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 انجام گاوی نابالغ هایتخمک ایشیشه انجماد در( CPA) سرما کنندهمحافظت مواد غلظت و زمان کنشبرهم ارزیابیباهدف  مطالعه این

 ایشیشه انجماد پروتکل متفاوت پنج قالب در مطلوب تیفیباک نابالغ( COC) کومولوس سلول-تخمک مجموعه 212 پژوهش، این در. شد

 سولفوکساید متیلدی و( EG) گلیکول اتیلن مختلف هایغلظت شامل مستقل متغیرهای. گرفتند قرار بررسیروش کرایوتاپ مورد  با

(DMSO )تعادل هایمحیط در (EM )انجماد و (VM )ارزیابی نتایج. بود( دقیقه 3 تا ثانیه 30) متفاوت مواجهه هایزمان همراه به 

 بیشترین( EG/DMSO درصد20 با VM ثانیه 30 و  EG/DMSO درصد10 با EM دقیقه 1) اول پروتکل که داد نشان مورفولوژیک

ی هاسلولتخمک زنده و کمتر از نیمی از ) Cدرجه  در هاتخمک از یکهیچ اما داشت، همراه به را (34/83 ± 24/4) سالم هایتخمک درصد

 درصد20 با VM ثانیه 45و  EG/DMSO درصد10 با EM دقیقه 2) پروتکل چهارم مقابل، در. نگرفتند قرارکومولوس مرده( 

EG/DMSO )درجه  درصد بالاترینC (07/0 ± 18/44) در ثانیه 30 زمان که کرد تأیید نیز لجستیک رگرسیون تحلیل. داد نشان را 

VM درجه  در قرارگیری شانسB ( هاسلولتخمک زنده ولی بیش از نیمی از )دهدمی افزایش رای کومولوس مرده (001/0P<،) کهیدرحال 

 در موفقیت که دهدمی نشان مطالعه این نتایج. (>001/0P) دهدمی کاهش را Cدرجه  در قرارگیری شانس دقیقه 2 به EM زمان افزایش

 روش عنوانبه پروتکل چهارم و هاستخیضد با مواجهه زمان و غلظت بین بهینه تعادل به وابسته گاوی نابالغ هایتخمک ایشیشه انجماد

   .شودمی مانی معرفیزنده کیفیت و مورفولوژی زمانهم حفظ برای بهینه

 مانیکننده سرما، زندهای، تخمک نابالغ گاوی، مواد محافظتانجماد شیشه کلیدی: هایهواژ
  

 

 مقدمه

باروری های کمکهای اخیر، استفاده از فناوریدر سال

(ARTs) ویژه در صنعت دامپروری، در دامپزشکی و به

عنوان ابزاری مؤثر در اصلاح نژاد، حفظ منابع ژنتیکی به

وری ژنتیکی موردتوجه قرار گرفته باارزش و افزایش بهره

هایی نظیر لقاح (. در این میان، روش16و  15است )

، انتقال رویان (IVC)، کشت رویان (IVF)رحمی خارج

(ET) کلونینگ از طریق انتقال هسته سلول سوماتیک ،

(SCNT) های و ویرایش ژنومی، نقش مهمی در تولید دام

های مهم در این (. یکی از چالش5کنند )شده ایفا میاصلاح

های تولیدشده در شرایط ها و رویانحوزه، حفظ تخمک

های انجماد آزمایشگاهی است که برای این منظور، از روش

ای یکی از (. انجماد شیشه12شود )ستفاده میای اشیشه

ویژه در های تولیدمثلی، بههای مؤثر در انجماد سلولروش

ای یافته های گاوی، کاربرد گستردهها و رویانحفظ تخمک

عنوان های نابالغ بههای اخیر، انجماد تخمکاست. در سال

های های نوین در حفظ ذخایر ژنتیکی دامیکی از روش

ش و نیز حفظ تنوع ژنتیکی موردتوجه قرار گرفته است. باارز

 چكیده

 .61-69 (:2)19؛ 1404نشریه علوم درمانگاهی دامپزشکی ایران؛ 

http://doi.org/ 10.22034/ijvcs.2026.14938.1094 
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 ینابالغ گاو یهاتخمک یاشهیغلظت در انجماد ش-کنش زمانبرهم

ی متافاز دوم هایی که هنوز به مرحلهدر این روش، تخمک

(MIIنرسیده ) اند، پس از بازیابی از تخمدان، بدون نیاز به

شوند. همچنین، امکان حفظ تحریک هورمونی، منجمد می

های نابالغ در شرایطی که امکان رسیدگی درون تخمک

شود انی وجود ندارد )مانند شرایط سرطانی( فراهم میتخمد

های گاوی در مراحل که موفقیت انجماد رویان(. درحالی6)

مورولا و بلاستوسیست، بالا گزارش شده است )بقای بیش 

درصد(، انجماد  50تا  40درصد پس از ذوب و باروری 90از 

هایی همراه همچنان با محدودیت (GV)های نابالغ تخمک

ها شامل کاهش بقای (. این محدودیت15و  14ت )اس

 60تا  50درصد(، کاهش درصد بلوغ ) 85تا  80ساختاری )

درصد(  25تا  15درصد( و کاهش نرخ تولید بلاستوسیست )

های فرد تخمکهای منحصربه(. ویژگی15و  14است )

نابالغ گاوی، از جمله نفوذپذیری پایین غشای پلاسمایی، 

های نابالغ، بالا، میتوکندری نسبت حجم به سطح

و  DNAدهی ناقص کروماتین، نقص در ترمیم سازمان

حساسیت بالا به استرس اکسیداتیو و آپوپتوز، از عوامل 

 (. 3-1شوند )اصلی این ناکارآمدی شناخته می

ای، رعایت تعادل میان نفوذ در فرایند انجماد شیشه

زمان و و کاهش  (CPA)کننده سرما کافی مواد محافظت

ای در موفقیت انجماد دارد کنندهحجم محلول، نقش تعیین

متیل و دی (EG)(. ترکیب اتیلن گلیکول 7و  2)

به دلیل نفوذپذیری بالا و سمیت  (DMSO)سولفوکساید 

های انجماد در پروتکل CPAنسبتاً پایین، پرکاربردترین 

حال، نتایج (. بااین19و  18و  11تخمک گاوی است )

اخیر درباره غلظت و زمان بهینه این ترکیب،  مطالعات

متناقض گزارش شده است. برخی مطالعات استفاده از 

 2تا  1و زمان مواجهه  EG/DMSOدرصد 10غلظت 

اند که منجر به بقای ساختاری بالا دقیقه را پیشنهاد کرده

(. در مقابل، 21و  4و  3شود )و توان تکوینی متوسط می

ثانیه(،  45تا  30د و زمان کوتاه )درص20استفاده از غلظت 

دهد؛ اما آسیب ای را افزایش مینرخ انجماد شیشه

(. برخی 20و  10کند )میتوکندریایی شدیدی ایجاد می

درصد( و زمان 10تا  5/7های متوسط )مطالعات نیز غلظت

دقیقه را بهترین تعادل بین بقا و توان تکوینی گزارش  3تا  2

وه بر غلظت و زمان مواجهه، عوامل (. علا11و  3اند )کرده

دیگری مانند ترکیب پایه محلول، حضور ساکارز نفوذناپذیر، 

، Cryotop ،Cryolockنوع روش و تجهیزات انجماد )

(OPS  و دمای مرحله تعادل نیز بر نتایج انجماد تأثیر

های پیشین عمدتاً (. بسیاری از پژوهش17و  13گذارند )می

 کننده سرماغلظت مواد محافظتبه بررسی اثرات مجزای 

(CPA) اند، اما اثر متقابل ها پرداختهیا زمان مواجهه با آن

طور و تعاملی این دو عامل کلیدی )غلظت و زمان( به

مند و در قالب یک طراحی فاکتوریل کامل که بتواند نظام

بهترین ترکیب را شناسایی کند، کمتر مورد ارزیابی قرار 

ای که بتواند پروتکل واحد و بهینه همچنین، .گرفته است

های نابالغ گاوی ای تخمکطور قطعی برای انجماد شیشهبه

کرایوتاپ، ضمن حفظ حداکثر بقای  با استفاده از روش

طور کامل ساختاری و توان تکوینی، ارائه گردد، هنوز به

 تدوین و تثبیت نشده است.

ده شآوریهای نابالغ جمعاز دیدگاه کاربردی، تخمک

استفاده های قابلدرصد کل تخمک90از کشتارگاه، بیش از 

دهند و هزینه توسعه را تشکیل میدر کشورهای درحال

دهم تولید هر بلاستوسیست از این منبع، تقریباً یک

(. از 16و  9است ) OPU-IVMهای بالغ حاصل از تخمک

طرف دیگر، بسیاری از مطالعات پیشین تنها یک یا دو 

اند و تعداد محدودی به روش ان را بررسی کردهغلظت یا زم

فاکتوریل کامل، اثر ترکیبی غلظت و زمان را ارزیابی 

زمان اثر اند؛ لذا هدف از مطالعه حاضر، بررسی همکرده

و   EG/DMSO 6.5 ،7.5 ،10 (های مختلفغلظت

و  2، 1ثانیه،  45ثانیه،  30های مواجهه )درصد( و زمان20

و  (EM)، تعادل (BM)ای پایه هدقیقه( در محیط 3

مانی بر بقای ساختاری، و درصد زنده (VM)انجماد 

های کشتارگاهی، پس آمده از تخمداندستهای بهتخمک

)ابزار انجماد  Cryotopای و ذوب به روش از انجماد شیشه

 ترین روش است.ای( و انتخاب بهینهشیشه

 

 مواد و روش کار

ی جنین دام دانشگاه این پژوهش در پژوهشکده فناور

آوری از های گاو پس از جمعشهرکرد انجام شد. تخمدان

ساعت( و در محلول سالین  2-3کشتارگاه )در کمتر از 

گراد( به درجه سانتی 28-32فیزیولوژی استریل )
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های اضافی و آزمایشگاه منتقل شده و پس از حذف بافت

 ها در محلول نرمالوشوی تخمدانسپس چند دفعه شست

-گراد(، مجموعه تخمکدرجه سانتی 38سالین )دمای 

با استفاده از روش (COC) های کومولوسسلول

 18آسپیراسیون و با استفاده از سرنگ و نیدل شماره 

بلافاصله از مایع فولیکولی جدا  هاCOCآوری شد. جمع

درصد  10حاوی  HEPES-TCMشده و در محیط 

FBS  وشو داده شدند. شست 

ها، مایع حاصل از  COCب منظور شناسایی و انتخابه

 100شده کشیدیش بزرگ خطآسپیراسیون به یک پتری

گراد درجه سانتی 5/38متری که بر روی صفحه گرم میلی

های باکیفیت مطلوب زیر COCقرار داشت، منتقل شد. 

معیارهای  .میکروسکوپ نوری شناسایی و جدا شدند

یه سلول کومولوس متراکم و انتخاب شامل حداقل سه لا

سیتوپلاسم یکنواخت و گرانوله بود. پس از انتخاب، 

COCشوهای حاوی محیط شستها به قطره (HEPES-

TCM 199 + FBS 10%)  .منتقل شدند 

پس از چند مرحله شستشو و شناسایی نهایی، 

COC های منتخب شمارش شده و برای انجماد آماده

ها ثابت بوده و پروتکل در تمامی (BM) شدند. محیط پایه

 و محیط کشت  (FBS) درصد سرم جنین گاوی 20شامل 

HTCM بود. 

COCبه سه محیط مجزا با ترکیبات و زمان  ها

 مشخص منتقل شدند: 

 .دقیقه 1به مدت  (BM) :محیط پایه -1

شامل محیط پایه و  (EM) :محیط تعادل -2

سولفوکساید های متفاوت اتیلن گلیکول و دی متیل غلظت

، 1به پروتکل مورداستفاده )زمان مواجهه باتوجهبوده و مدت

 .دقیقه( تنظیم شد 3یا  2

شامل محیط پایه و  (VM) :محیط انجماد -3

های متفاوت اتیلن گلیکول، دی متیل سولفوکساید غلظت

به پروتکل زمان مواجهه باتوجهو سوکروز بوده و مدت

 .یه( تنظیم شدثان 60یا  45، 30مورداستفاده )

های مشخص، شدن زماندر نهایت، پس از سپری

COCها بلافاصله بر روی کرایوتاپ (Cryotop)  قرار

( نگهداری 2Nگرفته و درون مخزن حاوی نیتروژن مایع )

  .شدند

ای متفاوت در این مطالعه، پنج پروتکل انجماد شیشه

 های نابالغ گاوی طراحی و اجرا شد. ترکیبات وبرای تخمک

  .آورده شده است 1های مواجهه هر پروتکل در جدول زمان
 

  های نابالغ گاویای تخمکبندی مراحل فرایند انجماد شیشهها و زمانهای انجماد از نظر غلظت ضدیخمشخصات پروتکل -1جدول 

 ترکیب محیط تعادل(EM)  ها پروتكل
زمان 

 تعادل
 (VM)ترکیب محیط انجماد 

زمان 

 انجماد

1 

 
10% EG+10%DMSO+20%FBS+HTCM  1 دقیقه 

20% EG+20% 

DMSO+20%FBS+  HTCM  +  

5/0 M sucrose 

 ثانیه 30

2 10%EG+10% DMSO+20%FBS+HTCM 3 دقیقه 

20% EG+20% 

DMSO+20%FBS+  HTCM  +  

5/0 M sucrose  

 ثانیه 45

 

2 5/6 %EG+20% DMSO+ 5/6 %FBS+HTCM 3 دقیقه 

10% EG+10% 

DMSO+20%FBS+  HTCM  +  

5/0 M sucrose  

 ثانیه 30

 

4 10%EG+10%DMSO+20%FBS+HTCM 2 دقیقه 
20%EG+20%  DMSO+20%FBS+ 

HTCM+ 5/0 M sucrose  
 ثانیه 45

5 5/7 %EG+ 5/7 %DMSO+20%FBS+HTCM 3 دقیقه 

15% EG+15% 

DMSO+20%FBS+  HTCM  +  

5/0 M sucrose  

 ثانیه 60
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 ینابالغ گاو یهاتخمک یاشهیغلظت در انجماد ش-کنش زمانبرهم

ها به ای انجام شد. کرایوتاپبا روش چهارمرحله ذوب

ترتیب زیر به چهار محیط ذوب منتقل شدند ابتدا محیط 

TS1  شاملHTCM+1M sucrose+20 %FBS ،

 HTCM+0.5Mشامل  TS2سپس محیط 

sucrose+20%FBS پس از آن محیط ،TS3  شامل

HTCM+0.25M sucrose+20%FBS  و در نهایت

 .HTCM+20% FBSشامل  BMمحیط 

ها در چهار مرحله متوالی و با COCپروتکل ذوب 

های پلکانی سوکروز انجام شد. های حاوی غلظتمحلول

قرار  TS1 ثانیه در محلول 80ها به مدت ابتدا نمونه

 40و  TS2 ثانیه در 40گرفتند. سپس به ترتیب به مدت 

 5ها به مدت در نهایت، نمونهانتقال یافتند.  TS3 ثانیه در

شستشو داده شدند تا تعادل اسمزی  BMدقیقه در محیط 

 .کامل برقرار گردد

ارزیابی ها پس از ذوب با ارزیابی کیفیت تخمک

برای ارزیابی مانی انجام شد. ارزیابی زندهمورفولوژی و 

ها زیر پس از ذوب، مورفولوژی تخمکمورفولوژی، 

ارزیابی چشمی قرار گرفتند. میکروسکوپ نوری مورد 

های دارای غشای سالم، شکل کروی نرمال، سطح تخمک

عنوان صاف، سیتوپلاسم تیره و گرانوله یکنواخت به

های دارای های سالم در نظر گرفته شدند و تخمکتخمک

رنگ، دجنره در ای کمدیده و سیتوپلاسم قهوهغشای آسیب

 نظر گرفته شدند.

پس  هاCOCمانی میزان زندهمنظور تعیین دقیق به

 Propidiumاز فرایند ذوب، از رنگ پروپیدیوم یدید )

Iodide .این رنگ به دلیل نفوذناپذیری ( استفاده شد

شود که هایی مینسبت به غشای سالم، تنها وارد سلول

 .رفته باشدها ازدستیکپارچگی غشای پلاسمایی آن

پس از خروج از  هاCOC پس از انجام فرایند ذوب،

میکروگرم بر  5دقیقه در محلول ) 5محیط پایه، به مدت 

  HTCMمیکرولیتر  100لیتر پروپیدیوم یدید و میلی

در محیط آزمایشگاه )دمای  (FBSدرصد  10مکمل شده با 

ها توسط پس، نمونهدرجه سانتیگراد( نگهداری شدند. س 25

 :میکروسکوپ فلورسنت مورد ارزیابی قرار گرفتند

پذیری سیتوپلاسم )غشای عدم رنگهای زنده: تخمک

 (.PIپلاسمایی سالم و عدم نفوذ 

پذیری قرمز در سیتوپلاسم رنگهای مرده: تخمک

 به داخل سلول(. PI )آسیب غشای پلاسمایی و نفوذ

در سه درجه کیفی انجام  هاCOCمانی ارزیابی زنده

 پذیرفت:

نیمی شامل تخمک مرده و بیش از  هاA :COCدرجه 

دهنده این درجه نشان های کومولوس مرده هستند.از سلول

  .آسیب مورفولوژی شدید است

شامل تخمک زنده ولی بیش از  هاB: COCدرجه 

 های کومولوس مرده هستند. نیمی از سلول

شامل تخمک زنده و کمتر از نیمی  هاC: COCدرجه 

   های کومولوس مرده هستند.از سلول

منظور ارزیابی اثرات متقابل زمان در این پژوهش، به

بر  (CPA) کننده سرمامواجهه و غلظت مواد محافظت

نابالغ گاوی،  هایCOCمانی و کیفیت مورفولوژیک زنده

تکرار بیولوژیک تدوین  4پروتکل و در  5ها در قالب آزمایش

عدد تخمک نابالغ گاوی باکیفیت  212شدند. در مجموع، 

 3سیتوپلاسم یکنواخت و حداقل ظاهری مناسب )دارای 

های کومولوس( انتخاب و به طور تصادفی در لایه سلول

های آزمایشی توزیع شدند. آزمایش در دو مرحله اصلی گروه

طراحی گردید. متغیرهای مستقل  ایو انجماد شیشه تعادل

(، EM_timeشامل زمان مواجهه در محیط تعادل )

(، زمان EM_CPAدر محیط تعادل ) هاضدیخ غلظت

ها ( و غلظت ضدیخVM_timeمواجهه در محیط انجماد )

( بود. با استفاده از این VM_CPAدر محیط انجماد )

ها ارزیابی شد های مختلف، ابتدا مورفولوژی تخمکپروتکل

آمیزی پروپیدیوم یدید ها با روش رنگمانی آنو سپس زنده

 تعیین گردید.

ف انجماد های مختلبرای بررسی تأثیر پروتکل 

های آماری استفاده ها از تحلیلای بر کیفیت تخمکشیشه

( در نظر >05/0P)ها شد. سطح معناداری در تمامی تحلیل

ها در پنج برای مقایسه میانگین کیفیت تخمک .گرفته شد

 طرفهیک واریانس تحلیلای پروتکل مختلف انجماد شیشه

 مشخص شود.ها های معناداری بین گروهانجام شد تا تفاوت

زمان چندین متغیر تر روابط و بررسی همبرای درک عمیق

استفاده  (GLM) یافتههای خطی تعمیمبین، از مدلپیش

های غیرنرمال شد. این رویکرد امکان درنظرگرفتن توزیع
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متغیر وابسته )کیفیت تخمک( را فراهم کرد و چندین 

های ضدیخ بین، شامل زمان تعادل، غلظتمتغیر پیش

متیل سولفوکساید( و سایر مانند اتیلن گلیکول و دی)

 .زمان وارد مدل شدندای، همپارامترهای انجماد شیشه
 

 نتایج 

های نابالغ از نظر پس از فرایند انجماد و ذوب، تخمک

های مورفولوژی مورد ارزیابی قرار گرفتند. بر اساس داده

های سالم بیشترین درصد تخمک 1پروتکل ، 2 جدول

با کمترین  5پروتکل را نشان داد. در مقابل،  درصد( 34/83)

درصد( همراه بود. تحلیل   30/68های سالم )درصد تخمک

های رغم تفاوتنشان داد که علی ANOVAآماری 

ها از نظر های سالم بین گروهعددی، میانگین تعداد تخمک

 (. <05/0P) آماری تفاوت معناداری نداشت

 های مختلفای و ذوب با پروتکلهای نابالغ گاوی پس از انجماد شیشهمقایسه ارزیابی مورفولوژیک تخمک -2جدول 

های دجنره )درصد(کومولوس-تخمک های سالم )درصد(کومولوس-تخمک   ها(کومولوس-)تعداد تخمک هاپروتکل 

16/66a 83/34b  (36) 1پروتکل  

30/00a   70/00b  (50) 2پروتکل  

30/95a 69/05b  (42) 3پروتکل  

23/25a 76/75b  (43)پروتکل  

31/70a 68/30b  (41)پروتکل  

 a,b,c دهنده اختلاف معنیحروف متفاوت در هر ستون نشان( 05/0دار آماری> p .است ) 

 

ها کومولوس -مانی مجموعه تخمکنتایج وضعیت زنده

آورده شده است.  3در جدول    Cو  A  ،B درجهدر سه 

نمونه انجام شد، بیشترین میزان  36که با  1پروتکل در 

درجه درصد بود و پس از آن  77/77با  Bدرجه مربوط به 

A  درجهکه درصد قرار داشت، درحالی 22/22با C  هیچ

پروتکل در  .درصد( را به خود اختصاص نداد0.00درصدی )

 Cدرجه ، درصد 0/40معادل  Bدرجه نمونه،  50با  2

گزارش  درصد 0/22معادل  Aدرجه و  درصد 0/38معادل 

 درصد 61/47نمونه بود،  42که شامل  3پروتکل در  .شد

 04/19و  Cدرجه در  درصد B ،33/33درجه ها در از نمونه

نمونه،  43با  4پروتکل در داشتند.  قرار  Aدرجه در  درصد

با یکدیگر برابر و معادل  C و  Bدرجه درصدهای مربوط به 

 62/11کمترین میزان )  Aدرجه بودند و  درصد 18/44

نمونه صورت  41که روی  5پروتکل در  ( را شامل شد.درصد

در  درصد B ،70/31درجه نتایج در  درصد 41/63گرفت، 

 .  مشاهده گردید  Cدرجه در  درصد 87/4و تنها   Aدرجه 

درجه ها با همدیگر بیشترین درصد در مقایسه پروتکل

C  درصد( و بیشترین  18/44بود ) 4مربوط به پروتکل

درصد( و  77/77بود ) 1مربوط به پروتکل  Bدرجه درصد 

مشاهده  5در پروتکل  Aدرجه در نهایت بیشترین درصد 

 درصد(. 70/31شد )

 

 ای نابالغ گاوی منجمد و ذوب شده با روش انجماد شیشه هایCOC مانیزنده مقایسه -3جدول 

 ها(کومولوس-ها )تعداد تخمکگروه Aدرجه  Bدرجه  Cدرجه 
a 0.00 a 77/77 ab22/22  (36) 1پروتکل  
b 00/38 b 00/40   ab00/22  (50) 2پروتکل  

b33/33  b61/47 ab04/19  (42) 3پروتکل  
b 18/44 b18/44 ab 62/11  (43)پروتکل  

a 87/4 ab 41/63 abc 70/31  (41)پروتکل  

 a,b,c دهنده اختلاف معنیحروف متفاوت در هر ستون نشان( 05/0دار آماری> p.است ) 
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 ینابالغ گاو یهاتخمک یاشهیغلظت در انجماد ش-کنش زمانبرهم

با استفاده از رگرسیون لجستیک، تأثیر چهار متغیر 

های استفاده شده در و ضدیخ VM ،EMهای مستقل زمان

-بر متغیرهای وابسته شامل تخمک  VMو  EMمراحل 

های سالم و دجنره و تخمک A ،B ،Cدرجه های کومولوس

 مورد ارزیابی قرار گرفت.

کدام ، تأثیر هیچAدرجه های کومولوس-برای تخمک  

دار نبود و تنها معنی >05/0Pاز متغیرهای مستقل در سطح 

ی نزدیک داردقیقه به سطح معنی 2به مدت  EMتأثیر زمان  

ازای ( که به این معنی است که به=B= ،069/0P 94/0) بود

شانس قرارگرفتن تخمک  EMواحد افزایش در زمان  1هر 

 کند. برابر افزایش پیدا می 94/0به میزان  Aدرجه در 

 VM، تأثیر زمان Bدرجه های کومولوس-برای تخمک 

( که =B= ،001/0P 658/1دار بود )ثانیه معنی 30به مدت 

 VMواحد افزایش در زمان  1ازای هر به این معنی است که به

برابر افزایش پیدا  B 65/1درجه شانس قرارگرفتن تخمک در 

دقیقه نیز نزدیک به  2به مدت  EMکرد؛ همچنین تأثیر 

( که به این معنی =B= ،079/0P 784/0داری بود )معنی

نس شا EMواحد افزایش در زمان  1ازای هر است که به

 برابر افزایش پیدا کرد.  B 78/0درجه قرارگرفتن تخمک در 

به  EM، تأثیر Cدرجه های کومولوس-برای تخمک

( که به =B= ،737/2-P 001/0دار بود )دقیقه معنی 2مدت 

 EMواحد افزایش در زمان  1ازای هر این معنی است که به

برابر  73/2به میزان  Cدرجه شانس قرارگرفتن تخمک در 

به مدت  VMش پیدا کرد؛ همچنین در این گروه تأثیر کاه

( که به =B= ،001/0P -062/19دار بود )ثانیه نیز معنی 30

 VMواحد افزایش در زمان  1ازای هر این معنی است که به

برابر کاهش پیدا  C 06/19درجه شانس قرارگرفتن تخمک در 

ان دهند که افزایش زمها نشان میکرد. در مجموع این داده

در مرحله تعادل و انجماد احتمال آسیب سلولی را افزایش 

های دجنره تأثیر هیچ یک از دهد. در مورد تخمکمی

 دار نبود.متغیرهای مستقل معنی
 

 

 بحث

عنوان های نابالغ گاوی بهای تخمکانجماد شیشه

راهبردی کلیدی در حفظ ذخایر ژنتیکی و پشتیبانی از 

های بنیادین در همچنان با چالشباروری، های کمکفناوری

حفظ یکپارچگی ساختاری و عملکردی سلول همراه است. 

دهد که موفقیت این فرایند های پژوهش حاضر نشان مییافته

زمان مواجهه با مواد به تعامل دقیق میان غلظت و مدت

دیگر، عبارت( بستگی دارد. بهCPAکننده سرما )محافظت

منجمدشده تابع تعادل میان  هایمانی تخمککیفیت زنده

نفوذپذیری غشایی، کنترل تنش اسمزی و محدودسازی 

 سمیت شیمیایی است.

)زمان تعادل  4نتایج مطالعه حاضر نشان داد که پروتکل 

و زمان انجماد  EG/DMSOدرصد 10دقیقه در غلظت  2

های درصد( بالاترین درصد تخمک20ثانیه در غلظت  45

ترین زمان با کوتاه 1که پروتکل حالیرا ایجاد کرد، در Cدرجه 

ثانیه انجماد( بیشترین درصد  30دقیقه تعادل و  1مواجهه )

های ظاهراً سالم از نظر مورفولوژی را نشان داد؛ اما فاقد تخمک

بود. این تناقض ظاهری بیانگر آن است  Cدرجه های تخمک

تواند بودن تخمک از نظر مورفولوژی، نمیکه تنها سالم

کافی برای موفقیت انجماد باشد و باید معیارهای  شاخص

 مانی( نیز مدنظر قرار گیرد.دیگری )کیفیت زنده

های ناشی از انجماد از دیدگاه مکانیسمی، آسیب 

اند. نخست، تنش اسمزی ای چندلایه و پیچیدهشیشه

ها موجب کاهش حجم CPAمحوری دارد. نفوذ سریع نقش

بودن شود و در صورت کوتاهسلولی و افزایش تنش غشایی می

ساز تشکیل تواند زمینهمی CPAزمان تعادل، ورود ناکافی 

های یخ داخل سلولی گردد. در مقابل، افزایش بیش کریستال

از حد زمان مواجهه، خطر سمیت شیمیایی، تخریب 

ها و اختلال در ساختارهای سیتواسکلتی را افزایش پروتئین

 2014های همکاران در سالو  Aravگونه که دهد. همانمی

اند، نفوذپذیری پایین غشای پلاسمایی اشاره کرده 2023و 

کند که زمان تعادل کافی برای های گاوی ایجاب میتخمک

برقراری هموستاز اسمزی در نظر گرفته شود، اما این زمان 
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ای باشد که از سمیت تجمعی جلوگیری کند باید در محدوده

توان را می 4عملکرد برتر پروتکل  (. در این چارچوب،2و  1)

ناشی از دستیابی به نقطه تعادل دینامیک میان نفوذ کافی 

CPA ای که در و پیشگیری از سمیت دانست؛ نقطه

ثانیه(  60تر )ثانیه( یا طولانی 30تر )های با زمان کوتاهپروتکل

درستی حاصل نشده است. علاوه بر تنش اسمزی، آسیب به به

کننده کاهش و دوک میتوزی از عوامل تعییناسکلت سلولی 

و  DMSOهای منجمدشده است. کیفیت تکوینی تخمک

EG توانند موجب دپلیمریزه شدن های بالا میدر غلظت

ها و اختلال در آرایش کروموزومی شوند که پیامد میکروتوبول

ای است. آن افزایش خطر آنوپلوئیدی و کاهش توان بلوغ هسته

دهی طور ذاتی دارای سازمانبالغ گاوی که بههای نادر تخمک

شود؛ تری هستند، این اثرات تشدید میسیتوپلاسمی حساس

ثانیه در محیط انجماد در پروتکل  45بنابراین، انتخاب زمان 

را فراهم کرده، بدون آنکه  CPAاحتمالاً امکان نفوذ مؤثر  4

به سطحی از سمیت برسد که ساختارهای سیتواسکلتی را 

 طور گسترده مختل کند.به

بعد دیگر آسیب، اختلال در عملکرد میتوکندری و 

افزایش استرس اکسیداتیو است. تحلیل رگرسیون لجستیک 

ای در ثانیه 30در مطالعه حاضر نشان داد که زمان مواجهه 

را افزایش  Bدرجه محیط انجماد شانس قرارگیری تخمک در 

 Cدرجه دقیقه شانس  2دهد، اما افزایش زمان تعادل به می

و همکاران  Catandiها با گزارش دهد. این یافتهرا کاهش می

–همسو است که نشان دادند تعامل غلظت 2024در سال 

های فعال بر فعالیت میتوکندریایی و تولید گونه CPAزمان 

ای بالا همراه با ه(. غلظت3( اثرگذار است )ROSاکسیژن )

توانند هرچند درصد انجماد اولیه موفق را زمان کوتاه می

، ظرفیت ATPو کاهش  ROSافزایش دهند، اما با افزایش 

تکوینی را محدود کنند. در این زمینه، برتری نسبی پروتکل 

احتمالاً به دلیل حفظ بهتر تعادل اکسیداتیو و پایداری  4

 میتوکندریایی بوده است.

های حاضر با مطالعات پیشین نیز اهمیت یافته مقایسه

کند. تنظیم دقیق پارامترهای زمان و غلظت را تأیید می

Zhou  نشان دادند که استفاده از  2010و همکاران در سال

درصد 15درصد در محیط تعادل و  5/7های متعادل )غلظت

کند، اما در محیط انجماد( مورفولوژی مناسبی ایجاد می

تر از مانی و درصد تکوین همچنان پایینکیفیت زنده

(. همچنین، مطالعه 21ماند )های تازه باقی میتخمک

Kuwayama  بر اهمیت روش  2007و همکاران در سال

Cryotop ای با عنوان یک ابزار کارآمد برای انجماد شیشهبه

حال، (. بااین7حداقل حجم محیط انجماد تأکید کرده است )

سازی پارامترهای زمانی و بسته به بهینهموفقیت این روش وا

های مشابه با غلظت 5غلظتی است. در مطالعه حاضر، پروتکل 

ثانیه انجماد( بالاترین  60دقیقه تعادل و  3تر )و زمان طولانی

را نشان داد که بیانگر حساسیت بالای  Aدرجه درصد 

های میانی مواجهه طولانی حتی در غلظتهای نابالغ بهتخمک

و همکاران در سال  Dinnyesهای ت. در مقابل، یافتهاس

درصد در محیط تعادل و 10مبنی بر موفقیت ترکیب  2000

درصد در محیط انجماد در دستیابی به درصد تکوینی بالا 20

(، با نتایج 4) SCNTو  IVFسازی پارتوژنتیک، پس از فعال

دهد که این ترکیب همخوانی دارد و نشان می 4پروتکل 

 تواند کارآمد باشد.ی در صورت تنظیم دقیق زمان، میغلظت

دهد که موفقیت انجماد نتایج این پژوهش نشان می

مانی و های نابالغ گاوی باکیفیت زندهای تخمکشیشه

در این پژوهش  4های عملکردی مرتبط است. پروتکل شاخص

( و زمان EG/DMSOدرصد 10دقیقه ) 2با زمان تعادل 

به همراه سوکروز(  EG/DMSOدرصد  20ثانیه ) 45انجماد 

مانی سلول را بهترین تناسب میان حفظ مورفولوژی و زنده

های عنوان نقطۀ آغاز برای تدوین پروتکلایجاد کرده و به

 شود.استاندارد توصیه می

تر و تنظیم منظور بررسی دقیقلازم به ذکر است که به

های بهینه برای انجماد تخمک گاو، مطالعاتی در زمینه پروتکل

های مولکولی و عملکردی، تحلیل تکوینی، ارزیابی شاخص

ژنتیک ارزیابی اثرات بلندمدت انجماد بر بیان ژنومیک و اپی

های منجمد شده، توسعه های حاصل از تخمکجنین

تر برای تحلیل تعاملات پیچیده میان های آماری پیشرفتهمدل

، زمان مواجهه، و پارامترهای مورفولوژیک و CPAغلظت 

ای با شده انجماد شیشههای بهینهعملکردی و مقایسه پروتکل
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Aquaculture, as a key component of global food production, requires strategies to reduce disease-

related losses and improve the health of cultured fish. Nuritional supplements such as probiotics and 

antioxidants have been recognized as promising tools for enhancing fish immunity. In this study, the 

simultaneous effect of the probiotic Weissella confusa and the antioxidant pigment astaxanthin on the 

expression of immune-related genes in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) was investigated. A total 

of 240 fish were divided into four treatments (control, probiotic, astaxanthin, and combined; each 

treatment in three replicates with 20 fish per replicate) and fed for 28 days. Expression levels of IFN-γ, 

IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, and TNF-α were measured in the anterior kidney and spleen using qPCR. 
The combined treatment showed the highest (P<0.05) upregulation of IL-10, IL-12, IL-17, and TNF-α 

compared to other groups. IFN-γ expression increased on day 14 in the combined group but declined by 

day 28. Moreover, IL-6 expression was significantly higher (P<0.05) in the probiotic  and combined 

groups on day 28. The temporal expression patterns indicated dynamic regulation and synergistic effects 

of probiotic and astaxanthin supplementation. It appears that concurrent administration of Weissella 

confusa and astaxanthin enhances molecular immune markers in rainbow trout and may serve as an 

effective nutritional strategy to improve health and disease resistance in aquaculture production. 
Keywords: Rainbow trout, Probiotic, Astaxanthin, Cytokine, Weissella confusa 
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