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   الأبقار المنتجة مخبرياًجنةلأ الأمثل  البرودةيواقد تحدي

  
  )3( ومروان الحلبي)2( وسليمان سلهب)1(حسان أحمد مهدي

  الملخص
مـة للبحـوث    الهيئـة العا ، إدارة بحوث الثروة الحيوانية،في مخبر التقانات الحيوية   دراسة  أجريت ال 

طريقـة التجميـد    ب  الأبقار المنتجة مخبرياً   تجميد أجنة  ل  الأمثل البرودة يواقتحديد   هدفب العلمية الزراعية 
 ـ،  %10 الغليـسرول  اسـتعمل  .أو الـسريع  ) يءالبط(التقليدية   % DMSO 10و،  %10ول  دوالبروباني

والبروبانيـدول  % 20الغليـسرول بتركيـز   استعمل كما . البطيء في طريقة التجميد    كواقيات من البرودة  
في محلول الــ     ،اً بقري اًسيروم% 20+  %20الغليسرول بتركيز   و اً بقري اًسيروم% 20+  %20بتركيز  

M-PBS    نتائج  أن الغليسرول   الأظهرت   . السريع  التجميد طريقةلتجميد الأجنة ب   مـن   واقأفـضل   تعد 
البروبانيـدول والــ   ب مقارنةً نسبة للأجنة الحية بعد التجميد والإذابة) P>0.05(لى أعطى أعإذ ،  البرودة

DMSO      وكانت نسبة الأجنة الحية والـصالحة      بالطريقة العادية   المنتجة مخبرياً   عند تجميد أجنة الأبقار
< P( بالتتـالي  2.17 ±33.61و 2.82±38.73 مـع     مقارنـةً  2.38± 52.38للنقل بعد الإذابة مباشرةً     

% M-PBS +20(في وسط التجميد    %) 20والبروبانيدول  % 20الغليسرول  ( كما أعطى الخليط     .)0.05
CS(    معدلات بقاء للأجنة أعلى ،) P >0.05(    20 من الغليسرول %)49.01 مقارنةً مـع   1.23 ±54.65 
 ليـة أن  الحايستنتج مـن الدراسـة       .Vitrificationفي طريقة التجميد السريع     ) اليتعلى الت ، ±2.27

  الأبقار المنتجة فـي المختبـر       في تجميد أجنة   البطيءميد  بطريقة التج % 10الغليسرول بتركيز   استعمال  
 بعـد  معدلات بقاء للأجنةأنتج %) 20و البروبانيدول % 20الغليسرول  ( الخليط   وأن. أعطى أفضل النتائج  

   . vitrificationميد السريعة في طريقة التج% 20 أعلى من الغليسرول التجميد والإذابة
      

 ،الغليـسرول ، يقة السريعة التجميد بالطر ، يئةالبطالتجميد بالطريقة   : الكلمات المفتاحية 
ــدول ــت ، البروبانيـ ــسيد الكبريـ ــل أوكـ ــائي ميتيـ  ثنـ

Dimethylsolfoxide) DMSO( ،معدل بقاء الأجنة.  
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Determination of the best cryoprotectant for 

embryo freezing produced in vitro 
 
 

Muhdi, H. A.  )1( ; S. A. Salhab )2(  and M. Halaby )3(  

ABSTRACT 
This study was carried out in biotechnology laboratory, Animal Wealth 

Research Administration, General Commission for Agricultural Research. The 
aim of study was determine the best cryoprotectant for freezing of cattle 
embryos produced in vitro, and the survival rate of frozen-thawed embryos. 
We used different cryoprotectants (Glycerol 10%, Propanidiol 10%, DMSO 
10%) for freezing the embryos in slow freezing method. And the mix (20% Gly, 
20% Proh) in freezing medium (M-PBS + 20% CS) for freezing the embryos 
with vitrification. 

It showed that glycerol 10% produced higher percentage (P< 0.05) of 
survival rate for embryos frozen-thawed by conventional freezing method 
comparing with 1, 2 propanidiol 10% and DMSO 10%, (52.38±2.38 vs. 
38.73±2.82, 33.61±2.17 respectively). And the mix (20% Gly, 20% PROH) in 
freezing medium (M-PBS + 20% CS) produced higher survival rates (P< 0.05) 
than 20% Gly (54.65±1.23 vs. 49.01±2.27, respectively) in vitrification method. 

In conclusion, Glycerol at concentration 10% was considered the best 
cryoprotectant in freezing bovine embryos by using slow freezing method. And 
the mix (20% Gly, 20% Proh) produced higher survival rates (P< 0.05) than 
20% Gly in vitrification method. 

 
Key words: Vitrification, Freezing, Glycerol, Propanidiol, DMSO, 

Survival rate. 
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  المقدمة
 ـ    التجميـد العميـق     اسـتخدام ببـشكل روتينـي      ات الثدييـة  تحفظ الأجنة عند الكائن

)Kuwayama ،2005.(       ًإمـا بتـشكيل   ، للأجنةكبيرة  لكن عملية التجميد تسبب أضرارا
 اما يرافقه حدوث ظاهرة التجفاف و    داخل الخلايا و    الأملاح بللورات ثلجية أو زيادة تركيز    

؛ Patterson ،2002( الماء من الخلايا خلال عملية التجميـد        من تغيرات تؤدي إلى نزع    
Hyttel1986،  وزملاؤه.(  
 slow freezing   أو التجميد البطـيء ة التقليديطريقةال:  الأجنةتجميدطريقتان ل هناك

 مختلفـة   اًأضرارالتجميد البطيء   حدث   يvitrification.  خرى طريقة التجميد السريع   والأ
حـدث أضـراراً مختلفـة لقنـوات     تشكل بلورات ثلجية داخلية وخارجية تُ     ت حيث، للأجنة

 المتقدرات الحيويـة  في أغلفة   و ،)Trophoblast) Tb  المغذية الاتصال بين خلايا الطبقة   
أضـرار  و، تكـسر الغـلاف الـشفيف     و، الأغشية والبلاسـما النوويـة    في  و، هاوأعراف

تـراكم  و،  الحية بعد إزالة التجميـد     لي للخلايا وهذا يقود لانخفاض العدد الك    . سيتوبلاسمية
. )2001،  وزمـلاؤه  kaidi (وموت خلايا الكتلة الداخلية   ، البقايا الخلوية في الفراغ المحي    

تبريد عالي السرعة باستخدام تراكيز مرتفعة      ) (vitrification(استخدمت طريقة التجفيد    و
ظاهرة لتجميد الأجنة وللتغلب على      )التي تترافق مع معدل تبريد عالٍ      واقيات البرودة من  

 Massip(ثلجيـة  البللـورات  التـشكيل  تمنـع  قلة حيوية الأجنة بعد عملية التجميد حيث       
  ).1995، وزملاؤه

 Neronov (مثـل الغليـسرول  ، لأجنةل واقيات من البرودةتستخدم العديد من المواد ك  
 2، 1، يكـول ايثلـين غل  ، )DMSO(داي ميثيل سـولف أوكـسيد       ، )2005وزملاؤه،  

نفـوذة  : نـوعين  فيواقيات البرودة   تصنف   كما   .فركتوز، لاكتوز، سكروز، لوبروبانيد
 . البروبانيدل 2، 1ايثلين غليكول و   و DMSOرول و يمثل الغليس ) تدخل إلى خلايا الأجنة   (
 ،JLTA (مثل السكروز واللاكتـوز والغلوكـوز     ) لاتدخل إلى خلايا الأجنة   (غير نفوذة   و

 من الآثـار الـضارة المرافقـة    ة الأجنة تستخدم لحماي و   ).2009،  وزملاؤه Ali؛  1995
 ـ            للتجميد  نإ، لكنها تسبب ضرراً خلوياً للأجنة من خلال الصدمة الحلولية، ولهذا السبب ف

فـي  أوساط تجميد الأجنة ثم تزال بعد انتهاء عملية التجميـد           إلى  واقيات البرودة تضاف    
  .)2001، ملاؤه وزKaidi(خطوات متعاقبة 

 تجميد أجنة  فيDMSOالغليسرول والـ ) Chupin) 1982 و Bouyssouاستخدم 
  بعـد  DMSO الــ  مقارنةً معمعدل بقاء للأجنة   أفضل  أعطى الغليسرول   حيث  الأبقار  

) Aoyagi) 1996اسـتخدم    و . ساعة في الحاضنة   24مدة  المذابة  تنمية الأجنة المجمدة و   
حصل على نسبة   ، و %10البروبانيدول بنسبة   و% 10سبة   مع الغليسرول بن   PBSالوسط  

اسـتخدم  و. البروبانيـدل ب أعلى في الغليسرول مقارنـةً       بقاء للأجنة بعد التجميد والإذابة    
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Emiliani   نسبة  تكان و ، مولاً 1.5 والغليسرول    مولاً 1.5البروبانيدول  ) 2000( وزملاؤه
اسـتخدامهم وسـط    إلى   نظراً   لبروبانيدول،متقاربة مع ا  في الغليسرول   البقاء حية للأجنة    

 وحـصل %. BSA 0.5المزود بالألبومين البقري mHepes buffered EBBS التجميد 
Kaidi   عند استخدامهم الغليـسرول     عاليةعلى معدل بقاء الأجنة حية      ) 2001( وزملاؤه 
 Embryo transfer freezingالوسـط   في)  مول سكروز0.25 +  مولا1.36ً( بتركيز

medium) ETF ،Sigma(. 
بعد التجميد بالطريقة الـسريعة     % 100على معدل بقاء للأجنة     ) Tan) 2004حصل  

 Fryوحـصل  . بروبانيـدول % 15 +ايثلـين غليكـول  % 15 استخدم وسط التجميد  نحي
باسـتخدام طريقـة    % 90على نسبة بقاء للأجنة بعد التجميد والإذابة        ) 2003(وزملاؤه  

Cryologic Vitrification Method) CVM (  حيث جمدت الأجنة على سطح صـلب
 .م°196-يحتوي السائل الآزوتي 

 ونسب تحررها من غـلاف الزونـا   survival rateحية التنخفض نسبة بقاء الأجنة 
)Hatching rate (ويمكن ، ساعة72مدة مدة والمذابة في الحاضنة بعد زرع الأجنة المج 

 عن انخفاض في عدد الخلايا      اًحرر من غلاف الزونا ناتج    أن يكون الانخفاض في نسبة الت     
 ساعة من الـزرع فـي الحاضـنة         72أو   48لمجمدة والمذابة بعد    الملاحظ عند الأجنة ا   

)Montag كما يمكـن أن يكـون الـسبب هـو المـوت الخلـوي              ). 2000،  وزملاؤه
)Necrosis (   هخلال التجميد أو بعد) Kaidi  ب  أن يكـون سـب     أو). 2001،  وزمـلاؤه

 Takagi(انقسام الخلايـا الجنينيـة بعـد التجميـد      تباطؤ    عن اًانخفاض عدد الخلايا ناتج   
  ).1996، وزملاؤه

 Glycero بالطريقـة الـسريعة    يـد مأن وسط التج  ) 2005( وزملاؤه   Shojiroأشار  
 مول سكروز فـي وسـط       0.3و، يثلين غليكول إ% 20و، غليسرول% 20والمؤلف من   

DPBS     داي % 20و، يثلـين غليكـول   إ% 20المؤلف من   جميد  وسط الت كان أفضل من
وجدوا و ،)TCM-199سيروم الأبقار في الوسط     % 20و، DMSOميثيل سولف أوكسيد    

 أن أجنة الأبقار المنتجة في المخبر والمجمدة بطريقة التجميد السريع مع أداة مؤلفـة مـن         
طريقـة  بارنـة   مق تعطي معدلات بقاء للأجنة أعلـى     للحفاظ عليها  كيس بلاستيكي صغير  

 العروة البلاستيكية أن استخدام طريقة    ) 2006( وزملاؤه   Shojiroأشار و .عاديةيد ال جمالت
الأجنـة المجمـدة    ب مقارنـةً     بالطريقة السريعة  دةمالمج للأجنة    أعلى معدلات بقاء أعطت  

 أن طريقة التجميـد الـسريع       )2005( وزملاؤه   Mousa أشار .بطريقة التجميد البطيء  
 أن هـا تجميدها تسمح لولتحميل الأجنة ) Open pulled straw) OPS  قشاتامباستخد

  .كما تقلل الآثار الضارة للتجميد، تمر بسرعة عبر نطاقات درجات الحرارة الحرجة
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  بالنـسبة للأجنـة      من الخلايا  قلأ اً عدد يءالبطالتجميد   بطريقة   دةتحتوي الأجنة المجم 
 ـقـد  و. الإذابة و الـزرع  بعد عدة أيام منالمجمدة بطريقة التجميد السريع     سـبب  زيع 

إلـى   يد بعد التجم  )Trophoblast )Tb يةمغذالانخفاض الملحوظ في عدد خلايا الطبقة ال      
 نفـوذ  لأن   ICM حساسة للتجميد أكثر من كتلة الخلايا الداخليـة          المغذية طبقة الخلايا    أن

ات الثلجية الناتجة عن عملية التجميـد   ربما يزيد قابليتها لتشكيل البلور Tbالماء إلى خلايا    
)Kaidi 2001،  وزملاؤه (   في حين أشار Renard) 1985 (العديد من خلايا     تخرب أن 

 بعد  ICMكتلة الخلايا الداخلية    يكون مساوياً لعدد الخلايا المتحللة من        Tb المغذيةالطبقة  
لاحظ وقد . In vivoسمعلى أجنة الأبقار المنتجة داخل الج  ساعة من التجميد والإذابة12

Iwasaki   في عدد الخلايا الجنينية الكلي وموت خلايـا الكتلـة       اًنقصان) 1994( وزملاؤه 
  . بعد عملية التجميدICMالجنينية الداخلية 

  إلـى  تهـدف هذه الدراسة   فإن  ، عدم وجود دراسات محلية في هذا المجال      إلى  نظراً  و
بعـد  مها شـكلياً  يوتقي، لأبقار المنتجة مخبرياًأجنة ا في تجميد  الأفضل  البرودة واقيتحديد  

  . باستخدام طريقتي التجميد البطيء والسريعالإذابة مباشرة
  مواد البحث وطرائقه

 الهيئـة   – إدارة بحوث الثروة الحيوانية      –في مخبر التقانات الحيوية     دراسة  أجريت ال 
  :2010حتى  2008الممتدة من خلال المدة  وذلك العامة للبحوث العلمية الزراعية

  : الأجنة مخبرياًإنتاج
داكنة ومنتظمة ومتجانسة ومحاطة كلياً بخلايا       ا ذات سيتوبلاسم   بويضة 1195 تمعج 

 في الوسـط    اتبويضال وضعت   .اً من المسلخ   مبيض 162 من   ركامية متراصة ومتجانسة  
TCM هرمون    إليه ضافلم ا FSH   البقـري مـصل وال، )مل/ة دولية وحد 0.05(بتركيز  
) Innova Co48 ،UK( ساعة في الحاضنة 24مدة  )C8056 ،Sigma (%10 بتركيز
  .وفي جو رطب% 5بتركيز  CO2غاز ب  مزودةو°  م39 تها الداخليةحراردرجة 
 المـزود   TALP الإخـصاب  ساعة إلـى وسـط       24قلت البويضات الناضجة بعد     نُ

استخدمت قـشات مجمـدة مـن أجـل          . ساعة 18مدة   )مل/ ميكروغرام 10( بالهيبارين
من السائل المنوي المجمد فـي كـل     مل   0.25 قشات   أذيبت أربع .  في المختبر  الإخصاب

البويـضات الناضـجة    وضعتثم . Swim upرت النطاف بطريقة التعويم ضحو ،تجربة
تين   للإخصاب بعد غسيلها مر     TALP من الوسط    اً ميكرولتر 250 بويضة في    )15-20(

  بتري  من طبق  حفرة الجرعة المحسوبة للنطاف في كل       ت وضع TCM-199.في الوسط   
 تركيز نهائي للنطـاف   الحصول على  حتى   )اً ميكرولتر 250(التي تحتوي على البويضات     

 ساعة في حاضنة    18مدة  البويضات مع النطاف     توترك). مل/ نطفة   6 10 × 1(مقداره  
CO2 5 % خصابة بهدف الإبورطمشبع بال في جو°  م39في درجة حرارة.  
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 %5 بنسبة    البقري  السيروم مضاف إليه  ال SOFالوسط  ى  إلنقلت البويضات المخصبة    
)Sigma ،C8056( ،    ووضعت في حاضنةCO2   مدة سبعة  °  م 39حرارتها  % 5 بتركيز

وجـرى  ). Blastocyst(الأرومة الأولية    إلى مرحلة من أجل متابعة التطور الجنيني      أيام  
 ـ152 والتجميـد البطـيء   بطريقـة  اً جنين63 منها دم جاً جنين 215 على   ولالحص  اً جنين

  .بطريقة التجميد السريع
  :طريقة التجميد البطيء. 1
 Dimethyl %10 أو ،غليسرول% M-PBS + 10(تحضير وسط التجميد  .1. 1

Sulpha Oxide،DMSOلبروبانيدولا% 10، أو(:  
لتـر  /لـغ  م PBS ()Sigma ،P5493(  36( الفوسفات الـواقي  محلول  إلى  أُضيف  

-M  المعـدل  PBS وسط(لتر بنسلين   /لغ م 33و، لتر غلوكوز / غ 1الصوديوم و  بيروفات
PBS .(مل من الوسط     80أخذ   ثم M-PBS   مل من السيروم البقـري     20 إليها وأضيف  

)JLTA ،1995( .  فلترة الوسط   جرتM-PBS    مـل مـن الـسيروم       20 المضاف إليه 
  . ميكرومتر ثم قسم إلى عشرة أنابيب0.22 فلتر بواسطة

 )اً بقرياًسيروم% M-PBS + 20( مل من الوسط  9 الأنبوب الذي يحتوي     ضيف إلى أ
 ـو. من الغليسرول % 10 للحصول على نسبة      مل من الغليسرول   1 ضر البروبانيـدول   ح

 %10بالطريقة نفسها للحصول على تركيز قـدره         DMSOوالداي ميثيل سولف أوكسيد     
DMSO بروبانيدول% 10 أو.  

 مول مـن    1 وحضر). %10 ،%6.7 ،%3.3(  من الغليسرول  كيزا تر  ثلاثة حضرت
 مل بواسـطة الوسـط   100كمل الحجم إلى استغ من السكروز ثم 34.23 بإذابة   السكروز

M-PBS.  كماحمـول   0.3+ غليسرول   % 6 ( تراكيز مختلفة من محلول الإذابة     ترض 
 ـ، ) مول سـكروز 0.3 ، مول سكروز0.3+ غليسرول % 3،  كروزس حمحاليـل  ترض 

طريقـة تحـضير   ب DMSOالتجميد والإذابة للبروبانيدول والداي ميثيل سولف أوكـسيد         
  .)JLTA ،1995(حسب المرجع   نفسهاالغليسرول

  :خطوات تجميد الأجنة .2. 1
واقيات مـن   ك DMSOأو، ولأو البروباني ، التجميد باستخدام الغليسرول  أجريت عملية   

 ،خـصاب الإ أيام بعـد  7 بعمر  اً جنين 63 دم ج حيثكررت التجربة ثلاث مرات     . البرودة
أو ، )n=18(% 10بروبانيدول  أو  ، )n=21(% 10ووضعت في وسط التجميد غليسرول      

DMSO 10 %)n=24( .       دقائق في وسط دة عشرمبقيت الأجنة في درجة حرارة الغرفة 
 إلـى نقلـت   ثم   %.20السيروم البقري بنسبة    المضاف إليه    M-PBSلوسط  التجميد في ا  

ثم لكل تركيز،    دقائق   5مدة  غليسرول  % 6.7، %3.3 واقيات البرودة تراكيز مختلفة من    
، بروبانيـدول % 10 أو، غليسرول% 10(  التركيز النهائي لكل مجموعة    نقلت الأجنة إلى  
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أغلقـت  و . مل مع وسط التجميد    0.25 اتجنة في قش  الأ تعبئة جرت). DMSO% 10أو
  .)1 الصورة (لبرودة ايواقعلمت القشات حسب ، بعد تعبئتها بالأجنة حرارياًالقشات 

 

    
  تعبئة الأجنة في القشات) 1(الصورة 

 ، Nicool M 521 ،IMV(جمدت الأجنـة باسـتخدام جهـاز التجميـد المبـرمج      
France) .(  1قشات في آلة التجميد وضـبط التبريـد بمعـدل    إذ وضعت ال  ). 2الصورة 

ثم جرت عملية تحـريض     . ° م 7-دقيقة من درجة حرارة الغرفة حتى درجة الحرارة         /م°
مغمور في الـسائل الآزوتـي،        باستخدام حامل معدني     Seedingتشكل البلورات الثلجية    

تى مرحلـة  ثم أغلق غطاء حافظة القشات ح، )3الصورة  (وذلك بملامسته لطرفي القشات     
  ثم جمدت القـشات بمعـدل     ، م °7-عند الدرجة   )  دقائق 10-5(استقرار درجة الحرارة    

 48م مـدة    °196-ثم غمرت في السائل الآزوتـي       ، م °30-دقيقة حتى الدرجة    /م 0.3°
  ).1الشكل (ساعة 

  
  جهاز تجميد الأجنة) 2(الصورة 
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 Seedingإجراء عملية الـ ) 3(الصورة 

  

  
  نحنى تجميد الأجنةم) 1(الشكل 

  :هااستعادة حيوية الأجنة وتقييم. 3. 1
ثم . انية ث 30مدة  °  م 37 في حمام مائي      وذلك بوضعها  ؛لقشاتا تذويب   جريت عملية أُ

  آخـر يحـوي    طبق بتـري   إلى  بعد ذلك  نقلتوغت محتويات كل قشة في طبق بتري        رفُ
ثـم  ،  درجة حرارة الغرفة في دقائقمدة خمس مول سكروز  0.3و% 6  تركيزه غليسرولاً

وأخيـراً فـي    ،  دقـائق  مدة خمس   مول سكروز  0.3 و غليسرول% 3إلى التركيز الثاني    
  .اً بقرياًسيروم% SOF+ 5 ثم إلى الوسط ، دقائق5مدة   مول0.3السكروز 
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قُثم   مدة ثلاث ساعات لتستعيد شكلها،    ضعت الأجنة في الحاضنة     وياً شـكل مت الأجنة ي 
علـى  هـا  ئوعـدم احتوا  خلاياها سب تجانسابلة للنقل وأجنة قابلة للنقل حإلى أجنة غير ق  

 وغير مشقوقة والخلايا متماسكة     سليمةبنية الغلاف الشفيف    وكانت  ، انقسامات خلوية شاذة  
  ).JLTA ،1995) (4 الصورة (وغير مبعثرة

 
  الأجنة بعد التجميد)4(الصورة 

  ):Vitrification (التجميد السريعطريقة . 2
جالأرومة الأولية في مرحلة    اً جنين 152 دم) Blastocyst ( بطريقـة    أيـام  7 بعمـر 

 ـ 63 في وسط التجميد الأول، و     اً جنين 89قسمت إلى    ،التجميد السريع   فـي وسـط     اً جنين
 ـ اًسيروم% M-PBS +20(تألف وسط التجميد الأول من الوسط       . التجميد الثاني  ) اً بقري

+ M-PBS(، والوسـط الثـاني      %20بروبانيدول بتركيز   ، وال %20والغليسرول بتركيز   
لأجنة فـي   اجمعت، حيث %20الغليسرول بتركيز   فقط  الذي يحوي   ) سيروم بقري % 20

، JLTA (%10  الـسيروم البقـري  المضاف إليه SOFأطباق بتري تحتوي على الوسط      
1995(.  
  :ط التجميداوسأطريقة تحضير  .1. 2
حر وسط التجميد حسب     ض)JLTA ،1995 (   مـن الـسيروم    % 20إليـه   وأضـيف
تم اتزان المحاليـل    و .اً ميكرومتر 0.22 باستخدام فلتر دقيق     وساط فلترة الأ  جرت ،البقري

  ).° م30- 22(في درجة حرارة الغرفة 
 في درجة حرارة الغرفة  بالطريقة السريعةيدم للتجالتدريجيةطريقة الخطوات   .2. 2

  :)° م22-30(
وسط التجميد الذي يحوي    دقائق في  خمس مدةالأول   وسط التجميد في  ضعت الأجنة   و  

+ غليـسرول   % 10(  وسط التجميد الذي يحـوي     دقائق في خمس   مدة، غليسرول% 10
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+ غليـسرول  % 20(  وسط التجميد الذي يحويفيواحدة دقيقة  مدة  ، )البروبانيدول% 10
  .)البروبانيدول% 20

  وسط التجميد الذي يحوي    دقائق في  مدة خمس  في وسط التجميد الثاني    وضعت الأجنة 
 عبِئّـت  .غليـسرول % 20  وسط التجميد الذي يحوي     دقائق في  خمسو، غليسرول% 10
، بعد تعبئتها بالأجنـة    حرارياً أغلقت القشات     مل مع وسط التجميد    0.25 اتجنة في قش  الأ

  .° م196-ي  في السائل الآزوتم غمرتومن ث،  البرودةيقِواعلمت القشات حسب 
  :هااستعادة حيوية الأجنة وتقييم. 3. 2

  م° 37أذيبت القشات الحاملة للأجنة في ماء دافـئ         ،  ساعة 48 مدة   بعد تخزين الأجنة  
 0.5 (ذابةل الإ الي إلى مح  نقلت و ،وفرغت محتويات كل قشة في طبق بتري      . ة ثاني 30مدة  
  . دقائق5 كل محلول  وبقيت الأجنة في) من محلول السكروز مولا0.25ً ومولاً

سلت ثـلاث    وبعدها غُ  ،مدة خمس دقائق  وبقيت فيه    ،وسط التحضين إلى  نقلت الأجنة   
طبـق   فـي    وضـعت  و ،اً بقري اًسيروم% 10 إليهأضيف   TCM-199مرات في الوسط    

ي حاضنة درجة حرارتها    ف SOF مل من الوسط     0.5رباعي الحجرات تحتوي كل حجرة      
 ثم أخرجت من الحاضنة     ، ساعات 3مدة   %.Co2 5از  في جو رطب ونسبة غ    °  م 38.5

  ).JLTA ،1995( غير صالحة للنقل كلياً إلى أجنة صالحة للنقل وأخرىوقيمت الأجنة ش
  :لتحليل الاحصائيا
برنامج   باستخداملت البيانات إحصائياً    لّح SAS   واسـتخدم   1995 لعام   6.11 الإصدار 

 ـ .)P >0.05( توىمسعلى    لمقارنة المتوسطات  Duncanاختبار   حـد  د    البـرودة  يواق
 سبة بقاء الأجنة الحية الصالحة للنقل بعـد الإذابـة مباشـرة           ن، و الأمثل في تجميد الأجنة   

 General Linear الخطـي العـام   نموذج المباستخداميد البطيء والسريع جبطريقتي الت
Model وفق القياسات المتكررة Repeated measurement.  

  
  جـائـالنت

واقيات فعالية  في إلى وجود فرق معنوي     )2  والشكل 1 الجدول ( الدراسة  نتائج تأشار
 حمايـة  فـي ) DMSO ، وثنائي ميتيل أكسيد الكبريت  بروبانيدولوال ،الغليسرول( البرودة

ن أن الغليسرول كان الأفضل     فقد تبي . الأجنة والمحافظة على حيويتها بعد التجميد والإذابة      
 من الأجنة والمحافظة عليها خـلال       2.38± 52.38  نسبة علىفيها إذ سمح في الحصول      

 2.82± 38.73عمليات التجميد والإذابة، في حـين كـان معـدل بقـاء الأجنـة حيـة                 
 ـ   2.17±33.61و ، على التـوالي، ودون وجـود       DMSO عند استخدام البروبانيدول وال

  .فرق معنوي بينهما
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) Mean ± SE(  بطريقة التجميد العاديـة    ذابةحية بعد التجميد والإ    ال  نسبة الأجنة  )1( الجدول
   واقيات البرودةوفق 
 %جميد والإذابةت بعد النسبة الأجنة الحية  عدد الأجنة الحية الكليعدد الأجنة  وسط التجميد

  a ±2.38 52.38  11 21 %10الغليسرول 

 b ±2.82 38.73  7 18  %10البروبانيدول

DMSO 10% 24 8  33.61 b±2.17 

  .نسب بين ال)P >0.05( إلى وجود فرق معنوي  الواحدحرف المختلفة في العمودالأتشير 
  

تأثیر موانع التجمید على الأجن ة بع د التجمی د والإذاب ة    
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   تأثير واقيات البرودة على نسبة بقاء الأجنة بعد التجميد والإذابة في المختبر)2 (الشكل

 
 السريع فـي  يدماستخدام طريقة التجب بقاء الأجنة  معدل   لوحظ وجود فرق معنوي في    و
 غليـسرولاً % 20 الوسـط ب مقارنـةً ) غليـسرول % 20 + دولالبروباني% 20 (الوسط

  .)2 الجدول( )2.27± 49.01 عم مقارنة54.65±1.23ً(
  
 )Mean ± SE( بطريقة التجميد الـسريع      حية بعد التجميد والإذابة    ال  الأجنة ة نسب )2( الجدول

  . مختلفةواقيات برودةباستخدام 
نسبة الأجنة الحية بعد   الحية جنةعدد الأ  الكلي عدد الأجنة   السريعيدمالتج

  %التجميد والإذابة
 a±1.23 54.65  49  89  %20بروبانيدول %+ 20غليسرول 

  b±2.27 49.01  30  63 %20غليسرول 
  . بين النسب)P > 0.05( إلى وجود فرق معنويالواحد  في العمود ختلفةالأحرف المتشير 
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  المناقشة
  :البطيءالتجميد طريقة. 1

 واقيات البـرودة  كفاءة   إلى وجود فرق معنوي بين       )1 دولالج ( الدراسة ج نتائ أشارت
على نسبة الأجنـة    ) DMSOداي ميثيل سولف أوكسيد     ب بالمقارنة   الغليسرول (المستخدمة

 وهذا يتفق مـع   ). P >0.05،  %33.61 مقارنةً مع % 52.38(الحية بعد التجميد والإذابة     
ــائج ــ) Chupin) 1982 و Bouyssouنت ــسرول عن ــار بالغلي ــة الأبق ــد أجن   د تجمي
% DMSO) 56أعطى الغليسرول معدل بقاء للأجنة أعلى مـن الــ    إذ   DMSOوالـ  

 ومـع   ساعة في الحاضنة،24مدة المذابة بعد تنمية الأجنة المجمدة و  %) 31بالمقارنة مع   
Aoyagi) 1996 (             الذي حصل على نسبة بقاء للأجنة بعد التجميـد والإذابـة باسـتخدام
% 52و، %77% (10البروبانيـدول بنـسبة     و% 10 مع الغليسرول بنسبة     PBSالوسط  

 نالـذي ) 2000( وزمـلاؤه    Emiliani ولكنها أقل مما وجـده    ). P >0.05على التوالي،   
 فـي   نسبة البقاء للأجنة     تكانو  مولاً 1.5 والغليسرول    مولاً 1.5البروبانيدول   وااستخدم

وهي أعلى مما وجد في هذه الدراسة      % 88ا في البروبانيدول فكانت      أم ،%75الغليسرول  
 المـزود بـالألبومين   mHepes buffered EBBS استخدامهم وسط التجميد إلى نظراً 

ن ياللـذ ) Ishibashi) 1986 و Miyamoto ومتقاربة مع نتـائج   . BSA 0.5%البقري  
بتركيز % 58 نسبة الأجنة الحية الصالحة للنقل       تالغليسرول بتراكيز مختلفة وكان    استخدما

عنـد  % 80بينما حصلوا على أفضل نسبة بقـاء للأجنـة          ، لتر من الغليسرول  / مولاً 1.5
 ـ  % 18على نسبة   و،  مول 2استخدامهم الغليسرول بتركيز      DMSO عند استخدامهم الـ

ومتقاربـة  . بروبيلين غليكول ال ند استخدامهم  ع %70حصلوا على نسبة    و،  مول 2بتركيز  
 +  مولاً 1.36( عند استخدامهم الغليسرول بتركيز   ) 1996( وزملاؤه   Dinnyesمع نتائج   

وحـصلوا  ، )FCS( PBS+ 20% Fetal calf serumفي الوسط  )  مول سكروز0.25
وأقـل  . يد ساعة من إزالة التجم    72بعد  % 57على نسبة بقاء للأجنة بعد التجميد والإذابة        

عنـد اسـتخدامهم   % 90  حيـة لأجنةا بقاء معدلمن ) 2001( وزملاؤه  Kaidiمما وجد   
 Embryo transferالوسـط   في)  مول سكروز0.25 +  مولا1.36ً( الغليسرول بتركيز

freezing medium) ETF ، Sigma(. هأقـل ممـا وجـد    كما كانت Rallو Polge 
  .لأجنة بعد التجميد والإذابةااء بقل% 75.4 معدل  على حيث حصلا)1984(

عند أجنة الفرس فحصلوا    % 10الغليسرول بنسبة   ) 1994( وزملاؤه   Poitrasاستخدم  
ذابة في مرحلة التويتة والكيس الأصـلي قـدرها         بقاء للأجنة بعد التجميد والإ    معدل  على  

 لى بتراكيز مختلفة ع الغليسرول عندما استخدم)1993( وزملاؤه  Le Gal وحصل%. 48
  %.35  بعد التجميد والإذابة قدرها في المختبر)الجسم التوتي(بقاء لأجنة الماعز  ةنسب
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 بقاء للأجنة بعد التجميد والإذابـة       معدلعلى   )1978( وزملاؤه   Willadsenوحصل  
 مـن   بوصفه واقياً  PBS في وسط    DMSOعند استخدامهم الـ    %. 80-60بين  تراوح  
 بقاء للأجنة مقاربة لما وجد      معدلعلى  ) 1987( وزملاؤه   Mandelbaumحصل  البرودة  

بعد تجميدها بالبروبانيدول، ولكن عند إضـافة الـسكروز مـع           %) 31(في هذه الدراسة    
  %.61قدرها  بقاء أعلى للأجنة معدلالبروبانيدول حصلوا على 

 انخفاض   بسبب يقل استهلاك الغلوكوز والبيروفيت بعد التجميد من قبل الخلايا الجنينية         
 وزمـلاؤه   Gardnerأشـار   و). 2001،  وزمـلاؤه  Kaidi(عدد خلايا الطبقة المغذيـة      

 من قبل الأجنة الحية     قلابها استهلاك المواد الغذائية واست     في  انخفاض لى حدوث إ) 1996(
  .ر في نفاذية الجدر الخلويةبسبب التغيبعد التجميد والإذابة 

  : طريقة التجميد السريع.2
في معدل بقاء   ) P >0.05(  إلى وجود فرق معنوي    )2 الجدول ( الدراسة  نتائج أشارت

  سـاعة 48بالطريقة السريعة وأذيبت بعد  مدت باستخدام وسطين مختلفين  الأجنة عندما ج  .
عنـد    علـى التـوالي  ،%49.01 و%54.65بعد التجميد والإذابة  بقاء الأجنةكان معدل   ف

 أقلّوهذا . غليسرول% 20 بالمقارنة مع  )غليسرول% 20 + البروبانيدول% 20(استخدام  
 التجميد  ساعة من72 بعد معدل بقاء الأجنة  بلغ إذ) 1998 (ه وزملاؤ Donnayما وجده   م

). ايثلين غليكول % 25+ غليسرول  % 25( ميدعند استخدامهم لوسط التج   % 67 والإذابة
  %.80ه وقدر) 2001( وزملاؤه Kaidi من معدل بقاء الأجنة الذي وجده  وأقلّ

 أقل من المعدل الـذي توصـل إليـه          ة كان دراسهذه ال لأجنة في   ان معدل بقاء    كما أ 
Kuwayama   مـن الإذابـة     سـاعة  24بعـد   % 87والمقدر بنحو   ) 1992( وزملاؤه  .

 Mahmoudzadehو. الإذابـة  ساعة من    48بعد  % 81) 1995( وزملاؤه   Dinnyesو
 وزمـلاؤه   Vajtaو. الإذابـة   ساعة مـن   72بعد  % 69 المقدر بنحو  )1994(وزملاؤه  

بقاء  هذا التفاوت الملاحظ في نسبة       ويعزى الأجنة   إذابة ساعة من    24بعد  % 84) 1995(
 المـستخدمة واخـتلاف   واقيات البرودة واختلاف  إلى الاختلافات في نوعية الأجنة    الأجنة  

  .تراكيزها
 مـول،   6.5لتجميد بتركيـز     ل اًوسطالغليسرول  ) 1996( وزملاؤه   Dinnyesاستخدم  

 72بعـد  % 81و % 72 على معدل بقاء الأجنـة قـدره     وا وحصل PBS، و BSA% 6و
على معدل بقاء للأجنـة     ) Tan) 2004حصل  في حين   .  ساعة على تجميدها   24ساعة و 

 ايثلين غليكـول  % 15بعد التجميد بالطريقة السريعة حيث استخدم وسط التجميد         % 100
على نسبة بقاء للأجنة بعد التجميـد       ) 2003( وزملاؤه   Fryوحصل  . بروبانيدول% 15+

) Cryologic Vitrification Method) CVMباستخدام طريقـة  % 90  قدرهاوالإذابة
  .° م196-حيث جمدت الأجنة على سطح صلب يحتوي السائل الآزوتي 
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20+ غليـسرول   % 20 (واقيات البرودة نت هذه الدراسة أن استخدام خليط من        بي %
وحده في نسبة بقاء الأجنة بعـد        )%20(أفضل من استخدام الغليسرول     كان  ) بروبانيدول

 ـ        )1989( وزملاؤه   Szellفي حين أشار  ، التجميد والإذابة   نجح  أن تجميـد الأجنـة لـم ي
كـان  في حـين     ،)ايثلين غليكول % 40+ غليسرول  % 10(الخليط  في   بالطريقة السريعة 

 وفـي دراسـات أخـرى تـم         . أفضل )يثلين غليكول إ% 25+ غليسرول% 25  (الخليط
ايثلين غليكـول   % 40يد احتوت   مللأجنة في أوساط تج   أعلى  الحصول على معدلات بقاء     

)Mahmoudzadeh1995،  وزملاؤه .(أكد  Vajta وزملاؤه)العمل في درجة ) 1996
وقد .  لأي صدمة  تعرض الأجنة منع  قصيرة ل  مدة م أو في درجة حرارة الغرفة        4oحرارة  

ب أن تكون ملائمة عنـد اسـتخدام   أن درجة الحرارة يج  ) 1994( وزملاؤه   Agcaظهر  أ
  .يثلين غليكول والغليسرولالإ

المؤلـف مـن     بالطريقة السريعة    يدمأن وسط التج  ) 2005( وزملاؤه   Shojiroأشار  
  كـان    DPBS مول سكروز في وسـط       0.3و، يثلين غليكول إ% 20و، غليسرول% 20

داي ميثيـل سـولف     % 20و، يثلين غليكول إ% 20لمؤلف من   اوسط التجميد   أفضل من   
وجـدوا أن أجنـة     و ،)TCM-199سيروم الأبقار في الوسط     % 20و، DMSOأوكسيد  

 كـيس   الأبقار المنتجة في المخبر والمجمدة بطريقة التجميد السريع مع أداة مؤلفـة مـن             
يـد  جمطريقـة الت ب مقارنة  تعطي معدلات بقاء للأجنة أعلى   للحفاظ عليها  بلاستيكي صغير 

 أعطـت  العروة البلاستيكيةأن استخدام طريقة    ) 2006( وزملاؤه   Shojiroأشار و .عاديةال
الأجنة المجمدة بطريقـة التجميـد      ب مقارنةً    بالطريقة السريعة  دةمالمجمعدلات بقاء للأجنة    

  %).66 مع مقارنةً، %94( البطيء
حفظ الأجنة عند التجميد بدلاً من  لدقيقةشبكات ) 1999( وزملاؤه Pill Parkاستخدم 

 48 و24 الأجنة المجفدة على قيد الحيـاة بعـد       ء أن معدل بقا   وافوجد، القشات البلاستيكية 
ولم تختلف عن الأجنة    %). 73.3  مقارنةً مع  %100( الدقيقة   شبكاتالساعة والمخزنة في    

 24د الحياة بعـد     فكان معدل بقاء الأجنة على قي     ، ة في قشات بلاستيكية   ظالمجفدة والمحفو 
  %).84.4  مقارنةً مع%100( ساعة 48و

فـي وسـط    )%10(ستنتج من الدراسة الحالية أفضلية استخدام الغليسرول بتركيـز          ي 
 في تجميـد  slow freezing  البطيء، بطريقة التجميد)M-PBS +20 %FCS(التجميد 

نسب بقاء للأجنـة    % 10 أعطى الغليسرول وقد  . أجنة الأجنة الأبقار المنتجة في المختبر     
  %.DMSO 10والـ % 10بعد التجميد والإذابة أعلى من البروبانيدول 

-M(في وسـط التجميـد   %) 20البروبانيدول  و% 20الغليسرول  (كما أعطى الخليط    
PBS +20 %FCS(        في طريقة التجميد   % 20، معدلات بقاء للأجنة أعلى من الغليسرول
  .السريع
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