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 گواهي صحت و اصالت
اي شدن اسپرم تاثير كلسترول بارگذاري شده بر سيكلودكسترين بر پاسخ شيشه: نامهعنوان پايان

 اپيديديمي گربه

دانشگاه ي دامپزشكي دانشكده دامپزشكي دانشجوي دکتراي عمومي رشته مريم رهبراينجانب 

و  اله محمديدكتر قدرتو  دكتر فريد براتيتحت راهنمايي  528588شهيد چمران به شماره دانشجويي

 :دهم کهگواهي مي،  نژادبهمن مصلي دكترمشاوره 

نامه حاصل مطالعات علمي و عملي شخص اينجانب بوده و صحت و تحقيقات ارائه شده در اين پايان -1

 .کنمآن را تاييد مي اصالت تمام مطالب مندرج در

 .امها را در منابع ذکر نمودهدر صورت استفاده از آثار ديگران، مشخصات کامل آن -2

نامه، توسط اينجانب يا شخص ديگري به منظور اخذ هر نوع تاکنون مطالب درج شده در اين پايان -3

 .مدرک يا امتيازي به هيچ مرجعي تسليم نشده و بعد از اين نيز نخواهد شد
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کليه حقوق معنوي اين اثر به دانشگاه شهيد چمران تعلق داشته و مقالات مستخرج از آن، ذيل نام  -5

 .به چاپ خواهد رسيد (Shahid Chamran University of Ahvaz)دانشگاه شهيد چمران اهواز 

در مقالات ( اساتيد راهنما و مشاور)اند نامه تاثيرگذار بودهتمامي افرادي که در اين پايان حقوق معنوي -6

 .مستخرج از آن رعايت خواهد شد

ها، کليه ضوابط و اصول اخلاقي مندرج در هاي آندر صورت استفاده از موجودات زنده يا بافت -7

 .و فناوري رعايت شده است منشور موازين و اصول اخلاق پژوهش وزارت علوم، تحقيقات

در صورت اثبات تخلف از مندرجات فوق، مسئوليت هر گونه  پاسخگويي به اشخاص حقيقي و     

حقوقي و مراجع ذيصلاح بر عهده اينجانب بوده و دانشگاه شهيد چمران هيچ مسئوليتي بر عهده 

همچنين در صورت تضييع حقوق و منافع دانشگاه، حق پيگيري موضوع در مراجع . نخواهد داشت

ل قوانين مربوطه براي دانشگاه شهيد چمران در حال و آينده محفوظ بوده و اينجانب ذيصلاح و اعما

 .كليه خسارات وارده خواهم بودمسئول پرداخت 

                                                                                             25/6/1333  

 مريم رهبر                                                                                              

 مالكيت نتايج و حق نشر

 اي، نرم افزارها وهاي رايانهمقالات مستخرج، برنامه)قوق معنوي اين اثر و محصولات آن ي حکليه    

به دانشگاه شهيد چمران تعلق داشته و بدون اخذ اجازه کتبي از دانشگاه قابل ( تجهيزات ساخته شده

 .يستاستفاده از اطلاعات و نتايج اين پايان نامه بدون ذکر مرجع مجاز ن. واگذاري به غير نيست



 

 :به  قدیم می نمایمت این پایان نامه را در کمال افتخار 
 
 

  پدر
 و

 ....، به پاس خوبی هایشان مادر عزیزم
 

دوستی همراه، همراز، صبور و پشتیبان در تمام ، مهمسربه تقدیم 
 لحظات زندگی



 

 

 

 

 

 

 

 

 تشکر و سپاس
 پروردگارا،

توانم سپاسگذار این همه خوبی تو باشم، اما تو گاه نمیدانم که هيچهر چه دارم از لطف و مهربانی توست و خوب می
 .پایان خود سپاس مرا بپذير، اي مهربان دوست داشتنیبا لطف بی



 

دانم از همه عزیزانی که مرا در انجام  که به لطف خداوند مهربان این تحقيق به پایان رسيده برخود لازم میاكنون 
 .اند، تقدير و تشکر نمایم آن یاري نموده

هاي ارزنده مرا که همواره با راهنمايی محمدي و جناب آقاي دکتر  براتی   دکتر آقايجناب  ،از اساتيد راهنما
کمال تشکر و قدردانی  نژادمصلی و همچنین استاد مشاور جناب آقاي دکتر  اندخود قرار داده مرهون لطف و محبت

 .را دارم

این  داوريزحمت  که  فاطمی طباطبايیکتر جناب آقاي دو  نژاد گورانیاز اساتيد محترم جناب آقاي دکتر 
کمال تشکر و قدردانی را ،  نماینده تحصیلات تکمیلی  راضی جلالیدکتر جناب آقاي و  پایان نامه را تقبل کردند

 .دارم
 .تقدير و تشکرمی کنم از کلیه اساتيدمحترمی که در طول این  دوره تحصیلی افتخار   شاگردیشان را داشتمهمچنین  
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 چکیده

 175122 :شماره دانشجويي رهبر: نام مريم :نام خانوادگي

 اي شدن اسپرم اپيديديمي گربهشيشهسيكلودکسترين بر پاسخ  بارگذاري شده برتاثير کلسترول : نامه عنوان پايان

 اله محمديو دکتر قدرت دکتر فريد براتي  :اساتيد راهنما

 نژادبهمن مصلي دکتر :استاد مشاور

 دامپزشكي: رشته اي حرفه دکتراي: درجه تحصيلي

 علوم درمانگاهي: گروه دامپزشكي :دانشكده شهيد چمران اهواز :دانشگاه

 33: تعداد صفحه   1333شهريور : تاريخ فراغت از تحصيل

 اي شدن، سيكلودکسترين و لقاح آزمايشگاهياسپرم اپيديديمي، گربه، شيشه :ها واژهكليد 

اي همچنين شيشه. ها محافظت کندشده بر سيكلودکسترين به صورت کارآمد توانسته است از اسپرم تعدادي از گونه بارگذاريکلسترول 

اي بر شيشه CLC هدف از اين مطالعه ارزيابي اثر. انجماد اسپرم گشوده استي هاي جديدي را در زمينهکردن اسپرم به خصوص در انسان، افق

اي شدن در محلول تريس از اپيديديم استخراج شد و سپس در معرض شيشه( بيضه زوج 22)اسپرم اپيديديمي گربه . باشدسازي اسپرم گربه مي

هاي همراه تخمکگشايي شده بههاي يخشي از اسپرمبخ. تحرک ارزيابي شدماني و گشايي شده از نظر زندهاسپرم يخ. قرار گرفت CLCبه همراه 

ها جهت بلوغ در تخمک. سازي تخمدان جمع آوري شدندها به روش قطعه قطعهتخمک. بالغ گربه در برنامه لقاح آزمايشگاهي قرار گرفتند

هاي همراه اسپرمها بهبعد از بلوغ، تخمک. گرفتنداعت قرار س 21-33درجه براي مدت  31دماي  با اکسيدکربندي 5%و  35%محيطي با رطوبت 

باعث کاهش ( P<3331/3)به صورت معناداري شدن  ايشيشه. گشايي شده انكوبه شدند و ميزان تشكيل تسهيم و بلاستوسيست بررسي شديخ

-زنده. شده است( 3/21±12/1)با اسپرم تازه در مقايسه CLC (32/2±1/1 )و گروه فاقد CLC (21/2±6/3 ) درصد تحرک اسپرم در گروه واجد

در مقايسه با CLC (15/2±2/71 ) و هم گروه فاقدCLC (44/2±6/13 )  اي شدن به صورت معناداري هم در گروه واجدماني نيز به دنبال شيشه

به ترتيب براي  3/63±54/7و  3/53±7/1، 4/44±54/7درصد تشكيل تسهيم (. P=3311/3)کاهش يافته است ( 3/13±34/1)قبل از انجماد 



 

 

 

 

 

 

 

 

 مقدمه و هدف -فصل اول

خوار ی بومی ایران به عنوان یک گوشتهای در حال انقراض حیات وحش، گربهبا توجه به فراوانی گونه

رو استفاده از از این. خوار در معرض انقراض باشدهای گوشتبه حفظ گونهتواند یک الگوی مناسب برای کمک می

های بانک از ملزومات آن تهیه. برنامه لقاح آزمایشگاهی به عنوان یک روش قابل قبول در این راه کمک کننده است

-اپیدیدیمی، یکی از حوزه انجماد اسپرم. اندگذاری شدههای انجماد اسپرم پایهباشد که همگی بر اساس رونداسپرم می

های در خطر و وحشی دارد های تولیدمثل است و اهمیت زیادی در تحقیقات تولیدمثل گونههای مهم تکنولوژی

(James  ،9009و همکاران .) اسپرم ذخیره شده در دم اپیدیدیم معمولا دارای کیفیت مناسبی است و دارای سطوح

های در برنامه (.9000و همکاران،  Blash)ی بارور کردن تخمک را دارد باشد و توانایبالایی از اسپرم بالغ می

های بالایی ریزی استفاده نمود که هزینههای قابل برنامهبایست از دستگاهمعمول انجماد جهت محافظت از اسپرم می

بایست از سلولی می از غشایو از طرف دیگر جهت حفاظت  (9011 و همکاران، Isachenko)دارند 

 و همکاران، Isachenko) د که بسیار سمی هستندکرگلیکول استفاده های شیمیایی مانند گلیسرول و اتیلنرمامحافظس

برای حل . ها را دارندد که خطر انتقال بیماریکرهای با منشاء بیولوژیک استفاده و یا از سرمامحافظ (9006

با موفقیت در  این روش .های معمول استو هم موثرتر از روش ترکردن هم ارزان ایمشکلات فوق استفاده از شیشه

ند که اهنشان داد اخیرا مطالعات انجام شده،(. 1685 شایق،) مورد استفاده قرار گرفته است گاو انجماد تخمک و جنین

ر نامطلوبی های معمول نیز تاثیحذف سرمامحافظ همچنین و کردن منجمد نمود ایتوان با روش شیشهاسپرم را نیز می

 (.9019 و همکاران، Isachenko) اسپرم نداشته است ای سازیشیشهبر روند 

و  آسیب دیده لیپیدهای وابسته به آن ، بنابراین پروتئین وشودمی ساختار غشادر  انجماد منجر به تغییرفرایند 

همچنین در طی روند انجماد . شودمی در سیالیت غشا انتخابی غشا و تغییر نفوذپذیری دست دادن ازسبب  نتیجه در

از سوی دیگر مطالعات انجام شده . (Bailey ،9006 و Cormier) یابدمیزان کلسترول غشای سلول کاهش می

 (مانند انسان و خرگوش)غشا بیشتر است  هایی که نسبت کلسترول به فسفولیپیددر گونهی این است که نشان دهنده

وجود فرایند انجماد  مقاومت بیشتری در برابر( قوچ مانند نریان، گاو و )است  هایی که این نسبت کمترنسبت به گونه

کلسترول قبل از انجماد ممکن است  با توجه به این اطلاعات، غنی سازی غشای اسپرم با. (Watson ،9000)دارد 

غیر  های آبیدر محلول کلسترول .(9009و همکاران،  Moore) شده در طی انجماد را کاهش دهد ایجاد صدمات

و  1/23±5/6، 7/14±63/5درصد تشكيل بلاستوسيست (. P=2431/3)بود که تحت تاثير انجماد قرار نگرفت  CLCي تازه، واجد و فاقد نمونه

ه در مقابل فرايند اسپرم گرب(. P=7173/3)بود که تحت تاثير انجماد قرار نگرفت  CLC ي تازه، واجد و فاقدبه ترتيب براي نمونه 63/5±33/15

 .اي روي آن نداشته استتاثير قابل ملاحظه CLC اي شدن داراي تحملي ذاتي است و حضورشيشه



 

و همکاران،  Belmonte) کردوارد غشای سلول  سیکلودکسترینبا استفاده از را  توان آنست، اما میاقابل حل 

9009.)  

ای کردن اسپرم اپیدیدیمی گربه بومی ایران بر لقاح و تکامل بعد از ی حاضر تاثیر شیشههدف از مطالعه

در محافظت از غشای  سیکلودکسترینبتامتیل بارگذاری شده برو بررسی اثر استفاده از کلسترول لقاح آزمایشگاهی 

 . می باشد ای شدنهای ناشی از فرایند شیشهسلول در برابر آسیب

 56شهریور  مریم رهبر

 مروري بر منابع -فصل دوم

 سانانهاي توليد مثلي در گربهويژگي -الف

ماهگي  1هاي نر در سن ماهگي قابل جمع آوري است، اگر چه بيشتر گربه 5از سن  اسپرم گربه

ماهگي به سرعت افزايش  1تستوسترون پلاسما در سن . رسندميبه بلوغ جنسي و توليد اسپرم 

و  Tsutsui)رسد ماهگي مي 13در سن ( ليترنانوگرم به ميلي 6/2)يابد و به ميزان پيک خود مي

، ولي (Wildt، 1333 و Spindler) ي نر توليد مثل غير فصلي داردگربه .(2334 همكاران،

 .(Kirkpatrick، 1315)باشد تحت تاثير فصل مي 1تحقيقات مشخص کرده است که اسپرماتوژنز

استروس ها به صورت پليتوليد مثل آن. افتدماهگي اتفاق مي 13تا  1ي ماده در سن بلوغ در گربه

. افتدهفته اتفاق مي 3تا  2سيكل استروس اغلب هر . باشدالقايي ميگذاري فصلي و تخمک

 .باشدگيري ميجفتروز بعد از  13تا  12گزيني ساعت و لانه 36تا  24گذاري معمولا تخمک

اجسام زرد . است( روز 66به صورت ميانگين )روز  64-67طول مدت آبستني در گربه 

گزيني اتفاق اگر لانه .ري استاگذتخمکروز بعد از  1-2کنند که شروع آن پروژسترون ترشح مي

يابد، سپس مقدار آن تا انتهاي آبستني به روز افزايش مي 25-33بيفتد، غلظت پروژسترون در طول 

-15اگر آبستني اتفاق نيفتد اجسام زرد به پيک توليد پروژسترون خود در طول . شودآرامي کم مي

  33-35ي پروژسترون در روزهاي ميزان پايه. يابدند و سپس مقدار آن کاهش ميرسروز مي 13

 2جفتي-هاي جنينيآبستني از واحد 23ريلاکسين از روز . گذاري گزارش شده استبعد از تخمک

آبستني افزايش  35شود و توليد آن تا انتهاي آبستني ادامه دارد و توليد پرولاکتين از روز ترشح مي

 (.Stabenfeld، 1333و  Tsutsui)يابد مي

                                                           
1. Spermatogenesis 
1. Fetoplacental unit 



 

خودي گذاري خودبهگذاري القايي دارند ولي ممكن است تخمکسانان تخمکي گربهاگر چه همه

ي پلنگي و گربه 4ي ماهيگير، گربه3پلنگ ابري. ها و حتي افراد يک گونه اتفاق بيافتددر بين گونه

ي کوچک صورت نادر در يوزپلنگ، گربهگذاري خود به خودي دارند، که به غالبا تخمک 5آمريكا

 . شودديده مي 7و پلنگ پاکوتاه 6خالدار

ي روشنايي برخي به دوره. سانان وجود دارداي زيادي در مورد توليد مثل فصلي گربهتفاوت گونه

مانند )گيرند ، برخي به طور نسبي تحت تاثير قرار مي(1ي پالاسمانند گربه)بسيار حساس هستند 

ي پلنگي ي کوچک خالدار، گربهمانند پلنگ پا کوتاه، گربه و بقيه( گ ابري و پلنگ برفيببر، پلن

 (.Brown ،2311)گيرند ي ماهيگير اصلا تحت تاثير قرار نميآمريكا، شير، پلنگ و گربه

 سانانهاي كمكي توليد مثل در گربهآوريفن -ب

. سانان استتوليد مثل گربه تلقيح مصنوعي داراي پتانسيل گرانبهايي در جهت کمک به 

هاي نر با يک بار تلقيح باعث بارور شدن ي واژن مصنوعي از گربهآوري شده به وسيلهمني جمع

ي ي ديگري در زمينهدر مطالعه (.1373و همكاران،  Sojka)هاي ماده شده است از گربه %53

-اي به دست آمده به وسيلههتلقيح مصنوعي به روش لاپاروسكوپي نشان داده شده است که اسپرم

 و همكاران، Howard )هاي ماده شوند توانند باعث ايجاد آبستني در گربهمي 3ي الكتروجكولاتور

a1332 .)است، نشان مي اي که بر روي اثر بخشي تلقيح مصنوعي در چيتا صورت گرفتهمطالعه-

اسپرم به قسمت قدامي هر  ي تزريق هورمون و تلقيحگذاري به وسيلهدهد که پس از القاء تخمک

تلقيح (. b 1332و همكاران، Howard)شود آبستني و توليد نوزاد زنده مشاهده مي ،شاخ رحم

و همكاران،  Dresser)مصنوعي به روش غيرجراحي در پلنگ ايراني توانست ايجاد آبستني کند 

پا کوتاه داشته  روش تلقيح مصنوعي ميزان موفقيت بالايي در آبستني يوزپلنگ و پلنگ (.1312

ي است، اين در حالي است که ميزان موفقيت اين روش در ايجاد آبستني در پلنگ ابري، گربه

 (.Brown ،2311)ماهيگير و ببر کمتر بوده است 

                                                           
3. Clouded leopard 
4. Fishing cat 
5. Margay 
6. Tigrina 
7. Ocelot 
7. Pallas cat 
9. Electroejaculator 



 

وهمكاران،  Donoghue)با موفقيت در ببر  11و انتقال جنين 13توليد جنين آزمايشگاهي 

، Brownو  Swanson)، پلنگ پا کوتاه (2333و همكاران،  pope)ي وحشي آفريقا ، گربه(1333

وهمكاران،  Pope)ي ماهيگير گربه، (2331 و همكاران، Pope) 12ي سياه گوشگربه ،(2334

a2336 )مورد  13تخمک بهترين دما و شرايط کشت براي بلوغ آزمايشگاهي. است انجام شده

ي خود را در شرايط آزمايشگاهي در بلوغ هستههاي نابالغ گربه، مطالعه قرار گرفته و بيشتر تخمک

انتقال جنين اوليه به اويداکت  (.1333و همكاران،  Pope)اند ساعت کامل کرده 32طول 

(Goodrow  ،و همكارانb1311 )به رحم   15و بلاستوسيست 14و مورولا(Pope  ،و همكاران

 16اسپرم به داخل سيتوپلاسمتزريق . ي پذيرنده شده استباعث ايجاد آبستني در گربه( 1333

شود که اين باشد که يک اسپرم مستقيما به داخل تخمک تزريق ميتغيير شكل يافته مي IVFنوعي 

 (. 2336و همكاران،  Comizzoli)روش در گربه موفق بوده است 

و جنين گربه انجام گرفته است  تحقيقات بسياري در مورد انجماد طولاني مدت گامت 

(Wildt و Wemmer ،1333.)  تكنيک انجماد اسپرم براي کاهش تخريب غشاء و به حداقل

. گشايي توسعه يافته استرساندن تغييرات سريع اسمزي در حين سرد کردن، انجماد و يخ

ي گربه قبل از ي تخم مرغ به اسپرم تازهمحافظ در داخل بافر زردهگليسرول به عنوان يک سرما

گشايي و حذف ميزان سرما، يخ (.Luvoni ،2336)مايع اضافه شد سازي آن در نيتروژن ذخيره

گشايي بهبود هاي غشاء بعد از يخمحافظ در جهت بهتر شدن حرکت اسپرم و کاهش آسيبسرما

هاي نرمال سانان به نسبت اسپرمهاي ناهنجار گربهدر تحقيقات مشخص شده که اسپرم. يافته است

اسپرم گربه در گذشته  (.2332و همكاران،  Pukazhenthi)نند بيدر مقابل سرما آسيب بيشتري مي

و  Cocchia ؛2313و همكاران،  Villaverde) با استفاده از روش آهسته منجمد شده است

 .(Naomi ،2335 ؛2313و همكاران، Zambelli ؛2312و همكاران،  Vick ؛2313همكاران، 

                                                           
10. In vitro fertilization (IVF) 
11. Embryo transfer (ET) 
12 . Caracal 
13. In vitro oocyte maturation (IVM) 
14. Morula 
15. Blastocyst 
16 .Intra cytoplasmic sperm injection (ICSI) 


