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Abstract 
Objective: Different cryoprotectants are used for cryopreservation of ovarian tissue in 
patients at risk of infertility. Ethylene glycol (EG), dimethyl sulfoxide (DMSO) and 
propanediol (PROH) have been chosen as the basic permeable cryoprotectants due to their 
decreased glass-formation characteristics compared to other cryoprotectants. In the 
present study, the effects of two different vitrification methods on whole mouse ovarian 
tissue by the use of a novel staining method (trypan blue) has been evaluated. 
Methods: Ovaries of 8 day-old NMRI mice were isolated and divided among the control, 
vitrification 1 (Vit1) and vitrification 2 (Vit2) groups. The Vit1 solution was composed of 
α-MEM+ 20% FBS + 15% EG + 15% DMSO. The Vit 2 solution was composed of α-
MEM+ 15% FBS +20% EG + 20% PROH. Vit1 and Vit2 procedures were performed at 
4˚C and room temperature, respectively. Warming was performed in α-MEM+ 20% FBS 
supplemented with 1M sucrose in the Vit1 group and α-MEM+ 15% FBS with 
descending concentrations of sucrose (1, 0.5, 0.25 M) in the Vit2 group. Control and 
vitrified warmed ovaries were put in α-MEM supplemented by 0.4% trypan blue for 20 
min, and then stained ovaries were fixed in Bouin’s fixative, serially sectioned in paraffin 
wax and finally quantitatively evaluated under a light microscope. 
Results: The highest percentage of primordial follicles was observed in the control group. 
There was a significant difference between the control and Vit1 groups, and between the 
Vit1 and Vit2 groups (p<0.05). No significant difference was observed in primary and 
preantral follicles between the control and vitrification groups. 
Conclusion: Vitrification with EG and PROH are more suitable for preservation of 
follicle reserves in ovaries. Trypan blue staining is a faster and easier method for 
evaluation of ovarian tissue. 
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ای بافت تخمذان موش نابالغ با  مقایسه دو روش متفاوت انجماد شیشه

 آمیسی تریپان بلو رنگ استفاده از

4یثامن درضای، حم2ی، روح الله فتح**3یوسفی، بهپور *2یمیتا ابراه ی، ب1یخان وضیع دهیفر
 

سونيبه،   یداىشگبٍ علوٌم پششوک   ،یداىشکدٍ علٌم پششک ح،یتشز ً گزًٍ علٌم یدستگبٍ عصب یبدیبي یُب سلٌل قبتیارشد، مزکش تحق یکبرشيبس یداىشجٌ -1
 زاهیسنيبه، ا

ٍ جي بر،یاستبد -2 لٌ یپششک قبتیمزکش تحق ،یشيبس ویگزً ٍ سمثل،  دیت ُشکد مٌ پششک یشيبس ستیپژً لٌ یً عل  زاهیتِزاه، ا به،یپژًُشگبٍ رً ،یمثل جِبدداىشگبُ دیت
 زاهیسنيبه، سنيبه، ا یداىشگبٍ علٌم پششک ،یداىشکدٍ علٌم پششک ح،یً گزًٍ علٌم تشز یبٍ عصبدستگ یبدیبي یُب سلٌل قبتیاستبد، مزکش تحق -3
 زاهیسنيبه، سنيبه، ا یداىشگبٍ علٌم پششک ،یداىشکدٍ علٌم پششک ح،یً گزًٍ علٌم تشز یدستگبٍ عصب یبدیبي یُب سلٌل قبتیمزکش تحق بر،یداىش -4
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 چكيده
. اتاینه  ؿاًد  َبی اوجمبدی متفبيتی ثشای اوجمبد ثبفت تخمذان ثیمابسان دس مراشم ر اش وبثابسيسی اػاتفبدٌ مای       سيؽ هدف:

ٍ     گنیکًل، دی متیل ػًلفًکؼبیذ ي پشيپبوذیًل، ثب ربكیت تـاکیل کشیؼاتبل   َابی اوجمابدی    عىاًان ملناًل   َابی یاک کمتاش ثا
ٍ       ای دس مقبیؼٍ ثب اوًاع دیگش تًكیٍ ؿذٌ وفًرپزیش پبیٍ ای متفابي  سيی   اػات. دس م بلراٍ ضب اش ر ابس دي سيؽ اوجمابد ؿیـا

 رمیضی تشیپبن ثنً ثشسػی ؿذ. دٌ اص سوگثبفت کبمل تخمذان مًؽ وبثبلغ ثب اػتفب
ي  1َبی کىتشل غیاش اوجمابدی، اوجمابدی     ، پغ اص جذاػبصی دس گشيNMRIٌسيصٌ وظاد  8َبی  : تخمذان مًؽها مواد و روش

 15دسكذ، دی متیل ػًلفًکؼابیذ   15اتینه گنیکًل، α-MEMاص ملیط پبیٍ  1ملنًل اوجمبدی ثىذی ؿذوذ.  دػتٍ 2اوجمبدی 
دسكذ ي ػشم  20دسكذ، پشيپبوذیًل  20اتینه گنیکًل  اص ملیط پبیٍ، 2ملنًل اوجمبدی دسكذ ي  20جىیه گبيی  دسكذ، ػشم
اتاب    یدماب گاشاد ي   دسجاٍ ػابوتی   4تشتیت دس دمبی  ثٍ 2 یي اوجمبد 1یاوجمبد یَب سيؽ دسكذ تـکیل ؿذ. 15جىیه گبيی 
ماًرس ي دس   1دسكذ ي ػاًکشيص   20لیط پبیٍ، ػشم جىیه گبيی ثب اػتفبدٌ اص م 1 یسيؽ اوجمبدمشاضل رية دس  اوجبم ؿذوذ.
 25/0ي  5/0، 1َابی کبَـای ػاًکشيص      دسكاذ ي غنتات   15ثشداسی اص ملیط پبیٍ، ػشم جىیه گبيی  ثب ثُشٌ 2 یسيؽ اوجمبد

ٍ  دقیقٍ اوکًثٍ، ثٍ 20مذ   دسكذ ثٍ 4/0ملیط پبیٍ ي سوگ تشیپبن ثنً دس َب  مًرس( اوجبم ؿذ. تخمذان ثاًنه تبجیات ي دس    يػاین
 ؿمبسؽ ؿذ. یوًس کشيػکًحیميػینٍ  ثٍ هیي انًص هینیَمبتًکؼرمیضی  َبی ثبفتی ػشیبلی ثرذ اص سوگ وُبیت ثشؽ

( ثایه  P<05/0داسی   َبی ثذيی دس گشيٌ کىتشل غیش اوجمابدی مـابَذٌ ؿاذ ي اراتعن مرىای      : دسكذ صیبدی اص فًلیکًلنتایج
داسی َا  دس   افاضایؾ مرىای   مـابَذٌ ؿاذ.   2اوجمابدی  ي  1اوجمابدی  ي َمچىیه ثیه  1اوجمبدی گشيٌ کىتشل غیش اوجمبدی ي 

 مـبَذٌ ؿذ. 1اوجمبدی ( وؼجت ثٍ P<05/0  2اوجمبدی مبوی َش ػٍ دػتٍ فًلیکًلی دس گشيٌ  ؿبرق صوذٌ
فا  ي وگُاذاسی   تاشی ثاشای ض   گضیىاٍ مىبػات   ثب اػتفبدٌ اص تشکیات اتاینه گنیکاًل ي پشيپبواذیًل    ای  : اوجمبد ؿیـٍگيری نتيجه

عىًان یک ؿیًٌ ػاشی  ي رػابن ثاشای اسصیابثی ثبفات تخماذاوی        رمیضی تشیپبن ثنً، ثٍ ثبفت تخمذان اػت ي َمچىیه سيؽ سوگ
 ؿًد. پیـىُبد می

 
 ای، تشیپبن ثنً : ثبفت تخمذان، اوجمبدؿیـٍکليدواشگان
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 مقدمه
ٍ  ،اوجمبد ثبفت تخمذان تراذاد صیابدی   دلیال داسا ثاًدن    ثا

مىبػت ي کبسثشدی  یسيؿ دس مشاضل مختنف تکًیىیل فًلیکً

ٍ  مجتع ثاٍ ػاشنبن  دس وبثبلغیه ي ثیمبسان  . [1]سيد  ؿامبس مای   ثا

بن دادٌ اًوی اوجمبد ثبفت تخمذان وـ اػت کٍ امکبن  م بلرب  ضی

ًوذ دس مًؽ كلشایی ثبسيسی ي تًلذ صوذٌ ثرذ اص اوجمبد ي پی

يجًد داسد. دس اوؼبن ویض  [4]ي گًػفىذ  [3]، مًؽ ػًسی [2]

ثٍ دوجبل اوجمبد ي پیًوذ ق رب  قـشی ثبفات تخماذان، تًلاذ    

ثبفات  ثشگشداواذن  ثاب   ؛اص نشفای  .[5] صوذٌ گضاسؽ ؿذٌ اػت

ٌ ثش ثنًغ ي تکًیه فًلیکًل مىجمذ ؿذٌ ثٍ فشد، تخمذان َب  ععي

ي اص  [6] ؿاًد  ػابرتٍ مای  یذی یَبی اػتشي ًَسمًن ،گبمتي 

جبیی کٍ ثبفت تخمذان ضبيی ترذاد صیبدی تخماک وبثابلغ    رن

َب ي فربلیت متبثًلیک  دلیل ترذاد ػنًل ثٍَب  اػت ي ایه تخمک

رػیت کمتشی  ، اوجمبدتشوذ وؼجت ثٍ تغییشا  دمبیی مقبيمکمتش، 

. اص نشفی ثشای ضف  تىًع طوتیکای  [5] دػبص َب ياسد می ثٍ رن

اًوب ، ضفبظت گًوٍ َبی دس ضبل اوقشام یب ثشای اجتىبة اص  ضی

اًواب  رابوگی،    ر ش تًلیذ ي تىبػل دس میبن َ  وظادَب دس ضی

اًوذ يػینٍ اوجمبد ثبفت تخمذان می ای ثشای تًػارٍ ي ضفا     ت

دوجبل رن،  . اوجمبد فشریىذی اػت کٍ ثٍ[7] ب ػبصدمىج  طوًم مُی

مکبویضم دس رػیت ثبفات یاب    2ؿًد.  كذمبتی ثٍ ثبفت ياسد می

َبی مکبویکی وبؿی اص کبَؾ دمب  رػیت -1: ػنًل وقؾ داسد

د ي ا اش راًد سا ثاش    ًؿ میَبی یک  بد کشیؼتبلکٍ مىجش ثٍ ایج

ؿکل ػنًل ي ثبفت ي ویض مؼیشَبی مًلکًلی دریل دس سؿاذ  

اًد   رػیت -2 گزاسد می َبی وبؿی اص ر بس ؿیمیبیی ي اػمضی ما

ي ( Fahyػات. فابَی    ا کٍ دس ثیه ثنًسَبی رة ثبقی مبواذٌ 

َبی وبؿی  َبی کبَؾ رػیت ، سيؽ1986َمکبساوؾ دس ػبل 

َابی   الف( سيؽ: سا دس دي گشيٌ دػتٍ ثىذی کشدوذاص اوجمبد 

اوتخابة   -2 ضاذاکبش کابَؾ دماب    -1 ؿابمل: ايلیٍ  مؼتقی ( 

ضذاکبش کبَؾ صمبن تمبع ثب  -3 مىبػت (Carrier  َبی ضبمل

یک غیش ػمی  َبی  ذ کبسگیشی ملنًلٍ ث -4 َبی  ذ یک ملنًل

ٍ  غیش مؼتقی ( ؿبم ة( سيؽي  ي تب ضذ امکبن رىبی ی   لَبی  بوً

کابسگیشی سقات مىبػات    ٍ ث -2، اجتىبة اص رػیت اػمضی -1

ٌ اص  ذ -3 َب ملنًل لی ث یک اػتفبد جبی دارل ٍ َبی ربسج ػنً

اَمیت دس اوجمبد ثبفت تخمذان، اوذاصٌ  داسایوکتٍ . [8]ػنًلی 

جبیگابٌ  َب دس تخمذان اػت.  ثبفت ي ملل قشاسگیشی فًلیکًل

ٍ    فًلیکًل دس مىابن  ػا لی ي    َبی کًچاک ثاذيی ي ايلیا

دس  (Antral follicles  لَبی ثاضس   بوًیاٍ ي روتاشا    فًلیکًل

َاب ثابلغ ي ثاشای     اػات ي صمابوی کاٍ فًلیکاًل    مىبن  عمقی 

 کىىذ ي ؿًوذ ثٍ نشن ػ ح ضشکت می گزاسی رمبدٌ می تخمک

ٍ ثبفت کًچک َمچىیه َب ثٍ مىبن   یک تش ثبؿذ، وفًر  ذ َش چ

َابی یاک    ي اص تـکیل کشیؼاتبل  یبثذ میعمقی ػشعت ثیـتشی 

اًَذ ؿذ. ثىبثشایه َبی ثضس ، ثبیذ ثٍ ق رب   ثبفت جنًگیشی ر

د تب کمتشیه رػیت ثٍ ثبفت ؿًتش تقؼی  ي ػپغ مىجمذ  کًچک

ياػ ٍ ضج  ػانًلی  ٍ َبی وبثبلغ ث تخمکاص نشفی ياسد ؿًد. 

َبی ديک متبفبصی، وؼجت ثٍ كذمب  وبؿی  کمتش ي فقذان سؿتٍ

َابی دس مشاضال اثتاذایی     ي فًلیکًل َؼتىذتش  اص اوجمبد مقبيم

َبی وبؿی اص اوجمابد قاشاس    دس مرشم ر ش رػیتکمتش  ،سؿذ

. ثاب ایاه يجاًد، َىاًص َا  اوجمابد ثبفات ي        [9] گیشواذ  مای 

َبی  ثضس  مبوىذ ثبفت تخمذان، دس مقبیؼٍ ثب ػنًل یَب اوذامک

 یوقـٍ َىذػسيثشي اػت.  جذاػبصی ؿذٌ ثب مـکع  ثؼیبسی

تبجیت ؿذٌ، تشاک  ػنًلی ثبر، تىًع ػنًلی ي ضضاًس ػیؼات    

اًوذ سيی وفًرپزیشی  عشيقی َمگی پبسامتشَبیی اػت کٍ می ت

اًد  ذ یک ثاٍ ثبفات ا اش ثگازاسد      . اوجمابد ثبفات   [11 ،10]م

 ٍ اًن ثٍ َش دي سيؽ رَؼتٍ ي ؿیـا ای  تخمذان دس اوؼبن ي ضی

ثبفات تخماذان ماًؽ     ايلیه اوجمابد . [14-12]گیشد  اوجبم می

 .[15] گاضاسؽ ؿاذ   1960دس ػابل   (Parrot  پابسي   تًػط

ايلایه ثبفات تخماذان     1996ویض دس ػابل   (Hovatta  ًَياتب

اشٌ  [16] اوؼبوی سا مىجمذ ومًد ثاشداسی اص سيؽ   . ثب يجاًد ثُ

َبی ثاذيی ثبفات    اوجمبد رَؼتٍ ثشای ضف  جمریت فًلیکًل

ثاش ثاًدن، َضیىاٍ ثابر، اضتمابل       دلیل صمبن ، امب ثٍ[17]تخمذان 

َابی   َبی یک دارل ػنًلی ي تخشیت اوذامک تـکیل کشیؼتبل

ا   ٍ    شٌػنًل دس ایه وًع اوجمابد، ثُ ای  ثاشداسی اص اوجمابد ؿیـا

بن دَىذٌ ایه م نت  تًكیٍ ؿذٌ اػت. م بلرب  اوجبم ؿذٌ وـ

دلیل اػتفبدٌ اص ضج  پابییه   ای ثٍ اػت کٍ سيؽ اوجمبد ؿیـٍ
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َبی اوجمبدی ي ػشعت ثبری اوجمبد، رػیت کمتشی سا  ملنًل

  ٍ كاشفٍ   ثٍ ثبفت تلمیل کشدٌ ي اص وتش اقتلبدی َ  مقاشين ثا

 کشایًتاابحضبماال  ثااب اػااتفبدٌ اصاص نشفاای  ؛[21-18]اػاات 

 Cryotop،)      ومًوٍ دس مراشم ملناًل اوجمابدی ي ػامیت

کمتشی اػت ي تمبع ثؼیبس وضدیکی ثب مابی  ویتاشيطن ثشقاشاس    

مابد ي کابَؾ تخشیات    کىذ ي ثبعث افاضایؾ ػاشعت اوج   می

ٍ مىبػجی ثٍ ثشای ومًوٍ ي دؿً می وتش  َبی کًچک تخمذان، گضیى

 2009ي  2007َبی  دکتش ایمبوی ي َمکبساوؾ دس ػبل سػذ. می

اًوؼتىذ ثب مًفقیت ومًوٍ ی َبی تخمذاو ثب اػتفبدٌ اص ایه ضبمل ت

 ىذکىسا مىجمذ ي ثرذ اص نی مشاضل رية اػتفبدٌ  مًؽ ػًسی

اًد  ذ یک ماًسد اػاتفبدٌ ي صمابن ثاٍ ترابدل       .[22] تشکیت م

اًمل کنیذی ي تأ یشگزاس سػبوذن ثبفت دس ملنًل اوجمب دی اص ع

م بلرب  کمای دس   .[23]ؿًد  ای ملؼًة می دس اوجمبد ؿیـٍ

ثٍ  (Ethylene Glycol مًسد اػتفبدٌ اص تشکیت اتینه گنیکًل 

ٍ  (Propanediol َماشاٌ پشيپبواذیًل    اًن ملناًل   ثا َاابی  عىا

اوجمبدی گضاسؽ ؿذٌ اػت. ثاشای ثشسػای تمبمیات ثبفات ي     

َبی  َبی ثبفت تخمذاوی مىجمذ ؿذٌ، سيؽ مبوی فًلیکًل صوذٌ

یکشيػاکًح واًسی ي   ؿىبػای ثاب اػاتفبدٌ اص م    متفبي  ثبفت

َبی ضیابتی يجاًد داسد    الکتشيوی ي َمچىیه اػتفبدٌ اص سوگ

 یؿىبػا  خات یسَبی ثشسػی  جبیی کٍ سيؽ امب اص رن [24-26]

ٍ  صمبنَب اص وتش کمی ي کیفی، ثؼیبس  ثبفت کابسگیشی   ثش اػت، ثا

اًس ػبصد،  شيسی  سيؽ َبیی کٍ مؼیش سػیذن ثٍ وتیجٍ سا َم

 سػذ. وتش می ثٍ

 ً اًن یک سوگ ضیبتی، ثشای  ثٍ( Trypan blue تشیپبن ثن عى

َابی ػانًلی    َبی صوذٌ ثٍ مشدٌ دس کـت ثشسػی وؼجت ػنًل

ٌ می ؿًد. غـبی ػنًل اػتفبدٌ می اًوذ تًػط ایه مبدٌ  َبی مشد ت

َبی صوذٌ دس ثشاثاش   یبیی ثٍ سوگ رثی تیشٌ دسریذ، امب ػنًلؿیم

ابن    وفًر ایه مبدٌ ثٍ دارل غـبی ػنًلی اص رًد مقبيمات وـ

وکتٍ مُ  دس اػتفبدٌ اص رن ثبیذ تًجٍ  2دس ایه ثیه ثٍ  دَىذ. می

ای داسد ي تمابع   ومًد: صمبن اػتفبدٌ اص ایه سوگ اَمیت يیظٌ

ثنً اضتمبل ایجبد تخشیت دس  دقیقٍ ثبفت ثب تشیپبن 30ثیـتش اص 

َبی ػبل ، جمریت  دَذ ي وفًر رن ثٍ ػنًل ثبفت سا افضایؾ می

اًَاذ کاشد ي اص    ػنًل َبی تخشیت ؿذٌ سا دػتخًؽ تغییش ر

َاابی رپًپتًتیااک ي وکشيتیااک   نشفاای؛ افتااشا  ثاایه ػاانًل 

 Apoptotic and Necrotic cells )   ثااب اػااتفبدٌ اص ایااه

جبیی کٍ تشیپابن ثناً    اص رن. [27]پزیش ویؼت  رمیضی امکبن سوگ

 [28]ؿًد  َب اػتفبدٌ می رمیضی ػنًل نًس گؼتشدٌ ثشای سوگ ثٍ

رمیضی ثبفات، گاضاسؽ ؿاذٌ     ي م بلرب  ملذيدی ثشای سوگ

ٍ دي رمیضی ثشای مقبیؼ اػت، ثىبثشایه اػتفبدٌ اص ایه ؿیًٌ سوگ

َبی تخمذاوی ماًؽ   ای دس ثبفت سيؽ متفبي  اوجمبد ؿیـٍ

 وبثبلغ پیـىُبد ؿذٌ اػت.

 

 ها مواد و روش
بَی  دلیل ؿجبَت ثٍ NMRIوظادػش مًؽ  15دس ایه نشح اص 

طوتیکی، فیضیًلاًطیکی ي تًلیاذمبنی ثاب اوؼابن اػاتفبدٌ ؿاذ.       

ای، پغ اص ياسد ؿذن ثٍ ثخاؾ   َفتٍ 8-6َبی وش ي مبدٌ  مًؽ

اًو مذ  یک َفتٍ دس  ب  رصمبیـگبَی پظيَـگبٌ سيیبن، ثٍضی

اًوب  ثب دمبی  گاشاد ي   دسجٍ ػبوتی 25-20اتب  مخلًف ضی

ػبعت تبسیکی،  12ػبعت سيؿىبیی ي  12تلت چشرٍ صمبوی 

گبٌ  یبنایه پب وگُذاسی ؿذوذ. ٍ داسای مجًص کمیتٍ ارع  داوـ وبم

مااًس   299774/92عناًم پضؿااکی ػامىبن ثااٍ ؿامبسٌ وبمااٍ    

ي َاب فاشاَ     ماًؽ گیاشی   امکبن جفات  .ثبؿذ می 1392/2/10

سيص پغ اص صایمبن،  8ي  وذَبی ثبسداس اص ػبیشیه جذا ؿذ مًؽ

ٍ ؿذوذ ي ػپغ و ٌ اثتذا ثٍ سيؽ ق   وخبع گشدوی کـت ًصادان مبد

َب ثب ایجبد یک ؿکبن عش ی دس وبضیٍ ؿک   َبی رن تخمذان

اص َش مًؽ یک تخمذان ثشای گشيٌ کىتشل ي دیگشی ربسج ؿذ. 

ٌ تقؼی  ٍ گشي ٍ ػ ثىذی ؿذوذ  تلت فشریىذ اوجمبد قشاس گشفت ي ث

بیت اص وتش کمیت فًلیکًلیدس ي  اسصیابثی   یت ثابفتی تمبم ي وُ

، گشيٌ کىتشل غیش اوجمبدی َبی مًسد م بلرٍ ؿبمل: گشيٌوذ. ؿذ

ثًد. سيؽ اوجمبدی ايل ثاب اػاتفبدٌ اص    2ي  1 گشيٌ اوجمبدی

 α-MEM  Alpha- Minimum Essentialملاایط کـاات  

Mediumٍاًن ملیط کـت پبیٍ،  ( ث دسكذ اتینه گنیکًل  5/7عى

 Sigma)ػًلفًکؼبیذ  دسكذ دی متیل 5/7،  ، رلمبن Dimethyl 

Sulfoxide: DMSO ) Sigma)ػشم جىیه  دسكذ 20ي  ، رلمبن
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ثشای ، رمشیکب( Fetal Bovine Serum: FBS ) Gibcoگبيی  

دسكاذ اتاینه    15( ي Equilibrium Solutionملنًل تربدلی  

، Sigma مااًل ػااًکشيص  DMSO ،5/0دسكااذ  15گنیکاًل،  

 :Fetal Bovine Serum  دسكذ ػشم جىیه گابيی  20، رلمبن(

FBS) ثشای ملنًل اوجمبدی  Vitrification Solution اوجبم )

دقیقٍ دس  15تشتیت  َب پغ اص جذا ؿذن اص مًؽ ثٍ ؿذ. تخمذان

دقیقٍ دس ملنًل اوجمبدی قشاس دادٌ ؿذوذ.  30ملنًل تربدل ي 

 َب دس ظشن یک، دس دمبی  مشاضل رکش ؿذٌ، ثب قشاس دادن ومًوٍ

( اوجبم Shakerد ي سيی لشصاوىذٌ الکتشیکی  گشا دسجٍ ػبوتی 4

 کشایًتابح يػینٍ ضبمال   ثٍ 1َبی گشيٌ اوجمبدی  ؿذ. تخمذان

ٌ ؿذوذ. رية پغ  [22] مؼتقیمبً ثٍ دسين ویتشيطن مبی  اوتقبل داد

ػبعت دس دي مشضنٍ اوجبم ؿذ. ملنًل رية ايل ؿابمل   2اص 

دسكذ ي  FBS 20مًرس ي  1، ػًکشيص α-MEMملیط کـت 

دسكذ ثًد.  α-MEM ،FBS 10ملنًل ديم ؿبمل ملیط کـت 

َابی اوجمابدی اص ویتاشيطن مابی ،      وٍپغ اص ربسج کشدن ومً

ٍ   تخمذان  ماذ    َب ثعفبكنٍ ثٍ ملنًل رية مىتقل ؿاذوذ ي ثا

ٍ دس ملنًل ايل دس دمبی اتب  سيی  10 ي  یکیلشصاوىذٌ الکتشدقیق

ثًبتًس ثاب دمابی    30 دسجاٍ  37دقیقٍ دس ملنًل ديم دسين اوک

. سيؽ [29]دسكذ دی اکؼیذ کشثه قشاس گشفتىذ  5گشاد ي  ػبوتی

ٌ اص ملیط کـت  دسكذ  α-MEM ،10اوجمبدی ديم َ  ثب اػتفبد

 شیا غ FBSدسكاذ   15دسكذ پشيپبوذیًل ي  10اتینه گنیکًل، 

 ، α-MEMثاشای ملناًل ترابدلی ي ملایط کـات       فربل ؿذٌ

، Sigmaدسكاذ پشيپبواذیًل     20ًل، دسكاذ اتاینه گنیکا    20

ثشای  فربل ؿذٌ شیغ FBSدسكذ  15مًل ػًکشيص ي  5/0، رلمبن(

َبی  اثتذا تخمذانملنًل اوجمبدی اوجبم ؿذ. ثٍ ایه تشتیت کٍ 

دقیقٍ  8مذ   تشتیت ثٍ سيصٌ، دس دمبی اتب  ثٍ 8َبی وبثبلغ  مًؽ

ٍ دس ملنًل اوجمبدی قشاس دادٌ  4دس ملنًل تربدل ي  ؿذوذ دقیق

َب تًػط ضبمل کشایًتبح، ثٍ دارل ویتشيطن مبی   ي ػپغ ومًوٍ

َب  ػبعت پغ اص اوجمبد، ومًوٍ 2ضذاکبش ؿذ. ي مىجمذ  مىتقل

َب دس دمبی اتاب  ي دس مجماًع    رية ؿذ. ومًوٍ مشضنٍياسد 

ٍ دس َش یک اص ملنًل 6مذ   ثٍ َبی رية ايل، ديم ي ػًم  دقیق

 FBS ي αMEMقااشاس دادٌ ؿااذ. ػااپغ دس ملی اای ضاابيی  

15 ٍ دسجاٍ   37دقیقاٍ دس دمابی    20ماذ    دسكذ ؿؼتـً ي ثا

ثًٍ  CO₂دسكذ  5گشاد ي فـبس  ػبوتی َابی   ثبفت. [30] ذؿاوک

دقیقٍ  20مذ   ، ثٍريةثرذ دس َش دي گشيٌ اوجمبدی تخمذاوی 

ملایط   ي [31]دسكاذ   4/0دس ق شاتی ضبيی سوگ تشیپبن ثنً 

ٍ    ثٍ وؼاجت مؼابيی    کـت مىتاًس   قاشاس دادٌ ؿاذ ي ػاپغ ثا

ي ثٍ دوجبل رن  (Bouin’s fixative  َبی ثبفتی دس ثًنه ثشسػی

 میکشيمتشی، 5َبی  پغ اص تُیٍ رم اص ثشؽ ؿذ. تبجیتدس فشمبلیه 

 Hematoxylin and  اناًصیه  -رمیضی َمبتًکؼاینیه  اص سوگ

Eosin) ثب تشیپبن ثنًَب  ومًوٍرمیضی  اػتفبدٌ ؿذ. ثٍ دلیل سوگ، 

ٍ ضبلت مرمًل، تشی  مذ  صمبن کًتبٌ کًؼینیه ي وؼجت ث دس َمبت

تشی اص ثبفت ث مقبیؼٍانًصیه قشاس گشفتىذ تب   . ثشایدػت ریذٍ ثُ

بَیی  ، تمبم ثشؽیفًلیکًل کمیتَب ي  ثبفت ؿىبػی سیختثشسػی 

ٍ ثٍ ٍ  1  لیكًس  ػشیب ک ٌ  (5ث ٍ ثًد، ثب اػتفبد سيی رم قشاس گشفت

َب  اص میکشيػکًح وًسی ؿمبسؽ ؿذ. دس ایه ثشسػی فًلیکًل

 (Preantral follicles  گشيٌ ثذيی، ايلیاٍ ي پاشٌ روتاشال    3دس

اًن   َبی داسای یک ریٍ ػىگفشؿی ثٍ فًلیکًل ذ.ؿاسصیبثی  عىا

رجای  َبی داسای ضتی یک ػانًل مک  فًلیکًل ثذيی، فًلیکًل

 ٍ ٍ      ثا اًن فًلیکاًل ايلیاٍ ي     دلیال يسيد ثاٍ مشضناٍ سؿاذ ثا عىا

ٍ   فًلیکًل اًن   َبی داسای ثیؾ اص یک ریٍ ػنًل مکرجای ثا عىا

 َبی پشٌ روتشال دس وتش گشفتٍ ؿذ. فًلیکًل

 

 ها روش تجسیه و تحليل داده

پغ اص  ،َب کًلیضبكل اص ؿمبسؽ فًل جیثشسػی رمبسی وتب

 شوًناػامی  -ًن کنمًگشينَب ثب رصم دادٌ  کشدن تًصینجیری 

 Kolmogorov-Smirnov) ،بوغیياس ضیروبل یَب تًػط رصمًن 

ثب پغ رصمًن  (Two-way Analysis of Variance  دينشفٍ

T-test افضاس  ي ثب اػتفبدٌ اص وشمSPSS  ٍاوجبم ؿاذ ي   20وؼخ

كاًس    ثٍمًسد م بلرٍ،  یَب گشيٌ ثبس تکشاس دس 5نی َب  دادٌ

 ؼٍیمقب گشیکذیثب ضتؼبة اولشان اص مریبس میبوگیه دسكذ ي ثب ا

 (.P<05/0  ذدس وتش گشفتٍ ؿ 05/0 یداس یؿذوذ. ػ ح مرى

 

 نتایج
اسصیبثی  ثبفت تخمذاوی ومًوٍ 5دس َش گشيٌ مًسد م بلرٍ، 
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َبی مًسد م بلرٍ، اثتذا  تمبمی گشيٌ سَبی تخمذان د ثبفت. ؿذ

ی ي رمیاض  ثب تشیپبن ثنً ي ػپغ َمبتًکؼینیه ي اناًصیه سواگ  

َابی   تُیٍ ؿاذٌ اص ثاشؽ   شیتلبيؿذ. دس  ؿىبػی ثبفتثشسػی 

سيصٌ دس گاشيٌ کىتاشل غیاش     8َابی   َبی ماًؽ  ثبفت تخمذان

اًضی     ای اص فًلیکًل اوجمبدی، جمریت پشاکىذٌ َاب، دس تمابم وا

اًراات  ثاابفتی مـاابَذٌ ؿااذ . ثااب تًجااٍ ثااٍ یکپاابسچگی یکى

َبی قـشی ي مشکضی ثبفات،   تمبیضی میبن قؼمت ،َب فًلیکًل

ذ. دس تخمذان َابی ثاذيی    َبی ایه گاشيٌ، فًلیکاًل   دیذٌ وـ

اًضی ملی ی ي فًلیکاًل  َابی پشروتاشال ثیـاتش دس     ثیـتش دس و

اًضی مشکضی قشاس داؿت. ایه دس ضبلی ثًد کٍ دس گشيٌ َبی  و

ثاب يجاًد یکپابسچگی    ، 1يیظٌ دس گشيٌ اوجمبدی  اوجمبدی، ثٍ

 مـبَذٌَبی مشکضی ثبفت قبثل  ثبفت، تخشیت ياق  دس قؼمت

َابی ثاذيی، ايلیاٍ ي پاشٌ      ترذاد فًلیکًل .(2ي  1 ؿکل  ثًد

َابی مختناف ماًسد م بلراٍ،      دس گاشيٌ  ماشدٌ روتشال ػابل  ي  

َابی   كًس  قشاسدادی فًلیکًلٍ ؿمبسؽ  ثشسػی کمی ؿذ. ث

اًن فًلیکًلٍ َبی ػىگفشؿی ث داسای یک ریٍ اص ػنًل َابی   عى

 ًلاًصای َبی داسای ضتای یاک ػانًل گشاو    ثذيی ي فًلیکًل

 Granulosa cell)  دلیال يسيد ثاٍ مشضناٍ سؿاذ(،       ثٍمکرجی

اًن فًلیکًل ايلیٍ ي ٍ ث بیتدس عى َابی داسای چىاذ    فًلیکًل وُ

اًن فًلیکًلٍ ریٍ ػنًل گشاوًلًصا ث دس  [32]َبی پشٌ روتشال  عى

ٍ ؿذ. ٍ ي تلنیل رمبسی دادٌ وتش گشفت بن داد کٍ ترذاد  تجضی َب وـ

، (27/26 ± 04/3  1اوجمابدی  َبی ثذيی ػبل  گشيٌ  فًلیکًل

ي ( 73/59 ± 87/5 وؼاجت ثااٍ گااشيٌ کىتاشل غیااش اوجماابدی   

كاًس   ٍ ثا (، 98/45 ± 38/6  2ناًس گاشيٌ اوجمابدی     َمیه

ؿابرق   (.3 ؿکل(  P<05/0مرىی داسی کبَؾ یبفتٍ اػت  

( دس َش دي گشيٌ اوجمبدی مشدٌَبی صوذٌ/  مبوی  فًلیکًل صوذٌ

 مابدی ، وؼاجت ثاٍ گاشيٌ کىتاشل غیشاوج    كًس  مرىی داسیٍ ث

بن دادکبَؾ  داس ایاه ؿابرق    امب افضایؾ مرىی (P<05/0  وـ

، وؼاجت ثاٍ   2گاشيٌ اوجمابدی   دس َش ػٍ دػتٍ فًلیکًلی دس 

 (.1قبثل تًجٍ ثًد  جذيل  1گشيٌ اوجمبدی 

 

                     
 

 
 

صیه ي تشیپبن ثنً ثٍ َمشاٌ َمبتًکؼینیه رمیضی ؿذٌ ثب سوگ َبی تخمذاوی، تلبيیش ثشؽ 1شكل  ،  ج( گشيٌ 1گشيٌ کىتشل غیش اوجمبدی،  ة( گشيٌ اوجمبدی ،  الف( انً
 2اوجمبدی 
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صیه ي تشیپبن ثنً ثٍ َمشاٌ َمبتًکؼینیه میضی ؿذٌ ثبر سوگ َبی تخمذاوی، تلبيیش ثشؽ 2شكل  ،  ج( گشيٌ 1گشيٌ کىتشل غیش اوجمبدی،  ة( گشيٌ اوجمبدی  ؛  الف(انً
صای مشدٌ(، ** 50 داسای تخمک مشدٌ یب ثیؾ اص  مشدٌ، * فًلیکًل 2بدی اوجم لً دسكاذ   50فًلیکًل ػبل   داسای تخمک ػابل  ثاٍ َماشاٌ ضاذاقل      دسكذ ػنًل گشاوً

صای ػبل ( لً  ػنًل گشاوً

 

 
 

( ثب ضشين َمؼبن ثاضس  ي کًچاک وـابن داٌ    P<05/0داس   َش ػتًن ارتعفب  مرىی دس، َبی مًسد م بلرٍ دس گشيٌ (D  مشدٌي ( V َبی ػبل   ترذاد فًلیکًل 3شكل 
 ( aدس مقبثل  Aؿذٌ اػت  ثشای مببل: 
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 َبی مًسد م بلرٍ دس گشيٌ( مشدٌ /َبی ػبل  ترذاد فًلیکًلمبوی   ؿبرق صوذٌ 1جدول 
 

 مجموع ها گروه

 آنترال ههای پر فوليكول های اوليه فوليكول های بدوی فوليكول
 تعداد کل

 (دهمر)سالم + 

 شاخص

 مانی زنده

 تعداد کل

 (مردهسالم + )

 شاخص

 مانی زنده

 تعداد کل

 (مرده)سالم + 

 شاخص

 مانی زنده
 A 16/5 90/2 ± 13/21 A 06/21 73/0 ± 56/7 A 58/26 29/71 ± 12/5 6764 کنترل غير انجمادی

 ab 59/0 85/2±40/23 ab 65/2 75/0±20/6 ab 10 /2 40/69±59/2 7029 1 انجمادی
 aB 49/1 33/1 ± 33/17 aB 95/5 44/0 ± 41/6 aB 20/5 25/76 ± 90/5 7949 2 جمادیان

 
ٍ  َاب  دادٌ(؛ aدس مقبثال  A :مبابل  یثب ضشين َمؼبن ثضس  ي کًچک وـبن داٌ ؿذٌ اػت  ثشا (<05/0P  داس یدس َش ػتًن ارتعفب  مرى  ±دسكاذ   هیبوگیا م كاًس   ثا

 ؿذٌ اػت. بنیث (SE ± Mean Percentage  بسارتعن مری

 

 بحث
اًن   ثٍ اًوبیی ثبسيسی درتشان وبثبلغ ي صوبن جا دلیل تُذیذ ت

، یًتشاپیي سادی دسمبو یمیؿَبی  مجتع ثٍ ػشنبن تًػط دسمبن

ضف  ي وگُذاسی ثبسيسی اص نشی  اوجمبد ثبفت تخمذان دس ایه 

. دس ایه ساػتب دس م بلرٍ [1]سػذ  وتش می افشاد ثؼیبس  شيسی ثٍ

ای دسثبفت تخمذان مًؽ  ضب ش دي سيؽ متفبي  اوجمبد ؿیـٍ

 رمیضی تشیپبن ثنً مقبیؼٍ ؿذ. ػًسی وبثبلغ ثب اػتفبدٌ اص سوگ

َابی   جبیی کٍ ثبفات تخماذان اجتمابعی اص ػانًل     اص رن

 ٍ  مختنف اػت کٍ َش کذام میضان وفًرپزیشی متفبيتی وؼجت ثا

سػذ اػتفبدٌ اص تشکیت چىاذ   وتش می َب داسد، ثىبثشایه ثٍ  ذ یک

جًد وفًرپزیشی، ثؼیبس مؤ ش   ذ یک ثٍ مىتًسکبَؾ ػمیت ي ثُ

ٍ َمیه دلیل دس ایه نشح اص اتینه گنیکًل ثٍ[33]ثبؿذ  اًن  . ث عى

زیشی ثبر، يصن مًلکًلی ملنًل اوجمبدی پبیٍ، ثب قذس  وفًرپ

ي ػمیت پبییه ي َمچىیه تـکیل کشیؼاتبل یاک کمتاش، ثاشای     

کٍ  DMSOي ثٍ جبی  [34]اوجمبد ثبفت تخمذان اػتفبدٌ ؿذ 

ؿًد، اص پشيپبوذیًل  ای اػتفبدٌ می نًس يػی  دس اوجمبد ؿیـٍ ثٍ

شٌ ثٍ اًن یک  ذ یک ثب ػمیت کمتش ي ثُ ٍ  عى يیاظٌ   يسی ثیـتش ثا

، DMSOسػایذ   وتاش مای   دس دمبی اتب  اػتفبدٌ ؿذ؛ چشا کٍ ثٍ

، ایجابد  [35]ثبر، ر بس مخشة ثش ثبفت تخماذان  دلیل ػمیت  ثٍ

َبی ديک تقؼای  ي َمچىایه افاضایؾ     پنیمشیضاػیًن دس سؿتٍ

، گضیىاٍ مىبػاجی وجبؿاذ.    (Polyploid  اضتمبل پنای پنًییاذی  

یب ثٍ َمشاٌ ػبیش  ذ  [37 ،36]شيپبوذیًل ثٍ تىُبیی اػتفبدٌ اص پ

دس اوجمبد رَؼتٍ ثشسػی ؿذٌ اػات اماب م بلراب      [38]َب  یک

ای گضاسؽ ؿاذٌ   کمی دس مًسد اػتفبدٌ اص رن دس اوجمبد ؿیـٍ

ر بس چىاذ   2010ي َمکبساوؾ دس ػبل  (Zhangاػت. طاوگ  

ي  DMSOملنًل اوجمبدی مختنف اص جمنٍ اتینه گنیکاًل،  

ٍ  6-4َابی   سا دس مًؽپشيپبوذیًل  ای مقبیؼاٍ کشدواذ ي    َفتا

پشيپبوذیًل ي اتینه گنیکًل سا مفیذ اسصیابثی   اػتفبدٌ اص تشکیت

، اػااتفبدٌ اص 2. اص نشفاای؛ دس سيؽ اوجماابدی [30]ومًدوااذ 

َبی اوجمبدی ي کبَؾ صمبن مشاضل  اػمًرسیتٍ ثبری ملنًل

کاٍ  اوجمبدی ثش ضف  کیفیت ثبفت ر ابس مبجتای داؿاتٍ اػات     

 2013ي َمکابساوؾ دس ػابل    (Mochidaم بلرب  مًکیاذا   

. دس تلقی  ضب ش [39]کىذ  َبی ثشسػی ضب ش سا تأییذ می یبفتٍ

، ثب اػتفبدٌ 2خمذاوی اوجمبدی َبی ت َبی ثبفت ویض ثشسػی ثشؽ

اص تشکیات اتااینه گنیکااًل ي پشيپبوااذیًل، ضفاا  تمبمیاات ي   

بن داد. تـبثٍ وضدیک ػابرتبس   ثًی وـ یکپبسچگی ثبفت سا ثٍ ر

َبی ثذيی، ايلیٍ ي پشٌ روتشال  ظبَشی ي َمچىیه ترذاد فًلیکًل

دس مقبیؼٍ ثب گشيٌ کىتشل غیاش اوجمابدی    2دس گشيٌ اوجمبدی 

بن ٌ ضوـ سػبوی ثٍ ثبفت تًػط  مبیت ثبفت ي کبَؾ رػیتدَىذ

َب ثًد. اػتفبدٌ اص تشیپبن ثناً ثاشای    ایه وًع تشکیت اص  ذ یک

دلیل ایجبد افتاشا  ثایه    َبی تخمذاوی َ ، ثٍ رمیضی ثبفت سوگ

ٌ ي  ػنًل تش  َب سا دس صمبن کًتبٌ ؿمبسؽ فًلیکًل مشدٌَبی صوذ

دس تش کشد.  س رػبنَبی ثبفتی سا ثؼیب پزیش ػبرت ي اسصیبثی امکبن

اًن  ایه نشح اص اتینه گنیکًل ي پشيپبوذیًل ثٍ َابی    ذ یکعى

ٍ   وفًر کىىذٌ دس ملنًل اػاتفبدٌ ؿاذ ي   ای،  َبی اوجمابد ؿیـا

َمچىیه صمبن اوجبم مشاضل اوجمبدی تب ضذ امکبن کبَؾ یبفت 
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اًن ضبمنی ثشای  َبی اوجمبدی ثٍ ي اص کشایًتبح ثٍ جبی وی عى

َبی اوجمبدی اػتفبدٌ ؿذ. ضف   لنًلثب مکبَؾ تمبع ثبفت 

َابی تخماذان راًد تأییاذی ثاش       تمبمیت ي یکپبسچگی ثبفات 

 کبسرمذی سيؽ اوجمبدی فً  اػت.

 

 تشكر و قدردانی
پظيَـگبٌ  یي عنم یمبل تیضب ش تلت ضمب یقبتینشح تلق

م پضؿک بنیسي ٌ عنً گب ٌ اػت. ثذ یي داوـ  نٍیيػ هیػمىبن اوجبم ؿذ

 . ییومب یي تـکش م شیدي مشکض تقذ َش ذیي اػبت هیاص مؼئًل
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