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Introduction: The CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats/CRISPR-associated 
Protein9) method can create a nucleotide sequence complementary to the target sequence in the desired gene by 
Guide-RNA (gRNA) together with the Cas9 protein, which is a cutting enzyme for cutting in the both DNA strands 
of the desired sequence accurately and clearly. The DAZL (Deleted in azoospermia-like) gene encodes potential 
RNA-binding proteins that are expressed in male and female germ cells before and after birth. DAZL, which acts 
by post-transcriptionally binding mRNA in 3' untranslated regions, regulates the germ cell cycle. DAZL initiates 
the sexual differentiation of embryonic germ cells. The transfer and transplantation of gene-edited germ cells into 
recipient males is an effective method for targeted mutagenesis engineering. In mice knocked out for the Dazl 
gene, the number of testicular stem cells was reduced and it was found that the DAZL gene plays an important 
role in the differentiation of spermatogonial cells. The purpose of the current research is to edit the DAZL gene by 
knocking it out using the CRISPR/Cas9 technique and transferring the somatic cell nucleus into the genome of 
the Bakhtiari goat embryo. The inactivation of the gene will be investigated both at the level of the embryonic cell 
and the resulting embryo. There are no reports on the production of Bakhtiari goat cells and embryos edited for 
the DAZL gene by CRISPR technique and somatic nuclear transfer to improve any traits, including reproductive 
ones. 
Materials and methods: To target the DAZL gene and explore (predict) potential off-target genomic sites, guide 
RNA (20 bp sequences) immediately upstream of each 5′-NGG in the DAZL gene was designed using the 
CHOOPCHOOP tool. Plasmid pX459 (9151 bp) was used to insert the gRNA sequence into the CAS9 vector and 
determine the characteristics and replication of the vector. This plasmid encodes the Cas9 protein along with the 
puromycin resistance gene under the promoter/enhancer, CAGGS, as well as the gRNA scaffold under the U6 
promoter. Plasmid pX459 was digested by BbsI-HF (NEB #R3539) at 37°C for 10 min, followed by purification 
by NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Midi kit (#740,986.20, Machery/Nagel). The purified piece was kept at -
20°C for later use. Ligation of oligoduplex carrying diluted gRNA sequence (1:20 ratio from 10 μM source) (1 
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μL), digested pX459 vector (50 ng), 10x T4DNA ligase buffer (2 μL), and T4DNA ligase (1 μL) in the final 
concentration of 20 μL of the reaction was carried out. Ligation mixture transformation was performed with NEB 
5-alpha Competent E. coli (#C2987I) and then placed on agar culture medium with 100 μg/mL ampicillin and 
incubated at 37°C overnight. From the cultured plate, five colonies were selected and each was cultured in LB 
culture medium, followed by miniprep plasmid extraction (Genejet Plasmid miniPrep kit, #K0502). Plasmids 
carrying the CRISPR system were transferred into cells through an electroporation system. 
Results and discussion: The present results proved the possibility of knocking out the DZAL gene using the 
CRISPR/Cas9 technique in both fibroblast cell lines and Bakhtiari goat embryos. We performed somatic cell 
nuclear transfer (SCNT) to examine the embryonic developmental capacity to transition to the cleavage and 
blastocyst stages. The embryos created by knocking out the DAZL gene could grow and develop. The sequencing 
analysis using DECODR (Deconvolution of Complex DNA Repair) software showed the knock-out rate of the 
DAZL gene in fibroblast cells was 83.3% and in cloned blastocysts, it was 55.3%. The rate of blastocyst formation 
resulting from the cloning process with knockout cells was not significantly different from the control group. 
Based on these studies, we decided to edit the DAZL gene to produce knockout goat embryos by SCNT. The 
embryos were examined and evaluated with the help of PCR-RFLP test and sequencing. It turned out that in the 
first iteration, a knockout of 60.66% (the first ten embryos were paid), and in the second iteration, a knockout of 
49.99% (the second ten embryos were paid) were achieved. Such mutations have not been described or detected 
in Iranian Bakhtiari goats, although polymorphisms have been identified. Using genetic sequencing, the mutations 
were of the INDEL type and were all in the form of frameshift, which resulted in a change in the protein.  
Conclusions: The CRISPR/Cas9 system easily influences the desired gene and can be used as a strategy to 
produce livestock animals that are superior in milk and meat production, reproduction, quality, disease resistance, 
etc. This research demonstrated the possibility of gene editing using the CRISPR/Cas9 technique in fibroblast cell 
lines and Bakhtiari goat embryos. The blastocytes produced can be used for transfer to the recipient animal and 
production of DAZL gene knockout goats for further study and optimization of spermatogonial stem cell 
transplantation. 
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  تحقيقات توليدات دامي 
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  مقاله پژوهشي

بز بختياري با استفاده از  رويانژنوم  در DAZL بررسي ويرايش ژن
CRISPR/Cas9  هاي انتقال هسته سلول سوماتيكو تكنيك 

 ٦، فرنوش جعفرپور٥، مهدي حاجيان٤ǂو٣، شاهين اقبال سعيد*٢، سيد حسين حسيني مقدم١پيرعلياحمد 

  اصلاح دام و طيور، گروه علوم دامي ، دانشكده علوم كشاورزي، دانشگاه گيلان ژنتيك و دانشجوي دكتري -١
 دانشيار، گروه علوم دامي ، دانشكده علوم كشاورزي، دانشگاه گيلان  -٢
  وهشگاه رويان، پژوهشكده زيست فناوري جهاددانشگاهي، مركز تحقيقات علوم سلولي، گروه زيست فناوري جانوري، اصفهان، ايرانپژاستاد،  -٣
   انشگاه آزاد اسلامي، واحد اصفهانگروه علوم دامي، د استاد، -٤
 سلولي، گروه زيست فناوري جانوري، اصفهان، ايرانوهشگاه رويان، پژوهشكده زيست فناوري جهاددانشگاهي، مركز تحقيقات علوم پژدانشيار،  -٥
 وهشگاه رويان، پژوهشكده زيست فناوري جهاددانشگاهي، مركز تحقيقات علوم سلولي، گروه زيست فناوري جانوري، اصفهان، ايرانپژ، استاديار -٦

  

  )٠٥/٠٣/١٤٠٢تاريخ پذيرش:  – ٠٣/٠٣/١٤٠٢تاريخ بازنگري:  – ٢٤/١١/١٤٠٢(تاريخ دريافت: 

     چكيده

CRISPR/Cas9 است صفات اقتصادي ژهيومختلف دام به ياهيژگيو وژنوم  يدر مهندس راتييتغ جاديدر حال ا .DAZL كي 
شده براي ناك اوت  ياست. نرها يضرور ،ايزا ياهو توسعه سلول زيتما ياست كه برا RNAحفاظت شده متصل به  نيپروتئ

 gRNAبا استفاده از بود.  DAZLبراي ژن بز ناك اوت  رويان جاديا ،مطالعه نيا از . هدفاين ژن، قادر به توليد اسپرم نيستند
- سلولالكتروپوريشن به  روش پلاسميد نوتركيب با استفاده ازند. شدكلون و ساخته پلاسميدها  ،PX459وكتور  درطراحي شده 

 مسيرهاي ويرايش شده از سلولانتخاب شدند.  نيسيماپور ماريترانسفكت شده با ت يهاو سلولشده  منتقل بروبلاستيف ياه
 يغشا يكيالكتر يهمجوش ،سپسو شده متصل  هستهبدون  يهابه تخمك ،سازي)(شبيه سلول سوماتيك انتقال هستهروند 
بررسي  ستيو بلاستوس ميبه مراحل تسه دنيمراحل روياني و رس نظر از سازيحاصل از روند شبيههاي رويان .شد اعمال يسلول

 بلاستوسيت نرخ تكوين. را نشان داد DAZLبراي سركوب ژن  CRISPR/Cas9 تكنيك موفقيت بررسي بيان ژن، جينتا .شدند
 يابيتوالي بررسي كمك اب. نداشت شاهد گروه با توجهي قابل تفاوت ،ناك اوت شده يهاسلولسازي با حاصل از روند شبيه

درصد  ٣/٥٥ ،سازياصل از شبيهحهاي ستيبلاستوس در و ٣/٨٣ فيبروبلاست، در سلول DAZLناك اوت ژن  زانيم ،ژنتيكي
شود. يم نيپروتئ رييبودند كه منجر به تغ نيقالب خوانش پروتئ رييتغشكل به يهمگو  INDELها از نوع جهش . دست آمدبه

مطالعات  يبرا DAZLژن اوت شده براي  ناك يبزها توليدو  به حيوان گيرندهانتقال  يتوان برايرا م شده يدتول هايبلاستوسيت
 استفاده كرد. الياسپرماتوگون ياديبن ياهسلول ونديپ سازيينهبهو  شتريب

 Dazl، ژن ترانسفكت ،CRISPR/Cas9تكنيك  ناك اوت، بز، الكتروپوريشن: يديكل هايواژه
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 مقدمه

ژن خارجي و تنها با ويرايش ژنوم  كردن واردامروزه بدون 
)Genome editing (هاي جانوران را برخي ويژگي تواننديم

ويرايش ژنوم يعني  تغيير دهند. با استفاده از آخرين روش
CRISPR/Cas9 )Clustered Regularly Interspaced 

Palindromic Repeats/CRISPR-associated Protein9( 
امكان تغيير هدفمند ژن و نه  ،شد ابداع ٢٠١٣ كه در سال

 CRISPR/Cas9در است.  شده فراهمتصادفي آن 
 ،)ايخوشه منظم دارفاصله پاليندروميك كوتاه تكرارهاي(

ژن دلخواه  توالي هدف درمكمل  يدينوكلئوتتوالي يك 
(Guide-RNA)  همراه با پروتئينCas9  كه يك آنزيم برشي

است، به محل ژن  DNAبرش در هر دو رشته  قابليت با
تا در آنجا عمل برش در توالي دلخواه  شدههدف منتقل 

توان با مي ،بنابراين .انجام شودمشخص  دقيق و طوربه
 ارگانيسم يا سلول در خاص DNA قطعات افزودن و حذف

- هطراحي شده، نتيجه دلخواه را ب اندونوكلئازهاي وسيلهبه
در  .)Doudna and Charpentier, 2014(دست آورد 

 گيريهدف فناوري بر مبتني ژن اوليه ويرايش ،گذشته
 تأثيرات مستعد و ناكارآمد بسيار كه بود همولوگ نوتركيبي

 بعدي توسعه. )Hsu et al., 2014( بود هدف از خارج
هدفمند براي بخش خاصي از  استفاده از اندونوكلئازهاي

 هدفمند اندونوكلئازهاي از اصلي نوع سهتاكنون . استژنوم 
 ZNF: Zinc-finger( روي انگشت نوكلئازشامل 

nucleases(، رونويسي شبه كنندهفعال هاينوكلئاز 
)TALEN: Transcription activator-like effector 

nucleases (يعني آخرين مورد آن و CRISPR/Cas براي 
 ,Ghavi Hossein-Zadeh( شده است استفاده ژنوم ويرايش

2024(.  
استرپتوكوكوس ترموفيلوس  يباكتركه  گزارش شده است

)Streptococcus thermophilus (ا استفاده از اين سيستمب، 
 Horvath et( دقابليت از بين بردن ژنوم باكتريوفاژها را دار

al., 2008( . در تغيير  ابزار كارآمد كي عنوانبهاين روش
 ,.Horii et al( موش نظير يكيمدل ژنت در حيوانات ژنوم

2014 ; Eghbalsaeid et al., 2020( ،نمويم (Kang et al., 

ها نظير دام از برخي  و et al., 2017 (Wang( خوك ،(2015
 (Crispo et al., 2015; Proudfoot et al., 2015) گوسفند

 et al., 2015; Nasr-Esfahani et al., 2011) (Wang و بز
   .است شده استفاده

مثل توليد در مصنوعي لقاح توجه به استفاده گسترده از با
 .اندكرده پيدا بيشتري اهميت ،هاماده نسبت به نرها دام،

 تنها دارند نه بالا كيفيت با مني مايع كه نرهايي استفاده از
 تسريع به بلكه شودمي فرزندان منجر به بيشتر شدن تعداد

تاكنون   .)Diskin, 2018( كندمي كمك نيز ژنتيكي بهبود
جنس هاي متعددي شناسايي شده است كه در باروري ژن

، BMP15 ،BMPR-1Bد نظير ندام سبك نقش دارماده در 
GDF9 ،POU1F1 ،FOXL2 ) و غيرهBadbarin et al., 

2014; Abdoli et al., 2016،( ها براي باروري ليكن گزارش
 جنس نر كمتر است.

 يهاني) پروتئDAZL )Deleted in azoospermia-like ژن
 يهاكه در سلول كنديم يرا رمزگذار RNAبالقوه اتصال 

 انيپس از تولد بجنس نر و ماده قبل و  )germ cellsي (ايزا
 در رونويسي از پس mRNA اتصال كه با DAZL .شونديم

 سلول سلولي چرخه ،كنديم عمل ٣ ' نشده ترجمه مناطق
 Zagore et al., 2018(. DAZL( كنديم تنظيم را زاينده
است  روياني يايزا يهاسلول يجنس زيتما يبرا يشروع

)KM, 2009; Gill et al., 2011(  و نقش مهمي در كامل
. )Li et al., 2020دارد (شدن اسپرماتوژنز در پستانداران 

 نرهاي به ژني شدهويرايش  يزايا هايسلول انتقال و پيوند
 هدفمند زاييجهش براي مؤثر روش يك ،كنندهدريافت

 ,.González and Dobrinski, 2015; Tang et al( است

2015; Lara et al., 2023(. DAZL نشانگر يكعنوان به 
 در افراد )Jung et al., 2014(در بيضه انسان  زايا سلول
 داد نشانبيان كاهشي  ،غيرانسدادي آزواسپرمي به مبتلا

)Hashemi et al., 2018(اين ژن چون بيان اين، بر . علاوه 
تواند مي ،يابدمي افزايش ميوز شروع در چشمگيري طوربه
 زاياي هايسلول در ميوز شروع ذاتي محرك يك عنوانبه

. )Seligman and Page, 1998( كند عمل مهاجرت از پس
 نهايت در زايا هايسلول ،DAZL كمبود داراي هايموش در
 Gill et( گرفتند قرار آپوپتوز تحت ،گامتوژنز شروع جايبه

al., 2011( .نوكلئوتيدي تك هايليچندشك )SNPs (
 باروري بر توجهيقابل تأثير انسان، در DAZL مرتبط با

 DAZL ژن حذف يا جهش .داشت چين جمعيت در مردان
 Houston( شد مردان عقيمي و ميوز ممانعت از به منجر

and King, 2000(. يشب بيان كه در تحقيقي گزارش شد 
 هايسلول در BOULE و DAZL، DAZ هايژن حد از

 PGC به هاآن تمايز باعث) ESCs( انسان روياني بنيادي
 و كردند آغازنيز  را ميوز حتي شده القا يهاPGC ه وشد



  ٥)                                                                         ١-١٤( ١٤٠٣ تابستان/دومتحقيقات توليدات دامي/سال سيزدهم/شماره 
 

 

 Kee et( آمد دستبه هاپلوئيد زاياي يهاسلول يتدرنها

al., 2009(. شده براي ژن اوت ناك ياهموش در Dazl، 
يافت و مشخص شد  كاهش بيضه بنيادي ياهسلول تعداد

 هايسلول تمايز در مهمي نقش DAZL كه ژن
در . )Schrans-Stassen et al., 2001( دارد اسپرماتوگونيال

 DAZL ژن موشي كه به انساني DAZL و DAZ ژن تحقيقي،
- موش .)Vogel et al., 2002( دشآن حذف شده بود منتقل 

- اسپرماتوسيت ليكن ،شدند اسپرماتوسيت توليد به وادار ها

ماندند و  باقي زيگوتن و لپتوتن مرحله درطور عمده به ها
 نشان شواهد اين. شوندميوز  آنافازمرحله  وارد نتوانستند

 هايسلول ايجاد در مهمي نقش DAZL و DAZ كه داد
 داراي DAZL گوسفند، در. دارند ميوز به آنها ورود و زاينده

 قرار ١ كروموزوم روي و است زكيلوبا ٢٢ طول با اگزون ١١
 يدآمينهاس ٢٥٨ از متشكل پپتيديپلي زنجيره يك و دارد

 گوسفند در بيضه در DAZL بررسي بيان .كنديم كد را
 ،جنسي بلوغ از پس نشان داد كه رشد مرحله چندين
DAZL است بيان سطح بالاترينداراي  بيضه در )Li et al., 

 توليد براي شده ويرايش ياهفيبروبلاست .)2020
 APC و DAZL ياهژن در حذفي ياهآلل با ييهاخوك
 شد استفاده بزرگ روده سرطان و ناباروري يسازمدل براي

)Tan et al., 2013(.  
 يرفعالغبا  DAZLويرايش ژن  ،هدف از پژوهش حاضر

سيستم آن با استفاده از  )knockoutكردن (
CRISPR/Cas9  سوماتيك  سلول هسته انتقال فناوريو

)SCNT ( ن يرفعال كردن ژغ .بودبز بختياري  رويانژنوم در
   حاصل از آن بررسي شد. رويانهم در سطح سلول و هم 

  هامواد و روش

 صورت شماتيكبهمراحل مختلف اين آزمايش  :شماي كلي
 است. جزئيات هر بخش در ادامه شده نشان داده ١شكل  در

 ارائه شده است.

 يتوال ابتدا ،به اين منظور :guide RNA (gRNA) ي طراح
 هاصحيح بودن رديف بازو شده انتخاب  NCBIهدف از  ژن
زون اگ ي. سپس برااستفاده از ابزارهاي مربوطه بررسي شدبا 

و  DAZL188(و پرايمر  gRNA دو ،DAZL ژن شماره يك
DAZL121 (شد يطراح ) ١جدول.( RNA توال) يراهنما -

 نرم افزار از استفاده با) يجفت باز ٢٠ هاي
CHOOPCHOOP  شدند يازدهيامتو  طراحي )Labun 

et al., 2019(.   

 ديپلاسماز  CAS9 حامل به وكتور gRNA براي اتصال
pX459 )نيا). ٢ شكل(  جفت باز) استفاده شد ٩١٥١ 

 نيسيرا به همراه ژن مقاومت به پورما Cas9 ژن ،ديپلاسم
  .كنديم متصل )U6تحت پروموتر ( scaffold gRNA هب
 gRNA يحامل توال گودوپلكسياول :)Ligation( لحاقا

 )،µL١ )(كرومولاريم ١٠از منبع  ١:٢٠(نسبت  شدهيقرق
 T4DNA×١٠نانوگرم)،  ٥٠هضم شده ( pX459وكتور 

) در غلظت µL١ ( گازيل T4DNA) و µL٢ بافر ( گازيل
ين ترمهم عنوانبهبراي الحاق  انجام شد. µL٢٠  يينها

 يساعت در دما كيمدت واكنش به ،سازيهمسانهمرحله 
 BbsI-HF يلهوسبه pX459 دي. پلاسمادامه يافتاتاق 

(NEB #R3539) ١٠مدت به لسيوسس درجه ٣٧ يدر دما 
 با يسازخالص ،و به دنبال آنشد هضم  قهيدق

NucleoSpin Gel  وPCR Clean-up Midi kit 

(#740,986.20, Machery/Nagel) انجام شد. قطعه 
 -٢٠ يدر دما يبعد ياهاستفاده يشده برا يسازخالص
  شد. ينگهدار لسيوسس درجه
 يهاgRNA تمامينتايج نشان داد  :دهايپلاسم يبررس

شدند.  سازيهمسانه رساخته شده در ساختار وكتو
 هايميآنز باطور همزمان استخراج شده به يدهايپلاسم

. ندهضم شد EcoRV ( Fermentas)و  BbsI محدود كننده
سال ار يابييتوال يمورد انتظار برا يبا باندها دهايپلاسم
   .شدند

وكتور  ):transformation( يا انتقال افقي ژن ترانسفرم
-NEB 5نوتركيب حاصل از مرحله قبل به باكتري مستعد (

alpha Competent E. coli (# C2987I)(  .منتقل شد
 طيمح يرو هاي ترانسفورم شدهمحلول باكتري ،سپس

 سيلينيآمپ ليتريليدر م كروگرميم ١٠٠ حاوي كشت آگار
 درجه ٣٧ يدر دما شب يكمدت و بهشد قرار داده 

 .انكوبه شد لسيوسس

 مورد بز بروبلاستيف يرده سلول: بروبلاستيف ياهسلول
شد.  جاديروزه آن ا ٤٠ انياز بافت بدن روياز ن
مكمل  DMEMكشت  طيپنج مرحله در مح هابروبلاستيف

گلوتامين درصد،  ١٥تا  ١٠)FBS(سرم جنين گاوي شده با 
)mM سيلين يو پن )درصدسديم پيروات (يك  )،٢

پنج  2CO گاز تحت )Pen Strep(درصد  كاسترپتومايسين ي
 )پاساژكشت مجدد ( سلسيوس درجه ٣٧ يو در دما رصدد

 كف ظرف پر از سلول درصد ٨٠اينكه حدود تا  ندداده شد
  .شد
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Fig. 1. Schematic diagram of different stages of DAZL gene editing in Bakhtiari goat embryo  

 در رويان بز بختياري DAZLشماي كلي از مراحل مختلف ويرايش ژن  -١شكل 

  
  

  DAZL ژنو پرايمر مربوطه و پرايمر براي تكثير  )DAZL121و  gRNA )DAZL188 دوتوالي  -١جدول 
Table 1. The sequence of two gRNAs (DAZL188 and DAZL121) and their primers, and primers for DAZL gene 

amplification 

 
 
 

  

  
Fig. 2. Genetic map of PX459V2 plasmid. The left side, before the introduction of gRNAs and the right side, 

after the introduction of gRNAs 
  هاgRNAبعد از ورود  راست سمتها و gRNAقبل از وارد شدن  ،سمت چپ. PX459V2نقشه ژنتيكي پلاسميد  -٢ شكل

 

 gRNA / Primer Sequences 
1 gRNA/DAZL188 CGACGCCATCTCGCGGAGGC 
2 gRNA/DAZL121 CCACCAACGAAAACAGTGTT 
3 Primer -Oligo annealing /Dz188_F CACCGCGACGCCATCTCGCGGAGGC 
4 Primer -Oligo annealing/Dz188_R AAACGCCTCCGCGAGATGGCGTCGC 
5 Primer -Oligo annealing/Dz121_F CACCGCCACCAACGAAAACAGTGTT 
6 Primer -Oligo annealing/Dz121_R AAACAACACTGTTTTCGTTGGTGGC 
7 Primer/DAZL F AGCCTGCAAATCCAGTGATGA 
8 Primer/DAZL R ACAACATTACCCAAATCCCACT 
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 يدهايپلاسم انتقال: بروبلاستيف ياهسلول ترانسفكت
 ستميس مسيراز ها سلولبه داخل  سپريكر ستميحامل س
كشت  يهاسلول ،منظور نيانجام شد. بد شنيالكتروپور

 PBS محلول با دو مرتبه T25فلاسك  كيدر  شده داده
ها از كف جهت جدا كردن سلول سپسو شده شستشو داده 

دقيقه در معرض آنزيم  سه به مدت ديش و از همديگر
- به نيپسيترآنزيم  غير فعال كردن .تريپسين قرار گرفتند

منظور تهيه پلت سلولي، به شد. انجام FBS وسيله
 ١٨٠٠ rpmدقيقه با دور  هفت مدتسوسپانسيون حاصل به

 طيدر مح ي حاصلسلولپلت  ،سپس سانتريفيوژ شد.
-OptiMEMاز  ٢٥٠ µL يترانسفكشن كه حاو

GlutamAX  دياز پلاسم كروگرميم ٢٠تا  ١٠ بااست 
انتقال ) Bio-Rad( شنيو با دستگاه الكتروپورشده مخلوط 

 ايثانيه يليم ١٠دو پالس  ،منظور ني. بدپلاسميد انجام شد
 دارندهنگهمحفظه  ردولت  ٢٧٠ با ولتاژ هيثان ١٠به فاصله 

 يهاسلول ،سپس. اعمال شد يمتريليمچهار  سلول
و شدند  ماريت نيسيپوروما بيوتيكيآنتترانسفكت شده با 

 يبرا شده يانبحامل وكتور  ي كهيهاسلولآن  ،يتنها در
  .ندانتخاب شد بودند سپريكر ستميس

از  هبا استفاد ترازيهم :DNA يتوال) Alignmentترازي (هم
 تا مشخص شود كه  شد يبررس  SnapGene نرم افزار

   .است شدهبه درستي انجام  gRNA نگيكلون
 يهاتخمدان ،تياووس هيته منظوربه :اووسيت يسازآماده

صنعتي اصفهان  يهابعد از كشتار در كشتارگاه بلافاصلهبز 
 ) و دماينينرمال سالسرم شستشو (و در شده  يآورجمع

 شدند.انتقال داده  شگاهيبه آزما لسيوسس درجه ٣٢ تا ٢٨

كومولوس  هايسلول تيكمپلكس اووس ،شگاهيدر آزما
)Cumulus–Oocyte Complexes: COCs(  بررسي و

 متريليمدو تا چهار  روشن و فاقد خون با قطر يهاكوليفول
، خلأمتصل به پمپ  ١٨گيج  سوزنسربا استفاده از 

ي ته مخروط يهالولهدرون به و  شدند رهيآسپو  يبرداربافت
مزبور  يهالوله شدند. هيتخل  (conical) ليترييليم ١٠

 ١٠-١٥مدت  يراب سلسيوس درجه ٣٨ يدرون بن مار
در ته  يكوليفول يسلول اتيتا محتو شدندقرار داده  قهيدق

 يهمراه حجمرسوب حاصل به ،. سپسنديرسوب نما هالوله
 )TCM Tissue Culture Medium 199( از محلول شستشو

 هاييشد يكف پتر دردرصد  ده FCS و HEPES يحاو
 يمواز هاييكشخطاز قبل  هاآن كفكه  متريسانتي نه
. شدند سازييقرق بودشده  )متريسانت ٥/٠  cmبه فاصله (

 وياستر ريدر ز شدهيقرق يكوليفول اتيمحتو ،سپس
 توپلاسميسمناسب ( ياهCOCوجود  لحاظ از كروسكوپيم

 يفشرده اطراف هيلا سه حداقل همراهبه كنواختيگرانوله 
مذكور با  ياهCOCو  شده يبررسكومولوس)  يهاسلول

با ( استمناسب نازك  اندازهبهكه  يدهان پتياستفاده از پ
مقدار  نيهمراه كمتربه )٥٠٠-٤٠٠ µm برابر با يقطر داخل

  ٢٠٠ µL ياهبه قطره و دهشاستحصال  يكوليفول عيما
قبل از  شده انتخاب ياهتياووس يتمام .دشدنمنتقل 

 دو زيشستشو و ن ياهسه بار در قطره ،بلوغ طيانتقال به مح
. شدندبلوغ شستشو داده  طيمح يانتقال هايبار در قطره

 ،٥/٢ mM رواتيپ ميسد يحاو TCM199بلوغ  طيمح
 IU/mL( نيسياسترپتوما -سيلينيپن، ١ mM گلوتامين

 (v/v)) نيسياسترپتوما ١٠٠ µg/mLو  سيلينيپن ١٠٠

1%، 15% FCS ، (v/v) 15µg/mL  FSH، µg/mL LH 15، 
 ونيانكوباس طيو شرا E2 (µg/mL  1بتا ( ١٧ ولياستراد
  .استرطوبت  بيشينه و 5% 2Co،  5% 2O، ٥/٣٨◦Cبلوغ 

از بلوغ  پس :) اوسيت گيرندهEnucleation( يسازهسته يب
 فقط )يسازساعت پس از بالغ ٢٠-٢٢آزمايشگاهي (

رشد يافته و بالغ شده  (COC) يهاها و كومولوستخمك
پس از  ند.انتخاب شد ي داشتندسيتوپلاسم يكنواخت كه

- حذف سلول منظوربهو  HTCM+10% FCS شستشو در

        در قطرات ثانيه ٣٠مدت به هاCOC كومولوس، يها
Lµطياز مح  ٢٠٠  FCS 10%HTCM+ يحاو Lm/IU 

پس از جداسازي . شدندقرار داده  دازيالورونيه ميآنز ٣٠٠
 ياهتخمك ،)denuding( هاتخمك كومولوسهاي سلول

مناسب، جهت  يديپلاسو زونا كنواختي توپلاسميس يدارا
- هستهيب منظوربه .شدندانتخاب  هانجام مراحل انتقال هست

ي از دستورالعمل شگاهيبالغ شده آزما ياهتخمك سازي
 Nasr-Esfahaniشد (استفاده  انيپژوهشكده رو شگاهيآزما

et al., 2011.( هاتخمك ماريت پس از دايحذف زونا پلاس 
  با HTCM+0.5% FCS طيمح در قهيدق كيمدت به

g/mL پروتئاز از ٠٠٢٥/٠ (Sigma)  /انجام شد. پس از حذف
در  قهيدق ٣٠مدت به هاتخمك ،دايبرداشت زونا پلاس
خود را  يعيساختار طب ،تخمكتا شدند  انكوباتور قرار داده

- هب مجدداً بود،  دادهدست از دايكه در اثر حذف زونا پلاس
 به دايفاقد زونا پلاس ياهتخمك نيا ،دست آورد. سپس

 يسازهستهبي  .شدند داده انتقال نيدموكولس يحاو ظروف
 طوربهكه  هاييتيو اووس) ٣ شكل( انجام شد يروش دست با
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درون نيز  قهيدق ٣٠ مجدداً  ند،شد هستهيب آميزييتموفق
  .شدند بهبلوغ انكو طيمح

 انجام جهت :يسازفعال و همجوشي سلولي انتقال هسته، 
ته موفق فاقد هس طوربهكه  هاييتيانتقال هسته، اووس

 يحاو ظروفدرون و به شده خارجبلوغ  طياز مح شدند
سلول  كي ،سپس. ندشدمنتقل  نيلكت طيمح هايقطره
با  كيدر تماس نزد يبروبلاستيف هايسلولگرد از  كاملاً 
 در تافاقد هسته قرار داده شد  تياووس يتوپلاسميس يغشا
 شود.به آن متصل  نيلكت يحاو طيمح

 يهاتياووس ،)Cell Fusion(همجوشي سلولي جهت انجام 
 وژنيف طي) ابتدا در محreconstructed( شده يبازساز

)M Mannitolm 40 علاوههب ٣/٠MgS mM شستشو  )١/٠
 mm فاصله با(لام فيوژن دو الكترود  بينو سپس  شده داده

 يسلول وژني. فشدندانتقال داده  مانيتول محيط داراي )5/0
ساعت بعد از بلوغ، با القاء دو پالس  ٢٨تا  ٢٧در حدود 

 يبرا ١/٧٥  kV/cm ) با مشخصاتDC( ميمستق يكيالكتر
عمود  يدر راستا هيثان يك يزمان يرتأخو  ثانيه يكروم ٨٠

) انجام رندهگي-(سلول دهنده يبر سطح تماس دو عضو سلول
 ده،و دهن رندهيبهتر سلول گ يسازراستاهم. جهت پذيرفت

قبل و بعد  ٨٠٠ KHZ) با تواتر ACپالس متناوب ( كياز 
 هايتيموفق اووس همجوشي .دشاستفاده  وژنياز پالس ف

 يبررس يكيساعت بعد از القاء پالس الكتر كي شدهيبازساز
مذكور با استفاده از مواجه  ياهتياووس يسازفعال .شد
سپس  و )قهيدق يك به مدت ٥ Ionomycin )µMبا  ييابتدا
ساعت  دو به مدت DMAP-٦ طيمجدد در مح يسازفعال
 مراحل نظر از شده سازييهشب هايرويان .پذيرفت انجام

 مورد ستيو بلاستوس ميبه مراحل تسه دنيو رس نتكوي

  .قرار گرفت يبررس

    نتايج

با : DAZLمرتبط با ژن  gRNA نگيصحت كلون يبررس
 DAZLژن  مشخص شد كه SnapGeneاستفاده از نرم افزار  

   gRNAهر دو عبارت ديگر،. بهاست شده ريتكث
(CGACGCCATCTCGCGGAGGC / 

CCACCAACGAAAACAGTGTT) ديدر پلاسم 
pX459 ٤ شكل( مناسب ترانسفكت شد گاهيدر جا(.  

 القاي از پس DAZLويرايش ژن  :DAZLژن يشدگ رفعاليغ
Cas9 همولوگ   غير انتهايي و فعال شدن مسير اتصال

هدف با  ژن در ايهاي دو رشتهشكستگي جهت ترميم
مستندات  .شد DAZLبه ناك اوت ژن  منجر انجام و موفقيت

سلول بز در دو سطح در ژنوم  DAZLژن  ويرايش مربوطه به
  در ادامه ارائه شده است.بز و رويان 

 يپژنوت نييتع نتيجه :در سلول DAZL ژن يشدگ رفعاليغ
 شكلدر  DAZL ژن يشدگ رفعاليغبعد از  PCRبر  يمبتن

در اين شكل، باند مربوط  شده است. نشان داده  Aقسمت  ٥
 ،رفتيانتظار ماز قبل مشاهده آن ) كه wtمثبت ( شاهد به

) ve( يمنف براي شاهد يباند .است ٢٥٦ bp قطعه محصول
- سلول باند .را اثبات كرد يعدم آلودگو صرفاً مشاهده نشد 

 ) نيز موفقيت آزمايش را نشان داد،E(شده  شيرايو يها
، محصولات شيراياز و نانياطمبراي كسب تأييد و  ولي

PCR نگر) ا(س يابييتوال جينتا شدند.ارسال يابي براي توالي
انجام شيرايكه و )Cو  A ،Bهاي قسمت ٥ شكلنشان داد (

  

  
Fig. 3. Left: the oocytes whose nuclei are removed manually with the help of a pipette; 
 Right: the blue dots are the egg nuclei that have been separated from the mature eggs. 

  شود،خارج ميو به آرامي به سمت ديواره  ي به كمك پيپتروش دست باها آن هسته كه يهاي يتاووسچپ:  -٣ شكل
  اند.هاي بالغ جدا شدهكه از تخمك هستندها هسته تخمك ،راست: نقاط آبي رنگ
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درصد  ٣/٨٣سبب  CRISPR/Cas9شده با استفاده از 
با  ه كه اين نتيجهسركوب ژن (ناك اوت) در سلول شد

 DECODR (Deconvolution of افزار استفاده از نرم

Compelex DNA Repair)  شد مشخص.  
هاي تمام مراحل مربوط به تخمك همجوشي و ادغام سلول :

هاي بالغ برهنه شده، هاي بالغ شده، تخمكنابالغ، تخمك

، همجوشي و ادغام SCNTهاي بدون زونا، مراحل تخمك
برداري و كيفيت مراحل مختلف با تخمك ،سلول دهنده

 Nasr-Esfahani et( توجه به تصاوير معتبر مقايسه شدند

al., 2011(اي سلول دهنده به تخمك در . ادغام مرحله
است. شده دادهنشان  ٦ شكلمحيط حاوي لكتين در 

 

 

  
Fig. 4. Checking the accuracy of gRNA cloning related to DAZL gene  

(A: the control plasmid; B: the plasmid with the transferred gRNAs into the vector)  
   DAZLبا ژن  مرتبط gRNA نگيكلون صحت يبررس -٤ شكل

)Aكنترل دي: پلاسم، Bبا  يدي: پلاسمgRNAمنتقل شده به درون وكتور) يها  
  

  

 

Fig. 5. PCR-based genotyping of positive control cells (wt), negative control cells (ve) edited (E) DAZEL gene. 
The output of the Decoder software, B) 83.3 % knockout in DAZL gene of goat embryo, C) the distribution and 

the percentage of indels in the target region, D) the sequencing trace in the both control and edited groups 

 يخروج ،)E( شده شيرايوو ) ve( يمنف شاهد)، wtمثبت ( شاهد ياهسلول از PCRبر  يمبتن يپژنوت نييتع )A -٥ شكل
 تواليرديابي ) Dهدف،  منطقه در هاايندل درصد و ) توزيعC، بز  DAZLدرصد ناك اوت در ژن  ٣/٨٣ )Decoder، Bافزار نرم

  و ويرايش شده شاهددر دو گروه 

A 

B 
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Fig. 6. The stepwise fusion of the donor cell to the oocyte in 18 seconds, which shows the time steps to 
complete the fusion  

 است يهمجوش ليتكم يزمان مراحلدهنده نشانكه  هيثان ١٨سلول دهنده به تخمك در مدت  ياادغام مرحله -٦ شكل

 
 هايرويانشده:  سازييهشب ياهرويان نيتكو يبررس

 نويتك نظر از يبروبلاستيف يهابا سلول شده سازييهشب
و ) cleavage( ميبه مراحل تسه دنيمراحل روياني و رس

ه و با تصاوير موجود در آزمايشگاشده بررسي  ستيبلاستوس
 و رويان، تعداد تسهيم هاتخمكتعداد كل مقايسه شدند. 

ژن مورد  و ويرايش شده شاهدگروه  ياهبلاستوسيت
 نيتكو نرخ ،مجموع دراست.  ارائه شده ٢در جدول  بررسي
 رويان ١٥٢ ،بالغ شده تخمك ٤٣٤ از خوب بود و رويان

با  شده يجادا يهاروياندرصد  ٣٥ ،يعبارتبه .شد حاصل
 داشتند. نيرشد و تكو ييتوانا DAZLاستفاده از سركوب ژن 

ين ب درصد)يك در سطح ( دارييمعنتفاوت  تر اينكهمهم
مشاهده  شاهدبلاستوسيت اين گروه نسبت به گروه درصد 
، نسبت رويانتعداد تسهيم  ،٧ شكلدر  ).٧ شكلنشد (
تسهيم و نسبت تعداد تعداد ها به بلاستوسيستتعداد 

نمايش  شده استفاده ياهتخمك كل بهها ستيبلاستوس
  است. شده داده

ژل آگارز  ،٨ شكلدر  :رويان در DAZL ژن يشدگ رفعاليغ
براي نمونه حاصل  PCRبر  يمبتن يپژنوت نييمرتبط با تع

مثبت  شاهد ياهاست. سلول شده دادهنشان ها از رويان
)wt محصول (bp در بود. انتظار موردرا نشان داد كه  ٢٥٦ 

را  يمشاهده نشد و عدم آلودگ ي) باندve( يمنف شاهد
 شيرايو يهاتيبلاستوسدو نمونه از ) E1-E2اثبات كرد و (

دهنده نشان E2دو باندي بودن در . بود DAZLژن  شده
است و تك باندي بودن  large-fragment deletionsوجود 

است  روياندر سلول و  DNAدهنده احتمال ترميم نيز نشان
  كه مانع حذف بزرگ شده است. 

هاي رويان مرتبط با ژنوم، نمونه شيراياز و نانياطم يبرا
 نيز ارسال يابييتوال براي PCRباندهاي تكي در آزمايش 

هاي ويرايش شده نمونهنگر) ايابي (ستوالي جي. نتاشدند
 Insertions and)جهش از نوعكه  )٩ شكلنشان داد (

Deletions) Indels ٦٦/٦٠شده سبب  انجام شيرايو .است 

 درصد در تكرار دوم ٩٩/٤٩ وتكرار اول  دردرصد ناك اوت 

مقادير ضريب  شدند.  يقتلفرويان  ١٠ ،براي هر تكرار .شد
در اين آزمايش نيز نشان داد كه تغييرات در ) 2R(تعيين 

  هاي آزمايشي با دقت بالا بوده است.ژنوم رويان
نشان  ٣: جدول رويان در شده يجادا هاي جهش نيانگيم
اوت در ژن  درصد ناك ٣٥/٥٥ ،ميانگين طوربهدهد كه يم

DAZL افزار نرم يخروج ياهداده شده است. يجادا
DECODR ب قال رييصورت تغبهژن كه سركوب  نشان داد

قالب  ريي) و بدون تغframeshiftبود ( ينخوانش پروتئ
صفر  ،در هر دو مورد )non-frameshift( ينخوانش پروتئ

  .بود
 

 و رويان ميتسه ،اهتخمك كل تعداد -٢ جدول
  در دو گروه شاهد و ويرايش شده اهتيسبلاستوس

Table 2. The total number of oocytes, cleavage, and 
blastocysts in the two control and edited groups  

Blastocysts  Cleavage  Total  Name 
208  547  626  Control  
152  393  434  Edited 

DAZL  
  

  
Fig. 7. The produced embryos percentage using 

cells edited for the Dazzle gene  
با استفاده از  يتوليد ياهرويانتكوين درصد  -٧ شكل

   DAZLهاي ويرايش شده براي ژن سلول
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Fig. 8. PCR-based genotyping of positive control blastocyst (wt), negative control blastocyst (ve), and edited 

(E1-E2) DAZEL gene 

شده  يرايش) و وve( منفي شاهد بلاستوسيست ،)wtمثبت ( شاهد بلاستوسيست PCRبر  يمبتن يپژنوت نييتع -٨ شكل
)E1-E2ژن ( DAZEL  

  

 

 
Fig. 9. Output of Decodr software: (A: 66.60% knockout in DAZL gene of goat embryo (first repetition), and B: 

49.99% knockout in second repetition) 
درصد ناك  ٩٩/٤٩ B) و بز (تكرار اول) رويان DAZL ناك اوت در ژندرصد   ٦٦/٦٠ Decodr : (Aخروجي نرم افزار  -٩ شكل

  اوت در تكرار دوم

Knokout: 

60.66 

A 

B 
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 DAZL يژنوم شده برا شيرايو هايروياندر  شده يجادا ياهنرخ جهش -٣ جدول
Table 3. The rate of mutations created in genome editing embryos for DAZL  

Total 
mutations  

Frameshift 
mutations  

Non-frameshift 
mutations 

Non-frameshift WILD  NAME  

60.66  60.66  0 39.3 39.3  DAZL128  
49.99  49.99  0 50 50  DAZL121  
55.35  55.35  0 44.65 44.65  average 
5.35  5.35 0 5.35 5.35 SD 

  
   بحث

 نشخواركنندگان در CRISPR بر مبتني ويرايش ،بار اولين
 ارزش با هاييژن زيستي عملكردهاي بررسي براي كوچك

 MSTN ژن مانند گوشت توليد افزايش براي اقتصادي
امروزه  .)Wang et al., 2015( شدند استفاده) ميوستاتين(

را  نظر موردتواند ژن مي يراحتبه CRISPR/Cas9 سيستم
بهبود  براي راهبرد يك عنوانبه قرار داده و تأثير تحت

گوشت،  ، توليدتوليد شير نظر ازعملكرد حيوانات مزرعه كه 
، مقاومت به بيماري و غيره محصولات ، كيفيتيدمثلتول

نتايج  .شود استفاده گيرنديمقرار  ژنتيكيانتخاب  مورد
ويرايش ژنوم و سركوب كردن ژن  امكان تحقيق حاضر

DZAL هاي بز را اثباترويانو  بروبلاستيف يرده سلول در 
 ييهاجهش نيچن رانيا يارينژاد بخت يچون در بزها .كرد

 بارويان  ديو تول DAZL، لذا سركوب ژن بودگزارش نشده 
براي نخستين  SCNT و CRISPR/Cas9 سيستم از استفاده

  انجام شد.در اين بز بومي ايران بار 
 mRNA زمانهم تزريق با حيوانات راژنوم  ،محققان بيشتر 

Cas9 و RNA راهنما (sgRNA) مرحله هايرويان به 
 سوماتيك هايسلول ولي ،اندكرده ويرايش يسلولتك
 سلول ايهسته انتقال طي روشدر اين تحقيق  كهچنانآن

 با حيوانات توليد برايتواند استفاده شد مي سوماتيك
هاي ايجاد شده جهش .شوند استفاده دارهدف هايجهش

كه منجر  بودند نيئقالب خوانش پروت رييتغهمگي از نوع 
متفاوت  SNPاين نوع جهش با  به تغيير پروتئين مي شود.

و  يرعملكرديكوتاه شده، غ يدهايپپت ،هااين جهشاست. 
  (Wang et al., 2023). ندنك يم ديتول كيتوتوكسيبالقوه س

 ايفا زاينده يهاسلول رشد در نقش مهمي DAZL ژن
 روياني زاياي يهاسلول جنسي تمايز شروعي براي و كنديم

ويرايش ژنوم گوسفند . )Lara et al., 2023( است
)CRISPR/dCas9(  براي افزايش بيان ژنDAZL همراه به

منجر به افزايش  ) SYCP2و  BMP4، Nanos3سه ژن ديگر (
 Yang et( قوچ شد يايزا يهامرتبط با سلول يهاژن انيب

al., 2022 .(مرحله اين ژن در حذف محققان نشان دادند كه 
تأثيري  ماده باروري موش بر زاياي هايسلول در تولد از پس

 دادن دست از با جنس نر كامل عقيمي باعث ولي ،نگذاشت
 و ميوز توقف اسپرماتوگوني، بنيادي هايسلول تدريجي

 ،حاضر در تحقيق .)Li et al., 2019( شد اسپرماتيد توقف
لذا ادامه اين آزمايش سركوب ژن قبل از تولد انجام شد و 

توليدي و بزهاي  هايرويانبررسي دستگاه توليدمثل در با 
در باروري و  DAZL به درك بهتر نقش ژنتواند حاصل مي

 ديگر يامطالعهدر  د.كمك كن يدمثليتولافزايش عملكرد 
 در خوك، SCNT فناوريو  CRISPR-Cas9سيستم  پايهبر 

ماندند.  زنده شده سازييهشب هايخوك درصد ٧٠ از بيش
در تمايز  Nanos3  ژن مشخص شد تحقيقدر اين 

قش نبنيادي  يهاسلولزاياي اوليه و حفظ  يهاسلول
منجر به نقص  هاخوكدر  Nanos3 ژن سركوب .حياتي دارد

 درعلاوه هب .زاياي نر و ماده شد يهاسلولكامل در تمايز 
 در و نبود مشاهده قابل هايضهبنر، اسپرم در  يهاخوك
 .فاقد فوليكول و تخمك بودند هاتخمدانماده،  يهاخوك

 دستييينپادر مسير كه  DAZL ژنناك اوت  روديانتظار م
 با ناك اوت مشابه ينتايج ،كنديمعمل  Nanos3 ژن

Nanos3 داشته باشد .(Wang et al., 2023)  استفاده از
همراه كه يك سيستم ويرايش ژن است به  TALENروش

 Lara et)شد   DAZLژن سبب ناك اوت SCNT فناوري

al., 2023)، همسو با نتايج  رويانينيز تا مرحله  آننتايج  كه
  .تحقيق حاضر بود

يابي ژنوم سلول و رويان نشان داد كه بررسي خروجي توالي
نيز ويرايش ژن با موفقيت انجام شده است. ضريب تعيين 

 ٨٥/٠  ،و در آزمايش رويان ٨٧/٠برابر با  سلول در آزمايش
  هاي ديگربود. بر مبناي مقايسه با گزارش ٨٨/٠و 

)al., 2021 et al., 2019; Bloh et Chakrabarti(،  اين مقدار
مقادير با دقت بالا محسوب  ءجز  DNAشيرايدقت در و

  .شودمي
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Dazl صحيحايز هاي زايا و تمبراي تشكيل كيست PGCها 
هاي سلول( هاGSC به) هاي بنيادي زاياي اوليهسلول(

 هايروشبا استفاده از محققان  .ضروري است )بنيادي زايا
 را در DAZL ، بيانCRISPR/Cas9 جمله ازمختلف، 

PGCآن را بر تمايز  آثاركردند و سپس  يكاردست ها
محققان  .بررسي كردند رويان شناسيشكلسلولي و 

 هاي زايابراي تشكيل كيست DAZL دريافتند كه
 يحصحو تمايز  )كنندرا احاطه مي هاPGCساختارهايي كه(

PGCبه ها GSCضروري است. در غياب هاDAZL  ،PGCها 
صحيح  طوربهيل دهند و هاي زايا را تشكتوانند كيستنمي

   هك داداين مطالعه نشان  .كنندتمايز پيدا  هاGSC به
DAZL  تمايزنقش مهمي در PGC به GSC كند ايفا مي

)Bertho et al., 2021( .كه دادتحقيقات نشان  ،همچنين 

CRISPR-Cas9 ميدواركننده براي ايك ابزار  توانديم
با  DAZL افزايش بيان. دباشGBM  گليوبلاستوما درمان

 توانديم DAZL كاهش بيان ،يجهنت درو  GBM بدخيمي
 Begagic).را مهار كند GBM يهاسلولرشد و مهاجرت 

et al., 2024)   

  گيري كلينتيجه

 DAZLژن براي شده  شيرايو رويان ١٥٢ ،در اين تحقيق
 استفاده شد يابييتوال يبرا رويان ٢٠تعداد كه  شد ديتول

رضاعي  يبه بزها سازي شد تا در مرحله بعديرهذخو مابقي 
 يبرا متولد شده ينرهااز د. نه شوانتقال داد رندهيگ
و  الياسپرماتوگون ياديبن يهاسلول ونديپ سازيينهبه

- استفاده خواهد شد كه مي اوت شده ناك يساخت بزها

 زيدرك بهتر تما جهت شتريمطالعات بتواند زمينه 
درمان  يبرا ديجد يهاو توسعه روش يجنس يهاسلول
  . باشد ينابارور

 تشكر و قدرداني

اصلاح نژاد  نامه دوره دكترياز پايان كه بخشي اين مقاله
ستاد توسعه زيست با حمايت  استدام دانشگاه گيلان 

گرنت با شناسه يكتا فناورزي و پزشكي دقيق در قالب 
CT1402091612  در پژوهشكده زيست فناوري پژوهشگاه

جناب آقاي دكتر وسيله از بدينرويان انجام شد كه 
محمدحسين نصر اصفهاني رئيس محترم پژوهشكده و 
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