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مقدمه

هدف از لقاح آزمایشگاهی و کشت جنین پستانداران در آزمایشگاه ایجاد 

جنینهایی با کیفیت بالا است تا بتوانند روند تکامل و لانه گزینی جنین 

را در مراحل قبل از لانه گزینی طی کرده و درصد میزان تولد زنده را 

فتهایی که در تکنیکهای کمک باروری افزایش دهد و علی رغم پیشر

همچنان درصد حاملگی  دهدیصورت گرفته ولی نتایج مطالعات نشان م

در لقاح آزمایشگاهی اووسیتهایی که به دنبال تحریک  .[1] پایین است

پس از لقاح در آزمایشگاه به بدن مادر  ندیآیتخمک گذاری به دست م

و در این پروسه فاکتورهای متعددی در میزان موفقیت  شوندیمنتقل م

. مثلاء محیط کشت نامناسب، کیقیت پایین [2] حاملگی موثرند

اووسیت و افزایش استرس اکسیداتیو و تولید رادیکالهای آزاد از جمله 

اشد و اشته بمنفی بر تکوین جنین د ریتأث تواندیمواردی هستند که م

که برای بهبود شرایط کشت جنین صورت  یابا وجود تحقیقات گسترده

گرفته ولی میزان حاملگی و درصد لانه گزینی پس از لقاح آزمایشگاهی 

علت اصلی این مسئله شرایط  رسدی. به نظر م[3] نسبتاً پایین است

که مشکلات و  باشدینامناسب محیط آزمایشگاه وشرایط کشت م

. یکی از آوردیمسائلی را در مسیر رشد و تکوین جنین به وجود م

ستفاده ا کندیروشهایی که به بهبود شرایط جنین در آزمایشگاه کمک م

کامل که با آزاد کردن فاکتورهای رشد ت باشدیاز سلولهای مغذی م

که این روش اولین بار در  بخشندیسلولی را در محیط کشت بهبود م

با کمک بافت تروفوبلاست به عنوان لایه مغذی در تکامل  1861سال 

. مطالعات گذشته [4] بلاستوسیت به کار گرفته شد و موفقیت آمیز بود

نسبت به  یترنتیجه مطلوب هانینشان داده است کشت گروهی جن

کاهش حجم محیط کشت  کشت تکی آنها دارد و به عبارت دیگر با

تعداد سلولهای بلاستوسیت افزایش یافت و محیط کشت غنی شده 

. نتایج تحقیقات [5] تعداد سلولها و میزان لانه گزینی را افزایش داد

جنینهایی که در محیط آزمایشگاه با فیبروبلاستهای   دهدینشان م

جنین موش هم کشتی شدند تعداد سلولها و قطر آنها در توده سلولی 

همچنین استفاده از سلولهای بافت تازه  [1]داخلی جنین بیشتر بود 

در پی داشت و  یترنتیجه مطلوبنسبت به سلولهای منجمد شده 

ر و اث دهدیمشخص شد انجماد سلولی تولید سیتوکین ها را کاهش م

. از طرفی مدل هم کشتی [8] مطلوبی بر سلولهای هم جوار ندارد

سلولهای اپیتلیال و سلولهای عضله صاف به عنوان ابزار مفیدی جهت 

 نسانا و موش جنین فیبروبلاستهای با کشتی هم از پس موش سلولی دو جنین تکوین مقایسه
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. [7] تداخل سلولی مناسب در شرایط استرسی به اثبات رسیده است

لذا با توجه به اهمیت سلولهای فیبروبلاست جنینی و ویژگیهای منحصر 

به فرد این سلولها مطالعه حاضر جهت مقایسه تکوین هم کشتی جنین 

سلولهای فیبروبلاست جنین موش و جنین انسان در دو سلولی موش با 

 کمک باروری طراحی شد. یهاشگاهیشرایط استاندارد آزما

 روش کار

جفت  HCGساعت پس از تزریق  46که  یالوله رحم موشهای ماده

گیری کرده بودند و صبح روز بعد از جفت گیری با مشاهده پلاک 

ریل و پس از قطع نخاع واژینال حاملگی آنها مثبت بود در شرایط است

که کاملاً  HTF + %10 FBSاز شکم خارج شد و به محیط کشت 

میلی  1/1تزریق  توسط پارفین مایع پوشیده شده بود منتقل شدند. و با

لیتر محیط کشت توسط سرنگ انسولین از انتهای پروگزیمال لوله رحم 

ه ک ییهانیجنینهای دو سلولی از انتهای دیستال آن خارج شدند و جن

ظاهر طبیعی داشتند به کمک پیپت جمع آوری و پس از پردازش و 

که  ییهانیانتقال داده شدند و جن MEM- αشتشو به محیط کشت 

موروفولوژی و ظاهری سالم داشتند که جهت انجام آزمایش از آنها 

استفاده شد که پس از طی مراحل آماده سازی و شتشو به طور اتفاقی 

امه ذکر شده است تقسیم شدند و هر آزمون سه به سه گروه که در اد

تا پایان آزمون در شرایط استاندارد  هانیبار تکرار شد سپس همه جن

( و در حالی که توسط پارافین مایع 37COانکوباتور )رطوبت و دما 

کشت داده شدند:  MEM-αپوشیده شده بودند در محیط کشت 

حیط آنکوباتور کشت ( که به تنهایی در مG1گروه کنترل ) یهانیجن

( به طور همزمان با G2گروه آزمون اول ) یهانیداده شدند. جن

 MEF: Mouse Embryonic) فیبروبلاست های جنینی موش

Fibroblast) ( کشت داده شدند و جنینهای گروه آزمون دومG3 )

 :HEFنیز به طور همزمان با فیبروبلاست های جنین انسان )

Human Embryonic Fibroblast و در محیط کشت مشابه )

 هانیگروه کنترل و گروه آزمون اول کشت داده شدند. مراحل تکامل جن

ساعت با میکروسکوپ اینورت مشاهده و شرایط تکوین آنها در  24 هر

 24همه گروهها تا روز پنجم پس از طی مراحل چهار وهشت سلولی )

ویه بلاستوسیست ثانساعت(، بلاستوسیست اولیه و  46ساعت(، مورولا )

ساعت( و  88ساعت( بلاستوسیست درحال خروج از زونا پلوسیدا ) 72)

ساعت( موردارزیابی  121بلاستوسیست خارج شده اززونا پلوسیدا )

 قرارگرفت.

 ()روش تهیه فیبروبلاست جنین موش 

پس از باز کردن جدار شکم موشهای باردار، به دنبال بیهوشی در روز 

آنها در شرایط استریل از رحم خارج شد  یهانیی، جنسیزدهم باردار

کبدشان از بدن خارج شد و سپس به  هانیو پس از جدا کردن سر جن

شستشو داده  PBSقطعات بسیار کوچک خرد شدند و چندین بار با 

به  EDTAمیلی مول  5/1سی سی تریپسین و  11شدند. پس از آن 

درجه سلسیوس  37دقیقه در دمای  15آن اضافه شد و به مدت 

نگهداری شد و پس از سانتریفوژ سوسپانسیون، و تخلیه محلول روئی 

شمارش سلولی با لام نئوبار صورت گرفت و درصد زنده بودن آنها با 

شد. در نهایت سلولهای حاصله به فلاسک حاوی  شیآزما 5/1متیلن بلو 

ساعت  24منتقل شدند و به مدت  MEM- α+FBSمحیط کشت 

( انکوباتور نگهداری شدند و 37COستاندارد )رطوبت و دما در شرایط ا

 پس از سه بار پاساژ جهت انجام آزمون استفاده شدند.

 ()روش تهیه فیبروبلاست جنین انسان 

جنین سقط شده سه ماهه انسان پس از طی مراحل قانونی و اخذ 

لازم از بیمارستان افضلی پور کرمان تهیه شد و در شرایط  یمجوزها

ستریل استخوان و غضروف از بدن جنین جدا گردید و بافت باقیمانده ا

به قطعات بسیار کوچک تبدیل شد و پس از آن مشابه فیبروبلاستهای 

جنینی موش عمل شد واز پاساژهای دوم تا هفتم این سلولها جهت 

 انجام آزمون استفاده شدند.

 روش تهیه تک لایه مغذی فیبروبلاست

از کف  EDTAی با استفاده از تریپسین و فیبروبلاست یهاسلول

سی سی درب  5فلاسک کشت سلول جدا شده و به یک لوله استریل 

دار منتقل شدند. پس از سانتریفوژ و تخلیه مایع روئی، تراکم سلولی به 
45X10  میکرولیتری از سوسپانسیون سلولی  31رسید و سپس قطرات

گیری از آلودگی کاشته شد و جهت جلو 81 × 15در پتری دیشهای 

سلولها و خشک شدن قطرات کشت کاملاً توسط پارافین مایع پوشیده 

ساعت به کف  24شدند و در نهایت به انکوباتور منتقل شدند تا در طی 

 پتری دیش بچسبند.

 جمع آوری وآنالیز آماری نتایج

هر آزمون سه بارتکرار شد و جنینهای تکامل یافته هر روز به کمک 

مشاهده وگزارش شدند و جهت  XDS ورت مدلمیکروسکوپ این

-Mannها از آزمون آماری مقایسه میزان تکوین جنینها درهمه گروه

Whitney و آزمون استفاده شد t-test هانیجهت مقایسه تکامل جن 

در دو گروه به کار گرفته شد و برای بررسی اینکه میانگین کدام یک از 

استفاده  (Post Hoc)ای تعقیبی گروهها با بقیه معنی دار است از تسته

به صورت تعداد جنین تکوین یافته درهر مرحله و میزان  جینتا .شد

 P ≥ 15/1 گزارش شد و در همه آزمونها)%(  تکوین به صورت درصد

 .حد معنی داری در نظر گرفته شد

 هاافتهی

و ارزیابی روزانه جنینهای کشت  با بررسی و آنالیز آماری نتایج مشاهدات

اول تا چهارم آزمون مشاهده شد میزان تکامل  یشده در روزها

آزمون تفاوتهایی دارند بدین معنی که  یهاجنینهای دو سلولی در گروه

که در محیط کشت بدون سلول و در شرایط  ییهانیمیزان تکامل جن

بت به گروه ( کشت شده بودند کاهش معنی داری را نسG1آنکوباتور )

( هر چند شرایط رشد و تکثیر 1جدول نشان دادند ) G2هم کشتی 

بهتر بود ولی اختلاف معنی داری  G3دو سلولی در گروه  یهانیجن

بین آنها مشاهده نشد.
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 و همکاران پاهنگ        موش دوسلولی جنین تکوین مقایسه                                       

 اند.تعداد جنینهایی که مراحل تکامل را در هر گروه طی کرده :0جدول 

 روز چهارم )خروج از زونا( روز سوم )بلاستوسیست( روز دوم )مورولا( سلولی( 4-8روز اول ) هاگروه

G1 26 15 13 6 

G2 25 18 21  *18 

 G3 28 14 18 11 
 (P≥  15/1) دهدیاختلاف آماری معنی داری را نسبت به گروه کنترل نشان م *

 

 MEFمعنی داری بین گروه  *. دهدیتکامل یافته در مراحل مختلف تکامل تا روز پنجم پس از مرحله دوسلولی را نشان م یهانیدرصد جن :0 تصویر

 (P≥  15/1)دهد ینشان م و گروه کنترل را

 
 

 هم کشتی هانیکه با جن فیبروبلاست های جنین موش به عبارت دیگر

را بهبود ببخشند و تا حدودی  هانیشده بودند توانستند تکامل جن

ایجاد کنند و به این دلیل تکامل  هانیشرایط مساعدی برای تکوین جن

( به طور G1نسبت به محیط کشت بدون سلول ) G2 در گروه هانیجن

نتایج روزانه  ترقیمعنی داری افزایش یافت. همچنین با بررسی دق

میزان  میشویم ترکیمشاهده شد هر چه به روز چهارم آزمون نزد

به طور معنا داری نسبت به  G1دژنراسیون و تخریب سلولی در گروه 

. لذا با بررسی (P < 15/1) ابدییهم کشتی دیگر افزایش م یهاگروه

در گروه  هانیجن %48تکامل جنینها در روز چهارم آزمون مشاهده شد 

G2 ها در گروه آن %33 وG3 مرحله خروج از زونا پلوسیدا رسیدند  به

و این نتایج نشان داد روند تکوین جنینهای دو سلولی موش در محیط 

G2 مغذی از همان گونه حیوان است تفاوت معنی داری  یهاکه سلول

نتایج مثبت هم  رسدیدارد همچنین به نظر م G3 و G1 با گروههای

زیرا  کندیلاست در روزهای پایانی آزمایش بیشتر بروز مکشتی با فیبروب

( کشت شده G1که در محیط ساده بدون سلول ) ییهانیجن %18فقط 

بودند به مرحله خروج از زونا پلوسیدا رسیدند که کاهش معنی داری را 

 (.1 تصویر) (P < 15/1) نسبت به گروههای هم کشتی نشان داد

 بحث

ایج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از هم کشتی نتایج مطلوبی در نت

تکامل جنین دارد و با استفاده از سیستم هم کشتی تا حد زیادی 

استرسهای ناشی از شرایط آزمایشگاه را بر جنین کاهش داد و  توانیم

استفاده از سلولهای هوموژن فیبروبلاستی نتیجه مطلوبی دارد. نعمت 

ان نشان دادند هم کشتی جنین دوسلولی موش با اللهی و همکار

سلولهای فیبروبلاستی جنین انسان و موش در شرایط نامساعد 

آزمایشگاه از قبیل کاهش دما و نور زیاد محیط آزمایشگاه و تغییرات 

PH بخشدیروند تکامل را تا روز چهارم و پنجم در آزمایشگاه بهبود م 

و ثابت کردند هم کشتی با فیبروبلاستهای جنین انسان و موش در 

شرایط نامساعد تا حد زیادی قادر است اثرات مخرب و استرسهای ناشی 

ه . البته ما هم در مطالع[6] از محیط را بر تکامل جنین کاهش دهد

حتی  هانیخود به این مهم دست یافتیم و لی در مطالعه حاضر جن

المقدور هیچ استرسی را تحمل نکردند و در شرایط استاندارد آزمایشگاه 

اند میزان کشت داده شدند. در همین راستا نتایج مطالعات نشان داده

لانه گزینی و کیفیت بلاستوسیست به زمان بعد از لقاح بستگی دارد و 

فیت کی شوندیکه در آزمایشگاه تولید م ییهانیشده است جنمشخص 
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دارند واین مشکلات به فاکتورهای متعددی از قبیل  یترنییپا

حین انجام کار و جمع آوری گامتها  یهابیناهنجاریهای ژنتیکی، آس

 بستگی دارد با این وجود شرایط کشت جنین هم باید مطلوب باشد

. در مطالعه دیگری در همین زمینه مشخص شد تعداد سلولهای [1]

توده سلولی داخلی بلاستوسیستهایی که با سلولهای فیبروبلاست جینی 

موش هم کشتی شده بودند به طور معنی داری بیشتر بود و همچنین 

. در [1] ش داشتقطر سلولها در این گروه نسبت به گروه کنترل افزای

که هم کشتی فیبروبلاستهای جنین موش و فیبروبلاستهای  یامطالعه

تخمک و سلولهای کومولوس  یهاجنین گرگ باکمپلکس سلول

تخمدان گرگ انجام شد مشخص شد میزان بلوغ اووسیتهایی که هم 

یش اکشتی شده بودند بالاتر بود علاوه بر اینکه درصد کلیواژ نیز افز

 MEFیافته بود و نکته قابل توجه این بود جنینهایی که با سلولهای 

هم کشتی شده بودند تا مرحله مورولا پیش رفتند ولی میزان تخریب 

ساعت پس از کشت در همه گروهها افزایش یافته بود و  72اووسیتها 

بلوغ سیتوپلاسمی و  MEFنتیجه نشان داد هم کشتی با سلولهای 

فیبروبلاستهای  یهاسلول [8] کندیتخمکها تحریک مرا در  یاهسته

جنینی با توجه به اینکه هوموژن هستند به طور گسترده در صنایع 

و به همین دلیل قادرند رشد سلولهای  شوندیبیوتکنولوژی استفاده م

 متعددی مثل سلولهای بنیادی و  فولیکولهای تخمدانی را افزایش دهند

با توجه به همین موضوع هم کشتی سلولهای شبیه فیبروبلاست  .[11]

د این سلولها بیان با سلولهای بنیادی مزانشیمال بند ناف نشان دا

تسریع  و با عث کنندیپیش التهابی و اینترلوکین را مهار م یهانیپروتئ

سلولهای  ری. هر چند مکانیسم دقیق تأث[11] شوندیکوندورژنز م

جنینی فیبروبلاستی بر روند تکامل جنین مشخص نشده است ولی 

 عامل محرک کنندیاحتمالاً فاکتورهای رشدی که این سلولها ترشح م

تکامل است همان طور که حیدری و همکاران نیز ثابت کردند هم 

میزان رشد در روزهای ششم و  MEFکشتی فولیکول پره آنترال با 

و دریافتند فاکتور رشد  دهدیهشتم به طور معنی داری افزایش م

ل آن است عام شودیفیبروبلاستی که از سلولهای فیبروبلاستی ترشح م

با تولید فاکتورهایی از قبیل فاکتور مهار  MEFسلولهای  به این ترتیب

کننده لوسمی و فاکتور استیل و فاکتور رشد فیبروبلاستی با عث رشد 

. نتایج مطالعه حاضر نیز با این شوندیو تکامل فولیکول پره انترال م

 .[12] کندیمطابقت م هاافتهی

 ,MEFدر محیط  هانینتایج مطالعه حاضر نشان داد که تکوین جن

HEF در محیط  هانیاختلاف معنی داری ندارند ولی جنMEF 

 یهانیهم کشتی جن رسدیداشتند لذا به نظر م یشرایط مساعدتر

 دتریدوسلولی موش با سلولهای هوموژن فیبروبلاست جنین موش مف

است و طبق مطالعات میزان اکتین و نستین عضله صاف در 

فیبروبلاستهای نوزادی نسبت به فیبروبلاست بالغ بیشتر است و هر 

چند میزان تکثیر در هر دو سلول برابر است ولی هر دو سلول ظرفیت 

مهاجرت برابری ندارند و هم کشتی فیبروبلاست نوزادی محرک 

. همچنین هاتویا و همکاران نشان دادندد که [13] سلولهای بالغ است

جنینی، بلوغ هسته و سیتوپلاسم را در سلولهای فیبروبلاستهای 

. و پس از هم کشتی با سلولهای [8] دهندیاووسیت افزایش م

 فیبروبلاستی پتانسیل کلیواژ و تولید بلاستوسیستهای با کیفیت افزایش

 .[14] ابدییم

 نتیجه گیری

تکامل جنین دو سلولی موش با استفاه از تک لایه فیبروبلاستی جنینی 

نسبت به  موش در سیستم هم کشتی و در محیط آزمایشگاه

 فیبروبلاستهای جنینی انسان بهتر است.
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Abstract 
Introduction: Co-culture systems showed that feeder cells have positive effects on the 

development of fetus before implantation. In the present study, the effects of mouse 

embryonic fibroblasts (MEF) and human embryonic fibroblast (HEF) co-culture on two-

cell mouse embryos in the early developmental stage were compared. 

Methods: Two-cell mouse embryos extracted from the Balb/C mice uterine tubes were 

divided randomly to three groups as follow: the control group (G1) that cultured alone, 

the first experimental group (G2 group) that co-cultured with HEF, and the second 

experimental group (G3 group) that co-cultured with MEF. Also, the embryos in all 

groups cultured in the same culture medium (MEM-α (under the standard conditions such 

as incubation under liquid paraffin and daily evaluation for hatching stage. Then, data 

were analyzed by the Mann-Whitney and Student t test (P < 0.05). 
Results: The results of the current study showed that the development of embryos in 

terms of blastulation and hatching rate was significantly increased in the G2 group than 

the control group (P < 0.05). Also, the blastomere in G2 group had higher quality than 

the other groups. It seems that fibroblasts could protect embryos against deleterious 

agents through oxidative stress deletion and cell metabolism regulation. 

Conclusions: The current in vitro study showed that the monolayer of MEF is better than 

that of HEF to develop two-cell mouse embryos. 
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