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چکیده

. بودي نابالغ موش در شرایط آزمایشگاهی هاتخمکلقاح  و تکوین رویانی لپتین بر میزان بلوغ،تاثیربررسیهدف این مطالعه:هدف

لپتـین (کنتـرل  : هـاي درگـروه طـور تصـادفی   بـه شـده و جداNMRIهاي ماده از موش(GV)بالغ موش ي ناهاتخمک:هامواد و روش
لیترنانوگرم بر میلی100لپتین(سوم و )لیترنانوگرم بر میلی50لپتین(دوم ، )لیترنانوگرم بر میلی10لپتین(اول ، )لیترنانوگرم بر میلی0
ساعت 24تکوین رویانی هر .شدندبا اسپرم انکوبه شده لقاح داده سایی وشنا) MII(ي بالغ شده هاتخمکساعت بعد 24.داده شدندقرار)

.گرفتبررسی قراربا استفاده از میکروسکوپ معکوس مورد

3/38ودومدر گروهدرصد4/42،اولدر گروه درصد 2/56در گروه کنترلدرصد 1/53جدا شدهGVهاي تخمکاز مجموع :نتایج
در درصد 39/36ودومدر گروه درصد63/40در گروه اول، درصد GVBD،27/31میزان.رسیدندIIمتافازبه مرحلهسوم در گروه درصد 
نانوگرم بر 10(غلظت فیزیولوژیک لپتین ). >05/0P(داري داشتمعنیتفاوتدرصد05/22بود که در مقایسه با گروه کنترل سومگروه 
در GVBDکه میزان وقوع درحالی. داري افزایش دادیصورت معنهاي بالاتر لپتین بهرا در مقایسه با غلظتMIIمیزان )لیترمیلی

. هاي بالاي لپتین بیشتر از غلظت فیزیولوژیک لپتین بودغلظت

هاي در بین گروهIVFهاي مختلف لپتین بر مراحل مختلف تکوین رویانی بعد از داري در میزان تاثیر غلظتتفاوت معنی:گیرينتیجه
.ار در مقایسه با گروه کنترل مشاهده نگردیدتیم

، بلوغ، لقاح، تکوین رویانیهاي نابالغ، اووسیتلپتین:کلیديناگواژ
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مقدمه

(obesity; ob)کیلو دالتونی و فراورده  ژن 16لپتین یک پپتید 

میـزان کمتـر از   که عمدتا از بافت چربی سفید و نیز بـه باشد می
هـاي  اي و برخـی بافـت  چربی قهوه،کبد،هیپوتالاموس،هیپوفیز

شـکار  آهـایی را  مـدارك شـاخص  شـواهد و .شوددیگر ترشح می
دهنـده نقـش مسـتقیم لپتـین در تنظـیم      ساخته است که نشان

کرد تخمدانی پستانداران و همچنین تکوین جنینی قبـل از  عمل
تولیـد مثلـی   کـرد لپتـین در عمـل  .)1(باشـد  لانه گزینـی مـی  

هـاي مختلـف از طریـق مداخلـه در آبشـاري از رخـدادهاي       گونه
، باروري، کسب توانایی تکوین جنینی، )2(تخمک مرتبط با بلوغ 

ــت  ــزان بلاستوسیس ــواژ، می ــوزکلی ــش )3(یس و آپوپت داراي نق
و4(موشتخمکدر آن mRNAو یا لپتین .باشدمیسزایی به
هاي احاطـه کننـده آن از قبیـل گرانولـوزا،     لدر سلوانسان،و)5

جنـین قبـل از لانـه    ،)8و7(هـا  ، تخمـدان )6(تکـا کومولوس و
ي مشـابه سـرم  اهغلظتهاي جفت بادر سلولنیزو)9(گزینی 

رســپتورهاي لپتــین در عــلاوه بــر ایــن. دنشــویافــت مــی) 10(
شناســایی )11( جنــینوتخمــک،گرانولــوزاهــاي تکــا،ســلول

و رحمـی هـم شـامل لپتـین     )12و11(مایع فولیکولی. اندشده
براي تـاثیر  که حاکی از در دسترس بودن این هورمون باشندمی

بر رسپتورهاي لپتین در فولیکول و جنـین قبـل از لانـه گزینـی     
هر دو داراي رسپتور لپتین تخمککه جنین واز آنجایی.باشدمی

هستند مطالعات اخیر روي توانایی تاثیر مستقیم لپتـین بـر روي   
و 13(و تکامل زودرس جنینی متمر کز شده استتخمکبلوغ 

14(.

ان رت در در تخمدob-Rbهمچنین مشاهده شده است که بیان 
HCG(Human Chorionic Gonadotropin)پاسخ به تجویز 

این . رسدگذاري به اوج خود میکند و در هنگام تخمکتغییر می
رخداد پیشنهاد کننده نقش احتمالی لپتین در عملکرد تخمدانی 

دست آمـده از بافـت چربـی    باشد لپتین بهدر این نقطه زمانی می
ا از این نظرکه آیا ذخیـره مناسـب   تواند سیستم تولید مثلی رمی

مـورد  ،باشد یا خیـر براي تولید مثل نرمال در دسترس میانرژي
.)15(پیام رسانی قرار دهد 

در هنگـام هضـم غـذا و   غلظت سیسـتمیک لپتـین در   از طرفی 
باشـد هاي اضافی در بدن هستند بالا میافرادي که داراي چربی

هـاي فاقـد لپتـین    مـوش تحقیقات نشـان داده اسـت کـه   . )16(
(ob/ob)یا رسپتور لپتین و(db/db)هم غیـر بـارور   هم چاق و

با اسـتفاده از  ob/obهاي درمان موشو نیز)18و 17(باشندمی
.)19و 18(بخشدها را بهبود میلپتین اگزوژن باروري آن

هاي اخیر نقش عملکردي یک میانجی تهیه شـده  در سالگرچه 
در محـیط آزمایشـگاهی   تخمـک از این هورمون جهت القا بلـوغ  

مورد مطالعـه  )21و20(اسب و هاي مختلف نظیر خوكدرگونه
، علیرغم تحقیقات انجام شده در این خصوصاماقرار گرفته است 

ها در این زمینه همچنـان ادامـه   پژوهشعلت تناقضات موجودبه
هـاي  نیز ارتقا تکوین جنینی تخمک) 21(همکارانوKun.دارد

و Fabíolaهـاي  یافتـه .خوك را در حضور لپتین گزارش کردنـد 
10و 1حاکی از آن اسـت  کـه غنـی سـازي بـا       )22(همکاران 

.لپتین تاثیر مثبتـی بـر بلـوغ تخمـک دارد      لیترنانوگرم بر میلی
Jason نشان دادند که پیشرفت ) 23(و همکارانMII طـور  بـه

واضحی تحت تاثیر هورمون لپتین قرار نگرفت و افزایش هورمون 
هاي فاقد کومولـوس  در تخمکMIIلپتین منجر به کاهش وقوع 

.گرددمی

با توجه به اینکه در مطالعات قبلی تاثیر دوزهاي مختلف لپتین 
لقاح و تکوین رویـانی قبـل از لانـه گزینـی     ،در تمام مراحل بلوغ

 ـ(in vitro)وش در شـرایط آزمایشـگاهی  تخمک نابالغ م طـور  هب
علـت وجـود   مورد بررسـی قـرار نگرفتـه اسـت و  نیـز بـه      جایک

تناقضات فوق الذکر، دوز مناسب و نهایی لپتین در بلـوغ، لقـاح و   
لـذا ایـن   . تکوین رویانی قبل از لانـه گزینـی تعـین نشـده اسـت     

روي هاي مختلـف لپتـین بـر    مطالعه با هدف بررسی تاثیر غلظت
هاي لقاح و تکوین رویانی  قبل از لانه گزینی تخمک،بلوغ میوزي

.نابالغ موش در شرایط آزمایشگاهی انجام گردید

هامواد و روش

، NMRIهاي ماده ازموشدراین مطالعه:هاجمع آوري تخمک
کـه در شـرایط   گـرم 25الـی  20اي با وزن تقریبی هفته6تا 4

ند شدداري مینگه) ساعت تاریکی12ساعت نور و 12(استاندارد
واحـد  5/7از طریق تزریقگذاريتحریک تخمک.گردیداستفاده 

(Pregnant Mare Serum Gonadotropine)بـین المللـی   

PMSG (Sigma G4877)ــ ــفاقی هبـ ــل صـ ــورت داخـ صـ
)Intraperitoneal (هـا  ساعت، موش48تا 46از بعد .انجام شد

(Cervical Dislocation)هاي گردنی جایی مهرههاز طریق جاب

المقـدور حتـی شرایطها درهاي آنتخمدانسپسکشته شده و
محیطمیکرولیتري200قطراتنودربهاز بدن خارج واستریل

ــ Gibco)ت کش 11900-073)α(Minimal Essential
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Medium- Alpha) MEM FBS (Fetalدرصـد پنج حاوي -

Bovine Serum, Sigma F2442)پس از حذف . منتقل گردید
میکرولیتـري  300درون قطـرات  ها بهتخمداناضافی،هايچربی

زیـر لـوپ تشـریح و   انسـولین  با استفاده از سرنگ منتقل شده و
GV (Germinalي نابـالغ در مرحلـه وزیکـول زایـا     هـا تخمک

vesicle)بـا سـپس .هاي کومولوس آزاد شدندبا یا بدون سلول
هـا جـدا   کومولوس اطـراف تخمـک  هايسلولکردنپیپتروش
65تـا  60بـا انـدازه تقریبـی    دارهسـته نابالغهايتخمک. شدند

بـا  اي مناسـب بـا فضـاي دور زرده  روشـن سیتوپلاسممیکرون و
ــایی و     ــوس شناس ــکوپ معک ــتفاده از میکروس ــوغ  اس ــراي بل ب

مــورد اســتفاده IVM (In Vitro Maturation)آزمایشــگاهی
.گرفتندقرار

لپتـین  بـراي تهیـه محلـول اسـتوك     :IVMهاغ تخمکبلو
(Sigma L 4146,1mg) ویال آن را باTris-HCL,PH 8.020

mM دسـت آمـد  لیتر بهنانوگرم بر میلی1حل کردیم تا محلول .
درجـه  -20هـاي کـاري مختلـف تهیـه شـده ودر      سپس غلظت

جمـع آوري  GVهايتخمک. داري و استفاده شدگراد نگهسانتی
کنتـرل و تیمـار  هاي گروهینطور تصادفی بهبشرح ذیلبهشده

:تقسیم شدند

هـاي نابـالغ   تخمـک : )لیتر لپتیننانوگرم بر میلی0(گروه کنترل 
پـنج  FBSغنی شده بـا  MEM-αدرون محیط بلوغ پایه شامل 

ــد، mIU/ml rFSH 100درص (recombinant Follicle

Stimulating Hormone)،IU/ml5/7HCG،5/0گـرم  میلی
لیتـر  گـرم بـر میلـی   میلـی 5/0استرپتومایسـین، لیتـر بر میلـی 

.سیلینپنی

هـا در  تخمـک : )لیتـر لپتـین  نانوگرم بـر میلـی  10(1گروه تیمار
لیتر لپتین کشت داده نانوگرم بر میلی10محیط بلوغ پایه حاوي 

.شدند

هـا در تخمـک : )لیتـر لپتـین  نانوگرم بـر میلـی  50(2گروه تیمار
لپتـین کشـت   لیتـر نانوگرم بر میلـی 50محیط  بلوغ پایه حاوي 

.داده شدند

هـا در  تخمـک : )لیتـر لپتـین  نانوگرم بر میلی100(3گروه تیمار 
لیتـر لپتـین کشـت    نانوگرم بر میلی100محیط  بلوغ پایه حاوي

.داده شدند

Sigma)زیر روغـن درساعت24مدتبهگروههرهايتخمک

M8410)انکوبـاتور داخلCO25  درجـه  37و دمـاي  درصـد
سپس مراحل بلوغ آزمایشگاهی در . گراد کشت داده شدندسانتی

Nikon)هـا بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ معکـوس      تمـام گـروه  

Eclipse TS Moticamبررســی و بــا لنــز(100 2000 2

Mpixelهاي بدون تغییر تخمک. برداري قرار گرفتمورد عکس
شـده شکستههستهباهايتخمک،GVعنوان بهشکل در هسته 

Germinal Vesicle Break)عنـوان  بـه میـوز شـروع نشـانه و

Down)GVBDقطبــیجســماولــیندارايهــايتخمــکو
در نظـر  MII (Metaphase II)یـا بـالغ هـاي تخمـک عنوانبه

هایی که اولین جسـم قطبـی را آزاد کردنـد    تخمک. گرفته شدند
).1شکل (شگاهی مورد استفاده  قرار گرفتند براي لقاح آزمای

(GV)100×وزیکول زایا ؛: Aمراحل بلوغ تخمک:1شکل  ..Bمیوزاز سرگیري؛(GVBD)×100 .Cتخمک بلوغ؛(MII)×200.
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Medium- Alpha) MEM FBS (Fetalدرصـد پنج حاوي -

Bovine Serum, Sigma F2442)پس از حذف . منتقل گردید
میکرولیتـري  300درون قطـرات  ها بهتخمداناضافی،هايچربی

زیـر لـوپ تشـریح و   انسـولین  با استفاده از سرنگ منتقل شده و
GV (Germinalي نابـالغ در مرحلـه وزیکـول زایـا     هـا تخمک

vesicle)بـا سـپس .هاي کومولوس آزاد شدندبا یا بدون سلول
هـا جـدا   کومولوس اطـراف تخمـک  هايسلولکردنپیپتروش
65تـا  60بـا انـدازه تقریبـی    دارهسـته نابالغهايتخمک. شدند

بـا  اي مناسـب بـا فضـاي دور زرده  روشـن سیتوپلاسممیکرون و
ــایی و     ــوس شناس ــکوپ معک ــتفاده از میکروس ــوغ  اس ــراي بل ب

مــورد اســتفاده IVM (In Vitro Maturation)آزمایشــگاهی
.گرفتندقرار

لپتـین  بـراي تهیـه محلـول اسـتوك     :IVMهاغ تخمکبلو
(Sigma L 4146,1mg) ویال آن را باTris-HCL,PH 8.020

mM دسـت آمـد  لیتر بهنانوگرم بر میلی1حل کردیم تا محلول .
درجـه  -20هـاي کـاري مختلـف تهیـه شـده ودر      سپس غلظت

جمـع آوري  GVهايتخمک. داري و استفاده شدگراد نگهسانتی
کنتـرل و تیمـار  هاي گروهینطور تصادفی بهبشرح ذیلبهشده

:تقسیم شدند

هـاي نابـالغ   تخمـک : )لیتر لپتیننانوگرم بر میلی0(گروه کنترل 
پـنج  FBSغنی شده بـا  MEM-αدرون محیط بلوغ پایه شامل 

ــد، mIU/ml rFSH 100درص (recombinant Follicle

Stimulating Hormone)،IU/ml5/7HCG،5/0گـرم  میلی
لیتـر  گـرم بـر میلـی   میلـی 5/0استرپتومایسـین، لیتـر بر میلـی 

.سیلینپنی

هـا در  تخمـک : )لیتـر لپتـین  نانوگرم بـر میلـی  10(1گروه تیمار
لیتر لپتین کشت داده نانوگرم بر میلی10محیط بلوغ پایه حاوي 

.شدند

هـا در تخمـک : )لیتـر لپتـین  نانوگرم بـر میلـی  50(2گروه تیمار
لپتـین کشـت   لیتـر نانوگرم بر میلـی 50محیط  بلوغ پایه حاوي 

.داده شدند

هـا در  تخمـک : )لیتـر لپتـین  نانوگرم بر میلی100(3گروه تیمار 
لیتـر لپتـین کشـت    نانوگرم بر میلی100محیط  بلوغ پایه حاوي

.داده شدند

Sigma)زیر روغـن درساعت24مدتبهگروههرهايتخمک

M8410)انکوبـاتور داخلCO25  درجـه  37و دمـاي  درصـد
سپس مراحل بلوغ آزمایشگاهی در . گراد کشت داده شدندسانتی

Nikon)هـا بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ معکـوس      تمـام گـروه  

Eclipse TS Moticamبررســی و بــا لنــز(100 2000 2

Mpixelهاي بدون تغییر تخمک. برداري قرار گرفتمورد عکس
شـده شکستههستهباهايتخمک،GVعنوان بهشکل در هسته 

Germinal Vesicle Break)عنـوان  بـه میـوز شـروع نشـانه و

Down)GVBDقطبــیجســماولــیندارايهــايتخمــکو
در نظـر  MII (Metaphase II)یـا بـالغ هـاي تخمـک عنوانبه

هایی که اولین جسـم قطبـی را آزاد کردنـد    تخمک. گرفته شدند
).1شکل (شگاهی مورد استفاده  قرار گرفتند براي لقاح آزمای

(GV)100×وزیکول زایا ؛: Aمراحل بلوغ تخمک:1شکل  ..Bمیوزاز سرگیري؛(GVBD)×100 .Cتخمک بلوغ؛(MII)×200.
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1393زمستان ،4، شماره 5جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت412

هـاي  موشدیدیمها از دم اپیاسپرم:(IVF)لقاح آزمایشگاهی
میکرولیتـري محـیط   500جدا شده و به قطرات NMRIنر نژاد 

T6 لیتر گرم بر میلیمیلی15حاويBSA(Bovine Serum

Albumin, Sigma A3311-10G) منتقل شدند و قبل از عمل
سـاعت در همـان محـیط     5/1مـدت  گیري بهتلقیح براي ظرفیت

انکوبـه درصـد CO25گـراد بـا   درجه سـانتی 37درون انکوباتور
میکرولیتري محـیط لقـاح   50هاي بالغ در قطرات تخمک. شدند

BSAلیتــرگــرم بــر میلــیمیلــی15حــاوي T6شــامل محــیط 

سپس اسـپرم  . تایی در زیر روغن قرار گرفتند6تا 4هاي درگروه
قطـرات حـاوي   لیتـر بـه  اسپرم بـر میلـی  1×106انکوبه با غلظت 

هـا در  تخمـک آنبعـد از سـاعت 6الـی  4. تخمک اضافه شـدند 
ــده و بــا اســتفاده از       ــیط شستشــو ش ــی از همــان مح قطرات
میکروســکوپ معکــوس جهــت بررســی وجــود دو پــیش هســته 

سـپس  .منظور ارزیابی میزان لقاح مورد بررسـی قـرار گرفتنـد   به
هاي داراي دو پیش هسته جدا شده  و به محـیط کشـت  تخمک

T6لیتـر گرم بر میلـی میلی4حاويBSA تـا  8هـاي  گـروه در
ــایی درون قطــرات 10 ــري منتقــل و کشــت داده 50ت میکرولیت

وسـیله بـه بعد از تلقیح ساعت96و 72، 48، 24ها جنین. شدند
مـورد  جنینـی تکـوین مراحـل ثبـت برايمعکوسمیکروسکوپ

).2شکل(برداري قرارگرفتند ارزیابی و عکس

،بلاستوسیست؛C،400×بزرگنمایی ،جنین چهار سلولی؛B، 200×، بزرگنمایی جنین دو سلولی؛A: مراحل تکوین رویانی بعد از لقاح : 2شکل 
.200×بزرگنمایی 

وبلوغدرصد حاصل از تاثیر لپتین بر میزاننتایج :آنالیز آماري
هـا تـا مرحلـه    لقاح آزمایشـگاهی تخمـک و نیـز تکـوین جنـین     

.تجزیه و تحلیل شدآزمون کواي دوازبا استفاده بلاستوسیست 
و در تمـامی مـوارد  شـد بـار تکـرار   شـش هـر آزمـایش حـداقل    

05/0p<تلقی گردیددار معنی.

نتایج

ي نابالغ مـوش  هاتخمکاضافه کردن لپتین به محیط کشت بلوغ 
هاي بالاتر ایـن هورمـون   در دوزGVBDمنجر به افزایش میزان 

نـانوگرم  50که بیشترین میزان افزایش در غلظت طوريبهگردید
یی که به هاتخمککه میزان حالیدر. لیتر مشاهده گردیدبر میلی
رسیدند با افزایش غلظت هورمون لپتین کاهش پیدا MIIمرحله 

نـانوگرم بـر   10اضـافه سـازي غلظـت فیزیولوژیـک لپتـین     .کرد
ي نابالغ موش تا مرحلـه  هاتخمکمنجر به افزایش بلوغ لیتر میلی

MII نتـرل  کوگـروه  تیمارهاي گروهسایرگردید که در مقایسه با
بـا  GVBDمیـزان وقـوع   .)>05/0p(داري داشـت یوت معن ـتفا

هاي لپتین در مقایسه با سایر گروهلیترنانوگرم بر میلی50حضور
میـزان  .دنبال داشـت را بهداريیمعنو گروه کنترل تفاوت تیمار

10ي نابالغ موش در محیط بلوغ بـا حضـور   هاتخمکدژنراسیون 
چشمگیري در مقایسه با سـایر  لپتین کاهش لیترنانوگرم بر میلی

در هاتخمککه میزان دژنراسیون در حالی.داشتتیمارهايگروه
محیط بلوغ با افزایش غلظت هورمون لپتـین افـزایش پیـدا کـرد    

.)1نمودار (

در فواصل زمانی معین بعد از لقاح نشـان  هاي انجام شده ارزیابی
ها تا مرحله یندر میزان کلیواژ جنداريیمعنهیچ تفاوت داد که 

بـین مـا  هـا   دژنراسـیون جنـین  و مورولا، وقوع بلاستوسیسـت  
نداشـت وجـود  در مقایسه با گروه کنتـرل  و نیز تیمارهايگروه

).2نمودار (
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T6 لیتر گرم بر میلیمیلی15حاويBSA(Bovine Serum

Albumin, Sigma A3311-10G) منتقل شدند و قبل از عمل
سـاعت در همـان محـیط     5/1مـدت  گیري بهتلقیح براي ظرفیت

انکوبـه درصـد CO25گـراد بـا   درجه سـانتی 37درون انکوباتور
میکرولیتري محـیط لقـاح   50هاي بالغ در قطرات تخمک. شدند

BSAلیتــرگــرم بــر میلــیمیلــی15حــاوي T6شــامل محــیط 

سپس اسـپرم  . تایی در زیر روغن قرار گرفتند6تا 4هاي درگروه
قطـرات حـاوي   لیتـر بـه  اسپرم بـر میلـی  1×106انکوبه با غلظت 

هـا در  تخمـک آنبعـد از سـاعت 6الـی  4. تخمک اضافه شـدند 
ــده و بــا اســتفاده از       ــیط شستشــو ش ــی از همــان مح قطرات
میکروســکوپ معکــوس جهــت بررســی وجــود دو پــیش هســته 

سـپس  .منظور ارزیابی میزان لقاح مورد بررسـی قـرار گرفتنـد   به
هاي داراي دو پیش هسته جدا شده  و به محـیط کشـت  تخمک

T6لیتـر گرم بر میلـی میلی4حاويBSA تـا  8هـاي  گـروه در
ــایی درون قطــرات 10 ــري منتقــل و کشــت داده 50ت میکرولیت

وسـیله بـه بعد از تلقیح ساعت96و 72، 48، 24ها جنین. شدند
مـورد  جنینـی تکـوین مراحـل ثبـت برايمعکوسمیکروسکوپ

).2شکل(برداري قرارگرفتند ارزیابی و عکس

،بلاستوسیست؛C،400×بزرگنمایی ،جنین چهار سلولی؛B، 200×، بزرگنمایی جنین دو سلولی؛A: مراحل تکوین رویانی بعد از لقاح : 2شکل 
.200×بزرگنمایی 

وبلوغدرصد حاصل از تاثیر لپتین بر میزاننتایج :آنالیز آماري
هـا تـا مرحلـه    لقاح آزمایشـگاهی تخمـک و نیـز تکـوین جنـین     

.تجزیه و تحلیل شدآزمون کواي دوازبا استفاده بلاستوسیست 
و در تمـامی مـوارد  شـد بـار تکـرار   شـش هـر آزمـایش حـداقل    

05/0p<تلقی گردیددار معنی.

نتایج

ي نابالغ مـوش  هاتخمکاضافه کردن لپتین به محیط کشت بلوغ 
هاي بالاتر ایـن هورمـون   در دوزGVBDمنجر به افزایش میزان 

نـانوگرم  50که بیشترین میزان افزایش در غلظت طوريبهگردید
یی که به هاتخمککه میزان حالیدر. لیتر مشاهده گردیدبر میلی
رسیدند با افزایش غلظت هورمون لپتین کاهش پیدا MIIمرحله 

نـانوگرم بـر   10اضـافه سـازي غلظـت فیزیولوژیـک لپتـین     .کرد
ي نابالغ موش تا مرحلـه  هاتخمکمنجر به افزایش بلوغ لیتر میلی

MII نتـرل  کوگـروه  تیمارهاي گروهسایرگردید که در مقایسه با
بـا  GVBDمیـزان وقـوع   .)>05/0p(داري داشـت یوت معن ـتفا

هاي لپتین در مقایسه با سایر گروهلیترنانوگرم بر میلی50حضور
میـزان  .دنبال داشـت را بهداريیمعنو گروه کنترل تفاوت تیمار

10ي نابالغ موش در محیط بلوغ بـا حضـور   هاتخمکدژنراسیون 
چشمگیري در مقایسه با سـایر  لپتین کاهش لیترنانوگرم بر میلی

در هاتخمککه میزان دژنراسیون در حالی.داشتتیمارهايگروه
محیط بلوغ با افزایش غلظت هورمون لپتـین افـزایش پیـدا کـرد    

.)1نمودار (

در فواصل زمانی معین بعد از لقاح نشـان  هاي انجام شده ارزیابی
ها تا مرحله یندر میزان کلیواژ جنداريیمعنهیچ تفاوت داد که 

بـین مـا  هـا   دژنراسـیون جنـین  و مورولا، وقوع بلاستوسیسـت  
نداشـت وجـود  در مقایسه با گروه کنتـرل  و نیز تیمارهايگروه

).2نمودار (
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IVM (In Vitroي بالغ شده در مرحله هاتخمک. آزمایشگاهیي نابالغ موش در شرایطهاتخمکهاي مختلف لپتین بر بلوغ تاثیر غلظت: 1نمودار 

Maturation) توانستند پس از انجامIVF،تکوین رویانی قبل از لانه گزینی را در محیط آزمایشگاهی تا مرحله بلاستوسیست طی کنند.

هاي نابالغ موش در شرایط آزمایشگاهیگزینی اووسیتبل از لانه قتکوین رویانی هاي مختلف لپتین بر لقاح وتاثیر غلظت:2نمودار 

بحث

هـاي مختلـف لپتـین بـر بلـوغ      در این مطالعه ابتدا تاثیر غلظـت 
آزمایشـگاهی مـورد   در شـرایط  (GV)هاي نابـالغ مـوش   تخمک

اضافه سازي نتایج حاصل حاکی از آن بود که . بررسی قرار گرفت
منجـر بـه   لیتـر  نـانوگرم بـر میلـی   10غلظت فیزیولوژیک لپتین

گردید که در MIIي نابالغ موش تا مرحله هاتخمکافزایش بلوغ 
داري ینتـرل تفـاوت معن ـ  کوگروه تیمارهاي گروهسایرمقایسه با 

رسیدند با افـزایش  MIIمرحله یی که بههاتخمکمیزان و داشت
اضـافه کـردن لپتـین بـه محـیط      .غلظت لپتین کاهش پیدا کرد

ي نابـالغ مـوش منجـر بـه افـزایش میـزان       هاتخمککشت بلوغ 
GVBD    کـه  طـوري بـه در دوزهاي بـالاتر ایـن هورمـون گردیـد

لیتـر نـانو گـرم بـر میلـی    50بیشترین میزان افزایش در غلظـت  
هـاي مختلـف لپتـین بـر روي     سپس تاثیر غلظت.ردیدمشاهده گ

هـاي بـالغ شـده مـوش در     لقاح و میزان تکوین رویـانی تخمـک  

دسـت  شرایط آزمایشگاهی که در مرحله اول همـین مطالعـه بـه   
نتایج مطالعه حاضـر نشـان   .  آمده بودند مورد بررسی قرار گرفت

100و 50، 10اي بین گروه هاي تیمـار  داد تفاوت قابل ملاحظه
و گروه کنترل از نظر میزان کلیواژ و تکـوین  لیترنانو گرم بر میلی

.جنینی قبل از لانه گزینی وجود نداشت

Fabíola10و 1نشان دادند که غنی سازي بـا  ) 22(همکارانو
لپتین تاثیر مثبتی بر بلوغ تخمک داشته که لیترنانو گرم بر میلی
دست آمده در با نتایج بهترلینانو گرم بر میلی10در مورد غلظت 

گیـري میـوز   در مطالعـه حاضـر از سـر   این مطالعه مطابقت دارد
(GVBD)یابـد هاي بالاتر لپتین افـزایش مـی  در حضور غلظت.

Jasonرغـم اینکـه   علی ES  نشـان دادنـد کـه    ) 23(و همکـاران
طور واضحی تحـت تـاثیر هورمـون لپتـین قـرار      بهMIIپیشرفت 

در MIIو افزایش هورمون لپتین منجر به کـاهش وقـوع   . نگرفت
کـه لپتـین   جـایی از آن. گـردد هـاي فاقـد کومولـوس مـی    تخمک

هـاي  تواند ساخت و رها سـازي فاکتورهـاي مشـتق از سـلول    می
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کومولوس را که از طریق اتصالات شکاف دار  به تخمک یا محیط 
کـاهش وقـوع   ،شوند تحت تاثیر قـرار دهـد  سلولی وارد میخارج 
علـت فقـدان   تواند بـه هاي فاقد کومولوس میدر تخمکIIمتافاز 

هاي کومولوس اطراف باشـد کـه   تعاملات حیاتی تخمک با سلول
در این مطالعه اثر .  منجر به توانایی تکوینی معیوب گردیده است

د از کشـت  سـاعت بع ـ 18الی 2طی GVBDمشخصی را روي 
هاي مـا حـاکی از افـزایش میـزان     که یافتهگزارش نکرد در حالی

GVBDباشد و نیز گـزارش  هاي بالاتر لپتین میبا حضور غلظت
لپتـین منجـر بـه    لیتـر نانو گرم بر میلی100شده بود که حضور 

در مقایسـه بـا گـروه    MIIتـر از  ي پـایین بلوغ تخمک تا مرحلـه 
. باشدهاي ما نیز موید همین مطلب میکنترل گردید که دستاورد

در خصوص تاثیر لپتین بر وقوع کلیواژ و مراحـل تکـاملی بعـد از    
و 50، 10، 0هـاي مختلـف   آن تا بلاستوسیست در حضور غلظت

دست آمـد بـا   لپتین در این مطالعه بهلیترنانو گرم بر میلی100
مطالعـه  البته نکته قابـل توجـه در  . مطابقت داردهاآنهايیافته

هـاي اسـتفاده شـده توسـط ایشـان از      ها این است که جنـین آن
18که جنـین هـاي احتمـالی    طوريبه،دست آمدمحیط زنده به

از طریـق  CF1ساعت بعد از جفت گذاري موش هاي نر و مـاده  
هاي رحمی جداسازي و در محیط کشت تحـت تـاثیر   تشریح لوله

در فواصـل زمـانی   هاي متفاوت لپتین  قرار گرفته و سپسغلظت
رو این محققـان کمتـر بـا    از این. معین مورد ارزیابی قرار گرفتند

ــلولی      ــه دو سـ ــی در مرحلـ ــوین جنینـ ــف تکـ ــکل توقـ مشـ
(developmental block)گیر بودند حال آنکه در مطالعه ما در

پس از (IVM)هاي بالغ شده در فرآیند بلوغ آزمایشگاهیتخمک
زیـر میکروسـکوپ معکـوس    تایید حضور اولین جسم قطبـی در 

هـر  (IVF)جداسازي شده و پس از لقاح در محیط آزمایشگاهی 
ساعت از نظر وقوع مراحل تکوین جنینی قبل از لانه گزینـی  24

اي همین تفاوت بیانگر مشکلات عدیده. مورد ارزیابی قرار گرفتند
باشد کـه صـرفا در محـیط آزمایشـگاهی     بر سر راه مطالعاتی می

لذا کنترل شـرایط مختلـف آزمایشـگاهی جهـت     . گیرندانجام می
هاي مهم بـر سـر راه   دست آوردن نتایج مطلوب یکی از چالشبه

.باشدمحققان می

Bladimirدست آمده در مطالعه نتایج به C در ) 24(و همکاران
نانو گرم 1000و 100، 10هاي مختلف لپتینخصوص تاثیر دوز

و وقوع بلاستوسیست کاملا با نتـایج  بر میزان کلیواژ لیتربر میلی
در مطالعـه  . حاصل از مطالعه انجام شده توسط ما مطابقـت دارد 

هیچ تاثیري )25(و همکاران MBoelhanveانجام شده توسط 
کـه  بر روي میزان وقوع کلیواژ در حضور لپتین گزارش نگردیـد 

در .دست آمده در این مطالعـه مطابقـت دارد  این یافته با نتایج به
حضـور همین مطالعه افزایش در میزان وقـوع بلاستوسیسـت در   

هاي ما در لپتین گزارش شد که با یافتهلیترنانو گرم بر میلی10
Langeدر مطالعـه انجـام شـده توسـط     .باشـد تناقض می CA و
غلظت مطلوب لپتین بـراي افـزایش میـزان بلـوغ     ) 26(همکاران 

گزارش شد  که در تنـاقض  لیترنانو گرم بر میلی100ها  تخمک
حـال آنکـه غلظـت مطلـوب لپتـین در      . باشـد هاي ما میبا یافته

گـزارش شـد کـه    لیترنانو گرم بر میلی10افزایش میزان باروري 
باشد و یافته هاي این مطالعه همان غلظت فیزیولوژیک لپتین می

در خصـوص  )Kakisina P)27هـاي یافتـه . را تایید مـی کنـد  
هاي مختلف لپتـین حـاکی از   در حضور غلظتMIIمیزان وقوع 

هاي بالاي لپتین در مقایسه با گروه کنتـرل  افزایش آن در غلضت
.که در تعارض با نتایج مطالعه ما بوده استباشدمی

توان گفت دست آمده در مطالعه حاضر میلذا با توجه به نتایج به
غلظـت  )یتـر لنانو گرم بر میلی10(که غلظت فیزیولوژیک لپتین 

MIIهـاي نابـالغ و وقـوع    مناسبی بـراي تحریـک بلـوغ تخمـک    

باشد زیرا تماس تخمک با غلظـت فیزیولوژیـک لپتـین باعـث     می
و کــــاهش میــــزان STAT3افــــزایش فسفریلاســــیون 

Monophosphate)cAMP (Cyclic Adenosineشود که می
،بلــوغ تخمــک. گــرددهمــین امــر منجــر بــه بلــوغ تخمــک مــی

از طریق MAPKهاي پیام رسانی مختلف نظیر مسیرسازيفعال
شـود کـه در نهایـت    را شامل مـی (Ob-Rb)رسپتور بلند لپتین 

Maturation)منجر به فعال سـازي فـاکتور پـیش برنـده بلـوغ     

Promoting Factor)MPF   ــب از ــز مرک ــود نی ــه خ ــده ک ش
cyclin-B1وCdc2در مطالعه انجام شده توسط .)28(باشدمی

Guo Z نیزهمانند این مطالعـه افـزایش میـزان    ) 29(و همکاران
MII لپتـین گـزارش شـد و    لیترنانو گرم بر میلی10در حضور

نتیجه اضافه سازي لپتین بر روي میـزان کلیـواژ  در مطالعـه مـا     
کـه  همانند دستاوردهاي حاصل از مطالعه آنها بوده است حال آن

لپتـین  لیتـر نانو گرم بر میلـی 10میزان بلاستوسیست در حضور 
نانو گـرم بـر   10لذا  آنها اظهار داشتند که لپتین . افزایش داشت

و کـاهش  کنـد را فعال مـی MAPKمسیر پیام رسانی رلیتمیلی
ــولی دارد     ــه مولک ــاس و پای ــک اس ــک ی ــوینی تخم ــایی تک توان

فعالیت کمتر فاکتور پیش برنـده  هاي غیر بالغ که تخمکطوريبه
ــوغ، cyclinبل B،MAPK،  ــروتئین ــنتز پ ــرات در س ،تغیی

ورودي کمتر کلسیم در زمـان بـاروري و   ،متابولیسم ناقص انرژي
گذارنـد  اهش طول عمر جنین بعد از باروري را به نمـایش مـی  ک
هـاي سیتوپلاسـمی   دهـی مجـدد ارگانـل   کـه سـازمان  ویژه اینبه
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(Reconstruction) هـاي متعـدد بـراي    و آغاز ساخت پـروتئین
.باشد تکوین جنین در آینده مهم و ضروري می

کـه یکـی از مشـکلات اصـلی در کشـت آزمایشـگاهی       از آنجایی
خصوص در موش فرایندي تحت عنوان توقف در مرحلـه  بهجنین 

همین امر منجر به ایجاد چالش بـزرگ  ).30(باشد دو سلولی می
لـذا اعمـال تغییـرات    . بر سر راه این گونه مطالعات گردیده است

مختلف در مطالعات متعـدد مـی توانـد منجـر بـه شـکل گیـري        
شـگاهی  هایی براي غلبه بـر ایـن مشـکل در محـیط آزمای    حلراه

هـاي بـالغ شـده در    که کمتر از نیمی از تخمـک از آنجایی. گردد
محیط آزمایشگاهی توانستند مراحل تکوین جنینی قبـل از لانـه   

این امر نشان دهنده ،گزینی را تا مرحله بلاستوسیست طی کنند
هـاي بـالغ شـده در محـیط     بلوغ سیتوپلاسـمی ضـعیف تخمـک   

از قبلـی مطابقـت دارد   باشد که بـا یافتـه هـاي    آزمایشگاهی می
هاي تحقیقاتی آینده بایستی بـر روي ارتقـا شـرایط     رو چالشاین

که میـزان  با توجه به این. بلوغ آزمایشگاهی تخمک متمرکز گردد
وقوع رخدادهاي تکوینی بعد از لقاح دراین مطالعه در مقایسه بـا  

باشـد لـذا   مطالعات قبلی انجام شـده درمحـیط زنـده کمتـر مـی     
هاي قبلی مبنـی برکمتـر بـودن پتانسـیل تکـوینی      یافتهتوان می

در مقایسه بـا محـیط   in vitroهاي بالغ شده در محیط تخمک
in vivoرا مورد تایید قرار داد.

نتیجه گیري

هـاي  هاي نابالغ موش در حضـور غلظـت  که بلوغ تخمکدر حالی
غلظـت  ،یابـد مختلف لپتین در حالت وابسته به دوز افزایش نمی

غلظـت مناسـبی   )لیتـر نانو گرم بر میلی10(فیزیولوژیک لپتین 
در MIIو وقـوع  مـوش  هـاي نابـالغ   براي تحریک بلـوغ تخمـک  

نانو 10(غلظت فیزیو لوژیک لپتین.باشدمیشرایط آزمایشگاهی 
MAPK)هر دو مسیر پیام رسانی لپتین)لیترگرم بر میلی and

STAT3)هـاي بـالغ   پتانسیل تکـوینی تخمـک  .کندرا فعال می
کمتـر  in vivoدر مقایسـه بـا محـیط    in vitroشده در محیط 

.باشدمی

تشکر و قدردانی

از جناب آقاي دکتر علیرضا خلیلیان اسـتاد آمارحیـاتی دانشـگاه    
خاطر راهنمایی در کار آماري و سـرکار  علوم پزشکی مازندران به

اجرایـی ایـن پـروژه    خـاطر کمـک در کـار   خانم سمیه تدینی به

این مقاله حاصل پایان نامه دوره کارشناسـی ارشـد   . سپاسگزاریم
در سـال  1575مصوب دانشگاه علوم پزشکی مازندران به شماره 
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Abstract

Aim: The purpose of this study was to investigate the effects of leptin on in vitro maturation,
fertilization and embryonic development of immature mouse oocytes.

Material and Methods: Immature oocytes were isolated from NMRI female mice and divided
randomly into 4 groups: leptin 0 ng/ml (control), 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml. 24 h later matured
(MII) oocytes were identified and fertilized with incubated sperm. Embryonic development was
investigated every 24 h using inverted microscope.

Results: From isolated oocytes 53/1% in control group, 56/2% in first group,42/4% in second group
and 38/3% in third group developed to MII. The rate of GVBD was 22/05% in control group, 31/27%
in first group, 40/63% in second group and 36/39% in third group. The physiologic concentration of
leptin (10 ng/ml) considerably increased the rate of MII when compared to other groups (p<0.05),
whereas the GVBD rate was higher in group treated with concentrations more than physiologic dose.

Conclusion: When different concentration of leptin was applied after IVF, no significant effects were
observed between four treatment groups in different stages of embryonic development.

Keywords: Leptin, immature oocytes, maturation, fertilization, Embryonic development
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