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با افزودندر سلول گرانولوزاآپوپتوسیزهاي مرتبط با بیان نسبی ژنکاهش 
استرادیول

3رضا معصومیو2ی، زربخت انصاري پیرسرائ1عیسی دیرنده

چکیده
استرادیول بر افزایشهاي گرانولوزا واثرات آپوپتوتیک افزایش تراکم سلولبررسی حاضر پژوهشهدف از 

به همین .بود)CCDN-2(چرخه سلول و)GADD45βو Bcl-2 ،Bax(آپوپتوسیزهاي مرتبط با بیان نسبی ژن
متري میلی8تا 4هاي فولیکوليهاي گرانولوزاسلول،تخمدان گاوها از کشتارگاهآوري بعد از جمعمنظور 

براي شش روز کشت هاي گرانولوزا نمونه سلوله و شمارش شدزندهي هاتعداد سلولسپس .ندشدسازيجدا
500هزار سلول در 500) 2، )کنترل(کشت مایع لیتر میلی1000هزار سلول در500) 1تیمارها شامل. داده شدند

هزار سلول در 500) 3و ) افزایش تراکم دلیل آپوپتوتیک بودن است: گروه آپوپتوتیک(کشت مایع لیتر میلی
. ندبود)استرادیول+گروه آپوپتوتیک(استرادیول از روز دوم کشتکشت و افزودن مایع لیتر میلی500

نتایج نشان . بررسی شدها و غلظت استرادیول نمونهو چرخه سلولیمرتبط با آپوپتوسیزهايبیان ژنهمچنین، 
ولی با ،در گروه آپوپتوتیک نسبت به دو گروه دیگر بیشینه بودGADD45βو Baxهايداد بیان نسبی ژن

در گروه Baxبه Bcl-2نسبت . و به سطح کنترل بازگشتیافتکاهش نهاافزودن استرادیول بیان نسبی آ
داري با افزودن استرادیول این نسبت به طور معنیه در حالی ک،آپوپتوتیک نسبت به دو گروه دیگر کاهش یافت

در گروه CCDN-2بیان نسبی ژن . نسبت به گروه کنترل کمتر بودمقدار آنهمچنان ولی نشان داد افزایش 
داري بین گروه استرادیول و گروه کنترل دیده آپوپتوتیک نسبت به دو گروه دیگر کمینه بود ولی اختلاف معنی

هاي گرانولوزا را در برابر آپوتوزیس تواند سلولنتایج پژوهش حاضر نشان داد استرادیول میبه طور کلی . نشد
Sبه G1گامه از راه افزایش سرعت چرخه سلولی ممکن استناشی از افزایش تراکم محافظت کند و این کار را 

.دهدانجام 

آپوپتوسیزسلول گرانولوزا، استرادیول، : کلیديهايواژه

قدمهم
هاي تخمدان درصد فولیکول99بیشتر از 

هاي شوند و در گامهریزي نمیموفق به تخمک

تحلیل . شوندمیتحلیل مختلف تکامل متحمل 
ریزي یا مرگ برنامهآپوپتوسیزکول از راه فولی

هاي گرانولوزا و تیکا اتفاق شده سلول، سلول

)dirandeh@gmail.com:نویسنده مسوول(، ، دانشگاه علوم کشاوزي و منابع طبیعی سارياستادیار-1
استادیار، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري-2

، دانشگاه زنجاناستادیار-3
28/01/93:تاریخ پذیرش25/11/92:تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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ریزي شدهمرگ برنامه(آپوپتوسیز). 7(افتد می
سلولی موجود چنداین فرصت را به ) سلولی

هاي ناخواسته و مضر را در پاسخ دهد تا سلولمی
هاي سمی حذف و محركهاي تکاملیبه فرسته

هاي گرانولوزا که سرعت تقسیم سلول). 13(کند 
تر حساسپوپتوسیزآدارند نسبت به بیشتري 

). 13(هستند 
از راه دو سازوکار عمده در آپوپتوسیز

وسیله هافتد؛ سازوکار اول بتخمدان اتفاق می
شود هایی که در داخل سلولی تولید میفرسته

برگیرنده میتوکندري و افتد و دراتفاق می
است و مسیر Bcl-2هاي خانواده نتیپرو

سازوکار دوم . شودمیتوکندریایی نامیده می
هاي مرگ و از راه اتصال به کنندهوسیله فعالهب

افتد و سلول اتفاق میهاي مرگ در سطح گیرنده
. شودهاي مرگ نامیده میمسیر گیرنده

و فاکتورهاي رشد ) FSHو LH(ها گونادوتروپین
تخمدانی که به صورت موضعی تولیدداخل

فولیکول را تنظیم آترزيشوند ساخت و می
).15(کنند می

اي ـهکنندههارـواده مـانــاي خـهپروتین
که در غشاي )Bcl-2و Bcl-Xl(وپتوسیزآپ

حفظ غشاي باخارجی میتوکندري قرار دارند 
. شوندمیتوکندري سبب زنده مانی سلول می

هاي محرك(هاي منفی داخل سلولی فرسته
هاي آزاد هورمونی ناکافی یا افزایش رادیکال

یا آسیب داخلی سلول فعال شدن ) اکسیژن
. شودمی) Bax(آپوپتوسیزهاي محرك پروتین

از راه Baxواده ـانـاي خـهنــروتیـــپ

مودایمریزاسیون نفوذپذیري غشاي میتوکندري ه
را مختل کرده و سبب ایجاد حفره در آن 

پروتیند که در نهایت سبب رهاسازي دو نشومی
و فاکتور محرك Cسیتوکروم (میتوکندریایی 

شود که نقشی مهم در می) AIF(1آپوپتوسیز
).2،6(دارند آپوپتوسیزفرایند 

ریزي تراوش استرادیول شاخصی از تخمک
فزون بر نقش آن در . موفق فولیکول است

ریزي رهاسازي غلیان پیش از تخمک
ها، استرادیول فاکتور رشد، تمایز و گونادوتروپین

استرادیول ). 19(مانی داخل تخمدانی است زنده
در تحریک بیان FSHاز راه افزایش ظرفیت 

تمایز سلول گرانولوزا را تعدیل ، LHهاي گیرنده
پدیدار شدن در پژوهشی ). 16(کند می

در زمان انتخاب فولیکول در LHهاي گیرنده
). 4(گاو، رشد و تمایز فولیکولی را افزایش داد 

تفاوت قابل تشخیص بین فولیکول غالب و 
دومین فولیکول غالب در زمان انتخاب فولیکول 

رانولوزا در به دلیل تفاوت در ظرفیت سلول گ
بنابراین افزایش ). 17(ساخت استرادیول بود 
مانی سلول همبستگی سطح استرادیول با زنده

). 14(مثبت داشت 
تواند فرض ما این بود که استرادیول می

به در سلول گرانولوزا آپوپتوسیزسبب کاهش 
و اثرات منفی شودویژه در شرایط افزایش تراکم 

هدف از پژوهشلذا. ها را کاهش دهدفرسته
بیان نسبیبراسترادیول ر یاثتحاضر بررسی 

و Bcl-2 ،Bax(آپوپتوسیزمرتبط با هايژن
GADD 45β ( و چرخه سلول)CCDN-2 (بود .

1- Apoptosis inducing factor
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هامواد و روش
کربنات ، بیDMEM/F12محیط کشت 

سدیم، سلنیت سدیم، آلبومین سرم گاوي، 
ترانسفرین، ترکیب سیلین، استرپتومایسین، پنی

ضروري، فانگیزون و اسیدهاي آمینه غیر
برلینگتون، (اندروستندایون از شرکت اینوتروژن 

. دسیگما تهیه شو استرادیول از ) انتاریو، کانادا
آوري شد و تخمدان گاوها از کشتارگاه جمع

درجه 4و در دماي سرم فیزیولوژیکسپس در 
ها تخمدان. دگراد به آزمایشگاه منتقل شانتیس

سیلین یـپندارايه ــک کـیزیولوژیـدر سرم ف
)U/L100000 ( و استرپتومایسین)mg/L

). 3(بود شستشو داده شدند ) 100000
8تا 4هاي فولیکولسلول گرانولوزا 

قطعه قطعه کردن تخمدان و راهاز متري میلی
پس از سه مرحله شستشو، سانتریفیوژ و دور 

و با استفاده از شدریختن سطح بالایی جدا 
ها شمارش درصد تعداد سلول4/0بلو تریپان
ایه ـیط کشت پـها در محولـسل. شدند

DMEM/F12سدیم کربناتکه به آن بی
)Mm10( سلنیت سدیم ،)ng/ml4( آلبومین ،

، )U/ml100(سیلین ، پنی)10%(وي سرم گا
، ترانسفرین)μg/ml100(استرپتومایسین 

)μg/ml5/2(آمینه غیرضروري ، ترکیب اسیدهاي
)mM1/1( فانگیزون ،)mg/ml1 ( و

اضافه شده بود و در ) M7-10(اندروستندایون 
ها درون پلیت. تایی کشت داده شد24هاي پلیت

کربن در دماي اکسیدانکوباتور، با پنچ درصد دي
گراد با بیشینه رطوبت نسبی درجه سانتی37

براي شش روز کشت داده شدند و ) درصد98(

میکرولیتر از محیط 700هر یک روز در میان 
. )5(شدکشت با محیط کشت جدید جایگزین 

در روزهاي صفر، دوم و چهارم به تمامی تیمارها 
به منظور ،آنفزون بر. انسولین گاوي اضافه شد

ها، در روزهاي دوم و چهارم هورمون رشد سلول
FSH گاوي)ng/ml1AFP-5332B, NIDDK,

Bethesda, MD, USA ( به محیط کشت اضافه
استردیول، روز دوم و چهارم دارايدر تیمار . شد

به محیط کشت استرادیول10ng/mlکشت 
کشت فوق با شرایط مشابه در سه . شداضافه 

تیمارهاي آزمایشی شامل . شدهفته متوالی تکرار 
1000هزار سلول در 500) 1ها شاملتیمار
هزار 500) 2، )کنترل(محیط کشت لیتر میلی

گروه (لیتر محیط کشتمیلی500سلول در 
بودن آپوپتوتیکافزایش تراکم دلیل: آپوپتوتیک

لیتر میلی500هزار سلول در 500) 3و )است
و افزودن استرادیول از روز دوم محیط کشت

طول . بود) استرادیول+پوپتوتیکآگروه (کشت
.مدت کشت شش روز بود

بیان ژن
با استفاده از ترایزول و برRNAاستخراج 

) اینویتروژن(شرکت سازنده کار روشمبناي 
به منظور رفع آلودگی ناشی از . صورت گرفت

RNAبه DNase، ابتدا یک واحد DNAوجود 

گراد براي درجه سانتی35و در دماي شداضافه 
پنج دقیقه انکوبه شد سپس به مدت سه دقیقه 

براي .گراد انکوبه شددرجه سانتی65در دماي 
-Quantifast Revearsاز کیتcDNAتهیه 

Transcriptaseاستفاده شدشرکت کیاژن .
اساس پروتکل مربوطه، پس از افزودن بر
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استخراج شده، RNAبه محلول gDNAمحلول
درجه 42دقیقه در دماي 2ها به مدت نمونه

لازم به ذکر است که . گراد قرار داده شدسانتی
مستر .بودμL14حجم کل در این مرحله 

بردار آنزیم نسخهμL1که شامل RTمیکس 
μLوQRTبافر μL4مخلوطی بامعکوس، پیش 

از مستر μL6به . بود تهیه شدRTآغازگر 1
اضافه RNAاز محلول μL14میکس حاصل،

ها با استفاده از ترموسایکلرسپس نمونه. شد
)peQLab primus25( دقیقه در 20به مدت

درجه سانتیگراد و پس از آن به مدت 42دماي 
گراد قرار داده درجه سانتی95دقیقه در دماي3

حاصل پس از اتمام کارها و حل cDNA.شدند
نمودن آن در آب بدون یون و استریل، در دماي 

گراد تا انجام مراحل بعدي درجه سانتی-70

ستفاده اآغازگرهاي مورد .آزمایش نگهداري شد
cDNAبراي اطمینان از تکثیر با استفاده از یک 

Real-time PCR)Appliedو  Biosystems,

ABI Prism 7300 (با استفاده از . آزمایش شدند
سایبرگرین آغازگرهاي اختصاصی و کیت 

انجام Real Time PCRهاي واکنش)کیاژن(
پس از تایید توالی و صحت طول قطعه . شدند

تولیدي با استفاده از اطلاعات موجود در بانک 
، آغازگرهاي موردنظر ساخته شدند NCBIژن 

براي استفاده بهینه از کیت، . )1جدول (
تنظیم شدند µl25حجمبرايها واکنش

جفت ،µl5/12سایبرگرین مسترمیکس(
، آب µl1+1،cDNA ،µl1آغازگر اختصاصی
به عنوان ژن s18از ).µl5/9دوبار تقطیر شده

.استاندارد استفاده شد

گیري استرادیولاندازه
کل محیط کشت کشت، در روز ششم 

ها غلظت استرادیول در نمونهوشدآوري جمع
Diagnostic(رادیوایمونواسی بر اساس روش 

SystemsLaboratories Inc., Webster, TX,
USA ،1 ( و با دو تکرار براي هر نمونه انجام
به ازاي هر pg10حساسیت استرادیول. گرفت

.لوله بود

تجزیه و تحلیل آماري
هاي حاصل از بیان ژن نرمال کردن دادهبراي 

آنالیز سپس. استفاده شدیلگاریتمتبدیل از 
JMPافزار با استفاده از نرمهاواریانس داده

)SAS Institute, Cary, NC, USA( شدانجام ،
هر (ثابت و تکرار کشت عنوان اثراثر حیوان به

در نظر Fآزمون عنوان اثر تصادفی در به) هفته

Realهاي آغازگرهاي استفاده شده در واکنش- 1جدول  - Time PCR

Accession
number bP Reverse (5-3) Forward (5-3) ژن

XM_586976 141 GCCGGTTCAGGTACTCAGTCAT CGCATCGTGGCCTTCTTTGAGTT Bcl-2

NM_173894 167 CCTTGGTGCACAGGGCCTTGAG TTGCTGATGGAAGCTACAACTG Bax

AV616939 150 GTCCTCCTCTTCCTCGTCGAT TACGAGTCGGCCAAGCTGAT GADD45β

NM_001076372 163 GATCTTTGCCAGGAGATCCA CCAGACCTTCATCGCTCTGT CCDN-2
DQ222453 150 CCATCCAATCGGTAGTAGCG GTAACCCGTTGAACCCCATT 18S
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ها با آزمون توکی مقایسه میانگین. گرفته شد
.شدانجام 

و بحثنتایج
همانطور که انتظارBaxبیان نسبی ژن 

به گروه نسبت رفت در گروه آپوپتوتیک می
ولی )P=001/0(کنترل افزایش نشان داد

افزودن استرادیول به این گروه سبب کاهش بیان 
و اثرات تحریکی ) P=03/0(نسبی این ژن شد 

بین گروه کنترل و . آن بر آپوتوزیس را مهار کرد
داري در بیان نسبی ژن استرادیول اختلاف معنی

Bax62/0(وجود نداشت=P ،1شکل( .
نسبت کنترلگروه در Bcl-2بیان نسبی ژن

ولی بین ) P=02/0(بودبیشینهبه دو گروه 
و گروه استرادیول اختلاف آپوپتوتیکگروه 
داري دیده نشد هر چند در گروه معنی

. )> 08/0P(میل به افزایش داشتاسترادیول 
کنترل به صورت در گروه Baxبه Bcl-2نسبت
داري بیشتر از دو گروه دیگر بودمعنی

)01/0=P( . این نسبت آپوپتوتیک در گروه
نسبت کاهش یافت ولی با افزودن استرادیول این 

افزایش یافت اگرچه به سطح کنترل نرسید
)04/0=P ،1شکل(.

نتایج پژوهش حاضر نشان داد در گروه 
افزایش و بیان Baxنسبی ژن آپوپتوتیک بیان

کاهش Baxبه Bcl-2و نسبت Bcl-2نسبی ژن 
یافت ولی تیمار استرادیول این اثرات آپوپتوتیک 

Baxنسبی ژن به طوریکه بیانکرد، را مهار 

. افزایش یافتBaxبه Bcl-2کاهش و نسبت 
گزارش کردند نسبت ) 10(اولتواي و همکاران 

Bcl-2 بهBax در تعیین مقدار حساسیت به
یانگ و همکاران . استرادیول بسیار مهم است

فولیکول نسبت تحلیل گزارش کردند طی ) 22(
Bcl-2 بهBaxمطالعه روي . کاهش یافت

اندازه مختلف نشان داد نسبت هاي بافولیکول
Bcl-2 بهBaxهاي کوچک متغیر در فولیکول

هاي در فولیکولBaxکه سطح بود در حالی
دهد متوسط و بزرگ بیشتر بود که نشان می

هاي متوسط و بزرگ متحمل فولیکولبیشتر 
در Baxبه Bcl-2نسبت ). 23(شدند آترزي

آترزي). 8(هاي اترتیک کاهش یافت فولیکول
فولیکول غالب ناشی از تزریق پروژسترون با 

در ارتباط Baxدار سطح پروتین افزایش معنی
بین غلظت استرادیول در مایع فولیکولی و . بود

زنده هاي گرانولوزا غیروقوع آپوتوزیس در سلول
کاهش تولید ). 8(داردارتباط معکوس وجود

فولیکول ممکن است در آترزياسترادیول طی 
تنش دهنده به هاي پاسخیم بیان پروتینتنظ

). 23(اکسیداتیو داراي نقش باشد 
که با آسیب GADD45βبیان نسبی ژن 

DNA در گروه آپوپتوتیک بیشینه در ارتباط بود
با افزودن استرادیول به گروه ولی ) 0P=/01(بود 

داري نشان داد آپوپتوتیک کاهش معنی
)02/0=P (داري بین اختلاف معنیکه به طوري

شکل(گروه کنترل دیده نشدگروه استرادیول و 
استفاده از استرادیول سبب کاهش بیان ). 1

که به دنبال شدGADD45βنسبی ژن 
آپوپتوسیز افزایش یافته بود و سطح آن را به 

که در GADD45βژن . حالت کنترل برگرداند
ها بیان آن پاسخ به تنش در بسیاري از سلول
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تواند بخشی از یک سازوکار یابد میافزایش می
).9،12(محافظتی سلول باشد
که مرتبط با CCDN-2بیان نسبی ژن 

بود در Sبه G1پیشرفت چرخه سلولی از گامه 
گروه آپوپتوتیک نسبت به دو گروه دیگر کمینه 

ولی با افزودن استرادیول به این ) 01/0P(بود
به طوریکه اختلاف گروه به سطح عادي بازگشت

داري بین گروه استرادیول و گروه کنترل معنی
). 1شکل (دیده نشد 

CCDN-2استرادیول سبب افزیش بیان ژن 

بسیار Sبه G1این ژن در انتقال از گامههشد
براي تکثیر D2سایکلین ). 20(مهم است 

نتایج ). 21(هاي گرانولوزا مورد نیاز است سلول
پژوهش حاضر مشابه با مطالعات رابکر و ریچاردز 

بود که گزارش ) 14(و کوییرك و همکاران ) 18(
را D2کردند استرادیول بیان نسبی ژن سایکلین 

بالغ ناهاي صحرایی موشهاي گرانولوزا در سلول
واسطه گیرنده استرادیول هاز راه سازوکاري که ب

استفاده از ها در پژوهش. دهدمیاست افزایش 

از راه آنتاگونیست استرادیول، کنش استرادیول را 
). 14(گیرنده آلفا و بتا استرادیول مهار کرد 

تیمار سلول گرانولوزا با روسکوویتین پیشرفت از 
و اثرات مثبت استرادیول در برابر G1به G0گامه 

. را مهار کردFasLبوسیله ایجاد شده آپوپتوسیز 
به G0رسد سلول گرانولوزا در گامه میبه نظر

G1هاي سلول. باشدتوزیس مقاومپدر برابر آپو
ریزي هاي پیش از تخمکگرانولوزا در فولیکول

بودند نسبت به LHکه در معرض غلیان 
آپوتوزیس مقاوم بودند و این اثر وابسته به حذف 

غلظت استرادیولوBcl-2 ،Bax ،GADD 45β ،CCDN-2هاي ژنتیمارهاي آزمایشی بر بیان نسبی ریاثت- 1شکل
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فزون بر این ). 11،13(از چرخه سلول بود هاآن
که در زنده مانی سلول نقش Bcl-2گزارش شده 

به چرخه سلول 1هاي خاموشدارد از ورود سلول
تیمار با داروي میموزین . کندجلوگیري می

چرخه سلول متوقف کرد G1ها را در گامه سلول
که استرادیول سبب پیشرفت چرخه در حالی
که این امر با افزایش شدSبه G1سلول از 

FasLوسیله همقاومت در برابر آپوپتوسیز القایی ب

).13(در ارتباط بود 
افزودن استرادیول به گروه آپوپتوتیک سبب 

که طوريبه،شدافزایش غلظت استرادیول 
داري بین گروه کنترل و گروه ف معنیتلااخ

پورتلا و . )1شکل(آپوپتوتیک وجود نداشت
گزارش کردند افزایش تراکم ) 12(همکاران 

هاي سلول سبب کاهش بیان نسبی ژن
ل با کاهش ولی افزودن استرادیو. شداستروژنیک 

توسیز سبب افزایش پهاي دخیل در آپوبیان ژن
توتیک و برگشت پتولید استرادیول در گروه آپو

این .شدغلظت استرادیول به حالت طبیعی 
تواند سلول پژوهش نشان داد استرادیول می

توزیس ناشی از افزایش پبرابر آپودر گرانولوزا را 
ممکن استتراکم محافظت کند که این اثر

به G1وابسته به پیشرفت چرخه سلولی از گامه 
Sباشد .

به طور کلی نتایج پژوهش حاضر نشان داد 
هاي گرانولوزا را در تواند سلولاسترادیول می

ناشی از افزایش تراکم محافظت برابر آپوتوزیس 
.کند
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Decreasing the Relative Gene Expressions Associated With Apoptotic
Factors in Granulosa Cells by Adding Estradiol

Essa Dirandeh1, Zarbakht Ansari Pirsaraei2 and Reza Masoomi3

Abstract
The objective of this study was to evaluate the apoptotic effects of increasing granulosa

cell density and increasing estradiol on relative gene expression associated with apoptosis
factors (Bcl-2, Bax and GADD45β) and cell cycle (CCDN-2). For this reason after
collecting ovaries of cows from an abattoir, granulosa cells were separated from 4- to 8-
mm follicles. Then, viable cells were counted and granulosa cell samples   were cultured
for 6 days. Treatments were included 1) 500,000 cell/1000 ml liquid culture (Control), 2)
500,000 cell/500 ml liquid culture (apoptotic group: increasing cell density cause
apoptosis), 3) 500,000 cell/500 ml liquid culture and estradiol from day two of culture
(apoptotic group+estradiol). Also, expression of genes associated with apoptosis factors
and cell cycle, and estradiol of samples were evaluated. Results showed relative gene
expression of Bax and GADD45β was greatest in apoptotic group compared to two other
groups; but, with adding estradiol expression of these two genes decreased to control level.
Bcl-2/Bax ratio decreased in apoptotic group compared with two other groups; while,
adding estradiol significantly increased this ration, but, still it was lower than control group.
Relative gene expression of CCDN-2 was lowest in apoptotic group compared to two other
groups; but, no significant difference was observed between control and estradiol group.
Overall results of the present study showed that estradiol can protect granulosa cells against
apoptosis induced with increasing in cell density and probably it was done through
progression of the cell cycle from G1 to S stage.
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