
  

405 

Original Article 
 

The effect of freezing period on the viability and cleavage of two-cell 
embryos in mice 

 
Navazesh A, Esmaeilnejad-Moghadam A*, Karimpour-Malekshah AA, Rezaei N, Ghasemi H 

 
Department of Anatomical Sciences, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, 

Mazandaran, I. R. Iran. 
 

Received April 4, 2014; Accepted September 27, 2014 
 
Abstract: 
 
Background: Despite the advantages of the vitrified embryos, some negative aspects of the 
survival and cleavage of such embryos are reported. This study aimed to examine the effect 
of freezing period on the viability and cleavage of two-cell mouse embryos. 
Materials and Methods: In this experimental study, following the induction of ovulation in 
female NMRI mice, mating and confirming the presence of vaginal plug, female mice were 
sacrificed by cervical dislocation, 48-44 h after hCG injection. The two-cell embryos were 
collected by flushing and incubated for 24 h in an incubator with CO2 stream, 37˚C. 
Embryos were divided into the 6 groups: the control group, freezing for 24 hours, 72 hours, 
one week, two weeks and one month. After the completion of the freezing periods, the 
embryos were thawed by the standard methods and their viability and cell division were 
examined. 
Results: Not only the percentage of embryos survived after freezing period showed a 
significant difference compared to the control group, but there were also significant 
differences between the experimental groups (P<0.05). Embryo development after different 
freezing periods showed a significant decline compared to the control group (P<0.0001) and 
also between the experimental groups (P<0.05).  
Conclusion: The freezing period for two-cell mouse embryos has negative effects on the 
embryo survival and cell division. It seems that freezing in two-cell stage embryos can 
reduce the ability to evolve to the higher stages. The best time to transfer to the frozen 
embryos to the uterus of female mice would be in 8-cell stage to provide the opportunity to 
continue the development of the reproductive system.  
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  هاي دو سلولي موشبر زنده ماندن و كليواژ جنين انجماد بررسي اثر مدت زمان
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  مقدمه
ها در زوج درصد 10- 15ناباروري مشكلي شايع است كه 

طبق تعريف، ناباروري . ]1[ شوندسنين باروري با آن مواجهه مي
ماه يا بيشتر مشروط بر عدم استفاده از  12عدم بارداري به مدت 

-شيوع نا. هاي پيشگيري از بارداري و داشتن نزديكي استروش

گزارش  درصد 7/6 ،و ناباروري ثانويه درصد 6/10 ،باروري اوليه
ميليون  80طبق گزارش سازمان بهداشت جهاني . ]2[ شده است

امروزه استفاده از . ]3[ داوطلب درمان ناباروري در دنيا وجود دارد
 ART, Assisted reproductive)هاي كمك باروريروش

technology) هاي نابارور بهترين گزينه براي رفع مشكلات زوج
و تزريق درون سيتوپلاسمي ) IVF( آزمايشگاهيتلقيح . است
، دو (ICSI, Intra-cytoplasmic sperm injection) اسپرم

ها و كمك براي فقيت آميز براي درمان ناباروري زوجروش مو
  .باشدحاملگي مي

  
  دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،دانشكده پزشكي، علوم تشريح گروه ،كارشناس ارشد 1
  دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،دانشكده پزشكي، علوم تشريحگروه  دانشيار، 2
  دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،دانشكده پزشكي، علوم تشريح گروه استاد، 3
  دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،دانشكده پزشكي، علوم تشريح گروه، استاديار 4
  :نشاني نويسنده مسئول *

  دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران
  01133543087: دورنويس                                   0911 1510928: تلفن

 mog1339@gmail.com :پست الكترونيك

  5/7/93 :تاريخ پذيرش نهايي                                   15/1/93 :تاريخ دريافت

منجمد  ،آينددست ميهاي اضافي كه با اين روش بهجنينلقاح 
كه بيمار دوباره وارد يك چرخه شوند تا در آينده بدون آنمي
. ]4[ ني شود ذوب شده و براي انتقال مورد استفاده قرار گيرددرما

مانند كاهش ريسك تحريك انجماد جنين امروزه با توجه به فوائد 
-OHSS, Ovarian hyper) بيش از حد دارويي تخمدان

stimulation syndrome)، هاي چند قلويي و در نهايت بارداري
-عنوان جزء لاينفك روشها بهافزايش تجمعي احتمال باروري آن

تمايل  در حال حاضر. ]5[ شودهاي كمك باروري محسوب مي
هاي حيواني و اي در حفظ جنينزيادي به استفاده از انجماد شيشه

هاي و ذوب از ويژگي سرعت بالاي انجماد. انساني وجود دارد
هاي بسيار، فرآيند انجماد رغم تلاشعلي. بارز اين تكنيك است

هنوز باعث تغييرات جدي كروموزومي، مورفولوژيكي و 
دهد كه ميزان موفقيت مطالعات نشان مي. شودبيوشيميايي جنين مي

انجمادي  روشانجماد در نگهداري و بازگشت جنين نه تنها به 
در نتيجه احتمال  ؛]6[ ويني جنين هم بستگي داردبلكه به مرحله تك

پذيري جنين در مراحل مختلف سلولي باهم فرق  رود كه آسيبمي
هاي اخير مطالعات مختلفي در رابطه با در همين راستا در سال. كند

. ارزيابي مرحله تكاملي مناسب براي انجماد جنين انجام شده است
براي انجماد تخمك انساني،  اي در بسياري از مراكزانجماد شيشه

 مرحله بلاستوسيست هاي مرحله پرونوكلئار، مرحله كليواژ وجنين
نتايج مقايسه جنين تازه با جنين منجمد در . شوداستفاده مي ]11-7[

  :خلاصه
هدف از اين مطالعه، تاثير مدت زمان . وجود داردها بر بقا و كليواژ جنيناي انجماد شيشهگزارشاتي مبني بر تاثير منفي  :سابقه و هدف
  .شدباها بعد از ذوب ميهاي دو سلولي موش بر زنده ماندن و كليواژ آنانجماد جنين
هاي نر و تاييد وجود جفت شدن با موش ،NMRIهاي ماده گذاري موشبعد از تحريك تخمك ،اين مطالعه تجربيدر  :هامواد و روش

- روش فلاشينگ جمعهاي دو سلولي حاصله بهجنين. ، قطع نخاع شدندHCGساعت بعد از تزريق  44-48هاي ماده پلاك واژني، موش

-گروه شامل گروه شاهد، انجماد به 6ها در جنين. نگهداري شدند CO2با جريان  C˚37در انكوباتور ساعت  24مدت و بهشده آوري 

و شده ها به روش استاندارد ذوب بعد از اتمام زمان انجماد، جنين. ساعت، يك هفته، دو هفته و يك ماه تقسيم شدند 72ساعت،  24مدت 
 .گرفت ها مورد بررسي قرارزنده ماندن و تقسيم سلولي آن

بلكه اختلاف بين  ،داري را نشان دادهاي زنده بعد از مدت زمان انجماد نه تنها نسبت به گروه شاهد اختلاف معنيدرصد جنين :نتايج
در و  )>0001/0P(هاي مختلف نسبت به گروه شاهد ها بعد از انجماد در مدت زمانتكامل جنين). >05/0P(ها هم مشهود بود گروه

  .گيري را نشان دادندافت چشم )>05/0P( ن گروهيبيهاي مقايسه
 رسد كهنظر ميبه .ها داردموش، تاثير منفي بر بقاء و تقسيم سلولي آن منجمد شده هاي دو سلوليطول مدت نگهداري جنين :گيرينتيجه
به رحم بهترين زمان جهت انتقال  .دهدقابليت تكامل به مراحل بالاتر را كاهش ميدو سلولي  هدر مرحل هاي موشانجماد جنينانجام 

  .باشد تا فرصت ادامه تكامل در سيستم توليد مثل انجام پذيردسلولي مي 8، موش ماده
  هاي دو سلولي، تقسيم سلولي، جنينذوب ،انجمادمدت زمان  :كليديواژگان

405-410 ، صفحات1393 آذر و دي، 5پژوهشي فيض، دوره هجدهم، شماره  –نامه علميدو ماه  
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گر اين مطلب است كه ميزان بقا و شانس بعضي از مطالعات بيان
در . ]12[ يابددرمان ناباروري با استفاده از انجماد جنين افزايش مي

دليل آماده نبودن بيمار ناگزير به در برخي مواردمراكز ناباروري 
ساعت يا بيشتر مجددا  24هاي حاصله را فريز كرده و بعد از جنين
ها ها يا ماهدهند و در مواقعي اين زمان به هفتهو انتقال ميكرده ذوب 
ها آن ها، تماميبايد دانست كه بعد از ذوب كردن جنين. رسدمي

 ديگر گردند و از طرفبر نمي انجماد مجددا به وضعيت قبل از
هاي برگشت شده قابليت تكامل به مراحل بعدي را تمامي جنين

تواند مدت رسد كه يكي از عوامل اين نابساماني مينظر ميبه. ندارند
گويي به اين دنبال پاسخاين مطالعه به .ها باشدجنين انجماد زمان

بر سلولي موش  هاي دوشدن جنين انجمادمدت زمان  است كه آيا
  ؟يا خير روند زنده ماندن و كليواژ آن تاثير دارد

  
  امواد و روش ه

در مركز تحقيقاتي  92در تابستان اين مطالعه تجربي 
اين  در .دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مازندران اجرا شد

داري شده از خري  NMRIاز موش سفيد آزمايشگاهي گونه تحقيق
هفته و  12تا  6بين  حيواناتسن . انستيتو پاستور آمل استفاده شد

حداقل  هاماه بوده است و قبل از انجام آزمايش 3سن نرها بيش از 
مدت يك هفته در موسسه تحقيقات مركز نگهداري حيوانات به

 12(دانشگاه علوم پزشكي مازندران طبق استانداردهاي شناخته شده 
و دسترسي آسان به غذا، آب، ) ساعت تاريكي 12ايي و ساعت روشن

هر مرحله كار و تزريق  .رطوبت و دماي كافي نگهداري شدند
 ,PMSG)واحد 5/7به هر موش . موش ماده بوده است 5متشكل از 

Pregnant mare's serum gonadotropin)   به روش داخل
. ، تزريق شدHCGواحد  5/7ساعت،  48صفاقي تزريق و پس از 
موش نر از  ، هر موش ماده با يكHCGبلافاصله پس از تزريق 

- با كنترل پلاك واژني موش و صبح روز بعدشده  همان نژاد جفت

اي قرار و در قفس جداگانهگرديده هاي پلاك مثبت از بقيه جدا 
هاي دو سلولي موش در مراحل ابتدايي كه جنيناز آنجايي. گرفتند

- حيط آزمايشگاهي قادر به كشت نميمد و در نباشداراي بلاك مي

هاي دو سلولي كه در مراحل آخر در اين تحقيق، از جنينباشند لذا 
پس از تزريق  44- 48استفاده شد كه ) Late 2-cell(قرار داشتند 

HCG و به محيط كشت انتقال شده حيوان خارج  لوله رحمي، از
ابتدا ها از لوله رحمي موش، براي خارج كردن جنين. داده شدند

و در كنار شده هاي ماده پلاك مثبت با قطع نخاع گردني كشته موش
شعله با استفاده از ابزار استريل با آغشته كردن قسمت شكمي حيوان 

ها را كنار زده و لوله رحمي را كه در به الكل، آن را باز كرده، روده
هاي رحمي قرار گرفته با دو برش ساده از تخمدان و انتهاي شاخ

اي از محيط كشت كه از قبل آماده و به قطرهكرده رحمي جدا شاخ 
از محيط . انتقال داده شد ،و توسط روغن پوشيده شده بودشده 

راي مرحله شستشو، ب Hepes حاوي بافر Ham’s F10كشت 
پودر اين ( استفاده شد هاآوري جنين فلاشينگ لوله رحمي و جمع

شركت ژرف خرد  باشد كه توسطمحلول محصول شركت سيگما مي
 T6محيط كشت ، چنينهم ).آمده استتهران به صورت محلول در

براي كشت نهايي  )خريداري شده از شركت ژرف خرد تهران(
. ها در انكوباتور مورد استفاده قرار گرفتها و نگهداري آنجنين

 هاي استاندارد صورت گرفتها بر اساس روشانجماد و ذوب جنين
با ) Vitrification Solution: VS1(ول محلول انجمادي ا ]6[

ن لدرصد اتي 5/7حاوي  Ham’s+Hepesتركيب محيط كشت 
 20درصد دي متيل سولفوكسيد و آلبومين سرم انساني  5/7گليكول، 
با ) VS2(محلول انجمادي دوم . استفاده شد درصد
درصد  EG ،15درصد  15حاوي  Ham’s+ Hepesتركيب

DMSO ،5/0 درصد 20لبومين سرم انساني ز و آومولار ساكار 
 7/45 از )T1(ل ميلي ليتر محيط ذوب او 100تهيه براي  .استفاده شد

 20 گرم ساكاروز و ميلي Ham’s+Hepes ،23/34ميلي ليتر محيط 
 100تهيه  چنين، برايهم .ميلي ليتر آلبومين سرم انساني استفاده شد

حيط ميلي ليتر م 8/62 از )T2(ميلي ليتر محيط ذوب دوم 
Ham’s+Hepes ،115/17 ميلي ليتر  20 ميلي گرم ساكاروز و

- به ها در زير هود وهمه محيط .آلبومين سرم انساني استفاده شد

ميكرون تصفيه  2/0صورت جداگانه توسط فيلتر بهصورت استريل و 
هاي دو جنين .شده و در فلاسك و داخل يخچال نگهداري شدند

سان چنين بلاستومرهاي همزه و هماز نظر شكل و اندا حاصله سلولي
 وناي سالم مورد بررسي قرار گرفتند و بعد از يكسان سازيو ز
گروه اول براي . گروه تقسيم شدند 6به  ساده طور تصادفيبهها جنين
در نظر گرفته  )مورد( گروه بعدي براي انجماد 5و  )شاهد( كشت
 .پيدا كردروز ادامه  4شاهد براي مدت  گروه هايكشت جنين. شد

انجماد  .شدند منجمد موردگروه  5 هاي دو سلوليجنينهمگي 
در زير  ؛دو سلولي در دو مرحله صورت گرفت هايجنين

ها كشيده ميكروسكوپ استريو با استفاده از ميكروپيپت دهاني جنين
پس . انتقال داده شد) V1(اي از محيط انجمادي اول شد و به قطره

منتقل شدند ) V2(به محيط انجمادي دوم ها دقيقه، جنين 8–10از 
از نظر دمايي متعادل  C37˚ها از قبل در انكوباتور همه اين محيط(

و پس از گذشت يك دقيقه، به سرعت با حداقل مقدار از ) شدند
اي بر روي كرايوتاپ قرار داده شده و صورت قطرهبه V2محيط 

ها در فواصل مراحل ذوب جنين .بلافاصله وارد نيتروژن مايع شدند
ساعت، يك هفته، دو هفته و يك ماه بعد از  72ساعت،  24زماني 

ها از براي اين منظور كرايوتاپ حاوي جنين. انجماد انجام شد
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در ) T1(سرعت به محيط ذوب اول و بهشده نيتروژن مايع خارج 
 ،پس از گذشت يك دقيقه. گراد منتقل شد درجه سانتي 37دماي 
با ميكروپيپت دهاني  ند،رها شده بود T1حيط هايي كه در مجنين

دقيقه  3پس از . منتقل شدند T2به سرعت به محيط  و هكشيده شد
قطره از محيط كشت شامل  3ها در ، جنينT2توقف در 

Ham’s+Hepes  5مدت سرم آلبومين انساني به درصد 20با 
و سپس به محيط كشت اصلي كه شامل داده شده دقيقه شستشو 

T6  انتقال داده شد و ميزان  ،ميلي گرم سرم آلبومين گاوي بود 4با
اي مرحله( ها تا مرحله هچينگبقا پس از ذوب و روند تكاملي آن

-پلوسيدا شروع به خارج شدن از آن مي كه جنين با شكافتن زونا

 درصد 6با  C 37˚ها در انكوباتور كشت جنين .بررسي شد) كند
ها مورد بررسي ساعت جنين 24ادامه يافت و در هر  CO2جريان 

تا مرحله بلاستوسيست و هچينگ كشت داده  هاجنين. قرار گرفتند
ميزان زنده ماندن پس از . ها ثبت گرديدشد و روز پيشرفت آن

، ميزان كليواژ يا تقسيمات سلولي، نسبت )Survival rate(ذوب 
هايي رسيدن به مرحله بلاستوسيست و نسبت هچينگ شاخص

و با هم شده هاي دو سلولي ثبت گروه از جنين 5ر بودند كه د
و  وژيداراي مورفولهايي كه ذكر است جنين لازم به. مقايسه شدند
زوناي سالم و ، هاي يكسانمربلاستو ،رنگ روشن ،اندازه طبيعي

هاي عنوان جنينبه ،و بلاستومر بودندپرده شفاف فاصله طبيعي بين 
اي ايي كه رنگ تيره يا مايل به قهوههجنين .رسيدندزنده به ثبت مي

ا از پرده شفاف فاصله هآن داشته و يا چروكيده بوده و بلاستومر
. هاي غير زنده از مطالعه حذف شدندعنوان جنينبه گرفته بود

. انجام شد 15نسخه  SPSSها در نرم افزار بررسي آماري يافته
آزمون دقيق هاي مختلف با گروه كنترل از براي ارتباط بين گروه

   ≥05/0P. شداستفاده  1با درجه آزادي مجذور كاي  فيشر و آزمون

  .دشدار بودن اختلاف تلقي معني گربيان
  

  نتايج
سزايي هها تاثير بانجماد جنين هاي اين تحقيقيافته اساسبر 

 1شماره  چنانچه در جدول. دارد هاميزان زنده ماندن جنينبر 
درصد  54/99 شاهدهاي سالم در گروه شود نسبت جنينمشاهده مي

ها در حالت انجماد، نسبت با افزايش زمان نگهداري جنين. باشدمي
هاي دژنره و نسبت جنينيافته سالم پس از ذوب، كاهش  هايجنين

 4به مرحله  تكاملميزان ها بر انجماد جنينچنين، هم .يابدافزايش مي
اثير منفي گذارده و و هچينگ ت بلاستوسيت ،رولاومسلولي،  8و 

 .)2 شماره جدول(شود مانعي براي رشد آنها مي
 

هاي سالم و دژنره بعد از ذوب تعداد و درصد جنين - 1شماره جدول 
  كردن از انجماد

  هاتعداد كل جنين  گروه
 تعداد جنين هاي سالم

  )درصد(
هاي تعداد جنين

  )درصد( دژنره
 )46/0(1  *)54/99(219  220 شاهد

  )10(22  † ††)90(198  220  ساعت24
  )37/11(25  ‡‡‡)63/88(195  220  ساعت72

  )91/15(τπ  35)09/84(185  220 يك هفته
  )55/19(43  �)45/80(177  220 دو هفته
  )28/27(60  )72/72(160  220 يك ماه

  )>0001/0P(ها و با ديگر گروه) >05/0P(ساعت  24دار با گروه اختلاف معني *
  ).P=09/0(و با گروه يك هفته  )P=64/0( ساعت 72با گروه  داراختلاف معنيعدم †

  ).P=0001/0(و يك ماه ) P=004/0(با گروه دوهفته اختلاف معني  ††
با گروه  داراختلاف معني ‡‡ ).P=16/0( با گروه يك هفتهدار اختلاف معنيعدم  ‡

  ).P=0001/0(و يك ماه ) P=01/0(دوهفته 
τ  31/0(دو هفته با گروه دار اختلاف معنيعدم=P.(  

π 03/0(با گروه يك ماه  داراختلاف معني=P.(  
  ).P=055/0( با گروه يك ماهاختلاف معني دار عدم �

  
  هاي مختلفاي در گروههاي دو سلولي پس از انجماد شيشهمقايسه ميزان تكامل جنين - 2شماره  جدول

  )درصد( سلولي شده 8 جنين تعداد  )درصد( سلولي شده 4 جنين تعداد  سلولي 2 جنين تعداد  گروه
 شده جنين مورولا تعداد

  )درصد(
  جنين بلاستوسيست تعداد

  )درصد(
جنين هچينگ  تعداد

  )درصد( شده
  *%)65/24(54  *%)95/89(197  *%)54/99(218 *%)54/99(218 *%)54/99(218  219 شاهد

  *****%)03/3(6  ****%)07/7(14  ***%)71/71(142 **%)93/93(186 **%)93/93(186  198 ساعت24
  ††††%)56/2(5  †††%)15/6(12  ††%)71/68(134 †%)71/88(173 †%)71/88(173  195 ساعت72

  0  ‡‡‡%)70/2(5  ‡‡%)62/61(114 ‡%)32/84(156 ‡%)32/84(156  185 يك هفته
  92/81(%Т 107)45/60(%Т  4)25/2(%•  0(Т 145%)92/81(145  177 دو هفته
  0  0  %)87/6(11 )%37/9(15 )%37/9(15  160 يك ماه
 ساعت 72با گروه دار عدم اختلاف معني*** .)>002/0P( هاگروه ديگر با دارو اختلاف معني )P=06/0( 72 دار با گروهاختلاف معنيعدم  **  ).>0001/0P( نسبت به ديگر گروه هادار اختلاف معني*

)51/0=P( هاگروهديگر با  داراختلاف معني و )05/0P<(. **** ساعت 72با گروه  داردم اختلاف معنيع )71/0=P( هاگروهديگر با  داراختلاف معني و )05/0P<( *****72با گروه  دارعدم اختلاف معني 
اختلاف عدم  †† ).>0001/0P( ماهيكدار با گروه ف معنياختلاو  )P=06/0( گروه دوهفته و )P=2/0( با گروه يك هفته دارعدم اختلاف معني† .)P=01/0( هاگروه ديگر با داراختلاف معني و .)P=61/0( ساعت

 ماهدار با گروه يكو اختلاف معني )P=07/0( و دوهفته )P=10/0( يك هفته با گروه دارختلاف معنيعدم ا ††† ).>0001/0P( ماه يك با گروهدار و اختلاف معني) P=09/0(و دوهفته  )P=14/0( با گروه يك هفته معني
)0007/0P=(. †††† هابا گروه داراختلاف معني )05/0P<.( ‡  با گروه دو هفته داراختلاف معنيعدم )54/0=P( ماهدار با گروه يكاختلاف معني و )0001/0=P.( ‡‡  اختلاف معني داربا گروه دو هفتهعدم )81/0=P( 

  ).P=03/0( ماهگروه يك دار باو اختلاف معني )P=7/0( روه دو هفتهبا گ دارعدم اختلاف معني ‡‡‡ ).P=0001/0( ماهيك دار با گروهاختلاف معني و
Т 0001/0( ماه با گروه يك داراختلاف معنيP<.(  •ماه  با گروه يك دارعدم اختلاف معني)055/0=P( 
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  بحث
هاي دو سلولي اين مطالعه تاثير مدت زمان نگهداري جنين

- ها تا مرحله بلاستوبر ميزان بقا و رشد آنرا در محيط انجماد  موش

نشان داد كه طول مدت نگهداري  و ادسيست مورد بررسي قرار د
هاي دو سلولي موش در محيط انجماد، تاثير منفي بر بقاء جنين
عوامل متعددي بر ميزان بقاء  .ها داردها و تقسيم سلولي آنجنين
ها به مراحل بالاتر تاثير گذارند و هاي منجمد و تكامل آنجنين
- هاي سيتوتي از قبيل پارگي قشر شفاف، افزايش وزيكولصدما

پلاسمي، بر هم خوردن زمينه سيتوپلاسمي و تورم غشاء هسته از 
 ها وارد شوندتواند با انجماد بر جنينهايي است كه ميجمله آسيب

را  اين مطالعه ي مشابه نتايجمطالعه مزدراني و همكارانش نتايج ].13[
 ها دركه طول مدت نگهداري جنين ن داشتندبياها آن. گزارش كردند

هاي كروموزومي پس از انجماد ازت مايع موجب افزايش ناهنجاري
كاهش  ].14[ گرددها ميشود كه منجر به كاهش بقا و رشد آنمي

تواند به همين هاي موش در مطالعه ما ميشديد بقا و رشد جنين
مطالعات . باشدها ها به تغييرات و شوكدلايل و حساس بودن آن

متعدد ديگري هم كه در اين زمينه صورت گرفته است مويد اين 
و همكارانش نشان دادند كه Van der Auwera  .باشدمطلب مي

ها در محلول حاوي ضد يخ، گيري جنين غلظت و مدت زمان قرار
پذيري غشا و مرحله تكويني جنيني از جمله  اندازه سلول، نفوذ

 Royos ].15[ باشداي ميوفقيت انجماد شيشهپارامترهاي مهم براي م
ها در مرحله دو اعلام داشتند كه انجماد جنيننيز و همكارانش 

 ها به مراحل بالاتر مواجه خواهد شدسلولي با كاهش بقا و تكامل آن
و همكارانش نشان داد كه پتانسيل تكاملي  Zhangمطالعه  ].16[

ها كه اثر انجماد آن .هاي دو سلولي موش بسيار حساس استجنين
سلولي موش را مورد بررسي قرار  8و  4، 2هاي اي بر جنينشيشه

دادند، گزارش نمودند كه ميزان بقا پس از انجماد در هر سه رده 
، اما ميزان رسيدن به مرحله بلاستوسيست و بوده سلولي يكسان

ر د ].6[ گيري پايين بودطور چشمهاي دو سلولي بههچينگ در جنين
هاي انجماد يافته دو سلولي بعد از ذوب شدن، مطالعه حاضر جنين

را نشان دادند  درصد 60و ميزان تقسيم سلولي  درصد 82ميزان بقا 
كه بود، در صورتي درصد 2اما ميزان رسيدن به مرحله بلاستوسيست 

Ghorbani اي كه انجام دادند گزارش دنبال مطالعهو همكاران به
هاي منجمد شده در مرحله مورولا د و نمو جنينكردند كه ميزان رش

اين ميزان در  ديگر و از طرف) درصد 92(د رگيري داافزايش چشم
ها اظهار داشتند آن). درصد 25(هاي دو سلولي بسيار پايين بود جنين

   86هاي دو سلولي منجمد شده بعد از دو هفته، كه ميزان بقا در جنين

 25و ميزان بلاستوسيست  درصد 42، هاو ميزان تكامل جنين درصد
دليل نوع مديوم و نوع روش اين اختلاف شايد به ].17[ بود درصد

و همكاران اعلام  Pacalaچرا كه  ؛هاي مرتبط باشدانجماد و مديوم
هاي مورد استفاده هاي انجماد شيشه اي و نوع مديومداشتند كه روش

ها اظهار آن. ثير داردها بعد از ذوب شدن تابر روي بقا و رشد جنين
- ميبسيار حساس هاي دو سلولي به عمل منجمد داشتند كه جنين

و همكاران نشان داده شده كه  Hredzakدر مطالعه  ].18[ باشند
كه طوريبه ؛باشندميبسيار حساس هاي دو سلولي به انجماد جنين
هاي دو سلولي به مرحله بلاستوسيست جنين درصد 3/22تنها 

ها بيان كردند كه عوامل متعددي از قبيل نوع موش، نآ. رسيدند
تواند منجر هاي منجمد شده و روش انجماد ميمرحله تكاملي جنين

و  Cercasمطالعه  ].19[ به اختلاف نتايج مطالعات گوناگون باشد
- ها بعد از انجماد شيشههمكاران هم تائيد كرد كه ذوب كردن جنين

هر چند كه  ].20[ ها تاثير بگذاردينتواند در روند كليواژ جناي مي
در مطالعه ما مشخص شد كه طول مدت زمان انجماد تاثير منفي بر 

هاي م به ذكر است كه جنينزاما لا ،گذاردبقا و تقسيم سلولي مي
سلولي  8هاي مورد آزمايش تا مرحله ذوب شده در هر يك از زمان
. خود نداشتندسلولي  4داري با مرحله پيش رفته و اختلاف معني

سلولي به بعد رخ  8از مرحله  دار بودن تكاملكاهش و اختلاف معني
- فته به مرحله مورولا، بلاستوهاي تكامل ياكه جنينطوريبه ؛داد

سلولي  8و يا هچينگ با كاهش قابل توجهي نسبت به مرحله  سيست
 . مواجه شدند

  
  گيرينتيجه

ير منفي انجماد دست آمده در اين پژوهش مبين تاثنتايج به
دهند كه طور كلي نتايج نشان ميبه. باشدبر بقاء سلول مي

موش در مدت زمان طولاني در  دو سلولي هاينگهداري جنين
شود و هاي موش ميازت مايع باعث كاهش بقا و كليواژ جنين

 .هاي انساني نيز صادق باشدممكن است اين مشاهده براي جنين
 )سلولي دو( تريا در مراحل پايينهاگر ضرورت يابد كه جنين

امل جنين بعد از ذوب كردن و تكرسد نظر ميبهمنجمد شوند، 
باشد تا فرصت ادامه تكامل سلولي مي 8، بهترين زمان جهت انتقال

  .در سيستم توليد مثل انجام پذيرد
  

  تشكر و قدرداني
با تشكر و سپاس از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم 

  .كه از اين پروژه نمودند دليل حمايت ماليهپزشكي مازندران ب
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