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چکیده 

از   .  انگیز بوده استمعرفی شد و از همان زمان موضوعی چالش  1989در سال    ( برای اولین بارSMGTاسپرم )  یانتقال ژن به واسطه    
هدف از این مطالعه    بوده است.    هااسپرمو در نتیجه قابلیت لقاح این  خارجی    DNA  یحاو  یهااسپرمتحرک  عدم  های جدی آن  چالشجمله  

پارامترهای اسپرم در میزان  ثیر  أت  همچنینو    محیط ترانسفکشنو    خارجی   DNAگذاری اسپرم با  بررسی اثر شرایط محیطی گرمخانه 
)    . است  ترانسفکشن اسپرم گوسفند انکوباسیون  اثر دمای مختلف  این تحقیق  و    PBS  ،TCM)  مختلف   محیط  سه   ،(ºC  37و    20،  5در 

DMEM  حضور ،)FBS  جذب  شدت  اسپرم در میزان و    پذیریو تحرک اسپرم و ظرفیت  یماندر محیط، زندهDNA  د یبا استفاده از پلاسم
EGFP  میزان   گرادیسانت  ی درجه  37با پلاسمید در   ها اسپرمگذاری  گرمخانهنشان دادند که   نتایج   شد.  یابیارز  ن یامودر  دار شده با نشان

در میزان ترانسفکشن    یداریمعناثر    FBSحضور یا عدم حضور  و  های مختلف مورد بررسی  محیطجذب بیشتری به دنبال داشت اما  
آزمایشات    ی در همه  در میزان جذب نداشتند.    یداریمعننیز اثر    هااسپرمگیری  همچنین میزان تحرک اسپرم و ظرفیت  اسپرم نداشتند.  
های  و تغییر فاکتور  دغیرمتحرک بودن  (پشت آکروزوم  یجذب در ناحیه)خارجی    DNAداری جذب واقعی    یهااسپرمانجام شده تمام  

توان از میکه  رسد  به نظر میحاضر    یمطالعه   جینتا  با توجه به  م ترانسفکت شده متحرک به دست بدهد.  پرمورد آزمایش نتوانست اس
یبرا  (SMGT-ICSIاسپرم )  ی واسطهه  انتقال ژن ب  جهت  هااسپرمهمراه با تزریق داخل سیتوپلاسمی این    دهید  ب یآس  ی غشابا    یهااسپرم

.کرد  استفاده کیترانس ژن واناتیح دیتول

یطیمح طیشرا، انتقال ژن، اسپرم، گوسفند :  کلمات کلیدی
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گونه شدسایر  استفاده  تراریخته   & Gordon))  های 

Ruddle, 1981))به دلیل معایب زیاد همچون بازدهی    ، اما

کم از    یو هزینه  هاخصوص در دامه  ب  بسیار  استفاده  بالا 

.مطرح گردیدهای جایگزین برای انتقال ژن تکنیک



 پژوه و پرویز تاجیک خسرو حسینی 

  1399 زمستان، 4نشریه دامپزشكي ایران، دوره شانزدهم، شماره      36

حیوان    SMGTروش   یک  عنوان  به  موش  در  بار  اولین 

با  بر ادعای مولفین    بناکه    ه شدگرفت  به کارکوچک مدل  

)موفقیت   بوددرصد  30بالا  همراه   )  (Lavitrano et al., 

ورود    .  (1989 و  موش    DNAاتصال  اسپرم  به  خارجی 

(Lavitrano, French, Zani, Frati, & Spadafora, 1992) ،

 ,.Lavitrano et al)  ، خوک (Atkinson et al., 1991)گاو  

 انسان   ،(Pereyra-Bonnet et al., 2008)، اسب، گربه  (2003

(Camaioni et al., 1992)    گزارش  و بعضی گونه های دیگر

با سایر روش    شده است. مقایسه  ایجاد جانوران  در  های 

با      .تر استتر و کم هزینهروشی ساده  SMGTتراریخته،  

متفاوتی را از کارایی    کاملاًمحققین مختلف نتایج    این حال

کرده گزارش  روش  نتایج   اند.  این  محققین  بعضی  گرچه 

درصد    80تا  )  اندرا با این روش گزارش کرده بسیار خوبی  

 Lavitrano)موقفیت در تولید رویان تراریخته در خوک(  

et al., 2003)  می نظر  به  آن    رسداما  کارایی  مورد هنوز 

به   توسط اسپرم  خارجی  DNAروش انتقال      .مناقشه است 

استفاده از    با    .درک نشده است   ینیز هنوز به خوب  تخمک

در جذب    GFPژن    یحاو  نیرودامشده با    دارنشان  دیپلاسم

  شده استتوسط اسپرم گاو مشاهده  DNA  یخوده  خود ب

تقر را جذب کرده    ی خارج  DNA  هااسپرماز    یم ین  باًیکه 

 نیهمچن  را داشتند.    ییتوانا  نیزنده ا  یهابودند و تنها اسپرم

داد شدنشان  ا  ه  ناح  نیکه  در  اساساً  پشت    ی هیتجمع 

است   در  آکروزوم اسپرم     . (Anzar & Buhr, 2006)   سر 

Wang کاملاً  ای اسپرم خرگوش )تازه  یگذارگرمخانهبا  زین

  ل یتترامتشده با    بلیل  دیپلاسم  DNAشده( با    یریگت یظرف

وارد شده عمدتاً در   DNAکه  نشان داد    dUTP-6  نیرودام

 ,Wang, Lin)  تجمع داشته است  سراسپرم  یفخل  یهیناح

& Chen, 2003).      برای بهبود ورودDNA   خارجی به اسپرم

های لیپوزومی  های مختلفی از جمله استفاده از حاملروش

 & ,Arias, Sanchez-Villalba, Delgado)و غیر لیپوزمی  

Felmer, 2017; Hoseini Pajooh, Tajik, Karimipoor, & 

Behdani, 2016; Rubessa, Lotti, Kandel, Popescu, & 

Wheeler, 2019)   و یا عوامل صدمه زننده به غشاء اسپرم

(Hassanane et al., 2017; Hoseini Pajooh et al., 2016; 

Li et al., 2006)    که باز هم نتایج    کار گرفته شده است به

 . به دست آمده متفاوت بوده است 

در ترانسفکشن اسپرم گوسفند با  ما  در آزمایشات قبلی      

گرچه در صد بالایی از  دار شده با رودآمین  پلاسمید نشان

هیچ   اما  ندنسته بودند این پلاسمید را جذب ک توان  هااسپرم

اسپرم متحرکی که دارای جذب واقعی پلاسمید )جذب در  

نیامد  یاحیهن دست  به  باشد  آکروزوم(   Hoseini)  پشت 

pajooh, Tajik, Karimi poor, & Behdani, 2014; 

Hoseini Pajooh et al., 2016; Hoseini Pajooh, Tajik, 

& Karimipour, 2014)  .    که است  شده  شرایط  گفته 

خارجی مثل دما و محیط،    DNAاسپرم با    اریگذگرمخانه

منی و    BSAوجود سرم و   در محیط و حضور پلاسمای 

تواند در ترانسفکشن اسپرم  همچنین پارامترهای اسپرم می

تأثیر   مطالعهدر این  .   (Lavitrano et al., 2003) ثر باشدؤ م

کشت  محیط  )دما،  محیطی  پارامترهای    سرم(و    شرایط  و 

در ترانسفکشن    پذیری(زنده بودن، ظرفیت   اسپرم )تحرک،

 بررسی شد. اسپرم گوسفند 

 

 کار مواد و روش  

آنزیم    pEGFP  پلاسمید از        توسط   StuI   (EcoR147که 

، برش داده شد و جهت ردگیری اتصال ( Fermentasشرکت  

اسپرم  به  ماده   پلاسمید  با  استفاده  رودآمین   ی با  فلورسنت 

 (tetramethyl – Rhodamine – 5 – dutp    شرکتRoch) 

 دار شده بود برای ترانسفکشن اسپرم استفاده شد. نشان 

مگر آن که تعداد  )  بیضه گوسفند  6دیمی از  اسپرم اپیدی    

بر اساس روش  و    از کشتارگاهشده  تهیه    (آن ذکر شده باشد

Blash   همکاران   و(Blash, Melican, & Gavin, 2000)   به

بدین منظور پس از انتقال بیضه در کنار یخ    آمد.  دست می

با استفاده از  و  دم اپیدیدیم    یبه آزمایشگاه، با برش ناحیه

جمع  ،پیپت  لولهاسپرم  به  و    ی حاولیتری  میلی  2  یآوری 

منتقل    (Gibcoشرکت  )  TCM 199  میکرولیتر محیط  500

اسپرم   شد.  می قرار  سپس  ارزیابی  مورد  کیفیت  نظر  از  ها 

های متحرک بررسی  گرفت و تعداد اسپرم و درصد اسپرممی

درصد اسپرم متحرک داشته    95  یبالای که  یهانمونه  شد.  می
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می قرار  آزمایش  تعداد      گرفتند.مورد  نهایت   1×610در 

لوله به  محیط  میلی  0/ 5های  اسپرم    و   TCMلیتری حاوی 

می  گرمنانو   100 اضافه  حجم    به  ،شدپلاسمید  که  طوری 

به   می  25نهایی  در    رسید.  میکرولیتر  اسپرم  تعلیق  سپس 

انکوباتور   در  ترانسفکشن  مورد    ºC 37محیط  دمای  )یا 

زمان  CO2درصد    5و    بررسی( قرار  برای  نظر  مورد  های 

های کنترل تحت همان شرایط اما بدون  گروه  شد.  داده می

 شدند. د تهیه میپلاسمی DNAافزودن 

ها اسپرمابتدا    ،زمان لازم برای انکوباسیون  پس از مدت    

رونده با استفاده از از لحاظ میزان تحرک کل و تحرک پیش

و با بزرگنمایی    NIKON  (ECLIPSE E600)  میکروسکوپ

برای ارزیابی    .  ندگرفتبا نور مرئی مورد ارزیابی قرار می  40

اسپرم بررسی    100میدان میکروسکوپی و جمعیت    3حداقل  

طور متناوب   برای تعیین صحت ارزیابی تحرک به  شد. می

 شد. مقایسه می CASAشده روش  با ارزیابی انجام

جذب  بررسی       نحوه  و  شدت  ی  خارج  DNAدرصد، 

فلورسنت    توسط  ECLIPSE NIKON)میکروسکوپ 

E600)    و با استفاده از طول موجnm510-580 فیلتر سبز( )  

 یپلاسمید با مشاهده  جذب  شد.    نجاما  100و بزرگنمایی  

برای تعیین درصد    شد.  تابش قرمز درخشان مشخص می

میدان میکروسکوپی   4اسپرم در حداقل    100جذب حداقل  

میکرولیتر از   6  بدین منظور  گرفت.  مورد بررسی قرار می

بر    از قبلنمونه توسط یک پیت سمپلر که سر سمپلر آن  

قرار داشت بر روی یک لام که آن   ºC 37روی صفحه گرم  

یده بود قرار  رس  ºC37گرم به    ینیز با قرار دادن روی صفحه

می میداده  پوشیده  لامل  توسط  سپس  و  برای    شد.  شد 

ارزیابی شدت جذب نیز بر اساس شدت فلورسانت ایجاد 

حداقل بازتاب  )بسیار ضعیف    :  1شده جذب به چهار درجه  

:  3خوبی قابل تشخیص    : ضعیف، اما به 2قابل تشخیص(؛  

درخشان؛   کاملاً  درخشش 4قوی،  پر  بسیار  قوی،  بسیار   :

 د. دنشسیم میتق

 

 

 :شد انجام زیر آزمایشاتدر این مطالعه 

  : پلاسمید  در میزان جذب  گذاریگرمخانهاثر دمای    -1    

دمای  برای   تأثیر    DNAبر جذب    گذاریگرمخانه بررسی 

نمونه  خارجی هر  از  دمایاسپرم    1×610،    20،  5  درسه 

اتاق مورد با    گرادیسانت   یدرجه  37و    ()دمای  پلاسمید 

  گذاری گرمخانهدقیقه    60و    30پس از    انکوبه شدند.  بررسی  

 از نظر درصد جذب و شدت جذب بررسی شدند.   هااسپرم

ط  ی خارجی در سه مح  DNAاثر انکوباسیون اسپرم با    -2    

با      :مختلف اسپرم  انکوباسیون  اثر  بررسی    DNAبرای 

محیط   سه  در  در   PBSو    TCM199    ،DMEMخارجی 

  دراسپرم  هر نمونه    ،خارجی  DNAمیزان و شدت جذب  

پلاسمید   بادقیقه    60و    30به مدت    هر یک از سه محیط فوق

ها از نظر میزان و شدت جذب سپس اسپرم   ؛ وانکوبه شدند

DNA  .خارجی و تحرک بررسی شدند 

در   ترانسفکشن به محیط    FBSاضافه کردن  بررسی اثر    - 3     

جایی که میزان   از آن     : اسپرم   و تحرک پلاسمید    جذب میزان 

تمام    مورد بررسی پایین بود و از جمله  هایاسپرم تحرک در  

جذب    های اسپرم  بودند،   DNAدارای  تحرک  بی  خارجی 

 گذاریگرمخانهدر محیط    FBSحضور    آن که   برای بررسی 

اثر مثبت در تحرک    های اسپرم   خصوص   به   ها اسپرم دارای 

خارجی   DNAحاوی پلاسمید و یا دارای اثر منفی در جذب  

انجام شد.  است   آزمایش  آزمایش    این  این  در   ها اسپرم در 

تعلیق   FBSدرصد    10حاوی  یا    و   FBSبدون    TCMمحیط  

برای   و  مذکور  با  دقیقه    60شده   یدرجه   37در  پلاسمید 

شدت  از نظر میزان و   ها اسپرم سپس    انکوبه شدند.    گراد ی سانت

 جذب و تحرک ارزیابی شدند. 

دنبال ه  ب  پلاسمید  بررسی اثر تحرک اسپرم در جذب  -4    

Swim up  این آزمایش  :  حرارت  ها باکردن اسپرم  رفعالیغ  و 

این بررسی  آیا    برای  بهتر    هایاسپرمکه    DNAمتحرک 

غیر متحرک، انجام    هایاسپرمکنند یا  خارجی را جذب می

انجام      شد. مدت    Swuim upبا   هایاسپرم دقیقه    60به 

یا   غیرمتحرک  از  شدند. کم    تحرک با  متحرک   جداسازی 

عنوان  جمع  هایاسپرمسپس   به  رویی  مایع  از  شده  آوری 
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و    هایاسپرم به باقی  هایاسپرممتحرک  لوله  ته  در  مانده 

دقیقه   30به مدت    تحرک کمغیرمتحرک یا    هایاسپرمعنوان  

و سپس از نظر میزان جذب بررسی    هشدبا پلاسمید انکوبه  

 شدند. 

 هایاسپرم همچنین در روشی دیگر برای به دست آورن      

 7یک قسمت برای مدت    اسپرمهر نمونه  از    ،غیرمتحرک 

-تا بی  هشدانکوبه    گرادیسانت  یدرجه  50دقیقه در دمای  

شوند  ت  هایاسپرم سپس    .  (Heat inactivation)حرک 

   نانوگرم پلاسمید انکوبه شدند.  50تحرک با غیرمو  متحرک 

از نظر    هااسپرم  گذاریگرمخانهدقیقه    60و    30،  15پس از  

 درصد و شدت جذب بررسی شدند. 

 : پلاسمیدجذب  گیری اسپرم در  بررسی اثر ظرفیت   -5    

یک قسمت بلافاصله و  اسپرم  از هر نمونه    در این آزمایش

  ی درجه  5ساعت ماندن در دمای    3قسمت دیگر پس از  

مدت  گراد یسانت شدپلاسمید    با   دقیقه  60  به   . ندانکوبه 

 بررسی شد. پلاسمیدسپس میزان و شدت جذب 

برای   :  در جذب پلاسمیدبررسی اثر قابلیت حیات    -6    

خارجی    DNA  اسپرم مرده توانایی جذببررسی این که آیا  

 دارد، دو آزمایش انجام شد. 

بیضه تهیه شده    5اخذ شده از    یهااسپرم در آزمایش اول      

از کشتارگاه پس از بررسی اولیه و تعلیق در سه لوله حاوی 

یک قسمت بدون اضافه کردن    تقسیم شدند.    TCMمحیط  

م بار  سه  محافظ،   به    .شد  ذوب_  منجمدتوالی  سرما 

تا اضاف  مقطر  آب  آن   حجم  هم  دوم  لوله  یهااسپرم ه شد 

قسمت سوم هیچ    یهااسپرمبر    شود.    هاسلولباعث مرگ  

اسپرم در    1×610نمونه    سپس از هر  تیماری انجام نگرفت.  

 دارنشان نانو گرم پلاسمید    100میکرولیتر محیط حاوی    20

مورد  گذاریگرمخانهدقیقه  30مذکور تعلیق شده و پس از 

 ارزیابی قرار گرفتند.

)ویرایش    SPSSافزار  برای تجزیه و تحلیل آماری از نرم    

خطای    ±صورت میانگین  اطلاعات به  ( استفاده شد.  16/ 0

شدهmean±SEM)  میانگین  استاندارد بیان  به  (  و  اند 

(  One Way ANOVAیک طرفه ) تحلیل واریانس روش  

داری را  هنگامی که آزمایش تفاوت معنی  اند.  تحلیل شده

جفت  صورت جفت   به  آزمون دانکنداد مقادیر با  نشان می

در مواردی که مقایسه بین دو متغیر بود      شدند.میمقایسه  

روش   تی  آزاز  )جفت  مون    (Paired sample t testشده 

ظ آماری  از لحا  P<0/ 05ها در سطح  تفاوت    ستفاده شد.ا

 شدند.داری محسوب میمعنی

 

 نتایج 

دمای       جذب    گذاریگرمخانهاثر  میزان    :پلاسمیددر 

پس شدت جذب  و  خارجی    DNAدارای    هایاسپرم درصد  

 یدرجه  37و    20،  5در    گذاری گرمخانهدقیقه    60و    30از  

پس   دهدیمنشان    نتایج  .  آمده است   Table 1  در  گراد یسانت

بین   یداریمعن  اختلاف  گذاری گرمخانهدقیقه    60و    30از  

در درصد و   گرادیسانت یدرجه  37و  5در  گذاریگرمخانه

در درصد   یداری معناما اختلاف    ،شدت جذب وجود داشت 

  گراد یسانت  ی درجه  37و   20در    گذاریگرمخانهجذب بین  

این   نداشت   هازمان در  در      .وجود  جذب  شدت  گرچه 

  طور   به  دقیقه  60درجه پس از    37انکوبه شده در    هایاسپرم

  5در    گذاریگرمخانهاختلاف بین      تر بود.بیش  یداریمعن

 60در درصد جذب تنها پس از    گرادیسانت  یدرجه  20و  

ا   داریمعندقیقه   اما  در خبود  جذب  شدت  در  تلافی 

  30پس از    گرادیسانت  یدرجه   20و    5در    گذاریگرمخانه

  فلورسنتتصویری از بازتاب      دقیقه وجود نداشت.  60و  

نشان داده شده   Fig 1خارجی در    DNAبا جذب    یهااسپرم

 است. 
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Fig. 1 uptake of Rhodamine-labled plasmid by spermatozoa. 

Homogeneous illumination in acrosome region (real uptake) 

 and post acrosome region (fals uptake). 
 

Table 1. Rate of DNA absorption and uptake intensity after 30 and 60 minutes incubation 

 in 5, 20 and 37 degrees centigrade 

Incubation temperature (centigarade) Incubation 

time (Min) 
 

5 20 37 
±6.90  15.83 ±2.97  26.00 ±2.77  39.16 30 Absorption rate 

(%) 31.83± 5.87 ±1.70  42.66 ±1.02  48.66 60 
1.66± 0.54 ±0.18  2.50 ±0.12  2.80 30 uptake 

intensisty 2.58± 0.23 ±0.21  3.66 ±0.16  3.30 60 
 

با       اسپرم  انکوباسیون  محیط   DNAاثر  سه  در  خارجی 

از  :  مختلف حاصل  با  انکوباسیون    نتایج    DNAاسپرم 

محیط خارجی   سه  در   TCM199  و  DMEM  ،PBS  در 

Table 2   بین این سه محیط    داریمعنکه تفاوت    آمده است

خارجی و شدت جذب   DNAهای حاوی در درصد اسپرم

 دقیقه انکوباسیون وجود نداشت.  30و  15پس از 

 
Table 2. Rate of DNA absorption and uptake intensity after 30 and 60 minutes 

 incubation in DMEM ،PBS  and TCM199 

Incubation media Incubation time  
(Min)  

DMEM PBS TCM199 
41.66±4.70 47.33±2.90 43.66±4.05 30 Absorption rate 

(%) 55.66±1.85 58.66±2.03 56.33±2.33 60 
3.16±0.16 3.16±0.16 3.00±0.00 30 

uptake intensisty 
3. ±0.16 3.16±0.16 3.33±0.16 60 

 

درصد    :  گذاریگرمخانهبه محیط    FBSاضافه کردن  اثر      

  60خارجی و شدت جذب پس از    DNAهای حاوی  اسپرم

حاوی محیط  در  انکوباسیون  به    FBS  درصد  10  دقیقه 

از   بودند  عبارت    SE  و   SE  34 /3±00 /53ترتیب 

محیط  و    54/ 1±50/ 92 عبارت    FBS  بدون در  ترتیب  به 

از همچنین    .  SE  11 /0±25 /3  و  SE16 /0±  16 /3  بودند 

از   بودند  عبارت  ترتیب  به  نیز  کل  تحرک    SEمیزان 

  دار یمعن  هااختلافکه این    SE  26 /5±5 /26و    35/ 4±16/ 01

 نبود.
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جذب       در  اسپرم  تحرک  برسی     :پلاسمیداثر  در 

)متحرک(    swim upدست آمده از مایع رویی  ه  ب  هایاسپرم

)  هایاسپرمو   لوله  ته  در  میزان تحرک کمموجود  گرچه   )

موجود در ته   هایاسپرمشده و    swim up  هایاسپرمتحرک  

 هااسپرم تفاوت داشتند اما درصد جذب در این    کاملاًلوله  

و شدت جذب به    32/ 11±1/ 91و    45/ 22 ±1/ 72به ترتیب  

اختلاف   2/ 26  ±0/ 18و    3/ 22  ±0/ 12  ب یترت که  بود 

لذا کاهش تحرک اسپرم تأثیری بر    باهم نداشتند.    داریمعن

 خارجی نداشت.  DNAجذب 

دنبال ه  ب  پلاسمید بررسی اثر تحرک اسپرم در جذبدر      

در    ،حرارت  با  هااسپرمکردن    رفعالیغ کل  تحرک  میزان 

از    هایاسپرم پس  ندیده  دقیقه    60و    30،  15حرارت 

ترتیب    گذاریگرمخانه به  پلاسمید  و    57/ 00±2/ 77با 

در    درصد  41/ 00±3/ 31و    48/ 3±00/ 63  یهااسپرم و 

صد در  بود.    صفر  رفت یم انتظار  که    طورهمان  حرارت دیده

 Tableدر    هااسپرم شدت جذب برای این    و  جذب پلاسمید

 آمده است. 3

 
Table 3. Effect of sperm motility after heat-inactivation on the rate of DNA 

absorption and uptake intensity 
15 30 60 Incubation 

time (Min) 
Sperm 

motility 
23.60±2.65 32.80±4.22 40.60±4.1 Absorption 

rate (%) 
+ 

2.50±0.15 2.90±0.10 3.10±0.22 uptake 

intensisty 
26.00±2.00 33.60±2.85 39.60±4.1 Absorption 

rate (%) 
_ 

2.00±0.00 2.70±0.12 2.9±0.22 uptake 

intensisty 
 

  : خارجی  DNAجذب  اسپرم در    یرگیتیرسی اثر ظرفبر    

جذب که   هاییاسپرمتوسط    دارنشان ید  مپلاس  درصد 

سازی در معرض پلاسمید قرار گرفتند ه بلافاصله پس آماد

  ی درجه  5ساعت ماندن در دمای    3که پس از    هاییاسپرم  و

ترتیب    گرادیسانت به  گرفتند  قرار  پلاسمید  معرض  در 

از:   بودند    41/ 62±1/ 32  و  درصد  44/ 28±2/ 55  عبارت 

جذب    همچنین  درصد این  شدت  ترتیب    هااسپرمدر  به 

از:   بودند  که درصد  2/ 68±0/ 13و    2/ 97±0/ 17  عبارت    ؛ 

 . نبود داریمعناختلاف بین این دو تیمار در هر دو مورد 

تران     میزان  بر  حیات  قابلیت  بررسی    :  فکشنساثر 

به دنبال سه    یهااسپرم اپیدیدیمی انکوبه شده با پلاسمید 

انجماد     دارای  هااسپرم  این  همه  که   داد   نشان  ذوب   – بار 

ناحیه   DNA  جذب در  بودند.  یخارجی  آکروزوم    پشت 

مشابه الگوی معمول جذب   ها سلولالگوی جذب در این  

یعنی بازتاب فلوروسنس در دو  ؛  تیمار نشده بود  یهااسپرم

( و پشت آکروزوم )در هااسپرم  یم )در همهآکروزو  یناحیه

  شده   کشته  یهانمونهدر    .  شدیممشاهده  (  هااسپرم بعضی  

دیده    هااسپرم  یبا کاهش فشار اسمزی نیز جذب در همه

  درصد   47/ 60±2/ 11میزان جذب در گروه شاهد    ،شدیم

 داریمعنخارجی اختلاف    DNAدر شدت جذب    البته  بود.  

گروه   دو  و    -ذوب بین  فشار    شدهکشتهانجماد  کاهش  با 

نداشت  گروه  با    اسمزی وجود  تر)شاهد  تیب  به 

 . (3/ 10±0/ 10 و 3/ 0±36/ 22، 3/ 0±50/ 22

 

 بحث 

یک نکته مهم در انتخاب اسپرم توانایی آن برای اتصال      

آن است.  DNAبه   همچنان لازم     و به داخل هسته بردن 

ترانسفک اسپرم  تا  شده است  برای    ت  را  خود  عملکرد 

دهد که  نشان می هاافتهیبعضی    حفظ کند.تخمک  باروری

تاً اسپرم که عمد  یکیفیت نمونه  SMGTروش  در کارایی  
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اسپرم تحرک  و  حیات  قابلیت  به حرکت   خصوص  به  به 

 Lavitrano et)اسپرم بستگی دارد مهم است    یپیشرونده

al., 2003)  .  می نشان  مطالعات  فقط بعضی  که  دهد 

 Cabrera et)  خارجی  DNAهای زنده قابلیت حمل  اسپرم

al., 1997)  و داخل کردن آن به هسته را دارند  (Anzar & 

Buhr, 2006 Gandolfi, 1998;)  .  شود یمطوری که گفته  ه  ب  

و بعد از شستشو )در اسپرم  درصد 80تحرک در آغاز باید 

 . (Sciamanna et al., 2000)  باشد  درصد  65انزالی( بیش از  

اسپرم با    گذاریگرمخانهمحیط و شرایط محیطی    علاوه  به

DNA  می نیز  میزان  خارجی  بر  اسپرم  بر  تأثیر  با  تواند 

 ثر باشد. ؤ ترانسفکشن اسپرم م

انکوبا      زمینه  :  سیوندمای  در  مختلف  تحقیقات    ی در 

SMGT  ،اسپرم با    گذاریگرمخانهDNA    خارجی در دماهای

در   ام شده است.گراد انجسانتی   یدرجه  37یا    22،  17،  5

با    گذاریگرمخانه دنبال  ه  بحاضر    بررسی  DNAاسپرم 

دماهای   در  گراد،  سانتی  یدرجه  37و    22،  4خارجی 

خارجی انکوبه    DNAحاوی  هایاسپرماختلافی در درصد 

انکوبه شده در   هایاسپرمگراد با  سانتی   یدرجه  37  شده در

در    22 جذب  شدت  گرچه  نشد،  دیده    هایاسپرمدرجه 

 یداری معن  طور  به  دقیقه  60درجه پس از    37انکوبه شده در  

بودبیش در   .  تر  جذب  شدت  هم  و  جذب  درصد  هم 

در  هایاسپرم شده  از سانتی  یدرجه  37  انکوبه  گراد 

  تر بود. بیش  گرادیسانت  یدرجه  5انکوبه شده در    هایاسپرم

نظر   به  برای    رسدمیلذا  مناسب    گذاری گرمخانهدمای 

-گرمخانهاگرچه شاید  درجه باشد.  37و  22بین  تواندمی

با    که   گرادیسانت  یدرجه  37اتاق به جای    در دمای  ذاریگ 

کم کردن تحرک اسپرم باعث حفظ انرژی اسپرم برای لقاح 

آندونوک و    هشد کاهش  را  اسپرم    یازلئفعالیت    دهد ی منیز 

مناسب  قلمداد شود  دمای  آنتری  به  توجه  با  که هیچ    اما 

حاوی   از    DNAاسپرم  کدام  هیچ  در  متحرکی  خارجی 

بهترین دما می  گذاریگرمخانهدماهای   لذا  -مشاهده نشد 

بررسی   یک  در  باشد.    گرادیسانت  یدرجه  37همان    دتوان

انتقال   اسپرم  DNAبرای  واسطه  که  ،به  شد   مشاهده 

  4بهتر از    گرادیسانت  یدرجه  37اسپرم در    گذاریگرمخانه

است    40و   بوده  گرچه     .(Kadze et al., 2002)درجه 

Bonet-Preyra  در همکاران  گوسفند   هایاسپرم   و 

مدت    گذاریگرمخانه به  در  5شده    ی درجه  5  دقیقه 

  ساعت   2  مدت  به  که  هاییاسپرم  از  بهتری  ینتیجه  سانتیگراد

  ICSI  (6 /91  روش  به  لقاح  با  بود  گرادسانتی  یدرجه  17  در

آوردنده  ب  (درصد  ,.Pereyra-Bonnet et al))  دست 

مشاهده شده  وب شده خوک  در اسپرم منجمد ذ(.  (2011

-سانتی  یدرجه  DNA  (4  ،24  ،39دمای تیمار با  است که  

تولید  دراگ  بر  تأثیری  کننده    های رویان(  ایجاد    eGFPبیان 

 .(Wu et al., 2009) نداشت  SMGT-ICSIشده به روش 

شده با   گذاریگرمخانهگاو  ی  هادرصد آپوپتوز در اسپرم     

DNA   یسانت یدرجه 15در دمای  گروه شاهد وخارجی-

 گرادسانتی  یدرجه  5دمای    تر ازمک   (2/ 27  و  4/ 43)  رادگ 

-Canovas, Gutierrez)گزارش شده است    (3/ 51  و  5/ 54)

Adan, & Gadea, 2010) . 

استفاده    یبرا  یمختلف  یها  طیمح     اسپرم  ترانسفکشن 

جمله   از  است  ،   PBS  ،TCM،  SFM،SP-TALPشده 

Tyrod  و  optimem  (Camaioni et al., 1992; Chung et 

al., 2015; García-Vázquez et al., 2010;  Hoelker et 

al., 2007; Simões et al., 2012  .)  طین مطالعه سه محیدر ا 

PBS, TCM    وDMEM  بررس که    یمورد  گرفت  قرار 

  DNAجذب    زانیها در مط یمح  نیا   نیب  یداریمعناختلاف  

 . وجود نداشت یخارج

در محیط  را    BSA  یا  FBS  وجود  محققینچه بعضی    گرا    

عنوان    گذاریگرمخانه برای  به  کننده  ممانعت  عامل  یک 

اسپرم    DNAجذب    ,Anzar & Buhr)  انددانستهتوسط 

2006 Eghbalsaied et al., 2009; ) حاضر   یدر مطالعه اما

در محیط    هااسپرمدر میزان ترانسفکشن    یداریمعنتفاوت  

همچنین وجود سرم باعث   وجود نداشت.  FBSبا و بدون 

و یا به دست آمدن اسپرم    هااسپرمتحرک    داریمعنافزایش  

اضافه    هاگزارش در بعضی از      ترانسفکت شده متحرک نشد.

از   پس  سرم  شدن    گذاریگرمخانهکردن  متحرک  باعث 
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مطالعه    هایاسپرمدوباره   این  در  اما  بود  شده  غیرمتحرک 

از   کردن سرم پس  به    گذاریگرمخانهاضافه  را  نتیجه  این 

  ی نیز نتایج مشابه  BSAاین نتایج در استفاده از    دست نداد.  

نشد  در بر داشت و تفاوتی در میزان ترانسفکشن مشاهده  

است(.  ) نیامده  اینجا  مشاهده    Wu  اطلاعات  همکاران  و 

که   ترانسفکشن    BSAوجود  کردند  محیط   هایاسپرم در 

تولید    -منجمد بر  تأثیری  مرده  بیان    هایرویانذوب شده 

روش    eGFPکننده   به  شده  نداشت    SMGT-ICSIایجاد 

(Wu et al., 2009).      اثر ممانعتی  رسدمیبه نظر  BSA    و

FBS    هنگام ترانسفکشن با  در    عمدتاً بر ترانسفکشن اسپرم

 تواندمی  BSA  نشان داده شده است     .باشدها مطرح  لیپوزوم

به    DNAلیپوزوم /    یجذب مجموعه  اثر ممانعت کننده بر

 & Wang et al., 2003 Zelphati)   داشته باشدسلول اسپرم  

F C Szoka, 1996; ) . 

برای       آن  توانایی  اسپرم  انتخاب  در  حیاتی  پارامتر  یک 

همچنان      و به داخل هسته بردن آن است.  DNAاتصال به  

لازم است تا اسپرم ترانسفکت شده عملکرد خود را برای  

که    دهدمینشان    هایافتهبعضی      باروری اُاسُیت حفظ کند.

کیفیت نمونه اسپرم که عمدتاً به    ،SMGT  روش کارایی    در

اسپرم تحرک  و  حیات  حرکت    خصوص  به  قابلیت  به 

دارد    اسپرم  روندهپیش است  بستگی   Lavitrano et)مهم 

al., 2003).    بیش میزان  خوب  تحرک  دارای  تری  اسپرم 

DNA  ردیگیمه خود  را ب  (Horan, Powell, McQuaid, & 

al., 1991).      البته مشخص نشده است که این افزایش میزان

با   کنش  میان  کارایی  افزایش  از  ناشی  و    DNAاتصال 

ی به داخل بردن است یا صرفاً به خاطر آن است  هاسمیمکان

 . ردیگیمقرار  DNAتر در معرض که اسپرم متحرک بیش

 احتمالاًکه    است بعضی تحقیقات نیز نشان داده   در مقابل    

DNA    با  بی  هایاسپرم جذب    عمدتاًخارجی یا  تحرک 

شده   مرده  حتی  و  پایین  حیات    شودیمقابلیت 

(Eghbalsaied, et al, 2008; García-Vázquez, et al, 

2009) . 

یی که دارای هااسپرم مشاهده کرده بودیم که تمام  قبلا      

پلاسمید   مشخص  ناحیه  دارنشانجذب  در  پشت    ی شده 

 Hoseini))  تحرک بودندبی   )جذب واقعی(  آکروزوم بودند

pajooh et al., 2014; Hoseini Pajooh et al., 2016; 

Hoseini Pajooh et al., 2014)).      نشان  بررسی حاضر  نتایج

در    دهدیم هم  فیزیولوژیک    طور  بهکه    ییهااسپرم که 

ی موجود در ته لوله هااسپرمتحرکشان کاهش یافته است )

یی که در اثر حرارت هااسپرمو هم در    (swim up  به دنبال

جذب  هااسپرمدرصد    اندشده  رفعالیغ دارای    DNAی 

اختلاف   جذب  شدت  همچنین  و    ی داریمعنخارجی 

ی حرارت دیده کاملآَ غیرمتحرک  هااسپرمکه    نداشتند با این

نتیجه برای    بودند.   گذاری ی مختلف گرمخانههازمان این 

 دقیقه صادق بود.  60تا  15اسپرم با پلاسمید یعنی 

بنابراین گرچه بعضی از محققین تحرک اسپرم را یکی     

خارجی    DNAاز خصوصیات ضروری اسپرم برای جذب  

اما ما نتوانستیم حداقل    (Lavitrano et al., 2003)  انددانسته

  تحرککمحرکت شده توسط حرارت یا  ی بیهااسپرمدر  

از   یا  swim-upجدا شده  کم   تحرک کم  و  تراکم  از  ناشی 

تفاوت   ببینیمهااسپرمبا    یداریمعناسپرم  متحرک   ؛ی 

  ی یی که دارای جذب در ناحیههااسپرمگرچه تمام   بنابراین

در این آزمایش و آزمایشات قبلی ما   اندبودهپشت آکروزوم  

-اما صرف بی   ،و بعضی از مطالعات دیگر غیرمتحرک بودند

که   همچنان.  عامل جذب نبوده است  هااسپرمتحرک بودن 

 خارجی نبود.   DNAنیز عاملی برای جذب    هااسپرمتحرک  

زنده قابلیت حمل    هایاسپرمفقط    شوداین که گفته می با     

DNA  و داخل کردن آن به هسته را دارند  خارجی  (Anzar 

& Buhr, 2006; Gandolfi, 1998)  نشان داده شده است  و

اتصال   بین  مستقیمی  ارتباط  و   DNAکه  اسپرم  خارجی، 

 ;Anzar & Buhr, 2006) تمامیت غشای اسپرم وجود دارد  

Perry et al., 1999)،  نشان داده شده است    اما از طرف دیگر

به شدت    X100ذوب اسپرم یا تیمار با تریتون    -انجمادکه  

اتصال   افزایش  روند گرچه    شودیمخارجی    DNAباعث 

 Hoseini Pajooh et))  تواند کامل شودنمی  DNAدخول  
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al., 2016; Zhao et al., 2012))  .   با انجماد  نگهداری در 

نفوذ بیش  DNAتر  تغییر در غشاء پلاسمایی اسپرم باعث 

افزایش جذب تواند در  انجماد و ذوب اسپرم می    .شودیم

در اسپرم    ثر باشد.  ؤ توسط اسپرم م  DNAخودی  ه  ب  خود

ذوب شده به علت تغییر غشای پلاسمایی اسپرم به  -منجمد

  DNAخاطر دمای پایین و غلظت نمکی زیاد میزان دخول  

 & ,Anzar & Buhr, 2006; Buhr, Canvin)  تر است بیش

Bailey, 1989; Holt & North, 1984; Shannon & 

Vishwanath, 1995). Anzer   با استفاده از پلاسمید حاوی

دار شده با رودآمین نشان داد که  و نشان  GFPژن بیان کننده  

تر  ذوب شده بیش-منجمد  یهااسپرمکارایی ترانسفکشن در  

  ی هااسپرمهمکاران    و  Wu    .(Anzar & Buhr, 2006)  بود

مقادیر   معرض  در  را  خوک  مرده  شده  ذوب  ـ  منجمد 

و    0/ 05،  0/ 01قرار دادند )  eGFPمتفاوت پلاسمید حاوی  

در    0/ 1 غلظت   mlمیکروگرم  این  تکامل در  ها  محیط(. 

نداشتند اما میزان    یداریمعن اثر    ICSIهای حاصل از  رویان

  μgبیشتر از    μg  1 /0  و  gμ 05/0های  در غلظت   eGFPبیان  

 . (Wu et al., 2009) بود  0/ 01

اُ که       گزارش شده است که تیمار اسپرم با استرپتولیزن 

باعث افزایش    شودیمباعث افزایش نفوذپذیری غشاء اسپرم  

ناحیه  DNAاتصال   جمله  از  اسپرم  به  پشت    یخارجی 

اثر شدیدی بر یکپارچگی    شود یمآکروزوم   که  این  بدون 

  . (Sanchez-Villalba et al., 2018) ژنوم اسپرم داشته باشد  

که باعث    یتیمارهایچه در سایر    البته چه در مورد اخیر و

برای   ICSIباید از روش   شودی مافزایش نفوذپذیری اسپرم 

کرد استفاده  از   اسپرمزیرا    لقاح  را  لقاح  و  توانایی تحرک 

 .دهددست می

با غشاء    یهااسپرمر نشان داده شد که  در آزمایش حاض    

خارجی را    DNAنه تنها قابلیت جذب    صدمه دیده و مرده

بسیار    هاسلولدارا هستند بلکه میزان ترانسفکشن در این  

گروه  الگوی این اتصال شبیه    عنی صددرصد است.  یتر  بیش

با  این  در    کنترل که  بود  قبلی  آزمایشات  و  نتایج  آزمایش 

از   داشت هم  مطالعاتبعضی  -F. A. García)   خوانی 

Vázquez, García-Roselló, Gutiérrez-Adán, & 

Gadea, 2009)  .  Garcia-Vazques    و همکاران نشان دادند

انزالی اتصال  که در اسپرم عمدتاً    DNAهای اپیدیدیمی و 

اسپرم به  یا قابلیت حیات  مربوط  هایی بود که مرده بودند 

می نشان  را  با    و  دادندکمی  تنها  ترانسژنیک    ICSIرویان 

بیاسپرم یا  مرده  آمدهای  دست  به  -F. García)  تحرک 

Vázquez et al., 2009)  .  Shadanloo  نیز نشان    و همکاران

ذوب و یا    - با انجماد    شده  کشته  یهااسپرمدادند که تنها  

تولید رویان    ICSIبه روش  توانستند  حرکت  بی  یهااسپرم

این گروه با    .  (Shadanloo et al., 2010) ترانسژنیک کنند  

از   مقادیر  همان  به    DNAتزریق  آزمایش  و    تخمکمورد 

تیمار نشده هیچ رویان ترانسژنیکی    یهااسپرم ها با  لقاح آن

ها  ، آنهااسپرملذا با وجود مرده بودن    به دست نیاوردند.  

انتقال ژن دارای نقش فعالی   براین استفاده از  بنا؛  بودنددر 

، یک روش با غشاء صدمه دیده اما با ژنوم سالم  یهااسپرم

 جدید برای به دست آمدن میزان زیاد ترانسژن است. 

در میزان و شدت    یداریمعندر آزمایش حاضر اختلاف      

  ی دقیقه پس از تهیه  30تر از  یی که کمهااسپرمجذب بین  

گرمخانه پلاسمید  با  و  اسپرم  شدند  که هااسپرم گذاری  یی 

گیری با پلاسمید  ساعت ماندن در یخچال و ظرفیت  3بعد از  

و    Wangی  هاافتهگذاری شدند دیده نشد که با ی گرمخانه

با    هاآن     .(Wang et al., 2003)   ی داشت خوانهم   همکاران

گیری  گذاری اسپرم خرگوش )تازه یا کاملاً ظرفیتگرمخانه

شده با تترامتیل رودامین    دارنشانپلاسمید    DNAشده( با  

6-dUTP  اسپرم شمارش  از   یهاو  بعد  و  قبل  فلورسنت 

شده با    دارنشان. نشان دادند که پلاسمید  DNaseIتیمار با  

م ظرفیت   تواندیفلورسنت  اسپرم  شده  توسط  گیری 

شود.  کشیده  داخل  به  و   Simões  همچنین    خرگوش 

تولید    یداریمعنتفاوت    همکاران میزان  ی  هاانیرودر 

گیری  یی که پس از ظرفیتهااسپرمتراریخته بارور شده با  

یی هااسپرم گذاری شده بودند و  خارجی گرمخانه  DNAبا  

ظرفیت بدون  با  که  گرم  DNAگیری  گذاری  خانهخارجی 

اقبال سعید و    .(Simões et al., 2007)شده بودند ندیدند  

ظرفیت کاملاً  اسپرم  از  نیز  با  همکاران  گاو  شده  گیری 
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کردند  استفاده  اسپرم  به  ژن  انتقال  برای  موفقیت 

(Eghbalsaied et al., 2008)  .    توانیم  رسدی ملذا به نظر 

نگهداری   خچالبرای چند ساعت در ی  اسپرم تهیه شده را

 کرد. 

مح  یبررس  نیا  جینتا     که  داد  مختلف    یهاطینشان 

حضور   حضور    ایترانسفکشن،   نیهمچن  و  FBSعدم 

-ت یو ظرف  یمانتحرک، زنده  زانیاسپرم مانند م  یپارامترها

و    زانیبر م  یداریمعن  یمنف  ایاثرات مثبت    زیاسپرم ن  یریگ 

جذب   ندارند.    یخارج  DNAشدت  اسپرم  البته    توسط 

  زانیبه م   دهیبا غشاء صدمه د  یهااسپرمدر    DNAجذب  

جذب    یدار  یهااسپرم  ی همه    .ابدییم  شیافزا   یادیز

هریغ   یخارج  DNA  یواقع و  بودند  از   کی   چیمتحرک 

نتوانست اسپرم متحرک    یبررس   نیانجام شده در ا  یمارهایت

استفاده از روش    نیبنابرا؛  ترانسفکت شده به دست بدهد

لقاح توسط    یبرا(  ICSIاسپرم )   یتوپلاسمی داخل س  قیتزر

  رسد.یبه نظر م  یضرور  یخارج  DNA  ی حاو  یهااسپرم

شوند یصدمه به غشاء اسپرم م  که باعث   ییمارهایت  علاوه  به

حاو   یشتریب  زانیم دست    یخارج  DNA  یاسپرم  به 

از    SMGT-ICSI  نیبنابرا؛  دهدیم استفاده  با    یهااسپرم با 

 . ردیقرار گ  یمورد بررس توانیم دهیغشاء صدمه د
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Abstract 

    Sperm-mediated gene transfer (SMGT) based on the intrinsic ability of sperms to bind and 

take-up of exogenous DNA was introduced in 1989. From that time on, it has been a challenging 

topic. One of the serious challenges was the motility of transfected sperms and hence their 

ability to fertilize the oocyte. The present study aimed to determine the effects of media and 

incubation conditions and also sperm parameters on the transfection of ovine spermatozoa by 

foreign DNA. In this study, the effects of various incubation temperature (5, 20 and 37 ºC), 

three different media (PBS, TCM and DMEM), presence of FBS in medium, viability and 

motility of sperms and sperm capacitation in DNA absorption rate and intensity were assessed 

by using rhodamine-labeled EGFP plasmid. Results showed that incubation of spermatozoa 

with plasmid in 37ºC leads to more transfection rate but various incubation media and presence 

or absence of FBS had no significant effect on DNA uptake rate and intensity. Motility rate and 

capacitation of sperms had no significant effects too. However, in sperms with a damaged 

membrane, the DNA uptake rate increased significantly. All of the spermatozoa with true DNA 

absorption (post acrosome absorption) were immotile and none of the examined treatments in 

this study could produce motile transfected spermatozoa. Regarding the results of this study, it 

seems that membrane-damaged spermatozoa incubated with foreign DNA can be used for 

SMGT-ICSI to produce transgenic animals. 
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