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 NMRI موش هاي دوسلولي رويان توليدباروري اسپرم، لقاح تخمك و  در تاثير هپارين
  كشت در محيط

  2عبدالحسين شيروي و 2، نرگس نبوي1،*فاطمه توده دهقان
  بخش جانوران سمي و تهيه پادزهر، ، موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازيكرج 1

  روه زيست شناسي، گدانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان ،دامغان 2

  21/5/92 :تاريخ پذيرش    4/4/90: تاريخ دريافت

  چكيده
لقاح آزمايشگاهي  .شناخته شده است باروري اسپرم و تكوين جنين در برخي از گونه هاي حيواني، ةبهبود دهندهپارين بعنوان 

در به منظور بهينه نمودن اين آزمايش،  .در موش بعنوان يك آزمايش استاندارد براي مطالعات باروري ياري شده تعيين شده است
 تخمك شامل و بر پارامترهاي باروري اسپرمو بدون هپارين ) μg/ml)10 دار هپارين T6و  M16 هاي اثر محيط اضرح مطالعه
در موش غير همخون و تكوين زيگوت ها تا مرحله دوسلولي  ميزان لقاح پذيري تخمك ها، تحرك و بقاي اسپرم ميزان تعداد،

NMRIميزان لقاح در محيط  نشان داد كهدر دو گروه آزمايش و شاهد  ر هپاريناز نظر تاثي يافته ها .سي قرار گرفتر، مورد بر
T6 (P<0.001)  در محيط تكوين زيگوت ها به رويان هاي دوسلولي وM16 (P<0.001) با همديگر اختلاف معني دار دارند. 

ن لقاح تخمك ها و تعداد و از نظر ميزا M16 (P<0.05)از نظر تحرك و بقاي اسپرم محيط همچنين در مقايسه دو محيط كشت 
بويژه  M16محيط  كهمي توان گفت  كلي بطور. استاز ديگري  (P<0.001)مطلوب تر  T6محيط  ،رويان هاي دو سلولي

مناسب تر از محيط  هپارينه T6محيط و اسپرم بقاي  وبراي افزايش تحرك  )و بدون هپارين با( T6 محيطبهتر از  هپارين دار آن
T6 بدون هپارين و M16 )غير همخون از نظر موفقيت لقاح آزمايشگاهي در موش )با و بدون هپارين NMRI عمل مي نمايند.  

  NMRIموش  ،، اسپرم، رويان دو سلوليتخمكهپارين،  :يكليدواژه هاي 

  f.todehdehghan@rvsri.ac.ir :، پست الكترونيكي 0261 4570038 -46 :يسنده مسئول، تلفن نو* 

  مقدمه 
به كارگيري محيط هاي متفاوت كشت و همچنين تفاوت 

تواند  مي تكاملي جنين، مراحل در گونه هاي جانوري و
به  .منجر به پديد آمدن نتايج متفاوتي در مطالعات شود

منظور شناخت و مطالعه باروري آزمايشگاهي و تكوين 
پس  .جنين، محيط هاي كشت مختلفي طراحي شده است

توسط برينستر در سال  BMOCه محيط كشت از ارائ
كشت هاي ديگري  محيط ، براي رشد تخمك1965

توان به محيط كشت تغيير  طراحي و ارائه شدند كه مي
 و M16، T6، CZB هاي محيط و )Witten )28يافته 

KMSO  كه هنوز بطور گسترده اي مورد مصرف در

ره اشا) 4 ,5, 13,10 ,17(وري باروري ياري شده است افن
با سلول هاي  جنين از سيستم هاي كشت همزمان. كرد

هاي سلولي ديگر نيز  رده حاصل از دستگاه توليد مثل و يا
كه اين سيستم ها بدليل صرف ) 5,4(استفاده شده است 

ساده بودن . وقت و هزينه بالا مقرون به صرفه نيستند
عملكرد مطلوب و قابليت رشد مناسب جنين در  ،محيط

  .ني و باروري آزمايشگاهي حائز اهميت استمطالعات جني

و يا  )16(اي كشت با تركيبات شيميايي مشخص محيط ه 
كافئين  )8,3( يونوفور ، كلسيم)6(داراي قدرت يوني بالا 

باعث القاء ) 14,2 ,20 ,25,21(و هپارين  )22,21,15(
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ظرفيت پذيري و افزايش باروري آزمايشگاهي اسپرم مي 
داده است ظرفيت پذيري اسپرم مطالعات نشان . شوند

در . تحت شرايط كشت آزمايشگاهي نيازمند زمان است
پريش و همكاران اعلام كردند ظرفيت پذيري  1988 سال

ساعت  4اسپرم انزالي گاو در حضور هپارين طي مدت 
 ،كروزوميآانجام مي پذيرد كه ممكن است با القاء واكنش 

از طرفي . باشد لقاح آزمايشگاهي مناسبي را در پي داشته
نكوبه كردن ابا پيش  1986پريش و همكاران در سال 

اسپرم هاي منجمد و ذوب شده در حضور هپارين به مدت 
دقيقه، باعث افزايش ميزان لقاح آزمايشگاهي شدند،  15

نشان دادند تحت همين ) 1988(حال آنكه اكسو و گرو 
ساعت پس از ورود به محيط كشت،  6شرايط، اسپرم ها 

و  ادر مطالعه نيو. ع به نفوذ به داخل اووسيت مي كنندشرو
با مجاور كردن اسپرم هاي منجمد و ذوب ) 1988(اوگودا 

كافئين و  مخلوط شده با اووسيت ها در محيط حاوي
در محيط به داخل تخمك هپارين، نفوذپذيري اسپرم ها 

لقاح به ميزان قابل توجه اي در مقايسه با محيط هاي 
از . )23,21( .يابد مي يا هپارين، افزايش و ئينحاوي كاف

 در موش بعنوان يك آزمايشكه لقاح آزمايشگاهي  آنجائي
تعيين شده  شده مطالعات باروري ياري براياستاندارد 

بهينه نمودن  محققين همواره تلاش بر .)28,11( است
كيفيت و كميت ميزان لقاح و تكوين جنين در موش 

 هپارينهمزمان  طالعه حاضر اثردر م لذا .آزمايشگاهي دارند
كه مصرف بالايي در  T6و  M16 هاي كشت و محيط

باروري آزمايشگاهي از  بر رويتحقيقات توليد مثلي دارند 
 لقاح آزمايشگاهي و ،بر تحرك و بقاي اسپرمتاثير نظر 

آزمايشگاهي در موش  رشد رويان ها تا مرحله دوسلولي
   .گرفت قرار و مقايسه مورد بررسي NMRIنژاد 

  اهمواد و روش
تمامي مواد و محيط هاي مورد استفاده در اين مطالعه از 

 (Embryo graded)شركت سيگما و درجه مخصوص جنين

  .گرديد خريداري 

  NMRIنژاد سر موش ماده  36تعداد  ،براي تهيه تخمك
به طور تصادفي انتخاب شدند و  هفته، جفت نخورده 7- 8

براي ايجاد . )1( گرديدء القادر آنها سوپر اوولاسيون 
موش هاي ماده  ،سوپراوولاسيون و افزايش تخمك گذاري

دزهاي  در HCG و  PMSGهايهورمون  بوسيله به ترتيب
داخل  ساعت به صورت 46-48به فاصله  و IU8مساوي
  .تزريق شدند )ip(صفاقي 

 ،HCGساعت پس از تزريق  24 ،تخمك استحصالبراي 
ها آن شدند و اوويداكتموش ها با كشش گردني معدوم 

 mg/ml 4حاوي  T6 و M16جدا و در قطره هاي محيط
BSA بر روي وارمر كه°C 37  قرار گرفته بود منتقل شدند .

پس از ايجاد شكاف در قسمت برجستگي آمپولا، تخمك 
در زير ميكروسكوپ معكوس ها به درون محيط رها و 

(invert)  شدندو شمارش جمع آوري.  

 با  NMRIنژاد ،سر موش نر بالغ 34تعداد  ،براي تهيه اسپرم
بطور تصادفي انتخاب و مورد  ،سابقه جفت خوردگي

بعد از كشتن موش به روش كشش  .استفاده قرار گرفتند
   M16جدا و در محيط هاي ي آنهاها  اپيديديم ،گردني

و بدون  )گروه آزمايش() μg /ml10(دار هپارين  T6و
مدت  به سپس ،شدند جمع آوري ،)شاهدگروه ( هپارين

 و C37° در دماي نكوباتوراتا يك ساعت در  دقيقه 45
CO2 5 %قرار داده شدند تا اسپرم ها به روشswim up  ه ب

تمامي محيط هاي . داخل محيط رها و ظرفيت پذير شوند
. بودند )BSA )mg/ml 4آزمايش و شاهد حاوي كشت 

شد و  تعداد اسپرم ها با استفاده از هموسايتومتر شمارش
ميكروسكوپ مورد در زير ن ها آسپس تحرك و بقاي 

  . )12( مطالعه قرار گرفت

 تكوينو  (IVF)آزمايشگاهي  لقاحبراي بررسي ميزان 
ده ميكروليتر از اسپرم تهيه شده به هريك از  ،رويان ها

حاوي تخمك  ،با و بدون هپارين T6و  M16محيط هاي 
 ،CO2%و C37° در دماي اضافه شد و پس از انكوباسيون



 1392، 4، شماره 26جلد                                                                               )        مجله زيست شناسي ايران( جانوريمجله پژوهشهاي 

367 

 24 -26مدت  به ميزان لقاح و مراحل رشد رويان ها
  .قرارگرفت بررسيساعت در هر دو محيط، مورد 

حيوانات در مدت آزمايش از نظر غذا با پلت استاندارد 
تهيه شده در موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي 
كرج و آب لوله كشي به مقدار كافي تغذيه شده و در 

و  50 ±5% ، رطوبت ºC2±22ماي شرايط محيطي د
بار در ساعت، بستر پوشال  10- 12 تعويض هواي تازه

  .، نگهداري شدنداستريل

  ايجتن
تخمك بدست آمد  310سر موش ماده تعداد  36از مجموع 

حاوي  T6و  M16عدد از آنها در محيط هاي  160كه 
در محيط  ديگر نيز عدد 150و ) آزمايش هاي گروه(هپارين 

استفاده  )هاي شاهد گروه(بدون هپارين  T6 و M16هاي 
  .گرديد

 تعداد اسپرم، M16محيط هپارين در  تاثيراز نظر مقايسه 
  mlترتيببا و بدون هپارين به  هاي گروهدر  شمارش شده

 مقدار ،(P>0.05) و ml /106 × 6/2 و  93/3 × 106/ 

با و بدون هپارين به  گروهمتوسط تحرك اسپرم در دو 
و ميزان بقاي اسپرم % 1/61±3/24 و% 7/71 ±4/10ترتيب 

بود كه اختلاف % 9/47±5/14و % 7/81 ±8/5نيز به ترتيب 
  . (P>0.05)معني داري با همديگر نداشتند 

هپارين ( آزمايش M16در محيط  ميزان لقاح آزمايشگاهي
 ± 6/24 )بدون هپارين(شاهد و درگروه % 3/35± 20)دار
به مرحله دوسلولي به  و ميزان رسيدن زيگوت ها% 5/37

كه از نظر تكوين  بود% 50 ±10و % 9/88 ±7/15ترتيب 
زيگوت ها به رويان هاي دوسلولي گروه آزمايش اختلاف 

جدول ( (P<0.001) .شاهد نشان دادگروه  بامعني داري 
2(.  

 / با و بدن هپارين تعداد اسپرم به ترتيب  T6در محيط 

ml106 × 75/4  و/ ml 106 × 9/2 به گرديد و ميزان محاس
دو فاكتور تحرك و بقاي اسپرم حاوي هپارين به ترتيب 

و در گروه بدون هپارين نيز % 7/44±10و % 5/12±7/37
بود كه اختلاف % 9/47±5/14و % 2/37±8/19به ترتيب 

جدول ( (P>0.05)معني داري در بين آنها مشاهده نگرديد 
1 .(  

  

  )شاهد(هپارين دار و بدون هپارين  T6و  M16پرم موش در محيط هاي ميانگين تعداد، تحرك و بقاي اس -1جدول 

  محيط كشت
  

  پارامترهاي اسپرمي

M16 T6 

 شاهد
  )بدون هپارين(

 آزمايش
  )هپارين دار(

  شاهد
  )بدون هپارين(

  آزمايش
  )هپارين دار(

  ml/106×6/2 ml/106×93/3 ml /106 × 9/2  ml /106 × 75/4 تعداد

  a3/24±1/61 b4/10±7/71 c8/19±2/37  d5/12±7/37  (%)تحرك 

  a1/12±4/77 b8/5±7/81 c 5/14±9/47  d 10±7/44  (%)بقا 

با  bو  001/0در حد  dو  cبا  a: از نظر بقا. اختلاف معني دار داشتند) 05/0درحد ( dو با ) 02/0در حد( cبا  bو  01/0در حد  cبا  a: از نظر تحرك
c ) 002/0درحد ( و باd )اختلاف معني دار نشان دادند) 01/0رحد د.  
  

در دو گروه آزمايش و شاهد به  T6در محيط ميزان لقاح 
محاسبه گرديد كه % 1/24 ±8و % 6/58 ±10،ترتيب

ميزان رسيدن  .(P<0.001) بود اختلاف آنها معني دار

 ±12 و %4/82 ±17زيگوت ها به مرحله دو سلولي 
 (P>0.05) نبود بود كه اين اختلاف معني دار% 5/61
  ).2جدول (
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  )شاهد(هپارين دار و بدون هپارين  T6و  M16درصد باروري تخمك وتعداد رويان هاي دو سلولي موش در محيط هاي  -2جدول 
 محيط كشت

  پارامتر هاي
  اووسيت و رويان

M16 T6 

 شاهد
  )بدون هپارين(

 آزمايش
  )هپارين دار(

  شاهد
  )بدون هپارين(

  آزمايش
  )هپارين دار(

  58 54  102  96 تعداد تخمك

  a6/24±5/37 b20±3/35 c8±1/24  d 10±6/58 (%)تخمك هاي لقاح يافته

  a10±50 b7/15±9/88 c 12±5/61  d 17±4/82 (%)رويان هاي دوسلولي

 bبا  a: رسيدن به رويان هاي دوسلولياز نظر . اختلاف معني دار دارند 001/0در حد  dبا  cو همين طور  02/0در حد  dبا  bو  a: از نظر ميزان لقاح
  .اختلاف معني دار دارند 05/0درحد  cبا  bو همچنين ) 01/0در حد ( dو با ) 001/0درحد (

  
 ،T6و M16محيطهاي مطالعه درمورد پارامترهاي  در مقايسه

 آزمايش و شاهد گروه هايبين در اختلافات معني داري 
 2و  1اول شماره مشاهده گرديد كه در جد آنها با همديگر

  .شده است آوردهزير نويس آنها  و

  بحث
 ،تاثير نوع محيط كشت و مكمل هايي هم چون هپارين

كافئين و كلسيم يونوفور در افزايش كيفيت پارامترهاي 
باروري اسپرم و ميزان لقاح آزمايشگاهي در مورد انسان و 
 دام هاي بزرگ همچون گاو بررسي و مشخص شده است

ميزان تحرك در اين مطالعه  .)22,21,20,16،14,113,2(
مطلوب تر بود  T6نسبت به محيط  M16اسپرم در محيط 

حاوي هپارين با  M16كه اسپرم هاي محيط  به طوري
هپارين دار و بدون هپارين اختلاف معني  T6هاي  گروه

محيط . نشان داد 02/0و  05/0داري را به ترتيب در حد 
M16 بدون هپارين محيط  بدون هپارين، فقط با گروهT6 

  .را نشان داد 01/0اختلاف معني دار در حد 

وضعيت بهتري را  M16از نظر ميزان بقاي اسپرم نيز گروه 
داراي  M16بروز داد در اين رابطه گروه  T6نسبت به گروه 

با و بدون هپارين به  T6با گروه ) گروه آزمايش(هپارين 
ار را نشان اختلاف معني د 002/0و  01/0ترتيب در حد 

 T6بدون هپارين نيز با گروه هاي  M16همچنين گروه . داد

 .اختلاف معني دار داشت 001/0با و بدون هپارين در حد 
 ،بنابراين از نظر دو فاكتور ميزان تحرك و بقاي اسپرم موش

بوده و اختلافشان معني دار  T6بهتر از محيط  M16محيط 
و بدون حضور  با حضور M16محيط  دراين اثر . مي باشد
 چند كه وجود هپارين در محيط  هر. بود بهترهپارين 

M16تري بر ميزان تحرك اسپرم نسبت به  گسترده اثر
داشت به لحاظ اينكه با وجود هپارين در محيط  T6محيط 

M16 ميزان اختلاف با گروه هپارين دار و بدون هپارين ،
ط بدون هپارين، فق M16معني دار مي باشد اما  T6محيط 

  .اختلاف معني دار را نشان داد T6با گروه بدون هپارين 

دو فاكتور تحرك و بقاي اسپرم در داخل هر كدام از گروه 
اختلاف معني داري را بين گروه هاي  T6و  M16هاي 
از خود نشان ) هپارين دار(و آزمايش ) بدون هپارين(شاهد 

به نظر مي رسد اختلاف موجود دو . (P>0.05)ندادند 
، در ميزان تحرك و بقاي اسپرم T6و  M16كشت  محيط
كه با نتايج ديگرمحققين نيز همخواني دارد، مربوط  ،موش

كه موجب تحرك  )10، 6( به تركيبات محيط كشت باشد
. مي گردد T6به محيط  نسبت M16 بيشتر اسپرم درمحيط

از نظر ميزان اسپرم استحصال شده از موش هاي نر، 
 ي دو محيطبين گروه هال و در داخهرچند اختلافاتي در 

M16  وT6  دار نبودمعني اما وجود داشت (P>0.05) .  
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هپارين دار بهتر از  T6ميزان لقاح تخمك ها در محيط 
بدون  T6كه اين گروه با  ساير گروه ها بود به طوري

و بدون هپارين درحد  با  M16و با 001/0هپارين در حد 
 هپارين M16اما محيط اختلاف معني دار را نشان داد  02/0

شواهد  .دار و بدون هپارين با همديگر اختلافي نداشتند
بر ميزان ) 11،7( موجود نشانگر تاثير تركيبات محيط كشت

كيفيت و لقاح پذيري تخمك ها و همچنين ظرفيت پذير 
كيفيت مرفولوژيك اووسيت بر . شدن اسپرم ها مي باشد

كومولوس اساس فشردگي و تعداد لايه هاي سلول هاي 
است كه تاثير مثبت به سزائي بر باروري آزمايشگاهي، لقاح 

ميزان  .)18( و رشد جنيني تا مراحل مرولا و بلاستولا دارد
تكوين زيگوت ها و تشكيل رويان دو سلولي در مقايسه 

در بين گروه آزمايش و  M16داخل گروهي فقط در محيط 
اما در  (P<0.001)شاهد اختلاف معني داري را نشان داد 

گروه آزمايش و شاهد،  دودر  ، اختلافات آنهاT6محيط 
همچنين در مقايسه بين گروهي،  .(P>0.05)معني دار نبود 

از نظر  05/0در حد  T6 آزمايش با شاهد M16محيط 
 .اختلاف داشتتكوين زيگوتها و تشكيل رويان دوسلولي 

 01/0در حد  M16آزمايش با شاهد  T6كه در مقايسه، 
اطلاعات موجود اذعان . اختلاف معني دار را نشان داد

دارند هپارين بر مرحله اوليه تقسيم سلولي جنيني موش، 
تاثير دارد و به نظر مي رسد در اين مرحله از رشد جنيني 
اختلاف در محتويات محيط كشت اثر كم رنگتري داشته 

نفوذپذيري  دريافتند كه ميزان) 2004(ليو و همكاران  .باشد
اووسيت ها، لقاح و تقسيم سلولي با افزايش مقدار هپارين 

ميلي ليتر افزايش مي يابد و غلظت / ميكروگرم 2از صفر به 
ميلي ليتر هپارين، باعث افزايش پلي / ميكروگرم 10

با بررسي اثر ) 1987(حال شاي  با اين. اسپرمي مي گردد
، 18، 10 ،6، 2، 0دزهاي مختلف هپارين، در غلظت هاي 

ميلي ليتر پلي اسپرمي زيادي را / ميكروگرم  486، 162، 54
گاو مشاهده نكرد و ميزان  (IVF)در لقاح آزمايشگاهي 

و  18اعلام نمود و در غلظت هاي % 83تقسيم سلولي را 
ميلي ليتر نيز تعداد جنين هاي / ميكروگرم 18بالاتر از 

اران گويادر و همك .بدست آمده را حداكثر گزارش كرد
 - 2نيز با افزودن هپارين به محيط لقاح به ميزان ) 1990(
ميلي ليتر دريافتند كه بيشترين درصد توليد  /ميكروگرم 5/0

. ميلي ليتر بدست مي آيد /جنين در غلظت يك ميكروگرم
نه تنها بر  هپارين گزارش نمود) 1994(همچنين گوردن 

حل رشد فرآيند لقاح اثر مي گذارد بلكه ممكن است بر مرا
) 2003(همكاران مندس و . جنيني نيز تاثير گذار باشد

 موجب نشان دادند كه وجود هپارين در محيط كشت لقاح
. بهبود توليد رويان گاو در محيط آزمايشگاه مي گردد

نشان داد كه پيش ) 2009(مطالعه فيك و همكاران 
نكوباسيون اسپرم خرگوش در محيط كشت حاوي هپارين ا

مصنوعي، موجب كاهش زمان ظرفيت پذير  قبل از تلقيح
مي % 3/2شدن اسپرم، افزايش ميزان بارداري به مقدار 

اما در تعداد فرزندان به ازاي هر زايش تغيير . گردد
استفاده از هپارين . داري با گروه كنترل ايجاد نمي كند معني

براي بالا بردن كيفيت باروري اسپرم و جنين هاي 
نيز ) 1382(ارابي و همكاران آزمايشگاهي گاو توسط د

  .توصيه شده است

به طوركلي براساس يافته هاي اين مطالعه چنين به نظر مي 
بويژه اگر حاوي هپارين باشد بهتر از  M16رسد كه محيط 

 تحرك و بقايبراي افزايش با و بدون هپارين  T6محيط 
همچنين از نظر ميزان لقاح . اسپرم موش عمل مي كند

 T6 هپارين دار مناسب تر از محيط T6يط آزمايشگاهي، مح
 .مي باشدبا و بدون هپارين  M16 بدون هپارين و
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Effect of heparin on sperm fertility, oocyte,s fertilization and tow 

cell embryos in NMRI mouse in vitro 
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Abstract 

Heparin is used by researchers to enhance sperm fertility and embryo development. In 
vitro fertilization in mouse is recognized as a standard test for assisted reproduction 
studies. In order to improve this test, in the present study the effect of M16 and T6 
medium with heparin (10ug/ml) and without heparin were investigated on fertility 
parameters of sperm and oocyte including, Sperm number, motility and survivability 
rate, oocytes fertilization rate and embryo development to tow cell stage in NMRI 
mouse. Results for effect of heparin in two medium treated and control groups show 
fertilization rate inT6 media (p<0.001) and zygotes development rate to two cell 
embryos in M16 media (p<0.001) were significantly different. Comparing also effect of 
these two medium for motility and survivability of sperm, M16 media (p<0.05) and for 
oocytes fertilization rate and two cell embryo production, T6 (p<0.001) was better 
media. However, M16 especially with heparin is better than T6 media (with and without 
heparin) for increment of sperm motility and survivability, and T6 with heparin is more 
suitable than T6 without heparin and M16 (with and without heparin) for obtaining a 
better in vitro fertilization rate in NMRI mouse. 

Keywords: heparin, media, two cell embryo, sperm, out breed mouse 

  


