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Abstract 

Purpose: Our aim was determination of the sheep oocytes ultrastructural changes follow 
vitrification and in vitro maturation. 
Materials and Methods: Good quality isolated cumulus-oocyte complexes (COCs) were randomly 
divided into non-vitrified control, conventional straw, cryotop and solid surface vitrification groups. 
In the conventional and cryotop methods the vitrified COCs were plunged directly into liquid 
nitrogen (LN2), whereas in the solid surface group the vitrified COCs were cooled before plunging 
into LN2. Fresh and vitrified-warmed healthy COCs were matured in vitro and then their 
ultrastructural changes were evaluated. 
Results: The results indicated that vitrification by cryotop and solid surface methods preserved the 
total arrangement of the ooplasm, whereas conventional straw vitrification disturbed the ooplasm 
organization. Additionally, the number of vacuoles in the ooplasm increased after vitrification, 
some of these vacuoles were filled partially or completely with lipids and some had filamentous 
scaffolding. Also, in the mature oocytes, the amount and the density of cortical granules decreased 
after conventional straw and solid surface vitrification.  
Conclusion: Cryotop group compared with other vitrification methods could preserve oocyte 
ultrastructure properly and create a condition the same as like as the control group. 
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  چكيده
  اي و بلوغ آزمايشگاهي هاي گوسفند پس از انجماد شيشه رزيابي تغييرات فراساختاري تخمكا :هدف

داراي كيفيت خوب به چهار گروه، غيرانجمادي كنتـرل، انجمـادي    Cumulus-Oocyte Complexes (COC) هاي  هتود :ها مواد و روش
Conventional straw، Cryotop و Solid Surfaceهـاي   هدر گرو.  تقسيم شدندConventional strawو Cryotop، منجمـد  هـاي   ه تـود

اي شده ابتدا سرد و  هاي منجمد شيشه ، تودهSolid Surfaceكه در گروه  ور شدند؛ درحالي اي شده مستقيماً در نيتروژن مايع غوطه شيشه
گاهي بـالغ و تغييـرات فراسـاختاري         ذوب شده در شرايط آزمايـش      -هاي سالم تازه و منجمد        توده. سپس به نيتروژن مايع منتقل شدند     

  .ها ارزيابي شد هاي آن تخمك
 Conventional straw بـر خـلاف روش   Solid Surface و Cryotopهـاي   اي بـا روش   نتـايج نـشان داد كـه انجمـاد شيـشه     :هـا  يافتـه 

يافته بود، گروهي     ر اووپلاسم افزايش    ها د   اي، تعداد واكوئل    علاوه پس از انجماد شيشه     به. دهي كلي اووپلاسم را حفظ كرده بود        سازمان
هـاي بـالغ از       همچنـين در تخمـك    . صورت جزيي يا كامل با چربي پر شده و گروهي نيز داراي داربست ميكروفيلامنتي بود                ها به  از آن 

  . كاسته شده بودSolid Surface و Conventional strawهاي قشري پس از انجماد  تعداد و تراكم گرانول
هـا را بـه خـوبي        تواند فراساختار تخمـك    هاي انجمادي مي    در مقايسه با ساير روش     Cryotop  انجماد شيشه اي با روش     :گيري نتيجه

  .حفظ كند و شرايطي شبيه گروه كنترل را ايجاد نمايد
  
  اي، بلوغ آزمايشگاهي، تخمك، گوسفند  انجماد شيشه:ها واژهكليد 

  مقدمه
ي مختلـف   هـا   با وجود گذشت چند دهـه از ابـداع روش         

انجماد تخمك، به دليل ساختمان خاص تخمك، نسبت سطح         
هاي ساختاري و عملكـردي و       به حجم پايين آن، ايجاد آسيب     

همچنين تضعيف قـدرت بـاروري و تكـوين تخمـك بـر اثـر            
هـم  . ]2و1[انجماد هنوز ميزان موفقيت اين روش پايين است         

   هـاي  اكنون از اين روش براي انجمـاد تخمـك در اكثـر گونـه        
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اي تخمك   انجماد شيشه . شود پستانداران و انسان استفاده مي    
ان بــه منظــور حفــظ تنــوع جــانوري، حفــظ و  در پــستاندار

هاي با ارزش و در معرض خطـر          هاي گونه  تخمكنگهداري  
و ايجاد منبعي از تخمك براي تحقيقات مورد استفاده اسـت           

هـاي مختلـف،      امروزه سعي شده كه با استفاده از روش       . ]2[
هاي سمي و اسمزي وارده به سلول در حـين انجمـاد             آسيب
ظت بالاي ضـديخ و عبـور از دمـاي          اي كه به علت غل     شيشه

به ايـن   . دهد، به حداقل رسانده شود     بحراني و غيره روي مي    
هـا در     منظور تركيب دو يا سه نوع ضديخ، قرار دادن سـلول          

هاي از پيش سرد شـده و اسـتفاده از حـداقل             معرض ضديخ 
. ]2و1[هاي انجمادي كاربرد وسيعي پيدا كـرده اسـت           محيط

هاي بـالغ نـسبت بـه        د كه تخمك  گروهي از محققين معتقدن   
نابالغ حساسيت بيشتري به تغييرات دمايي دارند؛ بنابراين در         

هـاي نابـالغ بـراي انجمــاد     اكثـر تحقيقـات خـود از تخمـك    
ــشه ــرده  شي ــتفاده ك ــد اي اس ــوغ   . ان ــلي، بل ــشكل اص ــا م ام

هـا پـس از انجمـاد و ذوب اسـت            آزمايشگاهي اين تخمـك   
دهـد كـه بلـوغ       مـي بلوغ كامل تخمـك زمـاني روي        . ]3و1[

. اي به صورت همزمانً انجام شود      سيتوپلاسمي و بلوغ هسته   
هـاي كومولـوس در اطـراف تخمـك يكـي از              حضور سلول 

عوامل مهم حـامي بلـوغ اسـت امـا از آنجـا كـه در شـرايط                  
توانـد محيطـي شـبيه بـه         هاي بلوغ نمـي    آزمايشگاهي محيط 

فوليكول را براي تخمك ايجـاد كنـد، ميـزان بلـوغ تخمـك              
  .]4و 3[يابد  كاهش مي

ــيب    ــاد آس ــث ايج ــاد باع ــر انجم ــرف ديگ ــاي  از ط ه
مورفولوژيك و سيتولوژيك در سيستم اسكلتي، ميتوكندري،       

شود  ها مي  هاي قشري و غشاي سيتوپلاسمي تخمك      گرانول
ها را به شدت تحت      كه درصد بقا و تكوين آزمايشگاهي آن      

د زيـادي   در تخمـك نابـالغ تعـدا      . ]4و 3[دهد   تأثير قرار مي  
ميتوكندري و قطرات چربـي در درون سيتوپلاسـم پراكنـده           

هـاي متـسع و بـسيار         است، دستگاه گلژي متـشكل از تيغـه       
پيشرفته در محيط سيتوپلاسم قـرار گرفتـه و تعـداد زيـادي             

هاي با تراكم متفاوت در اطراف آن قرار گرفته است  وزيكول
هاي  لزوايد سلو . هاي قشري است   كه در واقع همان گرانول    

كومولوس اطراف از عرض منطقه شفاف عبـور كـرده و در            
دار در تماس  اي از طريق اتصالات فاصله فضاي اطراف زرده

هـسته ژرمينـال    . هـاي غـشاي تخمـك اسـت        با ميكروويلي 
ها در مرحله ديپلوتن پروفاز ميـوز اول         وزيكول اين تخمك  

ها  هاي غيرقابل تشخيص آن     متوقف شده است و كروموزوم    
ميتوكنـدري نقـش    . ]5[در سراسر هسته پراكنـده اسـت        نيز  

گيري، تعداد  شكل. اي در متابوليسم سلولي دارد شناخته شده
و توزيع ميتوكندري وابسته بـه نيازهـاي متابوليـك سـلول،            

ــايز ســلول اســت  ــر و تم ــداد و حركــت . تكثي ــزايش تع اف
ميتوكندري طي رشد تخمك ضروري است زيرا براي توليد         

هـاي   ن و تبادل مـواد بـين تخمـك و سـلول      و ترشح پروتئي  
 ،2009در سال . ]6[آورد   كومولوس انرژي لازم را فراهم مي     

بر مورفولوژي، توزيع و   و همكارانش تأثير تاكسول(Fu)فو 
هــاي  فراســاختار ميتوكنــدري و قطــرات چربــي در تخمــك

خوكي منجمد و بالغ شده در شرايط آزمايشگاهي را ارزيابي 
ان داد كه توزيع ميتوكندري در گروه كنترل        نتايج نش . كردند

تـر بـوده و همچنـين پـس از           طبيعيها    هنسبت به ساير گرو   
انجماد، قطرات چربي موجود در درون سيتوپلاسم تخمـك         

اسـتفاده از   . تـري تبـديل شـد       شكسته و به قطرات كوچـك     
تاكسول به حفظ قطرات چربي بزرگ و حفظ ظاهر طبيعـي           

عـلاوه بـر   . ]7[د كمك كرده بود   ها پس از انجما     ميتوكندري
 ،2007 و همكـارانش در سـال   (Shi)آن بر طبق نظـر شـي   

اي ســـبب تغييـــر در محـــل قرارگيـــري  انجمـــاد شيـــشه
شده و در لقـاح       ها   دهي ميتوكندري   ها و سازمان    ميكروتوبول

در كل، . ]8[كند  هاي حاصل اشكال ايجاد مي و تكوين جنين
كند  به مركز مهاجرت مي   ها   بعد از بلوغ تخمك، ميتوكندري    
شـود و پـس از ايـن تغييـر            و حتي بعضي از آنها دژنره مـي       

لازم بـه   . يابـد  هايشان متراكم شده و كاهش مـي       محل، ستيغ 
ذكــر اســت كــه طــي بلــوغ سيتوپلاســمي تخمــك، تعــداد  
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هاي قـشري افـزايش يافتـه و پـس از جابجـايي بـه                گرانول
خطـي  صورت   محيط، درست در زير غشاي سيتوپلاسمي به      

شود و بـه ايـن ترتيـب شـرايط مناسـبي را بـراي                پخش مي 
نام فعال شدن تخمك و واكـنش        ها به  اي از فعاليت   مجموعه

منطقه شفاف فراهم آورده و اين تمهيدات سبب ورود فقـط           
در . ]9[شود  درون تخمك به منظور باروري مي يك اسپرم به

هاي قشري عـلاوه بـر توزيـع طبيعـي،           تخمك بالغ، گرانول  
هـاي   اتصالات بـين سـلول    . راكم و اندازه يكساني نيز دارد     ت

 و تعـداد    ]5[شـود    كومولوس و تخمك ديگر مشاهده نمـي      
ها، شبكه آندوپلاسـمي و كمـپلكس گلـژي نيـز            ميتوكندري

  .]10[كاهش يافته است 
كه منطقـه    هاي تخمك در زماني    از طرف ديگر ميكروويلي   

. ردگيــ كنــد، شــكل مــي شــفاف شــروع بــه ظــاهر شــدن مــي
هـاي سـطحي     هـاي آنتـرال، ميكروويلـي      هاي فوليكول  تخمك

ها  ، ميكروويلي IIزيادي دارند ولي در تخمك در مرحله متافاز         
، تخريـب   2005در همين راسـتا در سـال        . ]9[يابد   كاهش مي 
هـاي    هاي بينابيني، تغيير غشاي تخمك و ميكروويلـي         فيلامنت
د شـده  هاي منجم ـ ها در تخمك و تخريب ميتوكندري سطحي

و همكـارانش   (Valojerdi) با روش آهـسته توسـط ولـوجردي   
هاي منجمـد شـده بـا         ها در تخمك   در مطالعه آن  . مشاهده شد 

هاي بينابيني تحـت تـأثير       اي فقط فيلامنت    روش انجماد شيشه  
قرار گرفته بودند و در مرحلـه پرونوكلئـوس دوبـاره سـازمان             

اي  اد شيـشه  در كل اين تحقيق نشان داد كه انجم ـ       . دهي شدند 
هاي فراساختاري كمتري شده و تكوين بهتـري را          سبب آسيب 
  .]11[در پي دارد 

با توجه به موارد مذكور و تحقيقات اندك انجـام شـده در             
اي و بلوغ آزمايشگاهي بـر       زمينه بررسي تأثيرات انجماد شيشه    

هاي گوسفند، اين مطالعـه طراحـي شـد تـا            فراساختار تخمك 
هـاي گوسـفند پـس از انجمـاد          خمـك تغييرات فراساختاري ت  

 آنهــا هــاي مختلــف و بلــوغ آزمايــشگاهي اي بــا روش شيــشه
  .ارزيابي و مقايسه شود

  ها مواد و روش
  COCهاي توده جداسازي

هـا از كـشتارگاه بـه آزمايـشگاه و           پس از انتقـال تخمـدان     
ها با محلول از قبل گرم شدة بافر فسفات سالين،           شستشوي آن 

 2-8هـايي بـا قطـر        ر كه داراي فوليكـول    ت هاي مناسب  تخمدان
جداسـازي  . متر بودند، براي آسپيره كردن انتخـاب شـدند         ميلي
 با دو روش آسپيره كـردن و بـرش دادن انجـام    COCهاي   توده
  ميلـي ليتـري محتـوي محـيط    5آسپيره كردن بـا سـرنگ    .شد

TCM Tissue Culture Medium, Sigma, St Louise, MO, USA) 
 ,FBS)  درصد سرم جنـين گـاوي  10مل  شاHEPESحاوي 

Hyclone, Logan, Utah, USA)، 01/0ــي ــرم در   ميل گ
- 14[ انجام شـد     gauge 19ليتر هپارين و با سر سوزن        ميلي

ها، برش دادن نيز بـا سـر         پس از آسپيره كردن تخمدان    . ]12
سـپس در زيـر اسـتريو ميكروسـكوپ         . سوزن انجام گرفت  

ت، يكدسـت، گرانـولر     هايي كه سيتوپلاسمي يكنواخ    تخمك
 لايه متراكم از سلولهاي كومولوس در اطرافشان        3و حداقل   

 و سـپس در محـيط       ]16 و15[آوري شـدند      داشت،ند جمـع  
TCM بدون HEPES  درصـد سـرم   10حاويFBS شستـشو  

:  بــه چهــار گــروهCOCهــاي  در نهايــت تــوده. داده شــدند
 Conventional strawهـاي انجمـادي    گـروه  و (Cont)كنتـرل 

(ConV)، Cryotop Vitrification (CTV)  وSSV)(Solid  

Surface Vitrification هاي  توده. تقسيم شدندCOC در گروه 
 منتقل شدند   (IVM)هاي محيط بلوغ      كنترل مستقيماً به قطره   

گـراد و     درجه سانتي  39 ساعت در دماي     20- 22 و به مدت  
 درصــد دي اكــسيد كــربن انكوبــه شــد، در 5تحــت فــشار 

هاي انجمادي ابتـدا توسـط يكـي از          هاي گروه   ه توده ك حالي
هاي مـذكور منجمـد، يـك هفتـه در تانـك نيتـروژن               روش

 سـاعت پـس از ذوب،       2نگهداري و سـپس ذوب شـدند و         
هاي محيط بلـوغ منتقـل و تحـت شـرايطي          به قطره ها    هنمون

  .شبيه به گروه كنترل انكوبه شد
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  اي انجماد شيشه
 CTV  و ConVانجمـادي   هـاي    در اين مرحله، در گـروه     

 TCM  از محـيط   COC  عـدد تـوده    5 و   10ترتيـب تعـداد       به
ــدون  ــول تعــادل    HEPESب ــه محل  ,α-MEM, Gibcoب

Carlsbad, CA, USA)]( Alpha Minimal Essential 

Medium، FBS 20%،Ethylen Glycole(EG, Sigma, USA) 
5/7% ،Dimethyl Sulphoxide(DMSO, Sigma, USA)7/5%[  

  

 دقيقه در دماي اتـاق در ايـن محلـول           15دند و به مدت     منتقل ش 
 دقيقه  1به مدت   ها    هپس از گذشت زمان تعادل، تود     . قرار گرفتند 

 ، α-MEM،FBS 20%[اي  و در دماي اتاق در محلول انجماد شيشه
EG 15% ، DMSO 15 % وSucrose M5/0[ترتيـب    شستشو و به

 روي نـوك  و(IMV, L’Aigel, France) در درون نـي انجمـادي  
لازم به ذكـر  .  قرار گرفتند(Kitazato, Japan)نوار كرايوتاپ 

، سـپس   ]18و17[ پر شـد     Chenها بر طبق روش       است كه ني  
در روش . مــستقيماً بــه نيتــروژن مــايع منتقــل شــدهــا  هنمونــ

 تمام مراحل شبيه گروه انجماد شيشه اي        دقيقاً SSVانجمادي  
CTV  ها   ه قرار دادن تود   فقط در مرحله آخر پس از     .  انجام شد

ها روي سطح اسـتيل از پـيش سـرد      روي نوك نوار، كرايوتاپ  
هـا،    از بستن درب از قبل سرد شدة آن شده قرار گرفت و پس

بـه مـدت يـك هفتـه در         ها    هنمون. به تانك نيتروژن منتقل شد    
  ].19[تانك نيتروژن نگهداري شد 

 
  ها  ذوب نمونه

 در  ]20وKuwayama ]16بـر اسـاس روش      هـا     هذوب نمون 
 ـ       . سه مرحله انجام شـد     از تانـك   هـا     هپـس از يـك هفتـه نمون

هـا درون پتـري سـنترال         نيتروژن خارج و سپس محتويـات آن      
 از ]α-MEM،FBS 20%، M Sucrose 1[حاوي محلول ذوب اول 
 COCهـاي     پس از يك دقيقه، تـوده     . پيش گرم شده، خالي شد    

  ،α-MEM،FBS 20%[ترتيـب بـه قطـرات محلـول ذوب دوم      به
 M5/0Sucrose[ ــوم  α-MEM،FBS 20% ،Sucrose[ و ســــ

M 25/0[      دقيقه شستشو در هر محلول،      5 تا   3 منتقل و پس از 
 ]α-MEM،FBS 20%[فاقـد سـاكارز    در نهايت به محلول ذوب

هـا   هسپس تـود .  مرتبه در آن شستشو داده شد   10 تا   5منتقل و   
 20 شـامل    HEPES بـدون    TCM ساعت در محـيط      2به مدت   

گـراد و تحـت        درجه سانتي  39 در انكوباتور    FBSصد سرم   در
هـا     درصد دي اكسيد كربن قرار گرفتنـد تـا حيـات آن            5فشار  

  .پس از اين مدت بررسي شود
  

 پس از انجمـاد و      COCهاي    بررسي حيات توده  
  ذوب

 دو ساعت پس از ذوب، در تمـامي         COCهاي    حيات توده 
كروسـكوپ و بـا     هاي انجمادي با اسـتفاده از اسـتريو مي          گروه

هـايي كـه      در ايـن بررسـي تـوده      . بررسي شد × 20بزرگنمايي  
ــا سيتوپلاســم يكدســت، يكنواخــت و  داراي تخمــك هــايي ب

اي بـين سيتوپلاسـم تخمـك و منطقـه            گرانولر بوده و فاصـله    
هـاي كومولـوس      شفاف و همچنين بين منطقه شفاف و سـلول        

متـراكم  هاي كومولوس نيـز هنـوز         هاي سلول   ها نبود و لايه     آن
هاي زنده در نظر گرفته شدند، در حـالي           بودند، به عنوان توده   

ها متراكم و تيره بـود و         هايي كه سيتوپلاسم تخمك آن      كه توده 
در حد فاصل بين سيتوپلاسم تخمك و منطقه شـفاف يـا بـين        

ها فاصله ايجـاد شـده        هاي كومولوس آن    منطقه شفاف و سلول   
كومولوس اطراف نيز كاسته    هاي    هاي سلول   بود و از تراكم لايه    

هـاي مـرده يـا دژنـره تلقـي شـدند              عنـوان تـوده     شده بود، بـه   
  .]22و15،21[

 

  COCهاي  بلوغ آزمايشگاهي توده
هــاي ســالم  تــوده  و)Contه گــرو( تــازه COCهــاي  تــوده
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دو سـاعت پـس از       SSV و   ConV  ،CTVهـاي انجمـادي       گروه
و بـه    ميكروليتري محـيط بلـوغ منتقـل         30)هاي  ذوب به قطره  

 5گراد و فـشار     درجه سانتي  39 ساعت در دماي     20-22مدت  
. ]20[درصد دي اكسيدكربن قرار گرفتند تا بلوغ كامـل شـود            

 HEPES بدون TCMلازم به ذكر است كه محيط بلوغ از محيط 
 bFSHليتـر    واحد در ميلـي FBS ،02/0 درصد سرم 10حاوي 

(bovine Follicle Stimulating Hormone, Sioux Biochemicals, 

IA, USA)، 02/0ليتـر   واحد در ميلي bLH (bovine Luteinizing 

Hormone, Sioux Biochemicals, IA, USA)، 1  ميكروگـرم در 
ــي ــتراديول  ميل ــر اس  2/0، (β-estradiol, Sigma, USA 17) ليت
 ،(Na+ pyruvate, Sigma, USA)مول بر ليتر پيروات سـديم   ميلي

 ,Kanamycin, Sigma) تـر كانامايـسين  لي  ميكروگرم در ميلـي 50

USA) ميكرومـولار سيـستئامين  100 و  (Cysteamine, Sigma, 

USA) 23[ تشكيل شده بود[.  

 
هـاي بـالغ شـده در محـيط           فراساختار تخمك 

 آزمايشگاه
 در گروه كنترل و در هر سه گـروه          IIهاي متافازي     تخمك

ــوغ     ــس از بل ــي خــود را پ ــين جــسم قطب ــه اول ــادي ك انجم
هـاي كومولـوس      شگاهي آزاد كرده بودند، كاملاًً از سلول      آزماي

 درجـه   4پاك شـدند و بـه مـدت يـك شـبانه روز در دمـاي                 
 5/2گراد و در شرايط تاريكي در محلـول گلوتارآلدئيـد               سانتي

پس . تثبيت اوليه شدند (Glutaraldehyde, Sigma, USA)درصد 
د منتقـل و     درص 1از تثبيت اوليه، يك يا دو توده به قطره آگار           

سه مرتبه با محلول بافر فـسفات شستـشو داده          ها    هسپس نمون 
در مرحلـــه بعـــد، تثبيـــت ثانويـــه بـــا اســـتفاده از . شـــدند

 (Osmium Tetroxide, TAAB, UK) درصـد  1 تتروكسيداسميوم
 ـ . ساعت انجام شد3و به مدت  هـا   هپس از تثبيت ثانويه، نمون

رحلـه بـه بعـد      از ايـن م   . در آب فاقد يون شستشو داده شدند      
ــ ــده اســتون  در غلظــتهــا  هآبگيــري نمون ــزايش يابن   هــاي اف

 

Aceton, Sigma, USA)  50 ،30هاي  ترتيب استون به(انجام شد، 
در مرحلـه    ). درصـد  100 درصد و در نهايت استون       90 و   70

رزين بـا   -هاي استون  با رزين در مخلوط   ها    هنمون بعد آغشتگي 
مخلوط استون  ( شد   هاي مشخص و در سه مرحله انجام       نسبت

در نهايـت   ). 3:1،  1:1،  1:3هـاي     رزين به ترتيب بـا نـسبت       –
پس  . ساعت در رزين خالص قرار گرفت15به مدت ها  هنمون

 شـد، گيـري     قالـب ها    ه ساعت در رزين، نمون    15از اتمام زمان    
 ساعت در دماي    6 الي   5قالب محتوي رزين و نمونه به مدت        

رفت تا رزين به داخل نمونـه       گراد فور قرار گ     درجه سانتي  45
 60 ساعت در دمـاي      48ها به مدت     پس از آن قالب   . نفوذ يابد 

درجه سانتي گراد قرار گرفت تا رزين به طوركامـل پليمريـزه            
ــود ــوم . شـ ــتگاه اولتراميكروتـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ ــپس بـ  سـ

(Ultramicrotome, Leica, Austria) هـاي نيمـه نـازك بـه       بـرش
 نانومتر 70هاي نازك به ضخامت   ميكرومتر و برش1ضخامت  
هـاي نيمـه نـازك روي لام ميكروسـكوپي و             بـرش . تهيه شـد  

 ـهاي نازك روي گريدهاي ميكروسكوپ        برش ي قـرار   الكترون
هـاي نيمـه نـازك بـا رنـگ            بـرش . آميـزي شـد    گرفت و رنگ  

هاي نازك با اسـتات اورانيـل و سـيترات            تولوئيدن بلو و برش   
ر ميكروسكوپ الكتروني   در زي ها    هسپس نمون  .سرب رنگ شد  

 (Electron Microscope, Zeiss EM 900, Zeiss, Germany)گذاره 
  . بررسي و تصاوير مورد نظر تهيه شد

  

  ها يافته
هـاي بـالغ      برش هاي نيمه نـازك تخمـك      . الف

 هاي مختلف شده در گروه
  گروه كنترل

هاي بالغ شده گروه كنترل،       هاي نيمه نازك تخمك     در برش 
هاي  راوان پراكنده در سطح سيتوپلاسم، واكوئلقطرات چربي ف

كوچك بيشتر در بخش مركـزي سيتوپلاسـم مـشاهده شـد و             
  .)A، 1شكل(منطقه شفاف يكدست بود 
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اي بـا روش    تخمـك بـالغ شـده پـس از انجمـاد شيـشه       B. تخمـك بـالغ شـده گـروه كنتـرل،            A.هاي بالغ شده،      هاي نيمه نازك تخمك      فتوگراف برش  .1شكل

Conventional straw ،C .اي با روش  تخمك بالغ شده پس از انجماد شيشهCryotop ،D .اي با روش تخمك بالغ شده پس از انجماد شيشهSolid Surface   
  

 ConVگروه انجمادي 

هاي بالغ شده گـروه انجمـادي         در برش نيمه نازك تخمك    
 ConV، مختلـف و قطـرات     هـاي     ههاي فراوان با انـداز       واكوئل

هـاي قـشري      راوان در سرتاسر سيتوپلاسـم و گرانـول       چربي ف 
  بلافاصله در زير غشاي پلاسمايي تخمك قابل مشاهده بـود و          

  .)B، 1شكل( در منطقه شفاف شكاف مشاهده شد
  

  CTVگروه انجمادي

هاي بالغ شده ايـن گـروه،         هاي نيمه نازك تخمك     در برش 
منطقه شفاف يكدست بود، فضاي كمي مابين تخمك و منطقه          

هــا توزيــع  قطــرات چربــي و واكوئــل. فاف مــشاهده شــدشــ
هـايي در سـطح    نظمـي  يكنواختي در سيتوپلاسم داشـت و بـي     

  ).C، 1شكل( اوولما مشاهده شد

  SSVگروه انجمادي

هاي بالغ شده گروه انجماد       هاي نيمه نازك تخمك     در برش 
 منطقه شفاف يكدست با حاشيه خـارجي نـامنظم          ،SSVاي    شيشه
 منطقه شـفاف و غـشاي پلاسـمايي تخمـك در            فاصله ميان . بود

هاي بزرگ و كوچـك و        واكوئل افزايش يافته بود و   بعضي مناطق   
  ).D، 1شكل (قطرات چربي در سرتاسر سيتوپلاسم پراكنده بود 

  
هـاي بـالغ شـده در         ك تخمك برش هاي ناز  . ب
  مختلفهاي  گروه

 گروه كنترل

ين هاي نازك، در فضاي كم مـاب  در تصاوير حاصل از برش   
ــده،      ــالغ ش ــك ب ــمايي تخم ــشاي پلاس ــفاف و غ ــه ش منطق

هاي تخمك به تعداد فراوان قابـل مـشاهده بـود و              ميكروويلي
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هاي قـشري     بلافاصله در زير غشاي پلاسمايي تخمك، گرانول      
 .)A-C،2شـكل ( فراوان با الكترون دنيستي يكنواخت ديده شـد 

، دار و غشادار    هاي داربست   قطرات چربي فراوان درون واكوئل    
هـاي فـراوان در       هاي ريز و در حال اتصال، ميتوكندري        واكوئل

. اطراف قطرات چربي در سرتاسـر سيتوپلاسـم مـشاهده شـد           
. تجمعات وزيكولي در برخـي منـاطق سيتوپلاسـم ديـده شـد            

هـايي از     ها داراي غشا بود و در اطـراف گـروه           اكثريت واكوئل 
. شـد   ها تجمعات شبكه آندوپلاسـمي صـاف مـشاهده مـي            آن
هاي اطراف شـبكه آندوپلاسـمي نيـز فـراوان بـود              يتوكندريم
  ).D-F، 2شكل (

  

    
 قطـره  L: ميكروگراف الكتروني تخمك بالغ شـده گـروه كنتـرل،       .2شكل  

ميتوكنـدري در اطـراف شـبكه       ) ( ميتوكنـدري،    M: واكوئل،   V:چربي،  
 هاي قشري گرانول) ► (،آندوپلاسمي صاف

  
 ConVگروه انجمادي 

ك بالغ شده ايـن گـروه، فـضاي ميـان     در برش نازك تخم   
منطقه شـفاف و غـشاي پلاسـمايي تخمـك افـزايش يافتـه و               

). A,B، 3شـكل  ( هاي فراوان در اين فضا ديده شد ميكروويلي
هاي قشري با تـراكم        پلاسمايي گرانول   بلافاصله در زير غشاي   

منطقه شفاف در اين گروه . )B,F،3شكل ( متفاوت مشاهده شد
دستگاه گلژي، ميتوكندري پراكنـده،     . اف بود داراي ترك يا شك   

هاي فراوان و قطرات چربـي        شبكه آندوپلاسمي صاف واكوئل   
شـبكه آندوپلاسـمي صـاف در       . در سيتوپلاسم مـشاهده شـد     

  ).C-F، 3شكل (ها ديده شد  اطراف واكوئل
  

    
اي    پس از انجمـاد شيـشه      بالغ شده  ميكروگراف الكتروني تخمك     .3شكل  

ميتوكنـدري در  ) ( ميكروويلـي،  Conventional straw ،:MVبا روش 
  هاي قشري در حال تخليه گرانول) ►(اطراف شبكه آندوپلاسمي صاف، 

  
  CTVگروه انجمادي

هاي بالغ شده اين گروه، منطقـه   هاي نازك تخمك    در برش 
شفاف يكدست، فاصله بـين تخمـك و منطقـه شـفاف تقريبـاً             

 فضا قابل مشاهده    هاي تخمك در اين     طبيعي بود و ميكروويلي   
هاي قشري سـالم در زيـر غـشاي           گرانول). A,B،  4شكل  (بود  
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هاي مجتمع شده در حد فاصـل         پلاسمايي تخمك، ميتوكندري  
ــل ــل واكوئ ــا، واكوئ ــبكه   ه ــلاف ش ــشادار و داراي غ ــاي غ ه

گيري و كاملاً     آندوپلاسمي صاف، قطرات چربي در حال شكل      
ــه، تجمعــات وزيكــولي در سيتوپلاســم   تخمــك شــكل گرفت

  ).C-F، 4شكل (مشاهده شد 

  
اي بـا      پس از انجماد شيشه    بالغ شده  ميكروگراف الكتروني تخمك     .4شكل

 ميكروويلــي، MV: ميتوكنــدري، M: قطــره چربــي، Cryotop، :Lروش 
  هاي قشري گرانول) ►(

  
   SSVگروه انجمادي 

هــاي بــالغ شــده در ايــن گــروه  هــاي نــازك تخمــك بــرش
ي ترك و سـطح خـارجي ناصـاف،         انجمادي، منطقه شفاف دارا   

فــضاي حــاوي ميكروويلــي مــابين تخمــك و منطقــه شــفاف،  
هاي قشري كم با تراكم متفاوت و گروهي نيز جمع شده             گرانول

هاي بزرگ و كوچك و       واكوئل. )A-C،5شكل  (بود، را نشان داد     
گيري يا شـكل گرفتـه و تجمعـات           قطرات چربي در حال شكل    

متفـاوت در سرتاسـر سيتوپلاسـم       ي  ها    هايي با تراكم    ميتوكندري

ها داراي غشا و گروهي داراي غلاف شبكه          واكوئل. مشاهده شد 
هاي بزرگ به تعداد فراوان ديده        واكوئل. آندوپلاسمي صاف بود  

هـايي از سيتوپلاسـم       شد و تجمعـات وزيكـولي نيـز در بخـش          
بيشتري  در كل سيتوپلاسم تخمك اين گروه تراكم      . مشاهده شد 

  ).D-F،5شكل(داشت ها  ه گرونسبت به ساير
  

اي    پس از انجمـاد شيـشه      بالغ شده  ميكروگراف الكتروني تخمك     .5شكل  
،  ميتوكندريM: واكوئل، V:ميكروويلي،  Solid Surface،:MV با روش

L :قطره چربي  
  

  بحث
انجمـاد جنـين،    همرا با   اجتناب از مشكلات اخلاقي و قانوني       

وري در افـراد مبـتلا      يي بار  جديد براي حفظ توانا     هاي ارايه روش 
هاي آماده براي اهـدا       آوري تخمك   جمع ها از يك سو،     به بدخيمي 

 سبب شده تا انجماد تخمـك      از سوي ديگر  تحقيقات  در نهايت   و  
با اين وجود كسب    . قرار گيرد   خاصي مورد توجه در سالهاي اخير    

انجماد موفق خصوصاً در پستانداران، سخت و تؤام بـا مـشكلات            
هـاي    بهبـود شـرايط انجمـادي، اسـتفاده از روش         . اسـت فراواني  
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انجمادي نوين براسـاس اسـتفاده از حـداقل محلـول انجمـادي و       
حداكثر سرعت انجمادي و بهبـود شـرايط بلـوغ آزمايـشگاهي از             

در اين مطالعه   . هاي صورت گرفته در اين زمينه است        جمله تلاش 
اهي بـر  اي و بلـوغ آزمايـشگ   تأثير سه روش مختلف انجماد شيشه    

  .هاي گوسفند ارزيابي و مقايسه شد فراساختار تخمك
تغييرات فراسـاختاري مختلفـي از جملـه ايجـاد تـرك يـا              
شكاف در منطقـه شـفاف، تخريـب دوك ميـوزي، مهـاجرت             

هاي قشري و غيـره متعاقـب انجمـاد تخمـك             محيطي گرانول 
ايـن تغييـرات از جملـه مـوارد مهـم و       مشاهده شده است كه

ها را در مراحل بعـدي        توانايي تكوين تخمك  مؤثري است كه    
از طـرف ديگـر حـضور       . ]24-27[. دهـد   تحت تأثير قرار مـي    

اي، مشخصة    واكوئل در اووپلاسم تخمك پس از انجماد شيشه       
هاي سرمايي پس از      غيراختصاصي است كه در پاسخ به آسيب      

شود، اين خـصوصيت نـه تنهـا در تحقيـق             انجماد مشاهده مي  
قيقــاتي كــه توســط محققــين قبلــي و در حاضــر بلكــه در تح

ديگـر نيـز انجـام شـده بـود، مـشاهده شـده اسـت                هاي    هگون
نــاتواني بــاروري يكــي از  ، بايــد توجــه داشــت كــه]29و28[

  .]29[عوارض ناشي از ايجاد واكوئل در اووپلاسم است 
ــه      ــيب ب ــم، آس ــل در اووپلاس ــاد واكوئ ــر ايج ــلاوه ب ع

هـايي از     ويلي و نشانه  ميتوكندري، پارگي اوولما، كاهش ميكرو    
تخريب تخمك از جمله تغييرات فراساختاري گـزارش شـده           

هاي منجمد شده بـه       در تخمك . ]30و28[پس از انجماد است     
 و بالغ شده به روش آزمايشگاهي، كاهش تعـداد          ConVروش  

هاي سطحي و آسيب به ميتوكندري مـشاهده شـد،            ميكروويلي
. لايمي مشاهده نشد  ديگر چنين ع  هاي    ههاي گرو   اما در تخمك  

هـاي قـشري و    از طرف ديگر كاهش تعـداد و تـراكم گرانـول          
افزايش تراكم قسمت داخلي منطقـه شـفاف و آزاد شـدن زود             

هاي منجمد و ذوب شـده        هاي قشري در تخمك     هنگام گرانول 
در تحقيـق حاضـر در      . ]32و29،31[بسيار گزارش شده است     

وش تغييـر   هاي منجمد شده به هر سـه ر         منطقه شفاف تخمك  
هاي بالغ گـروه انجمـادي        تراكمي مشاهده نشد و فقط تخمك     

ConV   و SSV           داراي شكاف در منطقه شفاف خود بودنـد؛ امـا 
  . منطقه شفاف كاملاً يكدستي داشتCTVتخمك گروه 

هاي قشري موجود در زير  دركل، پس از انجماد ميزان گرانول
هـاي    خمـك ها كاهش يافته بود؛ اما در ت        غشاي پلاسمايي تخمك  

هـاي قـشري       علاوه بر كاهش تعداد گرانـول      SSV و   ConVگروه  
ها روشن و بعضي تيـره        ها نيز يكسان نبود، بعضي از آن        تراكم آن 

  .هاي در حال تخليه نيز مشاهده شد بودند و حتي گرانول
ــين     ــاختاري ب ــاوت فراس ــيچ تف ــين ه ــي از محقق گروه

ــك ــشه   تخم ــاد شي ــه روش انجم ــده ب ــد ش ــاي منجم اي و  ه
كـه   در حـالي . ]11[انـد   هاي گروه كنترل گزارش نكرده   مكتخ

گروهــي تــورم شــبكه آندوپلاســمي صــاف و ميتوكنــدري را 
البتـه نـوع روش انجمـادي و ضـديخ مـورد            . اند  گزارش كرده 

  .]31-33[استفاده در ايجاد تغييرات فراساختاري مهم است 
همچنين در تحقيق حاضـر هـيچ علايمـي از متـورم شـدن              

سمي صاف و ميتوكندري همراه آن مـشاهده نـشد          شبكه آندوپلا 
ها از حالت پراكنده در سرتاسر        و تنها پس از انجماد، ميتوكندري     

سيتوپلاسم خارج شده و حالـت گـروه گـروه پيـدا كـرده و در                
رسـد    در انتها به نظر مـي     . اطراف قطرات چربي مجتمع شده بود     

نجمادي در گروه ا   COCهاي  كه انجماد و بلوغ آزمايشگاهي توده     
CTV      ها نـدارد، امـا در         هيچ تأثير مشخص بر فراساختار تخمك
شود كه ظاهراً بـر        تغييرات فراساختاري مشاهده مي    ConVگروه  

بايـد توجـه داشـت كـه        . هـا تـأثير منفـي داشـته اسـت           بلوغ آن 
 نيز تقريبـاً شـرايط خـوبي را داشـتند و            SSVها در گروه      تخمك

از آنجـايي كـه     . ه بـود  تغييرات فراساختاري انـدكي ايجـاد شـد       
محلول انجمادي مورد استفاده، زمان تعادل و انجماد در هر سـه            

توان به حجـم      هاي مشاهده شده را مي      گروه يكسان بود، تفاوت   
بيشتر محلول انجمادي در بر گيرندة نمونـه انجمـادي در گـروه             

 و تأخير در سرعت انجماد در گـروه انجمـادي           ConVانجمادي  
SSV  توجه به اينكه تغييـرات فراسـاختاري ايجـاد         با  .  نسبت داد

شده در گروه كنترل پـس از پروسـه بلـوغ آزمايـشگاهي قابـل                
توان گفت كه تغييرات فراسـاختاري        پوشي بود بنابراين مي     چشم



 11   اي و بلوغ آزمايشگاهي هاي گوسفند پس از انجماد شيشه فراساختار تخمك  
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اي ايجاد شـده اسـت و بلـوغ           صرفاً به علت روند انجماد شيشه     
  .آزمايشگاهي تأثير چنداني در اين امر ندارد

 در مقايـسه بـا      Cryotop اي بـا روش    شيشهدر كل، انجماد    

هاي انجمادي كمترين ميزان تغييرات فراسـاختاري        ساير روش 
شود و شرايطي شـبيه بـه        هاي گوسفند باعث مي    را در تخمك  

  .نمايد گروه كنترل را ايجاد مي
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