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  چکيده

هاي آزاد شناخته شده است، اين امکان وجود دارد که ميزان بلوغ آزمايشگاهي کننده قوي راديکالعنوان پاکكه ملاتونين بهبا توجه به اين :فاهدا

هاي و ميزان كليواژ و تكوين بلاستوسيت هااثر ملاتونين بر بلوغ و لقاح تخمک منظور بررسيمطالعه بهاين . تخمک و کيفيت جنين را نيز بهبود بخشد

  .طراحي شددر شرايط آزمايشگاهي  موش

 -مجموعه تخمك. انجام شد ۱۳۸۹پزشکي گيلان در سال ملکولي دانشگاه علوم - اين مطالعه تجربي در مركز تحقيقات سلولي :هامواد و روش

ساعت در محيط بلوغ تامين شده با  ۱۸ها به مدت تخمك. آوري شدهاي ماده جمعاز تخمدان موش (GV)و وزيكول زاينده  (COCs)كومولوس 

. و گروه كنترل، كشت داده شدند و ميزان بلوغ آنها مورد ارزيابي قرار گرفت) نانومولار ۱۰، ۱۰۰ميكرومولار و  ۱، ۱۰۰،۱۰(ف ملاتونين دوزهاي مختل

تامين شده با دوزهاي مختلف ملاتونين كشت داده شدند و ميزان  T6اي حاصل از لقاح آزمايشگاهي در محيط هاي دو پيش هستههمچنين جنين

کمک به آزمون مجذور کاينتايج با استفاده از  .ها تا مرحله بلاستوسيست با استفاده از ميكروسكوپ معكوس مورد بررسي قرار گرفتنتكوين جني

  .تحليل شدSPSS 13 افزار  نرم

داد مقايسه با گروه كنترل نشانها در ميكرومولار ملاتونين اثرات مثبتي بر ميزان بلوغ و لقاح آزمايشگاهي تخمك ۱۰۰و  ۱۰، ۱هاي غلظت :هايافته

)۰۱/۰p< .(هاي تيمار شده با دوز نانومولار همچنين ميزان كليواژ و تكوين بلاستوسيست در گروه)۰۱/۰(افزايش يافت ) ۱۰و  ۱۰۰p<.(  

غ، لقاح و تكوين آزمايشگاهي هاي فعال اکسيژن، تاثير مثبتي در بهبود بلوکننده قوي نمونهعنوان پاکرسد ملاتونين بهنظر ميبه :گيرينتيجه

   .هاي موش داردها و جنين تخمك

  بلاستوسيت ملاتونين، بلوغ آزمايشگاهي، لقاح آزمايشگاهي، :هاکليدواژه
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Abstract 

Aims: Considering that melatonin is known as an effective ROS scavenger, it may be able to improve the in-

vitro oocyte maturation and the fetal quality. This study was designed to determine the effect of melatonin on in-

vitro oocyte maturation and fertilization and cleavage and blastocyst development rate in mice. 

Materials & Methods: This experimental study was carried out in the cellular-molecular center of Gilan 

Medical University in 2010. The cumulus-oocyte complex (COC) and germinal vesicle were obtained from 

mice. COCs were cultured for 18 hours in maturation medium (supplemented with different doses of melatonin 

(100, 10, 1 µM, 100, 10µM) and control group and their maturation rate was assessed. Then two pre-nucleus 
embryos were cultured in T6 medium supplemented with different doses of melatonin and embryos’ 

developmental rate was recorded until blastocyst stage by inverted microscope. Data were analyzed using Chi-

square test by SPSS 13 software. 

Results: 1, 10 and 100 µM concentrations of melatonin had positive effect on in-vitro oocyte maturation and 
fertilization in mice compared to the control group (p<0.01). In addition, the cleavage and blastocyst 

development rate increased in presence of 10and 100 nM of melatonin (p<0.01). 
Conclusion: Melatonin as an effective ROS scavenger has positive influence on in-vitro oocytes maturation and 

embryos’ development promotion in mice. 
Keywords: Melatonin, In-vitro Maturation, In-Vitro Fertilization, Blastocyst 
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 مقدمه

گذاري، بلوغ آزمايشگاهي تخمک تخمک یگذاري، القاازدياد تخمک

هاي مهم توليدمثلي از روش ،نارس، لقاح آزمايشگاهي و انتقال جنين

مهمي در  بسيار هايگامتوان ها مياست که با استفاده از اين روش

شده استحصال توليد آزمايشگاهي جنين از تخمک و اسپرمِ جهت

هاي کارها در درمان ناباروريتوان از اين راههمچنين مي. ]۱[ برداشت

۲[استفاده کرد  درمعرض انقراض انساني و دامي و حفظ حيوانات .[

عنوان تکنيکي موثر به (IVM) بلوغ تخمك در شرايط آزمايشگاهي

ها کاهش قيمت و تقليل اثرات جانبي تحريکات گنادوتروپين جهت در

 تويوداو  چانگ .]۴، ۳[شناخته شده است  (IVF)در لقاح آزمايشگاهي 

در را ها تخمك ،]۵[ كردن منيها و آمادهآوري تخمكبعد از جمع

آزمايشگاهي كه لقاح در شرايط  صورتیبه دادند، محيط كشت قرار

آوري و كشت جمعدر مورد ات ديگري مطالع همچنين. انجام شد

و ] ۷[و موش ] ۶[در حيواناتي مانند همستر  IVFها براي تخمك

و  موفقيت در بلوغ، لقاح]. ۸[ ه استگزارش شد هاهمچنين در انسان

گزيني جنين بستگي به يك برنامه منظم از رشد و تكوين قبل از لانه

كننده فوليكول حاطههاي اتمايز تخمك همراه با تكوين و تمايز سلول

   .دارد

ترين هورمون غده مهم )تريپتامينمتوكسي -۵استيل  -N(ملاتونين 

 كه هيپوتالاموس و هيپوفيز اندگزارشات نشان داده .فيز استاپي

وسيله ملاتونين نقش حياتي بازي قدامي در تنظيم توليدمثل به

در مسير توليدمثل  اینقش دوجانبه ،هاي آزادراديكال ].۹[ دنكن مي

هاي كليدي سيگنالينگ براي عملكردهاي متنوع د و مولكولندار

هاي آزاد در راديكالسوء ويژه، عملكرد به .]۱۰[ تخمدان هستند

 شودمنجر به تغييراتي مي ريزمحيط تخمك، اسپرم و در مايع فوليكولي

 ها،گذاري، كيفيت تخمكتخمك تكوين فوليكولي،بر تغييرات که اين 

تاثير گزيني و تكوين اوليه جنيني تخمك، لانه - كنش اسپرمميان

  .]۱۱[گذارند  می

كننده قوي راديكال آزاد شناخته شده است عنوان يك پاكملاتونين به

آزاد  هايهاي راديكالعنوان دارو از آسيباستفاده از ملاتونين به]. ۱۲[

هايي را براي اكسيدان فرصتعنوان يك آنتيكند و بهجلوگيري مي

سرطان، اختلالات ايمنولوژيك، بيماري  مانند هاييمديريت بيماري

مطالعات . ]۱۳[د نمايسي فراهم ميوهاي ويرها و عفونتآلزايمر، ديابت

 دورهاي موثر براي القاكردن شيوه ،تيمار با ملاتونيناند که نشان داده

  . ]۱۴[ استگذاري و ميزان باروري استروس و افزايش تخمك

ها در طول بلوغ آزمايشگاهي و لقاح ها و جنينکاري تخمکدست

هاي فعال شدن با سطوح بالايي از نمونهآزمايشگاهي، خطر مواجه

کردن تخمک، اي که آسپيرهگونههمراه دارد، بهرا به (ROS)اکسيژن 

تواند مقادير بالاتري از لقاح و کشت جنين در تراکم بالاي اکسيژن مي

كه ملاتونين از طرفي با توجه به اين. هاي آزاد را توليد کندراديکال

، اين امکان ]۱۲[شناخته شده است  ROSکننده قوي عنوان پاک به

وجود دارد که ميزان بلوغ آزمايشگاهي تخمک و کيفيت جنين را نيز 

كه تاكنون تاثير ملاتونين بر ظرفيت لازم به ذکر است . بهبود بخشد

هاي موش خمك، لقاح و تكوين بلاستوسيستبلوغ آزمايشگاهي ت

  . مورد بررسي قرار نگرفته است

اثر ملاتونين بر بلوغ آزمايشگاهي حاضر، بررسي تحقيق  بنابراين هدف

شده در شرايط هاي بالغهاي نارس و لقاح آزمايشگاهي تخمکتخمک

  .بودها تا مرحله بلاستوسيت آزمايشگاه و تکوين جنين
  

  هامواد و روش

ملکولي دانشگاه  -مطالعه تجربي در مركز تحقيقات سلولي اين

 جزهمه مواد مصرفي به .انجام شد ۱۳۸۹پزشکي گيلان در سال  علوم

PMSG  وHCG )Organonسيگما خريداري از شرکت ) ؛ هلند

شده از انستيتوي رازي تهيه NMRIو از موش سوري نژاد شدند 

  . دشاستفاده 

 ،هفته در شرايط استاندارد دما ۲دت مشده بههاي تهيهابتدا موش

در ) ساعت تاريکي ۱۲ - ساعت روشنايي ۱۲( رطوبت، تغذيه و نور

سپس . ندشوداري شدند تا با شرايط محيط سازگار خانه نگهحيوان

انتخاب  ،باروري بودند دورهمناسب که در  ايِهفته۶-۸ هاي مادهموش

 الملليبينواحد  ۵ها، گذاري موشتحريك تخمك برای .نددش

PMSG ۴۸تا  ۴۶بعد از گذشت . صفاقي تزريق شدصورت داخلبه 

سپس . جايي مهره گردني کشته شدندها با جابهساعت، موش

محيط کشت ( TCM و بلافاصله در محيط هشد ها برداشتهتخمدان

سرم جنينی ( FCSشده در انکوباتور که شامل گرم) ۱۹۹ -بافت

ها با کمک سوزن انسولين تخمدان .فتند، قرار گربود% ۵) گوساله

و  (COCs)کومولوس -و مجموعه تخمکشدند کالبدشکافی 

  .دشجدا  (GV) وزيکول زاينده

براي مطالعه اثر ملاتونين بر بلوغ آزمايشگاهي  :آزمايش هايگروه

شده از تخمدان گرفته (COCs+GV) هاي نارسِها، تخمکتخمک

و  نددشحاوي دوزهاي مختلف ملاتونين قرار داده  TCMدر محيط 

 .گرفتها مورد بررسي قرار ساعت ميزان بلوغ تخمک ۲۴تا  ۱۸بعد از 

. سازي ملاتونين در محيط حداقل نور انجام شدتمام مراحل آماده

هاي صورت تصادفي در گروه كنترل و گروههای نابالغ بهتخمک

روند بلوغ آنها با استفاده از تيمارشده با ملاتونين توزيع شدند و 

 .ميكروسكوپ معكوس مورد ارزيابي قرار گرفت

و شده  جايي مهره گردني کشتههبا جابها موش :لقاح آزمايشگاهي

ساعت در  ۱-۵/۱ مدتها بهاسپرم. شداسپرم گرفته  هااز دم اپيديديم آن

تا  ندانكوبه شد %۱۵ )آلبومين سرم گاو( BSAشامل  ۶Tمحيط 

 ،ليتراسپرم بر ميلي۱×۱۰۶ سپس مقدار. دست آورندهاستعداد لازم را ب

داده قرار ) BSA ۱۵%شامل ( ۶Tاز محيط  ميکروليتر ۵۰در قطرات 

 يشده در محيط آزمايشگاهتخمک بالغ ۵تا  ۴و به هر قطره  شد

ساعت از همجواري اسپرم و تخمک،  ۶تا  ۴بعد از . شداضافه 

هاي جنينو شدند شستشو داده  ۶Tز ها در محيط تمي تخمک

اي با استفاده از ميكروسكوپ معكوس جدا شده و انکوبه هسته دوپيش
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هاي ساعت پس از انكوباسيون، ميزان تشكيل جنين ۱۸. شدند

  .دوسلولي در هر گروه مورد بررسي قرار گرفت

منظور بررسي تاثير دوزهاي مختلف ملاتونين بر به :هاتكوين جنين

اي حاصل هستههاي دوپيشميزان كليواژ و تشكيل بلاستوسيت، جنين

گروه تيمارشده با دوزهاي  ۵هاي بالغ به از لقاح آزمايشگاهيِ تخمك

نانومولار و گروه كنترل تقسيم  ۱۰۰و  ۱۰ميكرومولار و  ۱۰۰و  ۱۰، ۱

آمده از لقاح دستاي بههستههاي دوپيشتعداد جنين. شدند

سپس تكوين جنين تا مرحله  .آمده است ۱دول آزمايشگاهي در ج

  . بلاستوسيست مورد مطالعه قرار گرفت

و نتايج با استفاده از  شدآوري ها جمعاطلاعات مربوط به همه گروه

 ،با گروه كنترل SPSS 13 افزارو با کمک نرمکاي  آزمون مجذور

  .شد بررسیمقايسه و 

  
اي هستههاي دوپيشجنينهاي مختلف آزمايش و تعداد گروه )۱جدول 

  آمده از لقاح آزمايشگاهيدست به

  هاي گروه

  آزمايش
  دوز ملاتونين

تعداد تخمک 

)GV+COCs(  

هاي تعداد جنين

  ايهستهدوپيش

  ۶۳  ۱۳۹  ميکرومولار ۱۰۰  ۱

  ۶۲  ۱۲۵  ميکرومولار ۱۰  ۲

  ۵۹  ۱۱۲ ميکرومولار ۱  ۳

  ۵۰  ۱۲۰ نانومولار ۱۰۰  ۴

  ۴۵  ۱۷۳  نانومولار ۱۰  ۵

  ۴۱  ۱۱۳  ۰  کنترل

  

  

 
  .(C)اي هستهو دوپيش II (B)، متافاز (A)كومولوس  -تخمك مجموعه .تخمك موش در مراحل مختلف بلوغ )۱ شكل

  

  
 >p*۰۱/۰(هاي موش بررسي تاثير ملاتونين بر ميزان بلوغ تخمك) ۱نمودار 

متافاز : MIIكومولوس،  -مجموعه تخمك:  COCs ).در مقايسه با گروه کنترل

II  

  

  نتايج

تخمك نابالغ از تخمدان  ۷۸۲: بلوغ و لقاح آزمايشگاهي

، تخمك موش در مراحل ۱کل در ش. دست آمدشده موش به تشريح

ميزان در مقايسه با گروه كنترل، . مختلف بلوغ نشان داده شده است

 ۱و  ۱۰، ۱۰۰هاي تيمارشده با دوزهاي داري در گروهطور معنيبلوغ به

 ،)۱نمودار (افزايش يافت ) ۳تا  ۱گروه (ميكرومولار از ملاتونين 

، ۱هاي تيمارشده با شده در گروههاي بالغطوري كه درصد تخمك به

، %۷۳/۸۲ترتيب ميكرومولار از ملاتونين و گروه كنترل به ۱۰۰و  ۱۰

همچنين ميزان تشكيل ). >۰۱/۰p(بود % ۷۰و % ۲۵/۸۱، ۸۰%

هاي تيمارشده با دوزهاي اي حاصل از تخمكهستههاي دوپيش جنين

  ). >۰۱/۰p(داري داشت مذكور ملاتونين با گروه كنترل اختلاف معني

  

 
و  (A)سلولي هاي دوجنين. جنين موش در مراحل مختلف تكوين )۲شكل 

  .(B)بلاستوسيست 

  

اي، معياري براي لقاح هستههاي دوپيشميزان تشكيل جنين

شود كه اين ميزان لقاح ها محسوب ميآزمايشگاهي موفق تخمك

*

* *
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 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همكاران ـ محمدهادي بهادري  ۷۰

                 ۱۳۹۰ تابستان، ۲، شماره ۱۶دوره                                     مجله پزشکي کوثر

در مقايسه با گروه كنترل به ترتيب  ۳تا  ۱آزمايشگاهي، در گروه 

  .بود% ۶/۳۶و % ۸۶/۵۰، ۲۳/۵۱%، ۹۴/۵۲%

در جنين موش  مراحل مختلف تكوين ۲در شکل  :هاتكوين جنين

اي حاصل هستههاي دوپيشدنبال تيمار جنينبه. نشان داده شده است

، كليواژ )A ۲شكل(از لقاح آزمايشگاهي، ميزان تشكيل جنين دوسلولي 

در مقايسه با گروه  ۵و  ۴هاي در گروه) B۲شكل (و بلاستوسيست 

ي اگونه، به)۲نمودار ؛ >۰۱/۰p(داري نشان داد كنترل، افزايش معني

هاي دوسلولي و بلاستوسيست در گروه تيمارشده با كه درصد جنين

نانومولار  ۱۰۰، %۲۲/۸۲و % ۸۸/۸۸ترتيب نانومولار به ۱۰ملاتونين 

  .بود% ۲۹/۶۸و % ۰۴/۷۸ترتيب و گروه كنترل به% ۸۴و % ۹۲ترتيب به

  

  
اي هستههاي دوپيشبررسي تاثير ملاتونين بر ميزان تكوين جنين )۲نمودار 

   ).در مقايسه با گروه کنترل >p*۰۱/۰(موش حاصل از لقاح آزمايشگاهي 

  

   بحث

سطوح  نيزاکسيدان و آنتي هایتواند فعاليت آنزيمملاتونين مي

mRNA طور ممکن است ملاتونين به. سلولي را تحت تاثير قرار دهد

ها جلوگيري کند و در هاي ميتوکندريايي در تخمکمستقيم از آسيب

که است شده  ديده ].۱۵[کيفيت تخمک را بهبود بخشد نتيجه 

را افزايش  IVFماندن جنين و ميزان تواند ميزان زندهملاتونين مي

همچنين تيمارهاي ملاتونين اثرات مثبتي را در جهت القاي ]. ۱۶[دهد 

ميزان تولد در طول  باًگذاري و متعاقاستروس و افزايش تخمک دوره

که  اندمطالعات گذشته نشان داده. است دوره غيراستروس نشان داده

]. ۱۴[بخشد فعاليت تخمدان و تکوين فوليکولي را بهبود مي ،ملاتونين

تاثير مثبت داشته باشد که  ،تواند بر تکوين اوليه جنينملاتونين مي

در شرايط  غهاي جنيني را از استرس اکسيداتيو در طول بلوسلول

 ،هاي آنملاتونين و متابوليت ].۱۷[کند محافظت مي آزمايشگاهی

كنند هاي آزاد را پاك ميهاي موثري هستند كه راديكالاكسيدانآنتي

همچنين . ]۱۸[دهند اكسيداني را افزايش ميو بيان چندين آنزيم آنتي

مختلف  هايملاتونين داراي پتانسيل اثرات ضدآپوپتوزي بر انواع سلول

كاهش  منظوربهخصوص در سطح ميتوكندريايي و به ]۱۹[ است

كند هاي القاشده با استرس اكسيداتيو ميتوكندريايي عمل ميآسيب

هاي ديگر به دو نقش مهم تاثير ملاتونين بر گونه در مطالعه. ]۲۰[

ارتباط اندوكرينولوژي  ،اول: است اشارهملاتونين بر باروري 

منجر به  وگنادي دارد  -اشاره به محور هيپوفيزيفتوپريوديك كه 

ملاتونين ترشح  دوم اين کهو  شودگذاري ميبلوغ فوليكول و تخمك

ها را مهار كند و سنتز پروستاگلاندينمي کپروژسترون را تحري

كردن تخمك، لقاح و كشت جنين در چنانچه آسپيره. ]۲۱[د نماي مي

واند مقادير بالاتري از تميصورت گيرد، تراكم بالاي اكسيژن 

 هاي آزاد را توليد كند كه اثرات معكوسي بر تكوين اوليهراديكال

هاي مختلفي از سيستم ،هاي اخيردر طول سال]. ۲۲[جنيني دارد 

هاي كشت آزمايشگاهي جنين برایهاي راديكال آزاد كنندهپاك

كننده پاكعنوان و ملاتونين به ]۲۳[شده است  کار گرفتهبهپستانداران 

ROS ،گوسفند در شرايط  و بهبود توليد جنين گاو منظوربه

  .آزمايشگاهي بررسي شده است

ميزان  ،محيط كشت با ملاتونين تيمار نتايج اين مطالعه نشان داد که

ها را در مقايسه با گروه كنترل افزايش بلوغ، لقاح و تكوين جنين

كشت سلول در  هايگونه كه در تعدادي از سيستمهمان .دهد مي

ملاتونين ممكن است بر  گزارش شده است،شرايط آزمايشگاهي 

در ابتدا ]. ۲۴[ها تاثير بگذارد سلولي جنين تقسيم سلولي و چرخه

هاي موش بعد از گزارش شده بود كه ملاتونين تاثيري بر تكوين جنين

و همكاران در  زوکاايشي دنبال آنبه]. ۲۵[لقاح آزمايشگاهي ندارد 

كردن آنها با حل]. ۲۶[نتايج متفاوتي را گزارش دادند  ۲۰۰۰ سال

كردن آن به و اضافه) سولفوکسيدمتيلدی( DMSOملاتونين در 

كه  زماني(ساعت بعد از همجواركردن اسپرم با تخمك  ۴ ،محيط

جاي به )طور كامل در سيتوپلاسم تخمك نفوذ كرده بوداسپرم به

توقف در ميزان  ندريافتند كه ملاتونيسلولي، ۸دوسلولي يا  مرحله

. دهددوسلولي را كاهش و ميزان بلاستولاسيون را افزايش مي مرحله

ين در مراحل نسعي بر آن شد كه اثرات ملاتو ،از اين رو در اين مطالعه

  . تر يعني از مرحله بلوغ تخمك مورد ارزيابي قرار گيردابتدايي

چرا كه ميزان بلوغ و لقاح  .دا نتايج مذكور بوبنتايج ما در توافق 

شده با دوزهاي ميكرومولار افزايش تيمارهاي تخمك در محيط

داري را نسبت به گروه كنترل نشان داد و اين در حالي است كه  معني

همچنين در . ها در دوزهاي نانومولار افزايش يافتميزان تكوين جنين

فند گزارش شد گوس يهابر بلوغ تخمك تاثير ملاتونيننيز  ۲۰۰۸سال 

دهنده تاثير مثبت ملاتونين بر كيفيت تخمك، لقاح كه نشان

ها در فصول توليدمثلي و جنين آزمايشگاهي و تكوين اوليه

م زملاتونين در متابولي از اين رو احتمالاً]. ۲۷[ استغيراستروس 

تحريك تشكيل بلاستوسيست  منظوربهزايي جنين ازمراحل خاصي 

  .كندمیشركت 

طور مستقيم براي لقاح انسان و انتقال تواند بهاطلاعات ما نمياگرچه 

اما ممكن است شرايط  ،كار برده شودجنين در شرايط آزمايشگاهي به

  .را بهبود بخشد يهايكشت براي چنين برنامه
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   گيرينتيجه

بلوغ تخمك و کشت در افزايش كردن ملاتونين به محيط اضافه

تشكيل بلاستوسيت را افزايش و ميزان  استتكوين جنين موثر 

  . دهد مي

  

نامه کارشناسي ارشد اين پژوهش بخشي از پايان: تشكر و قدردانی

دانند که از نويسندگان بر خود لازم مي. دانشگاه پيام نور تهران است

رئيس دانشکده  آبتين حيدرزادههمکاري و مساعدت جناب آقاي دکتر 

رئيس مرکز تحقيقات سلولي و  بهرام سلطانيپزشکي و همچنين دکتر 

 فاطمه قاسميانمولکولي دانشکده پزشکي گيلان و سرکار خانم 

 . برد تحقيق، تقدير و تشکر نماينددر پيش دليل مساعدت به
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