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  کندزي اووسیت گوسفند را مهار مینیتریک اکساید سنتاز در یک رفتار وابسته به دز بلوغ میو يمهارکننده

   1، سلمان نصرالهی3، عباس ابویسانی2، احمد زارع شحنه1مهدي حیدري عمله
استادیار گروه علوم پایه، . 3استاد گروه علوم دامی، دانشگاه تهران . 2دانشجویان کارشناسی ارشد فیزیولوژي دام، دانشگاه تهران  .١

   دانشکده دامپزشکی دانشگاه فردوسی مشهد 
 

  چکیده
-هاي پستانداران تولید میدر سلول) NOS(هاي مختلف آنزیم نیتریک اکساید سنتازتوسط ایزوفرم) NO(نیتریک اکساید  

به . نشان داده شده است که نیتریک اکساید یک واسطه براي بلوغ میوزي در اووسیت بسیاري از پستانداران است. شود
لذا در این آزمایش . تنی اووسیت گوسفند وجود نداردن ترکیب بر بلوغ برونرسد هیچ گزارشی در مورد اثر اینظر می

مورد استفاده قرار ) مولارمیلی 1و 0.1، 0(هاي مختلف در غلظت) L-NAME(آنزیم نیتریک اکساید سنتاز  يمهارکننده
 L-NAMEتایج نشان داد که ن. گرفت تا اثرات کاهش میزان نیتریک اکساید بر بلوغ میوزي اووسیت گوسفند ارزیابی شود

. کندداري در اووسیت گوسفند مهار میدر یک رفتار وابسته به دز بلوغ میوزي و خروج اولین جسم قطبی را بطور معنی
در بلوغ میوزي اووسیت گوسفند موثر  NO/NOSهمچنین این مطالعه سازگار با سایر مطالعات مرتبط نشان داد که سیستم 

  . است
 یتریک اکساید سنتاز، بلوغ میوزي، اووسیت گوسفندن: کلمات کلیدي

  
  مقدمه

هاي مرتبط با شوند براي بهبود تکنیکدرگیر می) COC(اووسیت -هایی که در بلوغ کمپلکس کومولوسدرك فرآیند 
. انددهند هنوز به طور کامل شناخته نشدهتغییرات سلولی که در این کمپلکس در طی بلوغ رخ می. مثل مهم استتولید

آرژنین و اکسیژن دارد، داراي سه  -را از ال) NO(تولید نیتریک اکساید  يکه وظیفه) NOS(آنزیم نیتریک اکساید سنتاز
اندوتلیال  nNOS( ،2 (NOS(عصبی  NOS) 1: ها عبارتند ازاین ایزوفرم. هاي پستانداران استایزوفرم مختلف در سلول

)eNOS ( 3و (NOS  القایی)iNOS .(زوفرم اول وابسته به کلسیم و کالمودولین بوده و ایزوفرم آخر به صورت دو ای
مثلی همچون در اعمال تولید NO/NOSسیستم ). 13(کند مستقل از کلسیم و کالمودولین نیتریک اکساید را تولید می

صورت کمبود این  بلوغ اووسیت در). 9(ریزي و بلوغ میوزي اووسیت دخیل است سازي، تخمکسازي، فولیکولاستروئید
  .یک واسطه در بلوغ میوزي اووسیت است NOاین است که  يبیند و لذا پیشنهادکنندهها آسیب میآنزیم

بعنوان مثال . شودها و مواد مختلفی استفاده میبراي مطالعه اثر کمبود نیتریک اکساید روي بلوغ اووسیت از روش
در مطالعات . ها حذف شده بود استفاده کردم نیتریک اکساید سنتاز آنهایی که ژن آنزیاز موش) 1998( شریف-جابولانکا

ها به این دارو). 9و 7، 2، 1(آرژنین هستند استفاده شده است -دیگري از چندین دارو که به لحاظ ساختاري مشابه ال
 Nω-nitro-L-argininemethyl esterتوان از این داروها می. کنندصورت رقابتی فعالیت نیتریک اکساید سنتاز را مهار می

)L-NAME( ،aminoguanodin )AG ( وNw-nitro-L-arginine )L-NNA (را نام برد .AG اختصاصی  يیک مهارکننده
  ).7(کندهاي نیتریک اکساید سنتاز را مهار میتمامی ایزوفرم L-NAMEاست، در حالیکه  iNOSبراي 
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در بلوغ اووسیت گوسفند انجام شد و اثرات مهار نیتریک  NO/NOSتم بنابراین، مطالعه اخیر به منظور بررسی اهمیت سیس
  .اي اووسیت گوسفند مورد ارزیابی قرار گرفتتنی و بلوغ هستهبر بلوغ برون L-NAMEاکساید سنتاز توسط 

 
  مواد و روش 

  هاآوري تخمدان و انتخاب اووسیتجمع 
آوري و توسط یک فلاسک حاوي سالین از یک کشتارگاه محلی جمع مثلیتولیدهاي گوسفندي در یک فصل غیرتخمدان
 µg/ml100سیلین و پنی IU/ml 100(بیوتیک ها گراد که با آنتیدرجه سانتی 38با دماي %) NaCl 0.9(استریل

استفاده هاي با قطر مناسب با فولیکول. ساعت به آزمایشگاه منتقل شدند 1-3مکمل شده بود به فاصله ي ) استرپتومایسین
توسط ) COC(کومولوس - هاي اووسیتکمپلکس. که به یک پمپ خلا متصل شده بود آسپیره شدند 20از سوزن شماره 

 IBMX ،0.5(گزانتین متیل -1-ایزو- 3سیلین و استرپتومایسین و ، پنیFBS% 5که با ) TCM-199-HEPES(محیط شستشو

mM شدندا میمکمل شده بود جد) براي توقف میوز در حین دستکاري .IBMX  سنتز آنزیمی که آدنوزین مونو فسفات
هاي با سیتوپلاسم یکنواخت و روشن و در این آزمایش اووسیت). 3(کند کند، مهار میرا تجزیه می) cAMP(حلقوي 

  .هاي کومولوس متراکم استفاده شدندلایه سلول 4واجد حداقل 
  تنیبلوغ برون

COC حیط شستشو اولیه و فاقد بار با م 4هاي انتخاب شدهIBMX دیش شدند و سپس براي بلوغ به پتريشسته می
ساعت در  26شدند و به مدت محیط کشت که زیر روغن معدنی بودند منتقل می µl50هاي پلاستیکی داراي قطره

-TCMد استفاده محیط کشت بلوغ مور. شدندرطوبت منتقل می% 95و  CO2% 5گراد، درجه سانتی 38.5انکوباتور با دماي 

سیلین و استرپتومایسین مکمل شده استرادیول و پنی FBS ،0.5 µg/ml FSH ،5 µg/ml LH ،1µg/ml% 10بود که با  199
  .بود

  اي ارزیابی بلوغ هسته 
بعد از آن . شدندهاي کومولوس جدا میها به صورت مکانیکی و به کمک پیپت از سلولبلوغ، اووسیت يبعد از دوره

-از اتانول و اسید استیک قرار می 1به  3ساعت در نسبت  24-48گرفتند و بمدت ها بین لام و لامل قرار میسیتاوو

اي، با میکروسکوپ شدند و براي تعیین مراحل بلوغ هستهآمیزي میرنگ% 1گرفتند و در انتهاي این دوره با اورسئین 
  .شدندمشاهده می 400×اینورت با بزرگنمایی 

  حی آزمایشطرا
هاي گوسفندي به اي اووسیتبراي ارزیابی تاثیر آن بر بلوغ هسته) مولارمیلی 1و 0.1و L-NAME )0هاي مختلف غلظت

در موش ) 2000(شریف -و جابالونکا) 2003( هایی توسط بو و همکارانچنین غلظت. محیط کشت بلوغ اضافه شد
  .  استفاده شده است

  
  آنالیز آماري

 يو رویه SASافزار اسکوار ارزیابی شد و بدین منظور از نرممهارکننده بر بلوغ اووسیت با استفاده از آزمون کاي نتایج اثر
GENMOD استفاده گردید.  
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  نتایج وبحث 
ر تنی اووسیت گوسفند و به منظور تعیین اثر این پیامبدر این مطالعه تاثیرات حاصل از کمبود نیتریک اکساید بر بلوغ برون

در یک رفتار وابسته به دز بلوغ  NOS ينتایج حاصله نشان داد که مهارکننده. سلولی بر روي بلوغ اووسیت ارزیابی گردید
دهد به طوریکه با افزایش دز میزان تاثیر بیشتر بود داري کاهش میمیوزي و خروج اولین جسم قطبی را به طور معنی

و ) 9(، گاو)5(، موش صحرایی)11(رشات مطالعات دیگري که در خوكاین نتایج، با مشاهدات و گزا). 1جدول (
  .انجام شده است مطابقت دارد) 1(موش

براي بلوغ میوزي اووسیت ضروري است  NOSهاي مختلف مشخص شده بود که فعالیت در مطالعات پیشین در گونه 
همانطور که گفته شد . ووسیت گوسفند مهم استبراي بلوغ میوزي ا NOSاین آزمایش نیز تایید کرد که ). 11، 9، 5، 2، 1(

 L-NAME يمهارکننده. کندآرژنین و اکسیژن استفاده می-آنزیم نیتریک اکساید سنتاز براي تولید نیتریک اکساید از ال
بعنوان یک  L-NAME. کندعمل می NOSرقابتی براي  يآرژنین است و به عنوان یک مهار کننده-آنالوگی از ال

را مهار نموده و بلوغ  NOSهاي این مهارکننده تمامی ایزوفرم. را متوقف کرد MI-MIIغیر اختصاصی، انتقال    يمهارکننده
  .کندمیوزي اووسیت را در یک رفتار وابسته به دز مهار می

در این بر مورفولوژي اووسیت گزارش کرده اند، اما  NOSهاي از اثرات سوء مهارکننده) 7و 4(اگرچه برخی از مطالعات
ها بر احتمالا اثر سوء مهارکننده. سازگار است) 10(مطالعه چنین تاثیري مشاهده نشد که با برخی مطالعات دیگر 

. مربوط است) AGمثل (هاي بالاي مهارکننده یا نوع مهارکننده مورفولوژي اووسیت در برخی از مطالعات به غلظت
در موش نشان داده . میانجیگري می شود cGMPاکساید از طریق  ها عمل نیتریکمشخص شده است که در بعضی از گونه

نیز  cGMP. شودمی cGMPکند که منجر به افزایش به گوانیل سیکلاز متصل شده و آن را فعال می NOشده است که 
که در  دهدرا کاهش می cAMPمیزان ) را بر عهده دارد cAMP يتجزیه يکه وظیفه(فعال کردن فسفودي استراز  يبوسیله

این مکانیسم بیشتر در جوندگان گزارش شده است و مکانیسم عمل ). 4(شودبلوغ میوزي می ينهایت منجر به ادامه
 . نیتریک اکساید در اووسیت سایر پستانداران هنوز بخوبی مشخص نشده است

سفند را حمایت می کند و در بلوغ میوزي اووسیت گو NOSبه طور خلاصه، نتایج این مطالعه نظریه دخیل بودن فعالیت 
کند اما مکانیسم عمل دقیق ایفا می MIIرسد که نیتریک اکساید نقشی را در بلوغ اووسیت گوسفندي و پیشرفت به نظر می

  . آن نیاز به تحقیقات بیشتري دارد
 
 
Nitric oxide synthase (NOS) inhibitor inhibits meiotic maturation of ovine oocyte in a dose-dependent 

manner 
Mehdi Heidari amale1, Ahmad Zareh Shahne2, Abbas Abavisani3, Salman Nasrollahi1 

1,2. Department of animal science, university of Tehran 3. Department of veterinary medicine, Ferdowsi university of 
Mashhad 

  
 

Abstract 
Nitric oxide (NO) is generated by different isoforms of nitric oxide synthase (NOS) in mammalian cells. It 
has been demonstrated that nitric oxide is a mediator for meiotic maturation of oocyte in many mammalian. It 
seems that there is any report about the effect of NO on in vitro maturation of ovine oocyte. Therefore, this 
experiment was designed to study effects of NO deficiency on ovine oocyte maturation using different 
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concentrations of L-NAME as a NOS inhibitor (0, 0.1, 1 mM). The results indicated that L-NAME 
significantly inhibits the meiotic maturation and first polar body extrusion in a dose-dependent manner in 
ovine oocyte. Also, this study along with other compatible studies showed that NO/NOS system is essential 
for meiotic maturation of sheep oocyte. 
Keywords: nitric oxide synthase, meiotic maturation, sheep oocyte 
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  بر روي پیشرفت بلوغ میوزي اووسیت گوسفند L-NAMEهاي مختلف تاثیر غلظت. 1جدول

 
  

      ايبلوغ هسته يمرحله

  (L-NAME)تیمار  تعداد اووسیت  Iمتافاز%   IIمتافاز%

a18/0±16/75  24/0±  84/24  157  کنترل  

b18/0  ± 78/63  21/0  ±  22/36  127  mM 1/0  

c17/0  ±  72/40  18/0  ±28/59  140  mM 1  

  
  )p <0.05(دار بودن نتایج است حروف متفاوت بیانگر معنی - 

  


