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اضافه کردن کوآنزیم Q10 به محیط بلوغ، از طریق بهبود عملکرد میتوکندریایی، 
شایستگی تکوینی تخمک گوسفند را ارتقا می دهد
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خلاصه 
دست ورزی آزمایشگاهی گامت و جنین ها و همچنین سن بالای مادر می تواند تعادل بین ظرفیت آنتی اکسیدانی و رادیکال های آزاد را به نفع استرس 
اکسیداتیو جابجا کند. افزایش استرس اکسیداتیو می تواند باعث کاهش تولید انرژی و نقص در جدایی کروموزوم ها گردد و از این طریق تکوین رویان 
را به مخاطره بیاندازد. اضافه کردن کوآنزیم CoQ10( Q10( به محیط می تواند باعث ایجاد تعادل در تولید انرژی و کاهش استرس اکسیداتیو 
گردد. هدف از این مطالعه ارزیابی اثر اضافه کردن CoQ10 به محیط بلوغ تخمک گوسفند بر تکوین رویان های حاصله بوده و همچنین آزمایش 
اثر این ماده بر سطوح گونه های فعال اکسیژن )ROS( و گلوتاتیون )GSH( داخل سلولی، فعالیت میتوکندریایی، تشکیل دوک تقسیم و بیان 
برخی ژن های مرتبط با آپوپتوز و فاکتورهای رشد مختص به تخمک در تخمک و سلول های کومولوس. در هر تکرار آزمایش، حداقل مقدار 1۰۰ 
کمپلکس تخمک-کومولوس )COCs(  برای هر گروه آزمایشی در معرض غلظت های ۰ تا ۵۰ میکرومولار CoQ10  بالغ شدند. برای هرآزمایش 
حداقل 3 تکرار و حداکثر ۵ تکرار انجام پذیرفت. نتایج ما نشان داد که نرخ تکوین رویان ها تا مرحله بلاستوسیت و شکوفایی )Hatching( به 
طور معنی داری در غلظت 3۰ میکرومولار CoQ10 افزایش می یابد. اضافه کردن 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10 به محیط بلوغ تخمک باعث 
بهبود پراکندگی میتوکندری ها و همچنین افزایش پتانسیل غشا آن ها در مقایسه با گروه کنترل شد. به علاوه، نتایج ما نشان داد که سطوح داخل 
سلولی ROS و GSH در گروه 3۰ میکرومولار CoQ10 در مقایسه با گروه کنترل کاهش می یابد. علاوه بر این، درصد تخمک های دارای دوک 
تقسیم نامنظم، متعاقب درمان با CoQ10 کاهش یافت. در نهایت، میزان بیان نسبی ژن های CASPASE3 و BAX در تخمک و سلول های 
کومولوس، متعاقب درمان با کوآنزیم Q10 به طور معنی داری نسبت به گروه کنترل کاهش یافت؛ درحالیکه میزان بیان نسبی GDF9 به طور 
معنی داری در سلول های کومولوس گروه درمان شده با CoQ10 افزایش یافت. در نتیجه اضافه کردن CoQ10 به محیط بلوغ باعث بهبود 

کیفیت COCها و بهبود شایستگی تکوینی آن ها می شود. 
کلمات کلیدی: کوآنزیم Q10، بلوغ آزمایشگاهی، استرس اکسیداتیو، شایستگی تکوینی، گوسفند
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مقدمه 
تخمک که به عنوان یک »ماشین باز برنامه نویسی1« عمل می کند، 
برای پردازش ژنوم جنس نر بهینه شده است و اجازه بازبرنامه نویسی 
و  پدری  ژنوم  هردو  در  رویان،  تکوین  برای  ضروری  ژنتیکی،  اپی 
تا  می دهد  اجازه  تخمک  به  همچنین  توانایی  این  می دهد.  را  مادری 
ژنوم یک سلول سوماتیک را نیز به این شکل باز برنامه نویسی کند. 
هسته ها3  پیش  شدن  یکی  از  پیش  والدین  کروماتین  وضعیت2  تغییر 
که  می شود  شناخته  علمی  پیچیده  ترین  عنوان  به  و  می افتد  اتفاق 
 Mclay( دهد  انجام  را  آن  مناسب  تکوین  برای  باید  تخمک  یک 
فاکتورهای  و  مادری  رهبری  تحت  مهم  این   .)2۰۰3  ،Clarke و 
تخمک  بلوغ  پروسه  که طی  می افتد  اتفاق  تخمک  نویسی  برنامه  باز 
تولید می شوند و در این پدیده نقش محوری ایفا می کنند )Kikyo و 
Wolffe، 2۰۰۰(. بنابراین، شایستگی تکوینی به میزان زیادی وابسته 
این  که   )1۹۹۹ همکاران،  و   Mermillod( است  تخمک  بلوغ  به 
بیرونی شامل سن  و  فاکتورهای درونی  زیادی  تعداد  تاثیر  بلوغ تحت 
و   Sundarrajan( ژنتیکی  زمینه  پیش   ،)2۰1۵ همکاران،  و   Ge(
همکاران، 1۹۹۹(، پروتوکل تحریک تخمک گذاری، عادت های غذایی 
 Zenzes( رفتارهای اجتماعی ،)و همکاران، 2۰۰۰ callaghan’O(
همکاران،  و   Nandi( محیطی  فاکتورهای  و   )1۹۹۷ همکاران،  و 
2۰1۰( است. بنابراین بلوغ تخمک تاثیر عمیقی بر شایستگی تکوینی 
دارد و ممکن است با استرس های متفاتی روبرو شود که شمار زیادی 
 )ROS( از آن ها اثر خود را بواسطه ی تولید گونه های فعال اکسیژن
اعمال می کنند. تخمک ها و رویان ها منبع اصلی تولید ROS هستند، 
فسفریلاسیون  مسیر  در  انرژی  تولید  برای  اکسیژن  از  آن ها  زیرا 
اکسیداتیو میتوکندریایی استفاده می کنند. عدم تعادل بین میزان تولید 
ROS و آنتی اکسیدان های درون زاد می تواند آغازگر حالت استرس 
اکسیداتیو باشد و بنابراین بازده تولید جنین ها را در آزمایشگاه کاهش 
نیروگاه  تنها  نه  میتوکندری   .)2۰1۶ همکاران،  و   Mishra( می دهد 
تولید گونه های فعال اکسیژن و  بلکه مکان  انرژی سلول است،  تولید 
افزایش  پدیده ی  در  کلیدی  نقش  و  است  آن ها  اصلی  هدف  متقابلا 
افزایش سن، کاهش  از روند  بنابراین برای ممانعت  ایفا می کند.  سن4 
استرس اکسیداتیو و تقویت قوای آنتی اکسیدانی سلول ضروری است 
یا  و  جنین  از  که  اکسیداتیوی  استرس   .)2۰1۶ همکاران،  و   Song(
محیط پیرامون آن نشات می گیرد، باعث نقص در تکوین رویان می شود 

1 Reprogramming machine 
2 Remodeling 
3 Syngamy 
4 Aging process

گامت ها  آزمایشگاهی۵  ورزی  دست   .)2۰۰1 همکاران،  و   Guerin(
حامل  باروری،  کمک  تکنیک های  مختلف  مراحل  طی  رویان ها  و 
ریسک مواجهه آن ها با سطوح بالاتر از حد فیزیولوژیک گونه های فعال 
 ROS و  اکسیدان ها  آنتی  فیزیولوژیک،  است. تحت شرایط  اکسیژن 
در یک حالت متعادل قرار دارند. اگرچه، سن بالای مادر، عدم حضور 
فعالیت آنتی اکسیدانی مناسب و دست ورزی های آزمایشگاهی؛ اسپرم، 
نیاز  و  اکسیداتیو هدایت می کند  استرس  به طرف  را  تخمک و رویان 
می کند  ایجاد  آزمایشگاهی  شرایط  در  را  اکسیدان ها  آنتی  افزودن  به 
)Agarwal و همکاران، 2۰۰۶(. کوآنزیم Q10 )CoQ10( یک 
انتقال دهنده الکترون حلال در چربی در غشا داخلی میتوکندری است 
به  را  آن  و  می کند  دریافت   II و   I کمپلکس های  از  را  الکترون  که 
کمپلکس  پایداری  برای  همچنین  ماده  این  می رساند.   III کمپلکس 
برای  )Ocaña-Santos و همکاران، 2۰۰2( و  III ضروری است 
تولید ATP و پایداری پتانسیل غشا میتوکندری، پروتون ها را به فضای 
بین دو غشا پمپاژ می کند )CoQ10 .)1۹۷۵ ،Mitchell می تواند 
از آپوپتوز جلوگیری کند اما این توانایی وابسته به نوع سلول و مسیری 
همکاران،  و   Kagan( باشد  شده  القا  آپوپتوز  آن  طریق  از  که  است 
CoQ10 .)1۹۹۹ با توجه به توانا بودن در بهبود شرایط افزایش سن، 
جلوگیری از آپوپتوز، بهبود عملکرد میتوکندریایی و ارتقا تولید انرژی، 
گزینه مناسبی برای افزایش کیفیت تخمک و بهبود شایستگی تکوینی 
آن است. بنابراین هدف از این مطالعه، ارزیابی اثر اضافه کردن کوآنزیم 
تکوینی، کیفیت  بر شایستگی  بلوغ تخمک گوسفند  به محیط   Q10
 ،GSH و   ROS سطوح  میتوکندریایی،  عملکرد  حاصله،  جنین های 
تشکیل دوک تقسیم و بیان برخی ژن های مرتبط با آپوپتوز، فاکتورهای 
الحاق  با  MITOFUSIN2 مرتبط  به تخمک و ژن  رشد مختص 

میتوکندری ها است. 
مواد و روش کار   

-مواد شیمیایی و محیط های کشت
مواد  تمامی  است،  شده  اعلام  جداگانه  صورت  به  که  مواردی  جز  به 
 .St( Sigma شیمیایی و محیط های کشت به ترتیب از شرکت های
 ,NY ,Island Grand(  Gibco و   )USA ,MO ,Louis

USA( خریداری شده اند. 
-بیانیه اخلاقی

رویان  پژوهشگاه  اخلاق  کمیته  توسط  حیوانی  مراقبت های  تمامی 
تایید شده است. تخمدان های گوسفند استفاده شده در این مطالعه از 
کشتارگاه محلی )فساران اصفهان( و با اجازه و هماهنگی مدیر کشتارگاه 

و شبکه ی دامپزشکی تهیه شده اند.
-تولید آزمایشگاهی رویان گوسفند

5 In vitro manipulation
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که  روشی  توسط   )COCs( تخمک-کومولوس  کمپلکس های 
از   )2۰1۷ همکاران،  و   Pezhman( است  شده  داده  شرح  قبلا 
قطره های  در  COCها  تایی  گروه های 1۰  آسپیره شدند.  تخمدان ها 
میلی لیتر  بر  نانوگرم   1۰ حاوی   TCM199 محیط  میکرولیتری   ۵۰
میلی لیتر  بر  واحد   ۰/۰1  ،EGF میلی لیتر  بر  نانوگرم   1۰۰  ،IGF
میلی لیتر  بر  میلی گرم   1  ،LH میلی لیتر  بر  واحد   ۰/۰1  ،FSH
 و رطوبت 

CO
2

1۷β-استرادیول و FBS ٪1۵ ۶ در دمایc֯ 3۸/۵ و در شرایط ٪۵ 
به  شدند۷.  بالغ  آزمایشگاه  محیط  در  ساعت   22 مدت  به  حداکثری 
علاوه، غلظت های مختلف CoQ10  )۰، 1۵، 3۰ و ۵۰ میکرومولار( 
لقاح  تحت  بالغ  COCهای  شد.  اضافه  تخمک ها  بلوغ۸  محیط  به 
آزمایشگاهی۹ با منی تازه گوسفند قرار گرفتند. منی تازه توسط واژن 
 up  Swim روش  توسط  تحرک  پر  اسپرم های  شد.  اخذ  مصنوعی 
جدا  انکوباسیون  دقیقه   4۵ از  پس  و   Capacitation محیط  در 
شدند. قسمت رویی محیط Capacitation برداشته شد و برای 3 
دقیقه در دور rpm 1۰۰۰ سانتریفوژ شد. پلت اسپرم در 1۰ میکرولیتر 
 albumin s’Tyrode buffered HEPES( TALP محیط
میزان  به  و  شد  داده  قرار   )medium  pyruvate  lactate
لقاح1۰  محیط  میکرولیتری   ۵۰ قطره های  به   2×1۰۶  ml/sperm
حاوی 1۰ عدد COC تلقیح شد و تخمک ها برای 1۸ ساعت در دمای 
c֯ 3۸/۵ ، در شرایط CO2 ٪۵ و رطوبت حداکثری انکوبه شدند. پس 
احتمالی  زایگوت های  اطراف  از  کومولوس  سلول های  ساعت،   1۸ از 
حذف شدند و سپس آن ها برای انجام کشت آزمایشگاهی11 به مدت 
 Bickland ,Bioscience IVF( BO-IVC ۷ روز در محیط
 TR11  ,Cornwall  ,Falmouth  ,Park  Industrial
Kingdom United ,4TA(، در دمایc֯ 3۸/۵ و در شرایط ٪۵ 
O2 ۵٪ ،CO2 و رطوبت حداکثری قرار گرفتند. تمامی قطره ها برای 
جلوگیری از تبخیر و کنترل PH تحت روغن معدنی12 انکوبه شدند. 
در انتهای روز ۷، گروه ها از نظر نرخ بلاستوسیست و شکوفایی توسط 
استریومیکروسکوپ ارزیابی شدند. لازم به ذکر است که حداقل 1۰۰ 
عدد COC در هر گروه قرار داده شد و برای هر آزمایش 3 تا ۵ تکرار 

انجام شد. 
-رنگ آمیزی افتراقی13

سلول های  و   )ICM( درونی14  سلول های  توده  شناسایی  برای 

6 Fetal bovine serum
7 In vitro maturation
8 Maturation medium 
9 In vitro fertilization 
10 Fertilization medium 
11 In vitro culture
12 Mineral oil
13 Differential staining
14 Inner cell mass

افتراقی  آمیزی  رنگ  جداگانه،  صورت  به   )TE( تروفواکتودرم1۵ 
پیشین  مطالعه  ی  در  که  آنچه  با  مطابق  شد.  انجام  بلاستوسیست ها 
صورت گرفته )Shirazi و همکاران، 2۰۰۹(، بلاستوسیست های روز 
۷ جمع آوری شدند و در محلول PVA+PBS برای 3 بار شست و شو 
شدند و نفوذپذیری غشا به مدت 3۰ ثانیه در محیط HTCM حاوی 
سپس  شد.  انجام   X100-triton  ٪  ۰/۵ و   BSA  ۵  ml/mg
بلاستوسیست ها به مدت 1۰ ثانیه در معرض مقدار ml/µg  3۰ رنگ 
PI 1۶ قرار گرفتند. متعاقبا، بلاستوسیست ها به مدت 1۵ دقیقه در دمای  
منتقل شدند.   Hoechst رنگ   1۰ ml/mg حاوی  به محیط   4  ֯c
سپس بلاستوسیست ها بر روی لام ثابت شدند و توسط میکروسکوپ 
فلئورسنت مورد مطالعه قرار گرفتند. ICM و TE به ترتیب بر اساس 
رنگ آبی و قرمز شناسایی می شوند. در نهایت، تعداد کلی سلول ها نیز 

ارزیابی شد. 
 - ارزیابی پراکندگی و توده ی نسبی میتوکندریایی 

/Invitrogen(  FM  Green  tracker  Mito رنگ 
برای   )USA ,Oregon  ,Eugene  ,Probes  Molecular
مورد  تخمک  میتوکندریایی1۸  نسبی  توده ی  و  پراکندگی1۷  ارزیابی 
2۰۰3؛  همکاران،  و   Santos-Marques( گرفت  قرار  استفاده 
از  تخمک ها  خلاصه،  طور  به   .)2۰۰1 همکاران  و   Stojkovic
در  دقیقه   3۰ مدت  به  سپس  شدند1۹  عریان  کومولوس  سلول های 
 Tracker  Mito رنگ   2۰۰  nM غلظت  حاوی   PBS محیط 
انکوباتور قرار گرفتند. سپس  FM Green در دمای 3۸/۵ درجه ی 
شست و شو شدند، در ریز قطره های PBS قرار گرفتند و تصاویر آن ها 
توسط میکروسکوپ معکوس فلئورسنت2۰ مجهز به فیلتر ۵2۰ نانومتر 
آمده  بدست  تصاویر  میتوکندریایی،  توده  ارزیابی  منظور  به  شد.  تهیه 
برای  گرفتند.  قرار  تحلیل  و  تجذیه  مورد   ImageJ افزار  نرم  توسط 
تجذیه و تحلیل میزان پراکندگی میتوکندری ها در تخمک های بالغ، هر 
تصویر فلئورسنت توسط نرم افزار ImageJ به یک تصویر 3 بعدی 
)Yang و  قبلی  بر اساس مطالعه  الگوهای مشاهده شده  تبدیل شد. 
همکاران، 2۰1۰( در 3 دسته تقسیم بندی شدند: پراکندکی منتشر21، 

پراکندگی نیمه منتشر22 و پراکندکی محدود.
 )MMP( 23اندازه گیری پتانسیل غشا میتوکندری-

 Invitrogen(  1-JC پتانسیل غشا میتوکندری توسط پراب مولکولی

15 trophectoderm
16 Propidium Iodide 
17 Mitochondrial distribution
18 Relative mitochondrial mass
19 Dissection or Denude
20 Inverted fluorescent microscope 
21 Diffused distribution 
22 Semi-diffused distribution
23 Mitochondrial membrane potential 
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چربی  رنگ  یک  که   ،)CA  ,Carlsbad  ,M34152.no.cat
دوست کاتیونیک است، اندازه گیری شد. در صورتی که پتانسیل غشا 
بالا باشد، ذرات رنگ مجتمع می شوند و فلئورسنت قرمز  میتوکندری 
رنگ را ساطع می کنند و در صورتی که پتانسیل غشا میتوکندری پایین 
سبز  فلئورسنت  و  می مانند  باقی  مونومر  صورت  به  رنگ  ذرات  باشد 
رنگ را ساطع می کنند. پتانسیل غشا میتوکندری با اندازه گیری نسبت 
فلئورسنت قرمز به فلئورسنت سبز24 در هر تخمک بدست آمد. برای 
هر  در  تخمک   4۰ تا   3۵( عریان شدند  بالغ  تخمک های  منظور،  این 
گروه و برای هر تکرار( و به مدت 3۰ دقیقه در دمای 3۸/۵ درجه ی 
انکوباتور در معرض غلظت ml/µg 2۰ رنگ JC-1 قرار گرفتند. پس 
از شست و شو در محیط PVA+PBS، تخمک ها در ریز قطره های 
میکروسکوپ معکوس  توسط  آن ها  تصاویر  و  قرار گرفتند  این محیط 
فلئورسنت بدست آمد. کمی سازی نسبی شدت نور فلئورسنت توسط 
 ,Health  of  Institutes  National(  ImageJ افزار  نرم 
USA ,.Md ,Bethesda( و بر اساس روش توضیح داده شده در 

مطالعه قبلی )Igarashi و همکاران، 2۰1۶( انجام شد. 
GSH و ROS اندازه گیری سطوح نسبی-

سطوح ROS و GSH مطابق روش های شرح داده شده در مطالعات 
 Córcoles-Nohales و همکاران، 2۰14؛ Mukherjee( پیشین
و همکاران، 2۰1۶( اندازه گیری شد. متعاقب بلوغ COCها در گروه های 
مختلف مورد مطالعه، تخمک های بالغ عریان شدند. متعاقبا تخمک های 
اندازه گیری سطح ROS و GSH به مدت 2۰ دقیقه  عریان برای 
رنگ  از   1۰  µM غلظت  معرض  در  ترتیب  به   3۸/۵  ºC دمای  در 
 dihydroflourescein  dichloro-۷  ,2(  H2DCFDA
D6883 ,Sigma ,diacetate( و همچنین غلظت µM 1۰ از 
از  قرار گرفتند. پس   )CMF2HC(  blue tracker Cell رنگ 
/PBS شست و شو، تخمک ها در قطره های 1۰ میکرولیتری محیط

معکوس  فلئورسنت  میکروسکوپ  توسط  و  شدند  داده  قرار   PVA
)Japan ,IX71 ,Olympus( مورد مطالعه قرار گرفتند. بلافاصله 
پس از مواجهه با رنگ، از تخمک ها تصاویر فلئورسنت تهیه شد و شدت 
نور فلئورسنت توسط نرم افزار ImageJ کمّی سازی شد. این آزمایش 
در 3 تکرار صورت پذیرفت و برای هر گروه در هر تکرار حداقل 3۰ 

تخمک بالغ مورد مطالعه قرار گرفت. 
-تجذیه و تحلیل آرایش دوک تقسیم 

مطالعات  اساس  بر  بالغ  تخمک های  در  تقسیم  دوک  تشکیل  ارزیابی 
قبلی )Asgari و همکاران، 2۰12؛ Hosseini و همکاران، 2۰12( 
ثابت  از  پس  عریان  تخمک های  خلاصه،  طور  به  پذیرفت.  صورت 
موشی ضد  اولیه  بادی  آنتی  حاوی  محیط  در  نفو ذپذیری،  و  شدن2۵ 
24 Red/Green fluorescence ratio
25 Fixation 

بتا توبولین2۶ قرار گرفتند و متعاقب آن با آنتی بادی ثانویه کونژوگه با 
FITC بزی ضد IgG موش2۷ انکوبه شدند. پس از آن کروموزوم ها 
با استفاده از غلظت ml/µg 1۰ رنگ Hoechst رنگ آمیزی شدند. 
پس از آن، تخمک ها شست و شو داده شدند و روی لام های شیشه ای 
فلئورسنت  میکروسکوپ  از  استفاده  با  آن ها  تصاویر  و  شدند  ثابت 

معکوس ثبت شد. 
-اندازه گیری میزان بیان ژن 

 and  BAX  ,BCL2( آپوپتوز  با  مرتبط  ژن های  بیان 
رشد  فاکتورهای  و   )MFN2( میتوکندری  الحاق   ،)CASPASE3
 Real آزمایش  توسط   )BMP15 و   GDF9( تخمک  با  مرتبط 
شد.  گیری  اندازه  کومولوس  سلول های  و  تخمک  در   PCR time
تعداد سلول های کومولوس هر گروه شمارش شد و تا زمان استخراج 
RNA، در 3۰۰ میکرولیتر محلول buffer lysis RLT حاوی 3 
نگهداری  سانتیگراد  درجه   -۷۰ دمای  در  اتانول  بتامرکاپتو  میکرولیتر 
 lysis RLT شدند. به علاوه تخمک ها نیز در 3۰ میکرولیتر محلول
آزمایش(  تکرار  هر  در  تخمک   3۰ حداقل  شامل  گروه  )هر   buffer
از   RNA شدند.  نگهداری  درجه   -۷۰ دمای  در  استخراج  زمان  تا 
 RNeasy ترتیب توسط کیت  به  تخمک ها و سلول های کومولوس 
kit micro و QIAGENE( kit mini RNeasy( مطابق با 
 mRNA از روی cDNA .دستور العمل شرکت سازنده استخراج شد
 synthesis cDNA strand First RevertAid توسط کیت
دستورالعمل  با  مطابق   )Scientific  Fisher  Thermo(  kit
شرکت سازنده سنتز شد. PCR time Real با استفاده از نمونه های 
cDNA، پرایمرهای اختصاصی ، رنگ Green Cyber و دستگاه

RG-6000 انجام پذیرفت. ژن بتا اکتین2۸ به عنوان ژن مرجع2۹ 
انتخاب شد. 

- طرح کلی آزمایش
معرض  در  آن ها  تخمک  که  را  گوسفند  رویان های  تکوین3۰  نرخ  ما 
قرار  میکرومولار(   ۵۰ و   3۰  ،1۵  ،۰(  CoQ10 مختلف  غلظت های 
آمیزی  رنگ  توسط  حاصله  رویان های  کیفیت  کردیم.  ثبت  را  داشتند 
بیشتر  آزمون های  جهت  غلظت  ترین  دار  معنی  شد.  ارزیابی  افتراقی 
بلوغ  از  پس  شد.  انتخاب  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  بالغ  تخمک  بر 
پتانسیل غشا  پراکندگی و  توده ی نسبی میتوکندری،  ما  آزمایشگاهی، 
در  تقسیم  دوک  تشکیل  و   GSH و   ROS سطوح  میتوکندری، 
گروه  و   CoQ10 میکرومولار  معرض 3۰  در  بالغ شده  تخمک های 

26 primary mouse anti B-tubulin antibody
27 FITC-conjugated goat anti-mouse IgG 

28 β-Actin 
29Reference gene or Housekeeping gene
30 Developmental rate
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ژن های  بیان  ما  نهایت،  در  کردیم.  ارزیابی  و  گیری  اندازه  را  کنترل 
با  مرتبط  ژن  و  تخمک  به  مربوط  رشد  فاکتورهای  آپوپتوز،  با  مرتبط 
الحاق میتوکندری ها را در تخمک و سلول های کومولوس اطراف آن 

ارزیابی کردیم )تصویر1(. 
تجذیه و تحلیل آماری 

داده های  است.  شده  تکرار  بار   ۵ تا   3 آزمایش  هر  مطالعه،  این  در 
آزمایشگاهی به صورت »میانگین±خطای استاندارد از میانگین31« ارائه 
شده اند. پراکندگی نرمال داده ها و مساوی بودن واریانس ها به ترتیب 
 Levene و   Smirnov-Kolmogorov تست های  توسط 
 SPSS16.0 افزار  نرم  توسط  داده ها  تمامی  شد.  بررسی   tests
و  تجذیه   )  USA ,NY ,Somers  ,Corporation  IBM(
افتراقی  آمیزی  رنگ  و  تکوین  نرخ  از  حاصل  داده های  شدند.  تحلیل 
توسط آزمون آنالیز واریانس یک طرفه )ANOVA way-one( و 
متعاقب آن توسط آزمون LSD تجذیه و تحلیل شدند. دیگر داده ها 
توسط آزمون test T samples-independent تجذیه و تحلیل 
شدند. درصد دوک های تقسیم با کروموزوم های معیوب توسط آزمون 
مربع خای )square-chi( تجذیه و تحلیل شدند. اختلاف میانگین  ها 

در سطح P< 0.05 معنی دار گزارش شد. 
نتایج 

-تاثیر CoQ10 بر نرخ بلاستوسیست و شکوفایی 
برای بررسی تاثیر CoQ10 بر نرخ بلاستوسیست و شکوفایی، حداقل 
تعداد COC 1۰۰ در هر تکرار در محیط بلوغ آزمایشگاهی در معرض 
قرار  میکرومولار(   ۵۰ و   3۰  ،1۵  ،۰(  CoQ10 مختلف  غلظت های 
گرفتند. سپس برای هر گروه لقاح آزمایشگاهی و کشت آزمایشگاهی 
انجام شد. نرخ بلاستوسیست به طور معنی داری در گروه 3۰ میکرومولار 
CoQ10 )3/۹۹ ± 42/3۶( در مقایسه با گروه های کنترل )1/۸3 ± 
 3/۵۷(  CoQ10 ± 22/۷۸( و ۵۰ میکرومولار   ۷/2۵(  1۵ ،)2۹/43
± 2۵/3۸( بالاتر بود )تصویر2(. علاوه بر این، نرخ شکوفایی در گروه 

31Mean±S.E.M

3۰ میکرومولار CoQ10 )۸/۸3 ± ۶۷/۵۹( به طور معنی داری در 
مقایسه با گروه های کنترل )12/۵ ± 2۵( و ۵۰ میکرومولار )14/۸1 ± 

14/۸1( CoQ10  بالاتر بود )تصویر2(. 
 TE و ICM بر تعداد سلول های CoQ10 تاثیر

افتراقی،  آمیزی  رنگ  توسط  بلاستوسیست ها  کیفیت  ارزیابی  برای 
بررسی شدند.  برای هر گروه  حداقل 2۵ و حداکثر 3۷ بلاستوسیست 
و 3۰   )۵۵/۶۶ ±  ۵/2۵( در حضور 1۵  تولید شده  بلاستوسیست های 
توده  سلول های  تعداد   CoQ10  )۷1/۸3  ±  ۷/۰۸( میکرومولار 
درونی بیشتری در مقایسه با گروه های کنترل )3/3۰ ± 24/33( و ۵۰ 
میکرومولار )CoQ10 )3۵/۸3 ± 2/۷۹ از خود به نمایش گذاشتند 
)تصویر3(. تعداد سلول های تروفواکتودرم تنها در غلظت 3۰ میکرومولار 
گروه  به  نسبت  داری  معنی  طور  به   CoQ10  )123/33  ±  ۹/۷4(
کنترل )۸/4۶ ± ۸۰( بالاتر بود )تصویر3(. تعداد کلی سلول ها32 به طرز 
معنی داری در غلظت 1۵ )12/۸ ± 1۶۰/۶۶( و 3۰ میکرومولار )1۶/۰۵ 
± 1۹۵/1۶( CoQ10 در مقایسه با گروه کنترل )11/4۹ ± 1۰4/33( 

بالاتر بود )تصویر3(. 
را  میتوکندری ها  نسبی  توده  و  پراکندگی   Q10 کوآنزیم 

بهبود می بخشد
متوکندری ها،  پراکندگی  و  توده  بر   CoQ10 اثر  بررسی  برای 
 tracker  Mito حیاتی  رنگ  توسط  زنده  سلول های  آمیزی  رنگ 
FM Green برای ارزیابی پراکندگی )تصویرD4ـA4( و توده نسبی 
 D4 صورت پذیرفت. همانطور که در تصویر )E4میتوکندری ها )تصویر
نشان داده شده است، میانگین درصد پراکندگی محدود، نیمه منتشر و 
منتشر برای گروه کنترل به ترتیب 3/2۸ ± 2۶/13، 2/2۸ ± 4۰/۸۵ 
و ۵/۵۶ ± 33/۰1 درصد و برای گروه 3۰ میکرومولار CoQ10 به 
درصد   ۵۷/۹۸  ±  ۰/۸4 و   2۸/۸1  ±  3/33  ،13/1۹  ±  2/4۸ ترتیب 
گزارش شد. مقایسه نتایج نشان داد که درصد پراکندگی منتشر به طرز 
معنی داری در گروه 3۰ میکرومولار CoQ10  نسبت به گروه کنترل 

32 Total cell number )TCN(

جدول1: توالی پرایمرها 

Annealing 

C֯Temp.
Reverse primer set (5 َ-3َ )Forward primer set )5َ-3 َ(

Gene 
symbol

585َ-CGTGTTGGCGTAGAGGTC-3َ5َ-CCATCGGCAATGAGCGGT-3َΒ-actin
605َ-CCCAGTTGAAGTTGCCGT-3َ5َ-AGCGAGTGTTCTGAAGCG-3َBax

625َ-CTGGATGAGGGGGTGTCTTC-3َ5َ-AGCATCACGGAGGAGGTAGAC-3َBCL-2

645َ-CAACAAGAAGGGAGGCAAGTC-3َ5َ-GGGCAGGAAGATAGCACAGA-3َMfn2
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تصویر1: طرح کلی آزمایش

تصویر2: نرخ تسهیم، بلاستوسیست و شکوفایی رویان های گوسفند پس از تیمار  COC های نابالغ با غلظت های مختلف )۰، 1۵، 3۰ و ۵۰ میکرومولار( کوآنزیم 
Q10. تعداد کلی ۵12، ۵22، ۵۰۷ و COC ۵13 در ۵ تکرار به ترتیب برای غلظت های ۰، 1۵، 3۰ و ۵۰ میکرومولار CoQ10 مورد آزمایش قرار گرفت. ستون هایی 

که حروف متفاوت برروی آن ها قرار داده شده است از نظر آماری معنی دار )P< ۰.۰۵( گزارش شده اند.  
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تصویر3: تصاویر فلئورسنت رویان های گوسفند در رنگ آمیزی افتراقی برای گروه های )A( کنترل، )B( 1۵ میکرومولار، )C( 3۰ میکرومولار و )D( ۵۰ میکرومولار 
CoQ10. )E( کیفیت جنین های حاصله به صورت تعداد سلول های توده درونی )ICM(، تروفواکتودرم )TE(، تعداد کلی سلول ها )TCN( و نسبت تعداد سلول های 
توده سلول های درونی به تروفواکتودرم )ICM:TE(. مجموع 32، 2۸، 3۷ و 2۵ بلاستوسیست به ترتیب برای گروه های  ۰، 1۵، 3۰ و ۵۰ میکرومولار CoQ10 مورد 

آزمایش قرار گرفت. خط مقیاس برابر با 2۰۰ میکرومتر است. ستون های با حداقل یک حرف مشترک از نظر آماری معنی دار نیستند. 

تصویر4: تصاویر فلئورسنت 3 بعدی ارائه شده از الگوهای مختلف پراکندگی میتوکندریایی: )A( منتشر، )B( نیمه منتشر و )C( محدود در تخمک های بالغ گوسفند. 
 Mito توده ی نسبی میتوکندریایی مشخص شده توسط رنگ )CoQ10. )E نسبت الگوهای پراکندگی میتوکندریایی در گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار )D(
tracker green FM در تخمک بالغ گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10. )F( نسبت فلئورسنت قرمز به سبز ارزیابی شده توسط پراب مولکولی 

JC-1 در تخمک های بالغ گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10 به منظور اندازه گیری پتانسیل غشا درونی میتوکندری. به منظور ارزیابی پراکندگی و 
توده نسبی میتوکندریایی، تعداد کلی 243 و 2۵2 تخمک در 3 تکرار به ترتیب برای گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10 مورد ارزیابی قرار گرفتند. برای 

ارزیابی پتانسیل غشا میتوکندری، مجموع 11 و 11۵ تخمک در 3 تکرار به ترتیب برای گروه  های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10 مورد بررسی قرار گرفتند. خط 
 .)P< ۰.۰۵( مقیاس برابر با 2۰۰ میکرومتر است. ستون های دارای حروف متفاوت، از نظر آماری معنی دار گزارش شدند
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بالاتر است. بعلاوه، همانطور که در تصویر E4 نشان داده شده است، 
 3۰ گروه  در  داری  معنی  طرز  به  میتوکندریایی  نسبی  توده  میانگین 

میکرومولار CoQ10 در مقایسه با گروه کنترل بالاتر است. 
بالا  را  میتوکندری  داخلی  غشا  پتانسیل   Q10 کوآنزیم 

می برد
در    1-JC مولکولی  پراب  توسط  میتوکندری  داخلی  غشا  پتانسیل 
تخمک های بالغ گروه های 3۰ میکرومولار CoQ10 و گروه کنترل 
اندازه گیری شد. نتایج نشان داد که پتانسیل غشا داخلی میتوکندری 
در گروه 3۰ میکرومولار CoQ10 به طرز معنی داری نسبت به گروه 

 .)F4 کنترل بالاتر است )تصویر
    GSH و ROS بر سطوح نسبی Q10 اثر کوآنزیم

سطوح درون سلولی ROS و GSH در تخمک های بالغ گروه های 
 Cell و   H2DCFDA رنگ های  توسط  ترتیب  به  مطالعه  مورد 
در   ROS نسبی  میانگین سطح  اندازه گیری شد.   blue tracker
 ±  ۰/4۸ ترتیب  به   CoQ10 میکرومولار   3۰ و  کنترل  گروه های 
به طور معنی داری در گروه  ± 1/۷1 گزارش شد که  2/۸۷ و ۰/1۰ 
3۰ میکرومولار پایین تر است )تصویرA۵-C۵(. میانگین سطح نسبی 
ترتیب  به   CoQ10 میکرومولار  و 3۰  کنترل  گروه های  در   GSH
۰/2۰ ± ۸/34 و ۰/1۷ ± ۷/۵۸ گزارش شد که به طور معنی داری در 

 .)D۵-F۵ گروه 3۰ میکرومولار پایین تر است )تصویر
کوآنزیم Q10 صف آرایی کروموزوم ها را بهبود می دهد

رنگ  همچنین  و  بادی ها  آنتی  توسط  شناختی33  ایمنی  آمیزی  رنگ 
در  کروموزوم ها  آرایی  صف  ارزیابی  برای   Hoechst آمیزی 
داده شده  نشان  در تصویر۶  انجام شد. همانطور که  بالغ  تخمک های 

33 Immunostaining 

تصویرA( :۵( سطوح نسبی ROS در تخمک های گوسفند بالغ شده در حضور و عدم حضور غلظت 3۰ میکرومولار CoQ10. )B و C( تصاویر فلئورسنت از میزان 
ROS به ترتیب در تخمک های بالغ گروه کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10. )D( سطوح نسبی GSH در تخمک های گوسفند بالغ شده در حضور و عدم 

 .CoQ10 به ترتیب در تخمک های بالغ گروه کنترل و 3۰ میکرومولار GSH تصاویر فلئورسنت از میزان محتوی )F و CoQ10. )E حضور غلظت 3۰ میکرومولار
مجموع 11۵ و 123 تخمک در 3 تکرار به ترتیب برای گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10 مورد ارزیابی قرار گرفتند. خط مقیاس برابر با 2۰۰ میکرومتر 

است. ستون هایی که حروف متفاوت برروی آن ها قرار داده شده است از نظر آماری معنی دار )P< ۰.۰۵( گزارش شده اند.
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تصویرA-C( :۶( سازماندهی منظم و )D-F( نامنظم کروموزوم های مشاهده شده در تخمک های بالغ گوسفند مشخص شده توسط رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی. 
)G( درصد کروموزوم های معیوب در گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم Q10. مجموع 3۰2 و 31۰ تخمک در 3 تکرار به ترتیب برای گروه های کنترل و 3۰ 
میکرومولار کوآنزیم Q10 مورد بررسی قرار گرفتند. خط مقیاس برابر با ۵۰ میکرومتر است. ستون های دارای حروف متفاوت، از نظر آماری معنی دار گزارش شدند 

   .)P< ۰.۰۵(

معنی  طور  به  کنترل  گروه  در  معیوب  تقسیم  دوک های  درصد  است، 
داری نسبت به گروه 3۰ میکرومولار CoQ10 بالاتر گزارش شد. 

اثر کوآنزیم Q10 بر بیان ژن های آپوپتوزی و فاکتورهای 
رشد مرتبط با تخمک

 ،)CASPASE3 and BAX ,BCL2( از میان ژن های آپوپتوزی
فاکتورهای رشد مرتبط با تخمک )GDF9 و BMP15( و ژن الحاق 
تخمک های  در   CASPASE3 بیان  تنها   ،)MFN2( میتوکندری 
به گروه  نسبت  داری  معنی  به طور   CoQ10 گروه 3۰ میکرومولار 
کنترل پایین تر بود. در سلول های کومولوس، بیان ژن  BAX به عنوان 
یک مارکر آپوپتوزی در گروه 3۰ میکرومولار CoQ10 به طرز معنی 
داری نسبت به گروه کنترل پایین تر بود. بعلاوه، بیان GDF9 نیز به 
طور معنی داری در گروه تیمار شده با CoQ10 بالاتر بود )تصویر۷(. 

بحث 
ROS به دلیل نقش فیزیولوژیکش در بسیاری از فرآیندهای سلولی 
الحاق اسپرم و تخمک،  مثل ظرفیت پذیری34، واکنش آکروزومی و 
 ،Yang و   Jin( لبه درنظر گرفته می شود  به عنوان یک شمشیر دو 
2۰1۷(. بنابراین، افزایش یا کاهش بیش از اندازه تولید آن می تواند مانع 
 .)2۰1۰ ،Chandel و Hamanaka( این فرآیندهای سلولی شود
مقدار  افزایش  کمی  که  دادند  نشان  همکاران  و  الیزابت  باره،  این  در 

34  Capacitation

H2O2 در اسپرم، تا آنجاییکه به حرکت اسپرم صدمه نزند، می تواند با 
 /ACE/HSPA2 3۵در پروتئین های flop-flip جلوگیری از عمل
PDIA6 موجود در غشا، که برای ظرفیت پذیری اسپرم مناسب اند، 
از الحاق اسپرم و تخمک جلوگیری کند )Bromfield و همکاران، 
آنتی  حد  از  بیش  کردن  اضافه  که  داده شده  نشان  2۰1۵(. همچنین 
اکسیدان ها می تواند اثر کاهشی داشته باشد و از روند فیزیولوژیک تولید 
القا  بنابراین   .)1۹۹۹ همکاران،  و   Stojkovic( کند  جلوگیری  مثل 
ابتدایی3۶ یک  تعادل در حالت اکسیداتیو، برای تکوین طبیعی رویان 
پیش نیاز است. با توجه به نقش CoQ10 به عنوان جزئی از زنجیره 
انتقال الکترون، این ماده نقش مهمی در پایداری تولید انرژی مورد نیاز 
همکاران،  و   Bergamini( کرده  ایفا  سلول  طبیعی  عملکرد  برای 
2۰12( و همچنین به عنوان یک رفتگر3۷ قدرتمند رادیکال های آزاد 
بنابراین  )Bentinger و همکاران، 2۰۰۷(.  ROS عمل می کند  و 
برای  به عنوان مکمل  امروز  به  تا  بر اساس خصوصیاتش   CoQ10
افزایش کیفیت تخمک ها و بنابراین نرخ بارداری3۸ در زوج های نابارور، 
و   Gat( استفاده می شده  دارند،  بالا  به خصوص در آن هایی که سن 
از  استفاده  اینکه  با وجود  Xu و همکاران، 2۰1۸(.  همکاران، 2۰1۵؛ 

35 حرکت پروتئین ها و لیپیدها در دو سوی داخلی و خارجی غشا
36 Early embryonic development
37 Scavenger 
38 Pregnancy rate 
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 MFN2 و ژن )BMP15 و GDF9( فاکتورهای رشد مختص به تخمک ،)BCL2, BAX and CASPASE3( تصویر۷: بیان نسبی ژن های آپوپتوزی
در )A( تخمک های بالغ و )B( سلول های کومولوس اطراف آن ها. مجموع 1۶۹ و COC 1۸3 در 3 تکرار به ترتیب برای گروه های کنترل و 3۰ میکرومولار کوآنزیم 

.)P< ۰.۰۵( مورد ارزیابی قرار گرفتند. ستون های دارای حروف متفاوت، از نظر آماری معنی دار گزارش شدند Q10

را  خانم ها  باروری  و  تخمک ها  کیفیت  مکمل،  عنوان  به   CoQ10
بهبود می بخشد، تعداد مطالعات آزمایشگاهی در این باره محدود است و 
واضح است که در این زمینه جای تحقیق بسیار وجود دارد؛ به خصوص 
 CoQ10 کردن  اضافه  که  مولکولی  فرآیند  ساختن  مشخص  برای 
از  بیش  استفاده  آیا  اینکه  و  برجای می گذارد  را  اثر خود  آن  از طریق 
این مطالعه  بنابراین،  یا خیر.  بر جای گذارد  اثر مضر  آن می تواند  حد 
برای ارزیابی نقش اضافه کردن کوآنزیم Q10 در محیط بلوغ تخمک 

گوسفند بر شایستگی تکوینی طراحی شد. 
CoQ10 به  این مطالعه نشان داد که اضافه کردن  از  نتایج حاصل 
محیط بلوغ تخمک در محدوده غلظت 1۵ تا 3۰ میکرومولار شایستگی 
نرخ  بلاستوسیست،  ایجاد  قالب  در  که  می دهد  افزایش  را  تکوینی 
شکوفایی و بعلاوه کیفیت رویان ها ارزیابی شد. با این حال اثر برجسته در 
غلظت 3۰ میکرومولار مشاهده شد. جالب توجه است خاطرنشان کنیم 
به محیط  میکرومولار(   ۵۰(  CoQ10 بیشتر  مقدار  اضافه کردن  که 
بلوغ، پارامترهای ذکر شده را کاهش داد که بیان می دارد اضافه کردن 

 Stojkovic( بیش از حد آنتی اکسیدان ها اثر سمی برجای می گذارد
 Roth و Gendelman و همکاران، 1۹۹۹(. اثرات مشابهی توسط
در سال 2۰12 گزارش شد که همچنین مشاهده کردند اضافه کردن 
۵۰ میکرومولار و 1۰۰ میکرومولار CoQ10 به محیط بلوغ تخمک 
گاو اثر سو بر نرخ شکل گیری رویان ها می گذارد که متاثر از فصل نیز 
می باشد و نشان می دهد که هر استرس اکسیداتیو خاص به مقدار معینی 
 ،Roth و Gendelman( احتیاج دارد )CoQ10( از آنتی اکسیدان
اثر  مولکولی  فرآیند  از  آگاهی  داد  نشان  نتایج  این  بنابراین،   .)2۰12
کوآنزیم Q10 می تواند مارکرهایی را نشان دهد که به ما در آینده برای 
زوج های  برای  مکمل  عنوان  به   CoQ10 مناسب  مقدار  کردن  پیدا 
نابارور و اضافه کردن مقدار صحیح در محیط های کشت آزمایشگاهی 
به خصوص محیط بلوغ تخمک، که اثرات مهمی بر شایستگی تکوینی 

دارد، کمک کند.
برای ارزیابی مکانیسم مولکولی عمل آنتی اکسیدان CoQ10، ما در 
ابتدا پراکندگی میتوکندری ها، توده نسبی میتوکندری ها و عملکرد آن ها 



اصفهانی و همکاران - مجله تحقیقات آزمایشگاهی دامپزشکی، دوره 11،  شماره 1، ویژه نامه 2

43

㌀㤀㜀 䜆軾䀆 ㄆلا껾䀆럾 㐀 䠆 ㌀

 䘆軾돾 䜆軾闻룾✆⼆ 釻럾냾姻✆⼆ 䜆釻룾✆⼆

㈀琀栀 䤀爀愀渀椀愀渀 嘀攀琀攀爀椀渀愀爀礀 匀琀甀搀攀渀琀猀 䌀漀渀最爀攀猀猀 　㐀ⴀ　㔀 匀攀瀀琀攀洀戀攀爀 ㈀　㠀Ⰰ 匀攀洀渀愀渀 唀渀椀瘀爀攀猀椀琀礀 ⴀ 䤀爀愀渀

را با FM Green tracker Mito و JC-1 ارزیابی کردیم. نتایج 
پراکندگی  منتشر  الگوی  داد  نشان   tracker Mito با  آمیزی  رنگ 
متعاقب  تخمک ها  در  میتوکندریایی  توده ی  همچنین  و  میتوکندریایی 
بعلاوه،  یافت.  افزایش   CoQ10 میکرومولار   3۰ غلظت  با  تیمار 
با 3۰  از تیمار  نیز پیشنهاد می کند، پس   1-JC با نتایج رنگ آمیزی 
میکرومولار CoQ10، پتانسیل غشا میتوکندری بهبود می یابد. نتایج 
 Abdulhasan( مشابه توسط پژوهشگران دیگر گزارش شده است
و   Liang 2۰12؛   ،Roth و   Gendelman 2۰1۷؛  همکاران،  و 

همکاران، 2۰1۷(. 
یکی از وظایف اصلی میتوکندری علاوه بر پایداری انرژی سلول، نقش 
آن در جدایی صحیح کروموزوم ها است که به دنبال فعال شدن تخمک 
-Eichenlaub( توسط اسپرم و طی تقسیمات میتوزی اتفاق می افتد

نقش  بیشتر  ارزیابی  برای  بنابراین   .)2۰۰4 همکاران،  و   Ritter
CoQ10 به عنوان مکمل در صف آرایی کروموزوم ها، صحت تشکیل 
بالغ در حضور و عدم حضور غلظت 3۰  دوک تقسیم در تخمک های 
میکرومولار CoQ10 بررسی شد. نتایج حاصل نشان داد که اضافه 
تخمک های  درصد  واضح  طور  به  بلوغ  محیط  به   CoQ10 کردن 
پیشنهاد  اخیر  مطالعات  نتایج  می دهد.  کاهش  را  معیوب  دوک  دارای 
می کند پروتئین Mitofusin2 موجود در دیواره خارجی میتوکندری، 
نقشی اساسی در پراکندگی میتوکندری ها از طریق میکروتوبول ها ایفا 
می کند )Misko و همکاران، 2۰1۰(. از بین بردن اثر این ژن3۹ با 
)Zhang و همکاران،  نقص در تشکیل دوک تقسیم همراه می شود 
و  الحاق  بین  تعادل  ایجاد   Mitofusin2 اصلی  عملکرد   .)2۰1۶
منظم  پراکندگی  برای  شبکه ای  تشکیل  القا  و  میتوکندری ها  انفصال 
میتوکندری ها است تا سلول به پراکندگی انرژی مورد نیاز خود دست 
شدن  دگرگون  به  توجه  با   .)2۰1۶ همکاران،  و   Kawalec( یابد 
پراکندگی میتوکندری ها و هتروژن شدن آن ها در گروه کنترل و این 
حقیقت که این پارامترها با استفاده از کوآنزیم Q10 به عنوان مکمل 
 Mitofusin2 در محیط بلوغ بهبود یافته اند، ما سطح بیان نسبی ژن
این  بیان  تفاوتی در سطح  نتایج نشان داد که  اندازه گیری کردیم.  را 
ژن در تخمک های دو گروه مورد مطالعه وجود نداشت. با وجود اینکه 
سطح بیان ژن Mitofusin2 در سلول های کومولوس متعاقب تیمار 
با CoQ10 به مقدار زیادی نسبت به گروه کنترل بالاتر بود، اما این 
می دارد  بیان  نتایج  این  بنابراین  نشد.  دار  معنی  آماری  نظر  از  تفاوت 
که استفاده از CoQ10 به عنوان مکمل در محیط بلوغ ممکن است 
ظرفیت میتوکندریایی سلول های کومولوس، که نقش مهمی در حمایت 
از تکوین تخمک و شایستگی تکوینی آن ایفا می کنند، را بهبود بخشد. 
در  آنئوپلوئیدی  نرخ  افزایش  که  می کند  پیشنهاد  اخیر  شواهد  درواقع 
39 Gene knockdown    

سنین بالا ممکن است با عملکرد تحت بهینه4۰ ماشین میتوکندریایی 
ارتباط داشته باشد )Bartmann و همکاران، 2۰۰4( و به همین خاطر 
تقویت میتوکندریایی پیشنهاد شده شده و اخیرا در انسان پیاده سازی 
شده است )Herbert و Turnbull، 2۰1۸(. بعلاوه مطالعات اخیر 
  CoQ10 پیشنهاد می کند که اضافه کردن آنتی اکسیدان ها به خصوص
به عنوان مکمل ممکن است بازده سیکل های ART41، به خصوص 
کیفیت جنین و نرخ بارداری را بهبود بخشد )Cheraghi و همکاران، 
و   Nashivochnikova 2۰1۶؛  همکاران،  و   Luddi 2۰1۶؛ 

 .)2۰12 ،Safarinejad همکاران، 2۰1۵؛
زنجیره  کارایی  کاهش  با  عمدتا  یافته  کاهش  میتوکندریایی  عملکرد 
 ROS تولید  افزایش  باعث  نتیجه  در  دارد که  ارتباط  الکترون  انتقال 
می شود. ROS افزایش یافته، خود باعث کاهش توانایی میتوکندری در 
تولید ATP می شود که درنتیجه باعث افزایش تولید ROS می شود، 
القا می شود که در نهایت به آپوپتوز ختم  بنابراین یک سیکل معیوب 
 .)2۰۰1 ،Robinson و Raha و همکاران، 2۰۰۷؛ Indo( می شود
 H2DCFDA را با استفاده از رنگ آمیزی ROS بنابراین ما سطوح
اندازه گیری کردیم و نتایج نشان داد که ROS بیشتری در گروه تیمار 
آزاد ممکن  بیان می دارد که تولید رادیکال های  نشده تولید می شود و 
است تا حدودی مسئول شایستگی تکوینی پایین تخمک های بالغ شده 
است  دیگر  مطالعات  با  منطبق  مطالعه  این  نتایج  باشد.  آزمایشگاه  در 
با فراهم کردن آنتی  افزایش تولید ROS می تواند  که بیان می دارند 
همکاران،  و   Talebi( اسید  لیپوئیک  آلفا  مثل  مختلف  اکسیدان های 
ویتامین  و همکاران، 2۰۰۹(،   Ciftci( N-استیل سیستئین   ،)2۰12
)Tamura و  )Hu و همکاران، 2۰12(، ویتامین E و ملاتونین   C
همکاران، 2۰۰۸( جبران شود. بعلاوه، همچنین ما 3 ژن مارکر آپوپتوزی 
دادیم.  قرار  ارزیابی  مورد  را   )CASPASE3 و   BCL2  ،BAX(
در  داری  معنی  طور  به   CASPASE3 ژن  بیان  مارکرها،  این  بین 
تخمک های بالغ شده در محیط دارای غلظت 3۰ میکرومولار کوآنزیم 
Q10 نسبت به گروه کنترل پایین تر بود. درحالیکه BAX به عنوان 
یک مارکر پیش آپوپتوزی42 در سلول های کومولوس اطراف تخمک 
کاهش یافته بود. مجموع این داده ها پیشنهاد می کند که آپوپتوز تا حدی 
خاص می تواند توسط فراهم آوری آنتی اکسیدان ها کاهش یابد و این 
استوار بر مطالعات قبلی در این زمینه است )Cui و همکاران، 2۰1۷؛ 
He و همکاران، 2۰1۸؛ Rossig و همکاران، 2۰۰1؛ Tagami و 

همکاران، 1۹۹۸(. 
آنتی  ظرفیت  کاهش  به   ROS سطوح  افزایش  برای  دلیل  یک 
اکسیدانی تخمک ارتباط دارد. در این رابطه ما سطوح GSH را اندازه 

40 Suboptimal 
41 Assisted reproductive technologies 
42 Pro-apoptotic 
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گیری کردیم که ظرفیت آنتی اکسیدانی اصلی تخمک است. بر خلاف 
با  تیمار شده  در تخمک های  را   GSH ما یک کاهش سطح  انتظار، 
توضیح  چند  کردیم.  مشاهده   Q10 کوآنزیم  میکرومولار   3۰ غلظت 
ممکن است برای این مشاهدات وجود داشته باشد. اول، بهبود عملکرد 
میتوکندری ممکن است فرصت بهبود عملکرد ماشین ترمیم را برای 
نیاز دارد؛   GSH از سلول فراهم آورده باشد و این به استفاده بیشتر 
افزایش ظرفیت ترمیم  بنابراین کاهش سطح GSH ممکن است به 
افزایش  دوم،  باشد.  مرتبط   CoQ10 با  یافته  مواجهه  تخمک های 
ROS ممکن است القا کننده ی تولید GSH بیشتر باشد و بنابراین 
مرتبط   ROS کاهش سطوح  به  است  ممکن   GSH کاهش سطح 
باشد. در واقع مطالعه ای در گذشته نشان داده که اگر سلول  در معرض 
H2O2 اگزوژن قرار گیرد، سطوح GSH درون سلولی در آن زیاد 
می شود )Xianyan و همکاران، 2۰۰۸(. در نهایت، آنتی اکسیدان ها 
مثل N-استیل سیستئین یا آلفا لیپوئیک اسید، پیش سازهای مستقیم 
GSH هستند در صورتی که CoQ10 ممکن است این قابلیت را 

نداشته باشد. 
 Wu( هستند BMP15 و GDF9 ،دو مارکر مهم کیفیت تخمک
و همکاران، 2۰۰۷؛ Zhang و همکاران، 2۰۰۵(. نتایج ما نشان داد 
که بیان این مارکرها در تخمک های مواجهه یافته با CoQ10 یک 
افزایش بیان غیر معنی دار را از خود نشان می دهد اما بیان GDF9 به 
طور معنی دار در سلول های کومولوس آن ها افزایش می یابد. با توجه به 
اینکه این رونوشت ها نقش مهمی در واسطه گری تعاملات بین تخمک 

ایفا می کنند، می تواند یک توضیح  و سلول های کومولوس اطراف آن 
برای کیفیت بالاتر تخمک های مواجهه یافته با کوآنزیم Q10 باشد که 
به صورت نرخ بالای تکوین در رویان های حاصله نمود پیدا کرده است. 
در نتیجه43، نتایج ما نشان می دهد که استفاده از CoQ10 به عنوان 
مکمل در محیط بلوغ می تواند ظرفیت تکوین تخمک های بالغ شده در 
از  این  و  بهبود دهد  را  احتمالا شرایط بدن4۵  آزمایشگاه44 و  شرایط 
طریق بهبود پراکندگی و میزان توده میتوکندری ها حاصل می شود. این 
ماده همچنین از طریق کاهش ROS باعث بهبود عملکرد میتوکندری 
می شود که می تواند باعث افزایش تولید ATP مورد نیاز برای تفکیک 
صحیح کروموزوم ها در دوک میتوزی شود. بنابراین، این داده ها استفاده 
از CoQ10 را به عنوان مکمل در شرایط آزمایشگاهی و شرایط بدنی 

و بخصوص در موجهه با سن بالا پیشنهاد می کنند. 
تشکر و قدردانی 

پرسنل  کمک های  و  زحمات  از  می دانند  لازم  خود  بر  نویسندگان 
پژوهشگاه رویان نهایت تشکر و قدردانی را بعمل آورند.

تضاد منافع 

تمامی نویسندگان اعلان می دارند که هیچ گونه تضاد منافعی در این 
کار ندارند. 

 
43 In conclusion 
44 In vitro
45 In vivo
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