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 مقاله پژوهشي

 از آنهاي حاصل لقاح و تكوين جنين ،اثر فاكتور رشد هپاتوسيت بر بلوغ آزمايشگاهي تخمك موش
 

 3فاطمه قاسميان 2مهناز آذرنيا، 1محمدهادي بهادري،

 

  گيلان و خدمات بهداشتي درماني دانشگاه علوم پزشكي مركز تحقيقات سلولي و مولكولي،آناتومي،  دانشيار  .1
  دانشكده علوم ، )تربيت معلم( تهران نشگاه خوارزميشناسي، دادانشيار زيست  .2
 دانشكده علوم، )تربيت معلم(تهران شناسي، دانشگاه خوارزمي كارشناس ارشد زيست  .3

  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  

 مقدمه    

هايي كه در سـن بـاروري هسـتند، نابـاروري     از زوج درصد 10تقريبا در 
ميليـون زوج   80توان استنباط كرد كه بـيش از  ميبنابراين  شود،ميمشاهده 

در چنـين وضـعيتي، يكـي از     و كننـد در سراسر جهان ناباروري را تجربه مي
ميـزان   1.هـاي كمـك بـاروري اسـت    روش ،مهمترين موضوعات قابل بحث

اسپرمي و ميزان پـايين تشـكيل پـيش هسـته نـر بعـد از لقـاح        بالاي لقاح پلي
ت به دليل بلـوغ نـاقص تخمـك در شـرايط     ممكن اس )IVF(آزمايشگاهي 

آزمايشگاهي  يند اووژنز در شرايطآتوجه كردن به فر 2-4.آزمايشگاهي باشد
باشد چرا كه چالشي را در ايجاد شرايط مناسب جهت بسيار حائز اهميت مي
هاي در تخمك 5.همراه دارد، بهin vitro در شرايط تكوين تخمك و جنين
در  ،شود و در هنگام تولـد زندگي جنيني آغاز مي پستانداران، ميوز از زمان

             بعـد از بلـوغ، فوليكـولژنز آغـاز    . شـود متوقـف مـي   Iميـوز   مرحله ديپلـوتن 
از . همـراه اسـت   LHگـذاري بـا عمـل    شـود كـه مرحلـه پـيش تخمـك     مي

بـه   (GV: Germinal Vesicle)سـرگيري ميـوز از مرحلـه حبـاب زاينـده      
اي و تشـكيل دوك  متلاشـي شـدن پوشـش هسـته     دنبال تراكم كرومـوزوم، 

بـه   II (MII)از سرگيري ميـوز تـا تشـكيل مرحلـه متافـاز      . شودمشخص مي
چنـين بلـوغ   هـا هـم  تخمـك . شـود اي تخمك تعريـف مـي  عنوان بلوغ هسته

كننـد تـا تخـم    سيتوپلاسمي مثل تغييرات مولكولي و ساختاري را كامل مـي 
            ح و تكـوين اوليـه جنينـي را حمايـت     بالغي را ايجاد كننـد كـه پتانسـيل لقـا    

به رشد جمعيت ) HGF(فاكتورهايي مانند فاكتور رشد هپاتوسيت  6.كندمي
هــاي كنــد و در جهــت عمــل هورمــونهــاي گرانولــوزا كمــك مــيســلول

ها عمل كـرده و رشـد   ، بر تكوين فوليكولLHاندوكريني مانند استروژن و 

هيچ يـك از   .كندتحريك ميآزمايشگاهي ط هاي گرانولوزا را در شرايسلول
به عنوان عامل ميتـوزي سـلول گرانولـوزا در    ) LHاستروژن و (ها اين هورمون

             بـر رشـد   LHبنـابراين اثـرات اسـتروژن و     4.انـد شناخته نشده in vitroشرايط 
in vivo  گـري غيرمسـتقيم فاكتورهـاي رشـدي مثـل      هـا، بـا ميـانجي   فوليكول

HGF  يكـي از مشـكلات    4.شودمي شوند، اعمالبه طور موضعي توليد ميكه
ها، فرايندي تحت عنوان توقف در مرحلـه  اصلي در كشت آزمايشگاهي جنين

رسد كـه بسـياري از تغييـرات در محـيط     به نظر مي از اين رو 7.دو سلولي است
                   محـيط نرمـال در حالـت    8.ها نيز مفيد باشدكشت بر تكوين آزمايشگاهي جنين

in vivoاي و بلوغ سيتوپلاسـمي  ، شرايط لازم جهت رشد تخمك، بلوغ هسته
كـه ايـن شـرايط چـه     اما اطلاعات بسيار كمي در رابطه با اين. كندرا فراهم مي
گـذارد وجـود   هـا اثـر مـي   ي تكوين تخمكهاي ويژهبر جنبه گونههستند و چ

 IVMهـاي  مهمي بـراي تكنيـك   ع بسياروشناسايي شرايط مطلوب موض. دارد
ــي    ــتفاده م ــاروري اس ــه و ناب ــوژي پاي ــات بيوتكنول ــه در تحقيق ــوداســت ك . ش

-فيزيولوژي و قدرت بقاي جنين توسط سيستم كشت فعلي تحت تاثير قرار مي

متاسفانه شرايط محيط كشت در پسـتانداران منجـر بـه كـاهش پتانسـيل       9.گيرد
ك تحـت تـاثير شـرايط محيطـي     به عبارت ديگر بقاي تخم ـ وشود تكويني مي

از اين رو در اين تحقيق سعي شده اسـت كـه بـازدهي سيسـتم      10.گيردمي قرار
هـاي مـوش و تكـوين    كشت استفاده شده براي تكوين آزمايشـگاهي تخمـك  

هاي فاكتور رشد هپاتوسيت اضافه شده با تغيير غلظت ،هاي حاصل از آنجنين
  . يابدبه محيط كشت، بهبود 

  چكيده 
ي موفقيـت پـايين بـا محـدوديت     واسـطه هباشد، كه استفاده كلينيكي آن ب ـبلوغ آزمايشگاهي تخمك يك روش مناسب در جهت درمان ناباروري مي :زمينه و هدف 

 .هاي حاصل از آن طراحي شده استهاي نابالغ و تكوين جنينبلوغ آزمايشگاهي تخمك سيت برلذا اين مطالعه با هدف تاثير فاكتور رشد هپاتو. باشدمواجه مي

واحد از  5ساعت به دنبال تزريق داخل صفاقي  NMRI ،48-46اي نژاد هفته 6-8موش ماده  18كومولوس و وزيكول زاينده از –مجموعه تخمك :كارمواد و روش
PMSG (Pregnant Mares’ Serum Gonadotrophin) ها در محـيط  تخمك .دست آورده شدهبTissue culture medium-199      صـفر تيمـار شـده بـا دوزهـاي، 
ng/ml 10 ،ng/ml 20 ،ng/ml 50 وng/ml 100 متافاز در مرحله هاساعت، تخمك 24بعد از . از فاكتور رشد هپاتوسيت كشت داده شدندII ها به در مجاورت با اسپرم

هـا تـا   و ميزان بلوغ تخمـك، لقـاح و كليـواژ جنـين     شد ها با استفاده از ميكروسكوپ معكوس ثبتها و جنينتعداد تخمك. انكوبه شدند T6ساعت در محيط  4-6مدت 
 .مقايسه گرديد 2χ مرحله بلاستوسيست با استفاده از روش آماري

داري بالاتر از از فاكتور رشد هپاتوسيت به طور معني ng/ml20گروه تيمار شده با ها در ها و تكوين جنينهاي مورد مطالعه، ميزان بلوغ تخمكدر همه گروه :هايافته
  ). p>05/0(گروه كنترل بود 
  م ت ع پ ز ،[ .بخشـد هـا را تـا مرحلـه بلاستوسيسـت بهبـود مـي      از فاكتور رشد هپاتوسيت در شرايط كشت، بلوغ تخمك و تكوين جنـين  ng/ml20 :نتيجه گيري

13)2 :(30-26[      
 فاكتور رشد هپاتوسيت، بلوغ آزمايشگاهي، لقاح آزمايشگاهي، تكوين جنين: هاكليد واژه

 23/2/89: مقاله ريخ دريافتتا

 25/3/89: تاريخ پذيرش مقاله
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  كارروش
نـژاد   يسر موش ماده 18 با استفاده از 1387پژوهشي در سال  مطالعه اين

NMRI مـورد  يهاموش. انجام شد گرم 200-250 و وزن هفته 6-8 با سن 
حيوانات تحـت شـرايط كنتـرل     و تهيهمطالعه از طريق انستيتوي رازي كرج 

نگهـداري و  و دسترسـي آزاد بـه آب و غـذا    ) تاريكي/ساعت نور 12(شده 
قوانين و اصول اخلاقـي در رابطـه بـا اسـتفاده از حيوانـات       كليه .دندتيمار ش

يـت  ارع آزمايشگاهي در دانشكده پزشكي دانشـگاه علـوم پزشـكي گـيلان    
تزريق  با هاموش. خريداري شد) آلمان(همه مواد از شركت سيگما  .گرديد

ــفاتي  ــد 5داخـــل صـ  PMSG )Pregnant Mares’ Serum واحـ
Gonadotrophin( بعـد از گذشـت   . گذاري تحريك شدندجهت تخمك

تيمـار   -199TCMدر محـيط كشـت    راها برداشته و فـو ساعت، تخمدان 48
قبـل  از كـه   )FCS )Fetal Calf Serum, Gibco, UKدرصـد   5شده بـا  

هاي تخمـك  و مجموعه GVهاي تخمك. كشت داده شدندبود، گرم شده 
ــدان ) COC: Cumulus Oocyte Complex(كومولـــوس               از تخمـ

  .)1تصوير( آوري شدجمع

 
ي و مجموعه) (A, GVهاي موش در مرحله وزيكول زاينده تخمك:  1تصوير 

  A&B و شكل هاي×  C 200:بزرگنمايي شكل ). (B, COC(تخمك كومولوس 
100×(. 

  

آوري گرديـد و بـه دنبـال    جمـع  COCو  GVهاي نابالغ در مرحله تخمك
درصـد   5از پيش انكوبه شده كه همراه با  TCM-199شستشو، در محيط تازه 

FCS باشد و با روغن پوشيده شده بودند، جهت بلوغ آزمايشگاهي كشـت  مي
بدون اضـافه  [عنوان محيط كنترل به) TCM-199(اين محيط بلوغ . داده شدند

به دنبـال اضـافه   (هاي تيمار و محيط] HGF (R&D systems, USA)كردن 
، )2گــروه ( ng/ml 10 ;زفــاكتور رشــد هپاتوســيتكــردن مقــدار مــورد نيــاز ا

ng/ml20 ) 3گــروه( ،ng/ml50 ) 4گــروه ( وng/ml 100 ) اســتفاده )5گــروه
كشـت   CO2درصـد   5در هواي مرطوب با  οC37ها در دماي و اين محيط شد

ــدند ــك. داده ش ــكوپ     تخم ــتفاده از ميكروس ــا اس ــده ب ــت داده ش ــاي كش ه
مطالعـه قـرار گرفـت و تغييـرات      مورد  (IX71, Olympus, Japan)معكوس

عنـوان  كه بـه ) IIمتافاز (رفولوژيك در هسته با آزاد شدن اولين جسم قطبي وم
شـود مـورد توجـه    هاي نابالغ محسـوب مـي  اي تخمكمعياري براي بلوغ هسته

هايي كـه اولـين جسـم قطبـي را آزاد كردنـد بـراي لقـاح        تخمك. قرار گرفت
-اعت بعد از بلوغ آزمايشگاهي، تخمـك جده سه. آزمايشگاهي استفاده شدند

ــالغ در محــيط لقــاح   آلبــومين ســرم گــاوي  mg/ml 15و  T6محــيط [هــاي ب
)Bovine Serum Albumin: BSA [(هاي ظرفيـت  شستشو شدند و با اسپرم

اي هفتـه  8-10ها از دم اپيديديم موش نر بالغ اسپرم .يافته از موش انكوبه شدند
يـابي  جهت ظرفيـت  IVFساعت در محيط  1استخراج و به مدت  NMRIنژاد 

از محـيط لقـاح پوشـيده بـا      µL50هـاي بـالغ در قطـرات    تخمك. انكوبه شدند
ساعت انكوبه  4-6ليتر به مدت اسپرم در هر ميلي 1×106روغن در مجاورت با 

-10هـاي  هاي لقاح يافته از محيط لقاح خارج شدند و در گروهتخمك. شدند
گـروه  ( mg/ml4 BSAتيمارشـده بـا   T6 محـيط  از  µl20 تخم در قطرات  5

در ايـن  . و دوزهاي مختلف فاكتور رشد هپاتوسيت كشـت داده شـدند  ) كنترل
و بر اساس ميزان تشكيل جنـين دو   IVFساعت بعداز  5آزمايش، ميزان لقاح، 

ها بـا مشـاهده   چنين ميزان كليواژ و تكوين جنينهم. اي ارزيابي شدپيش هسته
هاي دو سلولي تا مرحلـه بلاستوسيسـت بـا اسـتفاده از     جنينمرفولوژي و تعداد 

  . )2تصوير( ميكروسكوپ معكوس ثبت و مورد ارزيابي قرار گرفت
نتايج حاصل از تاثير فاكتور رشد هپاتوسيت و گروه كنترل در ميزان بلوغ و 

ها تا مرحله بلاستوسيت با استفاده از لقاح آزمايشگاهي تخمك و تكوين جنين
-بيـان  p>05/0تجزيه و تحليل شـد و سـطوح    2χ و روش SPSS-11 نرم افزار

  .باشددار ميكننده اختلاف معني
  

 
 .)×A&B  100 و شكل هاي× A200:بزرگنمايي شكل ) (C(و بلاستوسيست )B(، دو سلولي )A, 2-PN(اي تصوير جنين در مرحله دوپيش هسته :2 تصوير
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   هايافته
سـر مـوش    18از ) هـاي كومولـوس  سـلول با و بـدون  (تخمك نابالغ  552
 .گروه تقسيم و كشت داده شدند 5آوري شد و به طور تصادفي به جمع

-مانده است در گروهباقي GVو COCهايي كه در مرحله نسبت تخمك

ــا دوزهــاي   ــاكتور رشــد  ng/ml 100و  ng/ml 50هــاي تيمــار شــده ب از ف
 1نمـودار طور كـه در   همان). <05/0p(بيشتر از گروه كنترل بود هپاتوسيت 

) ng/ml HGF 20( 3ها در گـروه  نشان داده شده است ميزان بلوغ تخمك
چنين اطلاعات هم). p>05/0(داري بالاتر از گروه كنترل است به طور معني

 COCsحاصـل از   MIIهـاي  دهد كه ميزان تخمـك نشان ميدست آمده به
بالغ حاصل از  MII هايكه درصد تخمك به طوري. باشدمي GVبيشتر از 
COCs  3گروه  ؛درصد 70 /2 ،2گروه  درو  درصد 3/81در گروه كنترل ،

و آمـد  دست هب درصد 9/64 ،5و گروه  درصد 8/50، 4گروه  ؛درصد 3/90
در گـروه   GVحاصـل از بلـوغ    MIIهـاي  اين در حالي اسـت كـه تخمـك   

 گروه درصد؛ 3،1/87گروه  درصد؛ 2،9/52گروه  درو  درصد 7/57كنترل 
  .بود درصد 50 ،5و گروه  درصد 2/44، 4

 
 هاي بالغ شده در دوزهاي مختلف فاكتور رشد هپاتوسيتدرصد تخمك :1 نمودار

  

، كليواژ و تكـوين متعاقـب تـا مرحلـه بلاستوسـيت      )66/74(%ميزان لقاح 
بـه طـور معنـي داري     HGFاز  ng/ml20در گروه تيمار شده بـا  ) 66/64(%

هاي رسيده كه درصد جنيندر حالي). p<0.05(ت بالاتر از گروه كنترل اس
ــه دوســلولي در گــروه كنتــرل   ــه مرحل  1/53 ،2  گــروهدر و  درصــد 4/60ب

هاي دو و درصد جنين درصد 8/34 5 گروه و درصد 5/36، 4 گروه،درصد
 2  گـروه در و ) 6/48سلولي رسيده به مرحله بلاستوسيست در گروه كنتـرل  

نشـان داده شـده    درصـد  27 ،5گروه و  ددرص 5/25 ،4گروه  درصد؛ 9/46
  .است

  بحث
از فـاكتور رشـد    ng/ml20مطالعه حاضر نشان داده است كـه در حضـور   

هـاي  هپاتوسيت، در مقايسه با گروه كنترل، ميزان بلوغ، آماده شدن تخمك
. يابـد داري افـزايش مـي  بـه طـور معنـي    MIIبلوغ يافتـه و تشـكيل تخمـك    

در طـول بلـوغ تخمـك بـر      HGFضـافه كـردن   رسد كه ابه نظر مي بنابراين
چنـين حضـور فـاكتور رشـد هپاتوسـيت      هـم . ريزي تخمـك اثـر دارد  برنامه

)ng/ml 20 ( در محيط كشت ميزان تكوين جنين به مرحله بلاستوسيست را به
ايــن فــاكتور . دهــدداري در مقايســه بــا گــروه كنتــرل افــزايش مــيطــور معنــي

هـاي مختلـف   هـا و انـدام  ژنز بسياري از بافتزايي و مرفواندام هترودايمر براي
-فاكتور رشد هپاتوسيت داراي فعاليت ميتوژنيك بر هپاتوسيت 11.باشدمهم مي

بنـابراين   12.هـاي كشـت داده شـده اسـت    هاي كشت شده، همانند ديگر سلول
پذيرفته شده است كه فاكتور رشد هپاتوسـيت در تهـاجم تومـور و در تكـوين     

كتور رشد هپاتوسيت فعاليت ميتوزي خود را بر هپاتوسيت فا 13.جنين مهم باشد
  12.كندهاي كشت داده شده اجرا ميدر كشت اوليه همانند ديگر سلول

ها و فاكتورهـاي رشـد را بـر بلـوغ آزمايشـگاهي      چندين مطالعه اثر هورمون
هـا تنهـا   هـاي اسـتروئيدي و گنـادوتروپين   هورمـون . كنـد ها مطرح مـي تخمك

. پيچيده فاكتورهايي هستند كه در بلـوغ تخمـك نقـش دارنـد    بخشي از گروه 
          گزارش شده است كه فاكتورهـاي رشـد متنـوعي بـر بلـوغ تخمـك گـاو اثـر        

تخمـك  هاي كومولـوس احاطـه كننـده    گذارند كه اثرشان به واسطه سلولمي
و همكارانش گـزارش كردنـد كـه     Nandiكه به طوري. شودگري ميميانجي
ng/ml 20  فاكتور رشد اپيدرمي از)EGF (      در محـيط كشـت تـاثير مثبتـي بـر

اي و ميزان كليواژ جنـين بوفـالو دارد   ميزان پخش شدن كومولوس، بلوغ هسته
از فـاكتور رشـد    ng/ml 20و اما بر تكوين جنيني متعاقـب آن تـاثيري نـدارد،    

اي هــاي كومولــوس و بلــوغ هســته پخــش شــدن ســلول) FGF(فيبروبلاســت 
اين در حالي است كه . دهدفالو را در شرايط كشت افزايش ميهاي بوتخمك

ــده شــده اســت كــه در دوز   ــواژ و تشــكيل   FGFاز  ng/ml 20دي ــزان كلي مي
و همكارانش نيز گـزارش دادنـد    Nilsson 14.دهدبلاستوسيست را افزايش مي

از فاكتور رشد فيبروبلاست در  ng/ml 40 كه تيمار تخمدان موش صحرايي با
هـاي پريمورديـال و در عـين    منجر به كاهش تعداد فوليكول، in vitro شرايط

گزارش شده است  15.شودهاي در حال تكوين ميحال افزايش تعداد فوليكول
اي و سيتوپلاسـمي  ، بلـوغ هسـته  EGFاز  ng/ml 10 محيط كشت بـا  تيماركه 

هايي در همين دوز درصد تخمك EGFچنين بخشد همها را بهبود ميتخمك
يابند و در نهايـت بـه بلاستوسيسـت تكـوين     به مرحله دو سلولي كليواژ ميكه 
            هـاي مـذكور  نتـايج مـا مشـابه بـا نتـايج گـزارش       16.دهديابند را افزايش ميمي
          بـه طـور   HGFاز  ng/ml 20باشد بـه طـوري كـه تـامين محـيط كشـت بـا        مي

. دهـد وغ تخمـك را افـزايش مـي   داري در مقايسه با گروه كنترل ميزان بلمعني
از فـاكتور   IU/ml 1000و  EGFاز  ng/ml 10 گزارش شده است كه تركيب

مهاركننــده لــوكمي، ميــزان تشــكيل بلاستوسيســت را هماننــد ميــزان هچينــگ 
   17.دهدافزايش مي

 ng/ml 10و همكارانش نشان داد كـه اسـتفاده از    zhouچنين تحقيقات هم
و  18دهـد تشكيل بلاستوسيست را افـزايش مـي   در محيط كشت ميزان EGFاز 

ميزان كليـواژ و   HGFاز  ng/ml 20دهد كه اضافه كردن نتايج ما نيز نشان مي
البتـه در مقايسـه بـا ديگـر     . دهـد داري افزايش ميتكوين جنين را به طور معني

فاكتورها، گزارشات كمتري در رابطه با تاثير فاكتور رشد هپاتوسيت بر بلوغ و 
تخمك و جنين وجود دارد كه در اينجا سعي شده است تـا بـا مقايسـه     تكوين

هاي كمك باروري بـا  نتايج حاصل از تاثير فاكتور رشد هپاتوسيت در تكنيك
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نتايج مشابه ديگر فاكتورهاي رشـد بـر كـارايي فـاكتور مـذكور در شـرايط       
كه گزارش شده است، فـاكتور  به طوري. كشت تخمك و جنين تاكيد شود

-تكوين آزمايشگاهي جنين HGFاز  ng/ml 20رشد هپاتوسيت در غلظت 

نتايج ما نشـان   19.دهدرا افزايش مي in vivo هاي موش بالغ شده در شرايط
ــوغ تخمــك و    ng/ml 20داد كــه در دوز  ــاكتور رشــد هپاتوســيت، بل از ف

-بهبود ميزمايشگاهي آ هاي بالغ شده در شرايطتكوين آزمايشگاهي جنين

  . يابد
دهد كه ميزان بلوغ تخمك، لقاح و پتانسيل تكـوين جنـين   نتايج نشان مي

ــه بلاستوسيســت در حضــور غلظــت    ــا مرحل ــاكتور رشــد  ng/ml 20ت از ف
كه در طـول كشـت، جنـين دچـار     با توجه به اين. يابدهپاتوسيت افزايش مي

كشـت مناسـب    شود، لازم اسـت كـه يـك شـرايط    دژنره شدن و بلوك مي
در اين مطالعـه ديـده شـده    . نزديك باشد in vivo فراهم شود كه به شرايط

است كه فاكتور رشد هپاتوسيت در دوزهاي بالا اثـر منفـي بـر مـوارد مـذكور      
    رشـد و تكـوين بـه طـور      HGFاز  ng/ml20كـه در غلظـت   دارد درحالي

ته ايـن تحقيـق نيـاز بـه     الب. يابدداري در مقايسه با گروه كنترل افزايش ميمعني
توان تغييرات متابوليك تخمك و جنـين بـه دنبـال    بررسي بيشتري دارد كه مي

هـاي در حـال كليـواژ مـورد     تيمار با فاكتور رشد مذكور و رفتار سلولي جنـين 
چنين جهت كاربردي كردن بيشتر اين تحقيق در مراكـز  هم. بررسي قرار گيرد

هاي ن فاكتور رشد بر بلوغ و تكوين تخمكتوان تاثير ايدرماني و كلينيكي مي
  .انساني مورد مطالعه واقع شود

  سپاسگزاري
نامـه دوره كارشناسـي ارشـد مصـوب دانشـگاه علـوم       اين مقاله حاصل پايان

  . باشدمي 1387در سال  620/616با كد پزشكي گيلان 
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The effect of hepatocyte growth factor on mouse oocyte in vitro maturation and 
subsequent fertilization and embryo development 

 
Mohammad H. Bahadori,1 Mahnaz Azarnia,2 Fatemeh Ghasemian3 

 
 
Background: Oocyte invitro maturation is an enormously promising technology for the treatment of infertility, yet its 

clinical application remains limited owing to poor success rates. Therefore, this study was devised to evaluate the effect 
of hepatocyte growth factor (HGF) on in vitro maturation of immature mouse oocytes and resulting embryos 
development.    

Materials and Method: Cumulus – oocyte complex and germinal vesicle were obtained from eighteen 6-8 weeks-old 
female NMRI mice 46-48 hours after administration of an injection of 5 IU PMSG (Pregnant Mares’ Serum 
Gonadotrophin). Oocytes were culture in TCM199 (Tissue culture medium-199) supplemented with dosages of 0, 10, 
20, 50 and 100 ng/ml of HGF. After 24 hours, metaphase ІІ oocytes were co-incubated with sperms for 4-6 hours in T6 
medium. Following isolation of two pronucleus embryos, cleavage of embryos was assessed in the same medium till 
blastocyst stage. The number of oocytes and embryos was recorded under an invert microscope and the rate of oocyte 
maturation, fertilization and embryos cleavage until blastocyst stage compared using of student χ2 test.  

Results: In all compared groups, oocytes growth and embryos development rate in the 20 ng/ml of HGF treatment 
group was significantly higher (p<0.05) than the control group (p<0.05). 

Conclusion: 20 ng/ml of HGF improved the nuclear maturation and embryo development up to blastocyst stage during 
culture condition. [ZJRMS, 13(2): 26-30] 
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