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 چکیده

هیا   نقش مهمی در تنظیی  فاالییت گیدنید  است که آگونیست مولکول سونیک هدجیهاگپورمورفامین،  عاتی:الزمینه مط

در  هیستون داسیتیز  هایها   بیان ژنمطالاه اثد پورمورفامین بد میزان بلوغ تخمکدر این  هدف:. عامل ر نویسی دارد

صیناتی  ا  کشیتارگا  گوسیفند هیای تخمیداننمونیه روش کاار: گوسفند مورد بدرسی قدار گدفیت. های پارتنوژنزجنین

نیانوگد   522   152در محیی  ایا ی تخمیک  -مجموعیه کومولیو    تهیهدر استان  رامین  2931 سال پوریای شدق

ها جیدا های کومولو  ا  تخمک، سلولا  بلوغ ساعت باد 11. کشت داد  شد   کنتدل )بد ن پورمورفامین( پورمورفامین

اسیتفاد  سیل تداکید بلیو   رنگ آمییزی هوسسیت   ای   سیتوپزسمی تخمک به تدتیب ابدای ار یابی بلوغ هستهشد    

 مییزان تاییینشید. ت کشت داد  سا ی شد    تا مداله بزستوسیس ارد مداله فاالها تخمک گد هی ا همچنین گددید. 

میورد ار ییابی قیدار  Real Time PCR(qPCR)دستگا  بوسیله به ر ش کمی  Hdac ،Hdac2   Hdac3 1هایبیان ژن

ای داری بید بلیوغ هسیتهرغ  اینکه تیاثید مانیینانوگد  پورمورفامین، علی 522در تحقیق ااضد در مقدار  نتایج: .گدفت

 های تیمار یافته با پورمورفامین درصددر گد   همچنین. تخمک نداشت اما منجد به افزایش بلوغ سیتوپزسمی تخمک شد

محیی   درنشان داد کیه qPCR آنالیز .دار نشدمانیدر مقایسه با گد   کنتدل  به ا ای هد کلیواژ بزستوسیست  ایگوت  

 کیاهشبیه تدتییب افیزایش    Hdac2-3   Hdac1 ژن بییان کنتیدل گد   با مقایسه در پورمورفامین نانوگد  152اا ی

بیه نظید  پورمورفامین اثد مثبتی بد میزان بلوغ سیتوپزسمی تخمیک ،نتایجطبق  بد گیری نهایی:نتیجه. دکد پیدا دارمانی

بیدای بهبیود سیوبی   یک عامل  شودتخمک می القاء بلوغ سیتوپزسمی باعثنانوگد  پومورفامین  522رسد که مقدار می

  .است بلوغ سیتوپزسمی تخمک

 

 جنین گوسفند، ،پورمورفامین بلوغ سیتوپزس ، بلوغ هسته، :کلیدی واژگان
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 مقدمه

بالغ شد  در  تخمککیفیت که  اندنشان داد گزارشات 

بدن های بالغ در تخمککمتد ا   شدای  آ مایشگاهی

 لذا .(1225 همکارانمور   ) باشدمی 2موجود  ند 

لقاح  بمنظور استفاد  دربالغ  هایتخمکافزایش تاداد 

شامل  یتخمکبلوغ فدایند  است.ضد ری آ مایشگاهی 

 ،ایهستهبلوغ    سیتوپزسمی است. در ایبلوغ هسته

  سلول در مداله متافا    ل شدیتشک جس  قطبیا لین 

II بلوغ سیتوپزسمیاال آنکه در  .گیددقدار می، 

مشاهد  سیتوپزسمی  محتویات   تخمک اندا  افزایش 

بدن در بلوغ تخمک  (.1222د   همکاران رسیدا) گدددمی

مواد  جملهمختلف ا  عواملتحت تاثید  موجود  ند 

دریانکورت   ) های رشد است  فاکتور یاستد ئید

 عوامل نمودنبا اضافه  انحققم لذا .(2331همکاران 

فاکتور عصبی  ،1کنند  لوکمی مهارفاکتور  متاددی مانند

 موفق به اعمال تغییدات   غید  9شد  ا  مغزمشتق

نمو  رشد  متااقب آن بلوغ تخمک    ر ند در یادی 

ایکدا   ) اندگددید در شدای  آ مایشگاهی جنین 

رسد بد که به نظد می عواملی ا  جمله. (1222 همکاران

تکامل   ثید کر ند بلوغ تخمک   همچنین بد ر ند ت

داشته  اثدهای مختلف جانوری   انسانی جنین در گونه

نگوئن   ) است 4سونیک هدجیهاگ فاکتور ،باشد

مسیدسیگنالی سونیک هدجیهاگ شامل  .(1222 همکاران

باشد. عد  می PTC5   SMO6د  پد تئین غشایی 

توس   SMOهدجیهاگ، باعث مهار اضور سونیک 

موجب عد  فاالیت شود   متااقب آن می PTCگیدند  

اضور سونیک  گددد. درمیGLI 7 فاکتور ر نویسی

- ارد هسته می GLIرها   پد تئین  SMO هدجیهاگ،

ر نویسی هیستون  فاالیت شود   باعث افزایش

                                                           
1 In Vivo 
2 Leukemia inhibitory factor) LIF( 
3 Brain-derived neurotropic factor) BDNF( 
4Sonic Hedgehog )SHH( 
5 Patched 
6 Smoothened 
7 Gliome-associated oncogene homoligue 

های آنزی  شوند.های موجود در هسته میداستیز 

متالق به سانواد  هیستون  2، 1 ،9هیستون داستیز  

-که در انسان به تدتیب بوسیله ژنها هستند داستیز 

این شوند. بیان می Hdac1،Hdac2    Hdac3های 

ژنتیک، تنظی  ریزی اپیها نقش مهمی در بدنامهپد تئین

، تنظی  ر نویسی، پیشدفت چدسه سلولی   بیان ژن

 .(1227 همکاران )مهندت   کنندرشد   نمو جنین ایفا می

 سیست  تولیدمثلهای مولکولی هدجیهاک در سیگنال

 (   گا 1227 )راشل   همکاران موش صحدایی

عنوان  به (  جود دارند  1223 د   همکارانس)اسپی

تکثید سلولی    بالا بددن در جهت فاکتور پاراکداین

سال  در .کندعمل میهای استد ئیدی تولید هورمون

سونیک  اضافه کددن بانگوئن   همکاران  1223

ر ند تغییداتی در  ،آ مایشگاهی به محی  بلوغ هدجیهاگ

ایجاد تکامل هسته، سیتوپزس    رشد جنین سوک 

 تأثید تحتسونیک هدجیهاگ مسید سیگنالی  نمودند.
های کوچک است های رشد   مولکولفاکتوربسیاری ا  

 اشار  داشت.ورموفامین توان به پکه در این بین می

سونیک مولکول ی پورمورفامین تدکیب آگونیست

 (2333)   همکاران که توس  استچالز است هدجیهاگ

نقش مهمی در تنظی   این مولکول کوچک کشف شد.

 های ر نویسی  فاکتور SMO ،PTCهای گیدند فاالیت 

GLI (1221      همکاران) کندایفا می.  

بد ر ی  1223در سال  نگوئن   همکاراننتایج  طبق

مثبت این فاکتور بد  اثد  فاکتور سونیک هدجیهاگ 

توان چنین میهای سوک ر ند بلوغ تخمک   تکامل جنین

بد ر ند  مثبتی اثدتواند رمورفامین میپوکه  کدد فدض

به همین  داشته باشد. نیز های گوسفندیتخمکبلوغ 

این فاکتور بد  اثدبدای نخستین بار  تحقیقدر این دلیل 

-ژنهای گوسفندی   میزان بیان بلوغ تخمکبیان  میزان

 پارتنوژنز هایجنین در Hdac1  ،Hdac2   Hdac3های

 Real Time PCRبه ر ش کمی توس  دستگا  گوسفند 

 .مورد بدرسی قدار گدفت
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 روش مواد و

در این  استفاد  شد  های محی  شیمیایی مواد یتمام 

 شد فداه  جیبکو    سیگما شدکت ا  به تدتیب تحقیق

 .است

 آزمایشگاهی ها و بلوغتخمک آوریجمع

 پوریای شدقهای گوسفند ا  کشتارگا  صناتی تخمدان 

تهیه   پس ا  قدار دادن  رامین  استان در 2931سال 

درجه سانتی گداد،  91-97در سد  فیزیولوژی با دمای 

ساعت به آ مایشگا  منتقل شد. سپس به  1 طی مدت

ا  سیت ا  –ر ش آسپید ، مجموعه کومولو 

متد( استخداج گددید. میلی 9-7)با قطد  هافولیکول

ا  سیت که شامل سه لایه کامل  - مجموعه کومولو 

همگن بودند  سیتوپزس های کومولو    ا  سلول

  چندین بار در محی  کشت بد ن  انتخاب گددید

 52های شستشو داد  شد. سپس در قطد  2رینهپا

- 22های میکد لیتدی اا ی محی  کشت بلوغ در گد  

  ر ی آن با ر غن مادنی پوشاند   یی کشت داد تا  1

 5درجه سانتی گداد    93 شد   در انکوباتور با دمای

کدبن نگهداری شد. محی  بلوغ  دی اکسید درصد

Gibco/ 02,-(31100 TCM1991 آ مایشگاهی

Invitrogen) +22 درصد FBS 9،5 میکد گد  در میلی-

لیتد میکد گد  در میلی 5، 4کنند لیتد هورمون لوتئینه

لیتد میکد گد  در میلی 2   5هورمون محدک فولیکول

-گد   تحقیقدر این . (2335 )تامپسون دبو استدادیول

سانتا  )شدکت پورمورفامین :2شامل گد   تیماری های 

 522: پورمورفامین1گد    نانوگد ، 152( کد  

)بد ن تیمار با پورمورفامین(  کنتدل: 9گد    ،نانوگد 

 بودند.

 

 

                                                           
1Hepese Tissue Cultuer Media (HTCM) 
2 Tissue Cultuer Media-199 (TCM-199) 
3 Fetal Bovine Serum (FBS) 
4 Luteinizing hormone (LH) 
5 Follicle-stimulating hormone ( FSH) 

 های تخمکرنگ آمیزی هسته

 بوسیله آنزی  هاتخمکجدا کددن کومولو  ا  باد ا   

  تایین  یارنگ آمیزی هسته بمنظور، هیالور نیدا 

 در محی  مورد نظد یهاتخمک ،ایمیزان بلوغ هسته

گد  پلی میلی 2دارای  6فسفات بافد سالین لیتدمیلی 222

 محی  پارافدمالدهید در    شستشو داد  شد 7 نیل الکل

دقیقه  5به مدت ها تخمکسپس  شد. تثبیت درصد 4/2

نگهداری محلول هوسست لیتد گد  در میلیمیکد  22در 

کنتدل   های های مدبوط به گد  تخمکدر ادامه،  .شد

د ر ی لا  قدار بدر قطد  گلیسد ل موجود  هاتیمار

داد    با استفاد  ا  میکد سکوپ فلورسنت درصد 

مشاهد    مورد  IIموجود در تقسی  میو  هایتخمک

 این در .(1221 )محمدی سنگ چشمه گدفتبدرسی قدار 

گد   های    کنتدل هایا  گد   یک هد بدای آ مایش

پورمورفامین، نانوگد   522   152 مقادیدتیمار یافته با 

 عکس تخمکنمونه  222 گد   بدای هد   تکدار 5

 .شد بدداری

 ی بالغهابررسی گلوتاتیون در تخمک

در ابتدا ها تخمک ،بلوغ سیتوپزسمی ار یابی بدای 

در گد  میکد  22اا ی  لیتدیمیکد  52 هایقطد 

 222   ،)شدکت اینویتد ژن( 1سل تداکد بلو لیتدمیلی

گد  پلی  نیل میلی 2سالین دارای فسفات بافد  لیتدمیلی

  به مدت  قدار داد  شد (تخمک 22در هد قطد  )الکل 

 محی در  مجددا  دقیقه  92باد ا  گددید. قیقه انکوبه د 92

گد  پلی میلی 2لیتد فسفات بافد سالین دارای میلی 222

مدبوط های تخمک در ادامه شد. شستشو داد  نیل الکل 

 لیتدیمیکد  22ها در قطد  های کنتدل   تیماربه گد  

  ید   گلیسد ل موجود بد ر ی لا  قدار داد 

با فیلتد  (توکیو، ژاپننیکون، ) میکد سکوپ فلورسنت

UV  .هامیزان پیکسل رنگ آبی تخمکمشاهد  شد 

 پارک  ) تجزیه   تحلیل شد ایمیج جی توس  ند  افزار

                                                           
6 Phosphate Buffer Saline(PBS) 
7 Poly Vinyl Alcohol ) PVA( 
8 𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑇𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑟𝐵𝑙𝑢𝑒 
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-هد یک ا  گد  بدای  آ مایشاین در  .(1222 همکاران

 522   152 مقادیدیافته با  های تیمارگد     های کنتدل

 92 هد گد  تکدار   بدای  9فامین رپورمونانوگد  

 تخمک عکس بدداری شد.نمونه 

 )پارتنوژنز( هاکردن تخمک فعال

-میکد  5میکد لیتدی اا ی  52های ها در قطد تخمک 

-گد  در میلیمیکد  335ینومایسین   لیتد گد  در میلی

لیتد میلی 2شستشو داد  شد. سپس در  HTCM لیتد 

سد  لیتد در میلیگد  میلی 9 دارای HTCMمحی  

ها آلبومین گا  شستشو داد  شد   پنج دقیقه باد تخمک

دی متیل  -6میکد لیتدی اا ی محی   52های به قطد 

د. اعت انکوبه شس 1آمین پورین انتقال یافته   به مدت 

منتقل شد   (CR1) ها به محی  کشت جنینسپس تخمک

درصد  5درجه سانتیگداد،  93)دمای   در انکوباتور

 درصد اکسیژن( نگهداری شد 5کدبن   اکسیددی

بدای هد یک  آ مایشدر این  .(1222 نگوئن   همکاران)

های تیمار یافته با مقادید   گد   های کنتدلا  گد  

در نظد تکدار  9نانوگد  پورمورفامین  522   152

  .گدفته شد

  cDNA و ساخت همزمان  RNAاستخراج

شدکت ) cDNAا  کیت سنتز  cDNAبه منظور سنتز 

 1به این منظور ا  هد گد    .استفاد  شد (فدمنتا ، آلمان

فسفات ای ا    در قطد  انتخاب شد تسزستوسیجنین ب

اا ی  تیوبداسل   به  شستشو داد  شد بافد سالین

تا تمامی  یتد ا  بافد لیز سلولی منتقل شدلمیکد  5/2

ا  سلول  DNA   RNA مله تمامیمحتویات سلول ا  ج

رند    لیتدگد  در میلیمیکد  9 سپس .ندوسارج ش

آب به آن اضافه شد   به مدت  لیتدمیکد  5   هگزامد

قدار  C 75°با دمای دستگا  تدمال سایکلد در پنج دقیقه

 RTلیتدمیکد  5 . باد ا  گذشت این  مانداد  شد

Buffer 5x ، 2  لیتدمیکدU/L 122 Enzyme RT، 9 

 RNase  لیتدمیکد  dNTP10 mM، 15/2 ،لیتد میکد

U/L12 inhibitor در    اضافه گددیدها ببه تیو

 .(1222 )لیواک شدقدار داد  سایکلد وتدم دستگا 
Real Time PCR 

   Hdac1 ،Hdac2 هایدر این تحقیق میزان بیان ژن

Hdac3 های پارتنوژنز ت جنینسدر مداله بزستوسی

 522   152 مقادیدکنتدل    گوسفندی بین گد  

 کمی توس  دستگا  به ر شفامین رپورمونانوگد  

Real Time PCR (ساست شدکت ) کیاژن –ر تور

نیز بانوان ژن مدجع  Gapdhژن  بدرسی شد. (کیاژن(

 RNA ا  کیت سنتز RNAجهت سنتز  .استفاد  شد

به ها جهت بدرسی میزان بیان ژن استفاد  شد. )کیاژن(

 سایبدگدین میکد لیتد مستدمیکس 5/6ا ای هد  اکنش 

 آغا گدمیکد گد   2 ،میکد لیتد آب مقطد 5/4   (تاکارا)

pmol/L22 به cDNA رور ت دستگا   به  اضافه شد– 

   بود میکد لیتد 29ها . اج  کل نمونهمنتقل شد یاژنک

 قدار داد  شد در دستگا  چدسه چهل بدای هانمونه

 تنظی  با مداله د  در Real Time PCR .(1222 )لیواک

-فاال بدای گدادسانتی درجه 35 در دقیقه 9 ادارتی

 5 هد) تکثید چدسه 42 ا  پس ا لیه هایآنزی  سا ی

 درجه 62 در ثانیه 12 گداد،سانتی درجه 35 در ثانیه

 با مداله آسدین   (با تایین فلورسنت گدادسانتی

ها با ند  سطح بیان ژنسپس شد.  آنالیز ذ ب منحنی

 لیست .تجزیه   تحلیل گددید (کیاژن) 1223 رست افزار

 .آ رد  شد  است 2مورد استفاد  در جد ل های دآغا گ
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 آغازگرتعداد الحاق ها، اندازه طولی آغازگر و توالی آغازگر -1جدول

 هاآغا گد               هاتوالی آغا گد                      هااندا   طولی آغا گد                   هاتاداد الحاق آغا گد

XM_004005023.1                 119                   GAC AAA CGC ATC TC AT   F:                         Sh.HDAC1 

R:TTG GCT TTC TTG AAG TT                                                                       
       169                X M_004011189.1                   ATG GAA AAG ATA AAA CAG  F:                                 Sh.HDAC2

R:CTA TTC GTT TGT GTG ATG CT                                                               

1.1 XM_0040089                131                    CA AAT ACG GAA ACT T     F:A                          Sh.HDAC3 

                                                              R:GAA AAG GTGCTT GTA ACT C        

Sh.GAPDH                        F:AGT GTC GTT GAA GTC                             121                XM_001190390.1 

R:GAA ACC TGC CAA GTA TGA                                                                     

 

 یآمار آنالیز

ها در بدنامه ها   نیز تاداد کل جنینتاداد کل تخمک 

SASکمک ر یه ی ، بهGENMOD   تو یع پویسون ،

 وردمهای مختلف پورمورفامین در غلظت logتابع لینک 

های مختلف بدای بدرسی اثد غلظتمقایسه قدار گدفتند. 

ای   تکامل هسته پورمورفامین بد مداال مختلف بلوغ

های شمارشی )نسبت بودن داد  جنین با توجه به نسبی

، GENMODی ، ر یهSASبه تاداد کل(، ا  بدنامه 

 بدای استفاد  شد. logitای   تابع لینک تو یع د جمله

بلوغ سیتوپزسمی تخمک پورمورفامین بد  بدرسی اثد

ا  طدح کامز نیز )میزان گلوتاتیون در هد تیمار( 

ی   ر یه SASافزار آماری کمک ند تصادفی به

ANOVA  One- Way استفاد  شد   مقایسات میانگین

انجا   %5ها به کمک آ مون توکی در سطح ااتمال تیمار

                                          باشد:اری مورد استفاد  به صورت  ید میآمشد. مدل 

ij+eiT+= µijy  

ijy میزان گلوتاتیون تخمک :i امین تیمار. µ ،میانگین کل :

iT اثدثابت :i  ، نانوگد     152امین تیمار )صفد نانوگد

. : اثد تصادفی سطاijeنانوگد  پورمورفامین(،  522

های های داستیز  در غلظتمقایسات سطح بیان ژن

در سطح  RESTافزار کمک ند مختلف پورمورفامین به

 صورت گدفت. %5ااتمال 

 ای تخمکبررسی بلوغ هسته

آماری نشان  آنالیزتصا ید میکد سکوپ فلورسنت    

 بابین گد   کنتدل )بد ن تیمار با پورمورفامین( داد 

در مداله  پورمورفامیننانوگد   522   152 ادیدمق

 جود  یداریماناستزف ا  لحاظ آماری  IIمیو  

 522   152گد   تیماری بین د   همچنین. نداشت

-استزف مانیGVBD در مداله  پورمورفامین نانوگد 

  (1جد ل  ،2شکل ) مشاهد  شدداری 

 

 
 آمیزی هوخستمراحل بلوغ تخمک با روش رنگ-1شکل

A-  شودتغییدی در هسته دید  نمیهیچ گونه (GV). B- 

شود  لی به بلوغ نهایی غشای اطداف هسته شکسته می

 بلوغ رخ داد   لی که  مانی -GVBD).) C ندسید  است

 مانی است که بلوغ  -D. (MI) شودجس  قطبی مشاهد  نمی

 .)(MIIاست نهایی رخ داد  
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های میانگینهای برآورداختلاف  ± خطای استانداردای )رفامین بر مراحل مختلف بلوغ هستههای مختلف پورمواثر غلظت -2جدول

 (حداقل مربعات
MII MI GVBD GV§ شد آمیزیهای رنگکل تخمک  مقایسه مقادید پورمورفامین 

                    ns 99/2 ± 29/2- -2/26 ± 2/49 ns 2/77 ± 2/51 ns -- ns -2/22 ± 2/29 ns نانوگد  152)بد ن پورمورفامین(   کنتدل  

2/96 ± 2/ 92ns -2/25 ± 2/42 ns -2/11 ± 2/42 ns -- ns -2/26 ± 2/29 ns     نانوگد  522کنتدل  

2/93 ± 2/92 ns -2/23 ± 2/93 ns -2/26 ± 2/43 * -- ns 2/25 ± 2/21 ns   152     نانوگد  522نانوگد  

ها تاداد بدابد با صفد بود، بنابداین ا  ارائه مقادید قدار نداشتند، در اکثد تکدار GVهای مورد بدرسی در مداله به علت اینکه بیشتد تخمک §

 داری.: عد  مانیns،  %5دار در سطح د، *: مانیبدآ ردشد  صدف نظد ش

 

 سیتوپلاسمی تخمک بررسی بلوغ

تخمیدان  92ا   بدای ار یابی بلوغ سیتوپزسمی تخمیک 

تخمییک بییه ر ش  -مجموعییه کومولییو  32 گوسییفندی،

هیای تیمیاری آسپید  جدا شد. سپس در هد یک ا  گد  

 92نییانوگد  پورمورفییامین   گیید   کنتییدل  522   152

داد  شد   جهت تایین سطح گلوتیاتیون بیا تخمک کشت 

ر ش سل تداکد بلو ار ییابی شید. بید اسیا  ار ییابی 

ها   میزان پیکسیل میزان فلورسنت ساتع شد  ا  تخمک

بدرسیی قیدار  میزان بلوغ سیتوپزسمی مورد رنگ آبی،

نتایج نشیان  .نشان داد  شد  است 9که در جد ل  گدفت

-پورمورفامین استزف مانیینانوگد   152 داد در مقدار

گد   کنتیدل مشیاهد  نشید. بیا افیزایش  داری نسبت به

 بلییوغ نییانوگد  میییزان 522پورمورفییامین بییه  مقییدار

-سیتوپزسمی در مقایسه با گید   کنتیدل بطیور مانیی

   کدد. داری افزایش پیدا
 

اثر پورمورفامین برای ارزیابی میزان فلورسنت  -3جدول

اساس پیکسل رنگ آبی در تخمک ها بر ساتع شده از تخمک

 گوسفند
 (Mean ± SE)سطای استاندارد   ±میانگین مقدار پورمورفامین

 b 2/1±4/196 )بد ن پورمورفامین( کنتدل
 b9/9±9/191 نانوگد 152
 a 9/2±9/142 نانوگد 522

داری زف مانییهای دارای اد ف مشتدک اسیتمیانگین

 .ندارنددرصد  5در سطح 

هاای اثر مقادیر مختلف پورمورفامین بار روی جناین

در ایین  :گوسفندی در محیط آزمایشاگاهی پارتنوژنز

مطالاه با اضیافه کیددن مقیادید مختلیف پورمورفیامین 

ی  هیا در شیدانانوگد  به محی  بلوغ تخمک 522   152

 به  بزستوسیستدرصد    آ مایشگا ، درصد  ایگوت

 

های گوسیفندی میورد آ میایش جنیندر  ا ای هد کلیواژ

-بطور سزصیه مشیاهد  میی 4گدفت که در جد ل قدار

 152 هایتیمار با نتایج نشان داد بین گد   کنتدل . شود

-نانوگد  پورمورفامین ا  لحیاظ مییزان درصید  522  

اسیتزف  بیه ا ای هید کلییواژ  بزستوسیسیت  ایگوت 

 نداشتداری  جود مانی

 

برآوردهای میانگین های حداقل اختلاف  ± خطای استاندارداثر غلظت های مختلف پورمورفامین بر تکامل جنین ) -4جدول 

 (مربعات
واژبزستوسیست به ا ای هد کلی        مقایسه مقادید پورمورفامین تاداد کل جنین  ایگوت 

-2/22 ± 2/69 ns 2/93 ± 2/49 ns -2/25 ± 2/21 ns    )نانوگد  152کنتدل )بد ن پورمورفامین  

-2/71 ± 2/65 ns -2/26 ± 2/45 ns -2/25 ± 2/21 ns    نانوگد  522کنتدل  

 2/42 ± 2/51 ns -2/45 ± 2/49 ns -2/22 ± 2/21 ns 152     نانوگد  522نانوگد  

                  ns داری: عد  مانی. 
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 Hdac3و  Hdac1 ،Hdac2 هایبررسی میزان بیان ژن

 Real Time PCRبه روش 

   Hdac1 ،Hdac2 هایژنبیان میزان در این مطالاه 

Hdac3 های پارتنوژنز در مداله بزستوسیست جنین

 مختلف پورموفامین مقادید   کنتدلگد   بین  گوسفندی

قدار  بدرسیمورد  Real Time PCR توس  دستگا 

-بین گد  Hdac1 گدفت. در این تحقیق میزان بیان ژن 

نانوگد  پورمورفامین با گد    522  152تیماری  های

داری مشاهد  نشد. همچنین میزان کنتدل استزف مانی

نانوگد  پورمورفامین  152در مقدار Hdac2  بیان

 داری افزایش پیدا کددسبت به کنتدل بطور مانین

(25/2>P) داری نانوگد  استزف مانی 522. اما در مقدار

مشاهد  نشد. در بدرسی  Hdac2در میزان بیان ژن 

نسبت به  152، گد   تیماری Hdac3 میزان بیان ژن

. (P<25/2) داری افزایش پیداکددگد   کنتدل بطور مانی

 نانوگد  پورمورفامین میزان 522بهبا افزایش مقدار 

داری نسبت به کنتدل استزف مانیHdac3 بیان ژن 

  (.9)شکل مشاهد  نشد

 

 Real Time PCRهای پارتنوژنژ گوسفندی به روش های هیستون داستیلاز در جنینمیزان بیان ژن -3شکل 

 .باشدمی درصد 5دار در سطح ی استزف مانیاد ف غید مشتدک نشان دهند            

 

 بحث

کیفیت تخمک ا  اهمیت بالایی در فدایند بلوغ تخمکی    

بار ر شدن آنها در شدای  آ مایشگا  بدسوردار است 

ای بمنظور بلوغ بهتد   بد همین اسا  تحقیقات گستدد 

تخمک   کاهش نقایص آن انجا  گدفته است. بد ن شک 

تمایز  کومولو  هایسلول بالغ  نا هایتخمک کیفیت

لانه  ا  پیش امل  تک لقاح فداینددرشدط اساسی  یافته،

 ، مستلز آ مایشگاهی جنین تولیدلذا . است جنینی گزین

)فونگ    بالا است های بالغ با کیفیتتولید تخمک

 هایفاکتور کددن (. محققین با اضافه1222 همکاران

ها )یوه    سیتوکین (،1226 )کی    همکاران رشد

)گوپتا    هاآمینواسید   ها یتامین (،1227همکاران

 بهبود باعث آ مایشگاهی بلوغ محی  ( به1227همکاران 

اند. های مختلف شد آ مایشگاهی گونه جنین کیفیت

مختلف در  عوامل بدرسی اثدی در مطالاات  یاد

های بالغ شد  در شدای  افزایش کیفیت تخمک

اثد ی بدرسی محققین در مطالاهآ مایشگا   جود دارد. 

،به گا   تخمک کنند  لوکمی بد ر ند بلوغ فاکتور مهار

نانو گد  ا  این  15اضافه کددن این نتیجه رسیدند که 

 ای  هستهافزایش بلوغ باعث  IVMبه محی   فاکتور

 شدای در  تخمککاهش بلوغ سیتوپزسمی 

در همین  .(1224)مو   همکاران شودآ مایشگاهی می

کنند  لوکمی  فاکتور مهار اثددر مطالاه دیگدی با راستا 

مورد فاکتور  مشخص شد کهبد ر ند بلوغ تخمک سوک 

ای تخمک سوک باعث افزایش ر ند بلوغ هستهنظد 

 زسمی هیچ اثدی نداردگددید   لی بد بلوغ سیتوپ
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فاکتور  اثد یدر مطالاه (.1224)نگوئن   همکاران 

 ،های گا یتخمکبد بلوغ  شد  ا  مغزعصبی مشتق

ور رشد بد ن اثد بد بلوغ که این فاکت مشاهد  شد

-می تخمک موجب افزایش بلوغ سیتوپزسمی، ایهسته

محققین ای در مطالاه (.1225 مارتین   همکاران) گددد

به محی  بلوغ  فاکتور سونیک هدجیهاگبا اضافه کددن 

ای   سیتوپزسمی تخمک سوک، دریافتند که بلوغ هسته

افزایش پیدا  پارتوژنز تخمک   به دنبال آن تکامل جنین

توجه به اثد مثبت  با. (1223 همکاران ن  ئنگو) کندمی

  تکامل  فاکتور سونیک هدجیهاگ بد ر ی بلوغ تخمک

یانی آن  آگونیست اثد تا سوک بدآن شدی  هایجنین

 ای   سیتوپزسمیهسته بلوغر ند بد پورمورفامین 

گوسفند بدرسی  های پارتوژنز  تکامل جنین تخمک

نانوگد   522 در مقدار . در تحقیق ااضدکنی 

-خمک، مشاهد  شد علیپورمورفامین به محی  بلوغ ت

ای تخمک هداری بد ر ند بلوغ هسترغ  اینکه تاثید مانی

نداشت اما منجد به افزایش بلوغ سیتوپزسمی تخمک 

 های تیمار یافته باگد   درهمچنین مشاهد  شد  .شد

 ایگوت   درصد  ،نانوگد  پورمورفامین 522   152

نسبت به گد   کنتدل  بزستوسیست به ا ای هد کلیواژ

با توجه به اینکه بلوغ  داری  جود نداشت.استزف مانی

سیتوپزسمی تخمک تایین کنند  کمیت   کیفیت نهایی 

نوژنز های پارتهای بدست آمد  در جنینبزستوسیست

لذا بد  ،(1222 )سیداد باشد  لقاح آ مایشگاهی می

اسا  نتایج بدست آمد  در این مطالاه که در مقدار 

نانوگد  پورمورفامین میزان سطح گلوتاتیون در  522

-افزایش پیدا کدد، به نظد میتخمک بطور چشمگیدی 

بلوغ سیتوپزسمی تخمک  ءبدای القاغلظت ایده آلی  رسد

  .باشد
 داشته باشد پذیدیبدگشتها باید ر ند سا ی ژنفاال

شوند به طور دای  فاال هایی که ر شن میگدنه ژن  

هایی که بتوانند بنابداین  جود آنزی  باقی سواهند ماند.

ضد ری است  جدا کندها هیستونگد   استیل را ا  د  

داستیله . شودها هیستون داستیز  گفته میکه به آن

چندین  ید مجموعه کاتالیز  ها بواسطهشدن هیستون

  شود   نقش مهمی در تنظی  بیان ژن یوکاریوتی می

 (.1227 همکاران )مهندت   کندایفا میرشد   نمو جنین 

بدرسی میزان در  1222استچالز   همکاران در سال 

 Real Time PCR  توس  Hdac2    Hdac3بیان

 های موشکددن محی  کشت تخمک بد ن تیمار

در جنین  Hdac2   Hdac3که میزان بیان  دریافتند

در  .کندمیداری افزایش پیدا بزستوسیست بطور مانی

 سدگ مک گدا    همکاران در سالی دیگد مطالاه

های گا  تخمک بد ن تیمار کددن محی  بلوغ 1229

 Hdac2   Hdac3های مشاهد  کددند، میزان بیان ژن

نسبت به دیگد  IVFهای در مداله بزستوسیست جنین

 تحقیق ااضددر  کند.میمداال تکامل جنین افزایش پیدا 

   Hdac1 ،Hdac2 های به بدرسی میزان بیان ژن

Hdac3 های بزستوسیست پارتنوژنز بد ر ی جنین

پدداسته شد.  Real Time PCR دستگا با گوسفندی 

نانوگد  پورمورفامین در  152 مقدارنتایج نشان داد در 

مقایسه با گد   کنتدل )بد ن تیمار با پورمورفامین( 

    Hdac2های هیستون داستیز میزان بیان ژن

Hdac3  داری نسبت به گد   کنتدل افزایش بطور مانی

داری با گد   کنتدل تفا ت مانی Hdac1پیدا کدد اما 

مورفامین رنانو گد  پو 522نداشت. با افزایش غلظت به 

با گد   کنتدل  Hdac1 ،Hdac2   Hdac3میزان بیان 

 دهند کهنتایج نشان می نشد.داری مشاهد  مانی استزف

با  جود همولوگ  Hdac1 ،Hdac2   Hdac3های ژن

بودن اما میزان بیان ژن متفا تی در مداله 

ت در پاسخ به اثد پورمورفامین دارند. سبزستوسی

همچنین ممکن است ا  نظد موقایت در ن سلولی   

با  ضمنا . تغییدات پس ا  تدجمه تفا ت داشته باشند

 1توجه به اینکه فاال شدن ژنو  در گوسفند در مداله 

ر د که در مداله باشد این انتظار میسلولی می 26تا 

 ویسی ک    یا متوقف شود.بزستوسیست فاالیت ر ن

با افزایش رسد که به نظد میطبق نتایج بدست آمد  

، میزان در مداله بزستوسیست Hdacsبیان 
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ساموشی ژن در  سببدر نتیجه  استیزسیون کاهش  

. لذا بدای بدرسی شوداین مداله ا  تکامل جنینی می

نیا   ،بزستوسیست ا  میزان استیزسیون در این مداله

  به بدرسی در مطالاات آتی دارد.

 

 

 

 سپاسگزاری

تمامی امکانات   تجهیزات آ مایشگاهی   همچنین   

های مالی در این مطالاه ا  مدکز تحقیقات امایت

 تأمین شد  است. بدینوسیله ا فنا ری بن یاسته 

 تشکد یاسته کمال بن تحقیقات مدکز در گدامی مسؤ لین

دانشگا  توس  مالی  امایتهمچنین بخشی ا   دار . را

  صناتی اصفهان تامین شد  است.
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Abstract 

BACKGROUND: Purmorphamine is a synthetic Sonic Hedgehog pathway agonist, which plays a 

critical role in the regulation activity of receptors and transcription factors. OBJECTIVES: In this 

study, the effect of purmorphamine on sheep oocytes maturation, and the rate expression of histon 

deacetylase on sheep parthenogenetic embryos development were considered. METHODS: Sheep 

ovaries were obtained from East Poria local slaughterhouse at Varamin in 1392 and cumulus-oocyte 

complexes were cultured in the medium containing 250 and 500 ng purmorphamine, and without 

purmorphamine as a control. After 22 hours maturation, for evaluating nuclear and cytoplasmic 

oocyte maturation, oocytes were denuded from cumulus cells and stained with Hoechst and cell 

tracker blue. Also a group of oocytes entered the parthenogenetic stage and were cultured to the 

blastocyst stage. RESULTS: The quantative rate expression of histon deacetylase I, II, III were 

examined by Real-Time PCR (qPCR). In this study, In 500 ng purmorphamine, though it had no 

significant effect on nuclear oocyte maturation, it increased cytoplasmic maturation. Also 

percentage of zygotes and blastocysts per cleavage in purmorphamine treated groups was not 

significantly different from control group. qPCR analysis showed that in 250 ng purmorphamine the 

histone deacetylase II-III and histone deacetylase I rate expression were higher and lower than 

control group, respectively. CONCLUSIONS: According to the results, purmorphamine had positive 

influences on the cytoplasmic maturation.It seems that 500 ng concentration of Purmorphamine 

induces cytoplasmic oocyte maturation and is a good agent for oocyte cytoplasmic maturation in 

vitro.  
 

Keywords: Cytoplasmic maturation, Nuclear maturation, Oocyte, Purmorphamine, Sheep 

mailto:parisa.nadri@yahoo.com

