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  22/04/92 :پذيرش مقاله  09/02/92 :دريافت مقاله
  qكيده

كند و ممكن است  شرايط آزمايشگاهي روشي را براي بررسي فوليكولوژنز فراهم مي هاي تخمدان در  كشت فوليكول:هد¥
خمـدان مـوش   هـاي ت   هدف از اين مطالعه مقايسه ميزان بقا و تكوين در فوليكول   .هاي كمك باروري استفاده شود      روشدر  

  .بعدي در شرايط آزمايشگاهي بود پس از كشت سه بعدي و دو
 α-MEM و در محـيط كـشت   ند روزه جـدا شـد   14هاي مـوش مـاده       هاي پره آنترال از تخمدان      فوليكول :ها مواد و روش  

 تي ـنيمختلـف سـديم آلژ   هـاي   به روش دو بعدي و سه بعدي با غلظـت     روز 12مدت   هب سرم جنين گاوي   درصد   5 حاوي
آنـاليز واريـانس    ها، ميزان بقا و بلوغ با آزمون         در طول دوره كشت قطر فوليكول     . كشت داده شدند  )  درصد 1 و 5/0،  25/0(

  .داري در نظر گرفته شد عنوان سطt معني  به>05/0Pو مقايسه و تجزيه و تحليل  يك طرفه
lËپسوله شده بودند، در روز ششم و دوازدهـم بـه           ت ك يني درصد سديم آلژ   5/0ي كه با غلظت     يها ميانگين قطر فوليكول   :نتا

 درصـد تـشكيل تخمـك متافـاز دو در گـروه كـشت دو بعـدي و در                  ). >001/0P( ها بود  دار بيشتر از بقيه گروه     يطور معن 
  درصـد  89/35و   18/44،  33/33،  03/29ت در كشت سه بعدي بـه ترتيـب          يني درصد سديم آلژ   1 و   5/0،  25/0هاي   غلظت

  ). >001/0P(ت بالاتر بود يني درصد سديم آلژ5/0هاي كشت شده در غلظت  اي متافاز دوم در فوليكوله درصد تخمك. بود
ت در كشت سه بعدي بالاترين ميزان بقا، تكوين و          يني درصد سديم آلژ   5/0هاي كپسوله شده با غلظت        فوليكول :³يري نتيnه

  .بلوغ را نشان دادند
  

  تيني فوليكول، سه بعدي، آلژ:وا�³ان ك¸يد
  
  

  م¬دمه
هاي جدا شده از تخمـدان       امروزه رشد و تكوين فوليكول    

هـاي   ها در شرايط آزمايشگاهي يكـي از روش        و بلوغ تخمك  
  Assisted (جديد است كه در تكنولوژي كمكـي توليـد مثـل          

  
Reproductive Technology(2، 1[شـود    به كار گرفته مي .[

مايـشگاهي بـراي   ها در شـرايط آز      كشت فوليكول  -علاوه بر اين  
ــوژنز مطالعــه فرآينــد تكــوين فوليكــول    هــا، مكانيــسم فوليكول
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)Folliculogenesis(  ي تركيبـات و داروهـا       سم=  آثار  و بررسي
  .ها كاربرد دارد روي رشد فوليكول

هاي جدا    هاي كشت مختلفي با توجه به اندازه فوليكول         سيستم
سـت تـا    شده از تخمدان و براسا� اهداف مطالعه معرفـي شـده ا           

 هاي سـوماتيك   بتوانند درجات مختلفي از تكوين فوليكول و سلول       
)Somatic Cells(   5-3[ همراه آن را حف� كرده و رشـد دهنـد .[
كـشت،   )Morphology(شناسـي    ريخـت طور كلـي برحـسب       هب

صـورت   توان بـه   هاي جدا شده را مي هاي كشت فوليكول  روش
، در ايـن  )ويغيـر كـر  (سيستم كشت دو بعدي  : زير تقسيم كرد  

ها  شود و فوليكول   ها حف� نمي   سيستم ساختمان كروي فوليكول   
اي تـشكيل    qـسبند و سـاختار پـشته       به كف �رف كـشت مـي      

كه در ايـن    ) كروي(دهند و ديگري سيستم كشت سه بعدي         مي
  ]. 8-6[شود  مي سيستم كشت ساختار كروي فوليكول حف�

ي است كه   هاي تكوين  يندآفوليكولوژنز در تخمدان شامل فر    
 ، پــــاراكريني)Endocrine ( انــــدوكرينيعوامــــلتوســــط 

)Paracrine(  و اتوكريني ) Autocrine( ارتباطات بين سلول     و
]. 10،  9[شـود    با سلول يا سلول با ماتريكس تنظيم و حف� مـي          

هـا   دو بعدي فوليكول   محققين مختلفي به بررسي سيستم كشت     
بعـدي حمايـت     هدف از سيستم كشت دو    ]. 12،  11[اند   پرداخته

طــوري كــه دريافــت مــواد م¤ــذي،  از رشــد تخمــك اســت، بــه
گيـرد بـه      ها و گازها در اين ساختار به آساني صورت مي           هورمون

امـا در سيـستم     . يابـد  همين دليل ميزان حيات تخمك افزاي� مي      
 )Granulosa Cells (هــاي گرانولــوزا كــشت دو بعــدي ســلول

 ـگير مك فاصله مـي   كنند و از تخ    غشاي پايه خود را پاره مي      د، ن
در نتيجه اتصالات بين سلول با سلول و سلول بـا مـاتريكس از              

شـود و    رود و در تبادل مواد متابوليكي اختلال ايجاد مي         بين مي 
تخمك  هاي گرانولوزا و   منجر به رشد و تمايز ناهماهنگ سلول      

هـاي    كـشت دو بعـدي بـراي فوليكـول         -علاوه بر اين  . شود مي
تر مانند گاو و انسان نامناسب اسـت و          زر±هاي ب  تخمدان گونه 

شود، زيرا حف� ارتباط بين تخمـك        مانع از تكوين فوليكول مي    
 .هاي فوليكولي در اين شرايط مـشكل و سـخت اسـت            و سلول 

هـاي   بعدي فوليكـول  تاكنون مطالعات متعددي در زمينه كشت دو  

هاي مختلف صورت گرفته اسـت و تولـد زنـده            تخمدان در گونه  
ــس از  ــشت دوپ ــدي ك ــرال  بع ــره آنت ــول پ   Preantral (فوليك
Follicle(            موش در شرايط آزمايـشگاهي گـزارش شـده اسـت 

به همين  . ، با اين وجود درصد موفقيت آن پايين است        ]13-15[
 راسـتاي هـاي اخيـر محققـين تـلاش خـود را در              دليل در سال  

هاي كشت سه بعـدي       ها در سيستم    افزاي� نرw تكوين فوليكول   
  .اند ردهمتمركز ك

كه اولـين بـار توسـط       ) كروي(در سيستم كشت سه بعدي      
ــودو ــرن و ني ــارا) Osborn & Nayudu (اوزب ، ]16[ه شــد ي

هـا بـه     ساختار كـروي و ارتبـاط فيزيولـوژيكي درون فوليكـول          
 اتوكرين و پاراكريني    - عوامل علاوه بر اين  . شود خوبي حف� مي  

ك بـاقي   هاي گرانولـوزا در نزديكـي تخم ـ       ترشt شده از سلول   
 بـر تكـوين     عوامـل ثيرگـذاري بيـشتر ايـن       أمانـد و باعـh ت      مي

اي  بـه گونـه    هاي كشت سـه بعـدي      سيستم. شود ها مي  فوليكول
هاي گرانولوزاي اطراف     كه از مهاجرت سلول    ستا طراحي شده 

ها به كف �رف كشت جلـوگيري        و qسبيدن اين سلول    تخمك
لفـي  هـاي مخت   به همين منظـور بعـ�ي محققـين از روش         . شود

هـاي qرخـان، قطـره       هـا، لولـه    جايي روزانه فوليكول   مانند جابه 
اســتفاده ) Hydrogel(آويــزان و كپــسوله كــردن بــا هيــدروژل 

هـا در مـاتريكس سـه        در روش كپسوله كردن فوليكول    . كنند مي
اما يكي از   ]. 19-17[د  نگير بعدي مشابه محيط تخمدان قرار مي     

هاي تخمدان انتخاب    هاي مهم در كپسوله كردن فوليكول      qال�
 .استمواد زيستي مناسب 

طور وسيعي در مهندسي بـافتي      هايي كه به   كي از هيدروژل  ي
ت نوعي پليمـري    ينيآلژ. است )Alginate (تينيكاربرد دارد آلژ  

 از  وشـود  اي توليـد مـي   طبيعي است كـه توسـط جلبـك قهـوه         
و اسيد ) a-L-Guluronic acid(پليمرهاي اسيد گلوكورونيك 

تشكيل شـده اسـت و   ) b-D-Mannuronic acid(ونيك مانور
ت را بدون نيـاز   يني هيدروژل آلژ  ،پس از پيوند در ح�ور كلسيم     

مطالعات ]. 22-20[دهد   به مواد شيميايي، نور يا دما تشكيل مي       
مختلف نشان داده اسـت كـه كـشت فوليكـول پـره آنتـرال بـا                 

توليـد  هايي با قابليـت لقـاs        تواند تخمك  ت مي ينيهيدروژل آلژ 
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  ].25-23[كند 
ترين عـواملي اسـت      خواص فيزيكي هيدروژل يكي از مهم     

  Cell(هـاي ماننـد پروليفراسـيون سـلولي          يندآتواند بر فر   كه مي 
Proliferation (   رشد و ماتريكس خارج سلولي      عواملو توليد 

هاي استفاده شده براي هيـدروژل       در نتيجه غلظت  . گذاردبثير  أت
ي باشـد كـه اجـازه تبـادل مـواد غـذايي،             ا ت بايد به گونه   ينيآلژ

در همـين زمينـه بـراي       . ها و اتساع فوليكـول را بدهـد        هورمون
ت بـراي كـشت فوليكـول       ينيتعيين بهترين غلظت هيدروژل آلژ    

بـه  . هاي پستانداران انجام شده اسـت      مطالعات متفاوتي در گونه   
ــسيو   ــال ايك ــوان مث ــال ) Xu(عن ــه2006در س ــي مطالع اي   ط

  درصــد25/0پــره آنتــرال مــوش را بــا غلظــت هــاي  فوليكــول
ت كشت داد و نتيجه گرفت ايـن غلظـت تـأثير            ينيهيدروژل آلژ 

]. 26[مثبتي بر حيات و قدرت بلوغي و بـاروري تخمـك دارد             
 از 2007و همكــاران در ســال ) Erin(در مطالعــه ديگــر اريــن 

ت براي كشت   يني درصد هيدروژل آلژ   7/0 و   5/1،  3هاي   غلظت
ها دريافتند كه ميزان حيـات، ميـزان         آن. اده كردند فوليكول استف 

 7/0 بـالغ در غلظـت   يهـا  تشكيل حفره آنترال و درصد تخمك  
بـا توجـه بـه نتـايج        ]. 21 [استها   درصد بيشتر از ساير غلظت    

ايـن تحقيـق عـلاوه بـر        در   ،ه شده است  يكنون ارا  مختلفي كه تا  
هـا، اثـر     مقايسه كشت دو بعدي و سه بعـدي كـشت فوليكـول           

ت را بر رشد، تكوين و قابليـت   ينيهاي مختلف سديم آلژ    غلظت
 پره آنترال جدا شده از تخمدان مـوش نابـالغ         يها فوليكول بلوغ

  . شددر محيط كشت بررسي 
  

  ها مواد و روش
 ها تهيه تخمدان

 NMRI هاي نابالغ سوري ماده نـژاد     در اين تحقيق از موش    
)National Medical Research Institute( 14 تا 12سن  با 

هاي پره آنترال بود،      حاوي فوليكول   اغلب ها روز كه تخمدان آن   
 ـ       موش. استفاده شد  هـاي    جـايي مهـره    ههاي فـوق بـه روش جاب

با ايجاد شكاف طولي در ناحيـه شـكم         . گردني قطع نخاع شدند   
 α-MEM ها از بدن خارج و در محـيط كـشت          هاي آن   تخمدان

)α-Minimal Essential Medium) (Gibcoحاوي ) ، آمريكا
) Fetal Bovine Serum: FBS( جنـين گـاوي    درصد سرم5
)Gibco به كمك سوزن سرنگ انسولين     .  قرار داده شد   )، آمريكا

ها پـس    هاي اضافي اطراف تخمدان برداشته شد و تخمدان        بافت
هـا در    از شستشو در محيط كشت تا زمان جداسـازي فوليكـول          

  . بررسي شدندختلفهاي م زمانانكوباتور نگهداري و در 
  

  هاي پره آنترال جداسازي فوليكول
ها از روش مكـانيكي        جداسازي فوليكول  برايدر اين تحقيق    

. ماند اسـتفاده شـد   ها دست نخورده باقي مي كه ساختمان فوليكول 
ليتـري    ميلي1 متصل به سرنگ انسولين G29با كمك نوك سوزن    

) ، ژاپـن  Olympus (ميكروسـكوپ   استريو 25در زير بزرگنمايي    
پـس از جداسـازي،     . ها انجـام گرفـت      سازي فوليكول  عمل جدا 
لايـه سـلول     3-2هايي كـه داراي تخمـك مركـزي بـا             فوليكول

در اطراف بـا قطـر   ) Theca Cells(هاي تكا  گرانولوزا و سلول
هاي جـدا شـده پـس از          فوليكول.  ميكرومتر انتخاب شدند   150

ژل هيـدروژل   شستشو در محيط كشت براي كپسوله كـردن بـا           
 درصد و كشت دو    1  و 5/0،  25/0هاي   ت با غلظت  ينيسديم آلژ 

  .بعدي آماده شدند
  

  كشت سه بعدي فوليكول پره آنترال
ت ي ـنيت در ابتدا سديم آلژ    ينيسازي هيدروژل آلژ   براي آماده 

)Sigma درصـد بـا    1  و 5/0،  25/0بـا غلظـت     ) ، آمريكا PBS 
)Phosphate Buffer Saline (  س بـراي از  تركيب شـد و سـپ

 گرم زغال فعال شده بـه       5/0ت با   ينيهاي آلژ  بين بردن ناخالصي  
ت مخلوط شد و پس از فيلتر       ينيازاي هر گرم از پودر سديم آلژ      

 درجــه 4  ميكرومتـر در دمــاي 22/0پــور  شـدن بــا فيلتـر ميلــي  
  . يخچال نگهداري شدگراد سانتي

 ابتــدا درهــاي پــره آنتــرال  بــراي كپــسوله كــردن فوليكــول
 به جداگانه طور به تخمدان از شده جدا آنترال پرهي  ها كوليفول

 منتقل مختلفي  ها غلظت با تينيآلژ ميسدي  تريكروليم 5 قطره
 دورژل،يه ليتشك و ميكلسي  ها ونديپ جادياي  برا سپس و شدند
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ــه ــا قطــره دورژل،ي ــا كــوليفولي حــاوي ه  ســر از اســتفاده ب
 CaCl2 مول يليم 140 ازي  بيترك كه ميكلس حمام به ميكروپيپت

)Merck آلمان ، (مـول  يليم 50 و NaCl) Merckبـود )، آلمـان 
 از تي ـنيآلژ دروژلي ـهي  هـا  قطره قهيدق 2 از پس و شدند منتقل
. شـد  داده شستشو كشت طيمح در وي  آور جمعي  ميكلس حمام
 ـارز كروسـكوپ يم توسط شده كپسولهي  ها كوليفول سپس ي ابي
 داشـتند  ارقـر  دروژليه مركز در كهيي  ها كوليفول فقط و شدند

 بـه  شـده  كپسوله كوليفول هر سپس .شدند انتخاب كشتي  برا
 ـز در كشت طيمح ازي  تريكروليم 40ي  ها قطره درون  روغـن  ري

  ).1 شكل (شدند منتقل كشتي برا خانه 96ي ها تيپل در
  

  
  

 )الـف (- ينيـت ژها با هيدروژل سـديم آل       روش كپسوله كردن فوليكول    1 �ك¶
هـاي   ره آنترال با استفاده از سر سمپلر در قطـره         هاي پ  طريقه گذاشتن فوليكول  

ها در   ت حاوي فوليكول  ينيهاي سديم آلژ   سازي قطره   رها )ب( ،تينيسديم آلژ 
  محلول كلسيم

  
  ها بعدي فوليكول كشت دو
هاي پره آنترال بلافاصله پس از جدا شدن از بافت           فوليكول

 96هـاي    هـاي پليـت    تخمدان به طور جداگانه در داخل qاهك      
 ميكروليتـري از محـيط كـشت در زيـر           40 هـاي  نه در قطـره   خا

  .منتقل شدند روغن

  مvي� كشت
  هــا از محــيط كــشت  كــشت فوليكــول در هــر دو روش از

α-MEM درصد 1 تكميل شده با ITS) Insulin- Transferin-  
Selenite) (Gibco ليتـر  ميلـي / المللـي  واحد بين  100 ،)، آمريكا 

)IU/ml(ســـيلين  پنـــي) Penicillin) (Gibco100 ،)، آمريكـــا 
، Streptomycin) (Gibco ( استرپتومايسين ليتر ميلي/ ميكروگرم
ــا  recombinant Follicle (mIU/ml rFSH 100، )آمريكـ

Stimulating Hormone) (SeronoيسWدرصـد سـرم   5، )، سو 
FBSفـــاكتور رشـــد اپيـــدرمي ليتـــر ميلـــي/  نـــانوگرم10  و 

)recombinant Epidermal Growth Factor: rEGF( 
)Sigma مدت مصرف محيط كـشت مزبـور       . استفاده شد  )، آلمان

 ـگـراد يخچـال تـا          درجه سانتي  8 تا   2در شرايط    . ك هفتـه بـود    ي
انكوباتور مرطوب در دماي      روز در داخل   12ها به مدت     فوليكول

 و نيمي از    ند كشت داده شد   CO2  درصد 5گرادو    درجه سانتي  37
  . محيط تازه تعوي� شدمحيط كشت يك روز در ميان با 

  
  ها ³يري »�ر فوليكول اندازه

تا روز qهـارم ارزيـابي       بعدي در كشت دو   ها  قطر فوليكول 
هاي تكا و     شد، زيرا از اين روز به بعد به علت جدا شدن سلول           

هاي تحـت     وجود آمدن حالت نامنظم در فوليكول      هگرانولوزا و ب  
در كـشت سـه      امـا . گيري يكسان ميسر نبود     كشت، امكان اندازه  
كننـد   ها، شكل كروي را حف� مي      كه فوليكول  بعدي به دليل اين   

قطـر  .  شـد  انجـام هـاي دوم، شـشم و دوازدهـم     بررسي در روز  
ها توسط ميكرومتر qـشمي از پـي� كـاليبره شـده بـا                فوليكول

 ميكروسكوپ و بـا محاسـبه ميـانگين دو قطـر            100بزرگنمايي  
  . هم برحسب ميكرومتر تعيين شد عمود بر

  
 cت¤ييرا ÊابËخت ارزËر  ÊتyاÀ�    مي�ان ÊابËو ارز

  ها  فوليكوليب¬ا
كـشت زيـر    در حـين ها يك روز در ميان       فوليكول يميزان بقا 

�هـا   در همه گـروه ) ، ژاپنOlympus 1X( ميكروسكوپ معكو
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در طول كشت آزاد شدن زودر� تخمـك،        . شدبررسي و محاسبه    
بـه عنـوان    هـاي فوليكـول و توقـف رشـد           تيره رنگ شدن سـلول    
همچنـين در پايـان روز دهـم        .  گرفتـه شـد    فوليكول دژنره در نظر   

هـا ارزيـابي و      در فوليكول ) Antrum(كشت تشكيل حفره آنتروم     
  .شدهاي زنده محاسبه و مقايسه  درصد آن نسبت به فوليكول

  
  ³~اري  تخم®يال¬ا

ها  در روز دوازدهم در سيستم كشت سه بعدي ابتدا فوليكول         
ــردن  ــافه ك ــا اض ــي5 ب ــرم  ميل   EGTA) Ethylene Glycol گ

Tetraacetic Acid) (Merckبه محيط كشت به مدت ) ، آلمان
 انكوبـاتور از هيـدروژل      گـراد   سانتي  درجه 37 دقيقه در دماي     5

ها در هر دو  گذاري فوليكول  تخمكي القابرايسپس . خارج شدند
 واحـد  5/1 سيستم كشت دو بعدي و سه بعدي به محـيط حـاوي           

) hCG) human Chorionic Gonadotropin ليتر ميلي/ لليالم بين
)Organon آمريكا ،(، ليتـر  ميلي/  نانوگرم 10 EGF) Epidermal  

Growth Factor (سـاعت بعـد،   18طـوري كـه    به. منتقل شدند 
در پايـان   . شدند  آوري و شمارش       جمع  متافاز دو  هاي بالغ   تخمك

  .ثبت شداين مرحله تعداد و درصد تكوين تخمك بررسي و 
  

  بررسÊ آماري
افـزار   دست آمده با اسـتفاده از نـرم        نتايج به  تجزيه و تحليل  

SPSS   ت¤ييرات قطـر فوليكـول، ميـزان        . انجام گرفت  16 نسخه
دست آمده   ه ب MIIهاي    بقا، دژنراسيون، تشكيل آنتروم و تخمك     

  One-Way Analysis of ( آناليز واريانس يك طرفـه  با آزمون
Variance: ANOVA( از نظـر  . ها سـنجيده شـد   در بين گروه

.دار محـسوب شـد       معنـي  >05/0Pهـاي فـوق       ي در آزمون  آمار
  

            
  

            
  

هـاي    هاي پره آنترال جدا شده از تخمدان موش در طول كشت دو بعدي- فوليكول پره آنترال با تخمك گرد و مركـزي و دو لايـه سـلول                             فوليكول ساختار بافتي  �2ك¶  
دهند  ساختار كروي خود را از دست مي      ) پ(و در روز qهارم كشت      ) ب(ها در روز دوم كشت       ، فوليكول )الف( در روز اول كشت   ) فل�(رانولوزا با غشاي پايه سالم      گ

كننـد و   اي در زيـر فوليكـول ايجـاد مـي     هاي تكا لايه كند و سلول هاي گرانولوزا پس از تكثير و پاره كردن غشاي پايه به سمت اطراف فوليكول گسترش پيدا مي  و سلول 
 از فوليكـول كـشت      hCG ساعت مجـاورت بـا       18شود و پس از      ديده مي ) د(و دوازدهم   ) ج(در روز هشتم    ) فل� قرمز (حفره آنترال   . qسبد فوليكول به كف �رف مي    

  .شود رها مي) ه(شده تخمك بالغ 
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lËنتا  
Êتار بافتyها در �ول دوره كشت  فوليكولسا  

ر ي ـها در اثر رشـد و تكث        دوم كشت دو بعدي فوليكول    در روز   
ها به كف �رف      هاي تكا و گرانولوزا و با qسبيدن اين سلول          سلول

از روز qهارم به بعد     ). ب  الف و  2شكل  (حركت شدند     كشت بي 
هاي گرانولوزا با پاره كردن غشاي پايـه، بـه سـمت اطـراف                سلول

 ـ  دنش ـ ند و پهن    ردك فوليكول گسترش پيدا     ه فوليكـول شـكل     د و ب
از روز شـشم الـي هـشتم كـشت در           ). ج 2شكل  (نامنظمي دادند   

شد و در روز دوازدهم حفره        اطراف تخمك حفرات آنتروم پديدار      
  د كه به وضوs در تصوير مشاهده       يرس  آنترال به حداكثر رشد خود    

  

اما در سيستم كـشت سـه بعـدي از روز           ). ج -د 2شكل  (شود   مي
پسوله شده ساختار كـروي خـود را حفـ�          ها ك  اول كشت فوليكول  

). ب -الـف  3شكل  ( كردند و در داخل محيط كشت شناور بودند       
هـاي   در طول دوره كشت در نتيجه پروليفراسيون و تكوين سـلول          

 تخمك مركزي به راحتـي قابـل مـشاهده نبـود و             ،گرانولوزا و تكا  
و در روز دوازدهـم     ) پ 3شـكل   (يافـت    اندازه فوليكول افـزاي�     

كـه بـه صـورت       ه كشت دو بعدي حفره آنترال تـشكيل شـد         مشاب
در شود كه مشابه حفرات آنتـروم        ف�ايي خالي در تصوير ديده مي     

 بـود  )In vivo (ته در شـرايط درونـي بـدن   ففوليكولهاي تكوين يا
ت تفـاوت  ي ـنيهاي مختلـف سـديم آلژ     در غلظت ). د -ج 3شكل  (

  .ها مشاهده نشد  فوليكولشناسي ريختخاصي در 

            
  

            
  

، )الـف (هاي پره آنترال جدا شده از تخمدان موش در طول كشت سه بعدي- فوليكول پره آنترال كپسوله شده با هيدروژل سديم آلژينيت                      شناسي فوليكول   ريخت �3ك¶  
هـاي   كـروي خـود را حفـ� كـرده و بـا رشـد و تكثيـر سـلول                  فوليكول سـاختار    ) پ(فوليكول در مرحله آنترال در روز آخر كشت         ) ج(و qهارم كشت    ) ب(روز دوم   

حفره آنترال با فل� قرمز رنگ نـشان  (در روز آخر كشت و فوليكول آنترال با بزرگنمايي بيشتر         ) د(فوليكول در مرحله آنترال     . يابد فوليكولاري سايز فوليكول افزاي� مي    
  .شود  در تصوير ديده ميhCGدن  ساعت اضافه كر18پس از ) ه(هاي بالغ  و تخمك) داده شده است

  
  

  هاي كشت �ده مي�ان ر�د فوليكول
  هـاي پـره آنتـرال كپـسوله شـده بـا              مقايسه قطـر فوليكـول    

  

ت در روز دوم و شــشم و يــنيهــاي مختلــف ســديم آلژ غلظــت
در طول كشت دو بعدي     .  آورده شده است   4در شكل    دوازدهم

  .ها افزاي� يافت و سه بعدي قطر فوليكول
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هاي كپـسوله شـده بـا        در فوليكول ) ميكرومتر( ت¤ييرات قطر فوليكول     �4ك¶  
دار بين كـشت   اختلاف معني* -  كشتطيت ينيهاي مختلف سديم آلژ  غلظت

هاي مورد مطالعـه     ت و ساير گروه   ينيسديم آلژ   درصد 5/0سه بعدي با غلظت     
  .)>001/0P(وجود داشت 

  
هاي جدا    ولدهد، قطر متوسط فوليك     كه نتايج نشان مي    همچنان

    و 5/0،  25/0 هـاي   ها در روز دوم كشت در غلظت        شده از تخمدان  
  

 70/15 ،53/149 ± 67/12ت عبارت بـود از      ينيدرصد سديم آلژ   1
 ميكرومتــر و در روز شــشم كــشت، 153 ± 90/14، 54/148 ±

 و در 307 ± 58/15، 330 ± 72/18، 293 ± 97/17ترتيــب  بــه
 2 و   07/419 ± 51/20 ،18/367 ± 77/19 ترتيب روز دوازدهم به  

داري   طور معنـي    افزاي� قطر به    طوري كه      به ر- ميكرومت 379 ±
ت در روز ششم و دوازدهم يني درصد سديم آلژ5/0در غلظت   

ــاير غلظــت  ــالاتر از س ــشت ب ــود  ك ــا ب ــر ). >001/0P(ه قط
 31/192 ± 8/19بعـدي در روز دوم       هاي كـشت دو     فوليكول

 ± 15/60ترتيـب    وز qهارم به  ميكرومتر بود و اين مقدار در ر      
هاي كـشت دو بعـدي و        قطر فوليكول .  ميكرومتر بود  31/344

  .سه بعدي با يكديگر قابل مقايسه نبود

 هاي مختلف مطالعه  روز در گروه12هاي كشت شده به مدت   تكوين فوليكول1جدول 
  

 كشت سه بعدي كشت سه بعدي كشت سه بعدي كشت دو بعدي گروه
  درصد1  درصد5/0  درصد25/0  درصد0 يتغلظت سديم آلژين
 101 99 95 88 تعداد فوليكول

SD ±  78 86 75 62 تعداد زنده 22/77 ±7/2  **86/86 ±7/2 94/78 ±04/3  *45/70±8/3 درصدميانگين 
SD ± 23 13 20 26 تعداد دژنره )77/22 (±5/3 ) **13/13 (±8/2 )05/21 (±5/2 ) *54/29 (±7/2 ميانگين درصد 
SD ± 49 65 49 38 تعداد تشكيل آنتروم )82/62 (±2/1 ) **58/75 (± 1/2 )33/65 (±1/4 )29/61 (±7/2 ميانگين درصد 
SD ± تخمك  )20/28 (±9/3 )9/27 (±8/4 )66/34 (±6/4 )87/33 (±20/3 ميانگين درصدGV 22 24 26 21 تعداد 
SD ± 28 24 24 23 تعداد  متافاز اولتخمك )89/35 (±3/5 ) **9/27 (±20/3 )32 (±1/2 )09/37 (±4/4 ميانگين درصد 
SD ± 28 38 25 18 تعداد متافاز دومتخمك  )89/35 (±8/4 ) **18/44 (± 9/4 )33/33 (±9/1 )03/29 (±5/2 ميانگين درصد 

  
   بار در هر گروه5ها حداقل   تكرار آزماي�-

 ).>001/0P(هاي مورد مطالعه وجود داشت   گروهداري بين كشت دو بعدي و ساير اختلاف معني* 
  ).>001/0P(هاي مورد مطالعه وجود داشت   درصد سديم آلژينيت و ساير گروه5/0داري بين كشت سه بعدي با غلظت  اختلاف معني** 
GV :Germinal Vesicle Stage  

  

  هاي كشت �ده  تكوË¾ فوليكول
هاي حاصـل     ميزان زنده ماندن، تشكيل آنتروم و بلوغ تخمك       

هاي كشت داده شده در سيستم كشت دو بعدي و سه            از فوليكول 

.  بيـان شـده اسـت      1بعدي پس از دوازده روز كشت در جـدول          
بعدي و سه بعدي     هاي كشت شده دو     درصد زنده ماندن فوليكول   

 ترتيـب  ت بـه  ي ـني درصد سـديم آلژ    1  و 5/0،  25/0هاي   غلظت در
داري   اختلاف معنـي  . د بو  درصد 22/77و   86/86،  94/78،  45/70
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هاي كشت شده در سيستم كـشت         در درصد زنده ماندن فوليكول    
ت در سيـستم    ي ـنيدو بعدي نسبت به هـر سـه غلظـت سـديم آلژ            

داري   ، اما تفاوت معني   )>001/0P(وجود داشت    كشت سه بعدي  
  . ت با هم مشاهده نشدينيهاي مختلف سديم آلژ بين غلظت

هاي  و بعدي و غلظت   درصد تشكيل آنتروم در گروه كشت د      
  بعدي سهدر سيستم كشت     تيني درصد سديم آلژ   1  و 5/0،  25/0
  درصـد  82/62 و    درصـد  58/75،   درصد 33/65،  29/41 ترتيب به

 درصد 5/0بود و بالاترين درصد تشكيل حفره آنترال در غلظت    
  . ت مشاهده شدينيسديم آلژ

ها در مرحله متافـاز دو در گـروه كـشت دو             درصد تخمك 
ت در ي ـني درصـد سـديم آلژ  1  و5/0، 25/0هاي   غلظتبعدي و 

و  18/44،  33/33،  03/29ترتيـب    بـه   بعـدي  سـه سيستم كشت   
 يدار  طوري كه از نظر آماري اختلاف معنـي         به.  بود  درصد 89/35

 درصـد   5/0 در غلظـت     متافـاز دوم  هاي    در ميزان تشكيل تخمك   
ــنيســديم آلژ ــه ســاير غلظــت ي ــسبت ب ــشاهده شــد  ت ن ــا م ه

)001/0P<( . طور  به هاي بالغ در كشت دو بعدي      درصد تخمك
  ).>001/0P(ها بود  تر از بقيه گروه دار پايين يمعن

  

hvب  
در مطالعـــه حاضـــر بـــراي اولـــين بـــار دو روش كـــشت 

شده از تخمدان بـه روش كـشت دو بعـدي و             هاي جدا  فوليكول
ت با توجه به درصـد  ينيهاي مختلف سديم آلژ سه بعدي با غلظت  

نتـايج ايـن مطالعـه      . ها با يكديگر مقايسه شد     ليكولفو رشد، بلوغ 
هـاي پـره آنتـرال كپـسوله شـده بـا سـديم               نشان داد كه فوليكول   

 درصد در سيستم كـشت سـه        5/0ت به خصوص با غلظت      ينيآلژ
 در مقايـسه بـا كـشت    رابعدي بالاترين درصد ميزان بقا و تكوين    

پـايين  درصـد   . دارند تينيهاي سديم آلژ   دو بعدي و ديگر غلظت    
گونه  توان اين  ميزان بقا و بلوغ فوليكول در كشت دو بعدي را مي          

 ريخت شناختي ها وابسته به ت¤ييرات      توجيه كرد كه رشد فوليكول    
 نـوع اخـتلال در     هـر  و گرانولـوزا اسـت و      هاي سـوماتيك   سلول

خير رشـد و تكـوين      أباعh ت  هاي فوليكولي   سلول ريخت شناسي 
qه كه در سيستم كشت       مشابه آن  -دشو هاي پره آنترال مي    فوليكول

در طــول دوره كــشت دو بعــدي . شــود دو بعــدي مــشاهده مــي
هاي گرانولوزا به اطـراف       آنترال تخمداني، سلول   هاي پره   فوليكول

گيرنـد، در نتيجـه      شوند و از تخمك فاصله مي      تخمك پراكنده مي  
 بين تخمك و سلول گرانولوزا كـاه�        بازخوردي تحريكي و    آثار
 هــاي پيــامال ســزايي در انتقــ ه ايــن ارتباطــات نقــ� بــ.يابــد مــي

)Signals(    دو طرفه )27[دارد  ) اتـوكرين ( يا داخلـي  ) پاراكرين .[
 ميزان بقـاي    2008و همكاران� در سال     ) Ola(اي اولا    در مطالعه 
 و ميـزان     درصـد  48هاي جدا شده از تخمدان مـوش را          فوليكول

حيدري و  ]. 28 [گزارش كردند درصد   38تشكيل حفره آنترال را     
هاي پره آنتـرال را در    ميزان بقاي فوليكول  2008همكاران در سال    
  ].29[ گزارش كردند  درصد68كشت دو بعدي 

اما مطالعات اندكي در مـورد خـواص مكـانيكي هيـدروژل            
 ت در كشت سه بعدي و اثر آن در تكـوين و بلـوغ             ينيسديم آلژ 
يـزان زنـده    در مطالعه حاضـر م    . ها صورت گرفته است    فوليكول

  درصـد  80 ماندن فوليكول كپسوله شده طي دوره كشت حدود       
ت تفـاوت  ي ـنيهاي مختلـف سـديم آلژ      و در غلظت  گزارش شد   

هـا طـي     و درصد زنده ماندن فوليكول     داري وجود نداشت   معني
ه شده توسـط ديگـر محققـين بـا     يدوره كشت بالاتر از نتايج ارا     

) Jin( جـين . تهاي كشت سه بعدي بوده اس      كارگيري سيستم  هب
هاي موش را بـا اسـتفاده از          فوليكول 2010و همكاران در سال     

 روز كشت دادنـد و ميـزان حيـات          12ت به مدت    ينيفيبرين آلژ 
 ـ درصد ارا  70ها را    فوليكول ايـن نتـايج نـشان      ]. 25[ه كردنـد    ي

ت آسيبي بـه    ينيها با سديم آلژ    دهد كه كپسوله كردن فوليكول     مي
هـا نيـز     و دكپـسوله كـردن فوليكـول      فوليكول وارد نكرده است     

 كپسوله كـردن    احتمالا0 كند و  ها وارد نمي   صدماتي را به فوليكول   
ها و غـشاي     وللها باعh حف� ساختار اتصالات بين س       فوليكول

هــا  شـود و از مـر± فوليكـول    هـاي گرانولـوزا مــي   پايـه سـلول  
  .كند جلوگيري مي

 طـي   نـشان داد كـه     در تحقيق حاضر ارزيابي قطر فوليكول
هـا در همـه       تكوين در محيط آزمايشگاه انـدازه و قطـر فوليكـول          

  درصـد  5/0هايي كه با غلظت        اما فوليكول  يابد ميها افزاي�       گروه
ت كپسوله شده بودند افزاي� سايز بيشتري نـسبت         ينيسديم آلژ 
هــاي شــشم و دوازدهــم داشــتند  هــاي ديگــر در روز بــه گــروه
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)001/0P< .(      تخمـك و تكثيـر و       در طول كشت به دليل رشـد 
صـورت شـعاعي از مركـز        هـاي گرانولـوزا كـه بـه        تمايز سلول 

  .يابد ها افزاي� مي شود قطر فوليكول فوليكول شروع مي
 درصد با   5/0آنترال كه با غلظت      هاي پره   همچنين فوليكول 

انـد درصـد بـالايي از تكـوين را از            كپسوله شده  تينيسديم آلژ 
 و)  درصـد  MII) 44 م متافـاز دو   طريق افزاي� نسبت تخمـك    

توان  اين نتايج مي  درباره  . ميزان تشكيل حفره آنتروم نشان دادند     
با توجه به خواص فيزيكي هيدروژل و تبادل تركيبات محيط از           

خـواص مكـانيكي هيـدروژل بـه        . طريق هيدروژل بحـh كـرد     
. هـاي آن وابـسته اسـت        مانند حجم پليمـر و پيونـد       عاملqندين  

هـاي بـين     شود پيوند  ت كم مي  يني آلژ هنگامي كه غلظت هيدروژل   
 ].31،  30[يابـد    ت نيز كاه� مـي    ينيپليمرهاي درون هيدروژل آلژ   

دهـد و اجـازه      در نتيجه هيدروژل به راحتـي ت¤ييـر شـكل مـي           
ــك،     ــد تخم ــين رش ــول در ح ــساع فوليك ــر و ات ــزاي� قط اف

هاي گرانولوزا و تكا و تشكيل حفره آنتـرال          پروليفراسيون سلول 
 امـا در    -گيـرد  qه در تخمدان صـورت مـي       ابه آن دهد، مش  را مي 
هاي بيشتر هيدروژل به فوليكـول فـشار مكـانيكي زيـاد             غلظت

 مر± سلولي و كاه� ميـزان تكثيـر      يشود و باعت القا    وارد مي 
  .شود هاي فوليكولي مي و تمايز سلول

ت ساختاري مشبك در    يني هيدروژل سديم آلژ   -علاوه بر اين  
ــشار  ســازد و  اطــراف فوليكــول مــي ــق اجــازه انت ــن طري از اي

هـاي اساسـي بـراي تكـوين فوليكـول را            ها و پروتXين   هورمون
هـاي پـايين هيـدروژل       ، در نتيجـه در غلظـت      ]33،  32[دهد   مي

  wيابـد و از ايـن    هاي هيدروژل افـزاي� مـي    ميانگين سايز سورا
هاي ضروري براي رشـد و       طريق بر تبادل مواد و ماكرومولكول     

 را  عوامـل سرعت انتقـال مـواد و        گذارد و  يفوليكول اثر م   بلوغ
 مشابه نتايج ارين در سـال       بررسي حاضر نتايج  . دهد افزاي� مي 

  هـاي پـره آنتـرال در        هـا طـي تحقيقـي فوليكـول         آن - بود 2007
  

ت كشت دادنـد    يني درصد سديم آلژ   75/0  و 5/1 ،   3هاي   غلظت
 باعـh افـزاي�     75/0 و به اين نتيجه رسيدند كـه ايـن غلظـت          

  ]. 21[شود  ن بقا و تكوين تخمك ميميزا
و همكـاران   ) Min( مـين     بررسي حاضر،  خلاف نتايج  اما بر 
هـاي مـوش بـا        كـشت فوليكـول     كه  نشان دادند  2006در سال   
و تكـوين فوليكـول را      طبيعـي    درصد اجـازه رشـد       5/1غلظت  

نتـايج متفـاوت ايـن مطالعـه شـايد بـه دليـل كـشت                . دهـد  مي
  ].23[كوتاه مدت بوده است تر و كشت  هاي بزر± فوليكول

 نـشان داد كـه درصـد        2012در سـال    ) Hornick(هورنيك  
آنترال ميمون كپـسوله     هاي پره   فوليكولدر  ها    زنده ماندن فوليكول  

هايي كه با    ت در مقايسه با آن    يني درصد سديم آلژ   2شده با غلظت    
اين نتـايج   ]. 34 [بود درصد كپسوله شدند بسيار بالاتر       5/0غلظت  
 به دليل نوع گونه مورد مطالعه است زيرا در موش بافـت             متفاوت

هاي انـساني تخمـدان     تر است ولي در ميمون و نمونه       تخمدان نرم 
تر است و بايد از غلظت بالايي استفاده كـرد كـه             تر و سفت   فيبري

متناسب بـا نـوع    باشد و) In vivo(مشابه تخمدان در بافت زنده 
  .كشت فوليكول متفاوت استگونه نيز غلظت مورد استفاده براي 

هاي  بنابراين بنا به دلايل {كر شده، در مطالعه حاضر فوليكول         
هاي  ت تكثير سلول  ينيدرصد سديم آلژ   5/0كپسوله شده با غلظت     

گرانولوزا را افزاي� داد و موجـب افـزاي� بيـشتر رشـد و بلـوغ                
ت و كـشت    ينيهاي سديم آلژ   ها در مقايسه با ساير غلظت       فوليكول

  . شدي بعد دو
  

Êتشكر و »دردان  
 گـروه  از پايان نامـه دكتـري تخصـصي    مقاله حاضر بخشي

   tدانـشكده علـوم پزشـكي       است كه با حمايت مالي    علوم تشري 
  .ه استدانشگاه تربيت مدر� انجام شد
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Abstract 
Objective: In vitro ovarian follicle culture provides a tool to investigate folliculogenesis 
and may be used as an assisted reproductive technology (ART). This study aims to 
compare survival and development rates in mouse ovarian follicles after two and three 
dimensional in vitro cultures. 
Methods: Preantral follicles were isolated from the ovaries of 14-day old female mice and 
cultured in α-MEM medium supplemented with 5% FBS for 12 days in a two dimensional 
and three dimensional culture with different concentrations of sodium alginate (0.25%, 0. 
5%, or 1%). The follicle diameter, survival and maturation rate during culture were 
analyzed and compared with one-way analysis of variance (ANOVA). P<0.05 was 
considered as statistically significant. 
Results: The mean diameter of preantral follicles that capsulated with 0.5% alginate was 
significantly higher than other concentrations in each group on days 6 and 12 (P<0.001). 
The percentages of follicles which released metaphase II (MII) oocytes in the two 
dimensional groups and in the three dimensional groups at 0.25%, 0.5% and 1% 
concentrations of sodium alginate were 29.03%, 33.33%, 44.18% and 35.89% respectively. 
The percentage of MII oocytes was significantly higher at the 0.5% concentration of 
sodium alginate (P<0.001). 
Conclusion: Follicles encapsulated in 0. 5% sodium alginate in three dimensional culture 
displayed the highest survival development and maturation rate. 
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Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, Vol 16, No 2, Summer 2013, Pages: 51-63 

www.sid.ir

