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  چکیده
لی انقلاب عظیمی را در علم طی چند دهه گذشته توانایی ایجاد تغییرات مستقیم ژنتیکی در سطح ملکو

- هاي مختلف را در زمینهها، امکان پیوند تکنیکفناوري موجود در تراریخت. زیست شناسی بوجود آورده است
امروزه پرندگان تراریخت به عنوان . هاي جنین شناسی، بیولوژي سلولی و ژنتیک ملکولی فراهم کرده است

بسیاري از دانشمندان . گیرندز مؤسسات مورد استفاده قرار میابزارهاي تحقیقاتی مفید و مؤثر در بسیاري ا
با توجه به . هاي تولید پرندگان تراریخت متداول شوندابتدا باید روشمعتقدند که قبل از تحقیق در این مورد، 

هاي ویروسی امکان  و یا حاملDNAپیشرفت چشمگیر علم زیست فناوري، دستکاري مستقیم جنین به وسیله 
. ها توانایی ایجاد جایگاه اختصاصی براي دستکاري ژنوم را ندارنداما به طور عموم، این روش. ده استپذیر ش

هاي براي رفع این مشکل، اخیراً روش هاي مختلفی براي تولید جوجه هاي تراریخت بر پایه استفاده از سلول
هاي بنیادي و سلول) PGCS(ي هاي زایاي بدو، سلول)ESCs(هاي بنیادي جنین ، سلول)BDCS(بلاستودرم 

 سیستمی کامل براي جداسازي، تکثیر، آلوده لذا. پیشنهاد شده و توسعه یافته است) SSCs(اسپرماتوگونیال 
 بنیادي جنینی و به دنبال آن تولید میزان بالایی شمیر هايکردن، انتخاب و تکثیر مجدد محیط کشت سلول

 که روش کشت  شدهنشان داده .گزارش شده است علمی قالات جدیدسوماتیک بهبود داده شده و نتایج آن در م
هاي تراریخت در ترین روش تولید جوجهترین و پربازدههاي سلول هاي اسپرماتوگونیال جدیدترین، سادهبیض

ها به عنوان القاگر در مراحل بیولوژیکی تولید اسپرم براي SSCsدر این روش از . طی سالهاي اخیر بوده است
تواند باعث انتقال ژن با هاي ویروسی میاگرچه استفاده از سیستم. اد جوجه هاي تراریخت استفاده می شودایج

 جادیاي برا حاضر حال در. ها را محدود کرده استبازدهی بالا شوند، اما مسائل ایمنی موجود، کاربرد عملی آن
 استفادهنیز  توانپري ادیبنی سلولي دستکار و مریش يایزاي سلولها دیتولي هاروش بیترک از ختیترار پرندگان

هاي انتقال ژن و همچنین هاي تراریخت، روشهاي تولید جوجه در این مقاله سعی شده مهمترین روش.شودیم
 .به عنوان راکتور زیستی در زیست فناوري تشریح شود هاي تراریختکاربرد جوجه

هاي ویروسی، هاي پر توان، حاملاري ژنتیکی، سلولهاي تراریخت، انتقال ژن، دستکجوجه: کلمات کلیدي
   .سلولهاي بنیادي
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  مقدمه

 در  انجام شدهتحقیقاتدر طی دهه گذشته 
 و ، پزشکی، ژنتیک، کشاورزيداروشناسیهاي زمینه

در اکثر کشورهاي مهندسی داروهاي زیستی 
را اثبات نیاز به تولید حیوانات تراریخت پیشرفته 
هاي تکنیکی قابل توجه در یتوجود مز. نموده اند
 مختلفي هانهیگز وجود با ه سبب شدپرندگان

ي هاجوجه ،1بینوترکي هانیپروتئ دیتولي برا
 دیتولي برای مهمي تجار منبع عنوان به 2تراریخت

موارد ها شامل این مزیت. توجه قرار گیرند مورد
 ماه 5متوسط  (دوره رشد کوتاه-1: زیر است

هاي حاوي ژن جوجه ردیابی - 2، )3سانانمرغدر
 ,.Lillico et al( تر انتقال یافته در مدت کوتاه

خروس  (یافته ژن انتقال بیشترتولید  -3، )2005
 ده مرغ منی ازايتواند هر سه روز به بارور می

تواند بعد از لقاح ده ند، هر مرغ گیرنده میتولید ک
در تخم زایا تولید کند و مرغان بالغ ماده سالانه 

 سادهساختار  -4  و)کنندتولید می تخم 330 حدود
داري در ی هاي تخم که به شکل معنپروتئین
 سازي پروتئین نوترکیب تاثیر مثبت داردخالص

)Dunn et al., 2005( .پرندگان به سبب هزینه  ،لذا
تولید کمتر، محیط استریل طبیعی تخم و تولید 

 مناسبی براي هاي گزینهد پروتئین در تخممقدار زیا
هاي درمانی در صنعت داروسازي تولید پروتئین

                                                             

1 Recombinant protein 

2 Transgene chickens 

3 Gallus gallus 

اگرچه در بیست سال . )Dunn et al., 2005(هستند 
هاي تراریخت بیشتر براي انجام گذشته موش

اند، اما تکنولوژي تحقیقات تجاري مورد توجه بوده
هاي تراریخت نیز همزمان با پستانداران تولید جوجه

 را ختیترار موش نیاول. رشد کرده است

 Gordon et al., (1980)انتقال کیتکن از استفاده ا ب 
 وجود با. کردند جادیا ،4پیش هسته به ژن

 در جهش وی تصادف انتقال همچون ییهاتیمحدود
 راندمان کاهش سبب که شده، داده انتقال قطعه

 به هسته شیپ به قیتزر ،ندشدیم هاختیترارتولید 
مورد  هاختیترار دیتولي فناور نیپرکاربردتر عنوان

. )Ono et al., 1994(گرفته است  قرار استفاده
روند عبور تخم از  مانند داری معن هايتفاوت

اویداکت، نیاز به پوسته براي رشد و دشواري 
 پرندگانهاي زایا یا بنیادي جنین جداسازي سلول

هاي پرندگان هاي تولیدمثلی گونه سیستمدر که
 که شد دارد، باعثنسبت به پستانداران وجود 

 پرندگان دیتولي برارا ی متفاوتي هاوشر نیمحقق
 در گزارشات .مورد استفاده قرار دهند ختیترار

براي تولید پرندگان عمده  دو روش قبلی به
 مستقیم روش که به دو اشاره شده استتراریخت 

 ،در روش مستقیم. دنشوو غیر مستقیم تقسیم می
هاي ویروسی  و یا حاملDNAجنین با استفاده از 

مختلفی غیر مستقیم هاي روش .شودمیدستکاري 
هاي تراریخت بر پایه سلولی، براي تولید جوجه

                                                             

4 Pronucleus 
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- از سلولبه طور عمده ها اند، که در آنتوسعه یافته

هاي بنیادي ، سلول)BDCS (5هاي بلاستودرم
) PGCS (7ي بدويهاي زایا، سلول)ESCs( 6جنین

) SSCs (8هاي بنیادي اسپرماتوگونیالو سلول
تولید موفقیت آمیز   براينیمحقق.  شودمیاستفاده 

 نظر در را مهم اصل دو ختیترار واناتیح
- سلول که نمودندی سع هاآنکه  اول این. اند  گرفته

در  کاهش بدونرا مختلف  واناتیح هدف دري ها
 کنندي دستکار قابلیت زیستی سلول به طور مؤثري

 رییتغ سبب هدف ژني دستکارکه  دوم این و
هدف از این مقاله مروري . نشود ژن لنرما عملکرد

بر انواع روش هاي انتقال ژن در پرندگان و میزان 
موفقیت و کارایی این روش ها در بیان ژن و تولید 
پروتئین هاي نوترکیب در پرندگان تراریخت و 

   .باشدفناوري میکاربرد آنها در زیست
  هاي مستقیم روش

در مطالعات اولیه، پژوهشگران تلاش 
هاي مرسوم در ند که با استفاده از روشکرد

. پستانداران، پرندگان تراریخت را تولید کنند
ها سعی نمودند با تزریق محققان در این روش

DNA  به پیش هسته تخم، پرنده تراریخت ایجاد
 ,.Love et al., 1994; Sherman et al(کنند 

ها علاوه بر پر هزینه استفاده از این روش. )1998
ها  که استفاده از آن،بودن مسایلی را بوجود آوردند

                                                             

5 Blastodermal cell 

6 Embryonic stem cells 

7 Primordial germ cells 

8 Spermatogonial stem cell 

دست آوردن هر تخم، ه براي ب. کردرا دشوار می
 تعداد ،لذا. شدندباید ذبح میهاي بالغ میپرنده

مناسب و کافی تخم براي تولید پرندگان تراریخت 
-  به مهارتهاهمچنین این روش. آمدبدست نمی

اي نیاز دارند، زیرا پس از هر تزریق، هایی ویژه
تخمک باید در خارج از بدن موجود زنده کشت 
داده شود یا به پرنده ماده دیگري منتقل شود تا 
نهایتاً یک پرنده زنده متولد شود که هر دوي این 

هاي ها به سطح قابل توجهی از مهارتروش
یستم کشت تکنیکی و زیر ساختی براي انجام س

محققان . خارج از بدن موجود زنده، نیاز دارند
تلاش کردند با دستکاري مستقیم جنین در دو 
مرحله اساسی رشد این دو مشکل مهم را از بین 

مرحله (آنها نشان دادند مرحله بلاستودرم . ببرند
X( تخم تازه بارور شده زمان مناسبی براي قرار ،

. )Han, 2009(دادن جنین دستکاري شده می باشد 
 ساعت، 72 جنین به مدت همچنین انکوبه کردن

هاي زایاي بدوي سبب قابل دسترس شدن سلول
شود که از این سلول ها نیز می توان براي می

، 2001در سال . دستکاري جنین استفاده کرد
 80 ( زایاهايپژوهشگران از طریق انتقال مؤثر سلول

هاي داراي نسخه برداري با استفاده از حامل) درصد
درون تخم در مرحله ناقص رتروویروسی به 

بلاستودرم، بلدرچین تراریخت تولید کردند 
)Mizuarai et al., 2001( . براي افزایش بازده بیان

ژن و انتقال سلولهاي زایا، پژوهشگران تحقیقات را 
- روي مرحله رشد مناسب رویان براي تزریق حامل
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ها چندین طبقه در جوجه. هاي ویروسی انجام دادند
هاي رتروویروسی وجود دارد که در مرحله از حامل

Xمحققان توانستند . شوند به رویان انتقال داده می
هاي کثر سطح بیان را با تزریق حاملحدا

ی داراي نسخه برداي ناقص درون قلب روسیرتروو
دست آورند ه  ساعت انکوباسیون، ب55جنین پس از 

)Masamichi et al., 2005( . همچنین در سال
، این پژوهشگران گزارش موفقی مبنی بر 2009

بادي منوکلونال در زرده و سفیده تخم با تولید آنتی
هاي رتروویروسی استفاده از روش تزریق حامل

داراي نسخه برداري ناقص درون قلب جنین پس از 
 ساعت انکوباسیون را ارائه نموده اند 55

)Kamihiraa et al., 2009( . امروزه مشخص شده
است بیشترین بازدهی هدایت و بیان ژن، زمانی 

هاي محلول در مرحله مناسب است که ویروس
 Kawabe(به جنین تزریق شوند ) 15 - 14مرحله (

et al., 2008( . این تحقیقات نشان دادند مهاجرت
PGCsتواند هدف ا، می از جریان خون به گناده

  هاي تراریخت توسط مناسبی براي تولید جوجه
بنابراین، با استناد به . هاي رتروویروسی باشدحامل

توان گفت رشد مناسب جنین گزارشات قبلی می
ها یا ویروسهمراه با روش انتقال ژن به وسیله لنتی

  هاي داراي نسخه برداري ناقص رتروویروس
عث بهبود انتقال ژن به تواند تا حد زیادي بامی

اگرچه با استفاده از دستکاري مستقیم  .پرندگان شود
- هاي ویروسی می یا حاملDNAجنین به وسیله 

هاي تراریخت تولید کرد، اما این روش توان جوجه

هدف قرار (توانایی دستکاري جایگاه اختصاصی 
هاي زیرا ژن. در ژنوم را ندارد) دادن ژن مشخص

هاي ت تصادفی در کروموزوممنتقل شده به صور
 ,.Van de Lavoir et al(شوند میزبان ادغام می

یکی دیگر از معایب این روش اثرات ناشی . )2006
از جایگاه قرار گرفتن ژن انتقال داده شده در 

باشد که احتمالاً سبب بیان متغیر کروموزوم می
به همین دلیل، . شودتراریخت در بدن میزبان می

استفاده از ژن هدف براي تولید پرندگان تراریخت 
  زیرا در این روش.مورد توجه قرار گرفته است

بینی که از احتمال بدست آوردن فنوتیپ قابل پیش
باشد نسبت به وجود نظر اقتصادي داراي اهمیت می

هاي مختلف از پرندگان که از طریق ادغام لاین
اند، بیشتر است تصادفی ژن بدست آمده

)Dodgson, 2007(.  
  

   میمستقهاي غیرروش
 ژن ی،سلول هیپا بر ژن انتقال روشدر 

ژن  انیبتوان می و گیردقرار می ژنوم  درونهدف
 وردم انیرو به هاسلول انتقال از قبل انتقال یافته را

 که دهدیم اجازه روش نیا. داد قرار شیآزما
اولین . شود دیتول مختلف اهداف با ییهاتراریخت

دست ه پایه سلول، ب قدم در تولید تراریخت ها بر
از . آوردن محیط کشت سلولی مناسب است

هاي این محیط کشت می توان به مناسب ویژگی
 هاي زایا، آلودهبودن شرایط براي ورود لاین سلول

 و انتقال سلول هاي DNAشدن از طریق ساختمان 
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سپس فرزندان نسل . آلوده به داخل رویان اشاره کرد
G0هاي نسل  با جوجهG1 که تراریخت را حمل 
برنامه این ). 1شکل (شوند کنند آمیزش داده میمی

) الف: تکنیک تلاش می کند تا سه فناوري مهم
 داخل توانایی سلول هاي کشت شده که بتوانند به

رشد ساختمان ) سلول هاي زایا وارد شوند، ب
- هاي پیشتوانایی تولید سلول)  و جDNAمناسب 

در سال . ساز گامت شیمر را با هم هماهنگ کند
هاي تراریخت با سلول هاي  اولین جوجه1990

زایایی شیمر تولید شدند و به دنبال آن، تولید طیور 
و عمومی با سلولهاي زایاي شیمر به روشی متداول 

 ;Bednarczyk et al., 2000(تبدیل شد 

Speksnijder & Ivarie, 2000; Li et al., 2008.(  
  

در تولید پرندگان  درموبلاستي هاسلول از استفاده
  تراریخت

 ساعت بعد از یکها، لقاح در جوجه
گیرد و رشد رویان سه تخمک اندازي صورت می

ي نر هاساعت بعد از آغاز آمیخته شدن پیش هسته
اولین تقسیم . )Perry, 1988(شود و ماده شروع می

انجامد و تخمک وارد غده دو ساعت به طول می
 ساعت 18-20پوسته در طول . شودپوسته می

شود و تخم در این شرایط حاوي تشکیل می
 افتهین زیتماي مورفولوژ با سلول 80000 تا 40000

کوواچ در گیلادي و -این مراحل توسط اییال. است
گذاري  نامXهاي مرحله  به نام سلول1976سال 

 .)Eyal-Giladi & Kochav, 1976(شدند 
ي هاسلول از استفاده بابسیاري  پژوهشگران

تولید  مریش  سلولهاي زایاي،X مرحله در درموبلاست
 ,.Carsience et al., 1993; Maeda et al(اند کرده

1997; McGrew et al., 2004 .(ها پیشنهاد آن
ي برا مرحله نیبهتری انیرو X لهمرحکردند که 

 نیا ان دریرو رایز باشدیم مریشي هاجوجه دیتول
ي مورفولوژ با سلول داراي تعداد زیادي مرحله

همچنین این تحقیقات نشان . است افتهین زیتما
هاي بلاستودرم علاوه بر حفره دادند که سلول

جنسی، در درون زرده نیز به مقدار زیادي وجود 
هاي بلاستودرم سلول). Maeda et al.,1997(دارند 

هاي سوماتیک و هاي ایجاد سلولبه عنوان محرك
. گیرندسلولهاي زایاي شیمر مورد استفاده قرار می

با تابش پرتوي گاما و یا حذف قسمت مرکزي 
- هاي بلاستودرم راندمان تولید شیمر بالا میسلول

 ,.Carsience et al., 1993; Kagami et al(رود 

ي هاسلول دندهیم نشان قاتیتحق. )1997
ي هاروش از استفاده با  ژنانتقالي برا درموبلاست

 مناسبنیز  هاروسیرتروو و هاپوزومیل مثل ،مختلف
 ,.Kamihiraa et al., 2005, Wang et al( دنباشیم

گزارش شده است تزریق به مرکز گیرنده . )2006
هایی با هاي بلاستودرم باعث ایجاد رویانسلول

. )Maeda et al., 1997(شود سرهاي غیرنرمال می
 مریش دیتول نییپا نرخ روش نیا مشکل مهمترین

  .باشدیم
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در این نمونه از حامل ویروسی .  گام هاي اصلی و اساسی در تولید و ایجاد لاین تراریخت- 1شکل 

، G0براي ساخت نسل . دنهاي دیگر مشابه این مراحل می باش  روش،با این حال. استفاده شده است
 Ex Ovo رویان ها در محیط کشت. ها به وسیله آنها آلوده شوندود و رویانساختمان ویروس باید تولید ش

و بعد از آن تا زمان بلوغ جنسی براي جداسازي موزائیک ها  شوندها متولد میکشت داده می شوند، جوجه
 نیاز به زمان، هزینه و امکانات زیادي براي ایجاد و مشخص 3 تا 1ساخت نسل . شوندپرورش داده می

  . )Mozdziak & Petitte, 2004( لاین تراریخت دارد  کردن
Figure 1 - General steps in the production and establishment of a transgenic chicken’s line. 
The viral vectors were used as an example illustrates. However, the process is similar to 
other methods. Generation 0 (G0) involves the construction and production of virus and the 
infection of embryos followed by Ex Ovo culture, hatching, rearing, and screening of 
putative mosaics for breeding. Generations 1–3 (G1–3) require the majority of time, cost, 
and facilities to establish and characterize a usable line of birds (Mozdziak & Petitte, 2004). 
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 تخمی که رویان به آن 184در آزمایشی از 
 جوجه متولد شدند که فقط 41انتقال داده شده بود، 

. )Ono et al., 1994(شش جوجه شیمر بودند 
هاي بلاستودرم پرندگانی که در محیط سلول

توانند بیش از اند نمیآزمایشگاهی کشت داده شده
هاي شیمر حضور یک هفته در سلولهاي زایاي

هاي بلاستودرم از آنجایی که سلول. داشته باشند
قابلیت تمایز دارند، تعدادي از محققان تلاش کردند 

هاي ولساز سلها به عنوان پیشتا از این سلول
ESCs استفاده کنند )Pain et al., 1996(.  

  
هاي زایاي بدوي براي تولید هاي سلولویژگی

  پرندگان تراریخت 
هاي سلول) PGCs(هاي زایاي بدوي سلول

توان ولید گامت هستند و در پرندگان میپیشرو ت
 که ،ناحیه هلال جنسیها را به وسیله جدا کردن آن

هاست و یا گرفتن نمونه محل انباشتگی این سلول
ها بدست آورد خون در زمان مهاجرت این سلول

)Vick et al., 1993( . مهاجرتPGCs در پرندگان 
در پرندگان ). 1جدول (با پستانداران تفاوت دارد 

شود و در  تولید می9بلاست در اپیPGCsابتدا 
-Eyal(گیرد  قرار می10ز پلوسیدا در مرکXمرحله 

Giladi & Kochav, 1976( .19 تا 18از  پس 
 ناحیه پلوسیدا 11ساعت انکوباسیون به هیپوبلاست

                                                             

9 Epiblast 

10 Pellucida 

11 hypoblast 

، 12 و 10بین مرحله . شودمنتقل می) هلال جنینی(
PGCs ها از هلال جنینی به سمت جریان خون

 به برآمدگی کهها تا زمانی آن. حرکت می کنند
- اند، در سیستم جریان خون باقی میجنسی نرفته

ها از این سلول. )Motono et al., 2010(مانند 
طریق گردش خون جنین به قسمت تاج گناد 

شوند ل میکنند و به گنادهاي بالغ تبدیمهاجرت می
)Nakamura et al., 2007( . قابلیت منحصر به فرد

PGCsن و ، که سبب انتقال از طریق جریان خو
تسهیل تولید سلولهاي زایاي شیمري از طریق 

شود به تولید تزریق آلوژنیک و یا اگزوژنیک می
سلولهاي زایاي شیمر . هاي پرتوان می انجامدسلول

 از خون رویان در طول مرحله PGCsبا جمع آوري 
هاي گیرنده شوند و سپس به رویان تولید می17-13

 شیمر هاي زایايسلولمیزان انتقال . شوندتزریق می
هاي بلاستودرم بیشتر در این روش نسبت به سلول

پژوهشگران در سال ).  درصد96 تا 3/11(باشد می
 گزارش کردند که بیشتر تلاش ها براي کشت 2004

سلول هاي بنیادي رویانی پرندگان، بر روي مرحله 
X بلاستودرم یا PGC2شکل  (باشد می.(  
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  .اي زایاي بدوي در پرندگان و پستاندارانه الگوي مهاجرت سلول- 1جدول 

Table 1 - Pattern of primordial germ cells migration in poultry and mammalians. 
  )جوجه(پرندگان 

Birds (chicken) 
  EG & K a , H & H bمراحل     

Stages H & H b, EG & K a 
  ناحیه مرکزي پلوسیدا

Central region of area pellucida 

  xمرحله 
Stage X 

  )جنسی(هلال ژرمینال 
Germinal crescent 

  4مرحله 
Stage IV 

  هاي خونی خارج رویانیحرکت و گردش در رگ
Move and circulate in extra-embryonic blood vessel 

  17-10مرحله 
Stage X-IIVX 

  مهاجرت و قرار گرفتن در گنادهاي رویان
Migration and colonization into embryonic gonad 

  26-20مرحله 
Stage XX-XXVI  

  هاي جنسیتفکیک و تمایز به اندام
Separation and differentiation to sex organ 

  جوجه درآوري
Haehabilty 

  
  )موش(پستانداران 

Mammalian (Mice) 

  
  روز جنینی

Embryonic Day 
  بلاست تولید می شوداز اپی

First arise from epiblast 

E6-6.5 

  .شودابتدا در بخش پسین کانال هاضمه جنینی، دیده می
First seen at region of forming hindgut 

E7-7.5 

  .کندناحیه قبل را ترك و به برآمدگی تناسلی مهاجرت می
Leave hindgut and migration to urogenital ridge 

E9.5 

  .کند مهاجرت میgenitalبه برآمدگی 
Migration to genital ridge 

E11.5 

  هاي جنسیتفکیک و تمایز به اندام
Proliferation or differentiation in sex organ 

 تولد
Birth 

a) Eyal-Giladi & Kochav 
b) Hamburger & Hamilton 

PGCsباشد اجرتی متفاوتی در دو گونه میگیرد اما داراي مسیرهاي مهت میأبلاست نش در هر دو گونه از اپی)Cherentaeva et al., 2008, Petitte 

et al., 2004(.  
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 رویانی Xسلول هاي بنیادي رویان در مرحله .  منشا سلول هاي پرتوان بنیادي رویان در جوجه ها-2شکل

 پیوند زنده شده 12CAMاز طریق هسته اولیه جنین، تمایز آزمایشگاهی و از طریق تومور وقتی که به 
 تزریق می شوند آنها می توانند X به رویان گیرنده مرحله ESCsهنگامی که . یص هستندباشند، قابل تشخ

 رویان 27سلول هاي زایاي بدوي از مرحله . سبب افزایش لاین شیمري سلول هاي بنیادي و زایا شوند
لیه این سلول ها می توانند از هسته او. توانند به عنوان سلول هاي زایایی رویانی کشت داده شوند می

جنین، تمایز آزمایشگاهی و شیمر بنیادي و سلول هاي شیمر پش ساز گامت نسبت به مرحله جنین گیرنده 
  .)Petitte et al., 2004(براي کشت جدا شوند 

Figure 2 - The origin of embryonic pluripotent stem cells in the chick. Embryonic stem cells 
established from stage X embryos can form embryoid core bodies, differentiate in vitro, 

and form tumor when grafted on the CAM. When ESCs are injected into recipient stage X 
embryos, they can give increase to somatic/germ line chimeras. Primordial germ cells from 
the stage 27 embryo can be cultured as embryonic germ cells. Primordial germ cells can 
derived for culturing form earliest embryoid core bodies, differentiate in vitro, and form 
somatic chimeras or germ line chimeras depending upon the stage of the recipient embryo 
(Petitte et al., 2004). 

  

                                                             

12 chorioallantoic membrane 
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 جدا شده PGCsاند دانشمندان نشان داده
اي که هاي رویان، در مرحلهتواند به دیگر گیرندهمی

PGCsانتقال یابند  در خون در حال گردش است 
)Mozdziak et al., 2006( .یگر براي بنابراین راه د

 و سپس اتصال PGCsتولید شیمرها، انتقال ژن به 
 PGCsاز آنجاکه . هاي گیرنده استآن به جنین

رود باشند انتظار میمنشاء اسپرم و تخمک می
. بازدهی انتقال به سلولهاي زایاي بالاتر باشد

 سبب افزایش PGCsهمچنین کشت آزمایشگاهی 
 .شودراندمان انتقال سلولهاي زایاي می

 et al., (2006) Van de Lavoir  سیستم قدرتمندي
توانند ها میPGCsرا ارائه کردند که از طریق آن 

براي مدت طولانی در محیط کشت باقی بمانند، در 
حالی که توانایی تبدیل شدن به سلولهاي زایا را 

 که از PGCsبا این حال مقدار . همچنان حفظ کنند
 05/0 کمتر از به میزان(آید خون جنین بدست می

- مهمترین و اصلی) هاي خوندرصد از کل سلول

 براي PGCsترین محدودیت تکنیکی استفاده از 
براي از . )Park et al., 2003(باشد انتقال ژن می

 ین محدودیت محققان پیشنهاد کردند کهبین بردن ا
PGCsدر سال .  را از گنادهاي جنین جدا کنند
 PGCs پژوهشگران توانستند براي اولین بار 1994

. )Allioli et al., 1994( روزه جدا کنند 5را از گناد 
 به طور مستقیم بازدهی گروهی از پژوهشگران

PGCsروزه از نظر 5 و 5/2هاي  را در جنین 
مهاجرت به گنادهاي دریافت کننده، مقایسه کردند 

 آلوده شده با gPGCsو موفق شدند با استفاده از 

حامل لنتی ویروسی، نسل تراریخت ایجاد کنند 
)Motono et al., 2010( . براي افزایش راندمان

انتقال سلولهاي زایا و تغییرات ژنتیکی، محققان سه 
 براي 13سولفانروش استفاده از امولسیون بو

 اندوژنوس، حذف با جراحی PGCsغیرفعال کردن 
و استفاده از تابش  قسمت مرکزي ناحیه پلوسیدا

اشعه ایکس و یا گاما به تخم پذیرنده را پیشنهاد 
 Furuta & Fujihara, 1999; Kagami et(اند کرده

al., 1997; Lim et al., 2006(  
  

   هاي بنیادي اسپرمهاي سلولتوانایی
هاي گذشته، به مقدار زیادي از در پژوهش

  وهاي بنیادي جنینهاي بلاستودرم، سلولسلول
ر بدوي براي تولید پرندگان شیم يهاي زایاسلول

شد و القاگرهاي انتقال سلولهاي زایا، از استفاده می
این . رویان توسعه یافته جوجه بازیافت می شدند

 همه رای زمان بر بودند، زو دشوار اری بسهاروش
 ازین ختی تراروانی حيادی زتعداد دی به تولهاآن

 ي برای زمان بلوغ جنستا دیبا واناتی حنی اودارند 
 )کراس تست(لاقی آزمون هاي مولکولی و تآزمون

 شده، ي دستکاريهانیجن از آمده بدست نتاج
 همچنین .)Li et al., 2008(نگهداري شوند 

-  از رویان هنوز ناکارآمد میPGCsبازیافت مجدد 

تکنیکی  باشد و دستورالعمل این روش از نظر
از این رو در سالهاي اخیر . باشدداراي مشکل می

 را براي تولید پرندگان SSCsپژوهشگران روش 
                                                             

13 Busulfan 
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سیستم کشت . اندتراریخت مورد توجه قرار داده
وگونیال در هاي سوماتیک اسپرماتاي از سلولبیضه

 پیشنهاد شد 1994موش براي اولین بار در سال 
)Brinster & Zimmermann, 1994; Brinster & 

Avarbock, 1994(. پس از آن مطالعات روي موش 
هاي بیضه داراي بخشی کوچکی نشان داد که سلول

توانند منشاء اسپرتوماژنوسیز  هستند که میSSCsاز 
-Hamra et al., 2005; Kanatsu(باشند 

Shinohara et al., 2003( . به دنبال آن پژوهشگران
هاي بیضه پرندگان  را در سلولSSCsتوانستند 

به طور کلی . )Jung et al., 2007(شناسایی کنند 
PGCsباشد و در  داخل گنادهاي رویانی می

-  بیضه انتقال میالیگونوتااسپرمحیوانات نر، درون 

سیستم کشت بیضه از مراحل بیولوژیکی تولید . یابد
القاگر در   به عنوانSSCsاسپرم بهره برده و از 

میزان تولید . کندهاي تراریخت استفاده میجوجه
 که سهم کوچکی از  بستگی داردSSCsاسپرم به 

شوند اما داراي نقش هاي بیضه را شامل میسلول
 در SSCsهاي تعداد سلول. باشندبسیار مهمی می

  ها به شدت با افزایش سن تغییرهاي جوجهبیضه
تواند در بیضه وضعیت این روش می. کنند می

شیمر موضعی ایجاد و حیوانات تراریخت 
وهشگران پژ.  تولید کندG1هموزیگوت در نسل 

اعتقاد دارند انتقال مناسب ژن به درون مخلوطی از 
 SSCsهاي بیضه اولیه که ممکن است هدفش سلول

باشد، مسیر تولید پرندگان تراریخت را هموارتر 
 در این روش لاین .)Lee et al., 2006(کند می

هاي پرتوان تنها با استفاده از تشخیص سلول
آید و هاي بالغ بدست میاز بیضه آزمایشگاهی

- هاي بالغ تزریق میسپس به طور مستقیم به بیضه

 PGCsهاي بنابراین، نیاز به بازیابی سلول. شود
تلاقی  هاي مولکولی ونیست و زمان براي آزمون

همچنین سیستم کشت . کند کاهش پیدا میآزمون
بیضه اي در مقایسه با کشت رویانی، به مدت زمان 

توان شیمري مشابه سیستم کمتري نیاز دارد و می
در برخی از تحقیقات . کشت رویانی تولید کرد

 SSCsسیستم رتروویروسی براي دستکاري ژنتیکی 
- هاي لنتواخیراً حامل. گیردمورد استفاده قرار می

ها و خرگوش هاي ید موشویروسی نیز براي تول
 ,Park(اند تراریخت مورد استفاده قرار گرفته

در سال هاي اخیر روشی با بازدهی بالا . )2007
 در SSCsسازي و کشت براي جداسازي، خالص

شرایط آزمایشگاهی توسط پژوهشگران طراحی 
همچنین پژوهشگران . )Park, 2007(شده است 

تواند به هاي بیضه جوجه مینشان دادند که سلول
 طور مؤثري در آزمایشگاه با یک حامل

 نسخه برداري ناقص، رتروویروسی گزارشگر داراي
 سطح آن VSV-G(14(که توسط گلیکوپروتئین 

 Borwornpinyo(پوشیده شده است، آلوده شوند 

et al., 2005( . محققان با استفاده از اطلاعات
 آلوده شده را به شکل مستقیم SSCsبدست آمده، 

هاي به بیضه خروس منتقل کردند و جوجه
 ,.Li et al(ولید کردند تراریخت با بازدهی بالایی ت

                                                             

14 Vesicular stomatitis virus envelope glycol-protein 
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 را از بافت SSCsپژوهشگران دیگري نیز . )2008
 2ها را براي بیشتر از بیضه جنین جدا کردند و آن

سازي در شرایط آزمایشگاهی ماه بعد از خالص
 SSCsها دریافتند که علاوه بر این، آن. کشت دادند

توانند در غشاي بازال قرار گرفته، منتقل شده می
 ,.Yu et al(تکثیر شوند و به اسپرم تمایز یابند 

این روش ساده و مؤثر، مسیر جدیدي براي . )2010
هاي تراریخت در مقیاس بالا فراهم تولید جوجه

دهند که تمامی این مطالعات نشان می. کرده است
روش عملی براي تولید پرندگان تراریخت استفاده 

  .باشد میSSCsاز 
  

  دستکاري رویان
یکی از بزرگترین مشکلاتی که براي تولید 

هاي با استفاده از روش هاي تراریختجوجه
مختلف وجود دارد، دستکاري رویان براي وارد 

- هاي جرملاین میکردن ژن خارجی درون سلول

اي کوچک در پوسته تخم در گذشته پنجره. باشد
ایجاد و بعد از دستکاري رویان، پوسته با یک ماده 

- شد در نتیجه قابلیت جوجهچسبنده مهر و موم می

 این روش قدیمی و ساده درآوري با استفاده از
 ,.McGrew et al() 3شکل (بسیار پایین بوده است 

2004; Petitte et al., 1990( .قابلیت جوجه -

دار براي تولید هاي پنجرهدرآوري مناسب تخم
قابلیت . پرندگان تراریخت کارآمد، بسیار مهم است

درآوري تخم دستکاري شده با خرد نکردن ¬جوجه

بهبود  PBS15پوسته و پوشاندن پنجره با استفاده از 
بعد از آن محققان غشاي پوسته را در . پیدا کرد

ها  برش دادند و سلول،ود بPBSحالیکه تحت تاثیر 
را درون رویان تزریق و تخم را توسط غشا پوسته و 

 & Speksnijder( مهر و موم کردند Duceچسب 

Ivarie, 2000( .درآوري روش قابلیت جوجه
 30 درصد به 6اي با استفاده از این عمل از پنجره

ها در با تزریق رتروویروس. درصد افزایش یافت
 35 تا 23درآوري ابلیت جوجهاي قروش پنجره

. )Harvey et al., 2002a(درصد بهبود یافت 
 با انکوبه کردن درآوريجوجههمچنین قابلیت 

ها به یق سلول روز قبل از تزر5-7ها براي تخم
 Bednarczyk( قسمت انتهایی تخم، افزایش یافت

et al., 2000( . یکی دیگر از موارد مورد توجه در
 Ex Ovo، استفاده از سیستم کشت ايروش پنجره

به طور . )Perry, 1988(باشد مایع تازه تخم می
 در این روش محتواي مایع تازه تخم در ،خلاصه

ها شود و رویانها قرار داده میپوسته تخم جوجه
قسمت جدا . شوندتوسط حامل مناسب تزریق می

 به Saran-Warapها با شده پوست تخم جوجه
رویان به دنبال آن . شودمدت سه روز پوشیده می

ها داخل قسمت جدا شده از پوسته تخم که جوجه
درآوري پوشیده شده،  قبل از جوجهHandi-warpبا 

  . شودمنتقل می

                                                             

15 Phosphate Buffered Saline 
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 مراحل نشانه گذاري محل پنجره بر G تا Aهاي شکل. روش کشت رویان با استفاده از ایجاد پنجره در پوسته تخم -3 شکل

حلقه ) A. (دهدفاده از آن می توان در داخل رویان را مشاهده نمود نشان میروي تخم و ساخت یک غشاي تفلون که با است
اندازه حلقه با اندازه تخم ) B. (شودپلاستیکی بر روي محل قرارگیري رویان قرار داده شده و این وضعیت نشانه گذاري می

ها حلقه) C. (ها مناسب هستند و جوجههاي لاستیکی براي بلدرچینهاي پلاستیکی و حلقهحلقه. و یا رویان در ارتباط است
حلقه لاستیکی بر . سپس حلقه ها بر روي غشاي تفلون قرار داده می شود) D. (در داخل موم ذوب شده غوطه ور می شوند

بعد از شکل دادن و برش مناسب ) E. (شودمی روي حلقه پلاستیکی قرار گرفته و سبب محافظت بیشتر محیط داخل تخم
. شودموم ذوب شده در اطراف حلقه پلاستیکی ریخته می) F( .گیردحلقه بر روي قسمت بالاي رویان قرار میغشاي تفلونی، 

)G ( مرحله)F (را در تخم بلدرچین نشان می دهد.) H (شود تخم در زیر میکروسکوپ قرار داده می)رنگ آبی روشن  با
 مشاهده در میان پنجره تفلونی  که شامل غشایی تفلون سیرم) K. (شودمیکروسکوپ با اتاقک گرمایی پوشیده می) J). (شود
باشد موم می) b(قسمت بالایی رویان بر روي سطح زرده می باشد و ) a(مایع بالایی آلبومین و محلول رینگر، ) t. (باشدمی

)Kulesa et al., 2010.( 
Figure 3 - Embryo culture method using a window in the eggshell. (A-G) In Ovo imaging begins with marking 
the position of the presumptive window in the eggshell and creating a Teflon membrane that will fit into the 
window to provide an optical pathway to the embryo. (A) An acrylic ring is placed over the embryo and its 
position is marked. (B) The ring diameter can vary depending on the size of the egg or embryo. Acrylic rings 
and rubber O-rings appropriate for quail and chick eggs are shown. (C) An acrylic ring is dipped into melted 
beeswax before (D) being placed onto a Teflon membrane and secured in place with a rubber O-ring around 
its circumference. (E) After stretching and cutting the Teflon to fit tightly over the acrylic ring, the ring is 
placed into the hole in the eggshell over the embryo (the embryo contrast has been adjusted to better visualize 
its position). (F) Warmed beeswax (highlighted in green) is spread around the ring to seal it into the eggshell. 
(G) The same method applied to a quail egg. (H) The egg is placed on the microscope stage under the 
objective, which is (J) surrounded by a heated chamber. (K) The optical pathway through the Teflon window 
includes the Teflon membrane (t), laid above the albumen and Ringer’s solution (a) that sits over the embryo 
on top of the yolk surface; (b) beeswax (Kulesa et al., 2010). 
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تغییرات ایجاد شده توسط محققین در 
درآوري قابلیت جوجه روش اصلی سبب شد
 تا 20شوند ها استفاده میهنگامی که از رتروویروس

 & Perry, 1988; Rowlett( درصد افزایش یابد 35

Simkiss, 1987( .هاي در تحقیقی خروسG0  با
ید شدند که داراي استفاده از رتروویروس ها تول

این . درآوري مناسبی بودند¬قابلیت جوجه
کردند  را در منی خود حمل میlacZها ژن  خروس

)Mozdziak et al., 2003( . در حال حاضر روش
هایی  تنها روشEx Ovoاي و محیط کشت پنجره

یگانه را  ب DNAهاتوان با استفاده از آنهستند که می
ها منتقل کرده و فرزندان درون رویان جوجه

  .پذیري بوجود آوردزیست
  

  هاي انتقال ژنروش
براي ایجاد پرندگان هایی که روش

شوند بیشتر به منظور انتقال تراریخت استفاده می
. باشندهاي هدف میهاي خارجی درون سلولژن

هاي مرغی ها بیشتر از رتروویروسدر این روش
هاي نسخه برداري ویروس حامل. شودده میاستفا

هاي نسخه برداري ناقص  و حامل16لکوسیز مرغی
 براي 17رتیکولوندوتلوسیز بدست آمده از ویروس

 ,.Bosselman et al(اند ها بهینه شدهاین روش

1989a; Bosselman et al., 1989b; Salter et al., 
 روش انتقال ژن رتروویروسی براي تولید .)1986

                                                             

16 Leucosis 

17 Reticuloendo Thelosis 

باشد متداول میهاي تراریخت بسیار جوجه
)Harvey et al., 2003a; McGrew et al., 2004;  

Mozdziak et al., 2003 .(هاي حامل
ي RNAهایی داراي ژنوم رتروویروسی، ویروس

 که درون یک هسته پروتئینی حاوي کوچکی هستند
ونویس معکوس و پروتئاز قرار ، آنزیم ر18اینتگراز

هاي هاي باند شونده ویروسی گیرندهپروتئین .دارند
دهند هاي میزبان را گسترش میویژه بر روي سلول

هاي و ذرات ویروسی توسط اندوسیتوز گیرنده
  RNA.شوندمیانی به سیتوپلاسم سلولی منتقل می

 کپی شده و به داخل هسته انتقال داده cDNAبه 
 توسط فعالیت اینتگراز بر روي cDNAشود و می

 سلول DNAهاي تکراري انتهایی ویروسی با توالی
تواند ویروسی می پیشDNA. شودمیزبان ادغام می

ها رونویسی  ویروسی براي سنتز پروتئینRNAبه 
- ژن، آنتی(pol)19مراز شود که این عمل شامل پلی

هاي توسعه  و پروتئین(gag)  20هاي پیوسته گروهی
این سه رده پروتئینی هسته . باشد می(env) 21هندهد

 RNAویروسی جدیدي را گردآوري کرده و ژنوم 
این بسته جدید . کنندبندي میویروسی را بسته

هاي غشاء میزبان منتقل شده سلول پیچیده به داخل
. شوندو سپس به خارج از سلول انتقال داده می

است که ها بدین گونه روش استفاده از این ویروس
زاي ژنوم ویروس هاي غیرضروري و بیماريقسمت

                                                             

18 Integrase 

19 Polymerase 

20 Group-associated antigens 

21 Envelope 
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با قطعه مورد نظرجایگزین شده و سپس ویروس 
شود و با ژنوم میزبان به سلول میزبان انتقال داده می

تا به امروز تحقیقات بسیاري روي . گرددادغام می
تولید جوجه یا بلدرچین تراریخت با استفاده از 

قیت همراه بوده است هاي رتروویروسی با موفحامل
)Harvey et al., 2002a; Harvey et al., 2002b .(

هایی از قبیل طول قطعه معرفی وجود محدودیت
تنها (، ادغام ژن انتقال یافته )kb 8کمتر از (شده 

هاي ، تشخیص سلول)هاي تقسیم شدهدرون سلول
هدف خاص و حساسیت بالا به خاموش شدن ژن 

هاي لنتوویروسی املسبب افزایش استفاده از ح
هاي لنتوویروسی که از ویروس حامل. شده است

توانند به اند، میکم خونی عفونی اسب مشتق شده
ها مورد منظور انتقال ژن به سلولهاي زایا در مرغ

محققین در . )McGrew, 2004(استفاده قرار گیرند 
ها براي  براي اولین بار از لنتوویروس2002سال 

 ,.Lois et al(ها استفاده کردند تولید تراریخت

2002, Pfeifer et al., 2002( . مطالعات بر روي
موش و موش صحرایی نشان دادند که تزریق 

 VSV-Gpseudotypedهاي لنتوویروسی حامل
داخل فضاي پرده ویتلین اووسیت بارورشده، 

 68-73(موشهاي تراریخت با راندمان بسیار بالا 
- حامل. )Lois et al., 2002(کند تولید می) درصد

هاي لنتی ویروسی براي ادغام شدن نیاز به تقسیم 
ها سلولی ندارند، زیرا انتقال اطلاعات ژنتیکی آن

درون سلول میزبان مستقل از تقسیم سلولی بوده و 
هاي میزبان اي از سلولها طیف گستردههمچنین آن

 ,Cockrell & Kafri(را مورد هدف قرار می دهند 

ها با راندمان بالایی با ژنوم میزبان این حامل. )2007
هایی که ر سلولشوند به خصوص دادغام می

هاي ساختار ژنتیکی و کاربرده .فعالیت ندارند
 توضیح 4پیچیده حامل هاي لنتوویروسی در شکل 

  .داده شده است
هاي این روش ابزار نیرومندي براي بیان ژن

مطلوب انتقال یافته در بافت اختصاصی یا حذف 
بعد . باشدهاي نامطلوب در پرندگان میمستقیم ژن

هاي ها، کلاسیه از لنتوویروساز استفاده اول
ویروسی براي تولید هاي لنتومختلفی از حامل

نتایج . پرندگان تراریخت مورد استفاده قرار گرفتند
ها با استفاده دهد، فراوانی تولید تراریختنشان می

هاي  برابر بیشتر از تراریخت100 تا 10از این روش 
باشد یهاي قبلی مدست آمده با استفاده از روشه ب
)Chapman et al., 2005; Motono et al., 2010( .

علاوه بر این، تا به امروز خاموش شدن ژن یا از 
ها دست دادن بیان تراریخت در طول زمان و یا نسل

  .به ندرت گزارش شده است
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 & gag, pol(لنتی ویروس هاي نوع وحشی از سه ژن اصلی تشکیل شده اند .  تولید حامل هاي لنتی ویروسی-4 شکل

env (هاي انتهایی تکرارشونده احاطه شده اند و توسط توالی)چند ژنی است که به موجب ویروس ها سیستم ). رنگ مشکی
 می تواند با envژن . آن ساختمان و بسته بندي ژن ها به صورت بخش هاي جداگانه به داخل ژنوم میزبان ادغام می شود

.  استفاده می شودVSV-G مختلف بدست آمده جایگزین شود که بیشتر از گلیکوپروتئین هترولوگوس که از ویروس هاي
براي ). 293Tسلول هاي (به داخل لاین سلولی براي تولید حامل هاي ویروسی انتقال داده می شود ) یا بیشتر(سه پلازمید 

یا تزریق ) A(له آلوده سازيها به وسیمایع فاز بالایی جمع آوري می شود و براي تولید تراریختتولید حامل هاي ویروسی 
  .)Park, 2007( سلول هاي بارورشده یا نشده مورد استفاده قرار می گیرد  دربا پروموتور ویروسی و یا سلولی) B(مستقیم 

Figure 4 - Lentiviral vector production. The wild-type lentiviral genome is made up of 3 main genes 
(gag, pol & env) and it is surrounded by long-terminal repeats (black color). The vector system is a 
split-genome format whereby the packaging and structural genes have been separated and that 
promotes integration into the host genome. The env gene can be replaced with a heterologous 
glycoprotein from various viruses, including the prominently used VSV-G. The 3 plasmids (or 
more) are transfected into a cell line (293T cells) to produce the viral vectors, which are collected in 
the supernatant for in vitro transgenic applications either by infection (A) or by direct injection (B) 
can be used with viral or cellular promoter in fertilized or unfertilized cells (Park, 2007).  
Prom: viral or cellular promoter, ZP: zona pellucida 
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هاي فوق العاده استفاده از در کنار پیشرفت

معایب و مشکلات خاصی از  هاي ویروسی،روش
ها در قبیل مسائل ایمنی، احتمال ادغام رتروویروس

 بالقوه و به دنبال آن 22زاينزدیکی ژنهاي سرطان
زا و تبدیل شدن این  سرطانهايفعال شدن این ژن

هاي سرطانی و هاي با فعالیت طبیعی به سلولسلول
. )Cockrell & Kafri, 2007(غیره را به دنبال دارد 

ي DNAها توانایی انتقال قطعات لنتوویروس
.  را دارند جفت کیلو باز10 تا 5/8 درحدود 

ها محققین بنابراین براي استفاده از این حامل
مجبورند پرومتور را کوتاهتر در نظر گیرند و یا 

تاه کنند که این سبب تاثیر هاي از ژن را کوقسمت
 ,Mohammadabadi(منفی در تظاهر ژن می شود 

هاي ویروسی مشکلات موجود در روش). 2008
هاي دیگري همچون راه باعث شد پژوهشگران از

ریزتزریقی، انتقال لیپوزوم، الکتروپوریشن و 
. جداسازي کلسیم فسفات اسید استفاده کنند

 کشت ستمیس از همرحل سه انجام با تخم یقیزتزریر
Ex Ovo باعث جوجه درآوري   

 ,.Love et al., 1994; Sherman et al( شودیم

 به درون DNA، ریزتزریقی 1994در سال . )1998
هاي جوجه تازه بارور شده گزارش پیش هسته تخم

شد، اما به دلیل بازدهی پایین انتقال و مراحل تولید 
پر زحمت، در تولید پرندگان تراریخت به میزان 

 .)Love et al., 1994(شود کمتري استفاده می
                                                             

22 oncogene 

دهد که بازدهی انتقال و میزان بقا مطالعات نشان می
ده از روش الکتروپوریشن در مقابل سلولی با استفا

هاي لیپوزوم یا کلسیم فسفات اسید بالاتر روش
 و 61/5 و 75/9 در مقابل 59/20به ترتیب (است 

 ,.Yu et al()  درصد16/51 و 65 در مقابل 86/69

 رویان 177محققان توانستند با تزریق . )2010
ها با هاي بلاستودرم آنگیرنده که سلول

الکتروپویشن آمیخته شده بود، شش جوجه زنده 
 در ، اما.)Aritomi & Fujihara, 2000(تولید کنند 

- مطالعات اخیر روش انتقال لیپوزوم به طور گسترده

ها هاي خارجی درون سلولاي براي انتقال مؤثر ژن
 ;Suraeva et al., 2008(شود ها استفاده میو جنین

Wang et al., 2006( . افزایش میزان لیپید در
 DNAمخلوط لیپوزوم سبب افزایش به دام افتادن 

شود، اما باعث کاهش انتقال در داخل لیپوزوم می
DNAشود  به اسپرم نیز می)Ono et al., 1994.(  

  
  کاربردها

- هاي تراریخت کاربردهاي گستردهتکنیک

- توان به تولید پروتئینمیلذا اي در پرندگان دارند 

هاي  زیستی با ارزش و تسریع در برنامههاي فعال
پرورشی مرسوم به منظور افزایش و بهبود صفات 

باتوجه به موارد ذکر .  مطلوب اشاره کرديتولید
شده، مهمترین هدفی که در تحقیقات به آن توجه 
شده، بدست آوردن جوجه یا بلدرچین به عنوان 

هاي راکتورهاي زیستی، با هدف تولید پروتئین
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زیرا سیستم . باشد می مفید و بازارپسندنوترکیب
راکتورهاي زیستی پرندگان تراریخت در مقایسه با 

ها و پستانداران داراي گیاهان، میکروارگانیسم
 تولید - 1: باشدچندین مزیت بدین شرح می

پروتئین در تخم پرندگان بیشتر است و همچنین 
هاي ها، از بیان ژن درصد این پروتئین50بالغ بر 

شوند، بنابراین بدست آوردن مقدار فرد حاصل میمن
زیادي پروتئین نوترکیب همراه با خلوص بالا آسان 

 الگوي گلیکوزیله -Robert, 2006( .2(باشد می
هاي انسانی شباهت بیشتري شدن برخی از پروتئین

- هاي پرندگان در مقایسه با سایر سیستمبه پروتئین

. )Raju et al., 2000(هاي راکتورهاي زیستی دارد 
باید توجه داشت که اگر پروتئینی به شکل 
اختصاصی گلیکوزیله نشود سبب پاسخ ایمنی و یا 

در نتیجه این . شودباعث آشکار شدن پپتید می
پروتئین ها به شکل آنتی ژن توسط لنفوسیت هاي 

B و Tوجود -3. شوند شناخته می   
هاي طبیعی پروتئازي در محتویات تخم و مهارکننده

 سیستم  و کوچک استریل طبیعیهمچنین محیط
آل براي ثبات فعالیت تخم، یک محیط ایده

کند هاي خارجی ایجاد میبیولوژیکی پروتئین
)Rapp et al., 2003( . علاوه بر این مطالعات قبلی

هایی که براي اند، برخی پروتئیننشان داده
توانند ، گاهی اوقات فقط میپستانداران سمی هستند

 ,.Lillico et al(در پرندگان تراریخت تولید شوند 

2007; Zhu et al., 2005( .اگر ،براي مثال 
اریتروپویتن انسانی در سیستم پستانی خرگوش بیان 

شود، اثرات زیان آوري به بار خواهد آورد 
)Massoud et al., 1996( . براي اولین بار در سال

 انسانی در جوجه 23 بیان پروتئین بتا لاکتاماز2002
محققان . )Harvey et al., 2002a (ها آغاز شد 

ها به عنوان  جوجهتوان ازنشان دادند که می
هاي راکتورهاي زیستی در تولید تجاري پروتئین

  تاکنون . نوترکیب استفاده مطلوب کرد
هاي نوترکیب مختلفی مانند انواع مختلف پروتئین

ها با استفاده از ها و سیتوکینها، آنزیمباديآنتی
جوجه و بلدرچین تراریخت در تخم تولید شده 

 کننده نکروز یالحاق نیپروتئ فاکتورهمچنین . است
هاي  با استفاده از حاملتومورها  FCرندهیگ

ویروسی به شکل نوترکیب در جوجه ها تولید شده 
اخیرا پژوهشگران . )Kyogoku et al., 2008(است 

- هاي منوکلونال را در جوجهباديآنتی توانستند بیان

هاي سپس با ذبح جوجه. ها با موفقیت اجراي کنند
تراریخت با استفاده از آزمون وسترن بلات حضور 

هاي مختلف ردیابی کردند بادي ها را در بافتآنتی
)Kamihiraa et al., 2009( . ،به همین ترتیب

هاي لاکتوفرین انسانی به شکل نوترکیب در جوجه
پروتئین تولید شده داراي فرم . تراریخت تولید شد

گلیکوزیله و مشخصات فیزیولوژیکی یکسانی با 
همچنین . لاکتوفرین بدست آمده ازشیر انسان بود

 و یدانیاکس یآنت تیفعالپژوهشگران نشان دادند که 
 نیا در شده دیتول لاکتوفرین یکروبیم ضد تیفعال
با لاکتوفرین خالص شده از شیر انسان  ستمیس
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پیشرفت . )Tutykhina et al., 2009( است کسانی
 و تراریختآوري جوجه هاي هاي اخیر در فن

نتایج اولیه بیان پروتئین ها در پرندگان دلگرم کننده 
امید به توسعه پرندگان ). 2جدول ( باشدمی

تراریخت براي تولید پروتئین هاي درمانی به شکل 
تجاري، در چند سال آینده به واقعیت تبدیل خواهد 

ي به شکل هاي بزرگ زیست فناورشرکت. شد
هنوز تعداد . فعالانه به دنبال تحقق این هدف هستند

جواب باقی مانده است که زیادي سوال بی
بایست به آنها در سطح تولید پروتئین، تغییرات می

بعد از ترجمه و خالص سازي استاندارد جواب داد 
هاي نظارتی و سپس آن را به تصویب سازمان

  .رساند
شده قبلی، دو روش با توجه به تحقیقات انجام 

براي تولید پروتئین هاي نوترکیب در تخم وجود 
انتقال ژن مورد نظر به سلول هاي اویداکت . دارد

 ;Kawabe et al., 2008(یکی از این روش هاست 

Lillico et al., 2007( . این روش شامل استفاده از
پرموتورهاي خاص بافت مثل پروموتور 

ovalbuminباشدی یا پروموتورهاي ساختمانی م .
هاي هدف داراي ناحیه روش دیگر تولید پروتئین

Fcباشد، که باعث بادي درون خون می یک آنتی
 LgYها درون زرده از طریق انتقال تجمع پروتئین

 Kamihiraa et al., 2009; Kyogoku et(شود می

al., 2008( .هاي ه در روش دوم پروتئیناگر چه ک
هاي ها و پروتئینباديهدف ممکن است به آنتی

 محدود شده باشند، اما روش موثري Fcادغامی 

براي افزایش و بهبود پروتئین بدون به خطر 
  .باشدانداختن پرنده می

  
  کاربردهاي دیگر

اي براي ها به شکل گستردهژنوم جوجه
ستفاده قرار هاي خود ایمنی مورد ابررسی بیماري

زیرا مارکرهاي ژنتیکی، . )Rose, 1994(گیرد می
هاي سوتفکیک پذیري بالایی از نقشه لینکاژي لوک

هاي فنوتیپی ناحیه خاصی از کروموزوم که ویژگی
هاي ها مدلجوجه. دهندکنند، نشان میرا کنترل می
هاي کوچک چشم، آلی براي جراحیبسیار ایده

 هاي خونیتوسعه رویان، تشکیل اندام، ساختار رگ

باشند  میBهاي لکرد سلولو توسعه و عم
)Kohonen et al., 2007; Leng et al., 2004( .

، که 24 تخمدانآدنوکارسینومها همچنین براي جوجه
باشد، یکی از بزرگترین دلایل سرطان در زنان می

 ,.Stammer et al(گیرند مورد استفاده قرار می

همچنین پژوهشگران نشان دادند که . )2008
هاي حیوانی بسیار مناسبی براي ها مدلجوجه

زیرا . هستند 25نیشرائ تصلب تحقیقات بر روي
ها بسیار مشابه سطح لیپوپروتئین موجود در آن

هاي پیشرفت. )Ayala et al., 2005(باشد انسان می
هاي اخیر در زیست فناوري سبب تولید جوجه

ها، مقاومت در تراریخت به منظور مطالعه رشد آن
توانایی تولید . ها شده استها و سرطانبرابر بیماري
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حیوانات تراریخت مقاوم به نوع خاص پاتوژن به 
هاي مرتبط با درمان و ضررهاي دلیل کاهش هزینه

- اهمیت بسیار بالایی میناشی از بیماري، داراي 

 در Mxبراي مثال، پس از تشخیص ژن . باشد
ها پژوهشگران توانستند با وارد کردن و جوجه

بدست آوردن بیان بالا از این ژن، سطح مقاومت در 

 ,.Li et al(برابر ویروس آنفلونزا را افزایش دهند 

ندگان تراریخت به شکل صنعتی تولید پر. )2007
تواند سبب بهبود ژنوتیپ هاي موجود، افزایش می

راندمان غذاي مصرفی و کاهش چربی و کلسترول 
.)Mohammadabadi, 2007( تخم شود

  
  . ویروسیي بیان موفق پروتئین هاي نوترکیب با استفاده از حامل ها- 2جدول 

Table 2 – Successful expression of the recombinant proteins using viral vectors. 
 پروتئین
Protein 

 حامل
Vector  

 محل بیان
Expression Place  

 منبع  
  Reference  

 لاکتوفرین
Lactoferrin 

 آدنوویروس
Adenovirus 

 مایع آلانتوئیک
Allantoic Fluid 

Tutykhina et al., 2009  

 آنتی بادي منوکلونال
Monoclonal 

antibody 

 رتروویروس
Retroviral 

 سفیده و زرده تخم
Egg white & Yolk 

Kamihira et al., 2009 

 بتا اینترفرون
β-interferon  

 آدنوویروس
Adenovirus  

 کشت سلول
cell culture 

 Cherentaeva et al., 2008  

فاکتور نکروز کننده 
 تومور

Tumor Necrosis 
Factor  

  وویروسرتر
Retroviral  

 زرده تخم و سرم
Egg white & Yolk  

Kyogoku et al., 2008 

 اریتروپویتین
Erythropoietin 

 رتروویروس
Retroviral  

 سفیده تخم
Egg white   

Kodama et al., 2008  

تک پروتئین الحاقی 
 Fv-Fcه اي زنجیر

Single-Chain Fv-
Fc Fusion Protein  

 رتروویروس
Retroviral  

 م و سفیده تخمسر
Serum & Egg white 

Masamichi et al., 2005  

  یداززبتا گالکتو
β-galactosidase  

 رتروویروس
Retroviral  

 سفیده تخم
Egg white  

Mozdziak et al.,  2003 

  بتا لاکتاماز
β-lactamase  

 رتروویروس
Retroviral  

 سفیده تخم
Egg white 

Harvey et al., 2002b 
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  نتیجه گیري

ها سبب هاي بسیار مناسب جوجهیژگیو
ها براي ایجاد شده که طی یک ده اخیر از آن

. ها و زیست شناسی تکاملی استفاده شودتراریخت
هاي مورد نیاز براي تولید پرندگان تراریخت فناوري

ها و بیان ژن در هاي دستکاري تراریختو روش
هاي بزرگی را در طی دهه گذشته توانسته پیشرفت

ها انجام شده در بررسی.  پرندگان ایجاد کندصنعت
ها مدل حیوانی مناسبی این مقاله نشان داد که جوجه

هاي انسانی هستند، براي بررسی بسیاري از بیماري
توانند به عنوان مدل هاي تراریخت میاما جوجه

هاي خاص دارویی و تري براي پژوهشمناسب
نوز  ه.زیست فناوري مورد استفاده قرار گیرند

اي باقی مانده، که باید قبل از تولید مشکلات عمده
پرندگان تراریخت به آنها توجه ویژه و راهکارهاي 

تحقیقات انجام شده . مناسبی براي آنها پیشنهاد نمود
ها همگی بر روي انتخاب حامل بر روي تراریخت

مناسب براي انتقال موفق ژن مورد نظر تاکید دارند، 
از نظر سلولی با پستانداران زیرا سیستم پرندگان 

اما تقریبا تمامی محققین بر این . تفاوت کمی دارند
هاي تراریخت ابزاري عقیده هستند که جوجه

قدرتمند و مفید براي تحقیقات در حوزه زیست 
به طور کلی تصور براین . شوندفناوري محسوب می

 کشت داده شده براي مدت BDCsاست که 
 تبدیل ESCهاي شبه لتواند به سلوطولانی، می

تولید سلولهاي اما تاکنون گزارشی مبنی بر . شود
 ESCهاي شبه زایاي شیمر با استفاده از سلول

علاوه بر این مشکلات، ممکن است . وجود ندارد
هاي روز افزون امنیت محصولات بدست نگرانی

آمده از پرندگان تراریخت، کاربرد عملی برخی از 
ید را براي استفاده از هاي کارآمد و مففناوري
با توجه به سلول . ها در آینده محدود کندویروس

هاي هدف مختلف و روش هاي انتقال ژن در 
 در SSCsدسترس، ما معتقدیم هدف قرار دادن 

شرایط آزمایشگاهی با استفاده از انتقال ژن بر اساس 
ها درون بیضه غیر ویروسی و تزریق مجدد آن

ین روش براي تولید خروس مؤثر و کم هزینه تر
اما نمی توان از . باشدپرندگان تراریخت می

PGCS ها و سلول هاي بنیادي پرتوان به پاس
هاي منحصر به فردشان در بهبود و افزایش ویژگی

  .راندمان تراریخت ها چشم پوشی نمود
  

  تشکر و قدردانی
از جناب آقایان پروفسور لی و هان به پاس 

انه، صمیمانه تشکر هاي خردمندزحمات و مشاوره
همچنین از همکاران محترم . و  قدردانی می شود

جناب آقایان دکتر مجتبی طهمورث پور، دکتر احمد 
رضا بهرامی و دکتر حسام دهقانی که در بحث هاي 
علمی مقاله مروري همکاري شایسته اي داشتند 

  .صمیمانه سپاسگزاریم
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Abstract 

During the last decades, potential of genetic modifications at the molecular level has 
created great revolution in biology. Transgenic technology has provided the possibility of 
connection between different techniques in field of embryology, cellular biology and molecular 
genetics. Nowadays, transgenic chicken are used as efficient research tools in many institutions. 
So, many researchers believe that before any research in the field of genetic manipulation, these 
methods should be optimized. Regarding to the remarkable progress of biotechnology, direct 
manipulation of chicken embryo by DNA or viral vectors is possible but generally, using this 
methods can not create a specific site and target genes for genetic manipulation. To fix this 
problem, recently, many scientists have proposed and improved different methods to generate 
transgenic chickens based on Blastodermal cells (BDCs), Embryonic stem cells (ESCs), 
Primordial germ cells (PGCs) and Spermatogonial stem cells (SSCs). By the way, recently the 
complicated system for the isolation, expansion, transfection, selection and re-expansion 
embryonic stem cell cultures and the subsequent production of high-grade somatic chimeras was 
improved and their results were published in scientific papers. In recent years, the results of 
several studies have shown testicular culture method from spermatogonial somatic cells (SSCs) is 
the newest, easiest and most efficient method of transgenic chicken generation. This method has 
been used biological process of sperm production and SSCs as inducer in transgenic chicken. 
Although, use of the viral systems can be lead to gene transfer with high efficiency, but the safety 
issues limited its practical applications. Nowadays, the methods of chimeras germ cells 
production and pluripotent stem cells manipulation are combined and used to generate transgenic 
birds. This review has attempted to describe the most important methods of generating transgenic 
chickens, the methods of gene transfer and also the application of transgenic chickens as 
bioreactor in biology. 
 
Keywords: Transgenic chickens, Gene transfer, Genetic manipulation, Pluripotent cells, Viral 
vectors and Stem cells.  

  

                                                             

 Corresponding Author: Ghovvati S.           Tel: 05118795618                 Email: Ghovvati@stu-mail.um.ac.ir 


