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دانشگاه علوم پزشكي ياسوج مجله علمي پژوهشي، ارمغان دانش  
)۶۴شماره پي در پي (۱۳۹۰، مهر و آبان ۴، شماره۱۶دوره   

٣٤١  

 پس از کولينال وزيژرم تخمک يشگاهي لقاح آزماوبلوغ 
 و کوليلن گلياتخ ي با استفاده ازضد يا شهيانجماد ش

  در موش ديل سولفوکسايمت يد
  

    *۲رضا محمودي ،۲ رويا آريانپور،۴، سميه خسروي فارساني ۲امراالله روزبهي، ۳کريم زاده شيرازيكامبيز  ،۲ حمداله دلاويز،۱ياحيد ميام
  

 و يقـات سـلول  يمرکـز تحق دانشگاه علوم پزشكي ياسوج، دانشكده پزشـكي،  ۲ ،ياسوج، دانشكده پزشكي، کميته تحقيقات دانشجويي يشگاه علوم پزشک دان ۱
  يحيعلوم تشر، گروه پزشكيتهران، دانشكده  علوم پزشكي  دانشگاه۴، آموزش بهداشتدانشگاه علوم پزشکي ياسوج، دانشكده بهداشت، گروه ۳، يمولکول

۸/۳/۱۳۹۰:       تاريخ پذيرش۱۵/۱/۱۳۹۰: تاريخ دريافت  
  ده يچک

  

ها  خيب ضد ير تماس با ترکيثأ تيمطالعه بررساين هدف از  .باشد  ميد مثل ي توليوتکنولوژيباز   مي انجماد تخمک، بخش مه:زمينه و هدف
 .  بود کومولوسيها ا عدم حضور سلولي بر تخمک نابالغ موش در حضور يا شهيو انجماد ش

  

بـا و بـدون سـلول     نابـالغ  يهـا  تخمـک  .اسـوج انجـام شـد   ي ي در دانشگاه علـوم پزشـک  ۱۳۸۹ در سال يمطالعه تجرب نيا :بررسيروش  
عنوان محلول ه وز ب ساکار  و ديل سولفوکسا يمت يد کول،يگل  لنيات  بيجدا و با استفاده از ترک      يا  هفته ۴ـ۶ يها از تخمدان موش  کومولوس  

ها از لحاظ بلـوغ و لقـاح      تخمک،بعد از ذوب. ب تماس داده شدندين ترکيز بدون انجماد تنها با ا  ي ن يمنجمد شدند و گروه    يا شهيانجماد ش 
  .ل شدنديه و تحلي تجزي و تست توکطرفه کيانس يز واريآنالهاي آماري  آزمونها با استفاده  داده. شدند يبررس

  

 کمتـر از گـروه کنتـرل    يدار يطـور معن ـ ه  کومولـوس ب ـ يهـا  د شـده همـراه بـا سـلول     منجم ـيهـا   در تخمـک بلوغ زان لقاح و ي م :ها افتهي
 ).>۰۵/۰p( بـود  کمتـر  و کنتـرل ي انجمـاد يهـا   از گـروه يدار يطور معنه خ بي افته با ضدي تماس   يها زان بلوغ در گروه   يم ).>۰۵/۰p(بود

 بـدون  يهـا  زان لقـاح نـسبت بـه تخمـک    ي ـدار م يمعن ـش يش و کنترل باعـث افـزا     ي آزما يها گروه   مي کومولوس در تما   يها حضور سلول 
  . )>۰۵/۰p(کومولوس شد

  
  

 يا شهي انجماد شيطور موفقه توانند ب ي کومولوس ميها ا عدم حضور سلوليدر حضور کول ينال وزيژرم مرحله يها  تخمک:يريگ جهينت
توانـد   ي کومولوس م ـيها حضور سلول . شودکولي وزناليژرم يها  تخمکي تکاملييتواند باعث کاهش توانا     ميها   خي تماس با ضد  . شوند

  .گردد يشگاهيلقاح آزماند يآفر  يزان لقاح در طيش ميباعث افزا
  

     يشگاهيبلوغ آزما، يا شهي کومولوس، انجماد شيها  تخمک، سلول:يديکلهاي  واژه
  
  

  ي و مولکوليمرکز تحقيقات سلولياسوج، دانشگاه علوم پزشكي، دانشكده پزشكي، : مسئولنويسنده *
E-mail: rmahmoudi40@yahoo.com 
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  مقدمه

ل ي از مسا  يکين  ي و جن  )۱( انجماد تخمک  ييتوانا

 ي تکنولـوژ  يهـا  شرفتي ـ جهت ادامه توسعه و پ     ياتيح

. )۱(باشد  مي يجهت درمان نابارور   ،)۲(يد مثل کمک  يتول

ت ي ـ کـه فعال  ييهـا   خانم  حفظ تخمک  يروش انجماد برا  

 ،ي لگن ـ يهـا  يماريل مختلف مانند ب   يتخمدان آنها به دلا   

  ميي و ش ـ  يوتراپي ـ هـم چـون راد     يک ـيني کل يهـا  درمان

ب ي آنـان آس ـ يهـا  ا تخمـک ي ـابـد و  ي  مي کاهش  يدرمان 

ن و  يدر گذشـته جن ـ    .باشـد   مـي  ي روش مناسب  ،نديب  مي

ک يها و تکن خين ضديي پايها تخمک با استفاده از غلظت  

  روش ني ـامـا ا   ،)۱ـ ـ۵(شـدند   ميمنجمد  )۳(انجماد آهسته 

 .)۶(شـد   مـي هـا    ت زنده ماندن سـلول    يباعث کاهش قابل  

 يانجمــاد محلــول در دماهــااي،  شهيــروش انجمــاد ش

ل يبـدون تـشک   ) گـراد  ي درجه سانت  -۱۹۶(ن  ييار پا يبس

ه ن روش ب ـي ـا. باشـد  ي م ـ يخ درون سـلول   ي ـگونـه    چيه

 ينيگزيت جــاک روش مهــم جهــيــعنــوان ه ســرعت بــ

را ي ـ ز. انجماد مورد توجه قرار گرفـت      ي سنت يها روش

 يا شهي ـکه انجمـاد ش  ني بر ا ي مبن ي متعدد يها گزارش

 جهـت انجمـاد تخمـک    يتواند نسبت بـه روش سـنت        مي

 اتمطالع .ديه گرديارا ثرتر و بهتر باشد،   ؤپستانداران م 

 زونـا  ينشان داد که روش انجماد آهـسته باعـث سـفت        

  وي قــشريهــا ل آزاد شــدن گرانــوليــدا بــه دليپلوســ

 آنهــا ي بــارورباعــث کــاهشهــا  شکــستن کرومــوزوم

   .)۷و ۸(شود  مي

توان با قرار دادن در محلول       مين موش را    يجن

و سـپس سـرد کـردن آن بـا قـرار        خيظ شده ضـد  يتغل

 .ت منجمد نمـود يبا موفق  ع،يتروژن ما يع در ن  يدادن سر 

از انجماد بسته  پستانداران بعد   يها نيبقاء تخمک و جن   

 .)۹ و ۱۰( و بلـوغ آنهـا متفـاوت اسـت         يبه مرحله تکامل  

توانـد    مـي رسد    مينظر  ه   که ب  ييگر از فاکتورها  ي د يکي

 يهـا  رگـذار باشـد سـلول     يثأک انجمـاد ت   ي ـجه تکن يبر نت 

 شـده اســت کــه  ديــ تاکامــروزه .باشـد   مــيکومولـوس  

 مرحلـه  يهـا   کومولـوس بـا تخمـک    يها  سلول يهمراه

 جهت مراحل بلوغ تخمک و بـه دنبـال    لکوينال وز يژرم

 . .)۱۰(دنباش ـ  مـي  ياتي ـح ،ين ـين بـه مرحلـه جن   يآن تکو 

نـال  يژرم مرحلـه  يها اند که تخمک  نشان داده  ها  همطالع

نـسبت بـه    کومولـوس  يهـا  کـه بـدون سـلول     کول  يوز

 ي تکامل کمتـر   يي توانا يدارا  با کومولوس،  يها تخمک

توانـد بـر      مي  که يي از فاکتورها  يکي. )۱۲ـ۱۴(باشند  مي

 نابـالغ اثـر بگـذارد،      يهـا  ت انجماد تخمـک   يزان موفق يم

رنـده  ي کومولـوس در بـر گ  يهـا  ب به سلول  يزان آس يم

 کومولـوس  يهـا   سـلول ينگهـدار . )۱۵(باشد  ميتخمک  

ک يعنوان  ه  چنان ب   انجماد، هم  ي نابالغ در ط   يها تخمک

توانـد تـابع     مـي ز مطرح است کـه     يوال مناقشه برانگ  ئس

 احتمـالاً . )۱۶( مختلف باشـد يها  خاص گونه  يها تفاوت

 در مقابـل    يک نقـش محـافظت    ي ـ کومولـوس    يها  سلول

 يسـاز  قي ـا رقي ـع يظ سـر ي از تغل ـي ناش ي اسمز شوک

  . )۱۷(دارندها  خيضد

 ، انجماد تخمکيگر از پارامتر مهم در طي ديکي

نـد انجمـاد    يآ مورد اسـتفاده در فر     يها خيضدموضوع  
                                                
1-Cryopreservation 
2-Assisted Reproductive Technology 
3-Slow Freezing 

 



  لقاح آزمايشگاهي تخمک ژرمينال وزيکول وبلوغ 
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ا عـدم  ي يريت نفوذپذيا خاصها ب خيانواع ضد  .باشد  مي

 متفـاوت جهـت   يهـا  غلظـت   به سـلول و بـا   يرينفوذپذ

 مختلـف مـورد اسـتفاده قـرار     يهـا  انجماد تخمک گونه  

 مـورد اسـتفاده در     يهـا  خين ضـد  يتـر  عيشـا . رنديگ  مي

، ديل سولفوکـسا  ي ـمت يد ؛ شامل يا شهيروش انجماد ش  

د يکـول، دکـستروز و اسـتام   يلن گل ي ات ـ يول، پل يپروپاند

ب يترک ب مورد استفاده،  ين ترک يتر عيشا. )۱۷(باشند  مي

ــ ــول،يلن گليات ــمت ي دک ــساي ــاکاروز ديل سولفوک  و س

ط يبه مح ـد يل سولفوکسا يمت يداضافه کردن   . باشد  مي

 يا شهيل انجماد شي در تسه  کوليلن گل يات يکشت محتو 

مربـوط بـه     gloss-forming علت خواص بهتر  ه  ب

ت يعـلاوه، خاص ـ   ه، ب ـ باشـد   مـي  ديل سولفوکسا يمت يد

 يگـر يهـا در حـضور د      خي هر کدام از ضـد     يرينفوذپذ

 ي بـر رو   ي متعـدد  هاي  ه در مطالع  ).۱۸(شود  ميت  يتقو

ــه ــا گون ــفيه ــاز ترک،  مختل ــب اي ــدي ــاين ض ــاخ ه   ب

ن مـدت   يچن استفاده شده است، هم    متفاوت   يها غلضت

ها،  خيخ ها، نحوه اضافه کردن ضد     يزمان تماس با ضد   

ر ي و ســايروش انجمـاد  ه،نـوع تخمــک مـورد اســتفاد  

   ).۱۹ـ۲۴(باشد  ميز متفاوت يرها نيمتغ

با توجه به تناقـضات مختلـف در مـورد نقـش            

 بلـوغ   يياء، توانـا  زان بق ـ ي ـ کومولـوس در م    يهـا  سلول

 در ين بــه مراحــل بعــدي لقــاح و تکــو ويشگاهيــآزما

ب يــر ترکيثأن تــيچنــ  و هــمکــولينــال وزيژرمتخمــک 

با هدف ن مطالعه ي، ايا شهيامد انجماد ش يها بر پ   خيضد

 نــالي تخمــک ژرميشگاهيــ لقــاح آزماو بلــوغ يبررســ

ل ي ـمت يدکـول و  يلن گليخ ات يضد  با استفاده از   کوليوز

  .  انجام شد NMRI در موش نژاد ديسولفوکسا
  

  بررسي روش 

 در مرکـز    ۱۳۸۹ در سـال     ين مطالعـه تجرب ـ   يا

 ي دانـشگاه علـوم پزشـک      ي و مولکـول   يسـلول قات  يتحق

  .شداسوج انجام ي

المللـي    پروتكل اين تحقيق بر اساس قوانين بين      

در مــورد حيوانــات آزمايــشگاهي انجــام گرديــد و در 

   ..كميته اخلاق دانشگاه به تصويب رسيد

 NMRI) ۶-۴ نـژاد    هاي  ق از موش  ين تحق يدر ا 

واحـد   ۵ يگذار ک تخمک ي تحر يبرا. شداستفاده  ) هفته

 بـه مـوش   يق داخـل صـفاق   ي ـبـه طر   PMSGيالملل نيب

      هـا بـا کـشش و      سـاعت مـوش  ۴۸بعـد از   . شـد   ق  يزرت

 و بلافاصـله   شـده  گـردن کـشته      يها  مهره ييجاه  ب جا

 )HTF)۱ط کـشت  يدر محشد و  را برداشته     آنها تخمدان

. داده شد  کننده تخمک قرار     يآور ط جمع يبه عنوان مح  

تخمـک مرحلــه   کروســکوپيو مير اسـتر يــسـپس در ز 

له يوس ـه  ب ـ) ولـوس بـدون کوم   بـا و  ( کولينال وز يژرم

. ديگردکول آنترال تخمدان جدا     ين از فول  يسوزن انسول 

 در شـش گـروه    يطور تـصادف ه  جدا شده ب يها تخمک

ــد  ــرار گرفتن ــروه اول ؛ق ــب   و دوم گ ــه ترتي ــاملب  ش

 يهـا  بـدون سـلول   بـا و     ژرمينـال وزيكـول    يها تخمک

ــوس  ــرل(کومول ــرض محـ ـ )کنت ــه درمع ــشتي ک                ط ک

α-MEM)۲(ــرار گ ــد ق ــارم،   . رفتن ــوم و چه ــروه س گ

 يهـا  سـلول بـدون   بـا و     ژرمينـال وزيكـول    يها تخمک

 گرفتنـد خ قـرار    ي ـ فقط در معـرض ضـد         که کومولوس

  پــنجم و شــشم  گــروه . )يا شهيـ ـبــدون انجمــاد ش  (
                                                
1-Human Tubal Fluid (HTF) 
2- Alpha Minimum Essential Medium (α -MEM) 
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 يهـا  بـدون سـلول   بـا و     ژرمينـال وزيكـول    يها تخمک

دي متيل  (خي ضد  معرض محلول  ابتدا در   که کومولوس

تحـت انجمـاد     سـپس   و )كـول يو اتيلن گل   سولفوكسايد

 کــه در معــرض ييهــا تخمــک.  قــرار گرفتنــديا شهيــش

 پس از ذوب همانند     ،خ و انجماد قرار گرفته بودند     يضد

ط کـشت   ي ساعت در داخل مح ـ۲۴گروه کنترل به مدت  

α-MEM برســند ۲متافــاز  قــرار داده شــدند تــا بــه. 

 بالغ بـا اسـپرم لقـاح داده شـده و بـا       يها سپس تخمک 

 ي دو سـلول    تا مرحله  معکوسکروسکوپ  يز م استفاده ا 

ها  شين آزماي در هر گروه ا . قرار گرفتند  يابيمورد ارز 

  .دي بار تکرار گرد۶ تا ۵

روش انجمــاد تخمــك بــه ايــن طريــق بــود كــه 

 با و بدون کومولوس به مـدت     کولينال وز يژرمتخمک  

 درصد ۵/۷؛  که شامل)۱( محلول تعادلقه در داخلي دق ۵

 ۲۰ درصد دي متيل سولفوكـسايد و  ۵/۷اتيلن گليكول،   

گرفتنـد و    مـي قـرار   بـود،    ين انسان يسرم آلبوم درصد  

 کـه  )۲(ي محلـول انجمـاد  ه دري ثان۳۰  ـ۶۰سپس به مدت

 درصـد دي متيـل      ۱۵درصد اتيلن گليكـول،     ۱۵ ؛  شامل

 درصـد سـرم     ۲۰ و مـولار ۵/۰ ساکاروزسولفوكسايد،  

ن ي ـ ا يط ـ بعـد از   . قـرار گرفتنـد    ، بـود   ين انسان يآلبوم

 منتقـل و سـپس   ي انجمـاد يها به داخل ن   مراحل تخمک 

تروژن قرار ي بخار نيه رو ي ثان ۱۰ به مدت    ي انجماد ين

دنـد و   يع منتقـل گرد   يتروژن ما يگرفت و بعد به داخل ن     

  .  ذوب شدندروز ۵تا ک يپس از 

  تخمک ي حاو ي انجماد ين پس از خارج نمودن   

 يوه ري ـ ثان۱۰ع، ابتـدا بـه مـدت     يتروژن ما ياز درون ن  

ع نگه داشته شدند و سپس بـه مـدت   يتروژن ما يبخار ن 

ــ ثان۱۰ ــرم  ي ــام آب گ ــل حم ــرار  ۳۷ه در داخ ــه ق  درج

 خـشک   ين مراحل بـا دسـتمال کاغـذ       يگرفتند، بعد از ا   

ت ير هماتو کري از طرف خمي انجماديو سپس ن  شدند  

 بـه داخـل قطـره       ي انجمـاد  يات ن ـ يو محتو شده  ده  يبر

سـرم   درصـد    ۲۰ مولار و    ۱ ساکاروز ؛که شامل  ذوب

 ۱ـ ـ۲ بـه مـدت    وشـد   مـي ختـه   ي ر ، بود ين انسان يآلبوم

 سپس بـه داخـل    . شدند  مي ين قطره نگهدار  يقه در ا  يدق

 مـولار و    ۵/۰ سـاکاروز  ؛که شـامل  محلول رقيق كننده    

بـه   منتقل شـده و  بود،   ين انسان يسرم آلبوم  درصد ۲۰

آنگـاه بـه    .شـدند    ين محلول نگهداريقه در ا ي دق ۳مدت  

ک و ي ـ ي محلول شستشويتريکرولي م۲۰۰ه داخل قطر 

 کـه  خي تا ضـد گرفتند    قرار قهي دق ۵هر کدام به مدت      دو

بعـد   . از تخمک خارج گردد    باشد  مي  مي تخمک س  يبرا

ط ي ذوب شده به داخل محهاي ن مراحل تخمکي اياز ط 

 سـاعت در  ۲۴ منتقل شدند و به مـدت       α-MEMکشت

ــا ــي ــدارين مح ــک     يط نگه ــپس تخم ــدند، س ــا ش              ييه

ــاز   ــه متاف ــه ب ــ ۲ ک ــديرس ــاح   ،ده بودن ــپرم لق ــا اس                            ب

ــده داده  ــامل ش ــل تک ــکيو مراح ــه دو  تخم ــا مرحل            ت

 قـرار   ي بررس ـ کروسـکوب معکـوس   ير م ي در ز  يسلول

   ..گرفتند

 از  يا  هفتـه  ۱۲ از مـوش نـر       يريگ  اسپرم يبرا

 ياسـپرم از اپ ـ   ه  ي ـ و پـس از ته     شدهمان نژاد استفاده    

 داده  انتقـال لقـاح ط يم موش نر، آنها به داخـل مح ـ  يديد

 ساعت در ۵/۱ـ۲دار شدن به مدت  تيجهت ظرف وشده  

                       درصـــــد۵ درجـــــه بـــــا ۳۷داخـــــل انکوبـــــاتور

                                                
1-Equlibration Solution 
2-Vitrification Solution 
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دار شـدن    تي ـبعـد از ظرف    .گرفتند   قرار    اكسيدكربن  دي

ر بـه  ت ـيل يل ـيون اسپرم در ميليک م يها، به مقدار     اسپرم

انـد   دهي به بلوغ رس   α-MEMط  ي که در مح   ييها تخمک

. دي ـ اضافه گرد ،منتقل شده بودند    لقاح طينک به مح  يو ا 

 سپس ،ن حالت صبر نموده ي ساعت در ا   ۸ تا   ۶به مدت   

 .شدند ي بررس معکوسکروسکوپ  ير م يها در ز   تخمک

شتر بـه   ي تکامل ب  يها برا  با مشاهده پرونکلئوس تخمک   

بــا اســتفاده از  .شــدندتقــل من)KSOM )۱طيداخــل محــ

هــا تــا   تخمــکي مراحــل تکــاملمعکــوسکروســکوپ يم

و اطلاعـات  شـده   ي بررسيسلول  دودن به مرحله  يرس

  .دنديدست آمده ثبت گرده ب

آوري شــده بــا اســتفاده از     هــاي جمــع   داده

ــرم ــزار  ن ــون)SPSS )۲اف ــاليز     و آزم ــاري آن ــاي آم ه

حليـل    تجزيـه و ت )۴( و تست توكي   )۳(واريانس يك طرفه  

  .شدند

  

  افته هاي

 کنتـرل بـه     يهـا  در گـروه   زان بقاء ين م يشتريب

خ و انجمــاد ي ـ در معـرض ضــد  يريــل عـدم قرارگ ي ـدل

 در يهـا   در گـروه   . درصد بود  ۱۰۰زان  ي به م  يا شهيش

 سـلول   خ قـرار گرفتـه، گـروه همـراه بـا          يمعرض ضـد  

  برخــوردار بــوديترشيــ بيزان بقــايــکومولــوس از م

ن در گروه  يچن هم). رصد د ۴/۹۵در برابر  درصد   ۳/۹۸(

 همـراه بـا     يهـا   تخمـک  يزان بقـا  ي ـ، م يا شهيانجماد ش 

 در مقابـل     درصـد  ۶/۷۹(شتر بـود  ي ـسلول کومولوس ب  

  .)۱نمودار () درصد۶/۶۵

بيشترين ميزان بلوغ آزمايـشگاهي مربـوط بـه       

هـاي کومولـوس    اي همراه با سلول گروه انجماد شيشه  

نجمـاد  ايـن ميـزان در گـروه ا       ).  درصـد  ۵/۸۷(باشد  مي

 .بـود   درصـد  ۸/۸۵اي بـدون سـلول کومولـوس       شيشه

چنين کمترين ميزان بلـوغ مربـوط بـه گـروه بـدون             هم

سلول کومولوس که در معرض ضديخ قرار گرفته بود      

 بيشترين ميزان لقاح    ).۲نمودار(باشد   مي ) درصد ۹/۶۶(

 ۸۸(هاي کومولوس مربوط به گروه کنترل همراه سلول     

نيـز مربـوط بـه گـروه        و کمترين ميـزان لقـاح       ) درصد

ــوس  ــه در ،بــود) درصــد۱/۶۳(بــدون ســلول کومول  ک

 در هـر سـه   مجـدداً ..معرض ضد يخ قرار گرفته بودنـد     

ميــزان لقــاح در گــروه هــاي همــراه بــا ســلول   گــروه

هاي بدون سلول کومولـوس   کومولوس نسبت به گروه   

  .)۳نمودار(بودبيشتر 

بيشترين ميزان تکـوين بـه مرحلـه دو سـلولي           

ــر   ــه گــ ــوط بــ ــلول   مربــ ــدون ســ ــرل بــ وه کنتــ

کمترين ميزان تکوين . باشد  مي) درصد۱/۹۱(کومولوس

اي  به مرحله دو سـلولي نيـز در گـروه انجمـاد شيـشه            

. صـورت گرفـت   )  درصد ۸/۸۳(بدون سلول کومولوس  

در اين متغير بر خلاف ساير متغيرها، ميزان تکوين به          

هـاي بـدون سـلول       تخمـک   گروه  در ،مرحله دو سلولي  

ــشت ــا ســلول   ر از تخمــککومولــوس بي ــراه ب هــاي هم

 درصد  ۹۰به ترتيب   ( بود خي در معرض ضد   کومولوس

  .)۴نمودار)( درصد۷/۸۸و 
                                                
1- Potassium Simplex Optimized Medium(KSOM) 
2-Statistical Package for Social Sciences 
3- One-Way Analysis of Variance 
4-Tukey 
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  بحث

ل يتوانايي انجماد تخمـک وجنـين يکـي از مـسا     

هـاي تکنولـوژي      حياتي جهت ادامه توسعه و پيـشرفت      

  . )۱(باشد  توليد مثل کمکي، جهت درمان ناباروري مي

هدف از اين مطالعـه بررسـي تـأثير تمـاس بـا             

اي بـر تخمـک نابـالغ        ها و انجماد شيشه    ترکيب ضد يخ  

هاي کومولوس   عدم حضور سلول  موش در حضور يا     

  .بود

 مرحلـه   يهـا   تخمـک کـه     نشان داد  ين بررس يا

ا عـدم حـضور     ي ـ مـوش در حـضور       کولينال وز يژرم

ــلول ــا س ــا يه ــوس توان ــويي کومول ــه  ي تک ــا مرحل ن ت

هـا   ج گـروه  يسه نتـا  ي ـن مقا يچن ـ هـم .  را دارند  يدوسلول
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عنـوان  ه   ب ـ ييايمي که تماس تخمک با مواد ش      دادنشان  

 باعــث کــاهش يا شهيــانجمــاد شن يچنــ خ و هــميضــد

 نسبت به گروه    ي مراحل تکامل  ي تخمک جهت ط   ييتوانا

 مـورد مطالعـه، حـضور      يهـا  در گروه . شود  ميکنترل  

ج در همــه ي کومولــوس باعــث بهبــود نتــا يهــا ســلول

زان ي ـجـز در م ه  شـد ب ـ هـا  تخمـک  ي تکامل يها شاخص

در   و  کنتـرل  يهـا   در گـروه   يسلول تکامل به مرحله دو   

کومولــوس از  دون  ب ـيهـا  کـه تخمـک   خيمعـرض ضـد  

ــ بييتوانــا  هرچنــد تفــاوت ، برخــوردار بودنــديشتري

  . دار نبود يمعن

ه  ب ـيا شهي ـ است که انجمـاد ش  يادي ز يها سال

 روش انجمـاد  يجـا ه د بخش ب ـين ام يگزيک جا يعنوان  

 .آهسته در انجماد تخمک مورد توجه قرار گرفته اسـت    

 يخ ط ـيل ي کاهش احتمال تشک ي برا ي متعدد يها روش

ــانجمــاد ش ــ ارايا شهي  ي بررســ؛ کــه شــاملند،ه شــدي

 هـاي   بي متفاوت، استفاده از ترک    يها ها با غلظت   خيضد

خ و اسـتفاده از     ي ـخ، کم کردن حجم ضد      يمختلف ضد   

.  )۲۵(دنباشــ  مــي مختلــف سـرد کــردن  يهــا ياسـتراتژ 

جـه امکـان    يگر کـه در نت    يکـد يخ بـا    ي ـب چند ضـد     يترک

خ را بــه وجــود يــ  کمتــر ضــديهــا اســتفاده از غلظــت

 مـورد توجـه قـرار       يمتعـدد  هـاي   ه در مطالع  ،آورد  مي

ب دو ضـد  ي ـز از ترکي ـ در مطالعه حاضر ن   .گرفته است 

د يل سولفوکـسا  ي ـمت يد و   کـول يلن گل يات ـ يعنيج  يخ را ي

خ باعـث کـاهش   ي ـا چند ضـد     يب دو   يترک. شداستفاده  

ن يچنــ هـم  .شـود   مـي ت خـاص هـر کـدام از آنهـا     يسـم 

. کنـد   مـي ر  يي تغ يگري در حضور د    هر کدام  يرينفوذپذ

ــه ــاراندر مطالعـ ــ م)۲۰۱۰()۱( زو و همكـ ــايـ  يزان بقـ

بود  درصد   ۸/۹۳  با کومولوس بعد از ذوب     يها  تخمک

  .).۲۵( بود  درصد ۶/۷۹حاضرزان در مطالعه    ين م يکه ا 

 مورد استفاده   يتوان به روش انجماد     مين تفاوت را    يا

داد کـه   باشـد نـسبت       مـي وتوب  ين مطالعه که کرا   يدر ا 

 مرسـوم  ي انجمـاد  يها ي نسبت به ن   ييها ي برتر يدارا

  . باشد  مياخير مورد استفاده در مطالعه 

 با کومولوس در مطالعـه    يها  تخمکزان بقاء   يم

ــاًيحاضــر تقر  و  دشــموخ اســت کــهيجي مــشابه نتــاب

 تخمــک يدر مطالعــه خــود بــر رو) ۲۰۱۰()۲(همکــاران

خ يــد  از دو ضــ درصــد۱۵نابـالغ بوفــالو و بــا غلظـت   

ــمت يد ــساي ــ و ديل سولفوک ــوليلن گليات ــک ــت ه  ب دس

دشـموخ و   ج مطالعـه ي البته بهتر بودن نتـا     ).۲۱(آوردند

 مربوط به افـزودن     يتواند تا حدود    مي)۲۰۱۰(همكاران

در . ن مطالعـه  باشـد     ي ـهـا در ا    خيمرحله به مرحله ضد   

  درصـد  ۲۵ج بـا غلظـت      ين نتـا  يمطالعه ذکر شده بهتـر    

ه هـا ب ـ  خيحله بـه مرحلـه ضـد   ها و با افزودن مر   خيضد

طور ه ز بي ندرصد ۲۵لظت زان بلوغ در غ   يم. دست آمد 

ن در  يچن ـ  هـم  .هـا بـود    ه گـروه  يشتر از بق  ي ب يدار يمعن

زان ي ـن م يشتريز ب ي ن )۲۰۰۷()۳(کاران يامادا و هم   مطالعه

ن ي ا درصد۲۵ بود که از غلظت   يبلوغ مربوط به گروه   

 بـا  يهـا  تخمـک زان بقاء يم. )۲۶(خ استفاده شد  يدو ضد 

دسـت آمـده    ه  ج ب يکومولوس در مطالعه ما کمتر از نتا      

 در  وبـود ) ۲۰۰۷()۴( و همکـاران  گاسـپاريني در مطالعه 

ــه   ــن مطالع ــاي ــاًي تقرياز غلظت ــ نزدب ــه  ي ــه مطالع ک ب

   .)۲۷(شد ) درصد۵/۱۶(حاضر
                                                
1-Zhou et al 
2-Deshmukh et al 
3-Yamada et al 
4-Gasparini et al 
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 در و نقـش آن    کومولـوس    يهـا   سلولحضور  

. مورد مناقشه بوده اسـت    همواره   تخمکمراحل تکامل   

 يهـا  سـلول حـضور  نـشان داد کـه    قي ـن تحقي ـج اينتـا 

 يهـا  ج در همـه شـاخص  يکومولوس باعـث بهبـود نتـا      

زان تکامـل بـه    ي ـجـز در م   ه   ب .شود  مي ها  تخمک يتکامل

 کنتـرل و مواجهـه کـه     يهـا   در گروه  يمرحله دو سلول  

ــک ــا تخم ــيه ــادون ب ــوس از توان ــ بيي کومول  يشتري

ور حـض . دار نبود يبرخوردار بودند هرچند تفاوت معن    

زان ي ـدار م  يش معن ـ ي کومولوس باعـث افـزا     يها  سلول

 با کومولوس نسبت بـه  يها  تخمکبقاء بعد از ذوب در      

جـه در  ين نتي ـمـشابه ا  .  کومولـوس شـد    ي ب يها  تخمک

 ين در حال  يا. )۲۵و۲۷(دست آمد ه  بهاي ديگري     همطالع

دادند که حضور   هاي ديگري نشان       كه در مطالعه   است

، ءزان بقايدار م ي کومولوس باعث کاهش معنيها سلول

ن تنـاقض   ي ـا. )۱۵ و   ۲۸(شـود   مي بعد از ذوب     ها  تخمک

خ مورد استفاده  و  يتواند مربوط به نوع گونه، ضد         مي

 مــورد يهــا تخمــکزان بلــوغ يــن تفــاوت در ميچنــ هــم

  .استفاده باشد

  کـه از     )۲۰۰۹()۱( همکاران  زاواره و   در مطالعه 

 اسـتفاده   NMRI مـوش نـژاد    لکـو ينال وز يرمژتخمک  

 بـا کومولـوس در   يهـا   تخمـک زان بلـوغ    ي ـشده بـود م   

شتر ي ـ بيدار يطور معن ه   و کنترل ب   ي انجماد يها گروه

 کـه  ي در حـال ).۲۹( بدون کومولوس بـود يها  تخمکاز  

ــال وزيرمژ کــه از تخمــک ديگــريدر مطالعــه   کــولين

دســت ه جــه بــين نتيــ عکــس اشــد،گوســفند اســتفاده 

 يهـا  سـلول ج متناقض نقـش حـضور      ين نتا يا. )۱۵(آمد

سه يمقا.  سازد  ميکومولوس در بلوغ تخمک را مشکل       

 بـا و بـدون کومولـوس در هـر سـه گـروه               يها  تخمک

زان لقـاح در همـه      ي ـنشان داد کـه م    اخير  مورد مطالعه   

طـور  ه   کومولـوس ب ـ   يهـا   سـلول ها در حـضور      گروه

 کـه در مـورد      يدر صـورت  . ابدي  ميش  ي افزا يدار يمعن

 در مطالعـه . ده نـشد ي ـن تفـاوت د  ي ـهـا ا   اخصر ش ـ يسا

 کـه از تخمـک بـالغ بــدون    )۲۰۱۰(جهرمـي و همكـاران  

زان لقاح  ي م ، استفاده شد  NMRIکومولوس موش نژاد    

 يهـا   تخمکنسبت به   ، كه   )۳۰ (دست آمد ه   ب  درصد ۳۹

 يريطور چشمگه ، بحاضربدون کومولوس در مطالعه 

ــر اســت ــا. کمت ــه ين ي ــد م  مــيافت ــميــؤتوان  د نقــش مه

 کومولوس در جذب اسپرم به سمت تخمـک        يها  سلول

ط مناسب جهـت نفـوذ اسـپرم بـه تخمـک            يجاد مح يو ا 

 رونـد   ي کومولـوس در ط ـ    يها  سلول نبود   ديشا. باشد

ش مقاومـت زونـا   ي مـوش باعـث افـزا     يهـا   تخمکبلوغ  

 و نفـوذ  يکيتيدا در مقابـل تـوان هـضم پروتئـول        يپلوس

  )۱۹۹۱()۲(ان و همکـار  گـالتي نيعلاوه بر ا  . شود  اسپرم  

دند کـه برداشـت   يجه رسين نتيز در مطالعه خود به ا     ين

 کومولــوس باعــث آزاد شــدن زود هنگــام يهــا ســلول

ل ي ـز خـود از دلا ين نيشوند که ا    مي ي قشر يها گرانول

  .. )۳۱(باشد  ميزان لقاح يسفت شدن زونا و کاهش م

، يا شهي ـسه گـروه کنتـرل و انجمـاد ش        يدر مقا 

 ي تکـامل  يهـا  انجماد بر شـاخص   ر  يثأمشاهده شد که ت   

 ي ب ـ يهـا   تخمـک شتر از   ي ـ بـا کومولـوس ب     يهـا   تخمک

کـه تفـاوت گـروه کنتـرل بـا       يطوره  ب. کومولوس بود 

                                                
1-Zavaresh et al 
2-Galeati et al 
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 بدون کومولـوس فقـط      يها  تخمک در   يا شهيانجماد ش 

 يها سلول که در  ي در حال  ،دار بود  يزان بقاء معن  يدر م 

ن بـه مرحلـه     يزان بقاء، لقاح و تکـو     يبا کومولوس در م   

ــا . دار بـــودي معنـــيســـلولدو ــاليـ               اســـت ين در حـ

ــه  ــه در مطالع ــارانک ــک )۲۰۱۰( زو و همك           يهــا تخم

ــوس،    ــا کومول ــروه ب ــد گ ــوس همانن ــدون کومول  در  ب

 دار در يسه بــا گــروه کنتــرل دچــار کــاهش معنــي ـمقا

ــم ــاء، تقــسي ــه يم و تکــويزان بق ــه مرحل  يدوســلولن ب

  . )۲۵(شدند

  

  گيري نتيجه

ب دو ي ـکايـن مطالعـه نـشان داد، تر      ع  در مجمو 

 ييخ بـه تنهـا  ي ـک ضـد  ي ـخ نسبت به اسـتفاده از    يضد  

نـال  يژرم در انجماد تخمک يج بهتري باعث نتا  ،تواند  مي

زان بقاء  ي باعث کاهش م   خيتماس با ضد  .  شود کوليوز

. شـود   مـي  کـول ينـال وز  يژرم تخمک   ي تکامل ييو توانا 

ن بقاء و زاي کومولوس باعث بهبود ميها سلولحضور 

زان لقـاح  يش قابل توجه مي تخمک و افزا ي تکامل ييتوانا

 يهـا  خيب ضـد ي استفاده از ترک  احتمالاً. شود  ميتخمک  

ل ي و وسـا  يا  چند مرحلـه   يا شهيروش انجماد ش   ،گريد

 لون مـش يوب و نـا ي ـوتيپ و کراوتاي مانند کرا  يانجماد

 داشـته  لقـاع تخمـک    بلوغ وي برو ي اثر بهتر  ،دنتوان  مي

  .دنباش

  

  

  

  ر و تشکريتقد

 است ييان نامه دانشجو  ين مطالعه منتج از پا    يا

ــا حما ــکــه ب ــت تحقيت مــالي ــني معاون ــات و ف  يآور ق

  . اسوج انجام شدي يدانشگاه علوم پزشک
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Abstract 
 
Background & Aim: Cryopreservation of oocytes is an essential part of reproductive 
biotechnology. The objective of the present study was to investigate the effects of exposure to 
combination of cryoprotectants and vitrification on immature mouse oocytes with or without 
cumulus cells. 
 
Methods: This was an experimental study conducted at Yasouj University of Medical Sciences in 
2010. Immature oocytes with and without cumulus cells were isolated from ovaries of mice 4-6 
weeks of age. They were vitrified in conventional straw using ethylene glycol (EG), dimethyl 
sulfoxide (DMSO) and sucrose as vitrification solution or exposed to vitrification solution without 
subjected to liquid nitrogen. After warming, oocytes were assessed for nuclear maturation and 
fertilization. The collected data were analyzed with one-way ANOVA and Tukey test.   
 
Results:  Survival and fertilization rates in vitrified oocytes with cumulus cells were significantly 
lower than the control group (p<0.05). Maturation rates in exposure groups were significantly lower 
than the vitrified and control groups (p<0.05). The fertilization rate increased significantly in all 
experiment and control groups with cumulus cells in comparison with denuded oocytes (p<0.05).  
 
Conclusion: Germinal vesicle stage oocytes in the presence or absence of cumulus cells can be 
vitrified successfully. Exposure to cryoprotectants can decrease the developmental competence of 
GV oocytes. Presence of cumulus cells can increase the fertilization rate in IVF procedure. 
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