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  مقدمه 
 موثر تكنيكي عنوان به In vitro محيط در اووسيت بلوغ
 تحريكـات  جـانبي  اثـرات  تقليـل  و قيمـت  كـاهش  براي

. اسـت  شـده  شـناخته  In vitro لقـاح  در ها گنادوتروپين
 تخمـداني  هـاي  فوليكـول  تفكيكـي  پيشرفت و متابوليسم

 اسـت  گرفته قرار مطالعه مورد محققين از بسياري توسط
 ديگـر  چنين هم) 1-5(رت خصوصا جوندگان روي بر كه

) 8(انسـان  حتـي  و) 7(خـوك  ،)6(گاوهـا  مانند پستانداران
 بـه  نسبت آزمايشگاهي اووسيت باروري ميزان. است بوده

 بسـيار  شـده  تحريـك  In vivo محـيط  در كـه  اووسيتي

 زمينه اين در هنوز دهد مي نشان كه است كندتر و كمتر
 يـابي  دسـت ). 9(دارد وجود پژوهش براي زيادي كارهاي

 و بالغ هاي اووسيت درصد افزايش در نوين هاي روش به
 در توانـد  مـي  In vitro در حيوانـات  و انسـان  يافته لقاح

 همچنين انسان، براي ناباروري مشكلات از بعضي درمان
 نسل كه( اهلي غيره و اهلي حيوانات از بسياري تكثير در

ــا ــرض در آنه ــراض مع ــورد) اســت انق ــتفاده م ــرار اس  ق
 بيولوژي از زمينه اين در پژوهش و تحقيق). 11و10(گيرد

 از اسـتفاده  امـروزه . اسـت  مشـكل  و سخت بسيار انساني
 را سيسـتم  تـرين  عـالي  و تـرين  پيشرفته جوندگان مدل
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 مختلف هاي سرم حضور در) FSH(فوليكولي  محرك هورمون تاثيرگذاري مطالعه

  In vitro محيط در فوليكولي رشد روي حيواني

  چكيده
 انـواع . كننـد  مـي  شـركت  اووسـيت  بلـوغ  و تخمـداني  فوليكـول  رشـد  پيچيده فرايند طول در فعال موضعي و اندوكريني فاكتور چندين: هدف و زمينه
 فعاليـت  مكانيسـم  و شناسايي را ها فاكتور اين هد مي اجازه ما به برند مي سر به رشد در مختلفي مراحل در كه  In vitro فوليكولي كشت هاي سيستم

 و پـاراكرين  فاكتورهـاي  بعضـي  اثرات روي مطالعه اين  In vitro محيط در فوليكولي رشد روي محيطي فاكتورهاي اهميت علت به. كنيم درك را آنها
  .دارد تمركز  In vitro محيط در كشت دوره طول در ها آن تمايز و موش آنترال پره هاي فوليكول رشد روي اندوكرين
 :FCS(جنيني گوساله هاي سلول سرم كه بود مناسب سرم نوع يك انتخاب آزمايش اين در مهم مرحله اولين. بود تجربي نيمه مطالعه نوع: كار روش

Fetal calf serum( نابالغ خوك هاي سلول سرم(PGS: Prepubertal gilt serum)، هـاي  سلول روي شده تست جنيني گوساله هاي سلول سرم 
 hpgMS: Hypogonadal) مـوش  جنسي غدد پاييني بخش سرم و (ESFCS: Embryonic stem cell tested fetal calf serum) بنيادي

mouse serum)  محـرك  گنـادوتروپين  مختلف هاي غلظت اثرات شد انتخاب  مناسب كشتي شرايط كه اين از بعد. گرفت قرار آزمايش و تست مورد 
  از خاصـي  مقـادير . شـد  ارزيـابي  هاي اووسيت بلوغ و ها فوليكول پذيري زيست رشد، روي (FSH: Follicle stimulating hormone) فوليكولي

FSH )220و 180 ،140 ،100 ،40،60 ،20 ، 5 هـاي  غلظتI/IU( از FSH  كشـت  هـاي  محـيط  بـه  ) آزمايشـات  طـي  در)  فوليكـول  25-30 حـاوي 
  .گرفت انجام طرفهيك ANOVA برنامه و SPSS افزار نرم از استفاده با آماري هاي آناليز. شد اضافه اي جداگانه
 غلظـت  حاضـر  مطالعـه  طـول  در. شـد  انتخاب ها فوليكول روي FSH اثرات ارزيابي براي (FCS) جنيني گوساله هاي سلول سرم آزمايشات، از بعد: ها يافته

mIU/ml FSH 100بـا  مقايسه در 91% به فوليكولي  پذيري زيست ميزان كه طوري به داد نشان اووسيت و ها فوليكول رشد روي را دار معني اثرات بيشترين 
  .≥p) 05/0 (دادند نشان افزايش نيز) 81(% ژرمينال وزيكول گسيختگي ميزان و) 61(% اووسيت بلوغ. رسيد  FSH%28 بدون شرايط
 نيرومندي و پذيري زيست روي مثبتي اثرات داراي آنتروم فضاي تشكيل از قبل FCS و FSH تركيب كه دهد مي نشان آزمايشات اين: گيري نتيجه
  .دارد اووسيت

  .رت آنترال، پره هاي فوليكول حيواني، هاي سرم فوليكولي، محرك هورمون: ها واژه كليد

 21/6/90 :تاريخ پذيرش  31/1/90:تاريخ دريافت
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  In محـيط  در فوليكـولي  پيشرفت زمينه در مطالعه براي
vitro  14-12(است كرده فراهم.(   

 تخمـدان  در كـه  اشـكالي ( ابتـدايي  مرحله هاي فوليكول
ــود ــك)  دارد وج ــع ي ــي منب ــراي غن ــه ب ــيت تهي  اووس
 ابتـدائي  هاي فوليكول رساندن توانايي اما). 15و10(است

 In محيط در بلوغ مرحله به نابالغ اووسيت با آنترال پره يا

vitro زمينه در پيشرفت. است ضروري و لازم شرط يك 
 فيزيولـوژي  مطالعات روي تنها نه فوليكولي كشت محيط

 تحـت  هم را كلينيكي هاي تجربه بلكه است موثر تخمداني
 بهينه،  In vitro فوليكولي كشت نتيجه. دهد مي قرار تاثير
 هـاي  زاده ايجـاد  و لقـاح  قابليـت  بـا  بالغ هاي اووسيت بايد

 بـه  In vitro هاي كشت محيط چند هر. باشد پذير زيست
 كـه  هسـتيم  قـادر  سـختي  به اما شده اصلاح زيادي ميزان
  .)10(باشيم داشته بالا عمر طول با هاي محيط

 بـه  كـه  اسـت  اي پيچيـده  فرآيند) تخمك توليد( اووژنز 
 تنظـيم  پـاراكرين  و اتـوكرين  مختلف هاي فاكتور وسيله
 افـزايش  جنسـي،  دوره و سـيكل  هـر  طـول  در. شـود  مي

 آنتــرال هــاي فوليكــول رشــد باعــث FSHغلظــت
 مـخ  بـدون  حيوانـات  روي بـر  كه مطالعاتي). 13(شود مي

  هـاي  گنـادوتروپين  كـه  دهد مي نشان است شده انجام
FSH وLH  توليـد  حفـظ  براي هايشان گيرنده چنين هم 
 تنهـا  FSH فقدان در). 15(است ضروري ماده جانور مثل

 خـانگي  هاي موش در. مانند مي زنده ها فوليكول از %17
 FSHمثـل  فاكتورهـايي )  صحرايي هاي موش( ها رت و

 ايـن . كننـد  مـي  تحريـك  را فيزيولـوژيكي  هاي واكنش
 افـزايش  را هـا  فوليكـول  پذيري زيست درصد ها واكنش

 بـين  درونـي  هـاي  واكـنش  و روابط درك). 14(دهند مي
 بسـيار  كشـت  محـيط  بيوشـيميايي  مواد و فوليكول اجزاء
 احتياجـات  بـين  متقـابلي  اثرات كه شده اثبات. است مهم

 هورمـوني  رشد، هاي فاكتور تركيبات با سيستم اكسيژني
 محـيط  از اسـتفاده . دارد وجـود  محـيط  پروتئيني منابع و

 بـه  يـابي  دسـت  بـراي  را شـرايط  مصـنوعي  هاي كشت
 تقليـد  هـدف  كـه  زمـاني . كند مي فراهم بيشتر اطلاعات
 عنوان به ها فوليكول كشت و نرمال فيزيولوژيكي شرايط
ــام ــد اجس ــه چن ــد، لاي ــه باش ــواد تهي ــذايي م  و لازم غ
 خيلـي  فوليكول داخلي هاي لايه براي طبيعي هاي فاكتور
 هـاي  فـاكتور  غـذايي،  مـواد ). 10(است ضروري و حياتي
 بـدون  فوليكـولي  لايـه  يك طريق از بايد اكسيژن و رشد
 چنــين در دهــدمــي نشــان آزمايشــات. يابــد انتشــار رگ

 پـذير  زيسـت  هـاي اووسيت و هافوليكول درصد شرايطي

 كشت شرايط در كه علت اين به احتمالا يابد مي كاهش

In vitro ، طـور  بـه  كـه  اي پيشرفته رگي شبكه جبران 
 ناپـذير  امكان دارد وجود تكا هاي سلول ديواره در طبيعي
 جملـه  از كشـت  محـيط  تركيبات مناسب تعديل با. است
)  آن فقـدان  يـا  تكـا  هـاي  سـلول  وجـود ( ها سلول انواع

 رشــد هــاي فــاكتور هــا، گنــادوتروپين غلظــت و نســبت
 منـابع  ) (EGF)اپيـدرمي  رشـد  فاكتور ،IGFI انسولين،(

 به توان مي)  سرم تركيبي هاي مكمل آلبومين،( پروتئين
 حفـظ  چنـين  هـم . يافت دست مناسب كشت محيط يك

 كنتـرل  تحـت  كـه  حرارت درجه و PH مثل هايي فاكتور
 محصـولات  و نتيجـه  به يابي دست براي هستند شديدي

 هاي واكنش و روابط درك. است ضروري و مهم آل ايده
 محـيط  بيوشـيميايي  مـواد  و فوليكـول  اجـزاء  بين دروني
 بين متقابلي اثرات كه شده اثبات. است مهم بسيار كشت

 رشـد،  هـاي  فاكتور تركيبات با سيستم اكسيژني احتياجات
  .)17و16(دارد وجود محيط پروتئيني منابع و هورموني

 In كشت محيط در موجود فاكتورهاي كه اين به توجه با

vitro   بلوغ و رشد روي بر اي العاده فوق اهميت داراي 
 طـول  افـزايش  به آنها مناسب انتخاب و هستند فوليكول

 مطالعـه . كنـد  مـي  شاياني كمك  In vitro كشت مدت
 تـاثير  و FSH بيولـوژيكي  اهميـت  به تا دارد قصد حاضر
 پـره  هـاي  فوليكـول  فوليكـولي  رشـد  روي ها سرم انواع
 در آن در محصور اووسيت بلوغ و نابالغ هاي موش آنترال
 ايـن  تركيبـي  اثـرات  عـلاوه  به. بپردازد In vitro محيط

 ارزيـابي  بـراي . گرفـت  قـرار  بررسـي  مـورد  نيز فاكتورها
ــد شــده داده كشــت هــاي فوليكــول كيفيــت  روي تاكي
 حضـور  عـدم  و حضـور  در فوليكول ساختاري هاي تفاوت
 و تنهـايي  بـه  يـك  هـر  اثرات و گرفت قرار فاكتورها اين

 و پـذيري  زيسـت  ميـزان  فوليكـولي،  قطـر  روي تركيبي
 وزيكـــول گســـيختگي و اووســـيت بلـــوغ درصـــد
 (GVBD Germinal vesicle breakdown)ژرمينال
 محـيط  گسترش و ساخت اميد با مطالعه اين. شد بررسي
 شـد  انجام خانگي موش گونه از استفاده با كشت مناسب

 مختلـف  تركيبـات  اثـرات  ارزيـابي  براي مناسبي مدل كه
. اسـت  In vitro محـيط  در فوليكولي رشد و توسعه روي

 و FSH بيولـوژيكي  اهميت به تا دارد قصد حاضر مطالعه
 پره هاي فوليكول فوليكولي رشد روي ها سرم انواع تاثير

 آن در محصـور  اووسـيت  بلـوغ  و نابالغ هاي موش آنترال
 بهبـود  براي زيادي آزمايشات. بپردازد In vitro درمحيط
 اميد كه شود انجام است لازم In vitro بلوغ به بخشيدن
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 كـردن  همـوارتر  جهـت  در كمكي حاضر مطالعه رود مي
 و علـم  پـارك  در 1388 بهار در پژوهش اين. باشد مسير

  .شد انجام يزد فناوري
  

  كار روش
 بـوده  تجربـي  نيمـه  نـوع  از بررسـي  اين در مطالعه روش
 در و آمـاده  مكمـل  بـدون  كشت محيط در FSH .است

ml100 دماي در الكل oC 20  بـراي  تـا  شـد  نگهـداري 
 180 ،140 ،100 ،40،60 ،20 ،5 نهـايي  هاي غلظت تهيه

 هـاي  سـلول  سـرم . شـود  اسـتفاده  FSH از 220IU/Iو
 نابـالغ  خـوك  هـاي  سلول سرم ،(FCS) جنيني گوساله

(PGS)، روي شده تست جنيني گوساله هاي سلول سرم 
 بنيـادي  هـاي  سـلول  از كـه  سـرمي ( بنيادي هاي سلول
 بخش سرم و (ESFCS) است شده گرفته گوساله جنين
 بـراي  5% غلظت با (hpgMS) موش جنسي غدد پاييني
 مـواد  تمـام . شـد  اسـتفاده  پروتئينـي  منـابع  اثرات ارزيابي

 بدون و خالص كاملا آزمايشات در استفاده مورد شيميايي
ــودگي ــوده آل ــركت از و ب ــيگما ش  USA ،(Sigma)س

  .شدند خريداري
 علـوم  دانشـگاه  از مـاده  سـوري  هـاي  مـوش  عددسي  

 شـرايط  تحـت  حيوانـات  لانـه  داخـل  و تهيه يزد پزشكي
ــتاندارد ــاعت 12 اس ــنايي س ــاعت 12 و روش ــاريكي س  ت
 صـورت  بـه  هـا  مـوش  انتخاب روش). 6(شدند نگهداري
 كـردن  جدا براي اي هفته 8 تا 6 هاي نمونه بود تصادفي
 به ها موش). 2(شد استفاده تخمك حاوي هاي فوليكول

 سـال  در Yding كـه  طـور  همان گردن، جابجايي روش
ــرح 1999 ــته داد شـ ــدند كشـ ــراي). 18(شـ ــه بـ  تهيـ

 داخـل  در و جـدا  هـا  تخمـدان  آنتـرال،  پره هاي فوليكول
 ها پتريديش. شدند داده قرار استريل كاملا هاي پتريديش

 بـا  همـراه  Tcm 199 پايه كشت محيط با اتاق دماي در
 ،(mm2)گلوتـامين  ،(mm2)سـديم  پيـروات  هايمكمل
 پر )g/ml50( استرپتومايسين و) µg/ml175( سيلين پني
 در موجـود  پيونـدي  هـاي  بافـت  ابتدا در). 19(بودند شده

 قطعـه  ريـز  ذرات بـه  هـا  تخمدان. شد جدا كشت محيط
. شـد  برداشته اسكاپل از استفاده با تخمداني كورتكس و قطعه
 بـا  ) mµ ±100 5(انتـرال   پـره  هاي فوليكول عدد 30 تعداد
 اووسـيت  اطـراف  گرانولوزاي هاي سلول از لايه دو يا يك
 هاي سلول حاوي كه نخورده دست اي پايه لايه همراه به
 جـدا  ميكروسـكوپ  زير غشايي هاي برش از باشد مي تكا

 محـيط  ليتـر  ميلـي  5 در شـده  جـدا  هاي فوليكول. شدند

 انكوباتور داخل هايش مكمل همراه به TCM 199كشت
 برابـر  CO2 ميزان و 92% رطوبت ،oC 37حرارت درجه با
 از آمـده  دسـت  بـه  هـاي  فوليكـول . شدند داده كشت %5

 تصـادفي  طـور  به و بوده مشابه شرايط داراي ها تخمدان
  .شدند توزيع آزمايشي هاي گروه بين
  
  فوليكولي بهينه رشد براي مختلف هاي سرم مقايسه 

 مناسب پروتئيني منبع تعيين براي مختلف سرم نوع چهار
 سرم. شدند مقايسه  يكديگر با فوليكولي بهينه رشد براي
 هـاي  سـلول  سـرم  ،(FCS)جنينـي  گوسـاله  هاي سلول
 جنينـي  گوسـاله  هـاي  سـلول  سـرم  ،(PGS)نابالغ خوك
 سـرم  و (ESFCS) بنيـادي  هاي سلول روي شده تست
 غلظـت  در (hpgMS) مـوش  جنسـي  غدد پاييني بخش

 و فوليكـولي  قطـر . شـدند  اضـافه  ها كشت محيط به %5
  .شد تعيين كشت روز 6 از بعد پذيري زيست درصد

 آنهـايي  مورد در تنها ها فوليكول رشد از حاضر اطلاعات
 در. بودند مانده سالم روزه 6 كشت دوره تمام در كه است
 كشـت  محيط به سالم هاي فوليكول تمام دوره، دوم روز
 هـا  آن غشايي ساختار كه هايي فوليكول. شدند منتقل تازه

 در كننـد  طـي  را مراحـل  بقيـه  نيسـتند  قادر ببيند آسيب
 آسـيب  روزه، 2 مـدت  ايـن  در كه هايي فوليكول  نتيجه
). درصد 2 حدود( شدند خارج آزمايش مسير از بودند ديده
 مـي  تعـويض  هـا  فوليكول كشت محيط روز، در بار يك
 دوبـار  هـا  آزمـايش  نتـايج،  در خطـا  كردن كم براي. شد

 تـايي  30 هـاي  گـروه  تكـرار  بـار  هـر  در و شـدند  تكرار
 ايـن  آمـاري  نظـر  از( گرفـت  قـرار  بررسي مورد فوليكول

 گـروه  هر براي مجموع در كه) باشد مي قبول قابل تعداد
 انتهاي در شد داده تخصيص فوليكول 60 تعداد آزمايشي
 محاسبه ميانگين مقدار نتايج، از گروه هر براي ها آزمايش
 تنهايي به بالا در شده ذكر هاي آزمايش از سري هر. گرديد

 FSH از mIU/ml   100 غلظـت  كردن اضافه با دوباره و

 فوليكـول  30حـاوي  نيز كنترل گروه. شد تكرار محيط به
 طـول  در و شـد  داده كشـت  199Tcmمحـيط  در كه بود
 اضافه  آن كشت محيط به اي ماده هيچ ها آزمايش دوره
   .نشد

  
  آماري هاي آناليز
 توسـط  هـا  فوليكـول ) قطر( طول حداكثر و حداقل روزانه

 گيـري  انـدازه  در. شـد  گيري اندازه انعكاسي ميكروسكوپ
 اطـراف  اينترستيشـيال  و تكـا  هاي سلول از فوليكول قطر
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.آن پذيري زيست درصد و فوليكولي قطر روي ها سرم مختلف انواع اثرات  -1 جدول  
 )µm(  فوليكولي قطر (%)فوليكوليپذيريزيست آزمايشي هاي گروه

 111 ± 5 28 ± 2  كنترل

hpgMS 2 ± 31 5 ± 114 

ESFCS 2 ± 33 5 ± 117 
FCS 2 ± *41 5 ± *125 

PGS 2 ± 31 5 ± 112 

     Values are Mean±SEM 
     * Significant increase; p< 05/0  

 بـا  فوليكـول  هر متوسط قطر و شد نظر صرف پايه غشاء
 در. آمـد  دست به حداكثر و حداقل مقادير گيري ميانگين
ــوژيكي تغييــرات انكوباســيون، پايــان  و اووســيت مورفول
 بررسـي  مـورد  ميكروسـكوپ  توسط قطبي جسم تشكيل

  كشـت  دوره انتهـاي  در كـه  صـورت  ايـن  به گرفت قرار
 نـازك  سوزن دو وسيله به دقت با ها فوليكول روزه، شش
 از (COCs) اوفـوروس  كومولـوس  كمپلكس و شدند باز
 هـاي  كمپلكس. گرفت قرار بررسي مورد مورفولوژي نظر

 پيوسـته  و متراكم هاي سلول لايه با اوفوروس كومولوس
 تنها و شدند گرفته نظر در سالم هاي كمپلكس عنوان به

 بـراي  بودنـد  سـالم  پايـه  غشـاء  داراي كه هايي فوليكول
 روي مختلـف  مـواد  اثـرات . ماندنـد  باقي بعدي آناليزهاي

 قطـر  تغييـر  ژرمينـال،  وزيكول گسيختگي اووسيت، بلوغ
 ANOVA بوسـيله  آنهـا  ماندگاري ميزان و ها فوليكول

 درصـد . شـد  بررسي) طرفه يك واريانس آناليز(طرفه يك
 تعيـين  بـراي  ANOVA تسـت  در آمـده  دست به هاي

 مقايسـه  هـا  گـروه  هـاي  ميانگين بين دار معني اختلافات
 بـا  گانـه  چند هاي مقايسه برايHoc tests Post .شدند
 بـا  آمـاري  آناليزهـاي . گرديد استفاده 95٪اطمينان درجه

 بـه  >05/0p. گرفـت  انجـام  SPSS افـزار  نرم از استفاده
 معنـي  اين به شد گرفته نظر در داري معني سطح عنوان

 هـاي  گـروه  و كنتـرل  گـروه  بين 5٪ از بيشتر تفاوت كه
  .است شده گرفته نظر در دارمعني تفاوت عنوان به تيمار

  
  ها يافته

 زيسـت  ميـزان  روي مختلـف  هاي سرم اثرات مقايسه
   فوليكولي قطر و پذيري
 شـامل  مختلـف  هـاي  سـرم  اي مقايسه و تركيبي اثرات
 هـاي سلول سرم ،(FCS)جنيني گوساله هاي سلول سرم
 جنينـي  گوسـاله  هـاي  سـلول  سـرم  ،(PGS)نابالغ خوك
 سـرم  و (ESFCS) بنيـادي  هاي سلول روي شده تست

 قطر روي بر (hpgMS) موش جنسي غدد پاييني بخش
. شـد  بررسـي  فوليكولي پذيري زيست درصد و فوليكولي
 در 5% ثابـت  حـد  در آزمايشات تمام طول در سرم غلظت
 ايـن  در اسـتفاده  مورد هاييفوليكول تمام. شد گرفته نظر

 در كـه  طـور  همـان . شـد  جـدا  دسـتي  صورت به مطالعه
 اوليـه  هـاي فوليكـول  قطر است شده داده نشان 1 جدول

. گرفـت  قـرار  ارزيابي مورد كشت روزه 6 دوره يك از بعد
 تـوجهي  قابـل  اثـرات  داراي هـا  سرم مختلف هاي نمونه
 گـروه  بـا  مقايسـه  در فوليكـولي  قطـر  و بقاء درصد روي

 زمـاني  سـرمي  هاي نمونه اثرات) >05/0p( بودند كنترل
 سـرم  حضـور  در هـا  فوليكـول  كـه  رسيد خود حداكثر به

 سـاير  بـا  مقايسـه  در (FCS) جنينـي  گوساله هاي سلول
 پـذيري  زيسـت  ميـزان . شـدند  داده كشـت  ها سرم انواع

 بـا  مقايسه در  FCS %41سرم حاوي محيط در فوليكولي
) >05/0p( بـود  ها سرم انواع ساير و) 28( % گنترل گروه
 قطـر  اسـت  شده داده نشان 1 جدول در كه طوري همان

 در µm 125  بـه   FCS  سـرم  حضـور  در نيز فوليكولي
  .)>µm)111 ()01/0p  رسيد كنترل با مقايسه

 
 كشـت  هاي فوليكول بلوغ و رشد ميزان بر FSH اثرات
  آن در محصور اووسيت و in vitro محيط در شده

 هـاي موش آنترال پره فوليكولهاي مورفولوژيكي تغييرات
ــالغ ــول در ناب ــك ط ــت دوره ي ــور در روزه 6 كش  حض
 IU/I 220و 180 ،140 ،100 ،40،60 ،20 ،5 هاي غلظت

. اسـت  شده داده نشان 3 و 2 ، 1 هايشكل  در FSH از
 ،20 ،5 هـاي  غلظـت  با شده تيمار آنترال پره فوليكولهاي

 تغييـرات  هـيچ  FSH از IU/I 220و 180 ،140 ،40،60
 گـروه  با مقايسه در ماندگاري ميزان و قطر در داري معني

 افــزايش مقابــل در) ≤06/0p(ندادنــد نشــان كنتــرل
 پـذيري  زيسـت  قـدرت  و )µm190 ( قطر در داري معني

 درmIU/ml FSH 100غلظــت در هــا فوليكــول) 91(%
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  .شد شناخته دوز ترين مناسب FSH از mIU/ml100  غلظت (%).فوليكولي  پذيري زيست ميزان رويFSH  مختلف هاي غلظت اثرات -1 شكل

  

 
  .شد شناخته دوز ترين مناسب FSH از mIU/ml100  غلظت). mµ( فوليكولي قطر رويFSH  مختلف هاي غلظت اثرات -2 شكل
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 و كنتـرل  گـروه  بـا  كـه  آمد دست به كشت روزه 6 دوره
 اســت شــده مقايســه آزمايشــي هــاي گــروه ديگــر

)0001/0p<.( 
 هـايي  فوليكول  رشد  و توسعه قابليت روي FSH اثرات 

 سرم حاوي هاي كشت محيط در in vitro صورت به كه
  .اند يافته رشد

 طـول  در  FCS از 5% و FSH ز ا mIU/ml100 اثـرات 
 FSH تركيب حاوي كشت محيط. شد بررسي آزمايشات

 ايجـاد  فوليكولي قطر در توجهي قابل افزايش يك سرم و
. شـود  مـي  مشـاهده  4 شـكل  و 2 جـدول  در كـه  كردند
 FSHتركيب و تنهايي به FSH حاوي هاي كشت محيط

 و190 به فوليكولي قطر اندازه ترتيب به را FCS سرم و 
µm 197با مقايسه در µm 110رسـاندند  كنترل گروه در 

)05/0p<(  محـيط  در فوليكـولي  پـذيري  زيسـت  ميـزان 
 بـا  مقايسـه  در 96% به FCS سرم و FSH تركيب حاوي
ــروه ــرل گ ــيد كنت ــات )>0001/0p) (28(% رس  آزمايش

 گسـيختگي  ميـزان  و اووسيت بلوغ ارزيابي براي مشابهي
ــال وزيكــول  انجــام كشــت روزه 6 دوره طــول در ژرمين

 بلـوغ  FCS سـرم  و FSH حاوي كشت محيط در. گرفت
 كه حالي در يافت افزايش 67% ميزان به (MII) اووسيت
 شد گيري اندازه 91% ژرمينال وزيكول گسيختگي ميزان

 بلـوغ  در 3% برابـر  كنتـرل  گـروه  بـراي  ميـزان  ايـن  كه
) >0001/0p( اســت GVBDميــزان در 10% و اووســيت

 2 جـدول  در آزمايشـات  طـول  در آمـده  دسـت  بـه  نتايج
  .است شده خلاصه
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 .شد شناخته دوز ترين مناسب FSH از mIU/ml100  غلظت. GVBD و اووسيت بلوغ روي FSH مختلف هاي غلظت اثرات -3 شكل

 
 روزه 6 دوره طول در FCS سرم از 5% حضور در در آن محصور اووسيت بلوغ و آنترال پره هاي فوليكول رشد روي mIU/ml FSH 100 غلظت اثرات - 2 جدول

  كشت
 FSH (100 كنترل آزمايشي هاي گروه

mIU/ml) 
100 mIU/ml 

FSH+ 5% FCS 
±** µm( 110a±3 190**±3 197(  فوليكولي قطر 3  

28 (%) فوليكولپذيري زيست ميزان b±2 91*±2 96*±2 

GVBD (%) 10 b±4 81*±4 91*±4 

3 (%)اووسيت بلوغ b±3 61*±3 67*±3 

Values are mean±SEM,  **p < 05/0  vs. “a”, *p < 0001/0  vs. “b” 
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 پذيري زيست درصد و فوليكولي قطر ).µm(فوليكولي قطر روي ) FCS( جنيني  گوساله هاي سلول سرم 5% و FSH تركيبي و اي مقايسه اثرات -6 شكل

  .بود بيشتر ها گروه ساير از FCS سرم حاوي كشت محيط در فوليكولي

6, كنترل

FSH, 64
FSH+FCS, 69
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  گيرينتيجه و بحث
 افـزايش  در FSH كليـدي  نقـش  وضوح، به ما آزمايشات

 محـيط  در ابتـدائي  آنترال پره هايفوليكول تمايز و رشد

In vitro ــن. دهــدمــي نشــان را  مشــابه مشــاهدات اي
 )29( Mao و )Cortvrindt)14( ،Hirao )7 گزارشـات 

 هاي آنزيم به پاسخ در استروئيد ساخت براي FSH .است

 چنـين هـم  و گرانولـوزا  هـاي  سلول تمايز كننده تحريك
 .اسـت  ضـروري  و لازم فوليكـولي  انتـروم  حفـره  تشكيل
FSH  و اووسـيت  بـين  پيوستگي كننده تنظيم چنين هم 
 اســـت آن اطـــراف (GCs)گرانولـــوزاي هـــايســـلول

 تحريـك  هـا  گنـادوتروپين  وجود علاوه به). 22و21و20(
 آپوپتـوزيزي  هـاي  پـروتئين  هـاي  بازدارنـده  بيان كننده
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(IAP) هـاي  سـلول  توسـط  ها دارنده باز اين باشند مي 
 تشـكيل   In vitro و in vivo هـاي  محيط در گرانولوزا

 فـاكتور  چنـدين  بـا  FSH سـرانجام ).  23و16( شوند مي
 شـبه  رشـد  فـاكتور  اينهيبـين،  ،activin Aجملـه  از رشد

 رشد وسيله بدين و دهد مي واكنش (IGF-1) 1انسوليني
 داخـل  هـاي  تنظـيم  ايـن . كنـد  مي تحريك را فوليكولي
 هـاي  واكـنش  در هـا  گنـادوتروپين  اثرات واسطه تخمداني
 بـه  را سـلولي  هاي واكنش ها گنادوتروپين. است سلولي
. كنند مي تنظيم پاراكرين و اتوكرين هاي مكانيسم وسيله

 سـلولي  هـاي  لايـه  تمـايز  شروع با بيوشيميايي ديدگاه از
 رسـپتورهاي  تكا، خارجي و داخلي هاي سلول و گرانولوزا

FSH پـره  هاي فوليكول گرانولوزاي هاي سلول روي بر 
ــرال ــه هــا فوليكــول نتيجــه در. شــوند مــي ظــاهر آنت  ب

  ). 22و14و9(گردند مي وابسته ها گنادوتروپين
 نقش داراي FSH شد اظهار 1997سال در اي مطالعه در

  محيط ابتدايي هاي فوليكول رشد در حياتي و مهم بسيار
In vitro حـذف  خـانگي،  مـوش  در). 14( است FSH از 

 خطـر  بـه  را گرانولـوزا  هـاي  سـلول  بقـاي  كشت محيط
. شـود  مـي  فوليكولي هاي سلول مرگ موجب و اندازد مي
 فقدان شرايط در كه شده پيشنهاد نيز ديگري مطالعات در

FSH، و فيزيكــي مهــم فــاكتور چنــدين نفــوذ و انتشــار 
ــيميايي ــلال از ش ــاء خ ــه غش ــي پاي ــد م ــل توان  مخت

 خروج وفور به ،FSH فاقد كشت محيط در). 24و23(شود
 كـه ) 14(اسـت  داده رخ فوليكوليش ساختمان از اووسيت

 شكافدار اتصالات در اختلال علت به است ممكن امر اين

(Gap Junction) شـكافدار  اتصـالات  تعـداد  كـاهش  يا 
 رشـد  كشـت،  محـيط  به FSH  افزودن با). 25و24(باشد

 و هـا  فوليكـول  بقـاء  درصـد  آنتـرال،  پـره  هاي فوليكول
 و خـانگي  هـاي  مـوش  فوليكـولي  آنتـروم  حفره تشكيل

 توليــد FSH انســان، در. يابــد مــي افــزايش صــحرايي
 را In vitro محـيط  در آنتـروم  حفـره  تشكيل و استروژن
ــزايش ــا). 28و27و26(دهــد مــي اف ــن بنــدي جمــع ب  اي

 و فوليكــولي رشــد در FSH حيــاتي نقــش اطلاعــات،
ــيت ــور اووس ــد آن در محص ــات و تايي ــي اثب ــود م . ش

 آتـرزي  مهـار  در مهـم  و كليدي بسيار نقش FSHحضور
 يـك  سـلولي  آپوپتوزيز آترزي، روند در. داراست فوليكولي

 محيط در FSH حضور با كه شود مي محسوب پايه ركن
 هـاي  مـوش  آنتـرال  پـره  و آنتـرال  هاي فوليكول كشت
 وابسته منحني كه طور همان). 14(گردد مي مهار خانگي

 پـره  فوليكـولي  كشـت  طول در FSH اثرات براي دوز به

 حـداكثر  تا FSH غلظت افزايش با دهد مي نشان آنترال

IU /ml 100،  متوسـط  رشـد  سـرعت  در افـزايش  يـك 
 در هـا  فوليكـول  كشـت  بـا . شـود  مي مشاهده فوليكولي

 تخمـك  نسـبت mIU  /ml FSH 1000غلظـت  حضـور 
 بـا  مقايسـه  در اي ملاحظه قابل طور به فوليكولي گذاري

 كـه  زمـاني . يابـد  مـي  كـاهش mIU /ml 100 غلظـت 
 طـي  باشـند  FSH معـرض  در زياد مقدار به ها فوليكول
 امـر  ايـن  كه يابد مي كاهش ها رسپتور سلولي، تنظيمات

 مـي  مطلـوب  سـطح  از تر پايين فوليكولي پاسخ به منجر
 فوليكـول  كـه  دهـد  مـي  نشان ما هاي آزمايش). 2(شود
 العمـل  عكـس  FSH سـطح  افـزايش  به آنترال پره هاي
 مـي  آنتـرال  پره هاي فوليكول كشت با و دهند مي نشان
 و بررسـي  را آنهـا  روي بـر  FSH  تنظيمـي  اثـرات  توان

 زيادي ميزان به FSH كه كند مي بيان نتايج. كرد مطالعه
 ايــن. دهــد مــي افــزايش را GVBD و اووســيت بلــوغ

 شـده  گـزارش  نيز ديگري مطالعه در چنين هم مشاهدات
ــترين mIU/mlFSH100  غلظــت در). 14(اســت  بيش
 در اما شود مي مشاهده ها فوليكول پذيري زيست درصد
 GVBD فوليكولي، بقاء ميزان آن، از بالاتر هاي غلظت

 مشـاهدات  اين يابد مي كاهش اووسيت بلوغ چنين هم و
  .است 2006 سال در Nayudu گزارشات راستاي در

 رشد روي FSH هورمون عمكرد روي مشابهي آزمايشات
 رشـد  بـراي  هورمـون  ايـن  اسـت  شـده  انجـام  فوليكولي
 نيسـت  كافي اما است لازم In vitro محيط در فوليكول

 داشـته  حضـور  كشـت  محيط در زيادي فاكتورهاي بايد و
 آن بـا   FSH هورمون عملكرد به كمك ضمن كه باشند

 ايــن تركيــب مــا راســتا ايــن در. باشــند نداشــته ضــديت
 دوزهـاي  از متفـاوت  كه مختلف هاي سرم با را هورمون
. داديـم  قـرار  بررسي مورد بود مشابه درآزمايشات مصرفي

 پذيري زيست درصد كه دهد مي نشان ها داده آناليزهاي
 TCM 199محيط در ها فوليكول كه هنگامي فوليكولي

 قابـل  طـور  بـه  شـوند  داده كشـت   FCS سرم همراه به
ــوجهي ــالاتر ت ــاني از ب ــه اســت زم ــول ك ــا فوليك  در ه
  PGS، ESFCSهـاي  سـرم  همراه به 199TCMمحيط

 بـا  مقايسـه  در FCS سرم.  شوند داده كشت  hpgMSو
 بـراي  را بـالاتري  بسـيار  سرمي هاي مكمل ها سرم ساير

 فـراهم   In vitroمحـيط  در هـا  فوليكـول  رشـد  و توسـه 
 حـاوي  هـاي  محيط در موجود هاي فوليكول). 29(كند مي
 بـه  هـا  سـرم  تركيبات نبودن كافي علت به ها سرم ساير

 قابـل  طـور  بـه  نتوانستند پروتئيني، منابع نظر از خصوص
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 يكـي  سرم كه زماني. برسند بلوغ به و كرده رشد توجهي
 فـراهم  را رشد فاكتورهاي باشد، كشت محيط تركيبات از

 پذيري زيست درصد و آنترال پره  اي كيسه رشد و كرده
 مـا  نتـايج ). 30و24(برد مي بالا فوليكولي كشت در را آن

 جنينـي  گوسـاله  هـاي  سـلول   سـرم  كـه  كند مي اثبات
(FCS)  كشـت  براي را بالايي بسيار سرمي هاي مكمل 
 از زيـادي  تعـداد  و كـرده  فراهم آنترال پره هاي فوليكول
 سالم و نخورده دست صورت به توانند مي هاي فوليكول

  .شوند آوري جمع
 كشت دوره طول  براي را خوب پروتئيني منبع يك سرم 

In vitro هـر . كنـد  مي فراهم آنترال پره هاي فوليكول 
 تـا  سـرم  و FSH فقـدان  در موش OGc هاي سلول چند

 هـر  بـه . انـد  شده داده كشت اووسيت بلوغ پاياني مرحله
 از بعـد  داشـت  وجود سرم كه هايي كشت محيط در حال

 قطـر  رشـد  ميـزان  شـد  اضـافه  محـيط  بـه  FSH اينكـه 
 بـدون  يا FSH بدون هاي محيط با مقايسه در فوليكولي

 فعاليـت  ميـزان  بنـابراين ). 14( داد نشـان  افـزايش  سرم

FSH  محـيط  در آنتـرال  پـره  فوليكـولي  رشـد  روي In 

vitro  سـرم  حضـور  خصوصـا  كشـت  محـيط  شرايط به 
  .است وابسته

 دارايmIU /mlFSH  100غلظت شده انجام مطالعه در
 قطـر  هـا،  فوليكـول   پـذيري  زيست روي تاثير بيشترين
 وزيكـول  گسـيختگي  ميـزان  و اووسـيت  بلوغ فوليكولي،
  گوساله هاي سلول سرم كردن اضافه با كه است سمينال
 نشان آزمايشات. يابد مي افزايش اثر اين محيط به جنيني

ــد داد ــت درص ــذيري زيس ــولي پ ــامي فوليك ــه هنگ  ك
 در FCS سرم همراه به TCM 199محيط در ها فوليكول
 بالاتر توجهي قابل طور به شوند داده كشت FSH حضور

 اين از يكي داراي فقط ها كشت محيط كه است زماني از
 را خـوب  پروتئينـي  منبـع  يك FCS سرم. باشد تركيبات

 پـره  هـاي  فوليكـول  In vitro كشـت  دوره طـول   براي
  .كند مي فراهم آنترال
 مناسـب  محـيط  گسـترش  و سـاخت  اميـد  با مطالعه اين

 مدل كه شد انجام خانگي موش گونه از استفاده با كشت
 توسعه روي مختلف تركيبات اثرات ارزيابي براي مناسبي

 ماندگاري دوره. است In vitroمحيط در فوليكولي رشد و
 مهـم  مسـئله  يـك  In vitro محيط در ها اووسيت كوتاه
 مـواد  از تعـدادي  اسـت  كـرده  سعي تحقيق اين كه است
 ولـي  كنـد  بررسـي  را دوره اين كردن تر طولاني در موثر
 كـه  دارد زيـادي  هـاي  پژوهش به احتياج هنوز مسير اين

  .باشد گشا مشكل راستا اين در بعدي تحقيقات اميدواريم
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Abstract 
Background: Several endocrine and locally acting factors are involved in the complex process of 
ovarian follicle growth and oocyte maturation. In vitro follicular culture systems, at various 
developmental stages, allow the identification of these factors and the understanding of their 
mechanisms of action. Keeping in mind the significance of the influence of environmental factors on 
the follicle growth, this work focuses on the effect of some endocrine and paracrine factors on the 
growth and differentiation of preantral follicles during the in vitro follicular culture using the rodent 
(mouse) model. 
Methods:  Our study was semi-experimental. First task of the study was to choose an appropriate 
serum type. Prepubertal gilt serum, embryonic stem cell tested fetal calf serum, hypogonadal mouse 
serum and fetal calf serum were tested during the present study. Effect of the culture period was also 
evaluated on the follicle growth. After carefully selecting the optimum growth conditions, the effect 
of FSH was evaluated on the growth and viability of the follicular and oocyte maturation. Different 
concentrations of FSH (5, 20, 40, 60, 100, 140, 180 and 220 mIU/l) were added to the culture medium 
(containing 25-30 follicles each) during separate experiments.  
Results: After experiments, fetal calf serum (FCS) was chosen for the evaluation of the effect of FSH. 
During the present experiment, 100 mIU/ml FSH showed highly significant effect on the follicle and 
oocyte growth. Follicle survival rate also increased (91%) as compared to that grown without this 
gonadotropin (28%). Oocyte maturation (61%) and germinal vesicle breakdown rates (81%) also 
showed an increase (p≤0.05). 
 Conclusion: These results have suggested that the exposure to FSH and FCS before the formation of 
antrum had a positive effect on the follicle survival and oocyte robustness. 
 
Keywords: Follicle stimulating hormone, Animal serums, Preantral follicles, Rat. 

 




