
Optimized Method for Bovine Blastocyst Vitrif ication
Using a Simple Hand-Made Cryotip

Vajiheh Asgari, B.Sc.1, Mohsen Forouzanfar, Ph.D.2, Sayed Morteza Hosseini, D.V.M.3,
Mehdi Hajian, M.Sc.3, Fariba Moulavi, B.Sc.3, Parvaneh Abedi, B.Sc.3, Laleh Hosseini, M.Sc.3,

Hossein Sadeghi, Ph.D.1, Hamid Bahramian, Ph.D.1, Mohammad Hossein Nasr Esfahani, Ph.D.3*

1. Anatomy Department, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran
2. Faculty of Basic Science, Islamic Azad University, Marvdasht Branch, Marvdasht, Iran

3. Reproduction and Development Department, Royan Institute for Animal Biotechnology,
ACECR, Isfahan, Iran

* Corresponding Address: P.O.Box: 19395-4644, Reproduction and Development Department, Royan Institute for Animal 
Biotechnology, ACECR, Isfahan, Iran 

Email: mh.nasr-esfahani@royaninstitute.org

Received: 29/Jun/2008, Accepted: 7/Oct/2008
Abstract 
Objective: This study introduced a simple method for bovine blastocyst vitrification.  
Materials and Methods: Bovine blastocysts were produced in vitro by means of a whole 
co-culture system with vero cells. The blastocysts were randomly divided 1:3 into either vitri-
fication (100 blastocysts) or control (43 blastocysts) groups. For vitrification,expanded - blas-
tocysts were incubated first in equilibration medium  for 8 minutes and then in the vitrification 
solution for 1 minute. The blastocysts were then loaded in the tip of a handmade cryotip for 
immediate - deep freezing in liquid nitrogen. Frozen embryos were then warmed by directly 
immersing the tips in sequential warming solutions . warmed embryos were cultured for a 
further period of 48 hours when the ratios of re-expansion, hatching and degeneration were 
compared with the control group.   
Results: After warming, in the vitrified and control groups the ratios of re-expansion were 
78.5% ± 0.067 and 81.6% ± 0.072, the ratios of hatching were 43.7% ± 0.083 and 49.8% 
± 0.089 and the ratios of degeneration were 36% ± 0.082 and 22.3% ± 0.087, respectively, 
which were not significantly different between the two groups.  
Conclusion: Post - warming survival of the vitrified and non - vitrified embryos were not 
significantly different, handmade cryotips can be used as an efficient and feasible device for 
bovine blastocysts vitrification. 
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چكيده 
* هدف: معرفي يك روش ساده جهت انجماد شيشه اي بلاستوسيست هاي گاوي

* مواد و روش ها: بلاستوسيست هاي توليد شده آزمايشگاهي گاوي، به طور تصادفي به نسبت يك به سه براي انجماد 
بلاستوسيست هاي  شيشه اي،  انجماد  براي  شدند.  استفاده  بلاستوسيست)   43) كنترل  يا  و  بلاستوسيست)   100) شيشه اي 
به  انتقال  از  پس  و  شدند  انكوبه  دقيقه)   1) شيشه اي  انجماد  محلول  در  سپس  و  دقيقه)   8) تعادل  محيط  در  ابتدا  متسع، 
نوك  غوطه ورسازي  با  شده  منجمد  رويان هاي  گرفتند.  قرار  مايع  ازت  درون  ساخت  دست  كرايوتيپ هاي  نوك 
مجدد اتساع  ميزان  شدند.  داده  كشت  ساعت  دوره 48  يك  براي  و  شست وشو  متوالي  ذوب  محلول هاي  در  كرايوتيپ ها 

انجمادي با گروه  شكوفايي (Hatching) و دژنره شدن (Degeneration) بلاستوسيست هاي گروه   ،(Re-Expansion)
كنترل مقايسه شدند.

ترتيب به  مجدد  اتساع  ميزان  كنترل،  و  انجمادي  گروه هاي  در  جنين ها  ذوب  از  پس  ساعت   48 يافته ها:   *
 49/8 ± و 0/089  درصد    43/7 ± ترتيب 0/083  به  شكوفايي  ميزان  درصد،   81/6 ± و 0/072  درصد   78/5  ±  0/067
درصد و ميزان دژنره شدن به ترتيب 0/082 ± 36 درصد و 0/087 ± 22/3 درصد بود كه از نظر آماري اختلاف معني داري 

   .(p>0/05) مشاهده نشد
نداشته  كنترل  گروه  با  معني داري  تفاوت  انجمادي  رويان هاي  زنده ماني  توانايي  كه  آنجا  از  نتيجه گيري:    *
معرفي  گاوي  بلاستوسيست هاي  شيشه اي  انجماد  براي  كارآمد  روش  يك  عنوان  به  را  حاضر  مطالعه  مي توان  است، 

نمود. 

* كليدواژگان: بلاستوسيست، گرم كردن، زنده ماني
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88، صفحات: 220-227
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مقدمه
و  ذخيره  معناي  به   (Cryopreservation) انجمادي  حفظ 
در  جنين  و  اووسيت  اسپرم،  جمله  از  بافت ها  و  سلول ها  نگهداري 
دماي زير نقطه انجماد آب است (1). به طور كلي امروزه براي انجماد 
 Slow) آهسته  انجماد  مي شود: 1.  استفاده  اصلي  روش  دو  از  جنين ها 
Cooling) و 2.  انجماد شيشه اي (Vitrification). در طي روش انجماد 
آهسته، پس از جابه جايي آب سلول با ماده محافظ انجمادي، سلول ها 
نگهداري  مايع  ازت  درون  نهايت  در  و  سرد  تدريج  به  را  بافت ها  يا 
مي كنند در حالي كه در روش انجماد شيشه اي سلول يا بافت مورد نظر 
جهت انجماد، به سرعت (در حد يك يا كمتر از يك ثانيه) به دماي 
196-درجه سانتي گراد مي رسد (2). از مزاياي انجماد شيشه اي نسبت 
به انجماد آهسته مي توان به سريع و ارزان قيمت تر بودن و عدم تشكيل 
جنين  به  آسيب  موجب  كه  سلولي  برون  و  درون  يخ  كريستال هاي 

مي شود، اشاره نمود (3). به علاوه گزارش شده كه ميزان اتساع مجدد 
(Reexpansion) و هم چنين ميزان شكوفايي (Hatching) جنين هاي 
طور  به  شده اند  منجمد  شيشه اي  انجماد  روش  با  كه  گاو  آزمايشگاهي 
قابل توجهي بالاتر از جنين هاي منجمد شده با روش انجماد آهسته بوده 
است (4). امروزه انجماد و سپس انتقال جنين هاي انجمادي به گاوهاي 
انجام  بالا  اقتصادي  صرفه  با  و  معمول  روش  يك  عنوان  به  گيرنده 
روي  بر  بيشتر  جنين  انجماد  زمينه  در  تحقيقات  جهت  اين  به  مي شود؛ 
گونه گاو متمركز شده است (5). اين فرايند مي تواند جهت نگهداري 
مورد  بعدي  زمان هاي  در  استفاده  براي  گاوي  بلاستوسيست هاي 
براي  مناسب  گيرنده  تعداد  كه  زمان هايي  در  زيرا  گيرد؛  قرار  استفاده 
انتقال بلاستوسيست ها وجود ندارد، مي توان به وسيله انجماد شيشه اي، 
بلاستوسيست ها را تا زمان دلخواه نگهداري كرد. هم چنين حمل و نقل 



آنها  مي توان  راحتي  به  و  بوده  آسان  شده  منجمد  بلاستوسيست هاي 
حمل  گيرنده،  گاوهاي  به  انتقال  منظور  به  مزارع  دوردست ترين  تا  را 
بلاستوسيست  محدودي  تعداد  اينكه  به  توجه  با  ديگر  طرف  از  نمود. 
براي حفظ انجمادي در دسترس مي باشد، استفاده از يك روش ساده، 
سريع و قابل اعتماد به منظور حفظ انجمادي بلاستوسيت ها مورد نياز 
از  مختلفي  وسايل  با  بلاستوسيست ها  شيشه اي  انجماد   .(6) مي باشد 
و  كرايوتيپ  كرايولوپ،  الكتروني،  ميكروسكوپ  گريد  استرو،  قبيل 
... قابل انجام است. در سال 1980 استروهاى پلاستيكى جهت انجماد 
شيشه اى و ذخيره جنين ها، به كار برده مي شد (7). در روش انجمادي

مويينگي  خاصيت  اثر  در  جنين ها،   (Open Pulled Straw; OPS)
انتهايى يك نى كه توسط گرما باريك شده است، وارد نى مى شوند (8). 
هر چند در اين روش تماس نزديك بين جنين و ازت مايع سرعت انجماد 
را افزايش مى دهد، با اين حال شناور كردن نى در ازت مايع نياز به درپوش 
دارد و از طرفى امكان شكست زوناپلاسيدا نيز وجود دارد (9). در روش
با  شيشه اى  انجماد   ،Electron Microscope Grids (EMG)
استفاده از گريد ميكروسكوپ الكترونى انجام مى شود (3). اين روش 
ذوب  از  بعد  بقا  ميزان  نتيجه  در  كرده،  تسريع  جنين  به  را  دما  انتقال 
ميكروسكوپ  گريد  به  جنين  چسبيدن  اثر  در  اما  مى دهد.  افزايش  را 
به  نياز  علت  به  كه  دارد  وجود  مكانيكي  آسيب  امكان  الكتروني 
چشم پوشى  قابل  انجماد،  از  پس  جنين ها  مورفولوژيك  سلامت 
حفظ  از  است  عبارت   ،(Cryoloop) كرايولوپ  روش   .(10) نيست 
يك  حفظ  جهت  باريك  نايلونى  حلقه  يك  از  استفاده  با  انجمادي 
مايع  ازت  وارد  مستقيما  كه  جنين  حاوى  انجمادى  محافظ  ماده  لايه 
روى  بر  جنين  همراه  انجمادى  محافظ  مواد  كم  حجم   .(11) مى شود 
ميزان  افزايش  به  منجر  مايع  ازت  مستقيم  تماس  نيز  و  كرايولوپ 
آلودگى  امكان  درپوش  داشتن،  لحاظ  به  هم چنين  مى شود.  سرما 
از استفاده  با  شيشه اي  انجماد  روش  در   .(12) مى يابد  كاهش  جنين ها 

كرايولوپ از يك نوار باريك با عرض 0/4 ميلي متر، طول 20 ميلي متر 
و ضخامت 0/1 ميلي متر، استفاده مي شود كه به يك دسته پلاستيكى 
در  باريك  نوار  اين  از  محافظت  لحاظ  به  است.  شده  متصل  محكم 
 .(13) مى شود  استفاده  آن  پوشاندن  براى  درپوش  يك  از  مايع،  ازت 
زمان هاي  در  و  انجمادي  محافظ  مواد  كم  بسيار  مقادير  با  روش  اين 
موجب  جنين  با  ازت  مستقيم  تماس  و  است  انجام  قابل  كوتاه  بسيار 
با   .(14) مي شود  يخ  كريستال  تشكيل  عدم  و  انجماد  سرعت  افزايش 
شيشه اي  انجماد  منظور  به  تجاري  كرايوتيپ هاي  از  استفاده  حال  اين 
زيادي مي باشد. لذا در اين  جنين هاي گاو مستلزم صرف هزينه نسبتا  
گاو،  جنين هاي  شيشه اي  انجماد  روش  ساده سازي  منظور  به  تحقيق 
انجماد شيشه اي با استفاده از ني هاي ساده دست ساز انجام شد. كيفيت 
بلاستوسيست  مرحله  در  گاو  آزمايشگاهي  لقاح  از  حاصل  جنين هاي 
و  شكوفايي  درصد  مجدد،  اتساع  درصد  بلاستومرها،  بقا  ميزان  نظر  از 
درصد دژنره شدن پس از انجماد شيشه اي ارزيابي و با جنين هاي گروه 

غيرانجمادي كه در شرايط مشابه كشت داده شدند، مقايسه شد.  

مواد و روش ها
مواد

شوراي  (مصوب  حاضر  مطالعه  استفاده  مورد  شيميايى  مواد  تمام 
از  مي گردد  مشخص  كه   مواردى  جز  به  رويان)  پژوهشكده  اخلاق 

شركت Sigma (St. Louis , Mo, USA) تهيه شد.      

روش ها
تهيه اووسيت و بلوغ آزمايشگاهي

با مراجعه به كشتارگاه محلي، تخمدان هاي گاوهاي كشتارگاهي 
جمع آوري و در فلاسك هاي حاوي نرمال سالين (0/9 گرم كلريدسديم 
دماي در  ساعت  دو  از  كمتر  در  و  شده  داده  قرار  آب)  ليتر  يك  در 

35-30 درجه سانتي گراد به آزمايشگاه منتقل شد. در آزمايشگاه به كمك 
محلول ميلي ليتر  حدود 1  حاوي  نيدل گوژ 18  ميلي ليتر و  سرنگ 10 

سازي  غني   ،Fetal Calf Serum (FCS) 10درصد   +  H-TCM
فوليكول هاي هپارين،  ميلي ليتر  در  بين المللي  واحد   50 با  شده 

به  تخمدان ها،  قشري  ناحيه  در  موجود  ميلي متر   2-8 قطر  با 
استريوميكروسكوپ  زير  در  سپس  شدند.  آسپيره  آرامي 
(OLYMPUS با مدل SZX16) كمپلكس هاي كومولوس–اووسيت 
از  كه   (COCs Cumulus Oocyte Complexes; COCs)
سلول هاي  از  لايه  سه  داراي  اقل  حد  و  يكنواخت  سيتوپلاسمي  نظر 
 200 قطرات  حاوي  ديش هاي  در  و  شده  جدا  بودند،  كومولوس 
با  شده  پوشيده   FCS 10درصد   +H-TCM محيط  از  ميكروليتر 
شده  داده  شست وشو  COCهاي  سپس  شدند.  شستشو  معدني  روغن 
قطرات  حاوي  ديش هاي  در  آزمايشگاهي  بلوغ  مراحل  انجام  جهت 
حاوي  TCM199 + FCS  10%) بلوغ  محيط  از  ميكروليتر   100

 1  ،LH ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   5  ،FSH ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   5
ساعت   22-24 مدت  به   (17-β-estradiol ميلي ليتر  بر  ميكروگرم 
درصد   5 غلظت  سانتي گراد،  درجه   38/5 دماي  با  انكوباتور  در 

دي اكسيدكربن  و رطوبت حداكثر كشت داده شدند. 

آماده سازى اسپرم و انجام لقاح آزمايشگاهى
در سراسر اين مطالعه از ويال هاى سيمن منجمد يك گاو هلشتاين 
با بارورى بالا كه به صورت تجارى موجود بود، استفاده گرديد. پس 
با  متحرك  اسپرم هاى  سانتي گراد،  درجه   37 آب  در  سيمن  ذوب  از 
استفاده از تكنيك شناور سازي (Swim up) جداسازى شدند. جهت 
بالغ  COCهاى  شست وشو،  بار  دو  از  پس  آزمايشگاهى،  لقاح  انجام 
در گروه هاى 25 تا 30 تايى به قطره هاى 200 ميكروليترى محيط لقاح 

(Fert- TALP غنى سازى شده با
Penicillamine (20μM), Hypotaurine (10μM), Epinephrine 
(1μM), Heparin (0.56μg/ml)
نهايى غلظت  با  اسپرم  و  شدند  منتقل  معدني  روغن  با  شده  پوشيده  و 

106 × 1 در هر ميلي ليتر به قطره هاى لقاح افزوده شد. مجموعه اسپرم 

سانتي گراد،  درجه  شرايط 38/5  در  ساعت  مدت 20  به  اووسيت ها  و 
حداكثر  رطوبت  با  و  اكسيژن  درصد   5 كربن،  دي اكسيد  درصد   5

شدند. انكوبه 

ارزيابى جنين ها
(روز روزه   8  -9 دوره  يك  براى  فرضى  زيگوت هاى  تمامى 

لقاح = روز صفر) در حضور سلول هاى ورو (سلول هاى vero سلول هاى 
اپى تليال كليه ميمون سبز آفريقايى هستند) به منظور هم كشتى استفاده 
مى شوند. طبق گزارش هم كشتي جنين هاي گاو با اين سلول ها منجر به 
سلول ها  اين  با  هم كشتي  بدون  جنين هاي  با  مقايسه  در  جنين ها  بهتر  بقا 
شده است (15)) و در شرايط  38/6 درجه سانتي گراد، دي اكسيدكربن 
شدند.  داده  كشت  درصد   90 رطوبت  و  درصد   5 اكسيژن  درصد،   5
جنين هايي  تكرار)  مجموع 10  تكرار (در  هر  در  جنيني،  هفتم  روز  در 
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گروه  دو  به  تصادفي  طور  به  رسيدند،  بلاستوسيست  مرحله  به  كه 
انجمادي و غيرانجمادي (كنترل) تقسيم شدند. در گروه انجمادي پس 
در  يكسان  شرايط  حفظ  منظور  (به  بلاستوسيست ها  ذوب  انجماد-  از 
ساعت   1 مدت  به  فقط  انجمادي  گروه  كنترل،  و  انجمادي  گروه  دو 
در نيتروژن مايع، نگهداري شدند) حداكثر تا 48 ساعت پس از ذوب 
انجمادي نيز در طول مدتي كه  ارزيابي قرار گرفتند. گروه غير  مورد 
درجه   38/6 شرايط  در  داشتند  قرار  مايع  نيتروژن  در  انجمادي  گروه 
رطوبت  و  درصد   5 اكسيژن  درصد،   5 دي اكسيدكربن  سانتي گراد، 
مورد  انجمادي،  گروه  با  هم زمان  سپس  و  شدند  نگهداري  درصد   90
كنترل  و  انجمادي  گروه  دو  براي  انجماد  (زمان  گرفتند  قرار  ارزيابي 

زمان صفر در نظر گرفته شد).

روش آماده سازي ني ساده انجمادي
با استفاده از تيغ بيستوري، نوك يك ني انجمادي 0/25 ميلي ليتر 
به صورت مورب بريده شد، به طوري كه به راحتي بتوان جنين منجمد 
شده را در زير استريوميكروسكوپ با حداقل محيط در نوك آن قرار 
داد. جهت سنگين كردن ني آماده شده و فرو رفتن آن در ازت مايع، 
در انتهاي ديگر، ميله فولادي به طول 3 سانتي متر و با قطر ني در داخل 
آن قرار داده شد. شكل 1 و 2 ني هاي انجمادي دست ساز را به همراه 

قرار گيري آنها در ويال انجماد نشان مي دهد. 

شكل 1: ني هاي ساده انجمادي آماده شده جهت انجماد شيشه اي 
بلاستوسيست ها

شكل2: طرز قرار دادن ني ها درون ريل فريز جهت انتقال به 
تانك ازت

انجماد بلاستوسيست ها (16)
جهت انجماد، بلاستوسيست ها ابتدا به مدت 8 دقيقه در دماي اتاق 

درصد   7/5 با  شده  غني   FCS درصد   20+DMEM) تعادل  محلول  به 
 ((DMSO) دي متيل سولفوكسايد  درصد   7/5 و   (EG) اتيلن گليكول 
 FCS درصد   20+DMEM) انجماد  محلول  در  سپس  و  شدند  منتقل 
 0/5 سوكروز  و   DMSO درصد   15 و   EG درصد   15 با  شده  غني 
بلافاصله  و  شدند  انكوبه  اتاق)  دماي  (در  دقيقه  يك  مدت  به  مولار) 
ساده  ني  يك  به  انجمادي  محلول  حجم  كمترين  با  بلاستوسيست  هر 
انجمادي دست ساز منتقل گرديد و به مدت 1 ساعت در نيتروژن مايع 

قرار داده شد.

گرم (ذوب) كردن بلاستوسيست ها
ني  كردن  خارج  از  پس  بلاستوسيست ها،  كردن  گرم  منظور  به 
اول  محلول  در  مايع  نيتروژن  از  بلاستوسيست  محتوي  انجمادي  ساده 
ذوب (DMEM +20 درصد FCS غني شده با سوكروز 1 مولار)  به 
به  سپس  و  داده  قرار  سانتي گراد  درجه   37 دماي  در  دقيقه   1 مدت 
FCS غني شده با سوكروز  محلول دوم ذوب (DMEM +20 درصد 
0/5 مولار) به مدت 3 دقيقه (دماي اتاق) منتقل شد. پس از شست وشو 
تا زمان ارزيابي، در شرايط هم كشتي با سلول هاي ورو در محيط كشت 
B2 + 10 درصد FCS پوشيده شده با روغن معدني در انكوباتور 38 
قرار  ماكزيمم  رطوبت  و  دي اكسيدكربن  درصد   5 سانتي گراد،  درجه 

داده شدند.

رنگ آميزى بلاستوسيست ها
شده  شكوفا  رويان هاي  در  مرده  از  زنده  سلول هاي  تمايز  جهت 
كنترل  گروه  و  بلاستوسيست)   18) انجماد  از  پس  تيماري  گروه هاي 
 - يدايد  پروپديوم  گانه  دو  رنگ آميزي  روش  از  بلاستوسيست)   10)
هوخست -Hoechst 33342-(Propidium Iodide) شرح داده شده 
به  خلاصه  طور  به  كه  شد  استفاده   (17) همكاران  و  حسيني  وسيله  به 

شرح زير است:
فسفات بافر محلول  در  شده  شكوفا  بلاستوسيست هاى   ابتدا 

منيزيم و  كلسيم  بدون  سانتي گراد) (-PBS) سالين  درجه   37)  گرم 
رنگ محلول  در  دقيقه   20 مدت  به  سپس  شدند.  داده  شست وشو 
[(300μg/ml) Propidium Iodide & (5μg/ml) Hoechst: 33342)] 

حذف   جهت  رنگ،  در  انكوباسيون  زمان  طي  از  پس  شدند.  انكوبه 
داده   شست وشو   PBS- در  مرتبه  سه  بلاستوسيست ها،  باقى مانده  رنگ 
دماى  در  دقيقه   5 مدت  به  درصد   2/5 گلوترآلدئيد  در  سرعت  به  و 
اتاق فيكس شدند. سپس يك قطره كوچك گليسيرين را بر روي لام 
كمك  به  و  شد  داده  قرار  آن  در  شده  رنگ آميزي  رويان  و  داده  قرار 
پارافين جامد، مكعب كوچكي (به قطر رويان و ابعاد لامل) تهيه كرده 
و روي آن با لامل پوشانده شد. بلاستوسيست ها به وسيله ميكروسكوپ 
اپى فلورسنت (OLYMPUS با مدل BX 51) مورد ارزيابى قرار گرفتند. 
سلول هاي مرده (سلول هايى كه در مرحله اوليه و ثانويه نكروز و مرحله 
آبى  رنگ  به  زنده  سلول هاى  و  قرمز  رنگ  به  بودند)  آپوپتوز  تأخيرى 
مشاهده شدند. جهت ارزيابي كيفيت روش انجماد تعداد كل سلول ها، 
تعداد سلول هاي زنده و مرده در گروه انجمادي و غيرانجمادي شمارش 

و با يكديگر مقايسه شدند.

تجزيه و تحليل آزمايشگاهي
كاملا  آزمايشي  طرح  از  استفاده  با  آزمايشگاهي  تحليل  و  تجزيه 
تصادفي و آناليز واريانس صورت گرفت و مقايسه بين ميانگين گروه ها 

عسگري و همكاران
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دانكن دامنه اي  چند  آزمون   ،SAS نرم افزار  از  استفاده  با  (تيمارها) 
Duncan's Multiple Range Test انجام شد.

يافته ها
اين  در  شده  استفاده  انجماد  روش  كيفيت  ارزيابي  منظور  به 
(در  تكرار  هر  در  آزمايشگاهي  لقاح  از  حاصل  جنين هاي  تحقيق، 
در  جنيني)  هفتم  (روز  بلاستوسيست  مرحله  تا  تكرار)   10 مجموع 
گروه  دو  به  تصادفي  صورت  به  و  داده  كشت  آزمايشگاه  شرايط 
بلاستوسيست)   43) غيرانجمادي  و  بلاستوسيست)   100) انجمادي 
شرح  روش  با  بلاستوسيست ها  انجمادي،  گروه  در  شدند.  تقسيم 
انجماد  زمان  احتساب  (با  شدند  ذوب  سپس  و  منجمد  شده  داده 
و  انجمادي  گروه  بلاستوسيست هاي  براي  صفر  زمان  عنوان  به 
مجدد  اتساع  ميزان  كه  داد  نشان  تحقيق  اين  از  حاصل  نتايج  كنترل). 
مجدد  ذوب  از  پس  ساعت   48 انجمادي،  گروه  بلاستوسيست هاي 
ترتيب به  زمان،  همان  در  كنترل  گروه  زنده  بلاستوسيست هاي  و 
0/067 ± 78/5 و 0/072 ± 81/6 درصد بود كه از نظر آماري تفاوت 

هم چنين   .(1  A (نمودار  نمي دهد  نشان  را   (p>0/05) معني داري 
گروه  و  انجمادي  گروه  در  بلاستوسيست ها  دژنراسيون  درصد 
و  21/5  ±  0/067 ترتيب  به  مجدد  ذوب  از  پس  ساعت   12 كنترل، 

ترتيب  به  مجدد  ذوب  از  پس  ساعت   48 و  درصد   20/8  ±  0/072
0/082 ± 36 و 0/087 ± 22/3 درصد بود كه از نظر آماري تفاوت 
معني داري (p>0/05 ) مشاهده نشد (نمودار1B، C). درصد شكوفايي 
بلاستوسيست هاي گروه انجمادي (0/083 ± 43/7 درصد) در مقايسه 
غيرمعني داري  كاهش  درصد)   49/8  ±  0/089) كنترل  گروه  با 

 .(1Dنمودار) را از نظر آماري نشان داد (p>0/05)
شده  شكوفا  بلاستوسيست هاي  رنگ آميزي  از  حاصل  نتايج 
زنده  سلول هاي  درصد  ميانگين  مقايسه  و  كنترل  و  انجمادي  گروه 
تعداد  ميانگين  نظر  از  كنترل  گروه  در  كه  داد  نشان  جنين ها  مرده  و 
كل 168/4 سلول در هر جنين، 0/02 ± 90/77 درصد سلول ها زنده 
حالي  در  بودند.  مرده (قرمز)  سلول ها  درصد   9/23 ± و 0/02  (آبي) 
كه در گروه انجمادي از ميانگين 157/7 سلول جنين، 0/15 ± 88/84 
بودند مرده  سلول ها  درصد   11/16  ±  0/15 و  زنده  سلول ها  درصد 

نمودار 1: ميزان اتساع مجدد بلاستوسيست هاي گروه انجمادي، 48 ساعت پس از ذوب مجدد و بلاستوسيست هاي زنده گروه كنترل 
  .(C و B) درصد دژنراسيون بلاستوسيست ها در گروه انجمادي و گروه كنترل، 12 و 48 ساعت پس از ذوب مجدد .(A) در همان زمان
درصد شكوفايي بلاستوسيست هاي گروه انجمادي و گروه كنترل (D). در تمامي پارامترهاي ارزيابي شده اين تحقيق اختلاف معني داري

(p>0/05) مشاهده نشد.
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جدول 1: ميانگين تعداد كل سلول ها و درصد سلول هاي زنده و مرده در بلاستوسيست هاي گاوي گروه هاي انجمادي
(18 بلاستوسيست) و غيرانجمادي (10 بلاستوسيست) پس از رنگ آميزي

ميانگين غير انجمادي انجمادي
ميانگين تعداد كل سلول ها 168/4 157/7

ميانگين تعداد سلول هاي زنده (درصد) 154/2 (90/77 ±0/02) 139/7 (88/84 ±0/15) 

ميانگين تعداد سلول هاي مرده (درصد) 14/2 (9/23 ± 0/02) 18 (11/16 ± 0/15) 
.(p>0/05) تعداد سلول هاي زنده در جنين هاي انجمادي در مقايسه با گروه غيرانجمادي داراي اختلاف معني دار نمي  باشد

انجماد شيشه اي بلاستوسيست هاي گاوي با كرايوتيپ دست ساز



(جدول 1، نمودار 2). 
تعداد  ميانگين  كه  است  اين  بيانگر  داده ها  اين  آماري  بررسي 
سلول هاي زنده در جنين هاي انجمادي در مقايسه با گروه غيرانجمادي 

 .(p>0/05) داراي اختلاف معني داري نمي باشد

نمودار2. ميانگين درصد سلول هاي زنده و مرده در بلاستوسيست هاي 
 10) غيرانجمادي  و  بلاستوسيست)   18) انجمادي  گروه هاي  گاوي 
و  زنده  سلول هاي  درصد  ميانگين  رنگ آميزي.  از  پس  بلاستوسيست) 
مرده در گروه انجمادي در مقايسه  با گروه غيرانجمادي (كنترل) داراي 

.(p>0/05) اختلاف معني داري  نمي باشد

بحث
در  گاو  رويان  توليد  اقتصادي،  و  علمي  دلايل  به  امروزه 
استفاده  براي  مي شود.  انجام  معمول  طور  به  آزمايشگاهي  شرايط 
انجماد  روش هاي  ايجاد  مكان،  و  زمان  هر  در  جنين ها  اين  از  بهينه 
از  استفاده  با  زيادي  تلاش هاي  است.  ضروري  جنين ها،  موفق 
به  پستانداران  رويان  انجماد  منظور  به  مختلف  پروتوكول هاي 
پروتوكل  موفقيت  كه  آنچه   .(19  ،18) است  شده  انجام  گاو  ويژه 
آزمايشگاهي  لقاح  از  حاصل  جنين هاي  كيفيت  مي كند،  تعيين  را 
درصد  بلاستومرها،  بقا  ميزان  نظر  از  بلاستوسيست  مرحله  در  گاو 
انجماد  از  پس  شدن  دژنره  درصد  و  شكوفايي  درصد  مجدد،  اتساع 
شرايط  در  كه  غيرانجمادي  گروه  جنين هاي  با  مقايسه  و  شيشه اي 

مي باشد.  مهم  شدند،  داده  كشت  مشابه 
انجام  زير  مرحله  شش  در  جنين ها  موفق  انجماد  كلي  طور  به 
تا  كردن  سرد  انجماد،  محافظ  مواد  معرض  در  دادن  قرار  مي شود: 
گرم  يا  مجدد  ذوب  ذخيره،  سانتي گراد،  درجه  صفر  زير  دماي 
كردن، حذف مواد انجمادي و برگشت به حالت فيزيولوژيكي جنين 
از  يك  هر  طي  در  جنين ها  انجماد  فرايند  كه  است  شده  ثابت   .(20)
آسيب  شود.  جنين ها  انجمادي  آسيب  به  منجر  مي تواند  فوق  مراحل 
يا  سلولي  درون  يخ  كريستال هاي  تشكيل  اثر  در  مي تواند  انجمادي 
برون سلولي، سميت شيميايي و آسيب اسموتيك صورت گيرد. اين 
سلولي،  غشا  نفوذپذيري  سلول ها،  شكل  و  اندازه  به  وابسته  آسيب ها 
توليد  (جنين  جنين  منشا  و  گونه  نوع  جنين،  انجماد  مرحله  و  كيفيت 
 .(21) مي باشد  بدن)  در  شده  توليد  جنين  يا  و  آزمايشگاهي  شده 
مي گيرد.  صورت  انجمادي  محافظ  مواد  كمك  به  جنين ها  انجماد 
سلولي  درون  آب  آب زدايي  براي  نفوذپذير  انجمادي  محافظ  مواد 
مي آورند.  پايين  را  انجماد  نقطه  مواد،  اين  علاوه  به  هستند.  ضروري 
استفاده  جنين  انجماد  براي  معمول  طور  به  كه  انجمادي  محافظ  مواد 
دي متيل   ،(23) گليسرول   ،(22) اتيلن گليكول  از:  عبارتند  مي شوند 

در  اما  هستند  سمي  بالا  غلظت هاي  در  مواد  اين   .(7) سولفوكسايد 
مي يابد (24).  كاهش  مواد  اين  بودن  سم  كم  زمان  يا  پايين و  دماهاي 
انتخاب مواد محافظ انجمادي بايد بر اساس سميت، نفوذپذيري، نوع 
گونه و مرحله انجماد جنين باشد. از طرف ديگر از تركيب اين مواد 

در غلظت هاي بهينه نيز مي توان به منظور انجماد جنين استفاده نمود.
مجدد  اتساع  ميزان  كه  داد  نشان  تحقيق  اين  از  حاصل  نتايج 
منجمد  گاوي  بلاستوسيست هاي  شكوفايي  ميزان  هم چنين  و 
و درصد   78/5  ±  0/067 ترتيب  به  انجمادي   گروه  در  شده 

معني داري  تفاوت  آماري  نظر  از  كه  بود  درصد   43/7  ±  0/083
 ±  0/089 و  درصد   81/6  ±  0/072) كنترل  گروه  با   (p>0/05)
49/8 درصد) مشاهده نشد. اين نتايج از دو جهت قابل تامل است:  
دادن  قرار  از  بعد  تحقيق،  اين  در  شده  گرفته  كار  به  روش  در 
به  سرعت  به  انجمادي،  ساده  ني هاي  نوك  در  بلاستوسيست ها 
انجماد  سرعت  اينكه  به  توجه  با  شدند.  منتقل  مايع  ازت  درون 
روش  يك  در  جنين ها  بقا  تعيين كننده  فاكتورهاي  از  يكي 
بلاستوسيست هاي  سريع  انجماد  روش  بنابراين  مي باشد،  انجمادي 
مناسبي  روش  مي تواند  تحقيق،  اين  در  شده  برده  كار  به  گاو 
اين  در  شده  گرفته  كار  به  دست ساز  ني هاي  ديگر  طرف  از  باشد. 
حجم  كمترين  با  مي توان  را  بلاستوسيست ها  كه  آن  علت  به  تحقيق 
مي توانند  بالايي  كارايي  با  داد،  قرار  آن  روي  بر  انجمادي  مواد 
گيرند.  قرار  استفاده  مورد  گاوي  بلاستوسيست هاي  انجماد  جهت 
بلاستوسيست ها  شيشه اى  انجماد  از  استفاده  با  همكاران  و  لوسين 
از  حاصل  حاملگى  ميزان  تجارى،  كرايوتاپ هاى  از  استفاده  با 
هم چنين  كردند.  گزارش  درصد   57 را  بيماران  به  جنين   97 انتقال 
و  انسانى  بلاستوسيست هاى  شيشه اى  انجماد  ار  استفاده  با  محققين 
حاملگى  ميزان  درصد   53 تجارى،  كرايوتاپ هاى  از  به كارگيري 
با  مشابهى  مطالعه  كردند.  گزارش  را  زنده  تولد  درصد   45 و 
شده  حاملگى  درصد   57 به  منجر  كولومبيا  در  كرايوتاپ  تكنيك 
شده  ذوب   – منجمد  جنين هاى  انتقال  از  حاصل  نتايج   .(12) است 
انجماد  جهت  كرايوتاپ  روش  بودن  ارزشمند  بر  محكمى  شواهد 
بر  علاوه  روش،  اين   .(25) مى باشد  بلاستوسيست ها  شيشه اى 
شيشه اى  انجماد  جهت  مى تواند  بلاستوسيست ها  شيشه اى  انجماد 
تولد  اولين  كه  طورى  به  گيرد؛  قرار  استفاده  مورد  نيز  اووسيت ها 
منجمد  اووسيت هاى  از  حاصل  بلاستوسيست هاى  انتقال  از  زنده 
شده  گزارش  كرايوتاپ  روش  وسيله  به  آمريكا  در  شده  ذوب   –

است (26). 
در انجماد شيشه اى بلاستوسيست هاى گاوى با استفاده از نى هاى 
ساده انجمادى دست ساز در اين تحقيق، ميزان بالاترى از اتساع مجدد 
شده  ذكر  تحقيقات  به  نسبت  ذوب   - انجماد  از  پس  بلاستوسيست ها 
تفاوت  را  نتايج  اين  اختلاف  عامل  مى توان  كه  شد  حاصل  بالا  در 
سرعت  ها،  جنين  كشت  جهت  شده  استفاده  كشت  محيط هاى  در 
شيشه اى  انجماد  نتايج  دانست.  انجمادى  محلول هاى  و  كردن  سرد 
ميزان  كه  داد  نشان  همكاران  و  مارتينز  توسط  گاو  بلاستوسيست هاى 
 .(27) بود  درصد   45/8 انجماد-ذوب  از  پس  جنين ها  شكوفايى 
هم چنين در تجربيات انجماد شيشه اى جنين هاى گاو توسط ندامبال و 
همكاران ميزان اتساع مجدد بلاستوسيست ها، 24 ساعت پس از ذوب 
و ميزان شكوفايى به ترتيب، 71 درصد و 54 درصد گزارش شد (28). 
بلاستوسيست هاى  شيشه اى  انجماد  از  حاصل  نتايج  مشابه  نتايج،  اين 

گاو با استفاده از نى هاى دست ساز در اين تحقيق مى باشد. 
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نتيجه گيرى 
جمله  از  تحقيق  دراين  شده  ارزيابي  پارامترهاي  كلي  طور  به 
جنين هاي  دژنراسيون  درصد  و  شكوفايي  مجدد،  اتساع  ميزان 
با  را  معني داري  تفاوت  تحقيق،  اين  غيرانجمادي  و  انجمادي 
گرفته  كار  به  روش  كه  مي رسد  نظر  به  لذا  ندادند،  نشان  يكديگر 
فوق،  انجمادي  محافظ  مواد  شده  استفاده  غلظت  با  تحقيق  اين  شده 
گاو  آزمايشگاهي  جنين هاي  انجماد  جهت  مناسبي  روش  مي تواند 
بودن  كارامد  دهنده  نشان  هم چنين  باشد.  بلاستوسيست  مرحله  در 

بلاستوسيست هاى  شيشه اى  انجماد  جهت  دستى  شده  ساخته  نى هاى 
قيمت  گران  تجارى  كرايوتاپ هاى  خريدارى  به  نياز  عدم  و  گاو 

مى باشد. 

تقدير و تشكر
كه  رويان  پژوهشكده  محترم  مديريت  از  مقاله  نويسندگان 
را  طرح  اين  انجام  مادى  هزينه هاى  هم چنين  و  تجهيزاتى  امكانات 

سپاسگزارى مى نمايند.   نمودند،  فراهم 
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