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Optimization of Ovine-Oocyte Vitrification Utilizing Calcium 
Depletion by Adding EGTA to Freezing Solution

[1] Cryobanking of farm animal gametes and embryos as a ... [2] Cryopreservation in 
mammalian conservation ... [3] Developmental competence of ovine oocytes after … [4] 
Analysis of oocyte physiology to improve ... [5] Meiotic spindle dynamics in human oocytes 
following ... [6] Vitrification may increase the rate of chromosome ... [7] Assessment of 
aneuploidy formation in ... [8] Morphological and biochemical analysis of … [9] Calcium-free 
vitrification reduces ... [10] Vitrification solution containing DMSO ... [11] High developmental 
rates of mouse … [12] 1, 2-propanediol and the type of cryopreservation ... [13] Repetitive 
calcium transients and the role … [14] Dynamics of cortical granule exocytosis at fertilization 
... [15] Calcium concentration in vitrification medium affects ... [16] Calcium ion regulation 
by BAPTA-AM and … [17] Vitrification of in vitro matured ovine ... [18] Nuclear transfer 
technique affects mRNA ... [19] Vitrification has detrimental effects on maturation, viability, 
and … [20] Effect of vitrification on the zona pellucida ... [21] Evaluation of the impact of 
vitrification ... [22] The impact of vitrification on immature oocyte cell cycle and ... [23] 
Impact of vitrification on the meiotic spindle and components … [24] Ultrastructural 
changes and methylation of human oocytes ... [25] A modified vitrification method reduces 
spindle and ... [26] Correlation of abnormal mitochondrial distribution in mouse ... [27] 
Mitochondrial distribution and ATP content of vitrified, in vitro ... [28] A recovery time after 
warming restores … [29] Morphological, biochemical and functional studies to ... [30] Effect 
of oocyte vitrification on DNA damage in metaphase II oocytes and the resulting ... [31] 
Tolerance of lamb and mouse oocytes ... [32] Positive effects of taxol pretreatment on ... [33] 
Improvement of the efficacy of buffalo ... [34] Effects of partial removal of cytoplasmic lipid 
... [35] The effect of liposomes on thermotropic ... [36] Control of mitochondrial motility ... 
[37] Effect of intracellular Ca 2+ chelation with the ...

Aims Vitrification affects intracellular calcium, fertilization ability, and developmental 
competence of mammalian oocytes. This effect may be more closely associated with an 
intracellular calcium rise induced by cryoprotectants. The present study aimed to assess 
whether reducing calcium of vitrification solution could improve the fertilization and 
developmental competence of ovine oocytes.
Materials & Methods COCs were collected from the ovine ovary. MII oocytes were divided 
into 5 groups, one non-vitrified (control) and four vitrified groups 24 hours after COC culture. 
Vitrified groups were designed according to the presence or absence of EGTA (a calcium 
chelator) and/or calcium in base media, including mPB1+ (modified PBS with Ca2+), mPB1- 
(modified PBS without Ca2+), mPB1+/EGTA (mPB1+ containing EGTA), mPB1-/EGTA (mPB1- 
containing EGTA). Fertilization rate and in vitro development were evaluated after embryo 
thawing. Also, blastocyst quality was assessed using differential staining. Data analysis was 
carried out using one-way analysis variance.
Findings There was no significant difference in the viability rate between vitrified groups. 
Fertilization and the developmental rate decreased in the presence of calcium (p<0.05) but 
in the calcium-free medium with the EGTA supplementation group, the developmental rate 
obviously increased. On the other hand, blastocyst cell count in the control group was similar 
to vitrified groups.
Conclusion Using a calcium-free cryoprotectant by adding EGTA can improve the quality of 
vitrified-thawed ovine MII oocyte and also a higher developmental rate in obtained embryos.
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  چکيده
تحت تاثیر مواد محافظ  سلولیای، کلسیم داخل در فرآیند انجماد شیشه اهداف:

 مطالعه حاضر با هدفیابد. انجماد افزایش و توانایی تکوین تخمک کاهش می
منظور بهبود میزان لقاح و توانایی تکوین کاهش کلسیم محیط پایه انجماد به

  .انجام شدتخمک 
های کومولوسی از تخمدان گوسفند سلولو  مجموعه تخمک ها:روش مواد و
به  IIمتافاز  یهاتخمکساعت کشت در محیط بلوغ،  ٢٤آوری و پس از جمع

(غیرانجمادی) و چهار گروه انجمادی تقسیم  کنترلپنج گروه شامل یک گروه 
  تتراکولیگللنیاتای انجمادی براساس حضور یا عدم حضور هشدند. گروه

. به این منظور از ندکلسیم در محیط پایه طراحی شدو  (EGTA) دیاسکیاست
بافرسالین با و بدون کلسیم، همچنین محیط پایه شامل فسفاتچهار نوع 
با و بدون کلسیم استفاده شد. پس از ذوب،  ،EGTAبافرسالین دارای فسفات

کیفیت شد.  گیریمیزان لقاح و تکوین جنین تا تشکیل بلاستوسیست اندازه
ها هآمیزی افتراقی و تجزیه و تحلیل آماری دادبلاستوسیست با استفاده از رنگ

  .طرفه انجام شدواریانس یک نالیزبا استفاده از آ
داری معنی مانی تفاوتزندهاز لحاظ میزان ای انجمادی ههگرو: بین هایافته

های وجود نداشت. میزان لقاح در محیط فاقد کلسیم بالاتر از سایر گروه
، به ترتیب در حضور و عدم حضور ٧٧/٦٧±٦٧/٠و  ٨١/٦٨±٥٥/٠انجمادی (

EGTA( حاویلسیم و بود. در محیط فاقد ک EGTA  روزه، ٥و  ٣تکوین جنین
های انجمادی بالاتر نسبت به سایر گروه ٢١/٤٦±٨٥/٢و  ٥٣/٦٥±٣٨/١به ترتیب 

ای ههبین گرو یدار شمارش سلولی بلاستوسیست تفاوت معنی ).p>٠٥/٠بود (
  نشان نداد.انجمادی و گروه کنترل 

 EGTAاستفاده از سیستم انجمادی بدون کلسیم از طریق افزودن  نتیجه گیری:
بود بالغ گوسفندی پس از انجماد و به تخمکتواند سبب بهبود کیفیت می

  های حاصل شود.تکوین جنین
  ی، تخمک گوسفندی، چیلاتور کلسیمی، تکوین جنیناشهیشانجماد : هاکلیدواژه
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  مقدمه
های درمان های رایج در روشانجماد تخمک، یکی از تکنیک

ناباروری است که علاوه بر کاربردهای بالینی، در حفظ منابع 
های باارزش و در حال ژنتیکی و تنوع زیستی، نگهداری گونه

 پژوهشی مانندایجاد بانک تخمک برای کاربردهای انقراض و 
]1 ,ای داردجنین اهمیت قابل ملاحظهمهندسی ژنتیک یا کلونینگ 

های های تولد نوزادان پس از انتقال جنینرغم گزارشعلی .2[
های مختلف شده در گونهذوب -های منجمدحاصل از تخمک

ها پس از انجماد همچنان پایین پستانداران، میزان تکوین تخمک
های خاصی از لحاظ تخمک پستانداران دارای ویژگی .]3[است

شود انجماد می ها سببساختاری و عملکردی است که این ویژگی
های حفظ انجمادی شود. آن تبدیل به یک چالش واقعی در روش

هایی که بر روی ساختار و فیزیولوژی تخمک پس از انجماد بررسی
پذیری بیشتر این سلول در مقایسه دهنده آسیبانجام شده، نشان
نسبت پایین سطح تخمک به حجم آن،  .]4[با جنین است

ها و آب، ری پایین آن به ضدیخهای غشا و نفوذپذیویژگی
های قشری به دماهای های تقسیم و گرانولحساسیت زیاد دوک

پذیری تخمک ها، سبب افزایش حساسیت و آسیبپایین و ضدیخ
است مطالعات متعددی نشان داده .]5-8[شونددر فرآیند انجماد می
شدن ای از طریق افزایش وقوع پدیده سختکه انجماد شیشه

سیدا سبب کاهش نفوذ اسپرم و متعاقب آن کاهش میزان زوناپلو
یکی از دلایلی که  .]9 ,10[شودلقاح و توانایی تکوین تخمک می

شدن زوناپلوسیدای تخمک پس از انجماد مطرح شده برای سخت
های است، افزایش میزان کلسیم داخل سلولی تحت تاثیر ضدیخ

وپاندیول است که گلیکول و پرسولفوکساید، اتیلنمتیلمانند دی
های قشری و در نتیجه خود منجر به اگزوسیتوز زودرس گرانول

با درنظرگرفتن اینکه  .]9 ,11 ,12[شودشدن زوناپلوسیدا میسخت
ای وابسته به کلسیم های قشری تخمک پدیدهاگزوسیتوز گرانول

منظور کاهش غلظت یا حذف کلسیم مطالعات متعددی به ،است
های مختلف پستاندار انجام شده که همه نهمحیط انجمادی در گو

]9 ,11 ,13-استآنها بیانگر افزایش میزان لقاح و تکوین تخمک بوده 

در مطالعه خود نشان دادند که  ]9[و همکاران لارمن. از طرفی، 16[
ها با روشی متفاوت منجر به افزایش کلسیم داخل سلولی ضدیخ
افزایش ورود کلسیم از گلیکول سبب شوند. همچنین اتیلنمی

شود، در حالی محیط خارج سلولی به درون سیتوپلاسم تخمک می
سولفوکساید با تاثیر بر منابع داخل سلولی مانند شبکه متیلکه دی

آندوپلاسمی و افزایش نفوذپذیری غشاهای درون سلولی باعث 
رسد رو به نظر می . از اینشودافزایش کلسیم داخل سلول می

ها) یون کلسیم در محیط کنندهه از چیلاتورهای (حذفاستفاد
رساندن اثرات منفی ناشی از افزایش حداقلانجمادی تخمک با به

مانی، لقاح کلسیم داخل سلولی، راهکاری مناسب برای بهبود زنده
. اثرات مثبت استفاده از چیلاتور ]16[و تکوین تخمک باشد

BAPTA بر کاهش  در محیط انجمادی تخمک موش و گاو
شدن زوناپلوسیدا، افزایش میزان لقاح و تکوین اثبات شده سخت
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. با این حال تاکنون استفاده همزمان از محیط پایه ]9 ,16[است
عنوان به (EGTA) اسیدتترااستیکگلیکولبدون کلسیم و اتیلن

چیلاتور یون کلسیم در محلول انجمادی تخمک مورد ارزیابی قرار 
اسید یک چیلاتور اختصاصی تترااستیکگلیکولننگرفته است. اتیل

دلیل شباهت ساختاری زیادی که به یون کلسیم است که به
رسد جایگزین مناسبی برای سایر گلیکول دارد، به نظر میاتیلن

چیلاتورها باشد و بتواند از طریق کاهش غلظت کلسیم درون 
انجماد  سلولی، اثرات افزایش ناگهانی کلسیم درون سلول در زمان

را به حداقل برساند. هدف مطالعه حاضر بررسی تاثیر کاهش 
کلسیم محیط انجماد با استفاده از محیط پایه بدون کلسیم و 

های حاصل از ، بر میزان لقاح و تکوین جنینEGTAافزودن 
  شده گوسفندی است.ذوب -تخمک منجمد

  

  هامواد و روش
های متحده) و محیط(ایالات مواد شیمیایی از شركت سیگما 

  خریداری شدند. (ایالات متحده) USA GIBCO شرکتکشت از 
های گوسفند بلافاصله پس از کشتار در کشتارگاه محلی تخمدان

 %٩/٠(اصفهان از بدن دام جدا شدند و در محلول نمکی نرمال 
سیلین و استرپتومایسین؛ پنی( بیوتیکحاوی آنتیسدیم) كلرید
ساعت پس از  ٢لیتر) در مدت كمتر از میلی در مللیالواحد بین١٠٠

پس از حذف در آزمایشگاه شدند. میکشتار به آزمایشگاه منتقل 
های مناسب برای وشو، تخمدانهای اضافی و شستبافت
و  های سطحیشدند. تمام فولیكولآوری تخمک انتخاب جمع

متصل به  ٢١سوزن  متر با استفاده ازمیلی٨تا  ٢با قطر غیرخونی 
های متر جیوه) آسپیره و در لولهمیلی٨٠پمپ خلا (با فشار 

ی حاوی محیط آسپیراسیونی که از قبل لیتر میلی١٥مخروطی ته
-HEPESشد. محیط آسپیراسیون شامل آوری گرم شده بود جمع

TCM  لیتر هپارین واحد در میلی١٠٠سرم جنینی گاو و  %١٠حاوی
نشین شدند و بخش پیراسیون، محتویات تهبود. پس از اتمام آس

پت بلند به حاوی محتویات فولیکولی با استفاده از پی پایینی لوله
شد. سپس در زیر متری منتقل سانتی١٠ هایدیشسطح درب پتری

و با استفاده از  C٣٨°استریومیكروسكوپ مجهز به صفحه گرم 
که  های كومولوسسلول -های تخمکپت دهانی، مجموعهپی

(داشتن حداقل سه لایه سلول دارای کیفیت مناسب بودند 
یكنواخت) جدا و به کومولوس و تخمک با سیتوپلاسم گرانوله 

سرم جنینی گاو)  %١٠حاوی  HTCM( وشوقطرات محیط شست
  منتقل شدند.

وشوی شستپس از بلوغ آزمایشگاهی تخمک، منظور ارزیابی به
میکرولیتری ٥٠به قطرات  كومولوس -های تخمککامل، مجموعه

 %١٠حاوی  TCM199(محیط کشت  محیط بلوغ آزمایشگاهی
 -مولار المیلی١پیرووات،  -مولار سدیممیلی٥/٢سرم جنینی گاو، 

سیلین و پنی لیترمیلی در المللیواحد بین١٠٠گلوتامین، 
و  FSHهای لیتر هورمونمیکروگرم در میلی١٠استرپتومایسین، 

LH ،مولارمیلی١/٠استرادیول و  -لیتر بتامیکروگرم در میلییک 

 شدند. سیستئامین) پوشیده با روغن و از قبل انکوبه منتقل
عدد تخمک در  ١٥تا  ١٠ها حاوی قطرات محیط کشت، دیشپتری

ساعت، در انکوباتور با دمای  ٢٤میکرولیتری، به مدت ٥٠هر قطره 
C°٥، ٥/٣٨ %2CO ای انجام مراحل بلوغ رطوبت حداکثر بر  و

ساعت پس از کشت،  ٢٤شدند. آزمایشگاهی قرار داده می
دیش بلوغ به محیط كومولوس از پتری -های تخمکمجموعه
لیتر واحد در میلی٣٠٠که حاوی  H-TCM+%١٠ FBSوشوی شست

کردن ملایم، چند پتآنزیم هیالورونیداز بود منتقل و به وسیله پی
طور نسبی جدا مولوس اطراف تخمک بههای کولایه بیرونی سلول

های با کیفیت خوب که دارای سیتوپلاسم یکنواخت و شد. تخمک
های آزمون صورت تصادفی در گروهغشای سالم بودند انتخاب و به

  و کنترل توزیع شدند.
(غیرانجمادی) و چهار های مورد بررسی شامل یک گروه کنترل گروه

ا عدم حضور کلسیم و/یا گروه انجمادی که براساس حضور ی
EGTA های انجمادی نیز در محیط پایه طراحی شدند، بودند. گروه
به علاوه  میکلس یدارا نیبافرسال(فسفات ١ یشیگروه آزماشامل 
٢٠% FBS( ،فسفات ٢ی شیآزما گروه)به  میبدون کلس نیبافرسال

 یدارا نیبافرسال(فسفات ٣ی شیآزما گروه، )FBS %٢٠علاوه 
 تتراکولیگللنیدرحضور ات FBS %٢٠به علاوه  میکلس
بدون  نیبافرسال(فسفات ٤ی شیآزما گروهو  )EGTA/دیاسکیاست
 تتراکولیگللنیدر حضور ات FBS %٢٠به علاوه  میکلس
  بودند.) EGTA/دیاسکیاست
دیش ها، ابتدا در کف یک پتریای تخمکمنظور انجماد شیشهبه

براساس گروه (میکرولیتری محیط پایه ٢٠٠تا  ١٠٠استریل، قطرات 
 %٢٠همراه  (محیط پایه بهآزمایشی مورد نظر)، محلول تعادلی 

FBS ،٥/٧% DMSO ،گلیکول) و محلول انجمادی اتیلن %٥/٧
گلیکول اتیلن %١٥، DMSO %١٥، FBS %٢٠(محیط پایه به همراه 

 خمک توسطعدد ت ٧تا  ٥شد. لیتر ترهالوز) قرار داده برمول٥/٠و 
پت پاستور نازک به قطره محیط پایه منتقل و به مدت یک پی

ها در قطرات محلول تعادلی شد. سپس تخمکدقیقه انکوبه 
دقیقه، به محلول انجمادی منتقل  ٣وشو و پس از گذشت شست

پت دهانی به سطح کرایوتاپ منتقل شدند. سپس با کمک پی
منظور ور شد. بهمایع غوطهسرعت در نیتروژن شدند و کرایوتاپ به

رساندن آسیب ناشی از غلظت بالای محلول انجمادی، کل حداقلبه
ورسازی در فرآیند ورود تخمک به محلول انجمادی تا غوطه

نیتروژن مایع در مدت زمانی کمتر از یک دقیقه و تمامی مراحل 
  شد.) انجام C٢٥°تا  ٢٣(فرآیند انجماد در دمای محیط 

های منجمدشده، فرآیند ذوب، کرایوتاپ حاوی تخمکبرای انجام 
کردن از تانک نیتروژن مایع، بلافاصله از ناحیه نوک پس از خارج

در مول میکرولیتری محیط پایه با غلظت یک٣٠٠آن در قطرات 
قرار گرفت و با حرکت آرام سر  C٣٨°لیتر ترهالوز در دمای 

شدند. پس از ذوب ها وارد محیط کرایوتاپ در این محلول، تخمک
منظور انجام فرآیند آبدهی و کاهش فشار ها بهیک دقیقه، تخمک

های صورت متوالی به غلظتشده از طرف محلول، بهاسمزی اعمال
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لیتر) منتقل  درمول ١٢٥/٠و  /٢٥، ٥/٠کاهشی ترهالوز (به ترتیب 
ها پس از گرفتند. تخمکدقیقه قرار  ٣شدند و در هر یک به مدت 

 ٥طور کامل شسته و پس از راحل آبدهی در محیط پایه بهطی م
منتقل شدند. دیش  دیش حاوی محیط لقاحدقیقه به پتری
ساعت قبل از لقاح در انکوباتور با دمای  ٢تا  ٥/١مربوطه به مدت 

C°٥، ٥/٣٨% 2CO  15 ,17[شدحداکثر رطوبت انکوبه و[.  
 -های منجمدساعت پس از انکوباسیون، تخمک ٢تا  ٥/١حدود 
اساس های آزمایشی بر شده متعلق به هر یک از گروهذوب

کروی، سیتوپلاسم  مانی شامل شکل طبیعیفاکتورهای زنده
گرانوله یکنواخت، زوناپلوسیدا و غشای پلاسمایی سالم، بررسی 

های زنده مورد لقاح آزمایشگاهی قرار گرفتند. شدند و تخمک
ظر گرفته نان گروه کنترل در عنوهای غیرمنجمد بههمچنین تخمک

  شدند.
ها، همچنین تشکیل جنین تا هستهمیزان لقاح و تشکیل پیش

گرفت. اسپرم مورد نیاز برای مرحله بلاستوسیست مورد ارزیابی قرار 
شده در از قوچ نگهداری تلقیح تخمک با استفاده از واژن مصنوعی

فهان اص فناوری رویان واقع درمزرعه حیوانات پژوهشکده زیست
ل آن به آوری سیمن و انتقاشد. بلافاصله پس از جمعآوری جمع

مانی، تعداد و حرکت آزمایشگاه، اسپرم مورد نظر از لحاظ زنده
پذیری به های مورد نظر برای ظرفیترونده بررسی و اسپرمپیش

دقیقه در شرایط  ٤٥منتقل و به مدت  )swim up(محیط مناسب 
C°٥، %٥/٣٨ 2CO   شد. پس از شمارش و رطوبت حداکثر انکوبه

سازی سیمن، غلظت اسپرم در هر ها و رقیقکلی تعداد اسپرم
شده (بر مبنای سازیشد. سپس سیمن آمادهلیتر تعیین میلی

لیتر محیط لقاح) به میلیمحاسبه دو میلیون اسپرم به ازای یک
  شد.های موجود در محیط لقاح اضافه تخمک
های های كومولوس و اسپرمعت پس از لقاح، سلولسا ١٨حدود 

چسبیده به تخمک که در این مرحله، جنین فرضی خوانده 
منظور ارزیابی میزان شدند. سپس بهطور کامل جدا شوند بهمی

 های فرضی هر گروه آزمایشیعدد از جنین ٣٠تا  ٢٥لقاح، 
رافرمالدئید لول پا(غیرانجمادی) در مح(انجمادی) و نیز گروه کنترل 

شدند و پس از سه دقیقه در دمای محیط فیکس  ٢٠به مدت  %٤
، به قطرات PBS/PVAوشوی کامل در محلول بار شست

میکروگرم در ١٠حاوی  PBS/PVAمیکرولیتری محلول ٥٠٠
دقیقه  ١٠به مدت  ) 33342Hoechst(لیتر رنگ هوخست میلی

از  شده پسآمیزیهای فرضی رنگشدند. زیگوتمنتقل 
ا ، بر روی لام تمیز، بPBS/PVAوشوی کامل در محلول شست

استفاده از لامل و محلول مخصوص، قرار گرفتند و برای مشاهده 
شدند. توسط میکروسکوپ فلورسنت به اتاق تاریک منتقل 

صورت های فرضی براساس وقوع لقاح بهبندی زیگوتتقسیم
غیرمتراکم اسپرم  یافته (آنهایی که دارای یک سرهای لقاحتخمک

هسته نر و ماده در سیتوپلاسم خود بودند) و و یا دو پیش
نشده (آنهایی که هیچ علامتی از نفوذ اسپرم های تلقیحتخمک

  نداشتند) بود.

های یافته براساس میزان جنینهای لقاحتوانایی تکوین تخمک
شده در روز سوم و پنجم پس از لقاح ارزیابی شد. محیط تسهیم
بار تعویض و با محیط جدید ساعت یک ٤٨ها هر جنینکشت 

های مرده در زمان ارزیابی از قطرات کشت شد. جنینجایگزین می
های زنده تا روز هشتم پس از لقاح در محیط جدید حذف و جنین

شدند. میزان تشکیل بلاستوسیست و شرایط انکوباتور مذکور کشت 
شد. لقاح ارزیابی نیز در روزهای ششم، هفتم و هشتم پس از 

در شرایط  هاجنینو توان تکوین رشد  میزاندهی شنحوه گزار
  شرح زیر بود:آزمایشگاهی به 

های نسبت تعداد جنین (درصد تسهیم): مات سلولییدرصد تقس
  )های دژنرهجز جنینهبشده (های تلقیحتخمککل  به شدهتقسیم

 آمدهدستهب هایتبلاستوسیس نسبت تعداد: یستسدرصد بلاستو
  شدههای تلقیحتخمکبه کل در روز ششم تا هشتم پس از لقاح 

های حاصل از لقاح های بلاستوسیستبرای بررسی تعداد سلول
آمیزی شده، از روش رنگذوب -های منجمدآزمایشگاهی تخمک

افتراقی براساس دستورالعمل مورد استفاده در مطالعات قبلی 
های روز ور تعدادی از بلاستوسیست. به این منظ]18[استفاده شد
طور کامل از لایه زونای اطراف خارج شده بودند پس هشتم که به
لیتر گرم در میلیمیلی٥حاوی  H-TCMوشو در محلول از شست

 ٣٠پس از  منتقل و ١٠٠ -ایکستریتون %٥/٠، به محلول BSAسرم 
یدید پیدیوملیتر رنگ پرومیکروگرم در میلی٣٠ثانیه در محلول 

(PI)  ثانیه به محلول  ٣٠ها پس از گرفتند. بلاستوسیستقرار
منتقل  رنگ هوخست لیترمیکروگرم در میلی١٠اتانول سرد حاوی 

شده آمیزیهای رنگیستدقیقه، بلاستوس ١٥شدند. پس از حدود 
، BSAلیتر سرم گرم در میلیمیلی٥حاوی  H-TCMدر محلول 

شدن با لام برای مشاهده توسط کاملاً شسته و پس از پوشیده
شدند. سپس تعداد میکروسکوپ فلورسنت به اتاق تاریک منتقل 

های تروفوکتودرم و توده سلولی داخلی شمارش و نسبت سلول
های بلاستوسیست و همچنین به کل سلول توده سلولی داخلی به
شد. این روش ارزیابی در سه تکرار انجام شد تروفوکتودرم محاسبه 

(کنترل و بلاستوسیست برای هر گروه  ١٥تا  ١٠و هر تکرار شامل 
  های انجمادی) بود.گروه

و آزمون  SPSS 22افزار ها با استفاده از نرمتحلیل آماری داده
های ها بین گروهطرفه انجام شد. میانگین دادهتحلیل واریانس یک
وسیله آزمون دانکن مورد مقایسه قرار گرفت و مورد مطالعه به

های آزمایشی روهتمامی گبرای صورت میانگین آماری بیان شد. به
در  ٠٥/٠داری برابر و کنترل، حداقل سه تکرار انجام و سطح معنی

  نظر گرفته شد.
  

	هایافته
های مختلف انجمادی، اختلاف مانی تخمک در گروهمیزان زنده

انجماد در محیط پایه حاوی  ولیداری نداشت، آماری معنی
هم در حضور دار میزان لقاح، کلسیم، سبب کاهش معنی

) نسبت ٦٧/٤٠±٨٨/٠( EGTAو هم در عدم حضور ) ٢١/٤٤±١٨/١(
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) شد. البته میزان لقاح پس از ٢٦/٧٢±٥٢/٠به گروه غیرانجمادی (
های فاقد چیلاتور حذف کلسیم خارج سلولی، یعنی در گروه

داری طور معنی) به٨١/٦٨±٥٥/٠) و دارای چیلاتور (٧٧/٦٧±٦٧/٠(
 ١شکل  ).١جدول ؛ >٠٥/٠p(های انجمادی بود بالاتر از سایر گروه

آمیزی هسته را نشان های مختلف زیگوت فرضی در رنگوضعیت
  دهد.می

جز گروه حاوی های انجمادی بهمیزان تکوین جنین در همه گروه
تر از گروه داری پایینطور معنی) به٤چیلاتور و فاقد کلسیم (گروه 

به  EGTAغیرانجمادی (کنترل) بود. به عبارتی افزودن چیلاتور 
محیط پایه فاقد کلسیم، میزان تسهیم جنین روز سوم 

) را نسبت به سایر ٢١/٤٦±٨٥/٢) و روز پنجم (٥٣/٦٥±٣٨/١(
داری افزایش داد که معادل گروه طور معنیهای انجمادی بهگروه

 EGTA(+) و  یخارج سلول میکلس) و ٧١/٦٨±٨٥/٠کنترل (

) به ترتیب، جنین روز سوم و روز پنجم بود. از لحاظ ٦٠/٤٨±٨٦/٢(
های انجمادی درصد طور کلی گروهتشکیل بلاستوسیست نیز به

جدول  ؛>٠٥/٠p(نسبت به گروه کنترل نشان دادند  تری راپایین
، هرچند درصد بلاستوسیست در گروه چهارم نسبت به سایر )٢

های انجمادی افزایش یافت اما این اختلاف، از لحاظ آماری گروه
  دار نبود.معنی

های محاسبه میانگین نسبت توده سلولی داخلی به سلول
دهنده های تشکیلسلول(تروفوکتودرم) و به کل تروفوبلاست 

های انجمادی و گروه کنترل بلاستوسیست، نشان داد که بین گروه
 ٢). شکل ١و نمودار  ٣(جدول داری وجود ندارد تفاوت معنی

را نشان  شده با روش افتراقیآمیزیتصویر بلاستوسیست رنگ
  دهد.می

  
  های مختلف آزمایشی در محیط پایه با یا بدون کلسیمشده در گروهذوب -های منجمدمقایسه لقاح تخمک )۱جدول 

  شدهتعداد تخمک تلقیح  گروه
  (درصد)میزان لقاح 

  نیافتهتعداد تخمک لقاح  یافتهتعداد تخمک لقاح
  ٢٣) ٧٠/٢٧±٦٩/٠(b  ٦٠) ٢٦/٧٢±٥٢/٠(a  ۸۳  غیرانجمادی (کنترل)

  ٥١) ٣١/٥٩±٧٥/٠(a  ٣٥) ٦٧/٤٠±٨٨/٠(b  ۸۶  سلولی (+)کلسیم خارج 
  ٢٩) ٢٢/٣٢±٨٧/٠(b  ٦١) ٧٧/٦٧±٦٧/٠(a  ۹۰  )- کلسیم خارج سلولی (

  ٥٣) ٧٦/٥٥±٧٦/٠(a  ٤٢) ٢١/٤٤±١٨/١(b  ٩٥  EGTAکلسیم خارج سلولی (+) و 
  ٢٩) ١٨/٣١±٨٤/٠(b  ٦٤) ٨١/٦٨±٥٥/٠(EGTA  ۹۳  a) و - کلسیم خارج سلولی(

  ).>۰۵/۰pها است (دار بین گروهدهنده اختلاف معنینشانحروف متفاوت 

  

  
 :B)؛ PN، (پرونوکلئوس هسته نر و مادهشیپ یدارا افتهیتخمک لقاح: A ؛یفرض گوتیز هوخست هسته یز یآمنر و ماده در رنگ یهاهستهشیمختلف پ تیوضع )۱ شکل

   افتهینتخمک لقاح :C؛ اسپرم رمتراکمیسر غ یدارا افتهیتخمک لقاح

  
  شده در محیط پایه با یا بدون کلسیمذوب -های منجمدهای حاصل از تخمکمقایسه میزان تکوین جنین )۲جدول 

  گروه
تعداد تخمک 
  منجمدشده

تعداد تخمک زنده و 
  (درصد)شده تلقیح

نسبت به (درصد)؛ بلاستوسیست شده نسبت به تخمک تلقیح(درصد)؛ تسهیم 
  جنین روز پنجم  روز سوم جنین  شدهتخمک تلقیح

  ٧٢) ٠٥/٤٥±٦٧/٥(a  ٧٨) ٦٠/٤٨±٨٦/٢(a ١١٠) ٧١/٦٨±a)۰۰/۱۰۰±۰ (۱۶۰  a)٨٥/٠ ١٦٠  غیرانجمادی (کنترل)
  ٤٢) ١٧/٣٠±١١/١(bc ٥٢) ١٣/٣٧±٦٣/٢(b  ٧٠) ١٠/٥٠±b)۴۹/۱۴±۱/۹۲ (۱۲۹  b)١١/١ ١٤٠  کلسیم خارج سلولی (+)

  ٤٣) ٦٥/٢٩±٣٢/٣(bc  ٥٥) ٩١/٣٧±٠٣/١(b ٧٥) ٧٢/٥١±۶۸/۱±۷۲/۹۱ (۱۳۳  b)٤٤/١(b ١٤٥  )- کلسیم خارج سلولی (
  ٤٤)٢١/٢٨±٨٨/٠(c  ٥٥) ٢٤/٣٥±٦٧/١(b ٧٨) ١٣/٥٠±١٨/١(b  ١٤٤) ٣٠/٩٢±٧٦/٢(b ١٥٦  EGTAکلسیم خارج سلولی (+) و 

  ٤٩)٧٩/٣٣±٥٤/٣(b  ٦٧) ٢١/٤٦±٨٥/٢(a ٩٥) ٥٣/٦٥±۳۶/۲±۴۱/۹۲ (۱۳۴  a)٣٨/١(b ١٤٥  EGTAو  )- کلسیم خارج سلولی (
  )>٠٥/٠pها است (دار بین گروهدهنده اختلاف معنیحروف متفاوت نشان
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محیط پایه با یا  شده دروبذ - منجمد تخمکبلاستوسیست حاصل از تکوین  دهندههای تشکیلو کل سلول به تروفوکتودرم های توده سلولی داخلیمیانگین نسبی تعداد سلول مقایسه )۳جدول 
  بدون کلسیم

  گروه
تعداد بلاستوسیست 
مورد ارزیابی برای هر 

  روش

  آمیزی افتراقی بلاستوسیستشمارش سلولی پس از رنگ
نسبت توده سلولی داخلی به 

  تروفوکتودرم
نسبت توده سلولی داخلی به کل 

  دهنده بلاستوسیستهای تشکیلسلول
  ۴۲/۱±۲۵/۰  ۸۳/۱±۲۹/۰  ۴۲  انجمادی (کنترل)غیر

  ۲۴/۱±۲۵/۰  ۰۶/۲±۲۸/۰  ۳۹  کلسیم خارج سلولی (+)
  ۵۸/۱±۲۵/۰  ۶۶/۲±۲۹/۰  ۳۵  )- کلسیم خارج سلولی (

  EGTA  ۳۷  ۲۸/۰±۰۸/۲  ۲۵/۰±۵۴/۱کلسیم خارج سلولی (+) و 
 EGTA  ۴۰  ۲۹/۴۹±۰/۱ ۲۵/۳۹±۰/۱) و - کلسیم خارج سلولی (

  )<۰۵/۰p(داری وجود نداشت ها اختلاف معنیبین گروه

  چ

 
و  به تروفوکتودرم های توده سلولی داخلیمیانگین نسبی تعداد سلول مقایسه) ۱نمودار 
شده در وبذ - منجمد تخمکبلاستوسیست حاصل از تکوین  دهندههای تشکیلکل سلول

  محیط پایه با یا بدون کلسیم

  

  
شده با روش افتراقی؛ پیکان آمیزیتصویر بلاستوسیست رنگ )۲شکل 
 میکرومتر).۱۰۰برابر  Scale barدهنده موقعیت توده سلولی داخلی است (نشان

  

  بحث
همواره موضوعی ای های مزرعهویژه در گونهانجماد تخمک بالغ به

 های خاص وویژگیاست.  برانگیز و مورد بحث بودهچالش
پذیری بالای تخمک به فرآیند انجماد سبب بروز مشکلاتی از آسیب

مانی، کیفیت و توانایی تکوین این سلول شده لحاظ نتایج زنده
در این زمینه مطالعات متعددی بیانگر اثرات منفی انجماد است. 
است. فشار ای بر ساختار و عملکرد تخمک پستانداران بوده شیشه

تواند عواقبی ها میغلظت بالای ضدیخاسمزی و سمیت ناشی از 
]21 ,، اختلال در سیتواسکلت]19 ,20[شدن زوناپلوسیدامانند سخت

های شدن میکروتوبولآسیب دوک تقسیم و دپلیمریزه ،22[
تغییر در  ،]25[اختلالات کروموزومی ،]19 ,23 ,24[دهنده دوکتشکیل

میزان  و همچنین افزایش ]26-28[الگوی توزیع میتوکندری تخمک
داشته باشد که در نهایت  ]ROS( ]30, 29(های آزاد اکسیژن رادیکال

ممکن است منجر به کاهش میزان تکوین تخمک پس از انجماد 
 ایهای مذکور، تخمک حیوانات مزرعهعلاوه بر ویژگی .]31[شود

دلیل داشتن مقادیر بالای چربی در برابر مانند گاو، گوسفند و بز به
پذیر است و لازم است تا در این زمینه فرآیند انجماد بسیار آسیب

این واقعیات منجر به ایجاد  .]32 ,33[مطالعات بیشتری انجام شود
ای جهت بهبود دستورالعمل انجماد شیشه ای درهای گستردهتلاش

در مطالعه حاضر، کاهش کلسیم خارج  .]34 ,35[استتخمک شده 
(استفاده از محیط پایه بدون کلسیم) سبب افزایش درصد سلولی 

لقاح و تکوین تخمک پس از انجماد شده است. به عبارتی حضور 
کوین کلسیم در محیط انجمادی، میزان لقاح و همچنین توانایی ت

و همکاران  ویساکدهد. این یافته با مطالعه تخمک را کاهش می
مطابقت دارد که در آن، استفاده از محلول انجمادی دارای کلسیم 

شدن زوناپلوسیدا و کاهش تکوین جنین سبب افزایش سخت
یک  .]20[است شده گاوی شدهحاصل از تخمک منجمد ذوب

کردن این باشد که کم توضیح برای این یافته مطالعه حاضر شاید
تواند تا حدودی عواقب کلسیم موجود در محیط انجمادی می

شدن ناشی از افزایش کلسیم داخل سلولی مانند پدیده سخت
زوناپلوسیدای تخمک و متعاقب آن کاهش نفوذ اسپرم را به 

از طرفی مطالعه حاضر بیانگر این نکته است که حداقل برساند. 
تواند در حفظ کیفیت و تنهایی نمیهحذف کلسیم خارج سلولی ب
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توانایی تکوین تخمک پس از انجماد موثر باشد، چون درصد 
تکوین جنین فقط در گروهی که علاوه بر محیط پایه بدون کلسیم 

دهد. استفاده شده است، بهبود نشان می EGTAاز چیلاتور 
تواند این باشد که کاهش توانایی تکوین بنابراین یک فرضیه می

اند، هایی که در غیاب چیلاتور منجمد شدهشده در گروهمشاهده
از این دلیل افزایش رهاشدن کلسیم از منابع داخل سلولی است. به

س از انجماد، توان گفت که حفظ توانایی تکوین تخمک پرو می
ارتباط مستقیم و تنگاتنگی با تنظیم کلسیم بیرون و درون سلولی 

های قبلی نیز بیانگر افزایش کلسیم داخل سلولی تحت دارد. یافته
سولفوکساید، متیلگلیکول و دیهای رایج مانند اتیلنتاثیر ضدیخ

شدن زوناپلوسیدا و درنتیجه کاهش میزان لقاح در تخمک سخت
آید که ها، به نظر میاساس این یافته. بر]9 ,20[اندو بودهو گا موش
سولفوکساید سبب رهاسازی کلسیم از منابع داخل سلولی متیلدی

گلیکول باعث ورود که اتیلنمانند شبکه آندوپلاسمی، در حالی 
رو در  از این .]9[شودکلسیم از محیط خارج سلول به درون آن می

مطالعه حاضر، برای اینکه از ورود بیش از حد کلسیم به داخل 
تخمک ممانعت شود و از طرفی کلسیم آزادشده از منابع داخل 
سلولی به حداقل برسد، دو راهکار کلی اتخاذ شد. به این ترتیب که 
برای کاهش و یا حذف کلسیم خارج سلولی، از محیط پایه 

د و برای کاهش و یا حذف انجمادی بدون کلسیم استفاده ش
به محیط پایه  (EGTA) کلسیم داخل سلولی، چیلاتور یون کلسیم

اضافه شد و کارآیی این پروتکل انجمادی بر میزان لقاح تخمک و 
توانایی تکوین آن مورد ارزیابی قرار گرفت. یکی از نکات قابل توجه 
در نتایج این مطالعه، تفاوت درصد لقاح و تکوین تخمک در 

(محیط پایه بدون کلسیم)  فاقد کلسیم خارج سلولی هایوهگر
دهد حذف کلسیم خارج سلولی اگرچه توانسته است که نشان می
شدن زوناپلوسیدا را کاهش و درنتیجه، لقاح را است میزان سخت

هایی که در غیاب چیلاتور منجمد افزایش دهد، ولی تخمک
اند و توانایی شده اند به نوعی دچار تاخیر در مراحل تسهیمشده

تکوین آنها کاهش یافته است. برخلاف یافته مطالعه حاضر، در 
ای نشان دادند که توانایی تکوین تخمک گوسفندی پس از مطالعه

نکته قابل توجه  .]15[یابدکاهش کلسیم خارج سلولی افزایش می
این است که درصد تشکیل بلاستوسیست پس از حذف کلسیم 

) نسبت به مطالعه مذکور %٣١لعه حاضر (در مطا خارج سلولی
تنهایی ) بالاتر بود، هرچند حذف کلسیم خارج سلولی به%١٠(

ای بر تخمک را کاهش دهد. نتوانست اثرات منفی انجماد شیشه
شاید بتوان علت این اختلاف را به تفاوت در دستورالعمل 

حاضر انجمادی، مانند استفاده از ترهالوز به جای ساکارز در مطالعه 
و همکاران را تایید  وانگهای نسبت داد. مطالعه حاضر، یافته

به محیط  BAPTAاست افزودن چیلاتور کند که نشان داده می
شده گاوی ذوب -انجمادی سبب بهبود نتایج تکوین تخمک منجمد

، اگرچه از لحاظ نوع چیلاتور و گونه مورد نظر ]16[شودمی
بردن به هایی وجود دارد. همچنین در این مطالعه برای پیتفاوت

اهمیت نقش کلسیم داخل و خارج سلولی و تاثیر افزایش مقادیر 

این دو، محیط پایه حاوی کلسیم خارج سلولی نیز مورد ارزیابی 
و همکاران متفاوت  نگواقرار داده شد که از این لحاظ با مطالعه 
های های حاصل از تخمکبود. بررسی کیفیت بلاستوسیست

زانبودن دستورالعمل تواند بیانگر آسیبانجمادی در این مطالعه می
انجمادی چه در هنگام حذف یا عدم حذف کلسیم باشد چون از 

های لحاظ شمارش سلولی و وقوع آپوپتوز تفاوتی بین گروه
  وجود نداشت. انجمادی و گروه کنترل
کننده کاهش میزان لقاح و تکوین تخمک پس یکی از دلایل توجیه

های مورد استفاده از انجماد، تاثیری است که غلظت بالای ضدیخ
گذارد. بر این ای بر میزان کلسیم داخل سلولی میدر انجماد شیشه
ای در جهت کاهش کلسیم محیط های گستردهاساس تلاش

هایی ود نتایج لقاح و تکوین تخمک گونهانجمادی و با هدف بهب
. البته اهمیت کلسیم ]9 ,15[استانجام شده  مانند گوسفند و موش

شود، چراکه یون شدن زوناپلوسیدا نمیتنها محدود به پدیده سخت
های مسیرهای کنندهترین تنظیمعنوان یکی از مهمکلسیم به

های مربوط به پدیدهای در بسیاری از رسانی سلول، نقش عمدهپیام
کند. اهمیت ای تخمک نیز ایفا میبلوغ سیتوپلاسمی و هسته

کلسیم در توزیع سیتوپلاسمی میتوکندری و فرآیند پلیمریزاسیون 
دهنده دوک تقسیم های تشکیلو دپلیمریزاسیون میکروتوبول

  .]36 ,37[است تخمک نیز اثبات شده
  

  گیرینتیجه
جمادی که به واسطه افزودن کاهش و یا حذف کلسیم محیط ان

دهد به شکل قابل توجهی اسید رخ میتترااستیکگلیکولاتیلن
شود. از سوی سبب بهبود نتایج لقاح تخمک پس از انجماد می

کننده کلسیم بر توانایی تکوین جنین، دیگر اثرات مثبت این حذف
در صورت استفاده از محیط کشت فاقد کلسیم در محلول انجمادی 

شود. این موضوع بیانگر نقش و اهمیت منابع وضوح دیده میبه
خارج و داخل سلولی کلسیم در موفقیت یا عدم موفقیت فرآیند 

  انجماد تخمک است.
  

نویسندگان مراتب سپاس و قدردانی خود را از تشکر و قدردانی: 
های پروژه و پژوهشکده علوم پژوهشگاه رویان برای تامین هزینه

دلیل فناوری (اصفهان) پژوهشگاه رویان، بهژوهشکده زیستتولیدمثل و پ
دارند. همچنین کردن امکانات لازم برای انجام این مطالعه ابراز میفراهم

های آماری این مطالعه برای انجام آزمون احد علیزادهنویسندگان از آقای 
  سپاسگزار هستند.

های اجرای مطالعه حاضر پس از تصویب تمامی روشاخلاقی: تاییدیه
کمیته اخلاق پژوهشگاه رویان جهاد دانشگاهی و براساس قوانین حاکم 

 تهران و شناسی پژوهشگاه رویانگروه جنینبر کار با حیوانات در 
  م شدند.فناوری رویان در اصفهان انجازیست پژوهشکده

 .موردی توسط نويسندگان گزارش نشده استتعارض منافع: 
(نویسنده اول)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر  یبتول صناع هم نویسندگان:س

شناس/نگارنده بحث بهار موقر (نویسنده دوم)، روش )؛%٢٥اصلی (
 )؛%١٠(نویسنده سوم)، تحلیلگر آماری ( یرضازاده ولوجرد یمجتب )؛%١٥(



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو  یبتول صناع ۹۸

   ۱۳۹۹ بهار، ۲، شماره ۲۳وره د                                                                                                                                                                               شناسی زیستیهای آسیبپژوهش

مسعود بذرگر  )؛%١٠( ی)، پژوهشگر کمکچهارم سندهی(نوی میابراه تایب
 سندهی(نو انیحاج یمهد )؛%١٠( ی)، پژوهشگر کمکپنجم سندهی(نو

)، هفتم سندهی(نو فرنوش جعفرپور )؛%١٠( ی)، پژوهشگر کمکششم
)، هشتم سندهی(نوی نصراصفهان نیمحمدحس )؛%١٠( یپژوهشگر کمک
  )%١٠( یپژوهشگر کمک

  .موردی توسط نويسندگان گزارش نشده استمنابع مالی: 
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