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Abstract                                     
Over the past two decades, many approaches for transferring genes into the genome of 
domestic animals have been devised. The main purposes of transgenesis are: to increase 
animal capabilities, to knock down or silence both onco-genes and deleterious genes, and to 
produce a pharmaceutical protein. Transgenesis techniques include pronuclear microinjec-
tion (PNM), somatic cell nuclear transfer (SCNT), viral infection (VI) and sperm-mediated 
gene transfer (SMGT). The first transgenic mouse was produced by using the PNM tech-
nique and transgenic animals from other species (rabbit, sheep, pig and cattle) have been 
produced thereafter. However, the PMN technique had certain drawbacks: low efficiency, 
random integration site of the transgene and a high mosaic rate. For this reason, other alter-
native techniques have been devised to overcome its drawbacks. The most reliable method 
for transgenesis which bypasses mosaics is SCNT. However, this method is complicated and 
tedious; with multiple stages that need setting up. VI has been used to transfer genes into the 
oocytes and zygotes with high efficiency and versatility. In spite of its simplicity, the maximum 
transgene length should be less than 8.5 kb. Currently, spermatozoa are considered as an 
alternative method of carrying transgenes into the oocytes with minimum technical demands. 
In contrast to VI, SMGT is being used successfully to transfer different kinds of BACs with 
more than 200 kbp into mouse oocytes. The present review summarizes the methods by 
which transgenes can be introduced into zygotes of domestic animals.
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چكيده 
است.  شده  معرفي  اهلي  حيوانات  ژنوم  به   (Transgenesis)  انتقال ژن براي  زيادي  روش هاي  گذشته،  دهه  دو  طول  در 
انتقال ژن  با اهداف افزايش قابليت هاي حيوانات، حذف يا خاموش كردن ژن هاي معيوب و سرطان زا و ايجاد داروهاي زيستي 
انجام مي گيرد. تكنيك هاي انتقال ژن  شامل: ريزتزريق به داخل پيش هسته، انتقال هسته سلول هاي بدني، انتقال ژن  از طريق 
ويروس ها و اسپرم است؛ هرچند ريزتزريق به داخل پيش هسته اولين تكنيكي بوده كه توانسته موش هاي ترانس ژنيك را ايجاد 
كند و از آن به بعد براي ايجاد ساير گونه هاي ترانس ژنيك (خرگوش، گوسفند، خوك و گاو) استفاده شود، اما به دليل 
معايب زياد همچون بازدهي بسيار كم، وارد شدن تصادفي ترانس ژن به داخل ژنوم ميزبان و نرخ موزاييك زياد از تكنيك هاي 
جايگزين براي انتقال ژن  استفاده مي شود. تكنيك انتقال هسته سلول هاي بدني معتبرترين تكنيكي است كه در انتقال ژن  استفاده 
مي شود و حيوان ترانس ژنيك ايجاد شده در اين روش فاقد سلول هاي موزاييك بوده است. با اين وجود مراحل انجام كار، 
پيچيده و خسته كننده بوده و نياز به بهينه سازي بيشتري دارد. مراحل انجام كار استفاده از لنتي  ويروس ها براي انتقال ژن  به درون 
تخمك يا سلول تخم داراي بازدهي بالا ساده است كه مهم ترين محدوديت اين روش عدم توانايي حمل ترانس ژن هايي با 
طول بيش از 8/5 كيلوباز است. روش بسيار ساده ديگر، استفاده از اسپرم به عنوان حامل ترانس ژن به تخمك است كه با 
استفاده از روش كروموزوم هاي مصنوعي باكتريايي به طول بيش از 200 كيلوباز، با بازدهي بسيار بالا به تخمك موش منتقل 
مي شود. بنابراين مقاله حاضر شامل روش هاي مختلفي است كه مي توان به وسيله آن ترانس ژن را به داخل تخمك يا جنين 

حيوانات اهلي منتقل كرد.

* كليدواژگان: انتقال ژن ، ريز تزريق، حيوانات تراريخته
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مقدمه
 DNA به مفهوم وارد شدن يك توالي (Transgenesis) انتقال  ژن
خارجي به داخل ژنوم يك موجود زنده چندسلولي مي باشد  به طوري 
بعد  نسل  به  و  داشته  حضور  آن  سلول هاي  اغلب  در  نظر  مورد  ژن  كه 
ژنتيكي يافته  تغيير  موجودات  اصطلاحات:  از  گذشته  در  شود.  منتقل 

تغيير  گياهان   ،(Genetically Modified Organisms; GMO)s

حيوانات  و   (Genetically Modified Plants; GMP) ژنتيكي  يافته 
(Genetically Modified Animals; GMA) ژنتيكي  تغييريافته 

و  انسان  براي  كه  ترانس ژنيكي  گياهان  براي   GMO از مي شد.  استفاده 
حيوانات عامل تغذيه اي بوده استفاده مي شده، هر چند معناي آن شامل 
تمامي موجودات زنده بوده است. به همين دليل از دو اصطلاح GMP و 
GMA به ترتيب براي گياهان و حيوانات تغييريافته ژنتيكي استفاده شده 

است (1).
ژنوم  به  خارجي  ژنتيكي  اطلاعات  افزودن  منظور  به  انتقال ژن  
جايگزين  و  داخلي  ژن  يك  كردن  سركوب  زنده،  موجود  يك 
يافته  جهش  است  ممكن  كه  كاربردي  ژن  يك  يا  و  ژن  يك  كردن 

مي گيرد.  انجام  باشد،  بومي  ژن  با  متفاوت  كاملا  ژن  يك  يا  ژن  همان 
ميزبان  ژنوم  به  خارجي  ژن  يك  افزودن  تحقيقات،  اغلب  در  سرانجام 
خاص  فيزيولوژيكي  عملكرد  يك  با  پروتئين  يك  ايجاد  به  منجر 
ترانس ژنيك  حيوانات  طريق  از  تجاري  داروهاي  توليد   .(2) مي گردد 
دارو زيست  كه  است  تكنولوژي  اين  كاربردهاي  مهم ترين  از  يكي 

تغيير  به  مي توان  مثال  عنوان  به  دارد.  نام    (Biopharming)
و  كودكان  استفاده  براي  گاو  شير  تغذيه اي  خصوصيات 
ماگا  گزارش  طبق   .(2) كرد  اشاره  حيوانات،  عملكرد  بهبود 
دامى  توليدات  در  ژنتيك  كاربرد  جهاني  كنگره  آخرين  در 
(Genetics applied in Animal Production; GAAP) هم اكنون 
5 نوع از حيوانات ترانس ژنيك در جهان وجود دارد (3): خوك هاي 
دارند(4)،  بهتري  فسفر  هضم  قابليت  كه  فيتاز  ژن  داراي  ترانس ژنيك 
گاوهاي ترانس ژنيك داراي ژن لايزوستافين كه به ورم پستان مقاومت 
و  كاپا  ژن هاي  داراي  ترانس ژنيك  گاوهاي   ،(5) دارند  زيادتري 
ترانس ژنيك  خوك هاي   ،(6) دارند  بهتري  شير  تركيب  كه  بتاكازئين 
بهتري  نتاج  ازشيرگيري،  آن ها  وزن  كه  آلفالاكتالبومين  ژن  داراي 



دارد (7) و بزهاي ترانس ژنيك داراي ژن لايزوزيم كه سلامتي پستان 
بهتري دارند (8). البته ايجاد حيوانات ترانس ژنيك ديگري نيز گزارش 
شده است كه ممكن است به دليل زنده نبودن در گزارش  ماگا آورده 
وزن  داراي  گوسفندان   به  مي توان  حيوانات  اين  جمله  از  باشد.  نشده 
پشم شسته بيش از 6 درصد (9)، خوك هاي داراي گوشت لخم زيادتر 
ايجاد  براي  تلاش  كرد.  اشاره   (11) بهتر  گوشت  كيفيت  يا  و   (10)
حيوانات اهلي ترانس ژنيك هم اكنون در حال انجام است كه تاكنون 

نتايج موفقيت آميزي از آن ها گزارش نشده است. 
نمودن  فراهم   .1 است:  جداگانه  مرحله  دو  شامل  انتقال ژن  روند 
روشي كه بتوان اطلاعات ژنتيكي را از فضاي خارج سلولي و نيز غشاي 
پلاسمايي عبور داده و به هسته سلول رساند 2. آماده سازي شرايطي كه 
پذيرش اطلاعات ژنتيكي جديد را به عنوان بخشي از ژنوم ميزبان داشته 
باشد. بر خلاف اين موضوع، بخش اعظم تحقيقات شناخت روش هاي 
جديد براى افزايش عبور ترانس ژن از موانع موجود در سلول و رسانيدن 
آن به هسته است و كمتر به مرحله دوم انتقال ژن  به درون ژنوم سلول 
تكنيك هاي  بررسي  به  حاضر  مقاله   .(12) است  شده  پرداخته  ميزبان 
مختلف انتقال ژن  به حيوانات اهلي با تكيه بر توانمندي ها، مزايا و معايب 

آن مي پردازد.

(Pronuclear Microinjection; PNM) تزريق به داخل پيش هسته
دانشجو  بود،  يال  دانشگاه  در   1980 سال  در  گوردون  زماني كه 
كرد (13).  بررسي  موش  جنين هاي  به  را  خارجي   DNA انتقال  امكان 
توانست  جنين ها  پيش هسته  داخل  به  خارجي  ژن  يك  تزريق  با  وي 
از  كه  بود  كسي  اولين  او  واقع  در  كند؛  ايجاد  را  تراريخته  موش هاي 
با  توانستند  محققين  از  گروه  سه  سپس  كرد.  استفاده  تراريخته   كلمه 
تراريخته  خوك (16)  و  گوسفند (15)  خرگوش (14)،  روش،  همين 
روش  اين  از  استفاده  با  زيادي  مطالعات  پس،  آن  از  كنند.  ايجاد  را 
در زمينه هاي بيولوژي، اصلاح دام و پزشكي انجام شد كه عمده اين 

مطالعات بر روي موش بوده است.
كمي  حجم  است؛  ساده  بسيار  تئوري  لحاظ  به  تكنيك  اين  انجام 
از مايع حاوي ترانس ژن موردنظر را به داخل پيش هسته زيگوت تزريق 
آن  از  مي كنند.  منتقل  گيرنده  رحم هاي  به  را  زيگوت ها  سپس  كرده 
جايي كه اين تكنيك به مهارت و صبر زياد محقق نياز دارد، يكي از 
موش  جمله  از  گونه ها  از  بسياري  در  چند  هر  كه  است  اين  مشكلات 
مشاهده  قابل  سادگي  به  خاصي  تيمار  انجام  بدون  پيش هسته  انسان،  و 
است، اما در برخي گونه ها نظير گوسفند و بز مشاهده پيش هسته تنها 
ديگر  گونه هاي  برخي  در  امكان پذيراست.  زياد  مهارت  و  تمرين  با 
است  لازم  سيتوپلاسم،  فوق العاده  تيرگي  دليل  به  خوك  و  گاو  نظير 
منتقل  طرف  يك  به  سلول  ليپيدي  محتويات  سانتريفيوژ،  از  استفاده  با 
گرديده تا پيش هسته ها مشاهده شوند. لازم به ذكر است روش انجام 

كار به پروتوكل خاصي نياز ندارد (17).
فورمولاسيون  شامل  تكنيك  اين  بازدهي  بر  مؤثر  فراسنجه هاي 
تزريق (پيش  محل  حلقوي)،  يا  (خطي   DNA شكل  شده،  تزريق  بافر 
روش  و   DNA غلظت  باشد.  مي   DNA غلظت  و  سيتوپلاسم)  يا  هسته 
جنين ها  بقا،  بر  مؤثر  فراسنجه هاي  از  ترانس ژن  يا   DNA خالص سازي 
روش هاي  به  نسبت  آگارز  ژل  از  استفاده  با  خالص سازي  هستند. 
سانتريفيوژ با دور بالا و گراديان كلريدسديم سبب افزايش بقا جنيني 

مي شود (18).
براي   Tris-EDTA بافر  از  تحقيقات  اغلب  در  ديگر،  سوي  از 

انتقال ژن  به داخل پيش هسته يا سيتوپلاسم استفاده مي شود. درحالي كه 
عامل   و  بوده  مولكولي  زيست شناسي  آزمايش هاي  مختص  بافر  اين 
بافر  بهترين  نيست.  جنين شناسي  آزمايش هاي  در  ايده آلي  و  مطلوب 
مي بايست از نظر فشار اسمزي نزديك به سيتوپلاسم جنين باشد. تاكنون 
سازگار  ترانس ژن  و  سيتوپلاسم  شرايط  با  مي بايست  كه  بافري  بهترين 
باشد، مشخص نشده است و حتي برخي محققين توانستند با موفقيت از 

آب به عنوان بافر استفاده كنند (19).
مواجه  تاخير  با  موش  به  نسبت  تراريخته  اهلي  حيوانات  ايجاد 
هسته  پيش  ساختار  وضوح  عدم  آن،  دلايل  از  يكي  كه  بوده است 
زمان  ديگر،  سوي  از   .(20) مي باشد  موش  به  نسبت  اهلي  حيوانات 
در  كه  است  تزريق  زمان  كننده  مشخص  هسته  پيش  غشاي  ايجاد 
گونه هاي مختلف، متفاوت است (17). براي ورود ترانس ژن به ژنوم 
پيش هسته  در   (S) سنتز  مرحله  از  قبل  ترانس ژن  است  لازم  ميزبان 
حضور داشته باشد تا طي مراحل همانندسازي DNA وارد ژنوم ميزبان 

شود (21).
مؤثر  فراسنجه هاي  به  مربوط  مطالعات  در  كه  مواردي  از  يكي 
ترانس ژن  اندازه  شود،  نمي  توجه  آن  به  خيلي  انتقال ژن   بازدهي  بر 
است.  توجيه  قابل  زيادي  حدود  تا  كار  اين  دليل  البته  است. 
كروموزوم هاي  اندازه هاي مختلف از چند كيلو باز تا  ترانس ژن هايي با 
مشابه نسبتا  بازدهي  و  موفقيت  با  مگاباز)   2 تا   1) مصنوعي 
با كار  البته  شده اند.  منتقل  اهلي  حيوانات  به  درصد)   1 تا   0/1)
،  ،(Bacterial Atrificial Chromosomes (BAC)C

و   Yeast Atrificial Chromosomes (YAC)s

P1- derived Atrificial Chromosomes (PAC)C نياز به تكنيك ها، 

انتقال  براي  كه  جالبي  روش   .(22) دارد  خاص  مهارت هاي  و  وسايل 
زير  مراحل  داراي  مي شود،  استفاده  بزرگ  اندازه  با  ترانس ژن هاي 
است: ابتدا ژن مورد نظر را به چند قطعه كوچك تقسيم كرده، سپس 
توالي هاي هومولوگوس را به ابتدا و انتهاي آن اضافه مي كنند. قطعات 
طراحي شده به طور هم زمان به داخل پيش هسته تزريق مي شوند. اين 
قطعات در نواحي هومولوگ (به طول 2 كيلو باز) روي هم مي افتند و 
ژن اوليه موردنظر را ايجاد مي كنند. دانشمندان با استفاده از اين روش 
توانسته اند در 70 درصد از موش ها، توالي مورد نظر را به صورت فعال 
كدكننده آنتي بادي ها و ژن هاي مرتبط  انتقال ژن هاي  منتقل كنند(23). 
با سيستم ايمني بدن كه طول زيادي دارند، مي تواند با اين روش انجام 
شود. علاوه براين، براي غلبه بر اثرات جانبي ساير ژن ها بر بيان ترانس ژن 

موردنظر مي توان از توالي هاي اضافي با طول زياد استفاده كرد.
مهم ترين عيب ريزتزريق به داخل پيش هسته كه در تمامي گونه ها 
مشاهده مي شود، بازدهي كم آن است كه از اولين مطالعات انجام شده 
درصد   80 از  بيش  شده است.  گزارش  درصد   5 از  كمتر  تاكنون 
درصد   20 از  و  مي روند  دست  از  تزريق،  اوليه  مراحل  در  جنين ها  از 
آن ها  درصد   10 تا   5 مختلف  گونه هاي  در  متوسط  طور  به  باقي مانده 
داراي ترانس ژن مي باشند كه فقط 70 درصد از آن ها قادر به انتقال ژن  

به نسل بعد هستند (21). 
تكنيك  اين  قابليت  افزايش  براي  مختلفي  روش هاي  با اين وجود، 
هر  داخل  به  ترانس ژن  تزريق  آن ها  جمله  از  كه  است  گرديده  ارائه 
جنين هاي  نسبت  توانست  تكنيك  اين  كه  هرچند  است.  پيش هسته  دو 
تراريخته  موش هاي  نسبت  و  درصد  ميزان 60  به  موش  در  را  تراريخته 
را 100 درصد افزايش دهد (24) ولي به دليل كاهش نرخ بقا  جنين ها، 

مورد استقبال چنداني قرار نگرفت.
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روش ديگري كه با موفقيت زيادي همراه بوده، استفاده از آنزيم هاي 
-R(Restriction Modifying Endonucleas محدودكننده  برشي 

اندونوكلئاز  يك  با  را  ترانس ژن  ابتدا  روش  اين  در  است.   es; REMI)s

همراه  به  را  محدودكننده  آنزيم  همان  سپس  داده  برش  محدودكننده 
برشي  آنزيم  از  استفاده  مي كنند.  تزريق  پيش هسته  داخل  به  ترانس ژن 
محدودكننده باعث ايجاد برش درجايگاه هاي خاصي از ژنوم ميزبان و 
پلاسميد مورد استفاده خواهد شد كه در نهايت منجر به تحريك سيستم 
ترميمي DNA  و افزايش نرخ واردشدن ترانس ژن در جايگاه هاي بريده 
شده DNA  ژنومي مي شود. استفاده از آنزيم هاي محدودكننده براي اولين 
بار در مخمر باعث افزايش نرخ واردشدن ترانس ژن به ميزان 20 برابر حالت 

معمول (25) و در موش به ميزان دو برابر گروه كنترل گرديد (26).
ميزبان  ژنوم  به  ترانس ژن  تصادفي،  ورود  مشكل  رفع  براي 
هدف  ژن  توالي  مشابه  كه  توالي هايي  ترانس ژن  انتهاي  و  ابتدا  به 
ژنوم  به  ترانس ژن  واردشدن  بنابراين،  مي شود.  افزوده  هستند، 
جايگاه هاي  در  كه  بوده  هومولوگوس  نوتركيبي  طريق  از  ميزبان 
به  ترانس ژن  واردشدن  نرخ  ديگر  طرف  از  و  شده  انجام  خاصي 
همكارانش  و  ريت   .(27) مي يابد  افزايش  نيز  ميزبان  ژنوم  داخل 
به  گاو  ژنوم  (در   Alu توالي  مشابه  توالي هاي  افزودن  با  توانستند 
واردشدن  نرخ  ترانس ژن،  يك  به  مي شود)  تكرار  زيادي  ميزان 
و  داده  افزايش  كنترل  گروه  به  نسبت  برابر  چهار  ميزان  به  را  آن 

.(28) كنند  ايجاد  را  هومولوگوس  نوتركيبي 
اين  معايب  ازمهم ترين  يكي  موجود  گزارش هاي  براساس 
يافته  انتقال  جنين هاي  از  درصد   90 حدود  كه  است  آن  تكنيك 
تشخيص  بنابراين   .(18) هستند  ترانس ژن  فاقد  گيرنده  رحم هاي  به 
را  هزينه ها  از  بسياري  آن ها،  انتقال  از  قبل  تراريخته  جنين هاي 
كاهش مي دهد. از روش هاي مختلفي براي مشخص كردن جنين هاي 
 PCR از  استفاده  روش ها  اين  از  يكي  كه  مي شود  استفاده  تراريخته 
براي آزمون وجود ترانس ژن است. عيب اين روش آن است كه اگر 
شود،  سلول  هسته  يا  سيتوپلاسم  وارد  اپي زوم  صورت  به  ترانس ژن 
 FISH تكنيك  از  استفاده  شد.  خواهد  كاذب  مثبت   PCR نتيجه 
كروموزوم ها،  به  ترانس ژن  ورود  دقيق  محل  كردن  مشخص  براي 
زمان،  افزايش  با  كه  اين  به  باتوجه  است.  مطلوب  بسيار  روش  يك 
كم  شده اند  وارد  اپي زوم  صورت  به  كه  ترانس ژن هايي  بيان  ميزان 
نيز  ژن  بيان  ميزان  نشان دادن  براي   RT-PCR از  استفاده  مي شود، 

شود. واقع  مفيد  مي تواند 
تراريخته،  جنين هاي  تشخيص  روش هاي  جالب ترين  از  يكي 
استفاده از ژن هاي نشان گر به  همراه ترانس ژن است. اين نشان گر ممكن 
است باعث ايجاد مقاومت به نوعي آنتي بيوتيك، نظير ژن مقاومت به 
نئومايسين و يا پورومايسين شود (20). بدين ترتيب، جنين هاي مقاوم به 
آنتي بيوتيك زنده مانده و رشد مي كنند و جنين هايي كه ژن نشان گر در 
آن ها بيان نشده است، حذف مي شوند. در اين روش، فرض براين است 
است.  شده  تخم  سلول  وارد  يكديگر  با  ترانس ژن  و  نشان گر  ژن  كه 
تمامي جنين هايي كه ژن نشانگر را بيان كرده اند، حامل ترانس ژن نيز 
ترانس ژن  حامل  فقط  جنين ها  از  برخي  است  ممكن  درعمل،  هستند. 
بوده و ژن نشانگر را نداشته باشند و برعكس. ولي در بيش از 70 درصد 
موارد اين فرض صحيح است(20). امروزه اغلب پلاسميدها علاوه بر 
ترانس ژن مورد نظر حامل يك يا دو ژن مقاومت به آنتي بيوتيك هايي 

نظير كانامايسين، آمپي سيلين و نئومايسين  مي باشند.
نور  ايجاد  باعث  كه  شناخته  شده اند  نيز  ديگري  نشان گر  ژن هاي 

سبزرنگ  فلورسنت  پروتئين  به  مي توان  مثال  براي  مي شوند.  فلورسنت 
(Green Fluorescent Protein; GFP) و لوسيفراز اشاره كرد. امروزه 
در اغلب مطالعات از ژن كد كننده پروتئين پيشرفته فلورسنت سبز رنگ 
(Enhanced Green Fluorescent Protein; EGFP) به  عنوان ژن 

ماركري استفاده مي شود (29).
اين  از  استفاده  شده،  ذكر  مشكلات  دليل  به  امروزه  طوركلي  به 
روش در حال كاهش است و براي رفع معايب آن سعي شده است از 
تكنيك هاي ديگري كه نياز به تتظيمات كمتري داشته و سبب بازدهي 

زيادتري مي شود، استفاده شود.

انتقال هسته سلول هاي بدني 
(Somatic Cell Nuclear Transfer; SCNT)T

سلول  يك  به  دهنده  سلول  يك  از  هسته  انتقال  شامل  تكنيك  اين 
گيرنده است كه به طور معمول سلول گيرنده يك تخمك بالغ است كه 
كروموزوم هاي آن حذف شده است. پس از انتقال هسته از سلول دهنده 
تخمك  فعال سازي  مي بايست  (تخمك)،  گيرنده  سلول  سيتوپلاسم  به 

جهت شروع مراحل جنيني، به صورت مصنوعي انجام شود (شكل 1).
براي اولين بار اسپيمن پيشنهاد كرد كه با انتقال هسته از سلول هاي 
ايجاد  را  جديدي  فرد  مي توان  هسته،  فاقد  تخم  سلول  به  يافته  تمايز 
كرد (30). چند سال بعد بريگس و كينگ با انتقال هسته از جنين هاي 
قبل  از  آن ها  هسته  كه  تخم هايي  سلول  داخل  به  قورباغه  نوزاد  ابتدايي 
به   .(31) ايجاد  كنند  را  زنده  قورباغه  نوزاد  توانستند  شده بود،  خارج 
دوزيستان،  به  نسبت  پستانداران  تخم  سلول  اندازه  بودن  كوچك   دليل 
افتاد  تعويق  به  پستانداران  در  تكنيك  اين  موفقيت  اخير  سال هاي  تا 
تخمك،  به  هسته  انتقال  با  توانستند  گراد  مك  و  سولتر  سرانجام   .(32)
موش هاي زنده را ايجاد كنند (33). همچنين ويلادسن با انتقال هسته  از 
جنين هاي 8-16 سلولي به تخمك هاي مرحله متافاز II توانست بره هاي 
زنده را ايجاد كند. پس از اين گزارش در گاو، خوك و ساير گونه ها 

نيز ايجاد حيوانات شبيه سازي شده با موفقيت انجام گرفت (34). 
اولين  شبيه سازي  نماد  عنوان  به  توانست  سال 1996  در  دالي  تولد 
پستاندار، تحول بزرگي در اين علم ايجاد كند و امكان شبيه سازي را با 
استفاده از سلول هاي بدني تمايز يافته كه خاصيت همه تواني خود را از 
دست داده اند - فراهم كرد (35). سپس با استفاده از اين روش، گاو و 
خوك نيز شبيه سازي شدند (36، 37). ويلموت و همكاران توانستند با 
استفاده از سلول هاي مرحله 9 روزگي جنيني، فيبروبلاست هاي مرحله 
26 روزگي جنيني و سلول هاي اپي تليال پستان از يك گوسفند 6 ساله، 

حيوانات شبيه سازي شده زنده را ايجاد كنند (38).
سال  در  خاورميانه  شده  شبيه سازي  گوسفند  اولين  رويانا  ايران  در 
2006 بود كه با استفاده از تكنيك انتقال هسته از سلول هاي فيبروبلاست 
ايجاد  گوسفند  هسته شده  بدون  تخمك هاي  درون  به  قوچ  يك  گوش 
شد (39) و سبب شد كشورمان در رده كشورهاي صاحب اين فناوري 
و  تخمدان  كومولوس  سلول هاي  كارآيي  مقايسه  گردد.  محسوب 
جنين هاي  گزيني  لانه  از  قبل  تكوين  در  گوش  فيبروبلاست  سلول هاي 
شبيه سازي شده گوسفند توسط محققان كشورمان نشان داد كه نوع سلول 
دهنده هسته اثر چشمگيري بر توان كلي توليد بلاستوسيست ندارد (40).

سلول هاي  به  انساني   IX فاكتور  كدكننده  باانتقال ژن   پالي  گوسفند 
فيبروبلاست جنيني و سپس انتقال اين سلول هاي ترانس فكت شده به داخل 
تخمك هاي بدون هسته، ايجاد  شد (41). گوسفند تراريخته نيز كه ژن ايجاد 

كلاژن آن جايگزين شده بود، با همين روش ايجاد گرديد (42).

اقبال سعيد و همكاران 
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بدني  سلول هاي  هسته  انتقال  طريق  از  تراريخته  حيوانات  ايجاد 
مي توان  ابتدا  روش هاست.  ساير  به  نسبت  متعددي  مزاياي  داراي 
تغييرات ژنتيكي در سلول هاي كشت داده  شده را با استفاده از روش هاي 
داده  انجام  الكتروپوريشن،  و  ليپوفكشن  نظير  ترانس فكشن  مختلف 
سپس با انتقال آنها به تخمك هاي بالغ، حيوان تراريخته را ايجاد كرد. 
حتي مي توان سلول هايي را انتخاب كرد كه ژن مورد نظر را در سطح 
خاصي بيان كنند. مزيت ديگر اين تكنيك ممانعت از ايجاد حيوانات 
موزاييك است و بازدهي ايجاد حيوانات نسبت به روش تزريق به داخل 

پيش هسته بيش از دو برابر است(43).

(Viral Infection; VI)n انتقال  ژن  از طريق ويروس ها
انتقال ژن هاي  بر  مبتني  ويروس ها  طريق  از  انتقال ژن   اساس 
است.  نوتركيب  ويروس هاي  طريق  از  جنين ها  داخل  به  خارجي 
نسل  به  نيز  و  دختري  سلول هاي  به  ترانس ژن  انتقال  از  اطمينان  براي 
وارد  پايدار  طور  به  كه  شود  استفاده  ويروس هايي  از  است  لازم  بعد، 
دو  همين  داشتن  دليل  به  رتروويروس ها  از  شوند.  ميزبان  سلول  ژنوم 
مي شود  استفاده  جنين  داخل  به  ترانس ژن  حامل  عنوان  به  خصوصيت 
(44). مطالعات جنيش و همكاران بر روي جنين هاي موش در مرحله 
قبل از لانه گزيني، واردشدن رتروويروس و ترانس ژن را به داخل ژنوم 
آن ها نشان داد (45). سپس همين گروه نشان دادند كه پروتوويروس 
گرديد  منتقل  نيز  بعد  نسل  به  مندل  تفرق  قانون  براساس  شده  وارد 
(46). با اين وجود، ژن هاي رتروويروسي منتقل شده در جنين ها و نيز 
و   (Promoter) راه انداز  توالي هاي  نشدند.  بيان  متولدشده  موش هاي 
طويل انتهايي  نواحي  و  رتروويروس ها   (Enhancer) تسريع كننده 

اپي ژني  فاكتورهاي  تحريك  باعث   (Long Terminal Repeats)
توالي  متيلاسيون  طريق  از  ترانس ژن  غيرفعال كردن  در  ميزبان  سلول 
در  كه  ميزبان  سلول  ژن هاي  راه اندازهاي  نيز  و  ويروسي  راه انداز 

با   .(47) مي شود  دارند،  قرار  رتروويروس  واردشدن  محل  مجاورت 
لانه گزيني  از  قبل  مرحله  جنين هاي  در  اينكه  هايپرمتيلاسيون  به  توجه 
به  آلوده  را  لانه گزيني  از  بعد  مرحله  جنين هاي  اگر  مي افتد،  اتفاق 

ويروس كنيم، هايپرمتيلاسيون اين ژن ها انجام نمي شود (48). 
و  نبوده  گونه  يك  خاص  ويروسي  ترانس ژن هاي  خاموش شدن 
از  يكي  دليل  همين  به  و   (49) شده است  گزارش  تمامي  مطالعات  در 

ضعف هاي انتقال ژن  از طريق رتروويروس هاست.
رتروويروس ها  خانواده  از  دسته اي   (Lentiviruses) لنتي ويروس ها 
بوده كه ژنوم و مورفولوژي آن ها پيچيده تر از ديگر رتروويروس هاست 
اسب،  گاو،  گوسفند،  نظير  مختلفي  حيوانات  از  (50).لنتي ويروس ها 
گربه و انسان جدا شده اند كه معروفترين آنها ويروس HIV انساني است 
(51). لنتي ويروس ها داراي شباهت هاي زيادي با رتروويروس ها هستند. 
ترتيب  به  كه  مي باشند   Env, Pol, Gag ژن  سه  داراي  آن ها  تمامي 
و  معكوس  كننده  رونويسي  آنزيم  داخلي،  پروتئين  ساختار  كدكننده 
پوشش گليكوپروتيئني هستند (52). علاوه بر اين ژن ها، لنتي ويروس ها 
داراي ژن هاي ديگر نظير tat و rev بوده كه سيكل زندگي و سازگاري 
به  لنتي ويروس  ورود  از  پس   .(53) مي كند  پيچيده تر  محيط  با  را  آنها 
داخل سلول ميزبان، RNA ژنومي ويروس با رونويسي معكوس تبديل به 
DNA شده و به داخل ژنوم سلول ميزبان وارد مي شود. مهم ترين تفاوت 
براي  رتروويروس ها  كه  است  اين  در  لنتي ويروس ها  با  رتروويروس ها 
ورود خود نياز به تقسيم سلول ميزبان دارند و فقط براي ترانس فكشن 
تقسيم  فعالانه  انتقال ژن ،  زمان  در  كه  مي شود  برده  به كار  سلول هايي 
گردند. در حالي كه لنتي ويروس ها فعالانه خود وارد ژنوم سلول ميزبان 

شده و نيازي به تقسيم سلول ندارند (54). 
وارد  و  واردشدني  دسته  دو  به  مي توان  را  ويروسي  حامل هاي 
آدنوويروس ها،  نظير  واردنشدني  حامل هاي  ژنوم  كرد.  تقسيم  نشدني 
مي شوند.  حذف  تكامل  مراحل  طي  در  سلولي  تقسيم هاي  درحين 

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 2, Summer 2009    82 82

اى تكنولوژى انتقال ژن در حيوانات مزرعه 

شكل 1: توليد گوسفند ترانس  ژ ن با استفاده از روش انتقال هسته سلول هاي سوماتيك (42)
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استفاده  انتقال ژن  براي  واردشدني  دسته  از  فقط  دليل  همين  به 
رتروويروس ها،  دسته  سه  از  وارد شدني  ويروسي  حامل هاي  مي شود. 
 Rep پروتئين  (داراي  آدنوويروس هاي وحشي  و  لنتي ويروس ها 
طور  به  ويروسي  حامل هاي  ايجاد  مراحل  شده اند.  مشتق  هستند) 
لازم  ويروسي  ژن هاي  كردن  مشخص  است:  صورت  بدين  خلاصه 
براي تكثير ويروس و ايجاد اجزاي لازم براي ورود به سلول ميزبان، 
حذف تمامي ژن هاي ويروسي و جايگزين كردن ترانس ژن مورد نظر 
با آن ها و ايجاد اجزاي ويروسي  است كه بتوانند ژنوم حامل را وارد 
و  رشد  جهت  لازم  ژن هاي  حذف  با   .(53) كنند  ميزبان  سلول  ژنوم 
تكثير ويروس، ژنوم ويروسي توانايي تكثير خود را از دست مي دهد 

و فقط وارد ژنوم همان سلول هاي اوليه مي شود. 
آن  از  پس  و  شد  مشتق   HIV-1 از  لنتي ويروسي  حامل  اولين 
حامل هاي ديگر توليد گرديد. امروزه نسل سوم اين حامل هاي ويروسي 
به صورت تجاري توليد شده است. براي ايجاد امنيت و نيز جلوگيري 
از آلودگي احتمالي در هنگام استفاده از آنها (به خصوص احتمال زياد 
وارد شدن آنها به داخل نواحي ژن هاي سرطان زاي سلولي و به دنبال 
لنتي ويروسي  حامل هاي  ميزبان)،  بدن  سلول هاي  شدن  سرطاني  آن 
انتهايي  نواحي  و  تسريع كننده  راه انداز،  توالي هاي  كه  شده اند  طراحي 
غيرفعال خود  حامل هاي  را  حامل ها  اين  شده اند.  حذف  آنها  طويل 

g(Self Inactivating; SIN) گويند (53). استفاده از حامل هايي داراي 

راه انداز غيرفعال، ممكن است مانع فعال شدن سيستم هايپرمتيلاسيون از 
طرف سلول ميزبان شده و مانع از خاموش شدن ترانس ژن شود. به دليل 
ديگري  راه اندازهاي  از  است  لازم  ويروسي،  راه انداز  شدن  غيرفعال 
بيان بتواند  ترانس ژن  تا  شود  استفاده   CAG و   CMV، PGK نظير 

شود (54، 55).
به  چسبيده  و  زوناپلوسيدا  فضاي  زير  به  ويروس ها  روش  اين  در 
غشاي سلول تخم و يا تخمك بالغ شده كه در مرحله متافاز 2 تقسيم 
ميوزي بوده و فاقد غشاي هسته است، تزريق مي شوند. شكل 2 نحوه 

تزريق مواد ژنتيكي را در دو روش MI و VI مقايسه مي كند.
 

از  انتقال  و  ريزتزريق  روش  دو  در  ژنتيكي  مواد  تزريق  نحوه   :2 شكل 
طريق ويروس ها (50)

و  موش  در  تزريق شده  جنين هاي  به  تراريخته  جنين هاي  نسبت 
خوك به ترتيب برابر 22 و 13 درصد و نسبت نتاج تراريخته به كل نتاج 
متولدشده به ترتيب برابر 77 و 70 درصد بود (56). در اولين تحقيقي 
كه بر روي گاو با استفاده از حامل هاي رتروويروسي انجام شد، از 20 
جنين منتقل شده 3 گوساله ايجاد شد كه فقط يك گوساله زنده مانده. 
تمامي سه گوساله متولد شده داراي ترانس ژن مورد نظر بودند ولي بيان 
ترانس ژن در هيچ كدام از آن ها انجام نشد (49). سپس در سال 2001 
محققين توانستند با همين روش ميمون تراريخته را ايجاد كنند كه بيان 
ترانس ژن GFP در تمامي سلول هاي آن مشاهده شد (57). از آن به بعد 
استفاده از اين روش براي ايجاد پستانداران تراريخته به عنوان يك روش 
جديدتر  نسل هاي  ايجاد  با  و  يافت  افزايش  ريزتزريق  روش  جايگزين 
حامل هاي لنتي ويروسي كه نرخ ورود و بيان زيادتري داشتند، استفاده 

از اين روش رايج تر شد (58).
مهم ترين عيب استفاده از لنتي ويروس ها در مقايسه با ساير روش ها 
يك  ظرفيت  حداكثر  است.  استفاده  مورد  ترانس ژن  اندازه  محدوديت 
حامل ويروسي بر مبناي HIV تقريبا 10 كيلوباز است كه با در نظرگرفتن 
اندازه  حداكثر  كيلوباز،  استفاده (1/5  مورد  طويل انتهايي  نواحي  اندازه 

ترانس ژن 8/5 كيلوباز مي باشد (54).

انتقال ژن از طريق اسپرم 
(Sperm Mediated Gene Transfer; SMGT)T

اولين آزمايش موفق ترانس فكت گامت ها توسط براكت و همكاران 
با استفاده از اسپرم خرگوش انجام  شد (59). سپس ارزو ترانس فكشن 
اسپرماتوزوآي توتياي دريايي (Sea Urchin Sperm) را گزارش كرد 
(60). در همان سال يك مقاله جالب، ايجاد خوك هاي تراريخته را با 
استفاده از ترانس فكت اسپرماتوزوآ با بازدهي زياد گزارش نمود (61). بر 
خلاف گزارش هاي اوليه مبني بر موفقيت آميز بودن اين روش، تاريخچه 
اوليه انتقال  ژن از طريق اسپرم با مشكل عدم تكرارپذيري همراه بود و 
است  ذكر  به  لازم  بوده  است.  مواجه  زيادي  انتقادهاي  با  دليل  به همين 
در  همكارانش  و  برينستر   توسط  روش  اين  موفقيت  عدم  گزارش  كه 
مجله Cell و اندكي پس از انتشار مقاله لاويترانو و همكارانش در همان 
مجله به چاپ رسيد (62). آنها اين آزمايش را با استفاده از اسپرم هاي 
6 نوع لاين مختلف از موش و ترانس ژن هاي داراي اندازه هاي مختلف 
در  محقيقن  توسط  كيلوباز   14 تا   4/3 از  و  آنها  توسط   9/3 تا   4/8 از 
آزمايشگاه هاي ديگر و نيز با يك ساعت انكوباسيون اسپرم و ترانس ژن، 
توانستند 884 و 1644 جنين را در آزمايشگاه هاي مختلف ايجاد كنند. بر 
خلاف نتايج لاويترونا و همكاران در هيچ كدام از جنين هاي ايجاد شده، 
ترانس ژن مورد نظر يافت يا بيان نشد (62). با اين  وجود در سال هاي بعد 
منتشر  روش  اين  از  موفقيت  آميز  استفاده  بر  مبني  متعددي  گزارش هاي 
طريق  انتقال ژن  از  روش،  اين  اوليه  مشكلات  و  انتقادات  علي رغم  شد. 
اسپرم كم كم به يك روش مؤثر در ايجاد حيوانات تراريخته معرفي شد 
داخل  به  تزريق  روش  براي  مناسبي  جايگزين  كه  مي شود  پيش بيني  و 

پيش هسته باشد.
در  و  كرده  ذوب  سپس  منجمد  را  اسپرم ها  ابتدا  همكاران  و  پرى 
معرض دترجنت تريتون قرار دادند. نفوذپذيري غشاي سلولي اسپرم ها 
به  را  اسپرم ها  آن ها  شد.  انجام  اسپرماتوزوآ  ترانس فكت  و  كرده  تغيير 
داخل سيتوپلاسم تخمك تزريق كردند و توانستند تعداد زيادي حيوان 

تراريخته را ايجاد كنند (63).
پروتئين هاي  مختلف  گروه  سه  بررسي  با  همكاران  و  لاويترانو 

اقبال سعيد و همكاران 
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 DNA اتصال  مكانيسم  اسپرم،  سلول هاي  سطح  در  موجود 
پروتئين هاي گروه  كردند.  بررسي  را  اسپرم  سلول هاي  به  خارجي 

35-30 كيلودالتوني تنها گروهي بودند كه در بين گونه هاي مختلف 
را  خود   (Electrophoretic) الكتروفورتيك  خاصيت  پستانداران 
حفظ كرده  و توانايي اتصال به DNA  خارجي راداشتند. در مايع انزال 
زياد  بسيار  آنها  غلظت  كه  گليكوپروتئين ها  از  گروهي  پستانداران، 
فاكتور  كه  بوده  اسپرم  به  خارجي    DNA اتصال  ممانعت كننده  است، 
فاكتور  اين  مي شود.  ناميده   (Inhibitory Factor) كننده  ممانعت 
از  كه  سلول ها،  توسط  خارجي    DNA جذب  توانايي  كننده،  ممانعت 
طريق پروتئين هاي 35-30 كيلودالتون انجام مي شود، را مهار مي كند. 
نبوده  تصادفي  پديده  يك  خارجي    DNA و  اسپرم  تداخل  بنابراين 
مي شود  انجام  خاص  پروتئين هاي  مولكولي  مكانيسم هاي  براساس  و 
خاصيت  داراي  ضميمه  غدد  ديگر  و  سمينال  كيسه  (64).ترشحات 
انتقال ژن  ممانعت كننده  DNase بسيار قوي بوده كه از ديگر عوامل 
حرارت دادن  يا   EDTA افزودن  مي شوند.  محسوب  اسپرم  طريق  از 
ترشحات غدد ضميمه باعث حذف خاصيت DNase آن ها مي شود. 
مرحله  يك  اسپرم  كامل  شستشوي  ممانعت كننده ها،  اين  حذف  براي 

ضروري است (65).
گيرنده هاي  دسته  دو  تاثير  مكانيسم  ديگر،  مطالعه  يك  در  آنها 
 Cytoplasmic Dependent (CD-4) نام هاي  به  سلولي  سطوح 
Major Histocompatibility Complex Class (MHC-II)I و  

كردند.  بررسي  موش  اسپرم  به  DNA  خارجي  جذب  و  اتصال  در  را 
اسپرم  به  نسبت   MHC-II ژن  فاقد  موش هاي  اسپرم  به    DNA اتصال 
جذب  نرخ  ولي  يافت،  كاهش  درصد   50 وحشي  تيپ  موش هاي 
بود.  مشابه  اسپرم  نوع  دو  هر  در  اسپرم  داخل  به  خارجي   DNA
اسپرم  سلول  به  خارجي    DNA اتصال  در   MHC-II ژن  بيان  بنابراين، 
نقش دارد. مقايسه اسپرم موش هاي فاقد ژن CD4 و اسپرم موش هاي 
تيپ وحشي نشان داد كه ملكول هاي CD4 در اتصال DNA  به اسپرم 
نقشي ندارد، ولي در واردشدن آن ها به داخل اسپرم نقش اساسي دارد. 
نداشته  را  ترانس ژن  جذب  توانايي   ،CD4 ژن  فاقد  موش هاي  اسپرم 
مولكول هاي  .(66) گرفت  انجام    DNA جذب  وحشي  تيپ  در  ولي 

ايمونوگلوبين ها  دسته  از   Cluster of Differentiation (CD4)4

سلول هاي سطح  روي  بر  كه  هستند  گليكوپروتئين ها  جنس  از  و 
و  ماكروفاژها  مونوسيت ها،   ،T regulatory سلول هاي   ،T helper
سلول هاي دندريت بيان مي شوند. سلول هاي T كه بر روي سطح آن ها 
 MHCII آنتي ژن  اتصال  براي  اختصاصي  محل  مي شود،  بيان   CD4

محسوب مي شود (67).
لاويترانو و همكارانش توانستند ژن DAF h را با موفقيت به خوك 
از  80درصد  در  كنند.  ايجاد  را  تراريخته  خوك هاي  و  كرده  منتقل 
موارد، ترانس ژن وارد ژنوم خوك ها شده و در 64درصد از خوك هاي 
حاوي ترانس ژن، بيان پايدار آن انجام شده بود. اين مطالعه نشان داد كه 
SMGT يك روش بسيار موفق در انتقال ژن به خوك بوده كه بازدهي 
آن نسبت به تمامي روش هاي ديگر زيادتر،  مراحل انجام كار ساده تر و 

هزينه كمتري نيز داشته است (68).
آن ها در مطالعه ديگري معيارهاي لازم را براي انتخاب حيوان نر، 
دهنده اسپرم بررسي كردند. اسپرم حيوان نر مي بايست داراي كيفيت 
بالايي باشد؛ يعني از نظر حجم مايع انزال، درصد تحرك اسپرم، درصد 
اسپرم هاي نرمال و غلظت سلول هاي اسپرم در مايع انزال مطلوب باشد 
بين  داشته  باشد.  خارجي    DNA جذب  در  زيادي  توانايي  همچنين  و 

توانايي جذب DNA  و كيفيت اسپرم (به خصوص ميزان تحرك اسپرم) 
رابطه مستقيمي وجود دارد(69). بااين وجود، نتايج مطالعات در گاو(70)

ميزان  نظر  از  اسپرم،  دهنده  حيوانات  بين  كه  داد  نشان  خوك(71)  و 
توانايي  ندارد.  وجود  معني داري  اختلاف  ترانس ژن،  جذب  درصد  و 
اين  است.  متفاوت  مختلف  گونه هاي  در  اسپرم  طريق  از   DNA جذب 
شده است  گزارش  موش ها  از  زيادتر  بسيار  خوك ها  اسپرم  در  توانايي 
(71). يكي از دلايل اين اختلاف را مي توان در ابعاد مختلف سر اسپرم 
و ناحيه پشت آكروزومي كه محل اتصال DNA خارجي به اسپرم است، 

در نظر گرفت (72). 

شكل 3: مدل شماتيك مراحل انتقال ژن از طريق اسپرم با استفاده از 
تلقيح مصنوعي (64)

هر  در  ترانس ژن  كپي هاي  تعداد  افزايش  كه  مي دهد  نشان  نتايج 
به  منجر  كه  شده  اسپرم  داخل  اندونوكلئازهاي  فعال شدن  باعث  اسپرم 
شكستن ترانس ژن و برخي نواحي ژنوم ميزبان شده و به دنبال آن سبب 

مرگ اسپرم هاي ترانس فكت  شده خواهد شد (73).
يكي ديگر از عوامل مؤثر بر بازدهي انتقال ژن  از طريق اسپرم، توالي 
طول  با  پلاسميد  نوع  دو  از  استفاده  هست.  نيز  استفاده  مورد  ترانس ژن 
راه اندازهاي   با  ولي   hGH ژن  داراي  دو  هر  كه  كيلوباز)  يكسان (7/5 
متفاوت بوده، بقاي جنيني و نرخ انتقال ژن كاملا متقاوتي را سبب شده 
است (72). در دو مطالعه ديگر، استفاده از يك توالي كوچك غيرقابل 
رونويسي، موجب افزايش بازدهي انتقال ژن ونيز بيان ترانس ژن در مرغ 
(73) و گاو (74) شد. در مطالعه ديگري از دو نوع پلاسميد كه از نظر 
 (Enhancer) و تسريع كننده (Promoter) راه انداز ،(Size)  اندازه
بودند، براي ترانس فكشن  بوده و فقط از نظر ترانس ژن متفاوت  مشابه 
بر  ترانس ژن  توالي  تاثير  كه  داد  نشان  نتايج  شد.  استفاده  گاو  اسپرم 
نتايج  جمع بندي  است.  بوده  معني دار  غير  اسپرم  ترانس فكشن  بازدهي 
بازدهي  بر  تسريع كننده  و  راه انداز  نوع  كه  مي دهد  نشان  مطالعات  اين 
انتقال ژن از طريق اسپرم مؤثر بوده در حالي كه نوع و اندازه ترانس ژن 

از اهميت چنداني برخوردار نبوده است (75).
بازدهي انتقال ژن  از روش انتقال ژن  از طريق اسپرم، از 12/5 درصد 
در گاو (76) تا 88 درصد در خوك (77)گزارش شده است. علاوه بر 
تفاوت هاي بين گونه اي، از ديگر عوامل بسيار موثر در اين زمينه متفاوت 
بودن نسبت اسپرم به ترانس ژن و نيز حجم محيط انكوباسيون اسپرم و 
كه  داد  نشان  مقاله  اين  مؤلفين  منتشرنشده  نتايج  است (72).  ترانس ژن 
افزايش حجم محيط انكوباسيون بر تعداد كپي هاي ترانس ژن وارد شده 

به داخل اسپرم، به شدت موثر بوده است (78).
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بازدهي ترانس فكشن اسپرم از تكنيك هاي مختلفي  براي افزايش 
نظير ليپوفكشن (77)، الكتروپوريشن (78) ، تزريق حامل هاي ويروسي 
از  استفاده  با  اسپرم  ترانس فكشن   ،(79) تخمك  سيتوپلاسم  داخل  به 
سيتوپلاسم  داخل  به  ترانس پوزان ها  تزريق    (63) ويروسي  حامل هاي 
سيتوپلاسم  داخل  به   Recombinase آنزيم  تزريق  و   (80) تخمك 
روش  در  كه  است  ذكر  به  لازم  شده است.  استفاده   (81) تخمك 
يك  ترانس ژن  اندازه  ويروسي،  حامل هاي  روش  خلاف  بر   SMGT
عامل محدودكننده نبوده و ترانس ژن هاي با طول بيش از 200 كيلوباز 

نيز با موفقيت به جنين موش منتقل شده اند(82). 

گيرى نتيجه 
در  كم  بازدهي  داراي  تزريق،  ريز  تكنيك  كه  آن  خلاف  بر 
حيوانات اهلي است ولي به دليل سادگي انجام كار و عدم نياز به نيروي 
كار زياد، هنوز هم به عنوان يك تكنيك موثر به خصوص در انتقال ژن  
انتقال ژن   در  عيب  اين  برطرف كردن  براي  مي شود.  استفاده  موش  به 
تكنيك هاي  تركيب  از  است  شده  سعي  بزرگ تر،  حيوانات  ساير  به 
به صورت  اسپرم  طريق  از  انتقال ژن   و  ريزتزريق  ويروسي،  حامل هاي 
با  انكوباسيون  زونا،  زير  فضاي  به  لنتي ويروسي  حامل هاي  تزريق 
جنين هاي عاري از زونا و يا انكوباسيون اسپرم با لنتي ويروس ها استفاده  

شود. استفاده از لنتي ويروس ها براي افزايش بازدهي ريز تزريق تا حدود 
به  را  گاو  و  خوك  در  انتقال ژن  بازدهي  توانست  و  بوده  موفق  زيادي 
ترتيب به 70 و 100 درصد برساند كه در 64 و 100 درصد از آن ها بيان 
عيب هاي  داراي  تكنيك  اين  وجود،  اين  با  شد (83).  انجام  ترانس ژن 
متعددي از جمله نرخ مرگ ومير بالاي جنين ها، ايجاد موزاييك، امكان 
به  ترانس ژن  انتقال  عدم  امكان  ويروس ها،  اين  توسط  آلودگي  ايجاد 
نسل بعد و محدودبودن اندازه ترانس ژن مورد استفاده مي باشد. تكنيك 
نرخ  حذف  نيز  و  انتقال ژن   بازدهي  افزايش  براي  استفاده  مورد  ديگر 
تمامي  روش  اين  در  است.  بدني  سلول هاي  هسته  انتقال  موزاييك، 
و  ترانس ژن  بيان  ميزان  كه  بوده  يكساني  ژنتيكي  مواد  داراي  سلول ها 
تكنيك  اين  انجام  براي  است.  تعيين  قابل  شده   ايجاد  حيوان  نيزجنس 
نياز به ايجاد لاين سلولي بوده كه ترانس ژن مورد نظر به طور دايم وارد 
ژنوم آن ها شده و بيان آن نيز در سطح مطلوبي انجام شود. يكي ديگر 
است،  انجام  قابل  سادگي  به  و  داشته  زيادي  بازدهي  كه  روش هايي  از 
انتقال ژن  از طريق اسپرم است. در اغلب مقالات مروري، اين روش را 
هر  كرده اند؛  معرفي  ريزتزريق  روش  براي  جايگزين  بهترين  عنوان  به 
چند بازدهي اين روش در موش و خوك بسيار بالا گزارش شده ولي 
تكنيك ها  ديگر  از  استفاده  با  گاو  در  آن  بازدهي  افزايش  براي  تلاش 

نظير ليپوفكشن، ترانس پوزان ها و الكتروپوريشن در حال انجام است.
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