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منت خدای را عزوجل که 

 تطاعتش موجب قرب

است و به شکر اندرش 

 .مزید نعمت
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 تقدیم به:

 پدرم،ستون پایدار زندگی ام 

 مادرم، نگاه سبز زندگی ام

 برادرم، که سرگردانی وترس در پناهش به شجاعت می گراید

 خواهرانم، به پاس قلب های بزرگ و محبت های بی دریغشان
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 رضا اسدپور جناب آقای دکتر

 سرکار خانم لیلا روشنگر

 به پاس راهنمایی های بی دریغ شان

 جناب آقای دکتر رضی الله جعفری جوزانی

 به پاس مشاوره و همکاری صمیمانه ایشان 

 غلامرضا حمیدیانجناب آقای دکتر 
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 جهت مطالعه و داوری این پایان نامه

 

 

 

 

 

 

 و با تشکر از

در گروه علوم تشریحی خانم کریمیان و همکاران ایشان 

 دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز

 

 

 

 سپاس از زحمات دوستان عزیزم جناب آقایان

 دکتر حسین باقرنیایی و دکتر مهدی هوشمند 
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و کلیه اساتید، دوستان و عزیزانی که طی این دوره 

 اندیشیدن را به من آموختند.
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و اثرات آن بر روی بیان ژن  عنوان: لقاح آزمایشگاهی اووسیت های گوسفند در حضور آمونیوم
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در این مطالعه اثرات غلظت های مختلف آمونیوم کلراید در محیط کشت در طول لقاح آزمایشگاهی  چکیده:

(IVF و )( کشتIVC و  بیان ژن )Bcl-2  در رویان های گوسفند، در گروه های کاملا تصادفی مورد بررسی قرار

تخمدان های گوسفندان نژاد قزل از کشتارگاه به آزمایشگاه دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز  گرفت.

درجه سانتی  13ی، دمای کومولوس جمع آوری شده در شرایط آزمایشگاه –انتقال یافت. کمپلکس اووسیت 

 ساعت انکوبه شدند.  42% در قطره های محیط بلوغ اووسیت به مدت 6گراد، حداکثر رطوبت و دی اکسید کربن 

به محیط های کشت  µM 376و  µM  ،43 µM،88 µM،314 µM آمونیوم کلراید در غلظت های صفر

بین گروه ها مشاهده  (           )( کاهش معنی داری IVFدر بررسی لقاح آزمایشگاهی)اضافه گردید. 

. رابطه  (          گردید. و از لحاظ رشد و تداوم سلولی نیز اختلاف آماری بین گروه ها معنی دار بود)

 و غلظت های مختلف آمونیوم بدست نیامد. Bcl-2معنی داری بین بیان ژن 

ی پیش از لانه گزینی در گوسفند به غلظت این نتایج نشان می دهد که اثرات آمونیاک در لقاح و توسعه جنین

آمونیوم و  مرحله زمانی آن بستگی دارد. علاوه بر این حضور آمونیوم در محیط کشت، اثر منفی بر رشد و نمو 

 جنین دارد و اثر منفی آن در لقاح آزمایشگاهی بیشتر از کشت جنین می باشد.
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های در حال  ریع جمعیت گلهتواند برای ازدیاد س در شرایط آزمایشگاهی می 3انتقال رویانتولید و 

تسریع بهبود ژنتیکی از طریق تسهیل آزمون نتاج  ،، تهیه نتاج بیشتر از حیوانات ماده ارزشمندانقراض

ولید رویان و انتقال آن یک . همچنین ت[3]ها مورد استفاده قرار گیرد نسل ی بین ماده و کاهش فاصله

های دقیق به منظور بررسی مشکلات ژنتیکی ،  تکنولوژی کارآمدی است که امکان انجام آزمایش

روندهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی تولید مثل را فراهم  وتولید مثلی ، روند تکامل رویان  مشکلات

 شود: به دو طریق انجام می امروزه تولید رویان کند . می

 یها اوولاسیون حیوانات ماده برتر و تلقیح مصنوعی و سپس جمع آوری رویان طریق سوپراز  (3

 حاصله

 رایج طی سه پروتکل در شرایط آزمایشگاهی 1، لقاح و کشت 4از طریق بالغ کردن اووسیت ها  (4

شود یا  یه متولید شده و انتقال داد گرفته(بالین مورد استفاده قرار در تحقیقات و  که )

 .[4]دگرد میمنجمد 

، هاها و همچنین بهبود بخشیدن آن علی رغم گذشت زمان قابل توجه از ابداع و انجام این روش

هنوز نیل به راندمان مناسب و مطلوب امکان پذیر نشده است و لذا انجام مطالعات بیشتر برای رسیدن 

با لقاح  دررابطه پژوهشی کارهای بیشترین .به نتایج مطلوبتر و راندمان بیشتر مورد نیاز است

 .تاس گرفته صورت آن اقتصادی های جنبه علت به گاو و ارزانی سبب به موش روی بر آزمایشگاهی

برای رشد بدنی، رشد جنین و تولید شیر  جیره دام را تشکیل می دهد که گروه مهمی از ها پروتئین

باشد که می دام  جیره نویسیمیزان پروتئین جیره از جمله موارد مورد توجه در . یاز استنمورد 

ون و کاهش باروری در دام می افزایش میزان آن در جیره موجب افزایش میزان اوره و آمونیاک خ

                                                           
1Embryo Transfer 
2 In vitro maturation (IVM) 
3 In vitro culture (IVC) 
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درصدی  41اوره خون موجب کاهش گرم بر دسی لیتر میلی  41-33ی که افزایش بطور [2, 1]گردد

مطالعات اخیر بر روی رویان موش نشان داده است که محیط کشت حاوی  باروری در دام می شود.

کاهش  اد بلاستوسیست ها در محیط کشت راطور معنی داری تعده ب 111-8/38آمونیوم با غلظت 

از ژن های درگیر در  Bcl-2ژن  .[5]می دهد و میزان آپپوپتوز در بلاستوسیست را افزایش می دهد

 فرایند آپوپتوز می باشد.

در فناوری زیستی  3دست یابی به سیستم کشت پیشرفته برای فولیکول های پری آنترال

ستفاده مربوط به تولید تعداد بالای اووسیت و ایجاد جنین آزمایشگاهی و انتقال آن بسیار مهم است. ا

ست که با هدف بهبود کیفی رویان پستانداران، شبیه سازی محیط از سیستم هم کشتی مدت ها

هش استرس های داخلی بدن در آزمایشگاه، افزایش بقاء رویان و حمایت محیط های کشت، کا

 های مختلف غلظت محیطی و متابولیسمی محیط های کشت به کار رفته است. تاثیراضافه کردن

 Bcl-2 4و بررسی بیان ژن نژاد قزلگوسفند  نو تکوین آزمایشگاهی رویادر دو مرحله لقاح  آمونیوم

از اهداف خاص این  آپوپتوز می باشد،فرایند که از ژن های دخیل در  های تولید شده در رویان

 پژوهش می باشد.

 

 

 

 

 

 

 
                                                           
1 Preantral follicles 
2Gene expression 

https://www.google.com/search?biw=1366&bih=631&q=Preantral+follicles&spell=1&sa=X&ei=qjdnVNy0FofUONHigFA&ved=0CBkQBSgA


 
 

 

 

 

 

 فصل دوم :

  کلیات
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 گوسفند نژاد قزل 2-1

 

 

 

 پراکنش و خصوصیات ظاهری: 2-1-1

قهوه ای روشن تا قهوه ای تیره  آن رنگ عمومی بدن که  شیر -نژاد قزل گوسفندی است گوشتی

نژاد پراکنش قابل توجهی در جنوب و جنوب شرقی این  .[6] (4-3)تصویر  متمایل به قرمز می باشد

، میانه، بناب، اطراف مراغهاستان آذربایجان غربی و دامنه های سهند در استان آذربایجان شرقی )

گله ها بزرگتر ، هر چه به طرف بناب و مراغه نزدیکتر شویم که دارد سراسکندر و هشترود، آذرشهر

دارد. پنیر معروف لیقوان که شهرت جهانی دارد  (زوده می شودشده و بر تعداد گوسفند قزل در آنها اف

از شیر این گوسفند به عمل می آید. در این نژاد گوسفندان اغلب زیر گردن منگوله دارند و چهار 

شکل  .[7]مناسب است ها در مراتع و کوهستانبرای راهپیمایی های طولانی مدت  دست و پای آنها

کاملا گرد و دارای دنبالچه مناسب به شکل ، نژاد می باشددنبه که یکی از وجوه تمایز خاص این 

از  به همان اندازه نیمرخ بصورت فوق خارج شده باشد و از S هر چه دنبه از حالت .می باشدگلابی 

 رنگ دنبه و سینه و چهار قلم تیره تر از سایر نقاط بدن می باشد. .مطلوبیت گوسفند کاسته می شود

 گوسفند نژاد قزل 1-2تصویر 
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حنائی و فاقد ، ها آنهایی هستند که به رنگ قرمز د که اصیل ترین میشبعضی از گله داران معتقدن

 .شاخ بوده و دارای لکه سفید روی پیشانی باشند

 

 ویژگی های نژاد قزل 2-1-2

این نژاد سازگار با شرایط جغرافیایی منطقه است. در مواردی که شرایط آب و هوایی مساعد باشد، این 

به چرا رفته و از یونجه و شبدر تغذیه کنند و در شرایط آب و هوایی حیوانات قادرند تا برای تغذیه 

. از جمله ویژگی های این نژاد [8] سرد به صورت دستی با یونجه، ساقه و دانه جو تغذیه می شوند

تولید شیر و گوشت بالا می باشد. پرورش بره های پرواری یکی از مهمترین منابع درآمد برای پرورش 

اما  .[3]نژاد صورت گرفته استلیز وزن این دهندگان این نژاد محسوب میشوند. مطالعاتی در مورد آنا

اطلاعاتی در مورد عوامل ژنتیکی دخیل در ویژگی های این نژاد صورت نگرفته است. نژاد قزل یک نژاد 

 سنگین وزن می باشد.

 خصوصیات تولیدی 2-1-3

 کیلوگرم 5/2میانگین وزن تولد بره ها: 

 کیلوگرم 15ماهگی:  6میانگین وزن 

 کیلوگرم 51میانگین وزن بلوغ :

 %41:  قلوزائی درصد دو
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 آناتومی و بافت شناسی تخمدان و بیضه مروری بر 2-2

دخالت  روند پیچیده ای است که ژنهای بسیاری که برخی از آنها اتوزوم هستند در آن 3تمایز جنسی

در مراحل اولیه رشد و تکامل، رویان تمام مهره داران واجد گناد و مجاری تناسلی اولیه هر  [.31]دارند

اسلی نر و ماده از کیسه زرده به داخل برآمدگی تن 4یاهای زا دو جنس می باشند و با مهاجرت سلول

 تشکیلو  ی رشد، تکاملبند از لحاظ زمان اگرچه [.33]رشد و تکامل گناد تناسلی شروع می شود

الگوی طبیعی رشد و تکامل جنین توصیف  لیدر تمامی پستانداران مشابه است و 1های اولیه فولیکول

 [.31،33]شده است

 

 بافت شناسی تخمدان و آناتومی 2-2-1

تخمدان در خلال مراحل انتخابی آبستنی شامل مراحل تمایز تخمدان تکامل اصلی  زمان وقوع رشد و

آبستنی(  65تا  13های زاینده )روزهای  و میوز سلول آبستنی ( رشد تخمدان 11تا  1ای جنین )روزه

آبستنی( می باشد. تخمدان در داخل حفره شکمی بوده و دارای دو  331تا 65)روزهای  2و فولیکولوژنز

ادسازی تخمک( و درون ریزی )تولید استروئید( است. قشر تخمدان بافت اصلی نقش برون ریزی )آز

ابتدایی تخمدان را  های های فولیکولی اطراف اووسیت لایه ای از سلول در ابتدارود.  آن بشمار می

گردد. تخمدان در گوسفند  می آغازینهای  این کار موجب شکل گیری فولیکول احاطه می کند و

داخل حفره شکمی می باشد و اپیتلیوم سطحی که معمولا به اپیتلیوم زاینده در و بادامی شکل 

قسمت مرکزی تخمدان از بافت فیبروالاستیک نامنظم و  گیرد. معروف است تخمدان را در بر می

تشکیل شده است که از طریق ناف به تخمدان می رسد. قشر  سیستم عروقی و عصبی گسترده

                                                           
1Sexual Differentiation 
2 Germinal cells 
3Primary follicles 
4Folliculogenesis 
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تشکیل شده و یا جسم زرد راحل مختلف رشد، تحلیل در می های تخمدان تخمدان از فولیکول

 [.34،31]است

 

 

 بطور کلی در قسمت قشری تخمدان دو گروه عمده فولیکولی وجود دارد:

 های در حال رشد فولیکول (3

 های ساکن یا مقدماتی فولیکول (4

 های در حال رشد به پنج گروه طبقه بندی می شوند و عبارتند از فولیکول از لحاظ بافتی فولیکول

 . 2های آترتیک و فولیکول 1های رسیده )دوگراف( ، فولیکول4، ثالثیه )وزیکولی(3های اولیه، ثانویه

 عال دچار یک روند خود تمایزی شده و به مراحلهای مقدماتی ف گزارشاتی وجود دارد که فولیکول

 فولیکول یهای گرانولوزا تحت تاثیر گنادوتروپین های هیپوفیزی سلول ه تبدیل می شود.اولیه و ثانوی

 ها جمع می در فضای ما بین سلولکه مایع فولیکولی  کنند به نام ترشح می یمایع ای های چند لایه

در فولیکول گراف شود.  ع )آنتروم( تشکیل میپر از مایگردد و با تداوم ترشح مایع حفره بزرگ 

                                                           
1Secondary follicles 
2 Tertiary follicles 
3 Graph follicles 
4Atretic follicles 

 سطح آنان و انواع فولیکول های موجود در تخمد 2-1شکل 
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 های شعاعی فولیکول در بر گرفته شده است. اندازه سلول زوناپلوسیدا توسط توده جامدی از سلول

گردد. اووسیت به یک طرف فشرده و با مجموعه ای از  های فولیکولی افزایش یافته و مملو از مایع می

اپیتلیوم دیگر حفره فولیکولی،  قسمتهای فولیکولی )کومولوس اووفروس( احاطه می شود. در  سلول

گیرد. فولیکول  شکل می (و غشاء گرانولوزا نامیده می شود ) که از لحاظ ضخامت نسبتا یکسان است

قبل از تخمک گذاری بصورت ساختمانی تاول مانند از سطح تخمدان برآمده می شود. تقسیمات 

 می شوداووسیت متوقف شده در پروفاز میوز یک، چندین ساعت قبل از تخمک گذاری  از سر گرفته 

[31]. 

 

 و لقاح بلوغ اووسیت 2-2-2

 تا حدود درمرحله پروفاز تقسیم میوز و تشکیل زندگی جنینی در طول پستانداران تخمک

های گنادوتوفینی  تخمک گذاری متوقف می شود. از سرگیری مجدد میوز بستگی به هرمون زمان

می شود و اثر مستقیم بر بلوغ  دارد که موجب ترشح پروزسترون از سلول های فولیکول های تخمدانی

متراکم شدن و  ینالویزیکول ژرماین تحریک هورمونی موجب شکسته شدن  .[32]اووسیت دارد

گردد و مرحله متافاز میوز یک شروع می شود و پس از تشکیل جسم قطبی اول، سلول  کروموزوم می

القای بلوغ اووسیت فرایندی شناخته شده است که شامل یک واکنش  .[35]دوم می شودوارد متافاز 

آگونیستی اولیه در سطح اووسیت می باشد که موجب بلوغ سیتوپلاسمی اووسیت و تحریک ادامه 

از آنجایی که اغلب اووسیت های جمع آوری شده برای لقاح آزمایشگاهی از فولیکول میوز می شود. 

در حالت طبیعی بعد از آزاد شدن اووسیت  ه بلاستوسیست نمی رسند.های تابع نیستند اغلب تا مرحل

از فولیکول گراف، توسط فیمبریه های لوله فالوپ گرفته شده و با حرکت مژک های لوله رحمی به 

سمت رحم حرکت می کند که سرعت حرکت بستگی به وضعیت سلول های کومولوس اطراف 


