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 چكيده
 بتااستراديول توسط اين سلولها درمحيط كشت17هاي گرانولوزاي انسان وميزان ترشح  بررسي تأثير كلريد ليتيوم بر بقاي سلول:هدف

پس از جداسازي سلولهاي خوني، در .  گرفته شدIVF/ICSI سلولهاي گرانولوزا از مايع فوليكولار بيماران تحت درمان :مواد و روشها
 DMEM/Ham’s,F12 (Dulbecco’sحيطي كه حاويدر گروه كنترل سلولها به مدت دو هفته در م. چهار گروه كشت داده شد

Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture F-12 Ham) همراه با ده درصد سرم (fetal bovine serum) FBS بود، كشت شدند 
ت شرايط يكسان  تح(LiCl)از كلريدليتيوم )  ميلي مولار5و2،1(هاي تيمار سلولها در محيط مزبور همراه با دوزهاي متفاوت  ودر گروه

.  ساعت قبل از آغاز آناليز براي القاي آپوپتوز، سرم از محيط كشت سلولها حذف شد24سپس ). گروههاي تيمار(كشت داده شدند 
 TUNEL (TdT mediated dUTP- biotin Nick روش ميزان وقوع آپوپتوزدر اين سلولها بوسيله روش رنگ آميزي فلوسايتومتري و

End Labelling)ساعت قبل از آناليز به محيط كشت هر دو گروه براي تحريك ترشح سلولها، هورمونهاي 48همچنين . ي شد بررس 
FSH بتا استراديول جمع آوري و با روش17 وآندروستنديون افزوده، سپس محيط رويي سلولها براي سنجش ميزان ترشح (Radio 

Immuno Assay) RIAسنجيده شد  .  
 درصد نسبت به 50كه ميزان آپوپتوز سلولهاي گرانولوزاكه درمحيط كلريدليتيوم كشت داده شده بودند بيشتر از نتايج نشان داد :ها يافته

 بتا استراديول توسط سلولها، با افزايش دوز 17 نشان داد كه اگر چه ترشحRIAنتيجه آناليز . (p<0.05)گروه كنترل كاهش يافته است 
  .ها با گروه كنترل اختلاف معني داري نداردكلريدليتيوم افزايش يافته است تفاوت آن

تواند در كاهش ميزان آپوپتوز سلولهاي گرانولوزا همچنين  توان استنباط كرد كه كلريدليتيوم مي دست آمده مي  از نتايج به:گيري نتيجه
  . افزايش عملكرد اين سلولها دخيل باشد

  
  استراديول بتا 17ز ، سلولهاي گرانولوزا، كلريد ليتيوم ، آپوپتو:ها كليدواژه
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  مقدمه
بتااستراديول اولين عملكرد شـناخته شـدة سـلولهاي         17ترشح  

گرانولوزا در تكامل فوليكولهاي تخمداني اسـت كـه از طريـق      
ــيتوكروم  ــي P450س ــام م ــاز انج ــود   آرومات ــلولهاي ]. 1[ش س

گرانولوزايي كـه از لحـاظ هورمـوني فعـال هـستند اغلـب در               
علاوه رشد    به. مداني جاي گرفته اند   ديوارة جانبي فوليكول تخ   

وسيلة سلولهاي گرانولوزاي اطـراف حمايـت         وبلوغ تخمك به  
در طي مراحل اولية تكامـل فوليكـول، سـلولهاي          ]. 2[شود    مي

اي در اطـراف      گرانولوزا تكثير يافته و يك سـاختار چنـد لايـه          
 (Avascular)در سـاختار بـدون رگ       . كننـد   تخمك ايجـاد مـي    

ني، رشد تخمك بواسطة سلولهاي گرانولوزاي      فوليكول تخمدا 
خصوص آنهايي كه كاملاً به تخمك چسبيده هـستند           اطراف به 

سـاير سـلولهاي گرانولـوزا      . پـذيرد   صورت مي ) كرونا رادياتا (
تدريج تشكيل يك سن سيتيوم داده تا كومولوس اووفـروس            به

تمام اين فرآيندها مشتمل بر تكثير وسيع برخـي  . را ايجاد كنند  
 سـلولي  لولهاي گرانولوزاست ولي مرگ برنامه ريـزي شـدة        س
 در فوليكــول باعــث ريمودلينــگ آن برخــي ديگــر) آپوپتــوز(

عنـوان عملكـرد سـوم سـلولهاي          آپوپتـوز بـه   ]. 4و3[شـود     مي
از لحاظ  ]. 5-8[شود    گرانولوزا باعث آغاز آترزي فوليكول مي     

زايي باليني علت برخي ناباروريها و سيكلهاي ناموفق درمان نـا         
عدم تكـوين فوليكـول بـه علـت آپوپتـوز زودرس سـلولهاي              

  ].10و9[گرانولوزاست 
 در بافــت Wntانــد كــه مــسير مولكــولي  مطالعــات نــشان داده

ايـن مـسيردر تنظـيم بـسياري از         ]. 11[شـود     تخمدان بيان مي  
مكانيسمهاي تكوين از جمله تمايز، مهـاجرت سـلولي، تكثيـر           

، تنظـيم   ]12-16[ايي جنيني   سلولي و بطور كلي الگوزايي ابتد     
و بــسياري از مكانيــسمهاي ] 17-19[تمــايز و تكثيــر ســلولي 

اخيراً شواهد زيـادي گـزارش      . كند  تكويني نقش مهمي ايفا مي    
 باعث حفاظت سـلولها     Wntدهد مسير     شده است كه نشان مي    

]. 20[شــود  در برابــر مــرگ ســلولي برنامــه ريــزي شــده مــي
-Glycogen syntheases Kinase -3; GSK)گليگوژن سنتتاز كيناز 

 و بعنوان تنظيم كنندة منفـي ايـن         Wnt از اعضاي مهم مسير      (3
مسير در جنين اولية و در اغلب بافتهاي بالغ پـستانداران بيـان             

 كـه دراكثـر سـلولها گـزارش         Wntدر مسير   ]. 22و21[شود    مي
 پـس از اتـصال روي رسـپتور خـود           Wntشده اسـت، ليگانـد      

(frizzeld)  نـام    اي سلول باعث فعال شدن پروتئينـي بـه         در غش
dishevelled   شود، اين پروتئين با غيـر فعـال           در سيتوپلاسم مي

 موجب تجزيه نشدن بتا كاتنين شده وآن نيز بـه           GSK-3كردن  
  Tcf-Lefنوبه خود پس از انتقال به هسته با اتـصال بـه فـاكتور   

 باعث فعال شدن ژنهاي هـدف پـايين دسـت     DNAمتصل به1
 در اين خصوص نشان داده شده اسـت كـه           ].24و23[ود  ش  مي

با القاي اين مسير از طريق استفاده از ليتيوم كه عمـل خـود را               
 GSK-3 بـا مهـار      Wntازطريق دخالت در مسير داخل سـلولي        

دهــد، ســلولهاي آديپوســيت و نورونهــا در مقابــل  انجــام مــي
ظـر  با توجه به شواهد به ن     ]. 25و20[شوند    آپوپتوزحفاظت مي 

 درتكوين وعملكرد سلولهاي گرانولـوزا      Wntرسد كه مسير      مي
نقش داشته باشد، البته هنوز اطلاعاتي در اين خصوص وجود          

بنابراين در اين مطالعه با اسـتفاده از كلريـد ليتيـوم كـه              . ندارد
، وجـود   ]26[ است   GSK-3 و مهاركننده    Wntازمقلدهاي مسير   

گرانولـوزا در محـيط     و نقش اين مسير را در رفتـار سـلولهاي           
همچنين تـأثير   . خصوص در بقاي سلولها بررسي شد       كشت به 

ليتيوم را بر مهمترين عملكرد سلولهاي گرانولوزا يعني توانايي         
ــابي شــد  ــتراديول ارزي ــاز  . ترشــح اس ــيش س ــلولها پ ــن س اي

دارند و با كمـك      آندروستنديون را از سلولهاي تكا دريافت مي      
 آنـــرا بـــه FSH (Follicle Stimulating Hormone)هورمـــون 

  ].28و27[كنند  استراديول تبديل مي
  

  روشها مواد و
  جداسازي وكشت سلولهاي گرانولوزا

سلولهاي گرانولوزا به همراه مايع فوليكولار كه طي جداسازي         

________________________ 

1. Transcription Factors/Lymphoeid enhancer factor  
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دسـت     بـه  IVF/ICSIاووسيتهاي نابالغ از بيماران تحت درمـان        
.  شـد سـانتريفيوژ  g650 دقيقـه تحـت   10آمده است، به مدت 

مايع رويي دورريخته شده و رسـوب سـلولي باقيمانـده درتـه             
لوله كه حاوي سلولهاي گرانولوزا وسلولهاي خوني است، پس      

 ميلي  265( ميلي ليتر محيط تايرود نمكي       5/2از حل شدن در     
 ميلـي  200 ؛ MgCl2؛  6H20 ميلي گرمCaCl2,2H2O  ;214گرم

ــرم ــرم 8000 ؛  NaHCO3گ ــي گ ــي50 ؛ NaCl ميل ــرم  ميل  گ
NaH2PO4 ميلي گرم  1000 و D-Glucose (     روي شـيب غلظتـي
 5/2 و Puresperm (Nidacon ,Sweden)ليتـر   ميلي5/2 كه حاوي

اسـت بـرده شـد تـا        ) به ترتيب (ميلي ليترمحيط نمكي تايرود     
سلولهاي گرانولـوزا از سـلولهاي خـوني جـدا شـود، پـس از               

نولوزا  دقيقه، سلولهاي گرا   13 به مدت  g1000سانتريفيوژ تحت   
جداشده وتـشكيل يـك حلقـه سـفيد رنـگ را بـر روي لايـه                 

اين سلولها بـه آرامـي توسـط پييـت     . دهند سلولهاي خوني مي
ــيط    ــط محـ ــده وتوسـ ــع آوري شـ ــتور جمـ ــشت پاسـ  كـ

DMEM/Ham,F12 (Sigma ,USA) درصــد ســرم  10 حــاوي
(Gibco, UK) FBS  ــراي  شــسته شــده وپــس از ســانتريفيوژ ب

 از يكديگر مقداري هيالورونيداز     جداسازي سلولهاي گرانولوزا  
(Sigma ,USA) سـپس بـا   . به مدت چند ثانيه به آن افزوده شد

پـس از دور    . استفاده از محيط، رقيق و مجـدداً سانتريفيوژشـد        
 ميلـي ليتـر     1ريخته شدن محيط رويي وحل كردن سـلولها در        

 تعيين (Sigma ,USA) توسط ترپيان بلوViabilityديگر از محيط 
اده از لام نئوبار تعداد سلولها شمارش و سپس كشت          و با استف  
 چــاهكي 12در هــر چاهــك از يــك پتــري ديــش . داده شــد

 تـا از ايـن چاهكهـا        2دويست هزار سلول ريخته شـده و بـه          
گــروه  (FBS درصــد 10  همــراه بــا DMEM/Ham,F12محــيط 
وبترتيب به چاهكهاي بعدي محيط مزبورحـاوي سـرم         ) كنترل

 از كلريد ليتيـوم  ) ميلي مولار 1،2،5 (اوتهمراه با دوزهاي متف   
 درجـه سـانتي     37ودر انكوباتور   ) گروههاي تيمار (افزوده شد   

 هفته كه سلولها تكثيـر يافتنـد و   2قرار داده شدند پس از  گراد

  . كف چاهك را پر كردند آناليزهاي مربوطه انجام شد
  

  القاي آپوپتوز
سـاعت قبـل از      24 هفته بعد از كـشت و      2براي القاي آپوپتوز    

آناليزهاي مربوط سرم از محيط كشت هـر دو گـروه كنتـرل و              
 . تيمار حذف شد

  
  سنجش ميزان آپوپتوز 

   TUNELتست )  الف
 ساعت پس از حذف سرم و القاي آپوپتوز، براي تعيين 24

به طور خلاصه .  استفاده شدTUNELميزان آپوپتوز از تست 
   PBS (Gibco, UK)ابتدا سلولهاي كشت داده شده روي لامل با

 به مدت (Sigma ,USA) درصد4شسته شده وبا پارافرماآلدئيد 
يك ساعت دردماي اتاق تثبيت و پس از شستشوي مجدد 

 درصد1/0 كه حاوي 1 بامحلول تراوا كننده غشايPBSبا
 درصد سيترات سديم1/0 در x-100 (Merk,Germany)تريتون 

(Sigma ,USA) يخ قرار دادهاست، به مدت دو دقيقه برروي  
  ميكروليتر از محلولPBS 50پس از دو بار شستشو با . شد

TUNEL (Roche,Germany) ،روي سلولها اضافه شده  
گراد به  سانتي  درجه37درمحيطي مرطوب، تاريك با دماي 

 شسته PBSسپس سلولها با . مدت يك ساعت قرار داده شد
 Counter)شده و سلولهاي چسبيده به لامل در هماتوكسيلين

stain)پنج منطقه از هر .  به مدت چند ثانيه قرار داده شدند
لامل به صورت تصادفي انتخاب واز هر منطقه تصويرهايي با 
ميكروسكوپ فلورسنس و نوري گرفته شد سپس سلولهاي 
آپوپتوزي رنگ شده در تصوير فلورسنس هر منطقه شمارش 
شده ودرصد آن نسبت به كل سلولهاي شمارش شده در 

  .تصوير نوري همان منطقه محاسبه شد

________________________ 

1. permeabillisation solution  
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  فلو سايتومتري) ب
 ساعت  24 سلول از هردوگروه كنترل وتيمار كه        6×105 تعداد  

 شـسته شـده و بـراي        PBSتحت شرايط بدون سرم بودنـد بـا         
 250دقيقـه  تحـت تـاثير     3جداسازي از كف ظرف به مـدت  

فعاليـت  .  قرار گرفتنـد Tripsin/EDTA (Gibco, UK)ميكرو ليتر 
 متوقـف   FBS درصد سرم    10تريپسين با افزودن محيط حاوي      

 Bindingبـا  ) 1200  دقيقـه دردور 5(پـس ازسـانتريفيوژ   . شـد 

buffer  ــپس ــشو و سـ ــر1 شستـ  Annexine V  ميكروليتـ

 10 به آنها اضافه، بـه مـدت    propidiom iodideميكروليتر5/2و
 دقيقه در تاريكي قرارگرفت و در نهايت با استفاده از دسـتگاه           

 تعداد سلولها شـمارش  (Becton Dickinson; BD) فلوستيومتري
 .شد

  
 بتااسـتراديول بـا     17اندازه گيري ميزان ترشـح      

    Radio Immuno Assayاستفاده از
بتااسـتراديول  17دو هفته بعد از كشت، بـراي تحريـك ترشـح          

 واحد در ليتر 3×10-7 ساعت تحت تاثير48سلولهاي گرانولوزا   
 ميكرومـــول در ليتـــراز هورمـــون 10و FSH از هورمـــون 

 Radio)سپس بـه كمـك روش   . آندروستنديون قرارداده شدند

Immuno Assay ) RIAبه اين .  ميزان ترشح سلولها سنجيده شد
ــدا محــيط رويــي ســلولها جمــع آوري شــد   . ترتيــب كــه ابت

 ميكروليتــر رديــاب 500ميكروليتــر از محــيط بــه همــراه 100
يو وبـافر آن اسـت بـه محـيط          استراديول كه شامل يد راديواكت    

اضافه و در تيوپهاي ويژه با هم مخلوط شـد و دو سـاعت در               
 ميلـي   1گراد انكوبه شد و پس از شستـشو بـا             سانتي   درجه 37

  .ليتر بافر براي سنجش دراختيار دستگاه قرار گرفت
  

  آناليز آماري 
نتايج دوگروه كنترل و تيمار بـا اسـتفاده از آزمونهـاي آمـاري              

  TUNELبـراي بررسـي ميـزان آپوپتـوز درروش    . ندآناليز شـد 

وفلوســايتومتري و بــراي مقايــسه اخــتلاف درصــد آنهــا بــين 
همچنين بـراي بررسـي ميـزان    .  استفاده شدTها از تست     گروه

ها از    اختلاف ترشح استراديول به صورت دوبه دو دربين گروه        
 (p<0.05)سطح معني داري .  استفاده شدMann – whitneyتست
 SPSSتمام آناليزها با اسـتفاده از نـرم افـزار           .  گرفته شد  درنظر

(Software Program, version XI, SPSS. Ink, Chicago, USA) 
  .انجام شد

  

 ها يافته
  سنجش ميزان آپوپتوز 

ــيط   ــوزا در محـ ــلولهاي گرانولـ ــه سـ پـــس از كـــشت اوليـ
DMEM/Ham,F12          همراه با ده درصد سرم، سلولها به مدت دو

دوز مناسـب   ( ميلي مولار كلريدليتيوم     5 و 2،1اي  هفته با دوزه  
تيمار شدند، سپس آپوپتـوز آنهـا بـا روش    )  in vivoدر شرايط

TUNELو فلوسايتومتري بررسي شد .  
  

   TUNELتست ) الف
براي مشاهده اثر كلريدليتيوم برآپوپتوز سـلولهاي گرانولـوزا از        

 استفاده شـد كـه درآن رنـگ مزبـور بـه             TUNELرنگ آميزي   
ــايانت ــد 'OH-3ه ــه ش ــه قطع ــاي قطع ــلولهاي ة كروموزومه  س

آپوپتوتيك متصل شده وبا ميكروسكوپ فلورسنس نور قرمـز         
دراين بررسي ميـزان آپوپتـوز   ). 1شكل (كند    از خود ساطع مي   

ها شـامل گـروه كنتـرل بـدون       گروه سنجيده شد كه گروه     5در
حذف سرم، گروه كنترل پس از حذف سرم و سه گروه تيمـار             

 ميلـي مـولار   5 و2 ، 1ه به ترتيب سلولها با دوزهاي  ك3 و 2،1
ميانگين آپوپتوز اندازه گيـري     . از كلريدليتيوم تيمار شده بودند    

 ±7/0شده درگروه اول كه گروه كنترل بدون حذف سرم بـود            
 درصد نسبت به كل سلولها بود كه در گروه كنتـرل پـس از               7

يش  درصـد افـزا  25±4/1حذف سرم ايـن مقـدار آپوپتـوز بـه           
به )  ميلي مولار كلريدليتيوم1دوز ( و در گروه تيمار اول  .يافت



  
  و همكارانبيكي

 

 18پنجم،  شماره سال مجله علوم تشريح ايران، 

42 42

ــاردوم  16 ± 7/2 ــروه تيم ــولار 2دوز ( درصــد و درگ ــي م ميل
 5دوز  ( درصد ودر گروه تيمار سوم       14 ± 9/2به  ) كلريدليتيوم

شـكل  ( درصد كاهش يافت     13± 2به  ) ميلي مولار كلريدليتيوم  
اد كـه درصـد مـرگ       هـا نـشان د      مقايسه آماري اين گـروه    ). 2

 (p<0.05)سلولي در هر سه گـروه تيمـار كـاهش معنـي داري              
البته اين تفـاوت    . دارد) پس از حذف سرم   (باگروه كنترل دوم    

 ميلي  5در گروه تيمارسوم كه سلولها در آن تحت تأثير غلظت           
  . اند بيشتر است مولار قرار گرفته

  

                
  

  

       
  

  ).گروه كنترل و تيمار(روگراف سلولهاي گرانولوزا  فتوميك.1شكل 
 رنـگ آميـزي  : ب.  سـاعت تيمـار در محـيط كـشت فاقـد سـرم كـه بـا هماتوكـسيلين رنـگ شـده اسـت            24تصوير نوري از سلولهاي گرانولوزا پـس از  : الف

TUNEL      شود اكثريت سلولها بر اثر حذف سـرم          ر كه مشاهده مي   طو همان. رنگ قرمز سلولها نشان دهنده آپوپتوز است      . تصوير الف و مشاهده با نور فلورسنس
 ميلـي مـولار   2 روزه با غلظـت      14 ساعت تيمار در محيط كشت فاقد سرم وپيش تيمار           24تصوير نوري از سلولهاي گرانولوزا پس از        : ج. دچار آپوپتوز شده اند   

رنگ قرمز سلولها، نشان دهنـده آپوپتـوز اسـت    .  مشاهده با نور فلورسنستصوير ج وTUNEL رنگ آميزي: د. كلريدليتيوم كه با هماتوكسيلين رنگ شده است
  .به طور چشمگيري كاهش يافته است) آپوپتوزي(شود تعداد سلولهاي قرمز رنگ  همان طور كه مشاهده مي

 

 ب الف

 د ج
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هـاي   در سـلولهاي گرانولـوزاي گـروه     گيري وقوع آپوپتـوز       اندازه .2شكل  
ميـانگين آمـاري مربـوط بـه        . TUNELكنترل و تيمار به روش رنگ آميزي        

 ساعت تيمار در محيط كشت 24سلولهاي گرانولوزا پس از   TUNELنتايج آزمون   
 ميلي مولار كلريـدليتيوم نـشان       5و2و1 روزه با غلظتهاي     14فاقد سرم وپيش تيمار     

 ميلـي مـولار بيـشترين    5گـردد غلظـت    طور كه ملاحظـه مـي   داده شده است همان  
 انحـراف  ±مقادير بيانگر ميـانگين  . محافظت را بر عليه آپوپتوزيس نشان داده است   

محـيط   :se+محيط كشت فاقد سـرم؛  : -se.  استp<0.05نشان دهنده * معيار و
  كشت داراي سرم

  
  فلوسايتومتري) ب

ميزان مرگ سـلولي همچنـين بـه روش فلوسـايتومتري مـورد             
 Annexin) دراين روش نيز رنگ مورد نظر. قرار گرفتبررسي 

v)            به فسفاتيديل سريني كه در جريان فرايند آپوپتوز به سـطح 
شود متصل شده ورنـگ سـبز از خـود            بيروني غشاء منتقل مي   

دراين بررسي نيـز وقـوع    ). 3در شكل Q4ناحيه (كند  ساطع مي 
نـدازه  ميـزان آپوپتـوز ا    .  گروه با هم مقايـسه شـد       5آپوپتوز در 

گيري شده درگروه اول كه گروه كنترل قبل از حذف سرم بود            
 7/3 درصد بود كه اين ميزان پـس از حـذف سـرم بـه             5/0±2
درگـروه تيمـار    .  درصد درگروه كنترل دوم افزايش يافت      ±15

 11 ±5/3ميزان آپوپتوزبـه    )  ميلي مولار كلريدليتيوم   1دوز(اول  
به ) لار كلريدليتيوم  ميلي مو  2دوز  (درصد و درگروه تيمار دوم      

)  ميلي مولار كلريدليتيوم   5دوز  ( ودر گروه تيمار سوم      ±8 1/3
مقايـسه آمـاري ايـن      ). 4شكل  ( درصدكاهش يافت    7±5/2به  

ها نشان داد كه درصـد مـرگ سـلولي گـروه تيمـار دوم                 گروه
 ،  (p<0.05)وسوم با گروه كنترل دوم اختلاف معني داري دارد          

بـا  ) ميلي مولار كلريـدليتيوم    1دوز(ل  اما اختلاف گروه تيمار او    
 (p>0.05).گروه كنترل دوم از نظر آماري معني دار نبود 

   بتا استراديول17سنجش ترشح
 بتا استراديول، محيط كشت     17براي اندازه گيري ميزان ترشح      

.  سـنجش انجـام شـد      RIAسلولها جمع آوري شده و با روش        
وه كنترل بـا سـه      دراين اندازه گيري ميزان ترشح سلولها در گر       

 ميلـي مـولار     5و2و1گروه تيمـار كـه بـه ترتيـب شـامل دوز             
ميانگين ترشـح سـلولها در گـروه        . كلريدليتيوم بود مقايسه شد   

 پيكومول برليتر بود كـه ايـن ميـزان     56/327 ± 95/114كنترل  
 پيكومـول برليتـر،   78/578 ±45/165در گـروه تيمـار اول بـه    

 پيكومول برليتر و در     98/609±153/179درگروه تيمار دوم به     
 پيكومـول برليتـر رسـيد       08/417 ±08/87گروه تيمار سوم به     

با وجود افزايش، آناليز آماري اختلاف معنـي داري         ). 5شكل  (
  .(p>0.05)هاي تيمار نسبت به كنترل نشان نداد  را در گروه

  

  بحث 
 Wntاند كه مولكولهاي مـسير        باوجود اينكه محققين نشان داده    

شـوند     وبخصوص در سلولهاي گرانولوزا بيـان مـي        درتخمدان
  در تكــوين و Wnt، هنــوز نقــش مــسير ســيگنال دهــي ]11[

در اين مطالعه نقش كلريد     . عملكرد اين سلولها روشن  نيست     
 بر عملكرد سلولهاي گرانولـوزا      Wntعنوان مقلد مسير      ليتيوم به 

دهد، پـس     نتايج اين تحقيق نشان مي    . مورد مطالعه قرار گرفت   
از القاي آپوپتوز با افزايش دوز كلريد ليتيوم كاهش معني داري         

هـاي تيمـار نـسبت بـه گـروه            درميزان آپوپتوز سلولها درگروه   
نتايج بررسي فلوسايتومتري نيـز نتـايج     . شود  كنترل مشاهده مي  

در مجموع نتايج نشان داد كـه       . كند   را تاييد مي   TUNELتست  
. كنـد    سلولي حفاظت مي   كلريدليتيوم سلولها را در مقابل مرگ     

 و  Crossدسـت آمـده توسـط         اين نتايج قابل مقايسه با نتايج به      
 GSK-3 اسـت مبنـي براينكـه مهـار          2001همكارانش در سـال   

واسطه مولكولهاي مهاركننده از جمله كلريد ليتيـوم موجـب            به
محافظت قابل توجه نورونها در برابـر آپوپتـوزيس در محـيط            

 2002 وهمكارانش نيـز در سـال     Longo].25. [شود كشت مي
 توسط ليتيـوم سـبب القـاي مـسير        GSK-3نشان دادند كه مهار     

Wnt             در سلولهاي آديپوسيت وبيـان ژنهـاي آنتـي آپوپتوتيـك  
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شـود كـه     در اين سلولها شده و سبب مي IGF-II وIGF-Iمانند 
اين سلولها در برابر آپوپتوز ناشي از نبود سرم در محيط كشت            

  ]. 20[هند مقاومت نشان د
 است با   GSK-3كه ثابت شده است ليتيوم مهار كننده          از آنجايي 

 در سـلولهاي    Wntشواهد موجود مبني بر وجود اعضاي مسير        
دست آمده در تحقيق حاضر به        گرانولوزا و با توجه به نتايج به      

 سبب بيان ژنهاي آنتي     Wntرسد ليتيوم با تاثير بر مسير         نظر مي 
  . لها شده باشدآپوپتوتيك در اين سلو

  
  

    
     ب              الف                            

  

     
  د                      ج

   روزه با14 ساعت تيمار در محيط كشت فاقد سرم وپيش تيمار 24 پراكنش فلوسايتومتريك سلولهاي گرانولوزا پس از .3شكل 
  . ميلي مولار كلريدليتيوم5و2و1غلظتهاي 

  

  .سلولهاي آپوپتوتيك: Q4سلولهاي زنده، : Q3سلولهاي مرده، : Q2سلولهاي نكروتيك، : 1: ترتيب عبارتند از به Q4تا Q1نواحي 
   ميلي مولار كلريدليتيوم1گروه آزمون با دوز : ب    گروه كنترل                                              : الف
   ميلي مولار كلريدليتيوم5گروه آزمون با دوز : د         ميلي مولار كلريدليتيوم     2گروه آزمون با دوز : ج

   با افزايش دوز كلريدليتيوم كاهش يافته استQ4همان طور كه در شكل پيداست تعداد سلولهاي گرانولوزاي آپوپتوزي در نا حيه 
  



  
  اثر كلريدليتيوم بر سلولهاي گرانولوزا

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 5, Spring 2007 

4545

ول 
رادي

لست
)

ل بر
سو

كو
پي

يتر
 ل

 

  
  

در سـلولهاي گرانولـوزاي گروههـاي    گيري وقوع آپوپتـوز      اندازه  .4شكل  
ميانگين آماري مربوط بـه پـراكنش       . فلوسايتومتريكنترل و تيمار به روش      

 سـاعت تيمـار در محـيط        24فلوسايتومتريك سلولهاي گرانولـوزا پـس از        
 ميلـي مـولار     5و2و1 روزه بـا غلظتهـاي       14كشت فاقد سرم و پيش تيمار       

 5گردد غلظـت   طور كه ملاحظه مي همان. كلريدليتيوم نشان داده شده است    
. را بـر عليـه آپوپتـوزيس نـشان داده اسـت           ميلي مولار بيشترين محافظت     

.  اسـت  p<0.05نـشان دهنـده     *  انحراف معيار و   ±مقادير بيانگر ميانگين    
se- :محيط كشت فاقد سرم  
  
  

  
  

ــكل  ــدازه.5ش ــح     ان ــزان ترش ــري مي ــلولهاي 17گي ــتراديول در س  بتااس
سـنجش ميـزان ترشـح    . RIAهاي كنترل وتيماربه روش   گرانولوزاي گروه 

 ساعت تيمار با هورمون     48راديول در سلولهاي گرانولوزا پس از        بتااست 17
 روزه بـا    14 وآندروستنديون و پـيش تيمـار        FSHدر محيط كشت حاوي     

طـور    همـان .  ميلي مولار كلريدليتيوم نشان داده شده است       5و2و1غلظتهاي  
. شود كلريدلِتيوم سبب افزايِش ترشح استراديول شده اسـت          كه ملاحظه مي  

   انحراف معيار است±نگر ميانگين مقادير بيا
  

گيـري ميـزان ترشـح اسـتراديول نـشان           نتايج حاصل از اندازه   
دهنده افزايش ميزان ترشح اين هورمون با افزايش دوز كلريـد           

دســت آمــده قابــل مقايــسه بــا      نتــايج بــه . ليتيــوم بــود 
]. 29[ اسـت  2006 و همكارانش در سـال   (Allagui)هاي يافته

شح تيروكسين، تستوسترون و استراديول     اين محققين ميزان تر   
را در سرم رتهاي تحت القاء ليتيوم اندازه گيري كردند و نشان            
ــا وجــود كــاهش ســطح تــستوسترون و توقــف   دادنــد كــه ب
اســپرماتوژنز در نرهــا، در حيوانــات مــاده ســطح اســتراديول  

هـاي مـا نـشان        مقايسه اين نتايج بـا يافتـه      . افزايش يافته است  
توانـد بـر عملكـرد ترشـحي سـلولهاي          يـوم مـي   دهد كه ليت    مي

گرانولوزا مؤثر باشد اما اين موضوع كـه ليتيـوم از طريـق چـه               
مكانيزم و مسيري بر عملكرد ترشحي سلولهاي گرانولوزا تاثير         

طور كامل مشخص نيـست و جـاي تحقيـق            گذارد هنوز به    مي
 شايد علاوه بر تأثير بر بيان ژنهاي آنتي آپوپتيك،        . بيشتري دارد 

بيان ژنهاي منتهي بـه ترشـح و پروتئينهـاي رسـپتوري را هـم               
دهد و به اين وسيله علاوه بر عملكرد آنتي           تحت تأثير قرار مي   

آپوپتيك به نوعي باعث بلوغ سلولهاي گرانولوزا كه نتيجـه آن           
  . شود بتا استراديول است مي17افزايش ميزان ترشح 

لريـدليتيوم بـر    در مجموع اين نتايج نشان دهنده تاثير مثبـت ك         
بـا  . مهار آپوپتوز وافـزايش عملكـرد سـلولهاي گرانولوزاسـت         

تـوان     و فلوسـايتومتري مـي     TUNELتوجه به نتايج آزمونهـاي      
 ميلي مولار را به عنوان دوز مناسـب بـراي عملكـرد             2 و 5دوز

  .ليتيوم معرفي كرد
  

  تقدير و تشكر 
اين مطالعه بخشي از طـرح تحقيقـاتي مـصوب مـشترك بـين              

 است كـه  248-2كده رويان و دانشگاه تهران به شماره      پژوهش
محل اجراي آن در بخش تحقيقات پژوهـشكده رويـان بـوده            

نويسندگان مراتب تقدير و تشكر خود را از مساعدتهاي         . است
  .دارند صميمانة مسئولين محترم پژوهشكده رويان ابراز مي

 
توز

پوپ
آ

 



  
  و همكارانبيكي

 

 18پنجم،  شماره سال مجله علوم تشريح ايران، 
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