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Abstract 
Background: One way of embryo preservation is cryopreservation, but this process may 

damage and lead to the loss of the embryos, and bring about chromosomal abnormality.  This has led 
researchers to seek techniques for short term preservation of embryos in 0-10 ºC temperatures.  The 
aim of this study was to determine the effect of  short time exposure to 4°C temperature on the 
expression profiles of mono-carboxylic transporter genes 1,2 ,3, and 4(MCT1-4) in 4-cell mouse 
embryos. 

Materials and Methods:  In this fundamental study, forty 4-cell mouse embryos from NMRI 
strain were randomly divided into two groups. The first group consisted of fresh 4-cell embryos, and 
the second group included 4-cell mouse embryos that were exposed to 4°C temperature for 24 hours. 
After RT-PCR, the samples were electro-phoresised for expressing the MTC1-4 genes.  

Results: The expression of MCT 1-3 was observed in the first group, but the obtained results 
did not indicate their expression in the second group. 

Conclusion: Preservation of 4-cell embryos in 4°C for 24 hours inhibits the expression of 
MCT 1-3 genes. Keeping embryos in 4°C temperature is not a proper way for their short time 
preservation.  
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 چکیده
تواند سبب از دست رفتن جنین و   خود میاین فرایندي جنین، انجماد است ولی هاي نگهدار  یکی از روش:زمینه و هدف

 10 تا  صفرهایی براي حفظ جنین در دماي  این امر باعث گرایش محققان به تکنیک؛ایجاد ناهنجاري کروموزومی شود
گراد بر  درجه سانتی 4 اثر کوتاه مدت دماي تعیینهدف این پژوهش . گراد به صورت کوتاه مدت شده است درجه سانتی

  . سلولی موش است4 در جنین 4 و3، 2، 1هاي مونوکربوکسیلیک  هاي انتقال دهنده پروفایل بیان ژن
 به صورت ان ماري سلولی موش کوچک آزمایشگاهی از نژاد 4 جنین 40تعداد   در این پژوهش بنیادي:ها روشمواد و 

 4هاي   جنین شامل سلولی موش به صورت تازه و گروه دوم4هاي   جنین شاملگروه اول. تصادفی به دو گروه تقسیم شدند
واکنش  و سپس RT-PCRپس از . گراد قرار گرفتند  درجه سانتی4 ساعت در دماي 24 که به مدت  بودندسلولی موش

  .هاي فوق الکتروفورز شدند ها براي بیان ژن ، نمونهزنجیره پلی مراز
 در گروه اول مشاهده شد ولی در گروه دوم نتایج حاکی 3 و 2 ،1نوکربوکسیلیک هاي انتقال دهنده مو  بیان ژن:یافته ها

  . ژن بود4از عدم بیان این 
هاي  گراد، سبب عدم بیان ژن  درجه سانتی4 ساعت در دماي 24 سلولی به مدت 4هاي   نگهداري جنین:گیري نتیجه

 روش مفیدي براي نگهداري کوتاه این شرایط در  ها نگهداري جنین.شود  می3 و 2، 1انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک 
  .باشد مدت آن نمی

   اي پلی مراز هاي انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک، واکنش زنجیره ژن سلولی، موش، 4جنین  :واژگان کلیدي
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  قدمهم
اسیدهاي مونوکربوکسیلیک نقش مهمی در 

 سلولی، اسید pHکنند زیرا در  متابولیسم سلول بازي می
شود و این  لاکتیک تولید شده به آنیون لاکتات تبدیل می

مولکول باردار که با انتشار آزاد قادر به عبور از سلول نیست، 
انتقال وجود به مکانسیم خاصی نیاز دارد که همان 

 Monocarboxylic) ي مونوکربوکسیلیکها دهنده

Transporter Genes- MCTs)  است که از باکتري تا
  .)2، 1(انسان وجود دارند

ها انتشار تسهیل شده لاکتات را با  این انتقال دهنده
کنند و هیچ انرژي دیگري به جز شیب  پروتون کاتالیز می

 pHغلظت لاکتات و پروتون ندارند، به طوري که افزایش 
بیشتر ها   MCT.)3(کند لی انتقال لاکتات را تسریع میسلو

دهند ولی براي انتقال تعدادي از  لاکتات را انتقال می
هاي دیگر مانند پیروات، کتون بادي استو  مونوکربوکسیلیک

باشند،  استات، بتا هیدروکسی بوتیرات و استات ضروري می
 بنابراین نقش مهمی در متابولیسم پستانداران و ارتباط

 پروتئین 14تا به امروز . )4(ها دارند متابولیکی بین سلول
MCT فقط بین آنها از و شناخته شده است MCT1,2,3,4 

این گروه همچنین شامل دو . )5(اند به خوبی بررسی شده
هاي  عضو است که اسیدهاي آمینه آروماتیک و هورمون

  .)6(دهند تیروئیدي را انتقال می
MCT1  و MCT4هاي بدن بیان  فت در بیشتر با

محدودیت بیشتري  MCT2که فراوانی  شوند، درحالی می
 کیلو 55 پروتئینی است با وزن مولکولی MCT1 .)7(دارد

در عضله . )9، 8( داخل غشایی داردقسمت 12  کهدالتون
 کلیه، قشراسکلتی، ماهیچه قلب، مغز، شبکیه، اسپرماتوزوآ، 

  .)11، 10(ستمعده، کبد، جفت، کولون و روده دیده شده ا
MCT2  60 درصد مشابه MCT1داراي ، است 

هاي  ها است ودر لوله تمایل زیادي به مونوکربوکسیلات
هاي قلبی  ها، دم اسپرم و میوسیت پروگزیمال کلیه، نورون

  .)13، 12(وجود دارد
MCT3  یک انتقال دهنده مونوکربوکسیلات

ا به  ریون هیدروژنمتصل به پروتون است و انتقال لاکتات و 

تواند نقش مهمی  د، بنابراین میماین خارج از رتینا تسهیل می
  .)14( در خارج از شبکیه داشته باشدpHدر هومئوستازي 

MCT4 یک انتقال دهنده با تمایل کم است که 
هاي گلیکولایتیک مثل  جهت آزاد کردن لاکتات از سلول

هاي توموري  هاي سفید خونی و سلول عضلات سفید، سلول
 هاي این ایزوفرم در قلب و ماهیچه .)12(افته استسازش ی

  .)15( وجود دارددستگاه گوارش
MCT  ممکن است نقش مهمی در تبادل ها

ها داشته باشند و قادر به انتقال  اطلاعات بین سلول
هاي لاکتات و پیروات باشند و در نتیجه پتانسیل  متابولیت

در ها  MCTهمچنین . )16(تعادلی سیتوزول را فراهم کنند
پر هاي متفاوت در غده آدرنال  تنظیم بیوسنتز هورمون

ها به عنوان استاندارد داخلی، معرف  این ژن. اهمیت هستند
هاي  ها هستند و به منظور سنجش میزان بیان نسبی سایر ژن

 .)17(روند ها به کار می کمی بیان ژن

ري جنین، هاي متداول در نگهدا یکی از روش
ن متابولیسم سلولی کاهش یافته و پاییدر دماي . انجماد است

ها  شوند به طوري که این سلول تقسیمات سلولی متوقف می
پس از بازیابی از شرایط فوق و قرار گرفتن در محیط کشت، 

تواند سبب کشته   هرچند انجماد می؛قادر به ادامه رشد هستند
، از )18(هاي کروموزومی ها و یا ایجاد ناهنجاري شدن جنین
  و)20(، اختلال در کلیواژ)19(ها تگی میکروتوبولهم گسیخ

مطالعات نشان داده که انجماد .  شود)21(اختلال در رشد
 و یا انجماد جنین در )22(هایی مانند خوك  جنین گونه

  .)23(بعضی از مراحل رشد با این روش مشکل است
هاي وارده شده به جنین در  به دنبال آسیب

ت گیر و پر هزینه بودن هاي انجمادي و همچنین وق روش
هاي غیر انجمادي و  اي از محققان به روش آن، توجه عده

گراد براي   درجه سانتی10 تا صفرنگهداري جنین در دماي 
نخستین بار روش . هاي کوتاه مدت، معطوف شد نگهداري

 براي 1973 در سال  و بیلتونمورغیر انجمادي توسط 
ارش شده که گز. )24(نگهداري جنین گوسفند انجام شد

ین به همراه ینگهداري کوتاه مدت جنین در دماي پا
تواند روشی ارزشمند براي  هاي انتقال جنین، می تکنیک
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هاي ژنتیکی، پرورش و تولید مثل حیوانات اهلی،  حفظ گونه
هاي کمیاب و در معرض خطر و نیز در  نگهداري گونه

ان بر اما برخی محقق. )24-26(درمان ناباروري در انسان باشد
به اند که در حین نگهداري جنین در دماي پایین  این عقیده

سبب طولانی شدن زمان نگهداري آن در محیط کشت، 
ها در لانه گزینی کاهش یافته که  میزان رشد و توانایی جنین

  .)27(ها باشد یل تغییر  بیان ژندلاین امر ممکن است به 
اثیر بنابر این در پژوهش حاضر ما به دنبال یافتن ت

راحتی توسط ه که ب(گراد   درجه سانتی4کوتاه مدت دماي
بر پروفایل بیان ) شود نگهداري در یخچال معمولی تامین می

.  سلولی موش هستیم4هاي   در جنینMCT1,2,3,4هاي  ژن
به عبارت دیگر آیا این دما سبب روشن و یا خاموش شدن 

 این گردد و یا  سلولی می4هاي  هاي مورد نظر در جنین ژن
ه اثر قابل توجهی را در مقایسه با دماي معمولی از خود ک

 دهد؟ نشان نمی
  

   مواد و روش ها
هـاي نـر و مـاده از         جهت  این مطالعه بنیادي موش     

 هفتـه از انـستیتو     8 تـا  6و با سن بـین       (NMRI)  ان ماري  نژاد
هاي مخـصوص نگهـداري      پاستور خریداري شده و در قفس     

و رطوبت   شده از نظر نور، دما حت شرایط کنترل  ت حیوانات،
 استفاده از تـایمر اتوماتیـک      با .در حیوانخانه نگهداري شدند   

 ساعت تاریکی   12و   ساعت روشنایی    12 تناوب نوري    ،برقی
گراد تنظیم   درجه سانتی21±2 دماي اتاق در شرایط      و فراهم

 در تمام مدت نگهداري، حیوانات از آب و غذاي کافی        .شد
 در کلیه مراحل تحقیق اصول اخلاقی کار        برخوردار بودند و  

  .با حیوانات آزمایشگاهی کاملا رعایت گردید
 واحد 10جهت تحریک تخمک گذاري، تزریق 

 PMSG (Pregnant Mare’s Serumبین المللی هورمون

Gonadotropin)  واحد هورمون 10 ساعت بعد48و سپس 
HCG (Human Chorionic Gonadotropin) به 

انجام شد و پس از تزریق دوم، موش ماده در هاي ماده  موش
وجود پلاك واژینال در روز بعد، . قفس موش نر قرار گرفت

 ساعت 56-60. گیري بود شاخص اصلی براي تعیین جفت

پس .  سلولی رسیدند4ها به مرحله  پس از تزریق دوم، جنین
ها از اینفاندیبولوم  از کشتن موش به روش قطع نخاع، جنین

هاي به  جنین. طریقه فلاشینگ خارج شدنداویداکت به 
 نگهداري شده و به KSOMت آمده در محیط کشت دس

گروه اول یا گروه کنترل که . دو گروه تقسیم گردیدند
هاي انتقال   سلولی بود که بیان ژن4 جنین 12شامل 
 در آنها بررسی 4 و 3، 2، 1هاي مونوکربوکسیلیک  دهنده

  سلولی 4 جنین 12 شامل شد و گروه دوم یا گروه آزمایش،
گراد قرار   درجه سانتی4 ساعت در دماي 24که به مدت 

هاي فوق مورد آزمایش قرار  گرفتند تا جهت بررسی بیان ژن
هاي اپندرف حاوي بافر  ها به لوله سپس جنین. گیرند

در .  منتقل شدندRNAنگهدارنده مخصوص کیت استخراج 
 RNasy Mini توسط کیت RNAمرحله بعد استخراج 

Kit (Qiagen, Germany)  به این .  صورت گرفت
)  سلولی4 جنین 12(هاي حاوي نمونه ترتیب که در ابتدا لوله

گراد سانتریفیوژ   درجه سانتی4 و دماي 10000در دور 
. سپس به محلول رویی بافر تجزیه کننده اضافه شد. شدند

  درجه70  دقیقه و سانتریفوژ مجدد،  الکل5پس از گذشت 
سپس .  آن اضافه کرده و عمل پیپتینگ صورت گرفتبه

محلول واکنش تهیه شده را به ستون کیت اضافه نموده و در 
پس . گراد سانتریفوژ شد  درجه سانتی4 و دماي 10000دور 

 RW1 میکرولیتر 600از دور ریختن محلول زیري، به میزان
در مرحله بعد . به ستون اضافه شد و مجددا سانتریفوژ گردید

 به ستون اضافه شد و سانتریفوژ RW2ه همان میزان بافر ب
آب به ستون پس از جدا کردن الکل با اضافه کردن . گردید

در ادامه از . شود  از ستون کنده میRNAو سانتریفوژ کردن 
 Reverse ) مخلوط واکنش ساخته شده براي پروسه

Transcription RT) ، Bafer میکرولیتر 3، برابر EnzRT 
، Buffer  میکرولیتر30، برابر dNTP  میکرولیتر3بر ، برا
 ، برابر D.W  میکرولیتر18 ، برابر RNA میکرولیتر 15برابر 

 Rnase میکرولیتر 1 و برابر  Primer oligi-dt میکرولیتر 6

inhibitor  به هر لوله واکنش اضافه  میکرولیتر 10به میزان 
رحله لوله پس از این م. شده و عمل سانتریفوژ تکرار شد
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گراد در    درجه سانتی42 ساعت در دماي1واکنش به مدت 
  .بن ماري قرار گرفت

واکنش زنجیره پلی مراز روند مرحله بعدي شامل 
(Polymerase Chain Reaction- PCR) براي . بود

انجام این پروسه ابتدا مخلوط واکنش به ترتیب زیر ساخته 
  : شد

 میکرولیتر 115 ، برابر DNA میکرولیتر 5برابر 
D.W میکرولیتر 3 ، برابر dNTP میکرولیتر 6 ، برابر 

Mgcl2، 15 میکرولیتر، آنزیم 18 بافر  میکرولیتر6 برابر 
سپس به هر لوله مقادیر .  میکرولیتر2میکرولیتر و پرایمر 

مورد نیاز مخلوط واکنش همراه با پرایمر اختصاصی اضافه 
 CORBEIT   و Primus  از دستگاه PCRبراي . گردید

  ).1جدول (استفاده شد
 CORBEIT وPrimvsشرایط تنظیم شد دستگاه هاي. 1جدول 

 PCRبراي انجام عمل 
 MCT1  دما

-C   MCT2,3,4,ßدرجه 45 
actin:  57  درجهC  

  دقیقهC   2درجه 94  دناتوره کردن
   ثانیهC   30درجه 94  دناتوره کردن*

Annealing*  45 درجهC   30ثانیه   
Extention*  72 درجهC   30ثانیه   

Final 
extention  

   دقیقهC   5درجه 72

اي که با ستاره مشخص شده  سه مرحله( بار تکرار شدPCR ، 30سیکل
  ). است

  
 درصد آگارز 3ها، ژل  جهت الکتروفورز نمونه

ها در   به همراه  نمونهSybergreenتهیه شد و رنگ 
 سپس.  شد load ولت 83هاي ژل ریخته شده و با  چاهک

 قرار گرفت و  UV- Transiluminatorژل در دستگاه 
  .ه نتایج ذخیره گردیدیتصویر آشکار شده براي ارا

 به عنوان کنترل و از RNA و DNAاز آب بدون 
 استفاده RNA پرایمر بتا اکتین براي اطمینان از استخراج 

 .شد

  
  
  
  

  یافته ها
 در MCT3  و MCT1 ، MCT2هر سه ژن 

بیان ) گروه کنترل(ش به صورت تازه  سلولی مو4هاي  جنین
  ).1شکل (نگردید  بیان MCT4شدند ولی ژن 

  

  
 سلولی موش به صورت 4هاي   در جنینMCT1 پروفایل بیان .1شکل

 ،) جفت باز243( ژن بتا اکتین:ستون اول. تازه روي ژل الکتروفورز
 ستون ،هاي کنترل  نمونه:هاي دوم، چهارم، ششم، هشتم و دهم ستون
 ستون ،) جفت باز149 (1ژن انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک  :سوم
 ستون ،) جفت باز199 (3 ژن انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک :پنجم
و ستون )   جفت باز249 (2 ژن انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک :هفتم
 .  که بیان نشد4 ژن انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک :نهم

 
ده هیچ کدام از چهار ژن انتقال دهن

 سلولی که به 4هاي   در جنین4 و 3 ،2 ،1مونوکربوکسیلیک 
) گروه آزمایش(اند   درجه بوده4 ساعت در دماي 24مدت 
هاي کنترل منفی ازآب  براي نمونه). 2شکل (گردیدبیان ن
همچنین براي اطمینان از . استفاده شد  RNA و DNAبدون 

ر به کا  بتا اکتین به عنوان کنترل مثبت RNAاستخراج 
  .گرفته شد

  

 
 سلولی در دماي 4هاي   در جنینMCT2هاي  پروفایل بیان ژن .2شکل

 243( ژن بتا اکتین:ستون اول .گراد روي ژل الکتروفورز  درجه سانتی4
هاي   نمونه:ستون هاي دوم، چهارم، ششم، هشتم و دهم ،)جفت باز

نده  انتقال دههاي  ژن:، پنجم، هفتم و نهم به ترتیبستون سوم ،کنترل
    . که هیچکدام بیان نشدند4 تا 1 مونوکربوکسیلیک
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  بحث
هاي  ها ایزوفرم دهند که سلول تحقیقات نشان می

خود بیان   را متناسب با نقش فیزیولوژیکMCTمختلف 
هاي   در طی تکامل اووسیت و جنینMCTهاي  ژن. کنند می

  .)28(شوند قبل از لانه گزینی موش  بیان می
MCT1هاي بدن به صورت  ت در اکثر باف

در مراحل اولیه تکامل قبل از . )10، 9(گسترده حضور دارد
لانه گزینی موش، فعال بودن آنزیم لاکتات دهیدروژناز و 

 .کند  تبدیل لاکتات به پیروات را تسهیل میMCT1حضور 
MCT2 نیز که مشابه MCT1هاي قبل از لانه   است درجنین

ن مطالعه نیز بیان آن را ایج ایت که ن)29(شود گزینی بیان می
  .نماید تأیید می

MCT3 یک انتقال دهنده مونوکربوکسیلات 
متصل به پروتون است و انتقال لاکتات را به خارج از شبکیه 

 و همکاران در سال هروبلمطالعات . )10(کند تسهیل می
هاي   نشان داد که این ژن در هیچ کدام از اووسیت2002

 مراحل قبل از لانه گزینی جنین لقاح یافته و لقاح نیافته و
 هاردینگ و همکاران ولی مطالعات )12(شود موش بیان نمی

بیان این ژن را در مراحل جنینی قبل از لانه گزینی نشان داد 
  .)29(کند که نتایج پژوهش حاضر را تایید می

MCT4 یک انتقال دهنده با تمایل کم است که 
هاي   گلبولبراي آزاد سازي لاکتات در عضلات سفید و

در این مطالعه مشاهده شد که . )12(سفید سازش یافته است
ها بیان نشد، بنابر این  این انتقال دهنده در هیچ یک از گروه

رسد که نقش مهمی در انتقال  به نظر می
.  سلولی موش ندارد4ها در جنین  مونوکربوکسیلات

 در MCT4همچنین نتایج سایر مطالعات نشان می دهدکه 
اي مرحله دو سلولی، مورولا و بلاستوسیست نیز بیان ه جنین
 و احتمالاً در جنین موش قبل از جایگزینی )28(شود نمی

  .کند عمل نمی
 24(در این مطالعه اثر نگهداري کوتاه مدت جنین

هاي  گراد بر روي بیان ژن  درجه سانتی4در دماي ) ساعت
MCT1-3ه نتایج این مطالعه نشان داد ک.  بررسی شده است

 سلولی موش در حالت تازه این انتقال دهنده را 4هاي  جنین

پول و یدي بر مطالعات انجام شده توسط یکنند که تأ بیان می
  . )4( استهالتسرپ

همان طور که قبلا اشاره شد به علت این که روش 
تواند سبب ایجاد  نگهداري جنین به صورت انجماد می

ها   میکروتوبولاختلال در کلیواژ، رشد و از هم گسیختگی
هاي غیر  اي از محققین به سمت روش  عده)19-21(شود

هاي کوتاه مدت روي آوردند که  انجمادي براي نگهداري
  .)24(انجام شدو بیلتون مور اولین بار توسط 

در آزمایشی که توسط بختیاري و همکاران انجام 
گراد بر روي رشد و لانه   درجه سانتی4تأثیر دماي  شد،

که   سلولی موش مورد بررسی قرار گرفت8ن گزینی جنی
ها در این دما باعث  مشخص شد نگهداري طولانی جنین
ممکن است  شود و  کاهش رشد و لانه گزینی جنین می

ها در این مسئله دخیل باشد اما هیچ گونه  تغییر بیان ژن
  .)27(بررسی ژنتیکی انجام نشد

 4 را جنین MCTهاي  مطالعه حاضر عدم بیان ژن
 درجه 4ولی موش پس از نگهداري کوتاه مدت در دماي سل

  . ید کردیگراد تا سانتی
  

  نتیجه گیري
هاي انتقال  دهد که ژن نتیجه این تحقیق نشان می

 در انتقال 3 و 2 ،1 دهنده مونوکربوکسیلات
ها از جمله لاکتات و پیروات نقش مهمی  مونوکربوکسیلات

ن موش بیان دارند و در مراحل قبل از لانه گزینی جنی
 سلولی تازه موش 4هاي   در جنینMCT4اما ژن . شوند می

  .گردد بیان نمی
گراد اثر   درجه سانتی4 دماي کوتاه مدت

هاي انتقال دهنده مونوکربوکسیلیک  بازدارنده جهت بیان ژن
 سلولی موش در این 4هاي  دارد به طوري که جنین 4 تا 1

 بنابراین روش ؛تندها نداش گونه بیانی براي این ژن دما هیچ
 درجه 4هاي موش در دماي نگهداري کوتاه مدت جنین

هاي  اي که روي بیان ژن گراد، به علت اثر بازدارنده سانتی
 سلولی موش پیشنهاد 4مونوکربوکسیلات دارد براي جنین 

  .شود نمی
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   و قدردانیتشکر
این مقاله حاصل پایان نامه دانشجویی خانم 

سیله از زحمات ایشان و کارکنان بدینو. ارغوان جانان است
محترم مرکز تحقیقات بیولوژي سلولی و مولکولی و 
آناتومی دانشکده پزشکی شهید بهشتی به ویژه آقایان دکتر 

ها دکتربنده پور  عابد، دکتر نجات بخش، دکتر گازر، خانم
 دلیل حمایت مالی، تهیه امکانات و همه و دکتر برهانی ب

  . نماییم   قدردانی مییاري در انجام این پژوهش
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