
مقدمه:
در سال هاي اخير پيشرفت هاي زيادي در فناوري هاي توليدمثل رخ 
داده است و نشخواركنندگان به عنوان مدل خوبي براي توسعه و تكميل 
اين فناوري ها مورد استفاده قرار گرفته اند. بلوغ و باروري آزمايشگاهي 
رویان  توليد  اسپرم،  سيتوپلاسم  داخل  تزريق  سازی،  شبیه  اووسيت، 
از جمله فناوري هاي رايج در تحقیق های  انتقال آن به داخل رحم  و 
اين  موفقيت  در  پايه  و  اصلي  مرحله  ميان  اين  در  باشند.  مي   كنوني 

فناوری ها بستگي به ميزان موفقيت بلوغ آزمايشگاهي اووسيت دارد )20(.
در این رابطه Crozet و همكاران )1987( توانستند با كمك بلوغ و باروري 
آزمايشگاهي اولين بره را توليد نمايند )8(. با پيشرفت فناوري در سال 
Campbell 1995 و همكاران توليد اولين بره را با استفاده از فناوری 
انتقال هسته و شبیه سازی گزارش نمودند )6(. اولين گوسفند حاصل از 
بلوغ و باروري برون تني در ايران به نام رويانا در سال 1385 متولد شد 
)12(. هم چنين بلوغ و لقاح برون تني تخمك ها در دام ها به منظور 
افزايش توليد و پيشرفت در تحقیق های علمي پايه، انتقال هسته، حذف 
ژن هاي معيوب و جايگزيني ژن هاي مطلوب، اضافه كردن ژن هاي مقاوم 
در برابر بيماري هاي خاص، ايجاد حيوانات تراريخت و شبیه سازی شده به 

كمك مهندسي ژنتيك صورت مي گيرد )11(. 
بلوغ و باروري آزمايشگاهي تخمك و كشت آن تا مرحله بلاستوسيست 
كمك زيادي به كشف بعضي از پديده ها و مكانيسم هاي مربوطه نموده 
ويژه  به  مختلف  هاي  گونه  در  توليدمثلی  هاي  فناوري  امروزه  است. 

بررسي اثر اسانس رازيانه بر روي بلوغ هسته تخمک گاو
شیما حاجیان1، محمد زندی2*، میترا حیدری نصرآبادی2

1- گروه زيست شناسي؛ دانشكده علوم زیستي، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند 

2- سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران، تهران، ایران

چکیده 
سابقه و هدف: موفقیت تولید آزمایشگاهی رویان تا حدود زیادی وابسته به محیط کشت تخمک در زمان بلوغ آزمایشگاهی می باشد. رازیانه 
با دارا بودن تریکب هایی مانند آنتول دارای خواص مشابه استروژن می باشد. هدف از این مطالعه بررسی اثر اسانس رازیانه بر روی بلوغ هسته 

تخمک گاو بود.
مواد و روش ها: به منظور انجام بلوغ آزمایشگاهی، مجموعه تخمک کومولوس )772 عدد( از فولکیول هایی به قطر 8-2 میلی متر استحصال 
 ،)1 µg/ml( استرادیول β-17 ،)5 µg/ml( حاوی % 10 سرم جنین گاو، هورمون تحرکی کننده فولکیولی M199 و در محیط کشت بلوغ
سدیم پیروات )mM 0/81(، % 10 مایع فولکیولی گاو و جنتامایسین سولفات )µg/ml 50( کشت داده شدند. به محیط های کشت بلوغ گروه 
های آزمایشی مقادیر0، 5، 10، 20، 30 و 50 میلی گرم بر میلی لیتر اسانس رازیانه اضافه شد و در انکوباتور 38/5 درجه سانتی گراد، دی اکسید 

کربن 5 درصد و رطوبت 95 درصد برای مدت 24 ساعت کشت داده شدند. 
يافته ها: نتایج نشان داد که میزان بلوغ تخمک ها در محیط های دارای اسانس رازیانه با غلظت های 5، 10، 20 و 30 میلی گرم بر میلی لیتر 
mg/ در حالی که غلظت .)P >0/05( بر اساس توسعه سلول های کومولوس و وجود جسم قطبی در مقایسه با شاهد اختلاف معنی داری نداشت

 . )P< 0/05(50 به طور معنی داری توسعه سلول های کومولوس و وجود جسم قطبی را نسبت به سایر گروه ها کاهش داد ml
نتیجه گیری: یافته های این تحقیق نشان داد که اسانس رازیانه بر اساس توسعه سلول های کومولوس و وجود جسم قطبی باعث افزایش 
بلوغ هسته تخمک های گاو نشد. پیشنهاد می شود از فناوری لقاح آزمایشگاهی به منظور ارزیابی اثر اسانس رازیانه بر روی بلوغ هسته و سیتوپلاسم 

تخمک های گاو استفاده شود. 
واژگان كليدي: تخمك، رازيانه، سلول هاي كومولوس، جسم قطبي و گاو.
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نشخواركنندگان به علت توليد تعداد زيادي رويان ارزان قيمت در خارج 
از بدن جهت كارهاي تحقیق هایي يا انتقال رویان بسيار مورد توجه قرار 
گرفته است. توليد رویان با كمك فناوری هاي بلوغ و باروري آزمايشگاهي 

پنج برابر ارزان تر از فناوری چند تخمک گذاری1 مي باشد )22(.
بلوغ آزمايشگاهي از مباحث نوپا در فناوري توليدمثل انسان است و بر اساس 
آمار منتشر شده در سال 2006، 300 نوزاد از طريق اين فناوری به دنيا 
آمده است. در گذشته و قبل از استفاده از فناوری های بلوغ آزمايشگاهي 
آنالوگ هاي آن سبب  و  تزريق های مكرر گنادوتروپين ها  با  اووسيت، 
بلوغ اووسيت ها در درون تخمدان مي شدند. سپس اووسيت هاي بالغ 
را استحصال نموده و باروري آزمايشگاهي اووسيت انجام مي شد. فناوري 
جديد نسبت به فناوری باروري آزمايشگاهي سنتي كه در گذشته انجام می 
گرفت از مزاياي زيادي از جمله كاهش هزينه هاي مصرف گنادوتروپين ها 
و آنالوگ هاي GnRH و حذف سندروم تحريك بيش از حد تخمدان 2 

)OHSS(برخوردار بود )14(. 
چالش هاي موجود در روند كشف داروهاي جديد، توجه روزافزوني را به 
سوي منابع طبيعي به عنوان مخازني مناسب جهت استخراج و معرفي 
تركيب های مؤثره با فعاليت هاي بيولوژيك متنوع جلب نموده است. كسب 
دانش در خصوص نوسان ها طبيعي هورمون هاي دخيل در توليدمثل 
موجب شده است تا از تخمك پستانداران در رسيدن به كاربردهاي هورموني 
و كسب اطلاعات راجع به روندهاي توليدمثلي از جمله استفاده از استروژن 
اثر ها استروئيدهاي  از  با تقليد  هاي اگزوژن مانند فيتواستروژن ها كه 
جنسي آندروژن باعث بهبود روند بلوغ اووسيت مي گردند، استفاده شود 
 Foeniculum 16(. يكي از اين تركيب های، گياه رازيانه با نام علمي(
vulgare، از خانواده چتريان Apiaceae با نام انگليسي Fennel مي 
باشد )1(. تركيب های مهم موجود در رازيانه شامل 50 تا 60 درصد آنتول، 
فنچون، پينن، كامفن و فلاندرن مي باشند و از رازیانه به عنوان جايگزين 

استروژن هاي مصنوعي استفاده شده است )2(. 
فيتواستروژن ها در بسياري از غذاها وجود دارند و فعاليت بيولوژيكي آنها 
در مطالعه های متعددي که بر روی حیوانات انجام گرفته است، به اثبات 
رسيده است. فيتواستروژن ها شامل چندين گروه از تركيب های شامل 
ليگنان ها، ايزوفلاونوئيدها، كوهستان ها و لاكتون هاي اسيد رسورسيليك 
می باشند. فيتواستروژن هاي مصرفي در غذاي انساني در گروه فلاونوئيدها 
قرار دارند )3(. فلاونوئيدها هم چنين داراي اثر ها آنتي اكسيدانت، آنتي 
موتاژنيك و ضدالتهاب نيز مي باشند )7، 20(. تأثیر مصرف فیتواستروژن ها 
از نظر ایجاد اثر ها رقابتی با استروژن های آندوژن برای اشغال گیرنده های 
محیطی و حفظ تعادل واکنش های ناخواسته حاصل از تغییرات غلظت 
هورمون های زنانگی و سلامت بافت های بدنی در قبل و بعد از دوران 

یائسگی نیز به اثبات رسیده است )17، 18(. 
هدف از این مطالعه بررسی اثر اسانس رازیانه بر روی بلوغ هسته 

1- Superovulation
2- Ovarian hyper stimulating syndrome

بلوغ  کشت  محیط  عملکرد  بهبود  منظور  به  گاو  های  تخمک 
آزمایشگاهی تخمک بود.

مواد و روش ها: 
به جز مواردی که در متن اشاره شده است، کلیه مواد شیمیایی و محیط 
از  پلاستکیی  مصرفی  وسایل  و  آمرکیا   Sigma از شرکت  های کشت 

شرکت Nunc دانمارک خریداری شدند.
روش تهيه اسانس:

تهيه اسانس به روش تقطير با آب3 توسط شرکت باریج اسانس انجام 
گرفت. در این روش به طور خلاصه مقدار 100 گرم دانه رازيانه را با 
آسياب برقي خرد كرده و به داخل بالن ژوژه دستگاه اسانس گيري 
ريخته و پس از اضافه كردن 500 ميلي ليتر آب مقطر، به مدت 2 
ساعت جريان تقطير برقرار شد. پس از اتمام اسانس گيري، اسانس 
در شيشه رنگي تا زمان استفاده در يخچال نگهداري شد. بر اساس 
آزمایش های وزن سنجی و فعالیت نوری، اسانس رازیانه به دست 
آمده به ترتیب حاوی 0/960 گرم در میلی لیتر ماده خشک و 77/8 
درصد حجمی/ حجمی آنیتول بود، که مقدار قابل قبول این تریکب 

بین 70 تا 80 درصد می باشد.

بلوغ آزمایشگاهی تخمک:
در این مطالعه از غلظت های مختلف اسانس رازیانه )5، 10، 20، 30 و 
50 میلی گرم بر میلی لیتر( در سه تکرار به منظور بهبود بلوغ آزمایشگاهی 
تخمک های گاو استفاده شد. بلوغ آزمایشگاهی تخمک ها با استفاده از 
طور خلاصه  به   .)23( گرفت  انجام   )2014( همکاران  و   Zandi روش 
از کشتارگاه صنعتی میثم واقع در رباط کریم جمع  تخمدان های گاو 
آوری شدند و درون محلول نمکی فسفات بافری در دمای 30 تا 34 درجه 
سانتی گراد در مدت 5 ساعت از کشتار به آزمایشگاه انتقال یافتند. به 
منظور استحصال مجموعه تخمک-کومولوس، فولکیول های با قطر 2 تا 
8 میلی متر با استفاده از سرنگ 10 میلی لیتری با سرسوزن سایز 18 
میکده شدند. تخمک هایی که دارای بیش از سه لایه گرانولوزای فشرده 
و اووپلاسم کینواخت بودند، به قطرات 100 میلی لیتر از محیط کشت 
بلوغ انتقال یافتند، به طوری که هر قطره حاوی 20 تخمک بود. از محیط 
کشت TCM-199 به همـراه  % 10 سرم جنین گاو )Gibco(، هورمون 
 ،)1 µg/ml( استرادیول β-17 ،)5 µg/ ml( تحرکی کننده فولکیولی
سدیم پیروات )mM 0/81(، % 10 مایع فولکیولی گاو و جنتامایسین 
سولفات )µg/ml 50(به عنوان محیط کشت بلوغ تخمک استفاده شد. 
به منظور بررسی اثر رازیانه بر روی بلوغ آزمایشگاهی تخمک های گاو، از 
غلظت های 0، 5، 10، 20، 30 و 50 میلی گرم بر میلی لیتر در محیط 
کشت بلوغ استفاده شد. از DMSO %1 به منظور حل شدن اسانس 
رازیانه در محیط کشت بلوغ استفاده شد. تخمک ها درون محیط کشت 
3- Hydrodistilation
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بلوغ، تحت روغن معدنی و در دمایC °38/5 و %5 دی اکسید کربن به 
مدت 24 ساعت به بلوغ رسیدند.

صفات مورد مطالعه:
به منظور ارزیابی اثر رازیانه بر روی بلوغ آزمایشگاهی تخمک های گاو، 
صفات توسعه سلول های کومولوس و مشاهده اولین جسم قطبی با استفاده 
از مکیروسکوپ اینورت و هم چنین رنگ آمیزی تخمک های نابالغ مورد 
بررسی قرار گرفتند. برای مشاهده جسم قطبی، سلول های کومولوس 
اطراف تخمک ها با استفاده از mg/ml 0/5 آنزيم هيالورونيداز و انجام 
 ،GV پيپتينگ برداشته شدند. تخمک های بدون جسم قطبي براي ارزيابي
GVBD، متافاز-1 و متافاز-2 فيكس و رنگ آميزي شد. برای این منظور 
اووسيت هاي بدون كومولوس، ابتدا براي مدت 15 دقيقه درون محلول 
1% سديم سيترات در دمايC °38/5 نگهداري شدند، سپس به كمك 
چسب آكواريوم بر روي لام فيكس شده و پس از غوطه ور ساختن لام 
در محلول فيكس، درون يخچال با دماي C °4 براي مدت حداقل 48 
ساعت نگهداري شدند. محلول فيكس توسط 1 حجم اسيد استيك و 3 
حجم اتانل مطلق تهيه شد. پس از 48 ساعت لام ها خارج و با اورسئين 
1% رنگ آميزي شده و به دنبال آن با استئوگليسرول شستشو داده شدند 
و با استفاده از ميكروسكوپ اينورت با بزرگ نمايي X400 مشاهده شدند.

آنالیز آماری:
ANO� و رويه )SPSS 16  تجزيه داده ها با استفاده از نرم افزار آماري )
VA انجام گرفت. به منظور مقايسه ميانگين ها از آزمون چند دامنه اي 
دانكن در سطح احتمال 5 درصد استفاده شد. نتایج به صورت میانگین ± 

میانگین انحراف معیار نمایش داده شدند.
نتایج:

آوری شده در مجموع 772  از 240 تخمدان جمع  در مطالعه حاضر   
تخمک استحصال و تعداد 420 تخمک با یکفیت خوب )دارای بیش از سه 
لایه سلول کومولوس و سیتوپلاسم کینواخت( انتخاب و کشت داده شدند. 
میزان بلوغ تخمک ها با استفاده از میزان پراکندگی سلول های کومولوس 
و مشاهده جسم قطبی مورد بررسی و مطالعه قرار گرفت )اشکال 1 و 2(. 
نتایج نشان داد غلظت های 5، 10، 20 و 30 میلی گرم بر میلی لیتر از 
اسانس رازیانه اختلاف معنی داری بر روی توسعه سلول های کومولوس و 
هم چنین وجود جسم قطبی نداشت، در حالی که 50 میلی گرم بر میلی 
لیتر از اسانس رازیانه به طور معنی داری توسعه سلول های کومولوس و 

وجود جسم قطبی را کاهش داد )P < 0/05( )اشکال 3 و 4(.
در این مطالعه با توجه به وجود قطرات چربی اطراف هسته سلول های 
نشخوارکنندگان مراحل مختلف تقسیم میوز در تخمک های فاقد جسم 

قطبی با استفاده از روش رنگ آمیزی قابل مشاهده نبود )شکل 5(.

 شکل 1- میزان پراکندگی سلول های کومولوس از اطراف تخمک پس از بلوغ 
)A( عدم پراکندگی سلول های کومولوس پس از بلوغ )B( پراکندگی کامل 

سلول های کومولوس پس از بلوغ

شکل 2- تخمک های بلوغ یافته گاو )پکیان نشان دهنده جسم قطبی می باشد(

شکل 3- اثر غلظت های مختلف رازیانه بر روی توسعه سلول های کومولوس پس 
از بلوغ تخمک، * شاهد حاوی کی درصد DMSO می باشد. a,b:حروف غیر 

مشابه نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح 5 درصد می باشد.

شکل 4- اثر غلظت های مختلف رازیانه بر روی مشاهده جسم قطبی، * شاهد 

حاوی کی درصد DMSO می باشد. a,b:حروف غیر مشابه نشان دهنده 

اختلاف معنی دار در سطح 5 درصد می باشد.
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شکل 5- رنگ آمیزی تخمک های بدون جسم قطبي

بحث:
در اين تحقيق پراكندگي سلول هاي كومولوس به عنوان يكي از فاكتورهاي 
مؤثر براي تعيين بلوغ هسته تخمك ها در نظر گرفته شد. نتايج اين تحقيق 
بر میلی  نشان داد رازيانه در غلظت هاي 5، 10، 20 و 30 میلی گرم 
لیتر اختلاف معني داري بر توسعه سلول هاي كومولوس با شاهد نداشت 
)P>0/05( در حالي كه در غلظت mg/ml 50 به طور معني داري توسعه 
سلول هاي كومولوس کاهش یافت )P < 0/05(. سلول هاي كومولوس در 
اثر افزايش ترشح گنادوتروپين ها قبل از تخمك گذاري پراكندگي پيدا مي 
كنند و شكاف هاي اتصالي بين سلول هاي كومولوس مجاور و بين سلول 

هاي كومولوس و تخمك شكسته مي شود )10(. 
در این پژوهش به جز غلظت بالای رازیانه که اثر بازدارنده بر توسعه سلول 
های کومولوس داشت، پراکندگی سلول های کومولوس تحت تأثیر رازیانه 
قرار نگرفت. نتایج مشابهی توسط Rajabi و همکاران )2013( زمانی که از 
عصاره گیاه شقایق سیاه بر روی بلوغ آزمایشگاهی تخمک گوسفند استفاده 
کردند، گزارش شده است )21(. بنابراين شايد بتوان گفت غلظت هاي 
استفاده شده در اين پژوهش به جز غلظت mg/ml 50 اثر بازدارندهای بر 
عملكرد سلول هاي كومولوس نداشته است. با این وجود ممکن است غلظت 
های کمتر از mg/ml 50 رازیانه بر روی بلوغ تخمک موثر باشند، اما معیار 
توسعه سلول های کمولوس پتانسیل لازم را در بروز آن نداشته باشند. 
بخشي از اهميت سلول هاي گرانولوزا و سلول هاي كومولوس تخمك، 
در رشد فوليكول است. سلول هاي كومولوس هم چنين نقش حياتي در 
طول بلوغ ميوز در شرايط برون تني دارد. در زمان از سرگيري ميوز، زوائد 
سيتوپلاسمي سلول هاي كومولوس شروع به فاصله گرفتن از تخمك مي 
كنند و در تخمك متافاز 1 کمابیش اتصال های ارتباطاتي قطع شده است. 
توليد قابل توجه هيالورونيك اسيد توسط سلول هاي كومولوس منجر به 
پراكندگي سلول هاي كومولوس مي شود. هر چند در طول اين فاز سلول 
هاي كومولوس هم چون قبل با تخمك در ارتباط هستند و برداشتن سلول 
هاي كومولوس قبل از لقاح برون تنی حتي اگر هم كشتي با سلول هاي 
كومولوس هم وجود داشته باشد، توانایی تکامل رویان را کاهش می دهد 

 .)13(
 در ارتباط با مشاهده جسم قطبی در تخمک های بالغ شده، نتایج نشان 
داد غلظت های 5، 10، 20، 30 میلی گرم بر میلی لیتر رازیانه اثر معنی 
داری در مقایسه با شاهد نداشت. در حالی که غلظت mg/ml 50 رازیانه 

به طور معنی داری درصد تخمک های بالغ را کاهش داد. بنابراین در نتیجه 
استفاده از غلظت بالای رازیانه، نه تنها بلوغ تخمک به طور غیر مستقیم از 
طریق توسعه سلول های کومولوس تحت تاثیر قرار می گیرد، بلکه باعث 
متوقف شدن تقسیم های میوزی در نتیجه کاهش رهایی جسم قطبی 
نیز می گردد. با توجه به اینکه سایر غلظت های رازیانه اختلاف معنی 
داری با شاهد در خصوص رهایی جسم قطبی نداشتند، در نتیجه اسانس 
رازیانه قادر به افزایش بلوغ هسته تخمک های گاو نمی باشد، اگرچه ممکن 
است بر روی بلوغ سیتوپلاسمی آن ها موثر باشد. در تحقيقي كه توسط 
Malini در سال 1985 بر روي موش صحرایی صورت گرفت، نشان داد 
تجويز خوراكي رازيانه به مدت 10 روز در مقادير كم باعث ايجاد سيكل 
قاعدگي، در مقادير متوسط باعث افزايش وزن غدد جنسي و در مقادير بالا، 
موجب رشد مجازي، اندومتريوم و واژن گرديد )17(. هم چنین Degani و 
همكاران )1994( نشان دادند استروئيدها باعث رشد فوليكول ها و پيشبرد 
مراحل تخمداني مي گردند )9(. مطالعه اي كه در سال 2011 توسط 
Khazaei و همكاران بر روي موش انجام شد، نشان داد استفاده از مقادير 
100 و 200 ميلي گرم بر كيلوگرم از عصاره ي الكلي رازيانه در 6 روز باعث 

افزايش تعداد فوليكول ها مي گردد )15(. 
بیش تر پژوهش های انجام شده در خصوص اثر رازیانه بر روی باروری 
جنس ماده به تجویز خوراکی و یا اثر ها آن روی فولکیوژنز پرداخته اند و 
مطالعه های محدودی که اثر رازیانه را بر روی تخمک به اثبات می رسانند 
در خصوص جلوگیری از اثر ها مخرب پرتوهای غیر یونیزه بر روی تخمک 
موش )4،5( و یا بهبود بلوغ تخمک در گونه ای از ماهی را می توان اشاره 
کرد)18(. بنابر این بر اساس مطالعه های ما تحقیق حاضر به عنوان اولین 

مطالعه در خصوص اثر اسانس رازیانه بر روی بلوغ تخمک گوسفند بود.
نتیجه گیری:

نتایج نشان داد، اختلاف معنی داری در ارتباط با استفاده از غلظت 
های مختلف رازیانه بر روی توسعه سلول های کومولوس و مشاهده 
جسم قطبی که نشان دهنده بلوغ هسته تخمک  می باشند، مشاهده 
نشد، اگر چه غلظت بالای آن به طور معنی داری بلوغ هسته تخمک 
فناوری  از  استفاده  با  شود  می  پیشنهاد  داد.  کاهش  را  گاو  های 
لقاح آزمایشگاهی و بررسی درصد زایگوت های احتمالی، مرولا و 
بلاستوسیت، اثر رازیانه بر روی بلوغ سیتوپلاسمی تخمک های گاو 

نیز مورد مطالعه قرار گیرد.
سپاسگزاري:

بدينوسيله از رياست محترم دانشكده و مدير محترم گروه علوم زيستي 
دانشگاه آزاد اسلامي واحد پرند و پرسنل محترم سازمان پژوهش 
هاي علمي و صنعتي ايران كه با در اختيار گذاشتن آزمايشگاه ها 
و هم چنين همكاري صميمانه ایشان كه امكان انجام اين تحقيق را 

فراهم نمودند تشكر و قدرداني مي گردد. 
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