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 Nanogو  Oct4، صي پرتوانياختصا هاينشانگربيان ميزان اي بر اثر انجماد شيشهبررسي 
  سوري هاي موشبلاستوسيست در

 2مرتضي دليري جوپاري و 1، گلناز اسعدي تهراني*2زاد، مجتبي دشتي1زادهپريسا فتحعلي

 اسلامي، واحد زنجان، گروه ژنتيكدانشگاه آزاد زنجان،  1

  ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري پژوهشگاهتهران،  2

  26/11/93 :تاريخ پذيرش    9/9/93 :تاريخ دريافت
  چكيده

تكنيك صورت گرفته اين ، تلاشهاي قابل توجهي براي توسعه و بهبود 1985اي رويان موش در سال از زمان اولين انجماد شيشه
بيان تواند باعث تغييراتي در الگوي مي رويانبر روي  كروموزوميبيوشيميايي و جدي  آسيبهاي است اما همچنان انجماد با اعمال

ثيرات انجماد أهدف از اين مطالعه بررسي ت. گردد رويانمرگ  گزيني و نهايتاًلانه كاهش دخيل در تكوين و عملكرد، ژنهاي
در  Nanogو  Oct4له ژنهاي ثر در تكوين رويان از جمؤماني و رشد و بررسي بيان ژنهاي تخصصي پرتواني ماي بر زندهشيشه

فرآيند گذاري موشهاي ماده و استحصال بلاستوسيست، پس از تحريك تخمك. ذوب شده موش بود -بلاستوسيستهاي منجمد
محافظ در به عنوان مواد سرما مولار 5/0و ساكارز  درصد 15 گليكول، اتيلندرصد 15 سولفوكسيد متيلدي انجماد با حضور

فرآيند ذوب نيز با . ، به درون ازت مايع منتقل گشتندCryotopگيري روي انجام شد و بلاستوسيستها با قرارمحيطهاي انجمادي 
ماني، خروج بلاستوسيستها از زونا ميزان زندهنهايتا  .صورت پذيرفتمولار  1شوي رويانها در محيط ذوب حاوي ساكارز وشست

. ارزيابي شد شاهدشده و  ذوب -منجمددر بلاستوسيستهاي  real time- PCR   به روش Nanogو  Oct4بيان ژنهاي نيز و 
 داري كاهشمعني به طور بلاستوسيستهاي منجمد نشده و خروج بلاستوسيستها از زونا در تيمار انجماد نسبت به مانينرخ زنده

براي  درصد 88/86 ±80/5بلدر مقا درصد 78/57±76/11ماني و براي زنده درصد 100در مقابل  درصد 43/94±81/5(يافتند 
توان هاي اين آزمايش ميبا توجه به يافته .يافت افزايش Oct4و  Nanogژنهاي  بيان همچنين). خروج بلاستوسيست از زونا

  .كيفيت رويان گرددو تواند باعث تغيير بيان ژن مي بلاستوسيست در مرحلهاي بلاستوسيست موش سوري شيشهانجماد گفت كه 

  Nanogو  Oct4ژنهاي ، موش اي، بلاستوسيستانجماد شيشه: كليديواژه هاي 

 dashtizad@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيكي  09123211058نويسنده مسئول، * 

 مقدمه

 :In vitro Fertilization( با موفقيت لقاح آزمايشگاهي

IVF ( 1959در سال  ،اولين نوزاد زنده پستاندارانوتولد 
 به عنوان يكي از تكنيكهاي كمك باروري روش، اين )3(

و امروزه در مراكز درمان ناباروري به  معرفي گرديد
از طرفي در . گيردصورت رايج مورد استفاده قرار مي

كه تعداد رويانهاي تشكيل شده بيش از تعداد مورد  مواردي
نياز جهت انتقال به رحم باشند، ضرورت حفظ و نگهداري 

در (هاي درماني بعدي منظور استفاده در دورهه ا بآنه
-اين امر مي. يابدپيش اهميت مي بيش از) صورت شكست

ميسر گردد كه براي اولين بار  تواند از طريق تكنيك انجماد
رويان پستانداران  ، درگزيني موفقبه لانه 1971در سال 

از آن پس نيز  .)36(منجر گرديد ) بلاستوسيست موش(
پستانداران  مختلف هايگونه در رويانگامت و  انجماد
 حفظ حيوانات، پرورش توليدمثل، هايي نظير طبدرزمينه



 1394، 4، شماره 28جلد                                          )                                 مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

569 

 در رويان انتقال به تعويق انداختنژنتيكي،  تغييرات
بيش  تحريك سندرم از بالايي خطر معرض كه در بيماراني
 حال بيماراني كه در باروري تخمدان هستند، حفظ از حد

پرتو درماني هستند و  يا و درماني آماده شدن براي شيمي
 شده كار گرفتهه ب روياننيز براي داوطلبين اهداء گامت و 

در طي فرآيند انجماد به دليل حضور آب درون . )21( است
سلولي و تشكيل كريستالهاي يخ، استفاده از مواد سرما 

اما . الزامي است) Cryoprotective Agents: CPAs(محافظ 
از سوي ديگر نشان داده شده است كه غلظت بالاي اين 

CPAs ند اثر سمي براي سلول به همراه داشته باشدتوامي 
در دهه اخير پيشرفتهاي زيادي در علم زيست . )18(

انساني و  رويانگامت و سلامت براي حفظ  دشناسي انجما
 ايو انجماد شيشه حيواني به روشهاي انجماد آهسته

 تهايغلظانجماد آهسته از  در روش. صورت پذيرفته است
 درجه 3/0تا  1/0 به ميزان نرخ برودتيا ــب CPAsين يپا

 جلوگيري ازتشكيل به منظورگراد در دقيقه  سانتي
و  CPAsپايين  اما غلظت .شوداستفاده مي يخ كريستالهاي

در  روياننرخ برودتي كم از طرفي و افزايش زماني كه 
 - 6تا  15(معرض محدوده دمايي خطرناك انجماد و ذوب 

از طرفي ديگر، باعث گيرد قرار مي) گراد درجه سانتي
و در سلولي رج اـخو ل ـخداخ ـي لهايكريستاتشكيل 

لذا . )23 و 12( گرددمي رويانساختار  به نهايت آسيب
-وزه بتدريج اين تكنيك جاي خود را به انجماد شيشهرــما

ط ــتوس 1937ل اـسر در اـين بـلاوكه  اي داده است
Luyet  در اين تكنيك. )19( ح گرديدرــمطو همكارانش 

وري مستقيم امكان غوطه، CPAs يغلظت بالادليل ه ــب
نتيجه اين امر  .باشدت مايع مقدور ميبه داخل از رويان

درجه  20،000افزايش چشمگير در نرخ برودتي به ميزان 
اف رـطايط ـمحره اــديل يكبــتبو  گراد در دقيقه سانتي

 اولينپس از  .)2( استل د كريستاــخ فاقــه يــبآن 
اين ، )28( 1985پستانداران در سال  رويانموفق انجماد 

 رويانهم درمورد تخمك و هم درمورد تاكنون نوع انجماد 
هميشگي در اين  چالش اما .صورت گرفته استبا موفقيت 

و افزايش احتمال موفقيت  ء، كسب نرخ بالاي بقازمينه
در اين ميان، . و انتقال است ذوبگزيني پس از درلانه
 8-4(شده در مراحل اوليه تسهيم  و ذوب هاي منجمدرويان

، داراي نرخ بقاي بالايي هستند ولي از طريق )سلولي
بيني در ادامه روند ويژگيهاي مورفولوژيكي قابل پيش

 تكاملي نيستند و ريسك عدم موفقيت در حاملگي را بالا
 انتقالدر مقابل، بلاستوسيست بهترين مرحله براي . برندمي

-با اين گزينش مي. مناسب است با پتانسيل تكويني رويان

چند  هاي انتقال يافته و ريسك ابتلا بهرويان توان تعداد 
به كوچك با توجه  نهمچني. )37( كاهش دادرا  قلوزايي

و كاهش ميزان آب درون سلولي ، شدن اندازه بلاستومرها
انتظار يند تسهيم، آدر طي فرافزايش نسبت سطح به حجم 

شده بلاستوسيست  ذوبهاي رويانماني نرخ زندهرود مي
   .بيشتر از مراحل قبلي باشد

اما در كنار اين مزيتها، نرخ بقاي بلاستوسيست پس از 
از  مملوتوان به حفره مي از دلايل آن. پايين است ذوب

يخ و  مايع بلاستوسل اشاره كرد كه سرعت انتقال مواد ضد
پتانسيل تشكيل در نتيجه را كاهش و  مولكولهاي آب

براي رفع اين مشكل . دهدكريستالهاي يخ را افزايش مي
را  رويانيا نمود و  استفادهCPAs بالاتر بايد از غلظتهاي 

دو مدت زمان بيشتري در معرض اين مواد قرار داد، كه هر 
  .)1( شوندزا محسوب ميعوامل آسيبخود از 

در  شانراـنكاغم نقش غيرقابل رعليد، نجماا شهايرو
ات رـتغييو  CPAsات ثراليل دبه رور، نابااد فرن امادر

ر ـامطلوبي بـن هايثيرأت دنناتي ميتوارحرو تي ودشديد بر
ق سيب سلولي به طرو منجر به آشته ل داسلور ساختا

ي جد آسيبهاي اعمالانجماد با به عبارتي  .گرددمختلف 
تغيير  با تواندمي رويانبر روي  بيوشيميايي و كروموزومي

گزيني قابيت لانه و رشد كاهشموجب  در الگوي بيان ژني،
 اثرانجماد با رسد به نظر مي. )7( گردد رويانمرگ  نهايتاًو 

از  رويانتوسعه و عملكرد  ،بر بيان ژنهاي دخيل در تكوين
بر  تواندميتواني توده داخلي بلاستوسيست پر ژنهايجمله 
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در ثر ؤژنهاي مترين  مهماز  .گذار باشداثر رويان كيفيت
ايجاد و حفظ ويژگي پرتواني سلولهاي بنيادي و تكامل 

ژنهاي تخصصي توان به مي، گزينيقبل ازلانه روياناوليه 
كه در توده  اشاره كرد Nanog و Oct4پرتواني از جمله 

بيان ) :Inner Cell Mass( سلولي داخلي بلاستوسيست
منجر به  Oct4ژن  بيانو يا عدم نقص . )22( گردند مي

آنها قدرت  ICM هايي خواهد شد كهتوليد بلاستوسيست
را بلاست و كيسه زرده مانند اپيها تمايز به ساير سلول

گزيني ندارد و در مراحل اوليه تكامل روياني و پيش از لانه
هاي همچنين بلاستوسيست .)14(خواهند رفت از بين 

 تروفواكتودرمو   Nanog،ICMفاقد هر دو الل  موش
)Trophectoderm: TE ( نرمال خواهند داشت اما اين

از   بلاستاپيگزيني به دليل نقص در رويانها بعد از لانه
  .)30( روندبين مي

ذوب شده از لحاظ در اين تحقيق كيفيت بلاستوسيستهاي 
ها به رويانماني، بازگشت مورفولوژيك با سنجش نرخ زنده

شكل طبيعي و نرخ خروج از زونا و نيز از طريق روشهاي 
 به Nanogو  Oct4 فاكتورهايمولكولي با بررسي بيان 

  .، ارزيابي گرديدتخصصي پرتوانيعنوان نشانگرهاي 

  مواد و روشها
 موشهاي مادهدر اين مطالعه از : بلاستوسيستاستحصال 

تمامي مراحل  .هفته استفاده گرديد 7- 8با سن NMRI  نژاد
كميته اخلاق و ايمني زيستي با موش طبق دستورالعمل كار 

صورت پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 
 IU گذاري موشهاي ماده با تزريقتخمك. پذيرفت

)International Unit (8  هورمونPMSG )Pregnant 

MareSerumGonadotropin( )Folligon®, A007A02, 

Intervet(  ساعت پس از آن  47در روز اول وIU 8 
) hCG)Human Chorionic Gonadotropin هورمون 

)Pregnyl®, 111, DarouPakhsh(  به صورت داخل صفاقي
 12- 10(موشهاي ماده با موش نر  ،پس از آن .انجام شد

درون يك قفس قرار داده شدند و از همان نژاد ) هفته

موشهاي ماده در صبح پلاك واژني  تشكيلبا گيري جفت
به  اي باردار سه و نيم روزه،موشه. ييد گرديدأتروز بعد، 
بعد از جراحي و . جايي مهره گردن كشته شدنده روش جاب

 كشت محيطهاي رحمي، با فشار تزريق جداسازي لوله
M2 )Modified Krebs-Ringer solution with HEPES 

buffer: M2 medium()27( به همراه سديم پيروات 
)Sodium Pyruvate( )P-4562, Sigma(  سرمآلبومين و 

 :Bovine Serum Albumin( گاوي

BSA(10106,GibcoBRL)  (بلاستوسيستها  ها،به اين لوله
تمامي . آوري گرديدندجمعخارج شده و از انتهاي رحم 

درجه سانتي  37 استحصال بلاستوسيست در دمايمراحل 
  .صورت گرفتگراد 

تمام فرآيندهاي انجماد و ذوب جنين : ايانجماد شيشه
 Vajtaو  Kuwayama معرفي شده توسط مطابق روش كار

محلولهاي  .)14( با مختصر تغييراتي صورت پذيرفت
سازي با استفاده از و رقيق سازي، انجماد، ذوبمتعادل
همراه با  )TCM199  )22340-020, Gibco كشت محيط

به عنوان محيط پايه  )Gibco ,10270(سرم جنين گاو % 20
درجه  22- 27(فرآيند انجماد در دماي اتاق . آماده گشتند
سازي رويانها در محيط متعادل. انجام شد) سانتي گراد

   (D-2650, Sigma) متيل سولفوكسايددي درصد5/7حاوي 
محلول در  )Sigma, 324558( گليكولاتيلن درصد5/7و 

پس از آن  .دقيقه قرار داده شدند 15محيط پايه براي 
كوچكي از محيط  در قطراتبه مدت يك دقيقه رويانها 

و ساكارز EG  درصد DMSO، 15 درصد 15انجماد شامل 
شست محلول در محيط پايه  (S-9378, Sigma) مولار 5/0

با ) عدد 5- 8(در نهايت بلاستوسيستها  .و شو داده شدند
 كمترين حجم ممكن از محيط انجماد روي كرايوتاپ

)Kitazato ،81115 -81111(  به عنوان حامل انجماد قرار
  . داده شدند

كرايوتاپ به سرعت درون ظرف حاوي ازت مايع فرو برده 
شد و پس از گذشت چند ثانيه، سرپوش پلاستيكي روي 
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در نهايت، كرايوتاپهاي حاوي . آن قرار گرفت
پس . بلاستوسيست، به مخزن اصلي ازت مايع منتقل گشتند

از نگهداري رويانها در حدود يك ماه، فرآيند ذوب انجام 
رايوتاپ به سرعت از ازت مايع خارج كار ك براي اين. شد

 يكدقيقه به محلول ذوب شامل محلول  يكو براي مدت 
انتقال و ) درجه سانتي گراد 37(مولار ساكارز از محيط پايه 

سازي حاوي ساكارز دقيقه به محيط رقيق 3سپس براي 
پس از شست و در پايان . مولارشست و شو داده شدند 5/0

دقيقه،  10ط پايه به مدت محي شوي بلاستوسيستها در
 KSOM)Synthetic oviductal رويانها در محيط كشت 

medium, enriched with potassium: KSOM 

medium()15( سرم گاوي، آلبومين سديم پيروات،  همراهب
 و جنتامايسين )E-4127, Sigma( رشد اپيدرمي فاكتور

)L0011-010, Bio- West (درجه سانتي  37 در انكوباتور
نگه داشته  درصد 95و رطوبت  CO2 درصد 5، گراد 
  .شدند

از  RNAاستخراج : cDNAو ساخت RNA استخراج 
سميت ، انجماد و شاهد( هاي تمامي تيمارهابلاستوسيست

 RNaesy Plus Micro با استفاده از كيت) مواد سرما محافظ

Kit® )74034, Qiagen( واكنش براي . صورت پذيرفت
همراه ه باستخراج شده هر گروه   RNAرونويسي معكوس،

به تركيب   (J208, Bioneer) تايي تصادفيشش توالي
محلول  .ضافه شدا) K-2101, Bioneer( در كيتواكنش 

و دقيقه  3براي مدت درجه سانتي گراد  15واكنش در 
ساعت انكوبه  يكبراي درجه سانتي گراد  60متعاقبا در 

  . شد

، Oct4هاي رفت و برگشت ژنهاي پرايمر: طراحي پرايمر
Nanog  وβ2m )Beta-2-Microglobulin ( با استفاده از
مطابق  Primer BLASTو  Gene Runnerهاي برنامه

در طراحي پرايمر سعي  .گشتندييد تأطراحي و  1جدول 
هايي نظير طول پرايمر، طول قطعه بر آن شد كه فاكتور

حاصل از تكثير، درصد بازهاي آلي سيتوزين و گوانين و 
پاليندرومي وانتهاي سنجاق نيز وجود تواليهاي تكراري، 

  .سري مورد توجه قرار گيرد

  

  β2mو  Oct4، Nanog شده براي ژنهاي يطراح هاييمرمشخصات پرا -1جدول 

  5'به  3'توالي پرايمر  ژن
  طول توالي

)nt(  

  Tmدماي 
(Melting 

Temperature) 
)C°(  

طول محصول حاصل از 
  )nt(تكثير

Oct4  
  AGCATTGAGAACCGTGTGAGG 21  8/59  پرايمر رفت

120  
  TCGAACCACATCCTTCTCTAGC 22  3/60  پرايمر برگشت

Nanog  
  GCCTCCAGCAGATGCAAGAA  20  4/59  پرايمر رفت

154  
  GGTGCTGAGCCCTTCTGAAT  20  4/59 پرايمر برگشت

β2m  
  CCTGGTCTTTCTGGTGCTTGT  21  8/59  پرايمر رفت

118  
  GCAGTTCAGTATGTTCGGCTTC  22  3/60 برگشتپرايمر 

  

-Real time( اي پليمراز در زمان واقعيزنجيره واكنش

PCR( :اندازي تكثير و اطمينان از مواد و شرايط پس از راه
بيان ، )PCR )Polymerase Chain Reactionبا انجام روش 

 ,25344(با استفاده از كيت  β2m و  Oct4،Nanogژن  سه

Intron( رنگ  حاوي SYBR Green I روش از طريق
در دستگاه  real time- PCRواكنش  CTاي مقايسه
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 )Applied Bio Systems StepOne, USA( ترموسيكلر
 Annealingسيكل تكثير در دماي  40 تعداد .گرديدارزيابي 

اين واكنش براي . صورت پذيرفتدرجه سانتي گراد  55
  .شدانجام بار تكرار  3با  هاهر يك از تيمار

بلاستوسيستهاي استحصال شده با : طراحي آزمايشات
طور تصادفي به ه كيفيت مناسب از لحاظ ظاهر انتخاب و ب

- در گروه اول، فرآيند انجماد شيشه. سه گروه تقسيم شدند

در گروه دوم، . ها انجام گرديداي و ذوب روي بلاستوسيست
، بلاستوسيستها در CPAsبررسي ميزان سميت  به منظور

وري در ازت معرض محيطهاي انجماد و ذوب بدون غوطه
   .مايع قرار گرفتند

پس بلاستوسيستهاي تيمار شده در هر دو گروه از لحاظ س
ماني، خروج بلاستوسيست از زونا و ميزان بيان نرخ زنده

با يكديگر و  Nanogو  Oct4، صي پرتوانيژنهاي اختصا
  .مقايسه گرديدند) گروه سوم( شاهدگروه 

 One-Way با استفاده از تست : هاتجزيه و تحليل داده

ANOVA و به دنبال آن تستDuncanهاي ، آناليز داده
 >05/0Pسلولي و مولكولي صورت پذيرفت و تفاوتها در 

افزار از نرم منظوربراي اين . نظر گرفته شدنددار درمعني
  .گرديد استفاده  SPSS, ver. 16.0 آماري

  نتايج
بلاستوسيست عدد  740تعداد در مجموع : بخش سلولي

در اين ميان رويانهايي كه . مورد بررسي قرار گرفتموش 

فاقد نشاني بزرگ با تعداد سلولهاي زياد و نيز  ICMداراي 
از شكل غير نرمال، آسيب غشايي، آسيب اتصالات سلولي 

تكه شدن يا انحطاط سيتوپلاسم بودند، از لحاظ تكهو 
ماني نرخ زنده .مورفولوژيكي طبيعي تلقي شدند

 3در بلاستوسيستها با بررسي احياي حفره بلاستوسل 
براي رسيدن . ها ارزيابي گرديدساعت پس از انجام تيمار

 ءهاي احياماني بلاستوسيستلاعات بيشتري از زندهبه اط
با درجه ، اين رويانها در درون انكوباتور اين مدتنشده در 

 CO2و  درصد 97، رطوبت درجه سانتي گراد 37ت حرار
مجددا بعد  ساعت 12كشت داده شدند و  درصد 5به ميزان 

  .قرار گرفتندارزيابي مورد 

ماني و زنده ، نرخ2جدول در دست آمده ه بر اساس نتايج ب
خروج بلاستوسيستها از زونا پس از انجام انجماد نسبت به 

 43/94±81/5(داري كاهش يافتند طور معنيه ب شاهد گروه
ماني و زنده براي نرخ درصد 100در مقابل  درصد

براي  درصد 88/86 ±80/5در مقابل  درصد 76/11±78/57
ميزان در تيمار اين ). ناخروج بلاستوسيست از زونرخ 

 35/61 ±9/11  و درصد 97/94±69/1ترتيب ه سميت ب
داري نسبت به گروه معني بود كه هر دو با كاهش درصد
اما نكته قابل توجه اينكه، با وجود . روبرو گرديدند شاهد

 ماني و خروج بلاستوسيستها از زونا دركمتر بودن نرخ زنده
سميت، اين ذوب شده نسبت به تيمار  - رويانهاي منجمد

  .باشددار نميمعني اختلاف

  
  تني موشمحافظ بر كيفيت بلاستوسيستهاي دروناي و سميت مواد سرمااثر انجماد شيشه -2جدول 

  (%)ميزان خروج بلاستوسيست از زونا   (%)ماني نرخ زنده  تعداد بلاستوسيست  گروه آزمايشي

  a100% a 80/5 ± 88/86% 220  شاهد
  b81/5±43/94% b 76/11 ± 78/57% 198  ايانجماد شيشه

  b69/1±97/94% b 9/11 ± 35/61% 220  سميت مواد سرمامحافظ
  )Duncanو ANOVAدر تست  >05/0P(دار دارند در هر ستون نسبت به هم تفاوت معني bو  a. تكرار بدست آمدند 5هاي ها از تركيب نمونهداده
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، 1 نمودار نتايج به دست آمده در مطابق: بخش مولكولي
 538/2و  703/1 افزايش به ترتيب در گروه انجمادي

 و گرددميمشاهده  Oct4و  Nanogبيان در ژنهاي برابري 

 317/1و  241/2 به ترتيباين ميزان در تيمار سميت نيز 
  .باشدمي

 موش محافظ در بلاستوسيستسرما موادكرد اثراي و انجماد شيشهپس از  Oct4و  Nanogتغيير بيان ژن  -1نمودار 

 
 )Duncan و ANOVAدر تست  >05/0P( دار دارندنسبت به هم تفاوت معنيc و  a، b.باشندمي real time- PCRتكرار  3ها حاصل از داده

  بحث
نتايج اوليه حاصل از انتقال رويان در مراحل مختلف تكامل 

-نجماد و ذوب بيانگر نرخ پايينيند اآي، بعد از فررويان

ي بلاستوسيست نسبت مرحله حاملگي در انتقال رويانتر
دست آمده ه نوعي با نتايج بباشد كه به به مراحل قبلي مي

 ، 1996در سال . در اين مطالعه همسو است

Vanderzwalmen و همكارانش نرخ موفقيت حاملگي را از
 8ذوب شده،  د وانتقال بلاستوسيستهاي رشد يافته منجم

و در مراحل مرولا و بلاستوسيست اوليه به ترتيب  درصد
-سالاين مقادير در . )33(نمودند  گزارش درصد 25و  29

يافت  واسطه بهينه شدن تكنيك انجماد، افزايشهاي بعد ب
همين محقق ميزان حاملگي  2002اي كه در سال گونهه ب

 درصد 14ذوب شده بلاستوسيست را  رويانناشي از انتقال 
اين در حالي است كه همچنان اين ميزان  .گزارش نمود

 28(و مرولا ) درصد 27(كمتر از بلاستوسيست اوليه 
ماني، ميزان علاوه بر نرخ زنده. )32(باشد مي )درصد

ذوب شده  د وخروج از زونا نيز در بلاستوسيستهاي منجم
تواند منجر به كاهش در يابد كه ميكاهش چشمگيري مي

نتايج حاصل از اين طرح نيز نشان . حاملگي گرددميزان 
 81/5 به ترتيب( مانيداري در نرخ زندهدهنده كاهش معني

و خروج ) درصد 100در مقابل  درصد 43/94 ±
 درصد 78/57 ± 76/11 به ترتيب(بلاستوسيست از زونا 

در بلاستوسيستهاي ) درصد 88/86 ± 80/5در مقابل 
مچنين در آزمايش ديگري ه .باشندذوب شده مي د ومنجم

صورت گرفت، نرخ  2006سال در  Mukaidaكه توسط 
و در ) درصد 86(هاي رشد يافته ماني بلاستوسيستزنده

به اي پس از انجماد شيشه) درصد 82(حال خروج از زونا 
گزارش ) درصد 97(داري كمتر از مراحل قبل معني طور

پيش در اين تحقيق در طي روند تكامل رويان  .)24( گرديد
شويم، تر ميگزيني هرچه به مراحل انتهايي نزديكاز لانه

رود با توجه به افزايش در تعداد و نسبت سطح به انتظار مي
ها، انجماد با موفقيت بيشتري صورت حجم بلاستومر

شود اما در سلولي مشاهده مي 8اين روند تا مرحله . پذيرد
ها، مرولا به علت تغيير در ساختار اتصالي و تراكم بلاستومر

در اين . يابدبا درون سلول كاهش مي CPAsامكان تبادل 
حالت ميزان آب درون سلولي به ميزان بالايي باقي مانده و 

رخ ماني رويان بعد از ذوب كاهش نرخ زنده در نتيجه
  . ددا دخواه

در انجماد بلاستوسيست نيز به علت افزايش در تعداد و 
 CPAsتر سلولها، انتظار به تبادل آسان نسبت سطح به حجم
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 ماني رويانهاي ذوب شدههو در نتيجه افزايش شانس زند
دار كيفيت ؛ اما بر خلاف انتظار، كاهش معني)16(رود مي

-دليل اين امر را مي. گرددميرويان در اين مرحله مشاهده 

توان در تغيير ساختار همراه با تشكيل و گسترش حفره 
بلاستوسل مملو از مايع تا حجم تقريبي دو سوم كل رويان 

تواند حضور حفره مملو از مايع مي. )32(جو نمود وجست
 به CPAsاز يك سو به عنوان يك سد، مانع دسترسي 

هاي دروني رويان گردد و از سويي ديگر، احتمال سلول
ذوب هاي يخ را در حين فرآيند انجماد و تشكيل كريستال
بايست غلظت براي غلبه بر اين مشكل مي. افزايش بخشد

CPAs سازي با نمونه را افزايش داد كه هر و يا زمان مجاور
از آستانه تحمل  CPAsدو روش منجر به بالا رفتن غلظت 

مرگ رويان را به دنبال  گردند و متعاقباًسميت سلول مي
  . خواهند داشت

پيشنهاد  CPAsراهكاري كه براي كاهش ميزان سميت 
ي كه با به طورمحافظ است سرما  گرديد، تركيب چند ماده

واد سرما محافظ، غلظت هر وجود غلظت بالاي مجموع م
 به طور. )1(تنهايي زير آستانه سميت سلولي باشد ه كدام ب

اي، از تركيب هاي انجماد شيشهمثال در برخي از روش كار
EG  وDMSO  استفاده شده است كه نتيجه آن، رسيدن به

براي ممانعت از تشكيل  CPAsغلظت مناسب از 
كريستالهاي يخ و در عين حال، كاهش سميت هر كدام از 

بسته به  CPAsمواد سرما محافظ بود كه نوع و غلظت 
. )25(تواند متفاوت باشد مي رويانيگونه و مراحل مختلف 

و سوكروز به   EG،DMSOدر تحقيق حاضر نيز از تركيب 
توسط  2005استفاده گرديد كه در سال  CPAsعنوان 

Kuwayama  وVajta ارزيابي سميت  به منظور. معرفي شد
اي از شده، مطالعه جداگانهاستفاده  CPAsتركيب و غلظت 

ماني و خروج بلاستوسيست از زونا در تيمار نرخ زنده
سميت نسبت به گروه انجماد صورت پذيرفت كه تفاوت 

 ± 69/1 به ترتيب(داري در نتايج مشاهده نگرديد معني
 ± 9/11و  درصد 43/94 ± 81/5در مقابل درصد 97/94
  .  )درصد 78/57 ± 76/11 در مقابل درصد 35/61

براي كسب بهترين نرخ انجماد، علاوه بر نوع و غلظت 
، روش انجماد و حامل مناسب نيز از اهميت CPAsمناسب 

زارشات موجود، انجماد مطابق گ. بالايي برخوردار است
يك روش كارآمد براي نگهداري رويان  به عنواناي شيشه

گزارشي از  2005براي نمونه، در سال . شودشناخته مي
اي توسط دو تكنيك انجماد آهسته و شيشهمقايسه 

Kuwayama ماني در اين تحقيق نرخ زنده. منتشر شد
كنيك ذوب شده در دو ت د ومنجم بلاستوسيستهاي انساني
بود كه  درصد 90و  84 به ترتيباي، انجماد آهسته و شيشه

اي نسبت به آهسته را نشان شيشه يي بهتر انجمادآاين، كار
  . دهدمي

و ساخت حاملهاي انجماد نيز همواره شرايطي  در طراحي
با  رويانگيرد كه امكان تماس مستقيم مورد توجه قرار مي

از . كمترين حجم محلول انجماد با منبع سرما فراهم گردد
-Open Pulled Straw ،Hemi توان بهجمله اين حاملها مي

straw،Electron Microscopy Grids  ،Cryoloop  و 

Cryotop اي كه بين در مقايسه .)34و  26( نموداشاره
ماني بالايي از نرخ زنده ،حاملهاي مختلف صورت گرفت

اي هاي مختلف پس از انجماد شيشهگونه بلاستوسيست در
 نظره بنابراين ب .)13( مشاهده گرديد Cryotopبا استفاده از 

تواند يك مي ازحاملهاي سيستم باز Cryotopرسد كه مي
اي بلاستوسيست حامل مناسب براي فرآيند انجماد شيشه

  .)11( باشد

 باكيفيت هاييرويانتوليد اصلي انجماد، هايز دغدغها يكي
اما . رشد بعد از ذوب است كاهش قابليت خوب و بدون

واسطه شوك دمايي و تشكيل ه استرس ايجاد شده ب
جدي كروموزومي،  تغييرات كريستالهاي يخ باعث

 اين. گرددمي رويانبيوشيميايي در  و مورفولوژيكي
-يدي، اختلالات اپيئپلو پليايجاد  باعث توانندتغييرات مي

گزيني ژنتيكي و نيز تغيير در الگوي بيان ژني قبل از لانه
كه اكثريت اين ژنها در رشد و تكوين جنين نقش  دنگرد

  . )29(دارند 
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ثيرات انجماد ألي تبنابراين علاوه بر بررسيهاي سلو
واسطه تشكيل كريستال يخ و سميت مواد ه بلاستوسيست ب

تواند به سرما محافظ مورد استفاده، ارزيابي مولكولي نيز مي
با توجه به . درك بهتر اثرات اين تكنيك كمك نمايد

رتي در طي انجماد تغييرات ناگهاني شرايط محيطي و حرا
گذار باشد، ريك شوك بر رويان اث به عنوانتواند كه مي

ثر در رشد و تكامل در اين ؤكاهش بيان ژنهاي فعال و م
 رود اما بر خلاف آن، افزايش بيان ژنها درمرحله انتظار مي

   .نتايج اين تحقيق حاصل شده است

در تحقيقات مختلف نشان داده شده است كه كاهش در 
 DNA، آسيب به )9( در رويان گاوICM تعداد سلولهاي 

در  DNAو قطعه قطعه شدن  )17( در بلاستوسيست موش
تواند از عوارض انجماد مي )6(هسته بلاستوسيست خوك 

و  Sudanoدر رابطه با تغيير بيان ژن نيز، . )39(رويان باشد 
اي نشان دادند كه انجماد شيشه 2012همكارانش در سال 

گير در آپوپتوز، شوك حرارتي، تمايز بيان ژنهاي در ،رويان
تواند ميامر دهد كه اين سلولها و تشكيل جفت را تغيير مي

موافق با . گذار باشدثيرأپس از انجماد ت مانيهبر قابليت زند
تحقيق از جهت افزايش بيان ژن اين دست آمده در ه نتايج ب

  XUE-Ming Zhaoذوب شده، د ودر رويانهاي منجم
 به كاهش سطح متيلاسيون پروموتر 2012وهمكارانش در 

 85از ( Oct4ژنهاي پرتواني بلاستوسيست از جمله ژنهاي 
 55به  درصد 5/77از ( Nanogو ) درصد 5/62به  درصد
ذوب شده موش  د وبلاستوسيستهاي منجم در) درصد

اشاره نمودند و نتيجه اين كاهش متيلاسيون را افزايش 
در . )39(كردند  بيان Nanogو  Oct4دار بيان ژنهاي معني

خود كاهش سطح نيز در تحقيق  Milroy ،2011سال 
موشي را  )Sox2)20 و  Oct4متيلاسيون پروموتور ژنهاي 

زمايشات وي افزايش بيان در ژن گزارش نمود؛ اما نتايج آ
Sox2 همچنين در اين آزمايش بر خلاف نظر . را نشان نداد

XUE-Ming Zhaoداري در متيلاسيون ، تفاوت معني
ذوب شده  و ددر زايگوتهاي منجم Nanogپروموترژن 

   .موش مشاهده نگرديد

 Sox2و  Oct4 ،Nanogسه ژن  ، الگوي بيانيGaoبه گفته 
در ارتباط با متيلاسيون  ك مستقيماًدر بلاستوسيست خو

وجود دارد كه سطح بيان اين  و اين احتمال )8(باشد نمي
. )35و  5(ژنها توسط اصلاحات هيستوني تنظيم گردند

 تواند به دليل نوع گونهمي تفاوت در نتايج تحقيقات فوق
ه ناحيه پروموتر و تفاوت در ، انداز)خوك در مقابل موش(

 به منظورهمچنين تحقيقي . )39( مرحله روياني باشد
سلولي منجمد شده موش  8هاي رويانبررسي پروفايل ژني 

صورت گرفت كه در آن،  2004در سال  Stergiouتوسط 
مربوط به ژنهاي  گروههاي ژني آپوپتوز، افزايش بيان در

به گزارش اين محقق، . گرديداسترس و متابوليسم مشاهده 
سنتز مولكولهاي مقاوم  به منظورتواند مي بيان اين افزايش

در . )31( به سرما براي جبران كاهش دما در انجماد باشد
كاهش تعداد كل سلولهاي   Hanyside،1987سال 

و  ICMو رده ) 5/126در مقابل  115(بلاستوسيست 
را پس از  TEبه  ICMهمچنين كاهش در نسبت سلولهاي 

ايشان و برخي . سلولي موش مشاهده كرد 8انجماد 
محققين ديگر دلايل احتمالي اين كاهش را آپوپتوز 

-خير و اختصاصيت ناأ، تسهيم با ت)ICM)10 سلولهاي 

در جهت رد . دانستند )TE)21 و  ICMهاي بجاي سلول
خير أبيان كرد كه تسهيم با ت 1995در سال  Rayاين نظريه، 

و نسبت  ICMتواند تنها دليل كاهش تعداد سلولهاي نمي
ICM  بهTE  ،خير أتسهيم با اندكي تباشد زيرا در نهايت

اما . ثيري بر تعداد سلولها نخواهد داشتأرخ داده و ت
ها گيري نادرست بلاستومر ثير بر جايأتواند با تانجماد مي

در جايگاه صحيح خود، باعث اختصاصيت نابجاي 
  .)4(خير در آن گردد أو يا ت TEو  ICMسلولهاي 

گيري كرد كه در پي نتيجه توانگونه مي در نهايت اين
و نيز آپوپتوز  TEو  ICMبجاي سلولهاي اختصاصيت نا

ها، تومرموجب آن تغيير در تعداد بلاسه و ب ICMسلولهاي 
صحيح انجام نشده و از اين  به طورزايي بلاستوسيست رده

ژنهاي بيان شونده در هر رده سلولي دچار  طريق ميزان بيان
از جهتي ديگر، متيلاسيون پروموتر ژنها و . گرددتغيير مي
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ثير أتوانند بيان ژنها را تحت تاصلاحات هيستوني نيز مي
بنابراين مطالعات بيشتري براي بررسي عوامل . قرار دهند

فوق جهت درك بهتر علل و چگونگي تغييرات بيان ژن 
  .ذوب نياز است د ومنجمپس از فرآيند 

  تشكر و قدرداني

و با  444اين تحقيق در قالب طرح پژوهشي به شناسه 
-حمايت مالي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

نگارندگان، مراتب تشكر و . فناوري صورت پذيرفته است
قدرداني خود را از همكاري صميمانه آقايان دكتر مهدي 

احسان هاشمي و دكتر  دكتر هادي حجاريان، آرا،شمس
  .نمايدطايفه اعلام مي آيدين رحيم
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Abstract 

From the first vitrification of mouse embryos in 1985, considerable efforts have been 
made to develop and improve cryopreservation techniques, but still biochemical and 
fetal chromosomal abnormalities caused by vitrification can cause changes in the 
pattern of genes expression involved in embryonic development and function, reduced 
implantation and fetal death. The purpose of this study was to investigate the effects of 
vitrification on survival and the expression of pluripotency specific genes like Oct4 and 
Nanog in the vitrified-warmed mouse blastocysts. Harvested blastocysts from 
superovulatedfemale mice were vitrified in the presence of dimethyl sulfoxide 
15%,ethylene glycol 15% and sucrose 0.5 M as cryoprotectants and vitrified in liquid 
nitrogen after loading on Cryotop. Thawing process was performed by immersing the 
blastocysts in thawing solution prepared using sucrose 1 M. Survival and hatching rates 
were evaluated and also the Oct4 and Nanog genes expression in vitrified- thawed and 
fresh blastocysts (control group) were assessed by real time-PCR method. Survival and 
hatching rates decreased significantly in vitrified blastocysts compared with control 
group (94.43± 5.81% vs. 100% for survival and 57.78± 11.76% vs. 86.88± 5.80% for 
hatching). Also increased expression of Nanog and Oct4 genes were observed in 
vitrified- warmed blastocysts. Considering the results of this study, it can be said that 
vitrification of mouse embryo at the blastocyst stage can change gene expression and 
quality of the embryo. 
Key words: Vitrification, Mouse blastocyst, Oct4 and Nanog genes 


