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 چکیده

و داربست    یماندرصد زنده   یشگاهی،لقاح آزما  یماده دوستاکسل بر رو  یرتاث  اییسه مقا  یپژوهش حاضر به منظور بررس  زمینه و هدف:

 . باشد یمتفاوت م  یبا دو ماده انجماد اییشه ها پس از انجماد شتخمک یسلول

 HCGو    PMSG  یهاهورمون  یقهفته با تزر  10تا    8با سن    NMRIماده نژاد    یهامنظور موش   ینبه ا  یدنرس  یبرا  روش کار:

سپس    وبرداشته    % 1/0  یالورونیدازه  یمخمک با استفاده از آنزکومولوس اطراف ت   یشدند. توده سلول  یکتحر  ی گذارتخمک  یبرا

، 2ی، دوستاکسل+ محلول انجماد1یدوستاکسل، دوستاکسل+ محلول انجماد  ل،کنتر  یهاشامل گروه   یشیگروه آزما  8ها به  تخمک

بالغ    ی هاند. تخمکگردید  یمتقس  2  اییشه و انجماد ش  1  اییشه ، انجماد ش 2اییشه ، دوستاکسل+ انجماد ش1  ای یشه دوستاکسل+ انجماد ش

محلول د  یکولگل  یلنات  یانجماد  یهادر  غلظت    سولفوکساید متیل یو  س  15با  و  انجماد  5/0  اکارز درصد  گروه  در  و    1  یمولار 

د شدند. پس از ذوب دوم منجم  یمولار در گروه انجماد  5/0% و سوکروز    5/7  یسرول%، گل   5/7  گلیکول یلنات  یانجماد  یهامحلول

مان زنده  درصد  آن  یشدن،  لقاح  سلول  و  دو  مرحله  تا  رنگیدگرد  ی بررس  یها  تخمک  هایکروتوبولم  یزیآم.  آنتدر  با   یباد یها 

 د.  گردی انجام  ینآلفاتوبول

با گروه کنترل    یسهدر مقا  یانجماد   یهاو درصد لقاح گروه   یدرصد زنده مان   ینب  دارییمعن  یهاتفاوت  دهد ینشان م  یجنتا  یافته ها:

دو    یناما ا  یافتدوم کاهش    یاول نسبت به گروه انجماد  یو درصد لقاح در گروه انجماد   ی(. درصد زنده مانP<0.05وجود دارد)

انکوبه شده با    یشپ  یهاوه و درصد لقاح گر   یدرصد زنده مان  ینچن  نداشتند. هم  دیگر  یکبا  دارییتفاوت معن  یگروه از نظر آمار

 انکوبه نشده بود  یهااز گروه  یشتردوستاکسل ب
 هاییکدر بهبود تکن  تواند یتخمک م  یوارده به اسکلت سلول  هاییبدوستاکسل با کاهش آسحاصل    جیبا توجه نتا  :یریگ  یجهنت

 موثر باشد.  یمثل ید تول

 . یوتاپدوستاکسل، کرا ی،تخمک، محلول انجماد ای، یشهانجماد ش واژه های کلیدی:

 مقدمه 

است   ممکن  تخمک  مهم    نیگز  ی جا  کی انجماد 

خانم  یبارور  ینگهدار  یبرا ن  ییهادر  که  به    ازی باشد 

گامت  قیتعو از  استفاده  به  یهاانداختن    ل یدلا  خود 

وقوع سندرم   ،ناموفق  یها   IVFمختلف از جمله داشتن  

ب  یناتوان  ای(  OHSSاز حد تخمدان)   ش ی ب  کیتحر ه  در 

لق  انجام  روز  در  اسپرم  آوردن  نها  احدست  و    تا  یهستند 
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برا  کی نگه  یهاخانم  یانتخاب  جهت    ی دار بارور 

  شیافزا  کیولوژیزی بعد از اثرات ف   یها حتآن  یهاگامت

باشد) تکم  .(15سن  باعث    ی هاروش  لیانجماد تخمک 

زنان بارور    ن ی و گسترش کاربرد آن در ب  یبارور  یکمک

است) م  (.21شده  انجماد،    ی ها  روش   ان ی از  مختلف 

ش موثرتر  یاشهی انجماد  حاضر  حال  جهت    ن یدر  روش 

جن  ینگهدار و  ش باشدیم   ن ی تخمک  انجماد    ی اشهی . 

  ی انجماد  یهالولاست که در آن از مح  یکیزی ف  ندیآفر

  خ ی  یهاستالیکر  لی با غلظت بالا استفاده شده و از تشک

ش10)شودیم  یری جلوگ انجماد    ک یتخمک    ای شه ی (. 

  ی هادر گونه  یک ی حفاظت از تنوع ژنت   یروش سودمند برا

ح  واناتی ح و  انقراض  معرض   ی م   ای مزرعه  واناتی در 

شده    ن یآخر  وتاپکرای  روش  (.27)باشد کشف  روش 

است که در آن از حداقل حجم محلول استفاده شده و 

ب مستقه  نمونه  ن  م ی طور  با  تماس  قرار    عیما  تروژنیدر 

جن  (.23)ردی گیم و  ط  نی تخمک  دچار    یدر  انجماد 

از    یتنوع   شوند،یم  یعملکردو    ی کی صدمات مورفولوژ

قب  از  بالا  ت،ی سم   لی فاکتورها    ی ها محلول  یغلظت 

در طول    یاسمز  یهاو استرس  ییشوک دما  ،یانجماد

بگذارند که    ری ممکن است بر تخمک تاث  یاشهی انجماد ش 

  ه ی لا  ی رگی ها، ت ارگانل  ختن ی فاکتورها منجر به هم ر  ن یا

آس و   یها  خیضد  (.31)شودیم  یک ی ژنت  یهابی شفاف 

  ها   نیجن   ا یها    تخمک  یا شهی مورد استفاده در انجماد ش 

  ل ی و تشک  ی سلول  ونی دراسی در ممانعت از ده   ی نقش قطع

آن  کنندیم  یباز  خی  ستالیکر هم  اما  مسئول    ن یچن   ها 

از    یکی(.  19)باشندیم  ت ی و سم  کی اسموت  یها  بی آس

  ت یموثر و سم  اری است که بس   کولی گل  لنی ات   ها،  خیضد  

 2008  درسال .دارد  ها تخمک  جمادان  یبرا  یکمتر

با    ندداد  صتشخی  همکاران  و  کارتبرگ انجماد  که 

DMSO  محلول  ن یجن   یغشا  تی تمام از  بهتر    های  را 

م  DMSOبدون   ترککندیحفظ  ات  DMSO  بی .    لنی با 

  ، اولا    دارد:  دهیحد متوسط حداقل دو فا  ی دارا  کولی گل

دل به  ب  شهی ش  ل ی تشک  تیخاص  لی انجماد  و  از    شتری بهتر 

DMSO  ی ری،تراوش پذدوما   شود؛ یم  لیتسه  ،تنهایی به 

 بنابر   کند یم  دای پ  ش یافزا  یگریدر حضور د  خیهر ضد  

پژوهش    ن یا این  استفاده    ی یها روشاز    ست بای یمدر 

که جر  گردد  محلول  یانیبه  هم    یهاکه  با  را  انجماد 

  ی ترک و روزبه  یالماس  .(26)اده شودکند بسط د   بی ترک

کار بردن غلظت کمتر ضد  ه  با ب  2013در سال  یق یدر تحق

به غلظت معمول  مولار  1و    25/1)خی مولار 5/1( نسبت 

ضد   ت ی سم  که   ن یدست آوردند، ضمن اه  ب   یمشابه  جینتا

  شود  یاستفاده م ن ی جن ای که در انجماد تخمک  ییها خی

پ  زی ن کرد)  دای کاهش  نشان    (.2خواهد  متعدد  مطالعات 

اتـیلن گلیکـول  داده که محلول انجمادی حاوی ضد یخ  

  گلیسرول   پروپاندیول،  نظیر  دیگر  هـای بهتـر از ضـد یـخ

  شده است  بیان(. 9)کند می عمل  سولفاکسید متیل  دی و

  مهمـی   نقـش   کـم،  سـمیت  خـاطر  بـه  گلیکـول  اتـیلن   که

دارد    سـلولی  غـشای  پایـداری  در انجمـاد  طـی  در 

اثرات   نیز  تخمک  تکاملی  مرحلـه  بـه  بـسته  ضـدیخ 

تفاوتی بر آن دارد. از طرف دیگر انجماد تخمـک در  م

داشته    مراحـل دنبال  به  متفاوتی  نتایج  مختلف  تکـاملی 

  سـلول،   انـدازه  بـه  تـوان  مـی  آن  دلایـل  از  کـهاسـت.  

یا  سلول  سیکل  مرحله   متفاوت،  متابولیت   میـزان ، وجود 

گرانول   سلولی   داخل  لیپید  میزان  و  قشری  های نبود 

  هـای   گرانـول  زودرس  رهایی.  کرد  اشاره  سرما  به  حساس

سختی    MIIمرحلـه    خمـکت  در  قـشری موجـب 

  (. 34)گردد زوناپلوسیدا و کاهش میزان باروری آن می

  پیچیـده   فیبریلی  سیتوپلاسمی  ساختار  از  سلولی  اسکلت

هـدف آن حفـظ و اصـلاح شـکل    و  اسـت  شـده  تـشکیل

ارگانـل  در  دخالـت    و   سیتوپلاسمی  هـای سـلول، 

  غشایی،   داخل  های پروتئین.  باشد می  اگزوسیتوز 

 فیلامنت   و  اکتین   هـای میکروفیلامنت  ها، میکروتوبول

.  باشند می  سلولی   اسکلت  اصلی  ترکیبات   بینابینی  های

ات  تحریک  مختلف  انواع  بـه   شـده  ذکـر  ترکیبـات  کـل
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های  حساس هستند و قابلیت تبـدیل سـریع بـه زیـر واحـد

دارنـد.   را  دادنـد   Vincentخـود  نـشان  همکـارانش  و 

منجـر بـه صـدمات قابـل توجـه در   DMSOکـه ضـدیخ  

 شـود می(  Murine)مورین   تخمک  های میکروفیلامنت

  هر   به  (.32)دارد  آن  غلظـت  بـا  مـستقیمی   ارتبـاط  کـه

ها در    ( تخمکCSF)تواسکلتن یس  ی برهایبه ف  بی آس  حال

ش  انجماد  اصل  ،یاشهی طول  غ   ش یآرا  یعلت   ر ی دوک 

مان  یعاد ذوب    - مدمنج  یها  تخمک  یو کاهش زنده 

قبل    CSF  یداریگزارش شده که پا  را اخی (.  26شده است)

انجماد ش   ب یممکن است جهت کاهش تخر  ای شهی از 

CSF  اووس   نیچند  واقع   در(.  22باشد)  دی مف   ها تی در 

پا س   داریعامل  قب  تواسکلتنی کننده    ل ی از 

پاکلB,D (CB,CD)ن ی توکالازی س و    ی برا  تاکسلی ( 

اووس  آس   ها  تی محافظت  انجماد    در   CSF  ب ی از  طول 

  ی . به هر حال به خوب ردگی  یمورد استفاده قرار م  ای  شهی ش

اووس کردن  انکوبه  که  شده  با    های  تی شناخته  بالغ 

ذوب    -را بعد از انجماد  CSF  بی س آ  تواندیم   تاکسلی پاکل

جن تکامل  و  داده  انسان  ی نی کاهش  در   ،(12)ها را 

  از  ها  میکروتوبول  .بخشد بهبود( 35)خوک و( 28)موش

در    ترین   همم که  هستند  سلولی  اسکلت  ترکیبات 

تقسیم   حرکات،  در  جمله  از  سلول  مهم  فرآیندهای 

نقل و انتقالات درون سلولی نقش دارند. با توجه  ،  سلولی

  ی اسکلت سلول   یبرهای ف  گریو د  ها کروتوبولی م  که   ن ی به ا

ش  انجماد  طول  در  است  ممکن  دچار    ی اشهی تخمک 

لقاح پس    ندیباعث شکست در فرا  جهیشده و در نت   بی آس

پا گردند،  شدن  ذوب   یبرا  یدوک   یهارشته  یداریاز 

ش اهم  یاشهی انجماد  از  تخمک    ی اری بس  تیموفق 

مورد استفاده    ی هااز روش  ی کی (  7.)  باشدیبرخوردار م

آس  یبرا مقابل  در  تخمک  طول    یسلول   بی حفظ  در 

ش پا  یاشهی انجماد  مواد  از  مانند    داریاستفاده  کننده 

پاکلDو    B  ن ی توکالازی س دوستاکسل  35)  تاکسلی،  و   )

عضو تازه شناخته شده از رده    کی. دوستاکسل  باشدیم

در    زی را ن  تاکسلی است که رده پاکل  یضد سرطان  یداروها

م م4،17)ردی گیبر  تجمع  دوستاکسل    ی هاکروتوبولی(. 

 ونی زاسیمری و با بالا بردن نرخ پل  کندیم  لی را تسه   ن یتوبول

م   ن یتوبول شدن    دار،یپا  یهاکروتوبولی به  جدا  از 

  ی ری جلوگ  ها کروتوبولیشده م  لیاز قبل تشک  ی هامر یدا

  شی مانع از آرا تیتثب   ن ی . اگرددیها م  آن تیو باعث تثب 

شده که خود منجر به    هاکروتوبولیشبکه م  یع ی فعال و طب 

تقس تغ35،36)گرددیم  یسلول   میتوقف    ر یی (.به هر حال 

متفاوت    تاکسلی و پاکل  لدوستاکس   یدو دارو  های تی فعال

پل   ن ی توبول   ونی زاسیمری است. دوستاکسل، نرخ و وسعت 

  که  ی( را بالا برده و زمانMT)داریپا های کروتوبولی به م

دما معرض  م  نییپا  یلی خ  یدر  از   رند،گی  یقرار 

م  MT  ونی زاسیمری دپل گسترش  کندیممانعت  نرخ   .

توسط دوستاکسل دو    ن یتوبول   افتهی  ش یافزا  ونی زاسیمری پل

پاکل تما36)باشد یم   تاکسلی برابر    ی اتصال   لی(. 

از    شتری ب  MT 9/1 foldاتصال    گاهیجا  یدوستاکسل برا

علاوه دوستاکسل، کاهش  ه  (. ب13)باشد یم  تاکسلی پاکل

ب  2 قطع   شتر ی بار  غلظت  ن  GTP- tubulin  یاز    از ی مورد 

مقا  نی توبول   ونی زاسیمری پل  یبرا پاکل  سه یرا در    تاکسل یبا 

م از    (.9،14)کند یالقا  است  ممکن  دوستاکسل 

پا  تاکسلی پاکل طول    ها تی اووس  CSF  یداریدر  در 

ها بعد از   آن  یزنده مان  تیو بهبود قابل  ای شهی انجماد ش

دوستاکسل    تی ذوب موثرتر باشد. به هر حال سم-انجماد

و    های تی اووس  یرو است  نشده  گزارش  هرگز  موش 

اووساثر کردن  انکوبه  بالغ)  یها   تی ات  با IVMموش   )

  CSF  یداریپا  یرو  ای شهی قبل از انجماد ش   وستاکسلد

اووس بقا  انجماد  تی و  از  نرخ-بعد  و    نیتکو  های ذوب 

است)  ینی جن نشده  گزارش  آن  توجه  .  (14متعاقب  با 

ا  به  با توجه  انجام شده و  تاکنون گزارش    که   ن یمطالعه 

رو  یاندک بر  دوستاکسل  اثرات  مورد  انجماد    ی در 

ش  یاشهی ش مشاهده  موش  از    دهتخمک  هدف  است، 

مقا حاضر  رو  ر ی تاث  سهیپژوهش  بر    ی دوستاکسل 
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ها تا  و درصد لقاح تخمک  یها، درصد زنده مانتخمک

دوستاکسل بر ساختار    ریتاث  نی چن  و هم   ی مرحله دوسلول

 . باشدیتخمک م یاسکلت سلول 

 ها و روش مواد

  ی ها سلول  یفناور   قاتیحاضر در مرکز تحق   پژوهش 

پژوهش  یادی بن  برج  در  دانشگاه    یواقع  الله  محمد رسول 

  50که تعداد    بیترت  ن یانجام شد. بد   رازی ش  یعلوم پزشک

پاستور  توی از انست  یا هفته  10تا    8با سن    NMRIسر موش

منتقل شد. پس از گذشت دو هفته    واناتی و به اتاق ح  هی ته 

شرا  یسازگارو   با   کیتحر  یبرا  شگاه،یآزما  طیموش 

گذار موش  یتخمک  هورمون    10ماده    یهابه  واحد 

pregnant mare serum gonadotropin (PMSG)    و

 HCG(human chorionicواحد  10سپس  

gonadotropin)  کرده و   قیتزر  یصورت داخل صفاقه  ب

  15تا  12برداشت تخمک بالغ در مرحله متافاز دوم    یبرا

را قطع نخاع کرده و    وانی ، ح HCG  قیتزر  زساعت بعد ا

ها از لوله فالوپ خارج  ها و کومولوسکمپلکس تخمک

به همراه کومولوس را در  سپس توده تخمک  شدند. ها 

آنز تا    0/ 01  دازی الورونی ه  میمعرض  داده،  قرار  درصد 

ت کومولوس اطراف  از  شوند.  خمکها  جدا  ها 

آمده  ه  ب   یهاتخمک مح  3دست  در  -G  هیپا  طی بار 

MOPS  ظاهر    یدارا  یهاشستشو داده شده و تنها تخمک

ادامه    یکه در مرحله متافاز دوم قرار داشتند، برا  یع ی طب 

  ی اسهیمقا  یهایجهت بررس  (.20انتخاب شدند)  یبررس

انجماد محلول  د  کولی گل  لن ی ات  یدو    ل ی مت   یو 

غلظت    دیسولفوکسا ساکارز    15با  و   5/0درصد 

  % 7/ 5  سرولی گل  ،%5/7  کولی گل   لن ی مولار)گروه اول( و ات 

سوکروز   ته  5/0و  دوم(  سپس    .دیگرد  هیمولار)گروه 

 شدند:  م ی تقس  ریز  ب ی به ترت  یشیگروه آزما  8ها به  تخمک

تخمک1 کنترل:  ه(گروه  معرض  در    ی اماده  چیها 

 قرار نگرفتند.

با    قه یدق  20ها به مدت  سل: تخمک(گروه دوستاک2

 (. 7انکوبه شدند) ش یپ کرومولاری م 05/0دوستاکسل 

انجماد 3 محلول   + تخمک1  ی(دوستاکسل  با  :  ها 

انکوبه    ش یپ  قهی دق  20  یبرا   کرومولاری م  05/0دوستاکسل  

محلول معرض  در  سپس  و  گروه    یانجماد  یهاشده 

د  کولی گل لن ی اول)ات غلظت    دیسولفوکسالی متیو    15با 

مولار( قرار داده شدند، اما منجمد    5/0درصد و ساکارز  

 نشدند. 

ش 4 انجماد   + تخمک1  یا شهی (دوستاکسل  با  :  ها 

انکوبه    ش یپ  قهی دق  20  یبرا   کرومولاری م  05/0دوستاکسل  

اول   یانجماد  یهاشده، سپس در معرض محلول گروه 

 قرار داده شده و منجمد شدند.

ش5 تخم1یاشهی (انجماد  ا  ک:  بدون  در    که  ن یها 

  ی انجماد  یهاطی در مح  رندی معرض دوستاکسل قرار بگ

 شدند. یاشهی گروه اول انجماد ش

انجماد 6 محلول   + تخمک2  ی(دوستاکسل  با  :  ها 

انکوبه    ش یپ  قهی دق  20  یبرا   کرومولاری م  05/0دوستاکسل  

محلول معرض  در  سپس  و  گروه    یانجماد  یهاشده 

گل  5/7  کولیگل  لن ی دوم)ات سوکروز   % 5/7  سرولی %،  و 

 مولار( قرار داده شدند، اما منجمد نشدند.  5/0

ش 7 انجماد   + تخمک2  یا شهی (دوستاکسل  با  :  ها 

انکوبه    ش یپ  قهی دق  20  یبرا   کرومولاری م  05/0دوستاکسل  

گروه دوم    یانجماد  یها شده، سپس در معرض محلول

 قرار داده شده و منجمد شدند.

در معرض   نکهیها بدون اتخمک  :2یاشهی (انجماد ش8

بگ  قرار  مح  رندی دوستاکسل  گروه   یانجماد  یهاطیدر 

 (. 7شدند)  یاشهی دوم انجماد ش
 و ذوب  یاشه یش  انجماد

ش   جهت  کرا  ی اشهی انجماد  عنوان    وتاپیاز    ک یبه 

ساخته شده    کینازک و بار  یلمی که از نوار ف  ژهیابزار و

به   پلاست  کیو  دارنده  است،    یک ی نگه  متصل  سخت 

ش  انجماد  در  شد.  انجماد  ،یا شهی استفاده  محلول    ی از 
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+    کولی گللن اتی   ٪15با غلظت    خیضد    یهامحلول  یحاو

  ط یمولار ساکارز در مح5/0+    دی سولفوکسلی مت دی   15٪

  5/7  سرولی ، گل%5/7  کولیگللن ی در گروه اول و و ات   هیپا

سوکروز  %   شد. مولار    5/0و  استفاده  دوم  درگروه 

بدون    هاخیاز غلظت ضد    یمی ن  یحاو  یتعادل  یهامحلول

بود. خلاصه،    به  ساکارز  مح  15طور  در    ط یتخمک 

دوستاکسل به    کرومولاری م  05/0  ی( حاوG-Mops)هیپا

تخمک  قهی دق  20مدت   گرفتند.  اول قرار  در  قطره    ن ی ها 

ها به    قرار داده شدند. سپس، آن  قهی دق   3به مدت    یتعادل

انجماد  قهی دق  1مدت   محلول  شدند.   ینگهدار  یدر 

تخمک کراسرانجام،  سطح  در  سرعت  به  قرار    وپیها 

تخمک گروهگرفتند.  در  رو  ییتا  15  یهاها    یبر 

محلول  وتوپیکرا گرفتند.  اطراف    یاضاف  یهاقرار 

به    وتاپیها به طور کامل برداشته شد. سپس، کراتخمک

نسر درون  ذوب  غوطه  عیما  تروژنی عت  شد.پروسه  ور 

تخمک مستق کردن  دادن  قرار  با  انجماد  از  پس    م یها 

حاو  وتاپ یکرا محلول  مدت    1  ساکارز   یدر  به  مولار 

،   75/0شده ساکارز)  قی رق   یهاو سپس غلظت  قهی دق  کی

  انجام شد.  قهیمولار( هر کدام به مدت سه دق0/ 25و  5/0

  ده ید بیم از انواع آسسال یهاجدا کردن تخمک جهت 

تخمک ذوب،  از  ز پس  در    کروسکوپ ی ومیاستر  ریها 

تخمک  یبررس دارا  یی هاشدند.    ک یاووپلاسم    یکه 

شفاف بودند،    هیو لا  یا زرده  ریمناسب ز  یفضا  دست،

لقاح آزما  یبرا با    ی هاانتخاب و تخمک  یشگاه یانجام 

 (. 3کنار گذاشته شدند) رهی اووپلاسم ت 
   یشگاه یآزما لقاح

آزما  یبرا لقاح  اسپرم  یشگاه یانجام  دم  ابتدا  از  ها 

ها  هفته( جدا شدند. اسپرم  8تا    12نر)  یهاموش  میدیدی اپ

  Ham ‘s F10کشت  طی در مح   میساعت و ن  کیبه مدت  

آلبوم  یلی م  5  یحاو  37( در  گمای)سیگاو  ن ی گرم سرم 

قرار    یریپذتی انجام واکنش ظرف  یبرا  گراد  یدرجه سانت

  ک یاسپرم در    ونی لی م  کی  ییغلظت نها  س داده شدند. سپ 

تخمک اضافه شد   15  یحاو   G-IVF  طی به مح   تری ل  یلی م

ساعت انکوبه    6به مدت    گراد  ی درجه سانت   37  یو در دما

پرونوکلئوس    طیها در محشد. تخمک مرحله  تا  کشت 

آزما  ش ی پ لقاح  انجام  از  پس  و  درصد   ،یشگاه یبرده 

 (.20)دش یبررس یسلول  دو یهان یجن  ل ی تشک
 ن یتخمک با آلفاتوبول   یاسکلت سلول یزیآم رنگ

ارز   ن یترمتداول   امروزه   ی ک یمورفولوژ  یابیروش 

روش    ن ی ا  یول  باشد،یم   ینور  کروسکوپیم  تی اووس

روش    تی لقاح و تکامل اووس   ت ی صلاح   صیجهت تشخ

تکن25)باشدینم  ی کاف لذا    کروسکوپ ی م   یهاکی(. 

را    یعی اطلاعات وس  توانندیاز آن جهت که م  یالکترون

  ار ی بس  ندینما  راهمآن ف  یها از فراساختار سلول و ارگانل

است) تغ 37ارزشمند    ی هاگرانول  یفراساختار  راتیی (. 

که    ی انسان  ی هاتی اووس  توپلاسم یو س  دای زوناپلوس  ،یقشر

آب معرض  آب  یری گدر  گرفتند   یده و  قرار  مجدد 

ا و  است  شده  ااننش  نیگزارش  که    ستا   ن ی دهنده 

مورد   تواندیم  یالکترون  کروسکوپی م ابزار  اول  خط 

رنگ(.  16)باشد  یبررس حاضر  پژوهش    ی زی آمدر 

  2008ها مطابق روش آدونا و همکاران در سال  تخمک

ساعت    2  ،یزی آمانجام گرفت. جهت رنگ  ریی تغ  یبا اندک

ها را در انکوباتور قرار داده، سپس  پس از ذوب تخمک

%    X100 6/0  تونیو تر  %4  دی پارافرمالده  یبا محلول حاو

شدند. پس    یساز  ابتث  قهی دق  30+ بافر فسفات به مدت  

  نی+ سرم آلبوم  %5از سرم بز    ی ب یها در ترکاز آن، تخمک

به مدت    %2  یگاو بافر فسفات  ب  یبرا  قهی دق  45+    نیاز 

باندها شدند)تمام  یاختصاص   ری غ  یبردن  داده   یقرار 

روشنا تاکنون در  از    ییمراحل ذکر شده  اما  انجام شد، 

آزما  ن یا بعد  به  تار  دیبا  شیمرحله   (.ابدی  ادامه  ی کیدر 

  1  زانی که به م  ن یآلفاتوبول  یباد  یها با آنتسپس تخمک

رق  100به   فسفات  بافر  مدت    قی در  به  ساعت   کیشده 

تو با  درصد    1/0با غلضت    20ن ییانکوبه شدند. شستشو 

 ومیدی ها با پروپتخمک  ت یبار تکرار(. در نها  3انجام شد)
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  15  تبه مد  تریلیلی م  کی در    کروگرمی م  10با غظت    دیدی

زتخمک  و   یزی آمرنگ  مجددا   قهی دق در    ر یها 

 شدند.   یفلورسنت بررس کروسکوپی م
 ی آمار لیو تحل هیتجز

 SPSSبا استفاده از نرم افزار    یآمار  لی و تحل  هیتجز

آنال  21نسخه   از  شد.  طرفه   کی  انس یوار  زی انجام 

(ANOVA)(Tukey)  ب  ن یی تع  یبرا   ن ی انگ ی م  ن یتفاوت 

 ها و لقاح استفاده شد. تخمک یبقا ریمقاد

 ج ینتا

تخمک  پس  شدن  ذوب  هر از  لقاح  و  بقاء  نرخ  ها، 

ب مقاه  گروه  کنترل  گروه  با  جداگانه  شدند.   سهیطور 

 تخمک   ای  شهی دست آمده از انجماد ش ه  ب  جینتا  1جدول  

ب  انجمادی  گروه  در  را  ها م ه  اول  نشان   ی طور خلاصه 

درصد بقاء گروه کنترل با گروه   دهد ینشان م  جی. نتادهد

vitrification 1  داریمعن   فاختلا   یدارا  (بودهP<0.05 )

  نییپا  یبه طور قابل توجه   ،ی بقا در گروه انجماد  زانی و م

  از   ها گروه  هی بق  یول  (P=    033/0تر از گروه کنترل بود)

  گر ید  کیبا    داری معنی  اختلاف  بقاء   درصد  نظر

  های  نرخ بقاء تخمک  1جدول  (. مطابق  P>0.05نداشتند)

گروه  -منجمد در  شده  در   D+Vitrificationذوب 

بالاتر    یدار  یطور معنه  ب  Vitrificationبا گروه    سهیمقا

منجمد / ذوب   یهاتخمک  یبقا  زانی م  (. P=0.001بود)

انجماد  + دوستاکسل  گروه  در  گروه   یشده  به  نسبت 

بP=    947/0انجماد) معن   شتری (  تفاوت  اما   ،   ی ردا یبود 

هم نشد.  بقا   ن یچن   مشاهده  بتخمک  یدر  گروه    ن یها 

گ و  انجماد  روهدوستاکسل  محلول   +   ی دوستاکسل 

  ها  (. تخمکP=0/ 533وجود نداشت) ی داریتفاوت معن

و کنترل    یشیآزما  های ذوب در گروه  -از انجماد   پس 

آزما لقاح  عمل  از    یشگاهیتحت  پس  داده شدند.  قرار 

لقاح آزما دو    های ن یجن   لی درصد تشک   ، یشگاهیانجام 

م  1شد. جدول    یبررس   یسلول که کاهش    دهد ینشان 

مقا  ی داریمعن  در  گروه  هر  لقاح  نرخ  گروه   سهیدر  با 

  زان ی نشان داد که م  جینتا  (.P ≤05/0کنترل وجود دارد)

  ی دار یلقاح هر گروه نسبت به گروه کنترل کاهش معن

  ی سلول 2 ی هان یجن  لی تشک زانی (، مP = 001/0نشان داد)

آزما لقاح  از  گروه    ی شگاهیبعد  دو  هر  در 

(  یاشهی و انجماد ش یاشهی ش  دانجماد)دوستاکسل + انجما

)کنترل و دوستاکسل( به  یانجماد  ری غ   یهانسبت به گروه

 ی(. در مجموع م1تر بود)جدول    ن یی پا  داری  یطور معن

  بقاء  درصد  نظراز    یانجماد  ی ها  گروه  ریگفت ز  توان

دارا  دار معنی  اختلاف  فاقد لقاح  درصد  نظر  از    ی و 

معن انجماد    جینتا  2  جدول  .باشندیم  دار یاختلاف 

. دهدیدوم را نشان م  یتخمک در گروه انجماد   یاشهی ش

درصد بقاء    دکنی  یمشاهده م  2گونه که در جدول  همان

 ,Docetaxel, Vitrification2, D+VS2های گروه

D+Vitrification2    و    افته ینسبت به گروه کنترل کاهش

معن  یدارا م  داری یاختلاف  کنترل  گروه   یبا 

 +Docetaxelگروه  مانی  زندهدرصد    (.P<0.05)باشند

Vitrification2   و دوستاکسل  کنترل،  گروه  با 

Vitrification2 (P=0.05  معن  دارای   دار  یاختلاف 

با    Vitrification2گروه    که حالی  در  ،(P<0.05بوده)

کنترل و    D+VS2 (P<0.05)دوستاکسل،  ،گروه 

D+Vitrification2 (P=0.05)  دار  یاختلاف معن یدارا  

لقاح   (.P<0.05بود) درصد  نظر  از  کنترل  گروه 

معن  یدارا  یشگاهیآزما بق   دار یتفاوت   ها هگرو  هیبا 

(D+vitrification 2    وVitrification2    وD+VS2   و  

  ی گروه دوستاکسل دارا  (.P<0.05)میباشددوستاکسل(  

معن گروه  دار یاختلاف   +Dکنترل،  های با 

Vitrification2,Vitrification 2  باشدیم(P<0.05)، 

حال  گروه  که   یدر  و    Vitrification2  های با 

D+Vitrification2  معن  یدارا  ی م   دارتری یاختلاف 

 ی اختلاف معن  یدارا  D+ VS2گروه    (. P<0.001)باشد

  D+ Vitrification2,Vitrification2  های با گروه  دار

 ی ن اختلاف مع   یدارا  D+Vit2گروه    (.P<0.05)باشد یم
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گروه  دار و    های  با  دوستاکسل   ی م  D+VS2کنترل، 

 های با گروه  Vitrification2( و گروه  P<0.001)باشد

دار    یاختلاف معن  یدارا  D+VS2کنترل، دوستاکسل و  

درصد بقاء و لقاح    سهیمقا  3(. جدول  P<0.001)باشد یم

 دهد یرا نشان م  گرید  کی با    یشیمختلف آزما  های گروه

  ی شیمختلف آزما  های  بقاء گروه  ددرص  3جدول    مطابق

معن   یدارا  یم  گرید  کیبا    دار  یاختلاف 

  ی دارا  زنی   ها  درصد لقاح گروه  نیچن   (. همP<0.05)باشد

معن   (. P<0.001)باشد یم  گری د  کیبا    دار یاختلاف 

جداول    همان در  که  م  3و  2و  1طور    شود  یمشاهده 

 یشیمنجمد شده در گروه آزما  های درصد بقاء تخمک

 ن ی( کمتر بود اما ا75/82( نسبت به گروه دوم)1/81اول)

  گر ید  کیبا    داری یتفاوت معن   یدو گروه از نظر آمار

تشک  ن یچن   (. هم P>0.05نداشتند)   های  ن یجن   ل ی درصد 

  ب ی ترته  اول و دوم ب   یانجماد   های  در گروه  ی سلول  دو

 زی درصد ن  ن ی. اباشد می(  60.4  ±4.6   و   62.26±  2.15)

 نظر  از   ودوم کمتر بوده    به اول نسبت    یدر گروه انجماد

معن  ماریآ  گرید  کیبا    داری یتفاوت 

 (. P>0/05نداشتند)
 ن یتخمک با آلفاتوبول   یاسکلت سلول یزیآم رنگ

  ی شیکنترل و آزما  یها تخمک در گروه  یزی آم  رنگ

واقع   یهاو کروموزوم   کروتوبولی م  ش یانجام گرفت. آرا

در شکل    ش یکنترل و آزما  یها  در گروه  می بر دوک تقس

نشان داده آورده شده است. همان   1 گونه که در شکل 

ساختار    یختگ یباعث به هم ر  یاشهی شده است، انجماد ش

  1)شکلگرددیموش م  خمک ها در تدوک و کروموزوم

B,Cها به  (. با توجه به شکل در گروه کنترل کروموزوم

خوشه م  یاصورت  و  گرفته    ک ی از    هاکروتوبولی قرار 

  شده اند و هم   دهی نرمال کش  ش یبا آرا  گری قطب به قطب د

قطب  ن ی چن به سمت کروموزوم  یهااز  امتداد  دوک  ها 

انجماد  دای پ گروه  در  اند.  تقس  یکرده  دوک  م  ی اول 

  دهند ینرمال نسبت به گروه کنترل را نشان م  ری غ  ش یآرا

م صورت    هاکروتوبولی که  ت  کیبه    ک ی پ ی دوک 

کروموزومنشده  ی دهسازمان و  غاند  صورت  به    ر ی ها 

شده  ینرمال انجمادپراکنده  گروه  در  دوک    یاند.  دوم 

ول  ش ی آرا  میتقس فشردگ  کن ی نرمال  به    شتری ب  یبا  نسبت 

م نشان  را  به صورت  . کروموزومدهندیگروه کنترل  ها 

پخش    یاخوشه کنترل  گروه  به  نسبت  اما  گرفته  قرار 

 گر ی قطب به قطب د  کیاز    هاکروتوبولیدارند، م  یشدگ

  ی ها از قطب  ن یچن  شده اند و هم  دهی نرمال کش  ش یبا آرا

  شیکرده که پ  دای ها امتداد پدوک به سمت کروموزوم

مولار کروی م05/0ها با دوستاکسل  انکوبه کردن تخمک

 یقبل از انجماد در هر دو گروه انجماد  قهی دق  20به مدت  

تخمک    تواسکلتنی وارده به س   یهابی در ممانعت از آس 

م تحل   هی تجز  جینتا  (.C,D-1)شکل  باشدیموثر    ل ی و 

نرمال   ش ی با آرا  یهانسبت تخمک  دهدینشان م  یآمار

انکوبه شده با دوستاکسل    شیپ  یهادر گروه  کروتوبول ی م

( قبل از  یا  شه ی )دوستاکسل+  انجماد ش کرومولاری م  05/0

ش  معن   ی اشهی انجماد  طور  گروه  یداریبه  از    ی هابالاتر 

ش  نشده)انجماد  میاشهی انکوبه  هم P >05/0)باشدی(   .)  

تخمک  نی چن در    یها نسبت  پراکنده  کروموزوم  با 

طور    شی پ   یهاگروه  به  دوستاکسل  با  شده  انکوبه 

گروه  تر  ن ییپا  ی داریمعن  نشده    یهااز  انکوبه 

  شی با آرا  یها(.در واقع نسبت تخمکP >05/0)باشدیم

  ر ی غ  یهادر گروه  یداریبه طور معن  کروتوبولی نرمال م

از گروه  یانجماد  >05/0)باشدیم  یانجماد  ی هابالاتر 

Pتخمک نسبت  و  در    ی ها(  پراکنده  کروموزوم  با 

  ی انجماد   ی هااز گروه  تر  ن ییپا  یانجماد  ری غ  یهاگروه 

اختلاف    یدو گروه انجماد  ن یب  ی( ولP >05/0)باشدیم

. (4()جدولP <05/0مشاهده نشد) ی داریمعن 
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 ای تخمک با استفاده از کرایوتاپ در گروه انجمادی اول. نتایج انجماد شیشه  -1جدول

No. (%) of oocytes fertilization 
(two cell) 

No. (%) of surviving oocytes after 

vitrification 
Treatment group  

a80/71(88.6 ± 3.2)   a126/124 (98.4 ± 1.5)  Fresh Control 1 
b99/83( 82.8 ± 5.2)  ab132/122 (92.6 ± 3.2)  Docetaxel 2 

b150/115 ( 76.95 ± 2.03)  ab134/113 (84.1 ± 3.3)  Docetaxel  + VS1 3 
b115/75 (65.3 ± 3.2)  ab132/111( 85 ± 3.8)  Docetaxel  + Vitrification 1 4 
b105/61( 60.4 ± 4.6)  b123/98( 81.1 ± 5.8)  Vitrification 1 5 

0.001 0.028 P valu  

 باشد. ( میP<0.05* حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده معنی دار بودن اختلاف در)

 ای تخمک در گروه انجمادی دوم. نتایج انجماد شیشه -2جدول

No. (%) of oocytes fertilization 
(two cell) 

No. (%) of surviving oocytes after 

vitrification 
Treatment group 2  

a94/84 (89.47 ± 2.003)  a133/130 (97.79 ± 0.73)  Fresh Control 1 
 b83.86±1.55) )99/83 b136/124 ( 91.15±1.23)  Docetaxel 2 
b121/97 (80.22± 0.83)  b146/130 (88.99±1/27)  Docetaxel  + VS2 3 

b98/65 ( 66.26±1.45)  b138/121 (87.68± 0.43)  Docetaxel  + Vitrification2 4 
b98/61 (62.26± 2.15)  b145/120 (82.75±1.33)  Vitrification 2 5 

0.000 0.000 P valu  

 باشد. ( میP<0.05نشان دهنده معنی دار بودن اختلاف در)* حروف متفاوت در هر ستون 

 های مختلف آزمایشی با یکدیگر.  مقایسه درصد بقا و درصد لقاح گروه  -3جدول

ANOVA 
 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

survival.rate Between Groups 856.609 7 122.373 2.580 .036 

Within Groups 1280.700 27 47.433   

Total 2137.309 34    

Fertilization Between Groups 5015.362 7 716.480 22.388 .000 

Within Groups 864.068 27 32.003   

Total 5879.431 34    

 

 

 
:کنترل   Aباشد .ها)دوک تقسیم( به رنگ سبز میها به رنگ قرمز و میکروتوبولکروموزومدر این تصویر فلش نشان دهنده    -1شکل  

چنین   اند و همها از یک قطب به قطب دیگر با آرایش نرمال کشیده شده ای قرار گرفته و میکروتوبولها به صورت خوشه کروموزوم

ها به صورت یک دوک تیپیک روه انجمادی اول میکروتوبول: گBها امتداد پیدا کرده اند.  های دوک به سمت کروموزوماز قطب

:دوستاکسل +گروه انجمادی  D: گروه انجمادی دوم  Cاند.  ها به صورت غیر نرمالی پراکنده شده اند و کروموزومدهی نشده سازمان

 : دوستاکسل + گروه انجمادی دوم.Eاول 
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 فاتوبولین. نتایج حاصل از رنگ آمیزی تخمک با آنتی بادی آل -4جدول 

 % میکروتوبول  هاگروه 

 نرمال 

%میکروتوبول 

 غیرنرمال

 %کروموزم فشرده %کروموزم پراکنده

5/5 1±94 کنترل ± 33 /0  73/20 ± 15 /1  1/4 ± 57/0  

±94 دوستاکسل 9/2  1/5 ±  33/0  01/21 ± 85 /1  1/5 ± 33/0  

±82 محلول انجمادی اول   دوستاکسل+ 57 /0   1 ± 08/12 45/19 ± 33 /0  37/7 ± 33/0  

±83 محلول انجمادی دوم  دوستاکسل+ 61 /0  15/0±1 /12 2/18 ± 21/0  21/7 ± 18/0  

±  a 5/39 1±57 ای اولانجماد شیشه   66/0   38/1±0/33 a  16/66±0 /33 a 

a 9/38 51/ 0±56 ای دوم انجماد شیشه  ± 11/0  37/12±0/23 a 15/55±0/18 a 

± b 1/34 57/ 0±66 ای اولدوستاکسل+ انجماد شیشه  33/0  b 18 /21  7/8±0/33 b 

b 2/34 44/ 0±66 ای دومدوستاکسل+ انجماد شیشه  ± 11/0  b 66 /19 7/1±0 /12 b 

 باشد. ( میP<0.05* حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده معنی دار بودن اختلاف در)

   گیری یجهبحث و نت

  ای شهی اثرات انجماد ش  یابیمطالعه حاضر به منظور ارز

آزما  لقاح  ماندن،  زنده  فراساختار    ی شگاهیروی  و 

انجام شد.    ی هاتخمک دوم  متافاز  مرحله  در  بالغ موش 

تخمک   کردن  در    کیمنجمد  باروری  حفظ  روش 

مخانم م باشدیها  که  چند  هر  و   ی حاملگ  زانی.  اندک 

تخمک از  زنده  تولد  محدودی  شده    ی هاتعداد  منجمد 

که در مورد انجماد    یاز مشکلات   یکی گزارش شده است.  

مقاومت کمتر غشا  ی هاتخمک   نیا  یبالغ وجود دارد، 

  ی هابی نسبت به کاهش درجه حرارت و آس  هاتی اووس

به  یناش متفاوت در    یدی پی ل   بی داشتن ترک   لی دل از سرما 

نت   ی هاتیبا اووس  سهیمقا   ی ختگ یبه هم ر  جهینابالغ و در 

سلول   ژهیبو  یسلول  یهااندامک  ش یآرا   ی اسکلت 

  ی زنده مان  یی عامل منجر به کاهش توانا  ن ی(. ا8)باشدیم

م  نی تخمک و جن انجماد  از  نتا. بهگرددیپس    ج یعلاوه 

  ک ی  یبالغ دارا  یهاتیاووس  ینشان داده است که غشا

نابالغ    یهاتی با اووس  سهیمتفاوت در مقا  یدی پی ل   بی ترک

  ی ناش  یهابی بوده و نسبت به کاهش درجه حرارت و آس 

دارا سرما  کمتر  یاز  بنابرا29هستند)  ی مقاومت  با    ن ی(. 

مشکلات غلبه    ن یبر ا  توانینابالغ م  یهاتی انجماد اووس

نشان دادند که انجماد سبب    یمطالعات فراساختار  نمود.

گرانول تعداد  اووس  یقشر  ی هاکاهش  بالغ    ی هاتی در 

در  27)شودیم  یانسان انسان   ک ی(.  داده    یمطالعه  نشان 

فرآ که  است  تعداد    ندیشده  کاهش  سبب  انجماد 

ها در  و ظهور واکوئل  یقشر  ه ی در ناح   یقشر  یهاگرانول

نابالغ م  یهاتی اووس  توپلاسمی س که ممکن    شودیبالغ و 

آس دهنده  نشان  آن  یساختار  بیاست  باشد)به  (. 13ها 

  ی هاتی در اووس  یقشر  ی هازودرس گرانول  توز ی اگزوس

قرار گرفتند    DMSO  ایو    PrOHکه در معرض    یانسان

در   که  است  شده  مشخص  است.  شده  داده  نشان 

ش تخمک انجماد  اثر  در  راد  یا  شهی ها    ی هاکالیسطح 

افزا ظرف  افتهی  ش یآزاد  کاهش    یدانی اکس   یآنت   تیو 

شده و در    ب ی دچار آس   ها کروتوبولیم  نی چن  هم   ابد؛ییم

تخمک دچار اختلال    طحدر س  هایتوکندریم  عیتوز  جهینت 

اشودیم به  توجه  با  د  هاکروتوبولی م  که  ن ی .    گر یو 

سلول   یبرهای ف انجماد    یاسکلت  طول  در  است  ممکن 

باعث شکست در    جهیشده و در نت   بی دچار آس   یاشهی ش

  ی هارشته  یداریپروسه لقاح پس از ذوب شدن گردند، پا

مهم    اری ها بس   موفق تخمک  یاشهی انجماد ش   یبرا  یدوک

دوستاکسل  باشدیم پا  کی.  که    داریعامل  است  کننده 

  ی در ط   نی توبول   ی هاکروتوبولیبا مهار تجمع م  تواندیم

تثب  باعث  ا35شود)  هاکروتوبولیم  ت ی انجماد،  در    نی (. 

منجمد و ذوب شده   یهابقا و لقاح تخمک  زانی مطالعه، م

انکوبه شدند، بهتر    ش ی که قبل از انجماد با دوستاکسل پ
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بنابرا  ش یپ  یهااز تخمک بود.  نشده    ش یآرا  ن،یانکوبه 

سلول اسکلت  و    یقشر  یهاگرانول  ،ینرمال  تخمک 

م  یتوکندری م ذوب  و  انجماد  از  سطح    تواندیپس  با 

  از مهم   یکیوابسته باشد.    یسلول  زیو تما  ری تکث   سم،ی ابولمت 

آس  ی هابی آس   ن یتر انجماد  با  س   ب ی مرتبط    ستم ی به 

سلول نتا  یاسکلت  اساس  بر  است.  مطالعات   جیتخمک 

  ی توزی م  یهاو ذوب، دوک  یاشهی پس از انجماد ش   ،یقبل

بازساز مشخص  زمان  تکو  یدر  و  بهبود    ینی جن  ن یشده 

نشان   1390نظم آرا و همکاران در سال (. 11،34)ابدییم

انجماد ش از کرا  یا  شهی دادند روش  استفاده  و   وتاپیبا 

و سوکروز    دیسولفوکسا ل ی مت   ید  کول،ی گل  لنی ات  خیضد

پتانس  یری تأث م   ین یتکو  لی بر  تخمک موش    ATP  زانی و 

  ی پراکندگ  ینداشت اما بر رو  ینیدر مراحل مختلف تکو

  2013و همکاران در    Giarettaاثر گذار بود.    یتوکندری م

  شه ی را در انجماد ش   Resveratrol  تی بار اهم  ن ی اول  یبرا

 2µMها نشان داد    آن  ج یکردند. نتا  ی تخمک بررس  یا

R    درIVM  فازها توانا  منجمد  یو  شده  زنده    ییذوب 

 ل یآپاپتوز را تعد  ندیداده و فرا  ش ی ها را افزاتخمک  یمان

آمکندیم به    لیتما  TITC-VAD-FMK  یزی .رنگ 

کاسپازها  یها  تی اووس  ش یافزا با  در    ری غ  یزنده  فعال 

را نشان    CTRبا    سهیدر مقا  Resveratrol  ی هاهمه گروه

  ی هاو گروه  A  ن یدار فقط ب  یتفاوت معن  کیو    دهدیم

CTR  ت ی اووس  یوجود دارد. به هر حال درصد زنده مان  

قرار    ری تحت تاث   Resveratrolبا کاسپاز فعال با وجود    ها

با واسطه    دهدینشان م  ی. مطالعات قبلردی گینم   PSکه 

بدون فعال شدن کاسپازها رخ دهد.    تواندیم  توزیفاگوس

  بات ی نشان داد ترک  2013و همکاران در    Giaretta  جینتا

Resveratrol  مختلف    یدر فازهاIVM  انجماد    ندیو فرا

کند و    ل یآپاپتوز را تعد  ندیفرا  تواندیذوب م  -ی ا  شه ی ش

آس  یها   ت ی اووس  یداریپا مقابل  در  را    ی ها  بیخوک 

آسکوربات  یانجماد ببخشد.  (  01/0mMol/L  )بهبود 

ترازها که  شده  داده  در    دروژن ی ه  دی پراکس  یشرح  را 

  ی ها  به محلول  یو وقت   دهد یموش کاهش م  یها  نی جن

ش م  ای  یا  شهی انجماد  اضافه  آهسته  توده    شودیانجماد 

م  یداخل  یسلول بالا  اتانول    βو    بردیرا  مرکاپتو 

(50mMol/L فعال پا  Ros  تی (  اما    آوردیم  ن ییرا 

  ی ها  تی را در اووس  یلقاح و زنده مان  ییتوانا  تواندینم

M II  به طور    که  یمنجمد ذوب شده بهبود ببخشد در حال

  ت یرا در اووس  ستی بلاستوس  لی تشک   ت ی قابل  یدار  یمعن 

  شی را افزا  ی شگاهیخوک بعد از لقاح آزما  یانجماد  یها

  باشد یمطلب م  نیکننده ا  دیی تا  زی ما ن  جینتا  (.14)دهدیم

م م  توانیکه  از دوستاکسل  استفاده  به    بی آس  زانی با  را 

س تا  رسانده  م  تواسکلتونیحداقل  دوک    ی توزیو 

در  تخمک کوتاه  مدت ها  آرا  یترزمان  نرمال   شیبه 

جنـین    در  بازگردند. بـه  تکامل  میزان  حاضر  مطالعه 

هر   در  ای  شیـشه  انجمـاد  از  پـس  دوسـلولی 

را با    یداری( کاهش معن یانجماد  ری و غ  یگروه)انجماد

تا در  داد.  نشان  کنترل  و   جینتا  ن یا  دییگروه  عابدپور 

  ی اشهی ثابت کردند که انجماد ش 2015همکارانشدر سال 

معن کاهش  سرع  یداریباعث  تخمک  تدر  ها  بلوغ 

آن  .(1)شودیم مطالعه  لقاح تخمک  در    ی هاها سرعت 

نداشتند اما   گرید  کیبا    یداریمنجمد شده اختلاف معن 

کمتر از گروه کنترل   یداریطور معنه  ها ب   هر کدام از آن

هم  بودند. همکارانش  و  سال    نی چن  عابدپور   2015در 

باعث   وتاپیبا استفاده از کرا یاشهی نشان دادند انجماد ش

از طر  بی سآ لقاح   قیبه تخمک  و  بلوغ  کاهش سرعت 

  شیپ  یها. در مطالعه حاضر درصد لقاح در گروهشودیم

انکوبه نشده    یهااز گروه  شتری انکوبه شده با دوستاکسل ب 

چزمبت  1بود) تحقیــق   روی  بر(  7)همکاران  و (.در 

گاو نتا  شتربی   ها تخمک  بقاء   درصد  ،تخمک  ه  ب  ج یاز 

از    یناش  تواند یم  ن یبوده که ا  ام  قی دست آمده از تحق

حیوانی  گونه  در    های  گونه  متفاوت  حساسیت  ،تفاوت 

از   استفاده  ضدیخ،  متفاوت  درصد  انجماد،  به  مختلف 

پر  ها خیضد باشد.  یانجماد  یها وتوکلو   متفاوت 
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نگهدار که  شده  دماتخمک  ی گزارش  در  فوق    یها 

  ون ی زاسیمری ( باعث القا دپلدرجه سانتی گراد  -196)ن یی پا

تخمک  هاکروتوبولی م م  در  علاوه  26)شودیها  به   .)

پا  یدما سلول   نیی فوق  اسکلت  شدن  شکسته  و    یباعث 

م  یهاکروموزوم تکو  گرددیتخمک  به  منجر    نیکه 

از ذوب    یسلول لقاح پس  پروسه  در  و شکست  ناکامل 

ا5،6)شودیم پ  ن ی(.    ی داریپا  کندیم   شنهادی مطلب 

  جماد ان   تیدر موفق   تواندیدوک با دوستاکسل م  یبرهای ف

دماها  تخمک  یاشهی ش در  پا  ی ها  باشد.   ن یی فوق    مهم 

قبل  جینتا پ  یمطالعات  دادند  کردن    ش ی نشان  انکوبه 

در    تاکسلی پاکل   لی از قب   یی هاگاو با تاکسان  ی هاتخمک

قبل از انجماد    قهیدق  30  ی( برا کرومولاری م   1)ن یی غلظت پا

سلول   تواندیم  یاشهی ش اسکلت  شکست  طول    یاز  در 

  شی باعث افزا  جهی ممانعت کرده و در نت   یاشهی انجماد ش

را  متعاقب آن    ین یجن   ن ینرخ بقا پس از ذوب شده و تکو 

م هم26،33)بخشدیبهبود  قبل  نی چن  (.  نشان    ی مطالعات 

توبول گسترش  نرخ  دوستاکسل  که  به    ن یدادند 

افزا  داریپا  یهاکروتوبولی م از    ش یرا  مانع  و  داده 

مواجهه    آن  ونی زاسیمری دپل هنگام  به  سرما   باها 

د18،30)شوندیم مطالعه  که    یگری (.در  شد  گزارش 

م اتصالات    کروتوبولیم  تواندیدوستاکسل  توسط  را 

در    یبعد  رات یی و تغ   نتوبولی –  βوα  یمرهاید  ن یمحکم ب

ا  داریپا  MAPاتصال   که  آس   نیکند    ا ی  بی از 

ش  ونی زاسیمری دپل انجماد  طول  ها  تخمک  یاشهی در 

مطالع  (.11)کندیم  یری جلوگ تخمک  هدر    ی ها حاضر 

قبل از    قهی دق  20انکوبه شده با دوستاکسل به مدت    ش ی پ

ش  ب   ی اشهی انجماد  تخمک  یشتری سهم  منجمد    یهااز 

و کروموزوم نرمال و    کروتوبولی م  ش آرای  با  شده  ذوب

تسه  نی چن  هم و  بقا  بالاتر  مقا  م ی نرخ  در  با    سهیرا 

ا  ش یپ  ی هاتخمک دارند.  را  نشده  به    جینتا  نیانکوبه 

ا  یخوب دلالت    ن یبر  پامطلب  که  اسکلت    یداریدارد 

القا   بیآس تواندیها توسط دوستاکسل م تخمک یسلول

ش انجماد  توسط  دهد.  ی اشهی شده  کاهش  از    را 

و    هانهیبه کمبود هز  توانیمطالعه م  ن ی ا  یهاتیمحدود

  نیکه از خارج از کشور تام   هیسخت به مواد اول  یدسترس

تام   شود،یم صورت  در  کرد.    ی کاف  نهیهز  نی اشاره 

  رات یی فراساختار و تغ  نهی در زم   یشتری ب  یها یابیارزتوانیم

انجام    یکیژنت    ی ری گ جهینت   کی  در.  گرفته شودتخمک 

تخمک  توانیم  یکل کردن  انکوبه  با  بالغ    یهاگفت 

  قه ی دق   20مرحله متافاز دوم موش با دوستاکسل به مدت  

ش  انجماد  از  غلظت    ی اشهی قبل    کرومولار، ی م  05/0در 

اسکلت    بی و آس   افتهیها بهبود  درصد بقاء و لقاح تخمک

م  یسلول از اشودیمهار  بهبود    تواندیم  جی نتا  ن ی .  جهت 

بارور  یهاکی تکن افزا  یکمک  موفق  ش یو  در    تی نرخ 
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Abstract 
Inroduction & Objective: The aim of the present study was to investigate the effect of docetaxel on the 

survival rate and in vitro fertilization of oocytes after vitrification by two cryopreservation solution. 
Materials and Methods: For this NMRI mice (8-10 weeks old) were superovulated by injecting PMSG 

and HCG. Oocytes are surrounded by cumulus and corona cells and must be denuded by 0.1% 

hyaluronidase enzyme. The oocytes were then divided into 8 experimental groups including control, 

docetaxel, docetaxel + vitrification 1 solution; docetaxel + vitrification1; vitrification1; docetaxel + 

vitrification 2 solution; docetaxel + vitrification2; vitrification2. Mature oocytes were vitrified in ethylene 

glycol and dimethyl sulfoxide solutions at 15% concentration and 0.5 M sucrose in cryopreservation 

solution1 and ethylene glycol and glycerol at 7.5 concentration and 0.5 M sucrose in cryopreservation 

solution2. After thawing, their survival and fertilization rates were assessed up to the two-cell stage. 

Staining of the microtubules in the oocytes was performed with alpha-tubulin antibody. 

Results: The results showed a significant difference in survive and fertilization rates compared to the 

control group (P<0.05). The rate of survival and formation of 2-cell embryos in the first cryopreservation 

group decreased compared to the second cryopreservation group but the two groups were not statistically 

significant. The results showed that survival and fertilization rates in pre-incubated groups with docetaxel 

were higher than non-incubated groups. 

Conclusion: Docetaxel could improve reproductive techniques by reducing the damage to the oocyte 

cytoskeleton. 

 

Keywords: Vitrification, Oocytes, Cryopreservation Solution, Docetaxel, Cryotop. 
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