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 چکیذٌ

ػلَلی هَؽ ثب ویفیز ثبلایی ثِ ثلاػشَػیز سىَیي دیذا وٌٌذ ٍ  4ٍ  2ّبی ثلاػشَهشّبی خٌیي سؼییي ؿشایظ ثْیٌِ وِ دس آى َذف:

 ّبی سغزیِ وٌٌذُ. ّب ثذٍى حضَس ػلَل( اص ایي ثلاػشَػیؼزESCّبی ثٌیبدی خٌیٌی)سَلیذ ػلَل

خذا ؿذُ ٍ دس ػِ ٍضؼیز  خوغ آٍسی ؿذًذ. ثلاػشَهشّب NMRIّبی هَؽ اص اٍیذاوزػلَلی 4ٍ  2ّبی اثشذا خٌیي َا:مًاد ي ريش

ّبی حبكل، ثش سٍی ظشٍف . ػذغ ثلاػشَػیؼزذؿذًهیىشٍلیششوـز  1ٍ5وـشی ثب خٌیي دس هحیظ وـز ثب حدن گشٍّی ٍ ّن هٌفشد،

ّبی ّب ٍ ػلَلشَػیؼزگشّبی اخشلبكی ثشای ثلاػ سجذیل ؿًَذ. ثیبى ًـبى ESّبی ذ سب ثِ ػلَلؿذًوـز دَؿیذُ ؿذُ ثب طلاسیي وـز 

ES ِسٍؽ ایوًََػیشَؿیوی ٍ  هـشك ؿذُ ثPCR  .ثشسػی ؿذ                     

وـشی ثب خٌیي ٍ وـز گشٍّی، دس همبیؼِ ثب وـز هیىشٍلیشش ػول وشد ٍ دس حبلز ّن 5هیىشٍلیشش ثْشش اص  1ثبثز ؿذ وِ حدن   وتایج:

)سَدُ  ICMوِ دس ًبحیِ  Oct4داسی ثبلا ثَد. اسصیبثی ثیبى  عَس هؼٌی ّبی حبكل ثِهٌفشد ًشیدِ ثْششی حبكل ؿذ ٍ دسكذ ثلاػشَػیؼز

یبثذ. ّوچٌیي هـخق ؿذ وِ ّن افضایؾ هی ؿَد ٍ ؿوبسؽ ػلَل، ثبثز وشد وِ وویز ٍ ویفیز ثبػلَلی داخلی( ثلاػشَػیؼز ثیبى هی

ّبی هـشك اص وـز هٌفشد ثلاػشَهشّب سَاًؼشٌذ دس ػیؼزثبؿذ. ثلاػشَػلَلی دبییي هی 2ػلَلی ًؼجز ثِ  4دشبًؼیل ثلاػشَهشّبی 

                       ّبی هخشلف سا ّن ًـبى دادًذ.ّب سَاًبیی سوبیض ثِ ػلَلؿًَذ ٍ ایي ػلَل ESّبی هحیظ اخشلبكی، سجذیل ثِ ػلَل

ّب وبسثشد سَاًذ ثشای ػبیش گًَِهی ESّبی سٍؽ هغبلؼِ حبضش ثشای ثشسػی دشبًؼیل سىَیٌی ثلاػشَهشّب ٍ سَلیذ ػلَل گیزی:وتیجٍ

 ثبؿذ. ّبی سغزیِ وٌٌذُ، دس هَسد اًؼبى هَضَع ثؼیبس دشاّویز ٍ دش چبلـی هیثذٍى ػلَل ESّبی داؿشِ ثبؿذ. سَلیذ ػلَل

 ، وـز گشٍّیESّبی ػلَلی، ػلَل 4ٍ  2ّبی ثلاػشَػیؼز، ثلاػشَهشّبی هٌفشد، خٌیي ياصگان کلیذی:
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 مقدمه

دس سدُ دؼشبًذاساى، لمبح اص ًَع داخلی ثَدُ ٍ ثؼذ اص ٍسٍد 

ی هَخَد هبدُ، ؿشٍع ثِ هْبخشر اػذشم ثِ دػشگبُ سٌبػل

ثش ًوَدُ ٍ ثؼذ اص هَاخِْ ثب سخوه، ّبی سخوه ػوز لَلِ ثِ

ٍ ػذغ هشاحل ولیَاط یب سؼْیوبر ًوبیٌذ آى سا ثبسٍس هی

ٍ سب هشحلِ سـىیل ثلاػشَػیؼز دیؾ  ؿَدػلَلی آغبص هی

سٍد ٍ دغ اص خشٍج اص دَؿؾ ؿفبف صًٍبدلَػیذا وِ هی

گیشد ٍ گضیٌی كَسر هیاعشاف خٌیي سا فشا گشفشِ، لاًِ

(. ثلاػشَػیؼز داسای دٍ 1ؿَد )سىَیي دیـشفشِ ؿشٍع هی

 Innerسَدُ ػلَلی داخلی  )ثبؿذ، ًَع خوؼیز ػلَلی هی

cell mass, ICMگشّبی اخشلبكی آى،  ( وِ اص خولِ ًـبى

Oct4  ثَدُ ٍ ػبخشبسّبی خٌیٌی ٍ خبسج خٌیٌی سا سـىیل

( وِ خفز هبدس ٍ خٌیي سا ایدبد TEدّذ ٍ سشٍفىشَدسم )هی

(. دس هشاحل اثشذایی دیؾ اص لاًِ گضیٌی ؿبهل 1ٍ2وٌذ )هی

ّب یب ّوبى ّش وذام اص ػلَل ػلَلی، 4ػلَلی ٍ  2هشاحل 

سَاى ثلاػشَهشّبی هٌفشد، داسای ظشفیز سىَیٌی ّوِ

ثبؿٌذ، ثِ ایي هؼٌی وِ لبدس ّؼشٌذ سب دس ؿشایظ سؿذ ٍ  هی

ًوَی هٌبػت، ثِ سٌْبیی سىَیي دیذا وشدُ ٍ سجذیل ثِ یه 

ای عی یه هغبلؼِ 1959(. دس ػبل 1ًذ )ؿَثلاػشَػیؼز 

 4یب  2ػشَهشّبی هٌفشد هشاحل وِ ثلا ؿذ صهبًی ًـبى دادُ

ػلَلی دس داخل دَؿؾ صًٍبدلَػیذای خبلی لشاس دادُ ؿًَذ 

ٍ ػذغ ثِ سحن خبًذاس اًشمبل یبثٌذ، دغ اص چٌذ سٍص، 

د ؿَ گضیٌی هـبّذُ هیسـىیل ثلاػشَػیؼز ٍ حشی لاًِ

ذ وِ فمظ ؿ(. دسكذ ثؼیبس دبییٌی اص سَلذ ًیض هـبّذُ 3)

(. دسكذ 16ػلَلی ثَدًذ ) 2حبكل اص ثلاػشَهشّبی هشحلِ 

ػلَلی  8ػلَلی ٍ  4هغبلؼِ هـبثِ ثش سٍی ثلاػشَهشّبی 

گضیٌی هَؽ كَسر گشفز وِ هبًٌذ هغبلؼِ لجل، فشایٌذ لاًِ

(. 4لبثل هـبّذُ ثَد اهب دس ایي هَسد سَلذی گضاسؽ ًـذ )

یب چٌذ  2دس ثؼضی اص هغبلؼبر دیگش ثلاػشَهشّبی هشاحل 

اص یه فٌَسیخ دیگش خفز  ػلَلی، ثب اًَاع ّوشبی خَد

ؿذًذ ٍ دس ایي كَسر سىَیي خٌیي ثب هَفمیز كَسر  هی

(. دس 5داد )دسكذی ًـبى هی 70گشفز ٍ ثبصدّی سمشیجب هی

دٍ هغبلؼِ اٍل، هحممیي اؿبسُ ثِ ایي ٍالؼیز داؿشٌذ وِ 

ّبی هـشك اص ثلاػشَهشّبی هٌفشد، اًذاصُ لغش  ثلاػشَػیؼز

ّبی وبهل یب اص خٌیي سشی ًؼجز ثِ اًَاع هـشك وَچه

Intact ّبی هـشك اص داسًذ ٍ ثٌبثشایي ثلاػشَػیؼز

ّبی ووششی داسًذ وِ ایي  ثلاػشَهشّبی هٌفشد سؼذاد ػلَل

هَضَع یىی اص دلایل اكلی ػذم سىَیي وبهل ثلاػشَهشّب سب 

ایي دس حبلی اػز وِ دس  ٍ سَلذ ًَصاد هؼشفی ؿذ. سـىیل

دس سبییذ ایي  ایي هؼبلِ ٍخَد ًذاؿز. Kellyهغبلؼِ 

ّبی اًؼبًی ٍ سشسیت ثلاػشَهشّبی هٌفشد خٌیي هَضَع، ثِ

هَؿی اص هشاحل هخشلف خٌیٌی، دس ؿشایظ آصهبیـگبّی 

هَسد هغبلؼِ لشاس گشفشٌذ ٍ هـبّذُ ؿذ وِ ّشچِ 

سش خذاػبصی ّبی هشاحل دیـشفشِثلاػشَهشّب اص خٌیي

سشی  ّبی وَچهشَػیؼزؿًَذ، دس ًشیدِ سىَیي، ثلاػ هی

سفز وِ ؿشایظ ؿَد. دس ایي دٍ هغبلؼِ، اًشظبس هیحبكل هی

ّب یب وـز هخشلف وـز خٌیي ؿبهل وـز گشٍّی خٌیي

، ؿَدّبی هخشلف هحیظ وـز ًیض لحبػ خٌیي دس حدن

ّب، ػَاهل چَى ثبثز ؿذُ اػز وِ دس وـز گشٍّی خٌیي

ا فؼبل ّب وِ هؼیشّبی ػیگٌبلی هخشلفی س سشؿحی اص ػلَل

وٌٌذ، دس هحیظ سدوغ یبفشِ ٍ ثبػث سىَیي ثْشش یب هْبس هی

ّش حبل ایي دبساهششّب دٍس اص  (. ث7ٍِ 6ؿًَذ )ّب هیخٌیي

وِ ثبصدّی سىَیي ثلاػشَػیؼز اص  خبیی اًذ. اص آىًظش ثَدُ

اػز وِ دسكذ ًؼجشب خَثی دسكذ ثَدُ 80سب  70ثلاػشَهشّب 

ًظش  ًیض ضشٍسی ثِ ثبؿذ، لزا ثشسػی چٌیي دبساهششیهی

                                                                                                                                                                            سػیذ سب اثْبهی ثبلی ًوبًذ.  هی

اص هَضَػبسی وِ دس هَسد ثلاػشَهشّبی هٌفشد   یىی دیگش

ّبی ثٌیبدی خٌیٌی اػز وِ ثبؿذ، سَلیذ ػلَلهغشح هی

 10، 9، 8هغبلؼبر صیبدی دس ایي صهیٌِ كَسر گشفشِ اػز )

ّبی صیبدی ّب دس اًؼبى ثب هحذٍدیز(. سَلیذ ایي ػلَل11ٍ 
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( صیشا ثب 10ٍ  9، 8اص خولِ هؼبئل اخلالی هَاخِ ثَدُ اػز )

ّب، یه ثلاػشَػیؼز ّبی لذیوی، دس هَسد سوبهی گًٍَِؽس

ّبی ثٌیبدی سَلیذ وبهل ثبیذ اص ثیي سٍد سب یه سدُ اص ػلَل

( ٍ ػولا دس هَسد اًؼبى ؿذًی ٍ اخلالی ًیؼز. 12ؿَد )

 ثلاػشَهشّبی اص اػشفبدُ ثب ّب،ػلَل يیا ذیسَل يیسٍؽ ًَ

ثِ ثؼذ لبثل  ػلَلیوِ اص هشاحل دٍ شدگییهٌفشد كَسر ه

ؿذُ ٍ ثؼذ اص ٍسٍد ثِ  شیاػشفبدُ ّؼشٌذ ٍ ثلاػشَهشّب سىث

آى  ICMثب اًذاصُ وَچه،  ؼزیثلاػشَػ لیهشحلِ سـى

ٍ  وٌذیه دبدیؿىل ا یؿذُ ٍ  ػبخشبس گٌجذ شیسىث غیػش

دس هغبلؼِ اخیشی وِ دس  (.14ٍ  13) ثبؿذیلبثل دبػبط ه ثؼذ

اص وَچه  دظٍّـگبُ سٍیبى سْشاى اًدبم ؿذ، سشویجی

وِ  SB431542  ٍPD0325901ّب، ؿبهل هَلىَل

سا  TGF-β  ٍErk1/2سشسیت هؼیشّبی ػیگٌبل ػلَلی  ثِ

 R2i (Royanوٌٌذ ٍ ّش دٍ سحز ػٌَاى سشویجبر هْبس هی

dual inhibitorsِّبی دٍگبًِ سٍیبىهْبسوٌٌذُ"ی ؼٌه  ( ث" 

ایي ( هَسد اػشفبدُ لشاس گشفز. ثب هْبس 11ؿًَذ )ًبهیذُ هی

ّب سمَیز ؿذُ ٍ ثبصدّی سَلیذ هؼیشّب سىثیش ٍ دشسَاًی ػلَل

ای  دس هغبلؼِیبثذ. ّبی ثٌیبدی خٌیٌی ًیض افضایؾ هیػلَل

گبى ًیض ًـبى دادُ ؿذ وِ هْبسوٌٌذُ وِ اًدبم ؿذُ اػز

ّبی هغشح ؿذُ ثب هىبًیضم هشیلاػیَى طًَم ٍ هْبس طى

لؼِ، ( ّوچٌیي دس ایي هغب15وٌٌذ ) سوبیضی ػول هی

 ICMوِ خشاحی ایوٌی ؿذًذ ٍ  ّب ثؼذ اص ایيثلاػشَػیؼز

خذا ػبصی ؿذ، ثش سٍی ػغح دَؿیذُ ؿذُ ثب طلاسیي ٍ ثذٍى 

اًشمبل  R2iلایِ ػلَلی سغزیِ وٌٌذُ دس هحیظ وـز حبٍی 

                                             ّبی ثٌیبدی سَلیذ ؿذًذ. ؿذُ ٍ سدُ ػلَل دادُ

هغبلت فَق، اثشذا دٍ ػَال هْن ثشای هب هغشح ثش اػبع 

ّبی وِ آیب ؿشایظ وـز اػن اص حدن لغشُ : اٍل ایيؿَد هی

سَاًذ ثش وویز ٍ وـز ٍ سؼذاد ػلَل دس حدن هؼیي هی

خلَف افضایؾ سؼذاد ِ ثثلاػشَهشّبی هٌفشد  ویفیز سىَیي

سبثیشگزاس ثبؿذ ٍ  ّبی سـىیل دٌّذُ ثلاػشَػیؼزػلَل

 4ػلَلی ٍ  2آیب دشبًؼیل سىَیٌی ثلاػشَهشّبی دٍم ایٌىِ 

ال َػلَلی ثب یىذیىش سفبٍر داسد. ػذغ للذ داسین ثِ ایي ػ

اهىبى  R2iدبػخ ثذّین وِ آیب ثب اػشفبدُ اص هحیظ حبٍی 

ّبی ثٌیبدی خٌیٌی اص ثلاػشَهشّبی هٌفشد سَلیذ سدُ ػلَل

 ثش سٍی ػغح دَؿیذُ ؿذُ ثب طلاسیي ٍ ثذٍى اػشفبدُ اص لایِ

                            ػلَلی سغزیِ وٌٌذُ ٍخَد داسد یب ًِ؟ 

 ها  واد و روشم

َای مادٌ جُت تخمک شزایط ي آمادٌ ساسی مًش

ًوًَِ حیَاًی هَسد : ريش تشریق ًَرمًن گذاری بٍ

ثبؿذ وِ اص هی NMRIاػشفبدُ دس ایي هغبلؼِ، هَؽ ًظاد 

ّب  ایي هَؽ دظٍّـگبُ سٍیبى سْشاى خشیذاسی ؿذًذ. سوبهی

ّبی اخلالی حبون ثش هشوض عجك اكَل ٍ دػشَسالؼول

داسی ٍ آصهبیـگبُ حیَاًبر دس دظٍّـگبُ سٍیبى ٍ داًـگبُ  ًگِ

)وذ اخلاق: داسی ٍ سیوبس ؿذًذ  خَاسصهی ًگِ

IR.ACECR.REC.1396.002.) 10سب  8ّبی هبدُ  هَؽ 

 PMSG  ٍHCGّبی  ای عی سضسیك َّسهَىّفشِ

(Intervet, Belgiumآهبدُ سخوه )ؿًَذ. سضسیك گزاسی هی

ّب َّسهَى اٍل ثشای سحشیه سخوذاى ثشای سؿذ فَلیىَل

ظْش اًدبم ؿذ ٍ دٍهی ثشای  12ثَدُ وِ دس ػبػز 

(. 11ذ )ؿػبػز سضسیك  48ثبؿذ وِ ثؼذ اص گزاسی هی سخوه

ّبی ًش  ّبی هبدُ ثب هَؽ ، هَؽHCGثلافبكلِ ثؼذ اص سضسیك 

كَسر یه ثِ یه خفز لشاس دادُ ؿذًذ ٍ كجح سٍص ثؼذ  ثِ

ّبیی وِ اص ایي ًظش هثجز  ثشسػی ؿذ. هَؽ VPسـىیل 

حبهلگی دس ًظش گشفشِ  5/0ّبی سٍص ػٌَاى هَؽ ثَدًذ ثِ

ػبػز ثؼذ ثشای سْیِ  36ػبػز ٍ  24سشسیت  ؿذًذ ٍ ثِ

                                                                                                                     ػلَلی هَسد اػشفبدُ لشاس گشفشٌذ.  4ٍ  2ّبی خٌیي

 

: سلًلی ي جذا ساسی بلاستًمزَا 4ي  2َای تُیٍ جىیه

ّب خبسج ؿذُ ٍ سَػظ ّب، اٍیذاوز ثؼذ اص ًخبػی وشدى هَؽ

ّب فلاؽ ؿذُ ٍ خٌیي G:30ػشًگ اًؼَلیي ٍ ثب ػشػَصى 
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ّب دس هحیظ، خبیی خٌیيِ (. ثشای خبث11آٍسی ؿذًذ ) خوغ

اص دیذز دّبًی اػشفبدُ ؿذ وِ اص چٌذیي ثخؾ سـىیل 

ای وِ اًشْبی آى ؿَد ؿبهل یه دیذز دبػشَس ؿیـِ هی

كَسر هدشای هَئیٌِ ؿىل  سَػظ ؿؼلِ وـیذُ ؿذُ ٍ ثِ

ٍاػغِ  گیشد ٍ یه ؿیلٌگ ًبصن ثِ آى ٍكل اػز وِ ثِهی

ّب سا سَاى خٌیيًیشٍی دم ٍ ثبصدم هلاین هی ثب 2/0یه فیلشش 

 PBSّبی وِ دس لغشُ ّب ثؼذ اص ایيخب وشد. خٌیيِ خبث

اًشمبل دیذا  Eؿؼز ٍ ؿَ دادُ ؿذًذ، ثِ لغشُ آًضین دشٍسئبص 

د. دس هشحلِ ثؼذ، ؿَوشدًذ سب دَؿؾ صًٍبدلَػیذا ّضن 

ٍػیلِ دیذز دبػشَس ثب ًَن  ّبی فبلذ صًٍبدلَػیذا، ثِخٌیي

هَئیٌِ ٍ سٌگ ؿذُ ثب ؿؼلِ، دیذشبط ؿذُ ٍ ثلاػشَهشّب اص ّن 

                                                                خذا ؿذًذ. 

َای مختلف با شزایط  کشت بلاستًمزَا در گزيٌ

          متفايت   

( وِ یه هحیظ 16) T6ثلاػشَهشّب دس هحیظ وـز  

ثبؿذ، وـز دادُ ؿذًذ. ایي هحیظ اػشبًذاسد ثشای خٌیي هی

ّبی هْن ؿبهل: اػیذّبی آهیٌِ ضشٍسی حبٍی هىول

(EAA ،Sigmaاػیذ ،)  ( ّبی آهیٌِ غیش ضشٍسیNEAA, 

Sigma( گلَسبهیي ،)L-GLn, Sigma ػشم خٌیي گبٍی ٍ )

(BSA, Sigmaهی )ٌثبؿذ. دس لذم اٍل سؼییي حدن ثْی ِ

س گشفز. دس ایي هشحلِ، سبثیش وـز هَسد اسصیبثی لشا

ذ وِ دس ؿهیىشٍلیششی ثب یىذیگش همبیؼِ  5ٍ  1ّبی  حدن

ػلَلی لشاس  2ّش لغشُ، یه  ثلاػشَهش خذا ؿذُ اص خٌیي 

سٍص دس اًىَثبسَس وـز دادُ ؿذ. دس هشحلِ  3هذر  گشفز ٍ ثِ

هیىشٍلیششی 1دػز آهذُ، حدن  ثؼذ، ثش اػبع ًشبیح ثِ

اًشخبة ؿذ ٍ ثلاػشَهشّب دس ػِ گشٍُ وـز دادُ ؿذًذ. 

گشٍُ اٍل وـز هٌفشد دس لغشُ، گشٍُ دٍم وـز گشٍّی دس 

لغشُ )دٍ ثلاػشَهش دس لغشُ( ٍ گشٍُ ػَم ّن وـشی ثب 

دس لغشُ(  Intactخٌیي )یه ثلاػشَهش ثب یه خٌیي وبهل یب 

 1دس لغشُ  Intactهل یب ثَد. دس یه گشٍُ ّن یه خٌیي وب

ػٌَاى گشٍُ وٌششل دس ًظش  هیىشٍلیششی وـز دادُ ؿذ وِ ثِ

ّب ّب ًؼجز ثِ آى همبیؼِ ؿًَذ. لغشُگشفشِ ؿذ سب ثمیِ گشٍُ

دس دلیز هخلَف وـز ثبوششی لشاس دادُ ؿذُ وِ سٍی 

سیخشِ ؿذ سب ّن  Mineral oilًبم  ّب سٍغي هخلَف ثِ آى

ّب خلَگیشی اص سجخیش لغشُهبًغ ًفَر آلَدگی ؿَد ٍ ّن 

سىشاس ثیَلَطیه  3سىشاس سىٌیىی ٍ  40ّب دس ًوبیذ. سوبم گشٍُ

ّبی وـز دس اًىَثبسَس لشاس دادُ ؿذًذ سب اًدبم ؿذًذ. گشٍُ

د. ؿَسٍص، سىَیي ٍ سـىیل ثلاػشَػیؼز ثشسػی  3ثؼذ اص 

ثشسػی ووی ایي هشحلِ اص وبس ثش اػبع دسكذ 

ّبی اص ثلاػشَهشّب دس گشٍُّبی سىَیي یبفشِ ثلاػشَػیؼز

هخشلف ثیبى ؿذ. دس هشحلِ ثؼذی، اسصیبثی ویفیز 

اسصیبثی ؿذ. ایي  Oct4ّب ثش اػبع هیضاى ثیبى ثلاػشَػیؼز

 ICM  ٍTEّبی ًبحیِ ؿوبسؽ ػلَل اسصیبثی ثشاػبع

آهیضی  ذ. ثشای اًدبم آصهَى سًگؿ هـخق

ّبی اػشبًذاسد اػشفبدُ ؿذ. ، اص سٍؽًََفلئَسٍػٌزایو

 DAPIّب ثب هٌظَس ایدبد سًگ صهیٌِ، ّؼشِ سوبهی ػلَل ثِ

(Sigma سًگ آهیضی )ّبی اػشفبدُ ؿذُ  ثبدیذ. آًشیؿ

 Rat anti-mouse Oct4 ؿبهل آًشی ثبدی اٍلیِ 

(Abcamآًشی ٍ ) ثبًَیِ ثبدی Donkey anti-rat 

(Abcamهی )  .ثبؿٌذ                                                                                            

، ESَای َا بزای تًلیذ سلًلکشت بلاستًسیست

: کىىذٌَای تغذیٍ بذين استفادٌ اس سلًل

ّبی سىَیي یبفشِ، ثِ ظشٍف وـز دَؿبًذُ  ثلاػشَػیؼز

هذر  دسكذ ثِ 1/0( )وِ ثب غلظز Sigmaؿذُ ثب طلاسیي )

ّبی ٍیظُ ػلَلدلیمِ اًدبم ؿذ( ٍ حبٍی هحیظ وـز  15

ES ّبی دبیِ   اًشمبل دادُ ؿذًذ. ایي هحیظ وـز، اص هحیظ

(Gibco) DMEM-F12 ( ٍGibco )Neuro Basal   ثب

ّبی سـىیل ؿذُ اػز. ّوچٌیي ؿبهل هىول 1:1ًؼجز 

(Sigma)NEAA (1X)  ( ،Sigma )L-Glutamin 

(1X)( ،Gibco )B27 (1X) ( ،Gibco )N2 (1X)  ،
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Mouse Lif (Royan-bio-tech ،)BSA (Sigma ،)

ٍ  SB431542 (10µM) ( Sigmaؿبهل ) R2iسشویجبر 

(Sigma)PD0325901 (1µM)  ثبؿذ. ایي هحیظ هی

                           ؿَد.ًبهیذُ هی N2B27ّوچٌیي سحز ػٌَاى هحیظ 

ثشای دبػبط : َای بىیادی جىیىی تًلیذ شذٌپاساص سلًل

ثٌیبدی خٌیٌی، اثشذا هحیظ سٍی ّبی یب اًشمبل ػلَل

 PBSدلیمِ ثب ثبفش  2هذر  ّب سا وـیذُ ٍ ثؼذ ثِ ػلَل

وـیذُ ؿذُ ٍ آًضین  PBSٍؿَ دادُ ؿذًذ. ثؼذ ؿؼز

Trypsin-EDTA (Gibco ثب غلظز )x1  اضبفِ ؿذ سب

اص ػغح خذا ؿًَذ. دس هشحلِ ثؼذ ثشای خٌثی  ّب ػلَل

ِ آى اضبفِ ( ثGibco) FBSػبصی اثش آًضین، هحیظ حبٍی 

ثِ حدن سػیذ سب  N2B27ٍػیلِ هحیظ اكلی  ؿذ ٍ ثؼذ ثِ

                            ثیي ظشٍف وـز دَؿبًذُ ؿذُ ثب طلاسیي سمؼین ؿَد.

َای اکتًدرمی، مشيدرمی ي القای تمایش بٍ ديدمان

ّبی المبی سوبیض دس  سٍؽ: in vitroاوذيدرمی در شزایط 

 (. 11، عجك هغبلؼِ اخیش كَسر گشفز )ESّبی ػلَل

ثب سبثیش آًضین اص  15سب  10ّب دس دبػبطّبی ثیي  اثشذا ػلَل

ٍػیلِ لام  ظشف وـز خذا ؿذًذ ٍ دغ اص ؿوبسؽ ثِ

لیشش، دس هحیظ سوبیضی ػلَل ثش هیلی 800ًئَثبس، ثِ غلظز 

خٌیٌی هَؿی ثب سٍؽ لغشُ هؼلك  ّبی ثٌیبدی ػلَل

ّب سدوغ سب ػلَل سَس لشاس دادُ ؿذًذسٍص دس اًىَثب 3هذر  ثِ

( سـىیل Embryoid bodiesیبفشِ ٍ اخؼبم ؿجِ خٌیٌی )

حبٍی  DMED-High Glucoseؿَد. هحیظ سوبیضی 

(1)%L-Glutamin ،NEAA (1 دسكذ ٍ )FBS (15 

ػلجی دس سٍص ػَم -( ثَد. ثشای سوبیض اوشَدسهیدسكذ

ٌَئیه سوبیض، اخؼبم ؿجِ خٌیٌی ٍاسد هحیظ سبصُ حبٍی سسی

حبلز، وـز  ؿًَذ. دس ایيهیىشٍهَلاس( هی 2اػیذ )

كَسر ػَػذبًؼیًَی دس داخل ظشٍف وـز ثبوششی  ثِ

كَسر ؿٌبٍس ٍ  اًدبم ؿذ ٍ سدوؼبر ػلَلی دس هحیظ ثِ

هؼلك ثَدًذ. اخؼبم خٌیٌی وِ دس ایي هحیظ ثِ ػشًَؿز 

سٍص دس ایي هحیظ، وـز دادُ  7ؿًَذ، سب ػلجی المب هی

ثبس ًلف هحیظ سدذیذ ؿذ. ػذغ سٍص یهؿذًذ ٍ ّش دٍ 

خبًِ  4سٍص ثِ ظشٍف  7سدوؼبر ػلَلی المب ؿذُ ثؼذ اص 

ّب گؼششؽ ؿًَذ سب ػلَلدَؿیذُ ؿذُ ثب طلاسیي هٌشمل هی

ّبی خَد سا ًـبى دٌّذ. ثشای سوبیض یبفشِ ٍ اػشغبلِ

هضٍدسهی )ػضلِ للجی(، سدوؼبر ػلَلی یب اخؼبم ؿجِ 

ؿذًذ ثب ایي سفبٍر وِ دس خٌیٌی، ثب سٍؽ فَق سَلیذ 

هحیظ سوبیضی اص ّوبى اثشذا اص اػیذ آػىَسثیه ثب غلظز 

هیىشٍهَلاس اػشفبدُ ؿذ. دس سٍص ػَم، سدوؼبر ػلَلی  1/0

داخل ظشٍف وـز ثبوششی ٍ دس ّوبى هحیظ وـز  ثِ

سٍص دیگش دس ایي هحیظ وـز دادُ  3اًشمبل دیذا وشدًذ ٍ 

خبًِ دَؿیذُ  4 ؿذًذ. ثؼذ سدوؼبر ػلَلی ثِ ظشٍف وـز

ؿذُ ثب طلاسیي ٍ دس هحیظ وـز سوبیضی اًشمبل دیذا 

سٍص دیگش سدوؼبر چؼجیذُ ٍ سذٌذُ ٍ  5سب  1وشدًذ. 

داس لبثل هـبّذُ ثَدًذ. ثشای اًدبم سوبیض اًذٍدسهی،  ضشثبى

ثشای سَلیذ سدوؼبر  R2i  ٍLifثذٍى  N2B27اص هحیظ 

 4سب  3خٌیٌی اػشفبدُ ؿذ. ثؼذ اص  ػلَلی یب اخؼبم ؿجِ

لیشش ثِ ًبًَگشم دس هیلی 50هیضاى  ًیض ثِ Activin Aسٍص، 

سٍص ثب ّویي سشویت فشایٌذ  5هذر  ؿذ ٍ ثِهحیظ اضبفِ 

وـز اداهِ دیذا وشد. ػذغ اخؼبم ؿجِ خٌیٌی المب ؿذُ 

خبًِ دَؿیذُ ؿذُ ثب طلاسیي هحشَای  4ثِ ظشٍف وـز 

 72بل دیذا وشدًذ. ثؼذ اص ّوبى ًَع هحیظ وـز اًشم

ّبی اًذٍدسهی ثب ظبّش ٍیظُ خَد هـخق ػبػز ػلَل

                                                                                                          ثَدًذ.

وبس،  ثشای ایي: ؛ تشکیل تزاتًماIn vivoتمایش در شزایط 

ّب ثؼذ اص سیوبس آًضیوی ٍ خذا ؿذى اص ػغح ظشف ػلَل

هیلیَى، دس ًبحیِ صیش دَػز دـشی  10وـز، ثِ سؼذاد 

وِ ػیؼشن ایوٌی آى وبهلا اص وبس افشبدُ سضسیك  Nudeهَؽ 
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ؿىل  ای ثِسٍص دس ًبحیِ هزوَس، سَدُ 20(. ثؼذ اص 4ؿذ )

ذگی صیش دَػز سحز ػٌَاى سشاسَهب سـىیل ؿذ. ثبفز آهثش

ُ ٍ ثؼذ اص آهبدُ ػبصی، اص صیش دَػز خبسج ؿذسشاسَهب 

ائَصیي ثش -سٍؽ ّوبسَوؼیلیي آهیضی ثِ گیشی ٍ سًگ ثشؽ

                                     سٍی لام، صیش هیىشٍػىَح ثشسػی ؿذ.

يسیلٍ ريش  بزرسی بیان وشاوگزَای اختصاصی بٍ

ّبی اًدبم ایي سىٌیه ثش اػبع سٍؽ: ایمًوًسیتًشیمی

(. 11،15اػشبًذاسد گضاسؽ ؿذُ دس همبلار كَسر گشفز )

ّبی اٍلیِ وِ دس ایي هغبلؼِ اػشفبدُ ؿذًذ  ثبدیآًشی

anti-Oct4، (Santacruz )(Santacruzاًذ اص: ) ػجبسر

anti-Nanog( ،Abcam )anti-sox2( ،Abcam )anti-

GFAP( ،Abcam)anti-Faxa2 ( ٍAbcam)anti-

Nkx2.5اًذ اص: ِ ًیض ػجبسرّبی ثبًَیثبدی. آًشیAlexa 

fluor 488 donkey anti-mouse immunoglobulin G 

(Abcam)  ٍAlexa fluor 568 goat anti-mouse 

immunoglobulin M (Abcam) ،ٌِثشای ایدبد سًگ صهی .

 DAPI (Sigma) زػٌّب ثب سًگ فلئَسّؼشِ سوبم ػلَل

( Olympus) ػٌغآهیضی ؿذ ٍ صیش هیىشٍػىَح فلئَسسًگ

                      ذ.ؿهـبّذُ 

دس ایي هشحلِ اص وـبس،  : mRNAارسیابی بیان صن در سطح 

ّـب اػـشخشاج   ول ػـلَل  Trizol ،RNAاثشذا سَػظ هحلَل 

ٍ ػـبخشي   RNAّـبی  ای وشدى ًوًَِؿذ ٍ خْز دٍ سؿشِ

cDNA   ُؿ ـاص ویز اػـشفبد( ذFermentase  دشایوشّـبی .)

ــِ ــی ثـــ ــبیز   اخشلبكـــ ــي ٍ دس ػـــ ــَسر آًلایـــ كـــ

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/  ــی عشاحــ

اػـز. خْـز ثشسػـی     ًـبى دادُ ؿذُ 1ؿذًذ وِ دس خذٍل

ای ّبی هَسد ًظـش، اص سٍؽ ٍاوـٌؾ صًدیـشُ    mRNAٍخَد 

( اػشفبدُ ؿذ وِ سوـبم اكـَل آى ثـش اػـبع     PCRدلیوشاص )

(. دس ًْبیز ثـشای اسصیـبثی   9ٍ4هغبلؼبر اخیش كَسر گشفز )

 دسكـذ  1ثش سٍی طل آگبس ثب غلضـز   PCRًْبیی، هحلَلار 

  ِ GelRed (Sinagene )ووـه   الىششٍفَسص ؿذُ ٍ ػـذغ ثـ

ظبّش ؿذُ ٍ ثبًذّبی ســىیل ؿـذُ ثـشای     DNAّبی سؿشِ

سهی، اًـذٍدسهی ٍ هضٍدسهـی   ّبی اخشلبكـی اوشـَد  ثیبى طى

                  هَسد اسصیبثی لشاس گشفشٌذ. 

 

ثشای ًـبًگشّبی هخشلف  Forward  ٍReverseدشایوشّبی  :1خذٍل

 mRNAخْز ثشسػی ثیبى طى دس ػغح 

 

 

Tm Reverse primer Forward primer  

61 GACAAGCTGGAAAGGTGTGG TTGTCCCAATACAGGCTCACC 
Gfap 

95 ATGAGCAACCTCTTCGGGTG CTAGGCTAGGCATTCCCGTG 
S100β 

06 GTAGTAGCTGCTCCAGTCGG GCACTCGGCTTCCAGTATGC 
Foxa2 

06 CTTGGAAAGTTCGGGTCCCA AGAAGTACGGACATTCATGAACAA 
αFP 

06 GAGAGGCACAACTCGCTCAA AGAGCTTCCACCTAGGGACT 
Gata4 

06 CTCGGTGAGAACCTGCGTTT AGCGAGTTCCAGAGCAATCT 
T 

06 CGGTGAGAACTCTTCGGG ACGGACATTCTCCCAAT 
Gapdh 



 

 و همکار  فرشید یکانی                                      ...سلولی و 2های تکوین بلاستومرهای منفرد جداشده از جنین

 

 267 7397پاییس ، 3 ، شماره9پژوهشی(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمی
 

  هاداده زیآنال

سَػظ هیىشٍػىَح ًَسی ّب سلبٍیش هشثَط ثِ ثلاػشَػیؼز

گشفشِ ؿذ.  Olympusهؼىَع ؿشوز  غػٌیب فلئَس

ّویي  افضاس اػشفبدُ ؿذُ هشثَط ثِدٍسثیي ٍ ًشم

ثَد وِ لغش  DP2-BSWهیىشٍػىَح، ًؼخِ 

ّبی گیشی ؿذ. آًبلیض دادُّب سَػظ آى اًذاصُثلاػشَػیؼز

ٍ ثب سٍؽ  Spss16ٍػیلِ ًشم افضاس  دػز آهذُ ثِِ ث

ANOVA عشفِ  دٍعشفِ ثشای آًبلیضّبی دٍ هشغیشُ ٍ یه

ثشای آًبلیضّبی سه هشغیشُ كَسر گشفز. خْز هـخق 

ّبی هخشلف ثب یىذیگش، اص سؼز ًوَدى سفبٍر ثیي گشٍُ

Tukey ِػٌَاى  ثPost hoc  ِاػشفبدُ ؿذ. ثشای همبیؼ

( هَسد اػشفبدُ لشاس t) كَسر دٍ ثِ دٍ، آصهَى ّب ثِ دادُ

                                                    .گشفز

 

 نتایج

عىًان حجم بُیىٍ بزای کشت  میکزيلیتزی بٍ 1حجم 

         بلاستًمزَا

هیىشٍلیشش ثب هحیظ  5ٍ  1دس ایي ثخؾ اص هغبلؼِ، دٍ حدن 

یىی اص  T6هَسد آصهَى لشاس گشفشٌذ. هحیظ  T6وـز 

ثبؿذ. ثشای ایي ّبی اػشبًذاسد ثشای وـز خٌیي هیهحیظ

 2ّبی هشحلِ اص وبس،  ثلاػشَهشّبی خذا ؿذُ اص خٌیي

     ّبی ّبی گشٍُ لغشُػلَلی اػشفبدُ ؿذًذ وِ دس ّش وذام اص 

(.  =40nػذد ثلاػشَهش لشاس دادُ ؿذ ) 1هیىشٍلیششی،  5ٍ  1

ًشبیح حبكل ًـبى داد وِ سؼذاد ثلاػشَهشّبیی وِ دس 

هیىشٍلیششی ثِ ثلاػشَػیؼز سىَیي دیذا وشدُ  1ّبی  لغشُ

 5ّبی ثشاثش لغشُ 2> حذٍدا 40/13( دسكذ 5/32ثَدًذ =)

دػز  > ٍ ًؼجز ث40/6ِ(ذدسك 15هیىشٍلیششی ثَدًذ = )

 1(. ثٌبثشایي حدن 1، ؿىل>05/0pثَد ) 1/2 آهذُ ثشاثش

ّب هَسد ػٌَاى حدن ثْیٌِ ثشای اداهِ ثشسػی هیىشٍلیششی ثِ

                           اػشفبدُ لشاس گشفز.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 40ثِ سؼذاد دس ّش گشٍُ هیىشٍلیششی  5ٍ  1دس دٍ حدن  ػلَلی 2ّبی لاػشَهشّب. ثلاػشَهشّبی خذا ؿذُ اص خٌیيث: سبثیش حدن وـز ثش سًٍذ سىَیي 1ؿىل

ثیَلَطیه كَسر هیىشٍلیششی ثَدًذ. ایي ثشسػی دس ػِ سىشاس  5ثشاثش حدن  1/2هیىشٍلیششی،  1ّبی حبكل دس حدن وـز دادُ ؿذًذ. ثلاػشَػیؼزػذد 

           . >p*05/0ًوبیؾ دادُ ؿذُ اػز.  Mean±SDكَسر  ّب ثِ اًدبم ؿذ  ٍ دادُ(  tگشفز ٍ آًبلیض آهبسی ثب اػشفبدُ اص آصهَى )
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 4ي  2َای تکًیه بلاستًمزَای جذا شذٌ اس جىیه

 سلًلی در شزایط مختلف کشت

هشحلِ، ثلاػشَهشّب دس ػِ گشٍُ وـز هٌفشد، وـز دس ایي 

وـشی ثب خٌیي هَسد ثشسػی لشاس گشفشٌذ گشٍّی ٍ ّن

الف(. ًشبیح ًـبى داد وِ  ثلاػشَهشّبی خذا ؿذُ اص  2)ؿىل

وـشی خٌیي ٍ ّبی ّنػلَلی، دس گشٍُ 4ٍ  2ّبی خٌیي

وـز گشٍّی، ًؼجز ثِ گشٍُ وٌششل سفبٍر هؼٌی داسی 

ب دس همبیؼِ ثب وـز هٌفشد، ًشیدِ ثْششی دٌّذ اهًـبى ًوی

(، >05/0pداس ثَد ) ّب هؼٌی دٌّذ وِ سفبٍر ثیي آىًـبى هی

( ٍ ًشبیح هشثَط ثِ ایي اسصیبثی دس n=40ثشای ّش گشٍُ، 

                 ج(. ٍ  ة 2ؿىل ًـبى دادُ ؿذُ اػز )ؿىل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ػلَلی دس ؿشایظ هخشلف وـز دادُ ؿذًذ وِ ؿبهل حبلز هٌفشد )یه  4ٍ  2: وـز ثلاػشَهشّبی هٌفشد دس ؿشایظ هخشلف. ثلاػشَهشّبی 2ؿىل

ػلَلی دس  4یب  2وـشی ثب خٌیي )یه ثلاػشَهش ٍ یه خٌیيهیىشٍلیششی( ٍ ّن1هیىشٍلیششی(، وـز گشٍّی )دٍ ثلاػشَهش دس لغشُ  1ثلاػشَهشدس لغشُ 

 حبٍی ّبی ػذد ثلاػشَهش وـز دادُ ؿذًذ ٍ ایي ثشسػی دس ػِ سىشاس كَسر گشفز. لغشُ 40ّب هیىشٍلیششی( ثَد )الف(. دس ّش وذام اص گشٍُ 1لغشُ 

 یّب گشٍُ یيث ًوبیؾ دادُ ؿذ. سفبٍر Mean±SDكَسر  . ًشبیح ثِدس ًظش گشفشِ ؿذًذ یآهبس آًبلیض یػٌَاى گشٍُ وٌششل ثشا ثِ ًیض ػلَلی 4 یب 2 ّبی خٌیي

:  a,bػلَلی )ة(  2گشٍُ اًذ اص: ثبؿٌذوِ ػجبسرّب هیحشٍف وَچه اًگلیؼی ًـبى دٌّذُ اخشلاف ثیي گشٍُ هـخق ؿذُ ٍ Tukeyسؼز  یلٍِػ هخشلف ثِ

05/0p<   ٍُ05/0ػلَلی )ج(،   4؛ گشp<  a,b:   ،01/0p<  a,c:  :خظ همیبع .µm50                                              
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مقایسٍ ظزفیت تکًیىی بلاستًمزَای جذاشذٌ اس 
 سلًلی 4سلًلی ي  2َای جىیه
 4ػلَلی ٍ  2ثشای ثلاػشَهشّبی  ّبی فَق وِ سوبم دادُهبًی

( ثب یىذیگش tّبی هخشلف وـز، ثب آصهَى )ػلَلی دس.ٍضؼیز

ػلَلی  2ذ وِ ثلاػشَهشّبی ؿهمبیؼِ ؿذًذ، هـخق 

ػلَلی  4داسی دس همبیؼِ ثب ثلاػشَهشّبی  یعَس هؼٌ ثِ

الف(. دس هشحلِ ثؼذ،  3ظشفیز سىَیٌی ثبلایی داسًذ )ؿىل

 4سبیی خٌیي  4ی ٍ ػلَل 2ثلاػشَهشّبی خفز خٌیي 

ّبی حبكل، هَسد اسصیبثی ػلَلی ثش اػبع لغش ثلاػشَػیؼز

هشثَط ثِ  لشاس گشفشٌذ ٍ هـخق ؿذ وِ ّش دٍ ثلاػشَهش

ػلَلی وِ ّشدٍ دس یه لغشُ وـز لشاس دادُ  2ّبی خٌیي

ؿذًذ، ظشفیز سىَیٌی یىؼبًی ًـبى دادًذ یؼٌی 

 1/4ذ )ّب لغش هؼبٍی داؿشٌ ّبی هـشك اص آىثلاػشَػیؼز

± 6/89 ،40;n ّبی وٌششل ( وِ ًؼجز ثِ ثلاػشَػیؼز

، >5/0p ،5/98 ± 1/3داسی ًـبى ًذادًذ )سفبٍر هؼٌی

40;n ایي دس حبلی اػز وِ چْبس ثلاػشَهش اص یه خٌیي .)

كَسر دٍ خفز  ػلَلی دغ اص سىَیي ثِ ثلاػشَػیؼز، ثِ 4

 داسی ثَدُ ٍ ًؼجز ثِ وٌششل ثب اًذاصُ لغش هشفبٍر ٍ هؼٌی

 2/69 ± 8/3داسی ًـبى دادًذ ) ًیض ووشش ثَدُ ٍ سفبٍر هؼٌی

                                                   ة،ج(.  3(. )ؿىل5/0p< ،40;n؛  1/32 ± 5/4ٍ 
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ػلَلی. ة، ج( همبیؼِ لغش  4ػلَلی ٍ  2ّبی سىَیي یبفشِ اص ثلاػشَهشّبی سىَیٌی ثلاػشَهشّب. الف( همبیؼِ دسكذ ثلاػشَػیؼز: همبیؼِ ظشفیز 3ؿىل

 , P1ثبؿٌذ )ػلَلی اص ًظش اًذاصُ دٍ خفز هی 4ػلَلی. ثلاػشَهشّبی  4ػلَلی ٍ چْبسسبیی خٌیي  2ّبی هـشك اص ثلاػشَهشّبی خفز خٌیي ثلاػشَػیؼز

P2ًشبیح ثِ كَسر  ػلَلی سفبٍسی ثبّن ًذاؿشٌذ. 2لی وِ ثلاػشَهشّبی خفز ( دس حبMean±SD  .05/0ًوبیؾ دادُ ؿذ*p<   ،01/0**p< خظ .

 µm50همیبع: 

 الف ب

 ج



 و همکار  فرشید یکانی                                      ...سلولی و 2های تومرهای منفرد جداشده از جنینتکوین بلاس

 

 272 7397پاییس ، 3 ، شماره9پژوهشی(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمی
 

َا بز اساس تعذاد زرسی کیفیت بلاستًسیستب

 TEي  ICMَای تشکیل دَىذٌ سلًل

ّبی سىَیي یبفشِ ثشاػبع دس ثلاػشَػیؼزّب سؼذاد ػلَل

ّبی سًگ آهیضی ّؼشِ ػلَل ٍ ًیض هبسوش اخشلبكی ػلَل

ICM  ّب ثب ذ. دس ایي حبلز ّؼشِ سوبم ػلَلؿؿوبسؽ

DAPI ذؿثبؿذ هـخق آثی هی وِ سًگ فلئَسػٌز .

، OCT4یؼٌی  ICMگش اخشلبكی ثخؾ وِ ًـبى حبلیدس

ػٌز ػجض ٍ ّن ثب سًگ فلئَس DAPIّن ثب سًگ آثی 

(FITCدس ایي فشایٌذ،  4( هـخق ثَدًذ )ؿىل .)4الف 

ّب دبساهشش هَسد ًظش ثَد وِ ػجبسسٌذ اص: سؼذاد ول ػلَل

(TCNػلَل ،)  ّبیTEّبی ، ػلَلICM  ًؼجز سؼذاد ٍ

(. ثب سَخِ ثِ ICM:TE) TEّبی ثش ػلَل ICMػلَلْبی 

دس  TCNآصهبیـبر اًدبم ؿذُ هـبّذُ گشدیذ وِ 

 4ػلَلی ٍ  2بی هـشك اص ثلاػشَهشّبی ّثلاػشَػیؼز

ػلَلی دس سوبم ؿشایظ وـز ًؼجز ثِ گشٍُ وٌششل یب ّوبى 

داسی ًـبى داد. سؼذاد وبّؾ هؼٌی Intactّبی خٌیي

دس  TEػلَلی ٍ فمظ  4دس گشٍُ  ICM  ٍTEّبی ػلَل

ػلَلی دس سوبهی ؿشایظ وـز ًؼجز ثِ گشٍُ  2گشٍُ 

 2وٌششل وبّؾ ًـبى دادًذ، ایي دس حبلی اػز وِ دس گشٍُ 

حبكل اص وـز  ICMّبی سؼذاد ػلَل ػلَلی،

وـشی ثب ثلاػشَهشّبی هٌفشد دس حبلز وـز گشٍّی ٍ ّن

داسی ًـبى ًذاد ٍلی دس حبلز وـز  خٌیي، وبّؾ هؼٌی

                   ج(. ٍ ة4ًـبى داد )ؿىلداسی هٌفشد وبّؾ هؼٌی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

آهیضی ؿذ ٍ  سٍؽ ایوٌی سًگ ثبؿذ وِ ثِدس ثلاػشَػیؼز هی ICMًـبًگش اخشلبكی ًبحیِ  Oct4ٍ ؿوبسؽ ػلَل.  Oct4ثشسػی ثیبى ًـبًگش  :4ؿىل

 TEّبی ، ػلَلICMّبی ّب(، ػلَل)خوؼیز ول ػلَل TCN)الف(. دبساهششّبی هَسد ًظش ؿبهل ًذ ذؿّب ؿوبسؽ ػلَلْبی هثجز ًؼجز ثِ سوبم ػلَل

ثشای  TEثِ  ICM ّبیسؼذاد ػلَل ًؼجزسفبٍر دس )د(  ًوبیؾ دادُ ؿذ. Mean±SDكَسر  ًشبیح ثِ ( )جTE (TCM:TE.)ثِ  ICMة( ٍ ًیض ًؼجز 

               µm50. خظ همیبع: >p< ،01/0**p< ،001/0***p*05/0 ٍ ًیض  .Intactّبی گشٍُ خٌیي ّش گشٍُ دس همبیؼِ ثب

ػلَلی وِ  4ٍ  2ّبی هـشك اص ثلاػشَهشّبیثلاػشَػیؼزوِ  ؿذ، هـبّذُ ICM:TEدس ثشسػی دبساهشش  
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ثَدًذ ٍ ًیض  دس ؿشایظ هٌفشد وـز دادُ ؿذُ

 4وـشی ثلاػشَهشّبی ّبی هـشك اص ّن ثلاػشَػیؼز

داسی  ػلَلی ثب خٌیي ًؼجز ثِ گشٍُ وٌششل سفبٍر هؼٌی

( >p<  ،01/0**p< ،001/0 ***p*05/0ًـبى دادًذ )

یىذیگش ًیض دس  ّب ًؼجز ثِ د(. سفبٍر ثیي ثمیِ گشٍُ 4 )ؿىل

                           اػز. ایي ؿىل ًـبى دادُ ؿذُ

بز ريی سطح پًشیذٌ شذٌ با  ESَای تًلیذ سلًل

 صلاتیه

ّب داسای دس هشحلِ ثؼذ ثشای ًـبى دادى ایٌىِ ثلاػشَػیؼز

ویفیز ٍ ػولىشد ثشای وبسثشد سا داسًذ، خْز سَلیذ سدُ 

ثؼذ اص اًشمبل هَسد اػشفبدُ لشاس گشفشٌذ.  ESّبی ػلَل

دس ظشٍف  ESC یوـز اخشلبك ظیثِ هح ّبؼزیثلاػشَػ

سٍص، ثِ  5هـبّذُ ؿذ وِ ثؼذ اص  ي،یدَؿبًذُ ؿذُ ثب طلاس

عَس وبهل ثش  ثِ TE ّبیٍ ػلَل ذًذیػغح ظشٍف چؼج

، ICM ِیًبح ّبیػغح گؼششدُ ؿذًذ اهب ػلَل یسٍ

ثَدًذ  قیؿىل لبثل سـخ یكَسر سدوؼبر گٌجذ ثِ

              (. 5)ؿىل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. T6  ٍT6+R2i ّبی هـشك اص ثلاػشَهشّب. الف( همبیؼِ سىَیي ثلاػشَهشّبی هٌفشد دس هحیظّبی ثٌیبدی خٌیٌی اص ثلاػشَػیؼز: سَلیذ سدُ ػلَل5ؿىل

 1ّبی ػلَلی دس لغشُ 4ػلَلی ٍ  2ّبی ثلاػشَهشّبی خذا ؿذُ اص خٌیيٍ  Intactّبی ة( خٌیي. p<0.05( كَسر گشفز. tٍػیلِ آصهَى ) ثِّب  آًبلیض دادُ

ّب ثِ ظشٍف دَؿیذُ ؿذُ ثب سٍص ثِ ثلاػشَػیؼز سىَیي دیذا وشدًذ. ػذغ ثلاػشَػیؼز 5/2وـز دادُ ؿذًذ ٍ ثؼذ اص  T6+R2iهیىشٍلیششی هحیظ 

ّب سحز سیوبس آًضیوی دبػبط دادُ هـبّذُ ؿذ وِ ایي ػبخشبس ESّبی سٍص ثشٍى سؿذ ػلَل 5هٌشمل ؿذًذ ٍ ثؼذ اص  N2B27+R2iٍ حبٍی هحیظ طلاسیي 

           mµ    50ّبی ثٌیبدی خٌیٌی سا سَلیذ ًوَدًذ. خظ همیبع: ّبی ٍیظُ ػلَلؿذُ ٍ ولًَی

 

گؼششدُ ؿذُ ٍ  ظیدبػبط، دس هح ياٍلی اص ثؼذ ّبي ػلَلیا

(. دسكذ 5)ؿىل دَؿبًذًذسوبم ػغح ظشف وـز سا 

 4 ،یػلَل 2 یهـشك اص ثلاػشَهشّب ّبیؼزیثلاػشَػ

 تیػٌَاى گشٍُ وٌششل ثِ سشس ثِ یػلَل 2 ّبیيیٍ خٌ یػلَل

 وِ ایي (. ثؼذ اص2)خذٍل 90ٍ  27، 63ثشاثش ثَد ثب 

 ES ّبیلػلَ اخشلبكی وـز ظیثِ هح ّبؼزیثلاػشَػ

 Outسؿذوِ ثشٍى ّبییؼزی، دسكذ ثلاػشَػهٌشمل ؿذًذ

growth)  )فَق ثشاثش ثَدًذ  تیسشس ثِ ثَدًذ ًُـبى داد

 تیسشس ثِ ضیسؼذاد ً يی(  ٍ اص ا2)خذٍل 100ٍ  40، 3/58ثب

 ES ّبیثِ ػلَل لیدسكذ هَاسد سجذ 100ٍ  75، 100

                       (.2ؿذًذ )خذٍل
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 ّبی ثٌیبدی خٌیٌی سَلیذ ؿذُّبی سىَیي یبفشِ اص ثلاػشَهشّب ٍ ػلَل: دسكذ ثلاػشَػیؼز2خذٍل

 

 

 

 

 

 

 

 

*BL: blastocyst 
 

 ESَای بیان وشاوگزَای اختصاصی سلًل

ّبی ّبی ثٌیبدی خٌیٌی ّوچٌیي سحز ػٌَاى ػلَلػلَل

ّبی ثیبى طًی ؿًَذ وِ ٍیظگیهیثٌیبدی دشسَاى ًبهیذُ 

ّب وِ دس ایي هغبلؼِ هخشق خَد سا داسًذ. اص خولِ ایي طى

 ّب دس ػغح دشٍسئیي هَسد اسصیبثی لشاس گشفشِ ًیض ثیبى آى

 6ّؼشٌذ ٍ دس ؿىل  Oct4 ،Nanog  ٍSox2اػز ؿبهل 

سٍؽ ایوًََػیشَؿیوی ایي  آهیضی ثًِشیدِ سًگالف، 

ای ًـبى دادُ ؿذُ اػز ؼشًِـبًگشّبی دشٍسئیٌی داخل ّ

 Alexa Flourػٌشی لشهش )ّبی فلئَسٍاػغِ سًگ وِ ثِ

ثبؿٌذ. دیگش ( هـخق هیAlexa Fluor 488( ٍ ػجض )568

ّبی ثٌیبدی دشسَاى، آلىبلیي ًـبًگش اخشلبكی ػلَل

آهیضی آى ًیض هثجز ثبؿذ وِ ًشیدِ سًگ( هیALPفؼفبسبص)

                    ة(.   6ثَد )ؿىل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ثبؿٌذ وِ ای هیسًٍَیؼی داخل ّؼشِ خضٍ ػَاهل Oct4 ،Nanog  ٍSox2. الف( ًـبًگشّبی ESّبی ثشسػی ثیبى ًـبًگشّبی دشسَاًی دس ػلَل :6ؿىل

گ آهیضی ؿذًذ. سً ثبدی، سًگ( وًَظٍگِ ؿذُ ثب آًشیAlexa Flour 568( ٍ لشهض )Alexa Flour 488ػٌز ػجض)ایوًََػیشَؿیوی ٍ ثب هَاد فلئَس سٍؽ ثِ

فؼفبسبص یىی دیگش اص ًـبًگشّبی اخشلبكی دس ة( الىبلیي اػشفبدُ ؿذ. صهیٌِآهیضی ثشای سًگ DAPIٍػیلِ  ، ثِػٌز اخشلبكی ثشای ّؼشِ ػلَلفلئَس آثی

                                mµ50خظ همیبع: . ثبؿذسًگ اسغَاًی هـخق هی آهیضی ؿذُ ٍ ثِ ثبؿذ وِ ثب اػشفبدُ اص ویز هخلَف سًگّب هیایي ػلَل

  

SB/Embryo NO 
Culture 

volume (µl) 

*
BL rate (%) 

Outgrowth 

(%) 

Established 

ESC line (%) 

Intact 2-cell   10  5  9/10 (90)  9/9 (100)  9/9 (100) 

 2-cell SB  38  1  24/38 (63.1)  14/24 (58.3)  14/14 (100) 

 4-cell SB  36  1  10/36 (27.7)  4/10 (40)  3/4 (75) 
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ػلَلی 2ثلاػشَهشّبی   ب ػلَلی 4ثلاػشَهشّبی  
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بیان وشاوگزَای تمایشی پس اس القای تمایش در 

        in vivoدر شزایط  ESَای  سلًل

ّبی اوشَدسهی، ثؼذ اص المبی سوبیض ثِ دٍدهبى ESّبی ػلَل

اًذٍدسهی ٍ هضٍدسهی، اص ًظش هَسفَلَطی ٍ ثیبى ًـبًگشّبی 

گشفشٌذ ٍ ثب اػشفبدُ اص سٍؽ سوبیضی هَسد اسصیبثی لشاس 

ّب ایوًََػیشَؿیوی، ًـبًگشّبی اخشلبكی ثشای ایي ػلَل

آهیضی سًگ GFAP ،Foxa2 ٍNkx2.5سشسیت فَق ؿبهل  ثِ

 Alexa Fluorػجض ) ػٌزّوگی ثب سًگ فلئَسؿذًذ ٍ 

الف(. ثشای اسصیبثی ثیبى طى  7ثبؿٌذ )ؿىل( هـخق هی488

ًیض اػشفبدُ ؿذ وِ  RT-PCR، اص سٍؽ mRNAدس ػغح 

ٍ  T)ثشای آػششٍػیز(،  gfap  ٍS100βًـبًگشّبی 

Gata4 ّبی )ثشای هضٍدسم( ٍ طىFoxa2  ٍαFP  ثشای(

 7اًذٍدسم( ثشای ایي هٌظَس هَسد ثشسػی لشاس گشفشٌذ )ؿىل

        ة(.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ػلجی، اًذٍدسهی ٍ -ّبی اوشَدسهیسشسیت ثشای دٍدهبى ثِ GFAP ،Foxa2  ٍNkx2.5 . الف( ًـبًگشّبیESّبی ػلَل ظشفیز سوبیضیثشسػی  :7ؿىل

ؿذُ ٍ دس ؿىل، ثبدی، سًگ آهیضی ( وًَظٍگِ ؿذُ ثب آًشیAlexa Flour 488) ػٌز ػجضفلئَس بدُثب ه للجی هَسد ثشسػی لشاس گشفشٌذ وِ -هضٍدسهی

ّبی ٍیظُ سوبیضی  اػشفبدُ ؿذ. ة( ثیبى طى صهیٌِآهیضی ثشای سًگ DAPIٍػیلِ  ، ثِػٌز اخشلبكی ثشای ّؼشِ ػلَلفلئَس . سًگ آثیثبؿٌذهـخق هی

ثشای اًذٍدسم  Foxa2  ٍαFPثشای آػششٍػیز )اوشَدسم(،  Gfap  ٍS100βهَسد اسصیبثی لشاس گشفشٌذ.   mRNAثشای ػِ دٍدهبى اكلی خٌیٌی دس ػغح 

 ٍGata4  ٍT  .هضٍدسم( هَسد ًظش ثَدًذ( ثشای دیؾ ػبص ػضلِ للجیGapdh ِػٌَاى وٌششل داخلی اسصیبثی ؿذ.  ثU ،ِغیش سوبیض یبفش :D.ِج : سوبیض یبفش )

سًگ اسغَاًی هـخق  ثبؿذ وِ ثب اػشفبدُ اص ویز هخلَف سًگ آهیضی ؿذُ ٍ ثِّب هیفؼفبسبص یىی دیگش اص ًـبًگشّبی اخشلبكی دس ایي ػلَلالىبلیي

                               mµ          50خظ همیبع: . ثبؿذ هی
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َای بىیادی جىیىی تًلیذ شذٌ در شزایط تمایش سلًل

in vivo ي تشکیل تزاتًما 

لیشش دس ًبحیِ صیش هیلیَى دس هیلی 10ّب ثب غلظز ػلَل

وِ فبلذ ػیؼشن ایوٌی فؼبل ثَد سضسیك  Nudeدَػز هَؽ 

دٌّذُ سـىیل سٍص سَسم صیش دَػز ًـبى 20ؿذًذ. دغ اص 

ّبی ّبی ثٌیبدی دشسَاى ٍ ػلَلسشاسَهب ثَد وِ حبٍی ػلَل

سوبیض یبفشِ اص ّش ػِ دٍدهبى اوشَدسهی، هضٍدسهی ٍ 

ج، ػبخشبسّبی اوشَدسهی  7اًذٍدسهی ثَد. دس ؿىل

(Neural rosette( هضٍدسهی ،)Cartilage اًذٍدسهی ٍ )

(Gastrointestinal tract.ًـبى دادُ ؿذُ اػز ) 

 

 بحث

آهذُ ًــبى دادًـذ وـِ وــز     دػز ِ، ًشبیح ثِدس ایي هغبلؼ

ػلَلی هـَؽ دس هحـیظ وــز     4ػلَلی ٍ  2ثلاػشَهشّبی 

T6  هیىشٍلیشش كَسر گشفز وـِ ثؼـیبس ووشـش اص     1ثب حدن

ّب ثـِ ثلاػشَػیؼـز سا    ثبؿذ سىَیي آىّبی هؼوَل هیسٍؽ

وٌذ. دس هغبلؼبر دیـیي وـز ثلاػشَهش ثیـشش ثـب  هیؼش هی

ثٌیبدی خٌیٌی ٍ ًیـض ثـب ووـه لایـِ      ّبیّذف سَلیذ ػلَل

(. گشٍّـی اص  20-22، 14ؿـذ ) ػلَلی سغزیِ وٌٌذُ اًدبم هی

هحممیي ًیض سَاًـبیی ٍ دشبًؼـیل سىـَیٌی ثلاػـشَهشّب سا دس     

هَسد ثشسػی لشاس  in vitroٍ ًیض دس ؿشایظ  in vivoؿشایظ 

ثبؿذ. یىـی اص اٍلـیي وبسّـبیی وـِ     اًذ وِ لبثل ثحث هیدادُ

یه یب چٌذیي ثلاػشَهش وٌبس ّن لـبدس ّؼـشٌذ    ًـبى داد وِ

یه ثلاػشَػیؼز سا ایدبد وٌٌذ هغبلؼِ سبسوٍَػىی دس ػبل 

(. ایي هحمك چٌیي ًـبى داد وِ اگش دس هشحلِ 3ثَد ) 1959

ــب  2 ــیي هــَؽ، ًیوــی اص خوؼیــز   4ػــلَلی ی ػــلَلی خٌ

ثلاػشَهشّب ثبلی ثوبًذ لبدس ّؼـشٌذ سـب یـه ثلاػشَػیؼـز     

ذاصُ وَچه سا ایدبد وٌٌـذ. ّوچٌـیي ٍی   وبهل ّش چٌذ ثب اً

ّبی سـىیل ؿذُ دسٍى صًٍبدلَػیذا سا ثِ سحن ثلاػشَػیؼز

هَؽ هبدُ آهبدُ حبهلگی اًشمبل داد ٍ سـىیل خفز ٍ حشـی  

خٌیي صایی سب هشحلِ سَلذ سا هـبّذُ وشد. اهـب ثـبصدّی ایـي    

هغبلؼِ ثؼیبس دبییي ثـَد ٍ دلیـل ایـي هؼـبلِ خوؼیـز وـن       

ػیؼـز هــشك اص ثلاػـشَهش هٌفـشد ثـَد.      ّبی ثلاػشَػلَل

ثٌبثشایي دس ایي هغبلؼِ للذ ثش ایـي ثـَد وـِ سٍؿـی اسخـبر      

وٌین سب سىَیي ٍ سـىیل ثلاػشَػیؼز اص ثلاػـشَهش هٌفـشد   

ّـب ٍ ّـن اص   ّن اص ًظش وویز دس لبلت دسكذ ثلاػشَػیؼـز 

افـضایؾ   ICM  ٍTEّـبی  ًظش ویفیز دس لبلت سؼذاد ػلَل

وِ ػَاهل سشؿـحی اسـَوشایي ٍ    یيیبثذ. ثشای هـخق ؿذى ا

سَاًٌذ ثش فشایٌذ سىـَیي سـبثیش هثجـز    دبساوشایي سب چِ حذ هی

ثبؿٌذ، وــز ثلاػـشَهشّب دس ػـِ ٍضـؼیز هشفـبٍر      داؿشِ 

اًدبم ؿذ وِ ػجبسسٌـذاص: وــز هٌفـشد، وــز گشٍّـی )دٍ      

. ایـي  Intact وـشی ثـب خٌـیي  ثلاػشَهش دس یه لغشُ( ٍ ّن

سدوـغ فبوشَسّـبی اسـَوشایي )دس    آصهَى ًـبى داد وِ ّشچِ 

وــشی ثـب   حدن ووشـش( ٍ دـبساوشایي )وــز گشٍّـی ٍ ّـن     

خٌیي( ثیـشش ثبؿذ ػشػز ٍ ویفیـز سىـَیي ثلاػـشَهشّب ٍ    

(. عشاحی 2ؿَد )ؿىلّب ًیض ثیـشش هی ًیض دسكذ سـىیل آى

چٌیي آصهبیـی ثش اػبع هغبلؼبر دیـیي دس گزؿشِ ثَد وِ 

ساوشایي ثش سىـَیي خٌـیي سا   سبثیش هثجز ػَاهل اسَوشایي ٍ دب

ًـبى دادُ ؿذ وِ ٍلشی ثـِ   2012ثَدًذ. دس ػبل  ًـبى دادُ

گضیٌی اًؼـبى، سؼـذادی   ّبی دیؾ اص لاًِهحیظ وـز خٌیي

اص ػَاهل سؿذ ٍ ًوَی وـِ خـضٍ ػَاهـل اسَوشایي/دـبساوشایي     

ّـب ثـب ػـشػز ٍ ویفیـز     ثبؿٌذ اضبفِ ؿَد، سىَیي خٌیيهی

ّـبی گـبٍ ًیـض ثبثـز     هَسد خٌیي (. دس4سٍد )ثبلایی دیؾ هی

ّـبی اسـَوشایي ٍ دـبساوشایٌی ثـیي     وـٌؾ ؿذُ اػز وِ ثشّن

ّـب  گضیٌی، ػشػز ٍ وویز سىَیي آىّبی دیؾ اص لاًِخٌیي

(. ایي ثشسػی ثِ ایي ؿىل ثـَدُ وـِ   7سا افضایؾ دادُ اػز )

سَاًؼـز ًشـبیح   حضَس ثیؾ اص یـه خٌـیي دس هحـیظ، هـی    

ب ًـبى دّذ. دس هغبلؼِ حبضـش  ّ ثْششی دس همبیؼِ ثب ًجَد آى

ؿـَد، وـبّؾ   ی هـبثِ ٍ هْوی وِ هغشح هیًیض، اٍلیي ایذُ

یب ثلاػـشَهش دس   حدن هحیظ وـز ٍ یب افضایؾ سؼذاد خٌیي

حدن هـخلی ثشای سدوغ ػشیغ ٍ ثیــشش ػَاهـل سشؿـحی    

ٍ سبویذ اكلی هغبلؼبر فَق ثش ایي هجٌب ثَدُ اػـز.   ثبؿذهی

اگش سؼذاد خٌـیي دس یـه حدـن     اػز وِ ػلاٍُ ثبثز ؿذُ ثِ

هـخق افضایؾ یبثذ ثبػث ثْجَد سىَیي خٌیي خَاّـذ ؿـذ   

حــبل، ّــی   لی اػــز وــِ ســب ثــِحــب (. اهــب ایــي دس24ٍ  7)

ّبی وـز  ای، سىَیي ثلاػشَهشّبی هٌفشد دس ٍضؼیز هغبلؼِ

وـشی ثب خٌیي ٍ ثب هخشلف ؿبهل حبلز هٌفشد، گشٍّی ٍ ّن

ٍ دـبساوشایي ثشسػـی ًىـشدُ ٍ    سبویذ ثش سبثیش ػَاهل اسَوشایي 
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گضاسؽ ًذادُ اػز. عشاحی آصهبیـی وـِ دس هغبلؼـِ حبضـش    

خَثی ًـبى داد وِ ثلاػشَهشّبی هٌفشد ثـِ   كَسر گشفز، ثِ

ِ  سٌْبیی داسای فؼبلیز دیـبم  كـَسر سشؿـح ػَاهـل     سػـبًی ثـ

ِ  ثبؿٌذ وـِ ایـي ػَاهـل هـی    دٌّذُ هی دیبم كـَسر   سَاًٌـذ ثـ

وشدُ ٍ هؼـیشّبی ػـیگٌبل    اسَوشایي ثش سٍی خَد ػلَل اثش

ًفغ سمَیز چشخِ ػـلَلی ٍ سىثیـش،    دٌّذُ داخل ػلَل سا ثِ

ًوبیٌـذ ٍ  وٌٌذ ٍ ثِ دیـشٍی سىـَیي آى ووـه هـی   فؼبل هی

ایي ٍالؼیز دس اٍلیي ثشسػی یؼٌی همبیؼِ سبثیش حدـن ّـبی   

ٍضَح ًـبى دادُ ؿذ. سبییذ ثیــشش ثـش    هیىشٍلیششی ثِ 5ٍ  1

بلز دٍ ثلاػشَهش دس یـه لغـشُ   ایي هَضَع ایي ثَد وِ دس ح

ِ      یب ّن هشاسـت ثْشـشی    وــشی ثلاػـشَهش ثـب خٌـیي ًشـبیح ثـ

هـبّذُ ؿذ. ّشچٌذ ایذُ سبثیش اسَوشایٌی ٍ دـبساوشایٌی لـجلا   

( 7،17،23ًـبى دادُ ؿذُ اػز ) Intactّبی دس هَسد خٌیي

اهب ًمغِ لَر هغبلؼِ هب ایي ثَد وِ ًٌبیح ًـبى داد ػلاٍُ ثـش  

یي ثلاػشَهشّب ثب غلظز ثـبلای فبوشَسّـبی   ایٌىِ وویز سىَ

یبثذ ثلىِ ویفیز سىَیي دس لبلت افضایؾ سشؿحی، افضایؾ هی

ّـبی  خلـَف ػـلَل  ِ ّبی ثلاػشَػیؼـز ث ـ خوؼیز ػلَل

ICM ؿَد. فـشاّن ًوـَدى چٌـیي ؿـشایغی     ًیض هـبّذُ هی

ایــي اهىــبى سا ایدــبد وــشد وــِ همبیؼــِ ظشفیــز سىــَیٌی  

ِ ػلَل 4ػلَلی ٍ  2ثلاػشَهشّبی  عـَس دلیـك لبثـل     ی ًیض ثـ

وِ لاصم ثَد سب ّش دٍ ثلاػـشَهش   اًدبم ثبؿذ. سَضیح ثیـشش ایي

ثلاػـشَهش خـذا ؿـذُ اص     4ػلَلی ٍ یـب   2خذا ؿذُ اص خٌیي 

ػلَلی دس ؿشایظ هــبثِ وــز، سىـَیي یبفشـِ سـب       4خٌیي 

ّب هَسد اسصیبثی لشاس گیشد. . ایـي ثشسػـی    ٍضؼیز سىَیٌی آى

ّبی سىـَیي یبفشـِ   ذاد ثلاػشَػیؼزثِ ایي كَسر ثَد وِ سؼ

ػـلَلی هـَسد ًظـش     4ػلَلی یب  2اص ثلاػشَهشّبی ّش خٌیي 

چـِ وـِ    ّب ثب یىـذیگش همبیؼـِ ؿـذ. آى    لشاس گشفشِ ٍ لغش آى

ػــلَلی داسای  2لبثــل اًشظــبس ٍ ثــذیْی ثــَد، ثلاػــشَهشّبی 

ّبی هـب دسكـذ   ظشفیز سىَیٌی ثبلایی ثَدًذ چَى عجك دادُ

ّبی سىَیي یبفشِ سا ًـبى دادًذ ٍ ًیض  زثبلایی اص ثلاػشَػیؼ

ػلَلی  2لغش ّش دٍ ثلاػشَػیؼز هـشك اص خفز ثلاػشَهش 

یىؼبى ثَد ٍ ایي ًشیدِ، عجـك هغبلؼـِ اخیـش وـِ دس هـَسد      

. (17)خـَاًی داسد   ػلَلی گضاسؽ ؿـذُ ّـن   2ثلاػشَهشّبی 

ّـبی  ای ثش سٍی هشاحـل هخشلـف سىـَیي خٌـیي    عی هغبلؼِ

گضیٌی هَؽ كَسر گشفز، الگَی ثیبى طًی ثیي دیؾ اص لاًِ

 ػلَلی سفبٍر خضئـی ًــبى داد   4ػلَلی ٍ  2ثلاػشَهشّبی 

هغبلؼـِ هـب، دس لبلـت سفـبٍر دس      (. ایي سفبٍر خضئی، دس18)

وویز ٍ ویفیز سىَیي ثِ ثلاػشَػیؼز خـَد سا ًــبى داد.   

ػلَلی هـبّذُ ؿذ وـِ   4ّبی دس هَسد ثلاػشَهشّبی خٌیي

اص ًظـش اًــذاصُ ٍ لغــش ثلاػشَػیؼــز حبكــل، ثــِ دٍ خفــز  

ؿًَذ وِ یه خفز آى اًذاصُ وَچىششی داؿـشٌذ.  سمؼین هی

ػـشَهشّب احشوـبلا فمـظ    سػذ وـِ سىـَیي ایـي ثلا   ثِ ًظش هی

دزیش ثبؿـذ ٍ دس   وـشی ثب خٌیي اهىبىكَسر گشٍّی یب ّن ثِ

ؿشایظ هٌفشد اهىبًذزیش ًجبؿذ وِ ؿبیذ ثشـَاى گفـز دـبییي    

ّــبی سىــَیي یبفشــِ حبكــل اص ثــَدى دسكــذ ثلاػشَػیؼــز

ّبی اثشذایی هغبلؼِ ػلَلی دس ثشسػی 4ثلاػشَهشّبی هٌفشد 

 4ٍالؼیـز وـِ ثلاػـشَهشّبی    اػـز. ایـي    ثِ ایي خبعش ثَدُ

ػلَلی دسكذ دبییٌی دس سىـَیي ثـِ ثلاػشَػیؼـز سا ًــبى     

دادًــذ احشوــبلا ثــِ ایــي دلیــل اػــز وــِ فمــظ دٍ ػــذد اص  

وِ هبّیـز لغـت    خبعش ایي ػلَلی ثِ 4ثلاػشَهشّبی خٌیي 

وٌٌـذ،  خبًَی داسًذ یؼٌی سوبهب دس سـىیل خٌیي ؿشوز هی

-ػـشَهش، خـبًَسی  دٌّذ. ػـَهیي ثلا سىَیي ثْششی ًـبى هی

ثبؿـذ. دٍ  عَس وبهـل گیـبّی هـی    گیبّی ثَدُ ٍ چْبسهیي ثِ

ثلاػشَهش آخش عجیؼشب ظشفیز هحـذٍدی داسًـذ. ایـي هؼـبلِ     

  ِ ای وـِ دس ػـبل   سبحذٍدی لبثل اًشظبس ثَد چـَى دس هغبلؼـ

 In vivoٍضَح دس ؿشایظ  كَسر گشفز ایي ٍالیز ثِ 2005

شاحی آصهبیؾ (. دس حمیمز اهش، ع19ثِ اثجبر سػیذُ اػز )

سشوِ ثذٍى هذاخلِ ِ سا ثِ عشیمی ػبدُبلدس سدشثِ هب، ایي هؼ

ّبی هدـبٍس یـب دٍسسـش    دبساهششّبیی دیگش اص خولِ سبثیش ػلَل

                                                                                                                                                                             ثبؿذ ثیبى ًوَد. هی

ّـبیی وـِ اص   دس لذم ثؼذی ًــبى دادیـن وـِ ثلاػشَػیؼـز    

وٌٌـذ لبثلیـز سجـذیل    ثلاػشَهشّبی هٌفشد سىَیي دیـذا هـی  

سـشیي ًىشـِ اص    ّبی ثٌیبدی سا داسًذ. هْـن ؿذى ثِ سدُ ػلَل

ّــبی ایــي هشحلــِ اص هغبلؼــِ، اػــشفبدُ اص وَچــه هَلىــَل

SB431542  ٍPD0325901  سحز ػٌَاىR2i ثبؿذ وِ هی

سا  TGF-β  ٍErk1/2سشسیت هؼـیشّبی ػـیگٌبل ػـلَلی     ثِ
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ای ًـبى دادُ ؿـذ  عی هغبلؼِ 2012وٌٌذ. دس ػبل هْبس هی

 ثبػـث ػـشػز   TGF-βوِ فؼـبل ًوـَدى هؼـیش ػـیگٌبلی     

. هغبلؼـبر دیگـشی دس   (23)ؿـَد  ثخـی ثِ فشایٌذ سوبیض هی

ػلاٍُ ثشایٌىِ ثبػـث   TGF-βایي هَسد ًـبى دادًذ وِ هؼیش 

سَاًـذ  ؿَد وِ هشؼبلت آى، ػلَل هیسَلف چشخِ ػلَلی هی

ؿــَد، ّوچٌــیي ثبػــث فؼــبل ؿــذى هؼــیش ٍاسد سوــبیض هــی

. ثٌـــبثشایي چٌـــیي (24،25)ؿـــَد ًیـــض هـــی یغآدَدشـــَص

ؿَد وِ هْبس ایي هؼـیش ػـیگٌبلی، ّـن ثـِ     گیشی هی ًشیدِ

ثخــذ ٍ ّـن هـبًغ اص سَلـف     اداهِ سىَیي خٌیي ػشػز هـی 

یىـی   MAPKؿَد. هؼـیش  چشخِ ػلَلی دس ثلاػشَهشّب هی

هخشلف  ثبؿذ وِ ثش سفشبسّبیدیگش اص هؼیشّبی ػیگٌبلی هی

، سىثیش، سوـبیض ٍ سىـَیي خٌیٌـی    یغػلَلی اص خولِ آدَدشَص

ــی  ــبى ه ــبثیش ًـ ــذ س ــیگٌبلی  (17)دّ ــیش ػ ، MAPK. هؼ

اًـؼبثبر هشفبٍسی داسد وـِ ّشوـذام هـَاسد ثـبلا سا ٍػـبعز      

ــب یىــی اص  هــی ــي هؼــیش،   هْــنوٌٌــذ اه ــشیي اًـــؼبثبر ای س

MAPK⁄ERK1 ثبؿذ وِ ػغح ثیبى آى دس سخوه لمبح  هی

ًیبفشِ ثؼیبس دبییي اػز ٍلـی اص هشحلـِ صایگـَر سـب هشحلـِ      

ٍیظُ دس هشحلـِ  ِ سذسیح سٍ ثِ افضایؾ اػز، ث ثلاػشَػیؼز ثِ

 ،وٌٌـذ ّـبی صایگـَسی ؿـشٍع ثـِ ثیـبى هـی      ػلَلی وِ طى 2

. ایي هغبلؼبر ثبثـز  (19ٍ18)دّذ افضایؾ ًبگْبًی ًـبى هی

سَاًـذ سـبثیشار هثجشـی ثـش سًٍـذ      وٌٌذ وِ ایي هؼیش هـی هی

سىَیي خٌـیي داؿـشِ ثبؿـذ. دس هغـبیشر ثـب ایـي هغبلؼـبر،        

 MAPK/ERK1اًـذ وـِ هؼـیش    ؿَاّذی ًیـض ثبثـز وـشدُ   

ؿـَد   یغآدَدشـَص سَاًذ ثبػث سَلف چشخـِ ػـلَلی ٍ یـب     هی

ػلاٍُ هغبلت فَق، اخیشا هحممیي دظٍّــگبُ سٍیـبى    . ثِ(20)

-TGFاًذ وِ هْبس وشدى دٍ هؼیش ػیگٌبلی فَق )ثبثز وشدُ

β  ٍMAPK⁄ ERK1ــش ــی اػـ ــث R2iفبدُ اص ( یؼٌـ ، ثبػـ

ؿذُ وِ هـخق سشیي  ESّبی هشیلاػیَى ثیـیٌِ دس ػلَل

ّـبی سوـبیضی    ًشیدِ ایي هشیلاػیَى، هْـبس سمشیجـب سوـبم طى   

. دس هغبلؼِ هزوَس، ثـشای اعویٌـبى اص كـحز    (15)ثبؿذ  هی

-سشیي ػَاهل هشیلاػیَى ثِ ًبم هشیل ، یىی اص هْنایي ًشیدِ

ٍ هـبّذُ ؿـذ وـِ دس چٌـیي     ؿذ، هْبس RG108سشاًؼفشاص 

ٍ ثـبصدّی سَلیـذ    ًــذ هــبّذُ   R2iؿشایغی، سـبثیش لجلـی   

                                                                         وبّؾ دیذا وشد. ESّبی  ػلَل
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سـَاى ثـِ آى اؿـبسُ    گیشی ًْبیی هـی ػٌَاى ًشیدِ آًچِ وِ ثِ

وشد هَفمیز ایي هغبلؼِ دس خلَف ؿـفبف ػـبصی ٍ ًحـَُ    

ػـلَلی   4ػـلَلی ٍ   2ثشسػی ظشفیز سىَیٌی ثلاػشَهشّبی 

ای ثَد وِ دس ػِ ؿشایظ وـز هٌفشد، گشٍّی عَس همبیؼِ ثِ

ثیش ٍ بؿشایظ وـز، س ٍ ّن وـشی ثب خٌیي اًدبم گشفز. ایي

اّویـز ػَاهـل سشؿــحی اسـَوشایي ٍ دـبساوشایي سا هـــخق     

وٌٌذ وِ دسكذ هَفمیز ّن اص ًظش ووی )دسكذ سـىیل(  هی

 ِ سشسیـت دس ػـِ ؿـشایظ     ٍ ّن اص ًظش ویفی )سؼذاد ػلَل( ثـ

وِ دس هیـبى   سش ایي ؿَد. هْنهخشلف وِ هغشح ؿذ ثیـشش هی

هٌفشد دس سَلیذ ػَاهل دػز آهذُ، سَاًبیی یه ػلَل  ًشبیح ثِ

ّـب دس فؼـبل ًوـَدى ٍ سٌظـین      گیـشی اص آى اسَوشایي ٍ ثْـشُ 

هؼیشّبی ػیگٌبلی دس خْز هؼیش سؿذ ٍ ًوَی ًــبى دادُ  

سَاى یه ادػب هجٌـی  ، هیESّبی ؿذ. دس صهیٌِ سَلیذ ػلَل

ّـبی  ثش ایي ثبؿذ وِ هـب دس ایـي هغبلؼـِ سَاًؼـشین  ػـلَل     

 4ػــلَلی ٍ  2هٌفــشد   ثٌیــبدی خٌیٌــی سا اص ثلاػــشَهشّبی

ػلَلی ٍ ثذٍى لایِ سغزیـِ وٌٌـذُ سَلیـذ وٌـین وـِ ثشسـشی       

دّـذ ٍ ایـي   ًؼجی دس همبیؼِ ثب ػـبیش هغبلؼـبر ًــبى هـی    

ّبی دیگش خبًَسی ٍ یب حشـی  سَاًذ دس هَسد گًَِدػشبٍسد هی

ّـبی ثٌیـبدی خٌیٌـی    اًؼبى داؿشِ ثبؿذ وـِ سَلیـذ ػـلَل   

ِ وٌٌذُ، یـه هضیـز   ّبی سغزیاًؼبًی دس ؿشایظ ثذٍى ػلَل

                                                       ؿَد.خَة ٍ دس ػیي حبل یه چبلؾ خذی هحؼَة هی

 

 تشکر و قدردانی

ٍػیلِ اص ػَاهل ٍ وبدس هحششم داًــىذُ ػلـَم صیؼـشی     ثذیي

عَس ٍیظُ  آیذ. ّوچٌیي ثِػول هی داًـگبُ خَاسصهی سـىش ثِ

اص خٌبة آلبی دوشش حؼـیي ثْبسًٍـذ ٍ ػـشوبس خـبًن دوٌـش      

ًفیؼِ حؼٌی اص دظٍّـگبُ سٍیـبى سْـشاى خْـز ّوـبٌّگی     

ثشای اػشفبدُ اص اهىبًبر ٍ سدْیضار ًْبیز لذسداًی سا داسین. 
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Abstract 
Aim: The main goal of this study is to determine optimum conditions for mouse 2-celled and 4-celled 

single blastomeres for high-qualified development into a blastocyst and the production of embryonic 

stem cells (ESCs) from these blastocysts without the presence of feeder cells. 

Material and methods: At first step, 2 and 4-celled embryos were collected from oviducts. 

Blastomeres were isolated and cultured in 1 and 5µl of medium in the conditions single, group and 

with intact embryos. Then, the resultant blastocysts were cultured on gelatin-coated dishes for ESCs 

production. The expression of specific markers for both blastocysts and ESCs were analyzed with 

immunocytochemistry and PCR.  

Results: The results revealed that the volume 1µl was better than 5µl and co-culture with embryos and 

group culture significantly better supported blastocyst development than single culture. Based on Oct4 

expression in the ICM of blastocysts, cell count was performed and also showed significant increase in 

blastocyst quality. We also demonstrated that 4-celled blastomeres not only have heterogeneity in the 

potential of development among them, but also have lower potential than 2-celled blastomeres. 

Finally, it was also shown that, single culture derived-blastocysts could generate embryonic stem cells 

in the specific medium and these cells showed the differentiation potential into different cells. 

Conclusion: The method of the present study for the evaluation of single blastomeres developmental 

potential and the production of ESCs can be used for other species. The production of ESCs without 

feeder cells in human is an important and big challenge.  

Keywords:  blastocyst, co-culture, 2 and 4-celled embryos, group culture, single blastomeres 
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