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رت تخمدان بافت فولیکولی مختلف هایرده مورفولوژی بر ایشیشه انجماد اثر بررسی   
 

 3تنیده نادر ،2عالم بیدشهری ،*3داود مهربانی ، 2لاله حامدی ،1فروزان اسماعیل زاده
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  .هاي بنیادي و فناوري ترانسژنیک، دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز، ایرانمركز تحقیقات سلول -3
 

 01/03/1394 :تاریخ پذیرش مقاله                                   26/10/1393 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک

هاي مختلف اي بر مورفولوژي ردهدر این مطالعه اثر انجماد شیشه .هاي مناسبی براي نگهداري گامت و جنین هستندروشبه دنبال  امروزه محققین :هدف و زمینه

 .ه استفولیکولی تخمدان بررسی شد

 جهت .ندشد تقسیمه آزمون سمیت تخمدان در گرو 30گروه انجماد و در تخمدان  25تخمدان در گروه شاهد،  25به رت سر  40 ازتخمدان  80ها: مواد و روش

لوژي، از مرفوارزیابی هاي داراي شیب غلظتی مختلف ساكاروز و در انجماد از محیط تعادل، اتیلن گلیکول و دي متیل سولفوكسید استفاده شد. در ذوب از محلول

انجماد مقایسه از گذشت ساعت، یک هفته و یک ماه  24ته پس از هاي سالم و تحلیل یافهماتوكسیلین ائوزین استفاده گردید. درصد انواع  فولیکولرنگ آمیزي 

 شدند.

، 4/17، 7/17، 5/34ترتیب ه هاي بدوي، اولیه، ثانویه، آنترال و تکامل یافته بمشاهده نشد. درصد فولیکول یفولیکول کپس از انجماد، ناهنجاري مرفولوژی: نتایج

درصد بود. این ارقام در گروه  9/11و  5/47لم و تحلیل یافته در گروه انجمادي و آزمون سمیت به ترتیب هاي سادرصد بوده است. درصد فولیکول 3/50و  2/15

 .ندت بودسدرصد داراي بلاستوسی 50درصد داراي تقسیم سلولی و  81 بوده ودرصد  91اي، در روش انجماد شیشه ودرصد  9/16و  6/59كنترل به ترتیب 

و این  داستفاده نمو توانمیهاي متوالی در سیکلو مراحل مختلف تکوینی  تعداد زیادي فولیکول در از مقایسه با تخمک، دان درانجماد تخمچون در  گیری:نتیجه

 کولیولیف مختلف هايرده انجماد روش مطلوبی در نگهداري وتواند اي میانجماد شیشه ،نشده فولیکولی ساختاريو  کناهنجاري مرفولوژیباعث اي انجماد شیشهكه 

 .تخمدان باشد

 ای، مرفولوژی، فولیکول، تخمک، تخمدان، رتانجماد  شیشه :کلیدی کلمات

 
 

 

 مقدمه
هاي مناسبی براي نگهداري روشامروزه محققین به دنبال 

ها انجماد گامت و جنین جانوران هستند، كه از جمله این روش

مهمترین دلایل به كارگیري انجماد  .(1) بافت تخمدان است

مقایسه با انجماد تخمک، مربوط به وجود تعداد زیادي  خمدان درت

در  توان به دفعاتمراحل مختلف تکوینی است كه می فولیکول در

هاي متوالی ازآن استفاده نمود. به علت حساسیت كمتر سیکل

نی كه ات دما، استفاده از انجماد بافت تخمداتخمک نابالغ به تغییر

مقایسه با انجماد تخمک  است در نابالغ داراي تعداد فراوانی تخمک

انجماد تخمک از طرف دیگر  .(2) رسدبالغ مناسب تر به نظر می

 (. 2بوده است )همراه و جنین هزینه بر و با موفقیت كمتر 

 انجماد بافت تخمدان با دارا بودن تعداد زیادي فولیکول در

ته شتواند پتانسیل باروري بالایی دامراحل تکوینی مختلف می

لذا این روش در درمان ناباروري یا در بیماران مبتلا به  ؛باشد

سرطان كه تحت درمان با رادیوتراپی یا شیمی درمانی هستند و 

خواهند به زندگی طبیعی خود برگردند، اهمیت پس از درمان می

تواند براي بیماران غیر انجماد تخمدان می .(3) به سزایی دارد

هاي مغز ي خود ایمنی، گیرندههايسرطانی همچون بیمار

استخوان یا پیوند سلول بنیادي یا افراد متحمل برداشت تخمدان 

مقاله پژوهشی

  

هاي بنیادي و فناوري ترانسژنیک، مركز تحقیقات سلول، نویسنده مسئول: داود مهربانی *

  071-32341025تلفن:      .دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز، ایران

Email: mehrabad@sums.ac.ir 
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بر اساس شروع بیماري سودمند باشد. همچنین این عمل براي 

زنان در معرض یائسگی زودرس )ناشی از مشکلات ژنتیکی 

  .(4) همچون سندروم ترنر( با ارزش گزارش شده است

هاي اهداي تخمک براي اهداف رنامهبانک انجماد تخمک در ب

انجماد تخمک  همچنین(. 5) گیردتحقیق مورد استفاده قرار می

براي زنانی كه به دلایلی مانند تحصیل یا اشتغال تمایل دارند 

در ارتباط با  .(6) حاملگی خود را به تأخیر بیاندازند كاربرد دارد

در بسیاري هاي قانونی انجماد جنین، موارد اخلاقی و محدودیت

مهم ترین دلایل به كارگیري  (.7) باشداز كشورها موجود می

انجماد تخمدان در مقایسه با انجماد تخمک، مربوط به وجود 

توان تعداد زیادي فولیکول در مراحل مختلف تکوینی است كه می

هاي متوالی از آن استفاده نمود. همچنین به دفعات در سیکل

باشد زیادي فولیکول بدوي و اولیه می تخمدان نابالغ داراي تعداد

كه از نظر ساختمانی و اندازه تقریبأ شبیه به هم هستند و نسبت 

براي بقاي نسل، حفظ و  (8) ت حرارتی مقاوم تر هستندابه تغییر

تواند از هاي كمیاب جانوري، انجماد تخمدان میو تکثیر گونه

 (. 5) اهمیت خاصی برخوردار باشد

زمان ممکن، روش انجماد  ت انجماد در كوتاه ترینبه اهمی با توجه

رسد. این روش در مقایسه با به نظر میروشی مناسب اي شیشه

هاي انجمادي مزایاي فراوانی دارد، به طوري كه از دیگر روش

سرعت و سهولت برخوردار بوده و صدمات سلولی ناشی از فرآیند 

اي به شیشه(. روش انجماد 9) رسدانجماد به حداقل ممکن می

معرفی شد و در  1980صورت بالینی براي اولین بار در اوایل سال 

اي در حفظ سرمایی جنین تاثیر روش انجماد شیشه 1985سال 

اي با روش انجماد شیشه 2005(. در سال 10) گردید مشخص

(. گزارشات 2)ه است هاي انسان استفاده شدموفقیت در اووسیت

وتوپیک قطعات قشري تخمدان منجر نشان داده است كه پیوند ارت

 در(. موفقیت 11)شده است به آبستنی و تولد نوزاد زنده 

ها پس از انجماد هاي پیوند زده شده انسان و سایر گونهتخمدان

 (. 12) آهسته نیز نشان داده شده است

حفظ سرماي در اي و سرد كردن آهسته انجماد شیشهدر 

( و اتیلن DMSOولفوكسید )ها از دي متیل سها و جنینسیتواو

(، پروپیلن گلیکول PEG(، پلی اتیلن گلیکول )EG( )13گلیکول )

(PROHو استامید با موفقیت استفاده شده است ) (14 .)توجه با 

 ادتعد از تخمک، انجماد با در مقایسه تخمدان انجماد در این كه به

 در دفعات به و تکوینی مختلف در مراحل فولیکول زیادي

این مطالعه اثر انجماد در  نمود استفاده توانمی متوالی ايهسیکل

هاي مختلف فولیکولی در بافت اي بر مورفولوژي ردهشیشه

 است.شده اتیلن گلیکول بررسی رت با استفاده از تخمدان 

 

 هامواد و روش
هاي بنیادي و فناوري در مركز تحقیقات سلولاین مطالعه 

ت دانشگاه علوم پزشکی شیراز، ترانسژنیک و آزمایشگاه حیوانا

ماده بالغ از سویه اسپراگ  رتسر  40انجام گرفته است. تعداد

هفته وارد مطالعه شدند. كلیه شرایط و  10تا  8داولی در سنین 

قوانین حمایت از حیوانات در طول آزمایش رعایت شد. حیوانات 

هایی و درون قفس Co24-22هایی با دماي مورد بررسی در سالن

سانتی متر نگه داري  254050جنس پلی كربنات با ابعاد  از

ها با ها فلزي مشبک بوده و كف آنشدند. سقف این قفسهمی

تراشه چوب پوشیده شده بود. این فضاها با رطوبت كنترل شده 

و  ساعت روشنایی 12درجه بوده، همچنین نوردهی با  60تا  50

شد. تغذیه این گونه ساعت تاریکی تنظیم می 12دوره نوري 

آب مورد نیاز نیز با لوله  شد وها نیز با كنسانتره انجام میموش

 گرفت.كشی شهر به صورت اختیاري مورد استفاده قرار می
ها، حیوانات با دو محلول براي بیرون آوردن تخمدان

به صورت تزریق  1به  3به نسبت   %2 و زیلازین  %10كتامین

اي بیهوش شدند. پس از بیرون كشیدن بافت درون ماهیچه

 25 ،تخمدان براي گروه شاهد 25 ،تخمدان موجود 80تخمدان از 

تخمدان براي آزمون سمیت در  30تخمدان براي گروه انجماد و 

ر ها داي، تخمداننظر گرفته شد. جهت انجام فرایند انجماد شیشه

 یري شدند.آبگ دو مرحله آبدهی و

 7.5اتیلن گلیکول به میزان : ESمرحله اول در محیط تعادل )

ml  7.5+ دي متیل سولفوكسید به میزان ml  +FBS  به میزان

20 ml  +DMEM  65به میزان ml و مرحله دوم در محیط انجماد )

(VS : 15اتیلن گلیکول به میزان ml  دي متیل سولفوكسید به +

 17.1به میزان  ml  +DMEM 20ن به میزا ml  +FBS 15میزان 

g  20+ ساكارز به میزان mlاي كه ( قرار داده شدند. محیط پایه

براي انحلال تركیبات ضد یخ مصرفی اتیلن گلیکول و دي متیل 

درصد و  80به میزان  DMEMسولفوكسید استفاده شد، محیط 
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درصد بود. در ابتدا یکی از این دو محلول  20به میزان  FBSسرم 

 FBSیلن گلیکول یا دي متیل سولفوكسید( را به محیط پایه )ات

اضافه كرده و پس از حل شدن و خنک سازي نسبی، ماده دوم 

 حاصلهاي تعادل و انجماد، محلول اضافه شد. پس از تهیه محلول

میلی لیتر  10 میکرومتر و سرنگ 22/0با فیلتر لامینار هود زیر 

راي توانست بستون میفاقد پیستون فیلتر شدند زیرا خود پی

 ها آسیب زا باشد. اووسیت

دقیقه در محلول  15ها به مدت به منظور انجماد، تخمدان

. سپس نددقیقه در محلول انجماد قرار داده شد 2تعادل و به مدت 

ره ذخیمنتقل و تانک ازت  بهها در كرایوویال قرار گرفته و نمونه

حالت انجماد  خارج و  ها ازروز، تخمدان 30و  7، 1شدند. پس از 

محلول ذوب در درجه سانتی گراد(  20-25در دماي آزمایشگاه )

و  5/0 ،0منتقل شدند. براي عمل ذوب از شیب غلظتی ساكاروز 

میلی  1000مولار استفاده شد )حل كردن یک مول ساكارز  در 1

مولار به  1ها ابتدا در محلول سوكروز آب(. در ذوب، تخمدانلیتر 

دقیقه و  3مولار به مدت  5/0 قه و سپس در سوكروز دقی 1مدت 

ها در دقیقه قرار گرفتند. شستشو نمونه 3بعد در آب به مدت 

 محیط كشت سلولی وFBS) سرم جنینی گوساله ) محیط پایه

DMEM  دقیقه انجام شد.  5به مدت 

ها، براي بررسی اثر سمیت محیط انجماد بر مرفولوژي تخمدان

عدد( به طور تصادفی انتخاب و  30هاي اولیه )تعدادي از تخمدان

اي تمامی مراحل آبگیري و آبدهی مطابق روش انجماد شیشه

انجام شد و فقط مرحله انجماد حذف گردید. براي بررسی 

قرار گرفته تا با كمک رنگ  10مرفولوژي، در محلول فرمالین %

د. هاي بافتی آماده گردنبراي بررسی  آمیزي هماتوكسیلین ائوزي

هاي منجمد شده و نشده )شاهد و آزمون سمیت( كلیه تخمدان

ائوزین رنگ آمیزي و با میکروسکوپ نوري  به روش هماتوكسیلین

ها، شمارش فولیکولی، درصد براي مرفولوژي فولیکول

رال و نترال، آنتآ، اولیه، ثانویه، پرالهاي بدوي، ترانزیشنفولیکول

 24پنج گروه شاهد، انجماد  تکامل یافته سالم و تحلیل یافته در

ساعته، انجماد یک هفته، انجماد یک ماهه و آزمون سمیت با 

اي تعداد در روش انجماد شیشه .یکدیگر مقایسه شدند

زنده مانده، تقسیم سلولی و تعداد بلاستوسیست  يهااووسیت

میزان حاملگی براي هر جنین و تولد زنده  همچنینارزشیابی شد. 

 .گردیدبررسی 

سی با نرم افزار آماريداده    ,SPSS  (18 version هاي مورد برر

IL, USA)   بر اساااااس روش تجزیااه واریااانس یااک طرف

(ANOVA)  وسیله آزمون توكی ه ها بكلیه گروه و مقایسه شدند

سه قرار گرفتند. مقدار كمتر از و آزمون هاي ناپارامتري مورد مقای

 معنی دار در نظر گرفته شد. 05/0

 

 نتایج
هاي هاي اولیه تخمدانگروه انجماد، مرفولوژي فولیکولدر 

طبیعی  كنترلساعت در مقایسه با گروه  24منجمد شده پس از 

 

 (400x-H&E) هاي گروه شاهد پس از یک ماهفولیکول :1شکل 

 

 

-100xساااعت ) 24هاي گروه انجماد پس از گذشاات فولیکول: 2شکل 

H&E ) 
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ها كروي شکل و داراي تخمک .(2شکل و  1)شکل  بوده است

غشا سلولی واضح، هسته كروي و یک هستک با رنگ پذیري بالا 

یلیک، یتوپلاسم بازوفهاي گرانولوزا مکعبی شکل با سبودند. سلول

هسته كروي و یک یا چند هستک مشخص در یک یا دو لایه و 

با  هاي تکا دوكی شکلداراي پتانسیل تقسیمی بالا بودند. سلول

پس  ند.بودمشاهده قابل هاي بیضی شکل در یک یا دو لایه هسته

( هیچ اختلاف 4و یک ماه )شکل  (3از گذشت یک هفته )شکل 

 دیده نشد. مشاهدات نشان كنترلوه انجماد و مورفولوژیکی بین گر

ها کولیولفداد كه طول مدت زمان انجماد اثر چندانی بر مرفولوژي 

 نداشته است.

هایی كه براي بررسی هاي اولیه در تخمدانمرفولوژي فولیکول

 اتیلن گلیکول و دي متیل سولفوكسیددر مجاورت تأثیر سمیت 

یري و آبدهی را بدون مرحله فقط مراحل آبگ قرار گرفته بودند و

 كنترلبا گروه  معنی داري هیچ اختلاف انجماد طی كرده بودند،

ساختمان ظاهري تخمک،  و از نظر رنگ پذیري و نداشته است

 بودند كنترلهاي تکا مشابه گروه هاي گرانولوزا و سلولسلول

 (.5)شکل 

ها موع كل فولیکولجآترتیک در م هاي سالم ودرصد فولیکول

بوده است. در  9/11و  5/47مادي و سمیت به ترتیب جر گروه اند

ها جسم زرد واضحی دیده شد كه نشانگر تکوین و بعضی نمونه

 ي بدوي،هاها تا مراحل پیشرفته بود. درصد فولیکولبلوغ فولیکول

، 4/17، 7/17، 5/34ترتیب ه آنترال و تکامل یافته ب اولیه، ثانویه،

هاي سالم و آترتیک در درصد فولیکولبوده است.  3/50و  2/15

كه در مقایسه با گروه  هبود 8/16و  6/59گروه شاهد به ترتیب 

(. در 2و  1انجماد و سمیت اختلاف معنی داري نداشت )جدول 

 81ها زنده مانده، اووسیتدرصد  91اي، روش انجماد شیشه

داراي بلاستوسیت درصد  50داراي تقسیم سلولی و درصد 

نتایج به دست آمده از بررسی نشان داده كه بهترین روش  اند.بوده

مول  5/1دقیقه با محلول  30انجماد بافت، آبگیري آن به مدت 

مول دي متیل سولفوكسید بوده است.   5/1اتیلن گلیکول با 

افزودن ساكارز به محیط انجماد نشان داده شد كه  همچنین

 ه است.بر حفظ بافت تخمدان طی انجماد نداشت سوءتأثیر

 گیریحث و نتیجهب
اي بافت تخمدان با استفاده از در مطالعه حاضر انجماد شیشه

ک ت مرفولوژیااتیلن گلیکول و دي متیل سولفوكسید تغییر

 

-400xهفته ) 1هاي گروه انجماد پس از گذشت فولیکول :3شکل 

H&E) 

 

 

-400xماه ) 1از گذشت  هاي گروه انجماد پسفولیکول :4شکل 

H&E) 

 

 

-250xماه ) 1هاي گروه سمیت پس از گذشت فولیکول :5شکل 

H&E) 
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هاي اولیه ایجاد نکرده است و مدت زمان خاصی را در فولیکول

. ها نداشته استانجماد هیچ تأثیري بر كاهش كیفیت فولیکول

 اي باعث حفظه شده است كه فرایند انجماد شیشهقبلا نشان داد

اي لذا انجماد شیشه ؛(15شود )هاي تخمدان میانواع فولیکول

 توانسته براي حفظ بافت تخمدان مناسب باشد.

اي بافت ( با استفاده از روش انجماد شیشه2002صالح نیا )

نشان داده  DMSOتخمدان موش با بکارگیري اتیلن گلیکول و 

هاي هاي گروهتفاوت آماري معنی داري بین فولیکولاست كه 

( كه مشابه نتایج مطالعه حاضر 16) مختلف وجود نداشته است

اند نشان داده 2000و همکاران در سال  Sugimoto(. 16) است

هاي نابالغ با استفاده از محلول اي تخمدان در رتكه انجماد شیشه

VS1 ها پس از گذشت ان رتها به زیر كپسول كلیه همو پیوند آن

هاي هاي آنترال در تخمدانروز باعث شده كه تعداد فولیکول 48

هاي تازه پیوند شده منجمد و پیوند شده در مقایسه با تخمدان

هاي منجمد شده و كمتر باشد ولی فعالیت اندوكرین تخمدان

و  Kagabu(. 17) پیوند شده مشابه با گروه كنترل بوده است

 DMSOبا به كارگیري اتیلن گلیکول و  2000 همکاران در سال

هاي موش، هامستر، خرگوش، میمون و رت اي را بین گونهمقایسه

اي انجام دادند. نتایج نشان داده است كه روش انجماد شیشه

هاي تخمدان تواند روش خوبی براي حفظ مرفولوژي فولیکولمی

 .(18)باشد ها داشته اثر سمی بر آن بدون این كهباشد 

مطالعات انجام شده درباره انجماد بافت تخمدان  تاكنون

(، 20) (، گوسفند18) (، رت19) هاي مختلف مثل موشگونه

( 20) ( و فیل12) (، گوساله، گاو21و 6) (، انسان18)خرگوش 

ها در است. انجماد تأثیر منفی بر مرفولوژي فولیکول صورت گرفته

هیچ  ول اولیه نداشته ومراحل تکوینی مثل فولیکول بدوي و فولیک

هاي منجمد ها در گروهاختلاف معنی داري از نظر تعداد فولیکول

 است.  مشاهده نشده كنترلشده و 

و  در انجماد تخمک خودپذیري  نفوذ ویژگیبا اتیلن گلیکول 

ل تأثیر منفی بر پتانسیل تکاملی سلو وجنین كاربرد وسیعی دارد 

 رت تخمدان بافت فولیکولی مختلف هايرده بر ايشیشه انجماد اثر :1جدول 

 گروه
 فولیکول

 تحلیل یافته

فولیکول 

 تکامل یافته

فولیکول 

 آنترال

فولیکول 

 ثانویه

فولیکول 

 اولیه

فولیکول 

یبدو  
 کل

1شاهد   18 47 7 16 24 23 88 

2شاهد   8 44 10 23 11 10 62 

3شاهد   28 99 31 37 31 39 166 

1ساعته  24انجماد   44 99 20 32 47 69 212 

2ساعته  24انجماد   5 29 7 15 7 9 43 

3ساعته  24انجماد   12 16 3 4 9 19 47 

1انجماد یک هفته   13 34 5 20 9 17 64 

2ه انجماد یک هفت  36 89 25 35 29 61 186 

3انجماد یک هفته   50 165 50 57 58 113 328 

1انجماد یک ماهه   23 76 19 33 24 36 135 

2انجماد یک ماهه   15 64 15 27 22 24 103 

3انجماد یک ماهه   7 28 15 2 11 24 59 

1سمیت   15 44 13 13 18 38 97 

2سمیت   29 73 22 29 22 55 157 

3سمیت   22 84  9 22 17 35 105 
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اي مورد استفاده قرار گیرد. یشهتواند در انجماد شمی لذا ؛نداشته

 هبه همین دلیل در تحقیق حاضر از اتیلن گلیکول استفاده شد

نتایج به دست آمده از بررسی نشان داده كه بهترین  .(22)است 

 5/1دقیقه با محلول  30گیري آن به مدت روش انجماد بافت، آب

مول دي متیل سولفوكسید بوده است.  5/1مول اتیلن گلیکول با 

نیز افزودن ساكارز به محیط انجماد تأثیري بر حفظ بافت تخمدان 

طی انجماد نداشته است. نتایج این تحقیق و تحقیقات مشابه 

دیگري روي انجماد تخمک بالغ مجزا شده و جنین انجام شده 

مشخص كرده است كه اتیلن گلیکول نفوذ پذیري بیشتري به 

ا جذب كرده است. سلول و بافت داشته و به راحتی آب بافتی ر

بنابراین صدمات وارد به سلول و بافت در طی انجماد و ذوب كمتر 

 بوده است. 

نتایج به دست آمده از بررسی نشان داده كه بیشترین میزان 

هاي بدوي در تخمدان منجمد شده موش به زنده ماندن فولیکول

استفاده اتیلن گلیکول هنگامی است كه زمان آبگیري  باروش كند 

( در این زمان نفوذ اتیلن گلیکول به 22) دقیقه باشد 5تعادل و 

درون غشاهاي سلولی، غلظت اتیلن گلیکول و میزان نفوذ آن به 

(. در 22) گیردداخل و خارج از سلول مورد توجه قرار می

 4د شده پس از مهاي به عمل آمده از بافت تخمدان منجبررسی

 اولیه مشابه با نمونه ساعت كشت، تعداد زیادي فولیکول بدوي و

 مختلف. هايدر گروه هاي فولیکولیدرصد انواع رده :2جدول 

 گروه
شماره 

 تکرار

های فولیکولی زندهدرصد انواع رده  
های درصد فولیکول

 بدوی %تحلیل یافته 
% 

 اولیه
% 

 ثانویه
% 

 آنترال
% 

 تکامل یافته
% 

 شاهد

1 14/26  27/27  19/18  95/7  41/53  45/20  

2 31/16  74/17  1/37  13/16  97/70  9/12  

3 49/23  67/18  29/22  67/18  63/59  88/16  

ساعته 24انجماد   

1 55/32  17/22  1/15  43/9  7/46  75/20  

2 93/20  28/16  88/34  28/16  44/67  63/11  

3 43/40  15/19  51/8  38/6  04/34  53/25  

 انجماد یک هفته

1 56/26  06/14  26/31  81/7  13/53  31/20  

2 8/32  59/15  82/18  44/13  85/47  35/19  

3 45/34  68/17  39/17  24/15  31/50  24/15  

 انجماد یک ماهه

1 67/26  78/17  44/24  07/14  29/56  04/17  

2 3/23  36/21  22/26  56/14  14/62  56/14  

3 68/40  64/18  4/3  42/25  46/47  86/11  

 سمیت

1 18/39  56/18  4/13  4/13  36/45  46/15  

2 03/35  01/14  48/18  01/14  5/46  47/18  

3 33/33  2/16  95/20  57/8  71/45  95/20  
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دهد فرآیند دوباره گرم كردن بافت كنترل یافت شد كه نشان می

هاي منجمد شده در محیط سرشار از مواد غذایی به سلول

دهد كه فعالیت متابولیکی را دوباره از سر گیرند فولیکولی اجازه می

و اندازه طبیعی خود را به دست آورده و مجدداً ارتباطات سلولی 

(. در انجماد بافت تخمدان و میزان زنده 20) را حفظ كنند خود

ها لوها درون بافت تخمدان محل قرار گرفتن فولیکولماندن فولیک

هاي اولیه و بدوي در (. فولیکول20) در تخمدان حائز اهمیت است

هاي ثانویه و آنترال در مناطق نقاط سطحی تر تخمدان و فولیکول

بنابراین میزان نفوذ و خروج ماده ضد  ،اندعمقی تر قرار گرفته

اند سرعت هایی كه در عمق تخمدان واقع شدهانجماد در فولیکول

بیشتري دارد . عواملی از جمله ناتوانی نفوذ ماده ضد انجماد به 

مركز بافت و تشکیل كریستال یخ، بروز مشکلات اسمزي در طی 

 رلفولیکوهاي هاي سلولمراحل برودت با گرم شدن و تعداد لایه

هاي آنترال و پري ت مرفولوژي فولیکولاتواند در بروز تغییرمی

هاي فولیکولر بیشتر باشند آنترال موثر باشد. هر چه تعداد سلول

تواند در برابر نفوذ یا خروج اتیلن گلیکول ممانعت بیشتري می

 ایجاد كند.

Zhejiang 80كه  ندانشان داده 2013در سال  و همکاران 

هاي اولیه پس درصد از فولیکول 78هاي بدوي و فولیکولدرصد از 

كننده نتایج مطالعه تایید( كه 23) از انجماد و ذوب سالم ماندند

هایی مبنی بر آترزي و مرگ سلولی حاضر است اگر چه گزارش

هاي ثانویه و آنترال پس از گذشت چندین روز تعدادي از فولیکول

 Salehnia (.24) یز وجود داردبعد از انجماد و ذوب بافت تخمدان ن

ساختمانی نشان دادند  با مطالعات فرا 2002و همکاران در سال 

هاي اولیه پس از هاي فولیکولر و تخمک در فولیکولكه سلول

هاي سلول انجماد، مرفولوژي خود را حفظ كرده و اكثر اندامک

( كه مشابه 16) اندشکل طبیعی خود را پس از انجماد حفظ كرده

 2012و همکاران در سال  Salehniaباشد. یج مطالعه ما مینتا

ساختمانی  ت فراانشان دادند كه پس از انجماد تخمدان، تغییر

( كه شبیه 25) هاي اولیه دیده نشداي در فولیکولقابل ملاحظه

 2000و همکاران در سال  Nisolleهاي مطالعه حاضر است. یافته

 (. 26) اي را اعلام نمودندنتیجه مشابه

هاي انجمادي و غیر گزارش مشابه در رابطه با مورفولوژي گروه

(. 27) انجمادي پس از انجماد بافت تخمدان منتشر شده است

هاي انجماد نشان داده است كه پس از پیوند تخمدان همچنین

هاي بدوي و اولیه داراي مرفولوژي طبیعی اي، فولیکولشیشه

هاي انسان نسبت ه اووسیتنشان داده شده است ك (.19) بودند

هاي او حساسیت بیشتري نسبت به تغییر درجه حرارت به جنین

اند و باعث كاهش قابل توجهی در سرعت و تغییرت اسمزي داشته

( و  سرعت درصد 54و  67ماندگاري شده است )به ترتیب 

 (.درصد 2/28و  2/14حاملگی به نصف رسیده است )به ترتیب 

 ها به ترتیباووسیتدرصد از روش سرمایی در نهایت با استفاده 

 (.28است ) بوده 43/42و  36/33

ش تواند با افزایاخیراً نشان داده شده است كه تقسیم میوز می

(. در 29ساعت به حالت اولیه برگردد ) 4-6درجه حرارت بین 

اي، غلظت بالاي مواد محافظ و سرعت سرد روش انجماد شیشه

ي یخی درون سلولی جلوگیري شدن سریع از تشکیل بلورها

كه تایید كننده مطالعه حاضر است. در روش انجماد  كندمی

داراي  درصد 81ها زنده مانده، اووسیت درصد 91اي، شیشه

اند. همچنین ت بودهسداراي بلاستوسی درصد 50تقسیم سلولی و 

 درصد 11براي هر جنین و  درصد 41در این روش میزان حاملگی 

 7/96است. در یک بررسی دیگر،  میزان ماندگاري  تولد زنده بوده

(. تقسیم سلولی در روز درصد 2/82و   3/76)میزان باروري  درصد

 7/48)ت سو سرعت تشکیل بلاستوسی درصد 94و  درصد 8/97

(. نیز، سرعت حاملگی براي 23) بوده است (درصد 5/47و  درصد

بوده  ددرص 2/65اي هر انتقال جنین براي گروه انجماد شیشه

اي، است. در گزارش دیگري با استفاده از روش انجماد شیشه

 93و میزان باروري  درصد 3/99ها میزان ماندگاري اووسیت

و  درصد 5/32،  حاملگی درصد 7/96، تقسیم سلولی  درصد

 (. 30) بوده است درصد 2/13سرعت پیوند 

هاي نابالغ نشان داده شده است كه حفظ سرما در اووسیت

موثر باشد. در بیماران با مشکلات  IVMواند در چرخه تمی

هاي تخمدانی قبل از بلوغ، تولد پس از حفظ سرمایی اووسیت

نابالغ گزارش شده است. در بیماران مبتلا به سندرم تخمدانی پلی 

 گزارش شده است درصد 90سیستیک سرعت تقسیم سلولی 

 30-40هاي حفظ سرمایی قدیمی منجر به كاهش (. روش25)

(. آزمایشات مربوط  به 26) درصدي پیوندهاي جنینی شده است

و ذوب  منجمدهاي انجماد جنین و حاملگی و تولد زنده جنین

(. در روش انجماد جنین تشکیل بلور 31) شده گزارش شده است

و ذوب كردن،  انجمادیخ در داخل و خارج از سلول در زمان 
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ت مضري را به غشاء سلول وارد كرده و منجر به شکسته اأثیرت

 (. 26) شودشدن سیتوپلاسم و كاهش میزان ماندگاري سلول می

ث تواند باعت سمی مواد محافظ سرمایی نفوذ پذیر میاتأثیر

ها شود. این حالت بواسطه جایگزینی شوک اسمزي براي سلول

(. 26) گیردمی  هاي اطراف صورتهاي آبی با پروتئینمولکول

پیوند بلاستومرهاي آسیب دیده كه اغلب با بلاستومرهاي سالم 

(. 26) وجود دارند نسبت به بلاستومرهاي سالم بسیار كم هستند

هاي زیادي هستند، ها شامل سلولتساز آنجایی كه بلاستوسی

باعث بوجود آمدن  انجمادها در طول مرحله كمبود بعضی از سلول

شود و رشد ري براي پیشرفت جنینی میت مضر كمتاتاثیر

ها پس از پیشرفت مرحله رشد، ها همراه با كاهش زیستی آنجنین

شوند. در شود و دستخوش روش حفظ سرمایی نمیمتوقف می

روش حفظ سرمایی جنین، جلوگیري از تشکیل بلورهاي یخی و 

آهسته، كاري دشوار  انجمادت خطرناک آن همراه با روش اتأثیر

ها در نیتروژن رسد. به طور كلی، قبل از ذخیره جنینمی به نظر

مایع، یک دوره طولانی مدت زمانی براي سنجش تجهیزات 

كننده با سرعت كنترل شده براي موفقیت روش حفظ  منجمد

هاي سرمایی ضروري است. عواملی كه براي پیشرفت موفقیت

آهسته مهم هستند شامل  انجمادروش حفظ سرمایی با روش 

خاب مناسب ترین مواد محافظ سرمایی و دوره زمانی دقیق و انت

 (.23) باشددرجه حرارت مناسب می

جنین  16000بر پایه روش حفظ سرمایی كه بر روي بیش از 

اي منجر به انجام شده است، مشخص شده كه روش انجماد شیشه

( درصد 84سرعت ماندگاري بالاتر در مراحل رشد جنینی شده )

ا روش انجماد با سرعت آهسته، میزان حاملگی نیز و در مقایسه ب

اي جنین در (. در انجماد شیشه23) در آن افزایش یافته است

مراحل اولیه نشان داده شده است كه میزان ماندگاري جنین در 

ها میزان حاملگی (. بیشتر بررسیدرصد 80باشد )حد بالایی می

قابل قبول  اند كه یک درصددرصد گزارش كرده 22–30را بین 

 (. 23) است

ها و اي جنینگزارش شده است كه در روش انجماد شیشه

(. در 6) بوده است درصد 35هاي بارور شده، میزان حاملگی تخم

هاي انسان در مراحل اولیه از كشورهایی كه روش انجماد جنین

نظر قانونی و یا دلایل مذهبی مجاز نیست، استفاده از روش انجماد 

(. نشان داده شده است 32) تواند روشی سودمند باشداي میشیشه

هاي بارور شده كه روش انجماد آهسته براي حفظ سرماي تخم

 درصد 2/10انسان، میزان حاملگی در هر انتقال جنینی حدود 

اي میزان كه با استفاده از روش انجماد شیشه باشد، در حالیمی

اي جماد شیشه(. در روش ان2) برابر بیشتر شده است 3حاملگی 

درصد و  5/97–100ت میزان ماندگاري سدر مرحله بلاستوسی

 (.18 و14) درصد بوده است 44–53میزان حاملگی 

اي هاي تخمدانی منجمد شده به روش انجماد شیشهدر لایه

د حال رش هاي درهاي حفظ سرمایی فولیکولنسبت به دیگر روش

 اي درشیشهبیشتر بوده است كه موفقیت آمیز بودن انجماد 

هاي تخمدان گاو و انسان را نشان داده است. روش انجماد بافت

اي با كاهش درجه حرارت و افزایش میزان چسبندگی یک شیشه

نمونه شامل غلظت بالایی از مواد محافظت سرمایی و كاملاً آب 

(. آگاهی از حداكثر غلظت درون 14) زدا را فراهم كرده است

بدون  تواندنفوذپذیر كه یک نمونه میسلولی مواد محافظ سرمایی 

ه به مخاطره انداختن میزان ماندگاري داشته باشد، از اهمیت ب

(. این میزان همچنین به مقدار نمونه 14) سزایی برخوردار است

(. سرعت سرد شدن در 14) براي منجمد شدن بستگی دارد

اي معمولا بیش از هاي انجماد شیشهبسیاري از نمونه

C/mino300- (.20) است 

مقایسه با انجماد  انجماد تخمدان دربا توجه به این كه در 

ه بو مراحل مختلف تکوینی  تعداد زیادي فولیکول در از تخمک،

 هايو یافته استفاده نمود توانمیهاي متوالی دفعات در سیکل

هاي مختلف زمانمدت اي در روش انجماد شیشهاین بررسی كه 

 هايدر رده ساختاريو  کمرفولوژی ناهنجاريگونه باعث هیچ

اي انجماد شیشه ،نشده است تخمدان بافت فولیکولی مختلف

 مختلف هايردهبه عنوان روش مطلوبی در نگهداري تواند می

 .تخمدان معرفی گردد بافت فولیکولی
 

 تشکر و قدردانی
از دانشگاه آزاد اسلامی جهرم به لحاظ حمایت مالی طرح 

 گردد.قدردانی می
 

 

 تعارض منافع
نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی را اعلام نکرده اند.
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Abstract 

Background & Objective: Some efforts have been made for keeping cryopreservation of gametes and embryos safe, 

including new vitrification methods of the ovary. This study evaluates the effect of ethylene glycole vitrification on 

follicular morphology of ovarian rat. 

 

Materials & Methods: Eighty ovaries belonging to 40 rats are divided into 2 groups. Twenty five ovaries are control 

group, 25 the vitrification, and30 toxicologic effects. For freezing, equilibrium solution, ethylene glycole and methyl 

sulfoxide are used. For defreezeing, different concentrations of saccharose and for morphological evaluation, H&E 

staining are undertaken. The number of healthy and atretic follicles are determined after 24 hours, 1 week and one month 

after vitrification.  

 

Results: No morphological changes are observed in all follicular cells. The percent of primordial, primary, secondary, 

anthral and developed follicles in the vitrification group are 34.5%, 17.7%, 17.4%, 15.2% and 50.3%. In vitrification and 

toxicological groups, the percent of both normal and atretic follicles is 47.5% and 11.9%. These figures for the control 

group were 59.7% and 16.9%. In vitrification method, 91% of oocytes are viable, 81% have mitosis, and 50% enters 

blastocyst stage.  

 

Conclusion: Because in vitrification of ovary in comparison with the follicles, many types of follicles in different cycles 

can be recovered with no morphological and structural changes, vitrification of ovary can be a safe method for 

cryopreservation of the oocytes 

Keywords: Vitrification, Follicle, Oocyte, Ovary, Morphology, Rat 
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