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  يدهچك
گزيني بلاستوسيست در مقايسه با  مطالعات نشان داده است هرچند نرخ لانه زمينه و هدف:

شده در اين مرحله نسبت به  هاي ذوب نرخ بقاي رويان ،مراحل قبل، بالاتر است، اما در مقابل
تواند ناشي از وجود حفره پر از مايع بلاستوسل و افزايش احتمال  تر بوده كه مي مراحل ديگر پايين
  عنوان مانعي در مقابل نفوذ  تواند به هاي يخ باشد. همچنين وجود اين مايع مي تشكيل كريستال

   كردن مصنوعي سوراخعمل كند. در اين مطالعه با  مواد محافظ سرما به داخل جنين
(Artificial Collapse, AC) ، ،اي بر  قبل از انجماد شيشهتأثير كاهش حجم مايع حفره بلاستوسل

، خروج بلاستوسيست از زونا بقاتني موش با بررسي نرخ  شده برون هاي ذوب كيفيت رويان
  .دبررسي ش Fgf4 ميزان بيان ژنپلوسيدا و نيز 

 گروهقرار گرفتند.  گروه سه در موش تني برون هاي بلاستوسيستدر اين مطالعه،  :يبررسروش 

كاهش حجم حفره بلاستوسل و گروه دوم بدون كاهش حجم حفره بلاستوسل،  از اول پس
عنوان  هاي گروه سوم، بدون انجماد و هيچ تيمار ديگري به و بلاستوسيست شدند ذوب و منجمد

 ارزيابيReal-time PCR  تكنيك توسط Fgf4 ژن بيانگروه كنترل در نظر گرفته شدند. ميزان 
و  يهتجزDuncan طرفه و تست تعقيبي  هاي واريانس يك آزمونبا استفاده از ها  . دادهدگردي
  در نظر گرفته شد.  ≥05/0pي، دار ند. سطح معنيشد يلتحل

اي، نرخ خروج بلاستوسيست از زونا پلوسيدا و نيز ميزان بيان  قبل از انجماد شيشه AC :ها يافته
  ).≥05/0pداري افزايش داد ( صورت معني را در مقايسه با گروه كنترل به Fgf4ژن 

عنوان يك روش  را به اي قبل از انجماد شيشه ACتوان  ميطبق نتايج اين مطالعه  :گيري نتيجه
  گزيني درنظر گرفت. كارآمد براي بهبود نرخ لانه

  ي.ا يشهانجماد ش؛ Fgf4سوراخ كردن مصنوعي؛ بلاستوسيست؛ ژن  :ها هواژ كليد

  مجله دانشگاه علوم پزشكي قم
  94 خرداددوره نهم، شماره سوم، 

  48الي  39صفحه 

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article) 
 

  :نماييد استناد زير صورت به مقاله اين به لطفاً
Sehati R, Farokhi F, Daliri M, dashtizad M. The effect of the reduction of 

volume of blastocoel cavity before vitrification on viability and quality of in 
vitro mouse blastocyst through assessment of fgf4 gene expression. 

Qom Univ Med Sci J 2015;9(3):39-48. [Full Text in Persian] 
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  و همكاران روناك صحتي                                                        ...موشتنيهاي برونينجنيفيتكبر بقا واييشهبلاستوسل قبل از انجماد شتأثير كاهش حجم حفره 

  مقدمه 
افزايش و  گزيني لانه منظور بالابردن احتمال ير، بهاخ يدر سالها

هاي حاصل از لقاح  ، ناشي از انتقال رويانموفق يحاملگنرخ 
اي به  توجه ويژه ،(In Vitro Fertilization, IVF)آزمايشگاهي 

سازي شرايط كشت رويان و انتقال در مرحله بلاستوسيست  بهينه
 2-3طور معمول تعداد  به ،IVFي درماني ها يكلس درشده است. 

يابد كه نسبت  فرد گيرنده انتقال مي به رحمسلولي  4-8ين جنعدد 
تر  به انتقال جنين در مرحله بلاستوسيست، نرخ حاملگي پايين

 ي وكشت متوال هاي يطاز مح دهاستفاتوان با  ن، مياست. بنابراي
يست در شرايط آزمايشگاهي، بلاستوسرويان تا مرحله تكامل 

نسبت به انتقال رويان در اين مرحله اقدام نمود. انتقال يك 
بلاستوسيست به دليل پتانسيل رشد و تكوين بالاتري كه رويان در 

باشد، نه تنها باعث  مياوليه تسهيم دارا نسبت به مراحل اين مرحله 
شود؛ بلكه با كاهش احتمال چند قلوزايي در  بهبود نرخ آبستني مي

). 1-3كند ( سزايي ايفا مي حفظ سلامتي مادر و نوزاد نيز نقش به
 هبه مرحل يدنكه تا رس هايي كرده است رويان ثابت يرمطالعات اخ

 به احتمال نيستند،خود  يستيقادر به حفظ توان ز يستبلاستوس
كشت ين، بنابراباشند.  مي يعيطبيركروموزم غ يتعداد يدارا يادز

رفتن  يناز ب يبرا ينشيگز تواند يم يستتا مرحله بلاستوسرويان 
 سالم باشد هاي رويانو بقاي  يكيژنت ي اختلالاتدارا يها رويان

يست بلاستوس هدر مرحل رويانانتقال  هاي يتمز يگر. از د)4(
 رحم يوارهمرحله با د يندر ا يشتر رويانب ينگههماتوان به  مي

). يكي از عوامل محدودكننده انتقال 5-7اشاره كرد (
بلاستوسيست، انجماد و نگهداري رويان در اين مرحله به شمار 

ها بايد  مازاد رويانبه رحم،  يك رويانبا توجه به انتقال رود.  مي
ديگر ي و يا اهداء به بعد يدرمان يها يكلاستفاده در سبراي 
گردند. نگهداري رويان به دو و محفوظ  منجمدهاي نابارور،  زوج

گيرد. روش اول  اي صورت مي و انجماد شيشه انجماد آهستهروش 
كاهش و يين مواد محافظ سرما پا يها استفاده از غلظتبر پايه 

يل احتمال بالاي تشكيل دل به تدريجي دما استوار بوده كه
بقاي  نرخ كاهش يين، اغلب باپا يو نرخ برودت هاي يخ يستالكر

ه  واسطه استفاد ها بعد از ذوب همراه است. در روش دوم، به سلول
هاي بالا و تماس مستقيم  تركيبي از مواد محافظ سرما در غلظت

  ان ـايع، امكـا ازت مـاد بـول انجمـلـرين حجم از محـان با كمتـروي
  

باشد.  ها بدون تشكيل كريستال يخ ميسر مي اي رويان انجماد شيشه
تكوين رويان، مراحل مختلف توان در تمامي  را مي انجمادهرچند 

 ينهزم ينكه در ا يچالش از دو سلولي تا بلاستوسيست انجام داد، اما
در  يتموفق احتمال يشبقا و افزا دارد كسب نرخ بالاي وجود
 هاي يان، رويانم يندر ا .و انتقال است ذوبپس از  گزيني لانه

نسبت  ينرخ بقاي بالاتر يدارا يمتسه يهاول احلمنجمدشده در مر
 يكي،مورفولوژ هاي يژگيو يقاز طر يول ،هستند يستبه بلاستوس

 يتعدم موفق يسكنبوده و ر يروند تكامل هدر ادام بيني يشقابل پ
برند و اين امر ما را به سمت انجماد  يرا بالا م يدر حاملگ

كه در مورد  اي دهد. اما مشكل عمده بلاستوسيست سوق مي
 يعپر از ما وجود حفره ،وجود دارديست لاستوسبانجماد 

دسترسي و سرما  محافظ كه سرعت انتقال مواد بودهبلاستوسل 
ي ها ليستاكر يلتشك يلو پتانس هاي داخلي محدود آنها را به سلول

 يها از غلظت يدبا ،مشكل ينرفع ا يدهد. برا يم افزايشرا  يخ
را مدت زمان  يا رويانو  كرداستفاده  سرما مواد محافظبالاتر 

داد كه هركدام خود از عوامل  مواد قرار يندر معرض ا يشتريب
 ترين مهم از Fgf4 ). ژن8( شوند يم براي رويان محسوب زا يبآس
 يتوده سلول روياني در 5/4و  5/3ي روزها طيكه  هايي است ژن
هاي تروفواكتودرم و حفظ  شود و در تكثير سلول يم يانب يداخل

 ). در9-11همچنين در تمايز اندودرم اوليه نقش دارد ( اين لايه،
يع حفره حجم مااي،  قبل از انجماد شيشه  AC با انجام ،مطالعه ينا

ه از لحاظ شد ي ذوبها يفيت رويانبلاستوسل كاهش و ك
ها به شكل  رويانبازگشت ( بقا خبا سنجش نر يكمورفولوژ

پلوسيدا و از  شده از زونا خارج يها تسبلاستوسي و نرخ يعي)طب
  گرديد.  يابي، ارزFgf4يان ژن ب لحاظ مولكولي با بررسي ميزان

  
  روش بررسي

ماده با  يها (موش NMRIد اژن يسور ياه از موش يقتحق ينا در
 هفته) استفاده شد. 10-12نر با سن  يها هفته و موش 7-8سن 
و  يكيساعت تار 12و  ييساعت روشنا 12 يطدر شرا يواناتح
از نظر  يتيو محدود شدند يگراد نگهداريدرجه سانت 18- 23 يدما

، يگذار تخمك تحريكجهت  به آب و غذا نداشتند. يدسترس
    پين وتردوگنا هورمون المللي بينواحد  8يزان در روز اول به م

  صورت  به) ®Intervet) ،A007A02 ،Folligonآبستن  نيادما مسر
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 46-48شد. پس از گذشت  يقماده تزر يها به موشي داخل صفاق
 انسان يجفت ينهورمون گنادوتروپي داخل صفاق يقتزر، ساعت

)Darou Pakhsh ،111 ،(Pregnyl® ها، تخمك يجهت آزادساز 
  . گرفتصورت  المللي واحد بين 7 يزانبه م

 يآور قبل از استحصال تخمك، جهت جمع عتحداقل چهار سا
 اتيروپ يمبه همراه سد M2يط محها،  تخمك يشو و و شست
Sigma) (P4562,   ي سرم گاو ينو آلبوم(10106GibcoBRL) 

 ,Nunc ,150288متري ميلي 60×15يش د يپتر يك در

Denmark)( سطح آنها با روغن پس از پوشاندن و شد  گذاشته
 در انكوباتور يشد يپتر، M-5310, (Sigma( يلاستر يمعدن

Memmert, Germany)( درجه سانتيگراد 37ت با درجه حرار ،
جداسازي و  جهت % قرار گرفت.5اكسيدكربن  دي% و 97رطوبت 
گرم بر  2/2حاوي { TCM 199پذيري اسپرم، از محيط  ظرفيت
          بافر هيپسمولار  ميلي 25، كربنات يسديم بليتر  ميلي

(12340-030, Gibcobrl){ 10همراه آلبومين سرم گاوي به %
هورمون  يقساعت بعد از تزر 13-15 . حدوداستفاده گرديد

 ييبه موش ماده، موش نر به روش جابجا انسان يجفت ينگنادوتروپ
برش در  يجادكشته و به پشت خوابانده شد و با ا يگردن يها مهره
ها از دم  اسپرم .شد ياننما ي، حفره شكميصفاق يهو لا ستپو
 پذيري يتظرف يطساعت در محيك استخراج و به مدت يديديم اپ

% و 97، رطوبت درجه سانتيگراد 37ت درجه حرار(اسپرم 
  .ندقرار گرفت )%5اكسيدكربن  دي

يق ساعت بعد از تزر 14-16حدود  براي استحصال تخمك
به روش  يزموش ماده ن، انسان يجفت ينروپهورمون گنادوت

 هشدن حفر يانكشته شد و پس از نما يگردن يها مهره ييجابجا
 ؛ها و تخمدان ها يداكتو آشكار شدن رحم، او يشكم

منتقل  M2ه و به قطر ها جدا از رحم و تخمدان يچيها با ق اويداكت
 )(smz1000, Nikon, Japan يكروسكوپمئواستر يردر زشدند. 

    هاي  تودهسوزن پاره و  يك وسيله بهآنها  يآمپولا يهناح
ها بعد از شست و شو در  اين توده .شدند آزادكومولوس -تخمك
درجه  37 با درجه حرارت، درون انكوباتور (M2هاي  قطره

 نگهداري شدند. )%5اكسيدكربن  دي % و97، رطوبت سانتيگراد
 33/5 همراهبه  HTFيط از مح يشگاهيانجام لقاح آزما براي
  رم ـس ينومـآلب يترل يليگرم بر م يليم 30و  اتيروپ يمسد مولار ميلي

  

پتري . در استفاده شد )071M1804V, Sigma(يون وگلوتاتي گاو
هايي  قطره )Nunc, Denmark ,153066(متري  ميلي 35×10ديش

پس از و  شد گذاشته HTFماكروليتر از محيط  50يبي با حجم تقر
 لساعت قب 4حداقل  يل،استر يها با روغن معدنسطح آنپوشاندن 

      ، HTFهدر هر قطر .نداز شروع لقاح در انكوباتور قرار گرفت
ي كه از لحاظ ظاهرتخمك به همراه كومولوس عدد  15-10

در حجم  يليونم يكبودند قرار داده شد و اسپرم با غلظت  طبيعي
درون ساعت  4و به مدت  گرديدقطره اضافه ر به ه يترل يليم يك

% و 97رطوبت  ،درجه سانتيگراد 37 با درجه حرارتانكوباتور (
از  رويانكشت  جهت نگهداري شدند. )%5اكسيد كربن  دي
    ،واتيرپ يمسد يترل يليگرم بر م يليم 5 يحاو{  KSOMيطمح
             يسين، جنتامايسرم گاو ينآلبوميتر ل يليگرم بر م يليم 50

Bio-West, L0011-010)( فاكتور رشد  يترل يليگرم بر م نانو 50 و
 چهار قطره با حجم استفاده شد. })(E4127, Sigma يدرمياپ

درون پتري ديش  ،KSOMاز محيط ماكروليتر  250تقريبي
روغن معدني با  آنهاسطح  گذاشته شد، سپس متري ميلي 15×60

        يترماكرول 400در ادامه، پس از ريختن ده شد. اناستريل پوش
      اي حفره پليت چهارچاهك از  در هر KSOMمحيط  از

(176740, Nunc, Denmark)،  روغنسطح آنها با همين حجم از 
يافته پس از شست و  هاي لقاح تخمك. شدده اناستريل پوش معدني

ساعت  72منتقل و به مدت  KSOMحاوي  چهارخانه يشبه دشو 
رطوبت  ودرجه سانتيگراد  37 با درجه حرارت(درون انكوباتور 

   .قرار گرفتند )%5اكسيد كربن  دي% و 95
اه ـست از دستگـيوسـردن بلاستـوراخ كـس يراـب

كه مجهز به يك  ) (Narishige, 10291, Japanميكرومنيپوليتور
و صفحه  )(Nikon eclipe Ti-U, Japan ميكروسكوپ معكوس

در باشد، استفاده گرديد.  مي ) (Nikon TI-SR, Japanكننده گرم
 گذاشته M2يط ، محماكروليتر 4با حجم  35×10يشد يپتر يك
حداقل  يل،استر يسطح آن با روغن معدنبعد از پوشاندن و  شد

ت. در انكوباتور قرار گرف كار چهار ساعت قبل از شروع
 طور جداگانه توسط پيپت پاستور هاي رشديافته به بلاستوسيست

قرار گرفتند. سپس بلاستوسيست  M2هاي  هدرون هريك از قطر
هاي تزريق و  در زير ميكروسكوپ و با استفاده از سوزن

   هـرديد كـاي مهار گ گونه شده بر روي دستگاه، به نگهدارنده نصب
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در راستاي حركت ورود و خروج سوزن به  هاي توده داخلي سلول
هاي  درون رويان نباشند. سپس سوزن تزريق به آرامي از بين سلول

سوزن نگهدارنده). بعد  (تا نزديكي شدتروفواكتودرم وارد رويان 
 وسيله بهكه رويان همچنان  سوزن به آرامي درحالي ،از چند ثانيه

يرون كشيده شد. ، ببودفشار منفي سوزن نگهدارنده ثابت مانده 
ها بر روي صفحه گرم در  اين مراحل براي تمامي بلاستوسيست

  درجه سانتيگراد انجام شد. 37 دماي
سرم % 20و  199TCMيط از مح يا يشهش مادانج انجام جهت
و د شو استفاده شو  شست يبرا يهپا يطعنوان مح به يگاو رويان

 لتيم يد% 5/7يه به همراه پا يطاز مح يساز تعادلي مبرا
   يكولگل يلنات% 5/7و  )(D-2650, Sigma يدسولفوكسا

324558, Sigma)( يطمحلول انجماد شامل مح يد،استفاده گرد 
و يكول گلتيلن ا %15و  يدسولفوكساتيل م يد% 15يه به همراه پا

 يها رو تسبلاستوسي .مولار بود S-9387, Sigma (5/0( زساكار
يط ن حجم محيبا كمتر (Kitazato ,81115-81111) تاپيوكرا

ها  ي ذوب رويانزت فرو برده شدند. برااو درون  يريبارگ انجماد،
 ياصل يطعنوان مح مولار به يكساكارز يه به همراه پا يطاز مح
عنوان  مولار به 5/0ساكارز يه به همراه پا يط، از محرويانذوب 

شو  شست و يطعنوان مح به يهپا يطو صرفاً از مح يساز يقرق يطمح
ساعت قبل از  يكانجماد و ذوب  يها . تمام محلوليداستفاده گرد

   اتاق قرار گرفتند. يشروع كار در دما
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

انتقال داده  KSOMيط شده به مح ي ذوبها رويان يت،در نها
 از بقا، درصدقرار گرفتند.  يمورد بررس ساعت 12و پس از  شدند
بلاستوسيست از زونا  خروج و نرخ ها اتساع مجدد رويان يقطر

 وسيله استرئوميكروسكوپ مشخص گرديد. پلوسيدا با بررسي به
 جاستخرا يتاز ك ها، يستاز بلاستوس تام RNAاستخراج  يبرا

(RNeasy Plus Micro Kit® 74034, Qiagen)  استفاده شد و
 يزانم شد. استخراج RNAشده در كيت،  طبق پروتكل نوشته

شده با استفاده از دستگاه نانودراپ  استخراج RNAغلظت 
)Thermo Scientific, Americaي) به روش اسپكتروفتومتر 

دم ع يبررس يبرا ياريمع A260A/280 نسبت جذب شد. يدهسنج
از  cDNAسنتز  يبرا ين در نظر گرفته شد.پروتئ يوجود آلودگ

) AccuPower RocketScript RT PreMix )Bioneerيت ك
يد. واكنش مطابق با دستورالعمل موجود در كيت و با استفاده گرد

 cDNAاستفاده از پرايمرهاي تصادفي تهيه گرديد و واكنش سنتز 
در شرايط دمايي  (Peqlab, Germany) در دستگاه ترموسايكلر

 60درجه سانتيگراد براي  50دقيقه،  3درجه سانتيگراد براي  15
 دقيقه انجام گرفت. 5درجه سانتيگراد براي مدت  95دقيقه و 

و ژن بتا دو  Fgf4ژن و برگشت  رفت يمرهايپرا يتوال
طراحي و  Oligo5برنامه  توسط β2M)(ميكروگلوبين 

مورد ارزيابي قرار  Primer-BLASTوسيله  بودن آن به اختصاصي
عنوان ژن كنترل داخلي  به β2M). ژن 1گرفت (جدول شماره 

)Housekeeping .در نظر گرفته شد (  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 β2Mو  Fgf4ژن و برگشت رفتيمرهايپرايتوال:1جدول شماره
  طول توالي 3ˊبه5ˊتوالي  پرايمر  ژن

  (جفت باز)
  اتصال يدما

 )سانتيگراد درجه(

  طول محصول
 (جفت باز)

Fgf4 رفت  CGCAGACACGAGGGACAGT 19  57 138  
 TCGTCGGTAAAGAAAGGCACAC 21  57  برگشت

β2M رفت  CCTGGTCTTTCTGGTGCTTGT 21  57 118  
 GCAGTTCAGTATGTTCGGCTTC 22  57  برگشت

PCRماكروليتر، با استفاده از كيت 15ر حجم نهايي كيفي د
 5/7منظور تهيه واكنش،  . بهانجام شدAmpliqon شركت 

پيكومول از  x2 )2x Master Mix ،(4ماكروليتر از مخلوط اصلي 
با يكديگر تركيب شدند و  cDNAماكروليتر  1هر آغازگر و 

كيفي در دستگاه  PCRحجم نهايي با آب تنظيم شد. واكنش 
  چرخه حرارتي شامل: 32در  (Peqlab, Germany)ترموسايكلر 

ثانيه،  15درجه سانتيگراد به مدت  94مرحله واسرشت در دماي 
ثانيه،  15درجه سانتيگراد به مدت  58مرحله اتصال در دماي 

دقيقه انجام  5درجه سانتيگراد به مدت  72مرحله تكثير در دماي 
درجه سانتيگراد  94شد. همچنين مرحله واسرشتگي اوليه در دماي 

با  PCRمحصولات دقيقه لحاظ گرديد. در پايان،  3به مدت 
  ند.الكتروفورز شد% 1استفاده از ژل آگارز 
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توان به كمبود انرژي بلاستوسيست  مي هاي منجمدنشده، به جنين
  پس از ذوب براي بازگشت به حالت اوليه اشاره كرد. پمپ 

موجود در غشاي سيتوپلاسمي، مسئول  ATPaseپتاسيم  -سديم 
 ATP% از كل 60ش از گسترش حفره بلاستوسل بوده كه بي

كند. پس از  توليدشده در طول تكامل بلاستوسيست را مصرف مي
انجماد و ذوب، بازگشت رويان به حالت اوليه نيازمند صرف 

تواند توجيهي براي تأخير در بازگشت  انرژي است. همين امر مي
مجدد رويان به حالت اوليه و در نتيجه كاهش خروج از زونا 

هايي كه تحت فرآيند  ني در بلاستوسيستگزي پلوسيدا و لانه
انجماد و ذوب قرار گرفتند باشد. در تحقيق حاضر، ميزان خروج 

بود كه در  70/58±4/2به ميزان  ACدر گروه پلوسيدا  از زونا
كه نشان  داشت يشافزاداري  طور معني مقايسه با گروه انجماد، به

تواند بهبود  مي ACوسيله  دهد ميزان خروج از زونا پلوسيدا به مي
يابد. در مطالعات گذشته مشخص گرديد گرچه كشت رويان در 

ها را كاهش  و رشد بلاستوسيست بقامحيط آزمايشگاه، نرخ 
سزايي در اين امر دارد  دهد، ولي فرآيند انجماد نيز تأثير به مي

هاي موش در اواخر  تني، بلاستوسيست ). در شرايط درون17،16(
هاي  گزيني، به كمك آنزيم در زمان لانهروز چهارم روياني و 

مترشحه از رويان و ديواره رحم، با هضم قسمتي از زونا پلوسيدا، 
شوند تا امكان چسبيدن رويان و نفوذ آن به  از اين لايه خارج مي

). اطلاعات حاكي از آن است كه در 18ديواره رحم فراهم آيد (
هاي روياني  لولتني به محض اينكه تعداد كافي از س شرايط برون

براي غلبه بر مقاومت در برابر زونا پلوسيدا وجود داشته باشد، 
شود. بدون شك انجام  خروج بلاستوسيست از اين لايه آغاز مي

اين فرآيند در آزمايشگاه نيازمند مشاركت فعال تروفواكتودرم 
دهند خروج بلاستوسيست  است. مطالعات مورفولوژيكي نشان مي

در شرايط آزمايشگاهي با نفوذ تروفواكتودرم به از زونا پلوسيدا 
شود. با  داخل زونا پلوسيدا در يك محل مشخص آغاز مي

گسترش بلاستوسيست درشرايط آزمايشگاهي، زونا پلوسيدا نازك 
شود كه علت آن فشار ناشي از گسترش بلاستوسيست و  مي

وسيله لايزين تروفواكتودرمال است.  ليزشدن زونا پلوسيدا به
تني از زونا پلوسيدا، با ايجاد  هاي برون يند خروج بلاستوسيستفرآ

شود. اين فرآيند متفاوت با  هاي متعدد در غشا آن انجام مي سوراخ
  خروج بلاستوسيست از زونا پلوسيدا در رحم است. 

  

لايزين رحمي در فرآيند خروج بلاستوسيست از زونا پلوسيدا در 
دهند در  ها نشان مي دادهدر موش نقش دارد.  تني درون شرايط

هاي اساسي بين خروج بلاستوسيست از زونا پلوسيدا  موش تفاوت
وجود دارد. خروج از زونا پلوسيدا  تني تني و برون درون در شرايط

دهد؛  تني، كمي با تأخير رخ مي تني نسبت به درون در شرايط برون
ود زيرا در شرايط آزمايشگاهي آنزيم پرومئاتاز لايزين رحمي وج

ندارد. همچنين لقاح و كشت در آزمايشگاه با تغيير در الاستيسيته 
زونا پلوسيدا باعث افزايش مقاومت آن و كاهش توانايي خروج 

شود. عوامل ديگري كه در شرايط  بلاستوسيست از اين لايه مي
صورت طبيعي و ايجاد  تني مانع نازك شدن زونا پلوسيدا به برون

شوند عبارتند از: سطح بالاي  مي ها شكاف طبيعي توسط آنزيم
  هورمون محرك فوليكولي در خون مادر، ضخيم شدن و يا 

علت شرايطي كه محيط كشت به آن  سخت شدن زونا پلوسيدا به
). همچنين فرآيند انجماد و ذوب رويان نيز 20،19كند ( اعمال مي

باعث افزايش ضخامت زونا پلوسيدا و در نتيجه كاهش ميزان 
گزيني  رويان از اين لايه و متعاقب آن كاهش لانه بيرون آمدن

شدن زمان كشت رويان براي   خواهد شد. از طرفي، با طولاني
رسيدن به مرحله بلاستوسيست، از ضخامت زونا پلوسيدا كاسته 

يابد. با توجه به اين موارد پس  شود، ولي سختي آن افزايش مي مي
ي سختي خواهيم از انجماد و ذوب بلاستوسيست، زونا پلوسيدا

آمدن رويان از اين  توان انتظار داشت ميزان بيرون داشت كه مي
لايه كم باشد. امروزه، براي كمك به خروج رويان از زونا پلوسيدا 

استفاده  (Assisted Hatching :AH)از روش هچينگ كمكي 
شود كه با اين روش شكافي در ناحيه خاصي از زونا پلوسيدا  مي

) با 2003و همكاران (سال  Pribenszky). 21گردد ( ايجاد مي
هاي بدون زونا پلوسيداي موش،  مطالعه بر روي بلاستوسيست

هايي كه  هاي منجمدنشده و رويان ي رويانبقااختلافي در نرخ 
منجمد و ذوب شده بودند، نيافتند و به اين نتيجه رسيدند كه وجود 

ان يك عامل عنو تواند به نخورده مي زونا پلوسيداي سالم و دست
و همكاران نيز  Zech ).22اي رويان باشد ( منفي در انجماد شيشه

هاي  ) در مطالعه خود با مقايسه بلاستوسيست2005(سال 
هاي داراي زونا  شده بودند با رويان AHاي كه  شده ذوب

گزيني  شده، نرخ لانهAHهاي  پلوسيداي سالم، اظهار داشتند رويان
  ). 21و حاملگي بالاتري دارند (

  
۴۵

 1394 خرداد، سوم، شماره نهممجله دانشگاه علوم پزشكي قم/ دوره 



 

 

  و همكاران روناك صحتي                                                        ...موشتنيهاي برونينجنيفيتكبر بقا واييشهبلاستوسل قبل از انجماد شتأثير كاهش حجم حفره 

             و همكاران  Karderمطالعات مشابه ديگري كه توسط 
تواند نرخ  مي AH) انجام شد، حاكي از آن بود كه 2009(سال 

آسيب رسيدن به ژنوم جنين حين عمل انجماد و ذوب را نيز 
شده، ايجاد شكاف در  ). با توجه به مطالعات انجام23كاهش دهد (

گزيني رويان خواهد شد. در  زونا پلوسيدا باعث افزايش نرخ لانه
، شكافي در زونا پلوسيدا ACمطالعه حاضر با استفاده از روش 

توان افزايش نرخ خروج از زونا پلوسيدا در  ين، ميايجاد شد. بنابرا
اند با  نشده ACهايي كه  شده را در مقايسه با رويانACهاي  رويان

شده در اين  هاي مولكولي انجام اين موضوع توجيه كرد. در بررسي
در گروه انجماد نسبت به گروه كنترل،  Fgf4تحقيق، بيان ژن 

در  ACين ميزان در گروه كه ا داري نداشت. درحالي تفاوت معني
داري نشان داد. رويان در  مقايسه با گروه انجماد، افزايش معني

هاي توده داخلي  مرحله بلاستوسيست شامل دو رده سلولي، سلول
هاي تروفواكتودرم كه جفت را  كه منشأ رويان هستند و سلول

 يه رويانياول هاي هركدام از سلول يزتماباشد.  دهند مي تشكيل مي
 يندر هركدام از ابوده و  ها تحت كنترل ژن اين دو رده،به 
 يانگر. مطالعات، بشود يم يانب يمتفاوت هاي ژن يزن يسلول هاي رده

تروفواكتودرم  هاي يهلاي اختصاص هاي بر ژن Fgf4يمي نقش تنظ
)Fgfr2, Cdx2 and Eomes(ي داخل ي)، توده سلولOct4(  و

و همكاران  Giritharan ).24- 25است ( )Hnf4(يه اندودرم اول
) براي بررسي نقش لقاح خارج رحمي در تغيير الگوي 2007(سال 

هاي  بيان ژن، مطالعاتي انجام دادند كه با مقايسه بين بلاستوسيست
ها و  اي در كاهش تعداد سلول تني، تفاوت عمده تني و درون برون

نسبت  تني برون هاي توده داخلي در گروه افزايش سايز هسته سلول
و همكاران  Camargo). 24مشاهده كردند ( تني درون به گروه

تني، نرخ  هاي توليدشده در شرايط برون نشان دادند رويان
هاي تروفواكتودرم  هاي توده داخلي كمتري نسبت به سلول سلول
  هاي  ولـداد سلـاهش تعـي با كـطور معمول لقاح خارج به كه دارند

  
  
  
  
  
  
  

هاي  توان به اعمال استرس اين امر را مي بوده وتوده داخلي همراه 
محيط در pH ناشي از تغييرات شرايط محيطي، اسمزي و تغيير 

در نتيجه با تغيير نسبت  كهشرايط خارج از رحم نسبت داد 
هاي توده داخلي نسبت به تروفواكتودرم و تغيير در بيان ژن  سلول

بررسي  ). تاكنون گزارشي مبني بر25مواجه خواهيم بود (
ها در بلاستوسيست ثبت نشده  بر ميزان بيان ژن ACمولكولي تأثير 

هاي مولكولي  و تنها به مطالعات سلولي اكتفا شده است. بررسي
شده به موازات مطالعات سلولي، اطلاعات دقيقي در اختيار ما  انجام

داري را  ، افزايش معنيFgf4دهد. در اين آزمايش بيان ژن  قرار مي
توان پاسخي به  نشان داد كه علت اين افزايش را مي ACدر گروه 

ديده براي ثابت نگهداشتن سطح  از بين رفتن بلاستومرهاي آسيب
در رشد و تكثير  Fgf4بيان ژن دانست. با توجه به نقش كليدي 

هاي تروفواكتودرم، هرگونه تغيير در ميزان بيان اين ژن  سلول
  روياني داشتههاي  ممكن است عوارض غيرطبيعي روي سلول

هاي  شده و مشخص بلاستوسيست به سلول باشد. تخصيص تعيين
توده داخلي يا تروفواكتودرم در روند تكاملي رويان بسيار مهم 

هاي توده داخلي براي  است و حداقل تعداد معيني از سلول
يافتن بيش  اختصاص ووجودآمدن حاملگي موفق مورد نياز است  به

انجامد  به حاملگي غيرطبيعي مي ،كتودرمها به تروفوا از حد سلول
  تواند عاملي منفي محسوب گردد. كه اين خود مي

  
  گيري نتيجه

نتايج اين مطالعه نشان داد كاهش حجم حفره بلاستوسل قبل از 
عنوان روشي كارآمد جهت افزايش  تواند به اي مي انجماد شيشه

وري انجماد بلاستوسيست و درپي آن بالابردن احتمال  بهره
مجموعه در ازاي انتقال بلاستوسيست واحد  گزيني به لانه

  هاي درمان ناباروري معرفي گردد. تكنيك
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Abstract 
 
Background and Objectives: Although studies have shown that 
viability rate of transferred blastocysts in comparison to embryos in 
previous stages is higher, the viability rate of warmed blastocysts was 
lower than embryos in other stages. This can be attributed to the 
present of fluid filled blastocoel cavity and potential risk of ice 
crystal formation. Moreover, the fluid can serve as an isolator against 
penetration of cryoprotectant agents (CPAs) to the embryos. In the 
present study by applying artificial collapse (AC) on blastocysts, we 
aimed to evaluate the effect of reduced volume of blastocoele fluid 
prior to vitrification on the quality of warmed in vitro mice embryos. 
In this regards, quantity of Fgf4 gene expression, viability and 
hatching rates were considered. 
 
Methods: Mouse blastocysts divided into 3 groups including:  
A) Vitrified-thawed blastocysts after artificial collapse, B)  
Vitrified-thawed blastocysts, C) Fresh blastocysts as a control group. 
The survival and hatching rate of embryos were evaluated by SPSS 
and one way ANOVA with post hoc Duncan test and the expression 
of Fgf4 gene was assessed by Real Time PCR technique in 
comparison to control group.  
 
Results: Artificial collapse improved the rate of zona pellucida 
hatching showed a significant increase (p<0.05). Moreover, the level 
of Fgf4 gene expression in the AC group increased significantly 
(p<0.05) in comparison to the control group. 
 
Conclusion: It can be concluded that artificial collapse of blastocyst 
could be effective way to improve the implantation rate. 
 
Keywords: Artificial Collapse; Blastocyst; Fgf4 gene; Vitrification. 
 


