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 "پژوهشی مقاله"

 

 یلاسیونمت و یساز ییداسترو یکنندهیمتنظ یهاژن ینسب یانب بر راندآپ کشعلف تأثیر
 بز یتاووسا یتن برون تکامل در StAR ژن پروموتر یگاهجا

 
 3برزگر علی و 3پیرسرایی انصاری بختزر ،2دلدار حمید ،1غلامی مایده

 
 ایران ساری، طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه ،دام علوم گروه ارشد کارشناسی آموختهدانش -1

 (h.deldar@sanru.ac.ir مسوول: )نویسنده ایران، ساری، طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه ،دام علوم گروه دانشیار -2
 ایران ساری، طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه ،دام علوم گروه دانشیار -3

 8/8/1401 پذیرش: تاریخ      8/5/1401 دریافت: تاریخ
 101  تا  94   صفحه:

 
 مبسوط چکیده
 مورد کشاورزی محصولات و دام در هابیماری و آفات کنترل برای هاکشآفت غذایی، مواد بیشتر تولید به نیاز و جمعیت افزایش با همزمان :هدف و مقدمه
 پژوهش .است شده خاک و زمین آب، حیوانات، گیاهان، و زیست محیط به صدمه باعث ها،کشآفت از رویه بی یاستفاده متاسفانه، اما اندگرفته قرار استفاده

 شد. انجام بز اووسایت تنی برون تکامل بر کشاورزی، رایج و پرکاربرد کشآفت عنوانبه راندآپ کشعلف متفاوت هایغلظت تأثیر بررسی منظوربه حاضر
سایت یتهیه برای ها:روش و مواد صله هاتخمدان بز، هایاوو شتار، از بعد بلافا شه از ک سک درون و جدا دام یلا  دمای در فیزیولوژیک سرم حاوی فلا

شگاه به گرادسانتی یدرجه 34-30   تخمدان میلیمتر( 6 تا 2) کوچک آنترال هایفولیکول از برشی روش با کومولوس-اووسایت مجموعه .شدند منتقل آزمای
 4 و یمارت 4 با تصااادفی کاملاً طرح قالب در پژوهش این .شاادند داده کشاات راندآپ کشعلف متفاوت هایغلظت همراهبه اووسااایت تکامل محیط در و جدا

شیآزما یمارهایت شد. انجام تکرار شاهد( صفر یهاغلظت در که راندآپ کشعلف متفاوت یهاغلظت شامل ی صف دز با یمار)ت میکرومولار 5/187 ،)  یمهن ن
  شد. افزوده بز هایووسایتا تکامل هاییطمح به کشنده( دز با یمار)ت یکرومولارم 750 و کشنده( یمهن دز با یمار)ت یکرومولارم 375، کشنده(
شان پژوهش این نتایج ها:یافته سایت تنی برون تکامل نرخ دارمعنی کاهش باعث راندآپ کشعلف متفاوت هایغلظت افزودن که داد ن  تیمارهای در هااوو
 شاهد تیمار به نسبت داریمعنی طور به کومولوس هایسلول در استروئیدساز هایژن نسبی بیان چنین هم (،p< 05/0) شد شاهد تیمار به نسبت بررسی مورد

سیون میزان در توجهی قابل تأثیر راندآپ تیمارهای اما یافت؛ کاهش شت StAR ژن پروموتر DNA متیلا  در راندآپ کشعلف تأثیر دارد، احتمال بنابراین .ندا
 .باشد ژن بیان یکنندهتنظیم هایمکانیسم دیگر طریق از بررسی، مورد هایژن بیان کاهش
 بود بیشتر کشنده، نیمه تیمار به نسبت 19PCY و StAR، 1A11PCY یهاژن نسبی بیان کاهش در ،میکرومولار 5/187ر د با تیمار اثرگذاری گیری:نتیجه

 در اما هسااتند کم یهاغلظت در یقو یسااتیز اثرات یدارا (یطیمح یسااتز هایینده)آلا یهورمون یهاکننده یبتخر که باشااد علت این به تواندمی این که
 .هستند اثر بدون یا و یفضع اثرات یدارا یادز یهاغلظت

 
 DNA متیلاسیون کومولوس، اووسایت کمپلکس راندآپ، کشعلف اووسایت، تنی برون تکامل کلیدی: هایواژه

 مقدمه
 آن یط که است یندیفرآ یتاووسا یتن برون تکامل  

 در تکامل، یبرا کومولوس هایسلول با یدهپوش ایهیتاووسا
 یهاسلول .شوندیم داده قرار اییژهو یزیولوژیف هاییطمح

 توقف یمرحله در هایتاووسا داشتن نگه ییلهوس به کومولوس
 نقش یتوپلاسمی،س تکامل و یوزم یریسرگ از یالقا یوزی،م

 یطمح در ییرتغ گونه هر (.15) دارند هایتاووسا تکامل در یمهم
 نمو و رشد (یمیاییش سموم )وجود یتن برون تکامل کشت

 یخود به خود مرگ و یستبلاستوس یهاسلول شمار ین،جن
 .دهدیم قرار تأثیر تحت را سلول

 دو یارتباط یت،اووسا و کومولوس یهاسلول ینب ارتباط   
 یاتیح سلول نوع دو هر عملکرد و نمو یبرا که است طرفه
 سلول نمو که ییراتیتغ طرفه دو ارتباط ینا به توجه با است.
 و یپفنوت یرو تواندیم دهد،یم قرار تأثیر تحت را یتاووسا

 سموم (.5) بگذارد اثر یزن کومولوس یهاسلول ژن یانب
 کاهش ی،مثل یدتول رفتار در ییراتتغ یجادا باعث یمیاییش

 یرو پس و نوزاد مرگ رشد، یماندگ عقب سقط، ی،بارور
 انسان در یمیاییش مواد ینا ینچن هم (.25) شوندیم تخمدان

 جهش یجادا یی،زاسرطان مدت، بلند و کوتاه یتمسموم باعث
 یگرد و گوسفند جمله )از یاهل یواناتح .شودیم یمیعق و

 معرض در زمان گذشت با است ممکن کنندگان( نشخوار
 که یرند،گ قرار یطیمح یستز هاییندهآلا متفاوت یهاغلظت

 کاماریانوس .(18) دهدیم قرار تأثیر تحت را دام یبارور امر ینا
 کلرو هگزا کشآفت از یمتفاوت یهاغلظت ،(18) همکاران و

 مشاهده خوک و بز گوسفند، گاو، یکولیفول یعما در را هگزان
 یستز هاییندهآلا وجود که دادند نشان ینچن هم کردند؛

 هم و گرانولوزا یهاسلول تواندیم یکولیفول یعما در یطیمح
 گرفتن قرار که یطوربه دهد، ارقر یرتاث تحت را یتاووسا ینچن

 یباتترک متفاوت یهاغلظت در گاو گرانولوزا یهاسلول
 در دارییمعن کاهش باعث ی،تن برون یطشرا در ارگانوکلره

 (31) همکاران و زینگ پژوهش .شودیم پروژسترون ترشح
 خوک اووسایت تکامل در اختلال باعث راندآپ که داد نشان

 گسترش در درگیر هایژن بیان میزان همچنین شود.می
 از راندآپ، تخریبی تاثرا .دهدمی تاثیر تحت را کومولوس

 منجر که شودمی اعمال میتوکندریایی عملکرد تخریب طریق
 شود،می اکسیداتیو استرس و فعال اکسیژن هایگونه تجمع به
 با مرتبط هایژن mRNA بیان میزان کاهش با همچنین که

  است. ارتباط در اکسیدانی آنتی هایآنزیم
 یبرا یازن مورد غلظت از کمتر ییهاغلظت در ها،کشآفت  
  ینا که شوند،یم DNA به یبآس باعث سلول، به یبآس

 یبآس یممستق یرغ ییجهنت یجا به که است ینا یدهندهنشان
 مواد ینا توسط یممستق صورت به DNA به یبآس ی،سلول

 گلایفوسیت عمومی نام با راندآپ (.20) گیردیم صورت
(GlyPhosate) شیمیایی نام با N-(PhosPhonomethyl) glycine، 

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشهای تولیدات دامی
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 کنترل در زیادی بسیار تأثیر روز 42 -21 حدود عمر نیمه دارای 169
 .(12) دارد ساله چند علفی گیاهان از زیادی تعداد و یکساله هرز هایعلف

 اثرات دارای گلایفوسیت که مسیرهایی شناسایی منظوربه ییهاپژوهش
 (in vitro) تنی برون شرایط در حیوانات و انسان یهاسلول روی سمی

 غدد یهاکنندهتخریب شامل هامسیر این جمله از گرفت. انجام هستند
 توصیف "Hormone Hacking" عنوانبه که زیردرون

 به منجر توانندیم زیردرون غدد یهاکنندهتخریب .شوندیم
 و سرطان مادرزادی، یهانقص مانند جدی یهایماریب

 یتن برون یطشرا در (.23) شوند باروری و رشد در مشکلات
 یقهدق 20 تنها که یافراد یدهان یهاسلول در DNA به یبآس
 یفوسیتگلا و راندآپ غلظت از تریینپا یاربس یغلظت معرض در

 شد. مشاهده داشتند، قرار (شودیم استفاده یکشاورز در )که
 در استنشاق یقطر از که یافراد که داد نشان پژوهش ینا

 در یاسو یکننده یدتول ی)کشورها دداشتن قرار راندآپ معرض
 شدند. DNA به یبآس دچار احتمالاً (یجنوب یکایآمر
 باعث (،in vivo) تنی روند یطشرا در راندآپ و یفوسیتگلا
 در و موش استخوان مغز در کروموزوم و DNA به یبآس

 (.20) شوندیم یتن برون یطشرا در یانسان یهاسلول
 که اسااات ینکرومات بر یمبتن هاییساااممکان یکژنت یاپ   

 DNA یتوال در که ینا بدون دهد،یم ییرتغ را ژن از یسیرونو
جادا ییریتغ ند. ی یک اپی هایمسااایر تاکنون ک عددی ژنت  مت

 ،DNA یتوال در ییرتغ ایجاد بدون که اساات شااده شااناسااایی
 در گرفتن قرار .دهندیم تغییر پایدار صاااورت به را هاژن بیان

 یاپ ییراتتغ یجادا باعث یطیمح یساااتز هاییندهآلا معرض
 DNA یلاسیونمت ییرات،تغ ینا جمله از (.13) شودیم یکژنت

 دهدیم قرار تأثیر تحت را ژن یانب یممسااتق طور به که اساات
 یاحیهن در DNA یلاسااایونمت ییرتغ باعث هاکشآفت که

 تأثیر پژوهش ینا در اساس ینا بر (.3) شوندیم هاژن پروموتر
 در یکشااااورز یجرا سااام عنوانبه راندآپ کشعلف افزودن

 و یتاووسااا تکامل نرخ بر یت،اووسااا یتن برون تکامل یطمح
 و کومولوس یهاسلول در یساز ییداسترو یهاژن ینسب یانب

سیونم ینچن هم س مورد StAR ژن پروموتر یگاهجا تیلا  یبرر
  گرفت. قرار
فت، نوع 650 مجموع از    ماریب آ  در موجود هرز علف و ی

  یافت مازندران اسااتان در کشااور آفات کل درصااد 66 کشااور،
 کشور یکشاورز سموم مصرف یزانم علت ینهم به شود،یم

 سااارانه برابر پنج مازندران اساااتان یباغ و یزراع یاراضااا در
ست. یکشور  هاکشآفت مصرف میزان بودن بالا به توجه با ا

ستان در  کشاورزی سموم مصرف بین همبستگی و مازندران ا
 در خودی به خود سااقط افزایش مانند مثلی تولید مشااکلات و

 هایناهنجاری افزایش ،(16) گلخانه در شااااغل باردار زنان
 باردار زمان در تعویق و (1) کریپتورکیدیسااام مانند مادرزادی
 نامطلوب تأثیر یبررسااا منظوربه حاضااار پژوهش شااادن
ظت فاوت یهاغل ندآپ کشعلف مت  یجرا سااام عنوانبه را

 یانب بز، هاییتاووساااا یتن برون تکامل نرخ بر یکشااااورز
 بر تأثیر یبررساا ینچن هم و یساااز ییداسااترو یهاژن ینسااب

سیونمت سمیمکان عنوانبه StAR ژن پروموتر یگاهجا یلا  در ی
 .شد طراحی ها،ژن یانب کاهش

 

  هاروش و مواد

شکدهدا مثل دیتول یولوژیزیف شگاهیآزما در پژوهش نیا       ن
شگاه لاتیش و یدام علوم شاورز علوم دان  یعیطب منابع و یک
 شد. امانج 95 سال ماه مرداد تا 94 سال ماه نیفرورد از یسار

 گیبکو و سااایگما شااارکت از اساااتفاده مورد مواد و ترکیبات
 4 با یتصاااادف کاملاً طرح قالب در پژوهش شااادند. خریداری

 یهاغلظت یشااایآزما یمارهایت شاااد. انجام تکرار 4 و ماریت
 شیآزما شیپ اسااااس بر که بودند راندآپ کشعلف تمتفاو
شاهد(، صفر یهاغلظت در و شدند، نییتع شده انجام ( 750 

 هک کرومولاریم 375 کشااانده، غلظت با ماریت که کرومولاریم
 یکرومولارم 5/187 (LC1 50) کشااانده مهین ظتغل با ماریت
 اووسااایت کشاات محیط به کشاانده( یمهن نصااف دز با یمار)ت

ضافه  از کرومولاریم 75/3 غلظت با یماریت نیچن هم .شدند ا
 یبررسااا یبرا کشااانده( مهین تغلظ 01/0) راندآپ کشعلف

 .شد گرفته نظر در StAR ژن ونیلاسیمت زانیم
 اووسایت تنی برون بلوغ و سازی آماده آوری، جمع

 پس و شدند یآورجمع یصنعت کشتارگاه از بز یهاتخمدان   
 درجه 33 تا 30 یدما در آب فلاسک درون ،یآورجمع از

 سرم در هاتخمدان شد. منتقل شگاهیآزما به گرادیسانت
 و نیلیس یپن یالمللنیب واحد 100000 شامل که کیولوژیزیف

 .شدند شستشو است، تریل هر در نیسیاسترپتوما گرمیلیم 100
 هایفولیکول از برشی روش به کومولوس-اووسایت مجموعه

 مجموعه شدند. آوریجمع تخمدان متر(میلی 2-6) آنترال
 هایسلول لایه چند دارای که هاییکومولوس-اووسایت

 کمک به و انتخاب بودند یکنواخت سیتوپلاسم با و کومولوس
 SOF2 محلول در بار 5 الی 4 تشریحی میکروسکوپ

HEPES   در بار( 3-4) پایانی شستشوی (،9) شدند شستشو 
 هر در شد. انجام گرادسانتی درجه 37 اووسایت تکامل محیط

 طیمح از یتریکرولیم 50 قطره 11 یتریل یلیم 15×60 تیپل
 تریلیلیم 10 با هاقطره یرو و ،گذاشته تیاووسا تکامل کشت
 تکامل یهاقطره یحاو تیپل شد. دهیپوشان یمعدن روغن
 کومولوستیاووسا یهامجموعه قراردادن از قبل تیاووسا
 2CO 5 یاراد انکوباتور در ساعت 1-2 مدتبه آن، درون
 قرار درصد 98 رطوبت با و گرادیسانت درجه 5/38 یدما ،درصد

 شد. داده
 50 طرهق درون به کومولوس-تیاووسا مجموعه 9-11 هر  
 در ساعت 24 یبرا و افتندی انتقال کشت طیمح از تریکرولیم

  شدند. داده قرار انکوباتور
 یاهقطره از ساعت 24 از پس کومولوس-تیاووسا مجموعه   

 از پس و شدند منتقل SOF HEPES طیمح به کشت طیمح
 نرخ یریگاندازه یبرا ،SOF HEPES با هاآن یوشو شست
 یلهیوس به تیاووسا از کومولوس یهاسلول ت،یاووسا تکامل

 نرخ ،یقطب جسم دنید اساس بر .شده جدا دازیالورونیه میآنز
 یاهتیاووسا)  II وزیم متافاز مرحله به که ییهاتیاووسا

 شد. مشخص دند،یرس (افتهی تکامل
 cDNA ساخت و RNA جداسازی

 RNeasy Micro Kit (QIAGEN, 74104) تیک از    
 سه دارای کیت این شد. استفاده کل RNA یجداساز یبرا

1- Lethal Concentration                                                                                                                         2-  Base Oviduct Fluid 
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 تیوپ ،RNase free آب (،RPE و RLT،RW1) محلول

 

 
 برای است. (RNeasy Mini Column) ستون و کنندهجمع

 مورد )نمونه( اووسایت 100 حداقل کومولوس ،RNA جداسازی
 انزم تا شده جدا یهانمونه کل RNA .گرفت قرار استفاذه
 یراب شد. نگهداری سانتیگراد یدرجه -70 در cDNA ساختن
 Quanti NovaTM Reves تیک از cDNA ساخت

TranscriPtion کیت اجزای شد. استفاده 
 BuffergDNA WiPeout, RT Primer Mixشامل

QuantiscriPt RTBuffer ,QuantiscriPt Reverse 
TransecriPtase آب و RNase free .بوده cDNA ساخته 

 انجام زمان تا نظر مورد یهاژن نسبی بیان برای شده
 یدرجه -20 دمای در Real Time PCR یهاواکنش

 شد. داده قرار گرادسانتی 
 یآغازگرها از استفاده با Real Time PCR واکنش   

 یحرارت چرخه دستگاه در Real-time PCR تیک و یاختصاص
 شد. انجام (Corbett) کوربت ینور تابش با

Quantitative Real-time PCR 
 Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) روش از  
 ،CYP11A1، 17βHSD هایژن نسبی بیان تعیین منظوربه

CYP19، وStAR شد.گرفته کار به بز کومولوس هیسلول در 
 در و Qiagen شرکت کیت از استفاده با qRT-PCR واکنش
 Rotor gene دستگاه توسط میکرولیتری 20 هایواکنش

 هر که شد، انجام Corbett Research شرکت ساخت 6000
 محلول از میکرولیتر cDNA، 10 میکرولیتر یک شامل واکنش

 و فتر هایپرایمر از کدام هر از میکرولیتر نیم مسترمیکس،
 زمانی و حرارتی برنامه بود. O2dH میکرولیتر 8 و برگشت
 گرفت: انجام رو پیش مراحل صورت به PCR واکنش
 رد ایدقیقه 5 چرخه یک شامل اولیه سازی واسرشته مرحله
 اسرشتهو شامل چرخه 40 ادامه در و گراد،سانتی درجه 94 دمای
 بیدنچس و ثانیه 10 مدت به سانتیگراد درجه 94 دمای در شدن

 40 مدت به گرادسانتی درجه 60 دمای در تکثیر و آغازگرها
 1/0 تدریجی افزایش از استفاده با ذوب دمای منحنی ثانیه.
 برای ،دگراسانتی درجه 95 دمای تا ثاینه در گرادسانتی درجه

 شد. رسم ژن هر تولیدی محصول بودن اختصاصی از اطمینان
دستگاه در  (CT آستانه چرخه هانمونه از کی هر یبرا

 Real-time PCR) از هاژن انیب یریگاندازه یبرا و شد نییتع 
 ژن عنوانبه YWHAZ ژن انیب شد. استفاده Livak روش
 عنوانبه شاهد ماریت گرفت. قرار استفاده مورد سازی نرمال
 یسر زا استاندارد یمنحن جادیا یبرا شد. گرفته نظر در کنترل
 تغلظ که شد استفاده یگونها به 10-1 بیضر با یهارقت

cDNA از کمتر برابر 10-5 مقدار به 5 شماره استاندارد در 
 ییدتا جهت ،PCR محصول انتها در بود. نخست استاندارد

.شد الکتروفورز درصد 1 آگارز ژل روی بر ،واکنش انجام صحت
 

 افزار نرم از استفاده با ژن انیب از حاصل یهاداده یآمار زیآنال   
SAS1 هیرو از هاداده هیتجز یبرا شد. انجام (1/9 )نسخه 

GLM2 شد، داریمعن هاداده زیآنال که یهنگام شد. استفاده 
 برده کار به مجزا یمارهایت نیانگیم سهیمقا یبرا دانکن آزمون

 یمارهایت نیانگیم در داریمعن تفاوت شتندا وجود احتمال شد.
 نظر در درصد 5 با یمساو ترکوچک دانکن آزمون با گوناگون

 صورت Arc sin داده لیتبد یدرصد یهاداده یبرا شد. گرفته

 )طرح شده استفاده آماری مدل شدند. زیآنال سپس و گرفت
 است: زیر شرح به تصادفی( کاملا

ije
 

+
 

iT
 

+
 

μ
 

=
 

ijY
  

 μ ام، i ماریت از ام j تکرار عددی مقدار ijY رابطه، این در
 است. باقیمانده عوامل اثرije  و i تیمار اثر iT داده، میانگین

 متیلاسیون میزان گیریاندازه برای DNA کردن سولفیتبی
DNA   با تیمار هر در کومولوس سلول 150 تعداد از ژنومی 
 استخراج اژنیک شرکت EPiTect Bisulfite تیک از استفاده

 در سولفیت،بی واکنش انجام زمان تا شده استخراج DNA .شد
 سولفیتهبی فرآیند شد. نگهداری گرادسانتی درجه -20 دمای
 از EPiTect Bisulfite Kit کیت از استفاده با DNA کردن

 هایسیتوزین سولفیت،بی تیمار شد. انجام کیاژن شرکت
  در تغییر نای کند،می تبدیل یوراسیل به را غیرمتیله
 DNA متیلاسیون بنابراین افتد.نمی اتفاق متیله هایسیتوزین

 از غنی نواحی در نیافته تغییر هایسیتوزین براساس توانمی را
CPG کرد. شناسایی  

 ژن پروموتر گاهیجا ونیلاسیمت زانیم یریگاندازه منظوربه   
StAR، 11 ناحیه CPG ژن پروموتر جایگاه در StAR مورد 
 یناحیه متیلاسیون میزان گیریاندازه گرفت. قرار بررسی
 (.17) شد محاسبه زیر فرمول از استفاده با پروموتر

(C/ (C+T) * 100 (C و سیتوزین باز نشانگر T باز نشانگر 
 است(. تیمین

 
 بحث و نتایج

 بیان و بز اووسایت تنی برون تکامل بر راندآپ کشعلف تأثیر 
  در StAR ژن و ،CYP11A1، 17βHSD، CYP19 هایژن نسبی
 کومولوس هایسلول

 نسبت اووسایت بلوغ نرخ ،راندآپ کشعلف غلظت افزایش با   
 (.1 )شکل است داده نشان را داری معنا کاهش شاهد گروه به

 مطابقت (8) همکاران و کاساس هاییافته با پژوهش این نتایج
 تنگاتنگی ارتباط اووسایت، نمو و رشد فرآیند خلال در .داشت

 (کومولوس هایسلول) آن اطراف هایسلول و اووسایت بین
 مواد کردن فراهم کومولوس هایسلول وظیفه .دارد وجود

 هایسلول بین ارتباط که است شکافدار پیوندهای راه از غذایی
 فراهم را کومولوس هایسلول بین و اووسایت با کومولوس

 نهایی تکامل برای کومولوس هایسلول وجود (.23) کندمی
 تأثیر اووسایت نمو و رشد روی و است لازم سیتوپلاسم و هسته
 و اووسایت بین تنگاتنگ ارتباط این اساس بر (.28) است گذار

 هایسلول که است شده ایجاد فرضیه این کومولوس هایسلول
 شیمیایی سموم هایآسیب برای هدفی است ممکن کومولوس

 بین ارتباط در (.20) شود محسوب اووسایت تکامل خلال در
 راه از گوناگونی ترکیبات هااووسایت و کومولوس هایسلول
 باروری موش، در .شوندمی جابجا شکافدار هایپیوند

 ترکیبات وسیله به کومولوس، هایسلول بدون هایاووسایت
 نمو و رشد در باروری اما نگرفت؛ قرار تأثیر تحت سمی
 به بود، شده ایجاد دارکومولوس هایاووسایت از که هاییرویان
 هایغلظت که کردند گزارش همچنین .یافت کاهش شدت
 و زنان در اووسایت تکامل و سازی فولیکول بر ها،کلره ارگانو
  (.18،21) دارد منفی اثر پستانداران سایر

1- SAS. 2006. Statistical analysis system ProPrietary software release 9.1. SAS Inst. Inc                    2- Linear ModelGeneral 
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 Real-time PCR در شده استفاده آغازگرهای به مربوط اطلاعات -1 جدول

Table 1. Details of Primers used for Real-time PCR 
Gene name 

ژن نام  
Accession number 

دسترسی شماره  
Primer sequence: 5՜3՜: Forward/Reverse  

برگشت و رفت گر آغاز  
Product length (bP) 

PCR لمحصو اندازه   

StAR NM_001009243.1 
Forward: 5՜-GGAGAGCCGGCAGGTCAATG-3՜ 
Reverse: 5՜-CTTCTGCAGGACCTTGATCTCCTTG-3՜ 

184 

CYP11A1 NM_001093789.1 
Forward: 5՜- AGAGAATCCACTTTCGCCACATC-3՜ 
Reverse: 5՜- GGTCTTTCTTCCAGGTTCCTGAC-3՜ 237 

βHSD17 XM_012133450.2 
Forward: 5՜- TGGGAGAATGGGCAGTGATC-3՜ 
Reverse: 5՜- TGTTAAGGAAATGGCTTGGG-3՜ 

297 

CYP19 NM_001123000.1 
Forward: 5՜- TCGTGGTTAAAATCCAGGGG-3՜ 
Reverse: 5՜- TCATTGCCTCTTCAACCTGG-3՜ 

360 

YWHAZ NM_001267887.1 
Forward: 5՜- TGTAGGAGCCCGTAGGTCATCT-3՜ 
Reverse: 5՜- TTCTCTCTGTATTCTCGAGCCATCT-3՜ 

115 

 
 DNA متیلاسیون PCR واکنش در استفاده مورد آغازگر -2 جدول

Table 2. PCR Primer used in DNA Methylation reaction 
Gene name 

ژن نام  
Primer sequence: 5՜3՜: Forward/Reverse  

برگشت و رفت گر آغاز  CG% 
Product length (bP) 

PCR لمحصو اندازه   

StAR 
Forward: 5ʹ- GGAAGGGATAGTTAGGAAGTTTGAGATAG -3ʹ 
Reverse: 5ʹ- CACCAAAAACACTCTACCCAAACCTATTC -3ʹ 

41.4 434 

 
 

 تکامل طی هاارگانوکلره معرض در گرفتن قرار همچنین    
 سموم این (.7) داشت خوک اووسایت روی منفی اثر تنی، برون
 گذار تأثیر کومولوس یهاسلول بین شکافدار یهاوندیپ روی

 نقش خوک یهاتیاووسا میتوز در که 1PcAM تنظیم .هستند
 کومولوس یهاسلول بین شکافدار پیوندهای وسیله به دارد

 در و کومولوس یهاسلول عملکرد اساس این بر .شودیم ایجاد

 سموم  تأثیر تحت آن تکامل و تیاووسا cAMP غلظت آن پی
 (.11) ردیگیم قرار شیمیایی

 استوکر پژوهش نتایج با پژوهش این در آمده دست به نتیجه    
 کردند بیان پژوهشگران این داشت. مطابقت (27) همکاران و

 موش تکامل در ریتأخ باعث تواندیم آترازین کشعلف
  شود. ماده صحرایی

  

 
 

 در دارمعنی اختلاف یدهندهنشان ستون هر در نامشابه حروف بز. اووسایت تنیبرون تکامل نرخ بر راندآپ متفاوت هایغلظت تأثیر -1 شکل
 است. 05/0 سطح

Figure 1. Effect of different concentrations of herbicide RounduP on maturation rate of goat oocytes. Different letters 
indicate significant differences between grouPs (p<0.05). 
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 هایسلول در CYP19 و StAR، CYP11A1، 17ΒHSD هایژن نسبی بیان بر راندآپ کشعلف متفاوت هایغلظت تأثیر -2 شکل
 است. درصد 5 سطح در دارمعنی تفاوت یدهندهنشان نامشابه حروف کومولوس.

Figure 2. Effect of different concentration of herbicide RounduP on StAR, CYP11A1, 17ΒHSD and CYP19 gene 
exPression in goat oocytes. Different letters indicate significant differences between grouPs (p<0.05). 

 
  در شده وارد )اعداد کومولوس هایسلول در StAR ژن پروموتر جایگاه متیلاسیون بر راندآپ کشعلف متفاوت هایغلظت تأثیر -3 جدول

 هستند پروموتر جایگاه در شده بررسی هایCPG یدهندهنشان 11 تا 1 اعداد هستند(. درصد به جدول            
Table 3. The effect of herbicide RounduP on DNA methylation of Promoter site of StAR gene in cumulus cells (The  
              numbers in table are based on the Percentage). Numbers 1 to 11 indicate the examined CPGs in the Promoter  
              region 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (Position number) هجایگا شماره
 84.8 87.1 72.5 90.9 87.8 88.2 89.2 92.5 96.2 86.9 66.5 (Control) دشاه

mµ 375 79.6 91.9 73.3 89.1 85 86.5 81.8 89.9 93.3 81 67 
mµ 187.5 77.6 88.8 75.2 90.9 83.8 88.4 86.7 93 95.2 83.9 59.5 

mµ 3.75 80.2 91.8 71 89.5 85.5 83.6 83.9 89.1 89 82.5 51.1 

 یچرخه اختلالات باعث کش،آفت معرض در گاومیش گرفتن قرار    
 همچنین (.6) شودمی زایی مرده و سقط باروری، کاهش مثلی، تولید

 تولید رفتار در تغییر باعث هاکشآفت که داد نشان دیگر هایپژوهش
  (.2) شوندمی انسان در سقط و ناباروری مثلی،

 باعث حاضر حال در هاکشآفت از بسیاری که دادند نشان هاپژوهش   
 باروری اختلال این چه اگر شوند.می حیوانات مثل تولید در اختلال
 در اختلال ،ستروئیدا هورمون سرمی میزان در تغییرات با معمولاً

 که داد نشان پژوهش شود.می مشخص باروری کاهش از و اسپرماتوژنز
 و سازی ستروئیدا کاهش باعث ،StAR ژن بیان در اختلال با راندآپ
 آنزیم فعالیت استروئیدوژنز، مهار با سم این همچنین شد. انسان در باروری

P450scc این در آمده بدست نتیجه اساس این بر (،29) داد کاهش را 
 داشت. خوانی هم (29) همکاران و والش پژوهش نتایج با پژوهش
 گرفتن قرار داد نشان که (4) همکاران و بلو پژوهش نتایج با همچنین

 از و روز 30 مدت به PDB1 مانند هاییکشآفت معرض در
 در درگیر هایآنزیم ریختن بهم باعث غذا، طریق

 سیتوکروم آنزیم ،StAR پروتئین جمله از استروئیدسازی
P450scc، CYP17 ، CYP19  3وβ-HSD در  

  شد. مشاهده خوانیهم ،شودمی ژاپنی بالغ هایبلدرچین
 در (،µM 5/187 )غلظت کشندهنیمه نصف دز با تیمار اثرگذاری   

 به نسبت CYP19 و StAR، CYP11A1 یهاژن نسبی بیان کاهش
 نسبی بیان که حالی در بود. بیشتر (،µM 375 )غلظت کشنده نیمه تیمار
 اما یافت. کاهش شاهد تیمار به نسبت کشنده نیمه تیمار در هاژن این

 نصف تیمار به نسبت کشنده نیمه تیمار در هاژن این نسبی بیان کاهش
 یهاندهیآلا) هورمونی یهاکنندهتخریب طرفی از بود. کمتر کشنده نیمه

 اما هستند کم یهاغلظت در قوی زیستی اثرات دارای محیطی( زیست
 بنابراین (.30) هستند اثر بدون یا و ضعیف اثرات دارای زیاد یهاغلظت در

 داد احتمال توانیم CYP19 و StAR، CYP11A1 یهاژن مورد در
 اثرگذاری دارای راندآپ کشعلف از میکرومولار 5/187 غلظت که

  است. میکرومولار 375 غلظت به نسبت بیشتری
 یگاهجا یلاسیونمت یزانم بر راندآپ کشعلف متفاوت یهاغلظت تأثیر   

 چه آن به توجه با است. شده داده نشان-3 جدول در StAR ژن پروموتر
 دز با یمارت در StAR ژن پروموتر یلاسیونمت درصد شده، آورده جدول در

 ایحظهملا قابل تفاوت شاهد یمارت به نسبت ،سم از میکرومولار 375
 درصد ،سم از کشنده میکرومولار 5/187 با یمارت در اما نشد. مشاهده

 8/84 شاهد یمارت در و درصد 6/77 ،1 شماره CPG در یلاسیونمت
 شماره CPG در یلاسیونمت درصد یمار،ت ینا در ینچن هم بود. درصد

 رد ینهمچن شد. مشاهده درصد 5/66 شاهد یمارت در و درصد 5/59 ،11
 درصد کاهش ،11 شماره CPG یهناح در ،سم از میکرومولار 75/3 یمارت

 در یلاسیونمت درصد 1/51 یبترت)به شاهد یمارت به نسبت یلاسیونمت
   شد. مشاهده درصد( 5/66 مقابل

 یاپ ییراتتغ یجادا باعث یطیمح یستز یهایندهآلا معرض در گرفتن   
 است DNA یلاسیونمت یرهامس ینا یجمله از (.13) شودیم یکژنت
 اتم به (SAM) یونینمت یلآدنوز -S از یلمت گروه یک انتقال شامل که

 یلمت DNA یمآنز توسط که است یتوزینس یآل باز از پنج شماره
  (.10) گیردیم صورت (Dnmt) ترانسفراز

 باعث DDT2 سم که داد نشان (26) همکاران و شوتوه پژوهش    
 شد. نر جنس ییصحرا موش یپوتالاموسه در Dnmt یانب کاهش
 که CPG شش در که داد نشان شده یلهمت PCR DNA یزآنال ینهمچن
 کاهش دارییمعن طور به شاهد، یمارت به نسبت گرفت، قرار یبررس مورد

 یها CPG در شده مشاهده یلاسیونمت کاهش شد. مشاهده یلاسیونمت
 ینا بر است. Dnmt یتفعال کاهش یقطر از پروموتر یهناح متفاوت

0

0/5

1

1/5

StAR CYP11A1 17BHSD CYP19

(control)  شاهد (187.5 µM) 187.5 میکرومولار (375 µM) 375 میکرومولار

a
a

a

b

b

b

bb

b

ab

c

a

1- Di-n-butyl Phthalate                                                                                                                2- DichlorodiPhenyltrichloroethane 
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 (،26) همکاران و شوتوه یجنتا با پژوهش ینا در آمده بدست یجهنت اساس

 .داشت مطابقت
 یستن یخط کاملاً  یلاسیون،مت با هایندهآلا غلظت به پاسخ منحنی  
 یمارت 11 شماره CPG یلاسیونمت درصد به توجه با اساس ینا بر (.19)
 CPG ینهم یلاسیونمت درصد با یسهمقا در یکرومولارم 75/3 غلظت با
 است نممک StAR ژن مورد در یکرومولار،م 5/187 غلطت با یمارت در
 یاراثرگذ یدارا راندآپ کشعلف از یکرومولارم 75/3 غلظت که

 باشد. یکرومولارم 5/187 غلظت به نسبت یشتریب
 

 کلی گیرییجهنت
 کشعلف متفاوت یهاغلظت افزودن که داد نشان پژوهش ینا نتایج   

 یبررس مورد یمارهایت در را هایتاووسا یتن برون تکامل نرخ راندآپ
 ینسب یانب ینچن هم داد. کاهش دارییمعن طور به شاهد یمارت به نسبت

 دارییمعن طور به کومولوس یهاسلول در را یساز دیستروئا یهاژن
 در یاملاحظه قابل تأثیر راندآپ اما داد. کاهش شاهد ماریت به نسبت

 توانیم ینبنابرا نداشت. StAR ژن پروموتر DNA یلاسیونمت یزانم
 مورد یهاژن یانب کاهش بر راندآپ کشعلف تأثیر که داد احتمال

 باشد. ژن یانب یکنندهتنظیم هاییسممکان یگرد یقطر از ی،بررس
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Effect of Herbicide RounduP on ExPression of Steroidogenic Genes and DNA 
Methylation of Promoter site of StAR Gene During in Vitro Maturation of Goat 

Oocyte 

 
Extended Abstract 
Introduction and Objective: In conjunction with the increase in PoPulation and the need to 
Produce more food, Pesticides have been used to control and eliminate Pests in livestock and 
agricultural Products. Regrettably, the excessive use of Pesticides causes damage to the 
environment, Plants, animals, water, and soil. The Present study was conducted to investigate the 
effect of different concentrations of RounduP herbicide as a widely used and common agricultural 
Pesticide in in vitro maturation of goat oocytes.  
Material and Methods: To PrePare goat oocytes, ovaries were PrePared from a slaughterhouse 
and transPorted to the laboratory into the flask containing warm saline (30-34oC). Oocyte 
cumulus comPlexes (COC) were removed from small antral follicles (2-6 mm) with the slicing 
method and transferred to a maturation medium whit different concentration of RounduP. COC 
was Placed in a maturation medium for 24 hours and reached metaPhase stage II (nuclear 
maturation). The exPeriment was examined in a comPletely randomized design with 4 treatments 
included: control, 187.5 μM, 375 μM, and 750 μM of the rounduP. 
Results: This study showed that the addition of different concentrations of the herbicide RounduP 
significantly decreased the maturation rate of goat oocytes than the control treatment (P < 0.05). 
Also, the addition of different concentrations of RounduP in the goat maturation medium reduced 
the steroidogenic gene exPression in cumulus cells comPared to the control treatment. However, 
RounduP did not have a considerable influence on DNA methylation in the Promoter site of the 
StAR gene. 
Conclusion: The efficacy of the treatment with a dose of 187.5 μM of the rounduP in reducing 
the relative exPression of StAR, CYP11A1 and CYP19 genes was higher than the 375 μM, which 
could be as a consequence of the fact that hormone disruPters (environmental Pollutants) have 
strong biological effects in low concentrations, but in high concentrations, they have weak or no 
biological effects. 
 
Keywords: DNA methylation, Herbicide RounduP, In vitro maturation, Oocyte cumulus  
                     comPlex  
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