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پژوهشي  مقاله  

  و در يداتياز استرس اکس يناش يهابين در کاهش آسيپوتائوريها يدانتياکس يمطالعه اثر آنت
  يشگاهيحاصل از لقاح آزما يموش سور يهانيرشد جن

  

  ٢صدرخانلو ي، دکتر رجبعل١٭يدکتر عباس احمد

 

  26/7/89رش یخ پذی، تار25/6/89 تافیخ دریتار
  

 دهيچك

 يهاکاليد راديوجود ندارد و تول يستم دفاعين سيا يشگاهيط آزمايوجود دارد اما در شرا ROSدر برابر  يمتعدد يهاسميدر بدن مکان :نه و هدفيش زميپ

و  طبيعیط ين در دو شرايپوتائوريها يدانتياکسيو و اثرات آنتيداتياکس حاصل از استرس يهابيآس يکيمورفولوژ ين مطالعه بررسيا هدف از.شتر استيب زيآزاد ن

  .ط کشت استيدر مح يموش سور يهاانيو بر روند رشد روياتدياکس تنش

اثـر اسـترس    يبررس ـ يبـرا . مختلـف کشـت داده شـدند    يهـا در گـروه  mg/ml BSA ۴يحاو HTFط يها در محگوتيبعد از انجام لقاح، ز :مواد و روش کار

ها گوتيو زيداتياکس ط استرسين در شرايپوتائوريمطالعه اثر ها يبراکشت داده شدند و  H2O2مختلف  يهاک ساعت در غلظتيمدت هها را بگوتيو، زيداتياکس

 يهاها با افزودن غلظتنين برروند رشد جنيپوتائورين کشت داده شدند و اثر هايپوتائوريمختلف ها يهادر غلظت H2O2کرومول يم ۱۰بعد از کشت در غلظت 

 .شد يو بررسيداتياکسط کشت بدون تنشيمختلف آن به مح
 يحـدود ن تـا يپوتـائور يها. تـر بـود  بالا مشخص يهاافت که در غلظتيبه شدت کاهش  H2O2ها پس از قرار گرفتن کوتاه مدت در معرض نيرشد جن :هاافتهي

کشـت   يهانيجن يزان شکافتگيش ميها و افزانيجن يها، مورفولوژنيت جنيفي، کينيجن و را مهار و باعث بهبود روند رشديداتياکس از تنش يناش يهابيآس

  ).P<0.05( ديداده شده گرد

ن مطالعه نشان داد کـه  يا. توان استفاده کرديم يگوناگون يهادانياکسياز آنت ينيستم کشت جنيدر س ROSمقابله با اثرات سوء  يبرا :يريجه گيبحث و نت

 ـا يهـا افتـه يبراسـاس  . شوديم ينيجن اعث بهبود روند رشدن بيپوتائوريو افزودن ها ينيجن و کاهش روند رشد ينيجن يهابيو باعث آسيداتياکس استرس ن ي

  .شوديه ميتوص ينيجن يهاط کشتين به محيپوتائورير هاينظ ييهادانتياکسيمطالعه افزودن آنت
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  مقدمه
د ي ـتول نيتعـادل در ب ـ  عـدم  يجـه يو در نتيداتياسترس اکس

 يدانياكس ـيآنت ـ دفـاع  تيظرف در مقابل ژنياكس آزاد يهاكاليراد

آزاد  يهـا كـال يد انـواع راد ي ـشود که منجر به توليجاد ميسلول ا

و ) OH(ل يدروكس ـيكـال ه ي، راد)O2(د يون سوپراکس ـي ـشامل آن

 (H2O2)د يدروژن پراكسيژن مانند هياز اكس يكاليرادريمشتقات غ

طـور  دار بـوده و بـه  ي ـشـدت ناپا آزاد به  يهاكالين راديا. شوديم

واکنش نشان داده و  يستيز يهابا مولكول ير اختصاصيع و غيسر

ازجملــه  يسـلول  يهـا بيجــاد و گسـترش انـواع آس ــ يمنجـر بـه ا  

نـه و  يآم يدهايون اس ـيداسي، اکسييون غشاء پلاسمايداسيپراکس

 منجر به کاهش تينهادر که  شوديآپوپتوز و نکروز م ک،ينوکلئوت



 ۸۹، آذر و دی ۴، شماره ۲۱دوره   مجله پزشکي اروميه
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  ط کشـت  يهـا در مح ـ نين جن ـيو تکـو  ١يريپـذ سـت يقدرت ز

ن انسـان  ين جنيط بو همکارانش ارتبا Bediawy. )۱-۳(گردد يم

کردند و نشان دادند که  يط کشت بررسيرا در مح ROS٢با سطح 

و  يدر روز اول کشت همراه بـا کـاهش شـکافتگ    ROS يسطح بالا

سـت و  يو کاهش در تعـداد بلاستوس  ينيون جنيش فرگمانتاسيافزا

ن ين مـذکور همچن ـ امحقق ـ .شوديم يت کاهش توان بارورينهادر 

کولار به عنوان يع فوليدر ما ROSزان يم شيگزارش نمودند که افزا

ط يت لقـاح در مح ـ ي ـزان موفقي ـکننـده م  ين ـيبشيک مـارکر پ ـ ي

ش غلظـت  يو همکارانش اثرات افزا Yoneda) ۴(است  يشگاهيآزما

ن گزارش کرده و نشان دادند که کاهش يبر جن را  H2O2 ژن وياکس

ن يت جن ـي ـفيط کشت موجب بهبود کيط محيدر شرا H2O2 سطح

مشخص شده است  کاملاً )۶،۵،۲(شود يست ميله بلاستوسدر مرح

ــه  ــه پراکســ ROSک ــد هياز جمل ــآن ،دروژني ــاي د و يون سوپراکس

ک به مقـدار  يپاتولوژ يهاحالت يل در تماميدروکسيه يهاکاليراد

 ينقش مهم ـ ROSه وجود دارد که ين نظريا. شونديدميتول ياديز

د و ي ـنمايفـا م ـ يا يمثل ـ دي ـتول ياز اختلالات عملکرد يرا در بعض

نر گـزارش   يمثلديبر عملکرد تول ROSاثر  يريگبر اندازه يشواهد

  ) ۷(شده است 

 ـ يمثلدياختلالات تول  له يوس ـهدر هر دو جنس نر و ماده که ب

 ر سـطح يانـد و تـاث  شوند گزارش شـده يجاد ميو ايداتياسترس اکس

ROS ن مشـخص شـده   يجن ـ ييا در رشد ابتـدا يها و گوتيز يرو

 يتيس ـيتوکس يتواند مسـئول پـاتولوژ  يو ميداتياسترس اکس. است

ژن در يآزاد اکس يهاکاليراد )۸( دروسالپنکس باشديدر ه ينيجن

و  يک ـينيکل يزان آبسـتن ي ـم ،ين ـيتواند رشـد جن يط کشت ميمح

ق يو تزر IVFدر هر دو برنامه . ر قرار دهديتاثرا تحت يسطح بارور

 ـ ،)ICSI( ٣اسـپرم  يتوپلاسميداخل س در  ROSالا بـردن غلظـت   ب

زان يــط کشـت در روز اول نشـان داده شـد کـه بـا کـاهش م      يمح ـ

 . )۹( ارتباط دارد يآبستن
انتقـال   - يشگاهيلقاح آزما يهادر برنامه ،ن مسئلهيت ايبا رعا

 يغلظـت بـالا   يه وجـود دارد کـه در طـ   ي ـن نظري ـا ،ن انسانيجن

ت ي ـفيکبا  يهانيتعداد جن يشگاهيستم کشت آزمايژن در سياکس

م ين، ارتبـاط مسـتق  ي ـعلاوه بر ا .)۹-۱۱(رشد خوب کم خواهد بود

ــ ــالا يب ــت ب ــ ين غلظ ــهديپراکس ــه   ي ــتن درج ــالا رف دروژن و ب

 موش نشان داده شده است يهانيا آپوپتوز در جنيون يفراگمانتاس

)۱۱،۱۲(. Wang  و همکـــارانش گـــزارش کردنـــد کـــه افـــزودن  

موش  يهانيا در جنست رين بلاستوسيها نسبت تکودانياکسيآنت

و همکارانش نشان دادند که استفاده از  Catt). ۱۳( بخشديبهبود م

                                                
1 Viability 
2 Reactive Oxygen Species 
3 Intra cytoplasmic Sperm Injection 

و  يط کشت موجـب بهبـود نسـبت بـارور    يها در محدانياکسيآنت

  ).۱۲( شونديم ينيگزش لانهيافزا

دان ياكس ـيستم آنت ـيآزاد توسط س يهاكاليراد يبياثرات تخر

ــلول ــرل و  يدرون س ــكنت ــي ــار م ــردد و ديا مه ــوع گ ــدن دو ن   ر ب

ــ ــيآنت ــود داردياکس ــ) ۱ :دان وج ــيآنت ــادانياکس ــيآنز يه    يم

 . يميرآنزيغ يهادانياکسيآنت) ۲
 يعيطب يهادانياکس يبه عنوان آنت يميآنز يهادانياکسيآنت

را از صـدمه   يکرده و سـاختار سـلول   يرا خنث ROSبوده و قادرند 

و  كاتالاز ،تازسمويد دياز آن محافظت کنند و شامل سوپراكس يناش

در  يم ـيرآنزيغ يهـا دانياکس ـيآنت ـ. باشديم دازيون پراكسيگلوتات

هسـتند و   ييغـذا  يهـا ا مکمـل يک يسنتت يهادانياکسيواقع آنت

ن و يتـائور ،ونيگلوتات ،يرو ،ومي، سلنAن يتاميو ،Cن يتاميشامل و

ن يبا ا يول. )۱۴،۶،۳،۲-۱۶(ن، کاروتن و بتاکاروتن استيپوتائوريها

 يهـا نيجن يشگاهيط کشت آزمايرسد که در شرايبه نظر موجود 

 ـ يهـا کـال ين رادي ـد ايزان توليپستانداران، م ت ي ـش از ظرفيآزاد ب

ن عدم يباشد، لذا به منظور غلبه بر ايها منين جنيا يدانياکسيآنت

   يخــارج ءبــا منشــا يهــادانياکســي، انــواع آنتــيدانيتعــادل اکســ

  گـر بـه نظـر    يد ياز سـو . )۲،۱۷( ده اسـت ي ـو ارائه گرد ينيبشيپ

در مقاطع  يشگاهيآزما يهانيدان جنياكسيرسد توان دفاع آنتيم

از  يگروه ـ. ست متفاوت باشديبلاستوس ين تا مرحلهيمختلف تكو

ن در مراحل يجن يدانياكسيآنت يت اصلين معتقدند كه ظرفامحقق

بـه ارث   يمـادر  mRNAره ي ـگوت وابسته به ذخيمات زيه تقسياول

ت ژنـوم  ي ـدر مرحلـه فعال  جاًيباشد و تـدر يت ميده درون اووسيرس

ت متقابـل در  ي ـن قادر بـه فعال ياست كه ژنوم جنZGA  اي ٤ينيجن

 يهـا دانيا اكس ـي ـد شـده درون سـلول و   يتول يهادانيمقابل اكس

ن بـه  ياز خاص جن ـيرسد كه نيلذا به نظر م. باشديط كشت ميمح

متفـاوت   ZGA و بعـد از  در مقاطع قبل يخارج يهادانياكسيآنت

   يل را خنث ـيدروکس ـيه يهـا کـال ين راديپوتائوريها .)۹،۱۴( باشد

. )۱۸(کنديم يرياسپرم جلوگ يديپيون ليداسيد و از پراکسينمايم

. )۱۹(کنديمن هم اثر ييپا يو در غلظتهايداتياکسيت آنتين فعاليا

قـش  ن يدمثلي ـعـات تول يتواند در ماين ميپوتائوريها ،رين مسيدر ا

 هـا داشـته باشـد   نيهـا و جن ـ گامـت  يرا بـرا  يدانياکس ـيفعال آنت

بر روند  ين اثرات مثبتيپوتائوريگزارش شده است که ها). ۲۰،۲۱(

  .داشته است) ۲۴(و انسان) ۲۳(خوک) ۲۲(ن در هامستريرشد جن

ــوق در ا  ــب ف ــه مطال ــا توجــه ب ــب ــاث قيــقن تحي ــزودن يت ر اف

ط يمح ـبـه   يم ـيرآنزيت غدانياکس ـيک آنتيعنوان ن بهيپوتائوريها

و و يداتيط تـنش اکس ـ يدر دو شـرا  ROSکشت در ارتباط بـا مهـار   

                                                
4 Zygote genome activation 
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 .و مورد مطالعه قرار گرفتيداتيراکسيغ
  

  روش کار مواد و
مـاده   NMRIنـژاد   يسور يهااز موش ن مطالعهيا انجام يبرا

اسـتفاده شـد کـه در     هفتـه  ۸-۱۲و نر  ياهفته ۶-۱۰بارور جوان 

 ۳۰-۶۰رطوبت ، گراديدرجه سانت ۲۲±۲ يماط استاندارد با ديشرا

 يکيسـاعت تـار   ۱۰و  ييساعت روشنا ۱۴ ،يکل نوريس باو درصد 

  .صورت آزاد در دسترس بودهآب و غذا ب. شدنديم ينگهدار

 يشـگاه يلقـاح آزما حاصـل از   يهـا نيجن ـ يبر رو مطالعهن يا

ر ي ـبه شرح ز دارد و يگذارک تخمکياز به تحريصورت گرفت که ن

  :گرفت صورت

ســاخت شــرکت ( PMSG١ هورمــون )IU(واحــد  ۵/۷ق يــتزر

Folligon، سـاعت بعـد    ۴۶-۴۸ تـر، و يليل ـيم ۱/۰به حجم ) هلند

، Folligonساخت شـرکت  ( hCG٢) IU(هورمون  واحد ۵/۷ق يتزر

 .صورت گرفت يبه روش داخل صفاق تريليليم ۱/۰به حجم ) هلند

 hCGق ي ـزرسـاعت بعـد از ت   ۱۰-۱۲معمـولا   يگـذار عمل تخمک

 . رديگيصورت م
موش نر را بـه روش   ،ه اسپرميته يابتدا برا :يشگاهيلقاح آزما

 يهمبنـد  يهـا بعـد از جـدا کـردن بافـت     کشته و گردن ييجابجا

ضه جدا ياز کانال دفران از ب يم را همراه با مقداريديدياطراف دم اپ

 ط کشـت يمح ـ يحـاو  يمتـر يسـانت  ۶ش يديپترکرده و در داخل 
٣HTF  4 يحـاو mg/ml BSA٤ (Sigma, USA)،  ًجهـت   کـه قـبلا

جاد يابعد از و  هتعادل در داخل انکوباتور قرار داده شده بود قرار داد

خـروج   يو فشـار در کانـال دفـران بـرا    م يديديچند برش در دم اپ

سـاعت   ۵/۰بعـد از   .شدگذاشته  CO2در داخل انکوباتور  هااسپرم

را شستشو  هاس اسپرمسپ ،ط پخش شدنديها خارج و در محاسپرم

متحرک را جـدا   يهااسپرم ٥يشناورسازبا استفاده از روش  داده و

ک سـاعت در  ي ـبـه مـدت    هـا اسـپرم  ،يابي ـتيجهت ظرفو نموده 

   .)۲۵( گراد قرار داده شدنديدرجه سانت ۳۷ يبا دما CO2 انکوباتور

ساعت پس از  ۱۰-۱۲ :يشگاهيو لقاح داخل آزما يريگتخمک

ــه روش يــبعــد از کشــتن ح) صــبح روز بعــد(  hCGق يــتزر وان ب

ط يرا جدا کـرده و در داخـل محـ    يرحم يهالوله ،گردن ييجابجا

 فـن و بـا اسـتفاده از    داده از قبل آماده شده قـرار  درجه ۳۷کشت 

Dissecting ها را ها را خارج نموده و پس از شستشو تخمکتخمک

 کشـت  طيمح ـ يحـاو  ير روغن معـدن يلقاح در زط يمحبه قطرات 

HTF 4 يحاو mg/ml BSA هـا را بـه   منتقل کرده و سپس اسپرم

                                                
1 Pregnant Mare Serum Gonadotropine (Folligon) 
2 Human Chorionic Gonadotropine (Folligon) 
3 Human Tubal Fluid 
4 Bovine Serum Albumin 
5 Swim up 

 .شـد اضـافه   ،ط کشتيتر محيليليهر م ين به ازاويليک ميتعداد 

  فه کـردن اسـپرم صـورت    اساعت بعـد از اض ـ  ۵-۶مل لقاح حدود ع

   .)۲۵( آمدگوت بدست يب زين ترتيد و بدريگيم

شـو داده  شست يهاگوتيق زيتحق ادامه در: يشيآزما يهاگروه

 يهـا در گـروه  يبـه طـور تصـادف    يشگاهيشده حاصل از لقاح آزما

ن در داخـل  يجن ـ ۲۰د که به تعـداد  يم گرديتقس يشيمختلف آزما

. کشت داده شـدند  ٦ير روغن معدنيدر ز يتريکروليم ۱۰۰قطرات 

 يهـا غلظـت  فزودنها با اگوتيو در زيداتيجاد استرس اکسيجهت ا

ــف  ــهمختل ــي ــرکت ( )H2O2(د يدروژن پراکس ، Sigmaســاخت ش

ک ساعت اسـتفاده  يون به مدت يط کشت و انکوباسيبه مح) کايآمر

مختلـف منتقـل    يهـا ها به قطرات کشـت گـروه  گوتيشد و بعد ز

  .ها صورت گرفتنيجن يابيارز يشدند و در مراحل بعد

  مورد مطالعه يشيآزما يهاگروه
 يحاو HTF ط کشتيها تنها در محگوتيگروه کنترل که ز -

BSA mg/ml۴ کشت داده شدند  

و به مدت يداتيجاد تنش اکسيها جهت اگوتيکه ز ييهاگروه -

ــ ــاعت در محـ ـي ــاو يک س ــت ح ــت يط کش ــاغلظ ــف يه  مختل

  کشت داده شدند) کروموليم ۵۰و  ۵،۱۰،۲۵(دروژن يدهيپراکس

ــه محــ ييهــاگــروه - ــف  يهــاغلظــتط کشــت يکــه ب مختل

و  ۱/۰،۲/۰،۵/۰،۱(، )کـا ي،آمرSigma ساخت شـرکت (ن يپوتائوريها

  .اضافه شد) کروموليم ۱۰

و در يداتيجاد تنش اکسيابتدا جهت ا هاگوتيز که ييهاگروه -

ــاآن ــدت   ه ــه م ــاعت در محـ ـ ۱ب ــاو يس ــت ح  µM۱۰ يط کش

ط يبـه مح ـ  يدروژن کشت داده شده و در مرحلـه بعـد  يدهيپراکس

 ۱/۰،۲/۰،۵/۰،۱(ن يپوتائوريهامختلف  يهاغلظت يحاو يهاکشت

  منتقل شدند ) لکرومويم ۱۰و 

  هانيرشد جن يابيارز
مـواد   يدانتياکس ـيو واثر آنت ـيداتير تنش اکسيتاث يابيارز يبرا

مورد  ينيجنرشد مراحل  کروسکوپ فاز کنتراستير ميدر زمذکور 

ساعت بعد از کشت  ۲۴ يزان شکافتگيم يبررس قرار گرفت، يابيارز

ها از نظر نيجن ،موجود در هر گروه يهاگوتيصورت گرفته و در ز

 ـ ين ـيمراحل رشد جن يزان طيون و ميزان فراگمانتاسيم ا تعـداد  ي

متوقف شده با توجه  يهانيجن يبندپيو ت همتوقف شد يهانيجن

ک بـودن  ي ـو نکروت هـا نيز شدن جنير لينظ يمختلف يبه فاکتورها

سه يک مقايتوپلاسميس يهاکوليون و وجود وزيو فراگمانتاس هاآن

 Iپيت: ل بوديمتوقف شده به شرح ذ يهانيجن يبندپيت .دنديگرد

                                                
6 Mineral Oil 
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 IIپ ي ـک بودن کامـل، ت يز، فراگمانته شدن و نکروتيبا ل يهانيجن

از بلاسـتومرها،   يز و فراگمنتـه شـدن در تعـداد   ي ـبـا ل  يهانيجن

ز و فراگمانتـه و  ي ـل يبلاسـتومرها  يبا تعداد کم يهانيجن IIIپيت

  ).۲۵(ک يتوپلاسميکول سيزيو

   ،رشــد کــرده   يهــا نيتعــداد جنـ ـ  هــا و نيت جنـ ـيــفيک

ــکافتگ ــم ،يدرصــد ش ــي ــانيزان جن ــده و درصــد   يه ــف ش متوق

در هر گروه مورد ساعت  ۱۲۰ يدر طجاد شده يا يهاستيبلاستوس

 ين ـيت رشـد جن ي ـفييک يبررس ين برايهمچن .قرار گرفت يابيارز

 يهـا بدسـت آمـده در گـروه    يهاستيبلاستوس ١يزان شکافتگيوم

ن با استفاده از روش يهر جن يبه ازا يولمختلف شمارش تعداد سل

air dry technique of Tarkowski  ۲۶( رفتيپذصورت(.  

ــال ــاريآن ــزار  داده يز آم ــرم اف ــط ن ــا توس و روش  Minitab ه

2Proportion  باP<0.05 صـورت  هج بيو نتاز قرار گرفت يمورد آنال

ز و يسـه تمـا  يو مقادرصد در نمودارها و جدول مربوطه آورده شـد  

مختلـف   يهـا ن گـروه ين بيهر جن يموجود به ازا يهاداد سلولتع

 One wayيو روش آمـار  ۱۶شـماره    SPSSتوسـط نـرم افـزار    

ANOVA يبيو تست تعق Tukey  باP<0.05  سـه قـرار   يمـورد مقا

ه و در نمـودار  بدسـت آمـد   هـا ار آنين و انحراف معيانگيگرفته و م

 .مربوطه آورده شد
 

  هاافتهي
بـه  ن يپوتـائور يمختلـف ها  يهـا غلظت فزودناج حاصل از ينتا

سـه  يمقاو و يداتيو بدون تـنش اکس ـ  يط عاديط کشت در شرايمح

ــفيک ــي ــرل  نيت رشــد جن ــروه کنت ــا گ ــا ب ــزودن  ،نشــان داده اف

و ها نيجنرشد ت يفيش کيط کشت باعث افزاين به محيپوتائوريها

دو  يهـا نيدرصـد جن ـ  يبررس ).C-۱ريتصو(شد  هاآن يمورفولوژ

نشـان داد در حضـور   سه با گروه کنتـرل  يجاد شده در مقايا يسلول

در  يدوســلول يهـا نيط کشـت درصـد جن ـ  ين در مح ـيپوتـائور يها

 يش از نظر آمارين افزايا يش داشت وليافزاسه با گروه کنترل يمقا

نشان داد، ها ستيسه درصد بلاستوسيمقا .) ۱نمودار(دار نبود يمعن

ش قابـل  يها باعث افـزا نيجنط کشت ين به محيپوتائوريافزودن ها

سه بـا گـروه   يدر مقاها ستيدرصد بلاستوس داريمعن کاملاًتوجه و 

کرومـول  يم ۱۰و  ۱ يهاغلظتش در ين افزايا شده است و کنترل

ن مطالعه يهمچن. )۲نمودار ( بود داريمعن کاملاً يالا و از نظر آمارب

ن يپوتـائور يافـزودن ها  ن نشـان داد يهر جن ـ يها به ازالتعداد سلو

ن در يهـر جن ـ  يبـه ازا  هادار تعداد سلوليمعن کاملاًش يسبب افزا

ر افـزودن  ين نشان دهنده تـاث يشود که ايمسه با گروه کنترل يمقا

ها نيط کشت جنيبه مح دانتياکس يک آنتيعنوان هن بيپوتائوريها

                                                
1 Cleavage rate 

 بـوده اسـت   يهـا و شـکافتگ  نيت رشـد جن ـ ي ـفيش کيافزا يبر رو

  .)۳نمودار(

متوقف شده نشان داد کـه   يهانيسه درصد جنيمقا نيهمچن

   کــاملاًن باعــث کــاهش يپوتــائوريمختلــف ها يهــاغلظــتافــزودن 

سه با گـروه کنتـرل   يدر مقامتوقف شده  يهانيدار تعداد جنيمعن

 ن اکثراًيپوتائوريها متوقف شده در حضور يهانيپ جنيشود و تيم

سـه بـا گـروه کنتـرل     يقاون کم در ميز و فراگمانتاسيل اب IIIاز نوع 

  ).۱جدول ( باشديم

 يهـا هـا در معـرض غلظـت   نيجن ـ دادنقرار ج حاصل از ينتا 

 يولک سليها در مرحله نيجاد توقف در جنيسبب ا H2O2مختلف 

 ۱۰و  ۵(ن ييپـا  يهـا غلظـت  در ن توقـف ي ـشـد کـه ا   يو دو سلول

 ون کميز و فراگمانتاسيزان ليبا م IIIا يو  IIاز نوع  اًاکثر) کروموليم

ــد ــو( بودن ــتدر  .)E-۱ر يتص ــاغلظ ــالا يه  ۵۰و  H2O2 )۲۵ يب

 Iاز نوع اکثراً مشاهده شد که ينيتوقف جن يزان بالايم) کروموليم

رشـد   ون بـالا بـا  ياسو فراگمانتز يل زانيبا م IIز از نوع ين يو تعداد

ت ي ـاکثرکرومـول  يم ۵۰کـه در غلظـت    يطورهب ،ندار کم بوديبس

ز و فراگمانته يمتوقف شده و ل يک سلوليحله ها در مرنيجن يبالا

تـا مراحـل    هـا از آن يکم ـ يليو تنها درصد خ )D-۱ريتصو( بودند

م و رشـد  يس ـو بـه مراحـل بـالاتر تق    تهشرفت داش ـيپم يه تقسياول

  .ش نرفته بودنديپ ينيجن

جاد شده که نشان يا يدو سلول يهانيدرصد جنسه يمقا

تنش  که ييهار گروهنشان داد د است يدهنده شروع شکافتگ

جاد شده بود يا H2O2مختلف  يهاغلظتافزودن و توسط يداتياکس

سه با گروه کنترل يدر مقا P< 0.05را با  يداريمعن کاملاًکاهش 

 H2O2 يبالا يهابا غلظت يهان کاهش در گروهينشان داد و ا

کرومول تنها يم ۲۵در غلظت که  يمحسوس بود بطور کاملاً

ها نيدرصد جن ۵۳/۲کرومول تنها يم ۵۰لظت و در غدرصد ۶۸/۹

سه يمقا). ۱نمودار ( ش رفته بودنديو بالاتر پ يتا مرحله دوسلول

ها با گروه کنترل نشان داد پس از قرار گرفتن ستيدرصد بلاستوس

ها به ستيو درصد بلاستوسيداتيها در معرض استرس اکسنيجن

  . کرده بود دايکاهش پ يداريمعن کاملاًزان قابل توجه و يم

 يطورهب ،بود بالاار ين کاهش بسيبالا که ا يهاغلظت خصوص درهب

جاد نشده يا يستيگونه بلاستوسچيکرومول هيم ۵۰غلظت  که در

   يهاجاد شده در غلظتيا يهاستيو بلاستوس) ۲نمودار(ودب

  .)E-۱ريتصو(نبودند يعيطب يز از لحاظ مورفولوژين H2O2تر نييپا

ن يانگيمنشان داد که ها نيجن يمارش سلولاز شج حاصل ينتا

ها در نيکه جن ييهان در گروهيهر جن يها به ازاتعداد سلول

  قرار گرفته بودند کاهش  H2O2مختلف  يهامعرض غلظت
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ن کاهش يداد و ايسه با گروه کنترل نشان ميرا در مقا يداريمعن

  .)۳نمودار( بودشتر يب H2O2 يبالا يهاغلظت در

و با قرار يداتيط تنش اکسين در شرايپوتائورياثر هامطالعه 

در  H2O2کرومول يم ۱۰ک ساعت در معرض يبه مدت  هادادن آن

   يحاوکشت  طيدر مح هاکشت آن ،ط کشت و در ادامهيمح

  ن يپوتائورين نشان داد که هايپوتائوريمختف ها يهاغلظت

  موجب مهار  يکرومول تا حدوديم ۱۰خصوص در غلظت هب

ش درصد يده و باعث افزايو گرديداتياز تنش اکس يناش يهابيآس

و شده است يداتيسه با گروه تنش اکسيدر مقا، يدوسلول يهانيجن

سه يمقا .)۱نمودار(دار نبوديمعن ين تفاوت از نظر آماريا يلو

ش درصد ين باعث افزايپوتائوريهانشان داد ها ستيدرصد بلاستوس

ش از ين افزايشود که ايو ميداتيط تنش اکسيدر شرا هاتيبلاستوس

 يها به ازاسه تعداد سلوليمقا .)۲نمودار ( دار نبوديمعن ينظر آمار

کرومول يم ۱۰و  ۱ يهان در غلظتيپوتائوريها نشان داد،ن يهر جن

ط ين در شرايهر جن يها به ازادار تعداد سلوليش معنيباعث افزا

دهد که يو نشان م )۳نمودار(و شده است يداتيتنش اکس

  در  يزان شکافتگيت رشد و ميفين باعث بهبود کيپوتائوريها

. شوديو ميداتيط تنش اکسيکشت داده شده در شرا يهانيجن

ن باعث يپوتائوريها نشان داد،متوقف شده  يهانيجن يبررس

ن تفاوت از نظر يا يد وليمتوقف شده گرد يهانيکاهش درصد جن

متوقف شده براساس  يهانيجن مطالعه نوع. دار نبوديمعن يآمار

ز و يزان ليم نشان داد، هاون آنيز و فرگمانتاسيزان ليم

و يداتيط تنش اکسيمتوقف شده در شرا يهانيون جنيفراگمانتاس

). ۱جدول(داشترا  يدارين کاهش معنيپوتائوريدر حضور ها

 نشان دادها ستيبلاستوس ين بر مورفولوژيپوتائورياثر ها يبررس

و سبب بهبود يداتيط تنش اکسيشران در يپوتائوريافزودن ها

ز و يزان ليجاد شده با ميا يهاستيبلاستوس يمورفولوژ

 ).F-۱ر يتصو(ون و واکوئله شدن کم شديفرگمانتاس
 

 
  

  

دار بودن يعن، م)هانيدرصد نسبت به تعداد کل جن(مختلف مورد مطالعه  يهادر گروه يدوسلول يهانيسه درصد جنيمقا ):۱(شماره نمودار 

وجود  يداريکه تفاوت معن( bبا  H2O2کرومول يم ۱۰غلظت  يو حاويداتيسه با گروه تنش اکسيو در مقا aسه با گروه کنترل با يها در مقاگروه

  )P<0.05( نشان داده شده است) ندارد
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ها دار بودن گروهيمعن ،)هانينسبت به تعداد کل جن درصد(مختلف مورد مطالعه يهاها در گروهستيسه درصد بلاستوسيمقا ):۲(شماره نمودار 

) وجود ندارد يداريکه تفاوت معن( bبا  H2O2کرومول يم ۱۰غلظت  يو حاويداتيسه با گروه تنش اکسيو در مقا aسه با گروه کنترل با يدر مقا

 )P<0.05(نشان داده شده است

  

  

 مختلف مورد مطالعه يهادر گروه) ينيو رشد جن يزان شکافتگيم(ن يجنهر  يبه ازا هاسه تعداد سلوليمقا ):۳(شماره نمودار 

کرومول يم ۱۰غلظت  يو حاويداتيسه با گروه تنش اکسيو در مقا aسه با گروه کنترل با يها در مقادار بودن گروهيمعن ،)اريانحراف مع±نيانگيم(

H2O2  باb نشان داده شده است)P<0.05(  
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سه با گروه کنترل با يها در مقادار بودن گروهي، معن)P<0.05( ينيتوقف جنو نوع درصد  از نظر مختلف يهاگروهسه يمقا ):۱(جدول شماره 

a کرومول يم ۱۰غلظت  يو حاويداتيسه با گروه تنش اکسيو در مقاH2O2  باb نشان داده شده است 

ها در نيتعداد کل جن

 هر گروه

 يهانيتعداد کل جن

 متوقف شده

   Iپ يت IIپ يت IIIپ يت

           

  (%)تعداد  کنترل  ۴)۷۴/۲(  ۱۱)۵۳/۷(  ۳۲)۹۱/۲۱(  ۴۷)۱۹/۳۲( ۱۴۶

  µM۱/۰ن يپوتائوريها  ۵) ۹۲/۲(  ۱۰) ۸۵/۵(  ۳۹) ۸۰/۲۲(  ۵۴) ۵۸/۳۱( ۱۷۱

۱۷۴ a )۱۱/۲۰ (۳۵  a )۹۶/۱۸ (۳۳  a )۱۵/۱ (۲  a )۵۷/۰ (۱  نيپوتائوريها µM۱ 

۱۶۷  a )۳۶/۲۰ (۳۴  a )۳/۱۷ (۲۹  a )۲۰/۱ (۲  )۸۰/۱ (۳  ن يپوتائوريهاµM۱۰ 

۱۴۳ a)۲۳/۶۲ (۸۹  a)۹۹/۶ (۱۰  a)۴۶/۳۸ (۵۵  a)۷۸/۱۶ (۲۴ H2O2 5 µM 

۱۷۲ a)۸۸/۸۴ (۱۴۶  a)۲۳/۵ (۹  a)۵۱/۲۱ (۳۷  a)۱۴/۵۸ (۱۰۰  H2O2 10 µM  

۱۵۵ a)۰۶/۹۸ (۱۵۲  a ۰  a)۰۳/۹ (۱۴  a)۰۳/۸۹ (۱۳۸  H2O2 25 µM  

۱۵۸ a)۱۰۰ (۱۵۸ a۰ a)۵۳/۲ (۴ a)۴۷/۹۷ (۱۵۴  H2O250µM 

۱۶۸ )۴۶/۸۲(۱۴۱  )۱۴/۷ (۱۲  )۲۱/۲۳ (۳۹  )۵۷/۵۳ (۹۰  H2O210 µM  +نيپوتائوريهاµM۱/۰ 

۱۷۲ )۳۰/۸۴ (۱۴۵  )۹۸/۶ (۱۲  )۹۳/۲۰ (۳۶  )۳۹/۵۶ (۹۷  H2O210 µM  +ن يپوتائوريهاµM ۱ 

۱۶۸ )۳۳/۸۳ (۱۴۰  )۹۳/۸ (۱۵  )۴۰/۲۴ (۴۱  b)۵۰ (۸۴  H2O210 µM +ن يپوتائوريهاµM ۱۰ 

  آورده شده است) ها در هر گروه نيدرصد نسبت به کل جن(صورت تعداد هروه کنترل بها مثل گداده يتمام
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ها که در مراحل و درصدي از جنين ساعت انکوباسيون ۱۲۰بعد از  به بلاستوسيستها جنيندرصدي از گروه کنترل تمايز  -A -۱تصوير

  تمايز به بلاستوسيست اکسپند و هچ شده هاحاوي هايپوتائورين که در آن درصد بالايي از جنينگروه  - Bمختلف رشد متوقف شده اند، 

ده بود و نشان اضافه ش H2O2ميکرومول  ۵۰گروهي که به محيط کشت  -Dدهد، بلاستوسيست در مرحله هچ شدن را نشان مي - Cاند، يافته

گروهي که به  -E، دهندها در مراحل اوليه رشد متوقف شده و درجات بالايي از ليز و فراگمانتاسيون را نشان ميدهد که تمامي جنينمي

اند و ها به مرحله بلاستوسيست رسيدهدهد که تعداد کمي از جنيناضافه شده بود و نشان مي H2O2ميکرومول  ۱۰محيط کشت 

 ها در مراحل اوليه رشد متوقف شده و دچار ليز و فراباشند و ساير جنينهاي ايجاد شده از لحاظ مورفولوژي مناسب نميتبلاستوسيس

هاي ناشي تاحدودي توانسته آسيب دهد هايپوتائورينگروه هايپوتائورين در شرايط تنش اکسيداتيو که نشان مي -Fهستند،  گمانتاسيون شده

اند ولي ها به اين مرحله نرسيدهاند و ساير جنينها به مرحله بلاستوسيست تمايز يافتهمهار نمايد که تعدادي از جنين استرس اکسيداتيو رااز 

 .تر استشود به مراتب کمها ديده ميميزان ليز و فراگمانتاسيون که در جنينبا اين وجود 
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  يريگجهيو نت بحث
آزاد  يهاکاليش در سطح راديافزا يو به معنايداتياسترس اکس

بدن تجاوز  يدانتياکسياع آنتزان دفيژن بدن است که از مياکس

ر ينظ يمثلدياز مشکلات مختلف تول يو در موارد )۲۷(کنديم

ع يما ،تخمک يعير طبيکولوژنز و بلوغ غيوز، فوليآندومتر

 دخالت دارد ٣ايو آستنواسپرم ٢اي، نکروزواسپرم١ينگسيدروسالپيه

)۲،۲۸.(   

 يدين نکته کليگر اانيو همکاران ب يق نصر اصفهانيج تحقينتا

ست يموش کشت داده شده در مقطع خاص ا يهانيبود که جن

در واقع . هستند يدرون سلول ROSزان ين ميشتريب ين حاويتکو

مشخص  ROS ريو مقاد ينيست تکوين اين بار ارتباط بياول يبرا

ط کشت از يب مواد موجود در محيد و نشان داده شد که ترکيگرد

زان يط بر ميژن محيکسز ايون و ني، گلوتاتEDTAجمله گلوکز، 

ROS و موثر خواهد بود  يست تکامليو شدت بروز ا يدرون سلول

ن يست تکويمطابق با ا ROSش ينشان دادند که افزان يهمچن

ش در يافزا ).۲۹( باشديشگاه ميدر آزما يموش دو سلول يهانيجن

و  DNAغشاء سلول،  يژن بر رويآزاد اکس يهاکاليزان راديم

عنوان ر بهين تاثيرسد اير است و به نظر مها موثيتوکندريم

شواهد ). ۳(م خارج کنديرا از تنظ يباشد تا آبشار آپوپتوز ياواسطه

بسته به غلظت آن  H2O2 يدهد که سطوح بالايفراوان نشان م

ک يسومات يهامختلف سلول يهاسبب آپوپتوز و نکروز در گونه

  ).۳۰-۳۳(شوديم

ن در مراحل يتوان رشد جن نشان داد که مطالعهن يج اينتا

پس از قرار گرفتن کوتاه مدت در معرض  ينيگزش از لانهيه پياول

ج بدست ينتا. استافته يژن به شدت کاهش يآزاد اکس يهاکاليراد

ر مطالعات صورت يج حاصل از سايآمده از مطالعه حاضر با نتا

ن مشخص شد که يهمچن .نه مطابقت داردين زميگرفته در ا

رات يط کشت تاثيژن در محيآزاد اکس يهاکاليراد يبالا يدزها

ر يک حد آستانه غلظت به بالا تاثيشوند و از يرا سبب م يشتريب

 يعير طبيغ يهاا سبب حالتين و يکامل بوده و مانع رشد جن

ن در يبودن رشد جن غلظتشود که نشانگر وابسته به يد ميشد

ن مطالعه يکه در ا يطورهب .باشديآزاد م يهاکاليارتباط با راد

ک ساعت قبل از يها به مدت نيمشاهده شد که قرار دادن جن

جاد يباعث ا H2O2مختلف  يهاغلظت يط حاويکشت در مح

که  يطورهده است بيگرد ينيگزش از لانهيپ يهانيب در جنيآس

قرار گرفتند  H2O2کرومول يم ۵۰که در معرض غلظت  ييهانيجن

و رشد بودند و تنها درصد  يشکافتگها فاقد قدرت نيت جنياکثر

                                                
1 Hydrosalpingeal fluid 
2 necrozoospermia 
3 Astenospermia 

 و دچارش رفته يپ ينيه رشد جنيتا مراحل اول هااز آن يکم يليخ

 يهادر غلظت يول. )D-۱ريتصو(ون شده بودنديز و فراگمانتاسيل

باعث تر بوده و رات کميتاث) کروموليم ۱۰و  H2O2 )۵ن ييپا

ها و نيت جنيفيها و کاهش کنيو رشد جن يکاهش شکافتگ

ها تا مرحله نين جنياز ا يهر چند که درصد، شد هاآن يفولوژمور

ن يسه با گروه کنترل ايدر مقا يش رفتند وليست پيبلاستوس

حاصله از نظر  يهاستين بوده و بلاستوسييپا يليدرصد خ

  .)E-۱ريتصو( را نشان دادند يعيرطبيز حالت غين يمورفولوژ
ها در فاز نيف جناند که توقاز دانشمندان گزارش نموده يبرخ

G2/M ژن يآزاد اکس يهاکاليش در سطح راديزمان با افزاهم  

ت يفيو ک يزان شکافتگيتوان ممين يبنابرا). ۳۴،۳۵( باشديم

را با افزودن  يشگاهيط داخل آزمايد شده در شرايتول يهانيجن

ن يط کشت جنيژن به محيآزاد اکس يهاکاليراد يهاپاک کننده

ن يبر تکو ROS يگر با توجه به اثرات مهاريد يواز س. ش داديافزا

ط کشت يدر مح يگوناگون يهادانياکسيتاکنون آنت ينيه جنياول

   .شده است يبررس

دان ياكسيستم آنتيآزاد توسط س يهاكاليراد يبياثرات تخر

مانند  ييهاميك و آنزيد آسكوربيون، اسيمانند گلوتات يدرون سلول

داز يون پراكسيو گلوتات كاتالاز ،(SOD)سموتازيد ديسوپر اكس

)GPX ( گردد يا مهار ميكنترل و)رسد ين وجود به نظر ميبا ا). ۲

زان يپستانداران، م يهانيجن يشگاهيط کشت آزمايکه در شرا

ن يا يدانياکسيت آنتيش از ظرفيآزاد ب يهاکالين راديد ايتول

 يدانياکس ن عدم تعادليلذا به منظور غلبه بر ا. باشديها منيجن

  و ارائه  ينيش بيپ يبا منشا خارج يهادانياکسيانواع آنت

  رسد که توان دفاع يگر به نظر ميد ياز سو. )۱۷( انددهيگرد

ن تا يدر مقاطع مختلف تكو يشگاهيآزما يهانيجن يدانياكسيآنت

ن معتقدند ااز محقق يگروه. ست متفاوت باشديبلاستوس يمرحله

مات يه تقسيها در مراحل اولنيجن يدانيكسايآنت يت اصليكه ظرف

ده درون يبه ارث رس يمادر mRNAره يگوت وابسته به ذخيز

است كه  ينيت ژنوم جنيجا در مرحله فعاليباشد و تدريت مياووس

د يتول يهادانيت متقابل در مقابل اكسين قادر به فعاليژنوم جن

رسد كه يلذا به نظر م. باشديط كشت ميا محيشده درون سلول و 

در مقاطع قبل و بعد  يخارج يهادانياكسين به آنتياز خاص جنين

  ).۳۶( متفاوت باشد ZGA از

 يرامونيط پين و محيدر جن يمتعدد يدفاع يهاسميمکان

ها و تيرسد اووسيبه نظر م ٤در بدن. احاطه کننده آن وجود دارد

 يهاکنندهواسطه پاکهو بيداتيها در برابر استرس اکسنيجن

  دوکت محافظت يو او يکوليعات فوليموجود در ما يژنياکس

                                                
4 in vivo 
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ها و در ن در گامتيپوتائورين و هايتائور ير بالايمقاد .شونديم

ش مشاهده شده يمورد آزما يهان تمام گونهيط اطراف جنيمح

 يدوکتيال اويتلياپ يهاله سلوليوسهبات بين ترکيا ).۳۷(است 

ل را يدروکسيه يهاکاليرادن يپوتائوريها. )۳۸(شوديسنتز م

   يرياسپرم جلوگ يديپيون ليداسيد و از پراکسينمايم يخنث

   ).۱۸(کنديم

ط يها به محدانتياکسيرسد که افزودن آنتين به نظر ميبنابرا

ن در مراحل مختلف رشد بخصوص در قبل و بعد از يکشت جن

را در  ROSد يزان تولين ميشتريکه ب) ZGA( ينيان ژنوم جنيب

ن ين و بهبود رشد جنيت جنيفيش کيافزا ين همراه دارد براينج

ر تا يمناسب باشد که مطالعه اخ يشگاهيط داخل آزمايدر شرا

ن در يپوتائوريدانت هاياکس ينشان داد که افزودن آنت يحدود

ش يو باعث بهبود و افزايداتيط تنش اکسيبدون شرا طبيعیط يشرا

انگر شروع يکه ب يسلول دو يهانيش درصد جنيافزا ،نيت جنيفيک

ش يست و افزايش درصد بلاستوسيافزا، ن استيدر جن يشکافتگ

 يحاو يهاط کشتيها بعد از کشت در محنيها در جنتعداد سلول

افزودن  دهديمشود که نشان ين ميپوتائوريمختلف ها يهاغلظت

ن يط کشت جنيدانت به محياکسيک آنتيعنوان ن بهيپوتائوريها

ج حاصل از افزودن ين نتايهمچن. د باشديار مفيستواند بيم

 ييهانيو در جنيداتيط تنش اکسيط در شراين به محيپوتائوريها

 يط کشت حاويک ساعت در داخل محيکه قبل از کشت به مدت 

کشت داده شده بودند نشان داد که تا  H2O2کرومول يم ۱۰

ها نينت و روند رشد جيفيک يتواند بر روين ميپوتائوريها يحدود

ط يرات در شراين تاثيا يو موثر باشد وليداتيط تنش اکسيدر شرا

 .دارتر بوده استيتر و معنو مشخصيداتيو بدون تنش اکس يعاد

ن و ين جهت بهبود روند رشد جنيپوتائورين افزودن هايبنابرا

ط يژن به محيآزاد اکس يهاکالياز اثرات مخرب راد يريجلوگ

  .دشويه ميتوص ينيجن يهاکشت

  

  يتشکر و قدردان
 ياريق ما را ين تحقيکه در انجام ا يله از تمام کسانين وسيبد

را يسم ،يها سحر غفارو خانم يآراز رابر يژه جناب آقاياند بونموده

 .ميرا دار يانا کارگر کمال تشکر و قدردانيزاده و کميابراه
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