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  چکیده

خارجی و انتقـال آن بـه اووسـیت در موقـع لقـاح       DNAهاي اسپرم براي اتصال به ملکول  اساس انتقال ژن از طریق اسپرم بر مبناي توانایی سلول
هـدف از ایـن مطالعـه بررسـی     . وري بالا، هزینه کم و سهولت استفاده اشاره کرد توان به بهره ها می از مزایاي عمده این روش نسبت به سایر روش. است

بـا اسـتفاده از روش لیپوفکشـن،    . ر، اسپرم از ناحیه اپیدیدم بیضه گاوهاي نژاد هلشتاین استحصال شـد براي این منظو. امکان انتقال ژن به اسپرم گاو بود
هـاي ترانسـفکت بـه     به اسپرم و همچنین زنده مـانی اسـپرم   DNAبه منظور بررسی انتقال . هاي اسپرم انتقال داده شد به سلول GFPحامل حاوي ژن 

هاي حاصل از ناحیه اپیدیدیم بیضه قادر به جذب  درصد از اسپرم 19نتایج نشان داد، در حدود . ورنج استفاده شدآمیزي آکریدین ا ترتیب از رودامین و رنگ
DNA  و افزایش مدت زمان انکوباسیون کمپلکس  بودندخارجیDNA-  داري بر روي جذب  دقیقه اثر معنی 120تا  30لیپوفکتامین با اسپرم ازDNA 

رونـده در مقایسـه بـا     هـاي پـیش   داري بـر روي زنـده مـانی و تعـداد اسـپرم      ثیر معنیأان داد، انتقال ژن به اسپرم گاو تهمچنین نتایج نش. خارجی نداشت
هـاي   داري در تحـرك اسـپرم   دقیقه اول از ترانسفکشـن اخـتلاف معنـی    60الی  30دقیقه پس از ترانسفکشن نداشت، اگرچه در  120هاي طبیعی،  اسپرم

به منظـور حـذف    EDTAشود علاوه بر استفاده از ترکیباتی مانند  توسط اسپرم پیشنهاد می DNAسازي جذب  نظور بهینهبه م. ترانسفکت مشاهده شد
DNaseو  ها مانند توربوفکت ، استفاده از سایر حاملFuGene 6 نیز بررسی گردد.  

  
 .کتامینلیپوف ،، گاوترانسفکشن، به واسطه اسپرم انتقال ژناسپرم،  :کلیدي هاي واژه

  
  1مقدمه 

تراریخـت گفتـه    اند شده به جاندارانی که از نظر ژنتیکی دستکاري
در فناوري تولید جانداران تراریخت، یک یا چند ژن به ژنـوم  . می شود

تولیــد حیوانــات تراریختــه از ). 19(شــود  طبیعــی جانــدار اضــافه مــی
 ،هاي افزایش سرعت رشد حیوانات و بازده بیشتر تولید محصـول  جنبه

ها، تولید ترکیبـات دارویـی در    بیشتر حیوانات در برابر بیماريمقاومت 
قـادر بـه    و یا شیر، تولید حیواناتی که قادر به تامین هموگلوبین انسانی

تغییـر  و  تولید شیر شبیه شیر انسـان ، ها براي انسان باشند مین اندامأت
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  ).18(اهمیت فراوانی دارد ...) لاکتوز، لیزوزیم و (ترکیبات شیر 
ي انتقال ژن شامل ریزتزریق به داخل پیش هسته، انتقال ها روش

هـاي   سـلول  هـا،  انتقال ژن از طریق ویروس و هاي بدنی هسته سلول
تزریـق بـه    هـر چنـد ریـز    ).6(باشند  ک می، اسپرم و تخمرویانی  پایه

 تراریختـه هاي  موش توسط آنبود که  روشیداخل پیش هسته اولین 
ماننـد   تراریختـه هـاي   ي ایجاد سایر گونـه و از آن به بعد برا تولید شد

اما ایـن   ،)34( مورد استفاده قرار گرفتخرگوش، گوسفند، خوك و گاو 
نـام دارد بـه طـور کلـی بـراي حیوانـات        ریز تزریقـی روش که همان 

 ـ). 33(باشد و داراي محدودیت اسـت   آمد نمی اي کار مزرعه طـوري  ه ب
ه دلیل دارا بودن چربـی  در صورت استفاده از این روش براي گاو، بکه 

هـا از   زیاد و اووسیت کـدر، لازم اسـت بـراي مشـاهده پرونوکلئـوس     
هاي داراي فازکانتراست استفاده  پذیري و میکروسکوپ هاي رنگ روش
ی یبمعـا داراي  هسـته   تزریق به داخل پـیش  ریزروش همچنین . شود

ژن بـه داخـل    همچون بازدهی بسیار کم، وارد شدن تصادفی تـرانس 
اسـتفاده از لنتـی   ). 5(باشـد   میزبـان و نـرخ موزاییـک زیـاد مـی      ژنوم

ها براي انتقـال ژن بـه درون تخمـک یـا سـلول تخـم داراي        ویروس
بازدهی بالا است که مهمترین محدودیت این روش عدم توانایی حمل 

روش ). 29(باشـد   کیلوبـاز مـی   5/8هایی با طـول بـیش از    ژن ترانس
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در ). 27(هاي پایـه رویـانی اسـت     ز سلولدیگر، انتقال ژن با استفاده ا
رویـانی را در شـرایط     هـاي پایـه   هاي پایه رویانی، سـلول  روش سلول

آنهـا انتقـال    DNAتنی تکثیر کرده و ژن مورد نظر را به ساختار  برون
هاي پایه رویانی را به درون حفره بلاستوسیست  سپس سلول. دهند می

هاي پایـه رویـانی بخشـی از     لبعد از مدتی سلو. کنند رویان تزریق می
بـه   هاي ترانس ژن با انتقال رویان. شوند توده سلولی درونی رویان می

. توان منتظر متولد شدن حیوانات تراریخته بود رحم حیوانات گیرنده می
روش انتقـال ژن بـا    ).12(این حیوانات نیز از نوع کایمریـک هسـتند   

 ـاستفاده از انتقال هسته روش دیگري است که  هـاي   راي انتقـال ژن ب
ایـن روش  ). 15(شـود   جدید و تولید حیوانات تراریختـه اسـتفاده مـی   

شـود و حیـوان    معتبرترین تکنیکی است که در انتقال ژن استفاده مـی 
. هاي موزاییک بوده است تراریخته ایجاد شده در این روش فاقد سلول

یشـتري  سـازي ب  با این وجود مراحل انجام کار پیچیده و نیاز به بهینـه 
روش بسیار ساده دیگر، استفاده از اسپرم به عنـوان حامـل   ). 21(دارد 

انتقـال ژن بـا اسـتفاه از اسـپرم در سـال      . ترانس ژن به تخمک است
آوري بر اساس  این روش یک فن. براي موش موفقیت آمیز بود 1989

خارجی توسط سلول هاي اسپرم و انتقال آن بـه   DNAتوانایی جذب 
داراي بـار   DNAاز آنجـا کـه   . )15(وقع لقاح اسـت درون تخمک در م

هاي بخش پشتی آکـروزوم و   تئینوتواند با پر الکتریکی منفی است می
هاي سر اسپرم که داراي بار الکتریکی مثبت هستند پیونـد یابـد    کناره

اسپرم وارد  DNAخارجی به درون  أبا منش DNAدر این روش  ).22(
خـارجی هـم    DNAاسپرم بلکه  DNAطوري که نه تنها ه ب ،شود می

  ).36(شود  به داخل سلول مورد نظر وارد می
تــوان بــراي تولیــد  مشــخص شــده اســت کــه از ایــن روش مــی

همچنـین   ).23(هاي تراریخته حیوانات مختلـف اسـتفاده کـرد     اسپرم
توانـد انتقـال ژن را در مقیـاس انبـوه      انتقال ژن به واسطه اسپرم مـی 

ناتی با روش انتقال ژن به واسـطه اسـپرم   اگرچه حیوا). 36(فراهم کند 
اند، ولی بازده این روش هنوز هم کم است که عمـدتا دلیـل    تولید شده

در نتیجـه کـاهش    .باشد خارجی می DNAهاي با  آن جذب کم اسپرم
). 18(باروري و لقاح تخمک با اسپرم ترانس ژن شده را به همراه دارد 

ها متفاوت  ین و درون گونهعلاوه بر این درصد موفقیت در این روش ب
  ).8(است 

در تولید حیوانات تراریختـه توسـط روش انتقـال ژن بـه واسـطه      
خارجی با سر اسپرم ترکیب شـود و   DNAاسپرم، بسیار مهم است که 

این نیز اهمیت دارد کـه اسـپرم ترانسـفکت شـده قـدرت عملکـرد و       
سپرم غشاي پلاسمایی ا). 8(باروري خود را به داخل تخمک حفظ کند 

بنـابراین  ). 10(کنـد   ایفا مـی  DNAنیز نقش مهمی در تعامل پیوند با 
و کروماتین اسـپرم   DNAغشا و فرآیندهاي غشایی روي پیوند  تغییر

گذارد و در نتیجه، سبب افزایش احتمال ادغام  ثیر میأبه طور مستقیم ت
هـاي   و اسـپرم روش  DNAبـه منظـور بهبـود اتصـال     . شـود  آنها می

ــاگونی ما ــپلکس گونـ ــتفاده از کمـ ــد اسـ ــوزوم و DNA ننـ ، )6( لیپـ

هـاي مونـو کلونـال بـراي      بـادي  ، استفاده از آنتی)34(الکتروپوریشین 
و اسـتفاده از دي متیـل   ) 5(خارجی بـه اسـپرم    DNAبرقراري پیوند 

کند  کمک می خارجی به اسپرماتوزوآ DNA، که به انتقال سولفوکسید
)29.(  

هاي گاو نـژاد   خارجی به اسپرم DNAهدف از این مطالعه انتقال  
هلشتاین با استفاده از حامل لیپوفکتامین و بررسی زنده مانی و تحرك 

  . هاي ترانسفکت بود اسپرم
  

  ها مواد و روش
 مواد مورد استفاده

اینوکلـون  هـاي کشـت از شـرکت     به منظور انجام آزمایش محیط
شـده اسـت از   و سایر مواد شیمیایی که در متن به آنها اشـاره ن  )ایران(

  .ندتهیه شد )امریکا( شرکت سیگما
  

  )GFPحامل (آماده سازي سازه ژنی
 ـ ايلیتـر بـاکتري    میلـی  1-2به منظور آماده سازي سازه ژنی   لايوک

 15، در )1شـکل  ( N1 –pEGFPحـاوي پلاسـمید   1)سـویه تـاپتن  (
به مدت یک شـبانه روز کشـت داده    اثبر LBلیتر محیط کشت  میلی

 اثبـر  LBلیتر از محـیط کشـت    میلی 50به  لايوک اي شد و باکتري
شـد و در   اضـافه ) لیتـر  میکروگرم در هر میلی 30(حاوي کانامایسین 

به مدت یک شب قـرار داده   RPM 150و دور  C ᵒ37شیکر با دماي 
اسـتخراج  ) 7/1بیشـتر از  (مناسب  جذب نوري شد، پس از رسیدن به

DNA  انجام  )آمریکا ،کیاژن(شرکت سازنده  روشپلاسمید بر اساس
 .گرفت

  StuIآنزیم توسط  GFPخطی کردن حامل حاوي 
دهنـده  حامل مورد نظر توسط آنزیم بـرش   ،بعد از تهیه سازه ژنی

StuI شـرکت   روشبراي این منظور از . خطی گردیدTakara BIO 
INC آنـزیم  طـور خلاصـه یـک میکرولیتـر     ه ب. استفاده شدStuI،  دو

توسط آب مقطـر بـه    DNAمیکروگرم و یک  X10 میکرولیتر از بافر 
 قـرار  C ᵒ37چهار سـاعت در دمـاي  و  میکرولیتر رسانده شد 20حجم 
تا آنزیم  نگهداري شد C ᵒ70دقیقه در دماي 30سپس به مدت . گرفت

روي ژل بر  GFPیید خطی کردن حامل حاوي أبراي ت. فعال گردد غیر
  .صورت گرفتافقی الکتروفورز  صددر1رز گاآ

 
  سمیدپلا سازي خالص

®.Plasmid E.Z.N.A کیت پلاسمید از  سازي خالص به منظور
Kit Midi ) شرکتtek-Omega bio، طوري ه ب. استفاده شد) آمریکا

میکرولیتر بود که هـم حجـم آن    570که در این آزمایش حجم نمونه 
                                                             
1- E.coli (Top 10 strain) 
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 .انکوبه شد Cᵒ50دماي دقیقـه در   5و بـه مـدت    میکرولیتر بافر اتصال اضـافه شـد   570یعنی 
  

  
  ).N1 –pEGFP )Clontech Laboratories, Inc حامل پلاسمید - 1 شکل

Figure 1 - pEGFP-N1 plasmid vector (Clontech Laboratories, Inc.) 
 

 میکرولیتر از کل نمونه و بافر روي ستون ریختـه شـد و بـه    800
سـانتریفیوژ شـد و مـایع رویـی      RPM 12000دقیقـه بـا دور    1مدت 

میکرولیتر از بافر شستشو را روي ستون  700سپس . بیرون ریخته شد
سانتریفیوژ شـد   RPM 12000دقیقه با دور  1ریخته و دوباره به مدت 

و محلول رویی دور ریخته شد و براي بار سوم به منظور خـارج کـردن   
دقیقــه  2بــه مــدت  RPM 12000 دور الکــل محلــول شستشــو بــا

میکرولیتر بـر روي سـتون آب    50در نهایت به میزان . سانتریفیوژ شد
طوري که بـراي بـار   ه ریخته شد و دوبار با دور پایین سانتریفیوژ شد، ب

میکرولیتر اول را از قسـمت زیـر سـتون جمـع کـرده و روي       50دوم 
ده خالص ش سمیدمایع جمع شده در تیوپ حاوي پلا. ته شدستون ریخ

  .بود
  

  پلاسمید با رودامین نشاندار کردن
 Thermoشـرکت  روشکـردن پلاسـمید از    نشـاندار به منظـور  

Scientific )از هرکدام از طوري کهه ب .استفاده شد) آمریکاdNTPs  
میکرولیتر آب مقطر  9هاي حاوي  میکروتیوپمیکرولیتر به  1به مقدار 

و  dATP ،dGTP ،dCTPکدام از میکرولیتر از هر 2سپس . اضافه شد
میکرولیتـر از   5/7را با هم مخلـوط کـرده و    dTTPمیکرولیتر از  3/1

dUTP-5-rhodamine-hylTetramet     به آن اضـافه شـد و حجـم
را  dNTPمیکرولیتر از  3/7میزان . میکرولیتر رسانده شد 20نهایی به 

 8/14طوري که حجـم آن  ه ب .مخلوط شد dUTPمیکرولیتر از  5/7با 
که براي ایـن   ه شدمیکرولیتر رساند 20میکرولیتر بود، سپس حجم به 

 ـ  2/5منظور  طـوري کـه در   ه میکرولیتر آب مقطر به آن اضافه شـد، ب
، dNTPمیکرولیتـر   25/1خطـی، مقـدار    DNAمیکروگـرم   3نهایت 

ــر  75/0 ــد،   dUTP ،2میکرولیتـــ ــر هگزانوکلئوتیـــ  1میکرولیتـــ
تر بافر آنزیم کلنو را با هم مخلوط شده میکرولی 2میکرولیترآنزیم کلنو، 

بـه صـورت جداگانـه    . میکرولیتـر رسـانده شـد    20و حجم نهایی بـه  
 Cدقیقه در انکوباتور 10شده به مدت خالص  پلاسمید برش خورده و

ᵒ 90  قرار گرفت و سریعا روي یخ انتقال داده شده و مخلوطDNA  و
dNTP پـس از  . فه شـد بـه آن اضـا   ه بود،که در مرحله قبل تهیه شد

سانتریفیوژ کوتاه و مخلوط شدن تمام ترکیبات به مدت یـک شـب در   
به مـدت  آنزیم  نبه منظور غیر فعال کرد. قرار گرفت C ᵒ 37در دماي
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  .گردیدانکوبه  C ᵒ 52دقیقه در دماي  15
 

  آماده سازي بیضه و استحصال اسپرم گاو
کریم تهران هاي گاو از کشتارگاه صنعتی میثم واقع در رباط  بیضه

آوري شده و در فاصله زمانی دو الـی چهـار سـاعت در فلاسـک      جمع
با آب  بیضه هاپس از شستشوي  .حاوي یخ به آزمایشگاه منتقل شدند

و شستشو مجدد با آب مقطـر حـاوي   % 70مقطر و ضد عفونی با الکل 
، بـا اسـتفاده از تیـغ جراحـی،     )μg/ml 50(بیوتیک جنتامایسـین   آنتی

میکرولیتـر   200جایی که رگ خونی نباشد برش زده شد و اپیدیدیم از 
  . آوري شد جمع DPBSمیلی لیتر محیط کشت  1از نمونه اسپرم در 

  
  ترانسفکشن نمونه اسپرم 

از کمپلکس  گرممیکرو 2هاي اسپرم  به منظور ترانسفکشن سلول
DNA 25در  میکرولیتر از لیپوفکتـامین  5/0با رودامین و  نشاندارشده 
دقیقـه   5بصورت جداگانه به مـدت   DMEMتر محیط کشت میکرولی

با همدیگر ترکیب شده و و توربوفکت   DNAانکوبه شدند، پس از آن 
اسپرم   1×106 سپس. شدند هانکوب C ᵒ37 دقیقه در دماي 20به مدت 

و لیپوفکتـامین بـر اسـاس طـرح آزمایشـات در        DNAبا کمـپلکس  
بـه روش هموسـیتومتر بـا     هـا  تعداد اسـپرم  .انکوبه شدند C ᵒ37دماي

جهـت   .استفاده از میکروسکوپ نوري، روي لام نئوبار شمارش شـدند 
و فیلتر رنـگ   فلورسنتاز میکروسکوپ  هاي ترانس ژن اسپرم بررسی

  .استفاده شد آبی
  

  رنگ آمیزي نمونه اسپرم
روش اکریدین ارنج یک رنگ آمیزي فلورسنت اسـت کـه بـراي    

اي  دناتوره شده و تـک رشـته   DNAسالم دورشته اي از  DNAتمایز 
 نرود و به عنوان تست مقاومت اسپرم در مقابل دناتوره شـد  به کار می

طوري که زیر میکروسکوپ فلورسنت بـا فیلتـر سـبز،    ه ب. مطرح است
 .دهد هاي مرده را به رنگ قرمز و زنده را به رنگ سبز نشان می اسپرم

لیتـر   میلـی  18ارنج بـا  گرم از پودر اکریدین  میلی 4/2 براي این منظور
هـاي اسـپرم بـا اسـتفاده از رنـگ       سپس نمونه. آب مقطر مخلوط شد

دقیقه در انکوبـاتور قـرار    5اکریدین ارنج رنگ آمیزي شده و به مدت 
و فیلتر رنـگ سـبز     فلورسنتجهت بررسی از میکروسکوپ . داده شد

  .استفاده شد
  

  طرح آزمایشات
ــایش اول ــیون  : آزم ــان انکوباس ــی زم ــپلکس بررس  -DNAکم

  :لیپوفکتامین با اسپرم
 1×106حـاوي   DMEMمیکرولیتـر محـیط    50براي این منظور 

، 30هاي انکوباسیون  در زمانو لیپوفکتامین   DNAکمپلکس واسپرم 

اسـپرم در سـه    100دقیقه مورد بررسی قرار گرفت و تعداد  120و  60
  .ندتکرار شمارش شد
ژن در  هاي ترانس اسپرم و تحرك زنده مانیبررسی : آزمایش دوم

  دقیقه 120و  60، 30فاصله زمانی 
 60، 30هاي انکوباسیون  در زمان ژن ترانسهاي  اسپرمزنده مانی 

و تحـرك   رنـگ آمیـزي آکریـدین ارنـج    بـا اسـتفاده از   دقیقه  120و 
هاي ترانسفکت در سه گروه داراي حرکت پیش رونده، حرکـت   اسپرم

و  60، 30ان هـاي انکوباسـیون   غیر پیش رونده و فاقد تحرك در زم ـ
   .دقیقه مورد بررسی قرار گرفتند 120

  
  آنالیزهاي آماري

براي هر تیمار سه تکرار در نظر گرفته شـد و در مجمـوع در هـر    
 ± Meanنتـایج بـه صـورت    . اسپرم شـمارش شـد   100تکرار تعداد 

SEM1 بـراي مقایسـه دو تیمـار     آنالیزهاي آمـاري  .نمایش داده شدند
از نـرم   ANOVAرویـه  و بیش از دو تیمار با استفاده از  t-testتوسط 

هـا بـا    مقایسـه بـین میـانگین   . صورت گرفـت  SPSS 16افزار آماري 
داري در سطح  اي دانکن انجام شد و معنی استفاده از آزمون چند دامنه

P< 0.05 گزارش شد. 
 

 نتایج و بحث

 -DNAبررسی زمـان انکوباسـیون کمـپلکس    : آزمایش اول
  تامین با اسپرملیپوفک

از ) 17(و همکـاران  حسینی پـژوه  در این مطالعه با توجه به نتایج 
کمـپلکس  دقیقـه بـه منظـور انکوباسـیون      120و  60، 30زمان هاي 

DNA- نتایج حاصل از ترانسفکشن . استفاده شد لیپوفکتامین با اسپرم
داد هاي حاصل از ناحیه اپیدیدیم با استفاده از لیپوفکتامین نشان  اسپرم

امـا  ) 2 شـکل (باشـند   خـارجی مـی   DNAقادر به جـذب   ها که اسپرم
لیپوفکتـامین بـا    -DNAکمـپلکس  افزایش مدت زمان انکوباسـیون  

میـانگین  . خارجی نداشـت  DNAداري بر روي جذب  ، اثر معنیاسپرم
 19هاي مختلف انکوباسـیون در حـدود    خارجی در زمان DNAجذب 

  .درصد بود
 بلکه مختلف هاي گونه در تنها نهرم پخارجی به اس DNAاتصال 

گـزارش  % 88تـا   5متفـاوت و بـین    نیز ها گونه داخل بین نژادهاي در
بازدهی انتقال ژن از روش انتقـال ژن از طریـق اسـپرم، از     .است شده

، 11(درصد در خـوك گـزارش شـده اسـت      88درصد در گاو تا  5/12
35.( 

 
 
 

                                                             
1- The standard error of mean 
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  دامین با استفاده از لیپوفکتامینشده با روهاي رنگ آمیزي  ترانسفکشن اسپرم  - 2شکل 

   .باشد توسط اسپرم می DNAرنگ قرمز نشان دهند جذب 
Figure 2- Transficion of spermatozoa stained Rhodamine with lipofectamine  

The red colors revealed the uptake of DNA by spermatozoa. 
 

 ـ  اي، هاي بین گونه علاوه بر تفاوت ثر در ؤاز دیگر عوامل بسـیار م
این زمینه متفاوت بودن نسبت اسپرم به ترانس ژن و نیز حجم محیط 

افزایش حجم محیط انکوباسیون . انکوباسیون اسپرم و ترانس ژن است
 ـ بر تعداد کپی ر ؤثهاي ترانس ژن وارد شده به داخل اسپرم، به شدت م

به منظور انتقال ژن به اسـپرم  ) 16(و همکاران  مولکر ).30(بوده است 
کارایی روش انتقال ژن به واسطه  استفاده کردند و  FuGene 6گاو از

انسفکشـن و نـوع سـازه    اسپرم را مربـوط بـه اسـتفاده از ترکیبـات تر    
 . اند پلاسمید دانسته

هـاي مختلفـی بـراي انکوباسـیون      در مطالعات مختلف از محـیط 
بـر ایـن اسـاس،    ). 16 و 3، 2(اسپرم و ترانس ژن استفاده شده اسـت  

تعیین یک محیط مطلوب براي انکوباسیون اسـپرم و تـرانس ژن کـه    
و جذب ترانس ها بتوانند تحرك خود را در آن محیط حفظ کرده  اسپرم

 .رسـد  ژن توسط آنها نیز به خوبی انجام شـود، ضـروري بـه نظـر مـی     
با مطالعه بر روي اسپرم گوسفند گزارش ) 17(و همکاران حسینی پژوه 

تواند در میزان  خارجی می DNAکوباسیون اسپرم با کردند که زمان ان
نشان دادنـد  ) 26(و همکاران مایونی در حالی که . ثر باشدؤجذب آن م

گرچه افزایش زمان انکوباسیون باعث افزایش میزان جذب مـی شـود   ا
اما اعتقاد آنها بر این است که افزایش زمان انکوباسیون باعـث شـروع   

  .گردد روند فعالیت آندونوکلئازهاي اسپرم می

خارجی غالبا روي غشـاي   DNAکه  دادندبعضی مشاهدات نشان 
 ـ). 28(رود  شود و به داخل نمی اسپرم متصل می  و چـو  طـوري کـه   ه ب

)  Liquid scintillation counting( LSCبــا آنــالیز ) 9(همکــاران 
 DNAلیپوزوم، / DNAنشان دادند که اسپرم انکوبه شده با کمپلکس 

تجزیـه شـده و بـه     DNaseخارجی متصل شده به اسپرم با تیمـار بـا   
 DNAدر ایـن آزمـایش نشـان داده شـد کـه      . یابـد  شدت کاهش می

اي به غشا اسپرم متصل شده و بـه داخـل    ه صورت سازهخارجی تنها ب
خـارجی   DNAدر حالی که گزارشاتی مبنی بـر ایـن کـه    . نرفته است

تواند به داخل هسته اسپرم نفوذ کند و حتی ممکن است به داخـل   می
) 13(و همکـاران  فرانکـولین  ). 37(ژنوم اسپرم وارد شـود وجـود دارد   

متصل شده به اسـپرم   DNAاز  درصد 23تا  15نشان دادند که حدود 
   .شود به هسته اسپرم وارد می

ــو ــاران  لاویتران ــف    ) 24(و همک ــروه مختل ــه گ ــی س ــا بررس ب
 هاي موجود در سطح سـلول هـاي اسـپرم، مکانیسـم اتصـال      پروتئین
DNA  ــلول ــه س ــارجی ب ــد  خ ــی کردن ــپرم را بررس ــاي اس ــروه . ه گ

در بـین  کیلودالتـونی تنهـا گروهـی بودنـد کـه       35-30هـاي   پروتئین
خـود را حفـظ    1هاي مختلف پستانداران خاصیت الکتروفورتیـک  گونه

در مـایع انـزال   . خـارجی را داشـتند   DNA کرده و توانایی اتصال بـه 
                                                             
1- Electrophoretic 
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ها که غلظت آنها بسیار زیاد است،  پستانداران، گروهی از گلیکوپروتئین
خارجی بـه ترشـحات کیسـه سـمینال و       DNAممانعت کننده اتصال

بسیار قوي بوده که از دیگر   DNaseداراي خاصیت دیگر غدد ضمیمه
. شـوند  عوامل ممانعت کننده انتقال ژن از طریق اسپرم محسـوب مـی  

یا حرارت دادن ترشحات غدد ضـمیمه باعـث حـذف     EDTA افزودن
هـا،   براي حذف ایـن ممانعـت کننـده    .دشو آنها می  DNase خاصیت

همکـاران  و  باسـی  .کامل اسپرم یک مرحله ضروري است شستشوي
بیان کردند که حذف منـی در خـوك اثـر منفـی بـر پارامترهـاي       ) 4(

) 20(و همکـاران   کنـگ  اما. تحرك اسپرم و قابلیت حیات آن نداشت
نشان دادند که مراحل شستشو و حذف مایع منی سبب کاهش تحرك 

را بـا   DAFh توانسـتند ژن ) 25(و همکاران  لاویترانو .گردد اسپرم می
در . هاي تراریخته را ایجاد کنند تقل کرده و خوكموفقیت به خوك من

درصـد   64 ها شده و در درصد از موارد، ترانس ژن وارد ژنوم خوك 80
ایـن  . هاي حاوي ترانس ژن، بیان پایدار آن انجـام شـده بـود    از خوك

یـک روش   روش انتقـال ژن بـه واسـطه اسـپرم     مطالعه نشان داد که
ه کـه بـازدهی آن نسـبت بـه     بسیار موفق در انتقال ژن به خوك بـود 

تـر و هزینـه    هاي دیگر زیادتر، مراحـل انجـام کـار سـاده     تمامی روش
توسـط اسـپرم در    DNA توانـایی جـذب  . کمتـري نیـز داشـته اسـت    

هـا بسـیار    این توانایی در اسپرم خوك. هاي مختلف متفاوت است گونه
یکی از دلایل این اخـتلاف   ).14(ها گزارش شده است  زیادتر از موش

ناحیـه پشـت آکروزومـی کـه      توان در ابعاد مختلف سر اسپرم و ا میر
  ).32(خارجی به اسپرم است، در نظر گرفت  DNA محل اتصال

  
بررسـی زنـده مـانی و تحـرك اسـپرم هـاي       : آزمایش دوم

  ترانس ژن
نتایج مربوط به رنگ آمیزي آکریدین ارنج به منظور بررسی زنـده  

داري در زمـان   اخـتلاف معنـی   هاي ترانس ژن نشـان داد،  مانی اسپرم
  ). 4و  3اشکال (ژن مشاهده نشد  هاي ترانس انکوباسیون در اسپرم

هـاي طبیعـی و ترانسـفکت     نتایج ارزیابی تحرك اسپرم در اسپرم
دقیقـه   60و  30هاي  در زمان هاي ترانسفکت نشان داد، تحرك اسپرم

بـود   هـاي طبیعـی   داري کمتر از اسـپرم  بطور معنی شناول از ترانسفک
(p<0.05) داري بــین آنهــا  دقیقــه اخــتلاف معنــی 120، امــا پــس از

هاي  مشاهده نشد که این روند کاهشی مربوط به کاهش تحرك اسپرم
 ).5شکل ( طبیعی در مدت زمان انکوباسیون بوده است

بـا   DNAظرفیت اسپرم گاو براي حمـل  ) 7(و همکاران  کانواس
. م را مورد بررسی قرار دادنـد خارجی و ارتباط آن با عملکرد اسپر أمنش

در این تحقیق نشان داده شد که اسـپرم گـاو ظرفیـت بـالایی بـراي      
و نیمـی  ) دقیقه 30حداکثر پس از (خارجی دارد  DNAاتصال سریع با 

 DNAانکوباسـیون بـا   . زنـده ماندنـد   DNAهاي متصل بـه   از اسپرم
خارجی سبب کاهش قابلیت زنده مانـدن و تحـرك اسـپرم و افـزایش     

آنها نشان دادند که هپـارین  . هاي آپوپتوتیک شد ناشی از نسبت سلول
در . شـود  مـی  DNAسبب افزایش اختلالات و تعداد اسپرم متصل بـا  

خـارجی متصـل شـوند و     DNAتواننـد بـه    هاي زنده می نتیجه اسپرم
باعث ایجاد اثرات جزئی منفی روي بعضـی از پارامترهـاي عملکـردي    

اي  توانند خطـر بـالقوه   این اثرات منفی نمیطوري که ه اسپرم شوند، ب
 .روي باروري داشته باشند

  

  
هاي زنده به رنگ سبز و نوع مرده آنها به رنگ قرمز  ، در نتیجه رنگ آمیزي با رنگ آکریدین ارنج اسپرمها بر روي زنده مانی اسپرم خارجی DNAبررسی اثر جذب  - 3شکل 

  .مشاهده شدند
Figure 3- The effect of DNA uptake on sperm viability, by using acridin orange staining, the viable sperm was green 

and the dead ones were red. 
  



  1395 زمستان 4، شماره 8نشریه پژوهشهاي علوم دامی ایران جلد      662

 
 دقیقه 120و  60، 30ژن در فاصله زمانی  هاي ترانس درصد زنده مانی اسپرم - 4شکل 

Figure 4- Percentage of viable transfected spermatozoa at 30, 60 and 120 minutes time intervals 
  

 
 هاي مختلف انکوباسیون هاي طبیعی و ترانسفکت در زمان اسپرم تحرك مقایسه بین - 5شکل 

Figure 5- The difference between motility of normal and transfected spermatozoa at different incubation times 
 

 DNAنشان دادنـد کـه ورود   ) 20( و همکاران کنگدر حالی که 
خارجی به اسپرم ممکن است باعث تغییر در سیسـتم دفـاعی طبیعـی    

. که در نتیجه آن منجر به نقص در عملکرد آن خواهد شـد  شدهاسپرم 
هاي ترانس  گزارش کردند، افزایش تعداد کپی) 31(و همکاران  روتمان

اسـپرم  ژن در هر اسـپرم باعـث فعـال شـدن انـدونوکلئازهاي داخـل       
گردد که در نتیجه آن شکستن تـرانس ژن و برخـی نـواحی ژنـوم      می

هـاي ترانسـفکت    میزبان اتفاق افتاده و به دنبال آن سبب مرگ اسپرم
در خصوص تحرك اسـپرم نیـز گزارشـات متناقضـی     . شده خواهد شد

طوري که برخی از مطالعات نشـان دادنـد کـه کـاهش     ه وجود دارد، ب
اما در برخی  ،خارجی بوده DNAوباسیون با تحرك اسپرم به دنبال انک

و همکاران  احمدي ).3 و 2( دیگر این کاهش تحرك دیده نشده است
ــه شکســتگی در دو رشــته  )1( ــابی هرگون ــراي ارزی اســپرم  DNA، ب
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استفاده کردند کـه ایـن رنـگ آمیـزي     ها از رنگ اکریدین ارنج  موش
آنها دچار شکستگی  DNAهایی که  براي شناسایی آن دسته از اسپرم

شده باشد متعاقب رنگ آمیزي به رنگ زرد تا قرمز فلوئورسنت نمایان 
هایی که این حالت را نشان دهند  در نتیجه آن دسته از اسپرم. شود می
  ).1( شوند ه میهاي آسیب دیده در نظر گرفت عنوان اسپرم به

  
  نتیجه گیري کلی

درصـد از   19نتـایج حاصـل از ایـن مطالعـه نشـان داد در حـدود       
 DNAهاي حاصل از ناحیه اپیدیدیم بیضه گاو قـادر بـه جـذب     اسپرم

ــیون    ــان انکوباس ــزایش زم ــد و اف ــارجی بودن ــپلکس خ  -DNAکم

 داري بـر  دقیقه اثر معنـی  120و یا   60به  30از  لیپوفکتامین با اسپرم
انتقال ژن به اسپرم . هاي مورد مطالعه نداشت روي ترانسفکشن اسپرم

هاي پیش رونـده   داري بر روي زنده مانی و تعداد اسپرم ثیر معنیأگاو ت
دقیقـه پـس از ترانسفکشـن     120هـاي طبیعـی،    در مقایسه با اسـپرم 

هاي ترانس ژن در مقایسه با نوع طبیعـی آن   اما تحرك اسپرم. نداشت
. دقیقه اول پس از ترانسفکشن کاهش یافـت  60داري تا  طور معنیه ب

شـود   توسط اسـپرم پیشـنهاد مـی    DNAبه منظور بهینه سازي جذب 
، DNaseبه منظور حـذف   EDTAعلاوه بر استفاده از ترکیباتی مانند 

نیـز بررسـی    FuGene 6و  ها مانند توربوفکـت  استفاده از سایر حامل
  .گردد
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Introduction A simple and efficient method for producing multi-transgenic animals is required for medical 

and veterinary applications. The principal technique for the production of transgenic animals is pronuclear 
microinjection, which has a low efficiency for the generation of transgenic farm animals expressing a single 
transgene. Recently, nuclear transfer has been used to clone large animals, and could allow multiple genetic 
manipulations to be undertaken in vitro, prior to a single nuclear transfer, rather than complex and time 
consuming breeding programs. However, at present the frequency of success in cloning large animals is very low 
and is very expensive. The production of transgenic livestock by sperm mediated gene transfer (SMGT) has a 
number of advantages compared to other transgenic techniques such as nuclear transfer and microinjection. Both 
nuclear transfer and microinjection techniques are technically demanding and labor intensive. In contrast, SMGT 
requires no sophisticated equipment or technical expertise. Furthermore, bovine genetics are distributed through 
sperm in the dairy industry consequently making it easy to distribute genetically modified sperm. SMGT is based 
on the ability of sperm to bind to exogenous DNA molecules and transfer it to the oocyte during fertilization. 
The major benefits of the SMGT technique were found to be its high efficiency, low cost and ease of use 
compared to other methods. SMGT was first described in a small animal model, with high efficiency reported in 
the mouse. Recently the technique has been successfully adapted and optimized for use in large animals. Studies 
have shown that spermatozoa from numerous species, including bovine, can bind and take up foreign DNA and 
transfer it to the embryo. In bovine studies, the efficiency of SMGT can vary widely depending on both the 
transgene and the gene transfer method. Liposomes have been shown to be particularly effective in transferring 
DNA into bovine sperm. However, not all embryos derived from transfected sperm contain the transgene, 
suggesting that mechanisms exist, which impede SMGT. The aim of this study was to investigate the possibility 
of gene transfer to bull spermatozoa by using lipofection. 

Materials and Methods Ram testes collected from Meysam abattoir slaughterhouse immediately after 
slaughter and were brought to the laboratory in an ice chest. In the laboratory, the testes were rinsed twice with 
normal saline and were then trimmed to remove the extra testicular tissue and washed properly with saline 
containing 0.1% streptomycin sulphate. Connective tissue covering the cauda epididymis was removed by 
careful dissection, with care to avoid rupturing blood vessels or the epididymal duct. For detection of transfected 
spermatozoa, they stained with Rodamine. In order to  transfection of sperm, 2 μg of Rodamine labeld DNA and 
0.5 μl of TurboFect were diluted in 25 μl of transfection medium separately, and incubated for 5 min at room 
temperature. Then, the diluted DNA was added to diluted TurboFect (total volume=50 μl) and incubated for 20 
min at room temperature. 1×106 sperm were added to 50 μl of DNA- TurboFect complexes and 5mixed gently by 
rocking the plate back and forth. To evaluation of transfected spermatozoa motility, acridine orange staining was 
used. Each experiment was replicated at least three times, and for each replicate, at least 50 ES cell colonies 
were used. Data were analysed with a statistical software program (SPSS 16). Comparisons between two 
treatments and multiple numeric datasets were performed using t-test and one-way ANOVA followed by Duncan 
multiple-range test, respectively. Results are expressed as mean±SEM and statistical significance was accepted 
at P<0.05. 

Results and Discussion Results showed that around 19 % of epididymal spermatozoa from the bovine 
testicles are able to take up foreign DNA and no significant difference was observed by increasing the incubation 
time of DNA- lipofectamine complex with spermatozoa from 30 to 120 minutes (P>0.05). The comparison of 
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transfected and normal spermatozoa reveal that, motility of transfected spermatozoa at 60 minutes after 
transfection was significantly lower than normal ones (p<0.05), but there was no significant difference resulted 
after 120 minutes of transfection. Incubation of spermatozoa for 120 minutes after treatments resulted to 
impaired sperm motility in either groups. In conclusion, increasing the incubation time of DNA- lipofectamine 
complex with sperm and also the absorption of dead and live sperm had no effect on uptake of foreign DNA and 
also sperm motility was not affected by take up of foreign DNA by sperm. 
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