
فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان
1394سال سوم، شماره اول، بهار 

هاي پرتوانی در مراحل مختلف تکوین جنینیمطالعه بیان ژن
)Danio rerio(ماهی گورخري 
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، اما هنوز دانش ما در مورد این اندنداران به خوبی شناخته شدهاگرچه نشانگرهاي پرتوانی در پستا
-oct4 ،nanog ،klf4 ،lin28 ،cهاي در این راستا، بیان ژن. نشانگرها در ماهیان و دیگر آبزیان اندك است

myc وsox2اند، در مراحل مختلف که به عنوان هسته مرکزي پرتوانی در موجودات مختلف گزارش شده
5/105(، بلاستولاي میانی )ساعتدرجه71(نی ماهی گورخري، شامل مراحل مورولا تکوین جنی

. ، مورد ارزیابی قرار گرفت)ساعتدرجه684(و سگمنتاسیون ) ساعتدرجه310(، گاسترولا )ساعتدرجه
نشان داد که در بلاستولاي میانی Real Time PCRنتایج بررسی بیان کمی ژن با استفاده از تکنیک 

دار را ترین بیان غیرمعنیبیشoct4 ،c-mycهاي دار و ژنترین بیان معنیبیشlin28 ،klf4هاي ژن
، که به عنوان یکی از عوامل پرتوانی در موش و انسان شناخته شده است، در sox2علاوه بر این، ژن . داشتند

در مرحله مورولا nanogهمچنین نشانگر. رسیدماهی گورخري بعد از مرحله گاسترولا به اوج بیان خود 
ترین عوامل مهمبنابراین. ترین بیان را داشته و در مراحل دیگر تفاوتی در بیان این ژن دیده نشدبیش

که در مرحله بلاستولاي میانی به هستندc-mycو lin28 ،klf4 ،oct4هايپرتوانی در ماهی گورخري ژن
و احتمالا در نیستبه عنوان مارکر پرتوانی مطرح در این ماهیsox2ژن . رسندحداکثر بیان خود می

رسد که این ژن نقش دیگري ، به نظر میnanogاز طرفی با توجه به الگوي بیانی استیند تمایز دخیل آفر
.داشته باشدغیر از عملکرد پرتوانی در این گونه 
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مقدمه
تمرکز بر ماهی گورخري در مطالعات 

داران به عنوان یک زمینه شناسی مهرهزیست
رشد بهگیري روجدید و قابل توجه به طور چشم

نه، از قبیل اندازه کوچک، مزایاي این گو. است
لقاح خارجی، سهولت پرورش و نگهداري، دوره 

و زمان کوتاه بلوغ و ) ساعت96(جنینی کوتاه 
عنوانبهگورخريماهیتاتکثیر، موجب شده

برايآزمایشگاهیمهمحیواناتازیکی
مطرحهابیماريوزاییریختژنتیکی،مطالعات

بهین،همچن). Stern and Zon, 2003(شود
درگونهاینشفاف،هايجنینتولیددلیل

قرار توجهموردبسیارتکوینی نیزهايبررسی
). Pelegri and Mullins, 2004(استگرفته

کشت وجداسازيدنبالبه1981سالدر
هاي بلاستوسیستاز1جنینیداخلسلولیتوده

هاي بنیادي سلولدر حال تکوین موش، واژه
Evans(شدپیشنهاد2جنینی and Kaufman

هایی هاي بنیادي پرتوان، سلولسلول. )1981
نوزایی، توانایی هستند که در کنار توان خود

ها در شرایط آزمایشگاهی و تمایز به انواع سلول
حتی دودمان زایا پس از پیوند به جنین میزبان 

مطالعه بر روي تولید . را نیز داشته باشند

1- ICM
2- Embryonic Stem Cells (ESC)

اهی گورخري از هاي بنیادي جنینی مسلول
هاي است و لایهآغاز شده 1992سال 
کننده فراوانی تاکنون براي کشت این تغذیه
ترین مطالعه، اند، در موفقها معرفی شدهسلول
بر روي رده سلولی هاي کشت شدهسلول

RTS34st پاساژ پرتوانی و توانایی انتقال 6تا
Fan et(به دودمان زایا را در خود حفظ کردند 

al., هاي بنیادي در بحث تولید سلول. )2004
کننده نیز جنینی به روش عاري از لایه تغذیه

است و داشته وجود تاکنون پیشرفت اندکی 
ها تلاش، تنها در یک مطالعه، آن پس از سال

ناپذیر، یک رده هم به صورت اتفاقی و تکرار
). Ho et al., 2014(سلولی ایجاد شده است 

که PD184352هاي لکولموریزاستفاده از 
CHIR99021و MEK1مسیر پیام رسانی 

را به عنوان دو مسیر تمایزي GSK3که مسیر 
شوند کنند و باعث حفظ پرتوانی میمهار می

یند نکرده است به طوريآنیز کمکی به این فر
تنها به ها در محیط کشت که استفاده از آن

است موجب حفظ پرتوانی شدهمدت یک هفته 
)Robles et al., 2011( .در مطالعات بنابراین

توان این احتمال را مطرح کرد که گذشته می
هاي بنیادي جنینی، رده جاي سلولبه

Xing(تولید شده است هاي بلاستولاییسلول
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et al., 2008( .ها به بخشی از این ناکامی
کمبود مطالعات لازم در مورد عوامل پرتوانی 

شود؛ چرا که ماهی گورخري مرتبط می
ها و مکانیسم عملکرد عوامل پرتوانی در گونه

عنوان به. یکسان نیستجانوران مختلف الزاماً
یک عامل SSEA1ژن سطحی مثال، آنتی

شود، در انسان به پرتوانی در موش محسوب می
عنوان یک عامل تمایز مطرح است 

)Shamblott et al., 1998; Brambrink et

al., 2008 .(تانداران، پرتوانی به صورت در پس
اي مورد بررسی قرار گرفته تا جایی که گسترده

هاي بنیادي جنینی در امروزه تولید سلول
پذیر و کاربردي شده امکانپستانداران کاملاً

هسته مرکزي عوامل رونویسی دخیل در . است
هاي بنیادي جنینی، عوامل پرتوانی سلول

oct4 ،sox2 ،nanog ،klf4 ،c-myc وlin28

که بیان چندین هزار ژن را کنترل هستند
اهمیت این . )Yu et al., 2007(نند کمی

عوامل رونویسی در پرتوانی با فرایند 
هاي پیکري انسانی و ریزي سلولبازبرنامه

هاي پرتوان القایی بسیار موشی و ایجاد سلول
,.Yu et al(است شدهتر از قبل پررنگ

ارکرهاي پرتوانی در مدرباره دانش . )2007
و همین امر استماهیان بسیار ناچیز 

هاي فراوانی را در مسیر تولید محدودیت

هاي بنیادي جنینی در این موجودات سلول
که تاکنون طوريه ایجاد کرده است ب

هاي بنیادي جنینی واقعی در این سلول
,.Robles et al(موجودات تولید نشده است 

تمام که جنینبا توجه به این. )2011
داران در طی تکوین خود از یک دوره مهره

کنند، هدف از این موقت پرتوانی عبور می
هاي شاخص پرتوانی در مطالعه بررسی بیان ژن

مراحل مختلف تکوینی ماهی گورخري، در 
راستاي یافتن نشانگرهاي پرتوانی و ایجاد 

هاي بنیادي جنینی در زیربنا براي تولید سلول
.بوده استآبزیان 

هامواد و روش
گونه مورد مطالعه

در این مطالعه از ماهی گورخري معمولی 
)Danio rerio( شدموجود در بازار استفاده .

سازي براي تکثیر ابتدا ماهیان مولد جهت آماده
در بخش پرورش ،هاي جداگانهدر آکواریوم

شناسی ترمیمی ماهیان مدل آزمایشگاه زیست
،ي بنیادي پژوهشگاه رویانهاپژوهشکده سلول

یکصورتبهبارسهايهفتهقرار گرفتند و
سازي جهت آماده. شدندتغذیهروزانهوعده

از یک هفته قبل تحت ماهیان براي تکثیر، 
ساعت تاریکی8ساعت روشنایی و 12شرایط 
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در این . درجه قرار گرفتند26- 28در دماي 
آرتمیایناپلتوسطروزدربار3مرحله ماهیان

تغذیهبیومارشرکتکنستانترهخوراكو
یک ساعت قبل از شروع تاریکی . شدندمی

اي با هاي استوانهمولدین نر و ماده داخل توري
قرار متر سانتی30متر و قطر سانتی20ارتفاع 

ها پس از از خورده شدن تخمداده شدند تا
بلافاصله پس از شروع . جلوگیري شودتکثیر

ها توسط صافی با تکثیر آغاز و تخمروشنایی،
. آوري شدندمیکرون جمع300قطر چشمه 

آوري شده ابتدا توسط آب هاي جمعتخم
90معمولی شسته شده و سپس به ظروف 

متري استریل حاوي محیط کشت جنینی میلی
کلرید پتاسیم ،mM5کلرید سدیم (استریل 

mM17/0 کلرید کلسیم ،mM33/0 سولفات ،
انتقال )5-10%متیلن بلو ، mM33/0منزیوم 

دار در دماي شدند و در انکوباتور یخچالداده
گرفتندگراد قراردرجه سانتی5/28
)Westerfield, 1993(.

مطالعهموردتکوینیمراحل
جانوري يگورخرماهی که با توجه به این

مدت زمان تکوین آن بنابراینسرد است، خون
داول استاندارد و طبق ج. استوابسته به دما 

مطالعات انجام شده در مورد مراحل تکوین در 

دماي مذکور، چهار دوره جنینی شامل دوره 
ساعت، دوره درجه71) سلولی256(1مورولایی

ساعت، مرحله درجه25/105بلاستولاي میانی
ساعت، درجه310شروع تمایز، گاسترولا 

ساعت، درجه3684سگمنتاسیون و فارنگولا
Kimmel(شدطالعه و مقایسه انتخاب براي م

et al., 1995( .

هابرداري و تثبیت نمونهنحوه نمونه
براي هر مرحله سه تکرار در نظر گرفته 

دارايوسالمجنین200تکرارهربرايوشد
مرحله تکوینی یکسان توسط پیپت پاستور در 

هاي زیر لوپ جدا شد و پس از شستشو به لوله
که آب اطراف پس از این. شداستریل منتقل

خشک میکرون کاملا100ًها توسط پیپت تخم
-TRIzol (Gibcoمیلی لیتر 1، به میزان شد

Invitrogen) به هر لوله اضافه شد و تا روز
. نگهداري شد-70آزمایش در فریزر 

مطالعهموردهايژنبیانارزیابی
)cDNA(مکمل DNAو ساخت RNAاستخراج 
هاي ماهی جنینRNAرحله اول در م

شده طبق روش ارائهTRIzolگورخري توسط 

1- Morulla
2- Midblastula (Oblong)
3- Pharyngula
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.شدتوسط شرکت تولیدکننده استخراج 
توسط دستگاه RNAکیفیت و کمیت 

و سپس به منظور شداسپکتوفوتومتر سنجیده
دست آمده بر روي ه بRNAکنترل کیفیت، 

درصد آگارز از نظر سلامت و آلودگی 1ژل 
. رسی قرار گرفتها مورد برنمونه

با استفاده از کیت cDNAهاي مولکول
)RevertAidTM H Minus First Strand

cDNA Fermentase(بدین . شدساخته
و شدبرداشتهRNAمیکروگرم از 2/0منظور، 

میکرولیتر از پرایمر 1به مخلوطی شامل 
Random Hexamer502مولار، میلی

میکرولیتر 4مولار، میلیdNTP10میکرولیتر 
RNaseمیکرولیتر 5X cDNA Buffer ،1از 

Inhibitor میکرولیتر 1وRTaseانتقال داده
سپس با استفاده از آب مقطر تیمار شده . شد
میکرولیتر 20به حجم نهایی DEPCبا 

ها براي انجام رونویسی نمونه.شدرسانده 
درجه 25دقیقه در 5معکوس به مدت 

گراد درجه سانتی42قه در دقی60گراد، سانتی
درجه 70دقیقه در 5و در نهایت به مدت 

ها تا سپس نمونه. شدندگراد قرار داده سانتی
گراد درجه سانتی- 20زمان استفاده در 

.شدندنگهداري

Realبررسی کمی بیان ژن با استفاده از 

Time PCR

Real Timeدر این مطالعه از دستگاه 

PCR مدلCorbettبرنامه . تفاده شداس
. گرمایی دستگاه در سه مرحله انجام شد-زمانی

سازي سازي آنزیم و واسرشتمرحله اول، فعال
درجه 95مکمل، به صورت DNAاولیه 
دقیقه، مرحله دوم، 10گراد به مدت سانتی
ثانیه و مرحله 15درجه به مدت 95دماي 

1گراد به مدت درجه سانتی62سوم، دماي 
. ریزي شدچرخه متوالی برنامه40ي دقیقه، برا

. شدانجاممیکرولیتر20نهاییحجمدرهاواکنش
، SYBR Greenمیکرولیتر 5براي هر واکنش 

1میکرومولار، 110میکرولیتر آغازگر رفت1
11ومیکرومولار210برگشتآغازگرمیکرولیتر
استفاده نمونهمیکرولیتر2ومقطرآبمیکرولیتر

گراد در نظر درجه سانتی62کثیر دماي ت. شد
توسط PCRبیان نسبی محصولات . گرفته شد

به . انجام شد)∆∆Ct(اي مقایسهCtروش 
سازي کمیروشدرهانمونهکردننرمالمنظور

ژنیکعنوانبهβ-actinنسبی، از ژن 
Housekeepingکنترل درونی استفاده براي

Ho(شد et al., تکرار سهنمونههربراي.)2014

1- Forward Primer
2- Reverse Primer
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No Template(و یک کنترل بدون الگو

Control (NTC)(از .در نظر گرفته شد
.براي محاسبه نسبت استفاده شد1فرمول 

محاسبه نسبت: 1فرمول.آورده شده است1توالی پرایمرها در جدول 

هاي پرتوانی مورد مطالعه در ماهی گورخريتوالی پرایمرهاي استفاده شده جهت بیان ژن: 1جدول 

Accessionژن نام 
Number

توالی آغازگرها
5´̶ 3´

طول قطعه دماي اتصال
سنتز شده

Oct4NM1311121رفتGGTTCGGAAGCCCAGGATT5558
TGAGCTGAGGGAATGTTTTGCبرگشت

)Robles et al., 2011(منبع
NanogNM001098392رفتCCAAAAGGCCAAAGATGCAG57105

GGAACCCCTTCTCGACTGCTبرگشت

Ho(منبع et al., 2014(
Lin28NM201091رفتTACCCAAAAGAGGCGGTCAA56184

CGATTTGCCCTGAGATCCTGبرگشت

)Robles et al., 2011(منبع
Klf4NM131723رفتGAACCACTGCGGGCAAAT5556

GATGGTGGAGTCAGCATCACAبرگشت

)Robles et al., 2011(منبع
Sox2NM213118,1رفتACCCCGGAGGAAAACCAA5554

CCCGGCAGGGTGTACTTGبرگشت

)Robles et al., 2011(منبع
c-mycL11710رفتCCCGGCAGGGTGTACTTG5660

GATTGTTGCTAGCCTCAAGTCGTAبرگشت

)Robles et al., 2011(منبع

هاآماري دادهپردازش
ها از آنالیز جهت پردازش آماري داده

واریانس دو طرفه با کمک نرم افزار 
GraphPad Prism 6.01براي . استفاده شد

مقایسه دو به دو بین هر گروه با گروه شاهد 
Fisher’s Least(آزمون فیشر ) سلولی256(

Significant Difference (LSD) test(انجام
معیارانحراف±میانگینصورتبهنتایجکلیه.شد
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در )>05/0P(بیان شدند و سطح معناداري 
.نظر گرفته شد

نتایج
هاي احتمالی مرتبط با پرتوانی بیان نسبی ژن

در طی تکوین جنینی ماهی گورخري 
در این پژوهش به منظور مطالعه فرآیند 

، oct4هاي پرتوانی در ماهی گورخري، بیان ژن
c-myc ،lin28 ،klf4 ،sox2 وnanog مرتبط

در موجودات مختلف در چهار با شبکه پرتوانی
مرحله مختلف از نظر وضعیت تمایزي شامل 

، بلاستولا )سلولی256(مراحل مورولایی 
درصد 50(، گاسترولا )بلاستولاي میانی(

ساعت پس از 24(و سگمنتاسیون ) بولیاپی
مورد بررسی قرار گرفتند و بیان نسبی ) لقاح
، oct4 (pou5f1) ،c-myc ،klf4هاي ژن

lin28نتایج حاصل از آنالیز .بررسی شدReal-

Time PCR نشان داد، بالاترین میزان بیان
256برابر مرحله oct4 ،13رونوشت ژن 

سلولی، مربوط به بلاستولاي میانی بود اما این 
دار نبودمعنی)<05/0P(اختلاف از نظر آماري 

همچنین میزان بیان نسبی ). A1شکل (
oct4نیز کاملاً مشابه ژن c-mycرونوشت ژن 

برابر مرحله 4/12ترین بیان آن بود و بیش
سلولی نیز مربوط به مرحله بلاستولاي 256

میانی بود اما این اختلاف هم مانند قبل از نظر 
).B1؛ شکل<05/0P(دار نبودآماري معنی

نیز کاملاً lin28و klf4هاي ترین بیان ژنبیش
بود که oct4و c-mycهاي مشابه با ژن

256و 89ترین بیان به ترتیب با افزایش بیش
سلولی مربوط به 256برابري نسبت به مرحله 

اما تفاوت مشاهده شده . بلاستولاي میانی بود
در مراحل مختلف تکوین در این دو ژن از نظر 

.)DوC1؛ شکل>05/0P(دار بود آماري معنی

sox2و nanogبیان نسبی ژن 

در این مطالعه درnanogبیان رونوشت ژن 
ماهی بین مراحل مختلف تکوین جنین 

50سلولی حداقل 256در مرحله ي گورخر
ترین بیشر بود و از مراحل دیگتر بیشبرابر 

ص داده است ابیان را این مرحله به خود اختص
که البته اختلاف بیان نسبت به مراحل دیگر 

بیان ).A2شکل؛ <05/0P(دار نبود معنی
تکوین جنین ماهی با sox2رونوشت ژن 

گورخري افزایش پیدا کرد و از گاسترولا به بعد 
ساعت 24روند افزایشی به خود گرفت و در 

460ترین مقدار خود یعنی بعد از لقاح به بیش
سلولی رسید که با مراحل 256برابر مرحله 

داري داشت تکوینی دیگر اختلاف معنی
)05/0P< ؛ شکلB2.(
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ها در مراحل مختلف روند بیان تمامی ژن
هاي موثر کوین به منظور مقایسه و یافتن ژنت

.آورده شده است3در پرتوانی در شکل 

طی مراحل مختلف تمایزي تکوین، مورولایی مطالعه هاي مورد تمامی ژنمقایسه میزان بیان :3شکل 
درصد 50(، گاسترولا )ساعتدرجه5/105بلاستولاي میانی، (، بلاستولایی )ساعتدرجه71سلولی، 256(

افزایش بیان در ). ساعتدرجه684لقاح، زساعت پس ا24(، سگمنتاسیون )ساعتدرجه380بولی، اپی
مرحله بلاستولاي میانی شاخصی براي عملکرد پرتوانی و در مراحل تمایزي گاسترولا و بعد از آن شاخصی 

.انددرصد با علامت ستاره مشخص شده95شکل با اطمینان دار درمعنیهاياختلاف. استبراي تمایز 

بحث
د که شوسلول پرتوان به سلولی اطلاق می

از نظر تکوینی غیرمتعهد و داراي توان تکثیر 
هاي پرتوان مطالعه پیوند سلول. نامحدود باشد

و قورباغه يگورخرماهی در موش، جوجه، 
ترولا ها تا مرحله گاسنشان داده که این سلول

کنند پرتوانی خود را حفظ میهايویژگی
)Okabayashi and Asashima, 2003(.

مطالعات پرتوانی در پستانداران بسیار مورد 
بررسی قرار گرفته و هسته مرکزي پرتوانی در 

امر کمک این. استشده پستانداران مشخص 
هاي بنیادي جنینی شایانی به تولید رده سلول

از طرف دیگر . استکردهدر این موجودات 
هاي تنظیم کننده پرتوانی در مطالعه شبکه ژن

را نشان داده تفاوت زیادي پستانداران مختلف، 
.)Kunarso et al., 2010(است 
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چهار عامل انجام شده با توجه به مطالعات 
هاي بنیادي ریزي در تولید سلولبازبرنامه

موشی دخالت دارد که شامل 1پرتوان القایی
oct4)POU Class 5 Homeobox 1( یا

pou5f1 ،sox2(Sex-determining

Region Y Box2) ،klf4 (Krupple-like

Factor 4) وc-myc)Proto Oncogene

Myc( بودندTakahashi and Yamanaka,

ریزي براي به علاوه عامل بازبرنامه. )(2006
هاي پرتوان القایی انسانی شامل تولید سلول

oct4 ،sox2 ،nanogوlin28 نیز در نظر
که علاوه بر (Yu et al., 2007)شدند گرفته

نیز به lin28و nanogالذکر، عوامل فوق
هاي مورد مطالعه در ماهی مجموعه ژن

افزایش بیان هر کدام از . گورخري اضافه شدند
ها در مراحلی که هرکدام شاخصی براي ژن

شدند نقش آن ژن پرتوانی و تمایز محسوب می
و انتظار کردیند مذکور مشخص میآرا در فر

هاي موثر در پرتوانی در این بود که ژن
بیان را داشته ترین بیشبلاستولاي میانی 

-oct4 ،cنتایج نشان داد، چهار ژن .باشند

myc ،klf4 وlin28 ژن انتخابی در 6از
.بیان بودندترین بیشمرحله بلاستومري داراي 

1- Induced Pluripotent Stem Cells (IPS)

ترین عامل همطبق مطالعات گذشته م
شبکه پرتوانی در موجودات مورد مطالعه ژن 

oct4 است و بیان آن در مراحل ابتدایی
جنینی تا انتهاي مرحله گاسترولا به اثبات 

;Lavial et al., 2007(رسیده است  Downs,

هاي بنیادي جنینی هاي سلولو در رده)2008
نیز یکی از عوامل مهم تعیین کننده پرتوانی 

هاي طرف دیگر بیان این ژن در ردهاز. است
به عنوان. پرتوان دیگر نیز مشاهده شده است

در موش، 2هاي جنسی اولیهمثال در سلول
مداکا و جوجه نیز بیان بالایی دارد اما در 

شودقورباغه و ماهی گورخري بیان نمی
)Kehler et al., 2004; Reim and Brand,

2006; Lavial et al., 2007; Sanchez-

Sanchez et al., 2010( .این 3حذف عملکرد
داران مدل، ضرورت این ژن جهت ژن در مهره

. تکوین اولیه جنینی را به اثبات رسانید
بازخوردهاي مختلفی ناشی از حذف عملکرد 

موش و قورباغه ي،گورخرماهی این ژن بین 
در ماهی گورخري منجر به مشاهده شد مثلاً

. شدآندودرم تشکیل نشدن لایه زاینده
)Burgess et al., 2002; Lunde et al.,

2004; Reim et al., 2004( . عملکرد یکسان

2- Primordial Germ Cells (PGC)
3- Loss of Function
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oct4 درXenopus و موش گزارش شده است
هاي تحت کنترل این ژن در که ژنبه طوري

Xenopusهاي بنیادي جنینی موشی و سلول

Onichtchouk(یکسان هستند تقریباً et al.,

ماهی ه مشابهی نیز در در مطالع. )2010
بیان این ژن در بلاستومرها بسیار گورخري 

هاي تمایز یافته بود و همچنین تر از سلولبیش
مطالعه مشابه با نتایج حاصل از ،در آن مطالعه

مربوط به مرحلهoct4بیان ترین بیش، حاضر
نتایج حاکی از آن واست بلاستولاي میانی 

در رابطه مستقیم با پدیده oct4است که بیان 
,.Robles et al(است پرتوانی در این گونه 

2011.(
یند آعامل اصلی فرsox2بیان بالاي 

عنوان بهکهپرتوانی در موش است به طوري
یک عامل مرکزي پرتوانی در پستانداران 

هاي این ژن در رونوشت. شودمحسوب می
Cui et(رسد ماهی مداکا از مادر به ارث می

al., 2011( اما در ماهی گورخري بیان آن
رسد وابسته به جنین بوده و از مادر به ارث نمی

)Okuda et al., 2006( . مطالعات مختلف در
تایید نتایج حاصله از این آزمایش حاکی از آن 
است که در ماهی گورخري بیان این ژن در 

و در تمام نواحیرودمیاواخر گاسترولا بالا 
,.Okuda et al(شود بیان میسیستم عصبی

2006; Cui et al., 2011( . مطالعات دیگر نیز
بدین صورت که . استپژوهشموید نتایج این 

با افزایش ماهی گورخري بیان این عامل در 
یابد و روند بیان زمان پس از لقاح افزایش می

گیري به طور چشمبولیاپیآن از مرحله 
در این ، بطوري که بیان آن استصعودي 

ساعت پس از لقاح به طور 24آزمایش در 
این .رسدداري به حداکثر خود میمعنی

هاي تمایزفرآیندافزایش بیان همگام با افزایش 
شود و تا جنینی که از گاسترولا شروع می

کند، شاهدي بر نقش ادامه پیدا میتفریخ
Robles et(است تمایزي این ژن این گونه 

al., 2011( .ییرات این ژن در ماهی روند تغ
طلایی نیز همانند الگوي بیان آن در ماهی 

بیان آن در ماهی طلایی از . استگورخري 
شود به آغاز میبولیاپیدرصد50مرحله 

sox2که فرضیه انتقال مادري رونوشت طوري

. )Okuda et al., 2006(کند را منتفی می
در ماهی گورخري  به عنوان sox2ژنبنابراین 

فرآیند در و احتمالاًنیسترکر پرتوانی مطرح ما
.استتمایز دخیل 
c-myc متعلق به خانواده عوامل رونویسی

mycدرصد از کل 15این ژن بیان . است
هاي دخیل در تقسیم هاي بدن از قبیل ژنژن

. ندکآپاپتوز را تنظیم میوسلولی، رشد سلولی
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نیز مسیرهاي تمایزي راc-mycافزایش بیان 
,.Selvakumaran et al(کند میمتوقف 

1996; Canelles et al., 1997;
Pelengaris et al., 1999; Schreiner et

al., 2001; Knoepfler et al., 2002( . در
هاي بنیادي جنینی انسانی بر عکس سلول
این ژن باعث آپاپتوز و القاي تمایز ،انتظار

ه در مطالع. )Sumi et al., 2007(شود می
بیان آن در مرحله بلاستولاي میانی حاضر

در این مطالعه c-mycنحوه بیان . افزایش یافت
و بیان حداکثري آن در مرحله بلاستولا بر 
نقش این ژن در هسته مرکزي پرتوانی در 

.دارددلالت ماهی گورخري 
lin28 به عنوان یک پروتئین متصل شونده

شود و صفات سلولی را شناخته میRNAبه 
، در متیلاسیون tet1کمپلکس . کندمیکنترل 
DNA و بیان ژن نقش دارد و باعث پرتوانی
هاي بنیادي جنینی در موش و انسان سلول

در مطالعه )Zeng et al., 2015(شود می
بیان بسیار زیاد آن در مرحله بلاستولا، باحاضر

همخوانی نقش این ژن در پرتوانی ماهی 
.شودنسان تایید میگورخري مشابه با موش و ا

klf4 نیز همانند الگويoct4 در
بیان را داشت و با ترین بیشبلاستولاي میانی 

ها نیز تمایز، بیان این ژنفرآیند پیشرفت 

klf4بیانگر آن است که مطالعات. کاهش یافت

تنظیم برايبه عنوان یک سازمان دهنده ژنوم 
oct4در رابطه با عملکرد ه ویژهرونویسی ب

کند و نقش کلیدي در پرتوانی و ل میعم
Onichtchouk(ریزي داردبازبرنامه et al.,

بیان ترین بیشدر مطالعه حاضر . )2010
در nanogگیري شده مربوط به ژن اندازه

بیان آن در بین مراحل . مرحله مورولا بود
رسد که دار نبود و به نظر میمختلف معنی

از طرفی با . کمرنگ باشدنقش آن در پرتوانی 
رسد ، به نظر میnanogتوجه به الگوي بیانی 

که این ژن نقش دیگري غیر از عملکرد پرتوانی 
.داشته باشددر این گونه 

و Campاین یافته در توافق با مطالعه 
باشد که بیان می2009همکاران در سال 

ماهی گورخري فقط در تکثیر nanogداشت 
وانی حداقل سلولی نقش دارد و نقش آن در پرت

در ماهی nanogاي دیگر بیان در مطالعه. است
گورخري مربوط به ذخیره مادري دانسته شده 

ه بتکویناولیهمراحلو به همین دلیل در
است و بر گیرياندازهوبررسیقابلراحتی

خلاف مداکا نقش آن در عملکرد پرتوانی در 
بیان . )Dosch, 2015(این گونه ناچیز است 

کهدر این مطالعه نیز حاکی از آن استاین ژن 
.این ژن فاقد عملکرد پرتوانی است
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کردتوان اظهار بندي نهایی میجمعبراي
و oct4 ،klf4 ،c-mycکه بیان حداکثري 

lin28 در بلاستولاي میانی شاخصی براي
. شوددر این ماهی محسوب میمرحله پرتوانی

تمایز فرآیند افت بیان در مراحل دیگر بر شروع 
با دانستن این . دارددلالت در ماهی گورخري 

توان به کمک این عوامل به سمت نکات می
هاي بنیادي جنینی و تولیدتولید سلول

. هاي پرتوان القایی در آینده قدم برداشتسلول
-oct4 ،cبا توجه به بیان حداکثري چهار ژن 

myc ،klf4وlin28 در مرحله بلاستولاي
از تکوین براي پرتوانی در میانی که شاخصی 
ها را در توان آن، میاستتمامی موجودات 

. پرتوانی در این گونه دخیل دانستفرآیند 
همچنین با توجه به الگوي بیانی و حداکثر 

ءدر مراحل شاخص تمایز جزsox2بیان ژن 

و شودنمیاین گونه محسوب شبکه پرتوانی در
یانی هم که در مرحله بلاستولاي مnanogژن  

ترین بیان را داشت مارکر پرتوانی نبوده و به کم
رسد که نقش دیگري غیر از عملکرد نظر می

.پرتوانی در ماهی گورخري داشته باشد

تشکر و قدردانی
از که دانند نگارندگان وظیفه خود می

زحمات پرسنل خدوم آزمایشگاه مولکولی 
هاي بنیادي پژوهشگاه رویان پژوهشکده سلول

آقاي دکتر بصیري و آقاي مهندس و جناب
محمد رضایی جهت همکاري در اجراي این کار 

.تشکر و قدردانی نماید
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Abstract
Although pluripotency markers are well known in mammals, our knowledge

concerning them is still shallow about fish and other aquatic organisms. In this
regard, the expression of nanog oct4, sox2, klf4, lin28, c-myc genes considered
as a core circuit of pluripotency in various organisms were investigated in
different developmental embryonic stages of zebrafish Danio rerio, including
morulla, mid-blastula, gastrula and segmentation with 71, 105.5, 310 and 684
degree/hour post fertilization, respectively. The results of quantitative gene
expression using Real Time PCR techniques revealed that In mid-blastulla
stage, the lin28 and klf4 had maximum significant expression but no significant
expression was observed for oct4 and c-myc. In addition, maximum expression
of sox2 gene, known as pluripotency key in mouse and human, were observed
after gastrula stage in zebrafish. Moreover, nanog showed significant expression
in morulla stage, but no difference was observed in the other stages. In
conclusion, lin28, klf4, oct4 and c-myc markers could be considered as the most
important pluripotency markers in zebrafish but the sox2 is probably involved
in the differentiation process and It seems that nanog has other roles beyond
maintaining pluripotency according to its expression pattern.
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