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  : چكيده
دستيابي به روشي مطمئندر خصوص انجماد تخمك پستانداران، گامي موثر در جهت حفظ باروري درانسان و گونه هاي 

از طرفي امكان ابقاي منابع ژنتيكي ارزشمنددر گونه هاي اهليجانوري و وحوش در حال . جانوري محسوب مي شود
سته روشي  است كه باعث ايجاد يخ داخل سلولي و انجماد آه. انقراض با بهره برداري از اين تكنيك ميسر مي گردد
اي با افزايش غلظت مواد ضديخ و سرعت انجماد  در انجماد شيشه. شوك اسمزي در تخمك هاي منجمد شده مي شود

هاي حاصل از انجماد نيز به  حساسيت نسبت به سرما كاهش يافته و ضمن جلوگيري از تشكيل بلورهاي يخ، آسيب
افزايش غلظت . اي مي باشد قيقت غلظت بالاي مواد ضديخ متضمن روند مطلوب انجماد شيشهدر ح. حداقل مي رسد

به . مواد ضديخ به دليل خاصيت سمي آنها اثرات مخربي بر سلول داشته و همچنين سبب بروز آسيب اسمزي مي گردد
حامل مورد استفاده در اين  ظرف. توان از انواع بخصوصي از ظروف حامل استفاده نمود منظور غلبه بر اين مشكل مي

 4000در اين روش با استفاده از حجم بسيار اندك مواد ضديخ ميزان سرمادهي تا بيش از . مطالعه كرايوتاپ بوده است
در اين مطالعه ما اثرات انجماد شيشه اي را در رويان هاي حاصل از . درجه سانتي گراد در دقيقه افزايش مي يابد

يكي از . فند، در مرحله تكاملي رويان و پيش از جايگزيني رويان مورد بررسي قرا داديمتخمك هاي منجمد شده گوس
تغييرات مهم در اين مرحله فعال سازي ژنوم روياني است كه در طي اين مرحله فعاليت ژنوم روياني متعاقب رخداد ها 

ري در هدايت رخداد هاي سلولي به هاي ماد ژنتيك آغاز شده و با شروع رونوشت برداري عملا نقش ترانس كريپت اپي
تغييرات اپي ژنتيك شامل طيف نسبتا گسترده اي از تغييرات اعمال شده در سطح مولكول . حداقل خواهد رسيد

DNA  از جمله (و پروتئين هاي هسته ايHiston از جمله اين تغييرات، استيلاسيون و متيلاسيون . است) ها
 HAT1 (Histon acethyleموثر در تغييرات در ساختار هيستون در اين مطالعه ژن هاي . هيستون هاست

transfrase) و (Histon metyle transfrase)SUV39H1 مورد بررسي قرار گرفتند كه هر دو در تنظيم بيان
هيستون ها، باعث باز شدن ساختار كروماتين و فراخواني  Nبه وسيله استيله كردن انتهاي  HAT1. ژن ها نقش دارند

نيز با مشاركت در ساختار هتروكروماتين، نقش SUV39H1. ر هاي رونويسي و در نهايت آغاز رونويسي مي شودفاكتو
و  HAT1اين مطالعه ميزان بيان نسبي ژن هاي در . در غير فعال ساختن كروماتين و خاموش ماندن ژن ها دارد

SUV39H1  ست در رويان هاي حاصل از تخمك سلولي، مورولا و بلاستوسي 8-16سلولي،  2-7در مراحل روياني
نتايج حاصله . ارزيابي شد Real Time PCRمنجمد و رويان هاي حاصل از تخمك غير منجمد با استفاده ازروش 

حاكي از آن بود كه در تخمك هاي منجمد در مقايسه با گروه كنترل، بيان ژن هاي مذكور كاهش نسبي، ليكن غير 
ژن روند انجماد باعث كاهش نسبي ميزان كلي ترانسكريپت ها  2و در مورد هر ) P<0.05(معني دار را نشان مي دهد

مي توان نتيجه گيري نمود كه روند انجماد شيشه اي تاثير معني در نهايت . شده است اما اين كاهش معني دار نيست
  .ژن مذكور نداشته است 2الگوي بيانداري در 

 

  )Real Time PCR،تخمك منجمد، SUV39H1 ،HAT1(:كليد واژه
 
 
 

 
 
 

 هفت

 هشت
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  فصل اول
  
  
  
  

  مقدمه
  
  

هزار ژن  10-12در طول مراحل اوليه رشد و تكامل رويان و مراحل تكاملي رويان عمل كرد منظم حدود 
ژنومي به فاصله كوتاهي قبل و  DNAدر اين مراحل در پستانداران الگوي برنامه ريزي مجدد . ضروري است

با خاستگاه  DNAدر طي اين مرحله . بعد از شكل گيري سلول تخم دستخوش تغييرات مشخصي مي گردد
شده در حاليكه وقوع اين امر در (Demethylation) طور فعال پس از لقاح متيل زدايي  پدري به سرعت و به

DNA 32،10، 100،88، 163[مادري روندي كند و غير فعال را دنبال مي نمايد[.  
زمان دقيق اين . اي متيله مي شود طور فزاينده سلولي و بلاستوسيست به_2ژنوم روياني مجددا بين مراحل 

وقوع اين . ]113، 138[رخدادها بسته به شروع فعاليت ژنوم روياني در گونه هاي مختلف، متغير است 
ها متضمن عبور رويان ازمراحل بحراني رشد از قبيل اولين تقسيم سلولي، متراكم شدن يزممكان

و تفريخ  (Expanded blastocyst)، تشكيل بلاستوسيست، اتساع بلاستوسيست  (Compaction)رويان
(Hatched blastocyst) ها تنظيم مي گردد بندي شده ژن مي باشد، كه بواسطه بيان منظم و زمان .  

سازي رحله لانه گزيني، موفقيت در فعالمهم در مراحل اوليه تكوين رويان و قبل از م يهاي از رخداديك
فعاليت ژنوم روياني در طي اين مرحله . است) Embryonic genomic activation; EGA(ژنومي روياني 
هاي مادري در  ريپتك ژنتيك آغاز شده و با شروع رونوشت برداري عملا نقش ترانس اپي يهامتعاقب رخداد
  .هاي سلولي به حداقل خواهد رسيدهدايت رخداد

ها را تغيير داده ضمن اينكه الگوي  در طي اين مرحله وقوع تغييرات اپي ژنتيك، الگوي بيان بسياري از ژن 
عليرغم تغييرات گسترده در ژنوم همچنان ثابت و   (Imprinted)هاي نقش پذير شده رات در مورد ژناين تغيي

ژنتيك در طي مراحل تكويني جنين از وضعيت ديناميكي الگوي تغييرات اپي. ي خواهد ماندون تغيير باقبد
تا تمايز سلولي در توده روياني، تشكيل بلاستوسيست و تفريخ،  EGAبرخوردار بوده به نحوي كه از شروع 

 .]138[باشد ير ميطور مستمر درجنين و حتي تك تك سلول هاي آن در حال تغيهالگوي اپي ژنتيك ب

و پروتئين  DNAتغييرات اپي ژنتيك شامل طيف نسبتا گسترده اي از تغييرات اعمال شده در سطح مولكول 
را در  هاژنكرد ، عملDNAاست كه بدون تغيير در ساختار مولكول ) ها Histonاز جمله (هاي هسته اي 

از جمله وقايع اپيژنتيك مي توان به متيلاسيون و دي . سطح رونوشت برداري تحت تاثير قرار مي دهند
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،  (Methylation)، متيلاسيون (Histon Acethylation)، تغييرات استيلاسيون هيستونDNAمتيلاسيون 
سامويلاسيون ، (Phosphorylation)، فسفوريلاسيون  (U B cuithylation)يوبي كويتيلاسيون

(Samoylation)در اين بين نقش. اشاره نمود ...و (Short interfering RNA siRNA) را نيز نمي بايست ناديده
  .]135[گرفت

) مولكول هيستونN-terminal ناحيه (در رويان هاي توليد شده در شرايط آزمايشگاهي متيلاسيون هيستون 
در ) استيلاسيون و متيلاسيون(و بروز اين تغييرات  ]119[پيش رفته DNAغالبا به موازات با متيلاسيون 

ها نقش تنظيمي در فعاليت ژن ، دارايDNAمولكول هيستون در كنار متيلاسيون  N-terminal ناحيه ي 
در ممانعت از رونوشت برداري، تري  DNAدر همين ارتباط در كنار نقش موثر متيلاسيون . ]124[باشد مي

ژنتيكي بوده كه داراي نقش  از جمله تغييرات اپي) H3- K9( 3مولكول هيستون در  9متيلاسيون لايزين 
از جمله عوامل درگير در متيلاسيون  ].106، 137[تنظيمي مهم در رشد و تكامل روياني در پستانداران است

با تري . باشد مي) SUV39H1 )Histone methyltransferase، پروتئين 3در مولكول هيستون  9لايزين 
  HP1 (Heterochromatin protein 1)محل اتصال) H3-K9( 3در مولكول هيستون  9يلاسيون لايزين مت

، 124، 131، 146، 157 [گردد شكل گرفته و با تشكيل هتروكروماتين عمل رونوشت برداري تضعيف مي
123[. 

مولكول هيستون N-terminal نيز با استيله كردن انتهاي ) HATs(آنزيم هاي دخيل در استيلاسيون هيستون 
. ]124[گردند مي DNAموجب خنثي نمودن بار مثبت و تسهيل دسترسي عوامل رونوشت برداري به مولكول 

با برداشت استيل از هيستون ها موجب بسته شدن كروماتين ) HDACs(از طرفي آنزيم هاي دي استيلاسيون 
  .گردند مي DNAو عدم دسترسي عوامل رونوشت برداري به مولكول 
، بيوپسي رويان، انجماد و اساسا كشت تخمك و IVF ،ICSIدر اين بين كاربرد روش هاي كمك باروري مانند 

رويان در شرايط آزمايشگاهي، احتمال تغيير در الگوي طبيعي بيان ژن ها را بويژه از طريق اختلال در رخداد 
 ]. 33 ،94 ,108 [دده ر رويان هاي حاصله، افزايش ميها اپي ژنتيك د

در ميان فناوري هاي مرتبط با زيست فناوري توليدمثل، دست يابي به تكنيكي مناسب جهت 
Cryopreservation  تخمك در گونه هاي حيواني به حفظ و مديريت ذخاير ژنتيكي، پيشرفت مهندسي

يقات در روند شبيه سازي، تهيه ي منابع كافي جهت انجام تحق (NT)ژنتيك، بهبود روند انتقال هسته 
از طرف . نمايد بنيادين، صادرات كم هزينه صفات ژنتيكي برتر، و نيز ايجاد بانك ذخيره ي تخمك كمك مي

امكان اعمال برنامه هاي مديريتي قوي تر در ) تخمك(ديگر با حفظ و ذخيره سازي طولاني مدت اين منابع 
ظ باروري در زنان در معرض خطر از مورد گونه هاي جانوري در معرض خطر انقراض و در انسان نيز امكان حف

دست دادن عمل كرد تخمدان به علت پرتو و شيمي درماني، جراحي ها و يا كاهش تعداد و كيفيت تخمك 
  .گردد مرتبط با سن و نيز كساني كه در معرض خطر نارسايي زودرس تخمدان مي باشند، فراهم مي

رشات متعددي مبني بر تاثيرات منفي پروتكل در خصوص آسيب ها و صدمات فيزيكي ناشي از انجماد، گزا
هاي انجمادي از جمله آسيب هاي مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي، فراساختاري و عمل كردي آن بر روي تخمك 

از جمله ي اين تاثيرات منفي مي توان به وارد شدن صدمات . ها و رويان هاي حاصل از آنها وجود دارد
خمك، كاهش نفوذپذيري انتخابي غشاي پلاسمايي، غيرقابل برگشت به غشاي پلاسمايي ت

، (Zona hardening)زودرس گرانولهاي قشري،سفت و سخت شدن غشاي شفاف  (Exocytosis)اگزوسيتوز
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، تغييرات شديد و كاهش (Ooplasm)، بهم ريختگي شديد اووپلاسمMicrovilli)(كاهش شديد ريزپرز ها 
، بهم ريختگي دوك تقسيم و (Microtubules)و ريز رشته ها   (Microfilament)مشخص دستجات ريزلوله ها

به مركز تخمك، خرد شدن هسته، افزايش احتمال   (Centriol)حركت اجزاء اطراف سانتريول ها
  .در تخمك ها اشاره نمود Metabolomو    Proteome، كاهش مشخص(Parthenogenesis)بكرزايي

در خصوص بررسي تاثير انجماد شيشه اي  2008و همكاران در سال  Succuمطالعات انجام شده توسط 
تخمك هاي بالغ شده گوسفندي در شرايط آزمايشگاهي بر ظرفيت تكاملي تخمك و رويان هاي حاصله و نيز 

ژن هاي مسئول در بلوغ تخمك و تكامل رويان،   (Transcripts)الگوي بيان و فراواني نسبي ترنس كريپت هاي
اين . ت منفي روند انجماد شيشه اي و ذوب بر روي الگوي بيان ژن ها در رويان و تخمك مي باشدمؤيد تاثيرا

 H2A.Z Histoneژن هاي مسئول بلوغ  mRNAمحققين به بررسي الگوي بيان ژن ها و بررسي فراواني نسبي 

α-actin پليمراز ،poli A(PAP)،  90پروتئين شوك حرارتي بتا (Hsp 90β)Na/k-ATPase ,p34cdc2 cyclin 

b,  ترانسكريپت هاي ، E-cadherin و Globin با روشRT-PCR ذوب شده و مقايسه  -در تخمك هاي منجمد
در H2A.Z α-actinژن هاي مذكور بجز mRNAآن با گروه كنترل پرداخته و گزارش نمودند كه فراواني 

همين امر را يكي از علل پايين  ذوب شده بطور معني دار كمتر از گروه كنترل بوده و –تخمك هاي منجمد 
از طرفي .اند ذوب شده نسبت به گروه كنترل معرفي نموده –بودن كيفيت و توان تكاملي تخمك هاي منجمد 

هاي مادري كه در طول تخمك  ها و رونويس از آنجايي كه تقسيمات اوليه ي جنين پستانداران توسط پروتئين
اين توانايي تكاملي تخمك وابسته به تنوع و فراواني  بنابرشود،  زايي در تخمك تجمع نموده حمايت مي

از اينرو شايد بتوان تأخير در تسهيمات اوليه ي . ي تخمك مي باشد   mRNAهاي خاص، از ذخيره رونويس
ذوب شده را در ارتباط با  -هاي منجمد روياني و ضعف توان رسيدن به مرحله ي بلاستوسيست در تخمك

. هاي مهم سلولي و توانايي تكاملي آنها دانست كردهاي مرتبط به عمل محتواي رونويساثرات منفي انجماد بر 
، دژنره شدن DNAتكه شدن مي توان به تكه Cryopreservationاز ديگر صدمات وارده به تخمك بدنبال 

شاي غ   تخمك بدنبال آپپتوزيس، دهيدره شدن پروتئين ها، كاهش فعاليت آنزيم ها، سخت شدن و يا پارگي
 (Microvilli)، پارگي و يا نشت غشاء، كاهش شديد ريزپرز هاPolygyny، (Poly spermy)شفاف، پلي اسپرمي

اشاره ... ، عدم تعادل كلسيم، تشكيل راديكالهاي آزاد، نقص در بارور شدن، كاهش درصد تسهيم و 
  .]132[نمود

در گونه گوسفند، و تنوع بسيار زياد ژن هاي با توجه به ناكارآمدي اكثر پروتكل هاي انجمادي در تخمك بويژه 
، EGAژنتيك در نه گزيني، و اهميت رخدادهاي اپيدرگير در رشد و نمو اوليه رويان در مراحل قبل از لا

و رشد و تكامل رويان در مراحل قبل از لانه گزيني،  X، غير فعال سازي كروموزوم Imprintedتثبيت ژن هاي 
دخيل در ( HAT1و  SUV39H1كمي بيان ژن هاي كد كننده آنزيم هاي  هدف از مطالعه حاضر بررسي

ذوب شده در _در رويان هاي حاصل از تخمك هاي منجمد) متيلاسيون و استيلاسيون مولكول هيستون
  .]133[باشد مراحل مختلف قبل از لانه گزيني مي
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  فصل دوم
  
  
  
  

  كليات
  
  
  :توليد آزمايشگاهي رويان -2-1

ي توليد مقادير انبوه رويان در مراحل تكاملي گوناگون را  در شرايط آزمايشگاه به ما اجازه رويان توليدفناوري 
ي قرار گرفته زيست فناورقبال دانشمندان علوم زيستي توليدمثلي و ستدهد و از اين رو بسيار مورد ا يم

هاي نوين تعيين  ر انسان، ايجاد روشويژه دوري بهرتوان به درمان نابا از جمله كاربردهاي اين روش مي.است
هاي  هاي بنيادي، مقاصد دارويي، تحقيقات در تمامي جنبه ها با استفاده از سلول جنسيت رويان، درمان بيماري

جاري هاي ت ي مراحل مختلف روياني و كاربرد ، پيشرفت فناوري تزريق ژن، مطالعه)Cloning(سازي شبيه
هاي در  نژاد، نجات گونههاي اصلاح سرعت بخشيدن به برنامههاي گوشتي،  همانند تسهيل دوقلوزايي در گله
آميز و كاربرد گسترده اين  پيشرفت موفقيت.]62 ,108[هاي ديگراشاره كرد حال انقراض و بسياري كاربرد

تخمك  ي پايه مرتبط با بلوغ آزمايشگاهيها هاي وابسته، ارتباط تنگاتنگي با گسترش فناوري ها و فناوري روش
)(In Vitro Maturationm; IVM، لقاح آزمايشگاهي)(In Vitro Fertilization; IVF زمايشگاهي آ، كشت

در ابتدا .هاي كشت اسپرم در آزمايشگاهدارد هاي انتقال رويان و روش ، تكنيك)(In Vitro Culture; IVCرويان
امروزه نيز . شد ها انجام مي آوري شده از سطح كشتارگاه هاي جمع مداندر بسياري موارد، كار بر روي تخ

هاي متداول، برداشت  گاهي كاربرد فراواني دارد، البته هم اكنون يكي از روش هاي كشتار استفاده از نمونه
 .باشد هاي اولتراسونوگرافي از حيوانات بارور يا نابارور مي بااستفاده از روش تخمك

  
  :تخمكبلوغ  -1-1- 2

اي به فناوري توليدمثل  هاي ويژه وري زيستي نويني است كه قابليتافن) IVM(تخمك بلوغ آزمايشگاهي 
هاي آن به درستي شناخته نشده  اي است كه هنوز تمامي جنبه ي بسيار پيچيده پروسه IVM. بخشيده است

در چنين شرايطي . رددفراهم گ تخمكبايست محيط ميكرو آندوكريني مناسب جهت بلوغ  مي IVMدر .است
  .اي را با موفقيت پشت سر بگذارند توانند مراحل بلوغ سيتوپلاسمي و هسته هاي نابالغ مي تخمك



٩ 
 

هاي  سازي تخمك از  فوليكول و انتقال آن به محيط كشت مهار اعمال شده از جانب سلولدر شرايط خارج
با اين وجود در شرايط بلوغ ]. 107[شد گرانولوزا برداشته شده و لذا تقسيم ميوزي از سر گرفته خواهد

از  IIي متافاز  هاي كشت داده شده به مرحله در صد از تخمك 70-80رغم اين كه حدود  آزمايشگاهي علي
 30رسند ليكن توليد بلاستوسيست پس از انجام لقاح خارج رحمي به طور متوسط  اي مي تقسيمات هسته

  .ن تا حدود زيادي مربوط به نقصان بلوغ سيتوپلاسم دانستدرصد خواهد بود كه علت اين امر را مي توا
آوري  عهايي كه در كشتارگاه جم هاي تخمدان هاي مورد نياز براي توليد رويان آزمايشگاهي از فوليكول تخمك

هاي عايق حرارتي استفاده  به منظور انتقال تخمدان به آزمايشگاه از ظرف. ]158[دآي دست ميشوند به مي
هاي اضافي را از تخمدان جدا   در آزمايشگاه بافت.گيرند در معرض نوسانات حرارتي كمتري قرار  گردد تا مي

دهند، سپس با سرنگ يا پمپ خلاء و سر  هاي مناسب شستشو مي ها را به وسيله محلول نموده و تخمدان
تخليه نموده و در  هايي را كه در سطح تخمدان هستند هاي ديگر محتويات فوليكول سوزن مناسب و يا با روش

ي زنده در شرايط  گرفتن تخمك از حيوانات دهنده 1990از اوايل دهه . دهند لوله آزمايش مناسب قرار مي
اما .در حال گسترش است] 68[ولتراسونوگرافيو ا]39[طبيعي از راه پاره كردن فوليكول به كمك لاپاراسكوپي

در گذشته از .اشدب يمها گران قيمت و ميزان تخمك استحصالي به ازاي هر تخمدان بسيار كم  روشاين 
يابي به تخمك  به منظور دست)(Dissecting the intactfollicleتكنيك جداسازي فوليكول آنترال كامل

در ]149[ (Aspiration) وآسپيراسيون] 148[ (Ovary slicing)ناما روش برش تخمدا .شد استفاده مي
هاي به دست آمده از  ها، از تخمدان هاي استحصال تخمك ترين روش يكي از رايج. باشد تر مي گوسفند معمول

درصد  60تا  30يكي از مشكلات اين رهيافت اين است كه تنها ].149[دباش كشتارگاه آسپيراسيون مي
ليكول درصد استحصال شود، درحالي كه با تكنيك جداسازي فو ها استحصال مي ها از فوليكول تخمك
فوليكول هاي با قطر .برتري اين تكنيك سرعت اجراي آن است.رسد ها از فوليكول به صد درصد نيز مي تخمك

]. 46[دشون ميليمتر جيوه آسپيره مي 75- 100متصل به پمپ خلأ با فشار  18-22ميليمتر با نيدل گيج  8-2
پذير شده كه احتمالأ به دليل كنده  وزيست هاي با كيفيت مطلوب افزايش فشار خلأ موجب كاهش تخمك

هنگامي كه فشار خلأ بالاست افزايش چشمگيري در تعداد .است تخمكهاي كومولوس از  شدن سلول
 Cumulus Oocyte(COCs)ربا افزايش فشار آسپيراسيون شما. ديده مي شود  (Denuded)هاي برهنه تخمك

Complexesاي  اجد شرايط براي توليد رويان از اهميت ويژههاي و جداسازي تخمك].17[يابد كاهش مي
هاي نارس قدرت بالغ شدن دارند كه  هاي انجام شده تنها آن دسته از تخمك بر اساس آزمايش. برخوردار است

داراي چندين رديف سلول كومولوس به صورت متراكم و يكنواخت در اطراف خود باشند و سيتوپلاسم 
هاي بدون سلول كومولوس يا داراي  تخمك. ركيب يكنواختي داشته باشدها يا اووپلاسم آنها نيز ت تخمك
هاي حاوي اووپلاسم قطعه قطعه شده، فاقد توانايي لازم جهت بالغ  هاي كومولوس پراكنده و يا تخمك سلول

  .شدن هستند
 باشد، حاوي ميليمتر مي 2-6هايي كه قطر آنها بين  دهند كه در گوسفند فوليكول تحقيقات نشان مي

هاي با  هايي كه از فوليكول هاي واجد شرايط براي بالغ شدن در شرايط آزمايشگاهي هستند و تخمك تخمك
هاي كومولوس كم  شوند به ترتيب داراي سلول متر تهيه مييميل 6ميليمتر و يا با قطر بيش از  2قطر كمتر از 

آوري تخمك در آزمايشگاه معمولاً  ن حال جمعدر عي.اند قابليت بارور شدن را ندارند و يا زياد ولي پراكنده بوده
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هايي كه در سطح تخمدان حضور دارند صورت مي گيرد و ملاك انتخاب آنها مشخصات  از تمامي فوليكول
  .باشند ها است كه در زير ميكروسكوپ قابل مشاهده مي ظاهري خود تخمك

زي هسته تخمك و ظاهر شدن ملاك بالغ شدن تخمك در شرايط آزمايشگاهي تداوم يافتن تقسيمات ميو
بلوغ (هاي سيتوپلاسمي  و تغيير در فعاليت و نحوه استقرار اندامك) بلوغ هسته(اولين گويچه قطبي 

اي به همراه بلوغ سيتوپلاسمي در شرايط  موفق،بايستي بلوغ هسته IVMبنابراين براي انجام .است) سيتوپلاسم
هاي جنيني را تحت تأثير  دهد،پيشرفت رخ ميتخمك لوغ حوادثي كه در طي ب زيرا آزمايشگاه صورت پذيرد،

ها و به طور  محيط كشت داراي بيشترين اثر در بلوغ تخمك است، يكي از بهترين محيط .]139[دهد قرار مي
 TCM199 (Tissue Cultureمحيط  رود ميهاي گوسفند و بز به كار  معمول محيطي كه به منظور بلوغ تخمك

Medium)يا   هاي بيكربنات ي يون ه اين محيط را پس از آماده نمودن آن، به وسيلهاسيديت.باشد مي
هاي مختلف مورد استفاده قرار  سازي با سرم و هورمون متعادل نموده و محيط را پس از غني HEPESمحلول

استراديول به و  Hormone Luteinizing(LH)  ،Follicle-Stimulating Hormone (FSH)افزودن. دهند مي
طور اوليه باعث تنظيم نمودن  كه به]12[بلوغ مي شودداري موجب افزايش ميزان  بلوغ به طور معني محيط

هايي كه از حيوانات جوان نابالغ  كتخمشوندو اثرات سودمندشان براي  پستانداران مي تخمك  ي بلوغ هسته
و افزايش سنتز  DNA polymerase Bاستراديول نيز با تحريك ].74[تر است شود مشخص استحصال مي

همچنين در حضور .شود باعث انجام بلوغ سيتوپلاسمي مي ،فاكتور مورد نياز براي رشد پرونوكلئوس نر
  ].103[يابد استراديول ميزان توليد بلاستوسيت افزايش مي

دقيقه حرارت داده  30گراد به مدت يدرجه سانت 56درصد سرم كه در 10 -20عموما به محيط بلوغ ميزان 
سرم . شود چون كمپلمان ميهمحرارت باعث غيرفعال شدن فاكتورهاي نامساعدي . شود شود،نيز اضافه مي مي

 غشاي شفافمطرح بوده،همچنين از سخت شدن  ها COCبه عنوان يك منبع غذايي براي 

(Zonahardening)  در ].150[كند شود،جلوگيري مي ياز محيط اطراف فوليكول آزاد م تخمكزماني كه
هابه منظور طي نمودن روند بلوغ در  كتخم. اشندب مي FBSگوسفند وبز در بيشتر مطالعات سرم مورد استفاده 

ساعت  32- 26،رطوبت حداكثر به مدت CO2درصد  5درجه سانتيگراد در  39-38محيط مطلوب در شرايط 
  .شوند گذاري مي گرمخانه

  
  :(Capacitation)سپرمپذيري ا ظرفيت -1-2- 2

. اند، ظرفيت كامل براي لقاح تخمك را ندارند ها، مسير داخل لوله تناسلي ماده را طي نكرده مادامي كه اسپرم
ي شفاف  را متحمل شود تا بتواند از لايه) ظرفيت دارشدن اسپرم(اسپرم بايد تغييرات فيزيولوژيكي تكميلي 

  . عبور كرده و با زرده تخمك ادغام شود
در . گردد هاي بيوشيميايي شده و ناپايدار مي پذيري، غشاي پلاسمايي اسپرم متحمل واكنش در خلال ظرفيت
ظاهر در اين تغييرات .كند ها ميزان نفوذپذيري غشا به مواد مختلف به ويژه كلسيم تغيير مي نتيجه اين واكنش

  . ]15و 12[نمايند عمل مي (Acrosom reaction)به عنوان عامل اصلي براي واكنش كلاهكي
هاي پلاسمايي و  نهايت متخلخل شدن غشا در هاي كلاهكي موجب متراكم شدن، شكسته شدن و واكنش

هايي است كه پس از متخلخل شدن از آن خارج گشته و  كلاهك حاوي آنزيم. شوند غشاي خارجي كلاهك مي
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برند و در نتيجه  نموده و از بين مي هايي را كه در اطراف تخمك در مسير حركت اسپرم قرار دارند هضم بافت
  .اسپرم قادر خواهد بود وارد تخمك شود و آن را بارور نمايد

هاي سر شار از يون  گذاري و قرار گرفتن در محيط دهد كه شستشوي اسپرم قبل از گرمخانه مطالعات نشان مي
هدايت كرده وعمل لقاح توانند واكنش آكروزومي را در محيط آزمايشگاهي  دار مي هاي كلسيم  و محيط

و سانتريفيوز (Swim down)، گراديان پركل ]12[Swim upهاي  با استفاده از تكنيكي].150[راسرعت بخشند
هاي متحرك را از  متوان اسپر مي] 114[ي ستون پشم شيشه و فيلتراسيون مايع مني به وسيله]15،9[نمودن
توان  ميSwim up  موارد اسپرم تازه،با استفاده از روشدر . جدا نمودIVFهاي غير متحركبه منظور انجام اسپرم

اسپرم متحرك بيشتري را جدا نمود اما درميزان نفوذ اسپرم در تخمك و ميزان تسهيم هيچ تفاوتي بين دو 
 ژاما در مورد اسپرم منجمد استفاده از گراديان پركل و سانتريفيو].99[شود و پركل ديده نمي Swim upروش 

و ستون پشم  Swim upهاي جنيني نسبت به روش هاي  تري را در ميزان لقاح و پيشرفتنمودن نتايج به
  ].114[كند شيشه ايجاد مي

  
  :لقاح آزمايشگاهي -1-3- 2

دهند، غلظت اسپرم در اين محيط در حدود  پذيري اسپرم را به محيط مخصوص لقاح انتقال مي پس از ظرفيت
ها وارد  شوند، يكي از اسپرم زماني كه اسپرم و تخمك با هم كشت داده مي. ليتر است يك ميليون در ميلي

لقاح .شود ايت منجر به لقاح مياندازد كه در نه شود و پيامد آن، يك رديف اعمال را به جريان مي تخمك مي
پذيري اسپرم، غلظت مناسب اسپرم جهت نفوذ  ، ظرفيتتخمكموفق نيازمند فراهم نمودن و تكميل روند بلوغ 

هاي روياني و شرايط كشت مساعد و قابل قبول براي  به تخمك، كيفيت مناسب تخمك براي حمايت پيشرفت
  . باشد هاي نر و ماده مي هاي متابوليسمي گامت فعاليت

لقاح از زماني  فرآيند. باشد مي غشاي شفاف به اتصالاسپرم داراي ميزان زيادي پروتئين در سطح خود براي 
اين رسپتورها به صورت . ثانويه متصل شود غشايشفافتخمك شود كه اسپرم به رسپتورهاي شروع مي

در فرآيند لقاح . باشد و ميور ساختن تخمك گاراختصاصي عمل نموده به طوري كه اسپرم گاو قادر به با
بايستي قادر به  مي تخمكتوسط اسپرم فعال شده، به طوري كه بدون وجود هيچ گونه محركي، تخمك 
سازي زماني كه ميزان زرده كم شده  در روند فعال.و ايجاد زيگوت باشد  (Pronucleus)پيش هسته هاتشكيل 

اي پيدا كرده و  شده، قوام ژلهسر اسپرم در زرده متورم  شود اي آزاد مي و مقداري مايع به فضاي پيرامون زرده
شود شباهت  دهد و در نهايت ساختاري كه حاصل مي طور كلي شكل خاص و ويژه خود را از دست ميبه

  .شود ي سلول سوماتيك دارد تا يك سر اسپرم، اين ساختار پرونكلئوس نر ناميده مي بيشتري به هسته
 Decondense 3-5گيري پرونكلئوس نر ظرف  ساعت بعد از نفوذ در تخمك و شكل 1-2شدن سر اسپرم 
شود تغيير  از جمله تغييرات بيوشيميايي كه در اثر نفوذ اسپرم در تخمك حاصل مي].54[دهد ساعت رخ مي

و  قشريهاي  در الگوي يون كلسيم داخل سلولي است، در طي پديده لقاح موجب القاي اگزوسيتوز گرانول
  ].134[شود مي مياسپر پلي مهار

ساعت  18- 24 آميزي و تثبيت نمودن تخمك توان با مشاهده ميكروسكوپي و يا با رنگ براي مشاهده لقاح، مي
هاي  ، به وجود تعداد مناسب اسپرمIVFنرخ بالاي لقاح در . پي برد  (Cleavage)پس از تلقيح به وقوع تسهيم

  .ه داراي اولين گويچه قطبي هستند، بستگي داردهاي باروري ك باروري كه به شدت متحرك بوده و تخمك
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  :روند عبارتند از هايي كه به عنوان نشانه لقاح به كار مي بعضي از معيار
  نفوذ اسپرم به داخل اووپلاسم  -الف           

 تورم سر اسپرم، تشكيل پيش هسته نر   - ب

 تسهيم با ظاهر طبيعي، تشكيل بلاستوسيست  - ج

 هاي قشري  متلاشي شدن دانه  - د

 مشاهده دم يك اسپرم در اووپلاسم   - ه

هاي حاصل  تواند بيانگر لقاح طبيعي باشد، چرا كه به عنوان مثال، رويان هيچ يك از موارد فوق به تنهايي نمي
  .هاي فوق را دارا هستند از بكرزاييهم، بعضي از معيار

  
  :كشت رويان در آزمايشگاه - 1-4- 2

هاي  سيستم. با مشكلات زيادي همراه است In vitroگزيني به صورت  هاي پستانداران پيش از لانه تكامل رويان
در داخل سيستم . اند شرايط محيطي و فيزيكي دستگاه تناسلي ماده را فراهم كنند كشت موجود، نتوانسته

گيرد و بر عكس در محيط كشت،  تناسلي ماده، رويان در حال تكامل در معرض حجم كمي از مايع قرار مي
ي رويان  با وجود اين، فاكتورهاي اتوكريني كه به وسيله. دررويان در معرض حجم بيشتري از مايع قرار دا

  ]. 62[اثر شودياد مايع رقيق شده و ممكن است بيشود در حجم ز ترشح مي
. يابد جم محيط افزايش مياكنون ثابت شده كه در موش سرعت تسهيم و تشكيل بلاستوسيست با كم كردن ح

ي  نتايج مشابهي نيز از رويان گوسفند به دست آمده است، در ضمن فاكتورهاي پاراكريني هم كه به وسيله
اي كه براي كشت  هاي اوليه بنابراين در روش.شود در محيط كشت وجود ندارد سيستم تناسلي ماده ترشح مي
گوي احتياجات رشد رويان نبود و رشد رويان پس  ده پاسخهاي كشت مورد استفا رويان تدوين شده بود، محيط

لذا براي تداوم رشد رويان و رسيدن به مراحل .گرديد سلولي متوقف مي 8-16ي  از رسيدن به مرحله
دادند و براي اين منظور از لوله رحمي  ها را به شرايط طبيعي انتقال مي آن) مورولاوبلاستوسيست(تر  پيشرفته

ها چند روزي را در اين  پس از اين كه رويان. نمودند يا خرگوش استفاده مي ، بزو، گوسفندحيواناتي نظير گا
  .]14 [مي دهندها را از لوله رحمي خارج و مورد استفاده قرار  شرايط سپري كردند، آن

واسط ها در جريان انتقال آنها به لوله رحمي ميزبان  ترين مشكل اين روش از دست دادن تعدادي از رويان مهم
ها نيز كاري مشكل  همچنين استفاده از حيوان زنده براي تأمين تداوم رشد رويان. ها بود و بازيابي مجدد آن

هاي حمايت  در تحقيقات بعدي محققين اين مشكل را با اضافه نمودن سلول. بود و كاربرد عملي نداشت
، عوامل ...)وVero ،BRLتليان رحم، هاي اويداكتي، كومولوس، اپي كشت هم زمان سلول(رشد رويان ي  كننده

ي بلاستوسيست  رشد و يا ترشحات لوله تناسلي به محيط كشت برطرف ساخته و امكان رشد رويان تا مرحله
  .را در شرايط آزمايشگاهي فراهم نمودند

  
  :انجماد - 2-2

به مطالعه اثرحرارت هاي پايين بر روي ارگانيسم هاي زنده  Cryobiology)(درعلم زيست شناسي انجماد
هاي متنوعي جهت توانسته است از روش هاي چشم گير به عمل آمده بشرشده و با توجه به پيشرفت  رداختهپ

هاي جنسي بدون كاهش ميزان براي نگهداري سلول. نگهداري سلول هاي جنسي و رويان بهره مند گردد



١٣ 
 

درجه ي سانتي گراد زير صفر  130ايي پايين تر از دماي لازم جهت انجماد كه در حدود بقاي آن ها، بايد دم
امروزه ازروش هاي . ]cº196 (]153(است استفاده نمود كه در عمل نيتروژن مايع براي اين امر كاربرد دارد 

ران با موفقيت گونه از پستاندا 70شود و رويان بيش از مختلفي جهت نگهداري رويان در سرما استفاده مي
. نگهداري از تخمك و بافت تخمدان يكي از اهداف طولاني مدت محققان بوده است. ]55[منجمد شده است

نگهداري و ذخيره موفق اجزاي توليد مثلي در جنس ماده اهميت بالايي در فناوري مرتبط با ارتقاء توليد مثل 
)Assisted Reproductive Technology ( انجماد تخمك و بافت تخمدان به زناني . استو علم پزشكي داشته

گردند كمك  كه به علت جراحي و يا ديگر روشهاي شيمي درماني دچار اختلال در عملكرد غدد جنسي مي 
كند تا پتانسيل توليد مثل خود را حفظ نموده و از طرفي كاربرد اين روش در زمينه ي توليد مثل انسان  مي

گرفته   اختلافات در مورد انجماد رويان بسيار بيشتر مورد توجه قرار هاي قانوني ول وجود فشاربه دلي
از طرفي اين تكنيك براي زناني كه درخواست نگهداري و انجماد مواد ژنتيكي خود جهت استفاده . ]66[است 

-م هت درمان انواع سرطان قراردرماني جتراپي و شيميهاي بعدي را دارند و نيز در مورد زناني كه تحت راديو
  .]94[گيرند، مفيد مي باشدي

يك جام از مارماهي سركه را در آب  Power. گردد باز مي 16تاريخچه زيست شناسي انجماد به اواخر قرن 
پاور اولين كسي بود كه . نمك منجمد كرده و بعد از ذوب متوجه شد كه هنوز مانند قبل از انجماد فعال است

 Polge 1940در اواخر دهه . آورنيستشود، مرگ اين نظريه را ارائه كرد كه سرما برخلاف آن چه كه گفته مي
-رنده بودن گليسرول كه به طور غيرج به طور تصادفي متوجه قابليت نگهداو همكاران وي در دانشگاه كمبري

كشف توانايي گليسرول . هاي شيميايي استفاده گرديده بود، شدند عمدي برچسب اشتباه خورده و در آزمايش
شناسي در دماي پايين انجماد منجر به اقتباس علم زيست هاي حاصل از ها عليه آسيب در نگهداري سلول

اين . است هاي پستانداران در شرايط انجماد به متغيرهاي مختلفي وابسته  نگهداري سلول. ]125[دگردي
 يخدارد و اين كه آيا محيط حاوي ضد متغيرها شامل نوع سلول، محيطي كه سلول در آن قرار

(Cryoprotectant) ماي زير هست يا خير، سرعت انجماد سلول تا دماي زير صفر درجه سانتي گراد، حداقل د
يخ از سلول حذف ت ذوب سلول و شرايطي كه در آن ضد صفر درجه كه سلول در آن منجمد مي شود، سرع

بسته به محيط مورد استفاده، انواع مختلف سلول، سرعت مطلوب انجماد مختلفي را نشان . باشد شود، مي مي
درجه سانتي گراد در  1000ر درجه سانتي گراد در دقيقه تا حداكث 2/0دهند كه ممكن است از حداقل  مي

هزار درجه سانتي 100ها ممكن است حتي تا سرعت بيش از  تحت شرايط ويژه، سلول. دقيقه متفاوت باشد
يخ مناسب، سرعت مطلوب انجماد و ي يك نوع معين سلول، تشخيص يك ضدبرا. گراد در دقيقه زنده بمانند
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  :نگهداري در شرايط انجماد شامل پنج مرحله حياتي است
  ها در معرض ضد يخ قرار دادن سلول و يا بافت -الف
  سرد كردن نمونه تا دماي زير صفر درجه سانتي گراد -ب
  درجه سانتي گراد -130اي شدن آب در زير  ذخيره در دماي شيشه -ج
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