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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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     چکیده

CRISPR/Cas9 است صفات اقتصادي ژهیومختلف دام به ياهیژگیو وژنوم  یدر مهندس راتییتغ جادیدر حال ا .DAZL کی 

شده براي ناك اوت  ياست. نرها يضرور ،ایزا ياهو توسعه سلول زیتما ياست که برا RNAحفاظت شده متصل به  نیپروتئ

 gRNAبا استفاده از بود.  DAZLبراي ژن بز ناك اوت  رویان جادیا ،مطالعه نیا از . هدفاین ژن، قادر به تولید اسپرم نیستند

- سلولالکتروپوریشن به  روش پلاسمید نوترکیب با استفاده ازند. شدکلون و ساخته پلاسمیدها  ،PX459وکتور  درطراحی شده 

 مسیرهاي ویرایش شده از سلولانتخاب شدند.  نیسیماپور ماریترانسفکت شده با ت يهاو سلولشده  منتقل بروبلاستیف ياه

 يغشا یکیالکتر یهمجوش ،سپسو شده متصل  هستهبدون  يهابه تخمک ،سازي)(شبیه سلول سوماتیک انتقال هستهروند 

بررسی  ستیو بلاستوس میبه مراحل تسه دنیمراحل رویانی و رس نظر از سازيحاصل از روند شبیههاي رویان .شد اعمال یسلول

 بلاستوسیت نرخ تکوین. را نشان داد DAZLبراي سرکوب ژن  CRISPR/Cas9 تکنیک موفقیت بررسی بیان ژن، جینتا .شدند

 یابیتوالی بررسی کمک اب. نداشت شاهد گروه با توجهی قابل تفاوت ،ناك اوت شده يهاسلولسازي با حاصل از روند شبیه

درصد  3/55 ،سازياصل از شبیهحهاي ستیبلاستوس در و 3/83 فیبروبلاست، در سلول DAZLناك اوت ژن  زانیم ،ژنتیکی

شود. یم نیپروتئ رییبودند که منجر به تغ نیقالب خوانش پروتئ رییتغشکل به یهمگو  INDELها از نوع جهش . دست آمدبه

مطالعات  يبرا DAZLژن اوت شده براي  ناك يبزها تولیدو  به حیوان گیرندهانتقال  يتوان برایرا م شده یدتول هايبلاستوسیت

 استفاده کرد. الیاسپرماتوگون يادیبن ياهسلول وندیپ سازيینهبهو  شتریب

 Dazl، ژن ترانسفکت ،CRISPR/Cas9تکنیک  ناك اوت، بز، الکتروپوریشن: يدیکل هايواژه
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 مقدمه

ژن خارجی و تنها با ویرایش ژنوم  کردن واردامروزه بدون 

)Genome editing (هاي جانوران را برخی ویژگی توانندیم

ویرایش ژنوم یعنی  تغییر دهند. با استفاده از آخرین روش

CRISPR/Cas9 )Clustered Regularly Interspaced 

Palindromic Repeats/CRISPR-associated Protein9( 

امکان تغییر هدفمند ژن و نه  ،شد ابداع 2013 که در سال

 CRISPR/Cas9در است.  شده فراهمتصادفی آن 

 ،)ايخوشه منظم دارفاصله پالیندرومیک کوتاه تکرارهاي(

ژن دلخواه  توالی هدف درمکمل  يدینوکلئوتتوالی یک 

(Guide-RNA)  همراه با پروتئینCas9  که یک آنزیم برشی

است، به محل ژن  DNAبرش در هر دو رشته  قابلیت با

تا در آنجا عمل برش در توالی دلخواه  شدههدف منتقل 

توان با می ،بنابراین .انجام شودمشخص  دقیق و طوربه

 ارگانیسم یا سلول در خاص DNA قطعات افزودن و حذف

- هطراحی شده، نتیجه دلخواه را ب اندونوکلئازهاي وسیلهبه

در  .)Doudna and Charpentier, 2014(دست آورد 

 گیريهدف فناوري بر مبتنی ژن اولیه ویرایش ،گذشته

 تأثیرات مستعد و ناکارآمد بسیار که بود همولوگ نوترکیبی

 بعدي توسعه. )Hsu et al., 2014( بود هدف از خارج

هدفمند براي بخش خاصی از  استفاده از اندونوکلئازهاي

 هدفمند اندونوکلئازهاي از اصلی نوع سهتاکنون . استژنوم 

 ZNF: Zinc-finger( روي انگشت نوکلئازشامل 

nucleases(، رونویسی شبه کنندهفعال هاينوکلئاز 

)TALEN: Transcription activator-like effector 

nucleases (یعنی آخرین مورد آن و CRISPR/Cas براي 

 ,Ghavi Hossein-Zadeh( شده است استفاده ژنوم ویرایش

2024(.  

استرپتوکوکوس ترموفیلوس  يباکترکه  گزارش شده است

)Streptococcus thermophilus (ا استفاده از این سیستمب، 

 Horvath et( دقابلیت از بین بردن ژنوم باکتریوفاژها را دار

al., 2008( . در تغییر  ابزار کارآمد کی عنوانبهاین روش

 ,.Horii et al( موش نظیر یکیمدل ژنت در حیوانات ژنوم

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

ها نظیر دام از برخی  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 تولید در مصنوعی لقاح توجه به استفاده گسترده از با

 .اندکرده پیدا بیشتري اهمیت ،هاماده نسبت به نرها دام،

 تنها دارند نه بالا کیفیت با منی مایع که نرهایی استفاده از

 تسریع به بلکه شودمی فرزندان منجر به بیشتر شدن تعداد

تاکنون   .)Diskin, 2018( کندمی کمک نیز ژنتیکی بهبود

جنس هاي متعددي شناسایی شده است که در باروري ژن

، BMP15 ،BMPR-1Bد نظیر ندام سبک نقش دارماده در 

GDF9 ،POU1F1 ،FOXL2 ) و غیرهBadbarin et al., 

2014; Abdoli et al., 2016،( ها براي باروري لیکن گزارش

 جنس نر کمتر است.

 يهانی) پروتئDAZL )Deleted in azoospermia-like ژن

 يهاکه در سلول کندیم يرا رمزگذار RNAبالقوه اتصال 

 انیپس از تولد بجنس نر و ماده قبل و  )germ cellsي (ایزا

 در رونویسی از پس mRNA اتصال که با DAZL .شوندیم

 سلول سلولی چرخه ،کندیم عمل 3 ' نشده ترجمه مناطق

 Zagore et al., 2018(. DAZL( کندیم تنظیم را زاینده

است  رویانی يایزا يهاسلول یجنس زیتما يبرا یشروع

)KM, 2009; Gill et al., 2011(  و نقش مهمی در کامل

. )Li et al., 2020دارد (شدن اسپرماتوژنز در پستانداران 

 نرهاي به ژنی شدهویرایش  يزایا هايسلول انتقال و پیوند

 هدفمند زاییجهش براي مؤثر روش یک ،کنندهدریافت

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

2015; Lara et al., 2023(. DAZL نشانگر یکعنوان به 

 در افراد )Jung et al., 2014(در بیضه انسان  زایا سلول

 داد نشانبیان کاهشی  ،غیرانسدادي آزواسپرمی به مبتلا

)Hashemi et al., 2018(این ژن چون بیان این، بر . علاوه 

تواند می ،یابدمی افزایش میوز شروع در چشمگیري طوربه

 زایاي هايسلول در میوز شروع ذاتی محرك یک عنوانبه

. )Seligman and Page, 1998( کند عمل مهاجرت از پس

 نهایت در زایا هايسلول ،DAZL کمبود داراي هايموش در

 Gill et( گرفتند قرار آپوپتوز تحت ،گامتوژنز شروع جايبه

al., 2011( .نوکلئوتیدي تک هايلیچندشک )SNPs (

 باروري بر توجهیقابل تأثیر انسان، در DAZL مرتبط با

 DAZL ژن حذف یا جهش .داشت چین جمعیت در مردان

 Houston( شد مردان عقیمی و میوز ممانعت از به منجر

and King, 2000(. یشب بیان که در تحقیقی گزارش شد 

 هايسلول در BOULE و DAZL، DAZ هايژن حد از

 PGC به هاآن تمایز باعث) ESCs( انسان رویانی بنیادي

 و کردند آغازنیز  را میوز حتی شده القا يهاPGC ه وشد
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 Kee et( آمد دستبه هاپلوئید زایاي يهاسلول یتدرنها

al., 2009(. شده براي ژن اوت ناك ياهموش در Dazl، 

یافت و مشخص شد  کاهش بیضه بنیادي ياهسلول تعداد

 هايسلول تمایز در مهمی نقش DAZL که ژن

در . )Schrans-Stassen et al., 2001( دارد اسپرماتوگونیال

 DAZL ژن موشی که به انسانی DAZL و DAZ ژن تحقیقی،

- موش .)Vogel et al., 2002( دشآن حذف شده بود منتقل 

- اسپرماتوسیت لیکن ،شدند اسپرماتوسیت تولید به وادار ها

ماندند و  باقی زیگوتن و لپتوتن مرحله درطور عمده به ها

 نشان شواهد این. شوندمیوز  آنافازمرحله  وارد نتوانستند

 هايسلول ایجاد در مهمی نقش DAZL و DAZ که داد

 داراي DAZL گوسفند، در. دارند میوز به آنها ورود و زاینده

 قرار 1 کروموزوم روي و است زکیلوبا 22 طول با اگزون 11

 یدآمینهاس 258 از متشکل پپتیديپلی زنجیره یک و دارد

 گوسفند در بیضه در DAZL بررسی بیان .کندیم کد را

 ،جنسی بلوغ از پس نشان داد که رشد مرحله چندین

DAZL است بیان سطح بالاترینداراي  بیضه در )Li et al., 

 تولید براي شده ویرایش ياهفیبروبلاست .)2020

 APC و DAZL ياهژن در حذفی ياهآلل با ییهاخوك

 شد استفاده بزرگ روده سرطان و ناباروري يسازمدل براي

)Tan et al., 2013(.  

 یرفعالغبا  DAZLویرایش ژن  ،هدف از پژوهش حاضر

سیستم آن با استفاده از  )knockoutکردن (

CRISPR/Cas9  سوماتیک  سلول هسته انتقال فناوريو

)SCNT ( ن یرفعال کردن ژغ .بودبز بختیاري  رویانژنوم در

   حاصل از آن بررسی شد. رویانهم در سطح سلول و هم 

  هامواد و روش

 صورت شماتیکبهمراحل مختلف این آزمایش  :شماي کلی

 است. جزئیات هر بخش در ادامه شده نشان داده 1شکل  در

 ارائه شده است.

 یتوال ابتدا ،به این منظور :guide RNA (gRNA) ی طراح

 هاصحیح بودن ردیف بازو شده انتخاب  NCBIهدف از  ژن

زون اگ ي. سپس برااستفاده از ابزارهاي مربوطه بررسی شدبا 

و  DAZL188(و پرایمر  gRNA دو ،DAZL ژن شماره یک

DAZL121 (شد یطراح ) 1جدول.( RNA توال) یراهنما -

 نرم افزار از استفاده با) يجفت باز 20 هاي

CHOOPCHOOP  شدند یازدهیامتو  طراحی )Labun 

et al., 2019(.   

 دیپلاسماز  CAS9 حامل به وکتور gRNA براي اتصال

pX459 )9151 نیا). 2 شکل(  جفت باز) استفاده شد 

 نیسیرا به همراه ژن مقاومت به پورما Cas9 ژن ،دیپلاسم

  .کندیم متصل )U6تحت پروموتر ( scaffold gRNA هب

 gRNA یحامل توال گودوپلکسیاول :)Ligation( لحاقا

 )،µL1 )(کرومولاریم 10از منبع  1:20(نسبت  شدهیقرق

 T4DNA×10نانوگرم)،  50هضم شده ( pX459وکتور 

) در غلظت µL1 ( گازیل T4DNA) و µL2 بافر ( گازیل

ین ترمهم عنوانبهبراي الحاق  انجام شد. µL20  یینها

 يساعت در دما کیمدت واکنش به ،سازيهمسانهمرحله 

 BbsI-HF یلهوسبه pX459 دی. پلاسمادامه یافتاتاق 

(NEB #R3539) 10مدت به لسیوسس درجه 37 يدر دما 

 با يسازخالص ،و به دنبال آنشد هضم  قهیدق

NucleoSpin Gel  وPCR Clean-up Midi kit 

(#740,986.20, Machery/Nagel) انجام شد. قطعه 

 -20 يدر دما يبعد ياهاستفاده يشده برا يسازخالص

  شد. ينگهدار لسیوسس درجه

 يهاgRNA تمامینتایج نشان داد  :دهایپلاسم یبررس

شدند.  سازيهمسانه رساخته شده در ساختار وکتو

 هايمیآنز باطور همزمان استخراج شده به يدهایپلاسم

. ندهضم شد EcoRV ( Fermentas)و  BbsI محدود کننده

سال ار یابییتوال يمورد انتظار برا يبا باندها دهایپلاسم

   .شدند

وکتور  ):transformation( یا انتقال افقی ژن ترانسفرم

-NEB 5نوترکیب حاصل از مرحله قبل به باکتري مستعد (

alpha Competent E. coli (# C2987I)(  .منتقل شد

 طیمح يرو هاي ترانسفورم شدهمحلول باکتري ،سپس

 سیلینیآمپ لیتریلیدر م کروگرمیم 100 حاوي کشت آگار

 درجه 37 يدر دما شب یکمدت و بهشد قرار داده 

 .انکوبه شد لسیوسس

 مورد بز بروبلاستیف یرده سلول: بروبلاستیف ياهسلول

شد.  جادیروزه آن ا 40 انیاز بافت بدن رویاز ن

مکمل  DMEMکشت  طیپنج مرحله در مح هابروبلاستیف

گلوتامین درصد،  15تا  FBS(10(سرم جنین گاوي شده با 

)mM 2،(  یک) سیلین یو پن )درصدسدیم پیروات

پنج  2CO گاز تحت )Pen Strep(درصد  کاسترپتومایسین ی

 )پاساژکشت مجدد ( سلسیوس درجه 37 يو در دما رصدد

 کف ظرف پر از سلول درصد 80اینکه 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 رویان بز بختیاري DAZLشماي کلی از مراحل مختلف ویرایش ژن  -1شکل 

  

  

  DAZL ژنو پرایمر مربوطه و پرایمر براي تکثیر  )DAZL121و  gRNA )DAZL188 دوتوالی  -1جدول 

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 ژنتیکی پلاسمید  -2 شکل
 

 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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 يدهایپلاسم انتقال: بروبلاستیف ياهسلول ترانسفکت

 ستمیس مسیراز ها سلولبه داخل  سپریکر ستمیحامل س

کشت  يهاسلول ،منظور نیانجام شد. بد شنیالکتروپور

 PBS محلول با دو مرتبه T25فلاسک  کیدر  شده داده

ها از کف جهت جدا کردن سلول سپسو شده شستشو داده 

دقیقه در معرض آنزیم  سه به مدت دیش و از همدیگر

- به نیپسیترآنزیم  غیر فعال کردن .تریپسین قرار گرفتند

منظور تهیه پلت سلولی، به شد. انجام FBS وسیله

 rpm 1800دقیقه با دور  هفت مدتسوسپانسیون حاصل به

 طیدر مح ی حاصلسلولپلت  ،سپس سانتریفیوژ شد.

-OptiMEMاز  µL 250 يترانسفکشن که حاو

GlutamAX  دیاز پلاسم کروگرمیم 20تا  10 بااست 

انتقال ) Bio-Rad( شنیو با دستگاه الکتروپورشده مخلوط 

 ايثانیه یلیم 10دو پالس  ،منظور نی. بدپلاسمید انجام شد

 دارندهنگهمحفظه  ردولت  270 با ولتاژ هیثان 10به فاصله 

 يهاسلول ،سپس. اعمال شد يمتریلیمچهار  سلول

و شدند  ماریت نیسیپوروما بیوتیکیآنتترانسفکت شده با 

 يبرا شده یانبحامل وکتور  ی کهیهاسلولآن  ،یتنها در

  .ندانتخاب شد بودند سپریکر ستمیس

از  هبا استفاد ترازيهم :DNA یتوال) Alignmentترازي (هم

 تا مشخص شود که  شد یبررس  SnapGene نرم افزار

   .است شدهبه درستی انجام  gRNA نگیکلون

 يهاتخمدان ،تیاووس هیته منظوربه :اووسیت يسازآماده

صنعتی اصفهان  يهابعد از کشتار در کشتارگاه بلافاصلهبز 

 ) و دماينینرمال سالسرم شستشو (و در شده  يآورجمع

 شدند.انتقال داده  شگاهیبه آزما لسیوسس درجه 32 تا 28

کومولوس  هايسلول تیکمپلکس اووس ،شگاهیدر آزما

)Cumulus–Oocyte Complexes: COCs(  بررسی و

 متریلیمدو تا چهار  روشن و فاقد خون با قطر يهاکولیفول

، خلأمتصل به پمپ  18گیج  سوزنسربا استفاده از 

ی ته مخروط يهالولهدرون به و  شدند رهیآسپو  يبرداربافت

مزبور  يهالوله شدند. هیتخل  (conical) لیتريیلیم 10

 10-15مدت  يراب سلسیوس درجه 38 يدرون بن مار

در ته  یکولیفول یسلول اتیتا محتو شدندقرار داده  قهیدق

 یهمراه حجمرسوب حاصل به ،. سپسندیرسوب نما هالوله

 )TCM Tissue Culture Medium 199( از محلول شستشو

 هايیشد يکف پتر دردرصد  ده FCS و HEPES يحاو

 يمواز هايیکشخطاز قبل  هاآن کفکه  متريسانتی نه

. شدند سازيیقرق بودشده  )متریسانت cm  5/0به فاصله (

 ویاستر ریدر ز شدهیقرق یکولیفول اتیمحتو ،سپس

 توپلاسمیسمناسب ( ياهCOCوجود  لحاظ از کروسکوپیم

 یفشرده اطراف هیلا سه حداقل همراهبه کنواختیگرانوله 

مذکور با  ياهCOCو  شده یبررسکومولوس)  يهاسلول

با ( استمناسب نازك  اندازهبهکه  یدهان پتیاستفاده از پ

مقدار  نیهمراه کمتربه )µm 400-500 برابر با یقطر داخل

  µL 200 ياهبه قطره و دهشاستحصال  یکولیفول عیما

قبل از  شده انتخاب ياهتیاووس یتمام .دشدنمنتقل 

 دو زیشستشو و ن ياهسه بار در قطره ،بلوغ طیانتقال به مح

. شدندبلوغ شستشو داده  طیمح یانتقال هايبار در قطره

 ،mM 5/2 رواتیپ میسد يحاو TCM199بلوغ  طیمح

 IU/mL( نیسیاسترپتوما -سیلینیپن، mM 1 گلوتامین

 (v/v)) نیسیاسترپتوما µg/mL 100و  سیلینیپن 100

1%، 15% FCS ، (v/v) 15µg/mL  FSH، µg/mL LH 15، 

 ونیانکوباس طیو شرا E2 (µg/mL  1بتا ( 17 ولیاستراد

  .استرطوبت  بیشینه و C◦5/38 ،5% 2Co،  5% 2Oبلوغ 

از بلوغ  پس :) اوسیت گیرندهEnucleation( يسازهسته یب

 فقط )يسازساعت پس از بالغ 20-22آزمایشگاهی (

رشد یافته و بالغ شده  (COC) يهاها و کومولوستخمک

پس از  ند.انتخاب شد ی داشتندسیتوپلاسم یکنواخت که

- حذف سلول منظوربهو  HTCM+10% FCS شستشو در

        در قطرات ثانیه 30مدت به هاCOC کومولوس، يها

Lµ200  طیاز مح  FCS 10%HTCM+ يحاو Lm/IU 

پس از جداسازي . شدندقرار داده  دازیالورونیه میآنز 300

 ياهتخمک ،)denuding( هاتخمک کومولوسهاي سلول

مناسب، جهت  یديپلاسو زونا کنواختی توپلاسمیس يدارا

- هستهیب منظوربه .شدندانتخاب  هانجام مراحل انتقال هست

ی از دستورالعمل شگاهیبالغ شده آزما ياهتخمک سازي

 Nasr-Esfahaniشد (استفاده  انیپژوهشکده رو شگاهیآزما

et al., 2011.( هاتخمک ماریت پس از دایحذف زونا پلاس 

  با HTCM+0.5% FCS طیمح در قهیدق کیمدت به

g/mL 0025/0 پروتئاز از (Sigma)  /انجام شد. پس از حذف

در  قهیدق 30مدت به هاتخمک ،دایبرداشت زونا پلاس

خود را  یعیساختار طب ،تخمکتا شدند  انکوباتور قرار داده

- هب مجدداً بود،  دادهدست از دایکه در اثر حذف زونا پلاس

 به دایفاقد زونا پلاس ياهتخمک نیا ،دست آورد. سپس

 يسازهستهبی  .شدند داده انتقال نیدموکولس يحاو ظروف

 طوربهکه  هاییتیو اووس) 3 شکل( انجام شد یروش دست با
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درون نیز  قهیدق 30 مجدداً  ند،شد هستهیب آمیزيیتموفق

  .شدند بهبلوغ انکو طیمح

 انجام جهت :يسازفعال و همجوشی سلولی انتقال هسته، 

ته موفق فاقد هس طوربهکه  هاییتیانتقال هسته، اووس

 يحاو ظروفدرون و به شده خارجبلوغ  طیاز مح شدند

سلول  کی ،سپس. ندشدمنتقل  نیلکت طیمح هايقطره

با  کیدر تماس نزد یبروبلاستیف هايسلولگرد از  کاملاً 

 در تافاقد هسته قرار داده شد  تیاووس یتوپلاسمیس يغشا

 شود.به آن متصل  نیلکت يحاو طیمح

 يهاتیاووس ،)Cell Fusion(همجوشی سلولی جهت انجام 

 وژنیف طی) ابتدا در محreconstructed( شده يبازساز

)M Mannitolm 3/0 40 علاوههبMgS mM 1/0(  شستشو

 mm فاصله با(لام فیوژن دو الکترود  بینو سپس  شده داده

 یسلول وژنی. فشدندانتقال داده  مانیتول محیط داراي )5/0

ساعت بعد از بلوغ، با القاء دو پالس  28تا  27در حدود 

 يبرا kV/cm  1/75 ) با مشخصاتDC( میمستق یکیالکتر

عمود  يدر راستا هیثان یک یزمان یرتأخو  ثانیه یکروم 80

) انجام رندهگی-(سلول دهنده یبر سطح تماس دو عضو سلول

 ده،و دهن رندهیبهتر سلول گ يسازراستاهم. جهت پذیرفت

قبل و بعد  KHZ 800) با تواتر ACپالس متناوب ( کیاز 

 هايتیموفق اووس همجوشی .دشاستفاده  وژنیاز پالس ف

 یبررس یکیساعت بعد از القاء پالس الکتر کی شدهيبازساز

مذکور با استفاده از مواجه  ياهتیاووس يسازفعال .شد

سپس  و )قهیدق یک به مدت Ionomycin )µM 5با  ییابتدا

ساعت  دو به مدت DMAP-6 طیمجدد در مح يسازفعال

 مراحل نظر از شده سازيیهشب هايرویان .پذیرفت انجام

 مورد ستیو بلاستوس میبه مراحل تسه دنیو رس نتکوی

  .قرار گرفت یبررس

    نتایج

با : DAZLمرتبط با ژن  gRNA نگیصحت کلون یبررس

 DAZLژن  مشخص شد که SnapGeneاستفاده از نرم افزار  

   gRNAهر دو عبارت دیگر،. بهاست شده ریتکث
(CGACGCCATCTCGCGGAGGC / 

CCACCAACGAAAACAGTGTT) دیدر پلاسم 

pX459 4 شکل( مناسب ترانسفکت شد گاهیدر جا(.  

 القاي از پس DAZLویرایش ژن  :DAZLژن یشدگ رفعالیغ

Cas9 همولوگ   غیر انتهایی و فعال شدن مسیر اتصال

هدف با  ژن در ايهاي دو رشتهشکستگی جهت ترمیم

مستندات  .شد DAZLبه ناك اوت ژن  منجر انجام و موفقیت

سلول بز در دو سطح در ژنوم  DAZLژن  ویرایش مربوطه به

  در ادامه ارائه شده است.بز و رویان 

 یپژنوت نییتع نتیجه :در سلول DAZL ژن یشدگ رفعالیغ

 شکلدر  DAZL ژن یشدگ رفعالیغبعد از  PCRبر  یمبتن

در این شکل، باند مربوط  شده است. نشان داده  Aقسمت  5

 ،رفتیانتظار ماز قبل مشاهده آن ) که wtمثبت ( شاهد به

) ve( یمنف براي شاهد يباند .است bp 256 قطعه محصول

- سلول باند .را اثبات کرد یعدم آلودگو صرفاً مشاهده نشد 

 ) نیز موفقیت آزمایش را نشان داد،E(شده  شیرایو يها

، محصولات شیرایاز و نانیاطمبراي کسب تأیید و  ولی

PCR نگر) ا(س یابییتوال جینتا شدند.ارسال یابی براي توالی

انجام شیرایکه و )Cو  A ،Bهاي قسمت 5 شکلنشان 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 میو به آرامی به سمت دیواره  ی به کمک پیپتروش دست باها آن هسته که یهای یتاووسچپ:  -3 شکل

  اند.هاي بالغ جدا شدهکه از تخمک هستندها هسته تخمک ،راست: نقاط آبی رنگ
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درصد  3/83سبب  CRISPR/Cas9شده با استفاده از 

با  ه که این نتیجهسرکوب ژن (ناك اوت) در سلول شد

 DECODR (Deconvolution of افزار استفاده از نرم

Compelex DNA Repair)  شد مشخص.  

هاي تمام مراحل مربوط به تخمک همجوشی و ادغام سلول :

هاي بالغ برهنه شده، هاي بالغ شده، تخمکنابالغ، تخمک

، همجوشی و ادغام SCNTهاي بدون زونا، مراحل تخمک

برداري و کیفیت مراحل مختلف با تخمک ،سلول دهنده

 Nasr-Esfahani et( توجه به تصاویر معتبر مقایسه شدند

al., 2011(اي سلول دهنده به تخمک در . ادغام مرحله

است. شده دادهنشان  6 شکلمحیط حاوي لکتین 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 نگیکلون صحت یبررس -4 شکل

)Aکنترل دی: پلاسم، Bبا  يدی: پلاسمgRNAمنتقل شده به درون وکتور) 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 

 یخروج ،)E( شده شیرایوو ) ve( یمنف شاهد)، wtمثبت ( شاهد ياهسلول از PCRبر  یمبتن یپژنوت نییتع )A -5 شکل

 توالیردیابی ) Dهدف،  منطقه در هاایندل درصد و ) توزیعC، بز  DAZLدرصد ناك اوت در ژن  Decoder، B( 3/83افزار نرم

  و ویرایش 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 یهمجوش لیتکم یزمان مراحلدهنده نشانکه  هیثان 18سلول دهنده به تخمک در مدت  ياادغام مرحله -6 شکل

 

 هايرویانشده:  سازيیهشب ياهرویان نیتکو یبررس

 نویتک نظر از یبروبلاستیف يهابا سلول شده سازيیهشب

و ) cleavage( میبه مراحل تسه دنیمراحل رویانی و رس

ه و با تصاویر موجود در آزمایشگاشده بررسی  ستیبلاستوس

 و رویان، تعداد تسهیم هاتخمکتعداد کل مقایسه شدند. 

ژن مورد  و ویرایش شده شاهدگروه  ياهبلاستوسیت

 نیتکو نرخ ،مجموع دراست.  ارائه شده 2در جدول  بررسی

 رویان 152 ،بالغ شده تخمک 434 از خوب بود و رویان

با  شده یجادا يهارویاندرصد  35 ،یعبارتبه .شد حاصل

 داشتند. نیرشد و تکو ییتوانا DAZLاستفاده از سرکوب ژن 

ین ب درصد)یک در سطح ( داريیمعنتفاوت  تر اینکهمهم

مشاهده  شاهدبلاستوسیت این گروه نسبت به گروه درصد 

، نسبت رویانتعداد تسهیم  ،7 شکلدر  ).7 شکلنشد (

تسهیم و نسبت تعداد تعداد ها به بلاستوسیستتعداد 

نمایش  شده استفاده ياهتخمک کل بهها ستیبلاستوس

  است. شده داده

ژل آگارز  ،8 شکلدر  :رویان در DAZL ژن یشدگ رفعالیغ

براي نمونه حاصل  PCRبر  یمبتن یپژنوت نییمرتبط با تع

مثبت  شاهد ياهاست. سلول شده دادهنشان ها از رویان

)wt محصول (bp 256  در بود. انتظار موردرا نشان داد که 

را  یمشاهده نشد و عدم آلودگ ي) باندve( یمنف شاهد

 شیرایو يهاتیبلاستوسدو نمونه از ) E1-E2اثبات کرد و (

دهنده نشان E2دو باندي بودن در . بود DAZLژن  شده

است و تک باندي بودن  large-fragment deletionsوجود 

است  رویاندر سلول و  DNAدهنده احتمال ترمیم نیز نشان

  که مانع حذف بزرگ شده است. 

هاي رویان مرتبط با ژنوم، نمونه شیرایاز و نانیاطم يبرا

 نیز ارسال یابییتوال براي PCRباندهاي تکی در آزمایش 

هاي ویرایش شده نمونهنگر) ایابی (ستوالی جی. نتاشدند

 Insertions and)جهش از نوعکه  )9 شکلنشان داد (

Deletions) Indels 66/60شده سبب  انجام شیرایو .است 

 درصد در تکرار دوم 99/49 وتکرار اول  دردرصد ناك اوت 

مقادیر ضریب  شدند.  یقتلفرویان  10 ،براي هر تکرار .شد

در این آزمایش نیز نشان داد که تغییرات در ) 2R(تعیین 

  هاي آزمایشی با دقت بالا بوده است.ژنوم رویان

نشان  3: جدول رویان در شده یجادا هاي جهش نیانگیم

اوت در ژن  درصد ناك 35/55 ،میانگین طوربهدهد که یم

DAZL افزار نرم یخروج ياهداده شده است. یجادا

DECODR ب قال رییصورت تغبهژن که سرکوب  نشان داد

قالب  ریی) و بدون تغframeshiftبود ( ینخوانش پروتئ

صفر  ،در هر دو مورد )non-frameshift( ینخوانش پروتئ

  .بود
 

 و رویان میتسه ،اهتخمک کل تعداد -2 جدول

  در دو گروه شاهد و ویرایش شده اهتیسبلاستوس

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  يتولید ياهرویانتکوین درصد  -7 شکل

   DAZLهاي ویرایش 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  یرایش) و وve( منفی شاهد بلاستوسیست ،)wtمثبت ( شاهد بلاستوسیست PCRبر  یمبتن یپژنوت نییتع -8 شکل

)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  B 99/49) و بز (تکرار اول) رویان DAZL ناك اوت در ژندرصد   Decodr : (A 66/60خروجی نرم افزار  -9 شکل

  اوت در تکرار دوم

Knokout: 

60.66 

A 

B 
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 DAZL يژنوم شده برا شیرایو هايرویاندر  شده یجادا ياهنرخ جهش -3 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

 نشخوارکنندگان در CRISPR بر مبتنی ویرایش ،بار اولین

 ارزش با هاییژن زیستی عملکردهاي بررسی براي کوچک

 MSTN ژن مانند گوشت تولید افزایش براي اقتصادي

امروزه  .)Wang et al., 2015( شدند استفاده) میوستاتین(

را  نظر موردتواند ژن می یراحتبه CRISPR/Cas9 سیستم

بهبود  براي راهبرد یک عنوانبه قرار داده و تأثیر تحت

گوشت،  ، تولیدتولید شیر نظر ازعملکرد حیوانات مزرعه که 

، مقاومت به بیماري و غیره محصولات ، کیفیتیدمثلتول

نتایج  .شود استفاده گیرندیمقرار  ژنتیکیانتخاب  مورد

ویرایش ژنوم و سرکوب کردن ژن  امکان تحقیق حاضر

DZAL هاي بز را اثباترویانو  بروبلاستیف یرده سلول در 

 ییهاجهش نیچن رانیا يارینژاد بخت يچون در بزها .کرد

 بارویان  دیو تول DAZL، لذا سرکوب ژن بودگزارش نشده 

براي نخستین  SCNT و CRISPR/Cas9 سیستم از استفاده

  انجام شد.در این بز بومی ایران بار 

 mRNA زمانهم تزریق با حیوانات راژنوم  ،محققان بیشتر 

Cas9 و RNA راهنما (sgRNA) مرحله هايرویان به 

 سوماتیک هايسلول ولی ،اندکرده ویرایش یسلولتک

 سلول ايهسته انتقال طی روشدر این تحقیق  کهچنانآن

 با حیوانات تولید برايتواند استفاده شد می سوماتیک

هاي ایجاد شده جهش .شوند استفاده دارهدف هايجهش

که منجر  بودند نیئقالب خوانش پروت رییتغهمگی از نوع 

متفاوت  SNPاین نوع جهش با  به تغییر پروتئین می شود.

و  يرعملکردیکوتاه شده، غ يدهایپپت ،هااین جهشاست. 

  (Wang et al., 2023). ندنک یم دیتول کیتوتوکسیبالقوه س

 ایفا زاینده يهاسلول رشد در نقش مهمی DAZL ژن

 رویانی زایاي يهاسلول جنسی تمایز شروعی براي و کندیم

ویرایش ژنوم گوسفند . )Lara et al., 2023( است

)CRISPR/dCas9(  براي افزایش بیان ژنDAZL همراه به

منجر به افزایش  ) SYCP2و  BMP4، Nanos3سه ژن دیگر (

 Yang et( قوچ شد يایزا يهامرتبط با سلول يهاژن انیب

al., 2022 .(مرحله این ژن در حذف محققان نشان دادند که 

تأثیري  ماده باروري موش بر زایاي هايسلول در تولد از پس

 دادن دست از با جنس نر کامل عقیمی باعث ولی ،نگذاشت

 و میوز توقف اسپرماتوگونی، بنیادي هايسلول تدریجی

 ،حاضر در تحقیق .)Li et al., 2019( شد اسپرماتید توقف

لذا ادامه این آزمایش سرکوب ژن قبل از تولد انجام شد و 

تولیدي و بزهاي  هايرویانبررسی دستگاه تولیدمثل در با 

در باروري و  DAZL به درك بهتر نقش ژنتواند حاصل می

 دیگر يامطالعهدر  د.کمک کن یدمثلیتولافزایش عملکرد 

 در خوك، SCNT فناوريو  CRISPR-Cas9سیستم  پایهبر 

ماندند.  زنده شده سازيیهشب هايخوك درصد 70 از بیش

در تمایز  Nanos3  ژن مشخص شد تحقیقدر این 

قش نبنیادي  يهاسلولزایاي اولیه و حفظ  يهاسلول

منجر به نقص  هاخوكدر  Nanos3 ژن سرکوب .حیاتی دارد

 درعلاوه هب .زایاي نر و ماده شد يهاسلولکامل در تمایز 

 در و نبود مشاهده قابل هایضهبنر، اسپرم در  يهاخوك

 .فاقد فولیکول و تخمک بودند هاتخمدانماده،  يهاخوك

 دستییینپادر مسیر که  DAZL ژنناك اوت  رودیانتظار م

 با ناك اوت مشابه ینتایج ،کندیمعمل  Nanos3 ژن

Nanos3 داشته باشد .(Wang et al., 2023)  استفاده از

همراه که یک سیستم ویرایش ژن است به  TALENروش

 Lara et)شد   DAZLژن سبب ناك اوت SCNT فناوري

al., 2023)، همسو با نتایج  رویانینیز تا مرحله  آننتایج  که

  .تحقیق حاضر بود

یابی ژنوم سلول و رویان نشان داد که بررسی خروجی توالی

نیز ویرایش ژن با موفقیت انجام شده است. ضریب تعیین 

 85/0  ،و در آزمایش رویان 87/0برابر با  سلول در آزمایش

  هاي دیگربود. بر مبناي مقایسه با گزارش 88/0و 

)al., 2021 et al., 2019; Bloh et Chakrabarti(،  این مقدار

مقادیر با دقت بالا محسوب  ءجز  DNAشیرایدقت در و

  .شودمی
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Dazl صحیحایز هاي زایا و تمبراي تشکیل کیست PGCها 

هاي سلول( هاGSC به) هاي بنیادي زایاي اولیهسلول(

 هايروشبا استفاده از محققان  .ضروري است )بنیادي زایا

 را در DAZL ، بیانCRISPR/Cas9 جمله ازمختلف، 

PGCآن را بر تمایز  آثارکردند و سپس  يکاردست ها

محققان  .بررسی کردند رویان شناسیشکلسلولی و 

 هاي زایابراي تشکیل کیست DAZL دریافتند که

 یحصحو تمایز  )کنندرا احاطه می هاPGCساختارهایی که(

PGCبه ها GSCضروري است. در غیاب هاDAZL  ،PGCها 

صحیح  طوربهیل دهند و هاي زایا را تشکتوانند کیستنمی

   هک داداین مطالعه نشان  .کنندتمایز پیدا  هاGSC به

DAZL  تمایزنقش مهمی در PGC به GSC کند ایفا می

)Bertho et al., 2021( .که دادتحقیقات نشان  ،همچنین 

CRISPR-Cas9 میدوارکننده براي ایک ابزار  تواندیم

با  DAZL افزایش بیان. دباشGBM  گلیوبلاستوما درمان

 تواندیم DAZL کاهش بیان ،یجهنت درو  GBM بدخیمی

 Begagic).را مهار کند GBM يهاسلولرشد و مهاجرت 

et al., 2024)   

  گیري کلینتیجه

 DAZLژن براي شده  شیرایو رویان 152 ،در این تحقیق

 استفاده شد یابییتوال يبرا رویان 20تعداد که  شد دیتول

رضاعی  يبه بزها سازي شد تا در مرحله بعدیرهذخو مابقی 

 يبرا متولد شده ينرهااز د. نه شوانتقال داد رندهیگ

و  الیاسپرماتوگون يادیبن يهاسلول وندیپ سازيینهبه

- استفاده خواهد شد که می اوت شده ناك يساخت بزها

 زیدرك بهتر تما جهت شتریمطالعات بتواند زمینه 

درمان  يبرا دیجد يهاو توسعه روش یجنس يهاسلول

  . باشد ينابارور

 تشکر و قدردانی

اصلاح نژاد  نامه دوره دکترياز پایان که بخشی این مقاله
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گرنت با شناسه یکتا فناورزي و پزشکی دقیق در قالب 
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