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 چکیده

د ثلی وجوو فعالیت نابرابر دو سمت دستگاه تولید م های بسیاری در رابطه با اثرات جسم زردتناقض زمینه مطالعاتی:

چپ  وهای راست گاوی منشأ گرفته از تخمدانهای هدف اول در این مطالعه بررسی شایستگی تکاملی تخمک هدف:دارد. 

( با oocytes--L.CLا ی oocytes--R.CL( و فاقد جسم زرد )oocytes-+L.CLیا  oocytes-+R.CLواجد جسم زرد )

زمایش در آروش کار: به عنوان معیار انتخاب بوده است )آزمایش اول(.  (BCB)بکارگیری آزمون بریلیانت کرزیل بلو 

 )BCB-های در حال رشد قرار گرفته و سپس به دو دسته تخمک BCBآوری شده در معرض رنگ  معهای جاول، تخمک

دند. ش )IVEP(تنی رویان ها وارد فرآیند تولید برونتقسیم شدند. سپس تمامی تخمکتر( ، شایسته BCB+رشد یافته )

 BCBب با نتایج این آزمایش هیچ تفاوتی را در میزان رشد و نمو رویانی در اثر سمت تخمدان یا در اثر انتخا نتایج:

ود داشت و ها وج، یک عدم یکنواختی در شایستگی تکاملی تخمک R.CL⁺-oocytesنشان نداد. اگرچه در ارتباط با 

 (. درصد تسهیم )کلیواژ( و%42.4در برابر  %657.بود )به ترتیب  BCB-، بزرگتر از گروه  BCB+هایدرصد تخمک

ین اهدف دوم در  کمتر بود. oocytes--CLنسبت به این مقادیر در گروه نیز  oocytes-+CLبلاستوسیست حاصل از 

ه ها در ارتباط با حضور یا عدم حضور جسم زرد و اندازمطالعه بررسی عدم یکنواختی در شایستگی تکاملی تخمک

طبق  های مورد نظر برها بر اساس حضور یا عدم حضور جسم زرد، فولیکولبندی تخمدانپس از دستهفولیکولی بود. 

 IVEPوارد فرآیند های بدست آمده در هر گروه تقسیم شدند و تخمک و بزرگ قطر خود به سه گروه کوچک، متوسط

رات منفی جسم زرد متأثر از اث oocytes-S.+CLای که  به همان اندازه oocytes-.B+CLگردیدند. نتایج نشان دادند که  

ت بتوان با توان نتیجه گرفت که ممکن اسبنابراین، این چنین میگیری نهایی: نتیجهشوند، تأثیر نخواهند پذیرفت. می

 IVEPهای فاقد جسم زرد، برخی مشکلات مربوط به های بزرگ تخمدانهای منشأ گرفته از فولیکولاستفاده از تخمک

 گاوی را کاهش داد. 
 

 تنی رویان، اندازه فولیکولبریلیانت کرزیل بلو، شایستگی تکاملی، تولید برونجسم زرد،  واژگان کلیدی:
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 مقدمه

های در های استحصالی از فولیکولعدم یکنواختی تخمک

وسیله تکنیک برداشت تخمک و یا حال رشد به

های ماده کشتار شده، های دامآسپیراسیون از تخمدان

-وغ برونهمچنان یک چالش بزرگ در موفقیت فرآیند بل

و موجب کاهش میزان رشد و نمو  بوده )IVM(1تنی 

از این واقعیت است  ناشیاین مشکلات گردد. رویانی می

های حیوانات های استحصالی از تخمدانکه منشأ تخمک

کشتارگاهی )مرحله سیکل فحلی، مرحله موج فولیکولی، 

ها و غیره...( ناشناخته و یا غیریکنواخت منشأ تخمدان

 ها متغیر خواهد بودبنابراین کیفیت تخمکبوده و 

شبانکاره و -و کرمی 2006)لانرگان و همکاران 

تنی جهت بهبود تولید برون .(2012میرشمسی 

بلاستوسیست در نشخوارکنندگان عوامل دخیل در عدم 

؛ از قبیلها یکنواختی موجود در شایستگی تکاملی تخمک

مختلف های روی و اندازهمراحل مختلف رشد، پس

عنوان موضوع مورد مطالعه بسیاری از فولیکولی به

و  2001)یون و همکاران  تحقیقات مدّ نظر بوده است

. مطالعات گذشته عدم یکنواختی (2014گینتر و هوفمن 

های تولیدمثلی را در گاوهای موجود در عملکرد اندام

در فعالیت تخمدانی و به احتمال  شیری در اثر تفاوت

های های فیزیولوژیکی در بخشلت تفاوتعتر بهقوی

های تولیدمثلی که خود در ارتباط با سمت مجرایی اندام

است،  بعد از زایش آبستنی قبلی و بازیابی شاخ آبستن

این فعالیت . (2011)جرس و همکاران  اندتأیید نموده

نابرابر دو سمت سیستم تولیدمثلی ممکن است در اثر 

ای راست و چپ در ارتباط با هتفاوت در فعالیت تخمدان

، (2006)فوکودا و همکاران  گذاری قبلیسمت تخمک

های منشأ گرفته از تفاوت در شایستگی تکاملی تخمک

و یا تفاوت بین  (2000و همکاران  ها )فوکودااین تخمدان

 )هیلان و همکاران های راست و چپ رحم باشدشاخ

رشد و وجود ارتباط بین تکامل اجسام زرد و . (2009

دلیلی  (2008ها )کانترراس و همکاران نمو فولیکول

                                                           
1 . In vitro maturation (IVM) 

مستند در حمایت از وجود فاکتورهای دخیل در عدم 

براین، علاوه  .استها یکنواختی شایستگی تکاملی تخمک

اند که پیشنهاد نموده (2013) شبانکاره و همکاران

های مستقر بر دست آمده از فولیکولمایعات فولیکولی به

های گاوی فاقد جسم زرد جهت استفاده در انروی تخمد

تر از مایعات بدست آمده از ها مناسببلوغ تخمک

های واجد جسم زرد های مستقر بر روی تخمدانفولیکول

 (1948) و کاسیدا و همکارانش (1936) کلارکباشند. می

آوری های نابالغ در کشتارگاه جمعها را از تلیسهتخمدان

% آنها به ترتیب  2/60% و  5/73 کرده و پی بردند که

های غالب و جسم زرد بر روی تخمدان دارای فولیکول

نشان داده شده است که الگوهای باشند. راست می

سو( و تخمدان سمتی هم گذاری )از سمت مقابل یاتخمک

تواند میزان اند، میها از آن استحصال شدهکه رویان

طی مراحل لقاح آبستنی را پس از تلقیح داخل رحمی یا 

. (2006)فوکودا و همکاران  تنی متأثر سازدبرون

، یک منبع دیگر برای ایجاد عدم یکنواختی در همچنین

ها اندازه فولیکولی است که شایستگی تکاملی تخمک

در خوک و دیگر اند. ها از آنها استحصال شدهتخمک

ها نشان داده شده که کسب شایستگی میوزی و گونه

طور مستقیمی در ها بهتکاملی بعدی تخمکشایستگی 

و  1986)موتلیک و فولکا  ارتباط با اندازه فولیکولی است

شناسی اگرچه معیارهای شکل. (2001یون و همکاران 

-ها بدست میابزاری معقول برای تشخیص کیفیت تخمک

ها وجود داشته و دهند، اما تنوع بسیاری در بین تخمک

ادر به تشخیص قنهایی شناسی به تمعیارهای شکل

تنی تا رسیدن های مناسب برای رشد و نمو برونتخمک

پیلا و همکاران )او باشندبه مرحله بلاستوسیست نمی

های رشد یافته در این رابطه برای انتخاب تخمک .(2008

شود. استفاده می )BCB(2از آزمون بریلیانت کرزیل بلو 

فسفات -6-بر اساس قابلیت آنزیم گلوگز BCBآزمون 

 BCBدر تغییر رنگ ماده   )PDH6G(3دی هیدروژناز 

                                                           
2 . Brilliant crysil blue (BCB) 
3 . Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) 
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 BCB  ،PDH6G−فعال:  PDH6Gاز آبی به بی رنگ )

گنزالز و همکاران -)رودریگز ( استBCB+غیر فعال: 

ای گونهها را بهتوان تخمکبنابراین می. (2002

به دو گروه   BCBآمیزی غیرتهاجمی با استفاده از رنگ

های کاملاً رشد یافته و )تخمک BCB+های تخمک

های در حال )تخمک BCB-های تر( و تخمکشایسته

)میرشمسی  رشد با شایستگی تکاملی کمتر( تفکیک کرد

 . (2013و همکاران 

تا به امروز بر اساس اطلاعات ما، گزارشاتی که اثرات 

جسم زرد و سمت تخمدان را با یکدیگر بر روی 

ها بررسی کرده باشند محدود شایستگی تکاملی تخمک

بوده و تناقضات بسیاری در رابطه با اثرات مثبت و منفی 

جسم زرد و فعالیت دو سمت سیستم تولید مثلی وجود 

 یبررسراین، هدف اولیه از این مطالعه، بنابدارد. 

 از گرفته منشأ یگاو یهاتخمک یتکامل یستگیشا

R.CL+-) زرد جسم واجد چپ و راست یهاتخمدان

 oocytes  یاoocytes-+L.CL )زرد جسم فاقد و 

( oocytes--R.CL  یاoocytes--L.CL )یریبکارگ با 

 اریمع عنوان به( BCB)  بلو لیکرز انتیلیبر آزمون

هدف دوم در این  (.اول شیآزما) است بوده انتخاب

تر اثرات جسم زرد و ارزیابی اثرات یققمطالعه، بررسی د

اندازه فولیکولی به عنوان یکی دیگر از عوامل مسبب عدم 

ها در ارتباط با یکنواختی در شایستگی تکاملی تخمک

 حضور یا عدم حضور جسم زرد بود.

 

 هامواد و روش

که  مواردیغیر از تمامی مواد شیمیایی مورد استفاده به

 تهیه شده است. 1نام برده شده، از شرکت سیگما

 هاآوری تخمکجمع

های مورد نظر از گاوهایی بالغ با محدوده سنی تخمدان

-سال از نژاد هولشتاین استحصال گردید. تخمدان 7تا  4

در محلول ور صورت غوطهآوری شده بههای جمع

و   (IU/Ml 100) نرمال سالین که واجد پنیسیلین

                                                           
1 . Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) 

 35تا  30بوده در دمای  (mg/mL 50) استرپتومایسین

درجه سانتیگراد به آزمایشگاه انتقال داده شد )حداکثر 

-های تخمکشتار(. کمپلکسطی دو ساعت بعد از ک

های تخمدانی آسپیره از فولیکول )COCs(2کومولوس 

های هایی با چندین لایه سلولشدند. تنها تخمک

دست در این آزمایش کومولوس متراکم و اووپلاسم یک

 استفاده شدند.

  )IVM(3تنی بلوغ برون

ها بر اساس ها و تخمکبندی تخمدانبعد از دسته

سه بار در محیطی که  COCsتیمارهای مورد آزمایش، 

آنها قرار بود کشته داده شوند، مورد شستشو قرار 

تایی  10تا  8هایی های مورد نظر در گروهتخمکگرفتند. 

 IVMمیکرولیتر از محیط   50هایی با حجم قطرهبه ریز

 23/0مکمل شده با  TCM 199که حاوی محیط پایه 

mmol/L  02/0سدیم پیروات، از IU/ml از p-FSH  ،1 

μg/ml  17استرادایول ازβ  ،50 ng/ml  عامل رشد از

از  g/mlμ 50و  EGF(  ،10% (v/v) FCS(4اپیدرمی 

 24و به مدت بود، انتقال داده شدند جنتامایسین می

کوباتور ندرجه سانتیگراد در ا 5/38ساعت در دمای 

 2CO (%5 2CO  ،مورد  %95تا  90در هوا )رطوبت نسبی

 باسیون قرار گرفتند.انکو

  )IVF(5تنی لقاح برون

گشایی و برای منی منجمد شده یک گاو نر ثبت شده، یخ

اران پریش و همک) آماده شد swim-upانجام فرآیند 

های بلوغ یافته دوبار ، تخمک IVM. بعد از طی (1986

مورد شستشو  IVFهای شستشو و در هر یک از محیط

تخمک در هر قطره حاوی  7تا  6قرار گرفتند. سپس 

IVF-TALP  50با حجم μl ریش و پ) قرار داده شدند

 ،برای تأمین غلظت نهایی. (1986همکاران 

طرات قپذیر شده به ظرفیت اسپرماتوزویید 1×106 

)  PHEمخلوط  μl 2ها اضافه شدند. سپس حاوی تخمک

                                                           
2 . Cumulus oocyte complexes (COCs) 
3 . In vitro maturation (IVM) 
4 . Epidermal growth factor (EGF) 
5 . In vitro fertilization (IVF) 
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20 μM 10آمین، پنیسیل CM  1هیپوتائورین و μM اپی-

ها تخمکنفرین( به سوسپانسیون مورد نظر اضافه شد. 

ساعت در دمای  18های مورد نظر به مدت و اسپرم

و حداکثر  2CO %5درجه سانتیگراد در هوایی با  5/38

 مورد انکوباسیون قرار گرفتند.رطوبت با یکدیگر 

  )IVC(1تنی کشت در شرایط برون

های زایگوتها، ساعت پس از تلقیح تخمک 18حدوداً 

آرام و دوبار شستشو در  Vortexingمفروض با عمل 

و یکبار در  BSA %4حاوی   HEPES-TCM 199محیط 

-از سلول( 1993)لاویتس و بیگرس  )KSOM(2محیط 

های مفروض در زایگوتهای کومولوس عاری شدند. 

از محیط   μL 400عددی در قطراتی  30تا  25هایی گرو

KSOM  1که با mg/mL  ازBSA  مکمل شده بود

)1KSOM(  48قرار داده شدند و روی آنها در مدت 

ساعت بعدی با روغن معدنی پوشانیده شد. قطرات کشت 

ساعته طی روزهای باقی مانده  48داده شده در فواصل 

بوده  FCS %5که حاوی  KSOMبا استفاده از محیط 

)2KSOM(  ات و شدند. تسهیمباز پر و جایگزین می

ه عنوان روز ب IVFروز کلیواژ رویانی در روز دوم )

بلاستوسیست در  صفر در نظر گرفته شد( و میزان تولید

ها یا به صورت نسبتی از کل تخمک 9و  8، 7، 6روزهای 

 های تسهیم یافته ثبت گردید. نسبتی از رویان

 طرح آزمایش

 یتکامل یستگیشا یبررس 1هدف آزمایش :  1آزمایش 

 و راست یهاتخمدان از گرفته منشأ یگاو یهاتخمک

 L.CL+-یا  oocytes-+R.CL ) زرد جسم واجد چپ

oocytes )زرد جسم فاقد و ( oocytes--R.CL  یا-L.CL

-oocytes )بلولیکرز انتیلیبر آزمون یریبکارگ با 

(BCB )بلافاصله پس از آنکه بود انتخاب اریمع عنوانبه .

 و زرد جسم واجد چپ و راست یهاازتخمدانها تخمک

بار در محیط  3استحصال گردیدند،  زرد جسم فاقد

Dulbecco’s PBS  4/0اصلاح شده با اضافه نمودن  %

                                                           
1 . In vitro culture (IVC) 
2 . Potassium simplex optimization medium (KSOM)  

BSA (mDPBS)  .سپس مورد شستشو قرار گرفتند

 5/38دقیقه در دمای  90های مورد نظر به مدت تخمک

 μM 26درجه سانتیگراد و هوای مرطوب در معرض 

قرار  mDPBSرقیق شده در  BCB (B-5388)رنگ 

دنبال به. (2012شبانکاره و میرشمسی -)کرمی گرفتند

شستشو شده و  mDPBSها دوبار با این مرحله، تخمک

( مورد ×50تحت میکروسکوپ نوری )بزرگنمایی 

-بر اساس رنگ سیتوپلاسم، تخمکبررسی قرار گرفتند. 

-بندی شدند؛ تخمکسیمقهای مورد نظر به دو دسته ت

 BCB+هایی با رنگ آبی سیتوپلاسم که 

(-+.BCB+R.CL  و-+.BCB-R.CL  یا-+.BCB+L.CL 

هایی محسوب شده و تخمک (oocytes-+.BCB-L.CLو 

 .BCB (--BCB.+CLR−  بدون رنگ آبی سیتوپلاسم که

.BCB.-CLL−-و  .BCB.+CLL-- یا  .BCB.-CLR−-و 

oocytes) تخمک  883بنابراین شدند. در نظر گرفته می

آزمایشی تقسیم بر اساس منشأ خود در چهار گروه 

ر آنها د BCB+های انتخاب شده شدند و درصد تخمک

بر اساس ها سپس این تخمک (.1بررسی شد )جدول 

 9همانطور که ذکر گردید در  BCBمنشأ خود و انتخاب 

؛ BCB+) رار داده شدندقگروه آزمایشی 

-+.BCB+R.CL  و-+.BCB-R.CL  یا-+.BCB+L.CL  و
+.BCB-L.CL، -BCB ؛--BCB.+CLR.  و-CLR.

-−BCB.  یا--BCB.+CLL.   وoocytes--BCB.-CLL. 

ها بندی، تخمکبعد از این تقسیم .(Control-oocytesو 

بار در محیطی که قرار بود در آن کشت داده شوند،  3

ها ، تخمک IVMمورد شستشو قرار گرفتند. پس از طی 

های مفروض همانگونه که لقاح داده شده و زایگوت

-Cدر گروه کنترل )توضیح داده شد، کشت داده شدند. 

oocytes  بدون انتخاب بر اساس سمت تخمدان، حضور ،

-( ، تخمکBCB یا عدم حضور جسم زرد و رنگ آمیزی

( کشت داده BCBآمیزی طور مستقیم ) بدون رنگها به

 شدند. 

اول جهت هایی متفاوت با آزمایش تخمدان:  2آزمایش 

های بررسی عدم یکنواختی در شایستگی تکاملی تخمک
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های های مختلف فولیکولی تخمدانمنشأ گرفته از اندازه

CL-) یا فاقد جسم زرد (oocytes-+CL)واجد جسم زرد 

oocytes-) های به سه گروه تخمدان+CL،-CL  و گروه

ها بر بندی تخمدانبعد از دسته بندی شدند.کنترل تقسیم

های حضور یا عدم حضور جسم زرد، فولیکول اساس

: 1S)  کوچک به سه گروهتخمدانی بر اساس قطر خود 

: 3Bو بزرگ )متر( میلی 2M :9-6، متوسط )متر(میلی 6-3

تقسیم  (2013)شبانکاره و همکاران  متر(میلی 10-20

های موجود در هر یک از در مرحله بعدی تخمکشدند. 

مورد آسپیراسیون قرار گرفتند. جات فولیکولی این دسته

گروه  7تخمک بر اساس منشأ خود در  1330بنابراین 

S-CL ،-CL.-و  S.⁺CL ،-M.⁺CL ،-B.⁺CL-) آزمایشی

-M. ،oocytes-.B-CL  وoocytes-C)  قرار گرفتند و

شایستگی تکاملی آنها پس از طی مراحل تولید 

-Cدر گروه کنترل )آزمایشگاهی رویان بررسی شد. 

oocytes  بدون انتخاب بر اساس حضور یا عدم ،

طور ها بهحضور جسم زرد و اندازه فولیکولی( ، تخمک

 مستقیم کشت داده شدند. 

 تحلیل آماری

آوری شده و مقادیر درصدی های مورد نظر جمعداده

اصلاح گردید. آنالیز واریانس با  arcsineآن با 

 4Rاز نرم افزار  Statsاز بسته  aovبکارگیری عملکرد 

ها با استفاده از آزمون  انجام گرفت. مقایسه میانگین

Tukey HSD هایی با احتمال انجام گرفت و تفاوتP = 

 دار محسوب شدند. یا کمتر معنی 0.05

 

 نتایج

ها و ارتباط بین منشأ تخمک 1جدول آزمایش اول: 

-را نشان می BCBها با استفاده از آزمون انتخاب تخمک

و  oocytes--R.CL  ،oocytes-+L.CLدهد. در گروه 

oocytes--L.CL داری در درصد تخمک، تفاوت معنی-

                                                           
1 . Small (S) 
2 . Medium (M) 
3 . Large or Big (B) 
4 . Software statistical package R version 2.15.2 

انتخاب شدند،  BCB−یا  و BCB+هایی که به عنوان 

های . هرچند در مورد تخمک(P > 0.05)وجود نداشت 

 BCB+ های، درصد تخمکoocytes-⁺R.CLگروه 

(oocytes-+BCB.⁺R.CL ) 0 .05(بیشتر< P(  از

بود )به BCB (oocytes--BCB.⁺R.CL )-های تخمک

 (. %4/42در برابر  %6/57ترتیب 

های گاوی منشأ کشایستگی تکاملی تخم 2در جدول 

 های راست و چپ واجد جسم زردگرفته از تخمدان

(oocytes-+R.CL  یاoocytes-+L.CL )جسم فاقد و 

که در  (oocytes--L.CLیا  oocytes--R.CL) زرد

اند، آورده شده است. قرار داده شده BCBمعرض رنگ 

با منشأ تخمدانی )سمت  BCBآمیزی اثر متقابل رنگ

؛ BCB+) ها و حضور یا عدم حضور جسم زرد(تخمدان

-+.BCB+R.CL  و-+.BCB-R.CL  یا-+.BCB+L.CL  و
+.BCB-L.CL ،-BCB ؛--BCB.+CLR.  و-CLR.

-−BCB.  یا--BCB.+CLL.   وoocytes--BCB.-CLL.) 

 > P)هیچگونه اثری بر رشد و نمو رویانی نداشت 

. علاوه براین، هیچ تفاوتی در اثر سمت تخمدان (0.05

در  BCB (+BCB)راست در برابر چپ( و یا انتخاب 

( در رشد و نمو رویانی ثبت نگردید. هرچند BCB−برابر 

در برابر LC-که حضور یا عدم حضور جسم زرد )
+CLدار در میزان تسهیم هایی معنیتفاوت ( موجب بروز

درصد کلیواژ )کلیواژ( و تولید بلاستوسیست گردید. 

از  (P >0.001) ( کمتر5/72%) oocytes-+CLهای تخمک

)به ترتیب  oocytes-Cو   soocyte--CLمقادیر آن در 

طور مشابه، درصد به( بود. %2/82و  6/83%

CL+-های های تولید شده از تخمکبلاستوسیست

oocytes ادیر آن در قاز مoocytes--CL   کمتر بود(< P

داری در میزان تولید رچه هیچ تفاوت معنی. اگ(0.001

 oocytes-Cو  oocytes-+CLبلاستوسیست بین 

 (. %5/37و  %7/26مشاهده نشد )به ترتیب 
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)تعداد  BCBها با استفاده از آزمون بین سمت تخمدان، حضور یا عدم حضور جسم زرد و انتخاب تخمک ارتباط -1جدول 

(7تکرار=
⁺R.CL2 -R.CL2 ⁺L.CL1 -L.CL1  

 بندیدسته

 هاتخمک 

 

 n % n % n % n % صفت

6/57±a2/1 95 9/51±a4/1 123 9/52±a8/0 81 6/54±a2/1 118 
+BCB درصد تخمک-

های انتخاب 

 شده

4/42±b8/0 70 1/48±a2/1 114 1/47±a7/0 72 4/54±a0/1 98 
-BCB 

abc حروف متفاوت در هر ستون بیانگر اختلاف معنی( 0.05دار است< P). 
1 -L.CL و+L.CL  :  .به ترتیب تخمدان چب فاقد یا واجد جسم زرد 
2 -R.CL و+R.CL راست فاقد یا واجد جسم زرد : به ترتیب تخمدان. 

 

چپ و های های گاوی منشأ گرفته از تخمدانبه عنوان معیار انتخاب شایستگی تکاملی تخمک BCBاستفاده از آزمون  -2جدول 

(7یا فاقد جسم زرد )تعداد تکرار=راست واجد 

 

abc حروف متفاوت در هر ستون بیانگر اختلاف معنی( 0.001دار استP < .)  
1   C  ،R  وLچپ.های گروه کنترل، راست و : به ترتیب تخمدان 
2  +CL  و-CLفاقد جسم زرد.های واجد یا : به ترتیب تخمدان 

 

های منشأ شایستگی تکاملی تخمک 3جدول : 2آزمایش 

های واجد های مختلف فولیکولی تخمدانگرفته از اندازه

CL--)و فاقد جسم زرد  (oocytes-+CL)جسم زرد 

oocytes) دهد. در این آزمایش اندازه را نمایش می

اکسپند یافته را متأثر نمود؛ های فولیکولی، درصد تخمک

های کوچک های استحصالی از فولیکولبطوریکه تخمک

(S-oocytes دارای کمترین میزان )میان دیگر  بلوغ تخمک

ها بودند. اثر متقابل جسم زرد با اندازه فولیکولی گروه

درصد تولید بلاستوسیست به ازای تخمک و به ازای 

. (P < 0.001)اخت های کلیواژ یافته را متأثر سرویان

S+CL.-های درصد تولید بلاستوسیست از تخمک

oocytes ها کمترین میزان بود در بین دیگر گروه

( P> 0.05)داری (. هرچندکه، هیچ تفاوت معنی8/30%)

های منشأ های تولیدی از تخمکدر درصد بلاستوسیست

نرخ تولید بلاستوسیست به 

کلیواژازای   

نرخ تولید 

بلاستوسیست به ازای 

 تخمک

تسهیم نرخ بلوغ تخمک نرخ   صفات                  تعدادتخمک 

 مارهایت

46/2 ± 7/3a 

45/8 ± 3/3a 

39/6 ± 2/7a 

37/5 ± 5/6a 

37/2 ± 3/2a 

30/0 ± 2/1a 

82/2 ± 4/7a 

80/2 ± 3/1a 

76/5 ± 2/5a 

88/2 ± 9/4a 

90/2 ± 3/7a 

86/0 ± 2/9a 

112 
402 
369 

1C 

1R 

1L 

46/2 ± 7/3a 

37/0 ± 2/6a 

48/3 ± 3/1a 

37/5 ± 5/6ab 

26/7 ± 2/0b 

40/3 ± 2/8a 

82/2 ± 4/7a 

72/5 ± 2/4b 

83/6 ± 2/2a 

88/2 ± 9/4a 

85/8 ± 3/4a 

90/3 ± 3/4a 

112 
318 
453 

C 
2CL+ 

2CL- 

46/2 ± 7/3a 

43/6 ± 3/2a 

41/8 ± 3/0a 

37/5 ± 5/6a 

35/4 ± 3/0a 

31/9 ± 2/6a 

82/2 ± 4/7a 

80/3 ± 2/9a 

76/3 ± 2/8a 

88/2 ± 9/4a 

90/0 ± 3/5a 

86/2 ± 3/2a 

112 
417 
354 

C 

BCB+ 

BCB- 
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های فاقد های مختلف فولیکولی تخمدانگرفته از اندازه

( مشاهده نگردید. B-CL.و  S-CL ،.M-CL.)جسم زرد 

و  oocytes-.M-CLهای تولیدی از درصد بلاستوسیست

oocytes-.B-CL  بیشتر از آن مقادیر در-.S+CL

oocytes  وoocytes-.M+CL  بود(0.001P< ) این .

درحالی بود که هیچ تفاوت معنی داری در میزان تولید 

-C-oocytes  ،CL-.Sهای بلاستوسیست بین تخمک

oocytes  وCL+.B-oocytes  وجود نداشت. همچنین در

این مطالعه، اثر متقابل جسم زرد در اندازه فولیکولی 

 میزان اکسپنشن و کلیواژ را متأثر نساخت. 

 

های واجد یا فاقد جسم زرد تخمدانمختلف فولیکولی  هایهای گاوی منشأ گرفته از اندازهشایستگی تکاملی تخمک - 3جدول 

 (6)تعداد تکرار=

 

نرخ تولید 

بلاستوسیست به ازای 

 کلیواژ

نرخ تولید 

بلاستوسیست به ازای 

 تخمک

بلوغ تخمک نرخ نرخ تسهیم تخمک تعداد  صفات                                    

هاگروه  

0/40  ± 7/0  0/35  ± 8/0  3/84  ± 0/3  2/89  ± 1/6  251 1C     اثر جسم زرد 

 )اثر اصلی(
7/45  ± 9/4  2/40  ± 6/3  2/84  ± 7/4  8/89 ± 1/3  531 1CL- 

6/38  ± 2/4  4/31  ± 4/3  3/78  ± 8/2  1/85  ± 2/3  548 1CL+ 

0/40  ± 7/0  0/35  ± 8/0  3/84  ± 0/3  89/2 ± 6/1 a 251 C اثر اندازه فولیکول 

 )اثر اصلی(
2/36  ± 9/4  8/30  ± 8/3  1/79  ± 7/2  72/1± 3/6b 434 2S 

0/41  ± 9/3  3/38  ± 2/3  4/84 ± 3/2  81/3 ± 2/4a 494 2M 

8/46  ± 6/7  3/41  ± 4/5  5/80  ± 5/6  90/0 ± 3/2a 150 2B 

40/0± 0/7ab 35/0± 0/8b 3/84  ± 0/3  2/89  ± 1/6  251 C  

 

اثر متقابل جسم 

زرد و اندازه 

 فولیکولی

39/9 ± 5/4ab 36/9 ± 4/0ab 9/81  ± 9/4  8/84  ± 1/5  217 3CL-.S 

 43/6 ± 6/4a 38/7 ± 5/3a 5/86 ± 6/2  0/88  ± 1/2  236 3CL-.M 

46/1 ± 13/1a 40/4 ± 8/9a 1/84  ± 5/12  4/90  ± 8/4  78 3CL-.B 

36/8 ± 8/6b 30/8 ± 6/7c 1/76  ± 4/2  4/82  ± 8/2  218 4CL+.S 

38/8 ± 4/7b 33/6 ± 3/7bc 0/82 ± 1/3  2/83  ± 5/3  258 4CL+.M 

40/7 ± 8/9ab 35/1 ± 6/7b 6/76  ± 5/5  1/86  ± 9/6  72 4CL+.B 

abc  حروف متفاوت در هر ستون بیانگر اختلاف معنی( 0.001دار استP < .) 
1  C  ،+CL  و-CLهای گروه کنترل، واجد یا فاقد جسم زرد.: به ترتیب تخمدان 
2  S  ،M  وBکوچک، متوسط و بزرگ. هایهای منشأ گرفته از فولیکول: به ترتیب تخمک 
3  .S-CL  ،.M-CL  و.B-CLهای فاقد جسم زرد.های کوچک، متوسط و بزرگ تخمدانهای منشأ گرفته از فولیکولترتیب تخمک: به 
4  .S+CL  ،.M+CL  و.B+CLهای واجد جسم زرد.های کوچک، متوسط و بزرگ تخمدانهای منشأ گرفته از فولیکولترتیب تخمک: به 

 

 بحث

؛ فریتزچ خرماهای پستانداران )موشدر بسیاری از گونه

و  2000؛ فوکودا و همکاران ، انسان2000و همکاران 

لکرد نابرابر دو ( عم2009 شبانکاره و همکاران ؛گوسفند

مثلی گزارش شده است و از وجود سمت سیستم تولید

تناقضاتی در مورد اثرات مثبت و منفی جسم زرد بر 
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. دست داده استبهفعالیت سیستم تولید مثلی شواهدی 

های ما ، این بررسی اولین مطالعه در نوع بر اساس یافته

خود بوده که اقدام به ارزیابی اثرات این دو عامل )سمت 

دیگر بر شایستگی تخمدان و حضور جسم زرد( با یک

 .های گاوی نموده استتکاملی تخمک

 CL-حضور یا عدم حضور جسم زرد )در آزمایش اول، 

دار در هایی معنی( موجب بروز تفاوتCL+ر برابر د

-میزان تسهیم )کلیواژ( و تولید بلاستوسیست گردید به

CL+-که درصد کلیواژ و تولید بلاستوسیست از طوری

oocytes ادیر در گروه قکمتر از آن مoocytes--CL  بود

این نتایج در راستای مطالعات صورت گرفته (. 2)جدول

های اند که فولیکولدر انسان بوده که گزارش نموده

گذاری قبلی وجود دارند غالبی که در سمت مقابل تخمک

(ovary--CLاز سلامت بیشتری نسبت به فولیکول ) هایی

گذاری قبلی برخوردار بوده که در همان سمت تخمک

(ovary-+CLواقع شده )و موجب نتایج بهتری پس از  اند

. (1996)فوکودا و همکاران  اندشده IVFطی مراحل 

براین، نتایج مطالعات گذشته در نشخوارکنندگان علاوه

های با کیفیت از تعداد متوسط تخمکمبین آن بوده که 

های های فاقد جسم زرد در مقایسه با تخمدانتخمدان

طور توان بهواجد جسم زرد، بیشتر بوده و از آنها می

)کومار و همکاران  بهره جست IVFمؤثری جهت اهداف 

ای دیگر بر در مطالعه. (2008و جمیل و همکاران  2004

-روی گاوها، نشان داده شد که اگرچه نرخ کلیواژ تخمک

های فاقد جسم زرد نسبت به های استحصالی از تخمدان

جد جسم زرد بالاتر بوده است، اما میزان های واتخمدان

 ه استتولید بلاستوسیست روندی معکوس را نشان داد

با برخی . نتایج مطالعه حاضر (1995)بوئدینو و همکاران 

پیرستانی و و  1995)بوئدینو و همکاران  مطالعات گذشته

در گاوها که میزان تولید بلاستوسیست  (2010همکاران 

های های استحصالی از تخمدانبیشتری را از تخمک

های واجد جسم زرد در موجود در فاز لوتئال یا تخمدان

های موجود در فاز فولیکولی یا مقایسه با تخمدان

ض قاند، در تناهای فاقد جسم زرد، گزارش نمودهتخمدان

علت غلظت بالاتر پروژسترون در به باشد که احتمالاً می

 یکولی بوده استگردش خون و تجدید مداوم رشد فول

 . (1994)تیلور و راجاماهندران 

ها با نتایج مطالعه حاضر در رابطه با انتخاب تخمک

از وجود عدم یکنواختی در  BCBاستفاده از آزمون 

 R.CL⁺-oocytesهای گروه شایستگی تکاملی تخمک

هایی که که درصد تخمکطوریدست داد، بهشواهدی به

)کاملاً رشد یافته و دارای شایستگی  BCB+به عنوان 

یشتر ب BCB-های تکاملی بالاتر( شناخته شدند، از تخمک

و  oocytes-+BCB.⁺R.CLبود )به ترتیب 

oocytes--BCB.⁺R.CL) همانطور که قبلاً ذکر شد؛ .

نیز از وجود برخی  (1995) بوئدینو و همکارانش

تناقضات در رابطه با آثار مثبت و منفی جسم زرد بر 

-اینچنین بهاند. دست دادهها شواهدی را بهکیفیت تخمک

رسد که عوامل دیگری نیز همچون مراحل مختلف نظر می

های مختلف فولیکولی که با روی و اندازهرشد و پس

باشند، در عدم قابل تشخیص می BCBآمیزی رنگ

-ها تأثیرگذار مییکنواختی در شایستگی تکاملی تخمک

و  2012شبانکاره و میرشمسی -کرمی) باشند

و میرشمسی و همکاران  2012میرشمسی و شبانکاره 

برای پاسخ به این سوال در رابطه با منبع و عامل . (2013

ها که در آزمایش عدم یکنواختی شایستگی تکاملی تخمک

تر اثرات جسم مطالعه دقیقاول مشاهده شد، و همچنین 

مایش نتایج آززرد، آزمایش دوم طراحی و اجرا گردید. 

داری در میزان تولید دوم نشان داد که تفاوت معنی

های های منشأ گرفته از اندازهبلاستوسیست بین تخمک

 S+CL.- )های واجد جسم زرد ولیکولی تخمدانمختلف ف

وجود دارد و بنابراین مشاهدات  (oocytes-.B+CLو 

( را که از وجود عدم 1ثبت شده در آزمایش اول  )جدول 

-⁺R.CLهای یکنواختی در شایستگی تکاملی تخمک

oocytes علاوه دست داده بود، تأیید کرد.شواهدی به-

ترتیب دارای به oocytes-.S+CLو  oocytes-Sبراین، 

بلاستوسیست میان کمترین میزان اکسپنشن و تولید 

CL-ها بودند. اگرچه درصد تولید بلاستوسیست از گروه
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oocytes-M.  وoocytes-.B-CL  بیشتر از آن مقادیر در

oocytes-.S+CL  وoocytes-.M+CL  بود، اما هیچ

داری در رابطه با تولید بلاستوسیست بین تفاوت معنی

oocytes-C  ،oocytes-.S-CL  وoocytes-.B+CL 

این نتایج مشاهدات آزمایش اول را که در وجود نداشت. 

CL+-آن درصد کلیواژ و تولید بلاستوسیست از 

oocytes  کمتر از آن مقادیر درoocytes--CL  بود، تأیید

اگرچه همچنین نشان داده شد که در شایستگی کرد. 

های واجد جسم های منشأ گرفته از تخمدانتکاملی تخمک

-عدم یکنواختی وجود داشته، به (CL⁺-oocytesزرد )

های بزرگ های منشأ گرفته از فولیکولکه تخمکطوری

دارای  (oocytes-.B+CL)های واجد جسم زرد تخمدان

درصد تولید بلاستوسیست به ازای تخمک بالاتری نسبت 

این  بودند . (oocytes-.S+CL)های کوچک  به فولیکول

که گزارش  نتایج در توافق با مطالعات گذشته بوده

و  (2006وان وودنبرگ و همکاران -)بکر اند؛ اندازهنموده

ظرفیت ( 1994)بلوندین و سیرارد کیفیت فولیکول مبدأ 

همچنین در سازند. های گاوی را متأثر میتکاملی تخمک

)کروزت و همکاران  ، بز (2005)لکواره و همکاران  گاو

های تخمک (1998)کوگنی و همکاران  و گوسفند (1995

های بزرگ در مقایسه با منشأ گرفته از فولیکول

تنی از رشد و نمو های کوچک در شرایط برونفولیکول

 اند. رویانی بالاتری برخوردار بوده

هایی برای دو هورمون های گاوی گیرندهبر روی تخمدان

د )بریشا و همکاران اناستروژن و پروژسترون یافت شده

ثرات غالبیت فولیکولی در . در واقع عدم وجود ا(2002

خلال فاز جسم زرد فعال شواهدی مبنی بر حمایت از 

در رابطه با وجود اثرات ممانعتی  (1999) فرضیه آدام

پروژسترون مترشحه از جسم زرد بر طول عمر 

مکانیسم دهد. ، ارائه میهای غالب در گوسفندانفولیکول

واسطه آن از رشد که پروژسترون به یسیستمیک

های نماید از طریق سرکوب ضربانفولیکولی ممانعت می

-بوده که برای ادامه رشد فولیکول LH هورمون ترشحی

. (1999)فلین و همکاران  باشدهای بزرگ ضروری می

های پروژسترون همچنین ممکن است هم در تخمدان

واجد جسم زرد و هم فاقد جسم زرد اثراتی موضعی را 

 اعمال نماید هانادوتروپینمستقل از تغییرات ترشح گو

سولیس و -کانترراس. (2001)بارتلوسکی و همکاران 

تنها از وجود یک اثر سیستمیک از نه (2008) همکارانش

بر دینامیک فولیکولی گوسفندان  جانب جسم زرد

داخل تخمدانی را نیز ثبت شواهدی بدست دادند، اثراتی 

-فولیکولدار در رشد کردند که موجب یک کاهش معنی

گردد که بر روی تخمدان واجد جسم زرد وجود هایی می

همچنین نتایج این . (2001)بارتلوسکی و همکاران  دارند

مطالعات از وجود یک عامل ممانعتی که از جسم زرد 

سولیس -کانترراس) انددست دادهآزاد شده شواهدی به

یبین که از جسم زرد بزها و . اینه(2008و همکارانش 

داخل ورید و به( 2002سانقا و همکاران ) ترشح گاوها

)تسونیس و همکاران  شودتخمدانی میش تخلیه می

 متأثر سازد اقادر است تا رشد فولیکولی ر  (1988

-نظر میدر مطالعه حاضر به. (1991بل و همکاران پکم)

توسط اثرات منفی جسم  oocytes-+CLرسد که تمامی 

و شاهد وجود یک عدم یکنواختی در  اندزرد متأثر نشده

بوده که  oocytes-+CLهای شایستگی تکاملی تخمک

-طور بهباشد.  اینخود ناشی از اثر اندازه فولیکولی می

ای که به اندازه oocytes-.B+CLرسد که نظر می

oocytes-.S+CL اند، از اثرات منفی جسم زرد متأثر شده

دلیل احتمالی برای این یک اند. تحت تأثیر قرار نگرفته

 2انکه قطر فولیکول به حدود رخداد آن است که همچن

یابد و قطر تخمک متر )فولیکول کوچک( افزایش میمیلی

رسد، شایستگی میکرون می 120میکرون به  110از 

ها قادر به لقاح و رشد و و اکثر تخمک تکاملی کسب شده

بنابراین  .(1997)هیتل و همکاران  گردندنمو رویانی می

توان این چنین فرض کرد که جسم زرد غالباً اثرات می

های درحال رشد منفی خود را بر روی رشد فولیکول

های بزرگ رشد دارد و نه فولیکولکوچک اعمال می

بیان   (2013) سویی دیگر، شبانکاره و همکاراناز یافته. 

اند که مایعات فولیکولی استحصال شده از نموده
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های گاوی فاقد جسم موجود بر روی تخمدان فولیکولهای

تر از این ها مناسبتفاده در بلوغ تخمکسزرد جهت ا

این باشد. های واجد جسم زرد میمایعات در تخمدان

ترکیب بیوشیمیایی متفاوت مایعات فولیکولی ممکن است 

دلیلی بر تفاوت در درصد کلیواژ و میزان تولید 

CL+-و  oocytes--CLهای بلاستوسیست از تخمک

oocytes براین شبانکاره در مطالعه حاضر باشد. علاوه

گزارش نمودند که مقدار گلوکز  (2013) و همکارانش

-موجود در مایع فولیکولی استحصال شده از فولیکول

های داری در مقایسه با فولیکولطور معنیهای بزرگ به

های فاقد جسم زرد، بیشتر متوسط و کوچک در تخمدان

کنش رسد که برهمنظر میطور بهبنابراین این است.

حضور یا عدم حضور جسم زرد با اندازه فولیکولی 

که در این مطالعه مشاهده شد، بر شایستگی آنچنان

 مؤثر است.  هاو کیفیت تخمک تکاملی

طور واضح نشان تنی بهنتایج حاصل از این مطالعه برون

شایستگی تکاملی داد که جسم زرد تأثیری منفی بر 

CL+-دارد. اگرچه تمامی های گاوی اعمال میتخمک

oocytes اند و توسط اثرات منفی جسم زرد متأثر نشده

شاهد وجود یک عدم یکنواختی در شایستگی تکاملی 

بوده که خود ناشی از اثر  oocytes-+CLهای تخمک

باشد. بطور کلی هدف اصلی در این اندازه فولیکولی می

 تنیدر شراط برونمطالعه افزایش راندمان تولید رویان 

ها و با اعمال انتخابی مؤثر در زمان استحصال تخمدان

ها آوری تخمدانجمععبارتی دیگر، ها بوده است. بهتخمک

ها بر اساس حضور یا عدم حضور جسم زرد و و تخمک

تواند در تولید تجاری میهای مختلف فولیکولی اندازه

 مفید واقع گردد.  تنیط برونیدر شرا های گاورویان
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Abstract 

BACKGROUND: There are many discrepancies about positive or negative effects of corpus luteum 

(CL) and unequal activity of sides of the reproductive system. OBJECTIVES: the initial aim of this 

study was to assess the developmental competence of bovine oocytes originating from right or left 

ovaries bearing a CL (R.CL+-oocytes or L.CL+-oocytes) or not bearing a CL (R.CL--oocytes or 

L.CL--oocytes) using the brilliant cresyl blue (BCB) test as a selection criterion (experiment 1). 

METHODS: In experiment 1, collected oocytes exposed to BCB and separated as growing (BCB-) 

and grown oocytes (BCB+, more competent). Then, all of the oocytes were subjected to the in vitro 

embryo production (IVEP) processes. RESULTS: Results of this experiment showed no differences 

in the embryonic development due to effects of side of ovaries (i.e., right vs. left) or BCB selection 

(i.e., BCB+ vs. BCB−). However, in case of R.CL⁺-oocytes, there was a heterogeneity in the 

developmental competence of oocytes and the percentage of oocytes classified as BCB+ was greater 

(P< 0. 05) than that of BCB- (57.6% versus 42.4%, respectively). Furthermore, the percentages of 

cleavage and blastocyst obtained of CL+-oocytes were lower than those of CL--oocytes (P< 0.001). 

The second objective was to evaluate heterogeneity in the developmental potential of oocytes in 

relation to presence or absence of CL and follicle size. After ovarian classification based on 

presence or absence of CL, sample follicles were placed in three groups according to their diameter, 

i.e., small, medium and large or big and collected oocytes in each group subjected to the IVEP 

processes. Results showed that CL+.B-oocytes were not influenced by negative effects of CL as 

much as CL+.S-oocytes did. CONCLUSIONS: Therefore, it can be concluded that using oocytes 

originating from large follicles of ovaries not bearing a CL may decrease problems associated with 

IVEP of bovine embryos. 

 

Keywords: Corpus luteum, Brilliant cresyl blue, Developmental potential, In vitro embryo 

production, Follicle size. 


