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انسان با قابليت ترشح در خون  يانعقاد IXفاكتور بيان كننده ژن حاملتراريخته بز توليد 
 شير به وسيله تكنيك انتقال هسته
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  چكيده

در اين راستا مي توان ژن مورد نظر را به . ي نوتركيب وجود دارند كه در شير بيان مي شوندها پروتئينشماري از  تعداد بي
شده،  نسفكتاي ترسلولهاانتقال هسته با استفاده از . داد منظور بيان در شير يك حيوان مزرعه اي تحت كنترل عناصر تنظيمي قرار

انعقادي  IXدر اين مطالعه به منظور توليد بز تراريخته با توانايي ترشح فاكتور . براي توليد حيوانات تراريخته است يكارآيابزار 
كازئين  -ژن مذكور بعد از پروموتور بتا  cDNAبا قرارگيري  (pBC1-hfIX)در شير، سازه ژني (rhcfIX)انساني نوتركيب 

 35ي جنينهاي فيبروبلاست از سلولها. شدند ترانسفكت pBC1-hfIXبز توسط ي فيبروبلاست جنيني سلولهاسپس . ساخته شد
تأييد  PCRانتخاب شده و توسط ) ي فيبروبلاست حاوي سازه ژنيسلولها(ي مثبت كلونهاسپس . روزه بز تهيه گرديد 40تا 

 72به مدت  ،تراكم سلولي شده اجازه داده شد كه پس از رسيدن به مرحله ترانسفكتي فيبروبلاست جنيني سلولهابه  .شدند
. شوند هم زمانسيكل سلولي  G0/G1در صد سرم كشت شده تا در مرحله  15حاوي  DMEMساعت در همان محيط 

ي تخمكها. ندشدي نابالغ از تخمدان هاي كشتارگاهي به دست آمدند و قبل از بي هسته سازي و انتقال هسته بالغ تخمكها
ي بازسازي جنينها. انجام شد 6DMAPژشده و فعال سازي آنها با استفاده از يونومايسين و فيو ،ي دهندهسلولهابازسازي شده با 

پذيرنده 12نسفكت شده به اي فيبروبلاست جنيني ترسلولهاجنين حاصل از  64 .شده منتقل شدند هم زمانشده به پذيرنده هاي 
يكي از بارداريها منجر به . شد توسط سونوگرافي تأييد 42ز بارداري در رو) درصد 16.6(در دو مورد از پذيرنده ها . انتقال يافتند

تأييد  sequencingو PCRدر بزغاله ها با استفاده از واكنش  انعقادي انساني IXفاكتور حضور ژن . تولد دو بزغاله سالم گرديد
د تكوين طبيعي جنين را پس از مي توانن IXي فيبروبلاست جنيني بز حاوي ژن فاكتور سلولهااين نتايج نشان مي دهد كه  .دگردي

  .اين اولين تولد زنده حيوان تراريخته در ايران است. انتقال هسته تا مرحله ترم پيش برند

  . تراريخته، انتقال هسته سلول سوماتيك، فيبروبلاستانعقادي، بز،  IXفاكتور :ي كليدياه هواژ
  نويسندگان اول +
 r_valojerdi@yahoo.com و  gourabi@royaninstitute.org :ست الكترونيكي، پ22339947 :تلفن تماس :مسئول گاننويسند* 
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 مقدمه

ي پروتئينهاحيوانات تراريخته ابزار مناسبي براي توليد 
ت با كيفيت بالا  نوتركيب دارويي هستند كه قادرند محصولا

بزهاي تراريخته براي ). 25و  9(و هزينه پايين توليد نمايند 
ي دارويي در شير، به دليل داشتن دوره هاي پروتئينهاتوليد 

تر، بلوغ جنسي زودتر و اندازه كوچكتر  بارداري كوتاه
بنابراين به منظور ) 8و  1(نسبت به گاو مناسب تر هستند 

ل هسته، استفاده از اين حيوانات شبيه سازي از طريق انتقا
ي نوتركيب پروتئينهاانواع ). 14و  3(ترجيح داده مي شوند 

، بوتريل )22(،  ليزوزوم )18(انساني نظير آنتي ترومبين 
توسط  تموفقي اب) 31(و لاكتوفرين ) 10(كولين استراز 

غدد پستاني بيان شده و در شير بزهاي تراريخته ترشح 
  . شده اند

 ;SCNT)ي دهنده سلولهاته با استفاده از انتقال هس

Somatic Cell Nuclear Transfer) و جايگزيني  آروش كار
را براي توليد حيوانات تراريخته بيان كننده پروتئين مورد 

در اين روش پس از انتخاب نوع ). 2(نظر فراهم مي كنند 
ژن مورد نظر تركيب كرده  سلول دهنده، سلول را با ترانس

را قبل از انتقال هسته تأييد  ترانس ژنحضور  و مي توان
اگر چه گزارشهايي از تولد فرزندان زنده  ،)19(نمود 

تراريخته توسط انتقال هسته سلول سوماتيك وجود دارد 
و  11( كلونينگ هنوز رضايت بخش نيست  كارآييولي 

30 .(  

 ترانس ژن را در نتايج قبلي، اهميت ارزيابي بيان اختصاصي
از اين گذشته نسبت بالايي از . دننشان مي ده هدف بافت

 يسلولها از كه زماني ،SCNTآمده از  به دستفرزندان 
 مناسب جهت انتقال هسته استفاده گرديد،  شده ترانسفكت

به دليل درج تصادفي ژن ). 32و  26، 4(تراريخته بودند 
ي منفردي كه  به صورت صحيح و موفق سلولهاخارجي، 
قابل تا توليد  گرديدهه اند انتخاب شد ترانسفكتدرج و 
). 24( دداشته باشوجود از جنين تراريخته قبولي 
در  ترانس ژنكمي از روشهاي ارزيابي بيان  هايگزارش

 مناسب  يكلونها كردن آماده  در آزمايشگاه وهدف بافت 
  ).   32(وجود دارد  SCNTبراي  ترانس ژن يسلولها

يا  Bي هموفيلي موجب بيمار IXنقص در سنتز فاكتور 
اين بيماري يك اختلال وابسته به ). 5(كريسمس مي شود 

x  هزار مرد اتفاق مي افتد 30است كه در يك مورد از.  
كه از پلاسماي  IXدارند با فاكتور  Bبيماراني كه هموفيلي 

. مي آيد درمان مي شوند به دستذخيره شدة افراد طبيعي 
باشد يا با  تب آورممكن است  IXاين آماده سازي فاكتور 

بنابراين نياز است  ،عوامل پاتولوژيك يا ويروسي آلوده شود
خالص كه نياز  IXكه وسيله اي براي آماده سازي فاكتور 

از . به استخراج از پلاسماي انسان نداشته باشد فراهم گردد
يك كارخانه  به وسيلهرو توليد انبوه اين محصول  اين

  . مورد توجه قرار گرفت طبيعي مانند غدد شيري حيوانات

هدف از اين مطالعه، توليد بز تراريخته با توانايي ترشح 
در شير  (rhcfIX)انعقادي انساني نوتركيب  IXفاكتور 

اين مطالعه شامل ارزيابي . است SCNTتوسط روش 
ي دهنده سلولهاانعقادي انساني در  IXحضور ژن فاكتور 

بلاست جنيني ي فيبروسلولهادر آزمايشگاه، آماده سازي 
و بررسي و تأييد حضور ژن  NTشده براي  ترانسفكت

انعقادي انساني در بزغاله هاي متولد شده  مشتق  IXفاكتور 
  .شده مي باشد ترانسفكتي سلولهااز اين 

 هامواد و روش

به منظور انتقال به تخمك  فيبروبلاست جنينيتهيه سلول 
هيه روزه بز  نژاد نجدي جهت ت 35جنين : بدون هسته

ي فيبروبلاست جنيني مورد استفاده قرار گرفت سلولها
  پللاسكا و  استريل  پنس  يك  كمك با). 1شكل (
باقيمانده . گرديدجدا  جنينهاسر ، قلب و كبد  ،) كوچك تيغ(

محيط   مقداريحاوي متوسط   ديش  پتري در جنينها
DMEM  (Gibco, USA) چندين بار از سر  ريخته شده و
تا در حد امكان به قطعات  داده شدندعبور  18 نمره سرنگ
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قطعات خرد شده بر روي سطح  .دنيل شودكوچك تب
  DMEM فلاسك كشت يا پتري ديش در مقادير كم محيط

 )FBS (Hyclone, USA) در صد  15( با غلظت بالاي سرم
در انكوباتور با  سلولها جهت تكثيرسپس  .داده شدندكشت 
شكل (اده شدند قرار د CO2در صد  5و درجه  37دماي 

. روز يكبار تعويض گرديد 3هر  سلولهامحيط كشت ). 2
پس از تكثير، از سلولها جهت تعيين جنسيت كاريوتايپ 

ي با جنسيت ماده جهت انتقال هسته جنينها. گرفته شد
  .مورد استفاده قرار گرفتند

  

 

  
  روزه بز 35جنين  -1شكل 

  

  
  سلولهاي فيبروبلاست جنيني بز -2شكل 

  

  

  

انعقادي خون انسان  از  9فاكتور  mRNA: تهيه سازه ژني
كد كننده آن با  cDNAسلولهاي كبدي استخراج گرديد و 

جايگاه . ساخته شد  RT/PCRاستفاده از روش استاندارد 
پرايمر مورد نياز تعبيه گرديد   5در انتهاي  XhoIبرش  

  ).1جدول  (

  
 IXفاكتور  cDNAر هاي به كار رفته جهت تكثيآغازگر -1جدول 

  انعقادي خون انسان

)٥'→٣'(توالی پرایمر طول قطعه  
نام 

 پرایمر

 

1386 bp 

 

537 bp 

CTCGAGCCACCATGCAGCGCGTGAACATGATC 

CTCGAGTCATTAAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTA 

GCAGAAAACCAGAAGTCCTGTG 

CGTGTATTCCTTGTCAGCAATG 

For FIX-1 

Rev FIX-1 

For FIX-3 

Rev FIX-3 

  

  

درجه  58سيكل با دماي الحاق  30شامل  PCRواكنش 
 72ثانيه و طويل شدن در دماي  30سانتي گراد به مدت 

ثانيه جهت تكثير ژن مورد  45درجه سانتي گراد به مدت 
  . نظر انجام شد

جفت باز درون وكتور  1386با طول  PCRمحصول 
pTZ57R/T  كلون و با استفاده از تكنيكهايcolony PCR ،

پس از تعيين . ييد گرديدأو تعيين توالي تبرش آنزيمي 
ايجاد  9توالي مشخص شد كه دو جهش در ژن فاكتور 

ده است، درنتيجه به منظور تصحيح جهشهاي ايجاد شده ش
استفاده گرديد و پرايمرهايي نيز در  Soeing PCRاز روش 

  ).3، شكل 2جدول (همين راستا طراحي شدند 
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  كار رفته جهت تصحيح جهش هاي بهآغازگرهاي  -2جدول 

)٥'→٣'(توالی پرایمر  نام پرایمر 

AGTGTAGTTTTGAAGAAGCACGAGAA 
TTCTCGTGCTTCTTCAAAACTACACT 
GTTAAAATTACAGTTGTCGCAGGTG 
CACCTGCGACAACTGTAATTTTAAC 

For Mut-1 FIX 
Rev Mut-1 FIX 
For Mut-2 FIX 
Rev Mut-2 FIX 

 

ATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGCAGAATCACCAGGCCTCATCACCATCTGCCTTTTAGGATAT
CTACTCAGTGCTGAATGTACAGTTTTTCTTGATCATGAAAACGCCAACAAAATTCTGAATCGGCCA
AAGAGGTATAATTCAGGTAAATTGGAAGAGTTTGTTCAAGGGAACCTTGAGAGAGAATGTATGGA
AGAAAAGTGTAGTTTTGAAGAAGCACGAGAAGTTTTTGAAAACACTGAAAGAACAACTGAATTTT
GGAAGCAGTATGTTGATGGAGATCAGTGTGAGTCCAATCCATGTTTAAATGGCGGCAGTTGCAAGG
ATGACATTAATTCCTATGAATGTTGGTGTCCCTTTGGATTTGAAGGAAAGAACTGTGAATTAGATGT
AACATGTAACATTAAGAATGGCAGATGCGAGCAGTTTTGTAAAAATAGTGCTGATAACAAGGTGG
TTTGCTCCTGTACTGAGGGATATCGACTTGCAGAAAACCAGAAGTCCTGTGAACCAGCAGTGCCAT
TTCCATGTGGAAGAGTTTCTGTTTCACAAACTTCTAAGCTCACCCGTGCTGAGACTGTTTTTCCTGA
TGTGGACTATGTAAATTCTACTGAAGCTGAAACCATTTTGGATAACATCACTCAAAGCACCCAATC
ATTTAATGACTTCACTCGGGTTGTTGGTGGAGAAGATGCCAAACCAGGTCAATTCCCTTGGCAGGT
TGTTTTGAATGGTAAAGTTGATGCATTCTGTGGAGGCTCTATCGTTAATGAAAAATGGATTGTAACT
GCTGCCCACTGTGTTGAAACTGGTGTTAAAATTACAGTTGTCGCAGGTGAACATAATATTGAGGAG
ACAGAACATACAGAGCAAAAGCGAAATGTGATTCGAATTATTCCTCACCACAACTACAATGCAGCT
ATTAATAAGTACAACCATGACATTGCCCTTCTGGAACTGGACGAACCCTTAGTGCTAAACAGCTAC
GTTACACCTATTTGCATTGCTGACAAGGAATACACGAACATCTTCCTCAAATTTGGATCTGGCTATG
TAAGTGGCTGGGGAAGAGTCTTCCACAAAGGGAGATCAGCTTTAGTTCTTCAGTACCTTAGAGTTC
CACTTGTTGACCGAGCCACATGTCTTCGATCTACAAAGTTCACCATCTATAACAACATGTTCTGTGC
TGGCTTCCATGAAGGAGGTAGAGATTCATGTCAAGGAGATAGTGGGGGACCCCATGTTACTGAAGT
GGAAGGGACCAGTTTCTTAACTGGAATTATTAGCTGGGGTGAAGAGTGTGCAATGAAAGGCAAAT
ATGGAATATATACCAAGGTATCCCGGTATGTCAACTGGATTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTTAA 

ش داده شده يبه صورت برجسته نما Soeing PCRاصلاح شده با روش  يدهاينوكلئوت ،خون انسان يانعقاد IXفاكتور  يدينوكلئوت يتوال -3شكل 
  اند

عمليات  بعد از اصلاح جهشهاي به وجود آمده، مجدداً
و تمام شده انجام  pTZ57R/Tكلون سازي درون وكتور 

پس از . به كار رفتند ،كه در بالا ذكر شد يييدأمراحل ت
طي يك   ، ژن مذكور9اطمينان از صحت توالي  ژن فاكتور 

وكتور  از  XhoI آنزيم برشي به وسيلهواكنش هضم آنزيمي 
  . نوتركيب خارج گرديد

وكتور با استفاده از واكنش  Tقطعه ژن خارج شده از 
كه از قبل با كمك آنزيم  pBC1ليگاسيون درون وكتور 

XhoI 4شكل (در آمده بود قرار گرفت به صورت خطي.(   

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  پروموتر بتا كازئينحاوي  با pBC1وكتور  -4شكل 
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درون وكتور بياني در  9ژن فاكتور لازم به ذكر است كه 
پس از انتقال . پايين دست پروموتر بتا كازئين گذاشته شد

به سيستم باكتريايي،   (hfIX-pBC1)وكتور بياني نوتركيب
برش ، colony PCR د كننده كلونينگ شاملييأآزمايشهاي ت

در . آنزيمي و تعيين توالي نيز در اين مرحله انجام شد

ادامه، به منظور درج كردن سازه ژني درون ژنوم بز، وكتور 
hfIX-pBC1  از باكتري استخراج گرديد و با استفاده از

ژن مقاومت به آمپي سيلين NotI  و SalI آنزيمهاي برشي
  ).5شكل (به صورت خطي در آمد  ژنيسازه  حذف شد و

 

  
 NotI  و SalI برشيآنزيمهاي  به وسيلهسازه ژني خطي شده  -5شكل 

  

وارد كردن سازه ژني به درون هسته سلولهاي 
: فيبروبلاست جنيني با استفاده از روش الكتروپوريشن

ميكروليتر  425سلول فيبروبلاست جنيني بز در 107حدود 
DPBS در ادامه محلول. سيون در آمدبه صورت سوسپان 

به  DNAميكروگرم  40ميكروليتري سازه ژني با غلظت  25
در ادامه با . اضافه شد  (Bio-Rad)سانتيمتري 0.4كووت 

  Gene Pulserكمك توسط دستگاه الكتروپوريشن يا 

(Bio-Rad München, Germany)  ولت  218به هر كووت
 يات هر كووت درمحتو در ادامه. الكتريكي داده شد پالس

و در حل شده درصد  FBS 10حاوي  DMEMمحيط 
در مرحله . دقيقه قرار گرفتند 15دماي آزمايشگاه به مدت 

 10ديشهاي پتري فكت شده در سي ترانسلولهابعد 
ساعت، محيط  24شده و پس از  دادهسانتيمتري كشت 

محيط كشت اوليه جهت .  كشت آنها تعويض گرديد
  .نگهداري شد ،PCRش واكن به وسيلهبررسي 

روز،  5تا  3بعد از :  شده ترانسفكت يسلولها ييشناسا
 ،PCRواكنش  به وسيلهز يجهت آنال سلولهااز  يكم تعداد

ك با استفاده از يژنوم DNA. ز شدنديفر يو مابق يجداساز
واكنش د و يكلروفرم استخراج گرد/روش استاندارد فنل

PCR ييت شناسايكه قابل ييمرهايبا استفاده از پرا cDNA 
 DNAدرون  انسان راخون  يانعقاد 9كد كننده فاكتور 

بر روي بز داشتند،  ينيبروبلاست جنيف يسلولهاك يژنوم
  PCRانجام واكنش. انجام شدو محيط كشت آنها  سلولها

روي محيط كشت به منظور جلوگيري از به وجود آمدن 
 ترانس فكتي سلولها .نتايج مثبت كاذب صورت پذيرفت

 ×104و در پليتهاي شش خانه در غلظت  گرديدهشده ذوب 
بعد از  .كشت داده شدند) 1:10رقت ( به ازاي هر خانه 1.3

افزايش جمعيت  جهتهر خانه ي سلولهانيمي از روز  6
   براي آناليز مولكولي نيمي ديگرو  ندسلولي پاساژ داده شد

 (FISH and Single Cell PCR)ندمورد استفاده قرار گرفت .  

ب يد نوتركيپلاسم: سفلورسن يون درجايداسيبريه
(hfIX-pBC1) تيك به وسيله استخراج شده (high pure 

plasmid isolation kit,Roche) ،  بااستفاده از روشnick 

translation (Vysis DNA labelling kit,,Abboott 

Molecular)  وSpectrum Orange-dUTP (Vysis,abbott 

molecular)  دستورالعمل شركت سازنده نشاندار طبق
از  ،مطابق با روش استاندارد يمتافاز يلامها .ديگرد

آماده  ينيجن يبروبلاستهايمثبت اعلام شده ف يكشتها
 Vysisبا استفاده از روش ون يداسيبريواكنش ه .شدند

(Abott molecular) پس از انجام   .رفتيصورت پذ
شده، از  انسفكتتر يسلولها يلازم رو يمولكول يدهاييأت

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1389، 5، شماره 23جلد                                               مجله زيست شناسي ايران                                                                          

627 

 

جهت انتقال هسته  ترانس ژن يدارا يسلول ينمونه ها
  . استفاده شد

زمان سازي چرخه سلولي سلول دهنده با تخمك  هم
از مهمترين مراحل عملي در طي روند شبيه سازي كه : بالغ

به طور وسيعي بر كيفيت و بازدهي روند انتقال هسته اثر 
توجه به سيكل  تنظيم دقيق سيكل سلولي با ،گذار است

نتايج بدست آمده از بر اساس . سلولي تخمك مي باشد
 G0/G1سيكل مناسب سلولي مرحله  ،متعددتحقيقات 

براي رسيدن به اين سلولها چندين روش وجود دارد . است
زمان  در اين طرح روش تراكم كامل سلولي جهت هم. 

سازي كه در عين حال آپوپتوز كمتري را به همراه داشته 
به  سلولهاپس از رسيدن . مورد آزمايش قرار گرفت باشد

درصد  15در محيط كشت حاوي  سلولهادرصد تراكم ،  90
سپس اين . ساعت كشت داده شدند 72سرم به مدت 

تريپسينه شده و براي آناليز سيكل سلولي با استفاده  سلولها
فيبروبلاستهاي در حال تقسيم . آماده شدند فلوسايتومتري از
درصد تراكم به عنوان گروه كنترل به كار برده  60-70با 
 .شد

  منظور به  : يفلوسايتومتر   با سلولي  سيكل  تعيين 
با  DNAمراحل مختلف سيكل سلولي، محتواي  تعيين

رنگ آميزي شد و  PI (Propidium Iodide)استفاده از 
آناليز فلوسايتومتري توسط دستگاه فلوسايتومتر كاليبور 

FACS (FACS Calibur, Becton Dickinson, USA)  
فيبروبلاستهاي كشت شده با استفاده از . انجام گرفت

با غلظت  DMEMجدا شدند و در  EDTA-تريپسين
cells/ml106×1 بعد از سانتريفوژ در . دوباره مخلوط شدند

rpm1200  با درصد 70ميلي ليتر اتانول  3دقيقه،  5براي 
اضافه  سلولهاي به به آهستگدرجه سانتي گراد  4دماي در
، اين مرحله سلولهابراي جلوگيري از به هم چسبيدن . شد

دقيقه فيكساسيون،  20پس از . بر روي شيكر انجام گرفت
 x-100 1/0سپس در تريتون . شسته شدند PBS  با سلولها

دقيقه انكوبه  10درصد در درجه حرارت اتاق به مدت 
كروگرم بر ميلي مي 30سلولها با مخلوطي از در ادامه . شدند

ميكروگرم بر  3/0، و PI (Propidium Iodid, Sigma)ليتر 
درجه سانتي  38در دماي  RNase A (Sigma) ميلي ليتر

در ميزان  وبه مدت نيم ساعت رنگ آميزي گراد 
cells/s500-200 براي جداسازي مراحل . آناليز شدندG0 

و  PIسيكل سلولي از رنگ آميزي دو تايي  G1و 
(Fluorescein isothiocyanate, sigma)FITC استفاده شد .

 38به مدت نيم ساعت در دماي  سلولهادر اين آزمايش 
 FITCميكروگرم بر ميلي ليتر   005/0با درجه سانتي گراد 

ميكروگرم بر ميلي  3/0، و PI ميكروگرم بر ميلي ليتر  30، 
با استفاده از دستگاه . رنگ آميزي شدند RNase Aليتر 
. سلول براي هر نمونه ضبط شد 10000ي، يتومترفلوسا

در فازهاي مختلف سيكل سلولي با استفاده  سلولهادرصد 
  . دگرديمحاسبه  Win MDI version 2.9از نرم افزار 

  به  از كشتارگاه  كه  تخمدانهايي: گيرنده هسته  تهيه تخمك
تخمدان  1057و   شده  بررسي نده بودشد  منتقل  آزمايشگاه

را   تخمدانهايي معمولاً  .ندگرديد  انتخاب  كردن  آسپيره  براي
  آسپيره  باشد برايميلي ليتر  2 ـ8  هاآن  قطر فوليكولهاي  كه

سوزن  سرو   با سرنگعمل آسپيره كردن .  شوند مي  انتخاب
 25حاوي  (M199 كشت مناسب  محيط محتوي 19 درجه

. انجام گرفت HEPES( (Gibco, USA) ميلي مولار
  داراي  تخمك 1678  ،در زير استريو ميكروسكوپ  سپس
 پس ازو   شده  آوري گرانولوزا جمع  سلول  لايه 3  حداقل

  به  HEPES  بدون TCM  شستشو در محيط كشت
زير روغن منتقل  IVM ميكروليتري محيط 30  هاي قطره
  بدون TCM  محيط كشت  حاوي ها قطره  اين  .گرديد

HEPES (Gibco, USA) درصد 10 همراه باGoat 

Serum ، ميكرومولار 100 سيستئامين (Fluka, 

Switzerland)  ،  استراديوليك ميكروگرم در ميلي ليتر 
(Sigma, Germany) واحد بر ميلي  02/0 و

 LH  بر ميلي ليتر واحد 02/0و    FSH(Sioux)ليتر
(Sioux) ي كشت شده تحت شرايط تخمكهاسپس .  است

 5و ميزان  گراد  سانتي  درجه 39ر با دماي فوق به انكوباتو
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ساعت منتقل  24به مدت  N2 درصد 90و Co2 درصد
  .گرديد

  پس  آزمايشگاهي  بلوغ  لدنباه ب: بلوغ آزمايشگاهي تخمك
  تخمك  اطراف  كومولوس  يسلولها،  ساعت18 - 24از 

 )ميكروگرم بر ميلي ليتر 500( هيالورونيداز  توسط آنزيم

(Sigma, Germany)  تخمك  از اطراف  كردن  ورتكسو  

پولار (پس از بررسي وجود اولين جسم قطبي  و  شده جدا
در زير استريوميكروسكوپ به عنوان نشانگر انجام ) بادي

بالغ شده جمع آوري  تخمك 1152 اولين تقسيم ميوز،
  ).6  شكل( گرديد

                
  

  

  

سلول دهنده به فضاي انتقال  سازي تخمك وبي هسته 
ي سلولهاحذف از   پس :زير پرده شفاف تخمك بي هسته

كشت  محيط  درو   دهش  انتخاب بالغ  ، تخمكهاي گرانولوزا
Emcare (ICP bio, Newzealand)  حاوي يك در صد 
  دستگاه  وسيله  سازي به  هسته بي  عمل .ندقرار گرفت سرم بز
در اين مرحله با استفاده از پيپت . انجام شدر پولاتويميكرومان

نازك با لبه تيز و برنده به درون پرده شفاف و  شيشه اي كاملاً

محتويات هسته همراه با مقدار بسيار  وسيتوپلاسم نفوذ كرده 
سلول فيبروبلاست به صورت سپس . كمي سيتوپلاسم خارج شد

رد شد سالم به درون فضاي زير پرده شفاف تخمك وا كاملاً
بدون  M199ي باز سازي شده در محيط تخمكها .)7شكل (

HEPES  در صد سرم بز به مدت نيم ساعت در  10حاوي
  . شدندانكوباتور قرار داده 

                   

  
 تهو انتقال سلول فيبروبلاست جنيني بز به درون تخمك بي هس بي هسته سازي تخمك بالغ -7شكل

  

كه  از آنجايي: الحاق سلول دهنده به تخمك بي هسته
سلول دهنده در فضاي زير پرده شفاف قرار مي گيرد لازم 

از  ،است كه جهت ادغام هسته درون سيتوپلاسم گيرنده
بهترين و رايج ترين روش . روش فيوژن استفاده شود

تخمك بالغ كه  ; C ,گرانولوزاساعت همراه با سلولهاي 24پس ازبزتخمك بالغ شده;, Bبزتخمك نابالغ A ; -6شكل
 .سلولهاي كومولوس اطراف آنها برداشته شده است توسط آنزيم هيالورونيداز
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با استفاده از . فيوژن استفاده از پالس الكتريكي است
 BTX (electro cellي لام فيوژن كه به دستگاه الكترودها

manipulator)  متصل است تخمكهاي باز سازي شده در
 kv/cm39/2پالس الكتريكي . جهت مناسب قرار داده شدند

ميكروثانيه در كمترين فاصله ممكن به مجموعه  15در 
 .سلول دهنده القاء شد-تخمك

 ي بازسازيتخمكها: فعال سازي تخمك بازسازي شده
در زير استريوميكروسكوپ  الحاقشده يك ساعت پس از 

شده براي فعال سازي الحاق ي تخمكها. شدندبررسي 
 10حاوي  Global )(Lifeglobalمصنوعي به محيط كشت 

 ,Sigma)ميكرومولار  5 يونومايسين در صد سرم بز و

Germany)  دقيقه در درجه حرارت اتاق منتقل  5به مدت
بازسازي شده در محيط كشت  جنينهايسپس . نديددگر

Global  6و درصد سرم بز 10حاويDMAP 2  ميلي مولار
(Sigma, Germany)  ساعت در انكوباتور قرار  5به مدت

  .داده شدند

پس از فعال سازي به  جنينها:  تراريخته كشت جنين
و  هدرصد سرم منتقل شد 10حاوي  Globalمحيط كشت 

( داده شدند شتسلولي در آزمايشگاه ك 4- 8مرحله تا 
  ).8شكل 

 

   
  .سلولي 8، جنين مرحله C ، جنين مرحله چهار سلولي B ، جنين مرحله دو سلوليA. مراحل مختلف تكوين جنين بز تراريخته -8شكل 

  

مان سازي زبراي هم: آماده سازي رحم مادر جايگزين 
رون در واژن ابتدا يك منبع حاوي هورمون جنسي پروژست

روز قرار داده شد كه با آزاد سازي  7يا مهبل دام به مدت 
تدريجي اين هورمون و جذب آن از ديواره مهبل اثر خود 

 6. نمود ءرا مبني بر كنترل چرخه توليد مثلي دام ماده القا
روز پس از جاگذاري منبع پروژسترون، هورمون شش 

جب تشكيل گنادوتروپين اسبي به حيوان تزريق شد كه مو
فوليكولهاي حاوي سلول نارس جنسي ماده در سطح 

با  هم زمان ،در روز هفتم آماده سازي. تخمدانها گرديد
 و خروج منبع پروژسترون، از پروستاگلاندين استفاده شد

در روز نهم هورمون گنادوتروپين انساني به بز تزريق شد 
كه باعث آزاد سازي تخمكهاي شكل گرفته در فوليكولهاي 

  .سطح تخمدان گرديد

تا  4ي جنينها زبه دليل استفاده ا :ي تراريختهجنينهاانتقال 
ساعت بعد از تزريق هورمون  48انتقال جنين  ،سلولي 8

زيرا در اين مرحله  ،صورت گرفتگنادوتروپين انساني 
جسم يا اجسام زردي بر روي تخمدانها شكل گرفته اند كه 

شته است و ساعت از شكل گيري آنها گذ 48حداقل 
روزه را در روند رشد در  3تا  2قادرند جنينهاي با سن 

عمل انتقال جنين با . دستگاه داخلي ماده حمايت نمايند
بعد . شدروش جراحي لاپاراتومي يا باز كردن شكم انجام 

به درون  كه قبلاً جنينهااز ورود به محوطه خلفي شكم، 
  .قل شدندلوله انتقال كشيده شده اند به لوله رحمي منت

  . بودعدد  6تا  4در هر انتقال  جنينهاتعداد 

هفته از انتقال  6بعد از گذشت : بارداري حين مراقبتهاي
 .شدند بزها سونوگرافيبه منظور تاييد حاملگي جنين، 

A B C 
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حضور ضربان قلب جنين به عنوان علامت بارداري در نظر 
ه بزهاي باردار تحت مراقبت ويژه قرار گرفت. گرفته مي شود

  .شدو سونوگرافي هر ماه تكرار 

با استفاده از : تأييد تراريختگي بزغاله هاي متولد شده
انعقادي انسان، واكنش  9پرايمرهاي اختصاصي ژن فاكتور 

PCR  رويDNA  ژنوميك استخراج شده از خون بزغاله
 ،در ادامه). 1جدول  (هاي متولد شده انجام شد 

 گرديدند تعيين توالي   PCRمحصولات واكنشهاي

)Genetic analyzer 3130 ( تمام مراحل مذكور بر روي
 DNA( و كنترل منفي) سازه ژني(نمونه هاي كنترل مثبت 

  . گذاشته شد )ژنوميك بزهاي غير ترانس ژن و فاقد الگو

  نتايج
به منظور ارزيابي تأثير تراكم كامل : آناليز سيكل سلولي

اليز توسط آن DNAسلولي بر سيكل سلولي، محتواي 
FACS  اندازه گيري شد و در صد نسبي سلولهاي موجود

و  2C DNA( ،S (2C-4C)محتواي ( G0/G1در مراحل 
G2/M ) 4محتوايC DNA (درصد  3جدول . محاسبه شد

سلولهاي در حال رشد را در فازهاي مختلف سيكل سلولي 
رنگ آميزي  FITCو  PIكه سلولها با  زماني. نشان مي دهد

. آناليز شد FACSو پروتئين توسط  DNAشدند محتواي 
ساعت بعد از رسيدن به تراكم  72كشت سلولها تا تراكم و 
درصد سلولها به  53/91و  27/80به ترتيب منجر به ورود 

شد كه اين گروهها نيز نسبت به گروه  G0/G1فاز 
سلولهاي در حال رشد تفاوت چشمگيري داشتند 

)P<0.05.(  

جمعيتهاي  FITCو  PIبا استفاده از رنگ آميزي دوتايي 
ميزان بيشتري از . از هم تفكيك شدند G1و  G0سلولي فاز 

 قرار داشتند سيكل سلولي G1  سلولهاي تراكم كامل در فاز
 ). 9شكل ) (درصد 29/84(

در اين : ميزان كليواژ حاصل از  جنينهاي تراريخت
تخمك  1678و  تخمدان آسپيره گرديد  1057آزمايش 

ساعت در  24پس از گذشت . نابالغ از آنها جمع آوري شد
  IIتخمك به مرحله متافاز 1152محيط كشت بلوغ، 

از اين تعداد،  . باقي ماندند Iرسيدند و بقيه در مرحله متافاز
تخمك باز  445. بي هسته شدند  IIتخمك متافاز  649

ساعت  72از اين ميزان طي . سازي شده فعال سازي شدند
 64. بوجود آمد) درصد 52(شده جنين بازسازي  231

شده انتقال يافت كه از اين  همزمان جنين به بزهاي پذيرنده
. توسط اولتراسونوگرافي تأييد شدتعداد دو مورد حاملگي 

آزمايشهاي  و .يكي از آنها در پايان ماه دوم سقط شد
ييد مولكولي انجام شده بر روي جنين، تراريختگي آن را تأ

 بارداري دوم منجر به تولد بزغاله هاي دوقلو گرديد. كرد
  ).5و 4جدول (

  مراحل مختلف سيكل سلولي در سلولهاي فيبروبلاست پس از تراكم كامل سلولي (mean±SE,%)توزيع  -3جدول 

مراحل مختلف سيكل
  سلولي

سلولهاي در(كنترل
  )حال رشد

سلولهاي 
confluence 

  سلولهاي تراكم كامل

G0  a42/0±56/4  b,c99/0±79/12  b,d,f,h43/0±24/7  

G1  a36/2±88/51  b,c11/1±47/67  b,d,f,h41/1±29/84  

S  a52/0±01/19  b14/0±39/2  b40/0±83/1  

G2/M 
a55/2±38/23  b,c24/0±04/16  b,d17/1±39/6  

  .(P<0.05)د از نظر آماري تفاوت معني دار وجود دار h g-و  b - a ،d – c ،f –eدر هر رديف بين حروف 
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  .FACSتوزيع مراحل مختلف سيكل سلولي توسط   -9شكل 

  .ي فيبروبلاست جنينيسلولهاي تراريخته مشتق از جنينهاساعته  72ميزان تكوين  -4جدول 
 

  تخمدان
ي جمعتخمكها

  آوري شده
  ي بالغتخمكها

يتخمكها
  بازسازي شده

ي فيوژ تخمكها
  شده

ي فعال تخمكها
  سازي شده

سازي ي بازجنينها
  شده

1057  1678   1152 )69(%  633  601  445 )70(%  231)52(%  
  
  

  .ي فيبروبلاست جنينيسلولهاي تراريخته مشتق از جنينهاميزان بارداري  -5جدول 
 

تخمك هاي فيوژ 
  شده

جنين هاي بازسازي 
  شده

  تعداد پذيرنده ها  جنين هاي انتقال يافته
  ماه اول بارداري

  )روزگي 30( 
  تعداد فرزندان

601  213 64 12 2  2  

  

دراين مرحله : شده ترانسفكتييد مثبت بودن سلولهاي أت
ييد مقدماتي و در ادامه أجهت ت PCRبا استفاده از واكنش 

 120ييد تكميلي، أبه منظور ت  single cell PCRواكنش
شده مورد آناليز قرار  ترانسفكتي سلولهاپليت كشت 

ت گزارش گرديد پليت مثب 3از اين بين تعداد . گرفتند
  براي  سلولهااستفاده از اين  در ادامه وقبل از). 10شكل(
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هيبريداسيون انتقال هسته به تخمك حيوان انجام واكنش 
ييد ألاين گزارش شده ت 3روي  (FISH)درجاي فلورسنس 

ازحصول  پس).  11شكل (ديگري بر مثبت بودن آنها بود 
ي سلولهاژنوم درون  ترانس ژناطمينان از قرارگيري 

جهت انتقال هسته سلولي فيبروبلاست، از لاينهاي مثبت 
   .استفاده شد

 

  
                                        

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  كنترل مثبت: 4و رديف سلول ترانسفكت شده نمونه : 3كنترل منفي، رديف : 2و1رديف از بالا ،   single cell PCRآناليز واكنش  -10شكل 

            
 ي متافازي كشت داده شده از لاينهاي مثبتسلولهاواكنش هيبريداسيون درجاي فلورسنس روي  -11شكل 

  

 ترانس ژنبررسي حيوانات متولد شده ازلحاظ حضور 
ييد تراريخته بودن أجهت ت اتپس از تولد حيوان: در آنها

با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن   PCRواكنش هاآن
يك جفت (ي انسان به دفعات انجام گرديد انعقاد 9فاكتور 

و جفت پرايمر ديگر درون   9پرايمر توالي كامل ژن فاكتور 
و به همراه آن نيز علاوه بر ) قطعه اول را تكثير مي نمود

نمونه كنترل مثبت نمونه هاي كنترل منفي نيز شامل بزهاي 
بعد از ). 12شكل (غير ترانس ژن و فاقد الگو گذاشته شد 

بر روي ژل،  9باند مربوط به قطعه ژن فاكتور  مشاهده
تعيين   PCRهاي واكنش تمحصولا ،جهت بررسي قطعي

پس از آناليز توالي خروجي از دستگاه .  ندتوالي گرديد
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sequencer  در سايتNCBI وجود ژن مذكور درون ژنوم ،
  ).13شكل (بزغاله هاي متولد شده محرز گرديد 

  

ماركر اندازه : 1ستون  A,Bف هاي ردي: PCRنتايج واكنش -12شكل
بز تراريخته شماره : 3بز تراريخته شماره يك، ستون : 2مولكولي، ستون 

كنترل منفي بز هاي نرمال، : 7و  6، 5كنترل مثبت، ستون : 4دو، ستون 
  ماركر اندازه مولكولي: 9كنترل منفي فاقد الگو، ستون : 8ستون 

  

  

  

  

  
  

انعقادي  9داراي ژن فاكتور  ختهترارياولين بزغاله هاي  -13شكل 
  انساني در ايران

  

  بحث
توليد حيوانات تراريخته، كه قادر به ترشح پروتئينهاي 
نوتركيب با خاصيت دارويي در شير خود هستند، از 

هم اكنون معمول ترين روش . پتانسيل بالايي برخوردارند
به كار رفته براي توليد اين قبيل حيوانات، انتقال سازه ژني 

ه سلولهاي سوماتيك است كه به عنوان دهنده هاي ب
. )29( كاريوپلاست براي انتقال هسته به كار برده مي شوند

در روند توليد حيوانات تراريخته معمولاً از ژنهاي انساني 

 IXاستفاده مي شود و در اين تحقيق نيز از ژن فاكتور 
انعقادي انسان جهت انتقال به سلولهاي سوماتيك بز به 

ور ترشح در شير حيوان با كمك پروموتور بتا كازئين منظ
در مطالعه حاضر ثابت گرديد كه سلولهاي . استفاده گرديد

انعقادي انسان  IXجنيني بز ترانسفكت شده با ژن فاكتور 
دو بزعاله . تكوين جنين را تا مرحله ترم حمايت مي كند

تراريخته توسط انتقال هسته سلول فيبروبلاست جنيني بز 
هر دو . تخمكهاي بالغ شده آزمايشگاهي توليد شدند به

بزغاله متولد شده در اين مطالعه داراي وزن طبيعي هنگام 
فيبروبلاست جنيني معمولاً سلولهاي انتخابي . تولد بودند

براي توليد لاينهاي ترانس ژن هستند كه در اين مطالعه 
سلولهاي فيبروبلاست جنيني به عنوان منبع سلول دهنده 

تخاب شدند تعداد زيادي از حيوانات اهلي كلون شده ان
تراريخته به صورت موفق با استفاده از فيبروبلاست جنيني 

   ).19(توليد شده اند 

ي دهنده همچنين فاكتور مهمي در سلولهاسيكل سلولي 
تكوين موفق . )29و  6( ي انتقال هسته استجنينهاتكوين 

ي دهنده سلولها تا مرحله ترم با استفاده از جنينهااين 
ويا ) ي حاصل از كاهش سرمسلولها( G0موجود در فاز

ي حاصل از تراكم يا تراكم كامل سلولها( G1مرحله 
ي سلولها). 28و  13، 12، 7(مي آيد  به دست  )سلولي

فيبروبلاست جنيني تراريخته با استفاده از روش تراكم 
دو دليل اصلي . شدند هم زمان G1كامل سلولي در مرحله 

ي آپوپتوتيك سلولهاحضور  G1ي مرحله سلولهاستفاده از ا
ي بهتر سيكل همزمانو احتمال  سلولهاكمتر در جمعيت اين 

جهت ). 26(و سيتوپلاسم تخمك است  G1سلولي هسته 
ي مذكور پس از مقايسه دو سلولهاانتقال سازه ژني به 

روش ليپوفكشن و الكتروپوريشن، در نهايت روش 
يل راندمان بالاتر و نحوه اجراي سريع الكتروپوريشن به دل
به منظور اطمينان قطعي از حضور ژن . تر انتخاب گرديد
علاوه بر روشهاي به كار رفته در  سلولهامورد نظر درون 

و در ادامه  single cell PCRتحقيقات مشابه، از روش 
هيبريداسيون درجاي فلورسنس استفاده گرديد كه نتايج به 
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انتقال .  روش مؤيد يكديگر بودند دست آمده از هر دو
 IIي متوقف شده در مرحله متافاز تخمكهاهسته بر روي 
يا  IIي مرحله متافاز تخمكهااستفاده از . صورت گرفت

باعث افزايش راندمان در تكنيك انتقال هسته مي  IIتلوفاز 
كاريوپلاست دهنده به يك تخمك بي الحاق ). 17( شود

اين جفت يكي از مراحل  هسته شده و فعال سازي بعدي
مهم مورد نياز براي توليد موفق فرزندان زنده توسط انتقال 

كه فيوژن  در حالي. هسته سلول سوماتيك مي باشد
الكتريكي كاريوبلاست دهنده به تخمك بي هسته معمول 
ترين روش به كار رفته شناخته شده است، چندين روش 

يند آاز فرفعال سازي و زمان مراحل فعال سازي براي آغ
تكوين جنين در گونه هاي اهلي متعدد به چاپ رسيده 

مطالعه حاضر نشان مي دهد كه روش ). 23(است 
ي باز سازي شده، تخمكهاپيشنهادي براي فعال سازي 

به  6DMAPدقيقه و  5مواجه شدن با يونومايسين به مدت 
روش ي فعال شده با اين تخمكها. ساعت مي باشد 5مدت 

. را نشان داد) درصد 52(مناسبي تكوين  ميزان كليواژ و
يونومايسين منجر به توليد افزايش زمان مواجه شدن با 

نتايج مطالعات قبلي نشان مي . ي پارتنوژنيك گرديدجنينها
منجر به مهار نيز  6DMAPدهد انكوباسيون طولاني در 

و در نتيجه  IIحركت كروموزوم در مرحله آنافاز و تلوفاز 
، )17(ي موش تخمكهاقطبي دوم در مهار خروج جسمك 

. مي شود) 20(و خوك ) 21(، گوسفند ) 27(گاو 
6DMAP  مهار خروج جسمك قطبي دوم را توسط غير

  ). 16(انجام مي دهد  MAPKفعال كردن 

در مرحله چهار تا هشت سلولي به  جنينهادر اين مطالعه، 
مدت كوتاه كشت در . اويداكت بز پذيرنده انتقال يافت

گاه موجب كاهش تأثبرات شرايط آزمايشگاهي بر آزمايش
ي رحم پذيرنده ها با سن همزمان. مي شود جنينهاروي 

در  جنينها. جنين تأثير مستقيم در ايجاد بارداري موفق دارد
ساعت قبل  48-60سلولي به پذيرنده هايي كه  8- 4مرحله 

تخمك . انتقال يافتند ،متحمل فاز استروس شده بودند
ساعت قبل از انتقال جنين، صورت  60ه ها گذاري پذيرند

ي، تلاشي براي جبران تكوين آهسته همزماناين . گرفته بود
  .ي بازسازي شده استجنينها

مشتق از رده سلولي  NTي جنينهادو بارداري با انتقال 
انعقادي انسان به دست آمد  IXشده با فاكتور  ترانسفكت

د و روزگي سقط ش 69يكي از آنها در ). درصد16(
بارداري دوم منجر به تولد بزغاله هاي دو قلو گرديد نتيجه 

آمده از  به دستآمده بيشتر از ميزان بارداري  به دست
  ). 1(بود  1999و همكاران در سال  Baguisiمطالعه 

ژنوميك حيوانات متولد  DNAروي  PCRواكنش در ادامه 
و  PCRتعيين توالي محصولات  شده صورت پذيرفت و

 .ها در بانك ژني  تراريختگي بزغاله ها را تأييد كردتطبيق آن
از در مطالعه حاضر البته از آنجايي كه دو بزغاله متولد شده 

نظر ژنتيكي يكسان بوده ولي در رنگ پوست تفاوت 
مي توان اين تفاوت را حاكي از يك صفت وابسته داشتند، 

 .يا كنترل شده به وسيله پديده هاي اپي ژنتيك دانست Xبه 
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Abstract  

There are a growing number of recombinant proteins that have been expressed in milk 
and one can consider putting any gene of interest under the control of the regulatory 
elements of a milk protein gene in a dairy farm animal. Nuclear transfer (NT) using 
donor cells are an efficient means for generation of transgenic animals. In this study in 
order to produce a transgenic goat with capability of secretion of recombinant human 
coagulation factor IX (rhcfIX) in the milk, a gene construct (pBC1-hfIX) was made by 
insertion of (rhcfIX) cDNA after goat beta-casein promoter into the expression cassette. 
Then, cell lines of goat fetal and adult fibroblasts were transfected by pBC1-hfIX. Fetal 
fibroblast cells isolated from day 35 to day 40 fetuses. Next, positive clones (the 
fibroblast cells that contain the gene construct) were selected and confirmed by PCR. 
The transfected fetal fibroblast cells were allowed to reach confluency and further 
cultured in 15% FBS in DMEM for an additional 72 h (full confluency) to synchronize 
G0/G1 cell cycle stage cells. Immature oocytes were obtained from slaughterhouse and 
matured before enucleation and NT. The reconstructed oocytes electrofused with donor 
somatic cells, and activated with ionomycin and 6DMAP. Reconstructed embryos were 
transferred into synchronized recipients. A total of 64 embryos derived from transgenic 
fetal fibroblast cells were transferred into 12 recipients. Two recipients (16.6%) were 
confirmed pregnant at Day 42 by ultrasound. Of these, two kids derived from the fetal 
fibroblast cell line. Presence of the coagulation factor IX gene was confirmed by 
polymerase chain reaction, sequencing, and fluorescent in situ hybridization analyses. 
These results demonstrate that goat fetal fibroblasts with human coagulation IX factor 
gene can direct full-term development following NT. This is the first live born of 
transgenic farm animal in Iran. 
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