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چکیده
این مطالعه به منظور بهینه سازی روش انجماد شیشه ای جنین های گوسفندی به عنوان مدلی در حیوانات اهلی در مرحله بلاستوسیست 
مطرح شد و تأثیر غلظت های متفاوت ضدیخ های نفوذپذیری چون اتیلن گلیکول )3/6، 4/5 و 5/4 مول به ازای هر لیتر( و گلیسرول )2/8، 
3/4 و 4/2 مول به ازای هر لیتر( در محیط اصلی انجماد و نیز نوع ضد یخ به کار رفته به عنوان ضد یخ اصلی در محیط های تعدیل کننده 
مورد بررسی قرار گرفت. بلاستوسیست های گوسفندی تولید شده در شرایط آزمایشگاهی در روز ششم با استفاده از روش متداول در 
نی های 0/25 میلی لیتری مخصوص انجماد در دو گروه محیط های تعدیل کننده حاوی اتیلن گلیکول و محیط های تعدیل کننده حاوی 
گلیسرول به عنوان ضد یخ غالب، آبگیری شده و نمونه های هر گروه نیز به سه محیط  انجماد حاوی 20، 25 و 30 درصد اتیلن گلیکول و 
گلیسرول منتقل شدند. پس از ذوب جنین های گروه های مختلف، میزان بقای بلاستوسیست ها پس از 24 ساعت و میزان تفریخ پس از 
72 ساعت مورد ارزیابی و ثبت قرار گرفت. نتایج این مطالعه پس از تجزیه و تحلیل آماری نشان داد باوجود نفوذپذیری بالاتر و سمیت 
پایین تر اتیلن گلیکول نسبت به سایر ضدیخ های نفوذپذیر، جنین های گوسفندی در مرحله بلاستوسیست پس از آبگیری در محیط های 
تعدیل کننده حاوی گلیسرول به عنوان ضدیخ غالب میزان بقا و رشد بهتری از خود نشان می دهند )p>0/05(؛ همچنین در زمان استفاده 
از غلظت متعادل 25 درصد اتیلن گلیکول و گلیسرول در مقایسه با دو غلظت 20 و 30 درصد، میزان بقا و رشد بالاتری به دست می آید.

واژه های کلیدی:  انجماد شیشه اي، گوسفند، بلاستوسیست، اتیلن گلیکول، گلیسرول.
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دریافت: 7 اردیبهشت ماه 94                                     پذیرش: 17 مردادماه 94

مقدمه
برای  مناسبی  روش های  دنبال  به  محققان  امروزه 
نگه داری طولانی مدت گامت )سلول های جنسی( و جنین 
اسپرم،  انجماد  روش ها  این  ازجمله  هستند.  حیوانات 
فزاینده  به رشد  توجه  با  است.  تخمدان  و  تخمک، جنین 
تولید جنین های آزمایشگاهی و محدودیت در انتقال سریع 
آن ها به حیوانات گیرنده، ضرورت نگه داری طولانی مدت این 
جنین ها به منظور استفاده در موقعیت های زمانی و مکانی 

و  جنین  نگه داری  برای  می شود.  احساس  بیشتر  مختلف 
سایر سلول های زنده بدون کاهش میزان بقای آن ها، باید از 
دمایی پایین تر از دمای لازم به منظور انجماد که در حدود 
130 درجه سانتی گراد زیر صفر است، استفاده کرد که در 
عمل نیتروژن مایع برای این امر کاربرد دارد )6(. امروزه از 
روش های مختلفی برای نگه داری جنین در سرما استفاده 
می شود و جنین بیش از 20 گونه از پستانداران با موفقیت 
منجمد شده است )11(. از مطرح ترین روش ها در انجماد 
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تأثیر ضدیخ های نفوذپذیر در روند انجماد شیشه ای بلاستوسیست گوسفند

جنین روش انجماد شیشه ای )Vitrification( است که 
تشکیل  میزان  کاهش  با  می کنند  تلاش  محققان  آن  در 
یخ داخل و خارج سلولی در هنگام انجماد و ذوب، قدرت 
منظور  بدین  دهند.  افزایش  را  یا جنین  و  تخمک  حیاتی 
می باید قدرت نفوذ انواع ضد یخ به جنین، حساسیت نسبت 
به سمیت ضدیخ ها و میزان تحمل سلول های جنینی در 
برابر شوک های اسمزی را مشخص کرد. به طورکلی می توان 
سرعت  اصل  دو  بر  موفق  شیشه ای  انجماد  فرایند  گفت 

انجماد و ذوب و غلظت ضد یخ استوار است )11 و 18(.
غالباً  جنین  انجماد  برای  شده  استفاده  ضدیخ های 
یا  و  دی متیل سولفوکسید  گلیسرول،  گلیکول،  اتیلن 
این  محافظتی  مکانیسم   .)18( هستند  پروپیلن گلیکول 
ترکیبات نفوذپذیر تقریباً یکسان است؛ اما سمیت متفاوتی 
دارند. برای انجماد آهسته، غلظت ضد یخ به 1 تا 2 مول 
محدود می شود؛ اما در انجماد شیشه ای این مقدار تا 5 مول 
با  انتخاب یک ضد یخ  بنابراین  افزایش می یابد )20(؛  نیز 
سمیت پایین اهمیت بیشتری پیدا می کند. گفته می شود 
که اتیلن گلیکول و گلیسرول سمیت کمتری در مقایسه با 
پروپیلن گلیکول و استامید دارند )9(. درمجموع برای کاهش 
سمیت ضدیخ ها، به کار بردن ترکیبی از دو ضد یخ و یا در 
معرض گذاشتن چندمرحله ای نمونه در محلول های غلیظ 
است.  بوده  از روش های موفق  انجماد )27(،  از  قبل  شده 
سمیت و تأثیرات اسمزی ضدیخ ها با کاهش غلظت مورد 
نیاز آن ها تا حدی که باعث تشکیل نشدن کریستال های یخ 
شود؛ کاهش می یابد. بیش از همه این موارد افزایش سرعت 
و  نیاز  مورد  یخ  غلظت ضد  کاهش  امکان  ذوب  و  انجماد 
درنتیجه سمیت آن ها را میسر می سازد. به طورکلی می توان 
استفاده از پلیمرهای نفوذ ناپذیر، استفاده از ترکیبی از دو 
ضد یخ، در معرض قرار دادن چندمرحله ای نمونه و افزایش 
سرعت انجماد و ذوب را ازجمله روش های عملی در کاهش 

میزان سمیت ضدیخ ها دانست )10 و 27(.
و  شیشه ای  انجماد  روش  فراگیر  کاربرد  به  توجه  با 
قابلیت بقای بالای جنین های گوسفند در مراحل مختلف 

جنینی، بررسی بیشتر این فن آوری نوین زیستی با توجه 
به تازگی و کاربرد فراوان آن اهمیت ویژه ای دارد که خود 
می تواند گامی مثبت در انجام تحقیقات مرتبط با افزایش 

کیفی شرایط محیط انجماد باشد.

مواد و روش کار
به منظور تولید آزمایشگاهی جنین گوسفند، تخمدان ها 
از کشتارگاه شهرستان نجف آباد، با استفاده از فلاسک های 
حاوی  سانتی گراد  درجه   30-37 فیزیولوژی  سرم  حاوی 
IU/ml 200 پنی سیلین و mg/ml 0/2 استرپتومایسین 

به آزمایشگاه جنین شناسی پژوهشکده فناوری جنین دام 
دانشگاه شهرکرد ارسال شدند. در آزمایشگاه پس از حذف 
بافت های زائد و شستشوی تخمدان ها، فولیکول های 2-5 
با  مناسب  تخمک های  سپس  شدند؛  آسپیره  میلی متری 
سیتوپلاسم  و  متراکم  کومولوس  سلول  لایه  سه  حداقل 
 B-TCM گرانولۀ یک نواخت استحصال و به محیط بلوغ
حاوی 10 درصد سرم جنین گاوی )FBS(، 0/02 میلی گرم 
به ازای هر میلی لیتر سیستئامین و 0/1 واحد به ازای هر 
میلی لیتر هورمون محرک فیولیکولی )FSH(، 1 واحد به 
و   )hCG( انسانی  میلی لیتر گنادوتورپین جفتی  ازای هر 
یک میلی گرم به ازای هر میلی لیتر استرادیول منتقل شدند 
و در انکوباتور 9 درصد CO2، با دمای 39 درجه سانتی گراد 
و رطوبت حداکثر برای مدت 24-22 ساعت به منظور انجام 
روند بلوغ قرار گرفتند. تخمک های بالغ شده به محیط لقاح 
مدت  به  گوسفندی،  سرم  درصد   20 حاوی   IVF-SOF

با اسپرم مجاور  انجام روند لقاح،  24-22 ساعت به منظور 
با  به روش هم کشتی  این تحقیق  شدند. کشت جنین در 
سلول های اویداکتی در محیط کشت IVC-SOF حاوی 
اسیدهای آمینه ضروری و غیرضروری و 8 میلی گرم به ازای 
هر میلی لیتر آلبومین سرم گاوی عاری از اسیدهای چرب 
)BSA-FAF( و در انکوباتور 9 درصد CO2، با دمای 39 

درجه سانتی گراد و رطوبت حداکثر انجام شد.
به منظور انجماد جنین های گوسفندی، از روش انجماد 
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شیشه ای به کار رفته در مطالعات گذشته )13( با استفاده 
محیط  دو  و  یخ  ضد  دو  از  بهره گیری  و  انجماد  نی  از 
تعدیل کننده که به ترتیب غلظت ضد یخ در آن ها افزایش 
می یافت، استفاده شد و به منظور بررسی تأثیر غلظت های 
گلیسرول  و  گلیکول  اتیلن  نفوذپذیر،  ضدیخ های  متفاوت 
در چند غلظت مختلف به کار گرفته شد که جنین ها در 
گروه های مورد مطالعه )جدول 1( در مجاورت محیط های 

حاوی ضدیخ ها قرار گرفتند.
یادآور می شود محیط پایه در تولید محیط های انجماد 

 0/33 گلوکز،  میلی مول   3/3 حاوی   PBS(  PB1 محیط 
میلی مول سدیم پیرووات، 100 واحد بین المللی به ازای 

هر میلی لیتر پنی سیلین و 20 درصد FCS( بود.
به منظور انجام روند انجماد شیشه ای، ابتدا نی های 0/25 
میلی لیتری )IMV, Aigle, France( مطابق شکل 1 با 
محیط های مورد نظر پر و تا زمان استفاده به صورت افقی، 
لبه میز کار قرار داده شد؛ سپس در کف یک پتری دیش 
اول  تعدیل کننده  محیط   ،PB1 محیط های  از  استریل 
)حاوی  دوم  تعدیل کننده  و  گلیسرول(  مول   1/4 )حاوی 

جدول 1- گروه هاي مورد مطالعه بر اساس میزان ضد یخ نفوذپذیر به کاررفته در محیط هاي انجماد

گروه ها
محیط اصلی انجمادمحیط تعدیل کننده دوممحیط تعدیل کننده اول

غلظت اتیلن گلیکول 
Mol/L)درصد (

غلظت گلیسرول 
Mol/L)درصد (

غلظت اتیلن گلیکول 
Mol/L)درصد (

غلظت گلیسرول ) 
Mol/L)درصد

غلظت اتیلن گلیکول 
Mol/L)درصد (

غلظت گلیسرول 
Mol/L)درصد (

)20( 2/8)20(3/6)10( 1/4)20( 3/6-)10(1/8گروه اول
)25( 3/4)25( 4/5)10( 1/4)20( 3/6-)10( 1/8گروه دوم
)30( 4/2)30( 5/4)10( 1/4)20( 3/6-)10( 1/8گروه سوم

)20( 2/8)20( 3/6)20( 2/8)10( 1/8)10( 1/4-گروه چهارم
)25( 3/4)25( 4/5)20( 2/8)10( 1/8)10( 1/4-گروه پنجم
)30( 4/2)30( 5/4)20( 2/8)10( 1/8)10( 1/4-گروه ششم

 
شکل 1- نحوه پر کردن نی مخصوص انجماد جنین

قطرات  گلیکول(  اتیلن  مول   3/6 و  گلیسرول  مول   1/4
200 میکرولیتری قرار داده شد. جنین های گوسفندی 6 
در  آبگیری  از  پس  متسع،  بلاستوسیست  مرحله  در  روزه 
محیط تعدیل کننده اول، برای مدت زمان 5 دقیقه و محیط 
به  دقیقه(،   5( زمان  مدت  همین  برای  دوم  تعدیل کننده 
ستون 15 میلی متری محیط انجماد درون نی که از پیش 

به صورت نشان داده شده در شکل 1 پر شده بود، منتقل 
با  نی  انتهای  کردن  مسدود  از  پس  و  پایان  در  و  شدند 
خمیر هماتوکریت، نی انجماد حاوی جنین ها مستقیماً وارد 

نیتروژن مایع شد.
به منظور انجام روند ذوب جنین ها، نی از نیتروژن مایع 
خارج و برای مدت 10 ثانیه در هوا و سپس برای مدت 8 
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جدول 2- میزان بقا و تفریخ بلاستوسیست هاي متسع گوسفندي بعد از فرایند انجماد شیشه اي و ذوب
تعداد گروه ها

بلاستوسیست
میزان بقا 

تعداد )درصد(
میزان تفریخ 
تعداد )درصد( محیط انجمادمحیط تعدیل کننده

)25/93( a7)51/85( 202714 درصد اتیلن گلیکول +20 درصد گلیسرولاتیلن گلیکول
)27/27( a9)66/67( 253322 درصد اتیلن گلیکول +25 درصد گلیسرول
)22/58( ab7)61/29( 303119 درصد اتیلن گلیکول +30 درصد گلیسرول

)38/43(ab10)69/23( 202618 درصد اتیلن گلیکول +20 درصد گلیسرولگلیسرول
)55/56( b20)80/56( 253629 درصد اتیلن گلیکول +25 درصد گلیسرول
)50/00( ab14)71/43( 302820 درصد اتیلن گلیکول +30 درصد گلیسرول

.)p>0/05( حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار بین گروه هاستa,b,c

ثانیه در آب 30-25 درجه سانتی گراد نگه داشته شد. پس 
ترتیب در محیط های  به  نی، جنین ها  از خروج محتویات 
ذوب حاوی 1، 0/5 و 0 مول سوکروز هرکدام به مدت 5 
دقیقه آبدهی و نهایتاً به منظور ادامه حیات، به قطره کشت 

انتقال و در انکوباتور قرار داده  شدند.
از  متداول ترین روش ارزیابی توان زیستی جنین پس 
این  آزمایشگاه، یک دوره کشت مجدد است. در  ذوب در 
مطالعه جنین ها پس از ذوب به منظور سنجش قابلیت بقای 
خود برای مدت زمان 72-48 ساعت در انکوباتور 9 درصد 
حداکثر  رطوبت  و  سانتی گراد  درجه   39 دمای  با   ،CO2
در محیط کشت قرار گرفتند. تعداد جنین هایی که مجدداً 
متسع شده و برای مدت زمان حداقل 24 ساعت این وضعیت 
را حفظ کرده یا به مرحله تفریخ رسیدند، به عنوان داده های 
این مطالعه ثبت شدند و در پایان اختلافات مشاهده شده 
بین گروه های تحت بررسی، با نرم افزار SPSS ویرایش 20 
در  گرفتند.  قرار   One Way ANOVA آزمون  مورد 
از  بررسی  تحت  گروه های  بین  اختلاف   ،p>0/05 صورت

نظر آماری معنی دار محسوب می شد.

نتایج
و  نوع  تأثیر  بود  اهمیت  حائز  مطالعه  این  در  آنچه 
اتیلن گلیکول  یعنی؛  پرکاربرد  نفوذپذیر  غلظت دو ضد یخ 
از  قبل  مراحل  جنین های  انجماد  فرایند  در  گلیسرول  و 

لانه گزینی حیوانات مزرعه ای بود که به شکل تأثیر نوع ضد 
یخ به کار رفته در محیط های تعدیل کننده به منظور آبگیری 
و غلظت های 20،  بلاستوسیست های متسع گوسفندی  از 
25 و 30 درصدی این دو ضد یخ در محیط اصلی انجماد 
آمده   2 در جدول  آن  نتایج  که  گرفت  قرار  بررسی  مورد 

است.
نتایج نشان می دهد که نوع و غلظت ضد یخ به کاررفته 
در فرایند انجماد بلاستوسیست های گوسفندی، میزان بقای 
بعد از ذوب آن ها را تحت تأثیر قرار می دهد؛ به ویژه نوع ضد 
یخ که به صورت ضد یخ غالب در مرحله آبگیری جنین ها در 
محیط های تعدیل کننده به کار گرفته شده است؛ به طوری که 
در زمان استفاده از گلیسرول به میزان 10 درصد در محیط 
تعدیل کننده اول و 20 درصد در محیط تعدیل کننده دوم 
میزان بقای بالاتری به دست می آید. این اختلاف زمانی هم 
که ضدیخ های محیط انجماد در غلظت های متفاوت به کار 
در  رشد  و  بقا  میزان  که  جایی  تا  می شود؛  دیده  رفته اند 
زمان استفاده از غلظت متعادل 25 درصد اتیلن گلیکول و 
گلیسرول در مقایسه با دو غلظت 20 و 30 درصد، بالاتر 
از  بعد  را  گوسفند  بلاستوسیست  وضعیت   2 شکل   است. 
پنجم  گروه  در  تفریخ  تا  آبدهي  مرحله  از  ذوب  فرایند 

به عنوان بهترین گروه، نشان می دهد.

بحث
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شکل 2- بلاستوسیست گوسفندی بعد از فرایند ذوب از مرحله آبدهي تا تفریخ در گروه پنجم. الف( 10-5 دقیقه بعد از ذوب؛ ب( 24 
ساعت بعد از ذوب؛ ج( 48 ساعت بعد از ذوب؛ د( 72 ساعت بعد از ذوب.

 ب  الف 

 د  ج 

نظیر  ضدیخ هایی  متفاوت  غلظت های  تاکنون 
و  پروپیلن گلیکول  اتیلن گلیکول،  دی متیل سولفوکسید، 
گلیسرول در ترکیبات متفاوت برای انجماد تخمک و جنین 
پستانداران مورد استفاده قرار گرفته است )18(. ضدیخ ها 
با حضور در محلول های انجمادی تأثیرات خود را با پایین 
آوردن جزئی نقطه انجماد، کاهش اثر سمی سایر ترکیبات 
انعقادی؛  )ویژگی  آب  مولکول های  به  بااتصال  محلول 
کریستال  تشکیل  عدم   ،)Colligative properties

افزایش  با  نمونه  از  محافظت  و  سلولی  خارج  و  داخل  یخ 
 Salt buffering عنوان  با  را  ویژگی  )این  نمک  سطح 

می شناسند( اعمال می کنند )3(.
 2002 سال  در  همکاران  و   Visintin برزیل  در 
تولیدشده  جنین های  روی  بر  را  فراساختاری  مطالعاتی 
بلاستوسیست   – متراکم  )مورولای   In vivo شرایط  در 
که  دادند  نشان  مطالعه  این  در  کردند.  تشریح  اولیه( 

سریع  انجماد  برای  سمی  غیر  ماده  یک  اتیلن گلیکول 
چنین جنین هایی است )25(. در گوسفند، محققان متوجه 
شدند که اتیلن گلیکول از غشا و ساختارهای سیتوپلاسمی 
سلول های جنینی در برابر آسیب های حاصل از انجماد بهتر 
از گلیسرول محافظت می کند. آن ها توضیح دادند که نبود 
موفقیت در مورد جنین های منجمد - ذوب شده گوسفند را 
می توان به نبود محافظت از توده سلولی داخلی نسبت داد 
)2(. زمانی که سلول ها برای اولین بار در معرض محلول های 
مولتی مولار نظیر ضدیخ ها قرار می گیرند به خاطر از دست 
دادن آب خود منقبض و فشرده می شوند. در زمان  نفوذ ضد 
یخ به داخل سلول، آب سلولی خارج می شود تا سلول به 
حجم ایزوتونیک اولیه خود باز گردد. ضدیخ ها میزان انتشار 
متفاوتی به داخل سلول دارند. به عنوان مثال میزان انتشار 
پروپیلن گلیکول )7-5 دقیقه( به درون تخمک در مقایسه 
با میزان انتشار دی متیل سولفوکسید )30-20 دقیقه( و یا 
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از 60 دقیقه(، نسبتاً سریع تر است )8 و  گلیسرول )بیش 
.)19

نفوذپذیری  خصوصیت  مورد  در  گونه ای  اختلاف 
ضدیخ های نفوذپذیر وجود دارد. به عنوان مثال جنین گاو 
با  مقایسه  در  گلیسرول  به  نسبت  را  بیشتری  نفوذپذیری 
دی متیل سولفوکسید ضدیخی که در اوایل دهه 1970 در 
جریان تولید فروستی 2 به کار رفت، نشان می دهد )26(. 
در اواخر همین دهه گلیسرول به عنوان ضد یخ متداول برای 
انجماد جنین در مراحل مورولای متراکم و بلاستوسیست 
کاربرد پیدا کرد و در دهه های اخیر اتیلن گلیکول به عنوان 
نفوذپذیری  میزان  بالاترین  علت  به  یخ  ضد  مطلوب ترین 
)1( و کمترین سمیت )1، 4 و 15( جایگزین ضدیخ های 

قبلی شد.
Isachenko و همکاران در سال  با مطالعات  مطابق 
1997 یک ضد یخ با نفوذپذیری پایین تر نظیر گلیسرول 
سیتوپلاسمی دارد  غشای  روی  بر  حمایتی  عمل کرد  یک 
نظیر  بالاتر  نفوذپذیری  با  یخ  ضد  یک  مقابل  در  و   )7(
اتیلن گلیکول از تمامی غشاهای ساختارهای داخل سلولی 
در  آسیبی  که  زمانی  می کند.  حفاظت  لیزوزوم ها  مثل 
لیزوزوم در طول روند انجماد رخ می دهد آنزیم های لایتیک 
آزاد می شود که سبب تأثیرات منفی بر روی ساختارهای 

سلولی و صدمه بلاستومرها می گردد.
بقای  Valdez و همکاران کاهش شدیدی در میزان 

بلاستوسیست های موشی در زمان مواجهه آن ها برای مدت 
زمان 10 دقیقه با 40 درصد )7/2 مول به ازای هر لیتر( 
اتیلن گلیکول گزارش کردند )24(. این محققان فهمیدند 
در  سمّی  اثر  کمترین  می تواند  گلیکول  اتیلن  هرچند  که 
درصد   40 تا   20 غلظت  در  گلیکول  پروپیلن  با  مقایسه 
داشته باشد لیکن افزایش غلظت ضد یخ و میزان مواجهه 
نمونه با آن می تواند بر میزان بقاي بعد از ذوب جنین، تأثیر 

سوء داشته باشد )24(.
سال  در  همکاران  و   Mahmoud که  مطالعه ای  در 
بیشترین  دادند؛  انجام  بوفالو  تخمک  روی  بر   2010

انجماد  محیط  در  تخمک  دادن  قرار  از  بعد  بلوغ،  میزان 
متیل  دی  و  اتیلن گلیکول  ترکیب  و  اتیلن گلیکول  حاوی 
بالای  غلظت  است  معتقد  و  آورده  دست  به  سولفوکسید 
اسمزی  آسیب های  دلیل  به  سلولی  آسیب  باعث  یخ  ضد 
گلیسرول  می دارد  بیان  نیز  و  می گردد  سلولی  سمیت  و 
به دلیل نفوذپذیری پایین و زمان بالای مجاورت  احتمالاً 

آن با نمونه می تواند مضر باشد )14(.
فرایند  طول  در  محافظتی  خاصیت  علی رغم  ضدیخ ها 
انجماد ممکن است به علت سمیّت ناشی از غلظت، طول 
مدت زمان و دما -گفته می شود سمیت ضدیخ هایی نظیر 
اتیلن گلیکول و گلیسرول با دمای اتاق ارتباط مستقیمی 
هرچند  )5(؛  باشند  داشته  جنین  بر  مضری  تأثیر  دارد- 
فاکتورهای درون سلولی نظیر حضور محتویات بالای چربی 
داخل سلولی نیز یکی از فاکتورهای پاسخگو در قبال میزان 
بقای پایین به علت آسیب های حاصل از برودت است )12(.

در مطالعه ای که در سال 2007 بر روي جنین هاي گاوي 
شبیه سازی شده  نیز  و  آزمایشگاهي  شرایط  در  تولیدشده 
 40 حاوي  محیط  که  است  شده  داده  نشان  شد؛   انجام 
درصد گلیسرول در مقایسه با محیط های حاوي 10 درصد 
اتیلن گلیکول، 30 درصد گلیسرول و نیز 20 درصد اتیلن 
گلیکول، 20 درصد گلیسرول،    محیط بهتري برای انجماد 
جنین بوده است و نیز عنوان شده است که گلیسرول ضد 
پیشرفته تر  انجماد جنین در مراحل  برای  یخ مناسب تري 
جنیني است )23( که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد.

استفاده از دو ضد یخ نفوذپذیر به جای تنها یک ضد یخ 
به علت کاهش غلظت هر یک از ضدیخ ها در محیط انجماد  
این  رو در خصوص جنین  از  است؛  داشته  بیشتري  اقبال 
حیواناتي نظیر گوسفند و گاو که نفوذپذیري بیشتري در 
تأثیر  باعث  خود  امر  این  داشته اند؛  گلیسرول  با  مقایسه 
ترکیب  بر جنین مي شود )21 و 22(؛  خاصیت سمي آن 
گلیسرول با اتیلن گلیکول نه  تنها سبب کاهش اثرات سمي 
ضد یخ مي شود  که حتي آسیب هاي اسمزي بعد از ذوب 
اتیلن گلیکول  سریع  خروج  و  انتشار  خاصیت  دلیل  به  را 
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به  اتیلن گلیکول  گفت  مي توان   .)23( مي دهد  کاهش 
مرحله  در  خصوصاً  را  جنین  سریع،  نفوذپذیري  دلیل 
بلاستوسیست متسع، که حجم مایع جنیني بسیار بالاست، 
با اعمال سمیت سلولي و آسیب های اسمزي بعد از ذوب 

تحت تأثیر قرار مي دهد.
Nowshari در مطالعه ای که در سال 1998 بر روی 

بلاستوسیست های موش به انجام رسانید، گزارش داد که 
جنین ها قابلیت بقای خود را پس از مواجهه کوتاه با غلظت 
پروپیلن گلیکول  و  اتیلن گلیکول  نظیر  بالای ضدیخ هایی 
این  که   )17( می کنند  حفظ  لیتر(  هر  ازای  به  مول   7(
نتیجه قبلًا در مورد جنین های پرنوکلئار موشی به دست 
آمده بود )16(. مطالعه آن ها نشان می دهد که اتیلن گلیکول 
در مورد بلاستوسیست های متسع و در غلظت 7 مول به 
ازای هر لیتر برای مدت زمان کوتاه 45 ثانیه ای غیر سمی 
اتیلن گلیکول در غلظت 7/2  تأثیرات سمی  است؛ هرچند 
مول به ازای هر لیتر در ترکیب با 30 درصد فایکول و نیم 
با محیط  تماس  زمان دو دقیقه  برای مدت  مول سوکروز 
شده  گزارش  موش  بلاستوسیست های  انجماد  در  انجماد، 

است )27(.
به  هرحال آنچه همانند یک تیغه دو لبه انجماد نمونه 
 را تحت تأثیر قرار می دهد، تشکیل کریستال های یخ داخل 
و خارج سلولی به دلیل نبود غلظت کافی ضد یخ و آبگیری 
ناقص نمونه از یک سو و سمیت ضدیخ ها به دلیل غلظت 
بیش از حدّ آن ها از یک سو و آسیب هاي اسمزي به علت 
انتشار سریع ضدیخ ها از سوی دیگر است که خود مبنای 
غلظت  و  نوع  به  رسیدن  برای  انجماد  روش  بهینه سازی 

مناسب ضد یخ در محیط های انجماد شده است.
که  می شود  استنباط  چنین  حاضر  مطالعه  نتایج  از 
اتیلن گلیکول  باوجود نفوذپذیری بالاتر و سمیت پایین تر 
نسبت به سایر ضدیخ های نفوذپذیر، جنین های گوسفندی 
محیط های  در  آبگیری  از  پس  بلاستوسیست  مرحله  در 
تعدیل کننده حاوی گلیسرول به عنوان ضدیخ غالب، میزان 
در  همچنین  می دهند؛  نشان  خود  از  بهتری  رشد  و  بقا 

زمان استفاده از غلظت متعادل 25 درصد اتیلن گلیکول و 
گلیسرول در مقایسه با دو غلظت 20 و 30 درصد، میزان 

بقا و رشد بالاتری به دست می آید.
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Summary
This study was designed to optimize the vitrification of ovine embryos and achieve the highest 

survival rates after freezing-thawing pre-implantation embryos, in this species. Therefore the effect 
of different concentrations of permeable cryoprotectants such as ethylene glycol (3.6, 4.5 and 5.4 
mmol per liter) and glycerol (2.8, 3.4 and 4.2 mmol per liter) in the vitrification medium and the type 
of cryoprotectant used in equilibration media were studied. In conventional vitrification method in 
0.25 ml straws, ovine in vitro produced blastocysts on day 6 were equilibrated in equilibration media 
containing ethylene glycol or glycerol and then the embryos of each group were transferred to the 
vitrification solution containing 20, 25 or 30% ethylene glycol and glycerol. Blastocysts survival and 
hatching rate were recorded after 24 and 72 hours, respectively, after thawing of embryos in each 
group. In spite of higher permeability and lower toxicity of ethylene glycol compared with other 
cryoprotectants, a trend of higher survival and developmental rate was obtained in vitrified/warmed 
blastocysts that equilibrated in medium containing glycerol (p<0.05). Moreover, higher survival and 
developmental rate can be achieved when vitrification medium containing 25% ethylene glycol and 
glycerol were used compared with 20 and 30% concentrations of these cryoprotectants (p<0.05).
Keywords: Cryopreservation, Ovine, Blastocyst, Ethylene glycol, Glycerol.
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