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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.


ریبازگاستناد: اضیف؛میمری، صالح؛جمالی، محمدی، جاجرمو (1403دیوحی، دیتولمنظوربهCRISPR/Cas9یفناورازاستفادهبا نیوستاتیمژناوتناک(.

،26(2،)110-99.DOI: https://doi.org/10.22059/jap.2024.370186.623774تولیداتدامینشریه.شدهاوتناکینیورامگوسفندانیرو
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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
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