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This research was conducted to investigate the effect of different concentrations of 

Diazinon as a pesticide, that is widely used in agriculture, on the expression of 

steroidogenic genes and DNA methylation of promoter site of StAR gene in in vitro 

maturation of goat oocytes. To prepare goat oocytes, ovaries were prepared from a 

slaughterhouse and transported to the laboratory into the flask containing warm saline 

(30-34oC). Oocyte-cumulus complexes (COC) was removed from small antral 

follicles with the slicing method, and transferred to Medium 199. COCs were placed 

in a maturation medium for 24 hours, and were reached to metaphase stage Π (nuclear 

maturation). The experiment was examined in a completely randomized design with 

five treatments included: control, 75, 37.5, and 18.75 μM of Diazinon, and 0.5 μM of 

DMSO. The results showed that the addition of different concentrations of Diazinon 

in the goat maturation medium, significantly decreased the maturation rate (P <0.05) 

compared to the control treatment, and also it led to a decline in the gene expression 

of CYP11A1, 17βHSD, CYP19 in cumulus cells. However, the expression of StAR 

gene was increased. Therefore, it can be concluded that Diazinon has a disruptor effect 

on oocyte maturation rate, and expression of steroidogenic genes in cumulus cells. 
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Extended Abstract 

Introduction 
Oocyte maturation is a long and complicated process, and occurs when oocyte attains the necessary 

conditions for fertilization and reaching the blastocyst stage (Ferreira et al., 2009). The nuclear maturation of 
the oocyte occurs in the metaphase meiosis Π; this stage is confirmed by the appearance of the first polar body 
and oocyte at this stage has the ability to be fertilized by sperm. Cumulus cells share an intimate communication 
with the oocyte through gap junctions and paracrine factors, allowing a bidirectional supply of nutrients and 
signaling molecules that regulate the simultaneous development and maturation of both cell types (Lourenco 
et al., 2014). Zhang et al.,1995 Research showed that removing cumulus cells before maturation, significantly 
reduced the rate of oocyte maturation, fertilization, and in vitro development at all stages. Environmental 
factors play an important role in reproductive disorders (Peterson et al., 2010). Pesticide is a compound or a 
mixture of several chemical compounds, that it is use in order to stop, destroying or reduce the population of 
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insects, rodents, nematodes, fungi, weeds, or any kind of plants, bacteria and microorganisms that known as 
pest (Talebi Jahromi, 2007). Exposure to pesticide causes ovarian failure in cow (Pocar et al., 2003) and may 
be one of the major causes of various dysfunction in human and animal reproductive system (Johari, et al., 
2010). A feature of these chemicals is electrophilicity, which can affect cellular proteins, by changing cellular 
properties, oocyte and follicular cells lose their normal functionality (Mohseni kuchsefahani et al., 2008). In 
mice, Diazinon decreases the thickness of granulosa layers which leads to a decrease in estrogen production, 
which itself exacerbates the reduction of granulosa cells (Mohseni kuchsefahani et al., 2008). Therefore, this 
research was conducted to investigate the effect of different concentrations of Diazinon as a pesticide, on the 
oocytes maturation rate, the expression of steroidogenic genes and DNA methylation of promoter site of StAR 
gene, as a key gene in regulation of steroids gene expression, in in vitro maturation of goat oocytes. 
 
Materials and Methods 

Unless otherwise stated, all of the chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and Gibco. In order to 
prepare goat oocytes, ovaries were prepared from a slaughterhouse and transported to the laboratory into the 
flask containing warm saline (30-34℃). Oocyte-cumulus complexes (COC) was removed from small antral 
follicles with the slicing method, only COCs with at least 3 layers of cumulus cells and homogeneous cytoplasm 
were selected. The collected COCs were washed 4 times with SOF-HEPES solution and once in maturation 
medium (TCM-199), then transferred to Medium 199. COCs were placed in a maturation medium for 24 hours, 
and were reached to metaphase stage Π (nuclear maturation). The experiment was examined in a completely 
randomized design with five treatments included: control, 75, 37.5, and 18.75 μM of Diazinon, and 0.5 μM of 
DMSO. mRNA was isolated from cumulus cells of oocytes by using RNeasy Micro Kit (QIAGEN, 74140) 
according to manufacturer’s instructions. The isolated mRNA was reverse-transcribed with the QuantiNova 
Reverse Transcription kit according to manufacturer’s instructions. The qPCR mixture (15 µL) consist of 1 µL 
cDNA, 7.5 µL SYBR Green Mastermix, 0.7 µL reverse primer, 0.7 µL forward primer, sterile ddH2O 5.1 µL 
(to 15 µL). Temperature profile included initial denaturation at 94°C for 3 min, followed by 40 cycles at 94°C 
for 10 second and at 60°C for 30 minute. YWHAZ Gene was used for normalization. Standard curves were 
diluted in water using serial 10-fold dilutions. The data of gene expression profile was analyzed using General 
Linear Model (GLM) of the Statistical Analysis System (SAS) software program. Genomic DNA was extracted 
from 150 cumulus cells with using the QIAamp DNA kit according to manufacturer’s instructions. The 
extracted DNA kept in -20°C until DNA bisulfitation. DNA was sodium-bisulfite modified with EpiTect 
Bisulfite Kit (QIAGEN). DNA bisulfite conversion was prepared by thermal cycling upon addition of the 
EpiTect bisulfite mix provided in the kit. The PCR reaction was carried out with amplification profile: 1 cycle 
at 94°C for 3 min (Initial denaturation), 34 cycles at (94°C for 40 sec (Denaturation), 60°C for 40 second 
(Annealing of primer), 72°C for 1 min (Extension)), 72°C for 10 min (Final extension), hold and cooling to 
4°C. 

To finding different GC percentage between treatments we used sequencing after the PCR. The percentage 
of methylation in promotor region of StAR gene was calculated by the following formula: 

  C / (C + T) * 100 (T is thymine and C is cytosine) (Kacevska et al., 2012). 
 
Results and discussion  

This study showed that increase in the concentrations of Diazinon insecticide significantly reduced the 
oocyte maturation rate compare the control treatment. The percentage of oocytes that reached MII-stage 
(nuclear maturation) in control treatment were %85±2.28, On the other side the highest concentrations of 
Diazinon (75 µm of Diazinon) caused almost 98% cell death. According to the results of other treatments, we 
can say that with the increase in Diazinon concentration, the percentage of oocytes that reach MII-stage steadily 
decreases. Treatment with 18.75 µm of Diazinon has shown a significant increase in StAR gene expression 
compared to control treatment and it can be related to decrease in DNA methylation in Cpg11 of prompter 
region (66.5% methylation in control treatment compare to 51.1% methylation in treatment with 18.75 µm of 
Diazinon). In relation to CYP11A1 gene expression we saw a significant decrease in 18.75 and 37.5 µm 
treatments, and also a significant decrease in 37.5 μm of 17βHSD. In other hand CYP19 gene expression has 
shown a remarkable reduction in 18.75 and 37.5 μm of Diazinon. 
 
Conclusion 

The addition of different concentrations of Diazinon in the goat maturation medium, significantly decreased 
the maturation rate of goat oocyte than the control group. Also the gene expression of CYP11A1, 17βHSD, 
CYP19 in cumulus cells were reduced, but the expression of StAR gene in cumulus cells was increased. So it 
can be concluded that Diazinon has disruptor effect in maturation rate of oocyte and it is able to interrupt the 
expression of steroidogenic genes in cumulus cells. 
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  ونیلاسیو مت یساز دییاسترو یکننده میتنظ هایژن انیبر ب نونیازدی کشحشره ریتاث

DNA پروموتر ژن   گاهیجاStAR بز تیاووسا یتکامل برون تن یط 
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  ها:واژهکلید
 ت،یاووسا یتکامل برون تن

کمپلکس  نون،یازدی کشحشره
 ونیلاسیاووسایت کومولوس، مت

DNA.. 

رکاربرد پسم  کیبه عنوان  نونیازدی کشمتفاوت حشره یغلظت ها ریتاث یپژوهش حاضر به منظور بررس
در تکامل  StARپروموتر ژن  گاهیجا ونیلاسیو مت سازیدییاسترو یکننده میتنظ هایژن انیبر ب ،یکشاورز

دام جدا و درون فلاسک  یشهبز بلافاصله بعد از کشتار، از لا هایبز انجام شد. تخمدان تیاووسا تنیبرون
 هایکولیاز فول یومولوس با روش برشک-تیمنتقل شدند. مجموعه اووسا شگاهیبه آزما کیولوژیزیسرم ف یحاو

کشت  نونیازدی کشمتفاوت حشره هایبه همراه غلظت Medium 199 طیآنترال کوچک جدا شدند و در مح
و  5/37،  75د، شاه یمارهایشامل ت یشیآزما ماریت 5با  ،یداده شدند. پژوهش در قالب طرح کاملا تصادف

پژوهش  جیشد. نتا تکرار انجام 4، و در DMSO کرومولاریم مین یدارا ماریو ت نونیازید کرومولاریم 75/18
 ماریرا نسبت به ت هاتیاووسا تنینرخ تکامل برون دارییبه طور معن نونیازیمتفاوت د هاینشان داد غلظت

 تنیل برونتکام طیبه مح نونیازیمتفاوت د هایبا افزودن غلظت نچنیهم.  P)< 05/0شاهد کاهش داد )
ما در کومولوس کاهش نشان داد. ا هایسلولدر  CYP11A1 ،17βHSD ،CYP19 هایژن انیبز، ب تیاووسا

 ونیلاسیمت زانیبه علت کاهش م تواندیژن م انیب شیافزا نیژن مشاهده شد، ا انیب شیافزا StARمورد ژن 
DNA  کشکه حشره رسدیبه نظر م نیباشد. چن نونیازیاز د کرومولاریم 75/18مشاهده شده در غلظت 

 هایدر سلول یساز دییاسترو هایژن انیو ب تیاووسا تنیدر نرخ تکامل برون یاثر برهم زنندگ نونیازدی
 کومولوس را دارد.

 

و  یساز دییاسترو یکننده میتنظ هایژن انیبر ب نونیازدی کشحشره ریتاث(. 1403) یسیع رنده؛یقدرت، و د ،یانجیم یمیرح د؛یمنصوره؛ دلدار، حم ا،ین یقربانعل: استناد

 .131-142(، 1) 55 ،رانیا نشریه علوم دامی. بز تیاووسا یتکامل برون تن یط StARپروموتر ژن   گاهیجا DNA  ونیلاسیمت
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 مقدمه
بارور شدن و  یلازم را برا طیشرا تیافتد که اووسایاتفاق م یزمانو است،  یادهیچیو پ یطولان ندیفرآ تیتکامل اووسا

 ییرشد و نمو یسه مرحله یرندهیو در بر گ ،((Ferreira et al., 2009 آوردیبدست م ستیبلاستوس یبه مرحله دنیرس
، Π وزیدر متافاز م تیو توقف اووسا یوزیم میتقس نیاول لیکمو ت وزیم یریکه مربوط به از سر گ یاتکامل هسته -1شامل: 

 میها را تنظژن انیشود که ب یم یراتییافتد و باعث تغ یاتفاق م تیرشد اووسا یدوره یکه در ط تیاووسا یکیژنتیبلوغ اپ -2
در  ت،یرشد و نمو اووسا شود که به هنگامیم تهشناخ ییهاندیکه عموما به عنوان فرآ یتوپلاسمیتکامل س -3کند، و یم
 Πای اووسایت در متافاز میوز تکامل هستهاست.  یضرور انیرو یهیلقاح و رشد و نمو اول یافتد و برایاتفاق م توپلاسمیس

شود. اووسایتی که در این مرحله قرار دارد پس از آزاد شدن افتد، این مرحله با نمایان شدن اولین جسم قطبی تایید میاتفاق می
های پاراکرینی، دار و فاکتوری اتصالات شکافهای کومولوس به وسیلهتخمدان، توانایی بارور شدن توسط اسپرم را دارد. سلولاز 

های های سیگنالینگ بین سلولکند، که تبادل مواد مغذی و مولکولبا سلول اووسایت یک ارتباط دو طرفه را ایجاد می
 ,.Lourenco et al) به طور هم زمان نمو و تکامل هر دو سلول را به همراه دارد شود، وکومولوس و اووسایت را باعث می

ی توقف میوزی، القای از سر گیری میوز و تکامل ها در مرحلهداشتن اووسایتی نگهوسیله های کومولوس بهسلول (.2014
های کومولوس . درگاو، زمانی که سلول(Janssenswillen et al., 1995ها دارند )سیتوپلاسمی، نقش مهمی تکامل اووسایت

را پیش از تکامل، از اووسایت جدا کردند، کاهش قابل توجهی در میزان تکامل اووسایت، لقاح، و در نمو آزمایشگاهی مشاهده 
 (.Zhang et al.,1995شد )

ن و یا کاهش دادن کش ترکیب یا مخلوطی از چند ترکیب شیمیایی است که برای جلوگیری، از بین بردن، دور کردآفت
هایی که آفت شناخته میها و میکروارگانیسمها، باکتریجمعیت حشرات، جوندگان، نماتدها، قارچها، علف های هرز، ویروس

ها باعث آسیب به محیط زیست و رویه از آفت کشی بیمتاسفانه استفاده(. Talebi Jahromi, 2007) شودشوند مصرف می
زایی، ایجاد زمین و یا خاک شده است. این مواد شیمیایی در انسان باعث مسمومیت حاد و مزمن، سرطانگیاهان، حیوانات، آب، 

کش باعث عقب ماندگی رشد، مرگ قرار گرفتن در معرض آفت. (Saunders and Harper, 1994شود )جهش و عقیمی می
 (Pocar et al., 2003) شودرسایی تخمدان گاو میو یا نا( Shepard, 1986) داخل رحمی جنین و تولد نوزاد ناقص در انسان

 ,.Johari et alی عوارض گوناگون و اختلال در عملکرد تولید مثل انسان و حیوانات باشد )و ممکن است یکی از علل عمده

ان ( باعث کاهش میزin vivoکش هپتاکلر در شرایط درون تنی )نشان داد که آفت  .Oduma et al(1995) (. پژوهش2010
دهد، ها توسط تخمدان را کاهش می( تولید هورمونin vitroشود و در شرایط برون تنی )پروژسترون و استرادایول خون می

و افزایش تولید استروژن، و  P450جای بیان ایزوآنزیم بهجا یا القای نابههمچنین سم دیوکسین احتمالا از طریق فعال کردن نا
(. از دیگر Peterson et al., 2010شود )وژنی بر بافت اندومتریوم، باعث افزایش اندومتریوز میدر نتیجه افزایش اثرات استر

های سلولی را تحت تاثیر قرار دهند. با توانند پروتئینهای این مواد شیمیایی الکتروفیلیک بودن است که در نتیجه میویژگی
 Mohseni Kochesfahaniدهند )کارایی طبیعی خود را از دست میهای اووسایت و فولیکولی تغییر خصوصیات سلولی، سلول

et al., 2008 .)ی تحریک پراکسیداسیون لیپیدی، تغییر در فعالیت کش دیازینون ممکن است به واسطهاثرات سمی حشره
-Ibrahim and Elهای آزاد که در مرگ سلولی نقش دارند باشد )، و رادیکالDNAهای آنتی اکسیدانی، آسیب به آنزیم

Gamal, 2003.)  را در پی دارد، که منجر به کاهش استروژن سازی  های گرانولوزاکاهش ضخامت لایهدیازینون در موش
 Mohseniشود )های تحلیل رفته میو افزایش تعداد فولیکول های گرانولوزاشود، که این خود نیز سبب کاهش رشد سلولمی

Kochesfahani et al., 2008 .)های کومولوس، این فرضیه ایجاد شده اس این ارتباط تنگاتنگ بین اووسایت و سلولبر اس
 Pocar) های کومولوس ممکن است هدفی برای اثر سموم شیمایی در خلال تکامل اووسایت محسوب شونداست که سلول

et al., 2003.) ها باعث تغییر متیلاسیون کشآفتDNA دشونها نیز میدر ناحیه پروموتر ژن (Baccarelli and Bollati., 

 DNA کش باعث تغییر متیلاسیونزایی دیازینون در انسان نشان داد که این حشرهها در ارتباط با خطر سرطانپژوهش (.2009



 135            و دیگران    قربانعلی نیا/ ... یساز دییاسترو یکننده میتنظ هایژن انیبر ب نونیازدی کشحشره ریتاث پژوهشی( -)علمی 

 

های ارگانوفسفره دارای ویژگی الکیل کننده هستند و کشآفت(. Zhang et al., 2012شود )ها میپروموتر ژن CpGنواحی 
 ی سلول اثرگذار باشند.هسته DNAتوانند بر ترتیب میبدین 

انتقال کلسترول از غشا بیرونی میتوکندری به غشا درونی میتوکندری مرحله ی محدود کننده ی بیوسنتز استروییدهاست. 
رگننولون کلسترول را به پ 21A11CYPمیانجی انتقال کلسترول به غشا داخلی میتوکندری است، در مرحله بعد  1StARپروتین 

به استرون  419Cypآندروستندایون توسط آنزیم  آنزیمی کلیدی در استرادایول و تستوسترون است. 317HSDβتبدیل می کند. 
 تکامل که دهد می نشان متعددی های به استرادایول تبدیل می شود. پژوهش βHSD17تبدیل شده و سپس تحت تاثیر 

 به مربوط شدند بارور موفقیت با که هایی اووسایت انسان، در. شود می کنترل استرادایول غلظت توسط پستانداران اووسایت
 .(Carson et al., 1982) داشتند را استرادایول میزان بالاترین که بودند هایی فولیکول

اورزی در محیط تکامل کش پرکاربرد کشکش دیازینون به عنوان یک آفتبر این اساس در این پژوهش تاثیر افزودن حشره
وس، و هم چنین متیلاسیون های کومولسازی در سلولهای استروییدتنی اووسایت، بر نرخ تکامل اووسایت و بیان نسبی ژنبرون

 ت.ها، مورد بررسی قرار گرفبه عنوان ژن کلیدی در مسیر بیوسنتز استرویید StARجایگاه پروموتر ژن 

 

 مواد و روش ها
 یعیو منابع طب یورزدانشگاه علوم کشا لاتیو ش یمثل دانشکده علوم دام دیتول یولوژیزیف شگاهیپژوهش در آزما نیا
 انجام شد. 95تا مرداد ماه سال  94ماه سال  نیاز فرورد یسار

و  ماریت 5با  یپژوهش در قالب طرح کاملا تصادفترکیبات و مواد مورد استفاده از شرکت سیگما و گیبکو خریداری شدند. 
انجام شده  شیآزما شیبودند که بر اساس پ نونیازیدکش حشرهمتفاوت  یغلظت ها یشیآزما یمارهایتکرار انجام شد. ت 4
 ظتبا غل ماریکه ت کرومولاریم 5/37با غلظت کشنده،  ماریکه ت کرومولاریم 75صفر )شاهد(،  یشدند، و در غلظت ها نییتع
  6DMSO کرومولاریم میبا ن یماریکشنده، و ت مهیبا نصف غلظت ن ماریکه ت کرومولاریم 75/18و ( 5LC 50 کشنده ) مهین

 یماریاستفاده شد، ت نونیازیبه عنوان حلال سم د DMSOاز  بز افزوده شدند. یها تیتکامل اووسا یهاطیکه به مح بودند
 کرومولاریم 375/0با غلظت  یماریت نیهم چن قرار گرفت. یو مورد بررس هیها تهماده بر سلول نیجداگانه به منظور حذف اثر ا

 .در نظر گرفته شد StARژن   ونیلاسیمت زانیم یبررس یکشنده( برا مهیغلظت ن 01/0) نونیازید  کشاز حشره

 

 جمع آوری، آماده سازی و بلوغ برون تنی اووسایت

درجه  33تا  30یر دمادرون فلاسک آب د ،یآورشدند و پس از جمع یآورجمع یبز از کشتارگاه صنعت یهاتخمدان
 منتقل شد.  شگاهیبه آزما گرادیسانت

 تریدر هر ل نیسیگرم استرپتوما یلیم 100و  نیلیس یپن یالمللنیواحد ب 100000که شامل  کیولوژیزیها در سرم فتخمدان
آوری جمعمیلی متر( تخمدان  2-6های آنترال )کومولوس به روش برشی از فولیکول-مجموعه اووسایت. است، شستشو شدند

عدد اوسایت نابالغ سالم تهیه و کشت داده شد. اووسایت ها  900تخمدان جمع آوری شده از کشتارگاه،  200شدند. از مجموع 
هایی که دارای چند لایه کومولوس-تکرار دسته بندی شدند. مجموعه اووسایت 4تایی و هر تیمار شامل  180تیمار  5در 

                                                                                                                                                                 
1. Steroidogenic Acute Regulatory 

2. Cholesterol Side-chain Cleavage Enzyme 

3. 17beta-hydroxysteroid dehydrogenase 

4. Aromatase cytochrome P450 

5. Lethal Concentration 

6. Dimethyl sulfoxide 



 1403، اول ، شمارةمچهارایران، دورة پنجاه و  میداعلوم  هینشر                                                                                                 136

 

 

1SOF بار در محلول  5الی  4یکنواخت بودند انتخاب و به کمک میکروسکوپ تشریحی  های کومولوس و با سیتوپلاسمسلول

HEPES ( شستشو شدندCetica et al.,2001( شستشوی پایانی ،)در محیط تکامل اووسایت  3-4 )گراد درجه سانتی 37بار
ها قطره یو رو، گذاشته تیاووساکشت تکامل  طیاز مح یتریکرولیم 50قطره  11 یتریل یلیم 15×60 تیدر هر پلانجام شد. 

-تیاووسا یهامجموعهقبل از قراردادن  تیتکامل اووسا یهاقطره یحاو تیشد. پل دهیپوشان یروغن معدن تریل یلیم 10با 
 98گراد و با رطوبت یدرجه سانت 5/38 یدرصد، دما 22CO 5 یاراساعت در انکوباتور د 1-2کومولوس درون آن، به مدت 

 داده شد.درصد قرار 
ساعت در  24 یو برا افتندیکشت انتقال  طیاز مح رتیکرولیم 50 طرهکومولوس به درون ق-تیاووسا مجموعه 9-11هر

 SOF HEPES طیحکشت به م طیمح یهاساعت از قطره 24کومولوس پس از -تیاووسا مجموعه انکوباتور قرار داده شدند.
کومولوس از  یاهسلول ت،ینرخ تکامل اووسا یریگاندازه ی، براSOF HEPESها با آن یمنتقل شدند و پس از شست وشو

که به مرحله متافاز  یی بودندهاتیاووسانشان دهنده  ،یجسم قطب مشاهده .ندجدا شد دازیالورونیه میآنز یلهیوسبه  تیاووسا
 .دندی( رسافتهیتکامل  یهاتیاووسا)  II وزیم

 

 cDNAو ساخت  RNAجداسازی 

از  cDNAساخت  یبرا کل استفاده شد. RNA  یجداساز یبرا RNeasy Micro Kit (QIAGEN, 74104) تیاز ک
 یبا استفاده از آغازگرها Real Time PCRواکنش  استفاده شد. Quanti NovaTM Reves Transcription تیک

 انجام شد.( Corbet)کوربت  یبا تابش نور یدر دستگاه چرخه حرارت real time PCR تیو ک یاختصاص

 
Quantitative Real-time PCR  

ها از ژن انیب یریگاندازه یشد و برا نییتع (Real-time PCRدر دستگاه   (CTها چرخه آستانه از نمونه کیهر  یبرا
شاهد به عنوان کنترل  ماریمورد استفاده قرار گرفت. ت ژن نرمال سازیبه عنوان  YWHAZژن  انیاستفاده شد. ب Livakروش 

 cDNAاستفاده شد که غلظت  یبه گونها 10-1 بیبا ضر یهارقت یاستاندارد از سر یمنحن جادیا یبرا در نظر گرفته شد.
ژن با استفاده از  انیحاصل از ب یهاداده یآمار زیبرابر کمتر از استاندارد نخست بود. آنال 10-5مقدار به  5در استاندارد شماره 

دار شد، یها معنداده زیکه آنال یاستفاده شد. هنگام 3GLM هیداده ها از رو هیتجز یانجام شد. برا ( 1/9)نسخه  SASنرم افزار 
 یمارهایت نیانگیدار در میتفاوت معن شتنمجزا به کار برده شد. احتمال وجود دا یمارهایت نیانگیم سهیمقا یآزمون دانکن برا

صورت  Arc sinداده  لیتبد یدرصد یهاداده یشد. برا درصد در نظر گرفته 5با  یتر مساوون با آزمون دانکن کوچکگوناگ
 مدل آماری استفاده شده)طرح کاملا تصادفی( به شرح زیر است:شدند.  زیگرفت و سپس آنال

Yij4 = μ5 + Ti6 + eij7  

 اثر عوامل باقیمانده است.  eijو  i اثر تیمار Tiمیانگین داده،  μام،   iتیمارام از j  مقدار عددی تکرار  Yijدر این رابطه، 

 

 گیری میزان متیلاسیونبرای اندازه DNAسولفیت کردن بی

                                                                                                                                                                 
1. Base Oviduct Fluid 

2. Carbon dioxide 

3. Linear Model General 

4. Jth observation for the ith treatment 

5. Overall mean 

6. Ith treatment effect 

7. Random error 
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DNA  تیکسلول کومولوس در هر تیمار با استفاده از  150ژنومی از تعداد EpiTect Bisulfite استخراج  اژنیشرکت ک
سولفیته گراد نگهداری شد. فرآیند بیدرجه سانتی -20سولفیت، در دمای استخراج شده تا زمان انجام واکنش بی DNA. شد

های غیرمتیله سولفیت، سیتوزیناز شرکت کیاژن انجام شد. تیمار بی EpiTect Bisulfite Kitبا استفاده از کیت  DNAکردن 
توان براساس را می DNAافتد. بنابراین متیلاسیون های متیله اتفاق نمیتوزینتغییر در سی کند، اینرا به یوراسیل تبدیل می

 شناسایی کرد.  CpGهای تغییر نیافته در نواحی غنی از سیتوزین
مورد  StARدر جایگاه پروموتر ژن  CpGناحیه  StAR ،11پروموتر ژن  گاهیجا ونیلاسیمت زانیم یریگاندازه به منظور

 ,.Kacevska et alی پروموتر با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد )گیری میزان متیلاسیون ناحیهبررسی قرار گرفت. اندازه

2012.) 
C/ (C+T)) * 100 (C  نشانگر باز سیتوزین وT )نشانگر باز تیمین است 

 
 Real-time PCRاطلاعات مربوط به آغازگرهای استفاده شده در  .1جدول 

 ندازه محصول ا توالی پرایمر شماره دسترسی نام ژن

(bp) 

StAR NM_001009243.1 
Forward: ՜-GGAGAGCCGGCAGGTCAATG-3 5´ 

Reverse: 5՜-CTTCTGCAGGACCTTGATCTCCTTG-3՜ 
184 

CYP11A1 NM_001093789.1 
Forward: 5՜- AGAGAATCCACTTTCGCCACATC-3՜ 

Reverse: 5՜- GGTCTTTCTTCCAGGTTCCTGAC-3՜ 
227 

βHSD17 XM_012133450.2 
Forward: 5՜- TGGGAGAATGGGCAGTGATC-3՜ 

Reverse: 5՜- TGTTAAGGAAATGGCTTGGG-3՜ 
297 

CYP19 NM_001123000.1 
Forward: 5՜- TCGTGGTTAAAATCCAGGGG-3՜ 

Reverse: 5՜- TCATTGCCTCTTCAACCTGG-3՜ 
360 

YWHAZ NM_001267887.1 
Forward: 5՜- TGTAGGAGCCCGTAGGTCATCT-3՜ 

Reverse: 5՜- TTCTCTCTGTATTCTCGAGCCATCT-3՜ 
115 

 
 DNAمتیلاسیون  PCR آغازگر مورد استفاده در واکنش  .2جدول 

 %CG نام ژن
 

 توالی پرایمر
اندازه 

 (bp) محصول 

StAR 4/41 
 Forward: 5ʹ- GGAAGGGATAGTTAGGAAGTTTGAGATAG -3ʹ 

Reverse: 5ʹ- CACCAAAAACACTCTACCCAAACCTATTC -3ʹ 
434 

 

 نتایج و بحث

، و ژن CYP11A1 ،17βHSD ،CYP19های کش دیازینون بر تکامل برون تنی اووسایت بز و  بیان نسبی ژنتاثیر حشره

StAR های کومولوسدر سلول 

نسبت به گروه شاهد کاهش معنی ،  DMSOکش دیازینون، نرخ بلوغ اووسایت به جز در تیمار با افزایش غلظت حشره
کش باعث حشره نیپستانداران دارد. ا تیاووسا یتننمو برون یرو یاثر منف نونیازیکش دحشره(. 1 داری را نشان داد )شکل

در (. Bonilla et al., 2007دارند ) یچرخه سلول میدر تنظ یشود که نقش اساس یم ییهاکدکننده پروتئین یهاژن انیب رییتغ
و  تیاووسا یقرار گرفتند، کاهش زنده مان نونیازیساعت در معرض د 24 دتکه به م ییهاموش تیاووسا ،یبرون تن طیشرا

و اندوسولفان توسط  روفوسیکلروپ. سمومی مانند را نشان دادند یبوزومیو ر ییایتوکندریم یهااز پروتئین یژن برخ انیکاهش ب
 تیفعال اختلال در نیچنو هم ردیگیکومولوس انجام م یهاسلول یبه واسطه که ییهاها و واکنشتیاووسا یرو میاثر مستق
کاهش نرخ تکامل اووسایت  (.Nandi et al., 2011) شوندیم شیها در گاومتیاووسا یاها باعث کاهش تکامل هستههورمون
ریز به خصوص در تنظیم و یا تراوش توان به علت تغییراتی دانست که در عملکرد غدد درون ها را میکشی آفتبه وسیله
 .Byskov et al( 1997) بنابر گزارش  (.Prakash and Venkatesh, 1996کنند )های گنادوتروپین ایجاد میهورمون
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کنند که بر تکامل یتراوش م ییهاها، فاکتورنیگنادوتروپ کی، و تحت تحردارند FSHو  LH یهارندهیکومولوس گ یهاسلول
 گذارد.یاثر م تیاووسا

سازی عمل هورمون یا فعالیت به عنوان ریز را توسط شبیهند سیستم تولید مثلی یا غدد درونها قادرکشبرخی از آفت
 Sonnenscheinها، تغییر بدهند )ی هورمونزا، یا تغییر بیان گیرندههای درونآنتاگونیست آن، تعدیل سوخت و ساز هورمون

and Soto, 1998 .)ی آرنال و دهد که لیندان به صورت مستقیم استرویید سازی را در غدههای گوناگونی نشان میگزارش
هم (. Walsh and Stocco, 2000دهد )غدد جنسی مهار کرده و از این راه عملکرد تولید مثلی حیوانات را تحت تاثیر قرار می

کاهش متابولیسم استرادایول و اختلال در عملکرد آن  باعث P450های سیتوکروم ها از راه مهار آنزیمچنین ارگانوفسفره
 شوند.می

کش دیازینون به محیط تکامل برون تنی اووسایت بز، های متفاوت حشرهپژوهش حاضر نشان داد که با افزودن غلظت
(. نتیجه به دست آمده با نتایج 2کاهش نشان داده است )شکل  CYP11A1، 17βHSD ،CYP19بیان ژن های 

(1996)Tiemann et al.  تنی اووسایت، باعث کاهش نرخ که گزارش دادند گروهی از سموم شیمیایی در شرایط کشت برون
های گرانولوزای گاو می شوند، همخوانی دارد، همچنین و پروژسترون توسط سلول 17رشد اووسایت و مهار ساخت استرادیول 

ن داد دیازینون در موش میزان پروژسترون سرم خون، قطر که نشا.Mohseni Kochesfahani et al ( 2008) با پژوهش
دهد، و در نتیجه منجر به کاهش استروژن سازی های گرانولوزا را به طور معنی داری کاهش میفولیکول گراف و ضخامت لایه

های تحلیل یکولهای گرانولوزا و افزایش تعداد فولشود. این کاهش در میزان استروژن سازی سبب تشدید کاهش رشد سلولمی
بلکه در غلظت  ،کش  دیازینون مشاهده نشدهای متفاوت حشرهکاهش بیان ژن در غلظت StARاما در مورد ژن . شودرفته می

μM 75/18 داری در بیان ژن افزایش معنیStAR  (2015) (. در پژوهش2شد )شکل  نسبت به گروه شاهد دیده Guerrero-

Netro et al.  های گرانولوزا گاو باکشت سلولنشان داده شد که Deoxynivalenol (DON تغییری در میزان )mRNA 
چنین گزارشاتی وجود دارد شده است. هم CYP19A1ژن  mRNA نداشته ولی باعث کاهش میزان  CYP11A1و  StARژن 

کنند که ممکن است هیدروکسیلاز استرویید را ها، سیستم های آنزیمی مختلفی را القا میکشدهد برخی از آفتکه نشان می
 (. Trapp et al., 1984)افزایش دهند 

اثرات سمی دیازینون ممکن است به واسطه ی تحریک نشان داد که Ibrahim and El-Gamal   (2003)پژوهش
آزاد که در مرگ سلولی های ، و رادیکالDNAهای آنتی اکسیدانی، آسیب به پراکسیداسیون لیپیدی، تغییر در فعالیت آنزیم

 نقش دارند، باشد. 
و افزایش تولید استروژن و در  P450سم دیوکسین احتمالا از طریق فعال کردن نا به جا یا القای نا به جای بیان ایزوآنزیم 

 (.Peterson et al., 2010شود )نتیجه افزایش اثرات استروژنی بر بافت اندومتریوم، باعث افزایش اندومتریوز می
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تکرار آزمایشی است. حروف نامشابه در  4اووسایت در  180هر تیمار شامل  تنی اووسایت بز.های متفاوت دیازینون بر نرخ تکامل برونتاثیر غلظت .1 شکل

  است. 05/0دار در سطح ی اختلاف معنیدهنده هر ستون نشان
های کومولوس. حروف نامشابه در سلول CYP19و  StAR ،CYP11A1 ،17ΒHSDهای کش دیازینون بر بیان نسبی ژنهای متفاوت حشرهتاثیر غلظت .2شکل 

 درصد است. 5دار در سطح ی تفاوت معنینشان دهنده

 
 های کومولوس.در سلول StARکش دیازینون بر متیلاسیون جایگاه پروموتر ژن های متفاوت حشرهتاثیر غلظت. 3جدول 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

 5/66 9/86 2/96 5/92 2/89 2/88 8/87 9/90 5/72 1/87 8/84 شاهد

DMSO 7/83 8/90 6/71 8/89 7/85 1/84 5/83 8/89 7/91 9/81 5/59 

375/0  μM 5/81 91 2/69 5/88 5/84 84 83 5/88 5/89 5/83 2/57 

75/18 Mμ  8/84 6/91 67 5/90 8/85 84 84 90 90 6/80 1/51 

5/37 μM  7/80 7/89 5/70 1/89 82 5/85 5/83 89 91 82 5/54 

 های بررسی شده در جایگاه پروموتر هستند. CpGی نشان دهنده 11تا  1اعداد وارد شده در جدول به درصد هستند. اعداد 

 تکرار آزمایشی است. 4اووسایت در  180هر تیمار شامل 
 

 های کومولوسدر سلول StARمتیلاسیون جایگاه پروموتر ژن بر  نونیازیکش  دحشره ریتاث

نشان داده شده   3، در جدول StARکش دیازینون بر میزان متیلاسیون جایگاه پروموتر ژن های متفاوت حشرهتاثیر غلظت
 در پروموتر ژن مورد بررسی قرار گرفت.  CpGمکان  11است. میزان متیلاسیون 

با تغییر در ( Yu et al., 2008) سیژن فعالتولید اک ها از طریق چندین فرآیند سلولی شامل تنش اکسیداتیو یاکشآفت
و بدین ترتیب، با تغییر  (Shepherd et al., 2006)در موش شده  DNAها باعث متیلاسیون ترانسفرازمتیل DNAفعالیت 

 (.Zhang et al., 2012) شوندهای دخیل در رشد سلولی و بروز سرطان میالگوی متیلاسیون باعث افزایش یا کاهش بیان ژن
( و با کاهش بیان ژن هایپرمتیلاسیون Kass et al., 1997ه طور کلی افزایش بیان ژن اغلب با کاهش متیلاسیون پروموتر )ب

ژنتیک این فرضیه وجود دارد که قرار گرفتن در مورد اپی(. Orphanides and Reinberg., 2002پروموتر ژن همراه است )
 Deutch and Hansen( ارتباط دارد )DNA)ارتباط معکوس با متیلاسیون  DNAها با هایپومتیلاسیون در معرض آلاینده

های در سلول StARکش دیازینون بر متیلاسیون جایگاه پروموتر ژن های متفاوت حشرهدر این پژوهش تاثیر غلظت(. 2000
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مربوط  StARپروموتر ژن  11شماره  CPG کومولوس مورد بررسی قرار گرفت. نتایج به دست آمده از پژوهش نشان داد که در 
کش دیازینون، نسبت به گروه شاهد کاهش در میزان متیلاسیون وجود دارد. میکرومولار از حشره 75/18به تیمار با غلظت 

میکرومولار نسبت به تیمار شاهد افزایش  75/18در غلظت  StARنشان داده شده است، بیان ژن  2همان گونه که در شکل 
جایگاه  11شماره  CPG است که این افزایش بیان ژن می تواند به علت کاهش میزان متیلاسیون درداری پیدا کرده معنی

ها مرتبط است و در افرادی که در معرض آلاینده ها با طیف گسترده ای از بیماری DNAپروموتر باشد. متیلاسیون نابجای 
 Kimها با متیلاسیون، کاملا خطی نیست )غلظت آلاینده (. منحنی پاسخ بهBalada et al., 2007قرار دارند اتفاق می افتد )

et al., 2010های هورمونی است که دارای اثرات (. در واقع تاثیرات غلظت پایین یک ویژگی مهم در مورد تخریب کننده
 ,.Welshons et alهای بالا دارای اثرات ضعیف و یا بدون اثر هستند )های پایین هستند اما در غلظتزیستی قوی در غلظت

کش دیازینون دارای اثر گذاری میکرومولار از حشره 75/18می توان احتمال داد که غلظت  StAR(. بنابراین در مورد ژن 2006
 میکرو مولار است. 5/37بیشتری نسبت به غلظت 

 

 یریگ جهینت
نرخ  یدار یبه طور معن نونیازیحشره کش د هایغلظت شیپژوهش نشان داد که افزا نیبه دست آمده از ا هایافتهی

باعث  نونیازیمتفاوت حشره کش د هایغلظت نیها را نسبت به گروه شاهد کاهش داد. هم چن تیاووسا یتکامل برون تن
 انیب StARشاهد شده است. در مورد ژن  مارینسبت به ت CYP11A1 ،17βHSD ،CYP19 هایژن ینسب انیکاهش ب

ژن احتمالا با کاهش  ینسب انیب شیافزا نینشان داده است، که ا شیافزا نونیازیداز  کرومولاریم 75/18درغلظت  ینسب
 غلظت از سم مرتبط است. نیدر ا StARپروموتر ژن  گاهیدر جا DNA ونیلاسیمت
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