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 مجله ایمنی زیستی

 1396 زمستان، 4، شماره 10دوره 

 

 IVCو  IVM ،IVFها طی سه مرحله تنی تخمکلقاح و کشت برون تولید رویان از طریق بالغ کردن،
 

 2موسي وطن دوست ،*1مسعود دیدارخواه
 ایران بیرجند كشاورزي، دانشگاه بیرجند، روهگاستادیار 1
 پیام نور، تهران، ایرانیار گروه كشاورزي، دانشگاه استاد2

 

        masooddidarkhah@birjand.ac.ir  

 

 چکیده

لقاح و  الغ كردن،ریق بر و یا از طاي از طریق سوپراوولاسیون حیوانات ماده برتامروزه تولید رویان در حیوانات مزرعه

 در نرویا انتقال كه است شده مشخصشود. انجام مي IVCو  IVM، IVFها طي سه مرحله تني تخمکكشت برون

. شودمي دام ژنوا داخل به رحم از آن شدن خارج به منجر ،بلاستوسیست تشکیل از قبل یعني ،تشکیل ابتدایي مراحل

 ،كلاسیک كشت ايهمحیط از گرفتن بهره با بلاستوسیست مرحله به رسیدن منظوربه دایيابت هايتلاش تمام انسان در

 بازسازي کانام معمولا كه است ايگونه به زنده موجودات بدن درون در موجود پویاي شرایط. شد مواجه شکست با

نگهداري  انجماد و ا. بشودنمي فراهم بهینه طوربه تنيبرون شرایط در و شده تعریف كشت هايمحیط در آن

ه بلک ،میرد، نجات داديمطور غیر منتظره یا بر اثر تصادف بهحیواني را كه  توان گامتنه تنها مي ،اووسیت آمیزموفقیت

 شود. سبب افزایش مواد اولیه براي تحقیقات بنیادي مي

 IVFتني، لقاح، كشت برون: كلمات كلیدي

 
 مقدمه

قال جنین داراي برنامه سوپراوولاسیون براي انت

ي آن مشکلاتي است كه سبب محدود شدن استفاده

 .براي تولید رویان به خصوص در گوسفند شده است

برخي از این مشکلات مانند نرخ متفاوت 

ریزي و لقاح پس از تلقیح مصنوعي، تحلیل تخمک

آوري رویان سریع جسم زرد و تغییر در میزان جمع

به  هنگام شستشوي رحم و مشکلات مربوط

امروزه باشد. غیره ميهاي تناسلي و چسبندگي اندام

هاي حاصل از حیوانات برتر، پس از لقاح زیگوت

اما شرایط كشت بعد از  .تني در دسترس هستندبرون

هاي گوناگون تني منجر به وارد آمدن آسیبلقاح برون

شود. نرخ تولید بلاستوسیست در به رویان مي

درصد است و  30-40ي آزمایشگاه در محدوده

تر از رویان رشد یافته در درون بدن ها پایینكیفیت آن

 ،جنین انتقال منظوربه و ايمزرعه حیوانات دراست. 

 در بلاستوسیست مرحله به رویان رساندن موفق

 و لهامس همین. باشدمي اجباري امري تنيبرون شرایط

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
96

.1
0.

4.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
04

 ]
 

                             1 / 10

mailto:%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20mj_khani67@yahoo.com
mailto:%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20mj_khani67@yahoo.com
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1396.10.4.8.3
http://journalofbiosafety.ir/article-1-228-fa.html


 "1396 ، زمستان4، شماره 10دوره ، مجله ایمنی زیستی"

 

130 
 

 ایجاد باعث نوعيبه ،همکشتي سامانه طبیعت همچنین

 تولید در روش این توانایي آزمودن براي هایيزهانگی

حفظ و ذخیره  .شد تنيبرون شرایط در بلاستوسیست

بلند مدت اووسیت بیماراني كه در معرض خطر از 

یکي از  ،دست دادن عملکرد تخمدان هستند

هاي انسان است و ترین دلایل انجماد اووسیتاصلي

ها نیز گونهكار به حیوانات ماده با ارزش در سایر این

ي اهمچنین انجماد موثر و كار گسترش یافته است.

هاي معین تولید تواند بسیاري از تکنیکها مياووسیت

 مثلي را تسهیل نماید. 

 اووسیت شستشوي و استحصال تخمدان، آوريجمع

 بدن از هاآن تولیدمثلي دستگاه ،هادام كشتار از بعد

 ايهبافت از هاتخمدان سپس. شودمي خارج

 تماسي گونه هیچ بدون و شده جدا پیرامون نگهدارنده

 200 حاوي فلاسک داخل به پیرامون محیط با

 39-38 بین آن دماي كه فیزیولوژي سرم لیترمیلي

 ذكر به لازم. شودمي منتقل ،است شده تنظیم درجه

 25 الیکوت یک ،مذكور فیزیولوژي سرم در كه است

 رسیدن از بعد. شودمي افزوده سیلینيپن میکرولیتري

 هايفولیکول تمام وقت اتلاف بدون و آزمایشگاه به

 خلا پمپ به كه G 20 سوزن سر كمک به رویت قابل

 بازیافت اتمام از بعد شده آسپیره ،باشدمي متصل

 تمامي كه است لازم زمان دقیقه 10 ،هااووسیت

 جستجوي. شوند نشینته شده بازیافت هاياووسیت

 هود زیر در ها،آن انتخاب و سازيجدا ها،اووسیت

 دیشپتري. شودمي انجام استریل شرایط در و لامینار

 هانآ بیروني ناحیه از تیز نوک جسم یک كمک به ها

 آساني به هااووسیت جستجوي تا شودمي كشيخط

-اووسیت كمپلکس شدن نشینته از بعد. پذیرد انجام

 به ليفولیکو محتواي حاوي فالکون لوله كومولوس،

 پاستور پیپت توسط و منتقل هود زیر به آرامي

 درون به بود كرده رسوب لوله ته در چهآن استریل،

 پاستور، پیپت از استفاده با. شودمي ریخته دیشپتري

 كشیده فولیکولي محتویات حاوي لوله پاییني بخش

 میلیمتري 60˟15 هايدیشيرپت داخل به و شده

 هايكمپلکس سپس. شوندمي تخلیه استریل

 درونبه و شده جدا مناسب اووسیت-كومولوس

 ،باشدمي اووسیت بلوغ محیط حاوي كه دیشپتري

 سه حداقل داراي هاياووسیت فقط. شودمي منتقل

 تیره، سیتوپلاسم و كومولوس هايسلول از فشرده لایه

 ها،اووسیت شستشوي براي. شوندمي انتخاب

 و شده پر وشستش كشت محیط توسط هادیشپتري

 داده شستشو بار 4 پاستور پیپت كمک به هااووسیت

 بلوغ كشت محیط در نیز دیگر بار یک سپس. شوندمي

 آماده هااووسیت هنگام این در. شوندمي داده شستشو

 شوندمي بلوغ كشت محیط هايقطره درون به انتقال

(5.) 

 اپیتلیالي هايسلول استحصال اویداكت، آوريجمع

 هاآن كشت روش و اویداكت

 بدن از هاآن مثليتولید دستگاه ها،دام كشتار از بعد

 پیوندي هايبافت از را اویداكت دو هر. شودمي خارج

 از بعد بلافاصله .نماییممي آزاد هاآن به متصل

 وسیلهبه را هااویداكت سر دو بایستي ،سازيپاک

 آن به ايماده هیچ كه ايگونهبه ،بسته محکم ریسماني

 را هااویداكت سپس. نشود خارج آن از یا و نکند نفوذ

 شستشو منیزیوم و كلسیم یون فاقد PBS محلول در

 بر گرفتن قرار از قبل هااویداكت ادامه در. نماییممي

 سپس. شوندمي غرق درصد 70 اتانول در یخ روي

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
96

.1
0.

4.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
04

 ]
 

                             2 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1396.10.4.8.3
http://journalofbiosafety.ir/article-1-228-fa.html


  "... هاتني تخمکلقاح و كشت برون تولید رویان از طریق بالغ كردن،، وطن دوستو  دیدارخواه"

131 
 

 و كلسیم یون فاقد PBS محلول در را هااویداكت

 و سیلینپني درصد 2 با شده سازيغني منیزیوم

 یخ روي بر را مجموعه این و داده قرار استرپتومایسین

 رسیدن از بعد. نماییممي منتفل آزمایشگاه به و گذاشته

 مسدود هايریسمان نمودن باز از قبل و آزمایشگاه به

 لامینار هود زیر اویداكت، انتهاي دو در موجود كننده

 فاقد PBS لولمح در سپس و اتانول در هااویداكت

 سپس. شوندمي داده شستشو منیزیوم و كلسیم یون

 و نموده تقسیم مساوي قسمت سه به را آمپولا ناحیه

-مالشي حركت با پنس دو كمک به و آرامي به

 خارج آن از را اویداكت اپیتلیالي هايسلول ،كششي

 در رنگ زرد خمیر یک صورتبه هاسلول. نماییممي

 2 با شده سازيغني TCM199 حاوي كه كشتي ظرف

 mg/mL  25/0( وBSA) گاوي سرم درصد

 كهاین از قبل. شوندمي تخلیه ،باشدمي جنتامایسن

 سر از مرتبه 2 را آمده دست به سلولي سوسپانسیون

 با مرتبه 15 بایستمي ،دهیم عبور G 30 سایز سوزن

 برروي را پیپتینگ عمل میکرولیتري 1000 سرسمپلر

 بعد كه شستشو مرحله سه از بعد. ییمنما اعمال هاآن

 اجازه هاسلول به دقیقه 25 شستشو مرحله هر از

 نشینته انکوباتور در كشت محیط در كه دهیممي

 واسطهبه سلولي سوسپانسیون از الیکوت یک شوند،

 هم از G 30 سایز سرسوزن از عبور مرتبه 15

 قرار سلول تعداد سنجش مورد تا شوندمي جداسازي

 از حاصل هايسلول مجموعه از الیکوت هر. ندبگیر

مي حاصل آمپولا از شده جدا گانه 3 قطعات از یکي

 واسطهبه كشت زمان در هاسلول بودن زنده. شود

 قرار ارزیابي مورد بلوتریپان رنگ با آمیزيرنگ

 هايچاهک در اویداكت اپیتلیالي هايسلول. گیردمي

 غلظت .شودمي داده كشت خانه 4 كشت ظرف

 TCM-199 میکرولیتر 800 هر در 610 هاسلول

 در درصد 2 گاوي سرم mg/m25/0 با شده سازيغني

 دام بدن دماي در باید هاسلول. شودمي گرفته نظر

 گاوي هانمونه اگر و گوسفند مورد در درجه 39 یعني

 اكسیدكربندي درصد 5 با درجه 38 دماي در باشندمي

 كشت تا كشتار بین انيزم فاصله. شوند داده كشت

 (.16، 15) باشد مي ساعت 6 به نزدیک

 اووسیت تنيبرون بلوغ انجام

 حاوي میکرولیتري 100 هايقطره درون هااووسیت

 انتقال از قبل. شوندمي داده قرار بلوغ محیط

 هب كشت هايهقطر به اپیتلیالي هايسلول و هااووسیت

 قرار رانکوباتو در باید كشت ظرف ساعت 4-3 مدت

 به انکوباتور در موجود شرایط با هاقطره تا شود داده

 هايسلول اووسیت، كشت از قبل روز. برسند تعادل

 رد و آماده ،شد داده توضیح كه ايشیوه به اپیتلیالي

 هاتاووسی انتقال از پس. شوندمي داده قرار انکوباتور

 به اپیتلیالي سلول دسته 150-100 كشت، هايقطره به

 نيمعد روغن با هاقطره روي و شوندمي منتقل هاهقطر

 هايقطره حاوي دیشپتري سپس. شودمي پوشانده

 درونبه ،اپیتلیالي هايسلول و اووسیت با همراه

 5/38 دماي ،اكسیدكربندي گاز درصد 5 با انکوباتور

 داده قرار رطوبت، درصد 95 و گرادسانتي درجه

 تنيبرون بلوغ وعوق جهت لازم زمان مدت. شوندمي

 كشت يبرا(. 5) باشدمي ساعت 27-24 معادل

 انجام را قبل مراحل تمام ،شاهد گروه در هااووسیت

 هیچ از ،كشت هايقطره در كه تفاوت این با دهیممي

 .شودنمي استفاده همراه سلول گونه
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 هضم روش واسطه به زوناپلوسیدا بلوغ میزان آزمودن

  (پلوسیدا نازو شدن سخت میزان) آنزیمي

 زا نیمي ،تنيبرون بلوغ ایجاد جهت لازم زمان از بعد

 سختي آزمون منظور به تصادفي صورتبه هااووسیت

 سرعت به هااووسیت. شوندمي انتخاب زوناپلوسیدا

 µl50 هايقطره به سپس و شده شستشو DPBS در

 DPBS در محلول پروناز( wt/vol) درصد 5/0 حاوي

 هضم جهت لازم زمان نظر از ردمو تا نموده منتقل

 رارق ارزیابي مورد ،پروناز واسطهبه زوناپلوسیدا شدن

 ناپدید واسطهبه زوناپلوسیدا شدن حل زمان. گیرند

 میکروسکوپ زیر در مشاهده كمک به زونا شدن

 ظرف كه شرایطي در و 200 نمایيبزرگ با نوري

 قرار( سانتیگراد درجه 37) گرم صفحه روي كشت

 هب زونا شدن ناپدید زمان این. شودمي محاسبه ،دارد

 (.4)شود مي گرفته نظر در آن شدن حل زمان عنوان

 اسپرم سازيآماده

 با كه TCM 199 در گشایيیخ از پس هااسپرم

Earle’s salts سازيرقیق ،اندشده سازيمکمل 

. شودمي تنظیم 8/7 نقطه در محلول این pH. شودمي

 g 200دور با دقیقه 2 تمد به مخلوط این سپس

 رویي محتواي سانتریفیوژ، از بعد. شودمي سانتریفیوژ

 كف در شده نشینته صفحه و شده تخلیه فالکن لوله

 8/38 دماي در دقیقه 15 مدت به و تخلیه فالکن لوله

 (.5)شود مي انکوبه گرادسانتي درجه

 لقاح روش و لقاح قطره تهیه

 است، شده تهیه هآزمایشگا در قبل از لقاح محلول

 ،KCl میکرومول 12 حاوي لقاح قطره هر كه طوريبه

 NaCl، 5/0 میکرومول 3NaHCO، 90 میکرومول 25

 4MgSO، 10 میکرومول 4PO2NaH، 5/0 میکرومول

 لیترمیلي بر گرممیلي 2 لاكتات، سدیم میکرومول

BSA و جنتامایسین میکروگرم 50 چرب، اسید بدون 

 حجم با لقاح قطره هر در. است كافئین میکرومول 5

 اضافه شده بالغ COC عدد 20 تا 10 ،میکرولیتر 90

 شده انکوبه اسپرم از میکرولیتر 10 با سپس. شودمي

 گروه مورد در مرحله این از بعد. شودمي مخلوط

 اویداكت اپیتلیومي هايسلول از دسته 150-100 تیمار

 فهاضا لقاح قطره به را است شده تهیه قبل روز كه

  610 قطره هر در هااسپرم نهایي غلظت. نماییممي

 داده قرار لقاح قطره 9 دیشپتري هر در. است

 براي 24 انکوباسیون دوره شدن سپري از بعد. شودمي

 هايگروه براي ساعته 6 و 4 دوره دو و شاهد گروه

 و CO2 درصد 8 گراد،سانتي درجه 39 دماي با تیمار

 ها،COC با هاپرماس درصد، 95 بالاي رطوبت

 از هاآن به متصل هاياسپرم و هاكومولوس مجموعه

 جدا آهسته پیپتینگ كمک به شده لقاح هاياووسیت

 (.5)شد  خواهد

 گرن با آمیزيرنگ واسطه به IVF پارامترهاي ارزیابي

 هوخست

 سپري از بعد( Putative Zygots) فرضي هايرویان

 نظر در IVF روند براي كه موردنظر زمان نمودن

 درصد 5/0 از استفاده با ،است شده گرفته

(glutaraldehyde )در محلول PBS دقیقه 30 مدت به 

 از استفاده با دقیقه 15 مدت به سپس .شوندمي فیکس

 حل PBS در كه درصدHOECHS 33342  1رنگ

 یندآفر آمیزيرنگ از بعد ،شده آمیزيرنگ ،است شده

 PBS شامل وشستش محلول. شودمي انجام شستشو

 Polyvinylیترليمیل بر گرممیلي 1 با شده غني

pyrrolidone را هارویان شستشو از بعد. باشدمي 
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 میکروسکوپ با و داده قرار ايشیشه اسلاید روي

 نظر از 400 و 200 نمایيبزرگ با فلورسنت

 .دهیممي قرار سنجش مرود IVF به مربوط پارامترهاي

 تعداد( 2 اسپرم، نفوذ رخن( 1: شامل پارامترها این

( 3 و اندشده متصل پلوسیدا زونا به كه هایياسپرم

 خلاصه(. 5) باشندمي ماده و نر هاهسته پیش تشکیل

 شده داده نمایش 1جدول در آزمایش اجراي روش

 .است

  آزمایش اجرای روش خلاصه -1جدول

 و زمان مرحله

 نظر مورد

 4تیمار گروه 3تیمار روهگ 2تیمار گروه 1تیمار گروه كنترل گروه

IVM همکشتي ساده كشت همکشتي همکشتي ساده كشت 

 ساعت 24 ساعت 24 ساعت 24 ساعت 24 ساعت 24 زمان مدت
IVF همکشتي همکشتي ساده كشت همکشتي ساده كشت 

 ساعت 4 ساعت 6 و 4 (استاندارد زمان) ساعت 18 ساعت 6 (استاندارد زمان) ساعت 18 زمان مدت
IVC ساده كشت ساده كشت ساده كشت ساده كشت ادهس كشت 

 روز 7-5 روز 7-5 روز 7-5 روز 7-5 روز 7-5 زمان مدت

 

 آزمایشگاهي رویان تولید

 منتقل رویان كشت محیط به شده بارور هاياووسیت

 به كه NCSU-37 كشت محیط در هارویان. شوندمي

 میکرومول BSA، 1/0 لیترمیلي بر گرممیلي 4 كمک

 50 و سدیم لاكتات میکرومول 73/2 پیرووات، سدیم

 سازيمکمل جنتامایسین لیترمیلي بر میکروگرم

 48 هارویان از گروه یک. شوندمي داده كشت ،اندشده

 به كلیواژ انجام و لقاح از بعد ساعت 72 دیگر گروه و

 میکروگرم 4 توسط كه NCSU-37 تازه كشت محیط

 گلوكز-دي میکرومول 55/5 و BSA لیترمیلي بر

 بر میکروگرم 50 همراهبه ،است شده سازيمکمل

 هايرویان این. شوندمي منتقل جنتامایسین لیترمیلي

 محیط همین در لقاح از بعد 7 روز تا شده تسهیم

 2 هر كه است ذكر به لازم .شوندمي نگهداري كشت

 استفاده) شد خواهد تعویض كشت محیط باریک روز

 دوره براي(. باریک روز 2 هر تازه كشت محیط از

 درجه 38.5 تنظیمات با انکوباتور از انکوباسیون

 90 و 2CO درصد 2O، 5 درصد 5 دما، گرادسانتي

 . شودمي استفاده 2N درصد

 سازيشیشه روش به هارویان انجماد

 یي،گشایخ از بعد هارویان كیفیت ارزیابي منظور به

 متفاوت، ايهروش با شده تولید هايرویان از بخشي

 پروتوكل. شوندمي منجمد سازيشیشه روش به

 هايرویان سازيشیشه براي استفاده مورد انجماد

 همکاران و هانسن توسط شده ارایه پروتکل گوسفند،

 (.5)است 

 هارویان كیفیت ارزیابي

 الملليبین استانداردهاي اساس بر هارویان كیفیت

 غیر و تهاجمي هايروش و( IETS)جنین  انتقال

 آن توسط شده چاپ رویان كیفیت ارزیابي، تهاجمي

 بلاستوسیت، هايسلول كل تعداد. شد ارزیابي وسوم

 هايسلول تعداد داخلي، توده هايسلول تعداد

. شودمي شمارش آپاپتوتیک هايسلول و تروفوكتودرم
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 بررسي طریق از انجماد برابر در هاآن مقاومت سپس

 مورد گشایيیخ از بعد هابلاستوسیت شدن هچ میزان

 از پس كه طوريبه گرفت، خواهد قرار بررسي

 میزان شدن، هچ میزان ماني،زنده درصد گشایي،یخ

 داخلي، توده هايسلول تعداد رفته، بین از هايرویان

 هايهسته و تروفوكتودرم هايسلول تعداد

 (.5)د شومي ارزیابي شده، قطعه قطعه تروفوكتودرمي

 در شده تولید هايورفولوژي بلاستوسیستم ارزیابي

 شوندمي بنديدرجه گروه سه

 هايگروهي هم سایر از زودتر كه هایي رویان: عالي

 و متراكم ICM داراي شدند، بلاستوسیست خود

 منظم، و یکنواخت تروفکتودرم منظم، و مشخص

 و اندازه هم و متقارن هايسلول داراي شکل، كروي

 .روشن رنگ

 و تروفکتودرم در متوسط نظميبي و ختيیکنوا: خوب

ICM، شکل بلاستومر، هايتکه كمي تعداد وجود 

 .نامنظم ظاهري

 مشخص كاملا كه ظاهري مشکلات: ضعیف و متوسط

 در شدید مشکلات بلاستومر، زیاد هايتکه مثل باشد،

 اما ،متعدد و بزرگ هايوزیکول ،ICM و تروفکتودرم

 .زنده رویاني توده

 هچ هنگام بلاستوسیست قطر گیرياندازه

 لنز از استفاده با هچ هنگام در بلاستوسیست قطر

 .شودمي گیرياندازه میکروسکوپ مدرج

  رویاني هايسلول تعداد

 قطره یک در ثانیه 15-20 مدت به هابلاستوسیست

 و گیردمي قرار درصد 2/0 تریتون از میکرولیتري 100

 میکروگرم 30 يحاو قطره به دقیقه یک مدتبه سپس

 در بار چهار آن از پس و منتقل PI رنگ لیترمیلي بر

H-SOFBSA شستشو، از پس. شودمي شستشو 

 10 و اتانول حاوي محیط درون به هابلاستوسیست

 و شده منتقل هوخست رنگ لیترمیلي بر میکروگرم

 یخ مجاورت در و تاریکي در دقیقه 15 مدت براي

 از استفاده با ،زمان مدت این در. شودمي نگهداري

 به لوزي شکل به خط 4 پارافین، و وازلین تركیب

 قطره یک هانآ بین و شودمي داده قرار لام روي

 15 اتمام از بعد .شودمي گذاشته گلیسرول كوچک

 داده قرار گلیسرول قطره درون هابلاستوسیست دقیقه،

 هابلاستوسیست شدید شدن چسبیده دلیل به)شود مي

 گلیسرول مقداري جنین، برداشتن از قبل مدت این در

( نچسبد دیواره به جنین تا شده كشیده پیپت داخل به

 میکروسکوپ كمک به سپس و ثابت لامل توسط و

 این طي در. شودمي انجام افتراقي شمارش فلوروسنت

 و صورتي رنگ به ترفکتودرم هايسلول آمیزيرنگ

 . شودمي آبي رنگ به داخلي توده هايسلول

  گشایيیخ و رویان انجماد سازيشیشه روش

 همه يتهیه براي كه ايپایه محیط خلاصه طور به

 محیط ،شودمي استفاده سازيشیشه هايمحلول

DMEM 19 گلوكز، میکرومول 5/5 با كه است 

 100 هپس، میکرومول 25 بیکربنات، سدیم مولمیلي

 درصد 20 و سیلینپني لیترمیلي هر در الملليبین واحد

FBS و سازيمتعادل مراحل يهمه. شودمي مکمل 

 درجه 25 حدود دماي) اتاق دماي در ،سازيرقیق

 هايقطره درون در هارویان .شودمي انجام( گرادسانتي

µl100 (ثانیه 20-30) شودمي داده قرار پایه محیط از، 

 در. شوندمي منتقل  متعادل محلول داخل به سپس

 مرحله در كه هایيرویان سازي،عادلمت يمرحله اولین

 از µl 100هايقطره در دقیقه 5 حدود ،باشند مرولا
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 mM  05/1+  گلیکول اتیلن mM 1/5) متعادل محلول

 مدت براي سپس. شودمي داده قرار( سولفات متیلدي

 گلیکول اتیلن M7/2) سازيشیشه محلول در دقیقه 2

+M 2/1 سولفات متیلدي +M  5/0 سوكروز) 

 گسترش هايبلاستوسیست براي. شودمي نگهداري

 براي و دقیقه 8 سازي متعادل براي لازم زمان یافته،

 آن، از پس. است ثانیه 30 ،سازيشیشه محلول

 كمتر) سازيشیشه محلول كم بسیار مقدار با هارویان

 سپس. شوندمي پر ml 25/0 هايپایوت به( µl0/1 از

 نیتروژن درون یعاسر و شودمي خارج اضافي محیط

 از بیشتر نباید یندآفر این تمام. شودمي برده فرو مایع

 پایوت نوک گشایي،یخ براي. بکشد طول ثانیه 45

 از µl100 قطره دورن مستقیم طوربه دقیقه 5 حدود

 ،است سوكروز mM 5/0 حاوي كه سازيرقیق محلول

 پایه محیط در بار دو هارویان سپس .شودمي داده قرار

 در شدن هچ يمرحله تا و شوندمي داده تشوشس

 .شوندمي كشت IVC-SOF محیط

 گیرينتیجه

 تاكنون كه شد مشخص منابع بررسي به توجه با

 با همکشتي اثرات بررسي زمینه در ايمطالعه

 و تنيبرون بلوغ روي بر اویداكت اپیتلیال هايسلول

 ا،زوناپلوسید تغییرات بررسي رویکرد با تنيبرون لقاح

 تنيبرون تولیدات بازده افزایش اسپرمي،پلي نرخ

. است نرسیده انجام به IVF زمان كاهش و رویان

 چنین وجود عدم توجیه در منطقي دلایل از یکي شاید

 مواد تاثیر) ایده این بودن نوظهور به اولا مطالعاتي

 IVM،IVF بر اویداكت اپیتلیال هايسلول از مترحشه

 توسط 2008 سال در مطالعه ناولی .بازگردد( IVCو 

Coy و رسیده انجام به راستا این در( 4) همکاران و 

 مواد بررسي به 2013 سال در مطالعه دو آن از پس

 انجام به انسان در فالوپ لوله اپیتلیوم از مترحشه

 به بعد مرحله در و ،(18و  15، 14. 13) است رسیده

 داكتاوی اپیتلیال هايسلول بهینه كشت سیستم نبود

 2006 سال تا رفته كاربه كشت سیستم. شودمي مربوط

 ،اپیتلیالي هايسلول همراهبه رویان كشت منظور به

 با اپیتلیالي هايسلول لایه تک كشت سیستم شامل

 همچنان كه است، بوده آنزیمي هضم روش از استفاده

 قرار استفاده مورد هاآزمایشگاه از برخي توسط

 توانایي ،شده انجام لعاتمطا اساس بر. گیردمي

 عملکرد و حقیقي ماهیت حفظ در اپیتلیالي هايسلول

 بین از كاملا روش این به كشت از بعد هاآن پارچهیک

 كشت در جدید روش 2006 سال در. رودمي

آن  نوعي به كه شد مطرح اویداكت اپیتلیالي هايسلول

 هشد استفاده اویداكت اپیتلیال هايسلول مفید اثرات از

 توانایي به توانمي رویان همراه كشت هايسیستم در

 رویان تکوین توقف بر رویان كشت سیستم این غلبه

 رخ نشخواركنندگان در كه سلولي 16-8 مرحله در

 كشت نوع این از استفاده همچنین. برد نام ،دهدمي

 تولید كلي بازده و آبستني نرخ ارتقاء به منجر رویان

 مطالعات(. 8. 7) شودمي نيت برون شرایط در رویان

 كه است داده نشان رت و همستر در گرفته انجام

 سرعت به نسبت اویداكت در رویان انتقال سرعت

 باشد مي بیشتر اویداكت در نیافته لقاح اووسیت انتقال

 بلکه ،شودنمي القا سیستمیک صورت به پدیده این

 این دهنده نشان كه باشدمي موضعي كاملا ینديۀفر

 هايسلول تنها اویداكت هايسلول كه است بمطل

 نوعيبه بلکه ،نیستند رویان سوي به پیام كننده صادر

 در تازه قلابي .باشندمي رویان حضور به دهنده پاسخ

 تني برون تولیدات در همکشتي سامانه از استفاده
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 مثل تولید در اویداكت (.19) آیدمي حساب به رویان

 حساسي و كننده عیینت نقش ایفاگر پستاندارارن

 را وظیفه چندین كه ارگاني عنوانبه اویداكت .باشدمي

 از عبارتند وظایف این .شودمي شناخته دارد عهدهبه

 اووسیت، بلوغ براي بهینه محیط یک نمودن فراهم

 و هاگامت انتقال و لقاح اسپرم، شدن پذیر ظرفیت

 يهاسلول از اویداكت اپیتلیوم .(12و 10،. 6) رویان

. است شده تشکیل ترشحي هايسلول و مژكدار

 رویان و اسپرم اووسیت، انتقال در فعال طوربه هامژک

 درحالي این .باشندمي دخیل رشد ابتدایي مراحل در

 موادي تولید به مشغول ترشحي هايسلول كه است

 موجود ریزمحیط نمودن فراهم در كه هستند

 نسبت .(11و 17، 16، 2،3. 1) هستند موثر دراویداكت

 اویداكت در ترشحي هايسلول به مژكدار هايسلول

 هاسلول این شناسيریخت همچنین و نشخواركنندگان

 دستخوش مشخصي طوربه فحلي چرخه خلال در

 اویداكت آمپولاي و اینفاندیبولوم در. شودمي تغییرات

 افزایش لوتئال فاز اواخر در مژكدار هايسلول تعداد

 پیشروي آمپولا انتهایي نواحي سمت هب هرچه .یابدمي

 فاز اواخر در. شودمي تررنگ كم افزایش این ،كنیم

 كاهش هاسلول ارتفاع ،بز در فحلي چرخه لوتئال

 مژكدار هايسلول ارتفاع در كاهش این .یابدمي

. 1) خوردمي چشم به بیشتر آمپولا و اینفاندیبولوم

 كه شد مشخص شده انجام منابع بر مروري در (.19

 ارتقا توانایي اویداكت مایع در موجود OGP پروتئین

 كه است لازم. باشدمي دارا را پلوسیدا زونا بلوغ

 مایع در حاضر رشد فاكتورهاي و هاپروتئین تمامي

 تولید اویداكت اپیلیوم تراوشي هايسلول از اویداكت

 از استفاده لذا. یابند تجمع اویداكت مایع در و شده

 سامانه كاربرد رویکرد با اویداكت یتلیومياپ هايسلول

 حفظ باعث كه هاسلول این بهینه كشت و آوريجمع

 تمام بیان و كشت محیط در هاسلول این عملکرد

 OGP پروتئین كدكننده ژن جمله از شاخص هايژن

 كلي بلوغ روند ارتقا به منجر تواندمي شود،مي

 نهایتدر. شود زوناپلوسیدا بلوغ همچنین و اووسیت

 در خود اثرات نمایش با بازده افزایش این حاصل

 اسپرميپلي نرخ كاهش و تنيبرون لقاح مرحله

 محتواي كاهش توانایي به توجه با .كندمي خودنمایي

ROS حمایت هايسلول حضور واسطهبه شده تولید 

 ،تنيبرون لقاح مرحله در همکشتي سامانه در كننده

 هايرویان كیفیت كه داشت را انتظار این توانمي

 .شود بهتر ROS محتوي كاهش واسطه به شده تولید

 به تني برون لقاح مرحله در همکشتي سامانه حضور

 ارتقادهنده كه متعددي فاكتورهاي تولید واسطه

 زمان كاهش به منجر تواندمي ،باشندمي اسپرم عملکرد

 باروري نرخ كهاین بدون شود، لقاح روند براي لازم

 با هايبلاستوسیت تولید همچنین نرخ ابد.ی كاهش

 را پذیرنده هايدام رحم به انتقال قابلیت كه كیفیت

 .یابدافزایش مي ،باشندمي دارا
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Abstract 

Today, the production of embryos in farm animals is carried out through the supravoluation of female 

animal substances, or through the maturation, fertilization and extracorporeal culture of oocytes during 

the three stages of IVM, IVF and IVC. In humans, all the initial efforts to reach the blastocyst stage failed 

with the use of classical culture environments. The dynamic conditions within the body of living 

organisms are such that it is usually possible to reconstruct it in cultivated environments and in the 

external conditions it is not optimally provided. The same issue, as well as the nature of the collaborative 

system, somehow gave rise to incentives to test the ability of this method to produce blastocyst in external 

conditions. Long-term oocyte preservation and storage of patients at risk for loss of ovarian function are 

one of the main reasons for freezing Oocytes are human, and this has also extended to valuable animal 

animals in other species. Effective freezing of oocytes can also facilitate many specific reproductive 

techniques.  

Keywords: extracorporeal culture, fertilization, IVF 
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