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Abstract 
Received: 15/Jan/2008, Accepted: 21/May/2008
Objective: The aim of this study was to select the best medium to maintain sperm
motility during sperm-DNA incubation and assess the DNA uptake by spermatozoa
of Iranian Holstein bulls and its effects on sperm motility.
Materials and Methods: frozen sperms from an Iranian Holstein bull were thawed 
and centrifuged. Motile sperms were separated through Puresperm gradient 
(40/80%) followed by two times washing in SP-TALP medium. Then, sperms were 
washed once (PBS, Opti-MEM and SP-TALP) and incubated with DNA in each me-
dia followed by sperm motility estimation. The plasmid pEGFP-C1 was linearized 
and incubated with sperms at 37°C for 1 hour. Sperm-DNA mixture was treated with 
DNase I and the sperm pellet was washed with PBS.
DNA extraction from sperms and supernatants from the last washing were used as
template for PCR. Data was analyzed using SAS package and mean comparisons 
between sperm motility in different media were performed.
Results: Sperm motility after incubation in PBS, Opti-MEM and SP-TALP were 
40(±2.89), 2(±1.53) and 54(±4.41) percent, respectively. PCR results from trans-
fected sperms indicated that EGFP transgene internalized into the bovine sperms 
and DNaseI treatment could not eliminate it.
Conclusion: In conclusion the best medium for sperm and DNA incubation was SP-
TALP. The DNA not only could attach to the post acrosomal region of spermatozoa
but also could integrate into it. So bovine spermatozoa can be used as transgene 
carrier into oocyte.
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چكيده 
دريافت مقاله: 86/10/25، پذيرش مقاله: 87/3/1

اسپرم  توانايي  ارزيابي  و  اسپرم  تحرك  درصد  نظر  از   DNA و  اسپرم  انكوباسيون  براي  مناسب  محيط  انتخاب  هدف:   *
گاوهاي نر هلشتاين ايراني در جذب DNA در اين محيط

* مواد و روش ها: اسپرم هاى منجمد شده يك گاو نر هلشتاين ايراني، ذوب گرديد. اسپرم هاي متحرك با روش گرادينت   
Puresperm (80/40 درصد) جدا شده و با محيط SP-TALP دو بار شسته شدند. سپس اسپرم ها  با يكى از محيط هاى 
PBS ،Opti-MEM و SP-TALP يك بار شست وشو داده شده و انكوباسيون اسپرم و ترانس ژن در اين محيط ها به مدت 
گراد با 106 با  يك ساعت انجام گرفت.  پلاسميد خطى شده pEGFP-C1 به مدت يك ساعت در دماي37 درجه سانتى 
اسپرم ها انكوبه شدند. مخلوط اسپرم و DNA با استفاده از آنزيم DNase I تيمار شده و شست وشوى آنها با PBS انجام 
استفاده   PCR انجام  جهت  اسپرم،  شست وشوي  مرحله  آخرين  رويي  مايع  از  و  ها  اسپرم  از  شده  استخراج   DNA .گرديد
 SAS0 گرديدند. آناليز و مقايسه ميانگين درصد تحرك اسپرم در محيط هاي مختلف با استفاده از آزمون دانكن و نرم افزار

انجام شد.
* يافته ها: درصد تحرك اسپرم ها در محيط هاي PBS ،Opti-MEM و SP-TALP به ترتيب (±2/89)40، (±1/53)2 
و (4/41 ±)54 بود. نتايج PCR با استفاده از DNA استخراج شده از اسپرم هاي ترانسفكت شده نشان داد كه ترانس ژن وارد 

اسپرم شده و تحت اثر هضم آنزيمي حذف نشده است. 
* نتيجه گيري: اين آزمايش نشان داد كه بهترين محيط براي انكوباسيون اسپرم و DNA از نظر درصد تحرك اسپرم، 
ژن علاوه بر توانايي اتصال به غشاي اسپرم گاوهاي هلشتاين ايراني، توانايي جذب به داخل  محيط SP-TALP است. ترانس 

ژن به تخمك استفاده كرد. آن را نيز دارد و بنابراين مي توان از اين اسپرم ها به عنوان ناقل ترانس 

 PCR ،EGFP ،كليدواژگان: ترانس فكشن، تحرك اسپرم، ترانس ژن *
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مقدمه
توسط  پيش  سال   72 از  ژنيك  ترانس  حيوانات  تولد  تاريخچه 
ميكرواينجكشن  تكنيك  اگرچه   .(1) شد  گذاري  پايه  گوردون 
حيوانات  ايجاد  جهت  كه  بود  تكنيكي  اولين   (Microinjection)
مطالعات  اولين  از  روش  اين  بازدهي  وليكن  شد،  استفاده  ژنيك  ترانس 
گزارش  درصد  يك  از  كمتر  حيواني  مختلف  گونه هاي  در  و  تاكنون 
باقي هسته  و  هسته  پيش  در  ژن  ترانس  ديگر،  طرف  از   .(2) شده  است 

مى ماند و كپي هاي به هم پيوسته با تعداد متفاوتى ايجاد  مي كند كه قادرند 
در مراحل مختلف تكثير سلولي وارد بخش هاي مختلف ژنوم ميزبان شوند 
و به همين دليل اغلب حيوانات ترانس ژنيك ايجاد شده موزاييك هستند (2، 
3). براي افزايش بازدهي ترانس ژنريز از ويروس هاي دسته لنتى ويروس ها

در گونه هاي مختلف با موفقيت استفاده شده است (6-4). با اين وجود، 
اين تكنيك داراي عيب هاي متعددي از جمله ميزان بالاي مرگ و مير 
ژن قابل انتقال است. به علاوه، امكان  جنين ها و محدوديت طول ترانس 
ايجاد آلودگي توسط اين ويروس ها باعث شده بسياري از آزمايشگاه ها 

تمايلي به استفاده از آن نشان ندهند (7، 8). 

براكت و همكاران، اولين گروهي بودند كه توانايي اسپرم پستانداران را 
در جذب ترانس ژن نشان دادند (9) ولي تا سال 1981  هيچ گزارش ديگري 
ژن  در اين زمينه منتشر نشد. لاويترانو و همكارانش توانايي جذب ترانس 
توسط اسپرم موش را گزارش كردند (10). تلاش براي تكرار اين روش در

آزمايشگاه هاي مختلف و امكان استفاده از اين روش به طور موثر تا چندين 
سال ناكام ماند (13-11). سپس گروه هاي ديگري نشان دادند كه ترانس ژن 
مي شود  متصل  مختلف  گونه هاي  در  اسپرم  آكروزومي  پشت  ناحيه  به 
(16-14) و بازدهي اين روش نه تنها در گونه هاي مختلف بلكه در بين 
نژادهاي داخل گونه ها نيز متفاوت است (17) و از 5 (18) تا 88 درصد (19) 
متغيرگزارش شده است. اين روش برخلاف روش ميكرواينجكشن نياز به 
تجهيزات خاص و متخصصان ماهر در استفاده از دستگاه ندارد و روش 
انجام آن بسيار ساده است. در اين روش اندازه ترانس ژن يك عامل محدود 
كننده نبوده و ترانس ژن هاي با طول بيش از 200 كيلوباز نيز با موفقيت به 
ژن به دليل داشتن بار منفي توانايى  جنين موش منتقل شدند (20). ترانس 
اتصال به گيرنده هاي پروتئيني موجود در ناحيه پشت آكروزومي اسپرم را 



دارد (16-15). مولكول هاي بزرگ داراي بار منفي نظير هپارين، سولفات 
دكسترين، آلبومين و ساير پروتئين ها نيز قابليت اتصال به اين بخش از 
ژن و  اسپرم را دارند. به همين دليل، در حضور اين پروتئين ها بين ترانس 
پروتئين ها جهت اتصال به اسپرم رقابت ايجاد مي شود و بهتر است كه اين 
پروتئين ها از محيط انكوباسيون حذف شوند (21). مدت زمان انكوباسيون 
به محيط مورد استفاده براي   شست و شوي اسپرم، محيط انكوباسيون اسپرم 
ژن بستگي  ژن تعداد دفعات شست و شوي اسپرم و اندازه ترانس  و ترانس 
دارد (7، 22). اين مدت زمان براي اسپرم هاي انسان 20 دقيقه (22)، گاو از 
30 تا 60 دقيقه (23، 24)، موش از 2 تا 30 دقيقه (20، 25) و در خوك از 

30 تا 90 دقيقه (22) متغير بوده است.
در مطالعات مختلف از محيط هاي مختلفي براي انكوباسيون اسپرم 
و ترانس ژن استفاده شده است (31-23). براين اساس، تعيين يك محيط 
مطلوب براي انكوباسيون اسپرم و ترانس ژن كه اسپرم ها بتوانند تحرك خود 
ژن توسط آنها نيز به خوبي  را در آن محيط حذف كرده و جذب ترانس 
انجام شود، ضروري به نظر مي رسيد. در مطالعه كنوني، تاثير سه محيط
PBS ،Opti-) ژن كشت مورد استفاده در انكوباسيون اسپرم و ترانس 
MEM وSP-TALP) بر ميزان تحرك اسپرم و نيز امكان جذب ترانس 

ژن EGFP توسط اسپرم گاوهاي هلشتاين ايراني بررسي شده است. 

مواد و روش ها
-SIG تمامي مواد شيميايي مورد استفاده در اين آزمايش از شركت
MA تهيه شده  و در غير اين صورت نام شركت سازنده ذكر شده است.

آماده سازي پلاسميد
پلاسميد pEGFP-C1(Clontech)، داراي ژن EGFP تحت 
كنترل پروموتور CMV و نيز ژن مقاومت به آنتي بيوتيك كانامايسين، 
طبق روش استاندارد ترانسفورماسيون (32) به باكتري E.coli منتقل و 
باكتري  ها جهت رشد در محيط حاوي كانامايسين كشت داده  شدند. 
كلوني هاي ايجادشده در تيوب هاي حاوي محيط كشت وآنتي بيوتيك 
 18 مدت  به  دور   300 و  گراد  سانتى  درجه   37 دماي  در  كانامايسين 
ساعت انكوبه شدند (32). استخراج پلاسميد از باكتري ها به وسيله كيت 
پلاسميدها  انجام شد.   (QIAprep, miniprep, QIAGEN)
توسط آنزيم محدودكننده SsPI (Fermentas) بريده شده و قطعه 
بزرگتر (4100 جفت باز) به وسيله كيت استخراج DNA از روي ژل 
Tris- جدا و در بافر (QIAquick Gel extraction, QIAGEN)

EDTA 10 ميلى مولار رقيق شد.

آماده سازي اسپرم
تاثير سه محيط 

PBS (125 mM NaCl, 2mM NaH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 5 
mM KCl, 5mM Glucose), Opti-MEM (GIBCO), SP-TALP

بود  شده  تهيه  همكارانش  و   Parrish روش طبق  كه   BSA از عاري 
(33)، بر درصد تحرك اسپرم هاي يك گاو نر هلشتاين ايراني بررسي 
شد. در هر بار آزمايش از سه پايوت اسپرم هاي منجمد شده استفاده شد. 
گراد  سانتى  درجه  گرم 37  آب  در  ثانيه  مدت 30  به  اسپرم   پايوت هاي 
ذوب شده و در دور 1200 به مدت 10 دقيقه سانتريفيوژ شد. مايع رويي 
بيرون ريخته شد و اسپرم هاي رسوب يافته به آرامي بر روي گرادينت 
PureSperm (40/80 درصد) قرار گرفته و با سانتريفيوژ در دور 1000 
به مدت 10 دقيقه، اسپرم هاي متحرك جدا شدند. اسپرم هاي رسوب يافته 
SP- به يك لوله جديد منتقل شده و پس از دو بار   شست وشو با محيط

TALP در دور 700 به مدت 15 دقيقه، به يك تيوب 1/5 ميلى ليتر منتقل 

و سانتريفيوژ مجددا تكرار شد. تحرك اسپرم ها قبل از تيمار در محيط هاي 
جديد ارزيابي و تعداد 106×1 اسپرم به سه تيوب جداگانه منتقل شد. يك 
ميلي ليتر از محيط هاي PBS ،Opti-MEM و SP-TALP به هر تيوب 
اضافه و سانتريفيوژ اسپرم ها مجددا در دور 700 به مدت 15 دقيقه تكرار 
شد. پس از   شست و شوي اسپرم ها، انكوباسيون آنها  با 1 ميكروگرم از 
ترانس ژن خطي شده در 0/1 ميلى متر از محيط هاي ذكرشده به مدت يك 
گراد و 5 درصد CO2 انجام گرفت. پس از  ساعت در 37 درجه سانتى 
 P4 و P3 پايان انكوباسيون، درصد اسپرم هاي داراي تحرك پيش رونده
در هر كدام از محيط ها در زير ميكروسكوپ برآورد شد. اين آزمايش 

سه بار در شرايط مشابه تكرار شد.

ترانس فكشن اسپرم
مراحل آماده سازي اسپرم مشابه قبل بود و اسپرم هاي متحرك ابتدا با 
روش گرادينت Puresperm (40/80 درصد) جدا و پس از سانتريفيوژ 
متر با  در دور 1000 به مدت 10 دقيقه و انتقال به يك تيوب 1/5 ميلى 
شوي  و  شست  شدند.    داده  شو  و  شست     SP-TALP محيط  از  استفاده 
اسپرم ها در همان شرايط قبلي مجددا تكرار شد. تعداد 106×1 اسپرم در 
ليتر محيط SP-TALP و يك  يك  تيوب جديد كه حاوي 0/1 ميلى 
يك  مدت  به  بود،   pEGFP-C1 خطي شده  پلاسميد  از  ميكروگرم 
ساعت در دماي 37 درجه سانتى گراد و 5 درصد CO2 انكوبه شد. براي 
حذف پلاسميد هاي اضافي موجود در محيط و نيز حذف پلاسميدهاي 
متصل شده به سطح اسپرم كه توانايى جذب اسپرم نداشتند، پس از پايان 
زمان انكوباسيون، كل اسپرم ها به دو گروه تقسيم شدند. سه واحد آنزيمي

مدت 30  به  و  شد  اضافه  گروه  يك  به   DNase I (Fermentas)
دقيقه در دماي 37 درجه سانتى گراد انكوباسيون آن انجام گرفت. گروه 
ديگر تحت تاثير آنزيم DNaseI قرار نگرفت. اسپرم هاي هر دو گروه 
با استفاده از PBS سرد عاري از كلسيم و منيزيم در دور 3000 به مدت 
محيط  در  موجود  DNAهاي  تا  شدند  داده  شست و شو  بار   سه  دقيقه   5
حتي الامكان حذف شوند. حدود 500 ميكروليتر از محيط رويي اسپرم ها 
ليتر منتقل شدند  در آخرين مرحله    شست و شو به يك تيوب 0/5 ميلى 
و براى غيرفعال شدن آنزيم DNase I به مدت 10 دقيقه تحت دماى

منفي  كنترل  عنوان  به  نمونه  اين  گرفتند.  قرار  گراد  سانتى  درجه   56
ترانس فكشن اسپرم در PCR استفاده شد.

استخراج DNA از اسپرم
زير  صورت  به  خلاصه  طور  به  اسپرم  از   DNA استخراج  مراحل 
مولار   بود: ابتدا 400 ميكروليتر از يك بافر ليزكننده (PH=8،10 ميلى 
درصد  2 و    SDS درصد   0/5  ،NaCl مولار  ميلى   100  ،EDTA

Mercaptoethanol) به 100 ميكروليتر محيط حاوي اسپرم ها افزوده 
پنج  شد.  انكوبه  دقيقه   30 مدت  به  گراد  سانتى  درجه   50 دماي  در  و 
ميكروليتر پروتئيناز K (Fermentas)، غلظت نهايى 200 ميكروگرم 
در ميلي ليتر، به اين مخلوط اضافه و به مدت 1/5 ساعت در دماى 55 درجه

سانتى گراد  انكوبه شد. ساير مراحل استخراج DNA طبق روش استاندارد 
درجه  4 دماي  در  سانتريفيوژ  مراحل  تمامي  شد.  انجام  فنل-كلروفرم 

گراد و دور 31000 به مدت 20 دقيقه انجام شد (32).  سانتى 

PCR واكنش
واكنش  از  اسپرم  داخل  به  ژن  ترانس  ورود  مشخص كردن  براي 
PCR  استفاده  شد (32). واكنش PCR براي DNA استخراج  شده از 
دو گروه اسپرم تيمار شده و تيمار نشده با آنزيم DNase I، مايع رويي 
از هر دو گروه اسپرم ها در آخرين مرحله   شست و شوي اسپرم به عنوان 
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كنترل منفي ترانس فكشن اسپرم و نيز كنترل منفي واكنش PCR كه 
فاقد DNA بود، انجام شد.

 كل حجم يك واكنش PCR در هر تيوب 25 ميكروليتر بود كه 
شامل 2ميكروليتر از نمونه هاي ذكرشده، بافر (PCR سيناژن)، كلريد 
منيزيوم 2 ميلى مولار، پرايمرهاي مستقيم و معكوس  pmol 10 و آنزيم 
DNA پليمراز (SmartTaq، سيناژن) بود. توالي پرايمرهاي مستقيم و 

معكوس EGFP به ترتيب: 
´ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG-´5-3 و 
´TTACTTGTACAGCTCGTCCATG-´5-3 بود.

دماي  در  اوليه  دناتوراسيون  صورت  به   PCR واكنش  مراحل 
صورت  به  سيكل  تعداد 35  و  دقيقه،  مدت 5  به  گراد  سانتى  درجه   95
گراد به مدت 1 دقيقه، اتصال در  دناتوراسيون در دماي 94 درجه سانتى 
دماي 55 درجه سانتى گراد به مدت 1 دقيقه و بسط در دماي 72 درجه 
گراد به  گراد  به مدت 1 دقيقه و بسط نهايي در 72 درجه سانتى  سانتى 
مدت 10 دقيقه بود. پنج ميكروليتر از محصول هر واكنش بر روي ژل 
آگارز 1درصد قرارگرفت و باندهاي ايجاد شده در زير اشعه ماوراي 

بنفش بررسي شدند. 

آناليز آماري
تحرك  درصد  صفت  داده هاى  نرمال  توزيع  از  اطمينان  از  پس 
اسپرم با استفاده از نرم افزار SAS (ويرايش 9/1)، آناليز واريانس اين 
داده ها با استفاده از رويكرد GLM انجام شد. ميانگين تحرك اسپرم و 
خطاي معيار آنها در محيط هاي مختلف برآورد شد و مقايسه ميانگين با 
استفاده از آزمون چند دامنه اي دانكن (DMR) و در سطح معني داري 

5 درصد انجام شد.

يافته ها
DNA انكوباسيون اسپرم و

ساير  به  نسبت   Opti-MEM محيط  در  اسپرم  تحرك  درصد   
محيط ها كمترين (1/35±2) بود و اختلاف معني داري با دو محيط ديگر 
داشت. درصد تحرك اسپرم در محيط PBS نسبت به ساير محيط ها 
ديگر  گروه  دو  هر  با  معني داري  اختلاف  و   (40±2/98) بود  متوسط 
داشت. پس از انكوباسيون اسپرم و DNA در اين محيط، بخش زيادي 
صورت  (به  غيرنرمال  تحرك  نيز  و  آگلوتيناسيون  داراي  اسپرم ها  از 
 SP-TALP زنش درجا و ثابت) بودند. درصد تحرك اسپرم در محيط
در لذا   .(1 (نمودار  بود   (45±4/14) بيشترين  ها  گروه  ساير  به  نسبت 

آزمايش هاى بعدي از محيط SP-TALP استفاده شد.

استخراج DNA از اسپرم 
مايع  براي   PCR نتيجه  مى شود،  ديده   1 شكل  در  كه  همان طور 
رويي اسپرم هايى كه تحت تاثير هضم آنزيمي قرار نگرفتند و فقط دو بار

مي دهد  نشان  مطلب  اين   .(2 (لاين  بود  مثبت  شدند،  داده  شو  و  شست    
كه   شست و شوي اسپرم ها به تنهايي براي حذف ترانس ژن هاي آزاد و يا 
چسبيده به سطح اسپرم كافي نيست و به همين دليل، مايع رويي كه فاقد 
اسپرم بود، باند مورد نظر را نشان داد. بنابراين، علي رغم مثبت بودن نتيجه 
PCR از DNA استخراج شده از اسپرم (لاين 4)، نتايج آن قابل تفسير 
آنزيمي  هضم  اسپرم،  داخل  به  ژن  ترانس  ورود  از  اطمينان  براي  نيست. 
در  موجود  آزاد  ژن هاي  ترانس  تمامي  تا  شد  انجام   DNase I توسط 
محيط و يا چسبيده به سطح اسپرم كه در معرض اثر آنزيم بودند، حذف 
حذف  مويد  كه  بود (لاين 3)  منفي  رويي  مايع  از   PCR نتيجه  شوند. 
تمامي ترانس ژن هاي آزاد  از محيط است. در گروه DNA استخراج شده 

از اسپرم، باند مورد انتظار 710bp مشاهده شد كه نشان مي دهد ترانس ژن 
وارد اسپرم شده است (لاين 5). 

 ،SP-TALP نمودار 1: مقايسه ميانگين درصد تحرك اسپرم در سه محيط
 PBS و Opti-MEM با استفاده از آزمون چند دامنه اي دانكن در سطح 

معني دارى 0/05 بار نشان دهنده خطاي استاندارد است.

شكل 1: نتايج PCR براي گروه  كنترل منفي PCR (1)، مايع رويي گروه 
 DNA ،(3) هضم آنزيمي نشده (2)، مايع رويي گروه هضم آنزيمي شده
استخراج شده از اسپرم هاي هضم آنزيمي نشده DNA ،(4) استخراج شده 

از اسپرم هاي هضم آنزيمي شده (5) و ماركر (M) نشان داده شده است. 

كه  اسپرم هايي  از  شده  استخراج   DNA از  حاصل  باندهاي  مقايسه 
مي دهد  نشان  بودند،  نگرفته  يا  و  گرفته  قرار  آنزيمي  هضم  اثر  تحت 
ضخامت باند حاصل از گروهي كه تحت اثر هضم آنزيمي قرار نگرفتند، 
بيشتر از گروه ديگر است. اين اختلاف مطابق انتظار و ناشي از عمل هضم 

آنزيمي است.

بحث
در  سلول ها  كشت  براي  متداول  محيط   Opti-MEM محيط 
آزمايشگاه است. اين محيط به علت نداشتن BSA و ساير پروتئين هاي 
بزرگ، فاقد ممانعت كننده هاي اتصال ليپوفكتامين به سطح اسپرم است 
الدرسون  مطالعه  در   .(34) مي شود  استفاده  سلول ها  ليپوفكشن  براي  و 
براي   Opti-MEM محيط  در   2000 ليپوفكتامين  از  همكارانش  و 
با  حاضر  بررسي  نتايج   .(24) است  شده  استفاده  اسپرم ها  ترانسفكشن 
اين محيط و نيز آزمايش هاى مقدماتي با محيط DMEM نشان داد كه 
مختلف،  سلول هاي  كشت  براي  بودن  مطلوب  رغم  علي  محيط ها  اين 
كمتر  به  را  اسپرم  تحرك  ميزان  و  نيستند  مناسب  اسپرم  سلول هاي  براي 
لقاح  توانايي  اسپرم ها  اين  دليل  همين  به  و  مي دهند  كاهش  درصد  از 5 
درون  تزريق  روش  از  استفاده  به  باروري  جهت  و  ندارند  آزمايشگاهي 

سيتوپلاسمى تخمك نياز است.  
است.  سديم  كربنات  بي  فاقد  و    pH=7/4 داراي   PBS محيط 
بنابراين، تنظيم pH آن وابسته به انكوباتور نبوده و از پايداري زيادتري 
نيز برخوردار است. طبق گزارش ويليامز و همكارانش، افزودن گلوكز 
(5 ميلي مولار) به محيط هاي مورد استفاده در   شست و شوي اسپرم باعث 
افزايش ميزان تحرك، ظرفيت پذيري و واكنش آكروزومي اسپرم مي شود 
(35) و به همين دليل در مطالعات مختلف (23، 26) و در مطالعه كنوني 
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نيز به محيط PBS گلوكز اضافه شده است. درصد اسپرم هاي زنده در 
اين محيط از 25 تا 35 درصد گزارش شده است (23 و 26) كه با نتيجه 
بررسي حاضر مطابقت دارد. پس از انكوباسيون، بخش زيادي از اسپرم ها 
و  درجا  زنش  صورت  (به  غيرنرمال  تحرك  نيز  و  آگلوتيناسيون  داراي 
ثابت) بودند كه با نتايج Anzar و همكارانش (23) مطابقت داشت. براي 

رفع اين مشكل، پس از پايان زمان انكوباسيون اسپرم و ترانس ژن،  شست 
براي  كه  درصد)،   0/6 BSA)  SP-TALP محيط در  اسپرم ها  و شوي 
انجام ظرفيت پذيري اسپرم ها استفاده مي شود، براي دو بار متوالي انجام 
گرفت. استفاده از اين روش باعث بازگشت تحرك اسپرم ها به حالت 

نرمال شد.
محيط SP-TALP به طور متداول براي لقاح اسپرم و تخمك استفاده 
مي شود. در اين محيط از BSA با غلظت 6 ميلي گرم در ميلي ليتر استفاده 
تحرك  حفظ  نيز  و  ظرفيت پذيري  انجام  براي   BSA وجود  مي شود. 
اسپرم ضروري است و باعث افزايش تحرك اسپرم مي شود (33). پس از 
ژن در اين محيط، تحرك اسپرم ها حفظ شد  انكوباسيون اسپرم و ترانس 
-Hoe كه نشان دهنده مطلوب بودن اين محيط تغيير يافته است. در مطالعه

lker و همكارانش (26) براي ترانس فكشن اسپرم با روش انكوباسيون 
با DNA لخت شده و نيز 6FUGEN از اين محيط با موفقيت استفاده 

شده است.
ميزان  افزايش  باعث  حلقوي  به  نسبت  خطي   DNA از  استفاده 
ژن داخل ژنوم ميزبان مي شود (2) و به همين دليل در اين  ورود ترانس 
مطالعه از DNA خطي  استفاده شد. نتايج PCR از مايع رويي آخرين 
مرحله  شست و شو از دو گروه اسپرم هايى كه تحت اثر هضم آنزيمي با

DNase I قرار گرفتند و يا نگرفتند، به ترتيب منفي و مثبت بود كه نشان 
داد آنزيم DNase I توانسته به طور كامل ترانس ژن هاي آزاد موجود در 
محيط را حذف كند. استفاده از هضم آنزيمي توسط DNase I باعث 
حذف ترانسژن هايي شد كه به سطح اسپرم ها متصل بودند، ولي نتوانستند 
وارد اسپرم شوند. به همين دليل باند مشاهده شده از اين گروه نسبت به 
گروهي كه تحت اثر هضم آنزيمي قرار نگرفتند، ضعيف تر بوده است.  
ميكروگرم  يك  ازانكوباسيون  استفاده  با   (24) همكارانش  و  الدرسون 
DNA و ليپوفكتامين نشان دادند كه 30 درصد از اسپرم ها ترانس فكت 
مدت به   2200 دور  در  اسپرم  شوي  و  شست  بار   دو  از  پس  آنها  شدند. 

حذف  محيط  از  آزاد  هاي  ژن  ترانس  تمامي  كه  كردند  فرض  دقيقه   5
در  اسپرم  شوي  و  شست  كه   داد  نشان  تحقيق  اين  كه  حالي  در  شدند. 
تمامي  تواند  نمى  متوالي  بار  سه  براي  دقيقه   5 مدت  به    3000 دور 
ژن ها را از محيط حذف كند. در مطالعات ديگري براي تفكيك  ترانس 
ژن هاي وارد شده  ژن هاي متصل شده به سطح اسپرم و ترانس  بين ترانس 
به داخل اسپرم از هضم آنزيمي استفاده كردند (29، 30) كه نتايج تحقيق 

حاضر نيز با نتايج آنها مطابقت دارد.

با انكوباسيون  با  توان  مى  را  اسپرم ها  كه  داد  نشان  تحقيق  اين  نتايج 
DNA ترانسفكت كرد و به دليل داشتن تحرك مناسب امكان استفاده 
دارد.  وجود  مصنوعي  تلقيح  حتي  يا  و  آزمايشگاهي  لقاح  براي  آنها  از 
اين روش به علت سادگي مراحل انجام كار، بازدهي نسبتا بالا و ميزان 
است  شده  مواجه  زيادي  استقبال  با  گذشته  سال هاي  در  كم،  موزاييك 
و از آن براي ايجاد موش (10، 20)، خوك (18، 19)، گاو (28، 29)، 

خرگوش (30) و ميمون (31) استفاده شده است. 
تاكنون ژن هاي مختلفي از اين طريق به جنين حيوانات منتقل شده 
است كه اكثر اين مطالعات برروي موش و خوك بوده است. علاوه  بر 
انتقال ژن هاي ماركري EGFP، EBFP و DsRed2 به خوك (19)، 
ژن hDAF نيز به خوك منتقل و بيان آن نيز مشاهده شده است (36). 
نتيجه يك مطالعه اوليه توسط نويسندگان اين مقاله با استفاده از اسپرم هاي 
ترانسفكت شده با روش انكوباسيون اسپرم با DNA خطي شده در حضور 
ليپوزوم ها (Lipofectamine2000) و انجام لقاح آزمايشگاهي و نيز 
تزريق درون سيتوپلاسمى تخمك، توانايي اين تكنيك در ايجاد حيوانات 
ژنيك را نشان داد و جنين هاي ايجاد شده در زير ميكروسكوپ  ترانس 
اپي فلورسنت نور سبز ايجاد كردند (37). هم اكنون آزمايش هاى ديگري 

جهت افزايش بازدهي اين تكنيك در حال انجام است.

نتيجه گيري
 BSA به طور كلي نتايج اين تحقيق نشان داد كه علي رغم حذف
انكوباسيون  زمان  در  اسپرم ها  تحرك  درصد   SP-TALP محيط  از 
مي گيرد  قرار  تاثير  تحت  اندكي  بسيار  ميزان  به  ژن  ترانس  و  اسپرم 
استاندارد محيط  با  اسپرم ها  شوي  و  شست  انكوباسيون،   از  پس  و 

SP-TALP باعث برگرداندن تحرك اسپرم ها به حالت نرمال مى شود 
محيط هاي  ساير  به  نسبت  مرحله  اين  در  متحرك  اسپرم هاي  درصد  و 
مورد استفاده در اين آزمايش زيادتر است. اسپرم گاوهاي هلشتاين ايراني 

توانايي جذب ترانس ژن ها را دارند و مي توان از آنها به عنوان ناقل ترانس 
ژن به تخمك گاو استفاده كرد.

براي افزايش بازدهي ترانس فكشن اسپرم ها مي توان از تكنيك هاي 
ليپوفكشن و يا الكتروپوريشن استفاده كرد. هرچندكه اين روش ها ممكن 

است باعث كاهش تحرك اسپرم شوند، ولي مي توان اسپرم هاي ترانس 
فكت شده را در تزريق به داخل سيتوپلاسم تخمك استفاده كرد (37).

تشكر و قدرداني
از كليه كاركنان پژوهشكده رويان، پايگاه تحقيقاتي اصفهان، جهت 
فراهم آوردن تمامي امكانات براي انجام اين تحقيق نهايت تشكر به عمل 
پژوهشكده  توسط  پژوهش  اين  انجام  هزينه هاي  تمامي  ضمنا  مي آيد. 

رويان پرداخت شده است.
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