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Abstract 
 

Background and purpose: To assess the effect of equilibration time on the vitrified-warmed 

two cell mouse embryos. 

Material and Methods: Two cell embryos were obtained from oviducts of super ovulated 

female NMRI mice. The embryos were randomly allocated in four groups and vitrified using cryotop and 

two-step mediaprotocol. The experimental groups were: 1) embryos were equilibrated in vitrification 

solution (v1) (7.5% EG, 7.5% DMSO, 20% BSA, Ham’s F10) for 5 min (n=122), 2) 10 min (n=102), 3), 

15 min (n=105), 4), 20 min (n=140). After two weeks, the vitrified embryos were thawed. The survived 

embryos were cultured in Ham, s F10 medium for 72 hours and the cleavage, blastocyst formation and 

hatching rates were assessed. 

Results: The results demonstrated that survival, cleavage, blastocyst formation and hatching rates 

did not show any significant differences among the embryos in different groups which exposed in first 

vitrification solution for periods of 5 to 20 minutes. 

Conclusion: The range of 5 to 20 minutes for equilibration of mouse embryos in the first 

vitrification solution can be used in the two-step media plus cryotop method for embryo vitrification. 
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كوتاه گزارش

ثير زمان متعادل سازي جنين هاي دو سلولي موش در محلول أت
 و  ءانجمادي، در روش انجماد شيشه اي، بر ميزان بقا

  ها پس از خارج كردن از انجماد تكوين آن
  
       1نسيبه قندي

       2عباسعلي كريم پور ملكشاه

  3امير اسماعيل نژاد مقدم
  چكيده

هاي مرحله  جنين ءمحلول انجمادي بر ميزان بقا سازي در ثير زمان متعادلأايسه تاين مطالعه به منظور مق :سابقه و هدف
  .دو سلولي موش انجام پذيرفت

كـه تحريـك    NMRIهـاي گونـه    از لولـه رحمـي مـوش    مطالعه حاضر از نوع تجربي بوده كـه در آن  :ها مواد و روش
ها به صورت تصادفي به چهار گروه تقسيم  اين جنينجهت انجماد، . دست آمده سلولي ب دوهاي  تخمداني شده بودند، جنين

 و سـرم آلبـومين گـاوي    درصـد  20دي متيـل سولفوكسـايد،    درصـد  5/7اتيلن گليكول،  درصد 5/7(و در محلول انجمادي 
هـاي منجمـد شـده پـس از گذشـت       جنـين  و دقيقه قرار داده شدند 20، 15، 10، 5هاي  در زمان )Ham’s F10محيط كشت 
هـا تـا رسـيدن بـه مرحلـه       ميزان بقاء پس از انجمـاد و مراحـل تكـوين ايـن جنـين      .شدندز حالت انجماد خارج چهارده روز ا

اي انجـام   دو مرحلـه ) Vitrification(اي  اين تحقيق بر اساس روش انجماد شيشه. بلاستوسيست و هچينگ بررسي و ثبت شد
 .شد و ابزار مورد استفاده براي انجماد، كرايو تاپ بود

ميزان بقاء پس از خارج كردن از انجمـاد، ميـزان كليـواژ، ميـزان تشـكيل بلاستوسيسـت و رسـيدن بـه مرحلـه           :ها يافته
  .داري را نشان نداد اختلاف معني ،هچينگ در بين چهار گروه

هـاي دو سـلولي در    گيري كـرد كـه زمـان متعـادل سـازي جنـين       توان نتيجه هاي اين مطالعه، مي بر اساس يافته :استنتاج
دقيقه براي جنين قابل تحمل بـوده و در ميـزان بقـاء و     20تا  5زماني  در فاصله) با غلظت و تركيبات مشابه(حلول انجمادي م

 .كند مرا حل تكوين قبل از لانه گزيني تفاوتي ايجاد نمي
  

  جنين موشتكوين  ،كرايو تاپاي،  انجماد شيشه: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
، قابليت تكنيك انجمـاد  از زماني كه اولين مطالعات

هـاي پسـتانداران را نشـان     اي براي نگهداري جنـين  شيشه
هـاي   ها طـول كشـيد تـا ايـن روش بـه كلينيـك       داد، سال

با توجه به كارآمدي، . راه يافت) ART(درمان ناباروري 
جويي در وقت و هزينه در مقايسـه بـا    آسان بودن وصرفه

  دري زود ، اين روش خيل)Slow Freezing(روش متداول 
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گزارش كوتاه

بـر   اي اساس انجماد شيشه .)1(مرسوم شد ARTهاي  كلينيك
 گراد درجه سانتي 23000در حدود ( سرعت زياد سرد كردن

و استفاده از غلظت زياد مواد محافظ انجمـادي  ) در دقيقه
)Cryoprotectant (ار داردقر)از موانع اصلي و كشـنده . )3 ،2 

 هاي يخ است براي جنين در فرآيند انجماد، تشكيل كريستال
 .شود ها مي كه سبب آسيب رساندن به جنين وحتي مرگ آن

با افـزايش سـرعت سـرد كـردن و بـا       ،اي در انجماد شيشه
استفاده از مواد محافظ انجمادي، احتمـال ايـن آسـيب بـه     

يش از اين در انجماد آهسته بـا سـرد   پ. حداقل رسانده شد
كردن تدريجي نياز به غلظت بالاي مواد محافظ انجمادي 

اي جهـت سـرعت بـالاي     نبود اما در روش انجمـاد شيشـه  
هـا و   سردكردن در جريان انجماد و نيز در هنگام ذوب جنين

 هاي يخ در داخل سيتوپلاسـم  جلوگيري از تشكيل كريستال
  .شوند د با غلظت زياد ميبلاستومرهاي جنين اين موا

و استفاده  )4(با توجه به سميت مواد محافظ انجمادي
اي، بـراي   از آن در فرآيند انجماد شيشـه  از غلظت زيادي

تـدريج و حـداقل در   ه جنين ب كاهش اثرات مضر، معمولاً
بـه ايـن   . شـود  دو مرحله در معرض اين مواد قرار داده مي

اي  وش دو مرحلـه ر ART هاي ترتيب در اكثر آزمايشگاه
از طرف ديگـر  . )5(شود كار گرفته ميه انجماد شيشه اي ب

زمان مواجهه جنين با مواد محافظ انجمـادي بسـيار تعيـين    
مدت زمان تماس جنين، بر زنـده  . باشد كننده و حياتي مي

در حقيقت زمان . گذارد ثير ميأها بعد از ذوب ت ماندن آن
 بايست كوتـاه باشـد   تعادل در محلول محافظ انجمادي نه مي

 و نه بايد خيلـي طـولاني  ) گيري مناسب سلول به منظور آب(
  .)4()ها به منظور جلوگيري از اثرات سمي روي جنين(بشود 

ــه  ــايج  مطالعــات معــدود انجــام شــده در ايــن زمين نت
ســازي در  متفـاوتي را در رابطـه بـا زمـان مطلـوب متعـادل      

ز ذوب هاي انجمادي و اثرات آن در تكوين پس ا محلول
با توجه بـه   .)6-4،9(هاي اوليه پستانداران ذكر كردند جنين

معدود بودن مطالعات انجـام شـده و نتـايج متنـاقض ارائـه      
سـازي   شده، اين مطالعـه بـه منظـور بررسـي زمـان متعـادل      

يند آدر فر) V1(هاي موش در محلول انجمادي اول  جنين
  .اي انجام پذيرفت اي دو مرحله انجماد شيشه

  ها روش مواد و
بـه  براي تحريك تخمك گـذاري و جمـع آوري جنـين    

هفتـه   12تا  6با سن  NMRLهاي سوري ماده، نژاد  موش
ــفاقي    PMSGواحـــــد  7/ 5 ،بـــــه روش داخـــــل صـــ

)Pregnant Mare Serum Gonadotropin) (Hypra ،
Spain ( ــد  48و ــاعت بعــــ ــد  5/7 ،ســــ    HCGواحــــ

)Human Chorionic Gonadotropin) (LG life sciences ،
Korea (سپس هر موش ماده با يك موش نـر  . تزريق شد
صبح روز بعد با كنترل پـلاك واژنـي   . گذاري شد جفت
گيري داشتند از بقيه مـوش هـا جـدا     هايي كه جفت موش
 48سـلولي،   دوهـاي   براي به دسـت آوردن جنـين  . شدند

موش ها با قطع نخاع گردني  ،HCGساعت بعد از تزريق 
ها جدا و بـه قطـره اي از    رحمي آن هاي لوله. كشته شدند

 Ham's F10 With Hepesمحـــيط كشـــت شـــامل 
)Sigma (  ــراه ــه هم ــومين  درصــد 20ب ــرم آلب ــاوي  س گ
)Sigma (سـلولي بـه روش    دوهاي  جنين. انتقال داده شد

و  هاي رحمـي خـارج و پـس از شسـت     فلاشينگ از لوله
رويـان،  ( T6شو به قطره ديگري از محيط كشت حـاوي  

اين  .سرم آلبومين منتقل شدند درصد 10همراه  به) ايران
گـذاري   قطـره  ،ساعت قبل از كشتن حيوانـات  24محيط 

پوشيده شـد و  ) Sigma(شده و روي آن با روغن معدني 
 درصـد  6گـراد بـا جريـان     درجه سـانتي  37در انكوباتور 

CO2 نگهداري شده بود.  
  

  )Vitrification(اي  انجماد شيشه
. اي انجـام شـد   رت دو مرحلـه ها به صو انجماد جنين

و  15، 10، 5گروه بـه مـدت    4ها در  در مرحله اول جنين
 5/7بـا تركيـب   ) V1(دقيقه در محـيط انجمـادي اول    20

دي متيـل   درصـد  5/7و ) sigma(اتـيلن گليكـول    درصد
 سرم آلبـومين  درصد 20و ) DMSO)sigma  سولفوكسايد

حـيط  سپس به م. قرار گرفتند T6انساني در محيط كشت 
اتـيلن گليكـول    درصد 15با تركيب  (V2)انجمادي دوم 

)EG ( درصد 15و DMSO ساكارز ،)sigma (5/0  مـولار 
 T6سرم آلبـومين انسـاني در محـيط كشـت      درصد 20و 



  يزان بقاء و تكوين آن هاهاي دوسلولي موش در محلول انجمادي بر م تأثير زمان متعادل سازي جنين
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دقيقه به سرعت با حداقل محـيط   1منتقل شدند و پس از 
قـرار  ) Kitazato ،Japan(بر روي كرايوتـاپ   V2كشت 

  .)1(ارد نيتروژن مايع شدندداده شد و بلافاصله و
  
  هاي مورد آزمايش گروه

ــا م دوجنــين هــاي  ــه  ،رفولــوژي نرمــالوســلولي ب ب
گروه تقسيم و به ترتيب بـه مـدت    4صورت تصادفي در 

ــادي اول   20و  15، 10، 5 ــول انجم ــه در محل ) V1(دقيق
زمـان توقـف در محلـول انجمـادي دوم     . قرار داده شدند
  ).دقيقه 1(ه است ها مساوي بود وهبراي تمام گر

  
  )Thowing(ذوب 

. روز پــس از انجمــاد انجــام شــد 5ذوب جنــين هــا 
كرايوتــاپ حــاوي جنــين از نيتــروژن مــايع خــارج و بــه  

 T6شامل محيط كشت ) T1(سرعت به محيط ذوب اول 
سـرم آلبـومين در   درصد  20مولار و  1به همراه ساكارز 

قـه  پس از يك دقي. گراد منتقل شد درجه سانتي 37دماي 
به  T6حاوي محيط  (T2)به سرعت در محيط ذوب دوم 

ســرم آلبــومين  درصــد 20مــولار و  5/0همــراه ســاكارز 
قطـره   3دقيقه توقـف، در   3گاوي قرار گرفتند و پس از 

ــا ) Ham's F10 With Hepes(از محــيط كشــت   20ب
دقيقه شستشو و سـپس بـه    5سرم آلبومين به مدت  درصد

سرم آلبـومين  درصد  10و  T6 محيط كشت اصلي شامل
منتقل شده و براي ادامه كشت بـه انكوبـاتور انتقـال داده    

  .)1(شدند
ــه داراي    ــايي ك ــين ه ــس از ذوب، جن دو ســاعت پ
انـــدازه و مرفولـــوژي نرمـــال، رنـــگ روشـــن، زونـــا و  
بلاستومرهاي سالم و فاصـله بلاسـتومرها از زونـا طبيعـي     

ره، هاي زنـده و بقيـه كـه رنگـي تي ـ     به عنوان جنين ،بودند
اي داشته يا داراي شكل و انـدازه هـاي غيـر     مايل به قهوه

طبيعي و بلاستومرهاي چروكيده بودند و يـا بلاسـتومرها   
هـاي   به عنوان جنـين  ،شفاف فاصله گرفتند ياز قشر زونا

هـاي ذوب شـده تـا     كشـت جنـين  . غير زنده ثبـت شـدند  
هـايي كـه    بلاستوسيسـت (مرحله هچينـگ بلاستوسيسـت   

شـد و   پيگيري) دن از پرده زونا كردندشروع به خارج ش
هــايي كــه تقســيم شــدند و بــه مرحلــه       تعــداد جنــين 

ميـزان زنـده    .ثبت شـد  ،بلاستوسيست و هچينگ رسيدند
، )تقسـيمات سـلولي  (ماندن پس از ذوب، ميـزان كليـواژ   

شـاخص هـايي    ،نسبت بلاستوسيسـت و نسـبت هچينـگ   
  .ها مقايسه شدند بودند كه ثبت و بين گروه

 هـا از  ايسه شاخص هاي ياد شده بـين گـروه  براي مق
  .استفاده شد Post Hoc، tukyو آزمون  ANOVAآزمون 
  

  و بحث يافته ها
سـازي جنـين در محلـول     در اين مطالعه زمان متعادل
مـورد ارزيـابي قـرار     ،اي انجمادي قبـل از انجمـاد شيشـه   

 نسـبت كليـواژ،   نسبت زنده مانـدن پـس ازذوب،  . گرفت
سيست و هچينگ از آن، ثبت شـده  نسبت تشكيل بلاستو

بـر  ). 1جـدول شـماره   (هـا مقايسـه شـدند     و در بين گروه
ها مواجهه با محلول انجمادي اول در بـين   اساس اين يافته

 )دقيقـه  20، 15، 10، 5مدت زمـان مواجهـه    در(ها  گروه
داري از نظـر   هاي ذكـر شـده اخـتلاف معنـي     در شاخص

  .آماري نشان نداد
 
 اي پس از انجماد شيشه ها جنينبت بقاء و سيرتكاملي نس :1 شماره جدول

  )1V(در زمان هاي مختلف مواجهه با محلول متعادل سازي اول 
  

گروه 
 آزمايش

تعدادكل 
 جنين

  نسبت بقاء
 )درصد(

نسبت 
كليواژ 

 )درصد(

نسبت تشكيل 
بلاستوسيست 

 )درصد(

نسبت 
هچينگ 

 )درصد(

 47/41 91/79 91/73 81/80 122 دقيقه5

10
 يقهدق

102 12/86 65/84 93/78 50/39 

15
 دقيقه

105 67/90 94/83 30/77 68/47 

20
 دقيقه

140 21/88 77/80 11/83 14/45 

  

  )<05/0P(ها معني دار نبود  اختلاف بين گروه*
  

هاي مراحـل   در مطالعات معدودي كه بر روي جنين
ــار،  ســلولي، مــورولا و بلاستوسيســت مــوش   8پرونوكلئ

ــاي هــاي مختلــف  ج گــزارش شــده در ردهانجــام شــده نت
  .)4 -9(سلولي متناقض بوده است
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گزارش كوتاه

و همكارانش كـه زمـان متعـادل     Valdezدر مطالعه 
سـلولي، مـورولا و    8مرحلـه جنينـي    3سازي را بـر روي  

دقيقـه در   20و 10، 5هـاي   بلاستوسيست مـوش در زمـان  
 درصــد Glycerol ،20 درصــد 10(محلــول انجمــادي  

Propylene Glycol ،PBS ،10 درصــد Calf Serum (
دقيقـه   10مرحله در زمان  3هاي هر  بررسي كردند، جنين

در تحقيـق ديگـري   . )8(بالاترين ميزان بقاء را نشان دادند
 8هـاي   و همكـارانش بـر روي جنـين    Ishidaكه توسـط  

دقيقـه   40، 20، 10،  5، 2، 1هـاي   سلولي موش در زمـان 
 EG ،18 درصـد  40(سازي در محلـول انجمـادي    متعادل

انجــام شــد، ) PBSمــولار ســاكارز،  Ficoll ،3/0 درصــد
تـرين نسـبت تشـكيل بلاستوسيسـت و هچينـگ در       پايين
،  5هـاي   ولـي در زمـان  . دقيقه بوده است 2و  1هاي  زمان

 .)4(گيري مشاهده نشد دقيقه اختلاف چشم 40و  20،  10
سـازي   و همكارانش كـه زمـان متعـادل    Bagisدر مطالعه 

دقيقـه مواجهـه    20و  15،  10، 5ر مدت زيگوت موش د
بـا  ) EG ،mg/ml 4 BSA درصـد  4(با محلول انجمـادي  

بـالاترين   ،بررسي شـد  Strawو  SSVابزار  دواستفاده از 
ــا   ســلولي و تشــكيل بلاستوسيســت و   دوســير تكــاملي ت

ــا اســتفاده از  ــا  15در زمــان  Strawهچينــگ ب دقيقــه و ب
ــا  SSVاســتفاده از  ســلولي در همــه  دو، ســير تكــاملي ت

ها يكسان بوده امـا نسـبت تشـكيل بلاستوسيسـت و      گروه
ها  از ساير گروه بالاتر مواجهه دقيقه 15هچينگ در زمان 
  .)6(گزارش شده است
ــژوهش  ــادل   Kaderدر پ ــان متع ــارانش، زم و همك

سازي بلاستوسيست هاي اوليه و ثانويـه مـوش در مـدت    
 درصـــد 5/7( در محلـــول انجمـــادي  دقيقـــه 15و  8، 4

DMSO، 5/7 درصد EG ،20 درصد SSS (بررسي شد .
 15و  8هاي اوليه در زمـان   به طور مشخص بلاستوسيست

را  DNAتـرين آسـيب    دقيقه بالاترين ميـزان بقـاء و كـم   
 ،دقيقــه 8هــاي ثانويــه در زمــان  داشــتند و بلاستوسيســت

اختلاف نتـايج بـين   . )7(بالاترين ميزان بقاء را نشان دادند
هـاي گذشـته ممكـن     ر و تعدادي از گزارشمطالعه حاض

است بنا بر علل مختلف از جمله نوع، تركيـب و غلظـت   

اي  ماده محافظ انجمادي، ابزارهاي مختلف انجماد شيشه
ــ ــرايط    ه ب ــايش و ش ــورد آزم ــوان م ــژاد حي ــه، ن ــار رفت ك

اثـرات شـيميايي و فيزيكـي انجمـاد     . آزمايشگاهي باشـد 
ن به وجـود بيـاورد و   تواند يك تغيير ناخواسته در جني مي

ثير أجنـين ت ـ  بلاسـتومرها و نهايتـاً   بر توانايي زنـده مانـدن  
نوع، تركيب و غلظـت مـواد محـافظ انجمـادي،     . بگذارد

بنــدي پروســه انجمــاد و ذوب و مرحلــه   شــرايط و زمــان
تكوين جنين و شـدت آسـيب آن بسـته بـه نـوع روش و      

  .)11، 10(كند ابزار انجمادي تغيير مي
در همه تحقيقات بـه غيـر از مطالعـه    قابل ذكر است 

Kader،  كـار  ه تركيب و غلظت ماده محافظ انجمـادي ب ـ
رفتــه بــا پــژوهش حاضــر متفــاوت بــوده اســت و مرحلــه 

سـلولي تـا    8هاي مـورد آزمـايش از    تكويني اغلب جنين
ه هـاي ب ـ  بلاستوسيست گزارش شده، در حالي كـه جنـين  

طالعــه در م. ســلولي بودنــد دوكــار رفتــه در ايــن مطالعــه 
Zwalman  ذكر شده كه درصد نفوذپذيري مواد محافظ

انجمادي از مرحله پرونوكلئار تـا بلاستوسيسـت افـزايش    
تواند بـا   با اين فرض، زمان متعادل سازي مي. )12(يابد مي

 بـا يـادآوري   .مرحله تكوين جنين نسبت عكس داشته باشد
هاي مختلف جنيني و استفاده از  اين نكات در انجماد رده

هـاي مختلـف در محـيط     واد محافظ انجمادي و غلظـت م
تـوان   انجمادي بايد به همه اين موارد توجـه شـود و نمـي   

 هاي تكـاملي جنـين   شرايط يكسان و ثابتي را براي همه رده
  .قبل از لانه گزيني در انواع پستانداران در نظر گرفت

زمــاني كــه ســلول در برخــي شــرايط نامســاعد قــرار 
هايي در سيتو پلاسم خود  نتز پروتئينگيرد، اقدام به س مي
كند كه باعث افزايش قدرت تحمل و سـازش آن در   مي

ــر اســترس مــي ــين مكانيســمي احتمــالاً  براب در  شــود، چن
جنـين نيـز وجـود داشـته و امكـان سـازش       بلاستومرهاي 

ــين و  ــتن  پشــتجن ــر گذاش ــراهم   س ــاعد را ف ــرايط نامس ش
  .)14 ،13(آورد مي

اي جبراني براي مقابلـه  ه مكانيسم ،در چرخه سلولي
 ها ژن از برخي آن در كه مطالعاتي .با استرس وجود دارد

 چرخـه  كـه  داد نشـان  كردنـد،  مختل و انداخته كار از را



  يزان بقاء و تكوين آن هاهاي دوسلولي موش در محلول انجمادي بر م تأثير زمان متعادل سازي جنين
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 اسـت،  بـالايي  بسيار پذيري انعطاف داراي جنيني سلولي
 يـك  هاي مختلف، نبود تواند با مكانيسم مي كه طوري به
در مرحلـه   .كند رانجب را تنظيم كننده پروتئين چندينا ي

هاي تنظيم كننـده   سلولي موش، گروه كوچكي از ژن دو
چرخه سـلولي حضـور دارنـد كـه در ايـن مرحلـه بسـيار        

احتمـال   .)16 ،15(باشـند  سـلولي مـي  يك تر از مرحله  فعال
ــي ــين م ــول    رود جن ــا محل ــرات ناشــي از مواجهــه ب ــا اث ه

هـاي   انجمادي را، در مدت زمان قابل تحمل بـا مكانيسـم  
توانـد   ظيمي خنثي كننـد و در مجمـوع ايـن مـوارد مـي     تن

ه بـا محلـول   ه ـدقيقـه مواج  20بقاي بالاي جنين در مدت 
  .كندانجمادي را توجيه 
 دوهاي  جنين توان نتيجه گيري كرد كه در پايان مي

 20تـا   5سـازي از   سلولي مـوش در مـدت زمـان متعـادل    
، )با غلظـت و تركيـب مشـابه   (دقيقه در محلول انجمادي 

ابليت بقاء و تكامل پـس از انجمـاد را بـه خـوبي حفـظ      ق
گزينـي و تولـد    كـه ميـزان لانـه    دليل اينه ند، ولي بنك  مي

رود  ها در ايـن مطالعـه بررسـي نشـده، احتمـال مـي       جنين
تر كاهش توانايي جنين را در مراحل بعـدي   مواجهه بيش

جويي در زمـان   طرفي براي صرفه به دنبال داشته باشد، از
 10تـا   5(تـر   كـم  ار منطقي است كه مدت مواجهانجام ك
  .در نظر گرفته شود) دقيقه

  

  سپاسگزاري
 از را خــود ســپاس و قــدرداني مراتــب وســيله بــدين
و كليــه  پژوهشــي محتــرم معاونــت صــميمانه همكــاري

همكارانشان و معاون پژوهشي وقـت دانشـكده پزشـكي    
ز داشته و در ضـمن متـذكر   ابرا جناب آقاي دكتر شيران

گردد ايـن مقالـه حاصـل بخشـي از طـرح تحقيقـاتي        مي
ــماره  ــدران   ) 91-108(ش ــكي مازن ــوم پزش ــگاه عل دانش

  .باشد مي
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