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                                                          نامه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه  فصل -1386 پاييز ،سومم، شماره هديازسال  - بهبود  

لقاح و  ،گاويمدل دار  بلوغ تخمك كومولوس هاي مختلف گلوكز بر اثر غلظت 
  تكوين پيش ازلانه گزيني آن  درشرايط آزمايشگاه

  ****، دكتر ري چنگ چين***علي پور ،  دكترمحمدجعفر گل**، دكترسيد محمد باقر هاشمي *دكترنوراالله رضائي

  چكيده

سمي تخمك اي و سيتوپلا هتوانند در بلوغ هست زا در محيط كشت مي انرژيف مختلمواد مغذي و سوبستراهاي  :و هدف سابقه

. وجود داردات متناقضي نظربرروي بلوغ تخمك در محيط كشت و تكوين روياني بعدي آن،  گلوكز در مورد تأثير. اثر بگذارند

گزيني آن  اح و تكوين پيش از لانهدار،  لق كومولوس  بلوغ تخمك هاي مختلف گلوكز بر غلظت هدف از اين مطالعه تعيين اثر

  .در يك مدل گاوي است

مجموعه تخمك . آوري و به آزمايشگاه انتقال داده شدند يك كشتارگاه جمع هاي گاوي از تخمدان :ها مواد و روش

ي و يكي گروه تجرب سه(گروه چهار طور تصادفي در هآسپيره و ب) متر ميلي 2- 6به قطر(هايي  از فوليكول) عدد 1170(كومولوس 

هاي كشت  به محيط .ليتر محيط كشت بلوغ  كشت داده شدند ميلي حاوي يك هاي كشت ارگان در ديش سپس تقسيم) كنترل

درجه  5/38 گلوكز اضافه شد و همه در انكوباتور - Dليتر  گرم در ميلي ميلي1، 5/1، 3 ترتيب مقادير هاي تجربي به بلوغ گروه

تخمك پس  394. ساعت كشت داده شدند 24ت بالا براي مدت ببا رطو درصد 95هواي  درصد و 5اكسيدكربن  دي راد،يگسانت

لقاح و تكوين روياني اوليه  با   ررسي ميزانب برايرا  ديگر تخمك 776طور تصادفي فيكس و از كشت براي بررسي ميزان بلوغ به

بررسي ميزان لقاح  به منظور) تخم فرضي( تخمك 387ساعت از لقاح،  18بعد از  و گاو نر لقاح داده هاي ذوب شده اسپرم

ها  نمونه .كشت داده شدند) روز هشتم بعد از لقاح(هاي تكويني مشابه تا مرحله بلاستوسيست  عدد ديگر در محيط 389فيكس و 

  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتنددو  كاينتايج با آزمون  استرئوميكروسكوپ مورد بررسي قرار گرفته و  با

 ،82ترتيب به( در مقايسه با گروه كنترل گلوكز هاي داراي ها در محيط ان بلوغ تخمكميز نتايج اين تحقيق نشان داد كه :ها يافته

ها در  گر چه ميزان لقاح تخمك) >001/0P( داري بيشتر بوده استناطور مع هب) درصد 55 در مقابل گروه كنترل درصد 80و 79

 اما ميزان تشكيل  ،)درصد 49 در مقابل گروه كنترل درصد 50و 54، 57يبترت به(هاي مختلف فرقي نداشت  بين گروه

درصد  32و  33 ، 30ترتيب به( بيشتر از گروه كنترل بوده است )>01/0P( داريطور معنا ههاي مورد، ب ها در گروه بلاستوسيست

  ).درصد14در مقابل گروه كنترل 

دار و تكوين  وكز در محيط كشت بلوغ، در بلوغ تخمك كومولوسدهد كه گل هاي اين تحقيق نشان مي هيافت :گيري نتيجه

  .روياني بعدي آن اثر مثبت دارد

  »12/10/85:پذيرش     27/10/84: دريافت«             .گلوكز، تخمك گاوي، بلوغ آزمايشگاهي ، لقاح :ها كليدوا ژه

  و ژنتيك دانشكده پزشكي ساريشيمي استاديارگروه بيو **        دانشيارگروه تشريح دانشكده پزشكي ساري*

      دانشيار گروه علوم تشريح دانشگاه علوم پزشكي گرگان ***

 زايمان، دانشگاه مك گيل، كانادا زنان و بخش دانشيار ****

  0151-3247106:، نمابر0151-3241031:تلفن تماس ،گروه علوم تشريح، دانشكده پزشكي، بلوار خزر، ساري ،مازندران :دار مكاتبات عهده *

Email: noor454@yahoo.com  
www.SID.ir
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  ...بلوغ تخمك كومولوس براثر غلظت هاي مختلف گلوكز  – نوراالله رضاييدكتر 

 

)  

  مقدمه
رشد و تكوين اوليه رويان، نياز به فعاليت متابوليكي قابل 

  انواع  سنتز و) ATP( انرژي توجه براي توليد

مواد مغذي و سوبستراهاي ). 1( دهاي پيچيده دار مولكول

شرايط  مختلف انرژي مورد استفاده براي بلوغ تخمك در

به اي و سيتوپلاسمي تخمك  آزمايشگاه، بربلوغ هسته

تكوين  ثير گذاشته و بعد از لقاح تخمك برأت تشد

تحت  تكوين رويان شديداً). 2( گذارند رويان اثر مي

پيرووات  گلوكز،). 3( ثير شرايط بلوغ تخمك قرار داردأت

ولاكتات سوبستراهاي اصلي براي متابوليسم انرژي در 

پيرووات  ).5و  4( هستند )كومولوس( هاي پيكري سلول

مستقيم طور  بهتواند  سوبستراي اصلي انرژي است كه مي

همچنين ). 6( وسيله تخمك و تخم استفاده شود به

عنوان يك سوبستراي انرژي، در  تواند به گلوتامين مي

و ) 7( هاي هامستر بهبود بلوغ آزمايشگاهي تخمك

 گزارش شده است كه گلوكز و .عمل كند) 8( خرگوش

 در كيبات پوريني جديدربرد سنتز تگلوتامين جهت پيش

كنند  ومولوس، با هم عمل ميكهاي پيكري  داخل سلول

كننده  طوري كه زمان و مدت سنتز اين تركيب، تعيين هب

 ها خواهد بود توقف يا ادامه تقسيم ميوزي در تخمك

بلوغ آزمايشگاهي تخمك مقداري  طولعلاوه در  هب). 9(

و براي سنتز  تبديل شود آمين تواند به گلوكز از گلوكز مي

ماتريكس خارج سلولي و گسترش كومولوس استفاده 

همچنين گزارش شده است كه تركيب گلوكز ). 3( شود

بلوغ آزمايشگاهي تخمك، براي  طولاسيد آمينه در  11 و

  ). 10(تكامل بعد از لقاح رويان گاو مهم هستند 

هاي كومولوس در  تحقيقات نشان داده است كه سلول

شامل گلوكز، پيرووات،  ( ده از سوبستراهاي انرژياستفا

در طي بلوغ آزمايشگاهي ) لاكتات و اسيدهاي آمينه

كنند از طرف  تخمك، نقش مهم و كليدي را بازي مي

ديگر حضور هورمون محركه فوليكولي باعث افزايش 

كومولوس  شده  ،وسيله مجموعه اووسيت هب جذب گلوكز

محيط كشت قدرت  و حضور هورمون لوتئينيزينگ در

اكسيداسيون گلوكز  ها را افزايش داده و تكاملي اووسيت

  اووسيت را افزايش  ،در داخل مجموعه كومولوس

واسطه  هاستفاده تخمك از پيرووات ب). 11( دهد مي

و  Geshi ).12( هاي كومولوس است ارتباطش با سلول

اند كه سديم  گزارش كرده 2000 همكارانش در سال

  تواند بلوغ  حيط بلوغي بدون سرم، ميپيرووات در م

هاي گاوي عاري از كومولوس را حمايت  اي تخمك هسته

 و همكارانش در سال  Zheng، اما)13( پيش ببرد و كند

ي براي بلوغ ياند كه پيرووات به تنها نشان داده 2001

و  Sutton). 14( سيتوپلاسمي تخمك كافي نيست

ها  رچه تخمكاظهار داشتند گ 2003همكارانش در سال

دارند، اما  استفاده از گلوكز ي محدودي دريتوانا

را از طريق  توانند گلوكز هاي كومولوس مي سلول

وسيله  بهگليكوليز به پيرووات يا لاكتات متابوليزه كنند تا 

هاي  همچنين سلول ).3(ها مورد استفاده قرار گيرد تخمك

 آمينه سيستئين در اسيد تواند با حضور كومولوس مي

اكسيدان  محيط كشت بلوغ، گلوتاتيون را كه يك ماده آنتي

  ).15( در داخل سلول است بسازند

كومولوس در محيط بدون  ،بلوغ مجموعه تخمك

در گسترش كومولوس و تكوين  گلوكز منجر به اختلال

اما محققين ديگر اظهار داشتند كه ). 10(شود مي رويان

رايط ش محيط كشت بلوغ تخمك در گلوكز درحضور، 

هاي  رويان آزمايشگاه درتكوين روياني پيش از جايگزيني 

تواند اثرات  مي) 18-20( و گاو) 17(، موش  )16(هامستر

هاي  همچنين گلوكز در بلوغ تخمك. آور داشته باشد زيان www.SID.ir
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                                                          نامه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه  فصل -1386 پاييز ،سومم، شماره هديازسال  - بهبود  

 

كشت در محيط  طولانساني عاري از كومولوس در 

و همكارانش در   Saito ).21( آزمايشگاه اثرمهاري دارد

بلوغ  در اند كه گلوكز گزارش كرده) 1994سال(

موش مفيد ) ژرمينال وزيكول( دار هاي نارس هسته تخمك

  نيست و ممكن است مانع ميوز و نيز بلوغ 

و Lim  كه درحالي). 22( هاي فوليكولي شود تخمك

گزارش كردند كه گلوكز بلوغ  2000سال  همكارانش در

لذا ). 23( برد هاي گاوي را به پيش مي اي اووسيت هسته

هاي  ، اثر غلظتمذكورتوجه به اظهارات متفاوت  با

تكوين  بر بلوغ آزمايشگاهي تخمك و مختلف گلوكز

هدف از . روياني بعدي آن به بررسي بيشتري نياز دارد

هاي مختلف گلوكز بر روي  غلظت اين مطالعه تعيين اثر

دار گاوي، لقاح و تكوين روياني  بلوغ  تخمك كومولوس

  . باشد در شرايط آزمايشگاه مي اوليه آن

 ها مواد و روش

 ها در شرايط آزمايشگاه بلوغ تخمك ●

آوري  از يك كشتارگاه جمع) عدد 340(هاي گاو تخمدان

. اند بوده گاوها از نوع هولشتين بالاي سه سال. شد

 35دماي  درصد در 9/0سرم فيزيولوژي  ها در تخمك

شتار به ك از ساعت بعد 2 درجه سانتيگراد در مدت

كومولوس -مجموعه تخمك  .آزمايشگاه انتقال داده شدند

متر با  سرسوزن شماره  ميلي 2- 6هايي به قطر  از فوليكول

در زير  سي آسپيره و سي 10وصل به يك سرنگ  18

  حداقلهايي كه داراي  كومولوس ،مجموعه تخمك لوپ 

لايه سلول كومولوس دراطراف خود بوده و   سه

زيرا . آوري شده است داشتند، جمعسيتوپلاسم هموژن 

  ارتباط بين سلولي بين تخمك و  اندازه تخمك و

هاي كومولوس جهت كسب ظرفيت قابليت بلوغ   سلول

. عدد بودند 1170ها  تعداد تخمك. در تخمك، مهم است

محيط  در به سرعت كومولوس چهاربار ،مجموعه تخمك

 Hepes Buffered Tyrodes)تخمك  شستشوي با رف

Medium) TLH  وينيل پيروليدون  پلي  درصد 3/0حاوي

(Polyvinyl Pyrolidone= PVP) گرم در وميكر 50و

طور  به و ،)24( اند شستشو شده  جنتامايسين ليتر ميلي

سه گروه تجربي و يك گروه (هار گروه چتصادفي به 

محيط كشت بلوغ  شامل يك محيط . تقسيم شدند) كنترل

درصد 3/0كه به آن ) 25(ي مشخص يبا تركيب شيميا

PVP  هاي  ليتر هر يك ازهورمون واحد در ميلي ميلي 75   و

) LH(لوتئينيزينگ هورمون  و)  FSH( محركه فوليكولي

اي، گروه كنترل تنها در  بر اساس مطالعه زمينه. اضافه شد

محيط كشت بلوغ با  در 1محيط كشت بلوغ، گروه تجربي

 2وكز، گروه تجربي گل –D ليتر گرم در ميلي ميلي 1غلظت 

 ليتر گرم در ميلي ميلي 5/1در محيط كشت بلوغ با غلظت 

D–  محيط كشت بلوغ با  در 3گلوكز و گروه تجربي

كشت داده  گلوكز –D ليتر گرم در ميلي ميلي 3غلظت 

ليتر محيط  ميلي 1تخمك در  10بعد از شستشو، . شدند

يك ديش كشت  ارگان با حفره مركزي   كشت بلوغ در

 5/38 كومولوس در -مجموعه تخمك . داده شدند كشت

اكسيدكربن و  درصد دي 5درجه سانتيگراد در شرايط 

هوا با حداكثر رطوبت در انكوباتور قرار داده  درصد95

 394  طور تصادفي  هب ساعت از كشت، 24بعد از . شدند

 776فيكس شدند و  ،بررسي ميزان بلوغ منظور بهتخمك 

همه مواد . گاهي استفاده شدندتخمك براي لقاح آزمايش

مصرفي در اين تحقيق از شركت سيگما تهيه گرديده 

  .است

  آماده كردن اسپرم و لقاح آزمايشگاهي ●

 30درجه سانتيگراد براي مدت  35هاي اسپرم در آب  ني

Chian www.SID.irكه  طوري ها همان ثانيه ذوب شدند و اسپرم
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  ...بلوغ تخمك كومولوس براثر غلظت هاي مختلف گلوكز  – نوراالله رضاييدكتر 

 

)  

اند به روش شناور  شرح داده 2002سال در همكارانش

سپس اسپرم و ). 24( آماده شدند (swim-up)ردن ك

 modified)ميكروليتر ازمحيط لقاح 50قطرات  ردتخمك 

Tyrodes medium) mTALP    ميكروگروم در  2محتوي

درجه  5/38دماي  هپارين در زير روغن در ليتر ميلي

درصد هوا با  95اكسيدكربن و  درصد دي 5سانتيگراد در 

). 24( ساعت انكوبه شدند18ماكزيمم رطوبت به مدت 

اسپرم در هر  1×  106ي اسپرم در هر قطره نهايغلظت 

  .تخمك قرار داده شد 5ليتر بود و در هر قطره  ميلي

كشت جنين ●  

 زيگوت فرضي( تخمك 387  لقاح  ساعت از 18بعد از 

presumptive zygote ( براي بررسي ميزان لقاح به

تكوين  تخمك براي بررسي 389طورتصادفي فيكس و

شستشو داده  شدند   TLHروياني اوليه سه بار در محيط 

 Bovineميكروليتري محيط تكويني 50و سپس به قطره 

Embryo Culture Medium) BECM ( 3مكمل با 

 BSA   (Bovine Serum Albumin)گرم در ميلي ليتر ميلي

جنتامايسين در زير روغن  ليتر ميكروگرم در ميلي 1و

از لقاح  ساعت بعد 120ها  نينج ).22( كشت داده شدند

سپس به محيط  و كشت داده شدند مذكورمحيط  در

ميكروليتري  50كشت ديگري حاوي قطرات 

درصد سرم جنيني گوساله  10مكمل با   BECMمحيط

Fetal Calf Serum =FCS) مول  ميلي 25/0 و

تا ( اسيدپيروويك در زير روغن براي كشت تكويني بيشتر

  . قرار داده شدند) ز هشتم بعد از لقاحساعت يا رو 192

  ها تخمك )فيكس( ثابت كردن ●

هـا   تخمك ساعت از لقاح، 18ساعت بلوغ و  24بعد از  

ومولـوس عـاري   كهـاي   وسيله پيپتاژ مكانيكي از سلول به

  فيكسـاتيو  شده و بين لام و لامل قـرار داده شـدند و در  

ي بـرا ) 3بـه   1حلول اسيد استيك و اتانـل بـه نسـبت    م(

هـا سـپس بـا     ساعت فـيكس شـدند تخمـك    24حداقل 

هـا در زيـر    لام). 25( آميزي  شـدند  اورسئين درصد رنگ

ميكروسكوپ فاز كنتراست از نظر بلوغ تخمـك و ميـزان   

 ).25( لقاح بررسي شدند

 دار صـورت تخمـك نـارس هسـته     هـا بـه   بلوغ تخمـك  

)germinal vesicle (مرحله متافاز يك ، )MI ( هبا مشـاهد 

هاي موجود در هسته و بـدون مشـاهده جسـم     وزومكروم

بـا مشـاهده  جسـم     (MII) قطبي اوليه، مرحله  متافـاز دو 

هاي موجود در هسته سلول تعيين  قطبي اوليه و كروموزوم

لقاح با مشاهده دو پرونوكلئوس همرا با دم اسپرم . گرديد

ــت  ــده اسـ ــخص شـ ــم مشـ ــين . در سيتوپلاسـ   همچنـ

و يك جسم قطبي ثانويـه   هايي با دو پرونوكلئوس تخمك

يافتـه تلقـي    عنـوان لقـاح   واضح اما بدون دم اسپرم هم به

  . اند شده

هـاي لقـاح يافتـه و     ميزان تخمـك  ،هاي بالغ ميزان تخمك

ها  محاسبه گرديـد  بـراي    هاي  گروه ميزان بلاستوسيست

 واسـتفاده شـده    ريمقايسه آماري از آزمون كـاي اسـكو  

 .تلقي  شده استدار امعن% 5كمتر از   Pمقدار

  

  ها يافته
نشان داده شده است، ميـزان   1 طوري كه در جدول همان

هـاي تجربـي    هـاي بلـوغ گـروه    ها در محيط بلوغ تخمك

ترتيب  به( ليتر گلوكز ميلي گرم در ميلي 1و  5/1، 3محتوي 

 هـا در  تخمـك  بيشتر از ميزان بلوغ) درصد 80و  79 ،82

بـوده  ) درصـد  55( يا محـيط كنتـرل   محيط بدون گلوكز

آمـاري   است، آزمون نشان داد كه اين اختلاف بـه لحـاظ  

ما بين ميزان بلوغ تخمك در ا) >001/0P(باشد  ميمعنادار 

هاي مختلف گلـوكز اخـتلاف   هاي  تجربي با غلظت هگرو www.SID.ir
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ها  و تكوين روياني اوليه آندار گاوي، لقاح  هاي مختلف گلوكز در محيط كشت بلوغ، بر روي ميزان بلوغ  تخمك كومولوس اثر غلظت -1جدول

   *در شرايط آزمايشگاه 

 غلظت گلوكز

)mg/l(  

  هاي بلوغ يافته اووسيتفراواني 

  مرحله متافاز دو به 
  هاي لفاح يافته اووسيت فراواني

  ها، در بلاستوسيست فراواني

  روز هشتم بعد از لقاح 

  درصد  مواردمثبت  ونهتعدادنم  درصد  مواردمثبت  تعدادنمونه  درصد  مواردمثبت  تعدادنمونه

0   95  a 52  55   92  a 45  49  93  a 13  14  

1   101  b 83  82   99  a 56  57   97  b 29  30  

5/1   99  b 78  79   96  a 52  54   100  b 33  33  

3  99  b 79  80  100  a 50  50   99  b 32  32  

  .      . اند آوري شده بار تكرار آزمايش جمع 6ها از  داده *  

a,b  001/0: (2از راست به چپ درستون(دارند ) يا مقدار صفر(هاي مختلف، اختلاف معناداري با گروه كنترل  د با نشانهدر هر ستون، اعداP< (

 ).>01/0P(،  4ستون  ) >05/0P(،3درستون 

  

همچنين ميزان گسترش  .داري وجود نداشتامعن

هاي تجربي در مقايسه با گروه مورد  گروه كومولوس در

هاي  بين ميزان لقاح  تخمك. استمراتب بيشتر بوده  به

 در) درصد 50 و 54 ،57ترتيب  به(هاي تجربي  گروه

داري ااختلاف معن)  درصد49(مقايسه با گروه كنترل 

همچنين ميزان تشكيل بلاستوسيست در  .وجود نداشت

بيشتر از ) درصد 32و  33 ،30ترتيب  به(هاي تجربي  گروه

نشان داد كه  بوده است و آزمون) درصد14( گروه كنترل

 .)>01/0P( باشد دار ميااين اختلاف به لحاظ آماري معن

هاي تجربي با  بين ميزان تشكيل بلاستوسيست در گروه

داري وجود اهاي مختلف گلوكز اختلاف معن غلظت

  .نداشت

تخمك در  394(عدد  1170ها  تعداد كل تخمك

 3ستون  تخمك در 387بررسي ميزان بلوغ،  براي 2ستون 

  براي  4تخمك در ستون  389 رسي ميزان لقاح وبراي بر

  .بودند) تكوين بيشتر

  بحث
هاي اين تحقيق نشان داد كه افزودن گلوكز به محيط  يافته

طور  همقايسه با كنترل ب كشت بلوغ  اووسيت گاوي، در

و ) >001/0P( شود مي داري سبب بلوغ اووسيت نابالغامعن

 26( كند يد ميأينتايج گزارشات قبلي در اين زمينه را ت

  ).27و

مطالعه حاضر  ها در رچه درصد بلوغ اووسيتگ

يافته  هاي بلوغ درصد اووسيت از مراتب بيشتر به) 1جدول(

و همكارانش در  Hashimotoشده توسط  نتايج گزارش در

تواند ناشي از  بوده است كه اين تفاوت مي 2000سال

تركيبات محيط كشت بلوغ و شرايط كشت باشد، بلكه 

ها با افزايش غلظت  گلوكز در محيط بلوغ،  شابه نتايج آنم

 3با  درصد 80( درصد بلوغ اووسيت كاهش داشته است

گرم در  ميلي 1با  درصد 82در مقابل  ليتر گرم در ميلي ميلي

دهد كه غلظت پائين  بنابراين نتايج نشان مي). ليتر ميلي

را شرايط كشت مطلوب ) ليتر ميلي گرم در ميلي 1( گلوكز www.SID.ir
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)  

كند اما افزايش غلظت  براي تكامل رويان فراهم مي

. گردد گلوكز باعث افزايش درصد بلوغ اووسيت نمي

اين زمينه نشان داده است كه غلظت  پائين  مطالعات در

هاي گاوي سودمند است اما  كشت جنين طولگلوكز در 

در محيط كشت،  تكامل روياني  غلظت بالاي گلوكز

رات يثتأكند و  اه را مهار مياوليه در شرايط آزمايشگ

پيشنهاد شده . معكوس روي تكامل بعدي جنين دارد

ت ممكن است مربوط به افزايش توليد تأثيرااست اين 

هاي آزاد اكسيژن و كاهش ذخيره داخل سلولي  راديكال

  ). 28و  27، 22، 20( گلوتاتيون  باشد

هاي كومولوس   تحقيقات نشان داده است كه سلول

 ولدر ط) مانند گلوكز(از سوبستراهاي انرژي  در استفاده

كليدي را بازي  بلوغ آزمايشگاهي اووسيت نقش مهم و

هاي  اووسيت ها، كه در فقدان اين سلول طوري هكنند، ب مي

علت نقص در انتقال گلوكز سطح  نابالغ پستانداران به

اكسيداسيون  يني از جذب، فعاليت گليكوليتيك ويبسيار پا

از طرفي  ).26و  22( دهند ود نشان ميگلوكز را از خ

گسترش مطلوب توده كومولوس براي اوولاسيون طبيعي 

  ).1( رسد نظر مي و نيز لقاح بعدي ضروري به

كه اسيد هيالورونيك عامل  مطالعات نشان داده است

گلوكز، گلوتامين ). 11(اصلي گسترش كومولوس است 

 ها از سوبستراهاي اصلي سنتز اسيد و هگزوزآمين

طوري كه ناكافي بودن سوبستراها  هب ،هيالورونيك هستند

در محيط ) گلوكز مانند(براي سنتز اسيد هيالورونيك 

اي  بلوغ منجر به اختلال در تكميل بلوغ هسته كشت

 شود مي ، گسترش اووسيت و تكوين بلاستوسيست)27(

كه يكي از  شود با توجه به اين لذا پيشنهاد مي ؛)10(

ر محيط كشت بلوغ تحقيق ما مشابه تركيبات موجود د

گلوتامين بوده است، اين -ال )28و  20(تحقيقات گذشته 

ها  ساز متابوليك براي سنتز هگزوز آمين ماده يك پيش

افزودن آن به محيط كشت باعث بهبود گسترش  است و

گردد،  مي اووسيت –هاي كومولوس توده كومولوس سلول

شت بلوغ اسيد اضافه شده به محيط ك همراه با گلوكز

اسيد هيالورونيك باعث گسترش . سازند هيالورونيك را مي

هاي كومولوس كه در  هاي كومولوس شده و سلول سلول

بلوغ آزمايشگاهي نقش مهمي در جذب گلوكز  ولط

دارند، گلوكز موجود در محيط را جذب نموده و به 

  ).29( كند ل مييپيرووات تبد

غ اووسيت بلو ولهمچنين نقش اصلي گلوكز در ط

آغازين بلوغ آزمايشگاهي اووسيت،  خصوص در مراحل به

 استطريق گليكوليز  اسيدكربوكسيليك از و  TPتوليد

)11.(  

افزودن گلوكز به محيط كشت، گليكوليز اووسيت را 

  دهد و بالارفتن ميزان گليكوليز در  افزايش مي

هاي بلوغ يافته در شرايط آزمايشگاه، قدرت  اووسيت

علاوه مجموعه  هب .)26(تكويني اووسيت را بالا مي برد

راه پنتوز  اووسيت علاوه بر را ه گليكوليز، از -كومولوس

رسد  به نظر مي كند و فسفات گلوكز را متابوليزه مي

ضمن توليد انرژي،  در تنظيم بلوغ  هاي گلوكز متابوليت

نيزدر سنتز نوكلئوپورين ها چهت تنظيم  ميوزي اووسيت و

و بنابه ) 26و  10( كنند اي اووسيت شركت مي بلوغ هسته

، غلظت گلوكز در )30(همكارانش  و Suttonاظهارات 

كومولوس روي چندين  –بلوغ مجموعه اووسيت ولط

عمل شامل پيشرفت ميوزدر اووسيت، قابليت تكويني 

  .ردگذا تأثير مي اووسيت و گسترش كومولوس

گرم در  ميلي 1 حضور مطالعه حاضر گرچه در

محيط كشت بلوغ اووسيت  گلوكز يا بيشتر در ليتر ميلي

داري اثير معنأگاوي در مقايسه با كنترل روي لقاح ت www.SID.ir
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داري سبب تكوين روياني بعدي اطور معن هنداشت، اما ب

نتايج  ما از ). >01/0P( تا مرحله بلاستوسيست شده است

همكارانش  و Hashimoto ا نتايج گزارشميزان لقاح ب نظر

تفاوت داشته است كه اين تفاوت ممكن است ) 27(

اما از  ،ناشي از محيط كشت لقاح و  كيفيت اسپرم باشد

نظر ميزان بلاستوسيست با مطالعات قبلي در اين زمينه 

 تحقيق با نتايج و) 27و  26، 10( مطابقت داشته است

Iwata  5/4كردند غلظت  كه گزارش) 20(و همكارانش 

در محيط كشت بلوغي،  تكوين روياني  مول گلوكز ميلي

 طور هبه مرحله بلاستوسيست را در مقايسه با كنترل ي

داري بين غلظت اكند اما اختلاف معن داري مهار ميامعن

با گروه كنترل روي تكوين روياني  مول گلوكز ميلي 5/1

كه  طوري وجود ندارد، مغايرت داشته است زيرا همان

ها در تركيب محيط كشت  اند آن اين محققين اظهار داشته

اند كه حاوي  استفاده كرده% FCS 10بلوغي خود از 

هاي مورد و  در گروه گرم گلوكز بوده است و ميلي 05/0

لذا ما در اين تحقيق براي رفع اين  .شاهد وجود داشت

رسد  نظر مي به. استفاده كرديم PVPاز FCSجاي  مشكل به

ثير آن در أجه به متغير بودن متابوليسم گلوكز تبا تو

مراحل اوليه تكوين روياني چندان محسوس نباشد اما با 

  .پيشرفت تكوين اثرات خود را بيشتر نشان خواهد داد

شده روي مرحله پيش از لانه  در مطالعات انجام

شد كه تغييرات مهمي در  داده گزيني رويان موش نشان

ترين  مهم. دهد كليواژ روي مي طولمتابوليسم انرژي در 

براي  .اين تغييرات در ارتباط با استفاده از گلوكز است

واند از هر دو سوبسترا ت مثال رويان دو سلولي موش نمي

 تواند از استفاده كند بلكه تنها مي) پيرووات گلوكز و(

هشت  پيرووات استفاده كند اما بر خلاف آن رويان 

 .و سوبسترا استفاده كندتواند از هر د سلولي موش مي

علت اين سوبستراي انرژي منحصر به فرد مربوط به 

ها مانند  ين و توقف يكي از آنزيميفعاليت گليكوليتيك پا

 و همكارانش Iwata). 6( فروكتوكيناز است -فسفات –6

اند كه متابوليسم گلوكز در  گزارش كرده 1998 سال در

كه در مراحل  طوري هب ،سراسر تكوين روياني متغير است

اوليه تكوين رويان گاوي با حضور درصد كم گلوكز در 

محيط كشت بلوغ، متابوليسم گلوكز در مقايسه با مورولا 

غلظت بالاي  اما حضور. ين استييا بلاستوسيست پا

تكوين  محيط كشت بلوغ، در) مول ميلي5/4( گلوكز

  سلولي به مرحله بلاستوسيست را مهار  4مرحله  از روياني

  ).20( كند مي

مطالعات متعددي نشان داده است كه گلوكز زيادي در 

و  16( هاي هامستر محيط كشت بلوغ در تكوين اووسيت

به مرحله ) 32و  20، 17(موش  و) 18-20(، گاو)31

تواند  كند كه اين امر مي بلاستوسيست اختلال ايجاد مي

هاي آزاد اكسيژن و كاهش  علت افزايش راديكال به احتمالاً

زيرا  ،وتاتيون داخل سلولي موجود در اووسيت باشدگل

هاي آزاد اكسيژن بيشتري در شرايط كشت  راديكال

  آزمايشگاهي نسبت به شرايط كشت داخل بدن توليد 

تواند مربوط به زير حد مطلوب  كه اين امر مي شود مي

اكسيژن براي ادامه ). 28و  20(بودن فشار اكسيژن باشد

  انواع  هايش نظير وليتحيات نياز است اما متاب

   (Reactive oxygen Species (ROS)) هاي  فعال اكسيژن

دهد و يا براي حيات سلول  تواند عمل سلول را تغيير مي

منظور حفظ عمل طبيعي سلول،  بنابراين به. خطرساز باشد

ROS م غيرفعال شود كه اين عمل يطور دا هاضافي بايد ب

  در سلول رخ هاي موجود  اكسيدان وسيله آنتي هب

 هيدروكسيلراديكال  ،)O2( آنيون سوپراكسيد .دهد مي

(OH)  و پروكسيد هيدروژن(H2O2)   از انواع اكسيداتيو www.SID.ir
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)  

هاي آزاد اكيسژن  راديكال). 33و  28( اصلي هستند

 و ها، ليپيدها توليدشده در شرايط آزمايشگاه  با پروتئين

DNA فعال به غير منجر دهند و سلول واكنش نشان مي

ها، پراكسيداسيون غشاي ليپيدي و تغييرات  آنزيمشدن 

DNA غلظت بالاي هيدروكسيد اكسيژن سبب  .شود مي

  شود و منجر به مرگ سلول  اسيون ليپيد ميپراكسيد

  همچنين شواهدي وجود دارد كه توليد  .شود مي

وسيله اتواكسيداسيون گلوكز در  ههاي آزاد ب راديكال

شود كه به نوبه خود تكثير  شرايط فيزيولوژيكي ايجاد مي

ي ايجاد يكند يا تغييرات بيوشيميا سلولي را طولاني مي

   دهد يا سبب مرگ كند كه عمل سلول را تغيير مي مي

  ).28و  20( شود سلولي در محيط آزمايشگاه مي

  

  گيري نتيجه
محيط  گلوكز در د كه حضورداهاي اين تحقيق نشان  يافته

گاوي و  دار ومولوسكشت بلوغ براي بلوغ اووسيت ك

غلظت  كه طوري هب. تكامل روياني بعدي اثر مثبت دارد

تنها براي بلوغ  نه) ليتر گرم در ميلي ميلي 1( ين گلوكزيپا

ثر است بلكه براي تكوين بعدي رويان ؤاووسيت گاوي م

باشد اما افزايش غلظت گلوكز باعث افزايش  مفيد مي

 .گردد درصد بلوغ اووسيت نمي

  اني تشكر و قدرد
 تشكر خود را از و وسيله محققان مراتب تقدير بدين

چونگ   احمدكمال عبدالجليل و جين تهآقايان همكاري 

 . اعلام مي دارند

  

www.SID.ir
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Abstract: 

Effect of Various Concentrations of Glucose on Bovine Cumulus -
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Background & Objectives: Different energy substrates and nutrients can greatly influence oocyte 

nuclear and cytoplasmic maturation. Effect of glucose on in-vitro oocyte maturation and subsequent 

early embryonic development is controversial. The objective of the present study was to verify the effect 

of various concentrations of glucose on cumulus-oocyte complexes maturation, fertilization and early 

embryonic development using a bovine model. 

Materials & Methods: Ovaries were collected from the local abattoir and brought into laboratory. 

Cumulus-oocyte complexes (n=1170) were aspirated from follicles, randomly divided into 4 groups (3 

treatment/experimental & 1 control), and cultured in an organ culture dish containing 1 ml maturation 

medium, in treatment groups, chemically defined medium, supplemented with 1.0, 1.5 or 3.0 mg/ml D-

glucose respectively, at 38.5 degrees on the Celsius scales in an atmosphere of 5% CO2 and 95% air 

with high humidity for 24 hours. Following maturation, 394 oocytes were fixed randomly for 24h, for 

maturation rates; and 776 oocytes were inseminated with frozen-thawed bull semen for fertilization 

rates and early embryonic development, 387 oocytes (presumptive zygotes) fixed randomly for 

fertilization rates, and 389 oocytes (presumptive zygotes) were cultured for development with similar 

medium to blastocyst stage (day 8). The samples were examined by streomicroscope and the results 

were analysed by X
2
 test.  

Results: The oocytes maturation rates were higher (P<0.001) in the medium contained glucose 

compared to the control group (82%, 79% and 80% vs. 55% respectively). Although fertilization rates 

of oocytes were not different among groups, (57%, 54% and 50% vs. 49% respectively), the rates of 

blastocyst formation in the treatment group were significantly higher (p<0.01) than the control (30%, 

33% and 32% vs.14%). 

Conclusion: These results confirm that the presence of glucose, in the maturation medium, is important 

for oocyte maturation and the subsequent embryonic development.  

Keywords: Bovine Oocyte, In Vitro Maturation, Glucose, Fertilization. 
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