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  چكيده
  ي موشها    بررسي اثر فشار هيدرواستاتيك بر بلوغ آزمايشگاهي تخمك:هدف

 بـا  NMRI نژاد ماده بالغ يها   موش تخمدان از ميكرومتر 500 با قطر تقريبي  سالمآنترال يها   فوليكول مطالعه اين در :ها   مواد و روش
در گـروه آزمـايش     . تـصادفي بـه دو گـروه آزمـايش و كنتـرل تقـسيم شـدند                هفته به روش مكانيكي جدا و به صورت          8-6رده سني   
 دقيقـه در انكوبـاتور   30متر جيوه فشار هيدروستاتيك به مـدت      ميلي 20ي به محفظه اعمال فشار منتقل شدند و در معرض           ها      فوليكول

 ها  فوليكول.  در انكوباتور قرارداده شدند،دشواعمال  فشار ها   در محفظه ديگري بدون آنكه به آن      ها    فوليكولدر گروه كنترل    . قرارگرفتند
 ميلـي واحـد در   100،   جنينـي گـاو   درصـد سـرم  5 همراه بـا  α−MEM ميكروليتري محيط كشت 100ي ها  به طور جداگانه در قطره

 هورمـون  المللـي  د بـين  واح ـ5/7و فاكتور رشد نوتركيب    ليتر    نانوگرم در ميلي   10 ،    هورمون تحريك رشد فوليكولي نوتركيب     ليتر ميلي
از درون  ) COCs(  تخمـك  - ساعت توده سلولي كومولوس    24پس از .  ساعت كشت داده شدند    48به مدت    جفتانساني   گنادوتروپين

 IIو متافاز ) GVBD(، شكستن غشاي هسته   )GV( ي مراحل ژرمينال وزيكول   ها     از نظردرصد تخمك   ها     جدا و بلوغ تخمك    ها    فوليكول
)MII ( هـسته   ي كومولوس با اسـتفاده از رنـگ آميـزي حيـاتي    ها  همچنين ميزان زنده ماندن تخمك و سلول. ت بررسي شد ساع48تا
  .بررسي شد) پروپيديوم يديد و بيس بنز آميد(

سـاعت پـس از كـشت،        24به طوري كـه     . فشار هيدروستاتيك بلوغ آزمايشگاهي تخمك را بهبود بخشيد        نتايج نشان داد كه    :ها   يافته
 سـاعت   p<0.05 .(48( در گروه آزمايش نسبت به كنترل مشاهده شـد           MII و   GVBDي  ها    داري در ميزان تشكيل تخمك     ش معني افزاي

افـزايش  ). p<0.05(داري نـشان داد    در گروه آزمايش نسبت به كنتـرل افـزايش معنـي           MIIي  ها    پس از كشت نيز ميزان تشكيل تخمك      
فـشار  ). >05/0p(ي كومولـوس گـروه آزمـايش نـسبت بـه گـروه كنتـرل مـشاهده شـد                  هـا     مرگ سـلولي در سـلول      ميزان دار در  معني

 . بودتأثير  بيهيدروستاتيك بر ميزان بقاي تخمك

فـشار  . ي كومولـوس باشـد    هـا   توانـد عامـل القـاي مـرگ سـلولي در سـلول              مـي  رسد فـشار هيدروسـتاتيك      به نظر مي   :گيري نتيجه
 سـبب   هـا      و هورمـون   هـا     ي كومولوس ودسترسي بهتر اووسيت به فـاكتور       ها     سلول هيدروستاتيك ممكن است با القاي مرگ سلولي در       

  .بهبود بلوغ آزمايشگاهي آن شود
  

   فشار هيدرواستاتيك، بلوغ آزمايشگاهي، تخمك، موش:كليد واژگان
  

  مقدمه
به عنـوان ادامـه تقـسيم ميـوز و از سـرگيري       بلوغ تخمك

 تخمـك   اسـت كـه حـين آن   فرآينـدي تغييرات سيتوپلاسـمي   
 دآور  مـي  شايستگي لازم براي لقاح و تكوين جنين را به دست         

ــك  .]1[ ــك روش كم ــشگاهي تخم ــوغ آزماي ــت بل  در حقيق
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ي نابـالغ   هـا     توان از آن براي بلوغ تخمك       مي باروري است كه  
كار   ههاي بالغ شده را براي لقاح ب          استفاده كرده و سپس تخمك    

هـايي       تخمـك  مند لقاح آزمايشگاهي ، نياز    موفقيت در . ]2[ برد
 II )(MIIاست كه قبل از لقاح بالغ شـده و بـه مرحلـه متافـاز                

هـايي     تخمـك ي از كه درصد   است در حالي  اين   .اشندرسيده ب 
 بالغ نبوده و در مرحله      روند  مي  به كار   لقاح آزمايشگاهي   در كه

 روش بلـوغ     اسـتفاده از   بـا . ]3[ژرمينال وزيكول قـرار دارنـد       
هـا را در آزمايـشگاه     توان اين تخمـك     مي آزمايشگاهي تخمك 

. اهي استفاده كرد  لقاح آزمايشگ  انجام   ها براي     بالغ كرده و از آن    
بلوغ آزمايشگاهي تخمك به نوبه خـود بـا مـشكلات زيـادي             

 بلـوغ    در شـايد بتـوان گفـت مهمتـرين مـشكل         . روبرو اسـت  
هاي بالغ شده       آزمايشگاهي تخمك، پايين بودن كيفيت تخمك     

در آزمايشگاه است كه تأثير زيـادي بـر ميـزان موفقيـت لقـاح             
  جديد هاي    روش اجراي    با بنابراين بايد . ]4[ آزمايشگاهي دارد 

تـا  د  ي بهبود بخش  ار هاي بالغ شده در آزمايشگاه        كيفيت تخمك 
 را   لقـاح آزمايـشگاهي    از آن طريق بتـوان ميـزان موفقيـت در         

  .افزايش داد
 تـأثير چه در بافـت تحـت        صورت منفرد و   ها چه به     سلول

هـايي مكـانيكي ماننـد فـشار هيدوراسـتاتيك، فـشردگي،              نيرو
هـا     هستند كه بايد خود را با اين نيـرو         لرزش، خمش و كشش   

هايي زيادتر از حد معمـول شـود          اگر چنين نيرو  . سازگار كنند 
تواند شكل سلول و     مي كه در حد پاسخ طبيعي نباشد،      طوري به

هـاي      آسـيب بروز  سبب   ير قرار دهد و   أثعملكرد آن را تحت ت    
ــشت ــرگ   برگ ــا م ــذير ي ــلولناپ ــود   در س ــا ش ــشار  .]5 [ه ف

ك نيرويي است كه از طـرف يـك مـايع در حـال              هيدروستاتي
عنوان ابزار مفيدي بـراي   بهو ] 6[شود  سكون بر جسم وارد مي  
هاي سلولي و پاسخ سلول بـه عوامـل           بررسي تغييرات ساختار  

مطالعات آزمايـشگاهي دربـاره اثـر     .]7[ مطرح استزا  استرس
  و]8[ هاي آندوتليال   فشار هيدرواستاتيك بر مورفولوژي سلول    

در شــرايط  . انجــام شــده اســت]9[ هــاي انــساني  لنفوبلاســت
هـاي جـانوري،      آزمايشگاهي تغييرات مورفولوژيكي در سلول    

مـشخص  . تحت تأثير فشار هيدروستاتيك مطالعه شـده اسـت        
شده كه فشار هيدروستاتيك بـالا شـكل سـلول يوكـاريوت را         

ــي  ــر م ــروتئين  تغيي ــد و پ ــد     ده ــلولي مانن ــكلت س ــاي اس ه
كنـد   هاي ميوزين را دپليمريزه مـي       ها، اكتين و فيبر      ميكروتوبول

در مخمر ساكارومايـسس فـشار هيدروسـتاتيك سـبب          . ]10[
آنـاليز  . شـود  هـا مـي      كاهش نسبت رشد و كاهش بقاي سـلول       

ها    فراساختار اين مخمر نشان داد كه غشاي هسته، ميكروتوبول        
ها نـسبت بـه فـشار هيدروسـتاتيك حـساس              و ميكروفيلامنت 

هاي اكتين ناپديـد      به طوري كه پس ازاعمال فشار فيبر      . ندهست
هـاي     اثـر فـشار بـر سـيكل سـلولي در سـلول            . ]11[شوند   مي

مختلف بررسي و نشان داده شده است كه تحـت تـأثير فـشار              
 Iپذيري در ميـوز   هيدروستاتيك سيكل سلولي به طور برگشت 

از  احتمالاً فشار هيدروسـتاتيك ايـن عمـل را           .شود متوقف مي 
هـا يـا مهـار سـنتز           طريق ايجاد ناپايداري در ساختار پـروتئين      

در مطالعـات آزمايـشگاهي     ]. 13و12[دهـد    پروتئين انجام مـي   
قبل ) و بيضه اپيديدم(هاي توليد مثلي نر  تغييرات فشار بر اندام

ــومي  ــدام]14[و پــس از وازكت ــاده     و ان ــي م ــد مثل ــاي تولي ه
 ـ  ) اويداكت، رحم و گردن رحم    ( گيـري و     س از جفـت   قبل و پ

 شده اسـت  و نشان دادهبررسي گذاري  پس از تحريك تحمك
 بـا تغييـرات     متناسـب  كه فشار اويداكت، رحم و گردن رحـم       

 محققـان در    ].15[ يابـد  تغييـر مـي   جايي تخم     ها براي جا به     آن
گيري فشار داخل فوليكولي پس از       اي كه با هدف اندازه     همطالع

 ند كه بـا پيـشرفت     شان داد نگذاري انجام شد،     تحريك تخمك 
يابـد    مـي  افـزايش فشار مايع فوليكـولي     گذاري   مراحل تخمك 

 هـاي بـالغ گـاو         فشار مايع داخل فوليكولي در فوليكـول      . ]16[
ــستر   ]17[ ــوش]18 [هام ــدازه]19[  و خرگ ــري   ان ــده و گي ش

اند كه ميزان فشار مايع فوليكولي طي فراينـد           نشان داده  ها    يافته
از . يابـد   مـي  افزايشمتر جيوه      ميلي 15-20گذاري بين    تخمك

ــشار    ــه ف ــشان داده شــده اســت ك ــن ن ــيش از اي ــه پ آنجــا ك
توانــد راه جديــدي بــراي بهبــود تكــوين  هيدروســتاتيك مــي

 ]20[باشد  اي شيشهانجماد  خوك پس از  هاي بالغ شده   تخمك
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هـاي     و همچنين پيش از ايـن وقـوع مـرگ سـلولي در سـلول              
 و افـزايش فـشار در درون مـايع          ]21[گرانولوزا و كومولـوس     

، ]16[گذاري نشان داده شده است       فوليكولي در هنگام تخمك   
شايد بتوان از فشار هيدروستاتيك براي القاي مرگ سلولي در          

هاي كومولوس استفاده كرد تا بدين وسيله بلـوغ بهتـري        سلول
  .داشته باشد

ــر فــشار  د ــادي در زمينــه اث ر حــال حاضــر تحقيقــات زي
در دست بررسي است    شناسي    ستاتيك از ديدگاه آسيب   هيدروا

هـاي     سـلول  بـر ها اثر افزايش فـشار هيدرواسـتاتيك            كه در آن  
با اين وجـود مطالعـات در       . دگير   مورد مطالعه قرار مي    مختلف
هاي جنسي در ابتداي         فشار هيدرواستاتيك بر سلول    آثارزمينه  

 فـشار    آثـار  هاي زيادي در مـورد        هنوز پرسش  كار قرار دارد و   
ــايي  ــرات درتوان ــاتي   هيدرواســتاتيك در ايجــاد تغيي هــاي حي

تحقيقات و  به   وجود دارد كه     ويژه تخمك  بههاي جنسي       سلول
  .نياز داردمطالعات بيشتري 

  

  ها  مواد و روش
 حيوان آزمايشگاهي

هاي كوچك آزمايشگاهي بالغ نـژاد        در اين مطالعه از موش    
NMRI  يقــات واكــسن و   خريــداري شــده از موســسه تحق
 حيوانـات   . هفته استفاده شـد    8-6با رده سني     سازي رازي  سرم
 25 ساعت روشنايي و دماي      12 ساعت تاريكي،    12 شرايط   در

  بـه آب و غـذا دسترسـي         و گراد نگهداري شـدند     درجه سانتي 
ها از شركت گـل دانـه كرمانـشاه تهيـه                غذاي آن  .ند داشت كافي
  شـدند  هاي گردني كشته      جايي مهره   ها با روش جابه       موش .شد

ها جدا و پـس    و با ايجاد شكاف طولي در سطح شكم تخمدان 
از برداشتن بافت همبند و چربي اطراف آن در محـيط تـشريح         

محـيط  : محيط تشريح تخمـدان شـامل      .تخمدان قرار داده شد   
 Alpha- Minimal Essential Medium (a-MEM; GIBCO(كشت 

 Fetal Bovine Serum (FBS; GIBCO) درصد سـرم  10همراه با 
  .]22[سيلين و استرپتومايسين بود  بيوتيك پني  درصد آنتي1و 

   تخمدانهاي  جداسازي و انتخاب فوليكول
 بـا  متداولهاي    روشبراساسجداسازي و كشت فوليكول  

بـا   تخمـدان    هـاي     فوليكـول ]. 23 [.اندكي تغييرات انجام شـد    
 گـيج   27سر سـرنگ    ليتري متصل به       ميلي 1 استفاده از سرنگ  

 شـدند و  صورت مكانيكي از بافت استرومايي تخمـدان جدا         به
 سـپس  .تشو داده شدند   شس چند بار در محيط تشريح تخمدان     

 500قطــر تقريبــي   وبــا كيفيــت  آنتــرال ســالميهــا  فوليكــول
قطر با  يي  ها    ، فوليكول ها    اين فوليكول . انتخاب شدند ميكرومتر  

ي گرانولـوزا   ها     سلول ها  در آن   كه بودند ميكرومتر   500 يتقريب
ي ها    ي گرانولوزاي كومولوس و سلول    ها    تكثير يافته و به سلول    

  نيـز  لايـه تكـا و آنتـروم       .ندا  ه  ي متمايز شد  ا  ه  گرانولوزاي ديوار 
تشكيل شده به طوري كه درون فوليكول كاملاً شفاف به نظـر            

انجـام   بـراي  انتخـاب  و اسازي از جدپس ها    فوليكول. رسد مي
بـــدون اعمـــال فـــشار (ي كنتـــرل هـــا   گـــروهدرآزمـــايش 

) در معرض فـشار هيدرواسـتاتيك   (و آزمايش   ) هيدرواستاتيك
 . فوليكـول منتقـل شـدند       بلـوغ  به محـيط    و بندي شدند  تقسيم
 5 همـراه بـا      a-MEM فوليكول شامل محيط كشت      بلوغ محيط

بيوتيك   درصد آنتي1 ،(FBS: Fetal Bovine Serum)درصد سرم 
  واحـــد در  ميلـــي100ين و استرپتومايـــسين ،ســـيل پنـــي
 Gonal-F(  ،10(ليتـر هورمـون تحريـك كننـده فوليكـول            ميلي

ــي ــانوگرم در ميلــ ــدرمي  نــ ــد اپيــ ــاكتور رشــ ــر فــ   ليتــ
EGF; Epidermal Growth Factor) ( ليتـر    واحـد در ميلـي  5/7و

ــساني  ــي انــ ــادوتروپين جفتــ ــون نوتركيــــب گنــ   هورمــ
)HCG; Human Chorionic Gonadotropine (ــت ــشت . اس ك

به ايـن   . انجام شد تخمك   بلوغمحيط  هاي      قطرهدر   ها    فوليكول
 ميكروليتري  20ي  ها    ترتيب كه روز قبل از تشريح موش، قطره       

گـذاري    قطره mm 60ظروف كشت    فوليكول در    بلوغاز محيط   
ليتر روغن معـدني پوشـيده و     ميلي5 توسط   ها    شده و سطح آن   

 اكسيدكربن  دي  درصد 5ر با    ساعت در انكوباتو   8-10به مدت   
پس از جداسـازي    .  شد گراد قرار داده    درجه سانتي  37و دماي   
  . از تخمدان در هر قطره يك فوليكول قرار داده شدها فوليكول
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  سيستم اعمال فشار هيدرواستاتيك
سيستم اعمال فشار هيدرواستاتيك مورد استفاده در اين        

متعدد اعمال  هاي    تحقيق يك مدل تأييد شده در بين سيستم       
هـا اسـت كـه پـيش از ايـن               فشار هيدرواستاتيك بر سـلول    

مـورد اسـتفاده قـرار     )et al Agar  ( و همكـاران  رتوسط آگا
ايـــن سيـــستم از يـــك محفظـــه از . ]24[گرفتـــه اســـت 

 تـشكيل شـده كـه از طريـق يـك دريچـه        Perspexجنس
پمـپ  . ورودي هوا به يك پمپ دهنده فـشار متـصل اسـت           

 ميليمتـر   200واند فشاري معـادل صـفر تـا         ت  دهنده فشار مي  
بــراي . جيــوه را بــر محتويــات داخــل محفظــه اعمــال كنــد

  محفظه اعمـال فـشار هيدرواسـتاتيك       يبرقراري تعادل دماي  
ــرار داد در ــاتور ق ــد انكوب ــشت  و ه ش ــروف ك ــاوي ظ  ح

هايي كه بايـد تحـت          فوليكول( هاي گروه آزمايش        فوليكول
در داخل محفظه قـرار     ) رنداثر فشار هيدرواستاتيك قرار گي    

گرفتند و از هواي داخل انكوباتور توسط پمپ دهنده فشار          
 30متر جيوه به مـدت         ميلي 20فشار هيدرواستاتيك به ميزان   
سازي شرايط     يكسان براي. دشدقيقه به داخل محفظه، پمپ      
هاي گروه كنتـرل در محفظـه         ظروف كشت حاوي فوليكول   

.  انكوباتور قرار داده شد     ديگري بدون اعمال فشار در     مشابه
پس از اعمال فشار، ظروف كـشت خـارج و بـه انكوبـاتور              

  .ديگري با شرايط عادي منتقل شد
  

هـاي رشـد        هاي حاصل از فوليكول       بلوغ تخمك 
  يافته در محيط كشت

ر تخمدان د هاي    فوليكول انجام آزمايش     ساعت پس از   24
سـتفاده از   با ا و  صورت مكانيكي     دو گروه آزمايش و كنترل، به     

 گيج شكافته شده    27ليتري متصل به سر سرنگ         ميلي 1سرنگ  
ها از نظر بلوغ يعني          تخمك  و ها خارج شدند      هاي آن     و تخمك 

، شكـستن  )GV; Germinal Vesicle( مرحله ژرمينـال وزيكـول  
و متافاز ) GVBD: Germinal Vesicle Breakdown(غشاي هسته 

II) MII (   شدند معكوس بررسي  به وسيله ميكروسكوپ نوري  .

داده  در انكوبـاتور قـرار       ها    تخمكظروف كشت حاوي    سپس  
  انجام آزمـايش نيـز      ساعت پس از   48 تا   ها    بلوغ تخمك شد و   

  .تمورد بررسي قرار گرف
  

ــزان   ــي مي ــدن بررس ــده مان ــلولزن ــاي   س ه
   تخمك–كومولوس

 زنـده مانـدن   و بررسي ميزان شمارش سلولي كومولوس
 ( هـسته  حيـاتي آميزي  رنگ روش اده ازها با استف  اين سلول

اسـاس  . ]25[ بررسي شـد   ) و پروپيديوم يديد   بيس بنز آميد  
ديده يا مرده كـه      هاي آسيب     نفوذپذيري سلول  اين آزمون در  

ها دچار پارگي شده نسبت به رنگ پروپيديوم يديـد    غشا آن 
 در  هاي كومولوس و تخمك       در اين روش توده سلول    . است
پــس از انجـام آزمــايش در  سـاعت   24 و صــفرهـاي   زمـان 
 پروپيـديوم   ليتر رنـگ   گرم در ميلي    ميكرو 5هاي حاوي       قطره
گراد قرار    درجه سانتي  37 به مدت پنج دقيقه در دماي        يديد

هـاي سـلولي كومولـوس و           سپس هر يـك از تـوده      . گرفتند
 دقيقه در محلـول بـافر فـسفات         15تخمك سه بار به مدت      

هـاي كومولـوس بـه          آن سـلول  پـس از    . شستشو داده شدند  
 بــا ميكروســكوپ هــاي مــرده  منظــور تعيــين تعــداد ســلول

.  بررســـي شـــدند)(Olympus IX-71; Japan فلورســـنس
 به رنگ قرمز     پروپيديوم يديد  آميزي  رنگهاي مرده با        سلول

از در   تخمــك–هــاي كومولــوس  ســلولســپس . ديـده شــد 
ه شدند و    دقيقه قرار داد   10 درصد به مدت     4پارافرمالدهيد  

 25محلول بافر فسفات به محلول  پس از سه بار شستشو در
ليتر رنگ بيس بنزآميد منتقل و بـه مـدت    ميكروگرم در ميلي 

 در پس از سه بار شستـشو     .  دقيقه در آن قرار داده شدند      15
در يـك     تخمك –هاي كومولوس     سلولمحلول بافر فسفات    

ــرار داده شــدند    ــل ق ــين لام و لام ــسرين ب ــا قطــره گلي و ب
ميكروسكوپ فلورسـنس مـشاهده و شـمارش سـلولي بـر            

هسته . آميزي شده انجام شد    هاي رنگ     اساس شمارش هسته  
  .به رنگ آبي ديده شد آميزي بيس بنزآميد ها با رنگ  سلول
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ي هـا      تعداد سـلول   ها   سلول زنده ماندن ميزان  براي ارزيابي   
تعداد  ز ا ) مرده يها    سلول (پروپيديوم يديد    با شده   آميزي رنگ
  كـل تعـداد  (بـيس بنزآميـد   شـده بـا   آميـزي  رنـگ  يهـا   سلول
 سپس. محاسبه شود زنده   يها  سلولتا تعداد    كم شد  )ها  سلول

 تعـداد   بر  زنده يها     سلول  تعداد از تقسيم ها     ي سلول درصد بقا 
  .دست آمد به ها كل سلول

  
  طرح آزمايش

 دو  صورت تـصادفي در    و به  انتخاب   تخمداني  ها    فوليكول
ظـروف كـشت حـاوي       .وه كنترل و آزمايش تقسيم شـدند      گر

در داخل محفظـه فـشار قـرار داده     ي گروه آزمايشها  فوليكول
 در گـروه    . قرار گرفـت   هيدرواستاتيك  فشار در معرض   و شد

 در محفظـه ديگـري      هـا     كنترل، ظروف كشت حاوي فوليكـول     
 . فشار اعمال شود در انكوباتور قرار گرفت     ها    بدون اينكه به آن   

ي هر دو گـروه از نظـر بلـوغ آزمايـشگاهي            ها    سپس فوليكول 
ــاي  ــزان بق ــك، مي ــلولي در   تخم ــرگ س ــزان م تخمــك و مي

ــوس بررســي شــدهــا  ســلول ــراي بررســي . ي كومول ــوغ ب بل
  هر آزمـايش هفـت بـار و بـراي بررسـي     آزمايشگاهي تخمك 

ي هـا     ميزان بقـاي تخمـك و ميـزان مـرگ سـلولي در سـلول              
  .ر تكرار شد هر آزمايش پنج باكومولوس

  
  بررسي آماري

 تخمك  ميزان زنده ماندن  ي مربوط به بلوغ تخمك،      ها    داده
ي كومولوس در دو گروه كنترل و       ها   سلول ميزان زنده ماندن   و

انحـراف از خطـاي ميـانگين       آزمايش بـه صـورت ميـانگين و         
 نسخه  SPSS آماري   افزار  نرم و   t-testمحاسبه و با آزمون آماري      

  .در نظر گرفته شددار  معني p>05/0 بررسي و 15
  

  ها  يافته
  ها  واستاتيك بر ميزان بلوغ تخمكاثر فشار هيدر

نتايج آماري بـه دسـت آمـده از ارزيـابي ميـزان بلـوغ                

ها نشان داد كه اعمال فشار هيدروسـتاتيك پـس از               تخمك
 GVBDهـاي     ساعت سبب افزايش ميزان تشكيل تخمك     24

مقايسه با گروه كنتـرل     در  )  درصد 7/34(در گروه آزمايش    
ــد5/25 ( ــي)  درص ــود  م ــم. )>P 05/0(ش ــزان   ه ــين مي چن

در مقايـسه بـا     %) 27( در گـروه آزمـايش       MIIهاي      تخمك
ــرل  ــروه كنت ــي %)5/19(گ ــزايش معن ــشان داد  اف داري را ن

)05/0P<(.  
 فــشار هيدرواســتاتيك ميــزان اعمــال ســاعت پــس از 48

در ) %35/7( آزمـايش  در گـروه  GVBD  هـاي مرحلـه    تخمـك 
. داري را نشان داد     معني كاهش %)9/13 ( كنترل مقايسه با گروه  

در مقايـسه   %) 3/51 ( آزمـايش   در گروه  MIIهاي      ميزان تخمك 
 )>05/0P( داشـت داري   افزايش معنـي   %)8/32 ( كنترل با گروه 

  ).1 و جدول 1 شكل(
 

  
ي بـه دسـت آمـده از        هـا    تخمك اثر فشار هيدرواستاتيك بر بلوغ       .1ل  شك

  ي تخمدان موشها  فوليكول
A و A` :   در  شروع آزمايش  ساعت پس از     48و   24 به ترتيب بلوغ تخمك 

  گروه كنترل
B و B` :   در  شروع آزمايش  ساعت پس از     48 و   24به ترتيب   بلوغ تخمك 

  گروه آزمايش
GV :ي ژرمينــال وزيكــول،  تخمــك مرحلــهGVBD :ي  تخمــك مرحلــه

جنـين دو سـلولي     : II  ،PAتخمـك متافـاز     : MII سته،شكستن غـشاي ه ـ   
  )×200 :بزرگنمايي( حاصل از بكرزايي
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مـده از   آهاي بـه دسـت         اثر فشار هيدرواستاتيك بر بلوغ تخمك      .1جدول  
  هاي تخمدان موش   فوليكول

   ساعت24

  GV GVBD MII  Deg  تعداد  ها  گروه

  a)8/28(25  a)5/25(22  a)5/19(17  a)2/26(23  87  كنترل

  a)1/20(19  b)7/34(31  b)27(25  a)2/18(16  91  آزمايش

   ساعت48

 GV  GVBD MII Deg  ها  گروه

  a)8/15(13  a)9/13(12  a)8/32(29  a)5/37(33  كنترل
  a)2/8(8  b)3/7(7  b)3/51(47  a)2/33(29  آزمايش

در معـرض فـشار     : بـدون اعمـال فـشار هيدرواسـتاتيك، آزمـايش         : كنترل
  هيدرواستاتيك

 GV :در مرحله ژرمينـال وزيكـول،        تخمك GVBD :     تخمـك در مرحلـه
تخمـك  : II ،Degمرحلـه متافـاز    تخمـك در : MIIشكستن غشاي هسته،    

  .تخريب شده مقادير داخل پرانتز به صورت درصد بيان شده است
a/b   ي مختلف در هـر سـتون داراي اخـتلاف معنـي داري       ها     مقادير با نماد

  )t-test ,p<0.05( هستند
  

گذاري  هيدروستاتيك بر ميزان تخمك   اثر فشار   
  در محيط كشت 

ــزان    پــس از كــشت، فوليكــول ســاعت24 هــا از نظــر مي
نتايج نـشان داد    . گذاري در محيط كشت بررسي شدند      تخمك

گـروه   گذاري درگروه آزمايش در مقايـسه بـا        كه ميزان تخمك  
 را نـشان    يدار فزايش معني  ا )درصد 0 و   7/2به ترتيب   (كنترل  

  .)>p 05/0 (داد
  

اثر فشار هيدرواستاتيك بر ميزان زنده ماندن       
  تخمك –هاي كومولوس  سلول

تخمـك   زنـده مانـدن   ميزان   نتايج به دست آمده   برا اساس   
 .داري نداشـت    هاي كنترل و آزمايش اخـتلاف معنـي           بين گروه 

 24هـاي صـفر و          هـاي كومولـوس در زمـان          ميزان بقاي سلول  
 درصـد و در گـروه       87 و 95ساعت در گروه كنترل به ترتيـب        

داري را    معني درصد بود كه كاهش      84 و 87آزمايش به ترتيب    
 1 شكل() >05/0p( بين گروه كنترل و گروه آزمايش نشان داد       

  ).2و جدول
  
ي هـا     اثر فـشار هيدرواسـتاتيك بـر ميـزان زنـده مانـدن سـلول               .2جدول  

   تخمدان موشيها   فوليكول به دست آمده ازتخمك-كومولوس

  اعتسصفر   

  ها  تعداد سلول  تعداد ها  گروه
تعداد 
هاي   سلول

  كومولوس زنده

تعداد 
هاي   تخمك
  زنده

  a7/25±7/506  3/23±2/482  25  كنترل
a)95(  

25  
a) 100(  

  a6/24±3/517  21± 4/459 25  آزمايش
b)89(  

25  
a) 100(  

   ساعت24

  هاي زنده  تعداد تخمك  هاي كومولوس زنده  تعداد سلول

5/66 ± 6/471 
a)87(  

25  
a) 100(  

7/33 ± 6/438  
b) 84(  

25  
a) 100(  

در معـرض فـشار     : بـدون اعمـال فـشار هيدرواسـتاتيك، آزمـايش         : كنترل
  هيدرواستاتيك

  .مقادير داخل پرانتز به صورت درصد بيان شده است
a/b   داري  ي مختلف در هـر سـتون داراي اخـتلاف معنـي           ها     مقادير با نماد

  .)t-test ,p<0.05(است 
  

  بحث
 كـاهش   بـراي بلوغ آزمايشگاهي تخمـك روش مناسـبي        

عوارض جانبي ناشي از تحريك هورمـوني در برنامـه لقـاح            
هايي كـه در زمينـه          صرف نظر از پيشرفت   .آزمايشگاهي است 

يي هـا      هنوز چـالش   ،به دست آمده   بلوغ آزمايشگاهي تخمك  
در مطالعــه حاضــر اثــر فــشار . وجــود دارد آن  بهبــودبــراي

هـاي بـه       يك در بهبود بلوغ آزمايشگاهي تخمـك      هيدرواستات
ميــزان بلــوغ . دشــدســت آمــده از تخمــدان مــوش بررســي 
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هاي   سلولو زنده ماندن تخمك  ميزانآزمايشگاهي تخمك و
كومولوس در دو گروه بدون اعمال فشار هيدروستاتيك و در 
 .معــرض فــشار هيدروســتاتيك مــورد مطالعــه قــرار گرفــت

ها در محيط بلوغ   شان داد كه فوليكولهاي اين آزمايش ن  يافته
 فشار  اعمالها در اثر  آزمايشگاهي بالغ شدند و ميزان بلوغ آن

ــت  ــود ياف ــتاتيك بهب ــشگاهي . هيدرواس ــوغ آزماي ــود بل  بهب
هـاي     سـلول  افـزايش وقـوع مـرگ سـلولي در         بـا    ها    تخمك

  . بودهمراهكومولوس 
ــا كنــون  بلــوغ  تحقيقــات زيــادي بــراي بهبــود شــرايط ت

  انـواع   از بـدين منظـور   .  انجام شده است    يشگاهي تخمك آزما
 و) 28 (هـا    سـيتوكين ،)27(ي رشـد  ها  فاكتور،)26(ها  هورمون

 .استفاده شده است) 29(ساير تركيبات مانند ملاتونين 

عنوان يكي از عوامل اصلي محـيط        فشار هيدرواستاتيك به  
ك  نقش بسيار مهمي در عملكرد و حفظ ديناميها  اطراف سلول 

 را در مـورد     يآگار و همكارانش مطالعـات    . سلول بر عهده دارد   
 در  .ي عصبي انجام دادنـد    ها   ر فشار هيدروستاتيك بر سلول    اثآ

متر جيوه به مـدت       ميلي 100 فشار اعمال شده      ايشان تحقيقات
 بـه ايـن نتيجـه رسـيدند كـه افـزايش فـشار               بـود و   ساعت   2

هـاي سـلولي       سبب القا آپوپتـوز شـديد در رده       هيدروستاتيك  
  ].30و 24[ شود مختلف عصبي مي

در زمينه اثر فـشار بـر سيـستم توليـد مثلـي و تخمـدان                
صورت آزمايشگاهي انجام شـده اسـت و          تحقيقات اندكي به  

هـاي      بررسي اثر فشار به اندازه گيري فشار داخل لومن اندام         
توليد مثلي و فشار مايع داخل فوليكولي محدود شـده اسـت            

 نـشان داده شـده اسـت كـه در سيـستم             اتتحقيق]. 33و32[
توليدمثلي ماده تغييرات فشار اويداكت، رحم و گردن رحـم          

جايي تخم روي    ها براي جا به     همزمان با تغييرات حركت آن    
گيـري فـشار داخـل       طـوري كـه پـيش از جفـت         بـه . دهد مي

متر جيوه و گـردن     ميلي 20متر جيوه، رحم      ميلي 38اويداكت  
همچنين نشان داده شـده اسـت       . ه است متر جيو   ميلي 9رحم  

گيـري   كه فشار داخل مجراي اويداكت و رحم قبل از جفـت          

نوسان است اما در گردن رحم تغييرات فـشار چنـدان           داراي  
گيري تغييرات فشار در اويداكت و       پس از جفت  . زياد نيست 

شود اما در گـردن رحـم    تدريج كم مي   رحم كاهش يافته و به    
 ميزان فـشار  چنين هم. يابد  ميزايش فشار افييبه صورت جز  

گذاري در رحم و گردن رحـم تغييـر          پس از تحريك تخمك   
كند اما ميزان آن در اويداكت نـسبت بـه قبـل از      چنداني نمي 

در فرآيند آزاد شدن تخمك . ]32[ يابد گيري كاهش مي جفت
كاهش نيروي كششي ديواره فوليكول، افـزايش فـشار مـايع           

جمع مايع فوليكولي و انتقال مـايع از        فوليكولي كه ناشي از ت    
 فشار مايع فوليكولي داخل      و دهد سيستم رگي است، رخ مي    

متر جيوه   ميلي15 – 20گذاري به اندازه  فوليكول طي تخمك
تغييرمي كند كه ممكن است همراه با تغييرات بيوشيميايي در 
ــشار داخــل    ــزايش ف ــاض، اف ــزايش انقب فوليكــول ســبب اف

هــا،   تخمــدان، افــزايش نفوذپــذيري رگ، انبــساط  فوليكــول
هـاي لايـه        افزايش فشار بافتي و فشار هيدروستاتيك مويرگ      

 و افزايش فشار مايع داخـل فوليكـول          تكاي اطراف فوليكول  
  .]16[ شود

 بـراي هـاي كومولـوس        در مطالعات پيـشين نقـش سـلول       
تحقيقات نـشان   . ه است شدافزايش ميزان بلوغ تخمك بررسي      

هاي كومولـوس      گذاري سلول  ي فرآيند تخمك  داده است كه ط   
از هم تفكيك شده و تخمك بـه داخـل مـايع فوليكـولي آزاد               

هـاي كومولـوس بـراي تخمـك           فوايـد سـلول   . ]21[ شـود  مي
ي هـا     حتـي در انـسان نيـز حـذف سـلول           مشخص شده است  

همچنـين  . كومولوس ممكن است به تخمـك آسـيب برسـاند         
 مغـذي را بـراي بلـوغ        ي كومولوس تركيبات مفيـد و     ها   سلول

داري بلـوغ    دهند و به طور معنـي      تخمك در اختيار آن قرار مي     
. ]33[دهند  تخمك را در محيط كشت آزمايشگاهي افزايش مي      

هـاي كومولـوس و     گفـت كـه سـلول   توان   ميديگر به عبارت
ــصالات   ــق ات ــلوليتخمــك از طري ــيش از س ــول پ  در فوليك

كـه ايـن ارتبـاط      نـد   رگذاري ارتباط تنگاتنگي با هم دا      تخمك
تـر در    هاي تنظيمي و پـاراكريني راحـت         فاكتور شود  مي سبب
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توانـد    اين اتصالات مـي    از بين رفتن  . اختيار تخمك قرار گيرد   
هـاي كومولـوس را كـاهش داده و آپوپتـوز را در                تكثير سلول 

هـاي كومولـوس        هايي كه توسط سـلول         سيگنال .دها القا كن    آن
هـاي      سـلول  اتصالات باز    دادن دست    با از   حتي ،شود توليد مي 

جـدا شـدن فيزيكـي     .اثـر دارد كومولـوس بـر بلـوغ تخمـك     
بـه   cAMP  قطـع انتقـال  سبب تخمكهاي كومولوس از   سلول
دهـد   در آن رخ مي   و بلوغ هسته و سيتوپلاسم      شود    مي تخمك

 فوليكـولي بـه روش    هـاي       از سـلول   مختلفي   هاي    فاكتور .]34[
 فاكتور شبيه   ،هاي تكا     سلول .اثر دارد تخمك   بر بلوغ پاراكريني  
آدنـيلات سـيكلاز را غيـر    ه كنند ك ـ وليد مي ت (Insl-3)انسوليني

 و منجر به از سر گيري       دهد را كاهش مي   cAMP فعال و ميزان  
]. 35 [شـود  مـي  ميوز و شكستن غشاي هسته ژرمينال وزيكول      

ــلول ــواره    س ــوس و دي ــوزاي كومول ــاي گرانول ــاكتور  ه اي ف
د كه به   نكن را ترشح مي   (BDMF) مشتق شده از مغز    نروتروپيك

 و در بلـوغ     شـده متصل   خاص خود در سطح تخمك       رسپتور
اي  هاي گرانولوزاي ديـواره       سلول چنين  هم .]35[  نقش دارد  آن

 دنكن مي ترشح را (Egf-L) هاي شبيه فاكتور رشد اپيدرمي  ليگاند
كنـد   مـي كه به عنوان القا كننده براي از سر گيري ميـوز عمـل              

تحقيقات نشان داده است كه طي فرايند تخمك گذاري          . ]36[
 كومولوس از هم تفكيك شده و تخمك بـه داخـل            هاي    سلول

ــود  مايع فوليكولي آزاد  ــت .]38  و37[ش ــزيم فعالي ــاي   آن ه
گذاري   در مراحل انتهايي تخمك    9و  2ماتريكس متالوپروتئيناز   

ولي و جدايي و    تواند دليلي بر تخريب ماتريكس خارج سل       مي
 هـاي     سـلول  ].39[هـاي فوليكـولي باشـد           سست شدن سـلول   

كومولوس نقش مهمي را در بلوغ و لقاح تخمك دارنـد و اثـر              
 كومولـوس بـر پتانـسيل تكـوين         هـاي     سلولالقاي آپوپتوز در    

از طرفي وجود مرگ سلولي در      . ]40[تخمك نامشخص است    
 فـاكتور  دهد كـه مـرگ سـلولي        كومولوس نشان مي   هاي    سلول
هـاد شـده    گذاري است تا جايي كه پيشن    كننده در تخمك    عمل

هـاي قبـل از         است ايجاد تغييرات ملايم آپوپتوزي در فوليكول      
در . ]41[تواند بر بلوغ تخمك مـوثر باشـد           مي گذاري،  تخمك

هـاي      آزمايش ارزيـابي ميـزان زنـده مانـدن تخمـك و سـلول             
 درصـد  100كومولوس، درصد بقاي تخمك در هـر دو گـروه    

. هـا اسـت       بود كه اين مسئله نشان دهنده بقاي طبيعي تخمـك         
ــاي ســلول ــزان بق ــروه در معــرض   مي ــوس در گ ــاي كومول   ه

توان آن را به تغيير      فشار هيدروستاتيك كاهش يافته بود كه مي      
 هـا     هايت وقـوع مـرگ سـلولي در آن          در ساختار سلول و درن    

 .نسبت داد

 PH در محيط يـوني،      مطالعات نشان داده است كه تغيير     
تواند سبب فعال شدن تخمـك و از         و تغييرات مكانيكي مي   

در فعـال شـدن تخمـك       . ]42[سرگيري ميـوز در آن شـود        
عنوان    به فشار هيدروستاتيك علاوه بر كلسيم خارج سلولي،      
هاي حساس مكانيكي مؤثر        تحريك مكانيكي از طريق كانال    

ــت  ــر  . ]43[اسـ ــستانداران در اثـ ــي در پـ ــشار از طرفـ فـ
هـاي      هـاي سـديمي وابـسته بـه كانـال              كانال هيدروستاتيك

فـشار  بنابراين بـا توجـه بـه اثـر          . ]44[شود   كلسيمي باز مي  
 از يك سو    ها    سلول در القاي مرگ سلولي در       هيدروستاتيك

 فشار  وابسته به ميزان   ها    و فعال شدن تخمك در برخي گونه      
 ــهيدروســتاتيك ــان اعمــال آن از ســوي ديگ  ر و مــدت زم

عنوان عاملي بـراي القـاي        توان از فشار هيدروستاتيك به     مي
هاي كومولوس استفاده نمـود و از آن          مرگ سلولي در سلول   

هاي براي بهبود شـرايط         طريق از نتايج ناشي از مرگ سلول      
  .بلوغ تخمك بهره برد
 سبب بهبود فشار هيدروستاتيكنشان داد كه  نتايج اين مطالعه

فـشار هيدروسـتاتيك اثـر      . شـود   ك مـي  بلوغ آزمايشگاهي تخم ـ  
نامطلوبي بر ميزان زنده ماندن تخمك نداشت ولـي ميـزان زنـده             

كه مرگ    با توجه به اين   . هاي كومولوس را كاهش داد        ماندن سلول 
گــذاري   در مراحــل تخمــكهــاي كومولــوس  ســلولســلولي در 

توان گفت كه فشار هيدرواستاتيك احتمالاً  ميمشاهده شده است، 
هـاي كومولـوس سـبب        ق ايجاد مـرگ سـلولي در سـلول        از طري 

ايـن  ازها شـده و    ها و هورمون   تر تخمك به فاكتور    دسترسي آسان 
  .يابد طريق ميزان بلوغ تخمك بهبود مي
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