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Abstract 
Purpose: The aim of this study was to investigate whether demecolicne treatment of matured 

bovine oocytes adversely affects the process of in vitro fertilization and embryo development.  

Materials and Methods: Bovine Cumulus Oocyte Complexes (COC's) were matured in vitro and 

then were randomly allocated to two treatment groups of common concentrations of demecolicne 

(0.05 and 0.4 μg/ml for 30 min) and a control group. COC's were then fertilized and cultured in 

vitro for up to 9 days when the ratios of in vitro embryo development and the viability of the 

hatched blastocysts were assessed and compared with the control group (p<0.05). 

Results:  The ratios of the cleavage and blastocyst formation of demecolicne treated groups (0.4 

and 0.05 μg/ml) were 68.6, 63.5% and 23.3, 32.8%, which were not significantly different from the 

control group (73.3, 29.0%), respectively. The results of cell-viability were also not significantly 

different between the control vs. treatment groups.  

Conclusion: Since the overall indices of in vitro embryo development revealed no significant 

difference between the demecolicne treated compared to control bovine oocytes, it seems that 

demecolicne treatment of matured bovine oocytes may not compromise their potency for further in 

vitro development. 
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 چكيده
  ده با دمكولسين بر روند لقاح آزمايشگاهي و تكوين روياني آن هاي گاوي بالغ ش  بررسي آثار تيمار اووسيت:هدف

 كومولوس در آزمايشگاه بالغ شده و سپس به دو گروه –كمپلكس اووسيت . به روش تجربي انجام شدتحقيق حاضر : ها مواد و روش
 اووسيت لقاح -س كومولوسسپس كمپلك. و گروه كنترل تقسيم شدند) 05/0و g/mlμ4/0(هاي متداول دمكولسين  درماني با غلظت

 ارزيابي و با شدهتفريخ هاي  ميزان تكوين آزمايشگاهي و زنده ماني بلاستوسيست.  روز كشت شدند9يافته و در آزمايشگاه به مدت 
  ).p< 0.05(گروه كنترل مقايسه شدند 

 درصد بود كه با گروه 8/32، 3/23 و 5/63، 6/68 به ترتيب 05/0و 4/0هاي   ميزان تسهيم و تشكيل بلاستوسيست گروه:ها يافته
هاي زنده نيز نشان داد كه بين گروه كنترل در  نتايج ارزيابي سلول. داري نداشت ، تفاوت معني) درصد0/29 و 3/73به ترتيب(كنترل

  . داري وجود ندارد هاي درماني تفاوت معني مقايسه با گروه
هاي درماني تفاوتي مشاهده نشد، به  هي، بين گروه كنترل در مقايسه با گروه از آنجا كه در مراحل تكوين رويان آزمايشگا:گيري نتيجه

  .ها در آزمايشگاه اثر سوئي ندارد  هاي بالغ گاوي بر توانايي تكوين رويان رسد كه درمان دمكولسين اووسيت نظر مي
  

  .دمكولسين، اووسيت گاوي، توانايي تكوين، زنده ماني :ها  كليدواژه
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  مقدمه
سازي پستانداران اهلي بـا اسـتفاده         تكنولوژي شبيه اگر چه   

ــوماتيك   ــلول ســـ ــسته ســـ ــال هـــ ــاوري انتقـــ                   از فنـــ
SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer) ( در چنــدين گونــه
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كار برده شده اسـت، بـا ايـن           آميزي به   طور موفقيت   پستاندار به 
ــايين اســت   ــسيار پ ــن روش ب ــت در اي . حــال درصــد موفقي

هـاي سـاختار         درصـد رويـان    1-2كه فقط در حـدود        طوري  به
مجدد پس از انتقال به رحم حيوانات گيرنده به تولـد موجـود             

اين امر باعث شده است كـه       ]. 2و1[شود    كلون زنده منجر مي   
علت كـارايي نـسبتاً    بهSCNT در حال حاضر كاربردهاي بالقوه 

ه موفقيـت يـا     طوركلي فاكتورهايي ك    به. پايين آن محدود شود   
، با اين حال    ]3[اند    كنند پيچيده    را مشخص مي   SCNTشكست  

هــاي  فــاكتور: هــا را بــه دو دســته تقــسيم نمــود تــوان آن مــي
ــاوت  ــه تف ــوژيكي، از جمل ــه   بيول ــين گون ــاي ب اي، ويژگــي  ه

كاريوپلاست و سيتوپلاست همراه بـا بـرهمكنش بـين آنهـا و             
عنـوان    يت بـه  كه آمـاده سـازي اووس ـ     ] 4[هاي تكنيكي     فاكتور

هـاي    از جملـه فـاكتور    )  سـازي   هـسته   بي(سيتوپلاست گيرنده 
هـسته   بنـابراين بـي   . اسـت SCNTتكنيكي تأثيرگذار در فرايند 

ــد   ســازي يكــي از مراحــل كليــدي اســت كــه موفقيــت رون
طـور    به. كند  سازي حيوانات را به ميزان بالايي تضمين مي         شبيه

داران در طـي    سنتي و مرسوم بي هسته سازي اووسيت پـستان        
 صورت فيزيكي و به كمك روش دسـتكاري           به  SCNTفرايند  

، اين  ]5 -8[شود     انجام مي  (micromanipulation) ميكروسكوپي
هاي فيزيكي ديگـر از جملـه سـانتريفوژ كـردن               روش و روش  

بر   ، پرهزينه و زمان   ]10[و دو نيم كردن اووسيت      ] 9[اووسيت  
. ن افـراد مـاهر نيـاز دارد   بوده و به تجهيزات پيشرفته و همچني 

دهــي  هــا تهــاجمي بــوده و بــه ســازمان  عــلاوه ايــن روش بــه
سيتوپلاست آسيب رسانده و بدين ترتيـب منجـر بـه كـاهش             

  ]. 11[شود  مي SCNT كارايي
عنوان جايگزين بـا      توان به   هاي نوين كه مي       از جمله روش  

هــسته ســازي فيزيكــي اســتفاده كــرد، تيمــار   هــاي بــي  روش
] 11) [هـسته سـازي شـيميايي       بي(ها با مواد شيميايي       اووسيت

ــايد   ــر اتوپوس ــودازول ] 12[نظي ــسين ]14 و 13[نوك    ، دمكول
تواند   است نشان داده شده كه استفاده از اين مواد مي         ] 21-14[

  . هسته سازي شود موجب افزايش راندمان بي
هاي تيمارشده با دمكولسين، يك بيرون زدگي           در اووسيت 

هـاي      شود كه تمامي كرومـوزوم       پلاسمالما ظاهر مي   غشايي در 
توان باحذف اين بيرون زدگي       اووسيت در آن قرار دارند و مي      

اگـر چـه در     ]. 15[هـسته سـاخت       به سهولت اووسيت را بـي     
، مـوش   ]21 و   15[، گـاو    ]17[چندين گونه ازجمله گوسـفند      

هـسته    ميزان بي ] 14 و 13[و خوك   ] 19[، خرگوش   ]18 و   16[
وسيله تيمار با دمكولسين در مراحل مختلف بلوغ          الايي به سازي ب 

، مرحله رهـايي از     GV(1(اووسيت شامل مرحله ژرمينال وزيكول      
هـاي       و اووسـيت   II، متافـاز    I، متافاز   GVBD(2(ژرمينال وزيكول   

دست آمده و همچنـين تكـوين مناسـب رويـاني در              فعال شده به  
ه است، با اين حال با      گزيني گزارش شد    مراحل قبل و بعد از لانه     

هايي دررابطه بـا تـأثير          توجه به مكانيسم عمل دمكولسين نگراني     
  .اين ماده بر توسعه روياني وجود دارد

جـانبي و   ) آثـار (رسد كـه چنانچـه اثـر          بنابراين به نظر مي   
احتمالي دمكولسين بر روند تكوين روياني با انجام مطالعـات          

مفيـد و بـا ارزشـي را در       توان اطلاعات     اوليه بررسي شود، مي   
سـازي ارائـه      زمينه نحوه استفاده از اين ماده طـي رونـد شـبيه           

بدين ترتيب هدف مطالعه حاضر بررسي آثـار احتمـالي          . نمود
و  g/mlµ 4/0(دمكولسين در دو غلظت متداول مورد اسـتفاده         

هاي حاصل از لقاح آزمايشگاهي         بر روند تكوين رويان   ) 05/0
  .هاي گاو است  اووسيت

  

  ها مواد و روش
جـز    تمام مواد شيميايي مـورد اسـتفاده مطالعـه حاضـر بـه            

 , Sigma (St. Louisشـود از شـركت    مواردي كه مشخص مـي 

Mo, USA)تهيه شد  .  

________________________ 

1. Germinal vesicle 

2. Germinal vesicle break down  
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  تهيه اووسيت و بلوغ آزمايشگاهي 
هـاي گاوهـاي        با مراجعـه بـه كـشتارگاه محلـي تخمـدان          

 سـالين   هاي حاوي نرمال      آوري و در فلاسك     كشتارگاهي جمع 
قرار داده شـدند و در      )  گرم كلريد سديم در يك ليتر آب       9/0(

گـراد بـه       درجـه سـانتي    30 – 35كمتر از دو ساعت در دماي       
 10در آزمايـشگاه بـه كمـك سـرنگ          . آزمايشگاه منتقل شدند  

                محلــولml  1 حــاوي حــدود18 گــوژ ســوزنســي و  ســي
FCS110%H-TCM + ،2  غني سازي شده بـا IU/ml50  ،هپـارين 

ــا قطــر   فوليكــول  موجــود در ناحيــه قــشري mm 8-2هــاي ب
ــدان ــدند     تخم ــپيره ش ــي آس ــه آرام ــا، ب ــر  . ه ــپس در زي س

ــكوپ  ــپلكس) OLYMPUS SZX16(استريوميكروس ــاي   كم ه
ــوس  ــه از نظــر سيتوپلاســمي COCs(3( اووســيت –كومول  ك

ــه از ســلول  ــوده و حــداقل داراي ســه لاي هــاي   يكنواخــت ب
    هـاي حـاوي قطـرات         جدا شـده و در ديـش      كومولوس بودند   

μL  200 از محيط H-TCM + 10% FCS پوشيده شده با روغن 
هاي شستشو داده شده براي  COCسپس . معدني شستشو شدند

  هاي حـاوي قطـرات        انجام مراحل بلوغ آزمايشگاهي در ديش     
μL  100 از محيط بلوغ )TCM199 + 10% FCS  حـاوي µg/ml 

5 FSH     ، µg/ml  5 LH     ، µg/ml  1 17-β-estradiol (   به مدت
گـراد،     درجـه سـانتي    5/38 ساعت در انكوباتور با دماي       5/23

  .  و رطوبت حداكثر كشت داده شدند CO2 درصد 5غلظت 
  

  ها با دمكولسين  تيمار اووسيت
طور تصادفي    ها به      ساعت پس از آغاز بلوغ، اووسيت      5/23
      دمكولــسين g/mlµ4/0 گــروه تيمــاري شــامل تيمــار بــا 2بــه 

و ) 05/0تيمـار   (دمكولسين  g/mlµ05/0و تيمار با    ) 4/0تيمار  (
هاي تيماري بـه مـدت        يك گروه كنترل تقسيم شدند كه گروه      

________________________ 

1. Fetal Calf Serum 

2. Hepes-Tissu Culture Medium 

3. Cumulus-Oocyte Complexes  

تيمار بـه دليـل تكميـل       ( دقيقه در محيط تيمار قرار گرفتند        30
و گروه كنتـرل  )  ساعته در محيط بلوغ انجام شد24دوره بلوغ   

پـس از   .  ساعت باقي ماندنـد    24 تا اتمام    در همان محيط بلوغ   
 گروه به منظور انكوباسيون با اسپرم و انجـام          3 ساعت هر    24

 .لقاح آزمايشگاهي به محيط لقاح انتقال داده شدند
  

  آماده سازي اسپرم و انجام لقاح آزمايشگاهي
 گـاو   يكي سيمن منجمد    ها    در سراسر اين مطالعه از ويال     

صـورت تجـاري موجـود بـود         ه بـه  هلشتاين با باروري بالا ك ـ    
، گـراد   درجه سانتي37پس از ذوب سيمن در آب      . دشاستفاده  
 جداسـازي  Swim up روشهاي متحـرك بـا اسـتفاده از      اسپرم
 انجام لقاح آزمايشگاهي، پس از دو بـار شستـشو،           براي .ندشد

COC     200هـاي     تايي به قطـره    30 تا   25هاي    هاي بالغ در گروه 
پني سازي شده با   غنيFert- TALP(4 (لقاحميكروليتري محيط 

) µM1  (نفـرين  اپي، )µM 10 (هيپوتارين، )µM20 (سيل آمين 
پوشيده شده با روغن مينـرال منتقـل        ) µg/ml 56/0( هپارينو  

 بـه   ليتـر    در هـر ميلـي     1 × 106 غلظت نهايي    با  اسپرم و شدند
 بـه هـا   مجموعه اسـپرم و اووسـيت  . هاي لقاح افزوده شد      قطره

 درصد دي اكسيد كربن،     5 ،   5/38 ساعت در شرايط     20دت  م
  . انكوبه شدند حداكثرو رطوبت درصد اكسيژن 5

  
  ها   جنينكشت

    پــس از طــي شــدن زمــان انكوباســيون اســپرم و تخمــك 
هـاي    هـاي كومولـوس اطـراف زيگـوت         ، سـلول  ) ساعت 20(

هـاي تيمـاري و همچنـين گـروه كنتـرل بـا               احتمالي در گروه  
به منظور ارزيـابي مراحـل مختلـف        . لايم حذف شد  پيپتينگ م 

 7روياني از جملـه درصدتـسهيم، درصـد بلاستوسيـست روز            
هاي احتمـالي بـه       ها، زيگوت   روياني و درصد شكوفايي رويان    

________________________ 

4. Fertilisation Tyrod Albumin Lactat Payrovat  
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كـشتي    و در شرايط هم    B2 روز ديگر در محيط كشت       9مدت  
ــلول  ــا س ــاي   ب ــرايط ] vero] 22ه ــا ش ــاتور ب  6/38 در انكوب

و درصـد اكـسيژن     5 درصـد دي اكـسيد كـربن،         5،  گراد سانتي
تعـويض محـيط كـشت      . رطوبـت كـشت داده شـدند      حداكثر  
) بار  ساعت يك  48هر  (صورت دو روز در ميان       ها نيز به    رويان

  .انجام شد
  

  ها  نگ آميزي بلاستوسيستر
هــاي  هــاي زنــده از مــرده در رويــان بــراي تمــايز ســلول

يــزي دو گانــه آم هــاي تيمــاري و كنتــرل از روش رنــگ گــروه
ــد  ــديوم يداي ــه -پروپ ــده ب ــرح داده ش ــيله   هوخــست ش وس

طـور   اسـتفاده شـد كـه بـه       ] 23[و همكاران   )Hosseini(حسيني
  :خلاصه به شرح زير است

فـسفات   محلـول    ي شكوفا شـده در    ها  بلاستوسيستابتدا  
 درجـه   37 (گـرم ) –PBS  (بافر سالين بدون كلـسيم و منيـزيم       

 دقيقـه در    20 بـه مـدت       سپس شدند  داده شستشو) گراد سانتي

پروپــديوم )  µg/ml 300: (33342 هوخــست [محلــول رنــگ
 پس از طي زمان انكوباسيون .ند انكوبه شد)µg/ml 5 ( يدايد و

 سه مرتبه ها  رنگ باقيمانده بلاستوسيست  در رنگ، براي حذف     
شستـشو داده شـدند و بـه سـرعت در گلوترآلدئيـد      – PBS در
رويـان  .  شـدند  تثبيـت اي اتـاق     دقيقه در دم ـ   5ت  دبه م  5/2%

وسـيله لامـل     آميزي شـده  روي لام قـرار داده شـد و بـه              رنگ
وسـيله ميكروسـكوپ      به  ها     بلاستوسيست  سپس .پوشانده شد 

هاي   سلول.ندشدارزيابي ) OLYMPUS BX 51 (اپي فلورسنت
ي كه در مرحله اوليه و ثانويـه نكـروز و مرحلـه             يها    سلول(مرده  

هاي زنده به رنـگ         ل   به رنگ قرمز و سلو     )ندپوپتوز بود آتأخيري  
 براي ارزيابي اثـر دمكولـسين بـر         .)f1-شكل(ند  آبي مشاهده شد  

هـا، تعـداد      هـاي شـكوفا شـده، تعـداد كـل سـلول              كيفيت جنين 
 و  4/0گـروه   (هـاي تيمـاري       هاي زنـده و مـرده در گـروه          سلول
g/mlµ 05/0 عـدد   7از هـر گـروه      (و گـروه كنتـرل      )  دمكولسين 
  .شمارش و با يكديگر مقايسه شدند) ستوسيستبلا

  

  
 

پس از ) تيمار نشده(اووسيت گاوي بالغ شده آزمايشگاهي گروه كنترل . )eوf(هاي شكوفا شده  و رويان) a-d(هاي گاوي بالغ شده آزمايشگاهي    اووسيت.1شكل 
ها در سطح   گروه كنترل پس از حذف زونا پلاسيدا، كروموزوم) هوخست(رنگ آميزي شده ؛ اووسيت )a(شود  زدگي غشايي در آن مشاهده نمي حذف زونا پلاسيدا كه بيرون

؛ اووسيت تيمار )c(زدگي غشايي ايجاد شده است  ؛ اووسيت تيمار شده با دمكولسين پس از حذف زونا پلاسيدا، در اثر تيمار با دموكلسين بيرون)b(دروني اووسيت قرار دارند 
هاي اووسيت   زدگي غشايي ايجاد شده و محتوي تمامي كروموزوم پس از حذف زونا پلاسيدا، در اثر تيمار با دموكلسين بيرون) هوخست(ميزي شده آ شده با دمكولسين و رنگ

هاي مرده به رنگ   سلولهاي زنده به رنگ آبي و  ، سلول)پروپديوم يدايد-هوخست(آميزي دوگانه  و پس از رنگ) e(هاي شكوفا شده بدون رنگ آميزي  ؛ بلاستوسيت)d(است 
  ).f(شوند  قرمز مشاهده مي
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 آماريتجزيه و تحليل 

تجزيه و تحليل آزمايشگاهي با استفاده از طـرح آزمايـشي           
 تصادفي و آناليز واريانس صورت گرفت و مقايسه بـين           كاملاً

ــروه  ــانگين گ ــه    مي ــد دامن ــون چن ــتفاده از آزم ــا اس ــا ب اي  ه
 p >0.05 و  انجـام شـد   Duncan's Multiple Range Testدانكـن 
 .دار در نظر گرفته شد معني

  

  ها  يافته
در اين تحقيق تأثير احتمالي ماده شيميايي دمكولـسين بـر           

هـاي گـاو      گزيني رويان  لقاح آزمايشگاهي و تكوين قبل از لانه      
بررسي ) 05/0و  g/mlμ4/0(در دو غلظت متداول مورد استفاده       

ها   اووسيت)  تكرار 10 مجموعاً(بدين منظور در هر تكرار      . شد
طور تصادفي به دو گروه تيمـاري         پس از بلوغ آزمايشگاهي به    

هـاي بــالغ شــده در    اووســيت: و گـروه كنتــرل تقـسيم شــدند  
هـاي    غلظـت  دقيقه به ترتيب بـا       30هاي تيماري به مدت       گروه

هـاي    در هـر يـك از گـروه       . دمكولسين تيمـار شـدند    05/0و  4/0
 از تيمـار بـا دمكولـسين، برهنـه          ها پـس    COCتيماري تعدادي از    

زدگـي   ها يك بيرون   شدند، پس از حذف زونا پلاسيدا در اكثر آن        
هاي تيمار شـده       آميزي هوخست اووسيت   رنگ. غشايي ظاهر شد  

زدگي قرار  هاي اووسيت دراين بيرون  نشان داد كه تمام كروموزوم   
 نـشان داده شـده   d 1-وc1-زدگي غـشايي در شـكل    بيرون. دارند
هـاي تيمـار      COCهاي حاصل از لقاح آزمايـشگاهي         رويان. است

براي بررسي مراحل بعدي رشد     ) گروه كنترل (شده و تيمار نشده     
 روز ديگـر در شـرايط هـم كـشتي بـا             9و نمو روياني به مـدت       

  . كشت داده شدندveroهاي   سلول
هاي هر سه گروه نشان داد كـه          بررسي روند تسهيم رويان   

 گروه تيماري كمتر از گروه كنترل بود، هر         ميزان تسهيم در دو   
. دار نبـود   معنـي ) p >0.05(چند ايـن تفـاوت از نظـر آمـاري           

هـاي     در گـروه   7همچنين بررسـي ميـزان بلاستوسيـست روز         
 05/0 تيماري و گروه كنترل بيانگر افزايش آن در گـروه تيمـار  

)  درصد 3/23( 4/0و كاهش آن در گروه تيماري     )  درصد 8/32(
بود؛ با اين حال تفـاوت      )  درصد 29(ه با گروه كنترل     در مقايس 

ــي  ــاري معن ــر آم ــود  از نظ ــودندار  موج ــكوفايي . ب ــزان ش مي
 05/0 جنيني در گروه كنترل، تيمـار        9ها در روز        بلاستوسيست

 درصد بود كه تفاوت     36 و   5/43،  9/39ترتيب،     به 4/0و تيمار   
  .داري مشاهده نشد معني
  

  
  

  
 

  
  

درصد تـشكيل بلاستوسسيـست     : در صد تسهيم، ب   : لفا.  1نمودار  
هاي تيمـاري      در گروه : ها، ج    جنيني، درصد شكوفايي بلاستوسيست    7روز  

  . دمكولسين همراه با گروه كنترل4/0 و 05/0

 الف

 ب

 ج
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 روند تكوين آزمايشگاهي و بر) g/mlµ4/0 و g/mlµ 05/0(هاي گاوي بالغ شده آزمايشگاهي با دو غلظت مختلف دمكولسين    اثر تيمار اووسيت1جدول 
  ها در گروهاي تيماري و گروه كنترل  كيفيت رويان

  

   هاي شكوفا شده  ها در رويان  ميانگين تعداد سلول

 (%)زنده   (%)مرده  تعداد كل

كل  
هاي  بلاستوسيست
 (%)شكوفا شده  

  بلاستوسيست 
 روز 7 (%)

  (%)  تسهيم 
تعداد 
 ها   اووسيت

  گروه

8/146  ab )8 (8/11 ab )92 (135 ab 63 ( 9/39 )a 108 ( 0/29 )a 374 ( 3/73 )a 534 كنترل 
200 a  )8/5(6/11 a )2/94 (4/188 a 47    ( 5/43 )a 81   ( 8/32 )a 275 ( 5/63 )a 433 05/0تيمار  

3/140  b  )10 (14 b  )90 (3/126 b 37 ( 0/36 )a 68     ( 3/23 )a 297 ( 6/68 )a 438 4/0تيمار  
  

دار   آمـاري معنـي      و مقاديري كه حرف مشترك ندارنـد از لحـاظ            دار نيستند   ي كه حداقل يك حرف مشترك دارند از لحاظ آماري معني          در هر ستون مقادير   
  .)p<0.05( هستند
  

 
هاي   هاي زنده و مرده در بلاستوسيست  ميانگين درصد سلول.2نمودار

ميانگين درصد . 4/0 و 05/0هاي  تيماري  گاوي گروه كنترل و گروه
 كاهش و درصد 05/0  در مقايسه با گروه4/0هاي زنده در گروه   سلول
  .)p>0.05 (دهد  داري را نشان مي هاي مرده افزايش معني  سلول

  
هـاي      ها و مقايسه درصد سـلول          شمارش تعداد كل سلول   

هـاي شـكوفا شـده پـس از تثبيـت و              مرده و زنـده در رويـان      
ر گـروه كنتـرل در هـر        ها نشان داد كه د     آميزي دوگانه آن   رنگ
هـا مـرده        درصد سـلول   1/8ها زنده و      درصد سلول  2/92جنين

ــد ــالي. بودن ــروه در ح ــه در گ ــاري  ك ــاي تيم  و g/mlµ05/0ه
g/mlµ4/0  ها زنده     درصد سلول  90 و 2/94ترتيب    دمكولسين به

). 2 و نمـودار   1جدول(ها مرده بودند       درصد سلول  10 و 8/5و  
هاي زنـده     ان داد كه درصد سلول    ها نش    بررسي آماري اين داده   

هـاي تيمـاري      و مرده در گروه كنتـرل بـا هـيچ يـك از گـروه              
داري نداشـت، در صـورتي كـه ايـن صـفت در              اختلاف معني 
 4/0داري را نسبت به گـروه         افزايش معني  05/0گروه تيماري   

ــشان داد  ــدول ). p >0.05(ن ــف   1ج ــت مختل ــر دو غلظ   اث
د تـسهيم، بلاستوسيـست     روي درص ) 4/0 و   05/0(دمكولسين  

هـا    هاي شكوفا شده و كيفيت رويـان   ، كل بلاستوسيست  7روز  
  .دهد را نشان مي

  

  بحث
عنوان سيتوپلاست گيرنـده يكـي از    سازي اووسيت به   آماده

سازي حيوانـات را     مراحل كليدي است كه موفقيت روند شبيه      
ترين روش كه در حـال       معمول. كند به ميزان بالايي تضمين مي    

شـود،    استفاده مـي   SCNTر براي هسته زدايي طي فرايند       حاض
هسته زدايي فيزيكي به كمك روش دسـتكاري ميكروسـكوپي       

(micromanipulation)  ــط ــن روش توســـ ــت، در ايـــ  اســـ
اي، مقداري از سيتوپلاسـم همـراه      هاي نازك شيشه    ميكروپيپت

 كـه درسـت در زيـر        IIهاي متافـاز      با صفحه متافازي اووسيت   
بـا  . شـوند   اولين جسم قطبي قرار دارد، از اووسيت خارج مـي         

اين حال صفحه متافازي ممكن اسـت هميـشه در زيـر اولـين              
بـراي رفـع ايـن مـشكل از         . جسم قطبـي قـرار نداشـته باشـد        

 استفاده و عمل هسته زدايـي در زيـر          DNA آميزي حياتي    رنگ
هـر چنـد   ]. 25  و24[شـود   ميكروسكوپ فلورسنس انجام مي   

زدايـي را افـزايش داده       كه اين روش تا حدودي كارايي هـسته       
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علت مواجهه اووسيت با نـور مـاوراء بـنفش، در       است، ولي به  
اين روش نيز شك و ترديدهايي وجود دارد، از طـرف ديگـر             

 درصـد   30 الـي    10طي هسته زدايي فيزيكي اووسيت حـدود        
 حـذف   شـود كـه منجـر بـه         سيتوپلاسم اووسـيت حـذف مـي      

هاي ضروري     هاي مهم سيتوپلاسمي و همچنين پروتئين       ارگانل
همچنين طـي هـسته زدايـي       . شود طي تكوين بعدي رويان مي    

اي بـه درون اووسـيت       علت نفوذ ميكروپيپت شيشه    فيزيكي به 
  ].26[ممكن است به فراساختار اووسيت آسيب وارد شود 

 مواد  ها، به كمك     درصورتي كه بتوان پس از بلوغ اووسيت      
هاي اووسيت را به ناحيـه قـشري هـدايت            شيميايي كروموزوم 

. تـر انجـام خواهـد شـد        نمود، هـسته زدايـي آن بـسيار سـاده         
هـاي    و همكاران نشان دادند كه تيمار اووسيت      ) Russell(راسل

- 7/91 دمكولسين باعث  g/mlµ4/0فعال شده گاوي با غلظت      
 كاواكـامي   همچنين]. 15[شود   هسته سازي مي    درصد بي  3/33
)Kawakami (  هاي مرحله متافاز      و همكاران اووسيتII   خـوك 

 دقيقه تيمار   30-60 دمكولسين به مدت     g/mlµ4/0را با غلظت    
ها مشاهده كردند    زدگي در آن    درصد بيرون  70كرده و بيش از     

نتايج حاصل از تحقيق حاضر نيـز نـشان داد كـه تيمـار              ]. 27[
 گـاو بـا مـاده شـيميايي         هاي بالغ شـده آزمايـشگاهي       اووسيت

زدگـي غـشايي     تواند منجر به ايجاد يك بيـرون       دمكولسين مي 
از طرف ديگر بـا     . ها در سطح اووسيت شود      حاوي كروموزوم 

تـوان كمتـرين     واسطه تيمار با دمكولسين مي     هسته سازي به   بي
حجم سيتوپلاسم محتوي كروموزوم را كشيد و كمترين آسيب         

و در  ) 15( اووسـيت وارد نمـود       را به فراسـاختار سيتوپلاسـم     
ها نداشته    صورتي كه آثار مضري بر تكوين آزمايشگاهي رويان       

عنوان يك روش مؤثر در فرايند انتقـال هـسته    تواند به  باشد مي 
سـازي جـانوران اسـتفاده       هاي سوماتيك با هـدف شـبيه        سلول
كنـد   ها اعمال مـي  از جمله آثاري كه دمكولسين بر سلول  . شود
ــي ــه م ــوان ب ــود  ت ــاره نم ــلولي اش ــكلت س ــر اس ــاثير آن ب .  ت

هـا اجـزاي اصـلي اسـكلت           هـا و ميكروفيلامنـت      ميكروتوبول

ها را طي تقـسيم سـلولي          سلولي هستند كه حركت كروموزوم    
كننده ميكروتوبول   دمكولسين يك ممانعت  ]. 28[كنند   تنظيم مي 

ــانع از    ــصل شــده و م ــولين مت ــه دايمرهــاي توب ــه ب اســت ك
شود و بدين ترتيب منجـر بـه از دسـت            ها مي پليمريزاسيون آن 

  ].15[شود  هاي دوك مي  رفتن ديناميك ميكروتوبول
با توجـه بـه اينكـه در تحقيـق حاضـر در ميـزان تـسهيم،                 

 و همچنين شـكوفايي بلاستوسيـست در        7بلاستوسيست روز   
داري  بين گروه تيماري و همچنين گروه كنتـرل تفـاوت معنـي           

ها با دمكولـسين قابـل        يمار اووسيت مشاهده نشد احتمالاً اثر ت    
نـشان داده   ) 15(در مطالعه راسـل و همكـاران        . برگشت است 

هاي فعال شـده بـا دمكولـسين در           شده كه قرار دادن اووسيت    
پـس از  (زدگـي   محيط فاقد دمكولسين موجب برگشت بيـرون  

و همكـاران   ) Li(لـي   . شود به درون اووسيت مي   ) چند ساعت 
ــي ــست در  داري در  اخــتلاف معن ــسهيم و بلاستوسي ــزان ت مي

هاي بالغ شـده آزمايـشگاهي گـاو كـه بـه مـدت دو                 اووسيت
 دمكولسين تيمار شدند در مقايـسه   g/mlµ 5/0ساعت با غلظت  

كه مطابق با نتايج حاصـل      ] 29[با گروه كنترل مشاهده نكردند      
  .از تحقيق حاضر است

  بـه درون اووسـيت،     پـس ازنفـوذ اسـپرم     طي فرايند لقـاح و      
بـه مـدت    و   كلسيم درون سلولي به صورت تكرار شونده         غلظت

ــاعت ــدين س ــيچن ــزايش م ــد   اف و  )Moses(موســس ]. 30[ياب
هاي بالغ شده آزمايـشگاهي مـوش بـا           همكاران با تيمار اووسيت   

 دمكولسين به مدت سه ساعت و سـپس لقـاح           g/mlµ 25غلظت  
ر آزمايشگاهي آنها دريافتند كه نفوذ اسپرم به داخل اووسيت منج         

به افزايش غلظت كلسيم داخل سلولي شده و در نتيجـه موجـب             
، ]31[شـود    توقف عمـل دمكولـسين روي اسـكلت سـلولي مـي           

هاي ما نيز با توجه به اينكه ميـزان تـسهيم در        بنابراين در آزمايش  
داري نداشتند، ايـن     هاي تيماري با گروه كنترل تفاوت معني        گروه

 ايجاد نوسانات كلسيمي در     رود كه شايد نفوذ اسپرم و      احتمال مي 
اي كه توسـط     اووسيت باعث تسريع از بين رفتن مكانيسم مهاري       
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دمكولسين القاء شده است شود، بنابراين ممكـن اسـت افـزايش            
هـا بـا       ميزان كلـسيم داخـل سـلولي بتوانـد اثـر تيمـار اووسـيت              

  . را نيز حذف كند SCNTدمكولسين طي فرايند
هـاي    يفيت بلاستوسيـست  بررسي اثر تيمار دمكولسين بر ك     

شكوفا شده نشان داد كه اگر چه از نظر آماري در تعـداد كـل               
هاي تيمـاري و   هاي زنده و مرده، بين گروه  سلول، تعداد سلول 

هـاي    داري وجود ندارد ولـي گـروه        گروه كنترل اختلاف معني   
داري  تيماري در مقايسه با هم در اين صـفات اخـتلاف معنـي            

هـاي زنـده در گـروه         ه درصـد سـلول    ك ـ طـوري   نشان دادند به  
ــاري  ــاري   g/mlµ05/0تيم ــروه تيم ــشتر از گ ــسين بي  دمكول

g/mlµ4/0   همچنـين در تحقيقـي مـشابه كـه         .  دمكولسين بـود
هـاي فيبروبلاسـت     سلول و همكاران روي) Teng(توسط تنگ 

هـاي خيلـي بـالاي        صورت گرفت، نشان داده شد كه غلظـت       
 را به تـأخير     DNAتز  شروع سن ) M 3-10 ×35-2(دمكولسين  

هاي كم    كند و غلظت    را طولاني مي   DNAانداخته و دوره سنتز     
آثار سينرژيستي با فاكتورهاي رشـد دارد        ) M7-10 ×2-1(آن  

 مرحلـه اينترفـاز     S بـه فـاز      G1كه باعث تسريع حركت از فاز       
 g/mlµ05/0توان گفـت كـه غلظـت         بنابراين مي ]. 32[شود   مي

هـاي    ه آثـار سـوئي برتكـوين رويـان        دمكولسين علاوه بر اينك   
توانـد كيفيـت ايـن       آزمايشگاهي گاو  ندارد بلكه احتمـالاً مـي        

  .هاي ناشناخته افزايش دهد  ها را از طريق مكانيسم  رويان

هـاي تيمـار      با توجه به آثاري كه دمكولسين بـر اووسـيت         
رود كه اين ماده مي تواند       گذارد، اين احتمال مي    جا مي  شده به 
هاي بازسازي شده شـود،       فزايش آنيوپلوئيدي در رويان   باعث ا 

راسـل و   هاي ما بررسي نشد ولي اگر چه اين موضوع در آزمايش
اي كه اووسـيت   هاي بازسازي شده  همكاران نشان دادند در رويان 

هسته شده بود، ميزان پلوئيدي تفاوت       ها با تيمار دمكولسين بي     آن
  ].15[ نداشت داري در مقايسه با گروه كنترل معني
طور كلي هرچند مكانيـسم دقيـق عملكـرد دمكولـسين             به

ــه  ــوز ب ــت    هن ــشده اس ــناخته ن ــوبي ش ــار  ]13[خ ــا تيم ، ام
هاي گـاوي بـالغ شـده بـا دمكولـسين تـأثير منفـي                  اووسيت

داري بر تكوين مراحل جنيني از جملـه تـسهيم، ميـزان             معني
هـاي زنـده و       بلاستوسيست، ميزان شكوفايي و تعـداد سـلول       

مرده نداشت با اين حـال اسـتفاده از ايـن مـاده شـيميايي در                
 نيازمنــد مــشخص كــردن مكانيــسم دقيــق  SCNTتجربيــات 

گزينـي   مولكولي عملكرد آن بر تكوين قبل و حتي بعد از لانه          
  .است
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