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ي هورمونهاآزمایشگاهی در پاسخ به نژاد موش 4در رویان تولید میزانبررسی 

  گونادوتروپین

فاطمه توده دهقان
*

  حسن متدینمحمدو 

  موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي کرج،

  16/4/89: تاریخ پذیرش  31/3/88: تاریخ دریافت

  چکیده

،  NIHنژاد متداول موش کوچک آزمایشگاهی 4ابی به تعداد رویان بیشتر،منظور شناسایی موش آزمایشگاهی مناسب براي دستیه ب

NMRI،Balb/c  و(Balb/c × NMRI) F1 به طور نژاد  4هفته اي از  7- 8سر موش  105تعداد . مورد آزمایش قرار گرفتند

گروه دیگر  4احد و به و 5دز ) 11و 2،5،8ي گروهها(آنهاگروه از 4به . تقسیم شدند گروه  12به انتخاب و تصادفی 

گروه  4،به صورت داخل صفاقی تزریق گردید HCGو   PMSGيهورمونهاواحد از  10دز ) 12و  3،6،9ي گروهها(

تري گامی  به صورتسر موش نر هم نژاد خود  35با  ،بعد از تزریق هورمون موشها. کنترل بودند ) 10و  1،4،7ي گروهها(

واحد  5که  (F1)11و 5(NMRI) ،8(Balb/c)،(NIH)2ي گروههاآمده نشان دادند، در  به دستنتایج .جفت اندازي شدند

12و 6(NMRI) ،9(Balb/c)،(NIH)  3ي گروههاو در  8/34و   8/9،6/38، 5/9هورمون دریافت کرده بودند به ترتیب 

(F1)  در  ،که از نظر آماري ،آمد به دستحیوان / یانرو 3/37و  4/11،7/39، 3/7به ترتیبواحد هورمون گرفته بودند  10که

 )واحد 5دز (11گروه  ،F1و در نژاد  (P<0.001)) کنترل(7باگروه ) واحد 10دز (9و ) واحد 5دز (8ي گروههانژاد بالب سی 

5دز (2ياگروهه،در مقایسه بین گروهی. اختلاف معنی دار نشان دادند (P<0.05)) کنترل(10با گروه  )واحد  10دز (12و 

(NIH  5و) 5دز(NMRI  8ي گروههابا) 5دز(Balb/c 11و) 5دز(F1،  9و همچنین گروه) 10دز(Balb/c  3ي گروههابا

 NMRIو  NIHبدین ترتیب نژاد . اختلاف معنی داري را در مقادیر مختلف نشان دادند NMRI)10دز (6و  NIH)10دز (

 ،گیرند علاوه بر آني درجه بالاي تخمک گذار قرار میموشهابه عنوانF1و  Balb/cتخمک گذار و پاییني درجه موشهاجزء 

مناسب ترین حیوان براي تولید  ،Balb/cکلی نژاد  به طور. مشاهده گردید F1ي موشهاواضح ترین پیش هسته ها در رویان 

  .در بین این چهار نژاد پیشنهاد می گردد ،رویان بیشتر

  NIH  ،NMRI،Balb/cPMSG  ،HCG،F1،رویان ،آزمایشگاهی موش :واژه هاي کلیدي

*
  f.todehdehghan@rvsri.ir:، پست الکترونیکی09125604072: تلفننویسنده مسئول، 

  مقدمه

ي جنس ماده نیاز موشهاطبیعی تخمک گذاري در  به طور

ي جنسی از طرف هورمونهابه به پاسخی هماهنگ شده 

 ،در بهترین شرایط. ي فولیکولی و اووسیت داردسلولها

 به طورهر چهار روز یک بار و  ،تخمک گذاري در موش

ي جنسی یا همان هورمونها. خود صورت می گیرده خود ب

بر  تأثیرگونادوتروپین ها از هیپوفیز پیشین ترشح شده و با 

ب بلوغ و رها شدن ي موجود در تخمدان، موجفولیکولها

شامل  هورمونهااین . می گردند نهااتخمک از تخمد

 FSH, follicle stimulating)هورمون محرك فولیکول 

hormone)  و هورمونLH(Luteinizing hormone )  است

ي مشابه دیگري از جفت پستانداران باردار هورمونها). 3(

 ي گونادوتروپین سرمهورمونهاترشح می شوند از جمله 

PMSG, Pregnant mare serum(مادیان آبستن

gonadotropin ( و یا گونادو تروپین کوریونی اسب(eCG, 
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equine chorionic gonadotropin )  که عملکردي مشابه

 ,hCG)دارند و گونادو تروپین کوریونی انسان   FSHبا 

human chorionic gonadotropin)  که مشابهLH  عمل می

نشان داد که تزریق  )9(رولند 1944در سال . نماید

گونادوتروپینها می تواند موجب بلوغ تخمک وهمچنین 

. ي صحرایی ماده بالغ گرددموشهاتخمک گذاري در 

گونادوتروپینها نشان داد  مصرف از به دست آمده تجربیات

میتواند بلوغ و تخمک گذاري را  هورمونهاکه تزریق این 

تزریق این ). 5(د ي نابالغ نیز تحریک نمایموشهادر 

در موش بالغ نیز می تواند باعث شروع دوره  هورمونها

جدیدي از تخمک گذاري شده و رفتارهاي تولید مثلی 

عوامل متعددي در ایجاد شرایط ). 2(حیوان را تحریک کند

ي تخم و جنین سلولهابهینه براي ایجاد حداکثري تعداد 

، وزن )8و 4(دخالت دارند که از آن جمله می توان به نژاد 

و  4(هورمونها، مقدار و زمان تزریق )6و  4(و سن حیوان 

و نیز شرایط محیط زیست حیوان مانند تغذیه، چرخه ) 6

با توجه . اشاره کرد) طول روز و شب( روشنایی  - تاریکی

در کارهاي  موش آزمایشگاهیاستفاده از  به گستردگی

وان در اطلاع از اینکه چه نژادي از این حیبراي ،علمی

پاسخ به دزهاي متفاوت گونادوتروپینها از توانائی تولید 

باعث شد تا در این تحقیق رویان بیشتري برخوردار است 

تا به  از موشها بررسی صورت گیردچهار نژاد در بین 

واسطه آن امکان سرعت بخشی به کار محققین این حوزه 

  .بیشتر فراهم گردد

  مواد و روشها

واحدي از شرکت داروسازي PMSG  ،1000هورمون 

 1500،)پرگنیل(HCGنصر فریمان ایران، و هورمون

ساخت شرکت داروپخش ایران با همکاري  ،واحدي

با آب  هورمونهااین . ریداري شدندخ، Organonشرکت 

آماده  IU10و IU5هاي مقطر استریل به صورت دز 

نگهداري و درجه سانتی گراد - 20شدند و در دماي 

 M2از محیط ،براي جمع آوري رویان. دنداستفاده ش

  .ساخت شرکت سیگما استفاده شد

 ,NIH, NMRIاز چهار نژاد متداول  ،سر موش 140تعداد 

Balb/c  و(Balb/c × NMRI) F1سسه تحقیقات ؤاز م

از سه نژاد اول . گردیدواکسن و سرم سازي کرج تهیه

نر  سر 35سر و تعداد  15سر و از نژاد چهارم  30هرکدام 

هفته و جفت نخورده  7- 8در سن مادهي موشها.بودند

یید شده أباروري ت  هفته با سابقه 8-9ي نر موشها. بودند

تقسیم  گروه 12سپس به طورتصادفی به  موشها. ندبود

در شرایط زیستی یکسان و در  موشهاتمام . بندي شدند

و درصد 50±5، رطوبت  درجه سانتی گراد 22±2دماي 

بار در ساعت، تغذیه با غذاي  10- 12ي تازه تعویض هوا

سسه تحقیقات واکسن و ؤتهیه شده در م (pellet)فشرده 

سرم سازي رازي کرج و آب لوله کشی همیشه در اختیار و 

  .نگهداري شدند ،به مقدار کافی

گروه  4به  ،براي افزایش تخمک گذاري و تولید رویان

 PMSGينهاهورموواحد از  5دز ) 11و 2،5،8ي گروهها(

دز ) 12و  3،6،9ي گروهها(گروه دیگر  4و به HCGو   

ي مذکور به صورت داخل صفاقی هورمونهاواحد از  10

(ip)  4. ساعت از همدیگرتزریق شدند 46- 48به فاصله

براي (شاهد  به عنواننیز ) 10و  1،4،7ي گروهها(گروه 

ي ماده موشها. ظر گرفته شدندر) هر نژاد یک گروه

اصله بعد از تزریق هورمون یا آب مقطر قابل بلاف

به صورت تري گامی با هم  ،)ي کنترلگروههابراي (تزریق

  .جفت اندازي شدند ،سه ماده با یک نر ،نژاد خود 

. جدا شدند ي واجد پلاك واژنی،موشها،صبح روز بعد

با ضد عفونی و  ي پلاك دار،موشهاپس از قطع نخاع 

با کمک  ،شکمی حیوان -ایجاد شکاف در ناحیه میانی

اوویداکتها و لوله هاي رحمی جدا و  ،قیچی وپنس استریل

قرار  ،بود mg/ml4BSAحاوي که  M2در قطرات محیط

داخل پتري دیش و روي وارمر M2محیط . ( داده شدند

با انجام فلاشینگ ). قرار داشتدرجه سانتی گراد 38
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ه ب یانهاروزیر لوپ،  دراوویداکتها  و لوله هاي رحمی 

 قطره هاي محیطبه  و سپس رویان. درون محیط رها شدند

  ).10(شمارش و ارزیابی شد  منتقل و در زیر میکروسکوپ

به ي رویانهابراي مقایسه میانگین  :تجزیه تحلیل آماري

ي رویانهاو همچنین مقایسه  میزان  نژادآمده در هر دست

آزمون با همدیگر از  ي مختلفنژادهادر بین  آمده به دست

  .تی استیودنت استفاده گردید

  نتایج

نژاد مختلف  4گروه که از  12آمده از به دستي رویانها

NMRI, NIH ،Balb/c وF1(Balb/c × NMRI)    بودند

  .آورده شد 1محاسبه گردید و براي مقایسه بهتر در جدول 

  

گروه موش آزمایشگاهی تحت آزمایش 12رویانهاي به دست آمده از  -1جدول 

  NIH  NMRI  Balb/c  (Balb/c×NMRI) F1  نژاد حیوان

  تیمار شده  شاهد  تیمار شده  شاهد  تیمار شده  شاهد  تیمار شده  شاهد  نوع گروه

  12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1شماره گروه

  IU/head(0  5  10  0  5  10  0  5  10  0  5  10(دز هورمون 

  5  5  5  10  10  10  10  10  10  10  10  10  تعداد موش در هر گروه

  4  5  5  8  9  10  7  8  10  7  6  10  تعداد موشهاي پلاك دار

  149  174  22  318  347  72  80  78  68  51  58  60  رویانهاي استحصال شده

  3/37  8/34  4/4  7/39  6/38  2/7  4/11  8/9  8/6  3/7  5/9  6  سرموش/ میانگین رویان

.اختلاف معنی دار دارند 05/0در حد  10با گروه  12و  11وههاي و  گر  001/0در حد  7با گروه  9و 8گروههاي : مقایسه داخل نژادها

به ترتیب در حد  11و  8با گروههاي  5گروه . اختلاف معنی دار دارد) 05/0درحد (11و ) 01/0درحد (8با گروههاي  2گروه : مقایسه بین نژادها

  .اختلاف معنی دار دارند) 002/0درحد (6و ) 001/0درحد (3با گروههاي  9و همچنین گروه  05/0و  002/0

  

  HCGو  PMSGي هورمونهادهد تزریق نتایج نشان می

باعث تحریک تخمک گذاري و در نتیجه افزایش تشکیل 

به دو برابر موجب  هورمونهاشده و افزایش دز  رویانها

ه در هر چهار گروه تیمار شده ب رویانهاافزایش تعداد 

ضمن آنکه  .گردیده است FIو  Balb/cخصوص نژاد 

مشاهدات توسط میکروسکوپ معکوس نشان داد مشخص 

  FIدر زیگوتهاي گروه (pronucleus)ترین پیش هسته ها 

مقایسه آماري نشان داد که در نژاد بالب . دیده شده است

با گروه ) واحد 10دز (9و ) واحد 5دز (8ي گروهها،سی

5دز (11گروه ،F1و در نژاد  001/0در حد ) کنترل(7

در ) کنترل(10با گروه  F1)واحد 10دز (12و  F1)واحد

در مقایسه . با همدیگر اختلاف معنی دار دارند 05/0حد 

دز (8ي گروههابا NIH)واحد 5دز (2گروه ،نژاديبین 

بتر تیب درحد F1)واحد  5دز (11و ) Balb/cواحد 5

ي گروههابا  )NMRIواحد  5دز (5و گروه  ،05/0و  01/0

وهمچنین بین ) 05/0حد در(11و ) 002/0د درح(8

 10دز (6و  NIH)واحد  10دز (3ي گروههابا  9گروه 

اختلاف  002/0و    001/0درحد  به ترتیب) NMRIواحد 

  .معنی دار وجود دارد

  بحث

فناوري تولید مثل و  تزیسیکی از ابزار هاي مهم در

ي سلولهاکاري جنین، دستیابی به تعداد کافی از دست

معمول  به طوراز گونادوتروپین .باشدخمک و رویان میت

براي تحریک تخمدان و افزایش و القاي تخمک گذاري در 

برنامه هاي لقاح آزمایشگاهی درانسان و حیوانات استفاده 
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و NMRI, NIHنژاد هاي ،در مطالعه حاضر). 11(می شود

Balb/cمتداول و  که جزء نژادهايموش آزمایشگاهی

و همچنین زاده هاي نسل   می باشند ترس در ایرانقابل دس

F1Balb/c( اول  × NMRI,(، به لحاظ پاسخ گویی به

ي سلولهاي گونادو تروپین و اخذ هورمونهاتحریک 

از میان سه . زیگوت مورد بررسی و مقایسه قرار گرفتند

پاسخ مطلوب به  Balb/cتنها در نژاد  ،مذکور نژاد

در سه مورد از  ).13(مشاهده شدنادوتروپین ي گوهورمونها

سلول تخم از یک سر موش تیمار شده حاصل  60این نژاد 

) 13و 6(شد این نتایج با یافته هاي گیتس مطابقت دارد 

خالص بودن حیوانات که در به حداکثر  می توان دلیل آن را

ثر است و شرایط ؤرساندن تعداد سلول تخم  بسیار م

در زاده هاي نسل اول  .نگهداري و رژیم غذایی دانست

)F1Balb/c × NMRI, ( که با گونادو تروپین تیمار شدند

در یک مورد به طور . نیز پاسخ مطلوبی دریافت شد

 به دستسلول تخم از یک موش در این گروه  90ی یاستثنا

سلول است که با نتایج  35آمد و حد متوسط حاصل شده 

آمده در مطالعه برینستر و همکارانش که میانگین  به دست

عدد گزارش  28ي دورگه را موشهاي تخم در سلولهاتعداد 

ي دورگه موشهاکارگیري ه ب).1(کرده است همخوانی دارد 

کاري سلولی مزیتهایی دارد که موجب شده است در دست

یکی از . ترجیح دهند همخوني موشهااکثر محققین بر 

به خص بودن پیش هسته است که نتایج مزایاي آنها مش

یید دیگري بر آن بود  و أآمده در این تحقیق نیز ت دست

در مقابل ریزتزریقی  سلولهادیگري افزایش مقاومت 

(microinjection)  4(است.(  

ي هورمونهانژاد هاي مختلف موش پاسخهاي متفاوتی به 

تحقیقات نشان داده است .)8(گونادوتروپین می دهند 

تحت کنترل ژنتیکی است  موشهان تخمک گذاري در میزا

با ژنتیک متفاوت پاسخهاي متفاوتی به تحریکات  موشهاو 

در میان ). 13و 12(دهندگونادوتروپین دریافت شده می

و  Balb/cمورد آزمایش قرار گرفته اند نژاد  ی کهنژادهای

بهترین نتایج را در  ،زاده نسل اول دو رگه آن با نژاد دیگر

ریک تخمک گذاري و تولید رویان نشان داده اند که این تح

موضوع را می توان به خالص تر بودن موش بالب سی و 

ارتباط داد  NMRIنسل اول تلاقی دو نژاد بالب سی و 

نژاد دیگر از چراکه موش بالب سی از نوع همخون و دو

دلیل سیستم ه نژادهاي همخون ب. نوع غیرهمخون می باشند

دي که دارند باعث می گردد که موش از نظر تکثیر وتولی

به  ژنتیکی یک دست و هموزیگوت باشد و معمولاً

آزمایشات پاسخ یکنواخت تر و بهتري نسبت به حیوانات 

کلی نژادهاي موش آزمایشگاهی به طور. غیرهمخون بدهد

ي جنسی به دو دسته تقسیم هورمونهارا به لحاظ پاسخ به 

به گذاري بالا که در آنها  می نمایند یک دسته با تخمک

سلول تخم از هر حیوان تیمار شده  40–60متوسط طور

می آید، و دسته دیگر با  به دستي جنسی هورمونهابا 

متوسط  به طورکه در آنها هر حیوان  پایینتخمک گذاري 

نژادهایی مانند . نمایدسلول تخم و یا کمتر تولید می 15

SJL/JوCBA/CaJ C57Bl/6J, Balb/cByJ، جزء نژادهایی

 ,A/Jو C57/Lبا تخمک گذاري بالا و نژادهاي

C3H/HeJ,Balb/cJ, 129/J, DBA/2J  از نژادهاي با

سن و وزن حیوان ). 13، 4(هستند پایینتخمک گذاري 

 به دستتخم ي سلولهاثر در تعداد ؤماده از عوامل اصلی م

سن . ي گونادوتروپین استهورمونهاآمده بر اثر تیمار با 

مناسب حیوان در چنین آزمایشهایی، بین نژادهاي مختلف 

هفتگی در نظر گرفته  7-8بین  اما معمولاً ،متفاوت است

از تیمار هورمونی غبه عنوان مثال سنی که در آن آ. می شود

ي تخم می شود در نژادهاي سلولهامنتج به تولید بیشترین 

Balb/cGa ،21  129روزگی و در نژادهاي/RrGa ،24 

C129)وزگی و در زاده هاي نسل اول دورگه این دو نژاد ر

F1) ،20  در این زمان فولیکلهایی که ). 6(روزگی است

هستند به حداکثر  FSHو یا   PMSGقادر به پاسخگویی به

وضیعت سلامت و تغذیه حیوان ماده نیز می . می رسد

حیوانات کم وزن و یا . ثر باشدؤتواند در بلوغ فولیکلها م

به . اغلب تعداد کمی سلول تخم تولید می نمایندبیمار 

ي تخم تنها سلولهاحداکثر  C57BL/6عنوان مثال در نژاد
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گرم وزن  14تا  5/12روز سن و  25توسط حیواناتی که 

مقدار و زمان تزریق . )4(شود داشته باشند ایجاد می

تعداد . گذار استتأثیرنیز از عوامل مهم و  هورمونها

آمده از هر حیوان ، عمدتا توسط  دست بهي تخم سلولها

تزریق این . تعیین می گردد FSHمقدار و کیفیت هورمون 

ي آماده به فولیکولهاهورمون موجب بلوغ مجموعه اي از 

بسیار  FSHاستفاده از . گرددپاسخگویی به هورمون می

به دلیل نیمه عمر کوتاه آن ) -FSHNIHمانند (خالص 

بار  4تا  2نیاز به  ارد و عموماًنتایج مطلوبی به دنبال ند

. ي تخم داردسلولهارساندن تعداد  حداکثرتزریق براي به 

به عنوان  (PMSG)گونادو تروپین سرم مادیان آبستن 

دلیل کار آیی بالا و نیاز به تزریق ه ب FSHمشابه هورمون 

تک دزي ، استفاده گسترده اي در تحقیقات جنین شناسی 

ي هورمونهاتک دزي  دریافت.)6(تجربی دارد 

شاخصی موجب افزایش تعداد و  به طورگونادوتروپین 

). 7. (کیفیت اووسیتهاي تخمدانی و رویانی می شود

ي بالغ ضروري فولیکولهانیز براي رها سازي  LHهورمون 

این ،HCGدلیل دسترسی تجاري به هورمون ه ب. است

معمول،  به طور. خالص شده است LHهورمون جایگزین 

 HCGو یک واحد بین المللی  IU5/2PMSGقتزری

اما براي . باعث تخمک گذاري در موش ماده می گردد

واحد بین المللی  5ي تخم معمولاًسلولهاافزایش تعداد 

PMSG  واحد بین المللی  5/2وHCG تزریق می گردد .

معمولا به صورت پودر لیوفیلیزه تولید می  هورمونهااین 

 9/0(اید در محلول نمکی نرمال شوند و براي استفاده ب

و یا آب مقطر استریل حل نمود و سپس ) NaClدرصد 

به صورت داخل صفاقی و یا زیر   PMSG. تزریق شوند

به دلیل ورود فوري به  HCGاما . پوستی تزریق می گردد

خود  LHچرخه تولید مثلی حیوان، باید قبل از ترشح 

ا به صورت بنابر این باید حتم .وارد خون شود ،حیوان

ي هورمونهازمان تزریق ). 4(داخل صفاقی تزریق شود 

PMSG  وHCG  به یکدیگر وابسته است و توسط طول

محیط زیست ) روشنایی  _چرخه تاریکی ( شب و روز 

بر کیفیت  هورمونهازمان تزریق این . شودحیوان تعیین می

در اغلب نژادها . ي تخم و نیز تعداد آنها موثر استسلولها

ساعت بین تزریق این دو  48تا  44ه اي در حدود فاصل

در یک سلسله . هورمون نتیجه مطلوب را در بر دارد

با میانگین وزن  Balb/cروزه نژاد  21ي موشهاآزمایش، 

بعدازظهر و  4در ساعت  PMSGواحد  5گرم با  13حیوان 

 35از کل . تیمار شدند HCGواحد  5/2ساعت بعد با  45

به سلول تخم  5/89طور متوسط  حیوان تیمار شده به

آمده به دستبه طور کلی و بر اساس نتایج ) 6(آمد دست

ي موشها،توان پیشنهاد کرد که براي تولید رویان  بیشترمی

در  ،NMRIنژاد بالب سی و نسل اول دورگه آن با موش 

ي بیشتري رویانها  NMRIوNIHي نژاد موشهامقایسه با 
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Evaluation of embryo production potency in four laboratory mice 
strains in response to gonadotropin hormones

Todehdehghan F. and Motedayen M.H.

Razi Vaccine & Serum Research Institute, Karaj, I.R. of IRAN

Abstract

To identify the suitable lab mouse with more potency in embryo production, four 
commonly used strains of laboratory mice as NIH, NMRI, Balb/c and (Balb/c × NMRI) 
F1 were used   in this experiment. One hundred and five mice of 7 -8 weeks old were 
randomly selected from four strains and divided in 9 groups of 10 mice and 3 groups of 
5 mice. Mice in group 2, 5, 8 & 11, received 5 IU and group 3, 6, 9 & 12 received 10 IU 
PMSG and HCG hormones intraperitonaly, group 1, 4, 7 &10 were assigned as controls. 
Mice of all groups mated with their strain by trios. Results show mice which received 5
IU hormones, have respectively produced 9.5, 9.8, 38.6 & 34.8 embryos and other
group of 10 IU, had 7.3, 11.4, 39.7 & 37.3 embryo. Number of embryos in Balb/c strain 
of group 8 with 9 in P< 0.001 and also in F1 group 11 with 10 in P<0.05 were 
significantly different. In intergroup comparison, groups 2 & 5 with groups 8 & 11, also 
9 with 3 & 6 there was significant difference. However NIH & NMRI strains were 
graded in low ovulators mice and Balb/c and F1 graded in high ovulators. Additionally, 
pronuclars in F1 embryos were very prominent. Results suggest the Balb/c strain is the 
most suitable mice for embryo production in comparison with the other strain worked in 
this study.

Keywords: Laboratory mouse, Embryo, PMSG, HCG
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