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 و ساختاری های آسیب باعث معمولاً باروری، حفظ در آن اهمیت وجود با تخمدان، بافت ذوب -انجماد فرآیندمقدمه: 

 بافت ریزمحیط تغییرات و مکانیکی و اسمزی های استرس از ناشی عمدتاً ها آسیب این. شود می ها فولیکول بقای کاهش

 بالقوه حفاظتی سیستم یک عنوان به مکانیکی، خواص تنظیم قابلیت و سازگاری زیست دلیل به آلژینات هیدروژل. هستند

 در تخمدان بافت سازی انکپسوله اثر بررسی هدف با حاضر مطالعه .است مطرح تخمدان بافت سازی انکپسوله برای

 .شد انجام ذوب -انجماد فرآیند از ناشی های آسیب کاهش روی آلژینات هیدروژل

-Glucono-δ( و گلوکونو دلتا لاکتون )CaCO₃کربنات ) هیدروژل آلژینات با ترکیب آلژینات، کلسیمکار: روش

lactone; GDLو با استفاده از روش طراحی سطح پاسخ ) (RSM) شدن ژل زمان و ذخیره مدول به دستیابی برای 

 روش به شده منجمد بافت تازه، بافت: آزمایشی گروه سه در تخمدان کورتکس قطعات. شد طراحی طبیعی بافت مشابه

 کشت ساعت 24 مدت به قطعات ذوب، از پس. گرفتند قرار آلژینات در شده انکپسوله و شده منجمد بافت و آهسته،

 ماتریکس و استرومایی های سلول بررسی و اولیه و آغازین های فولیکول شمارش شامل بافتی های ارزیابی و شدند داده

 .انجام شد توکی یتعقیب با آنووا  ( و آزمون9نسخه ) GraphPad Prismافزار با نرم ها آنالیز داده. شد انجام سلولی خارج

 دار در نظر گرفته شد. معنی 05/0کمتر از  pمیزان 

داری بالاتر از گروه منجمد بود  معنیطور  شده به  های آغازین و اولیه در گروه انکپسوله تراکم فولیکولها: یافته

(05/0>pسلامت سلول .) ( 001/0های استرومایی و ساختار ماتریکس در گروه هیدروژل بهتر حفظ شد>p.)  مدول

دقیقه بود که خواص مکانیکی مشابه بافت طبیعی را  30شدن تقریباً   پاسکال و زمان ژل 1750ذخیره هیدروژل حدود 

 کند. سازی می شبیه

ذوب و  -انجمادفرآیند های ناشی از  سازی بافت تخمدان در هیدروژل آلژینات باعث کاهش آسیب انکپسولهگیری: نتیجه

 دهد. شود. این روش، راهکاری نوین برای حفظ باروری ارائه می می ی تخمدانها و ساختار استروما بهبود بقای فولیکول
 

 انکپسولاسیون، بقای فولیکول، تخمدانآلژینات، انجماد بافت، کلمات کلیدی: 
 

 

                                                 
پست  ؛087-33719479: تلفن .رانیدانشگاه کردستان، سنندج، ا مثل، دیتول یولوژیزیف شگاهیآزما ؛پور نیامجد فرزدکتر  ول مکاتبات:ئنویسنده مس *

 Amjadfarzinpour@uok.ac.ir الکترونیک:

 

 خلاصه

 IJOGI, Vol. 28, No. 10, pp. 36-48, Dec 2025 1404ماه  دی ،36-48: صفحه ،10 شماره ،بیست و هشتم دوره
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 مقدمه

ای محدود از  بافت تخمدان پستانداران شامل ذخیره

های آغازین است که ظرفیت باروری را تعیین  فولیکول

یا عوامل و کرده و به مرور زمان در اثر افزایش سن 

. حفظ این ذخیره (1)کند  محیطی کاهش پیدا می

مانند ی های ویژه در بیماران در معرض درمان فولیکولی به

های  درمانی و پرتودرمانی و همچنین در برنامه شیمی

های در خطر انقراض، به یکی از  حفظ تنوع زیستی گونه

 های مهم پزشکی و دامپزشکی تبدیل شده است چالش

عنوان یک  در این میان، انجماد بافت تخمدان به .(3، 2)

روش نوین و غیروابسته به تحریک هورمونی یا حضور 

سازی هزاران فولیکول  کننده، امکان ذخیرهءاهدا همسر/

کرده و در عین حال از تأخیر در شروع نابالغ را فراهم 

 .(4)کند  های ضروری جلوگیری می درمان

عنوان روش  روش سنتی انجماد آهسته همچنان به

انتخابی برای حفظ ساختار و عملکرد انواع مختلف 

با  .(5) شود ها در بافت تخمدان شناخته می فولیکول

توانند منجر به  حال، فرآیندهای انجماد و ذوب می این

های یخ، آسیب غشایی، القای نکروز و  تشکیل کریستال

. این (6)های استرومایی شوند  آپوپتوز و تخریب شبکه

ها،  مانی فولیکول ها در نهایت موجب کاهش زنده آسیب

سلولی و افت عملکردی بافت  تخریب ماتریکس خارج

 ،7)شوند  پس از پیوند یا کشت داخل آزمایشگاهی می

های مهندسی  های اخیر، با پیشرفت فناوری . در سال(8

ها  های زیستی و هیدروژل تفاده از داربستبافت، اس

های  برای افزایش مقاومت بافت تخمدان در برابر تنش

انجمادی و بهبود نتایج پس از ذوب مورد توجه گسترده 

 .(10 ،9) قرار گرفته است

ساکاریدی از جمله  های پلی در این راستا، هیدروژل

دلیل  آلژینات، هیالورونیک اسید و کیتوزان به

ایی شدن و توان  سازگاری بالا، سهولت در ژل زیست

سازی محیط طبیعی بافت، در مهندسی بافت  شبیه

. آلژینات، (11)اند  ای یافته تولیدمثلی کاربرد فزاینده

عنوان یکی از پرکاربردترین این مواد، پس از پیوند با  به

عدی بُ ای سه های دوظرفیتی مانند کلسیم، شبکه یون

ها در برابر  ها و فولیکول کند که از سلول ایجاد می

ای فیزیکی محافظت کرده و امکان تبادل گاز و ه آسیب

افزون بر این،  .(12)سازد  مواد مغذی را فراهم می

های مختلفی از جمله میکروذرات،  آلژینات در قالب

عدی و بُ های سه های تزریقی، داربست هیدروژل

ها  سازی سلول ها، پلتفرمی مناسب برای کپسوله بیوانک

ها در پزشکی بازساختی محسوب  و حمایت از بقای آن

 .(13)شود  می

تر برای تشکیل ژل آلژینات،  های پیشرفته یکی از روش

گلوکونو دلتا  شدن داخلی بر پایهاستفاده از سیستم ژله 

GDL) لاکتون
CaCO₃کلسیم کربنات ) و (1

است.  (2

تدریج به اسید گلوکونیک  به GDLدر این فرآیند، 

های  ، یونpH شده  کنترلتبدیل شده و با کاهش 

Ca²⁺ را از  CaCO₃کند. این آزادسازی  آزاد می

هایی  تدریجی از شوک یونی جلوگیری کرده و ژل

کند  تر با استحکام مکانیکی بالاتر ایجاد می یکنواخت

 قیق نسبت مولیسازی د با وجود این، بهینه .(14)

GDL به CaCO₃ های  و بررسی اثرات آن بر ویژگی

رئولوژیکی هیدروژل در مقایسه با خواص مکانیکی بافت 

طور کامل مورد مطالعه قرار نگرفته  تخمدان هنوز به

 .(15) است

 ،در مطالعات اخیر، ترکیب آلژینات با سایر بیوپلیمرها

 ؛ها شده است موجب بهبود عملکرد زیستی هیدروژل

در  آلژینات - ، هیدروژل هیالورونیک اسیدمثالعنوان  به

آلژینات، سبب افزایش  - مقایسه با آلژینات و فیبرین

های رشد و ترشح  های آنترال، بیان ژن تشکیل فولیکول

های تخمدانی رشد  کشت با سلول استرادیول شده و هم

همچنین  .(16)را بهبود داده است  و بقای فولیکول

استفاده از ترکیبات ضدیخ بدون دی متیل سولفوکساید 

(DMSO)3 سازی در هیدروژل، از  همراه با انکپسوله

 5/0پروپیلن گلیکول،  %12اتیلن گلیکول،  %12جمله 

گالوکاتچین گالات،  اپی میکرمولار 75مولار ساکارز و 

های اکسیداتیو، فیبروز و آپوپتوز  آسیب منجر به کاهش

و بهبود کیفیت بافت تخمدان پس از انجماد شده است 

سازی بافت تخمدان در  علاوه بر این، کپسوله .(17)

ای،  پیش از انجماد شیشه %1هیدروژل آلژینات 

های  های انجمادی را کاهش داده و بیان ژن آسیب

                                                 
1 Glucono-δ-lactone 
2 Calcium carbonate 
3 Dimethyl sulfoxide 
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را  های استرس اکسیداتیو و شاخص مرتبط با آپوپتوز

تر، اصلاحات  از لحاظ کاربردی .(18)پایین آورده است 

امکان آزادسازی هدفمند و  ،شیمیایی در آلژینات

های  شده داروها را فراهم کرده و در فناوری  کنترل

نانوذرات و چاپ زیستی نیز مورد استفاده قرار گرفته 

پذیری و  ون مقیاسهایی همچ است، هرچند چالش

 .(19)مانده است  پایداری زیستی هنوز باقی

بازجریان  - های ایسکمی در نهایت، در حالی که آسیب

ها  عوامل اصلی کاهش فولیکول و استرس اکسیداتیو از

پس از پیوند هستند، توسعه راهکارهای نوین مانند 

های  های آنژیوژنیک، ضدیخ استفاده از داربست

1شده و مهار مسیر  مهندسی
mTOR  در حال گسترش

س، در پژوهش حاضر با استفاده . بر این اسا(20)است 

ای  ، ترکیب بهینه2(RSM) طراحی سطح پاسخ از روش

برای تولید یک  GDLو  CaCO₃از آلژینات، 

های رئولوژیکی مشابه بافت طبیعی  هیدروژل با ویژگی

تخمدان طراحی و بررسی شد. سپس با استفاده از این 

سازی بافت تخمدان انجام  شده، انکپسوله  داربست بهینه

ها و  های دقیق بافتی شامل تراکم فولیکول ارزیابیو 

ذوب صورت  - سلامت استرومایی پس از فرآیند انجماد

های  با هدف ارتقای کیفی روشحاضر گرفت. مطالعه 

های جدیدی در زمینه حفظ  انجماد بافت تخمدان، افق

های در  از گونه باروری انسان، دامپزشکی و حفاظت

 .دهد خطر انقراض ارائه می
 

 راک روش
تمامی مواد شیمیایی مورد استفاده در این مطالعه از 

تهیه  ایالات متحده آلمان/ Sigma-Aldrichشرکت 

و  CaCO₃، GDLشد. این مواد شامل آلژینات سدیم، 

های مرتبط برای تهیه هیدروژل و محیط  سایر معرف

 کشت بودند.

سازی فرمولاسیون هیدروژل آلژینات مناسب  بهینهبرای 

با  RSM سازی بافت تخمدان، از روش جهت انکپسوله

استفاده شد. سه متغیر  Box-Behnkenطراحی 

، و 25/1، 5/0مستقل شامل غلظت سدیم آلژینات )

                                                 
1 Mammalian target of rapamycin 
2 Response surface method 

میلی مولار( و  80و  20 ،50) CaCO₃%(، غلظت 2

، 40(؛ در سطوح GDLلاکتون ) -دلتا -غلظت گلوکونو

با ایجاد  GDLبررسی شد.  میلی مولار 160و  100

های  محیط اسیدی، باعث آزادسازی تدریجی یون

صورت  شدن را به  شده و فرآیند ژله CaCO₃ کلسیم از

هر ترکیب شامل سه مرحله  کند. شده فعال می  کنترل

سازی بود: ابتدا آلژینات در آب مقطر حل شد،  آماده

اضافه و مخلوط شد و در  CaCO₃ سپس سوسپانسیون

ها بلافاصله  افزوده شد. نمونه GDL نهایت محلول تازه

 .(21)جهت آزمون رئولوژیکی منتقل شدند 
ها با استفاده از  های ویسکوالاستیک هیدروژل ویژگی

( در Anton Paar MCR 302, Austriaرئومتر )

گراد مورد بررسی قرار گرفت. برای  درجه سانتی 37دمای 

با  (Hz 10-1/0) هر فرمول، آزمون دامنه فرکانس

( ′G) % انجام شد و مقادیر مدول ذخیره1/0کرنش ثابت 

 هرتز 1 در فرکانس مرجع (Tan δ) فاکتور میرایی و

%( 1-1000ثبت گردید. همچنین آزمون دامنه کرنش )

 جهت تعیین محدوده ویسکوالاستیک هرتز 1در فرکانس 

ها انجام  و ارزیابی پایداری مکانیکی ژل 3(LVR) خطی

 شد.
افزایش غلظت آلژینات منجر به ، ها تحلیل دادهبر اساس 

هایی  عنوان مثال، در فرمول شد. به ′G توجه قابلافزایش 

پاسکال رسید که  5000به بیش از  ′G % آلژینات،2با 

های  بیانگر ساختار ژلی مستحکم است. در مقابل، فرمول

تر و رفتار ژلی  های پایین % آلژینات، مدول5/0دارای 

عنوان شاخص رفتار  ، بهTan δتری داشتند. مقدار  نرم

های موفق در  وز، در بیشتر فرمولاسیونویسک -الاستیک

  دهنده قرار گرفت؛ این مقادیر نشان 15/0-25/0 بازه

غالب بودن خاصیت الاستیک و مناسب بودن ژل برای 

 سازی رفتار مکانیکی بافت تخمدان هستند. شبیه
نقش مهمی در  GDL همچنین مشاهده شد که غلظت

 یینپا GDL شدن دارد. در حالی که  تعیین زمان ژل

شدن طولانی   های ژل میلی مولار( منجر به زمان 40)

فرآیند ( مولار میلی 160) بالا GDL و دقیقه( شد 90)تا 

دقیقه کاهش داد. بنابراین  15شدن را به حدود   ژل

                                                 
3 Linear viscoelastic region 
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، پارامتر بحرانی برای کنترل CaCO₃به  GDL نسبت

 شود. سرعت و یکنواختی شبکه ژل محسوب می

ات تخمدان سالم و فاقد هرگونه در این پژوهش، تنها قطع

های نابالغ  ضایعه ماکروسکوپی یا تغییرات نکروتیک از بره

رأس( که در شرایط بهداشتی و  4ماه؛  5-6)سن تقریباً 

شدند، استفاده شد. تمامی  ای مشابه نگهداری می تغذیه

های بهداشتی و  ها پس از ذبح مطابق با دستورالعمل نمونه

ها بلافاصله پس از  آوری شدند. نمونه اخلاقی جمع

حاوی  PBS برداشت، در شرایط استریل و در محلول

ه، به سرد شد استرپتومایسین پیش -سیلین پنی

 نواحی جداسازی از پسآزمایشگاه منتقل شدند. 

 ابعاد با حیوان هر ازای به قطعه 6 تخمدان، کورتکس

 قطعات این. شدند تهیه متر میلی 1×4×4 تقریباً یکنواخت

: گرفتند قرار دسته سه از یکی در آزمایشی گروه به بسته

 و آهسته، روش به شده منجمد بافت تازه )شاهد(، بافت

 گروه در. آلژینات در شده انکپسوله و شده منجمد بافت

 شده  بهینه آلژینات هیدروژل در سازی انکپسوله سوم،

 30 تا 15 مدت به اتاق دمای در شدن  ژل فرآیند و انجام

 اساس بر نهایی فرمولاسیون این. شد تکمیل دقیقه

 انتخاب ویسکوالاستیک و مکانیکی های ویژگی بهترین

 مستقل های نمونه عنوان به بافتی قطعات تمام .بود شده

 آسیب هرگونه دارای که هایی نمونه. شدند گرفته نظر در

 یا میکروبی آلودگی غیرطبیعی، رنگ تغییر فیزیکی،

 از بودند، آزمایشگاه به انتقال در ساعت دو از بیش تأخیر

 برش از پس که هایی بافت همچنین،. شدند حذف مطالعه

 برای نامناسب یکنواختی یا ضخامت دارای

 قرار استفاده مورد بعدی مراحل در بودند، سازی انکپسوله

 .نگرفتند

پس از فرآیند انجماد به روش آهسته و متعاقب آن 

ساعت در  24مدت  ذوب، قطعات بافت تخمدان به

درجه  37شرایط استریل، در انکوباتور با دمای 

 شدندو رطوبت اشباع، کشت داده  CO₂%5 گراد، سانتی

1محیط کشت مورد استفاده شامل . (22)
α-MEM 

 گرم/ میلی 3مین، گلوتا مولار میلی 2شده با   مکمل

% 1پیروات،  مولار میلی 3لیتر آلبومین سرم گاوی،  میلی

لیتر انسولین،  میلی میکروگرم/ 10)حاوی  ITS مکمل

                                                 
1 Minimum Essential Medium alpha 

 نانوگرم/ 25/6لیتر ترانسفرین و  میلی میکروگرم/ 25/6

استرپتومایسین  -سیلین % پنی1لیتر سلنیوم( و  میلی

شده بعد از برداشتن هیدروژل،   بود. قطعات انکپسوله

ای حاوی محیط  خانه 12های پلیت  مستقیماً در چاهک

ساعت قرار گرفتند. بعد از دوره  24مدت  کشت به

تثبیت شده  %4های بافتی در پارافرمالدئید  کشت، نمونه

 ها مقاطع بافتی گرفته شد. و از آن

( برای H&Eائوزین ) - هماتوکسیلین آمیزی از رنگ

ها و ساختار کلی بافت  رفولوژی فولیکولبررسی مو

ها به سه دسته آغازین، اولیه در  استفاده شد. فولیکول

ها بر  بندی شدند. فولیکول حال رشد و ثانویه طبقه

اساس یکپارچگی غشای پایه، یکنواختی اووسیت، 

های  های پیکنوتیک و تراکم سلول حضور هسته

ر گرفته شدند. عنوان سالم یا آترتیک در نظ گرانولوزا به

صورت تعداد فولیکول سالم در هر  تراکم فولیکولی به

 میکرومتر مربع گزارش شد. 100

های  ، تعداد سلولH&Eآمیزی شده با  در تصاویر رنگ

شده در   های رنگ استرومایی بر اساس شمارش هسته

نمایی  میدان دید تصادفی )بزرگ 10ناحیه کورتکس در 

شده دیجیتال   تصاویر اسکن( و با استفاده از 40×

محاسبه شد. میانگین تراکم سلولی بر اساس تعداد سلول 

 میکرومتر مربع گزارش شد. 100در هر 
ی از جمله تراکم فولیکولی، تراکم های کمّ داده تمام

های سالم به  های استرومایی و نسبت فولیکول سلول

گزارش شدند.  انحراف معیار ±صورت میانگین  آترتیک به

 GraphPad افزار لیل آماری با استفاده از نرمتح

Prism ( 9نسخه ) انجام گرفت. برای مقایسه بین

همراه با آزمون  طرفه ها، از آزمون آنالیز واریانس یک گروه

های معنادار استفاده  جهت بررسی تفاوت تعقیبی توکی

ها با  ، نرمال بودن توزیع دادهآنوواشد. پیش از انجام 

که  ییبررسی شد. از آنجا ویلک-ون شاپیرواستفاده از آزم

ها از حیواناتی با شرایط سنی و فیزیولوژیکی مشابه  بافت

ها  طور تصادفی بین گروه تهیه شده بودند و قطعات به

عنوان عامل مستقل در تحلیل  توزیع شدند، اثر بره به

 05/0کمتر از  pمیزان آماری در نظر گرفته نشد. 

 در نظر گرفته شد.دار  عنوان سطح معنی به
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 ها یافته
، فرمولاسیون RSMدر این مطالعه، با استفاده از روش 

آلژینات،  %97/0ای از هیدروژل آلژینات شامل  بهینه

 مول میلی 84/106و  CaCO₃مول  میلی 21/52

GDL دست آمد. این ترکیب از نظر رئولوژیکی زمان  به

بالا سازی  دقیقه( و مدول ذخیره 30ژل شدن مناسب )

پاسکال( را نشان داد. اختلاف بین مقادیر  78/1758)

بود که دقت مدل  %5شده کمتر از   بینی واقعی و پیش

کند. در آزمون فرکانسی، رفتار  را تأیید می

هرتز  1شده در فرکانس   ویسکوالاستیک ژل بهینه

که تفاوت  طوری مشابه بافت طبیعی تخمدان بود؛ به

 (Tan δ) دلتا و تان ′′G′، Gهای  معناداری در مدول

بر اساس نتایج حال،  با این. (p>05/0مشاهده نشد )

 %30بافت طبیعی در برابر تنش بالا )تا  ،ای آزمون دامنه

کرنش( مقاومت بیشتری نسبت به ژل داشت و دیرتر 

دهد که  شد. این نتایج نشان می وارد فاز ویسکوز 

افت تواند خواص مکانیکی ب شده می  هیدروژل طراحی

تخمدان را در شرایط عادی تا حد زیادی تقلید کند، 

های شدید،  هرچند در برابر فشارها یا تغییر شکل

 .استحکام آن محدودتر است

در راستای بررسی اثر محافظتی هیدروژل آلژینات 

های  شده بر بقای ساختاری فولیکول  سازی بهینه

ها در سه مرحله رشدی شامل  تخمدانی، تراکم فولیکول

( 2و ثانویه )شکل  (، اولیه1های آغازین )شکل  فولیکول

ساعت کشت داخل آزمایشگاهی، در سه  24پس از 

گروه مختلف: گروه بافت تازه، گروه منجمد، و گروه 

مورد  لمنجمد شده پس از انکپسولاسیون در هیدروژ

 . بررسی قرار گرفت

 

 

ها بالاتر بوده و ساختار  تراکم فولیکول( بافت تازه: Aهای مختلف.  های آغازین در مقاطع بافتی گروه تراکم فولیکول -1شکل 

منجمد شده  (C اند. ها آسیب دیده ها کاهش یافته و بخشی از فولیکول فولیکول تراکم: منجمد( B بافت طبیعی حفظ شده است.

ها نسبت به گروه منجمد بدون هیدروژل بهبود یافته است، هرچند هنوز به  تراکم فولیکولل: پس از انکپسولاسیون در هیدروژ

 سطح گروه تازه نرسیده است.
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 (C. منجمد( B( بافت تازه. Aهای مختلف.  های در حال رشد )اولیه و ثانویه( در مقاطع بافتی گروه تراکم فولیکول -2شکل 

 .لمنجمد شده پس از انکپسولاسیون در هیدروژ

 

های آغازین در گروه بافت تازه بیشترین  تراکم فولیکول

مقدار را نشان داد که نمایانگر وضعیت طبیعی ذخیره 

نخورده است. در گروه منجمد،  فولیکولی در بافت دست

طور  تازه به بافت با گروه یسهدر مقا این تراکم(

دهنده آسیب شدید  چشمگیری کاهش یافت که نشان

ناشی از انجماد و ذوب بدون حفاظت ساختاری است 

(01/0>p جالب3؛ شکل .)   توجه آنکه در گروه

های آغازین نسبت به  شده، تراکم فولیکول  انکپسوله

؛ p<05/0داری بالاتر بود ) طور معنی گروه منجمد به

دهد که انکپسولاسیون  نشان می ها این یافته. (3شکل 

طور نسبی ساختار فولیکولی را  تواند به در هیدروژل می

ویژه در  به ؛های انجماد محافظت نماید در برابر آسیب

تر که حساسیت بالایی به  های نابالغ سطح فولیکول

 .های اسمزی و مکانیکی دارند تنش

رشدی نیز الگوی مشابهی مشاهده شد.   در این مرحله

ها را  وه تازه همچنان تراکم نسبتاً بالاتری از فولیکولگر

حفظ کرد، در حالی که گروه منجمد تراکم کمتری از 

های اولیه  های اولیه نشان داد. تراکم فولیکول فولیکول

شده اندکی بالاتر از گروه منجمد بود،   در گروه انکپسوله

دار نبود )شکل  اگرچه این افزایش از نظر آماری معنی

دهد که هیدروژل آلژینات  . این نتایج نشان می(3

بافت و  ممکن است با ایجاد یک ریزساختار ملایم و شبه

های مکانیکی حین انجماد، تا حدی از  کاهش تنش

 های در حال رشد محافظت کند. فولیکول

طور  گرچه الگوی تراکم بهاهای ثانویه،  در میان فولیکول

روه تازه و کاهش در نسبی مشابه بود )بالاتر بودن در گ

داری میان  دو گروه انجمادی(، اما تفاوت آماری معنی

(. این امر 3؛ شکل p>05/0ها مشاهده نشد ) گروه

های ثانویه  دلیل تعداد محدود فولیکول ممکن است به

در بافت تخمدان نابالغ مورد استفاده، یا آسیب ذاتی 

های در حال رشد طی فرآیند  بالای این فولیکول

ذوب باشد که محافظت توسط هیدروژل  -ادانجم

در . توجهی آن را جبران کند طور قابل نتوانسته به

آمده از تحلیل تراکم   دست های به مجموع، داده
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دهند که انکپسولاسیون بافت  فولیکولی نشان می

شده، تأثیر مثبتی   تخمدان در هیدروژل آلژینات بهینه

های آغازین  ولیکولویژه ف های نابالغ )به بر حفظ فولیکول

عنوان یک رویکرد زیستی  تواند به و اولیه( دارد و می

های ساختاری ناشی از انجماد  مؤثر برای کاهش آسیب

کنند که  کار رود. این نتایج همچنین تأکید می به

سازی ساختار،  های بیشتر در خصوص بهینه بررسی

ها برای کاربرد در  سازگاری هیدروژل پایداری و زیست

ویژه در زمینه پزشکی تولیدمثل و  باروری، به حفظ

 های جانوری، ضروری است. حفاظت از گونه
 

 
تراکم را در  ینمختلف. بافت تازه )ستون سبز( بالاتر یشیآزما یهادر گروه یهو ثانو یهاول ین،آغاز یهایکولتراکم فول -3شکل 

است. در  یافتهکاهش  یطور قابل توجهبه ها یکول. در گروه منجمد )ستون بنفش( تراکم فولدهد ینشان م یکولیتمام مراحل فول

 منجمد گروه به نسبت( ینخصوص در مرحله آغاز)به ها فولیکول تراکم(، ی)ستون آب یدروژلشده در ه  گروه منجمد و انکپسوله

 (.>05/0p) هستند منجمد گروه و تازه گروه بین دار معنی اریآم تفاوت دهنده نشان ها ستاره. است یافته بهبود شده،

 

 آمیزی های هیستولوژیکی با استفاده از رنگ بررسی

H&E  نشان داد که فرآیند انجماد بدون استفاده از

سامانه حفاظتی موجب بروز تغییرات بافتی قابل توجهی 

گردد. در گروه کنترل  در ناحیه استرومای تخمدان می

)بافت تازه(، استرومای متراکم و همگن با تعداد بالایی 

که در گروه  دار مشاهده شد، در حالی های هسته از سلول

مگیری در تراکم سلولی، همراه با منجمد، کاهش چش

هایی از آسیب بافتی  سلولی و نشانه افزایش فضاهای بین

ها قابل مشاهده بود.  از جمله پیکنوز و تراکم کم هسته

در مقابل، در گروهی که بافت تخمدانی پیش از انجماد 

شده انکپسوله شده بود،  در هیدروژل آلژینات بهینه

ما و تراکم سلولی حفظ نسبی ساختار طبیعی استرو

 . (4قابل قبولی مشاهده گردید )شکل 
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بالاتر مشاهده  ی( بافت تازه. تراکم سلولAمختلف.  یهاگروه یتخمدان در مقاطع بافت یاستروما یهاتراکم سلول -4شکل 

: لیدروژدر ه یونمنجمد شده پس از انکپسولاس (Cاست؛  یافتهکاهش  یطور قابل توجهبه ی. تراکم سلولمنجمد( B شود؛ یم

 است. یافتهبهبود  یدروژلنسبت به گروه منجمد بدون ه یتراکم سلول

 

شناسی را  ی تراکم استروما نیز نتایج بافتآنالیز کمّ

نشان داده شده  5طور که در شکل  تأیید نمود. همان

است، گروه بافت تازه بالاترین میانگین تراکم استرومای 

تخمدانی را نشان داد. در مقابل، این مقدار در گروه 

(. p<001/0داری کاهش یافت ) طور معنی منجمد به

عنوان داربست حفاظتی در گروه  استفاده از هیدروژل به

لولی شده منجر به افزایش قابل توجه تراکم س  انکپسوله

نسبت به گروه منجمد شد، اگرچه این مقدار هنوز کمی 

وضوح  ها به تر از گروه کنترل باقی ماند. این یافته پایین

دهد که انکپسولاسیون بافت تخمدانی در  نشان می

های  تواند آسیب هیدروژل آلژینات پیش از انجماد می

ذوب را کاهش داده و به حفظ  -ناشی از فرآیند انجماد

ختار و تراکم سلولی استرومای تخمدانی کمک بهتر سا

نقش مهمی در  ،که استروما یی(. از آنجا5کند )شکل 

حفظ عملکرد میکرو محیط فولیکولی و پشتیبانی 

سلولی دارد، این نتایج تأکیدی بر اهمیت استفاده از 

های  مواد در بهبود اثربخشی پروتکل های زیست سامانه

 است. انجماد بافت تخمدان
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مختلف  یها در گروه ییاسترما یها مختلف. تراکم سلول یهاگروه یتخمدان در مقاطع بافت یاستروما یهاتراکم سلول -5شکل 

 یها سلول. در گروه منجمد )ستون بنفش( تراکم دهد یرا نشان م یتراکم سلول ینبافت تخمدان. بافت تازه )ستون سبز( بالاتر

 تراکم( ی)ستون آب یناتآلژ یدروژلشده در ه است. بافت منجمد و انکپسوله  یافتهکاهش  یطور قابل توجهبه ییاسترما

 گروه و تازه گروه بین دار معنی آماری تفاوت دهنده نشان ها ستاره. است یافته بهبود منجمد گروه به نسبت استرمایی های سلول

 (.p<001/0) هستند منجمد
 

 بحث
حفظ باروری در بیماران مبتلا به سرطان که تحت 

درمانی و پرتودرمانی قرار دارند،  های شیمی درمان

عنوان یک حوزه حیاتی در پزشکی تولیدمثل مطرح  به

های این چنینی ممکن است باعث آسیب به  است. درمان

های تخمدانی شده و در نتیجه ذخیره فولیکولی  بافت

کاهش یابد که در نهایت منجر به از دست دادن ظرفیت 

. در این راستا، انجماد بافت تخمدان (1)شود  باروری می

سازی  عنوان یک روش نوین و مؤثر برای ذخیره به

های  ها و جلوگیری از تأخیر در شروع درمان فولیکول

حال، فرآیندهای  . با این(4)ضروری معرفی شده است 

ز رو هستند، ا ای روبه های عمده انجماد و ذوب با چالش

های  های سلولی ناشی از تشکیل کریستال جمله آسیب

یخ و تغییرات شدید اسمزی که موجب تخریب ساختار 

 .(23 ،6) شود ها می مانی فولیکول بافت و کاهش زنده

های  ها، استفاده از هیدروژل در پاسخ به این چالش

تواند  تقلید می عنوان یک داربست زیست آلژینات به

های تخمدان در برابر  محافظت بهتری از بافت

های ناشی از انجماد فراهم کند. هیدروژل  آسیب

سازی  شدن سریع و شبیه  دلیل قابلیت ژل به آلژینات

ماتریکس خارج سلولی طبیعی بافت تخمدان، پتانسیل 

ها و بهبود نتایج پس از فرآیند  بالایی در حفظ فولیکول

 .(13 ،12) انجماد و ذوب دارد

 و GDLدر این مطالعه، ترکیب بهینه آلژینات، 

CaCO₃ سازی  برای تولید هیدروژل به منظور شبیه

های بافت تخمدان مورد بررسی قرار گرفت.  بهتر ویژگی

های رئولوژیکی نشان داد که این ترکیب  نتایج تحلیل

دقیقه( و  30شدن مناسب )حدود  بهینه با حفظ زمان ژل

پاسکال(، عملکرد  1758سازی بالا ) مدول ذخیره

دهد که برای حفظ  می مکانیکی مطلوبی را از خود نشان

یکپارچگی ساختاری در طول فرآیند انجماد و ذوب 

حیاتی است. این نتایج تأثیرگذار تأکید بر این نکته دارند 

طور مؤثری به  تواند به که خواص مکانیکی هیدروژل می

 .(24 ،19)بهبود عملکرد بافت تخمدان کمک کند 

های بیومکانیکی، مشاهده شد که هیدروژل در  در آزمون

رفتار ویسکوالاستیک  ،هرتز 1های پایین مانند  فرکانس

دهد که  خود نشان میمشابه بافت طبیعی تخمدان از 

دهد که  این ویژگی به هیدروژل این امکان را می

ها و  محیطی مشابه با بافت طبیعی برای فولیکول

ای نشان  حال، آزمون دامنه ها فراهم کند. با این سلول

های بالا وارد فاز ویسکوز  داد که هیدروژل در کرنش

شود که به معنای ناتوانی هیدروژل در تحمل  می
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شدید مشابه بافت طبیعی تخمدان است. این  های تنش

سازی بیشتر، از جمله افزودن  مسئله نیاز به بهینه

پلیمرهای دیگر برای بهبود سازگاری بیومکانیکی در 

 .(26 ،25) کند شرایط پرفشار را آشکار می

نشان داد که انکپسولاسیون بافت  مطالعه حاضرنتایج 

تخمدان در هیدروژل آلژینات باعث کاهش قابل توجهی 

های ناشی از فرآیندهای انجماد و ذوب  در آسیب

شود. این هیدروژل از دو روش اصلی برای محافظت  می

کند: اول، کاهش تشکیل  از بافت استفاده می

های یخ، که باعث حفظ یکپارچگی ساختاری  کریستال

های  شود و دوم، تعدیل تنش ها می ها و سلول یکولفول

زا مانند تورم سلولی و  های آسیب اسمزی، که از پدیده

ها  این یافته. (23) کند دهیدراسیون جلوگیری می

دهند  های قبلی است که نشان می مشابه با گزارش

توانند از  عنوان یک محیط محافظ، می ها به ژلهیدرو

های ناشی از انجماد  های بیولوژیکی در برابر آسیب بافت

 .(26)و ذوب محافظت کنند 

ها،  شده بر روی تراکم فولیکول  های انجام در بررسی

شده   استفاده از هیدروژل آلژینات در گروه انکپسوله

های آماری معناداری  نتایج مثبتی داشت. اگرچه تفاوت

های  های آغازین و اولیه بین گروه در تراکم فولیکول

های منجمد مشاهده نشد، روند  شده و گروه  انکپسوله

اثرات   دهنده نشان ،شده  افزایشی در گروه انکپسوله

های انجمادی و  حفاظتی هیدروژل در کاهش آسیب

های  طور خاص، در فولیکول به ها بود. حفظ فولیکول

ها  ثانویه، هیچ تفاوت آماری معناداری میان گروه

تر و  دلیل اندازه بزرگ مشاهده نشد که احتمالاً به

های  ها در برابر استرس پذیری بیشتر این فولیکول آسیب

سازی  ها بر لزوم بهینه انجماد و ذوب است. این یافته

های ترکیبی  یدروژلبیشتر شرایط انجماد و استفاده از ه

 .(25 ،12) های ثانویه تأکید دارند برای حفظ فولیکول

های مهم در این مطالعه، نقش هیدروژل  یکی از یافته

آلژینات در محافظت از یکپارچگی استرومای تخمدان 

شناسی نشان داد که در گروه  های بافت بود. تحلیل

ماتریکس شده، تراکم سلولی و ساختار   انکپسوله

های  طور قابل توجهی بهتر از گروه سلولی به خارج

ها،  اند. استروما که شامل سلول منجمد حفظ شده

و  ءهای خونی و فاکتورهای رشد است، برای بقا رگ

ها حیاتی است. بنابراین، حفظ این  عملکرد فولیکول

تواند به بهبود فرآیند بازیابی بافت پس از  ریزمحیط می

ی نیز این های کمّ تحلیل .(27)ذوب کمک کند 

تراکم سلولی استروما  نشان دادن افزایشمشاهدات را با 

 .شده تأیید کردند  در گروه انکپسوله

این مطالعه چندین نقطه قوت کلیدی دارد. اول، 

 RSMطراحی هیدروژل آلژینات با استفاده از روش

شدن آن بهینه   باعث شد خواص رئولوژیکی و زمان ژل

شده و نزدیک به رفتار مکانیکی بافت طبیعی تخمدان 

ها و  ، که امکان حفظ ساختار و عملکرد فولیکولباشد

کند. دوم، انکپسولاسیون بافت  استروما را فراهم می

های ناشی از  حدی آسیب تخمدان در هیدروژل تا

ذوب را کاهش داد و محیطی بیومکانیکی و  - انجماد

ها ایجاد کرد.  ها و فولیکول تقلید برای سلول  زیست

و یکپارچگی همچنین، حفظ تراکم فولیکولی 

دهنده اثر حفاظتی مؤثر هیدروژل  نشان ،استرومایی

هایی نیز وجود دارد:  است. از سوی دیگر، محدودیت

شود و  های بالا وارد فاز ویسکوز می هیدروژل در کرنش

های شدید را مانند بافت طبیعی  توانایی تحمل تنش

های ثانویه مشاهده  داری در فولیکول ندارد؛ تفاوت معنی

ها مربوط است؛  تر آن ه احتمالاً به ساختار پیچیدهنشد ک

های آلژینات مانند  های عمومی هیدروژل و چالش

پذیری و  مدت، قابلیت مقیاس پایداری زیستی طولانی

کنترل آزادسازی مواد مغذی یا داروها همچنان باقی 

های بیشتر برای افزایش  سازی است. بنابراین، بهینه

بیومکانیکی تحت فشار بالا  مقاومت مکانیکی، سازگاری

 و کاربردهای بالینی آینده ضروری است.
 

 گیری یجهنت

  نتایج این مطالعه نشان داد که هیدروژل آلژینات بهینه

عنوان یک داربست محافظ در برابر  تواند به شده می

های ناشی از انجماد عمل کند و تا حدی از  آسیب

ها و بافت استرومایی محافظت نماید.  ساختار فولیکول

رسد این اثر به توانایی هیدروژل در ایجاد  نظر می به

های مکانیکی نزدیک به بافت طبیعی  محیطی با ویژگی

کی در طول فرآیند انجماد های فیزی و کاهش تنش

های رئولوژیکی  حال، نتایج آزمون با این مربوط باشد.
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نشان داد که هنوز امکان بهبود خواص مکانیکی و 

پایداری هیدروژل وجود دارد. در مطالعات آینده، 

سازی بیشتر ترکیب هیدروژل برای افزایش تحمل  بهینه

تواند مفید باشد.  کرنش و حفظ پایداری آن می

تنی  های تکمیلی در شرایط برون نین، انجام ارزیابیهمچ

ها  ویژه در ارتباط با رشد و بقای فولیکول تنی، به و درون

پس از ذوب، برای تأیید اثربخشی این سامانه در 

 رسد. نظر می کاربردهای بالینی ضروری به
 

 قدردانی و تشکر
کارشناس گروه پاتوفیزیولوژی تولیدمثل بدینوسیله از 

که ما را در انجام این مطالعه  UCLouvain دانشگاه

 .گردد یاری کردند، تشکر و قدردانی می
 

 منافع تضاد
گونه تعارض منافعی بین نویسندگان  در این مطالعه هیچ

 .وجود نداشت

 اخلاقی ملاحظات
 پس و بوده تخصصی دکتری رساله از برگرفته مقاله این

 UCLouvain دانشگاه اخلاق کمیته موافقت کسب از

 روی ها آزمایش که است ذکر شایان. است شده انجام

 در که شد انجام حیواناتی از حاصل بافتی های نمونه

 شده ذبح رفاهی و اخلاقی اصول رعایت با و کشتارگاه

 بودند.
 

 مالی حمایت
 و UCLouvain دانشگاه مالی حمایت با مطالعه این

 سوی از سبحانی کیوان آقای به اعطایی اسکولارشیپ

 .شد انجام ایران فناوری و تحقیقات علوم، وزارت
 

 نویسندگان مشارکت
ها و نگارش  تمام نویسندگان در تأیید گردآوری داده

 .مقاله مشارکت داشتند
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Introduction: Ovarian tissue cryopreservation, despite its importance in fertility 

preservation, often causes structural damage and reduces follicle survival. These damages 

are mainly attributed to osmotic and mechanical stresses as well as changes in the tissue 

microenvironment. Alginate hydrogel, due to its biocompatibility and tunable mechanical 

properties, has emerged as a potential protective system for ovarian tissue encapsulation. 

The present study was conducted with aim to investigate the effect of encapsulating 

ovarian tissue in alginate hydrogel on mitigating damage induced by the freeze-thaw 

process. 

Methods: Alginate hydrogel composed of alginate, calcium carbonate (CaCO₃), and 

glucono-δ-lactone (GDL) was designed using a response surface methodology (RSM) to 

achieve a storage modulus and gelation time similar to those of native tissue. Ovarian 

tissue from prepubertal sheep was encapsulated, subjected to slow freezing, and cultured 

for 24 hours post-thaw. Histological evaluations included counting the density of 

primordial and primary follicles, as well as assessing stromal cells and the extracellular 

matrix. Data were analyzed using GraphPad Prism (version 9) and analysis of variance 

(ANOVA) and Tukey’s post-hoc tests. P<0.05 was considered statistically significant. 

Results: The density of primordial and primary follicles in the encapsulated group was 

significantly higher than in the frozen group (p<0.05). Stromal cell health and 

extracellular matrix integrity were better preserved in the hydrogel group (p<0.001). The 

hydrogel exhibited a storage modulus of approximately 1,750 Pa and a gelation time of 

around 30 minutes, simulating the mechanical properties of native tissue. 
Conclusion: Encapsulation of ovarian tissue in alginate hydrogel reduces freeze-thaw–

induced damage and improves follicle survival and stromal structure. This approach 

offers a novel strategy for fertility preservation. 
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