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  اثر سمیت برخی مواد ضد انجماد بر نرخ تفریخ جنین ماهی 
   )Acipenser persicus( برونقره

  

  ، 1، کوروش جمعه خالدي1، پروانه فرزانه*2پور کنعانیحسنی قلی، 1بخشمیثم گنجی
  1، سید ابوالحسن شاهزاده فاضلی2، سمیرا داد2جمحمد هرسی

  ي انسانی و جانوري، تهران، ایرانهابانک سلول -مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران 1
  ، ایرانگنبدکاووس، گنبدکاووسدانشگاه  ،گروه شیلات 2

  15/6/99؛ تاریخ پذیرش:  30/11/98تاریخ دریافت: 
 چکیده

جنین ماهیان  زیآمتیموفقانجماد . انجماد جنین عبارتند از جایگزین کردن مواد ضد انجماد با آب درون جنین است
 در مطالعـه حاضـر   .مختلف جنـین اسـت   يهاقسمتمناسبی از مواد ضد انجماد به  يهاغلظتنیازمند ورود مقادیر و 

 مـورد ) سـاعت پـس از لقـاح    6در مرحله مـورولا (  برونقرهبررسی اثر سمیت مواد ضد انجماد، جنین ماهی  منظوربه
دي  به همـراه متانول، دي متیل سولفوکساید و ترکیب اتیلن گلیکول  ؛رینفوذپذاز مواد ضد انجماد . قرار گرفت یبررس

اسـتفاده   سـوکروز  رینفوذناپـذ مواد ضـد انجمـاد   به همراه و ) مولار 1و  75/0، 5/0( يهاغلظتدر متیل سولفوکساید 
به ترتیـب از مولاریتـه کـم بـه      هامحلول در معرض دقیقه 5مرحله و هر مرحله نیز به مدت  3در طی  هاتخم. گردید

آماري بـین   داریمعناختلاف  از لحاظ نرخ تفریخ. و تا زمان تفریخ در انکوباتورها قرار گرفتند بالا قرار گرفته مولاریته
و تحـت   <05/0Pگروه شـاهد وجـود نداشـت (   در مقایسه با انتخاب شده، در هر سه تیمار  مواد ضد انجماد مختلف
دي متیـل سولفوکسـاید    بـه همـراه  ترکیـب اتـیلن گلیکـول    ، نفوذپذیرانجماد  از میان مواد ضدآزمون دانکن). اگر چه 

همچنین سطوح مختلف متانول را نسبت به ترکیب اتیلن گلیکول . داشت برونقرهبراي جنین ماهی را بیشترین سمیت 
جنین ماهی مورد مطالعـه   اماو نسبت به آن حساسیت کمتري داشت  هتحمل کرد دي متیل سولفوکساید بهتر به همراه

سطوح مختلف از مواد دي متیل سولفوکساید را نسبت به دو ماده دیگر بهتر تحمل کرده و حساسیت کمتري نسبت به 
  .نشان دادند هانآ
  

  جنین قره بروننرخ تفریخ، مواد ضد انجماد، سمیت مواد ضد انجماد،  کلیدي: هايواژه
  

  1مقدمه
انجمـاد جنینـی    فـن آورد یکی از ارزشمندترین ره

محتویات ژنی براي مـدت زمـان    يسازرهیذختوانایی 
مبـین نفـع    توانـد یماین امر نه تنها . باشدیمنامحدود 

سـلولی کـه مهندسـی     يهـا ردهدر حفـظ   توجـه  قابل
باشـد، بلکـه نقـش اساسـی در حفـظ       اندشدهژنتیک 

                                                
   gholipourk@gmail.com ویسنده مسئول:ن*

معمـول   طـور بـه . در معـرض انقـراض دارد   يهاگونه
 يهـا گونهانجماد اسپرم ماهی در بسیاري نقاط دنیا در 

انجمـاد   کـه یدرحال، شودیممختلف با موفقیت انجام 
ی بـا  ماه يهاگونهاووسیت و جنین ماهی در خیلی از 

بـراي حفـظ تنـوع    . موفقیت زیادي همراه نبوده است
ژنتیکی، حفاظت از هر دو ژنوم پدري و مادري داراي 

ــ ــوت اهمی ــ ياژهی ــدیم ــن . باش ــر ای ــلاوه ب  DNA ع
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میتوکندریایی درون سیتوپلاسم اووسیت هم باید حفظ 
 ـموفقهاي اخیر کار يهاسالاگرچه در . گردد  ـآمتی  زی

زیادي در زمینه انجماد جنین مـاهی صـورت گرفتـه،    
شدن رونـد   تردهیچیپفاکتورهاي متعددي باعث ایجاد 

و همکـاران،   Jalali( انـد شـده چالشی انجماد جنینـی  
2010(.  

نقـش کلیـدي را در    توانـد یمانجماد جنین ماهی 
تولید تخم، مدیریت ژنتیکی مولـدین و حفـظ ذخـایر    
. ماهیان بخصوص ماهیان در حال انقـراض ایفـا کنـد   

در  انـد توانسـته ، مطالعات صورت گرفتهتعداد کمی از 
و  Wang( زمینه انجماد جنین ماهی موفق عمـل کننـد  

که ایـن  ) 1989و همکاران،  Zhang؛ 1992همکاران، 
 7-1انـدازه بـزرگ جنـین مـاهی (     لیدلبه تواندیمامر 

، نفوذپذیري کم نسبت و ساختار پیچیده) قطر متریلیم
به آب، حساسیت به ضایعات سرمایشی و مقدار زیـاد  

بـه همـین دلیـل     )،Gwo ،2000( زرده در تخم باشـد 
دستورالعمل قابل اطمینـانی جهـت انجمـاد جنـین در     

ــدارد (  ــود نـ ــان وجـ ــی از  ).Rana ،1995ماهیـ یکـ
فاکتورهاي اساسـی در انجمـاد جنـین ورود و توزیـع     

مختلف جنـین   يهاقسمتهمگن مواد ضد انجماد در 
، تــا بتــوان اقــدام بــه انجمــاد جنــین نمــود باشــدیمــ
)Vuthiphandchai  ،ــاران ــواد  ).2005و همکـــ مـــ

دماهاي پایین از جنین محافظت کـرده   در منجمدکننده
از سوي دیگر ایـن مـواد   . شوندیمو مانع مرگ جنین 

ایجاد مسـمومیت کننـد و    توانندیمبالا  يهاغلظتدر 
درصد تفریخ را کاهش داده و باعث افزایش تلفات در 

انجماد همچنین اثرات هر ماده ضد. جنین ماهیان شوند
شـیمیایی آن بـه مرحلـه    علاوه بر ویژگی و خاصـیت  

که جنین در معـرض مـواد    یزمان مدت، تکامل جنینی
و نوع گونه نیـز بسـتگی دارد    ردیگیمجماد قرار انضد

)Suzuki  ،1995و همکاران.(  

توانـایی نفـوذ از    1هاي قابـل نفـوذ  کریوپروتکتنت
مواد قابل نفوذ شامل  نیترجیرا. غشاي سلولی را دارند

اتــیلن  )،DMSO( 3، دي متیــل سولفوکســاید 2متــانول
و گلیسـرول  ) PG( 5پروپیلن گلیکول )،EG( 4گلیکول

این ضد انجمادها با وزن مولکولی کم خـود  . باشندیم
توانایی کاهش غلظت مـواد محلـول آسـیب رسـان را     

سبب کـاهش   داًیشدهمچنین  ).Mazur ،2004دارند (
نقطه انجماد گشته و بدین صورت از تشکیل کریستال 

و   Shepard( کننـد یم ـیخ در داخل سلول جلوگیري 
ایگزین آب انجماد جاین مواد ضد  ).1976همکاران، 

هاي هیدروژنی بـا پـروتئین،   داخل سلولی شده و باند
RNA  وDNA  ــکیل ــتش ــدیم ــن  دهن ــدهاو ای  يبان

هیدروژنی استحکام سیتوپلاسـم را بـا حفـظ سـاختار     
مـواد   نیترجیرااز  DMSO دهدیمعملکردي افزایش 

در روش انجمــاد ســلولی  رفتــه کــاربــهضــد انجمــاد 
 تواندیماین ماده . باشدیم هاارگانو  هابافت، هاسلول

 ـبا بالا بردن غلظت  ، در سیتوپلاسـم  کلسـیم  يهـا ونی
هاي متابولیکی مانند دپلیمرازیسـیون  باعث ایجاد پاسخ

 ,Yamamotoو سر هم شدن ساختار سـلولی شـود (  

1989.(  
هـا را از  تواننـد سـلول  با اینکه ضد انجمادهـا مـی  

حاصل از سرمایش و انجماد حفـظ کننـد،    يهابیآس
بـالا باعـث    يهـا غلظـت به خودي خود در  توانندیم

سـمیت   ).Fahy ،1986آسیب و مرگ سلولی شـوند ( 
 هـاي پـروتئین به خاطر دناتره شـدن   تواندمیاین مواد 

ــد   ــلولی باش ــل س ــیب حاصــل از   . داخ ــه آس نظری
بـا   انجمادها دهیدراتاسیون، در واقع در اثر اتصال ضد

آب و در نتیجــه جلــوگیري از اتصــال  هــايمولکــول
                                                
1. Permeable cryoprotectants 
2. Methanol 
3. Dimethulsulphoxide 
4. Ethylenglycol 
5. Propylenglycol 
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ها ها و سایر ماکرومولکولپروتئینآب به  هايمولکول
سـمیت ضـد    ).1982و همکـاران،   Clegg( باشـد می

براي مثال متانول . بستگی به نوع سلول دارد انجمادها
ــورخري دارد   ــاهی گ ــراي تخــم م ــري ب ســمیت کمت

)Zhang  ،ین صـدف  ولی براي جن). 1993و همکاران
ــق  ).1994و همکــاران،  Chao( باشــدمــیســمی  طب

ــزارش  ــاران Hoetelmansگ ــال و همک  ،2001 در س
بر فسفولیپید غشـا و بـر هـم زدن     کنشبرهممتانول با 

به . شودمیساختار دو لایه لیپیدي باعث آسیب سلولی 
این ترتیب که قسمت غیر قطبـی الکـل باعـث ایجـاد     

چربـی غشـاي داخلـی و     هـاي زنجیـره فاصله در بین 
و همکـاران،   Patra( گـردد مـی آسیب در سـاختار آن  

ــین  )،2006 ــدن   DMSOهمچنـ ــاتره شـ ــث دنـ باعـ
  ).Smith ،1953و  Parkes( شودمی هاپروتئین

ــل    ــکلات، عم ــن مش ــر ای ــدن ب ــائق آم ــت ف جه
، سرمایش سریع مواد مایع بدون ایجاد 1ویتریفیکاسیون

یخ با استفاده از افزایش غلظت مواد ضد  هايکریستال
انجماد و انجماد سـریع سوسپانسـیون جنینـی توسـط     

Chen  وTian )2005 (   ــاد ــه انجم ــتیابی ب ــراي دس ب
 Edashige .ماهی فلاندر ژاپنی انجام شد آمیزموفقیت

ــرار روش ) 2006( و همکــاران ــا تک  Tianو  Chenب
نرخ بقاي جنین فلاندر ژاپنی را مورد ارزیابی ) 2005(

ــدم    ــا ع ــن روش را ب ــت ای ــدم موفقی ــرار داده و ع ق
تـر از  پـیش . اعلام داشتند جنین بعد از دفریز مانیزنده

گزارشی در ) 1989و همکاران ( Zhangاین گزارش، 
مورد انجماد جنین ماهی کپور معمولی با روش انجماد 

شد که نتایج ایشـان قابـل   آهسته در نیتروژن مایع داده 
زیـادي مبنـی بـر     هـاي گـزارش همچنـین  . تکرار نبود

ی در ماهی وابستگی انجماد جنین ماهی به مرحله جنین
کپـور معمـولی    )،Haga ،1982( کمانرنگین آلايقزل

)Dinnyes  ،مینو سرچرب ( )،1998و همکارانCloud 
                                                
1. Vitrification 

و همکـاران،   Liماهی طلایـی (  و) 1998و همکاران، 
نشان ) 2010و همکاران ( Cabrita. وجود دارد) 1993

دادند که جنین ماهی توربوت در مراحل نهایی جنینی 
همچنـین  . باشـند می ترمقاومنسبت به مواد ضدانجماد 

ــه 5موازنـــه  اي جنـــین فلانـــدر در محلـــول مرحلـ
ول و متـانول  رکننده که حاوي پروپیلن گلیسویتریفاي

و  Zhang. ادبود نـرخ بقـاي بـالاي جنـین را نشـان د     
مــواد  یــیزاتیمســمومتــوالی ) 2005همکــاران (

در را بــه ترتیـب پــروپیلن  انجماد در جنــین فلان ـضـد 
گلیسـرول   <دیمتیـل سولفوکسـاید   <متانول<گلیکول

در جنـین   نیز زاییتوالی مشابه سمیت. گزارش کردند
ــورخري ( ــاهی گ و در ) 2005و همکــاران،  Zhangم

ــایی (   ــاهی دری ــوف م ــاران،  Tianس  )2003و همک
و همکـاران   Dinnyesبر اساس گزارش . گزارش شد

ترتیب سمیت در جنین ماهی کپور معمولی به) 1998(
گلیسـرول در مـدت    <دیمتیل سولفوکسـاید  <متانول
در  کـه یدرحـال ساعت مرحله جنینی بود  8و  4زمان 

ساعته جنینـی ترتیـب سـمیت مـواد ضـد       32مرحله 
دیمتیل سولفوکساید بوده  <گلیسرول <انجماد متانول

انجمـاد جنینـی مـاهی     فـن نکته قابل توجه در . است
دستیابی به محلول ضد انجماد بـا بـالاترین کـارایی و    

  . باشدمی نظر موردکمترین سمیت در گونه 
 Keiwanlooو Sudagar )2013 ( ــر ســمیت  6اث

، اتـیلن گلیکـول،   DMSOماده ضد انجماد نفوذپـذیر  
پروپیلن گلیکول، اسـتامید، متـانول و گلیسـرول را در    

 رقابلیغماده ضد انجماد  3مولار و  6تا  1 يهاغلظت
و پلـی  ) درصـد  20و  15، 10( و عسـل نفوذ سوکرز 

ــدون ( را در مــدت ) درصــد 15و  10، 5ونیــل پیرولی
 48و  24دقیقه در مرحله جنینی  10و  5زمان مواجهه 

ساعت بعد از لقاح در تاس ماهی ایرانی مورد ارزیابی 
قرار دادند ایشان اذعان داشتند کـه جنـین ایـن مـاهی     

 48و  24بیشترین مقاومت را به مواد ضـد انجمـاد در   
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پروپان  -2و  1ساعت بعد از لقاح و با محلول حاوي 
ــاران ( Higaki. دارددي اوٌل  ــی ) 2010و همکــ طــ

مـاده   5 يریکارگبهتحقیقی بر روي ماهی گورخري با 
ضد انجماد در سه مرحلـه بلاسـتولا، گاسـترولا و در    
مرحله تقسیم، نشان دادند که انجماد سـریع جنـین در   

 يهـا سـلول مرحله تقسیم، بهترین زمان براي انجمـاد  
 Tianو  Chenنتـایج تحقیقـات   . باشـد میزایاي اولیه 

ــیلن   ) 2005( ــان داد، ات ــدر نش ــاهی فلان ــین م در جن
مورد بررسی براي جنین  يهاغلظتگلیکول در تمامی 

این گونه سمی بود، همچنین نتایج بیانگر آن بـود کـه   
. متانول سمیت کمتري نسبت به اتیلن گلیکول داشـت 

Robertson  نیز بیان کردنـد   1988و همکاران در سال
غلظـت هـم اثـرات     نیترنییپای در اتیلن گلیکول حت

با این حـال،  . سمی روي جنین ماهی باس کانالی دارد
 2006و همکاران در سـال   Cabrita يهایبررسنتایج 

نشان داد اتیلن گلیکول ماده ضد انجمـادي اسـت کـه    
کمتــرین ســمیت را در مراحــل تکامــل جنینــی ســیم 

و  Zhang يهـا یبررس ـنتایج . دریایی سر طلایی دارد
Rawson  ــدنشــان داد 1996در ســال ــاهی  ن ــین م جن

گورخري، سطوح مختلف متانول را نسـبت بـه اتـیلن    
و نسـبت بـه آن حساسـیت     هگلیکول بهتر تحمل کرد

 به دست آوردندر این تحقیق به دنبال . کمتري داشت
ن مناسـب  انجماد (زماروش  نیخطرترکمو  نیمؤثرتر

در تخم لقاح یافته ) مناسب ترکیب ماده ضد انجماد و
  . میباشیمتاس ماهی ایرانی 

  
  هامواد و روش

 1ماهی ایرانی ( استعدد  2از لقاح یافته  يهاتخم
ــر و  ــاده 1ن ــان  ) م ــرورش ماهی ــر و پ ــاه تکثی از کارگ

دودن پــس از ز تهیــه شــد، خاویــاري شــهید رجــائی
در بـازه زمـانی    ،چسبندگی توسط مخلوط آب و رس

توسـط   ،هـا تخـم  سـاعت پـس از بـاروري    5حداکثر 

 1(نسـبت   پلاستیکی فوق اشباع شده با هوا يهاسهیک
عـایق جهـت ثابـت     يهـا جعبـه  درون) هـوا  3آب به 

ــه گــرادیســانتدرجــه  24-22دمــا در  داشــتننگــه ، ب
بـه   هـا تخـم  پـس از انتقـال  . ندشـد آزمایشگاه منتقـل  

ــه عمــل  در  هــاتخــم يورطــهغوآزمایشــگاه اقــدام ب
سـاعت پـس از لقـاح در     6در  مورد نظـر  يهامحلول

  . کردیم) مرحله (مورولا
جهت فائق آمدن بر مشکل اثر سمیت مـواد ضـد   

یک روش معمول . اتخاذ شده است فنانجماد چندین 
استفاده از ترکیبـی از ایـن ترکیبـات در محلـول ضـد      

غلظت هر یک از مـواد   که یآنجائاز . باشدمیانجماد 
ضد انجماد در حالت ترکیبی کمتر است اثر سمیت هر 

در این تحقیق از مـواد  . ابدییمنیز کاهش  هاآنیک از 
 متانول، دي متیل سولفوکساید و رینفوذپذضد انجماد 

 دي متیل سولفوکسـاید  به همراه اتیلن گلیکول ترکیب
  . گردیداستفاده  سوکروز رینفوذناپذو مواد ضد انجماد 

ــم ــاتخ ــه   ه ــورولا ب ــه م ــولدر مرحل ــامحل  يه
و  Strussmanna( هســتند تــرمقــاوم منجمدکننــده

لـذا در ایـن مرحلـه در مواجهـه بـا       )1999همکاران، 
قبل از انجمـاد ابتـدا   . ندقرار گرفت منجمدکنندهمحلول 

 ـ  وگیري از اسـترس  مراحل پیش سرمایشی جهـت جل
به ایـن  ). Tian ،2005و  Chenگرفت ( اسمزي انجام
 يهـا محلـول بـا  مرحلـه   3در طی  هاتخمصورت که 
 1و  75/0 ،5/0 يهـا غلظـت با  قابل نفوذ منجمدکننده

؛ نفـوذ  رقابـل یغعنوان ماده به ،به همراه سوکروز مولار
دقیقه به ترتیب از محلول بـا   5هر مرحله نیز به مدت 

 ل با مولاریته بالا در نظـر گرفتـه  مولاریته کم به محلو
  . شد

عدد تخم لقاح یافته ماهی  50در این تحقیق تعداد 
 5به مدت نظر در هر یک از سه غلظت مورد  برونقره

 ،شـدند  ورغوطـه  گرادیسانتدرجه  20دقیقه در دماي 
  . براي هر تیمار سه تکرار در نظر گرفته شد
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0. 5M SUC ( sucrose) + 1 M DMSO 
(dimethylsulfoxid) + 1 M EtG (Ethylen glycol)  
0. 5M SUC ( sucrose) + 1 M DMSO 
(dimethylsulfoxid)  
0. 5M SUC ( sucrose) + 1 M MeOH (methanol)  

هاي مخصوص کشت بافـت  به پلیت هاتخمسپس 
، در ندشـد داده شستشـو   PBSمحلول  و با داده انتقال

انتها جهت بررسی نرخ تخم گشایی به انکوباتور ویس 
 ییهـا تخمدرصد تخم گشایی  ).1(شکل  ندانتقال یافت

 عنـوان بهقرار نگرفتند  منجمدکنندهکه در معرض مواد 
  . ندگروه شاهد در نظر گرفته شد

  

  
  

  مراحل انجام آزمایش -1شکل 
  

ضد انجماد با جهت بررسی سمیت مواد : هادادهآنالیز 
  . تعیین درصد تفریخ لارو صورت گرفت

تعداد  /داخل انکوباتور  يهاتخمتعداد ( ×100
= درصد تخم گشایی) هچ شده يهاتخم  

  
یابی بـه ایـن هـدف از کـاربرد بسـته      جهت دست

 جهت بررسی و مقایسـات میـانگین   SPSSافزاري نرم
انحراف معیار  ±آمده از میانگین  به دست يهاداده که

تکرار بین تیمار بـا توجـه بـه     3درصد تخم گشایی با 
) ANOVA One Way(آنـالیز واریـانس یـک طرفـه     

 ـانجام گرفت (سـطح   افـزار  نـرم  ).>05/0P يداریمعن

Excel  ــودن داده ــت وارد نم ــز جه ــرح و  نی ــاي ط ه
  . همچنین رسم نمودارها بکار گرفته شد

  نتایج
فاقـد  درصد تخم گشایی در گـروه کنتـرل (   میزان

 ـقرارگمـاده ضـد انجمـاد و بـدون      گونه چیه در  يری
اثـر   ایسـه مق. درصد بوده اسـت  25/40±67/5) سرما

سمیت مواد ضد انجماد متانول، دي متیل سولفوکساید 
ــل سولفوکســاید و  ــه همــراهترکیــب دي متی ــیلن  ب ات

درصد تخم گشایی مرحله مورولاي جنینی بر گلیکول 
نشـان  ) مولار 1و  75/0، 5/0( مختلف يهاغلظتدر 

شـده در محلـول    ورغوطه يهاتخمدرصد هچ داد که 
مـولار   5/0بـا غلظـت   دي متیل سولفوکسـاید  حاوي 
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 ـ بیشتر از تیمارهاي دیگر بوده است) 31/11±48( ا ام
  ).<05/0p( را نشان نداد يداریمعناختلاف 

هـا در بـین سـه مـاده مـورد      قایسه میـانگین داده م
اتـیلن   ، دي متیل سولفوکساید و ترکیباستفاده متانول

در مرحلـه  سولفوکسـاید  متیـل دي بـه همـراه  گلیکول 
هـاي  غلظتدر را  يداریمعنتغییرات  مورولاي جنینی

نشـان  مـورد آزمـایش    مشابه از هر سه مواد مختلف و
  .)1(جدول  ).<05/0p( نداد

  
  مختلف بر روي درصد بقاء يهاغلظتبین مواد مورد آزمایش در میانگین مقدار مقایسه  -1جدول 

  مختلف يهاغلظت       
  مواد

  F P  مولار 1  مولار 75/0  مولار 5/0

DMSO+ SUC aA31/11±48  aA29/5±44  aA02/7±66/36  49/1  31/0  
MeOH+ SUC aA38/18±33  aA01/15±33/43  aA08/8±66/44  50/0  63/0  

EtG+ DMSO+ SUC  aA82/2±38  aA01/11±66/30  aA06/10±33/37  50/0  63/0  
Control  67/5±25/40      

و  05/0مختلف بر روي درصد بقاء در سطح  يهاغلظتدار بین یمعنحروف انگلیسی مشابه در هر ستون و سطر بیانگر عدم وجود اختلاف 
  . باشدیمتحت آزمون دانکن 

  . شده استیان بانحراف معیار  ±میانگین  صورتبه هاداده
  صورتافقیبهها یانگینممقایسه . :حروف بزرگ لاتین. صورتعموديبهها یانگینممقایسه : حروف بزرگ لاتین

  
  گیريبحث و نتیجه

صـورت گرفتـه در زمینـه انجمـاد      يهایبررسدر 
جنین موجودات، اطلاعات مربوط به سمیت مواد ضد 

 نیتـر جیرا. برخوردار هستند ياژهیوت میانجماد از اه
مواد قابل نفوذ شامل متـانول، دي متیـل سولفوکسـاید    

)DMSO،( ) اتــیلن گلیکــولEG،(  پــروپیلن گلیکــول
)PG ( در فرایند انجمـاد جنینـی   . باشندمیو گلیسرول
، ولـی از  شـود مـی مواد ضد انجماد متنوعی استفاده از

در این مطالعه . کاربرد بیشتري دارد DMSO هاآنمیان 
نیز به بررسی اثر سمیت سه مواد ضد انجماد نفوذپذیر 
متانول، دي متیل سولفوکساید و ترکیب اتیلن گلیکول 

ر جنــین مــاهی دي متیــل سولفوکســاید بــ بــه همــراه
  . مورد بررسی قرار گرفت برونقره

مواد ضد انجماد این توانایی را دارند کـه سـمیت   
ترکیب دي متیل  مثال عنوانبه. یکدیگر را کاهش دهند

سـایر مـواد ضـد انجمـاد یـک       به همراهسولفوکساید 
دي  بـه همـراه  در ترکیب فرمامید . ترکیب گرمازاست

متیل سولفوکساید نسـبت بـه اتـیلن گلیکـول گرمـاي      
و بدین ترتیب فرمامید نسبت بـه   شودمیبیشتري آزاد 

اتیلن گلیکول توانایی بیشتري در کـاهش سـمیت دي   
ترکیب دي متیل سولفوکساید . متیل سولفوکساید دارد

که توانایی زیستی کلیه  شودمیفرمامید سبب  به همراه
زایش یابد، کـه بـا دي متیـل    اف ياملاحظهقابل  طوربه

(کیوانلـو و  نیسـت   ریپـذ امکـان  ییتنهابهساید سولفوک
  ).1392همکاران، 

ثرات هر ماده ضد انجمـاد عـلاوه بـر    کلی، اطوربه
ویژگی و خاصیت شیمیایی آن، بـه مرحلـه تکامـل و    

ــه نیــز بســتگ و همکــاران،  Cabrita(ی دارد نــوع گون
بنـابراین مرحلـه    ).1995و همکاران،  Suzuki؛ 2006

از  رنـد یگیم ـتکامل جنینی که در معرض انجماد قرار 
. باشـد میدرصد بقاي جنین  بر مؤثرجمله فاکتورهاي 

از نفوذپذیري ماهیان در مرحله اول تکامل جنینی لارو 
بالایی برخوردار هستند اما نسـبت بـه    و تراوایی نسبتاً

ورود مواد ضـد انجمـاد و تغییـرات غلظـت مایعـات      
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س بوده و خطر مرگ و برون سلولی بسیار حسا درون
ــود دارد  ــین وج ــاران،  Vuthiphandchai( جن و همک

در طی مراحل تکامل جنینی در آبزیان ماننـد  ). 2005
ماهی حساسیت به مواد ضد انجمـاد کـاهش یافتـه و    
مقاومت در برابر سـمیت مـواد ضـد انجمـاد افـزایش      

ــ  و Dinnyes؛ 1994و همکــاران،  Simon( ابــدییم
با توجه به مطالعات صورت گرفتـه  ). 1998همکاران، 

در مطالعه حاضر نیـز از تخـم لقـاح یافتـه در مرحلـه      
بـه دلیـل حساسـیت    ) ساعت بعـد از لقـاح   6مورولا (

  . استفاده شد کمتر جنین به مواد ضد انجماد
میان مواد ضـد انجمـاد مـورد بررسـی در ایـن       از

دي متیـل   بـه همـراه  ترکیـب اتـیلن گلیکـول    تحقیق، 
ــاید  ــاهی  سولفوکس ــین م ــمیت را در جن ــترین س بیش

برون سطوح همچنین جنین ماهی قره. برون داشتقره
بـه  مختلف متانول را نسبت به ترکیب اتیلن گلیکـول  

و نسبت تحمل کرد  دي متیل سولفوکساید بهتر همراه
که پس از مواد ترکیبی به آن حساسیت کمتري داشت 

ــیلن گلیکــول  ــراه ديات ــه هم ــل سولفوکســاید،  ب متی
مچنین جنـین  ه. بیشترین سمیت مربوط به متانول بود

 از سـطوح مختلـف   ماهی مورد مطالعه در این تحقیق
مواد دي متیل سولفوکساید را نسبت به دو ماده دیگـر  

 هـا آنبهتر تحمل کرده و حساسیت کمتري نسبت بـه  
 ـاگرچـه اخـتلاف    ؛نشان دادنـد  آمـاري بـین    داریمعن

خاب شده، از لحاظ درصـد بقـا در هـر    انت يهاغلظت
سه تیمار از مـواد دي متیـل سولفوکسـاید، متـانول و     

دي متیل سولفوکسـاید   به همراهترکیب اتیلن گلیکول 
 در مرحلــه مــورولا بــا گــروه شــاهد وجــود نداشــت

)05/0P> تحت آزمون دانکـن ،.( Higaki   و همکـاران
طـی تحقیقــی بــر روي مـاهی گــورخري بــا   ) 2010(
ماده ضد انجماد در سه مرحله بلاستولا،  5 يریکارگبه

گاسترولا و در مرحله تقسیم، نشان دادند کـه انجمـاد   
سریع جنین در مرحلـه تقسـیم، بهتـرین زمـان بـراي      

نتـایج مـا نیـز    . باشدمیزایاي اولیه  يهاسلولانجماد 
مقاومت بالاتر جنین در مرحله مـورولا بـه    دهندهنشان

مواد ضـد انجمـاد در هـر سـه محلـول ضـد انجمـاد        
مـواد   زاییمسمومیتتوالی در مطالعه حاضر . باشدمی

تـوان  را مـی  بـرون قـره مـاهی   ضد انجمـاد در جنـین  
اتیلن گلیکول ترکیب <متانول  <متیل سولفوکسایددي

  . دي متیل سولفوکساید گزارش کرد به همراه
Zhang  زایـی مسمومیتتوالی ) 2005همکاران ( و 

ترتیب پـروپیلن  مواد ضد انجماد در جنین فلاندر را به
گلیسـرول   <سولفوکسـاید متیل دي <متانول<گلیکول

توالی مشابه سمیت زایی نیز در جنـین  . گزارش کردند
ــورخري ( ــاهی گ و در ) 2005و همکــاران،  Zhangم

ــایی (   ــاهی دری ــوف م ــاران،  Tianس ) 2003و همک
و همکـاران   Dinnyesبر اساس گزارش . گزارش شد

در جنین ماهی کپور معمولی به ترتیب سمیت ) 1998(
گلیسـرول در مـدت    <دیمتیل سولفوکسـاید  <متانول
در  کـه یدرحـال ساعت مرحله جنینی بود  8و  4زمان 

ساعته جنینـی ترتیـب سـمیت مـواد ضـد       32مرحله 
دیمتیل سولفوکساید بوده  <گلیسرول <انجماد متانول

در اکثر مطالعات اثر سـمیت اتـیلن گلیکـول را    . است
نتـایج  . بیشتر از دي متیـل سولفوکسـاید نشـان دادنـد    

ــات ــاهی ) Tian  )2005و  Chenتحقیق ــین م در جن
 يهـا غلظتفلاندر نشان داد، اتیلن گلیکول در تمامی 

مورد بررسی براي جنین این گونه سمی بود، همچنین 
نتایج بیانگر آن بود که متانول سمیت کمتري نسبت به 

و همکاران در سال  Robertson. اتیلن گلیکول داشت
 ترینپاییننیز بیان کردند اتیلن گلیکول حتی در  1988

غلظت هم اثرات سمی روي جنین ماهی باس کانـالی  
ــ. دارد ــن حــال، نت ــا ای و  Cabrita هــايبررســیایج ب

نشان داد اتیلن گلیکول مـاده   2006همکاران در سال 
ضد انجمادي است که کمترین سـمیت را در مراحـل   

نتـایج  . تکامل جنینی سـیم دریـایی سـر طلایـی دارد    
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نشـان   1996در سال  Rawsonو  Zhang هايبررسی
دادند جنین ماهی گورخري، سطوح مختلف متانول را 

ن گلیکول بهتر تحمل کرده و نسـبت بـه   نسبت به اتیل
 حاضر مطالعه در نیبنابرا. آن حساسیت کمتري داشت

دي  به همراه کولیگل لنیات ترکیب ممکن است که نیز
 ـیجن سـم یمتابولدخالت در متیل سولفوکساید با  در  ،ین

نسـبت بـه دیگـر مـواد      یجه منجر به کاهش نرخ بقانت
 Sudagarو  Keiwanloo. شــده باشــدمــورد اســتفاده 

مــاده ضــد انجمــاد نفوذپــذیر  6اثــر ســمیت ) 2013(
DMSO    ،اتیلن گلیکول، پـروپیلن گلیکـول، اسـتامید ،

 3مولار و  6تا  1 هايغلظتمتانول و گلیسرول را در 
، 10( و عسـل نفـوذ سـوکرز    رقابلیغماده ضد انجماد 

 15و  10،  5و پلی ونیل پیرولیدون () درصد 20و  15
دقیقـه در   10و  5زمـان مواجهـه   را در مدت ) درصد

ساعت بعد از لقـاح در تـاس    48و  24مرحله جنینی 
ماهی ایرانی مورد ارزیابی قـرار دادنـد ایشـان اذعـان     
داشتند که جنین این ماهی بیشترین مقاومت را به مواد 

سـاعت بعـد از لقـاح و بـا      48و  24ضد انجمـاد در  
 پروپـان دي اوٌل دارد و علـت   -2و  1محلول حاوي 

شـوك اسـمزي، عـدم تعـادل      کاهش درصد تفریخ را
یونی و یا اثر سمیت مواد ضد انجماد دانستند که نتایج 
ایشان در مورد مواد ضد انجماد با نتایج تحقیق حاضر 

و همکاران  Hoetelmansطبق گزارش . باشدمیمغایر 
بر فسفولیپید غشـا و   کنشبرهممتانول نیز با  )،2001(

لایه لیپیدي باعث آسیب سلولی  بر هم زدن ساختار دو
به این ترتیب کـه قسـمت غیـر قطبـی الکـل      . شودمی

چربـی غشـاي    هايزنجیرهباعث ایجاد فاصله در بین 
و  Patra( گــرددمـی داخلـی و آسـیب در ســاختار آن   

باعث دناتره شدن  DMSOهمچنین  ).2006همکاران، 
  ).Smith ،1953و  Parkes( شودمی هاپروتئین

پیشـنهاد داد کـه    تـوان یم ـدر مطالعه حاضـر نیـز   
 نفوذناپـذیر یک ماده ضد انجماد  عنوانبه سوکروز هم

در فرایند دهیدراسیون انجماد جنینی با حفظ سـاختار  
و عملکرد کامل جنین منجر بـه کـاهش نـرخ بقـا در     

بنابراین . مورد مطالعه نشده است هايغلظتهریک از 
طراحی شـده در  گام به گام با استفاده از یک پروتکل 

این مطالعه جهت جلوگیري از قـرار گـرفتن مسـتقیم    
جنین در غلظت بالایی از مواد ضد انجمـاد منجـر بـه    

آماري  دارمعنیکاهش استرس اسمزي شده و اختلاف 
)05/0p> (بین تیمارها مشاهده نشده است .  
  

  يریگجهینت
این احتمال وجود دارد که این ترکیبات (مواد ضد 

در همـه یـا    يآورانی ـزسـبب ایجـاد اثـرات    ) انجماد
درصد تفریخ  رونیا ازبخشی از پیکره موجود شده و 

؛ واملی نظیـر سمیت ایـن مـواد بـه ع ـ   . را کاهش دهند
، دما و مـدت زمـان در معـرض گـذاري     هاآنغلظت 

و گونه مورد مطالعه مـرتبط   سلول با مواد ضد انجماد
در زمینـه   آمـده دسـت بـه با استفاده از اطلاعات . است

اقدام  توانیم، اثرات و حدود سمیت مواد ضد انجماد
جنین  يدارنگهشیشه ساز براي  يهامحلولبه ساخت 

پــایین بــراي مــدت  يهــاحــرارتماهیــان در درجــه 
که پـس از خـروج از حالـت     يطوربهنامحدود نمود 

نکتـه  . طبیعی خود ادامه دهندانجماد بتوانند به حیات 
انجمـاد جنینـی مـاهی دسـتیابی بـه       فنه در قابل توج

محلول ضد انجمـاد بـا بـالاترین کـارایی و کمتـرین      
 تـوان یم ـدر نتیجه . باشدمیسمیت در گونه مورد نظر 

از مواد ضد انجماد مورد هدف در این مطالعـه جهـت   
در مرحله مورولا با توجه  برونقرهانجماد جنین ماهی 

مطالعات بیشـتر در  . به آثار کم سمی خود استفاده کرد
این زمینه نیز منجـر بـه دسـتیابی بهتـرین محلـول بـا       

غلظت جهت انجمـاد جنـین ایـن مـاهی      نیترمناسب
  . خواهد شد
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Abstract 

Cryopreservation of fish embryo is replacement of cryoprotectants with water in side 
embryo. Cryopreservation of fish embryos requires an optimal concentration of cryoprotectants 
inside all embryo compartments. At this study toxicity of cryoprotectants, fish embryos were 
examined in stage (6 hours after fertilization).In the present study, to evaluate the cryoprotectant 
toxicity was determined in sturgeon embryos at morula stage (6 hours after fertilization). From 
permeable cryoprotectants, methanol, dimethyl sulfoxide and combination of dimethyl sulfoxide 
with ethylene glycol in concentrations (0.5, 0.75, and 1 M) and non-permeable, sucrose was 
used. Embryos treated in three stage and for each stage about 5 minutes from low to above 
molarity, and the embryos were incubated until hatching. There were no significant differences 
between cryoprotectants differences concentrations, in terms of hatching rate in each of three 
treatment compared with the controls (P>0.05 and under Duncan). However among the 
permeable cryoprotectants, combination of dimethyl sulfoxide with ethylene glycol had the 
highest toxicity for sturgeon embryos. But embryos better tolerated differences concentrations 
of dimethyl sulfoxide than two other cryoprotectants and less sensitive than.  
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