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های هشت سلولی و ای جنینپس از انجماد شیشه ErbB4و   Bcl-2, Baxهای نارزیابی تکوین و بیان ژ 

 بلاستوسیست
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 29/06/1393 :تاريخ پذيرش مقاله                                   26/01/1393 اريخ دريافت مقاله:ت

 دهیچک

دخيل در لانه گزيني و آپوپتوزي تغيير يافته و  هايباشد. طي اين فرآيند، ژناي يک روش مناسب براي نگه داري جنين ميتكنيک انجماد شيشه زمینه و هدف:

هاي به عنوان ژن لانه گزيني در جنين  ErbB4هاي آپوپتوزي وبه عنوان ژن Bcl-2, Bax هايها تاثير گذارد؛ لذا در اين مطالعه بيان ژنتواند بر کيفيت جنينمي

 منجمد و گرم شده موشي بررسي گرديد. 

 

تحريک تخمک گذاري و سپس در کنار  IU 5/7 HCGساعت بعد  48و  IU5/7 PMSG هفته با استفاده از تزريق  NMRI 8-6نژاد  هاي مادهموش ها:مواد و روش

هاي تازه(، گروه آزمون يک سلولي جمع آوري شده و به سه گروه شامل گروه کنترل )جنين 8هاي موش نر قرار داده شدند. پس از بررسي پلاك واژني، جنين

 ,Bcl-2هاي ، بيان ژن RNAهاي بلاستوسيست منجمد شده( تقسيم شدند. در پايان پس از استخراجسلولي منجمد شده( و گروه آزمون دو )جنين 8هاي )جنين

Bax  وErbB4   با تكنيکReal time PCR هاي حاصل با آزمونارزيابي گرديد. داده Chi-Square  وANOVA .مورد ارزيابي قرار گرفت 

 

  Baxهايژن ن: نتايج اين مطالعه نشان داد که ميزان تشكيل بلاستوسيست ثانويه و دژنراسيون بين سه گروه مطالعه تفاوت معني داري نداشت و ميزان بيانتایج

 بين سه گروه تفاوت معني داري نداشت.  ErbB4  وBcl2 و 

 

 و   Baxهاي بيان ژن ها نداشته و دريست تاثيري نامطلوبي بر ميزان تكوين جنينفرآيند انجماد و گرم کردن در مرحله هشت سلولي و بلاستوس گیری:نتیجه

Bcl2 وErbB4   .تاثير منفي ندارد 
 

  ای، بلاستوسیست، بیان ژن لانه گزینیانجماد شیشه کلمات کلیدی:

 

 

 مقدمه
هاي اي براي حفظ و نگه داري جنيناستفاده از انجماد شيشه

(. 1باشد )اضافي حاصل از لقاح آزمايشگاهي امري معمول مي

 ک محلولاي شدن ياي در واقع سخت شدن و شيشهانجماد شيشه

باشد، که در طي آن کريستال يخ تشكيل در اثر سرماي ناگهاني مي

اي از نظر وقت و هزينه مقرون به شود. تكنيک انجماد شيشهنمي

 (. 2صرفه بوده و نيازي به تجهيزات گران قيمت ندارد )

هاي اضافي را که در يک توان جنينبا استفاده از اين تكنيک، مي

آيد را فريز به دست مي  1IVFسيكل تحريک تخمک گذاري و 

هاي هاي ديگر به رحم انتقال داد تا تعداد سيكلنمود و در سيكل

                                                            
 

ها و قرار گرفتن تحريک دارويي به منظور جمع آوري تخمک

مريض در معرض دارو، کاهش يابد و از حاملگي چند قلويي 

ها از يک سيكل، جلوگيري شود. همچنين ذخيره کردن جنين

هاي خود را فاصله گذاري منطقي دهد که مريض حاملگياجازه مي

توان فرصت بارداري (. با استفاده از اين تكنيک مي4و  3، 1)کند 

ني يا راديو درماني آماده را براي بيماراني که براي شيمي درما

ها در اين زمينه، تلاش(. از زمان اولين 5نمود )شوند را حفظ مي

هاي بسياري از پستانداران فريز شده است. از جمله اين جنين

مقاله پژوهشی

  

1 In Vitro Fertilization  ،تربيت هنشگادا ،پزشكي معلو هنشكددا ،حيتشري معلو وهگر نویسنده مسئول: منصوره موحدین 

 Email: movahed.m@modares.ac.ir  02182883585. تلفن: انيرا ان،تهر رس،مد
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هاي موش اشاره داشت که در مراحل توان به جنينموارد مي

 (. 6فريز کردن هستند )مختلف تكويني قابل 

هاي انجمادي علي رغم دهد که به کارگيري روشنتايج نشان مي

ها در درمان افراد نابارور، به دليل اثرات نقش غير قابل انكار آن

تواند تاثيرات ضد يخ و تغييرات شديد برودتي و حرارتي مي

 (. 8و  7نامطلوبي بر فراساختار سلول دشته باشد )

ها، سرعت بالاي سرد کردن و غلظت بالاي ضد يخدر بعضي موارد 

هاي موش را هاي تخمکها و ميكروتوبولسازماندهي کروموزوم

دهد. دايمتيل سولفوکسيد، باعث اختلال در شبكه اکتين تغيير مي

شود که منجر به تاخير در تكوين جنين هاي موش ميدر تخمک

تواند ياي م(. همچنين انجماد شيشه11و  10، 9گردد )مي

هاي ها را کاهش داده و منجر به آسيبتوانايي زنده ماندن جنين

فيزيكي و شيميايي گردد و موجب راه اندازي پاسخ استرسي و 

(. در طول تكوين 14و  13، 12فعال شدن آبشار آپوپتوزي شود )

هاي ضد آپوپتوزي و آپوپتوزي مختلفي بيان هاي موش، ژنجنين

 (.15)شود مي

ريزي شده است. واژه مرگ آپوپتوز يک شكل از مرگ سلولي برنامه

و  ريزي شده براي توضيح حوادث پشت سرهمسلولي برنامه

رود که منجر به مرگ سلول طي مراحل هماهنگي به کار مي

 (.16)شود تكويني مي

يک   Bcl-2نقش دارند. در تنظيم آپوپتوز  Bcl-2اعضاي خانواده

الي برد در حباشد که بقاي سلول را پيش ميژن ضد آپوپتوزي مي

يک ژن پروآپوپتوزي بوده که منجر به پيشبرد مرگ   Baxکه

اي بر (. در اين مطالعه اثرات انجماد شيشه17گردد )سلولي مي

بيان اين دو ژن مورد بررسي قرار گرفته است. همچنين ژن 

ErbB4 ير در لانه گزيني نيز بررسي شده است. يک ژن درگ

در  ErbB4مطالعات نشان داده است که برهم کنش بين 

در اپيتليوم رحم، چسبندگي آغازين را  HB-EGFتروفواکتودرم و 

 (.18)کند واسطه گري مي

را بيان  ErbB4هاي قبل از لانه گزيني در موش، بلاستوسيست

باشد. در انسان و مي HB-EGFکنند. گيرنده محصول اين ژن، مي

، تكثير سلولي جنيني و خروج بلاستوسيست از HB-EGFموش 

( و برهم 18)کند تروفوبلاست را تحريک ميزونا پلوسيدا و رشد 

                                                            
2 Pregnant Mar´s Serum Gonadotropin 
3 Human Chorionic Gonadotropin  

گري اين دو، لانه گزيني را در انسان و موش واسطهکنش بين 

(. با توجه به مطالب بالا، در اين مطالعه سعي بر آن 19)کند مي

و لانه   Bcl-2, Baxهاي آپوپتوزينتكوين و بيان ژبوده است تا 

هاي هشت سلولي و اي جنينپس از انجماد شيشه ErbB4گزيني 

 بلاستوسيست مورد بررسي قرار گيرد.

 هامواد و روش
 نگهداری حیوانات

هفته  6-8با سن  NMRIدر اين مطالعه از موش سفيد نژاد 

استفاده شد. اين حيوانات آزمايشگاهي از موسسه پاستور کرج 

روز در خانه حيوانات در دانشگاه تربيت  10تهيه شدند و به مدت 

 22±2ساعت تاريكي و  12ساعت نور و  12مدرس در شرايط )

( نگه داري شدند. لازم به ذکر است که در حين  درجه سانتي گراد

انجام اين مطالعه کليه اصول اخلاقي کار با حيوانات بر اساس قانون 

در آمريكا به تصويب رسيده  2006حمايت از حيوانات که در سال 

 است مد نظر گرفته شد. 

 تحریک تخمک گذاری و جمع آوری جنین  

 PMSG2مللي واحد بين ال 5/7با تزريق داخل صفاقي 

(Intervert,Belgium و به دنبال آن پس از )ساعت با تزريق  48

( تحريک تخمک Pregnyl, Iran) HCG3واحد بين المللي  5/7

 HCGهاي ماده بلافاصله پس از تزريق گذاري صورت گرفت. موش

نر بالغ از  هايجهت جفت گيري به صورت يک به يک با موش

هفته در يک قفس قرار گرفتند. جهت  8-10همان نژاد با سن 

هاي ماده ار نظر اطمينان از وقوع جفت گيري، صبح روز بعد موش

هاي داراي پلاك واژن به وجود پلاك واژن بررسي شدند. موش

-8عنوان موش حامله انتخاب شدند. جهت به دست آوردن جنين 

ساعت پس از  60-62مله با گذشت هاي ماده حاسلولي از موش 5

ها هاي رحمي آنها قطع نخاع شدند و لولهموش HCGتزريق 

 با HTF  هاي محيطها بلافاصله در قطره(. لوله5خارج گرديد )

HEPES (Genocell, Iran حاوي )4سرم آلبومين انساني %10 

(Biotest,Germany قرار داده شد و سپس با تزريق مقداري از )

هاي رحمي توسط يک سرنگ انسولين به داخل لوله طهمين محي

cc1سلولي از لوله خارج  5-8هاي ، با سر سرنگ مخصوص جنين

هاي هشت سلولي به دست آمده به طور تصادفي به شدند. جنين

4 Human serum albumin 
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سه گروه کنترل، آزمون يک و آزمون دو تقسيم شدند. در گروه 

رم س %10حاوي  HTFهاي کشت عدد جنين در قطره 80کنترل 

روز تا مرحله بلاستوسيست ثانويه  3آلبومين انساني به مدت 

کشت داده شدند. در گروه آزمون يک، همين تعداد جنين، در 

روز  3مرحله هشت سلولي منجمد و گرم شده و سپس به مدت 

تا مرحله بلاستوسيست ثانويه کشت داده شدند. در نهايت در گروه 

ساعت تا مرحله  36 -30عدد جنين به مدت  80آزمون دو، 

عدد جنين زنده در  76بلاستوسيست اوليه کشت داده شدند. 

مرحله بلاستوسيست اوليه منجمد و گرم شده و سپس تا مرحله 

هاي بلاستوسيست ثانويه کشت داده شدند. ملاك انتخاب جنين

ش هاي با بيزنده تعداد بلاستومرهاي مرده بود، به طوري که جنين

 از مطالعه حذف گرديد.   بلاستومر مرده  % 50از

های هشت سلولی و ای جنینتکنیک انجماد شیشه 

 بلاستوسیست

ها، ازروش اي جنينبه منظور انجام انجماد شيشه

Kuwayama ( با استفاده از کرايولاكBiotech USA استفاده )

به محلول تعادل  هااي، جنين(. در مرحله انجماد شيشه1گرديد )

دقيقه در محلول تعادل باقي ماندند.  5-15منتقل شده و به مدت 

( و Sigma, Germanyاتيلن گليكول ) %5/7محلول تعادل حاوي 

( حل شده در Sigma, Germanyدي متيل سولفوکسيد ) % 5/7

HTF  ها به باشد. سپس جنينآلبومين انساني مي %10داراي

و به مدت يک دقيقه در آن باقي محلول انجمادي منتقل شده 

دي  %15اتيلن گليكول و  %15ماندند. محلول انجمادي حاوي 

( Sigma, Germanyمول بر ليتر ساکارز ) 5/0متيل سولفوکسيد و 

آلبومين انساني بود. در نهايت  %10داراي  HTFحل شده در 

ها بر روي کرايولاك منتقل شده و بلافاصله وارد نيتروژن جنين

 دند. مايع ش

هشت سلولی و  هایجنین تکنیک گرم کردن 

 بلاستوسیست

ها در طي اي، جنينپس از گذشت دو ساعت از انجماد شيشه

مرحله گرم شدند. پس از خارج کردن کرايولاك از نيتروژن  3

( فرو برده شد. C°37) مايع، بلافاصله در محلول ساکارز يک مول

به مدت يک دقيقه در قطره محلول ساکارز يک مول باقي  هاجنين

                                                            
5 Reverse Transcription 

 3مول انتقال يافت و به مدت  5/0ماند و سپس به محلول ساکارز 

 25/0دقيقه در اين محلول باقي ماند. سپس به محلول ساکارز 

دقيقه در اين محلول باقي ماند. در  3مول انتقال يافت و به مدت 

 6مول خارج شدند و در  25/0ها از محلول ساکارز نهايت جنين

قطره که از قبل انكوبه شده بودند، شسته و در محيط کشت  7تا 

HTF  بدونHEPES  .در انكوباتور قرار گرفتند 

  Real time PCRها با روش های مولکولی جنینبررسی 

از  ErbB4و  ,Bax Bcl2هاي براي بررسي ميزان بيان ژن

(Real time quantitative PCR (RT-qPCR  .استفاده گرديد

هاي تكوين يافته در هر سه گروه جمع آوري گرديدند و جنين

در نظر گرفته شد.  RNAها براي استخراج تعداد يكساني از جنين

ها با استفاده از کيازول کل جنين RNAبه اين ترتيب در ابتدا 

(Qiagen, Germeny استخراج شد و پس از تيمار با آنزيم )

DNase (GermanySigma,  با استفاده از آنزيم کپي برداري ،)

براساس کيت   cDNAتبديل شد. ساخت  cDNAبه  5معكوس

Fermentas ((Thermo scientific, USA  .انجام گرديد 

 cDNA  ساخته شده، با روشPCR-Real time 6  تكثير و

 PCRبا استفاده از  PCRهر واکنش مورد بررسي قرار گرفت. 

master mix (Applied Biosystems)  وSYBR Green  در

 ABI Step One (Applied Biosystems, Sequenceدستگاه 

Detection Systems.Foster City, CA)  طبق پروتكل شرکت

 سازنده انجام گرفت. 

 هايتوالي پرايمرهاي پيش رو و معكوس اختصاصي براي ژن

 . . طراحي گرديدOligo7مورد بررسي با استفاده از نرم افزار 

GAPDH  به عنوان ژن مرجع و توالي پرايمرهاي مورد استفاده در

سيكل براي  40ارائه شده است.  1شماره ين مطالعه در جدول ا

در نظر گرفته شد و دماهاي هر سيكل  Real-time PCRهر چرخه 

درجه سانتي گراد  60ثانيه،  15درجه سانتي گراد براي  94شامل 

ت هر منحني تكثير صحثانيه تنظيم شدند.  30براي 

(Amplification)  توسط منحنيMelting  و با استفاده از دماي

باشد، که براي محصول هر ژن اختصاصي مي  Meltاختصاصي

تاييد گرديد. ميزان بيان هر ژن هدف نسبت به ژن رفرنس با 

 محاسبه گرديد.  CT- 2 ∆∆استفاده از فرمول 

6 Polymerase Chain Reaction 
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 نتایج های آماریبررسی 

آماري نتايج حاصل از شمارش تجزيه و تحليل 

-Chiبا استفاده از آزمون  هاها و ميزان تكوين آنبلاستوسيست

square  هاي منجمد و گرم بلاستوسيستجهت ارزيابي ميزان بقا

انجام گرفت. جهت ارزيابي  هاي آزمايشي مختلفدر گروه شده

و آزمون  ANOVAآزمون ، از RT-qPCRهاي حاصل از داده

 SPSSآناليز آماري با نرم افزار استفاده گرديد.  Tukeyتكميلي 

(version 16.0, Chicago, IL, USA)  انجام گرفت و معني داري

ميانگين  به صورتها هدر نظر گرفته شد. داد ≥P  05/0 در سطح

نمونه آزمايش مختلف  3حاصل از ( Mean ± SDانحراف معيار ) ±

 .استارائه شده در هر نمونه آزمايش  جنين 25با 
 

 نتایج
د هاي آزمون يک )انجماميزان کلي تشكيل بلاستوسيست درگروه

در مرحله هشت سلولي( و آزمون دو )انجماد در مرحله 

بود که نسبت به گروه  % 5/87و  % 8/88بلاستوسيست( به ترتيب 

نتايج اين  <P). 05/0( تفاوت معني داري نداشت )% 5/92کنترل )

قسمت بيانگر آن بود که روش مورد استفاده براي انجماد 

 (.1سلولي و بلاستوسيست مناسب بود )شكل  8هاي مرحله جنين

هاي آزمون يک )انجماد در مرحله هشت ميزان دژنراسيون

سلولي( و آزمون دو )انجماد در مرحله بلاستوسيسست( و کنترل 

بود که تفاوت  %5/7و  %5/12، %2/11)غير انجمادي( به ترتيب 

(. 2ها از نظر آماري معني دار نبود )جدول مشاهده شده بين گروه  

هاي آزمون يک و دو )يک بار در گروه Baxميزان بيان ژن 

هاي تازه( تفاوت معني نسبت به گروه کنترل )جنين انجمادي(

اي در توان گفت که انجماد شيشه؛ لذا مي<P)05/0داري نداشت )

سلولي و بلاستوسيست منجر به تغيير معني دار  8هر دو مرحله 

 )القا کننده آپوپتوز( نشد. Baxدر بيان ژن پروآپوپتوزي 

هاي آزمون يک و دو )يک بار در گروه Bcl-2ميزان بيان ژن 

هاي تازه( تفاوت معني انجمادي( نسبت به گروه کنترل )جنين

مورد مطالعههاي توالي پرايمرهاي پيش رو و معكوس اختصاصي براي ژن :1جدول   

Tm Code number Length Primer sequence Gene 

80 NM_001289726.1 125 FOR:5´-GACTTCAACAGCAACTCCCAC-3´ 

REV:5´- TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3´ GAPDH 

83.5 XM_006540584.1 161 FOR:5´- CGGCGAATTGGAGATGAACTG-3´ 

REV:5´-GCAAAGTAGAAGAGGGCAA-3´ 
Bax 

84 NM_009741.1 239 
FOR:5´- ACCGTCGTGACTTCGCAGAG -3´ 

REV:5´- GGTGTGCAGATGCCGGTTCA -3´ 
Bcl2 

76.5 XM_006536907.1 103 FOR:5´-TACGAGCCTGCCCAAGTTC- 3′ 

REV:5´- GTGCCGATTCCATCACATCCT- 3′ 
ErbB4 

 

 

 

 .(C) ( و بلاستوسيت منجمد و گرم شدهB(، منجمد و گرم شده )Aسلولي منجمد نشده ) 8هاي جنين: 1شکل 

 
A B C 

× 200 × 200 × 200 
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اي توان گفت که انجماد شيشه؛ لذا مي< P)05/0داري نداشت )

ت منجر به تغيير معني سلولي و بلاستوسيس 8در هر دو مرحله 

 نشد. Bcl2دار در بيان ژن آنتي آپوپتوزي 

هاي آزمون يک و دو )يک بار در گروه ErbB4ميزان بيان ژن 

هاي تازه( تفاوت معني انجمادي( نسبت به گروه کنترل )جنين

اي توان گفت که انجماد شيشه؛ لذا مي< P)05/0داري نداشت )

بلاستوسيست منجر به تغيير معني سلولي و  8در هر دو مرحله 

  نشد. ErbB4دار در بيان ژن لانه گزيني 

 گیرینتیجهبحث و 
توان به طور موثر در مراحل مختلف هاي موش را ميجنين

تكويني منجمد نمود. برخي از محققين مراحل مختلف تكوين 

کنند و قيد مياند اي بي تاثير دانستهجنيني را در انجماد شيشه

ميزان کلي تشكيل بلاستوسيست و دژنراسيون :2جدول  

 میزان کلی دژنراسیون میزان کلی تشکیل بلاستوسیست گروه

(سلولي منجمد نشده 8هاي جنين) کنترل  5/92  5/7  

(سلولي منجمد شده 8هاي جنينآزمون يک )  8/88  2/11  

(هاي بلاستوسيست منجمد شدهجنينآزمون دو )  5/87  5/12  

 

 

 

 
 

هاي مورد مطالعه. نتايج به دست آمده در هر ژن با استفاده از ژن مرجع نرماليزه و با گروه هاي آپوپتوزي و لانه گزيني در گروهالگوي بيان نسبي ژن :1نمودار 

سلولي منجمد نشده، گروه  8هاي تكرار به دست آمده است. گروه کنترل: جنين 3( و از SDانحراف معيار ) ±کنترل کاليبره شده است. اعداد به صورت ميانگين 

 هاي بلاستوسيست منجمد شده: جنين2سلولي منجمد شده، گروه آزمون  8هاي : جنين1آزمون 
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هاي مراحل که تفاوت معني داري بين درصد زنده ماندن جنين

اي ديگر اما عده. (20مختلف پس از گرم کردن وجود ندارد )

ند کناي توصيه ميمرحله تكويني خاصي را براي انجماد شيشه

 (.22و  21، 6)

با توجه به اختلاف نظر در مورد مرحله تكويني جنين در 

اي در دو ، در مطالعه حاضر اثر انجماد شيشهايانجماد شيشه

 مرحله )هشت سلولي و بلاستوسيست( با يكديگر مقايسه شد. 

بر طبق نتايج مطالعه حاضر، ميزان کلي تشكيل بلاستوسيست 

بين دو گروه آزمون يک و آزمون دو تفاوت معني داري نداشت؛ 

ر کدام اي را در هتوان انجماد شيشهلذا براساس اين مطالعه، مي

سلولي يا بلاستوسيست انجام داد. در مطالعه حاضر از  8از مراحل 

اي استفاده گرديد، که کرايو لاك به منظور انجام انجماد شيشه

ها شد و لذا اين روش، روشي منجر به ميزان بالايي از تكوين جنين

اي باشد. در مطالعات مختلفي اثر انجماد شيشهکارآمد و موثر مي

مختلف بر مرحله تكويني جنين ارزيابي شده است.  هايبا روش

هاي نيز نشان داد که جنين 2009در سال  Zangنتايج مطالعات 

سلولي بعد از گرم کردن ظاهري  8و  4، 2منجمد شده در مرحله 

هاي منجمد شده در مراحل طبيعي داشتند. ميزان بقاي جنين

اري در ميان بود و تفاوت معني د %7/96مختلف بعد از گرم کردن 

سلولي وجود نداشت. اما ميزان تشكيل  8و  4، 2مراحل 

سلولي نسبت به مرحله  8بلاستوسيست و خروج از زونا در مرحله 

سلولي بالاتر بود. تفاوت مشاهده شده در ميزان تشكيل  4و  2

توان به نوع روش مورد استفاده بلاستوسيست در دو مطالعه را مي

(. 6اي نسبت داد )ي انجماد شيشهو مرحله تكويني جنين برا

Dahi  هاي موش را در مراحل جنين 2009و همكاران در سال

اي اي قطرهسلولي و مورولا با روش انجماد شيشه 2پيش هسته، 

ها نشان داد که ميزان تكوين در منجمد کردند. نتايج مطالعات آن

پيش هسته و دو  هايهاي منجمد شده در مرحله جنينجنين

بود. در  ترسلولي نسبت به گروه کنترل به طور معني داري پايين

حالي که در مرحله مورولا تفاوت معني داري بين دوگروه انجمادي 

توان به روش مورد علت تفاوت را ميو کنترل وجود نداشت 

ها نسبت داد به اي و غلظت ضد يخاستفاده براي انجماد شيشه

اي اي قطرهاز روش انجماد شيشه Dahiعه طوري که در مطال

اي استفاده گرديد در حالي که در مطالعه حاضر انجماد شيشه

با استفاده از کرايولاك انجام   Kuwayamaها بر اساس روشجنين

و  Sanches – Osorio(. در مطالعه ديگري که توسط 23)گرديد 

سلولي، مورولا و  4-2هاي همكاران انجام شد، جنين

منجمد شدند.   superfine OPS ستوسيست خوك با روشبلا

نتايج به دست آمده برخلاف مطالعه حاضر نشان داد که انجماد 

در ميزان  اي با روش مذکور  منجر به کاهش معني داريشيشه

هاي سلولي در مقايسه با جنين 4-2هاي بقا و تكوين در جنين

مطالعه . تفاوت مشاهده شده مورولا و بلاستوسيست گرديد

Sanches – Osorio  و همكاران با نتايج مطالعه حاضر را شايد

بتوان به دليل استفاده از دو روش انجمادي متفاوت و دو گونه 

هاي مورولا و بلاستوسيست اوليه (. جنين24) مختلف ذکر کرد

و همكاران منجمد شدند و مشخص گرديد که  Sunنيز توسط 

 ت اوليه منجمد شده مشابه باميزان تكوين در مورولا بلاستوسيس

هاي انساني در مرحله (. انجماد جنين20گروه کنترل بود )

ها بلاستوسيست نيز منجر به زنده ماندن تعداد زيادي از جنين

(. 25)و همكاران به آن پرداخته شد  Cohenگرديد که در مطالعه 

و همكاران گزارش کردند که با استفاده از  Miyakدر حالي که 

به دليل  هااي ميزان حيات بلاستوسيستروش انجماد شيشه

(. مغايرت نتايج 21يابد )وسيع شدن حفره بلاستوسل کاهش مي

هاي گوناگون استفاده شده براي توان به روشگزارش شده را مي

اي، ميزان غلظت ضد يخ مورد استفاده و نوع گونه انجماد شيشه

 نسبت داد. 

 ErbB4و   Bcl-2, Baxهاي در ادامه مطالعه الگوي بيان ژن

هاي درگير نجمد شده بررسي گرديد. در ميان ژنهاي مدر جنين

نقش مهمي در تنظيم   Bcl-2هاي اعضاي خانوادهدر آپوپتوز، ژن

باشد که بقاي يک ژن ضد آپوپتوزي مي  Bcl-2آپوپتوز دارند.

يک ژن پروآپوپتوزي بوده   Baxبرد در حالي کهسلول را پيش مي

يسم يک مكان گردد. آپوپتوزکه منجر به پيشبرد مرگ سلولي مي

باشد؛ لذا ها ميدژنره شدن اووسيت و قطعه قطعه شدن جنين

اشد. در بها مرتبط با آپوپتوز ميکاهش پتانسيل تكويني جنين

و آنتي آپوپتوزي  Baxمطالعه حاضر ميزان بيان ژن پروآپوپتوزي 

Bcl-2 هاي انجمادي نسبت به گروه غيرانجمادي تفاوت در گروه

ها در . از طرفي ميزان تكوين جنينمعني داري نشان نداد

هاي گروه کنترل هاي انجمادي تفاوت معني داري با جنينگروه

اي با نداشت. مطالعات گوناگوني در مورد اثر انجماد شيشه
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هاي مختلف انجمادي بر ميزان آپوپتوز صورت گرفته است روش

د انجماتوان به مطالعه رجايي و همكاران در مورد اثر از جمله مي

تايج ش اشاره کرد. نميزان آپوپتوز در بلاستوسيست موبر  ايشهشي

 هايبلاستوسيست ميزان آپوپتوز دراين مطالعه نشان داد که 

ساعت کشت داده  2به مدت گرم کردنمنجمد شده که پس از 

ور طه ب ،هاي منجمد نشدهنسبت به بلاستوسيست ه بودند،شد

ر خلاف مطالعه حاضر (. اين نتايج ب8) معني داري بيشتر بود

با استفاده از  Kuwayamaاي با روش باشد که انجماد شيشهمي

. اين گرددهاي آپوپتوزي نميکرايولاك منجر به تغيير در بيان ژن

تواند به دليل تفاوت در روش انجمادي باشد. اختلاف در نتايج مي

هاي بلاستوسيست را با استفاده از روش رجايي و همكاران جنين

منجمد کردند، در حالي که در مطالعه حاضر  Zhuئه شده توسط اراِ

با استفاده از کرايولاك استفاده گرديد.  Kuwayamaاز روش 

هاي در گروه ErbB4همچنين ميزان بيان ژن لانه گزيني 

انجمادي نسبت به گروه غير انجمادي تفاوت معني داري نشان 

يک ژن مهم  ErbB4نداد. بررسي مطالعات گوناگون نشان داد که 

(؛ لذا بررسي 27و  26باشد )درگير درلانه گزيني موش و انسان مي

اشد. ببيان ژن مذکور در موش قابل تعميم به موارد انساني نيز مي

تواند بر محتواي مولكولي از آن جائي که فرآيند انجماد مي

ها را تحت تاثير قرار دهد و ها تاثير گذارد و ميزان بيان ژنجنين

به اين که تاکنون مطالعه مشخصي در زمينه بررسي مولكولي  نظر

اي انجام نگرفته است، در اين پس از انجماد شيشه ErbB4ژن 

مطالعه اين ژن مورد بررسي قرار گرفت. مطابق با نتايج حاصله، 

هاي منجمد شده در مرحله در جنين ErbB4ميزان بيان ژن 

اي غير هبا جنين هشت سلولي و بلاستوسيست تفاوت معني داري

اي با روش توان گفت که انجماد شيشهمنجمد نداشت؛ لذا مي

 ندارد.  ErbB4کرايولاك اثر سوئي بر بيان ژن لانه گزيني 

تنها فاکتور دخيل در لانه  ErbB4البته قابل ذکر است که  

و  L-selectinباشد. به خصوص در انسان سيستم گزيني نمي

د؛ لذا با باشها نيز در لانه گزيني دخيل مياينتگرينها و تروفونين

توان به طور کامل در مورد ميزان لانه گزيني  بررسي يک ژن نمي

 گيري کرد.  نتيجه

اي، روش جايگزين موثري جهت انجماد جنين انجماد شيشه

باشد. مزيت منحصر به فرد انجماد در مراحل مختلف تكوين مي

كانيكي ايجاد شده به وسيله هاي ماي، حذف آسيبشيشه

هاي يخ خارج سلولي و داخل سلولي و کاهش گيري کريستالشكل

باشد. لازم به ذکر آسيب سرما با کاهش مدت زمان در معرض مي

است که استفاده از کرايولاك تاثيري نامطلوبي بر ميزان تكوين 

 و ژن لانه گزيني Bcl2 و   Baxهاي آپوپتوزيها و بيان ژنجنين

ErbB4  ندارد؛ لذا روش مورد استفاده روش مناسبي بوده است. با

هاي درگير هاي مورد استفاده در اين مطالعه تنها ژناين حال ژن

در آپوپتوز و لانه گزيني نبوده و لازم است که مطالعه بر روي 

هاي ديگر مرتبط با  فرايند آپوپتوز و لانه گزيني در موش و ژن

 طالعه قرار گيرد. ها مورد منيز ساير گونه

 تشکر و قدردانی

اين  مقاله مستخرج از پايان نامه کارشناسي ارشد رشته علوم 

تشريح دانشكده علوم پزشكي است و با حمايت مالي دانشگاه 

دانند تا تربيت مدرس انجام شده است. محققين بر خود لازم مي

از زحمات جناب آقاي شهرام پوربيرانوند به دليل مساعدت در 

 ش مولكولي تشكر نمايند. بخ

 تعارض منافع
 نويسندگان هيچ گونه تعارض منافعي را اعلام نكرده اند.
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Abstract 

Background & Objective: In recent years, more attention has been devoted to herbal medicines. Up to now, many 

compounds with therapeutic effects has been extracted from the herbs. The aim of this study is to evaluate the antioxidant 

and the antimicrobial effect of Rumex Alveollatus L. and to partially identify the effective compounds in this plant. 

Materials & Methods: Extraction was performed by using maceration method for dried flower sample. Then, the 

antimicrobial effect of aqueous and ethanolic extracts on eight bacterial sp. and two fungi were tested using disc diffusion 

method. The antioxidant effect was also determined through ferric reducing potency and phosphomolybdenum followed 

by total phenol determination. Finally, partial detection of bioactive compounds was conducted using chemical and 

calorimetric methods. 

 

Results: The results showed that ethanolic extract had the most antimicrobial effect; while aqueous extract weakly 

affected bacterial and fungal strains. Antioxidant experiments also revealed that ethanol extract had more antioxidant 

effects than aqueous extract. The most content of total phenolic compounds was found in ethanol extract. The results of 

the plant chemical determination showed the presence of flavonoids, alkaloids, anthraquinones, tannins, glycosides, and 

reducing sugars. 

 

Conclusion:  Considering that few reports about the therapeutic effect of Rumex alveollatus L. has been published, this 

study could be considered as a valuable report about the important role of this plant on preventing infections and 

neutralizing oxidant agents.      

 

Keywords: Rumex alveollatus L, Antioxidant effect, Antimicrobial effect, Aqueous extract, Ethanol extract 
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