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 Piezo-ICSI و IVF مقايسه روش هاي آزمايشگاهي
از نظر تكوين جنين در موش NMRI غير همخون

چيکد‌ه
براي انجام لقاح آزمايش�گاهي IVF ، از 20 س�رموش ماده نژاد غيرهمخون NMRI پس از ازدياد تخمك گذاري، 435 اووس�يت 
در محي�ط M2 ح�اوي 4 درصد BSA جمع آوري ش�د كه 85 درصد )n=370( از آن ها در فاز MII بودند. تعداد 332 اووس�يت 
 در قط�رك ه�اي محيط T6 حاوي 4 درص�د BSA  در مجاورت اس�پرم هاي اپيديديم�ي در انكوباتور قرارگرفتن�د. ميزان لقاح  
اووسيت ها 79/8 درصد )n=265( مشاهده و ثبت گرديد كه 27/5 درصد )n=73( از اين سلول هاي لقاح يافته به مرحله جنيني 
مورولا، 20/8 درصد )n=55( به مرحله جنيني بلاستوس�يت رس�يدند براي انجام پيزو -ICSI -Piezo) ICSI(، نيز از 20 س�ر 
موش ماده نژاد NMRI س�وپر اووله ش�ده، اس�تفاده شد. تعداد  355  اووس�يت در محيط M2 حاوي 4 درصد BSA جمع آوري 
ش�دند. ارزيابي ها نش�ان داد 83 درصد )n=295( از اووس�يت ها در فاز MII بودند. با استفاده از دستگاه ميكرو انجكشن پيزو، 
اس�پرم هاي اپيديديمي به داخل سيتوپلاس�م 213 اووس�يت فاز MII  تزريق و سپس اووسيت ها انكوبه شدند. مشاهدات نشان 
 )n=52( منحط ش�دند. 39 درصد )n=30( 62/4 درصد از اووس�يت ها پس از ريز تزريقي لقاح يافتند و 14 درصد )n=133( داد
از س�لول هاي لقاح يافته به مرحله مورولا، و 12/8 درصد )n=17( به مرحله بلاستوس�يت در محيط آزمايش�گاه رسيدند. در اين 
مطالعه، ميزان باروري سلول هاي جنسي، رشد و بقاي جنين هاي توليد شده در محيط آزمايشگاه مورد ارزيابي قرار گرفت.  نتايج 
نشان مي دهند كه با استفاده از تكنكي لقاح آزمايشگاهي )IVF( در موش آزمايشگاهي غيرهمخون- متعارف در شرايط معمول، 
 ميزان لقاح آزمايش�گاهي افزايش يافته و جنين هاي آزمايش�گاهي با يكفيت وكميت بهتري توليد مي ش�وند ضمن آنكه روش�ي 
آسان تر و مقرون به صرفه تر از روش ميكرواينجكشن پيزو -ICSI است. بطور كلي پيشنهاد مي شود در انجام تحقيقات از موش 
آزمايشگاهي غير همخون NMRI كه در شرايط متعارف به آساني قابل تكثير و نگهداري مي باشند، براي دريافت تخمك و توليد 

جنين در فناوري باروري ياري شده )Assisted Reproduction Technology( استفاده گردد.
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مقد‌مه
ميزان تخمك گذاري، رش��د جنين و باروري آزمايش��گاهي در نژاد 
هاي موش هاي آزمايش��گاهي مختلف، متفاوت است) 10، 24( و اغلب 
اطلاعات موجود در مورد باروري موش هاي آزمايشگاهي همخون است 
 )24( كه تكثير و نگهداري آن ها نياز به محيط، فضا و دقت بيشتري دارد. 
 Intracytoplasmic Sperm( تكنكي هاي ري��ز تزريق��ي اس��پرم
 In vitro Fertilization,( لقاح آزمايش��گاهي ،)Injection, ICSI
IVF( در زمين��ه ه��اي بيوتكنولوژي توليدمثل و جنين شناس��ي، جزء 
روش هاي اختصاصي و انتخابي مي باشند. تكنكي هاي سوپراوولاسيون 
و لقاح آزمايش��گاهي از س��اليان دور انج��ام مي گرفته و ب��ه ويژه دهه 
ه��اي1950 و 1960 دوره طلائ��ي ب��راي اين تكنكي ه��ا در خرگوش 
ن��ام گرفته اس��ت )5(. ب��ا اين حال بدليل عوامل بس��يار زي��ادي كه بر 
نتيجه كار لقاح آزمايش��گاهي موثر هس��تند. موفقي��ت در اين تكنكي 
ه��ا هم��واره دچار نوس��ان ب��وده و ب��ر روي عوامل تاثيرگ��ذار مختلف 
 مانن��د گونه هاي مختلف حيوان��ات )24، 26(، محيط هاي ش��يميائي

)2، 3، 9 ،14، 22(، عوامل فيزكيي موثر برروي فرآيندها و همچنين ساخت 
تجهيزات جديد كارهاي تحقيقاتي مختلفي انجام مي گردد تا نتايج را بهبود 
بخشند )12، 18(. روش هاي باروري آزمايشگاهي عمدتاً به عنوان راه كار 
ويژه براي ارزيابي س��لول هاي جنسي و پارامترهاي توليدمثلي حيوانات 
آزمايشگاهي، توليد و نگهداري حيوانات مدل كه امكان توليد و نگهداري 

 آنها مشكل  و يا براي زماني غيرضروي مي باشند و همچنين در درمان 
ناباروري ها و پژوهش هاي نوين به خصوص براي اصلاح نژاد دام هاي بزرگ 
و مقاوم سازي حيوانات توليدي در مقابل بيماري ها، استفاده مي شوند. 
هدف از انجام اين مطالعه ارزيابي تكنكي هاي ICSI و IVF  براي توليد 
جنين موش در شرايط آزمايشگاهي و به منظور بررسي و كنترل  پارامترهاي 
توليدمثلي موش هاي آزمايشگاهي غير همخون و ايجاد شرايطي مناسب 
براي توليد حيوانات آزمايش��گاهي كه توليد آنها مش��كل و يا غيرممكن 
است، می باشد. علاوه بر آن از اين روش ها مي توان براي توليد حيواناتي 
با ساختار ژنتكيي كينواخت و مشخص و يا داراي مكيرو فلورهاي متفاوت 
 اس��تفاده نمود. لذا  دستيابي به تكنكي هاي مذكور و بررسي كار آمدي 
آن ه��ا مي تواند زمين��ه هاي نويني را در توليد حيوانات آزمايش��گاهي 
مورد نياز موسسه ها، مراكز علمي، پژوهشي و درماني كشور فراهم آورد 
و نژاد هاي حيواناتي كه در كش��ور به آساني در دسترس و قابل تكثير و 
نگهداري اس��ت را براي استفاده در دستكاري جنين و فناوري توليدمثل 

معرفي نمايد.

مواد و روش كار
مواد و محيط هاي مورد اس��تفاده در اين مطالعه از ش��ركت سيگما 
خريداري ش��ده و گريد آنه��ا مخصوص جنين بود. ب��راي انجام آزمون 
 ه��اي IVF و ICSI تعداد 40  س��ر م��وش ماده جفت نخ��ورده 7-8 
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In order to do in vitro fertilization (IVF), 435 oocytes were collected from 20 super ovulated NMRI female mice, in 
M2 media with 4% BSA. 85% (n=370) of collected oocytes were in MII phase. Epididymal sperms were added to 332 
oocytes in T6 media drops with 4% BSA and incubated. Fertilization rate was 79.8% (n=265) out of which 27.5% (n=73) 
grew to morula and 20.8% (n=55) achieved blastocyst stages.For Piezo- intracytoplasmic sperm injection (Piezo-ICSI), 
20 super ovulated female mice were sacrificed and 355 oocytes were collected in M2 media with 4% BSA. 83% (n=295) 
of collected oocytes were in MII phase. Epididymal sperms were piezo-injected to cytoplasm of 213 MII oocytes and 
incubated. 62.4% (n=133) of injected oocytes were fertilized and 14% (n=30) degenerated. 39% (n=52) of fertilized cells 
grew to morula and 12.8% (n=17) to blastocyst stages embryos at laboratory conditions. In this study the fertilization 
rate of gametes, growth and survival rate of laboratory embryos were evaluated in vitro. Results show higher fertilization 
rate and the laboratory embryos with desirable quality and quantity were obtained by the use of IVF technique from 
conventional-outbreed laboratory mouse, that is economical and easy as compare to Piezo-ICSI. However, outbred 
laboratory NMRI mouse that can be easily bred and kept in conventional conditions is recommended for use in oocyte 
recovery and embryo production in assisted reproductive technology.  
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 NMRI) National Medical Research ن��ژاد  از  اي،  هفت��ه 
Institute( انتخ��اب و ب��ه طور تصادفي به دو گروه مس��اوي 20 تايي 
تقسيم شدند. براي استحصال اسپرم، از بين موش هاي نر بالغ با سابقه 
جفت خوردگي نژاد NMRI، 8 سر بطور تصادفي انتخاب و در هر نوبت 

آزمايش كي سر از آنها تصادفاً براي تهيه اسپرم استفاده گرديد.
م��وش هاي تحت آزمايش، در ش��رايط متعارف دماي 2±22 درجه 
س��انتی گراد رطوبت 5± 50 درصد و تعويض هوا 12-10 بار در ساعت، 
 تغذيه اس��تاندارد از پليت تهيه ش��ده در موسس��ه تحقيقات واكس��ن و 

سرم سازي رازي كرج و آب لوله كشي به مقدار كافي نگهداري شدند. 
براي كس��ب تخمك بيش��تر، موش هاي ماده قبل از استفاده سوپر 
اووله شدند و 20 سر از آنها براي اخذ اووسيت و انجام IVF  و 20  سر 
ديگر نيز براي كس��ب اووس��يت و انجام ICSI در 4 نوبت آزمايش ) هر 
نوبت 5 س��ر( براي IVF و چهار نوبت مجزا براي انجام ICSI اس��تفاده 

شدند.  
براي سوپراوولاس��يون موش هاي ماده، به ترتيب  بوس��يله هورمون 
هايPMSG   و HCG در دوزهاي IU  8 و به فاصله 48-46 ساعت 
به صورت  داخل صفاقي تزريق شدند. براي تهيه اووسيت 16-13 ساعت 
پ��س از تزريق HCG، اوويداكت ه��ا  از تخمدان ها و لوله هاي رحمي 
موش هاي ماده  سوپر اووله شده جدا و در قطرهاي محيط M2 حاوي 
BSA 4 mg/ml  داخ��ل پت��ري ديش ها )بر روي  گ��رم کن 37-38 
درجه س��انتی گراد( قرار داده ش��دند. سپس اين پتري ها را به زير لوپ 
برده و با ايجاد شكاف در قسمت برجستگي شفاف، اووسيت ها به درون 
mg/ حاويT6 محيط رها ش��دند  و بعد اووس��يت ها به قطرات محيط

BSA 15 ml  منتقل و  تا زمان افزودن اس��پرم، در انكوباتور 37 درجه 
سانتی گراد و CO2 5 درصد انكوبه شدند.

براي اسپرم گيري در هر نوبت از آزمايش، كي جفت اپيديديم موش 
ن��ر ج��دا و  به محيط T6 حاوي BSA 15 mg/ml كه بر روي س��طح 
گرمكن 38-37 درجه س��انتی گراد قرار داش��ت وارد گرديد. سپس به 
مدت 45  دقيقه تا كي س��اعت در داخ��ل انكوباتور در دماي 37 درجه 
سانتی گراد و 5 درصد CO2 قرار داده شد تا اسپرم ها از اپيديديم ها به 
داخل محيط رها و ظرفيت پذير شوند )10(. بلافاصله پس از انكوباسيون، 
ارزيابي مكيروسكوپي  بر روي اسپرم هاي رها شده انجام گرديد و بدون 
اينكه ذخيره سازي در مورد آنها اعمال گردد به قطره هاي حاوي تخمك 

اضافه شدند. 
 )2/7 ×106 /mL  10 اسپرم )تراكم اسپرم µL پس از اضافه كردن
به قطره هاي حاوي اووسيت در محيط T6 حاوي BSA 15 mg/ml و 
انكوباسيون آن ها، مراحل تشيكل زيگوت و رشدجنين ها به مدت 3-4 
روز مشاهده و بررسي گرديد. 7- 5 ساعت پس از مجاورت تخمك ها با 
اسپرم، اووسيت هاي لقاح يافته داراي دو پيش هسته و پولار بادي و حدود  
25-22 ساعت بعد، جنين هاي دو و چهار سلولي مشاهده شدند سپس 
 اين جنين ها در قطرات محيط كشت خودشان شستشو و  بعد به قطرات 
محيط G2 منتقل ش��دند. جنين هاي هش��ت سلولي حدود 48 ساعت 
بعد و جنين هاي مورولا و بلاستوسيت هاي اوليه حدود 72 ساعت بعد و 
بلاستوسيت هاي پيشرفته حدود 96 ساعت بعد رؤيت شدند. براي انجام 
ICSI نيز پس از اخذ اسپرم از اپيديديم موش نر و انكوباسيون  به مدت 

45 دقيقه تا كي ساعت و قطع دم اسپرم توسط بازوي پيزو، ريزتزريقي 
 ICSI -به روش پيزو MII س��ر اسپرم به سيتوپلاسم اووسيت هاي فاز
 mg/ml حاويT6  انجام گرفت. سپس سلول هاي تزريق شده به محيط
 CO2 منتقل و در انكوباتور 37 درجه سانتی گراد و 5 درصد BSA 15
قرار گرفتند و حدود 24 س��اعت بعد از ICSI ، جنين هاي دو س��لولي 
تش��يكل شده به قطرات محيط G2 منتقل شدند. باروري و رشد جنين 
هاي تشيكل شده به مدت 4-3 روز مورد بررسي و با نتايج حاصل ازگروه 
IVF مقايس��ه شد. ارزيابي جنين هاي حاصل از دو تكنكي ريز تزريقي 
و لقاح آزمايش��گاهي بر اس��اس مورفولوژي سيتوپلاسم و ديواره سلولي، 
صورت گرفت و سپس نسبت جنين هاي زنده، رشد كرده كه به مرحله 
بلاستوس��يت رسيده به كل اووس��يت ها و مورولاها در هرگروه محاسبه 
ش��دند و نتايج بدست آمده با  روش كاي اسكور )X2( در P>0/001  و 

P< 0/05 مورد مقايسه آماري قرار گرفتند )15(. 

 نتايج
مش��اهدات نش��ان داد از 435 اووس��يت حاصل��ه از20 س��رموش 
 MII در فاز سلولي ،)n=370( آزمايش��گاهي سوپراووله شده 85 درصد
بودند. در لقاح آزمايش��گاهي IVF ، از مجاورت اسپرم هاي اپيديديمي 
با 332 اووسيت درمحيط آزمايشگاه 79/8 درصد )n=265(، از اووسيت 
ها لقاح يافتند. 27/5 درصد )n=73( از سلول هاي لقاح يافته به مرحله 
جنيني مورولا رس��يدند و 20/8 درص��د )n=55( نيز به مرحله جنيني 

بلاستوسيت نائل آمدند )جدول 1(. 
در آزمايش ICSI، از20 س��ر موش ماده نژاد NMRI س��وپر اووله 
شده، تعداد 355 اووسيت جمع آوري شد. ارزيابي ها نشان دادند كه 83 
درصد )n=295( از اووس��يت ها در فاز MII بودند. مشاهدات نشان داد 
در نتيجه ريزتزريقي اس��پرم هاي اپيديديمي به داخل سيتوپلاسم 213 
اووسيت فاز MII، 62/4 درصد 14درصد )n=30( از اووسيت ها پس از 
ريز تزريقي  منحط شدند و )n=133( لقاح يافتند. 39 درصد )n=52( از 
 )n=17( اووسيت هاي لقاح يافته به مرحله جنيني مورولا و 12/8 درصد

نيز به مرحله بلاستوسيت رسيدند )جدول 2(. 

بحث 
توليد جنين آزمايشگاهي با استفاده از روش هاي لقاح آزمايشگاهي 
و ريزتزريقي ، از راه هاي اصولي و نوين در حوزه بيوتكنولوژي توليدمثل 
است. براي توليد جنين آزمايشگاهي با يكفيت وكميت مطلوب، راه كار 
هاي متفاوتي در مراحل مختلف رشد جنيني وجود دارد. از زمان  انجام  
اولين لقاح آزمايش��گاهيIVF )5( تا به امروزكه منت��ج به راه اندازي و 
 )20( ICSI-پيزو ،)متعارف )24 ICSI استفاده از تكنكي هايي همچون
و ICSI   ليزري )1( شده است دستكاري ها، تحولات تكنكيي وتغييرات 
ش��رايط محيطي زيادي صورت گرفته اس��ت. در اين مطالعه از دو روش 
"IVF  و ICSI - پيزو براي توليد جنين آزمايشگاهي موش استفاده شد. 
ارزيابي ها نش��ان داد در روش IVF ، 85 درصد )n=370( از اووس��يت 
هاي جمع آوري شده از موش NMRI در فاز متافاز دو )MII( بودند و 
اين ميزان در روش ICSI، 83 درصد )n= 295( محاسبه شد. گزارشات 
 )MII( نشان مي دهد قابليت تخمك گذاري و رسيدن به فاز متافاز دو

مقایسه روش های آزمایشگاهی ...
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NMRI در موش آزمايشگاهي ICSI و IVF جدول 1- ميزان اووسيت ها و جنين هاي آزمايشگاهي حاصل از دو روش

 *  اووسيت ها در مرحله دو پيش هسته )Two pronuclear( هستند.

 * اووسيت ها در مرحله دو پيش هسته )Two pronuclear( هستند.
 a و b در P < 0/001 با هم اختلاف معني دار دارند.
.)P < 0/05( با هم اختلاف معني دار ندارند  d و c 

IVFICSIپارامترها

2020تعداد موش هاي استفاده شده براي اخذ اووسيت )سر(

435355تعداد اووسيت هاي جمع آوري شده

MII تعداد و درصد اووسيت هاي فاز
)85 درصد( 

370
)83 درصد( 

295

332213تعداد اووسيت هاي استفاده شده

ICSI   تعداد و درصد  اووسيت هاي دژنره شده پس از-
)14درصد( 

30

265133تعداد اووسيت هاي لقاح يافته )2PN* دار(

تعداد و درصد مورولاهاي بدست آمده
)27/5 درصد( 

73
)39 درصد( 

52

5517تعداد بلاستوسيت هاي بدست آمده

ICSI و  IVF جدول2- مقايسه ميزان لقاح و بلاستوسيت هاي حاصل از دو روش

مقايسه آماريIVFICSIپارامترها

-332213تعداد اووسيت هاي استفاده شده 

a % 62/4 bP<0/001 79/8 % درصد اووسيت هاي لقاح يافته )2PN* دار( 

c % 12/8 dP>0/05 20/8 % درصد بلاستو سيت هاي بدست آمده 
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در نژاد ها و ش��رايط آزمايشگاهي مختلف، متفاوت است )19، 26، 27(. 
ميزان لقاح اووسيت ها در روش IVF 79/8 درصد )n=265( بود كه در 
مقايس��ه با روش ICSI 62/4 درص��د )n=133( در P<0/001 اختلاف 
معني داري نش��ان دادند.  ميزان رس��يدن اووس��يت هاي لقاح يافته به 
مرحله جنيني بلاستوس��يت در دو روش IVF و ICSI به ترتيب 20/8 

 P ب��ود اگر چه در مقايس��ه آماري در )n=17( و 12/8درص��د )n=55(
0/05< اخت�الف معني داري ندارند ولي بايد يادآور ش��د كه در تكنكي 
ه��اي IVF و ICSI حتي اختلاف داش��تن كي جني��ن خوب نيز حائز 

اهميت بوده و ممكن است منتج به تولد نوزاد مورد نظر شود. 
 در تحقيقات گزارش شده ميانگين ميزان موفقيت لقاح آزمايشگاهي60 
درصد )صفر تا 100 درصد( بوده كه با نرخ بدس��ت آمده در اين تحقيق 
 متف��اوت اس��ت )4، 16، 21، 22( اين اختلافات را مي ت��وان به ميزان 
ظرفيت پذير بودن اس��پرم هاي اس��تفاده شده )1، 6، 7، 9(، تاثير دما و 
نور اضافي درموقع انجام كار )4، 12، 25( زياد ش��دن فاصله زماني بين 
معدوم كردن حيوان و برداشت اووسيت )16(، يكفيت محيط كشت )2، 
3، 9، 14، 22(، ميزان لقاح پذير بودن تخمك ها )21(، تراكم تخمك در 
قطره هاي لقاح )16، 21( تجربه كاري و تجهيزات آزمايش��گاهي ارتباط 
داد. گزارشات نشان مي دهند براي انجام ICSI موفق در موش، از روش 
ريزتزريقي پيزو به جاي ريزتزريقي متعارف اس��تفاده مي ش��ود و ميزان 
بقای اووس��يت هاي تزريق شده و درصد بلاستوسيت هاي بدست آمده 
مناسب اعلام شده است )20، 26(. ميزان بقاي اووسيت هاي تزريق شده 
)توسط دستگاه مجهز به پيزو( در مطالعه ما در مقايسه با مطالعات ديگر 
اختلاف معني داري ندارد )26( كه ش��ايد به دليل تجهيزات و ش��رايط 
مناسب آزمايشگاهي و مهارت و تجربه كاري فرد تزريق كننده باشد، ولي 
ميزان رسيدن اووسيت هاي تزريق شده  به مرحله جنيني بلاستوسيت 
در محيط آزمايش��گاه با نتايج گزارش ش��ده محققين ديگر تفاوت دارد 
)25، 26، 29، 32( به نظر مي رسد اين امر به علت اختلاف در نژاد موش 
)26 ( شرايط نور، دماي محيط كار و تريكبات محيط كشت سلولي باشد 
)19، 27(. متداول ترين نژاد هاي مورد اس��تفاده براي اخذ و دستكاري 

جنين در دنيا ، موش هاي هم خون
    FVB/N,C57BL6 x C3H F1s C57/BL6 x SJL 

F1
هس��تند )24( ك��ه در اي��ران تولي��د نمي ش��وند و ش��رايط تكثير 
و نگه��داري آنه��ا نيز مش��كل اس��ت. بط��ور كلي ب��ا توجه ب��ه نتايج 
بدس��ت آم��ده ب��ه نظر مي رس��د م��وش غي��ر همخ��ون NMRI  از 
 نظر باروي آزمايش��گاهي نژاد مناس��بي بوده و پيش��نهاد مي ش��ود در 

زمينه هاي مختلف بيوتكنولوژي توليدمثل در كشور استفاده گردد.
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