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Abstract 
Objective: the aim of this study was to evaluate the effect of sucrose on follicular 
survival rate and the incidence of apoptosis in rat ovarian tissue following vitrification. 
Methods: Ovaries of approximately 5-week-old female Wistar rats were divided 
randomly into three groups: control (non-vitrified), VI (Ethylene Glycol + Dimethyl 
Sulfoxide) and VII (EG + DMSO + 0.25 mol/lit sucrose). Vitrified-warmed samples were 
incubated for approximately 30 minutes and fixed in Bouin’s fixative. The samples were 
serially sectioned and stained either with H&E or immunohistochemistry kit of anti-active 
and a pro-caspase-3 kit. 
Results: Data analysis showed that the rate of growing follicles that survived, with the 
exception of primordial follicles, was comparable between the vitrified-warmed and 
control samples. Morphologically healthy primordial follicles showed significant 
reductions in all vitrification groups compared to the control, however this rate was not 
significant between the vitrification groups. In comparison with healthy follicles, there 
were significantly more dead follicles in the vitrification groups than the control group. In 
addition the apoptotic follicles increased significantly after vitrification, with the 
exception of the antral follicles. Although the number of apoptotic follicles was similar 
between both vitrification groups, however there were significantly more pre-antral 
apoptotic follicles in the VII group compared to the VI and control groups. 
Conclusion: According to these results, the presence or absence of sucrose has no 
significant effect on the preservation of primordial and primary follicles which are 
important for transplantation.  
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  چكيده
 برنامه ريزي شـده در      ها و شيوع مرگ سلولي      هدف از اين مطالعه بررسي اثر سوكروز بر ميزان زنده ماندن فوليكول            :هدف

 .اي بود بافت تخمدان موش صحرايي پس از انجماد شيشه
، )انجمـادي  غيـر (اي پس از خارج شدن از بدن بـه سـه گـروه كنتـرل       هفته5هاي صحرايي     تخمدان موش  :ها مواد و روش  

 مـول در ليتـر      25/0+دي متيـل سولفوكـسايد    + اتيلن گليكول ( VIIو  ) دي متيل سولفوكسايد  + اتيلن گليكول    (VIانجمادي  
ها حدود نيم ساعت انكوبه و بلافاصله در محلول بوئن تثبيـت           پس از مرحله انجماد و ذوب، تخمدان      . تقسيم شد ) سوكروز

هـاي دچـار     شناسي بافت و نيز شمارش تعداد فوليكـول        به منظور بررسي ريخت   . و سپس به صورت سريالي برش زده شد       
هيـستوشيمي تيمـار شـده بـا          ائوزين و ايمونو   -آميزي هماتوكسيلين   به ترتيب رنگ   مرگ سلولي برنامه ريزي شده ، قطعات      

 . انجام شدanti-active & pro caspase 3بادي  آنتي
هـاي بـدوي بـين       هاي در حال تكوين به اسـتثناي فوليكـول          مطالعات آماري نشان داد كه ميزان سالم ماندن فوليكول         :نتايج
دار در مقايسه  هاي انجمادي ضمن كاهش معني    هاي بدوي سالم در گروه     فوليكول. ن است هاي انجمادي و كنترل يكسا     گروه

هـاي مـرده در همـه مراحـل      هـاي سـالم، فوليكـول    خلاف فوليكول بر. داري را بين خود نشان ندادند    با كنترل، تفاوت معني   
هـر چنـد كـه ايـن اخـتلاف بـين       . ادندداري را در دو گروه انجمادي نسبت به كنترل نشان د   مختلف تكويني، افزايش معني   

هاي دچار مرگ سلولي برنامه ريزي شده نيـز در تمـامي             هاي انجمادي، فوليكول   در گروه . دار نبود  هاي انجمادي معني   گروه
بـين دو گـروه انجمـادي نيـز بـه غيـر از مرحلـه         . داري را نسبت به كنترل نشان دادند       مراحل به غير از آنترال افزايش معني      

هـاي دچـار مـرگ      ميزان فوليكول ) >037/0P درصد،   VII :02/0 ± 12/4 درصد و    VI :003/0 ± 95/1(آنترال   هي پر فوليكول
  .سلولي برنامه ريزي شده يكسان بود

اي تخمـدان مـوش      دهد كه حضور سوكروز يا عـدم حـضور آن در فرآينـد انجمـاد شيـشه                  اين نتايج نشان مي    :گيري نتيجه
هاي بدوي و اوليه كه در فرآيند پيوند از اهميت خاصي برخوردار است تفـاوت                وليكولصحرايي، به خصوص براي حفظ ف     

  .كند چنداني را ايجاد نمي
  

  ، بافت تخمداناي، سوكروز، موش صحرايي  انجماد شيشه:واژگان كليد
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  اي تخمدان موش صحرايي سوكروز بر انجماد شيشهاثر 
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 مقدمه
ها پـيش    حفظ مواد زيستي با استفاده از كاهش دما به قرن         

ذخيـره مـواد غـذايي خـود از         گردد، زماني كه بشر براي       برمي
اما بايد اشاره نمود كـه      . برده است  هاي طبيعي بهره مي    يخچال

پرداختن به مسئله انجماد به صورت علمي از قرن هفدهم و با 
اي جديـد در     آزمايش و مـشاهده   «اي تحت عنوان     انتشار مقاله 

 آغـاز  )Robert Boyle(روبرت بويـل   توسط» تماس با سرما
 ].1[شد 

هاي قابـل   هاي اخير انجماد به دليل كسب موفقيت در دهه 
هـاي تناسـلي     هاي جنسي، جنين و بافت     توجه در حفظ سلول   

نيز از اهميت خاصي در تحقيقـات و بـالين برخـوردار شـده              
انـد ضـمن ارايـه       اي كه محققين سعي نموده     به گونه ] 2[است  
ها براي بافت، روشـي را      هاي مختلف و آثار احتمالي آن      روش
 نمايند كه حداقل آسيب را براي بافـت توليـد مثلـي بـه      اتخاذ

هاي جنسي ماده    خصوص بافت تخمدان كه منبع ذخاير سلول      
تـوان   بنـدي مـي   بر اين اساس در يك جمع    . است، داشته باشد  

اي بـراي    گفت كه دو روش كلي نظير انجماد آهسته و شيـشه          
هاي زيستي به خصوص بافت تخمـداني وجـود          ذخيره نمونه 

توان به سرعت كاهش دما  تفاوت در اين دو روش را مي . دارد
و چگونگي استفاده از مواد محافظـت كننـده در برابـر سـرما              

  .نسبت داد
چـه ميـزان از     ) 1: در اين رابطه دو سؤال مهم وجود دارد       

از چه مواد ضـديخي بـراي انجمـاد         ) 2بافت را منجمد كنيم؟     
جـايي   ز آن كمك بگيريم؟ در پاسخ به سؤال اول بايد گفـت، ا          

هاي جانوري در ناحيه قشري      هاي ماده در اكثر گونه     كه گامت 
ها كافيـست    سازي آن  تخمدان قرار دارند، بنابراين براي ذخيره     

ايـن روش   . قشر تخمدان جداسازي و قطعات آن منجمد شود       
] 5[و گوسـفند    ] 4[، گـاو    ]3[در جانوران بزرگ مانند انـسان       

هـايي در خـصوص      اگـر چـه گـزارش     . لازم و ضروري است   
، امـا بـه دليـل      ]6[شـود    انجماد كل بافت تخمدان مشاهده مي     

بزرگ بودن كل بافت تخمـدان، متـراكم بـودن آن و نيـز دارا               
بودن يك قسمت مركزي بزرگ و سخت، انجماد كل تخمدان          

در خصوص سؤال دوم نيز بايد اشاره نمـود كـه           . مفيد نيست 
ممكن است  . داردهاي مختلف آثار متفاوتي      ها در گونه   ضديخ

اي ديگر غير   اي اثر سمي داشته و در گونه       يك ضديخ در گونه   
  ]. 9- 7[سمي باشد 

از سوي ديگر؛ بايد اذعـان نمـود كـه از زمـان كـشف اثـر                 
هـاي زيـستي،     ها در فرآيند انجماد و حفظ بافت و نمونه         ضديخ

از آن ميـان    ]. 10[انـد     هاي متفاوتي ارزيابي شـده     يخ تاكنون ضد 
هـاي ابتـدايي     يي چون گليـسرول و اسـتاميد در سـال         ها ضديخ

هـا   زايي آن  كاربرد بيشتري داشته ولي به دنبال كشف اثر سرطان        
گيرنـد و بـرعكس،      ، امروزه كمتر مورد استفاده قرار مي      ]11،  7[

، )Ethylene Glycol: EG(هايي چون اتـيلن گليكـول    ضديخ
 كسايدو دي متيل سولفو) Propanediole: PROH(پروپانديول 

)Dimethyl Sulfoxide: DMSO (هاي نفـوذ   كه جزء ضديخ
شوند، امروزه كاربرد بيشتري در بالين داشـته         كننده محسوب مي  

براي انجماد بافت همچنـان رو بـه گـسترش           ها و استفاده از آن   
اتيلن گليكول به دليل داشتن جرم مولكولي پايين و         ]. 12[است  

ها، محبوبيـت بيـشتري      خنيز اثر سمي كمتر نسبت به ساير ضدي       
جرم مولكولي پايين آن موجب افزايش سرعت نفوذ        . يافته است 

 نيـز در    DMSO]. 7[شده و در موفقيت انجمـاد دخيـل اسـت           
هـا در زمينـه      تحقيقات و بالين كاربرد فراوانـي دارد و گـزارش         

در هر صورت بايد    . ]13[استفاده مفيد از اين ضديخ زياد است        
ها گـاهي نيـاز اسـت        اهش سميت ضديخ  اضافه نمود كه براي ك    

]. 14،  13،  5[كه از تركيب يك يا چنـد ضـديخ اسـتفاده نمـود              
 به داخـل سـلول      DMSO و   EGخلاف   ها بر  گروهي از ضديخ  

هاي نفـوذ    كنند و بيشتر به افزايش سرعت نفوذ ضديخ        نفوذ نمي 
از جمله اين مواد    . كاهند ها مي  كننده كمك كرده و از سميت آن      

ــي ــه  مـ ــوان بـ ــا   تـ ــوكروز يـ ــد سـ ــاكاريدهايي ماننـ  دي سـ
موفقيـت  ]. 15[هايي ماننـد فـايكول اشـاره نمـود           ماكرومولكول

هـاي انجمـاد بافـت       استفاده از سوكروز در بسياري از گـزارش       
آمده است، اما برخي مطالعـات      ] 16[هاي مختلف    تخمدان گونه 
دهد كه عدم استفاده از آن به خصوص در مـوش و   نيز نشان مي 
ــود انــسان چنــد و اســتفاده از آن ] 18-17[ان مــؤثر نخواهــد ب
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  و همكاراناالله فتحي روح
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تواند بيانگر اين نكته باشد كـه بـراي انجمـاد بافـت              همواره مي 
تخمدان يك گونه قبل از هر چيز نقش سوكروز در انجماد بايد            

بنابراين در مطالعه حاضـر اثـر تركيـب         . مورد بررسي قرار گيرد   
زان  با سوكروز يـا بـدون آن بـر مي ـ        DMSO و   EGهاي   ضديخ

 ريـزي شـده    مرگ سلولي برنامه  ها و شيوع     زنده ماندن فوليكول  
)Apoptosis(        اي   هفتـه  5 در كل بافت تخمدان موش صحرايي

  .بررسي شد
  

  ها مواد و روش
  تهيه تخمدان موش صحرايي و طراحي آزمايش

 سـر مـوش   3هـا از بـدن    در هر بار آزمايش، ابتدا تخمـدان     
 ـ 70اي بـالغ بـا وزن         هفته 5صحرايي    گـرم خـارج و در       80ا   ت

ــشت  ــيط ك ــاوي 199مح   HEPES) HEPES modified ح
tissue culture medium 199: HTCM) (Sigmaو )، آلمان 

  :Human Serum Albumin( درصد آلبومين سرم انـساني  10
HSA (  ها به صورت تصادفي به      سپس تخمدان . قرار داده شدند

روه كنترل يـا    دو تخمدان به عنوان گ    : بندي شدند   گروه تقسيم  3
انجمادي در نظر گرفته شـد و بلافاصـله در محلـول تثبيـت               غير

چهار تخمدان ديگر نيز به     . تثبيت شدند ) Bouin’s(كننده بوئن   
شامل دو ضـد يـخ       (VIصورت تصادفي در دو گروه انجمادي       

EG   و DMSO (  وVII)   شاملEG  ،DMSO مـول در  25/0 و 
بـراي هـر دو گـروه       قرار گرفتند و هـر آزمـايش        ) ليتر سوكروز 

  . بار تكرار شد5آيد،  انجمادي كه شرح آن در ادامه مي
  

  اي مراحل انجماد شيشه
گيري بـه    ، آب VIIو   VIهاي آزمايشي    براي هر يك از گروه    

 و هر يك به مـدت       2 و   1ترتيب به وسيله دو محلول انجمادي       
 بـه   HSA درصـد    10 و   HTCMتركيـب   .  دقيقه انجـام شـد     5

 و  EG  ،DMSO انجمادي و ميزان تركيبـات       عنوان محلول پايه  
گيـري   پـس از آب   .  در نظر گرفتـه شـد      1سوكروز طبق جدول    

مراحل برداشت بافت تخمدان به وسيله نـوك سـوزن و شـناور         
ساختن آن در نيتروژن مايع نيز به مانند آنچه كه در مورد بافـت              

  ].5[تخمدان گوسفند آمده است، انجام پذيرفت 
  

  هاي مختلف انجمادي ها در گروه ظت ضد يخ تركيب و غل1جدول 
  

 2محلول انجمادي  1محلول انجمادي  گروه
VI 5/7 درصد EG+5/7 درصد DMSO 15 درصد EG+15 درصد DMSO 
VII 5/7 درصد EG+5/7 درصد DMSO 15 درصد EG+15 درصد DMSO+25/0مول بر ليتر سوكروز  

  

  ذوب
.  انجام شد   دقيقه 5 مرحله و هر مرحله به مدت        4ذوب در   

هاي هر گروه آزمايشي از نيتروژن مايع خـارج          در ابتدا تخمدان  
 مـول در  W1 :HTCM + 1(و بلافاصله در محلـول ذوب اول       

سـپس در محلــول ذوب دوم  . ور شـدند   غوطـه )ليتـر سـوكروز  
)W2 :HTCM + 5/0    و به همين ترتيب     ) مول در ليتر سوكروز 

ر ليتــر  مــول دW3 :HTCM + 25/0(در محلــول ذوب ســوم 
ــوكروز ــارم )س ــر W4 :HTCM + 125/0( و چه ــول در ليت  م
تمامي مراحل ذوب در دماي اتاق انجـام        .  قرار گرفتند  )سوكروز

  گـراد   درجه سانتي  37شد به غير از مرحله اول كه در حمام آب           
  

 تـا   20هاي ذوب شده به مدت       در انتها تخمدان  . صورت گرفت 
 درصـد   CO2 5راد و   گ ـ  درجه سانتي  37 دقيقه در انكوباتور     30

و سپس مانند گروه كنتـرل در محلـول         ] 7،  4[كشت داده شدند    
  .هاي بعدي تثبيت شدند بوئن براي ارزيابي

  

 و  )Morphologic(شناختي   ريختهاي   ارزيابي
  ايمونوهيستوشيمي

گيري قرار گرفته    هاي تثبيت شده، تحت فرآيند آب      تخمدان
به صورت سريالي و با     گيري در محلول پارافيني،       قالبو پس از    
 ميكرومتر برش داده شدند و با روش هماتوكـسيلين          6ضخامت  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
07

 ]
 

                             4 / 13

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-6961-en.html


  اي تخمدان موش صحرايي سوكروز بر انجماد شيشهاثر 
  

  

53  Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, 15(4), Winter 2013 53 

. آميـزي شـدند   رنـگ ) Hematoxylin and Eosin(و ائـوزين  
آميزي شده به وسـيله ميكروسـكوپ نـوري          قطعات بافتي رنگ  

اسـاس مطالعـه     هاي سـالم و مـرده بـر        ارزيابي و تعداد فوليكول   
ائوزينوفيليك شـدن   ]. 19[شمارش شدند   ) Gougeon(گوگئون  

شديد سيتوپلاسـم تخمـك، جمـع شـدن و تـراكم بـيش از حـد           
 Zona(كروماتين، چروكيـدگي غـشاي هـسته و زونـا پلوسـيدا      

Pellucida (        هـاي گرانولـوزا     و فاصله گرفتن بيش از حـد سـلول
)Granulosa Cells (هايي از آتـرزي   از يكديگر و تخمك نشانه

  .روند  ميفوليكول به شمار) Atresia(شدن 
 rabbitبـادي   آزمايش ايمونوهيستوشيمي با استفاده از آنتي

anti-pro and active caspase 3ــز ــدين  و ني  -روش آوي
 )avidin–biotin–immunoperoxidase( ايمونوپراكــسيداز -بيــوتين

)Vector Labs ،قبل از انكوبه شدن بـا  .  صورت گرفت)كانادا
، قطعات بافـت بـا پراكـسيد        )500 به   1با رقت   (بادي اوليه    آنتي

 درصد براي مهـار پراكـسيدازهاي داخلـي         H2O2 (3(هيدروژن  
ژن بـا    دقيقه تيمار شد و سپس تحـت احيـاي آنتـي        30به مدت   

 دقيقـه و    30به مدت   ) CaCl2/2H2O+تريپسين(روش آنزيمي   
سپس بافت به مدت    . گراد قرار گرفت    درجه سانتي  37در دماي   

 100X تيمار بـا محلـول تريتـون          دقيقه در دماي اتاق تحت     10
)Triton X100 (بـه منظـور   . پذير شدن قرار گرفـت  براي نفوذ

هـاي   ژن بادي اوليه، آنتي   اختصاصي آنتي  جلوگيري از اتصال غير   
بادي عليه او و     جانداري كه آنتي  (مشترك بين دو گونه جانوري      

به وسيله سـرم بـز      ) بادي در بدن او ساخته شده      جانداري كه آنتي  
در ايـن   ). گـراد   درجه سانتي  37 ساعت،   1( درصد حذف شد     10

  درجـه 37 سـاعت،  2(بادي اوليه   مرحله قطعات بافتي ابتدا با آنتي     
 سـاعت،   1 (1:500بادي ثانويه با رقت      و سپس آنتي  ) گراد سانتي

پس از اين مرحله، براي ديـده       . تيمار شد ) گراد  درجه سانتي  37
 ـ        شدن آنتي  ، )سـازي واكـنش    نـوري (ي  بادي ثانويـه بـا نـور مرئ

ــسيداز     ــزيم پراك ــا آن ــدا ب ــافتي ابت ــات ب   Horseradish(قطع
Peroxidase: HRP ( دقيقه در دماي اتاق و سپس 30به مدت 

بـه  ) Diaminobenzidine: DAB(با محلول حاوي كروموژن 
بايد توجـه كـرد   .  دقيقه و در دماي اتاق تيمار شد15 تا  5مدت  

در . پـذيري ادامـه يابـد       رنـگ   تا زمـان   DABكه مدت تيمار با     
گيري قرار گرفته و پس از       نهايت قطعات بافتي تحت فرآيند آب     

پوشاندن سطح لام با لامل با ميكروسكوپ نوري قابل مـشاهده           
هاي بافت مهم اسـت،      اگر شمارش تعداد كل سلول    . خواهد بود 

گيـري، قطعـات بـافتي را بـا رنـگ متمـايز              توان قبـل از آب     مي
بهتـر اسـت رنـگ دوم       . اتوكسيلين رنـگ كـرد    ديگري مانند هم  

بـادي   جايگاه اتصالي متفاوتي با عامل مورد بررسي كه بـه آنتـي           
به طور مثـال در ايـن پـژوهش      . شود، داشته باشد   اول متصل مي  

بوده كه جايگاه بيان ) Caspase 3 (3عامل مورد بررسي كاسپاز 
ــابراين بــراي رنــگ آميــزي دوم از  آن در سيتوپلاســم اســت، بن

سيتوپلاسمي است و هـسته را       هماتوكسيلين استفاده شد كه غير    
  .كند رنگ مي

  

      
  

 انجمـادي  )ج(، VI انجمـاي  )ب(، )غيـر انجمـادي  ( كنترل )الف(؛ anti-pro & active caspase 3بادي  هاي موش صحرايي تيمار شده با آنتي  مقطع عرضي تخمدان1شكل 
VIIريزي شده  گ سلولي برنامهجسم زرد دچار مرهاي  سلول: ، فلش)Caspase Positive(  

  
  درصد 50هايي كه تخمك يا بيش از        در اين آزمايش فوليكول   

آميزي  ها در رنگ آن) Cumulus Cells(هاي كومولوسي  سلول
ــپاز  ــرگ   3كاس ــار م ــول دچ ــوان فوليك ــه عن ــد، ب ــت بودن  مثب

  ).1شكل (ريزي شده در نظر گرفته شدند  برنامه
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  ها دادهتجزيه و تحليل 
 اســميرنف -هــا بــا آزمــون كولمــوگروف    تمــامي داده

)Kolmogorov-Smirnov (ــداد فوليكــولطبيعــي ــاي   و تع ه
هـاي   ريـزي شـده بـين گـروه        سالم، مرده و دچار مـرگ برنامـه       

بـراي  .  مقايسه شد  t-testانجمادي و كنترل با استفاده از آزمون        
ها نيز بـه     داده.  استفاده شد  16 نسخه   SPSSافزار   اين منظور نرم  

 :Standard Error Mean(همراه ميـانگين خطـاي اسـتاندارد    

SEM (      05/0ارايه و اختلاف زير عدد) 05/0P< ( دار در   معنـي
  . نظر گرفته شد

  

  نتايج
به طور كلي در اين مطالعـه اثـر حـضور يـا عـدم حـضور                 

 شناسـي  ريخـت سوكروز در محلول انجمادي بافت تخمدان بـر         

ريزي شده ارزيابي    وع مرگ سلولي برنامه   ها و ميزان وق    فوليكول
هــا بــين  در نهايــت تجزيــه و تحليــل آمــاري تمــامي داده. شــد
  .هاي كنترل و آزمايشي انجام شد گروه

  

  هاي سالم و مرده تعداد فوليكول
 ± 03/0(هاي بدوي سالم بـين گـروه كنتـرل           تعداد فوليكول 

 بـه ترتيـب   (VII و VIو هـر دو گـروه انجمـادي         )  درصد 53/36
دار  تفـاوت معنـي   )  درصد 04/19 ±03/0 درصد و    37/14 02/0±

هاي بدوي مـرده     تفاوت در تعداد فوليكول   ). >004/0P(نشان داد   
و هــر دو گــروه )  درصــد91/2 ± 00/0(نيــز بــين گــروه كنتــرل 

 ± 01/0 درصـد و     36/9 ± 02/0به ترتيـب     (VII و   VIانجمادي  
ــي)  درصــد46/7 ــود معن ــداد . )2جــدول ) (>047/0P( دار ب تع

 و  VIهـاي انجمـادي      هاي بدوي سالم و مرده بين گـروه        فوليكول
VIIيكسان بوده و تفاوت آماري محسوسي را نشان ندادند .  

  
 هاي كنترل، انجمادي هاي سالم و مرده در گروه  فوليكول2جدول 

  
 آنترال آنترال هپر اوليه بدوي 
 سالم مرده سالم مرده سالم مرده سالم مرده گروه
 86/19 ±02/0 70/2 ±00/0* 01/9 ±00/0 49/1 ±00/0* 20/24 ±03/0 26/3 ±006/0* 53/36 ±03/0* 91/2±00/0* رلكنت

VI 02/0±36/9a **02/0± 37/14 **03/0± 06/18 02/0± 83/21 **00/0± 79/5 01/0± 05/7 **00/0± 40/6 02/0± 10/17 

VII **01/0± 46/7 **03/0± 04/19 **03/0± 15/14 01/0± 26/21 **00/0± 86/5 01/0± 92/8 **01/0± 25/6 02/0± 02/17 
  

 مـول در ليتـر    VI :EG+ DMSO  ،VII :EG + DMSO +25/0هـاي غيـر انجمـادي،        تخمـدان : گـروه كنتـرل   . است  ارايه شده  SEM ±ها به صورت ميانگين درصد       داده
  .دار است  معني**با * هاي داراي  در هر ستون داده. سوكروز
  

 VIهـاي انجمـادي      هاي اوليه سالم در گـروه      يكولتعداد فول 
ــد83/21 ± 02/0( ــد01/0 ± 26/21 (VIIو )  درص ــا )  درص ب

داري را نشان    تفاوت معني )  درصد 20/24 ± 03/0(گروه كنترل   
هـاي اوليـه مـرده در هـر دو           اما افزايش در تعداد فوليكول    . نداد

  درصـد و   06/18 ± 03/0به ترتيـب     (VII و   VIگروه انجمادي   
 26/3 ± 006/0(نسبت به گروه كنتـرل      )  درصد 15/14 ± 03/0

هـاي اوليـه    تعـداد فوليكـول  ). >015/0P(دار بـود    معني) درصد
هـاي بـدوي بـين دو گـروه      سالم و مرده نيز به ماننـد فوليكـول       

  ).2جدول (انجمادي تفاوت آماري آشكاري را نشان نداد 
 سـالم   )Pre-antral (آنتـرال  ههاي پر  تفاوت در تعداد فوليكول   

: VII درصـد و     VI :01/0±05/7(هاي انجمـادي     نيز بين خود گروه   
)  درصد 01/9±00/0(و همچنين گروه كنترل     )  درصد 01/0±92/8

آنتـرال مـرده در هـر دو گـروه           ههـاي پـر    دار نبود اما فوليكول    معني
بـا  )  درصد 00/0±86/5 (VIIو  )  درصد VI) 00/0±79/5انجمادي  

)  درصـد  49/1±00/0(به گروه كنتـرل     وجود يكسان بودن، نسبت     
 ).2جدول ) (>022/0P(داري نشان دادند  افزايش معني
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: VI(هـاي انجمـادي      هاي آنترال سالم در بين گروه      فوليكول
ــد و 02/0±10/17 ــدVII :02/0±02/17 درص ــروه )  درص و گ

دار نـشان    افزايش يا كاهش معنـي    )  درصد 86/19±02/0(كنترل  
رغم   مرده علي  )Antral (هاي آنترال  ولكه فوليك  در حالي . ندادند

)  درصدVI) 00/0±40/6يكسان بودن در هر دو گروه انجمادي        
ها نسبت   ، مانند ساير انواع فوليكول    ) درصد VII) 01/0±25/6و  

داري نـشان    افزايش معنـي  )  درصد 70/2±00/0(به گروه كنترل    
  ).2شكل ) (2جدول ) (>017/0P(دادند 

  

      
  

  VII انجمادي )ج(، VI انجماي )ب(، )غير انجمادي( كنترل )الف(آميزي شده با هماتوكسيلين و ائوزين؛  هاي موش صحرايي رنگ رضي تخمدان مقطع ع2شكل 
  

  هاي كنترل و انجمادي  در گروهريزي شده دچار مرگ سلولي برنامههاي  فوليكول 3جدول 
 

 آنترال آنترال هپر اوليه بدوي 
     گروه
 13/2 ±009/0* 92/2 ±03/0* 28/1 ±01/0** 8/0 ±02/0 كنترل

VI 03/0± 15/1 **003/0± 95/1 **05/0± 75/12 **02/0± 50/6 

VII 02/0± 55/1 *02/0± 12/4 **02/0± 23/11 **02/0± 87/4 
   

 مـول در ليتـر      VI :EG+ DMSO  ،VII :EG + DMSO +25/0تخمـدان هـاي غيـر انجمـادي،         : گروه كنترل .  ارايه شده است   SEM ±ها به صورت ميانگين درصد       داده
  .دار است معني** با * هاي داراي  در هر ستون داده. سوكروز
  

  ريزي شده مرگ سلولي برنامهميزان شيوع 
ــپاز     ــروتئين كاسـ ــان پـ ــزان بيـ ــي ميـ ــه روش 3بررسـ  بـ

نشان داد كه   ) VII و   VI(هاي انجمادي    ايمونوهيستوشيمي در گروه  
 در مراحـل    ريزي شده  لولي برنامه دچار مرگ س  هاي   تعداد فوليكول 

هاي آنترال نسبت به گروه كنترل افزايش       مختلف به غير از فوليكول    
  . يابد دار مي معني

هـاي    در فوليكـول   ريزي شـده   مرگ سلولي برنامه  ميزان وقوع   
داري  به طـور معنـي    )  درصد 13/2±009/0(بدوي در گروه كنترل     

ــود    ــادي بـ ــروه انجمـ ــر از دو گـ : VII و VI :02/0±50/6(كمتـ
دچـار  هاي اوليه    تعداد فوليكول ). >042/0P) ( درصد 02/0±87/4

بـه   (VII و   VI در دو گروه انجمادي      ريزي شده  مرگ سلولي برنامه  
نـسبت بـه    )  درصـد  23/11±02/0 درصد و    77/12±05/0: ترتيب

). >025/0P(افـزايش نـشان داد   )  درصد92/2±03/0(گروه كنترل  

مرگ سـلولي   س از انجماد، ميزان بروز      آنترال پ  ههاي پر  در فوليكول 
افــزايش )  درصــدVII) 02/0±12/4 در گــروه ريــزي شــده برنامــه
 VIو )  درصـد  28/1±01/0(داري نسبت به دو گـروه كنتـرل          معني

ــد003/0±95/1( ــت )  درصـ ــت در ) >037/0P(داشـ و در نهايـ
 در  ريزي شده  مرگ سلولي برنامه  هاي آنترال اگر چه وقوع       فوليكول

 درصـد و    15/1±03/0: بـه ترتيـب    (VII و   VIنجمـادي   دو گروه ا  
)  درصـد  8/0±02/0(نسبت به گـروه كنتـرل       )  درصد 02/0±55/1

  ).2شكل ) (3جدول (دار نبود  افزايش داشت اما اين افزايش معني
  

  بحث
 DMSO و   EGهـاي    در مطالعه حاضر تأثير تركيب ضديخ     

ها  كولدر حضور سوكروز يا بدون آن، بر ميزان سالم ماندن فولي          
 در بافـت تخمـدان      ريـزي شـده    مرگ سلولي برنامه  و نيز شيوع    
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بايـد اذعـان نمـود كـه     . اي بررسـي شـد    هفته 5موش صحرايي   
هـاي مختلـف بـر       مطالعات مشابهي نيز در مقايسه آثـار ضـديخ        

، گاو  ]25،  24[، بز   ]23-21[، گوساله   ]20[بافت تخمدان انسان    
و مـايع منـي     ] 29[يان  ، جنين آبز  ]28،  27[سانان   ، گربه ]26،  9[

همچنين فراساختار بافت تخمدان    . انجام شده است  ] 30[خوك  
] 9[هاي مختلف مورد مطالعه قرار گرفته        گاو تحت تأثير ضديخ   

 PROH و   DMSOهاي   و در آن گزارش شده است كه ضديخ       
تـر   هـا موفـق    در حفظ بافت تخمدان گاو نسبت به ساير ضديخ        

  . كنند عمل مي
هـاي سـالم در      يشترين تعداد فوليكـول   در پژوهش حاضر ب   

 ± 03/0(هاي بدوي بودنـد   بافت تخمدان گروه كنترل، فوليكول 
هاي انجمادي بيـشترين     پس از انجماد در گروه    ).  درصد 53/36

ها بود به طوري كه در دو گـروه    آسيب متوجه اين نوع فوليكول    
 03/0 ± 04/19 (VIIو )  درصــدVI) 02/0 ± 37/14انجمــادي 

داري  هـاي بـدوي سـالم كـاهش معنـي          عداد فوليكـول  ت) درصد
رسد زماني كه سوكروز     به نظر مي  . نسبت به گروه كنترل داشتند    

هـا اضـافه شـده        مول در ليتر به تركيـب ضـديخ        25/0به ميزان   
هاي بدوي نداشـته   گذاري چنداني براي حفظ فوليكول    است، اثر 

اسـت و   يا استفاده از آن طبق مقالات مختلف وابسته بـه گونـه             
شــايد بــه همــين دليــل اســت كــه در برخــي مطالعــات نقــش  

ــاد نـــاچيز دانـــسته و از   دي ــاكاريدها را در فرآينـــد انجمـ سـ
بـا ايـن    ]. 18،  17[كننـد    هاي بدون سوكروز استفاده مـي      محلول

 ادعـا كردنـد كـه    2010و همكارانش در سـال  ) Jin(حال جين  
فقيـت  سـزايي در مو    ساكاريد نقش به   سوكروز به عنوان يك دي    

، چرا كه استفاده از آن موجـب كـاهش          ]15[فرآيند انجماد دارد    
هاي نفـوذ    ميزان سميت مواد ضديخ شده و سرعت نفوذ ضديخ        

]. 31[دهــد   را افــزايش مــيPROHكننــده نظيــر گليــسرول و 
گيرد،  كه در اطراف سلول قرار مي      همچنين سوكروز به دليل اين    

ول را تـا حـدودي از       تواند نقش بالشتكي را ايفا كند كه سـل         مي
با توجه بـه    ]. 32[نمايد   هاي فيزيكي و مكانيكي حفظ مي      آسيب

آميزي شـده بـه وسـيله هماتوكـسيلين و ائـوزين،             تصاوير رنگ 
 بهتـر حفـظ     VI از گـروه     VIIتماميت بافت در گروه انجمـادي       

ــت  ــده اسـ ــاهراً . شـ در ) PVS) Perivitelline Spaceظـ
با توجـه بـه     .  يافته است   افزايش بيشتري  VIهاي گروه    فوليكول

هاي مكانيكي   نقش سوكروز در حفاظت از بافت در برابر آسيب        
داري  رسد گروه حاوي سوكروز با اين كه تغيير معنـي    به نظر مي  

در ساير موارد تحت بررسي با گروه فاقد آن نشان نـداده اسـت           
رسـد   اما تماميت بافت را بهتر حفظ كرده و اين طور به نظر مي            

) VIIگـروه   (منظر، محلول انجمادي حاوي سـوكروز       كه از اين    
  .نمايد تري در حفظ بافت ارايه مي روش قابل قبول

البته ذكر اين نكته مهم اسـت كـه بايـد آثـار سـوكروز را بـر                  
هاي مختلـف اسـتفاده از       فراساختار بافت نيز بررسي نمود تا جنبه      

آن مشخص شود، چرا كه در بـسياري از مـوارد ظـاهر سـلول و                 
لازم به  ]. 33،  9[ حكايت درستي از ساختار دروني آن ندارد         بافت

ذكر است كه نتايج اين مطالعه تا حدودي با مطالعه قبلي محققـان             
 EGهـاي    در مطالعه قبلي اثر تركيب ضديخ     . حاضر متفاوت است  

 مول در ليتر سوكروز بـر قطعـات قـشر    25/0به همراه DMSO و
جا نشان داد كـه در        آن نتايج در ]. 5[تخمدان گوسفند بررسي شد     

هـا نـسبت بـه گـروه         گروه آزمون سـميت تقريبـاً كـل فوليكـول         
هـاي   انجمادي بهتر حفظ شده بود كه اين ميزان در تعداد فوليكول     

   درصــد و 00/80 ± 00/2بــه ترتيــب (دار بــود  آنتــرال معنــي هپــر
ايـن امـر نتيجـه آن اسـت كـه احتمـالاً             ).  درصد 00/42 ± 90/1

هاي جانوري آثـار متفـاوتي دارد    يخ در گونهتركيبات مختلف ضد  
و اين آثار وابسته بـه گونـه اسـت و حتـي اثـر اسـتفاده از آن در                    

. تواند متفاوت باشد   هاي مختلف يك گونه نيز مي      ها و بافت   سلول
سـاكاريد در تمـامي      بنابراين استفاده از سوكروز به عنوان يك دي       

  .رسد ها ضروري به نظر نمي ها و نمونه گونه
EG و DMSO   ــوان ــه عنـ ــات بـ ــسياري از مطالعـ  در بـ
: اسـت  هاي مناسب در انجماد بافت تخمدان معرفي شـده      ضديخ
ــاو  ــز ]26، 9[گ ــاله ]25، 24[، ب ــسان ]23-21[، گوس ، ]34[، ان
در برخي از اين مطالعـات،  ]. 5[و گوسفند   ] 28،  27[سانان   گربه
EG ــر از ــده  DMSO بهت ــي ش و در ] 26، 24، 22، 21[ معرف

در ) Newton(نيوتن ]. 23، 9[ ديگر نتايج معكوس است   برخي
  گليسرول  و DMSO  ،EG  ،PROHهاي    اثر ضديخ  1998سال  
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را بر بافت تخمدان انـساني ارزيـابي كـرد و اشـاره نمـوده كـه                 
 بـه دليـل داشـتن وزن        EG و   DMSOهاي   قدرت نفوذ ضديخ  

مطالعاتي ]. 35[مولكولي كمتر نسبت به سايرين بهتر بوده است         
، آن را بـراي انجمـاد انـواع         DMSOز به دليـل نفـوذ خـوب         ني

اثـر  ) Lucci(همچنـين لوسـي     ]. 36[اند   ها مناسب دانسته   سلول
 را به تنهايي بر بافت تخمـدان گـاو          PROHهاي فوق و     ضديخ

تـرين اثـر را بـراي         ضـعيف  EGبررسي كرد و نتيجه گرفت كه       
 ]. 9[هاي در حال تكوين داشته است  حفظ فوليكول

ها بر بافت تخمداني  ر حال به منظور مقايسه اثر ضديخ     در ه 
سرعت نفوذ ضـديخ بـه     ) 1: بايد به سه نكته اساسي اشاره نمود      

) 3ميـزان سـميت ضـديخ       ) 2هاي بافت تخمـداني      داخل سلول 
سرعت نفوذ يك ضديخ    . انواع مختلف سلولي در بافت تخمدان     

ين سه  وزن مولكولي و چگالي كه در ب      : به دو عامل بستگي دارد    
 با فرمول مولكـولي     EGضديخ مورد بررسي در مطالعه حاضر،       

C2H6O2،  و )  گــرم در مــول068/62(كمتــرين وزن مولكــولي
). متر مكعب  گرم در هر سانتي   1132/1(بيشترين چگالي را دارد     

EG      توسط شيميدان فرانسوي چـارلز     1859 اولين بار در سال - 
وي اسـتات  از ر) Charles-Adolphe Wurtz(آدلـف وورتـز   

و از طريــق ) Acetate Ethylene Glycol(اتــيلن گلايكــول 
ــشن  ــيم  )Saponification(ساپونيفيكي ــسيد پتاس ــا هيدروك  ب

)Potassium Hydroxide ( اكسيد دهي   از آب1860و در سال
 EG  درصـد 60تقريبـاً  . دست آمـد  به) Ethylene Oxide(اتيلن 

در صـنايع پليمـر     توليدي در جهان به عنوان ماده ضديخ و بقيه          
 به دليل داشـتن وزن مولكـولي        EGاگر چه   ]. 37[رود   كار مي  به

، ]38[هـا دارد     پايين، قدرت نفوذ بهتري نسبت به ساير ضـديخ        
توانـد بـا توجـه بـه         اما بايد توجه داشت كه اثر اين ويژگي مـي         

ها به خصوص در بافـت       اندازه متفاوت و عدم يكنواختي سلول     
 EGجـايي بـين آب و         كه سرعت جابه   تخمدان تغيير كند؛ چرا   

هاي متفاوت متغير است و در اين حالـت          هاي با اندازه   در سلول 
EG  تواند بـا همـان    شود ولي آب نمي  به سرعت وارد سلول مي

. شـود  سرعت از سلول خارج شده و موجب تركيدن سلول مـي          
دهي مجدد نيـز، چروكيـدگي بـيش از     همين مسئله در زمان آب 

هاي داخلـي و غـشا را بـه          اندامك جدي به    حد سلول و آسيب   
مـرگ  تواند موجب القاي   تمامي موارد فوق مي   ]. 39[دنبال دارد   

  .بافتي شود) Necrosis( و نكروز ريزي شده سلولي برنامه
]. 40[ كمتر اسـت     DMSO نيز نسبت به     EGميزان سميت   
يعني ممكن است   . تواند وابسته به گونه باشد     البته اين مسئله مي   

EG ر بافت تخمدان موش صحرايي سمي باشد امـا در بافـت             د
 DMSO نسبت بـه     EGكه   تخمدان گوسفند سمي نباشد يا اين     

ايـن  ]. 9[بر بافت تخمدان گاو اثر سمي بيـشتري داشـته باشـد             
مسئله نيز بسيار مهم است كه هر چقدر بـر درصـد ضـديخ در               

 ـ شود، نقطه انجمادي محلول نيز كاهش مي       محلول افزوده مي   . دياب
 درجـه   EG  ،5 درصد   5به عنوان مثال نقطه انجماد محلول حاوي        

 نقطه انجمـادي در     EG درصد   10اما محلولي با    . گراد است  سانتي
ــراد دارد  درجــه ســانتي-4حــدود  ــيش از . گ ــه در غلظــت ب   البت

، نقطه انجماد به صورت عكس با افزايش غلظـت،    EG درصد   70
  ].41[د شو بالا رفته و مجدداً به صفر نزديك مي

DMSO   بـــا فرمـــول مولكـــولي C2H6OS داراي وزن 
 گـرم در هـر     1004/1 گرم در مـول و چگـالي         13/78مولكولي  

 از اولين موادي است كه براي       DMSO. متر مكعب است   سانتي
حفاظت در برابر سرما استفاده شده است و تا حدودي در ايـن             

 1866 ابتدا در سال   DMSO.  محبوبيت دارد  EGمسئله بيش از    
ــسو      ــساندر زايت ــي الك ــيميدان روس ــط ش   Alexander(توس

Zaytsev ( اكــسيد كــردن دي متيــل ســولفايد    . ســاخته شــد
)Dimethyl Sulfide (اكـسيد  وسـيله    بـه  يـا  خـالص و با اكسيژن

كـه بـه دليـل قـدرت        ] 42[شود    مي DMSOنيتروژن باعث ايجاد    
هـاي شـيميايي از آن اسـتفاده         حلاليت بالا در بـسياري از واكـنش       

توانــد در كــاهش   مــيDMSOحلاليــت بــالاي ]. 42[شــود  مــي
. هـا بـا آن مـؤثر باشـد         چسبندگي محلول و افزايش تماس سـلول      

خانواده خود نظير دي      نسبت به ساير تركيبات هم     DMSOاگرچه  
ــد   ــل فرمامي ــتاميد  ) Dimethylformamide(متي ــل اس و دي متي

)Dimethylacetamide(   از كمتـرين ميــزان سـميت برخــوردار 
هاي متداول ديگـر ماننـد       ست اما به طور كلي نسبت به ضديخ       ا

EG 31[ سميت بيشتري دارد.[  
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  و همكاراناالله فتحي روح
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هـا، نـوع بافـت و سـلول          نكته ديگر در ارزيابي اثر ضـديخ      
جايي كه بافت تخمدان از مجموعه سلولي با اقطـار           از آن . است

 2هاي استروما و اندوتليال بـا قطـر حـدود            متفاوت مانند سلول  
 ميكرومتر تـشكيل شـده      120 با قطر حدود     ميكرومتر و تخمك  

ها و بقاي سـلولي متغيـر خواهـد          گذاري ضديخ  است، ميزان اثر  
لاي  هاي متفاوت در لابـه     همچنين وجود فضاهايي با اندازه    . بود

هـا را بـه سـمت        هاي گرانولوزا نيز نفوذ و عبـور ضـديخ         سلول
از طــرف ديگــر فاصــله . كنــد تخمــك بــا مــشكل مواجــه مــي

هـا را از     پذيري آن  تر از سطح تخمدان، تأثير     ي بزرگ ها فوليكول
هاي بدوي و اوليه به دليل       فوليكول. نمايد تر مي  ها سخت  ضديخ

تر با ضديخ تماس حاصل كرده       نزديك بودنشان به سطح، سريع    
ها  در حالي كه تخمك درون اين فوليكول      . شوند گيري مي  و آب 

جـود در عمـق     هاي مو  شوند اما تخمك   وارد فاز چروكيدگي مي   
آنترال بـزرگ    ههاي آنترال يا پر    بافت تخمدان كه در دل فوليكول     

؛ بنابراين  ]9[اند   قرار دارند، هنوز با ضديخ تماس حاصل نكرده       
هماهنگي مناسب بين زمـان تيمـار بـا ضـديخ، غلظـت و نـوع                

  . ضديخ بسيار اهميت دارد
ــول   ــر، فوليك ــه حاض ــه    در مطالع ــسبت ب ــرال ن ــاي آنت ه

ــول ــاي فوليك ــد   كوچــكه ــري ديدن ــيب كمت ــر آس ــه . ت اگرچ
هاي بدوي به دليل اندازه كوچـك، فعاليـت متـابوليكي            فوليكول

هاي قشري و نيز ميزان كم       پايين، عدم وجود لايه زونا و گرانول      
، نسبت بـه    ]9[چربي درون سيتوپلاسمي حساس به كاهش دما        

هـاي انجمـادي مقاومـت بيـشتري         هاي ديگر به آسيب    فوليكول
 اما نتايج نشان دادند كه شايد ميزان سـرعت نفـوذ و نيـز               دارند،

ها در بافت تخمدان مـوش صـحرايي، در درجـه            سميت ضديخ 
هـا بـه     اول اهميت قرار داشته و اين امر بر آسيب بـه فوليكـول            

گـذار بـوده     هاي بدوي نزديك به سطح، تأثير      خصوص فوليكول 
 ضـامني   اي كه افزودن سوكروز نيز نتوانسته اسـت        است به گونه  

  .ها باشد براي حفظ بهتر فوليكول
دهـد كـه افـزودن       به طور كلـي مطالعـه حاضـر نـشان مـي           
 DMSO  و EGسوكروز بـه تركيـب محـيط انجمـادي نظيـر      

هـاي   ها به خصوص فوليكول    تواند چندان به حفظ فوليكول     نمي
بدوي و اوليه كه در روند انجمـاد و پيونـد از اهميـت خاصـي                

  .دبرخوردار هستند كمك كن
  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله مستخرج از رساله دكتري رشته علوم تشريح دانـشكده           

 دانشگاه   مالي  حمايت باعلوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس بوده كه        
  .تربيت مدرس و پژوهشگاه رويان انجام شده است
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