودند، انتخاب شدند. 

طرح آزمايشی
 Hepes-TCM 199 محيط  در  شده  انتخاب  COCه��ای 
،FSH )ميلي ليتر بر  ميکروگرم  بلوغ، که حاوی )100  نيز محيط   و 
ميلي  ليتر( بر  ميکروگرم   1( LH و  ميلي ليتر(  بر  ميکروگرم   10( 

β-estradiol-17 بودند، به طور کامل شستشو داده شدند، سپس 
 24 مدت   COC  5 هر  تقسيم شدند:  دو گروه  به  تصادفی  طور  به 
سلول های  مونولاير  حاوی  بلوغ  محيط  ميکروليتر   100 در  ساعت 
رطوبت،  درصد   90 شرايط  در  )کنترل(  آن  فاقد  يا  و  )درمان(   vero
طرح  اين  شد.  داده  کشت   Co2 درصد   5 و  سانتي گراد  38/6درجه 

شامل 10 تکرار و هر کدام حاوی COC 30-40 بود.

تعيين وضعيت بلوغ
تخمك های از  بعضی  هسته ای  وضعيت  بلوغ،  دوره  پايان   در 
DAPI رن���گ آم���ي���زی  از  اس���ت���ف���اده  ب���ا  ش����ده   ب���ال���غ 

)Dimethylaminopurine-6( و طبق روش ايزديار و همکارانش 
 3-7 از  استفاده  با  COCه��ا  مختصر  طور  به  شد.  ارزيابی   )24(
در  سپس  و  عاری  اطراف  کومولوس  سلول های  از  ورتکس  دقيقه 
گلوتارآلدئيد 2/5درصد )w/v( برای مدت 15 دقيقه فيکس شدند. 
شدند  داده  شستشو   PBS در  سپس  شده  فيکس  تخمك های 
رنگ آميزی   )w/v( 2/5درص��د  غلظت  واجد   DAPI رنگ  با  و 
هسته ای  وضعيت  گرفتند.  قرار  نظر  مورد  اسلايدهای  روی  و  شدند 
با استفاده از ميکروسکوپ فلورسنت  تخمك های رنگ آميزی شده 
 ارزيابی و مطابق روش موري و همکاران )25( در يکي از وضعيت هاي
ب��ل��وغ، رخ����داد  ع���دم   )Germinal Vesicle: GV( 

شروع  ابتدای  مراحل   )Germinal Vesicle Break Down: GVBD(
 )Metaphase one of the meiosis resumption: MI( بلوغ،  روند 
 )Metaphase two arrested oocyte: MII( مرحله ميانی بلوغ و

بلوغ کامل هسته ای تخمك ثبت شد.

آماده سازی اسپرم و انجام لقاح آزمايشگاهی
گاو  دو  منجمد  سيمن  ويال های  از  مطالعه  اين  سراسر  در 
استفاده  بود  موجود  تجاری  صورت  به  که  بالا  باروری  با  هلشتاين 
شد. جهت انجام IVF، پس از دو بار شستشو، COCهای بالغ در 
لقاح  ميکروليتری محيط  قطره های 200  به  تايی  تا 30  گروه های 25 
از متشکل  لقاح  محيط  شدند.  منتقل  مينرال  روغن  با  شده   پوشيده 

 Penicillamine با  ش��ده  غنی سازی   )26(   Fert-TALP
  Epinephrine ،)10 ميکرومولار( Hypotaurine ،)20ميکرومولار(

)1 ميکرومولار(  و Heparin )0/56 ميکرومولار بر ميلي ليتر( بود. 
اسپرم های  سانتي گراد،  37درجه  آب  در  سيمن  ذوب  از  پس 
Swim up جداسازی و در غلظت  از تکنيك  استفاده  با  متحرک 
نهايی 106×10 ميلي ليتر به قطره های لقاح افزوده شدند. مجموعه اسپرم 
سانتي گراد، درجه  شرايط38/5  در  ساعت   20 مدت  به  تخمك ها   و 

منشاء جنينی مشترک )مزودرم( با سلول های مشتق از دستگاه تناسلی 
هستند )22(. همچنين استفاده از اين سلول ها بسيار آسان و معمول 

بوده است و کيفيت کشت آزمايشگاهی جنين را بهبود می بخشد.
بنابراين انجام هم کشتی با استفاده از سلول های vero می تواند به 
طور گسترده ای برای افزايش حيات و تکوين جنين مورد استفاده قرار 
گيرد )22، 23(. اگرچه اثرات مفيد هم کشتی بر بهبود کيفيت جنين 
حاصل از IVF مسلم است اما تقريبا تمام گزارش های موجود مربوط 
بلاستوسيست  مرحله  تا  زيگوت  تکوين  برای  هم کشتی  استفاده  به 
آزمايشگاهی  بلوغ  بر  اثر هم کشتی  زمينه  در  هيچ گزارشی  و  است 
تخمك گاو وجود ندارد. لذا با توجه به اهميت بنيادی بلوغ مناسب 
تخمك ها برای بهبود تکوين بعدی آزمايشگاهی جنين، اين مطالعه 
برای مقايسه توان تکامل تخمك های گاوی که در حضور يا عدم 

حضور سلول های vero بالغ شده بودند انجام پذيرفت. 

مواد و روش ها
سيگما شرکت  از  شده  ذکر  موارد  جز  به  شيميايي  مواد   تمام 

)St. Louis, MO, USA( تهيه شد.

محيط های كشت
و  تخمك ها  بلوغ  ب��رای  استفاده  م��ورد  کشت  محيط های 
کشت محيط  اس��اس  بر  زيگوت ها  آزمايشگاهی  تکوين   نيز 

)Tissue Culture Medium 199: TCM 199( غنی سازی شده 
با 10درصد سرم غيرفعال شده )Heat-inactivated( جنين گاو 
)Fetal Calf Serum: FCS( بود. برای انجام بلوغ آزمايشگاهی، 
 FSH جمله  از  استفاده  مورد  معمول  هورمون های  با   TCM 199
ميلي ليتر( بر  ميکروگرم   10(  LH ميلي ليتر(،  بر  ميکروگرم   10( 

شد  تکميل  ميلي ليتر(  بر  گرم  )1ميکرو   17-β-estradiol  و 
.)4 ،3 ،1(

Vero تهيه و نگهداری مونولاير سلول های
از  شده  )تهيه   vero سلول های  حاوي  ويال هاي  ذوب  از  پس 
پژ وهشکده رويان(، سلول های حاصله درون فلاسك های 25 سانتي متر 
مربع )فالکون( حاوی محيط TCM 199 در غلظت 106×1 ميلي ليتر 
و در شرايط 38/5 درجه سانتي گراد، 5درصد CO2 و رطوبت ماکزيمم 
 )Confluency( سلولی  تراکم  ايجاد  از  بعد  شدند.  داده  کشت 
سلول هايي  و  کشت  محيط  کشت،  از  بعد  چهارم  تا  سوم  روز  در 
انجام  با  و  شدند  حذف  بودند  نچسبيده  فلاسك  کف  به  که 
 تريپسينازسيون )Trypsinization( با استفاده از ترکيب 25درصدی

Trypsin-EDTA، سلول های به دست آمده، برای کشت مجدد و 
بلوغ حاوی غلظت 104×2  برای تهيه قطره های 100 ميکروليتری  نيز 
vero استفاده شد. حدود 2 ساعت قبل از بلوغ اووسيت ها،  سلولی 
محيط قطره های حاوی سلول های vero با محيط بلوغ از قبل انکوبه 

و تعويض )Refresh( شد.

دست يابی به تخمک ها و انجام بلوغ آزمايشگاهی
کشتارگاه  يك  از  گاو  تخمدان های  کشتار،  از  بعد  بلافاصله 
درجه   30( 0/9درصد  سالين  نرمال  محلول  در  و  جمع آوری  محلی 
ميلي ليتر  بر  ميلي گرم   100( آنتی بيوتيك  حاوی  که  سانتي گراد( 
 )Penicilin 100 واحد بين المللي بر ميلي ليتر ،Streptomycin
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5 درصد CO2 و رطوبت ماکزيمم انکوبه شدند.

)In-vitro culture( كشت آزمايشگاهی
از آنجا که مشاهده پيش هسته ها )pronucleus( درتخمك های 
لقاح يافته گاو به دليل گرانولاسيون فوق العاده سيتوپلاسم امکان پذير 
نيست، تمام زيگوت های فرضی حاصل از تخمك های بالغ شده در 
حضورvero يا عدم حضور )کنترل( سلول های vero جهت بررسی 
تسهيم )کليواژ( عاری از توده سلول های کومولوس متسع خود شدند. 
محيط در  گروه  دو  هر  فرضی  زيگوت های  تمامی  شستشو  از   پس 

شرايط  در   vero سلول های  حاوی   TCM 199+FCS10درص��د
،CO2 درصد   5 سانتي گراد،  38/6درج��ه  دمای  رطوبت،   90درص��د 

5 درصد O2 کشت داده شدند. در طول دوره کشت، جنين ها به صورت 
روزانه به ديش های جديد حاوی سلول های vero انتقال داده مي شدند. 
که  بار  هر  می رسد  نظر  به  که  بود  خاطر  اين  به  روزانه  انتقال   اين 
 )Trypsinization( در معرض شوک تريپسينه شدن vero سلول های
غيراختصاصی استرسي  پروتيين های  يك سری  بگيرند   ق��رار 

آزاد می کنند که اثرات مفيدی بر توانايی بقا جنين ها دارد )18(.

ارزيابی جنين ها
تمامی زيگوت های فرضی برای يك دوره 9-8 روزه )روز لقاح= روز 
صفر( در حضور سلول های vero و در شرايط 38/6درجه سانتي گراد، 
O2 و رطوبت 90درصد کشت داده شدند.  CO2، 5 درصد  5 درصد 
 ،8 ،4 ،2 )Cleaved( پيشرفت جنين ها روزانه به صورت تسهيم يافته
اوليه،  16/8 سلولی، مورولا، کامپکت )Compact(، بلاستوسيست 

متسع، در حال شکوفايی و شکوفا ثبت مي شد.

رنگ آميزی افتراقی جنين ها 
بعضی  سلول های  تعداد  نهم(،  )روز  جنين  دوره کشت  پايان  در 
از  استفاده  با  گروه  دو  هر  يافته  تکامل  کاملا  بلاستوسيست های  از 
رنگ آميزی افتراقی و بر اساس روش توآس و همکارانش )27( مورد 

ارزيابی قرار گرفت.
 30 م��دت  ب��ه  اب��ت��دا  بلاستوسيست ها،  خ��لاص��ه،  ط��ور  ب��ه 
و   100× تريتون  1درص��د  محلول  از  ميکروليتر   500 در  ثانيه 
و انکوبه  ميلي ليتر  بر  ميکروگرم   100  propidium iodide 

حاوی  اتانول  100درص��د  محلول  از  ميکروليتر   500 درون  بلافاصله 
Hoechst 33258( bisbenzimide( 25ميکروگرم بر ميلي ليتر 

در دمای 4درجه سانتي گراد به مدت يك شب قرار داده شدند.
جنين هايی که به روش فوق تثبيت و رنگ آميزي شده بودند روی 
لام های شيشه ای که حاوی يك قطره گليسرول بود قرار داده شد و به 
آرامی با يك لامل به حالت پهن شده در آمدند. سپس تعداد سلول ها 
فيلترها   Excitation )قدرت  فلورسنت  ميکروسکوپ  از  استفاده  با 

برای سلول هايی که به رنگ آبی بودند 460 نانومتر و برای قرمز 560 
نانومتر است( )شکل 1(.

آناليز آماری
يا و   t-test آزم��ون  گ��روه ه��ا  بين  ش��ده  مشاهده   اختلاف 

معنی دار  تفاوت  و  بررسی   SPSS نرم افزار  توسط   chi-square
بين گروه ها در p≤ 0/05 درصد محاسبه شد.

يافته ها
آزمون 1: مقايسه وضعيت كروماتين تخمک های بالغ شده در 

حضور سلول های vero و گروه كنترل
اين نتايج که در جدول 1 خلاصه شده است، بيانگر نبود اختلاف 
تخمك های  درصد  در  درصد(   p≤  0/05  Chi-square( معنی دار 
گروه  دو  بين   MII, MI, GVBD, GV مراحل  در  واق��ع   بالغ 

است.  

جدول 1 : وضعيت هسته اي تخمک هاي بالغ شده در حضور يا عدم حضور 
triton X-100/DAPI.  نتايج سه  vero با استفاده از رنگ آميزي  سلول هاي 
ابتدای شروع  )مراحل   GVBD بلوغ(،  GV )عدم رخداد  ارائه شده است.  تکرار 
)بلوغ كامل هسته ای اووسيت(.   MII MI )مرحله ميانی بلوغ( و  روند بلوغ(، 

)p≤ 0/05( نتايج هيچ اختلاف معني داري را بين گروه ها نشان نمي دهد

بلوغ در وضعيت هسته اي
GV
(%)

GV
BD
(%)

MI
(%)

MII
(%)

حضور 
vero سلول هاي

2/25 3/75 5 89

عدم حضور 
vero سلول هاي

2/1 3 7/4 87/5

آزمون 2: توان تکامل تخمک های بالغ شده در شرايط حضور يا 
vero عدم حضور سلول های

گروه  دو  هر  يافته  لقاح  تخمك هاي  درصد  و  تعداد   2 جدول 
جنينی  تکوين  مختلف  مراحل  تا  پيشرفت  و  تسهيم  به  قادر  که  را 

بوده اند نشان می دهد. 
تسهيم روز دوم کشت  ميانگين  بيانگر آن است که  نتايج  اين 
جنينی در تخمك هايی که در حضور سلول های vero بالغ شده اند 
به طور معني داري بالاتر از گروه کنترل است )86/32 درصد در مقابل 
76/32درصد در p<  0/05 t-test درصد(. از روز سوم به بعد، درصد 
 vero بالغ شده در حضور سلول های  COCهای  در  تکوين جنين 
نبود  معني دار  تفاوت ها  اين  هر جند که  بود.  کنترل  از گروه  بيشتر 

)شکل 2(.

vero های بالغ شده در شرايط حضور يا عدم حضور سلول هایCOC جدول 2: درصد كليواژ، تعداد كلی بلاستوسيست و بلاستوسيست های شکوفا حاصل از

بلوغ در تعداد زيگوت های 
فرضی

كليواژ
(%±SD)

كليواژ/تعداد بلاستوسيست 
(%±SD)

كليواژ/تعداد جنين شکوفا
(%±SD)

vero حضور سلول های 345 86/32±9/01a 43/07±7/44 19/88±10/69

vero عدم حضور سلول های 361 76/32±10/71b 35/85±13/44 16/28±10/32
(p> 0/05) اختلاف معنی داری :b و a
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جنينی  سلول های  کلی  ت��ع��داد  محاسبه  ب��ا  گ��روه  دو  ه��ر   در 
)Total cell number: TCN( حاصل از مجموع تعداد سلول های 

توده داخلی )ICM( و تروفکتودرم )TE( بررسی شد.
همان گونه که در جدول 3 ديده می شود تعداد سلول های ICM و 
نيز TE در جنين های حاصله از تخمك هايی که در حضور سلول های 
vero بالغ شده بودند بالاتر از گروه کنترل است. جالب توجه آن که 
نسبت ICM/TE و نيز درصد ICM/TCN بلاستوسيت های متسع 
بالغ شده در  COCهای  نهم کشت جنين( در  )روز  نيز شکوفا0  و 

حضور سلول های vero بالاتر از گروه مقابل است.

تصوير 2: مراحل مختلف پيشرفت جنيني، پس از بلوغ آنها در شرايط 
حضور و يا عدم حضور سلول هاي Vero، از روز دوم تا نهم بعد از 

.)p≤0/05( با هم اختلاف معني دار دارند )a, b( .لقاح

بحث 
جهت  ب��ه   vero سلول های   )Monolayer( لاي��ه  ت��ك 
بر  آن  مفيد  اث��رات  دليل  به  نيز  و  کشت  و  يابی  دست  سهولت 
آزمايشگاهی  تکامل  توان  افزايش  جهت  فراوانی  به  جنين،  رشد 
اين،  هم کشتی جنين يك  بر  افزون  به کار رفته است )28(.  جنين 
 .)16( است  اقتصادی  مقاصد  با  جنين  توليد  برای  مناسب  سيستم 
حاصله  ماتريکس  روی  نيز  جنينی  بنيادی  سلول های  همچنين 
راستا  همين  در  می شوند.  داده  کشت  فيبروبلاست  سلول های  از 
شده  غيرفعال  سلول های  روی  بر  انسان  بنيادی  سلول های  رده  اولين 
کننده  تغذيه  سلول های  عنوان  به  که  موش  جنين   فيبروبلاست 
اين   .)29( شد  داده  کشت  بودند  شده  استفاده   )Feeder cells(
سلول های تغذيه کننده محيطی ايده آل برای رشد و نگهداری سلول های 
سم زدايی  ضمن  که،  چرا  می کنند.  توليد  انسان  جنينی  بنيادی 
پروتئين های  ترشح  به  قادر  کشت،  محيط   )Detoxification( 

 

جدول 3: تعداد سلول های توده داخلی )ICM(، تروفکتودرم )TE( و تعداد كلی سلولی )TCN( در بلاستوسيست های )Bis( حاصل از بلوغ تخمک ها در شرايط 
حضور يا عدم حضور سلول های vero روز نهم بعد از لقاح

متسع يافته/بلاستوسيست در حال اتساع درمان ها شکوفا/بلاستوسيست در حال شکوفا

vero سلول عدم حضور حضور عدم حضور حضور

تعداد بلاستوسيست 20 22 19 25

تعداد كل سلول 245/5±9/2a 289/7±6/6b 316/3±7/4a 357/5±13b

ICM تعداد 42±1/4a 65/25±2/8b 51/3±2/08a 67/75±2/75b

TE تعداد 203/5±7/8a 224/5±5/4b 265±5/57a 289/75±11/8b

ICM/TCN(%) %17/1 %22/5 %16/2 %18/95

TE به ICM نسبت 1:4/84 1:3/43 1:5/16 1:4/28
(p> 0/05) اختلاف معنی داری :b و a

 )Hatched( تصوير يک جنين بلاستوسيست شکوفا )A( :1 تصوير
در روز نهم، كه بر روي سلول هاي Vero كشت داده شده است. پيکان 
سفيد نشان دهنده inner cell mass است. )B( تصويري از همان 
Triton X-100/propidium iodide و  جنين كه با استفاده از 

Ethanol/Hoechst رنگ آميزي افتراقي شده است.

تعداد  نيز  و  بلاستوسيست ها  تعداد  کلی  درصد  نهم،  روز  در 
ترتيب  به  درمان  از گروه  و شکوفا حاصل  متسع  بلاستوسيست های 
غيرمعني داري  ولی  اندک  ميزان  به  که  بود  درصد   19/88 و   43/08
بيشتر از گروه کنترل )به ترتيب 35/85 و 16/28 درصد( بود. به نظر 
می رسد که بلوغ تخمك های گاو در حضور سلول های vero توان 

لقاحی آنها را افزايش داده است.

طی  در   vero سلول های  كشتی  ه��م  اث��ر   :3 آزم���ون 
داخلی ت��وده  سلول های  تعداد  بر  گاو  تخمک های   بلوغ 
سلول های  كل  تعداد  و  تروفکتودرم   ،)Inner Cell Mass(

جنينی
و   )Expanding/expand( متسع  جنين های  کيفيت 
کشت  نهم  روز  در  حاصله   )Hatching/hatched( شکوفا 
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بازسازی  را  سلولی  خ��ارج  ماتريکس  نيز  و  هستند،  گوناگون 
)Remodel( می کنند )30(.

و  هسته ای  بلوغ  بر  هم کشتی  اثر  بررسی  به  مطالعات  از  برخي 
برنامه های  جهت  که   )Primary( اوليه  تخمك های  سيتوپلاسمی 
 ،)31( اسب  جمله  از  محدود  گونه  چند  در  می روند  کار  به   IVF
 )33( انسان   GV مرحله  کومولوس  فاقد  تخمك های  و   )32( سگ 
پرداخته اند. نتايج اين محققان بيانگر آن است که متعاقب هم کشتی 
تخمك ها در طی بلوغ با سلول های سوماتيك، درصد لقاح و تکوين 

آزمايشگاهی بهبود می يابد.
بر پايه اطلاعات موجود به نظر می رسد، مطالعه حاضر نخستين 
بلوغ  طی   vero سلول های  هم کشتی  اثر  بررسی  جهت  در  مورد 
شرايط  در  نابالغ  COCهای  است.  گاو  تخمك های  آزمايشگاهی 
حضور يا عدم حضور سلول های vero به مدت 24 ساعت کشت و 
سپس تمام زيگوت های فرضی در محيط TCM در حضور سلول های 
vero قرار داده شدند. بنابراين، تنها تفاوت بين دو گروه در روند بلوغ 
در حضور شرايط يا عدم حضور تك لايه سلول های vero نهفته بود 
در  تخمك ها  بلوغ  که  است  آن  مبين  مطالعه  اين  نتايج   .)3 )شکل 
حضور سلول های vero منجر به بهبود توان لقاح و يا ميزان تسهيم 
آنها مي شود و لذا تعداد زيگوت های تسهيم يافته با احتساب تعداد 

تخمك های لقاح يافته افزايش می يابد )شکل 2، جدول 2(.
از گروه  تعداد کلی سلول در جنين های حاصل  نتايج شمارش 
درمان به طور چشم گيری بالاتر از گروه کنترل است. افزون بر اين، 
نسبت ICM/TE در اين گروه بالاتر از گروه کنترل است که مبين 

کيفيت بهتر جنين های توليد شده در گروه درمان است )جدول 3(.
افزايش چشم گير تعداد زيگوت های تسهيم شده در گروه درمان 
يا  هسته ای  بلوغ  بهبود  با  مرتبط  ميتواند  کنترل  گروه  با  مقايسه  در 
در  تفاوتی  هيچ  اينکه  به  توجه  با  ولي  باشد.  تخمك  سيتوپلاسمی 
ميزان بلوغ هسته ای دو گروه مشاهده نشده، نقش بلوغ سيتوپلاسمی 
تکوين جنيني مشخص تر  و  لقاح  ميزان  بهبود  در  درمان  بهتر گروه 
اثر  بررسی  به   )31( همکارانش  و  لي  ارتباط،  همين  در  می شود. 
از  بعد  آنها  توان  بر  اسب  تخمك های  بلوغ  زمان  در  هم کشتی 
نيز  آنها  مشابه  طور  به  پرداختند.  اسپرم  سيتوپلاسمی  داخل  تزريق 
 )MII(II متافاز  مرحله  تخمك های  درصد  در،  چشم گيري  تفاوت 
يا  حضور  شرايط  در   TCM 199 محيط  در  که  تخمك هايی  در 
عدم حضور هم کشتی بالغ شده بودند مشاهده نکردند. به زعم آنان، 
بلوغ  بين  مناسب  تقارن  ايجاد  با  بلوغ تخمك در حضور هم کشتی 
هسته ای و سيتوپلاسمی می تواند تداخل اثر اسپرم-تخمك را بهبود 
پيشنهاد کرده اند  نيز   )34( اورامان  و  بالابان  ترتيب  همين  به  بخشد. 
کننده تري تعيين  اثر  تخمك ها  سيتوپلاسمی  خصوصيات   که 
خارج عوامل  تا  داش��ت  خواهد  آن  بعدی  تکوين  و  لقاح   بر 

اط��راف  فضای  قطبی،  جسم  حضور  قبيل  از  سيتوپلاسمايی 
زوناپلوسيدا تيرگی  و   )perivitelline space(  زرده ای 

)dark zona pelucida(. بنابراين ميزان لقاح بالاتر و نيز کيفيت 
بهتر بلاستوسيت هاي مطالعه حاضر می تواند ناشی از اثر هم کشتی 

بر بلوغ سيتوپلاسمی باشد. 
يکی  عنوان  به   )TCN( جنينی  سلول های  کلی  تعداد 
لانه گزينی از  پ��س  تکوين  ت���وان  م��ع��ي��اره��ای  مهمترين   از 

 )post-implantation developmental capacity(
نتايج  که  آنجا  از   .)35( است  آزمايشگاه  در  شده  توليد  جنين های 

در  شده  بالغ  تخمك های  از  حاصل  جنين های  در  سلولی  شمارش 
از گروه کنترل است مي توان گفت  بالاتر   vero حضور سلول های 
vero می تواند باعث بهبود  که بلوغ تخمك در حضور سلول های 
توان آن برای لقاح و تکوين شود و نيز کنيتيك تکوين جنين بسته 
به سيستم کشت متفاوت خواهد بود. با نگاه به تصوير شماره 2 نيز 
مشخص می شود که در طی مطالعه حاضر، گروه درمان دارای يك 
گروه  با  مقايسه  در  بيشتر  بلاستوسيت های  توليد  برای  نسبی  ميل 

کنترل است هر چند که اين تفاوت چشم گير نيست. 
مفيد  اث��رات  زمينه  در  موجود  متعدد  گ��زارش های  علي رغم 
حيوان،  و  انسان  جنين  تکوين  بر   vero سلول های  هم کشتی 
يکی  نيست.  مشخص  هنوز  اثرات  گونه  اين  القای  دقيق  مکانيسم 
برتوقف  غلبه  به  مربوط  زمينه  اين  در  پيشنهادي  مکانيسم هاي  از 
معمولا  که   )36( است   )Developmental block( تکاملی 
پستانداران  اکثر  جنين  آزمايشگاهی  تکوين  اول  دوره های  طی  در 
واسطه  به  است  ممکن  تکاملی  ايست  اين   .)37  ،7( ميافتد  اتفاق 
از طريق خنثی سازی و سم زدايی  يا  و  فاکتورهای رشد جنين  ترشح 
به نظر می رسد  بنابراين،  محيط کشت توسط هم کشتی باشد )38(. 
گرديده  شده  مشاهده  کليواژ  ميزان  افزايش  باعث  مذکور  مکانيسم 
داده اند  نشان   )33( و همکارانش  ويلن  است. جالب آن که جانسن 
هم کشتی با سلول های vero می تواند باعث بهبود بلوغ آزمايشگاهی 
در  واقع  انسانی   )Cumulus-free( کومولوس  فاقد  تخمك های 
مرحله GV شود. تحقيقات مختلف بيانگر آن است که سلول های 
 vero در توليد و رهاسازی اينترلوکين، فاکتور رشد مشتق از پلاکت

 ،)Platelet Derived Growth Factor: PDGF( 
)Leukemia Inhibitory Factor: LIF( و نيز فاکتور رشد شبه 
انسولين )Insulin–Like Growth Factor: ILGF( نقش داشته 
)17( و  نيز COC گاو همانند جنين آن گيرنده هايی برای انسولين،  
IGF-2R ،IGF-1 و فاکتور رشد اپيدرمی دارد )36(. همچنين در 
گونه هايی از پستانداران از قبيل موش، رت، خرگوش، خوک و گاو 
تنظيم بلوغ تخمك توسط فاکتورهای رشد شرح داده شده است )39(. 
دوزيستان  تخمك های  بلوغ  تحرک  باعث   IGF-I راستا  همين  در 
 ،40( گاو  تخمك  آزمايشگاهی  لقاح  و  بلوغ  بهبود   ،)Xenopus(
41( و نيز تحريك تکوين بلاستوسيست خرگوش )42( می شود. اين 
دارد.  سيتوپلاسمی تخمك ها  و  بلوغ هسته ای  در  مهمی  نقش  ماده 
با معيارهای تسهيم  بلوغ سيتوپلاسمی و هسته ای  اين مطالعات،  در 
لذا  بود )42(.  ارزيابی شده  پارتنوژنيك و شکل گيری بلاستوسيست 
می توان گفت که فاکتورهای رشدی از قبيل IGF-1 و فاکتور رشد 
نيز هسته ای در  بلوغ سيتوپلاسمی و  بهبود  باعث  تواند  اپيدرمی می 

بسياری از گونه ها از جمله تخمك های گاو شود. 

نتيجه گيری
نتايج حاصله در مجموع مويد آن است که استفاده از سلول هاي 
توليد  و  گاو  تخمك هاي  بلوغ  براي  مناسب  روش  يك   vero
هم کشتي  که  است  آن  مولف  اعتقاد  است.  مرغوب  جنين هاي 
ايجاد مسيرهاي  با   vero با سلول هاي  نابالغ گاو  اوليه تخمك هاي 
بيشتر  تعداد  احتساب  با  جنيني  کيفيت  بهبود  به  منجر   خاص 
سلول هاي ICM در مقايسه به TE مي شود. همچنين ارزيابي قابليت 
و   )Implantation( لانه گزيني   ،)Transferability( انتقال 
آبستني متعاقب انتقال جنين هاي حاصله از تخمك هاي بالغ شده در 
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حضور سلول هاي vero مي تواند راهبردي باشد.

تقدير و تشكر
انجام  رويان  پژوهشکده  مالي  حمايت  از  استفاده  با  مطالعه  اين 

به روان دکتر سعيد کاظمي آشتياني،  مولفين ضمن درود  پذيرفت. 
پشتيباني  محترم  معاون  وثوق  احمد  دکتر  بي دريغ  کمك هاي  از 

پژوهشکده رويان قدرداني مي کنند.

References
1. Brackett BG, Bousquet D, Boice ML, Donawick  
WJ, Evans JF, Dressel MA.  Normal  development 
following in vitro fertilization in the cow. Biol Reprod, 
1982; 27: 147-158
2. Khurana NK, Niemann H. Effects of oocyte 
quality, oxygen tension, embryo density, cumulus 
cells and energy substrates on cleavage and 
morula/blastocyst formation of bovine  embryos. 
Theriogenology, 2000; 54: 741-756 
3. Kreysing U, Nagai T, Niemann H. Male dependent 
variability of fertilization and embryo development 
in two bovine in vitro fertilization systems and the 
effects of casein phosphopeptides (CPPs). Reprod 
Fertil Dev, 1997; 9: 465-474
4. Krisher RL, Lane M, Bavister BD. Developmental 
competence and metabolism of bovine  embryos 
cultured in semi-defined and defined culture media. 
Biol Reprod, 1999; 60: 1345-1352
5. Wright RW Jr, Elington J. Morphological and 
physiological differences between in vivo and in 
vitro produced preimplantation  embryos from 
livestock species. Theriogenology, 1995; 44: 1167-
1189
6. Thompson JG, Sherman ANM, alen Nw, Mc 
Gowan LT, Tervit HR. Total protein content and 
protein synthesis within pre-elongation stage bovine 
embryos. Mol Reprod Dev, 1998; 50: 139-145
7. Bavister BD. Culture of preimplantation embryos: 
facts and artifacts. Hum Reprod Update, 1995; 1: 
91-148
8. Abdoon ASS, Kandil OM, Otoi T, Suzuki T. 
Influence of oocyte quality, culture media and 
gonadotropins on cleavage rate and development 
of in vitro fertilized buffalo embryos. Anim Reprod 
Sci, 2001; 65: 215-223
9. Myers MW, Broussard JR, Menezo Y, prough 
SG, Blackwell J, Jodke RA, Thibodeaux JK. 
Established cell lines and their in vitro conditioned 
media support bovine embryo development during 
in-vitro culture. Hum Reprod, 1994; 9(10): 1927-
1931
10. Menezo YJ, Sakkas D, Janny L. Co-culture of 
the early human embryo: factors affecting human 
blastocyst formation in vitro. Microsc Res Tech, 
1995; 32: 50-56 
11. Fong CY, Bongso A. Comparison of human 
blastulation rates and total cell number in sequential 
culture media with or without co-culture. Hum 
Reprod, 1999; 14: 774-781
12. Camous S, Heyman Y, Meziou W, Menezo Y. 
Cleavage beyond the block stage and  survival 
after transfer of early bovine embryos cultured with 

trophoblastic vesicles. J  Reprod  Fertil, 1984; 72: 
479-485
13. Gardner DK, Schoolcraft WB, Wagley L, 
Schlenker T, Stevens J, Hesla J. A prospective  
randomized trial of blastocyst culture and transfer 
in in-vitro fertilization. Hum Reprod, 1998; 13: 
3434–3440
14. Ellington JE, Carney EW, Farrell PB, Simkin ME, 
Foote RH. Bovine 1-2 –cell embryo development 
using a single medium in three oviduct epithelial 
cell co-culture systems. Biol Reprod, 1990; 43: 97-
104 
15. Menezo YJR, Guerin JF, Czyba JC. Improvement 
of human early embryo development in 
vitro by co-culture on monolayers of vero cells. Biol 
Reprod, 1990; 42: 301-306
16. Rief S, Sinowatz F, Stojkovic M, Einspainer R, 
Wolf E, Prelle K. Effect of a   novel co-culture system 
on development, metabolism and gene expression 
of bovine embryos produced in vitro. Reproduction, 
2002; 124: 543-556
17. Joo BS, Kim MK, Na YJ, Moon HS, Lee KS, 
Kim HD. The mechanism of action of co-culture 
on embryo development in the mouse model: 
direct  embryo- to-cell contact and the removal 
of deleterious components. Fertil Steril, 2001; 72: 
193-199
18. Kim YB, Ahn SH, Chang DY, Chung KN, Koh 
JW. Vero cell co-culture counteracts the detrimental 
effects of hydrosalpinx fluid on the development of 
mouse embryos in vitro. J Korean med sci, 2002; 
17: 217-219
19. Maeda J, Kotsuji F, Negami A, Kamitani N, 
Tominaga T. In vitro development of bovine embryos 
in conditioned media from bovine granulosa cells 
and vero cells cultured in exogenous protein and 
amino acid-free chemically defined human tubal 
fluid medium. Biol Reprod, 1996; 54: 930-936
20. Lee YL, Xu JS, Chan ST, Ho PC, Yeung WS. 
Vero cells, but not oviductal cells, increase the 
hatching frequency and total cell count of mouse 
blastocysts partly by changing energy  substrate 
concentrations in culture medium. J Assist Reprod 
Gen, 2001; 18(10): 566-574
21. Menck MC, Guyader-Joly C, Peynot N, Le 
Bourhis D, Lobo RB, Renard JP, Heyman Y. 
Beneficial effects of vero cells for developing IVF 
bovine eggs in two different co culture systems. 
Reprod Nutr Dev, 1997; 37: 141-150
22. Duszewska AM, Reklewski Z, Pienkowski M, 
Karasiewicz J, Modlinski JA. Development of bovine 
embryos on vero/BRL cell monolayers (mixed co-

   Yakhteh Medical Journal, Vol 9, No 4, Winter 2008
         246246

بلوغ آزمايشگاهی تخمک گاو در حضور هم كشتی



culture). Theriogenology, 2000; 54: 1239-1247
23. Pegoraro LMC, Thuard JM, Delalleau N, 
Guerin B, DeschampsJC, Marquant-Le- Guienne 
B, Humblot P. Comparison of sex ratio and cell 
number of IVM-IVF bovine blastocysts co-cultured 
with bovine oviduct epithelial cells or with vero cells. 
Theriogenology, 1998; 49: 1579-1590
24. Izadyar F, Colenbrander B, Bevers MM. In vitro 
maturation of bovine oocytes in the presence of 
Growth hormone accelerates nuclear maturation 
and promotes subsequent embryonic development. 
Mol reprod dev, 1996; 45: 327-377
25. Mori C, Hashimoto H, Hoshino K. Fluoresence 
microscopy of  nuclear DNA in oocytes and zygotes 
during in vitro fertilization and development of early 
embryos in mice. Biol Reprod, 1988; 39: 737-742
26. Parrish JJ, Susko-Parrish JL, Liebfried-Rutledge 
ML, Critser ES, Eyestone WH, First NL. Bovine 
in vitro fertilization with frozen-thawed semen. 
Theriogenology, 1986; 25: 591-600
27. Thouas GA, Korfiatis NA, French AJ, Jones GM, 
Trounson AO. Simplified technique for differential 
staining of inner cell mass and Trophectoderm cells 
of mouse and bovine blastocysts. Reprod Biomed 
Online (web paper), 2001; 149: 25-29 
28. Turner K, Lenton EA. The influence of vero 
cell culture on human embryo development and 
chorionic gonadotrophin production in vitro. Hum 
Reprod, 1996; 11: 1966-1974
29. Lysdahl H,Gabrielsen A, Minger SL, et al. 
Derivation and characterization of four new human 
embryonic  stem cell lines: the Danish experience. 
Reprod BioMed Online, 2006; 12: 119-126
30. Rodriguez CI, Galan A, Valbuena D, Simon C. 
Derivatin of clinical-grade human embryonic stem 
cells. Reprod BioMed Online, 2006; 12: 112-118
31. Li X, Morris HA, Allen WR. Influence of co-culture 
during maturation on the developmental potential of 
equine oocytes fertilized by intracytoplasmic sperm 
injection (ICSI). Reproduction, 2001; 121: 925-932
32. Hewitt DA, England GCW. Synthetic oviductal 
fluid and oviductal cell  co-culture for canine oocyte 
maturation in vitro. Anim Reprod Sci, 1999; 55: 63-
75
33. Janssenswillen C, Nagy ZP, Van Steirteghem 
A. Maturation of human cumulus-free germinal 

vesicle-stage oocytes to metaphase II by co-culture 
with monolayer of vero cells. Hum Reprod, 1995; 
10(2): 375-378
34. Balaban B, Urman B. Effect of oocyte morphology 
on embryo development and implantation. Reprod 
BioMed Online, 2006; 12: 608-615
35. Brinsko SP, Ball BA, Miller PG.  In vitro 
development of day 2 embyos obtained from young, 
fertile mares and aged, subfertile mares. J Reprod 
Fertil, 1994; 102: 371-378
36. Chen HF, Ho HN, Chen SU, Chao Kh, Lin HR, 
Huang SC, Lee TY, Yang YS. Peptides  extracted 
from Vero cell cultures overcomes the blastocyst 
block of mouse embryos in a serum-free medium. J 
Assist Reprod Gen, 1994; 11(3): 165-171 
37. Carnegie JA, Morgan JJ, McDiarmid N, 
Durnford R. Influence of protein supplements on the 
secretion of leukemia inhibitory factor by mitomycin-
pretreated vero cells: possible  application to the 
in vitro production of bovine blastocysts with high 
cryotolerance.  J Reprod Fertil, 1999; 117: 41-48
38. Schillaci R, Ciriminna R, Cefalu E. Vero cell 
effect on in-vitro human blastocyst development: 
preliminary results. Hum Reprod, 1994; 9: 1131-
1135
39. Lorenzo PL, Illera MJ, Illera JC, Illera M. 
Enhancement of cumulus expansion and nuclear 
maturation during bovine oocyte IVM with the 
addition of epidermal growth factor and insulin-like 
growth factor-1. J Reprod Fertil, 1994; 101: 697-
701
40. Herrler A, Lucas-Hann A, Niemann A. Effects of 
insulin-like growth factor-I on in vitro production of 
bovine embryos. Theriogenology, 1992; 37: 1213-
1224 
41. Lorenzo PL, Illera MJ, Sanchez J, Silvan G, 
Illera JC, Illera M. Bovine oocyte maturation and 
fertilization in vitro with growth factors and estrous 
cow serum. Theriogenology, 1993; 39: 262 
42. Carneiro G, Lorenzo P, Pimentel C, Pegoraro L, 
Bertolini M, Ball B, Anderson G, Liu I. Influence of 
Insulin-Like Growth Factor-I and Its Interaction with 
Gonadotropins, Estradiol, and  Fetal Calf Serum on 
In Vitro Maturation and Parthenogenic Development 
in Equine Oocytes.Biol Reprod, 2001; 65: 899-905

247 247      فصلنامه پزشکی ياخته، سال نهم، شماره 4، زمستان 86

نصراصفهانی و همکاران


