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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 هم‌کشتی سلول‌های vero بر روی توان تکامل آزمايشگاهی تخمك‌های نابالغ گاو

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

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

* يافته‌ها: درصد كليواژ تخم‌کهايی که در حضور سلول‌های vero بالغ شده‌اند 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 چشم‌گيری نبود. همچنین تعداد سلول های توده داخلی، 

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

برای تسهيم )کليواژ( و توليد بلاستوسيست‌های با کيفيت بالاتر افزايش می‌دهد. 

كليد‌واژگان: سلول‌های Vero، کليواژ، تخم‌کهای گاو، کيفيت بلاستوسيست

مقدمه
 )IVF( از زمان تولد اولين گوساله حاصل از لقاح آزمايشگاهی
در سال 1981 )1(، پيشرفت‌های شايانی در تکامل تکني‌کهای توليد 
آزمايشگاهی جنين‌های 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(
جنين‌های حاصله از IVF، از لحاظ مورفولوژيک، حساسيت بالاتر 
به شوک سرما و ميزان لانه‌گزينی و ابقا، پايين‌تر از جنين‌های توليد 

شده به روش طبيعی )In vivo( است )5، 6(.
پروتئين،  منبع  تخمک،  کيفيت  قبيل  از  گوناگونی  عوامل 
سلول‌های سوماتيک، محيط کشت، ميزان اکسيژن، تعداد جنين‌ها 
در واحد کشت )تراکم جنين( و منبع انرژی ممکن است بر کيفيت 
ماقبل لانه‌گزينی جنين و توان تکامل بعدی آن اثر داشته باشند )2، 

.)8 ،7
هم‌کشتی )Co culture( از جمله روش‌هايي است که به دليل 
ضعف محيط‌های کشت ساده در حمايت از تکوين جنين در مرحله 
حيوانات  آزمايشگاهی  توليد  جهت   ،)9-11( لانه‌گزينی  و  کليواژ 
)12( و حتی انسان، همچنین تا پيش از گسترش محيط‌های کشت 
به   ،)13( ناباروری  درمان‌هاي  بهبود  جهت   )Sequential( متوالی 
بوده  استفاده  مورد  جنين  آزمايشگاهي  سيستم كشت  بهترين  عنوان 

متوالي كشت جنين موجب  و گسترش محيط‌هاي  ابداع  اما  است. 
كاهش استفاده از سيستم همك‌شتي شده است.

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

است )14-16(.
فاکتورهای  ترشح  می‌توان  هم‌کشتی  سیستم  مزايای  جمله  از 
محرک رشد همچون مواد مغذی، سوبستراهای گوناگون، فاکتورهای 
رشد و سايتوکاين، حذف مواد سمی از محيط کشت توسط سلول‌های 
انواع  بر همين اساس  برد )17، 18(.  نام  را  موجود در لايه هم‌کشتی 
گرانولوزا سلول‌های  نظیر  سوماتيک،  سلول‌های  از   گوناگونی 

 ،)Oviductal cells( اويداکتی   ،)Granulose cells(
آندومتر  فيبروبلاستی  سلول‌های   ،)Uterine cells( رحمی 
 ،)Bovine endometrial fetal fibroblast cells( گاو  جنين 
آفريقايی سبز  ميمون  کليه  اپی‌تليال  يا   vero  سلول‌های 

 ،(Vero cells: African green monkey kidney epithelial cells)
این سیستم استفاده می‌شوند )19، 20(. از همه اين سلول‌ها به عنوان 
لايه تغذيه کننده )Feeder cells( استفاده شده است که به عنوان 
گاو زيگوت‌های  آزمايشگاهی  تکوين  بهبود  به  قادر   هم‌کشتی 

اين  فاقد  کشت  محيط‌های  با  مقايسه  در   )bovine zygotes(
سبز  ميمون  کليه  از  که   vero سلول‌های   .)21( هستند  سلول‌ها 
دارای  شده‌اند  مشتق   )Cercopithecus aethiops( آفريقايي 
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توده‌های  آزمايشگاه،  در  ش��د.  داده  انتقال  آزمايشگاه  به  ب��ود 
شفاف  فوليکول‌های  از   )COCs( اووسيت  کومولوس-  سلول‌های 
تنها  شدند.  آسپيره  ميلي‌متر   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 )ميلي‌ليتر بر  ميكروگرم  بلوغ، که حاوی )100  نيز محيط   و 
ميلي‌‌ليتر( بر  ميكروگرم   1( LH و  ميلي‌ليتر(  بر  ميكروگرم   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 
سلول‌های  مونولاير  حاوی  بلوغ  محيط  ميكروليتر   100 در  ساعت 
رطوبت،  درصد   90 شرايط  در  )كنترل(  آن  فاقد  يا  و  )درمان(   vero
طرح  اين  شد.  داده  کشت   Co2 درصد   5 و  سانتي‌گراد  38/6درجه 

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

تعيين وضعيت بلوغ
تخم‌کهای از  بعضی  هسته‌ای  وضعيت  بلوغ،  دوره  پايان   در 
DAPI رن���گ‌آم���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  سلول‌های  از  ورتکس  دقيقه 
گلوتارآلدئيد 2/5درصد )w/v( برای مدت 15 دقيقه فيکس شدند. 
شدند  داده  شستشو   PBS در  سپس  شده  فيکس  تخم‌کهای 
رنگ‌آميزی   )w/v( 2/5درص��د  غلظت  واجد   DAPI رنگ  با  و 
هسته‌ای  وضعيت  گرفتند.  قرار  نظر  مورد  اسلایدهای  روی  و  شدند 
با استفاده از ميکروسکوپ فلورسنت  تخم‌کهای رنگ‌آميزی شده 
 ارزيابی و مطابق روش موري و همکاران )25( در يكي از وضعيت‌هاي
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 هسته‌ای تخمک ثبت شد.

آماده‌سازی اسپرم و انجام لقاح آزمايشگاهی
گاو  دو  منجمد  سيمن  ويال‌های  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  قطره‌های 200  به  تايی  تا 30  گروه‌های 25 
از متشکل  لقاح  محيط  شدند.  منتقل  مينرال  روغن  با  شده   پوشيده 

 Penicillamine با  ش��ده  غنی‌سازی   )26(  ‌Fert-TALP
  Epinephrine ،)10 ميكرومولار( Hypotaurine ،)20ميكرومولار(

)1 ميكرومولار(  و Heparin )0/56 ميكرومولار بر ميلي‌ليتر( بود. 
اسپرم‌های  سانتي‌گراد،  37درجه  آب  در  سيمن  ذوب  از  پس 
Swim up جداسازی و در غلظت  از تکنيک  استفاده  با  متحرک 
نهايی 106×10 ميلي‌ليتر به قطره‌های لقاح افزوده شدند. مجموعه اسپرم 
سانتي‌گراد، درجه  شرايط38/5  در  ساعت   20 مدت  به  تخم‌کها   و 

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

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

حضور سلول‌های vero بالغ شده بودند انجام پذيرفت. 

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

)St. Louis, MO, USA( تهيه شد.

محيط‌های کشت
و  تخم‌کها  بلوغ  ب��رای  استفاده  م��ورد  کشت  محيط‌های 
کشت محيط  اس��اس  بر  زيگوت‌ها  آزمايشگاهی  تکوين   نيز 

(Tissue Culture Medium 199: TCM 199) غنی‌سازی 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  هورمون‌های  با   TCM 199
ميلي‌ليتر( بر  ميكروگرم   10(  LH ميلي‌ليتر(،  بر  ميكروگرم   10( 

شد  تکميل  ميلي‌ليتر(  بر  گرم  )1ميكرو   17-β-estradiol  و 
.)4 ،3 ،1(

Vero تهيه و نگهداری مونولاير سلول‌های
از  شده  )تهيه   vero سلول‌های  حاوي  ويال‌هاي  ذوب  از  پس 
پژ‍وهشكده رويان(، سلول‌های حاصله درون فلاس‌کهای 25 سانتي‌متر 
مربع )فالکون( حاوی محيط TCM 199 در غلظت 106×1 ميلي‌ليتر 
و در شرايط 38/5 درجه سانتي‌گراد، 5درصد CO2 و رطوبت ماکزيمم 
 )Confluency( سلولی  تراکم  ايجاد  از  بعد  شدند.  داده  کشت 
سلول‌هايي  و  کشت  محيط  کشت،  از  بعد  چهارم  تا  سوم  روز  در 
انجام  با  و  شدند  حذف  بودند  نچسبيده  فلاسک  کف  به  که 
 تريپسينازسيون )Trypsinization( با استفاده از ترکيب 25درصدی

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

و تعويض )Refresh( شد.

دست یابی به تخمک ها و انجام بلوغ آزمايشگاهی
کشتارگاه  يک  از  گاو  تخمدان‌های  کشتار،  از  بعد  بلافاصله 
درجه   30( 0/9درصد  سالين  نرمال  محلول  در  و  جمع‌آوری  محلی 
ميلي‌ليتر  بر  ميلي‌گرم   100( آنتی‌بيوتيک  حاوی  که  سانتي‌گراد( 
 )Penicilin 100 واحد بين‌المللي بر ميلي‌ليتر ،Streptomycin
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5 درصد CO2 و رطوبت ماکزيمم انکوبه شدند.

)In-vitro culture( کشت آزمايشگاهی
از آنجا که مشاهده پيش‌هسته‌ها )pronucleus( درتخم‌کهای 
لقاح يافته گاو به دليل گرانولاسيون فوق‌العاده سيتوپلاسم امکان‌پذير 
نیست، تمام زيگوت‌های فرضی حاصل از تخم‌کهای بالغ شده در 
حضورvero يا عدم حضور )کنترل( سلول‌های vero جهت بررسی 
تسهيم )کليواژ( عاری از توده سلول‌های کومولوس متسع خود شدند. 
محيط در  گروه  دو  هر  فرضی  زيگوت‌های  تمامی  شستشو  از   پس 

شرايط  در   vero سلول‌های  حاوی   TCM 199+FCS10درص��د
،CO2 درصد   5 سانتي‌گراد،  38/6درج��ه  دمای  رطوبت،   90درص��د 

5 درصد O2 کشت داده شدند. در طول دوره کشت، جنين‌ها به صورت 
روزانه به ديش‌های جديد حاوی سلول‌های vero انتقال داده مي‌شدند. 
که  بار  هر  می‌رسد  نظر  به  که  بود  خاطر  اين  به  روزانه  انتقال   اين 
 )Trypsinization( در معرض شوک تريپسينه شدن vero سلول‌های
غيراختصاصی استرسي  پروتيين‌های  ي‌کسری  بگيرند   ق��رار 

آزاد می‌کنند که اثرات مفيدی بر توانايی بقا جنين‌ها دارد )18(.

ارزيابی جنين‌ها
تمامی زيگوت‌های فرضی برای يک دوره 9-8 روزه )روز لقاح= روز 
صفر( در حضور سلول‌های vero و در شرايط 38/6درجه سانتي‌گراد، 
O2 و رطوبت 90درصد کشت داده شدند.  CO2، 5 درصد  5 درصد 
 ،8 ،4 ،2 (Cleaved) پيشرفت جنين‌ها روزانه به صورت تسهيم يافته
اوليه،  16/8 سلولی، مورولا، کامپكت )Compact(، بلاستوسيست 

متسع، در حال شکوفايی و شکوفا ثبت مي‌شد.

رنگ‌آميزی افتراقی جنين‌ها 
بعضی  سلول‌های  تعداد  نهم(،  )روز  جنين  دوره کشت  پايان  در 
از  استفاده  با  گروه  دو  هر  يافته  تکامل  کاملا  بلاستوسيست‌های  از 
رنگ‌آميزی افتراقی و بر اساس روش توآس و همکارانش )27( مورد 

ارزيابی قرار گرفت.
 30 م��دت  ب��ه  اب��ت��دا  بلاستوسيست‌ها،  خ�الص��ه،  ط��ور  ب��ه 
و   100× تريتون  1درص��د  محلول  از  ميكروليتر   500 در  ثانيه 
و انکوبه  ميلي‌ليتر  بر  ميكروگرم   100  propidium iodide 

حاوی  اتانول  100درص��د  محلول  از  ميكروليتر   500 درون  بلافاصله 
bisbenzimide (Hoechst 33258) 25ميكروگرم بر ميلي‌ليتر 

در دمای 4درجه سانتي‌گراد به مدت يک شب قرار داده شدند.
جنين‌هايی که به روش فوق تثبيت و رنگ‌آميزي شده بودند روی 
لام‌های شيشه‌ای که حاوی يک قطره گليسرول بود قرار داده شد و به 
آرامی با يک لامل به حالت پهن شده در آمدند. سپس تعداد سلول‌ها 
فيلترها   Excitation )قدرت  فلورسنت  ميکروسکوپ  از  استفاده  با 

برای سلول‌هايی که به رنگ آبی بودند 460 نانومتر و برای قرمز 560 
نانومتر است( )شكل 1(.

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

معنی‌دار  تفاوت  و  بررسی   SPSS نرم‌افزار  توسط   chi-square
بين گروه‌ها در p≤ 0/05 درصد محاسبه شد.

يافته‌ها
آزمون 1: مقايسه وضعيت کروماتين تخمک‌های بالغ شده در 

حضور سلول‌های vero و گروه کنترل
اين نتايج که در جدول 1 خلاصه شده است، بيانگر نبود اختلاف 
تخم‌کهای  درصد  در  درصد(   p≤  0/05  Chi-square( معنی‌دار 
گروه  دو  بين   MII, MI, GVBD, GV مراحل  در  واق��ع   بالغ 

است.  

جدول 1 : وضعيت هسته‌اي تخمک‌هاي بالغ شده در حضور يا عدم حضور 
triton X-100/DAPI.  نتايج سه  vero با استفاده از رنگ‌آميزي  سلول‌هاي 
ابتدای شروع  )مراحل   GVBD بلوغ(،  GV )عدم رخداد  ارائه شده است.  تكرار 
)بلوغ کامل هسته‌ای اووسيت(.   MII MI )مرحله ميانی بلوغ( و  روند بلوغ(، 

)p≤ 0/05( نتايج هيچ اختلاف معني‌داري را بين گروه‌ها نشان نمي‌دهد

بلوغ در وضعيت هسته‌اي
GV
(%)

GV
BD
(%)

MI
(%)

MII
(%)

حضور 
vero سلول‌هاي

2/25 3/75 5 89

عدم حضور 
vero سلول‌هاي

2/1 3 7/4 87/5

آزمون 2: توان تکامل تخمک‌های بالغ شده در شرایط حضور يا 
vero عدم حضور سلول‌های

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

بوده‌اند نشان می دهد. 
تسهيم روز دوم کشت  ميانگين  بيانگر آن است که  نتايج  اين 
جنينی در تخم‌کهايی که در حضور سلول‌های vero بالغ شده‌اند 
به طور معني‌داري 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 سلول‌های  COCهای  در  تکوين جنين 
نبود  معني‌دار  تفاوت‌ها  اين  هر جند که  بود.  کنترل  از گروه  بيشتر 

)شكل 2(.

vero های بالغ شده در شرایط حضور یا عدم حضور سلول هایCOC جدول 2: درصد کلیواژ، تعداد کلی بلاستوسیست و بلاستوسیست های شکوفا حاصل از

بلوغ در تعداد زیگوت های 
فرضی

کلیواژ
(%±SD)

کلیواژ/تعداد بلاستوسیست 
(%±SD)

کلیواژ/تعداد جنین 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  سلول‌های  کلی  ت��ع��داد  محاسبه  ب��ا  گ��روه  دو  ه��ر   در 
)Total cell number: TCN( حاصل از مجموع تعداد سلول‌های 

توده داخلی )ICM( و تروفکتودرم )TE( بررسی شد.
همان‌گونه که در جدول 3 ديده می‌شود تعداد سلول‌های ICM و 
نيز TE در جنين‌های حاصله از تخم‌کهايی که در حضور سلول‌های 
vero بالغ شده بودند بالاتر از گروه کنترل است. جالب توجه آن که 
نسبت ICM/TE و نيز درصد ICM/TCN بلاستوسيت‌های متسع 
بالغ شده در  COCهای  نهم کشت جنين( در  )روز  نيز شكوفا0  و 

حضور سلول‌های vero بالاتر از گروه مقابل است.

تصوير 2: مراحل مختلف پيشرفت جنيني، پس از بلوغ آنها در شرایط 
حضور و يا عدم حضور سلول‌هاي 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 سلول‌های   )Monolayer( لاي��ه  ت��ک 
بر  آن  مفيد  اث��رات  دليل  به  نيز  و  کشت  و  یابی  دست  سهولت 
آزمايشگاهی  تکامل  توان  افزايش  جهت  فراوانی  به  جنين،  رشد 
اين،  هم‌کشتی جنين يک  بر  افزون  به کار رفته است )28(.  جنين 
 .)16( است  اقتصادی  مقاصد  با  جنين  توليد  برای  مناسب  سيستم 
حاصله  ماتريکس  روی  نيز  جنينی  بنيادی  سلول‌های  همچنين 
راستا  همين  در  می شوند.  داده  کشت  فيبروبلاست  سلول‌های  از 
شده  غيرفعال  سلول‌های  روی  بر  انسان  بنيادی  سلول‌های  رده  اولين 
کننده  تغذيه  سلول‌های  عنوان  به  که  موش  جنين   فيبروبلاست 
اين   .)29( شد  داده  کشت  بودند  شده  استفاده   )Feeder cells(
سلول‌های تغذيه کننده محيطی ايده‌آل برای رشد و نگهداری سلول‌های 
سم‌زدايی  ضمن  که،  چرا  می کنند.  توليد  انسان  جنينی  بنيادی 
پروتئين‌های  ترشح  به  قادر  کشت،  محيط   )Detoxification( 

 

جدول 3: تعداد سلول های توده داخلی )ICM(، تروفکتودرم )TE( و تعداد کلی سلولی )TCN( در بلاستوسیست های )Bis( حاصل از بلوغ تخمک ها در شرایط 
حضور یا عدم حضور سلول های vero روز نهم بعد از لقاح

متسع یافته/بلاستوسیست در حال اتساع درمان ها شکوفا/بلاستوسیست در حال شکوفا

vero سلول عدم حضور حضور عدم حضور حضور

تعداد بلاستوسیست 20 22 19 25

تعداد کل 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 يك جنين بلاستوسيست شكوفا )A( :1 تصوير
در روز نهم، كه بر روي سلول‌هاي Vero كشت داده شده است. پيكان 
سفيد نشان‌دهنده inner cell mass است. )B( تصويري از همان 
Triton X-100/propidium iodide و  جنين كه با استفاده از 

Ethanol/Hoechst رنگ‌آميزي افتراقي شده است.

تعداد  نيز  و  بلاستوسيست‌ها  تعداد  کلی  درصد  نهم،  روز  در 
ترتيب  به  درمان  از گروه  و شکوفا حاصل  متسع  بلاستوسيست‌های 
غيرمعني‌داري  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 
می‌رسد که بلوغ تخم‌کهای گاو در حضور سلول‌های vero توان 

لقاحی آنها را افزايش داده است.

طی  در   vero سلول‌های  کشتی  ه��م  اث��ر   :3 آزم���ون 
داخلی ت��وده  سلول‌های  تعداد  بر  گاو  تخمک‌های   بلوغ 
سلول‌های  کل  تعداد  و  تروفکتودرم   ،)Inner Cell Mass(

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

و  هسته‌ای  بلوغ  بر  هم‌کشتی  اثر  بررسی  به  مطالعات  از  برخي 
برنامه‌های  جهت  که   )Primary( اوليه  تخم‌کهای  سيتوپلاسمی 
 ،)31( اسب  جمله  از  محدود  گونه  چند  در  می‌روند  کار  به   IVF
 )33( انسان   GV مرحله  کومولوس  فاقد  تخم‌کهای  و   )32( سگ 
پرداخته‌اند. نتايج اين محققان بيانگر آن است که متعاقب هم‌کشتی 
تخم‌کها در طی بلوغ با سلول‌های سوماتيک، درصد لقاح و تکوين 

آزمايشگاهی بهبود می‌يابد.
بر پايه اطلاعات موجود به نظر می رسد، مطالعه حاضر نخستين 
بلوغ  طی   vero سلول‌های  هم‌کشتی  اثر  بررسی  جهت  در  مورد 
شرایط  در  نابالغ  COCهای  است.  گاو  تخم‌کهای  آزمايشگاهی 
حضور يا عدم حضور سلول‌های vero به مدت 24 ساعت کشت و 
سپس تمام زيگوت‌های فرضی در محيط TCM در حضور سلول‌های 
vero قرار داده شدند. بنابراين، تنها تفاوت بين دو گروه در روند بلوغ 
در حضور شرایط يا عدم حضور تک لايه سلول‌های vero نهفته بود 
در  تخم‌کها  بلوغ  که  است  آن  مبين  مطالعه  اين  نتايج   .)3 )شكل 
حضور سلول‌های vero منجر به بهبود توان لقاح و يا ميزان تسهيم 
آنها مي‌شود و لذا تعداد زيگوت‌های تسهيم يافته با احتساب تعداد 

تخم‌کهای لقاح يافته افزايش می‌يابد )شكل 2، جدول 2(.
از گروه  تعداد کلی سلول در جنين‌های حاصل  نتايج شمارش 
درمان به طور چشم‌گيری بالاتر از گروه کنترل است. افزون بر اين، 
نسبت ICM/TE در اين گروه بالاتر از گروه کنترل است که مبين 

کيفيت بهتر جنين‌های توليد شده در گروه درمان است )جدول 3(.
افزايش چشم‌گير تعداد زيگوت‌های تسهيم شده در گروه درمان 
يا  هسته‌ای  بلوغ  بهبود  با  مرتبط  میتواند  کنترل  گروه  با  مقايسه  در 
در  تفاوتی  هيچ  اينكه  به  توجه  با  ولي  باشد.  تخمک  سيتوپلاسمی 
ميزان بلوغ هسته‌ای دو گروه مشاهده نشده، نقش بلوغ سيتوپلاسمی 
تکوين جنيني مشخص‌تر  و  لقاح  ميزان  بهبود  در  درمان  بهتر گروه 
اثر  بررسی  به   )31( همکارانش  و  لي  ارتباط،  همين  در  می‌شود. 
از  بعد  آنها  توان  بر  اسب  تخم‌کهای  بلوغ  زمان  در  هم‌کشتی 
نيز  آنها  مشابه  طور  به  پرداختند.  اسپرم  سيتوپلاسمی  داخل  تزريق 
 (MII)II متافاز  مرحله  تخم‌کهای  درصد  در،  چشم‌گيري  تفاوت 
يا  حضور  شرایط  در   TCM 199 محيط  در  که  تخم‌کهایی  در 
عدم حضور هم‌کشتی بالغ شده بودند مشاهده نكردند. به زعم آنان، 
بلوغ  بين  مناسب  تقارن  ايجاد  با  بلوغ تخمک در حضور هم‌کشتی 
هسته‌ای و سيتوپلاسمی می‌تواند تداخل اثر اسپرم-تخمک را بهبود 
پيشنهاد کرده‌اند  نيز   )34( اورامان  و  بالابان  ترتيب  همين  به  بخشد. 
کننده‌تري تعيين  اثر  تخم‌کها  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(  زرده‌ای 

)dark zona pelucida(. بنابراين ميزان لقاح بالاتر و نيز کيفيت 
بهتر بلاستوسيت‌هاي مطالعه حاضر می تواند ناشی از اثر هم‌کشتی 

بر بلوغ سيتوپلاسمی باشد. 
يکی  عنوان  به   )TCN( جنينی  سلول‌های  کلی  تعداد 
لانه‌گزينی 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  جنين‌های 

در  شده  بالغ  تخم‌کهای  از  حاصل  جنين‌های  در  سلولی  شمارش 
از گروه کنترل است مي‌توان گفت  بالاتر   vero حضور سلول‌های 
vero می تواند باعث بهبود  که بلوغ تخمک در حضور سلول‌های 
توان آن برای لقاح و تکوين شود و نيز کنيتيک 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 يک 
گروه  با  مقايسه  در  بيشتر  بلاستوسيت‌های  توليد  برای  نسبی  ميل 

کنترل است هر چند که اين تفاوت چشم‌گير نيست. 
مفيد  اث��رات  زمينه  در  موجود  متعدد  گ��زارش های  علي‌رغم 
حيوان،  و  انسان  جنين  تکوين  بر   vero سلول‌های  هم‌کشتی 
يکی  نيست.  مشخص  هنوز  اثرات  گونه  اين  القای  دقيق  مکانيسم 
برتوقف  غلبه  به  مربوط  زمينه  اين  در  پيشنهادي  مکانيسم‌هاي  از 
معمولا  که   )36( است   )Developmental block( تکاملی 
پستانداران  اکثر  جنين  آزمايشگاهی  تکوين  اول  دوره‌های  طی  در 
واسطه  به  است  ممکن  تکاملی  ايست  اين   .)37  ،7( میافتد  اتفاق 
از طريق خنثی‌سازی و سم‌زدايی  يا  و  فاکتورهای رشد جنين  ترشح 
به نظر می رسد  بنابراين،  محيط کشت توسط هم‌کشتی باشد )38(. 
گرديده  شده  مشاهده  کليواژ  ميزان  افزايش  باعث  مذكور  مکانيسم 
داده اند  نشان   )33( و همکارانش  ويلن  است. جالب آن که جانسن 
هم‌کشتی با سلول‌های vero می تواند باعث بهبود بلوغ آزمايشگاهی 
در  واقع  انسانی   )Cumulus-free( کومولوس  فاقد  تخم‌کهای 
مرحله GV شود. تحقيقات مختلف بيانگر آن است كه سلول‌های 
 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 گيرنده‌هايی برای انسولين،  
IGF-2R ،IGF-1 و فاکتور رشد اپيدرمی دارد )36(. همچنين در 
گونه‌هايی از پستانداران از قبيل موش، رت، خرگوش، خوک و گاو 
تنظيم بلوغ تخمک توسط فاکتورهای رشد شرح داده شده است )39(. 
دوزيستان  تخمک های  بلوغ  تحرک  باعث   IGF-I راستا  همين  در 
 ،40( گاو  تخمک  آزمايشگاهی  لقاح  و  بلوغ  بهبود   ،)Xenopus(
41( و نيز تحريک تکوين بلاستوسيست خرگوش )42( می شود. اين 
دارد.  سيتوپلاسمی تخم‌کها  و  بلوغ هسته‌ای  در  مهمی  نقش  ماده 
با معيارهای تسهيم  بلوغ سيتوپلاسمی و هسته‌ای  اين مطالعات،  در 
لذا  بود )42(.  ارزيابی شده  پارتنوژنيک و شکل‌گيری بلاستوسيست 
می توان گفت که فاکتورهای رشدی از قبيل IGF-1 و فاکتور رشد 
نيز هسته‌ای در  بلوغ سيتوپلاسمی و  بهبود  باعث  تواند  اپيدرمی می 

بسياری از گونه‌ها از جمله تخم‌کهای گاو شود. 

نتيجه‌گيری
نتايج حاصله در مجموع مويد آن است كه استفاده از سلول‌هاي 
توليد  و  گاو  تخم‌کهاي  بلوغ  براي  مناسب  روش  يك   vero
همك‌شتي  كه  است  آن  مولف  اعتقاد  است.  مرغوب  جنين‌هاي 
ايجاد مسيرهاي  با   vero با سلول‌هاي  نابالغ گاو  اوليه تخم‌کهاي 
بيشتر  تعداد  احتساب  با  جنيني  كيفيت  بهبود  به  منجر   خاص 
سلول هاي ICM در مقايسه به TE مي‌شود. همچنين ارزيابي قابليت 
و   )Implantation( لانه‌گزيني   ،)Transferability( انتقال 
آبستني متعاقب انتقال جنين‌هاي حاصله از تخم‌کهاي بالغ شده در 
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حضور سلول‌هاي vero مي‌تواند راهبردي باشد.

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

به روان دكتر سعيد كاظمي آشتياني،  مولفين ضمن درود  پذيرفت. 
پشتيباني  محترم  معاون  وثوق  احمد  دكتر  بي‌دريغ  كمك‌هاي  از 

پژوهشكده رويان قدرداني مي کنند.
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