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  دهيچک
 .استع ي ساده و فوق سري است که روشيا شهي، انجماد شي به منظور حفظ قدرت باروريدار نگهيها  از روشيکي: نه و هدفيزم

 يشگاهي آزماي باروريفناورشرفت يک فاکتور مهم به پيها به عنوان   تخمکي انجماديها ستفاده از روش ا بايزان حاملگيبهبود م
به  کولينال وزي تخمک مرحله ژرميني تکامل جن ويشگاهي، بلوغ آزمازان زنده ماندني ميابين مطالعه ارزيا هدف .کند يکمک م

  .دوب  يا چند مرحله  ويا ک مرحلهي يا شهيپس از انجماد ش ستيبلاستوس
  

 يا شهي کومولوس در محلول انجماد شيها  با و بدون سلول،کولينال وزي ژرمي تخمک مرحله يمطالعه تجرب نيادر  :ي بررسروش
.  منجمد شدنديا چند مرحله  ويا ک مرحلهي به روش  ساکارز مولار۳/۰و  ۷۰کول ي درصد فا۱۸ کول،يلن گليات  درصد۳۰که شامل 

زان يم. ط کشت شستشو داده شدنديدو مرتبه در داخل مح و شده ها ذوب ع، تخمکيتروژن مايپس از انجماد و قرار دادن در داخل ن
 ذوب - بعد از انجمادستي بلاستوسي ن به مرحلهين جنيلقاح و تکو ،۲متافازدن آن به مرحله يرس ها، بلوغ تخمک و زنده ماندن تخمک

  .ل شدنديه و تحلي تجزيک طرفه و تست توکيانس يز واري آنالي آماريها ها با آزمون داده. شدند ي بررسشگاهيآزما در
  

 چند يا شهي در روش انجماد شستيسبلاستون يل جنيزان تشکي لقاح و م ،۲ متافاز زان زنده ماندن، بلوغ تخمک به مرحله يم :ها افتهي
   .)>P ۰۵/۰( بالاتر بوديا ک مرحلهي يا شهي  نسبت به روش انجماد شي داري به طور معنيا مرحله

  

  

 چند يا شهين روش انجماد شيچن  کومولوس و هميها  منجمد شده با سلولکولينال وزي ژرمي  مرحلهيها تخمک :يريگ جهينت
بدون  کولينال وزيژرم ي  نسبت به تخمک مرحلهستي به مرحله بلاستوسنين جنيزان تکويبلوغ و مزان ي بر مي اثر مثبتيا مرحله
  . دارديا ک مرحلهي يا شهي کومولوس و روش انجماد شيها سلول

  

   ستيبلاستوسکول، يلن گلي، اتيا شهيکول، انجماد شينال وزي تخمک ژرم:يدي کليها واژه
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  مقدمه

 ي است کـه ط ـ    يکيزي ف ي روش يا شهيانجماد ش 

 يخ پس از قرار گرفتن در سرما      يظ ضد يآن محلول غل  

بـاره بـه حالـت     کي ـخ بـه  يستال يل کر ياد بدون تشک  يز

 يا شهي ـشن حالـت بـه عنـوان        ي ـا. شود يل م يجامد تبد 

ــده   ــناخته ش ــدن ش ــ و ش ــک پدي ــده جدي ــم ي د در عل

ن روش در ي ـن بـار ا  ياول ـ. )۱(باشـد  ي م ـ يولوژيوبيکرا

د و امـروزه   ي ـ مطـرح گرد   تي ـله لو يبه وس ـ  ۱۹۳۷سال  

 يهــا ن و تخمــک گونــهيجنــ يحفــظ و نگهــدارجهــت  

در . )۲(ردي ـ گي مورد استفاده قـرار م ـ    يمختلف جانور 

مکانيـسم   درک ي بـرا  يهـاي بـسيار     اين رابطـه تـلاش    

ــلول  ــاد س ــت  يانجم ــه اس ــورت گرفت ــتفاده از .  ص اس

 نـارس اهميـت انجمـاد را بيـشتر مـشخص            يها تخمک

تــوان در  يهــا مــ  زيــرا بــا  ذخيــره کــردن آن،کنــد مــي

 مناسب با توجه بـه شـرايط بيمـار نمونـه را           يها زمان

 استفاده نمود  ، مجدداًيپس از بلوغ آزمايشگاه ذوب و

تـوان بـا ايـن     ي را م ـي از مـشکلات بـارور  يبـسيار  و

 حفــظ يروش انجمــاد بــرا). ۳(تکنيــک برطــرف نمــود

هـا بـه دلايـل        که فعاليـت تخمـدان آن      يهاي تخمک خانم 

 يچون راديـوتراپ     هم ي کلينيک يها  ، درمان ي لگن يبيمار

 آنـان بـه طـور قابـل     يهـا    کـه تخمـک   ي درمان يو شيم 

بيند روش  يکند و يا آسيب م     ي کاهش پيدا م   يا    ملاحظه

رسد که انجماد تخمـک    يلذا به نظر م   . باشد ي م يمناسب

کـول  ينال وزيژرم مرحله در مراحل مختلف تکامل مثلاً

توانـد   يبا استفاده از انواع ضد يخ م       ۲متافاز  و تخمک   

مطالعـات  .  تخمک داشته باشـند ي بر رو ياثرات متفاوت 

 کومولوس در روند يها  سلولي نقش متابوليکيمتعدد

 و واکنش متقابل کولينال وزيژرم ي بلوغ تخمک مرحله 

  . کند ييد مأي کومولوس را تيها بين تخمک و سلول

 در زمينـه انجمـاد   ي اخير مطالعـات   يها   در سال 

 همـراه بـا     کـول ينـال وز  يژرم نابالغ مرحلـه     يها  تخمک

 کومولـوس و بـدون کومولـوس بـه روش           يهـا     سلول

 يهـا   در حـضور ضـد يـخ    يا  آهسته و انجمـاد شيـشه     

ده ش بيان ي متفاوتيها فته وگزارشمتداول صورت گر  

گـزارش   ۱۹۹۷  و همکاران درسـال  بارک.)۸ـ۱۱(است

 کـول ينال وز يژرم ي  مرحله ي انجماد تخمک انسان   دادند

ــسيم مـ ـ   ــيب دوک تق ــث آس ــوند يباع در . )۱۲-۱۴(ش

 ۸۰ حـدود  دادنـد كـه  کـه ديگـر محققـين گـزارش       حالي

 کـول ينـال وز  يژرم ي  مرحلـه  ي از تخمک انـسان    درصد

م نرمــال يدوک تقــس  کرومــوزم وياه دارمنجمــد شــد

 )۱۹۹۴(و همکـاران  تـوت   در اين رابطـه     ). ۱۳(باشند يم

نـال  ي ژرم ي  مرحلـه  يگزارش نمودند که تخمـک انـسان      

توانند بعد از انجماد، بلـوغ هـسته خـود را            يم کوليوز

 گريمطالعات د ). ۱۵ و ۱۶(تکميل نموده و لقاح پيدا کنند       

مولوس بـا تخمـک      کو يها   سلول ي که همراه  نشان داد 

 بلوغ تخمـک و تکـوين       ي برا کولينال وز يژرم ي مرحله

چنـين مطالعـات ديگـر       هـم   ).۱۵-۲۰( است يجنين حيات 

 کـول ينـال وز  يژرم ي دهد کـه تخمـک مرحلـه       نشان مي 

بدون سلول کومولوس در مقايسه با تخمک همـراه بـا           

 برخـوردار اسـت     يتر   کم يکومولوس از ظرفيت تکامل   

که وجود و عدم وجود      شد خصمشچنين    هم ).۵ و ۱۱(

 بر  يثيرأ کومولوس پس از انجماد و ذوب ت       يها سلول

 روشـن   نيز). ۲۱(ميزان زنده ماندن تخمک موش ندارد     



 همكارانمحسن نيك سرشت و 
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 يثيرأ کومولوس ت ـيها عدم وجود سلول  وجود وشد

  . )۲۲(بر ميزان زنده ماندن تخمک نابالغ ندارد

 ضــد و نقــيض کــه يهـا  بـا توجــه بــه گــزارش 

  کـول ينـال وز  يژرم ي  مرحلـه  يها کباره انجماد تخم   در

همراه با کومولوس و بدون کومولوس وجود دارد، در    

 مرحلــه ي مــوش آزمايـشگاه يهـا   تخمــکمطالعـه ايـن  

 کومولوس با يها  را با و بدون سلول    کولينال وز يژرم

 و اثـرات   منجمـد نمـوده      يا  انجمـا د شيـشه     يها روش

 يو تکـوين آزمايـشگاه      بر روند بلوغ   يا انجماد شيشه 

 تيبلاستوس ـ بـه مرحلـه      کـول ينال وز يژرم يها تخمک

  .شود يم

  

  ي بررس روش

 مــاده نابــالغ  از مــوشيمطالعــه تجربــرايــن د

 اسـتفاده  يا  هفتـه F1 C57BL/6 x DBA/2: BDF1، ۴-۳نـژاد 

 طبــق  يا خانــه   هــا از شــرايط حيــوان   مــوش . شــد

 ۱۲  ساعت روشنايي و۱۲( شناخته شدهيها استاندارد

ــاريک  ــاعت تـ ــذاو از آب) يسـ ــافي و غـ ــق ي کـ  طبـ

 يالعمل صادره در مورد حيوانـات آزمايـشگاه        دستور

 واحـد   ۱۰ها از     تحريک تخمدان  يبرا. برخوردار بودند 

 بـه  يبـه طريـق داخـل صـفاق      باشـد    PMSG)۱(يبين الملل 

ها با کشش و   ساعت موش۴۸بعد از . موش تزريق شد

شته شـده و بلافاصـله      ک ـ )۲( گردن يها  مهره ييجا هجاب

ــو  ــدان مـ ــيط  تخمـ ــل محـ ــته و در داخـ ش را برداشـ

ن يتـر آلبـوم  يل يل ـيگرم بـر م  يلي م۵ يحاو  HTF)۳(کشت

  ي  مرحلـه يهـا  تخمـک  .قـرار داده شـدند   يسـرم گـاو  

و تخمک   )COC( )۴(کومولوس همراه با  کولينال وز يژرم

بــه را  )Do( )۵( کومولــوسيهــا  بــدون ســلولي مرحلــه

ز سوزن انسولين در زير استريوميکروسکوب ا     له  يوس

بـه   هـا   سپس موش  .شدندفوليکول آنترال تخمدان جدا     

 ي به شش گروه به شرح زير تقسيم بنـد       يطور مساو 

 بـدون   کـول ينـال وز  يژرم يها  تخمک ؛گروه اول  شدند؛

 يهـا  تخمـک  ،گـروه دوم  ،  )کنترل( کومولوس يها سلول

 کومولـوس کـه در      يهـا   بدون سلول  کولينال وز يژرم

 قـرار  يا  يـک مرحلـه   يا معرض محلول انجمـاد شيـشه     

 بدون  کولينال وز يژرم يها  تخمک ؛گروه سوم ،  گرفتند

 کومولوس کـه در معـرض محلـول انجمـاد            يها سلول

 ؛گـروه چهـارم   ،  قـرار گرفتنـد    يا  چند مرحلـه   يا شيشه

 يهــا همـراه بــا سـلول   کــولينـال وز ي ژرميهــا تخمـک 

نـال  ي ژرم يهـا   تخمـک  ؛گروه پـنجم  ،  )کنترل(کومولوس

مولوس که در معـرض      کو يها  همراه با سلول   کوليوز

 ،قـرار گرفتنـد    يا  يـک مرحلـه    يا محلول انجماد شيـشه   

 همـراه بـا     کـول ينـال وز  ي ژرم يهـا   تخمک ؛گروه ششم 

 کومولوس کـه در معـرض محلـول انجمـاد            يها سلول

  .. قرار گرفتنديا  چند مرحلهيا شيشه

 يا  چنــد مرحلــه يا محلــول انجمــاد شيــشه   

قـسيم  ت  EFSدرصد۳۰ وEFS  درصدEFS،۲۰ درصد۱۰به

 COC يها  عدد تخمک  ۱۰ ي آزمايش يها در گروه  .شدند

 تريکرولي م۲۰۰  دقيقه در معرض ۵ ابتدا به مدت DO و

ــول انجمــاد  (v/v)  کــه شــامل  EFS  درصــد۱۰ يمحل

EG۱۰ــد ــدFicoll-70 ۵/۴ (w/v)،  درصـ  ۰۷۵/۰و   درصـ

                                                
1-PMSG  Pregnant Mare Serum Gonadotropin(PMSG)  
2-Dislocation 
3-Hepes-Bufer Human Tubal Fluid Irvine 
4-Cumulus Oocyte Complex 
5- Denuded Oocytes 
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 قـرار  ين سـرم گـاو  يآلبـوم  درصـد ۲۰و Sucrose مولار

 تريکرو لي م۲۰۰قيقه در د۲داده شدند و سپس به مدت    

  درصـد ۲۰ کـه شـامل    EFS درصد۲۰يمحلول انجماد

(v/v) EG، (w/v) Ficoll-70 ۹  مـولار ۱۵/۰و  درصـد  Surose 

 ۱قرار داده شدند و سپس بـه مـدت            درصد FBS ۲۰و  

ــر يکــرو لي م۲۰۰دقيقــه در معــرض  ــاد ت ــول انجم محل

 (w/v)،  درصـد EG ۳۰ (v/v)  نهـايي کـه شـامل   يا شيشه

Ficoll-70 ۱۸و   درصد Sucrose۳/۰ درصـد  ۲۰ و  مـولار 

ها به   سپس تخمک.قرار داده شدند ين سرم گاو يآلبوم

 ي و ن ـشـده منتقـل  ) VM L Aigle, France( انجماديداخل ن

 بخار نيتـرون قـرار      ي ثانيه رو  ۳۰ را به مدت     يانجماد

داده و سپس به داخل نيتروژن مايع منتقل نموده و بـه    

.  شدندينيتروژن مايع نگهدار روز در داخل ۱-۵  مدت

بـه   DO و   COC يهـا   تخمک يا  در روش يک مرحله    يول

 ۳۰يا  دقيقه در معرض محلـول انجمـاد شيـشه         ۱مدت  

ــد ــامل   EFS درصـ ــه شـ ــد۳۰ کـ  EG ،۱۸ (v/v) درصـ

 درصـد  ۲۰  و Sucrose مـولار ۳/۰ وFicoll-70 (w/v)درصد

  .شوند ي قرار داده مين سرم گاويآلبوم

 را بـا  کـول ينـال وز  يژرم ي  مرحله يها تخمک   

 و دايشيـ ـا  و همکــاران و ييکاســا اســتفاده از روش 

در ايــن  ).۲۳-۲۵(شــدند يا انجمــاد شيــشه همکــارانش

 ي در ط ـ. استفاده شد)EG(روش از ضديخ اتيلن گليکول    

هــا در   ابتــدا تخمــکيا  چنــد مرحلــهيا انجمــاد شيــشه

 و  درصـد EFS۲۰،  درصـد EFS ۱۰ يهـا  معرض ضديخ

EFS يا  يـــک مرحلـــهيش انجمـــاد و در رودرصـــد 

 قـرار   درصـد EFS ۳۰ها فقط در معرض ضـديخ   تخمک

 يپــس از آن بــه درون نــ.  شــونديگيــر گرفتــه تــا آب

 به مـدت  ابتدا و منتقل شده ) IVM L Aigle, France(انجماد

در معرض بخار نيتـروژن و سـپس در تانـک       ه  ي ثان ۳۰

 به منظور گرم کردن از محلـول       .ازت مايع قرار گرفتند   

ه در  ي ـ ثان ۹۰ مول به مدت     / .۱۲۵و  / . ۲۵،  / .۵کارز  سا

  .قرار گرفتند هر قطره 

ــک ــا تخمـ ــال وزيژرم يهـ ــولينـ ــد کـ  منجمـ

نــال يژرم يهــا و تخمــک) ي آزمايــشيهــا گــروه(شــده

در داخل قطره ) کنترل يها گروه( منجمد نشدهکوليوز

/ . ۲۳ يحــاو  α-MEMمحــيط کــشت   تــريکروليم ۱۰۰

 ليتـر  يگـرم بـر ميل ـ   يل ـيک مي مول پيروات سديم، يميل

ــ۱۰۰، فتــوئين  ــ ي واحــد پن ــر ميل ــر يســيلين ب  ۱۰۰ ،ليت

 نـانوگرم بـر     ۱۰ليتر استرپتومايسين،    ينانوگرم بر ميل  

 ي ميل ـ EGF(  ،۷۵( مـوش  يدرم يليتر فاکتور رشد اپ    يميل

 FSH( ۳(يليتـر هورمـون محـرک فوليکـول     يواحد بر ميل 

 ۳۵ در ديش    )FBS(ليتر سرم جنين گاو    يگرم بر ميل   يميل

 در  کـه قـبلاً   )  عـدد تخمـک    ۱۰در هر قطره    ( يمتر يميل

ها را  تخمک.  قرار داديم،انکوباتور به تعادل رسيده بود 

کربن  دياکس يد درصد ۵ و C˚۳۷ يدر انکوباتور با دما

 سـاعت کـشت در انکوبـاتور    ۲۴بعـد از  . شـدند منتقـل  

 رسـيده  ۲ کـه بـه متافـاز     کـول ينال وز يژرم يها تخمک

 بـه عنـوان مشخـصه       ين جـسم قطب ـ   خروج اولي (بودند

  .داده شدند با اسپرم لقاح و)  در نظر گرفتيم۲متافاز 

 که به متافـاز دوم      کولينال وز يژرم يها تخمک

 TYH (Mitsubishiرسـيدند جهـت لقـاح بـه محـيط کـشت      

Kagaku Iatron Inc., Tokyo Japan)  گـرم بـر    ي ميل ـ۴ ي حـاو

روغن له يبه وس که   )BSA(يليتر سرم آلبومين گاو    يميل

  . پوشيده شده منتقل گرديدنديمعدن



 همكارانمحسن نيك سرشت و 

۵۹۴ )۸۰شماره پي در پي (۱۳۹۲ـ آذر ۸ ـ شماره۱۸مجله ارمغان دانش ـ دوره 

 :F1 C57BL/6 x DBA/2]نر نـژاد  ي سوريها موش

BDF1]   يجـاي  ه هفته سن داشـتند، بـه روش جاب ـ  ۱۲ که 

 ســپس دم اپيديــديم . کــشته شــدندي گردنــيهــا مهــره

 ۲۰۰ يا ها را جدا نموده و به حاشيه روغن، قطره موش

 BSA گرم ي ميل ۴ ي حاو TYH از محيط کشت   تريکرو ل يم

، سـپس بـا سـرنگ       ه شـدند  ليتـر قـرار داد     يبر هر ميل ـ  

انسولين اسپرم را از دم  اپيديديم جدا کرده و به داخل    

 در انکوبـاتور بـه تعـادل        قطره محـيط کـشت کـه قـبلاً        

 اسـپرم را بـه    يقطره حـاو  . شدند منتقل   ،رسيده بودند 

دار شدن در شـرايط     ساعت جهت ظرفيـت   ۵/۱-۲مدت  

 يگهداردکربن ن ي اکس ي د  درصد   ۵  و C˚۳۷انکوباتور  

 Swim-up  فعال و سـالم کـه بـه طريـق      يها اسپرم. شدند

 ۲۰۰يهــا  قطــره جمــع شــدند بــه قطــرهيهــا در کنــاره

هـا اضـافه      تخمـک  ي حـاو  TYH محيط کشت تر  يکروليم

 اسـپرم  ۱×۱۰۶ليتـر    ي که در هـر ميل ـ يا به گونه . شدند

ــدت  .موجــود باشــد ــه م ــا در   ســاعت تخمــک۴-۶ب ه

ــاورت  ــيط مج ــپرم در مح ــشت  اس ــاوTYHک  ۴ ي ح

 و سپس   داده شدند ليتر قرار    ي بر هر ميل   BSA گرم يميل

 شستشو داده تا    TYH در محيط    ر چندين با   را ها تخمک

ساعت  ۶ـ۸ پس از گذشت . شسته شوند ها کاملاً  اسپرم

 ۱۲۰از زمان لقاح تشکيل پيش هسته و پس از گذشـت         

ه ليبـه وس ـ   مـوش    ستي ـبلاستوس تشکيل جنين    ساعت

  .گرديد يميکروسکوب معکوس بررس

هاي  هاي زنده مانده پس از روش  درصد تخمك 

هاي بـالغ شـده    اي، درصد تخمك   مختلف انجماد شيشه  

چنين درصد   ساعت كشت و هم۲۴در هر گروه پس از     

  و درستيبلاستوستشكيل جنين و تكامل آن تا مرحله  

سپس  .دست آمده در هر بار تكرار ب  هاي مختلف    گروه

هـاي مختلـف در هـر        گـروه هاي فـوق    صـد نگين در ميا

 يهـا   و آزمـون  SPSSفـزار  ا نرم آزمايش با استفاده از 

ه ي ـ تجزيک طرفه و تست تـوک يانس  يز وار ي آنال يآمار

  .ل شدنديو تحل

  

  ها افتهي

ــم ــاي ــک يزان بق ــلول  GV تخم ــدون س ــا و ب  ب

 بـه  يا  چند مرحلهيا شهيکومولوس در گروه انجماد ش    

 ــ ــور معن ــ بيدار يط ــاد ششتي ــر از انجم ــ يا شهي ک ي

 GV تخمـک  يزان بقـا ي مي ول،)P>۰۵/۰ (بود يا مرحله

 بــه يا شهيــبــا ســلول کومولــوس در روش انجمــاد ش

 بـدون سـلول     GV شتر از تخمک  ي ب يا روش چند مرحله  

ــاوت بـ ـ    ــا تف ــوده ام ــوس ب ــان آنيکومول ــه دار  ي معن

 يزان بقـا  ي ـن م يشتري ـ ب ي بـه طـور کل ـ     .)p<۰۵/۰(نبود

کول همرا ه با سلول ينال وزي ژرم يها مربوط به تخمک  

 يا  چنـد مرحلـه    يا شهي ـکومولوس به روش انجمـاد ش     

 کـول ينال وزيژرم يها ميزان  بلوغ تخمک نيچن  هم .بود

 يا شهي ـبا و بدون سلول کومولوس به روش انجماد ش    

 انجمـاد  شتر ازي ـ بيدار يبـه طـور معن ـ     يا چند مرحلـه  

 بلوغ  زاني م ي، ول )p>۰۵/۰( بود اي  ک مرحله ي يا شهيش

طـور  ه  در گروه کنترل ب    باسلول کومولوس    GVتخمک  

  .)p>۰۵/۰(شتر بودي بها  از تمام گروهيدار يمعن

بــا ســلول  کنتــرل در گــروه  )2PN(ميــزان لقــاح

 يدار يگر  اختلاف معن ـي د يها کومولوس با تمام گروه   

 يا  چند مرحلـه   يگروه انجماد . )P>۰۵/۰(را  نشان داد   

 يدار يها اختلاف معن   وهبا سلول کومولوس با تمام گر     



   ژرمينال وزيکول بلوغ و تکوين جنيني تخمک مرحله

۵۹۵ )۸۰شماره پي در پي (۱۳۹۲ـ آذر ۸ ـ شماره۱۸مجله ارمغان دانش ـ دوره 

 به جز با گروه کنتـرل بـدون سـلول        .)p>۰۵/۰(داشت

 ين گـروه انجمـاد  يزان لقـاح ب ـ ي ـن م يچن کومولوس، هم 

 يو گروه انجماد بدون سلول کومولوس  يا چند مرحله 

ــ ــهي ــتلاف    يا ک مرحل ــوس اخ ــلول کومول ــدون س   ب

ــ ــود ندا يمعنـ ــتوجـ ــزان .شـ ــکل ميـ ــشکيـ ل يواژ و تـ

تـرل بـا سـلول کومولـوس     ست در گـروه کن   يبلاستوس

ــ ــر يدار ياخــتلاف معن ــا گــروه کنت ــلول  ب ــدون س ل ب

  .)۲جدول()p>۰۵/۰(کومولوس داشت

کـه  داد ها با هـم نـشان     مقايسه دو به دو گروه    

  در گروه    ستي بلاستوس تشکيل جنين   واژ و   ي کل ميزان

 بـه طـور      با سـلول کومولـوس     يا  چند مرحله  يانجماد

 بـدون   يا مرحلـه ک  ي ي انجماد يها  از گروه  يدار يمعن

 بـا  يا ک مرحلـه ي ـ يگـروه انجمـاد  ، سـلول کومولـوس  

 بدون يا  چند مرحلهي گروه انجماد و سلول کومولوس 
که اخـتلاف بـين     در حالي . بود بيشتر   سلول کومولوس 

چنـين   هـم . دار نيـست   ي ديگـر معن ـ   ي انجمـاد  يها گروه

 کنتـرل همـراه بـا     بـا گـروه    ي انجمـاد  يها  گروه يتمام

 نيچن ـ هم دارند و    يدار يف معن  اختلا سلول کومولوس 

کنتـرل بـدون    شود که اختلاف بـين گـروه         يمشاهده م 

 يا  چنــد مرحلــهيگــروه انجمــاد و ســلول کومولــوس
  .دودار نب يمعنهمراه با سلول کومولوس 

ــا وميــزان  ــوغ تخمــکبق ــال هــاي   بل ژرمين
وزيکول بـا و بـدون سـلول کومولـوس بـه روش             

 معنـي  اي چنـد مرحلـه اي بـه طـور          انجماد شيـشه  
ــشه   ــاد شي ــشتر از انجم ــه   داري بي ــک مرحل اي ي

ــوغ تخمــک  )p<۰۵/۰(بــود ــزان بل ــا GV، مي ســلول  ب
داري از   طـور معنـي   ه  کومولوس در گروه کنترل ب    

 تخمـک   ي هر چند ميزان بقا    ،تمام گروه بيشتر بود   

GV        اي   با سلول کومولوس در روش انجماد شيشه
 بـدون  GVاي بيشتر از تخمـک   به روش چند مرحله 

دار  ل کومولوس بوده اما تفاوت بين آن معنـي     سلو
  .)p<۰۵/۰(نبود

  بلاستوسيـست تـشکيل جنـين      کليواژ و    ميزان

 اي با سـلول کومولـوس      انجمادي چند مرحله  در گروه   

اي   يک مرحلههاي انجمادي داري از گروه به طور معني

اي  گروه انجمادي يـک مرحلـه     ،  بدون سلول کومولوس  

اي  جمـادي چنـد مرحلـه    گـروه ان    و با سلول کومولوس  

که  در حالي. )p<۰۵/۰(بود بيشتربدون سلول کومولوس
ــروه  ــين گ ــتلاف ب ــي   اخ ــر معن ــادي ديگ ــاي انجم دار  ه

هـاي انجمـادي بـا       چنين تمامي گروه   هم. )p<۰۵/۰(بودن

ــوس گــروه ــا ســلول کومول ــرل همــراه ب  اخــتلاف  کنت

شد که اخـتلاف      مشاهده چنين همد و   شتنداري دا  معني

گــروه  و ل بــدون ســلول کومولــوسکنتــربــين گــروه 

اي همـراه بـا سـلول کومولـوس        انجمادي چنـد مرحلـه    
  .)p<۰۵/۰(دودار نب معني

  

  

  بحث

ــشه ــاد شي ــک   روش انجم ــظ تخم ــراي حف اي ب

  ها به دلايل مختلف هم      هايي که فعاليت تخمدان آن      خانم

يابـد يـا     چون شيمي درماني و راديو تراپي کاهش مـي        

 ).۴(ش مناسـبي اسـت  بينـد رو  ها آسـيب مـي      تخمک آن 

هدف اين مطالعـه ارزيـابي ميـزان زنـده مانـدن، بلـوغ              

آزمايشگاهي و تکامل جنينـي تخمـک مرحلـه ژرمينـال           

بــه بلاستوسيــست پــس از انجمـــاد     )GV(وزيکــول 

  .باشد اي مي شيشه



 همكارانمحسن نيك سرشت و 

۵۹۶ )۸۰شماره پي در پي (۱۳۹۲ـ آذر ۸ ـ شماره۱۸مجله ارمغان دانش ـ دوره 

 يا  چند مرحله ويا ک مرحلهي يا شهي پس از انجماد ش)GV(کولينال وزيژرم يها زان بقا و بلوغ تخمکيمسه يمقا: ۱جدول

  
  متغير  مرحله نهايي بلوغ تخمک ها

  
    گروه

  

تعداد تخمک ژرمينال 
 مورد GV) (وزيکول
 آزمايش

درصد بقا تخمك ها 
  )درصد(تعداد

  
  
  

رمينال ژتخمک  تعداد
   وزيکول

 )درصد(تعداد

رمينال  ژتعدادتخمک
ک ي بروزيکول

   )GVBD(داون
  )درصد (تعداد 

 که به يتعداد تخمک
 سيدندر۲متافاز 

  ) درصد(تعداد

 با سلول ژرمينال وزيکولتخمک هاي 
  )کنترل(کومولوس 

۲۵۱    )۱۰۰(۲۵۲     ۰ )۴۷/۹(۲۴  )۴۱/۸۹(۲۲۶ 

 بدون سلول ژرمينال وزيکولتخمک هاي 
  ) کنترل(کومولوس 

۲۲۱ )۱۰۰(۲۲۱ )۶۶/۱۲(۲۸ )۴۰/۱۰(۲۳ )۴۷/۷۷(۱۶۹ 

ژرمينال انجماد چند مرحله اي تخمک هاي 
 سلول کومولوس   با وزيکول

۱۵۰ )۹۶/۸۸(۱۳۴ )۳۴/۱(۲ )۳۷/۲۵(۳۴ )۲۳/۷۳(۹۸ 

 ژرمينال انجماد چند مرحله تخمک هاي
  بدون سلول کومولوس  وزيکول

۱۶۹ )۲۰/۸۵(۱۴۴ )۷۵/۱۷(۳۰ )۷۵/۱۷(۳۰ )۸۸/۵۰(۸۶ 

ژرمينال انجماد يک مرحله تخمک هاي 
  با سلول کومولوس  وزيکول

۱۶۸ )۶/۷۰(۱۱۶ )۸۹/۶(۶   )۶۷/۳۰(۳۵ )۴۲/۶۲(۷۲ 

ژرمينال انجماد يک مرحله تخمک هاي 
  بدون سلول کومولوس  وزيکول

۱۵۶ )۰۲/۶۶(۱۰۳ )۵۸/۱۸(۲۹ )۸۹/۱۰(۱۷ )۶۱/۳۴(۵۴ 

  
  
  
  
  
  
  

 پس GV) (کولينال وزي ژرميها ست تخمکين به مرحله بلاستوسيواژ و تکامل جنيزان لقاح، کليم)تعداد و درصد(ي نسبيسه فراوانيمقا: ۲جدول
  يا  و چند مرحلهيا ک مرحلهي يا شهيماد شاز انج

  
  ريمتغ                       

 گروه 

 ت يبلاستوس  مورولا  يهشت سلول  يچهارسلول يدوسلول لقاح

 کولينال وزيژرم يتخمک ها
   )کنترل(با سلول کومولوس 

)۷۶/۸۰(۲۰۴ )۵۸/۷۵(۱۹۲ )۳۸/۶۹(۱۷۷ )۵۸/۶۱(۱۵۷ )۶۵/۵۴(۱۳۹ )۶۲/۴۵(۱۱۷ 

 کولينال وزيژرم   يتخمک ها
بدون سلول کومولوس 

  ) کنترل(

)۴۶/۵۷(۱۲۷ )۱۳/۵۱(۱۱۳ )۲۷/۴۰(۸۰ )۵۷/۳۲(۷۲ )۶۰/۲۷(۶۱ )۰۴/۱۹(۴۲ 

 تخمک يانجماد چند مرحله ا
 با سلول کولينال وزيژرم يها

 کومولوس  

)۸۰/۵۷(۷۷ )۱۹/۵۳(۷۰ )۵۰/۳۶(۵۰ )۳۵/۲۷(۳۹ )۲۰/۲۲(۳۲ )۴۱/۱۶(۲۲ 

 يانجماد چند مرحله تخمک ها
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 يهـا  تخمـک دهد کـه    ينتايج اين تحقيق نشان م    

 يهــا بــا و بــدون ســلول  ژرمينــال وزيکــولي مرحلــه

 گروه کنترل و منجمد شده به روش انجماد    ،کومولوس

 رشد و تکامل در ي تواناييا ک و چند مرحله ي يا شيشه

 قابليـت لقـاح    ،ها ضمن بلوغ   تخمک. ه را دارند  آزمايشگا

 . را دارنـد ستي ـبلاستوس  تا مرحله  يها و تشکيل جنين  

 يا چنـد مرحلـه   يا  انجمـاد شيـشه  ،هـا نـشان داد   يافتـه 

نـسبت بـه روش     ژرمينال وزيکول  ي  مرحله يها تخمک

ــهيا انجمــاد شيــشه ــر  روش مناســبيا  يــک مرحل  يت

  انجـام شـده    يهـا   مطالعـه  ها موافـق   اين يافته . باشد يم

 آنان بيان نمودند اسـتفاده از روش    .)۷،۱۲،۲۶و۲۷(بود

 باعـث کـاهش فـشار     يا  چنـد مرحلـه    يا انجماد شيـشه  

جنـين و تخمـک شـده و در نتيجـه آسـيب        بـر ياسمز

  .يابد يجنين کاهش م وارده به تخمک و

دهـد   ياطلاعات بـه دسـت آمـده نـشان م ـ            

ژرمينـال   ي ميزان درصد زنـده مانـدن تخمـک مرحلـه         

 کومولوس بـه روش انجمـاد       يها  بدون سلول  وزيکول

 ۰۸/۵ به ترتيبيا  و چند مرحلهيا  يک مرحلهيا شيشه

 ي  مرحلـه  يهـا   تخمـک  ۷۶/۸۴±۵۵/۲ درصد و    ±۶۳/۶۶

 . بودنــدي مورفولــوژي طبيع ـيا دارژرمينـال وزيکـول  

 ژرمينـال   ي ميزان درصد زنـده مانـدن تخمـک مرحلـه         

ولــوس بــه روش  کوميهــا  همــراه بــا ســلولوزيکــول

 بـه   يا  و چنـد مرحلـه     يا  يـک مرحلـه    يا انجماد شيـشه  

 يهــا   تخمــک۹۶/۸۸±۸۵/۱ درصــد و ۶۰/۷۰±۶ترتيــب

 ي مورفولـوژي طبيع ـ   يادار ژرمينال وزيکول  ي مرحله

ژرمينـال   يهـا  چند ميزان زنده ماندن تخمک     هر. بودند

 کومولــوس در روش انجمــاد يهـا   بــا ســلولوزيکـول 

ژرمينــال تر از تخمــک  بيــشيا  چنــد مرحلــهيا شيــشه

بوده  يا   بدون کومولوس به روش يک مرحله       وزيکول

ايـن نتـايج   . ديگر نداشـتند  با يک يدار ي اختلاف معن  يول

 ميـزان  ي ول ـ،)۱۲(و همکـاران بـود  آبـه   منطبق با نتايج    

  از مطالعـه حاضـر     ها بيـشتر    آن قيتحقزنده ماندن در    

 )Nylon-mash( مـش   ـ استفاده از نايلون راو علت آن بود

.  تخمـک نابـالغ گـاو نـسبت داد        يا  انجماد شيـشه   يبرا

بـالاتر از   حاضـر   در تحقيـق  تخمـک ميزان زنده ماندن 

و همکـاران کـه تخمـک نابـالغ وال را بـه            آساداتحقيق  

منجمــد نمودنــد و ميــزان زنــده   آهــسته انجمــادروش

 علــت ).۲۲(، بـود  گـزارش کردنــد درصــد ۴۰مانـدن را  

 در ايــن تحقيــق در بيــشتر بــودن ميــزان زنــده مانــدن

تـوان روش    يو همکاران را م ـ   آسادا  مقايسه با مطالعه    

آبـه  در تحقيق .  نسبت دادي و نوع گونه حيوان   يانجماد

ميزان تکوين تخمـک بـه       و همکاران هارت   ، همکاران و

د ش گزارش  درصد۶۰ و درصد۱/۶۴ به ترتيب ۲متافاز

 در  ي ول .)۱۲و۲۸(بود مطالعه حاضر  نتايج   ي که مشابه 

، ۲متافـاز و همکاران ميزان تکامل تخمک به   آنو  لعه  مطا

 گـزارش گرديـد کـه نـسبت بـه نتـايج مـا          درصد ۸/۹۱

 ۱۰توان به روش     يعلت آن را م   . )۱۰(بسيار بالاتر بود  

 انجمـاد فـوق سـريع تخمـک مـوش و غلظـت        يا مرحله

 ديل سولفاکـس  ي ـ مت يد ويـخ اتـيلن گليکـول        پايين ضد 

 .سبت دادن)  درصد۵/۲ تا ۲۵/۰(استفاده شده

 يسـلول  و همکاران ميزان تـشکل جنـين دو  آبه  

 انجمــاد  يا  و چنــد مرحلــه  يا در روش يــک مرحلــه 

 ۸/۲۰ را بـه ترتيـب       ژرمينال وزيکـول   تخمک   يا شيشه

گزارش کردند که نسبت به نتايج   درصد۷/۳۷ و   درصد
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 علـت آن را شـايد بـه تـوان بـه          .تـر بـود    حاضر پـايين  

 و همکاران   آنو.  حيوان استفاده شده نسبت داد     ي گونه

ژرمينال  تخمک   يا  مرحله ۱۰ يا به روش انجماد شيشه   

 موش را منجمد نموده و ميزان تـشکيل جنـين       وزيکول

 گزارش کردند که نـسبت بـه        درصد۳/۷۳ را   يدوسلول

بــا توجــه بــه . )۱۰(بيــشتر بــودمطالعــه حاضــر نتــايج 

بـودن ميـزان     علـت بـالا      ي حيـوان  ي يکسان بودن گونه  

توان به روش کـار و غلظـت پـايين         يتشکيل جنين را م   

و همکاران تخمک     آبه .يخ استفاده شده نسبت داد     ضد

ــه ــال وزيکــول ي مرحل ــا ســلول ژرمين ــراه ب ــا   هم  يه

 به  )EFS40(کومولوس گاو را با استفاده از اتيلن گليکول       

  منجمـد نمـوده و       يا  و چند مرحله   يا روش يک مرحله  

در   و ميزان تقـسيم    )IVM(که ميزان بلوغ  گزارش کردند   

 بيـشتر از روش انجمــاد  يا روش انجمـاد چنـد مرحلــه  

 ميـزان زنـده   ي ول ـ،باشـد   مـي  يا  يـک مرحلـه    يا شيشه

 در روش   ژرمينال وزيکـول   ي  مرحله يها ماندن تخمک 

 بــا ي تفــاوتيا  وچنــد مرحلــهيا حلــه يــک مريانجمــاد

ش زان زنـده مانـدن در رو      ي ـ هر چند م   ،ديگر نداشت يک

ــد مرحلــه ــ باي چن ــهيــشتر از روش ي ــوديا ک مرحل .  ب

 تکميل  ي کومولوس با تخمک برا    يها ارتباط بين سلول  

بـه عنـوان يـک     In vitro تخمـک در يبلوغ و تکوين طبيع ـ

هـاي   وجـود سـلول   ).۲۹(دشو يفاکتور مهم محسوب م   

 )IVM(ثير مهمــي بــر بلــوغ آزمايــشگاهيأكومولــوس تــ

همـراه   کولينال وزيژرمهاي  تخمك. تخمك نابالغ دارد

با سلول كومولوس نسبت به تخمك بـدون كومولـوس       

 و  ياهوبوش. )۳۰،۱۸،۱۹و۳۱(كنند بيشتر تکوين پيدا مي   

 يا همکاران بلاستوسيست گاو با روش انجماد شيـشه       

ــه ــهيا يــک مرحل ــديا  و دومرحل ــد نمودن ــان ،  منجم آن

هـا در    گزارش کردند آسـيب وارده بـه بلاستوسيـست        

 ).۲۶( بيـشتر بـوده اسـت      ي ا  رحله يک م  يروش انجماد 

ــکووا ــشه    اي ــاد شي ــا روش انجم ــاران ب  ۱۶ يا و همک

منجمد نمودنـد و آنـان   را   بلاستوسيست گاو    يا مرحله

 زنده ماندن بلاستوسيست را با اين روش        يميزان بالا 

حاضر  بر مطالعه    ييديأمطالعات فوق ت  . گزارش کردند 

 چنـد   يا دهـد روش انجمـاد شيـشه       ي که نشان م ـ   است

 يا  يک مرحلـه يا  بهتر از روش انجماد شيشه     اي  رحلهم

  .)۳۲(باشد يم

 مـوش   ژرمينال وزيکول  همکاران تخمک    آنو و 

ــه   ــک مرحل ــه روش ي ــهيا را ب ــاد يا  و ده مرحل  انجم

 ۲متافاز تکوين به ، ميزان زنده ماندن.  نمودنديا شيشه

 بـه   را  يا و تشکيل بلاستوسيست در روش يک مرحله      

ــب  ــد   ۷/۲۳  و۸/۹۵ ،۵/۹۷ترتيـ  و در روش ده درصـ

گزارش   درصد۹/۴۲ و ۶/۹۲ ،۶/۹۸ به ترتيب   يا مرحله

 به يا  تشکيل بلاستوسيست در روش ده مرحله     . کردند

 که با  بالاتر بود يا  از روش يک مرحله    يدار ينطور مع 

  ).۱۰( دارديخوان  هممطالعه حاضر جينتا

 و همکاران تخمک موش را با اسـتفاده از   پارک

 منجمـد  يا ن گليکول به روش انجماد شيشه   يخ اتيل  ضد

هـا بـا      آنان گزارش کردنـد کـه تخمـک        .و ذوب نمودند  

 بــدون يهـا   کومولـوس نــسبت بـه تخمـک   يهـا  سـلول 

ايـن  .  رسـيدند  ي سـلول  ۸ ي کومولوس بيشتر به مرحله   

 ري ـاخدست آمده در مطالعـه      ه  تحقيق موافق با نتيجه ب    

 بـا و     و همکاران تخمک گاو را     انيچ). ۱۴و۱۵(باشد يم

 يا  کومولوس به روش انجماد شيـشه      يها بدون سلول 
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  درصــد ۱۵+ اتــيلن گليکــول درصــد۱۵بــا اســتفاده از 

DMSO اتــيلن گليکــول درصــد۱۵  و +PROH و Cryotop 

منجمد نمودند و گزارش نمودند ميزان زنـده مانـدن و           

ديگـر    بـا يـک  يلقاح  تخمک با و بدون کومولوس تفاوت       

 ي  سـلول   ۸ ي ين تا مرحلـه    ميزان تشکيل جن   يندارند ول 

 بيـشتر  يدار يدر تخمک بدون کومولوس به طور معن ـ      

ه نتايج اين تحقيق مخـالف اطلاعـات ب ـ       ). ۱۱(بوده است 

و همکـاران  آبه . باشد يدست آمده در مطالعه حاضر م   

 کومولوس يها  همراه با سلول  ژرمينال وزيکول تخمک  

 بــــا يا گــــاو را بــــه روش يــــک و چنــــد مرحلــــه 

در .  نمودنـد  يا  انجماد شيـشه   Nylon-Mesh)(مش_نايلون

استفاده نمودنـد    درصد   EFS ۴۰ از   يا روش يک مرحله  

 و   ي دوسـلول  ،۲متافـاز تکوين بـه    ،  و ميزان زنده ماندن   

 ۸/۲۰ ،۶/۲۲ ،۹/۹۶تشکيل بلاستوسيست را به ترتيـب       

در ايـــن روش هـــيچ   . و صـــفر گـــزارش نمودنـــد  

 يا در روش چند مرحله   . بلاستوسيست تشکيل نگرديد  

 درصــد  EFS ۴۰و   درصــد EFS ۲۰، درصــد  EFS۱۰زا

ــدن   ــده مان ــزان زن ــد و مي ــه ، اســتفاده نمودن ــوين ب تک

ــاز ــلول،۲متاف ــه    وي دوس ــست را ب ــشکيل بلاستوسي ت

.  گزارش نمودنـد    درصد ۸و   ۷/۳۷ ،۱/۶۴ ،۷/۹۶ترتيب  

ژرمينــال نتــايج ايــن تحقيــق نــشان داد تکامــل تخمــک 

،  ۲ازمتاف ـ ي  پس از انجمـاد و ذوب بـه مرحلـه          وزيکول

  چنــدي و بلاستوسيــست در روش انجمــاديدوســلول

زيـرا  ). ۱۲(باشد ي بالاتر م  يدار يمعن به طور    يا مرحله

 ي کومولوس برايها  بين تخمک و سلول    يتماس فيزيک 

 تکامــل ي لازم بــراي و فاکتورهــايانتقــال مــواد مغــذ

ــين ســلول هــم. باشــند ي مــيتخمــک ضــرور ــا چن  يه

 ي فاکتورهـا  يدکومولوس بـه علـت انتقـال تعـداد زيـا          

 بلــوغ هــسته و يشـناخته شــده و شــناخته نـشده بــرا  

بـه  ). ۳۳و۳۴(باشـند  ي م ـ يسيتوپلاسم تخمـک ضـرور    

 ارتباط بين سلول کومولوس  كه  پذيرفته شده  يطور کل 

 ژرمينـال وزيکـول   تکامل تخمـک  يو تخمک نه تنها برا   

 بلــوغ سيتوپلاســم ي  بلکــه بــرا۲متافــاز  ي بـه مرحلــه 

شـود مهـم    يين بعد از لقاح متخمک که باعث تکوين جن    

  ). ۳۵و۳۶(باشد يم

  

  يريگ جهينت

 يهـا  ج مطالعه حاضر نشان داد کـه تخمـک     ينتا

 يهـا   منجمد شده بـا سـلول      ژرمينال وزيکول  ي مرحله

 يا  چنــد مرحلــهيا شهيــکومولــوس و روش انجمــاد ش

 ژرمينــال وزيکــول بــدون ي نــسبت بــه تخمــک مرحلــه

ک ي ـ يا شهي ـ کومولـوس و روش انجمـاد ش       يها سلول

 نين جن ـ ي تکو  و بلوغ بقا،زان  ي بر م  ي اثر مثبت   يا مرحله

  .داردست يبلاستوس ي به مرحله

  

  ر و تشکريتقد

 ارشـد  ينامه کارشناس انين مطالعه حاصل پا يا

قات يتحق معاونت يت ماليحما بود که با يحيعلوم تشر 

  .انجام شد اسوجي ي دانشگاه علوم پزشکيو فنآور
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Abstract 
 
 
Background & aim: Vitrification is a simple and ultra rapid technique for the conservation of fertility. 
Improving pregnancy rate associate with the use of cryopreserved oocytes would be an important 
advanced in human assisted reproductive technology (ART). The purpose of this study was to 
evaluate survival, oocytes maturation and embryo development to the blastocyst stage after 
vitrification of oocytes germinal vesicle-stage and multi stage 
 
Methods: In the present experimental study, germinal vesicle oocytes with or without cumulus cells 
were transferred to vitrification solution containing 30% (v/v) ethylene glycol, 18% (w/v) Ficoll-70, and 
0.3 M sucrose,  either by single step or in a step-wise way. After vitrification and storage in liquid 
nitrogen, the oocytes were thawed and washed twice in culture medium TCM119, and then subjected 
to in vitro maturation, fertilization, and culture. Data analysis was performed by using One-way 
variance and Tukey tests.  
 
Results: Oocytes survival, metaphase 2 stage oocyte maturation, fertilization and embryo formed 
blastocyst   in vitrification methods multistage were significantly higher than the single step procedure 
(P<0/05) 
 
Conclusion: The Germinal vesicle stage oocytes vitrified with cumulus cells and stepwise procedure 
had positive effect on the survival, maturation and developmental rate on blastocyst compared to 
oocytes without cumulus cell and single step procedure. 
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