
دانشکده دامپزشکی
پایان نامه دکتري عمومی دامپزشکی

عنوان
هاي کومولوس گاو بر بلوغ و تکامل پس از لقاح تخمک گاومیش تاثیر هم کشتی سلول

نگارش

مهسا افروغ

استاد راهنمافرید براتی                                                                       دکتر 

)                      دیار دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستا(

مشاور دکتر مسعود رضا صیفی آباد شاپوري                                             

)        نشگاه شهید چمران اهوازدا،استاد دانشکده دامپزشکی(

داورقدرت االله محمدي دکتر

)استادیار دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز(

داورعلی شهریاري          دکتر 

)دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستادیار(

ناظر تحصیلات تکمیلیمحمود خاکساري مهابادي   دکتر

) دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازیاراستاد(

1389تیر
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بسمه تعالی
دانشگاه شهید چمران اهواز
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دانشکده دامپزشکی
يحرفه اينامه دوره دکترانیپا

)دامپزشکی حرفه اينتیجه ارزشیابی پایان نامه دکتراي ( 

دانشجوي دکتراي عمومی دامپزشـکی بـه   هسا افروغ مبدینوسیله گواهی می شود پایان نامه خانم 
:تحت عنوان 827906شماره دانشجویی 

هاي کومولوس گاو بر بلوغ و تکامل پس از لقـاح تخمـک گـاومیش   تاثیر هم کشتی سلول
توسط هیات داوران مـورد ارزشـیابی قـرار    7/4/89جهت اخذ درجه دکتراي دامپزشکی در تاریخ 

.ویب گردیدتصعالیدرجه گرفت و با 

امضاءمرتبه علمیاعضاء هیات داوران                           -1
.........................استادیار        دکتر فرید براتی: استاد راهنماي اول-الف

..........................استاد  آباد شاپوريدکتر مسعود رضا صیفی: استاد مشاور -ب

..........................دکتر قدرت االله محمدي                                 استادیار        : داور اول -ج

..........................دکتر علی شهریاري                                     استادیار        : داور دوم –د 

) :استاد ناظر ( نماینده تحصیلات تکمیلی دانشگاه -و 

........................ دکتر محمود خاکساري مهابادي                                        استادیار         

:علوم درمانگاهیمدیر گروه-2

.........................دانشیار         دکتر علیرضا غدیري                                              

:معاون پژوهشی و نماینده تحصیلات تکمیلی دانشکده -3

...........................دکتر سید رضا فاطمی                                                    استادیار        

:معاون تحصیلات تکمیلی دانشگاه -4

...........................یم پیغان                                                           استاد          دکتر رح
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 ଘ مقدৎم ৮درୁرگ و ماభୁرگ ෙय़باৣ
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:ণپاس و ৎقدਟ ୌی پایان  از

ی   ਦاୀ ید່  رනی د༚ناب آপ

 ীدی اඟ شان را اণتاد  راঘ࣒مای නख़رم  پایان   ଓฬ اभࣇخار شا໋

م .داতه ام و ख़ భࡗතر شان  ධ්ر و دमࢌ را  آड़و࣎

পناب آ༚ی دනر ਊࣣીی ज़شاور නख़رم భ  اجام اଌن پایان 

ود৯د غ ষ࣒ࢤ భ ساࠛدت ૼنज़ و ਝ گاه از   ଓฬ.

وده و  کاری ৶ࢤ िঙ ଡ࣓ما േ  ઼ یاریෙ७ رනی د༚ناب آপ مدی وख़

ඟ . داوری پایان ଓฬ را ୀ࠱ھده໋ 

و 
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ن পناب آ ૮  ࣹ ୀ ظارتো ජໍخا ଘ ساریইر خاනی د༚

ଓฬ ه  پایانه د༙ࣅای جඟ໔ا
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ণپاس ່اوان از

ن  ۸۲৳ماਗی دوণتان ऒوলم భ ورودی ࢯ૱

مان ৶ودর م ক ز با ඵ෬ه انජໍوب  و خاऒ یروز ජໍخا ଘ.
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مطالبفهرست 

صفحهعنوان

1.........................................................................................................................................مقدمه و هدففصل اول

......................................................................................................................................فصل دوم مروري برمنابع

2.....................................................................................................جمعیت گاومیش وتوزیع آن در جهان-الف

2............................................................................................................ویژگی هاي تولید مثلی در گاومیش-ب

ART(..........................................................................5(فن آوري هاي کمکی تولید مثل در گاومیش-ج

8..........................................................................................................................................................بلوغ تخمک-د

IVM(.............................................................................................................9(بلوغ آزمایشگاهی تخمک - هـ

9........................................................................................................فاکتورهاي موثر برکیفیت تخمک-1- هـ

9.........................................................................................................................................................فصل -1-1- هـ

10.....................................................................................................وضعیت تولید مثلی ماده گاومیش-2-1هـ

10........................................................................................................................................اندازه فولیکول-3-1- هـ

11......................................................................................................................................روش استحصال -4-1- هـ

13.......................................................................................محیط هاي کشت بلوغ آزمایشگاهی تخمک-2- هـ

15.........................................................................................................................................سیستم بافري-1-2- هـ

16...............................................................................................................................................اسمولاریتی-2-2- هـ

16........................................................................................................................................کشش سطحی-3-2- هـ

16..............................................................................................................................................................آب -4--2هـ

17.............................................................................................................................................................سرم-5-2- هـ
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18...............................................................................................................گنادوترپین ها و هورمون ها-6-2- هـ

FF(..............................................................................................................................19(مایع فولیکولی -7-2- هـ

21...............................................................................................................................................یتامین هاو-7-2- هـ

22...................................................................................................................................آنتی اکسیدان ها-8-2- هـ

23.......................................................................................................................................فاکتورهاي رشد-9-2- هـ

23..................................................................................................................................زمان انکوباسیون-10-2- هـ

24...............................................................................................................................................هم کشتی-11-2- هـ

30...................................................................................................................سلول هاي کومولوس-1-11-2- هـ

34...........................................................................................................................................................................لقاح-و

IVF(.......................................................................................35(عوامل موثر بربازده لقاح آزمایشگاهی -1-و

IVF................................................................................................................................................35محیط -1-1-و

36.............................................................................................................................................................اسپرم-2-1-و

IVF.....................................................................................................36رفته در نوع اسپرم به کار-1-2-1-و

37.......................................................................................................جدا سازي و توانا سازي اسپرم-2-2-1-و

IVF...........................................................................................39غلظت اسپرم مورد استفاده در -3-2-1-و

40.........................................................................................طول مدت انکوباسیون اسپرم باتخمک-4-2-1-و

40.............................................................................................................ور سلول هاي کومولوسحض-5-2-1و

41.....................................................................................................................................دماي انکوباتور-6-2-1-و

41.................................................................................................................کشت آزمایشگاهی رویان گاومیش-ز

41....................................................................................................گاومیشIVCت محیط و شرایط کش- 1-ز
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.........................................................................................................................................................مواد و روش کار

45.....................................................................................................................................................................مواد-الف

45.............................................................................................................................................................روش کار-ب

45................................................................................................................................آماده سازي محیط ها-1-ب

46...........................................................................جمع آوري تخمک ها و بلوغ درمحیط آزمایشگاه-2-ب

46......................................................................................باروري در آزمایشگاه و مراحل کشت رویان-3-ب

47......................................................................................................تهیه کشت تک لایه کومولوس گاو-4-ب

48.............................................................................................................................................طرح آزمایشی-5-ب

48...............................................................................................................................................1آزمایش-1-5-ب

49...............................................................................................................................................2آزمایش -2-5-ب

49.................................................................................................................................................آنالیز آماري-6-ب

50...................................................................................................................................................................................................نتایج

53..............................................................................................................................................................................بحث

62..................................................................................................................................................................پیشنهادات

63.............................................................................................................................................................................منابع
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فهرست نمودارها

صفحهعنوان

یکشتهمکنترل،(مختلفيهاطیمحدرشیگاومتخمکبلوغزانیمسهیمقا-1-4نمودار

COC50............................)گاوکومولوسيهاسلولهیلاتککشتبابرهنهيهاتخمکیکشتهمو

همکنترل،(مختلفيهاطیمحدرشیگاومتخمکبلوغازحاصلمیتسهزانیم-2-4نمودار

يهاسلولهیلاتککشتبابرهنهيهاتخمکیکشتهموکومولوس-تخمکيمجموعهیکشت

51........................................................باشدینمداریمعناختلافمختلفيهاگروهنیب). گاوکومولوس
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فهرست تصاویر

صفحهعنوان

و )400×چپ(تک لایه تشکیل شده از سلول هاي کومولوس در کف قطره دیش هم کشتی -1-3تصویر 

48......................................................).40×راست(تخمک هاي برهنه کشت داده شده و بر روي تک لایه 

جسموجخربه): چپسمت(شیگاومنشدهبالغو) راستسمت(افتهیبلوغيهاتخمک- 1-4ریتصو

52..........................................................................................................................دیینماتوجهبالغتخمکدریقطب

52...............................................گاومیش) چپ(سلولی 4مرحله و رویان در) راست(مورولا 2- 4تصویر 
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مهسا:نامافروغ: نام خانوادگی دانشجو
تأثیر هم کشتی سلول هاي کومولوس گاو بر بلوغ و تکامل پس از لقاح تخمک گاومیش:عنوان

ر فرید براتیدکت: استاد راهنما
دکتراي حرفه اي:درجه تحصیلیدامپزشکی:رشته

دانشگاه شهید ): دانشگاه(محل تحصیل 
چمران اهواز

دامپزشکی: دانشکده

7/4/1389:تاریخ فارغ التحصیلی
79:تعداد صفحات

هم کشتی، گاو، سلول هاي کومولوس، تخک گاومیش، بلوغ آزمایشگاهی، :واژه هاي کلیدي
تسهیم

دامی با توانایی بالاي تولید شیر و گوشت نقش مهمی در ) بوبالوس بوبالیس(میش رودخانه اي گاو
عمده ترین مشکل این گونه دامی برونده تولیدمثلی بسیار . اقتصاد روستایی کشور بازي می کند

هدف از مطالعه حاضر ارزیابی اثرات هم کشتی سلول هاي کومولوس گاو بر بلوغ و . پایین آن است
تخمدان هاي گاومیش از کشتارگاه اهواز فراهم و در دماي . کامل پس از لقاح گاومیش می باشدت

میلی متر بزل و پس از ارزیابی 2-8تخمک ها از فولیکول هاي . به آزمایشگاه منتقل شدند37-30
1گروه : آزمایش اول. به سه گروه درمانی تقسیم شدندBو Aظاهري تخمک هاي درجه 

% TCM-199 ،5مایشگاه شامل استفاده از محیط تخمک ها به برنامه بلوغ معمول آز)80=تعداد(
FCS ،5 %BFF ،μg/ml10 LH ،μg/ml10FSHتخمک ) 72=تعداد(2گروه . قرار گرفتند
لول هاي کومولوس گاو در گاومیش بر روي کشت تک لایه س)همراه با سلول هاي کومولوس(سالم 

Bو Aتخمک هاي درجه ) 52=تعداد(3گروه . قرار گرفتندFCS %5و TCM-199محیط 
بر روي کشت تک لایه سلول هاي کومولوس گاو 2گاومیش که برهنه شدنه بودند همانند گروه 

%  5درجه سانتی گراد و 5/38ساعت انکوباسیون در در محیط با دماي 24پس از . قرار گرفتند
CO2 اورسئین وضعیت بلوغ هسته در آن -معمول استورطوبت، تخمک ها تثبیت و با رنگ% 95و

<05/0(3و 2، 1به ترتیب در گروه هاي 70و 3/85، 6/66متوسط درصد بلوغ . ها ارزیابی شد
P (آزمایش دوم هم شبیه آزمایش اول طراحی شد . ثبت گردید) 2، گروه 52=تعداد: 1گروه :

ن بلوغ برنامه ها پس از زمان انکوباسیوکه تخمکبا این تفاوت) 55=تعداد: 3و گروه 71=تعداد
IVF روز پس از لقاح وضعیت تکامل جنین گاومیش در 6و 3بر روي آن ها انجام می شد و

، 3/41روز پس از لقاح 3میزان تسهیم . مراحل تسهیم و بلاستوسیست مورد بررسی قرار می گرفت
در هیچ یک از . ثبت گردید) P<05/0(3و 2، 1درصد به ترتیب در گروه هاي 9/32و 2/48

نتایج این مطالعه اثر بسیار مطلوب هم کشتی سلول هاي . گروه ها بلاستوسیست به دست نیامد
. کومولوس گاو را بر بلوغ تکامل پس از لقاح تخمک گاومیش نشان داد
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ل  ઔध ل ઔधاولاول

ग़قدଓ و গدفग़قدଓ و গدف
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هاي جدید زیستی در حوزه انسان توانسته نقش بسیار مهمی در درمان از تکنولوژياستفاده 

در رابطه با حیات وحش و گونه هاي در حال انقراض این فناوري ها نقش . ناباروري بازي کند

ها می توانند در انتقال صفات مفید و انتشار هاي اهلی این فناوريدر رابطه با دام. ممتازي دارند

بعلاوه استفاده از . هاي دارویی موثر باشنداز نظر تولید دامی و یا فراوردههاي ارزشمندنسریعتر ژ

ها از جمله تولید جنین آزمایشگاهی و انتقال جنین می تواند در شرایط این دست تکنولوژي

ثل دام شدیداً تحت تأثیر قرار مینامطلوب مثل حرارت بالاي محیط که فعالیت دستگاه تولیدم

).14(، به بهبود فعالیت آن کمک کند گیرد

جمعیت متنابهی از گاومیش در کشور وجود دارد در صورت سازماندهی و برنامه ریزي می 

میزان باروري پایین گاومیش نسبت به گاو یکی از . توان از پتانسیل اقتصادي آن استفاده نمود

بر روي جنبه هاي مختلف مطالعات متنوعی. موانع اصلی توسعه این توده دامی در کشور است

تولیدمثاي گاومیش در ایران صورت پذیرفته است اما هنوز به نقطه مطلوب خود در این رمینه 

یکی از جنبه هاي تولیدمثلی که در صورت بهینه سازي می تواند به بهبود روند . نرسیده است

با توجه . گونه استتولیدمثلی گاومیش کمک کند تولید آزمایشگاهی جنین و انتقال جنین در این

به مشکلاتی که در این مورد وجود دارد و از جمله پاسخ بسیار ضعیف بلوغ تخمک گاومیش نسبت 
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به اثبات رسیده بود، بررسی روش هاي مختلف بهینه سازي پروسه ) 1(به گاو که در مطالعه قبلی 

یکی از عوامل موثر در با توجه به اینکه . بلوغ تخمک و تولید جنین آزمایشگاهی ضرورت پیدا کرد

بلوغ تخمک سلول هاي کومولوس می باشد و با توجه به اینکه پاسخ تخمک گاو بسیار بالا می 

.باشد این مطالعه به دنبال بررسی تاثیر سلول هاي تخمک گاو بر بلوغ تخمک گاومیش است

ل  ઔध ل ઔधدومدوم

ع ভناঃ ୀ وریජ໑ع ভناঃ ୀ وریජ໑
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جمعیت گاومیش و توزیع آن در جهان-الف 

اعلام شده 2007راس در سال 000،000،177میش در دنیا تقریباً بیش ازجمعیت گاو

). 69(رأس در همان سال اعلام گردیده است 000،620جمعیت تقریبی گاومیش در ایران . تاس

اما در قاره هاي آمریکا . هاي دنیا در قاره کهن آسیا پرورش می یابنددرصد گاومیش83/95تقریبا 

است که از 1گاومیش از خانواده بویده. هاي دنیا پرورش می یابندگاومیشو اروپا نیز درصدي از

یکی از دیگر زیرخانواده هاي خانواده بویده سن .باشدمی2گاومیش آسیایی از زیر خانواده بوبالینا

گونه هاي بوبالوس . است که عمدتا گاومیش هاي آفریقایی از این خانواده هستند3سرینا

. در هند اهلی شده اند6و بوبالوس آرنه اي5و گونه هاي بوبالوس بوبالیسلیپیندر فی4ماندورینوس

50گونه رودخانه اي . دارند8و باتلاقی7هاي بوبالوس بوبالس دو زیر گونه رودخانه ايگاومیش

). 12(کروموزوم دارد 48کروموزوم و گونه باتلاقی 

1- Bovidae
2 -Bubalina
3 -Sencerina
4 -Bubalus mandorinus
5 -Bubalus bubalis
6 -Bubalus arenee
7 -River buffalo, or Water buffalo
8 -Swamp buffalo
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به 1996ران بوده است که در سال میلیون راس گاومیش در ای5/1تقریباً 1930در دهه 

با اعمال مدیریت و کنترل بر پرورش گاومیش هم اینک . هزار رأس رسیده است500کمتر از 

).12(جمعیت این گونه دامی در ایران بر خلاف سایر گونه هاي دامی در حال افزایش است 

هاي تولیدمثلی گاومیشویژگی–ب 

تعیین زمان بلوغ . بلوغ در گاومیش با تاخیر صورت می گیرد) هما7-18(در مقایسه با گاو 

اغلب زمان تقریبی بلوغ بر .خیص فحلی در این گونه مشکل استدر گاومیش به علت مشکلات تش

نسبت به گاومیش ) ماه15-18(سن بلوغ در گاومیش هاي رودخانه اي . اساس اولین زایمان است

. افتدماهگی اتفاق می36تا 24لا اولین آبستنی در سن معمو. کمتر است) ماه21-24(باتلاقی 

نژاد، اقلیم، تغذیه و رشد . همانند گاو عوامل مختلفی بر روي سن بلوغ گاومیش موثر هستند

هاي هورمونی همانند گاو در گاومیش القا بلوغ به روش. فاکتورهاي موثر بر سن اولین زایش هستند

).37(امکان پذیر است 

تخمدان گاومیش . ي تخمدان گاومیش واجد تفاوت هایی با تخمدان گاو استاز نظر ظاهر

در حالی که تخمدان گاو تخم . گرم وزن است9/3سانتیمتر طول و 5/2تخم مرغی و واجد حدودا 

از نظر فیزیولوژیک تخمدان گاومیش . گرم وزن دارد6/8سانتیمتر طول و 7/3مرغی و در حدود 

ها کمتر و میزان دژنرسانس تعداد فولیکول. تري نسبت به گاو داردپتانسیل تولبدمثلی ضعیف 

در . جسم زرد بر خلاف گاو اغلب در تخمدان فرو رفته و خاکستري رنگ است. تخمک بیشتر است

با اینحال بسته به وضعیت فیزیولوژیک دام . حالیکه در گاو جسم زرد بیرون زده و زرد رنگ است

). 65(اندازه تخمدان متفاوت است 

کفایت 1-2جدول . الگوي رشد فولیکولی در تخمدان گاومیش همانند گاو مطالعه شده است

الگوي تکامل و آترزي فولیکولی 1984در سال . تولید جنین در گاو و گاومیش مقایسه شده است

میلی متر بر سطح تخمدان گاومیش تهیه شده که موید نظریه 8هاي بیش از فولیکول

در گونه گاومیش ذخیره فولیکولی گاومیش بسیار ). 15، 12(ورد گاو بوده است راجاکوفسکی در م
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تا 12000هاي ابتدایی کمتر از گاو است به طوري که در گاومیش رودخانه اي تعداد فولیکول

.و بالاتر می رسد150000در تلیسه گاو این رقم به . تخمین زده می شود19000

)2(خوزستان شیدان گاومتخمکیمختصات مورفولوژ. 1-1جدول 

راستچپ

4/19±8/207/1±44/1)میلی متر(طول 

7/15±1/178/1±25/0)میلی متر(عرض

95/9±9/85/0±25/2)میلی متر(ضخامت

7/1±8/149/0±45/0)گرم(وزن 

خوزستان در دو فصل سرما و شیتخمدان گاوميهاکولیفول) میلی متر(قطر . 2-1جدول 

)4(گرما 

در حال رشدآترتیکبالغثالثیهثانویهاولیه

4/41±3/574/14±5/61/13±8/22/5±7/48/3±313/11±15فولیکولارتابستان

7/24±2/754/6±34/6±4/24/2±7/03/2±7/186/1±1/5لوتئال

7/17±3/281/15±8/317±4/34/2±4/55/3±5/591/3±2/15فولیکولارزمستان

7/52±6/448/19±3/33/14±6/62/2±7/74/7±9/422/6±5/15لوتئال
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