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Abstract 
Purpose: To investigate the effect of different methods of synchronization on sheep granulosa cell 

cycle. 

Materials and Methods: Granulosa cells were aspirated from ovarian follicles and plated in a 

DMEM medium containing 15% FBS. Upon 70-80% confluency, the medium of the primary-

cultured as well as the passaged-5 cells were replaced with the medium containing either 0.5% FBS 

for 24, 48 and 72 h or 0.5 mg mimosine for 24 h. In the last group the cells were cultured in a base 

medium for further 4 days. In the present investigation, for each culture system, the cells were 

examined in terms of their cell cycle stage using flow cytometry. Moreover, the cultures were 

investigated with respect to their apoptotic as well as the proliferating cell contents by using Brdu 

labeling and TUNEL staining.     

Results: At primary as well as passaged-5 cultures subjected to serum starvation for 24 h, the 

frequency of G0/G1, proliferating as well as apoptotic cells were similar to those of control group. 

At culture with 48 and 72h serum starvation, the percentage of G0/G1 cells tended to increase 

significantly to 83% and 85% at primary culture and 89% and 90% at passage-5 culture 

respectively. Moreover, treating the cultures with mimosine caused the G0/G1 cell to increase. The 

percentages of apoptotic cells in cultures with either serum starvation (for 24 and 48 h) or with 

mimosine did not increase compared to those of control cultures. According to our results, 72 h 

after serum starvation, frequency of the apoptotic cells appeared to increase significantly.  
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 دهچكي
  هاي گرانولوزاي گوسفند  براي سلولG0/G1سازي سيكل سلولي در فاز  هاي مؤثر همزمان  بررسي روش:هدف

هاي گرانولوزا با روش آسپيره كردن تخمدان  سلول.  انجام شداي از نوع تجربي مطالعه مداخله اين مطالعه به روش :ها مواد و روش
 درصد 80 تا 70ها به  پس از رسيدن سلول.  كشت داده شدند(FBS)م  درصد سر15 محتوي DMEMدست آمده و در محيط  به

confluency48، 24 درصد سرم به مدت 5/0ترتيب با محيط  هاي حذف سرم به ها در كشت اوليه و پاساژ پنجم در گروه  محيط كشت سلول 
در گروه آخر نيز كشت .  ساعت تعويض شد24 ميلي گرم ميموزين به مدت 5/0 ساعت و درگروه تيمار با ميموزين با محيط حاوي 72و 

 بعد از تيمار G0/G1سپس ميزان توقف سيكل سلولي در فاز ). confluencyگروه ( روزديگر ادامه يافت 4ها در محيط اصلي به مدت  سلول
 بررسي TUNEL و روشBrduبا ها با استفاده از روش نشاندار كردن  با استفاده از روش فلوسيتومتري، اثر تيمار بر تكثير و آپوپتوز سلول

  .شد
ها و درصد  ، ميزان تكثير سلولG0/G1هاي فاز   ساعت كاهش سرم در كشت اوليه و پاساژ پنجم تعداد سلول24 پس از :ها يافته
هاي موجود در فاز   ساعت درصد سلول72 و 48با كاهش سرم به مدت .  مشابه بودconfluencyهاي آپوپتوز شده با گروه  سلول

G0/G1 ها  تيمار سلول).  درصد در پاساژ پنجم90 و89 درصد در كشت اوليه و 85 و83ترتيب  به( به ميزان قابل توجهي افزايش يافت
هاي آپوپتوز شده پس از كاهش  درصد سلول. (p<0.05)شد  G0/G1 هاي موجود در فاز با ميموزين نيز باعث افزايش درصد سلول

 در هر دو گروه كشت اوليه و پاساژ پنجم confluencyها با ميموزين نسبت به گروه  ول ساعت و تيمار سل48 و 24مدت  سرم به
  . (p<0.05)شكل معني دار شد  ها به  ساعت كاهش سرم باعث آپوپتوز سلول72اما . چندان افزايش نداشت

 را G0/G1موجود درفاز هاي   ساعت درصد سلول24 ساعت و استفاده از ميموزين به مدت 48 كاهش سرم به مدت :گيري نتيجه
  .هاي آپوپتوز شده نيز قابل قبول است دهد و همزمان تعداد سلول افزايش مي

  
  .سازي سيكل سلولي، مهار تماسي، محروميت از سرم، ميموزين، سلول گرانولوزا  همزمان:ها كليدواژه

________________________ 
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  مقدمه
سـازي حيوانـات از طريـق انتقـال           هاي اخير شـبيه     در سال 

. سرعت در حال پيشرفت بوده است  به(nuclear transfer)هسته 
هنگامي كه يك هسته از سلولي كه كاملاً تمايز يافته اسـت بـه    

ــي   ــال م ــسته انتق ــدون ه ــك تخمــك ب ــد،  داخــل ي  DNAياب
 شـده و تكـوين جنـين        (reprogramming)ريـزي مجـدد       برنامه

، هرچنـد   ]2و1[كند    بازسازي شده را تا مرحله ترم حمايت مي       
 درصـد   3يار پايين اسـت و اغلـب بـيش از           ميزان موفقيت بس  

ريـزي مجـدد هـسته انتقـال          برنامه]. 1-3[گزارش نشده است    
داخل تخمك تحت تأثير عواملي چند است كه از ميان            يافته به 

ــاني   آن ــا همزم ــلولي  (synchronization)ه ــيكل س ــل س  مراح
سيتوپلاسم پذيرنده و هستة دهنده يك اصل مسلم در فرآينـد           

دليـل حفـظ پلوئيـدي و         ايـن امـر بـه     ]. 5و4 [سازي است   شبيه
مرحلـه سـيكل    .  ضـرورت دارد   DNAجلوگيري از آسيب بـه      

برنـدة بلـوغ      سلولي هستة دهنده بايد با فعاليـت فـاكتور پـيش          
(maturation promoting factor)  ــة  موجــود در تخمــك مرحل

به همين دليل تنها ]. 6[خوبي هماهنگ باشد    به (MII)متافاز دو   
] 11و1،2 [G0يـا   ] 7ـ ـG1] 10هايي را كه در فـاز         هستة سلول 

توان براي انتقال به تخمـك متافـاز دو           سيكل سلولي است، مي   
در عوض وقتي يك تخمـك پذيرنـدة از پـيش فعـال             . برگزيد
ــده ــه(pre-activated)شـ ــا بـ ــاني   يـ ــدة جهـ ــارتي پذيرنـ          عبـ

(universal recipient)رحلة گيرد، هر دو م  مورد استفاده قرار مي
G   يا S     كـار    توان براي انتقال هـسته بـه         سيكل سلولي را نيز مي
 هستند و پيش از     Gاي كه در فاز       هاي دهنده   هرچند هسته . برد
انـد،    سازي تخمك بازسازي شده داخل آن گذاشـته شـده           فعال
دليل ضرورت تعامل بين اووپلاسم پذيرنده و هستة دهنـده،            به

 4 تا 2ك فاصله زماني بين ي. براي انتقال هسته ارجحيت دارند
هـا    سازي تخمك باعث مبادلة بهتر پروتئين       ساعت قبل از فعال   

ريـزي مجـدد      هاي مهم ضروري در امر برنامـه        و ساير مولكول  
  ]. 12ـ15[ شود هسته در سيتوپلاسم پذيرنده، مي
 را in vitroيافتـه در   هاي كشت مراحل سيكل سلولي سلول

ــا فرآينــدهايي مثــل محر مــي         وميــت يــا حــذف ســرمتــوان ب
(serum deprivation/starvation) مهار تماسي ،)confluency (  يـا

محروميـت از سـرم     . با استفاده از مواد شيميايي دستكاري كرد      
هاي متداول    ترتيب از روش    به] 17 و 8[و مهار تماسي    ] 16و2[

.  هستند G0/G1 و   G0سازي سيكل سلولي در فاز        براي همزمان 
هـا در فازهـاي       شيميايي نيز بـراي توقـف سـلول       چندين مادة   

هاي گذشته تـأثير      در سال . رود  كار مي   مختلف سيكل سلولي به   
 G0/G1سازي در فاز       بر همزمان  roscovitineمطلوب استفاده از    

هـاي   دنبال آن موفقيت در انتقال هسته با استفاده از سـلول         و به 
نش  و همكـارا   Gibbons)(سوماتيك گوسفند توسـط گيبـسون       

ــت  ) 2002( ــده اسـ ــزارش شـ ــارتر ]. 18[گـ و ) Parther(پـ
اي كـه     مـاده (گزارش كردند كه ميمـوزين      ) 1999(همكارانش  

بطـور مـؤثري    ) كنـد    همزمـان مـي    G0سيكل سلولي را در فاز      
 67هاي پستاني خـوك از         را در سلول   G1هاي فاز     تعداد سلول 

همـين مـاده در    ]. 19[دهد     درصد افزايش مي   79ـ82درصد به   
و همكــارانش بــراي ) Boquest( توســط بوكــست 1999ال ســ

كـار     به G1هاي فيبروبلاست جنيني در فاز        سازي سلول   همزمان
هاي حـذف سـرم و مهـار          برده شد و تأثير آن نسبت به روش       

اي   ليكن تاكنون در مطالعات، مقايسه    ]. 20[تماسي گزارش شد    
 مهـار   بين تأثير استفاده از مواد شيميايي، محروميت از سـرم و          

  .هاي سوماتيك گوسفندي انجام نشده است تماسي براي سلول
سـازي    در اين مطالعه تأثير سه پروتكـل مختلـف همزمـان          

 و اثر   G1 و   G0هاي گرنولوزاي گوسفندي در فاز        سيكل سلول 
. آن بر بقاي سلولي و تكثيـر يـا مـرگ سـلولي، بررسـي شـد                

سرمي، ـ محروميت   1سازي سيكل سلولي با استفاده از         همزمان
ــ اسـتفاده از ميمـوزين       3 و   confluencyـ مهـار تماسـي يـا        2

ها در پاسـاژهاي بـالاتر تكـوين          از آنجا كه سلول   . حاصل شد 
كننـد و     سازي شده را حمايت مي      طولاني مدت حيوانات شبيه   

اي مـستعدتر هـستند، در ايـن          ريزي مجـدد هـسته      براي برنامه 
 پـنجم   تحقيق اثـر سـه روش فـوق در كـشت اوليـه و پاسـاژ               

  . هاي نامبرده مورد مطالعه قرار گرفت سلول
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  ها مواد و روش
  هاي گرانولوزا   استحصال و كشت سلول

دو  فاصـله زمـاني حـداكثر    هـاي گوسـفندي در    تخمـدان 
ساعت پس از جداسازي از بدن حيوان ذبح شـده در محلـول             

 تـا يـك ميليـون        پانصد هزار  ، به همراه  حاوي سرم فيزيولوژي  
گـرم بـر ليتـر استرپتومايـسين بـه       1ن و مقـدار  سيلي واحد پني 

ــدند   ــل ش ــشگاه منتق ــدان. آزماي ــول   تخم ــا در محل  PBSه
1        

)Sigma, USA (هاي گرانولوزا با استفاده  شستشو شده و سلول
ــيط  ــاوي TCMاز محـ  HEPES حـ

2 )Sigma, USA ( و روش
. دسـت آمدنـد     هاي آنترال تخمداني، بـه      آسپيره كردن فوليكول  

ــلول ــاي س ــيط  ه ــده در مح ــدا ش ــوزاي ج           DMEM 3  گرانول
)Sigma, USA (درصـــد ســـرم جنينـــي گـــاو15 محتـــوي  
 FBS: Gibco, Invitrogen, USA) 

4
ــاي  )  ــه 37در دمـ  درجـ

متري كـشت    سانتي25 در فلاسك CO2 درصد   5گراد و     سانتي
ها سطح فلاسك را كاملاً پر كردنـد          پس از اينكه سلول   . شدند

به اين ترتيـب    . پاساژ داده شدند  ) ، الف 1 شكل) (كشت اوليه (
هـا دور ريختـه شـد سـپس سـطح             كه ابتدا محيط رويي سلول    

بـا  ) به منظور حذف آثار منفي سرم بر عملكرد آنزيم        (ها    سلول
گـراد     درجه سانتي  37 انكوبه شده و در شرايط       PBSاستفاده از   

 5/1آنگـاه بـا اسـتفاده از        .  شستـشو داده شـد     CO2 درصد   5و
 (EDTA)  درصــــد تريپــــسين05/0يتــــر آنــــزيم ل ميلــــي

5              
)Gibcoe, Invitrogen, USA (ها از كف فلاسك جدا شدند سلول .

پس از گذشت زمان يك دقيقه با عمل ضربه زدن به فلاسك كل             
 ميلي  5/1ها از كف فلاسك جدا شده و آنزيم با استفاده از              سلول

ــيط   ــر مح ــاوي DMEMليت ــد 15 ح ــد FBSدرص ــي ش ه و  خنث
________________________ 

1. Phosphate buffer saline  
2. 4-(2-hydroxyethyl)- 1- piperazineethane sulfonic acid  
3. Dulbeco’s modified Eagle’s Medium  

4. Fetal bovin serum  

5. Ethylendiaminetetra acetic acid  

سوسپانسيون سلولي در نهايت در فلاسك هاي جديد كشت داده          
هاي پاساژ پنجم اين عمل پس     دست آوردن سلول    منظور به   به. شد

  . بار تكرار شد5ها  از پر شدن كف فلاسك از سلول
  

  سازي سيكل سلولي ها و همزمان تيمار سلول
هــاي  ســازي ســيكل ســلولي ســلول  بــه منظــور همزمــان

 G0/G1فند و توقف سيكل سلولي آنها در فاز         گرانولوزاي گوس 
از سه روش عمدة مهـار تماسـي، حـذف سـرم و مهاركننـدة               

هـا بـا      ها ابتـدا سـلول      براي انجام آزمون  . شيميايي استفاده شد  
هــاي  ليتــر يـا در فلاســك   سـلول در ميلــي 105غلظـت اوليــة  

 بـراي آنـاليز   (Falcon, France) سـانتي مترمربـع   25پلاستيكي 
 بـراي   (Falcon)هاي چهـار چـاهكي        لي يا در ديش   سيكل سلو 

ــلايد   ــر اســ ــا در چمبــ ــوز يــ ــزان آپوپتــ ــي ميــ   بررســ
 (chamber slide; Nalge Nunc International, USA) ــراي  ب

 80-70ها به    كشت شدند و وقتي كه سلول      DNAبررسي سنتز   
 رسيدند در كشت اوليه و پاسـاژ پـنجم در           Confluencyدرصد  

  :يمار شدندپنج گروه به شرح زير ت
 روز  4هاي در حال تكثير گرانولوزا        سلول: مهار تماسي ) 1

 در محـيط    Confluency درصـد    100 تـا    80پس از رسيدن بـه      
DMEM   درصد   15 و FBS         ابتدا تريپسينه شده و سـپس مـورد ،
 و ميـزان وقـوع      DNAهاي آناليز سيكل سـلولي، سـنتز          بررسي

 سـاعت،   24حذف سرم به مـدت      ) 2. آپوپتوزيس قرار گرفتند  
حذف سـرم بـه مـدت     ) 4 ساعت،   48حذف سرم به مدت     ) 3

 DMEMها با محيط      ساعت؛ در سه گروه اخير محيط سلول       72
هـاي   پس از طي زمـان   .  درصد سرم جايگزين شد    5/0محتوي  

مهاركننــدة ) 5. مــذكور آناليزهــاي ذكــر شــده انجــام گرفــت 
 ;L-Mimosine)مادة شيميايي مورد استفاده ميمـوزين  : شيميايي

Sigma, USA) 24بـدين منظـور   . مولار بـود   ميلي5/0 به ميزان 
هـا بـا      ساعت قبل از آناليزهاي سـيكل سـلولي محـيط سـلول           

مــولار ميمــوزين   ميلــي5/0اســتفاده از محــيط كــشت حــاوي 
هـاي تريپـسينه       ساعت سـلول   24جايگزين شد و پس از طي       
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  .شده ارزيابي شدند
  

  
  

  
  

  
  

هاي رنگ شده     سلول: ب . Confluencyي  ها  سلول:  الف  . 1شكل  
هـاي     سـاعت، هـسته    48 در گروه كاهش سرم پس از        TUNELبا روش   

هـاي    سـلول : ج. دهد  هاي آپوپتوز شده را نشان مي       سلول) فلش(تيره رنگ   
هـاي در حـال     در گروه مهار تماسي، رنگ سبز سـلول Brduرنگ شده با  

  .دهد تكثير را نشان مي

 آناليز سيكل سلولي
هــا از كــف  د از تريپــسينه كــردن و جــداكردن ســلول بعــ
 سلول به مـدت     1×106 سوسپانسيون سلولي با تعداد      ،فلاسك

ها  پس از شستشوي سلول.  سانتريفوژ شدrpm1500 دقيقه در7
بـه آرامـي و     )  درصـد  70اتـانول   (كننده    ، محلول تثبيت  PBSبا  

 ها  گراد به سلول     درجه سانتي  4در دماي   ) shaker(روي شيكير   
مـولار     ميلـي  5/0 محتـوي    PBSها مجدداً بـا       سلول. اضافه شد 

EDTA ــدند ــشو داده ش ــا  .  شست ــپس ب ــوي PBSس  30 محت

ــي  ــرم در ميلـــ ــد  ميكروگـــ ــديوم يديـــ ــر پروپيـــ   ليتـــ
 (PI; Sigma, USA)  ليتـر   گـرم در ميلـي   ميلـي  3/0  بـه همـراه

RNAase (Sigma, USA)  و .  دقيقـه انكوبـه شـدند   30 به مـدت
 ,FACS Calliburدسـتگاه فلوسـايتومتري  ها بـا   درنهايت سلول

Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) ( و نـــرم افـــزار
WINMDI 2.8هــا در فازهــاي   آنــاليز شــدند و درصــد ســلول

G2/M  ،S   و G0/G1  بار تكرار و    3براي هر نمونه    .  محاسبه شد 
هـا    سلول آنـاليز شـد و ميـانگين آن   106هر بار حداقل حدود     

  .ماري مورد استفاده قرار گرفتبراي آناليزهاي آ

 
  DNAبررسي سنتز 

ــنتز   ــراي بررســي س ــا DNAب ــردن ب ــشاندار ك    از روش ن
 Brdu (5-Bromo-2-deoxy-Uridin labaling and detetion kit; 

Roche, Germany)ها در چمبر  به اين منظور سلول.  استفاده شد
هـاي ذكـر      ها به روش    پس از تيمار سلول   . اسلايد كشت شدند  

 ميكروليتـر در    1 محتـوي    DMEMهـا بـا محـيط         ه، سـلول  شد
 PBS ساعت انكوبه شده و سپس با        24 به مدت    Brduليتر    ميلي

 ميلي مولار گليسين در اتانول 50شستشوداده شده و با محلول 
گراد بـه مـدت نـيم سـاعت            درجه سانتي  4 درصد در دماي   70

 ;Triton x-100) درصـد  1هـا بـا تريتـون     سـلول . تثبيت شدند

Sigma, USA)دقيقــه در درجــه حــرارت اتــاق 10 بــه مــدت 
 goat-serum (Sigma, USA) 10دنبال آن با  نفوذپذير شدند و به

 الف

 ب

  ج

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/


  

  و همكارانصادقيان ندوشن

 

 24مجله علوم تشريح ايران، سال ششم، شماره 

464 464 

آنتـي بـادي اوليـه      . درصد به مدت يك ساعت انكوبـه شـدند        
Anti-Brdu  ها اضافه شد و بعد از شستشو بـا             به سلولPBS   بـا 

ت يـك   بـه مـد   Anti-mouse-Ig-fluoresceinبـادي ثانويـه   آنتـي 
 شستشو داده شده    PBSها مجدداً با      سلول. ساعت انكوبه شدند  

.  دقيقه رنـگ شـدند  5به مدت PI ليتر  ميكروگرم درميلي5و با 
هاي رنگ شده توسط ميكروسكوپ فلورسانس مشاهده         سلول

هايي كه در فاز تكثير قرار دارند         هستة سلول . و شمارش شدند  
 بار تكـرار و هـر   3ه براي هر نمون. شوند به رنگ سبز ديده مي 

 هـسته شـمارش شـد و ميـانگين آنهـا بـراي              1000بار حدود   
  .آناليزهاي آماري استفاده شد

 
 ها  بررسي آپوپتوز سلول

 TUNELها با اسـتفاده از روش   اثر تيمار روي آپوپتوز سلول

(in situ cell death detection kit,POD; Roche, Germany) 
هـاي    در پليـت (Coverslip) مـل لا هـا روي   سـلول . بررسي شد 

هـا بـه      پـس از تيمـار سـلول      . چهار چاهكي كشت داده شدند    
 4ها در تثبيت كننـده پارافرمالدهيـد    هاي ذكر شده سلول    روش

 و در درجه حرارت اتاق به مدت يك سـاعت           PBSدرصد در   
 شستشو داده شـده و بـراي متوقـف          PBSبعد با   . تثبيت شدند 

 درصـد   H2O2 3ها با     لولكردن واكنش پراكسيدازي داخلي، س    
پس از شستشوي   . در متانول به مدت يك ساعت انكوبه شدند       

 دقيقـه در    2 درصد به مـدت      1، تريتون   PBSها با     مجدد سلول 
سـپس  . هـا اضـافه شـد       گـراد بـه سـلول        درجه سانتي  4دماي  
 بـه  converter-POD و TUNELترتيـب بـا محلـول     ها بـه    سلول

ها بـا     سلول. ه شدند مدت يك ساعت در محيط مرطوب انكوب      
PBS        شستشو داده شده و محلول سوبستراي DAB 

در محـيط    1
در نهايت پس   . ها اضافه شد     دقيقه به سلول   10تاريك به مدت  

 ها بـه    Coverslipسازي درگزيلل     از آبگيري در اتانول و شفاف     

________________________ 

1. Diamino benzidine  

كمـــك چـــسب انـــتلان روي لام ثابـــت شـــده و در زيـــر 
صـورت    ه بـه   مثبت ك  TUNELميكروسكوپ نوري هسته هاي     

 بـار   3براي هر نمونـه     . تيره رنگ مشخص بودند شمارش شد     
ها   هسته شمارش شد و ميانگين آن      100تكرار و هر بار حدود      

  .براي آناليزهاي آماري استفاده شد
  

  ها  يافته
هــاي  اثــر مهــار تماســي، كــاهش ســرم و بازدارنــده 

  شيميايي روي سيكل سلولي
سـلولي در  هـا در فازهـاي مختلـف سـيكل          درصد سـلول  

در گروه مهار تماسي در كشت .  نشان داده شده است 1جدول  
هـا بـه ترتيـب در          درصد سـلول   80/18  و  81/8 ، 11/73اوليه  
هـا در   در پاساژ پنجم تعداد سلول. بودندG2/M و S ,G0/G1فاز

كاهش سرم  .  درصد بود  9/20 و 5/6 ،6/72صورت    اين فازها به  
 9/76ها به ميـزان       لول ساعت باعث افزايش تعداد س     24بعد از   

 در كشت اوليـه و پاسـاژ پـنجم          G0/G1 درصد در فاز     4/75و  
 سـاعت باعـث افـزايش       72 و 48كاهش سرم پس از     . شود  مي

 46/89 و   5/83ترتيب به ميزان       به G0/G1ها در فاز      تعداد سلول 
 درصد در پاسـاژ پـنجم       7/90 و   7/85درصد در كشت اوليه و      

 2/85مولار ميموزين     ميلي5/0 با   ها  بعد از تيمار سلول   . شود  مي
 در هر دو گروه كـشت       G0/G1ها در فاز       درصد سلول  5/85و  

  .اوليه و پاساژ پنجم بودند
  

هــاي  اثــر مهــار تماســي، كــاهش ســرم و بازدارنــده 
 ها شيميايي روي تكثير سلول

ــا ميكروســكوپ DNAبررســي ايمنوسيتوشــيمي ســنتز   ب
هـاي     درصـد از سـلول     6/9 و   2/10فلورسانس نـشان داد كـه       

confluency             در كشت اوليه و پاساژ پنجم در حال تكثيـر و در 
 سـيكل   Sهـادر فـاز       درصد سـلول  ). 1-3نمودار( هستند   Sفاز  

 5/0 بـه    15 ساعت كـاهش سـرم از غلظـت          24سلولي بعد از    
كاهش سرم بعد از     ولي   (p>0/05)كند    درصد تغيير چنداني نمي   
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هـاي در حـال تكثيـر          ساعت باعـث كـاهش سـلول       72 و   48
 2/3 درصـد در كـشت اوليـه و          2/3 و   1/3ترتيب به ميـزان       به
تيمار ميموزين هم باعـث     . شود  درصد در پاساژ پنجم مي    3/2و

 مثبت به اندازه كافي در كشت اوليـه و    Brduهاي    كاهش سلول 
هاي در حال تكثيـر       شود و درصد سلول     بعد از پاساژ پنجم مي    

  .رسد  در پاساژ پنجم مي1/3 دركشت اوليه و 4/3به 
  

  ، (Confluency) هاي مهار تماسي هاي گرانولوزاي گوسفندي در فازهاي مختلف سيكل سلولي در گروه  تعداد سلول. 1جدول
  پاساژ پنجم) ب(كشت اوليه، ) الف. ( كاهش سرم و تيمار با ميموزين

  )الف
هاي تيمار شده گروه   سيكل سلوليG0/G1فاز   سيكل سلوليSفاز   لولي سيكل سG2/Mفاز   

08/18  ± 58/0  a 81/8  ± 41/1  a 11/73  ± 0/3 a مهار تماسي 
3/15  ± 90/0  af 8/7  ± 30/0  a 9/76  ± 6/1  a 24ساعت كاهش سرم  
1/14  ± 6/0  bc 4/2  ± 01/0  b 5/83  ± 3/1  b 48ساعت كاهش سرم  

64/8  ± 14/1  bd 9/1  ± 30/0  b 46/89  ± 0/2  b 72ساعت كاهش سرم  

3/11  ± 6/0  bf 5/3  ± 30/0  b 2/85  ± 1/1  b ميموزين 
  
  )ب

  هاي تيمار شده گروه  سيكل سلوليG0/G1فاز   سيكل سلوليSفاز   سيكل سلوليG2/Mفاز 
a4/1 ± 9/20  a4/0 ± 5/6  a0/1 ± 6/72   مهار تماسي 

ab5/0 ± 7/19  b4/0 ± 9/4  a2/2 ± 4/75  24ساعت كاهش سرم   
bd6/0 ± 2/12  bc2/0 ± 1/2  b3/2 ± 7/85  48ساعت كاهش سرم  

bf42/0 ± 32/7  bd45/0 ± 8/1  b72/1 ± 7/90  72ساعت كاهش سرم  

b5/0 ± 0/10  b15/0 ± 5/4  b30/1 ± 5/85  ميموزين 
  

  است) p< 0.05( با انديس متفاوت هايي در ستون.  انحراف معيار هستند±كليه اعداد به صورت ميانگين درصد 
  

  

  
  

  . استp<0.001هاي متفاوت  هايي با انديس در ستون. هاي تيمار شده مختلف  در گروهDNA بررسي ميزان سنتز  . 1نمودار
  

a  
a  

a  
a  

b  b  
b  b  

b  b  
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 در هر دو گروه كشت a-d, d-e ,b-dاي ه هايي با انديس در ستون. هاي تيمار شده متفاوت هاي گرانولوزا در گروه گيري ميزان آپوپتوز سلول  اندازه .2نمودار
   استp< 0.05 بين هر دو گروه كشت اوليه و پاساژ پنجم d-d در پاساژ پنجم و c-d ،اوليه و پاساژ پنجم 

  
هــاي  اثــر مهــار تماســي، كــاهش ســرم و بازدارنــده 

 ها  شيميايي روي آپوپتوز سلول
ها بدون هيچ تيماري سـطح فلاسـك          در گروهي كه سلول   

 درصـد   8/4 و   7/4،  )مهـار تماسـي   ( پر كـرده بودنـد       را كاملاً 
ها در كشت اوليه و پاساژ پنجم دچار آپوپتوز شده بودند  سلول

 ساعت درصد 48 و  24كاهش سرم پس از     ). 3و2نمودارهاي  (
 امـا   .)p>0.05( هاي آپوپتوز شده را افزايش چنداني نداد          سلول

ر هـا د     ساعت كاهش سرم باعـث افـزايش آپوپتـوز سـلول           72
 درصد شـد كـه      5/6 و   1/6كشت اوليه و پاساژ پنجم به ميزان        

 ميـزان   . (p>0.05)ها نشان داد      داري با ساير گروه     اختلاف معني 
وقوع آپوپتـوز در گـروه تيمـار بـا ميمـوزين نيـز تفـاوتي بـا                  

 48 ساعت و 24هاي مهار تماسي و كاهش سرم به مدت    گروه
 درصـد در    1/5 درصد در كشت اوليـه و        8/4(ساعت نداشت   

  ). پاساژ پنجم

   
  بحث

 يكـي از    G0/G1همزماني مراحـل سـيكل سـلولي در فـاز           
. فاكتورهاي كليدي تعيين كننده موفقيـت انتقـال هـسته اسـت           

ريزي    براي برنامه  G1هاي فاز     دهد كه سلول    تحقيقات نشان مي  
ــسته ــستند اي مناســب مجــدد ه ــر ه ــاليز فلوســايتومتري . ت آن

دي در اين تحقيق نشان داد كـه        هاي گرانولوزاي گوسفن    سلول
مهـار  ( بـا تيمارهـاي مختلـف        G0/G1ها در فـاز       درصد سلول 

صـورت    بـه ) تماسي، حذف سرم و استفاده از مـادة ميمـوزين         
هاي در حال     سلول(هاي گروه كنترل      دار نسبت به سلول     معني
تـأثير  ). داده ها نشان داده نشده است     (يابد    افزايش مي ) تكثير

. هـا بـستگي بـه طـول مـدت آن دارد             كاهش سرم بـر سـلول     
هاي كـشت شـده خـوك و گـاو            محروميت از سرم در سلول    

ها و افـزايش      هاي طولاني سبب كاهش بقاي سلول       براي دوره 
       دهنــده آپوپتــوز اســت، مــي شــود   كــه نــشانDNAقطعــات 

ــين   ]. 23-20[ ــداد جنـ ــشمگير در تعـ ــاهش چـ ــا و  كـ هـ
 DNA و آسـيب     هاي جنيني مشاهده شده در گاوها       ناهنجاري
هاي فيبروبلاستي كشت شدة گوسفند ممكـن اسـت    در سلول 

]. 24[هاي دهنده در ارتبـاط باشـد          با محروميت سرمي هسته   
 8/4 و   7/4 بـالا    confluencyهـايي بـا       در اين مطالعه در سلول    

ها در كشت اوليه و پاساژ پـنجم دچـار آپوپتـوز              درصد سلول 
روز ميزان آپوپتـوز    كاهش سرم بعد از يك يا دو        . شده بودند 
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 4/5 و   6/5دهـد، بعـد از سـه روز بـه              نمـي  را چندان افزايش  
كاهش سرم براي يك يا دو روز مناسب است         . رسد  درصد مي 

هاي آپوپتوز شده قابـل        و سلول  G0/G1هاي    زيرا درصد سلول  
 نـشان   2003 و همكارانش نيـز در سـال         Yu)(يو  . قبول است 

هـاي    صـد سـلول    روز در  5مـدت     دادند كه كـاهش سـرم بـه       
 10رسـاند و بـراي مـدت           درصد مي  7/11آپوپتوز شده را به     

هـا علامـت آپوپتـوز را نـشان            درصد سـلول   90روز بيش از    
در حالي كه دو يا سه روز كاهش سرم باعـث           ]. 25[دهند    مي

 درصـدآپوپتوز   4 و G0/G1هـا در فـاز         درصد سلول  70توقف  
زارش  گ ـ 2005و همكـاران در سـال       ) Hayes(هايس. شود  مي

هاي فيبروبلاسـت      بالا براي القاي سلول    confluencyكردند كه   
 كـافي اسـت و در ميـزان تكـوين           G0/G1و گرانولوزا در فاز     

 confluencyهاي محروم از سـرم و       ها بين سلول    بلاستوسيست
ــست   ــاوتي ني ــالا تف ــر  ]. 26[ب ــه حاض ــد 73در مطالع  درص

 سـرم  بودنـد و كـاهش   G0/G1  در فازconfluenceyهاي  سلول
ها در ايـن    درصد سلول90 و 85صورت مؤثر باعث توقف       به

 .دو فاز شد

نـشان دادنـد كـه      ) 2003(و همكاران   ) Vackova(واكووا  
صـورت مـؤثر بـراي     مـولار بـه    ميلي5/0 ميموزين در غلظت

هاي گرانولوزاي تخمدان خـوك بـالغ در فـاز            همزماني سلول 
G0/G1     هـا    آن]. 27[توانـد اسـتفاده شـود          سيكل سـلولي مـي

 ساعت تيمار با ميموزين بـراي توقـف         24گزارش كردند كه    
 48 يـا  24 از كـاهش سـرم بـه مـدت         G0/G1ها در فاز      سلول

 لالانـد . ساعت مؤثرتر است و اين توقف قابل برگشت است

)Lalande) (1990 (     ميلـي مـولار     2/0گزارش كرد كه غلظت 
ليـت   بـا كـاهش فعا     G1ميموزين، سلول ها را در انتهاي فـاز         

] 28[كنـد     فاكتور آغازكننده سـنتز پـروتئين هـا متوقـف مـي           
نـشان دادنـد كـه    ) 1990(و همكـاران   )Boquest(اماباكوست 

 G1هــاي  ميمــوزين اثــر كمــي روي افــزايش درصــد ســلول 
هاي جنيني خوك دارد، حتي وقتي غلظت بـالاي           فيبروبلاست

در مقايـسه نتـايج تحقيـق       ]. 20[مولار اضافه شـود        ميلي 2/1
 5/0هـا بـا        سـاعت تيمـار سـلول      24دهد كه     ضر نشان مي  حا

هـاي گرانولـوزاي      مولار ميموزين باعث افـزايش سـلول        ميلي
شـود در      درصـد مـي    85 بـه ميـزان      G0/G1گوسفندي در فاز    

هاي آپوپتـوز شـده را هـم بـه ميـزان             صورتي كه تعداد سلول   
  . دهد بسيار كم افزايش مي

اشـند، تكـوين    هـا در پاسـاژهاي بـالاتري ب         هرچه سـلول  
منظـور   هاي بازسازي شـده پـس از انتقـال هـسته را بـه          جنين

در اين تحقيق نشان داده     . كنند  همانندسازي بيشتر حمايت مي   
هاي استفاده شده براي توقف سيكل سـلولي در           شد كه روش  

 براي هـر دو گـروه كـشت اوليـه و پاسـاژ پـنجم                G0/G1فاز  
ها وجـود      سلول كند و تفاوتي در ميزان توقف       مشابه عمل مي  

  .ندارد
دهد كـه اسـتفاده از        در مجموع نتايج اين تحقيق نشان مي      

هرسه روش مهار تماسي، كاهش سرم و مادة ميمـوزين قـادر            
هاي گرانولوزاي گوسفندي را در       است به ميزان مناسبي سلول    

هـا     متوقف نمايد ولي كشت طولاني مدت سـلول        G0/G1فاز  
ها شـده و ايـن امـر     ز در آنبه دور از سرم باعث القاي آپوپتو     

نتايج حاصل از تكوين جنين بازسازي شده را تحت الـشعاع           
كه درصد قابـل      استفاده از ميموزين علاوه براين    . دهد  قرار مي 

كنـد سـلامت       متوقف مـي   G0/G1ها را در فاز       قبولي از سلول  
DNAو عدم القاي آپوپتوز را نيز در پي دارد .  

  
  تقدير و تشكر

ي از طرح تحقيقاتي مصوب مشترك بين       اين مطالعه بخش  
 اسـت   258-2پژوهشكده رويان و دانشگاه تهران بـه شـماره          

كه محل اجراي آن در بخـش تحقيقـات پژوهـشكده رويـان             
نويـسندگان مراتـب تقـدير و تـشكر خـود را از             . بوده اسـت  
هاي صميمانة مسئولين محتـرم پژوهـشكده رويـان           مساعدت
   . دارند ابراز مي

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/


  

  و همكارانصادقيان ندوشن

 

 24مجله علوم تشريح ايران، سال ششم، شماره 

468 468 

 
References 

1. Wakayama T, Perry ACF, Zuccotti M, 
Johanson KR, Yanagimachi R. Full-term 
development of mice from enucleated oocytes 
injected with cumulus cell nuclei. Nature 1998; 
280: 1256-8. 

2. Wilmut I, Schnieke AE, McWhier J, Kind AJ, 
Campbell KHS. Viable offspring derved from 
fetal and adult mammalian cells. Nature 1997; 385: 
810-3. 

3. Cardoso MC, Leonhardt H, Nadal-Ginard B. 
Reversal of terminal differentiation and control of 
DNA replication: cyclin A and CDK2 specifically 
at subnuclear site of DNA replication. Cell 1993; 
74: 979-92. 

4. Campbell KH, Loi P, Otaegui P, Wilmut I. Cell 
cycle coordination in embryo cloning by nuclear 
transfer. Rev Reprod 1996; 1: 40-6. 

5. Wolf E, Zakhartchendo V, Berm G. Nuclear 
transfer in mammals: recent development and 
future perspectives. J Biotechnol 1998; 65: 99-110. 

6. Campbell KHS, McWhir J, Rirchie WA, 
Wilmut I. Sheep cloned by nuclear transfer from a 
cultured cell line. Nature 1996; 380: 64-6. 

7. Cibelli JB, Stice SL, Golueke PJ, Kane JJ, Jerry 
J, Blackwell C, et al. Cloned transgenic calves 
produced from nonquiescent fetal fibroblasts. 
Science 1998; 280: 256-8. 

8. Polejaeva IA, Chen SH, Vaught TD, Page RL, 
Mullins J, Ball S, et al. Cloned pigs produced by 
nuclear transfer from adult somatic cells. Nature 
2000; 470: 505-9. 

9. Kasinnathan P, Knott JG, Wang YDJ, Robi 
JM. Production of calves from G1 fibroblasts. Nat 
Biotech 2001; 19: 1176-8. 

10. Zou X, Wang Y, Cheng Y, Yang Y, Ju H, Tang 
H, et al. Generation of cloned goats (Capra hirkus) 
from transfected foetal fibroblast cells, the effect 
of donor cell cycle. Mol Reprod Dev 2002; 61: 
164-72. 

11. Wells DN, Misica PM, Tervit HR. Production of 
cloned calves following nuclear transfer with 
cultured adult mural granulose cells. Biol Reprod 
1999; 60: 996-1005. 

12. Prather RS, Boquest AC, Day BN. Nuclear 
transplantation in early pig embryos. Biol Reprod 
1989; 41: 414-8. 

13. Prather RS, Rickords LF. Nuclear 
transplantation as a method of producing 
genetically identical livestock. Anim Biotechnol 
1992; 3: 67-79. 

14. Kikyo N, Wolffe AP. Reprogramming nuclei: 
insights from cloning, nuclear transfer and 
heterokaryos. J Cell Sci 2000; 120: 231-7. 

15. Liu L, Shin T, Draemer D, Westhusin ME. High 
blastocyst development following nuclear transfer 
with fibroblast cells derived from a cloned fetus. 
Biol Reprod 2000; 62(suppl 1): 214. 

16. Kues WA, Anger M, Carnwath JW, Paul D, 
Motlik J. Cell cycle synchronization of porcine 
fetal fibroblast: effects of serum deprivation and 
reversible cell cycle inhibitors. Biol Reprod 2000; 
62: 412-9. 

17. Nour MSM, Ikeda K, Takanahi Y. Bovine 
nuclear transfer using cumulus cells derived from 
serum-starved and confluent cultures. J Reprod 
Dev 2000; 46: 85-92. 

18. Gibbons J, Arat S, Rzucidlo J, Miyoshi K, 
Waltenburg R, Respess D, et al. Enhanced 
survivability of cloned calves derived from 
roscovitine-treated adult somatic cells. Biol 
Reprod 2002; 66: 895-900. 

19. Prather RS, Boquest AC, Day BN. Cell cycle 
analysis of porcine mammary cells. Cloning 1999; 
1: 17-24. 

20. Boquest AC, Day BN, Prather RS. Flow 
cytometric cell cycle analysis of cultured porcine 
fetal fibroblast cells used for nuclear transfer. Biol 
Reprod 1999; 60: 1013-19. 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/


  

   هاي گرانولوزا القاي همزماني سيكل سلولي در سلول

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 6, Autumn 2008 

469469

21. Gavrieli Y, Sherman Y, Ben-Sasson SA. 
Identification of programmed cell death in situ via 
specific labeling of nuclear DNA fragmentation. J 
Cell Bio 1992; 119: 493-501. 

22. Katska L, Bochenek G, Kania B, Rynska , 
Smorag Z. Flow cytometric cell cycle analysis of 
somatic cells primary culture estabilished for 
bovine cloning. Thriogenology 2002; 58: 1733-44. 

23. Lanza RP, Gibelli JB, Black Well C, Cristofalo 
VJ, Baerlocher GM, Mak J, Schertzer M, 
Chavez EA, Sawyer N, Lansdrop PM, West 
MD. Extension of cell life-span andtelomere 
length in animals cloned from senescent somatic 
cells. Science 2000; 288: 665-8. 

24. Campbell KH, Ritchie WA, Wilmut I. 
Disappearance of maturation promoting factor and 
the formation of pronuclei in electrically activated 
in vitro matured bovine oocytes. Theriogenology 

1993; 39: 199. 
25. Yu YS, Sun XS, Jiang HN, Han Y, Zhao CB, 

Tan JH. Studies of the cell cycle of in vitro 
cultured skin fibroblasts in goats: work in progress. 
Theriogenology 2003; 59: 1277-89. 

26. Hayes O, Ramosb B, Rodr´ıguezb LL, Aguilara 
A, Bad´ıac T, Castroa FO. Cell confluency is as 
efficient as serum starvation for inducing arrest in 
the G0/G1 phase of the cell cycle in granulosa and 
fibroblast cells of cattle. Anim Reprod Sci 2005; 
87: 181-92. 

27. Vacková I, Engelová M, Marinov I, Tománek 
M. Cell cycle synchronization of porcine granulose 
cells in G1 stage with mimosine. Anim Reprod Sci 
2003; 77: 235–45. 

28. Lalande M. A reversible arrest point in the late G1 
phase of the mammalian cell cycle. Exp Cell Res 
1990; 186: 332–9. 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/

