
Vol 26, No. 2, Summer 2024 

Online ISSN: 2382-994X 

 

Journal of Animal Production 
 
 

Homepage: https://jap.ut.ac.ir/ 

 
 

University of Tehran Press 

 
Knockout of myostatin (MSTN) gene using CRISPR/Cas9 technology 

in order to produce knockout Varamini sheep embryos 
 

Maryam Bazgiri
1

 | Jamal Fayazi
2  | Mohammad Salehi

3,4  | Vahid Jajarmi
5  

 

1. Department of Animal Science, Faculty of Animal and Food Science, Agricultural Sciences and Natural Resources 
University of Khuzestan, Mollasani, Iran. E-mail: m_bazgiri_1989@asnrukh.ac.ir  

2. Corresponding Author, Department of Animal Science, Faculty of Animal and Food Science, Agricultural 
Sciences and Natural Resources University of Khuzestan, Mollasani, Iran. E-mail: j_fayazi@asnrukh.ac.ir 

3. Corresponding Author, Cellular and Molecular Biology Research Center, Shahid Beheshti University of Medical 
Sciences, Tehran, Iran. E-mail: m.salehi@sbmu.ac.ir 

4. Department of Medical Biotechnology, School of Advanced Technologies in Medicine, Shahid Beheshti 
University of Medical Sciences, Tehran, Iran. E-mail: m.salehi@sbmu.ac.ir 

5. Department of Medical Biotechnology, School of Advanced Technologies in Medicine, Shahid Beheshti 
University of Medical Sciences, Tehran, Iran. E-mail: s.jajarmi@sbmu.ac.ir 

 

Article Info ABSTRACT 

Article type: 
Research Article 
 
 
Article history:  
Received 26 December 2023 
Received in revised form  
12 June 2024 
Accepted 12 June 2024 
Published online 14 July 2024 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords:  
CRISPR/Cas9 
Gene editing 
MSTN 
Muscle 
Varamini sheep 
 

Introduction: Myostatin (MSTN) is a member of transforming growth factor-β (TGF-β), which is 
a negative regulator for muscle differentiation and growth in various mammals and plays a key role 
in muscle growth and meat quality. Today, CRISPR technology can be used to accurately change 
any attribute. The CRISPR/Cas9 technology creates double-strand breaks (DSBs) in the target 
region of DNA, which can be repaired by homology repair (HDR) in the presence of the 
corresponding homologous repair template or by non-homologous end joining (NHEJ). 
Materials and Methods: Guide RNAs (sgRNA) were designed using CRISPOR online software. 
Eggs collected from 150 Varami sheep were placed in 50-microliter drops of culture medium in an 
incubator containing 7% CO2 and 95% humidity. 22-24 hours after IVM, a mixture of two guide 
RNAs cloned in a CRISPR vector was injected into each oocyte at a concentration of 30 ng with a 
microinjection microscope. After microinjection, the parthenogenesis method was used to fertilize 
the eggs. After the activation of the eggs in the wells of the 96-well plate, the bottom of which was 
covered with cumulus cells and sage medium for eight days in an incubator with a temperature of 
38.5 degrees Celsius and 7% CO2gas, they were cultivated under conditions of maximum 
humidity. After eight days, the zygotes that had reached the embryonic stage were analyzed with a 
fluorescent microscope. The embryos of the test group that emitted green light, as well as one 
embryo from the control group, were individually placed in nine microliters of DNA Lysis to 
prepare their genomes. They were incubated in a temperature program of one hour at 65 degrees 
and ten minutes at 90 degrees. In order to investigate the gene editing of the embryos that emitted 
green light, the PCR products of five greened embryos along with one embryo of the control group 
were sequenced by the trench method. 
Results and Discussion: Finally, 12 sheep embryos were produced, which were analyzed with a 
fluorescent microscope, and a total of five embryos emitted green light. The green light indicated 
that they had received the CRISPR/Cas9 technology. Among the five embryos, two of the embryos 
with guide RNA 1 showed a single nucleotide deletion upstream of PAM. Additionally, two of the 
embryos showed a single nucleotide deletion in guide RNA 2, while one of the embryos remained 
unchanged. Sequence analysis of the knockout embryos revealed that 83% of the cells were cut. 
After creating two types of single nucleotide deletions in different positions of sheep embryos, the 
effect of this genomic editing was detected by examining the amino acid sequence of the embryos 
in the control group and those carrying the mutation. It was observed that the deletion of a single 
nucleotide caused by guide RNA resulted in a change in the genome framework and termination 
code, leading to a shorter amino acid sequence in the edited sheep compared to the control group. 
This research marked the first time that laboratory embryos of Varamin sheep genetically 
manipulated by CRISPR/Cas9 technology were produced. 
Conclusion: The nucleotide sequence of MSTN gene in Varami sheep was different from the 
sequence recorded in NCBI. Five embryos showed CRISPR technology markers. Both of the 
designed guide RNAs caused mutations in the nucleotide sequence and termination code in the 
amino acid sequence. 
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CRISPR/Cas9‎

‎نیا‎یا‎کند‎و‎مهار‎ترجمه‎می‎فایا‎یاسکلت‎یتوده‎عضلان‎میدر‎تنظ‎ی(‎نقش‎مهم‎(MSTN)نیوستاتیژن‎م
‎ ‎عضلان‎شیافزا‎دهنده‎نشانژن ‎‎یتوده ‎که ‎‎پیفنوت"‎عنوان‎بهاست ‎می‎"یا‎چهیماهدو ‎شود.‎شناخته

و‎نرخ‎‎یرشد‎عضلانCRISPR/Cas9‎ژنوم‎‎شیرایو‎تکنولوژیبا‎استفاده‎ازMSTN‎‎ژن‎‎انیدر‎ب‎اختلال
‎در‎گونه های‎‎‎تولید‎رویان‎منظور‎بهاین‎پژوهش‎‎دام‎از‎جمله‎گوسفند‎و‎بز‎نشان‎داده‎است.‎یها‎رشد‎را

برای‎در‎مرحله‎اول،‎ها‎انجام‎شد.‎‎‎رویاناین‎شده‎و‎بررسی‎‎اوت‎ناکMSTN‎‎ن‎گوسفند‎ورامینی‎حامل‎ژ
‎انتخاب ‎‎اراهنم‎RNA‎طراحی‎و ‎یغربالگر‎یبرا‎CRISPOR‎(http://crispor.tefor.net/)‎افزار‎نرماز

‎شد.‎هیاول ‎مMSTN‎ژن‎‎اگزون‎یک‎که‎اراهنم‎RNA‎دو‎استفاده ‎هدف‎قرار ‎انتخاب‎شدند.‎ده‎یرا ند
‎میزان‎به‎50سپس‎‎دو‎مخلوط‎از‎نانوگرمRNA‎اراهنم‎به‎‎همراهCas9 mRNA‎به‎صورت‎هم‎‎به‎زمان

‎‎‎تخمک ‎تزریق‎شد. ‎ریز ‎بین‎ها ‎پنج‎رویان‎مارکر12‎از ‎نشانCRISPR‎‎تکنولوژی‎‎رویان‎تولیدشده را
‎نوع‎جهش‎برای‎‎دادنشان‎‎یابی‎یتوالنتایج‎‎.دادند ‎‎یک‎اراهنمRNA‎دو ‎صورت‎به‎دو‎اراهنمRNA‎و

‎شدجداگانه‎یافت‎،اما‎هر‎دو‎نوع‎از‎RNA‎هااراهنم‎به‎صورت‎ه‎در‎زمان‎چیهم‎کی‎از‎انیرو‎ها‎‎عملکرد
‎درصد‎برش‎سلول‎با‎سا توالی‎نوکلئوتیدی‎اگزون‎یک‎‎درصد‎گزارش‎شد.‎Synthego،‎83‎تینداشتند.

MSTN‎ثبت‎‎در‎شدهNCBI‎‎توالی‎بود.با‎متفاوت‎ورامینی‎گوسفند‎‎جینتابراساس‎‎جهش‎از‎بعد‎،حاصل
‎ژن‎در‎شده‎ایجادMSTN‎‎سیستم‎باCRISPR/Cas9‎‎‎نهیدآمیاستوالی‎یا‎رویان‎های‎ناک‎اوت‎‎شده‎ژن

MSTN‎آمینه‎اسد‎توالی‎با‎مقایسه‎در‎کنترل‎گروه‎دادندای‎نشان‎را‎خاتمه‎کد.‎
‎
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‌مقدمه.‌1
‎بهبود‎ها‎شیم‎یدمثلیتول‎عملکرد‎و‎یور‎بهره‎شیافزا‎با‎یطورکل‎به‎گوسفند‎پرورش‎عیصنا‎یکیولوژیب‎و‎یاقتصاد‎ییکارا
‎ونیلیم‎50‎از‎شیب‎شامل‎که‎شوند‎یم‎داده‎پرورش‎رانیا‎در‎گوسفند‎نژاد‎شش‎و‎ستیب‎(2010 .,alet  Ahsani).‎ابدی‎یم

 ‎(Safaei etاند‎شده‎سازگار‎کشور‎از‎یخاص‎بخش‎باها‎‎آن‎از‎کدام‎هر‎که‎(Mohammadabadi et al., 2023 ‎)هستند‎رأس

al., 2022.)‎گوسفند‎به‎‎کوچک‎ ‎نشخوارکننده ‎دارد‎مردم‎یزندگ‎دنگذران‎و‎یکشاورز‎داتیتول‎در‎یمهم‎نقشعنوان
(Amiri Roudbar et al., 2018).‎تول‎دیبهبود‎‎یکیگوشت‎نها‎اهداف‎ییاز‎می‎انتظار‎و‎است‎دام‎نژاد‎اصلاح‎‎بارود‎توجه‎
‎یی.‎تواناافزایش‎یابددرصد70‎‎از‎‎شیب2050‎تا‎سال‎‎یوانیمحصولات‎ح‎یانسان،‎تقاضا‎برا‎تیروزافزون‎جمع‎شیافزا‎به
‎قاتیو‎تحق‎یدامپزشک‎،یداروساز‎،یکشاورز‎یها‎نهیزمدر‎‎یادیز‎تیمزرعه‎از‎اهم‎واناتیژنوم‎در‎ح‎یمهندس‎یریکارگ‎به
مانند‎‎یکیوتکنولوژیب‎یاستفاده‎در‎کاربردها‎یهستند‎که‎برا‎یبزرگ‎واناتیبرخوردار‎است.‎گوسفند‎و‎بز‎ح‎یپزشک‎ستیز

‎مناسب‎یکیاصلاح‎ژنت ‎‎آن‎بودن‎مناسب‎هستند. ‎دلها ‎اندازه‎(iلیبه )‎آن‎‎ ‎اها ‎به را‎‎یشیآزما‎یها‎گلهکه‎‎یمعن‎نیاست،
‎(Kalds et al., 2020.)‎‎کرد‎تیری)مانند‎گاو(‎مد‎تر‎بزرگ‎واناتیبا‎ح‎سهیدر‎مقا‎بادقتو‎‎یراحت‎به‎توان‎یم

‎ژنMSTN‎پژوهش‎توسط‎‎بهگران‎عنوان‎کاند‎دایژن‎یبرا‎دیتول‎نژادها‎در‎یگوشت‎ح‎واناتیمختلف‎یامزرعه‎‎مورد
‎یبرا‎یکند‎که‎آن‎را‎از‎نظر‎تجار‎یم‎جادیا‎مضاعفای‎‎ماهیچه‎پیفنوت‎کی‎MSTN‎قرار‎گرفته‎است.‎جهش‎در‎یبررس

‎یعضو‎(Chen et al., 2023)‎.MSTN‎کند‎یانسان‎ارزشمند‎م‎یبالا‎برا‎تیفیبا‎ک‎نیگوشت‎دام‎و‎ارائه‎پروتئ‎دیبهبود‎تول
‎رشد‎ ‎فاکتور ‎رشد‎عضلان‎زیتما‎یبرا‎یمنف‎کننده‎تنظیماست‎که‎β (TGF-β)‎‎کننده‎تبدیلاز ‎پستانداران‎مختلف‎‎یو در

‎(McPherron & Lee, 2002)‎.MSTN‎داردگوشت‎‎تیفیدر‎رشد‎عضله‎و‎ک‎یدیو‎نقش‎کل‎(Aiello et al., 2018)‎‎است
‎به‎این‎پس‎از ‎اس‎ساز‎پیش‎صورت‎که ‎عضلة ‎فرا‎یلتکدر ‎دو ‎شد، ‎پروتیسنتز ‎ط‎کییتیئولند ‎کیم‎یرا ‎و ‎یک‎صورت‎بهند
‎مسازی‎فعالط‎یدر‎شرا‎.شودیخاموش‎به‎گردش‎خون‎ترشح‎م‎یلودالتونکی26‎مر‎ین‎همودایپروتئ رندة‎ین‎به‎گیوستاتی،

چرخة‎‎یهانیلیکنندة‎ساک)مهارp21 ‎ یاهنیپروتئ‎سازی‎فعاله‎به‎کمتصل‎شدهIIB‎‎ن‎نوع‎یویتکخود‎در‎سطح‎سلول،‎ا
ق‎یاز‎طر‎. p21دشوی(‎منجر‎مدست‎پایین‎یهاانیبه‎جر‎یدرون‎سلول‎یهاامینندة‎پکالقا‎یهاولک)مول‎) Smad ‎ویسلول
Cdk2 مهار

1
‎از  ‎هیا‎و ‎ت‎ونیلاسیپوفسفورینرو ‎سلولیثکموجب‎مهار ‎طرفیم2‎یاقمار‎یهار ‎از ‎و ت‎یفعالsmad3 ‎یشود
‎یوژنیاز‎جمله‎م‎یکوژنیم‎یمیتنظ‎یتورهاکفا‎برداری‎نسخه ‎مهار‎‎یدیلکنقش‎‎یاقمار‎یهاز‎سلولیه‎در‎تماکن‎را دارد،

‎بنابراکیم ت‎مهار‎رشد‎عضله‎یو‎در‎نها‎یاقمار‎یهاز‎سلولیر‎و‎تمایثکوب‎تکسر‎MSTN‎رسانی‎پیام‎ین‎هدف‎اصلیند.
‎(Kraemer & Ratamess, 2005)‎.‎است
‎

‌.‌‌پیشینه‌پژوهش2
MSTN‎بس‎اریپستانداران‎‎ژن‎در‎جهش‎و‎است‎شده‎حفاظتMSTN‎چه‎،به‎صورت‎یمصنوع‎ای‎یعیطب،‎افزا‎به‎شیمنجر‎

،‎‎ها‎از‎جمله‎گاو،‎گوسفند‎و‎‎خوک‎از‎گونه‎یاریشود‎که‎در‎بس‎می‎"ماهیچه‎مضاعف"‎پیفنوت‎کی‎دیو‎تول‎وزن‎اسکلتی
‎انسان‎گزارش‎شده‎است‎‎خرگوش ‎(Dilger et al., 2010)‎و ‎با ‎در‎مکان‎،‎جهشحال‎این. اغلبMSTN‎‎مختلف‎‎یها‎ها

‎یباق‎زیبرانگ‎بحث‎‎یاسکلت‎یها‎چهیرشد‎و‎توسعه‎ماه‎یآن‎برا‎یمولکول‎سمیو‎مکان‎کنند‎یم‎دیرا‎تول‎یمختلف‎یها‎پیفنوت
‎(Wegner et al., 2000.)‎ماند‎یم

‎اخ ‎دهه ‎چند ‎فناور‎یعلم‎شرفتیپ‎ر،یدر ‎بس‎شیرایو‎یبرا‎یا‎سابقه‎یب‎یو ‎گونه‎یاریژنوم ‎جا‎از ‎سطح ‎تا ‎ینیگزیها

                                                                                                                                                                          
1. Cyclin-dependent kinase 2 

2. Satellite cells 
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ژنوم‎در‎اصلاح‎نژاد‎‎شیرای.‎استفاده‎از‎و‎(Mali et al., 2013)حاصل‎شده‎است‎تر‎بیشبا‎سهولت‎و‎دقت‎‎یدینوکلئوت‎تک
کنند‎‎شیرایرا‎وها‎‎آن‎قرار‎داده‎و‎یمژنو‎یها‎یالتو‎یرو‎طور‎مستقیم‎بهمحققان‎را‎قادر‎ساخته‎که‎دست‎خود‎را‎‎وانات،یح

‎در‎مدتتا‎زمان‎اریبس‎یکوتاه‎بادقت‎یب‎سابقه‎یا‎آرزوها‎یبه‎نهیرید‎ح‎واناتیپرورش‎‎ابندیدست‎.‎
‎م‎CRISPR/Cas9‎کیتکن )شامل‎‎بزرگ‎یهاییبازارا‎ای‎حذف‎،یژنوم‎کوچک‎یهااضافه‎و‎حذف‎جهت‎توانیرا
‎ییجابجا‎ای‎یواژگون ‎تع‎DNA‎ونیلاسیمت‎ای‎هاستونیه‎شیآرا‎رییتغ‎با‎ژن‎انیب‎میتنظ‎ژن،‎یساز‎فعال(، مکان‎‎نییو
‎پروتئ‎کی‎یژنوم ‎از ‎استفاده .‎(M Scharenberg et al., 2013)‎داد قرار استفاده مورد فلورسنت‎یهانیلوکوس‎خاص‎با

ژنوم‎‎شگریرایو‎کی‎.Cas9‎نمود استفاده قیدق طور‎به یصفت‎هر در راتییتغ یبرا توانیم CRISPR تکنولوژی از امروزه
سالم‎تر‎و‎مولدتر‎مزرعه‎استفاده‎شده‎‎واناتیح‎دیتول‎یگسترده‎برا‎طور‎بهو‎(Chebo et al., 2022)‎‎است‎قیکارآمد‎و‎دق

‎است(Kalds et al., 2020;  Zhou et al., 2022)‎.زیر‎قیتزر‎Cas9 mRNA‎‎وRNA‎اراهنم‎رویان‎به،‎جهش‎یها‎رییتغ‎
‎هیرا‎در‎ناح‎(DSBs)‎یا‎دو‎رشته‎یها‎یشکستگ‎CRISPR/Cas9‎تکنولوژی.‎کند‎یم‎جادیهدف‎ا‎یها‎چارچوب‎را‎در‎مکان

‎هدفDNA‎جادیا‎می‎می‎که‎کند‎تعم‎توسط‎ریتواند‎یهمسان‎(HDR)‎الگو‎حضور‎یدر‎ریتعم‎‎مربوطه‎ایهمولوگ‎‎اتصال‎با
‎فرآ‎میترم‎(NHEJ)‎همولوگ‎ریغ‎ییانتها ‎NHEJ‎‎میترم‎ندیشود. ‎درج ‎است‎و ‎خطا ‎جادیا‎یدیحذف‎نوکلئوت‎ایمستعد
‎(Vilarino et al., 2018.)‎‎کند‎یم‎رفعالیکه‎ژن‎هدف‎را‎غ‎شود‎یم‎چهارچوب‎ژنوم‎رییتغ‎های‎جهشکه‎منجر‎به‎‎کند‎یم
‎اینبا‎ححال‎،یواناتی‎ا‎با‎نیکه‎تول‎دیروش‎یم‎،شوند‎سمیموزائ‎یعملکرد‎م‎نشان‎را‎یژن‎دهند‎(Kalds et al., 2020)‎.کی‎
‎‎موردنیازصفت‎‎یابیارز‎یراب‎گوتیهموز‎ای‎گوتیشده‎هتروز‎شیرایو‎واناتیح‎دیتول‎یدو‎نسل‎برا‎ای ‎با ،‎حال‎ایناست.

 ‎(Guo etاست‎یکار‎دشوار‎گوتیافراد‎هموز‎دیتول‎یبرا‎یاست‎و‎تلاق‎یطولان‎شهیمزرعه‎هم‎واناتیفواصل‎نسل‎در‎ح

al., 2023)مقا‎ ‎در ‎سا‎سهی. ‎ا‎کیتکن‎ریبا ‎برش‎بالا‎‎یایمزا‎یدارا‎تکنولوژی‎نیها، ‎‎بازده ‎هز درصد80‎)تا کم‎و‎‎نهی(،
‎سهولت‎بنابرادر‎.است‎ن،یکار‎به‎طور‎و‎مختلف‎انواع‎در‎شیرایگسترده‎‎اوت‎ناک‎،ژن‎اوت‎ناک‎جمله‎از‎،گاهیجاژن‎،هدف‎

‎اوت‎ناک‎همو‎زمان‎نیچند‎گاهیجا‎می‎استفاده‎شود‎(Zhang et al., 2019‎.)ن،یبنابرا‎‎ژنMSTN‎می‎را‎‎بهتوان‎عنوان‎کی‎
 ,.‎(Crispo et alدر‎نظر‎گرفت‎یتوده‎عضلان‎شیبا‎افزا‎یکیشده‎ژنت‎اصلاح‎واناتیح‎دیتول‎منظور‎به‎یژنوم‎شیرایهدف‎و

2015)‎.با‎اهم‎به‎تیتوجه‎چهیماه‎افزا‎در‎شیمضاعف‎تول‎یدیگوشت‎ن‎و‎زیگوسفند‎‎ظهور‎تکنولوژیCRISPR،‎شیآزما‎
‎طراح ‎جهت ‎در ‎‎یحاضر CRISPR/Cas9‎‎وکتور ‎‎یساز‎بهینهو ‎‎شیرایو‎منظور‎بهآن ‎‎نیاول‎یبراMSTN‎ژن ‎دربار

‎است.‎‎‎دهیگرد‎یگوسفندان‎ورامینی‎طراح
‎

‌شناسی‌پژوهش‌.‌روش3
‎یاختصاص‎CRISPR/Cas9‎هسامان‎یطراح با‎‎یتخصص‎یژن‎شیرایو‎سامانه‎کی‎،یشگاهیآزما‎-یتجرب‎پژوهش‎نیا‎در:

‎نیگوسفند‎حذف‎گردد.‎به‎ا‎رویانازMSTN‎‎ژن‎‎یک‎هاز‎اگزون‎شمار‎یشد‎تا‎بخش‎یطراح‎CRISPR/Cas9‎یاوراستفاده‎از‎فن
‎ sgRNA‎) اراهنمRNA‎منظور، ‎نرم( ‎از ‎استفاده ‎‎با ‎‎یطراح‎ CRISPOR (http://crispor.tefor.net)نیآنلاافزار ‎یتوالشد.
‎‎به‎اهاراهنم‎RNA‎یدینوکلئوت ‎ اراهنمGGCGAAGCTTACTGAGGATT‎RNA‎ترتیب ‎ویک

GTGGTAGTCATCGTCTTCCA‎RNA‎اراهنم‎‎و‎دو CCN‎توال‎یPAM‎می‎به‎.باشد‎تکث‎ریمنظور‎برا‎موردنظر‎یقطعه‎‎ژن
MSTN‎اکسس‎با‎(‎نامبرNC_056055)‎کی‎توال‎ و‎AGTGGATCTGAATGAGAACAGCF: -Primer‎‎یجفت‎آغازگر‎با

CCTTACGTACAAGCCAGCAR: -Primer‎یطراح‎دیگرد‎ا‎پیشگام‎شرکت‎به‎سنتز‎برای‎شدند.و‎رسال‎
تهیه‎شدهAddgene‎‎است‎و‎ازU6‎‎پروموتور‎دارای‎توالی‎‎کهeSpCas9‎مجزا‎در‎وکتور‎‎صورت‎به‎اراهنمRNA‎دو‎‎هر
‎ ‎بود ‎شدندکلون .‎ ‎ازU6پروموتور ،‎‎ ‎سوم ‎‎است‎سه‎مرازیپلRNA‎نوع ‎همچون‎‎معمولاًکه ‎قطعات‎کوتاهی ‎بیان برای
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(shRNAوکتورها‎در‎)‎به‎‎یمکار‎رود‎.یبرا‎آنز‎از‎وکتور‎میبرش‎BbS1‎‎نیهمو‎طور‎یبرا‎اتصال‎آنز‎میاز‎ DNA ‎گازیل‎T4‎
‎گرد ‎ورامینی‎‎رویان‎ژنوم‎شیرایو‎یبرا‎یتخصص‎بینوترک‎وکتور‎دو‎نیبنابرا‎،دیاستفاده ‎نیا‎در‎که‎تولید‎شدگوسفند

‎با‎حاصل‎بینوترک‎یوکتورها‎صحت‎دییتأشوند.‎‎خوانده‎میeSpCas9-sgRNA2‎و‎eSpCas9-sgRNA1‎‎یها‎نام‎با‎پژوهش
‎و‎eSpCas9-sgRNA1‎بینوترک وکتور‎یبراراهنما‎یکRNA‎‎سنس‎‎و‎آنتیU6‎پروموتور‎ی‎اختصاص‎یهابا‎آغازگر‎PCR‎انجام
‎.گرفت‎صورت‎eSpCas9-sgRNA2‎بینوترک‎وکتور‎یرابراهنما‎دو‎RNA‎‎سنس‎یآنتوU6‎‎پروموتور‎ی‎اختصاص‎یهاآغازگر
‎یطراحکلون‎شده‎ اراهنم‎RNA‎مکمل‎یةناح‎یرو‎از‎برگشت‎آغازگر‎و‎وکتور‎درون‎hU6‎پروموتور‎یرو‎از‎رفت‎آغازگر
 .‎شدند‎به‎شرکت‎پیشگام‎ارسال‎یتوالبرای‎تعیین‎‎راهنماهاRNA‎شدن‎‎کلون‎یینها‎دییتأ‎یبرا‎تینها‎در.‎دیگرد

‎هاتخمدان‎سپس.‎دیگرد‎خارج‎بدن‎ازها‎‎آن‎یدمثلیتول‎دستگاهدر‎کشتارگاه‎تهران،‎‎گوسفند‎ورامینی150‎کشتار‎‎از‎بعد
‎39-38‎نیب‎آن‎یدما‎هک‎یولوژیزیف‎سرم‎تریلیلیم‎200‎یحاو‎فلاسک‎داخل‎به‎و‎شده‎جدا‎رامونیپ‎نگهدارنده‎یهابافت‎از

‎ ‎آزماشد‎منتقل‎،بود‎شده‎میتنظدرجه ‎در ‎فتخمدان‎شگاهی. ‎سرم ‎با ‎بار ‎چند ‎تودهشست‎لیاستر‎یولوژیزیها ‎و ‎یهاوشو
‎فول‎(COCs)‎تخمک‎-کومولوس‎یها‎سلول ‎‎با‎شفاف‎یهاکولیاز ‎‎میلی8‎-2اندازه ‎یتریلیلیم10‎توسط‎سرنگ‎متر

‎بعد.‎نددش‎رهیآسپ‎گراد‎سانتیدرجه‎38‎‎یدر‎دما‎ونیراسیآسپ‎طیمح‎یحاو‎بارمصرف‎کی18‎شماره‎‎سرسوزن‎با‎دار‌ستونیپ
‎ها،‎آن‎انتخاب‎و‎یجداساز‎ها،تخمک‎یجستجو‎شده‎رهیآسپ‎یها‎تخمک‎یتمام‎شدن‎نینش‎ته‎و‎هاتخمک‎رهیآسپ‎اتمام‎از
‎.‎شد‎انجام‎لیاستر‎طیشرا‎در‎و‎ناریلام‎هود‎ریز‎در

‎لا‎براساس‎شده‎یآور‎جمع‎یها‎کتخم ‎سـلولیتعـداد ‎ک‎یهـا‎ـه ‎اطرافشان ‎اول‎‎یبند‎دستهومولوس ‎دسته شدند؛
ا‎یه‎دو‎ک‎ییها‎تخمکومولوس‎داشتند.‎دسته‎دوم،‎ک‎یها‎سلولم‎از‎کمترا‎یسلول‎هیچندلاه‎در‎اطرافشان‎ک‎ییها‎کتخم

ومولوس‎بودند‎ک‎یها‎سلولفاقد‎‎یها‎تخمکومولوس‎را‎در‎اطراف‎خود‎داشتند‎و‎دسـته‎سـوم،‎ک‎یها‎سلولـه‎از‎یسه‎لا
همراه‎‎بهم‎کومولوس‎متراکه‎یش‎از‎سه‎لایب‎یحاو یهاCOCسپس‎‎.گردند‎یلخت‎اطلاق‎م‎یها‎کتخم‎اصطلاح‎بهه‎ک
‎.انتخاب‎شدند‎یشگاهیبلوغ‎آزما‎ینواخت‎بودند‎براکیتوپلاسـم‎گرانوله‎یس

میکرولیتر‎به‎ازای‎هر6‎‎ده‎درصد‎سرم‎جنین‎گاوی‎و‎هپارین‎به‎نسبت‎TCM-Hepes،‎‎وشو‎شامل‎ه‎شستیط‎کشت‎پایمح
‎محیط‎کشت‎شامل‎لیتر‎یک‎میلی ‎‎به ‎199 TCMمیکرولیتر‎900‎بود. ‎یکFSH ‎ریک‎میکرولیت ،‎LHیک‎میکرولیترهمراه ،

‎میکرولیتر‎یک‎،استرادیول‎بتا‎میکرولیترEGF‎‎100و‎(‎10میکرولیتر‎درصد)‎گاو‎جنین‎یسرم‎‎.مکتخبود‎قطره‎درون‎ها‎‎های
50‎‎حاوی‎انکوباتور‎درون‎کشت‎محـیط‎هفتمیکرولیتـری‎درصد‎CO2‎‎و‎95رطوبت‎‎.گرفتند‎قرار‎درصـد‎

‎ ‎گذشت ‎از ‎‎ساعت24‎-22بعد ‎‎بالغ‎یها‎تخمکIVM،‎از ‎داخل ‎را ‎یها‎قطره‎یحاو‎شیدیپتر‎کیشده
HTCM+FBS10%‎و‎دازیالورونیه‎1/0‎)به درصد‎مدت‎سه‎گذاشته قهیدق‎و‎سپس‎به‎کمک‎موس‎پتیپ‎و‎پتاژیپ‎هاتخمک‎

‎یحاوکه‎(INJECT)‎‎ریز‎تزریق‎شیدپتری‎شده‎داخل‎‎لخت‎یها‎.‎تخمکندشد‎جدا‎خود‎اطراف‎کومولوس‎یها‎سلول‎از
‎‎لیترمیکرو‎ده‎یها‎قطره ‎‎آن‎یکه‎روHTCM‎از ‎روغن‎معدنها ‎داده‎شدند‎،است‎شده‎اندهپوش‎یبا ‎.قرار ‎‎دو‎مخلوط‎ از

RNA‎اراهنم‎کلون‎‎ ‎وکتور ‎در CRISPR/Cas9‎‎شده ‎غلظت 30‎‎به ‎تخمک‎نانوگرم ‎هر ‎تزریق‎به ‎ریز ‎میکروسکوپ با
‎ ‎‎قیتزراپندورف‎آلمان ‎‎تخمک‎سپس،شد. ‎مح‎قهیدق‎پنج‎مدت‎بهها ‎سرم‎‎ده‎یحاوTCM-Hepes‎کشت‎‎طیدر درصد

برای‎‎،ریز‎تزریق‎از‎پسوشو‎شدند.‎‎شست‎sage‎طیدرصد‎قرار‎گرفتند‎و‎بعد‎از‎آن‎با‎مح‎کی‎نیسیونومایو‎‎یگاو‎یرویان
‎6-‎مولاریلیم‎دو‎یحاوsage‎کشت‎‎طیدر‎مح‎هاتخمکها‎از‎روش‎پارتنوژنز‎استفاده‎شد‎بدین‎صورت‎که‎‎لقاح‎تخمک

که‎کف‎آن‎خانه‎ 96 تیپل‎یها‎چاهک‎در‎هاتخمک‎شدن‎فعال‎از‎بعد.‎دشدن‎فعال‎ساعته‎سه‎مدت‎به‎نیپور‎نویآم‎لیمت‎ید
گراد‎و‎‎یدرجه‎سانت‎5/38‎یروز‎در‎انکوباتور‎با‎دما‎هشت‎مدت‎به‎sage‎طیکومولوس‎پوشانده‎شده‎بود‎و‎مح‎یها‎با‎سلول
‎.‎شدند‎داده‎کشت‎رطوبت‎حداکثر‎طیشرا‎درکربن‎دیاکس‎یددرصد‎گاز‎‎هفت
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قرار‎‎لیتحل‎و‎هیمورد‎تجز‎فلورسنت‎کروسکوپیبودند‎با‎م‎دهیرس‎یانیکه‎به‎مرحله‎رو‎ییهاگوتیز‎روز‎هشت‎از‎بعد
‎ژنوم‎هیته‎یبرا‎کنترل‎گروه‎انیرو‎طور‎نیهم‎واز‎خود‎ساطع‎کردند‎‎سبزرنگنور‎‎کهتست‎‎گروه‎یها‎انیگرفتند‎و‎رو

‎‎آن ‎ن‎ُداخل‎جداگانه‎صورت‎بههرکدام‎ها ‎داده‎شدند‎DNA Lysis‎‎از‎تریکرولیمه ‎برنامه‎دما‎وقرار ساعت‎در‎‎کی‎ییدر
‎‎انکوبه‎شدند.‎اپندورف‎آلمان‎کلریترموسا‎دستگاهدرجه‎در‎90‎‎یدر‎دما‎قهیدق‎10‎و‎درجه‎65‎یدما

از‎‎لیترمیکرو‎پنج‎ک،یژنومDNA‎نانوگرم‎از2X،‎150‎‎شامل‎بافر‎‎تر،یکرولیم‎30‎ییدر‎حجم‎نها‎PCR‎واکنش
به‎حجم‎موردنظر‎انجام‎‎دنیتا‎رس‎ریدو‎بار‎تقط‎لیآب‎استر‎وپنج‎پیکو‎مولار‎ ‎برگشتو‎‎رفت‎یهاهرکدام‎از‎آغازگر

‎.ریتکثشد‎قطعه‎موردنظر‎با‎استفاده‎از‎کی‎مرحله‎ییابتدا‎واسرشته‎یساز‎در‎یدما‎95‎درجه‎به‎مدت‎سه‎قهیدق‎و‎35‎
‎و‎هیثان‎45‎مدت‎به‎درجه‎58‎یدما‎در‎آغازگرها‎اتصال‎ه،یثان‎30‎مدت‎به‎درجه‎95‎یدما‎در‎یساز‎)واسرشته‎چرخه
‎هیثان‎30‎مدت‎به‎درجه‎72‎یدما‎در‎ریتکث ‎دستگاه‎از‎استفاده‎با‎قهیدق‎10‎مدت‎به‎درجه‎72‎در‎یینها‎ریتکث‎و(

یک‎و‎ژل‎آگاروز‎‎یروPCR‎استفاده‎شد‎که‎محصولات‎DNA‎‎رهیگسترش‎زنج‎جهتاپندورف‎آلمان‎‎کلریترموسا
 ‎‎‎الکتروفورز‎شدند.‎‎،درصد‎نیم

رویان‎‎پنجPCR‎که‎نور‎سبزرنگ‎از‎خود‎ساطع‎کرده‎بودند،‎محصول‎‎ییها‎رویان‎یژن‎شیرایو‎یبررس‎منظور‎به
‎جینتا‎یژنوم‎شیرایو‎صیتشخ‎یبراسکانس‎شدند.‎سپس‎‎نگراسروش‎‎رویان‎گروه‎کنترل‎به‎کیهمراه‎‎سبزشده‎به

‎نرم ‎با ‎آنلا‎سکانس ‎آدرسب‎MultipleSequence Alignment by CLUSTALW‎نیافزار ‎ا
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw‎تجز‎هیمورد‎تحل‎لیو‎برا‎.گرفتند‎یقرار‎یبررس‎زانیم‎‎برش‎درصد

‎نرم‎سلول ‎از ‎آنلا‎ها ‎Synthego‎(ICE CRISPR Analysis Tool‎نیافزار ‎آدرس ‎با )https://ice.synthego.com‎
‎برا ‎شد. ‎جادیا‎یها‎شیرایو‎ریتاث‎زانیم‎یبررس‎یاستفاده ‎نرمMSTN ‎نیپروتئ‎چارچوب‎یبرروشده ‎آنلا‎از ‎نیافزار

Expasy‎(https://web.expasy.org/translate/‎و‎)Uniport‎(https://www.uniprot.org/‎)کمک‎‎.شد‎گرفته‎
 

‌های‌پژوهش‌و‌بحث‌‌.‌یافته4
‎طراح‎پس ‎یک‎ اراهنم‎ RNA‎یها‎یتوال‎،هااراهنم‎RNA‎یاز ‎وکتور‎دو‎در‎جداگانهصورت‎‎به دو‎اراهنمRNA‎و

CRISPR/Cas9‎کلون‎دندیگرد‎ ‎بینوترک‎CRISPR/Cas9‎وکتور‎دو‎،یژن‎قطعات‎نیا‎نگیکلون‎ةجینت‎در.
eSpCas9-sgRNA1‎‎ ‎شدeSpCas9-sgRNA2‎و ‎ندساخته ‎RNA‎که‎دیگرد‎مشخص‎PCR‎روش‎یریکارگ‎به‎با.

‎ ‎با ‎اندشده‎درج‎وکتورها‎از‎کی‎هر‎در‎خود‎حیصح‎محل‎در‎تیموفقراهنما ‎باز‎جفت‎256‎اندازه‎اب‎PCR‎محصول.
RNA‎سکانس‎نشان‎داد‎که‎‎جینتا‎چنین‎هم‎هستند‎مربوطه‎وکتور‎در‎اهاراهنم‎ RNA‎از‎کی‎هر‎حضور‎ةدهندنشان
‎(.‎1‎)شکل‎اند‎کلون‎شده‎تیموفق‎با‎اراهنم

شده‎با‎ژن‎‎گوسفند‎اصلاح‎رویان‎دیتول‎یبرا‎اتیعمل‎یسر‎کی،‎CRISPR/Cas9‎تکنولوژی‎ییکارا‎دییپس‎از‎تأ
‎ ‎مجموع ‎در ‎شد. ‎‎یآور‎تخمک‎جمع130‎انجام ‎به ‎که ‎‎آن‎از‎عدد70‎شد ‎ها ‎با‎زمان‎هم‎صورت‎به‎اراهنمRNA‎دو

‎30غلظت‎‎ ‎‎قیرتز‎زیرنانوگرم ‎گوسفند‎12‎تینها‎درشد. ‎م‎دیتول‎یرویان ‎با ‎که فلورسنت‎مورد‎‎کروسکوپیشد
‎که‎بود‎نیا‎دهنده‎نشانسبز‎‎نورکردند.‎‎دیتولرویان‎نور‎سبزرنگ‎را‎پنج‎قرار‎گرفتند‎که‎در‎مجموع‎‎لیو‎تحل‎هیتجز
‎‎آن ‎در‎CRISPR/Cas9‎تکنولوژیها ‎برا‎2)شکل‎اند‎کرده‎افتیرا ‎‎ی(. ‎سبزشده‎‎یها‎رویانDNA‎استخراج

‎ ‎‎صورت‎بههرکدام ‎در ‎دما‎DNALysis‎بافر‎لیترمیکرو‎هنُجداگانه ‎برنامه ‎سپس‎در ‎و ‎شدند درجه‎65‎‎ییگذاشته

داده‎‎قراردرجه‎20–‎‎زریانکوبه‎شدند‎و‎بعد‎از‎آن‎در‎فر‎قهیده‎دق‎مدت‎بهدرجه95‎‎ساعت‎و‎‎کی‎مدت‎بهراد‎گ‎یسانت
‎.‎شدند
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‎

‎
 :u6 ‎دو،‎اراهنمRNA‎چهار‎و‎پنج‎نتیجه‎کلونینگ‎،‎‎سه یک،‎باند‎شماره‎اراهنم‎RNA‎نگیکلون‎جهینت:‎دوو‎‎یک‎باند‎شماره‎(A)‎.1 شکل

PCRبا‎آغازگر‎U6‎به‎وتنها‎یی‎NT‎منف‎یکنترل ‎می‎باشد‎.(B)‎جهینت‎PCR‎کیژنوم‎رویان‎یها‎گوسفند‎:ی (T1-T5)رویان‎یها‎‎،تست‎گروه
(C)‎‎و‎کنترلNTمنف‎کنترل‎:است‎ی‎. (C)‎وD‎جینتا‎به‎کلون‎سکانس‎‎ترتیبRNA‎اراهنم‎‎دو‎وRNA‎اراهنم‎.است‎یک‎

‎

‎
‎.نمودند‎ساطعسبزرنگ‎‎نور‎خود‎از‎هک‎یگوسفند‎یها‎رویانUV‎.(B)‎های‎ترنسفکت‎شده‎در‎نور‎‎بلاستوسیت‎(A)‎.2 شکل

‎
همراه‎‎بهپنج‎رویان‎سبزشدهPCR‎‎محصولPCR،‎‎با‎MSTN‎‎کیاگزون‎‎ریها‎و‎تکث‎از‎رویانDNA‎از‎استخراج‎‎بعد

‎محصولPCR‎کی‎‎کنترل‎گروه‎از‎بهرویان‎روش‎انگرس‎نییتع‎یتوال‎توالشدند‎سپس‎.ی‎ارز‎مورد‎یابیها‎‎از‎ قرار‎گرفتند.
از‎دو‎تا‎‎طور‎نیهمرا‎نشان‎دادند.‎PAM‎‎بالادستدر‎‎یدینوکلئوت‎حذف‎تک‎کیراهنماRNA‎‎رویان‎دو‎رویان‎با‎‎پنج‎نیب

‎نشان‎دادند‎و‎دو‎ اراهنمRNA‎در‎داخل‎‎یدیکلئوتحذف‎تک‎نو‎یها‎رویان ‎رویان‎یکیرا ‎ه‎از ‎بود.‎‎یرییتغ‎چیها نکرده
‎‎(.3‎)شکل‎ عملکرد‎نداشتند‎زمان‎هم‎صورت‎بهها‎‎از‎رویان‎کدام‎چیه‎راهنما‎درRNA‎ دو‎تا‎‎طور‎نیهم
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‎
PAM‎چهار‎و‎پنج‎در‎بالادست‎‎یها‎انیکه‎در‎رو‎دهد‎یرا‎نشان‎م‎یگوسفند‎انیدر‎پنج‎رو‎کیراهنماRNA‎‎(‎عملکردA‎)‎.3شکل 

دو‎و‎سه‎‎یها‎انیکه‎در‎رو‎دهد‎یرا‎نشان‎م‎یگوسفند‎انیرو‎پنجدر‎‎دوراهنماRNA‎‎(‎عملکردB‎است.‎)‎دهیحذف‎گرد‎دینوکلئوت‎کی
‎.است‎دهیگرد‎حذف‎دیتنوکلئو‎کیهدف‎‎گاهیدر‎داخل‎جا

‎
در‎هر‎کلون‎مثبت،‎امکان‎‎کیپ‎راتییو‎مشاهده‎تغسانگر‎‎یابی‎یآمده‎از‎توال‎دست‎به‎یها‎الکتروفروگرام‎لیو‎تحل‎هیتجز

gRNA/Cas9‎کمپلکس‎‎ییاز‎کارا‎یشاخص‎کل‎کی‎عنوان‎که‎به‎کند‎یرا‎فراهم‎م‎جهشو‎درصد‎‎شیرایراندمان‎و‎یابیارز
‎نتاکند‎یعمل‎م ‎استفاده‎از‎‎یتوال‎جی. ‎‎لیو‎تحل‎هیتجز‎شیرایو‎ییکارا‎یابیارز‎یبرا‎ICE‎افزار‎نرمبا با‎‎افزار‎نرم‎نیاشد.

دهد.‎‎شده‎را‎گزارش‎می‎شیرایو‎یها‎جداگانه‎درصد‎سلول‎طور‎بههر‎سلول‎‎یها‎کیپ‎یها‎و‎بررس‎کروماتوگرام‎ترازکردن
‎نمونه‎یابی‎یتوال‎یها‎لیفا ‎‎شیرایو‎یها‎از ‎توال‎پنجنشده، ‎در‎RNA‎یها‎یکلون‎مثبت‎و ‎تحل‎راهنما آپلود‎ICE‎‎لیابزار

‎.زیآنالشدند‎سکانس‎رویان‎یها‎ناک‎اوت‎شده‎نشان‎از‎نیا‎داشت‎که‎83‎درصد‎از‎سلول‎‎برشها‎خوردند ‎شکل(4‎.)‎
‎

 
Synthego‎افزار‎‎نرم‎یخروج‎.4 شکل

‎
‎هم ‎از ‎ورامینی‎ها‎انیروMSTN‎ترازکردن‎توالی‎ژن‎‎بعد ‎رفرنس‎ژنومی‎گوسفند ‎که‎مشاهده‎با گوسفند‎‎یتوال‎شد
‎هستند‎متفاوت‎هم‎با‎یدیئوتنوکل‎23‎هیناح‎کیثبت‎شده‎است‎درNCBI‎‎که‎در‎‎ژنوم‎رفرنس‎یبا‎توال‎سهیورامینی‎در‎مقا

‎شکل(5‎.)‎
‎برا‎جادیا‎یگوسفند‎یها‎رویان‎متفاوت‎گاهیجا‎دو‎در‎یدینوکلئوت‎تک‎حذف‎نوع‎دو‎که‎آن‎از‎بعد ‎صیتشخ‎یشد

‎‎رویان‎یا‎نهیدآمیاس‎یتوال‎یژنوم‎شیرایو‎نیا‎یرگذاریتأث ‎و ‎کنترل ‎گروه ‎در ‎رویان‎چنین‎همها ‎جهش‎‎یها‎در حامل
‎در‎‎یموردبررس ‎اثر‎‎یدینوکلئوت‎تک‎حذف‎که‎شد‎مشاهده‎تینهاقرار‎گرفت. شده‎است‎‎جادیایک‎‎اراهنمRNA‎که‎در
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‎یتوال‎طول‎از‎تر‎کوتاه‎شده‎شیرایو‎گوسفند‎یا‎نهیدآمیاس‎یتوال‎طول‎و‎شودیم‎کد‎خاتمه‎تغییر‎در‎چهارچوب‎ژنوم‎و‎سبب
‎(.6‎)شکل‎ است‎کنترل‎گروه‎یا‎نهیدآمیاس

‎

 
 ورامینیگوسفند‎وNCBI‎‎شده‎از‎‎گرفته‎یگوسفند‎MSTN‎یکاگزون‎‎یتوال‎کردن‎تراز‎هم‎یخروج .5 شکل

‎

 
‎شدن.‎اوت‎بعد‎از‎ناک‎MSTN‎یکاگزون‎‎نهیدآمیاس‎یتوال‎(B)گوسفند.‎MSTN‎‎یککنترل‎اگزون‎‎یا‎نهیدآمیاس‎یتوال‎(A) .6 شکل

‎
‎روش‎CRISPR/Cas9‎کیتکن ‎جمله ‎برا‎است‎کیژنت‎شیرایو‎یبرا‎نهیهز‎کم‎و‎قیدق‎ع،یسر‎یها‎از ‎اصلاح‎یکه

‎رییتغ‎قیطر‎از‎را‎گوسفندان‎نژاد‎بهبود‎توانند‎یم‎گران‎پژوهش‎ک،یتکن‎نیاست.‎با‎استفاده‎از‎ا‎دوارکنندهیام‎اریبس‎واناتیح
‎در‎دیجد‎روش‎کی CRISPR/Cas9 کیاصلاح‎نژاد‎گوسفند‎با‎استفاده‎از‎تکن‎.دهند‎انجام‎کیژنوم‎صورت‎ها‎به‎آن‎کیژنت
‎را‎موردنظر‎نژاد‎و‎کنند‎شیرایو‎گوسفندان‎در‎را‎یخاص‎یها‎ژن‎تا‎دهد‎یم‎امکان‎گران‎پژوهش‎به‎که‎است‎کیژنت‎علم
 .بخشند‎بهبود

جهش‎‎چیدست‎آمد‎و‎ه‎شامل‎سه‎گوسفند‎با‎حذف‎قطعات‎بزرگ‎به‎یشده‎ژن‎شیرایگوسفند‎و‎،10‎پژوهش‎کی‎در
‎ح ‎هدف‎در ‎شناسا‎شیرایو‎واناتیخارج‎از ‎‎آن‎نشد.‎ییشده ‎اها ‎حذف‎‎ییگوسفندها‎هیفرض‎،جینتا‎نیاذعان‎کردند‎که با

‎ن،ی.‎علاوه‎بر‎ارا‎ثابت‎کرده‎است‎شوند‎دیتولCRISPR/Cas9‎و‎کارآمد‎با‎استفاده‎از‎‎منیا‎طور‎به‎توانند‎یقطعات‎بزرگ‎م
‎‎آن‎وزن‎بدن ‎تحل‎هیو‎تجز‎یموردبررسها ‎نتا‎لیو ‎گرفت‎و ‎لحاظ‎شده‎‎شیرایو‎ینشان‎داد‎گوسفندها‎جیقرار ‎یکیتژناز

شده‎در‎‎شیرایو‎واناتیقرار‎گرفت‎که‎ح‎لیو‎تحل‎هیدقت‎مورد‎تجز‎به‎یپیفنوت‎یها‎ادهد‎ن،یرشد‎کردند.‎علاوه‎بر‎ا‎تر‎عیسر
‎(Yi et al., 2020)‎.‎نشان‎دادندوزن‎هنگام‎تولد‎را‎‎شیافزاوحشی‎‎‎واناتیبا‎ح‎سهیمقا
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‎یکارآمد‎برا‎اریبس‎کردیرو‎کیها‎‎گوتیبه‎زCRISPR/Cas9‎و‎‎اراهنم‎ RNA‎تزریقریز‎که‎‎دادنشان‎‎یگریمطالعه‎د
‎RNA‎یها‎mRNAریز‎تزریق‎ریتأثرویان‎و‎رشد‎رویان‎تحت‎‎یبقا.‎استشده‎‎اوت‎ناک‎MSTN‎باگوسفند‎‎آوردن‎دست‎به

‎یبقا‎زانیتولد‎و‎م‎زانیم‎،رویان‎رفتن‎بیندر‎از‎‎یتفاوت‎چیه‎،چنین‎هم.‎است‎هقرار‎نگرفت‎توپلاسمیبه‎س‎Cas9‎راهنما‎و
سالم‎هستند.‎‎وحشی‎واناتیح‎اندازه‎به‎افتهی‎جهش‎واناتیدهد‎ح‎هر‎دو‎گروه‎مشاهده‎نشد،‎که‎نشان‎می‎یپس‎از‎تولد‎برا

‎10تعداد‎رأس‎دارا‎یبره‎‎ژن‎در‎جهشMSTN‎ ‎آلل‎رأس‎پنجو‎‎یآلل‎دوجهش‎‎یبره‎دارا‎هشت، خارج‎از‎‎یجهش‎دو
وزن‎بدن‎در‎‎توجه‎قابل‎شیبا‎افزا‎مضاعف‎یعضلان‎پیفنوت‎کیو‎MSTN‎‎اوت‎ناکها‎منجر‎به‎‎بره‎نیچارچوب‎بودند.‎ا

‎.‎(Crispo et al., 2015) بودند‎ینوع‎وحش‎واناتیبا‎ح‎سهیمقا
رویان70‎‎شده‎انجام‎شد،‎‎شیرایوMSTN‎گوسفند‎حامل‎‎دیتول‎یبرا‎CRISPR‎تکنولوژیکه‎از‎‎یگرید‎مطالعه‎در

‎‎قیتزر ‎با Cas9 mRNA‎‎شده ‎هدف‎قرار‎میMSTN‎اگزون‎‎سهکه‎اراهنمRNA‎و‎چهار ‎رندهیگ13‎دادند‎به‎‎گوسفند‎را
‎از‎.شدند‎دهمنتقل‎گ‎پنج‎از‎متولدشده‎رندهیبره‎حاملگ‎از‎یپس‎‎،نهکامل‎دارا‎یبره‎MSTN ‎جهش‎با‎کامل‎اوت‎ناک‎یها‎

‎ا‎افتیخارج‎از‎هدف‎‎شیرایو‎چیمختلف‎بودند‎که‎ه ‎ماهیچه‎پیفنوت‎شده‎اوت‎ناک‎MSTN‎حامل‎انگوسفند‎نینشد.
‎نشان‎دادند‎که‎با‎وزن‎بدن‎بالاتر‎در‎‎مضاعف ‎یعضلان‎یپرتروفیبرجسته‎و‎ه‎یعضلان‎یبرآمدگ‎،یماهگ‎چهارو‎‎سهرا

‎(Guo et al., 2023‎.)‎‎شود‎مشخص‎می
وزن‎بدن‎در‎گوسفند‎‎شیباعث‎افزاMSTN‎که‎اختلال‎‎کردند‎انیب‎یقبل‎یها‎مطابق‎با‎گزارش‎گران‎دیگری‎پژوهش

بهبود‎صفات‎‎یروش‎قابل‎اعتماد‎برا‎کی‎CRISPR/Cas9‎تکنولوژی‎قیهد‎که‎اختلال‎ژن‎از‎طرد‎نشان‎می‎نیشود.‎ا‎می
‎ح‎یاقتصاد ‎واناتیدر ‎هستند ‎تأثیرگذار ‎انسان ‎تغذیه ‎در ‎میی‎که ‎‎ارائه ‎نشان‎می‎ارائه‎پژوهشدهد. ‎فناور‎شده ‎که ‎یدهد

CRISPR/Cas9‎ییتوانا‎فوق‎العاده‎یا‎تغ‎رییدر‎اسیمق‎ش،یرایو‎امکان‎و‎دقت‎یسنج‎ا‎ ‎یبرا‎یفناور‎نیاصلاح‎ژن‎دارد.
‎توسعه‎سا ‎و ‎پشت‎تیبزرگ‎اهم‎واناتیح‎یها‎مدل‎ریاستفاده ‎و ‎‎یفن‎یبانیدارد ‎پرورشچنین‎‎همو ‎برا‎یمواد اصلاح‎‎یرا

‎(Chen et al., 2023)‎.‎کند‎یفراهم‎م‎ونیزاسیمریپل
‎ا ‎تکنولوژی ‎از ‎استفاده ‎با ‎هدف ‎از ‎خارج ‎تلاش‎برا‎تواند‎یمCRISPR/Cas9‎ثرات ‎هنگام ‎ح‎دست‎به‎یدر ‎واناتیآوردن
‎خاص‎مشکل‎کی‎یبرا‎شده‎اوت‎ناک ‎نرم‎ژن ‎باشد. ‎CRISPOR‎‎افزار‎ساز ‎‎راهنماRNA‎برای ‎ژن ‎دو وMYO18A‎‎یک،

ALOX5AP‎‎برای‎وRNA‎ژن‎،دو‎راهنما‎‎هایCEL‎،OR2G2‎،CHD4،DDX11 ،FBF1 ،C5AR2 ،ABCA2 ،SLC4A7 ، 
SIDT2 ‎و CASP9را‎به‎عنوان‎هدف‎از‎خارج‎1سایت‎‎اگزون‎است 4در‎شده‎گزارش‎.کرد‎چیهشناسایی‎یتفاوت‎توال‎یدر‎‎از‎خارج
‎یراکه‎بخارج‎از‎هدف‎‎تیهر‎شش‎سا‎انیدر‎م‎ت،ی.‎در‎نهاو‎وحشی‎وجود‎نداردشده‎‎گوسفند‎اصلاح‎نیب‎شده‎ینیب‎شیهدف‎پ
‎سهRNA‎‎راهنما‎مختلف‎برایMSTN‎،شده‎طراحی‎بودند‎چیه‎ح‎در‎هدف‎از‎خارج‎واناتیجهش‎ژنت‎یکیاصلاح‎شناسا‎ییشده‎

دیگر‎از‎بین‎هشت‎‎مطالعهدر‎یک‎‎مورد‎استفاده‎در‎مطالعه‎است.‎شده‎یحطرا‎یها‎sgRNA ‎یدهنده‎دقت‎بالا‎نشد‎که‎نشان
‎ناکگوسفند‎اوت‎‎ژن‎ ‎برایMSTN‎‎شده ‎شدند ‎متولد ‎هدفها‎تیساکه ‎مکان‎یطراح‎هاییمریپرا‎ی‎خارج‎از ‎و ‎یها‎شدند
نوکلئوتیدی‎در27‎‎حذف‎‎کیشود.‎‎یابیخارج‎از‎هدف‎ارز‎یشدند‎تا‎وجود‎اثرات‎احتمال‎یابی‎یو‎توال‎تکثیرخارج‎از‎هدف‎‎یاحتمال

‎نیشد.‎در‎هر‎دو‎مورد‎ا‎افتیخارج‎از‎هدف‎‎هیر‎ناحد‎دو‎نمونه‎از‎حیوانات‎و‎یک‎واردشدن‎نوکلئوتید‎در‎یکی‎دیگر‎از‎حیوانات
‎(Crispo et al., 2015).‎‎‎نشد‎ییشده‎شناسا‎یابیدر‎هفت‎منطقه‎ارز‎یگریاثر‎خارج‎از‎هدف‎د‎چیبود.‎ه‎گوتیروزجهش‎هت

‎که‎‎یشگاهیآزما‎یها‎رویان‎بار‎نیاول‎یبراپژوهش،‎‎نیا‎یط ‎CRISPR/Cas9‎تکنولوژی‎روش‎بهگوسفند‎ورامینی‎را
‎قرار‎هدف‎مورد‎را‎نیواستاتیم‎ژن‎کی‎اگزونراهنما‎کهRNA‎‎مطالعه‎دو‎‎نیشد.‎در‎ا‎دیشده‎بود‎تول‎یکیژنت‎یکار‎دست

‎ن،ی.‎علاوه‎بر‎اکردند‎فایا‎گوتیز‎به‎ریز‎تزریق‎قیطر‎از‎دینوکلئوت‎کی‎حذف‎در‎یمهم‎نقش‎زمان‎هم‎طور‎به‎دادند‎یم

                                                                                                                                                                          
1.‎Off-target 
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‎یدینوکلئوتحذف‎یبرا‎RNA‎‎یکراهنما‎اول‎‎بالادستدر‎pam‎برا‎و‎یبود‎RNA‎اراهنم‎‎نیبدو‎تیسا‎یها‎‎در‎هدف
هدف‎‎یها‎مکان‎یجستجو‎یتوان‎برا‎را‎می‎اراهنمRNA‎مختلف‎انتخاب‎‎یشد.‎ابزارها‎ییشناسا‎MSTN‎یحذف‎رویان
RNA‎اراهنم‎نهیبه‎کرد‎ ‎(Liu et al., 2020‎استفاده از‎‎نانیاطم‎یبرا‎موردنظرژن‎‎یها‎اگزون‎نیاول‎قراردادن‎هدف(.

‎شود.‎داده‎می‎حیاختلال‎کارآمد‎عملکرد‎ژن‎ترج
‎رویان‎یحاک‎هم‎شیآزما‎نیا‎جینتا ‎‎اوت‎ناک‎یها‎از ‎ژن ‎مطابقت‎‎بودMSTN‎شده ‎بالا ‎مطالعات ‎با و‎‎داشتکه
از‎استاپ‎‎نشانMSTN‎شده‎ژن‎‎اوت‎ناک‎یها‎کنترل‎و‎رویان‎نیب‎نهیدآمیاس‎یتوال‎یبررس‎از‎حاصل‎جینتا‎که‎ییازآنجا

‎باشد.‎‎رگذاریتأثتواند‎در‎گوسفند‎ورامینی‎‎می‎یدیحذف‎نوکلئوت‎نیشدند‎پس‎ا‎ینیپروتئ‎یکدون‎در‎توال
کارآمد‎‎یابزار‎عنوان‎به‎تواند‎یماین‎سیستم‎دوگانه‎‎اراهنم‎RNA‎تیبا‎هدا‎CRISPR/Cas9‎تکنولوژی‎جینتا‎به‎باتوجه

‎پستانداران‎پ‎یبرا ‎ژنوم ‎(Lv et al., 2020‎شود‎شنهادیحذف‎ژن‎در ‎نت(. ‎دام‎‎شیرایو‎جهیدر ‎در ‎کی‎دهنده‎نشانژنوم
‎ب‎شرفتیپ ‎برا‎(Petersonal, 2017است‎یوتکنولوژیمهم‎در ‎و ‎می‎اریبس‎یدامپرور‎توسعه‎ی( ‎انتظار ‎که‎‎مهم‎است. رود

‎‎نامطلوبصفات‎ژن،‎‎شیرایو‎یاستفاده‎از‎فناور ‎یگوسفند‎بهبود‎بخشد‎و‎مواد‎اصلاح‎یحفظ‎صفات‎اصل‎با‎زمان‎همرا
‎‎یها‎یژگیبا‎و‎دیجد‎ختهیترار ‎تولید‎نمایدبرجسته‎را ها‎‎موش‎یبر‎رو‎تر‎بیشتاکنون‎CRISPR‎‎تکنولوژی‎های‎پژوهش.

‎.است‎بوده‎بامتمرکز‎نیا‎وحال‎،یژگی‎یها‎مدل‎بدن‎ساختار‎یها‎یوانیح‎موش‎با‎بزرگ‎‎گوسفند‎.است‎متفاوت‎بهها‎عنوان‎
را‎‎یبهتر‎یدرمان‎یکردهایروها‎‎آن‎شود‎و‎کاربرد‎به‎انسان‎در‎نظر‎گرفته‎می‎تر‎کینزد‎اریبس‎یدام‎مهم‎با‎ساختار‎بدن‎کی

‎(Yi et al., 2020‎.)‎دهد‎مزمن‎انسان‎ارائه‎می‎یها‎یماریب‎یبرا
 

‌ی‌و‌پیشنهادهاریگ‌جهینت.‌5
MSTN‎‎اوت‎ژن‎‎ناک ‎‎طراحی‎شده‎اراهنمRNA‎دو‎وCRISPR-Cas9 ‎ کیکنتدر‎گوسفند‎ورامینی‎با هر‎دو‎انجام‎شد.

RNA‎اراهنم‎‎توالی‎در‎خاتمه‎کد‎ایجاد‎و‎نوکلئوتیدی‎توالی‎در‎جهش‎ایجاد‎سبب‎شده‎نهیدآمیاسطراحی‎‎توالی‎ شدند.
‎ژن‎نوکلئوتیدیMSTN‎‎در‎شده‎ثبت‎توالی‎با‎ورامینی‎گوسفند‎درNCBI‎بود‎متفاوت‎.به‎طور‎تکن‎،کیخلاصه CRISPR-

Cas9 یم‎تواند‎تولد‎دیر‎ا‎رانیگوشت‎رگذاریتأث‎ا‎اما‎،نیباشد‎‎به‎پژوهشوابسته‎ها‎ا‎از‎استفاده‎نیو‎کیتکن‎‎و‎دام‎صنعت‎در
‎زین‎واناتیح‎در‎یکینتژ‎راتییو‎تغ‎ییزا‎مرتبط‎به‎رویان‎یو‎اجتماع‎یاخلاق‎یها‎ینگران‎،چنین‎هماست.‎‎رانیدر‎ا‎یکشاورز

‎.ردیگ‎قرار‎مدنظر‎دیبا‎گوشت‎دیتول‎صنعت‎در‎کیتکن‎نیا‎از‎استفاده‎در
‎

 .‌تشکر‌و‌قدردانی6

‎ ‎تحقاز ‎بهشتیسلول‎قاتیمرکز ‎شهید ‎پزشکی ‎علوم ‎دانشگاه ‎مولکولی ‎و ‎طبیعی‎‎ی ‎منابع ‎و ‎کشاورزی ‎علوم ‎دانشگاه و
‎میخوزستان‎قدردانی‎و‎تشکر‎،حاضر‎پژوهش‎انجام‎از‎حمایت‎جهت‎.گردد‎

‎

 .‌تعارض‌و‌منافع7

‌.وجود‎نداردگونه‎تعارض‎منافع‎توسط‎نویسندگان‎‎هیچ
‎
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