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   گاويهاتیاووسآزمایشگاهی ن ی تکو برنیستئامیسبررسی اثر 
  3روشنده ، آمنه محمدي2يکندقلعه یاسید قی، جمش*1رحیم بهشتی

  
  چکیده

مورد  ت گاویآزمایشگاهی اووس تکوینسیستئامین بر از  در این مطالعه تأثیر استفاده
آوري و در معهاي گاو از کشتارگاه صنعتی تبریز جتخمدان. آزمایش قرار گرفت

ن یلیسیتر پنیلیلی در هر میالمللنی واحد ب100 ي درصد حاو9/0م ید سدیمحلول کلر
G35-30 در دماي ن سولفاتیسیتر استرپتومایلیلیکروگرم در می م100م و ی پتاس 

 -مجموعه اووسیت.  ساعت به آزمایشگاه کشت انتقال یافتند2-4گراد ظرف سانتی
 میلی 23/0 گاو، ینی درصد سرم جن10 ي داراTCM-199 در محیط کشت هاکومولوس

لیتر پنی  واحد در میلی100میلی مول بیکربنات سدیم، 25مولار سدیم پیرووات، 
 میکروگرم در 5/0 بتا، 17لیتر استرادیول  میکروگرم در میلی1استرپتومایسین، -سیلین
ک یونین کوریوتروپ گوناد لیترواحد در میلی 100کول،یلیتر هورمون محرك فولمیلی
 24مدت ن بهیستئامیمولار سیلی م1 و 5/0 0،/1 ،)گروه شاهد( صفر  و سطوحانسان

مول یلی م1/0ها در محیط داراي سطح میزان بلوغ اووسیت. ساعت کشت داده شدند
 33/33 در مقابل 66/46ب یترتبه (ه کنترل بوداکسیدان سیستئامین بالاتر از گروآنتی

اکسیدان مولار آنتی میلی5/0ها در محیط داراي سطح لوغ اووسیتمیزان ب. )درصد
هاي میزان اووسیت ).≥05/0P(بالاتر بود %) 33/33(نسبت به گروه کنترل ) 55/56%(

در کل  ).P≥05/0(ترین حد بود  میلی مولار در پائین1 سیستئین تکوین نیافته در تیمار
اکسیدان در محیط کشت ه از آنتینتایج این تحقیق حاکی از این بود که استفاد

  . ددهرا بهبود  گاو يهاتیاووسمیزان بلوغ آزمایشگاهی تواند یمآزمایشگاهی، 
 دانیاکسی، آنتیشگاهین آزماین، تکویستئامیست گاو، ی اووس:واژگان کلیدي

  
  30/1/91:      تاریخ پذیرش18/7/90: تاریخ دریافت

  

  مقدمه 
هـاي بیوتکنولوژیـک در   از پروسه  انقلابی در استفاده     21در قرن   

 امروزه تولید آزمایشگاهی  رویـان    . حیوانات اهلی رخ داده است    
)In vitro embryo production (عنوان ابزاري در جهت حـل  هب

افـزایش سـوددهی صـنایع پـرورش دام و          , مشکلات ناباروري 
جلوگیري از انقراض نـسل جانـداران در معـرض خطـر بکـار              

 ـ تولآمیـز تکنولـوژي  استفاده موفقیتع طور قطهبرود و   می دمثل ی
 وغـاي مانند بل  اي تولیدمثلی پایه  ـهه تکنولوژي ـه ب ـکمکی وابست 

  احــ، لق)IVM )In vitro maturation تــی اووسیـایشگاهـآزم
  
  Rahimbeheshti@yahoo.com.دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شبستر، گروه دامپزشکی، شبستر، ایرانـ *1
  .دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شبستر، گروه علوم دامی، شبستر، ایرانـ 2

  .دانشگاه علوم پزشکی همدان، گروه علوم تشریحی، همدان، ایران -3

در . )14( باشـد  مـی In vitro fertilization)( IVF آزمایـشگاهی 
هبود رشد آزمایشگاهی با  هاي زیادي براي ب     اخیر تلاش  يهاسال

تغییر دادن ترکیبات محیط و مواد افزودنی و با استفاده از کـشت         
بـر اسـاس    ). 10( هاي سـوماتیک شـده اسـت       همزمان با سلول  

 آزمایشگاهی، توانایی لقاح،    بلوغمطالعات صورت گرفته شرایط     
 بعـضی از ایـن   ؛نماینـد  تسهیم و رشد بعدي رویان را تعیین مـی     

درجه حرارت، اسیدیته محیط، فشار اسـمزي،       : زشرایط عبارتندا 
   ).15( مواد غذایی، فشار اکسیژن و مواد آنتی اکسیدان

فـشارهاي اکـسیداتیو مـسئول بـسیاري از     رسـد کـه      به نظر مـی   
هـاي فعـال    مولکـول .  باشند انیت و رو  یاووسبه  وارده  صدمات  

 قادرند که به غشاء سلول نفوذ کرده و بـسیاري           -O2اکسیژن مثل   
نوکلئیـک   يهااسید ها و    سلولی مثل لیپیدها، پروتئین    باتیترکاز  

 هاهاي فعال اکسیژن پراکـسیداسیون لیپیـد    مولکول. را تغییر دهند  
هـا و  کننـد و روي تقـسیم سـلولی، انتقـال متابولیـت          را القاء می  

 ـتوان  میDNA بی و با تخرگذارند  میتوکندري تاثیر می  تیفعال د ن
  ).7( دن در محیط کشت شوانیا رویرشد اووسیت  توقف سبب

اي آنتـی  ش ناحیهیاستراتژي جدید بر این نکته تاکید دارد که افزا 
هاي فعال اکسیژن را بر     کنندگی مولکول  ها که نقش پاك     اکسیدان

هـا وبـالابردن    ش میزان تکوین تخمـک یعهده دارند، موجب افزا 
 در راستاي این هدف     .شودی م ي به دست آمده   ها  کیفیت تخمک 

اکسیدان سلولی یعنی گلوتاتیون از اهمیت خاصـی  آنتیرین  ت  مهم
 گلوتـاتیون در فعالیـت   بـر اسـاس شـواهد     ).2( برخوردار است 

 میـوز نقـش دارد و بـا         می تقـس   دوك ياستوارها شامل   اووسیت
ممانعت از صدمات اکسیداتیو بـه دوك تقـسیم، سـبب تـشکیل          

همچنـین ایـن مـاده نقـش مهمـی در           . شـود زیگوت طبیعی می  
  ).18( عهده داردکیل پرونوکلئوس نر بهتش
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سیستئامین از ترکیبـات تیـولی اسـت کـه در صـورت حـضور               
اما اثر ایـن  . شوددرمحیط کشت موجب القاء تولید گلوتاتیون می 

ها بسته بـه نـوع تخمـک، نـژاد،           ها یا جنین    مواد بر رشد تخمک   
میزان دوز مصرفی و محـیط کـشت بکـار بـرده شـده متفـاوت            

 50 گاســپارینی و همکــاران از ،2003در ســال  ).4 (باشــد مــی
 میلی مولار سیستئین و سیستئامین در محیط      3/0میکرومولار ویا   

TCM          استفاده نموده و مشاهده کردند که میزان گلوتاتیون داخل 
در تمام  . داري بالاتر از گروه شاهد بود     طور معنی سیتوپلاسمی به 

 .)6 ( گروه شـاهد بـود     هاي آزمایشی میزان تسهیم بالاتر از     گروه
 میکرومولار  100اثر  ) 2006(اي کوبایاشی و همکاران     در مطالعه 

 ـ    100سیستئامین و     IVF و   IVMر   میکرومولار بتامرکاپتواتانـل ب
دار در درصـد تکـوین     هاي خوکچه هندي تفاوت معنی    اووسیت

 .)9 (ها وجود نداردها ما بین گروهو لقاح آزمایشگاهی اووسیت

 ـ اثـر حـضور س     یطالعه بررس ن م یهدف از ا   ط ین در مح ـ  یماستئی
TCM-199  گـاو   يهـا تی اووس ـ یشگاهی ـن آزما یزان تکو ی بر م 

  .ن بودیهولشتا
  

  مواد و روش کار
 آوري تخمدان جمع  

  هاي گاو از کشتارگاه صـنعتی تبریـز جمـع آوري و در   تخمدان
 سـاعت بـه     3گراد  ظـرف      سانتی 30-35 بافر فسفاته در  دماي    

هـاي  پس از حـذف بافـت     . افت انتقال یافتند  آزمایشگاه کشت ب  
 100000ها چندین بار با سرم فیزیولوژي حـاوي         زائد، تخمدان 

 میلی گرم در لیتر استرپتومایـسین  100سیلین و واحد در لیتر پنی  
  .شستشو داده شدند

 هاآوري اووسیت جمع  
 Cumulus(هـاي کومولوسـی   کمپلکس اووسـیت و سـلول  

oophorus complex( میلی لیتري متصل 10له سرنگ وسیهب 
متر   میلی2-8 از فولیکول هایی به اندازه 18به سرسوزن گیج  

استریومیکروسـکوپ بـر اسـاس       آسپیره شده و با استفاده از     
هـائی  تنها اووسـیت  . بندي شدند  مورفولوژي کومولوس طبقه  

هاي کومولوسـی در اطـراف    که حداقل سه لایه متراکم سلول 
م یکنواخــت داشـته باشــند انتخــاب  هـا بــوده و اووپلاس ـ آن

  . گردیدند
  تیاووستکوین آزمایشگاهی   

ط  پـنج بـار بوسـیله محـی    هـا کومولـوس  ـ  ه اووسیتـوعـمجم
TCM-199 محیط کـشت  دار شسته شده، سپس به هپس TCM-

 ـیسرم جن  درصد   10 این محیط توسط  . ند شد  انتقال داده  199  ین
ول بیکربنـات  میلی م ـ25 میلی مولار سدیم پیرووات،  23/0،  گاو

 1سترپتومایـسین،   ـ ا لیتر پنی سـیلین  واحد در میلی100سدیم، 
 میکروگـرم در    5/0 بتـا،    17لیتـر اسـترادیول     میکروگرم در میلی  

  لیتـر واحـد در میلـی   100 ،کـول یهورمون محـرك فول لیتر میلی
 یل ـیک می و 5/0،  1/0و سطوح     انسان کیونین کور یگونادوتروپ

هـا در  براي ایـن منظـور اووسـیت     . دشتکمیل  ن  یستئامیمولار س 
از محیط  )  اووسیت در هر قطره    20( میکرولیتري   100هاي  قطره

 درجـه   5/38مناسب پوشش داده شده با روغن معدنی در دماي          
اکـسید کـربن و حـداکثر    دي %5گـراد و اتمـسفر حـاوي      سانتی

 .)3( ندرطوبت کشت داده شد

 ها بعد از ارزیابی اووسیتIVM  
هایی که بـه مرحلـه      منظور ثبت تعداد اووسیت   به  قطرات کشت   

MII 17-24 ،)بر اساس مـشاهده گویچـه قطبـی        ( بودند  رسیده 
بـا اسـتفاده از     . نـد ساعت بعد از کشت مورد ارزیابی قـرار گرفت        

شـمارش شـده و   MII هـاي  استریومیکروسکوپ تعداد تخمک
  .ندثبت شد

 تجزیه و تحلیل آماري  
 بـه درصـد تعیـین شـده،         میزان رشد رویانی در مراحل مختلف     

ها از آزمـون تجزیـه واریـانس        براي بررسی تفاوت مابین درصد    
 توسـط  Fآمـاره  پس از مـشخص شـدن     . استفاده شد طرفه   یک

هـاي تجربـی و   آزمون تجزیه واریانس، مقایسه میانگین در گروه      
) P≥05/0(دار   ، در سطح معنی   )Duncan (شاهد با آزمون دانکن   

  .انجام گردید
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  نتایج
 TCM 199 ها آسـپیره شـده در محـیط    ان رشد اووسیتمیز

 خلاصه شده 4-1ین در جدول امبعلاوه سطوح متفاوت سیستئ
شود میزان بلوغ ر مشاهده مییطور که در جدول زهمان .است

اکسیدان مول آنتی یلی م 1/0ها در محیط داراي سطح      اووسیت
دار عنیسیستئامین بالاتر از گروه کنترل بوده، اما این تفاوت م      

هاي تکوین نیافته در گروه کنترل از طرفی میزان اووسیت. نبود
 باشدمیاکسیدان مولار آنتی میلی1 و 5/0بالاتر از گروه داراي 

)05/0P≤ .(   

مولار  میلی 5/0ها در محیط داراي سطح      میزان بلوغ اووسیت  
بالاتر %) 33/33(نسبت به گروه کنترل ) %56/55(اکسیدان آنتی
 قابـل  4-1طـور کـه در جـدول     همـان ). ≥05/0P(د باشمی

هاي تکوین  مشاهده است، تفاوت موجود در درصد اووسیت      
  ). ≥05/0P(باشد دار میبین این دو گروه نیز معنینیافته ما

 TCMها در محیط کشت ج تکوین آزمایشگاهی اووسیتینتا

 میلـی   1همراه سیـستئامین     بعنوان کنترل و این محیط به      199
ها دار در میزان تکوین اووسیتدهنده تفاوت معنیر نشانمولا

باشد هاي بالغ نشده مابین این دو گروه می       و درصد اووسیت  
)05/0P≤ .(  

  
  ینامسیستئ  بعلاوه TCM 199ها در محیط کشت تکوین آزمایشگاهی اووسیتدرصد : 4-1جدول 

  

 داراي محیط کشت
  یافتهاووسیت تکوین 

(%) 

  تهنیاف اووسیت تکوین
(%) 

  اووسیت دژنره
(%) 

  bc66/46%(21 ab )22/42(%19 11)/11%(5 (  میلی مولار1/0ین امسیستئ
 ab56/55%(25 ) bc 11/31%(14  )33/13%(6 (  میلی مولار5/0ین امسیستئ

 a)89/68(%31 c) 66/26%(12 )44/4%(2  میلی مولار1ین امسیستئ

  33/33(%15 a)11/51%(23 )56/15(%7(c )کنترل(ین امبدون سیستئ
  

                a-c    05/0(باشد دار میها معنی تفاوت مابین ستونP≤ .( 
  

 مولار  میلی 1سیستئامین  درصد تکوین آزمایشگاهی در تیمار      
سیستئامین در بالاترین حد بوده و نسبت به تیمارهاي کنترل و 

  همچنین .)P≥05/0(دار وجود دارد    مولار تفاوت معنی    میلی 1/0
 میلی مـولار و گـروه کنتـرل         5/0سیستئامین  تفاوت مابین تیمار    

، اما تفاوت مابین این تیمار با تیمارهاي        )P≥05/0(دار بوده   معنی
ــستئین  ــی1/0 و 1سی ــولار معن ــی م ــزان . باشــد دار نمــی میل می

هاي تکوین نیافته نیز در تیمار کنترل در بالاترین حـد و    اووسیت
باشـد  تـرین حـد مـی      مولار در پـائین     میلی 1در تیمار  سیستئین     

)05/0≤P  .(  
 

  بحث
ــانی ــه از زم ــوخرک ــاح   ) 1972 (يم ــدن و لق ــالغ ش ــان ب امک

هاي  هاي موش گزارش نمود، تلاش    اووسیتآزمایشگاهی را در    

هاي گاو و خوك صورت گرفتـه اسـت   زیادي بر روي اووسیت   
هـایی  که در نهایت منجر به بدنیا آمدن گوساله زنده از اووسـیت        

 ).8(ه در آزمایشگاه بالغ و بارور شده بودند گردید ک

مثلی کمکی تولیـد  هاي مورد استفاده در تکنولوژي   روشاکثر  
هـاي قبـل لانـه       براي درمان ناباروري مستلزم کـشت رویـان       

از  ایـن روش مخـصوصاً بـراي بـسیاري      ).16(گزینی است 
زنانی که قادر به بالغ کـردن اووسـیت در داخـل بـدن خـود         

و زنان سرطانی که ) کیستیک بیماران با تخمدان پلی (نیستند
در معرض دوزهاي بالاي اشعه یا شیمی درمانی براي درمان           

ن خـود را جراحـی      گیرنـد وقبـل از درمـان تخمـدا         قرار می 
  ).19( باشدکنند، مفید می می

 عنـوان آنتـی  نتایج تحقیق حاضر نشان داد که سیـستئامین بـه    
. ها را به متافاز دو افزایش داد      دان میزان تکوین اووسیت   یاکس
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اثر این ماده وابسته به دوز بود و در مقـادیر متخلـف، نتـایج            
 احتمالا سیستئامین در محـیط کـشت        .متفاوتی کسب گردید  

TCM-199) سیستین را به سیستئین )محیط غنی از سیستین  ،
  . کنداحیا می

طور که در بخش نتایج ذکر شده است درصـد تکـوین            همان
مولار در بالاترین حد  میلی1شگاهی در تیمار سیستئامین آزمای

دار وجـود داشـت     بوده و نسبت به تیمار کنترل تفاوت معنی       
)05/0≤P(.      مـولار نیـز     میلی 5/0 و   1/0  سطوح دیگر شامل

هاي گاوي سبب افزایش درصد بلوغ آزمایشگاهی در اووسیت
 میلی 5/0که تفاوت مابین تیمارهاي سیستئامین طوريشدند؛ به

و سبب بهبـود    ) P≥05/0(دار بوده   مولار و گروه کنترل معنی    
محیط کشت آزمایشگاهی یکی ). P≥05/0(درصد بلوغ شدند 

هایی با توان رشـد بهتـر       از عوامل بسیار مهم در تولید رویان      
بیومدیکال و بیوتکنولـوژي    -است که در تحقیقات کشاورزي    

 بهبـود   اتیضرور  بیوتکنولوژي رویانی از   .روددامی بکار می  
هاي هایی مانند انتقال هسته سلول    ها و تکنولوژي  ژنتیکی گله 
  ).5(باشد میسوماتیک 

هاي مهمی طی رشـد اووسـیت   عامل احیا کننده گلوتاتیون نقش    
یابـد؛  دارد و طی تکوین اووسیت میزان گلوتاتیون افـزایش مـی          

 هاي بالغ شده در بـدن دام نـسبت   میزان این افزایش در اووسیت    
هانگ و بر اساس گزارش . باشدبه شرایط آزمایشگاهی بالاتر می 

 در طی بلـوغ آزمایـشگاهی اووسـیت         GSHکاهش  ) 2007 (یل
گاوي منجر به متوقف شده کـاهش تـراکم پـیش هـسته نـر در              

) 2002(از طرفی دیماتوس و همکاران      . )13 (گردداووسیت می 
 مهـم در     یک نانوپروتئین سولفیدریلی   GSHاند که   گزارش کرده 

هاي پستانداران است نقش مهمـی در حفاظـت سـلول از            سلول
بنـابراین در عمـل افـزایش محتـواي         . )4 (آسیب اکسیداتیو دارد  

GSH ها براي  ترین راه ها طی مرحله بلوغ یکی از آسان       اووسیت
 ). 12(باشد افزایش شانس رشد رویان در پستانداران می

 میکرومـولار   100اده از    استف پس از ) 2006(لوسیانو و همکاران    
هاي رشد یافتـه     اي اووسیت سیستئامین بر میزان گلوتاتیون ناحیه    

 میـزان   مـشاهده کردنـد،    در داخل یا خارج بـدن گونـه اسـب         
 دار نشان نداد، اماهاي مختلف تفاوت معنیگلوتاتیون در گروه

هاي رشد یافته در  اووسیتو درصد بلوغ درمیزان گلوتاتیون  
. داري بیـشتر بـود    طـور معنـی   خارج بدن بـه   داخل نسبت به    

هـاي حبـاب زاینـده      همچنین میزان گلوتـاتیون در اووسـیت      
)Germinal-vesicle( هـاي  دار بالاتر از اووسیتطور معنیبه

این تفاوت در نتایج با نتایج تحقیـق مـا   .  بود ΙΙمرحله متافاز   
  .)11 (شاید بدلیل تفاوت در گونه دام باشد

یـک  (گزارش نمودند که سیـستئامین      ) 1999(یاموچی و ناگاي    
 و تـشکیل    GSHمیـزان   ) ترکیب تیولی با خاصیت احیاکننـدگی     
هـاي  هـاي بـدون سـلول   پیش هـسته نـر را حتـی در اووسـیت       

نتایج تحقیقی که توسط چـن       ).18(دهد  کومولوسی افزایش می  
 میکرومولار سیستئامین بـر     100بر روي اثر    ) 2005(و همکاران   

هــاي مــوش انجــام شــد نــشان داد کــه  وســیتمیــزان بلــوغ او
هـا را افـزایش     داري میزان بلوغ اووسـیت    سیستئامین بطور معنی  

 ویتاکر و همکاران ترکیبـات گامـا   2004 در سال ).1(داده است  
 گلوتامـات،  - سیـستئامین، ال - سیـستئین، ال  -گلوتامیل مانند ال  

 روي بقـا    NCSU23آلفا آمینو بوتیرات را در محـیط کـشت          -ال
اسپرمی در گـروه    در این بررسی میزان پلی    . جنین بررسی کردند  

مرکاپتواتانل نسبت به گروه کنتـرل در      آلفا آمینو بوتیرات و بتا    -ال
هـا  کمترین میزان خود بود و میزان بلاستوسیست در ایـن گـروه     

  ).17(ها بود بالاتر از بقیه گروه
ــد کــه وجــود   در مطالعــه ــولار100اي مــشاهده گردی   میکروم

 سـبب افـزایش غیــر   TCM-199سیـستئامین در محـیط کـشت    
دار اندازه دوك تقسیم نسبت به گـروه کنتـرل گردیـد و در       معنی

دار  میکرومولار سیستئامین این افـزایش معنـی       200محیط داراي   
اکـسیدان بـر روي تـشکیل      بود که نـشانه اثـر مثبـت ایـن آنتـی           

ه گرفـت    در نهایـت میتـوان نتیج ـ      ).1(باشدهاي تقسیم می   دوك
استفاده از ترکیبات تیـولی مـانن سیـستئامین در محـیط تکـوین            

هـا  تواند به بلوغ بهتر اووسیت   هاي گاو می  آزمایشگاهی اووسیت 
 .کمک نماید
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