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 ۱۶/۷/۹۰:  تاريخ پذيرش      ۶/۴/۹۰:تاريخ دريافت مقاله

 چکيده

 ART (Assisted( باروري آزمايشگاهي فناوريبه پيشرفت  ، مهمیعاملها به عنوان  هاي انجمادي تخمک ستفاده از روش ابهبود ميزان حاملگي با :مقدمه

Reproductive Technologyظ ضديخ پس از قرار گرفتن در سرماي زياد بدون  است که در طي آن محلول غلي فيزيکيرونديک اي شهانجماد شي. کند کمک مي
  .دشواي تبديل مي هاي زنده به حالت شيشه تشکيل کريستال يخ در سلول

  اي  چند مرحله اي يک و پس از انجماد شيشه) GV(کولبدنبال آن قدرت تکوين تخمک مرحله ژرمينال وزي  ارزيابي زنده ماندن، بلوغ آزمايشگاهي و:هدف

) W/V( درصد۱۸ کول،گلي اتيلن) V/V( درصد۳۰ شامل ايشههاي کومولوس در محلول انجماد شي ي ژرمينال وزيکول با و بدون سلولتخمک مرحله :ها مواد و روش
خل محيط کشت شستشو دو مرتبه در دا ها ذوب وخمکپس از انجماد و قرار دادن در داخل نيتروژن مايع، ت. اي منجمد شدند  مولار به روش يک وچند مرحله۳/۰و ۷۰فايکول 

 In( درخارج بدنذوب ‐ي دو سلولي بعد از انجماد لقاح و تکوين جنين به مرحله ،۲ متافازرسيدن آن به مرحله  ها، بلوغ تخمک و ميزان زنده ماندن تخمک. داده شدند

vitro(مورد بررسي قرار گرفت .  

نسبت به ) P<0.05( دار اي به طور معني اي چند مرحله ميزان تشکيل جنين دو سلولي در روش انجماد شيشسه لقاح و ،۲ متافاز ميزان زنده ماندن، بلوغ تخمک به مرحله :نتايج
  .اي بالاتر بود اي يک مرحله روش انجماد شيشه

ژرمينال ي  ت به تخمک مرحلهاي نسب اي چند مرحله هاي کومولوس و همچنين روش انجماد شيشه  منجمد شده با سلول ژرمينال وزيکولي هاي مرحله  تخمک:گيري نتيجه

  )Development  rate(و ميزان تکوين جنين) Maturation rate(اثر مثبتي بر ميزان بلوغاي  اي يک مرحله هاي کومولوس و روش انجماد شيشه  بدون سلولوزيکول

  
  ها موش/ هاي کومولوس سلول/  آزمايشگاهيسازيبارور/  انجماد/اتيلن گليکول :ها واژه ديکل

   ۱‐۱۱ :، صفحات۸۱م شماره ويک بيست مجله دانشگاه علوم پزشکي گيلان، دوره ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  
  قدمهم

حفظ و نگهداري فوليکول، تخمک، بافت تخمداني و اسپرم 
 )۲و۱(بودهمثل و کرايوبيولوژي توليد اصلي علم هایاز هدف

 انجماد سلولي ني اهاي بسياري براي درک مکانيسم ش تلاو
هاي نارس اهميت استفاده از تخمک. است صورت گرفته

توان در   ذخيره آنها ميزيرا با. دهدنشان میانجماد را بيشتر 
پس از  زمان مناسب با توجه به شرايط بيمار نمونه را ذوب و

 .دکرفاده  استمجدداً) In vitro maturation(بلوغ آزمايشگاهي
توان با اين تکنيک  باروري را ميهایلاشکابسياري از 

 که زنانروش انجماد براي حفظ تخمک ). ۳(دکربرطرف 
چون  ي يها ها به دلايل بيماري لگني، درمانفعاليت تخمدان آن

طور قابل  ها به  درماني که تخمک راديوتراپي و شيمي
د روش مناسبي بين و يا آسيب ميکردهاي کاهش پيدا   ملاحظه

اي دارند   تخمک پستانداران ساختار سلولي پيچيدهچون. است
 حرارت و ي و اجزاي ترکيب سلولي نسبت به تغيير درجه

رسد انجماد تخمک  ، به نظر مياستالعاده حساس اسمز فوق
و ) ۴(کولژرمينال وزي  مرحلهدر مراحل مختلف تکامل مثلاً

 ريتأثتواند  ميديخبا استفاده از انواع ض ۲متافاز تخمک 
 متعدد نقش های پژوهش. متفاوتي بر تخمک داشته باشد

هاي کومولوس در روند بلوغ تخمک  سلولمــسمتابولي
 و واکنش متقابل بين )۶و۵(ال وزيکولـــژرميني مرحله

طي مرحله . کنديد مييأ کومولوس را تهاي تخمک و سلول
 ريتأثواند ت هاي کومولوس مي انجماد آسيب وارده به سلول

 ولـژرمينال وزيکنامطلوب بر بلوغ و تکوين تخمک 
 ايــه  از روشیــمناسبات ـوزه اطلاعرام. باشد داشته
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  دکتر امراله روزبهي و همکاران‐ دکتر ابراهيم نصيري‐دکتر فرزاد رجايي

 ۲       ۱۳۹۱بهار / ۸۱شماره/ ويکم دوره بيست/ مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان

براساس آن قدري از مشکلات  انجمادي بدست آمده که
روند سرد کردن . دکر برطرف توان را میکلينيکي موجود

عناصر سلولي بخصوص اسکلت سلول، فيبرهاي  تخمک بر
 هاي قشري و سيتوپلاسمي، گرانول  م، غشايدوک تقسي

ن امحقق). ۶و۴(گذاردثير ميأ ت منطقه شفافافزايش سختي
 در طي انجماد به منطقه شفافهاي  که گليکوپروتئينندمعتقد

). ۷(شوندتر مي هاي قشري سخت موقع گرانولعلت خروج بي
 نفوذپذيري اسپرم کاهش يافته منطقه شفافتر شدن با سخت
 ثيرأدر مطالعات متعدد ت). ۷(آيد باروري پائين ميو ميزان
هاي بالغ و نابالغ   بندي تخمک سازمان هاي گوناگون برضديخ

دهد که ، نتايج نشان مياست شدهانسان بررسي  موش و
ي   بلوغ وتکوين مراحل اوليهتوانتخمک نارس منجمد شده 

 هاي اخير  در سال. )۸( را خواهد داشتگزيني  و لانهجنيني
ژرمينال هاي نابالغ مرحله  مطالعاتي در زمينه انجماد تخمک

لوس و بدون کومولوس به هاي کومو   همراه با سلولوزيکول
در حضور ) ۱۱و۹،۱۰(اي و انجماد شيشه) ۵(روش آهسته

ارائه هاي متفاوتي  گزارش هاي متداول صورت گرفته وضديخ
ه کدند کرگزارش  ۱۹۹۷  و همکاران درسالPark. است دهش

 باعث آسيب ژرمينال وزيکولي  انجماد تخمک انساني مرحله
 گزارش ديگر  طبقکه درحالي.)۱۲(شوددوک تقسيم مي

ژرمينال ي  انساني مرحلههایاز تخمک% ۸۰ن حدودامحقق
 عیيطبي کروموزم ودوک تقسيم ا منجمدشده داروزيکول

 دند که تخمک انسانينشان داو همکاران Toth ). ۱۳(ندهست
 از انجماد، بلوغ هسته پستواند  مي  ژرمينال وزيکوليمرحله

 مطالعات ديگر). ۱۴  و۸(ده و لقاح پيدا کندکرخود را تکميل 
ي  کومولوس با تخمک مرحلههاي  که همراهي سلولنشان داد

 براي بلوغ تخمک و تکوين جنين حياتي ژرمينال وزيکول
دهد که همچنين مطالعات ديگر نشان مي ).۱۶ و۱۵(است

 بدون سلول کومولوس در ژرمينال وزيکولي  خمک مرحلهت
 متری کمقايسه با تخمک همراه با کومولوس ظرفيت تکاملي

د که کر مشاهده ۱۹۷۷ در سال Whittingham). ۱۱ و۵(دارد
ثيري بر أ کومولوس پس از انجماد و ذوب تهايوجود سلول

 و Asadaنين همچ). ۱۷(ماندن تخمک موش ندارد ميزان زنده
و نشان اران تحقيقي بر وال بالغ و نابالغ انجام دادند، همک

ماندن  بر زندهثيري أ کومولوس تهاي وجود سلولدادند که

ژرمينال ويژگي تخمک مرحله ). ۱۸(تخمک نابالغ ندارد
متراکم در داخل غشاي  قرار داشتن کروماتين غيروزيکول

در مراحل اوليه پروفاز و عدم هسته و حضور تخمک 
رسد اين ويژگي  دوک تقسيم است که به نظر ميگيري شکل

 از آسيب ميکروتوبولي و کروموزمي احتمالي ناشي قادر باشد
اي از   در انجماد شيشه). ۱۹و۹( کنداز انجماد جلوگيري

ن  مطالعات متعدد نشاد وليشوهاي مختلفي استفاده مي ضديخ
گليکول بهتر از  ضديخ اتيلنداده که محلول انجمادي حاوي 

متيل دي هاي ديگر نظير پروپانديول، گليسرول ويخضد
گليکول در انجماد  ضديخ اتيلنن آنها ي از بوسولفاکسيد است 

 ها يختر از بقيه ضدها مناسب به علت سميت کمتر يخايشيشه
ر هاي ضد و نقيض دبا توجه به گزارش). ۲۱و۱۶،۲۰(باشد

اه با  همرژرمينال وزيکولي هاي مرحلهباره انجماد تخمک
هاي   تخمکتحقيقکومولوس و بدون کومولوس، در اين 

 را با و بدون ژرمينال وزيکولموش آزمايشگاهي مرحله 
و ده کراي منجمد  روش انجماد شيشهههاي کومولوس بسلول

 آزمايشگاهي اي بر روند بلوغ، لقاح و تکوينانجماد شيشهريتأث
بررسي  راسلولي   به مرحله دوژرمينال وزيکولهاي تخمک

 .ميکرد

  
  ها روشمواد و 

به را تمام مواد زير  :)GV(ژرمينال وزيکولهاي تهيه تخمک
خريداري ) Sigma( از شرکت سيگما، ذکر شدآنچهاستثناي 

  .ميکرد
 F1]هاي سوري ماده نابالغ نژاددراين تحقيق از موش

C57BL/6 x DBA/2: BDF1] ۴‐۳شده  خريداري،اي هفته 
ها موش.  استفاده شدShizuoka, Japan (Japan SLC, inc( از

 ۱۲( هاي شناخته شده طبق استانداردايخانهاز شرايط حيوان
و آب و غذاي کافي )  ساعت تاريکي۱۲ ساعت روشنايي و

 حيوانات آزمايشگاهي از دانشگاه برای صادره راهکارطبق 
) PMSG(المللي واحد بين ۱۰ .هيوگو برخوردار بودند

Pregnant Mare Serum Gonadotropin براي  داخل صفاقي
 ساعت ۴۸ از پس.  تزريق شدهاها به موشتحريک تخمدان

) Dislocation( گردنهايي مهرهي با کشش و جابجا راهاموش
 و در محيط  شده برداشتهآنها های تخمداندرنگبیشته و ک
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 سلول همراه يا بدون ميزان بلوغ و لقاح آزمايشگاهي تخمک ژرمينال وزيکول 

        ۱۳۹۱بهار / ۸۱شماره/ ويکم دوره بيست/        مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان ۳

 Irvine Hepes-bufer (HTF: human tubal fluid)کشت 
 قرار 5mg/ml) BSA( Albumin Bovine serumحاوي 

  همراه با ژرمينال وزيکولي مرحلههايتخمک .شدند داده
 و تخمک OGC( Oocytes granulose cell(کومولوس

 Do(  Denuded( هاي کومولوس بدون سلوليمرحله

oocytes  سوزن انسولين در زير استريوميکروسکوب از بارا 
ه به شرح ه و به شش گروفوليکول آنترال تخمدان جدا کرد

  .ديمکربندي زير تقسيم
 بدون سلول ژرمينال وزيکولتخمک  ۲۲۱: گروه اول ‐۱

  )کنترل(کومولوس

 بدون سلول ژرمينال وزيکولتخمک  ۱۵۶: گروه دوم ‐۲
 يک ايوس که در معرض محلول انجماد شيشهکومول
  .ندشد دادهقرار ) Single step( اي مرحله

سلول  بدون ژرمينال وزيکولتخمک  ۱۶۹: گروه سوم ‐۳
 چند ايوس که در معرض محلول انجماد شيشهکومول
 .ندشد دادهقرار ) Step-wise(اي  مرحله

همراه با سلول  ژرمينال وزيکولتخمک  ۲۵۲: گروه چهارم ‐۴
 )کنترل(کومولوس

 همراه با سلول ژرمينال وزيکولتخمک  ۱۶۸: گروه پنجم ‐۵
اي يک کومولوس که در معرض محلول انجماد شيشه

 .ندداده شدقرار ) Single step(اي  مرحله

 همراه با سلول ژرمينال وزيکولتخمک  ۱۵۰: گروه ششم ‐۶
اي چند کومولوس که در معرض محلول انجماد شيشه

 .ندشد دادهقرار ) Step-wise(اي  مرحله

 :اياي و يک مرحلهاي چند مرحلهمحلول انجماد شيشه
 EFS10% ،EFS20%اي به  چندمرحلهايمحلول انجماد شيشه

  . تقسيم شدندEFS 30% و
 ابتدا به DO و OGC عدد تخمک ۱۰هاي آزمايشي در گروه

 EFS10%محلول انجمادي 200μl  دقيقه در معرض ۵مدت 
 M 0.075 و EG ،4/5% (w/v) Ficoll-70 (v/v) %10شامل 

Sucrose 20 و% FBS دقيقه ۲ به مدت آنگاه شدند گذاشته 
 (v/v) %20ل  که شامEFS 20% محلول انجمادي 200μl در

EG،9% (w/v) Ficoll-70 15/ و M Surose 20 و% FBS 
 200μl  دقيقه در معرض ۱قرار داده شدند و سپس به مدت 

 EG ، 18% (v/v) %30اي نهايي شامل محلول انجماد شيشه

(w/v) Ficoll-70 0.3 و M Sucrose 20 و% FBS گذاشته 
 IVM L( انجماد به داخل ني راها تخمک از آنپس. شدند

Aigle, France ( ۳۰منتقل کرده و ني انجمادي را به مدت 
 سپس به داخل نيتروژن مايع ،ثانيه روي بخار نيترون قرار داده

.  روز در نيتروژن مايع نگهداري شدند۱‐۵منتقل و به مدت 
 به DO و OGCهاي  تخمک،اي در روش يک مرحلهولي

 EFS30%اي دقيقه در معرض محلول انجماد شيشه ۱مدت 
 3M/. و EG ،18%(w/v) Ficoll-70 (v/v)%30شامل 

Sucrose 20 و% FBSنددش قرار داده مي.  
 ژرمينال وزيکولي  مرحلههايتخمک :ايروش انجماد شيشه

 )۲۳( و همکارانIshidaو ) ۲۲( و همکارانKasaiبا روش 
  .ندشداي شيشهانجماد 

  طي،کردهاستفاده ) EG(گليکول يخ اتيلندر اين روش از ضد
هاي يخاي ابتدا در معرض ضد چند مرحلهايانجماد شيشه

EFS 10% ،EFS 20% و EFS 30%و در روش انجمادي  
 EFS 30%ها فقط در معرض ضديخ  تخمکاييک مرحله

پس از آن به درون ني انجماد . گيري شوند تا آبداده شدقرار 
)IVM L Aigle, France ( ثانيه ۳۰ به مدت ده ابتداکرمنتقل 

در معرض بخار نيتروژن و سپس در تانک ازت مايع قرار 
 و ۲۵/۰، ۵/۰محلول ساکارز  گرم کردن از شدند و برای داده
  .داستفاده ش ثانيه در هر قطره ۹۰ مول به مدت ۱۲۵/۰

هاي  تخمک:ژرمينال وزيکولهاي بلوغ آزمايشگاهي تخمک
و ) هاي آزمايشيگروه(شده  منجمدژرمينال وزيکول

) کنترول هايگروه( منجمد نشدهژرمينال وزيکولهاي  تخمک
  حاويα-MEM محيط کشت را در μl۱۰۰در داخل قطره 

 ليترگرم بر ميلييک ميلي مول پيروات سديم، ميلي۲۳/۰

 ۱۰۰ليتر؛ سيلين بر ميلي واحد پنيFetuin( ،۱۰۰(فتوئين 
ليتر  نانوگرم بر ميلي۱۰ليتر استرپتومايسين، نانوگرم بر ميلي

ليتر  ميلي واحد بر ميليEGF( ،۷۵( موشدرمي رشد اپيملعا
ليتر سرم گرم بر ميلي ميليFSH (۳(هورمون محرک فوليکولي

 عدد ۱۰در هر قطره (متري ميلي۳۵در ديش ) FBS(جنين گاو 
. وباتور به تعادل رسيده بود در انکقرار داديم که قبلاً) تخمک
 CO2 درصد ۵  وC˚۳۷ها را در انکوباتور با دماي تخمک
 ، ساعت کشت در انکوباتور۲۴بعد از . ديمکرمنتقل 
 رسيده ۲ که به متافاز  راژرمينال وزيکولهاي  تخمک
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  دکتر امراله روزبهي و همکاران‐ دکتر ابراهيم نصيري‐دکتر فرزاد رجايي

 ۴       ۱۳۹۱بهار / ۸۱شماره/ ويکم دوره بيست/ مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان

 در ۲  به عنوان مشخصه متافازخروج اولين جسم قطبي(بودند
  .با اسپرم لقاح داديم )ه شدنظر گرفت

 In vitro در محيط کشت ۲متافاز هاي لقاح تخمک

fertilization (IVF)سلولي ي دو و تکوين آن به مرحله:  
هاي گروه  شامل تخمکههاي لقاح شدگروه: گيرينمونه

  .منجمد شده و گروه کنترل بودند
 رسيدند ۲ که به متافاز  وقتیژرمينال وزيکولهاي تخمک

 TYH (Mitsubishi Kagakuجهت لقاح به محيط کشت

Iatron Inc., Tokyo Japan)  ليتر يگرم بر ميل ميلي۴ حاوي
 روغن معدني باپوشيده شده ) BSA(سرم آلبومين گاوي

)Mineral oil ( ندشدمنتقل.  
  :مراحل انجام لقاح به ترتيب زير انجام شد

  [F1 C57BL/6 x DBA/2: BDF1]هاي سوري نر نژاد موش
هاي گردني  مهره هفته سن داشتند، به روش جابجايي۱۲که 

ده و به کررا جدا ها  دم اپيديديم موش، سپس.کشته شدند
 ۴ حاوي TYH از محيط کشت μl۲۰۰اي حاشيه روغن، قطره

 با سرنگ آنگاه ميگذاشتليتر  بر هر ميليBSAگرم ميلي
انسولين اسپرم را از دم اپيديديم جدا کرده و به داخل قطره 

 در انکوباتور به تعادل رسيده بودند منتقل محيط کشت که قبلاً
 تا دوساعت جهت ۵/۱‐۲مدت  قطره حاوي اسپرم به. شدند

 CO2 درصد ۵ و C˚۳۷دار شدن در انکوباتور ظرفيـت
 Siwm-upهاي فعال و سالم که به طريق اسپرم. نگهداري شد

 μl۲۰۰هاي به قطرهرا ند ه بودهاي قطره جمع شددر کناره
اي به گونه. يمکردها اضافه  تخمک حاويTYHمحيط کشت 

ها به تخمک .دوم موجود ب اسپر۱×۱۰۶ليتر  که در هر ميلي
گرم  ميلي۴ حاوي TYHکشت   ساعت در محيط۴‐۶مدت
BSAداده شدندليتر در مجاورت اسپرم قرار  بر هر ميلي. 
 شستشو داده TYH در محيط رها چندين با تخمک،سپس

 ۶‐۸پس از گذشت  . شسته شوندها کاملاً تا اسپرمشدند 
پس از و ) 2PN(اعت از زمان لقاح تشکيل پيش هستهس

 تشکيل جنين دوسلولي موش توسط ، ساعت۲۴گذشت 
  .شدميکروسکوب معکوس بررسي 

هاي مختلف هاي زنده مانده پس از روشدرصد تخمك
هاي بالغ شده در هر گروه پس اي، درصد تخمكانجماد شيشه

 ساعت كشت و همچنين درصد تشكيل جنين و تكامل ۲۴از 

در هر بار تكرار تلف هاي مخ گروه در،آن تا مرحله دو سلولي
هاي مختلف گروههاي صددرن ي ا ميانگين، سپس.بدست آمد

 و كمك One Way ANOVAدر هر آزمايش با استفاده از 
 در استفاده .شدتجزيه و تحليل  مقايسه و SPSS11.5فزار ا نرم
هاي بين گروهي از  تستبرای One Way ANOVA از

و ) كسان بودندها ي در موقعي كه واريانس (Tukeyهاي  تست
ها اختلاف در هنگامي كه واريانس (Dunnett T3تست 
 .دشاستفاده ) داشتند

  
  تايجن

 با و  ژرمينال وزيکولي مرحلههايميزان زنده ماندن تخمک
 يک اي شيشههاي کومولوس به روش انجمادبدون سلول

 ):Step-wise(ايو چند مرحله) Single step(ايمرحله

پس از انجماد . ورده شده است آ۱ر  در نموداجين نتايا
 درصد ۶۳/۶۶±۰۸/۵ اي به روش يک مرحلهاي شيشه

هاي  بدون سلولژرمينال وزيکولهاي مرحله  تخمک
که در در حالي.  زنده ماندند(Single step-DO)کومولوس 

 (Stepwise-DO)اي چند مرحلهاي انجماد شيشهگروه
لوس هاي بدون سلول کومو  درصد تخمک۵۵/۲±۷۶/۸۴

 ).P>0.05( داردداريمعني که تفاوت ندداشت طبيعي مورفولوژي

٪
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66.63
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Stp OGC Singl- Sip-
OGC

Stp- DO Single- STP-
DO

Stp.OGC =اي تخمک با سلول کومولوس به روش انجمادي چندمرحله  

Single- Stp- OGC =اي مرحله انجمادي يک روش کومولوس به تخمک باسلول  

Stp-DO=اي  چندمرحلهتخمک بدون سلول کومولوس به روش انجمادي  

Single-Stp-DO =اي مرحله انجمادي يک سلول کومولوس به روش بدون تخمک  

  هاي مختلف انجمادي هاي ژرمينال وزيکول در گروه ماندن تخمک ميزان زنده: ۱نمودار 

  
 اهمراه ب   ژرمينال وزيکوليدرصد زنده ماندن تخمک مرحله

اي ه يک مرحلاي کومولوس به روش انجماد شيشههايسلول
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 سلول همراه يا بدون ميزان بلوغ و لقاح آزمايشگاهي تخمک ژرمينال وزيکول 

        ۱۳۹۱بهار / ۸۱شماره/ ويکم دوره بيست/        مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان ۵

 درصد بود که ۹۶/۸۸±۸۵/۱اي  و چند مرحله۰۰/۶±۶۰/۷۰
به طور کلي ). >P 0.009(ندشتداري دااين دو نيز تفاوت معني

ها پس از انجماد ين ميزان از نظر زنده ماندن تخمکبالاتر
 چند ايانجماد شيشه (Stepwise-OGCمربوط به گروه 

 ودب) هاي کومولوسها به همراه سلول تخمکايمرحله
هاي ديگر که اختلاف آن با کليه گروه) درصد ۸۵/۱±۹۶/۸۸(

  .دار بود معنيStepwise-DOبه جز 
با و بدون  ژرمينال وزيکولهاي تخمک  ميزان بلوغ

اي اي يک مرحلهکومولوس پس از انجماد شيشههای  سلول

ميزان بلوغ  :هاي کنترلاي و مقايسه آن با گروهو چند مرحله
هاي کومولوس و بدون سلول  بال وزيکولژرميناهاي تخمک

 در آزمايشگاه پس  ساعت کشت۲۴سلول کومولوس متعاقب 
 و همچنين اي و چند مرحلهاي يک مرحلهاياز انجماد شيشه

هاي سلول با[هاي کنترل  گروههايميزان بلوغ تخمک
-Cont)هاي کومولوس و بدون سلول(Cont-OGC)کومولوس

DO)[ نشان ۲‐۴اي هدر نمودار ساعت کشت ۲۴ پس از 
  .شده است داده

٪
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MII%   2          متافازPN2              لقاحcellجنين دو سلولي   

هاي  تخمکبلوغ، لقاح و تشکيل جنين دو سلولي ميزان : ۲نمودار 

  بدون سلول کومولوسهاي  ژرمينال وزيکول در گروه
 

د پس از انجماد شوده مييدها  نمودارني اطور که درهمان 
 درصد و در ۴۳/۵۲±۹۵/۰اي اي به روش يک مرحلهشيشه

 درصد از ۶۱/۶۰±۵۰/۳اي اي چند مرحلهيشهگروه انجماد ش
هاي کومولوس  بدون سلولوزيکول ژرمينالمرحله  هايتخمک

اي  روش چند مرحله در رسيدند  که۲متافاز ي به مرحله
  ).P<0.001(استاز روش يک مرحله  ر بيشداطور معني به

٪ 89.41
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 MII%2          ۲ متافازPN        2      لقاحcellجنين دو سلولي   

هاي  تخمکبلوغ، لقاح و تشکيل جنين دو سلولي ميزان : ۳نمودار  

  همراه با سلول کومولوسهاي  ژرمينال وزيکول در گروه

  

٪ 70.23
62.42 60.61
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DO تخمک بدون

سلول کومولوس به
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MII% 2         ۲ متافازPN   2     لقاحcellجنين دو سلولي   

هاي  تخمکبلوغ، لقاح و تشکيل جنين دو سلولي ميزان : ۴نمودار 

همراه با سلول کومولوس و بدون سلول هاي  ژرمينال وزيکول در گروه

  اي کومولوس پس از انجماد شيشه

  
 هايبا سلول يکولژرمينال وزهاي همچنين ميزان بلوغ تخمک

   ۴۲/۶۲±۲۱/۲ اياي يک مرحلهکومولوس پس ازانجماد شيشه
    بود که اين دو گروه نيز درصد۲۳/۷۱±۴۱/۲اي د مرحلهــچن

 سلول بدون تخمک 

 )نترلک گروه(کومولوس
 سلول بدون تخمک   

 )نترلک گروه(کومولوس
 سلول بدون تخمک

 روش به کومولوس

 اي ندمرحلهچ انجمادي
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  دکتر امراله روزبهي و همکاران‐ دکتر ابراهيم نصيري‐دکتر فرزاد رجايي

 ۶       ۱۳۹۱بهار / ۸۱شماره/ ويکم دوره بيست/ مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان

  ).P=0.000(ند شدار داتفاوت معني
با  ژرمينال وزيکولهاي در مقايسه ميزان بلوغ تخمک

 اي چند مرحلهايانجماد شيشه هاي کومولوس پس از سلول
اي  يک مرحلهايها پس از انجماد شيشها همين نوع تخمکب

اي به  ميزان بلوغ پس از روش چند مرحلهنيز نشان داد که
  ).P =0.000 (استاي دار بيش از روش يک مرحلهطور معني

 حاصل از بلوغ آزمايشگاهي ۲ متافازهاي  تخمکلقاحميزان 
  :هاي مختلفتخمک در گروه
ن ياهاي مختلف در در گروه) 2PN تشکيل(نتايج ميزان لقاح

طور که در همان. است شده  آورده۲‐۴ شماره ايهنمودار
 و Cont-Doهاي  ميزان لقاح در گروه،دشو ده مييدنمودار 

Cont-OGC درصد بود  ۷۶/۸۰±۴/۲و  ۴۹/۵۷±۶۶/۰ به ترتيب
همچنين در ). P=0.000(ندتشداري با هم داکه اختلاف معني

هاي کومولوس در گروه قد سلول فاهاي انجماديگروه
Single step-DOدرصد و در گروه۵۰/۳۵±۷۱/۸ لقاح  ميزان  

Stepwise-DO ۸۹/۱۰±۷۷/۴۰ که اختلاف بود درصد 
دهند ليکن اختلاف آنها با هر دو گروه دار نشان نمي معني

  .بوددار کنترل معني
 هاي بالغ شده همراه با سلولیهاميزان لقاح تخمک

 Single)اي  يک مرحلهايز انجماد شيشهکومولوس پس ا

step-OGC)اي  و چند مرحله(Stepwise-OGC) نيز به ترتيب 
 درصد و در گروه ۸۰/۵۷±۸۸/۴ و ۷۸/۴۶±۹۹/۶عبارت بود از 

هاي  بين گروهداري درصد که تفاوت معني۷۶/۸۰±۴۰/۲کنترل
اي با هم وجود نداشت ليکن  يک و چند مرحلهانجمادي

). P=0.000(دار بود معنيCont-OGCه اختلاف با گرو
در . دار نبود نيز معنيCont-DOها با گروه اختلاف اين گروه

هاي کومولوس با هاي انجمادي همراه سلولمقايسه گروه
 Single گروه ،هاي کومولوس سلولبدونهاي انجمادي گروه

step-OGCهاي انجمادي ديگر اختلاف  از گروهکي  با هيچ
  Stepwise-OGCليکن ميزان لقاح در گروه . شتدار ندامعني

 Stepwise-DO (P< 0.014)هاي  از گروهدار بيش بطور معني
 .بود Single step-DO (P<0.001)و 

ي دو هاي تشکيل شده تا مرحلهمقايسه ميزان تکوين جنين

ي نتايج ميزان تکامل به مرحله :هاي مختلفسلولي درگروه
هاي انجمادي و کنترل در در گروه) ۵ شکل(سلولي دو

ها ميزان تکامل جنين.  داده شده است نشان۲‐۴نمودارهاي 
 ۱۵/۵۱± ۲ برابر با Cont-DOسلولي در گروه  ي دوبه مرحله
بود که اختلاف درصد  Cont-OGC، ۰۹/۵±۵۸/۷۵و گروه 

هاي زنده  ميزان تکامل جنين،همچنين. ندداددار نشان معني
حله دو سلولي به ترتيب عبارت بود مانده پس از انجماد تا مر

-Stepwise درصد و Single step-Do، ۶۸/۴±۴۶/۲۷گروه : از

DO، ۴۲/۸±۵۶/۳۵ , Single step-OGC، ۴۳/۶±۹۵/۳۸ و 
  . درصدStepwise-OGC  ،۱۶/۴±۱۹/۵۳گروه 

هاي د که ميزان تشکيل جنينداها نشان مقايسه دو به دو گروه
دار از ه طور معني بStepwise-OGCدو سلولي در گروه 

 Single step-Do)P= 0.000( ،Single هاي انجمادي گروه

step-OGC) 0.02<P ( وStepwise-DO)0.003<P ( بيشتر
دار  ديگر معني انجمادي هايبين گروه که اختلافاست در حالي

 Cont-OGCهاي انجمادي با گروه همچنين تمام گروه. نبود
ر جالب توجه اختلاف بين طوهند و بشتداري دااختلاف معني

  .نبوددار  معنيStepwise-OGC و  Cont-Doگروه
  
  گيري  و نتيجهحثب

با و  ي ژرمينال وزيکول مرحلههايتخمک که داد نشان ،نتايج
 و )گروه کنترل( منجمد نشده،هاي کومولوسبدون سلول

اي با اتيلن گليکول توانايي منجمد شده به روش انجماد شيشه
ها ضمن بلوغ در تخمک. در آزمايشگاه را دارندامل رشد و تک
سلولي را  هاي دو قابليت لقاح و تشکيل جنين،آزمايشگاه

 اي ما همچنين نشان داد انجماد شيشههاييافته .دارند
 ايبه روش چند مرحله ي ژرمينال وزيکول مرحلههاي تخمک

  مناسبیاي روش يک مرحلهاينسبت به روش انجماد شيشه
 ٬)۲۴( و همکارانOhboshiها موافق تحقيق  يافتهاين. است
Abeاستفاده از روش نشان دادند آنان .بود) ۱۱( و همکاران 

 اي باعث کاهش فشار اسمزي بر چند مرحلهايانجماد شيشه

 کاهش به آنهاجنين و تخمک شده و در نتيجه آسيب وارده 
 درصد زنده ماندن داداطلاعات بدست آمده نشان . يابدمي
 کومولوس هاي بدون سلولي ژرمينال وزيکولمک مرحلهتخ

اي به  و چند مرحلهاي يک مرحلهايبه روش انجماد شيشه
 هايتخمک  بود درصد۷۶/۸۴±۵۵/۲ و ۶۳/۶۶± ۰۸/۵ترتيب 
 .ندداشتي ژرمينال وزيکول مورفولوژي طبيعي مرحله
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 سلول همراه يا بدون ميزان بلوغ و لقاح آزمايشگاهي تخمک ژرمينال وزيکول 

        ۱۳۹۱بهار / ۸۱شماره/ ويکم دوره بيست/        مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان ۷

 ي ژرمينال وزيکول درصد زنده ماندن تخمک مرحلهن،يهمچن
 يک اي کومولوس به روش انجماد شيشههاي سلولهمراه با

 و ۶۰/۷۰±۰۰/۶اي به ترتيب  و چند مرحلهايمرحله
ي ژرمينال  مرحلههايتخمکبود  درصد ۸۵/۱±۹۶/۸۸

هرچند ميزان زنده . ندداشت مورفولوژي طبيعي بهموزيکول 
 کومولوس در هاي با سلولهاي ژرمينال وزيکولماندن تخمک

اي بيش از تخمک ژرمينال  چند مرحلهياروش انجماد شيشه
اي مولوس منجمد شده به روش يک مرحلهوزيکول بدون کو

با نتايج مطابق اين نتايج . ار نداشتد يبود ولي اختلاف معن
Abeماندن در گزارش   ميزان زندهبود ولي) ۱۱( و همکاران

توان به استفاده   علت آن را مي کهها بيشتر از تحقيق ما بودآن
اي تخمک  انجماد شيشهدر) Nylon-mash( مش‐يلوناز نا

 ما بررسی در  تخمکميزان زنده ماندن. نابالغ گاو نسبت داد
  بود)Asada et al., 2000( و همکاران Asadaتر از تحقيق شيب

منجمد و ميزان   آهسته انجمادکه تخمک نابالغ وال را به روش
 ماندن علت زنده. نده بودگزارش کرد % ۴۰زنده ماندن را 

 و همکاران Asadaبيشتر در اين تحقيق در مقايسه با مطالعه 
نتايج . روش انجماد و گونه حيواني نسبت دادبه توان را مي

 بدون هاي ژرمينال وزيکولتخمکاين آمار نشان داد 
 اي يک مرحلهاي کومولوس به روش انجماد شيشههاي سلول

  وبود ۴۳/۵۲±۹۵/۰ ساعت کشت ۲۴ بعد ازاي و چند مرحله
ه  رسيد۲متافاز ي ها به مرحله درصد تخمک۵۰/۳±۶۱/۶۰
 با هاي ژرمينال وزيکولهمچنين با کشت تخمک. ندبود

 اي يک مرحلهايجماد شيشههاي کومولوس به روش انسلول
 به ترتيب  کشت ساعت۲۴ بعد ازاي و چند مرحله

ي ها به مرحله درصد تخمک۲۳/۷۱±۴۱/۲ و ۲۱/۲±۴۲/۶۲
 و Hurt  و)۱۱( و همکارانAbe در تحقيق.  رسيدند۲ متافاز

 به ترتيب ۲ متافازميزان تکوين تخمک به ) ۲۵(همکاران
ي نتايج ما بود ولي در د که مشابهشگزارش % ۶۰ و% ۱/۶۴

، ۲ متافازميزان تکامل تخمک به ) ۹( و همکارانAonoمطالعه 
توان يعلت آن را م. تر بودشيبنسبت به نتايج ما بسيار  % ۸/۹۱

اي انجماد فوق سريع تخمک موش و  مرحله۱۰به روش 
 سولفاکسيدلمتيدي وگليکول يخ اتيلن غلظت پايين ضد

ميزان لقاح  .نسبت داد)  درصد۵/۲ تا ۲۵/۰(استفاده شده
 يک اي بدست آمده از انجماد شيشه۲ متافازهاي تخمک

اي تخمک ژرمينال وزيکول بدون  و چند مرحلهايمرحله
 درصد ۷۷/۴۰±۸۹/۱۰ و ۵۰/۳۵± ۷۱/۸کومولوس به ترتيب 

و در تخمک ژرمينال وزيکول با کومولوس به ترتيب بود 
ميزان تکوين به  . درصد بود۸۰/۵۷±۸۸/۴ و ۹۹/۶±۷۸/۴۶

 و چند اي يک مرحلهاي پس از انجماد شيشهسلولي جنين دو
 وزيکول بدون کومولوس اي در گروه تخمک ژرمينالمرحله

و در گروه بود درصد  ۵۶/۳۵±۴۲/۸ و ۴۶/۲۷±۶۸/۴ ترتيب به
هاي کومولوس به ترتيب  با سلولتخمک ژرمينال وزيکول

 و Abe.  درصد بود۱۹/۵۳±۱۶/۴ و ۴۳/۶±۹۵/۳۸
 در روش يک سلولي ل جنين دويميزان تشک) ۱۱(همکاران

مينال اي تخمک ژر انجماد شيشهاي و چند مرحلهايمرحله
گزارش کردند که % ۷/۳۷و  % ۸/۲۰ را به ترتيب وزيکول

 علت آن را شايد بتوان به .تر بود پايينمانسبت به نتايج 
) ۹(ان و همکارAono.  حيوان استفاده شده نسبت دادي گونه
اي تخمک ژرمينال  مرحله۱۰ ايروش انجماد شيشهبه 

 ده و ميزان تشکيل جنين دوکروزيکول موش را منجمد 
گزارش کردند که نسبت به نتايج ما بيشتر % ۳/۷۳سلولي را 

ي حيواني علت بالا بودن با توجه به يکسان بودن گونه. بود
توان به روش کار و غلظت پايين ميزان تشکيل جنين را مي

تخمک ) ۱۱( و همکارانAbe .يخ استفاده شده نسبت داد ضد
و ولوس گاهاي کوم همراه با سلولي ژرمينال وزيکولمرحله

به روش يک و چند ) EFS40(را با استفاده از اتيلن گليکول
) IVM(ده و گزارش کردند که ميزان بلوغکراي منجمد مرحله

 ايجماد شيشهدر روش ان) Cleavage rate(و ميزان تقسيم
 يک اي بسيار بيشتر از روش انجماد شيشهايچند مرحله

ي  مرحلهايه ميزان زنده ماندن تخمک ولياستاي مرحله
ي وچند مرحلهژرمينال وزيکول در روش انجمادي يک 

 يک ايدر روش انجماد شيشه آنان ،همچنين. ردتفاوتي ندا
همراه با هاي ژرمينال وزيکول  نشان دادند تخمکايمرحله
هاي کومولوس از  کومولوس پس از انجماد سلولهايسلول

عات مطال. شوندتخمک جدا شده و در اطراف آن پخش مي
 که از بين رفتن ارتباط بين ديگر در اين زمينه نشان داد

 از انجماد آهسته و ذوب پسهاي کومولوس و تخمک  سلول
 جدا ني ا کهاحتمال دادند  و)۲۷ و ۲۶(گيردنيز صورت مي

ارتباط بين . باشدر اثر تشکيل يخ بشدن به طور فيزيکي 
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ن هاي کومولوس با تخمک براي تکميل بلوغ و تکويسلول
 ).۲۸(دشو مهم محسوب ميیعامل ،In vitro ،طبيعي تخمک

 س تاثير مهمي بر بلوغ آزمايشگاهيهاي كومولووجود سلول
)IVM (ژرمينال وزيکولهاي تخمك. تخمك نابالغ دارد 

خمك بدون كومولوس همراه با سلول كومولوس نسبت به ت
 پايين بودن ،در مطالعه ما). ۳۰و۲۹(ند ابيبيشتر تکوين مي

 به سبب تخريب ارتباط يزان بلوغ تخمک ژرمينال وزيکولم
ارده به هاي کومولوس با تخمک و فشار اسمزي وبين سلول

ي نسبت به  يک مرحلهايتخمک در روش انجماد شيشه
به نظر علاوه بر اين . استي قابل توجيه  چند مرحلهروش

 ۱مدت قرار دادن تخمک ژرمينال وزيکول به در رسد مي
يخ به  ي ضد يک مرحلهاي معرض انجماد شيشهدقيقه در

 قرار  که هر چندد،کن اندازه کافي به داخل تخمک نفوذ نمي
يخ نفوذپذير   در معرض ضدتردادن تخمک به مدت طولاني

 به علت ٬با غلظت بالا باعث کاهش زنده ماندن تخمک
اي از غلظت زياد در انجماد شيشه). ۳۱(شودت ضديخ ميسمي

 ،شود بنابراينانجماد تخمک و جنين استفاده ميضديخ براي 
اي باعث کاهش  چند مرحلهاياستفاده از روش انجماد شيشه

 آسيب ، تخمک شدهرفشار اسمزي و کاهش اثر سمي ضديخ ب
 و همکاران Ohboshi .دده کاهش مي راوارده به تخمک
 و اي يک مرحلهاي با روش انجماد شيشه رابلاستوسيست گاو

آنان آسيب  گزارش د،دنکراي منجمد مرحله دو
 ).۲۴(است  بيشتر بودهيها در انجماد يک مرحلهبلاستوسيست
Kuwayamaمرحله ۱۶اي  و همکاران با روش انجماد شيشه-

 ميزان زنده ماندن کهدند کرمنجمد را  بلاستوسيست گاو ،اي
يدي يأ فوق تهایبررسی.  بود اين روش بالادربلاستوسيست 

اي دهد روش انجماد شيشه العه ماست که نشان ميمطج ينتابر 
  ).۳۲(استاي  بهتر از روش يک مرحلهایچند مرحله

Aonoموش را به روش  و همکاران تخمک ژرمينال وزيکول 
ميزان . دندکراي  انجماد شيشهاي و ده مرحلهاييک مرحله

شکيل بلاستوسيست در و ت ۲ متافاز تکوين به ،ماندن زنده
و در % ۷/۲۳و % ۸/۹۵ ٬%۵/۹۷اي به ترتيب هروش يک مرحل
. بود% ۹/۴۲و % ۶/۹۲ ٬%۶/۹۸اي به ترتيب روش ده مرحله

 دارينطور مع ي بهشکيل بلاستوسيست در روش ده مرحلهت
  ).۹( بودايروش يک مرحله از شيب

Parkيخضد از استفاده موش را با  همکاران تخمک  و 
   دندکرمد و ذوب ـنجاي مگليکول به روش انجماد شيشه اتيلن

  ازهاي کومولوس بيشترها با سلول آنان تخمکدر روش
 که  سلولي رسيدند۸ي  بدون کومولوس به مرحلههايتخمک
 و همکاران تخمک Chian). ۱۵(بود با نتيجه مطالعه ما منطبق
 کومولوس به روش هايرا با و بدون سلول) (Bovineگاو 

%  ۱۵+ گليکول  اتيلن%۱۵ با استفاده از ايانجماد شيشه
DMSO  اتيلن گليکول % ۱۵و+PROH و Cryotop منجمد 

 تخمک با و ماندن و لقاحد ميزان زندهآنها گزارش به .دندکر
 ميزان تشکيل جنين تا  وليشتبدون کومولوس تفاوتي ندا

 سلولي در تخمک بدون کومولوس به طور ۸ي مرحله
 Abe. ماستطالعه  مجينتا مخالف که) ۱۰(دار بيشتر بود معني

هاي و همکاران تخمک ژرمينال وزيکول همراه با سلول
 ‐اي با نايلونبه روش يک و چند مرحله را ،کومولوس گاو

در روش يک . دندکراي  انجماد شيشهNylon-Mesh)(مش 
تکوين  ، ميزان زنده ماندن.دش استفاده EFS40%مرحله اي از 

يست به ترتيب تشکيل بلاستوس و سلولي دو، ۲ متافازبه 
در اين روش هيچ . بودو صفر % ۸/۲۰ ۶/۲۲%٬ ۹/۹۶%٬

اي در روش چند مرحله. دش تشکيل نیبلاستوسيست
EFS10%، EFS20% و EFS40%   و ميزان بکار رفت

تشکيل  و سلولي  دو،۲ متافاز تکوين به ،ماندن زنده
% ۸و  % ۷/۳۷ ، %۱/۶۴ ، %۷/۹۶بلاستوسيست به ترتيب 

 پس از ايج تکامل تخمک ژرمينال وزيکولنتطبق . دشگزارش 
دوسلولي و بلاستوسيست  ،۲متافازي انجماد و ذوب به مرحله

دار بالاتر  معنياي به طور مرحلهدر روش انجمادي چند 
هاي   بين تخمک و سلولزيرا تماس فيزيکي) ۱۱(بود

 براي تکامل ، لازمملواعکومولوس براي انتقال مواد مغذي و 
هاي کومولوس به همچنين سلول. ندهستتخمک ضروروي 

 شناخته شده و شناخته نشده املوع علت انتقال تعداد زيادي
 ندهستهسته و سيتوپلاسم تخمک ضروري  براي بلوغ

 ارتباط بين سلول  کهکلي پذيرفته شده  به طور).۳۴و۳۳(
کومولوس و تخمک نه تنها براي تکامل تخمک ژرمينال 

که براي بلوغ سيتوپلاسم  بل۲متافاز ي  به مرحلهوزيکول
شود مهم تخمک که باعث تکوين جنين بعد از لقاح مي

هاي کومولوس ممکن است به ثير سلولأت). ۳۶و۳۵(است
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هاي  هورمون،هاگليکانگليکوز آمينوخاطر توليد موضعي 
 که باعث تکامل سيتوپلاسم  باشد ديگرياملوع و استروئيدي

نو ولقاح م، مذکرهسته   مسئول تشکيل پيششود و میتخمک
نتايج  ).۳۸ و ۳۷(استاسپرمي و تکوين جنين در مراحل اوليه 

ي ژرمينال وزيکول منجمد  مرحلههاي نشان داد که تخمکما

 ايشهچنين روش انجماد شي کومولوس و همهاي  سلولشده با
و ) Maturation rate(زان بلوغاي اثر مثبتي بر ميچند مرحله

نسبت به تخمک ) Development rate( ميزان تکوين جنين
هاي کومولوس و روش  بدون سلولي ژرمينال وزيکولمرحله

  .اي داردک مرحلهاي يشهانجماد شي
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Abstract 

Introduction: Improving pregnancy rate associated with the use of cryopreserved oocytes would be an important 

advancement in human Assisted Reproductive Technology (ART). Vitrification allows glasslike solidification of a 

solution, a physical process, without ice crystal formation in the living cells. 

Objective: The purpose of this study was to evaluate the viability of the oocytes, in vitro maturation and embryo 

development vitrified germinal vesicle oocytes after single and stepwise exposure to cryoprotectants. 

Materials and Methods: Germinal vesicle oocytes with or without cumulus cells were transferred to a verification 

 

solution composed of 30 % M sucrose (v/v ) ethylene glycol, 18% (w/v)  Ficoll-

 

70 , and 0.3 M sucrose either by single 

step or in a step-wise fashion. After verification and storage in liquid nitrogen, the oocytes were thawed and washed 

 

twice in the medium TCM119 and then subjected to in vitro maturation, fertilization and culture. 

Results: The oocytes survival rates after vitrifying-warming, maturation rate, the capacity of fertilization and 

 

embryonic development to 2-cell were examined in vitro. The oocytes surviving, maturing to MII, fertilization 

developmental rate in the step-wise exposure were significantly higher (P

 

<0/05), compared with the corresponding rate 

in single step procedure. 

Conclusion: The results of the present study indicated that oocytes vitrified with cumulus cells and stepwise procedure 

had a positive effect on the maturation and developmental rate than oocytes without cumulus cell and single step 

procedure. 
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