
2

2023. Volume 17

* Corresponding Author:
Abbas Ahmadi, PhD.
Address: Department of Basic Sciences, School of Veterinary Medicine, Urmia University, Urmia, Iran.

Tel: +98 (914) 1498524
E-Mail: ahmadiabbas36@yahoo.com

Research Paper
The Effect of Vitamin C on in Vitro Fertilization Process in Polycystic Mouse 
Oocytes

1. Department of Basic Sciences, School of Veterinary Medicine, Urmia University, Urmia, Iran. 

Ozra Rahimi1 , *Abbas Ahmadi1 , Golamreza Najafi1 , Ali Shalizar1 

Background and Objectives In this research, the effect of vitamin C as an antioxidant was investigated on in vitro fertiliza-
tion and fetal growth in oocytes obtained from small laboratory mice with experimentally-induced polycystic ovary syndrome 
(PCOS) using estradiol valerate.
Methods A number of 8-week-old Swiss-type adult mice were randomly selected and categorized into control (fed only 
with water and food) and PCOS (using estradiol valerate by intraperitoneal injection) groups. After a 2-month treatment 
period, hCG and Folligan drugs were injected intraperitoneally to stimulate ovulation. The oocytes were dissected, washed, 
and cultured in an HTF medium containing BSA (4 mg/mL). Oocytes obtained from mice were divided into different groups 
using culture media containing different doses of vitamin C. Then, the quality of the developed embryos, the percentage of 
cleavage, the number of arrested embryos, and the percentage of blastocysts created during 120 hours in each group were 
evaluated using an inverse microscope.
Results The results of examining the percentage of fertilization, blastocyst, and other stages of fetal development showed 
that the induction of polycystic ovary syndrome caused a significant reduction in the stages of development and growth of 
the fetus compared to the control group. It has also caused an increase in type I and type II embryos.
Conclusion Overall, using antioxidant vitamin C with the proper dose can positively affect fertility and fetal growth in the 
culture medium of in vitro fertilization.
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I
Extended Abstract

Introduction

n this research, the effect of vitamin C as 
an antioxidant was investigated on the 
process of in vitro fertilization and fetal 
growth in oocytes obtained from small 
laboratory mice with experimentally-in-

duced polycystic ovary syndrome (PCOS) using estradiol 
valerate. 

Methods

A number of 8-week-old adult mice were randomly se-
lected and divided into control (fed only water and food) 
and PCOS (using estradiol valerate by intraperitoneal in-
jection). After a 2-month treatment period, Folligan and 
hCG drugs were injected intraperitoneally to stimulate 
ovulation. Using the dissecting technique, we removed 
the eggs and, after washing them, transferred them to 
the HTF culture medium containing BSA (4 mg/mL). 
Oocytes obtained from mice were divided into different 
groups using culture media containing different doses of 
vitamin C (50 µmol, 100 µmol, and 200 µmol). Motile 
spermatozoa were added to a concentration of one mil-
lion per milliliter of culture medium. Fertilization was 
confirmed about 6-8 hours after the addition of sperm by 
observing two pronuclei, creating the zygote. After wash-
ing, the fertilized eggs (zygotes) were put into the fresh 
culture medium, which had already reached equilibrium 
in different groups. Finally, the quality of the developed 
embryos, the percentage of cleavage, the number of ar-
rested embryos, the amount of their lysis and fragmen-
tation, and the percentage of blastocysts created were 
evaluated during 120 hours in each group. The amount 
of lysis and fragmentation of embryos was analyzed by 
proportion method using Minitab software (Minitab Co., 
USA). The significance value was set at P<0.05.

Results

The results of examining the percentage of fertiliza-
tion, blastocyst, and other stages of fetal development 
showed that the induction of PCOS caused a significant 
reduction in the stages of development and growth of the 
fetus compared to the control group. It has also caused 
an increase in type I and type II embryos (embryos with 
complete and moderate lysis and necrosis). This research 
shows the protective effect of vitamin C, whose addition 
to the embryo culture medium of the polycystic group 
increased the percentage of fertilization, blastocyst, and 
other stages of embryonic development. It also decreased 

the percentage of type I and type II embryos. Based on 
the obtained results, the administration of estradiol valer-
ate and creating PCOS mice caused a significant decrease 
in the percentage of conception from 95.43 in the con-
trol group to 77.59 in the PCOS group (P<0.05), which 
shows a reduction in fertility in the PCOS group. Exam-
ining the percentage of conception showed that adding 
vitamin C to the culture medium of the polycystic group 
increased the percentage of conception compared to the 
polycystic group, whose culture medium did not contain 
antioxidants. This increase was significant in the case of 
the 200 µmol dose (85 versus 58) compared to the poly-
cystic group (77 versus 59). This outcome was probably 
due to the correction of the damage caused by the poly-
cystic syndrome by the antioxidant used in the culture 
medium. Studying the percentage of two-celled embryos 
created, marking the beginning of cleavage, revealed that 
the administration of estradiol in the PCOS group caused 
a significant decrease in the percentage of these embryos 
from 92.55 in the control group to 59.36 in the polycystic 
group (P < 0.05). The percentage of two-celled embryos 
in polycystic groups in all three studied vitamin C doses 
significantly differed from the polycystic group whose 
culture medium lacked antioxidants (P<0.05). Examin-
ing the percentage of embryos that reached the blastocyst 
stage after 120 hours revealed that the administration of 
estradiol in the PCOS group caused a significant decrease 
in the percentage of these embryos from 59.04 in the con-
trol group to 26.08 in the polycystic group (P<0.05). Also, 
the results showed that adding vitamin C to the culture 
medium of the PCOS group increased the percentage of 
blastocytes compared to the polycystic group, whose cul-
ture medium did not have antioxidants. This increase in all 
three doses of vitamin C added to the culture medium of 
polycystic cysts was significant compared to the polycys-
tic group without antioxidants (P<0.05). The comparison 
of the percentage of hatched embryos (out of their shells) 
revealed that the administration of estradiol in the PCOS 
group caused a significant decrease in the percentage of 
these embryos from 43.08 in the control group to 8.57 in 
the polycystic group (P<0.05). Also, the results showed 
that adding vitamin C to the culture medium of the PCOS 
group increased the percentage of hatched embryos com-
pared to the polycystic group, whose culture medium did 
not contain antioxidants, and this increase in the dose of 
200 and 150 µmol compared to the polycystic group was 
significant (P<0.05). In addition, comparing the percent-
ages of type II embryos in the polycystic groups with cul-
ture medium containing antioxidants showed that adding 
antioxidants could reduce this type of embryos compared 
to the polycystic group without antioxidants. This reduc-
tion in any of the doses of vitamin C was not significant 
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compared to the polycystic group, and the polycystic 
groups that had different doses of vitamin C added to their 
embryo culture medium did not show any significant dif-
ference compared to each other (P>0.05).

Conclusion

In a healthy body, reactive oxygen species and anti-
oxidants are in balance. When this balance is disrupted, 
oxidative stress occurs, which affects the reproductive sys-
tem and even menstrual cycles in women. In general, it 
can be concluded that using vitamin C antioxidants in the 
appropriate dose in the in vitro fertilization culture envi-
ronment has reversed the adverse effects of the polycystic 
ovary on the quality of oocytes due to its effective antioxi-
dant substances. It can also have a positive impact on their 
fertility and fetal growth. Factors such as oocyte quality, 
culture medium, oxygen level, number of embryos per 
culture unit (embryo density), energy source, and oxida-
tive stress may affect the success of in vitro fertilization.

Ethical Considerations

Compliance with ethical guidelines

The current study is part of a PhD thesis in Embryology 
and Comparative Anatomy (approved in July 2019) at 
the Faculty of Veterinary Medicine of Urmia University. 
Ethical considerations in biological research have been 
followed. 

Funding

This research was supported by the Faculty of Veteri-
nary Medicine of Urmia University.

Authors contributions

All authors equally contributed to preparing this article.

Conflicts of interest

The authors declared no conflict of interest.

Acknowledgements

The authors would like to thank the Urmia University 
Faculty of Veterinary Medicine for its financial and spiri-
tual support.

Rahimi O, et al. Effect of Vitamin C on in Vitro Fertilization Process. Qom Univ Med Sci J. 2023; 17:E2811.1.

http://journal.muq.ac.ir/en
https://www.urmia.ac.ir/
https://www.urmia.ac.ir/
https://www.urmia.ac.ir/


5

1402. دوره 17

مقاله پژوهشی

تأثیر ویتامین C بر روند لقاح آزمایشگاهی در اووسیت های موش ای پلی کیستیک شده

زمینه و هدف در این تحقیق تأثیر ویتامین C به عنوان یک آنتی اکسیدان بر روند لقاح آزمایشگاهی و رشد جنینی در اووسیت های حاصل 
از موش های کوچک آزمایشگاهی مبتلا به سندرم تخمدان پلی کیستیک تجربی)با استفاده  از استرادیول والرات( بررسی شد.

روش بررسی تعدادی موش سوری بالغ 8 هفته ای به طور تصادفی انتخاب و در دو گروه کنترل و پلی کیستیک دسته بندی شدند. بعد از 
طی دوره تیمار 2 ماهه برای تحریک تخمک گذاری دارو های محرک تخمک گذاری به روش داخل صفاقی تزریق شد. با استفاده  از تکنیک 
جداسازی تخمک ها خارج شد و پس از شست وشو به محیط کشت مناسب منتقل شدند. تخمک ها در گروه های مختلف بااستفاده از 
محیط کشت های حاوی دُزهای مختلف ویتامین C تقسیم بندی شدند و کیفیت جنین های رشدکرده، درصد شکافتگی، میزان جنین های 

متوقف شده و درصد بلاستوسیست های ایجادشده در طی 120 ساعت در هر گروه با میکروسکوب اینورت ارزیابی شدند. 
یافته ها نتایج بررسی درصد لقاح، بلاستوسیت و سایر مراحل رشد جنینی نشان داد القای سندرم تخمدان پلی کیستیک باعث کاهش کاملًا 
معنادار در مراحل پیشرفت و تکوین جنین در مقایسه با گروه کنترل شده و همچنین باعث افزایش جنین های تیپI و تیپII شده است.

نتیجه گیری به طورکلي مي توان نتیجه گرفت که استفاده از آنتی اکسیدان ویتامین C در دُز مناسب در محیط کشت لقاح داخل آزمایشگاهی 
بر باروری و رشد جنینی اثر مثبتی می تواند داشته باشد.

کلیدواژه ها: 
کیست های تخمدان، 

لقاح آزمایشگاهی، 
رشد جنینی، اسید 
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مقدمه

اختلالات  با  سندرومي  پلي کیستیک1  تخمدان  سندرم 
اندوکریني و متابولیکي پیچیده اي است که با عدم تخمک گذاري 
مزمن و علائم پاتولوژیکي مانند هیپرآندروژنیسم مشخص مي شود. 
افزایش  پلي کیستیک،  تخمدان  وجود  براي  نشانه  مهم ترین 
آندروژن هاي خوني مي باشد ]1[. سندرم تخمدان پلي کیستیک 
شایع ترین دلیل نازایی در زنان به دلیل عدم تخمک گذاری است.  
به همین دلیل این افراد معمولاً به لقاح داخل آزمایشگاهی نیاز 
پیدا می کنند ]2[. گرچه علل بسیار مختلفی برای کیفیت پایین 
روند تولید آزمایشگاهی جنین گزارش شده است. به نظر می رسد 
تولید گونه های اکسیژن فعال 2 به عنوان یکی از علل اصلی توقف 
رشد جنین های کشت داده شده در آزمایشگاه می باشد. گونه های 
اکسیژن فعال می تواند باعث توقف میوزی در اووسیت، مهار تکوین 
درنتیجه عدم  اکسیداتیو  استرس  و مرگ سلولی شود.  جنین 
تعادل بین تولید رادیکال های آزاد و ظرفیت دفاع آنتی اکسیدانی 

در یک سلول ایجاد می شود ]3[. 

 ،)O2( انواع رادیکال های آزاد اکسیژن شامل: آنیون سوپراکسید
اکسیژن  غیررادیکالی  مشتقات  و   )OH( هیدروکسیل  رادیکال 
مانند پراکسید هیدروژن )O2 H2( بوده که به شدت ناپایدارند و 
به طور سریع و غیرتخصصی با مولکول های زیستی واکنش نشان 
می دهند و منجر به ایجاد و توسعه انواع آسیب های سلولی ازجمله 
پراکسیداسیون غشاء پلاسمایی، اکسیداسیون اسیدهای آمینه و 
نوکلئیک، آپاپتوز و نکروز می شوند که خود درنهایت منجر به 
آزمایشگاهی  جنین های  تکوین  و  ماندن  زنده  قابلیت  کاهش 
سیستم  توسط  آزاد  رادیکال های  تخریبی  اثرات   .]3[ می شود 
آنتی اکسیدان درون سلولی مانند گلوتاتیون و آنزیم هایی مانند 
سوپراکسیددیسموتاز3، کاتالازو گلوتاتیون پراکسیداز4 کنترل و یا 
مهار می شود ]4[. به نظر می رسد در شرایط کشت آزمایشگاهی  
از  بیش  آزاد  رادیکال های  تولید  میزان  پستانداران،  جنین های 
ظرفیت آنتی اکسیدانی این جنین هاست. بنابراین به منظور غلبه 
بر این عدم تعادل اکسیدانی، انواع آنتی اکسیدان ها با منشأ خارجی 
سوء گونه های  اثرات  با  مقابله  برای  شده اند.  ارائه  و  پیش بینی 
آنتی اکسیدان های  از  جنین  کشت  سیستم  در  فعال  اکسیژن 
گوناگونی استفاده شده است. ازجمله آنتی اکسیدان هاي طبیعی 
آسکوربیک  اسید  می توان  دارند،  محافظت کننده اي  نقش  که 

)ویتامین C( را نام برد. 

در مطالعات گذشته تأثیر رژیم غذایی بر روند تکاملی رویان 
مغذي  مواد  و  ویتامین ها  از  بسیاري  کمبود  است.  شده  تأیید 
موفق  و  طبیعی  باروري  شانس  می تواند  فولیکولی،  مایع  در 

1. Polycystic Ovary Syndrome (Pcos)
2. Reactive Oxygen Spicies (ROS)
3. Superoxide Dismutase (SOD)
4. Glutathione Peroxidase (GPX)

وجود  و  مایع  این  ترکیبات  کاهش  یا  افزایش  دهد.  کاهش  را 
استرس اکسیداتیو بر روي مورفولوژي و کیفیت تخمک و جنین 
تأثیرگذار است. دریافت ویتامین C در زنان ممکن است برای 
درمان بسیاری از مشکلات ناباروری مفید باشد ]5[. این ویتامین 
نه تنها به بهبود تعادل هورمونی بدن کمک می کند بلکه حضور 
ویتامین C به تنظیم عملکرد تخمدان و چرخه قاعدگی کمک 
می کند ]6[. ویتامین C حتی به افزایش سطح پروژسترون در بدن 
کمک می کند. شانس بارداری در زنانی که در رژیم غذایی روزانه 
مکمل های ویتامین C را مصرف می کنند، به طور قابل توجهی 
نسبت به زنانی که ویتامین C را مصرف نمی کنند، افزایش پیدا 

می کند ]7[. 

در تحقیقاتی میشل و همکاران بر روي تخمک خوک انجام 
در  میکروگرم  غلظت 50  با مصرف  که  داده شد  نشان  دادند، 
نیز  خوک  بلاستوسیت  تکامل  درصد  ویتامین،  از  میلی لیتر 
افزایش پیدا کرده و شاخص آپاپتوز در آن کاهش یافته است 
اووسیت، محیط  ازقبیل کیفیت  بنابراین عوامل مختلفی   .]8[
)تراکم  واحد کشت  تعداد جنین ها در  اکسیژن،  میزان  کشت، 
جنین(، منبع انرژی و نیز استرس های اکسیداتیو ممکن است در 
موفقیت باروری آزمایشگاهی تأثیرگذار باشد؛ ازجمله این عوامل 
فراهم کردن محیط کشت  دارد،  بیشتری در پی  که موفقیت 
مناسب برای اووسیت های حاصل، محیطی که اثرات نامطلوب 
استرس اکسیداتیو گونه های اکسیژن فعال را به حداقل برساند و 

بر موفقیت لقاح و تکامل زیگوت مؤثر باشد ]9[. 

مواد و روش ها

 در این مطالعه از 80 عدد موش سوری ماده 8 هفته ای استفاده 
شد که قبل از استحصال تخمک ها، در طی تیمار به دو دسته 
کنترل )که فقط آب و غذا دریافت کرده بودند( و پلی کیستیک 
تقسیم شده بودند. برای القای سندرم تخمدان پلی کیستیک در 
تمام گروه های پلي کیستیک استرادیول والرات به روش تزریق 
داخل صفاقی با دُز 100 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن 
استفاده شد. بعد از طی مدت تیمار )60 روز( برای انجام لقاح 
آزمایشگاهی موش های سوری ماده در هر گروه بااستفاده از داروی 
Folligon و hCG تحریک تخمک گذاری شدند که به شرح زیر 

صورت گرفت: 

 ،Folligon ساخت شرکت( PMSG تزریق 7/5 واحد هورمون
هلند( به حجم 0/1 میلی لیتر حوالی 7 بعدازظهر انجام شد. زمانی 
که PMSG و hCG تزریق می  وند وابسته به یکدیگر و سیکل 
روشنایی - تاریکی حیوان آزمایشگاهی است. برای اکثر سویه های 
موش سوری، 46-48 ساعت فاصله بین تزریق PMSG و تزریق 
hCG بهترین تعداد تخمک را نتیجه می دهد. بنابراین معمولاً 
 )LH 2تا 3 ساعت قبل از رهایی( PMSG 46-48 بعد از تزریق
بهترین زمان برای تزریق hCG است. در مرحله بعد 7/5 واحد 

عذرا رحیمی و همکاران. تأثیر ویتامین C بر روند لقاح آزمایشگاهی در اووسیت های موش ای پلی کیستیک شده
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هورمون hCG )ساخت شرکت Folligon ، هلند( به حجم 0/1 
میلی لیتر نیز به روش داخل صفاقی صورت گرفت. 10-12 ساعت 
پس از تزریق hCG )صبح روز بعد( بعد از کشتن حیوان به روش 
جابه جایی گردن، لوله های رحمی جدا شده و در داخل محیط 
و  داده می شود  قرار  تعادل رسیده،  به  قبل  از  کشت 37 درجه 
بااستفاده از تکنیک جداسازی تخمک ها خارج می شوند و پس از 
شست وشو تخمک ها به قطرات محیط لقاح در زیر روغن معدنی 
میلی لیتر  بر  میلی گرم   BS4 حاوی   HTF محیط کشت  حاوی 
منتقل شدند. تخمک های استحصال شده از موش ها در 8 گروه 
مختلف  دُزهای  حاوی  مختلف  کشت های  محیط  بااستفاده از 

ویتامین Cتقسیم بندی شدند:

-گروه کنترل شامل 10عدد موش که فقط آب و غذا دریافت 
کردند و به محیط کشت جنینی آن آنتی اکسیدانی افزوده نشد و 
فقط از محیط کشت HTF حاوی BSA 4 میلی گرم بر میلی لیتر 

استفاده شد.

به وسیله  که  موش  عدد   10 شامل  پلي کیستیک  -گروه 
استرادیول والرات پلی کیستیک شده بودند و به محیط کشت 
جنینی آن آنتی اکسیدانی افزوده نشد و فقط از محیط کشت 

HTF حاوی BSA 4 میلی گرم بر میلی لیتر استفاده شد.

-گروه کنترل )سالم( شامل 10 عدد موش که برای لقاح و 
میکرومول   100 حاوی   HTF کشت  محیط  از  جنینی  کشت 

ویتامین C استفاده شد.

به وسیله  که  موش  عدد   10 شامل  پلي کیستیک  -گروه 
استرادیول والرات پلی کیستیک شده بودند که برای لقاح و کشت 
  Cحاوی 100 میکرومول ویتامین HTF جنینی از محیط کشت

استفاده شد.

لقاح  برای  که  موش  10عدد  شامل  )سالم(  کنترل  -گروه 
و کشت جنینی از محیط کشت HTF حاوی 150 میکرومول 

ویتامین C استفاده شد.

به وسیله  که  موش  عدد   10 شامل  پلي کیستیک  -گروه 
استرادیول والرات پلی کیستیک شده بودند که برای لقاح و کشت 
  Cحاوی 150 میکرومول ویتامین HTF جنینی از محیط کشت

استفاده شد.

لقاح  برای  که  موش  10عدد  شامل  )سالم(  کنترل  -گروه 
و کشت جنینی از محیط کشت HTF حاوی 200 میکرومول 

ویتامین C استفاده شد.

به وسیله  که  موش  عدد   10 شامل  پلي کیستیک  گروه   -
استرادیول والرات پلی کیستیک شده بودند که برای لقاح و کشت 
  Cحاوی 200 میکرومول ویتامین HTF جنینی از محیط کشت

استفاده شد.

به  میلیون   1 تعداد  به  به توانایی رسیده  متحرک  اسپرم های 
لقاح حدود  اضافه شد. عمل  میلی لیتر محیط کشت  هر  ازای 
6-8 ساعت بعد از اضافه کردن اسپرم با مشاهده 2 پیش هسته 
مشخص می شود و بدین ترتیب زیگوت به دست آمد و تخمک های 
بارورشده )زیگوت( بعد از شست وشو به محیط کشت تازه از قبل 
به تعادل رسیده در گروه های مختلف مورد مطالعه منتقل می شود. 
بررسی میزان شکافتگی، 24 ساعت پس از کشت صورت گرفت 
و روند رشد جنینی در گروه ها طی 120 ساعت مورد بررسی قرار 
گرفتند و در مرحله بعدی درصد موقفیت لقاح و روند رشد جنین 
تخمک های گروه پلي کیستیک و کنترل )سالم( با افزودن دُزهای 
مختلف ویتامین C به محیط کشت، لقاح و رشد جنینی ارزیابی 
شد. جنین ها در هر گروه ازنظر میزان فراگمانتاسیون و میزان طی 
مراحل رشد جنینی و تعداد جنین های متوقف شده و تیپ بندی 
جنین های متوقف شده باتوجه به فاکتورهای مختلفی نظیر لیز 
شدن جنین ها و نکروتیک بودن آن ها و فراگمانتاسیون و وجود 
وزیکول های سیتوپلاسمیک مقایسه شدند. تیپ بندی جنین های 

متوقف شده به شرح ذیل می باشد: 

تیپ I: جنین های بالیز، فراگمانته شدن و نکروتیک بودن کامل؛ 

از  تعدادی  در  شدن  فراگمانته  بالیز،  جنین های   :IIتیپ
بلاستومرها می باشد. 

برای مقایسه آماری رشد جنینی و سایر مراحل مختلف تکوین 
در بین گروه های مختلف داده ها بااستفاده از نسخه 16 نرم افزار 
با  نسبت ها(  )مقایسه  آماری 2-پروپپورشن  روش  و  تب  مینی 
ارزیابی  برای  سطح معناداری )P>0/05( تجزیه وتحلیل شدند. 
روند لقاح و روند رشد جنینی، از میکروسکوپ فاز کنتراست و 
اینورت استفاده شد و مراحل رشد جنینی در طی 120 ساعت 

مورد ارزیابی قرار گرفت.

یافته ها 

   Cویتامین مختلف  دُزهای  کردن  اضافه  دادند  نشان  نتایج 
موردمطالعه در این تحقیق به محیط کشت جنینی گروه کنترل 
تفاوت معناداری در درصد لقاح و روند رشد جنینی نسبت به 
گروه کنترل بدون آنتی اکسیدان نشان نداد )P>0/05( )جدول 
شماره 1 و تصویر شماره 1(. براساس نتایج به دست آمده تجویز 
آن  به واسطه  موش ها  پلی کیستیک شدن  و  والرات  استرادیول 
باعث کاهش معنادار درصد لقاح از 95/43 در گروه کنترل به 
77/59 در گروه پلی کیستیک شد )P>0/05( که نشان از کاهش 
قدرت باروری در گروه پلی کیستیک شده دارد. مقایسه درصد لقاح 
نشان داد افزودن ویتامین C به محیط کشت گروه پلی کیستیک 
که  پلی کیستیکی  گروه  به  نسبت  لقاح  درصد  افزایش  باعث 
محیط کشت آن آنتی اکسیدان نداشت، می شود و این افزایش 
گروه  به  نسبت   )85/58( میکرومول  مصرفی200  دُز  مورد  در 
ناشی از بهبود  پلی کیستیک )77/59( معنادار بود که احتمالاً 

عذرا رحیمی و همکاران. تأثیر ویتامین C بر روند لقاح آزمایشگاهی در اووسیت های موش ای پلی کیستیک شده
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آسیب های ایجادشده سندرم پلی کیستیک به وسیله آنتی اکسیدان 
درصد  مقایسه  است.  بوده  کشت  محیط  در  مورداستفاده 
جنین های دوسلولی ایجادشده که نشان دهنده شروع شکافتگی 
پلی کیستیک  گروه  در  استرادیول  تجویز  کرد  مشخص  است، 
باعث کاهش معنادار درصد این جنین ها از )92/55( در گروه 
 .)P>0/05( شد  پلی کیستیک  گروه  در   )59/36( به  کنترل 
هر  در  پلی کیستیک  گروه های  در  دوسلولی  درصد جنین های 
گروه  به  نسبت  معنادار  ویتامین C افزایش  موردمطالعه  دُز   3
پلی کیستیکی که محیط کشت آن فاقد آنتی اکسیدان بود، شد 
از 120 ساعت  بررسی درصد جنین هایی که پس   .)P>0/05(
تجویز  کرد  مشخص  بودند،  رسیده  بلاستوسیست  مرحله  به 

معنادار  کاملًا  کاهش  باعث  پلی کیستیک  گروه  در  استرادیول 
درصد این جنین ها از )59/04( در گروه کنترل به )26/08( در 
گروه پلی کیستیک شده است )P>0/05(. همچنین نتایج نشان 
داد افزودن ویتامین C به محیط کشت گروه پلی کیستیک باعث 
که  پلی کیستیکی  گروه  به  نسبت  بلاستوسیت  درصد  افزایش 
محیط کشت آن آنتی اکسیدان نداشت، می شود و این افزایش 
در مورد هر 3 دُز ویتامین C اضافه شده به محیط کشت گروه های 
پلی کیستیک نسبت به گروه پلی کیستیک بدون آنتی اکسیدان 
هچ شده  جنین های  درصد  مقایسه   .)P>0/05( بود  معنادار 
)خارج شده از پوسته خود( مشخص کرد تجویز استرادیول در 
گروه پلی کیستیک باعث کاهش کاملًا معنادار درصد این جنین ها 

جدول 1. مقایسه اثرات دُزهای مختلف آنتی اکسیدانی ویتامین C بر لقاح داخل آزمایشگاهی و روند رشد جنینی در اووسیت های حاصل از موش های سوری سالم 
گروه کنترل

گروه
درصدتعداد

 اووسیت 
تیپIIتیپIهچ شدهبلاستوسیتدوسلولیلقاحمناسب

19795/4392/5559/0443/083/195/32کنترل

 C کنترل+ویتامین
10013693/3894/4960/6340/164/725/51 )میکرومول(

 C کنترل+ویتامین 
15011393/8091/5161/3241/514/724/72 )میکرومول(

 C کنترل+ویتامین 
20010296/0894/9061/2239/794/087/14 )میکرومول(

-روش آماری 2-پروپورشن )مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است. داده ها براساس P>0/50 معنادار تلقی می شوند، ازنظر آماری اختلاف معناداری در 
بین گروه ها مشاهده نشد.

تصویر 1. مقایسه نتایج توان باروری داخل آزمایشگاهی در گروه های مختلف کنترل موردمطالعه در طی 120ساعت از رشد جنینی
- روش آماری 2-پروپورشن)مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است. داده ها براساس P>0/05 معنادار تلقی می شوند، ازنظر آماری اختلاف معناداری در بین 
گروه ها مشاهده نشد. ستون عمودی نمودار به صورت درصد در نظر گرفته شده است. دُزهای یادشده به صورت میکرومول از آنتی اکسیدان موردمطالعه )ویتامینC( می باشد.

-محور عمودی نمودار درصد پیشرفت جنین ها در هر مرحله و محور افقی مراحل مختلف رشد جنینی نشان می دهد.

 

 

 

از موشهای سوری  های حاصلدر اووسیت بر لقاح داخل آزمایشگاهی و روند رشد جنینی Cآنتی اکسیدانی ویتامین  دوزهای مختلف مقایسه ی اثرات :1جدول 
 (>p 05/0سالم گروه کنترل )

اووسیت       گروه      
  )تعداد(مناسب

 لقاح
 )درصد(

 دوسلولی      
 )درصد(

 بلاستوسیت
     )درصد( 

 هچ شده    
 )درصد(     

       I تیپ   
 )درصد(

 IIتیپ
 )درصد(      

 کنترل      
 

 
197 
 

 
    43 /95 

 
55/92 

 
04/59 

 
08/43 

 
19/3 

 
32/5 

 +کنترل

  C ویتامین

 )میکرومول(100

 
      136 

    

 
38/93 

     
49/94 

 
63/60 

 
16/40 

 
72/4 

 
51/5 

 کنترل +

  C ویتامین

 )میکرومول(150

 
113 

 
     80/93 

 
51/91 

 
32/61 

 
51/41 

 
72/4 

 
72/4 

 کنترل +

  C ویتامین

 )میکرومول(200

 
102 

 
08/96 

 
90/94 

 
22/61 

 
79/39 

 
08/4 

 
14/7 

از نظر آماری اختلاف معنی  شوند،دار تلقی میمعنی >p 05/0ها بر اساس  داده )مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است. پروپورشن-2روش آماری  -
 داری در بین گروه ها مشاهده نشد.

   
 ینیساعت از رشد جن120 یمختلف کنترل مورد مطالعه در ط یدر گروه ها یشگاهیداخل آزما یتوان بارور جینتا سهی: مقا1نمودار

از نظر آماری اختلاف معنی  شوند،دار تلقی میمعنی  >p 05/0ها بر اساس  داده پروپورشن)مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است.-2روش آماری  -
دوزهای ذکر شده به صورت میکرومول از آنتی اکسیدان مورد  شده است.ستون عمودی نمودار به صورت درصد در نظر گرفته داری در بین گروه ها مشاهده نشد.

 ( می باشد. Cمطالعه )ویتامین

 در هر مرحله و محور افقی مراحل مختلف رشد جنینی نشان می دهد. پیشرفت جنین ها محور عمودی نمودار درصد -
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از )43/08( در گروه کنترل به )8/57( در گروه پلی کیستیک شد 
)P>0/05(. همچنین نتایج نشان داد افزودن ویتامین C به محیط 
کشت گروه پلی کیستیک باعث افزایش درصد جنین های هچ شده 
نسبت به گروه پلی کیستیکی که محیط کشت آن آنتی اکسیدان 
نداشت، می شود و این افزایش در مورد دُز مصرفی200 و150 
 .)P>0/05( میکرومول نسبت به گروه پلی کیستیک معنادار بود
درصد جنین های تیپI و II در گروه پلی کیستیک نسبت به گروه 
 .)P>0/05( کنترل افزایش داشت که این افزایش معنادار نبود
در   Iتیپ جنین های  از  حاصل  درصدهای  مقایسه  همچنین 

گروه های پلی کیستیکی که محیط کشت حاوی آنتی اکسیدان 
داشتند، نشان داد افزودن آنتی اکیسدان توانسته باعث کاهش 
این نوع جنین ها نسبت به گروه پلی کستیک بدون آنتی اکسیدان 
شود و این کاهش در دُزهای مصرفی 100 و 200 میکرومول 
 .)P>0/05 ( نسبت به گروه پلی کیستیک معنادار بود C ویتامین
در   IIتیپ جنین های  از  حاصل  درصدهای  مقایسه  همچنین 
گروه های پلی کیستیکی که محیط کشت حاوی آنتی اکسیدان 
داشتند، نشان داد افزودن آنتی اکیسدان توانسته باعث کاهش این 
نوع جنین ها نسبت به گروه پلی کستیک فاقد آنتی اکسیدان شود 

جدول 2. مقایسه اثرات دُزهای مختلف آنتی اکسیدان ویتامین C بر لقاح داخل آزمایشگاهی و روند رشد جنینی اووسیت های حاصل از پلی کیستیک تجربی ایجادشده 
توسط استرادیول والرات

گروه
درصدنعداد

تیپIIتیپI هچ شده ها بلاستوسیت دوسلولیلقاحاووسیت مناسب

4392/5559/0443/083/195/32 /19795کنترل

406aپلی کیستیک
77/59

a
59/36

a
26/03

a
8/5725/40 17/78

 C پلی کیستیک+ویتامین 
100105a)میکرومول(

82/86
ab

75/86
ab

41/38
a

16/09
ab

16/09
a

14/94

 C پلی کیستیک+ویتامین 
150115a )میکرومول(

80/87
ab

74/19
ab

40/86
ab

18/28
a

21/50
a

15/05

 C پلی کیستیک+ویتامین 
200111ab )میکرومول(

85/58
ab

76/84
ab

43/16
ab

17/89
ab

14/7412/63

- روش آماری 2-پروپورشن)مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است. داده ها براساس P>0/05 معنادار تلقی می شوند، a: نشان دهنده معنادار بودن با گروه 
کنترل و b: نشان دهنده معنادار بودن با گروه پلی کیستیک می باشد.

تصویر 2. مقایسه نتایج توان باروری داخل آزمایشگاهی در گروه های مختلف پلی کیستیک موردمطالعه در طی 120 ساعت از رشد جنینی
 :b.نشان دهنده معنادار بودن با گروه کنترل است :a ،معنادار تلقی می شوند P>0/50 روش آماری 2-پروپورشن )مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است. داده ها براساس -

نشان دهنده معنادار بودن با گروه پلی کیستیک است.
- دُزهای یادشده به صورت میکرومول از آنتی اکسیدان موردمطالعه )ویتامین C( می باشد.

- محور عمودی نمودار درصد پیشرفت جنین ها در هر مرحله و محور افقی مراحل مختلف رشد جنینی را نشان می دهد.

 

بر لقاح داخل آزمایشگاهی و روند رشد جنینی اووسیت های حاصل   Cویتامین دوزهای مختلف آنتی اکسیدان  : مقایسه اثرات2جدول
 (>p 05/0 )تجربی ایجاد شده توسط استرادیول والرات Pcosاز 

اووسیت      گروه      
  )تعداد( مناسب

 لقاح
 )درصد(

 

       دوسلولی  
 )درصد(    

 

 بلاستوسیت 
)درصد(             
 

 هچ شده ها 
 )درصد(       

 

        Iتیپ 
 )درصد(       

       IIتیپ 
 )درصد(       

 
 کنترل

 
197 
 

 
43 /95     
 
 

 
55/92 

 
04/59 

 
08/43 

 
19/3 

 
32/5 

 
 پلی کیستیک

        
             406 
   

a            
59/77 

      a              
36/59 

     a               
03/26 

a            
57/8 

 
40/25 

  
     78/17  

 
 پلی کیستیک +

  C ویتامین
 )میکرومول(100

 
105 

a            
86/82 

ab           
86/75 

ab           
38/41 

a           
09/16 

ab          
09/16 

a         
94/14 

 پلی کیستیک +
  C ویتامین

 )میکرومول(150

 
115 

a          
87/80 

ab             
19/74 

ab             
86/40 

ab            
28/18 

a           
50/21 

a           
05/15 

 پلی کیستیک +
  C ویتامین

 (میکرومول)200

 
111 

ab           
58/85 

ab           
84/76 

ab           
16/43 

ab          
89/17 

ab           
74/14 

 
63/12 

 
معنی دار   نشان دهنده ی : aشوند،دار تلقی میمعنی  >p 05/0ها بر اساس  داده  پروپورشن)مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است.-2روش آماری  -

 .می باشد معنی دار بودن با گروه پلی کیستیک  نشان دهنده ی : b و بودن با گروه کنترل
 

 
 

ساعت از رشد  120 یمورد مطالعه در ط کیستیک یمختلف پل یدر گروه ها یشگاهیداخل آزما یتوان بارور جینتا سهی: مقا2نمودار
 ینیجن

معنی دار   نشان دهنده ی :a شوند،دار تلقی میمعنی  >p 05/0ها بر اساس  دادهپروپورشن)مقایسه نسبت ها( مورد استفاده قرار گرفته است.-2روش آماری  -
 .است معنی دار بودن با گروه پلی کیستیک  نشان دهنده ی :   bکنترل است.دن با گروه بو
 .( می باشدC   دوزهای ذکر شده به صورت میکرومول از آنتی اکسیدان مورد مطالعه )ویتامین -

0
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a

a

a
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ab
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a a a

a
ab

ab

ab a
a
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ab ab

کنترل

پلی کیستیک

100دوز+پلی کیستیک

150دوز+پلی کیستیک

200دوز+پلی کیستیک
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و این کاهش در هیچ کدام از دُزهای مصرفی ویتامین C نسبت به 
گروه پلی کیستیک معنادار نبود. همچنین گروه های پلی کیستیک 
که دُزهای مختلف ویتا مین C به محیط کشت جنینی آن ها 
تفاوت معناداری نشان  با یکدیگر  بود، در مقایسه  افزوده شده 

ندادند )P>0/05( )جدول شماره 2 و تصویر شماره 2(. 

تصویر شماره 3 تخمک به همراه توده کومولوسی همراه آن 
 2 و  قطبی  اجسام  که  )زیگوت(،  یافته  لقاح  تخمک  )راست(، 
پیش هسته در آن قابل مشاهده است )چپ( و تصویر شماره 4 

رویان ها در گروه های مورد مطالعه در طی 120 ساعت از کشت

 بحث 

در مطالعه ای در سال 2005 آگاروال و همکاران نقش استرس 
اکسیداتیو را بر تولیدمثل جنس ماده بررسی کردند که در یک 

بدن سالم گونه های فعال اکسیژن و آنتی اکسیدان ها در تعادل 
هستند. وقتی این تعادل به هم بخورد استرس اکسیداتیو ایجاد 
می شود که در زنان هم بر سیستم تولیدمثلی و حتی چرخه های 
قاعدگی اثر می گذارد ]10[. گنگ و همکاران در سال 2015 به 
مطالعه استرس اکسیداتیو در تخمدان های موش صحرایی مدل 
پلی کیستیک پرداختند. آن ها بیان کردند که در منحنی های رشد 
وزن تخمدان و وزن رحم، بین مدل پلی کیستیک و کنترل تفاوت 
معناداری وجود داشت ]11[. موری و همکاران در سال 2013 
را در  پلی کیستیک  و  اکسیداتیو  استرس  به  مارکرهای مربوط 
انسان بررسی کردند. آن ها بیان کردند زنان مبتلا به پلی کیستیک 
استرس  گردش  در  مارکرهای  دارای  وزن  افزایش  از  مستقل 
پیشنهاد  یافته ها  این  براساس  و  هستند  غیرنرمال  اکسیداتیو 
پاتوفیزیولوژی  در  است  اکسیژن ممکن  فعال  گونه های  کردند 
این اختلال شایع ) پلی کیستیک( نقش مهمی داشته باشد. مدل 

تصویر 3. رویان ها در گروه های مورد مطالعه در طی 120 ساعت از کشت جنینی
A: رویان ها در گروه پلی کیستیک که تنها تعداد کمی از آن ها به مرحله بلاستوسیست رسیده اند و تعداد زیادی از آن ها در مراحل مختلف جنینی متوقف شده و 
جنین های حاصله دارای کیفیت مناسبی ازنظر مورفولوژی نمی باشند( بزرگ نمایی 100x میکروسکوپ اینورت )B: رویان ها در گروه اووسیت های حاصل از موش های 
مبتلا به پلی کیستیک تجربی ایجادشده توسط استرادیول والرلات که به محیط کشت جنینی آن ها ویتامین C اضافه شده است که تعداد زیادی از آن ها به مرحله 

بلاستوسیست رسیده اند و جنین های حاصله دارای کیفیت مناسبی از نظر مورفولوژی می باشند )بزرگ نمایی 100x میکروسکوپ اینورت(.

AB

تصویر 4. تخمک به همراه توده کومولوسی همراه آن)راست( ،  تخمک لقاح یافته )زیگوت(، که اجسام قطبی و دو پیش هسته در آن قابل مشاهده است )چپ(.
- درشت نمایي 100x میکروسکوپ اینورت
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http://journal.muq.ac.ir/fa


11

1402. دوره 17

پلی کیستیک به عنوان یک مدل برای افزایش سطح اکسیدان ها و 
کاهش ظرفیت اکسیدانی کل5 در نظر گرفته می شود. همچنین 
گروه  در  سلولی  درون  آنتی اکسیدان های  میزان  کردند  اعلام 
پلی کیستیک کاهش و در گروه کنترل تفاوت معناداری داشت. 
همچنین میزان گونه های فعال اکسیژن در گروه پلی کیستیک 

افزایش و تفاوت معناداری با گروه کنترل داشت ]12[. 

در سال 2008 جیمز و همکاران بیان کردند گونه های فعال 
اکسیژن هم بر بلوغ اووسیت، لقاح، تکوین جنین و حاملگی تأثیر 
منفی دارد. مایعات فولیکولی و اویداکتی غنی از پاک کننده های 
از  را  جنین ها  و  اووسیت ها  که  می باشند  اکسیژنی  مشتقات 
آسیب های اکسیداتیو محافظت می  کنند. زمانی که اووسیت ها 
این  فاقد  می شوند،  کشت  آزمایشگاهی  شرایط  در  جنین ها  و 
تیم های دفاعی طبیعی خواهند بود. بنابراین محافظت جنین در 
طی کشت داخل آزمایشگاهی در برابر رادیکال های آزاد اکسیژن 
به وسیله افزودن آنتی اکسیدان ها به محیط کشت جهت افزایش 

رشد جنینی ضروری می باشد ]13[. 

تحقیقات قبلی نشان می دهد آنتی اکسیدان ها نقش مهمی در 
افزایش کیفیت اووسیت های حاصل از تخمدان پلی کیستیک و 
متعاقب آن افزایش موفقیت لقاح و رشد جنینی دارد. در تحقیقات 
میشل و همکاران بر روی تخمک خوک نشان داده شد با مصرف 
غلظت 50 میکروگرم در میلی لیتر از ویتامین C درصد تکامل 
بلاستوسیت خوک نیز افزایش پیدا کرده و شاخص آپوپتوز در 
آن کاهش پیدا کرده است ]8[ و همچنین بر اساس مطالعه وانگ 
و همکاران ویتامین C در روند تکاملی و نرخ توسعه بلاستوسیت 

موش مؤثرتر از ویتامین E می باشد ]14[. 

در سال 2017 ال شیما به مطالعه اثر ویتامین C و سیستئین 
بر تکوین داخل آزمایشگاهی در جنین های بوفالو پرداختند و به 
این نتیجه رسیدند که افزودن ویتامین C همراه با سیستئین تأثیر 
بیشتری بر تکوین جنین دارد، درحالی که این اثر مثبت در غیاب 
سیستئین کمتر بود ]15[. برزگر و همکاران بیان کرده اند اسید 
آسکوربیک سبب افزایش بلوغ فولیکول و اووسیت موش می شود 
]16[. در مطالعه ای که موسومسی و همکاران انجام دادند به نیاز 
به مواد معدنی پیش از بارداری و در طول بارداری تأکیدشده 
ازجمله ویتامین C که در رشد و تکامل جنین مؤثر است و این 
موضوع نیز تأییدی بر مطالعه حاضر و تأثیر این ویتامین بر بهبود 

کیفیت جنین می باشد ]17[. 

نتیجه گیری 

القای سندرم تخمدان پلی کیستیک سبب ایجاد کیست های 
سطح  افزایش  و  فولیکول ها  غیرطبیعی  تکوین  فولیکولی، 
اندروژن ها و به دنبال آن بر تعداد و کیفیثت اووسیت های حاصله 

5. TAC

و پارامترهای مربوط به باروری و رشد جنین اثر نامطلوبی دارد 
که نتایج حاصله از این تحقیق نشان می دهد ویتامین C توانسته 
اثرات محافظتي داشته باشد. به طورکلي مي توان نتیجه گرفت 
که استفاده از آنتی اکسیدان ویتامین C در محیط کشت جنینی، 
به دلیل مواد مؤثره آنتي اکسیدانتي خود اثرات جانبی سوء متأثر از 
تخمدان پلی کیستیک بر کیفیت اووسیت های حاصله و اختلال 

در باروری و رشد جنینی آن ها را بهبود می بخشد. 
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