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   هاي خوك توليد شده  در جنينDNAهاي مختلف بر ميزان شكست  اثرات ضديخ
  In vitro به روش 

  
  .Ph.D.(2(تاكشيج اتويي ، 1).Ph.D( فرزاد رجايي

 .رانايقزوين،    قزوين،ـ درماني  و خدمات بهداشتيگروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكيآزمايشگاه كشت سلولي،  ،استاديار -1

  .ن، ژاپياماگوچي گروه توليدمثل، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه ياماگوچي، ،استاد -2
  
  
  

  
  

گزيني به منظـور جلـوگيري از تـشكيل يـخ          هاي مرحله قبل از لانه      هاي زيادي جهت انجماد جنين       تاكنون از ضديخ   :زمينه و هدف  
ز جنينها پس از ذوب به دلايل مختلفي از جمله نوع ضديخ مورد             داخل سلولي استفاده شده است، ولي با اين وجود تعداد زيادي ا           

 پروپانـديول و گليـسرول      2و1گليكـول،     اتـيلن . رونـد    جنين، در اثر سميت ضديخ از بين مي        DNAاستفاده و به دنبال آن شكست       
هدف از . شود تفاده ميباشند كه به طور وسيعي براي انجماد جنين حيوانات گوناگون و همچنين انسان اس        هاي معمول مي    ضديخ

هاي خوك بـه منظـور تعيـين ضـديخ        بلاستوسيست DNAهاي مختلف روي ميزان شكست        مطالعه حاضر، بررسي اثرات ضديخ    
  . مناسب براي انجماد جنين خوك بود

  

. نـد يدد گرميتقس گروهچهار و به طور تصادفي به توليد شدند  In vitro بلاستوسيست خوك به روش 197 تعداد :روش بررسي
 ستهاي ـبلاستوسبقيه . قرار گرفتندضديخ بدون PBS  به مدت يك ساعت در محلول كنترل گروهعنوان  ه بستيبلاستوس 40تعداد 

در درجـه   اي    مرحلـه  3در يـك روش     بـه مـدت يـك سـاعت         % 10با غلظت    نوع محلول ضديخ     3 در سه گروه متفاوت در معرض     
 پروپانـديول   2و1 در معرض    ستيبلاستوس 40گليكول و      در معرض  اتيلن    ستيبلاستوس 40طوريكه هب. حرارت اتاق قرار گرفتند   

 سـاعت   24ها پـس از     بلاستوسيـست از زنـده مانـدن       شواهد مورفولوژيك .  در معرض گليسرول قرار گرفتند     ستيبلاستوس 40و  
ده ، براســاس تــشكيل مجــدد حفــره بلاستوســل بــه وســيله مــشاه NCSU-37در محــيط  هــاي مختلــف گــروهكــشت مجــدد در 

با تكنيـك   گذاري    نشانهدر آنها پس از      DNAميزان شكست    شاخص   .ارزيابي گرديد   برابر 40استريوميكروسكوپي با بزرگنمايي    
TUNEL   اي با     زمينهآميزي    رنگوPI  ها با آنـاليز واريـانس و آزمـون تعقيبـي فيـشر و بـا كمـك نـرم افـزار                         داده . مشخص شد

Stutviewدر نظر گرفته شد05/0داري   و سطح معني مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت .  
  

 DNAهايي بـا شكـست    افزايش تعداد هستههاي مختلف، منجر به    ضديخ در معرض    هاي خوك   تس بلاستوسي گرفتنقرار   :نتايج
هـاي فاقـد      هاي داراي بلاستوسل نـسبت بـه بلاستوسيـست           در بلاستوسيست  DNAدر ضمن، ميزان شاخص شكست      . شود  مي

  . توجه به نوع ضديخ كمتر بودبلاستوسل، بدون 
  

 را افزايش   DNAهاي خوك، ميزان شكست        براساس نتايج اين مطالعه در معرض ضديخ قرار گرفتن بلاستوسيست          :گيري  نتيجه
   .كمترين ميزان سميت را داردگليكول  دهد و در اين ميان اتيلن مي

  

  
  

  .  بلاستوسيست،DNAضد يخ، سميت سلولي، آپوپتوزيز، خوك، شكست  :كليد واژگان
  

  .ـ درماني قزوين، قزوين، ايران فرزاد رجايي، گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيدكتر  :مسئول مكاتبه
   frajaei@qums.ac.ir :پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
هـاي مفيـدي از       تعداد سلولها و ميزان آپوپتوزيز نـشانه      

  مـرگ سـلولي حتـي      . باشـند   سلامت و تكامل جنـين مـي      
   و In vivoهـاي   در طول تكامل اوليـه جنينـي در محـيط   

In vitro )IVM1، IVF2و  IVC3( افتـد    اتفاق مـي)در ). 1
هـاي سـالم، بعـضي از سـلولها ناشـي از        بلاستوسيست

 را  4ريزي شـده سـلولي      ي مختلف مرگ برنامه   ها  محرك
طي كرده كه منجـر بـه تنظـيم تعـداد سـلولها يـا حـذف                 

). 2(شود    ديده در طول تكامل جنين مي       هاي آسيب   سلول
رغم اثرات مفيد آپوپتوزيز، در صورتي كه تعـداد و            علي

گردند افـزايش     هايي كه وارد آپوپتوزيز مي      نسبت سلول 
گزينـي    ر تكامـل و لانـه     يابد، اثرات مخـرب و مـضري ب ـ       

زاي محيطي نظير افزايش      عوامل استرس ). 3(جنين دارد   
pH        هـاي سـمي       داخل سلولي، سميت محلولهـا و غلظـت

Ca2+            ممكن است منجـر بـه آپوپتـوزيز در بلاسـتومرها 
يز پوپتـوز ريزي شده سلولي كه آ      مرگ برنامه ). 4(گردد  

شـكلي از مـرگ سـلولي اسـت كـه            ،)5(شـود     ناميده مي 
. شـود   دو شاخص اصلي از نكروز مـشخص مـي    توسط

هاي مورفولوژي نظير كاهش حجم       شاخص اول، ويژگي  
اي   سلول، متراكم شدن كروماتين، فراگمنته شدن هـسته       

وزي اسـت و شـاخص    پوپت ـو در نهايت تشكيل اجسام آ     
باشـد كـه       مـي  DNAشكست و قطعه قطعه شـدن       ديگر،  
DNA        يم و   بوسيله يك اندونوكلئاز وابسته به يون كلـس

ــوزومي قطعــه قطعــه   ــه قطعــات اوليگونوكلئ ــوم ب منيزي
ــي ــود م ــام  . ش ــي بن ــروزه از روش ــراي TUNEL5ام  ب
) DNAشكست  ميزان   (وزيپوپتهاي آ   آميزي سلول   رنگ

در ايـن روش انتهـاي      . شـود   به طور رايج اسـتفاده مـي      
اكـسي     شكـسته شـده بوسـيله آنـزيم دي         DNAقطعات  

يدهاي جديد تغيير    با نوكلئوت  6(TDT)ترانسفراز انتهايي   

                                                      
1- In Vitro Maturation 
2- In Vitro Fertilization 
3- In Vitro Culture 
4- Apoptosis 
5- TDT- Mediated Dutp-biotin Nick End Labeling 
6- Terminal Deoxy Transferase 

شــوند و  نــشاندار مــي) dUTP-فلوئورســين( داده شــده
   DNAبنــــابراين انتهــــاي شكــــسته شــــدة قطعــــات 

دار شـده و      اي، مستقل از زنجيره قالب نشان       دو زنجيره 
شـود    در زير ميكروسكوپ فلوئورسانس قابل رويت مي      

ــلول  ).7،6( ــي س ــن روش حت ــه   در اي ــل اولي ــاي مراح ه
ــشان  ــوزيز ن ــ آپوپت ــون يدار م ــك در  . )5(د ش ــن تكني اي

گيري كمي مرگ سلولي در جنين، كه داراي تعـداد            اندازه
 DNAهاي معدودي بوده و بنابراين مقادير كمـي           سلول

 تاكنون به منظور جلوگيري ).8،7(دارد بسيار مفيد است 
هاي فراوانـي جهـت    از تشكيل يخ داخل سلولي از ضديخ   

يني استفاده شـده    گز  هاي مرحله قبل از لانه      انجماد جنين 
است؛ ولي با اين وجود تعداد زيـادي از جنينهـا پـس از              
ذوب بــه دلايــل مختلفــي از جملــه نــوع ضــد يــخ مــورد 

 جنــين در اثــر DNAاســتفاده و بــه دنبــال آن شكــست 
 2وEG(  ،1(اتيلن گليكـول    . روند  سميت ضديخ از بين مي    

  به طـور وسـيعي    ) GLY(و گليسرول   ) PD(پروپانديول  
 جنــين در حيوانــات گونــاگون و همچنــين بــراي انجمــاد

مـرگ بلاسـتومرها بعـد از    ). 9(شوند   انسان استفاده مي  
انجماد، به دليل تشكيل يخ در حين انجمـاد و ذوب پـس             

باشـد    از آن، تورم اسمزي و سميت شيميايي ضديخ مي        
  اخيــراً نــشان داده شــده اســت كــه تعـــداد     ). 11،10(

 پس از ذوب    هاي منجمد شده    هاي آپوپتوزي جنين    سلول
هــاي منجمــد نــشده بيــشتر اســت  در مقايــسه بــا جنــين

با اين وجـود اطلاعـات كمـي در مـورد اثـرات             ). 12،13(
ضديخها بر مرگ سلولي بلاسـتومرها در جنـين وجـود           

 در طـي   DNA شكـست     براساس مطالعـات قبلـي،     .دارد
  مورد بررسي قرار گرفته است؛ ولي اينكـه        انجمادپديده  

باشد يا عامـل      امل برودتي مي   به دليل عو   DNAشكست  
   .باشد ضديخ، هنوز مورد بحث مي

هـاي    هدف از مطالعه حاضـر، ارزيـابي اثـرات ضـد يـخ            
 بلاستوسيـستها   DNAمتفاوت بر روي ميزان شكـست       

  هـاي مختلـف      به دنبال قـرار گـرفتن در معـرض ضـديخ          
به منظور تعيين ضـديخ مناسـب بـراي انجمـاد جنـين و             
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يب بـه جنـين قبـل از    هـاي آس ـ  مشخص كردن مكانيـسم  
هاي موجـود در اسـتفاده        به دليل محدوديت  . انجماد بود 

از جنين انسان و به دليل شـباهت زيـاد مراحـل تكـاملي      
جنين انسان بـا جنـين خـوك، در ايـن مطالعـه از جنـين                

  . خوك استفاده شد
  

  روش بررسي
توليد  In vitro بلاستوسيست خوك به روش 197تعداد 
  .نديدد گرميتقس گروهچهار  به و به طور تصادفيشدند 
هـاي    تخمدان :اووسيتها و بلوغ در محيط كشت     آوري   جمع

خوك پس از تهيه از كـشتارگاهي در شـهر كيتاكيوشـو            
ــا    ــوژي بـ ــرم فيزيولـ ــل سـ ــله در داخـ ــن، بلافاصـ   ژاپـ

ــرارت  ــه ح ــد C 35°درج ــل گردي ــشگاه منتق ــه آزماي .  ب
   18 بـا سرسـوزن      ml10اووسيتها بوسـيله يـك سـرنگ        

ــولاز فول ــر    يك ــا قط ــاي ب ــپيره شــده و  mm6-3ه    آس
 (Nihonzenyaku, Japan)PBS١در محلول تغييـر يافتـه   

ــيIU/ml 100حــاوي     G (Sigma, Germany)ســيلين   پن
 ,Sigma) استرپتومايــــسين ســــولفات  mg/ml 1/0 و

Germany)  هــاي بــا   تنهــا از اووســيت . قــرار گرفــت
 هاي كومولـوس متـراكم در       اووپلاسم يكنواخت و سلول   

بـراي بلـوغ اووسـيتها از روش        . اين تحقيق استفاده شد   
Kikuchi ــاران ــد ) 14( و همك ــتفاده گردي ــور  . اس ــه ط ب

   كومولــوس - كمــپلكس اووســيت50خلاصــه در حــدود 
 از محـيط كـشت بلـوغ    μl500 ساعت در 20-22به مدت   

37- NCSUمايع فوليكولي خـوك     % 10حاوي  ٢)V/V ( و  
mM 6/0سيــــــــستئين  (Sigma, Germany)، mM 1 

dbcAMP3 (Sigma, USA) ،μm 50 β- ــل  مركاپتواتانــ
(Wako, Japan) ،IU/ml 10گنادوتروپين كوريوني اسب  

- گنادوتروeCG4 (Teikokuzoki, Japan) ،IU/ml 10يا 
 و hCG5 (Teikokuzoki, Japan) يا پين كوريوني انساني

                                                      
1- Modified Phosphate-Buffered Saline 
2- North Carolina State University 
3- Dibutyryl cyclic AMP 
4- Equine chorionic gonadotropin 
5- Human chorionic gonadotropin 

μg/ml50  جنتامايسين(Sigma, Germany)قرار گرفتند  .
 كومولـــوس مجـــدداً در محلـــول -يتكمـــپلكس اووســـ

NCSU-37 ــدون ــدت  dbcAMP ب ــه م ــون ب  24 و هورم
و  C5/38°تمام كشتها در دمـاي  . ساعت كشت داده شد

  . انجام شدCO2گاز % 5در انكوباتور مرطوب حاوي 
IVF ــين ــشت جنـ ــاس روش IVF : و كـ    Kikuchi براسـ

  هـاي    اسـپرم . با كمي تغييـر انجـام شـد       ) 14(و همكاران   
 و همكـاران    Yugeاز خوك كه براساس روش      تهيه شده   

 دقيقــه در 15منجمــد شــده بــود، ذوب و بــه مــدت ) 15(
 ,Earle's  (Gibco حاوي امـلاح TCM-199محيط كشت 

NY, USA) ــا ــه شــدpH=8/7 ب  از μl10ســپس .  انكوب
   از محـيط كـشت لقـاح حـاوي          μl90هاي فوق بـه        اسپرم
mM 90  ،ــديم ــد س ــيم، mM 12 كلري  mM 25 كلريدپتاس

ــديم،   ــات س ــديم،  mM 5/0بيكربن ــولفات س  mM 5/0 س
  هيدروســديم،   فــسفات ديmM 5/0ســولفات منيــزيم،  

mM 10ســـديم،  لاكتـــات  mg/ml 3  آلبـــومين ســـرم   
تمــام ( جنتامايــسين mg/ml 50 كــافئين و mM5 ،گــاوي

قـرار  .)  آلمـان تهيـه شـده اسـت        Sigmaمواد از شـركت     
 تنظـيم  ml 106×1/غلظت نهايي اسپرم در حـدود    . گرفتند

 سـاعت در    5اووسيتها همراه با اسـپرمها بـه مـدت          . شد
هـاي كومولـوس و       سـپس سـلول   .انكوباتور قرار گرفتند  

هاي لقاح يافته به صـورت        هاي متصل به اووسيت     اسپرم
هـاي لقـاح      مكانيكي با چند بار پيپت كردن جدا و تخمـك         

هـاي    زايگـوت . يافته به محـيط كـشت انتقـال داده شـدند          
 mg/ml 4 حــاوي NCSU-37ط كــشت فرضــي در محــي

BSA ،mM 17/0پيــروات ســديم  (Sigma, Germany) ،
mM 7/2      لاكتات سـديم و μg/ml50     جنتامايـسين كـشت 

هاي تقسيم     ساعت پس از لقاح، تمام جنين      72. داده شدند 
 mg/ml 4 حـاوي   NCSU-37 به محيط كشت تازه6يافته

BSA ،mM 55/5 D-گلـــــوكز  (Sigma, Germany)  و
μg/ml 50    هـاي تقـسيم      جنـين .  جنتامايسين منتقل شـدند

 روز تا مرحلة بلاستوسيست كـشت داده        4شده به مدت    

                                                      
6- Cleavaged 
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ژي طبيعي در روز      هاي با مورفولو    بلاستوسيست. شدند
منظـور اجتنـاب از     ه   ب ـ ،شـدند  پس از لقـاح انتخـاب        7-6

 هاي با انـدازه مـساوي      برداري، جنين  در نمونه سوگيري  
هـاي مـورد مطالعـه       ر گروه  د تصادفيطور  ه  بانتخاب و   

  .قرار گرفتند
منظـور بررسـي    ه  ب ـ :قرار دادن جنينها در معرض ضـديخ      

 قرارگرفتن جنينها   يآسيب وارده به بلاستوسيست در ط     
% 10 هـاي  در معرض ضديخ، بلاستوسيستها در محلـول      

 ولي پروپانـد 2و1 ، (Wako, Japan) كوليلن گليضديخ ات
(Wako, Japan)سرولي ـ  و گل(Wako, Japan)   در يـك 

) C25-23°( اي در درجــه حــرارت اتــاق  مرحلــه3روش 
 دقيقـه در    5به طوريكـه در ابتـدا بـه مـدت           . قرار گرفتند 

 دقيقه در محلول    5و سپس به مدت     % 3/3محلول ضديخ   
سـاعت در محلـول    1و در نهايت بـه مـدت   % 6/6ضديخ 
 و در تـاريكي قـرار        درجه حـرارت اتـاق     در% 10ضديخ  
 PBS رد استفاده بـراي همـه ضـديخها،       حلال مو . گرفتند

Gibco, NY, USA)(  3/0 بود كه بـه آن%  BSA  اضـافه
 غلظـت نهـايي    درهاگرفتن بلاستوسيست   قرار بعد از . شد
ــوع  از  3ها مجــدداً در يــك روش ضــديخ ضــديخ،هــر ن

براي اينكار در   . خارج شدند  ها بلاستوسيست اي از   مرحله
و سپس به   % 6/6 دقيقه در محلول ضديخ      5ابتدا به مدت    

و در نهايـت در     % 3/3 دقيقـه در محلـول ضـديخ         5مدت  
   قـرار   درجه حـرارت اتـاق      بدون ضديخ در   PBSمحلول  
هاي گروه تجربي در  بلاستوسيستدر زماني كه . گرفتند

هاي افزايشي، تعـادلي و كاهـشي ضـديخ           معرض محلول 
هاي گروه كنترل فقـط در        بلاستوسيستگرفتند،    قرار مي 
بعـد از خـارج شـدن ضـديخ،        . ر گرفتنـد   قرا PBSمحلول  

ــشت   ــيط ك ــا در مح ــاوي NCSU-37جنينه  mg/ml 4 ح
BSA ،mM 55/5 D- گلـــوكز و μg/ml50 جنتامايـــسين 

.  ساعت كشت داده شـدند     24تحت روغن معدني به مدت      
 ساعت كشت، شواهد مورفولوژي زنده ماندن       24پس از   

ــست ــره بلاستوســل  بلاستوسي ــشكيل حف ها، براســاس ت
 ارزيـابي   40×يوميكروسكوپي با بزرگنمايي    توسط استر 

بـــه منظـــور بررســـي آپوپتـــوزيز تمـــام     . گرديـــد
هاي دارا يا فاقد حفره بلاستوسـل بعـد از            بلاستوسيست

 مورد بررسـي    TUNELارزيابي مورفولوژيك با تكنيك     
  .قرار گرفتند

 PI1  وTUNELميـزي    رنـگ  : PI وTUNELرنـگ آميـزي   
انجـام   تهاسي ـ در بلاستوس  DNA كـست راي بررسي ش  ب

تها، پـس از    س بلاستوسي ـ  بدين ترتيب كه ابتـدا     .)22 (شد
 %3/0 فـسفات حـاوي    شستشو بـا محلـول دالبكـو بـافر        

در محلـــول ) ;mg/ml 3 PBS/PVA(ل الكـــ وينيـــل پلـــي
ــد ئپارافرمالد ــول PBS  در(wako, Japan) %37ي  در ط

بـه منظـور    . ندشـد فـيكس    C4° شب در درجـه حـرارت     
ــرده    ــذيري پ ــزايش نفوذپ ــشو   اف ــد از شست ــفاف بع ش

   دقيقــه 40مــدت ه ، بــPBS/PVAبــا بلاستوسيــستها 
 X–100 (Sigma, Germany)ون يت ـ تر%1/0در محلـول  

 PBS/PVA بـا    ي مجـدد   پس از شسشو   .ندقرار داده شد  
ــازنده در محلــول      ــركت س ــتورالعمل ش ــاس دس براس

TUNEL (Boehringer, Mannheim, wako, Japan)   
 .نـد  آنكوبـه گرديد   C 37°  حـرارت   ساعت در  يكمدت  ه  ب

بـه منظـور اطمينـان از عـدم         و  كنترل منفـي    نمونه  براي  
ت فقط در   س تعدادي بلاستوسي  ،گذاري بدون آنزيم   نشانه

كنترل مثبـت، تعـدادي     نمونه  براي  و  محلول فلوئورسنت   
 تها قبـــل از آنكوباســـيون در محلـــولساز بلاستوسيـــ

TUNEL ،  ــك ســاعت ــدت ي ــه م ــولμg/ml50 درب   محل
(Sigma, Germany) DNase I   منظـور  ه ب .دشدنآنكوبه

ــشانه ــسته  ن ــه ه ــذاري هم  ــ گ ــس از آنكوب ــا پ ــردن ه ه ك
 mg/ml 50 محلولر د به مدت يك ساعت    تهاسبلاستوسي

  (Sigma, Germany) RNAse Aــ ــا سبلاستوسي تها ب
μg/ml50  محلـول PI (Sigma, Germany) 20مـدت  ه ب ـ 

  و در پـس از شستـش    . اي گرديـد   آميزي زمينه  دقيقه، رنگ 
تها با فشار كم لامـل در       س بلاستوسي PBS/PVA محلول

 antibleachingل محلـــوميكروليتـــري  20يـــك قطـــره 

                                                      
1- Propidium Iodide 
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(Oregon, USA)  و لامها در زير قرار گرفتبر روي لام 
  .ندمورد بررسي قرار گرفت ميكروسكوپ فلوئوروسنت

 بـا شـمارش     زيهاي آپوپتو  نسبت هسته : روشهاي آماري 
-هـاي بلاسـتو   ه كـل هـسته     مثبت ب ـ  TUNEL هاي سلول

ه ب تسدر همان بلاستوسي  )  مثبت PIهاي   هسته(ت  سسي
 بـا   . محاسبه گرديد  DNA شاخص ميزان شكست  عنوان  

هاي خام حاصل، ابتـدا از تبـديل     توجه به محدوديت داده   
Arcsine   ــر روي ــا ب ــامي آناليزه ــوده و تم ــتفاده نم  اس

هـا بـا آنـاليز        داده. هاي تبديل شـده صـورت گرفـت         داده
ريانس و آزمون تعقيبي فيـشر بـا اسـتفاده از برنامـه             وا

Statview      هـاي   تفـاوت .  مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت 
  .ديگردتلقي دار   معني و كمتر از آن05/0در سطح 

  

  نتايج
هاي خـوك      بلاستوسيست هاي اين مطالعه    براساس يافته 

از گروه كنترل داراي پرده شفاف سالم و دست نخورده          
لاستومرها كاملاً فضاي داخـل پـرده شـفاف را       بوده و ب  

در گـروه تجربـي،       در حاليكـه   )1شـكل   (اند    اشغال كرده 
 24 و پـس از      بعضي از بلاستوسيستها چروكيـده بـوده      

حفره بلاستوسل اوليـه   ساعت كشـت نتـوانستند مجـدداً
 بلاستوسيـست در    197تعداد   .)2شكل (خود را پيدا كنند   

ارزيــابي ميــزان   منظــور بــه IVF  بعــد از 7 و6روز 
در معــرض هــاي خــوك   جنــينDNAشــاخص شكــست 

 1همانطوريكه در جدول . گرفتندقرار هاي مختلف    ضديخ
   داراي شكست و DNAهاي با  شود، وقتي هسته  ديده مي 

  
   ساعت كشت24ضديخ و از يك ساعت قرار گيري در در جنين هاي خوك پس DNA ميزان شكست - 1جدول 

هاي با شكست  شاخص هسته
DNA   

  داراي بلاستوسل  فاقد بلاستوسل

تعداد كل 
 بلاستومرها

SEM)±(Mean 

تعداد 
 جنينها 

  ميزان شكست
 DNA  

  
 ضديخنوع 

a2±38 a1±9/19 2/1±4/34 52  اتلين گليكول)EG( 
a2±5/38  a 2/1±8/21  3/1±4/36 54 دويول پروپان)PD( 
b1/2±31  a 5/1±6/20  5/1±4/36 51  گلسيرول)GLY( 

c7/1±1/22 b4/0±6/11 2±6/38 40 كنترل 

    a-c: 05/0(مقادير با حروف مختلف در يك ستون بطور معني داري متفاوت هستندp<( 

هـاي خـوك از گـروه كنتـرل كـه در آن همـه         بلاستوسيست-1شكل  
بلاستوسيستها داراي پرده شـفاف سـالم و دسـت نخـورده بـوده و               

  اند  ردهـرده شفاف را اشغال كـل پـاي داخـلاً فضـرها كامـومـبلاست
).200×بزرگنمايي (

هاي خوك از گروه تجربي كـه در آن بعـضي از     بلاستوسيست -2شكل  
   ساعت كشت نتوانستند 24 و پس از ودندـروكيده بـوسيستها چـبلاست

 ).200×بزرگنمايي (وسل اوليه خود را پيدا كنند مجدداً حفره بلاست
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تعداد كل بلاسـتومرها در بلاستوسيـستها بعـد از قـرار            
كشت متعاقب    ساعت 24 و هاي مختلف   گرفتن در ضديخ  

 مورد بررسي قرار گرفتند، تفاوت      TUNELك  آن با تكني  
داري در تعداد كل بلاستومرها در بلاستوسيـستها          معني

، 4/34±2/1(هـاي مختلـف مـشاهده نـشد      در بـين گـروه  
ولي بدون توجه بـه     ؛  )4/8±6/38،  4/8±4/36،  4/8±4/36

ــست    ــخ، شــاخص شك ــوع ضــد ي - در بلاســتوDNAن
قـرار  هـاي مختلـف       معـرض ضـديخ   هايي كـه در       سيست

- از بلاسـتو   )>05/0p(داري    رفته بودند، به طور معنـي     گ
در ضـمن، ميـزان     . هاي گروه كنترل بيـشتر بـود        سيست

هايي كه داراي      در بلاستوسيست  DNAشاخص شكست   
 ساعت كشت 24 يعني پس از -مورفولوژي طبيعي بودند

توانستند مجدداً حفره بلاستوسـل اوليـه خـود را ايجـاد            
اي فاقـد بلاستوسـل و      ه ـ   نسبت به بلاستوسيـست    -كنند

  .)1جدول(بود  چروكيده، بدون توجه به نوع ضديخ كمتر
  

  بحث
آپوپتوزيز يك مكانيسم مرگ سلولي آنـدوژن اسـت كـه           
براي تكامل طبيعي و هموسـتاز بـافتي لازم و ضـروري     
  است؛ ولي عمدتاً در طي كشت جنـين در خـارج از رحـم             

رونـد  ). 17،16(افتـد     به دليل شرايط نامناسب اتفـاق مـي       
هـاي   آپوپتوزيز در پاسـخ بـه انـواع متفـاوتي از محـرك           
هــاي  غيرفيزيولوژيــك نظيــر حــرارت، ســموم، اســترس
شـود   اكسيداتيو و پرتوهاي آسيب رسان نيـز فعـال مـي    

فشار اسموتيك نيـز ممكـن اسـت بـه صـورت            ). 19،18(
هيدراتاسيون و دهيدراتاسيون، در طول مواجهـه جنـين         

لـذا  ). 20-22(جنين شوند   با مواد ضديخ باعث آسيب به       
 مطالعه حاضر به منظور كاهش فشار اسمزي، جنينها در

در درجـه   ها  ضـديخ  مرحله بـا افـزايش غلظـت         3در طي   
 در معرض اين مواد قرار گرفتند؛ ولي با اين حرارت اتاق

هــاي خــوك  توسيــستوجــود ميــزان زنــده مانــدن بلاس
 DNAهاي با شكست      ميزان شاخص هسته  . كاهش يافت 

هاي مختلف  ضديخهايي كه در معرض    تسستوسيبلادر  

 سـاعت كـشت داده شـدند،        24گرفتنـد و بـه مـدت        قرار  
 )>05/0p(داري    بدون توجه به نوع ضديخ به طور معنـي        

مطالعه در . هاي گروه كنترل بود بيشتر از بلاستوسيست
اثـرات  ديگري كه توسط نگارنده و همكاران انحـام شـد،    

ت س در بلاستوسي  يز آپوپتوز ميزان بر   ،اي انجماد شيشه 
 نشان   مورد مطالعه قرار گرفت و به طور مشابهي        موش
بـه طريـق     كـه    مـوش ي  هـا   بلاستوسيـست كـه    ه شد داد

  شـــاخ رحـــم بـــه وســـيله محـــيط كـــشت  شستـــشوي
 و ذوب،   اي  انجمـاد شيـشه    ه بودنـد پـس از     مدآبه دست   
 نـسبت بـه     )08/4±28/0 ( در آنهـا   DNA كـست ميزان ش 

داري بيـشتر      بـه طـور معنـي      )93/4±22/0 (كنترل گروه
  يز  آپوپتـــوزين شــاخص گتفــاوت در ميــان  ). 13 (بــود 

به دليـل    تواند   تجربه حاضر مي   نسبت به در تجربه قبلي    
مان زتفاوت در نوع حيوان مورد تجربه، تفاوت در مدت          

)  دقيقه 5 دقيقه در مقابل     30(رفتن در ماده ضديخ     گقرار  
تجربــه ر  باشــد كــه دبلاستوسيــستو بــالاخره كيفيــت 

 توليـد شـده و   In vitro بـه روش  بلاستوسيستحاضر 
هـاي    بلاستوسيـست محققـين، كيفيـت      ارشگـز براساس  

 بـه دليـل اثـرات زيانبـار     In vitroتوليد شـده بـه روش   
محيط كشت روي جنـين و فقـدان ترشـحات پـاراكريني            

ــه  ــحه از لول ــايين   مترش ــي، پ ــاي رحم ــت   ه ــر از كيفي ت
 بـوده و  In vivoروش هاي توليد شده به  بلاستوسيست

- در بلاســـتويزآپوپتـــوزشـــاخص ميـــزان بنـــابراين 
باشد   بيشتر ميIn vitro توليد شده به روش هاي سيست

 در DNAهـاي بـا شكـست         ميزان شـاخص هـسته    ). 23(
هـاي ديگـر كمتـر بـود و ايـن              نسبت به گـروه    EGگروه  
 كمترين ميزان سـميت را بـر روي         EGدهد كه      مي  نشان

و همكـاران پـس از       Kasai طور مشابهي    به. جنينها دارد 
هــاي مرحلــه مــورولاي مــوش در      دادن جنــينقــرار
ميزان بررسي   و   ،PBS (v/v)ضديخ در   % 30هاي    محلول

زنده ماندن جنينها با ارزيـابي پتانـسيل تكامـل آنهـا بـه              
 EGبلاستوسيــست در محــيط كــشت، نــشان دادنــد كــه 

ــميت را دارد و    ــزان س ــرين مي ــر PD وGLYكمت  از نظ
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گيرنـد؛ اگرچـه محققـين        ميزان سميت بعد از آن قرار مي      
 را نشان ندادند    DNAشكست    و  ضديخ فوق ارتباط بين  

ــي   . )24( ــاوت معن ــال، تف ــن ح ــا اي ــاخص  ب داري در ش
هـاي    تسبلاستوسي ـ در بين    DNAهاي با شكست      هسته

  .هاي مختلف وجود ندارد ضديخدر معرض 
هـه  مواجدهـد كـه       هـاي مطالعـة حاضـر نـشان مـي           يافته

هــاي مختلــف، منجــر بــه  هــاي خــوك بــا ضــديخ جنــين
هــاي خــوك شــده و تعــداد  مــسموميت شــيميايي جنــين

 را بدون توجه به نوع ضديخ DNAهاي با شكست  هسته
در ضمن مطالعه حاضـر نـشان داد كـه          . دهد  افزايش مي 

 در ارتبــاط بــا DNAهــاي بــا شكــست  شــاخص هــسته
 In vitroمورفولوژي جنينها بعـد از كـشت بـه صـورت     

هـاي بـا هـسته داراي       باشد؛ به طوريكـه اكثـر سـلول         مي
هـايي بـود كـه پـس از            در بلاستوسيست  DNAشكست  

ــره    ــستند حف ــا ضــديخ و كــشت مجــدد نتوان ــه ب مواجه
بلاستوسل اوليه خود را پيدا كنند و يا بـه عبـارت ديگـر              

هاي فاقد بلاستوسـل كـه         در جنين  DNAميزان شكست   
هـاي مـرده تلقـي شـدند         در اين مطالعه به عنـوان جنـين       

 .هــاي داراي بلاستوســل بيــشتر اســت نــسبت بــه جنــين
Jurisicova    ريـزي شـده      برنامـه وقتي مـرگ    معتقد است

  بـراي تكامـل    كـه   رسـد   بسلولي به يـك آسـتانه معينـي         
هـاي     منجـر بـه مـرگ جنـين        و تكوين جنين مضر باشـد     

دهـد    بنابراين نتايج نشان مـي    ). 19(شود    آسيب ديده مي  
  در جنينهـا   DNAاعت در ميزان آسيب بـه        س 24پس از   

  هاي با حفره بلاستوسل تشكيل مجدد بلاستوسيستكه 

  .مرتبط باشد
  

  نتيجه گيري
گـرفتن  قراردهـد كـه       هاي مطالعة حاضر نشان مـي       يافته

هاي مختلف،    ضديخ در معرض    هاي خوك   تسبلاستوسي
 DNAهـاي بـا شكـست         افـزايش تعـداد هـسته     منجر بـه    

 DNAهاي با شكـست        هسته  شاخص در ضمن . شود  مي
 به صورت در ارتباط با مورفولوژي جنينها بعد از كشت         

In vitroبود .  
ــوع     ــرگ ســلولي از ن ــه م ــشان داد ك ــه حاضــر ن مطالع

هاي مـرگ      به عنوان يكي از مكانيسم     تواند  ز مي آپوپتوزي
 پس از مواجهه با ضـديخ     ست  يبلاستومرها در بلاستوس  

  مانـدن جنـين،    مطرح باشد و باعث كـاهش ميـزان زنـده           
 ادامـه   رسد  نظر مي   به. گزيني و تولد نوزاد زنده شود      لانه

ــدا كــردن مكانيــسم    هــاي آســيب  تحقيقــات در جهــت پي
هــايي در انجمــاد  موفقيــتتوانــد موجــب  مــيجنــين، بــه 
  .گرددنه تنها در زمينه حيواني بلكه در انسان ، ARTدر

  
  تشكر و قدرداني 

 توليــدمثل از آقــاي پروفــسور ســوزوكي اســتاد گــروه 
 كه جهت انجام اين طرح نهايـت        نژاپ دانشگاه ياماگوچي 

همكــاري را داشــتند و از اداره بازرســي گوشــت شــهر 
هـاي    كيتاكيوشو ژاپن بخاطر در اختيار گذاشتن تخمدان      

  .شود خوك تقدير و تشكر مي
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