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Abstract 

Background: Maturation of oocytes and fertilization in vitro can be considered as one of the 
most important steps to treat infertility. In this study maturation medium was enriched with Platelet 
extraction (PL) which has high concentration of growth factors. Meiosis resumption and maturation 
was monitored after 18 hours of maturation. 

Materials and Methods: In this experimental study, oocytes at germinal vesicle stage were 
obtained from mature NMRI female mice. Maturation medium was αMEM and the control groups had 
5-10% FBS and the medium in the experimental groups was enriched by 5, 10% PL and the 
combination of 5% PL and 5% FBS. Meiosis resumption and maturation were observed after 18 hours. 

Results: The rate of matured oocytes in the experimental group 5% PL for both COC and DO 
group was significantly higher than the control groups (P<0.05). The maturation rate for 5% PL was 
61% for the COC group and 72% for the DO group; while this rate for 5% FBS control group was 
53% and 50% respectively. 

Conclusion: PL had a significant effect on meiosis resumption and maturation of oocyte at 
germinal vesicle stage. Based on these results, PL could be used as a maturation promoting factor.  
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  چکیده
 مطالعه این در .باشد می ناباروري درمان در ها قدم ترین مهم از آزمایشگاهی شرایط در لقاح و تخمک بلوغ :هدف و زمینه
 سرگیري از میزان و گردید غنی باشد می رشد فاکتورهاي از بالایی غلظت داراي که خون پلاکت عصاره با بلوغ هاي محیط

  .گردید بررسی ها تخمک بلوغ و میوز
 NMRI نژاد بالغ ماده سوري موش از ویزیکول ژرمینال حالت در ها تخمک تجربی مطالعه این در :ها روش و مواد
 مورد محیط و بودند گاوي رمس درصد 10و 5 داراي کنترلی هاي محیط و بوده αMEM بلوغ محیط .گردیدند آوري جمع

 غنی  گاوي سرم درصد 5 همراه به عصاره پلاکت خون درصد 5 ترکیب وعصاره پلاکت خون  درصد 10 و 5 با آزمایش
   .گردید بررسی متفاوت هاي محیط در ساعت 18 از بعد بلوغ و میوز سرگیري از میزان .گردیدند

 هم و گرانولوزا سلول با هم عصاره پلاکت خون درصد 5 حاوي یشیآزما محیط در شده بالغ هاي تخمک میزان :ها یافته
 محیط در ها تخمک بلوغ میزان ).>05/0p(بودند بالاتر دار معنی شکل به کنترل هاي محیط به نسبت گرانولوزا سلول بدون
ن سلول بدو گروه براي درصد 72 و درصد 61 ،حاوي سلول گرانولوزا گروه براي عصاره پلاکت خون درصد 5 حاوي

  . بوددرصد 50 و 53 ترتیب بهسرم گاوي  درصد 5 کنترلی گروه براي میزان این که حالی در است بوده گرانولوزا
 شتهدا ویزیکول ژرمینال حالت در تخمک بلوغ و میوز سرگیري از رب يدار معنی تاثیر خون پلاکت عصاره :گیري نتیجه

   .گردد استفاده بلوغ محرك یک عنوان به اندتو می خون پلاکت عصاره ،نتایج این اساس بر .است
 آزمایـشگاهی  بلوغ ویزیکول، ژرمینال گاوي، سرم شده، دنود هاي تخمک گرانولوزا، هاي سلول با تخمک :کلیدي واژگان
  خون پلاکت عصاره تخمک،
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  مقدمه
 ترین مهم از یکی تخمک آزمایشگاهی بلوغ

 آزمایشگاهی شرایط در جنینی تکوین و لقاح انجام در ها قدم
 هاي تخمک کسب به کمک بر علاوه تکنیک این .باشد می
 لقاح مانند ناباروري ککم هاي روش در استفاده مورد بالغ

 هاي بررسی در تواند می اینجکشن میکرو و آزمایشگاهی
، 1(شود استفاده هم کردن کلون مانند جنین بیوتکنولوژیکی

 تاثیر تنها نه کشت محیط تخمک، آزمایشگاهی بلوغ در .)2
 موفقیت افزایش در بلکه دارد بلوغ نرخ افزایش در سزایی به

  .)4، 3(ددار هم جنین کسب و لقاح در
 بررسی جهت زیادي تحقیقات اخیر هاي سال در

 و است گردیده طراحی آزمایشگاهی بلوغ مختلف هاي جنبه
 مختلف مواد افزودن با کشت محیط بهبود بر ها تلاش بیشتر

 بلوغ محیط در که مواد ترین مهم .)5-8(است بوده استوار
 و سرم ها، گنادوتروپین ؛شامل دارد وجود تخمک

 داشتن دلیل به ها سرم .)11-9(باشد می رشد فاکتورهاي
 غذایی مواد و هورمون رشد، فاکتورهاي ویتامین، پروتئین،

 بلوغ در خاصی اهمیت از تخمک بلوغ نیاز مورد
 هاي تلاش امروزه .)13، 12(هستند برخوردار آزمایشگاهی

 گردیده انجام کشت محیط بهبود و ارتقاء جهت در زیادي
 گرفته قرار استفاده مورد تازگی به هک موادي از یکی .است

  .است بوده (Platelet Layset-PL) خون پلاکت عصاره
 زمان در و دارند وجود خون در ها پلاکت

 ایجاد مسئول و شده جمع دیدگی آسیب محل در جراحت
 از بعد چنین هم .باشند می ریزي خون از جلوگیري و لخته

 در تسریع اعثب رشد فاکتورهاي کردن آزاد با لخته ایجاد
 از غنی ها پلاکت عصاره .)16، 15(شوند می زخم بهبود

 در که هستند هایی ریزمولکول و پروتئین رشد، فاکتورهاي
 سال در .)16(کنند می بازي مهمی نقش سلولی تکثیر و رشد

 شامل خون پلاکت عصاره اولیه ترکیب بار اولین براي 1970
 Transforming) مثل رشد فاکتورهاي و فیبرونکتین

growth factor beta )TGFβ، PDGF (Platelet-

Derived Growth Factor) در و گردید مشخص 
 حاوي ها پلاکت که گردید مشخص بعد هاي سال

 فاکتورهاي از وسیعی دسته حاوي که هستند هایی گرانول
 هاي سال در .)19-17(باشد می هاي ریزمغذي و دیگر رشد
 خون پلاکت عصاره از دهاستفا جهت زیادي مطالعات اخیر

 تکثیر و رشد محرك یا سرم عنوان به کشت محیط در
 شدن غنی تحقیقات این در .است گردیده طراحی سلولی
 روي توجهی قابل اثرات PL توسط سلولی کشت محیط

 تخمدان هاي سلول کشت محیط ،جمله از سلولی بقاء و رشد
 تکش محیط یا و )20(مزانشیمی هاي سلول و چینی همستر

   .)21(است داشته سوري موش آنترال پره فولیکول
 آزمایشگاهی بلوغ محیط حاضر معالعه در

 مختلف هاي غلظت با ویزیکول ژرمینال حالت در ها تخمک
 Fetal bovine)عصاره پلاکت خون و سرم جنین گاوي 

serum-FBS) و میوز سرگیري از میزان و گردیده غنی 
 بررسی ایشگاهیآزم بلوغ مختلف هاي محیط در بلوغ

  .گردید
  

  ها روش و مواد
 در ها تخمک تجربی مطالعه این در :تخمک آوري جمع
 نژاد بالغ ماده سوري موش از ویزیکول ژرمینال حالت

NMRI غذا نظر از استاندارد شرایط در ها موش .گردید تهیه 
 کشته نخاع قطع روش به ها موش .بودند شده نگهداري نور و

 گردیده جدا ها تخمدان شکمی حفره دنکر باز از بعد و شده
 شامل جداسازي محیط .شدند منتقل جداسازي محیط به و

MEMα )سرم درصد 10 حاوي که بوده ) آمریکا-سیگما 
میلی واحد بر  100 ههمرا به ) آلمان-گیبکو (گاويجنین 

میلی واحد بر  100 و ) آمریکا-سیگما( سیلین پنیلیتر  میلی
 .است بوده) آمریکا-سیگما( ناسترپتومایسیلیتر  میلی

-p) سرنگ سر کمک با و مکانیکی روش به ها تخمک

med, china) گرانولوزا هاي سلول با شکل، دو به 
(Cumulus-Oocyte Complex-COC) بدون و 

 جدا (Denuded Oocytes-DO) گرانولوزا هاي سلول
  .گردیدند

 MEMα بلوغ محیط :ها تخمک آزمایشگاهی بلوغ
 ،)آلمان-گیبکو(FSH ی واحد بر میلی لیتر میل 100 حاوي
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 نانوگرم بر میلی لیتر فاکتور LH ، 5لیتر واحد بر میلی 5/1
  (Epidermal Growth Factor-EGF)رشد اپیدرمال

 5 با آزمایش مورد هاي محیط .است بوده)  آمریکا-سیگما(
 PL درصد 5 عصاره پلاکت خون و ترکیب درصد 10 و

هاي کنترلی  گردیدند و محیط غنی FBS درصد 5بعلاوه 
 آوري جمع هاي تخمک .بودند FBS  درصد10 و 5داراي 

 محیطمیکرولیتر  25 قطرات در جداگانه هاي محیط در شده
 در و شدند داده قرار) آمریکا-سیگما( روغن زیر در بلوغ

 درصد 5 درجه سانتی گراد و 37 حرارت درجه با انکوباتور
CO2 300 مجموع در .دندش داده قرار ساعت 18 براي 

  .گرفت قرار آزمایش مورد موش 16 از تخمک
 در )ص/69039/19/91( شماره با مطالعه این

 گردیده انجام تهران رویان پژوهشکده شناسی جنین بخش
 و SPSS افزار نرم از استفاره با حاصل نتایجدر پایان  .است
 مورد  توکیآزمون با (ANOVA)یکرفه واریانس آنالیز

 از کمتر  نیزداري معنی سطح و گرفت قرار حلیلت و تجزیه
  .شد گرفته نظر در 05/0

  ها یافته
 5 آزمایشی محیط در شده بالغ هاي تخمک تعداد

 هاي سلول بدون هم و گرانولوزا هاي سلول با هم PL درصد
 در بالغ هاي تخمک از بیشتر دار معنی شکل به گرانولوزا

 1 جدول به جهتو با ).>05/0p(بودند کنترلی هاي محیط
 PL درصد 5 آزمایشی گروه در و DO گروه در بلوغ میزان

 5 کنترلی گروه براي میزان این و است بوده درصد 72
 بلوغ بودن دار معنی از نشان که بوده درصد FBS ، 53درصد

 به توجه با چنین هم .دارد PL درصد 5 حاوي محیط در
 5 یطمح در درصد COC ،61 گروه در بلوغ میزان 2 جدول
 گروه در مقدار این که حالی در شدند دیده PL درصد
 بلوغ میزان البته .باشد می درصد FBS ،50 درصد 5 کنترل

 هم FBS درصد 10 و PL درصد 10 حاوي هاي محیط در
 کاهش )2 جدول( COC در وهم )1 جدول( DO گروه در

   ).>05/0p(دادند نشان کنترل گروه با يدار معنی

  
 گرانولـوزا  هـاي  سـلول  بـدون  ویزیکول ژرمینال حالت در ها تخمک در میوز شروع میزان و بلوغ میزان به مربوط آماري اطلاعات .1 جدول

)DO(  
  ها گرو  بلوغ محیط در ها تخمک دادن قرار از بعد ساعت 18

تخمک باقی مانده در 
 یزیکول وحالت ژرمینال

(GV)  
درصد از تخمک هـا در     (

  )شروع آزمایش 

ال تخمک با ژرمین
 ویزیکول در هم شکسته

(GVBD) 
درصد از تخمک ها در (

  )شروع آزمایش 

  تخمک بالغ
(MII) 

درصد از تخمک ها در (
  )شروع آزمایش 

  تخمک هاي از بین رفته
(Degenerated 

oocyte) 
درصد از تخمک ها در (

  )شروع آزمایش 

تخمک باقی مانده در 
 یزیکول وحالت ژرمینال

(GV)  
درصد از تخمک هـا در     (

  )روع آزمایش ش
 FBS544 0  50 6 44  درصد 
 FBS1061 � 3 28  8  61 �   درصد  
 PL514 � 3  �  72 �  11  14 �  درصد  
 PL1055 3 � 28 � 14 55  درصد 

 FBS +5 درصد 5
 PLدرصد 

44  �  11 �  42  � 3  44  

FBS  سرم گاوی, PL ; عصاره پلاکت خون; , GV تخمک در حالت ژرمینال ویزیکول ;,GVBD تخمک کھ ژمینال ویزیکول آن شکستھ و میوز را آغاز کرده است; ,MII 
  .تخمک ھایی کھ از بین رفتھ اند Degenerated Oocyte,   ;تخمک بالغ با اولین جسم قطبی 

  ) >٠۵/٠p  ( در حدFBS% ۵  اختلاف معنی دار نسبت بھ گروه کنترل �
  ) >٠١/٠p ( در حد FBS% ۵ اختلاف معنی دار نسبت بھ گروه کنترل �

 + MII بالغ تخمک( میوز سرگیري از یزانم
 )GVBD شکسته هم در وزیکول ژرمینال با هایی تخمک

 دو هر در کنترل گروه به نسبت PL درصد 5 محیط در هم

 1 جدول به توجه با .است بوده بالاتر دار معنی شکل به گروه
،  DO گروه براي PL درصد 5 حاوي محیط براي میزان این
 میزان که FBS درصد 5 کنترل گروه با مقایسه در صد در83
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 اختلاف که است بوده  درصد56 میوز سرگیري از
 2 جدول در نتایج ).>01/0p(دهد می نشان را داري معنی
 COC گروه براي میوز سرگیري از میزان که دهد می نشان

 همین در DO گروه از کمتر کمی PL درصد 5 محیط در
 اند سرگرفته از را میوز ها تخمک زا  درصد66 و بوده محیط

 56 با FBS درصد 5 کنترل گروه با مقایسه در هم باز ولی
 مشاهده دار معنی اختلاف میوز سرگیري از درصد
 و بلوغ میزان بین داري معنی اختلاف البته ).>05/0p(گردید

 و FBS درصد 5بعلاوه  PL  درصد5بین  میوز گیري سر از
هاي  در محیط. شاهده نگردید مFBS درصد 5گروه کنترل 

داري   کاهش معنیFBS درصد 10 و PL  درصد10حاوي 
در از سرگیري میوز و شکسته شدن ژرمینال ویزیکول نسبت 

  ).>05/0p( مشاهده گردیدFBS درصد 5به گروه کنترل 
نتایج آماري مربوط به از سر گیري میوز و بلوغ را         

 روهگ ـ بـراي  دو جـدول  و DO گـروه  بـراي  در جدول یـک   
COC نمود مشاهده توان می.    

  
 گرانولوزا هاي سلول همراه به ویزیکول ژرمینال حالت در ها تخمک در میوز شروع میزان و بلوغ میزان به مربوط آماري اطلاعات .2 جدول

)COC(  
  گرو ها   ساعت بعد از قرار دادن تخمک ها در محیط بلوغ18

تعداد   
  تخمک

تخمک باقی مانده در 
 ینال ویزیکولحالت ژرم

(GV)  
درصد از تخمک ها در (

  )شروع آزمایش 

تخمک با ژرمینال ویزیکول 
 (GVBD) در هم شکسته

درصد از تخمک ها در (
  )شروع آزمایش 

  تخمک بالغ
(MII) 

درصد از تخمک ها در (
  )شروع آزمایش 

  تخمک هاي از بین رفته
(Degenerated 

oocyte) 
درصد از تخمک هاي در (

  )شروع آزمایش 
 FBS 511  53  3  33  36 درصد  
 FBS103 �  42 �  3  52  �  36 درصد  
 PL58 �  61 �  6 �  25  �  36  درصد  
  PL1014 �  33 �  8 �  45  �  36 درصد  
FBS 5 درصد  

+PL 5درصد  
36  �  44  � 6  50  � 0  

 ;ویزیکول آن شکسته و میوز را آغاز کرده است تخمک که ژمینال GVBD, ;تخمک در حالت ژرمینال ویزیکول GV , ;عصاره پلاکت خون ; PL ,سرم گاوي
,MII  تخمک بالغ با اولین جسم قطبی;  ,Degenerated Oocyteتخمک هایی که از بین رفته اند.  

  ) >05/0p  ( در حدFBS% 5  اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل �
  ) >01/0p ( در حد FBS% 5 اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل �
  

   بحث
 از بالایی درصد داشتن با خون پلاکت عصاره

 تخمک بلوغ براي لازم هاي ریزمغذي و رشد فاکتورهاي
 تخمک بلوغ افزایش و میوز سرگیري از در يدار معنی تاثیر

 ).>05/0p(است داده نشان کنترلی هاي محیط به نسبت
 هاي روش از آزمایشگاهی شرایط در تخمک بلوغ تحریک

 هاي کلینیک در آزمایشگاهی حلقا انجام جهت متداول
 و هسته بلوغ شامل تخمک بلوغ .)1(باشد می ناباروري

 سرگیري از شامل هسته بلوغ فرایند .باشد می سیتوپلاسم
 آزاد و ویزیکول ژرمینال شکستن هم در و میوز تقسیم مجدد
 زیادي تحقیقات .)23، 22(باشد می قطبی گویچه اولین شدن

 اي عمده نقش آن ترکیبات و کشت محیط که اند داده نشان
 اخیر هاي سال در .)24(دارند بعدي هاي تکوین و بلوغ در

 بلوغ، هاي محیط کردن غنی با تا شده زیادي هاي تلاش
 را ناباروري درمان در موفقیت میزان نتیجه در و بلوغ میزان

 بالایی میزان داشتن با خون پلاکت عصاره .دهند افزایش
 و بلوغ جهت نیاز مورد عناصر و پروتئین رشد، فاکتور
 درصد افزایش در اي ویژه تاثیر تواند می تخمک تکوین

 مطالعه در .)25(باشد داشته بالغ تخمک درکسب موفقیت
 با را تخمک بلوغ محیط تا است بوده این بر تلاش حاظر

 سرگیري از میزان و کرده غنی خون پلاکت عصاره افزودن
  .گردد بررسی بلوغ و میوز
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 موجود ترکیبات که اند داده نشان بسیاري مطالعات
 روي رشد فاکتورهاي و پروتئین ویژه به کشت محیط در

 کشت محیط در سرم .)24(هستند موثر جنینی تکوین و بلوغ
 جهت نیاز مورد عناصر دیگر و انرژي تامین مسئول بلوغ و

 .باشد می IGFو EGF مانند رشد فاکتورهاي جمله از بلوغ
 بالغ و گرفته سر از را خود میوز تخمک مناسب شرایط در
 که اند داده نشان تحقیقات اخیر هاي سال در .)27-25(شود می
PL 28(رشد فاکتورهاي و پروتئین از بودن غنی دلیل به( 
 معمول هاي سرم براي مناسبی جایگذین عنوان به تواند می

 محیط به را خون پلاکت عصاره  و همکارانآلدن .باشد
 که ندنمود اضافه چینی همستر تخمدان هاي سلول کشت
 همکاران و لومن .بودند توجه قابل سلولی بقاء و رشد میزان

 مزانشیمی هاي سلول روي را خون پلاکت عصاره تاثیر نیز
 .)20(است بوده دار معنی تکثیر و رشد میزان که نمود بررسی

 آنترال پره هاي فولیکول روي همکاران و پازکی تحقیقات
 داد نشان گذشته تحقیقات نتایج تایید بر علاوه نابالغ موش

 قابل تاثیر هم ها تخمک رشد روي خون پلاکت عصاره که
 روي PL اثر به توجه با حاضر مطالعه در .)21(دارد تاملی
 گردید تلاش )21(گذشته تحقیقات در تخمک بقاء و رشد

 .گردد بررسی نیز تخمک بلوغ در ماده این تاثیر میزان تا
 و پروتئین از غنی که PL که داد نشان حاضر العهمط نتایج

 گیري سر از در يدار معنی تاثیر باشد می رشد فاکتورهاي
 2 و 1 جدول نتایج اساس بر ).>05/0p(است داشته میوز

 هایی تخمک + MII بالغ تخمک ( میوز گیري سر از میزان
 گروه در )GVBD شکسته هم در وزیکول ژرمینال با

 و DO گروه براي درصد 83حدود PL درصد 5 آزمایشی
 حالی در است بوده درصد 66 میزان این COC گروه براي

 درصد 56 کنترلی گروه براي میوز گیري سر از میزان که
 تاثیر از نشان که است بوده COC و DO گروه دو هر براي
  .دارد میوز گیري سر از در خون پلاکت عصاره دار معنی

 گروه در شده بالغ تخمک میزان چنین هم
 بسیار هم کنترلی گروه با درمقایسه PL درصد 5 آزمایشی

 DO گروه هاي تخمک از درصد 72 که است بوده دار معنی
 کامل را یک میوز COC گروه هاي تخمک از درصد 61 و

 البته ).>05/0p(اند شده آزاد قطبی گویچه اولین و کرده
 نبودن و DO گروه در گرانولوزا هاي سلول فقدان

 ترشح گرانولوزا سلول از که میوز کننده متوقف ورهايفاکت
 گروه در بلوغ میزان بودن بالاتر در تواند می )30، 29(شود می

DO دو هر در بلوغ بودن بالاتر به توجه با ولی باشد موثر 
 کاملا خون پلاکت عصاره مثبت تاثیر آزمایش مورد گروه
 10 مثل ها هگرو دیگر در بلوغ میزان البته .است مشاهده قابل

 کمتر کنترل گروه به نسبت FBS درصد 10 و PL درصد
 بلوغ محیط در سرم غلظت اهمیت از نشان که است بوده
 پلاکت عصاره داراي محیط در هم کاهش این زیرا دارد
 .است شده دیده گاوي سرم حاوي محیط در هم و خون

  
  نتیجه گیري
 تواند می PL که داد نشان حاضر مطالعه پایان، در

 به توجه با و باشد داشته ها تخمک بلوغ رو توجهی قابل اثر
 توان می رسد می نظر به گذشته تحقیقات و مطالعه این نتایج

 معمول هاي سرم جایگذین عنوان به خون پلاکت عصاره از
 در بلوغ محرك عنوان به توان می حتی و نمود استفاده
   .نمود استفاده بلوغ هاي محیط

  
  قدردانی و تشکر

 بخش کارکنان و مسئولان از فراوان تشکر اب
   تهران رویان پژوهشگاه خانه حیوان بخش و شناسی جنین
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