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  مقدمه

 گرفتـه  يهـا  ، با گامـت   ي نابارور يها در درمان 

شـود کـه     ميد  ي تول ي متعدد يها  جنينن،  يشده از زوج  

د همــة ي ـ نباقلــوزايي از احتمــال چنـد  يريجهـت جلـوگ  

ب از ي ـن ترتيبـد .  را بـه رحـم مـادر انتقـال داد        ها  جنين

 يها جنين )۱(ي انجماديره سازي ذخيع برايتروژن ماين

زمان شـدن     از هم  يريجلوگ. )۱(شود  مي استفاده   مازاد

ک ي با احتمال وقوع سندرم تحر)۲(ن تازهي جنينيلانه گز 

 کـه احتمـال بـه خطـر انـداختن      )۳(ش از حـد تخمـدان   يب

 يد اسـتراتژ  ي ـ را در بر دارد، از فوا      ينيپروسة لانه گز  

تر  نتقال در زمان مناسب   ن به منظور ا   ي جن يساز رهيذخ

 يجاه  ب گامت ماده    ي انجماد يساز رهيذخ .)۲(باشد مي

 يهـا  تيمحـدود  ي بـرا  يتواند راه حل مناسـب     مين  يجن

کـه پـس از     مـي ي، مـشکل عق   ن روش يبا ا . باشد ياخلاق

ه  ب يماران سرطان ي در ب  ياشعه درمان  درماني و    يميش

کـه در   ني ـا، اضافه بـر  د قابل اجتناب استيآ ميوجود  

 هـستند   يد مثل ي تول يها  که دچار مشکلات ارگان    يزنان

 دارنـد بـا   ير منفيها تأث  در عملکرد تخمدانيکه به نوع  

تواننــد از حفــظ تــوان  مــيک يــن تکنيــکــارکرد مــؤثر ا

 يسـاز  رهي ـن ذخ يچن ـ هـم .  خود مطمئن باشـند    يبارور

 ء از برنامـة اهـدا     يتواند بخـش   مي گامت ماده    يانجماد

 . )۳(نده باشديبانک تخمک در آس يتأستخمک و 

جامـد شـدن    ،  يا شهي ش  انجماد يکيزيف ف ي تعر

 بـا  يا شهي ـع به حالـت ش يک محلول از حالت ما  يع  يسر

ن يدر ا. )۴( استن کاهش دما يح در تهيسکوزيش و يافزا

و از خطر شکست    شود   ميل ن يتشکخ  يستال  يکرروش  

ــوگ   امــا ،شــود مــي يريپــرده شــفاف و بلاســتومر جل

ــا در معــرض غلظــت ز  ســلول ــه ــرار  خياد ضــدي ــا ق ه

ن باورند کـه    يبر ا  مين رشته عل  يامحققان  . )۵(دنريگ مي

کار بـردن غلظـت     ه  از به ب  ي الزاماً ن  يا شهيدر انجماد ش  

 چرا که اگر سرعت سرد کردن بـه   ،ستيخ ن ياد ضد   يز

تـوان   مي آب خالص را هم      ياد باشد حت  ي ز ياندازة کاف 

ب بـا اسـتفاده از   ي ـن ترتي کرد و به هم   يا شهيمنجمد ش 

ا ســرعت  بــيا شهيــخ، انجمــاد شيــاد ضــد يــغلظــت ز

ــط  ــمتوس ــت   يا حتــي ــرعت آهــسته دس                يافتنيــ س

  .. )۶ و۷(است

 مير سيخ از تأثي توأمان چند ضد يريکار گه  ب

مخلـوط  . کاهـد  مـي خ خـاص    ي ـک ضـد    يمخصوص به    

، )۴(کوليلن گلي اتيشتر متداول است حاو   ي که ب  يخيضد

د ي ـبا . )۸( و سـوکروز اسـت     )۵(ديل سولفوکـسا  ي مت يد

خ، غلظت کمتـر آنهـا   يح نوع ضديب صحعلاوه بر انتخا 

 يا شهي ـن حـال بـه انجمـاد ش     ي اما در ع ـ   ،کار برد ه  را ب 

ر ي تــأثيفــاکتور مــورد مطالعــه بعــد. )۷(افــتيدســت 

اد سـرعت  ي ـش ز يسرعت سرد کردن است که بـا افـزا        

خ کاسـت و  يزان غلظـت ضـد   يتوان از م   ميسرد کردن   

ط يا شرا يها   خيت کمتر ضد  يها را در معرض سم     سلول

  . )۷(قرار داد مي سريغ

 نـه   ،يا شهي ـستن از حجم محلـول انجمـاد ش       کا

ا گـرم کـردن   يش سرعت سرد کردن و يتنها باعث افزا  

خ را در ي ـ يهـا  ستالي ـل کري بلکه شانس تـشک   ،شود مي

                                                
1-Cryopreservation 
2-Fresh Embryo 
3-Ovarian Hyperstimulation Syndrom  
4-Ethylen Glycol (EG) 
5-Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 
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کـردن   دهد و هر چه سـرعت سـرد      ميها کاهش    سلول

تواند کاسـته   مي يشتر باشد از غلظت محلول انجماد    يب

 ي کـردن حجـم محلـول انجمـاد        به منظور کم  . )۹(شود

 ي مختلف ـيهنگـام انجمـاد، اسـتفاده از ظـروف انجمـاد     

ن يدتري ـجد. شنهاد شده اسـت   ي پ يا شهي انجماد ش  يبرا

باشد که در ابـداع آن بـه         ميوتاپ  ي، کرا يظرف انجماد 

 در  ).۵( توجه شـده اسـت     يکاهش حجم محلول انجماد   

 سرعت سرد کـردن بـه   ،لهين وسيصورت استفاده از ا   

 در  ،ابدي ميش  يقه افزا يگراد در دق   ي درجه سانت  ۲۳۰۰۰

. شـود  مـي  يري از سرما جلـوگ   يجه از صدمات ناش   ينت

له، ين وس ـ ي ـعلاوه بر آن با کـاهش حجـم محلـول بـا ا            

ــدد ن   ــردن مج ــرم ک ــرعت گ ــس ــه ي ــه ۴۲۰۰۰ز ب  درج

جـه از  يابـد و در نت ي مـي ش يقـه افـزا   يگراد در دق   يسانت

 يريگن گـرم کـردن جلـو     يخ ح ـ ي ـ يها ستاليل کر يتشک

 انجـام   ي بـرا  ي انجمـاد متنـوع    يهـا  کيتکن. )۵(شود مي

رغم  يعل  اما ،شنهاد شده است  يتر انجماد تخمک پ    موفق

). ۱۰(نه کنـد اسـت    ين زم يها در ا   شرفتي پ فراوان، تلاش

ت در يـ ـن احتمــال موفقيشتريـ ـ حــصول بــه ب يبــرا

ن يتـر  تي ـفي اسـتفاده از بـا ک  ي کمـک بـارور   يها کيتکن

 يهـا  پروتکل). ۱۱(رود مي به شمار يگامت اصل اساس  

ت ي ـفيزان حفـظ ک ي ـ با محاسـبه م   يمختلف کمک بارور  

ــت و  ــينگامـ ــا جنـ ــده ارزشــ ـ يهـ ــد شـ  يابي منجمـ

، بقـاء ميـزان  ارزيـابي  هدف اين مطالعـه     ).۱۲(شوند مي

ــاد      ــس از انجم ــين پ ــک و جن ــل تخم ــاروري و تکام ب

هـاي انـدک    اي با استفاده از کرايوتـاپ و غلظـت      شيشه

  . بودضديخ درمحلول انجمادي

  روش بررسي 
اين مطالعه تجربي پس از تأييـد كميتـه اخـلاق           

 بـر روي مـوش نـژاد      بوشـهر پزشـكي      دانشگاه علـوم  

C57Bl/6  ۶ها بـه طـور تـصادفي بـه       موش.  انجام شد 

 گـروه آزمــون و يــك گــروه  ۵گـروه مــساوي شــامل؛  

 يهـا  گـروه  يهـا  جنـين ها و   تخمک .كنترل تقسيم شدند  

 و ي تعـادل يهـا  محلـول ا ــ ــب ب يه ترت ـــب ۱ ـ ۵ ونآزم
 و ۷۵/۳  و درصد۵/۱۲ و۱۰،  ۵/۷ ،  ۲۵/۶،  ۵/۰ يانجماد

پـس از گـرم   .  منجمد و سـپس گـرم شـدند     درصد ۵/۷

 يدو سـلول  ه  ها بارور شـدند و تـا مرحل ـ         تخمک ،کردن

ز پـس از    ي ـ ن ي چهار سـلول   يها نيجن. کشت داده شدند  

 يست طي تکامل را تا بلاستوسيگرم شدن، مراحل بعد

ز بـدون   ي ـ گروه کنتـرل ن    يها نمونه. بت شدند کرده و ث  
 يهـا  گـروه  مراحل مختلـف را هماننـد    يا شهيانجماد ش 

 بـار تکـرار     ۷ش حـد اقـل      يهر آزما .  کردند ي ط ونآزم

  . .شد

ــک ــاد شت ي ــانجم ــامل يا شهي ــ؛ش ــط پاي مح  ه ي

HEPES-buffered TCM 199 و محلــول ي ، محلــول تعـادل 

شده با سرم   يه غن يط پا ي از مح   هر دو   بود که  يانجماد

کـول و  يلن گلي ات ـيهـا  خي ـ ضـد  يو حـاو ل شـده  يتـشک 

 و  ي تعـادل  يهـا  محلول. باشند مي ديل سولفوکسا يمت يد

.  قنـد سـوکرز بودنـد      يفاقـد و دارا   ب  ي ـ به ترت  يانجماد

ــول ــا محل ــردن، رق يه ــرم ک ــ گ ــشو  ي ــردن و شست ق ک

 يهـا   و غلظـت   نـد  شده با سرم بود    يه غن ي پا يها طيمح

 يها يکار  دست يط برا يمح.  از سوکرز داشتند   يمختلف

 )۱(ن بر اسـاس پروتکـل ارگلـو و همکـاران    يتخمک و جن  

                                                
1-Eroglu et al 
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قبل از . )۱۳(ه و به کار گرفته شديوم ته يپر مد يط ها يمح

ط کشت انکوبه شده درون انکوباتور يشروع کار، از مح

د کـربن و    ي اکـس  ي د  درصد ۶ يبا اتمسفر مرطوب دارا   

  . شدگراد استفاده ي  درجة سانت۳۷حرارت 

 C57Bl/6 نـژاد  ،يا  هفتـه ۸-۱۰ مـاده   يها موش

 کـه   يه شده بودند بـه روش ـ     يتو پاستور ته  يکه از انست  

 شـدند   يگـذار   ک تخمـک  ي ـ منتشر شده اسـت تحر     قبلاً

 سـاعت   ۱۳ـ۱۴مدت   II گرفتن تخمک متافاز     يبرا). ۱۴(

 ساعت پس از ۵۶ـ۵۷ ين چهار سلولي گرفتن جنيو برا

ب از ي ـترت، بـه  ين انـسان ي هورمون گونـادوتروپ  قيتزر

نگ يک فلاش ـيو تکن  ميه آمپول لوله رح يپاره کردن ناح  

 کومولـوس از    يها  سلول ي جداساز ي برا .استفاده شد 

 ۳ـ۴داز به مدت يالوروني ه  درصد ۱/۰تخمک از محلول    

  . قه استفاده شديدق

به ن  ي تخمک و جن   ي برا يا شهينجماد ش اک  يتکن

بر اساس آنچه که قبلاً منتـشر شـده بـود           و  ک روش   ي

ها  ش، تعداد نمونهيدر هربار تکرار آزما  ). ۱۵(نجام شد ا

شـد و پـس از مخلـوط         مـي  يآور  موش جمع  ۴ا  ي ۳از  

 که ظـاهر و     ييها ها، تخمک   تمام موش  يها کردن نمونه 

 ، مشخص بودنـد يک جسم قطبي ي و دارايعياندازة طب 

ز، ي ـ نهـا  جنـين در مـورد  .  انجمـاد انتخـاب شـدند      يبرا

 و چهـار بلاسـتومر هـم      يع ـي کـه ظـاهر طب     ييهـا   جنين

 يرو. ندشد  انجماد انتخاب    ياندازه و سالم داشتند برا    

زمـان  مـدت   . شـد  مي نمونه قرار داده     ۵ـ۶وتاپيهر کرا 

 يب بـرا  ي ـ به ترت  يها در محلول تعادل     نمونه يريقرار گ 

 ،قه در نظر گرفتـه شـد      ي دق ۵ و   ۷ـ۸ ها  جنينها و    تخمک

 .ه شـود هـا بازگردانـد     نمونـه  يع ـيتا اندازه و شـکل طب     

 ۵ع و بـه مـدت       يتروژن مـا  ي از ن  ي انجماد يساز رهيذخ

 که بـه    ييها  نمونه ، بعد از گرم کردن    .روز استفاده شد  

 زنـده  يها  به عنوان نمونه، بازگشتند يعي طب يمرفولوژ

ط کـشت منتقـل و انکوبـه    يو به مح  شده  در نظر گرفته    

  . .شدند

  نـر يها ها از اسپرم موش   تخمک ي بارور يبرا

  کـه قـبلاً  يو بـه روش ـ  C57Bl/6J از نژاد  يا  هفته ۱۲ـ۱۴

 لقـاح تخمـک     يبرا. )۱۶( استفاده شد  ،منتشر شده است  

  و)۲۰۰۳()۱(بالابـان و همکـاران    روش ازريي ـتغ  ميبا ک 

. )۱۷و۱۸( شـد  اسـتفاده  ونيقه انکوباس ـ ي دق ۱۲۰بعد از   

 دور از يگــراد و در محلــ ي درجــه ســانت۳۷ يدر دمــا

اف ـپـرده شف ـ  از   دـــ ـ درص ۱۰ـ۱۵، حدود   يجسم قطب 

توپلاسـم شـفاف،    ي س يکه دارا  منجمد شده    يها تخمک

 اطـراف   يکپارچه، فـضا  ي و پرده شفاف     ي سلول يغشا

  بـه وسـيله   دوم بودنـد   ي و جسم قطب ـ   يعي طب يزرده ا 

 و تحـرک  يبـا مرفولـوژ     مياسـپر . شـد  ميده  يدل بر ين

سـر، بـه    را انتخاب کرده و پـس از جـدا کـردن      يعيطب

عد از چهار بار شستـشو در       ب. شدق  يداخل تخمک تزر  

سرم ن  يآلبوم شده با    ي غن  درصد ۴وم  يپرمديط ها يمح

 ۲۰ ي و در قطره هـا     يمتر يلي م ۶۰يها شي، در د  يگاو

 بـارور   يهـا  نرال تخمـک  ي و تحت روغن م    يتريکروليم

ق، ي ساعت بعد از تزر۶  مدت.شدند ميشده کشت داده 

 بودنـد، بـارور   ي دو جسم قطب   ي را که دارا   ييها تخمک

 .شـدند  دژنـره حـذف      يهـا  ه فرض کرده و تخمـک     شد

 دو  يهـا   جنـين ق تعـداد    ي ـ سـاعت بعـد از تزر      ۲۴ مدت

                                                
1-Balaban et al 
 
 

 



 اي  ، باروري و تکامل تخمک و جنين پس از انجماد شيشهءميزان بقا

۳۲۱ )۷۰شماره پي در پي (۱۳۹۱ر و آبانمهـ ۴ ـ شماره ۱۷مجله ارمغان دانش ـ دوره 

 هـم انـدازه و   ي و بلاسـتومرها يع ـي با ظاهر طب يسلول

  . ندسالم محاسبه و ثبت شد

 ي بلاستومرها ي منجمد شده که دارا    يها  جنين

 ۲۰ يهـا  کپارچـه بودنـد قطـره     ي و پرده شـفاف      يعيطب

 شده يغن درصد ۴ وم يپر مدياط هيمح از   يتريکروليم

گراد  ي درجه سانت  ۳۷ ي دما در ،ين سرم گاو  يبا آلبوم 

رونـد  . شدند ميدکربن کشت داده    ياکس ي د  درصد ۶با  

 ۱۲۰ تـا  ۲۴کروسکوپ معکوس هر   ي با م  ها  جنينتکامل  

 ــ ن يســاعت پــس از کــشت دادن ثبــت کــرده و در تخم

  . داده شدند شرکتين بعديزان تکويم

ل يده مانده، درصـد تـشک      زن يها درصد تخمک 

 پـس از انجمـاد   ين و تکامل آن تا مرحلة دو سـلول    يجن

 منجمـد شـده تـا       يهـا   جنـين  و درصد تکامل     يا شهيش

 مختلف در هر بـار      يها  گروهست در   يمرحلة بلاستوس 

 فوق در   ين درصدها يانگيتکرار به دست آمد، سپس م     

هـاي آمـاري آنـاليز      آزمـون ش با اسـتفاده از يهر آزما 

ل يــه و تحليــ تجز)۲(دي اس  و ال)۱(يــك طرفــهواريــانس 

  . ندشد

  

  ها افتهي

 گــروه يهــا  تخمــکيبقــاءزان يــسه ميــدر مقا

 ،)<۰۵/۰p(ده نـشد  ي ديدار ياختلاف معن  ۲و ۱ ونآزم

 يهـا   گـروه گـر   يسه بـا د   ين گروه در مقا   يج ا ي نتا گرچه

ــ ــود  ونآزم ــالاتر ب ــمقا). p>۰۰۱/۰( ب ــاي ج در يسه نت

ان داد کـه بـه تناسـب         نـش  ۵ و   ۴،  ۳ ون آزم ـ يها  گروه

 کـاهش   هـا   ي تخمـك  بقاءزان  يها م  خيکاهش غلظت ضد  

 يزان بـارور  يدر مورد م  ). p>۰۰۱/۰(رد دا يدار يمعن

 اخــتلاف  ۲ و ۱ ون کنتــرل، آزمـ ـيهــا گــروهج ينتــا

ــ ــا م)p>۰۵/۰( نداشــتنديدار يمعن ــ، ام ــاروري  يزان ب

ج گـروه کنتـرل   ي کمتـر از نتـا    ۲ و   ۱ ون آزم ـ يها  گروه

 بــه طــرز ۳ ون مــورد گــروه آزمــج درين نتــايــا. بــود

 ۱ ون کنترل و آزم ـ   يها  گروهج  ي کمتر از نتا   يريچشمگ

 ۴ گـروه    يها ج کدام از تخمک   يه). p>۰۰۱/۰( بود   ۲و  

 يزان تکامل تا دو سـلول     يج م يسه نتا يمقا .بارور نشدند 

 ۲ و ۱ ون کنتــرل، آزمــيهــا گــروهن ينــشان داد کــه بــ

ج يتـا ، امـا ن )<۰۵/۰p(شت وجود ندايدار ياختلاف معن 

 ۱ ون کنتـرل و آزم ـ يهـا  گروه کمتر از    ۳ ونگروه آزم 

  .. )۱جدول ()p>۰۰۱/۰( بود۲و

هـار  چهـاي     جنـين  يبقـاء مقايسه نتايج ميـزان     

 نـشان داد کـه بـين نتـايج ايـن        ۱ ونگروه آزم ـ  يسلول

داري   اخـتلاف معنـي  ۳ و ۲ وني آزم ـهـا   گروهگروه و   

که نتايج اين گـروه از     ، در حالي  )<۰۵/۰p(وجود ندارد 

). p>۰۰۱/۰( بـــالاتر بـــود ۵ و ۴ي هـــا گـــروهنتـــايج 

 ۲،  ۱ي  ها  گروه در مقايسه با     ۴ وني گروه آزم  ها  جنين

اخـتلاف  ). p>۰۰۱/۰( کمتري داشـتند   يبقاء ميزان   ۳و  

 بـا ديگـر     ۵ ونء گروه آزم ـ  بقاءداري ميان ميزان     معني

نتــايج ). p>۰۰۱/۰( وجــود داشــتوني آزمــهــا گــروه

ي هـا   گروه سلولي در    ۸ تا مرحله    ها  جنينميزان تکامل   

ــ ــي   ۲ و ۱ ونآزم ــاوت معن ــرل تف ــروه کنت ــا گ       داري   ب

ي هـا  گـروه ، اگر چه ميزان تکامـل در   )<۰۵/۰p(نداشت

. تر از ميزان تکامل گروه کنترل بود يني پا۲ و  ۱ ونآزم

داري کمتر از   معنيه صورت ب۳ وننتايج در گروه آزم  

                                                
1-One Way ANOVA 
2- Least significance difference (LSD) 
 
 

 



  و همكارانامراالله روزبهي

۳۲۲ )۷۰شماره پي در پي (۱۳۹۱مهر و آبانـ ۴ ـ شماره ۱۷مجله ارمغان دانش ـ دوره 

ــرل ــود ۲ و۱ و آزمــون گــروه کنت ــين ). p>۰۵/۰(ب هم

 نيـز صـادق    ۴ ونموضوع در مورد نتـايج گـروه آزم ـ       

 بـه   ۵ي گـروه آزمايـشي      هـا   جنينکدام از    ، اما هيچ  بود

مقايـسه نتـايج ميـزان    .  سلولي تکامـل نيافتنـد     ۸مرحله  

 تا مرحله مورولا نشان داد که اين نتايج         ها  جنينتکامل  

 کمتر از گروه کنترل بود    ۳ و   ۲،  ۱وني آزم ها  گروهدر  

ــه اخــتلاف     ــد ک ــر چن ــيه ــشاهده نــشد   معن داري م

)۰۵/۰p> .(ــ  ه  بــ۴ ونايــن نتــايج در مــورد گــروه آزم

 ۱ ونداري کمتر از گـروه کنتـرل و آزم ـ         معنيصورت  

ــود ــي )p>۰۵/۰(ب ــتلاف معن ــي اخ ــايج   ، ول ــا نت داري ب

مقايــسه . )p>۰۵/۰( نداشــت۳ و ۲ وني آزمــهــا گـروه 

 تـا مرحلـه بلاستوسيـست       هـا   جنيننتايج ميزان تکامل    

 کمتـر  وني آزم ـها گروهه نتايج تمام   جوان نشان داد ک   

 هـر چنـد کـه ايـن اخـتلاف بـين             ،از گروه کنتـرل بـود     

دار   معنــــي۲ و ۱ون ي کنتــــرل و آزمــــهــــا گــــروه

 ۴ و ۳ون ي آزمها گروههمين نتايج در . )p>۰۵/۰(نبود

 وني کنترل، آزمها گروهداري کمتر از   معنيه صورتب

 تـا  اه ـ جنـين نتايج ميزان تکامل . )p>۰۰۱/۰( بود ۲ و   ۱

 کمتر از ها گروهمرحله بلاستوسيست هچ شده در همه   

ي کنتـرل و    هـا   گـروه  اما اختلاف بين     ،گروه کنترل بود  

نتايج تکامـل   ). <۰۵/۰p(دار نبود   معني ۳ و   ۲،  ۱ ونآزم

 تا مرحلـه بلاستوسيـست هـچ شـده در گـروه          ها  جنين

داري کمتر از گروه کنترل و       معني ه صورت  ب ۴ ونآزم

  . )۲جدول(يگر بود دوني آزمها گروه

  

  
هاي مورد   در گروهها خي متفاوت ضديها  با غلظتيا شهي بعد از انجماد شII متافاز ي و تکامل تخمک هاي، باروربقاءزان يممقايسه  :۱جدول 

  مطالعه
  

  متغير 
  گروه

 يها تعداد کل تخمک
  منجمد شده

 يها تعداد کل تخمک
  افت شدهيباز

 يها تعداد تخمک
  زنده مانده 

 در يها  تخمکتعداد
  معرض اسپرم واقع شده

 بارور يها تعداد تخمک
  شده 

 تکامل يها نيتعداد جن
  يافته تا دو سلولي

  ۱۱۵  ۱۲۲  ۱۳۸  —  —  —*  کنترل
  ۷۶  ۸۴  ۹۷  ۹۷  ۱۰۳  ۱۰۶  ۱آزمون
  ۹۷  ۱۱۰  ۱۲۷  ۱۲۷  ۱۴۱  ۱۴۵  ۲آزمون
  ۲۱  ۳۷  ۹۸   ۹۸  ۱۳۷  ۱۴۰  ۳آزمون
  ۰  ۰  ۳۳  ۳۳  ۱۵۱  ۱۵۷  ۴آزمون
  ۰  ۰  ۰  ۰  ۱۸۶  ۱۸۷  ۵آزمون

  . گروه کنترل منجمد نشده اندينمونه ها*
  
  
  

  هاي مورد مطالعه  در گروهها خي متفاوت ضديها  با غلظتيشه اي بعد از انجماد شين چهار سلوليزان تکامل جنيممقايسه  :۲جدول 
  متغير   
   گروه

 يها نيتعداد کل جن
  منجمد شده

 يها نيتعداد کل جن
  افت شدهيباز

 يها نيتعداد جن
  مانده زنده 

 يها نيتعداد جن
  کشت شده

 تکامل يها نيتعداد جن
   ي سلول۸افته تا ي

 تکامل يها نيتعداد جن
  افته تا مورولا ي

افته ي تکامل يها نيتعداد جن
  ست جوان يتا بلاستوس

افته تا ي تکامل يها نيتعداد جن
  هچ شده /نگيست هچيبلاستوس

  ۱۱۳  ۱۲۶  ۱۲۸  ۱۳۵  ۱۴۱  —  —  —*  کنترل
  ۹۵  ۱۱۵  ۱۱۸  ۱۲۵  ۱۳۴  ۱۳۴  ۱۴۱  ۱۴۲  ۱آزمون
  ۹۱  ۱۱۲  ۱۱۶  ۱۲۵  ۱۳۵  ۱۳۵  ۱۴۵  ۱۴۷  ۲آزمون
  ۷۴  ۹۱  ۱۰۸   ۱۱۷  ۱۳۶  ۱۳۶  ۱۴۸  ۱۵۰  ۳آزمون
  ۱۰  ۳۱  ۷۴  ۸۵  ۱۲۴  ۱۲۴  ۲۳۹  ۲۴۲  ۴آزمون
  ۰  ۰  ۰  ۰  ۵۰   ۵۰  ۳۳۳  ۳۳۸  ۵آزمون

  . گروه کنترل منجمد نشده انديها نمونه*



 اي  ، باروري و تکامل تخمک و جنين پس از انجماد شيشهءميزان بقا

۳۲۳ )۷۰شماره پي در پي (۱۳۹۱ر و آبانمهـ ۴ ـ شماره ۱۷مجله ارمغان دانش ـ دوره 

  بحث

 يا شهي ـ انجماد ش  ي بر رو  ياري بس ياه  همطالع

اما اکثر آنها از  ، انجام شدين موش سور يخمک و جن  ت

خ در پروتکل ي ضد درصد۱۵ با غلظت  يمحلول انجماد 

ارزيـابي  هدف اين مطالعـه  . )۱ـ۴(اند خود استفاده کرده  

، بـاروري و تکامـل تخمـک و جنـين پـس از      بقاءميزان  

هـاي   اي با استفاده از کرايوتاپ و غلظـت      انجماد شيشه 

  .جمادي بوداندک ضديخ درمحلول ان

 و  بقـاء زان  ي ـم مطالعه حاضـر       جينتابر اساس   

ن ي هـچ شـده ب ـ     يهـا  ستيتکامل تا مورولا و بلاستوس    

 ۱ ون کنترل و آزم   يها  گروه و   ها  جنين ۳  آزمون گروه

ــ ديدار ي تفــاوت معنــ۲و  ــل . ده نــشدي بــرخلاف تکام

 تکامـل  ي بـرا ي که شاخـص  ي سلول ۸ تا   ها  جنين يعيطب

ج تکامل تـا مرحلـه      ي، نتا  بعد از گرم کردن است     يعيطب

جـاد  ي اين بـرا  ي جن ـ يانگر آمادگ يست که نما  يبلاستوس

ن موضوع يعلت ا. ف بود ي است ضع  يتوده سلول داخل  

ت اندک نفوذ آن يخ و قابل يممکن است به غلظت کم ضد     

 و  يتوکنـدر ي سلول مثـل م    ياتي ح يها به درون اندامک  

 و حفاظـت از آنهـا   يتـوز ي و دوک م  ميشبکه اندوپلاس 

 آشـکار   يتر تکـامل   شرفتهي باشد که در مراحل پ     مربوط

  .)۱۹ـ۲۱(شده است

ر غلظـت   ي تحـت تـأث    يخ داخـل سـلول    ي ـل  يتشک

 و سرعت انجماد و گرم کـردن  يخ محلول انجماد  يضد

ت سرعت کاهش دما، به     يبا ذکر اهم  . )۲۲(رديگ ميقرار  

ن مقوله بـه    يدر ا . توان اشاره کرد   ميخ هم   يغلظت ضد 

 سرعت سرد کـردن     يکه وقت شود   مين جمله بسنده    يا

ل در معرض بـودن     يموم کمتر باشد به دل    يزان اپت ياز م 

رد و ي ـم مـي ک، سلول يپرتونيط هاي مدت با شرا يطولان

مــوم يزان اپتي ـبـالعکس اگـر سـرعت ســرد کـردن از م    

 کـه  يخ داخـل سـلول  ي ـل يل تـشک ي ـشتر باشـد بـه دل  ي ـب

زان ي ـم. رود مـي ن  يشک کـشنده اسـت، سـلول از ب ـ         يب

حجـم سـلول و     ؛ از جملـه   ي بـه مـوارد    موميسرعت اپت 

ــطح ناح ــس ــذ،هي ــه آبيري نفوذپ ــرژو  ب ــ فعالي ان ت ي

 وابسته به دما اسـت کـه   ي  انرژ. بستگي دارد  نوسيآر

 يابيدست.  لازم استييايمي ش يها  سرعت واکنش  يبرا

 تخمـک بـه     يموم سرعت کاهش دمـا بـرا      يزان اپت يبه م 

 يل کم بودن نـسبت سـطح بـه حجـم سـلول و بـرا          يدل

 يرية سـطح و نفوذپـذ    ي ـع بودن ناح  يل وس يبه دل ن  يجن

 از ياريموضـوع در بـس  ايـن   کم به آب مشکل است و       

مـورد  . )۲۳(باشد ميمورد بحث   قات  ي و تحق  ها  شيآزما

ب ي ـن نـوع ترک ي ـکـه بـا ا   ني ـ اسـت بـه ا    يا آخر اشـاره  

 ۴ ون آزم ـيهـا  گروهها و غلظت به کار رفته در       خيضد

داشـت تـا   چشم   يولوژيوبينده علم کرا  ي به آ  ديبا  ،   ۵و  

موم سرد ي ابداع شود و سرعت اپتيد ظرف انجماديشا

 گرم کردن را بتوان افـزون بـر آنچـه مبـدعان             ـ  کردن

  . بالا برد،کنند ميوتاپ ذکر يکرا

بــدون در نظــر گــرفتن تفــاوت غلظــت محلــول 

 يابي ـ، ارز۵ و ۴ تخمـک  ون آزم ـيهـا   گـروه  در   يتعادل

حتمـال برگـشت    آنهـا ا   و تکامـل     ي، بـارور  بقـاء زان  يم

 آنهـا  يعيک و عملکرد طب   يولوژيزيط ف يها به شرا   تخمک

 يهـا  بيق آس ـ ي ـگرچه هنوز علـت دق    . کنند ميد ن ييرا تأ 

 مـشخص نـشده اسـت     ي انجماد يساز رهي از ذخ  يناش

 حاصــل از مطالعــات گونــاگون، يهــا افتــهي ي ولــ،)۱۴(

ات منحـصر بــه فـرد غــشاء سـلول تخمــک،    يخـصوص 
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لات دوک تخمــک ي، تــشکي قــشريهــا وجــود گرانــول

و بـارور   درمرحلة متافاز و سخت شدن پـردة شـفاف          

 در يرا مـانع ن يشدن تخمـک بـا اسـپرم در زمـان مع ـ        

 ي انجمــاديســاز رهيــت کامــل ذخيــ بــه موفقيابيدســت

ل ين پژوهش، در تحليدر ا. )۱۴ و۲۴ـ۲۷(دانند ميتخمک 

 تخمـک در    يتر بخش مطالعـه بـر رو       في ضع يها افتهي

ن ي ـتوان بـه ا    مين  ي جن ي بر رو  ج مطالعه يسه با نتا  يمقا

 شـمار اسـت     يقات ب يکه بر گرفته از تحق     ميات عل ينظر

شتر يــح بي توضــيبــه عنــوان مثــال بــرا. اســتناد کــرد

 که بعد از بارور شـدن       به اين نكته اشاره كرد    توان   مي

 حجـم   ،کنـد  مـي شرفت  ي ـن پ يتخمک، هر چه تکامـل جن ـ     

ش يه سـطح افـزا    ي ـ ناح ي ول ،شود ميبلاستومرها کمتر   

ن موضـوع سـبب نفـوذ     يسه با تخمک ا   يدر مقا . ابدي يم

ل يشود کـه از شـانس تـشک     مين  يخ در جن  يشتر ضد يب

ء پس از  بقاءزان  يش م يافزا. کند مي کم   يخ داخل سلول  ي

ــر از پ   ــل بهت ــاد و تکام ــدهايانجم ــمار  يام ــه ش         آن ب

  ).۱۱(د يآ مي

زان زنـده مانـدن    ي ـسة م يق حاضر مقا  ي در تحق 

خ ي ضـد   درصـد  ۵/۷ که با غلظت     يياه  جنينها و    تخمک

 به  درصد۷۵/۳ که با غلظت ييدند با آنهايبه تعادل رس 

 مرحله به تعادل    ياتي بر نقش ح   يديدند، تأک يتعادل رس 

خ، طول ين مرحله غلظت ضديدر ا. رساندن سلول است

خ حـائز  ي در معرض بودن سلول با ضـد       يزمان و دما  

دل ت متعـا ي کـه در وضـع  يا  هـر مداخلـه   .ت اسـت  ياهم

جـاد  يدار و گذرا ا   ي ناپا ي حت يرييک سلول تغ  يولوژيزيف

ک ي ـتکن. باشـد   مي سـلول س ـ   يتواند برا  ميکند، بالقوه   

اسپرم کـه بـه عنـوان تنهـا           ميتوپلاسيق درون س  يتزر

 از سـخت   ي ناش ـ يک غلبه کننـده بـر عـدم بـارور         يتکن

ز، ي ـشود ن  مي يشدن پردة شفاف پس از انجماد، معرف      

 چـرا  ،)۱(شـود  مـي لات محسوب ن مداخي از انواع ا   يکي

 يکيک عـلاوه بـر اسـترس مکـان    يکه در روند انجام تکن  

ن ي ـا). ۱۴(شود   مي وارد تخمک    ها  اسپرماز    ميمقدار ک 

افته باشد که در گـروه  ين  ي بر ا  يليتواند دل  ميموضوع  

 زنـده مانـده پـس از    يهـا  کدام از تخمـک   چي ه ۴ ونآزم

ن ي ـ ا ضـر مطالعـه حا   يهـا  افتـه ي. انجماد بارور نـشدند   

 کــه بــا ييهـا  جنــينکننـد کــه   مــيق يموضـوع را تــصد 

 افزون  . ، منجمد شدند   درصد ۵/۷ ي انجماد يها محلول

 از انجماد که قبلاً شـرح       ير ناش ي زود تأث  يها بيبر آس 

 ــ ــت، بـ ــتناد نتهآن رفـ ــة تحقي اسـ ــوکر يجـ ــات تـ  و قـ

 نيـز  رات بلنـد مـدت  يبا تأث  ييها بي آس )۲۰۰۷()۱(ليبرمن

 سـلول پـس از انجمـاد تـوان         گرچه هسته  .خواهند ديد 

ت تکامـل  يفيک خود را دارد، اما ک  ي مورفولوژ يبازساز

). ۱۲(ستيآل ن  دهي منجمد شده در حد ا     يها  جنين يبعد

 شـــرودر و بـــه وســـيله  کـــه يجيبـــه جـــز نتـــا  

کـه بــا   نيــ بـر ا ي مبن ـ، منتـشر شــد )۱۹۹۰()۲(همکـاران 

ت تخمک موش با روش انجماد آهسته و استفاده   يموفق

 منجمد شـده    ديسولفوکسا ليمت يدلظت   غ  درصد ۱۰از  

ن ي اول ـين پـژوهش بـرا  يد در ا  يآ مي، به نظر    )۲۸(است

 به  درصد۱۰ و ۵/۷وتاپ محلول يبار با استفاده از کرا    

ــ ــافه ن ــرا ياض ــوکرز ب ــول س ــاد شيم م ــ انجم  يا شهي

  . اقدام شده استII متافاز يها تخمک

                                                
1-Tucker & Libermann 
2-Schroeder et al 
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ن ي ـ قدرت تکامـل ا    يابي حاصل از ارز   يها افتهي

 ييها  تخمکيستي که توان زه استاد کردجيتصور را ا  

 غلظـت   درصـد ۵/۷ که با ييها جنين و    درصد ۱۰که با   

 ،کنـد  مـي دا ي ـشوند کاهش پ  مي يا شهيخ انجماد ش  يضد

ست کـه تـوان بـارور شـدن در        ي ـ ن ياما الزاماً بـه حـد     

ن ي ـبر ا. ن ببرد ين را از ب   يشتر در جن  يا تکامل ب  يتخمک  

ل حاضـر بـا   شنهاد کـرد کـه محلـو    ي ـتـوان پ   مياساس  

 ثابـت  ؛ مثـل باتي ترکيغلظت کمتر از معمول را با برخ      

  وخي ـ حذف کننده   يمرهاي، پل ي استکلت سلول  يها کننده

مثـل  بات ي ترکيا برخي و    نموده مخلوط اد قند يغلظت ز 

ــا ونيـــ را از محلـــول حـــذف م يم و کلـــسي ســـديهـ

رات زمـان،   يب و با توجه به تأث     ين ترت يبد. )۲۹ـ۳۴(کرد

ــد  ــت ض ــا و غلظ ــادل،  خيدم ــه تع ــي در مرحل ــوان  م ت

 مختلـف و در   يهـا   ساخته شده را با مؤلفه     يها  محلول

ــامل  ــل تک ــک و جنـ ـ يمراح ــف تخم ــاي مختل ش ين آزم

 ريقــات مختلــف دربــارة تــأثيبــا وجــود تحق. )۲۱(کــرد

هـا پـس از       کومولوس بر زنده ماندن تخمک     يها سلول

د در انجمـاد  يت پروتکل جد  ي کردن قابل  يابيانجماد، ارز 

د خواهـد   ي ـ کومولـوس مف   يهـا  راه بـا سـلول    تخمک هم 

 يهـا  ل اسـترس  ي ـن به دل  يعلاوه بر ا  . )۲۹ و ۳۵ـ۳۷(بود

 ميتوپلاس ـيق درون س  ي ـک تزر ي ـ تکن ي کـه ط ـ   يکيمکان

شـود کـه    مـي شنهاد ي ـشود، پ مياسپرم به تخمک وارد   

ت ي ـ منجمـد شـده بـا فعال      يت تخمـک هـا    يفيدن ک يسنج

 از  کم استرس تري چرا که روششود،پارتنوژنز انجام 

ن مـوارد بـه نوبـة خـود         ي ـا. ق اسپرم است  يروش تزر 

 ي انجمـاد  يسـاز  رهي ـ در ذخ  ييهـا  شرفتيتواند به پ   مي

  . ن منجر شوديتخمک و جن

  

   يريگ جهينت

انجمـاد  در مجموع ايـن مطالعـه نـشان داد كـه           

وتـاپ بـه    ي کرا ي با استفاده از ظـرف انجمـاد       يا شهيش

ل حـداقل بـودن حجـم نمونـه، سـرد کـردن و گـرم         يدل

ن ي ـ که بـا ا   ي به نحو  ،کند مير  يپذ ع را امکان  يکردن سر 

د و يل سولفوکـسا ي متيد(خ يله، کاهش غلظت ضد   يوس

نـان از  يزان اطمي ـش ميانگر افـزا ي ـکـه ب ) کـول يلن گليات ـ

 ي بـرا  درصـد ۵/۱۲ اسـت، تـا   ي انجمـاد  يسـاز  رهيذخ

 انجمـاد   ي بـرا   درصـد  ۱۰ تخمک و تا     يا شهيانجماد ش 

 ي، قابـل دسترس ـ    درصـد  ۱۵ ين بـه جـا    ي جن يا شهيش

نـه کـردن پروتکـل    يدر جهـت به  ميتواند گـا  مياست و   

  .ديمتداول به شمار آ

  

   ر و تشکريتقد

مـصوب بـه    اين مطالعه حاصل طرح تحقيقـاتي      

  . موزش پزشكي بودآوسيله وزارت بهداشت درمان و 
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Abstract 
 
Background & Aim: The preserving embryos, the risk of multiple pregnancies, the 
existence of factors in stimulated uterine cycle, are important forces in perfecting embryo 
cryopreservation. The aim of current study was to assess Survival, Fertilization and 
Developmental Rates (SRs, FRs, DRs) of the mouse oocytes and embryos using cryotop 
and low concentrated cryoprotectants solutions.   
 
Methods: Mouse C57BL/6 oocytes and embryos were collected. Oocytes SRs, FRs, DRs 
were recorded after cryotop-vitrification/ warming. As well as comparing fresh oocytes and 
embryos, the data obtained from experimental groups (exp.) applying 1.25, 1.0, and 0.75 
Molar (M) CPAs were analyzed in comparison to those of exp. adopting 1.5 M CPAs 
(largely-used concentration of EthylenGlycol (EG) and Dimethylsulphoxide (DMSO)). 
 
Results: The data of oocytes exposed to 1.25 M CPAs were in consistency with those 
exposed to 1.5 M and control group in terms of SR, FR and DR. As fewer concentrations 
were applied, the more decreased SRs, FRs and DRs were obtained from other 
experimental groups. The results of embryos were exposed to 1.25 M and 1.0 M was 
close to those vitrified with 1.5 M and fresh embryos. The results of 0.75 M concentrated 
CPAs solutions were significantly lower than those of control, 1.5 M and 1.0 M treated 
groups.         
 
Conclusion: CPAs limited reduction to 1.25 M and 1.0 M instead of using 1.5 M, for 
oocyte and embryo cryotop-vitrification procedure may be a slight adjustment. 
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