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Abstract 
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Objective: The aim of this study was to investigate the effect of laser assisted 
hatching on the development and quality of vitrified-warmed 4-cell stage mouse 
embryos.
Materials and Methods: The vitrified-warmed 4-cell mouse embryos were divided 
into two groups: control group (without laser assisted hatching) and experiment group 
(with laser assisted hatching). All embryos in both groups were cultured in sequential 
media containing G1TMver3 and G2TMver3. Afterward, all expanded blastocysts 
were randomly selected and stained with differential (for cellularity) and TUNEL (for 
cell death) methods.
Results: On day 1(24hrs) of culture, the difference between the control and the 
experimental groups was insignificant in the rate of blastocyst formation. But on 
day 2(48hrs) of culture, 87.61% of embryos in the experimental group reached the 
blastocyst stage. This rate did not increase significantly as compared to the control 
group (78.14%). Finally on day 3 (72 hrs), the rate of blastocyst formation reached 
94.40% and 81.75%, respectively, in both the experimental and control groups. 
The difference between these two groups were significant (p<0.05). The number 
of blastomeres and apoptotic cells were similar in the experimental and control 
groups.
Conclusion: The laser assisted hatching has no decreasing effect on cellularity, but 
it has increasing effect on incidence of cell death. In addition, the assisted hatching 
significantly increases the blastocyst formation rate of intact vitrified-warmed 4-cell 
stage mouse embryos.
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چکیده 
دريافت مقاله: 86/10/22، پذيرش مقاله: 87/2/1

از  بر تکوین و کیفیت جنین های چهار سلولی موش حاصل  لیزر  به وسیله  اثر سوراخ کردن زونا  بررسی  * هدف: 
انجماد شیشه ای

روش ب��ه  شیشه ای  ان��ج��م��اد  دن��ب��ال  ب��ه  م���وش  س��ل��ول��ی  چ��ه��ار  ه���ای  جنین  روش ه���ا:  و  م��واد   * 
)بدون  کنترل  گ��روه  دو  به  سوکروز(  و  گلیکول  اتیلن  از  استفاده  )با   Closed Pulled Straw (CPS)
در  گروه  دو  هر  های  جنین  شدند.  تقسیم  زونا(  کردن  سوراخ  برای  لیزر  از  )استفاده  آزمون  و  زونا(  دستکاری 
صورت  G2 کشت شده و در مرحله بلاستوسیست گسترده به 

TMver3 و  G1
TMver3 شامل  متوالی  کشت  سیستم 

)برای تعیین تعداد  TUNEL و )برای تعیین تعداد سلول(  آمیزی افتراقی   تصادفی کیفیت آنها با روش های رنگ 
سلول های آپوپتوتیک( بررسی شد.

* یافته ها: در 24 ساعت اول کشت )24 ساعت پس از لیزر(، اختلاف معنی داری در میزان تشکیل بلاستوسیست 
 بین دو گروه وجود نداشت.  پس از 48 ساعت، درصد تشکیل بلاستوسیست گروه آزمون )87/61 درصد( نسبت به

گروه کنترل )78/14 درصد( افزایش نامعنی دار یافت. نهایتا پس از 72 ساعت، درصد تشکیل بلاستوسیست در گروه 
آزمون به 94/40 درصد رسید که نسبت به گروه کنترل )81/75 درصد( اختلاف معنی دار پیدا کرد )p<0/05(. میزان 

سلولاریتی و تعداد سلول های مرده در جنین های گروه کنترل و آزمون یکسان بود.
* نتیجه گیري: سوراخ کردن زونای جنین های چهار سلولی سالم موش حاصل از انجماد شیشه ای به وسیله لیزر، اثر 

کاهنده بر میزان سلولاریتی جنین ها و یا اثر افزاینده بر تعداد سلول های مرده نداشت. به علاوه موجب افزایش میزان شکل 
گیری بلاستوسیست در جنین های سالم چهار سلولی موش حاصل از انجماد شیشه ای شد.

کلید واژگان: انجماد شیشه ای، لیزر هچینگ، تکوین، جنین موشی
فصلنامه پزشکی یاخته، سال دهم، شماره 2، تابستان 87، صفحات: 121-128
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مقدمه
 ،)1( واتینگهام  توسط  موش  جنین  موفق  انجماد  اولین  زمان  از 
زمینه های  در  پستانداران  مختلف  در گونه های  انجماد جنین  فرایند 
طب تولید مثل، پرورش حیوانات و حفظ تغییرات ژنتیکی، به کار 
هنوز  انجماد  فرایند  بسیار،  تلاش های  علی رغم  است.  شده  گرفته 
بیوشیمیایی  و  مورفولوژیکی  کروموزومی،  جدی  تغییرات  باعث 
پلی پلوییدی  جنین های  ایجاد  شامل  تغییرات  این  می شود.  جنین 
)2(، آسیب غشا )3(، آسیب عملکرد ارگانل های سلولی )4(، از هم 
 .)5( است   DNA شدن  فراگمنته  و  سیتوپلاسم  ساختار  گسیختگی 
و  شده  جنین  نهایت  در  و  بلاستومر  مرگ  به  منجر  تغییراتی  چنین 
باعث کاهش رشد و قابلیت لانه گزینی می شود. به طور کلی یکی از 
دغدغه های اصلی موفقیت انجماد، تولید جنین هایی با کیفیت خوب 
بدون کاهش قابلیت رشد است. برای حل این مشکل، تمام تلاش ها 
بر روی بهبود روش های انجماد یا شرایط کشت تمرکز یافته است. 
انجماد  روش های  بهبود  زمینه  در  زیادی  مطالعات  گذشته  دهه  در 
)6( و نیز نوع مواد انجمادی )7( و تاثیر آنها بر میزان تکوین جنین 
صورت گرفته است و به نظر می رسد انجماد شیشه ای نسبت به سایر 
و   )8( دسترس تر  در  سریع(  فوق  و  سریع  آهسته،  )انجماد  روش ها 
به  و  سلولی  خارج  و  داخل  یخ های  تشکیل  امکان  و  است  ساده تر 
دنبال آن آسیب های سلولی را کاهش می دهد. سرعت بالای انجماد 
و ذوب از ویژگی های بارز این تکنیک است. اما مانع اصلی بر سر 
در  که  است  ماده ضدیخ  زیاد  شیشه ای، حجم  انجماد  موفقیت  راه 

میزان  افزایش  برای  اخیرا   .)9( است  سمی  جنین  برای  اتاق  دمای 
 زنده ماندن جنین ها تغییرات زیادی در روش انجماد شیشه ای متداول
است.  گرفته  ص��ورت   (Conventional Straw: CS)
انجمادی  ن��ی  شکل  در  تغییر  ب��ه  م��ی ت���وان  آن��ه��ا  جمله  از 
باز  کشیده  ن��ی  روش  ه��م��ک��اران��ش  و  واج��ت��ا  ن��م��ود.   اش���اره 
آنها  کرده اند.  ابداع  را   (Straw  Pulled  Opened:  SPO)
انجماد از  حاصل  تخمک های  حاملگی  پتانسیل  کردند   گزارش 

شیشه ای به روش نی کشیده باز در مقایسه با نی متداول بیشتر شده 
است )10(.

بسته کشیده  ن��ی  روش  همکارانش  و  چ��ن   بعد   م��دت��ی 
قرار  نحوه  در  تغییر  با  را   (Closed Pulled Straw: CPS)
باز  انتهای  روش  این  در   .)11( کردند  ابداع  نی  در  جنین ها  دادن 
نی توسط محلول انجمادی بسته شد تا جنین ها در تماس مستقیم با 
نیتروژن مایع قرار نگیرند. در بین سه تکنیک نی انجمادی، گزارش 
شده است در روش CPS، میزان زنده ماندن جنین ها بهتر از سایر 
با وجود این، برخی معایب این روش  روش ها بوده است )8، 12(. 
انجمادی از جمله سختی زونا، کاهش رشد جنین ها تا بلاستوسیست 
ذوب  از  پس  بلاستومرها  تمام  یا  برخی  در  نکروز  پدیده  ظهور  و 
انتخاب  نحوه  با  می تواند  مشکلات  این  نیست.  پوشی  چشم  قابل 
کار  به  انجمادی  روش  نوع   ،)13-15( انجماد  برای  جنین ها  اولیه 
 گرفته شده )18-16( و یا نوع هورمون به کار رفته به منظور القای



تخمک گذاری )19، 20( در ارتباط باشد. پدیده سخت شدن زونا 
در اثر انجماد می تواند در میزان تشکیل بلاستوسیست تاثیر بگذارد و 
رشد جنین را مختل کند و به دنبال آن میزان لانه گزینی و حاملگی 
را نیز کاهش دهد )21(. یکی از راهکارهایی که برای جبران اثر این 
آسیب اندیشیده شده، دست کاری به منظور فرار از دام زونا است. 
اخیرا محققان زیادی تاثیر مثبت زونا هچینگ را بر میزان لانه گزینی 
جنین انسان و افزایش حاملگی گزارش کرده اند )22(. مطالعه قبلی ما 
نشان داد با استفاده از لیزر زونا هچینگ بر روی جنین های حاصل از 

انجماد آهسته، میزان حاملگی و لانه گزینی در بیمارانی که از جنین 
های لیزر هچ شده استفاده کردند، به ترتیب به 12/8 و 31/2 درصد 
 11/1 و   4/2 ترتیب  )به  کنترل  به گروه  نسبت  میزان  این  که  رسید 

درصد( افزایش معنی داری رانشان داد )22(.
هدف از تحقیق حاضر، بررسی اثر سوراخ کردن زونا به وسیله 
لیزر بر کیفیت و تکوین جنین های چهار سلولی سالم موش حاصل 

از انجماد شیشه ای به روش CPS تغییر یافته است.

مواد و روش ها
تحریک تخمک گذاری و گرفتن جنین

ن����ژاد ه���ف���ت���ه ای   8 ت����ا   6 م�������اده   م�����وش ه�����ای 
(Institute Research Medical National: NMRI) از موسسه 
هورمون   (IU) بین المللی  واحد   7/5 تزریق  با  شدند.  تهیه   رازی 
(Pregnant Mare's Serum Gonadotropin: PMSG)

فاصله  با   (Human Corionic Gonadotropin: HCG) و 
از  پس  بلافاصله  شد.  انجام  تخمک گذاری  تحریک  ساعت،   48
انداخته و صبح  نژاد جفت  نر همان  با موش  ماده  تزریق، هر موش 
بود. بارداری  یکم  روز  نشان دهنده  واژنی  پلاک  وجود  بعد،   روز 
HCG موش ها به روش قطع نخاع  44 تا 48 ساعت پس از تزریق 
به وسیله محلول و جنین های دو سلولی موش   گردنی کشته شدند 
گ���اوی س����رم  آل��ب��وم��ی��ن  10درص�������د  ه���م���راه  ب���ه   T6 
(Serum Bovin Albumin: BSA( و   )Fraction V, Sigma) 
ش��دن��د. خ����ارج  رح��م��ی  ل��ول��ه ه���ای  از  ف���لاش  روش  ب��ا   و 
داده تشخیص  ن��رم��ال  ظ��اه��ر،  ل��ح��اظ  از  ک��ه   جنین ه��ای��ی 
یعنی م��ت��وال��ی  ک��ش��ت  م��ح��ی��ط  اول  م��ح��ل��ول  در   ش��دن��د، 
ه��م��راه ب��ه   G1

TM ver3 (Vitrolife, Sweden) 
  10 درص�������د آل��ب��وم��ی��ن س����رم ان���س���ان���ی ن��وت��رک��ی��ب
 (Recombinant Human Albumin; rHA, Vitrolife, Sweden)
قرار داده شدند. این جنین ها تا مرحله چهار سلولی پیش رفتند و با 

تکنیک انجماد شیشه ای و روش CPS منجمد شدند.

محلول ها و روش انجمادی 
با   )8(  CPS روش  با  آزمایشی  گروه  سلولی  چهار  جنین های 
کمی تغییر منجمد شدند. تمامی محلول های پیش تیمار و آزمایشی 
در محلول T6 تهیه شدند. محلول پیش تیمار شامل 1/5 مول بر لیتر 
 (Ethylene Glycol: EG, Sigma, USA) اتیلن گلیکول 
همراه به  اتیلن گلیکول  لیتر  بر  مول   5/5 شامل  انجمادی  محلول   و 
بود.  (Sucrose;  Sigma,  USA) سوکروز  لیتر  بر  مول   1 

دمای  در  دقیقه   4/5 مدت  به  تیمار  پیش  محلول  در  ابتدا  جنین ها 
برای  آماده سازی  منظور  به  آزمایشگاه  محیط  شرایط  در  و  محیط 
به  اتاق  داده شدند. سپس در دمای  قرار  انجمادی  با محلول  تماس 
 محلول انجمادی منتقل و به مدت 1 دقیقه در آن باقی ماندند. سپس
جنین های آبگیری شده به نی انجمادی آماده شده به نحوی که در 

زیر اشاره می شود منتقل شدند:
م��ی��ل��ی م��ت��ری  0/25 ان���ج���م���ادی  ن���ی  ی���ک   ان���ت���ه���ای 

استفاده  با  ابتدا   (IMV Technologies; L,Aigel, France)
از حرارت یک صفحه گرم (Hot Plate) نرم و سپس کشیده شد 
به میلی متر و ضخامت دیواره آن   تا حدی که قطر داخلی آن 0/8 
ات��اق،  دم��ای  در  نی  ش��دن  س��رد  از  پس  رسید.  میلی متر   0/07
کتانی پ��لاگ  همراه  به  آن  انتهایی  قسمت  قیچی  وسیله   به 

محلول  با  ش��ده،  کوچک  نی  و  بریده   (Cotton Plaque)
ابتدا نی به یک سرنگ انسولین  انجمادی پر شد. به این ترتیب که 
دنبال  به  و  انجمادی  محلول  2میلی متر  ترتیب  به  مکش  با  و  متصل 
2میلی متر   سپس  شد.  کشیده  نی  داخ��ل  به  هوا  میلی متر   2 آن 
میلی متر هوا و سرانجام به همراه 6 عدد جنین، 2  انجمادی   محلول 
اخیر  مقدار  شد.  کشیده  نی  داخل  به  انجمادی  محلول  میلی متر   2
پر شده  نی  شد.  کامل   CPS فرایند  و  نی شده  بسته شدن  موجب 

سریعا وارد نیتروژن مایع شد.

محلول ها و روش ذوب
خارج  نیتروژن  تانک  داخل  از  انجمادی  نی  هفته،  یک  از  بعد 
با لمس دیواره نی  قرار گرفت. سپس  اتاق  شد و در معرض دمای 
داخل  به  آن  محتویات  و  شد  ذوب  کاملا  محلول  انگشتان،  توسط 
 محلول اول ذوب )محلول 0/5 مول بر لیتر سوکروز( غوطه ور شدند.
جنین ها مرحله به مرحله در محلول های ذوب 0/5، 0/25 و 0/125 
مول بر لیتر سوکروز به مدت 2 دقیقه در هر محلول شست و شو داده 
شد. جنین های سالم به دست آمده پس از ذوب در قطرات محیط 
G1 حاوی10 درصد rHA و زیر روغن مینرال تست شده، 

TMver3 
قرار گرفتند. 

گروه های مطالعه
روی  بر  پلوسیدا  زون��ا  ک��ردن  س��وراخ  اثر  بررسی  منظور  به 
موش،  سالم  شده  منجمد–ذوب  سلولی  چهار  جنین های  تکوین 
جنین های  گرفتند.  قرار  آزمون  و  کنترل  اصلی  گروه  دو  در  آنها 
کشت  محیط  در  نشده  هچ  منجمد  جنین های  عنوان  به  اول  گروه 
G1 قرار داده شدند. جنین های گروه دوم به عنوان گروه 

TM ver3
 منجمد هچ شده تحت عمل س��وراخ کردن زونا به وسیله لیزر
(Laser Assisted Hatching) قرار گرفتند و سپس وارد محیط 
G1 شدند. جنین های هر دو گروه تا مرحله هشت 

TM ver3 کشت 
G2 منتقل و تا 

TM ver3 سلولی پیش رفتند و سپس به محیط کشت
مرحله بلاستوسیست گسترده مراقبت شدند. قابلیت حیات جنین های 
ذوب شده به وسیله میکروسکوپ معکوس و با بررسی یکپارچگی 
غشای بلاستومرها و نرمال بودن سیتوپلاسم، نیم ساعت پس از ذوب 

انجام شد.     

سوراخ کردن زونا به وسیله لیزر
 G1

TM ver3 محلول  در  ساعت  یک  شده  ذوب   جنین های 
کشت داده ش��دن��د ت��ا از ل��ح��اظ س��ال��م ب���ودن آن��ه��ا اطمینان 
سالم ماندند در محیط جنین هایی که کاملا   حاصل ش��ود. 

Ham's F10 (Gibco, USA) ح�����اوی ب��اف��ر فسفات 
عمل س��وراخ ک��ردن زون��ا به وسیله  ق��رار گرفتند.   HEPES
 میکروسکوپ م��دل نیکون TE 300 مجهز به سیستم لیزر 
 (Zona Infrared Laser Optical System; Hamilton-

T(Thorne Research, Beverly, MA انجام شد.
میکرومتر و ب��ا ت��ن��اوب زمانی  1/48  اشعه لیزر ب��ه شعاع 
بر روی زونا، سوراخی  به این ترتیب،  میلی ثانیه شلیک شد.   0/5  
جنین ها پس از سوراخ  به اندازه 12 تا 17 میکرومتر ایجاد شد. 
G1 منتقل و چندین بار در آن

TM ver3 شدن زونایشان به محیط 
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شو داده شدند .پس از رسیدن به مرحله هشت سلولی،  و  شست 
G2 انتقال یافتند. جنین ها تا مرحله 

TM ver3 جنین ها به محیط کشت
بلاستوسیست گسترده مراقبت شده و در این مرحله به وسیله رنگ 
آمیزی افتراقی و TUNEL به ترتیب از لحاظ میزان سلولاریتی و 

آپوپتوز بررسی شدند.

بررسی تکوین جنین ها
آزمایشی  گ��روه  جنین های  کشت،  ش��روع  از  پس  بلافاصله 
شدند. مقایسه  کنترل  گروه  با  بلاستوسیست  به  رسیدن  میزان   در 
میکروسکوپ  زی��ر  در  ظ��اه��ری  لحاظ  از  جنین ه��ا  کیفیت 
سپس  ش���د.  ب��ررس��ی   (Olympus, Japan) م��ع��ک��وس 
تا  شدند  انتخاب  تصادفی  صورت  به  گسترده   بلاستوسیست های 
 برای شمارش تعداد بلاستومر کل، بلاستومرهای توده سلولی داخلی
ت��روف��واک��ت��ودرم و   (Inner Cell Mass: ICM) 

سلولی،  مرگ  میزان  بررسی  نیز  و   (Trophoectoderm:  TE)
تحت رنگ آمیزی قرار گیرند.

آمیزی افتراقی رنگ 
ثانیه   30 مدت  به  ابتدا  گسترده  بلاستوسیست  مرحله  جنین های 
قرار داده شدند که شامل محیط  اول  از محلول   در 500 میکرولیتر 
1درصد  همراه  به  سرم  فاقد   (Human  Tubal  Fluid:  HTF)
میکروگرم   100 و   (Triton; Sigma, USA)X100 تریتون 
 Propidium Iodide; PI, Sigma,) یدید  پروپیدیم  میلی لیتر  در 
محلول  از  میکرولیتر   500 به  جنین ها  ثانیه،   17 از  پس  بود.   (USA
بنزامید بیس  میلی لیتر  در  میکروگرم   25 از  که  شدند  منتقل   دوم 
(Bies Benzamid; Hoechst 33258; Calbiochem, USA) 

در اتانول 100درصد تشکیل شده بود. جنین های هچ نشده به مدت 
24 ساعت و جنین های هچ شده به مدت 8 تا 12 ساعت در محلول 
بعد  نگهداری شدند. در روز  سانتی گراد  و در دمای 4 درجه  فوق 
از  قطره ای  به  و  خارج  دوم  محلول  از  گسترده  بلاستوسیست های 
لام  یک  روی  بر  که   (Glycerol; Sigma; USA) گلیسرول 
لامل  یک  با  آن  روی  سپس  و  شدند  منتقل  بود،  شده  داده  قرار 
فلورسنت   میکروسکوپ  زیر  در  بلاستومرها  شمارش  شد.   پوشانده 
(Florescent Microscope; Olympus BX51, Japan( 

به ترتیب برای رنگ های  نانومتر  تا 420  بین 380  با طول موج های 
آبی و قرمز صورت گرفت که رنگ آبی بیانگر سلول های ICM و 

.)1A و B بود )23( )شکل TE رنگ قرمز نشانگر سلول های

TUNEL رنگ آمیزی
کیت با  گسترده  بلاستوسیست  مرحله  جنین های  از   تعدادی 
 TUNF(In Situ Cell Death Detection System; Roche,
Germany) رنگ آمیزی شدند. این تکنیک مخصوص نشان دادن 
 سلول های آپوپتوتیک است. پس از سه بار شست و شوی جنین ها
فرمالدئید محلول  در  فیکس  عمل   (PBS) فسفات  بافر   در 

دقیقه  به مدت 30   PBS محلول در (Sigma, USA) 4 درصد 
 انجام شد. جنین ها در PBS حاوی 0/3درصد پلی وینیل پایرولیدون

به  و  شده  داده  شو  و  بار شست  شش   (PVP; Sigma, USA)
مدت دو دقیقه در تریتون 0/1درصد بر روی یخ قرار گرفتند. پس از 
این مدت، سه بار در محلول PBS/PVP شست و شو داده شدند 
شدند.  انکوبه   TUNEL محلول  در  ساعت  یک  مدت  به  سپس  و 
زیر  در  فوق  روش  به  شده  رنگ آمیزی  جنین های  مشاهده  مراحل 
افتراقی رنگ آمیزی  روش  مانند  درست  فلورسنت   میکروسکوپ 

است. سلول های به رنگ زرد تا سبز به عنوان سلول آپوپتوتیک در 

.)1C و D نظر گرفته شدند )24( )شکل

آنالیز آماری
شمارش  نیز  و  جنین ها  تکوین  بررسی  از  آمده  دست  به  نتایج 
نرم افزارهای  وسیله  به  آپوپتوتیک  سلول های  و  بلاستومرها  تعداد 
جنین ها  تکوین  میانگین  در  اختلاف  شدند.  تحلیل  تجزیه  آماری 
بلاستومرهای  تعداد  بین  اختلاف  و  کنترل  و  آزمون  گروه های  در 
میانگین درصد  اختلاف در  نیز  و   TE و   ICM بلاستومرهای  کل، 
نرمال شدن  از  آپوپتوتیک پس  تعداد سلول های  و  بلاستوسیست ها 
و تحت  t-test  با تست کولموگروف اسمیرنوف به وسیله آزمون 

 SPSS (Software Program, Version 13; نرم افزار 
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) آنالیز شدند. 

نتایج
چهار  های  جنین  ماندن  زنده  میزان  بر  ای  شیشه  انجماد  اثر 

سلولی موش
تعداد 529 جنین موش در مرحله چهار سلولی با روشی که در 
بخش مواد و روش ها به آن اشاره شد منجمد-ذوب شدند. پس از 
سالم  بلاستومر  )96/21درصد( جنین، 100درصد  تعداد 509  ذوب 
داشتند. سایر جنین های ذوب شده از یک تا چهار بلاستومر نکروز 

داشتند )3/79درصد( و از آزمایش حذف شدند.

ها و مقایسه میزان شکل گیری بلاستوسیست در  تکوین جنین 
گروه های کنترل و آزمون

نتایج میزان تکوین جنین ها طی شمارش آنها در مدت کشت در 
نمودار 1 آمده است. تعداد 275 جنین، در گروه منجمد هچ نشده 
)کنترل( و تعداد 252 جنین در گروه منجمد هچ شده )آزمون( مورد 
تکوین  درصد  میانگین  می دهد  نشان  نتایج  گرفتند.  قرار  ارزیابی 
مورولا  و  سلولی  تا هشت  چهار  مرحله  در  کنترل  گروه  جنین های 
آزمون  گروه  در  مقادیر  این  است.  97/28درصد  و   100 ترتیب  به 
به ترتیب 100 و 97/57درصد بود که نسبت به گروه کنترل تفاوت 
معنی دار ندارند. همچنین میانگین درصد شکل گیری بلاستوسیست 
اولیه و گسترده در گروه کنترل به ترتیب 87/67 و 81/75 درصد و 
در گروه آزمون به ترتیب94/40 و 94/40 درصد بود که در گروه 
به  نسبت  ثانویه  بلاستوسیست  شکل گیری  درصد  میانگین  آزمون، 
پس   .)p<0/05( است  داده  نشان  معنی داری  افزایش  کنترل  گروه 
دژنره  جنین های  مورد  در  روند  همین  کشت،  زمان  مدت  پایان  از 
تکرار شده است. به طوری که بیشترین تعداد جنین دژنره مربوط به 
گروه کنترل )18/25 درصد( بود و که نسبت به گروه آزمون )5/60 

.)p<0/05( معنی دار است )درصد

نمودار 1: مقایسه میانگین درصد تکوین جنین ها در گروه های کنترل 
و آزمون

 .)p<0/05( اختلاف میان گروه های کنترل و آزمون معنی دار است :a

فتحی و همکاران
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نمودار 2: مقایسه میانگین درصد شکل گیری بلاستوسیست در 24، 48 
و 72 ساعت کشت پس از ذوب در گروه های کنترل و آزمون

.)p>0/05(اختلاف میان گروه های کنترل و آزمون معنی دار است :a

شکل  درصد  میانگین  کشت،  ساعات  تفکیک  به   2 نمودار 
 48  ،24 آزمون طی  و  کنترل  گروه  دو  در  را  بلاستوسیست  گیری 
و 72 ساعت پس از کشت، نشان می هد. در 24 ساعت اول کشت 
در  و  11/95درص��د  کنترل  گروه  در  بلاستوسیست  تشکیل  درصد 
گروه آزمون 18/01درصد است که از لحاظ آماری تفاوتی ندارند. 
پس از گذشت 48 ساعت از کشت جنین ها، تشکیل بلاستوسیست 
در گروه آزمون )87/61 درصد( افزایش یافته ولی نسبت به گروه 
کنترل )78/14 درصد( اختلاف معنی دار پیدا نکرده است. نهایتا در 

روز آخر کشت مشاهده می شود که کمترین میانگین درصد شکل 
گیری بلاستوسیست مربوط به گروه کنترل )81/75 درصد( بوده که 
نسبت به گروه آزمون )94/40 درصد( کاهش معنی دار داشته است 

 .)p<0/05(

 )ICM( جدول 1: مقایسه کیفیت جنین هاي موشي در گروه هاي کنترل و آزمون از لحاظ تعداد بلاستومرهاي کل، توده سلولي داخلي
)TE( و تروفواکتودرم

ICM index
±SE

میانگین سلول هاي
TE±SE

میانگین سلول هاي
ICM±SE

میانگین کل سلول ها
±SE

تعداد گروه

0/32 ±0/02 39/80 ±4/4 17/93 ±2 57/73 ±5/4 30 کنترل

0/24 ±0/01 39/88 ±1/5 14/65 ±0/90 54/30 ±2/30 36 آزمون
ICM:  توده سلولی داخلی، TE:  تروفواکتودرم، SE:  میانگین خطای استاندارد

.)p>0/05( اختلاف بین گروه های کنترل و آزمون معنی دار است : a

جدول 2: مقایسه کیفیت جنین هاي موشي در گروه هاي کنترل و آزمون از لحاظ تعداد سلول ها و
Apoptotic index درصد بلاستوسیست های آپوپتوتیک

Apoptotic index±SE میانگین سلول هاي 
SE±آپوپتوتیک

میانگین درصد بلاستوسیست هاي 
SE±آپوپتوتیک

تعداد گروه

0/016 ± 0/006 0/90 ± 0/30 )3/00 ± 88/88 درصد(24 27 کنترل

0/015 ± 0/003 0/80 ± 0/10 )3/00 ± 81/00 درصد(25 30 آزمون

SE: میانگین خطای استاندارد 
- اختلاف بین گروه های کنترل و آزمون در تمامی ستون ها معنی دار نیست.

شکل 1: تصاویر میکروسکوپ فلورسنت از رنگ آمیزی افتراقی )A( گروه کنترل و )B( گروه آزمون و تکنیک TUNEL )C( گروه کنترل 
و )D( گروه آزمون بلاستوسیست موش. A و B: رنگ آبی نشان دهنده توده سلولی داخلی )ICM( و رنگ صورتی )قرمز( نشان دهنده 
سلول  دهنده  نشان  براق  زرد  نقاط  و  نکروتیک  سلول  دهنده  نشان  براق  قرمز  نقاط   :  D و   C است.   )TE( تروفواکتودرم  سلول های 

آپوپتوتیک است. Bar: 20 میکرومتر

اثر زونا هچینگ بر جنین منجمد موشی
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TE و ICM ،تعداد بلاستومرهای کل
تعداد بلاستومرهای کل در بلاستوسیست های گروه کنترل به طور 

متوسط 5/40±57/73 بود. تعداد بلاستومرهای کل در بلاستوسیست 
میزان  این  و  بود   54/30±2/30 متوسط  طور  به  آزمون  گروه  های 
تعداد  در  ن��داد.  نشان  معنی داری  تفاوت  کنترل  گروه  به  نسبت 
بلاستومرهای TE نیز تفاوتی در هر دو گروه دیده نشد. اما متوسط 
تعداد بلاستومرهای ICM در گروه آزمون )0/90±14/65( نسبت به 
گروه کنترل )2±17/93( کاهش معنی دار نشان داد )p<0/05(. در 

میزان ایندکس ICM  نیز تفاوت ها معنی دار نبود )جدول1(.

تعداد و درصد بلاستوسیست های آپوپتوتیک
کنترل گ���روه  در  آپ��وپ��ت��وت��ی��ک  ب��لاس��ت��وم��ره��ای   ت��ع��داد 

03/±0/09، و در گروه آزمون 0/10±0/80 بود و بین این دو تفاوت 
به روش  انجماد  که  است  آن  دهنده  نشان  این  نشد.  دیده  معنی دار 
انجماد  از  پس  لیزر  وسیله  به  زونا  کردن  سوراخ  همچنین  و  فوق 
میزان درصد  نشده است. در  آپوپتوزیس در جنین  افزایش  موجب 
معنی دار  تفاوت  نیز در هر دو گروه  آپوپتوتیک  بلاستوسیست های 

دیده نشد )جدول 2(.

بحث
زوناپلوسیدا  کردن  سوراخ  اثر  بررسي  حاضر  مطالعه  از  هدف 
سالم  سلولي  چهار  جنین هاي  کیفیت  و  تکوین  بر  لیزر  وسیله  به 
در که  نتایجی  به  توجه  با  است.  شیشه ای  انجماد  از  حاصل   موش 
می تواند  زونا  کردن  س��وراخ  است،  آمده  مختلف  گ��زارش های 
بلاستوسیست هچینگ را افزایش دهد ولی در شکل گیری بلاستوسیست 
مطالعات ذکر  بر خلاف  پژوهش حاضر  )25، 26(. در  ندارد  اثری 

میزان شکل  ثابت شده است که سوراخ کردن زونا می تواند  شده، 
به  سالم،  شده  منجمد-ذوب  جنین های  در  را  بلاستوسیست  گیری 
طور معنی داری افزایش دهد )کنترل: 81/75 درصد، آزمون: 94/40 
 درصد()p<0/05(. این افزایش در حالی است که در میزان سلولاریتی

جنین ها کاهشی مشاهده نشده است )کنترل: 5/40±57/73، آزمون: 
جنین های  در  سلولی  مرگ  وقوع  میزان  همچنین   .)54/30±2/30
گروه آزمون، ثابت مانده و نسبت به گروه کنترل افزایش پیدا نکرد 

)کنترل: 0/03±0 0/9، آزمون: 0/70±0/10(. 
سمت  به  رشد  میزان  و  جنین ها  کیفیت  در  نتایج  اختلاف 
بلاستوسیست بین مطالعه حاضر و گزارش هاي گذشته، ممکن است 
بنا بر علل مختلف، از جمله نحوه طراحي مطالعه، نژاد حیوان مورد 
به  نتایج  طبق  باشد.  آزمایشگاه  شرایط  و  انجماد  روش  آزمایش، 
NMRI، روش  دست آمده در این مطالعه، احتمالا استفاده از نژاد 
است  شده  باعث  آزمایشگاه  مطلوب  شرایط  نیز  و  انجماد،  مناسب 
که جنین های سالم حاصل از انجماد شیشه ای از لحاظ سلولاریتی و 
میزان مرگ سلولی در حد قابل قبول باقی بمانند و دچار افت کیفی 

نشوند.
ثابت شده است که اثرات شیمیایي و فیزیکي انجماد مي تواند یک 
تغییر ناخواسته در جنین به وجود آورد )5( و بر توانایي زنده ماندن 
بلاستومرها و نهایتا جنین تاثیر بگذارد. بسته به نوع روش انجمادی، 
انجماد و ذوب، شدت  پروسه  یا زمان بندی  و  مواد ضدیخ مصرفی 

آسیب تغییر می کند. به طور مثال در انجماد شیشه ای به علت سرعت 
به  مهم  فیزیکی  آسیب های  از  که  یخ  کریستال های  انجماد،  بالای 

حساب می آیند فرصت شکل گیری را از دست می دهند )27(.
از آسیب های متداولی که در اثر انجماد به جنین تحمیل می شود، 
سخت شدن یا ترک برداشتن زوناپلوسیدا است که باعث اختلال در 
و  شده  بلاستوسیست  شکل گیری  میزان  و  جنین  طبیعی  رشد  روند 
هچینگ را کاهش می دهد )26(. سخت شدن زونا باعث می شود تا 
تبادلات غذایی بین جنین و محیط دست خوش تغییر شود، بنابراین 
جنین نمی تواند مواد مغذی مورد نیاز را در اسرع وقت و به سهولت 
از لحاظ کلینیکی  دریافت کند. سوراخ کردن کمکی زوناپلوسیدا 
 ART برای بیمارانی که پیش آگهی خوبی نسبت به نتیجه فرایندهای
بوده اند  ناموفق   IVF نوبت در  از دو  بیش  مانند کسانی که  ندارند، 
با سنین  پایین )29(، زنان  با کیفیت  بیماران دارای جنین های   ،)28(
بالاتر از 37 سال )30( و نیز جنین های منجمد-ذوب شده )22(، مفید 
است. روش های مختلفی برای سوراخ کردن زونا در مقالات آمده 
با  زونا  )31(، سوراخ کردن  اسیدتایرود  از  استفاده  از جمله،  است. 
یک  از  استفاده  یا  و   )22( لیزر  اشعه  یا  و  ظریف  بسیار  سوزن های 
روش جدید به نام Pizo )32(. در بسیاری از مقالات بر استفاده از 
لیزر به عنوان یک روش تاثیرگذار نسبت به سایر تکنیک ها تاکید 

شده است )33، 34(.
سمی ضدیخ  م��واد  خ��روج  موجب  زون��ا،  در  س��وراخ   ایجاد 
با  کشت  محیط  مغذی  مواد  عوض  در  و  شده  جنین  در  باقی مانده 
با  می گیرند.  قرار  جنین  بلاستومرهای  اختیار  در  بیشتری  سرعت 
روند  بلاستومرها  سطح  سیگنالینگ  جنین،  از  سمی  مواد  خروج 
انجام بهتر  بین سلولی  ارتباطات  و  می گیرند  سر  از  را  خود   عادی 

می شود. همچنین ایجاد این سوراخ در زونا شاید باعث کاهش سختی 
برای  بهتری  فضای  که  آن شود  انعطاف پذیری  افزایش خاصیت  و 
 رشد بلاستومرها ایجاد می کند. همچنین خروج بلاستومرها از زونا 
راحت تر صورت خواهد گرفت و لانه گزینی افزایش می یابد )22(. 
اثر  در  که  زونایی  از  بلاستومرها  خروج  به  کمک  گفت  می توان 
انجماد سخت شده است )26(، و نیز بهبود سیگنالینگ سلولی بر اثر 
منجمد-ذوب شده، موجب  در جنین های  مواد سمی  خروج کامل 
می شوند تا شرایط لازم برای برقراری ارتباط بهتر بین بلاستومرهای 
تا عمل لانه گزینی  فراهم آید  اندومتر  اپی تلیالی  جنین و سلول های 

راحت تر صورت پذیرد.
      

نتیجه گیری
انجماد شیشه ای به روش CPS، اثر مخرب بسیار کمی بر کیفیت 
و میزان تکوین جنین ها دارد و می توان به عنوان روشی برای ذخیره 

جنین  زوناپلوسیدای  کردن  سوراخ  کرد.  استفاده  آن  از  جنین ها 
مناسب  است  راهی  لیزر  وسیله  به  شیشه ای  انجماد  از  حاصل  های 
هچینگ.  حساس  مرحله  انجام  برای  زونا  دام  از  جنین  فرار  برای 
میزان معنی دار  افزایش  اینکه موجب  بر  زونا، علاوه   سوراخ کردن 
شکل گیری بلاستوسیست در جنین های منجمد-ذوب شده می شود، 
قبول حفظ قابل  را در حد  میزان وقوع مرگ سلولی  و   سلولاریتی 

می کند و از کیفیت جنین ها نمی کاهد. 
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