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در تخمک و  HSP70های نابالغ گوسفند بر بیان ژن ای تخمکاثر انجماد شیشه
 های حاصلهبلاستوسیست
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چکیده 

از سویی برخی مشکلات در رابطه با    ای سبب حذف بسیاری از مشکلات مربوط به انجماد تخمک و جنین شده است.  شیشهانجماد      
 ثیر أتهدف از این مطالعه بررسی    تولید جنین در شرایط آزمایشگاهی ممکن است هر گونه تغییر در رونویسی ژنوم جنین را نشان دهد.  

مجموعه تخمک کومولوس    120  تعداد  در جنین گوسفند است.    ( های محیطیمربوط به استرسهای  )از ژن   HPS70  ژنبیان    برانجماد  
محلول    واردانجماد    به منظورتخمک کومولوس    یمجموعه  وزیکول زایا از تخمدان گوسفندان کشتارگاهی بازیابی شد.    یگوسفند در مرحله

ساعت   48بعد از  . ندو در نیتروژن مایع قرار گرفت  منتقل شدهیوتاپ بلافاصله روی کرا( قرار گرفته و FBS  درصد 20)با   HTCMی پایه
شامل محلول پایه و    W1  گرمسازی شدند.  دقیقه(    5یک به مدت    )هر  W3  و    W1   ،W2های به ترتیب در محلولها  تخمک  ،انجماداز آغاز  

تخمک کومولوس   ی مجموعه  .  بودمول سوکرز    25/0محلول پایه و    W3مول سوکرز و    5/0محلول پایه و  شامل  :  W2  مول سوکرز،  1
ی عدد، گروه کنترل( طبق روال عادی آزمایشگاهی با پایه  60گروه تیمار( و مجموعه تخمک کومولوس تازه )  عدد،  60ای و گرم شده )شیشه
SOF  وارد فرایند  IVM  ،IVF  و  IVC  میزان بیان ژن  همچنین  سپس مراحل رشد تخمک و    .  شدندHSP70    نسبت به ژنβ    به عنوان  اکتین(

ای بر روی  بر اساس نتایج حاصل از این مطالعه انجماد شیشه  بین بلاستوسیت و اووسیت قبل و بعد از انجماد مقایسه شد.  کنترل داخلی(  
ای  مانی در گروه منجمد شیشههمچنین میزان زنده    ش میزان تکوین شد.دار داشت و باعث کاهیلف تکوین تأثیر معنجنین در مراحل مخت

دو  حاضر با در نظر گرفتن   ی در مطالعه  مانی و میزان تکوین دارد.ثیرات منفی بر زندهأید آن است که انجماد تؤکاهش یافت و این نکته م
سازی نبود.  ایثیر شیشه أناشی از تدار نشان داد ولی این اختلاف  تغییر معنی  HSP70ژن  میزان بیان  تازه و منجمد،    های گروه تخمک

شدن    یاشه یش  ریث أتحت ت  ین یدر مراحل مختلف تکامل جنولی میزان بیان    داشت  HSP70داری بر بیان ژن  یتکاملی جنین اثر معن  یمرحله
. تخمک قرار نگرفت

سیست، گوسفند ، بلاستوHSP70: تخمک کومولوس، انجماد شیشه ای، کلمات کلیدی
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تکنیک     از  یکی  تخمک  قابلیت انجماد  با  مهم  های  های 

است.   مثل  تولید  فناوری  زیست  در  وسیع  این   کاربردی 
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می گونهفناوری  زیستی  تنوع  حفظ  در  اهلی،  تواند  های 

های در معرض خطر، حفظ نسل جلوگیری از انقراض گونه
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باشددام کننده  کمک  بالا  ژنتیکی  قابلیت  با   های 

(Ambrosini et al, 2006)  .    انجماد نیز  انسانی  طب  در 

درمان   در  استفاده  برای  را  بسیاری  نظرهای  تخمک 

در برخی از کشورها    ها به خود جلب کرده است.  ناباروری

، انجماد تخمک به عنوان ونی است که انجماد جنین غیرقان

می باشد.  جایگزین  مطرح  تحت   تواند  که  بیمارانی  در 

قرا شیمی پرتودرمانی  یا  میدرمانی  انجماد ر  نیز  گیرند 

می مطرح  باروری  حفظ  راه  یک  عنوان  به    باشد تخمک 

(Gook and Edgar 2007)  .   فرایند یک  سلول  انجماد 

است.   بیوفیزیکی  و  در    بیوشیمیایی  با  فرایند  این  در طی 

محلول به  گرفتن  قرار  هیپراسمعرض  به های  سلول  مول 

می منتقل  صفر  زیر  تخمک    شود.  دماهای  انجماد  فرایند 

های تحت  امروزه به عنوان راهی برای حفظ باروری خانم

های  طور در مورد گونهدرمان با داروهای توکسیک و همین

در خصوص اهمیت فرایند    در حال انقراض اهمیت دارد.  

پارامتر هم دو  دیده شود:انجماد تخمک  باید  الف(      زمان 

بر این    حفظ حیات سلول و ب( باروری پس از انجماد.  

های مختلف انجماد آهسته، سریع و فوق سریع  اساس روش

انجماد با   سازی مورد بررسی قرار گرفته است.  ای  و شیشه

در تخمک همراه   تغییر در بیان ژن و رونویسی آن، آپوپتوز

بیان ژن در روند رشد تخمک برای رشد و نمو جنین   است.  

بسیار مهم است، انجماد در حجم زیاد محلول انجماد باعث  

تخمک  COCsدر    DNAآسیب   مجتمع  کومولوس(  -) 

تمی تخمک  تکاملی  شایستگی  بر  و  میأشود    گذارد ثیر 

(Men et al. 2003; Rojas et al. 2004)   . افزایش

کاهش باروری و باریک و دراز    پس از لقاح،  پلوئیدیپلی

کروموزوم پراکندگی  و  تخمک  شدن  انجماد  متعاقب  ها 

است. شده  روش    گزارش  بودن  انجماد  ناکارآمد  های 

استفاده که  است  گردیده  باعث  این    یتخمک  از  بالینی 

ب دامه  فناوری  تولیدمثل  فناوری  زیست  بخش  در  ها  ویژه 

رو پژوهش در مورد از همین  رواج چندانی نداشته باشد.  

راهروش و  تخمک  انجماد  کارآمد  کردن  های  کم  های 

 
1- Heat Shock Protein 

های  هان و در گونهها در حین انجماد در سراسر جآسیب 

در معرض قرار گرفتن تخمک به    مختلف در جریان است.  

می دمایی شدید  تغییرات  و  هیپراسمول  به ترکیبات  توانند 

و یکی از    زا بر سلول مطرح باشندامل استرسعنوان یک ع

هایی که نقش آن در حفاظت از ساختار  ترین پروتئینمهم

های  به استرس  پروتئینی سلول در پی در معرض قرارگیری

  . است   1خته شده است پروتئین شوک حرارتیمحیطی شنا

  شده   شناخته  یهاسمیمکان  از  یحرارت  شوک   یهانیپروتئ

در داخل   . باشندیم یطیمح  یهااسترس به پاسخ در سلول

بدن و در محیط آزمایشگاهی نشان داده شده که برخورد با  

زای مختلف موجب افزایش موقت در تولید  عوامل استرس

HSP آسیب عوامل  برابر  در  محافظی  عنوان  به  رسان،  ها 

های محیطی، ها پس از تنشافزایش این پروتئین  شود.  می

ر ژن  انتقال  و  طبیعی  فیزیولوژیکی  فرآیندهای  خ عفونت، 

مواد شیمیایی سمی مانند  گیری به  در معرض قرار.  دهدمی

قرار  (Brunt et al, 2012)م  و کادمی  معرض  به  ریگ در  ی 

محیط بالای   ;Luce and Vincent, 1992)  دماهای 

Olexikova et al, 2010)  معمول استرساز  زاهایی  ترین 

پروتئین این  نقش  که  مخصوصاًهستند  در    HSP70  ها 

ها این پروتئین  ها اثبات شده است.  محافظت از سلول در آن 

های  از طریق محافظت از ساختار چهارم از پروتئین  معمولاً

می محافظت  خصوص  سلول  در  مطالعات  عمده  کنند. 

ت به  تولیدمثلی  بر  أعملکرد  پروتتین  این  توجه  قابل  ثیر 

ت و  از جنین  استرس خحفاظت  در شرایط  پستاندارن  مک 

 رات ییتغ  یبررس  حاضر  یمطالعه   از  هدف  باشد.  حرارتی می

  از   حاصل  گوسفند  یهانیجن  در  HSP70  ژن  انیب  یکم

 .باشد یم  شده یاشهیش یهامکخت

 

 مواد و روش کار 

گوسفند  هاتخمدان      کشتارگاهی  به  و    آوریجمع  از 

ها شسته شده به منظور  ، تخمدانانتقال داده شدآزمایشگاه  

  گراد سانتی  یدرجه  38ماری  انجام روند آسپیراسیون در بن
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ره لیتر آسپیمیلی  6-2های با قطر  فولیکول  شد وقرار داده  

های با کیفیت    COCاستریو میکروسکوپ    در زیر  .  گردید

 . شدبلوغ منتقل  وشو به قطرات  و پس از شست   تخاب شدان

بلوغ  محیط کشت    شو به قطراتوها بعد از شست تخمک

طوبت  و ر  2COدرصد    9منتقل و پس از آن تحت شرایط  

  22-24گراد به مدت  سانتی  یدرجه  39و در دمای    حداکثر

گرم به  تخمک  .  شدگذاری  خانهساعت  بلوغ  محیط  از  ها 

در این محیط شسته    .  تقال داده شدشو انوهای شست قطره

اسپرم   سپس  .  گرفتند، قرار میمحیط لقاحقطرات    درو    شده

غلظت   اضافه  با  ومناسب  انکوباتور  دیش  شد  در    39ها 

ساعت    26-18و به مدت  و رطوبت حداکثر    CO2%9درجه،  

، محیط  IVFساعت پس از شروع  24تا  22 . شدقرار داده 

کونیکال  وشست  لوله  یک  در  جنین  و  شوی  شده  ریخته 

از چسبیدن   شد.  ورتکس   منظور جلوگیری  به  این عمل 

جنین دیواره احتمالی  به  ان  یها   سپس  .  گرفت جام  لوله 

در     .شدوشو  شست های برهنه شده از آن جدا شده و  جنین

تخمک مرحله  شمارش  این  و  جداسازی  شده  دژنره  های 

 5-6تعداد      شد.ثبت می  تسهیم شدن  همچنین میزان  .  شد

قطره   هر  در  داده  جنین  وقرار  دمای  جنین  شد  در    39ها 

حداکثر  درصد    O2  8  ،درصد  CO2  9  درجه، رطوبت  و 

  ، هاساعت بعد از شروع کشت جنین  48  .  شدکشت داده  

  CSS  درصد  10که به آن  IVC SOF قطرات محیط کشت  

(FBS   اضافه شده بود آماده شده و )تیمار شده با چارکول

 Refreshعمل  )  شدکوبه  ساعت در انکوباتور ان  2حداقل  

های تسهیم شده جدا شده جنین  (. های کشت رویان محیط

قطرات در  شده    و  کشت    5آماده  دیگر  در    شدند.  روز 

جنین کشت  شروع  از  بعد  هشتم  تا  ششم  ها  روزهای 

 شدند.  و ثبت  ها شمارشبلاستوسیست 

 HTCM  +20محیط کشت  شامل    ایمحلول انجماد شیشه      

گلیکول+ درصد اتیلن   DMSO+  20درصد    FBS  +20درصد  

ها در دمای ای تخمک انجماد شیشه   نیم مول ساکاروز بود.  

ها بر روی یک سطح گرم که در داخل محیط و ذوب تخمک 

کرد، گراد ایجاد می سانتی   یدرجه  39-37محیط کشت دمای  

پتری   شد.  جام  ان  یک  اسدر  محلول تریل  دیش  پایه،  محیط 

ان تعدیل  محلول  داده  کننده و  قرار  ک تخم   7- 5  شد.  جماد 

شدند، پس از به قطره محیط کشت پایه منتقل    پیپت   توسط 

محیط پایه برداشته شده و سپس به از  ها  یک دقیقه تخمک 

تعدیل   ی قطره  از    شدند.  منتقل    کننده محلول  ثانیه   30پس 

بلافاصله تخمک  و  شده  منتقل  انجماد  محلول  قطره  به  ها 

کرایوتا  نوک  سطح  به  و  شده  منتقل  برداشته  و   شدند پ 

شد. کل زمان انتقال تاپ در داخل ازت مایع فرو برده  کرایو 

ها به محلول انجماد تا انتقال کرایوتاپ به داخل ازت تخمک 

 کشید. یه طول  ثان  20مایع  

کشت       محیط  شامل  اول  ذوب    HTCM  +20محلول 

محلول ذوب دوم شامل    روز بود.  مول سوک   FBS  +1درصد  

روز  مول سوک   FBS  +5 /0درصد    HTCM  +20محیط کشت  

  HTCM  +20بود و محلول ذوب سوم شامل محیط کشت  

سوک  FBS  +25 /0درصد   بود.  مول  ذوب    روز  برای 

محلولها  تخمک آماده  ابتدا  زیر  صورت  به  ذوب  های 

تا    شد:می شد  3  دو  خارج  مایع  ازت  از  و    کرایوتاپ 

پس    شد.  ها در محلول ذوب اول فرو برده  بلافاصله نوک آن

و    ها به محلول ذوب دوم منتقل شدمکثانیه تخ 90-60از 

سپس    .  شدثانیه به محلول ذوب سوم منتقل    45-30پس از  

 شدند. دقیقه منتقل  5-3حیط پایه برای م ها به قطرهتخمک

و به قطرات   شستشو شسته شدهها در محیط  در انتها تخمک

ها در ظروف محتوی ازت مایع، به  رویان    .شدبلوغ منتقل  

  - 80آزمایشگاه انتقال داده شد و تا زمان استخراج در فریزر  

های حاوی رویان از  در آزمایشگاه لوله  نگهداری گردید.  

کل رویان با استفاده    RNA  خارج گردید و  -Co  80فریزر  

 از کیت ایرازول استخراج گردید.

از       استفاده  با  ابتدا  و    ستخراجا  RNAدر  شده 

شد که  ساخته  DNAاز آن،  برداری معکوس شدهرونوشت 

)  DNAآن  به   میcDNAمکمل  گفته  تولید   شود.  (  برای 

cDNA    از کیت مخصوصPrimeScript ™ RT Reagent 

Kit    محصولات شرکت بیوتکنولوژی تاکارا، ژاپن، استفاده

استخراج      گردید. از  ساخت    cDNAبعد  و  طراحی  و 

اساس دستورالعمل جهت    ها بر، نمونه(Table 1)پرایمرها  

 آماده شدند.  Real–time PCRانجام 
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های مربوط به بیان داده  ،به منظور ارزیابی نسبی بیان ژن    

 ACTINβ–های ژن  با استفاده از داده(  HSP70هدف )  ژن

بدین منظور ابتدا    سازی شدند. نرمال  کنترل داخلیبه عنوان  

)شرکت    Rotor-Gene Qافزار  دست آمده از نرمه  ب  یهاداده

هکیاژن،   بهآلمان،  اکسل  فایل  قالب  در    افزار نرم  یلدن(، 

LinRegPCR    و   2012.0نسخه منتقل  آمستردام(  )هلند، 

با توجه به عملکرد  و    توسط آن مورد بررسی قرار گرفتند

د نظر، میانگین  های مور  cDNAآغازگرها در هر کدام از  

ژن(  Efficiency)  ییکارا از  کدام  در  .   محاسبه شدها  هر 

-و تجزیه و تحلیلبیان نسبی    ی حاسبهبعد برای م  یمرحله

نرم از  آماری   REST  (Available atافزار  های 

http://rest.gene-quantifi cation.info،)   .شد   استفاده 

داده منظور  این  به چرخهبرای  مربوط  )  یهای  (  Ctآستانه 

واکنش کارایی  تمامی  میانگین  همراه  به  شده  انجام  های 

-شد و داده   RESTافزار  ها وارد نرمواکنش هر کدام از ژن

افزار  برای نرمها  از ژنای اختصاصی مربوط به هر کدام  ه

  ی زیر برای محاسبه  یاز رابطه  RESTر  افزانرم   تعریف شد.

 کند.ها استفاده میبیان نسبی ژن
               ETarget ∆Ct Target (control-sample) 

Ratio = 

               EReference ∆Ct Reference (control-sample) 

TargetE   ژن هدف،    واکنش : کاراییReferenceE واکنش   : کارایی 

 : چرخه آستانهCtژن کنترل داخلی، 

 
Table 1. Primer sequences 

 sequence Sequence code in gene bank 

OvHSP70 
F: CGTGGAGGAGTTCAAGAGG 

R: CCTGGTGATGGACGTGTAG 
XM_027958816.1 

OVActB 
F: CGCAGACAGGATGCAGAAAG 

R: GCTGATCCACATCTGCTGGA 
U39357.2 

 

  روش آماری

تکاملی       با  جنینتوان  تخمک  انجماد  از  حاصل  های 

رویه از  قرار   CATMOD استفاده  رگرسیون  آنالیز  مورد 

ها در مراحل مختلف با  متوسط درصد تکامل جنین  گرفت.  

های میزان بیان ژن    تحلیل گردید. t-test یاستفاده از رویه

تخمک از  متفاوت حاصل  تمامی  مراحل  در  های  مختلف 

منجمد شده و نشده با استفاده در یک طرح آزمایشی خرد  

ها  میانگین  شده مورد آنالیز واریانس دو طرفه قرار گرفت.  

نتایج به صورت    با استفاده از ازمون توکی مقایسه گردید.  

شد. داده  نشان  معیار  خطای  و  میانگین  مربعات    حداقل 

 SAS افزار آمارینرم  دار تلقی گردید.  معنی  p<0.05 مقادیر

 جهت انجام تحلیل آماری مورد استفاده قرار گرفت.  9.1.3

 

 نتایج 

ای به  انجماد شیشه  بر اساس نتایج حاصل از این مطالعه    

( بر روی مراحل مختلف جنین  p<0.05)دار  یصورت معن

 (.  Table 2)داشت تأثیر 

 
Table 2. The percentage (mean±statndard erro of mean) of different stages of ovine 

embryoniuc development follwing oocyte vitrification (numebr of repluicate=3) 
P-value Virtrified COC’s Fresh COC’s 

Embryo 
n=60 n=60 

<0.0001 56.42±1.87 96.4±1.69 Viability 
0.0001 8.6±2.15 27.75±2.4 Cleaved zygotes day 1 
0.0001 36.43±1.78 64.1±4.24 Cleaved zygotes day 3 
0.0002 2.08±1.02 18.2±2.55 Cleaved zygotes day 6 

<0.0001 3.26±1.2 30.3±2.3 Total 
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تکاملی    ی های منجمد شده در مرحلهو رویانها  تخمک    

بلاستوسیست را تفکیک نموده و به عنوان گروه تیمار در  

تخمک و  شدند  گرفته  رویاننظر  و  از  ها  حاصل  های 

های تازه به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدند تخمک

ژن   بیان  میزان  گروه  HSP70و  قرار  بین  مقایسه  مورد  ها 

های  در مدل مورد مطالعه با در نظر گرفتن پارامتر  گرفت.  

تغییرات میانگین ژن  نمونه تازه و منجمد  به    HSP70های 

ثیر  أ( و این ت=0P/ 0003دار بود )معنی ACTINβ–بیان ژن 

  ی مرحله   (. =0P/ 3123ای سازی نبود )أثیر شیشهناشی از ت

به   HSP70داری بر نسبت بیان ژن  یتکاملی جنین اثر معن

ن ژن  الگوی تغییرات نسبت بیا  داشت.    ACTINβ–بیان ژن  

HSP70    بهACTIN-β    تکامل جنینی مختلف  مراحل  در 

ت شیشهثیأتحت  نگرفت  ر  قرار  تخمک  شدن  ای 

(0066 /0P=)  (Table 3). 
 

Table 3: Effects of vitrification on the HSP70/ β-actin gene exprression* of ovine  

immature oocytes and blastocyst 
 COC (n=60) Blastocycst (n=15) 

Fresh COC’s 0.037±0.004A 0.011±0.005A 
Vitrified COC’s 0.072±0.005B 0.008±0.005A 

*Least Square Means±Standard Error of Means, ABDifferent supersceript indicates significant difference (P<0.05) 
 

 بحث 

 آپوپتوز   ها و آغاز فرایندژن  برخی  بیان  در  تغییر  با  انجماد    

  محلول   زیاد  حجم  در  انجماد  .  است   همراه  تخمک  در

تکاملی    توان  بر  و  شده  COCs  در  DNA  آسیب   باعث   انجماد

 ;Men et al, 2003) گذاردمی ثیرأت تخمک و میزان تکوین

Rojas et al, 2004).    کاهش   پلوئیدی،پلیمیزان    افزایش  

 تخمک  انجماد  متعاقب   کروموزومی،   اختلالات  و  باروری

 توانمی  انجماد  منفی  ثیراتأت  دیگر  از  است،  شده  گزارش

  پلاسمایی   غشای  به   برگشت   غیرقابل  صدمات  شدن  وارد  به

  پلاسمایی،   غشای  انتخابی  نفوذپذیری  کاهش  تخمک،

  سخت  و  سفت   قشری،  هایگرانول  زودرس  اگزوسیتوز

کرد   ریزپرزها  شدید  کاهش  و  شفاف  غشای  شدن اشاره 

(Succu et al, 2008; Massip, 2003).   Chen    و همکاران

ژنیک  ای بر وضعیت اپیثیر انجماد شیشهأبه ت  2016در سال  

  گاو پرداختند. های  و میزان رشد و تکوین جنین، در جنین

ثیری بر سرعت تسهیم  أنتایج نشان داد که انجماد تخمک ت

داری  یزیگوت ندارد اما نرخ رشد بلاستوسیست به طور معن

می متیلاسیون    یابد.  کاهش  سطح  شده  منجمد  گروه  در 

DNA    و تخمک  اولیه  مردر  پاییناحل  گروه  تسهیم  از  تر 

  سال  در همکاران و Li JJ   .(,Chen et al 2016)  بود کنترل

 HDAC1 Histon Deacetyl)  ژن  بیان  بررسی  به  2011

transferase1منجمد   های تخمکحاصل از    هایجنین  ( در  

  از   پس  که  داد   نشان  نتایج    .پرداختند  موش  شده  ذوب  و

  سلولی،   2  جنین  به  رشد  نرخ(  IVF)  آزمایشگاهی  لقاح

  به   منجمد  گروه  در  بلاستوسیست   و  مورولا  سلولی،  4  جنین

ژن    بیان  علاوه  به    .بود  تازه  تخمک  از  ترکم  داریمعنی  طور

HDAC1  بود   ترپایین  شاهد  گروه  به  نسبت   منجمد  گروه  در 

(Li et al, 2011)  .  Yang    میزان   2008و همکاران در سال

ثیر انجماد بررسی  أتحت ترا رشد و تسهیم در تخمک گاو 

که به دنبال انجماد و ذوب میزان تسهیم    نشان دادندکردند و  

کاهش گیری بلاستوسیست در گروه منجمد  و سرعت شکل 

مطالعه  .  (Yang et al, 2008)یابد  می نیز    ینتایج  حاضر 

لف  ای بر روی جنین در مراحل مختانجماد شیشهثیر منفی  أت

دادتکوین   نشان  میزان    .  را  گروه  زندههمچنین  در  مانی 

ید آن است که  ؤ ای کاهش یافت و این نکته ممنجمد شیشه

 مانی و میزان تکوین دارد. ثیرات منفی بر زندهأانجماد ت

  یا   جنین  انجماد  از  پس  مختلفی  هایژن  بیان  در  تغییرات    

تا و    Yan    است.   گرفته  قرار  مطالعه  مورد  کنون  تخمک 

های  ای در تخمکاثر انجماد شیشه  2010همکاران در سال  

MII    گوسفند را بر قابلیت بقا و تغییرات مرتبط با پروتئین

و   بررسی  دادندهیستون  شیشه  نشان  انجماد  در    ، ای که 
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هیستون   هیستون  H4K5)   4استیلاسیون  متیلاسیون  و   )3  

(H3K9  کاهش ) یابدمی  (Yan et al, 2010)  .  Monzo   و

در دو   هابرخی ژنبه بررسی بیان    2012همکاران در سال  

مشاهده    ای پرداختند وروش انجماد آهسته و انجماد شیشه

در   داشتند.    هاژناین  بر بیان  ثیراتی  أشد که هر دو روش ت

ژن آهسته  ساختار  انجماد  نگهداری  در  درگیر  های 

سلولی    ی( و تنظیم چرخه KIF3Aو   KIF2C)   کروموزومی

(CDKN1B  )تواند له میأاین مسبیان شدند که    دچار افت

انجماد  تکاملی  کاهش صلاحیت  سبب   روش  در  تخمک 

شیشه انجماد  به  نسبت  و   Ebrahimi    .شودای  آهسته 

در سال   بیان ژن  2010همکاران  ارزیابی  با به  مرتبط   های 

و   کرایوتاپ  با  انجماد  اثر  تحت  بالغ  تخمک  در  آپوپتوز 

نتایج نشان   روز اختلالات کروموزومی پرداختند.  بهمچنین  

آپوپتوز    هایبلوغ یا بیان ژن  برثیری  أاگر چه انجماد تکه  داد  

کروموزومی  های قابل توجهی در سازماندهی ندارد، کاستی

 .(Ebrahimi et al, 2010) شودمیتخمک مشاهده 

طی انجماد    HSP70میزان بیان ژن  حاضر    ی در مطالعه    

شیشهشهشی بلاستوسیست  و  تخمک  در  با  ای  شده  ای 

جایی   از آن    گوسفند مورد بررسی قرار گرفت.  کرایوتاپ در

تر به عنوان مدل مورد  گوسفند کمکه در مطالعات پیشین  

های  بررسی توسط محققین انتخاب شده و همچنین ارزش

گونه طی این    باشد، ایناقتصادی گوسفند حایز اهمیت می

گردید. انتخاب  حرارتی      تحقیق  شوک  پروتئین  ژن  بیان 

(HSP)  های  ها علیه استرسطبیعی حفاظت سلول  یوسیله

می فیزیولوژیک  و  -Nicchitta & Baker)باشد  محیطی 

LePain, 2004)  .  قرار  سلول استرس  تحت  که  هایی 

القای پروتئینمی های شوک حرارتی یا بر  گیرند به کمک 

زنده می و  کرده  وارد شده غلبه  تسیلم  استرس  یا  مانند و 

فرایند    گردند.  شده و دچار مرگ می در طی  توانایی  این 

است   شده  حفظ  همچنان   . (Kim & Lee 2002)تکامل 

Edvards    که، تغییرات   کردندبیان  1995و همکاران در سال  

در    از  بعد  موش  و  گاو  هایجنین  در  HSP70  ژن  بیان

  تکاملی   یمرحله  به  حرارتی  استرس  با  قرارگیری   معرض

 شدن  فعال  یمرحله  از  قبل  تا  که  طوری ه  ب    .دارد  بستگی

  استرس   با  مواجهه  در  آن  از  پس  و  ثابت   آن  مقدار  ژنوم

 ,Edwards et al)  یابدمی  توجه   قابل   افزایش  حرارتی

شده    یطالعهمدر    .  (1995 وسیلهانجام  و    Succu  ی به 

های  ای تخمکثیر انجماد شیشهأت  ،2008همکاران در سال  

الگوی بیان و  بالغ شده گوسفندی بر ظرفیت تکاملی تخمک  

های مسئول در بلوغ  های ژنو فراوانی نسبی ترنس کریپت 

در این مطالعه میزان    .  شد  بررسی  تخمک و تکامل رویان

ذوب شده به طور  -های منجمددر تخمک  HSP90بیان ژن  

کمنیمع کنترلداری  گروه  از  و   بود.    تر    همچنین سرعت 

کم منجمد  گروه  در  تسهیم  ازمیزان  بود   تر  کنترل    گروه 

(Succu et al, 2008)  .  Miriam Castillo-Martín    و

سال   در  دادند  2014همکاران  استرس   لاعماکه    نشان 

های آزمایشگاهی خوک، منجر  جنین  برودتی و حرارتی بر

 Castillo-Martín) گردد  می     HSPA1Aبه افزایش بیان ژن  

et al, 2015).    PAN  به میزان    2015ان در سال  و همکار

ذوب شده در گاو  -در تخمک نابالغ منجمد   HSP90بیان ژن

که   کردند  مشاهده  و  ژن    میزانپرداختند  در    HSP90بیان 

و    یافتهذوب شده افزایش -های منجمدبلاستوسیست گروه

 ,Pan et al) این قضیه با صلاحیت رشد جنین مرتبط است 

2015)  .  Boonkusol    سال در  همکاران  در   2006و 

انجماد  مطالعه  انجماد به روش نی  اثر    های جنینرا در  ای 

سلولی مورد مطالعه    8گزینی و  لانه  یموش پیش از مرحله

همه که  شد  مشاهده  و  دادند  به ژن  یقرار  وابسته  های 

جمله    استرس جنین،  HSP70از  آزمایشگاهی  در  های 

مرحله در  شده  هسته  ی منجمد  میای  پیش   . یابدافزایش 

Shin  انجماد   کارایی  یمقایسه  به  2011  سال  در  همکاران  و  

  بلاستوسیست  تعداد   و  توسعه  بر  ایشیشه  انجماد  و  آهسته

موش   و  تازه  هایجنین  در  ژن  بیان  در  تغییر  و   منجمد 

  مانی زنده  در  داریمعنی  تفاوت  که   داد   نشاننتایج    .  پرداختند

  وجود   آهسته  و  ایشیشه  انجماد  اثر  تحت   گروه  دو  در

  از   بیش  منجمد  هایجنین  در  HSP70  ژن  بیان  اما    .نداشت 

و   Thurathum    .(Shin et al, 2011)  بود  تازه  جنین

اثر انجماد شیشه  2010همکاران در سال   ای بر به بررسی 

بیان ژن در تخمک  بلوغ هسته تغییرات ساختاری و  ای و 
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تفاوتی بین    HSP70  در این مطالعه بیان ژن  سگ پرداختند.  

 .(Turathum et al. 2010) نشان نداددو گروه 

مطالعه     پارامترهای    یدر  گرفتن  نظر  در  با  حاضر 

به    HSP70تغییرات میانگین ژن  های تازه و منجمد،  نمونه

ثیر  أثیر ناشی از تأاین ت  دار بود.  معنی  ACTINβ–بیان ژن  

داری  یتکاملی جنین اثر معن  یمرحله   ای سازی نبود.  شیشه

 داشت.   ACTINβ–به بیان ژن    HSP70بر نسبت بیان ژن  

در    ACTIN-βبه    HSP70الگوی تغییرات نسبت بیان ژن  

ت تحت  جنینی  تکامل  مختلف  شیشهأمراحل  شدن ثیر  ای 

 مشابه بود.  تخمک 
 

 تشکر و قدردانی

ها قدرانی ی تخمداننویسندگان از دانشگاه شهرکرد به دلیل تأمین مالی و پرسنل کشتارگاه جونقان به دلیل همکاری در تهیه    

 آورند.به عمل می
 

 تعارض منافع 

 گونه ادعایی در خصوص تعارض منافع ندارند. نویسندگان هیچ    
 

 منابع مالی 

 دکترای حرفه ای دامپزشکی توسط دانشگاه شهرکرد تأمین مالی شد.ی دانشجوی نامهپروژه در غالب پایان    
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Abstract  

    Vitrification removed many of the problems related to cryopreservation of oocytes and 

embryos. On the hand, some problems related to in vitro produced embryos may indicate any 

alteration in embryonic genome transcription. The present study aimed to investigate whether 

oocyte vitrification may alter expression of a gene that can change following environmental 

stress, i. e., HSP70 or not. Total of 120 immature germinal vesicle stage ovine cumulus oocyte 

complexes (COC) were retrieved from abattoir collected ovine ovaries. The COCs were 

subjected to vitrification in HTCM based (with 20% FBS) media as V1: DMSO (10 %), 

Ethylene glycol (10 %) for 30 min, V2: DMSO (10 %), Ethylene glycol (10 %) and 0.5 M 

sucrose immediately left on the cryotop device and immersed within liquid nitrogen. At least 

after 48 hrs of vitrification, the oocytes were warmed in warming solutions as W1: basic 

medium with 1 M sucrose, W2: basic medium and 0.5 M sucrose and W3 basic medium and 

0.25 M sucrose, each of them for 5 min. The vitrified-warmed COCs (n=60) and fresh COCs 

(n=60) were subjected to routine IVM, IVF and IVC procedures of the laboratory with SOF 

based media. The developmental stages of oocytes were compared and the expression rate of 

HSP70 to an average of β-actin and B2m genes expressions were compared between blastocysts 

and oocytes before and after vitrification. The results of the study showed the impact of 

vitrification of germinal vesicle stage oocytes on the next developmental competence of the 

respected embryos in all stages. The expression of HSP70 was significantly different between 

oocytes and blastocysts; however the vitrification of immature ovine oocytes did not affect the 

expression rate of HSP70 in oocytes the respective blastocysts. In conclusion, vitrification does 

not affect  the vitrified ovine immature oocytes and the next developed blastocysts. 
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