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ألفا  أوحمض الأسكوربيك  أو نوليالريت هايال ضافالأنضاج الم ةبيئتأثير 

ً يا  معملالنووى النضج و معدل تمدد خلايا التراكم المبيضىعلى توكوفيرول      
  لبويضات الجاموس

ل د خلي ل أحم د    ،              وائ يد عب الق الس د الخ ري، عب يم الحراي د الحل طفي عب الق                                                 مص     و        الخ
  . ي                       زيرك محمد رستم خان بالان

  .              جامعة المنصورة  –             كلية الزراعة   –                  قسم إنتاج الحيوان 
  

  الملخص
  

حمض الاسكوربيك  أو )ميكرومول/مل ١٠نول (يالريتكل من أجري هذا البحث بهدف دراسة تأثير إضافة 
إلى بيئة الإنضاج المعملى نزيمية غير إميكرومول/مل) كمضادات أكسدة  ١٠٠توكوفيرول (- αو أميكرومول/مل)  ١٠٠(

 ومعدل الإنضاج معدل تمدد حلايا التراكم المبيضىبقياس الأنضاج المعملى لبويضات الجاموس لبويضات الجاموس على 
إستزراع البويضات الجيدة والمقبولة فى بيئة وفى المجازر يضات من مبايض الجاموس المذبوحةتم جمع البو .النووى

ً ا  مضاف) ١٩٩- الأنسجةبيئة زراعة (  الإنضاج المعملى  ساعة فى حضانة ٢٢إليها الفيتامينات بالتركيزات المذكورة لمدة   
رطوبه. بعد عملية الإنضاج تم  %٩٥ثانى أكسيد كربون وأكثر من  %٥م و°٣٨٫٥على درجة حرارة  ثانى أكسيد الكربون

التمدد الكلى تحسن تشير النتائج إلى وى للبويضات. تقييم معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى وكذلك معدل الإنضاج النو
نول يتوكوفيرول، حمض الأسكوربيك والريت α البيئه المضاف البهافى تحسن  كان أعلىحيث لخلايا التراكم المبيضى 

كان أعلى أيضا  .ولم تكن الفروق معنويه )%٦٠٫٢القياسية ( بيئهبالمقارنة  )على التوالى ،%٦٩٫٢و ٦٩٫٤، ٧٧٫٢(
مجموع كل من البويضات التى وصلت إلى الطور الإنفصالى الأول والطور النهائى الأول والطور ( نووى نضاجال معد

ً معنويا   )الإستوائى الثانى  ،%٨١٫٩٤و ٨٢٫٢٣, ٨٣٫٤٨(توكوفيرول والأسكوربيك - αنول، يالريت للبيئات المضاف اليها      
  .%٦٨٫٤٦ القياسية مقارنة بالبيئه )على التوالي
كمضادات أكسدة توكوفيرول - αو أوحمض الأسكوربيك أنول يمن هذه النتائج أن إضافة كل من الريت نستخلص 

ً ا  يمعملالنووى  معدل الإنضاجد يوتز حسن من معدل تمدد خلايا التراكم المبيضىتإلى بيئة الإنضاج المعملي غير إنزيمية    
  اموس.جلبويضات ال نضاج معملىإأعطت أحسن معدل  ضافة الرتينولإ لبويضات الجاموس.
 .غير الإنزيميةالمعملى، مضادات الأكسده نضاج الإ ،البويضات الجاموس، الكلمات المفتاحية:

  

  مقدمة
 

ومن لبويضات الجاموس  ياتعتبر عملية الإنضاج المعملي خطوه هامه لنجاح عملية الإخصاب معمل
، طريقة الجمع، جودة البويضات، وجود العوامل التى تؤثر عليها إضافات البيئة، الموسم، حجم الحويصلات

  ).Mahmoud and Al-Shimaa, 2013( خلايا التراكم المبيضى، حالة المبيض وطول مدة الإنضاج
 ,.Guerin et alالإجهاد الناتج عن الأكسدة أكبر مشكلة تواجه عملية الإخصاب المعملى يعتبر   

لإجهاد الناتج عن الاكسده على أنه ناتج ) اFeugang (et al., 2004 بعض الباحثين عرفوقد )(2001
 Reactive oxygen species (ROS)الحرة المتضمنة للأوكسجين  الشواردعدم التوازن بين إنتاج من 

) 2O-(وكسيد لأافوق يون أ الحرة المتضمنة للأوكسجينوتشمل هذه الشوارد  ومضادات الأكسده الخلويه. 
تطور مام أتلك المواد عقبة رئيسية تعتبر  ) وOH-الهيدروكسيل () وأيونات 2O2Hوق أكسيد الهيدروجين (فو

تكون شديدة التفاعل مع جزيئات الخلايا المعقدة مثل الدهون  أنها حيث )(Guerin et al., 2001الأجنه 
وتسبب سلسله من تعطيل الوظائف مثل عدم تنشيط  DNA)(والبروتينات والحمض النووي 
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 ,Kowaltowski (1999وشذوذ الميتوكندريا   ) (Halliwell and Gutteridge, 1989الإنزيمات
and Vercesi وتجزئة الحمض النووي (et al., 1998) Lopes.(   

 مضادات أكسده غير إنزيميه مثل الجلوتاثيون وفيتامينالشوارد الحره تشمل أليات الدفاع ضد  توجد 
نول) والبيروفات والتيورين ي(الريت أ (ألفا توكوفيرول) فيتامين ه وفيتامين )(حمض الأسكوربيك ج

والجلوتاثيون تاز يومسديكسيد ووالهيبوتورين بينما تشمل مضادات الأكسدة الإنزيمية الكتاليز وسوبر أ
  ). (Guerin et al. 2001بيروكسيداز 

هـ بكميات معنويه في المبيض أو & أ ىيوجد فيتامينحيث ، يعتبر فيتامين هـ مضاد أكسده طبيعى
 NADPH oxidase. فيتامين هـ يثبط تخليق (Schweigert and Zucker, 1988)الحويصلى السائل 

أ) غشاء الخلية من الإجهاد & من أيونات فوق الاكسيد وتحمى مضادات الأكسدة الذائبة فى الدهون (فيتامين هـ 
ية الدقيقة المهمة فى أحد المكونات الغذائ )أ(يعتبر فيتامين و .Pascoe et al., 1987)( الناتج عن الأكسدة

داخل الخلايا الأكسدة فى منع الإجهاد الناتج عن   ً ا  . ويلعب دور)Gomez et al., 2004(بقار تناسل الأ
)Ahlemeyer et al., 2001(.  وتعتبر الريتونيدات منظمات للنمو الخلوى والتمايز الجنينى للعديد من

ه ونضج البويضات والتطور الجنينى المبكر مهمه لإنتاج هرمونات المبيض الإسترويديهى الخلايا و
)Thiyagarajan and Valivittan, 2009.(  يعتبر حمض الأسكوربيك من أهم مضادات الأكسدة كما

أكسدة قوى ومباشر وعامل حماية ضد  وهو مضاد )Warren et al., 2000(التى توجد خارج الخلية 
  ).DNA )Fraga et al., 1991ـ لالضرر الناتج من الأكسدة الداخلية ل

أو حمض الاسكوربيك أو  نوليالريت كل من لذلك كان الهدف من هذا البحث هو دراسة تأثير إضافة
α - التراكم لايا خبيئة الإنضاج المعملى على كل من معدل تمدد  إلىغير إنزيمية توكوفيرول كمضادات أكسدة

  .        ً معمليا   لبويضات الجاموس النووىالمبيضى ومعدل الإنضاج 
  

  لطرق والموادا
  

ة الزراعة  وان بكلي اج الحي ة بقسم انت ا الحيوي ر الفسيولوجي والتكنولوجي                                                                                              أجريت هذه الدراسة في  مختب
    .     ٢٠١٤                      حتى شهر فبراير (شباط)       ٢٠١٣  )   ول أ      تشرين                                منصورة في الفترة من شهر أكتوبر(        جامعة ال

    :            جمع المبايض
ن المج   ل م ن ك ايض م ع المب م جم ات   الال   زر  ا                            ت ه بمحافظ ة  ال             ي اهرة و المنوفي وم (                  ق بين الك ت    )          ش       وكان

ات المذبوحة                           المبايض طبيعية بينما كانت  ة دورة الشياع)                                     الحالة التناسلية للحيوان ث مرحل ه.                            (من حي ر معروف             غي
ول  فسيولوجي (  ي محل ذبح مباشرة وتوضع ف د ال ايض بع ع المب تم جم ى    %   ٩ ٫ ٠                                                                كان ي د الصوديوم) عل                      كلوري

        ساعات.   ٦-  ٥              لمختبر في خلال      الى ا            من المجازر       نقلها    ثم           درجة مئوية     ٣٠           درجة حرارة 
              غسل المبايض:

م    ر ت ى المختب ايض ال ل المب د نق ة ا إ                               بع زاء  لأ      زال لها      ج يض  وغس ول المب ام ح يج الض ن النس دة م                                            الزائ
ك  ئ وذل يولوجى داف ول فس ي محل رتين ف ة  لإ                                  م تجلط      زال دم الم جة  لأ  وا             ال ل      نس ول الايثاي لها بكح م غس دة ث                                الزائ

واني        ) لعدة  %  ٧٠ ( ة  لإ      ث لها مرة      زال م غس يض ث وث على سطح المب رة   أ                                    أي تل ول  فسيولوجي (      خي    % ٩ ٫ ٠                  بمحل
                   كلوريد الصوديوم).

               جمع البويضات:
يض ذات القطر من (    من                       م سحب السائل الحويصلي ت   م)     ٨  –   ٢                                              الحويصلات المرئية على سطح المب      م
وي ع    ١٠               ) متصلة بسرنجة   مم    ٢٠ (    ها   قطر    برة  إ         باستخدام  ع   ١   لى                 مل معقمة تحت ة الجم ن بيئ ة زراعة                   مل م             (بيئ
جة  ا      ١٩٩       الانس اف إليه ار و ٦           مض يرم الأبق ومين س ل ألبي ين)     ٥٠                             مجم/م ل جنتاميس ة                         ميكروجرام/م د عملي             . بع

م (       السحب ري معق ق بت ك     ٦٠                                                     كان يتم تفريغ محتويات السرنجة ببطئ في طب م) وذل ة البحث عن      جراء  لإ         م                عملي
                                               الإستريوميكرسكوب لتقدير العدد وتصنيف البويضات.   هو                        الميكرسكوب الخاص بذلك و             البويضات تحت 

  
  

                         تقييم وتصنيف البويضات: 
ع وتقي    ها      تم غسل       مباشرة                  بعد جمع البويضات  ة الجم ا تحت الميكرسكوب المجسم  ي                           ثلاث مرات في بيئ                           مه

ى     ثم  ) X   ١٠٠            بقوة تكبير ( ذلك عل ا وك    دة   جو    ساس  أ                                                               تصنيفها على حسب عدد خلايا التراكم المبيضي المحيطة به
ده)                    البويضات  المندمجة   :             الى خمس درجات           السيتوبلازم  ـ    :        (الجي راكم    ٥         محاطة ب ا الت ر من خلاي ات أو أكث                               طبق

ي  ه تراب انس ولون ل ومتج يتوبلازم متماث ي وذات س وره                                                 المبيض دمجاً   ال   ).  ١       (ص ل إن ات الأق ه)                    ً بويض    :        (مقبول
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ـ ة ب يت   ٤-  ١        محاط ي وذات س راكم المبيض ا الت ن خلاي ات م ا                                      طبق وره          وبلازم متج ي (ص ه تراب    ).  ٢                      نس ولون
ات    الب اً   ال       بويض راة جزئي ركم   :            ً مع ا الت ا بخلاي ة جزئي ي  ومحاط راكم المبيض ا الت ن خلاي اري م زء ع ا ج                                                                   عليه

ي  وره        المبيض ات   ال    ). ٣       (ص اً:  ال       بويض راة كلي ر            ً مع ا الت ات خلاي ن طبق ه م أي طبق ة ب ر محاط ي  ا                                     غي            كم المبيض
فافة  ة الش ط بالطبق ات  ال    ). ٤       (صوره                           ومحاطة فق محلة  ال          بويض ة أو    ى ه و   :        مض اكن مظلم ه أم يتوبلازم ب                                ذات س

ر صالحه للإ    ).   ٥                                   السيتوبلازم منكمش أو به فراغات (صوره راه والمضمحله غي ر البويضات المع      نضاج                                               وتعتب
    .                   لذلك يتم إستبعادها         المعملى

): ١صوره (
  مندمجة  بويضات

): ٢صوره (
قل أبويضات 
  اندماجا

  ): ٣صوره (
           ً راة جزئيا  بويضات مع

): ٤صوره (
ً كليا   بويضات معراة       

): ٥صوره (
  مضمحلة بويضات

                نضاج البويضات: إ
ة    ) ١ (             ويوضح الجدول                                     في اليوم الذي يتم فيه جمع البويضات        نضاج لإ ا      بيئة     عداد  إ        كان يتم  ب البيئ              تركي

ى درجة حموضة   .        المعملى     نضاج  لإ ا             المستخدمة في  ة عل ى    ٢ ٫ ٧   من   pH                                  كان يتم ضبط البيئ يحها      ٤ ٫ ٧    ال          وترش
            ميكروميتر.    ٢٢ ٫ ٠                  عن طريق فلتر قطره 

دماجاً)  ل إن ة  (المندمجة والأق دة والمقبول                                                                                            ً  بعد جمع وتقييم وتصنيف البويضات تم اختيار البويضات الجي
ة  ى بيئ ا ال م نقله ي ث اج المعمل ة الانض ي بيئ دة ف رة واح لها م اج  لإ ا                                                          وغس يد      نض اني اوكس انة ث ي حض ي ف                              المعمل

رار ة ح ى درج ون عل ن   2CO    % ٥ و   °   م    ٣٨ ٫ ٥  ة                      الكرب ر م ك   %  ٩٥         واكث ة وذل ينها            رطوب دة           لتحض     ٢٢     لم
       ساعة.

  

                      بيئة الأنضاج المعملى.   ب       ): تركي ١      جدول (
  الشركة المنتجة  التركيز  محتويات البيئة

 .Egyp. Orgn. Biol. Prod, Vacc  مل  ١٠  ١٩٩-الأنسجةبيئة زراعة 
 .Sigma Chemi. Co  مجم/ مل٦  ألبيومين سيرم الأبقار

 .Sigma Chemi. Co  (نهائى) مليمول ٢٠  وديوم بيروفاتص

 ,Follitropin; Bioniche Animal Health  ميكرو جرام/ مل ٥  FSHى لتطور الحويصلاهرمون 
Belleville, ON, Canada 

  وحدة دولية/ مل ١٠  HCG هرمون الأم الحامل
Egyptian Int. pharmaceutical Industries 
Co. 

 .Sigma Chemi. Co  ميكرو جرام/ مل ١  ١٧β-هرمون الإستراديول
 .Sigma Chemi. Co  ميكرو جرام/ مل ٥٠  جنتاميسين ( مضاد حيوي)

   :                  المعاملات التجريبية
ز  م تجهي اج (   ٤         ت ي الانض تخدمة ف ات المس ن البيئ واع م املات ) كالاتي:   ٤                                      ان ة الأ               مع ى            المعامل     ول

دون أى إضافات. ة الإنضاج ب ة ا                                        (القياسية): بيئ ول)           المعامل امن أ (الريتين ا فيت ة الإنضاج مضاف إليه ة: بيئ                                                     لثاني
ز  ول.    ١٠       بتركي ز           ميكروم امين ج (حمض الأسكوربيك) بتركي ا فيت ة الإنضاج مضاف إليه ة: بيئ ة الثالث                                                                           المعامل

ول.     ١٠٠ ز           ميكروم وفيرول) بتركي ـ (توك امين ه ا فيت اف إليه اج مض ة الإنض ة: بيئ ة الرابع      ١٠٠                                                                       المعامل
           ميكرومول.

   :                   (الأنضاج الستوبلازمى)                                                      لبويضات بعد الانضاج حسب درجة تمدد خلايا التركم المبيضي       تصنيف ا
                                                   تم حساب النسبه المؤيه للبويضات للتصنيفات التاليه:

   ). ٦                                                             التمدد الكلى: وفيها يحدث تفكك لكل خلايا التراكم المبيضى (صوره        بويضات 
   ). ٧                              من خلايا التراكم المبيضى (صوره                                                 التمدد الجزئى: وفيها يحدث تفكك للطبقات الخارجية         بويضات
   ). ٨                  كم المبيضي: (صوره  ا                   بدون تمدد خلايا التر        بويضات
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خلايا ل التمدد الكلىضات يبو): ٦صوره رقم (

   التراكم المبيضى
  

خلايا ل جزئىالالتمدد يويضات ): ٧صوره رقم (
   التراكم المبيضى

  
  كم المبيضيا): بويضات بدون تمدد لخلايا التر٨صوره رقم (

                              تثبيت البويضات وعملية الصبغ:
ة  إ و                         البويضات من بيئة الانضاج       زالة  إ                                 في نهاية عملية الانضاج المعملي تم  راكم المبيضي      زال ا الت                      خلاي

ن  حب م م س ة السحب والطرد. ت رار عملي ق تك ك عن طري ول البويضة وذل ن ح ات ووضعها     ١٠– ٥                                                                م               بويض
ة  ة نظيف م                       على شريحة زجاجي ا بغ    ث ك           تغطيته د ذل ان. وبع ع ارك ي الارب رافين ف ه شمع ب                                                         طاء شرائح يوضع علي

ة  تم عملي ت ت دا. كان ت البويضات جي                                                                                                كان يتم الضغط على غطاء الشريحة تحت الميكرسكوب وذلك حتى يتم تثبي
بة  انول بنس ول الايث ي وكح ك الثلج امض الخلي ن ح ون م ازج مك وط ط ي مخل ريحة ف ع الش ت بوض        ٣:١                                                                                   التثبي

د م) لم م : حج ين (    ٤٨  -   ٢٤  ة                (حج يتو أورس بغة الاس رائح بص بغ الش تم ص ك ي د ذل اعة. بع ن  % ١                                                   س ارة ع            ) عب
ائق (   %  ٤٠         تضاف الى       ورسين  أ     صبغة    % ١ ( دة دق ك لع م    ٣-  ٢                                             حامض خليك ثلجي (وزن : حجم ) وذل ائق) ث           دق

ك الثلجي وجليسرول بنسبة  اء مقطر وحمض الخلي ارة عن م        ١:١:٣                                                                                    تغسل بعد ذلك بالاسيتوجليسرول وهو عب
ر(   (حج وة تكبي وئي بق م  تفحص تحت المكروسكوب الض ى المراحل    )X   ٤٠٠                                                     م:حجم:حجم) ث يم البويضات ف                            لتقي

                                  المختلفة من الإنضاج النووى كالأتى:
   :(Germinal vesicle, GV)                   الحويصلة الجرثومية 

                                               وفيها تكون الكروموسومات مغلفة بالغشاء النووي.
   :(Germinal vesicle breakdown, GVBD)                            الحويصلة الجرثومية المتكسرة 

ادة    ود من م ز بواسطة عنق ذي يمي اتين وال ي وتكثيف للكروم ووي المرئ اب الغشاء الن                                                                                        وفيها يبدأ غي
DNA   .بدون كروموسومات فردية                       

      ):Metaphase-І, M-I                     الطور الاستوائي الأول (
    ).  ٩                                                                     وفيها تتكاثف الكروموسومات في أزواج بدون ظهور الجسم القطبي الأول (صوره   

   :(Anaphase-I, A-I)                 ور الانفصالي الاول    الط
   ).  ١٠                    ر خيوط المغزل (صوره  و  ظه   مع                                                وفيها تبدأ الكرموسومات فى الإنفصال إلى مجموعتين   

   :(Telophase-I, T-I)                   الطور النهائي الاول 
    ).  ١١      (صوره                                        وفيها تنقسم الكروموسومات إلى مجموعتين  

      ):Metaphase-ІІ, M-II                        الطور  الاستوائي الثاني (
ي    توائي وتبق ور الاس ون الط ومات تكُ ن الكروموس رة م ة كبي اك مجموع ون هن ه تك                                              ُ                         وفي

    ).   ١٢                                                                                        الكروموسومات عالية التكثيف أو يحدث طرد للجسم القطبي الأول في اتجاه الطبقة الشفافة  (صوره 
  

    ):Degenerated               بويضات مضمحله (
                                                         وفيها يكون الكروماتين متحوصل أو متبعثر أو عالي التكثيف.  

                تحليل الأحصائى:  ال
باستخدام الحاسب الالي لدراسة التأثير  )SAS 2004( تم تحليل البيانات إحصائيا باستخدام برنامج

الناتج عن إضافة الفيتامينات المختلفة إلى بيئة الإنضاج المعملى على كل من معدل تمدد خلايا التراكم 
روق المعنوية باستخدام اختبار دانكن المتعدد م مقارنة الفت .المبيضى والإنضاج النووي لبويضات الجاموس
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تحويل النتائج المتحصل عليها في صورة نسب مئوية عن طريق تم ). ايضا Duncan, 1955الحدود (
  جداول الاركاسين ثم اعادتها مرة اخرى الى اصلها في الجداول المقدمة.

  

  

  
  الي الاول): الطور الانفص١٠صوره (    ): الطور الاستوائي الاول٩صوره (

  

  

  
  ): الطور الاستوائي الثاني١٢صوره (    ): الطور النهائي الاول١١صوره (

 

   النتائج
  :تأثير إضافة الفيتامينات على

  :لبويضات الجاموس معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى - ١
ول) توكوفير αأوحمض الأسكوربيك  أو نولي) تأثير إضافة الفيتامينات (الريت٢يوضح الجدول رقم (

النتائج أنه لم  تظهر. لبويضات الجاموس على معدل تمدد خلايا التراكم المبيضىإلى بيئة الإنضاج المعملي 
ولكن تشير النتائج إلى أن التمدد  ،يكن هناك فروق معنوية بين المعاملات فى تمدد خلايا التراكم المبيضى

توكوفيرول، حمض الأسكوربيك - α ليهاالبيئه المضاف االكلى لخلايا التراكم المبيضى كان أعلى فى 
  ).%٦٠٫٢القياسية ( بيئهبالمقارنة  )على التوالى ،%٦٩٫٢و ٦٩٫٤، ٧٧٫٢( نوليوالريت
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على معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى  الى بيئه الأنضاج المعملى ): تـأثير إضافة الفيتامينات٢جدول (
  لبويضات الجاموس.

  المعاملة
  بيئة الأنضاح المعملى

 الخطأ المعياري
 توكوفيرول الأسكوربيك حمض الريتينول  القياسية  (±)

  -  ٨٦  ١٠٦  ١١٥  ١٠١  بويضاتعدد ال
  النسبه المؤيه للبويضات (%):

  ٤٫٨ ٧٧٫٢ ٦٩٫٤ ٦٩٫٢ ٦٠٫٢  تمدد كلىبويضات ذات 
  ٣٫٣ ١٥٫٣ ١٧٫٣ ١٦٫٦ ٢٢٫٧  تمدد جزئىبويضات  

  ٣٫٧ ٧٫٦ ١٣٫٣ ١٤٫٣ ١٧٫١  ةغير متمددبويضات 
  ٣٫٧ ٩٢٫٥  ٨٦٫٧ ٨٥٫٧ ٨٢٫٩  تمدد جزئى تمدد كلى+

  

  :لبويضات الجاموسالنووى الإنضاج  - ٢
م ( ات  ٣                 يوضح الجدول رق أثير إضافة الفيتامين ول ي      (الريت                          ) ت وفيرول)   α و أ              حمض الأسكوربيك     أو     ن            توك

اج دل الإنض ى مع ي عل اج المعمل ة الإنض ى بيئ ووى                                          إل دم وج       الن ائج ع ن النت ح م اموس. يتض ات الج    ود                                        لبويض
ار  ة، إنكس لة الجرثومي ل (الحويص لت لمراح ى وص ات الت بة البويض ى نس املات ف ين المع ة ب روق معنوي                                                                                        ف

ة،  لة الجرثومي توائى                     الحويص ور الإس ائى الأول               الط ور النه الى الأول والط ور الأنفص ا    ، )                                             الأول، الط ان       بينم     ك
ث                                                              فروق معنويه فى البويضات التى وصلت إلى مرحلة الطور الإستوائى ال      هناك ه المضاف          ثانى حي                    أعطت البيئ
ى   ئو           أعلى نسبه م     نول ي     الريت        اليها  انى                          يه للبويضات التى وصلت ال ة الطور الإستوائى الث ا                             مرحل اقى         معنوي         عن ب

ات وع         البيئ ن مجم ل م ى ك ة ف روق معنوي اك ف ان هن اً ك ية). أيض كوربيك والقياس وفيرول، الأس ب                                           ً                                    (التوك       النس
انى ومجموع البويضات                   التى وصلت إلى مرحل        لبويضات  ل    يه  ئو   الم                                                              ة  الطور النهائى الأول والطور الإستوائى الث

ى  ت أعل ث كان انى حي توائى الث ور الإس ائى الأول والط ور النه الى الأول والط ور الإنفص ى الط لت إل ى وص                                                                                            الت
           القياسية.       البيئه                         توكوفيرول والأسكوربيك عن - α     نول،  ي     الريت             المضاف اليها            البيئات      ً    معنوياً فى 

  
دول ( ات     ): ٣      ج افة الفيتامين أثير إض ى                         ت اج المعمل ة الإنض ى بيئ اج                        إل ى الإنض ووى            عل اموس        الن ات الج                  لبويض

   .      معمليا

  المعاملة
الخطأ   بيئة الأنضاح المعملى

  توكوفيرول  حمض لأسكوربيك  الريتينول  القياسية  )±المعياري(

    ١٠٠  ١٢٢  ١٣٠  ١٤١  العدد الكلى للبويضات
  يه للبويضات (%):ئوالنسبه الم

  ١٫٢٦ ١٫٣٤ ٠٫٠٠ ١٫٠٥ ٣٫١٤  الحويصلة الجرثومية
  ٢٫٤٥ ٣٫٥٦ ١٫٩٠ ٢٫٢٣ ٥٫٨٣  إنكسار الحويصلة الجرثومية

  ٤٫١١ ١٣٫١٦ ١٥٫٨٧ ١٣٫٢٧ ٢٢٫٥٧  الطور الإستوائى الأول
  ٢٫١٤ ٢٫٦٦  ٤٫٢٧ ٤٫٢٣ ٢٫٠٠  )١( الطور الأنفصالى الأول

  ٢٫٦٦ ٦٫٩٠ ٦٫٠١ ١٫٧٠ ٧٫٠٣  )٢( الطور النهائى الأول
  ٤٫٦٦  أب٧٢٫٤٠  أب٧١٫٩١  أ٧٧٫٥٧  ب٥٩٫٤٦  )٣( الثاني الإستوائىالطور 

  ٤٫١٢ أ ٧٩٫٢٨  أ ٧٧٫٩٣ أ ٧٩٫٢٧ ب٦٦٫٤٧  ٣+ ٢
  ٣٫٦٦ أ ٨١٫٩٤  أ ٨٢٫٢٣ أ ٨٣٫٤٨ ب٦٨٫٤٦  ٣+ ٢+ ١

    ).   ٠ ٫  ٠٥   ≤ (                                                      ضمن نفس الصف تشير إلى إختلافات معنوية عند مستوى معنوية     أ،ب                         الحروف الفوقية المختلفة 
  

  المناقشة
  

غير إنزيمية توكوفيرول كمضادات أكسدة - αوأحمض الاسكوربيك  أو تقييم تأثير إضافة الريتينولتم 
لايا التراكم المبيضى ومعدل الإنضاج المعملى لبويضات خ إلى بيئة الإنضاج المعملى على كل من معدل تمدد

       ً معمليا   البويضاتنضاج إعلى  ضافات المستخدمه لها تاثير مفيدالجاموس. أثبتت الدراسه الحاليه ان كل الإ
فى شكل زياده غير معنويه فى معدل تمدد  بالمجازرمن مبايض اناث الجاموس المذبوحه تم جمعها والتى 

الانضاج النووى (النسبه المؤيه للبويضات التى وصلت مرحلة خلايا التراكم المبيضى وزياده معنويه فى معدل 
 (et al., 2008 ائج تتفق مع كثير من الباحثين. فى هذا المجال وجد هذه النت . مثلالطور الاستوائى الثانى)

Mlclea( الى زيادة معنوية في دت أالمعملي نضاج لإامليمول من الفا توكوفيرول الى بيئة  ٢٠ضافة إ أن
 ١٠٠أو  ٥٠إضافة ان  )et al., 2010) Taoايضا وجد  المعملي لبويضات الخنازير.نضاج لإامعدل 

بالاضافه الى ذلك  .                                                               ً وكوفيرول سهل من النضج السيتوبلازمى لبويضات الخنازير المعراة كليا  ميكرومول من ت
 ١٠٠بتركيز هـ فيتامينضافة إ أن اوجدو) ,.Jeong et al., 2006) Kitagawa et al ;2004 فإن
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ت تكوين نضاج المعملى لبويضات الخنازير قللت من عمليات الاكسدة وزادت فى معدلاإلى بيئة الإ ميكرومول
 %٥أو تحت ظروف إستزراع  أوكسجين %٢٠ت عند الزراعة تحت تحت ظروف إستزراع سالبلاستوسي

    ، على التوالى.نأوكسجي
) (Vahedi et al., 2009 وفى اتجاه متوافق مع النتائج المتحصل عليها فى الدراسه المقدمه وجد 

ميكرومول) الى بيئة الانضاج  ١، ٠٫٥، ٠٫٢٥, ٠٫٠) بتركيزات (transretion acid  )T-RAضافة إ نأ
 لم تؤثر معنويا ل الانضاج المعمليالمعملي لبويضات الابقار على كل من تمدد خلايا التراكم المبيضي ومعد

الى زيادة معنوية في معدل  T-RAمول من ميكروواحد بينما ادت اضافة  ،على تمدد خلايا التراكم المبيضي
 نأ Cajuday et al. (2012) وجد فى الجاموس ايضا وعة القياسية.الانضاج المعملي مقارنة بالمجم

معنويا في  تراكم المبيضيالمعدل تمدد خلايا  تزيدميكرومول)  ٥ و ٣ ،١بتركيزات ( نولياضافة الريت
على التوالي بالمقارنة بالمجموعة القياسية  ،)%٨٦و ٨٠، ٨٠٫٦٧المجموعات المعاملة بحمض الريتونك (

اعلى معنويا  )الطور الإستوائى الثاني(ن معدل البويضات التي وصلت الى مرحلة النضج كا. )%٧٢٫٠٢٤(
 بالمقارنة بالمجموعة القياسية )%٨٤٫٤٧(حمض الريتونك  من ميكرومول ٥في المجموعة المعاملة بـ 

التي مايكرو مول حمض الريتونك الى تحسن معنوي في نسبة البويضات  ٥ادت المعاملة بـايضا . )%٦٧٫٩٧(
  .لمقارنة بالمجموعة القياسيةبا تسرحلة البلاستوسيوصلت الى م
 ،٥ ،٢٫٥ ،٠(بتركيزات  ج تأثير إضافة فيتامين )et al., 2012) Hu درسضافه الى ذلك بالإ

وعمليات الإخصاب والتطور المعملي لأجنة  ROSميكروجرام/مل) إلى بيئة الإنضاج على  ٤٠و ٢٠ ،١٠
 ج قلت معنويا في المعاملات المضاف إليها فيتامين )ROS( الشوارد الحره ةأن نسبوجدوا والخنازير. 

بالمقارنة بالمجموعة القياسية وكان معدل تكوين البلاستوسيت وعدد الخلايا الموجودة في كل جنين أعلى 
 ٢٠هى بالمقارنة مع المجموعة القياسية. وكانت أفضل إضافة  ج معنويا في المجموعات المضاف إليها فيتامين

 ج) أقل في المجموعات المضاف إليها فيتامين Apoptosis( الموت المبرمج للخلاياكان . لميكروجرام/م
أدت إلى تحسين في التطور المعملي  ج ستخلص الباحثون أن إضافة فيتامينإبالمقارنة بالمجموعة القياسية. و

ضافة حمض إتاثير  )(Ullah et al., 2006درس كذلك . ROSلأجنة الخنازير نتيجة لتقليل مستوى 
 وجد .بويضات الجاموس المندمجة والمعراةنضاج المعملى لبيئة الإميكرومول الى  ٢٥٠الاسكوربيك بتركيز

بالمقارنة بالمجموعة  أعلى الى نسبة معدل انضاج معملي ان نسبة البويضات المعراة وصلتهؤلاء الباحثين 
مقارنة ضمحلة عالية معنوية في مجموعة البويضات المعراة  لبويضات المالمؤيه ل ةسبنالكانت  .القياسية

. واستخلص من هذا النتائج ان اضافة حمض الاسكوربيك ادت الى )% ٧٫٤مقابل  ٢١٫٤( بالمجموعة القياسية
للبويضات المعراة وايضا وجود خلايا التراكم المبيضي يحمي البويضات من زيادة معدل الانضاج المعملي 

ميكرومول حمض الاسكوربيك إلى  ٢٥٠ميكرومول من الفا توكوفيرول و ٢٠أدت اضافة  ً ا  أيضالاضمحلال. 
لمقارنة بالمجموعة لى نسبة عالية من تمدد خلايا التراكم المبيضي باإبيئة الانضاج المعملي لبويضات الخنازير 

ر مفيد على كل من دت الى تاثيأضافة الفا توكوفيرول إن أ (Mlclea et al., 2012)كذلك وجد القياسية. 
            ً                             وحسنت معنويا  من تطور نسبة عالية من الاجنة  لى مرحلة الطور الإستوائي الثانيحيوية البويضة وتطورها ا

  يولا.الى مرحلة المور
ي  إ         نانومول)     ٥٠ و   ٥ (        بتركيز   )9cis RA  ) 9cis-Retinoic Acid     ضافة  إ   ة الانضاج المعمل ى بيئ                        ل

ول البويضات     زاد     بقار           لبويضات الأ ة البلاستوسي إ                  من وص ى مرحل ة بالمجموعه القياسية (  س                  ل    ٧ ٫  ١٨                                 ت بالمقارن
والى)   % ٥ ٫  ١٠      مقابل    ٢ ٫  ١٩ و ى الت ا    ،              عل ز   9cis RA      اضافة       بينم م يكن    ٥       بتركي ة الانضاج ل ى بيئ انومول ال                                ن

    ). (Gomez et al., 2003                          ت بعد عملية التجميد السريع س                          ايجابي على حيوية البلاستوسي         له تأثير 
ن ى العكس م ى    الن              عل ابقه ف ائج الس اث                 ت ه        الأبح احثين    أو          المرجعي د بعض الب د وج دم فق ى البحث المق                                      ف

ذا  ى ه ائج معاكسه. ف اه                     نت ـ       إضافة    ن أ   )Thiyagarajan and  Valivittan, 2009 (    وجد         الإتج امين ه            فيت
م       أطال                         المعملى لبويضات الجاموس     نضاج  لإ ا                   ميكرومول) إلى بيئة      ١٠٠        بتركيز ( رة الإستزراع ول ى      ؤدى إ ت                  فت    ل

بة البلاستوسيست و دل الإنقسامات أو نس ه فى مع ات معنوي ك تحت ظروف إستزراع                                                       إختلاف    .       أوكسجين   % ٥                     ذل
م ي   )(Natarajan et al., 2010      ً ايضاً  زات (    جد    ل وي لإضافة حمض الاسكوربيك بتركي اثير معن    ، ٠                                             أي ت

ة الإ     ٥٠٠   و     ٤٠٠   ،   ٢٠٠   ،   ١٠٠   ،  ٥٠ ى بيئ ول) ال ام                      ميكروم ي لبويضات الأغن دل                             نضاج المعمل ى مع      نضاج  إ         عل
ة. ى                         البويضات او تطور الاجن ك              بالاضافه ال ع أو   et al., 2005)    (Dalvit    وجد     ذل ـ م امين ه                           أن إضافة فيت

ار ات الأبق ي لبويض اج المعمل دل الإنض ى مع وي عل أثير معن ه ت ن ل م يك اج ل ة الإنض ى بيئ امين ج إل ن    ،                                                                                      فيت      ولك
ـ امين ه ز فيت ل البويضات المن                 تركي ا داخ ود طبيعي ة الإنضاج       نخفض إ     دمجة                                  الموج دار النصف خلال عملي                               بمق

ة    ج                            المعملي وعند إضافة فيتامين ى بيئ ة.              الإنضاج بقيت         إل ـ ثابت امين ه وي                        نسبة فيت ت تحت          البويضات     ً            أيضاً كان
     هـ.                        كميات كبيرة من فيتامين    على    ج                     والمنضجة مع فيتامين   هـ                          المنضجة معمليا مع فيتامين 
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لاصة   ال
ائج أ ه ال ل م ه ل م الن ر أل ن إضافة  توكوفيرول - αو أوح الأس

د يزيحسن من معدل تمدد خلايا التراكم المبيضى ويإلى بيئة الإنضاج المعملي كمضادات أكسدة غير إنزيمية 
نضاج معملى إضافة الرتينول أعطت أحسن معدل وأن إ معدل الإنضاج المعملي لبويضات الجاموس.
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ABSTRACT 
 

The main objective of this study was to evaluate the effect of supplementing 
maturation media with, retinol (10 µmol/ml), ascorbic acid (100 µmol/ml) and α-
tocopherol (100 µmol/ml), on cumulus cell expansion and in vitro nuclear maturation 
of buffalo oocytes. Oocytes were collected from ovaries taken from slaughterhouses. 
Only compact oocytes were used for in vitro maturation by TCM-199 medium 
supplemented with different vitamin levels for 22 h in CO2 incubator at 38.5 °C, 5% 

CO2 and 95% humidity.  Maturation rate was determined in terms of degree of 
expansion of cumulus cells and oocytes at metaphase-II (nuclear maturation). Results 
revealed that all supplements yielded higher percentages of oocytes showing full 
expansion of cumulus cells (77.2, 69.4 and 69.2% for tocopherol, ascorbic acid and 
retinol, respectively) as compared to control medium (60.2%), but the differences 
were not significant. Maturation rate in term of percentage of oocytes arrested at 
anaphase-I, telophase-I and metaphase-II was significantly higher for media 
supplemented with retinol, tocopherol and ascorbic acid, being 83.5, 82.2 and 81.94% 
as compared to 68.54% in control medium, respectively. 

Conclusively, the present results may suggest that the supplementation of 
maturation medium (TCM-199) with retinol, ascorbic acid and α-tocopherol as a non 
enzymatic antioxidants had a beneficial effect on the cumulus cell expansion and 
nuclear maturation of buffalo oocytes. Retinol supplementation yielded the best 
results.    
Keywords: Buffalo oocytes, in vitro maturation, non enzymatic antioxidants. 
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