
 17 ...و تاثیر آن بر روی BPA بررسی رابطه بین افزایش غلظت

 

 
Research Article 

 

The Relationship between BPA Concentration 

Increasing and Changes of the Expression 

of Notch1-3 and Caspase 3/7 Genes 

in the Cumulus Cells of Infertile Women 

with Poor Ovarian Response
1
 

 
Somayeh Aftab Savad PhD. Student, Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Science and Research Branch, 

 Islamic Azad University, Tehran, Iran. somaye.aftab@gmail.com 

Zahra Noor Mohammadi Associate Professor, Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Science and Research 

 Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran (Corresponding Author). 

 z-nouri@srbiau.ac.ir 

Ashraf Moeini Professor, Department of Endocrinology and Gynecology Infertility, Reproductive Medicine 

 Research Center, Royan Reproductive Biomedical Institute, Tehran, Iran. 

 ashraf.moieni@gmail.com 

Morteza Karimipour Professor, Department of Molecular Medicine, Biotechnology Research Center, Pasteur Institute of 

 Iran, Tehran, Iran. mortezakarimi@yahoo.com 

 

Abstract 

Introduction: The aim of this study was to investigate the relationship between BPA 

concentration and alterations of Notch1, Notch2, Notch3, Caspase-3 and Caspase-7 genes 

expression in the cumulus cells of infertile women with poor ovarian stimulation 

response (POR) following the antagonist protocol.  
Materials and Methods: In this case-control study performed on 80 POR patients 

under 35 years of age, with 4-9 oocyte in puncture date, patients were divided into two 

groups. The first group consisted of 40 POR women who used plastic containers and the 

second group consisted of 40 POR women who used less plastic containers. Changes in 

the expression of Notch and Caspase genes in cumulus cells were evaluated using 

Q-PCR technique. 
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Results: In the POR patients, the expression of Notch1-3 genes in the first group was 

significantly lower than the second group (p<0.05). In contrast, the expression of 

Caspase-3 and Caspase-7 genes in the first group was significantly higher than the 

second group (p<0.05).On the other hand, in both groups, was a statistically significant 

correlation (p<0.05) between the expression levels of Notch1-3, Caspase-3 and Caspase-7 

genes and quality of Oocytes. Also, concentration of BPA in the follicular fluids of the 

first group was higher compared to the second group (p<0.05). 

Conclusion: Alterations in the expression of Notch and Caspase genes in POR 

patients are associated with increased BPA concentration. Also, Increasing of the BPA 

concentration can be considered as an effective factor on the reducing of reproduction 

and oocyte growth. 

 

Keywords: Reproduction, Oocyte growth, Embryo quality, BPA concentration. 
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و تاثیر آن بر روی  BPA بررسی رابطه بین افزایش غلظت

های   در سلول Caspase3/7و  Notch1-3 های  تغییرات بیان ژن

1کومولوس زنان نابارور با پاسخ ضعیف تخمدان
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  چکیده
موجود در مایع فولیکولی و تاثیر آن بر روی  BPA هدف این پژوهش بررسی رابطه بین غلظت هدف:

های کومولوس زنان   در سلول Caspase-7و  Notch1 ،Notch2 ،Notch3 ،Caspase-3های  تغییرات بیان ژن

نتاگونیست ( به دنبال تحریک تخمدانی با پروتکل آPOR Responseنابارور با پاسخ تحریک ضعیف تخمدان )

 ( است. GnRHهورمون آزادکننده گنادوتروپین )

سال انجام شد که  42تر از  با سن کم POR بیمار زن 30شاهدی بر روی -این مطالعه مورد مواد و روش:

بندی شدند. گروه اول شامل  تخمک بالغ بودند. بیماران در دو گروه دسته 3-9در روز پانکچر تخمدان دارای 

 بودند PORزن  30کردند و گروه دوم شامل   که از ظروف پلاستیکی استفاده میبودند  PORزن  30

 های کومولوس با استفاده از  تری از ظروف پلاستیکی داشتند. تغییرات بیان ژن در سلول که استفاده کم

Real time PCR  .ارزیابی شد 

                                                        

 ( انجام شد.12888509پژوهش حاضر در پژوهشگاه رویان با شماره طرح ) .1

ژنتیک مولکولی، دانشجو: سمیه افتاب سواد با عنوان:  -شناسی رساله دکتری تخصصی رشته زیست پژوهش حاضر برگرفته از:
بین گروه پاسخ به درمان و عدم پاسخ به درمان در  ICAM-2و  ICAM-1های  ی الگوی بیان ژن، متیلاسیون و پروتئین  مقایسه

پور، ارائه   تید مشاور: اشرف معینی و مرتضی کریمی، استاد راهنما: زهرا نورمحمدی؛ اساPoor Responseزنان نابارور 
 است. 5911شده در دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران در سال 

 87/89/5288 تاریخ پذیرش:؛  41/55/5911 تاریخ دریافت:
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تر از گروه  داری کم  در گروه اولیه به طور معنی Notch3و  Notch1 ،Notch2های  میزان بیان ژن نتایج:

در  در گروه اول POR در بیماران Caspase-7و  Caspase-3در مقابل، میزان بیان  >p). 02/0بود ) دوم

بین سطح >p) 02/0داری )  از طرف دیگر، همبستگی آماری معنی>p). 02/0بالاتر بود ) مقایسه با گروه دوم

با کیفیت تخمک بین دو گروه وجود  Caspase-7و  Notch1 ،Notch2 ،Notch3 ،Caspase-3های بیان ژن

 >p). 02/0بیشتر بود ) در مقایسه با گروه دوم در مایعات فولیکولی گروه اول BPA داشت. میزان غلظت

ارتباط مثبت  BPA با افزایش غلظت POR های مورد مطالعه در بیماران  تغییرات بیان ژن گیری: نتیجه

توان به عنوان یک عامل موثر در کاهش تولیدمثل و کاهش رشد   را میBPA معناداری دارد. افزایش غلظت 

 تخمک در نظر گرفت.

 

 .BPAتولیدمثل، رشد تخمک، کیفیت جنین، غلظت  ها: کلیدواژه
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 . مقدمه 1

اشیاء پلاستیکی با ترکیبات مختلفی که دارند، برای سلامت افراد مضرّ هستند، برخی از این 
 مواد پلاستیکی (.5گذارند )  طور مستقیم بر عملکرد سیستم جنسی زنانه و مردانه آثار منفی می مواد به
)  کربنات نوعی پلاستیک است که حاوی بیس فنول  اند و پلی  کربنات ساخته شده  از پلی

1
BPA) A 

و... وجود دارد  وکنسر های  قوطی های آب،  در بسیاری از موارد روزمره مانند بطری BPA باشد. می
اختلال در عملکرد تخمدان و رحم  و کیفیت تخمک سبب کاهش (. این ماده شیمیایی4)

 قرار BPA هایی که در معرض ماده شیمیایی  گردد. از طرف دیگر، دیده شده است که جنین می
های پژوهشی نشان داده  (. یافته9رو هستند ) گیرند، پس از تولد با مشکلات سلامت روبه  می

ها بعد با احتمال  گیرند، سال حتی با مقدار کم قرار می BPA هایی که در معرض است، جنین
در  BPA(. در حقیقت، بیشترین موارد استفاده از 2شوند ) بیشتری به سرطان سینه مبتلاء می

های آب معدنی،  های شفاف و نشکن است که از آنها برای ساخت شیشه کودکان، بطری کپلاستی
ممکن است بر بیان  BPA شود. های ورزشی و نظایر آن استفاده می های مخصوص نوشیدنی بطری

هایی که در فرایند   های مربوط به باروری که از نزدیک با تولیدمثل ارتباط دارند، مانند ژن  ژن
های   فولیکولوژنزیس دخیل هستند، تأثیر بگذارد. فولیکولوژنز به ارتباط بین تخمک و سلول

بر هورمون  BPAترین تاثیر  های کومولوس اطراف احتیاج دارد. شاخص  سوماتیک، مانند سلول
تواند بر عملکرد جنسی و تولیدمثل زنان تاثیر منفی  استروژن )هورمون جنسی زنانه( است که می

و نقش آن در تغییرات بیان  BPA روی چگونگی اثر های اخیر، مطالعات بر (. در سال0،1د )بگذار
گذاری، رشد تخمك و سایر  ژن و همچنین اثر آن بر روی تغییرات عملکرد تخمدان، رحم، تخمك

طور که گفته شد، یکی از عوارض این مواد  (. همان7های تولیدمثل بسیار افزایش یافته است ) اندام
 یگذار کل بدون تخمكیباشد. در واقع س می IVFگذاری در بیماران  ش تحریک تخمککاه

اتفاق  یگذار  تخمك ناتوان بوده و تخمك یآن تخمدان از رهاساز یاست که در ط یکلیس
افتد، زنان با تحریک ضعیف تخمدان  یاتفاق نم یگذار به خانمی که در او تخمك افتد، ینم
((

2
POR response ( 0گویند.) 

پایین   های ذخیره تخمدانی سال با سیکل 91تر از  زنان با تحریک ضعیف تخمدان، زنان جوان
                                                        

1. Bis- Phenol A 
2. Poor Ovarian Response 
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1و 
AMH 2و  7/8تر از  کم

FSH  مرتب  های مرتب و یا نا هستند، که ممکن است پریود 54بالاتر از
 تشخیصفولیکول است.  1تر از   هایشان کم  های آنترال در تخمدان داشته باشند و تعداد فولیکول

POR response  با استفاده از آزمایش خون و سونوگرافی است. در واقع پاسخ ضعیف تخمدان با
3کاهش تولید فولیکول/تخمک پس از تحریک بیش از حد تخمدان در درمان 

IVF  مشخص
نرخ لقاح و  PORدهندگان تحریک تخمدان طبیعی، بیماران مبتلاء به   شود. در مقایسه با پاسخ می

 کیفیت دارای POR این، زنان مبتلاء به (. علاوه بر1دهند )  تر جنین را نشان می ایینکیفیت پ

نسبت به سایر زنان نابارور هستند که باعث کاهش کلی  IVF تری از تخمک در چرخه  پایین
در زنان در سن  POR شود. با این حال، علت اساسی  و کاهش نرخ بارداری می IVF موفقیت

از  IVF موجود در درمان POR درصد موفقیت بارداری زنان شن نشده است.تولیدمثل، هنوز رو
ها و مواد کمکی مختلف برای تحریک تخمدان آنها، برای   باشد، اگرچه پروتکل می %42تا  1%

سود  POR رسد که برای بیماران مبتلاء به  بهبود پاسخ تخمدان پیشنهاد شده است، اما به نظر می
شناسایی شده  POR های تشخیصی زیادی برای بیماران  (. امروزه پارامتر58چندانی نداشته است )

(. همانطور که اشاره 55است ) 4که معتبرترین آنها از نظر متخصصان ناباروری معیارهای پوزیدون
روی کیفیت تخمک  تری از تخمک هستند، عوامل زیادی بر  پایین کیفیت دارای PORشد، زنان 

ترین عوامل اختلال در   روزه مواد موجود در مواد پلاستیکی جزء یکی از مهمگذارند، که ام  تاثیر می
(. از طرف دیگر، همانطور که اشاره شد، یکی دیگر از مضرات 54اند )  بلوغ تخمک شناسایی شده

BPA های مرتبط با تخمک و جنین است. مسیر سیگنالینگ   تغییر میزان بیان ژنNotch نقش 
های تمایز یافته و کاهش   سلولی شامل تکثیر سلولی، حفظ بقای سلولمهمی در مسیر تکامل 

رسد اعمال   آپوپتوز دارد، هرچند جزئیات عمومی این عملکرد کاملّا مشخص نیست. به نظر می
های   یا پروتئین NF-Κbو  Aktهایی مثل  از طریق اینتراکشن با مولکول Notch آپوپتوزی  آنتی

های  به طور فعال بوسیله سلول Notchهای  گردد. ژن اعمال می Bax لریمادلینگ میتوکندریایی مث
کنند که   شوند و نقش مهمی در فولیکولوژنز ایفا می  کومولوس نیز در حین فولیکولوژنز بیان می

                                                        
1. Anti Müllerian Hormone 

2. Follicular Stimulation Hormone 

3. In Vitro Fertilization 

4. Poseidon group 
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طور که قبلًا نیز ذکر شد،  (. از طرف دیگر، همان59گردد )  منجر به رشد صحیح و کامل تخمک می
های کومولوس دوطرفه بوده، لذا، به دلیل این وابستگی، به احتمال زیاد   لولارتباط بین تخمک و س

گذارد، اثر مشابهی بر روی   های کومولوس تاثیر می  هر فرایند مرتبط با آپوپتوز نیز که بر سلول
تخمک هم خواهد داشت. کاسپازها، خانواده محافظت شده تکاملی پروتئینازهای سیستئین هستند 

در فرایند آپاپتوز بسیار  7و  9باشند، به ویژه کاسپاز  یسم آپوپتوز بسیار ارزشمند میکه برای مکان
های گرانولوزا و   نماید بین آپوپتوز سلول  حائز اهمیت هستند. مطالعاتی وجود دارد که اذعان می

 داری نیکومولوس و توانایی تکوین سیتوپلاسمی، میوز تخمک، توانایی لقاح و میزان کلیواژ، ارتباط مع
های  خودی سلول (. چندین گزارش نیز در مورد ارتباط شفاف بین آپوپتوز خودبه52وجود دارد )

های گرانولوزا با  خودی سلول (. شیوع بالای آپوپتوز خودبه51وجود دارد ) IVF گرانولوزا و نتیجه
حاملگی اندازه کوچک فولیکول، تعداد تخمک بدست آمده، کیفیت پایین تخمک و میزان پایین 

 یگذار  زه بعد از تخمکیل به بافت لوتئینیتبد یگرانولوزا برا یها  سلول ی(. بقا50مرتبط است )
ت ضد یکند که خود خاص  ید پروژسترون میزه شده، تولینیاست. بافت لوتئ یلازم و ضرور یامر

های   سلول (. لذا، شیوع آپوپتوز57کند )  یفا میا یباردار یدر بقا یدارد و نقش مهم یآپوپتوز
و کاهش باروری  IVF-ETکیفیت تخمک، نتیجه  کننده  بینی تواند به عنوان پیش  کومولوس می

 (.50مرتبط با افزایش سن باشد )
، Notch1های و تغییرات بیان ژن BPA رو هدف مطالعه حاضر ارزیابی رابطه بین غلظت از این
Notch2 ،Notch3،Caspase-3  وCaspase-7 های کومولوس زنان   در سلولPOR ناباروری است 

AFC>5 تخمک بالغ داشتند، همچنین دارای 2-1که در روز پانکچر آنها بین 
 AMH>1.2 ng/ml و 1

با کیفیت تخمک و جنین در زنان  BPA بودند. از طرف دیگر، در این مطالعه ارتباط بین غلظت
 به دنبال تحریک کنترل شده تخمدان نیز بررسی شد.  POR نابارور مبتلاء به

 شناسی پژوهش . روش2

 . جامعه آماری و پروتکل تحریک تخمدان2-1

 1bبه عنوان زیرگروه  Poseidon که قبلًا توسط معیارهای POR زن نابارور 08در این مطالعه 
                                                        

1. Antra follicle count 



 1244 تابستان، 24شماره ، 11دوره ، بیولوژی کاربردی 51

م داخل (. این زنان همگی تحت تزریق اسپر51تشخیص داده شده بودند، شرکت کردند )
) سیتوپلاسمی

1
ICSI) سال بود و همسران آنها نتایج  91تر از  قرار گرفتند. سن همه بیماران کم

 اسپرموگرام طبیعی داشتند. 
که بیش از اندازه از ظروف  POR بیمار 28بندی شدند: گروه اول شامل  بیماران در دو گروه طبقه

تر از ظروف پلاستیکی استفاده  که کم POR بیمار 28پلاستیکی استفاده داشتند و گروه دوم شامل 
 .(51آوری شد ) کردند. اطلاعات استفاده از ظروف پلاستیکی با استفاده از پرسشنامه معتبر جمع  می

در این مطالعه گروه سبک زندگی سالم شامل زنانی بود که در زندگی روزمره خود از ظروف 
های گرم و همچنین نگهداری   گرم، نوشیدنیپلاستیکی به میزان کم برای گرم کردن غذا، غذاهای 

از طرف دیگر، گروه بدون عادات سبک زندگی سالم شامل زنانی  کردند.  مواد غذایی استفاده می
های گرم و مواد   بودند که از ظروف پلاستیکی بیش از حد برای ذخیره غذا، گرم کردن غذا، نوشیدنی

به عادات سبک زندگی سالم با استفاده از  اطلاعات مربوط کردند.  غذایی گرم استفاده می
 پرسشنامه معتبر نحوه سبک زندگی بدست آمد. این پرسشنامه شامل سوالات دقیقی بود، از جمله:

شما در زندگی روزمره به چه میزان برای غذای گرم، نوشیدنی گرم و مواد غذایی از ظروف 
 کنید؟  تیکی استفاده میکنید؟ در چه مواردی از ظروف پلاس  پلاستیکی استفاده می

با عادات سبک زندگی سالم و  PORهایشان در دو گروه زنان   بیماران بر مبنای نتیجه پرسشنامه
 بندی شدند. با عادات سبک زندگی غیر سالم گروه PORزنان 

گذاری در این طرح از پروتکل آنتاگونیست   های بیمار و تحریک تخمک  برای آمادگی تخمدان
2 ساعت پس از تزریق 90ها   های کومولوس از اطراف تخمک  آوری سلول جمعاستفاده شد. 

hCG 
 (.51ها انجام شد )  و پس از پانکچر تخمدان

  RNA. استخراج2-2

 cDNAو سنتز  RNA . استخراج2-2-1

RNA های کومولوس استخراج شد و سنتز   کل سلولcDNA  ازRNA های   کل سلول
 (.51کومولوس انجام گردید )

                                                        
1. Intracytoplasmic Sperm Injection  

2. Human Chorionic Gonadotropin 
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برداشته شد و به یک ویال  I DNaseی تیمار شده با  RNAمیکروگرم از cDNA 5برای سنتز 
 ( وRandom Hexamerمیکرولیتر پرایمر هگزامر تصادفی ) 5میکرولیتر منتقل شد. سپس  4/8
به ویال اضافه گردید و در نهایت حجم محلول حاصل با  Oligo Dt Primerمیکرولیتر پرایمر  5

  درجه 78دقیقه در دمای  1ویال به مدت  میکرولیتر رسید. 48به  DEPCآب مقطر حاوی 
به خوبی صورت پذیرد. سپس مجدداً  RNAسانتیگراد قرار داده شد تا واکنش اتصال پرایمر به 

 ویال به روی یخ منتقل شد.

( نیز به ویال RT-Mixشده )  خلوط تهیهگردید. م ، تهیهRT-Mixپس از آن مخلوطی به نام 
در  سانتیگراد انکوبه گردید.  درجه 41دقیقه در دمای  1ه شد، سپس ویال مذکور به مدت اضاف

RTاضافه شد. این ویال،  بردار معکوس میکرولیتر از آنزیم نسخه 5نهایت، به ویال 
نام گرفت.  +

RTبرای اطمینان از درستی انجام واکنش، ویال
RT نیز تهیه شد. در واقع ویال -

 مواد مورد  ، همه-

، cDNAمیکرولیتر از  5را دارا است، با این تفاوت که به جای اضافه کردن  cDNA نیاز جهت سنتز
RTشود. در نتیجه در ویال  به آن افزوده می DEPCمیکرولیتر آب مقطر حاوی  5

، به دلیل حضور +
cDNA برداری معکوس انجام و  واکنش رونوشتcDNA که در ویال شود، در حالی سنتز می  RT

- 
RTهای ویال شود. نمی ، این واکنش انجامcDNAبه دلیل عدم وجود 

RTو  +
 PCRدر دستگاه  -

ثانیه و  7سیکل، 5درجه و سیکل بعدی  24دقیقه و  41سیکل،  5دستگاه   قرار داده شدند. برنامه
 درجه بود. 01

با  Notch1, Notch2, Notch3, Caspase-3, Caspase-7 های  . بررسی بیان ژن2-3

  Quantitative Real time PCR نیکتک

گیری  اندازه 1و به وسیله دستگاه ترموسایکلر qRT-PCRهای مورد مطالعه با   سطوح بیان ژن
 به عنوان ژن هدف Notch1, Notch2, Notch3, Caspase-3, Caspase-7 های شد. ژن

 ژن 1ها برای   شنمونه استفاده گردید. واکنسازی هر  برای نرمال 18srRNA انتخاب شدند و از
Notch1 ،Notch2 ،Notch3 ،Caspase-3  وCaspase-7 با سه تکرار بیولوژیک برای هر ژن 

انجام شد.  (TAKARA, Japan, cat Number: 6210B)تاکارا و در هر نمونه، با استفاده از کیت 

                                                        
1. Applied Biosystems Step OnePlus 
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 میکرولیتر مستر میکس همراه با سایبر گرین، 58شامل  میکرولیتر 48ها در حجم   واکنش
 Reverse(nM 188)  میکرولیتر پرایمر 5و  Forwardمیکرولیتر پرایمر  cDNA ،5میکرولیتر  5

 به عنوان ژن مرجع استفاده گردید. 18srRNAو بر اساس پروتوکل شرکت انجام شد. ژن 
از  PCR اند. برای ارزیابی ویژگی احی شدهطر Primer Express 3.0 افزار ها توسط نرم  پرایمر

های استاندارد استفاده  تحلیل منحنی ذوب استفاده شد. برای ارزیابی کارایی پرایمرها از منحنی
 ( تعیین شد. از روش(thresholdفرض  با استفاده از تنظیمات آستانه پیش Ct های گردید. داده

-ΔΔCT4  تجزیه و تحلیل منحنی ذوب  ها استفاده گردید. ژنبرای تجزیه و تحلیل سطح بیان نسبی
 های انجام شد. برای بررسی اینکه آیا تفاوتی بین بیان ژن qPCR برای تعیین اختصاصیت روش

Notch1 ،Notch2 ،Notch3 ،Caspase-3  وCaspase-7 از روش ر؟وجود دارد یا خی -ΔΔCT4 
 .استفاده شد

 استفاده از روش کروماتوگرافی  در مایعات فولیکولی با BPA . ارزیابی2-4

از دستگاه  PORهای مایع فولیکولی زنان   در نمونه BPAجهت شناسایی کمّی و کیفی ترکیبات 
اجیلنت مدل  GCسنجی جرمی استفاده شد. دستگاه مورد استفاده  کروماتوگرافی گازی طیف

 (Agilant Technologies, Pali Alto, Ca, USA)مجهز به دتکتور جرمی اجیلنت مدل 0018

 درجه سیلسیوس بود 18بود. دمای اولیه ستون  HP-5MS بود. ستون مورد استفاده 1179
درجه سیلسیوس افزایش  518درجه سیلسیوس در دقیقه تا  18پس از یک دقیقه و با سرعت که

درجه درجه سیلسیوس  998درجه سیلسیوس در دقیقه تا  0یافت و پس از یک دقیقه، با سرعت 
 418و  418یدا کرد و سه دقیقه در این دما ثابت ماند. دمای انژکتور و دتکتور به ترتیب افزایش پ

لیتر در دقیقه استفاده   میلی 5درجه سیلسیوس تنظیم شدند. گاز حامل هلیم بود که با سرعت 
نانوگرم در لیتر مخلوط  18تا  4/8های  شد. برای ترسیم منحنی کالیبراسیون، از غلظت می

ی مورد نظر استفاده شد و میزان ضریب پیرسون بین غلظت و سطح زیر منحنی برای ها آنالیت
های مورد نظر بر اساس   بدست آمد. شناسایی کیفی آنالیت 11/8تا  10/8های مختلف بین  آنالیت

ها انجام شد. جهت جلوگیری از مداخله   ها و نسبت یون  میزان زمان بازدارندگی، اسپکترم یون
های مورد   دقیقه ابتدایی شناسایی، خاموش بود. با این روش شناسایی آنالیت 1فیالمان در ها،   حلال

نانوگرم در هر  BPA ،52/5پذیر گردید. حد تشخیص مشتقات  نظر در حد نانوگرم در لیتر امکان
 لیتر گزارش شد.
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 . بررسی کیفیت تخمک2-0

میکروسکوپ اینجکت و بر اساس ها با استفاده از   ارزیابی مورفولوژیکی از کیفیت تخمک
 انجام IVFبندی استاندارد آزمایشگاه ناباروری رویان آزمایشگاه  بندی و طبقه  های رتبه  سیستم

 شد.
 معیار شامل: 1ها بر اساس بررسی   بندی کیفیت تخمک رتبه

 کومولوس،-. بررسی کمپلکس تخمک5
 های قطبی تخمک،    . بررسی جسم4
 ک،. بررسی دوک میوزی تخم9
 . میزان فراگمانتاسیون تخمک،2
 . تشکیل بلاستوسیست انجام شد.1

شناسی آزمایشگاه  ها با توجه به نظر کارشناسان جنین  مورد در تخمک 1پس از بررسی این 
 کنند.  بندی می گروه زیر دسته 1ها را بر اساس کیفیت در  تخمک IVFناباروری رویان، 

5 .Dysmorph & Highly Dysmorph 
4 .Slightly Dysmorph & Dysmorph  
9. Slightly Dysmorph & Highly Dysmorph  
2 .Slightly Morph 

1 .Morph 

 . تجزیه و تحلیل آماری2-6

تجزیه و تحلیل شد.  ΔCT ای در زمان واقعی با استفاده از روش مقایسه PCR های  تحلیل داده
ها با استفاده از آنالیز   تجزیه و تحلیل آماری داده گردید.محاسبه  ΔΔCT -4های بیان ژن با روش  آنالیز داده

heatmap  وPCoA افزار و همچنین نرم SPSS V22.0 (IBM Crop., Armonk, NY, USA)، 
ها با کیفیت تخمک، از ضریب همبستگی پیرسون   ی بین بیان ژن انجام شد. برای بررسی رابطه

 (.51دار در نظر گرفته شد ) معنی از نظر آماری P<0.05 استفاده گردید. مقادیر

 . نتایج3

های   های کومولوس بدست آمده از گروه  های مذکور در نمونه سلول  پروفایل بیان کمّی ژن
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 نشان داده 5در شکل (Group2, G2)و گروه دوم  (Group1, G1) گروه اول PORبیماران 
 شده است.

 
، Notch1 ،Notch2 های  ژن بیانمقایسه برای  Fold change روشبا  PCR نتایج آنالیز حاصل از ریل تایم -1شکل 

Notch3، Caspase-3 و  Caspase-7های کومولوس زنان  در سلول  PORها به عنوان میانگین گروه اول و دوم )داده±SD 

ستون، ( با خط بالا در همان Caspase-7و  Notch1 ،Notch2  ،Notch3  ،Caspase-3اند. حروف مختلف ) ارائه شده

 (.p<20/2دهد( ) داری را نشان می تفاوت معنی

دست   های کومولوس به  های سلول  در نمونه Notch-1, Notch-2, Notch-3 های  میزان بیان ژن
 (. (P<0.05داری کاهش یافته است  نسبت به گروه دوم به طور معنی گروه اول POR آمده از زنان
دست آمده از   های کومولوس به  های سلول  در نمونه Caspase-3و  Caspase-7های  بیان ژن

 .(P<0.05)داری بالاتر بود   گروه اول نسبت به گروه دوم به طور معنی POR زنان
 Notch-1, Notch-2, Notch-3, Caspase-3, Caspase-7های  ی بین بیان ژن برای بررسی رابطه

پیرسون استفاده گردید. نتایج نشان  های کومولوس با کیفیت تخمک از ضریب همبستگی  در سلول
های   در سلول Notch-1, Notch-2, Notch-3, Caspase-3, Caspase-7 های  داد که بیان ژن

. کیفیت تخمک در (P<0.05)کومولوس با کیفیت تخمک ارتباط مثبت معناداری وجود دارد 
نسبت به گروه دوم به طور گروه اول  PORدست آمده از زنان   های کومولوس به  های سلول  نمونه
 (. 5( )جدول(P<0.05داری کاهش یافته بود   معنی
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  Notch 1-3 ,Caspase3 ,Caspase7های   ی بین بیان ژن بررسی رابطه -1جدول 

 های کومولوس با کیفیت تخمک در سلول

Oocyte quality Genes expression   

 Notch-1 Notch-2 Notch-3 Caspase3 Caspase7 

Mature 
r=0.028 

p=0.021* 

r=0.026 

p=0.023* 

r=0.023 

p=0.027* 

r=0.013 

p=0.014* 

r=-0.023 

p=0.011* 

Approximately mature 
r=0.063 

p=0.380 

r=0.030 

p=0.683 

r=0.022 

p=0.922 

r=0.021 

p=0.878 

r=-0.019 

p=0.953 

Post-mature oocytes 
r=-0.220 

p=0.322 

r=-0.129 

p=0.152 

r=-0.168 

p=0.222 

r=-0.182 

p=0.325 

r=0.196 

p=0.333  

Pearson correlation coefficients between genes expression and oocyte quality 

* Significance values 

  Notch-1, Notch-2, Notch-3, Caspase-3, Caspase-7های   به منظور بررسی ارتباط بیان ژن
از ضریب همبستگی پیرسون استفاده گردید. نتایج نشان داد  BPA با میزانهای کومولوس   در سلول

های   در سلول Notch-1, Notch-2, Notch-3, Caspase-3, Caspase-7 های  که بیان ژن
. (P<0.05)ارتباط مثبت معناداری وجود دارد در مایع فولیکولی  BPA کومولوس با افزایش میزان

گروه اول  POR دست آمده از زنان  های کومولوس به  های سلول  نمونهدر مایع فولیکولی  BPAمیزان 
 (. 4( )جدول (P<0.05داری را نشان داد  معنی افزایش نسبت به گروه دوم

 BPAهای کومولوس با میزان  در سلول Notch 1-3, Caspase3, Caspase7های  ی بین بیان ژن بررسی رابطه -2جدول

BPA Concentration Genes expression   

 Notch-1 Notch-2 Notch-3 Caspase3 Caspase7 

BPA Concentration 
r=0.018 

p=0.023* 

r=0.036 

p=0.021* 

r=0.029 

p=0.027* 

r=0.079 

p=0.034* 

r=0.033 

p=0.082* 

Pearson correlation coefficients between genes expression and BPA Concentration 

* Significance values 

در  G2گروه  POR در بیماران ها  تغییرات میزان بیان ژن 1های تجزیه و تحلیل نقشه حرارتی  داده
دهد. در تجزیه و تحلیل نقشه   را به صورت تصویری نشان می G1گروه  POR مقابل بیماران

شباهت  دهنده  در یک خوشه، نشان Notch 3  و Notch 1، Notch 2 های  حرارتی، نتایج بیان ژن
های مورد مطالعه است. چنین نتایجی در خصوص پروفایل بیانی دو ژن  میزان بیان در نمونه

                                                        
1. Heat map 
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Caspase-3 و Caspase-7 های مورد مطالعه بر اساس بیان   بندی نمونه مشهود است. بررسی گروه
ت از گیری آنها در یک خوشه و متفاو  و قرار 5های گروه   دهنده شباهت بیانی نمونه  ژن نشان 1

 Principle component analysis (PCoA)بندی  دسته(. 4است )شکل  4پروفایل بیانی افراد گروه 
 (. 9تاییدی بر جدایی دو گروه مورد مطالعه از نظر پروفایل بیانی است )شکل

 
 های مورد مطالعه نقشه گرما بر اساس بیان ژن -2شکل 

است.  G2های بیان ژن گروه  مربوط به داده 41-21و همچنین شماره  G1های بیان ژن گروه  مربوط به داده 1-42)اعداد 

در مقابل  G2گروه  POR ها برای یک بیمار منفرد است. رنگ سبز بیانگر افزایش بیان در بیماران  دهنده داده هر خط نشان

 POR در مقابل بیماران G2گروه  POR کاهش بیان در بیماران دهنده  است. رنگ قرمز نشان G1گروه  POR بیماران

 باشد(. است. رنگ مشکی بیانگر عدم تغییر در بیان می G1گروه 

 
های بیان ژن  مربوط به داده 1-42های دو گروه مورد مطالعه )اعداد   براساس بیان ژنPCoA  ازنتایج حاصل  -3شکل 

 است(. G2 های بیان ژن گروه  مربوط به داده 41-21و همچنین شماره   G1 گروه

 گیری  . نتیجه4

در  Notch3و  Notch1، Notch2 های  ها نشان داد که سطح بیان ژن  در مطالعه حاضر، یافته
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 PORکنند )گروه دوم( نسبت به بیماران  تر استفاده می  ای که از ظروف پلاستیکی، کم PORبیماران

کنند )گروه اول(، به طور قابل توجهی بالاتر است،   تر استفاده می  ای که از ظروف پلاستیکی بیش
 (P<0.05).در گروه اول بالاتر از گروه دوم بود  7و کاسپاز  9در حالی که سطح بیان کاسپاز 

در گروه اول در مقایسه با گروه دوم  BPA ( ما نشان دادند که، غلظت51های قبلی ) همچنین، یافته
ها در   ممکن است سبب تغییرات رونوشت ژن BPA (. در حقیقت، غلظت51) بالاتر بود

تواند بر کیفیت تخمک نیز تاثیر   می BPAشود و همچنین  POR های کومولوس بیماران  سلول
ها و   بر بیان ژن BPA و همکاران نشان دادند که Huo بگذارد و مانع از بلوغ صحیح تخمک گردد.

. گذارد  ا ناباروری ارتباط دارند، تأثیر میژنتیکی مرتبط با تولیدمثل که از نزدیک ب  اصلاح اپی
ها،   بر روی عملکرد بیان ژن، سطح پروتئین BPAو همکاران نشان دادند که  Ziv-Gal همچنین
های حاضر نشان داد که  یافته .گذارد  های مربوط به تولیدمثل و کیفیت تخمک، تاثیر می  هورمون

شوند. مطالعات حیوانات نشان   مختل می A لباروری و تولیدمثل مردان و زنان توسط بیس فنو
زیادی در پیشرفت چرخه سلولی، ساختار دوک، سازماندهی کروموزوم  تأثیرات منفی BPA دادند

های   ها در طول بلوغ تخمک دارد. علاوه بر این، افزایش نرخ بلوغ غیر طبیعی در تخمک  و بیان ژن
قرار نداشتند و این مسئله  BPAهایی است که در معرض   بسیار بیشتر از تخمک BPAدر معرض 

(. اگر زن بارداری در معرض موادی شبیه 48سبب کاهش باروری در زنان گزارش شده است )
شوند، قرار گیرد، رشد اندام تناسلی او نیز آسیب دیده و در  یافت می BPAاستروژن که در 

دارای تعدادی اثرات بیولوژیکی است  BPAشود. در حقیقت  های آینده دچار مشکل می بارداری
 (.45ترین آن ایجاد اختلالات تولیدمثل است )  که، مهم

های  کیفیت تخمک عامل کلیدی در تولیدمثل جنس ماده است. اطلاعات کمّی از مکانیسم
های کومولوس  (. ارتباط تخمک با سلول44گیری کیفیت تخمک در دسترس است ) موثر بر شکل

ی فاکتورهای رشد قدرتمند ترشحی تخمک، که به شکل  وسیله ن ارتباط بهدو طرفه است، ای
شود.  کنند، برقرار می های کومولوس عمل می  موضعی به منظور هدایت تمایز و عملکرد سلول

های کومولوس،   گذارند. سلول  های کومولوس بر بلوغ تخمک تأثیر می  های بیان شده در سلول  ژن
ترین  کنند و از مهم های بسیار مهمی برای تخمک ایفا می ستند که نقشهای اطراف تخمک ه  سلول
گذاری، هدایت تخمک در طول  توان به محافظت از تخمک قبل از تخمک ها می  های آن نقش

 (.49گذاری به سمت لوله رحمی و در اختیار قرار دادن تخمک به اسپرم اشاره کرد ) تخمک
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های جنینی و بلوغ تخمک نقش  ظیم مشخصات سلولدر تن Notch های مسیر سیگنالینگ  ژن
در تخمدان جنینی و پس از زایمان فعال است  Notch دارند. تحقیقات اخیر نشان داده است که مسیر

و در رویدادهایی از جمله سنتز و رشد فولیکول، بلوغ میوز، و رشد تخمدان و تولید هورمون استروئید 
 Notchها نشان داده است که اختلال در مسیر   قات در موشو کاهش آپوپتوز نقش مهمی دارد. تحقی

شود که این امر به نوبه خود بر روی سنتز دوک میوز،   منجر به اختلال در فعالیت تخمدان می
هیستوژنز فولیکول، تکثیر و بقای سلول گرانولوزا، عملکرد مرحله لوتئال در چرخه تخمدان و رشد 

شود   حرافات منجر به فولیکولوژنز غیرطبیعی و کاهش باروری میگذارد. این ان  تخمدان تأثیر می
حاصل از مطالعه حاضر  real time به کمک متد Notch های  (. نتایج بررسی بیان ژن رسپتور42)

ها از سطوح   در گروه دوم بالاتر از گروه اول بوده و این تفاوت Notch 1, 2, 3نشان داد که میزان بیان 
های این مسیر، با   برخوردار است. همچنین نتایج این مطالعه نشان داد که بین بیان ژنمعناداری 

تواند به عنوان   کیفیت تخمک ارتباط مثبت معناداری وجود دارد. بنابراین، این مسیر سیگنالینگ می
ی های کیفیت تخمک مطرح شوند. از آنجایی که این مسیر سیگنالینگ خواص آنتی آپوپتوز  بیومارکر

خوبی در کاهش کیفیت تخمک و  کننده  توجیح PORدارند، ممکن است کاهش بیان آنها در بیماران 
های مطالعه حاضر مطابق با نتایج مطالعه   های مربوطه باشد. یافته  به دنبال آن کاهش کیفیت جنین

zhang سندرم تخمدان پلی های گرانولوزا در مدل   باشد. آنها دریافتند که آپوپتوز سلول  و همکاران می
هایشان خوب نیست، بیشتر است، البته آنها در مطالعه خود   کیستیک خرگوشی که کیفیت تخمک

های آنتی   (. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که میزان بیان ژن41اند ) بندی رویان را لحاظ نکرده رتبه
موعه کیفیت خوبی داشته، های مشتق شده از آن مج  های کومولوسی که رویان  آپوپتوتیک در سلول

های کومولوس احتمالًا اثر منفی   اند که آپوپتوز سلول باشد. سایر مطالعات نیز نشان داده  بالاتر می
 (. 40دارد ) IVFروی نتایج 

های اصلی در مطالعه حاضر این بود که میزان سلول بدست آمده از   یکی از محدودیت
بود، بنابراین، امکان انجام دیگر متدهای ارزیابی  تخمک بسیار کم و محدود -کمپلکس کومولوس

 و فلوسایتومتری در کنار ارزیابی در سطح مولکولی وجود نداشت. TUNELمیزان آپوپتوز همچون 
نشان داد که میزان این  mRNAدر سطح  Caspase-7و  Caspase-3نتایج بررسی بیان ژن 

گروه دوم نسبت به گروه اول کاهش معناداری های کومولوس بیماران   فاکتورهای آپوپتوزی در سلول
 داشتند.
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 و اختلالات هورمونی ناشی از وجود BPAهای متعددی همچون استرس اکسیداتیو،   فاکتور
BPA (. 47های کومولوس و گرانولوزا شود )  توانند باعث القای آپوپتوز و مرگ سلولی در سلول می

در طی آپوپتوز ذاتی دارند. در همین راستا نقش مهمی  7و  9 همانطور که گفته شد کاسپاز
های   نشان داده است که میزان آپوپتوز در سلول real timeی اخیری با استفاده از تکنیک   مطالعه

 (.40باشد ) از افزایش معناداری برخوردار می PORگرانولوزا بیماران 
های   پتوز در سلولهمانطور که گفته شد شواهد روبه رشدی وجود دارد که میزان شیوع آپو

دارای کیفیت پایینی از تخمک هستند.  PORارتباط دارد، زنان  ARTکومولوس و گرانولوزا با نتایج 
Corn های کومولوس با کیفیت به خطر افتاده   و همکاران نشان دادند که بین میزان آپوپتوز سلول

دارد و اینکه فرایند آپوپتوز تخمک و توانایی رشد و تکوین جنین مربوطه، ارتباط تنگاتنگی وجود 
های بدست   ها و جنین  تواند بلوغ تخمک را دچار نقصان کند. آنها همچنین دریافتند که گامت  می

های کومولوسی فاقد یا دارای درجه کمی از آپوپتوز، شانس بیشتری برای رسیدن   آمده از کمپلکس
الی برای وجود ارتباط بین میزان آپوپتوز (. یک دلیل احتم41به مرحله بلاستوسیست را دارا هستند )

های کومولوس   و کیفیت جنین و تخمک شاید این باشد که شیوع میزان بالای آپوپتوز در سلول
تواند باعث نقصان   ها را کاهش دهد و این کاهش می  ای این سلول تواند حمایت فیزیکی و تغذیه  می

نیز نشان داده است که آنالیز آپوپتوز  Bosco توانایی رشد و تکوین تخمک و جنین گردد.
باشد  ICSIتواند یک مارکر انتخابی برای گزینش تخمک قبل از فرایند   های کومولوس می  سلول

رسد   های ضد و نقیض در مورد وجود این ارتباط، به نظر می  رغم وجود یافته (. در مجموع علی98)
های کومولوس نقش   های بقاء در سلول  نار فاکتورهای دخیل در مرگ سلولی در ک  که ارزیابی فاکتور

 بهتر و قابل اعتمادتری را فراهم کند. کننده  گویی پیش
 های های پژوهش حاضر نشان داد که اختلاف در میزان بیان ژن به طور خلاصه، یافته

Notch1 ،Notch2 ،Notch3، Caspase-3 و  Caspase-7 های کومولوس زنان در سلول POR 

به عنوان یک نشانگر  BPA در مایع فولیکولی بود. علاوه بر این، BPA با افزایش غلظتمرتبط 
 .گذاری، رشد جنین و بلوغ تخمک است مهم در ایجاد اختلالات عملکرد تخمک

 . تقدیر و تشکر0

ای در رابطه با تحقیق، تألیف و انتشار این مقاله   گونه تضاد منافع )ها( هیچ نویسنده: تضاد منافع
 .هم ندارند با
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