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ن لیزوزیم انسانی دینامیک میان کنش اسپرم گوسفند با پلاسمید حاوي ژ
واسطه اسپرمدر انتقال ژن به   

  3پور مرتضی کریمی، 2*پرویز تاجیک ،1پژوه خسرو حسینی    
 

 چکیده
هاي  گزارش. مطالعات قابلیت اسپرم براي انتقال ژن خارجی به تخم را ثابت کرده است

بـر میـزان جـذب و پارامترهـاي      DNAو میزان  گذاريگرمخانهمربوط به اثرات زمان 
هـدف از ایـن مطالعـه بررسـی اثـر زمـان       . اسپرم متفاوت و گاه متناقض بوده اسـت 

بر سرعت، میـزان   DNAخارجی و مقدار این  DNAاسپرم گوسفند با  گذاريگرمخانه
ایـن   بـراي . جذب و تحرك اسپرم و مقایسه اسپرم انزالی و اپیدیدیمی از این نظر بود

) دقیقه 90تا  15(زمان متفاوت با مدت) =6N(و اپیدیدیمی ) =4N(منظور اسپرم انزالی 
ــمید   ــا پلاس ــاوت ب ــادیر متف ــزوزیم انســانی  pEGFPNو مق ــل ژن لی ــا  5(حام  500ت

شده و میزان ورود پلاسمید به اسپرم  گذاريگرمخانه) میکرولیتر 25/اسپرم 106/نانوگرم
درصـد   33/65نتـایج نشـان داد کـه  تـا  متوسـط      .  یدها ارزیابی گرد و تحرك اسپرم

افـزایش میـزان   . ها توانستند  پلاسمید حاوي ژن لیزوزیم انسانی را جذب کننـد  اسپرم
DNA دقیقه باعث افزایش مقـدار   60خصوص تا  خارجی و زمان انکوباسیون بهDNA 
شـد اگرچـه    خـارجی   DNAهـاي حـاوي    شده توسط اسپرم و افزایش اسـپرم  جذب

 DNAرسد  هرچه مقـدار   به نظر می. دقیقه اول رخ داد 15شترین سرعت جذب در بی
هـاي   خارجی بیشتر باشد سرعت جذب بیشتر و زمان رسیدن به حداکثر تعداد اسـپرم 

هاي گـروه   رونده اسپرم کاهش اندکی در تحرك تام و پیش. تر باشد داراي جذب کوتاه
هیچ اسپرم متحرکی که . وباسیون مشاهده شددقیقه انک 5استثناي  تیمار با گروه شاهد به

رسـد   بـه نظـر مـی   . در ناحیه پشت آکروزوم باشد مشـاهده نشـد   DNAداراي جذب 
 30خارجی بـیش از   DNA) نانوگرم 200تا20(ي اسپرم با مقادیر متوسطگذار گرمخانه

 .دقیقه لازم نباشد 60بیش از ) نانوگرم 5(دقیقه و در مقادیر کم
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معایب زیاد همچون بازدهی بسیار کم و هزینه بالا تمایل به 
. هاي جایگزین براي انتقال ژن شده است استفاده از تکنیک

بیگانه در مطالعات اولیه توسط  DNAتوانایی اسپرم در گرفتن 
Brackett   ود با نشان دادن ور 1971و همکاران در سالDNA 

دار شده با تیمیدین رادیواکتیو به سر اسپرم خرگوش مطرح  نشان
شدت توسط  سرعت و به اما این گزارش به). 6(گشته است 

Brenstein 4(و همکاران رد شد .(Maione  و همکاران)1997 (
ها نشان دادند که این کار واقعاً عملی است  با تکرار آن آزمایش

)20 .( 

خارجی به  DNAدهد که ورود  میهاي نشان  بعضی گزارش
دفاعی طبیعی اسپرم   اسپرم ممکن است باعث تغییر در سیستم

به نظر ). 16(گردد  شود که منجر به نقص در عملکرد آن می
خارجی به اسپرم باعث غیرطبیعی  DNAرسد که اتصال  می

هاي با حرکت  شود و درصد اسپرم شدن حرکات اسپرم می
، )13(این حالت در خوك . یابد یرونده به سرعت کاهش م پیش
 . گزارش شده است) 19(و بز ) 2، 8و  23(گاو

خـارجی توسـط اسـپرم     DNAهایی براي افـزایش جـذب    تلاش
داخـل   DNAگرچه میزان  DNAافزایش غلظت . شده است انجام

رسـد در عـین    دهد اما به نظر می شده به اسپرم خوك را افزایش می
).  22(دهـد   روري آن را کـاهش  تواند میـزان تحـرك و بـا    حال می

 20میلی لیتـر  یعنـی    1در  میکروگرم 100تا  DNAافزایش میزان 
پارامترهـاي  ) میلـی لیتـر   1در  میکروگـرم  5(برابـر مقـدار معمـول    

صدمه دیـده اسـت را   گذاري گرمخانهفیزیولوژیک اسپرم را که در 
  قیت موف  در   مؤثر  عوامل   از  بنابراین). 3(است   کرده بدتر 
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خارجی و زمان  DNAاین روش به دست آوردن مقدار مناسب 
خـارجی اسـت تـا بتـوان      DNAمناسب انکوباسیون اسـپرم بـا   

ترین تأثیر بر حرکت اسـپرم   بیشترین میزان جذب را در عین کم
 .  به دست آورد

که اطلاعات زیادي از انتقال ژن به واسـطه اسـپرم    با توجه به آن
)SMGT (ر نشده اسـت مطالعـه حاضـر بـراي     در گوسفند منتش

بررسی دینامیک میان کنش اسپرم گوسفند با پلاسمید حاوي ژن 
لیزوزیم انسانی و تعیین ظرفیت اسپرم در جذب این پلاسمید و 

بر کارایی اسپرم گوسفند جهت بررسی امکـان   DNAاثر جذب 
استفاده از این روش براي انتقال ژن لیزوزیم انسانی به گوسـفند  

خـارجی توسـط    DNAما در مطالعـه قبلـی جـذب    . دانجام ش
اسپرم انزالی گوسفند مشاهده کردیم اما هیچ اسپرم متحرکی کـه  

اطلاعـات در دسـت   (خـارجی باشـد دیـده نشـد     DNAحاوي 
خـــارجی و زمـــان  DNAاز آنجـــایی کـــه میــزان  ). انتشــار 

توانــد در میـزان بهینــه جـذب و تحــرك    ي مـی گــذار گرمخانـه 
رجی مؤثر باشد، این آزمایش بـراي  خا DNAهاي حاوي  اسپرم

خـارجی بـا    DNAي مقـادیر مختلـف   گذار گرمخانهبررسی اثر 
هـاي حـاوي    اسپرم انزالی و اپیدیدیمی گوسفند در درصد اسپرم

DNA    ــان ــذب در زم ــدت ج ــارجی و ش ــف   خ ــاي مختل ه
 DNAکه آیا با تغییر میـزان   ي و همچنین یافتن اینگذار گرمخانه
شـده    تـرا فرسـت  هـاي   تـوان اسـپرم   ي میگذار گرمخانهو زمان 

یا تلقیح مصنوعی به دست آورد  IVFمتحرك جهت استفاده در 
  .انجام شد

 
 مواد و روش کار

براي . استفاده شد GFPدر این مطالعه از پلاسمید حاوي ژن 
بررسی اتصال پلاسمید به اسپرم و محل تجمع آن  پلاسـمید  

 منظور از کیت بدین. دار شد استخراج شده با رود آمین نشان
tetramethyl – Rhodamine – 5 – dutp   شـرکتRoche 

براي این ). Ex Max 551 nm, Em Max 575nm( شد  استفاده
ــزیم   ــط آن ــده توس ــال ش ــمید استحص ــدا پلاس ــار ابت  StuI ک

)EcoR147 () شرکتFermentas(   برش داده شـد و سـپس ،
 دار کردن پلاسـمید بـرش   تقریباً طبق دستورالعمل کیت نشان

 .خورده انجام شد

شـده از   اسپرم اپیدیدیمی از بیضه گوسفندهاي گرفته: رمتهیه اسپ
. آمـد  به دسـت  ) 5(وهمکاران  Blashکشتارگاه بر اساس روش 

بدین منظور پس از انتقال بیضه در کنار یـخ بـه آزمایشـگاه، بـا     
آوري و  اسپرم جمـع  ،برش ناحیه دم اپیدیدیم با استفاده از پیپت

 TCM 199میکرولیتـر محـیط     500لیتري حـاوي  یلیم 2به لوله 
ها از نظر کیفیت مـورد   سپس اسپرم. شد منتقل ) Gibcoشرکت (

هـاي متحـرك    گرفت و تعداد اسپرم و درصد اسپرم ارزیابی قرار 
 درصد اسپرم متحرك داشت 95ه بالايی کیها نمونه. شد بررسی 

 .گرفتند مورد آزمایش قرار 

سـاله بـارور    4تا  3گوسفند  4بررسی از هاي انزالی مورد  اسپرم
اسپرم . گردیدتهیه ) الکترو اجکولاتور( توسط تحریک الکتریکی

آوري و در  جمـع ) ºC37(هاي از پیش گـرم شـده    انزالی در لوله
در زمـان ارسـال   . شـد  دقیقه به آزمایشـگاه ارسـال    5ـ10عرض 

اده قـرار د  ºC37ي حاوي منی در آب  ها به آزمایشگاه لوله نمونه
هـا از نظـر کیفیـت منـی      پس از رسیدن به آزمایشگاه نمونه. شد 

هـاي   مورد ارزیابی قرار گرفت و تعداد اسـپرم و درصـد اسـپرم   
اسـپرم متحـرك   % 90هایی که بـالاي   نمونه. شد ی متحرك بررس

براي حـذف مـایع منـی ایـن     . گرفتند داشتند مورد استفاده قرار 
- گرمخانـه اي شستشـو و  بـر . ها مورد شستشو قرار گرفت نمونه

بدون سـرم  ) Gibcoشرکت ( TCM 199اسپرم از محیط  گذاري
شـده،   پس از بررسـی منـی گرفتـه   . گردید بیوتیک استفاده  و آنتی
شستشـو گردیـد    TCMبرابـر حجـم محـیط     4بـار بـا    3نمونه 

)g500 ،5 و پس از شستشـوي آخـر محـیط مـذکور بـه      ) دقیقه
سـپرم مجـدداً از لحـاظ    سپس تعلیق ا. شد رسوب اسپرم اضافه 

 1× 106در نهایـت تعـداد   . گردیـد تحرك بررسـی و شـمارش   
 DNAو  TCMمیلی لیتري حاوي محـیط   5/0هاي  اسپرم به لوله

میکرولیتـر   25طوري که حجم نهـایی بـه    شد به پلاسمید اضافه 
 (Transfection)ترا فرسـت  سپس تعلیق اسپرم در محیط . رسید 
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هاي مورد نظـر   براي زمان CO2رصد د 5و   ºC 37  گرمخانهدر 
هاي کنترل تحت همان شرایط امـا بـدون    گروه. شد قرار داده می

  .گردیدندپلاسمید تهیه  DNAافزودن 

- گرمخانـه زمان لازم براي  پس از مدت:  ها بررسی تحرك اسپرم

هـا ابتـدا از لحـاظ میـزان تحـرك کـل و تحـرك         اسپرم گذاري
  NIKON ) (ECLIPSE کوپ رونده با استفاده از میکروس پیش

E600  گرفت با نور مرئی مورد ارزیابی قرار  40و با بزرگنمایی .
 100میـدان میکروسـکوپی و جمعیـت     3براي ارزیابی حـداقل  

طـور   براي تعیین صحت ارزیابی تحـرك بـه  . شد اسپرم بررسی 
 . شد مقایسه  CASAشده روش  متناوب با ارزیابی انجام

درصـد، شـدت و   جهت بررسی : خارجی DNAارزیابی جذب 
از میکروســـــکوپ  ،خـــــارجی DNAنحـــــوه جـــــذب 

- nm510با طـول مـوج    (ECLIPSE NIKON E600)فلورسنت
جــذب . گردیــداســتفاده  100و بزرگنمــایی ) فیلتــر سـبز ( 580

بـراي  . شد پلاسمید با مشاهده تابش قرمز درخشان مشخص می
میـدان   4اسـپرم در حـداقل    100تعیین درصد جـذب حـداقل   

هـا   جهت ارزیابی اسپرم. گرفت روسکوپی مورد بررسی قرار میک
ت سمپلر که سـر سـمپلر آن   پمیکرولیتر از نمونه توسط یک پی 6

قرار داشت بر روي یک لام کـه   ºC 37قبلاً بر روي صفحه گرم 
رسیده بـود قـرار    ºC 37آن نیز با قرار دادن روي صفحه گرم به 

ارزیـابی شـدت    بـراي . شـد  داده و سپس توسط لامل پوشـیده  
جذب نیز بر اساس شدت فلورسانت ایجاد شده جذب به چهار 

: 2؛ )حـداقل بازتـاب قابـل تشـخیص    (بسیار ضـعیف  : 1درجه 
: 4قوي، کاملاً درخشـان؛  : 3خوبی قابل تشخیص  ضعیف، اما به

 . شدندبسیار قوي، بسیار پر درخشش تقسیم 

افـزار   نرمبراي تجزیه و تحلیل آماري از : تجزیه و تحلیل آماري
SPSS ) ــتفاده شــد) 0/16ویــرایش ــه. اس ــات ب صــورت  اطلاع

بیـان شـد و بـه    ) mean±SEM(اشتباه معیار میانگین   ±میانگین
) One Way ANOVA( یــک طرفــه تحلیــل واریــانس روش 

داري را نشـان   هنگامی که آزمایش تفاوت معنـی . اند تحلیل شده
ت مقایسـه  جف ـ صورت جفـت  به Post hoc testداد مقادیر با  می

بـر   DNAو جـذب   گـذاري گرمخانـه براي بررسی اثـر  . شدند 
بـا دو نمونـه    tتحرك و قابلیت حیات از روش آمـاري آزمـون   

ــا همبســته  ــی ی ــتفاده شــد) Paired-samples T-Test(جفت . اس
ــاوت ــی از لحــا P >05/0هــا در ســطح  تف ــاري معن داري  ظ آم

 .شدند محسوب 

وسـط اسـپرم   خـارجی ت  DNAجهت ارزیابی ظرفیـت جـذب   
اپیدیدیمی و انزالی گوسفند و تأثیر آن بر تحـرك لازم بـود کـه    

اثر زمان انکوباسـیون اسـپرم بـا     - سئوالات زیر پاسخ داده شود ا
DNA  دینامیک(خارجی (   بر روند جـذب ایـنDNA )  درصـد
خارجی را به داخـل خـود جـذب کـرده      DNAهایی که  اسپرم
ی وارد شـده  خـارج  DNAمیزان نسبی (و شدت جذب  )بودند

خـارجی انکوباسـیون اسـپرم بـر      DNAاثر مقدار  - 2 )در اسپرم
خارجی را  DNAهایی که  درصد اسپرم( DNAروند جذب این 

 .و شدت جذب) به داخل خود جذب کرده بودند

 6سـازي اسـپرم از بیضــه     پـس از تهیـه و آمـاده   : آزمـایش اول 
گوسفند طبق روش مذکور اسپرم تهیـه شـده و پـس از مراحـل     

ها با مقـادیر   ، اسپرم)طبق آن چه در قبل آمده است(آماده سازي 
میکرولیتـــر  25خــارجی در   DNAنــانوگرم    500و  100، 50

دقیقه در دمـاي   60 اسپرم به مدت  1× 106به ازاي TCMمحیط 
ºC 37  5و % 98و رطوبــت %CO2  شــدند گــذاريگرمخانــه .

از نظر  ذاريگگرمخانهدقیقه  60هاي مورد آزمایش پس از  اسپرم
رونده ارزیابی شدند و سپس با میکروسکوپ  تحرك کل و پیش

خـارجی   DNAهاي حاوي  فلورسنت جهت تعیین درصد اسپرم
خـارجی وارد شـده در    DNAو شدت جذب یعنی میزان نسبی 

 . اسپرم بررسی شدند

ي اسپرم با مقـادیر  گذار گرمخانهجهت بررسی اثر : آزمایش دوم
ن هاي مختلف خـارجی بـر رونـد    خارجی و در زما DNAکم 

که  رونده و این و شدت جذب، تحرك کل و پیش DNAجذب 
ي گـذار  گرمخانـه و تغییر زمان  DNAآیا با استفاده از مقادیر کم 

شده متحـرك جهـت اسـتفاده در    ترا فرست هاي  توان اسپرم می
IVF بدین جهت از بیضه . به دست آورد این آزمایش انجام شد
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سـازي طبـق     فته شد و پس از تهیه و آمـاده گوسفند اسپرم گر 6
نانوگرم  50و  20، 10، 5ي با مقادیر گذار گرمخانهروش مذکور، 

DNA   اسـپرم و در   1× 106میکرولیتـر محـیط و   25خارجی در
. انجـام شــد  CO2  درصــد 5و % 98و رطوبـت   ºC 37دمـاي  
دقیقـه   90و  60 ، 30هاي مورد آزمایش پس از زمـان هـاي   اسپرم

رونده ارزیابی شدند و  ي از نظر تحرك کل و پیشگذار گرمخانه
هاي  سپس با میکروسکوپ فلورسنت جهت تعیین درصد اسپرم

 .خارجی و شدت جذب بررسی شدند DNAحاوي 

سـازي اسـپرم انزالـی طبـق       پس از تهیه و آمـاده : آزمایش سوم
 500و  200، 100، 50ي بـا مقـادیر   گذار گرمخانهروش مذکور، 

اسـپرم   1× 106میکرولیتر محیط و 25خارجی در  DNAنانوگرم 
 . دقیقه انجام شد 120و  60، 30، 15هاي  و با زمان

براي برسی تفاوت اسپرم انزالـی و اپیدیـدیمی   : آزمایش چهارم
تکرار بـا   5نمونه اسپرم انزالی با  3نمونه اسپرم اپیدیدیمی و  15

 وي گـذار  گرمخانـه دقیقـه   60نانوگرم پلاسمید بـه مـدت    100
 .میزان و شدت جذب ارزیابی شد

  
 نتایج

ي اسپرم اپیدیدیمی با مقـادیر  گذار گرمخانهبررسی : آزمایش اول
دقیقه براي  60 خارجی به مدت DNAنانوگرم   500و  100، 50

ي اسـپرم بـا   گـذار  گرمخانـه ، DNAبررسی اثر مقادیر مختلـف  
دقیقه انجـام   60به مدت  DNAنانوگرم  500و  100، 50مقادیر 

در (انـد   خارجی را جذب کرده DNAهایی که  درصد اسپرم. دش
 1در نگـاره    DNAبراي مقادیر مختلـف  ) ناحیه پشت آکروزوم

درصـد   ،بر اساس نتـایج بـه دسـت آمـده    . شده است نشان داده
شـده  در تیمارهـاي مختلـف تفـاوت     تـرا فرسـت   هـاي   اسپرم
 DNAداري باهم نداشتند به عبارت دیگـر افـزایش میـزان     معنی

 1× 106میکرولیتر محـیط و  25نانوگرم در  500تا  50خارجی از 
خـارجی را جـذب    DNAهایی که  اسپرم تأثیري در تعداد اسپرم

خـارجی بـا افـزایش     DNAاما شدت جـذب  . اند نداشت کرده
اختلاف در  یابد و این داري افزایش می طور معنی به DNAمیزان 

جذب کرده در ناحیه هاي  درصد اسپرم. تمام تیمارها وجود دارد
ــز ــروزوم نیـ ــب  آکـ ــه ترتیـ و  83/38±60/1، 16/41±64/5بـ

  DNAبود که ایـن اخـتلاف در مقـادیر مختلـف      07/6±50/35
  . دار نبود معنی

 

 
و شدت ) ستون ها(خارجی  DNAهاي حاوي  درصد اسپرم -1نگاره 

، 50ي اسپرم با مقادیر گذار گرمخانهخارجی در  DNA) خط(جذب 
  دقیقه 60به مدت  DNAنوگرم نا 500و  100

 

 
ي اسپرم با گذار گرمخانهرونده در  تحرك کل و تحرك پیش :2نگاره 

 دقیقه 60به مدت  DNAنانوگرم  500و  100، 50مقادیر صفر، 
  

هاي تیمار و  رونده در گروه میزان تحرك کل و تحرك پیش
در بررسی اختلاف تحرك کل . آمده است 2 شاهد در نگاره
رونده در تیمارهاي مختلف با گروه شاهد  و تحرك پیش

   مشاهده شد که میزان تحرك کل در گروه شاهد با گروه
دهد اما با دو  داري نشان می تفاوت معنی DNAنانوگرم  500
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هاي تیمار  بین گروه. دار نبود گروه تیمار دیگر این تفاوت معنی
درصد تحرك . داري وجود نداشت نیز اختلاف معنی

هاي تیمار تفاوت  گروه شاهد با تمام گروه رونده در پیش
هاي تیمار در   داد اما اختلافی بین گروه داري نشان می معنی

با بررسی اختلاف تحرك کل و تحرك . این مورد نبود
با دو  tرونده هر تیمار با گروه کنترل به روش آزمون  پیش

دار  نیز اختلاف معنی) Paired-Samples T test(نمونه جفتی 
همچنین . هاي تیمار با گروه شاهد مشاهده شد مام گروهدر ت

هایی که داراي جذب در ناحیه پشت  هیچ یک از اسپرم
هایی که  آکروزوم بودند متحرك نبودند گرچه بسیاري از اسپرم

خارجی بودند  DNAفقط در ناحیه آکروزوم داراي جذب 
 .رونده داشتند پیش تحرک

اسپرم اپیدیدیمی با مقادیر ي گذار گرمخانهبررسی :  آزمایش دوم
 60 ، 30نانوگرم پلاسمید و به مدت  زمان هاي 50و  20، 10، 5

درصد  دقیقه در درصد جذب، شدت جذب و تحرك 90و 
خارجی  DNAي گذار گرمخانهدقیقه  30هایی که پس از  اسپرم

اختلاف معنی دار  DNA نانوگرم  5اند در تیمار  را جذب کرده
داد اما اختلاف  ایر تیمارها نشان میو قابل توجهی را با س

. نانوگرم وجود نداشت  20و  10هاي دار بین تیمار معنی
داري از  طور معنی نانوگرم نیز به 50همچنین این تعداد در تیمار 

، 5در شدت جذب نیز بین تیمارهاي . سایر تیمارها بیشتر است
داري وجود داشت و با  نانوگرم اختلاف معنی 50و  20، 10
در این زمان . رفت شدت جذب بالا می DNAزایش میزان اف

 DNAرونده  با افزایش میزان  میزان تحرك کل و تحرك پیش
 ANOVAیافت گرچه این اختلاف با روش خارجی کاهش می

 0(بین تیمارهاي مختلف با یک دیگر و با گروه شاهد 
 tداري نبود اما در  بررسی به روش آزمون  معنی) DNAنانوگرم

این ) Paired Samples T-test(و نمونه جفتی یا همبسته با د
 . دار بودند معنی DNAها در همه مقادیر  تفاوت

 DNAي گرچه با افزایش میزان گذار گرمخانهدقیقه  60پس از 
شود اما این  خارجی در متوسط درصد جذب افرایش دیده می

اما . با بقیه معنی دار است DNAنانوگرم 5اختلاف تنها در تیمار 
افزایش یافته و این افزایش  DNAشدت جذب با افزایش میزان 

در میزان تحرك کل و تحرك . در تمام تیمارها معنی دار است
داري بین  نیز اختلاف معنی ANOVAرونده با روش   پیش

 tتیمارهاي مختلف با گروه شاهد دیده نشد اما به روش آزمون 
حرکت  و حرکت  با دو نمونه جفتی یا همبسته این تفاوت در

نانوگرم براي  5به جز گروه ( DNAرونده در تمام مقادیر  پیش
 .دار بود معنی )حرکت تام 

ي تیمارهاي مختلف نیز فقط بین گذار گرمخانهدقیقه  90پس از 
هاي  داري در درصد اسپرم نانوگرم اختلاف معنی 50و  5تیمار 

 50یمار دقیقه تنها در ت 90شده وجود دارد یعنی در ترا فرست 
نانوگرم  5داري بیشتر از گروه  طور معنی نانوگرم درصد جذب به

 DNA  5دقیقه در تیمار  60شدت جذب نیز مانند زمان . است 
اما بین . داري از سایر تیمارها کمتر بود طور معنی نانوگرم به

در این زمان نیز اختلاف معنی دار وجود  20و  10تیمار 
طور  نیز به DNAنانوگرم  50شدت جذب در تیمار . نداشت

در این زمان نیز با روش  . ها بیشتر بود معنی داراي از سایر گروه
ANOVA رونده بین  داري بین تحرك کل و پیش اختلاف معنی

وجود نداشت اما به ) نانوگرم 0(هاي تیمار با گروه شاهد  گروه
ها در  با دو نمونه جفتی یا همبسته این تفاوت tروش آزمون 

 .دار بودند معنی DNAادیر همه مق
، شدت توسط اسپرم اپیدیدیمی DNAنمودار درصد جذب 

 90، 60، 30(ي گذار گرمخانهجذب و تحرك کل در طول زمان 
 3در نگاره DNAنانوگرم  50و  20، 10،  5براي مقادیر ) دقیقه

 DNAنانوگرم  50ي با گذار گرمخانهدر . شده است نشان داده
، 30پس از ترا فرست هاي  رصد اسپرمداري در د اختلاف معنی

در . ي وجود نداشتگذار گرمخانهدقیقه  90و  60
دقیقه افزایشی  60پس از  DNAنانوگرم  20ي با گذار گرمخانه

در . وجود نداشتترا فرست هاي  در درصد اسپرم
دقیقه  90اگرچه تا  DNAنانوگرم  10ي با گذار گرمخانه
شد اما این افزایش غیرقابل  ي نیز افزایش دیده میگذار گرمخانه

دقیقه  90و  60داري بین  توجه است و اختلاف معنی
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کدام از این دو تیمار در درصد جذب  ي در هیچگذار گرمخانه
شیب   DNA نانوگرم 5ي با گذار گرمخانهدر . وجود نداشت

 90دقیقه کاملاً افزایشی بود و تا  60افزایش درصد جذب تا 
گرچه این اختلاف از . لاً وجود داشتدقیقه نیز این افزایش کام
نانوگرم  50نمودار شدت جذب براي . نظر آماري معنی دار نبود

DNA   20و  10 ، 5دقیقه مسطح بود اما براي گروه  30پس از 
دقیقه هنوز افزایشی بود و این افزایش براي گروه  60نانوگرم تا 

 و 30گرچه اختلاف شدت جذب بین . نانوگرم شدید تر بود 5
  . دار بود نانوگرم معنی 5ي تنها براي تیمار گذار گرمخانهدقیقه  60

ي  اسپرم انزالی با مقادیر گذار گرمخانهآزمایش سوم، بررسی اثر 
در  هاي مختلف زمان مختلف  پلاسمید و به مدت

خارجی درصد  DNAنانوگرم  50ي اسپرم با گذار گرمخانه
دقیقه  120و  60، 30، 15در  DNAهاي داراي جذب  اسپرم

، 66/42 ±38/3، 66/31 ±17/3ي به ترتیب گذار گرمخانه
 30و  15درصد بود که در   66/55±45/5و  66/50 44/7±

داري وجود نداشت اما در  ي اختلاف معنیگذار گرمخانهدقیقه 
ي گذار گرمخانهدقیقه  15داري با  دقیقه اختلاف معنی 120و  60

دقیقه  60ي تا گذار گرمخانهوجود داشت یعنی افزایش زمان 
اما بیش از آن زمان . باعث افزایش میزان جذب شده است

در شدت جذب تفاوت . تاثیري در این افزایش نداشته است
دقیقه  30و  15هاي  در زمان DNAداري در شدت جذب  معنی

ي وجود داشت اما بیش از آن مدت این تفاوت گذار گرمخانه
خارجی افزایش زمان  DNAنانوگرم   50یعنی با . دار نبود معنی

 . دقیقه باعث افزایش شدت جذب نشد 30بیش از 

میزان جذب براي  DNAنانوگرم  100ي با گذار گرمخانهدر 
ي به ترتیب گذار گرمخانهدقیقه  120، 60، 30، 15هاي  زمان
 67/57±18/4و  80/4±67/58، 84/3±33/55، 35/8±33/41

ها اختلاف معنی  روهدقیقه با سایر گ 15درصد بود که بین زمان 
ي گذار گرمخانهبه عبارت دیگر افزایش زمان . دار وجود داشت

شده ترا فرست هاي  دار اسپرم دقیقه باعث افزایش معنی 30تا 
شدت جذب . شود اما بیش از آن تأثیري در این میزان ندارد می

و  83/2±17/0، 67/2±33/0، 17/2±17/0نیز به ترتیب 

 DNAداري در شدت جذب  ف معنیکه اختلا. بود 33/0±67/2
ي وجود داشت اما گذار گرمخانهدقیقه  30و  15هاي  در زمان

 100 دقیقه در حضور 30ي بیش از گذار گرمخانهافزایش زمان 
 . خارجی باعث افزایش شدت جذب نشده است DNAنانوگرم 

خارجی میزان  DNAنانوگرم  200ي اسپرم با گذار گرمخانهدر 
ي، گذار گرمخانهدقیقه  120و  60 ، 30 ، 15هاي  جذب براي زمان

و  66/64±60/2 ، 66/59 ±07/2، 00/45±00/3ترتیب 
دقیقه  15داري بین  بود که اختلاف معنی 71/2±66/65

هاي داراي  ي با سایر زمان ها در درصد اسپرمگذار گرمخانه
نانوگرم  200یعنی با . خارجی وجود داشت  DNAجذب 

DNA  دقیقه باعث  30ي تا گذار رمخانهگخارجی افزایش زمان
شد  خارجی می DNAهاي داراي جذب  افزایش در صد اسپرم

شدت جذب در . تاثیري در این میزان نداشتآن اما بیش از 
خارجی  DNAنانوگرم  200ي با گذار گرمخانههاي مذکور  زمان

و  83/3±16/0 ،83/3±16/0، 00/3±00/0نیز به ترتیب 
ها  با سایر گروه  )دقیقه 15( 1که گروه . بود 33/0±66/3

ي تا گذار گرمخانهاختلاف معنی دار داشت یعنی افزایش زمان 
است اما  شده DNAدقیقه نیز باعث افزایش شدت جذب  30

 .پیش از آن تأثیري نداشت

خارجی میزان  DNAنانوگرم  500ي اسپرم با گذار گرمخانهدر 
ه به دقیق 120و  60، 30، 15هاي مختلف  جذب براي زمان

و  33/65 ±45/1، 00/63±15/1، 66/49 ± 97/4 ترتیب  
ها اختلاف  که بین گروه اول با سایر گروه. بود 20/1±66/65

ي با گذار گرمخانهمعنی دار وجود داشت به عبارت دیگر در 
باعث افزایش معنی دارد  30افزایش زمان تا  DNAنانوگرم  500

ما بیش از آن شود ا خارجی می DNAهاي حاوي  تعداد اسپرم
نیز براي این  DNAشدت جذب . در این تعداد تأثیري ندارد

بود  00/4±0ها برابر با  ي در همه زمانگذار گرمخانههاي  زمان
ها وجود نداشت به عبارت   داري در این زمان که اختلاف معنی

خارجی افزایش زمان  DNAنانوگرم  500دیگر با 
جذب شده  DNAشدت  دقیقه تأثیري در 15ي از گذار گرمخانه
  . نداشت
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، شدت ) a(خارجی  DNAهاي حاوي  نمودار درصد اسپرم: 3نگاره 
 90، 60، 30(ي گذار گرمخانهدر طول زمان )c(و تحرك کل  ) b(جذب 

  DNAنانوگرم  50و  20، 10،  5، 0براي مقادیر) دقیقه

  آزمایش چهارم
ه اسپرم انزالی نمون 3نمونه اسپرم اپیدیدیمی و  15در مقایسه 

نانوگرم پلاسـمید بـه    100ي شده با گذار گرمخانهتکرار  5با 
و  93/48±40/4دقیقه، میزان ترانسفکشن به ترتیب  60مدت 

 26/3±12/0درصد و شدت جذب به ترتیـب   96/1±26/55
بود که در میزان تراسفکشـن تفـاوتی وجـود     96/2±03/0و 

داري  معنـی  طـور  نداشت اما شدت جذب در اسپرم انزالی به
 .کمتر بود

  
 بحث

در تحقیقات مختلف بسیار  SMGTنتایج به دست آمده از 
هنوز  SMGTمتفاوت و ناهمخوان بوده است،  لذا کارایی 

خارجی و  DNAمکانیسم اتصال و دخول . مورد سؤال است
. اسپرم سوالی است که هنوز به درستی جواب داده نشده است

مختلف وجود داشته  هاي اختلاف شدیدي بین آزمایشگاه
از عوامل موءثر در موفقیت این روش به دست آوردن . است

ي گذار گرمخانهخارجی و زمان مناسب  DNAمقدار مناسب 
ي اسپرم و گذار گرمخانهاسپرم، شرایط محیطی مناسب در 

تعیین خصوصیات اسپرم براي جذب بهینه است تا بتوان 
برحرك اسپرم  بیشترین میزان جذب را در عین کمترین تاثیر

 . به دست آورد

اند بدنبال  هایی که توانسته درصد اسپرم: میزان جذب
خارجی آن را جذب کنند در جانوران  DNAي با گذار گرمخانه

شدت متفاوت ذکر شده  مختلف به هايمختلف و در گزاش
- 2و همکاران در یک بررسی این مقدار را  Castroاست 

 25-  2/7هی کارپ، درصد درما 25-6/7درصد در موش، 10
درصد در  1/0- 07/0درصد در گاو،  3تا  5/1درصد در خروس 

درصد براي  10 -  4/6درصد در خوك و  3/0-26/0بوفالو، 
اما تحقیقات بعدي عمدتاً ). 9(گوسفند و بز گزارش کردند 

او درصد در گ 49تا   29نتایج بالاتري را گزارش کردند  مثلاً 
در خوك و در شرایط . )17(وكدرصد درخ 70تا  60و ) 2و 8(
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ها  آن% 70ها اتصال صورت گرفته و در  پرماس% 90مناسب در 
DNA واکنش . داخل اسپرم شده استDNA  4تا  2با اسپرم در 

 ).17(شود ساعت کامل می

هاي  درصد اسپرم 56طور متوسط تا  در مطالعه حاضر نیز به
و  DNAم نانوگر 500(هاي انزالی  درصد اسپرم 65اپیدیدیمی و 

 pIRES2-EGFP–Lysتوانسته بودند ) يگذار گرمخانهدقیقه  60
البته اختلاف . را جذب کنند  که بسیار بیشتر از نتایج قبل است

زیادي در میزان ترانسفکشن بین گوسفندان مختلف و حتی 
این . دفعات مختلف اسپرم گیري از یک گوسفند وجود داشت

اپیدیدیمی تیمار شده با هاي اسپرم  میزان براي یکی از نمونه
البته نحوه ارزیابی . درصد می رسید 85نانوگرم پلاسمید به  500

هاي متصل به  تواند بر نتایج بررسی میزان اسپرم جذب می
DNA  خارجی مؤثر باشد، لذا ارزیابی سنجش تعداد با روش

هایی که  به علت عدم توانایی تفکیک اسپرم) 14(فلوسایتومتري
اند،  خارجی متصل شده DNAشت آکروزوم به تنها در ناحیه پ

 .  تواند نتیجه را نادرست نشان دهد می

 DNAي و میزان گذار گرمخانهآغاز زمان جذب و ارتباط زمان 
ي گذار گرمخانهزمان  مدت: شدهترا فرست هاي  با درصد اسپرم

 و 28(مؤثر است  DNAدر میزان جذب  DNAاسپرم با 

، SMGTنشان داده است در  بعضی مطالعات.  )9 ،11،17،18
DNA  ي با اسپرم گذار گرمخانهدقیقه  20تا  15خارجی بعد از

رسد و  دقیقه به حداکثر می 30 – 45کند و بعد از  میان کنش می
 ). 7, 9, 11و 26(آید  صورت خطی درمی سپس به

تواند بسیار زودتر رخ دهد  اما بررسی ما نشان داد که این امر می
هاي جذب کرده  دقیقه  تعداد اسپرم 60 خصوص تاچه بو اگر

 2/52با متوسط میزان جذب (داري یابد  تواند افزایش معنی می
 20اما بیشترین سرعت جذب در حضور بیش از ) درصد

دهد  و  ي رخ میگذار گرمخانهدقیقه اول  15در   DNAنانوگرم 
 . شود تدریج از سرعت جذب کاسته می به

 30در عرض  DNAنانوگرم  50ي با گذار گرمخانهدر گروه 
و ) 4/30± 15/2( شود  دقیقه درصد اعظم جذب انجام می

ي در گذار گرمخانه 90و  60،  30داري بین  اختلاف معنی
 DNAنانوگرم  20در . وجود نداردترا فرست هاي  درصد اسپرم
نانوگرم  10در . دقیقه افزایش درصد وجود ندارد 60نیز پس از 

DNA  ي نیز افزایش دیده گذار گرمخانهدقیقه  90اگرچه تا
شود اما این افزایش بسیار کم و غیرقابل توجه است و  می

ي در گذار گرمخانهدقیقه  90و  60داري بین  اختلاف معنی
در . کدام از این دو تیمار در درصد جذب وجود ندارد هیچ

شیب افزایش درصد جذب   DNAنانوگرم 5ي با گذار گرمخانه
دقیقه نیز این افزایش  90دقیقه کاملاً افزایشی است و تا  60تا 

گرچه این اختلاف از نظر آماري معنی دار . کاملاً وجود دارد
ي اسپرم اپیدیدیمی با مقادیر کم گذار گرمخانهبنابراین در . نبود

دقیقه اول سریع بود  15نیز سرعت جذب در ) نانوگرم 50تا  5(
دقیقه، منحنی  30طوري که پس از حدود  شد به بعد آهسته میو 

صورت هاي جذب کرده تقریباً ب د اسپرمشدت جذب و درص
درصد 90طوري که بیش از  شد به دیده می) Platue (مسطح 

و   DNAنانوگرم  50ي با گذار گرمخانهمیزان ترانسفکشن در 
 5 ي باگذار گرمخانهدرصد میزان ترانسفکشن در 80بیش از 
ي گذار گرمخانهدقیقه اول رخ داد و با  30در  DNAنانوگرم 
. دقیقه، افزایشی در میزان ترانسفکشن مشاهده نشد 60بیش از 

در . متفاوت بود DNAسرعت جذب براي مقادیر متفاوت 
تر و در  زمان رسیدن به مرحله مسطح کوتاه DNA  مقادیر زیادتر
 . این زمان بیشتر بود DNAمقادیر کمتر 

ي اسپرم انزالی شسته شده گوسفند گذار گرمخانهر آزمایش با د
با افزایش زمان  pEGFP-hlysنانوگرم از پلاسمید  100با 

داري در تعداد  دقیقه افزایش معنی 30گذاري تا  گرمخانه
خارجی و شدت جذب آن مشاهده  DNAهاي حاوي  اسپرم

خارجی در  DNAهاي حاوي  اگرچه حد اکثر میزان اسپرم. شد
درصد بود اما این افزایش در بیش از  60دقیقه و حدود  120
( بیشترین سرعت . دار نبود ي معنیگذار گرمخانهدقیقه  30

دقیقه اول  15درصد جذب کل در 65جذب یعنی حدود   )میزان
 30درصد جذب کل در عرض 85ي بوده است و گذار گرمخانه
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جذب  دقیقه به تدریج از سرعت 60دقیقه رخ داده بود و تا 
) 17(کاسته شده است که با یافته هاي به دست آمده در خوك 

ي گذار گرمخانهدقیقه   30همچنین تنها تا . همخوانی داشت
ها  خارجی در اسپرم DNAدار شدت جذب  باعث افزایش معنی

 .شد می

 500تا  50ي اسپرم انزالی گوسفند با گذار گرمخانهدر بررسی 
دقیقه باعث  30ي بیش از ارگذ گرمخانهنانوگرم پلاسمید نیز 

یقه دق 15پس از . شد دار در میزان جذب نمی افزایش معنی
تا ) نانوگرم پلاسمید 50براي (% 56ي حدوداً بین گذار گرمخانه

میزان کل ترانسفکشن ) نانوگرم پلاسمید 500براي (درصد  75
ي حدود گذار گرمخانهدقیقه  30این میزان براي . رخ می دهد

ي گذار گرمخانهرسد  لذا به نظر می. درصد بود 95درصد تا  74
خارجی بیش  DNA) نانوگرم 200تا20(اسپرم با مقادیر متوسط

دقیقه لازم  60بیش از ) نانوگرم 5(دقیقه و در مقادر کم  30از 
 .نباشد

خارجی  DNAرسد که هر چه غلظت  همچنین به نظر می
وتاهتر بیشتر باشد زمان رسیدن به حداکثر میزان ترانسفکشن ک

شده اثر ترا فرست هاي  خواهد بود اما در میزان نهایی اسپرم
 .  زیادي نداشته باشد

 Lavitranoاین یافته ها با نتایج به دست آمده در خوك توسط  
ها بیشترین  که مشاهده شد در همه نمونه)  2003(و همکاران 

ي بوده است گذار گرمخانهدقیقه اول  15جذب در  سرعت 
دقیقه به تدریج در  60و تا ) درصد جذب کل  60بیش از (

درصد در عرض  80بیش از  (سرعت جذب کاسته شده است 
 ).  17(همخوانی دارد) دقیقه 30

شده است که حتی پس از  در مطالعه بر اسپرم گاو نیز نشان داده
لذا ). 8(رسد  ي این اتصال به حداکثر میگذار گرمخانهدقیقه  30

ي طولانی قبل از لقاح لازم نباشد گذار گرمخانهرسد  به نظر می
تر شدن میزان  خصوص با توجه به آن که طولانی به

. ي اثر سوء بر تحرك و قابلیت حیات اسپرم داردگذار گرمخانه
موجود در تعلیق اسپرم نیز مهم  DNAالبته در این رابطه میزان 

در بررسی اسپرم فریز تاو ) 2009(و همکاران  Fitossa. است
نانوگرم در  500به  DNAدریافتند که افزایش میزان  شده گاو

 2اسپرم با مدت انکوبانسیون  1× 106هر میلی لیتر به ازاي 
) يگذار گرمخانهو بیشترین زمان  DNAبالاترین میزان (ساعت 

اما ) 11(شود  می DNAباعث افزایش میزان جذب کلی 
 DNAمشخص نبود که این افزایش کلی ناشی از افزایش میزان 

جذب شده در هر اسپرم است یا به خاطر افزایش تعداد 
به علت استفاده از روش (اگزوژن  DNAهاي حاوي  اسپرم

Real time PCR  در سنجشDNA اگزوژن.( 

خارجی برشدت   DNAي و میزان گذار گرمخانهاثر زمان 
بر  DNAي و غلظت گذار گرمخانهزمان : خارجی DNAجذب 

جذب شده توسط هر  DNAشدت جذب یعنی متوسط میزان 
ها دیگران نشان داده است که  آزمایش. اسپرم نیز موءثر است

با اسپرم باعث  DNAي گذار گرمخانهطولانی تر کردن زمان 
خارجی با اسپرم و بدنبال آن ورود  DNAافزایش میزان اتصال 

 DNAاضافه کردن بیش از حد ). 9و  12(شود  آن به اسپرم می
یا کاهش باروري در مقایسه با  باعث صدمه دیدن اسپرم و

به ازاي  DNAلذا بهینه کردن میزان  . شود اسپرم معمولی می
را جذب  DNAکه بیشترین تعداد اسپرم  هرسلول اسپرم براي آن

 .کنند مهم است

 DNAنانوگرم  100و  50ي اسپرم اپیدیمی با گذار گرمخانهدر 
 30ي تا رگذا گرمخانهخارجی نشان داده شد که با افزایش زمان 

یابد و پس از آن  خارجی افزایش می DNAدقیقه شدت جذب 
دقیقه نیز به حداکثر  60پس از . دار نیست این افزایش معنی
اما . شود رسد و منحنی شدت جذب مسطح می ظرفیت خود می

نانوگرم  20و  10 ، 5خارجی براي گروه  DNAشدت جذب 
 5اي گروه دقیقه هنوز افزایشی است و این افزایش بر 60تا 

 30گرچه اختلاف شدت جذب بین . نانوگرم شدید تر است
نانوگرم معنی دار  5ي تنها براي تیمار گذار گرمخانه 60دقیقه و 

در اسپرم انزالی نیز افزایش شدت جذب در . است
 DNAنانوگرم   200و  100، 50ي با مقادیر گذار گرمخانه
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آن باعث دقیقه معنی دار بود و بیش از  30خارجی تنها تا
ي با مقادیر گذار گرمخانهالبته در . افزایش معنی دار نمی شد

دقیقه کاهش  15خارجی این زمان به  DNAنانوگرم   500
). 17و  12(این یافته ها موءید یافته هاي دیگران است . یافت

دقیقه  15گرچه بعضی محققین بیشترین میزان ورود را در همان 
العه ما بیشترین مقدار جذب به اما در مط  ،)17(دانند  اول می

همچنین مشاهده شد که . دقیقه اول دیده شد 30ها در  اسپرم
هاي یک نمونه نیز مشابه نیست  سرعت جذب در همه اسپرم

هایی با شدت  یعنی در حالی که در یک زمان ممکن است اسپرم
. هاي متفاوت از بازتاب فلورسنت در یک نمونه مشاهده کرد

ي که هنوز جذب گذار گرمخانههاي ابتدایی  این حالت در زمان
رسد   به نظر می. شود به حد اکثر خود نرسیده بیشتر مشاهده می

خارجی در سرعت جذب و زمان رسیدن به  DNAمقدار 
 5حداکثر شدت جذب موثر باشد یعنی براي مقادیر کمتر مثل 

نانوگرم  500نانوگرم این زمان طولانی تر و براي مقادیر بالا مثل 
در مطالعه حاضر نشان داده شد که با . تر باشد این زمان کوتاه
نانوگرم  500نانوگرم به  100خارجی از  DNAافزایش میزان 

دقیقه  60اسپرم اپیدیدیمی پس از  1×106میکرولیتر و 25براي 
هاي حاوي  ي گرچه باعث افزایش میانگین  اسپرمگذار گرمخانه

DNA گرچه ممکن . ار نبودد خارجی شد اما این افزایش معنی
تر  خارجی در زمان هاي کوتاه DNAاست که افزایش میزان 

. شده مؤثر باشدترا فرست هاي  ي در میزان اسپرمگذار گرمخانه
ي اسپرم با مقادیر زیاد گذار گرمخانهرسد  با  زیرا به نظر می

DNA ها زودتر به حد نهایی خود  خارجی ظرفیت جذب اسپرم
خارجی در محیط  DNAزایش میزان با این حال اف. میرسد

داري باعث افزایش شدت جذب   طور معنی ي بهگذار گرمخانه
در . ها شد جذب شده در این اسپرم DNAیعنی میزان 

خارجی  DNAي اسپرم اپیدیدیمی با مقادیر کم گذار گرمخانه
 DNAنانوگرم   50نانوگرم، شدت جذب براي  50تا  5یعنی 

 20و  10 ، 5اما براي گروه  شود دقیقه خطی می 30پس از 
دقیقه هنوز افزایشی است و این افزایش براي  60نانوگرم تا 

گرچه اختلاف شدت جذب . نانوگرم شدید تر است 5گروه 
نانوگرم  5ي تنها براي تیمار گذار گرمخانه 60دقیقه و  30بین 

تواند  خارجی می DNAبنابر این میزان مناسب .  معنی دار است
در حالی که بعضی . بسیار مهم باشد SMGTدر موفقیت 

نانوگرم براي  30خارجی را  DNAمطالعات میزان مناسب 
اما بعضی دیگر این ) 21و  24(اند  اسپرم پیشنهاد کرده 1×106

 .نانوگرم دانسته اند 500مقدار را بسیار بیشتر یعنی 

شده در  خارجی در هر اسپرم مطالعات انجام DNAدرباره مقدار 
خارجی  DNAمقدار :  1مختلف سه نکته ثابت است هاي  گونه

 2. شده توسط اسپرم دارد گرفته DNAهمبستگی مثبتی با مقدار 
خارجی داخل شده هنگامی که بالاتر از یک مقدار  DNAـ 

شود که منجر به مرگ اسپرم  آستانه باشد ، باعث روندي می
خارجی حمل شده توسط اسپرم داراي اثر  DNAـ  3. گردد می
بر روي ) وارد شده DNAوابسته به مقدار (ی وابسته به دوز سم

بنابراین این که اسپرم بتواند حامل ) 21و  24(رویان است 
DNA  خارجی شود به این بستگی دارد که میزان و غلظت
DNA نه بسیار زیاد و نه بسیار کم باشد . 

خارجی در بیان ژن انتقالی نیز نقش  DNAرسد میزان  به نظر می
 DNAو  احتمال میان کنش ضعیف اسپرم با ) 25(ي دارد کلید

خصوص هنگامی که  خارجی، به DNAدر حضور مقادیر کم 
اگرچه . شوند وجود دارد ي میگذار گرمخانهبراي مدت کوتاهی 

ي باعث افزایش میزان گذار گرمخانهو زمان  DNAافزایش میزان 
جذب شود اما اعتقاد به این است که این امر یعنی  جذب می

بیش از حد باعث شروع روند فعالیت آندونوکلئازهاي اسپرم 
آندوژن و هم  DNAباعث تجزیه هم   که احتمالاً) 21(شود  می

). 22،1و  24( شود اگزوژن و کاهش میزان تحرك و باروري می
با ) 2010(و همکاران  shadanlooشاید به همین دلیل باشد که 

نانوگرم به ازاي  500 نانوگرم به 200از  DNAافزایش میزان 
برابر کاهش در میزان بیان ژن انتقالی در  4/1اسپرم ،  1× 106

با اسپرم زنده غیر متحرك و  ICSIهاي به دست آمده از  رویان
برابر کاهش در  3/4نانوگرم  500به  100از  DNAبا افزایش 
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با اسپرم مرده را  ICSIهاي حاصل از  بیان ژن انتقالی در رویان
نانوگرم  200و  100خارجی  DNAلذا میزان . دندگزارش کر

اسپرم براي تکامل طبیعی رویان و بیان   1× 106به ازاي هر 
و  Sciamanna). 25(مؤثر ژن انتقالی در بز پیشنهاد شده است 

حاوي ( pVLCNhGHمقدار مناسب پلاسمید ) 2010(همکاران 
در اسپرم  1× 106نانوگرم براي  1را ) VL30رتروترانسپوزون 

نانوگرم باعث کاهش تولید موش  20-10. موش دانسته است
هیچ موش تراریخته  DNAنانوگرم  500- 50تراریخته شد و با 

با تکامل  CMVدر مقابل پلاسمید حاوي پروموتر . ایجاد نشد
 ) . DNA )24رویان سازگارتر است حتی با مقادیر بالاتر 

 Wu  ه مرده هاي منجمدـ ذوب شد اسپرم) 2009(و همکاران
قرار  eGFPخوك را در معرض مقادیر متفاوت پلاسمید حاوي 

در این ). میلی لیتر محیط 2نانوگرم در  100و  50، 10(دادند 
داري  اختلاف معنی ICSIهاي حاصل از  ها تکامل رویان غلظت

نانوگرم  100و  50هاي  در غلظت eGFPنداشتند اما میزان بیان 
) 2009(و همکاران  Feitosa ).27(نانوگرم بود  10بیشتر از 

گذاري اسپرم و افزایش مقدار  اگرچه با افزایش زمان گرمخانه
DNA  )500 افزایش میزان جذب ) نانوگرمDNA  توسط اسپرم

آندوژن اسپرم  DNAگاو را مشاهده کردند اما تجزیه و تخریب 
 2فقط در  DNAهمچنین افزایش . در هیچ تیماري دیده نشد

 ). 3(ي باعث افزایش جذب شدگذار گرمخانهساعت 

رونده از پارامترهایی است که  تحرك کل و پیش:  تحرك اسپرم
حرکت . طور مستقیم با قابلیت باروري اسپرم ارتباط دارد به

اسپرم در خط مستقیم نیز ممکن است نقش مهمی در حرکت 
لذا تعیین اثر . آن در مجراي تناسلی ماده داشته باشد

خارجی بر تحرك بسیار با اهمیت  DNAي به گذار گرمخانه
نتایج به دست آمده از اثر این تکنیک بر تحرك اسپرم در . است
بعضی از . هاي مختلف بسیار متفاوت و متناقض است گروه

رونده  دار تحرك تام و پیش مطالعات نشان دهنده کاهش معنی
و  23(و گاو ) 13و  22(در خوك DNAاسپرم بعد از تیمار با  

تواند منتج به عدم امکان استفاده از آن در  ه میاست ک) 2، 6

با این حال بعضی . یا تلقیح مصنوعی باشد IVFهایی مثل  روش
). 1و 10(از محققین دیگر این اثرات منفی را مشاهده نکردند 

تواند ناشی از تفاوت مشاهده کننده در  این تفاوت می
و همکاران  Canovas. هاي وابسته به شخص باشد ارزیابی

مشاهده کردند که سایر پارامترهاي حرکت مثل حرکت ) 2010(
هاي  کند اما این کاهش در اسپرم مستقیم نیز کاهش پیدا می

طور  خارجی به حدي نبود که به DNAي شده با گذار گرمخانه
اي  اما نکته). 8(ها را به خطر اندازد  کامل توانایی لقاح این اسپرم

هاي دیگر اشاره نشده  قو بعضی تحقی Canovasکه در تحقیق 
هاي  است آن است که آیا کاهش تحرك در اسپرم

 DNAهاي متصل شده به  ي شده مربوط به اسپرمگذار گرمخانه
خارجی هستند که در این صورت این کاهش حرکت اثر سوء 

. است خواهد داشت SMGTمستقیمی بر انتقال ژن که هدف 
در اسپرم  رسد حتی در مطالعاتی که کاهش حرکت به نظر می

خارجی گزارش شده این تفاوت  DNAي شده با گذار گرمخانه
 29و همکاران مشاهده کردند که  Canovasزیاد نیست مثلاً 

 108( دار  نشان DNAي شده با گذار گرمخانههاي  درصد اسپرم
با سنجش ) DNAمیکروگرم  5میلی لیتر محیط و  1اسپرم در 

ند در حالی که بود DNAبه روش فلوسایتومتري متصل به 
درصد در  63(درصد 8اختلاف تحرك گروه تیمار و شاهد تنها 

البته بعضی تحقیقات نیز کاهش ). 8(بود) درصد 71مقابل 
رونده اسپرم بعد از تیمار با   داري را در تحرك تام و پیش معنی

DNA  و حتی در بعضی موارد این )11(نشان نداده است ،
 ). 10(پارامترها بهتر شده است 

نانوگرم کاهش  100ي با گذار گرمخانهدر مطالعه حاضر در 
هاي گروه تیمار با گروه  رونده اسپرم اندکی در تحرك تام و پیش

اگر . ي مشاهده شدگذار گرمخانهدقیقه   5شاهد به استثناي 
هاي گروه تیمار اثر  بپذیریم که علت کاهش حرکت اسپرم

DNA شاید با توجه به ها باشد،  خارجی بر آپوپتوز این اسپرم
ي گذار گرمخانهدقیقه  30تا  15که بیشترین درصد جذب در  آن

 30دهد و بیشترین مقدار جذب شده به اسپرم نیز پس از  رخ می
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توان کاهش تحرك بیشتر و شدیدتر  شود، می دقیقه مشاهده می
ي را بدین جهت توجیه گذار گرمخانهدقیقه   30و  15را پس از 

با توجه به کاهش سرعت میزان و شدت  پس از این زمان. کرد
همچنین با . یابد جذب سرعت بی تحرك شدن نیز کاهش می

نانوگرم در  500خارجی تنها بین گروه شاهد و   DNAافزایش 
هاي تیمار در تحرك  تحرك کل و بین گروه شاهد و همه گروه

 100در مقادیر زیر . دار مشاهده شد رونده اختلاف معنی پیش
لافی بین تیمار هاي مختلف با هم و با شاهد در نانوگرم اخت

در بررسی اسپرم انزالی . رونده نبود تحرك تام و پیش
خارجی گرچه به   DNAنانوگرم  100ي شده با گذار گرمخانه

ي اختلاف تحرك کل گذار گرمخانهدقیقه  15جز تحرك کل در 
خارجی   DNAي شده با گذار گرمخانههاي  رونده اسپرم و پیش
دار بود، اما این اختلاف به هیچ  هاي گروه شاهد معنی رمو اسپ

مثلاً . خارجی نبود DNAهاي حاوي  وجه برابر درصد اسپرم
هایی که داري  ي تعداد اسپرمگذار گرمخانهدقیقه  60پس از 
درصد بود اما اختلاف  58اند حدود  خارجی بوده DNAجذب 

. بوده است درصد 4ها با گره شاهد تنها حدود  تحرك این اسپرم
خارجی عامل اصلی در این  DNAرسد جذب  لذا به نظر نمی

از بررسی نتایج به دست آمده این طور به . اختلاف بوده است
 DNAي اسپرم با مقادیر بالاي گذار گرمخانهرسد که تنها  نظر می

تواند باعث کاهش  نانوگرم و بیشتر می 200خارجی یعنی 
د و آنچه باعث کاهش ها شو رونده اسپرم تحرك کل و پیش

. ها در محیط آزمایش است شود تراکم کم آن ها می تحرك اسپرم
یکی آنکه گرچه اکثر . دو نکته مهم باید مورد توجه قرار گیرد

به ناحیه قدامی اسپرم را داشتند  DNAهایی که اتصال  اسپرم
 DNAمتحرك بودند اما هیچ اسپرم متحرکی که داراي جذب 

هاي  م باشد مشاهده نشد که با یافتهدر ناحیه پشت آکروزو
 ) .2و  25(خوانی دارد  ها در گاو و خوك هم بعضی گروه

که این تفاوت در میزان تحرك تام بین گروه تیمار و  دیگر آن
 DNAهایی که جذب  شاهد به هیچ وجه برابر درصد اسپرم

دقیقه  90و  60، 30، 15، 5اند نبود مثلاً پس از  خارجی داشته

خارجی، متوسط کاهش  DNAنانوگرم  100ي با گذار گرمخانه
و  1/9، 0/9، 2/7، 5/0تحرك نسبت به گروه شاهد به ترتیب 

خارجی به  DNAدرصد بود در حالیکه میزان جذب  1/9
لذا به نظر . درصد بود 4/56و  2/52، 0/44، 4/30، 8/9ترتیب 

خارجی باعث بی تحرك شدن  DNAرسد که تنها جذب  نمی
 . ه باشدها شد اسپرم

در این مطالعه در میزان تراسفکشن در اسپرم اپیدیدیمی و اسپرم 
انزالی تفاوتی وجود نداشت اما شدت جذب در اسپرم انزالی 

که ممکن است به علت وجود . داري کمتر بود طور معنی به
همان طور که . مقادیر بسیار کم مایع منی در اسپرم انزالی باشد

مایع منی میتواند باعث کاهش اتصال در مطالعه قبل نشان دادیم 
DNA  در دست انتشار(خارجی به اسپرم شود .(Garcia-

Vasquez  در قابلیت اتصال ) 2010(و همکارانDNA  به
هایی اپیدیدیمی و انزالی خوك تفاووتی مشاهده نکردند  اسپرم

گرچه درصد ) درصد  به ترتیب 94/10درصد  و  63/12(
پیدیدیمی کمی بیشتر در گروه ا  DNAهاي زنده متصل به  اسپرم
در بعضی مطالعات مشاهده ). 15) (%05/1در مقابل  %1/2(بود 

شده است که کارایی کلی ترانسفکشن اسپرم انزالی بهتر از 
شود علت کمتر بودن موفقیت  گفته می. اسپرم اپیدیدیمی است

مربوط به فعال شدن آندو نوکلئاز در این  یمی  در اسپرم اپیدید
احتمالاً ). 24(باشد  ها و پاسخ آپوپتوتیک بسیار کاراتر می سلول

کند که باعث  اسپرم اپیدیدیمی نوکلئاز آندوژن را فعال می
اگزوژن در اسپرم  DNAآندوژن و هم  DNAتخریب هم 

دارد که  اسپرم انزالی پاسخ آندونوکلنازي ضعیفتري . شود می
  . )21(هاي بیشتري زنده بمانند  شود سلول باعث می
یک روش ساده، ارزان و سریع در تولید  SMGTاگرچه 

اي استفاده  طور گسترده است اما هنوز به تراریختحیوانات 
 100تا  0شود زیرا کارایی این روش هنوز ثابت نیست و از  نمی

این امر احتمالاً به خاطر پایین بودن . متغیر گزارش شده است
و تکرار خارجی در ژنوم  DNAاحتمال جایگري پایدار 

کینتیک  SMGTبراي افزایش کارایی . پذیري ضعیف آن است
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خارجی مورد بررسی مطالعات  DNAمیان کنش بین اسپرم و 
 .مختلف قرار گرفته است

خارجی را  DNAاسپرم گوسفند به میزان بالایی توانایی جذب 
توجهی بین اسپرم انزالی و اپیدیدیمی در  دارد و تفاوت قابل

خارجی خیلی زود  DNAجذب . ارداین مورد وجود ند
ي براي مقادیر گذار گرمخانهافزایش زمان . تواند آغاز شود می

 DNAدقیقه باعث افزایش مقدار  60خارجی تا  DNAکم 
 DNAشود اما با مقادیر زیاد  شده توسط اسپرم می جذب

گرچه . یابد دقیقه میزان جذب افزایش نمی 15خارجی پس از 
خارجی توسط  DNAب مقدار زیاد عقیده بر این است که جذ

اسپرم باعث آغاز روند فعال شدن آندونوکلئازها شود که منجر 
 پتوزآندوژن و اگروژن شبیه روند آپو DNAبه تخریب 

تواند باعث کاهش تحرك و قابلیت حیات  شود که می می
توجهی در  ها اختلاف قابل اما در این آزمایش.  اسپرم شود

به نظر . اهد مشاهده نکردیمهاي تیمار و ش تحرك گروه
 200تا20(ي اسپرم با مقادیر متوسطگذار گرمخانهرسد  می

 5(دقیقه و در مقادیر کم  30خارجی بیش از  DNA) نانوگرم
 .دقیقه لازم نباشد 60بیش از ) نانوگرم

  
 

  تشکر و سپاسگزاري
از مسئولین بخش پزشکی مولکولی موسسه پاستور که قسمتی 

جا صورت گرفت تشکر و قدردانی از این مطالعه در آن
  .شود می
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