
٥ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــ٢٩ ، شماره مسلسل ١٣٨٢ پائيز،  ٣سال دهم ، شماره 
 
 

 مقاله پژوهشي
 

بررسي نقش نيتريك اكسايد در كنترل اختلالات تكاملي جنين موش 
 در مرحله پيش لانه گزيني در محيطهاي كشت حاوي گلوكز زياد
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 :چكيده
تأخير  حاملگي در مادران ديابـتي داراي ريسـك بالايـي از نظر مشكلات زودرس  نظير سقطهـاي خودبخودي،          

بنظر مي رسد كه افـزايش سطـح . در مراحل اوليه رشد و نمو جنين و افزايش ناهنجاريهاي مادرزادي مي باشد
هدف از انجام اين  .مي آورد  اثـرات فـوق را بوجــود (NO)گلوكز خـون با ايجاد اختلال درتوليـد نيتريك اكسـايد

مطالعه بررسي نقش نيتريك اكسايد در جلوگيري از اختلالات تكاملي و آپوپتوزيس در جنينهاي موش در مرحلة پيش 
 . مي باشد) ميلي مول٣٠(لانه گزيني به هنگام كشت در محيط كشت حاوي گلوكز بالا

 سلولي موش در محيطهاي كشت حاوي گلوكز بالا و غلظتهاي ٢هدف ، جنين هاي اين به منظور دست يابي به           
 ساعت در آزمايشگاه ٩٦  به مدت (L-NAME) و مهار كننده آن(L-arginine)مختلف  پيش ساز نيتريك اكسايد 

پس جنينها با در پايان وضعيت تكاملي آنها با استفاده از يك ميكروسكوپ معكوس ارزيابي گرديد س.كشت داده شدند
تكنيك تانل نشاندار شده و توسط يك ميكروسكوپ فلوئورسنس از لحاظ ميزان آپوپتوزيس مورد بررسي قرار 

ميزان نيتريك اكسايد توليد شده توسط جنينهاي گروههاي مختلف نيز با اندازه گيري مقدار نيتريت موجود  .گرفتند
 .گرديد  تعيينGreissدر محيط پس از اتمام دورة كشت با استفاده از روش 

 در  نشان داد كه افزايش غلظت گلوكز  گروههاي مختلفها در  كشت جنين نتايج بدست آمده پس ازمقايسة          
 را در مرحلة پيش   تكامل جنينهـارشد ومحيط  از طرفي موجب كاهش توليد نيتريك اكسايد شده و از طرف ديگر 

 در چنيـن شرايطـي استـفاده از. ب افزايـش آپوپتوزيس در آنـها مي گرددلانه گزيني به تاخير مي اندازد و موج
L-NAME كه  توليد نيتريك اكسايد را مهار مي نمايد عوارض فوق را تشـديد مي كند در حاليكه افزودن L-arginine 
ل  تكاملي جنينها و ميلي مول بطور معني داري باعث افزايش توليد نيتريك اكسايد و  بهبود پتانسي١٠-٢٠به ميـزان 

 . كاهش آپوپتوزيس در آنها  مي گردد
 موجب افزايش توليد نيتريك اكسايد  در L-arginineبا توجه به نتايج  اين مطالعه بنظر مي رسد كه استفاده از          

 .شرايط هيپرگليسمي شده واز اثرات مخرب هيپرگليسمي بر روي جنين هاي پيش لانه گزيني مي كاهد
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 :مقدمه 
امروزه مشخص شده است كه هيپرگليسمي در زنان       

 ، ر سقطهاي خودبخوديـــباردار مشكلات فراواني نظي
تأخير در مراحل اوليه رشد و نمو جنين و افزايش 
ناهنجاريهاي مادرزادي در سيستمهايي قلبي عروقي، 

 اگرچه ).١-٤(اسكلتي و اعصاب  مركزي آن مي گردد 

در  هيپرگليسمي مادران دقيق كنترل با تمشكلا اين شيوع
 ليكن يابد دوران اندام زايي جنين تا حدي كاهش مي

اختلالات ايجاد شدة  به نسبت داري معني طور به همچنان
  ). ١( جنيني در مادران سالم بيشتر است

مطالعات انجام شده بر روي حيوانات آزمايشگاهي      
ن داده اند كه  نشاin vitro و چه in vivoچه بصورت 

باعث تأخير در تكامل جنين از طرفي هيپرگليسمي مادر 
ميزان لانه گزيني كاهش در مرحله پيش لانه گزيني و 

 آپوپتوتيك  ديگر تعداد سلولهاي و ازطرف )٥(شـــــده 
 رحله بلاستوسيست بطور معني داري افزايش  ــــرا در م
ي دروني د كه اين افزايش بويژه در توده سلولــــمي ده

Inner Cell Mass (ICM) افزايش  . استتوجـــــه قابل
آپوپتوزيس در سلولهاي فوق كه منشاء ايجاد لايه هاي 

مي باشند ) اكتودرم، مزودرم ، اندودرم (سه گانه جنيني 
منجر به حذف تعداد قابل توجهي از آنها مي شود كه 

 د منشاء ناهنجاريهاي مختلف باشدــــــاين امر مي توان
د كه افزايش غلظت گلوكزخون ـــــبنظر مي رس). ٦،٧(

(Hyperglycemia) به عنوان يك عامل تراتوژن بالقوه 
زيرا غلظت گلوكز در ) ٨(نقش مهمي در اين مورد دارد

مايع لوله رحم مادران ديابتي نسبت مستقيم با ميزان 
در نتيجه جنينهاي مادران ). ٩،١٠(گلوكز خون دارد
معرض غلظتهاي  پيش لانه گزيني درديابتي در مرحله 
مي گيرند و بديهي است كه افزايش  بالاي گلوكز قرار

سطح گلوكز در مايع لوله رحم مي تواند اثرات مخرب 
 ).٧-١٠(شديدي بر روي جنين داشته باشد

مطالعات مختلف نشان داده اند كه راديكالهاي آزاد       
مي يابد كه توليد آنها در شرايط هيپرگليسمي افزايش 

واسطه هاي مهمي در ايجاد اثـرات تخريبي گـلوكز بر 
روي جنـين و افزايـش آپوپتـوزيس در سلولهـاي 

ي ـــــ با اطلاعاتهمچنين .)١١-١٨(جنيني مي باشـند
 مورد مولكول نيتريك اكسايد سالهاي اخير در كه در
(NO) و نقش آن در بافتهاي مختلف بدست آمده است 

  تغيير در سنتز مولكول فوق نقش ده كهـــمشخص گردي

 
). ١٩،٢٠(مهمي در پاتوژنز هيپرگليسمي بازي مي كند

كه  نيتريك اكسايد يك مولكول راديكال آزاد مي باشد
 از اكسيداسيون NOS توسط ايزوفرمهاي مختلف آنزيم 

  در بافتهاي مختلف ايجاد L- arginineد آمينه ـــاسي
ي بر  روي سلولهاي مي شود و اثرات بيولوژيكي گوناگون

يكي از مهمترين اعمال ). ٢١(مختلف بر جاي مي گذارد
NO خنثي نمودن راديكالهاي آزاد اكسيژن در بدن 

گزارش شده است كه در شرايط هيپرگليسمي .  ميباشد
 در بدن كاهش مي يابد و اين امر نقش مهمي NOمقدار 

بنظر مي رسدكه . در ايجاد بسياري از عوارض ديابت دارد
 دردسترس، يكي از مهمترين L-arginineاهش ميزانك

زيرا . در هيپرگليسمي ميباشدNOعلل كاهش توليد 
 ده است كه در شرايط فوق ابتدا برداشت ـــــثابت ش

L-arginine كه مادة زمينه اي لازم براي توليد NO مي 
" متعاقبا كه اين امر. توسط سلولها افزايش مي يابد باشد

 را كاهـش داده و از  L-arginineهدسـترسي سلـولها ب
 ).١٩،٢٠( ميكاهدNOتوليـد 

امروزه اين مسئله بخوبي ثابت شده است كه       
 كافي در محيط وجود L-arginineهنگامي كه اگر 
 مقدار كمي NO علاوه بر توليد NOSداشته باشد آنزيم 

ليكن كاهش . توليد ميكند نيز H2O2سوپراكسيد و 
رمحيط موجب مي گردد كه آنزيم  دL-arginineغلظت  

 عمدتاً راديكال سوپراكسيد توليد NOفوق بجاي 
 در  با جمع بندي نتايج تحقيقات فوق). ٢٢(نمايد

مي يابيم كه هيپرگليسمي از يك طرف استرس هاي 
  ROSاكسيداتيو را افزايش داده و موجب ازدياد توليد 

 L-arginineطــرف ديگر با كاهش سطـح و از گردد مــي
 و آنزيم ) ١٩،٢٠،٢٣(  كاهش مي يــابـدNOد ـــــتـولي

 راديكالهاي  آزاد اكسيژن توليد NOاي ــــفوق بج
ول و احتمالاَ مرگ آن ـــــنموده و موجب آسيب سل

 ).٢٢(ميگردد
با مطالعات انجام شده بر روي جنين موش در دوره       

پيش لانه گزيني نيز نشان داده شده است كه در دوره 
 توسط سلولهاي جنيني ساخته  مي شود و اين NOفوق 
. مهمي درتكامل و لانه گزيني جنين بعهده دارد نقش امر

جلوگيري  تكامل و در اختلال موجب آن توليد مهار بطوريكه
با توجه به  ).٢٤-٢٦(از لانه گزيني جنين مي گردد

 بنظر مي رسد كه هيپرگليسمي با ذكــــر شدهمطالب 
 د نيتريك اكسايد مي تواند تكامل ــدر توليايجاد اختلال 
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جنين را در مرحلة پيش لانه گزيني تحت تاثير قرار داده 
و با آسيب  رساندن به سلولهاي جنيني تكامل آن را 

جهت يافتن اطلاعات بيشتر در اين  زمينه  . مختل نمايد
 .مطالعه حاضر  طراحي و به اجرا در آمد

 :روش كار
 مادة سفيد  سوري موشهاي :لولي موش  س٢تهيه جنين      

 هفته با تزريق داخل صفاتي ٦-١٠با سن  N-Mariازنژاد 
 Human Monopoasal Gonadotrphin (HMG)واحد١٠
 Human Chorionic Gonadotrphin واحد ١٠ بعد ساعت ٤٨و

(hCG) از  گذاري شدند و بلافاصله پس تحريك تخمك
موش نر بالغ از  هر حيوان ماده در كنار يك hCGتزريق 

بعد از نظرپلاك همان نژاد قرار گرفته و صبح روز 
 hCG  ساعت پس از تزريق ٤٨ .واژينال بررسي شدند

 به روش نخاعي كردن گردن موشهاي پلاك مثبت
(Cervical dislocation) لوله رحم و كشته(Oviduct)آنها  

 ميكروليتري ٥٠-١٠٠از بدنشان خارج و داخل يك قطر
گرم   ميلي٤ حاوي HEPES-HTF كشتطــــاز محي

 BSA ،Sigma ،A8806(ليتر آلبومين سرم گاوي در ميلي
 سپس با .گرفتندقرار )  فاقد اسيد چربVفراكسيون 

طرف اينفانديبولوم به داخل  تزريق محيط كشت از
 خارج لوله هاي رحمها از سوي ديگر  اويداكت، جنين

هاي  جنين يتمام سپس ).Flushingفلاشينگ عمل(شدند
طور تصادفي  آوري شده و به  سلولي در يك قطره جمع٢

تقسيم   عدد در گروههاي مورد مطالعه١٥-٢٠به تعداد 
 بار تكرار گرديد بطوريكه در ١٠اين عمل  .دـــشدن

 جنين مورد آزمايش قرار ١٥٠-٢٠٠نهايت در هر گروه
 .گرفتند

 ط كشتــــــــدر اين پژوهش از محي :محيط كشت
(HTF) Human Tubal Fluide پايه عنوان محيط  به

 ٨٧/٢ mM  غلظت گلوكز در محيط فوق.شداستفاده 
 در  انساناست كه معادل ميزان آن در مايع لوله رحمي

جهت ساخت محيط كنترل باتوجه  .باشد مي طبيعي حالت
 به  L-arginineمولار   ميلي٥/٠به اهداف پژوهش مقدار 

 ساخت تهمچنين جه.  اضافه گرديد HTF محيط
 ميزان گلوكز (High Glucose)با گلوكز بالا محيط كشت

سپس با .  افزايش داده شدmM٣٠در محيط كنترل تا
  L-NAME يا L-arginineافزودن غلظتهاي مختـــلف 

محيطهاي  كشت درماني  براي گروههاي مختلف مورد 
 .مطالعه ساخته شد

 
محيطهايي كه در گروههاي مختلف اين مطالعه       

 :   رد استفاده قرار گرفت عبات بودند ازمو
  با HTF جهت گروه كنترل از محيط: محيط كنترل-١

 . به آن  استفاده شدL-arginine ميلي مولار ٥/٠افزودن 
 جهت ساخت اين  :High Glucose (HG) محيط-٢

 ميلي مول ٣٠محيط ، غلظت گلوكز  محيط كنترل تا
 .افزايش يافت

 خت اين محيط به محيط براي سا :HG-5LA محيط-٣
HG ميلي مول ٥  مقدار L- arginineاضافه گرديد  . 
 براي ساخت اين محيط به محيط : HG-10LA محيط-٤

HGميلي مول ١٠  مقدار L- arginineاضافه گرديد  . 
 براي ساخت اين محيط به محيط : HG-20LA محيط-٥

HG ميلي مول ٢٠  مقدار L- arginineاضافه شد  . 
 براي ساخت اين محيط به  :HTF-LNAME محيط-٦

 كه يك L-NAME ميلي مول ١محيط كنترل مقدار 
 .مي باشد ، اضافه گرديد NOS مهار كننده 

 براي ساخت اين محيط به  :HG-LNAME محيط-٧
 . اضافه گرديد L-NAMEيلي مول م١  مقدارHG محيط

  آلبومين٤ mg/mlقبل از استفاده  محيطها از كدام هر به
 يكسپس . گرديد هـــــاضافنيز  (BSA)يسرم گاو

ت ـساع ٢٤  وقـحيطهاي فـ مكـدام از هر ليتر  از ميلي
 به داخـل ظـرف مـخصوص كشــت تـل از كشـقب

 به ظرفها سپس و. دش ريخته (Falcon 3037)جنــين
 در داخل انكوباتور در  CO2منظور ايجاد تعادل دما و 

پس از آماده .  گرفتند قرارCO2گاز % ٥ و ٣٧° c دماي
 در ه آوري شد جمع سلولي٢ جنينهاي سازي محيطها

آنها انتقال يافته  به داخل عددي ١٥-٢٠اي ـــــگروهه
  پايان در . ساعت كشت داده شدند٩٦ دتــــــو به م

ة بلاستوسيست ـــــي كه به مرحلــــــتعداد جنينهاي
معكوس  ميكروسكوپ  يكبا استفاده ازرسيده بودند 

(Inverted Microscope) شمارش شدند و پس از انجام 
 بر روي آنها با استفاده از ميكروسكوپ  TUNEL تكنيك

تيك بررسي آپوپتوتعداد سلولهاي از لحاظ فلوئورسنس 
محيطهاي كشت مصرف شده نيز جمع آوري و  .شدند

روشهايي كه در اين . ميزان نيتريت آنها اندازه گيري شد
 زيس و سنجش نيتريت مطالعه براي بررسي آپوپتو

 رح  ــــ شبدينمورد استفاده قرار گرفت بطور مختصر 
 :مي باشد
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 ها با استفاده از روش بررسي آپوپتوزيس در بلاستوسيت

 :(TUNEL)تانل
 جهت انجام تكنيك تانل بر روي جنينها از روش 

Brison and Scholtzطور   كه به)٢٧( استفاده گرديد
 :باشد خلاصه به شرح زير مي

% ٧/٣ها  در پارافرمالدئيد   جنين، اتمام كشت ازپس      
 ٠/ ١لولـازي در محـاف سـ شفاز ند وپسفيكس شد

 به داخل محلولي متشكل از TritonX -100د ـدرص
محصول  (Flourcein-conjugated dutp و TdTآنزيم 

انتقال يافته و به مدت يك ساعت در ) Rocheشركت 
قبل از مرحلة فوق .ي شدند و تاريكي نگهدارc٣٧°دماي 
 بمدت (positive control)هاي گروه كنترل مثبت  جنين

 I دزاكسي ريبونوكلئاز ٥٠ mg/mlيكساعت در محلول 
(DNase I , Sigma) شدند و تيمار ٣٧° در دماي 

  انجام تكنيك در طي نيزهاي گروه كنترل منفي جنين
TUNELمدت يك ساعت در   بهFlourcein-dutp بدون 

 TUNEL  تكنيكاز پس.  نگهداري شدندTdTفاده از است
 با غلظت RNase A (sigma)داخل يك قطره  ها به جنين

mg/mlساعت در دماي يك انتقال يافته و بمدت ٥٠ 
آميزي   جهت رنگآنگاه . شدندتيماراطاق در تاريكي 

 ١٠ به داخل قطرات حاوي (Double-Staining)دوگانه 
 Propidium Iodid (PI)نگ ليتر از ر ميكروگرم در ميلي

 رقيق شده بود انتقال يافته و به مدت PBSكه در 
به سرانجام . ساعت در دماي اطاق نگهداري شدند يك

% ١٠سرول و يگل% ٩٠ داخل يك قطره از محلولي حاوي
Na2Hpo3 روي اسلايد ميكروسكوپي انتقال رب  مول٢/٠ 

  بوسيله يك لامل پوشيده شدندپس از آنكهيافته و 
 با و (Olympus)انسرسئويك ميكروسكوپ فلووسط ت

 با طول موج )Exitation( خروجي استفاده از يك فيلتر
nmحائل  و فيلتر٤٦٠-٤٩٠ )Barrier( با طول موج 
nmدر اين روش . دندـــــشواقع بررسي  مورد ٥١٥

 رنگ PIهاي سلولهاي غير آپوپتوتيك كه با  هسته
 آپوپتوتيك كه لهاي سلوهاي اند قرمز رنگ و هسته گرفته

 قابل اند به رنگ سبز طلايي آميزي شده  رنگFITCبا 

 كروي باتوجه به ساختمان .باشند مي صــــــتشخي
بلاستوسيست ،شمارش سلولي با تنظيم ميكروسكوپ در 

بالا بردن  مقطع از هر بلاستوسيست بعمل آمد وجهت سه
دقت در كار، شمارش سلولي براي تمام جنينها توسط 

 فر انجام شدو هر شمارش نيز دو بار تكرار گرديد و يك ن

 
در هر مورد ميانگين اعداد بدست آمده تعيين و ثبت 

 از شمارش سلولهاي آپوپتوتيك وغير آپوپتوتيك  پس .شد
 آپوپتوزيس براي هر بلاستوسيست با (Index)ضريب 

 .)٢٧(استفاده از فرمول زير تعيين گرديد
 (AP. Index)ضريب آپوپتوتيك 

 تعداد سلولهاي آپوپتوتيك / تعداد كل سلولها × ١٠٠
اندازه گيري ميزان نيتريت موجود در محيطهاي مصرف شده 

   :پس از اتمام كشت

موجود در محيط هاي مصرف (NO2)مقدار نيتريت       
شده پس از اتمام دوره كشت نشان دهنده مقدار 

 توليد شده توسط جنينها  دــــــنيتريك اكساي
 پس شد زيرا نيتريك اكسايد بسيار ناپايدار بوده ومي با

 .شود مي ت تبديلينيتر نوع پايدار  به"سريعا توليد از
نيتريت يك شاخص قابل اطمينان جهت مقدار نيتريك 
اكسايد توليد شده توسط سلولها در طي دوران كشت 

 ). ٢٤(باشد مي
 ســري نيتريت از روش گريـــــــجهت اندازه گي      

(Greiss assay method)بدين ). ٢٤( استفاده گرديد
منظور پس اتمام هر دوره كشت محيط مصرف شده 

 -٢٠ °Cبوسيله يك پيپت پاستور جمع آوري ودر فريزر
در پايان آزمايش، اندازه گيري نيتريت  نگهداري شد و

 از سولفانيلاميد متشكل( Greiss معرف µl٢٥ از استفاده با
حل شده در اسيد % ١/٠يدنفتالين دي هيدروكلر%+ ١

 از محيط هايي كه در آنها ٧٥ lµو %) ٥/٢ارتو فسفريك 
جنينها كشت داده شده بودند يا محلولهاي استاندارد 

همچنين . انجام پذيرفت) ٧٨/٠-Mµ١٠٠(نيترت سديم 
 (blank)از محيط كنترل استفاده نشده نيز بعنوان 

بار براي هر نمونه سنجش نيتريت دو ). ٢٤(استفاده شد
 Eliza Readerاين اندازه گيري توسط دستگاه .تكرار شد

سپس با استفاده از رگرسيون .  انجام گرفتnm٥٤٠در 
خطي مقدار نيتريت در نمونه هاي مختلف از روي 

 .منحني استاندارد تعيين گرديد
ميانگين تعداد  بلاستوسيست ها در هر  : آناليز آماري

نين ميانگين  آزمايش متوالي و همچ١٠گروه در طي 
گروههاي ي ها  جنين درصد سلولهاي آپوپتوتيكدر

و ميانگيـن مقدار نيـتريت در گروهـهاي مختلف 
با ) پس از تعيين به كمك رگرسيون خطي( مختـلف

 Tukeyانجام تستهاي و ANOVA One Way استفاده از
 Dunnett T3و ) ي كه واريانسها يكسان بودندــدر موقع(
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 كمك با) انسها اختلاف داشتنددر هنگامي كه واري(

 . مقايسه قرار گرفتند موردSPSS10  آفزار نرم
 :نتايج 
 كشت از پس ساعت٩٦ بلاستوسيست تشكيل ميانگين      

 . نشان داده شده است ١در گروههاي مختلف در جدول
 

ها در   ميزان رشد جنين ميانگين و انحراف معيار :١دول ج
 بالاي  حاوي غلظت  كنترل و محيطهايهاي كشت محيط

  يا L-Arginine و مقادير مختلفي از گلوكز
L-NAME  

 

ميانگين و انحراف معيار 
 % ها  بلاستوسيتتعداد

 ) پس از كشت ساعت٩٦(

تعداد نمونه 
 ١٠پس از 

 بار تكرار

مورد گروههاي 
 مطالعه

 كنترل ١٧٧ ٨/٧٩)±٥(

)١٨٥ ٤٣)±٥/٥ HG 

)١٨١ ٨/٥٧)±٦/٤ HG-5LA 
)١٧٥ ٦٦)±٥/٤ HG-10LA 

)١٨٥ ٥/٦٠)±٤/٤ HG-20LA 

-١٧٧ -٠ HTF-LNAME

-١٧٢ -٠ HG- 
LNAME 

 

در حاليكه همانطور كه در جدول فوق مشاهده مي گردد 
 به مرحله  ترلـكن  گروه  ايـه نينجاز % ٨/٧٩)±٥(از بيش

 گروه يزان درـاين م .)١شكل(ه اندت رسيدستوسيـلاسـب 
 بود كه اختلاف %٤٣)±٥/٥( هاتن  (HG)با گلوكز بالا

 .)>٠٠٠١/٠p( گروه كنترل نشان مي دهد با را داري معني
 
 
 
 
 
 
 
 

  ساعت پس از كشت٩٦ بلاستوسيستهاي گروه كنترل:١شكل
 

 و 5LA – HGبلاستوسيتها در گروههاي ميانگين تعداد 
–20LA HG٥/٦٠)±٤/٤(و % ٨/٥٧)±٦/٤(  به ترتيب %

داري را با تفاوت معني  ها نيزـــگروه كه اين باشد مي
طرف  از. )>٠٠٠١/٠p(دــــدهن  نشان ميگروه كنترل

 لــــــميانگين تشكي HG-10LA گروهديگر اگرچه در 

 
ليكن %) ٦٦±٥/٤(بلاستوسيست افزايش يافته است 

 همچنان اختلاف معني داري با گروههاي كنترل
)٠٥/٠(p<و HG )٠٠٠١/(p< همچنين از اين نظر .  دارد

 تفاوت HG ديگر نيز با گروه  يتمامي گروههاي درمان
 ٩٦پس از . )>٠٠٠١/٠p( معني داري نشان مي دهند

 HTF-LNAMEاي ههگرو در يچ جنينيه ساعت كشت
ه بود و  بلاستوسيست نرسيد مرحله بهHG-LNAMEو 

تكامل آنها در  در مراحل قبل از مورولا  متوقف شد و 
 .تمامي آنها بتدريج مردند

ها با استفاده از  بلاستوسيت در آپوپتوزيسميزان       
  . نشان داده شده است٤و٣و٢شكلهاي در تكنيك تانل

 
 
 
 
 
 

 

 ٩٦ تصوير يك بلاستوسيست از گروه كنترل كه :٢شكل
 توسط (TUNEL)ساعت پس از كشت و پس از تكنيك تانل 

 ميكروسكوپ فلوئورسنس برداشته شده است
 
 
 
 
 
 
 

 ساعت ٩٦ ، HG تصوير  يك بلاستوسيست از گروه :٣شكل
 توسط (TUNEL)پس از كشت و پس از تكنيك تانل 

 ميكروسكوپ فلوئورسنس برداشته شده است
 
 
 
 

 
 

 ساعت پس از ٩٦ ، HG-10LAبلاستوسيست از گروه : ٤شكل 
 توسط ميكروسكوپ (TUNEL)كشت و پس از تكنيك تانل 

 فلوئورسنس برداشته شده است
 

 .توتيك مي باشند علامت فلش در شكلها هسته هاي آپوپ*
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 .دبــــو ٩/١)±٨٦/٠( آپوپتوزيس در گروه كنترلضريب 

 كه يافتافزايش  ٧/١٣)±٩/٢( به HGاين رقم در گروه 
 رل داشتـــــلاف معني داري با گروه كنتـــــاخت

)٠٠٠١/٠(p<)١نمودار(.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ساعت ٩٦ مقايسه اندكس سلولهاي آپوپتوتيك :١نمودار 
 پس از كشت

 

  ميلي مول ٢٠ و١٠  و٥ به ترتيب ي كهـــر گروههايد
L-arginine دـــــ اضافه شط كشتـــــــ محيبه 

  و٤/٤)±٧٢/٠( و ٩/٦)±٦/٠( ترتيب به آپوپتوزيس اندكـس
داري بين گروههاي  اختلاف معني از  كهدبو ٦/٤)±٥٣/٠(
   HG گروه  همچنينرل وـــوق با گروه كنتـــــــــف

در حاليكه اختلاف ن ــــ همچني.)>٠٠١/٠P(دشديده 
  وHG-10LA با گروههايHG-5LA بين گروهداري معني

HG-20LA٠٠١/٠(شت دا وجود(p<  اين اختلاف بين 
 .بود معني دار نHG-20LAوHG-10LA گروههاي

 :نتايج اندازه گيري مقدار  نيتريت در محيطهاي كشت
ي  نتايج اندازه گيري ميزان نيتريت در محيطها٢ نمودار 

 . كشت داده شده در گروههاي مختلف را نشان ميدهد
 
 
 
 
 
 
 

 
 نتايج اندازه گيري ميزان نيتريت در محيطهاي  :٢نمودار 

 كشت داده شده در گروههاي مختلف آزمايش

 
نيتريت  همانطور كه در نمودار مشاهده مي گردد مقدار

 نسبت به گروه كنترل بطور HGدرمحيط كشت گروه 
ميزان نيتريت در ).>٠٠٠١/٠P(معني داري كمتر است

 اختلاف معني داري HG-20LA وHG-10LAگروههاي 
 بطور معني HGليكن نسبت به گروه . كنترل ندارند با

با وجود آنكه ). >٠٠٠١/٠P(داري افزايش نشان مي دهند
 HG نسبت به گروه HG-5LAميزان نيتريت  در گروه 

ليكن  )>٠٠١/٠P(ور معني داري افزايش يافته است بط
 نيز بطور HG-20LAدر مقايسه با گروههاي كنترل و 

مقدار نيتريت در ).>٠٠٠١/٠P(معني داري كمتر است
 بسيار ناچيز HG-LNAMEو HTF-LNAME گروههاي 

 .    بود (Undetectable)غير قابل تعيين و
 :بحث
 و  Pamferد مطالعاتــــ هماننحاضرنتايج مطالعه       

Moley) دهد كه كشت جنينهاي دو  ان ميــــنش) ٦،٧
 گلوكز ٣٠ mMگاه در حضور ــــسلولي موش در آزمايش

موجب اختلال در تكوين آنها شده و نسبت به گروه 
كنترل بطور معني داري از درصد تبديل جنينهاي دو 
سلولي به بلاستوسيست مي كاهد  و از طرف ديگر 

. را در  بلاستومرها  شديداً افزايش مي دهدآپوپتوزيس 
اين مسئله نشان مي دهد كه گلوكز زياد بعنوان يك 
عامل تراتوژن عمل نموده و موجب آسيب جنين در 
مرحلة پيش لانه گزيني مي شود و اثرات تراتوژتيك 
شرايط هيپرگليسمي بر روي جنين احتمالاَ بر اثر فعال 

از طرف .  در مي آيدنمودن راههاي آپوپتوتيك به اجرا
 ديگر اندازه گيري مقدار نيتريت در اين مطالعه نشان 
مي دهد كه توليد نيتريك اكسايد توسط جنين در 
مرحلة پيش لانه گزيني به هنگام كشت در محيطهاي 

بطور معني داري )  ميلي مول٣٠(حاوي گلوكز زياد
در مورد نقش نيتريك اكسايد بر تكامل . كاهش مي يابد

ر مرحلة پيش لانه گزيني مطالعات مختلف انجام د جنين
 و همكارانش در سال Coughبطور مثال . گرفته است

توسط جنينهاي  اكسايد نيتريك توليد كه دادند نشان١٩٩٨
موش نقش مهمي در تكامل طبيعي جنين و بخصوص 
در تقسيمات ميتوزي آن در مرحلة پيش لانه گزيني 

 مهار رشد و تكامل دارد بطوريكه مهار توليد آن موجب
 مطالعة فوق نشان  .مرحلة مي شوداين ن ها در ـــــجني
 ل ـــــد اثرات خود را در تكامـريك اكسايــــكه نيت داد
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مهار .  انجام مي دهدcGMPجنين از طريق فعال نمودن 
  را در سلولها بهم cGMP به cAMP  نسبت NOتوليد 

 كننده هاي زده و اين امر متعاقباً بر ترجمه تنظيم
 از توليد NOهمچنين مهار توليد . ميتوزي اثر مي گذارد

طبيعي جنين بسيار مهم  تكامل براي كه حلقوي نوكلئوتيد
). ٢٤( و تعيين كننده مي باشند ممانعت بعمل مي آورد

از طرف ديگر مطالعات مختلف نشان داده اند كه نيتريك 
از اكسايد در برخي از شرايط نقش مهمي در جلوگيري 

معمولأ اثرات  ).١٦،٢٤،٢٨(آپوپتوزيس بازي مي كند
آنتي آپوپتوتيك نيتريك اكسايد با واسطه برخي از 

 و غير (Nitrosylation)مكانيسم ها نظير نيتروزيلاسيون 
 ، ٨و٣و١فعال نمودن برخي از كاسپازها نظير كاسپازهاي

،  مهار آزاد شدن Bcl-xl وBcl-2ژنهاي بيان افزايش
 ز ميتوكندري ، فعال نمودن سيگنالهاي اCسيتوكرومر

cGMP  ودر نتيجه فعال شدن پروتيئن كيناز وابسته به 
از .  آن و سركوب فعاليت كاسپازي  به اجرا در مي آيند

هاي  يا گونه( باراديكالهاي آزاد اكسيژنNOطرفي واكنش
باعث Raective Oxygen Species  (ROS) فعال اكسيژن

 كه نقش مهمي در ايجاد خنثي شدن راديكالهاي فوق 
مطالعات مختلف نشان ). ٢٨(آپوپتوزيس دارند مي گردد

داده اند كه شرايط هيپرگليسمي از يك طرف موجب 
 ROSافزايش اسـترس هاي اكسيداتيـو شده و برتوليد 

   را كـه NOد و از طرف ديگر توليـد ــــــمي افزاي
 لاــــــــيكي از مـهمترين گونـه هاي نيتروژن فـع

(RNS) Reactive Nitrogen Species مي باشد كاهش 
امروزه ثابت شده است كه همواره ).  ١٩،٢٠،٢٣(مي دهد

 RNS  وROS بين (Critical balance)يك تعادل بحراني

يا به عبارتي راديكال هاي آزاد اكسيژن و راديكال هاي  (
در سلولها وجود دارد كه افزايش يا كاهش ) آزاد نيتروژن

 اين تعادل را برهم زده ذكر شده از راديكالهاي هر دسته
از نوع آپوپتوزيس هدايت  بويژه و سلول را به طرف مرگ

 ).٢٨(مي نمايد 
      Pierce نشان دادند كه ١٩٨٩ و همكارانش در سال 

در آپوپتوزيس  H2O2راديكالهاي آزاد اكسيژن بويژه 
مطالعة  اين ). ٢٩(بلاستومرها نقش مهمي بعهده دارند

ازكل % ١نشان داده است كه معمولاً در شرايط طبيعي 
در اثر آپوپتوزيس  )ICMلاية سلولهاي از %١٠يا(بلاستومرها

از بين ميـروند ليكن افزايـش آپوپتوزيس در بلاستومرها 
 دادــــــ ميتواند منجر به حذف تعـ ICMبويژه در لاية 

 
 اي پيش ساز شده و موجـب بـروزــــــزيادي از سـلوله

برخـي .ناهنجـاريـهـاي مختلــف در طي ارگانوژنز گردد 
از اين مـطالعـات نشان داده اند كه افزايش شديد 

تحت تاثير (آپوپتوزيس در مرحله پيش لانه گزيني 
منجر به بروز ناهنجاريهاي شديد ) فاكتورهاي سمي 

نظير ناهنجاري لوله عصبي، اندامهاي حركتي و جدار 
ر فرزندان مادران ديابتي ديده شكم مشابه موارديكه د

 ). ٦،٧،٢٩(مي شود مي گردد 
 بنظر ميرسد كه كاهش ياد شدهبا توجه به مطالب       

 سلولي كه در ٢توليد نيتريك اكسايد توسط جنين هاي 
محيط حاوي گلوكز زياد كشت داده مي شوند با تاثير بر 

 موجب كاهش تقسيمات ميتوزي در NO/cGMPمسير 
ي شده و تكامل جنينها و تبديل آنها را سلولهاي جنين

اين مطالعه نتايج . به مراحل بعدي به تاخير مي اندازد
بررسيهاي بعمل آمده بر روي بيماران ديابتي و همچنين 
حيوانات آزمايشگاهي ديابتي شده  را كه نشان داده اند 

 در بدن آنان كاهش NOدر شرايط هيپر گليسمي توليد 
ز برخي از عوارض ديابت ممكن است يافته و احتمالاً برو

) ١٩،٢٠( در بدن بيـمار باشدNOاز كاهـش سطح  ناشي
همچنين اين مطالعه  نشان مي دهد . را تاييد مي نمايد 

  كه پيش ساز L-arginineكه استفاده از مقادير بالاي 
تا حدودي از اثرات زيانبار   نيتريك اكسايد مي باشد

 نيني جلوگيري هيپر گليسمي بر روي سلولهاي ج
 Lindsayدر توجيه اين پديده ميتوان به نظرية  .نمايد مي
). ١٩( ارائه شد استناد نمود١٩٩٧در سال كه همكارانش و

هيـپرگليسمي ابـتدا  نظرية در شـرايـطاين بر اساس 
 )NOS(فعاليت آنزيمـهاي تولـيدكنندة نيتريك اكـسايد

اين امر   افزايش مي يابدكه eNOSوiNOS بويژه انواع 
  از L-arginineدر كوتاه مدت باعث افزايش برداشت 

ليكن در .   را افزايش مي دهدNOمحيط شده و توليد 
 ثابت باشد اين امردر L-arginineصورتي كه منبع 

درازمدت موجب كاهش دسترسي سلولها به آن شده و 
  آنزيمهاي L-arginineدر غياب  .يابد مي كاهش NOتوليد
NOSك اكسايد، راديكالهاي آزاد اكسيژنه  بجاي نيتري

 و همكارانش  نيز Pieperدر اين مورد  .توليد مي نمايند
 در L-arginine نشان دادند كه غلظت ١٩٩٦در سال 

پلاسماي خون موشهاي صحرايي ديابتي كاهش مي يابد 
 به غذاي L-arginineو اين كاهش با اضافه نمودن 

  ).٣٠(مي گرددحيوان مرتفع شده و به سطح طبيعي بر 
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 ٢٠٠٠ و همكارانش نيز در سال Ozcelikeهمچنين 
 موجب رفع L-arginineان دادند كه درمان با ـــنش

برخي از عوارض ديابت و كاهش استرسهاي اكسيداتيو 
در سال   Futterwir و Trachtman). ٢٩(مي گردد

ان دادند كه ــــ نش٢٠٠٠در سال Praholaka   و١٩٩٧
 حاوي  كشت در محيطهايMesangialكشت سلولهاي 

mM نيتريك توليد  اختلال در  موجبگلوكز ٢٥ -٣٣
  سلولها راه و مرگ و ميرشداكسايد توسط سلولهاي فوق 

 به ميزان L-arginine ليكن افزودن .افزايش مي دهد
mMشده كار به محيط كشت باعث بهبود روند ١٠-٢٠ 

 لــم بر روي سلولها ممانعت بع گلوكز زيادو از عوارض
 ). ٣٢،٣٣(آوردمي 
 ه  به گزارشات متعددي  كه در مورد نقش ــــبا توج     

L-arginine در جلوگيري از اثرات مخرب گلوكز بالا بر 
روي سلولهاي مختلف در محيط كشت منتشر شده است 

و نيز با در نظر گرفتن نتايج حاصل از اين ) ٢٩-٣١(
يتريك مطالعه بنظر مي رسد كه اختلال در توليد ن

اكسايد توسط سلولها در شرايط هيپر گليسمي ناشي از 
 از آن يعنيــــــــكاهش دسترسي سلولها به پيش س

L-arginine  باشد و هرگاه اسيد آمينة به ميزان كافي در
اختيار سلولها قرار گيرد مي توان تا حدودي از برخي از 
اثرات مخرب گلوكز بالا بر روي  سلولهاي جنيني در 

نتايج حاصل از .  پيش لانه گزيني جلوگيري نمودمرحلة
 اين مطالعه و مطالعات مشابه اين اميدواري را بوجود 

  L-arginineمي آورند كه با استفاده از مقادير درماني 
در زنان ديابتي بتوان از اثرات زيانبار هيپرگليسمي بر 
روي جنينها در دوران حاملگي بويژه در مرحلة پيش 

اگرچه براي دست يافتن به . لوگيري نمودلانه گزيني ج
  و in vivoنتايج دقيق تر انجام مطالعات بيشتر  بصورت 
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