
 

 

  

 مقاله پژوهشي

 239-249 :صفحات، 1389زمستان ،4، شماره11دوره،فصلنامه باروري و ناباروري

  موش سوري در شرايط تنش اكسيداتيوهاي بر رويانسنتتيك  تيداناكسآنتيبه عنوان يك  تمپول اثر
  

  ، رجبعلي صدرخانلو*عباس احمدي
  ، اروميه، ايرانبافت شناسي و جنين شناسي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه اروميه گروه -
  

  
  چكيده

  از باشـد كـه منجـر بـه     در خـارج از رحـم   رشـد جنـين    فتوق ـاند از دلايـل  تواسترس اكسيداتيو مي :زمينه و هدف
  هـاي متعـددي بـراي محافظـت جنـين      مكانيسـم  در بـدن . شودمي ريزي شدهمرگ برنامهدر اثر نكروز يا  بين رفتن
 هايدر شرايط آزمايشگاهي اين سيستم دفاعي وجود ندارد و ميزان توليد راديكالولي  ؛وجود دارد ROS در برابر

اكسيدانت سينتتيك به عنوان يك آنتيتمپول اكسيدانتي هدف از اين مطالعه بررسي اثرات آنتي. شتر استآزاد نيز  بي
 و تـنش  طبيعـي هـاي مـوش سـوري در شـرايط كشـت آزمايشـگاهي در دو حالـت        رويـان  رشد روند رب قابل نفوذ
  .است اكسيداتيو

هـاي مختلـف    در گروه mg/ml BSA 4حاوي HTFبعد از انجام لقاح آزمايشگاهي زيگوتها در محيط  :بررسيروش 
هاي براي بررسي اثر استرس اكسيداتيو، زيگوتها به مدت يك ساعت در محيط كشت حاوي غلظت. كشت داده شدند

بـر رونـد رشـد    تمپـول  كشت داده و بعد از شستشو به محيط كشت منتقل شدند و براي مطالعه اثـر   H2O2مختلف 
، در محيط كشـت حـاوي   μM10 H2O2وتها بعد از كشت در محيط كشت حاوي اكسيداتيو زيگتنشجنين در شرايط 

هـاي مختلـف آن بـه    بر روند رشد جنينها بـا افـزودن غلظـت   تمپول كشت داده شدند و اثر تمپول هاي مختلف غلظت
مـورد   ANOVAو نسـبتها   ها توسط روش آماري مقايسه بـين دهدا .محيط كشت بدون تنش اكسيداتيو بررسي شد

  ).>05/0p( قرار گرفت آناليز
در  داريبه طور كاملا معنـي  H2O2نتايج نشان داد كه رشد جنينها پس از قرار گرفتن كوتاه مدت در معرض  :نتايج

هـاي ناشـي از   آسيب به ميزان كمي تمپول. تر بودهاي بالا مشخصكاهش يافت كه در غلظتمقايسه با گروه كنترل 
سبب افزايش و باعث بهبود روند رشد جنيني و كيفيت جنينها  تمپول شرايط نرمالدر . نمود تنش اكسيداتيو را مهار

 µM5/0در محيط كشـت حـاوي غلظـت    % 99/96در گروه كنترل تا  %78/91از ( هاي دوسلوليدرصد جنيندار معني
 )مپولت µM5/0در محيط كشت حاوي غلظت  %33/81در گروه كنترل تا  %80/67از ( بلاستوسيستهادرصد ، )تمپول

 )تمپول µM5/0در محيط كشت حاوي غلظت  %67/18در گروه كنترل به  %19/32از ( توقف جنينيدار معنيو كاهش 
 . گرديددر مقايسه با گروه كنترل هاي كشت داده شده و بهبود مورفولوژي جنينتسهيم ميزان دار معنيو افزايش 

براي مقابله با اثـرات  . هاي كشت آزمايشگاهي استجنين هاي آزاد اكسيژن از علل توقف رشدراديكال :گيري نتيجه
 مناسب پذيريعدم نفوذ .توان استفاده كردهاي گوناگوني مياكسيدانكشت جنين از آنتي يها در سيستم ROSسوء 

-بـه عنـوان يـك آنتـي    تمپـول  اين مطالعه نشـان داد افـزودن    .شود ميها ها مانع عملكرد مناسب آنتاكسيداناين آنتي

-هاي ايـن مطالعـه افـزودن آنتـي    براساس يافته. شود باعث بهبود روند رشد جنين ميدانت سينتتيك قابل نفوذ اكسي

هاي جنينـي جهـت جلـوگيري از آسـيبها در رونـد رشـد جنـين        به محيط كشتتمپول نظير قابل نفوذ  هاياكسيدانت
  .شودتوصيه مي

  
هاي آزاد اكسيژن، رشد جنين، زيگوت، موش يداتيو، راديكالاكسيدانت سينتتيك، تمپول، تنش اكسآنتي :كليد واژگان

  .سوري
موش هاي بر رويانسنتتيك  تيداناكسآنتيتمپول به عنوان يك  اثر .احمدي عباس، صدرخانلو رجبعلي :نحوه استناد به اين مقاله

  .239-249: ، صفحات89ان زمست، شماره )1389( 11سال : فصلنامه باروري و ناباروري. سوري در شرايط تنش اكسيداتيو
  

    

عباس احمدي، : مسئول مكاتبه *
تشــريح، دانشــكده  بخــش علــوم
دانشــگاه اروميــه،   دامپزشــكي،

 :دوق پسـتي صـن  ايـران، اروميه، 
1177-57155 .  

  :رايا نامه
abbasahmadi60@yahoo.com  

  23/5/89: دريافت
  16/6/89: پذيرش
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  زمينه و هدف
 طور كلي براي هب زيست شناسياسترس اكسيداتيو در علم 

 رود كه ميزان اكسيدانتها بالا باشد وكار ميه بيان شرايطي ب
ايـن شـرايط    ؛اكسـيدانتها در سـلول كـم باشـد    يا ميزان آنتـي 

هـاي آزاد اكسـيژن   اي است كـه در آن غلظـت راديكـال   بگونه
تغييـــرات . )1،2( باشـــداز ســـطوح بيولوژيـــك مـــي بـــالاتر

ــال   ــر راديك هــاي آزاد اكســيداتيوي اجــزاء ســلول در طــي اث
رسان بالقوه بسيار مخـرب  هاي آسيبفرآينداكسيژن يكي از 

ول از در عملكرد سلول است كه ممكن است منجر به مرگ سل
در . )3،4( گــردد ريــزي شــده مــرگ برنامــهطريــق نكــروز يــا 
غلظـت اكسـيژن در مقايسـه بـا      ،ايشـگاهي شرايط كشـت آزم 

و ايـن امـر سـبب     سـت اشرايط داخل بدن بـه مراتـب بيشـتر    
هـاي آزاد اكسـيژن در شـرايط كشـت     افزايش توليد راديكـال 

هــاي آزاد اكســيژن در راديكــال. )5(شــود آزمايشــگاهي مــي
د رشد جنيني، ميزان آبسـتني كلينيكـي و   نتوانمحيط كشت مي

لقـاح   در هر دو برنامه. دنير قرار دهتاثسطح باروري را تحت
و تزريــق داخــل سيتوپلاســمي اســپرم  IVF(1(خــارج رحمــي 

)ICSI(2 ، بـالا بـردن غلظـت    مشخص شد كهROS   در محـيط
. )6( ارتبـاط دارد  بـارداري كشت در روز اول با كاهش ميزان 

انتقال  – هاي لقاح آزمايشگاهيبا رعايت اين مسئله، در برنامه
غلظـت  حضـور   ن نظريـه وجـود دارد كـه در   جنين انسان، اي ـ

هاي بالاي اكسيژن در سيستم كشت آزمايشگاهي تعداد جنين
ــود     ــد ب ــم خواه ــوب ك ــد خ ــت رش ــا كيفي    Yoneda ).6-8( ب

كيفيت را بر  H2O2 و همكاران اثرات افزايش غلظت اكسيژن و
   H2O2 جنين گزارش كـرده و نشـان دادنـد كـه كـاهش سـطح      

هبود كيفيت جنـين در مرحلـه   در شرايط محيط كشت موجب ب
علاوه بر اين، ارتباط مسـتقيم   .)9،10( شودبلاستوسيست مي

ــالاي پراكســيد  ــالا رفــتن درجــه  بــين غلظــت ب هيــدروژن و ب
هاي مـوش  در جنين ريزي شده مرگ برنامهفراگمانتاسيون يا 

و همكــاران گــزارش  Wang ).8،11( نشــان داده شــده اســت
ا نسبت تكوين بلاستوسيسـت  اكسيدانهكردند كه افزودن آنتي

و همكـاران   Catt .)12(بخشد هاي موش بهبود ميرا در جنين
  باعث اكسيدان در محيط كشتنشان دادند كه استفاده از آنتي

  

                                                                 
1- In vitro Fertilization 
2- Intra Cytoplasmic Sperm Injection 

  .)11( دشوگزيني مي اروري و افزايش لانهبهبود نسبت ب
ــرات ــي اثـ ــال تخريبـ ــايراديكـ ــط آزاد هـ ــتم توسـ  سيسـ

 آسـكوربيك اسيد ،ونگلوتاتي مانندي سلول درون اكسيدان آنتي
 و زكاتــالا ديســموتاز، سوپراكســيد ماننــد هــاييآنــزيم و

 ني ـا بـا . )13( گـردد مي مهار اي و كنترل پراكسيداز گلوتاتيون
 يشـگاه يآزما كشـت  طيشـرا  در كـه  رسـد يم ـ نظر به وجود

 شيب آزاد يهاكاليراد نيا ديتول زانيم ،پستانداران يها نيجن
 منظـور  بـه  لـذا  ؛باشـد يم نهايجن نيا يدانياكسيآنت تيظرف از

 بـا ي هـا دانياكس ـيآنت ـ انواعي دانياكس تعادل عدم نيا بر غلبه
 ديگر سوي از. )14( ندادهيگرد ارائه وي نيبشيپي خارج منشا

 هـاي  جنـين  تياكسـيدان آنتـي  دفـاع  تـوان  كـه  رسـد مي نظر به
ــگاهي ــاطع در آزمايشـ ــف مقـ ــوين مختلـ ــا تكـ ــ تـ  ةمرحلـ
 كـه  معتقدنـد  محققين از گروهي. باشد اوتمتف بلاستوسيست

 تقسـيمات  اوليه مراحل در جنينها اكسيدانيآنتي اصلي ظرفيت
 رسـيده  ارث بـه  مـادري  mRNA ذخيـره  بـه  وابسـته  زيگوت
 ژنــوم فعاليــت مرحلــه در جاًيتــدر و باشــدمــي تخمــك درون
 در متقابل فعاليت به قادر جنين ژنوم كه است ZGA(3( جنيني
 كشـت  محيط يا و سلول درون شده توليد هاي اكسيدان مقابل

 بـه  جنـين  خـاص  نيـاز  كـه  رسـد مـي  نظـر  بـه  لـذا . گـردد  مـي 
فعـال شـدن    از بعد و قبل مقاطع در خارجي هاياكسيدان آنتي

  .)15( باشد متفاوت ژنوم زايگوت
هاي با منشا خارجي نقش بسيار مهمي اكسيداناگرچه آنتي

اي زنده دارنـد، عـدم   هاكسيداني سلولويت ظرفيت آنتيدر تق
اكسـيدانها  هاي زنده نسبت به اكثر اين آنتـي پذيري سلولنفوذ

هـاي آزاد توليـد   حـذف راديكـال   مانع عملكرد مناسب آنها در
ــي  ــ. )14( شــودشــده در درون ســلولها م ــذا در ده ــر  ةل اخي

تيك هـاي سـنت  اكسـيدان هاي زيادي در جهت توليد آنتـي  تلاش
ــل ــا نفوذ قاب ــذب و ي ــج ــذير انج ــه اســتپ ــول. ام پذيرفت  تمپ

)TEMPOL(4 سـلولي    داخـل ه يك ملكول كوچك قابل نفوذ ب ـ
ميمتيـك اسـت و باعـث تقليـل آنيـون      موتاز سوپراكسيد ديس
. گـردد  نيتريت ايجاد كننده آمـاس مـي  اكسيسوپراكسايد و پر
 هاي اكسيدان گزارشي مبني بر توان اين آنتيولي تاكنون هيچ 

 ــ  ــت آنت ــزايش ظرفي ــنتتيك در اف ــين يس ــيداني جن ــاي اكس ه

                                                                 
3- Zygote Genomic Activation 
4- 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl  
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لـذا بـا توجـه بـه اهميـت      . ه اسـت نگرديـد  آزمايشگاهي ارائـه 
ــوق ــاده ف ــين     الع ــد جن ــت تولي ــت و كمي ــزايش كيفي ــاي اف ه

آزمايشگاهي، مطالعه اخير بـه عنـوان اولـين مطالعـه در نـوع      
به عنـوان يـك   تمپول ة اكسيداني مادنتيخود، به بررسي اثر آ

هـاي  زمايشـگاهي جنـين  تتيك در طي كشت آاكسيدان سنآنتي
 .پردازدمي اكسيداتيو موش سوري در شرايط تنش

  
  بررسيروش 

ــزات  ــواد و تجهيـ ــيط  :مـ ــه محـ ــراي تهيـ ــت بـ    HTF كشـ
)Sigma, USA(، PMSG١ (Folligon, Netherland) ،hCG٢ 
)Folligon, Netherland( ،BSA٣ )Sigma, USA( ، پتريــديش

cm6 )Falcon, USA(ــدني ــن معـ  ،)Sigma, USA( 4، روغـ
 ,Sigma( تمپـول  ،)H2O2 ()Sigma, USA(هيدروژن پراكسيد 

USA( ،پت پاستور بلند پي)Normax ،Portugal(  لولـه ،ml5  و
10 )Falcon, USA ،BD( ، انكوباتورCO2  )LEEC, England( ،

ــكوپ  ــكوپ )Olympus, Japan(استريوميكروسـ ، ميكروسـ
  .باشد مي مواد مورد نياز )Olympus, Japan(اينورت 

  NMRIهـاي سـوري نـژاد    از مـوش  اين مطالعه اي انجامبر
كــه از  هفتــه 8-12اي و نــر هفتــه 6-10مــاده بــارور جــوان 

ــه   ــتور تهي ــه پاس ــداري    موسس ــرورش و نگه ــز پ و در مرك
حيوانــات آزمايشــگاهي بخــش جنــين شناســي دانشــكده      

  اسـتفاده شـد   دامپزشكي دانشگاه اروميه نگهداري مي شـدند  
 %30-60رطوبـت  ، C2±22°با دماي  كه در شرايط استاندارد

 سـاعت تـاريكي   10ساعت روشـنايي و   14 سيكل نوري، باو 
ــدندنگهــــداري مــــي ــ. شــ ــذا بــ    صــــورت آزاده آب و غــ
  .در دسترس بود

 لقـاح آزمايشـگاهي  هـاي حاصـل از   روي جنـين  مطالعهاين 
بـه   دارد وصورت گرفت كه نياز بـه تحريـك تخمـك گـذاري     

  :شرح زير صورت گرفت
   و ml1/0بــه حجــم   PMSGهورمــون واحــد 5/7تزريــق 

بـه حجـم    hCG هورمون واحد 5/7ساعت بعد تزريق  48-46
ml1/0  عمـــل . بـــه روش داخـــل صـــفاقي صـــورت گرفـــت

                                                                 
1- Pregnant Mare Serum Gonadotropine  
2- Human Chorionic Gonadotropine  
3- Bovine Serum Albumin  
4- Mineral oil 

 hCGســاعت بعــد از تزريــق  10-12 گــذاري معمــولاً تخمــك
  . گيردصورت مي

مـوش نـر را بـه     ،تهيـه اسـپرم  ابتدا براي  :لقاح آزمايشگاهي
هـاي  بعـد از جـدا كـردن بافـت     ه وكشت جابجايي گردنروش 

همبنـدي اطــراف دم اپيديــديم را همــراه بــا مقــداري از كانــال  
حـاوي   cm6ديـش   پتريدفران از بيضه جدا كرده و در داخل 

جهت تعـادل   كه قبلاً ،mg/ml BSA4حاوي  HTFمحيط كشت 
بعـد از  و  هدر داخل انكوباتور قـرار داده شـده بـود قـرار داد    

و فشار در كانال دفران بـراي  اپيديديم  ايجاد چند برش در دم
بعـد از   .شدگذاشته  CO2در داخل انكوباتور  خروج اسپرمها

ساعت اسپرمها خارج و در محـيط پخـش شـدند، سـپس      5/0
اســـــپرمها را شستشـــــو داده و بـــــا اســـــتفاده از روش 

جهــت و هــاي متحــرك را جــدا نمــوده  اســپرم 5شناورســازي
 CO2 عت در انكوبـاتور اسپرمها به مدت يك سـا  ،يابيظرفيت

  .)16( قرار داده شدند C37°با دماي 
ساعت پـس از   10-12 :گيري و لقاح داخل آزمايشگاهيتخمك
بعد از كشـتن حيـوان بـه روش    ) صبح روز بعد( hCGتزريق 

هـاي رحمـي را جـدا كـرده و در داخـل      جابجايي گردن، لولـه 
و  BSA  )Sigma, USA(mg/ml 4حـاوي  HTF محـيط كشـت  

و با  شد داده از قبل آماده شده قرار درجه Hepes، 37حاوي 
ــتفاده از  ــانيكي   روشاس ــي و مك ــاي آنزيم ــا را از  ٦ه تخمكه

نموده و پس از شستشو تخمكهـا را  هاي گرانولوزا جدا  سلول
 لقـاح در زيـر روغـن معـدني حـاوي محـيط      محيط به قطرات 

ــاوي  HTF كشــت ــرده و ســپس   mg/ml BSA4ح ــل ك منتق
ليتـر محـيط   د يك ميليون به ازاي هر ميلـي اسپرمها را به تعدا

  ســاعت بعــد از  5-6عمــل لقــاح حــدود  .شــداضــافه  ،كشــت
ه گيرد و بدين ترتيب زيگوت بفه كردن اسپرم صورت ميااض

   .)16( آمددست 
شستشـو   يهـا تحقيق زيگـوت  ادامه در :هاي آزمايشي گروه

 HTF در محيط كشـت داده شده حاصل از لقاح آزمايشگاهي 
هـاي مختلـف   به طور تصادفي در گروه mg/ml BSA4 حاوي

بعـد از شستشـو در دو قطـره از     آزمايشي تقسيم گرديد كـه 
جنين در داخل قطرات  20به تعداد  محيط كشت گروه مربوطه

                                                                 
5- Swim up 
6- Dissecting  
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μl100   جهـت ايجـاد   . در زير روغن معدني كشـت داده شـدند
هـاي مختلـف    فزودن غلظتا ازاسترس اكسيداتيو در زيگوتها 

به محيط كشت و انكوباسيون بـه  ) H2O2(سيد هيدروژن پراك
زيگوتها به قطـرات كشـت   سپس مدت يك ساعت استفاده شد 

هاي مختلف منتقـل شـدند و در مراحـل بعـدي ارزيـابي      گروه
  . جنينها صورت گرفت

  هاي آزمايشي مورد مطالعهگروه
 حاوي HTFگروه كنترل كه زيگوتها تنها در محيط كشت  -

mg/ml4 BSA دندكشت داده ش .  
ي كه زيگوتها جهـت ايجـاد تـنش اكسـيداتيو بـه      هايگروه -

 پراكسـيد هـاي  غلظـت  مدت يك ساعت در محيط كشت حاوي
  . كشت داده شدند 50و μM5،10،25 هيدروژن

ــروه - ــت   گـ ــيط كشـ ــه محـ ــه بـ ــايي كـ ــتهـ ــاي غلظـ   هـ
 μM1/0 ،2/0 ،5/0 ،1 ،10 اضافه شد تمپول .  

تـنش اكسـيداتيو   هايي كه زيگوتها ابتدا جهت ايجـاد  گروه -
ــدت    ــه م ــا ب ــاوي    1در آنه ــت ح ــيط كش ــاعت در مح  10س

پراكسـيدهيدروژن كشـت داده شـده و در مرحلـه     ميكرومول 
، μM1/0 ،2/0هـاي   غلظـت هـاي حـاوي   بعدي به محيط كشـت 

   . منتقل شدند تمپول 10 ،1، 5/0
 براي ارزيابي تاثير تـنش اكسـيداتيو و   :ارزيابي رشد جنينها

مـواد مـذكور در زيـر ميكروسـكوپ فـاز      اكسـيدانتي  اثر آنتي
جنينـي مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت،       رشـد  كنتراست مراحـل  

ساعت بعد از كشت صـورت گرفتـه    36تسهيم بررسي ميزان 
هاي موجود در هر گروه، جنينهـا از نظـر ميـزان    و در زيگوت

فراگمانتاسيون و ميزان طـي مراحـل رشـد جنينـي يـا تعـداد       
هاي متوقف شده با جنين ولوژيمرفو  ههاي متوقف شدجنين

توجه به فاكتورهاي مختلفي نظير ليز شدن جنينها و نكروتيك 
ــول  ــود وزيكـ ــيون و وجـ ــا و فراگمانتاسـ ــودن آنهـ ــاي  بـ هـ

هاي متوقـف  بندي جنين درجه  .سيتوپلاسمي مقايسه گرديدند
داراي هــاي جنــين I درجــه: باشــدشــده بــه شــرح ذيــل مــي 

و نكروتيـك بـودن كامـل،     ليز، فراگمانته شـدن بلاستومرهاي 
هـاي بـا ليـز و فراگمنتـه شـدن در تعـدادي از       جنـين  IIدرجه 

هاي با تعداد كمي بلاستومرهاي جنين III درجه بلاستومرها، 
  .)17(ليز و فراگمانته و ويزيكول سيتوپلاسمي 

ــين  ــا و تعــداد جن درصــد  ،هــاي رشــد كــردهكيفيــت جنينه
شـده و درصـد    هاي متوقفميزان جنين ،هاي دوسلولي جنين

در هـر  سـاعت   120در طـي  هـاي ايجـاد شـده    بلاستوسيست
همچنين براي بررسي كيفيت  .گروه مورد ارزيابي قرار گرفت

هاي بدست آمـده  بلاستوسيست 1تسهيم ميزان  رشد جنيني و
شمارش تعداد سلولي به ازاي هر جنين  ،هاي مختلفدر گروه

ــتفاده از روش   ــا اس  air dry technique of Tarkowskiب
  .)18( پذيرفتصورت 

مرحله تكـرار   5هر گروه در  هاي آزمايش لازم به ذكر است
مرحلـه مـورد آنـاليز     5شد و مجمـوع نتـايج حاصـل از ايـن     

 هـا توسـط نـرم افـزار    آنـاليز آمـاري داده  . آماري قرار گرفت
Minitab (Minitab Co., USA)  بـا   مقايسـه نسـبتها  و روش

05/0p< صورت درصد در ه و نتايج بفت مورد آناليز قرار گر
و مقايسه تمايز و تعداد نمودارها و جدول مربوطه آورده شد 

هـاي مختلـف    هاي موجود به ازاي هر جنين بـين گـروه   سلول
و  16 ويـرايش  SPSS (IBM Co. USA)توسـط نـرم افـزار    

بـا   Tukeyو تست تعقيبـي   One way ANOVAروش آماري 
05/0p<  ميانگين و انحراف معيار مورد مقايسه قرار گرفته و

  .ه و در نمودار مربوطه آورده شددست آمد هآنها ب
  

  نتايج
به محـيط   تمپولهاي مختلف غلظت افزودننتايج حاصل از 

مقايسـه  و كشت در شرايط عـادي و بـدون تـنش اكسـيداتيو     
 تمپـول افـزودن   ،كيفيت رشد جنينها با گروه كنترل نشـان داد 

 ــ   ــزايش كيفي ــث اف ــت باع ــيط كش ــه مح ــد ت ب ــا رش و جنينه
اثـر تمپـول بـر     بررسـي  ).ب -1 شـكل (مورفولوژي آنها شد 

نشـان  هاي دو سلولي در مقايسه با گروه كنترل درصد جنين
 هـاي دو داد در حضور تمپول در محيط كشت درصـد جنـين  

ايـن  كـه  افـزايش داشـت   سلولي در مقايسه بـا گـروه كنتـرل    
تمپـول   ميكرومـول  5/0فقط در غلظـت  افزايش از نظر آماري 

نشان مقايسه درصد بلاستوسيستها  .)1جدول (دار بود معني
محيط كشت جنينها باعث افزايش قابـل   به تمپولافزودن داد، 

در مقايسـه بـا   درصد بلاستوسيستها  دارتوجه و كاملا معني

                                                                 
1- Cleavage rate 
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، μM2/0هـاي   غلظـت اين افزايش در  شده است وگروه كنترل 
ه و از نظـر آمـاري   قابل توجـه بـود   كاملاًتمپول  10و  1، 5/0

نتايج حاصل از شمارش سـلولها بـه   . )1جدول ( بود دارمعني
 سـبب افـزايش كـاملاً    تمپولافزودن  نشان داد ازاي هر جنين

دار تعداد سلولها به ازاي هر جنين در مقايسه بـا گـروه   معني
 تمپـول افزودن مثبت شود كه اين نشان دهنده تاثير  كنترل مي

روي افزايش  يت به محيط كشت جنيناكسيدان بعنوان يك آنتي
مقايسـه   .)1جـدول  ( بـوده اسـت   تسهيمكيفيت رشد جنينها و 

هاي غلظتهاي متوقف شده نشان داد كه افزودن درصد جنين
هـاي  دار تعـداد جنـين   باعث كاهش كاملا معنـي  تمپولمختلف 

هـاي   شود و جنـين ميدر مقايسه با گروه كنترل متوقف شده 
ليـز و   اب ـ  III درجـه از  اكثـراً  تمپول متوقف شده در حضور

و ايـن   باشـد فراگمانتاسيون كم در مقايسه با گروه كنترل مي
 توقف جنيني از نظر آماري كاملاً درجهكاهش توقف جنين و 

دهد افزودن تمپـول سـبب كـاهش    دار بوده كه نشان ميمعني
  ).3جدول ( شده استفراگمانته شدن ميزان ليز و 

 120(و بلاستوسيست ) كشت زيگوتها ساعت بعد از 36(هاي دوسلولي جنيندرصد  از نظر هاي مختلفگروهمقايسه . 1جدول 
   ).بدون تنش اكسيداتيو(در شرايط نرمال  و ميانگين تعداد سلولها به ازاي هر جنين) ساعت بعد از كشت زيگوتها

  

تعداد سلول به ازاي هر جنين 
 )انحراف معيار±ميانگين(

  بلاستوسيست
 )درصد(تعداد 

  جنين دو سلولي
  )درصد(تعداد 

تعداد كل جنينها 
 ر گروهدر ه

 هاي آزمايشيگروه

  (%)تعداد  كنترل 146  134)78/91(  99)80/67(  51/1±60/86

  µM1/0تمپول  170  156)76/91(  115)65/67(  40/1±30/88

a40/1±65/95  a)43/79(139  )85/94(166  175  تمپولµM2/0 

a98/1±33/96  a )33/81(135  a )99/96(161  166   تمپولµM5/0 

a61/1±96/93  a )50/80(128  )33/94(150  159   تمپولµM1  

a78/1±32/94  a )46/80(140  )25/94(164  174   تمپولµM10  

  )>05/0p(نشان داده شده است aها در مقايسه با گروه كنترل با دار بودن گروهمعني 

و بلاستوسيست ) ساعت بعد از كشت زيگوتها 36(هاي دو سلولي جنيندرصد  از نظر هاي مختلفگروهمقايسه  .2جدول 
   در شرايط تنش اكسيداتيو لها به ازاي هر جنينو ميانگين تعداد سلو) ساعت بعد از كشت زيگوتها 120(

  

تعداد سلول به ازاي 
 )M±SD(هر جنين 

  بلاستوسيست
 )درصد(تعداد 

  جنين دو سلولي
  )درصد(تعداد 

تعداد كل جنينها 
 در هر گروه

 هاي آزمايشيگروه

  )%(تعداد  كنترل 146  134)78/91(  99)80/67(  51/1±60/86

a99/1±90/79  a )76/37(54  a )52/75(108 143 آب اكسيژنه µM 5  

a38/1±50/74  a )12/15(26  a )39/31(54  172  آب اكسيژنه µM10  

a60/2±33/67  a )93/1(3  a )68/9(15  155 آب اكسيژنه   µM25  

a0 a 0 a )53/2(4  158 آب اكسيژنه  µM 50  

 µM1/0تمپول + µM10   آب اكسيژنه 161  51)68/31(  26)15/16(  99/0±38/78

  µM2/0تمپول + µM10   آب اكسيژنه 165  53)12/32(  25)15/15(  26/1±16/80

 µM5/0تمپول + µM10   آب اكسيژنه 172  57)14/33(  28)28/16(  91/0±90/79

 µM1تمپول + µM10   آب اكسيژنه  164 49)88/29(  23)02/14(  41/1±35/79

 µM10تمپول + µM10   آب اكسيژنه  173 55)79/31(  27)61/15(  07/1±12/79
  

كه تفاوت ( bبا  µM10غلظت  آب اكسيژنهو در مقايسه با گروه تنش اكسيداتيو حاوي  aها در مقايسه با گروه كنترل با دار بودن گروهمعني
 )>05/0p( نشان داده شده است)  داري وجود نداشتمعني

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


  
  
  
  

 1389زمستان  /فصلنامه باروري و ناباروري  

 رشد جنين در كشت آزمايشگاهي رتمپول باثر JRI

244

هـاي  جنينهـا در معـرض غلظـت    دادنقـرار  نتايج حاصـل از  
سبب ايجاد توقف در جنينها در مرحله يك آب اكسيژنه مختلف 

هـاي پـايين   غلظـت  در سلولي و دو سلولي شد كـه ايـن توقـف   
)μM5  ــر) 10و ــهاز  اًاكثـ ــا  II درجـ ــز و   IIIيـ ــزان ليـ ــا ميـ بـ

آب هـاي بـالاي   غلظـت در  ).و -1 شكل( بود فراگمانتاسيون كم
ميزان بالاي توقف جنيني مشـاهده شـد   ) 50و μM25(اكسيژنه 

ليــز و  بــا ميــزان II درجــهو تعــدادي از  I درجــهاز  كــه اكثــراً
طوريكـه در  ه ب ـنـد،  رشد بسـيار كـم بود   اسيون بالا بافراگمانت
جنينهـا در مرحلـه يـك سـلولي     درصد زيادي از  μM50غلظت 
تنهـا درصـد خيلـي     .)4جـدول  ( ليز و فراگمانته بودنـد  ،متوقف
مراحل  از آنها تا مراحل اوليه تقسيم پيشرفت داشتند و به كمي

  .)د -1شكل( بالاتر تقسيم و رشد جنيني پيش نرفته بودند

موش در هاي  در شرايط كشت جنينتوقف جنيني  درجههاي مختلف از نظر درصد و مقايسه گروه .3جدول 
  )ساعت 120طي (شرايط بدون تنش اكسيداتيو 

  

تعداد كل جنينهاي 
 متوقف شده

 I درجه II درجه III درجه
تعداد كل جنينها 

  در هر گروه
هاي گروه

 آزمايشي

  كنترل 146 4)74/2(  11)53/7( 32)91/21( 47)19/32(

 µM1/0 مپولت 170 2) 18/1( 6) 53/3( 47) 65/27( 55) 35/32(

a )57/20 (36 
a )86/18 (

33 
a )57/0 (1 )14/1 (2 175 مپولت µM2/0 

 a)67/18 (31 )07/18 (30 a )6/0(1 )0 (0 166 مپولت µM5/0 

 a)50/19 (31 )50/19 (31 )0 (0 )0 (0 159 مپولت µM1 

 a)54/19 (34 )67/16 (29 a )15/1( 2 )72/1 (3 174 مپولت µM10 
  

دار بودن ، معني. آورده شده است) درصد نسبت به كل جنينها در هر گروه(اد ها مثل گروه كنترل بصورت تعدتمامي داده 
  )>05/0p(نشان داده شده است aها در مقايسه با گروه كنترل با گروه

هاي  كشت جنينهاي موش بوسيله قرار دادن در غلظتتوقف جنيني در شرايط  درجه بنديهاي مختلف از نظر درصد و مقايسه گروه. 4جدول 
  ختلف آب اكسيژنه و بررسي اثر تمپول در شرايط تنش اكسيداتيو م

  

تعداد كل جنينهاي 
 متوقف شده

 I درجه II درجه III درجه
تعداد كل جنينها 

 در هر گروه
 هاي آزمايشيگروه

 )%(تعداد  كنترل 146 4)74/2( 11)53/7( 32)91/21( 47)19/32(

a)23/62 (89  a)99/6 (10  a)46/38 (55  a)78/16 (24 143  آب اكسيژنه µM5 

a)88/84 (146  a)23/5 (9  a)51/21 (37  a)14/58 (100 172 آب اكسيژنه   µM10  

a)06/98 (152  a 0  a)03/9 (14  a)03/89 (138 155 آب اكسيژنه  µM 25  

a)100 (158  a0  a)53/2 (4  a)47/97 (154 158 آب اكسيژنه  µM 50  

)85/83 (135 b )0 (0 )81/29 (48 )04/54 (87 161 آب اكسيژنه   µM10 +تمپول µM1/0  

  µM2/0 تمپول+ µM10   آب اكسيژنه 165 107 )85/64( 28)97/16( 5) 03/3( 140) 85/84(

)72/83 (144 )98/6 (12  b)21/12 (21 )53/64 (111 172 آب اكسيژنه  µM 10 +تمپول µM5/0  

  µM1 تمپول+ µM10   آب اكسيژنه 164 107) 24/15( 25) 24/15( 9) 49/5( 141) 98/85(

 µM10 تمپول+ µM10   آب اكسيژنه 173 99) 23/57( 41) 70/23( 6) 47/3( 146) 39/84(
  

و  aبا ها در مقايسه با گروه كنترل دار بودن گروهمعني. آورده شده است) درصد نسبت به كل جنينها در هر گروه(ها مثل گروه كنترل بصورت تعداد تمامي داده 
  )>05/0p(نشان داده شده است bبا  آب اكسيژنهميكرومول  10در مقايسه با گروه تنش اكسيداتيو حاوي غلظت 
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هاي دو سلولي ايجاد شـده كـه نشـان    درصد جنينمقايسه 
تـنش   هـايي كـه  نشان داد در گـروه  است تسهيمدهنده شروع 

آب اكسـيژنه  هـاي مختلـف   غلظـت افـزودن  اكسيداتيو توسـط  
معني داري در مقايسه بـا گـروه    يجاد شده بود كاهش كاملاًا

هـاي   هـاي بـا غلظـت   و اين كاهش در گروهوجود دارد كنترل 
در غلظت طوري كه ه محسوس بود ب كاملاًآب اكسيژنه بالاي 
μM25  و در غلظت  %68/9تنهاμM50  جنينهـا تـا    %53/2تنها

مقايسـه   ).2جدول ( و بالاتر پيش رفته بودندمرحله دوسلولي 
  درصــد بلاستوسيســتها بــا گــروه كنتــرل نشــان داد پــس از  
قرار گـرفتن جنينهـا در معـرض اسـترس اكسـيداتيو درصـد       

داري كاهش  معني بلاستوسيستها به ميزان قابل توجه و كاملاً
بالا كه ايـن كـاهش    هايغلظت خصوص دره ب. پيدا كرده بود

نـه  هيچگو μM50غلظـت   طـوري كـه در  ه ب ـ ،بـود  بـالا بسيار 
 هـاي  و بلاستوسيسـت  )2جـدول  ( بلاستوسيستي ايجاد نشـد 

  نيـز از لحـاظ   آب اكسـيژنه  تـر هاي پايينايجاد شده در غلظت
  

   .)و -1 تصوير( مورفولوژي طبيعي نبودند
 تعدادميانگين نشان داد كه  از شمارش سلولي نتايج حاصل

هايي كه جنينها در معـرض  سلولها به ازاي هر جنين در گروه
قـرار گرفتـه بودنـد كـاهش      آب اكسـيژنه اي مختلـف  ه ـ غلظت
داد و ايـن  داري را در مقايسه با گروه كنترل نشـان مـي  معني

  .)2جدول ( دشميبيشتر آب اكسيژنه كاهش با افزايش غلظت 
در شـرايط  افزودن تمپول به محيط كشت جنيني مطالعه اثر 

تنش اكسيداتيو بـا قـرار دادن آنهـا بـه مـدت يـك سـاعت در        
ــه  آب اكســيژنه μM10معــرض   ،در محــيط كشــت و در ادام

 تمپـول هـاي مختـف   حاوي غلظـت كشت  كشت آنها در محيط
هاي ناشـي  تا حدودي موجب مهار آسيبتمپول نشان داد كه 

هـاي  از تنش اكسيداتيو گرديده و باعث افزايش درصـد جنـين  
  ؛در مقايسه با گروه تنش اكسـيداتيو شـده اسـت   ، سلولي  دو
). 2جــدول ( دار نبــوداز نظــر آمــاري معنــيلــي ايــن تفــاوت و

 سبب افزودن تمپولنشان داد مقايسه درصد بلاستوسيستها 

بـه  هـا  جنينصـدي از  درگـروه كنتـرل تمـايز     -الـف : هـاي مختلـف مـورد مطالعـه    تصاوير مربوط به جنينها در گروه. 1شكل
گـروه   -بانـد،   و درصدي از جنينها كه در مراحل مختلف رشد متوقـف شـده   ساعت انكوباسيون 120بعد از  بلاستوسيست

بلاستوسيسـت در   -جانـد،  تمـايز يافتـه   اكسپند و از زونا خارج شدهبه بلاستوسيست حاوي تمپول، درصد بالايي از جنينها 
جنينهـا در مراحـل اوليـه رشـد     ، )آب اكسيژنه μM50 حاوي(تنش اكسيداتيو  گروه -ددهد، مرحله خروج از زونا را نشان مي

آب  μM10 حـاوي (تـنش اكسـيداتيو    گـروه   -و، دهنـد متوقف شده و درجات بالايي از  ليـز و فراگمانتاسـيون را نشـان مـي    
باشند و سـاير جنينهـا در    مناسب نمي از لحاظ مورفولوژيو  تعداد كمي از جنينها به مرحله بلاستوسيست رسيده ،)اكسيژنه

، در شـرايط تـنش اكسـيداتيو    تمپـول گـروه   -ههسـتند،   گمانتاسـيون شـده   مراحل اوليه رشد متوقف شده و دچار ليز و فرا
 .كم در آنهاليز و فراگمانتاسيون  متوقف شده بااند و ساير جنينها  تعدادي از جنينها به مرحله بلاستوسيست تمايز يافته
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تها در شـرايط تـنش اكسـيداتيو    س ـافزايش درصـد بلاستوسي 
 باشـد مـي ندار  اين افزايش از نظر آمـاري معنـي   ولي شودمي

 نشان داد، مقايسه نتايج حاصل از شمارش سلولي .)2جدول (
يش تعــداد ســلولها بــه ازاي هــر جنــين در افــزا تمپــول ســبب

و بيـانگر ايـن   ) 2جـدول  (شرايط تنش اكسيداتيو شـده اسـت   
در  تسـهيم بهبود كيفيت رشـد و ميـزان    تمپول سبب است كه

ده در شرايط تنش اكسيداتيو شـده و  هاي كشت داده شجنين
هـاي ناشـي از تـنش اكسـيداتيو را     تا حدودي توانسته آسيب

 تمپـول  نشان داد،هاي متوقف شده نبررسي جني. كاهش دهد
ولـي ايـن    ؛هاي متوقف شده گرديـد كاهش درصد جنين باعث

هـاي  جنـين  درجهمطالعه . دار نبودتفاوت از نظر آماري معني
متوقف شده براساس ميزان ليز و فرگمانتاسيون آنهـا نشـان   

هـاي متوقـف شـده در    ميزان ليز و فراگمانتاسيون جنـين  داد،
داري را كاهش معني تمپولاتيو در حضور شرايط تنش اكسيد

نشـان  بلاستوسيسـتها  بررسي مورفولوژي ). 4جدول( داشت
و هـم در  شـرايط تـنش اكسـيداتيو    در  هـم  تمپولافزودن  داد

ــدون تــنش اكســيداتيو  ــوژي  شــرايط ب ــود مورفول ســبب بهب
  ).هـ -1 شكل( گرديدهاي ايجاد شده بلاستوسيست

  
  بحث 

 هاي توليد راديكال بين تعادل معد ةتنش اكسيداتيو در نتيج

اكسـيداني در يـك سـلول ايجـاد     يآنت ـ دفـاع  ظرفيـت  و آزاد
ــي ــود مـ ــال .شـ ــواع راديكـ ــامل  انـ ــيژن شـ ــاي آزاد اكسـ هـ

ــون ــيد سوپر آني ــيل  ،O2)(.اكس ــال هيدروكس و ) (.OH راديك
 هيدروژناديكــالي از اكســيژن ماننــد پراكســيدمشــتقات غيرر

)H2O2 (     بـه طـور سـريع و    بوده كـه بـه شـدت ناپايدارنـد و
هاي زيسـتي واكـنش نشـان داده و    غيراختصاصي با مولكول

هـاي سـلولي از جملـه    منجر به ايجاد و توسـعه انـواع آسـيب   
يداسيون اسيدهاي آمينه پلاسمايي، اكس ءپراكسيداسيون غشا

شوند كه خود در نهايـت  ، آپوپتوزيس و نكروز ميو نوكلئيك
هـاي  جنـين  پـذيري و تكـوين  منجر بـه كـاهش قـدرت زيسـت    

هـاي آزاد اكسـيژن   راديكـال . )19،20(گـردد  آزمايشگاهي مـي 
توانند هم از منابع داخل سلولي نظير گامتها و يـا از منـابع   مي

خارج سلولي و فاكتورهاي محيطـي توليـد شـوند بـه عنـوان      
 )ART(رونــد انجــام روشــهاي كمــك بــاروري     مثــال در 

اده كـردن  تواننـد در طـول آم ـ  هاي آزاد اكسـيژن مـي   راديكال
اسپرم در محيط كشت توليد شوند و يا ممكن است در داخـل  

توانند در كشت داخل آزمايشگاهي جنين افزايش يابند و يا مي
هاي آزاد اكسـيژن  افزايش در ميزان راديكال .)7(ايجاد گردند 

و ميتوكندريها موثر اسـت و بـه    DNAبر روي غشاء سلول، 
اي باشـد تـا آبشـار    طهرسد اين تاثير به عنـوان واس ـ نظر مي

شـواهد فـراوان نشـان    . )19( آپوپتوزي را از تنظيم خارج كند
بسته به غلظت آن سـبب   آب اكسيژنهدهد كه سطوح بالاي مي

هــاي مختلــف و نكــروز در گونــه ريــزي شــده مــرگ برنامــه
   ).7، 20-22( شودهاي سوماتيك مي سلول

 راحـل نشان داد كه توان رشد جنـين در م  مطالعهنتايج اين 
گزيني پـس از قـرار گـرفتن كوتـاه مـدت در      اوليه پيش از لانه
. استهاي آزاد اكسيژن به شدت كاهش يافته معرض راديكال

نتايج بدست آمده از مطالعه حاضر با نتايج حاصـل از سـاير   
همچنـين   .مطالعات صورت گرفته در اين زمينه مطابقـت دارد 

اكسـيژن در  هـاي آزاد  مشخص شد كه دزهاي بالاي راديكال
شوند و از يـك حـد   محيط كشت تاثيرات بيشتري را سبب مي

آستانه غلظت به بالا تاثير كامل بوده و مانع رشد جنين و يـا  
شود كه نشانگر وابسـته  هاي غير طبيعي شديد ميسبب حالت

هـاي آزاد  بودن رشد جنـين در ارتبـاط بـا راديكـال     غلظتبه 
شاهده شد قـرار دادن  طوري كه در اين مطالعه مه ب. باشد مي

جنينها به مـدت يـك سـاعت قبـل از كشـت در محـيط حـاوي        
ــت ــف غلظ ــاي مختل ــاد آســيب در   آب اكســيژنهه ــث ايج باع
طـوري كـه   ه گزينـي گرديـده اسـت ب ـ   هاي پـيش از لانـه   جنين

   آب اكســيژنه μM50هــايي كــه در معــرض غلظــت     جنــين
و رشـد بودنـد و   تسـهيم  قرار گرفتند اكثر جنينها فاقد قـدرت  

تنها درصد خيلي كمي از آنها تـا مراحـل اوليـه رشـد جنينـي      
ــه   ــيش رفت ــارپ  ــ و دچ ــز و فراگمانت ــده لي ــدن ش ــد ه ش  بودن

و  μM5(آب اكسـيژنه  هاي پايين  ولي در غلظت. )D-1تصوير(
و رشـد جنينهـا   تسهيم باعث كاهش تاثيرات كمتر بوده و ) 10

هـر چنـد كـه     ؛و كاهش كيفيت جنينها و مورفولوژي آنها شـد 
 ؛صدي از اين جنينها تا مرحله بلاستوسيسـت پـيش رفتنـد   در

ولي در مقايسه با گروه كنترل اين درصد خيلي پايين بـوده و  
هاي حاصله از نظر مورفولوژي نيز حالت غيـر  بلاستوسيست

  .)و -1تصوير( طبيعي را نشان دادند
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ــال  ــي راديكـ ــرات تخريبـ ــتم  اثـ ــط سيسـ ــاي آزاد توسـ هـ
ند گلوتاتيون، اسيد آسكوربيك اكسيدان درون سلولي مان آنتي

و  ، كاتـالاز )SOD( هايي مانند سوپر اكسيد ديسموتازو آنزيم
. )13(گـردد  كنترل و يا مهار مي) GPX(گلوتاتيون پراكسيداز 

ــي   ــر م ــه نظ ــود ب ــن وج ــا اي ــه در شــرايط كشــت  ب رســد ك
ــين  ــگاهي جن ــن    آزمايش ــد اي ــزان تولي ــتانداران، مي ــاي پس ه

اكســيداني جنينهــا فيــت آنتــيهــاي آزاد بــيش از ظر راديكــال
لذا به منظور غلبه بر اين عدم تعادل اكسيداني انـواع  . باشد مي

ــه   اكســيدانآنتــي ــا منشــا خــارجي پــيش بينــي و ارائ هــاي ب
رسد كه تـوان دفـاع   از سوي ديگر به نظر مي. )14( اند گرديده
هــاي آزمايشــگاهي در مقــاطع مختلــف جنــين ياكســيدانآنتــي

گروهـي از  . ستوسيسـت متفـاوت باشـد   ي بلاتكوين تا مرحله
اكسـيداني جنينهـا در   محققين معتقدند كه ظرفيت اصـلي آنتـي  

 mRNAمراحل اوليـه تقسـيمات زيگـوت وابسـته بـه ذخيـره       
در مرحله  و تدريجاً است تخمكمادري به ارث رسيده درون 

فعاليت ژنوم جنيني اسـت كـه ژنـوم جنـين قـادر بـه فعاليـت        
هاي توليـد شـده درون سـلول و يـا     متقابل در مقابل اكسيدان

رسد كه نياز خاص جنين لذا به نظر مي. باشدمحيط كشت مي
 ZGA هاي خـارجي در مقـاطع قبـل و بعـد از    اكسيدانبه آنتي

  .)15(متفاوت باشد 
هاي دفاعي متعددي در جنـين و محـيط پيرامـوني    مكانيسم

 و تخمكد سربه نظر مي 1در بدن. احاطه كننده آن وجود دارد
هـاي  كننـده  جنين در برابر اسـترس اكسـيداتيو بواسـطه پـاك    

اكسيژني موجود در مايعات فوليكـولي و اويـدوكت محافظـت    
اگرچه علل بسيار مختلفي براي كيفيت پـائين رونـد    .شوندمي

ي جنــين گــزارش گرديــده اســت بــه نظــر  توليــد آزمايشــگاه
ان ، به عنو)ROS(هاي آزاد اكسيژن رسد كه توليد راديكال مي

هاي كشـت داده شـده در   يكي از علل اصلي توقف رشد جنين
ــزارش . اســتآزمايشــگاه  ــر اســاس گ  ROSموجــود  هــاي ب

، مهار تكوين جنين و تخمكتوانند، باعث توقف ميوزي در  مي
در  ROSبـراي مقابلـه بـا اثـرات سـوء      . مرگ سـلولي شـوند  

هـاي گونـاگوني    اكسيدان سيستم كشت جنيني تا كنون از آنتي
نتـايج حاصـل از مطالعـات اخيـر      .)13،4( ده شده اسـت استفا

به عنـوان يـك نيتروكسـيد قابـل نفـوذ از       تمپولنشان داد كه 
                                                                 
1- In vivo 

در  .)23(دارد  SODغشــاء ســلول كــه عملكــردي مشـــابه     
و همكاران صورت گرفت نشـان   Garnerاي كه توسط  مطالعه

به مايع مني گاو سبب افزايش ميزان بقا  تمپول كه افزودن داد
در  آندر شــرايط نگهــداري  اســپرمت زيســت پــذيري و قــدر

در مطالعه ديگـري كـه    .)24(شود  محيط داخل آزمايشگاه مي
نشان داد كـه  صورت گرفت و همكاران  Lindenmannتوسط 
به عنوان يك نيتروكسـيد قابـل نفـوذ از غشـاء      تمپول افزودن

دارد سبب افزايش بقا تحرك  SODسلول كه عملكردي مشابه 
اي كه  در مطالعه .)25(شود ميهاي منجمد شده گاو  در اسپرم

نگهداري اسپرم بوقلمون در شرايط محيط ازمايشگاهي روي 
را صورت گرفت نشان داد كـه افـزودن تمپـول بقـاي اسـپرم      

   .)26( دهدميافزايش 
و همكـاران صـورت گرفـت     Maraاي كه توسـط   در مطالعه

افزوده  تمپول اقوچ كه به آنه هاي اسپرميد كه نمونهنشان دا
 C15°در دمــاي  ســاعت 72و  48، 24شــده بــود و بــه مــدت 

از (يفيت تحرك بهتـري  نگهداري شده بودند ميزان تحرك و ك
انـد و   در مقايسـه بـا گـروه كنتـرل داشـته     ، )نظر نـوع تحـرك  

به محـيط كشـت    تمپول با اضافه كردنهمچنين نشان داد كه 
ــاروري اســپرم،  ــزان ب ــدادو مي ــزايش  بلاستوسيســتها تع   اف

  . )27(يافت 
در شــرايط كشــت آزمايشــگاهي جنينهــا ميــزان توليــد      

 ؛باشد هاي آزاد بيش از ظرفيت آنتي اكسيداني آنها مي راديكال
لذا به منظـور غلبـه بـر ايـن عـدم تعـادل اكسـيداني از انـواع         

شـود كـه بـه     خارجي استفاده مـي  هاي با منشاء اكسيدان آنتي
ده بــه اكثــر ايــن آنتــي هــاي زنــ ســلولكــم نفوذپــذيري علــت 

ــردن      ــين ب ــا در از ب ــب آنه ــرد مناس ــانع عملك ــيدانها، م اكس
شـود بـه ايـن     هاي آزاد توليد شده در درون جنين مي راديكال

جهـت  تمپول منظور در اين پژوهش از آنتي اكسيدان سنتتيك 
ه اسـتفاد هاي آزاد توليد شده در داخـل سـلول    حذف راديكال

و نتـايج   خـل سـلول داشـت   داه وذ پذيري بيشتري بكه نف شد
كه افزودن تمپـول بـه عنـوان    حاصل از اين مطالعه نشان داد 

سينتتيك با قابليت نفوذپذيري بـالا بـه داخـل     يآنتي اكسيدانت
ــته   ــلول توانس ــرايط س ــيدر ش ــنش   طبيع ــرايط ت ــدون ش ب

افزايش درصـد   ،اكسيداتيو باعث بهبود و افزايش كيفيت جنين
، در جنـين اسـت  تسهيم روع هاي دو سلولي كه بيانگر شجنين
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افزايش درصـد بلاستوسيسـت و افـزايش تعـداد سـلولها در      
هـاي  غلظـت  هـاي حـاوي  جنينها بعد از كشت در محيط كشت

به عنـوان   تمپولافزودن  دهدميشود كه نشان  تمپول مختلف
به محيط سينتتيك با قدرت نفوذپذيري بالا اكسيدانت يك آنتي

همچنين نتايج حاصـل  . د باشدتواند بسيار مفي كشت جنين مي
بـه محـيط در شـرايط تـنش اكسـيداتيو در       تمپـول از افزودن 

هايي كه قبل از كشت به مدت يك ساعت در داخل محيط جنين
كشت داده شده بودند نشان  آب اكسيژنه μM10كشت حاوي 

كيفيت و روند رشد جنينهـا   تاثير كمي در بهبود تمپولداد كه 
  .داشته استدر شرايط تنش اكسيداتيو 

و همكاران بر روي جنـين خرگـوش در    Liاي كه در مطالعه
اكسيژن انجـام داده  % 20شرايط تنش اكسيداتيو با جنينها در 
 1/0تـا   mM001/0هـاي  بودند نشان دادند كه افـزودن غلظـت  

تمپول تاثير كمي بر روند رشد جنينها داشته اسـت و تفـاوت   
شــان دادنــد كــه داري را بــا گــروه كنتــرل نداشــت و نمعنــي
سـلولي   ميتتمپول داراي اثرات س ـ mM1هاي بالاتر از  غلظت

 مطالعه حاضر نيـز نشـان داد كـه افـزودن    ). 28(داشته است 
داراي تـاثيرات   )/mM 01كمتـر از  ( هـاي پـايين تمپـول   غلظت

ــين  ــد رشــد جن ــود رون ــري در بهب ــنش  كمت ــا در شــرايط ت ه
  ايـن باشـد    زرسد ناشي ااكسيداتيو داشته است كه به نظر مي

  

هاي جنيني حاصل از  قـرار دادن جنينهـا در غلظـت    آسيب كه
mM10  ــيژنه ــدازهآب اكسـ ــه اثـــر    انـ ــت كـ ــوده اسـ اي بـ
اكسيدانتي تمپول نتوانسته اسـت ايـن آسـيبها را جبـران      آنتي
در شـرايط عـادي و    آنتـي اكسـيدانتي تمپـول    تـاثيرات  .نمايد

از شرايط تنش دارتر تر و معنيبدون تنش اكسيداتيو مشخص
جهـت بهبـود    تمپـول بنـابراين افـزودن    .بوده استاكسيداتيو 

هـاي  روند رشد جنين و جلوگيري از اثـرات مخـرب راديكـال   
 .شودهاي جنيني توصيه ميآزاد اكسيژن به محيط كشت

  

  نتيجه گيري
يافته هاي اين مطالعه نشـان مـي دهـد افـزودن تمپـول بـه        

ه محـيط كشـت جنينـي    عنوان يك آنتي اكسـيدانت سـينتيك ب ـ  
ــد رشــد جنينهــا در شــرايط كشــت داخــل    ســبب بهبــود رون

  .شودآزمايشگاهي مي
  

  قدرداني تشكر و
بدين وسيله از تمام عزيزاني كه در انجام اين تحقيـق مـا را   

ويژه جناب آقاي دكتر آراز رابري و خانمها ه اند بياري نموده
كيانـا  زاده و دكتـر  دكتر سحر غفـاري، دكتـر سـميرا ابـراهيم    

  .كارگر كمال تشكر و قدرداني را داريم

 

References 
1. Gonzalez-Flecha B, Reides C, Cutrin JC, Llesuy SF, 

Boveris A. Oxidative stress produced by suprahep-
atic occlusion and reperfusion. Hepatology. 1993;18 
(4):881-9. 

 

2. Sikka SC. Relative impact of oxidative stress on 
male reproductive function. Curr Med Chem. 2001;8 
(7):851-62. 

 

3. Sarafian TA, Bredesen DE. Is apoptosis mediated by 
reactive oxygen species? Free Radic Res. 1994;21 
(1):1-8. 

 

4. Yang HW, Hwang KJ, Kwon HC, Kim HS, Choi 
KW, Oh KS. Detection of reactive oxygen species 
(ROS) and apoptosis in human fragmented embryos. 
Hum Reprod. 1998;13(4):998-1002. 

 

5. Luvoni GC, Keskintepe L, Brackett BG. Improve-
ment in bovine embryo production in vitro by 
glutathione-containing culture media. Mol Reprod 
Dev. 1996;43(4):437-43. 

 

 
 
 
 
 

6. Bedaiwy MA, Falcone T, Mohamed MS, Aleem 
AA, Sharma RK, Worley SE, et al. Differential 
growth of human embryos in vitro: role of reactive 
oxygen species. Fertil Steril. 2004;82(3):593-600. 

 

7. Goto Y, Noda Y, Narimoto K, Umaoka Y, Mori T. 
Oxidative stress on mouse embryo development in 
vitro. Free Radic Biol Med. 1992;13(1):47-53. 

 

8. Goyanes VJ, Ron-Corzo A, Costas E, Maneiro E. 
Morphometric categorization of the human oocyte 
and early conceptus. Hum Reprod. 1990;5(5):613-8. 

 

9. Yoneda A, Suzuki K, Mori T, Ueda J, Watanabe T. 
Effects of delipidation and oxygen concentration on 
in vitro development of porcine embryos. J Reprod 
Dev. 2004;50(3):287-95. 

 

10. Carbone MC, Tatone C, Delle Monache S, Marci 
R, Caserta D, Colonna R, et al. Antioxidant en-
zymatic defences in human follicular fluid: charac-
terization and age-dependent changes. Mol Hum 
Reprod. 2003;9(11):639-43. 

 

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


  
  
  
  

 1389 زمستان/ فصلنامه باروري و ناباروري                                                                      

 JRI  ...و  احمدي

249 

11. Catt JW, Henman M. Toxic effects of oxygen on 
human embryo development. Hum Reprod. 2000; 
15 Suppl 2:199-206. 

 

12. Wang X, Falcone T, Attaran M, Goldberg JM, 
Agarwal A, Sharma RK. Vitamin C and vitamin E 
supplementation reduce oxidative stress-induced 
embryo toxicity and improve the blastocyst devel-
opment rate. Fertil Steril. 2002;78(6):1272-7. 

 

13. Guérin P, El Mouatassim S, Ménézo Y. Oxidative 
stress and protection against reactive oxygen spe-
cies in the pre-implantation embryo and its sur-
roundings. Hum Reprod Update. 2001;7(2):175-89. 

 

14. Ali AA, Bilodeau JF, Sirard MA. Antioxidant re-
quirements for bovine oocytes varies during in 
vitro maturation, fertilization and development. 
Theriogenology. 2003;59(3-4):939-49. 

 

15. Meirelles FV, Caetano AR, Watanabe YF, Ripa-
monte P, Carambula SF, Merighe GK, et al. Gen-
ome activation and developmental block in bovine 
embryos. Anim Reprod Sci. 2004;82-83:13-20. 

 

16. Nagy A, Gestsenstion M, Vintersten K, Behringer 
R. Manipulating the mouse embryo. 3nd ed. New 
York: Cold Spring Harbor Laboratory; 2000; p. 
565-98. 

 

17. Cebral E, Carrasco I, Vantman D, Smith R. Preim-
plantation embryotoxicity after mouse embryo ex-
position to reactive oxygen species. Biocell. 2007; 
31(1):51-9. 
 

18. Tarkowski AK. An Air-Drying Method for Chromo-
some Preparations from Mouse Eggs. Cytogen-
etics. 1966;5(6):394-400.  

 

19. Chaudière J, Ferrari-Iliou R. Intracellular anti-
oxidants: from chemical to biochemical mechan-
isms. Food Chem Toxicol. 1999;37(9-10):949-62. 

 

20. Szeto HH. Cell-permeable, mitochondrial-targeted, 
peptide antioxidants. AAPS J. 2006;8(2):E277-83. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

21. Forrest VJ, Kang YH, McClain DE, Robinson DH, 
Ramakrishnan N. Oxidative stress-induced apop-
tosis prevented by Trolox. Free Radic Biol Med. 
1994;16(6):675-84. 

 

22. Tada-Oikawa S, Oikawa S, Kawanishi M, Yamada 
M, Kawanishi S. Generation of hydrogen peroxide 
precedes loss of mitochondrial membrane potential 
during DNA alkylation-induced apoptosis. FEBS 
Lett. 1999;442(1):65-9. 

 

23. Mitchell JB, Samuni A, Krishna MC, DeGraff 
WG, Ahn MS, Samuni U, et al. Biologically active 
metal-independent superoxide dismutase mimics. 
Biochemistry. 1990;29(11):2802-7. 

 

24. Garner DL, Thomas CA, Gravance CG, Marshall 
CE, DeJarnette JM, Allen CH. Seminal plasma 
addition attenuates the dilution effect in bovine 
sperm. Theriogenology. 2001;56(1):31-40. 

 

25. Lindemann CB, Kanous K. The cyclic nidroxide 
free radical, 4-hidroxy-2,2,6,6,tetramethylpiperi-
dine-1-oxyl (TEMPOL), is effective in prolonging 
the motility of bull sperm in vitro. Biol Reprod. 
1991;44(suppl 1):117.  

 

26. Donoghue AM, Donoghue DJ. Effects of water- 
and lipid-soluble antioxidants on turkey sperm 
viability, membrane integrity, and motility during 
liquid storage. Poult Sci. 1997;76(10):1440-5. 

 

27. Mara L, Accardo C, Pilichi S, Dattena M, Chessa 
F, Chessa B, et al. Benefits of TEMPOL on ram 
semen motility and in vitro fertility: a preliminary 
study. Theriogenology. 2005;63(8):2243-53. 

 

28. Li J, Foote RH, Liu Z, Giles JR. Development of 
rabbit zygotes into blastocysts in defined protein-
free medium and offspring born following culture 
and embryo transfer. Theriogenology. 1997;47(5): 
1103-13. 

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir

