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Abstract 

Purpose: The aim of this research was to study the effects of different doses of LIF on GVBD and MII 

development rate and cumulus expansion.  

Materials and Methods: Immature mice superovulated with HMG and GV oocytes obtained from ovary 48 

hours later. The GV oocytes were cultured in TCM199 with 100, 500 and 1000 IU /ml LIF. Cumulus 

expansions were evaluated with two examiners and numbers of MII oocytes were recorded. For denuding the 

oocytes hyaloronidase was used. 

Results: Our results showed that the rate of GVBD and MII development increased in groups with LIF 

compared with control group. Rate of MII development with 1000 IU/ml LIF was significantly higher than 

that of control group (P<0.05). Cumulus expansion in group with 1000 IU/ml LIF improved significantly 

compared with control group (p<0.05). 

Conclusion: Our results showed that LIF could improve IVM rate in dose dependant. Also cumulus 

expansion improved in group with LIF and increased oocyte quality. 
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مقاله تحقيقي

 

 25-31  صفحات27، شماره 88 هفتم، تابستان مجله علوم تشريح ايران، سال

  

    و انبساط كومولوسيIVM بر ميزان LIFاثر دوزهاي مختلف 
)Cumulus expansion( هاي موش در اووسيت  

   **.M.Sc  ، راحله حلبيان*.Ph.D ، بهروز نيك نفس*.M.Sc، حسن حاج حسيني* .Ph.Dآمنه محمدي روشنده 

  *، منيره دانشور**.M.Sc  مهدي روحبخش
  ايران گاه علوم پزشكي تبريز،گروه علوم تشريح دانشكده پزشكي دانش*

  ايران  مركز تحقيقات سازمان انتقال خون تهران،**
  88خردادماه : ، تاريخ پذيرش88فروردين ماه : تاريخ وصول

  چكيده
ــدف ــل      ه ــمي روي تكام ــاري لوس ــاكتور مه ــف ف ــاي مختل ــار دوزه ــي آث  ،GVBD) (Germinal vesicle breackdown  بررس

MII (Metaphase II)  و ميزانExpansion   
 سـاعت   48هـا بعـد از        از تخمـدان   GVهـاي     تحريك تخمك گـذاري شـده و تخمـك         HMGهاي نابالغ توسط     موش :ها مواد و روش  

 . كشت داده شدند 1000و  IU /ml100، 500  با فاكتور مهاري لوسميTCM199 در محيط GVهاي  تخمك. آوري شدند جمع

بـراي برهنـه   .  شـمارش شـدند  MIIهـاي    نفر ارزيابي شد و سپس تعداد تخمك توسط دوCumulus expansion)(انبساط كومولوسي 
  . ها از هيالورونيداز استفاده شد اووسيت) (denudeكردن 
هاي حاوي فاكتور مهاري لوسمي در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل داراي                 در گروه  MII و   GVBDنتايج تحقيق نشان داد كه ميزان        :ها يافته

داري نسبت بـه گـروه كنتـرل بـالاتر بـود       طور معني فاكتور مهاري لوسمي به IU /ml 1000  با غلظت MIIل ميزان تكام. افزايش است
)p<0.05.( Cumulus expansion در گروهي با IU /ml1000 فاكتور مهاري لوسمي در مقايسه با گروه كنترل بهبود پيدا كرد .  

همچنين . صورت وابسته به دوز افزايش دهد  را به IVMتواند ميزان     لوسمي مي  نتايج اين تحقيق نشان داد كه فاكتور مهاري        :گيري نتيجه
cumulus expansion    در گروه حاوي فاكتور مهاري لوسمي بهبود پيدا كرده و كيفيت تخمك افزايش يافته كه آن هـم وابـسته بـه دوز 

  . بوده است
  

  مايشگاهي تخمك، لقاح آزمايشگاهي، موش انبساط كومولوسي، تكوين آزفاكتور مهاري لوسمي، :ها  واژهكليد
  

   مقدمه
  رشـــــد و نمـــــو تخمـــــك در خـــــارج از بـــــدن     

)IVM: In vitro maturation of oocyte (هـايي   يكي از روش  
  

ايران، تبريز، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، دانـشكده پزشـكي، گـروه            : آدرس مكاتبه  
  :dinachal@yahoo.com E-mail       51666-14766: علوم تشريح، صندوق پستي

  تكنولـــوژي كمكـــي توليـــد مثـــل اســـت كـــه اخيـــراً در  
)ART: assisted reproductive technology (شود استفاده مي .

توانـد در توليـد جنـين در بيمـاراني كـه دچـار               اين روش مي  
 و  هـاي تحريـك كننـده تخمـك        تخمدان حساس به هورمـون    
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. شـود كيستيك استفاده    طور براي بيماراني با تخمدان پلي      همين
هـا   هـاي آن   سـرطان شـده و تخمـدان       هايي كه دچـار    در خانم 

  . ]2و1[توان از اين روش استفاده كرد  برداشته شده هم مي

هـاي معمـول در      با تمام مزايايي كه اين روش نسبت به روش        
 ـ          درمانگاه طـورروزمره در    ههاي ناباروي دارد، امـا هنـوز هـم ب

گيرد و علـت آن پـايين        مراكز ناباروري مورد استفاده قرار نمي     
تـرين دلايـل     يكي از مهم  . ها و بارداري است    بودن ميزان جنين  

ها تكامل نامناسب هسته و سيتوپلاسـم        پايين بودن ميزان جنين   
هــاي كــشت  محــيط. هــاي كــشت اســت تخمــك در محــيط

خـل بـدن را بـراي رشـد         اند شرايط مناسـب ماننـد دا       نتوانسته
. ]3[شود  تخمك ايجاد كرده و ميزان رشد آن دچار اختلال مي       

هاي موجـود بـراي بهبـود و افـزايش ميـزان تكامـل               استراتژي
اووسيت، اصلاح تركيبات محيط كشت و افزودن مواد جديـد          

تحقيقـات زيـادي وجـود دارد كـه     . هاي كشت است  در محيط 
هـا و    اي آمينه، هورمون  ها، اسيده  نقش موادي همچون پروتئين   

اكـسيدان را روي تكامـل تخمـك و جنـين و بهبـود               مواد آنتي 
  .]5 و4[تكامل هسته و سيتوپلاسم بررسي كرده اند 

 كشف  1986فاكتور مهار كننده لوسمي براي اولين بار در سال          
 است و   6-اينترلوكيناين فاكتور يك سيتوكين از خانواده       . شد

فـاكتور مهـار كننـده      . كند ل مي ها عم  روي انواع مختلف سلول   
  يـــك (LIF: Leuckemia inhibitory factor)  لوســـمي

ــه داراي وزن   ــا تركيــب گليكــوپروتئيني اســت ك ســيتوكين ب
نشان داده شـده اسـت      . ]6[است   كيلودالتون   38-67مولكولي  

جونـدگان  جنـين   كه اين تركيب نقـش مهمـي در جـايگزيني           
 بـه   ر مهـاري لوسـمي    فاكتواضافه كردن   . ]8 و 7[  داشته باشد 

 كـه   دادمحيط كشت جنين گـاوميش در چنـد مطالعـه  نـشان              
 اضـافه كـردن     طـور مثـال     بـه . ]9[ نتايج حاصل يكسان نيستند   

IU/ml500           در مرحله مورولا يا مراحـل اوليـه بلاستوسيـست 
 ها بدون تغييـر در ميـزان       منجر به افزايش تعداد بلاستوسيست    

 IU/ml كـه افـزودن   ه است، در حاليشد (Hatching) هچينگ

ها   تغييري در ميزان تكامل بلاستوسيست     ، در تحقيق ديگر   500
هاي توده داخلي بلاستوسيست نقش      نداشته اما در تعداد سلول    

فاكتور مهاري لوكميا اثر خـود را از طريـق           .]10[ داشته است 

 عاملي است   فاكتور مهاري لوسمي  . كند گيرنده خود اعمال مي   
 در  وكنـد     عمـل مـي    GP130 گيرنـده    طور اختصاصي با   كه به 

 ايـن گيرنـده     .ثيرگـذار اسـت   أهاي تكاملي ت   تعدادي از سيستم  
هاي مختلف سيستم تناسلي جنس مونث از جملـه          روي بافت 
  .]11[   نشان داده شده استاووسيت 

 در مـايع    فاكتور مهاري لوسـمي    كه   اند نشان داده شده  محققان  
ه در راسـتاي رشـد      رسـد ك ـ   نظر مي   وجود دارد و به    ليفوليكو

رسـد كـه     نظر مي  به. كند فوليكول ميزان آن هم افزايش پيدا مي      
 در  هـاي زايگـر مقـدماتي      سـلول  روي   فاكتور مهاري لوسـمي   

 نقـش  (In vitro) و محـيط كـشت   (In vivo) محيط داخل بدن
داشته باشد اما نقش آن در تكامل اووسيت توضيح داده نـشده            

 IU/m 1000 اسـتفاده از     نشان داده شـد كـه     در تحقيقي   . است
هـاي ژرمينـال     ميـزان تكامـل اووسـيت     فاكتور مهاري لوسمي،    

  . ]13و 12[دهد  ميوزيكل را افزايش 
يكي از مواردي كه در مقوله رشد آزمايـشگاهي تخمـك مهـم             
ــت    ــسته اسـ ــم و هـ ــان سيتوپلاسـ ــل همزمـ ــت تكامـ   .اسـ

 Cumulus expansion توانـد    شاخصي است كه ميزان آن مـي
با توجـه بـه اينكـه       . ]14[ كيفيت تخمك تلقي شود      كننده بيان

ــه  ــك ب ــت تخم ــادي در    كيفي ــسيار زي ــش ب ــده نق ــت آم   دس
   دارد در تحقيــق حاضــر اثـــر   IVFمراحــل بعــدي ماننـــد   

   و MII و GVBDفــاكتور مهــاري لوســمي بــر ميــزان تكامــل 
 Cumulus expansionبررسي شده است.  

  
  ها مواد و روش

اي   هفتـه  5ه سـوري نابـالغ      هاي مـاد   در تحقيق حاضر از موش    
ها از حيوانخانه دانشگاه علوم پزشكي تبريز        موش. استفاده شد 
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 ســاعت 12 ســاعت روشــنايي و 12تهيــه شــده و در شــرايط 
  . تاريكي و دسترسي آسان به غذا و آب نگه داشته شدند

بـراي تحريـك تخمـك گـذاري از     : تحريك تخمك گـذاري  
HMG صورت تزريـق   بهواحد براي هر موش و  5/7 به ميزان

  . داخل صفاقي استفاده شد
 ،  HMG سـاعت از تزريـق       48بعـد از    : GVگرفتن تخمـك    

جايي گردني قربـاني شـده و تخمـدان          صورت جابه  ها به  موش
 قـرار   TCM199ها برداشته شد و در داخـل محـيط كـشت             آن

هـاي مرحلـه     با استفاده از دو سوزن انـسولين تخمـك        . گرفت
 مرحلـه   3 گرفتـه شـده و بعـد از          ژرمينال وزيكل از تخمـدان    

 ميكروليتري محـيط كـشت انتقـال داده         50شستشو به قطرات    
  . شدند

هاي مرحله ژرمينال وزيكل در محيط       تخمك: ها كشت تخمك 
ــشت  ــادير  TCM199ك ــا مق ــف  ب ــادير مختل ــرل (مق   و) كنت

IU/ml 100، IU/ml500و  IU/ml 1000   ــاري ــاكتور مه ف
 Co25در انكوباتوربا    FSHهمراه با سديم پيرووات، و       لوسمي
  . شدندكشت داده گراد   درجه سانتي37 و دماي  درصد

ها بررسي    ساعت بعد از كشت، تخمك     20: ها ارزيابي تخمك 
سپس .  نفر ارزيابي شد2 توسط Cumulus expansionشده و 
هـا بـا اسـتفاده از هيالورونيـداز برهنـه شـده و تعـداد                 تخمك
  .يابي شد ارزGVBD و MIIهاي مرحله  تخمك

  و  SPSS Ver.11داده هــا بــا اســتفاده از برنامــه نــرم افــزاري 
هاي مختلـف بـا اسـتفاده از آنـاليز واريـانس             مقايسه بين گروه  

  .طرفه بررسي شد يك
  

  ها يافته
اثر مقادير مختلف فاكتور مهاري لوسمي بر ميزان       

   MII و GVBDهاي  تشكيل تخمك
 را در   IIافـاز هـاي مرحلـه مت      درصد تشكيل اووسيت   1 جدول

نتايج . دهد هاي مختلف فاكتور مهاري لوسمي نشان مي       غلظت
هاي مرحله ژرمينال وزيكل در محـيط        حاصل از كشت تخمك   

دهـد   كشت با مقادير مختلف فاكتور مهاري لوسمي نشان مـي         
ها به مرحله     ميزان تكامل اووسيت   IU/ml 1000كه در غلظت    

 بوده و نسبت به گروه      هاي ديگر بيشتر    نسبت به گروه   IIمتافاز  
  IU/mlدر محـيط بـا مقـدار   ). p<0.05(دار اسـت   كنترل معني

 درصد به متافاز    50هاي ژرمينال وزيكل به ميزان       ، تخمك 500
II                 تبديل شدند كه نسبت به گـروه كنتـرل بيـشتر بـوده امـا از 

  IU/mlدر گروه با غلظـت  ).p>0.05(دار نيست  لحاظ آماري معني
دست آمد كه در      به IIمتافاز  هاي   يزان تكامل تخمك  ترين م  ، پايين 100

آن ميزان درصد تكامل نسبت به گروه كنترل كمتر بوده اما اين            
  ). p>0.05(دار نبود  كاهش معني

  
   را در گروه هاي مختلفIIميزان تكوين تخمك هاي متافاز .  1جدول 

 :* P<0.05  
  

  اثر مقـادير مختلـف فـاكتور مهـاري لوسـمي بـر            
   expansionميزان 

هـاي مختلـف      در گـروه   expansionهاي حاصل از ميزان      بررسي
 ميـزان  IU/ml  1000 لوسمي با غلظتنشان داد كه فاكتور مهاري

expansion            دار   را بهبود بخشيد كه نسبت به گـروه كنتـرل معنـي
 و 500هـاي   هاي ديگر بـا غلظـت   در گروه). p<0.05(بوده است  

IU/ml 100   هم ميزانexpansion         نسبت به گـروه كنتـرل بيـشتر 
 نفـر انجـام گرفتـه و بـه دو     2 بـا   expansionارزيابي. بوده است

  ).2و 1هاي  شكل(بندي شده است  تقسيم++ و  + درجه

  تكوين IIدرصد تكوين متافاز  تعداد تخمك ها
             گروه ها  

92/173  53%  گروه كنترل 

54/90  60%   100IU/mlگروه   
61/111  55%  IU/ml 500گروه   

109/130  6/84%  IU/ml 1000گروه *
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  هاي مختلف  در گروهexpansion ميزان درصد .2جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  

در +  در درجـه  expansionميـزان   IU/ ml 500 در گـروه بـا   
 در  expansionكه ميزان     درصد بوده است؛ در حالي     90حدود  

 درصد بـوده  60در حدود ++  در درجه IU/ml1000 گروه با 
). 1شكل  (دهد    مطلوب را نشان مي    expansionاست كه ميزان    

  .  آمده است2 در جدول expansionميزان درصد 

  
  دهد  را نشان مي+  شده يك expandهاي   اووسيت.1شكل 

  ).×500 :بزرگنمايي(
  

  
 شده دو مثبت را نشان مي دهد expandهاي   اووسيت.2شكل 

 ).×1000 :بزرگنمايي(

  بحث
هـاي حاضـر نـشان داد كـه فـاكتور             نتايج حاصل از آزمـايش    

هـاي   مهاري لوسمي قادر به افـزايش ميـزان تكامـل اووسـيت           
 اين افزايش در دوز .  استIIمرحله ژرمينال وزيكل به متافاز 

IU/ ml1000      بيشتر بوده و نـسبت بـه گـروه كنتـرل افـزايش 
  .دهد داري را نشان مي معني

 كه فـاكتور مهـاري لوسـمي در تكامـل           ندشان داده ا  محققان ن 
  همچنـين نـشان داده شـده اسـت         . دها نقش دار   بلاستوسيست

  گــذاري و تكامــل جنــين و جــايگزيني نقــش  كــه در تخمــك
  . ]15[دارد 

در بلوغ ازمايشگاهي تخمك هنوز  نقش فاكتور مهاري لوسمي
به اين منظور در تحقيـق حاضـر        . طور كامل مشخص نيست    به

 GVBDآثار دوزهاي مختلف فاكتور مهاري لوسمي بر ميـزان          
 نشان داده شده اسـت كـه فـاكتور مهـاري            . مطالعه شد  MIIو  

 موجــب افــزايش ميــزان تكامــل In vitroلوســمي در محــيط 
در ). 14(شـود   ها در انـسان، جونـدگان و گـاوميش مـي           جنين

 و همكـارانش انجـام    (De matos)تحقيقي كه توسط دماتوس
 فـاكتور مهـاري لوسـمي، اثـر         ng/ml 1000شده است ميـزان     

هاي دو سلولي، بلاستوسيـست و       ينمثبتي در ميزان افزايش جن    
   .]14[تولدهاي زنده داشته است 

 KL (Kit ligand)هاي  فاكتور مهاري لوسمي از طريق بيان ژن
هـاي گرانولـوزا و تكـا تـأثير          تواند درتكثير سـلول     مي FGFو  

ها گروه   

  expansionميزان
 IU/ml1000گروه  IU/ml500گروه IU/ml100 گروه  گروه كنترل

+  
2/51%  

3±200/103  
48/50%  

4,6  ±103/52  
 %1/81 

11/4±111/89  
%22,05%  

 5/3±136/30 

++  
5/5%  

200/11  
65/11%  

103/12 

51/13%  
111/15 

4/51%  
136/70 
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توانـد   طور مستقيم نمـي    داشته باشد و فاكتور مهاري لوسمي به      
در  فوليكـول    . بر تكثيـر ايـن سـلول هـا نقـش داشـته باشـد              

يكي اينكه اووسـيت    . دهد پستانداران دو رويداد بزرگ رخ مي     
هـاي   گيرد و ديگر اينكـه سـلول       تقسيم ميوز خود را از سر مي      

 را  expansionاند عمـل     كومولوس كه اووسيت را در بر گرفته      
  .]15[دهند  انجام مي

طور   طي رشد فوليكولي وجود دارد و به      فاكتور مهاري لوسمي    
. شــود گــذاري زيــاد مــي اي در هنگــام تخمــك قابــل ملاحظــه
Expansion   اي است   هاي كومولوس بسته به ماده زمينه       سلول

كننـد و حـداقل داراي       هاي گرانولوزا در آن حركت مي      كه سلول 
 تركيب شامل اسيد هيالورونيك و حداقل       3اين  .  تركيب است  3

  . ]16[ ن متصل شونده به اسيد هيالورونيك استدو پروتئي
 germinal vesicleو همكارانش ثابت كرده اند كـه  (Su) سو 

breakdown    به فعاليت MAPK      در سلول هاي كومولوس نياز 
انـد كـه     گيـري كـرده    به علاوه همان محققين نتيجه    . ]17[دارد  

   القـا   cAMPهـا نيازمنـد افـزايش         كومولوس expansionالقاي  

  . ]18[ هستند FSHده توسط ش

كارگيري فـاكتور    ها با به    كومولوس expansionدر تحقيق حاضر    
مهاري لوسمي در محيط كشت افزايش پيدا كرد و اين افـزايش            

ها بـا فـاكتور      القاي سلول . كار گرفته متفاوت بود    با ميزان دوز به   
 و مـسير    Jak-STATهـا آبـشار      مهاري لوسمي و ديگر سيتوكين    

Ras-MAPK   بنابراين در   . كند  را درگير ميexpansion    ناشـي از 
  .]18[ دخيل است MAPKفاكتور مهاري لوسمي فعاليت 

اضافه كردن فاكتور مهاري لوسـمي بـه محـيط كـشت حـاوي       
هـا و    هاي گوسفند موجـب بهبـود تكامـل تخمـك          اووسسيت

  .]19[هاي اين حيوان شده است  جنين
لوسمي نقش مهمـي    بررسي حاضر نشان داد كه فاكتور مهاري        

طـور القـاي     همين. در بلوغ آزمايشگاهي اووسيت داشته است     
expansion ها با وجود فاكتور مهاري لوسـمي و در           كومولوس

با ايـن وجـود مكانـسيم       .  بيشترين ميزان بوده است    1000دوز  
هاي درگير در     و گيرنده  IVMعمل فاكتور مهاري لوسمي طي      

  .استطور كامل بررسي نشده  آن هنوز به
.
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