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چکیده

 اهآن نگهداری مناسب دمای و زمان برای کمی هایبررسی ولی است، شده بیان هاتخمک پیری روند در سلولی تغییرات از بسیاری    
 نابالغ هایتخمک از حفاظت و دارد وجود آزمایشگاه به تخمک انتقال برای که است زمانی و مسافت مشکل، تریناساسی  .است گرفته انجام
 Embryo Holding طیهدف از مطالعه حاضر استفاده از مح  است. سودمند بسیار داخل آزمایشگاهی لقاح برای هاآن توانایی کاهش بدون

Medium (EH-Syngro) طمحی و HTCM-199 باشدیاتاق و بدون انکوباتور م ینابالغ در دما یهامکتخ ینگهدار یبرا هاآن سهیو مقا .
 زمان مدت گراد درسانتی درجه 38 و 22 ،4 دماهای ها در گروهای مختلف درتخمک شدند.  آزمایش تخمک عدد 5268 تعداد مجموع در
انجام  IVFها، وارد محیط بلوغ استاندارد شدند و در نهایت عملیات این زمان شدن سپری از پس  .شدند نگهداری ساعت 24  و 18، 12، 6

. داشتندنداری یهای آزمایشی و کنترل اختلاف آماری معنساعته، میزان بلوغ تخمک و تولید بلاستوسیت در گروه 6در زمان نگهداری  شد. 
تر کم دارییطور معنها نسبت به گروه استاندارد به تولید بلاستوسیت در تمامی گروه تعدادها و بلوغ تخمک تعدادساعت  12در زمان 

 نشان حاضرتحقیق  رد HTCM-199 و EHT محیط باشد. گراد میدرجه سانتی 4تولید بلاستوسیت در دمای ترین میزان بلوغ و کم بود. 
 بلاستوسیت ولیدت و هاتخمک بلوغ در سویی ثیرأت و باشند مفید اتاق دمای در ساعت 6 زمان تا نابالغ تخمک نگهداری برای توانندکه می دادند

.است آزمایشگاه به هاتخمک نقل و حمل جهت انکوباتور به نیاز عدم ترمهم همه از و باشد نداشته

HTCM-199 ،Embryo Holding Mediumانکوباتور، تخمک، بلاستوسیت،   :کلمات کلیدی
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ولید جنین با ذخایر ژنتیکی برتر و انتقال تها درخواست

جنین است، که یک روش امیدوار کننده برای درمان 

 ;Osvaldo et al, 2018) ناباروری و حفظ باروری است

Boni, 2012.) 
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غ خیر در بلوأدهند که نقص و تمطالعات گذشته نشان می    

 سیتوپلاسمی تخمک و ناهمگنی در رشد آن، سه عامل

 In vitro) برون تنیبلوغ اصلی در توسعه نامناسب سیستم 

Maturation or IVM)  .سازی مناسب بنابراین ذخیره است

( GVغ، و حفظ مرحله ژرمینال وزیکول )های نابالتخمک

 . شودهای تولید رویان آزمایشگاهی میباعث کاهش هزینه

یابند، لقاح  زمان دیرتریهای بالغ در از طرفی اگر تخمک

تغییرات پیچیده، عمیق و مضر سیتوپلاسمی پیر  هبه وسیل

گر ا  .(Carrocera et al, 2016; Azari et al, 2016) شوندمی

تغییرات سلولی و مولکولی در روند پیری  از چه بسیاری

های کمی برای زمان ها بیان شده است، ولی بررسیتخمک

-سلول ها انجام گرفته است. و دمای مناسب نگهداری آن

های کوچک، های گرانولوزا و کومولوس در فولیکول

ا رفاکتورهای مهار کننده بلوغ، مانند آدنوزین مونوفسفات 

 . نگه میدارند Iکنند و تخمک را در پروفاز میوز تولید می

 ها از مایعاتدر پستانداران، در زمان جدا شدن این تخمک

یمات ها، بلافاصله تقسا مهارکنندهفولیکولی و قطع ارتباط ب

-Tanghe et al, 2002; Bilodeau) شودمیوز آغاز می

Goeseels, 2011; Blondin et al, 2017 .) جایی که  از آن

رسد در مورد پیری تخمک توضیح داده شد، به نظر می

مسافت و زمانی است که برای انتقال  ،ترین مشکلاساسی

های حفاظت از تخمک تخمک به آزمایشگاه وجود دارد و

 نیتبرونلقاح  ها برای سیستمنابالغ بدون کاهش توانایی آن

(In vitro fertilization or IVF) .بسیار سودمند است 

های میوز در در مطالعات دیگر استفاده از مهارکننده    

ت سمی ال وزیکول مفید بود، ولی به علینحفظ مرحله ژرم

باعث کاهش تکامل بلاستوسیست شد و استفاده از  ،بودن

حتی در مواردی  . دارداین مواد نیاز به تجربه و تخصص 

ی هر باشد که برامی نیاز به وسایل جانبی از قبیل انکوباتور

 ;Ponderato et al, 2001)  زمان قابل دسترس نیست

Patrick et al, 2000; Alm et al, 2008.) 

 Embryo طیهدف از مطالعه حاضر استفاده از مح    

Holding Medium (EH –Syngro) طمحی و HTCM-199 

نابالغ  یهاتخمک ینگهدار یبرا طیدو مح نیا سهیو مقا

کمک  تواندیکه م ،باشدیاتاق و بدون انکوباتور م یدر دما

در ادامه،  نیهمچن  نابالغ کند. یهادر حفظ تخمک ییسزاه ب

متافاز  هبه مرحل دنیو رس وزیبر توان م یگهدارن نیا ریثأت

II دیگرد یبررس ستیبلاستوس هبلوغ و توسع شرفتی، پ. 

 

 روش کار مواد و 

های گاوی بلافاصله پس تخمدانجهت گرفتن تخمک،     

و در محلول سالین فیزیولوژی شدند از کشتار از لاشه جدا 

 2گراد( و استریل در عرض درجه سانتی 39تا  35گرم )

ها آزمایشگاه تخمدان در  شدند.ساعت به آزمایشگاه منتقل 

 PBSگراد( و استریل درجه سانتی 37توسط محلول گرم )

های کومولوس استخراج مجموعه  پنج مرتبه شستشو شدند.

 2های سالم با سطح شفاف و اندازه تخمک از فولیکول -

متر توسط روش آسپیراسیون با استفاده از سرنگ میلی 6تا 

 انجام گرفت.  18استریل پلاستیکی و سر سوزن شماره 

های های سلولشناسی )تعداد لایهمشخصات ریخت

کومولوس و یکنواختی سیتوپلاسم سلول تخمک( 

تخمک توسط میکروسکوپ  -های کومولوس مجموعه

-ته از سلولاستریو مورد ارزیابی قرار گرفت و فقط آن دس

سه لایه کامل از سلول  دارای های تخمک که حداقل

های گرانول و سیتوپلاسم حاوی بودند کومولوس در اطراف

جهت انجام مطالعه مورد استفاده ریز و یکنواخت داشتند، 

عدد  5268مطالعه تعداد  نیدر مجموع ا قرار گرفتند. 

های کومولوس مجموعه  قرار گرفت. شیتخمک مورد آزما

های تخمک پس از انتخاب حداقل پنج مرتبه در قطره –

محیط شستشوی تخمک که از قبل تهیه شده و به مدت 

 دمایی تعادل حداقل سه ساعت در محیط انکوباتور به

اجزای محیط شستشوی   رسیده بودند، شستشو شدند.

 (:Table 1تخمک عبارتند از )
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Table.1: The components of  washing media before maturation culture in vitro 

Name Company Concentration/ amount 

HEPES-buffered TCM-199 Sigma, M4530-500ML, St. Louis, MO, USA -- 

FBS Sigma, M4530-500ML, St. Louis, MO, USA 10% 

 

-تخمک مجموعه، ها قبل از بلوغتخمک ینگهداربرای     

 ،یتریلیلیم 5 لیاستر الیو کیکومولوس اخذ شده در 

 Embryo Holding نگهدارنده طیمح تریلیلیم 2 یحاو

(Singro) گروه درمان(یا  1 یEHT و )HTCM-19  گروه(

 عدد 40 از شیب قرار داده شدند.  (HTCیا  2 یدرمان

  قرارداده نشد. الیکومولوس در هر و-مجموعه تخمک

لوله  کیمهروموم شدند و سپس در  لمیها با پارافالیو

درجه  25 یآب در دما یحاو یسیس 50 وژیفیسانتر

قرار  وفومیظرف استر کیدر  یکیو در تار گرادیسانت

 گرادیدرجه سانت 4 یها در دماهالوله نیسپس ا  .گرفتند

درجه  38و  اتاق( یگراد )دمایدرجه سانت 22 (،خچالی)

 24و  18 ،12، 6 )انکوباکتور( در مدت زمان گرادیسانت

 کی ،یدرمان یهادر کنار گروه شدند.  یساعت نگهدار

شد که در آن بلافاصله پس از اخذ  یطراح زیگروه کنترل ن

 24) بلوغ استاندارد شدند طیشستشو وارد مح تخمک و

 .گروه درمانی و یک گروه استاندارد(

 فوق، یذکر شده در دماها یهاشدن زمان یاز سپر پس    

 گراد،یدرجه سانت 5/38 یشستشو طیها با محتخمک

( آماده شدند که در IVMبلوغ ) ندیفرآ یشستشو و برا

 .(Osvaldo et al, 2018) شودیداده م حیمرحله بعد توض

 کرویم 500نابالغ در  یهاکومولوس-تخمک مجموعه    

 20به همراه  TCM-199 کربناتیبافر اصلاح شده ب تریل

و  نیسیجنتاما mg/ml 50گوساله،  نیسرم جندرصد 

20mg/ml  ساعت  22به مدت  درمالیاز هورمون رشد اپ

 یرطوبت نگهدار یو دارا CO2درصد  5و  5/38 یدر دما

ها، بلوغ تخمک یشدن زمان لازم برا یپس از سپر شدند. 

 یحاو طیکومولوس هر گروه در مح -از تخمک  یمین

کومولوس  هیقرار گرفتند تا لا درصد 01/0 دازیالورونیه

 یغشا یکه دارا ییهاتخمک خود را از دست بدهند. 

ها با سپس تخمک حذف شدند.  شیآزما از، ناسالم بودند

بلوغ  تیوضع یشدند و برا تیثبت درصد 4 دیفرمالدئ

  استفاده شد. Hoechst 33342 یزیآماز رنگ ییاهسته

 یصفحات متافاز ای یجسم قطب یکه دارا ییهاتخمک

 . (Osvaldo et al, 2018) بالغ در نظر گرفته شدند بودند،

 Invitro fertilization or) تنیبرونلقاح جهت انجام     

IVF) خیاسپرم منجمد   اسپرم منجمد گاو استفاده شد. از 

 6با  Tyrodeکربنات یبافر ب یحاو طیشد و با مح ییزدا

به  نیهپارmg/ml 2/9  تریل یلیدر هر م  BSAگرم یلیم

 1×610شد و غلظت اسپرم به  هیته ونیسوسپانسصورت 

شسته  IVF طیبالغ شده در مح یهاتخمک سپس د. یرس

 طیاز مح یتریل کرویم 500قطره  4 تیشدند و در هر پل

IVF بالغ  یهاو در ادامه تخمک داده شدندشده قرار  هیته

-بالغ شده و اسپرم یهاتخمک . شدندها قطره نیوارد ا شده

 5به همراه  )انکوباکتور( گرادیدرجه سانت 5/38 یها دردما

قرار  گریساعت در مجاورت همد 21به مدت  CO2 درصد

 ی، شستشوساعت مجاورت 21شدن  یپس از سپر  .گرفتند

مانده یباق یهاها و کومولوسانجام شد تا اسپرم یگرید

 نیاز ا یعار شده جادیا یاحتمال یهاگوتیشسته شوند و ز

 طیدر مح هاگوتیز ییتا 30 تا 20 یهاگروه  موارد باشند.

 ومیو سلن نیانسول ،BSA یحاو sofaa و یداکتیاو عاتیما

 یسپس در دما  .قرار گرفتند و توسط روغن پوشانده شدند

 درصد 5به همراه  )انکوباکتور( گرادیدرجه سانت 5/38

CO2، 5  درصد 90و  ژنیاکسدرصد N2 روز  7 یبرا

 .(Osvaldo et al, 2018) شدند ینگهدار

متغیرهای وابسته شده مربوط به  یآوراطلاعات جمع    

ها و تعداد نسبت به کل تخمکهای بالغ شده تعداد تخمک)

های استفاده شده( بلاستوسیت تولید شده نسبت به تخمک

-با استفاده از نرم  مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفتند.

مشخص  Kolmogorov–Smirnovو آزمون  SPSS24افزار 

 های مطالعه حاضر دارای توزیع نرمال نبودندشد که داده
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(001/0≤ P.)   آزمون نان پارامتریک بنابراین ازChi-

squared  وFisher's exact  05/0استفاده شد و مقادیر≤ P 

دار در نظر گرفته شدند و نتایج در قالب جداول ثبت یمعن

 گردید.

 

 جینتا

 IVMرآیند های بالغ شده طی فسلول تعداد

های بالغ شده در هر گروه پس از شمارش، تعداد سلول    

 مطالعه مورد هایگرو گرفت و درمورد تحلیل آماری قرار 

 ستون هر در . است آمده در نمایش به مختلف ساعات در

 دارند (P ≥05/0) داریمعن اختلاف یکدیگر با که هاییگروه

 همچنین  (.Table 2) اندشده داده نشان مختلف حروف با

به تصویر کشیده  Figure 1شمای کلی از این مقادیر در 

 یک هر در شده بالغ هایسلول تعداد ادامه در شده است. 

 ترتیب بدین . است شده مقایسه هم با خوانش هایزمان از

 سنجش مورد هایهنگهدارند از یک هر حفاظتی اثر توانمی

 استاندارد گروه و یکدیگر با مختلف هایزمان و دما در را

 شد. مقایسه

 
Table. 2: The number of maturated cells in various groups at different times 

24 h 

Total (mature) 
18 h 

Total (mature) 
12 h 

Total (mature) 
6 h 

Total (mature) 
temperature 

(°C) 
Group 

105 (57)b 104 (80)d 102 (81)b 108 (96) 38 EHT 
91 (35)c 103 (77)d 106 (85)c 104 (95) 22 EHT 

100 (38)c 93 (36)c 102 (73)d 108 (99) 4 EHT 
104 (45)d 103 (75)f 102 (80)b 100 (91) 38 HTC 
103 (32)d 104 (70)f 104 (79)c 102 (90) 22 HTC 
100 (29)d 102 (29)b 103 (73)d 101 (90) 4 HTC 
115 (106)a 115 (106)a 115 (106)a 115 (106) 

. 
Standard 

 

 

 
Figure 1: The percentage of maturated cells in various groups at different times 

 

 های موردیک از گروه در این زمان بین هیچ ساعت:  6    

 .وجود ندارددار یسنجش و گروه استاندارد اختلاف معن

غ شده در های بالسلولتعداد در این زمان  ساعت:  12    

طور  های تیمار نسبت به گروه استاندارد بهتمامی گروه

حال بین  این با ( کاهش یافته است. P ≥05/0داری )یمعن

اختلاف  در زمان و دمای مشابه هایک از نگهدارنده هیچ

 وجود نداشته است. دارییمعن
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های بالغ شده در سلول تعداددر این زمان  ساعت:  18    

 ≥05/0)داری یطور معن سنجش به های موردتمامی گروه

P ) .ترین بیش نسبت به گروه استاندارد کاهش یافته است

مشاهده  گرادانتیس درجه 4های با دمای کاهش، در گروه

در  HTCو  EHTکه در هر دو نگهدارنده  طوری به  .شد

در ( P ≥05/0دار )یکاهش معنگراد یدرجه سانت 4دمای 

وجود ها های بالغ شده نسبت به دیگر گروهسلولتعداد 

عملکرد بهتری  EHTحال در تمامی دماها،  این با . داشت

درجه  4در دمای  EHTاثرات حفاظتی  نشان داده است. 

 HTCکه در این دما نسبت به گروه  طوری به ،مشهودتر بود

داری یطور معن هها بالغ شده بسلول تعداددر همین دما، 

(05/0≤ Pبیش )ترین اثرات حفاظتی بیش  د.نتر بودEHT 

 طوری به ،مشاهده شدگراد سانتیدرجه  22و  38در دمای 

، نسبت به دو گروهین های بالغ شده در اسلول تعدادکه 

-یطور معن به گرادسانتی درجه 22و  HTC 38های گروه

 تر بوده است.( بیشP ≥05/0داری )

های بالغ شده در سلول تعداددر این زمان  ساعت:  24    

 سنجش نسبت به گروه استاندارد به های موردتمامی گروه

اثر حفاظتی   ( کاهش یافته است.P ≥05/0داری )یطور معن

 ≥05/0داری )یطور معن در تمامی دماها به EHT هدارندنگه

P هدارندنگه( از HTC  .ترین اثرات بیش بهتر بوده است

مشاهده شده گراد سانتیدرجه  EHT 38حفاظتی در گروه 

-یطور معن های بالغ شده بهسلول تعداددر این گروه  است. 

سنجش  های مورد( نسبت به دیگر گروهP ≥05/0داری )

 4و  22در دو دمای  EHTآن  از پس تر بوده است. بیش

 ،است هترین اثرات حفاظتی را داشتبیشگراد یسانتدرجه 

در  EHTهای بالغ شده در گروه سلول تعدادکه  طوری به

 HTC( نسبت به P ≥05/0داری )یطور معن این دو دما به

ترین اثرات حفاظتی کم تر بوده است. در تمامی دماها بیش

های تعداد سلول مشاهده شده است.  HTCهای در گروه

( P ≥05/0)داری یطور معن ها بهبالغ شده در این گروه

 تر بوده است.ها کمنسبت به دیگر گروه

 

 IVFهای بلاستوسیت تولید شده طی فرآیند سلول تعداد

های بلاستوسیت تولید شده در هر گروه تعداد سلول    

 تعداد  است. پس از شمارش، مورد تحلیل آماری قرار گرفته

 ساعات در مطالعه مورد هایگرو در بلاستوسیت هایسلول

 هاییگروه ستون هر در  .است آمده در نمایش به مختلف

 حروف با دارند( P≤05/0) داریمعن اختلاف یکدیگر با که

شمای کلی  همچنین  .(Table 3اند )شده داده نشان مختلف

 در ست. ا به تصویر کشیده شده Figure 2از این مقادیر در 

 از یک هر در شده تولید بلاستوسیت هایسلول تعداد ادامه

 ترتیب بدین  .است شده مقایسه هم با خوانش هایزمان

 را سنجش مورد هایمحیط از یک هر حفاظتی اثر توانمی

 استاندارد گروه و یکدیگر با مختلف هایزمان و دما در

 کرد. مقایسه

 
Table 3: The number of blastocyst cells in various groups at different times 

24 h 

oocyte 

(blastocyst) 

18 h 

oocyte 

(blastocyst) 

12 h 

oocyte 

(blastocyst) 

6 h 

oocyte 

(blastocyst) 

temperature 

(°C) 
Group 

104 (17)c 101 (17)c 99 (21)b 104 (27)c 38 EHT 

108 (15)c 97 (19)b 104 (32)c 102 (39)ac 22 EHT 

108 (4)b 101 (3)d 103 (13)d 106 (24)b 4 EHT 

102 (10)c 102 (14)c 105 (22)b 103 (25)c 38 HTC 

104 (2)bd 102 (17)b 106 (32)c 108 (40)ac 22 HTC 

103 (4)b 104 (3)d 103 (11)d 104 (23)b 4 HTC 

108 (44)a 108 (44)a 108 (44)a 108 (44)a  Standard 
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Figure 3: The percentage of blastocyst cells in various groups at different times 

 

 

گروهای درمانی، در این زمان، در بین  ساعت:  6    

درجه تولید  22های بلاستوسیت در دمای ترین سلولبیش

بلاستوسیت تولیدی در هر دو  تعدادکه  طوری به ،اندشده

های در این دما نسبت به دیگر گروه HTCو  EHTگروه 

تر بوده ( بیشP ≥05/0داری )یطور معن سنجش به مورد

های تولیدی در هر دو همچنین بین بلاستوسیت است. 

و گروه استاندارد در این زمان اختلاف  HTCو  EHTگروه 

های سلول تعدادترین کم داری وجود نداشته است. یمعن

 بوده گرادسانتی درجه 4بلاستوسیت تولیدی در دمای 

درجه  EHT 4که این مقدار در گروه  طوری به است،

( نسبت به P ≥05/0داری )یمعنطور  به گرادیسانت

 HTC 22و  گرادیسانت درجه 38و  EHT 22های گروه

 تر بود.پایینگراد یسانتدرجه 

های بلاستوسیت سلول تعداددر این زمان  ساعت:  12    

طور  ها نسبت به گروه استاندارد بهتولیدی در تمامی گروه

آماری هیچ تفاوت  تر بوده است. ( کمP ≥05/0داری )یمعن

داری بین دو گروه درمانی در زمان و دمای یکسان یمعن

درجه  22ترین اثرات حفاظتی در دمای بیش مشاهده نشد. 

 تعدادکه  طوری به است، مشاهده شدهگراد سانتی

در هر دو های بلاستوسیت تولید شده در این دما سلول

( نسبت به P ≥05/0داری )یطور معن بهگروه آزمایش، 

 گرادیدرجه سانت 4و  38شده در دماهای ای تولید هسلول

دمای هر دو گروه آزمایش در آن در  از پس است. تر بیش

دار یمعن ترین اثرات حفاظتیبیشگراد یدرجه سانت 38

  .(P≤05/0) وجود داشت گرادیدرجه سانت 4نسبت به دمای 

گراد سانتیدرجه  4ترین اثرات حفاظتی نیز در دمای کم

های بلاستوسیت تولیدی در آن سلول تعداددیده شده که 

تر ها کم( نسبت به دیگر گروهP ≥05/0داری )یطور معن به

 است.

های بلاستوسیت سلول تعدادساعت: در این زمان  18    

طور  ها نسبت به گروه استاندارد بهتولیدی در تمامی گروه

 آماری تفاوت هیچ  تر بوده است.( کمP ≥05/0داری )یمعن

 یکسان دمای و زمان در درمانی گروه دو بین دارییمعن

 درجه 4ترین اثرات حفاظتی در دمای کم . نشد مشاهده

 طوری به  .مشاهده شده استدر هر دو محیط  گرادسانتی

های بلاستوسیت تولیدی نسبت سلول تعدادکه در این دما 

کاهش یافته  (P ≥05/0داری )یطور معن ها بهبه دیگر گروه

ابل ذکر است، در بین هر دو محیط مورد قهمچنین   است.

گراد تفاوت آماری درجه سانتی 38و  22آزمایش در دمای 

 داری مشاهده نشد.یمعن
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های بلاستوسیت سلول تعداددر این زمان  ساعت:  24    

طور  ها نسبت به گروه استاندارد بهتولیدی در تمامی گروه

در این دما نیز  تر بوده است. ( کمP ≥05/0داری )یمعن

 درجه 4های با دمای ترین اثرات حفاظتی در گروهکم

 تعدادکه  طوری به مشاهده شده است.  گرادسانتی

های بلاستوسیت تولید شده در این دما نسبت به دیگر سلول

 به تر بوده است. ( کمP ≥05/0داری )یطور معن ها بهگروه

 محیطعلاوه در این زمان تفاوت بین اثرات حفاظتی دو 

های بلاستوسیت تولید شده سلولتعداد  و مشهودتر است

 HTCنسبت به گروه گراد سانتیدرجه  EHT 22در گروه 

تر ( بیشP ≥05/0داری )یطور معن به گرادیدرجه سانت 22

 بوده است.

 

 حثب
در بلوغ  ریخأکه نقص و ت دهندیمطالعات گذشته نشان م    

در رشد آن، سه عامل  یتخمک و ناهمگن یتوپلاسمیس

 نیبنابرا است.  IVM ستمیدر توسعه نامناسب س یاصل

نابالغ و حفظ مرحله  یهامناسب تخمک یسازرهیذخ

 یشگاهیآزما دیتول یهانهیباعث کاهش هز کولیوز نالیمرژ

بالغ در زمان  یهااگر تخمک یاز طرف شودیم انیرو

و مضر  قیعم ده،یچیپ راتییتغ هلیبه وس ابند،یلقاح  یرترید

ها باعث تخمک یریروند پ . شوندیم ریپ یتوپلاسمیس

MPF (Maturation-promoting factor ،) تیکاهش فعال

به  اختلال در جا ،یگرانول قشر Exocytosisفعال شدن 

سطح  و یتوکندریدر عملکرد م رییتغ ها،کروتوبولیم ییجا

ATP و در  شودیم زیشدن زونا و وقوع آپوپتوز، سخت

 ابدییها کاهش مرشد و نمو آن تیادامه قابل

(Suttirojpattana et al, 2016.) 

داده شد،  حیتخمک توض یریکه در مورد پ ییجا آن از    

است  یمشکل مسافت و زمان نیتریاساس رسدیبه نظر م

 نیبنابرا وجود دارد.  شگاهیانتقال تخمک به آزما یکه برا

ها آن یینابالغ بدون کاهش توانا یهاحفاظت از تخمک

 ینگهدار نیبنابرا سودمند است.  اریبس IVF ستمیس یبرا

و  هایزیراز شروع بلوغ، کمک به برنامه بلتخمک نابالغ ق

که  یبه خصوص در زمان کند،یم یبعد یهایدستکار

و حفاظت  شودیم هیته یکشتارگاه یهاتخمک از تخمدان

 Almدارد ) یادیز تیها اهمتخمک یریاز پ یریو جلوگ

et al, 2008ها و انتقال حفظ تخمک یبرا ی(.  در موارد

حمل و نقل  تیکه قابل شودیها از انکوباتور استفاده مآن

که  یطیلزوم وجود مح نیبنابرا  وجود ندارد. یآن به آسان

باعث حفظ  یو سم یمنف ریثأبتواند بدون انکوباتور، بدون ت

 وجود دارد. ،ها شودتخمک کولیوز نالیمرحله ژرم

 تعدادنشان داد که  حاضربه دست آمده در مطالعه  جینتا    

و  EHT طیشده در مح ینابالغ نگهدار یهابلوغ تخمک

HTCM-199  قابل قبول اتاق  یساعت و در دما 6به مدت

داری نداشت یو با گروه استاندارد اختلاف آماری معن است

(05/0≤ P.) 

-تخمک یجهت نگهدار یگذشته مطالعات متفاوت در    

در سال و همکاران  Patrick نابالغ انجام شده است.  یها

به عنوان مهار کننده  I (B) رولاکتونیبا استفاده از بوت 2000

را  وزیم ماتیساعت اجازه تقس 24توانستند به مدت  وز،یم

ها پس از تخمک نیو سپس بلوغ ا رندیها بگاز تخمک

 جینتا کردند.  سهیبا گروه کنترل مقا IVMط یانتقال به مح

بلاک شده در مرحله اول  یهاتخمک درصد 95نشان داد 

 2، به متافاز  I رولاکتونیمول بوت کرویم 150 یبا دز مصرف

با کاهش دز  با گروه شاهد نداشتند.  یو تفاوت دندیرس

ها درصد تخمک 60 کرومول،یم 100ن ماده به یا یمصرف

 دیتول زانیم ترنییکه در دز پا یدر صورت بلاک شدند. 

درصد(.  8/18 مقابل درصد در 27بود ) ترشیب تیبلاستوس

 یها برامهارکننده نیاز ا توانیکردند که م انیها بآن

 استفاده کرد. IVMقبل از  تهایاووس ینگهدار

    Ponderato نشان دادند که استفاده از  شو همکاران

 ی( براR) نیتی( و رسکوB) رولاکتونیمتفاوت بوت یدزها

ها به تخمک دنیو رس ییادر بلوغ هسته وزیبلاک کردن م

البته ذکر کردند که   متفاوت دارد. ریثأت 2مرحله متافاز 

بر بلوغ تخمک داشته  یاثرات سم تواندیبالا م یدوزها

 .(Ponderato et al. 2001) اشدب
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    Adona از  2008در سال  و همکارانB  وR یبرا 

با توجه به  استفاده کردند.  وزیسرکوب و کنترل شتاب م

بلوغ،  طیپس از انتقال به مح توانندیمواد م نیا که نیا

کم به  یدهند با دوزها شیرا افزا ییاسرعت بلوغ هسته

 یاضافه شدند و جهت نگهدار HTCM-199 طیمح

در  IVMاز شروع  قبل نابالغ استفاده شد.  یهاتخمک

اضافه شده بود حفظ  Bکه تنها  یگروه ساعت صفر در

 ینسبت به گروه یدرصد بالاتر کولیوز نالیمرحله ژرم

BR داشت (05/0 و درصد 89در مقابل  درصد 100≤ P .) 

در  یتراثر کم BR یکردند که گروه درمان یریگجهیها نتآن

 BRو  Bبا  یدرمان یهاگروه نیهمچن  دارد. وزیبلاک م

بلوغ نسبت  طیدر مح وزیم یریگبه از سر یترشیب تسرع

 ساعت(.  18ساعت در مقابل  15به گروه کنترل نشان دادند )

هر سه مطالعه ذکر شده در فوق اصرار بر استفاده  در    

 یمواد دارا نیو ا باشدیها مبلاک کننده نییپا یدزها

 ازیها نبه کاربردن آن نیبنابرا . هستندزا تیمسموم یدزها

کار را با  تواندیم یبه تجربه و محاسبه دارد و تا حدود

 مشکل مواجه کند.

بدون  ،یدیجد دهیو همکاران در ا  Alm 2008سال  در    

 ینابالغ را در دما یهاتخمک وز،یم یهااستفاده از مهارکننده

بلوغ  طیو سپس وارد مح یساعت نگهدار 18اتاق به مدت 

 TCM-199 40%ها به کار رفته در مطالعه آن محیط  کردند.

 20با نمک هنکس و  TCM-199 درصد 40با نمک ارل، 

 تیبلوغ وضع طیپس از انتقال به مح بود.  FBS درصد

متفاوت  یهارا در زمان یدرمان یهاتخمک نیکرومات

ها در مطالعه ذکر شده با بلوغ تخمک تعداد  .کردند یبررس

بلوغ  تعدادکه  یبه صورت  متفاوت بود. حاضرمطالعه 

در مقابل مطالعه  حاضرمطالعه  EHT طیها در محتخمک

Alm ها بلوغ تخمک تعداد سهیمقادر  نیهمچن  تر بود.بیش

ساعت  18اتاق به مدت  یدر دما تیبلاستوس دیتول تعدادو 

 بود.  Almمطالعه  از ترشیب مطالعه حاضر HTCM طیدر مح

کشت  یفسفات بالا در ط زانیم کنند،یم انیمحققان ب    

 نیدخالت دارد، بنابرا میو هموستاز کلس PHدر  یسلول

فسفات  زانیتر بودن مبه واسطه کم HTCM-199استفاده از 

با  . (Alm et al, 2008) دارد یبرتر PBS طینسبت به مح

توجه به نتایج به دست آمده در دو مطالعه ذکر شده بهتر 

ولی آنچه   انجام گیرد.است در آینده مقایسه آماری نتایج 

های نگهدارنده در تحقیق از نتایج مشخص است، محیط

و همکاران  Almبالاتری را نسبت به مطالعه  تعدادحاضر 

 نشان دادند.

    Osvaldo طیاز مح 2018در سال  و همکاران EHT یبرا 

اتاق استفاده کردند و  طینابالغ در مح یهاتخمک ینگهدار

در  ساعت را به کار بردند.  14، 10، 6 یمدت زمان نگهدار

اتاق و مدت  یها در دماتخمک یمطالعه ذکر شده نگهدار

 تعدادها و بر بلوغ تخمک ییساعت اثر سو 10و  6زمان 

بلوغ در زمان  زانیم یاز طرف . شتندا تیبلاستوس دیتول

 دیعملکرد و تول یقابل قبول بود ول یساعت نگهدار 14

درجه  5/38و  4 یدر دما یول را کاهش داد.  تیبلاستوس

 . کاهش داشت تیبلوغ تخمک و بلاستوس زانیگراد میسانت

 6در زمان  یشیآزما یهادر گروه مطالعه حاضربا  جینتا نیا

 مطالعه حاضراما در  داشت.  یخواناتاق هم یساعت و دما

در هر سه دما،  EHT طیساعت و استفاده از مح 6در زمان 

-یمعن یها با گروه استاندارد تفاوت آماربلوغ تخمک تعداد

درجه  22 یکه تنها در دما یدر صورت نداشت.  یدار

قابل قبول بود و با گروه  تیبلاستوس دیتول زانیگراد میسانت

 .(Tables 2 & 3) دار نداشتیمعن یاراستاندارد تفاوت آم

 22 یدر دما HTCM-199 طیاستفاده از مح در نیهمچن    

 یداریمعن یساعت تفاوت آمار 6گراد و زمان یدرجه سانت

عمل  EHT طیبه مح هیبا گروه استاندارد مشاهده نشد و شب

 نیب یداریمعن یها و دماها تفاوت آمارزمان هیدر بق کرد. 

 Tables) و گروه استاندارد وجود داشت یشیآزما یهاگروه

بنابراین هر دو محیط استفاده شده در مطالعه   .(3 & 2

 حاضر عملکرد مناسبی داشتند.

انجام شده در موش نشان داد که دما در حفظ  مطالعات    

حفظ  یمناسب برا یدارد  و دما ریتاث 2مرحله متافاز 

 گراد استیدرجه سانت 27تا  25بالغ موش  یهاتخمک

(Suttirojpattana et al, 2016; Wakayama et al, 2004; 

Wang et al, 2014 .) ییاگونه نیتفاوت ب ن،یعلاوه بر ا 
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گاو و موش  نیها بتخمک ینگهدار تیمختلف در حساس

و  هاکروتوبولیم یتوپلاسمیس یهایژگیو  وجود دارد.

نقش  هاکروتوبولیم گذار است. ریثأتفاوت ت نیدر ا یچرب

دارند  توپلاسمیدر س یتوکندریم عیدر تحرک و توز یاساس

ها در تخمک وزیم میدر دوک تقس یساختار اصل کیو 

نسبت  یچرب ادیتخمک گاو به واسطه داشتن مقدار ز  .است

نسبت به کاهش دما  یترشیب تیحساس یبه موش دارا

بنابراین لزوم  (. Suttirojpattana et al, 2016) باشدیم

 استفاده از محیطی که این اثرات را کاهش دهد، وجود دارد.

د گرایدرجه سانت 4 یاستفاده شده، دما یدماها نیب در    

 دیبلوغ تخمک و تول تعدادنرخ  نیترنییپا یدارا

ر، به دست آمده در مطالعه حاض جیطبق نتا بود.  تیبلاستوس

دما  شیگراد( و افزایدرجه سانت 4اثرات سوء کاهش دما )

 18 یهاها در زمانگراد( بر بلوغ تخمکیدرجه سانت 38)

تر از کم EHT یشیدر گروه آزما یساعت نگهدار 24و 

 بود. HTCایشی گروه آزم

شده  دیاسب و گاو تول نیجن ینگهدار یبرا EHT طیمح    

کننده گزارش نشده  دیتول تآن توسط شرک باتیاست و ترک

مانند سرم است  یوانیبا منشاء ح یباتیفاقد ترک یاست، ول

ژن  انیب میشده است که در تنظ لیتکم الورونانیو با ه

 ,Osvaldo et al) نقش دارد یسلول زیو تما ریتکث ن،یجن

2018; Lapcik et al, 1998). 

 رولاکتونیمانند بوت وزیم یهاکه مهار کننده ییجا آن از    

 شوندیم کولیوز نالیباعث حفظ مرحله ژرم نیتیو رسکو

در بلوغ  یاثرات سوء و سم تواندیبالا م یدوزها یول

 Almداشته باشد ) ستیبلاستوس دینرخ تول تاٌیتخمک و نها

et al, 2008 حمل و نقل با حفظ ،)PH  و حفظ تعادل

ارل و گلوکز  یهاو نمک CO2 مو به همراه منبع ک یاسمز

 .(Osvaldo et al, 2018است ) یضرور

نشان  حاضر شیدر آزما HTCM-199و  EHT طیمح    

فسفات و  وز،یم یسم یهاداد که بدون وجود مهارکننده

 6تخمک نابالغ تا زمان  ینگهدار یبرا تواندیمواد مضر م

در بلوغ  ییسو ریثأباشد و ت دیاتاق مف یساعت در دما

تر نداشته باشد و از همه مهم تیبلاستوس دیها و تولتخمک

ها به تخمکجهت حمل و نقل  توربه انکوبا ازیعدم ن

تری در شود مطالعات بیشپیشنهاد می  است.آزمایشگاه 

مختلف نگهدارنده تخمک نابالغ انجام  یهامورد محیط

 گیرد وآنالیزهای آماری بین مطالعات مختلف انجام پذیرد.
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Abstracts 
    Many cellular changes have been reported to play a role in the aging process of oocyte; however, few studies 

have been performed on the appropriate time and temperature for the storage. The main problem is the distance 

and time available for the transfer of oocytes to the laboratory, and protection of immature oocytes without 

reducing their ability to fertilize in vitro is very critical. The aim of this study was to compare the Embryo Holding 

(EH-Syngro) and HTCM-199 medium to store immature oocytes at room temperature without incubation. A total 

of 5268 oocytes were tested. The oocytes were stored at three temperature degrees including 4, 22 and 38 ° C for 

6, 12, 18, and 24 hours.  After spending the storage time, they were entered to the standard maturation environment 

and finally IVF was performed.There was no statistically significant difference between the experimental and 

control groups  in terms of blastocyst production  at storage of 6h. At 12 hours, oocyte maturation and blastocyst 

production in all groups were significantly lower than that of the standard group. EHT and HTCM-199 medium 

in our experiment showed that they can be useful for storing immature oocyte for up to 6 hours at room temperature 

and have no adverse effect on maturation of oocyte and blastocyst production, and most importantly do not need 

an incubator to transport the oocytes to the laboratory. 
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