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 ي اصالتگًاَي صحت 
تاثير رقيق كىىدٌ عاري از سرمامحافظ حايي كلستريل لًد شدٌ با بتاسيكلًدكستريه ًبهِ: ػٌَاى پبيبى

  اي شدن اسپرم اپيديديمي بسبر شيشٍ

داًشىذُ داهپضشىي  ي دامپسشكيدكتراي عمًمي رشتٍداًشجَي  زادٌَدي كتاوبافايٌجبًت 

 دكترهشبٍسُ ٍ  فريد براتيدكتر تحت ساٌّوبيي  975898داًشگبُ شْيذ چوشاى ثِ شوبسُ داًشجَيي 

 دّن وِ:گَاّي هي، محمدرضا تابىدٌ

ًبهِ حبطل هطبلؼبت ػلوي ٍ ػولي شخض ايٌجبًت ثَدُ ٍ طحت ٍ تحميمبت اسائِ شذُ دس ايي پبيبى -1

 وٌن.اطبلت توبم هطبلت هٌذسج دس آى سا تبييذ هي

 ام.ّب سا دس هٌبثغ روش ًوَدُوبهل آىدس طَست استفبدُ اص آثبس ديگشاى، هشخظبت  -2

ًبهِ، تَسط ايٌجبًت يب شخض ديگشي ثِ هٌظَس اخز ّش ًَع تبوٌَى هطبلت دسج شذُ دس ايي پبيبى -3

 هذسن يب اهتيبصي ثِ ّيچ هشجؼي تسلين ًشذُ ٍ ثؼذ اص ايي ًيض ًخَاّذ شذ.

 ام.ًوَدًُبهِ هظَة داًشىذُ سا سػبيت شيَُ ،دس تذٍيي هتي پبيبى ًبهِ -4

وليِ حمَق هؼٌَي ايي اثش ثِ داًشگبُ شْيذ چوشاى تؼلك داشتِ ٍ همبلات هستخشج اص آى، ريل ًبم  -5

 ثِ چبح خَاّذ سسيذ.( Shahid Chamran University of Ahvaz)داًشگبُ شْيذ چوشاى اَّاص 

ساٌّوب ٍ هشبٍس( دس همبلات  اًذ )اسبتيذًبهِ تبثيشگزاس ثَدُحمَق هؼٌَي توبهي افشادي وِ دس ايي پبيبى -6

 هستخشج اص آى سػبيت خَاّذ شذ.

ّب، وليِ ضَاثط ٍ اطَل اخلالي هٌذسج دس ّبي آىدس طَست استفبدُ اص هَجَدات صًذُ يب ثبفت -7

 هٌشَس هَاصيي ٍ اطَل اخلاق پژٍّش ٍصاست ػلَم، تحميمبت ٍ فٌبٍسي سػبيت شذُ است.

پبسخگَيي ثِ اشخبص حميمي ٍ ص هٌذسجبت فَق، هسئَليت ّش گًَِ دس طَست اثجبت تخلف ا    

حمَلي ٍ هشاجغ ريظلاح ثش ػْذُ ايٌجبًت ثَدُ ٍ داًشگبُ شْيذ چوشاى ّيچ هسئَليتي ثش ػْذُ ًخَاّذ 

داشت. ّوچٌيي دس طَست تضييغ حمَق ٍ هٌبفغ داًشگبُ، حك پيگيشي هَضَع دس هشاجغ ريظلاح ٍ 

داًشگبُ شْيذ چوشاى دس حبل ٍ آيٌذُ هحفَظ ثَدُ ٍ ايٌجبًت هسئَل پشداخت اػوبل لَاًيي هشثَطِ ثشاي 

 وليِ خسبسات ٍاسدُ خَاّن ثَد.

 صادُّذي وتبًجبف                                                                                             

                                                                                                   28/7/92 

 مالكيت وتايج ي حق وشر

 اي، ًشم افضاسّب ٍّبي سايبًِي حمَق هؼٌَي ايي اثش ٍ هحظَلات آى )همبلات هستخشج، ثشًبهِوليِ    

داًشگبُ لبثل تجْيضات سبختِ شذُ( ثِ داًشگبُ شْيذ چوشاى تؼلك داشتِ ٍ ثذٍى اخز اجبصُ وتجي اص 

 ٍاگزاسي ثِ غيش ًيست. استفبدُ اص اطلاػبت ٍ ًتبيج ايي پبيبى ًبهِ ثذٍى روش هشجغ هجبص ًيست.



 

ونذیسپاس  رحمتص تمام سختی ها به  واو که در سایه ی لطف  .که به انسان آمىخت آنچً را که نمی دانست  خذا
 کىشم.به امیذ آوکً تىفیق یابم جز خذمت به خلق او و شذ. آسانی بذل

 مرحىم قیصر امیه پىر                              "بایذنذ نه بایذها ،هر روز بی تىروز مباداست ما ذىناوکً نه هست هایوقتی تى نیستی "

 م می نمایم بهی ایه پایان نامه را ضمه تشکر و سپاس بیکران و در کمال افتخار وامتىان تقذ
آنان که هر لحظً نفس کشیذنم وام دار رنج ها، محبت ها، دلسىزی ها و  هستی پرمعىاتریه واژگان پذر و مادر عزیزم 

 .حمایتهایطان می باشذ.آنان که دعای خیرضان بذرقه راهم شذ و راز و نیازضان رمز مىفقیتم

تکیً گاهم، که در کىارش به خذا نزدیکترم و با همراهی او عبىر از ایه مسیر برایم  همسر عزیزم
 میسر است.

گانه  آنان که ودىدضان ضادی بخص و صفایطان مایه آرامص مه است. برادر و دو خىاهرم ی
ونذ متعال خىاهانم.  همىاري سعادت روز افروزضان را از خذا

آنان که لطف و محبتطان باعث دلگرمی و دعای خیرضان بذرقه  و مادر مهربان همسرمپذر 
 راهم بىد.

  انذ.را یاری نمىديو همً آنان که بی هیچ چشم داشتی در زنذگی م 



 

 با سپاس فراوان از اساتیذ بزرگىار و ارجمىذم
راهنمایی های ارزنذي ضان از هیچ کىششی در  که با فریذ براتیجىاب آقای دکتر 

یت ایه مطالعً دریغ ننمىدنذ.  هذا
که با مطاوري های ارزشمىذ خىد مرا در ایه  محمذ رضا تابىذيهمچنیه جىاب آقای دکتر 

 نمىدنذ.امر یاری 
 قذرت اللّهو جىاب آقای دکتر  گىرانی نژاد سعذو با تشکر از جىاب آقای دکتر

رضا به پاس قبىل زحمت داوری ایه پایان نامه وجىاب آقای دکتر  محمذی
 که زحمت نظارت بر حسه اجرای ایه پایان نامه را تقبل نمىدنذ. آویزي

در به انجام رسانذن ایه مهم یاری و با تشکر خالصانه خذمت همً کسانی که به نىعی مرا 
 .نمىدي انذ

 .کم تریه بخشی از زحمات آنان را سپاس گىیذ ،باشذ که ایه
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ول جدول  صفحه فهرست جدا

 آ

و  Critserروند )هایی که برای انجماد سلول به کار میهایی از انواع سرمامحافظ: مثال2-1

 11...........................................................................................................................(1997همكاران، 

 ایشيشهدر فرایند  بر درصد تحرک اسپرم اپيدیدیمی بز سوکروز و نوع محمل: اثر کلسترول، 4-1

 21............................................................................................................(LSMean±S.E.M) شدن

در فرایند  مانی اسپرم اپيدیدیمی بز: اثر کلسترول، سوکروز و نوع محمل بر درصد زنده4-2

 26.............................................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشه

در  های دم در اسپرم اپيدیدیمی بز: اثر کلسترول، سوکروز و نوع محمل بر درصد ناهنجاری4-3

 61...................................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهفرایند 

 های پروتوپلاسمی اسپرم اپيدیدیمی بز: اثر کلسترول، سوکروز و نوع محمل بر درصد قطره4-4

 66..............................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهدر فرایند 

 اپيدیدیمی بزاسپرم  در DNAقطعه قطعه شدن : اثر کلسترول، سوکروز و نوع محمل بر درصد 4-2

 71..............................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهدر فرایند 

در فرایند  های مختلف اسپرم و محمل بر درصد تحرک اسپرم اپيدیدیمی بز: اثر غلظت4-6

 73.............................................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشه

در فرایند مانی اسپرم اپيدیدیمی بز های مختلف اسپرم و محمل بر درصد زنده: اثر غلظت4-7

 72.............................................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشه

های سر در اسپرم اپيدیدیمی بز های مختلف اسپرم و محمل بر درصد ناهنجاری: اثر غلظت4-8

 77..............................................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهدر فرایند 

های قسمت ميانی اسپرم های مختلف اسپرم و محمل بر درصد ناهنجاری: اثر تداخلی غلظت4-9

 81........................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهدر فرایند اپيدیدیمی بز 

های دم در اسپرم های مختلف اسپرم و محمل بر روی درصد ناهنجاری: اثر غلظت4-11

 83........................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهدر فرایند اپيدیدیمی بز 

های پروتوپلاسمی در اسپرم های مختلف اسپرم و محمل بر روی درصد قطره: اثر غلظت4-11

 82........................................................(LSMean±S.E.M) شدن ایشيشهدر فرایند اپيدیدیمی بز 
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-های مفید در جمعیتتلقیح مصنوعی به عنوان یک روش قابل قبول در انتقال سریع ژن

. از ملزومات (Mascarenhas ،9002 و Barbas) گیردهای مختلف دامی مورد استفاده قرار می

باشد که همگی بر اساس روندهای انجماد اسپرم پایه های اسپرم میی بانکتلقیح مصنوعی تهیه

ر موارد بیماران تواند د. در انسان این فناوری می(9002و همکاران،  Bagchi) اندگذاری شده

 گیردمیقرار باروری مورد توجه درمانی به عنوان راهکاری برای حفاظت از سرطانی تحت شیمی

(Sanger  ،؛ 2229و همکارانDi Santo  ،9022و همکاران)های در حال . در حیات وحش و گونه

و همکاران،  James) ها کمک نمایدتواند به حفظ ذخایر ژنتیکی آنانقراض این فناوری می

9009). 

 تولیدمثل است و اهمیت هایهای مهم تکنولوژییکی از حوزه ،انجماد اسپرم اپیدیدیمی

(. اسپرم 9009و همکاران،  Jamesهای در خطر و وحشی دارد )زیادی در تحقیقات تولیدمثل گونه

ذخیره شده در دم اپیدیدیم معمولا دارای کیفیت مناسبی است و دارای سطوح بالایی از اسپرم بالغ 

و  Friedemann؛ 9000و همکاران،  Blashباشد و توانایی بارور کردن تخمک را دارد )می
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جرم  ی(. از سوی دیگر اسپرم اپیدیدیمی به عنوان یک منبع مناسب جهت تهیه9009همکاران، 

از  دامی های مختلفاسپرم اپیدیدیمی گونه (.An ،9000های بنیادی مطرح است )پلاسم و سلول

و همکاران،  Tiplady، اسب )(9002و همکاران،  Baratiگاومیش ) ،(2922جمله بز )حسین زاده، 

های معمول انجماد با موفقیت منجمد شده است. در برنامه (Patrizio ،9000و انسان ) (9009

های ریزی استفاده نمود که هزینههای قابل برنامهبایست از دستگاهجهت محافظت از اسپرم می

سلولی  از غشایو از طرف دیگر جهت حفاظت  (9022 و همکاران، Isachenko)بالایی دارند 

د که بسیار سمی کرگلیکول استفاده های شیمیایی مانند گلیسرول و اتیلنبایست از سرمامحافظمی

د کرهای با منشاء بیولوژیک استفاده و یا از سرمامحافظ (9009 و همکاران، Isachenko) هستند

کردن هم ارزان  ایها را دارند. برای حل مشکلات فوق استفاده از شیشهکه خطر انتقال بیماری

با موفقیت در انجماد تخمک و جنین  این روش .های معمول استو هم موثرتر از روش ترقیمت

. اخیرا مطالعات انجام (Edashige، 9002 و Kasai؛ 2922)شایق،مورد استفاده قرار گرفته است

بعلاوه حذف  و کردن منجمد نمود ایتوان با روش شیشهند که اسپرم را نیز میاهنشان داد شده،

 Xianfeng) اسپرم نداشته است سازی ایشیشههای معمول نیز تاثیر نامطلوبی بر روند سرمامحافظ

 .(9029 و همکاران، Isachenko؛ 9002 و همکاران،

لیپیدهای وابسته  ، بنابراین پروتئین وشودمی ساختار غشادر  انجماد منجر به تغییرفرایند 

 در سیالیت غشا انتخابی غشا و تغییر نفوذپذیری دست دادن ازسبب  نتیجه درو  آسیب دیده به آن

 و Cormier) یابد. همچنین در طی روند انجماد میزان کلسترول غشای سلول کاهش میشودمی

Bailey ،9009)هایی که در گونهی این است که . از سوی دیگر مطالعات انجام شده نشان دهنده

هایی که نسبت به گونه )مانند انسان و خرگوش(غشا بیشتر است  نسبت کلسترول به فسفولیپید
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وجود فرایند انجماد  مقاومت بیشتری در برابرمانند نریان، گاو وقوچ(  این نسبت کمتر است )

با توجه به این اطلاعات، غنی سازی . (Watson ،9000؛ White ،2222و  Darin-Bennett) دارد

شده در طی انجماد را کاهش  ایجاد صدماتجماد ممکن است کلسترول قبل از ان غشای اسپرم با

توان ست، اما میاغیر قابل حل  های آبیدر محلول کلسترول .(9005و همکاران،  Moore) دهد

؛ 9009 و همکاران، Navratil) کردوارد غشای سلول  سیکلودکسترینبا استفاده از را  آن

Belmonte  ،9005و همکاران.) 

اسپرم اپیدیدیمی بز و بررسی امکان حذف  سازی ایحاضر شیشه یهدف از مطالعه

-بتامتیلشده با  بارگذاریو بررسی اثر استفاده از کلسترول  ی نفوذ کنندههاسرمامحافظ

می  شدن ایهای ناشی از فرایند شیشهدر محافظت از غشای سلول در برابر آسیب سیکلودکسترین

 باشد. 

   زادههدی کتانباف

، اهواز2929مهر ماه   
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 مروری بر منابع -فصل دوم

 اصول سرد کردن و انجماد -الف

انتقال سلول از دمای بدن به  .فرایند انجماد یک فرایند بیوشیمیایی و بیوفیزیکی است

 گراد نیازمند استفاده از ترکیباتی است که بتواند آب موجود در سلول راسانتی یدرجه -691دمای 

از سلول خارج نماید. این ترکیبات که به طور عمده  ،در زمان وارد شدن به دمای زیر صفر

 یاین فرایند دارای چند مرحله شوند.نامیده می 6محافظباشند، سرماترکیباتی ماکرومولکول می

 و همکاران، Gao) ها برای حیات سلول لازم استآن یآمیز از همهکه عبور موفقیت حساس است

 (Mazur ،5691؛ songsasen ،2002و  Leibo؛ 6991

 ها در معرض سرمامحافظیا بافت هاقرار دادن سلول .6

 . سرد کردن نمونه تا دماهای زیر صفر2

  -630سازی در دمای زیر . ذخیره3

 گرم کردن و ذوب شدن .4

                                                           
1. Cryoprotectant agents (CPAs) 
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  ها قبل از انکوباسیون.. سرانجام رقیق کردن و برداشتن سرمامحافظ5

 معرض سرما محافظ قرار دادن سلول و بافت در -ب

 شده است. ها به کار بردهها در بسیاری از بافتهای زیادی برای انجماد سلولپروتکل

ها و همچنین اثرات متقابل سرعت سرد کردن و گرم کردن بر تنوع در نوع سرمامحافظ، غلظت آن

ها به دلیل تفاوت ی انواع سلولهمهتوان تنظیم کرد. یک پروتکل جهانی، برای می ،یکدیگر را

ها و انواع مختلف سرمامحافظ غیر قابل اجرا است. دلایل آسیب و مرگ سلولی ناشی از گونه

ها چندین تغییر را در طول مراحل انجماد در محیط انجماد کاملا شناخته شده نیست. سلول

به یخ تبدیل شده و  دهد، آب: سلول با از دست دادن آب پاسخ اسمزی میشوندمتحمل می

  .کندتواند رسوب شود و میتر میمحلول غلیظ

 اسپرماتوزوآ -6-ب

 برای ستند کهنفوذپذیره بسیار وها مواد شیمیایی با وزن مولکولی پایین سرمامحافظ

نوع سرمامحافظ  4 شوند.کریستال یخ استفاده می یاز اسپرم از آسیب انجماد به وسیله ظتافحم

-2،6 و 3سولفوکسایدمتیلدی ،2گلیکولاتیلن ،6گلیسرول: اصلی وجود داردی شده شناخته

 املاح و نمک مقدار کاهش ماده، یک انجماد ینقطه کاهش ها از طریق. سرمامحافظ4دیولپروپان

و همکاران،  Royereکنند )عمل می اسپرم درون یخ تشکیل کاهش و نمونه مایع فازموجود در 

 در آرامی بهو سپس  شوندمی اضافه به آن منی مایع با حجمهم  هاسرمامحافظ معمولا. (6991

 قرار گرادسانتی یدرجه 31 دمای در دقیقه 60-65 مدت به آن از پس و شده مخلوط محیط دمای

سرمامحافظ  ترینپذیرنفوذ گلیسرول .تا تعادل مناسب بین سلول و محیط برقرار شود دنگیرمی
                                                           
1. Glycerol 

2. Ethyleneglycol 

3. Dimethyl sulphoxide (DMSO)  

4. 1,2-propanediol  
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 ساختار غشا، سبب اثر بر رویو  شودمی استفاده انسان اسپرم انجماد در گسترده طور بهکه  است

-می سلولی متابولیسم و یسطح هایپروتئین ارتباط ،غشا یلیپید یلایهدو  پایداری و نفوذپذیری

 انجماد شود و منجر بهمی آکروزوم ساختار و نامطلوب در غشا ی. این عمل سبب نتیجهشود

 که داد نشان شرمن مطالعات. (2066و همکاران،  Di Santo)شود می پایین کیفیت با اسپرم

 یغشا در تغییر مواج، غشای حضور :قبیل از چند تغییرات باعث گلیسرول ممکن است از استفاده

. (6990شود )شرمن،  میتوکندریهای تیغه در نامنظم و غیر یکنواخت یهسته و آکروزوم داخلی

 روی بر مضر اثرات دارای که ندشد مطرح DMSO مانند محافظ مواد دیگر مشاهدات این از پس

به میزان کمی  دیولپروپان-2،6 گراد هستند.سانتیی درجه 4 دمای در استفاده زمان در انسان اسپرم

 .(2066همکاران،  و  (Di Santoشود می استفاده اسپرم انجماد در

 ها تا دماهای زیر صفرسرد کردن نمونه -ج

 هاسرمامحافظ -6-ج

هنگامی که پلگ و همکارانش در دانشگاه کمبریج، ناخواسته،  ،6940ی اواخر سده در

های مواد شیمیایی را که برچسب اشتباهی زده شده بود به کار بردند، به طورتصادفی توانایی بطری

کردن، ها توانستند از طریق سرد محافظتی گلیسرول را کشف کردند. با این کشف اتفاقی، آن

(. از زمان آن 6949، و همکارانش Polgeاسپرماتوزوای ماکیان و گاو را با موفقیت محافظت کنند )

ها را در برابر آسیب انجماد اکتشاف اولیه دریافتند که ترکیبات زیادی با وزن مولکولی بالا، سلول

 دهند.افزایش میی غشای سلول را الاستیسیته های سرمامحافظافزودنی کنند.حفظ می

 

 


