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نـد.  موثریانین رویزان بلوغ و تکویدر من دو یارسد ینظر مبهاسیدرتینوئیکن و یملاتونیدانیاکسیا توجه به نقش آنتب:هدفوزمینه
هاي نارس موش در شـرایط  تخمکبر بلوغ، لقاح و تکوین رویانیاسیدرتینوئیکترانس -ملاتونین و آلتوأمن اثر ییبه منطور تعطالعهن میا

د.یانجام گردآزمایشگاهی
در یطـور تصـادف  و بـه شـدند  يآورجمعNMRIماده نژاد يها) از تخمدان موشCOCs(کومولوس -کمجموعه تخم:بررسیروش

2و1،نـانومولار 100يهـا ن در غلظـت یملاتـون (1آزمـون ،شـم ،کنتـرل شـامل هـا قرار گرفتند. گروهگروهششط کشت بلوغ دریمح
اسـید رتینوئیـک کرومـولار و  یم2ن ی(ملاتـون 3آزمـون  ،)کرومـولار یم6و 4، 1،2يهـا در غلظتاسیدرتینوئیک(2)، آزمون کرومولاریم
بالغ با اسـپرم لقـاح   يهاساعت تخمک24بعد ازبودند.کرومولار)یم4اسیدرتینوئیکونانومولار100ن یملاتون(4زمونآکرومولار) و یم4

.شدیروز بررسپنجست به مدتیتا مرحله بلاستوسیانین رویداده شدند و تکو
 ـيآمـار گروه اخـتلاف  ن دویبوبوددرصد4/49در گروه شمو درصد 6/50در گروه کنترلها زان بلوغ تخمکیم:هاهیافت يداریمعن

در گروه ، درصد9/59درصد و 8/54درصد، 3/54بیبه ترتکرومولاریم2و1نانومولار، 100يهان با غلظتیدر گروه ملاتون.مشاهده نشد
بـه  تـوأم 4و 3در گـروه  درصـد و  6/49درصد و 59درصد، 51درصد، 6/51ب یبه ترتکرومولاریم6،4،2،1يهابا غلظتاسیدرتینوئیک

3در گروهواسیدرتینوئیککرومولار یم4گروه ،نیکرومولار ملاتونیم2گروه در زان بلوغ تخمک یمدرصد بود. 2/54درصد و 4/60بیترت
گـروه  ،نـانومولار 100غلظـت  ن دریگـروه ملاتـون  ن دریزان تکوی. م)>05/0P(داشتيداریمعنيآمارش یاکنترل افزگروهنسبت بهتوأم

نیزان تکویگرچه م).>05/0P(داشتيداریمعنيآمارش یکنترل افزاگروه نسبت به توأم4و گروه کرومولاریم4غلظت رداسیدرتینوئیک
ییکـه بـه تنهـا   اسـید رتینوئیککرومولاریم4و ن یملاتوننانومولار 100غلظت اما نسبت به؛دشتر بویکنترل بگروهنسبت به توأم3در گروه 
کمتر بود.د؛یگرداستفاده 

يهانین جنیش بلوغ و بهبود تکویط کشت بلوغ، سبب افزایبا هم به محاسیدرتینوئیکترانس-آلن ویاضافه کردن ملاتون:گیرينتیجه
شود.یمه به دوزصورت وابسته بحاصل از آنها

تخمک نارس،یشگاهیآزمالقاح،، بلوغ تخمکانیروبلوغ ،اسیدرتینوئیک، نیملاتون:هاواژهکلید
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مقدمه
(Assisted Reproductive Technologies)يبـارور کمـک يهادر روش

(ART)شیافـزا منظـور بـه ،يگذارتخمککیرتحپروتکلاغلب
وردی ـگیم ـقـرار استفادهموردلقاحيبراموجوديهاتخمکتعداد

یتخمـدان حـد ازشیب ـکیتحرسندرمبهمنجرمارانیبازیبعضدر

(Ovarian Hyper Stimulation Syndrome: OHSS)شــودیمــ.
(In Vitro Maturation: IVM)تخمـک یشـگاه یآزمابلـوغ روش

درنابـالغ يهاتخمکبلوغيبرادبخشیامونیگزیجاکینتککی
درکـه یآنانجملهازمارانیبازیبرخمورددریشگاهیآزماطیشرا

در ياتفـاوت عمـده  ). 1رود (کاربهتواندیم؛هستندOHSSمعرض



47/همکارانوسمیه تدینی لهی

)55پیدر(پی3شماره/17دوره/1394پاییز/گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

درشـده بـالغ يهـا تخمـک واژ ی ـزان کلی ـا لقـاح و م یو يابلوغ هسته
in vivoنشـده دهیدیشگاهیآزماطیشرادرده بالغ شيهاتخمکبا

ازتـر نییپـا اریبس ـیشـگاه یآزماطیشـرا دريباردارزانیماما؛است
in vivoفیضـع رشـد تی ـظرفبـر مـوثر عوامـل جملهاز). 2ت (اس
طیشـرا نبـودن مطلـوب بـه توانیمیشگاهیآزماطیشرادرتخمک

دریکــافیتوپلاســمیسبلــوغعــدموIVMطــولدرکشــتطیمحــ
طیشـرا بهبـود لی ـدلنی ـابـه ). 2د (کـر اشارهياهستهبلوغباسهیمقا

هـم ویتوپلاسـم یس(همتخمکبلوغدرشتریبتیموفقيبراکشت
یشـگاه یآزمادیتوللیپتانسبهبودبهمنجرتااستيضرور)ياهسته

درراهـا نیجن ـشگاهیآزماطیشرادرکشتنیهمچن).3د (شونیجن
عوامـل نی ـاجملـه از.دهدیمقراریلفمختویداتیاکسعواملمعرض

(Reactive Oxygen Species: ROS)ژنیراکسیپذواکنشيهاگونه

دیپراکس ـونی ـآن،)H2O2(دیپراکسدروژنیهشاملخودکههستند
)O2(،دیدروکسیهکالیراد)OH() ویداتیاکس ـعواملنیا).4است

DNAبـه بیآس ـوغشـا دی ـپیلشـدن دهیپراکس ـموجبتیاووسدر

انتقــال،یســلولمیتقســدرینــامطلوباثــراتدنــتوانیمــودنشــویمــ
ــمتابول ــردوتی ــدریمعملک ــتهيتوکن ــداش ــاازد.نباش ROSرونی

نییپــاتی ـفیکبـه منجـر ودهـد شـتاب راتیاووس ـيری ـپتوانـد یم ـ
يهـا میآنـز هـا کـول یفولدرونیع ـیطبحالـت در). 5د (شوتیاووس

ونیگلوتـات ، Superoxide dismutase(SOD)ل یقبازیدانیاکسیآنت
ــ Glutathione(دازیپراکســ peroxidase: GPx،(وکاتــــالاز

ون،یگلوتـات وCوEنیتـام یولی ـقبازیم ـیرآنزیغيهادانیاکسیآنت
.)6(دارندحضوراسیدرتینوئیکن و یملاتونن،یآلبومد،یاسکیاور
هـا دانیکسایآنتیمیآنزسطحکاهششناخته،نايناباروربازناندر
محافظـت راهکی ـنیبنـابرا ). 7و5ت (اسشدهگزارشGPxلیقباز

بــاکشـت طیمح ـنمـودن مکمـل ،ویداتیاکس ـعوامـل ازهـا تیاووس ـ
).6ت (اسدانیاکسیآنتباتیترک

نینـدولام یامشتقکین)یپتامیتریمتوکس5لیاس–N(نیملاتون
درآلنـه یپغدهبرعلاوه،انسانلیقبازدارانمهرهدرکه)8و4ت (اس

درنیملاتـون ). 8د (شـو یم ـسـنتز گـوارش دسـتگاه وپوسته،یشبک
گـردد  یم ـترشحیکولیفولعیمادرونبهوشودیمسنتزز ینتخمدان

ازيبـالاتر غلظـت انسانيگذارتخمکازشیپیکولیفولعیما). 8(
ــون ــبترانیملات ــهنس ــماب ــتوداردپلاس ــونغلظ ــادرنیملات عیم

هـم نیملاتـون ).8د (ابییمشیافزاکولیفولرشدبهابستهویکولیفول
کیـــصـــورتبـــهواســـتحـــلقابـــلیچربـــدرهـــموآبدر

ــهوکیلیدروفیــهدانیاکســیآنتــ ــیمــعمــلکیدروفوبی ).4د (کن
یتوپلاسـم یسوياهسـته بلـوغ دريدی ـمفاثـرات اگـزوژن نیملاتون
توقـف وانـد تیم ـنیملاتون) دارد.10) و موش (9و (گايهاتیاووس

راســتیبلاستوسزانی ـموکـاهش رایســلولدومرحلـه درهـا نیجن ـ
ازیخاص ـمراحـل دراسـت ممکـن نیملاتـون نیبنـابرا .دهدشیافزا

ــو ــرونیتک ــاولیانی ــراهی ــتحريب ــککی ــتیبلاستوسلیتش درس
).10د (باشداشتهدخالتسمیمتابول
بـا دشـاون یخوویع ـیطببـات یترکازیبزرگ ـخـانواده دهاینوئیرت

مختلـف يهـا گونـه درمطالعـه نیچندجینتا).11د (هستنAنیتامیو
inدرهـم شدهانجام vivoدهدانشـان شـگاه یآزماطیشـرا درهـم و

لیقبازیمثلدیتولهیاوليدادهایرودراستممکندهاینوئیرتيالقا
باشـد مـوثر هی ـاولیانی ـرونیتکـو وتیاووسبلوغ،یکولیفولتوسعه

ــاســـیدرتینوئیـــک.)11و10و3( ــمتوانـــدیمـ ــموبلـــوغزانیـ زانیـ
ــتیستوسبلا ــزاراسـ ــوگدر) و12اده (دشیافـ ــترسازيریجلـ اسـ

یطAنیتامیوسودمنداثر).3داشته باشد (نقشسلولدرویداتیاکس
inطیشرادرتیاووسرشد vivoبـه نـول یرتمشتقاتکردناضافهبا

مرحلـه درمتوقـف شـده   ییهـا تیاووس ـیشگاهیآزماکشتستمیس
قی ـطرازهاسلولروياسیدئیکرتینو).3ت (اسآمدهدستبه،وزیم

بلـوغ توانـد مـی وکنـد مـی عمـل ژنفعالیـت الگويتغییریاتشکیل
تحتنموورشددرپیشرفتبرايراتخمکظرفیتوسیتوپلاسمی

).13د (دهقرارتأثیر
ازيریجلــوگدراســیدرتینوئیـک ونیملاتــوننقــشبـه توجــهبـا 

)؛14-17و6ک (تخم ـيریگظرفیتوبلوغوویداتیاکسيهااسترس
زانی ـمبـر جداگانـه طوربهراموادنیاازکیهرثرانیمحققگرچه

؛انـد کـرده گزارشمختلفيهاگونهدرهیاولیانیرونیتکووبلوغ
طیمحــدراسـید رتینوئیــکتـرانس -آلونیملاتـون تــوأماثـرات امـا 

تـاکنون یانی ـرونیتکـو ونـارس تخمـک بلوغزانیمبربلوغکشت
ونیملاتــوناثــرن یــیبــه منظــور تعمطالعــهنیــااســت.نشــدهیبررســ

قبـل ینیجننیتکوويباروربلوغ،يرواسیدرتینوئیکترانس-آل
نجـام  ایشـگاه یآزماطیمحدرموشنابالغيهاتخمکینیگزلانهاز

شد.
بررسیروش

دانشـکده یحیتشـر علومگروهشگاهیآزمادریمطالعه تجربنیا
شـد. انجـام 1392سـال درمازنـدران  یم پزشکدانشگاه علویپزشک

پروتکـل د. ی ـگرده ی ـتهSigmaاز شـرکت  مـورد اسـتفاده  مـواد همه
تـه یکمازمجوزکسبازپسواناتیحيروبرکاریپژوهشاخلاق
شده است.تیرعادانشگاهدرمربوطه

موشنابالغيهاتخمکيآورجمع
هفتــه4-6ســنبــاNMRIنــژاديســورمــادهشمــوســر 115از

-نـور سـاعت 12(اسـتاندارد طیشـرا باوانخانهیدر حشده ينگهدار
یگردن ـيهـا مهـره ییجابجـا قیطرازهاموش.شداستفاده)یکیتار

ازاسـتریل المقـدور حتـی شرایطدرآنهايهاتخمدانوشدندکشته
طیمحــــيتــــریکرولیم300قطــــراتدرونبــــهوخــــارجبــــدن

HTF hepesدرصـد 5يحـاو دارFCS ازاسـتفاده بـا وشـد منتقـل
اطـراف اضـافی هـاي چربـی .شـد حیتشـر لـوپ ریزنیانسولسرنگ
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ای ـزاکـول یوزمرحلـه درنابـالغ يهـا تخمـک وشـد حذفتخمدان
(Germinal vesicle:GV)کومولـوس يهـا سلولباهمراه(Cumulus-

Oocyte Complex: COCs)ــدند.آزاد ــپسش ــهس ــراتدرونب 200قط
Minimal)کشـت محیطمیکرولیتري Essential Medium-Alpha,

MEM-α)مجموعـــهمعکـــوسکروســـکوپیمبـــاافتنـــد.یانتقـــال
هـاي سـلول بایکنواختسیتوپلاسمداراييهاتخمک-کومولوس

یب ـیتقرانـدازه بـا دارهستهنارسهايتخمک،کومولوسازپوشیده
مناسـب يازردهشیپ ـيفضاباروشنسیتوپلاسموکرونیم65-60

بهیتصادفطورهبوقرارگرفتاستفادهموردیشگاهیآزمابلوغيراب
ــروه ــاگـ ــرليهـ ــاوکنتـ ــشیآزمـ ــدمیتقسـ ــراتدروندشـ قطـ

)تخمــک10-15قطــرههــردر(کشــتطیمحــيتــریکرولیم50
شدند.دادهکشت،يمتریلیم6015يهاشیددروندقرارگرفت
تخمکبلوغکشتيبراهاگروهیطراح

مـوش ازشـده آوريجمعکومولوسبا)GV(لغنابايهاتخمک
بـه وشـد دادهاختصـاص ری ـزیشیآزمايهاگروهبهیتصادفطوربه

CO2بـا گـراد یسـانت درجـه 37انکوبـاتور درسـاعت 20-24مدت

دادهکشـت روغنریزدرقطراتداخلدرآلمان)(ساختدرصد5
آنهااطرافکومولوسيهاسلول،کردنپتیپروشباسپسشدند.

بلوغمراحلآلمان)(ساختمعکوسمیکروسکوپباوشدبرداشته
وشـد یبررس ـهـا گـروه یتمـام دروزیميریسرگازویشگاهیآزما

مـورد آنهـا دریانی ـرونیتکـو وشـدند دادهلقـاح بالغيهاتخمک
گرفت.قراریبررس
هاتخمکبلوغن ییتع

هسـته) دورغشـا (وجـود هستهدرشکلرییتغبدونيهاتخمک
شـده شکسـته هسـته بـا يهـا تخمـک ،نابـالغ يهـا تخمـک عنوانبه

شـروع نشـانه وهـا) کرومـوزوم شـده متـراکم وهستهشدن(پراکنده
Germinal)نعنـوا بـه راوزیممیتقس Vesicle Break down: GVBD)و

بـالغ يهـا تخمـک عنـوان بـه یقطب ـجسـم نیاوليحاويهاتخمک
)MII(يهـا تخمـک يآورجمـع تکـرار 6حـداقل شـدند. ییشناسا

).18و17د (شانجامگروههريبراآنهاکشتونارس
يبندگروه

ــروه ــرلگــ ــ: کنتــ ــتطیمحــ ــپاکشــ ــاوهیــ ،MEM-αيحــ
mlIU/ml100rFSH،mIU/ml5/7HCGوFCS5درصد.
.مطلقاتانل)v/v(درصد2/0ه+یپاکشتطیمحشم:گروه
يهـا غلظـت ردنیملاتـون +هی ـپاکشـت طیمح ـ:1آزمونگروه

nM100،1وMµ2.
دراســیدرتینوئیــک+هیــپاکشــتطیمحــ:2آزمــونگــروه

.µM6و1،2،4يهاغلظت
ونیملاتـــونبـــا تـــوأمهیـــپاکشـــتطیمحـــ:3آزمـــونگـــروه
.)µM4RAوµM2Mel(اسیدرتینوئیک

ونیملاتـــونبـــا تـــوأمهیـــپاکشـــتطیمحـــ:4آزمـــونگـــروه
.)µM4RAوnM100Mel(اسیدرتینوئیک

اتـانول ازاسیدرتینوئیکترانس–آلونیملاتونکردنحليبرا
درصـد 2/0غ بلـو کشـت طیمحدرآنمقدارکهشداستفادهخالص

هسـته تیوضعوکومولوسگسترشيرويآورانیزاثرچیهوبود
).17ت (نداش

افتهیبلوغيهاتخمکنیتکوولقاح
یگردن ـيهـا مهـره ییجابجـا روشبـه NMRIنژادنرهايموش

يتـر یکرولیم500قطـرات بهوشدجداآنهادمیدیاپدمشدند.کشته
نیآلبـوم سـرم تـر یلیل ـیمدرکروگـرم یم15يحاو6Tکشتطیمح

,Albuminيگــاو BSA Bovine Serum)(ســپسشــدند.منتقــل
گـراد  یسـانت درجـه 37انکوبـاتور درساعت1-5/1مدتبههانمونه
بـه بالاتحركبافعاليهااسپرمند.شدوبهانکCO2درصد5يحاو

ازفعـال وسـالم يهااسپرمانتقالبا.کردندمهاجرتقطرهيهاکناره
تریلیلیمدرگرمیلیم15يحاو6Tقطراتداخلبهقطرهيهاکناره
BSA)106×1قطـره هردربالغتخمکعدد5تر)یلیلیمدرهراسپرم
ــرار ــددادهق ــاتوردروش ــانکوب ــت.رارق ــسگرف ــاعت4-6ازپ س

6Tطیمح ـقطـره سـه درهـا تخمـک اطـراف يهااسپرمون،یانکوباس

کروسـکوپ یمری ـزدرهـا پرونوکلئوسلیتشکنظرازوشدندشسته
ــوس ــرلمعک ــدندکنت ــوتیز.ش ــاگ ــيه ــرضشیپ ــهف ــراتب قط

BSAتـر یلیلیمدرگرمیلیم4يحاو6Tکشتطیمحتریکرولیم50

لقاحازبعدششمروزتاهاجنینوضعیتشدند.منتقلروغنریزدر
جنـین تکـوین مراحـل ثبـت بـراي معکـوس میکروسکوپوسیلهبه

ند.شـد خـارج محـیط ازشـده دژنـره هـاي جنینشد.ثبتومشاهده
بـاقی خـود محیطدرودیگرمنتقلقطراتبهشدهمتوقفهايجنین
محـیط درتبلاستوسیس ـمرحلـه بهرسیدنتاسالمهايجنینومانده
گرفتند.قراریبررسموردتینهادروماندندباقیخود

هاتخمککس)ی(فکردنثابت
لهیوس ـبـه کـه ییهـا تخمـک ازيتعـداد بلوغ،ساعت24ازبعد

ندشددادهقرارلاميرو؛شدنديعارکومولوسيهاسلولازپتاژیپ
نسـبت بهاتانلوکیداستیاسمحلولدر. سپسشدندمونتهلاملباو
نیاورسـئ بـا هـا تخمکشدند.کسیفساعت24حداقليبرا3به1
ــ ــدکی ــهدرص ــد45درک ــتدرص ــکیاس ــلدیاس ــدهح ــودش ؛ب

نظـر ازکنتراسـت فـاز کروسـکوپ یمریزهالاموشدنديزیآمرنگ
).19د (یگردیبررستخمکبلوغ

يآمارل یه و تحلیتجز
درصـد صـورت هبSPSS-16يافزار آمارنرمازاستفادهباهاداده

بلـوغ درصـد يبـرا ف شـدند. یتوصدرآمداریمعانحرافونیانگیم
ــک، ــمتخم ــاح،زانی ــملق ــکلزانی ــتیبلاستوسوواژی ــونس ازآزم

وشـد تکـرار بارششحداقلیشیآزماهرشد.ستفادهاسکوئر ايکا
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شد.یتلقدار یمعن05/0ر کمتر از یمقاد
هایافته
نیتونملاگروهدرنیتکووتخمکبلوغ

زانیـــمآمـــده،دســـتبـــهنـــارستخمـــک1485مجمـــوعاز
وشـم کنتـرل، يهـا گـروه درGVمرحلـه درمانـده یباقيهاتخمک

بی ـترتبـه کرومـولار یم2و1نانومولار،100يهاغلظتدرنیملاتون
ن یـی تعدرصـد  8درصد و 4/8درصد ، 1/9درصد، 6/9درصد، 4/9

وکرومـولارکمتر یم2غلظـت درهاغلظتریسابهنسبتگرچه.شد
نبود.داریمعنيآماراختلافاما؛بودشتریبنانومولار100غلظتدر

درنیملاتــونوشــمکنتــرل،گــروهدرGVBDيهــاتخمــکزانیــم
درصد، 3/28بیترتبهکرومولاریم2و1،نانومولار100يهاغلظت

ن شـد.  یـی درصد تع5/23درصد و 2/24درصد، 6/26درصد، 7/28
امـا ؛بـود شـتر یبهـا غلظـت ریسـا ازنـانومولار 100غلظـت درگرچه

گـروه نیب ـسـه یمقادرمطالعـه نی ـادردارنبود.یمعنيآماراختلاف
يآمـار اخـتلاف نیتکوولقاحبلوغ،مراحلیتمامدرشموکنترل

د.ینگردمشاهدهيداریمعن
يهــاغلظــتدروشــمکنتــرل،گــروهدرتخمــکبلــوغزانیــم
درصـد،  6/50بی ـترتبـه نیملاتونکرومولاریم2و1،نانومولار100

دســت درصــد بـه 9/59درصـد و  8/54درصــد، 3/54درصـد،  4/49
کنتـرل يهاگروهبهنسبتکرومولاریم2غلظتر درین مقادیآمد. ا

)02/0P< (شمو)01/0P< (امـا ؛نشان داديردایمعنيآمارشیافزا
مشـاهده نشـد.  يدارین ـمعيآمـار اختلافنانومولار100غلظتدر

بـه نسبتکرومولاریم2غلظتدردژنرهيهاتخمکدرصدنیهمچن
ک).ی(نمودار بودکمتريداریرمعنیبه طور غهاگروهگرید

يهـا حاصـل از تخمـک  يهـا نین جن ـیتکوواژ و ی، کلج لقاحینتا
و یسـلول 2مرحله يهانیدرصد جنگرچه؛نشان دادن یگروه ملاتون

ها کمتر ر غلظتینسبت به ساکرومولاریم2غلظت درستیبلاستوس
ي داریمعن ـآمـاري  اما اخـتلاف  است؛شتر ینسبت به کنترل و شم بو
در یسلول2يهانینانومولار درصد جن100غلظت دردست نیامد.به

دار یمعنآماريشیافزا)>02/0P(و شم )>05/0P(سه با کنترلیمقا
و ) >02/0P(سـه بـا کنتـرل   یادر مقستیبلاستوسز درصد یداشت و ن

هـا  و این تفـاوت داشتنديداریمعنآماري ش یافزا)>0001/0P(شم
ي داریمعن ـآمـاري  ن اخـتلاف  یملاتـون يهار غلظتیسه با سایدر مقا

ن یب ـيداریمعنآماري واژ اختلاف ین در مرحله کلیهمچننشان نداد. 
.)2دار(نموگردیدمختلف با گروه کنترل و شم مشاهده نيهاغلظت

اسیدرتینوئیکدر گروه بلوغ تخمک و تکوین 
يهاتخمکزانیمدست آمده، تخمک نارس به1789از مجموع 

6و1،2،4يهـا غلظتدر گروه کنترل، شم و GVمانده در مرحله یباق
3/9درصـد،  6/9درصـد،  4/9بی ـبه ترتاسیدرتینوئیککرومولاریم

نیاگرچهیین شد. درصد تع7/7درصد و 3/7درصد، 7/10درصد، 

، درصد GVمانده در مرحله یباقيهاسه نسبت تخمکیمقا: 1نمودار
دژنره يها، درصد بلوغ تخمک و درصد تخمکGVBDيهاتخمک

نیمختلف ملاتونيهاکنترل، شم و غلظتيهاشده موش در گروه
)>02/0P(اختلاف با گروه کنترل*

)>01/0P(اختلاف با گروه شم#

واژ و ی، مرحله کلیسلول2مرحله يهانیجنسه نسبتی: مقا2نمودار
ن نسبت به گروه کنترل و شمیملاتونگروه در ست یبلاستوس

اختلاف با گروه شم#، )>05/0P(اختلاف با گروه کنترل*
)02/0P<( ،£اختلاف با گروه کنترل)02/0P<(

)>0001/0P(اختلاف با گروه شم€

درو کمتر کرومولاریم4در غلظت هاگر گروهیدنسبت به زانیم
يداریمعنــآمـاري  امـا اخــتلاف  ؛شــتر بـود یبکرومـولار یم2غلظـت 

در گـروه کنتـرل، شـم و    GVBDيهـا درصد تخمک.مشاهده نشد
ــه ترتکرومــولاریم6و1،2،4يهــاغلظــت ــب 7/28درصــد، 3/28بی
درصد بود.5/33درصد و 3/26درصد، 5/28درصد، 8/27درصد، 
هـا گـر گـروه  یدکرومـولار نسـبت بـه   یم6در غلظت GVBDدرصد 

ي داریمعن ـآماريشیافزاکرومولاریم4غلظت و نسبت بهشتر بود یب
)055/0P< ــم). 3) نشــان داد (نمــودار ــوغ تخمــک در گــروه  زان ی بل

6/50بیــبــه ترتکرومــولاریم6و1،2،4يهــاغلظــتکنتــرل، شــم و 
6/49درصـد و  59درصـد،  51رصـد،  د6/51درصد، 4/49درصد، 

کنتــرلنســبت بــه کرومــولاریم4در غلظــت درصــد تعیــین شــد کــه 
)04/0P< (و شم)01/0P<(  ي نشـان داد.  داریعن ـآمـاري م اخـتلاف
ش یافـزا کرومـولار یم4کرومولار نسبت به یم6زان بلوغ در غلظت یم

).3(نمودار) >02/0P(داشتيداریمعن
حاصل از يهانین جنیز لقاح و تکوج به دست آمده ایسه نتایمقا

يهـا نیجن ـدرصـد  کـه نشـان داد اسـید رتینوئیکگروه يهاتخمک
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، درصد GVمانده در مرحله یباقيهاسه نسبت تخمکیمقا: 3ر نمودا
دژنره يها، درصد بلوغ تخمک و درصد تخمکGVBDيهاتخمک

ف مختليهاکنترل، شم و غلظتيهاشده موش در گروه
دیاسکینوئیرت

اختلاف با گروه شم#، )>04/0P(اختلاف با گروه کنترل*
)01/0P<(،£نیاختلاف بµM4وµM6)055/0P<(

)>µM6)02/0PوµM4نیاختلاف ب€

واژ و ی، مرحله کلیسلول2مرحله يهانیجنسه نسبتی: مقا4نمودار
بت به گروه کنترل و شمنساسیدرتینوئیکست در گروه یبلاستوس

)>04/0P(اختلاف با گروه کنترل*
)>002/0P(اختلاف با گروه شم#

ــهکرومــولار یم6و 2و 1يهــادر غلظــتیســلول2مرحلــه  نســبت ب
داري معنـی طـور غیـر  بـه و نسبت به کنتـرل و شـم   کرومولارکمتریم4

مختلف بـا گـروه کنتـرل و    يهاواژ در غلظتیدرصد کلبیشتر است.
ــم ــتلاف شـ ــاري اخـ ــآمـ ــتند. همچنـــيداریمعنـ ــد نینداشـ درصـ

يهـا غلظـت رینسـبت بـه سـا   کرومولاریم4در غلظتستیبلاستوس
و ) >04/0P(سـه بـا کنتـرل   یامـا در مقا ؛دار نبودیمعناسیدرتینوئیک

).4(نموداري نشان داد داریمعنآماري ش یافزا) >002/0P(شم
توأمهايدر گروهبلوغ تخمک و تکوین 

يهاتخمکزان یمدست آمده، تخمک نارس به1188مجموعاز 
بـه  4تـوأم و3تـوأم ودر گروه کنترل، شـم GVمانده در مرحله یباق

کـه  درصـد بـود  1/10درصد و 6/8درصد، 6/9درصد، 4/9ب یترت
در گـروه  کمتـر و 3تـوأم شم در گـروه  گروه کنترل وسه با یدر مقا

GVBDيهـا درصد تخمـک .بودشتریبداري طور غیرمعنیبه4توأم

7/28درصـد،  3/28بیبه ترت4توأمو 3توأم، در گروه کنترل، شم
ــد،  ــد و 5/25درص ــه   7/23درص ــود ک ــد ب ــتلاف درص ــاري اخ آم

شتند.ندايداریمعن
4تـوأم و 3تـوأم و شم،کنترليهابلوغ تخمک در گروهزانیم

درصـد  2/54درصـد و  4/60درصـد،  4/49درصـد،  6/50بیبه ترت
و شــم)>01/0P(کنتــرلنســبت بــه 3تــوأمکــه در گــروه  بــود

)008/0P< (4توأمدر گروه اما ؛نشان داديداریمعنآماري ش یافزا
ن درصـــد یهمچنـــمشـــاهده نشـــد. يداریمعنـــآمـــاري اخـــتلاف 

)>01/0P(بـه کنتـرل  نسبت3توأمدر گروه شده دژنره يهاتخمک
4تـوأم گروه در وداشتداریمعنآماري کاهش ) >006/0P(و شم

.)5(نمودارمشاهده نشديداریمعنآماري اختلاف 

، درصد GVمانده در مرحله یباقيهاسه نسبت تخمکیمقا:5نمودار
دژنره يها، درصد بلوغ تخمک و درصد تخمکGVBDيهاتخمک

µM Mel2،µM(گروه توام2کنترل، شم ويهاشده موش در گروه

RA4()nM100Mel وµM4RA(
اختلاف با گروه شم#، )>01/0P(اختلاف با گروه کنترل*

)008/0P<( ،£اختلاف با گروه شم)006/0P<( ،€ن توام یاختلاف ب
)2µM Mel،4µM RA() 100وnMMel 4وµMRA()007/0P<(

و واژی، مرحله کلیسلول2مرحلهيهانیجنسه نسبتیمقا:6نمودار
nM100(و)µM Mel2،µM RA4(گروه توام2درست یستوسبلا

Mel وµMRA4 (نسبت به گروه کنترل و شم
اختلاف با گروه شم#، )>01/0P(اختلاف با گروه کنترل*

)003/0P<( ،£اختلاف با گروه کنترل)002/0P<( ،€ اختلاف با
)>005/0P(اختلاف با گروه کنترل، )>001/0P(گروه شم

0001/0(ف با گروه شماختلاP<(

حاصــل از يهــانین جنــیج بــه دســت آمــده از لقــاح وتکــوینتــا
نشـان داد  ند؛قرار گرفت4و 3توأمط یکه در معرض محییهاتخمک

نسبت به کنتـرل و  3توأمدر گروه یسلول2مرحله يهانیدرصد جن
امـا در  ؛دار نبـود یمعن ـاز نظر آماري ن اختلاف یکه ااستشتر یشم ب

ش یافـزا ) >003/0P(و شـم  ) >01/0P(نسبت به کنتـرل 4توأموه گر
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سـت  یواژ و بلاستوسی ـ). درصد کل6داشت (نموداريداریمعنآماري 
شـتر  یبداري بـه طـور غیرمعنـی   نسبت به کنترل و شم 3توأمدر گروه 

و شـم ) >002/0P(نسبت به کنترل4توأمدر گروه . این اختلاف بود
)001/0P< (سـت  یدرصد بلاستوس.داشتيداریعنمآماري ش یافزا

) >0001/0P(و شـم  )>005/0P(نسـبت بـه کنتـرل   4تـوأم در گروه 
).6نشان داد (نمودار يداریمعنآماري ش یافزا

تخمک موش در مراحل مختلف بلوغ: 1شکل 
A (کومولوس –مجموعه تخمک400 ،B ( تخمکGV400

C (GVBD100،D(MII400
)RA 4µMو2µMMelوه توام با غلظت(گر

نین موش در مراحل مختلف تکویجن:2شکل 
A (یسلول2يهانیجن200 ،B (یسلول4يهانیجن200

C (مورلا200،D(ستیبلاستوس400
)4µMRAوMel100nM(گروه توام با غلظت

بحث
ــه   ــه ب ــا توج ــاب ــهجینت ــرمطالع ــافهحاض ــردناض ــونملاک ونیت

بـه تـوأم صـورت بـه هـم وجداگانـه صـورت بـه هماسیدرتینوئیک
درتوجـه قابـل شیافـزا توانسـت سـبب  تخمـک بلـوغ کشتطیمح

زانی ـمادامـه دروگردد موشنابالغيهاتخمکياهستهبلوغزانیم
يهـا غلظـت بـا نیملاتـون گـروه دردهـد. شیافزارايبارورولقاح

ریسـا ازکرومـولار یم2غلظـت دربلـوغ زانی ـمشدمشخصمختلف

يداریمعنشیافزاشموکنترلگروهبهنسبتوبودهشتریبهاغلظت
ــمهمکــارانويت. در مطالعــه بهــادراســداشــته لقــاحوبلــوغزانی

بـه نسـبت کرومـولار یميدوزهـا باشدهماریتيهاطیمحدرتخمک
نیکوتزانیمکهیصورتدرشت؛دايداریمعنشیافزاکنترلگروه

ه در مطالع ـامـا ).20ت (اف ـیشیافـزا نـانومولار يدوزهـا بـا هـا نیجن
کومولـوس يهاسلولگسترشنتوانستنیملاتونهمکارانوورفرح

تفـاوت علـت ). 8دهـد ( بهبودرايگاويهاتخمکياهستهبلوغو
یبررس ـبـا تـوان یم) را8ور و همکاران (مطالعه فرحباحاضرمطالعه

تی ـموفقزانی ـمدادندنشانکهخصوصنیادرشدهانجاممطالعات
مختلـف يهـا گونهدرواستگونهنوعبهوابستهیشگاهیآزمابلوغ

دادنشـان حاضـر مطالعهيهاافتهید. کرجستجو)؛10(استمتفاوت
ــم ــاحزانی ــوولق ــتدرنیتک ــانومولارملاتون100غلظ ــاازنین ریس

دارد يداریمعنشیافزاکنترلگروهبهنسبتواستشتریبهاغلظت
نیهمچن ـ) اسـت. 20(و همکـاران يمطالعه بهـادر جینتابامطابقهک

نـانومولار 100و10کـردن اضـافه دادنـد نشـان و همکاران ياصغر
راهـا نیجن ـنیاموش،یسلولدونیجن6Tکشتطیمحبهنیملاتون

ورط ـهبراهاآنيهاسلولتعدادوبردیمشیپستیبلاستوسمرحلهتا
).21د (دهیمشیافزايداریمعن

بـر ییتنهـا بهاسیدرتینوئیکریتاثیبررسدرمطالعهنیايهاافتهی
2و 1يدوزهـــاددانشـــاننابـــالغيهـــاتخمـــکنیتکـــووبلـــوغ

زانی ـمبـه رابلوغدرصدکرومولاریم4دوزباسهیمقادرکرومولاریم
کمتـر بلـوغ زانی ـمهـم کرومولاریم6دوزدروهدادشیافزايکمتر

رایانیرونیتکوولقاحبلوغ،برعلاوهکرومولاریم4غلظتاما؛بود
طـور هب ـکنتـرل گـروه بـه نسـبت سـت یبلاستوسمرحلـه بـه دنیرستا

اثـر یبررس ـهمکـاران و يریدر مطالعـه نص ـ داد.شیافـزا يداریمعن
تـــرانس–آل)کرومـــولاریم1،2،4،6،8(مختلـــفيهـــاغلظـــت

کـه دادنشانموشيهاتخمکیشگاهیآزمابلوغبراسیدرتینوئیک
بـا تخمـک لقـاح زانی ـمومـولار کرویم4و2بـا تخمکبلوغزانیم
افـت  یشیافـزا يداریمعن ـطـور بهکنترلباسهیمقادرمولارکرویم4
مختلـف يهـا غلظـت اثـر يروهمکارانو ي. در مطالعه واحد)18(
بلـوغ بـر اسـید رتینوئیـک ترانس–آل)کرومولاریم25/0و 5/0، 1(
مولارکرویم1باتخمکبلوغزانیم،گاويهاتیاووسیشگاهیزماآ

امـا )؛ 3افـت ( یشیافـزا يداریمعنطوربههاگروهگریدباسهیمقادر
بلـوغ زانیمبرياملاحظهقابلاثرکرومولاریم1غلظتمادر مطالعه 

اثــر يروهمکــارانوLivingstonدر مطالعــه نیهمچنــشــت.ندا
ــت ــاغلظـ ــفيهـ ــولاریم10و 5، 1(مختلـ ــرانس–آل)کرومـ تـ

ــاتخمـــکیشـــگاهیآزمابلـــوغبـــراســـیدرتینوئیـــک ؛گـــاويهـ
ــولارکرویم1 ــاســهیمقادرم ــرکنتــرلب شــت.اندبلــوغيروياث
وبلـوغ زانی ـميداریمعن ـطـور بـه کنترلباسهیمقادرمولارکرویم5

زانی ـمنظـر ازمـولار کرویم10لظتداد و غشیافزاراستیبلاستوس
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نداشـت  يداریمعن ـاخـتلاف کنتـرل گروهباستیبلاستوسوواژیکل
غلظـــتدرلقـــاحزانیـــمدادنشـــانحاضـــرمطالعـــهجینتـــا).12(
و همکـاران  يرینص ـمطالعـه بـا کـه استشتریبهیبقازکرومولاریم4
زانی ـمکـه دادنشـان هـم نیتکـو بـه مربوطجینتااست.موافق)18(

مطالعـه بـا کـه اسـت شـتر یبهی ـبقازکرومـولار یم4غلظتدرنیتکو
Livingston) ــه) 12و همکــاران ــتک ــولاریم5غلظ ــوثرراکروم م

ــت ــاًیتقرند؛دانس ــوانب ــهدارد.یهمخ ــرمطالع ــانحاض ــراتدادنش اث
د رس ـیمنظربهاست.دوزبهوابستهنیتکووبلوغدراسیدرتینوئیک

يدوزهـا دربلکـه بالایلیخنهونییپایلیخيدوزهادرنهمادهن یا
دهد.یمشیافزارانیتکووبلوغزانیم)کرومولاریم4(متوسط
ــروهدر ــوأم3گ ــهت ــوطک ــتمخل ــاغلظ ــوثريه ــونم ن یملات

دادنشــان؛بــودکرومــولار)یم4(اســیدرتینوئیــک) و کرومــولاریم2(
شـتر یبهـا غلظـت ریسـا بهنسبتهموکنترلبهنسبتهمبلوغزانیم

شـتر یبکنتـرل گـروه بـه نسبتتوأمروهگنیادرنیتکوزانیماست.
غلظـــتونیملاتــون نــانومولار 100غلظــت بــه نســبت امــا ؛بــود 

.بـود کمترند؛شداستفادهییتنهابهکهاسیدرتینوئیککرومولاریم4
غلظــت دوتــوأم 4گــروه درنیتکــو رونــد یبررسـ ـيبــرا لــذا 
ددادن ـنشـان اسـید رتینوئیـک کرومولاریم4ونیملاتوننانومولار100

نسبتوداشتهيداریمعنشیافزاکنترلگروهبهنسبتنیتکوزانیم
است.شتریب،ییاستفاده شده به تنهايهاغلظتریسابه

اثـر کـه يگـر یدمطالعـات ومطالعـه نی ـايهـا افتـه یبـه توجـه با
یمختلف ـنظرات؛اندکردهیابیارزمثبترااسیدرتینوئیکونیملاتون

کی ـنیملاتـون اسـت. شـده شـنهاد یپموادنیااثرسمیمکانهیتوجدر
فی ـطالعیوس ـدانیاکس ـیآنت ـکی ـوآزادکالیراديقوکنندهپاك

؛شـود یم ـلقاحبهمنجرتنهانهکشتطیمحدرکهشودیممحسوب
کننـده پـاك عنـوان بـه عملـش قیطرازراهیاولیانیرونیتکوبلکه

سببآزاديهاکالیرادرایز). 6د (کنیمتیحماآزادکالیراديقو
هــانیپــروتئوRNAوDNAبیآســ،هــايتوکنــدریمکارافتــادناز
وتخمـک اسـپرماتوزا، بهتواندیمROSيبالاسطوح) و5د (شویم

د شــومــوشدریســلولدوبلــوكبــهمنجــروبزنــدبیآســانیــرو
ــابرا22و21( ــوننی). بن ــننیملات ــتممک ــطرازاس ــازقی ــردننیب ب

وکندفراهمتخمکنیتکوبهبوديبراراطیشراآزاديهاکالیراد
ممکـن ای ـوکنـد يریجلوگیسلولدومرحلهدرتوقفازموشدر

تی ـفعالدرمیمسـتق طـور بـه شیهـا رنـده یگقی ـطرازنیملاتـون است
يهـا سـلول درMT2وMT1نیملاتـون رندهیگ.باشدموثریتخمدان

ــوزا ــاليگرانول ــالوتئ ــداندروینانس ــاتخم ــحرا يه ــوش ص ییم
).24و23د (ن ـاشـده ییشناسـا )لوتئـوم کورپـوس وآنترالکولی(فول

βkappaياهسـته عامـل  نیملاتوننیابرعلاوه –)NFk-B(فعـال را
کی ـمرحلـه ازمـوش یانی ـرونیتکـو يبرایمهمعاملکهکندیم

بـا رانیملاتـون تـوان یم ـنیبنـابرا ).6ت (اس ـیچهارسـلول بـه یسلول
،ياهسـته بلـوغ نـد یفرادریمهمعاملعنوانبهیعواملنیچنداشتن

نیهمچن ـکـرد. مطـرح نیتکـو مراحـل وتخمکیتوپلاسمیسبلوغ
مثبـت اثـرات وتخمـک بلـوغ دراسـید رتینوئیکيالقااثرمسیمکان
نیادرمطالعاتونشدهییساشنایدرستهبهنوزهیاولیانیرونیتکو

آمــدهعمـل بـه قـات یتحقيانـه یزمیبررســبـا امـا ؛داردادامـه نـه یزم
ازاسـت ممکناسیدرتینوئیکشده است. مطرحیمختلفيهايتئور

درکـه گرانولـوزا يهاسلولLHایFSHرندهیگانیبيرواثرقیطر
تخمـک بلـوغ در؛شـده بـات ) اث13(یی) و موش صـحرا 12ك (خو

سـبب ونیلاسیآدنیپلشیافزاقیطرازاسیدرتینوئیکایوباشدموثر
ممکـن ).12گـردد ( تیاووسبلوغشبردیپوmRNAتیفیکشیافزا

درژنـاز یکلواکسیمهارسودیاکساکیترینسنتزمهارقیطرازاست
قیطرازاستممکنوباشدموثریتخمدانيهاکولیفولیینهارشد

سـبب ویداتیاکس ـاسـترس یدرونیمحافظتمسیمکانکیدرشرکت
بـا نیملاتـون هماننـد اسیدرتینوئیکنیبنابرا).12د (شوتخمکبلوغ

ــرات ــاث ــیآنت ــیدانیاکس ــدیم ــکتوان ــاتخم ــردرراه ــلبراب عوام
دروتخمـک تی ـفیکشیافـزا بـه منجـر وکندمحافظتویداتیاکس

خـود نی ـاکهشودیکافیتوپلاسمیسوياهستهبلوغبهمنجرجهینت
).18(داردهمــراهبــهرانیتکــومراحــلدربهبــودولقــاحشیافــزا
دریع ـیطبحضـور لی ـدلبههم،بااسیدرتینوئیکونیملاتونابانتخ
دانیاکســیآنتــمــوادعنــوانبــهز یــنورشــدحــالدريهــاکــولیفول

یمهم ـنقـش نابـالغ يهاتخمکدرشانیهارندهیگقیطرازتوانندیم
کشــتطیمحــیابیدسـت يبــرا).12و7د (کننــفـا یاتخمــکبلـوغ در

یشـگاه یآزمابلـوغ بـه منظـور  سـید ارتینوئیکونیملاتونبامطلوب
يهـا یبررس ـقیدقسمیمکانشناختوهیاولیانیرونیتکووتخمک

شود.یمشنهادیپيشتریب
گیرينتیجه

تـرانس -آلونیملاتـون کـردن اضـافه ن مطالعه نشان داد یج اینتا
وبلـوغ شیافـزا سـبب بلـوغ، کشـت طیمح ـبههمبااسیدرتینوئیک

شود.یمدوزبهوابستهصورتهبهصلحايهانیجننیتکوبهبود
قدردانیوتشکر

اخذ درجه يبرایلهینیه تدینامه خانم سمانین مقاله حاصل پایا
دانشـگاه  یح از دانشکده پزشکیارشد در رشته علوم تشریکارشناس

یقاتیتحقطرحقالبدرمطالعهن یهمچنمازندران بود.یعلوم پزشک
ــماره( ــوب)91-237ش ــات بیتحقمرکــزمص ــوژیق ویســلوليول

معاونـت یمـال تیحمابا ومازندرانیپزشکعلومدانشگاهیمولکول
تشـکر مراتبله یوسنید. بدیآن دانشگاه به انجام رسیپژوهشمحترم

ــدردانو ــودیق ــان آن  ازراخ ــه کارکن ــزهم ــنومراک ــارزی يهمک
.میداریماعلامپورمیابراهااللهروحيآقا
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________________________________________________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: With respect to the antioxidant role of melatonin and retinoic acid, it seems
to be effective both in the maturation and embryonic development. This study was done to investigate the
effect of combination of melatonin and All-Trans retinoic acid (RA) on maturation, fertilization and
embryonic development of immature mouse oocytes.

Methods: In this experimental study, cumulus - oocyte complex (COCs) were recovered from 4-6 week
old female mice NMRI and were divided into 6 maturation medium groups including control, sham,
experiment 1(melatonin 100 nM, 1 and 2 µM), experiment 2 (retinoic acid 1, 2, 4, 6 µM), experiment 3
(melatonin 2 µM+RA 4 µM), experiment 4 (Mel 100nM + retinoic acid 4µM). The maturation rate was
recorded after 24 hours of culture in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C. The matured oocytes
were fertilized with sperm. Fertilization and embryonic development rates to the blastocyst stage were
recorded.

Results: Maturation rate in the control and sham groups were 50.6% and 49.4%, respectively. Maturation
rate were 54.3%, 54.8%, 59.9% in melatonin group with concentrations of 100 nM, 1 and 2 µM,
respectively. Maturation rate were 51.6%, 51%, 59% and 49.6% in t-RA group with concentrations of 1,
2, 4, 6 μM. Maturation rate were 60.4% and 54.2% in the experiment 3 and 4 groups, respectively. The
maturation rates in the melatonin 2 µM, retinoic acid 4 µM and experiment 3 significantly increased in
compare to control (P<0.05). The embryonic development rate in the melatonin with 100nM
concentration and 4 µM of retinoic acid increased significantly compared to controls (P<0.05). Although,
embryonic development rate in experiment 3 was higher than control, but lower in compare to melatonin
100 nM and the retinoic acid 4 µM. The embryonic development rate in experiment 4 significantly
increased in compare to control (P<0.05).

Conclusion: Combination of melatonin and All-Trans retinoic acid in medium culture increase
maturation rate and improved embryonic development in dose dependent manner.

Keywords: Melatonin, Retinoic acid, In-vitro maturation, Immature oocytes, Embryonic development,
Maturation rate, Mouse
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