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 چکیده

مناسب بود که بتواند از طریق  بتای هورمون گونادوتروپین جفت انسانی در ناقل زیرواحد‌سازی‌همسانههدف از این مطالعه، 

کار گرفته شود. به این منظور زیرواحد بتای این هورمون به کمك یك جفت آغازگر اختصاصی ‌اسپرم در تولید طیور تراریخت به

های مستعد اشریشیاکلی انجام گرفت و ب در سلولسازی شد. فرآیند ترانسفورماسیون پلاسمید نوترکیهمسانه T ناقل تکثیر و در

انتخاب شدند. صحت تخلیص پلاسمید ابتدا توسط هضم آنزیمی و نهایتاً  PCRوسیله های دارای پلاسمید نوترکیب بهکلونی

 +pcDNA3.1در ناقل بیانی  جداسازی شد و مجدداً  Tیابی بررسی شد. پس از آن، زنجیره بتا از ناقلروش توالی‌به

با توالی صحیح  +hCGβ/pCDNA3.1شد. نتایج آنالیز آنزیمی و تعیین توالی نشان داد که پلاسمید نوترکیب  سازی مسانهه

توان نتیجه گرفت که پلاسمید ‌ساخته شد و تطابق کامل با ژن زیرواحد بتای هورمون گونادوتروپین جفت انسانی داشت. می

تواند در تولید ‌انسانی ساختار مناسبی برای انتقال به اسپرم خروس دارد که می نوترکیب حاوی زیرواحد بتای گونادوتروپین جفت

 کار گرفته شود.‌های تراریخت به‌جوجه

 

 .یابی، جوجه تراریخت‌اسپرم، پلاسمید، توالی: هاکلیدواژه
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 مقدمه

های اخیر، توانایی ایجاد تغییرات ژنتیکی در در سال

فناوری ‌حیوانات پیشرفت عظیمی را در علم زیست

وجود آورده است. فناوری حیوانات تراریخت، امکان ‌به

های حیاتی را های مخلتف برای تولید پروتئینپیوند رشته

صورت نوترکیب فراهم نموده است. امروزه پرندگان ‌به

یك ابزار مهم تحقیقاتی و نیز بیوراکتور  عنوان بهتراریخت 

های نوترکیب مورد توجه بسیاری از ده پروتئینتولیدکنن

های محققین قرار گرفته است. یکی از مهمترین فناوری

سازی صحیح ژن دستیابی به حیوانات تراریخت، همسانه

متناسب با ناقل و روش انتقال ژن است که به  موردنظر

خارجی به داخل ژنوم  DNAمفهوم وارد شدن یك توالی 

که ژن طوریباشد بهلی مییك موجود زنده چندسلو

های آن حضور داشته و به نسل در اغلب سلول موردنظر

 DNA. در این روش، ابتدا یك قطعه ]3[بعد منتقل شود 

به درون سلول میزبان انتقال داده شده و سپس قطعه مزبور 

های محدودکننده از ژنوم جدا شده و به کمك توسط آنزیم

دیگری به نام ناقل متصل  DNA آنزیم لیگاز به قطعات

های نوترکیب )حاوی مولکول . سپس این ناقلشود می

DNA  3[ گردند میبیگانه( به سلول میزبان جدید منتقل[.  

( از دو hCGژن هورمون گونادوتروپین جفتی انسانی )

 hCG زیرواحد آلفا و بتا تشکیل شده است. تولید هورمون

برخی در طول دوران بارداری توسط جفت و در 

 ویژه حضور‌گیرد. بهها توسط تومورها صورت می سرطان

hCG ًو زیرواحدهای آن مخصوصا βhCG  در انواع

های سرطانی، با روش فلوسایتومتری نشان مختلف سلول

. از کاربردهای مهم این هورمون ]5 و 4[داده شده است 

دارو برای تشخیص و درمان عارضه  عنوان به

باشد. گی( قبل از بلوغ میکریپتورکیدیسم )نهان بیض

همچنین، در درمان ناباروری ناشی از عملکرد نامناسب 

هیپوفیز در مردان و درمان ناباروری در زنان همراه با 

اسپرماتوژنز  گذاری و‌)محرک تخمك HMG مونوتروپین

است( یا کلومیفن )با نام  LHو  FSHکه حاوی ترکیب 

از کاهش یا  تجاری کلامید برای درمان ناباروری ناشی

گردد. یکی دیگر ریزی در زنان( استفاده می فقدان تخمك

ریزی در عمل از کاربردهای مهم آن تحریك تخمك

 .]5[باشد ‌می( IVFباروری خارج از بدن )

ژن این هورمون تاکنون برای اهداف مختلف 

ها ساخت این شده است. در بعضی پژوهش سازی همسانه

متفاوت برای تولید هورمون ژن با هدف تهیه ساختارهای 

نوترکیب انجام شده است. در بیشتر این مطالعات 

 +pCDNA3.1سازی این ساختار در ناقل بیانی همسانه

های پستانداران انجام جهت انتقال و بیان ژن در سلول

. ساختارهایی که با اتصال زیرواحد بتا و ]12[شده است 

ل یك اند منجر به تشکیزیرواحد آلفا تشکیل شده

شود که در می CHOزیرواحد فعال در سیستم بیانی 

صورت نوترکیب ‌نهایت منجر به تولید محصول این ژن به

سازی این منظور همسانه‌ای به. تاکنون مطالعه]12[شود می

ژن با هدف انتقال آن به سلول اسپرم در پرندگان صورت 

ای سازی قطعهنگرفته است. هدف از این مطالعه، همسانه

ز این ژن )زیرواحد بتا( در ناقل بیانی سازگار با سلول ا

 اسپرم پرندگان بود. 

 

 هامواد و روش

که  Pcmv-xl5حاوی ناقل  Dh5αدر این پژوهش، باکتری 

انسانی بود از آزمایشگاه ژنتیك مولکولی  hCGβحامل ژن 

گروه ژنتیك پژوهشگاه رویان تهیه شد. سپس باکتری 

 Highذکرشده تکثیر و پلاسمید حاوی ژن از آن با کیت 

Pure Plasmid Isolation  شرکت آلمانیRoche  استخراج

ابتدا آغازگر مناسب برای جداسازی قطعه ژنی . شد

که توالی آغازگرهای  زنجیره بتا از وکتور طراحی شد

 مورد استفاده به ترتیب زیر بود.
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FOR: 5’AAGCTTGCCACCATGGAGATGTTC3’     

Hind III: A↓A G C T T 

 

REV: 5’CTCGAGTTATTGTGGGAGGATCGG3’        

XhoI: C↓T C G A G  
 

پلاسمید ، از نظرردتکثیر قطعه موزی و سااجدای بر

Pcmv-xl5 ه شد و سپس دستفا، الگوان انوترکیب به عنو

به زم لامیکرولیتر انجام شد.  25در حجم نهایی  PCRواکنش 

برای مختلف ی ماها، دPCRقبل از انجام ست که اکر ذ

 PCRواکنش ( جهت Annealingالگو )به ل آغازگر تصاا

درجه  56ی مادنهایت و در گرفت ار مایش قررد آزمو

م نجاای مادبهترین ان عنو‌نظر بهردقطعه موای براد گرسانتی

شده فاقد ‌های طراحیدلیل اینکه آغازگر‌در نظر گرفته شد. به

 hCGβجایگاه نشست بودند، بنابراین ژن تکثیرشده 

. سازی شدهمسانه Tشده( در ناقل ‌تخلیص PCR)محصول 
با  pTz57R/Tبه ناقل  hCGفرآیند اتصال زیرواحد بتای 

، Thermo Fisher Scientific)شرکت  TA cloningکیت 

فرایند ترانسفورماسیون با استفاده از یکا( انجام گردید. آمر

مستعد اشریشیاکلی انجام گرفت.  هایمحیط آگار در سلول

همراه دو ‌کلونی به 12کلونی ظاهر شد که از این بین  22

کلونی از کنترل فرایند ترانسفورماسیون که حاوی پلاسمید 

pTz57R/T هایی که از کلونی .بود، کشت شطرنجی شد

PCR ها مثبت بود تعداد چهار کلونی جهت تخلیص آن

سیلین ‌بیوتیك آمپیپلاسمید در محیط کشت حاوی آنتی

 High Pure Plasmid کشت داده شد و توسط کیت

Isolation شرکت آلمانی Roche  تخلیص پلاسمید صورت

 .گرفت

وسیله دو ‌شده به‌آنالیز آنزیمی پلاسمید نوترکیب تخلیص

ها طور همزمان و با بافر مشترک آن‌به HindIIIو  XhoIآنزیم 

انجام گرفت. محل اثر این دو آنزیم بر روی پلاسمید در دو 

نیز  pTz57R/Tشده قرار دارند. پلاسمید ‌سوی قطعه گنجانده

ها اندازه عنوان کنترل هضم آنزیمی گردید. تمام کلونی به

های های نوترکیب به ناممورد انتظار را نشان دادند. پلاسمید

1،2،3،4hCGβpTz57R/ همسانه منظور‌بهگذاری شدند. نام

‌‌ناقل در‌‌hCGیبتا رواحدیز یساز و‌‌+pCDNA3.1بیانی

‌ ‌اسپرم، ‌به ‌آن نحوی طراحی شدند که ‌آغازگرها بهانتقال

گیرند در های برشی که در ابتدا و انتهای ژن قرار میسایت

های آنزیمی پلاسمید در پایین دست  محل تجمع سایت

های پروموتور وجود داشته باشند. در این پژوهش، سایت

ترتیب در ابتدا و انتهای ژن بتا ‌به HindIII و  XhoIآنزیم

صورتی قرار داده شد که بتوان ژن را در پلاسمید ‌به

pCDNA3.1+ که دو آنزیم ‌جایی‌از آن .سازی کردهمسانه

یم فوق بافر مشترکی دارند پلاسمید و ژن موردنظر، با دو آنز

 Highوسیله کیت‌شده به‌محصول هضم .و بافر جدا شدند

Pure PCR Product Purification 20، تخلیص و در 

سازی از سایر مراحل همسانه .میکرولیتر آب دیونیزه حل شد

و آنالیز آنزیمی همانند  PCRجمله ترانسفورماسیون، کلونی 

 ها بر روی ژلیكحالت قبلی انجام شد و درنهایت کل نمونه

ها اندازه مورد انتظار را درصد الکتروفورز شد که تمام کلونی

های نشان دادند و درآخر پلاسمیدهای نوترکیب به نام

1،2،3،4hCGβ/pCDNA3.1+ گذاری شدند. نام 

سازی، از پلاسمیدهایی که پس از دو مرحله همسانه

در آنالیز آنزیمی الگوی صحیحی را نشان دادند برای 

)فزا پژوه( ارسال  FAZA Biotechتعیین توالی به شرکت 

شده ‌های گزارشژنتعیین توالی با  نتیجهگردید و سپس 

های پلاسمید مقایسه شدند و در نهایتدر بانك ژن 

طریق اسپرم نوترکیب جهت انجام فرایند انتقال ژن از 

 خروس مورد استفاده قرار گرفت.

 
 نتایج و بحث

در این  موردنظرجداسازی و تکثیر قطعه ژنی  1شکل

 PCRپژوهش یعنی ژن زیرواحد بتا با استفاده از واکنش 

 .دهدرا نشان می
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 های وسیله آنزیم‌شده پس ازهضم به‌محصول خالص

XhoI  وHindIII  در ناقلT هایوارد گردید و در سلول 

مستعد اشریشیاکلی در محیط کشت ترانسفورماسیون 

های موجود پس از کشت شطرنجی، گردید. از کلونی

 .انجام گرفت PCRکلونی 

ها مثبت بود، سه آن PCRهایی که نتایج از کلونی

 37سی محیط کشت  با دمای کلونی انتخاب و در پنج سی

ها پس از گراد شبانه کشت شدند. نمونهدرجه سانتی

 High Pure Plasmid Isolation گیری توسط کیتبرسو

ها بر تخلیص پلاسمید انجام شد و یك میکرولیتر از آن

روی ژل یك درصد بارگذاری شد که نتیجه حاکی از 

 (.3باشد )شکل صحت کار تخلیص می

 

 
، 61: در دمای 2، ستون 60: در دمای 1برای جداسازی ژن زیرواحد بتا ستون  PCR. جداسازی و تکثیر قطعه ژنی )واكنش 1شکل 

: كنترل 8، ستون 66: در دمای 7، ستون 65: در دمای 6، ستون 64: در دمای 5، ستون 63: در دمای 4، ستون 62: در دمای 3ستون 

 ( 1kb: ماركرMو ستون  PCRمنفی واكنش 

 

 
هستند  hCGهای مثبت )مربوط به بتا : كلونی4تا  1های ، ستونPCRكنترل مثبت واكنش : +C)ستون PCR. واكنش كلونی 2شکل 

 (1kb Plus: ماركر M: كنترل منفی و ستون 5هستند، ستون  hCGβ/pTz57R/Tو تأییدكننده حضور سازه نوتركیب 
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  High Pure Plasmid Isolation. تخلیص پلاسمید با كیت 3 شکل

 (1kb Plus: ماركرMشده و ستون  : پلاسمید استخراج4و  3، 2های )ستون

 

 
  hCGβpTz57R/T. هضم آنزیمی وكتور نوتركیب  4شکل 

 (1kb Plus: ماركر M: وكتور جداشده و قطعه ژن و ستون 1)ستون 

 

  XhoIهایدر مرحله بعد بر روی یك نمونه با آنزیم

در این  (.4تجزیه آنزیمی انجام شد )شکل   HindIIIو

 Tبا موفقیت در ناقل  موردنظرمرحله قطعه ژن 

های و دارای جایگاه نشست برای آنزیم شده سازی همسانه

همین منظور برای خارج کردن قطعه ژن  باشد. بهبرشی می

باید محصول هضم آنزیمی از روی ژل پس از  موردنظر

 5بارگذاری شدن استخراج شود که نتایج آن در شکل 

 .آمده است
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: 1. محصول استخراج اسید نوكلئیک از ژل )ستون 5شکل 

 (1kb Plus: ماركرMاستخراج اسید نوكلئیک از ژل و ستون 

 

 
: ناقل +C)ستون  +pCDNA3.1. هضم آنزیمی ناقل 6شکل 

: Mشده و ستون  : وكتور هضم1نشده، ستون  ضمحلقوی ه

 (1kb Plusماركر

 

سازی قطعه ژن زنجیره بتا از پس از استخراج و خالص

 +pCDNA3.1، این قطعه در ناقل بیانی اصلی یعنی Tناقل 

سازی شد که نتایج حاصل از هضم آنزیمی ناقل بیانی  همسانه

برای ورود قطعه  HindIII و XhoI وسیله دو آنزیم برشی به

از پنج کلونی مثبت در  PCR، کلونی 6ژن به آن در شکل 

، استخراج پلاسمید از سه کلونی تأییدشده پس از 7شکل 

و  8گراد در شکل سانتیدرجه  37کشت شبانه در دمای 

 و XhoI هایوسیله آنزیم آنالیز آنزیمی محصول استخراج به

HindIII طعه از ناقل آمیز قجهت تأیید جدا شدن موفقیت

 (.9انجام گرفت )شکل 

 

 
: 5تا  1های از پنج كلونی مثبت )ستون PCR. كلونی 7شکل 

هستند و تأییدكننده  hCGهای مثبت )مربوط به بتا كلونی

هستند(، ستون  +hCGβ /pCDNA3.1حضور سازه نوتركیب 

C+ كنترل مثبت واكنش :PCR  و ستونM1: ماركرkb Plus) 

 

 
/ hCGβهای مثبت پلاسمید از كلونی. استخراج 8شکل 

pCDNA3.1+ شده و  : پلاسمید استخراج3تا 1های )ستون

 (1kb Plus : ماركMستون 
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/ hCGβ. هضم آنزیمی سازه نو تركیب 9شکل 

pCDNA3.1+  ستون(C+وكتور 1نشده، ستون  : سازه هضم :

 (1kb Plus: ماركرMجداشده و قطعه ژن و ستون 

 

سازی و انجام هضم آنزیمی همسانهپس از دو مرحله 

  ها، نمونهمنظور اطمینان از نوترکیب بودن پلاسمید و به

 FAZA Biotechبرای تعیین توالی به شرکت  موردنظر

وسیله به موردنظرفرستاده شد. تعیین توالی برای کلونی 

شده برای زیرواحد بتا و با دوبار  های طراحیآغازگر

انجام R) و دیگری با  Fپرایمرخوانش )یك خوانش با 

های  کلونیگونه جهشی در  نشان داد که هیچ . نتایجگرفت

که تعیین توالی از روی  جایی ازآن مربوطه رخ نداده است.

سازی شدن ژن است، فریم  پلاسمید قبل از ناحیه همسانه

نیز تأیید  Kozak بودن ژن با پلاسمید و صحت توالی

 گردید.

 

های  ژنتیك تولید پروتئین یکی از اهداف مهندسی

نوترکیب است، درنتیجه انتخاب روش انتقال ژن و نیز 

لزوم استفاده از حیوانات  میزبان بسیار مهم است.

سال  20های درمانی از حدود تراریخت برای سنتز پروتین

ها چندین روش برای پیش مطرح شده است. در این سال

در میان  اند.تولید حیوانات تراریخته توسعه یافته

طور  گوناگون در حال حاضر سه روش به های روش

رود که کار می هگسترده برای تولید پستانداران تراریخت ب

، که شامل ]2[هر یك دارای معایب و مزایایی هستند 

ای، انتقال هسته سلول سوماتیك و انتقال تزریق پیش هسته

 . ظاهر تیره]13[باشند ها میبا استفاده از رتروویروس

سیتوپلاسم تخمك حیوانات که تزریق دقیق به داخل 

های نماید، استفاده از تکنیكهسته را بسیار دشوار میپیش

ذکرشده را محدود نموده و بازدهی آنها برای تولید 

حیوانات تراریخت در تحقیقات متعدد کمتر از یك درصد 

. علاوه بر آن نرخ بالای بیان ]7و6 [شده است گزارش

خارجی از دیگر عوامل محدودکننده در  موزائیکی ژن

استفاده از این روش برای تولید حیوانات تراریخت بوده 

 .]1[است 

شامل انتقال  انتقال هسته سلول سوماتیكتکنیك 

دهنده به یك سلول گیرنده است که  هسته از یك سلول

طور معمول سلول گیرنده یك تخمك بالغ است که  به

ست. پس از انتقال هسته محتوای ژنتیکی آن حذف شده ا

از سلول دهنده به سیتوپلاسم سلول گیرنده )تخمك(، 

سازی تخمك جهت شروع مراحل جنینی، بایست فعالمی

 هایناقلکاربرد  ].8 [صورت مصنوعی انجام شود به

رتروویروسی در ایجاد موجودات تراریخته به چرخه 

شود. ذره رتروویروسی که زندگی خود ویروس مربوط می

باشد در حاوی پوششی از نوع وزیکول پیکر ویروس می

ای که غشای هسته اووسیت حذف شده است به مرحله

شود. این ناحیه بین زوناپلوسیدا و غشای اووسیت تزریق می

روش بازدهی بالایی دارد، اما خطر ایجاد عفونت ویروسی و 

رود که استفاده  شمار می خاموش شدن ژن از مشکلات آن به

 .]9[روش را محدود ساخته است  از این

خارجی به اسپرم قبل از فرآیند  DNAروش معرفی 

تواند یك روش جایگزین و با صرفه اقتصادی لقاح می



 و همکاران نورانی
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هایی که در این زمینه وجود دارد باشد. با توجه به گزارش

رسد که عوامل بسیار زیادی وجود دارد که نظر می چنین به

 تأثیربه داخل اسپرم  بر میزان و نوع انتقال ژن خارجی

گذارد. بنابراین مطالعات بیشتر به منظور بررسی این می

 عنوان بهعوامل درکاربرد فناوری انتقال ژن از طریق اسپرم 

ای و کارا در ایجاد حیوانات مزرعه مؤثریك روش 

تراریخته لازم بوده و از اهمیت زیادی برخوردار است. 

ای ور گستردهط خصوص مرغ به های پرندگان به گونه

مدت،  دلیل مزایای ذاتی خود همچون تولیدمثل کوتاه به

 عنوان بههای بالقوه آن تولید اسپرم با غلظت بالا و کاربرد

های راکتورهای زیستی تراریخته برای تولید پروتئین

پلاسمید نوترکیب اند. هترولوگوس مورد توجه قرار گرفته

 hCGقسمت اصلی هورمون در این مطالعه، شده  ساخته

قادر است با پلاسمید  باشد که بتا مییعنی زنجیره 

های زنجیره آلفا هر یك از هورمون اویحنوترکیب 

دهد و  αβ گلیکوپروتئینی غده هیپوفیز تشکیل یك واحد

.  لذا انتقال ]14و  11[کار آید  در تولید هورمون کامل به

سیار های تراریخت بناقل بیانی مناسب در پژوهش

باشد که در این پژوهش، وکتور بیانی گذار میتأثیر

PcDNA3.1+  موردنظرانتخاب گردید. بنابراین ابتدا ژن 

توسط شرکت تکاپوزیست سنتز شد و در دو انتهای ژن 

افزوده  HindIIIو   XhoIسنتزشده سایت برش آنزیمی

کمك پرایمر محلی برای اثر این  شد. در دو طرف ژن به

یك  Kozakبازسازی شد. توالی  Kozakالی دو آنزیم و تو

  mRNAروی مولکول  (GCTATGG)توالی نوکلئوتیدی 

ای در شروع بیان ژن در سلولکند که نقش عمدهایجاد می

. پس از تکثیر ژن توسط فرایند ]12[های یوکاریوت دارد 

های  ، این ژن توسط آنزیمDH5αسازی در باکتری همسانه

XhoI و HindIII  هضم آنزیمی گردید و از پلاسمید

PBHA سازی ژن از ژل،  استخراج شد. پس از خالص

  XhoIهای توسط آنزیم +pcDNA3.1 زمان وکتور بیانی هم

هضم آنزیمی و سپس تخلیص شد. پس از HindIII و 

صحت  PcDNA3.1+/βhCGسازی سازه نوترکیب همسانه

شده به دو روش هضم آنزیمی و  پلاسمیدهای خالص

سازی ژن در وکتور نتایج همسانهعیین توالی تأیید شد. ت

نوترکیب در   hCGبیانی این مطالعه با پژوهشی که  ژن 

سازی شد، های تخمدان همستر چینی همسانهسلول

نظر  آمده، به دست بر اساس نتایج به .]10[ مطابقت دارد

سازی زیرواحد بتای هورمون که همسانه رسد می

آمیزی انجام طور موفقیت انسانی بهگونادوتروپین جفت 

ساختار  این ژنپلاسمید نوترکیب حاوی و شده است 

تواند در  مناسبی برای انتقال به اسپرم خروس دارد که می

 کار گرفته شود. های تراریخت به تولید جوجه
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Abstract 
The aim of this study was cloning of the beta subunit of human chorionic gonadotropin in an appropriate 

vector for production of transgenic chicken trrough sperm mediated gene transfer. In this regard,  

transgenic chicken production tecnology has taken into consideration for having many advantages such as 

short generation interval, the large number of production of offspring and suitable pattern of protein 

glycosylation. To date, no study has been conducted on the cloning of the beta subunit of human 

chorionic gonadotropin for rooster sperm. For this purpose, the hormone beta subunit were amplified by a 

specific primer pairs, and cloned in T vector. The recombinant plasmid was transformed into Competent 

E. coli cells and colonies that containing recombinant plasmids were selected by colony PCR.The validity 

of extracted plasmid were analyzed by enzyme digestion and sequencing. The beta chain of T vector was 

isolated and was cloned again into pcDNA3.1 + expression vector. The results of enzyme analysis and 

sequencing indicated that recombinant plasmid pCDNA3.1 +/βhCG were cloned with the correct 

sequence and completely matched up with human chorionic gonadotropin beta subunit gene that can be 

concluded that it has sutible structure for sperm mediated gene transfer. 
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