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 هاي دو سلولي متوقف شده موشأثيراتانول برميزان رشد و تكوين جنينت
  

 4، دكترمحمد رفيعي3دخت نژادي  ، آذين2دالحسين شيروي، دكتر عب*1دكتر محمدرضا دارابي

  
 ، اراك، ايرانگروه علوم تشريح، دانشگاه علوم پزشكي اراك  آناتومي، دكترا استاديار، -1

  ، دامغان، ايرانگروه زيست شناسي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان ،  بيولوژيدكترا استاديار، -2
  ، دامغان ، ايران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغانوژي تكويني بيول دانشجوي كارشناسي ارشد-3
  ، اراك، ايرانپزشكي اجتماعي، دانشگاه علوم پزشكي اراكبهداشت گروه ،  آماري حياتيدكترا استاديار، -4
  

 20/6/87، تاريخ پذيرش 26/4/87تاريخ دريافت   
  چكيده

 مطالعـه  بررسـي   هدف از ايـن      .اباروري در گروهي از زوج ها است       وجود ن  ل توقف در مرحله دو سلولي از جمله عل        :مقدمه
  . هاي دو سلولي متوقف شده موش است تأثير اتانول بر ميزان رشد و تكوين جنين

هـاي  مـوش . قفس شـدند  گذاري با موش نر همهاي ماده پس از تحريك تخمكموشدر اين مطالعه تجربي     :روش كار 
 M16گونادوتروپين جفتي انساني كـشته و جنـين هـاي دوسـلولي آنهـا در محـيط                   ساعت پس از تزريق      48پلاك مثبت   

آزمايش به منظور القـاء توقـف بـه         و   2هاي شاهد   گروه.  آزمايش تقسيم شدند    و 2، شاهد   1آوري و به سه گروه شاهد       جمع
 گـروه   ،كوباتور منتقل شـد    بعد از خروج از دماي فوق به ان        2گروه شاهد   .   قرار گرفتند  c°4 ساعت در معرض دماي      24مدت  

 c°4 بدون قرار گرفتن در معـرض دمـاي          1 درصد  قرار گرفت و گروه شاهد         1/0 دقيقه در معرض اتانول    5آزمايش به مدت    
  .انكوبه شدند

داري باعث كاهش ميزان تكوين و ايجـاد        طور معني  گراد به   درجه سانتي  C°4ها در معرض دماي     قرار گرفتن جنين  : نتايج
 ولـي اخـتلاف     بـوده داري ن  ي معن ـ   هـا داراي اخـتلاف آمـاري       بين گروه   تسهيم ميانگين. )=001/0p(قف آن شد  تأخير و تو  
هـا   ميانگين درصد مورولا بـين گـروه       .)=045/0p(ها با يكديگر متفاوت بود    هاي دژنره شده بين گروه     جنين  درصد ميانگين

 ساعته بيانگر اين بـود كـه ميـانگين    120  نتايج بعد از ارزيابي    آناليزچنين   هم. )=005/0p(دار نشان داد   اختلاف آماري معني  
 )=014/0p(به ترتيب . داري است  ها داراي اختلاف آماري معني     و بلاستوسيست شكوفا شده بين گروه      درصد بلاستوسيست 

  .)=001/0p(و 
توان ميانگين  احتمالا ميهاي متوقف شده در مرحله دو سلولي بر جنين درصد1/0با تأثير الكل اتيليك : نتيجه گيري

داري  يدرصد مورولا و ميزان تكوين تا مرحله بلاستوسيست و بلاستوسيت شكوفا شده را نسبت به گروه شاهد در حد معن
  .  داري نشان نداد يكه ميزان تسهيم  نسبت به گروه شاهد اختلاف معن افزايش داد در حالي
  تسهيم، بلاستوسيستجنين، ناباروري،  موش،، اتانول: واژگان كليدي

  
 

  

   اراك، سردشت، ميدان بسيج، دانشكده پزشكي:نويسنده مسئول*
Email: m_darabi36@yahoo.com 
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  مقدمه
 كه در سراسر جهان تمامي      ناباروري مشكلي است  

 - ايـن مـسئله پيامـدهاي روانـي        .جوامع با آن روبه رو هـستند      
راسـتاي حـل ايـن     در. )1(ماعي زيـادي را بـه دنبـال دارد   اجت

انـد بـا    مشكل  كشورهاي مختلف از جمله كشور مـا توانـسته          
انجام مطالعات مختلف در جهـت شـناخت علـل نابـاروري و             

فعـال نـشدن    . هـاي مـوثري  بردارنـد      گـام آن  راه هاي درمان    
و تكوين در    سرعت رشد كاهش  ،  )3،  2(تخمك توسط اسپرم  

ماندن آنها در يك مرحله از تكـوين ماننـد توقـف             و هاجنين
 وجـود  لتـوان از جملـه عل ـ  را مي...  و)4(در مرحله دو سلولي   

توقــف جنــين در  .هــا دانــست نابــاروري در گروهــي از زوج
اي است كه امروزه بخـش وسـيعي از         مسئلهرحله دو سلولي    م

از جمله نـشان داده     . مطالعات را به خود اختصاص داده است      
ــه  ــد ك ــين ش ــر جن ــالص  اكث ــاي خ ــالص (inbred)ه  و ناخ

(outbred)  سـلولي   مرحلـه دو    نژادهاي مختلـف مـوش در
انجـام مطالعـات بـر       .)6،  5(شـوند  دچار توقف در تكـوين مـي      

ــاي    55روي  ــين نژاده ــشان داد كــه ب ــوش ن ــژاد مختلــف م  ن
مختلــف از نظــر توقــف در مرحلــه دو ســلولي تفــاوت قابــل  

- ايـن ميـان فاكتورهـاي        در. ملاحظه اي وجود داشـته اسـت      

.  نسبت به پدري از اهميت بيـشتري برخـوردار هـستند    مادري
چنين مطالعـات نـشان داده اسـت كـه ميـزان تـسهيم اوليـه            هم

ذخيـره شـده در اووسـيت    mRNA هـا و  بستگي به پـروتئين 
توقـــف ســـبب يـــك تغييـــر مـــوثر و قـــوي در ســـنتز . دارد

هـاي  يگنالدر طي اين مراحـل س ـ     . شود هاي جنين مي  پروتئين
دروني مادري كـه سـبب تـسهيم مـي شـوند متوقـف شـده و                 

طـوري كـه هنگـام      گـردد، بـه   كنترل رشد به جنين محول مي     
ميرنـد  توانند نجات پيدا كنند و مـي      ها نمي جنينتوقف  شروع  

از طرفي قرار گرفتن جنين در معـرض دماهـاي پـايين را       ). 4(
تكـوين  تـوان از جملـه عوامـل ايجـاد توقـف و تـأخير در              مي

  .دانست
درجه  4در مطالعه بختياري و همكاران تأثير دماي        

بر ميزان رشد و لانه گزيني جنـين مـوش بررسـي            گراد    سانتي
در بخشي از اين مطالعه مشخص شد كـه تقـسيم سـلولي             . شد

-هاي دو سلولي در اين دما متوقف شده و اين جنين          در جنين 

 مناسـب   ها پس از خروج از ايـن دمـا و قرارگيـري در دمـاي              
نسبت به گروه كنتـرل كـه در ايـن دمـا قـرار نگرفتـه بودنـد،                  

ــتند   ــري داش ــوين كمت ــد و تك ــرعت رش ــات . )7(س در مطالع
گذشته ثابت گرديده است كه عموما در آزمايشگاه به علـت           
ــواع اســترس و بهينــه نبــودن شــرايط ميــزان مــرگ    وجــود ان

داري چنين نگـه  هم .)8(يابد افزايش مي(Apoptosis)سلولي
هاي جنيني  نين در دماهاي پايين سبب افزايش مرگ سلول       ج

ها نـشان داده    بررسي. )9(گرددهاي تازه مي  در مقايسه با جنين   
هـا در سـرما، موجبـات آسـيب بـه           است كه قرارگرفتن جنين   
در . )10(آورد رافــرهم مــي DNAجنــين و فراگمانتاســيون  

ن از  راستاي به حداقل رساندن آثار زيانبار مذكور، دانـشمندا        
 اسـتفاده   (Vitrification)سـازي   روش جديدي به نام شيشه    

 در اين روش ميزان ايجاد توقف و صدمه به سـلول از           .كردند
 بـه مراتـب     (Cryopreservation) داري در سرما  روش نگه 

ــر اســت ــه    .)11(كمت ــشان داد ك ــشابه ن ــات م  بررســي تحقيق
 مورد  را سازي آن اكثريت آنها يا اثر اتانول بر تخمك و فعال        

 بررسي قرار داده تا با ايجاد بكرزايي توانايي فعـال سـازي آن            
) اعـم از فيزيكـي يـا شـيميايي        (را در مقايسه بـا سـاير روشـها          

مقايسه نمايند و يا اثر اتـانول و كلـسيم يونوفـور را بـر ميـزان                 
انـد كـه بـا      حفره سازي در مرحله بلاستوسيست مطالعه نموده      

ر اين مطالعه تأثير اتـانول      پژوهش حاضر متفاوت است زيرا د     
ــه اســت    ــرار گرفت ــايش ق ــورد آزم ــلولي م ــه دو س . در مرحل

ها هاي مختلف سعي دارند تا بر توقف جنين       دانشمندان از راه  
از جمله آنها ميتوان بـه انتقـال        .  كنند در مرحله دوسلولي غلبه   

فلـزات    و افزودن شـلاتورهاي حـاوي  )12(جنين به لوله رحم
 (Ethylen diamine tetraacetic acid)سـنگين ماننـد  

)EDTA(   هاي هيبريد    و سيتوپلاسم جنينF1)     گروهـي كـه
-بـه محـيط كـشت جنـين       ) اند با موفقيت تكوين يابند    توانسته

انــد، اشــاره متوقــف شــده ســلولي هــايي كــه در مرحلــه دو
  .)14، 13(كرد

هاي متعددي براي فعال نمودن امروزه روش
فته است كه به دو تخمك و جنين مورد بررسي قرار گر



  اران دكتر محمدرضا دارابي و همك...                                                                        تاثير اتانول بر ميزان رشد و تكوين جنين هاي 

 61                                                         1387 ، زمستان 4 ،  سال يازدهم، شماره كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

سازي فعال. شوندگروه فيزيكي و شيميايي تقسيم مي
از ديگر . باشدهاي فيزيكي مياي از روش نمونه)2(الكتريكي

سازي تخمك استفاده هاي به كار رفته در فرآيند فعالروش
، )18، 17(، متانول)16، 15(از تركيبات شيميايي مانند اتانول

باشد كه با فعال  مي)20(شيم و استرون)19(كلسيم يونوفور
اي  ديگر در مطالعه. سازي موفق تخمك همراه بوده است

هاي هدايت  از فاكتورهاي رشد توانستند سيستمگروهي
ها در اين سيستم.  در سلول را تحت تأثير قرار دهندسيگنال

تنظيم رشد و تمايز دخالت دارند، بنابراين افزودن اين 
تواند سبب تحريك تكوين ت ميهاي كشفاكتورها به محيط

هايي كه  اتانول با ايجاد تغيير در مسير هدايت سيگنال .گردد
-تواند تكوين جنينكنند، ميزايي را كنترل ميسرعت جنين

اين . هاي پيش از مرحله لانه گزيني را تحت تأثير قرار دهد
سازي  سبب فعال درصد5هاي بالاتر از ماده در غلظت

علاوه بر اتانول ساير . گرددزايي ميتخمك به صورت بكر
-ها از جمله بنزيل الكل، پروپانديول و متانول جزو فعالالكل

با قرار گرفتن تخمك در . هاي پارتنوژنيك هستندكننده
معرض اتانول، نفوذپذيري غشاي سلولي به كلسيم بالا رفته و 

شدن موجب افزايش موقتي كلسيم داخل سلولي و فعال
نوساناتي كه به طور طبيعي در غلظت . تخمك خواهد شد
افتد موجب بلوغ تخمك، فعال شدن سلول كلسيم اتفاق مي

تخم و در نهايت تنظيم واكنش آكروزومي در اسپرم 
هاي پيامبر ثانويه  اتانول با دخالت در كار مولكول. شود مي

ي  ها در مرحله نظير كلسيم موجب تحريك تكوين جنين
  .)21(گردد ايش ميزان تكوين ميپيش از لانه گزيني و افز
ــايي ــال  از آنج ــه فع ــاير   ك ــي و س ــازي الكتريك س

هـاي   هاي به كارگرفته شده نيازمند اسـتفاده از دسـتگاه          روش
قيمت هستند، نياز بـه وجـود روشـي آسـان كـه بتوانـد                گران

هزينــه تمــام شــده درمــان بيمــاران نابــارور را كــاهش دهــد،  
عه با هدف پاسـخ بـه       بدين منظور اين مطال   . گردداحساس مي 

 (Activator)اين سوال اسـت كـه تـا چـه حـد فعـال كننـده               
هاي متوقف شده در مرحله دوسـلولي        اتانول قادر است جنين   

  . را فعال سازد طراحي و انجام گرديد

  روش كار
اين مطالعه يـك مطالعـه تجربـي بـوده كـه  در آن               

 هفتـه از  8 تـا  6  بـا سـن   NMRI سـر مـوش نـژاد    150تعداد 
 سـرم سـازي رازي خريـداري و بـه منظـور تطـابق بـا                 موسسه

به مدت يك هفته در سالن حيوانـات دانـشكده    محيط جديد
سـاعت  12(پزشكي اراك، در شرايط اسـتاندارد از نظـر نـور            

ــنايي،  ــاريكي 12روشـ ــاعت تـ ــا )  سـ ــه 21± 5(و دمـ  درجـ
داري و ســـپس مـــورد آزمـــايش قـــرار نگـــه) گـــراد ســـانتي
هاي گذاري موش ريك تخمك به منظور تح   .)23،  22(گرفتند

ــق داخــل صــفاقي مقــدار    ــه طري ــاده، ب  PMSG  واحــد10م
)Pregnant mare serum gonadotropin) (Intervet 

Holland(  واحد هورمون جفتي انـساني 10 ساعت بعد 48 و  
)HCG ()Human Chorionic Gonadotropin( 
)Organon Holland(هاي مـاده بـا   سپس موش.  تزريق شد

ر هم نژاد خود هـم قفـس شـده و صـبح روز بعـد                هاي ن موش
اي هــاي پــلاك مثبــت تفكيــك و در قفــس جداگانــه مــوش

 سـاعت پـس     48هاي پلاك مثبت    موش .)24(نگهداري شدند 
ــق  ــه روش   HCGاز تزري ــي ب ــات اخلاق ــت ملاحظ ــا رعاي  ب

 كشته (Cervical dislocation)هاي گردني  جابجايي مهره
ــي آن   ــه رحم ــده و لول ــيط   ش ــه مح ــا ب ــشت ه  RPMIك

1640,(Gibco)  هاي دو سلولي بـه روش      جنين.  منتقل شدند
آوري و پـس      لوله هاي رحمي جمع    (Flushing) شستشوي

 25 ، بـــه قطـــرات RPMIاز ســـه بـــار شستـــشو در محـــيط 
 كه توسط M16 (Sigma,M-7292)ميكروليتري از محيط 

هـا  سپس جنين  .پارافين مايع پوشيده شده بود منتقل گرديدند      
 1هـاي گـروه   جنين. بندي شدند  تقسيم 3 و   2 و   1روه  به سه گ  

ــاي   ) 1شــاهد ( ــرار گــرفتن در معــرض دم ــدون ق درجــه  4ب
ــانتي ــراد  س ــدت  گ ــه م ــاي  120ب ــاعت در دم ــه  38س  درج
هاي دوسلولي به منظور    مابقي جنين . انكوبه شدند گراد   سانتي

درجـه   4 ساعت در دماي     24  به مدت     (Arrest)القاء توقف   
قرار گرفتند و تعـدادي از آنهـا بعـد از           ) چاليخ(سانتي گراد   

 بـه انكوبـاتور     2عنـوان گـروه شـاهد       ه  خروج از دماي فوق ب ـ    
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)  گـروه آزمـايش     (3عنوان گـروه    ه  منتقل شدند و بقيه آنها ب     
  . قرار گرفتند درصد  1/0 دقيقه در معرض اتانول5دت به م

كليه آناليزهاي آماري اين مطالعه با استفاده از نـرم          
و تكـوين   پارامترهـاي رشـد  .  انجـام شـد  SPSS 11.5افـزار  

. جنيني با استفاده از آناليز واريانس يك طرفه محاسبه گرديد         
 Post)دار بـا اسـتفاده از آنـاليز پـست هـاك       يهاي معن ـداده

Hoc)         هـا   مورد ارزيابي دقيق قرار گرفتند و تفاوت بين گروه
  .)25(محاسبه شد

  
  نتايج

 24ه  بــه مــدت   كــ3 و 2هــاي هــاي گــروهجنــين
 -24داري شـدند،      گراد نگـه    درجه سانتي  4ساعت در دماي    

 بـه مرحلـه بلاستوسيـست    1 ساعت ديرتر از گروه  شـاهد         18
هـاي  نتايج حاصل از ارزيابي رشـد و تكـوين جنـين          . رسيدند
  . ارائه شده است1  در جدول 3  و 2 و 1هاي گروه

 ته سـاع  72ارزيابي   تسهيم در    نتايج مقايسه ميانگين  
داري وجـود    يمعن ـآماري  ها اختلاف    بين گروه  نشان داد كه  

هـاي دژنـره شـده در        جنين  درصد  ميانگين )=844/0p(ندارد
چنـين   هـم . )=045/0p(ها متفـاوت بـود  همين زمان بين گروه 

 2 و 1شــده بــين گــروه هــاي دژنــره ميــانگين درصــد جنــين
  3 و   1  ولي بين گروه      )=037/0p(داري داشت  ياختلاف معن 

هـا بـا    بررسـي  .داري مـشاهده نـشد     ي تفات معن  3 و   2و گروه   
نـشان   2 و 1طرفه بـين گـروه    استفاده از آناليز واريانس يك

 ساعت و ميانگين درصد 72در زمان  مورولا  ميانگينداد كه
بـه  . داري نـشان داد    يها اختلاف آماري معن   مورولا بين گروه  

ن اختلاف  اما اي ) 1جدول   ()=005/0p(و) =047/0p(ترتيب
 آنـاليز   .دار نبود  ي معن 3 و   1هاي   و گروه  3 و   2هاي  بين گروه 

ها نشان داد كه ميانگين      ساعته جنين  120 نتايج بعد از ارزيابي   
ــست  ــد بلاستوسي ــروه  درص ــا در گ ــب  3 و 2 و 1ه ــه ترتي  ب

 بود كه به لحاظ     3/72±2 /7  و    61/ 06 ±9/10 و   9/5±7/77
اري د  اخـــــتلاف معنـــــيآمـــــاري بـــــين ســـــه گـــــروه

 ولـي ايـن اخـتلاف بـه تنهـايي بـين             )=014/0p(وجودداشت
چنــين نتــايج نــشان داد كــه  هــم . مــشاهده نــشد3 و 2گــروه 

هـا بـا    ميانگين درصد بلاستوسيست شـكوفا شـده بـين گـروه          
ــود  ــاوت ب ــديگر متف ــه )=001/0p(يك ــه گون ــن     ب ــه اي اي ك
  . وجود نداشت3 و 1هاي اختلاف تنها بين گروه

 
و ) 2 و 1(هاي شاهد تسهيم، مورولا، بلاستوسيست، بلاستوسيست شكوفا شده بين گروه هاي دژنره،رصد جنينميانگين د. 1جدول

  )3(آزمايش 
  ساعت 120   ساعت72

  جمع  بلاستوسيست شكوفا    بلاستوسيست   مورولاتسهيم           دژنره    
  238  2/60±5/6) 55(  7/77±9/5) 71(  3/59±5/16)54(  7/31±4/13) 29(  9±9/5) 9(  1گروه
  252  9±4/13) 19 (  61±9/10) 88(  3/31±7/8) 46(  6/34±9/13) 48(  34±14) 51(  2گروه
  141  4/51±4/16) 29(  3/72±7/2) 53(  2/40±12) /24(  6/37±8/14) 23(  2/22±8) 12(  3گروه
  045/0 p=  844/0 p=  005/0 p=  014/0 p=  001/0 p=     

 .ان دهنده تعداد جنين است                 عدد داخل پرانتز نش
 

  بحث
در مطالعــــات انجــــام گرفتــــه از روش كــــشت  

ي تكـوين   آزمايشگاهي به عنوان مدلي مناسب جهت مطالعـه       
سـرعت  . گزينـي اسـتفاده شـد     هاي پيش از مرحلـه لانـه      جنين

ها در شرايط آزمايـشگاهي در مقايـسه بـا شـرايط            رشد جنين 

تـوان بـه   مـي تـر بـود كـه علـت آن را      كند(In vivo) طبيعي
كننــده مــادري و مــواد فقــدان فاكتورهــاي رشــد و پــشتيباني

  زايــيايــن تركيبــات فرآينــد جنــين. غــذايي مــرتبط دانــست
) (Embryogenesis    در مطالعه بختياري    .كنند را تنظيم  مي

هـاي دو سـلولي مـوش كـه در          و همكاران گروهـي از جنـين      
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أخير و  قرار گرفتند دچار ت ـ   گراد   درجه سانتي  4معرض دماي   
توقف شده و ميزان دژنره شدن آنها  نسبت بـه حالـت عـادي               

هـا پـس از انتقـال بـه محـيط      چنين اين جنين افزايش يافت هم 
 ساعت پس از گروه  كنتـرل كـه در معـرض             24 تا   18كشت  

اين دما قرار نگرفته بودند به مرحله بلاستوسيست رسيدند كه          
امروزه در مـورد  . ردهاي مطالعه ما مطابقت دا اين يافته با يافته   

-ها در صـورت نگـه     علت كاهش ميزان رشد و تكوين جنين      

در زمانهاي مختلـف    گراد    درجه سانتي  4داري آنها در دماي     
رسـد  چنين به نظـر مـي     . بين محققين اختلاف نظر وجود دارد     

كه در ايـن دمـا متابوليـسم سـلولي در جنـين كـاهش يافتـه و              
ي جنينـي، سيـستم     هـا سنتز پـروتئين  ) يا توقف (ضمن كاهش   

 در ايـن  احتمـالاً . انتقال متابوليتي نيز تحت تأثير قـرار ميگيـرد   
ــه    ــاهي عوامــل امبريوتروفيــك ب شــرايط پــس از مــدت كوت

هـا  امبريوتوكسيك تبديل شـده و در نتيجـه حـساسيت جنـين           
از . يابـد نسبت به تركيبات نامطلوب محيط كشت افزايش مي       

شد در هر مرحله طرفي آثار فقدان تركيبات ضروري جهت ر 
توان با تغييـر  در اين مرحله مي. يابدبا گذشت زمان شدت مي    

ــه  ــزودن تركيبـــات محـــيط كـــشت و نگـ داري جنـــين و افـ
فاكتورهاي رشد و تنظيم دقيق سيستم بافرينـگ مـدت زمـان            

. )7(را ارتقـاء داد    هاي آن  داري جنين در اين دما و قابليت      نگه
هـاي  ايش تعداد جنين  با اين وصف احتمالا مي توان علت افز       

را ) 1شـاهد    (1نـسبت بـه گـروه       ) 2شاهد   (2دژنره در گروه    
مربــوط درجــه ســانتي گــراد  4قرارگــرفتن در معــرض دمــاي

 3از طرفي كاهش درصد جنين هاي دژنره در گـروه    . دانست
توان به تأثير فعال كنندگي      را مي  2نسبت به گروه    ) آزمايش(

وگـرس و همكـاران از      ي ر در مطالعـه  . اتانول مرتبط دانـست   
شده در مرحله هاي بكرزاييسازي  جنين  اتانول به منظور فعال   

پيش از لانه گزيني استفاده شد كه ميـزان تـسهيم، مـورولا و              
   درصـد  72 و    درصد 79  و     درصد 83ترتيب  ه  ستوسيست ب بلا
يابي كه با انجام مطالعه حاضر اين مقدار در ارز         در حالي . بود
ــه ت 120 و 72 ــاعته ب ــب  س  72 و  درصــد40 و  درصــد37رتي

دسـت آمـد، كـه علـت افـت در ميـزان تـسهيم و                ه    ب ـ  درصد
ها در نتيجه   توان به دژنره شدن تعدادي از جنين      مورولا را مي  

و كنـد شـدن رونـد       گـراد    درجه سـانتي   4قرارگيري در دماي  
امــا در مــورد تكــوين . تــسهيم در اثــر الكــل مــرتبط دانــست 

و زمـان در  )  درصـد  7(انول  يرغم وجود اختلاف غلظت ات ـ    عل
نتـايج وي بـا نتـايج       )  دقيقـه  7(هـا   معرض قـرار گيـري جنـين      

 توان علت آن   مي احتمالاً. حاصله از مطالعه ما مطابقت داشت     
را به حـساسيت و آسـيب پـذيري بيـشتر مراحـل تكـويني بـه                 

اين در حالي است كه     . هاي بالاتر الكل مرتبط دانست    غلظت
 يـا  72(ميـزان تـسهيم و مـورولا    نظر از زمـان ارزيـابي     صرف

هـا وجـود    اختلاف آماري معناداري بـين گـروه      )  ساعت 120
لــيچ و همكــاران بــا اســتفاده از سيــستم كــشت .  )26(نداشــت

آزمايشگاهي جنين به بررسي تأثير مستقيم اتـانول بـر تكـوين        
نتـايج نـشان داد كـه       . هاي پيش از لانه گزيني پرداختند     جنين

 سـاعت در  24بـه مـدت   دو سـلولي  هاي يك تـا   كشت جنين 
هـا بـه مرحلـه       اتانول، تكوين جنـين     درصد 6/1محيط حاوي   

ه ، كه با نتايج ب ـ    )27(سازدبلاستوسيست را با مشكل مواجه مي     
دليل اخـتلاف در غلظـت الكـل و         دست آمده در مطالعه ما به     

ــدارد   ــري مطابقــت ن ــرار گي ــان در معــرض ق ــه  .زم در مطالع
هـاي پـيش از     ار گـرفتن جنـين    ديگري نشان داده شد كـه قـر       

ا  ت ـ  درصـد  1/0هاي بـين     گزيني در معرض غلظت    مرحله لانه 
 اتانول در شرايط آزمايشگاهي در ميانگين درصد         درصد 8/0

ه  كـه نتـايج ب ـ     )28(بلاستوسيست اختلال ايجـاد نخواهـد كـرد       
لعـه  نتـايج مطا   .نمايددست آمده در مطالعه حاضر را تأييد مي       

  اتانول ميزان پيشرفت      درصد 1/0ت  ويبولد نشان داد كه غلظ    
 86هاي دو سلولي موش به مرحلـه بلاستوسيـست را تـا             جنين
دسـت آمـده در     ه   كه بـا نتـايج ب ـ      )29(دهد   افزايش مي   درصد

توان به تأثير دمـاي     اين تفاوت را مي   . مطالعه ما اختلاف دارد   
  . ها نسبت دادپايين بر توانايي تكويني جنين
ود كه در مطالعات آتي تأثير شدر پايان پيشنهاد مي

هاي دو سلولي  ها بر روي تكوين جنينساير فعال كننده
  .  بررسي و مقايسه شود
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  گيرينتيجه
هاي  بر جنين درصد1/0با تأثير الكل اتيليك  

توان ميانگين متوقف شده در مرحله دو سلولي احتمالا مي
درصد مورولا و ميزان تكوين تا مرحله بلاستوسيست و 
بلاستوسيست شكوفا شده را نسبت به گروه شاهد در حد 

كه ميزان تسهيم  با تأثير  داري افزايش داد، در حالي يمعن
  .  كندداري پيدا نمي يهاي دوسلولي تغيير معناتانول بر جنين

  
   و قدردانيتشكر

بدين وسيله نويسندگان مراتب تشكر و قدرداني 
ي دانشگاه علوم  پژوهش-خود را از معاونت محترم آموزشي

پزشكي اراك آقاي دكتر قاسم مسيبي و مدير محترم گروه 
چنين از همكاري  علوم تشريح سركارخانم دكتر بيات و هم

چنين  هم. دارندآزاداسلامي واحد دامغان اعلام ميدانشگاه 
دريغ و تأمين هاي بياز آقاي بهرام نژادي به علت همكاري

 . داريمهاي اين طرح كمال تشكر راهزينه

  
  منابع

1. Vahidi S, Ardalan A, Mohammad K. The 
study of primary infertility in Islamic Republic 
of Iran  on 2003-2004. Fertility & Sterility 
2005; 7(28):243-251. 
2. Zang J, Wang CW, Blaszcyzk A, James A. 
Electrical activation and in vitro development of 
human oocytes that fail to fertilization after 
intracytoplasmic sperm injection. Fer and Steril 
1999; 72(3): 509-512. 
3. Yamano S, Nakagawa K, Nakasaka H, Aono 
T. Fertilization failure and oocyte activation.  J 
of Med Invest 2000; 47(1,2):1-8. 
4. Gordon I. Laboratory production of cattle 
embryos. 2nd ed. Walligford: CABI. 2003. 
p.242-261. 
5. Biggers JD. Metabolism of mouse embryos. J 
Reprod Fertil. 1971;14: Suppl 41-54 
6. Witten WK, Biggers JD. Complete 
development in vitro of preimplantation stages 
of the mouse in a simple chemically defined 
medium. J Reprod  Fertil 1968;17(2):399-401. 

7. Bakhtiari M, Eneie s, Hoseini A, Sadeghi Y, 
Karimipor M. Effect of 4°c on growth and 
implantation of mouse embryo. Yakhteh 
2002;4(15):141-145. 
8. Betts DH, King WA. Genetic regulation of 
embryo death and senescence. Theriogenology 
2001; 55(1):171-91. 
9. Marquez-Alvarado YC, Galina CS, Castilla 
B, Leon H, Moreno Mendoza N. Evidence of 
damage in cryopreserved and fresh bovine 
embryos using the TUNEL technique. Reprod 
Domest Anim 2004;39(3):141-5. 
10. Rajaei F, Karja NW, Agung B, 
Wongsrikeao P, Taniguchi M, Murakami M, et 
al. Analysis of DNA fragmentation of porcine 
embryos exposed to cryoprotectants. Reprod 
Domest Anim. 2005;40(5):429-432. 
11. Kito S, Noguchi Y, Ohta Y, Ohhata T, Abe 
M, Shiomi N. Evaluation of developmental 
competence of vitrified-warmed early cleavage 
stage embryos and their application for chimeric 
mouse production. Exp Anim. 2003;52(2):179–
183. 
12. Whittingham DG, Biggers JD. Fallopian 
tube and early cleavage in the mouse. Nature 
1967; 213(5097): 942-943. 
13. Muggleton-Harris A, Whittingham DG, 
Wilson L. Cytoplasmic control of 
preimplantation development in vitro in the 
mouse. Nature 1982;299(5882):460-462. 
14. Abramczuk J, Solter D, Koprowski H. The 
beneficial effect of EDTA on development of 
mouse one-cell  embryos in chemically defined 
medium. Dev  Biol 1997;61(2):378-383. 
15. Shiina Y, Kaneda M, Matsuyama K, Tanaka 
K, Hroi M. Role of the extracellular Ca2+ on the 
intracellular Ca2+ changes in fertilized and 
activated mouse oocytes. J Reprod Fertil 
1993;97(1):143-150. 
16. Ducibella T, Huneau D, Angelichio E, Xu 
Z, Schultz RM, Kopf GS, Fissore R, Madoux S, 
Ozil JP, et al. Egg-to-embryo transition is 
driven by differential responses to Ca2+ 
oscillation number. Dev Biol 2002; 250(2):280-
291. 
17. Roy Cuthbertson KS, Whittingham DG, 
Cobbold PH. Free Ca2+ increases in exponential 



  اران دكتر محمدرضا دارابي و همك...                                                                        تاثير اتانول بر ميزان رشد و تكوين جنين هاي 

 65                                                         1387 ، زمستان 4 ،  سال يازدهم، شماره كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

phase during mouse oocyte activation. Nature 
1981;294(5843):754-757. 
18. Cuthbberston KSR. Partenogenetic 
activation of mouse oocytes in vitro with 
Ethanol and Benzyl alcohol. J Exp Zool 1983; 
226(2):311-314. 
19. Kline D, Kline JT. Repetitve calcium 
transients and the role of Calcium in exocytosis 
and the role of calcium in exocytosis and cell 
cycle activation in the mouse egg. Dev Biol 
1992;149(1):80-89. 
20. Walt Y, Christina R. Use of strontium in the 
activation of bovine oocytes reconstructed by 
somatic cell nuclear transfer. Zygote 2005; 
13(4): 295–302. 
21. Stachecki JJ, Yelian FD, Schultz JF, Leach 
RE, Armant DR. Blastocyst cavitation is 
accelerated by ethanol or calcium ionophore 
induced elevation of intracellular calcium. Biol 
of Reprod 1994; 50(1):1-9. 
22. Biggers JD, Summers MC. Impact of 
hyperglycemia on early embryo development 
and embryopathy: in vitro experiments using a 
mouse model, Human Reproduction 2008; 
23(9): 2080–85. 
23. Fukuhara R, Fujii S, Nakamura R, Yuzawa 
E, Kimura H, Fukui A, et al. Erythrocytes 
counteract the negative effects of female ageing 
on mouse preimplantation embryo development 
and blastocyst formation. Hum Reprod 2008; 
23(9):2080-5. 

24. Huzng JC, Wun-WSA, Goldsby JS, Egan K, 
Fitz Gerald GA, Wu KK. Chen H. Prostacyclin 
receptor signaling and early embryo 
development in the mouse. Human 
Reproduction 2007; 22(11): 2851–2856. 
25. Yajun X, Zhaofeng Z, Yong L. Effect of 
acid and Vitamin B12 on ethanol-induced 
developmental toxicity in mouse. Toxicology 
Letters 2006; 167(3):167-172. 
26. Rogers NT, Halet G, Piao Y, Carroll J, Ko 
MS, Swann K. The absence of a Ca2+  signal 
during mouse egg activation can affect 
partenogenetic preimplantation development, 
gene expression patterns and blastocyst quality. 
Reproductioin 2006; 132(1):45-57. 
27. Leach RE, Stachecki J, Armant DR. 
Development of in vitro fertilized mouse 
embryos exposed to ethanol during the 
preimplantation period: Accelerated embryos 
ogenesis at subtoxic levels. Teratology 1993; 
47(1): 57-64. 
28. Kalmus GW, Buckenmaier CC. Effects of 
ethanol and acetaldehyde on cultured pre-
implantation mouse embryos. Experientia 1989; 
45(5):484-487. 
29. Wiebold JL, Becker WC. In-vivo and in-
vitro effects of ethanol on mouse 
preimplantation embryos. J Reprod Fertil 1987; 
80(1):49-57.

  



 

                              66 

Journal of Arak University of Medical Sciences                                                                                  Original Article         
            Winter 2009; 11(4): 49-66 
 

The effect of Ethanol on growth and development of two-cell arrested 
mouse embryo 

 
Darabi MR1*, Shiravi AH2, Nezhadi A3, Rafiei M4 

 

1- Assistant professor, Anatomiest, Anatomy Department, Arak University of Medical Sciences, Arak, 
Iran.  
2 - Assistant professor, Biologist, Biology Department, Azad University, Damghan Branch, Damghan, 
Iran. 
3- M.Sc Student of Biotechnology, Azad University, Damghan Branch, Damghan, Iran. 
4- Assistant professor, Medical Staticstic, Arak University of Medical Sciences, Arak, Iran. 

 
Received 16 Jul, 2008   Accepted 10 Sep, 2008 
 

Abstract 
 

Background: Arresting in certain step of developing like two cell block, could be the 
reason of infertility in some couples. Evaluate the effect of ethanol on growth and development of 
mouse two-cell arrested embryo is aimed of this study.      

Methods and Materials: In this experimental study 4-6 weeks old female mice were 
coupled with male mice following superovulation. Positive vaginal plaque mice were killed 48 
hour after HCG injection. Two cell embryos were collected in RPMI medium and cultured in 
M16 medium and divided in three groups. The 2nd and 3rd groups were exposed to 4°C for 24 hour 
in order to delay and arrest for cleavage and developmental rate. The 2nd group (2nd control) were 
incubated immediately, while the 3rd group (experiment) were exposed to % 0.1 Ethanole for 5 
minutes and the 1st group (1st control) without any exposure to low temperature were incubated.  

Results: The developmental rate of embryos exposed to low temperature (4°C) 
significantly decreased and induce, retardation and arrest (p=0.001). There were not significant 
difference between the groups mean of cleavage rate, but the mean percent of degenerated 
embryos between groups have significant differences (p=0.045). The mean percent of morulla 
were significantly different between groups (p=0.005). The mean percent of blastocyst and 
hatched blastocyst after 120 hr evaluation have significant differences between others groups 
(p=0.014) (p=0.001).       

Conclusion: Effect of % 0.1 ethyl-alchol on arrested two cell embryos can significantly 
increase the mean percent of morulla and development of blastocyst and hatching blastocyst stage 
in compare to control group, without any significant effect on cleavage rate.   
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