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بررسي پراكندگي ميتوكندري تخمك موش در مراحل مختلف تكوين با 
  استفاده از ميكروسكوپ كانفوكال

 *1نيا مژده صالح
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  02/07/90 :پذيرش مقاله  04/04/90 :دريافت مقاله
 

  چكيده
بـا توجـه بـه اهميـت ميتوكنـدري در تكـوين              هاي سيتوپلاسمي است و    ترين اندامك  ي از مهم   ميتوكندري يك  :هدف
كارگيري ميكروسكوپ ليزر كانفوكال به بررسي و مقايسه پراكندگي ميتوكنـدري تخمـك               در اين مطالعه با به     ،تخمك

  .از دو پرداخته شد يا متافاز يك و متافژرمينال وزيكول، شكست ژرمينال وزيكولموش در سه مرحله تكويني 
 واحـد   5/7 بـا     هفتـه  7-6  با سـن   FVB/N  سوري نژاد  هاي  موش گذاري  پس از تحريك تخمك    :ها مواد و روش  

PMSG با ،  از تخمدان ژرمينال وزيكول و شكست ژرمينال وزيكول يا متافاز يك و متافاز دو           حلاها در مر   تخمك
-tetrachloro-´6,6,´5,5يـا  JC-1 ا محلـول رنـگ   ها ب سپس تخمك. كي جداسازي شدند روش مكانياستفاده از

1,1,3,3´-tetraethylbenzimidazolycarbocyanine iodide) 1دقيقـه در  10مـدت   به) ليتر  ميكروگرم بر ميلي 
 530 -515 كانفوكال با طول موج  ليزرها در زير ميكروسكوپ  نمونهآميزي شدند و بعد گراد رنگ   درجه سانتي  37

  .سبز مشاهده شدنانومتر براي رنگ 
هـا    در تخمك مرحله شكست ژرمينال وزيكول و متافاز دوم الگوي نسبتاً يكنواخت ديده شد و ميتوكندري                :نتايج

امـا در تخمـك ژرمينـال وزيكـول      به شكل نقاط سبز رنگ در تمام سيتوپلاسم به شكل يكسان پراكندگي داشتند
ها به شكل حلقه در اطراف هـسته تخمـك قـرار             ندريخورد و تعدادي از ميتوك     الگوي غيريكنواخت به چشم مي    

  .گرفته بودند
طور كلي دو الگوي توزيع ميتوكندري در تخمـك مـوش در مراحـل مختلـف                  به حاضر نتايج تحقيق    :گيري  نتيجه

ترين عوامل در نحوه پراكنـدگي ميتوكنـدري درون سـلول نيـاز       رسد كه يكي از اصلي     نظر مي  به. تكويني نشان داد  
  . و مصرف انرژي باشدATPختلف سلول به توليد مناطق م

  
  ، تخمك متافاز دوم يك ميتوكندري، تخمك ژرمينال وزيكول، تخمك متافاز:كليدواژگان

  

   مقدمه-1
 در متابوليـسم انـرژي، تعـادل، رشـد و           ميتوكندري مستقيماً 
ن آتـرين عملكـرد     بهتـرين و شـناخته      و مرگ سلولي نقش دارد   

   مكانيسمي كه   ؛يداتيو فسفريلاسيون است   از طريق اكس   ATPتوليد  

  
لـي  آ و مـواد     مواد مغذي ن به شكل همزمان اكسيداسيون      آاز طريق   

رخ  ADP (Adenosine Diphosphate)همراه با فسفريلاسيون 
و ] 2 [در توليـد حـرارت    و همچنـين ميتوكنـدري      ] 1 [دهـد  مي

 1411713116: ، كدپستيعلوم تشريحتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه :نشاني مكاتبه*
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  .دخالت دارد] 3 [ريزي شده مرگ برنامه
 ميتوكنـدري  هـاي يوكـاريوتي    مه سلول  ه در سيتوپلاسم  تقريباً

ست اوجود دارد و از نظر اندازه، شكل، تراكم و پراكندگي متفاوت            
 فعالي (Tubular Network) اي  شبكه لولهاندامك اين اما معمولاً

  ].4 [دهد را در سلول تشكيل مي
مثل نقش دارند به همين       توليد فرايندها در چندين     ميتوكندري
 ـ        ميها   نآدليل موقعيت    دنبـال  ه  تواند بر كيفيت تخمك و لقاح و ب

 ـ   آ شـواهدي وجـود دارد كـه       باشـد و    ثير گـذار    أن تكوين جنين ت
  ].7-5 [ميتوكندري نقش مهمي را در ناباروري مردان و زنان دارد

فعـال    سال غير  50براي مدت حدود    تخمك طي تكوين خود     
 120 تـا  30 اما ناگهان دچار تغييرات رشدي شده و قطـري از      بوده

ــهميكــرون و در ايــن مرحلــه تخمــك حــاوي آورد  دســت مــي  ب
هاي لازم بـراي     اندامك، مواد حاوي انرژي و نيز       RNA ها، پروتئين

با  همراه   تواند  مي رشد سيتوپلاسمي تخمك  . شود ميتكوين جنين   
توكندري تخمك داراي يم]. 8[آن نيز باشد افزايش توده ميتوكندري 

 آن كـه  فنوتيب غيرتمايزي   چندين خصوصيت ويژه است از جمله       
در تمام پـستانداران ميتوكنـدري      . ردي نماي مدور دا   ضدر برش عر  

 كوچـك و گـردي اسـت كـه داراي           اندامكدوم   در تخمك متافاز  
 ATPها بيانگر ميزان توليد       اين ويژگي  ].5 [كريستاهاي كمي است  

 ميتوكندري در اين مرحلـه در       و] 8 [ است اندامككمي توسط اين    
  ].9[لاسم تخمك پراكنده شده است سيتوپميان 

پس از لقـاح سـاختمان داخلـي ميتوكنـدري خيلـي تغييـر              
 اطـراف هـسته     كنـد و مجـدداً     ها تغيير مـي    نآكند اما محل     نمي

شوند تا انرژي لازم را توليد كند و اين عمل همچنـان             منتقل مي 
ــين تقــسيم رخ دهــد   ــا اول ــ] 11، 10[ادامــه دارد ت جــايي  هجاب

 جلـوگيري از  تواند باعـث     دري پس از لقاح مي    مناسب ميتوكن نا
هايي  تكوين مناسب جنين شود و چنين وضعيتي در مورد جنين         

اند نشان داده شـده يعنـي        كه در مرحله پيش هسته متوقف شده      
  ].9 [جا نشده است هطور مناسب جاب ها به نآميتوكندري 
 درمـان نابـاروري   هايي كـه در زمينـه        روش پيشرفت   با وجود 

آن كـم اسـت شـايد يكـي از علـل            اين زمينه    موفقيت در    است اما 
 بلوغ تخمـك شـامل      . ارزيابي كيفيت تخمك است    يها محدوديت

اي و سيتو پلاسمي است كه هر دو بـراي لقـاح و نمـو                بلوغ هسته 
راحتي بلوغ هسته تخمـك     ه   شايد بتوان ب   ].12[رويان اهميت دارد    

توپلاسم تخمك  را از روي وجود جسم قطبي نشان داد اما بلوغ سي          
 بلوغ سيتوپلاسمي شامل توزيـع      .راحتي ارزيابي كرد  ه  توان ب  را نمي 

ها از جمله ميتوكندري، ريبوزوم، شبكه       مجدد يك سري از اندامك    
  ].13[هاي قشري و گلژي كمپلكس است  اندوپلاسمي، گرانول

هاي سيتوپلاسـمي، نقـش      ترين اندامك  عنوان يكي از مهم    به
تغييـر در   .  اهميت است  دارايتوپلاسمي  ميتوكندري در بلوغ سي   

توانـد روي توانـايي نمـو جنـين          الگوي توزيع ميتوكنـدري مـي     
  ].15، 14[گذار باشد  ها اثر حاصل از تخمك

ــه اهميــت ميتوكنــدري در تكــوين تخمــك و   ــا توجــه ب ب
هـاي مختلـف      محـدود و متناقـضي كـه در گونـه          هـاي  گزارش

ــستانداران وجــود دارد  ــا    ،پ ــن مطالعــه ب كــارگيري  بــهدر اي
ميكروسكوپ ليـزر كانفوكـال بـه بررسـي و مقايـسه پراكنـدگي              

 ژرمينال وزيكـول ميتوكندري تخمك موش در سه مرحله تكويني     
(Germinal Vesicle: GV) ژرمينــال وزيكــول ، شكــست 

(Germinal Vesicle Breakdown: GVBD)    يـا متافـاز يـك 
(Metaphase I: MI) و متافاز دو (MII)پرداخته شد .  

  

  ها مواد و روش -2
 7-6  بـا سـن    FVB/N در اين تحقيق از موش سـوري نـژاد        

خانـه دانـشگاه كارولينـسكا        حيوانات در حيـوان   . هفته استفاده شد  
مدت يك هفته نگهـداري شـدند تـا بـا شـرايط              به) كشور سوئد (

  .جديد سازگار شوند
 PMSG واحـــد 5/7گـــذاري   تحريـــك تخمـــكبـــراي

.(Pregnant Mare's Serum Gonadotropin) (Intervet Australia) 
 ساعت بعد   48. صورت داخل صفاقي تزريق شد     به هر موش به   

با ايجاد  . هاي فوق به روش قطع نخاع گردني كشته شدند         موش
ها از بدن خارج و      هاي آن  شكاف طولي در ناحيه شكم تخمدان     

ــرات  ــشت 200در قط ــيط ك ــري مح ــاوي TCM  ميكروليت    ح
 BSA (Bovineسرم آلبومين گاوي يا ليتر  گرم بر ميلي  ميلي5
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Serum Albumin) قرار داده شدند.  
  

   از تخمدان مختلفحلاها در مر جداسازي تخمك -2-1
 و  MI يا   GV  ،GVBDحل  اها در مر    جداسازي تخمك  براي

MII  بـا اسـتفاده از      و    استفاده شـد   ي، از روش مكانيك      از تخمدان
سكوپ اين عمل    در زير استريوميكرو   (29G) هاي انسولين   سوزن

  .انجام گرفت
  

  هاي تخمك  ميتوكندريميزيآ رنگ -2-2
6,6´5,5 يـا    JC-1 ابتدا محلول ذخيره رنـگ       براي اين منظور   -́

tetrachloro-1,1,3,3 -́tetraethylbenzimidazolycarbocyanine iodide 
.(Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) 

   در JC-1ليتر رنـگ    گرم بر ميلي    ميكرو 10 براي اين كار   .آماده شد 
  

 حـل  (Dimethyl Sulfoxide: DMSO)متيل سولفوكـسايد   دي
 TCM سپس موقع استفاده ده برابـر آن را در محـيط كـشت               ،شد

(Tissue Culture Medium)     1 (شـد از قبل گـرم شـده رقيـق 
 لازم بود ايـن مرحلـه بـا كمـك ورتكـس             .)ليتر گرم بر ميلي   ميكرو

(Vortex) مرحلـه   سـه    هـا در   سپس تخمـك  . ا همزن انجام شود    ي
 آمـاده   كارگيري تركيب  هبه تفكيك با ب   )  در هر گروه   n =5(تكويني  

گراد رنگ   درجه سانتي 37 دقيقه در درجه حرارت      10مدت    به شده
  كانفوكــال ليــزرهــا در زيــر ميكروســكوپ ســپس نمونــه. ندشــد

(LSCM; Olympus, Segrate, Italy)  530-515 با طول مـوج 
تـصاوير متـوالي بـا      ] 17،  16 [نانومتر براي رنگ سبز مشاهده شـد      

ها در زيـر ميكروسـكوپ مـشاهده          ميكرون از تخمك   3ضخامت  
هاي مختلف    متوالي در بخش   طور  به ها و پراكندگي ميتوكندري  . شد

  .سيتوپلاسم تخمك در سه مرحله تكويني با يكديگر مقايسه شد

  
  

.  كه در تصوير اول نمـاي فـاز كنتراسـت همـان تخمـك مـشخص شـده اسـت        JC-1 ميزيآ با رنگ موش GVمرحله تخمك يكرون از هاي با توالي سه م      برش 1ل  شك
  .ها به شكل حلقه در اطراف هسته تخمك تجمع دارند ها در تخمك به شكل نقاط سبز رنگ قابل مشاهده است كه بخشي از آن پراكندگي غيريكنواخت ميتوكندري
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   نتايج-3
 و بررسـي مقـاطع متـوالي و بـا           JC-1آميـزي بـا       رنگ پس از 
 ميكرون از تخمك در زير ميكروسكوپ كانفوكـال دو          3ضخامت  

الگـوي  . هـا ديـده شـد      الگوي مختلف در پراكنـدگي ميتوكنـدري      
ها به شكل نقاط سبز رنـگ در         پراكندگي يكنواخت كه ميتوكندري   

ع دوم  تمام سيتوپلاسم به شكل يكسان پراكندگي داشـتند و در نـو           
 علاوه بـر پراكنـدگي نقـاط سـبز          ترتيب يكنواخت بود بدين   كه غير 

  ها در تمام سطح سيتوپلاسم   حضور ميتوكندريتأييد كنندهرنگ كه 
  

 
 
 
 

 
 
 
 
 

هـا بـه شـكل حلقـه در اطـراف هـسته               تعدادي از ميتوكندري   ،بود
 GVدر تخمـك    ). اي حلقـه دور هـسته    (تخمك قرار گرفته بودند     

 و  GVBDخورد اما در تخمـك        به چشم مي   الگوي غيريكنواخت 
متافاز دوم الگوي يكنواخت ديده شد و در مقايسه با يكديگر اندازه 

تـر از دو     نظـر بـزرگ    تجمعات ميتوكندري در تخمك متافاز دوم به      
تصاوير فاز كنتراست و مقاطع مختلف تخمك در        . بودحالت ديگر   

  و در  2 در شـكل     GVBD و در تخمـك      1 در شكل    GVمرحله  
  . آورده شده است3تخمك متافاز دوم در شكل 

  
 

پراكندگي .  كه در تصوير اول نماي فاز كنتراست همان تخمك مشخص شده است            JC-1 ميزيآ با رنگ  يا متافاز يك موش      GVBDمرحله  تخمك  هاي با توالي سه ميكرون از         برش 2شكل  
 . مشاهده استها در تخمك به شكل نقاط سبز رنگ قابل نسبتاً يكدست ميتوكندري
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.  كه در تصوير اول نماي فاز كنتراست همان تخمك مشخص شـده اسـت              JC-1 ميزيآ با رنگ مرحله متافاز دوم موش     تخمك  هاي با توالي سه ميكرون از         برش 3شكل  
 .ها در تخمك به شكل نقاط سبز رنگ قابل مشاهده است پراكندگي نسبتاً يكدست ميتوكندري

  

   بحث-4
 دو الگـوي پراكنـدگي را بـراي          حاضـر  محققـان مشاهدات  

كـه    به علت اين   GVدر تخمك مرحله    . تخمك موش نشان داد   
براي شكست غشاي هسته و شروع تقسيم ميوزي نياز به صرف        

ها افـزايش     بنابراين اطراف هسته تعداد ميتوكندري     ،انرژي است 
 امـا بعـد از      شـود   مي مشاهدهيابد و پراكندگي غيريكنواخت      مي

 چـون   ،عني پس از اينكه غشاي هسته ناپديـد شـد         اين مرحله ي  
   پراكنـدگي   ، وجـود دارد   نياز يكساني  تقريباً در تمام سيتوپلاسم   

  
  
  
  
  

  . شود ميتوكندري نيز يكسان ديده مي
هـاي   بـا بررسـي پراكنـدگي ميتوكنـدري       در تحقيق ديگري    

 80هاي بالغ و نابالغ گاو نـشان داده شـده كـه بـيش از                 تخمك
 داراي الگوي يكنواخت بوده و ايـن        MII هاي درصد از تخمك  
 IVF (In vitro fertilisation)هــا پــس از  گــروه از تخمــك

 كه بـا نتـايج حاصـل از تحقيـق           تكوين جنين بهتري نيز داشتند    
 .]10[حاضر مطابقت دارد 

 و همكارانش نيز نشان دادند      (Nishi)در همين ارتباط نيشي     
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   در مرحلـه    هاي مـوش بلـوغ يافتـه در محـيط كـشت            كه تخمك 
GV-GVBD         كه الگوي غيريكنواخت ميتوكندري بـا پراكنـدگي 

اي نشان داده بودند تكوين بهتري داشتند و چنين نتيجه           دور هسته 
اي بـراي بلـوغ لقـاح و         گرفتند كه تجمع ميتوكنـدري دور هـسته       

 البته الگوي   .]18[هاي حاصل لازم و ضروري است        تكوين جنين 
 متفاوت از   GVراي تخمك مرحله    بيان شده توسط اين محققين ب     

الگوي بيان شده در تحقيق حاضر بود كـه يكـي از دلايـل اصـلي       
تفاوت شايد مربوط به ايـن مـسئله باشـد كـه در تحقيـق نيـشي                 

ها حاصل از بلوغ در شـرايط كـشت بودنـد در حـالي در                تخمك
  .ها در محيط كشت بالغ نشده بودند  تخمكحاضرتحقيق 

ــاران(Liu)حتـــي ليـــو  ش الگـــوي متفـــاوتي از  و همكـ
ميتوكندرهاي تخمك انساني تكوين يافته در شرايط درون بدني         

(In vivo)   و شـرايط آزمايـشگاهي (In vitro) انـد    نـشان داده
توانـد خـود      شرايط تكويني و كـشت مـي        ديگر عبارت  به .]15[

 چـرا  ؛ها باشـد  گذار بر پراكندگي ميتوكندري    يكي از عوامل تأثير   
مك حياتي با واسطه اسـكلت سـلولي سـلول          كه توزيع اين اندا   

ها ميسر اسـت و اسـتحكام اسـكلت سـلول            ويژه ميكروتوبول  به
 از شـرايط كـشت تبعيـت        به شـدت  ها   خصوص ميكروتوبول  به
  . كند و وابسته به آن است مي

 و همكارانش نيز الگوهـاي متفـاوتي        (Wilding)ويلدينگ  
ــدري در تخمــك   ــدگي ميتوكن ــشاGVBD و MIIاز پراكن ن  ن

  ].17[دادند 
 و همكارانش در مطالعه خود نشان دادنـد         (Nagai)ناگايي  
اي تكـوين     با آرايش ميتوكندري دور هسته     MIIهاي   كه تخمك 

هاي قطعه قطعـه     هايي با ميتوكندري   بهتري در مقايسه با تخمك    
ها چنين نتيجه گرفتند كه پراكنـدگي ميتوكنـدري           آن .شده دارند 

ور در انتخـاب تخمـك خـوب و بـا           عنوان يك فـاكت    تواند به  مي
  ].19[كيفيت مطرح باشد 

ترين تفاوت در نتايج محققـين در ايـن          شايد يكي از اصلي   
  مورد مطالعه قـرار گرفتـه باشـد        ايه به تفاوت گونه  مربوط   باره

شـود و همچنـين       مـشاهده مـي     نيز ها كه در ساختار ميتوكندري   
ارهـاي  درجات مختلفي از بلوغ سيتوپلاسمي تخمك كه بـا معي         

، بررسـي   موجود قابل بررسي نيست و تنها معيار بررسـي بلـوغ          
 كه  GVهاي   عبارت ديگر تخمك   به. اي تخمك است    هسته بلوغ

ــسته  ــار ه ــا معي ــي ب ــناخته م ــوند اي ش ــوغ ،ش ــاً داراي بل  لزوم
 حتـي در بعـضي از تحقيقـات كـه       و سيتوپلاسمي يكسان نبوده  

اسـت تكـوين     ممكـن    ،كنند ها را ارزيابي مي    تكوين اين تخمك  
  . يكساني نداشته باشند

جايي كه ميتوكندري اندامك تأمين كننده انرژي سلول         از آن 
است كه براي زنده ماندن و نمو آن ضروري اسـت و همچنـين              

 مورد نياز لقاح و نمو رويان را قبل از لانـه گزينـي              ATPتوليد  
هـا روي   اين موقعيـت مكـاني و عملكـرد آن      بنابر ،كند فراهم مي 

گذار باشد و به دنبال آن در فراينـد          تواند تأثير   تخمك مي  كيفيت
كنـد كـه در ايـن مـورد بـه       لقاح و تكوين جنينـي دخالـت مـي       

  . استنياز تحقيقات بيشتري
طور كلي دو الگوي توزيـع       نتايج اين تحقيق نشان داد كه به      

ميتوكندري در تخمك موش در مراحل مختلف تكويني وجـود          
تـرين عوامـل در نحـوه        يكـي از اصـلي    رسد كه    نظر مي  به. دارد

پراكندگي ميتوكندري درون سلول نياز مناطق مختلف سلول بـه          
  .توليد و مصرف انرژي باشد

  

   تشكر و قدرداني-5
مقاله حاضر بخشي از كار تحقيقي است كه با حمايت مالي           
انستيتو كارولينسكاي سوئد، دانشگاه تربيت مـدرس و صـندوق         

  .ت جمهوري انجام شده استحمايت از پژوهشگران رياس
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