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امروزه جهت افزایش میزان باروري در آزمایشگاه هاي لقاح آزمایشگاهی از تکنیک هاي مختلف هچینگ  :مقدمه

براي کمک به خارج کردن جنین از  )LAH(لیزر هچینگ کمک شده  از جمله)AH(کمک شده ) خارج کردن(

یزر هچینگ کمکی بر میزان باروري در با توجه به نتایج متناقض درباره تأثیر ل. زوناپلوسیداي ضخیم استفاده می شود

جنین هاي داراي زوناپلوسیداي ضخیم، مطالعه حاضر با هدف تعیین ارتباط ضخامت زوناپلوسیدا توسط لیزر هچینگ 

در مرکز ناباروري  کمکی بر افزایش میزان باروري در بیماران نابارور تحت درمان به روش لقاح داخل آزمایشگاهی

  .شد انجام 89مشهد در سال 

نفر  50. انجام شد IVFزوج نابارور تحت درمان با  101بر روي  1389شاهدي در سال  - مطالعه مورد این :روش کار

افراد دو گروه از نظر سن مادر، تعداد . نفر به عنوان گروه شاهد مورد بررسی قرار گرفتند 51به عنوان گروه مورد و 

عداد جنین هاي منتقل شده با هم همسان بودند و در ضمن در هر اووسیت خارج شده، تعداد اووسیت بارور شده و ت

میزان وقوع بارداري در دو گروه با استفاده از آزمون اندازه گیري . دو گروه از جنین هاي با کیفیت مشابه استفاده شد

–HCGß )با استفاده ازداده ها پس از گردآوري . و سونوگرافی تعیین شد) زنجیره بتا گونادوتروفین کوریونی انسان 

مورد تجزیه و تحلیل % 95با ضریب اطمینان  Excelو ) 16نسخه ( SPSSو کاي دو و نرم افزارهاي آزمون هاي تی 

  .به عنوان سطح معنی دار در نظر گرفته شد 05/0کمتر از  pو میزان  قرار گرفت

وسیت خارج شده، تعداد و کیفیت جنین هاي بین افراد دو گروه از نظر سن، تعداد اووسیت بارور شده، تعداد او :یافته ها

 34و  7/15میزان بارداري در گروه شاهد و مورد به ترتیب ). p=837/0(منتقل شده تفاوت معنی داري مشاهده نشد 

  ).p=033/0(درصد بود که تفاوت مشاهده شده از نظر آماري معنی دار بود

جنین هاي داراي زوناپلوسیداي ضخیم باعث افزایش بر روي  هچینگ کمک شده لیزريانجام روش  :نتیجه گیري

  .میزان باروري می شود

میزان باروري، هچینگ کمکی لیزري  لقاح داخل آزمایشگاهی، ،ضخامت زوناپلوسیدا :کلمات کلیدي
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مقدمه

فرایند زوناهچینگ یکی از مهمترین عواملی است که 

در شرایط . میزان باروري و لانه گزینی را تعیین می کند

طبیعی اطراف تخمک با لایه اي از مولکول هاي قندي 

. پوشیده شده استZP(2(به نام زوناپلوسیدا پروتئینی 

این لایه علاوه بر محافظت تخمک و جنین، پس از 

مرحله لقاح به عنوان یکی از عوامل هدایت جنین از لوله 

رحم به سمت رحم می باشد و مانع از جدا شدن سلول 

همچنین پس از وارد . هاي جنین از یکدیگر می شود

آن چنان تغییر می  شدن یک اسپرم به تخمک، ساختار

  .)3، 1(کند که مانع ورود اسپرم هاي بعدي می شود 

پس از رسیدن جنین به حفره رحم و تشکیل 

بلاستوسیت در روز پنجم پس از لقاح، این لایه به طور 

طبیعی نازك شده و به کمک آنزیم هایی که از جنین و 

دیواره رحم ترشح می شوند، پاره می شود تا امکان 

ن و نفوذ آن به داخل دیواره رحم فراهم چسبیدن جنی

به این فرایند پاره شدن و خروج جنین از لایه . شود

  ).5، 4. (گفته می شود 3زوناپلوسیدا، هچینگ

در مواردي که لقاح آزمایشگاهی صورت می گیرد، 

برخی عوامل مانع نازك شدن زوناپلوسیدا و پارگی آن 

امل عبارتند از مهمترین این عو. بر اثر آنزیم ها می شود

، سطح هورمون محرك )سال 37بیشتر از (سن مادر 

به طور معمول در ارتباط با (فولیکولی بالا در خون مادر 

 17بالاتر از (و ضخیم شدن ) کاهش کیفیت جنین

و سخت شدن زوناپلوسیدا به علت شرایطی ) میکرومتر

یکی ). 9، 8، 6(که محیط کشت به آن اعمال می کند 

ه می تواند باعث کاهش کیفیت جنین هاي از دلایلی ک

بهترین روش براي انتقال جنین هاي (فریز شده شود 

و یا سبب سخت تر کردن زوناپلوسیدا در طی ) تازه

فرایند فریز کردن شود، فرایند ذوب شدن پس از 

  ).7(انجماد است 

خارج شدن بلاستوسیت از زوناپلوسیدا که اصطلاحاً 

اتفاق مهم در باروري می هچینگ نامیده می شود، یک 

در صورتی که بلاستوسیت نتواند عمل هچینگ را . باشد

در دوره زمانی که رحم آماده پذیرش و جایگزینی است، 

                                               
2 Zona pellucid (ZP)
3 Hatching

امروزه براي کمک . انجام دهد بارداري رخ نخواهد داد

به خارج کردن جنین از زوناپلوسیدا از روش هچینگ 

اي روش هاي مختلفی بر. کمک شده استفاده می شود

استفاده شده است که  AH(4( هچینگ کمک شده

شامل روش هاي مکانیکی، روش هاي شیمیایی 

  ). 12-10(و اشعه لیزر می باشد ) آنزیمی(

کارایی بالاي تکنیک لیزر و درصد بالاي بارداري ناشی 

در روش اشعه لیزر، این . از آن، به اثبات رسیده است

از دیواره اشعه به صورت کاملاً کنترل شده به بخشی 

رویان یا به عبارتی زوناپلوسیدا تابیده می شود و طولی 

میکرومتر از زوناپلوسیدا را حذف می  40تا  35حدود 

مطالعه حاضر با هدف تعیین ارتباط ).18, 14(کنند 

ضخامت زوناپلوسیدا توسط لیزر هچینگ در افزایش 

میزان باروري در بیماران نابارور تحت درمان به روش 

IVF5 ر مرکز ناباروري منتصریه مشهد انجام شدد .  
  

  روش کار

 101بر روي  1389شاهدي در سال  - این مطالعه مورد

در مرکز  IVFزوج نابارور تحت درمان با روش 

نفر به  50. تحقیقاتی درمانی منتصریه مشهد انجام شد

نفر به عنوان گروه شاهد مورد  51عنوان گروه مورد و 

ه شاهد شامل افرادي می شد گرو. بررسی قرار گرفتند

که داراي وضعیت زوناي ضخیم بوده و عمل لیزر 

بدون دستکاري (هچینگ بر روي آنها اعمال نمی شد 

و گروه مورد افرادي بودند که داراي زوناي ضخیم ) زونا

بوده و عمل لیزر هچینگ بر روي آنها اعمال می شد 

  ). استفاده از لیزر براي سوراخ کردن زونا(

انجام معاینات اولیه و بررسی زوجین از نظر وضعیت پس از 

سلول جنسی نر و ماده، در موعد مناسب سلول هاي جنسی 

ماده با تحریک تخمدان با روش هاي متداول از نمونه ها به 

تزریق اسپرم  - دست آمد و سپس با روش لقاح آزمایشگاهی

با سلول جنسی  ICSI-IVF(6(سیتوپلاسم تخمک داخل 

پس از تشکیل . داده شد تا سلول تخم تشکیل شودنر لقاح 

ساعت  72تخم، تخمک لقاح یافته در انکوباتور به مدت 

سپس در . تا تقسیمات اولیه انجام شود ندنگهداري شد

                                               
4Assisted Hatching (AH)
5In-Vitro Fertilization
6 Intracytoplasmic sperm injection
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ساعت، جنین ها از انکوباتور  72سلولی و پس از  8مرحله 

  .خارج شده و بر روي آنها عمل لیزر هچینگ انجام شد

تعداد اووسیت بارور نظر سن مادر، افراد دو گروه از

شده، تعداد اووسیت خارج شده و تعداد جنین هاي 

در روز سوم، جنین . منتقل شده با هم همسان بودند

هاي با کیفیت بالا در رحم مادر هر دو گروه منتقل 

روز پس از انتقال جنین، با  20الی  15حدود . شدند

ی میزان و سونوگرافHCGß–استفاده از اندازه گیري

موفقیت بارداري در گروه مورد و شاهد تعیین و با هم 

داده ها پس از جمع آوري با استفاده از . مقایسه شد

 SPSSآماري و نرم افزارهاي کاي دوو  آزمون تی

مورد % 95با ضریب اطمینان  Excelو ) 16نسخه (

به عنوان سطح p>05/0تجزیه و تحلیل قرار گرفت و 

  . معنی دار در نظر گرفته شد
  

  یافته ها

نشان  1مشخصات بالینی گروه مورد و شاهد در جدول 

تفاوت معنی داري را بین  تیآزمون . داده شده است

سن بیماران، تعداد اووسیت آسپیره شده، تعداد 

اووسیت بارور شده و تعداد و کیفیت جنین هاي منتقل 

  ). p=837/0(شده در افراد دو گروه نشان نداد 

  

افزایش میزان باروري در جنین هاي داراي زوناي  خصوصیات بالینی گروه شاهد و مورد در بررسی اثر زوناهچینگ در -1جدول 

  ضخیم توسط اشعه لیزر
  

گروه شاهدگروه موردخصوصیات بالینی

5051تعداد بیماران

53/32±78/32845/0±877/0)سال(سن 

92/9±98/918/5±83/5تعداد اووسیت خارج شده

78/6±14/686/3±21/4تعداد اووسیت بارور شده

35/5±97/440/2±76/2منتقل شدهتعداد جنین 
  

میزان شیوع بارداري در دو گروه شاهد و مورد در 

تفاوت معنی  کاي دوآزمون . ارائه شده است 2جدول 

داري را بین میزان بارداري در دو گروه شاهد و مورد 

که هر دو گروه داراي زوناي ضخیم بودند، نشان داد

)033/0=p .(  

شاهد و مورد در بررسی اثر زوناهچینگ در افزایش میزان باروري در جنین هاي داراي میزان شیوع بارداري در گروه  -2جدول

  زوناي ضخیم توسط اشعه لیزر
  

حاملگی 

منفی

حاملگی 

مثبت
کل

وقوع بارداري

گروه هاي مورد مطالعه

43 8 51 فراوانی
شاهد

3/84% 7/15% 100% درصد سطري فراوانی

33 17 50 فراوانی
مورد

66% 34% 100% درصد سطري فراوانی

76 25 101 فراوانی
کل

2/75% 8/24% 100% درصد سطري فراوانی

  

  بحث

نتایج مطالعه نشان داد که افزایش میزان بارداري در دو 

گروه مورد و شاهد که هر دو داراي زوناپلوسیداي 

ضخیم شدن و . ضخیم بودند، تفاوت معنی داري داشت

سخت شدن زوناپلوسیدا پس از ورود اسپرم فرایندي 

طبیعی است که از پلی اسپرمی ممانعت می کند و 

ل اولیه رشد و نمو باعث حمایت جنین در طی مراح

شده و از جنین هنگام انتقال در لوله رحم محافظت می 
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همانطور که تقسیمات جنینی صورت می گیرد، . کند

زوناپلوسیدا نازك تر شده و براي یک شکاف طبیعی 

  ). 22, 15, 11) (مرحله بلاستوسیت(آماده می شود 

وقوع بارداري در جنین هاي ذوب شده پس از انجماد 

تاکنون . ه با جنین هاي تازه، کمتر می باشددر مقایس

. علت این تفاوت به طور کامل توضیح داده نشده است

مطمئناً یکی از دلایلی که ممکن است موجب تغییراتی 

در زوناپلوسیداي جنین شود، سخت شدن این لایه در 

، 19(طی فریز شدن و سپس ذوب شدن آن می باشد 

20.(  

کردند که هچینگ  عنوان) 1990(کوهن و همکاران 

به عنوان یک روش کمکی ) LAH7(کمک شده لیزري 

براي رها شدن جنین از زوناپلوسیدا می باشد که استفاده 

مطالعه ). 2(روتین از این فرایند هنوز بحث انگیز است 

نشان داد که نازك کردن ) 2001(بلیک و همکاران 

لیزري زوناپلوسیدا مؤثر است و می تواند مزیت هاي 

علاوه بر دیگر تکنیک هاي هچینگ کمکی که  مهمی

مطالعه ). 13(سوراخ ایجاد می کردند، داشته باشد 

و همچنین چک و ) 2004(گابریلسن و همکاران 

نشان داد که میزان لانه گزینی در ) 1996(همکاران 

بیمارانی که زوناپلوسیدا آنان پس از گرم شدن توسط 

برش داده شد، و با روش شیمیایی  8محلول اسید تایرود

به طور مشابه این ). 26(به طور معنی داري بالاتر بود 

در بیماران بالاتر از ) 1997(نتایج توسط تاو و تامیس 

، )میکرومتر 17بالاتر از (سال با زوناپلوسیداي ضخیم  38

کیفیت ضعیف جنین و چندین شکست در برنامه هاي 

IVF  2004(با توجه به اینکه نگ ). 2(به دست آمد (

مطالعات آماري مهمی را که میزان لانه گزینی را بین 

جنین هاي ذوب شده پس از انجماد در گروه هایی که 

با و بدون برش زوناپلوسیدا هستند نشان نداد، در همان 

 LAHزمان پیشنهاد شد که در برخی بیماران، فرایند 

به کارگیري برش لیزري . ممکن است مفید باشد

سال و زوناپلوسیداي  38وه بالاي زوناپلوسیدا در یک گر

میکرومتر میزان لانه گزینی را افزایش  16ضخیم بالاتر از 

نشان داد ) 2004(مطالعه پریمی و همکاران ). 24(داد 

                                               
7Laser assisted Hatching (LAH)
8 Acidic Tyrodes

که میزان لانه گزینی و درصد بارداري در بیمارانی که 

برش لیزري زوناپلوسیدا را متحمل شده بودند، خصوصاً 

بیوتیک درمان نشده بودند،  در گروه هایی که با آنتی

سپس میزان لانه گزینی در بیمارانی که با . کمتر است

درصد افزایش یافت  6آنتی بیوتیک درمان شده بودند، تا 

)23.(  

نشان داد که میزان ) 2002(مطالعه بالابان و همکاران 

اما . مشابه است AHلانه گزینی در همه روش هاي 

نشان داد که  2006سایر مطالعات بالابان در سال 

میزان بارداري و درصد لانه گزینی بعد از به کارگیري

به طور  Non LAHدر مقایسه با گروه  LAHفرایند 

جستجوها توسط . معنی داري افزایش داشته است

در همه . بالابان روي یک جمعیت بزرگتر انجام شد

انجام شده بود، تولید مثل و انتقال  ICSIنمونه ها 

در زمان کوتاه انجام شد تا حدي که  جنین هاي تازه

. شرایط محیطی آزمایشگاه تغییر نکرده باشد

زوناپلوسیدا فقط در جنین هایی برش داده شده بود که 

  ). 17(ساعت شروع به گرم شدن کردند  20در طی 

متذکر شدند که این ) 2005(همچنین نگ و همکاران 

بر  نتایج در صورتی می تواند متفاوت باشد که فرایند

روي جنین هایی انجام شود که پس از گرم شدن 

  ). 24(تقسیم می شود 

نشان داد که نابودي ) 2000(مطالعه ادگار و همکاران 

می  LAHیک بلاستومر در طی لانه گزینی یک فرایند 

تواند منجر به تغییرات سمی سلول هاي دیگر در جنین 

  ). 25(این مکانیسم هنوز ناشناخته است . شود

) 2010(و کولو و همکاران ) 2009(همکاران زاك و 

اظهار داشتند که نازك کردن لیزري زوناپلوسیدا تأثیر 

مفیدي در میزان بارداري و لانه گزینی ندارد و براي 

بررسی دقیق تر نیاز به مطالعات بیشتر و نمونه آماري 

  ). 16، 2(بزرگتري می باشد 

لیزري  نتایج اولیه این مطالعه نیز نشان داد که برش

زوناپلوسیداي ضخیم اثر مهمی روي میزان لانه گزینی 

  . و درصد بارداري دارد

سوراخ کردن لیزري  :هچینگ کمکی توسط لیزر

توسط دو گروه  1991زوناپلوسیدا اولین بار در سال 

پیشرو در این زمینه به نام هاي تادیر و پالانکار گزارش 
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احی هاي لیزر یک ابزار ایده آل براي فرایند جر. شد

میکروسکوپی می باشد زیرا انرژي به آسانی بر روي 

محدوده هدف متمرکز شده و یک سوراخ کنترل شده و 

. دقیق ایجاد می کند

اشعه لیزر هم می تواند به صورت مستقیم با استفاده از 

لنزهاي نوري مماسی به جنین از مسیر زوناپلوسیدا 

 )Non contact(هدایت شود که روش غیر تماسی 

نامیده می شود و همچنین می تواند از طریق یک فیبر 

نوري که جنین را لمس می کند هدایت شود که این 

در . نامیده می شود) Contact(روش، روش تماسی 

ابتدا روش غیر تماسی براي دستکاري میکروسکوپی 

گامت با استفاده از طول موج هاي مختلف لیزر به کار 

ی به همراه طول موج بعد از آن روش تماس. برده شد

  . هاي ماوراء بنفش و یا مادون قرمز استفاده شد

به هر حال مزیت هاي تکنیکی غیر تماسی به علت 

اینکه پتانسیل تابش اشعه ماوراء بنفش باعث صدمات 

مخرب ژنتیکی می شود، منجر به برتري عمومی روش 

 48/1غیر تماسی با استفاده از روش لیزر دیودي 

در ابتدا لیزر براي ایجاد سوراخ کامل . میکرومتري شد

  . زوناپلوسیداي ضخیم استفاده شد

مطالعات بیشتر نشان دهنده افزایش میزان بارداري با 

استفاده از لیزر براي نازك کردن یک منطقه گسترده از 

زوناپلوسیدا در مقایسه با ایجاد یک سوراخ کامل مجزا 

  . می باشد

می تواند با دقت و  برش جزئی لیزري زوناپلوسیدا نیز

تکرار پذیري بالا بدون تأثیر منفی بر روي رشد جنینی 

این تکنیک آسان و با توجه به زمان مورد . انجام شود

استفاده، بسیار مؤثر است و در محیط هاي استریل 

بدون هیچ دستکاري میکروسکوپی اضافی می تواند 

 میکروکتري 48/1با استفاده از لیزر دیودي . انجام شود

مادون قرمز این امکان فراهم می شود تا زوناپلوسیدا 

حتی در بلاستوسیت هاي گسترش یافته بدون آسیب 

همچنین ایمنی اشعه لیزر با استفاده از . به آن باز شود

میکرومتري در تخمک و زیگوت  48/1لیزر دیودي 

انسان و موش به طور کامل مورد بررسی و ارزیابی قرار 

  . گرفته است
  

  نتیجه گیري 

سوراخ کردن زوناپلوسیداي جنین هاي منجمد به 

وسیله لیزر روشی مناسب براي فرار جنین از دام زونا 

سوراخ . براي انجام مرحله حساس هچینگ می باشد

کردن زوناي ضخیم علاوه بر اینکه باعث افزایش معنی 

دار میزان شکل گیري بلاستوسیت در جنین هاي 

، میزان وقوع مرگ سلولی ذوب شده می شود -منجمد

را در حد قابل قبول حفظ می کند و از کیفیت جنین 

روي جنین هاي  LAHانجام شیوه . ها نمی کاهد

داراي زوناپلوسیداي ضخیم سبب افزایش میزان باروري 

  . می شود
  

  تشکر و قدردانی
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