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موثر لینولنیک-آلفااسید تعیین غلظتبرايیهاي آنترال تخمدانبررسی فولیکول
هاي بزیتاتنی اووستکوین برونتوانایی بر 

5مطلقمهدي خداییو4، علی اسدي الموتی3اکبر خادمعلی،2عبداالله محمدي سنگ چشمه،1آرش وشکینی

چکیده
اثر جملهاز مثلی هاي تولیدبافتزایی با تاثیر بر بر نقش انرژيفزوندوگانه باندچندباغیراشباعچرباسیدهاي

ها و استروئیدنظیرترکیباتیهاي سنتز سازپیشنمودنطور مهیا و همینو جسم زرد تخمدانهايکولیفولبر 
به محیط کشت بلوغ برون ) لفالینآ(لینولنیک -آلفادر این مطالعه اسید .مثل موثر هستندبر تولیدها گلاندیناروستپ

ازابتدا مایع فولیکولیلذا، .بر توانایی تکوین آنها بررسی شوداثر آن هاي بز افزوده شد تا تنی اووسایت
کروماتوگرافی گازيروشبه آنهاآلفالینمقدار تاآوري شد جمعهاي بزتخمدانبزرگ و کوچک هاي فولیکول

) مولارمیکرو6/64(هاي کوچک آزمایش اولیه نشان داد که غلظت آلفالین  از فولیکولنتایج این .شوداندازه گیري
مایع در آلفالینغلظت سپس با توجه به. )P˂05/0(افزایش یافت) مولارمیکرو6/100(هاي بزرگ به فولیکول

50، )10-فالینآل(10، )شاهد(صفر غلظت هايدر حضورها یتا، اووسو بزرگهاي کوچکفولیکولفولیکولی
برون بلوغ پس از ساعت 24.شدندکشت دادهمیکرومولار) 200- آلفالین(200و ) 100-آلفالین(100، )50-آلفالین(

در .شدبررسی2-متافاز میوزيبه مرحلهآنهارسیدنراندمانو اووسایت ها هاي کومولوس گسترش سلول، تنی
درصدو فعال شدندپارتنوژنزبه روش ترین بلوغ برون تنی را نشان داد تیماري از آلفالین که بیشهاياووسایتادامه

ي مقایسهآزمونبه روشدر هر مرحله ثبت وهاداده.با گروه شاهد مقایسه شدآنهابلاستوسیست تولیدتسهیم و
تنی برونشت بلوغکبه محیط آلفالینافزودن.آنالیز شدندSASافزار نرمبا استفاده ازدو کاي یاها ومیانگین

مقدار)200-آلفالین(غلظتبیشترینو تنها در )P˃05/0(هاي کومولوس نداشتبر گسترش سلولاثريهااووسایت
50- گروه آلفالیندر ها یتااووسبرون تنی بلوغدرصد).P˂05/0(دادکاهش راهاي کومولوسگسترش سلول

50افزودن %). 2/75در مقابل % 1/68(نشان دادشاهد هگرودر مقایسه با را)P˂05/0(يدارافزایش معنی
تولیدو )%2/65(تسهیم درصدهمچنینهابرون تنی اووسایتبه محیط کشت بلوغآلفالین میکرومولار 

به طور .)P˂05/0، %7/16و % 8/52به ترتیب (بهبود بخشیددر مقایسه با گروه شاهد را )%1/25(بلاستوسیست 
ند توامیبرون تنی بلوغمحیط کشت به آلفالین مناسبغلظتافزودننشان داد که يلعهمطااینکلی، نتایج

.هاي بز افزایش دهداووسایترا در بلاستوسیستتولید تسهیم و درصد، بلوغاندمانر

اووسایت، بلاستوسیست، بلوغ برون تنی، مایع فولیکولی،لینولنیک-لفاآاسید: هاي کلیديواژه

، پردیس ابوریحان دانشگاه تهران دانشیار و استادیار،جوي کارشناسی ارشددانش-4و 3، 1
)amohammadis@ut.ac.ir: ولومسنویسنده(،استادیار، پردیس ابوریحان دانشگاه تهران-2

دانشگاه اراكگروه علوم دامی دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی،استادیار-5
18/8/92: اریخ پذیرشت25/4/92: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
امیپژوهشهاي تولیدات د
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مقدمه 
موفقیت گذار برتاثیریکی از عواملتغذیه

د ـوانـتیـو مباشدمیپستانداران درمثللیدتو
-هیپوفیز-هیپوتالاموسور ـحـمرـر بـاثیـا تــب

رشدمربوط به هاي تنظیم مسیردرتخمدان 
دنقش خود را ایفا نمایریزيو تخمکیفولیکول

)3(.
با ايگستردهاي تغذیهمطالعه هايتاکنون 

در بویژهمثلولیدـلکرد تـهبود عمـبدفـه
ارتباطمطالعه . انجام شده استشیري هايگاو

و کاهش عملکرد 1بین بالانس منفی انرژي
غلظت زیادبررسی ارتباط بین ، )2(مثل تولید

،)4(مثلوري تولیدو کاهش بهرهپروتئین جیره
به هاویتامینانواع افزودنمطالعه ارتباط بینو

آنهامثلو بهبود عملکرد تولیدهاخوراك دام
یکی از . هستنددستهایی از این مثال،)5(

نشخوارکنندگان هاي اصلی در باروري محدودیت
در اثر تولید شیر و بالانس منفی انرژيمشکل 
براياز حد مطلوبکمترغذایی موادمصرف
حیوانات اینتوسطمصرفیانرژيجبران

بر تواند میبالانس منفی انرژي. )2(باشدمی
و تغییر ترکیب یتا، بلوغ اووسرشد فولیکول

نیز اسیدهاي چربمایع فولیکولی که تغییر 
. )6(باشدتاثیرگذارشود، شامل آن می
هایی با چربی جیره در جیرهمقدارافزایش 

خواهد را منفی انرژيبالانسشدت ،زیادانرژي 
افزودنو شواهد اخیر از تاثیر مثبت کاست
آن بر مثبتها و تاثیردر خوراك دامچربی

همچنین نشان داده . )8(کند باروري حمایت می
در مقابل هامحافظت چربیکهشده است

بردي اي اثرات مفییوهیدروژناسیون شکمبهب
ها خواهد متابولیسم انرژي و عملکرد تخمدان

انرژي، بر افزایش ذخیره فزون.)9(داشت
ها،ربیــساز چشــ، به عنوان پیاسیدهاي چرب

ها، لاندینــگاروستـد پـولیـــل تـدیـــا تعـب
يغشاهاي فظ ویژگیــ، ح2سازيروئیدــاست

مثل موثر تولیدبر سلولی و متابولیسم کلسترول
اثرات مثبت افزودن نابراین،ب. )10(هستند 

فراتر تواندمینشخوارکنندگاني چربی به جیره
اص ـخاثربه دلیل،بهبود دسترسی انرژياز

.باشدیاد شدهسازوکارهايبراسیدهاي چرب 
چرباسیدهايتاثیرمطالعات اخیر 

هاي اسیدویژهه ب3دوگانهباندچندباغیراشباع
ي و خانواده3-امگاي چرب متعلق به خانواده

یت نشان ااووستوانایی تکوینرا بر6- امگا
باندچندباغیراشباعچرباسیدهاي. اندداده

اهمیتدارايي خود به علت ساختار ویژهدوگانه
در این راستا نتایج مطالعه هاي.باشندمیزیادي
این اسیدهاي چربکهنشان داده استمتعدد

مثلی و باروري لیدعملکرد توبرد نتوانمی
در حالبا این . )13(دنکنندگان موثر باشنشخوار

هاي در گونهانجام شده هايمطالعهز بسیاري ا
گزارش در این رابطه ، نتایج ضد و نقیضی مختلف

. )17،18(شده است
و نیزاسیدهاي چربانواع متعدد به دلیل

چرباسیدهايهایی کهتعداد زیاد مسیر
در آنها دخیل دوگانهباندچندباغیراشباع

تنها قادر به ي انجام شدههاه، مطالعهستند
ها از این جنبهمحدوديبخشتمرکز روي 

اتاثرزیادي در ارتباط باسوالاتو اندبوده
1- Negative energy balance (NEB)                2- Steroidogenesis 3- Polyunsaturated fatty acid (PUFA)
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، فولیکول تخمدانبراي چرب اسیدهاینمتقابل
.مانده استپاسخبییتاو اووس

تولید هايفن آوريبا پیشرفت اخیراً
مرتبط با تغذیه و هايتنی رویان، مطالعهبرون

توانایی تکوین اي بر تاثیر عوامل تغذیه
ه از حیواناتی که بجمع آوري شدههايیتااووس

قرار مورد استفاده1اووسایتنده عنوان ده
در . مورد توجه قرار گرفته استبسیار ،گیرندمی

باينشان داده شده است که تغذیهاین رابطه 
بردوگانهباندچندباغیراشباعچرباسیدهاي

اثر می گذارد، هااووسایتتنیبرونبلوغ راندمان
لینولئیک اسید که این اثر با تغذیه طوريبه

گزارش مثبتیک لینولناسید با تغذیه ومنفی
. )18(استشده

اثر طراحی شد تاي حاضرلعهبنابراین مطا
بلوغ بر )آلفالین(لینولنیک-لفاآاسید افزودن

بر و متعاقب آن بز هايیتاتنی اووسبرون
ارزیابی 2پس از پارتنوژنزآنهاتکوین راندمان

غلظتتعیینآن براي ز ااما پیش .شود
در مایع فولیکولی، غلظت آلفالینفیزیولوژیک 

کوچک و هاي فولیکولبا بررسیاین اسید چرب 
. آمددسته ببزرگ تخمدان

هامواد و روش
تعیین غلظت برايآوري مایع فولیکولی جمع
هاي چرباسید

موثر یغلظتاستفاده از محدودهبه منظور 
تنیمحیط کشت بلوغ بروندر آلفالین

هايفولیکولهاي چرباسیدغلظت ، هااووسایت
مایع فولیکولی آلفالینغلظتویژهه بآنترال 

تخمدان بز با با در نظر داشتن اثر اندازه 
در آزمایشگاه تغذیه دانشگاه شهید ها، فولیکول

نظور ــمنــیه اب. شدیريــگاندازهیـبهشت
یاي شرق واقع در هاي بز از کشتارگاه پورتخمدان

آوري شدند و در جمعتهران جاده خاوران 
ي درجه37-32(گرم فیزیولوژیکسرممحلول
به ساعت پس از کشتار 2حداکثر تا )گرادسانتی

، پس از انتقال.آزمایشگاه منتقل شدند
گروه 2روي تخمدان به هاي آنترالفولیکول
و مترمیلی2هاي کوچکتر از فولیکول
بنديدستهمترمیلی6ازبزرگتراي هفولیکول

1مقدارها از هر گروه از فولیکول. شدند
و 10ي سرنگ بوسیلهمایع فولیکولی لیترمیلی

سپس . شدجمع آوريروش آسپیراسیون
ي درجه4در دمايو 10000دورها در نمونه

. دقیقه سانتریفوژ شدند10به مدتگرادسانتی
یل شده در زیر مایع تشکپلتاز مایع فولیکولی

بود جدا فولیکولیهاي بافتها وسلولدارايکه 
تا زمان گرادسانتیي درجه-20دماي شد و در

.)16(فریز شدهاي مربوطه انجام آزمایش
سازي کروماتوگرافی گازيتفکیک

فولیکولیمایعهاينمونهدرآلفالینغلظت
درگازيکروماتوگرافیروشازاستفادهبا

غذائیصنایعوايتغذیهتحقیقاتانستیتو
بهشتیشهیدپزشکیعلومدانشگاهکشور،
هانمونهچرباسیدهايترکیب. شدگیرياندازه
مقایسهبا) HPلمد(کروماتوگرافگازیکروي

استرمتیلاستانداردباآنهاابقايزمانبا
.)19(شدتعیینچرباسیدهاي

1- Oocyte donor 2- Parthenogenetic activation
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آنهابندي هـبـرتو هاتـیااووسجمع آوري
به هاتخمدانانتقالبلافاصله پس از 

سرممحلولها چندین بار با ، تخمدانآزمایشگاه
)گرادي سانتیدرجه37- 32(فیزیولوژیک گرم 
ي آنها اضافههايبافتوندشستشو داده شد

با استفاده از هااووسایتسپس . برداشته شد
و آوريجمعدادنرش برش بروش 
زیرصورتبه)21(ریخت شناسی خود بر اساس 

:شدندبنديرتـبـه
هاي با بیش اووسایت:بسیار خوبکیفیت ) الف(

لاسم کومولوس فشرده و سیتوپلایه سلول4از 
. همگن

4تا 2هاي با حداقل اووسایت:خوبکیفیت ) ب(
کومولوس فشرده و سیتوپلاسم لایه سلول

.همگن
لایه 1هاي با اووسایت: نسبتا خوبکیفیت ) ج(

.کومولوس فشرده و سیتوپلاسم همگنسلول
دون ــاي بـهیتااووس: عیفـضکیفیت ) د(
ايـهص سلولـناقيهـلایولوس، با ـول کومـلس

هاي پخش شده با یا کومولوسوکومولوس
آوري و پس از جمع. همگنسیتوپلاسم غیر

بسیار کیفیت هاي بافقط اووسایتبندي، رتـبـه
ها انتخاب و خوب براي انجام کلیه آزمایشخوب
.شدند
ها اووسایتتنیبرونبلوغ 

ربار د3هااووسایتتنی، براي بلوغ برون
در همبار 3وTCM+Hepesمحیط کشت

مولارمیلی25دارايM-199کشتمحیط
NaHCO3 ،6/0 %fatty acid-free BSA ،5

میکروگرم در FSH ،5لیتر میکروگرم در میلی
لیترمیکروگرم در میلیLH ،1لیتر میلی

17β-estradiol ،20 نانوگرم در میلی لیترEGF

10هايگروهر دپایاندر وندشستشو داده شد
از همین میکرولیتري 100هاي رهـطـدر قی ـتای

قرار که در زیر روغن معدنی (محیط کشت
دارايسپس پلیت . ندمنتقل شد) داشت

ساعت در انکوباتور با 24به مدتها اووسایت
، CO2درصد 5و گرادي سانتیدرجه5/38دماي 

در شرایط حداکثر N2درصد90و O2درصد 5
.قرار گرفترطوبت
کومولوسهايسلولگسترشارزیابی
تنی،برونبلوغازپسساعت24

پراکندگیوشدندخارجانکوباتورازهایتااووس
میکروسکوپزیردرآنهاکومولوسهايسلول
تاحديگسترده،دستهسهبهوارزیابیلوپ

.شدبنديتقسیمناگستردهیاوگسترده،
بلوغ پس از اي اووسایت هاتهبلوغ هسارزیابی 

تنیبرون
ها یتااووسازگروهیتنی،پس از بلوغ برون

جسم شدنو آزاد ايوضعیت هستهارزیابیبراي 
با ها یتااووسابتدا . آمیزي شدندرنگ1قطبی
واحد بین 100(%1/0آنزیم هیالورونیدازکمک

هاي کومولوس از سلول) المللی در میلی لیتر
20براي % 4پارافرمالدئیدبا سپس و2دندجدا ش
تثبیتهاي یتااووسهسته . ندشدتثبیتدقیقه 

5(3هوخسترنگ با قرار گرفتن درسپسشده
دقیقه 7براي )لیترمیکروگرم در میلی

رنگ آمیزي شده يهایتااووس. شدآمیزيرنگ
ه بو ، روي لام قرار گرفتندندشستشو شددوباره

براي تعیین فلورسنتمیکروسکوپوسیله 
. )1شکل (ندشدارزیابیاي وضعیت هسته

1- Polar body 2- Denudation 3- Hoechst
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در خودايهستهوضعیتبر اساس هااووسایت
:قرار گرفتندگروه زیر 4یکی از

)الف. 1شکل (GV1يمرحله) 1
)ب. 1شکل (GVBD2يمرحله) 2
)ج. 1شکل (MΙ3ي مرحله) 3
)د. 1شکل (MΠ4ي مرحله) 4

به MIو GV ،GVBDمراحل هاي اووسایت
حلهمرهاياووسایتبالغ و ناهاي عنوان اووسایت

MΠدر نظر گرفتهبالغ هايبه عنوان اووسایت
غ ـالـهاي بیتااووسبلوغ با تقسیمدرصدشدند و 

دهــشت داده شـي کاـهاووسایتل ـبه ک
.شدمحاسبه 
و کشت رویاناووسایت پارتنوژنز

، برون تنیشروع بلوغ ازپس از ساعت 24
آنزیم هیالورونیداز کمکها با اووسایتگروهی از 

از )واحد بین المللی در میلی لیتر100(1/0%
.شدنداطراف خود جدا هاي کومولوس سلول

TCM-Hepesکشتدر محیطسپس ها اووسایت

مولار میکرو5/2وFBSدرصد 10داراي
. نددشدقیقه قرار داده 1به مدت یونومایسین

CR1کشتها در محیطاووسایتاین ازپس

دي- 6مولارمیلی2و FBSدرصد 10داراي
فعالساعت 3براي مدت پورینآمینومتیل

، FBSدرصد 10دارايCR1محیطو درشدند 
هاي آمینهاسیدمیکرولیتر در میلی لیتر 10

لیترمیکرولیتر در میلی20وغیرضروري 
روز در 8اي مدت برضروري آمینهاسیدهاي

5/38دماي در انکوباتور با چهارخانهپلیت 
درصد CO2 ،5درصد 5گراد و ي سانتیدرجه

O2 درصد90وN2 در شرایط حداکثر رطوبت

از پسروز 3تسهیم درصد.کشت داده شدند
8بلاستوسیست در روز تولید درصد کشت و 

. شدثبتو محاسبهاز کشت، پس 
هاآزمایشطرح

تعیین غلظت اسیدهاي چرب مایع : 1آزمایش 
فولیکولی
هاي از فولیکولمایع فولیکولیهاينمونه
2˃(و کوچک )مترمیلی6˂(بزرگ 

ترکیبگرفته شد و براي تعیین )مترمیلی
سازيبه روش تفکیکچرب هاياسید

.اده شدـاه فرستـبه آزمایشگگازي کروماتوگرافی
آمده دسته باي چرباسیدهمقادیرسپس 

هاي بزرگ و فولیکولآلفالینمقدارشامل
. مقایسه شدبا هم کوچک

هاي گسترش سلولبرآلفالیناثر : 2آزمایش 
هاي بزاووسایتکومولوس 

گسترشبر آلفالینتاثیرمطالعه براي
نتایج حاصل از با توجه به،کومولوسهايسلول

10هايغلظتها در حضوراووسایت، 1آزمایش 
- آلفالین(100، )50-آلفالین(50، )10- آلفالین(

آلفالینمایکرومولار ) 200- آلفالین(200و ) 100
یک گروه .تنی قرار گرفتنددر محیط بلوغ برون

فاقد یط کشت بلوغ حها هم در میتااز اووس
.شدنددادهعنوان گروه شاهد کشته، بآلفالین
گسترش ، وغکشت بلساعت پس از 24

ها به سه دسته هاي کومولوس اووسایتسلول
ناگسترده یاوگستردهتاحديگسترده،

. بندي شدرتبه

1- Germinal vesicle 2- Germinal vesicle break down 3- Metaphase-I
4- Metaphase-II
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تنی بلوغ برونبر آلفالیناثر : 3آزمایش 
هاي بزاووسایت
بر بلوغ برون تنی، آلفالینتاثیرمطالعه براي
، 50- ، آلفالین10-لینآلفاي تیمارهاي هااووسایت
و همچنین 200- و آلفالین100-آلفالین

از بلوغ،کشت پس هاي گروه شاهداووسایت
با وشدندهاي کومولوس اطراف خود جداسلول

در زیرو شدندآمیزيرنگهوخسترنگ 
. قرار گرفتندبررسی مورد میکروسکوپ فلورسنت 

قابلیت تکوینبر آلفالیناثر : 4آزمایش 
هاي بزاووسایت

، 3حاصل از آزمایش یج ابر اساس نت
که بهترین درصد بلوغ تیماريهاي یتااووس

هاي اووسایتمراههبه، برون تنی را نشان داد
اطراف خود هاي کومولوساز سلول،گروه شاهد

تا اثرشدندفعال پارتنوژنزبه روشو شدندجدا 
بز مورد هاياووسایتتکوینقابلیتبرآلفالین
پس از8و روز 3روز در .قرار گیردارزیابی

تولید درصدتسهیم و درصدبه ترتیب پارتنوژنز
.شدثبتو بلاستوسیست محاسبه 

آنالیز آماري
با چربهاياسیدمربوط به غلظتهاي داده

ي آماري و رویهSASافزار استفاده از نرم
General Linear Modelي زمون مقایسهو آ

درصدهمقایسبراي . شدندآنالیزها میانگین
نیز از بلاستوسیستتولید تسهیم و درصد وغ، ـبل

يدارسطح معنی.استفاده شد1ي دواکآزمون 
. در نظر گرفته شد05/0

و بحثنتایج
تعیین غلظت اسیدهاي چرب مایع : 1آزمایش 
فولیکولی

یز اسید چرب در مایع فولیکولی قابل تما23
اسید چرب قابل 20از بین آنها، بود که 

هاي د که شامل طیفی از اسیدبوگیري اندازه
اشباع با یک پیوند دوگانه و غیرچرب اشباع و 

و 3-امگااشباع هاي چرب غیراسیديدهاخانو
هاي چرب ي اسیدمقایسه.)1جدول (بود6- امگا

هاي بزرگ و کوچک مایع فولیکولی فولیکول
داريعنیمبه طور آلفالیننشان داد که غلظت 

)05/0˂p(لیتر در میلی100گرم در میلی8/1از
100گرم در میلی8/2بههاي کوچکفولیکول

.افتـیشـافزایهاي بزرگلیتر در فولیکولمیلی

بر گسترش سلول هاي آلفالیناثر :  2آزمایش 
هاي بز کومولوس اووسایت

هاي سلولگسترشمربوط بهنتایج 2جدول 
هاي مختلف  هاي تیماراووسایتکومولوس

را) میکرومولار200و 100، 50، 10(آلفالین
در مقایسه با گروه بلوغساعت کشت24از پس

مختلفهاي غلظتتاثیر. دهدنشان میشاهد 
ر ـب100و 50، 10هاي در غلظتآلفالین

دار یاي کومولوس معنـهرش سلولـگست
)05/0˃p (200غلظت در ود و تنها نب

هاي با فراوانی اووسایتآلفالینمیکرومولار
داري یـعنـور مـبه طکومولوس گسترده 

)05/0p<(در مقایسه با گروه شاهد کاهش یافت
فراوانی ر خلاف آنبو %)60در مقابل 7/40%(

1- Chi-square
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در مقایسه هاي با کومولوس ناگسترده اووسایت
)>05/0p(يداربه طـور مـعنـیبا گروه شاهد

، %7/5در مقابل %9/38(یافت افزایش
)05/0p<(.

بزتخمدانهاي کوچک و بزرگهاي چرب مایع فولیکولی فولیکولاسید- 1دول ج
هاي چرباسید )رمتمیلی2< (کوچکهايفولیکول )مترمیلی6˂(بزرگهايفولیکول P-value

C14:0 5/0 ± 1/0 3/3 ± 4/0 02/0
C14:1 8/0 * 7/0 * -
C15:0 5/0 ± 1/0 4/0 ± 1/0 NS

C16:0 3/13 ± 5/2 7/24 ± 3/1 NS

C16:1 9/0 ± 1/0 6/1 ± 1/0 02/0
C17:0 6/1 ± 2/0 0/1 ± 2/0 NS

C17:1 4/0 ± 1/0 4/0 ± 1/0 NS

C18:0 0/10 ± 8/0 8/14 ± 2/0 02/0
C18:1n9c 8/17 ± 5/2 4/21 ± 5/0 NS

C18:1n11c 9/1 ± 1/0 6/1 ± 0/0 03/0
C19:0 IS ND ND -

C18:2n6c 2/16 ± 7/0 4/16 ± 2/2 NS

C20:0 7/0 ± 0/0 6/0 ± 1/0 NS

C18:3n6 2/0 ± 0/0 2/0 ± 0/0 NS
C20:1 5/0 ± 1/0 ND -

C18:3n3 8/1 ± 1/0 8/2 ± 0/0 007/0
C22:0 ND ND -

C20:3n6 3/0 ± 0/0 5/0 ± 1/0 NS
C22:1n9 8/16 ± 9/1 9/16 ± ¼ NS

AA-C20:4n6 5/4 ± 2/0 3/4 ± 2/0 NS

EPA-C20:5n3 2/1 ± 0/0 0/1 ± 1/0 NS
C24:1 ND ND -

DHA-C22:6n3 1/1 ± 0/0 2/1 ± 1/0 NS

n-6:n-3 1/5 ± 2/0 3/4 ± 3/0 NS

.اندبیان شدهمیانگین استانداردخطاي±) میلی لیتر100/گرممیلی(میانگین به صورتها داده
ND : ه استگیري نشداندازهمقدار اسید چرب.

.اطلاعات فقط مربوط به یک نمونه است: *

یتنبرونبلوغپس ازبزيهاتیاووساکومولوسيهاسلولیپراکندگلینولنیک بر -آلفاهاي مختلف اسیدغلظتتاثیر-2جدول 
)%(تعداد کومولوسهايسلولپراکندگی

تاگسترده گستردهتاحدي گسترده تعداد تیمار
10 )7/5( b 60 ( 3/34 )a 105 )60( a 175 شاهد

)8/5(6 b 30 ( 8/28 )ab 68 )4/65( a 104 10-آلفالین
6 )3/3( b 51 (28)ab 125 )7/68( a 182 50-آلفالین
5 )8/3( b 41 (31/3)ab 85 )9/64( a 131 100-آلفالین

44 )93/38( a 23 ( 4/20 )b 46 )7/40( b 113 200-آلفالین
a, bاست05/0سطحدردارمعنیاختلافبیانگر وجودستونهردرنامتشابهحروف      .
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تنی بر بلوغ برونآلفالیناثر : 3آزمایش 
هاي بزاووسایت

برون تنی بلوغبرآلفالیناطلاعات مربوط اثر
. آورده شده است3هاي بز در جدول اووسایت

دهد اووسایت هاي همانطور که نتایج نشان می
ور ــبه طآلفالینمیکرومولار 50تیمار 

هاي بالغاووسایت)>05/0p(داري یـمعن

%1/68(ندبیشتري نسبت به گروه شاهد داشت
.)%2/57در مقابل 
200ترین درصد بلوغ مربوط به تیمار پایین

این هاياووسایتبود وآلفالینمـیکرومولار 
درصد بلوغ )>05/0p(داري به طور معنیتیمار 

نددر مقایسه با گروه شاهد داشتکمتري را
.%)2/57ر مقابل د6/41%(

یتنبرونبلوغپس ازبزهاياووسایتايهستهبلوغبرلینولنیک- آلفااسیدمختلفهايغلظتتاثیر- 3جدول 
(%)تعداد اي وضعیت هسته

MΙΙ MΙ GVBD GV تعداد تیمار
)2/57 (99 b )3/24 (42 ab )5/14 (25 ab )4 (7 a 173 شاهد
)5/63 (66 ab )8/29 (31 ab )7/6 (7 b )0 (0 b 104 10-آلفالین
)1/68 (124 a )3/20 (37 b )6/11(21 ab )0 (0 b 182 50-آلفالین

)8/61(81 ab )2/28 (37 ab )9/9(13 ab )0 (0 b 131 100-آلفالین
)6/41 (47 c )9/31 (36 a )7/17(20 a )9/8(10 a 113 200-آلفالین

a, b, c :هستند05/0سطحدردارمعنیاختلافدارايستون،هردرنامتشابهحروف.

بر قابلیت تکوین اثر آلفالین: 4آزمایش 
هاي بز اووسایت

درصد نه تنها آلفالینمیکرومولار50تیمار 
در مثبتررا بهبود بخشید بلکه این اثتسهیم

مشاهده شدهم بلاستوسیستدرصد تولید
به طور آلفالینمیکرومولار50تیمار . )4جدول (

% 8/52تسهیم را از درصد)>05/0p(داريمعنی
در گروه % 2/65در گروه شاهد به 

درصد تولید افزایش داد و 50-آلفالین
گروه در این گروه از %) 1/25(نیز بلاستوسیست 

).>05/0p(بیشتر بود%)7/16(شاهد 
اسید چرب در مایع 23در در این مطالعه،

گیري و بیان اندازه، شناساییبز قابل فولیکولی
ي هاي چرب عمدهاز این تعداد، اسید. عددي بود

اسید لینولئیک، اسید شامل بزمایع فولیکولی

اسید،اسید پالمتیک، اسید استئاریک، اولئیک
نتایج .لینولنیک بودنداسید و یک ونآراشید

مشابه در ترکیب مایع فولیکولی گاو مشاهده شد 
ندگزارش کرد) 6(و همکارانبندرکهطوريهب

اسیدهاي چرب غالب ،چه در گاو و چه در تلیسه
از تخمک پیشهاي فولیکولمایع فولیکولی در 

اسید ، اسید اولئیک، اسید لینولئیکشاملریزي
نولنیک یلاسیدو پالمتیکاسید، استئاریک

يوادهــهاي چرب خاننسبت اسید.باشندمی
ولی کــولیــایع فــمدر6- امگا/3- امگا

ز نشان داد کهـکوچک بوزرگـاي بـهفولیکول
هاي کوچک به بزرگ از فولیکولاین نسبت

اي ــهدـاسیغلظت فزون بر اینا. یافتکاهش 
مایع فولیکولی در ω-3يوادهـانــرب خـچ

کاهش.بودمتفاوت بزرگ هاي کوچک وفولیکول
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6- امگا/3-امگايهاي چرب خانوادهنسبت اسید
افزایش از احتمالاً،در گاول رشد فولیکول به دنبا

، حکایت دارد3- امگاي به خانوادهاووسایتنیاز 
. ها هم مشاهده شدن روند در تلیسههمیالبته

دست آمده در ه بایج متناقضبا توجه به نت
يهاي چرب خانوادهاسیدپی استفاده از منابع

چایلدز و )13(باروري راندمانبر 3- امگا
براي مطالعه کهکردندپیشنهاد ) 14(همکاران
هر یک از ،3-امگايخانوادهچرب هاياثر اسید

قرار دادن رنظمد به طور جداگانه با در بایدآنها
ي اشباعیت و غلظت مناسب درجهه، طول زنجیر

.مورد بررسی قرار گیرند
و با 1با توجه به نتابج حاصل از آزمایش 

100/از میلی گرمالینآلفتبدیل غلظت 
در لیتر به مولار، غلظت این اسید چرب میلی

حدودهاي کوچک و بزرگ به ترتیبفولیکول
در لذا .خواهد شدمولار میکرو6/100و 6/64

شرایط برداري ازالگواین مطالعه براي 
200و 100، 50، 10هاي غلظت، فیزیولوژیک

) شاهد(آلفالین در کنار غلظت صفر مایکرومولار 
هاي غلظتاستفاده از .استفاده قرار گرفتمورد 

در محیط آلفالینمیکرومولار100و 50، 10
بر گسترش ي اثرهاتنی اووسایتبلوغ برونکشت 
پس از بلوغ نداشت درهاي کومولوس سلول
آلفالینمایکرومولار200غلظت که حالی

هاي کومولوس هاي با سلولفراوانی اووسایت
کویرال این نتایج با نتایج . کاهش دادا رگسترده
هايگزارش کرد کشت سلولکه )15(کاستل 

آلفالیناي مختلفـها غلظتـز بـوزاي بـرانولـگ
متفاوتی روي نرخ میکرومولار نتایج500تا 0از 

در مطالعه . همسو استداردآنهامانیزنده

هاي تــغلظکویرال کاستل نشان داده شد که 
مانی زندهآلفالینولار ــیکرومــم100از بیشتر
ساعت کشت 24هاي گرانولوزا را پس از سلول

تر ازکمهاي غلظتکهحالیدردهدمیکاهش 
مانی زندهدراثريآلفالینمیکرومولار 100

.)15(نداردهاي گرانولوزا سلول
50در غلظت در این مطالعه آلفالین

در راهاسایتاووايمولار بلوغ هستهمیکرو
کهدر حالی، افزایش دادمقایسه با گروه شاهد

مثبتیتاثیر) میکرومولار100(بیشترهاي غلظت
حتی در ها بز نداشت و اووسایتاي بر بلوغ هسته

این اثر منفی ) میکرومولار200(غلظتبیشترین
) 18(همکارانوماريهايیافتهبانتایج این.بود
مولار میکرو50در غلظت لینآلفاندنشان دادکه 

بهبود می گاو را ي هااووسایتاي بلوغ هسته
. بخشد همخوانی دارد

بهینه اووسایت لازمه تکوین مناسب بلوغ
در طول RNAتجمع پروتئین و . رویان است

زي مناسب ژنوم سابراي فعالاووسایتبلوغ 
بهترین گروه ).20(ضروري استامريرویان

درصد) 50-آلفالین(ماري آلحاظ تیماري از 
در بلاستوسیست راتولیددرصدتسهیم و 

با این نتایج. افزایش دادمقایسه با گروه شاهد
ندنشان دادکه )18(و همکاران مارينتایج 
تسهیم درصدمیکرومولار 50در غلظت آلفالین

را هاي گاواووسایتبلاستوسیتتولید درصدو 
در اگرچه،.داردمطابقت ، در بهبود بخشید

با )1(همکارانرویچ و اد-الاي دیگرمطالعه
میکرومولار100و 10، 1هايغلظتاستفاده از 

در محیط1مرکاپتانول-بتابه همراهآلفالین
تسهیم درصدی در تفاوتmSOF(2(کشت رویان

1- β-mercaptoethanol 2- Modified synthetic oviduct fluid
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د و دنبلاستوسیست مشاهده نکرتولید درصدو 
پس ازرا ها انمانی رویتوانست زندهآلفالین تنها 

ن ای.افزایش دهدیخ گشایی- انجمادفرآیند
در صورت گرفتهتاخیردلیله بنتایج شاید 

، زیرا همانطور که بحث باشدآلفالیناستفاده از
تنیبه محیط بلوغ برونآلفالینافزودنشد 

موثرتر از زمانی خواهد بود که به محیط احتمالا 
. افزوده شودکشت رویان 

احتمالا راآلفالینافزودنات سودمنداثر
، افزایشPGE2مرتبط با افزایش سنتز ان بتو

فسفریلاسیون افزایشوcAMPiهاي غلظت
MAPK1 وMAPK3هايکمپلکسدر

.)18(عنوان کردکومولوس یتااووس
ونه اینگتوانمیکلیگیريبه عنوان نتیجه

50مقداربه آلفالین افزودنبیان نمود که

تنی برونحیط کشت بلوغ در ممولارمیکرو
هاي بز را در اووسایتاي تواند بلوغ هستهمی

تولیدو تسهیم درصدو افزایش دهد
نابراین، تامین ، ببهبود بخشدبلاستوسیست را

تواند بر تمالا میاحآلفالین مناسب غلظت
اینهرچندموثر باشدنیز بز یمثلتولیدراندمان

در شرایط بیشتري هايپژوهشفرضیه نیازمند
.   استتنیدرون

تشکر و قدردانی
ریاست و مدیریت حمایت مادي و معنوي از 

در حقیقات فناوري بن یاخته تمرکز پژوهشی
انجام این طرح پژوهشی تشکر و قدردانی 

. شودمی

پس از پارتنوژنز در شرایط برون تنیبزهاياووسایتتکوینبرلینولنیک-آلفایداستاثیر- 4جدول

تعدادتیمار
(%)تکوین رویانی تعداد 

بلاستوسیستتسهیم
269b)8/52(142b)7/16(45شاهد

50287a)2/65(187a)1/25(72-آلفالین
a, bهستند05/0سطحدراردمعنیاختلافدارايستون،هردرنامتشابهحروف .

اساسبروآمیزيرنگهوخسترنگوسیلهه بهااووسایت. تنیبرونشرایطدربزهاياووسایتايهستهبلوغ- 1شکل
.گرفتندقرارMII)د(، MI) ج(، GVBD) ب(، GV)الف(دستهچهارازیکیدرخودهستهوضعیت

1- β-mercaptoethanol 2-Modified synthetic oviduct fluid
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Investigation of Antral Follicles to Determine the Effective Concentration
of Alfa-Linolenic Acid on In Vitro Developmental Competence of Goat

Oocytes

Arash Veshkini1, Abdollah Mohammadi-Sangcheshmeh2, Ali Akbar Khadem3,
Ali Asadi Almouti4 and Mahdi Khodaei Motlagh5

Abstract
Besides their role in making energy, polyunsaturated fatty acids can affect on ovarian

follicles and corpus luteum by providing the precursors required for the synthesis of
signaling molecules such as steroids and prostaglandins. The effects of α-linolenic acid
(ALA) on developmental competence of oocytes in goats were evaluated in this study.
Initially, ALA content of follicular fluid of small and large follicles was determined using
GC–mass chromatography. Our results indicated that the ALA concentration was in a range
of 64.6 to 100.6 μM for small and large follicles, respectively. Then, based on preliminary
results, goat oocytes were matured in presence of 0 (Control), 10 (ALA-10), 50 (ALA-50),
100 (ALA-100) and 200 (ALA-200) μM of ALA. Twenty four hours after in vitro
maturation (IVM), oocytes in each group were evaluated for their cumulus cell expansion
and also for their maturation rate. Furthermore, matured oocytes were treated for
parthenogenetic activation and the cleavage and blastocyst rates of control and ALA-treated
group were recorded at day 3 and 8 post-activation. Data from each stage were recorded
and analyzed via Compare Means Test and/or chi-square analysis using SAS software.
Supplementation of maturation media with different concentration of ALA had no effect on
cumulus cell expansion except in the highest concentration (ALA-200) that decreased the
cumulus cell expansion (P˂0.05). Our findings indicated that maturation rate was higher
(P˂0.05) in ALA-50 group as compared with the control group (68.1% vs. 58.2%).
Moreover, supplementation of maturation medium with 50 μM ALA improved the cleavage
rate (65.2% vs. 52.8%) and blastocyst rate (25.1% vs. 16.7%) as compared with the control
group (P˂0.05). Collectively, our results showed that treatment of maturation medium with
optimum concentration of ALA had a beneficial effect on oocyte maturation by increasing
the maturation rate and this in turn, can stimulate the embryonic development.

Keywords: Alfa-Linolenic Acid, Blastocyst, Follicular Fluid, In Vitro Maturation, Oocyte
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