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 "هقالِ پصٍّطی"

 

ّای کَهَلَض سلَل یّاRNAتخوک ٍ تیاى هیکرٍ تٌی ترٍىتکَیي تَاًایی ارزیاتی 
 ساکاریذ زایی لیپَپلیدر پاسخ تِ اثرات التْاب گَسفٌذ

 
 ٍ 5، علی اسذی الوَتی4زادُ، هحوذرضا تختیاری3زادُ، احوذ افضل2چطوِ، عثذالِ هحوذی سٌگ1سارا عطایی ًظری

 6ًطتاعلی فَلادی

 
 زاًكگبُ تْطاى ،زاًكدَی زًتطی -1

 (amohammadis@ut.ac.ir)ًَیؿٌسُ هؿٍَل:  زاًكگبُ تْطاى ،اؾتبزیبض -2
 زاًكگبُ تْطاى ،اؾتبز -3
 زاًكیبض، زاًكگبُ تْطاى -4
 اؾتبزیبض، زاًكگبُ تْطاى -5

 زاًكگبُ لٌسى ،اؾتبز -6
 13/5/1399تبضید پصیطـ:          22/1/1399تبضید زضیبكت: 

 125 تب   118صلحِ: 
 

 چکیذُ
ّای ّای سلَلRNAساکاریذ تر تلَغ، تَاًایی تکَیي تخوک ٍ تغییر تیاى هیکرٍهٌظَر تررسی تأثیر لیپَپلیایي هطالعِ تِ   

 یکّای صفر )ضاّذ( ٍ ّا تا غلظتساکاریذ اًجام ضذ. ترای ایي هٌظَر تخوککَهَلَض در ضرایط التْاب ًاضی از لیپَپلی
تٌی، درصذ تلَغ ّستِ ٍ ساعت کطت دادُ ضذًذ. تعذ از تلَغ ترٍى 24هذت ساکاریذ تِلیپَپلی از لیترهیکرٍگرم در هیلی

تعییي هیساى تیاى  .ضذهحاسثِ درصذ تسْین ٍ تَلیذ تلاستَسیست ّای کَهَلَض تررسی ضذ. ّوچٌیي پراکٌذگی سلَل
لیتر هیکرٍگرم در هیلی یکافسٍدى هَرد ارزیاتی قرار گرفت.  Real Time PCRٍسیلِ دستگاُ ِی ترٍش کوّّا تRNAِهیکرٍ

درصذ  ًذاضت.ّای کَهَلَض درصذ تلَغ ّستِ ٍ پراکٌذگی سلَلداری تر هعٌیساکاریذ تِ هحیط کطت تلَغ ّیچ تأثیر لیپَپلی
ساکاریذ کاّص پیذا داری در حضَر لیپَپلیطَر هعٌیًِذاضت اها درصذ تَلیذ تلاستَسیست ت ضاّذتسْین ّیچ تفاٍتی تا گرٍُ 

 ّایRNAهیکرٍ ساکاریذ در هقایسِ تا گرٍُ ضاّذ تیاىًطاى داد کِ در هحیط حاٍی لیپَپلی PCRآًالیس  (.>05/0pکرد )
Mir-200b،Mir-27a  ،Mir-let7a دار ترتیة، افسایص، افسایص، کاّص یافت ّر چٌذ تفاٍت هعٌیّای کَهَلَض گَسفٌذ تِدر سلَل

دست ِ. تر طثق ًتایج ت(>05/0p)ساکاریذ در هحیط افسایص پیذا کرد داری تا افسایص لیپَپلیطَر هعٌیِتMir-150 ًثَد ٍ تٌْا 
 ّای  RNAّای هیص دارد ٍ ایي اثرات از طریق تأثیر تر تیاى هیکرٍتخوک تَاًایی تکَیيساکاریذ اثر هٌفی تر آهذُ، لیپَپلی

 .تاضذّای کَهَلَض هیسلَل
 

   RNA هیکرٍگَسفٌذ،  ،کَهَلَضگسترش هثلی،  تَاًایی تَلیذپاسخ ایوٌی، کلیذی: تیواری عفًَی،  ّایٍاشُ
 

 هقذهِ
یي هكٌل ػوسُ زض  ییبیّبی ًبقی اظ آلَزگی ثبًتطػلًَت   

ػلت ًبّف ؾیؿتن ِث .(9،23) ثبقسهیهسیطیت تَلیس هثل 
ایوٌی پؽ اظ ظایوبى، اؿلت اًسام تَلیسهثلی زام زضگیط 

 ؾبظی  ّبی ثبًتطیبیی قسُ ًِ هٌدط ثِ آظاز ػلًَت
ثبقٌس، ّب ًِ خعئی اظ زیَاضُ ؾلَلی ثبًتطی هیؾبًبضیسلیپَپلی

ّبی ٍ ؾلَل تروي (.22قَز )ثِ زاذل گطزـ ذَى هی
ّبی تروساى گبٍ قیطی زض یي هحیظ گطاًَلَظا زض كَلیٌَل
ّبی هرتلق كَلیٌَلی ضقس ًطزُ ٍ ثبلؾ ثیَقیویبیی زض اًساظُ

ّبی ذَى زض قًَس ٍ ایي هحیظ ثب تـییطات ؿلظت كطاؾٌدِهی
ّبی ثبًتطیبیی ضحن ثبػث اؿلت ػلًَت (.5ت )اضتجبط اؾ

ٍ  قَزهیي ػولٌطز تروساى اذتلال زض ػولٌطز آى ٍ ّوچٌی
( ضٍی TLR4) Toll-like receptor 4ّبی تَؾظ گیطًسُ

ّب  ًتبیح پػٍّف (.21قًَس )ّبی آًسٍهتط قٌبؾبیی هیؾلَل
ّبی اپیتلیبل اًسٍهتطیَم تَاًبیی قٌبؾبیی ًكبى زاز ًِ ؾلَل

ثبػث اكعایف ثیبى  ؾبًبضیس لیپَپلی پبتَغى ضا زاقتِ ٍ
گیطًسُ لیگبًس  .(16) قَزهیّب ًوًَبیيّب ٍ ؾبیتًَبیي

قسى، ؾجت  پؽ اظ كؼبلثبقس ًِ هی TLR4 لیپَپلی ؾبًبضیس
ػٌَاى ّب التْبثی قسُ ٍ ثِّب ٍ ًوًَبیيتَلیس ؾبیتًَبیي

گیطًسُ قًَس. ّب زض ایوٌی شاتی هحؿَة هیتطیي گیطًسُ هْن

TLR4 ،ُاًساظی ؾیگٌبل زضٍى  ثب یي پبؾد التْبثی ؾجت ضا
ؾبًبضیس ثب اًجبقتگی زض هبیغ  (. لیپَپلی19قَز )ؾلَلی هی

كَلیٌَلی هَخت ًبّف ضقس كَلیٌَل، تؿطیغ زض پؽ ضكتي 
قَز تروي هی زضصس تٌَیيكَلیٌَل )آتطظیب( ٍ ًبّف 

اًؿیساى ضا  ّبی آًتی(. ّوچٌیي ثیبى ٍ كؼبلیت آًعین3،12)
از ٍ ّبی آظزّس ًِ هٌدط ثِ تَلیس ٍ تدوغ ضازیٌبلًبّف هی

، TLR4ثِ   LPS(. ثب اتصبل2قَز )آؾیت ثبكتی هی
س. ًگطزكؼبل هی myD88  ٍTrifّبی هطتجظ ثب غى ؾیگٌبلیٌگ

myD88 ّبی التْبثی ّبی زذیل زض پبؾدقسى غى ؾجت كؼبل
گطزیسُ، ثب  NF-κB  ٍMAPK ؾبظیٍ ًْبیتبً هٌدط ثِ كؼبل

ّبی پیف التْبثی اظ خولِ غىNF-κB  ٍ MAPK قسى كؼبل
ؾجت  Trifقًَس. اظ عطف زیگط ّب ثیبى هیؾبیتًَبیي

 (. 28قَز )ّبی ایٌتطكطًٍی هیقسى غى كؼبل
ًٌٌسُ تروي زض كَلیٌَل ّبی ًَهَلَؼ احبعِؾلَل   

(. اظ 33آًتطال، ًوف هْوی ضا زض ثلَؽ تروي ثط ػْسُ زاضًس )
ّبی ًَهَلَؼ تَلیس اًطغی ثطای ّبی ؾلَلخولِ كؼبلیت

تروي، تحطیي ثلَؽ هَلٌَلی تروي ٍ  توؿین هیَظ زض
ّؿتِ آى، تٌظین ضًٍَیؿی زض تروي، ّوبٌّگی ضقس 

 (. 4ثبقس )كَلیٌَل ثب ثلَؽ تروي ٍ هحبكظت اظ تروي هی

نشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساريدا  
 پژوهشهاي توليدات دامي
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ًیلیت تروي اظ خولِ ثط  گصاض ػَاهل تأثیطثؿیبضی اظ    

زض عی ّبی هبزضی ٍ پطٍتئیي ّبRNAشذیطُ هیٌطٍ
تب  ّبRNAهیٌطٍایي زّس. ظایی زضٍى تروي ضخ هی تروي

ظهبى لاظم، شذیطُ ٍ ًگْساضی ٍ ؾپؽ تَؾظ تروي ثطای 
ّبی هبزضی زض تروي (. غى27قًَس )تٌبهل اؾتلبزُ هی

ّب ذبًَازُ RNAهیٌطٍقًَس. تٌظین هی ّبRNAتَؾظ هیٌطٍ
ؿیط ًسًٌٌسُ ّؿتٌس ًِ ثیبى غى ضا اظ عطین  RNAثعضگی اظ 

ّسف تٌظین ّبی RNAؾطًَة پؽ اظ ضًٍَیؿی هیٌطٍ
ّبی هْن پبؾد ًٌٌسُػٌَاى تٌظینّب ثِ(. آى14ًٌٌس ) هی

ؾبًبضیس، تٌظین اًس ًِ زض پبؾد ثِ لیپَپلیایوٌی ظبّط قسُ
ّبی ثیَلَغیٌی هطثَط ثِ ؾیگٌبلیٌگ ؾلَلی )اظ خولِ كطآیٌس
PIK3 ٍ MAPKهیٌطٍ(. 17ًٌٌس )( ضا ًٌتطل هیRNA ّب زض

زاضًس ًِ ثیبى غى ٍ تطخوِ عی تٌبهل تروي ٍ خٌیي ٍخَز 
ضؾس ثؿیبضی اظ ًظط هیًٌٌس. ثِپطٍتئیي ضا تٌظین هی

قًَس ثب الگَی كطآیٌسّبی هَلٌَلی ًِ ثبػث ثلَؽ تروي هی
قًَس. پطٍكبیل ثیبى ّب تٌظین هیRNAثیبى هیٌطٍ

ّبی ًَهَلَؼ ّط زٍ زض عی ّب تروي ٍ ؾلَلRNAهیٌطٍ
زٌّس ًِ هغبلؼبت ًكبى هی(. 15) ًٌسثلَؽ تروي، تـییط هی

ًَهَلَؼ، هوٌي  -ّب هكتن اظ هدوَػِ ترويRNAهیٌطٍ
ضٍـ پبضاًطیي تحت تأثیط هطاض زٌّس اؾت ثلَؽ تروي ضا ثِ

تٌی ّب زض عی ثلَؽ ثطٍىRNA(. قٌبؾبیی ثیبى هیٌط18ٍ)
ولٌطز ـطضؾی ػـطای ثـْن ثـبم هـرؿتیي گـروي، ًـت

 ّب زض قبیؿتگی تروي اؾت. RNAهیٌطٍ
رتلق ـّبی هلظتـِ ؿـَؾلٌس ثـروساى گـبؾد تـپ   

ؾبًبضیس هكرص قسُ اؾت ٍ زض هغبلؼِ حبضط كطض  لیپَپلی
تَاًس ثط ؾبًبضیس زض هبیغ كَلیٌَلی هیثط ایي اؾت ًِ لیپَپلی

تٌَیي تروي اثط هٌلی ثگصاضز. ثٌبثطایي، ّسف اظ ایي هغبلؼِ 
م زض ّبی الوبء قسُ تَؾظ ؿلظت یي هیٌطٍگطثطضؾی پبؾد

 ؾبًبضیس زض هحیظ ثلَؽ ثط ضاًسهبى ثلَؽ لیتط لیپَپلیهیلی
تٌی تروي، زضصس تؿْین ٍ ثلاؾتَؾیؿت ٍ هتؼبهت آى ثطٍى

ّبی ًَهَلَؼ ثط قبیؿتگی ّبی ؾلَلRNAثیبى هیٌطٍ
 ثبقس. تروي زض عی ثلَؽ هی

 ّاهَاد ٍ رٍش
ًكتبضگبُ  اظّبی گَؾلٌس ثلاكبصلِ پؽ اظ ًكتبض تروساى   

ؾبػت ثؼس اظ ًكتبض زض  زٍآٍضی ٍ حساًثط زض هست خوغ
زضخِ  37-32)كلاؾي حبٍی هحلَل ؾطم كیعیَلَغیي گطم 

پؽ اظ اًتوبل،  ثِ آظهبیكگبُ اًتوبل زازُ قسًس. (گطازؾبًتی
اؾتطیل گطم قؿت ٍ  يّب چٌس ثبض ثب ؾطم كیعیَلَغیتروساى

ًَهَلَؼ اظ  -ضٍـ آؾپیطاؾیَى هدوَػِ ترويقَ ٍ ثِ
هتط ثب اؾتلبزُ اظ ؾطًگ  هیلی ّلتتب  ؾِّبیی ثب هغط كَلیٌَل

ّبیی ًِ زاضای حساهل تروي. قسًساؾترطاج  لیتط هیلی 10
ّبی ًَهَلَؼ زض اعطاف ذَز ثَزُ ٍ ؾِ لایِ ؾلَل

  ؾیتَپلاؾن ّوگي زاقتٌس، اًتربة قسًس.
تٌی  ؾبًبضیس ثط ثلَؽ ثطٍى اثط لیپَپلی اضظیبثیهٌظَض ثِ   

زض ًَهَلَؼ ؾِ ثبض  -ّبی گَؾلٌس، هدوَػِ ترويتروي
 HTCM (HEPES-buffered Tissue-199هحیظ ًكت 

Culture Medium-199)  قؿت ٍ قَ ٍ ؾپؽ ؾِ ثبض زیگط
 199TCM- (Tissue Cultureهحیظ ًكت ثلَؽ تروي زض 

Medium-199) زضصس ؾطم خٌیي گبٍی  10 حبٍی(FBS) ،
 زٍ ٍ ًین، (LH)هیٌطٍگطم زض لیتط َّضهَى لَتئیٌِ  زٍ ٍ ًین

، یي (FSH)هیٌطٍگطم زض لیتط َّضهَى هحطى كَلیٌَل 
ّبی لیتط ثتب اؾتطازیَل ٍ ّوچٌیي ؿلظت هیٌطٍگطم زض هیلی

قؿت ٍ ؾبًبضیس  لیپَپلی لیتط هیٌطٍگطم زض هیلی یيٍ  صلط
ّبی ّبی زُ تبیی ثِ زیف. زض ًْبیت زض گطٍُقَ زازُ قسًس

پَقیسُ ٍ هیٌطٍلیتطی اظ هحیظ ثلَؽ  100ّبی حبٍی هغطُ
ؾبػت زض  24هست  ثِ ٍ قسُ ثب ضٍؿي هؼسًی هٌتول قسًس

زضصس گبظ  پٌحگطاز ٍ  زضخِ ؾبًتی 5/38اًٌَثبتَض ثب زهبی 
 زض قطایظ حساًثط ضعَثت ًكت زازُ قسًس. ًطثٌیي

ّب ترويّب، ظزٍزى ًَهَلَؼ ثطای ،تٌی پؽ اظ ثلَؽ ثطٍى   
 یي زضصس ّیبلَضًٍیس-TCM 199ثِ یي هیٌطٍتَیَح حبٍی 

زض ّبی ثسٍى ًَهَلَؼ اًتوبل زازُ قسًس. ؾپؽ تروي اظ
تؼییي هطاحل ضقس ٍ ثلَؽ هَضز  ثطایاؾتطیَ ظیط هیٌطٍؾٌَح 
 .(1قٌل ) اضظیبثی هطاض گطكتٌس

 

 
 

 (B) ،اظ ثلَؽ هجلًَهَلَؼ  -هدوَػِ تروي( A) ای تروي زض قطایظ ثطٍى تٌی.ثلَؽ ّؿتِ َیط اؾتطیَهیٌطٍؾٌَح اظتص -1قٌل 
 (.ثبقسزٌّسُ خؿن هغجی هیپیٌبى ًكبى) ثبلؾ قسُ ( ترويC) ،ّبی ًَهَلَؼ پؽ اظ ثلَؽپطاًٌسگی ًبهل ؾلَل

Figure 1. Stereomicroscope image of in vitro oocyte nucleus maturation. (A) cumulus-oocyte complex before 
maturation, (B) Complete expansion of cumulus cells after maturation, (C) mature oocyte (arrow 
represents polar body). 

 
ثط ًكت ثلَؽ ؾبًبضیس اضبكِ قسُ زض هحیظ لیپَپلیثطضؾی    

ؾبػت  24پؽ اظ گصقت  ّبی ًَهَلَؼؾلَل پطاًٌسگی
ثط  ٍثب اؾتلبزُ اظ هیٌطٍؾٌَح اؾتطیَ ًكت قسُ  ّبیتروي

ّبی ًَهَلَؼ زض ؾِ گطٍُ  اؾبؼ هیعاى پطاًٌسُ قسى ؾلَل

ّبی ًَهَلَؼ  ثٌسی قسًس: گطٍُ اٍل ؾلَلهرتلق عجوِ
ّبی ًَهَلَؼ  عَض ًبهل پطاًٌسُ قسًس. گطٍُ زٍم ؾلَلِ ث

ّبی ًَهَلَؼ پطاًٌسُ  س ٍ گطٍُ ؾَم ؾلَلپطاًٌسُ قسً ًؿجتبً
  .ًكسًس
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ؾبًبضیس ثِ هحیظ ًكت اكعٍزى لیپَپلی اثطاضظیبثی  ثطای   

ی ّبّب، ترويثلَؽ ثط زضصس تؿْین ٍ تَلیس ثلاؾتَؾیؿت
ٍ  ِقؿت HEPES-buffered SOF ثبض زض هحیظ ؾِ قسُ ثبلؾ

ثب  SOF اظ هحیظهیٌطٍلیتطی  50ّبی هغطُ زض لاكبصلِث
هیٌطٍهَلاض  20لیتط ّپبضیي، هیلی ثط الوللیٍاحس ثیي چْبض

 يـیَضیي، ـبتـپَتـبیـَلاضّـیٌطٍهـه 10یي، ـآه یلیيـؾ ٌیـپ
ؾطم هیف  (حدن/ حدن) زضصس زًٍلطیي  هیٌطٍهَلاض اپی

ّبی اؾپطم هٌدوس زض آة ؾپؽ پبیَتكحل هطاض زازُ قسًس. 
 ٍ  ثبًیِ شٍة قسًس 30گطاز ثطای هست زضخِ ؾبًتی 35

 ّب ثب تحطى ثبلا ثب ضٍـ قٌبٍضؾبظی خسا قسًس. اؾپطم
106ّبی خساقسُ ثب ؿلظت ًْبیی اؾپطم

2  اؾپطم زض ّط
 10تٌی ًِ زض ّط هغطُ ّبی لوبح ثطٍىلیتط ثِ هغطُ لیهی

ّب زض ظیط ضٍؿي هغطُ. ًستروي هطاض زازُ قسُ ثَز، اضبكِ قس
زضصس گبظ  پٌحگطاز ٍ  زضخِ ؾبًتی 5/38هؼسًی زض زهبی 

زضصس گبظ ًیتطٍغى ثب  90زضصس اًؿیػى ٍ  پٌحًطثٌیي ٍ 
 ؾبػت اًٌَثِ قسًس. 18هست  حساًثط ضعَثت ثِ

ّبی ػبضی اظ ؾلَل ی احتوبلیّبظایگَت ،پؽ اظ لوبح   
 10حبٍی  CR1 زض هحیظ ًكت خٌیٌیٍ ًَهَلَؼ قسًس 

ّبی لیتط اؾیس هیٌطٍلیتط زض هیلی 10زضصس ؾطم خٌیي گبٍی، 
ّبی آهیٌِ لیتط اؾیس هیٌطٍلیتط زض هیلی 20 ٍ آهیٌِ ؿیط ضطٍضی

ضٍظ ًكت زازُ قسًس. زضصس تؿْین ٍ  ًِهست  ضطٍضی ثِ
پؽ اظ ًكت  ًِؾِ ٍ زض ضٍظ تطتیت  تَلیس ثلاؾتَؾیؿت ثِ

 .(2قٌل ) هحبؾجِ قس

 

 
 ّبی زض حبل خَاًِ ظزىَیط اؾتطیَهیٌطٍؾٌَح اظ ثلاؾتَؾیؿتتص -2قٌل 

Figure 2. Stereomicroscope image of germinating blastocyst
 

ّبی ًَهَلَؼ گَؾلٌس زض ؾلَل ّبRNAهیٌطٍهیعاى ثیبى    
ؾبًبضیس تَؾظ تٌٌیي  لیپَپلی گطٍُ حبٍیٍ  قبّسثیي گطٍُ 

Real Time PCR  .اؾترطاج ،هٌظَض سیيثؾٌدیسُ قس 
RNA ؾٌتع ٍ  cDNA ؾبػت پؽ اظ ثلَؽ،  24 گطكت.صَضت
زضصس اظ  یيّبی ًَهَلَؼ تَؾظ آًعین ّیبلَضًٍیساظ ؾلَل

لیتط ثبكط لیع  هیلی یيّب خسا ٍ ثِ هیٌطٍتیَة حبٍی تروي
اًتوبل زازُ قسًس تب توبهی هحتَیبت  (RNAX Plus)ؾلَلی 
ؿلظت اظ ؾلَل ذبضج قًَس.  (DNA  ٍRNAاظ خولِ )ؾلَل 
RNA  سگیطی ق زؾتگبُ ًبًَزضاح اًساظُاؾترطاج قسُ ثب  ٍ
ثب اؾتلبزُ اظ ًیت ؾٌتع هطًع تحویوبت ثي یبذتِ  RNAؾٌتع 
  .قساًدبم 
ثب اؾتلبزُ اظ آًعین تطاًؽ ًطیپتبظ  cDNAؾٌتع ّوچٌیي       

 ثطای. صَضت گطكت (ًیت هطًع تحویبت ثي یبذتِ)هؼٌَؼ 
، RNAهیٌطٍگطم  پٌحثِ  ،PolyAثب پطایوط  cDNAؾٌتع 
 10x  PolyAهیٌطٍلیتط زٍ، rATPهیٌطٍلیتط  یيهوساض 

polymerase buffer  ٍ هیٌطٍلیتطزٍ زّن PolyA 

polymerase  زضخِ  37اضبكِ قس. ٍاًٌف كَم زض زهبی
 20هست  زهیوِ اًٌَثِ قس ٍ ؾپؽ ثِ 30هست  گطاز ٍ ثِ ؾبًتی

گطاز  زضخِ ؾبًتی 65ؾبیٌلط ثب زهبی َزهیوِ زض زؾتگبُ تطه

 ثطایآزًیلاؾیَى،  پؽ اظ ٍاًٌف پلیثلاكبصلِ  هطاض زازُ قس.
 یيآزًیلِ،  پلی RNAهیٌطٍلیتط  10 ثِ cDNAٍاًٌف ؾٌتع 

 ثب ًوًٍَِ حدن ّط  اضبكِ RT-adaptorهیٌطٍلیتط پطایوط 
تگبُ ـزض زؾ ٍبًسُ ـیٌطٍلیتط ضؾـه 13ِ ـآة ث تلبزُ اظـاؾ

گطاز  زضخِ ؾبًتی 75زهیوِ زض زهبی  پٌحهست  تطهَؾبیٌلط ثِ
 زٍ، RT-enzymeهیٌطٍلیتط  یيؾپؽ  هطاض زازُ قس.

 5xRT buffer  ٍ13هیٌطٍلیتط  چْبض، dNTPهیٌطٍلیتط 
اضبكِ گطزیس ٍ زض زؾتگبُ  ّبًوًَِهیٌطٍلیتط آة ثِ 

ضالؼول ثطای َتطهَؾبیٌلط ًِ هطاحل زهبیی هَضز ًیبظ عجن زؾت
  ضیعی قسُ، هطاض زازُ قس.ٍاًٌف ثطًبهِ

ثطضؾی  ثطایػٌَاى ًٌتطل زاذلی اؾتلبزُ قس. ِث 8/5sغى    
 قف ٍ ًیناظای ّط ٍاًٌف ّب ثRNAِهیٌطٍهیعاى ثیبى 
 یي، (قطًت یٌتب تدْیع) Master MIXهیٌطٍلیتط 

 یيهیٌطٍلیتط آة ثِ  چْبضٍ ( 1)خسٍل هیٌطٍلیتط پطایوط 
 هیٌطٍلیتط زٍ زّنهیعاى اضبكِ قس ٍ ثِ cDNAهیٌطٍلیتط 

ّب ثطای چْل ٍ ًوًَِ قسثِ ٍاًٌف اكعٍزُ   ROXضًگ
 س.هٌتول قسً Real Time PCRچطذِ ثِ زؾتگبُ 
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 آًالیس آهاری

 (تیوبضّبی آظهبیكی)ثطای تؼییي اضتجبط ثیي هتـیط هؿتول    
ّبی ؾلَل یگؿتطزگزضصس ثلَؽ، )ّبی ٍاثؿتِ ٍ هتـیط

اظ تبثؼیت لدؿتیي ثب  (تؿْین ٍ ثلاؾتَؾیؿتًَهَلَؼ، 
 GLM (Generalized Linearهسل ذغی تؼوین یبكتِ 

Model) اكعاض آهبضی ثب ًطمR ( ِ0/1/3ًؿر)  اؾتلبزُ قس
 .(1 ضاثغِ)
 
                                                     (1 ضاثغِ)

                      
               
               

 پبؾد طیهتـ یٍاهؼ هوساض بًگطیث تیتطتثِ :  ٍ   ،كطهَل يیزض ا 
 ًَهَلَؼ، یّبؾلَل یگؿتطزگ ثلَؽ، ٍهَع ػسم بی ٍٍهَع )

ّب  ٍ احتوبل ثطآٍضز قسى ٍهَع آى (ؿتیٍ ثلاؾتَؾ نیتؿْ

ثطاثط ثب ) یهطثَط ثِ ػسز ًپط :Exp ًوبز يیثبقٌس. ّوچٌیه
 71828/2)، x: تیضطا ؽیهبتط ٍ β :ُگٌدبًسُ  یّبثطزاض ؾبظ

ّب ثب ضٍـ RNAّبی ثیبى غى هیٌطٍزازُ قسُ زض هسل اؾت.
2˄-(DCT)  تدعیِ ٍ تحلیل قس ٍ زض ًْبیت اظ آظهَىt  ٍز

 ّب اؾتلبزُ قس.زاضی تلبٍت ثیي تیوبضعطكِ ثطای ثطضؾی هؼٌی
 

 ٍ تحث ًتایج
ای ّؿتِ ثطضؾی زضصس ثلَؽ ًتبیح آظهبیف هطثَط ثِ   

 ّبی ًَهَلَؼؾلَل ٍ پطاًٌسگیّبی گَؾلٌس تروي
ثیي  ّط چٌس ًكبى زازُ قسُ اؾت.  3ٍ  2زض خسٍل تطتیت  ثِ

اظ  لیتط هیٌطٍگطم زض هیلی یيؿلظت  ٍ قبّسگطٍُ 
زض هیعاى  زاضیاظ لحبػ آهبضی اذتلاف هؼٌیؾبًبضیس  لیپَپلی

 ٍخَز ًساقت، ّبی ًَهَلَؼٍ پطاًٌسگی ؾلَلای ثلَؽ ّؿتِ
 .ًبّف یبكت ّب آىزضصس  ؾبًبضیس زض حضَض لیپَپلی اهب

  
 تروي تٌی ثلَؽ ثطٍىثط ًكت ثلَؽ ؾبًبضیس اضبكِ قسُ زض هحیظ لیپَپلیاثط  -2 خسٍل

Table 2. Effect of added lipopolysaccharide in maturation culture medium on oocyte maturation 
 خؿن هغجی(زضصس تؼساز ) ًبثبلؾتروي  تؼساز تیوبضّبی آظهبیكی

 161( 39/69) 232 قبّس
 180 (51/64) 279 یي هیٌطٍگطم زض لیتط

 .باشندتکرار می 5ها میانگینی از داده
 

 ّبی ًَهَلَؼپطاًٌسگی ؾلَلثط ًكت ثلَؽ ؾبًبضیس اضبكِ قسُ زض هحیظ لیپَپلیاثط  -3 خسٍل
Table 3. Effect of added lipopolysaccharide in maturation culture medium on expansion of cumulus cells 

 تؼساز تروي تؼساز تیوبضّبی آظهبیكی
 گؿتطزُ(زضصس )

 تؼساز
 تبحسی گؿتطزُ(زضصس )

 تؼساز
 ًبگؿتطزُ(زضصس )

 9( 37/9) 30( 25/31) 57( 37/59) 96 قبّس
 12 (5/12) 33 (37/34) 51 (12/53) 96 یي هیٌطٍگطم زض لیتط

 
ًَهَلَؼ زض حضَض  -ای هدوَػِ ترويثلَؽ ّؿتِ   

س یؾبًبض هیٌطٍگطم زض هیلی لیتط لیپَپلیپٌح ٍ  یيّبی ؿلظت
 10. ؿلظت (32) تٌی، ًبّف یبكت زض عی ثلَؽ ثطٍى

 كؿلطیلاؾیَىلیتط لیپَپلی ؾبًبضیس ؾغح هیٌطٍگطم زض هیلی
P38MAPK كؼبلیت ،ERK/1 ،NF-κB  ؾغح ثیبى ٍIL6  ٍ

TNFα  زّس زض ًتیدِ ثبػث تحطیي ًبّف هیضا زض تروي
گطزیسُ  TLR4ّبی التْبثی زض تروي اظ عطین هؿیط كطآیٌس

 .(26)زّس عَض هبثل تَخْی ًبّف هیِ ای ضا ثٍ ثلَؽ ّؿتِ
ی  ، چطذIIِهتبكبظ ؾبًبضیس زض هطحلِ  لیپَپلیزض آظهبیكی، 
 10ؿلظت  قساًساظز. هكرص تأذیط هی ؾلَلی ضا ثِ

تؼساز  ًبّف هَختؾبًبیس  لیتط اظ لیپَپلیهیٌطٍگطم زض هیلی
 . (12)قَز هی IIّب تب هطحلِ هتبكبظ تروي

ّبی ًَهَلَؼ تروي ثطای ثلَؽ هیَظ ٍ ؾلَل پطاًٌسگی   
. هغبلؼبت ًكبى (31)تٌَیي تروي ضطٍضی اؾت  تَاًبیی

ّبی پبؾد ایوٌی شاتی هوٌي اؾت زض گؿتطـ ؾلَل زٌّسهی

اظ عطین  IL6ًَهَلَؼ ًوف زاقتِ ثبقس. ؾبیتًَبیي التْبثی 
ّبی یٌی ثبػث ًبّف گؿتطـ ؾلَلاػولٌطز اتًَط
هؿیط  قسى كؼبلثب . ػلاٍُ ثط ایي (9)قَز ًَهَلَؾی هی

زض  IFN , ثیبى  ؾبًبضیس تَؾظ لیپَپلی TLR4ؾیگٌبلیٌگ 
ًِ هٌدط ثِ  گطزیسًَهَلَؼ تحطیي  -ترويهدوَػِ 

 .(31)قَز ّبی ًَهَلَؼ هیؾلَل پطاًٌسگیًبّف 
ؾبًبضیس ثِ هحیظ  هطثَط ثِ اكعٍزى لیپَپلی ًتبیح آظهبیف   

ٍ زضصس تَلیس ّب هٌظَض اضظیبثی زضصس تؿْین ترويثلَؽ، ثِ
ًكبى زازُ قسُ  4تٌطاض ٍ زض خسٍل  ّلتزض ثلاؾتَؾیؿت 

 قبّسّبی گَؾلٌسی زض گطٍُ اؾت. هیعاى تؿْین تروي
(0686٪)  لیپَپلی ؾبًبضیس  تیوبضزض هوبیؿِ ثب(4581٪) 

پؽ اظ  ایي زض حبلی اؾت ًِ. ًكبى ًساز ضازاضی تلبٍت هؼٌی
 تَلیس ثلاؾتَؾیؿت لوبح ثطٍى تٌی زض حضَض لیپَپلی ؾبًبضیس

 .(p >05/0)ثَز  قبّسزاضی ًوتط اظ گطٍُ یثغَض هؼٌ

 ّبی عطاحی قسُتَالی پطایوط  -1خسٍل 

Table 1. primers Sequence 
 پطایوط تَالی

GTT CAC AGT GGc TAA GT mir-27a-f 

CGT AAT ACT GCC TGG TAA mir-200b-f 

TCT CCC AAC ATC TGT AC mir-150-f 

ACG AGC AGG GTC CG mir-let7a-f 
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 ٍ ثلاؾتَؾیؿتتؿْین  زضصسثط  ًكت ثلَؽهحیظ ؾبًبضیس اضبكِ قسُ زض لیپَپلیاثط  -4 خسٍل

Table 4. The effect of added lipopolysaccharide in the maturation culture medium on the proportion of cleaved 
oocytes and the proportion of oocytes reaching the blastocyst stage 

 تؼساز ازُ قسُّبی ًكت زتؼساز تروي تیوبضّبی آظهبیكی
 )زضصس تؿْین(

 تؼساز
 )زضصس ثلاؾتَؾیؿت(

 a(88/36 )45 103( 42/84) 122 قبّس
 b(27/17 )19 84 (36/76) 110 یي هیٌطٍگطم ثط لیتط

 .ثبقٌسیتٌطاض ه 7اظ  یٌیبًگهی ّبزازُ .1
a ٍ  :bزاضیثب حطٍف ًبهكبثِ زض ّط ؾتَى، هؼٌ ّبيیبًگیتلبٍت ه ( 05/0اؾتp<.) 

 

 1 زضصس تؿْین زض تیوبضزّس ًكبى هیهغبلؼبت اًدبم قسُ    
ًؿجت ثِ گطٍُ قبّس ؾبًبضیس لیپَپلیلیتط اظ هیٌطٍگطم زض هیلی

زاضی ضا ًكبى ًساز اهب زضصس ثلاؾتَؾیؿت اذتلاف هؼٌی
ّب ًكبى پػٍّف (.12) گیطی ًبّف یبكتِ ثَز عَض چكنِ ث

ؾبًبضیس  زّس اگطچِ هطاض گطكتي تروي زض هؼطض لیپَپلیهی
گصاضز اهب زض تٌی، ثط ضقس اٍلیِ خٌیٌی تأثیط ًوی ثطٍى زض قطایظ

. (9)قَز تٌی ثبػث ًبّف زضصس تؿْین هی قطایظ زضٍى
 یيٍ  یي زّنًِ اكعٍزى زّس هغبلؼبت اًدبم قسُ ًكبى هی

ؾبًبضیس ثِ هحیظ ثلَؽ تروي  لیتط لیپَپلیهیٌطٍگطم زض هیلی
ح ثبػث ًبّف زضصس ثلاؾتَؾیؿت زض ضٍظ ّكتن پؽ اظ لوب

ؾبًبضیس هَضز ًیبظ ثطای ًبّف  حساهل هوساض لیپَپلی .قَزهی

 یيتب  ًینّب ثِ ثلاؾتَؾیؿت زض حسٍز تٌَیي ظایگَت
  .(23) ثبقسلیتط هیهیٌطٍگطم زض هیلی

 ،Mir-200bّبی RNAهیٌطٍهیعاى ثیبى ایي هغبلؼِ زض    
Mir-27a،Mir-let7a  ٍ Mir-150ّبی ًَهَلَؼزض ؾلَل 

 چْبضثب  ؾبًبضیس لیپَپلی گطٍُ ٍ قبّسگَؾلٌسی ثیي گطٍُ 
 ٍ Mir-200bثیبى ّط چٌس . هَضز ثطضؾی هطاض گطكتتٌطاض 

Mir-27a  لیتط  هیٌطٍگطم زض هیلی یيزض حضَض
 اهب ًبّف پیسا ًطز Mir-let7aثیبى ٍ  اكعایفؾبًبضیس  لیپَپلی

. (<05/0p)زاضی هكبّسُ ًكس اذتلاف هؼٌی قبّسثب گطٍُ 
زاضی  عَض هؼٌیِ ثقبّس ًؿجت ثِ گطٍُ  Mir-150 ثیبى تٌْب

 .(3قٌل ) (>05/0p)اكعایف پیسا ًطز 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ضٍـّبی ًَهَلَؼ گَؾلٌسی ثِّب زض ؾلَلRNAهیٌطٍهیعاى ثیبى ؾبًبضیس اضبكِ قسُ زض هحیظ ًكت ثلَؽ ثط اثط لیپَپلی -3 قٌل
 Time PCR Real 

Figure 3. Effect of added lipopolysaccharide in maturation culture medium on expression level of microRNAs in 
sheep cumulus cells determined by Time PCR Real 

 
ٍ ّب زض عی ثلَؽ تروي RNAثیبى ٍ ػولٌطز هیٌطٍ   

ی ضقس خٌیٌی گعاضـ قسُ اؾت، ّوچٌیي هطاحل اٍلیِ
زض پبؾد التْبثی پؿتبًساضاى  آًْب هْن ًوفاظ  ّب ًكبىپػٍّف
 RNAهیٌطٍ ّبی گطاًَلَظا ٍ تٌبی گبٍی،ؾلَل. (5)زاضًس 

ضا زض پبؾد ثِ لیپَپلی ؾبًبضیس ثیبى  TRL4هدوَػِ گیطًسُ 
ثؿیبضی اظ . (24) قًَسًٌٌس ٍ ثبػث ایدبز پبؾد التْبثی هیهی

ؾبًبضیس ًبقی اظ تـییطاتی اؾت ًِ زض  اثطات ثیَلَغیٌی لیپَپلی
ّبی التْبثی ًٌس ٍ ثبػث تَلیس ؾبیتًَبیيثیبى غى ایدبز هی

 . (7)قَز هی IL1  ٍTNFαهبًٌس 
 Mir ،LetـLet 7aاظ خولِ ّب RNAثطذی اظ هیٌطٍ   

7cـMir  ٍ21ـMir  (29) زاضًسًوف هْوی زض ضقس كَلیٌَل. 
Let 7aـMir  زض هؿیطّبی ػوسُ ؾلَلی ّبی زضگیطغى ثیبى 
تٌظین ضا ٍ چطذِ ؾلَلی  DNAآپَپتَظ، آؾیت  اظ خولِ

زض تروي ٍ خٌیي  MirـLet 7a. ثیبى ثبلا ًٌس هی

ّب زض تٌَیي هطاحل اٍلیِ ضقس زٌّسُ ًوف تٌظیوی آى ًكبى
 Letًِ زّس ّب ًكبى هیثطذی اظ پػٍّف. (1)خٌیٌی اؾت 

7aـMir تَلیس  زض حیي پبؾد ایوٌی ثبػث ًبّف
 .(18) قَزهی ILـ,IL 6ـ10 ّبی التْبثی هبًٌس ؾبیتًَبیي

 یيزض حضَض ؿلظت زّس ًكبى هی بتهغبلؼ ثطذی ًتبیح
، MirـLet 7aثیبى ؾبًبضیس لیتط لیپَپلیهیٌطٍگطم زض هیلی

 .(22) اؾتعَض هبثل تَخْی ًبّف یبكتِ ِ ث
ّبی تروساى زض ؾلَل ثبػث هْبض آپَپتَظ STAR غى   

اؾت.  Mir-150ّسف ثطای غى یي قَز ٍ گَؾلٌس هی
ّبی زذیل زض ثب تـییط ثیبى غى Mir-150 هكرص قسُ اؾت

ّط چٌس . (33)قَز ؾٌتع پطٍغؾتطٍى ثبػث ًبّف آپَپتَظ هی
زض پیكطكت التْبة زض  Mir-150ًوف  ّبثطذی پػٍّف
-NF-κB /LPS/mirؾبًبضیس، اظ عطین هؿیط حضَض لیپَپلی

 NF-κBس ًِ ّسف آى تٌظین ثیبى غى ٌزّضا ًكبى هی  150
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زؾت آهسُ زض ایي هغبلؼِ ثیبى ِ . ثط اؾبؼ ًتبیح ث(10)اؾت 
Mir-150 ًظط ثًِِ اكعایف پیسا ًطز  یزاضعَض هؼٌیِ ث

 ّبی التْبثی ًوف زاقتِ ثبقس. ضؾس زض ًبّف پبؾد هی
   Mir-27a ّبی تروساى زاضز ًوف هْوی زض ضقس كَلیٌَل
اؾت  ُقٌبذتِ قس IL-10ًٌٌسُ هٌلی   ػٌَاى یي تٌظینثٍِ 

ؾبًبضیس، ثب  ّبی هبًطٍكبغ زض پبؾد ثِ لیپَپلیًِ زض ؾلَل
. (30)یبثس ، ثیبى آى ًبّف هیIL-10ّسف هطاض زازى 

یي ّسف  TLR4ًِ زّس ّبی خسیس ًكبى هیتحوین
ؾبًبضیس ثیبى آى  اؾت ًِ زض حضَض لیپَپلی Mir-27a هؿتوین

 .(27)قَز یبثس ٍ ثبػث ایدبز پبؾد التْبثی هیاكعایف هی
   Mir-200b زازى هؿیط ؾیگٌبلیٌگ  ثب ّسف هطاضTLR4 

ثیبى . (28)ًٌس ثبًتطیبیی ضا تٌظین هی پبؾد ایوٌی شاتی آًتی
Mir-200b ّبی هیٌطٍگلیب زض قطایظ التْبة ًبقی زض ؾلَل

یبثس ًِ ّوطاُ ثب ًبّف ؾبًبضیس ًبّف هی اظ لیپَپلی
، ٍلی زض هغبلؼِ حبضط. (6) ثبقسهیّبی التْبثی ؾبیتًَبیي

هیٌطٍگطم زض یي قسى  پؽ اظ اكعٍزُ Mir-200bثیبى 
ّبی ؾبًبضیس ثِ هحیظ ًكت ثلَؽ زض ؾلَل لیتط لیپَپلی هیلی

زؾت آهسُ اظ تـییط ِ ًَهَلَؾی اكعایف پیسا ًطز. عجن ًتبیح ث
ّب زض قطایظ التْبة ًبقی اظ RNAالگَی ثیبى هیٌطٍ 

تَاى ًتیدِ گطكت ّبی هرتلق هیؾبًبضیس زض ؾلَل لیپَپلی
ؾبًبضیس ثِ ًَع  ّب زض پبؾد ثِ لیپَپلیRNAًِ ثیبى هیٌطٍ

 ؾلَل ٍ ؿلظت آى ٍاثؿتِ اؾت.
ؾبًبضیس اثطات  لیپَپلی، زّسًتبیح هغبلؼِ حبضط ًكبى هی   

اثطات هٌلی اظ ًِ ایي تٌَیي تروي زاضًس  تَاًبییهٌلی ثط 
ّبی ّبی زذیل زض پبؾدRNAعطین تأثیط ثط ثیبى هیٌطٍ

 . قَزهیگطی  هیبًدیایوٌی 
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Abstract 
   This study was conducted to investigate the influence of lipopolysaccharide (LPS) on sheep 
oocyte maturation and developmental competence and changes in the expression of microRNAs 
in cumulus cells in the inflammatory situations induced by LPS. For this, ewe's oocytes were 
cultured in medium containing 0 (control) and 1 µg/ml of LPS for 24 hours. After in vitro 
maturation, the percentage of nucleus maturation and distribution of cumulus cells were 
evaluated. Moreover, the rate of cleavage and blastocyst production were evaluated. The 
expression of microRNAs was quantitatively assessed by real-time PCR. The addition of LPS to 
maturation medium did not show any significant effects on the proportion of nucleus maturation 
and cumulus cell distribution. Although percentage of cleavage was not affected by LPS, the 
rate of blastocyst production was significantly reduced in the presence of LPS (P < 0.05). 
Expression of Mir-150 was significantly increased in response to LPS supplementation in 
culture medium (P < 0.05). Also, the expression of Mir-200b and Mir-27a increased in culture 

medium containing LPS compering to the control group, whereas Mir-let7a expression 
decreased in response to LPS addition, however, the difference was not statistically significant. 
The results demonstrate that LPS has detrimental effects on sheep oocyte developmental 
competence and these effects seem to be mediated through changes in the expression of 
microRNAs in cumulus cells.  
 
Keywords: Cumulus distribution, Immune response, Infectious disease, Microrna, 

Reproductive ability, Sheep 
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