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 و زهرزنبور بر بلوغ آزمايشگاهي فوليكولهاي پره آنترال موش متفورمين توأم تأثيربررسي 

  علي طوسي و هما محسني كوچصفهاني، محمد نبيوني، *مهناز آذرنيا

  گروه زيست شناسي ،زيستي دانشكده علوم  خوارزمي،دانشگاه تهران، 

  1/9/90: تاريخ پذيرش  11/11/88: تاريخ دريافت

  چكيده

اين دارو همچنين در بهبود بيماران سندرم پلي كيستيك . استفاده مي شود 2كه جهت كنترل ديابت نوع مين سالهاست متفور
متفورمين از طريق فعال مطالعات نشان مي دهد . ثر بوده استؤ، اعاده سيكلهاي قاعدگي و القاي اوولاسيون م(PCOS)تخمدان

ي موش تخمكهامي تواند موجب پيشروي بلوغ ميوزي (AMPK) مونو فسفاتكردن پروتئين كيناز فعال شونده توسط آدنوزين 
ما در  in vivoمطالعات . زهرزنبور تركيبي پيچيده از آنزيمها، پروتئين، پپتيد و سايتوكين ها است. گردد in vitroدر محيط  

 اين دو تأثيربا فرض . مدان مي باشدي تخفوليكولهاو تكوين  PCOSحاكي از اثرات درماني زهرزنبور بر بيماران تحقيقات قبلي 
متفورمين و  توأماثر  هدف اين تحقيق بررسي تخمكهاي تخمدان موش و نيز نرخ بلوغ فوليكولهابر رشد و ميزان ماندگاري 

 α-MEMروزه خارج و در محيط كشت قطره اي  14ي نابالغ از تخمدان موشهاي فوليكولهابدين منظور . بوده است زهرزنبور
صورت همزمان به محيط ه و نيز بطور جداگانه ه بزهرزنبور  و متفورمين. داده شد روز كشت 14مدت ه مينرال ب تحت روغن

بررسي و هر دو روز يكبار  به صورتشت و نيز ميزان ماندگاري آنها تا روز چهارم ك فوليكولهاقطر . اضافه شد كشت فوليكول
و وضعيت شد استفاده  rEGFو  hCGمنظور القاي اوولاسيون از ه هم بدر روز دوازد .ميكروسكوپي قرار گرفتند مورد سنجش

،  P) >01/0(در روز دوم كشت در اثر تيمار با متفورمين فوليكولهايافته ها نشان داد كه قطر . گرديد ي اووله شده بررسيتخمكها
در  فوليكولهاز چهارم كشت نيز رشد در رو. معني داري افزايش يافت به طور P) >05/0( توأمدر گروه  و P) >05/0(زهرزنبور

درصد ماندگاري . را نشان داد افزايش معني داري P) >01/0( توأمدر گروه و  P) >05/0(، زهرزنبورP) >001/0(گروه متفورمين 
،  P) >001/0(در گروه متفورمين GVي تخمكهادرصد . معني دار نبوداز گروههاي تيمار شده هيچكدام در  فوليكولها
و  MІي تخمكهاطور معني داري كاهش يافت و در مقابل بر تعداد ه ب P) >01/0( توأمدر گروه تيماري  و P) >01/0(زهرزنبور

MІІ ) مرحله متافازІ  وІІ (در ضمن اختلاف معني . در هر سه گروه تيماري افزوده شد؛ هرچند كه اين افزايش معني دار نبود
 همزمان تأثيريد ؤتواند م مييافته هاي اين تحقيق بنابراين . ا مشاهده نشدداري در ميزان تشكيل حفره آنتروم ميان گروهه

و نيز افزايش پيشروي و بلوغ ميوزي تخمك  in vitroي تخمدان در محيط فوليكولهازنبور بر افزايش رشد  متفورمين و زهر
  .كه بر روي هم موجب آمادگي بيشتر آن براي لقاح مي شود باشد

  ي تخمدانفوليكولهاي پره آنترال، متفورمين،  كشت و بلوغ آزمايشگاهي فوليكولهانبور، ز زهر :كليديه هاي واژ

 azarnia@khu.ac.ir :پست الكترونيكي ، 09121304556: تلفن ،نويسنده مسئول* 

 مقدمه

يندي پويا بوده كه با تقسيم و آفوليكولوژنزيس تخمداني، فر
هاي ي سوماتيك يعني سلولسلولهاتمايز قابل ملاحظه 

فوليكول در حال تكوين، . گرانولوزا مشخص مي شود
محيطي مناسب و مطلوب را جهت بلوغ تخمك فراهم مي 

هدف اصلي اووژنزيس، توليد تخمك شايسته از  ).7(آورد
تخمك براي   .نظر رشدونموي با قابليت باروري است

حصول باروري نياز به ظرفيت از سرگيري ميوز و قابليت 
در  .دارد) بلوغ هسته اي( ІІه ي متافاز تكميل آن تا مرحل
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طول دوره جنيني، تخمك بدوي كه خود حاصل تقسيمات 
ميتوزي اووگوني است وارد ميوز شده اما در مرحله 
 ديپلوتن اولين تقسيم ميوزي يعني مرحله ژرمينال وزيكول

يندي آفر) بلوغ هسته اي(بلوغ ميوزي ).19(متوقف مي شود
ا تخمك اوليه، ميوز را از سر دو مرحله اي است كه ابتد

گرفته و در متافاز تقسيم دوم ميوزي متوقف مي شود و در 
مرحله دوم تخمك ثانويه حاصل، در هنگام اوولاسيون و 
در صورت قرار گرفتن در معرض اسپرم، دومين تقسيم 
ميوزي خود را تكميل نموده و تخمك بالغ را پديد 

 in( تخمكامروزه كشت آزمايشگاهي ). 24(آورد  مي

vitro maturation  ( ترين روشها در درمان مؤثريكي از
جهت كمك به  مؤثر يگاماختلالات باروري بوده و 

 يائسگيتخمدان و  كيستيكي به پل انيچون مبتلا يمارانيب
متفورمين دارويي ضد ديابت از دسته ي  .ستزودرس ا

گسترده اي به عنوان يك  به طوراست كه  )باي گوانيدها(
 2ور حساس كننده به انسولين، در كنترل ديابت نوع فاكت

متفورمين گلوكونئوژنز را مي كاهد، ). 15( مصرف مي شود
ساير . كه به كاهش برون دهي گلوكزي كبد مي انجامد

فعاليتهاي فارماكولوژيكي متفورمين، شامل افزايش 
گليكوژن و  به صورتكسيداسيون گلوكز و ذخيره آن ا

دارو موجب مهار اكسيداسيون چربي است و نيز اين 
متفورمين جذب روده اي گلوكز را . اسيدچرب مي گردد

كاهش مي دهد كه به نرمال سازي ميزان گلوكز خون كمك 
اثرات متعدد متفورمين در اكثر بيماران ). 26(مي كند

PCOS  منجر به كاهش مقادير آندروژن محيطي، اعاده
ه ب خود سيكلهاي قاعدگي و افزايش ميزان اوولاسيون

و  17(خودي و تحت القاي كلوميفن سيترات شده است 
كينازي - متفورمين مي تواند فعاليت گيرنده تيروزين). 21

 .)14(تغيير دهد سلولهاانسولين را در انواع مختلف 

تنظيم سيكل قاعدگي،  چنين موجب بهبودمتفورمين هم
دهي تخمدان به درمان با كلوميفن سيترات و افزايش پاسخ 

بهبودي حاصل از ). 25و  21(ي اوولاسيون مي گرددالقا
تجويز متفورمين به افزايش حساسيت به انسولين، كاهش 

مقادير انسولين و متعاقب آن كاهش وضعيت 
   .هايپرآندروژنيك نسبت داده مي شود

 مليتين،شامل ( از پپتيدها يزنبور عسل شامل تنوعزهر 

 آنزيمها ،)نآدولاپي ترتياپين، ،  MCDPسكاپين، آپامين،
 هيالورونيداز،اسيد فسفومنواستراز، ، A2فسفوليپاز (

نوراپي  دوپامين، هيستامين،(آمينهاي فعال  ،)ليزوفسفوليپاز
). 5(و تركيبات ديگر مي باشد )نفرين و سروتونين

و ) 1(لفين اين مقاله ؤانجام شده توسط م قبلي مطالعات
 يشروينشان داده است كه زهرزنبور در پ ديگر محققين 

 ، درمان in vivo طيتخمدان در مح يفوليكولها نيتكو

PCOS جيرحم و بهبود نتا ي، درمان انسداد مجار IVF 

 يبا توجه به اثر مثبت دارو. )6و  5 ،4 ،3 ،2( است مؤثر
 يفوليكولهاو رشدونمو  ونياوولاس يالقادر  ن،يمتفورم

 و  in vitro و in vivo طيو تحت شرا مارانيتخمدان، در ب
بر رشد و بلوغ  زنبور عسلزهر ميبا توجه به اثر مستق

اين  در in vivo طيشرادر  تخمكهاتخمدان و  يفوليكولها
عنوان هدف اصلي كار انتخاب ه اين دو ب توأم تأثيرتحقيق 

  .ي آنها مورد بررسي قرار گيردايگرديد تا هم افز

  اهروشمواد و 
روش روز انتخاب و به  14با سن  NMRIي نژاد موشها

استريل  در محيط. كشته شدندجابه جايي مهره هاي گردن 
و تخمدانها جدا و در محيط كشت قطره اي باز شده  موشها

 α-MEM  حاويFBS 5% مينرال قرار تحت روغن 
ي جدا شده از نظر داشتن تخمك گرد و فوليكولها. گرفتند

ي گرانولوزا، غشاي سلولهامركزي و داشتن لايه هاي 
ي تكا و نيز قطر مناسب در سلولهايه ظريف گرانولوزا و لا

. قرار گرفتندزير ميكروسكوپ معكوس تحت بررسي 
ي مناسب، برداشته شده و به قطره هاي جديد فوليكولها

،  FBS 5%(و تمامي مكملها  α-MEMحاوي محيط كشت 
1% ITS  ،FSH 100 mIU/ml(  و در زير روغن مينرال

مدت ه ب يكولهافولسپس ظروف كشت حاوي . منتقل شدند
  CO2 5%درجه سانتي گراد و  37روز در انكوباتور  12
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در روزهاي صفر،  فوليكولهاقطر ). 22و  8(نگهداري شدند 
 100دوم و چهارم كشت توسط اكولر مدرج، با بزرگنمايي 

ميكروسكوپ معكوس و با محاسبه دو قطر عمود بر هم بر 
ريپان بلو با استفاده از ت ).8(شد حسب ميكرومتر تعيين 

ي دژنره، آسيب ديده و زنده بر اساس فوليكولهادرصد  4/0
شدت رنگ پذيري تعيين شدند و پس از پايان اين مرحله 
و جمع بندي نتايج حاصله مناسب ترين اندازه فوليكولي 

ميكرومتر در  170تا  120جهت مطالعات بعدي اندازه بين 
رهايي توسط فاكتو فوليكولهادژنره شدن . نظر گرفته شد

ي گرانولوزا، تيرگي و سلولهانظير ميزان رشد و پراكندگي 
به ظرف  فوليكولهاي گرانولوزا، چسبندگي سلولهاروشني 

كشت، وجود فضاهاي مملو از مايع، تشكيل حفره آنتروم و 
به روز از كشت  12ودهنگام، در طي عدم اوولاسيون ز

هر دو روز يكبار، در زير ميكروسكوپ معكوس  صورت
و بلوغ  جهت القاي تخمك گذاري .)20(ي شد بررس

تخمك، در روز دوازدهم، محيط قطره ها با محيط حاوي 
hCG 1.5 IU/ml  وrEGF 20 ng/ml   و  11(تعويض شد

ي تخمكهاساعت بعد، چگونگي بلوغ  48تا  16و ) 22
هدف با توجه به اينكه  ).23(اووله شده بررسي گرديد 

 تفورمين بوده است؛اصلي بررسي اثر همزمان زهر و م
منظور بلوغ آزمايشگاهي ه براي متفورمين ب مناسب غلظت

از بين ؛ و )16(در نظر گرفته شد M  5 -10تخمك، غلظت 
زهر زنبور پس از انجام آزمايشهاي  هاي مختلفزد
زسنجي، غلظت د μg/ml1  در اين تحقيق براي آزمايش

تغييرات قطر فوليكول در . شدمناسب تشخيص داده 
هاي دوم و چهارم كشت، ميزان بقا، دژنراسيون، تشكيل روز

به دست آمده در  MІІو  GV ،MІيتخمكهاآنتروم و تعداد 
در  one way Anovaهر گروه و بين گروهها، با آزمون 

از نظر آماري در . داخل گروه و بين گروهها سنجيده شد
 براي .معني دار محسوب شد) >P 05/0(آزمون هاي فوق 

ترتيب از نرم افزارهاي ه ي و رسم نمودارها بآناليز آمار
SPSS  وExcel استفاده شد.   
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مقايسه قطر متوسط فوليكولها بين گروههاي كنترل و  -1نمودار

متفورمين در روزهاي دوم و چهارم كشت كه حاكي از رشد معني دار 
 . فوليكولها در گروه متفورمين نسبت به گروه كنترل است

(**P<0.01, ***P<0.001) (Mean ±SEM)  
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مقايسه قطر متوسط فوليكولها بين گروههاي كنترل و  -2نمودار 
در روزهاي دوم و چهارم كشت كه حاكي از رشد  (BV)زهرزنبور

. معني دار فوليكولها در گروه زهرزنبور نسبت به گروه كنترل است
BV = Bee venom     (*P<0.05)  (Mean ±SEM) 

  نتايج
روز در گروه كنترل و گروههاي  4ت مده ب فوليكولهاقطر 

تيماري متفورمين، زهرزنبور و هم افزايي متفورمين با 
ي گروه فوليكولهاقطر متوسط . زهرزنبور سنجيده شد

و در  m μ 73/29±52/171كنترل در روز دوم كشت برابر
مي باشد كه  mμ 4/14±67/209گروه متفورمين برابر 

يان اين دو گروه م P) >01/0(حاكي از اختلاف معني دار
ي گروه كنترل در فوليكولهاهمچنين قطر متوسط . است

و در گروه  mμ 84/65±97/239روز چهارم كشت برابر  
بود كه اختلافي معني   μm  82/66±57/286متفورمين برابر

نمودار (ميان اين دو گروه را نشان مي دهد P) >001/0(دار
روز دوم  ي گروه زهرزنبور درفوليكولهاقطر متوسط ). 1

بود كه حاكي از اختلاف  m μ 51/34±64/206كشت برابر 
. اين گروه با گروه كنترل است بين P) >05/0(معني دار

ي گروه زهرزنبور در روز فوليكولهاچنين قطر متوسط هم
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بوده كه بيانگر  mμ 99/61±43/277چهارم كشت برابر  
ل ميان اين گروه با گروه كنتر P) >05/0(تفاوتي معني دار

ي گروه هم افزايي فوليكولهاقطر متوسط ). 2نمودار ( است
 mμزهرزنبور در روز دوم كشت برابر -متفورمين

 >05/0(بود كه حاكي از اختلاف معني دار 16/27±89/215
(P  چنين قطر هم. اين گروه با گروه كنترل است بين

زهرزنبور -ي گروه هم افزايي متفورمينفوليكولهامتوسط 
بوده كه  mμ 349/26±61/291كشت برابر در روز چهارم 

ميان اين گروه با گروه  P) >01/0(بيانگر تفاوتي معني دار
بين گروههاي تيماري، از نظر ). 3نمودار (كنترل است

، هيچ اختلاف معني داري فوليكولهاتفاوت در قطر متوسط 
در گروه كنترل  فوليكولهادرصد زنده ماندن . مشاهده نشد

، گروه )درصد 11/71(وه متفورمين ، گر)درصد 10/64(
-و گروه هم افزايي متفورمين) درصد 09/59(زهر زنبور 
است كه در هيچ گروهي نسبت ) درصد 83/64(زهرزنبور 

درصد . به گروه كنترل اختلاف معني داري ديده نشد
ماندگاري در گروههاي تيماري متفورمين و هم افزايي 

تيماري زهرزنبور زهرزنبور افزايش و در گروه -متفورمين
كاهش يافته بود و بنابراين بين گروه تيماري متفورمين، با 

 .P) >05/0(گروه تيماري زهرزنبور تفاوت معني دار بود
، در )درصد 46( درصد تشكيل آنتروم در گروه كنترل

، گروه )درصد 43/48(ي تيماري متفورمينگروهها
 46(زهرزنبور-، و گروه متفورمين)درصد 23/44(زهرزنبور

است كه هيچ اختلاف معني داري ميان گروهها ) درصد
مشاهده شده در گروه  GVي تخمكهادرصد . ديده نشد

 25/31(ي تيماري متفورمين گروهها، در )درصد 52( كنترل
-و گروه متفورمين) درصد 61/34(، گروه زهرزنبور)درصد

 GVدرصد بقاي ). 1جدول ( بود) درصد 9/33( زهرزنبور
متفورمين نسبت به گروه كنترل كاهش  در گروه تيماري

درصد بقاي ). 4نمودار ( P) >001/0(معني داري داشت 
GV  ي زهرزنبور و گروه هم افزايي زهرزنبورگروههادر -

متفورمين نيز نسبت به گروه كنترل به طور معني داري 
درصد تكوين هسته ). 4نمودار ( P) >01/0(كاهش يافت

در گروه  MІتا مرحله  فوليكولهاي تخمكهااي و پيشروي 
 ، گروه زهر%)31/45(، گروه متفورمين%)32(كنترل
زهر - و گروه هم افزايي متفورمين) درصد 23/44(زنبور
درصد تكوين ). 1جدول(بوده است) درصد 37/42(زنبور

در هر سه گروه تيماري  MІهسته اي تخمك تا مرحله ي 
ي نسبت به گروه كنترل افزايش يافت اما اين اختلاف معن

ي تيماري نيز تفاوت معني داري گروههابين . دار نبود
ي تخمكهادرصد تكوين هسته اي و پيشروي . مشاهده نشد

، گروه %)16(در گروه كنترل MІІفوليكول تا مرحله ي 
و ) درصد 15/21(، گروه زهرزنبور)درصد 44/23(متفورمين

. است) درصد 73/23(زهرزنبور-گروه هم افزايي متفورمين
در هر سه  MІІن هسته اي تخمك تا مرحله ي درصد تكوي

گروه تيماري نسبت به گروه كنترل افزايش يافت اما اين 
ي تيماري نيز تفاوت گروههابين . اختلاف معني دار نبود
  ).1جدول ( معني داري مشاهده نشد
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  در بين گروههاي مورد GVبقاي تخمك  مقايسه درصد -4نمودار 
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در همه  GVتخمك هاي مطالعه كه حاكي از كاهش معني دار ميزان 
 = Met.    گروههاي تيماري نسبت به گروه كنترل است

Metformin         BV = Bee venom            BV-met = 

Bee venom-metformin     (**P<0.01, ***P<0.001) 
(Mean ±SEM) 

  
  (P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001*)تكوين فوليكولهاي كشت شده در گروههاي مختلف مورد مطالعه  -1جدول 
) كنترل(با گروه  GVمعني دار بوده است و نيز درصد تخمكهاي ) زهرزنبور( و) متفورمين(بين گروههاي ) درصد فوليكول زنده(درصد ماندگاري

  . مقايسه شده است
MІІ تخمك  
  )درصد(تعداد

MІ تخمك  
  )درصد(تعداد

GVتخمك  
  تعداد درصد

 تشكيل آنتروم
)درصد(تعداد

 دژنره
)درصد(تعداد

 زنده
)درصد(تعداد

 
تعداد 
  كل

  
  گروه

  
)16(8 

  
)32(16 

  
)52(26 

 
)46(23 

 
)9/35(28 

 
)10/64(50 
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)44/23(15 
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***  
)25/31(20 
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)11/71(64 

 
90 

  
 (Met)متفورمين

  
)15/21(11 

  
)23/44(23 

**  
)61/34(18 

 
)23/44(23 

 
)90/40(36 

 
)09/59(52 

 
88 

  
 (BV)زهرزنبور

  
)73/23(14 

  
)37/42(25 

**  
)9/33(20 

 
)46(42 

 
)16/35(32 

 
)83/64(59 

 
91 

  
-Met)زهرزنبور -متفورمين

BV) 

                

  بحث
يند لقاح از اهميت خاصي آكيفيت و ساختار تخمك در فر

در پستانداران بلوغ تخمك، توسط توقف . برخوردار است
در طي بلوغ هسته . ناخته مي شوديا تداوم تقسيم ميوز ش

سوي شده و به  (GVBD)ي نابالغ دستخوش تخمكهااي، 
پيشروي و بلوغ ميوزي . پيش مي روند  ІІ(MІІ)متافازميوز

توسط فاكتورهاي گوناگوني تنظيم مي شود؛ از جمله آنها 
يند سلولي را توسط آپروتئين كينازها هستند كه فر

اين كينازها شامل . ندفسفريلاسيون تنظيم و تعديل مي كن
MAPK3/MAPK1   ياMAPK3/1 براي مثال . است

افزايش  MІІ، بلوغ تخمك را در مرحله MAPK1فعاليت 
تنظيم كننده اي مهم براي بلوغ ميوزي   cAMP  . مي دهد

تبديل مي شود، كه  AMP-'5به  cAMPهمچنين . است

AMPK   فعاليت در موش  ).10(كندرا فعال مي ،AMPK 
را تحريك كرده كه حاكي  تخمكهاتقسيم ميوز در  ، تداوم

). 12و  9(از نقش كليدي كينازها در بلوغ تخمك است
و همكاران نشان داد كه هم افزايي متفورمين  Leeمطالعات 

و انسولين، موجب افزايش بلوغ آزمايشگاهي تخمك و بالا 
 in vitroرفتن ميزان تشكيل بلاستوسيست در محيط 

نظر مي رسد متفورمين از طريق اثر به . )16( شود مي
مستقيم بر مكانيسمهاي مولكولي داخل سلولي تخمك و 

به ي كومولوس مي گذارد؛ سلولهار هم چنين اثراتي كه ب
غير مستقيم بر تخمك اثر كرده و موجب بهبود كيفيت  طور

اثر انسولين بر روي  .آن مي گردد)شايستگي رشد و نموي(
شده شامل تحريك تكثير ي تخمداني كشت داده سلولها

ي گرانولوزا سلولهاسلول گرانولوزا و توليد پروژسترون از 
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بدين ترتيب، انسولين پتانسيل رشدونموي . و تكا مي باشد
را بالا مي برد و متفورمين فعاليت انسولين را در  تخمكها

متفورمين از طريق افزايش  . مي افزايد IVC 3و  IVMطي  
د گلوتاتيون به عنوان عامل از بين برنده راديكالهاي تولي

بر تخمك شده و بلوغ آن  تأثيرآزاد توانسته است موجب 
  ).16(نمايد ءرا القا

Sonntag  و همكاران در تحقيق خود شاهد افزايش معني
ي گرانولوزا در اثر تيمار متفورمين سلولهادار قابليت حيات 

به آپوپتوز مي  سلولها بوده اند؛ كه در اثر كاهش حساسيت
نيز ميزان ماندگاري تحقيق حاضر  و در) 23(باشد 

در گروه تيماري متفورمين افزايش يافت هر چند  فوليكولها
،  AMPKفعاليت . كه اين ميزان معني دار نبوده است

ي موش تخمكهاپيشروي تقسيم ميوز و بلوغ ميوزي را در 
وجود فعال م AMPKبر روي هم رفته، . تحريك مي كند

  vitro ، يك سيگنال القا كننده ميوزي در محيط تخمكهادر 
in   متفورمين در موش موجب  ).13و  9( شودشمرده مي

عنوان القا ه در موش بAMPK . مي شود AMPKفعاليت 
زمان بندي . كننده پيشروي و بلوغ ميوزي عمل مي نمايد

. اين مدعا باشد  پيشروي ميوز در موش، شايد دليلي بر
بسيار  IVM، در موش، در طي  (GVBD)روي ميوزي پيش
در مطالعه ). 13(روي مي دهد) ساعت 2در مدت (زود

Mansfield  و همكاران، مشخص گرديد كه متفورمين با
ي كومولوس در محيط كشت، سلولها مستقيم بر تأثير

ده استروئيدها شده و موجب خاموشي ژنهاي توليد كنن
مي شود؛  سلولهااين  در OMIچنين باعث كاهش توليد هم

بدين طريق متفورمين باعث پيشبرد و تسريع  بلوغ تخمك 
مي توان از نتايج محققين روي هم رفته ). 18(مي گردد 

نتيجه گرفت كه متفورمين در موش، از طريق فعاليت 
AMPK  موجب تسريع و پيشبرد تداوم ميوزي و ورود به
GVBD تحقيق اين  با يافته هاي اين موضوع مي شود، كه

كه حاصل از مطالعات سلولي و ميكروسكوپي مي باشد 
متفورمين با كاهش معني دار درصد . سازگار است

همراه بود و از سويي ديگر موجب افزايش  GVي تخمكها

چنين متفورمين سبب هم. شد MІІو  MІي تخمكهادرصد 
در روزهاي دوم و چهارم  فوليكولهاافزايش رشد معني دار 

خود حاكي از نقش مثبت متفورمين در كشت شده است كه 
از اين نتايج اين طور بر .  ي تخمدان استفوليكولهاتكوين 

نيز با اثر مستقيم  in vitroمي آيد كه متفورمين در محيط 
، افزايش ماندگاري آنها، القاي فوليكولهاخود سبب رشد 

پيشروي و بلوغ ميوزي تخمك و در نهايت آمادگي بيشتر 
در پژوهشي كه از تزريق درون . مي گرددآنها براي لقاح 

تخمداني زهرزنبور به روش لاپاروسكوپي، براي درمان 
، اندروستنديون و  LHاستفاده شد؛ از ميزان  PCOSبيماران 

هم . تستوسترون كاسته شد كه بيانگر بهبود بيماري است
از آنها  درصد 75اوولاسيون در  چنين در اثر تيمار اين زهر،

از ) . 3(بيماران روي داد درصد 50ارداري در شد و ب ءالقا
به دليل دارا  ويژه مليتين و آپامين،ه تركيبات زهر زنبور ب

سترون در لوله بودن اثر تحريكي بر استروژن و پروژ
منظور درمان ناباروري ناشي از انسداد ه فالوپ؛ مي توان ب

ميزان باروري و  زهر زنبور. مجاري فالوپ استفاده كرد
در .  )4(بخشيدنسداد مجاري فالوپ را بهبود درمان ا

آزمايشي ديگر مشاهده شد كه زهر زنبور نسبت به 
گنادوتروپين ها، اثر بيشتري در افزايش وزن تخمدان و نيز 

بنابراين اثر زهرزنبور بر . ي پره آنترال داردفوليكولهاتعداد 
رشدونمو فوليكولي رتها، بيشتر از گنادوتروپين ها مي 

نيز حكايت از رشد معني اين تحقيق يافته هاي   ).5(باشد
ي تحت تيمار زهرزنبور، كاهش معني دار فوليكولهادار 

دارد  MІІو  MІي تخمكهاو افزايش بيشتر  GVي تخمكها
و  فوليكولهاكه حاكي از نقش مثبت زهرزنبور بر تكوين 

اما بايد يادآور شد كه ميزان . بلوغ بيشتر تخمك است
به طور غير معني داري كاهش يافت  هافوليكولماندگاري 

كه ممكن است در اثر خواص آپوپتوتيك و ليزكنندگي 
زهر زنبور غني از سايتوكين است كه يكي  .زهرزنبور باشد

سايتوكين هاي . است (GM-CSF)از عمده ترين آنها  
توليد شده توسط تخمدان، از طريق مكانيسمهاي اتوكرين 

ين ها را تنظيم و تعديل و پاراكرين، عملكرد گنادوتروپ
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. كنند كه در جهت تقويت يا تضعيف فعاليت آنها است مي
در تحقيقي، اثر زهر زنبور بر رشدونمو فوليكولي رتهاي 

يافته ها نشان داد كه وزن تخمدان در اثر . نابالغ بررسي شد
همچنين تعداد . افزايش يافت درصد 25زهر زنبور 

ي فوليكولهايز اثر بر برابر و ن 9/6ي بزرگ تا فوليكولها
بنابراين زهر . برابر افزايش نشان داد 9/3بدوي و اوليه تا 

ي بدوي، اوليه و پره آنترال را به فوليكولهازنبور تكوين 
ي فوليكولي نقش سلولهاپيش مي برد و در تمايز و بلوغ 

مهمي ايفا مي كند و مي توان از آن به عنوان دارويي جديد 
پژوهشي ديگر،  در) . 6(كردستفاده جهت القاي اوولاسيون ا

Ali  و همكاران اثر زهرزنبور را برIVF  بررسي كردند .
ناموفق داشتند كه به بارداري  IVFزناني كه حداقل سه 

از ميان . منجر نشده بود، تحت تيمار زهرزنبور قرار گرفتند
از  درصد 75باردار شدند كه  درصد 57زنان بيمار، 

در گروه هم افزايي .  )2. (انجاميد بارداريها به تولد زنده
متفورمين و زهرزنبور ديده شد كه اين دو تركيب در كنار 

نسبت به گروه كنترل  فوليكولهاهم موجب رشد معني دار 
شدند اما با مصرف تنهاي هر كدام از آنها اختلاف معني 

همچنين بر خلاف تيمار زهرزنبور، در گروه . داري نداشت
نداشت و درصد بقا تا وجود ندگاري هم افزايي، كاهش ما

نيز به ميزان معني  GVي تخمكهادرصد . حدودي بالا رفت
افزايش يافت  MІІو  MІي تخمكهاداري كاهش و درصد 

اما بر روي هم اين . هر چند كه اين افزايش معني دار نبود
 تخمكهايافته ها حاكي از بلوغ و آمادگي بيشتر فوليكول و 

ظر مي رسد متفورمين هنگامي كه با به ن  .براي لقاح است
زهرزنبور همراه مي شود موجب كاهش اثرات آپوپتوتيك 
زهر شده و نسبت به تيمار تنهاي زهرزنبور ميزان ماندگاري 

  .  را افزايش مي دهد، هر چند كه معني دار نيست
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The effects of metformin and bee venom on in vitro maturation of 
isolated preantral follicles in mice 

Azarnia M., Nabuni M., Kouchesfahani Mohseni H. and Tousu A. 
Biology Dept., Biological Science Faculty, Kharazmi University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Metformin has multiple benefits in patients with type 2 diabetes. This drug is also used 
for treatment of patients with Polycystic ovarian syndrome (PCOS), menstruation cycles 
improvement and ovulation induction. Other studies showed that meformin cause 
meiotic progression of mice oocytes in in vitro condition via activation of Adenosin 
monophosphate-activated protein kinase (AMPK). Bee venom is a complex compound, 
consists of enzymes, proteins, peptides and cytokines. Our previous studies have 
showed the positive effects of bee venom on PCOS and development of ovarian 
follicles in Wistar rat model.  In this study, we focused on the effects of metformin and 
bee venom both; in development and surviving rate of mouse follicles and their 
maturation. Ovaries were taken from 14 days old mice. Then mechanically isolated 
preantral follicles were cultured in α-MEM supplemented with 5% FBS, 100 mIU/ml 
FSH, 1% insulin-transferrin-selenium under mineral oil for 14 days, and added 10-5 M 
metformin and optimum dose of 1 μg/ml  bee venom (based on dosimetric experiments) 
in treated groups. At day 12 of culture, final oocyte maturation and ovulation was 
induced by the addition of 1.5 IU/ml hCG and 20 ng/ml (Recombinant epidermal 
growth factor) rEGF. The in vitro effects of metformin and bee venom on mouse 
preantral follicular growth and subsequent oocyte maturation in all groups were 
assessed. Our findings showed that diameters of preantral follicles at day2 were 
increased in metformin group (P<0.01), bee venom group (P<0.05) and co-culture 
group (P<0.05) significantly. Follicular diameters in day4 also increased in metformin 
group (P<0.001), bee venom group(P<0.05) and co-culture group (P<0.01) 
significantly. Survival rates in metformin group and co-culture group increased, but this 
rate decreased in bee venom group, although there were no significant differences 
among groups. Germinal vesicle (GV) oocytes percentage in metformin group 
(P<0.001), bee venom group (P<0.01) and co-culture group decreased (P<0.01) 
significantly. MІ and MІІ oocytes percentage in all treated groups increased but they 
were not significant. Based of these results, it was shown that follicles treated by 
metformin and bee venom in vitro, grew more significant than control group. In 
addition ovulated oocytes treated by metformin and bee venom showed much higher 
meiotic progression, maturation and preparation for fertilization. Based of these data 
could conclude, metformin and bee venom have developmental effect on competence 
and maturation of ovarian follicles. Therefore, these data could be useful to improve our 
knowledge in infertility and menstruation disorders. 
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