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  هاي پوششي لوله رحم گاو بر تكوين رويان گاو سلولكشتي  هماثر 
  

  3حسام دهقاني*و  2آهنگري ، يوسف جعفري1معصومه اسحاقي*

  ، علوم داميگروه دانشيار 2 ،دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي گرگانعلوم دامي، ارشد  آموخته كارشناسي دانش1
  دانشگاه فردوسي مشهدپزشكي، گروه داماستاديار 3دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، 
   :؛ تاريخ پذيرش 29/7/87 :تاريخ دريافت

 
  

  چكيده
 بـدن در    يسـازي محـيط داخل ـ     ، شـبيه  پـستانداران بهبود كيفي رويان    ها است كه با هدف       كشتي مدت  تم هم استفاده از سيس  

 ـهاي كشت    ليسمي محيط  متابو  و هاي محيطي  هاي كشت، كاهش استرس    آزمايشگاه، افزايش بقاء رويان و حمايت محيط       كـار   هب
ايـن  خـاص   از اهـداف   گاورويانآزمايشگاهي  تكوينو لقاح دو مرحله ر د  گاو رحم لوله   پوششيهاي    سلول ثيرأت .رفته است 
 حـضور و   و در شـرايط ه بارور شـد رحم لوله پوششيهاي  ها پس از بلوغ در غياب سلول تخمكاول  در آزمون . بودپژوهش
 تكوينميزان  .مورد بررسي قرار گرفت مراحل مختلف تكوين و  كشت داده شدند لوله رحمپوششي هاي سلولنداشتن حضور 

 پوشـشي هـاي    در حـضور سـلول     TCM-199 محيط كشت    دري  ستو بلاستوسي سلولي   8  سلولي، 4 رويان در مراحل مختلف   
 ـ  )كـشتي   بدون هـم KSOM و SOFكشتي،   بدون همTCM-199 (ها محيطنسبت به ساير   بـا  كـشتي   شـرايط هـم  . ودبـالاتر ب

منجـر بـه توليـد       TCM-199 كـشت    هـاي   بـا محـيط   كشتي   لقاح آزمايشگاهي و سپس تداوم هم     در هنگام    پوششيهاي   سلول
 TCM-199، محـيط    )درصـد  5/61(كـشتي     بدون هم  SOFمحيط  مقايسه با   در   ) درصد 17/72(بيشتري   دو سلولي    هاي رويان

 توانست  TCM-199 نسبت به    SOFمحيط كشت   . شد) درصد 42(كشتي   هم بدون   KSOMو  ) درصد 6/53(كشتي   بدون هم 
طـور    بـه يرويـان مراحل اوليه تكوين چند كه درصد  هر. تر عمل كند  موفقمرحله بلاستوسيستيرويان تا   تكوين    از در حمايت 

رولا و وراحـل م ـ با نزديك شـدن بـه م   اما اين روند ،تر بود بيش SOFدر مقايسه با محيط     TCM-199در محيط كشت    ي  يجز
.  منجـر شـد    TCM-199در مقايسه بـا     ت  سبلاستوسياز  بالاتري  درصد   به توليد    SOFو محيط كشت    بلاستوسيست تغيير كرد    

 گاو باعث افزايش رانـدمان لقـاح و تكـوين بهتـر     رحم لوله پوششيهاي  كشتي با سلول دهد كه هم  نشان مي پژوهشنتايج اين   
  .كند ميبهتر عمل گاو  در تكوين رويان اوليه TCM-199 از محيط  SOF محيط،يكشت در شرايط غيرهم. شود رويان مي

  
 كشتي  لوله رحم، همپوششي هاي  تكوين رويان، محيط كشت، سلول: كليديهاي واژه

 
  1مقدمه

 حدود( ينييپا راندمانرويان گاو از     توليد آزمايشگاهي 
 كريزينـگ و همكـاران،  ( برخوردار است ) درصد40 تا   30

  زيادي هاي  پژوهش ،آن بهبود   در راستاي رو    از اين  .)1997
ي مقــاوم و مانــدگار در  يهــا توليــد جنــين بــا هــدف  

                                                 
  isacci60@yahoo.com:  مسئول مكاتبه*

 صورت گرفته است  هاي آزمايشگاهي،    ترين شيوه  اقتصادي
1هـاي بـدني    كشتي سـلول   استفاده از هم   .)2004كلومپ،  (

2 
عنوان يك سيستم ساده و با هدف تقليد از شرايط محيط       به

هـاي    محـيط  هـاي  كاسـتي داقل رسـاندن    به ح ،  داخلي بدن 
كننـده و    فاكتورهـاي رشـد و فعـال        توليد كشت مصنوعي، 

                                                 
1- Somatic 
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هاي  از مـسير   دسـت آمـده     و سموم بـه    ها  استرسمقابله با   
 سال پيش در كشت آزمايشگاهي رويان       40از  متابوليسمي  
، اورسي و ريش  ( استقرار گرفته   رد توجه   وم ،پستانداران

براي حمايت از تكوين     نيهاي بد  استفاده از سلول   ).2007
 پوشـشي هاي    كشت سلول  نيزآزمايشگاهي رويان موش و     

 و  بيگـر  (اولـين بـار مطـرح گرديـد       براي  موش   رحملوله  
 لوله رحمي و    پوششيهاي   بعدها سلول  ).1962 ،همكاران

كار  كنندگان به فوبلاست براي رويان نشخوار   وهاي تر  سلول
در هـا    يـت ايـن فعال  . )1989،  يستون و فرسـت   ( گرفته شد 

رفتـه  گپستانداران مورد اسـتفاده قـرار         زيادي از  هاي گونه
توانند اثرات بيولـوژيكي     ها مي   اما چگونه اين سلول    .است

ساكاس و ( ميتسهمرحله بخشي به  از جمله سرعتخاصي 
 بلاستوسيـست تـشكيل    سرعتافزايش  ،  )1989،  انهمكار

كـاهش  ،  ، كاهش تخريب و مرگ سلولي     )1989ركسرود،  (
هـاي    از تكنيك، حمايت محيط    دست آمده   بههاي   تخسار

، حمايـت زيگـوت تـا       )1990كارني و همكـاران،     (كشت  
مشخص نشده   هنوز ، را داشته باشند    و غيره  1مرحله كليواژ 

 كـه ايـن     باشـد   چه مـشخص اسـت ايـن مـي         نآ اما   .است
كننـده را    ها طيف وسيعي از فاكتورهاي رشد و فعال        سلول

 دست آمده   به هاي  مقابله با استرس    و قادر به   كنند توليد مي 
  .ندسته 2از شرايط آزمايشگاهي

 هـاي  رويـان بـر كيفيـت     بدني  هاي   كشتي سلول  اثر هم 
 و  گـاو 3 تخمـك بـاروري آزمايـشگاهي   از   دسـت آمـده     به

 مختلــف هــاي پــژوهشدر ، 4كــشت آزمايــشگاهي رويــان
كـارگيري   امـا بـه   . بررسـي شـده اسـت     داخلي و خارجي    

بـه   تر بود  هدفمند ،اين پژوهش در  م  هاي اين سيست    قابليت
 لولـه  پوشـشي هاي   سلولكشت  از  ترتيب كه با استفاده       اين

 گاو شـيري هلـشتاين      6انبوه رويان   توليد براي 5رحمي گاو 
در قالب . بود  همراهبلاستوسيستتوليد تا باروري از زمان   

 IVF چند محيط كشت پايه متداول در سيستم         ،اين آزمون 
 اختـصاصي سـوال    .نددش ـبررسي   مانز طور هم  گاو نيز به  

 پوشـشي هـاي    كشتي سـلول   يا هم آ كه    بود آن اين پژوهش 
                                                 
1- Cleavage 
2- In Vitro 
3- In Vitro Fertilization of Oocyte (IVF) 
4- In Vitro Culture of Embryo (IVC) 
5- Bovine Oviduct Epithelial Culture ( BOEC) 
6- Mass Production of Embryo 

 موجـب تكـوين بهتـر رويـان گـاو در شـرايط              رحـم لوله  
 براي پاسـخ بـه ايـن سـوال          ؟ يا خير  شود  مي آزمايشگاهي

پوشـشي  هـاي     و سلول  كشتمحيط   تركيب مختلف چهار  
 ـ     گاو   يرحملوله  كشت داده شده     ان در هنگـام توليـد روي

  .قرار گرفت مقايسه دست آمده مورد شد و نتايج بهاستفاده 
  

  ها مواد و روش
 بـراي محيط كـشت مـورد اسـتفاده        : هاي كشت  تهيه محيط 

ــه    ــر پايـ ــك بـ ــشگاهي تخمـ ــوغ آزمايـ    TCM-1997بلـ
)Sigma, USA ( فعال شده گاو و  سرم غير درصد10به همراه

ــون اـدوتروپيني   هورم اـي گنـ  )HCG )Bionich, Australiaهـ
 )FSH )Bioniche, Canada، ميلي ليتر در واحد1ميزان  به
) Sigma, USA (و اسـتراديول  ليتر واحد در ميلي 1 ميزان هب

 محــيط .تهيــه گرديــد ليتــر گــرم در ميلــي ميكرو1ميــزان  بــه
 و باويــستر (تالــپمحــيط پايــه  شــامل شستــشوي اســپرم

ــ) 1977، ياناگيمــاچي  پيــروات، گلــوكزعــلاوه لاكتــات،  هب
ــاري( ــارانشپ ــافئين و  ،)1988،  و همك ــشيوني(ك  و كاس

ــود)2001، همكــاران اســتفاده در  اســاس محــيط مــورد.  ب
 محلول نمكـي تالـپ      ،باروري آزمايشگاهي تخمك و اسپرم    

 5(، كــافئين )ليتـر   واحـد در ميلـي  10(بـود كـه بـا هپـارين     
گـرم در     ميلـي  3/6(و آلبومين گاوي    ) ليتر مولار در ميلي   ميلي
هـاي كـشت انتخـابي       يكي از محيط  . راه گرديد هم) ليتر ميلي

 اه بر پايـه   در آزمايشگ دست آمده     به هاي  زيگوتجهت رشد   
TCM-199     فعـال شـده گـاو     غير درصد سرم    10بود كه با 

گـرم     ميلـي  08/0(، آلبومين سرم گاو     )1989 ،نووافاكوئي و   (
 باويـستر و    ؛مـولار    ميلـي  1(، سـديم پيـروات      )ليتـر   بر ميلـي  

 زداون ؛مولار   ميلي 6/0( گلوتامين   -و ال ) 1997 ،ياناكيماشيل
 KSOM8محـيط كـشت      .همراه گرديد ) 2000 هادسون، و
)Chemicon, USA(   و محــيط كــشتSOF9 در  نيــز

  .ه شدتهيآزمايشگاه 
 كـشتارگاه هـا از     تخمدان :تخمكسازي   و بالغ وري  آ جمع
، KCl گـرم بـر ليتـر؛    NaCl  ،8( 10بافر سيلين فـسفات    در
 ــ 2/0 ــر ليت ــرم ب ــر؛  Na2HPO4 ،44/1 ر؛ گ ــر ليت ــرم ب   گ

                                                 
7- Tissue Culture Medium 199 
8- Potassium Optimum Media 
9- Synthetic Oviduct Fluid 
10- Phosphate Buffer Saline (PBS) 
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KH2PO4  ،24/0   100( استرپتومايسين   داراي ) گرم بر ليتر 
با درجه   )IU/ml 100 (سيلين و پني  )ليتر  گرم بر ميلي    ميلي

هـا   تخمـدان  .دندش ـ درجه به آزمايشگاه منتقل    35حرارت  
 درجــه، 35فــسفات   درصــد و بــافر ســيلين70بــا اتــانول 
 8 تــا 2(الم و شــفاف هــاي ســ  فوليكــول.ندشــد شستــشو

خـلاء  پمپ  متصل به 18 سوزن استريل شمارهبا   )متر ميلي
هاي  تخمك .ره شدند آسپي ،متر جيوه  ميلي 50با فشار منفي    

 لايـه   3  توده كومولوسـي شـفاف و حـداقل        دارايمناسب  
از درون   سلولي متراكم و مـنظم و سيتوپلاسـم يكنواخـت         

 دو بـار    پـس از  تخمـك    .دندشآوري   مايع فوليكولي جمع  
 50 قطــرات بــه ،محلــول نمكــي تيــرود  شستــشو در 
  پـارافين  زير روغن در  سازي   الغمحيط كشت ب  ميكروليتري  

)Sigma, USA( سـاعت در انكوبـاتور بـا    2مـدت   به كه 
درجــه  5/38كربن و بــا دمـاي  اكـسيد   درصــد دي5فـشار  
  .منتقل شدند، قرار داشتندگراد  سانتي

بـراي   :ييگـشا  يـخ  بعد از    1شستشو و شناورسازي اسپرم   
از روش  ) 129215:  طهمور، كـد   -ايراني(سازي اسپرم    آماده
در هر مرحله يك پايوت اسپرم       .استفاده گرديد سازي  شناور

 35ليتري استفاده شد كـه پـس از ذوب در دمـاي                ميلي 5/0
 شستـشو    و سانتريفيوژ ،تخليه تالپ   - هيپس محيطدرجه در   
 ليتر ميلي 1  در رسوب نهايي اسپرم پس از شستشو     . داده شد 

ــيط ــپس از مح ــپ-هي ــه،  تال ــدت  ب ــت  1م ــاعت جه  س
 800 ميـزان    سـپس  .در انكوباتور قـرار گرفـت      سازيشناور
 ،IVF قطرات   بهجهت تزريق   ،  بالايي آن  از محيط    رليتميكرو

  .نگهداري شد  ساعت18مدت   به درجه37در دماي 
در  :پوشـشي هـاي    برداشت اوويداكت و كشت سـلول     

نهـا  آ گاوهاي جواني كه تخمـدان       رحم هاي لوله كشتارگاه
گرفتـه   ،بـود ي  ريـز  به تخمـك  داراي فوليكول بالغ نزديك     

 به آزمايـشگاه منتقـل      بافر سيلين فسفات    و به همراه   ندشد
 درصد و 70 با اتانول ي مختصرپس از شستشوند و گرديد
بعـد از   . نـد  درجه مورد اسـتفاده قـرار گرفت       35  سيلين بافر
در اوويـداكت   و شيپور فـالوپ،      يدهاي زا  سازي بافت جدا

قـرار  اسـتريل    بافرسـيلين فـسفات      داراي ديش پتريداخل  
 از  دست آمـده    بهفشار   و   وسيله يك لام استريل    بهگرفت و   

                                                 
1- Swim-Up 

ــت لام  ــداكت  حرك ــي اووي ــمت رحم ــتيموس(از س  )اس
به شكل   پوششيهاي    سلول ،)آمپول( سمت تخمداني آن   به

 .رج شـدند  خا رحم لوله   پوششياز  توده سلولي زرد رنگ     
ليتـر بـافر      ميلـي  5ي  دارابه لولـه فـالكون      توده سلولي    اين

 ـ    درجـه،  35 اسـتريل سيلين فسفات      درصـد  10ا  همـراه ب
 10مـدت    سيلين و استرپتومايسين منتقـل گرديـد و بـه          پني

در معرض جريـان گردابـي قـرار        با دستگاه ورتكس     دقيقه
ــت ــه . گرف ــس از ت ــوبات  پ ــشيني رس ــالايي  ، ن ــش ب بخ

ــسي ــه ونسوسپان ــا دور10مــدت  ب  ،RPM 1500  دقيقــه ب
ليتـر    ميلـي  2 يـا  1 با   دست آمده   رسوب به . سانتريفيوژ شد 

 درصـد سـرم جنـين       10به همراه    DMEM2 محيط كشت 
 100ليتر استرپتومايسين و     گرم در ميلي   ميلي 100 ،3گوساله

همگـن    درجـه،  35با دمـاي     سيلين، ليتر پني  واحد در ميلي  
ي دارا دسـت آمـده     بـه نـسيون    ميكروليتـر از سوسپا    5. شد

،  ميكروليتـري  80به قطـرات      لوله رحم  پوششيهاي   سلول
از پـيش انكوبـه     زير روغـن    كه   DMEMمحيط كشت    به

مـدت    درجه بـه 38و در انكوباتور     تزريق گرديد بود،  شده  
  . ساعت كشت داده شدند48

 ارزيـابي   بـراي  :ارزيابي رويان در مراحل مختلف تكـوين      
 فنيـل   -2آميـدينو     دي -6-4 نتلورس ـ ف  رنگ  از بلوغ هسته 

 5شده تازه بارور  هاي  زيگوت. شداستفاده   DAPI(4 (يندولا
و  )هاي كومولـوس اطـراف آن      پس از هضم آنزيمي سلول    (

سـيلين   بـافر    توسـط   در مراحـل مختلـف تكـوين       ها رويان
 4 6يـد ئپارافرمالدبـا محلـول      و   ندداده شـد  شستشو  فسفات  
بـار   3پـس از     .ديدنـد گر ثابـت  دقيقـه    20مـدت    به،  درصد

 دقيقه  15 مدت بههاي اوليه    رويان ،PBSدر محلول   شستشو  
 3بعـد از    .  قرار گرفتند  DAPIآميزي   محلول رنگ در داخل   

ي داراقطـره  ها به داخل  نرويا،  PBSشستشوي مجدد با    بار  
 21گـالات    پروپيـل ( 7فيـد  آنتيكننده فلورسنس    محلول حفظ 

محـصور  لاك  مـل و     روي لام منتقل شـدند و بـا لا         )درصد
                                                 
2- Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
3- Fetal Calf Serum 
4- 4-6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) 

نـشده از لحـاظ ظـاهري       و بارور هاي بارورشـده      تشخيص تخمك  -5
 .باشد بسيار مشكل مي

6- Paraformaldehyde  
7- Fluorescence Anti-Fade 
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ــدگرديد ــين .ن ــر  هــا عــلاوه پيــشرفت جن ظــاهر مــشاهده ب
و ارزيـابي    ميـزي هـسته   آ  توسـط رنـگ    ،مورفولوژيك آنهـا  

ميكروســكوپ ( مــورد تأييــد قــرار گرفــتفلورســنت نيــز 
  .)BX51 مدل Olympusفلورسنت 

هاي اوويداكت  سلول:  مورد استفادهزمايشيهاي آ طرح
كشت ) وغنزير ر (DMEMدر قطرات محيط كشت 

براي مورد استفاده   و پس از رشد و چسبندگي،ندداده شد
هاي كشت  محيط.  قرار گرفتندها  با رويانكشتي هم

هاي  با سلولدر زمان ضرورت باروري و كشت رويان 
 هاي  آماده ورود به طرح،انكوبه شده و قطرات پوششي

  . شدندمختلفآزمايشي 
هاي  ولكشتي سل ثير همأبررسي ت( 1مايشي طرح آز
 و اسپرم  شدههاي بالغ تخمك ):تكوين رويانبر  پوششي

 ها رويان . شدندلقاح داده Fertile-TALP در محيط
 درجه و 38 در دماي IVF روز پس از 9الي  8 مدت به

 با ، درصد96رطوبت  درصد و 5كربن اكسيد فشار دي
 10 علاوه ه بTCM-199 در محيطپوششي هاي  سلول

ها  پيشرفت رويان. قرار گرفتندتي مورد هم كش درصد سرم
ت  ثببلاستوسيست و سلولي 8 ، سلولي4در مراحل مختلف 

 3در نيز  شده هاي بارور تخمك  تعدادي ازهمچنين. گرديد
بدون  KSOM2 و TCM-199 ،SOF1محيط كشت 

شرايط .  كشت داده شدندپوششيهاي   سلولحضور
.  بار تكرار گرديد3تعريف شده براي هر محيط كشت 

 آزموناز دست آمده با استفاده  هميانگين درصدهاي ب
ميانگين نتايج  و آناليز 4 و فيشر3تصحيح شده مربع كاي
  . درصد بررسي شد5در سطح اطمينان  دست آمده به

هاي  كشتي سلول ثير همأبررسي ت( 2طرح آزمايشي 
 Fertile-TALP محيط كشت ):تخمكباروري بر  پوششي

 درجه 38 در دماي رحملوله  پوششيهاي  به همراه سلول
 در انكوباتور قرار گرفتند  درصد5كربن اكسيد و فشار دي
 300غلظت نهايي (هاي بالغ به همراه اسپرم  و تخمك

                                                 
1- Synthetic Oviduct Fluid 
2- Potassium Optimum Media 
3- Yates Corrected Chi-Square 
4- Fisher Exact 

 24 تا 18مدت  به ) در هر قطرهتخمك 30 يازا هزار به
 دست آمده هاي به  يانور. ساعت در آن كشت داده شدند

حيط كشت ها وارد م پس از حذف آنزيمي كومولوس
، كشتي همراه بود  كه با سيستم همTCM-199رويان 
 در هاي بالغ شده  تعدادي از تخمك،در مقابل. شدند

در و هاي اوويداكت بارور شدند  سلولنداشتن حضور 
 نوع محيط كشت 3ها در  اين سلولنداشتن حضور 

. رفتندگ قرار KSOM  وTCM-199 ،SOFتلف خم
 2، تعداد رويان ها  محيطو مقايسه عملكرد ارزيابي معيار

براي هر .  ساعت بعد از باروري بود48 تا 24 سلولي،
صورت  ها به و ميانگين داده،  بار تكرار3آزمون  ،محيط

در سطح مربع و آزمون فيشر  درصد توسط تست كاي
  . شدبررسي درصد 5اطمينان 

 TCM-199مقايسه دو محيط كشت ( 3طرح آزمايشي 
انتخاب بهترين محيط  :)و در تكوين رويان گاSOFو 

بعد از باروري از استفاده در كشت رويان براي كشت پايه 
هاي كشت  محيط  بنابراين؛ بود ديگر اين پژوهشاهداف

. مورد استفاده قرار گرفتندكشتي  همغير يطشرا در
 بعد از باروري در محيط كشت دست آمده بههاي   رويان
IVF ، در دو محيطSOF و TCM-199روز 9مدت   به 

 و تمام مراحل تكوين در ساعات خاصي هكشت داده شد
  و8 ،4 ،2هاي  درصد توليد رويان. ارزيابي شدنداز كشت 

 تا 18 دوره زماني 6 در بلاستوسيستمرولا و  ، سلولي16
 120 ساعت، 96 ساعت، 72،  ساعت52 تا 42،  ساعت24

 و ندارزيابي شد ساعت بعد از باروري 144ساعت و 
 مقايسه محيط كشتدست آمده در دو  ههاي بدرصد

 3 ينگه شده ميانيهاي اراهر يك از درصد. گرديدند
 177به تكوين منجر  كه در مجموع آزمايش متفاوت بود

  وTCM-199 سلولي در محيط كشت تكاز مرحله رويان 
سلولي در محيط كشت  تكاز مرحله  رويان 138تكوين 

SOF هاي تست مراحل مختلف تكوين با استفاده از. شد 
 بررسيمورد  ، درصد5فيشر در سطح اطمينان  مربع و كاي
  .گرفتندقرار 
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  نتايج
كشتي  هاي مختلف كشت و هم مقايسه محيط :آزمون اول

 گاو در تكوين رويان در رحم لوله پوششيهاي  سلول
 و 2  و1 هاي شكلاين نتايج كه در : مراحل مختلف رشد

 د تفاوت كاملاًوجو بيانگر ،ندا  خلاصه شده1در جدول 
هاي مختلف كشت   بين محيط)>05/0P (يدار معني
  ازدست آمده به سلولي 8 و 4 هاي توليد رويان. باشند مي

 پوششيهاي  ه همراه سلول بTCM-199 محيط كشت
ميزان  ازهاي كشت  نسبت به ساير محيطاوويداكت، 

 نيز نسبت SOFمحيط كشت . باشند بيشتري برخوردار مي

تر   موفقTCM-199 و  KSOMكشتهاي  به محيط
مده داراي اختلاف آدست  ه اما درصد ب؛عمل كرده است

 نسبت ،در مراحل انتهايي رشد. داري نيست معني
 محيط دركشتي  هماز دست آمده  هبهاي  بلاستوسيست

هاي كشت   نسبت به ساير محيطTCM-199كشت پايه 
  نيزكشتي  همنبودشرايط   در.از ميزان بيشتري برخوردارند

. شود مي ديده ياختلافات هاي مختلف كشت بين محيط
ها از شرايط   محيطسايرنسبت به  SOFمحيط كشت 

  .استبهتري براي تكوين رويان برخوردار 

  

  
  

 . ساعت پس از باروري72 ساعت و 48هاي كشت مختلف در   سلولي توليد شده در محيط8 سلولي و 4هاي   مقايسه درصد رويان-1شكل 

 TCM-199)tissue culture medium-199(، BOEC )Bovine epithelial oviduct(، SOF )synthetic oviduct  KSOM  
)potassium optimum media.(  

  
 

  
  

  .هاي مختلف كشت  درصد توليد بلاستوسيست اوليه و پيشرفته در شرايط هم كشتي و محيط-2شكل 
TCM-199) tissue culture medium-199(،BOEC) Bovine epithelial oviduct(،SOF) synthetic oviduct fluid(،  

 KSOM) potassium optimum media(  
  
  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

پيشرفته در روزهاي مختلف بعد از كشت در حضور بلاستوسيست  اوليه و بلاستوسيست، سلولي 8 ، سلولي4 هاي رويانتوليد  درصد -1جدول 
  .تلف كشتخهاي م هاي اوويداكت و در محيط سلول

   پيشرفتهبلاستوسيست درصد
  )شمارش شدهتعداد(

 درصد
  بلاستوست اوليه

  رويان  درصد
   سلولي8

   روياندرصد 
  لوليس 4

  ميانگين تعداد
   بار تكرار3 در تخمك

  محيط كشت

)37(42  42 68 17/72  88  TCM-199+BOEC 
)4(3 4/18 42 6/53 177  TCM-199  

)16(29/11  7/21  59  5/61  138  SOF 
)0( 0  7  30  42  100  KSOM 

  
باروري تخمك در شرايط مقايسه راندمان  :دومآزمون 

هاي اوويداكت گاو و در  سلولنداشتن حضور و حضور 
هاي  رويانمقايسه درصد  :هاي مختلف كشت رويان يطحم

دهد كه   ساعت پس از لقاح نشان مي48 تا 42در سلولي دو 
 از لوله رحم پوششيهاي  كشتي با سلول لقاح در شرايط هم

هاي  فقيت بالاتري برخوردار بوده و به توليد رويانمو
 ساير با P1 گروه دار اختلاف معني. گردد منجر ميبيشتري 

داري  معنيتفاوت . ه است داده شد نشان3 شكلها در  گروه
 P3  وP1 ،P2شده در مسيرهاي هاي توليد بين درصد رويان

  .وجود نداشت

  

  
  

لقاح در شرايط حضور و . هاي لقاح و كشت  ساعت پس از لقاح در شرايط متفاوت محيط48 تا 42 ،ي دو سلولهاي رويانتوليد  درصد -3 شكل
هاي  سلولنداشتن  حضور هاي مختلف كشت در حضور و  فرضي در محيطهاي زيگوت انجام شد و رحم لوله پوششيهاي  سلولنداشتن حضور 
  .دكن  مي از لحاظ آماري اشارههاي يكسان گروهبه  ** و علامت استها  گروه ربا ساي گروه متفاوت گر نشان*علامت . قرار داده شدند پوششي

  
  :باشند مسيرهاي مورد استفاده به شرح زير مي

  

P1: Fertile/TALP+BOEC (IVC; TCM-199+BOEC) 
P2: Fertile/TALP-BOEC (IVC; SOF-BOEC) 
P3: Fertile/TALP-BOEC (IVC; TCM-199-BOEC) 
P4: Fertile/TALP-BOEC (IVC; KSOM-BOEC) 
 

در دو محيط  سرعت تكوين رويان بررسي :آزمون سوم
راندمان دو محيط  ،4 نمودار: SOF و TCM-199كشت 

احل مختلف مرحمايت از  در SOFو  TCM-199كشت 
 نيز مقايسه 2جدول در . دهد  نشان مي را رويان گاوتكوين

  كليه مراحل روياني دروراندمان عملكرد اين دو محيط 
 2 و جدول 4 شكل. نشان داده شدهر ساعت مشخص 

 ساعت 120از ( ساعات انتهايي تكوين رويان مربوط به
درصد تكوين مرولا و بلاستوسيست ) پس از لقاح به بعد

 .باشد  ميTCM-199از محيط بالاتر  SOFدر محيط 
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 از شرايط بهتري براي SOF محيط ، ديگرعبارت به
 برخوردار يرويانر ت حمايت از تكوين مراحل پيشرفته

با  سلولي 8 و سلولي 2مراحل ، تكوين هدر مقايس. است
 TCM-199 و SOF مشابهي بين دو محيط هايدرصد

طور   سلولي به4تكوين رويان . گيرد صورت مي

 SOFدر مجموع محيط .  بالاتر استSOFتوجهي در  قابل
، لوله رحم پوششيهاي   سلولباكشتي   همنبوددر شرايط 

 در مقايسه باط بهتري براي تكوين رويان گاو از شراي
  . استرداخوربر TCM-199 محيط

  

  
  

   SOF و TCM-199 محيط كشت در دومقايسه درصد تكوين رويان گاو در مراحل مختلف  -4 شكل
  .هاي مختلف پس از لقاح  زمانو

  
  .SOF و TCM-199شت هاي مختلف و در دو محيط ك  بررسي مراحل پيشرفت تكوين روياني در زمان-2جدول 

مرحله  IVFروز بعد از 
 روياني

  محيط كشت
 روز نهم  ساعت144  ساعت120  ساعت96  ساعت72  ساعت45-52  ساعت24-18

TCM-199 82/15 *3/20  4/8 *7/10     2سلولي  
SOF 77/13 4/18 2/10 8    

TCM-199 2  5  5  2    3سلولي 
SOF 3/7 11 8 3    

TCM-199 4 69/15 34/7 4/8    4سلولي  
SOF 1 *19/30  29/20 3    

TCM-199  12 8/15 4    8سلولي  
SOF  *5/15  94/15 6/8    

TCM-199  *16/10  *11 6/5 *6/5    16سلولي  
SOF  7/0 3/4 44/1 3/4   

TCM-199   3/7 2/24 8/15 25/15 *8/15  
 مرولا

SOF   7/0 6/24 56/19 *21 69/8 

TCM-199       3 
 بلاستوسيست

SOF       *29/11  
  .باشد دار بين دو محيط كشت در هر ساعت مشخص مي  نشانگر تفاوت معني*علامت 
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  گيري  و نتيجهبحث
 انتخاب يك محيط كشت پژوهشهدف اصلي اين 

 توليد آزمايشگاهي در محيط كشت رايج 3مطلوب از ميان 
. شتي بودك مندي از آن در سيستم هم رويان گاو و بهره

محيط كشت مناسب شرايط بهتري براي تكوين اوليه 
رويان و امكان توليد انبوه رويان گاو شيري در شرايط 

 لوله پوششيهاي  سلول. آورد آزمايشگاهي را فراهم مي
ن و رحمي براي كشت رويان نشخواركنندگان توسط يستو

در اين پژوهش  بنابراين كار گرفته شد و به) 1989( فرست
هاي بدني در سيستم  ز بين طيف وسيعي از سلولانيز 
  .كشتي استفاده شد هم

 در IVFراندمان  اي اين آزمايش نشان داده يافته
هاي هاي پوششي نسبت به ساير مسير حضور سلول
تا  24 دو سلولي در هاي درصد رويان. بودانتخابي بالاتر 

 ساعت پس از لقاح در مسيري كه در دو مرحله 48
 72 معادل ؛شدكشتي استفاده  از سيستم هم كشتو باربري 

 نيز در IVC نراندما). 3 شكل( درصد و بالاتر بود
 TCM-199هاي پوششي در محيط كشت  حضور سلول

، SOF در محيط(كشتي   همبدوننسبت به شرايط 
TCM-199 و KSOM( درصد توليد . ثرتر بودؤم

ت در شرايط سسلولي و بلاستوسي 8 سلولي، 4 هاي رويان
هاي پوششي لوله رحم از اختلاف  كشتي با سلول هم

 برخوردار بود ها داري در مقايسه با ساير محيط معني
  .)1 جدول  و2 و 1 هاي شكل(

كشتي را در  ثر همؤنقش م) 2006( كامرگو و همكاران
 رويان در مسيرهاي باروري و كشت آزمايشگاهيتوليد 
اي  به حذف بعضي سوبستراهآنها. گزارش كردندرويان 

مضر و افزايش فاكتورهاي رشد در محيط كشت در شرايط 
كشتي با مكانيسم ناشناخته از  هم. كنند كشتي اشاره مي هم

عمل  توقف تكوين رويان در مراحل اوليه ممانعت به
بهبود تكوين رويان در ). 1994چن و همكاران، ( آورد مي

هاي پوششي نسبت به   به همراه سلولTCM-199محيط 
شدن مواد سمي  تواند به خنثي  مي،كشتي همد شرايط نبو

 و بدنيهاي   از متابوليسم گلوكز توسط سلولدست آمده به
اورسي و ( گرددمربوط  متابوليكي هاي تنش كاهش بنابراين

كشتي، افزايش سرعت تكوين و  در شرايط هم. )2004، ليز
 نراندما، افزايش )1989 ساكاس و همكاران، (تسهيمدرصد 

و كاهش تعداد  )1989 ركسرود، (تستوسيتوليد بلاس
 كارني و همكاران،( هاي با كيفيت پايين تسبلاستوسي

  .ندا هنيز گزارش شد) 1990
هاي پوششي در  از سلولنكردن  استفاده در صورت

 بارور شده كه در محيط هاي تخمك، IVC و IVFروند 
SOFند، مراحل تكوين را نسبت به  كشت داده شد

TCM-199 و4 شكل( بهتري طي كردند در شرايط  
 از سطوح انرژي قابل SOFمحيط كشت ). 2 جدول

 مشابه با نتاميگلوو سرمي مقايسه با خون، ميزان آلبومين 
تر پيروات   مايع لوله رحمي و سطوح معتدلاتتركيب

غلظت گلوكز، .  برخوردار استTCM-199نسبت به 
زيم پتاسيم، سديم و منيكلرايد، لاكتات، پيروات، كلسيم، 

 شباهت TCM-199 نسبت به SOFدر محيط كشت 
 لوله رحمي دارد مايع رتري به غلظت اين مواد د بيش

رو به اهميت  از اين). 1972،  و همكارانترويت(
در تكامل رويان  لوله رحمي،مايع گيري از تركيبات  بهره
ويين و ك(ه است كيد شدأ گاو ت از جملهندارانپستا

كننده عنوان عامل مهار ز بهنقش گلوك). 1995 همكاران،
تأييد شده  سلولي نيز 8 سلولي تا 2رشد رويان در مرحله 

هاي كشت  در محيطبنابراين ). 1956 وايتن،( است
له فراموش أ نبايد اين مسTCM-199 از جملهمصنوعي 

تواند  مي TCM-199كه غلظت بالاي سرم در كنار . گردد
؛ )4 شكل( اشد در تكوين رويان بآن از دلايل موفق نبودن

 ،نوان يك منبع غني از اسيدهاي چربع زيرا سرم به
 ي شده و به تنشم ليپيد تعادل در متابوليسموجب عدم

). 2006 رگو و همكاران،مكا (انجامد ميمتابوليسمي 
 بدني،هاي  با سلولكشت همراه كردن اين محيط احتمالاً 

  .)3 و 2، 1 هاي شكل(سبب بهبود آن گرديد 
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  گيري نتيجه
هاي اين پژوهش نشان داد كه تكوين رويان در  يافته

هاي پوششي لوله رحم و محيط كشت  حضور سلول
TCM-199تر بود كشتي موفق  نسبت به شرايط فاقد هم .

كشتي نسبت   همراه همTCM-199همچنين عملكرد بهتر 
 مشاهده KSOM و SOF ،TCM-199هاي پايه  به محيط
به حضور مداوم  به تنهايي نسبت SOFمحيط . گرديد

TCM-199كشتي در  استفاده از هم. تر بود  موفق
هاي كشت فقير و توجه به نيازهاي رويان به عناصر  محيط

مختلف و ضرورت طراحي يك سيستم كشت متوالي از 
  .دستاوردهاي اين آزمايش بود

 
  يسپاسگزار

هاي  راهنما و مشاور و كمك هاي اساتيد از راهنمائي
س محترم بخش فيزيولوژي و سركار اي كارشنا آقاي نقره

قدر كارشناس محترم بخش بيوتكنولوژي  خانم كهن
دانشكده دامپزشكي دانشگاه فردوسي مشهد در طول انجام 

  .نماييم اين پژوهش سپاسگزاري مي
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Abstract1 

Co-culture systems have been used to increase the quality of in vitro-produced mammalian 
embryos, to simulate the in vivo conditions, to support in vitro culture media, and to decrease the level 
of environmental and metabolic stresses on the in vitro-cultured embryos. The specific objectives of 
this research were to evaluate the effects of bovine oviduct epithelial cell (BOEC) co-culture on the in 
vitro fertilization and in vitro development of bovine preimplantation embryos. First, in vitro matured 
oocytes were fertilized and cultured in different media in the presence and the absence of BOEC cells. 
Development of these embryos were evaluated and compared at 4-cell, 8-cell, and blastocyst stages. 
The medium TCM-199 plus BOEC co-culture had the best performance in supporting the 
development of 4-cell, 8-cell, and blastocyst embryos. Co-culture with BOEC cells during in vitro 
fertilization, also resulted in an increase in the rate of 2-cell embryo production. The percentage of  
2-cell embryos produced in TCM-199+BOEC cells was significantly higher (72.17%) than that in 
TCM (53.6%), SOF (61.5%), and KSOM media (42%) without BOEC co-culture. To evaluate the net 
effects of SOF and TCM-199 media apart from the effects of co-cultured cells, the presumably 
fertilized oocytes were cultured in two groups; SOF and TCM-199, and their development to the 
blastocyst stage was recorded at different hours post fertilization. Although, TCM-199 medium 
supported the development of early stages slightly better than SOF, the situation reversed after 16-cell 
stage and the number of morula and blastocyst stage embryos was significantly higher in SOF 
medium. Results of this research show that co-culture with BOEC cells increases the efficiency of in 
vitro fertilization and the number of embryos produced at different stages of preimplantation. In the 
absence of co-culture conditions, SOF medium overall is a better medium than TCM-199 for the in 
vitro culture of preimplantation bovine embryo. 
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