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  دهيچك

  .گرفتتني اووسيت گوسفند مورد مقايسه قرار  در اين مطالعه اثر سرم ماديان و سرم جنين گاوي بر بلوغ و لقاح برون: هدف

هاي جمع آوري شـده از كشـتارگاه    كومولوس هاي پس از استحصال از تخمدان –در اين مطالعه تجربي مجموعه اووسيت  :ها مواد و روش
گـروه تقسـيم شـدند، گـروه اول      3ها به طور تصادفي بـه   اووسيت. بر اساس مورفولوژي انتخاب و در محيط كشت فاقد سرم شستشو شدند

ترتيـب در   بـه ) عـدد  167(و سوم ) عدد 169(هاي گروه دوم  اووسيت. بدون سرم كشت شدندTCM199 در محيط ) عدد170( اووسيت ها
ها پس از بلوغ جهت ارزيابي قابليت  بخشي از اووسيت. درصد سرم جنين گاوي كشت شدند 10درصد سرم ماديان و  10هاي حاوي  محيط

  لقاح بارور شدندبلوغ رنگ آميزي شدند و بخشي ديگر جهت بررسي قابيلت 

درصـد بـود    27/89و  55/77، 82/59ترتيـب   ها در محيط بدون سرم، سـرم ماديـان و سـرم جنـين گـاوي بـه       ميزان بلوغ اووسيت :نتايج
)01/0<P .(درصد بود كه در بين شاهد و سرم ماديان و سرم جنـين گـاوي    50و  64/39، 91/19ها به ترتيب  ميزان باروري در اين محيط

  ). P>05/0(داري وجود داشت  تفاوت معني

دهد كه محيط كشت حاوي ده درصد سرم جنين گاوي داراي نرخ بلوغ و بـاروري بـالاتري بـراي     نتايج اين مطالعه نشان مي :گيري نتيجه
  .تخمك گوسفند نسبت به محيط كشت حاوي سرم ماديان است

  گوسفند ،بلوغ برون تني اووسيتسرم ماديان، سرم جنين گاوي،  :واژگان كليدي
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  مقدمه
 وليدت اووسيت سببتني  برونآگاهي از شرايط مطلوب براي بلوغ 

ي تن ـ لقاح بـرون  هاي استفاده در برنامه هاي مناسب براي اووسيت
InVitro Fertilization) IVF( ،وليد حيوانـات  ت و سازي همانند

در  هـا  ترين گامـه  بنابراين يكي از مهم. آورد را فراهم مي اريختتر
كه در  باشد نابالغ ميهاي  بلوغ اووسيت ،جنين آزمايشگاهي توليد

زمان هسته  توسعه هم. )1( اند يوز يك متوقف شدهمرحله پروفاز م
 .)2( اسـت  عنـوان مـلاك بلـوغ مطـرح     و سيتوپلاسم اووسيت بـه 

بلوغ آزمايشگاهي اووسيت منجر به توليد جنـين ارزان   همچنين 
 .)3( شود و فراوان مي

 كاهش منظور به آزمايشگاهي در محيط ها تخمك سازي بالغ لزوم

 مورد هاي اخير سال مشكلات ناشي از فزون تحريكي تخمدان در

 و بهبـود و  )4( اسـت  گرفته تني قرار لقاح برون متخصصين توجه
 اي طـور گسـترده   بـه  بلوغ تخمك در آزمايشـگاه  كارايي افزايش

 .اسـت  شـده  مثـل  توليـد هاي جديـد   در تكنيك پيشرفت موجب
 منظـور  بـه  هـا  دام هـا، در  تني تخمـك  بلوغ و لقاح برون همچنين 

 هسـته،  انتقـال  پايـه،  علمي تحقيقات در پيشرفت و افزايش توليد
 اضـافه كـردن   مطلوب، هاي ژن جايگزيني و معيوب هاي حذف ژن

 حيوانات تراريخت ايجاد خاص، هاي بيماري برابر در مقاوم هاي ژن
  .)5(گيرد  مي صورت  ژنتيك مهندسي كمك به كلون ايجاد و

 ـ  اولين گوسفند حاصل از بلوغ و باروري برون نـام   هتني در ايـران ب
هاي كشتارگاهي يكي از  تخمدان. متولد شد 1385رويانا در سال 

بـراي بلـوغ و    نياز مورد هاي تخمك استحصال معمول ترين منبع
باشـند و داراي دو   آزمايشـگاه مـي   شـرايط  باروري برون تنـي در 

  ).5(مزيت ارزاني و فراواني هستند 

 مختلـف،  هاي آمينه اسيد شيميايي، حاوي مواد كشت هاي محيط
استفاده  و باشند  مي پروتئيني و مواد بيولوژيكي ، ها بيوتيك آنتي

هاي مختلـف موجـب نتـايج متفـاوتي در نتيجـه       محيط كشت از
 مـاده  عنـوان  بـه  خـون  هـاي  سرم از مختلفي انواع. شود كشت مي
 محيط در را مهمي نقش و شوند مي افزوده كشت محيط مكمل به

و  بلوغ بهبود در سرم دقيق نقش كنون تا اما ،كنند مي كشت بازي
نشـده   شناخته درستي به رويان تكاملي مراحل و اووسيت باروري
ها، مواد غذايي  پپتيدها، هورمون ها، پلي سرم حاوي پروتئين. است

 درشت هاي مولكول كه است شده مشخص. )6(باشد  و معدني مي
 كشـت  بـراي  سـرم  در ودموج ـ رشـد  عوامل ها و پروتئين جمله از

 براي مختلفي هاي سرم دليل همين به باشند و مي ضروري تخمك

هـاي   گـزارش ). 8و  7 ( اند گرفته قرار استفادهمورد  تخمك كشت
 در محـيط  اسـتفاده  مورد هاي سرم انواع اثر از متناقضي و متفاوت
حضـور يـك تـا پـنج      .)10و  9 (تخمك بيان شـده اسـت    كشت

جهت ممانعت از سـخت شـدن زونـا     در محيط كشتدرصد سرم 
ضروري بـه   اووسيت داخل پلوسيدا و در نتيجه عدم نفوذ اسپرم به

قـاح  ميزان سخت شدن زونا پلوسيدا قبـل از ل . )11( رسد نظر مي
همبستگي مثبت با عدم لقاح دارد، اما سخت شدن  ها در اووسيت

سرم ها بـه   .شود اسپرمي مي آن پس از لقاح سبب ممانعت از پلي
دو شــكل همولوگــوس و هترولوگــوس در محــيط كشــت افــزوده 

شوند، سرم همولوگ، تخمك و سرم از يك دام است اما سـرم   مي
تـرين   گـاوي مهـم  سرم جنـين  . هترولوگ از دو دام مختلف است
وجود سرم . باشد غير از گاو مي اسرم هترولوگوس در همه گونه ه

 شـود  يم ـ فاكتورهاي رشـد  در محيط كشت سبب تسهيل مصرف
در نديـده  حـرارت   ده وي ـمقايسه بين سرم فحلي حرارت د. )12(

سـرم دسـت    اسـتفاده از  كـه  ه اسـت درصد نشـان داد  20سطح 
، شـايد كـاهش   شـود  مـي نرخ بلوغ اووسـيت   باعث بهبود نخورده
در سرم حرارت داده شـده يكـي    FSH و LH هاي هورمون ميزان
 سـال  از  )5( اووسـيت باشـد   هاي پايين بودن درصد بلوغ از علت
 و تـرين  عنـوان مهـم   بـه   TCM199تجـاري  كشت محيط 1960
 در كـه اگرچـه   بـود  پسـتانداران  جنين كشت محيط ترين معمول

 بـه  تحقيقـاتي تمايـل   ي هـا  آزمايشـگاه  از بعضـي  هـم  حاضر حال
 فاكتورهـاي  سـاير  سـرم و  افـزودن  با كشت محيط اين از استفاده

 در پسـتانداران  هـاي  بلاستوسيسـت  تكوين ميزان ولي دارند رشد
 .)13(بـود   خواهـد  درصـد  40 تـا  30 از بيش ندرت محيط به اين
 مقـالات  كـه  گاو است جنين سرم ،ها افزودني ترين معمول از يكي

هاي طبيعي اثرشـان   سرم. دارد وجود آن اثرات زمينه در متعددي
باشند كه شـايد   از پلاسما در تحريك رشد سلول مي بسيار بيشتر

پپتيـدهاي معينـي در طـول     ناشي از فعال شدن و رها شدن پلـي 
جنـين گوسـاله   از مزايـاي سـرم    .)14(فرايند لخته شـدن باشـد   

(FBS)       اين است كه بسـياري از مـواد لازم بـراي رشـد و تكثيـر
هـاي   باشـد و مكمـل رشـد در بسـياري از گونـه      سلول را دارا مي

چنـين اسـتفاده از ايـن سـرم سـبب       و هم. حيواني و انسان است
كاهش صرف زمان و تلاش براي فرموله كردن محيط كشت براي 

  .ها مي شود انواع سلول

ه اين كه تاكنون هيچ پژوهشـي در خصـوص اثـر سـرم     با توجه ب
ماديان بر بلوغ و بـاروري آزمايشـگاهي اووسـيت گوسـفند انجـام      
 نشده است لذا اين پژوهش با هدف قياس سرم ماديـان بـا سـرم   
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عنوان سرم هترولوگوس رايج در محيط كشـت   جنين گاوي كه به
سـفند  تني اووسـيت گو  شود بر روي بلوغ و لقاح برون استفاده مي
  . انجام شد

 

  ها مواد و روش

 هـاي تخمـدان   تخمـك  ويربر كه است تجربي نوع از مطالعه اين
 سال انجام يك طي و كرج راك كشتارگاه در شده ذبح گوسفندان

 داده محـيط كشـت   در شستشـو  مراحـل  از پس ها تخمك .گرفته
 شـده   آوري هاي جمـع  تخمك بلوغ براي پايه كشت محيط. شدند

TCM- 199 )در تجـاري  بـه صـورت   كـه  بـوده ) گيبكـو  شركت 
 در اسـتفاده  مـورد  محيط كشـت  ترين متداول و باشد مي دسترس

 مختلـف،  امـلاح  حـاوي  اين محيط .است پستانداران تخمك بلوغ
  .باشد نوكلئيك ها و اسيدهاي ويتامين امينه، اسيدهاي قندها،

راس اسـب   2خون ماديان از سياهرگ وداج  :تهيه سرم ماديان
گيري پس از انجام توشه ركتال و سونوگرافي  در فصل جفت سالم

استروس جمـع   ها در مرحله دي و اطمينان از فعال بودن تخمدان
  .)16و  15(سرم طبق دستورالعمل تفكيك شد . آوري شد

 گوسـفند  تخمـدان   200 تعداد: ها  تخمك كشت و آوري جمع
 آوري جمـع  كـرج راك كشـتارگاه   در دام كشـتار  از بلافاصله پس

 حاوي فلاسك در كشتار، از ساعت بعد 2 مدت در و حداكثر شده
 درجـه  37  سـرم  دمـاي  بيوتيـك در  آنتـي  و فيزيولـوژي  سـرم 
  .گرديد منتقل آزمايشگاه به گراد سانتي

ها  و تخمك شستشو استريل فيزيولوژي سرم با بار چند ها تخمدان
تخليـه   تخمـدان  سطح هاي فوليكول اسكالپل ازبرشي با  روش به

 اسـتريو  ميكروسـكوپ  توسط ديش، به پتري انتقال از پس شده و
 .گرفت قرار بررسي مورد ها آوري اووسيت جمع جهت

هـاي   شـده براسـاس تعـداد لايـه سـلول      آوري جمـع  هاي تخمك
 هـايي  اول تخمـك  دسـته  شدند؛ بندي دسته كومولوس اطرافشان

 هاي كومولـوس  سلول از متراكم سلولي لايه چند اطرافشان در كه
 هـاي  سـلول  از لايـه  سه دو يا كه هايي تخمك دوم، دسته .داشتند

 هـاي  تخمـك  سـوم،  دسـته  داشتند و خود اطراف در را كومولوس
بودند كه به اصطلاح تخمك هاي لخت هاي كومولوس  سلول فاقد

 جمـع  تخمـك  1152 مطالعـه از ميـان   ايـن  در. گردند اطلاق مي
از دسـته اول كـه   و (  خـوب  كيفيـت  بـا  تخمك 506شده،  آوري
 سيتوپلاسـم  همـراه  بـه  متراكم كومولوس لايه از سه بيش حاوي
   .انتخاب شدند آزمايشگاهي بلوغ براي )يكنواخت بودند گرانوله

 .TCM199 (Gibco cat شامل مواد محيط كشت پايه شستشو

No. 31100-027) مـول   ميلـي  25 وNaHCO350  ميكروگـرم 
  (Gibco cat. No.15140-148) استروپتومايسين -پني سيلين

. بـود   (Sigma cat. No 4625) اتوسـديم پيـرو   مـول  ميلـي  5
به همراه آنتي بيوتيـك و سـديم    TCM199محيط كشت شامل 

كه در گروه شاهد و دو تيمار داراي سطوح  FSHو   LHپيرووات
سـرم جنـين    درصـد  10درصد سرم حرارت ديـده ماديـان و    10

ميكروليتـري محـيط    50هـاي   هـا درون قطـره   تخمك. گاوي بود
درصـد   95رطوبت   CO2كشت درون انكوباتور حاوي پنج درصد

هـاي   هـاي اووسـيت   ساعت سلول 24پس از گذشت . قرار گرفتند
كشت شده از انكوباتور خارج شـده و بـر اسـاس ميـزان پراكنـده      

طبقـه بنـدي   هاي كومولـوس در سـه گـروه مختلـف      شدن سلول
هـاي كومولـوس بـه طـور كامـل پراكنـده        گروه اول سلول: شدند
هـاي كومولـوس نسـبتا پراكنـده شـدند و       گروه دوم سلول. شدند

  .هاي كومولوس پراكنده نشدند گروه سوم سلول

هـا پـس از كشـت بـه صـورت تصـادفي        از هر دسـته از اووسـيت  
ــا كومولــوس اطــراف آن حــاوي يــك درصــد  TCM199 هــا ب

يــداز زدوده شــد و در زيــر ميكروســكوپ جهــت تعيــين هيالورون
در گروه اول بـيش  . مراحل رشد و بلوغ مورد ارزيابي قرار گرفتند

هاي رنگ شده مراحـل بلـوغ را بـه طـور      درصد از اووسيت 95از 
كه در  كامل طي كرده و در مرحله متافاز ميوز دو بودند، در حالي

 95بنـابراين حـدود   . گروه دوم و سوم اين عدد بسيار پـايين بـود  
هـاي بـالغ در    هاي گروه اول به عنـوان اووسـيت   درصد از اووسيت

نظر گرفته شدند و در مراحل بعدي مـلاك بلـوغ پراكنـده شـدن     
 24كامل سلول هـاي كومولـوس در نظـر گرفتـه شـد و پـس از       

شستشو شـده و  ) در محيط كشت بلوغ(ها  ساعت كشت، اووسيت
ليتر،  ميلي 10بيس . ال. تي: شامل به درون قطرات محيط باروري

كربنات  گرم، بي ميلي 12/1ليتر، سديم پيرووات  ميلي100هپارين 
گـرم منتقـل    ميلـي  60گرم و آلبومين سرم گاوي  ميلي 20سديم 
 .TL).در محيط(دار شده  هاي ظرفيت در اين مرحله اسپرم. شدند

Sperm  ساعت كشت، اووسيت  24قطرات افزوده شدند و پس از
حضـور  . لام و لامل فيكس شده و مورد بررسي قرار گرفـت مابين 

دو پرونوكلئوس در درون اووسيت نشان از بارور شدنشـان بـود و   
  . مورد شمارش قرار گرفتند

 GLM بـا رويـه    SASها به وسيله نرم افـزاز   داده :آماري آناليز
  .ها توسط آزمون توكي انجام شد آناليز شدند و مقايسه ميانگين
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 نتايج

 در مجمـوع  شـده  آوري جمـع  تخمـدان  200 از حاضر مطالعه در
 خـوب  بـا كيفيـت   تخمـك  506 تعـداد  و حاصـل  تخمك 1152

 محيط سه در و انتخاب) داراي بيش از سه لايه سلول كومولوس(
 ميزان از استفاده با ها تخمك بلوغ ميزان .شد داده كشت مختلف،

 مـورد  قطبـي  جسـم  مشـاهده  و هاي كومولـوس  سلول پراكندگي
 24 تخمـك  حاوي كشت هاي محيط .گرفت مطالعه قرار و بررسي
و  گرفتـه  قـرار  شد داده توضيح كه شرايطي در انكوباتور در ساعت
نظـر   از هـا  تخمـك  نـوري  ميكروسـكوپ  از اسـتفاده  با آن از پس

 قـرار  ارزيـابي  مـورد  )1شـكل  ( كومولـوس  هاي سلول پراكندگي

ميـزان بلـوغ   آمـده اسـت    1طـور كـه در جـدول     همـان . گرفتند
ها در محيط عاري از سرم، سـرم ماديـان و سـرم جنـين      اووسيت

درصـد بـود كـه داراي     27/89و  55/77، 82/59گاوي به ترتيب 
  ).P>01/0(تفاوت معني داري بودند 

بـه ترتيـب   ) 2جـدول و شـكل   (هـا   ميزان باروري در اين محـيط 
درصد بود كه در بين شاهد و سرم ماديـان   50و  64/39، 91/19

  ).P>05/0(و سرم جنين گاوي تفاوت معني داري داشت 

  

      

  ).C(و پراكندگي كامل ) B(پراكندگي متوسط ) A(بدون پراكندگي : هاي كومولوس از اطراف اووسيت پراكنده شدن سلول: 1شكل 

 
 TCM-199مقايسه اثر سرم ماديان و سرم جنين گاوي بر بلوغ اووسيت هاي گوسفند در محيط  : 1جدول

 سطح احتمال بالغ شده تعداد كل اووسيت نوع سرم

  01/0 82/59±12/2 170 بدون سرم
 01/0 55/77±12/2 169 سرم ماديان

 01/0 27/89±12/2 167 سرم جنين گاوي

  

 
 .هاي آن به وضوح قابل مشاهده هستند اووسيت بارور شده كه پرونوكلئوس :2شكل 

A B C 
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  TCM-199مقايسه اثر سرم ماديان و سرم جنين گاوي بر باروري اووسيت هاي گوسفند در محيط  : 2جدول

 سطح احتمال شدهبارور تعداد كل اووسيت نوع سرم

 05/0 91/19±68/2 102 بدون سرم

 05/0 64/39±68/2 131 سرم ماديان

 05/0 51±68/2 149 سرم جنين گاوي
 

 بحث

 عنوان فـاكتوري  به كومولوس هاي سلول پراكندگي تحقيق اين در

هـاي   سـلول  .شـد  گرفتـه  نظـر  در هـا  تخمـك  بلـوغ  تعيـين  براي
گذاري  تخمك از قبل گنادوتروبين ترشح افزايش اثر در كومولوس
هـاي   سـلول  بـين  اتصـالي  هـاي  شـكاف  و كنند مي پيدا پراكندگي
شكسـته   تخمـك  و كومولـوس  هاي سلول بين و مجاور كومولوس

 ماديـان  سـرم  افـزودن  كـه  داد نشـان  مطالعه اين نتايج. شود مي

 و بـود  ثروگوسفند م هاي تخمك بلوغ بر گاو جنيني همانند سرم
 اثراتي تيمار جداگانهصورت دو  سرم هترولوگوس به هر دو افزودن

  .نمود ايجاد گروه كنترل از بهتر

بـه   مكمـل  مـاده  يك عنوان به را سرم افزودن محققين بسياري از
 .داننـد  مي ها محيط اين بهبودكيفيت سبب تخمك، كشت محيط

بـراي   سـرم  در موجود درشت هاي مولكول كه است شده مشخص
هـايي   سـرم  دليـل  همـين  بـه  و باشـند  مي ضروري تخمك كشت

 سـرم  جنينـي،  گوسـاله  گوسـفند، سـرم   جملـه سـرم   از مختلفي
 مـورد  تخمـك  فحـل در محـيط كشـت    بـز  فحل و سرم گاوميش
 از مواد انواع مختلفي حاوي سرم). 17و  3( اند گرفته قرار استفاده

 كننـده،  مواد شـلاته  ها، ويتامين رشد، عوامل ها، هورمون جمله از
 سـري از  يـك  و هـا  پـروتئين  پپتيـدها،  سـنگين،  فلـز  هـاي  يـون 

وجـود   ايـن  با ).18و  17(است  نامشخص و مشخص هاي مولكول
سـرم   دقيـق  نقش و اند مانده ناشناخته هنوز ها  سرم اين موثر مواد
نشـده   شـناخته  درسـتي  بـه  تخمـك  باروري و بلوغ از حمايت در

عوامـل   و هـا  پروتئين كه باورند اين بر محققين كه چند هر ،است
 سـهيم  آزمايشـگاهي  كشـت  موفقيـت  در سـرم  در موجـود  رشـد 

 متنـاقض  بعضا و متفاوت نتايج بيانگر مختلف هاي گزارش .هستند
 تخمـك  كشـت  محـيط  در اسـتفاده  مـورد  هـاي  انواع سـرم  اثر از

 هـاي  محـيط  تـاثير  )10(اسفندآبادي  و تاجيك گزارش. باشد مي
 بلـوغ  كـه  داد نشـان  بـز  هـاي  تخمك سازي بالغ بر كشت مختلف

 سـرم  و  (FBS)فحـل  ميش هاي حاوي سرم ها در محيط تخمك
           ) ESS( فحل بز سرم در اما نداشت داري معني گاو اختلاف جنين

 داري معنـي  طـور  بـه  بلـوغ  ميزان سرم بدون محيط با در مقايسه

 ميـزان  كه داد نشان نيز تحقيق اين از حاصل نتايج .افزايش يافت
 هـاي  گروه با مقايسه در )سرم بدون(كنترل  گروه در بلوغ تخمك
  .است بوده كمتر داري طور معني به آماري نظر از حاوي سرم

 مقايسه در و گرفت قرار مورد استفاده ماديان سرم تحقيق اين در
 .نمـود  ايجـاد  هـا  تخمـك  بـر بلـوغ   مثبتـي  اثـرات  كنترل گروه با

 دايم استروس، سيكل مراحل مختلف در سرم در موجود تركيبات
 هاي زمان در كه است شده حتي مشخص و هستند تغيير حال در

 تغييـرات  با همگام سرم مولكولي هم اجزاي فحلي مرحله مختلف
 اسـتفاده  مورد و دريافت كه دارد امكان .هستند متغير اندوكريني

 در تخمـك  توسـط  سرم در موجود از مواد خاصي انواع دادن قرار
 دارد خـواني  هم آنها باروري و بلوغ روند طبيعي با كه خاصي زمان

 دليـل  همـين  بـه  شايد .باشد تخمك مهم بلوغ بسيار ضروريات از
 از متنـاقض  بعضـا  و متفـاوت  نتـايج  هاي مختلف، گزارش كه است
 چشـم  بـه  تخمـك  كشـت  درمحـيط  مورد استفاده هاي سرم انواع
 از سـرم گوسـاله جنينـي    استفاده پژوهشگران از برخي .خورد مي

)(FCS  ايـن  اغلـب  .دهنـد  مـي  هـا تـرجيح   سـرم  انواع ساير بررا 
 كـه  است ناشناخته رشد محرك مواد دارند برخي اعتقاد محققين

 اجزايـي  فاقـد  سـرم  ايـن  يـا  نـدارد  بـالغ وجـود   حيوانات سرم در
 هـا  آن وجـود  كـه  اسـت  هـايي  و ايمونوگلوبين ها هورمون همچون
 آزم در هـا  سـلول  تكامـل  در تـاخير  موجـب  بالغ حيوانات درسرم
 را فحـل  حيوانـات  سـرم  از اسـتفاده  ديگر برخي. شوند مي ايشگاه

 محـيط  در فحلي زمان در تخمك بلوغ و سرگيري ميوز از دليل به
  . )19(كنند  مي توصيه تخمك كشت

با افزودن ده درصد سرم مـيش فحـل و مـايع    ) 1(و همكاران  روا
درصـد را گـزارش    76و  86فوليكولي به محيط كشت، نرخ بلـوغ  

. كردند كه در مقايسه با سـرم ماديـان درصـد بلـوغ بـالاتر اسـت      
و  15، 10با افزودن سه سطح ) 10(تاجيك و شمس اسفندآبادي 

درصد سرم فحلي ميش به محيط كشت در بلوغ اووسيت بـز   20
نتـايج  . داري در نرخ بلوغ اووسـيت مشـاهده نكردنـد    معنيتفاوت 

با نتايج آزمايش حاضـر تفـاوت   ) 17(آزمايش خارچي و همكاران 
در مطالعه آنها با افزايش سطوح سرم بز فحل بـه محـيط   . داشت
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داري در بلـوغ اووسـيت مشـاهده     كشت اووسيت بز افزايش معني
سـفند در  افزودن سرم انساني به محـيط كشـت اووسـيت گو   . شد

سـرم روز  . مقايسه با سرم گوسفندي نتايج بهتري بر بلوغ داشـت 
چرخه فحلي گوسفند نسبت به سـرم سـاير روزهـاي چرخـه      16

و آبســتني تــاثير زيــادي بــر بلــوغ ) روزهــاي غيرفحلــي(فحلــي 
  .)1(هاي گوسفند داشته است  اووسيت

سرم جنين گاوي نسـبت بـه سـرم حـرارت ديـده ماديـان داراي       
كرد بهتري بر بلوغ اووسيت داشت، شايد بـه دليـل سـاختار     عمل

كـه از عوامـل   ) اپيتليوكوريـال (خاص ميكروسكوپي جفت در گاو 
هـاي كشـت    مهم در اثرات مثبت سـرم جنـين گـاوي در محـيط    

مـادر و   باشد زيرا با توجه به فاصله شـش لايـه مـابين    سلولي مي
جنين سبب ممانعت از عبور ايمونوگلوبولين ها از خون مـادر بـه   

هاي مورد نياز جنـين در سـاعات    شود و ايمونوگلوبولين جنين مي
اوليه پس از تولد از طريق مصرف آغـوز جـذب سيسـتم گـوارش     

در سرم جنـين گـاو فاكتورهـاي فعـال كننـده      . گردد گوساله مي
حضور ندارند، لذا سرم جنـين  ) ها ايمونوگلوبولين(آبشار كمپلمان 

عنوان سرم هترولوگوس عمومي در كشت اووسيت همـه   گاوي به
از طرف ديگـر ايزولـه   . ها با موفقيت به كار گرفته شده است گونه

هاي بزرگسال داراي سرم  بودن فضاي زندگي جنين نسبت به دام
همچنـين  . عاري از هر نوع آنتي بادي و عوامـل مضـر مـي باشـد    

كه جنين در مراحل رشد واقـع شـده اسـت سـرم آن      اين دليل به
حاوي فاكتورهاي متعدد رشد مي باشد كه مي تواند رشد و بلـوغ  

  .)20(اووسيت را تسريع نمايد 

ميزان باروري در محيط كشت حاوي سرم جنين گـاوي بـالاتر از   
يكـي ديگـر از دلايـل    . باشـد  محيط كشت حاوي سرم ماديان مي

توان به ميزان زياد پروتئين فيتوئين  احتمالي در اين تفاوت را مي
در حيوانـات بزرگسـال ميـزان    . وي نسـبت داد در سرم جنين گـا 

. باشـد  خصـوص جنـين مـي    فيتوئين كمتر از حيوانات نابالغ و بـه 
هــاي غشــايي، پروتئازهــايي آزاد  هنگــام بلــوغ اووســيت گرانــول

هـاي   هـا بـا تـاثير بـر اجـزاي مولكـول       نمايد كه ايـن پروتئـاز   مي
 بـه  ZP2گليكوپروتئيني غشا زونا پلوسـيدا سـبب فسفريلاسـيون    

ZP2f شود كه پس از اين فسفريلاسيون زونا پلوسـيدا سـخت    مي
درصـد   45فيتوئين گليكوپروتئين اصلي سرم بـوده كـه   . شود مي

بخش پروتئيني سرم را به خود اختصاص داده است كه با فعاليت 
ــيون    ــت از فسفريلاسـ ــبب ممانعـ ــازيش سـ ــي پروتئـ  ZP2آنتـ

سـرم جنـين   طور كه قبلا عنوان شد فيتوئين  همان) 21(شود مي
هاي بزرگسال بوده و لذا سـخت شـدن    گاوي بيش از فيتوئين دام

زونا پلوسيدا در محيط حاوي سرم جنين گاوي نسـبت بـه سـرم    
افتد بنـابراين ميـزان بـاروري     ماديان حرارت ديده كمتر اتفاق مي

در محـيط بـدون سـرم ميـزان بـاروري      . شود بالاتري مشاهده مي
دم حضور سرم در اين محيط سبب بسيار پايين بود كه احتمالا ع

سخت شدن زوناپلوسيدا شده و از نفوذ اسپرم به داخـل اووسـيت   
  .)20(ممانعت شده و ميزان باروري كاهش يافته است 

  

 گيري نتيجه

كشت بلوغ و  محيط در سرم داد كه وجود نشان تحقيق نتايج اين
تخمك ضروري است و استفاده از سرم ماديان در محـيط   باروري

تواند جـايگزين مناسـبي بـراي     كشت باروري و بلوغ تخمك، نمي
  .سرم جنين گاوي باشد

  

  منابع
1. Roa BS, Naidu KS, Amarnath D, Vagdevi R, et 
al. In vitro maturation of sheep oocytes in different 
media during breeding and non-breeding seasons. 
Smal. Rumin. Research. 2002; 43: 31-36.  

2. Sun Q, Nagai T. Molecular mechanisms 
underlying pig oocyte maturation and fertilization. J. 
of Reprod and Develop. 2003; 49: 347-359. 

3. Nadi S, Ravindranatha BM, Gupta PSP, Sarma 
PV. Timing of sequential changes in cumulus cells 
and first polar body extrusion during in vitro 
maturation of buffalo oocytes." Theriogenology 
2002; 57: 1151 – 1159. 

4. Hreinsson JR, Friden B, Levkov L. Recombinant 
LH is equally effective as recombinant hCG in 
promoting oocyte maturation in clinical invitro 
maturation programme: a randomized study. Hum. 
Repro, 2003; 18: 2131-2136. 

5. Gordon I. Reproductive technology in farm 
animals, CABI publication. 2005. 

6. Saeki K, Hoshi M, Leibfried L, First NL. In vitro 
fertilization and development of bovine oocytes 
matured in seum-free medium. Biol Reprod 
1991;44: 256-260. 

7. Sanbuissho A, Threlfall WR. The effect of 
estrouse cow serum on the in vitro maturation and 
fertilization of the bovine follicular oocyte. 
Theriogenology, 1989; 31: 693-699. 

8. Takagi Y. Development of bovine oocytes 
matured, fertilized and cultured in a serum-free, 
chemically defined medium. Theriogenology, 1991; 
35: 1197- 1205. 



 مهدي خدايي مطلق و همكاران                                                        ...تني  مطالعه اثر دو نوع سرم هترولوگوس بر قابليت بلوغ و لقاح برون

 223                                                                                                              1392 ، تابستان2، شماره 4جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

9. Fukui Y, Ono H. Effects of sera, hormones and 
granulosa cells added to culture medium for in-vitro 
maturation, fertilization, cleavage and development 
of bovine oocytes. Reprod. Fertil.1989; 86: 501-506. 

10. Tajik P, Shams Esfandabadi E. In vitro 
maturation of caprine oocytes in different culture 
media. Smal. Rumin. Research. 2003; 47: 155-158. 

11. Wani NA. In vitro maturation and in vitro 
fertilization of sheep oocytes." Small Ruminant 
Research. 2002; 44: 90 – 95.  

12. Palasz AT, Thundathil J, Verralland RE, 
Mapletoft RJ. The effect of macromolecular 
supplementation on the surface tension of TCM-199 
and the utilization of growth factors by bovine 
oocytes and embryos in culture. Anim Reprod Sci. 
2000; 58: 229 – 240.  

13. Moulavi FHS, Ashtiani SK, Shahverdi A, et al. 
Can Vero cell co-culture improve in-vitro 
maturation of bovine oocytes?" Reprod Biomed. 
2006; 13(3): 404-411. 

14. Gospodarowicz, D, Ill CR. Do plasma and 
serum  have different abilities to promote cell 
growth? Proc. Natl. Acad. Sci. 1980;. 77(5): 2726-
2730. 

15. Balk SD, Levine SP, Young LL, LaFleur MM, et 
al. Mitogenic factors present in serum but not in 
plasma. Proc Natl Acad Sci. 1981; 78(9): 5656-
5660. 

16. Willis P, Caudal AB, Fayrer-Hosken RA. Equine 
oocyte in vitro maturation : influences of sera, time, 
and hormones. Molecular Reproduction and 
Development 1991; 30: 360 – 368. 

17. Kharche SD, Sharma GT, Majumdar AC, In vitro 
maturation and fertilization of goat oocytes vitrified 
at germinal vesicle stage. Small Ruminant. Smal. 
Rumin. Research. 2005; 57: 81–84. 

18. Gordon I. controlled reproduction in sheep and 
goats., CAB International publishing, Wallingford. 
1997. 

19. Isachenko VV, Ostashko FI, Isachenko EF, Soler 
C, et al. Effect of heat-inactived and non-inactivated 
estrous cow sera on maturation of bovine oocyte " 
J.of Endocrin 1994; (supplement) 140: 212. 

20. Allen CS, Richard MS, Gregory SK, Frederick 
RT, et al. Fetuin Inhibits Zona Pellucida Hardening 
and Conversion of ZP2 to ZPZ during Spontaneous 
Mouse Oocyte Maturation In Vitro in the Absence 
of Serum. Biol Reprod. 1990; 43: 891-897.  

21. Vanderhyden BC, Armstrong DT. Role of 
cumulus cells and serum on the in vitro maturation, 
fertilization, and subsequent development of rat 
oocytes. Biol Reprod. 1989; 40: 720-728. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



233                                                                                                                             Journal of Cell & Tissue, summer 2013, 4(2)                                                                                                                                 

Journal of Cell & Tissue (JCT)                                                                                                          Original Article 

Summer 2013; 4(2): 217-223 

 

Effect of Two Heterologous  Sera on Meiotic and Fertilization Capacity of the 

Ovine Oocytes In Vitro 

 

Khodaei Motlagh M. Ph.D.
1*

, Zareh Shahne A. Ph.D.
2
, Daliri M. Ph.D.

3
,                           

Kohram H. Ph.D.
2
, Gharegozloo F. Ph.D.

4
, Zhandi M. Ph.D.

2
, Deldar H. Ph.D.

5
 

 

1. Department of Animal Sciences, Faculty of Agriculture, Arak University, Arak 

2. Department of Animal Sciences, Faculty of Agricultural Sciences & Engineering, College of Agriculture & 

Natural Resources University of Tehran, Karaj, Iran  

3. Department of Animal and Marine Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and 

Biotechnology 

4. Department of Obstetrics and Genital Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran, 

Tehran- Iran

5. Department of Animal Sciences, Sari Agricultural Sciences and Natural Resources University, Sari, Iran  
 

*Email corresponding author: m-motlagh@araku.ac.ir 

 
 

Received: 20 Nov. 2012                           Accepted: 12 Feb. 2013 

 

Abstract 

Aim: The aim of this study was to investigate the effece of mare serum and fetal bovine serum (FBS) 

on meiotic and fertilization capacity of sheep oocytes in vitro  

Material and Methods: Cumulus Oocyte Complexes (COCs) were recovered from ovaries using 

slicing method. COC’s were washed three time in maturation medium without any serum 

supplementation. The COC’s were randomly divided into three groups. Group 1 (n = 170) COC’s 

were fresh control and cultured in maturation medium without serum supplementation. Group 2 (n = 

169) COC’s were cultured in maturation medium supplemented with 10% mare serum. Group 3 (n = 

167) COC’s were cultured in maturation medium supplemented with 10% FBS. Cumulus expansion 

was the index of oocyte maturation. To fertilize the mature oocytes, 24 h after maturation oocytes 

were transferred to the fertilization medium and then sperm was added to the fertilization medium. 

Twenty four hours post-fertilization, oocytes were denuded mechanically by gentle pipeting, fixed in a 

mixture of acetic acid and alcohol, stained for 10 min with 1% (w/v) orcein in 45% acetic acid and 

examined for their fertilization potential.  

Results: The rate of oocyte maturation in groups 1, 2 and 3 were 59/82%, 77/55% and 89/27%, 

respectively. The rate of fertilization in three groups was 19/19%, 39/64% and 50%, respectively. 

Significant difference was observed between three groups (p < 0.05).  

Conclusion: The results showed that the medium contain 10% percent fetal bovine have higher in 

vitro maturation and fertilization of oocyte rates than mare serum and the control groups. 

Keywords: Mare serum, FBS, In vitro oocyte maturation , sheep 


