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Abstract 

 

Background and purpose: Embryos produced from in vitro assisted reproductive technologies 

(ART) manipulations, such as parthenogenesis, are less developmentally competent than in vivo-derived 

embryos. This study was designed to evaluate the effect of L-carnitine treatment during IVM on 

maturation of immature oocytes selected by Brilliant Cresyl Blue (BCB) staining, and their subsequent 

developmental competence after parthenogenesis. 

Materials and methods: Immature oocytes collected from NMRI mice ovaries were stained 

with BCB for 90 min. BCB+ oocytes (with blue color cytoplasm) were then cultured in tissue culture 

medium (TCM) 199 with 0.0, 0.3 and 0.6 mg/ml L-carnitine at 37 °C and 5% CO2 under maximum 

humidity. After 24 hours, nuclear maturation (using Hoechst staining) and cytoplasmic maturation (by 

measuring the intracellular glutathione (GSH) concentration with monochlorobimane) were recorded in 

metaphase II oocytes. Cleavage rate, blastocyst development rates (BDR) and total cell number of 

blastocyst were also determined after parthenogenesis. 

Results: Both L-carnitine concentrations significantly increased GSH (P<0.01), nuclear 

maturation (P<0.01) and BDR (P<0.05) compared with those in the control group. L-carnitine had no 

significant effect on cleavage rate and total blastocyst cell numbers. 

Conclusion: These results demonstrated that L-carnitine supplementation during IVM of 

immature BCB+ oocytes could increase developmental competence of oocytes after parthenogenesis, 

possibly by improvement of nuclear and cytoplasmic maturation of oocytes. 
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هاي   هاي حاصل از تخمك كارنيتين بر صلاحيت تكويني جنين - اثر ال
   brilliant cresyl blueموش سوري انتخاب شده با رنگ آميزي 
 بعد از پارتنوژنز

  
        1زهره زارع

       2رضا ماستري فراهاني
 3مسلم محمدي 

  چكيده
ماننـد پـارتنوژنز صـلاحيت     (ART)هـاي كمـك بـاروري      هاي آزمايشگاهي حاصل از تكنيـك   جنين :و هدف سابقه

-بـا ال  تيمـار  اثـر  حاضر به منظـور بررسـي   مطالعه. دارند in vivoهاي توليد شده در محيط  تري نسبت به جنين تكويني پايين
 و شايستگي) brilliant cresyl blue )BCB رنگ آميزي انتخاب شده توسط نابالغ هاي  تخمك بلوغ بر IVM طي تينكارني

  .طراحي شدبعد از پارتنوژنز  ها  آن بعدي تكويني
 آوري و با رنـگ   جمع NMRIهاي سوري نژاد  هاي نارس از تخمدان موش در اين مطالعه تجربي، تخمك :ها مواد و روش

BCB هاي نارس   سپس تخمك. آميزي شدند دقيقه رنگ 90مدت   بهBCB+ )  كشـت بـه محـيط    )با سيتوپلاسم آبـي رنـگ 
 درصـد  CO2 5 و C 37˚در انكوبـاتور  منتقـل و  ) mg/ml 6/0 ،3/0  ،0(كـارنيتين  - هاي مختلف ال  حاوي غلظت 199TCMبافت 
با اسـتفاده  (و بلوغ سيتوپلاسمي ) آميزي هوخست از رنگبا استفاده ( اي ميزان بلوغ هسته ،ساعت 24پس از  .داده شدند قرار

چنـين   هـم . بررسـي گرديـد   IIهاي متافاز  در تخمك) گيري ميزان گلوتاتيون از طريق رنگ آميزي مونوكلروبيامين از اندازه
  .ه شدبعد از پارتنوژنز محاسب  هاي بلاستوسيست  و تعداد كل سلول (BDR)ميزان كليواژ، ميزان تكوين بلاستوسيست 

و  )p>01/0(هـا   بلـوغ تخمـك   ،)p>01/0(كارنيتين باعث افزايش ميـزان گلوتـاتيون   -تيمار با هر دو غلظت ال :ها يافته
BDR )05/0<p( هـاي    تعـداد كـل سـلول    ميزان كليـواژ و كارنيتين بر -با اين وجود تيمار با ال. در مقايسه با گروه كنترل شد

  .اشتبلاستوسيست تاثير آماري معني داري ند
، IVMكـارنيتين طـي   - مـوش سـوري بـا ال    +BCBهـاي نابـالغ     مطالعه حاضر نشان داد كه تيمار تخمكهاي  يافته :استنتاج

  .شود هاي حاصل از پارتنوژنز مي  ها باعث افزايش صلاحيت تكويني جنين  اي و سيتوپلاسمي تخمك احتمالاً با بهبود بلوغ هسته
  

  موش سوري، پارتنوژنز ،كارنيتين، تخمك -ال، BCB ،رنگ آميزي: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هـاي كمـك بـاروري      خير در تكنيكاهاي  پيشرفت

)Assisted reproductive technique-ART (ماننـــد 
 Somatic cell nuclear( انتقال هسـته سـلول سـوماتيك   

transfer-SCNT( ز ــوژنــارتنـو پ)parthenogenesis(،   
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چنـين   هاي مختلـف و هـم   مكان ايجاد حيوانات در گونها
هـاي خاصـي    ژنيك كه حامـل ژن  نساايجاد حيوانات تر

) بكرزايـي (پـارتنوژنز  . )1-3(هستند را فراهم آورده است
شود كه در آن تخمك بالغ بـدون   به فرآيندي اطلاق مي

. )4(يابـد   رم تا مرحله بلاستوسيست تكوين مـي پلقاح با اس
اي بــراي توليــد  هــاي حاصــله منبــع بــالقوه  بلاستوسيســت

 )Embryonic stem cells-ESCs(هاي بنيادي جنيني   سلول
 در بيمـاراني كـه  ها   ESCو كارآيي اين  شوند محسوب مي

آسيب ديده دارند، بسيار با ارزش  يني بافتزجايگ نياز به
هـا، فاقـد    ESCبه علاوه، ايـن منبـع جـايگزيني    . )5(است

اسـت كـه    ذهبي، حقوقي و سياسيملاحظات اخلاقي، م
 .)4(هاي بنيادي جنيني انسان مطـرح اسـت    در مورد سلول

هاي حاصل از پارتنوژنز ابزار مفيدي بـراي بررسـي    جنين
در زمينه شرايط محـيط كشـت، تيمـار بـا مـواد شـيميايي       
مختلف و بسياري از متغيرهاي معمول آزمايشـگاهي نيـز   

ها صـلاحيت   ين جنينحال، ا  با اين .)6(آيند به حساب مي
هـاي توليـد شـده در      تري نسـبت بـه جنـين     تكويني پايين

هـا بـه    جنـين ايـن  تعداد كمـي از  دارند و  In vivoمحيط 
به منظـور بهبـود بـازده     .)3(رسند  مرحله بلاستوسيست مي

هـاي كمـك بـاروري بايـد همـه مراحـل از جملـه          تكنيك
. )8 ،7(كيفيت تخمك و شـرايط محـيط كشـت بهبـود يابـد     

كيفيت خـود تخمـك يكـي از فاكتورهـاي مهـم در بقـا و       
ك روش ي ـ. باشـد  مـي  ARTهاي حاصل از  جنين تكوين

استفاده از رنگ حيـاتي   ،ها مناسب براي انتخاب تخمك
BCB )Brilliant cresyl blue( اين رنگ فعاليـت  . است

ــوكز ــزيم گل ــدروژناز ف -6-آن را  (G6PDH)ســفات دهي
زمان رشد تخمـك   در G6PDHآنزيم . كند مشخص مي
شود و فعاليتش تا پايـان فـاز رشـد     توليد مي موش سوري

آنزيم قـادر بـه تجزيـه رنـگ      اين .يابد تخمك خاتمه مي
BCB رنگ  و )10 ،9(استBCB      وابسـته بـه فعاليـت ايـن

رنـگ   يـا بـي   (+BCB)آبـي   سـلول را  آنزيم، سيتوپلاسم
(BCB-) كـه  مطالعـات قبلـي نشـان داده اسـت      .كنـد  مي
تـري   ظرفيت بلـوغ و تكـويني بـيش    +BCBي ها تخمك

تخمـك يـا    .)11-13(دارنـد  -BCBهـاي   نسبت به تخمك

در معرض  ناپذيري طور اجتناب  بهدر محيط كشت  جنين
 هاي اكسيداتيو استرس. گيرد  هاي اكسيداتيو قرار مي استرس

 ها طي يكي از فاكتورهاي بالقوه براي كاهش كيفيت جنين
 ها اكُسيدان آنتي ؛ درمقابل،)14(وندر مي شمار به ARTسيكل

 كـارنيتين  - ال. )15(دارند ها  جنين از نقش مهمي در حفاظت
 )متيل بوتيريـك اسـيد   تري - γ - N - هيدروكسيل - β( آزاد
كـه   )16(اي بـا قطبيـت بـالا و محلـول در آب اسـت      ماده

 اكُسيداني است و از غشاي سـلول،  داراي خصوصيات آنتي
هـاي    گونـه  رابـر اثـرات  در ب DNAغشاي ميتوكنـدري و  

 (Reactive oxygen species -ROS) اكسيژن واكنشـي 
كارنيتين با فراهم كردن يك -ال .)17(نمايد محافظت مي

بــراي اســيدهاي چــرب آزاد و مشــتقات  انتقــاليسيســتم 
به ميتوكنـدري، نقـش كليـدي در بتـا      Aكوآنزيم -اسيل

 تيجهناكُسيداسيون اسيدهاي چرب با زنجيره بلند دارد و در 
را فـراهم   هـا  تواند انرژي مورد نياز براي تكوين جنين مي
در  و همكـاران  Giorgi اي كه توسط  در مطالعه .)18(كند
 هاي تخمكانجام شد، مشخص گرديد كه تيمار  2014سال

در  نـدومتريوز امايع فوليكولي زنان مبـتلا بـه   با  نابالغ گاو
 (In vitro maturation -IVM) محــيط بلــوغ تخمــك

ــيم  اعــث ب ــاتين و دوك تقس ــاختار كروم ــب س در  تخري
بـا ايـن وجـود تيمـار همزمـان      . شود مي هاي بالغ  تخمك

زنان مبتلا بـه   مايع فوليكوليكارنيتين و -ها با ال تخمك 
ــدومتريوزا ــي  ن ــيب    IVMط ــن آس ــود اي ــث بهب ــا  باع ه

 ARTكارنيتين ممكن اسـت در  -البنابراين  .)19(شود مي
ي در بيمـاران مبـتلا بـه سـندرم     باعث بهبود نتيجه بـاردار 

عـلاوه  ه ب ـ. )20(كيستيك و اندومتريوز شـود  تخمدان پلي
بـا  هـاي خـوك     تخمـك  كشـت  محـيط  در تينيكارن-ال

هاي كومولوس و بهبود فعاليت   سلول در آپوپتوزكاهش 
هاي تخمك باعث افزايش صلاحيت ميوزي   ميتوكندري

  .)21(شده است ها   تخمك
تـوان احتمـال داد    مـي  شـده، با توجه به مطالب ذكر 

 آميـزي  رنگ انتخاب شده با نابالغ كه تيمار تخمك هاي
BCB در طي  كارنيتين- توسط الIVM ها بر تكوين جنين 

 هـاي  تخمـك  تيمار اثر بنابراين در اين تحقيق. مؤثر باشد
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  بلوغ تخمـك  بررا  IVM كارنيتين طي- البا  +BCB نابالغ
تـا  ز پـارتنوژنز  اهـاي حاصـل     جنين وينيتكو صلاحيت 

   .يمگزيني مورد بررسي قرار داد  مرحله قبل از لانه
  

  مواد و روش ها
ــيط   ــز محـــــــ ــه جـــــــ    TCM 199بـــــــ

)Tissue culture medium 199 (  كه از شـركتGIBCO 
تهيه شد، بقيه مواد شيميايي مورد استفاده در اين تحقيـق  

 Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA) از شـركت 
   .خريداري شدند

 

  يآزمايشگاه اتحيوان
  سـر مـوش   40اين مطالعه از نـوع تجربـي بـوده و از    

. اسـتفاده شـد   NMRIاي نـژاد   هفتـه   8تـا   6سوري مـاده  
خانه حداقل به مدت يك  ها پس از ورود به حيوان   موش

تـا بـا شـرايط موجـود سـازش پيـدا       هفته نگهداري شدند 
 12/ سـاعت روشـنايي   12حيوانات تحـت شـرايط   . كنند
شـدند و   نگهداري مي C˚22-20ت تاريكي و دماي ساع

   .آزادانه به آب و غذا دسترسي داشتند
  

 تهيه تخمك نارس

ــا مــــــوش    PMSG هورمــــــون واحــــــد 10 هــــ
)Pregnant mare's serum gonadotropin (  به صـورت

سـاعت بـه    48داخل صـفاقي دريافـت كردنـد و پـس از     
ط در شـراي در ادامه . قطع نخاع گردني كشته شدندروش 

اخل دو به  خارجها از كالبد موش  موش تخمداناستريل 
 )HTCM )Hepese tissue culture medium 199 محـيط 
انتقـال  ) FBS )Fetal bovine serumدرصـد   10شـامل  
 تخمـدان  اطـراف  اضـافي  چربـي در اين محيط . داده شد

 هـاي  از سـرنگ  اسـتفاده  بـا  در مرحله بعد. حذف گرديد
  ژرمينـال وزيكـول    داراي، تخمك هـاي نـارس   28 سايز
ــه ــراه بـ ــلول همـ ــاي سـ ــوزا هـ ــ يگرانولـ   از  اناطرافشـ

و  هاي موجود در بافـت تخمـدان خـارج    فوليكولآنترال 
COC هــا )Cumulus-oocyte complexes ( بــا كيفيــت

   .شدندمورفولوژيكي خوب براي مراحل بعدي انتخاب 

 BCBرنگ آميزي 

 هـا   COCآوري و شستشـوي   بلافاصله بعد از جمـع  
ــاي  در قطــره ، )FHM )Flushing-holding mediumه

 KSOMميكروليتـري از محـيط    30هـاي   ها به قطـره   آن
)K+ -modified simplex optimized medium( 

 26و ) BSA )Bovine serum albuminدرصد  4حاوي 
دقيقـه در   90بـه مـدت    منتقل و BCB رنگ ميكرومولار

. ر داده شـدند قرا ºC37و دماي  CO2 درصد 5انكوباتور 
ــيط    ــو در مح ــد از شستش ــك    FHMبع ــتفاده از ي ــا اس ب
هـاي نـارس بـا هـر درجـه        استريوميكروسكوپ، تخمك

 +BCBهاي   رنگ گرفتگي سيتوپلاسم به عنوان تخمك

   .منتقل شدند IVMانتخاب شده و به محيط 
 

  بلوغ تخمك نارس
 TCM 199در محـيط   +BCBهـاي نـارس     تخمك

، )µg/ml1( بتا اسـتراديول -17، )درصد FBS )10 حاوي
 FSH و )mg/l 2/24(، LH )µg/ml 10( واتوسديم پير

)µg/ml 10 (طور ه بها   تخمكسپس ه و شستشو داده شد
ــه قطــرات تصــادفي ــا  IVMمحــيط ميكروليتــري  50 ب ب

و ) 3/0و  mg/ml 6/0(كارنيتين -هاي مختلف ال غلظت 
 24 دتم ـ بـه و  منتقـل ) گروه كنتـرل (كارنيتين -فاقد ال

 CO2درصـد   5فشار  با ºC 37 انكوباتور داخل ساعت در
هـاي مـورد اسـتفاده بـر اسـاس       غلظـت  . شـدند قرار داده 

   .)15(مطالعات قبلي انتخاب شدند
  

 ها  بررسي بلوغ سيتوپلاسمي تخمك

 ميزان بلوغ سيتوپلاسـمي،  در اين تحقيق براي بررسي
 از بـا اسـتفاده   هـا  درون تخمك (GSH)گلوتاتيون  ميزان

. شـد  گيري اندازه )MCB )Monochlorobimane گرن
MCB اي غير فلورسـنت اسـت كـه وقتـي بـا       مادهGSH 

دهــد يــك محصــول فلورســنت توليــد      واكــنش مــي 
مـدت يـك     هـا بـه     COC سـاعت،  24بعد از  .)22(كند مي

منتقــل و بــا ) mg/ml 1(دقيقــه بــه قطــرات هيالورونيــداز 
ها جـدا   هاي كومولوس از تخمك پيپتينگ مكرر، سلول 

 50 حـاوي  KSOM محـيط  بـه  هـا  سپس، تخمك. شدند
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در انكوباتور  دقيقه 45به مدت منتقل و  MCB ميكروليتر
با اسـتفاده  . ندقرار داده شد ºC 37و دماي  CO2 درصد 5

 از يك ميكروسكوپ فلورسنت معكوس با فيلتر تحريكـي 
 شدت فلورسنت مربـوط  ،Image Jافزار  نانومتر و نرم 390

   .شد گيري ندازههاي بالغ ا گلوتاتيون تخمكميزان به 
  

 اي تخمك ها بررسي بلوغ هسته 

و ) mg/ml 1(ها با اسـتفاده از هيالورونيـداز    تخمك
هـاي كومولـوس اطرافشـان جـدا      پيپتينگ مكرر از سلول

اي تخمـك هـا از     سپس براي بررسي بلـوغ هسـته  . شدند
) Hoechst 33342) (µg/ml 10( 3342رنگ هوخسـت  

ــتفا ــداس ــنت   . ده ش ــكوپ فلورس ــتفاده از ميكروس ــا اس ب
با يك ( Iهاي متافاز  معكوس در هر گروه تعداد تخمك
با يـك  ( IIو متافاز ) صفحه متافازي اما بدون جسم قطبي
شـمارش و درصـد   ) صفحه متافازي و يك جسـم قطبـي  

   .ها محاسبه شد  آن
 

  ها انجام پارتنوژنز و كشت جنين
 30 به قطـرات  وهدر هر گر تخمك بالغ 200حدود 
سايتوكالازين حاوي  KSOM كشت محيط ميكروليتري

B )µg/ml 5 ( و استرانشيوم كلرايد)mM 10 ( داده انتقال
 ساعت در انكوبـاتور  6سپس ديش حاصل به مدت . شدند

در ادامـه  . شـد انكوبه و رطوبت مناسب  CO2درصد  5 با
عـددي بـه    15-20هـاي   هاي فعال شده در گروه تخمك
 4حـاوي    KSOMميكروليتري محيط كشـت  30قطرات 
 حدود يك ساعت قبل داخل انكوبـاتور كه ( BSAدرصد 

داخـل  روز  5بـه مـدت   منتقـل شـدند و   ) گرم شـده بـود  
روز . باقي ماندند CO2درصد  5فشار  با ºC37  انكوباتور

عنوان روز صـفر در نظـر گرفتـه      ها به سازي تخمك فعال
مرحلـه دو  صل به هاي حا ساعت بعد از آن جنين 24. شد

هـاي دو   در اين زمان تعـداد جنـين  . خواهند رسيدسلولي 
سلولي براي به دست آوردن ميزان كليواژ در هـر گـروه   

ــدند  ــمارش ش ــت  5در روز . ش ــداد بلاستوسيس ــاي  تع ه
بلاستوسيست  حاصل در هر گروه شمارش و ميزان تكوين

(Blastocyst development rate -BDR)  محاســبه

در هـر   هـا  هـا در بلاستوسيسـت   كل سـلول تعداد . گرديد
 ميكروسـكوپ آميزي هوخست و  با استفاده از رنگ گروه

   .مشخص شد فلورسنت
  

 آناليز آماري

ــار تكــرار    ــق، تمــامي آزمايشــات دوب ــن تحقي در اي
  ها از آناليز واريـانس يـك    براي آناليز آماري داده .شدند
و در صورت وجود اخـتلاف آمـاري    (ANOVA)طرفه 
داري بـين    جهت تعيين سطح معني Tukeyآزمون  از پس
دار در   از نظر آماري معنـي  p>05/0. ها استفاده شد  گروه

   .نظر گرفته شد
  

  يافته ها
  داخل سلولي GSHكارنيتين بر ميزان  -اثر ال

بـا   IVMبعـد از   ،ها گلوتاتيون داخل سلولي تخمك
ــگ ــتفاده از رن ــزي  اس ــرم MCBآمي ــزار  و ن  Image Jاف

نشـان   1 شـماره  تصويرطوركه در  ن هما. گيري شد اندازه
باعـث   IVMكـارنيتين طـي    -ال داده شده است، تيمار بـا 

هاي  در تخمك GSHميزان  )p>01/0(دار   معني افزايش
ــالغ  ــ 96/174±1/2و  BCB+ )9/1±08/172ب ترتيــب  ه ب

 در مقايسـه بـا  ) كـارنيتين -ال 6/0و  3/0 هـاي   براي گروه
   .شد) 53/161±9/1(گروه كنترل 

  

  
در تخمك هاي بـالغ   GSHكارنيتين بر ميزان  -اثر ال :1تصوير شماره 
 mean ± S.E.M صـورت ه ها ب داده. IVMطي  +BCB موش سوري

 دار  حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف آماري معني. اند ارائه شده
)01/0<p( باشد  مي.   
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 پژوهشي

 +BCBهاي نارس  اي تخمك كارنيتين بر بلوغ هسته - اثر ال

هـاي نـارس از    اي تخمـك  براي بررسي بلـوغ هسـته  
 تصـوير ( اسـتفاده كـرديم   33342آميزي هوخسـت   رنگ

مربوط به ميزان بلوغ تخمك هاي نابـالغ   نتايج. )2شماره 
آورده  1 شـماره  در جـدول IVM مـوش سـوري بعـد از    

 MIIيي كــه بــه مرحلــه هــا تخمــكدرصــد . شــده اســت
كــارنيتين  -لدر هــر دو گــروه تيمــار شــده بــا ا ،رســيدند

و  3/0ترتيب براي گروه   هب 06/76±7/1و  9/2±15/74(
 )p>01/0( داري بـالاتر   طور معنـي ه ب) كارنيتين-ال 6/0

  اختلاف آماري معني. بود) 38/61±9/2(از گروه كنترل 
مـورد  هـاي    بين گروه MIدرصد تخمك هاي داري در 

   .مطالعه مشاهده نشد
  

  
تخمك هاي رنگ آميزي شده بـا رنـگ فلورسـنت     :2تصوير شماره 

 تخمك متافاز يك با يك صـفحه متافـازي  : MI. 33342هوخست 

و تخمك متافاز دو با يك صـفحه متافـازي   : MIIبدون جسم قطبي، 
  جسم قطبي يك

  
اي  بر بلوغ هسته  IVMطي  كارنيتين -الاثر تيمار با  :1جدول شماره 
  +BCBتخمك هاي 

 (%) COC MI n (%) MII nتعداد   گروه

 125)38/61±9/2( 45)01/22±5/2(  202  كنترل
mg/ml LC 3/0  194  )9/1±43/20(41 *)4/2±15/74(138 
mg/ml LC 6/0  199  )2/1±01/20(40 *)7/1±06/76(150 

  
  .اند خطاي استاندارد نشان داده شده  ±ها به صورت ميانگين   داده

* 01/0< p روه كنترلدر مقايسه با گ  
LC :كارنيتين-ال   

COC :كومولوس -كمپلكس تخمك   
MI :بدون جسم قطبي تخمك متافاز يك با يك صفحه متافازي   

MII : جسم قطبي و يكتخمك متافاز دو با يك صفحه متافازي  

  پارتنوژنزها بعد از  كارنيتين بر تكوين جنين -اثر ال
 ژنزپـارتنو هـا بعـد از    مربوط بـه تكـوين جنـين    نتايج
آورده شــده  2 شــماره در جــدول +BCBهــاي  تخمــك
، تعــداد ســازي تخمــك فعــالســاعت بعــد از  24 .اســت
ــين ــزان ســلولي  هــاي دو   جن ــواژشــمارش شــده و مي  كلي

هـاي تيمـار    گـروه  درهـا   ميزان كليواژ جنين. محاسبه شد
 22/73±1/2و  درصـد  60/71±1/1( كارنيتين-الشده با 
 )كـارنيتين - ال 6/0 و 3/0 هـاي  ترتيب براي گروه ه بدرصد 

افــزايش  )درصــد 30/69±1/2(گــروه كنتــرل  نســبت بــه
   .نبود دار آماري معني داشت، ولي اين افزايش از نظر

  
تخمك هاي  IVMطي  كارنيتين -الاثر تيمار با  :2جدول شماره 

BCB+ ها بعد از پارتنوژنز  موش سوري بر تكوين جنين  
  

هاي  تعداد جنين  گروه
  كشت شده

  ن جنينتكوي
هاي  تعداد كل سلول
ميزان كليواژ   بلاستوسيست

  )درصد(
BDR )درصد(  

  62/56±2/2  60/29±1/2  30/69±1/2  201 كنترل
mg/ml LC3/0  204  1/1±60/71  *01/1±17/36  01/2±37/58  
mg/ml LC6/0  199  1/2±22/73  *4/1±12/38  76/1±5/59  

  

 .اند نشان داده شده خطاي استاندارد  ±ها به صورت ميانگين  داده 

* 05/0< p در مقايسه با گروه كنترل   
LC :كارنيتين-ال  
  

، تعـداد  سازي تخمـك هـا   فعالبعد از  پنجم در روز
. محاسبه شد BDRشمارش شده و ميزان  ها بلاستوسيست

 دار معنـي باعـث افـزايش    IVMكارنيتين طـي   -با ال تيمار
BDR )01/1±17/36 ــد ــد 12/38±4/1و  درصـ ــه  درصـ بـ

 در مقايسه) كارنيتين- ال 6/0و  3/0 هاي  ترتيب براي گروه 
   .)p>05/0( شد) درصد 60/29±1/2(با گروه كنترل 

  
  كارنيتين بر تعداد بلاستوسيست -اثر ال

در هـر سـه    پـارتنوژنز هـاي حاصـل از    بلاستوسيست
 سـپس  ه وگروه با استفاده از رنگ هوخسـت رنـگ شـد   

ــا آنتعــداد كــل  ــا ( ه ــي هســتهب ــ) هــاي آب ا اســتفاده از ب
  همـان  .ميكروسكوپ معكـوس فلورسـنت شـمارش شـد    

 آورده شـده اسـت، تيمـار    2شـماره   طور كـه در جـدول  
ــا الهــا  تخمــك ــر تعــداد كــل  IVMكــارنيتين طــي  -ب ب

MI 
MII 
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ترتيـب    هب 5/59±76/1و  37/58±01/2( ها  لاستوسيستب
نسبت به گـروه  ) كارنيتين-ال 6/0و  3/0 هاي براي گروه

  .دار نداشت  آماري معني اثر )62/56±2/2( كنترل
  

  بحث
تيمار با هـر دو غلظـت    براساس نتايج مطالعه حاضر،

 هـا  بلوغ تخمك ،GSHكارنيتين باعث افزايش ميزان -ال
-با اين وجـود ال . در مقايسه با گروه كنترل شد BDRو 

ــر  ــواژ وكــارنيتين ب ــزان كلي هــاي   تعــداد كــل ســلول  مي
اولــين  .نداشــتداري   بلاستوسيســت تــاثير آمــاري معنــي

ها مربوط به توليد جنين در شرايط آزمايشگاهي   گزارش
 از آن زمان تـاكنون . منتشر شد 1960تا  1950هاي  در سال
رخ داده  ARTاي در زمينـه   هـاي قابـل ملاحظـه    پيشرفت
بالغ  يها وجود، ظرفيت تكويني تخمك با اين. )23(است

ده هاي بالغ ش ـ نسبت به تخمك In vitroشده در شرايط 
ك روش مناسب ي. )24(تر است پايين In vivoدر شرايط 

اسـتفاده از رنـگ    ،بـا كيفيـت   يهـا  براي انتخاب تخمك
در تحقيقــي مشــخص شــد كــه . )10(اســت BCBحيــاتي 

ــزان نســخه ــا  مي ــر در از ژن )Transcripts( ه ــاي درگي ه
طـور قابـل   ه ب +BCBهاي  بيوژنز ميتوكندري در تخمك

ممكن  كه اين است -BCBهاي  توجهي بالاتر از تخمك
ــت ــي از عي اس ــتك ــاي   ل ــتگيه ــويني شايس ــالاتر تك  ب
 ها كسيداناُ كردن آنتي اضافه .)25(باشد +BCBهاي تخمك

 كــاهش بــراي مناســبي  تخمــك روش بــه محــيط كشــت
هاي آزاد اكسيژن و در نهايت بهبـود   ء راديكالسو اثرات

كـــارنيتين يـــك متابوليـــت -ال. )8(اســـت ARTنتيجـــه 
توليد انرژي و متابوليسم گلوكز است كـه   ضروري براي

تيمـار بـا    .)26(باشـد   مـي اكسيداني نيز  داراي خواص آنتي
اكسيداســيون  -βكــارنيتين از طريــق بهبــود در مســير -ال

توانــد باعــث بهبــود نقــايص سيتوپلاســمي تخمــك   مــي
بـالاتر از   MIIدر تخمـك مرحلـه    GSHميزان  .)21(شود

 (Germinal vesicle -GV) ژرمينال وزيكول تخمك مرحله
قابـل تـوجهي    ه ميـزان بعد از لقاح غلظت آن ب ـ ، امااست

ك ي ـدر تخمـك   GSHبنـابراين ميـزان   . يابـد  كاهش مي

براي بررسي بلوغ سيتوپلاسمي تخمـك   شاخص مناسب
ــزان . )28 ،27(اســت ــزايش مي در تخمــك باعــث  GSHاف

و  )Male pronuclear( تحريك تشكيل پـيش هسـته نـر   
ه صـلاحيت تكـويني تخمـك و جنـين ب ـ     چنين بهبود هم

ــل محافظــت از آن  ــال  دلي ــر راديك ــا در براب ــاي آزاد  ه ه
نتايج مطالعه حاضر نشـان داد كـه اضـافه     .)30 ،29(شود مي

ــت ال   ــر دو غلظ ــردن ه ــوغ   -ك ــيط بل ــه مح ــارنيتين ب ك
 ها باعث افزايش ميزان گلوتاتيون داخـل سـلولي   تخمك

اي است كه در  لعههاي مطا افتهيشد، اين نتيجه در توافق با 
هاي خوك بـا   انجام شد و در آن تيمار تخمك 2011سال 

mg/ml 5/0 طي  كارنيتين- الIVM   باعث افزايش ميـزان
هاي حاصل از  صلاحيت تكويني جنينگلوتاتيون و بهبود 

  .)31(پارتنوژنز شد
 فراهم كردن يك سيستم عبوري براي باكارنيتين - ال

 زول بـه ميتوكنـدري  انتقال اسيدهاي چرب آزاد از سـيتو 
اكسيداســيون اســيدهاي چــرب بــا -نقــش كليــدي در بتــا

از طرفـي   .)18(دارد ATPزنجيره بلند و در نهايت توليـد  
اكسيداسيون منجر به اختلال در بلوغ تخمـك و  -مهار بتا

متابوليسـم اسـيدهاي چـرب در    . شـود  تكوين جنـين مـي  
COC     ــادري و ــوژيكي م ــاي فيزيول ــط فاكتوره ــا توس ه

شود و بـراي صـلاحيت    تنظيم مي In vitro شرايط كشت
هـاي   تخمك تيمار. )33 ،32(تكويني تخمك اهميت دارد

از طريـق بهبـود    IVMتين طـي  يكـارن -بـا ال  نابالغ خوك
فعاليت ميتوكنـدريايي تخمـك و جلـوگيري از آپوپتـوز     

اي تخمـك   باعث بهبود بلوغ هسته هاي كومولوس لسلو
  بـا هـر دو غلظـت    در تحقيق حاضـر، تيمـار    .)34(شود مي
 هـا  اي تخمـك  ميزان بلوغ هسته بهبودكارنيتين باعث -ال
و همكاران بيان كردنـد   Wuهاي ما  در توافق با يافته. شد

كـارنيتين بـه محـيط بلـوغ تخمـك      -كه اضافه كـردن ال 
اي تخمــك و افــزايش  خـوك باعــث بهبــود بلــوغ هســته 

 IVFهـا تـا مرحلـه بلاستوسيسـت بـه دنبـال        تكوين جنين
كارنيتين از طريق افزايش -توان گفت ال مي .)35(دشو مي

ميــزان گلوتــاتيون باعــث بهبــود بلــوغ سيتوپلاســمي و از 
 اي طريق بهبود صلاحيت ميوزي باعث بهبود بلـوغ هسـته  
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اي  توپلاسمي و هسـته يمراحل بلوغ س .شود مي تخمك ها
تخمك نقش مهمي در صلاحيت تكويني تخمـك و در  

نتايج مطالعات قبلي نشان  .)36(نهايت كيفيت جنين دارند
، ميـزان فـاكتور   +BCBهـاي   داده است كـه در تخمـك  

 )Maturation- promoting factor(پيشبرنده بلوغ تخمك 
ــالاتر اســت  ــدريايي ب ــت ميتوكن ــه. و فعالي ــن   ب عــلاوه اي

تري بـراي رسـيدن بـه     ها صلاحيت تكويني بيش تخمك
هاي ما،   براساس يافته. )39-37(مرحله بلاستوسيست دارند
ــا  +BCBهــاي  ميــزان كليــواژ در تخمــك   تيمــار شــده ب

كارنيتين نسبت به گروه كنترل افزايش قابل تـوجهي  -ال
ــان  ــار تخمــك . دادنــرا نش ــا هــر دو غلظــت    تيم    هــا ب

در . شد BDRدار ميزان   كارنيتين باعث افزايش معني-ال
و همكـاران بيـان كردنـد كـه      Youهاي ما،  توافق با يافته
ارنيتين ك ـ-ال مـولار  ميلي 10هاي خوك با  كتيمار تخم

هــاي  در جنــين BDRباعــث افــزايش ميــزان  IVMطــي 
ولي بر ميزان كليواژ و  ،شد SCNTحاصل از پارتنوژنز و 

 درتحقيقي. )40(هاي بلاستوسيست اثري نداشت تعداد سلول
 و همكـاران  Phongnimitr توسط 2013ديگر كه در سال 

 هاي گاو بـا  انجام شد، مشخص گرديد كه تيمار تخمك
كارنيتين طي -ال mg/ml 6/0  وmg/ml 3/0 هاي  غلظت
IVM  شــود هــا مــي باعــث بهبــود ميــزان بلــوغ تخمــك .
ر تيمـار بـا غلظـت    در اث ـ BDRچنـين افـزايش ميـزان     هم

mg/ml 6/0 كارنيتين طي -الIVM 41(مشاهده شد(.  
يكي از پارامترهـاي مهـم در    ها  تعداد بلاستوسيست

 يها بلاستوسيستو  آيد  به حساب مي ها  آنبررسي كيفيت 
گزينـي   تر احتمال بـالاتري بـراي لانـه    با تعداد سلول بيش

ــد  داراي تعــداد +BCBهــاي  بلاستوسيســت .)43 ،42(دارن
هـاي آپوپتوتيـك    تـر و تعـداد سـلول    بيش يها كل سلول

 .)44(هسـتند  -BCBهـاي   تري نسبت به بلاستوسيسـت  كم
بـا هـر   هـا   تخمـك  نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه تيمار

هـا   بر تعداد كل سـلول  IVMكارنيتين طي -دو غلظت ال
در توافق با ايـن نتـايج،   . ي نداشتدر بلاستوسيست تاثير

شد تيمـار تخمـك هـاي خـوك بـا       تحقيقي مشخصدر 
، 5/0و mg/ml 1(كـــارنيتين -هــاي مختلــف ال   غلظــت 

هـاي   هاي بلاستوسيسـت  بر تعداد سلول IVMطي ) 25/0
ــ. )35(حاصــل از پــارتنوژنز اثــري نــدارد عــلاوه نتــايج ه ب

 2013و همكـــاران در ســـال   Chankitisakulمطالعـــه 
تيمـار   تخمك هاي گـاو  BDRحكايت از افزايش ميزان 

بـا   .داشـت  IVMطـي   )mg/ml6/0( كارنيتين-ال باشده 
تروفواكتـودرم و  هاي  اين وجود اختلافي در تعداد سلول
ها مشـاهده   بين گروه ها توده سلولي داخلي بلاستوسيست

هاي مولكولي درگير كه منجـر   هرچند مكانيسم. )45(نشد
مشخص نيسـت   شود، دقيقاً كارنيتين مي-ال به اين اثرات

  .دارد يتر بيش و نياز به مطالعات
براساس نتايج گيري كرد كه  توان نتيجه در پايان مي

ــه ــار، حاضــر مطالع ــا   تخمــك تيم هــاي انتخــاب شــده ب
 از طريـق  IVMكـارنيتين طـي   -بـا ال  BCBآميزي  رنگ

تخمك اثرات مثبتـي   و سيتوپلاسمي اي بهبود بلوغ هسته
ممكن است اسـتفاده  . شتهاي حاصله دا بر تكوين جنين

هـاي نابـاروري بـراي بهبـود       تين در كلينيككارني-از ال
   .هاي نابارور مفيد باشد بازده باروري در زوج
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