
  Yakhteh Medical Journal, Vol 10, No 2, Summer 2008
         145145

Original Article

The Arrangement of Microtubules in Embryos Derived 
from Mice Young, Old and Reconstructed Oocytes

A. Shahverdi, Ph.D.1,2   , M. Movahedin, Ph.D.1   , M. Rezazadeh Valojerdi, Ph.D.1,2,
S. Kazemi Ashtiani, Ph.D.2, H. Kashani, M.Sc.3

1. Anatomical Sciences Department, School of Medical Sciences, Tarbiat Modares University
2. Embryology Department, Cell Sciences Research Center, Royan Institute, ACECR

3. Epidemiology Department, Reproductive Medicine Research Center, Royan Institute, ACECR

     Corresponding Addresses: 
P.O.Box: 14115-175,  Anatomical Sciences Department, School of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, 

Tehran, Iran
Email: mansoure@modares.ac.ir

P.O.Box: 19395-4644, Embryology Department, Cell Sciences Research Center, Royan Institute, ACECR, 
Tehran, Iran

Email: shahverdi@royaninstitute.org

Abstract 
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Objective: To study the structure and distribution of microtubules in embryos derived 
from young, old and reconstructed oocytes.
Materials and Methods: Embryos obtained from old (50 embryos), young  
(50 embryos) and reconstructed oocytes (10 embryos) were studied by 
immunocytochemistry. The microtubule structures of the embryos were studied by 
using fluroscent microscopy with FITC-PI filter and polyclonal antibody against alfa 
tubulin. 
Results: The spindle structure of MII young oocyte and the obtained embryos were 
normal with the suitable condensation. There was no contact between chromosome 
and spindle in old Oocytes as well as the obtained embryos, in addition, the spindle 
was extended in old group. In reconstructed embryos, thin and scattered filaments 
were observed.
Conclusion: This study reveals that the arrangement of microtubules in  
reconstructed embryos was caused by repeating of injection and oocyte  
manipulation. Also, interactions between karyoblast, cytoplasm and microtubuls  
may not be suitable. This may be caused by low fertilization in these oocytes.
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مقدمه
تخمک  لقاح  حين  در  حياتي  نقش  ي��ک  ميکروتوبول 
شکل گيري  در  پيش هسته ها  فعاليت  با  احتمالا  و  دارد  پستانداران 
مشخصي  نواحي  از  ميکروتوبول ها  هستند.  تعامل  در  تخم  هسته 
ميکروتوبولي سازماندهي  مراکز  نام  به  تخمک  سيتوپلاسم   در 
(Microtubule Orangization Center: MTOC) پليمريزه 
مي شوند )1(. چستن  و همکارانش در تخمک هاي موش مرحله متافاز 
II چندين MTOC را گزارش کرده اند که در سيتوپلاسم پراکنده 
است و به واسطه همين مراکز، رشته هاي دوک کروموزومي تشکيل 
برداشتن غشای هسته در مرحله ژرمينال وزيکول،  از  مي شود. پس 
می شوند هدايت  کروموزوم ها  سمت  به  و  فعال   MTOC  مراکز 
تصادفي  طور  به  ميکروتوبول ها  می گيرند.  شکل  ميکروتوبول ها  و 
وجود  به  را  کروموزوم ها  اطراف  در  قطبي  دو  ناحيه  و  کرده  رشد 

مي آورند )2(.
هماهنگي  يک  به  نياز  کامل  طور  به  کروموزوم ها  مهاجرت 
ميکروتوبول ها، فسفاتاز،  و  کيناز  پروتئين  بين  تعامل   و 

دارد  ديگر   عوامل  و   (Motor Proteins) حرکتي  پروتئين هاي 
 )3(. عملکرد غيرطبيعي يا اختلال موقتي ميان واکنش هاي بيوشيمي و 
ارگانل هاي سلولي که مسئول جابجايي کروموزوم ها هستند، باعث 
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چکیده 
دريافت مقاله: 86/10/24، پذيرش مقاله: 87/2/23

بازسازي و  پير  جوان،  تخمک هاي  از  حاصل  اوليه  جنين هاي  در  ميکروتوبول ها  توزيع  و  ساختار  بررسي  هدف:   * 
شده موش

* مواد و روش ها: در اين تحقيق سه گروه از تخمک ها و جنين هاي حاصل از تخمک پير )50 عدد(، تخمک جوان 
)50 عدد( و تخمک پير بازسازي شده )10 عدد( مورد مطالعه ايمونوسيتوشيمي قرار گرفتند. تخمک پير بازسازی شده 
با انتقال ماده ژنتيکی تخمک پير به تخمک بی هسته شده جوان به دست آمده است. جنين ها از مرحله 2Pn تا مرحله 
دو سلولي از نظر ساختمان ميکروتوبولي با استفاده از آنتي بادي پلي کلونال عليه آلفاتوبولين و با ميکروسکوپ فلورسنت 

مورد بررسي قرار گرفتند.
* یافته ها: ساختار دوکي در تخمک جوان در مرحله متافاز II و جنين هاي حاصل از آن طبيعي و از تراکم مناسبي 
برخوردار بود. در حالي که در تخمک پير و جنين هاي حاصل رشته هاي دوک ارتباط خوبي با کروموزوم نداشت 
توبوليني نازک  و  پراکنده  نيز رشته هاي  بازسازي شده  بود. در جنين هاي  داده  اختصاص  به خود  زيادي   و مساحت 

مشاهده شد.
* نتیجه گیري: وضعيت قرارگيری رشته های توبولينی در جنين هاي بازسازي شده احتمالا به دليل دفعات تزريق 
و دست کاري تخمک باشد و تعامل خوبي بين ماده ژنتيکي منتقل شده و سيتوپلاسم و ميکروتوبول ها به وجود نيامده 

است و ممکن است يکي از دلايل کاهش ميزان لقاح در اين تخمک ها باشد.

کلید واژگان: ميکروتوبول، دوک تقسيم، تخمک پير بازسازي شده
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ايجاد آنوپلوئيدي مي شوند )4(.
اهميت نقش و تعامل کروموزوم ها، ميکروتوبول ها و فاکتورهاي 
همراه در تشکيل دوک ميوزي، در تخمک موش  فاقد کروموزوم 
قطبي  دو  دوک هاي  سيتوپلاست،  در  که  شد  مشاهده  و  بررسي 
و  هدف دار  ولي  مي گيرد  شکل  کروموزومي  غياب  در  پايداري 
بنابراين نقش کروموزوم ها در محدود کردن و  نيست.  کنترل شده 

هدف دار شدن فعاليت MTOC مشخص مي شود )1(. 
موارد  ساله ،   40 زنان   تخمک هاي   در  مي دهد  نشان  تحقيقات 
غيرطبيعي  در ميکروتوبول  جدا نشدن کروموزوم ها در مرحله متافاز 
تک   ناهنجاري هاي   از  بالايي   درصد   .)5( می شوند  موجب  را   II
کروماتيدي  در تخمک هاي  زنان  بارور مسن  نيز گزارش  شده  است  
ناهنجاري هاي  کروموزومي   با علت   زنان  مسن   )6(. سقط جنين  در 
افزايش يافته و شيوع  ناهنجاري هاي  ژنتيکي  در نوزادان  اين  مادران  
نيز افزايش  مي يابد )7، 8(. ونگ و همکارانش گزارش کرده اند که 
تشکيل   ناقص   صورت  به  تقسيم   دوک هاي   مسن   افراد  تخمک   در 
شده  و يا کاملا شکل  نگرفته بود و فقط تعداد معدودی ميکروتوبول 
سيتوپلاسم   در  پراکنده   صورت  به  يا  کروموزوم  ها  اط��راف   در 
روي را  مادر   سن   تاثير  همکارانش   و  باتاگليا   .)9( می شد   مشاهده  

ساختمان هاي  ميوزي  در دو گروه  تخمک هاي  جوان و مسن  بررسي  



گزارش  توبولين  غيرطبيعی  جابه جايي  مسن  گروه  در  و  کردند 
 .)10( شد  مشاهده  آنوپلوئيدي  آنان  در  نيز  معني داري  طور  به   و 
تخمک هاي حاصل از زنان جوان، دوک هاي قطبي منظمي را طي 
طور  به  کروموزوم ها  حالت  اين  در  که  مي دهند  تشکيل   II متافاز 
ميوزي  دوک  که  حالي  در  شده اند،  مرتب  دوک  در  تنگاتنگي 
تخمک هاي زنان مسن، بيشتر منتشر شده و دو قطب دوک ها مشاهده 
نمي شود و کروموزوم ها به طور نامنظم و به شکل سست به دوک ها 

در نقاط متفاوتي متصل شده اند )11(.
يا  تمام   انتقال   با  محققان   مسن   تخمک هاي   نقيصه   رفع   جهت  
چند پيکوليتر از سيتوپلاسم  تخمک  جوان  به  تخمک  مسن  )12( و 
سيتوپلاسم  به   انتقال   و  ميکروتوبول   و  ميتوکندري   با جداسازي    نيز 
تخمک هاي  مسن  اقدام  کرده اند )13، 14(. هدف  از انتقال  سيتوپلاسم  
و جنين   تکوين  تخمک  مسن   در  طبيعي   تخمک  جوان  حفظ رشد 
حاصل  از آن  است. کوهن و همکارانش نيز تجربه  انتقال  سيتوپلاسم  
به  تخمک هاي  داراي  ضايعه  را کسب  و ميزان    II از تخمک  متافاز 
با پيشرفت تکنيک  لقاح  و تکوين  جنين  را گزارش  کرده اند )12(. 
همانندسازي پيشنهاد شد مي توان با انتقال ماده ژنتيک تخمک پير به 

تخمک جوان بي هسته اين نقيصه را رفع کرد.
آرايشي  وضعيت  و  تجربه  تکنيک  اين  نيز  تحقيق  اين  در 
و  جوان  پير،  تخمک هاي  از  حاصل  جنين هاي  در  ميکروتوبول ها 

بازسازي شده مورد بررسي قرار گرفت.

موادوروش ها
تهیه تخمک

در اين تحقيق از موش هاي سوري ماده نژاد NMRI، توليد شده 
در انستيتو رازی کرج استفاده شد. سن موش سوري ماده مسن 7-9 

ماه و سن موش هاي سوري ماده جوان 7-6 هفته بود )15، 16(.
 م�������وش ه�������اي م���������اده ب������ا ت������زري������ق داخ������ل
(PMSG, Intervet, Netherlands)  ص��ف��اق��ي 
(Pregnant Mare’s Serum Gonadotrophin: PMSG)

واحد   7/5 بين المللي و پس از 48 ساعت  واحد   7/5 ميزان  به 
 (hCG, Intervet, Netherlands)  ب��ي��ن ال��م��ل��ل��ي 
تحريک   (Human  Chorionic  Gonadotrophin:  hCG)

تخمک گذاری شدند.
17 ساعت پس از تزريق hCG، موش ها با جابه جايي مهره هاي 
لوله  به منظور جداسازی توده های حاوی تخمک،  گردني کشته و 

رحم آنها جدا و به داخل قطره محيط کشت منتقل شد.

بازسازی تخمک پیر
اويداکت،  از  کومولوس  همراه  تخمک هاي  کردن  جدا  از  بعد 
ميلی ليتر  در  بين المللی  واح��د   300 ح��اوي   KSOM محيط   به 
هيالورونيداز منتقل و با 1 دقيقه انکوباسيون سلول هاي گرانولوزا از 
تخمک جدا شد. پس از شست وشو، تخمک هاي متافاز II به منظور 
منتقل  ميکرواينجکشن  مخصوص  ديش  قطرات  به  کردن  بي هسته 

شدند.
 7/5 سيتوکالازين  ح��اوي  قطره  در  ج��وان  تخمک ه��اي 
تا 10 دقيقه  (Sigma, USA) به مدت 5  ميکروگرم در ميلی ليتر 
درصد  3 هوخست  رنگ  حاوي  قطره  در  سپس  و  گرفتند   قرار 
تعيين  برای  دقيقه   5 مدت  به   (Hoechst 33342: Sigma)
ژنتيکي  ماده  شدند.  تيمار  رنگ  وسيله  به  ژنتيکي  ماده  موقعيت 
رنگ شده تخمک هاي جوان با تکنيک پيزو خارج و تخمک هاي 
انکوباتور  به   KSOM محيط  در  شست وشو  از  پس  شده  بي هسته 
برای مدت 15 دقيقه منتقل و سپس به قطرات گذاشته شده در ديش 

ميکرواينجکشن جهت انتقال هسته پير منتقل شدند. به منظور تعيين 
رنگ  آسيب  از  جلوگيري  برای  و  پير  تخمک  ژنتيکي  ماده  محل 
هوخست به ماده ژنتيکي، فقط در قطرات حاوي ساکارز 5 درصد 
ژنتيکي  ماده  محل  تيمار،  از  پس  شدند.  تيمار   (Sigma, USA)
مشاهده  قابل  پير  تخمک  سطح  در  خوبي  به  برآمدگي  صورت  به 
است. هسته تخمک پير نيز با تکنيک پيزو به صورت کاريوبلاست 
خارج شد. در تکنيک پيزو با استفاده از پالس الکتريکی و تبديل اين 
تزريق  مايع داخل سوزن  به يک حرکت مکانيکی سريع در  پالس 
زوناپلوسيدا و غشای تخمک بدون ايجاد ضايعه ای در سيتوپلاسم باز 
می شود. اين تکنيک در مورد تخمک موش که غشای آن خاصيت 

الاستيسيته بالايی دارد بهترين گزينه است.

سازی اسپرم تهیه و آماده 
NMRI، توليد شده  نژاد  نر  در اين تحقيق از موش هاي سوري 
در انستيتو رازی کرج استفاده شد. سن موش سوري نر 12-10 هفته 

بود.
محيط به  و  ج��دا  اپيديديم  دم  اسپرم،  به  دس��ت يابي   ب��رای 

حاوي   (KCl Simplex Optimized Medium: KSOM)
15 ميلي گرم بر ميلي ليتر BSA انتقال و برای ظرفيت گيری به مدت 

45 دقيقه در انکوباتور قرار گرفت.
بی هسته  به تخمک جوان  تزريق  برای  اسپرم  جهت آماده سازی 
ابتدا به قطره PVP ديش ميکرواينجکشن حدود 1 ميکروليتر اسپرم 
می شود(.  کند  اسپرم  حرکت   PVP حاوي  محيط  )در  شد  اضافه 
سپس اسپرم از ناحيه دم تا قسمت گردن به داخل سوزن مخصوص 
پيزو )اين سوزن دارای نوک صاف است( کشيده شد و با وارد کردن 
2 تا 3 پالس پيزو، سر اسپرم جدا و به ناحيه مشخص شده در يک 

قطره محيط KSOM داخل ديش ميکرواينجکشن منتقل شد.

تلقیح تخمک های کنترل و بازسازی شده
اسپرم  س��ر  ان��ت��ق��ال  ب��ا  ش��ده  ب��ازس��ازي  پير  تخمک  ل��ق��اح 
جوان تخمک  داخ��ل  به  پير  تخمک  کاريوبلاست  با   همراه 

بي هسته شده صورت گرفت. تخمک هاي بازسازي شده پس از پايان 
کار، چندين بار در محيط شسته و به انکوباتور منتقل شدند.

اسپرم  اف��زودن  با  ج��وان  و  پير  تخمک های  گ��روه های  لقاح 
هر )در   (Swim Up) شده  انکوبه  محيط  سطح  در  شناور   های 

ميلي ليتر 105×1 عدد اسپرم(  به قطرات حاوي تخمک های جوان و 
پير صورت گرفت. پس از افزودن اسپرم به قطره حاوی تخمک ها، 
ديش به انکوباتور منتقل و وضعيت جنين ها تا 24 ساعت بررسي و 

مراحل تکوين ثبت شد.

ایمونوسیتوشیمي
سه گروه از تخمک ها و جنين هاي حاصل از آنها )پير و جوان 
و بازسازي شده( مورد مطالعه ايمونوسيتوشيمي قرار گرفتند. تعداد 
بازسازي شده در گروه  و  و جوان 50  پير  از  هر گروه  در   جنين ها 
10 عدد بود. جنين ها تا مرحله دو سلولي از نظر ساختمان ميکروتوبولي 

)آلفاتوبولين( مورد بررسي قرار گرفتند. 
قرار   chamber  slide در  کشت  محيط  حداقل  با  جنين ها 
گرفتند و سپس در قطره پارافرمالدئيد 4 درصد به مدت 30 دقيقه در 
4 درجه سانتي گراد فيکس شدند. جنين ها دو بار با محلول 5 درصد 
 TritonX-100 درصد   5 محلول  در  و  شسته   PBS-TWEEN 
دقيقه  به مدت 10  نفوذپذير شدن  BSA جهت  5 درصد  همراه  به 

تيمار شدند.
غ��ي��راخ��ت��ص��اص��ي  ات���ص���ال  از  ج��ل��وگ��ي��ري   ب�����رای 
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درص��د   10 ب��ز  س���رم  ب��ا  ت��ي��م��ار   )blocking(  آن��ت��ي ب���ادي 
در دماي 37 درجه سانتی گراد   (goat serum %10 sigma)
انجام گرفت و پس از مسدودسازي در طول شب با آنتي بادي عليه 
(Rabbite Poly to Alpha Tubulin-ab4074) آلفا توبولين 

نسبت  به  که   BSA درص��د   5 همراه  به   TritonX-100 با   که 
 50 :1 رقيق شده بود، تيمار شدند و سپس به مدت 5 دقيقه شست وشو
  و به مدت يک ساعت )دماي 37 درجه سانتی گراد( در آنتي بادي
 TritonX-100 که با )Goat Anti Rabbit IgG-FITC( ثانويه
BSA به نسبت 1:100 رقيق شده، قرار گرفت و  به همراه 5درصد 

ادامه کار در تاريکي ادامه يافت.
مدت به  جنين ها  )کروموزوم ها(  هسته  رنگ آميزي  منظور   به 

 3 دقيقه در محلول 0/5 ميلي گرم در ميلي ليتر PI )پروپيديوم ايودايد 
با ميکروسکوپ فلورسنت  USA, Sigma( قرار گرفتند و سپس 
)Olympus( در فيلتر دو رنگ FITC-PI مشاهده و مورد مطالعه 

قرار گرفتند.

يافته ها
در گروه تخمک پير و جوان به ترتيب 260 و 280 تخمک متافاز 
 II براي لقاح استفاده شد که 180 )69/2درصد( و 210 )75درصد(
نيز 400  بازسازي شده  پير  جنين تشکيل گرديد. در گروه تخمک 
تخمک متافاز II موش جوان پس از تيمار هوخست بي هسته شده و 
215 تخمک )54 درصد( زنده ماند و قابليت پذيرش کاريوبلاست 
اسپرم، 50  انتقال کاريوبلاست و سر  از  پير را داشت. پس  تخمک 
تخمک پس از 1 تا 2 ساعت از انتقال، زنده ماند و در )41درصد( 
20 تخمک )41 درصد( تزريق شده پس از 4-3 ساعت، پيش هسته 

نرو ماده مشاهده شد. 

بررسي نتایج آرایش ساختماني میکروتوبولي
حالت و  خ��ارج  شکل  بطري  حالت  از  دوک   ،II متافاز   در 

دوک  قطب  دو  در  سانتروزومي  نواحي  و  دارد  دوکي  و   Astral
و  II مجاور قشر تخمک است  متافاز  کاملا  مشخص است. دوک 

سهم کمي از فضاي سلول را به خود اختصاص مي دهد. 
در اين تحقيق که بيش از 90 درصد تخمک هاي جوان به مرحله 
در   II متافاز  شکل  دوکي  طبيعي  ساختار  بودند.  رسيده   II متافاز 

تخمک جوان ديده شد )شکل 1(.
کروموزوم ها در تخمک هاي پير متافاز II در خط متافازي قرار 
نگرفته و پراکنده بودند. رشته هاي دوک نيز به خوبي در ارتباط با 
کروموزوم ها نبوده و مساحت زيادي به خود اختصاص داده و تراکم 

توبولين ها نيز يکنواخت نبود.
6-4 ساعت پس از لقاح، پرونوکلئوس نر و ماده در تخمک به 
همراه دو جسم قطبي ديده می شود و در اين مرحله دو پرونوکلئوس 
با  و  می کند  سلول حرکت  مرکز  سمت  به  تخمک  قشر  قسمت  از 

يکديگر متحد می شود و اولين تقسيم ميتوز شکل مي گيرد.
ماده  و  نر  پرونوکلئوس   hCG تزريق  از  حدود 18 ساعت پس 
هستند.  ميتوزي  تقسيم  انجام  آماده  و  می شود  نزديک  يکديگر  به 
در اين زمان اندازه آسترهاي حاصل از مراکز MTOC با پليمريزه 
دو  دورت��ادور  آنها  از  تعدادي  و  می يابد  افزايش  توبولين ها  شدن 
اين  در  پير  تخمک  استرهاي  تعداد  مي گيرند.  قرار  پرونوکلئوس 
مرحله بسيار بيش از تخمک هاي جوان است ولي اندازه کوچکتري 
داشته يا رشد کمي دارند. در حالي که بيشتر تخمک هاي لقاح يافته 
با پليمريزاسيون بالا دارند که کاملا  جوان در اين مرحله استرهايي 
اطراف 2pn را احاطه کرده اند و آماده تشکيل دوک ميتوزي هستند 

)شکل 2(. 

شکل 1: ایمونوسیتوشیمي سازماندهي میکروتوبولي در تخمک جوان 
)B(. دوک های میوزی تخمک های جوان در مرحله متافاز  پیر  )A(  و 
قرمز  رنگ  به  ژنتیکی  ماده  و  رنگ سبز  به   )B( پیر  تخمک  و   )A(  II

مشاهده می گردد.

 )A( شکل 2: ایمونوسیتوشیمی در جنین های حاصل از تخمک جوان
و پیر)B(. دوک های آلفاتوبولین در جنین های حاصل از تخمک جوان 
)A( و تخمک پیر )B( به رنگ سبز مشاهده می گردد تراکم دوک ها در 
جنین های جوان بیشتر دیده می شود. هسته ها به رنگ قرمز مشاهده 

می گردد.

از 90 درصد سلول هاي تخم جوان تقسيم ميتوزي سالمي  بيش 
انجام داده و دو سلولي شدند )شکل 3(.

سنتز  مراکز  نامنظم  آراي��ش  دليل  به  پير  تخم  سلول هاي  در 
به  ميوز  تقسيمات  که طي  ناهنجاري هايي  همچنين  و  ميکروتوبولي 
وجود آمده بود، اکثرا به صورت چند سلولي حاصل پارتنوژنيک به 
جاي دو سلولي ديده شدند و به دليل  تقسيمات پي در پي، چندين 

سلول با اندازه هاي متفاوت ديده شدند.
تخم  سلول  همانند  پير،  تخم  سلول  در  هم  ميتوز صحيح  تقسيم 

جوان صورت گرفته و دو سلولي نيز شکل گرفت.
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شکل 3: ایمونوسیتوشیمی در جنین های دو سلولی حاصل از تخمک 
و  می گردد  مشاهده  میتوزی  تقسیم  از  حاصل  بلاستومرهای  جوان. 

دیواره بین سلولی در حال شکل گرفتن است. 

تخمک  در  میکروتوبولی  سازماندهی  ایمونوسیتوشیمی   :4 شکل 
جوان بدون هسته. ماده ژنتیکی تخمک جوان خارج شد و تخمک بدون 
هسته با آنتی بادی آلفاتوبولین مورد مطالعه قرار گرفت، دو ک های 

آلفاتوبولین و آسترهای آن در ناحیه محیطی نشان داده می شود.

جنین  در  میکروتوبولي  ساختماني  آرایش  نتایج  بررسي 
بازسازي شده

به اس��پ��رم  س��ر  ه��م��راه  ب��ه  پير  تخمک  هسته   جايگزيني 
تخمک هايي که هسته آن خارج شده بود )شکل 4(، نيم ساعت بعد 
 2pn مرحله  به  آنها،  انکوباسيون  از  بعد  ساعت   6 تا   5 شد.  انجام 
مورد  و  فيکس  ايمونوسيتوشيمي  بررسي  براي  جنين   10 و  رسيدند 
داد  نشان  ايمونوسيتوشيمي  رنگ آميزي  نتايج  گرفتند.  قرار  مطالعه 
قطعات DNA کروموزومي در سيتوپلاسم پراکنده است و انسجام 
و  نر  پرونوکلئوس  مکان  مي توان  گرچه   .)5 )شکل  ندارد  را  لازم 
از  يک  هيچ  ولي  کرد  تفکيک  يکديگر  از  را  ماده  پرونوکلئوس 
آنها در موقعيت و شکلي که در حالت طبيعي بايد در آن وضعيت 
شده  پليمريزه  هاي  رشته  و  استرها  بودند.  نگرفته  قرار  شوند،  ديده 
حد  سيتوپلاسم  در  متحد  شکل  به  بايد  اکنون  هم  که  توبولين   -α

مي گرفتند،  قرار  پرونوکلئوس ها  اطراف  و  پرونوکلئوس  دو  واسط 
نازک  و  پراکنده  رشته هاي  تنها  نداشتند.  حضور  خود  جاي  در 
 توبوليني، و ساختارهاي توبوليني پراکنده با تراکم بيشتر در اطراف

کروموزوم ها ديده شدند. 

شکل 5: یمونوسیتوشیمی سازماندهی میکروتوبولی جنین حاصل از 
با  اسپرم  سر  و  پیر  تخمک  کاریوبلاست  شده.  بازسازی  پیر  تخمک 
تکنیک پیزو به تخمک جوان بی هسته منتقل گردیده که ماده ژنتیکی 
بصورت قرمز )A( و آلفاتوبولین به میزان کم در ناحیه به رنگ سبز 

محیطی دیده می شود. 

بحث
 hCG ت��زري��ق  از  پ��س  س��اع��ت   12-16 تحقيق  اي��ن   در 
مورد  بودند  II رسيده  متافاز  مرحله  به  پير که  و  تخمک هاي جوان 
بررسي قرار گرفتند که در اين مرحله يک جسم قطبي در نزديکي 
محل تشکيل دوک متافازي وجود داشت. دوک تقسيم در مرحله 
متافاز II حالت دوکی شکل (Astral) دارد و کمي دوکي شده است 

و حضور نواحي سانتروزومي در دو قطب کاملا مشخص است. 
تقسيم  دوک  نيز  همکارانش  و  هوليستون  و  همکارانش  و  ليو 
را  II متافاز  و  شکل  بطري  موش  تخمک  در  را   I متافاز   مرحله 
به صورت دوکي شکل )Astral( گزارش کرده اند. دوک تقسيم 
را  سلول  فضاي  از  کمي  سهم  و  است  سلول  قشر  مجاور   II متافاز 
90درصد از  بيش  جوان  تخمک  در  مي دهد.  اختصاص  خود   به 

 تخمک ها به مرحله متافاز II رسيدند ولي در تخمک های پير به علت 
تعداد کروموزوم ها  با  نادرست  ارتباط  و  دوک ها  نامناسب   تقسيم 
به و  پارتنوژنز شدند  و تخمک ها دچار  II رسيده  متافاز  به   کمتری 
در ش��د.  دي��ده  سلول  چند  کوچک  قطبي  جسم  ي��ک   ج��اي 

تخمک های جوان، کروموزوم به خوبي در خط متافازي رديف شده 
نبود و مساحت  بود و در مواردی که در تخمک پير در يک خط 
پراکندگی ملاحظه  به شدت  بود  داده  اختصاص  به خود  را  زيادي 
به  با توجه  نبودند.  برخوردار  تراکم يکساني  از  توبولين ها  می شد و 
مشاهدات در ميکروسکوپ فلورسنت ضخامت رشته هاي دوک در 

تخمک پير با تخمک جوان تفاوت داشت. 
ات��ص��ال  ع���دم  ن��ي��ز  ه��م��ک��اران��ش��ان  و  داب��ل��س  و  ت��ي��ل��ور 
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در  پ��ي��ر  تخمک  ک���روم���وزوم ه���اي  ب��ا  را  م��ي��ک��روت��وب��ول ه��ا 
حاضر  تحقيق  نتايج  که  ک��رده ان��د  گ��زارش   II متافاز   مرحله 
يافته هاي قبل را تاييد مي کند )17، 18(. محققان قبلی گزارش کرده 
بودند که اين عدم اتصال به کروموزوم ها و جدا نشدن کروموزوم ها 

در تخمک پير يکي از علل ناباروري است )9، 10، 17، 19-23(.
پرونوکلئوس نر و ماده در تخمک پس از دومين تقسيم ميوزي 
از قسمت قشري به ناحيه مرکز سلول حرکت می کند و پس از يکی 

شدن اولين تقسيم ميتوزي صورت مي گيرد.
مجتمع ميکروتوبولي  ساختار  پرونوکلئوس،  هر  اط��راف   در 
می شود و اينها دو هسته را به يکديگر نزديک می کند و مرحله دو پيش 
هسته شکل مي گيرد. در اين مرحله تفاوتي در بررسي ميکروسکوپي 
بين تخمک پير و جوان ديده نمي شود به جز آنکه آسترهاي فعال 
نشان دهنده  احتمالا  پير ديده مي شود که  زيادتري در تخمک هاي 

هسته  پيش  نزديک شدن،  از  پس  است.  آسترها  غيرمتعادل  فعاليت 
پيش  دو  اطراف  که  آسترهايي  هستند.  ميتوزي  تقسيم  آماده  ها 
بالا، آماده تشکيل دوک ميوزي  پليمريزاسيون  با  هسته را گرفته اند 
 هستند.   در اين مرحله، وقفه و تاخيري را در تخمک پير با توجه به 
فضاي  ميتوزي  دوک  ديد.  مي توان  جوان  تخمک  با  هم زماني 
در  که  می کند  اشغال  ميوزي  دوک  به  نسبت  را  سلول  از  بيشتري 
 سلول تخم جوان دوک ميتوزي به صورت منسجم تشکيل می شود و

قرار می گيرند در حالي که در سلول  مياني  کروموزم ها در صفحه 
سالمي  ميکروتوبولي  سازمان  متعدد،  استرهاي  به  توجه  با  پير  تخم 
نظر مي رسد کروموزوم ها در لابه لاي دوک  به  و  نمی شود  تشکيل 
ميتوزي غيرطبيعي به دام افتاده اند. تقسيم ميتوز صحيح هم در سلول 
تخم پير همانند سلول تخم جوان اتفاق مي افتد و دو سلولي تشکيل 
مي شود ولي از نظر زماني در شکل گيري تا دو سلولي با تاخير همراه 

است.
به  پير  ژنتيکي  ماده  جايگزيني  شده،  بازسازي  جنين هاي  در 

سيتوپلاسم تخمک جوان پس از 30-15 دقيقه بعد از بي هسته کردن 
انجام  سيتوپلاسمي  درون  تزريق  به صورت  اسپرم  سر  با  همراه  آن 
 2pn مرحله  شدن،  انکوبه  از  بعد  ساعت   5-6 حدود  که  گرفت 
بستر  در   DNA قطعات  ايمونوسيتوشيمي  بررسي  در  شد.  مشاهده 
انسجام لازم را نداشت. اگر چه مي توان  سيتوپلاسم پراکنده بود و 
محل پرونوکلئوس نر و ماده را از يکديگر تشخيص داد ولي آسترها 
و رشته هاي پليمريزه شده آلفاتوبولين، همانند جنين هاي جوان، در 
جاي خود حضور ندارند و تنها رشته هاي پراکنده و نازک توبوليني 
نيز  محققان  مي شوند.  ديده  ها  کروموزوم  اطراف  در  بيشتر  تراکم 
سلولي  اسکلت  و  کروموزومي  ناهنجار  ساختمان  کرده اند  گزارش 
داشت خواهد  دنبال  به  را  سلول ها  مرگ  يا  نامناسب  تقسيم   يک 

.)17 ،11(
اين وضعيت در جنين هاي بازسازي شده احتمالا به دليل دفعات 
با  نيز  همکارانش  و  برونت  باشد.  تخمک  دست کاري  و  تزريق 
بررسي ميکروتوبول هاي تخمک بدون ماده ژنتيکي، به تعامل ماده 
مي رسد  نظر  به  که   )24( کرده اند  اشاره  سلولي  اسکلت  و  ژنتيکي 
و سيتوپلاسم  با  شده  منتقل  ژنتيکي  ماده  بين  خوبي  به  تعامل   اين 
ميکروتوبول ها به وجود نيامده است. هرچند اين عدم تعامل شايد به 
آسيب ميکروتوبول ها و ساختار اسکلتي تخمک جوان به علت ورود 
و  ژنتيکي  ماده  بين  هم زماني لازم  بازسازي آن،  تا  باشد که  سوزن 

شکل گيري دوک ها به وجود نيامده است.

نتيجه گيري
بازسازي  جنين هاي  در  توبولينی  رشته های  قرارگيری  وضعيت 
ارتباط  تخمک  دست ک��اري  و  تزريق  دفعات  با  احتمالا  شده 
و سيتوپلاسم  و  شده  منتقل  ژنتيکي  ماده  بين  خوبي  تعامل  و   دارد 
از علل کاهش  نيامده و ممکن است يکي  به وجود  ميکروتوبول ها 
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ميزان لقاح در اين تخمک ها باشد.
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