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Abstract 
Objective: Artificial stimulation of mouse oocyte, in the absence of sperm contribution, 
can induce its parthenogenic activation of oocyte. Ultrasound is one of the newest meth-
ods for artificial activation of mammal oocytes, and its successful utilization in pig oocyte 
activation has been recently reported. Our objective was to assess the effect of ultrasound 
on mouse oocyte activation.
Materials and Methods: Our groups included1 control group, 3 experimental groups con-
sisting of 1, 2 and 3 repetitions of ultrasound exposure, and 3 sham groups handled similar 
to experimental groups but ultrasound system was off during treatments.
In experimental groups, adult female NMRI mice at the interval between pregnant mare 
serum gonadotropin (PMSG) and human corionic gonadotropin (hCG) injections, were 
exposed to continuous ultrasound with 3.28 MHz frequency and peak intensity (Ipk) = 355 
mW/cm2.
Sixteen hours after injection of hCG, the mice were euthanized and their oocytes were 
collected; thereafter, parthenogenic oocytes were counted.
Results: Data analysis using the ANOVA test shows a significant increase in the number of 
parthenogenic oocytes in mice with 3 overall exposures to ovarian ultrasound (p<0.05). 
A significant decrease in the number of metaphase II (MII) oocytes numbers was also 
seen in mice treated with ultrasound (p<0.05).
Conclusion: Ultrasound is thought to induce pores generation in oocyte membranes and 
provides an easier inward transport of Ca++ into oocytes. This phenomenon can induce 
meiosis resumption in immature oocytes. With increased exposure repetitions from 1 to 3 
times and  greater Ca++ arrival, oocytes can be parthenogenetically activated.
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چكيده 
* هدف: بررسى اثر امواج فراصوت در فعال سازى تخمك موش

تيمار  تحت  گروه   3) آزمايشى  گروه   7 قالب  در  هفته،   8 تا   6 سن  با   NMRI نژاد  بالغ  موش هاى  روش ها:  و  مواد   *
تزريق بين  فاصله  در  تابش  تيمار  تحت  موش هاى  گرفتند.  قرار  كنترل)  گروه  يك  و  شم،  گروه   3 فراصوت،  امواج  با  تابش 

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) وHuman Corionic Gonadotropin (hCG) بين 1 تا 3 مرتبه، تحت تابش 
امواج پيوسته فراصوت با فركانس 3/28 مگاهرتز و شدت بيشينه (peak intensity; Ipk)= 355 ميلي وات بر سانتي متر مربع واقع شدند، 

16 ساعت پس از تزريق hCG موش ها كشته شده و پس از جمع آورى تخمك ها، تخمك هاى پارتنوژنيك شمارش شدند. 
* يافته ها: : آناليز داده ها با استفاده از تست ANOVA، افزايش معنى دار تعداد تخمك هاى پارتنوژنيك، پس از 3 مرتبه تابش 

را نشان مى دهد، در حالى كه تعداد تخمك هاى بالغ در گروه هاى تحت تيمار تابش به صورت معنى دارى كاهش يافته اند.
* نتيجه گيري: به نظر مى رسد فراصوت با ايجاد منافذى در غشاى تخمك ها و ورود كلسيم به داخل سيتوپلاسم، سبب تسريع 
فرايند از سرگيرى ميوز در تخمك هاى نارس شده و با افزايش دفعات تابش تا 3 مرتبه و ورود بيشتر كلسيم، مقدمات لازم جهت 

فعال شدن پارتنوژنيك تخمك فراهم مى شود.
* كليدواژگان: امواج فراصوت، پارتنوژنز، تخمك موش
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مقاله اصيل

مقدمه
فعال سازى متابوليسم تخمك طى فرايند لقاح به واسطه يك سرى 
انجام  مى شوند،  دسته بندى  ثانويه  و  اوليه  وقايع  عنوان  تحت  كه  وقايع 
كه  است  قشرى  گرانول هاى  اگزوسيتوز  شامل  اوليه  حوادث  مى شود. 
پلوسيدا)  (زونا  تخمك  پوسته  پروتئين هاى  گليكو  ماهيت  تغيير  سبب 
شده و مانع از پلى اسپرمى مى شود، وقايع ثانويه شامل رهايى تخمك 
ازمرحله توقف در متافاز تقسيم 2 ميوز است كه حاصل آن آزاد شدن 
دومين جسم قطبى، تشكيل و مهاجرت پيش هسته ها، آغاز ترجمه پيش 
هسته هاى مادرى و نيز سنتز مولكول DNA جديد است (1) كه حاصل 
مجموع اين واكنش ها فعال شدن تخمك است. تمامى وقايع ياد شده 
نشأت  سلولى  داخل  كلسيم  غلظت  شونده  تكرار  و  گذرا  افزايش  از 

مى گيرد (2).
اگر بخواهيم رويدادهايى را كه در جريان لقاح اتفاق مى افتند، بدون 
دخالت اسپرم شبيه سازى كنيم، بايد از تكنيك هاى تحريك مصنوعى 
به منظور افزايش غلظت درون سيتوپلاسمى كلسيم و به عبارت ديگر 
پارتنوژنز  انواع  از  يكى  بگيريم.  بهره  تخمك  پارتنوژنيك  فعال سازى 
(بكرزايى)، تشكيل جنين از يك گامت ماده، بدون مشاركت ژنتيكى 
نمى شوند  تبديل  بالغ  موجود  به  جنين ها  گونه  اين  كه  است  نر  گامت 
(3). بنابراين با توجه به توضيحات ارايه شده، فعال سازى پارتنوژنيك 
مرحله  در  ميوزى  سلولى  چرخه  لحاظ  از  كه  (تخمكى  بالغ  تخمك 

منظور  به  اسپرم،  با  لقاح  جاى  به  مى تواند  است)  شده  متوقف  متافاز 2 
آماده سازى تخمك براى انتقال هسته و انجام شبيه سازى، مورد استفاده 
به  پستانداران  در  تخمك  فعال سازى  روش هاى  انواع   .(4) بگيرد  قرار 
كه  فيزيكى  تحريك  از:  عبارتند  كه  مى شوند  تقسيم  عمده  دسته  چند 
تخمك)،  پوسته  كردن  (سوراخ  مكانيكى  است  ممكن  تحريك  اين 
دمايى (گرم و سرد كردن) و يا الكتريكى باشد، تحريك شيميايى كه 
چرخه  لحاظ  از  كه  (تخمكى  بالغ  تخمك  دادن  قرار  از  است  عبارت 
محيط هاى  در  است)  شده  متوقف   2 متافاز  مرحله  در  ميوزى  سلولى 
حاوى يون هاى ++Ca و++Mg آزاد (5)، هيالورونيداز (6)، اتانول (7)، 
يونوفورهاى كلسيم (8)، سيكلو هگزاميد (9)، كلريد كلسيم (10)، مهار 
كننده هاى سنتز پروتئين (11) و عواملى كه آبشار G پروتئين/ فسفوليپاز 
C را تحريك مى كند(12). در بين روش هاى ياد شده استفاده از پالس 

الكتريكى از همه رايج تر است. 
شده  شبيه سازى  جنين هاى  پيشروى  كه  است  يادآورى  به  لازم 
و  تخمك ها  كيفيت  لذا  است،  بر  زمان  بسيار  هسته  انتقال  از  حاصل 

استفاده از تكنيك ساده و كارا اهميت زيادى دارد (13) .
تولد  سطح  در  را  شبيه سازى  بازده  مطالعات  اكثر  حاضر،  حال  در 
جنين هاى حاصل بين 0 تا 3 درصد گزارش كرده اند. اين بازده پايين، 
استفاده از تكنيك شبيه سازى را دركلينيك و دامپرورى محدود كرده 
و  جديد  پروتوكل هاى  پايه گذارى  تكنيك  اين  در  رو  اين  از  است. 
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موفق تر لازم به نظر مى رسد. 
طي رسيدن به اين هدف در مطالعات اخير موفقيت استفاده از امواج 
فراصوت در فعال سازى پارتنوژنيك تخمك بالغ خوك و تكوين آن 
امواج   .(14) است  شده  گزارش  سالم  خوك هاى  بچه  تولد  مرحله  تا 
فراصوت به دسته اى از امواج صوتى گفته مى شود كه داراى فركانسى 
و  بوده  مكانيكى  امواج،  اين  هستند.  انسان  شنوايى  محدوده  از  بالاتر 
براى انتشار به يك محيط الاستيك و قابل انعطاف نياز دارد. يكى از 
آثار مكانيكى فراصوت به هنگام عبور از مواد و يا برهم كنش با آن، 
ضربه اى  يا  شوكى  امواج  ايجاد  و  سيال  محيط هاى  در  حباب  تشكيل 
در  حباب هاى  اثرتركيدن  در  امواج  اين  كه  است   (Shock Wave)
حال نوسان در محيط اطراف سلول پديد مى آيند و موجب وارد آمدن 
در  را  منافذى  نهايت  در  و  شده  سلول ها  پلاسمايى  غشاي  به  ضرباتى 
آن به وجود مي آورند ( 15). بر اساس گزارشات موجود، يون كلسيم 
تابش،  حين  در  فراصوت  امواج  با  شده  ايجاد  منافذ  طريق  از  مى تواند 
وارد سلول شود كه اين امر سبب افزايش غلظت درون سلولى كلسيم 

شده و در نهايت مى تواند منجر به فعال شدن تخمك شود (16). 
در  امواج  اين  از  استفاده  بر  مبنى  گزارشى  موش،  با  رابطه  در 
فعال سازى پارتنوژنيك تخمك متافاز 2 وجود ندارد، لذا مطالعه حاضر 
به منظور بررسى اثر امواج فراصوت در تحريك مصنوعى و فعال سازى 

پارتنوژنيك تخمك موش طراحى شده است.

مواد و روش ها 
اين مطالعه بر اساس مصوبه كميته اخلاق پزشكى پژوهشكده رويان 

و رعايت مقررات استفاده از حيوانات آزمايشگاهى انجام شده است.

طراحى سيستم تابش
ابزارى  وسيله  به  فراصوت  دستگاه  در  فراصوت  امواج  توليد 

به  موج دهى  حاضر،  مطالعه  در  مى شود.  انجام  پروب  يا  مولد  نام  به 
سانتى متر  4 قطر  با  استوانه اى  پروب  يك  توسط  موش ها  تخمدان 
فركانس و  پيوسته  مد  با   (Phyaction 190i, Germany)
بر  فراصوت  امواج  دستگاه،  اين  در  شد.  انجام  مگاهرتز   3/28 ± 0/18
اين  واقع  در  مى آيد،  وجود  به  معكوس  الكتريك  پيزو  پديده  اساس 
صورتى  به  را  الكتريكى)  انرژى (انژزى  از  صورتى  است  قادر  دستگاه 
ديگر (انرژى مكانيكى) تبديل كند. دسته امواج فراصوت همگن نيست 
با  مى كند.  تغيير  مولد  از  گرفتن  فاصله  با  آن  شدت  طبيعى  طور  به  و 
نزديك ميدان  دو  داراى  فراصوت  امواج  مولد  ويژگى،  اين  به  توجه 

كه  است   (Frunhofer Field) دور  ميدان  و   (Fresnel Field)
ناحيه  است،  غيريكنواخت  ميدان  دو  اين  در  فراصوت  امواج  شدت 
به  موسوم  ناحيه اى  منطقه،  دو  اين  بين  واصل  حد  واقع  در  و  انتقال 
دليل  به  ناحيه  اين  در  كه  است   (LAM) Last Axial Maximum
تداخل سازنده امواج، موج فراصوت بيشترين و يكنواخت ترين شدت 
را دارد. با توجه به اين مطلب در مطالعه حاضر به منظور محاسبه دقيق تر 
سيستم   1 شكل  گرفت.  قرار  دستگاه   LAM ناحيه  در  تخمدان  شدت، 
سيستم  اين  جنس  مى دهد،  نشان  را  مطالعه  اين  در  شده  طراحى  تابش 
از پرسپكس است كه مناسب با جهت جذب امواج صوتى اضافى و به 
حداقل رساندن امواج بازگشتى است. محفظه استوانه اى سيستم از آب 
چپ  سمت  انتهاى  در  فراصوت  پروب  است،  شده  پر  گاز  بدون  مقطر 
محفظه و حيوان به صورت عمودى در انتهاى سمت راست محفظه قرار 
مى گيرد، طورى كه ناحيه كمر حيوان در تماس با انتهاى محفظه باشد.

مكان و حالت قرارگيرى موش در دستگاه به واسطه اندازه گيرى هاى 
دقيق و ميلى مترى طورى تعيين شده است كه تخمدان در مركز ناحيه 
اين  براى  بگيرد.  قرار  پروب  سانتى مترى   25/5 فاصله  در  يعنى   LAM
منظور از قطعات مكعبى شكل يونوليتى براى تثبيت موش بر روى آن 

استفاده شده است (شكل 1).

اثر امواج فراصوت بر فعال سازي تخمك
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شكل 1: دستگاه طراحى شده جهت موج دهى به موش، تصاوير كوچك سمت راست (پايين تصوير) وضعيت 
قرار گرفتن موش در دستگاه را نشان مى دهد.



محاسبه شدت امواج فراصوت
سه   كمك  به  مطالعه  اين  در  فراصوت  امواج  شدت  اندازه گيرى 
تكنيك مختلف (تكنيك فشار تابشى، روش رنگ و كاغذ و اندازه گيرى 

توسط دستگاه هايدروفون (Hydrophone) انجام شده است.
منظور  به   (Radiation Force) يا  تابشى  فشار  تكنيك  از 
كاغذ  و  رنگ  روش  گرديد.  استفاده  صوتى،  توان  اندازه گيرى 
به  كه  است  كاسف (17)  جرج  توسط  استفاده  مورد  روش  از  برگرفته 
بيشينه  شدت  تعيين  جهت   (Kodak, Japan) دانسيتومتر  يك  كمك 
(Peak Intensity; Ipk) مورد استفاده قرار گرفت و در نهايت با استفاده 
 Precession Acoustics, 1mm) از يك دستگاه هايدروفون سوزنى
ترتيب اين  به  شد.  تاييد  قبلى  اندازه گيرى هاى   ،(Needle, England

Ipk در اين مطالعه برابر با 355 ميلي وات بر سانتي متر مربع، و شدت ميانگين 

(Iaverage) برابر با 99/69 ميلي وات بر سانتي متر مربع تعيين شد.

حيوانات مورد مطالعه
هفته،  تا 8  سن 6  با   NMRI نژاد  ماده  موش هاى  از  مطالعه  اين  در 
تهيه شده از انستيتو پاستور (كرج - ايران) استفاده شد. موش ها در اتاق 
مخصوص حيوانات با دما و رطوبت مناسب و تحت شرايط 12 ساعت 
نور و 12 ساعت تاريكى نگهدارى شدند. تعداد كل موش هاى بررسى 
در  ديگر  عبارت  به  و  مى باشد  سر  حدود 200  در  مطالعه  اين  در  شده 
اساس  بر  مطالعه  حجم  شد.  بررسى  ماده  بالغ  موش  تا30  گروه 28  هر 

بررسى مطالعات مشابه و طبق نظر كارشناس آمار تعيين شد. 

تحريك تخمك گذارى
به منظور تحريك تخمك گذارى در موش هاى بالغ با وزن تقريبى 
30-25 گرم، ابتدا به ميزان 7/5 واحد بين المللي بر ميلي ليتر گنادوتروپين 
 Pregnant Mare Serum Gonadotropin حامله  ماديان  سرم 
صفاقى  درون  صورت  به   (Organon, Holand)  (PMSG)
(Intraperiteneal; ip) تزريق شد، اين هورمون سبب تحريك رشد 
تعداد زيادى از تخمك ها به صورت همزمان مى شود. در مرحله بعد، 
پس از 48 ساعت، تزريق درون صفاقى گنادوتروپين كوريونى انسان

 (Organon, Holand) (Human Corionic Gonadotropin; hCG)
 hCG به ميزان 7/5 واحد بين المللي بر ميلي ليتر صورت گرفت. تزريق
 PMSG سبب آزاد شدن تخمك هايى مى شود كه در قبل تحت تاثير

رشد كرده بودند.

تابش امواج فراصوت
در فاصله زمانى بين تزريق PMSG و hCG، موش ها مورد تابش 
بدين ترتيب به منظور بررسى اثر تكرار  امواج فراصوت قرار گرفتند. 
گروه   3 تخمك ها،  پارتنوژنيك  فعال سازى  ميزان  بر  تابش  دفعات 

آزمايشى تعريف شد.
گروه US1 (Ultrasound 1): يك بار تابش به تخمدان موش ها 
 US2 گروه  دقيقه،   5 مدت  به   (PMSG تزريق  (روز  اول  روز  در 
(Ultrasound 2): دو مرتبه تابش در روزهاى اول و سوم (روز تزريق 
hCG) و هر بار به مدت 5 دقيقه، گروه US3 (Ultrasound 3): سه 
دقيقه،  مدت 5  به  بار  هر  و  سوم  و  دوم  اول،  روزهاى  در  تابش  مرتبه 
همچنين به منظور حذف عوامل مداخله گر در مطالعه، براى هر گروه 
آزمايشى، يك گروه شم جداگانه تعريف شد. در هر گروه شم، تمامى 
تيمارهاى اعمال شده در موش هاى گروه آزمايشى مربوطه انجام شد، 

سيستم  در  شم  گروه  موش هاى  قرارگيرى  هنگام  كه  تفاوت  اين  با 
موج دهى، دستگاه فراصوت خاموش بود و هيچ موجى منتقل نشد. در 
گروه كنترل، به استثناى تحريك تخمدان ها به وسيله تزريق هورمون، 

موش ها تحت هيچ تيمارى (بيهوشى، تابش و ...) قرار نگرفتند.
تزريق  با  كار  اين  و  شدند  بيهوش  موش ها  ابتدا  تابش،  منظور  به 
زايلزين  ميلى گرم   1 و   (Ketamin) كتامين  ميلى گرم   1 صفاقى  درون 
رقيق  صورت  به   (Alfasan-WOC-RDEN, Holand) (Xylazine)
 0/2 موش  گرم   30 هر  ازاى  در  و  مقطر  آب  ميلي ليتر   4/6 در  شده 

ميلى ليتر، انجام شد.
حدود ناحيه تخمدان موش ها در دو طرف ستون فقرات از قبل در 
از  كامل  طور  به  ناحيه  اين  موهاى  و  شد  مشخص  پايلوت  مطالعه  يك 
ژل  از  ميلى ليتر  حدود 0/5  ماليدن  از  پس  نهايت  در  و  شد  كنده  ريشه 

سونوگرافى بر روى ناحيه فاقد مو، موج دهى انجام شد.

جمع آورى جنين هاى پارتنوژنيك
در حدود 16 ساعت پس از تزريق hCG، موش هاى ماده به روش قطع 
نخاع گردنى كشته شده و اويداكت هاى آنها خارج گرديد. سپس به صورت 
مكانيكى با استفاده از سوزن، اويداكت پاره شد و تودهCOCها (كمپلكس 
كومولوس اووفروس-اووسايت) در محيط T6 حاوى 4 درصد سرم گاوى 

(Bovine Serum Albumin; BSA, Sigma, A-3311) جمع آورى شد.
پس از پيپتاژهاى مداوم به وسيله پيپت پاستور با دهانه مناسب و جدا 
شدن سلول هاى گرانولوزا از اطراف تخمك، تعداد تخمك هايى كه متحمل 
پارتنوژنز شده و به صورت جنين دو سلولى بودند، جدا شده و شمارش 
Kolmogorov- تست  از  گروه ها  بودن  نرمال  بررسى  منظور  به  شدند. 

Smirnov و براى بررسى اختلاف واريانس ها از تست Leven استفاده 
واريانس و از تست Tukey نيز به  آناليز  شد. از تست ANOVA جهت 
منظور مقايسه دو به دوى گروه ها، استفاده شد. نتايج آمارى گزارش شده 

داراى سطح اطمينان 95 درصد (سطح خطاى 0/05)، هستند.

يافته ها 
اين  گرفت كه از  مطالعه قرار  گروه، 30 سر موش مورد  در هر 7 
تعداد 2 موش ماده در گروه شم 1 و يك موش در گروه US3 بعد از 

تزريق مواد بيهوشى مرده و از مطالعه خارج شدند.
در   2 متافاز  تخمك هاى  تعداد  كه  مى دهد  نشان  داده ها  بررسى 
گروه هاى تحت تيمار تابش با امواج فراصوت در مقايسه با گروه هاى 
و  است  كرده  پيدا  كاهش  معنى دارى  صورت  به  مربوطه  شم  و  كنترل 
نيست معنى دار  تفاوت  اين  مربوطه  شم  گروه  و   US3 گروه  بين  تنها 

تعداد  بيشترين  گروه ها  ساير  با  مقايسه  در  كنترل  گروه   .(p>0/05)
تخمك هاى متافاز 2 را داراست واختلاف آن با همه گروه ها به استثناي 

شم 1 و شم 2 معنى دار است (p<0/05) (شكل 2).
تعداد  مى دهد،  نشان  داده ها  آناليز  كه  طور  همان  ديگر،  طرف  از 
در  تابش)  تيمار  (تحت   US هاى  گروه  در  پارتنوژنيك  تخمك هاى 
ديگر،  عبارت  به  دارد.  صعودى  سير  شم  و  كنترل  گروه هاى  با  مقايسه 
با تابش به تخمدان ها و افزايش تكرار موج دهى، به تعداد تخمك هاى 
پارتنوژنيك افزوده مى شود، اما اين افزايش تنها در گروه US3 معنى دار 

است (p<0/05) (شكل 3).
كمترين تعداد تخمك هاي پارتنوژنيك نيز به گروه هاى شم اختصاص 
دارد در مقايسه با گروه هاى كنترل و US مربوطه - همان طور كه اشاره شد - 

اين كاهش بين دو گروه US3 وشم 3 معنى دار است (p<0/05) (شكل3).

نصيري و همكاران 
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بحث
به  فراصوت  مكانيكى  آثار  از  يكى  متعدد،  گزارشات  اساس  بر 
ايجاد  و  سيال  محيط هاى  در  حباب  تشكيل  مواد،  با  برهم كنش  هنگام 
در  شوكى  امواج  اين  واقع  در  است.   (Shock Wave) شوكى امواج 
پديد  سلول  اطراف  محيط  در  نوسان  حال  در  حباب هاى  اثرتركيدن 
مى آيند و موجب وارد آمدن ضرباتى به غشاي پلاسمايى سلول ها شده 

و در نهايت منافذى را در آن به وجود مى آورند (18). 
ورود  تابش،  حين  در  سلول ها  غشاي  در  شده  ياد  منافذ  ايجاد 
مولكول هاى مختلف را از محيط خارج سلول به داخل آسان تر مى كند، 
از طرف ديگر اكثر سلول ها قادر به ترميم صدمات وارد بر غشا و بستن 

منافذ، بلافاصله پس از اتمام تابش هستند (15).

گزارشات ديگرى مبنى بر ورود يون كلسيم و افزايش غلظت درون 
سلولى آن در تخمك از طريق منافذ ايجاد شده با امواج فراصوت در 
تخمك  شدن  فعال  موجب  نهايت  در  كه  دارد  وجود  موج دهى  حين 
شده است (17). از اين رو با توجه به گزارشات موجود به منظور بررسى 
اثر امواج فراصوت بر نحوه بلوغ و پارتنوژنز تخمك موشى، به توضيح 

نقش كلسيم در فرايندهاى ياد شده مى پردازيم. 
زايا هسته  شدن  شكسته  مرحله  موش،  نارس  تخمك هاى  در 
ساعت   2 حدود   (Germinal Vesicle Break Down; GVBD)
در  زمان  اين  كه   (19) مى افتد  اتفاق  فوليكول  از  شدن  آزاد  از  پس 
بنابراين  است.  ساعت (21)  تا 16  خوك 12  در  و  ساعت (20)  گاو 9 
نياز  مورد  عمومى  فاكتور  عنوان  به  كلسيمى  سيگنال  گرفتن  درنظر  با 
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اثر امواج فراصوت بر فعال سازي تخمك

شكل 3: نمودار مقايسه ميانگين تعداد تخمك هاي پارتنوژنيك بين گروه هاي US با گروه هاي كنترل 
وشم. ميله ها نشان دهنده SE مي باشند و معني داري در سطح 0/05 است. ستون هاي داراي حروف 

مشابه، نسبت به هم معني دار هستند.

شكل 2: نمودار مقايسه ميانگين تخمك هاى متافاز 2 بين گروه هاى US با گروه هاى كنترل وشم. ميله ها 
نشان دهنده SE مى باشند و معنى دارى در سطح 0/05 است. در هر گروه ستون هاى داراى حروف 

مشابه، نسبت به هم معنى دار هستند.
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قبل  را  سيگنالى  چنين  موشى،  تخمك هاى  احتمال  به   ،GVBD براى 
از آزاد شدن از فوليكول مى گيرند (21). در مطالعه حاضر، موج دهى 
بين  فاصله  در  تابش  تيمار  تحت  گروه   3 هر  در  موش ها  تخمدان  به 
بنابراين تخمك هاى نارس موشى  تزريق hCG و PMSG انجام شد. 
در مرحله قبل از آزاد شدن از فوليكول و در زمان ارتباط با سلول هاى 

گرانولوزاى مادرى، تحت تيمار با امواج فراصوت قرار گرفته اند.
دياكينز پروفاز  نارسى كه در مرحله  به طور معمول، تخمك هاى 
سلول هاى  با  دارند،  سالمى  پلوسيداى  زونا  و  شده اند  متوقف  ميوز   1

گرانولوزاى اطراف از طريق اتصالات شكافدار مرتبط هستند (23).
در  را  تخمك ها  توانايى  مى تواند  گرانولوزا  سلول هاى  حضور 
انجام بلوغ ميوزى نرمال تحت تاثير قرار دهد (24). مشاهده شده است 
و  تخمك  بين  شكاف دار  اتصالات  كلسيم،  يون  غياب  در  گاهى  كه 
سلول هاى گرانولوزاى مادرى بسته شده ومنجر به اختلالات يونى و در 
نهايت مرگ سلولى مي گردد (23). همچنين مشاهدات ميكروسكوپ 
كانفوكال، تبادل كلسيم بين تخمك و سلول هاى كومولوسى اطراف 

را تاييد كرده است (25).
القاي  موشى،  تخمك هاى  بلوغ  جريان  در  معمول  طور  به 
فعاليت  شروع  سبب   (Luteinize Hormone)  LH هورمون  موج 
نهايت  در  و  گرانولوزا  و  لوتئال  سلول هاى  در  فسفواينوزيتايت ها 
آزادسازى كلسيم در اين سلول ها مى شود، به احتمال اين كلسيم آزاد 
تخمك  به  كه  است  فوليكولى  سلول هاى  منشا  با  مثبتى  سيگنال  شده، 
منتقل و سبب از سرگيرى ميوز متوقف شده در دياكينز پروفاز مى شود 
(25). تاييد اين مطلب آن است كه حذف كلسيم خارج سلولى از محيط 
 LH اطراف فوليكول هاى آنترال جدا شده از تخمدان، در حضور موج
اين  تيمار  عكس،  بر  و  مى كند (26)  مهار  را  تخمك  ميوزى  بلوغ  نيز 
فوليكول ها با يونوفورهاى كلسيم، از سرگيرى ميوز را تحريك مى كند 
از  كلسيم  تبادل  سبب  بتواند  كه  عاملى  مى رسد  نظر  به  بنابراين   .(27)
سلول هاى فوليكولى اطراف به سمت تخمك نارس شود، شرايطى را 
مشابه با القاي موج LH در تخمك به وجود آورده و سبب از سر گيرى 
ميوز مي شود. به عنوان مثال فراصوت مى تواند با ايجاد منافذ ياد شده در 
غشاي سلول هاى گرانولوزا و تخمك سبب ورود كلسيم از سلول هاى 
شرايطى  با  مشابه  شرايط،  اين  كه  شود  تخمك  به  اطراف  فوليكولى 
است كه پس از القاي موج LH به واسطه تزريق hCG در روند معمول 
از سرگيرى ميوز در تخمك اتفاق مى افتد. به اين ترتيب ممكن است 
به هنگام موج دهى فوليكول ها ، حوادثى مشابه با زمان ترشح LH اتفاق 
بيفتد و تخمك ها بتوانند قبل از تزريق hCG و القاي LH، تقسيم ميوز 

خود را تا مرحله متافاز2 پيش ببرند.
از سوى ديگر، با تحريكات مصنوعى مى توان حوادثى را كه در 
به  كرد،  شبيه سازى  مى افتد،  اتفاق  بالغ  تخمك  به  اسپرم  ورود  هنگام 
گونه اي كه تخمك بتواند بدون انجام لقاح و به صورت پارتنوژنز فعال 

شده و به سمت تشكيل جنين پيش برود (17).
 Maturation Promoting) گفته مى شود فاكتور پيش برنده متافاز
توقف  از  پس  ميوز  سرگيرى  از  براى  تنظيمى  كليد   (Factor; MPF
بخش  عنوان  به   MPF  .(28) است  ميوز  متافاز  مرحله  در  تخمك 
 cdc2 ترتيب  به  كه  تنظيمى  و  كاتاليكى  واحد  زير  دو  هترودايمرى 
لقاح،  جريان  در  مى شود (29).  شناخته  مى شوند،  ناميده   B وسايكلين 
ورود اسپرم سبب يك سرى نوسانات در غلظت درون سلولى تخمك 
كلسيم  به  وابسته  تخريب  واسطه  به  غلظتى  نوسانات  اين  كه  مى شود 

سايكلين B منجر به غيرفعال شدن MPF مى شود (30 ).

انواع روش هاى تحريك مصنوعى مثل تيمار محيط حاوى تخمك 
و  سيتوپلاسم (10)  داخل  به  كلسيم  تزريق  كلسيم (8)،  يونوفورهاى  با 
تحريك الكتريكى (31)، از طريق افزايش غلظت سيتوپلاسمى كلسيم، 
بين،  اين  در   .(17) است  بالغ  تخمك  پارتنوژنيك  فعال سازى  به  قادر 
تحريك الكتريكى به عنوان رايج ترين روش جهت از سرگيرى چرخه 
سلولى ميوزى تخمك پس از انتقال هسته سلول هاى سوماتيكى شناخته 
و  شده  تخمك  پلاسمايى  غشاي  در  منافذى  ايجاد  سبب  كه  مى شود 
به  و  مى كند  آسان تر  سلولى  خارج  محيط  از  را  كلسيم  ورود  و  جذب 
اين ترتيب سبب افزايش غلظت درون سلولى كلسيم در تخمك و فعال 

شدن آن مى شود (32).
در  فراصوت  امواج  توانايى  بر  مبنى  گزارش هايى  تازگى  به 
فعال سازى موفق تخمك موش و پيش روى جنين ها تا تولد بچه خوك 
سالم، ارائه شده است. غلظت خارج سلولى كلسيم به هنگام موج دهى 
تخمك با امواج فراصوت، عامل مهمى در فعال شدن تخمك است و 
به صورت مستقيم ميزان كلسيمى را كه وارد سلول مى شود، تحت تاثير 

قرار مى دهد (33).
بنابراين به نظر مى رسد كه تخمك خوك به واسطه ورود كلسيم 
 .(17) است  شده  فعال  فراصوت  امواج  با  شده  ايجاد  منافذ  طريق  از 
شدن  فعال  سبب  فراصوت  امواج  آن  واسطه  به  كه  مكانيسمى  احتمالا 
پالس  بردن  كار  به  از  بعد  كه  است  مكانيسمى  مشابه  مى شود،  تخمك 
الكتريكى اتفاق مى افتد (33)؛ يعنى همان تشكيل منافذ. بر اساس آناليز 
داده ها در مطالعه حاضر، تنها در گروه US3 افزايش معنى دار در تعداد 
تخمك هاى پارتنوژنيك وجود دارد؛ گروه US3 گروهى است كه در 
آن بيشترين تكرار موج دهى را يعنى در 3 روز متوالى (حد فاصل بين 

تزريق PMSG و hCG) داشتيم.
است  اين  آمده  دست  به  نتيجه  توضيح  براى  پيشنهادى  مكانيسم 
را  كلسيم  از  موجى   LH همانند  قادرند  فراصوت  امواج  احتمال  به  كه 
ترتيب  اين  به  كنند،  ايجاد  تخمك  در  آمده  وجود  به  منافذ  طريق  از 
با افزايش غلظت درون سلولى تخمك، ميوز متوقف شده در دياكينز 
پروفاز از سر گرفته شده وتا مرحله متافاز 2 (تخمك بالغ) پيش مى رود. 
زودتر   US گروه هاى  در  تخمك ها  بلوغ  است  ممكن  صورت  اين  در 
 US3 گروه  در  طرفى،  از  بيفتد.  اتفاق  كنترل)  و  (شم  گروه ها  ساير  از 
موج دهى بيش از دو گروه ديگر تكرار مى شود و دور از ذهن نيست كه 
پس از بلوغ تخمك ها، با تكرار موج دهى و شكل گيرى منافذ بيشتر در 
غشا، كلسيم مورد نياز براى فعال شدن تخمك از محيط خارج سلولى 
وارد تخمك شده و به اين ترتيب با افزايش غلظت سيتوپلاسمى كليسم، 
تخمك به صورت پارتنوژنيك فعال شود. از طرف ديگر، همان طور 
كه پيش تر در قسمت نتايج اشاره شد، تعداد تخمك هاى متافاز 2، در 
گروه هاى تحت تيمار موج دهى (US)، در مقايسه با گروه هاى كنترل 
و شم، كاهش معنى دارى را نشان مى دهد، در واقع اين نتيجه با نتايجى 
مطابقت  كردند،  گزارش   (34)  1989 سال  در  همكارانش  و  هينر  كه 
مى كند. آنها پس از انجام مطالعه خود اعلام كردند كه تابش فراصوت 
ميزان  كاهش  سبب  تخمدان،  بافت  دماى  موضعى  بردن  بالا  واسطه  به 
موج دهى  كه  داديم  نشان  مطالعه اى  در  نيز  ما  مى شود.  تخمك گذارى 
زمان  مدت  و  شدت  فركانس،  با  و  پيوسته  مد  با  موش ها  تخمدان  به 
مشابه با مطالعه حاضر، درمحيط in vivo ، سبب افزايش ±0/13 1/171 
درجه اى دماى تخمدان مى شود  (اطلاعات نشان داده نشده است). البته 
اين ميزان افزايش دما طبق گزارشات متعدد بى خطر اعلام شده است. 
به هرحال، فاكتورى كه تحت تاثير امواج فراصوت قرار مى گيرد تعداد 

نصيري و همكاران 

170 170     فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89



فوليكول هايى نيست كه با آغاز تحريك، شروع به رشد مى كنند، بلكه 
است.  فوليكول ها  زودرس  بلوغ  واقع  در  و  ميوز  سرگيرى  از  سرعت 
جالب اينكه نتايج مشابهى تحت عنوان القاي تخمك گذارى زودرس 
به واسطه امواج فراصوت توسط تستارت و همكارانش در سال 1982 

گزارش شده است (35).

نتيجه گيرى
مطلب قابل تامل اين است كه گزارش هاى موجود حاكى از برترى 
الكتريكى  تحريك  با  مقايسه  در  فراصوت  امواج  از  استفاده  مزيت  و 
است. با استفاده از اين امواج شايد بتوانيم تعداد تخمك هاى بيشترى را 
در يك زمان تحت تيمار قرار دهيم. اين مزيت در انتقال هسته سلول هاى 

سوماتيكى كه نيازمند فعال شدن تعداد زيادى از جنين هاى شبيه سازى 
شده است، احساس مى شود (14). به هر حال مكانيسم حقيقى اين نتايج 
نامعلوم است و ضرورت مطالعات بيشتر در اين رابطه به ويژه كاربرد آن 

در مدل in vitro، ايجاب مى شود.

تقدير و تشكر
پزشكى  علوم  (دانشگاه  ابوالحسنى  جواد  دكترمحمد  آقايان،  از 
خانم  و  ايران)  پزشكى  علوم  (دانشگاه  باقرشيران  دكترمحمد  تهران)، 
اين  انجام  در  را  ما  كه  مدرس)  تربيت  (دانشگاه  مختارى  منيژه  دكتر 
توسط  طرح  اين  انجام  هزينه  سپاسگزاريم.  كردند،  همراهى  مطالعه 

پژوهشكده رويان تامين شده است.
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