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پره هاي   توكوفرول و هورمون محرك فوليكولي روي بلوغ فوليكولαت امطالعه اثر
  نابالغ و اووسيت محصور در آنهاي  آنترال موش

  
  
  
  

  I فيروزآباديفاطمه برزگري *
  IIآمنه جاويد

 IIIسعيد رضايي زارچيدكتر 

  چكيده
جـانبي    اثـرات تقليـل اي كـاهش هزينـه و   بـر اي   راه تازهin vitro  (IVM)بلوغ اووسيت در محيط: زمينه و هدف

هـاي    هورمـون  اثراتبراي ارزيابي بهتر ماهيت و. استin vitro   (IVF)تحريكات گنادوتروپين براي لقاح در محيط 
هدف از انجام . ، مطالعه حاضر انجام شدin vitroدر محيط ها  مختلف و پارامترهاي مهم روي رشد و حفظ اووسيت

هـاي    پـره آنتـرال مـوش     هاي     توكوفرول و هورمون محرك فوليكولي روي بلوغ فوليكول        α ات اثر اين پژوهش مطالعه  
  . نابالغ و اووسيت محصور در آن بود

جـدا و در  اي     هفتـه  6ماده  هاي    موشهاي    پره آنترال سالم از تخمدان    هاي    براي انجام آزمايش، فوليكول   : روش كار 
، 20، 5 روزه كشت در حـضور غلظتهـاي   6ه آنترال در طول دوره پرهاي  فوليكول.  كشت داده شدندin vitroمحيط 

ــتFSHاز  mIU/ml220 و 180،140، 100، 60 ،40 ــاي   و غلظـــ  α از nmol/ml 400 و 300، 240، 80، 40، 20هـــ
 برابـر  CO2 و 92% رطوبـت  ،C° 37داخل انكوباتور با درجه حـرارت  ها    فوليكول. قرار گرفتند ) Eويتامين  (توكوفرول  

گسيختگي وزيكول ژرمينال، تغييـر قطـر فوليكولهـا و            مواد مختلف روي بلوغ اووسيت،      اثرات .ا قرارگرفتند  در هو  %5
 افـزار   نـرم آماري با اسـتفاده از      هاي    نوع مطالعه تحقيقي بود و آناليز     . ميزان ماندگاري آنها مورد بررسي قرار گرفت      

SPSS و آزمون ANOVAيكطرفه انجام گرفت .  
 ± 4( ميزان زيست پذيري ،)µm 5 ±190 ( افزايش قابل توجهي در قطر فوليكوليFSH  IU/l100 در غلظت: ها يافته

91٪(  ،GVBD)3 ± 81٪ (  و بلوغ اووسيت)مشاهده شد ) ٪59 ± 6 .α             توكـوفرول بقـاء فوليكـولي را افـزايش داد امـا 
 FSHكـوفرول و     تو αدر حاليكـه محـيط حـاوي تركيـب          .  و ميزان بلوغ اووسـيت اثـري نداشـت         GVBDروي قطر،   

، )٪95 ± 3 ( ميـزان زيـست پـذيري      ،)µm 5 ±210 (افزايش قابـل تـوجهي در تمـام پارامترهـا شـامل قطـر فوليكـولي               
GVBD)3 ± 93٪ (و بلوغ اووسيت)نشان داد) ٪76 ± 5 .  
مـا  دهنـد ا   مي هر يك به تنهايي ميزان بلوغ فوليكول و اووسيت داخل آن را افزايش            E و ويتامين    FSH: گيري  نتيجه

  .   و اووسيت محصور در آن داردها  تري روي سرعت رشد فوليكول تركيب آنها تĤثير قابل توجه
  

   اووسيت-4   پره آنترال  هاي   فوليكول-E       3 ويتامين -2      هورمون محرك فوليكولي   -1: كليدواژه ها
  

  8/2/89: ،   تاريخ پذيرش15/7/88: تاريخ دريافت
  

  مقدمه
بـه عنـوان   ) In vitro) IVMيت در محـيط  بلوغ اووس

 جـانبي   اثـرات تكنيكي موثر براي كـاهش قيمـت و تقليـل        
) In vitro) IVFدر لقــاح هــا  تحريكــات گنــادوتروپين 

ــي  . شــناخته شــده اســت  ــشرفت تفكيك ــسم و پي متابولي
فوليكولهاي تخمداني توسط بـسياري از محققـين مـورد          

خـصوصا  مطالعه قرار گرفته است كه بر روي جوندگان    
رت، همچنين ديگرپستانداران مانند گاوها، خوك، و حتي        

  امروزه استفاده از مدل جونـدگان      )1-8(.انسان بوده است  

سيـستم را بـراي مطالعـه در    تـرين   و عاليترين   پيشرفته
 فراهم كرده In vitroزمينه پيشرفت فوليكولي در محيط 

اسـت كـه در     اي    در حال حاضر، موش تنهـا گونـه       . است
 از مراحــل بــسيار In vitroآن مطالعــات كــشت مــورد 

بـا  . )4 و   3،  2(ابتدائي تا مرحله زاد و لد انجـام گرفتـه اسـت           
وجود اينكه تفاوتهاي اساسـي در فيزيولـوژي تخمـداني          

موشـها مـدلي مناسـب       جوندگان و انـسان وجـود دارد،      
ــسم   ــين مكاني ــشخيص و تعي ــراي ت ــاي  ب  موضــعي وه

  

  .است گرديده  انجام1387در سال   359/30طرح تحقيقاتي كد قالب در پيام نور تفت دانشگاه مالي حمايت از استفاده با تحقيق اين
(I ،دانشگاه پيام نور، تفت، يزد  مربي و كارشناس ارشد فيزيولوژي، گروه زيست شناسي *)نويسنده مسؤول(  

(II ي  شهيد صدوقي، يزد، يزدكارشناس ارشد بيوشيمي، مركز پژوهشي باليني ناباروري، دانشگاه علوم پزشك  
(III استاديار و دكتراي بيوفيزيك، گروه زيست شناسي،  دانشگاه پيام نور، تفت، يزد  
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اووژنـز  . اندوكريني تاثيرگذار بر رشـد فوليكـولي هـستند        
ــك ( ــد تخم ــده ) تولي ــد پيچي ــيله   اي  فرآين ــه بوس ــت ك اس

. شـود   فاكتورهاي مختلف اتوكرين و پاراكرين تنظـيم مـي        
 FSH  سيكل و دوره جنـسي، افـزايش غلظـت    در طول هر

 لقـاح موفـق     )9(.شـود   باعث رشد فوليكولهـاي آنتـرال مـي       
ــه فعاليــت مــنظم هورمــون محــرك فوليكــولي    وابــسته ب

 In هيپوفيزي رشد فوليكـولي در محـيط   FSH )10و6(.است

vitro11و9، 2(.كند  مي را حمايت و تاييد(    
FSH  و بــه هـاي هيپــوفيزي ترشـح   گنــادوتروپ  بوسـيله 

رسپتورهاي خـود در گنادهـا بانـد شـده توليـد هورمونهـاي              
را تحريـــك ) گـــامتوژنز(هـــا  اســـتروئيدي و توليـــد گامـــت

) هاي صحرايي   موش(و رتها    در موشهاي خانگي     )12و9(.كند  مي
، واكنـشهاي فيزيولـوژيكي را تحريـك        FSH مثـل  فاكتورهايي

كننـد ايـن واكنـشها درصـد زيـست پـذيري فوليكولهـا را                 مي
ي گرانولوزا از فتوتيـپ     ها  سلول تمايز   )14و9،13(.دهند  ايش مي افز

تكثيري غير بالغ به يك فرم فعال توليد كننده استروئيد، مرحله 
بـا  FSH . اصلي و كليدي در رشـد فوليكـولي تخمـداني اسـت    

اتصال به رسپتورهاي غشائي مخـصوص بـه خـود و فعـال             
ي هـا   لسـلو  بعنوان پيك شيميايي ثانويه، تكثير       cAMPكردن  

ي هــا ســلول بــا تمــايز )15و2،4(.كنــد گرانولــوزا را تحريــك مــي
ــوزا بوســيله  ــروم،  FSHگرانول ، تــسريع تــشكيل فــضاي آنت

و سرانجام استقرار . هاي سازنده استروئيد    افزايش بيان آنزيم  
است اي    واژه E ويتامين   )16(.شود   تحريك مي  LHرسپتورهاي  

محلول در چربي هاي آنتي اكسيدانت    كه به گروهي از مولكول    
.  توكـوفرول نـام دارد     αهـا     آنتـرين     شـود و مهـم      اطلاق مـي  

 بـه خـوبي شـناخته شـده         Eخواص آنتي اكسيداني ويتـامين      
هاي آزاد     آنتي اكسيدانها از گسترش فعاليت  راديكال       )17(.است

هـاي    هـا را در برابـر آسـيب         ممانعت به عمل آورده و سـلول      
بـه علـت    . كننـد   يهاي استرس اكـسيداتيو محافظـت م ـ        واكنش

،  مطالعـه حاضـر در جهـت         E خواص آنتي اكسيداني ويتامين   
اين مكمـل غـذايي روي      شناخت و ارزيابي بهتر خصوصيات      

هاي پره آنترال و اووسيت محـصور در          رشد و بلوغ فوليكول   
  .  انجام گرفتFSHآن در حضور و عدم حضور 

  روش كار
  مواد شيميايي و هورمون ها
پره آنتـرال مـوش از      هاي    ليكولبراي رشد و بلوغ  فو     

 در محــيط FSH.  اســتفاده شــدTCM199محــيط كــشت 
 oC الكل در دماي ML 100 كشت بدون مكمل آماده و در

 mIU/mlهـاي نهـايي        نگهداري شد تا براي تهيه غلظت      20
 mg/ml5 (α(هــــاي  محلــــول.  اســــتفاده شــــود200-0

 و الكل آمـاده و در       TCM199توكوفرول در محيط كشت     
تمـام مـواد    .  براي مدت يك ماه نگهداري شد      -oC70دماي

شيميايي مـورد اسـتفاده در آزمايـشات كـاملا خـالص و             
 Sigma(  ،USA(شـركت سـيگما   بدون آلودگي بودنـد و از       

 در پارك علم    1387اين پژوهش در پاييز     . خريداري شدند 
روش مطالعه در اين بررسـي از  . و فناوري يزد انجام شد 
  .نوع تحقيقي بوده است

  
  حيواني و جدا سازي فوليكول هاهاي  مدل

سـوري مـاده از دانـشگاه علـوم         هـاي     مـوش  عدد   30
پزشكي اصفهان تهيه و داخل لانه حيوانات تحـت شـرايط           

 ساعت تـاريكي نگـه      12 ساعت روشنايي و     12استاندارد  
بـه صـورت تـصادفي      ها    روش انتخاب موش  . داري شدند 

اي    هفتـه  8 تـا    6 هاي  براي انجام آزمايشات  از نمونه     . بود
تمام مراحـل آزمـايش طبـق اصـول اخلاقـي       . استفاده شد 
در خــوردن آب و غــذا محــدوديتي هــا  مــوش. انجــام شــد

هـاي    بـراي جـدا كـردن فوليكـول       هـا      نمونه )18و11(.نداشتند
ــك اســتفاده شــدند  ــاوي تخم ــوش)19(.ح ــا   م ــه روش ه ب

 1999در سـال     Ydingجابجايي گـردن، همـان طـور كـه          
پـره  هـاي      بـراي تهيـه فوليكـول      )20(.شدندشرح داد كشته    
كـاملا  هـاي     جـدا و در داخـل پتريـديش       ها    آنترال، تخمدان 

در دمـاي اتـاق بـا       هـا     پتريـديش . استريل قرار داده شدند   
پيـروات  هـاي      همراه بـا مكمـل     Tcm199محيط كشت پايه    

و ) g/mlµ75(، پني سيلين    )mm2(، گلوتامين )mm2(سديم  
 در ابتدا   )21و13(.ر شده بودند  پ) g/ml)µ50 استرپتومايسين
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  .پيوندي موجود در محيط كشت جدا شدهاي  بافت
ها به ذرات ريز قطعه قطعه و كورتكس تخمداني با  تخمدان

 عـدد فوليكـول     30تعداد  . استفاده از اسكالپل برداشته شد    
هـاي     بـا يـك يـا دو لايـه از سـلول            )mµ 5± 95(انترال  پره  

دسـت  اي    اه لايـه پايـه    گرانولوزاي اطراف اووسيت بـه همـر      
هـاي    باشـد از بـرش      مـي   ي تكـا   ها  سلولنخورده كه حاوي    

هاي جدا شده     فوليكول. غشايي زير ميكروسكوپ جدا شدند    
هاي   حاوي اووسيت سالم مركزي و يك لايه نازك از سلول         

 به همـراه مكمـل      TCM199 ميلي ليتر محيط كشت      5تكا در   
 92%رطوبـت  ،  oC 37هايش داخل انكوباتور با درجه حرارت       

  .كشت داده شدند5%برابر  Co2و ميزان 
  

روي رشـــد  )FSH(اثـــرات هورمـــون محـــرك فوليكـــولي
  فوليكولي و بلوغ اووسيت

ــت  ــرات غلظ ــف   اث ــاي مختل ــزان  rhFSHه ــر روي مي  ب
ــوغ اووســيت و گــسيختگي    ــا، بل ــدگاري، قطــر فوليكوله مان

، 20، 5هـاي   غلظـت . ارزيابي شـد ) GVBD(وزيكول ژرمينال 
 به مـدت  rhFSH از mIU/ml 220 و 180،140، 100،  60،  40
 روز به محيط كشتهاي حاوي فوليكولهاي پره انترال واجد 6

آزمايشات گروه كنترل نيز به مـوازات       . اووسيت اضافه شد  
 روز  بـا اسـتفاده از ميكرومتـر          6در طول مـدت     . انجام شد 

چشمي نصب شـده بـر روي ميكروسـكوپ انعكاسـي قطـر             
در اين مـدت تعـداد فوليكولهـاي        . يري شد فوليكولها اندازه گ  

  .زنده و درصد آنها نيز مورد بررسي قرار گرفت
  

 بـر روي مورفولـوژي، رشـد فوليكـولي و          Eاثرات ويتـامين    
  پيوستگي غشاء پايه

روي رشد اووسـيت و      E براي ارزيابي اثرات ويتامين   
  . گروه تقسيم شدند2فوليكول، آزمايشها در 

ــاي غلظــت   ازnmol/ml 400 و 300، 240، 80، 40، 20ه
α       توكوفرول به محيط كشتهاي حـاوي فوليكولهـا اضـافه 

قطر فوليكولهـا   . آزمايشات كنترلي نيز انجام گرفت    . گشت
 .يكبار در روز بوسيله ميكرومتر چشمي بررسي شد

اـيي               اـ در مـورد آنه اطلاعات حاضر از رشـد فوليكولهـا تنه

در روز  .  بودند  روزه سالم مانده   6است كه در تمام دوره كشت       
دوم دوره، تمام فوليكولهاي سالم به محـيط كـشت تـازه منتقـل              

 روزه، آسيب ديده بودنـد      2شدند و فوليكولهايي كه در اين مدت        
اـرج شـدند        يكبـار در روز، محـيط كـشت        . از مسير آزمـايش خ

آزمايشها دوبار تكرار شدند و در هر       . شد  فوليكولها تعويض مي  
ي فوليكول مورد بررسي قرار گرفـت        تاي 30بار تكرار گروههاي    

 فوليكـول   60كه در مجمـوع بـراي هـر گـروه آزمايـشي تعـداد               
اـفه كـردن           . تخصيص داده شد   اـ اض آزمايش ذكر شده در بالا ب

  . به محيط دوباره انجام شدFSH از mIU/ml100غلظت 
  
  آماريهاي  آناليز

فوليكولها توسـط   ) قطر(روزانه حداقل و حداكثر طول      
گيـري    در انـدازه  . نعكاسي اندازه گيري شد   ميكروسكوپ ا 

ي تكـا و اينترشتيـشيال اطـراف        هـا   سلولقطر فوليكول از    
غشاء پايه صرف نظر شد و قطر متوسط هر فوليكول بـا            

  .ميانگين گيري مقادير حداقل و حداكثر بدست آمد
ــسيختگي    ــوغ اووســيت، گ ــف روي بل ــواد مختل ــرات م اث

 و ميزان ماندگاري آنها     وزيكول ژرمينال، تغيير قطر فوليكولها    
هـاي    آنـاليز .  يكطرفه بررسـي شـد     ANOVAبوسيله آزمون   

  . انجام گرفتSPSS افزار نرمآماري با استفاده از 
 05/0 P value<       بـه عنـوان سـطح معنـي داري در نظـر

  .گرفته شد
  
  ها يافته

 بر ميزان رشد و بلوغ فوليكولهاي كشت شـده          FSHاثرات  
  ت محصور در آن  و اووسيin vitroدر محيط 

فوليكولهـــاي پـــره آنتـــرال تغييـــرات مورفولـــوژيكي 
ــشت     ــك دوره ك ــول ي ــالغ در ط ــهاي ناب  روزه در 6موش

ــضور  ــتحـ ــاي  غلظـ   و180، 140، 100، 40،60، 20، 5هـ
IU/I220   ازFSH   و جـدول    3،  2 ،   1هاي شـماره       در  شكل 

فوليكولهاي پره آنترال تيمار شـده       .نشان داده شده است   1
 FSHاز   IU/l220  و 180،  140،  40،60،  20،  5هاي    با غلظت 

هيچ تغييرات معنـي داري در قطـر و ميـزان مانـدگاري در         
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 در مقابـل  . )≤05/0P(مقايسه با گروه كنترل نـشان ندادنـد         
و قــدرت زيــست ) µm190(افــزايش معنــي داري در قطــر 

 در mIU/ml FSH100فوليكولهـا در غلظـت   ) 91(%پذيري
كه با گروه كنترل و ديگـر   روزه كشت بدست آمد  6دوره  

  ).> 0001/0P(گروههاي آزمايشي مقايسه شده است 

 
پذيري   زيستروي ميزانFSH مختلف هاي  اثرات غلظت -1شكل شماره

مـورد بررسـي در هـر       هـاي     تعـداد كلـي فوليكـول      (N= 30(%).فوليكولي
  .دوز شناخته شدترين   مناسبFSH از mIU/ml100غلظت  ). آزمايش

  

  
ــماره  ــكل ش ــت  -2 ش ــرات غلظ ــاي  اث ــف ه ــر FSH مختل روي قط

مـورد بررسـي در هـر      هـاي     تعداد كلي فوليكـول    mµ.(30 =N)(فوليكولي
  .دوز شناخته شدترين   مناسبFSH از mIU/ml100غلظت  ). آزمايش
  

 
 روي بلوغ اووسـيت    FSHهاي مختلف     اثرات غلظت  -3شكل شماره   

رسـي در هـر     مـورد بر  هـاي     تعداد كلي فوليكول   (GVBD :30 = Nو  
دوز شــناخته تــرين   مناســبFSH از mIU/ml100غلظــت  ). آزمــايش

  .شاخص ميانگين در محور عمودي آورده شده است .شد
  

ــماره   ــدول ش ــت  -1ج ــرات غلظ ــف   اث ــاي مختل ــد FSHه  روي رش
 روز 6هاي پره آنترال و اووسيت محصور در آن در طول مدت        فوليكول

  .باشند ه به صورت ميانگين ميمقادير ارائه شد. in vitroكشت در محيط 
  

FSH 
concentrations 

(mIU/ml)  
Follicle 

diameter 
(µm) 

Survival 
rate (%) 

GVBD 
(%) 

Oocyte 
maturation 

(%) 

0  5±112 3±28 3±9 1±2 

5 5±121 3±35 3±21 3±14 

20 5±134 3±41 3±46 5±27 

40 5±150 3±52 3±61 5±39 

60 5±167 3±67 3±76 5±52 

100 5±*190 3±*91 3±*81 5±*59 

140 5±181 3±70 3±62 5±53 

180  5±171 3±60 3±45 5±37 

220 5±169 3±58 3±42  5±35 

Values are Mean ± SEM 
*Significant increase (P< 0001/0 ) 

  
ــرات  ــا و  αاثـ ــوغ فوليكولهـ ــد و بلـ ــوفرول روي رشـ  توكـ
  محصور در آنهاي  اووسيت

هـاي     كنتـرل و محـيط      روز در محـيط    6فوليكولها به مدت    
ــا   ــده ب ــار ش  α از nmol/ml 400 و 300، 240، 80، 40، 20تيم

 هـاي   همـان طـور كـه در شـكل        . توكوفرول كشت داده شـدند    
 توكوفرول تنها   αنشان داده شده است در غياب        5و   4شماره  

قطـر فوليكولهـا تحـت تـاثير        .  فوليكولها سالم باقي ماندند    %28 
زمـايش قـرار نگرفـت و تمـام         مـورد آ  هاي    هيچ كدام از غلظت   

تيمار در تمام طول دوره     هاي    فوليكولهاي گروه كنترل و گروه    
در محـيط  . )mµ ± 110(بودنـد  اي  داراي قطر يكسان و مشابه

 يــك افــزايش E ويتــامين nmol/ml 50 و 10كــشتهاي حــاوي 
ــولي    ــاء فوليك ــزان بق ــاچيز در مي ــب  ( ن ــه ترتي ) 35% و 32%ب

، E ويتـامين    nmol/ml 300غلظـت   در  ). ≤05/0P(. مشاهده شد 
در ) 55(%افزايش قابـل تـوجهي در زيـست پـذيري فوليكولهـا             

درصـد  ). >05/0P ()5شـكل   (مقايسه با گروه كنترل ديده شـد      
گسيختگي وزيكول ژرمينال و بلوغ اووسيت هـيچ افزايـشي را           
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  ).6شكل شماره (در مقايسه با گروه كنترل نشان نداد 
  

 

توكـوفرول روي زيـست     αمختلـف   هـاي     اثرات غلظـت   -4شكل شماره 
هاي مورد بررسي در هر آزمايش برابر         تعداد فوليكول . پذيري فوليكولي 

ــود30 ــدد ب ــشترين  α از nmol/ml 300غلظــت .  ع ــوفرول داراي بي توك
  .شاخص ميانگين در محور عمودي آورده شده است. اثربود
  

  
توكـوفرول روي قطـر   αمختلـف  هـاي   اثـرات غلظـت    -5شكل شـماره    

هاي مورد بررسي در هر آزمايش برابـر          تعداد فوليكول  ). mµ(فوليكولي
ــود 30 ــدد ب ــت .  ع ــشترين  α از nmol/ml 300غلظ ــوفرول داراي بي توك

  .شاخص ميانگين در محور عمودي آورده شده است. اثربود

 
توكـوفرول روي در صـد      αهـاي مختلـف       اثرات غلظت  -6شكل شماره   

GVBD هــاي مــورد بررســي در هــر  ولتعــداد فوليكــ: و بلــوغ اووســيت
توكـوفرول داراي   α از   nmol/ml 300غلظـت   .  عدد بـود   30آزمايش برابر   

  .شاخص ميانگين در محور عمودي آورده شده است. بيشترين اثر بود
  

ــرات مقايــسه   روي FSH توكــوفرول و αو تركيبــي اي  اث
  محصور در آنهاهاي  فوليكولها و اووسيت

 توكـوفرول و    αاز nmol/ml 300آزمايشات يكسان با    
mIU/mlFSH 100  درصد فوليكولهاي زيـست    .  تكرار شد

 در مقايـسه بـا كنتـرل        95% به بـالاتر از      )باقيمانده( پذير  
 αمختلـف   هـاي     تيمار شـده بـا غلظـت      هاي    و گروه ) 30(%

 αتركيــــب ). >P 0001/0( رســــيد )55( % توكــــوفرول 
(  افزايش معني داري در قطر فوليكولي        FSHتوكوفرول و   

mµ 210(  كند كه در مقايسه بـا كنتـرل و گـروه              ايجاد مي
ــده   ــت كنن ــوفرول αاز nmol/ml 300درياف بــدون (  توك

FSH ) (   به ترتيبmµ 114   و mµ 113(      كـاملاً معنـي دار 
 ( GVBDافزايش مشابهي در ميزان      ). >P 0001/0(است  

ــوغ اووســيت )%93  ــده)76(%  و بل ــي دي ــه در   م شــود ك
 كـاملاً معنـي   )3% و بلـوغ   : GVBD 9(%مقايسه با كنترل 

  ).7شكل شماره ) (>0001/0P( دار است 
 

  
 FSHتوكـوفرول و    αاي    اثـرات تركيبـي و مقايـسه       -7شكل شماره   

:.  روز 6روي رشد فوليكولي و اووسيت محصور در آن در طي مدت            
 عـدد   30هاي مورد بررسي در هر آزمايش برابـر           تعداد كلي فوليكول  

  . در محور عمودي آورده شده استشاخص ميانگين. بود
  

  گيري نتيجهبحث و 
هـاي    به طور كلـي رشـد فوليكـولي و بلـوغ آن فراينـد             

اندوكريني مختلفي هاي    هستند كه توسط فاكتور   اي    پيچيده
ها  موضعي و ويتامينهاي  از قبيل گنادوتروپين ها، فاكتور

فـاكتور   in vitro تنظيمات شرايط كـشت  .دنشو  ميكنترل
افزايش يا كاهش قدرت زيـست پـذيري، بلـوغ و     اصلي در   

محـصور در آن  هاي    قابليت باروري فوليكولها و اووسيت    
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 به شرايط طبيعـي   in vitroبا نزديك كردن شرايط . است
invivo هـاي بزرگـي در زمينـه لقـاح          توان بـه موفقيـت      مي  

in vitro دست يافت.  
چندين فاكتور انـدوكريني و موضـعي فعـال در طـول            

پيچيده رشـد فوليكـول تخمـداني و بلـوغ اووسـيت        فرايند  
 inكـشت فوليكـولي   هـاي   انـواع سيـستم  . كنند شركت مي

vitro       برند به ما     مي  رشد به سر   ازكه در مراحل مختلفي
را شناسايي و مكانيسم فعاليت     ها    هد اين فاكتور    اجازه مي 

نتيجه كشت بهينه فوليكـولي در محـيط        . آنها را درك كنيم   
in vitro بـالغ بـا قابليـت لقـاح و     هـاي   يد توليد اووسيتبا

دوره مانـدگاري كوتـاه      .تشكيل جنين زيست پـذير باشـد      
 يك مسئله مهم است كه اين in vitroدر محيط ها  اووسيت

ــوثر در     ــواد م ــدادي از م ــرده اســت تع ــق ســعي ك تحقي
آزمايشات ما بـه    كردن اين دوره را بررسي كند     تر    طولاني

ــدي   ــش كلي ــايز   در اFSHوضــوح نق ــزايش رشــد و تم ف
 را نشان in vitroفوليكولهاي پره آنترال ابتدائي در محيط 

هـاي    از ديدگاه بيو شيميايي با شروع تمـايز لايـه         . دهد مي
داخلـي و خـارجي تكـا،       هـاي     سلولي گرانولـوزا و سـلول     

ــپتورهاي  ــلول  FSHرس ــر روي س ــوزاي   ب ــاي گرانول ه
ــرال ظــاهر مــي  ــره آنت جــه در نتي و شــوند فوليكولهــاي پ

 بـا   )22و11،10(.گردند  مي وابستهها    فوليكولها به گنادوتروپين  
 بــه محــيط كــشت، رشــد فوليكولهــاي پــره FSHافــزودن 

آنترال، درصـد بقـاء فوليكولهـا و تـشكيل حفـره آنتـروم              
 خـــانگي و صـــحرايي افـــزايشهـــاي  فوليكـــولي مـــوش

نقش بسيار كليدي و مهم در FSH  حضور )23و1،11(.يابد مي
ــرزي فو  ــار آت ــت مه ــولي داراس ــرزي،  . ليك ــد آت در رون

شود كه بـا      مي  سلولي يك ركن پايه محسوب     سآپوپتوزي
 در محيط كشت فوليكولهـاي آنتـرال و پـره           FSHحضور  

با تاييـد ايـن      )24و11(.گردد  مي آنترال موشهاي خانگي مهار   
ــت ــاي  فعالي ــولا  ه ــشت  FSH اصــلي، معم ــيط ك ــه مح ب

ستانداران فوليكولهاي پره آنترال موش خانگي و ديگـر پ ـ        
 همانطور كه منحني وابـسته  ) 13و10(.شود  ميبزرگ اضافه

 در طـول كـشت فوليكـولي پـره          FSHت  ابه دوز براي اثر   

 تـا حـداكثر     FSHدهد، با افزايش غلظت       آنترال نشان مي  
mIU /ml 100     يك افـزايش در سـرعت رشـد متوسـط ،

 بـا كـشت فوليكولهـا در        )3(.شـود   فوليكولي مشاهده مـي   
نسبت تخمك گـذاري     FSHmIU/ml 1000حضور غلظت 

در مقايسه بـا غلظـت      اي    فوليكولي به طور قابل ملاحظه    
mIU /ml 100 زمانيكـه فوليكولهـا بـه    . يابـد   كاهش مـي

ــاد در معــرض  ــدار زي باشــند، طــي تنظيمــات FSH مق
يابد كه اين امـر منجـر بـه     ها كاهش مي  سلولي، رسپتور 

 )25و10(.شود  از سطح مطلوب مي   تر    پاسخ فوليكولي پايين  
 بـه ميـزان زيـادي بلـوغ         FSHكند كـه      نتايج ما بيان مي   

ايـن مـشاهدات    . دهـد    را افزايش مي   GVBDاووسيت و   
 و 2000 (Hirao ( ،Cortvrindt) 1997(همچنــين توســط

)2002  (Mao ــت ــده اســ ــزارش شــ ــت.  گــ  در غلظــ
FSHmIU/ml 100    ــذيري ــست پ ــد زي ــشترين درص بي

هـاي بـالاتر از      شود اما در غلظت     فوليكولها مشاهده مي  
ــاء فوليكــولي،  ــزان بق ــوغ اووســيت GVBDآن، مي  و بل

  )3(.يابد كاهش مي
به عنوان يك آنتي اكسيدان قوي به        Eنقش ويتامين   

هايي كه     درمحيط كشت  )26و17(.خوبي شناخته شده است   
 كشت داده شدند ميزان     Eها در فقدان ويتامين       فوليكول

وپراكـسيد  و س) GSH(ترانـسفراز  s فعاليت گلوتـاتيون  
هاي سـلولي و      يابد و در نتيجه ميزان آسيب       افزايش مي 

درصد آپوپتوزيس  هم به طـور قابـل تـوجهي افـزايش             
 هـيچ   E در طول مطالعه حاضـر ويتـامين         )27و26(.يابد  مي

هـا نـشان نـداد امـا قـدرت            تاثيري روي قطـر فوليكـول     
ها به طور قابل تـوجهي افـزايش          زيست پذيري فوليكول  

 1999 در سال  Roseيج موافق با گزارشات نتااين. يافت
ــا اضــافه كــردن )28و4(. اســت2002در ســال  Qvistو   ب

هايي كه قادرند شـكل كـروي و          سلنيوم درصد فوليكول  
 inتماميت غشاء پايه خـود را هنگـام كـشت در محـيط     

vitro             بـه  . يابـد    به طور كامـل حفـظ كننـد افـزايش مـي
شـد هـيچ    سيستم كـشتي كـه در ايـن مطالعـه اسـتفاده             

 بـه   Eسلنيومي اضافه نشد اما با اضافه كردن ويتامين         
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بـه خـوبي   ها   آنتي اكسيدان ها اثرات   محيط رشد فوليكول  
  )29و27(.شدمشاهده 

 توكوفرول و αدهد كه تركيب   ميمطالعه حاضر نشان
FSH تواند درصد زيست پذيري فوليكولها را افـزايش          مي
ري كـه قـادر     زيست پذي هاي     اين امر درصد اووسيت    .دهد

حمايـت  . دهـد   ميباشند افزايش in vitroبه لقاح در محيط 
و نقصان  ها     كاهش دهنده ميزان مرگ اووسيت     Eويتامين  

هـا   ايـن يافتـه  . است in vitroتخمك گذاري آنها در محيط 
هـاي    در مكمل ها    تواند جهت به كارگيري آنتي اكسيدان      مي

نند به عنـوان    توا ها مي   آنتي اكسيدان .  شود استفادهغذايي  

ــدابير مــؤثر در جهــت ممانعــت از اســترس اكــسيداتيو    ت
، كرومــوزوم و ميكروتوبــول در DNAخــصوصاً آســيب 

   )31و30،17(.اكسيداسيون باشندهاي  طي فرآيند
اين مطالعه با اميد ساخت و گـسترش محـيط مناسـب            
كشت با استفاده از گونه موش خانگي انجام شد كه مـدل            

ــابي ا  ــراي ارزي ــرمناســبي ب ــف روي اث ــات مختل ت تركيب
ــيط    ــولي در مح ــد فوليك ــعه و رش ــت in vitroتوس . اس

  in vitroآزمايشات زيادي براي بهبود بخشيدن بـه بلـوغ   
رود مطالعه حاضـر كمكـي در         مي  انجام شود كه اميد    بايد

  .جهت هموارتر كردن مسير باشد
  

  فهرست منابع
 

1- Gore-Langton RE, Daniel SA. Follicle-
stimulating hormone and estradiol regulate antrum-like 
reorganization of granulosa cells in rat preantral 
follicles cultures. Biol Reprod. 1990; 43(6): 65–72 

 
2- Eppig JJ, O’Brien M J. Development in vitro of 

mouse oocytes from primordial follicles. Biol Reprod. 
1996; 54(2): 197–207 

 
3- Nayudu PL, Osborn SM. Factors influencing the 

rate of preantral and antral growth of mouse ovarian 
follicles in vitro. Reprod Fertil. 1992; 95(10): 349–62 

 
4- Qvist RLF, Blackwell H, Bourne C, Brown JB. 

Development of mouse ovarian follicles from primary 
to pre-ovulatory stages in vitro. J Reprod Fertil. 2002; 
89(1): 169–80 

 
5- Johnson LD, Albertini DF, McGinnis LK, 

Biggers JD. Chromatin organization, meiotic status and 
meiotic competence acquisition in mouse oocytes from 
cultured ovarian follicles. Reprod Fertil. 1995; 104(1): 
277–84 

 
6- Fortune JE, Cushman RA, Wahl CM, Kito S. 

The primordial to primary follicle transition. Mol Cel 
Endocrinol. 2005; 163(5): 53–60 

 
7- Hirao YT, Nagai M, Kubo T, Miyano M, Miyake 

K, Kato S. In vitro growth and maturation of pig 
oocytes. J Reprod Fertil. 2000; 100(4): 333–39 

 
8- Roy SK,  Treacy BJ. Isolation and long-term 

culture of human preantral follicles. Fertil Steril. 2002; 
59(12): 783–90 

 

9- McGee EA, Hsueh AJ. Initial and cyclic 
recruitment of ovarian follicles. Endocr Rev. 2000; 
21(2): 200–14 

 
10- Mao JG, Wu MF, Smith TC, McCauley TC, 

Cantley RS, Prather BA, et al. Effects of culture 
medium, serum type, and various concentrations of 
follicle-stimulating hormone on porcine preantral 
follicular development and antrum formation in vitro. 
Biol Reprod. 2002; 67(1): 1197–203  

 
11- Liu XK, Andoh H, Mizunuma T, Kamijo N, 

Kikuchi K, Yamada F, et al. Effects of recombinant 
human FSH(rhFSH), urinary purified FSH(uFSH) and 
hMG on small preantral follicles and tertiary follicles 
from normal adult and androgen-sterilized female 
mice. J Fertil Steril. 2000; 73(9): 372–80 

 
12- Catt KJ, Dufau ML. In vitro maturation, 

fertilization and embryo development. In Reproduct 
Endocrin eds.1991; 3(4):105-55 

 
13- Cortvrindt RJ, Smitz A, Van-Steirteghem AC. 

Assessment of the need for follicle stimulating 
hormone in early preantral mouse follicle culture in 
vitro. Hum Reprod. 1997; 12(4): 759–68  

 
14- Smitz JR, Cortvrindt Y, Hu U, Vanderstichele 

H. Effects of recombinant activin-A on in vitro culture 
of mouse preantral follicles. Mol Reprod Dev. 2003; 
50(1): 294-304 

 
15- Richards J. Hormonal control of gene expression 

in the ovary. Endocr Rev. 1994; 15(3): 725–51 
 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  رانو همكافاطمه برزگري    توكوفرول و هورمون محرك فوليكولي روي بلوغ       αت  امطالعه اثر 

  1389 خرداد ماه / 72شماره /  دورة هفدهم  مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران      14

16- Hu ZZCH, Tsai-Morris E, Buczko M, Dufau 
ML. Hormonal regulation of LH receptor mRNA and 
expression in the rat ovary. FEBS Let. 1990; 274(7): 
181–4 

 
17- Brigelius-Flohe R, Traber MG. Vitamin E: 

function and metabolism. FASEB J. 1999; 13(2):1145–55 
 
18- Cecconi SN, Rucci ML, Scaldafferi MP, 

Mascuilli G, Rossi C, Moretti M, et al. Thyroid 
hormone effects on mouse oocyte maturation and 
granulosa cell aromatase activity. J Endocrinol. 1999; 
140 (4): 1783-788 

 
19- Mahmoudi RA, Subhani P, Pasbakhsh F, 

Abolhasani I, Amiri M, Salehnia A ,et al. The Effects 
of cumulus cells on in vitro maturation of mouse 
germinal vesicle stage oocytes. Ir J Reprod Med. 2005; 
3(2): 74-78 

 
20- Yding CL, Andersen A, Leonardsen J, Ulloa-

Aguirre L, Barrios-De-Tomasi L. Moore O, et al. FSH-
induced resumption of meiosis in mouse oocytes: effect 
of different isoforms. J Mol Human Reprod. 1999; 
5(8): 726-31  

 
21- Haidari KM, Salehnia D, Valoujerdi MR. The 

effects of different concentrations of leukemia 
inhibitory factor on the development of isolated 
preantral follicles from fresh and vitrified mouse 
ovaries. Ir Biomed J. 2006; 10(4): 185-90 

 
22- Nakano RT, Akahori K, Katayama S; Tojo S. 

Binding of LH and FSH to porcine granulosa cells during 
follicular maturation. Reprod Fertil. 1977; 51(11): 23–27 

 
23- McGee EN, Spears S, Minami SY, Hsu SY, 

Chun H, Billig G, et al. Preantral ovarian follicles in 
serum-free culture: suppression of apoptosis after 
activation of the cyclic guanosine 39, 59-
monophosphate pathway and stimulation of growth and 
differentiation by follicle stimulating hormone. J 
Endocrinol. 1997; 138(9): 2417–424 

 

24- Baker SJ; Spears N. Follicle stimulating 
hormone inhibits apoptosis in pre- and early-antral 
murine follicles in vitro. J Reprod Fertil Abstr. 1997; 
19 (21): (abstract 40) 122-23 

 
25- LaPolt PS, Tilly JL, Aihara T, Nishimori K, 

Hsueh AJ. Gonadotropin induced up- and down-
regulation of ovarian follicle-stimulating hormone 
(FSH) receptor gene expression in immature rats: 
effects of pregnant mare’s serum gonadotropin, human 
chorionic gonadotropin, and recombinant FSH. 
Endocrinol. 1992; 130(3): 1289–295 

 
26- Thomas FH, Leask R, Srsen V, Riley SC, 

Spears N, Telfer EE. Effect of ascorbic acid on health 
and morphology of bovine preantral follicles during 
long-term culture. Reproduct. 2001; 122(9): 487–95 

 
27- Murray AA, Molinek MD, Baker SJ, Kojima 

FN, Smith MF, Hillier SG, et al. Role of α-tocopherol 
in promoting follicle integrity and survival in intact 
mouse ovarian follicles in vitro. Reproduct. 2001; 
121(5): 89–96 

 
28- Rose UM, Hanssen JM, Kloosterboer HJ. 

Development and characterization of an in vitro 
ovulation model using mouse ovarian follicles. Biol 
Reprod. 1999; 61(9): 503-11 

 
29- De-la-Asuncio´n JG, Milla´n A; Pla´ R. 

Mitochondrial glutathione oxidation correlates with 
age-associated oxidative damage to mitochondrial 
DNA. Faseb J. 1996; 10(5): 333–38 

 
30- Cheng TJ, Christiani DC, Xu X. Glutathione S-

transferase genotype, diet and smoking as determinants of 
sister chromatid exchange frequency in lymphocytes. 
Cancer Epidemiol Biomark. 1995; 4(1): 535–42 

 
31- Fraga CG, Motchnik PA and Shigenaga MK. 

Ascorbic acid protects against endogenous oxidative 
DNA damage in human sperm. Proc Natl Acad Sci 
USA.1991; 88(1): 1003–6 

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  رانو همكافاطمه برزگري    توكوفرول و هورمون محرك فوليكولي روي بلوغ       αت  امطالعه اثر 

  15   مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران  1389  ماهخرداد  / 72شماره /  دورة هفدهم

 

An in vitro Study of Follicle Stimulating Hormone (FSH) and α-
tocopherol Effects on the Maturation of Preantral Follicle-Enclosed 

Oocytes from Immature Mice 
  
 

*F. Barzegari Firouzabadi, MSI         A. Javid, MSII 
S. Rezaei Zarchi, PhD III 

  
  
  
 

Abstract 
Background & Aim: In vitro maturation (IVM) of oocyte is a promising technique to reduce the costs 

and avert the side effects of gonadotropin stimulation for in vitro fertilization (IVF). To better characterize 
the nature and impact of different hormones and important parameters on the growth and in vitro 
maintenance of oocyte, the present study was done. The purpose of this study is in vitro investigation of 
follicle stimulating hormone (FSH) and α-tocopherol effects on the maturation of preantral follicle-
enclosed oocytes from immature mice 

Material and Method: Intact preantral follicles were isolated from the ovaries of 6-week-old female 
mice and cultured in TCM-199 medium. Preantral follicles of immature mice were studied during a culture 
period of 6 days in the presence of 5, 20, 40, 60, 100, 140, 180 and 220 mIU/ml FSH and 20, 40, 80, 
240, 300 and 400 nmol/ml of α-tocopherol (vitamin E). Follicles were cultured in an incubator at 37 °C, 
92 % humidity and 5% CO2 in air. The effects of several materials were surveyed on follicle diameter, 
survival, germinal vesicle breakdown (GVBD) and oocyte maturation rates. Our study was experimental. 
The entire statistical analysis was carried out using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS 
version 14.0) and one-way ANOVA. 

Results: 100 IU/l FSH showed a significant increase in follicle diameter (190 ± 5µm), survival (91% 
± 4), germinal vesicle breakdown (GVBD) (81% ± 3) and oocyte maturation rates (59% ± 6). Vitamin E 
showed an increase in survival rate but unaffected diameter, GVBD and oocyte maturation rates. The 
medium containing α-tocopherol and FSH showed a marked increase in all parameters including follicle 
diameter (210 ± 5µm), survival (95% ± 3), germinal vesicle breakdown (GVBD) (93% ± 3) and oocyte 
maturation rates (76% ± 5). 

Conclusion: It is concluded that FSH and α-tocopherol increase the maturation rate of follicles and 
enclosed oocytes, but if they are supplied in a combination, this growth rate can increase more 
significantly. 

 
Key Words: 1) Follicle Stimulating Hormone(FSH)       2) α-tocopherol (Vitamin E) 
                     3) Preantral Follicles            4)Oocyte 
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