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  مقدمه 
ــال ــشرفت   در س ــر پي ــاي اخي ــادي در  ه ــاي زي ــم  ه عل

هاي حيـواني و انـساني        براي حفظ جنين   1لوژيبيوكرايو
اي صـورت گرفتـه      هاي انجماد آهسته و شيشه     به روش 

 هاي پائين  هاي انجماد آهسته، از غلظت     در پروتكل . است
ــا برود اســتفاده مــي 2ضــديخمــواد  ــا تــيشــود كــه ب  ب
 دقيقه همراه اسـت     دريگراد  درجه سانت  3/0 تا1/0سرعت

 ولي با توجه به كاهش ميزان تكامل جنين پس از انجماد          
هاي يـخ داخـل و خـارج         دليل تشكيل كريستال  ه   ب آهسته

دليـل نيـاز بـه دسـتگاه انجمـاد و           ه  سلولي و همچنين ب ـ   
انجمــاد، امــروزه تمايــل ايــن روش صــرف وقــت جهــت 

هاي  اي در حفظ جنين    انجماد شيشه  از   زيادي به استفاده  
حيواني و انـساني وجـود دارد كـه اولـين بـار در سـال                

ــت )1( مطــرح شــدLuyet توســط 1937 ــه عل  و در آن ب
استفاده از غلظت بالاي ضديخ و كوتاهي زمان آبگيـري،          
آب به سـرعت از سـلول خـارج شـده و محـيط اطـراف                

ــاره تبــديل بــه يــخ شيــشه  يــخ فاقــد ( اي ســلول بــه يكب
اي  شهي ـه از انجمـاد ش     اسـتفاد  ضمناً. شود مي) كريستال

 هـايي بـوده اسـت كـه قـبلاً          قادر به انجماد جنين از گونه     
. )2() مثل خـوك  (هاي آنها ميسر نبوده است     انجماد جنين 

 اي  انجمـاد شيـشه    ك روش پايدار از   ين حال تاكنون    يبا ا 
زنـده  از ي يزان بـالا  ي ـكه بتوانـد م   گذاري نشده است      پايه

 قـــاًين دقرا تـــاكنويـــ ز. را نـــشان دهـــد جنـــينمانـــدن
اي  شهي ـانجمـاد ش  دنبـال   ه  ن ب ـ يب جن ـ يسآهاي   سميمكان

مناسـب  ط  ي شـرا  تعيـين  بـراي    .)3(مشخص نشده اسـت   
 يهـا  سمي ـن ضـروري اسـت كـه مكان       يبراي انجمـاد جن ـ   

هــا در  نيجنــ. ن شــوديــي تعروش در هــر آســيب جنــين
 .دها در طول انجماد هستن     بيسآمعرض انواع متفاوت از     

خ داخـل   ي ـل  يتـشك ي از   ناش ـ يهـا  بي آس ـ ا،هنن آ يمهمتر
در انجمـاد  . )4،1(است خي ضدظيهاي غل سلولي و محلول

 مهـم در    ي سلولي عامل   و خارج  خ داخل  ي ،ها نيهسته جن آ

                                                      
1- Cryobiology 
2- Cryoprotectant 

انجمـاد  صـورتي كـه در      ر  د. )5(دباش ـ يب م ـ يس ـآجاد  يا
خ بـا غلظـت بـالا مـانع         ي ـي ضد   يايميشسميت   اي شهيش

كـارگيري   هكـه ب ـ  دهـد  تـايج نـشان مـي   ن .)6( اسـت مهمي
 در  هـا رغم نقش غيرقابل انكـار آن      اي انجماد، علي  ه روش

 و تغييـرات     ضـد يـخ    دليل اثرات ه  درمان افراد نابارور، ب   
تواند تاثيرات نـامطلوبي بـر       شديد برودتي و حرارتي مي    

فراساختمان سلول داشته و باعث آسيب سلولي به طرق         
ريزي   مرگ سلولي برنامهاز طرف ديگر. )3(مختلف شود

 ناميـــده پوپتـــوزآ ورفولـــوژيكياز نظـــر مكـــه شـــده 
اي است كه در تكامل روياني با حـذف           پديده ،)7(شود مي

نمايـد و ايـن      هاي ناخواسته نقش مهمي را ايفا مـي        سلول
ار تغييـر   چ ـد توانـد  پديده تحت تاثير عوامل مختلـف مـي       

 يك شـكل از مـرگ سـلولي اسـت كـه             پوپتوز آ .)8(گردد
شـاخص  . شـود   مـشخص مـي    اصليتوسط دو شاخص    

هاي مورفولوژيكي نظير كـاهش حجـم    ل شامل ويژگي او
ــاتين،   ــراكم شــدن كروم  3قطعــه شــدن قطعــهســلول، مت

وتيـك اسـت و     پوپتاي و در نهايت تشكيل اجسام آ        هسته
ــر،  ــسته شــدنشــاخص ديگ ــك DNA 4شك ــيله ي   بوس

اندونوكلئاز وابسته به يون كلسيم و منيزيوم به قطعـات          
 نـام ه  شـي ب ـ  اوليگونوكلئوزومي است كه امـروزه از رو      

TUNEL5  ه وتيـك ب ـ  پوپتهـاي آ   آميزي سـلول    براي رنگ
شـود كـه در ايـن روش انتهـاي            طور رايج اسـتفاده مـي     

ــات  ــزيم دي  DNAقطع ــيله آن ــده بوس ــد ش ــسي   تولي اك
ا نوكلئوتيدهاي جديد تغييـر  ب 6(TDT)ترانسفراز انتهايي 

شـوند و    جـايگزين مـي   ) dUTP-فلوئورسـين ( داده شده 
ــست   ــاي شك ــابراين انته ــات   هبن ــده از قطع  دو  DNAش

دار شــده و  اي، مــستقل از زنجيــره قالــب نــشان زنجيــره
 در زير ميكروسـكوپ فلوئوروسـنت قابـل رويـت           سپس
هـاي مراحـل      در اين روش حتـي سـلول       .)10،9(شود  مي

 ثابت شده است كـه      .)7(دشون دار مي  اوليه آپوپتوز نشان  
گيري كمـي مـرگ سـلولي در جنـين          اين تكنيك در اندازه   

                                                      
3- Fragmentation 
4- Cleavage 
5 - TdT- mediated dUTP- biotin nick end labeling 
6 - Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 
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 و  باشـد   كم مـي  ها    ش و انسان، كه در آن تعداد سلول       مو
 وجـود دارد بـسيار مفيـد        DNAبنابراين مقادير كمي از     

لذا در مطالعـه حاضـر نيـز از ايـن روش            . )10-12(است
هـا    هاي آپوپتوتيـك در بلاستوسـيت       براي بررسي سلول  
 اين بـود كـه    حاضر  هدف از مطالعه    . استفاده شده است  

 اي شـدن را بـر      ه طريـق شيـشه    اثرات نامطلوب انجماد ب   
ــزان روي  ــمي ــوز در بلاستوسي ــوش   تس آپوپت ــاي م ه

هـاي   بررسي نموده و به اين ترتيب با شناخت مكانيـسم         
 ، در جهت بهبـود    انجماد ناشي از دخيل در آسيب سلولي     

  .شودقدمي برداشته هاي انجماد  روش
   

  مواد و روشها
 ازهاي سوري مـاده      ابتدا موش  : جنين دريافتحيوانات و   

از  هفتـه بودنـد   8 تـا  6  آنها كه سن Swiss Albinoنژاد
مركز نگهداري حيوانات دانشگاه علوم پزشكي و خدمات        

خريداري و سپس به مـدت يـك        بهداشتي، درماني تبريز    
شرايط در  و   oC25 هفته در حيوانخانه در درجه حرارت     

ــاريكي و 12 ــداري  12 ســاعت ت  ســاعت روشــنايي نگه
   IU10هـا بـه مقـدار        وشم ـز  سپس بـه هـر يـك ا       . شدند

PMSG 1 (Folligon, Holand) ســــاعت 48حــــدود و 
طريـق داخـل   ه ب ـ IU10 hCG 2(Oregone, Holland)بعد

هاي مـاده در مجـاورت       سپس موش . صفاقي تزريق شد  
 و صـبح    ندمدت يك شب قرار داده شـد      ه  هاي نر ب   موش

ــد و      ــي گردي ــال بررس ــلاك واژين ــشكيل پ ــد ت روز بع
هـاي حاملـه تلقـي     عنوان مـوش  ه  بهاي پلاك مثبت     موش

 hCG  ســـاعت پـــس از تزريـــق98شـــده و در حـــدود 
هـاي گردنـي     هاي حامله به روش جابجـايي مهـره        موش

با ها  بلاستوسيست و پس از باز كردن شكم نخاعي شده
كــه براســاس پروتكــل  PB13محــيط كــشتاســتفاده از 

Whittingham    بـه  تهيـه شـده بـود       ) 13 (1971 در سال
 .آوري شــدند جمــعاز شــاخ رحــم  دن كــرطريــق فــلاش

                                                      
1- Pregnant Mare Serum Gonadotropine  
2- Human Chorionic Gonadotropine 
3 - Modified Phosphate-Buffered Saline  

 دوطور تصادفي بـه  ه دست آمده ب   ههاي ب  تسبلاستوسي
ت بـه عنـوان     س عدد از بلاستوسي   52. گروه تقسيم شدند  

كـه   M16 ساعت در محيط كشت    دومدت  ه  گروه كنترل ب  
 1999 و همكاران در سـال       Edashigeبر اساس پروتكل    

ــود،) 14( ــه شــده ب  دوكــشت داده شــدند و پــس از  تهي
كـه   4، ميزان اينـدكس آپوپتـوز     TUNELساعت با روش    
ك بـه كـل     ي ـهـاي آپوپتوت   نـسبت سـلول    عبارت اسـت از   

 بررسي مورد  بر حسب درصدستيهاي بلاستوس سلول
،  تجربـي  هاي گروه  تس عدد بلاستوسي  43 و   فتندگرقرار  

اي  شيـشه  انجمـاد   بـه روش شدن بلافاصله پس از فلاش
  ذوب و پـس    جـدداً  ماه م  يكمنجمد شده و پس از حدود       

ــا روش M16  در محــيط كــشت كــشتســاعتاز دو  ، ب
TUNEL بررسي شدندآنها  ميزان ايندكس آپوپتوز .  

ها  تسبلاستوسي:ها تسبلاستوسي ذوب و  اي انجماد شيشه 
 روشا  ب ـ ،PB1 در محلول    انكوباسيون و   دريافتپس از   

 و همكـاران در سـال       Zhuاي كه قـبلاً توسـط         دو مرحله 
   دقيقه در محلـول    5 به مدت    )15(ه بود ديد ارائه گر  1993
   قـرار داده شـده   )Merck, Germany( %10گليكـول   اتيلن

 كه عبـارت    EFS40محلول  در   ثانيه   30مدت  ه  و سپس ب  
 و)V/V(اتيلن گليكول   % 40حاوي  ،   PB1محلول  است از   

 دالتــــون 70000 بــــا وزن مولكــــولي  فايكــــل 18%
)Pharmacia, Sweden (وM 3/0ساكارز (Wako, Japan) 

   ml 25/0هـــــــاي  منتقـــــــل و ســـــــپس در نـــــــي
)Aigle, France (و انتهــاي ندفرانــسوي بــارگيري شــد 

هـا در بخـار    و پس از آن ني 5 بسته شدداغ ها با پنس ني
ه و سـپس در  گرفت ـ دقيقـه قـرار      سـه مـدت   ه  نيتروژن ب ـ 

هـا از    ور گرديد و پس از يك ماه ني        نيتروژن مايع غوطه  
 15 از قـرار دادن بـه مـدت          پـس  .تانك بيرون آورده شد   

 ثانيـه،   8مدت  ه   ب oC 25 ثانيه در هوا و قرار دادن در آب       
ها خشك گرديد و سپس با بريـدن         با دستمال كاغذي ني   

نـي   ني بـا قيچـي اسـتريل، محتويـات         بسته شده    انتهاي
ها به محلـول      سپس جنين  . تخليه شد  flushingصورت   هب

                                                      
4- Apoptosis Index 
5- Sealing 
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قـرار داده     دقيقـه  پـنج به مدت   مولار   5/0تازه سوكروز   
 محلـول   درهـا    جنـين و انكوباسـيون    پس از انتقـال     . شد

PB1    به محلول كـشت      به تعادل رسيدن   به منظور ،M16 
 ساعت كـشت ميـزان اينـدكس        دومنتقل گرديده و پس از    

  .پوپتوز بررسي گرديدآ
ــزي  ــگ آمي ــزي رنــگ :PI وTUNELرن  PI1 وTUNELآمي

 ها تس  در بلاستوسي   DNAراي بررسي فراگمنته شدن     ب
 انجام  )16(1997  در سال   و همكاران  Brisonطبق روش   

  هـــا،  تس بلاستوسيـــ بـــه طوريكـــه در ابتـــدا  .شـــد
 ,DPBS)پس از شستشو با محلـول دالبكـو بافرفـسفات    

Gibco)لالكـــ وينيـــل پلـــي% 3/0  حـــاوي(PBS/PVA 

3mg/ml)37يــدئ در محلــول پارافرمالد% (wako, Japan) 
ــPBS در ــدت ه ب ــكم ــرارت  ي ــه ح    oC4 شــب در درج

مـدت   ه، ب ـ PBS/PVAاز شستشو با    سپس بعد   .  شد ثابت
ــول 40 ــه در محلـــ ــد  %1/0 دقيقـــ ــتردرصـــ   ونيتـــ
X – 100(Sigma, Germany)    بـــه منظـــور افـــزايش

ها  تس بلاستوسي. قرار داده شد  زونا پلوسيدا نفوذپذيري  
ــس ا ــا  پ ــشو ب ــول PBS/PVAز شس  TUNEL در محل

(Wako, Japan)    براساس دستورالعمل شـركت سـازنده
   .نكوبــه گرديــدا oC37حــرارت  ســاعت دريــكمــدت ه بــ

 ــ  ــدادي بلاستوسي ــي تع ــرل منف ــراي كنت ــط در سب   ت فق
  ه منظـــور اطمينـــان از عـــدم محلـــول فلوئورســـنت بـــ

نشانه گذاري بدون آنزيم آنكوبه گرديـد و بـراي كنتـرل            
هـا قبـل از آنكوباسـيون        تسمثبت، تعدادي از بلاستوسي   

   محلـــــــــولµg/ml50 ، در TUNEL در محلـــــــــول
ΙDNase (Sigma, Germany)    ــاعت ــك س ــدت ي ــه م ب
 هــا تسنكوباســيون بلاستوسيــا پــس از .نكوبــه گرديــدا
ه ب )RNase A )Sigma, Germany محلول  ازµg/ml50رد

 گـرم بـر    كـرو  مي 50ها با    تسبلاستوسي  ساعت، يكمدت  
 20مــدت ه  ب ـ)PI )Sigma, Germanyليتـر محلـول    ميلـي 

آميـزي   رنـگ  هـا  گذاري همه هسته منظور نشانهه دقيقه، ب 
ها پس از شستشو     تسسپس بلاستوسي . اي گرديد  زمينه

                                                      
1- Propidium Iodide 

 با فشار كـم لامـل در يـك قطـره            PBS/PVA محلول در
µl20 از محلــول  Antibleaching )Oregon, USA ( بـــر

 ند كــرو مــوم مهــر روي لام مونتــاژ گرديــد و پــس از 
هـا در زيـر ميكروسـكوپ        لام هاي لام بـا لاك نـاخن،       لبه

  مــــورد بررســــي ) Olympus, Japan( فلوئوروســــنت
  .قرار گرفت

ــاري روش ــاي آم ــسبت ســلول: ه ــاي آپوپتو ن ــته ــا كي  ب
هـاي    مثبـت بـه كـل هـسته        TUNELهاي شمارش سلول 
ــ ــسته(ت سبلاستوسيـ ــاي  هـ ــتPIهـ ــان )  مثبـ در همـ
 بعنوان ايندكس آپوپتوز     بر حسب درصد   تسبلاستوسي

ي بـر   ايندكس آپوپتوز  نيانگيسه م ي مقا و محاسبه گرديد 
 و در سطح معنـي  Tزمون آگروه ها با ر   د حسب درصد 

  .ديانجام گرد 05/0داري 
  

   نتايج
  شـود    ديده مـي   الف   -1 شمارة   ن طوري كه در شكل    هما

هـاي كنتـرل مثبـت بـا تكنيـك            ستومرهاي جنـين  لاتمام ب 
TUNELو حتــي قطعــات هــستهاري شــدندزگــ  نــشانه  

(DNA Fragmentation)هــا بــه   در بعــضي از هــسته
صورت قطعات كوچك زرد رنگي به خوبي قابل مشاهده     

 نتـرل هـاي ك     و هيچ يـك از بلاسـتومرهاي جنـين         هستند
 و فقـط بـا      اري نشدند زگ   نشانه TUNELمنفي با تكنيك    

آميـزي   بـه رنـگ قرمـز رنـگ       ) (PIاي   آميزي زمينـه   رنگ
،  ج-1شــكل شــمارة  ).  ب -1  شــكل شــمارة (شــدند 

بلاستوسيستي از گروه كنترل را پس از رنگ آميزي بـا           
دهد، به طـوري كـه در شـكل            نشان مي  TUNELتكنيك  

لول آپوپتوتيـك بـا رنـگ    شود تعداد چهار س   مشاهده مي 
اند    را گرفته  PIسبز مايل به زرد از بقيه سلولها كه رنگ          

  .باشند بخوبي قابل تشخيص مي
هاي گروه تجربي كه پس از انجمـاد و          در بلاستوسيست 

ــوز رنــگ ــراي آپوپت  هــاي  ســلول،آميــزي شــدند ذوب ب
  دار شـدند    نـشان    بخوبي   TUNELآپوپتوتيك با تكنيك    

  آميزي رآپوپتوتيك كه با رنگـهاي غي لوـلاً از سلـكام و 
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 PIبه رنگ قرمز ديده مي شوند، قابل تشخيص هستند  .  
شـود،    مـشاهده مـي    د -1همانطور كه در شـكل شـمارة        

ــط  ــا   فق ــسه ب ــك در مقاي ــاي آپوپتوتي ــلول ه ــداد س   تع
  .باشند  بلاستوسيست هاي گروه كنترل زيادتر مي

نتـايج   ،شـود  يمـشاهده م ـ   1همانطوري كـه در جـدول        
ــشان داد ــانگيننـــ ــتومرها در    ميـــ ــداد بلاســـ تعـــ
 بـود  23/50±9/20هاي گروه كنترل موش   بلاستوسيست

ــانگين  ــه ميـــ ــتومرها در   در حاليكـــ ــداد بلاســـ تعـــ
 بـود   91/44±2/16هاي گروه منجمد شده      بلاستوسيست

تعداد بلاستومرها در گروهـا تفـاوت        اختلاف ميانگين  و
   ).=176/0P(داري را نشان نداد معني

تيــــك در آپوپتوميــــانگين تعــــداد بلاســــتومرهاي   
 08/4±04/2 هاي گـروه كنتـرل در حـدود        بلاستوسيست

هاي گـروه     ميانگين در بلاستوسيست   ينبود در حاليكه ا   
ــدود   ــده در ح ــد ش ــود93/4±42/1 منجم ــتلاف  و  ب اخ
   ).=02/0p(دار بود ميانگين بين دو گروه معني

هـاي    وسيـست در بلاست   ميزان ايندكس آپوپتـوز    نيانگيم
كـشت    سـاعت   دو منجمد شده كه پس از ذوب بـه مـدت         

در صــورتيكه  .بــود 87/11±11/4 در حــدود داده شــدند
ــم ــوز  نيانگي ــدكس آپوپت ــزان اين ــرل   مي ــروه كنت  در گ
 12/9±83/4در حـدود    ) نشده هاي منجمد  بلاستوسيست(

  .)=004/0P( ددار بو  معنيبود و تفاوت بين آنها
  

  بحث
 آپوپتــوز در بررســي ميــزانهــدف از مطالعــه حاضــر، 

  ذوب و كشت با مشاهده ،پس از انجمادها  ستيبلاستوس

 پس از انكوبه ، گروه كنترل مثبت-الف:  برابر320ي ينمابا بزرگت موش در زير ميكروسكوپ فلوئورسنتيسنماي بلاستوس-1شكل
، هيچكدام از TDTدر فقدان  ، گروه كنترل منفي-ب. گزاري شدند نشانهروشن  به رنگ TUNELها با روش  ، تمام هستهDNaseشدن با 

   )روشنرنگ (هاي آپوپتوتيك  گروه كنترل، سلول -ج.  رنگ شدندPIزاري نشدند ولي همه سلولها با گ  نشانهTUNELسلولها با 
 هاي آپوپتوتيك  گروه تجربي، تعداد زيادي سلول  -د. اند  مشخص شدهTUNEL با روش )كمرنگ(هاي غيرآپوپتوتيك  به خوبي از سلول

  .مشخص هستند )كمرنگ( غيرآپوپتوتيك هاي شوند و كاملاً از سلول ديده ميروشن و شفاف به رنگ 

 ج د ج
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بلاستومرها با تكنيك    در هسته    DNA شدن   قطعه قطعه  
TUNEL در مـورد اثـرات      ياگر چه مطالعات انـدك     . بود ،

انجماد و آنهم بر روي تخمدان انجـام شـده اسـت، ولـي              
اي بـر    اثرات انجماد شيـشه   اي در مورد     هيچگونه مطالعه 

هاي   و حتي گونه   ت موش س آپوپتوز در بلاستوسي   ميزان
 همـان طـوري     ،مطالعه حاضر در .ديگر انجام نشده است   

 ميـزان اينـدكس آپوپتـوز در    ،شـود  ديده مينتايج  كه در   
هاي منجمد شده كه پس از ذوب به مـدت            بلاستوسيست

هـاي    ساعت كشت داده شدند نسبت به بلاستوسيـست     2
در  9/11(داري بيـشتر بـود     معنـي طـور   ه  منجمد نشده ب ـ  

 اي، به طور مـشابهي، در مطالعـه   .)=005/0pو 2/9مقابل 
Yuge             و همكاران نشان دادند كـه سـرد كـردن تخمـدان 

 باعـث كـاهش     oC 25خوك در درجه حرارت پايين تر از      
ــيت  ــل اووسـ ــزان تكامـ ــده   ميـ ــپيره شـ ــاي آسـ ــه هـ بـ
ــس از   ــست پـ ــب  IVFبلاستوسيـ ــشت متعاقـ آن  و كـ

ــي ــود م ــا    اگ؛ )17(ش ــاط آن ب ــيب و ارتب ــوع آس ــه ن رچ
توسط تعـداد   . آپوپتوزيس، در اين مطالعه مشخص نشد     

بعــضي از ديگــري از محققــين گــزارش شــده اســت كــه 
 و ذوب    آهـسته   در طـول انجمـاد      انـسان  هـا در    فوليكول

قسمت اعظـم   رسد    نظر مي به   ؛)18(شوند  دچار آسيب مي  
د هاي بدوي از نظر مورفولوژيكي بعد از انجمـا          فوليكول

 در مطالعه ديگري كـه توسـط      .)19(و ذوب طبيعي باشند   
Rahimi  محققين  . انجام گرديد  2003ن در سال    ا و همكار 

اي را بـر تعـداد       هاي متفـاوت انجمـاد شيـشه       اثر پروتكل 
ــا  آپوپتوهــاي  ســلول ــساني ب تيــك در بافــت تخمــدان ان

استفاده از رنگ فلوئورسنت مورد مطالعه قـرار دادنـد و     
ه وقتي قطعات تخمـدان بـا اسـتفاده از          مشاهده نمودند ك  

 ميكروسكوپ الكتروني مستقيما در     1صفحه مشبك ني يا   
اي خيلي   انجماد شيشه ( شوند ور مي  نيتروژن مايع غوطه  

هــاي  اي در ميــزان ســلول تفــاوت قابــل ملاحظــه) سـريع 
آپوپتوتيك نسبت به گروه كنترل ديده نـشد و در مقابـل            

اضـر ابتـدا در بخـار       ها مشابه مطالعـه ح     وقتي كه نمونه  
قــرار گرفتــه و ســپس در   ) -oC120(نيتــروژن مــايع  

اي بــا  انجمــاد شيــشه(ور شــدند  نيتــروژن مــايع غوطــه
  تيـــك آپوپتوهـــاي  تعـــداد ســـلول ) ســـرعت كمتـــر 

اي بعـد از ذوب نـسبت بـه گـروه            طور قابـل ملاحظـه    ه  ب
  ).20(كنترل بيشتر بود

از  mm2 به انـدازة     هايي  كه در آن برش     ديگر در تحقيقي 
منجمـد شـدند    كورتكس تخمدان به طريق انجماد آهسته       

 مورفولـوژي   با هاي  درصد فوليكول   اگرچه كهنشان داد   
 ،در مقايسه با گروه كنترل     شده،   منجمد، در گروه    طبيعي

 نتـايج بـا تكنيـك       لـي اي كمتر بود و     طور قابل ملاحظه    هب
TUNEL        هـاي     نشان داد كـه درصـد فوليكـولTUNEL 

، تفاوت  مثبت در قطعات فريز شده نسبت به گروه كنترل        
 تحقيـق  نتايج با    نتايج  و اين  )21(اي نداشتند  قابل ملاحظه 

تـوان    را مـي   نتايجباشد و علت تفاوت      حاضر همسو نمي  
ها  در تفاوت در پروتكل انجمادي و مرحله تكاملي سلول        

ــ ــيح داد، بـ ــر از  ه توضـ ــه اخيـ ــه در مطالعـ ــوري كـ طـ
ماد آهسته استفاده شـده در حاليكـه در         هاي انج  پروتكل

                                                      
1- Grid 

 هاي موش هاي آپوپتوتيك و ميزان ايندكس آپوپتوز در بلاستوسيت  مقايسه ميانگين تعداد بلاستومرها، سلول-1جدول 
  در گروه كنترل و گروه تجربي

 متغير
   هاگروه

تعداد بلاستومرها 
)M±SD( 

هاي  تعداد سلول
  )M±SD(آپوپتوتيك 

ميزان ايندكس آپوپتوز 
)M±SD(  

 n(  9/20±23/50 04/2±08/4 83/4±12/9=52 (كنترل

 n(  2/16±91/44 42/1±93/4 11/4±87/11=43 (گروه تجربي
P-Value  176/0 023/0 004/0 
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ها منجمد  اي، سلول مطالعه حاضر با روش انجماد شيشه  
 از ،اي انجمــاد شيــشهشــدند و از آنجــايي كــه در روش 

اتــيلن (شــود  هــاي بــالاي ضــد يــخ اســتفاده مــي غلظــت
 بر سـلول داشـته      ءتواند تاثيرات سو   كه مي %) 40گليكول
ج مطالعات قبلـي كـه      لذا تفاوت نتايج حاضر با نتاي      ،باشد

% 10با روش انجماد آهسته با استفاده از اتـيلن گليكـول            
 در .رسـد   امري واضح و بديهي بنظر مـي     ،صورت گرفته 

هـا در مراحـل مختلـف        ر، اووسـيت  اخيضمن در مطالعه    
 در حاليكـه    ؛ مورد مطالعه قرار گرفتند    تخمدان در   تكاملي

هــاي مرحلــه بلاستوسيــست  در مطالعــه حاضــر، جنــين
، محققـين رد مطالعه قرار گرفتند و بر اساس گـزارش          مو

حـساسيت اووسـيت و جنـين نـسبت بـه انجمـاد             ميزان  
  .)22(متفاوت است

هاي مختلـف را بـر ميـزان          كه اثر ضد يخ   در تجربه قبلي    
هـاي خـوك در دانـشگاه         آپوپتوزيس در بلاستوسيـست   

ياماگوچي ژاپن مورد مطالعه قرار داديـم، نـشان داديـم            
  ي خـوك توليدشـده بـه روش       ها  ستوسيستكه بلا  وقتي  

 In vitro) IVM 1, IVF 2 وIVC 3 ( در معرض مواد ضد
 2و1يــخ مختلــف مثــل اتــيلن گليكــول، گليــسرول و      

ــديول ــه مــدت پروپان ــرار دقيقــه30 ب ــزان فتگر   ق ــد، مي ن
ــه شــدن  ــاDNAفراگمنت ــورد 9/19 ( در آنه ــيلن  در م ات

ــول ــرل  )گليك ــروه كنت ــه گ ــسبت ب ــور  )6/11 ( ن ــه ط   ب
 تفـاوت در    .)مقالـه چـاپ نـشده     (داري بيـشتر بـود      معني
 تجربه  نسبت به  در تجربه قبلي     ايندكس آپوپتوز ين  گميان

 تحـت   جنـين بـه دليـل تفـاوت در نـوع           توانـد  حاضر مـي  
رفتن در  گ ـمان در معرض قـرار      ز تفاوت درمدت    ،تجربه

و بـالاخره   )  دقيقـه  5 دقيقـه در مقابـل       30( ماده ضد يـخ   
 تجربـــه قبلـــيد كـــه در  باشـــبلاستوسيـــستكيفيـــت 

 توليد شده و براسـاس  In vitro به روش بلاستوسيست
هاي توليد شده به     بلاستوسيست كيفيت   ،محققين ارشگز

دليل اثرات زيانبـار محـيط كـشت بـر     ه  بIn vitroروش 

                                                      
1- In vitro Maturation 
2- In Vitro Fertilization 
3- In Vitro Culture 

مترشــحه از  اراكرينيپــروي جنــين و فقــدان ترشــحات 
هـاي   بلاستوسيـست  كيفيـت تـر از     ايينپ ،هاي رحمي   لوله
ميـزان   و بنـابراين  باشـد  مي In vivoد شده به روشتولي

 توليـد شـده بـه       هـاي   ايندكس آپوپتوز در بلاستوسيست   
  . )16،8(باشد  بيشتر ميIn vitroروش 

هـاي     ضـديخ  اسـتفاده از  دهد كه     نتايج محققين نشان مي   
توانـد     انجماد، هركدام مي   فرآيندمختلف به تنهايي يا طي      

ــرا ســاختم   ــر ف ــادي را ب ــأثيرات زي ان ســلول داشــته ت
ترين ساختار، نسبت به تغييـرات         از حساس   و )23(باشد

هاي مختلف ضـديخ،   شديد برودتي و حرارتي و يا غلظت 
توان اسكلت سلول، ميتوكندري و قشر شفاف را نـام            مي
هـاي مهـم      و از آنجايي كـه بـسياري از فعاليـت         ) 23(برد

ــه جابجــايي كرومــوزوم  هــا طــي تقــسيم  ســلول از جمل
باشـند،    وابسته به عناصر اسكلت سلول مـي       وستيوكنيز

 و  تأثير زيادي بر تكوينتواند  مي،آنگي درآشفتهرگونه 
حتي نـشان داده    ). 24(دشته باش  تخمك و جنين دا    تكامل

شده است كه انجمـاد ممكـن اسـت باعـث سـختي قـشر               
ــيميايي آن    ــت بيوشـ ــر ماهيـ ــل تغييـ ــه دليـ ــفاف بـ شـ

دهـد كـه      ي نـشان م ـ    نيـز  هاي ديگري   يافته .)26،25(شود
 pHكننـدة    هـاي تنظـيم     فعاليـت پمـپ    اختلالانجماد سبب   

 سـاعت اوليـه پـس از        4-6موجود در غشاء سلولي طي      
  اخـتلال ها سـبب      فعاليت اين پمپ   اختلال  و شود  ذوب مي 

PH             درون سلولي و در نتيجه كـم شـدن توانـايي حيـات
 در تجربـه  توان گفـت كـه   و لذا مي  )25(گردد  ها مي  سلول

 در DNA شـــــدن زيـــــاد قطعـــــه قطعـــــه حاضـــــر
تواند هم به دليـل اثـر    هاي منجمد شده مي    بلاستوسيست

 شيميايي ضديخ و هـم بـه دليـل تغييـرات شـديد              سميت
 زبــروبــر روي احتمــالاً حرارتــي و برودتــي باشــد كــه 

   در جنـين مثـل      DNA شـدن    قطعـه   قطعههاي مسئول    ژن
BCl2   و Bax حاضـر  بررسـي نتـايج    .)27(اردگذ مي تأثير 

اي باعــث افــزايش ميــزان  اد كــه انجمــاد شيــشهنــشان د
. شــود هــاي مــوش مــي آپوپتــوزيس در بلاستوسيــست

بنابراين نتايج فوق ارتباطي را ما بين كاهش زنده ماندن          
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جنين بـدنبال انجمـاد و افـزايش ميـزان آپوپتـوزيس در             
بنـابراين هـر عـاملي كـه از         . دهـد   بلاستومرها نشان مي  

گيري كنـد، زمينـه را      هـا جلـو     رشد و تكامل نرمال سلول    
  . نمايد براي بروز آپوپتوز در آنها فراهم مي

  
  تشكر و قدرداني

  و خدماتمعاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي  از

تبريز بـراي تـامين هزينـه انجـام ايـن           بهداشتي، درماني   
   مهنــــدس  ،ان دكتــــر مــــسگري يــــقامطالعــــه و آ

   ترتيب در اسـتفاده از امكانـات حيوانخانـه        ه  دادپور كه ب  
ــه     ــشگاه و تهي ــي دان ــاربردي داروي ــات ك ــز تحقيق مرك

 ،هــاي ميكروســكوپي نهايــت همكــاري را داشــتند عكــس
  .مينما يو تشكرمير تقد
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