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 . مقدمه 1

( تخمک، یکی از IVM: In Vitro Maturationبلوغ آزمایشگاهی )

 وردن تخمک بالغ است. بلوغ کاملآ دستهای نوین برای بهراه

 
ای و هم بلوغ سیتوپلاسمی نیاز دارد. ها هم به بلوغ هستهاووسیت

نقش مهمی را در میزان و  IVMشرایط کشت اووسیت در طول 
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 گیاهان داروئی موضوع:

، که استفاده بلوغ آزمایشگاهي تخمک یک روش مناسب در جهت درمان ناباروري مي باشد: مقدمه و هدف 

کلينيکي آن به واسطه موفقيت پایين با محدودیت مواجه مي باشد. این مطالعه به منظور بررسي اثر عصاره 

آبي ریشه کنگر، به عنوان یک منبع آنتي اکسيداني، بر ميزان بلوغ تخمکها در شرایط آزمایشگاهي طراحي 

 شد.  

 NMRIرس از تخمدان موش هاي سوري نژاد تخمک هاي نادر این مطالعه آزمایشگاهي،  روش تحقيق:

کامل شده   MEM-αمحيط کشت ساعت در 24به مدت  اي( جمع آوري شدند. تخمکهاي نارسهفته 4-6)

 1١کشت داده شدند )گروه کنترل( و غلظت  FCS، ml  /IUhCG 5/7 ،mIUrFSH 1١١ %5با 

ليتر ميکروگرم/ميلي 4١( و 2)گروه  ره ليتر عصاميکروگرم/ميلي 2١(، 1ليتر عصاره )گروه ميکروگرم/ميلي

( به محيط کشت بلوغ اضافه گردید. با استفاده از ميکروسکوپ اینورت مراحل بلوغ 3عصاره )گروه 

 آزمایشگاهي و از سر گيري ميوز در تمام گروه ها بررسي شد. 

یشه برگ کنگر ليتر از رميکروگرم/ميلي 1١که تخمک ها در معرض  1در گروه آزمایشي  :و بحثنتایج 

که تخمک  2بودند، ميزان بلوغ نسبت به گروه کنترل افزایش معني داري را نشان دادند. در گروه آزمایشي 

از عصاره بودند، ميزان بلوغ نسبت به گروه کنترل افزایش معني داري  ليترميکروگرم/ميلي 2١ها در معرض 

ليتر از عصاره ميکروگرم/ميلي 4١ها در معرض که تخمک  3(. در گروه آزمایشي  p<0/05را نشان مي داد )

 .p<0.05)) داري را نشان دادریشه کنگر بودند نيز ميزان بلوغ نسبت به گروه کنترل افزایش معني

نتایج این تحقيق نشان داد که تاثير عصاره آبي ریشه کنگر، داراي یک اثر  :توصيه کاربردي/ صنعتي

باشد، بطوریکه با افزایش ميزان غلظت عصاره، ميزان بلوغ تخمک مثبت وابسته به دوز در بلوغ تخمک مي 

  هاي نارس نيز افزایش مي یابد.

 :واژگاند يکل

 عصاره ریشه کنگر 

  بلوغ آزمایشگاهی 

  تخمک نارس 

  آنتی اکسیدان 

http://www.jhd.iaushk.ac.ir/
mailto:Rouhi_59@yahoo.com
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. توان (Wongsrikeao, 2006)کند کیفیت تولید جنین بازی می

و  های دمایی، غلظت اکسیژنزیستی اووسیت بوسیله تاثیرات استرس

 In vitro. شرایط کشت (Banwell, 2007)یابد گلوکز کاهش می

های غلظت اکسیژن بیشتری را دارد. گونه In vivo نسبت به شرایط

( از جمله ROS: Reactive oxygen speciesاکسیژن فعال )

( و OH•(، رادیکالهای هیدروکسیل )O2• _آنیونهای سوپراکسید )

( از طریق مسیرهای شیمیایی نرمال در H2O2پراکسید هیدروژن )

ک، نوکلئیدهای شوند که همگی قادرند با غشاء، اسیسلول تولید می

 ,.Domej et al )آنزیمها و دیگر مولکولهای کوچک واکنش دهند 

-های طبیعی به نام آنتیهای زنده محافظت کنندهارگانیسم .(2014

-کنند. این آنتیرا مهار می ROSاکسیدانت دارند که اثرات منفی 

 O2•-اکسیدانها شامل آنزیمهایی از قبیل سوپر اکسید دیسموتاز که 

 O2و  H20را به  H2O2کند، گلوتاتیون پراکسیداز که را حذف می

. به هر حال در (Venkat Ratnam et al.,  2006)کند تبدیل می

سطوح آنتی اکسیدانها  In vitroطول کشت اووسیت و جنین در 

ها از بدن دهنده جدا تر است زیرا اووسیتایینپ In vivoنسبت به 

 کهاتخم برند. دستکاریشدند و از آنتی اکسیدانهای مادری بهره نمی

مواجه  خطر لقاح آزمایشگاهی، و آزمایشگاهی بلوغ طول در جنینها و

به  دارد، به همراه را  ROS فعال هاینمونه از بالایی سطوح با شدن

 الایب تراکم در جنین کشت و لقاح تخمک، نآسپیره کرد که ایگونه

 .کند تولید را آزاد هایاز رادیکال بالاتری مقادیر تواندمی اکسیژن

های موش در مرحله تسهیم اولیه جنین  H2O2و  O2•-مقادیر بالای  

( In Vivo( در مقایسه با محیط بدن )In Vitroدر محیط آزمایشگاه )

با توقف تکوین اولیه در محیط  تواندتشخیص داده شده است که می

 ;Nasr-Esfahani et al., 1991)آزمایشگاه ارتباط داشته باشد 

Pfeifer et al., 2012)آزاد هایرادیکال انواع تولید بین . تعادل 

 آوردن دستبه برای مهمی عامل ها،آن دام انداختن به و اکسیژن

. بنابراین (De Lamirande, 1997)است  آزمایشگاه در توانایی لقاح

ها به محیط کشت ممکن است برای بلوغ اضافه کردن آنتی اکسیدان

آزمایشگاهی تخمک مهم باشد. مواد آنتی اکسیداتیو از عملکرد 

. مطالعات  (Aruoma, 2003)کنند رادیکالهای آزاد جلوگیری می

ین تترا آمدی اد آنتی اکسیداتیو از جمله اتیلنقبلی نشان دادند که مو

و  C، ویتامین (Gardner et al., 2000)( EDTAاسید )-استیک

ظرفیت  In vitroدر طول کشت  E (Vermeiden, 1995)ویتامین 

دهند. در تحقیقات نشان داده است که تکوین جنین را افزایش می

خصوصیات درمانی گیاهان ناشی از مواد شیمیایی آنها است که دارای 

-ارهدادند که عصاکسیداتیو هستند. چندین مطالعه نشان اثرات آنتی

اکسیداتیو در محیط آزمایشگاه های گیاهی دارای خصوصیات آنتی

 ,Nehir, 2004; Alpinar, 2009; Golkar-Narenji)هستند 

2010; Tavana, 2012a) خصوصیات آنتی اکسیداتیو ریشه کنگر .

. در این مطالعه (Azeez, 2012)در مطالعات قبلی گزارش شده است 

تاثیر عصاره آبی ریشه کنگر بر بلوغ آزمایشگاهی تخمک مورد بررسی 

 قرار گرفت.   

 مواد و روش ها   .2

 (Gundelia Tournefortiiتهیه عصاره ریشه کنگر  ). 2-1

 شستشو از بعد شد، تهیه کیلوگرم 5/2 مقدار به کنگر گیاه ریشه

 انیکیمک آسیاب توسط کنگر گیاه خشک ریشه گردید خشک سایه در

گرم از ماده خشک گیاه را داخل ظرف  222آمد.  در پودر صورت به

اضافه کرده  %72برابر آن حلال اتانول  7-8درب دار ریخته و به مقدار 

درجه قرار داده  85-52ساعت در آون در دمای  28-88و به مدت 

تگاه دسشد. سپس نمونه را برداشته و آن را صاف کرده و با استفاده از 

روتاری حلال از عصاره جدا شد. عصاره ها قبل از استفاده در محیط 

فیلتر میکرومتر،  2/2سرنگی کشت بلوغ تخمک، توسط فیلتر سر 

 .(Golkar-Narenji et al., 2010شدند )

 عصاره اکسیدان آنتی خاصیت . بررسی2-2

اکسیدان عصاره ریشه کنگر توسط روش میزان فعالیت آنتی

DPPH گیری گردید. این روش مطابق مطالعات قبلی انجام شد هانداز

(Ogasawara, 2007) گرم از عصاره را در ا سی سی از  20/2. مقدار

حلال اتانول حل شد و از آن رقت های مختلف تهیه گردید. سپس 

)یک ترکیب شیمیایی که از رادیکالهای آزاد  DPPHگرم  01/2مقدار 

( حل گردید. Merck) %88اتانول  CC 522تشکیل شده است( در 

میکرولیتر از رقت های مختلف عصاره  022از آن را با  CC 8/1مقدار 

 ترکیب کرده و بعد از نیم ساعت با دستگاه اسپکتروفوتومتر 

(WLICO در طول موج )نانومتر، عدد جذبی  507، بازار مشترک

کشت بلوغ  نمونه ها خوانده شد عصاره ها قبل از استفاده در محیط

 شدند.میکرومتر فیلتر  2/2سرنگی تخمک توسط فیلتر سر 
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 نارس تخمكهاي . تهیه2-3

با  ایهفته NMRI 8-6های سوری نژاد در این تحقیق از موش 

تهیه شده از انستیتو رازی کرج )ایران(  گرم 25-22وزن تقریبی 

 درجه سانتیگراد و 22±2استفاده شد. حیوانات در شرایط استاندارد 

ساعته و دسترسی کافی به غذای فشرده  02سیکل روشنایی و تاریکی 

های استاندارد نگهداری کشی تصفیه شده، درون قفسو آب لوله

ها در های ماده با قطع نخاع کشته شده و تخمدان آنشدند. موش

 522ها به داخل قطرات شرایط استریل خارج شدند. سپس تخمدان

 %5( حاوی Gibco- USA)  MEM-ɑمیکرولیتری محیط کشت 

FCS  در زیر مینرال اویل )جهت جلوگیری از انتقال آلودگی( منتقل

 از  استفاده با و حذف تخمدان اطراف اضافی هایشدند. سپس چربی

های نارس و حاوی وزیکول های انسولین تشریح شده و تخمکسرنگ

جدا های گرانولوزا ( همراه با سلولGV: Germinal Vesicleزاینده )

 اطراف آن گرانولوزای کردن، سلولهای پیپت روش شدند. سپس با

( با سیتوپلاسم روشن GVنارس هسته دار ) شد. تخمکهای برداشته

( یکنواخت برای چهار گروه ZP: Zona Plucidaو زونا پلوسیدا )

 انتخاب شدند. 

 ها. بلوغ تخمک2-4

 ها گرفته شده و درموش از نارس تخمک 022: کنترل گروه

قرار داده شد. گروه آزمایشی یک:  FCS %5حاوی  MEM-ɑمحیط 

  FCS ،ml %5حاوی  MEM-ɑتخمک نارس در محیط  022

/IUhCG 5/7  ،mIUrFSH 022  لیتر عصاره میکروگرم/میلی 02و

تخمک نارس در  022ریشه کنگر قرار داده شد. گروه آزمایشی دو: 

 FCS ،ml  /IUhCG 5/7  ،mIUrFSH %5حاوی  MEM-ɑمحیط 

لیتر عصاره ریشه کنگر قرار داده شد. گروه میکروگرم/میلی 22و  022

 %5حاوی  MEM-ɑتخمک نارس در محیط  022آزمایشی سه: 

FCS ،ml  /IUhCG 5/7  ،mIUrFSH 022  میکروگرم/میلی 82و-

 مدت به گروه هر هایلیتر عصاره ریشه کنگر قرار داده شد. تخمک

قرار  CO2 5%با  سانتیگراد درجه 17 داخل انکوباتور ساعت در 28

 بلوغ آزمایشگاهی مراحل معکوس، میکروسکوپ سپس با و داده شدند

 هسته با بررسی شد. تخمکهای گروهها تمام در میوز سرگیری از و

میوز و بدون هسته  تقسیم نشانه شروع با عنوان به شده شکسته

(GVBD: Germinal Vesicle Break Down) دارای تخمکهای و 

MII (Metaphase II )یا  بالغ تخمکهای عنوان جسمک قطبی به

  .گردیدند شناسایی

 . آنالیز آماري2-5

 ANOVAآماری  آزمون به وسیله ابتدا هاداده در تحقیق حاضر،

  13افزار نرم از با استفاده و توکی آزمون وسیله به سپس و  یکطرفه

SPSS نتایج بین  و تفاوت گرفت قرار نهایی و تحلیل تجزیه مورد

 دار، تلقی گردید.معنی >25/2pحداقل های مختلف با گروه

 نتایج و بحث. 3

 DPPHآنالیز . 3-1

، با افزایش میزان غلظت 0شکل نتایج حاصل نشان داد که طبق 

افزایش می  DPPHعصاره ریشه کنگر، میزان درصد مهار کنندگی 

نولی رکیبات فیابد. مطالعات قبلی نشان دادند که گیاه کنگر دارای ت

اکسیدانی است، که این ماده دارای اثرات آنتی Quercetinاز قبیل 

 های رادیکالهای آزاد عمل باشد و به عنوان مهارکنندهقوی می

 .  (Apak, 2007)کند می

 . بلوغ آزمایشگاهی تخمک3-2

مراحل مختلف بلوغ تخمک نشان داده شده است. در  2شکل در 

کشت بلوغ ساعت در محیط  28ها به مدت مطالعه حاضر تخمک

ه طور کحاوی غلظتهای مختلف عصاره ریشه کنگر قرار گرفتند. همان

درصد  21نشان داده شده است، در گروه کنترل در  0جدول در 

درصد  67تخمک ها، نشانی از شروع علائم میوز دیده نشد. و در 

تخمکهای نارس از سرگیری میوز مشاهده شد. در حالیکه در گروه 

میکروگرم/میلی لیتر از  02ا در معرض غلظت ، که تخمکه0آزمایشی 

درصد  82درصد آنها میوز را آغاز نکردند ولی  08عصاره کنگر بودند، 

 GVBDدرصد در مرحله  00میوز را از سر گرفتند که از این بین تنها 

پیش رفتند که آماده لقاح هستند  MIIمتوقف شدند و بقیه تا مرحله 

 Pداری را نشان دادند )عنیکه نسبت به گروه کنترل اختلاف م

value<0.05 درصد تخمکها میوز را آغاز  00 2(. در گروه آزمایشی

 02درصد میوز را از سر گرفتند که از این بین تنها  88نکردند ولی 

پیش  MIIمتوقف شدند و بقیه تا مرحله  GVBDدرصد در مرحله 



 111-111)ویژه نامه فارسی(،  3ششم، شمارهسال  ،داروهاي گياهي

111 

 

-عنیم رفتند که آماده لقاح هستند که نسبت به گروه کنترل اختلاف

(. مشاهدات میکروسکوپی نشان P value <0.01داری را نشان دادند )

 82، که تخمکها در معرض غلظت 1داد که در گروه آزمایشی 

میکروگرم/میلی لیتر از عصاره ریشه کنگر بودند، میزان از سرگیری 

 81میوز نسبت به گروه کنترل افزایش معنی داری را نشان داد )

(. بهبود در بلوغ تخمک ممکن 1شکل ( )P value <0.05درصد( )

است ناشی از اثرات آنتی اکسیدانی عصاره ریشه کنگر باشد که 

 کند. رادیکالهای آزاد را در محیط کشت بلوغ، مهار می

 

 .تاثیر عصاره ریشه کنگر بر میزان بلوغ آزمایشگاهی تخمک .1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مختلف عصاره ریشه کنگر بوسیله غلظتهای DPPHدرصد مهاری  .1شكل 
 

Wang گاو های( گزارش دادند تکوین جنین0882کاران )و هم 

است  درصد 02 اکسیژن از درصد بیشتر 5 اکسیژن بلاستوسیت در به

(Wang, 1992) .از اکسیژن غلظت بالای که رسدنظر می به بنابراین 

غلظت  .کندمی جلوگیری بلاستوسیت مرحله به جنینهای گاو رسیدن

 در ROSافزایش  بدلیل آزمایشگاهی کشت طی در اکسیژن یبالا

-یکاهش م را تکوین توانایی تکوین، در حال هایجنین سیتوپلاسم

 2Oغلظت  به وابسته . فعالیت اکسیدازی(Kwon, 1999)دهد 

 در اکسیدازها فعالیت این برای محیطی دارد و غلظت مناسب اکسیژن

دارند  قرار نبد در است که هاییآن از بیشتر کشت محیط

(Halliwell,  2009). 

 (× 100مراحل مختلف بلوغ اووسیت. )بزرگنمایی: . 2شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 = *های آزمایشی. ها در گروهاز سرگیری میوز و بلوغ اووسیت .3شكل 

 .معنی دار در مقایسه با گروه کنترل

 

 22 اکسیژن فشار شده تحت های کشتدر جنین 2O2Hمقدار 

تحت این شرایط به مقدار بالاتری تولید  بالاست که اکسیدازها درصد

-یم کارآمد اکسیدانآنتیهای سیستم ها،سلول بسیاری در .شوندمی

تضعیف کنند.  ROSتوسط به دام انداختن  را اکسیداتیو فشار توانند

 هایلولدر س مهم غیر پروتئینی سولفیدریل یک ترکیب گلوتاتیون

 آسیب از حفاظت سلول در را نقش مهمی و است پستانداران

ش تخمک گزار بلوغ طی گلوتاتیون در شدن ساخته. دارد اکسیداتیو

 .  همچنین مطالعات نشان دادند که(Miyamura, 1995)ست شده ا

محیط  هب سیستئین و بتامرکاپتواتانول ،تئامینسیس اضافه کردن

 بعد ار سلولی گلوتاتیون داخل محتوی خوک و گاو تخمک بلوغ کشت

هد دمی بهبود را جنین و کیفیت تکوین و دهندمی افزایش بلوغ از

(De Mutos, 2000) بنابراین بهبود در میزان بلوغ تخمک در تحقیق .
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رسد با اثر عصاره ریشه کنگر بر سطوح گلوتاتیون در حاضر به نظر می

کارانش نشان و هم Wangی اارتباط دارد. در مطالعه MIIهای تخمک

های چایی سبز به فنولهای مختلف پلیدادند که اضافه کردن غلظت

اکسیدان به محیط کشت جنین، تشکیل بلاستوسیست را عنوان آنتی

 2کاران، تاثیر همزمان و هم Choe. (Wang, 2007)دهد افزایش می

 آنتی اکسیدان بتامرکاپتواتانول و گلوتاتیون را بر میزان بلوغ اووسیت

ها نشان داد که هم و تکوین جنین خوک بررسی کردند. نتایج آن

نین چهای جنینی و هممیزان بلوغ تخمک و هم تشکیل بلاستوسیست

ا، هها در هر بلاستوسیست تحت تاثیر آنتی اکسیدانتعداد سلول

محققان تاثیر گل  2202در سال . (Choe, 2010)افزایش می یابد 

ها، اکسیدان( را به عنوان منبعی از آنتیPapaver rhoeasشقایق )

 مک های نارس موشبر رشد و بلوغ آزمایشگاهی و قابلیت تکاملی تخ

های پایین عصاره مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که غلضت

سبب بهبود میزان بلوغ تخمک و تشکیل بلاستوسیست در مقایسه با 

یابد. در حالیکه داری نمیشود اما افزایش معنیگروه کنترل می

داری در میزان بلوغ تخمک های بالاتر سبب افزایش معنیغلظت

و  Tavana. (Golkar-Narenji, 2010) به کنترل شده بودنسبت 

 (.Crocus sativus L) ( تاثیرات عصاره آبی زعفران2202کاران )هم

را بر بلوغ آزمایشگاهی و تکامل جنین در تخمک های نارس موش 

ای هغ در همه گروهمورد مطالعه قرار دادند. نتایج آشکار کرد میزان بلو

های مختلف زعفران نسبت به کنترل به طور معنی تیمار شده با غلظت

 های پایین نسبتداری بالاتر بود ولی میزان لقاح اووسیت در غلظت

به گروه کنترل بالاتر بود که این یافته ها را به دارا بودن محتوی بالای 

   .(Tavana, 2012b)آنتی اکسیدانی گیاه زعفران نسبت دادند 

های به عمل آمده مطالعه حاضر برای بنابراین بر اساس بررسی

اولین بار اثر مفید استفاده از عصاره ریشه کنگر در پیشبرد بلوغ 

آزمایشگاهی تخمک، مشخص کرد. نتایج حاصل از این تحقیق و 

های گیاهی به دهد که اضافه کردن عصارهه نشان میمطالعات گذشت

وده و تر بهای طبیعی، ایمناکسیدانمحیط کشت بلوغ به عنوان آنتی

 اثرات جانبی کمتری دارد. 

 نتیجه گیري . 4

-داناکسیاستفاده از محیط کشت بلوغ تخمک کامل شده با آنتی

عداد هایی از قبیل عصاره کنگر، ممکن است بتواند به افزایش ت

ور کمک کند. به ط های حاصل شده از بلوغ آزمایشگاهیبلاستوسیست

تواند با یک روش وابسته به دوز سبب کلی عصاره ریشه کنگر می

افزایش میزان بلوغ آزمایشگاهی تخمک نارس موش کوچک 

 آزمایشگاهی شود.
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