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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Gonadotropin inhibitory hormone (GnIH) has been known as a key inhibitor of the secretion of 

gonadotropin releasing hormone (GnRH). Ewe has estrous cycles comprising of follicular and luteal phases. Follicular 

phase is in turn divided into proestrous and estrous phases. Blood level of LH increases in follicular and decreases in 

luteal phases. The aim of the present study was to evaluate (1) the presence of GnIH neurons in the ewe preoptic area 

(POA) and (2) the alterations of GnIH expression during different phases of ewe estrous cycle.

Methods: Three fertile three-year-old ewes in each phase (n=9) were selected and the number of GnIH neurons was 

estimated by using immunohistochemistry method.

Results: GnIH neurons were present in the POA during different phases of estrous cycle. The number of GnIH 

neurons significantly increased in the luteal phase in comparison with the proestrous phase (P=0.001).

Conclusion: GnIH expression in the neurons of POA of ewe is increased in the luteal phase compared to the 

follicular phase. This can inhibit GnRH secretion in POA and reduce LH secretion during the luteal phase.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

  بینایی و رابطه آن با بیان هورمون مهارکننده گونادوتروپین در ناحیه پیش

هاي چرخه فحلی میشگامه

  *3نامین تمد ،2آورمحمد رضا نام ،1محمد رضا جعفرزاده شیرازي

  رزي، دانشگاه شیراز، شیرازگروه علوم دامی، دانشکده کشاو .1

  ه علوم پزشکی شیراز، شیرازگروه علوم تشریحی، دانشکده پزشکی و مرکز تحقیقات هیستومورفومتري و استریولوژي دانشگا .2

ژنیک، دانشگاه علوم پزشکی ادي و فناوري ترانسهاي بنیبخش مدیریت بهداشت دام، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شیراز و مرکز تحقیقات سلول .3

  شیراز، شیراز

  89 دي 1: پذیرش    89 مهر 26: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

. شـناخته شـده اسـت   ) GnRH( 2ترشح هورمون آزاد کننـده گونـادوتروپین   سازه مهارکننده ترینشناخته شدهعنوان  به) GnIH( 1هورمون مهار کننده گونادوتروپین: مقدمه

در گامـه فولیکـولی افـزایش و در     LHغلظت خونی . چرخه فحلی میش داراي دو گامه فولیکولی و لوتئال است و گامه فولیکولی نیز داراي دو مرحله استروس و پرواستروس است

هـاي چرخـه   در طول گامـه  GnIHتغییرات بیان ) 2(میش و ) POA( 3بیناییدر ناحیه پیش GnIHهاي حضور نورون) 1(بررسی  مطالعه حاضر هدف. یابدگامه لوتئال کاهش می

      .فحلی میش بود

اسـتفاده از روش   در سـه مرحلـه چرخـه فحلـی بـا      GnIHهـاي  انتخـاب شـدند و تعـداد نـورون    ) n=9(در سـه مرحلـه چرخـه فحلـی      سه میش بارور سه ساله :روش ها 

  .ایمیونوهیستوشیمی تعیین شد

داري در گامه لوتئال در مقایسه بـا مرحلـه   به طور معنی GnIHهاي  تعداد نورون. در هر سه مرحله چرخه فحلی حضور داشتند POAدر ناحیه  GnIHهاي نورون :یافته ها

   ).P=001/0(پرواستروس بیشتر بود 

و کـاهش   POAدر ناحیـه   GnRHتواند عامـل مهـار ترشـح     میگوسفند بیشتر از گامه فولیکولی بود که  POAدر  GnIHهاي وروندر گامه لوتئال بیان ن :جه گیريینت

  .در گامه لوتئال باشد LHترشح 
  

  بینایی، میشهورمون مهار کننده گونادوتروپین، چرخه فحلی، ناحیه پیش :هاي کلیدي واژه
 

  ١مقدمه

-ننده اصلی ترشح هورمـون اعتقاد بر این است که تنظیم ک

، )FSH( 4و تحریک کننده فولیکـول ) LH( 3هاي لوتئینی کننده

  

  

 tamadon@shirazu.ac.ir                 :نویسندة مسئول مکاتبات*1
  www.phypha.ir/ppj         :                                  وبگاه مجله

دیگـر   پپتیدي. است) GnRH(هورمون آزادکننده گونادوتروپین 

یـک پپتیـد   ) GnIH(به نام هورمون مهار کننده گونـادوتروپین  

آرژنـین  ( 5اي از خانواده پپتیدهاي آرـ اف آمیددوازده اسید آمینه

  1347تأسیس  

1. Gonadotropin inhibitory hormone
2. Gonadotropin releasing hormone
3. Preoptic area
4. Luteinizing hormone
5. Follicle stimulating hormone
6. RFamide peptide
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است، نخستین بـار در سیسـتم هیپوتـالاموس ـ     ) نینآلاـ فنیل

این پپتید بـه دلیـل اثـر    . ]16[هیپوفیزي بلدرچین شناسایی شد 

خوانـده   GnIHها به نـام  مهاري در سنتز و ترشح گونادوتروپین

مســیر جدیــدي در فهــم  بــا کشــف ایــن هورمــون،. ]21[شــد 

توانـد آزاد  پرندگان می GnIH. فیزیولوژي تولیدمثل گشوده شد

و پپتید وابسته به آرژنین  ]10[را مهار کند همستر در  LHشدن 

و  ]19[در انسان  LHآزاد شدن ) RFRP( 1آلانین ـ آمید ـ فنیل

 RFRPپرندگان و  GnIHبنابراین  .کندرا مهار می ]5[گوسفند 

پستانداران هم از لحاظ ساختاري و هم عملکردي مشابه هستند 

) PVN( 2در هسـته دور بطنـی   GnIHهـاي  نورون .]18, 3, 1[

) DMH( 3میـانی و هسته پشتی ـ   ]17[هیپوتالاموس پرندگان 

جایـابی شـده   هیپوتالاموس همستر، موش صـحرایی و مـوش   

-رسد که ارتباطی بین آکسون نـورون یمبه نظر . ]10, 2[ است

بینــایی در ناحیــه پــیش GnRHهــاي بــا نــورون GnIHهـاي  

)POA ( در . ]15, 10, 2[ وجــود داردانداران پرنــدگان و پســت

هاي قـدامی و  و هسته 4ها با نواحی لیمبیکجوندگان این نورون

در چرخـه فحلـی    .]10[کمانی هیپوتالاموس نیز ارتبـاط دارنـد   

ــود دارد  ــال وج ــولی و لوتئ ــه فولیک ــفند دو گام ــه . گوس در گام

باشـد،  فولیکولی که شامل مراحل پرواستروس و اسـتروس مـی  

و سـرانجام بـه آزاد شـدن ناگهـانی     افـزایش یافتـه    LHترشح 

تحـت   ،در گامه لوتئال. انجامدریزي می و تخمک LHهورمون 

 .]4[یابد کاهش می LHتاثیر بازخورد منفی پروژسترون، ترشح 

در گوسـفند بـه عنـوان مهارکننـده      GnIHبا توجه به این کـه  

در  GnRHهـاي   مطرح اسـت و تجمـع نـورون    GnRHترشح 

هاي  بالا است، لذا، هدف این تحقیق جایابی نورون POAناحیه 

GnIH  در ناحیهPOA   گوسفند و بررسی تغییرات ترشـحی آن

  .هاي چرخه تولیدمثلی گوسفند بود در گامه

  هاروشومواد

کیلوگرم و سـن سـه    40ه راس میش بارور با وزن تقریبی ن

گیـري در شـرایط مشـابه    سال، پس از انتخاب در فصـل جفـت  
  

  

1. Arginine-phenylalanine-amide-related peptide
2. Paraventricular nucleus
3. Dorsomedial nucleus

ها بـر اسـاس غلظـت    میش. اي نگهداري شدندمحیطی و تغذیه

گـروه سـه تـایی     3، در ]LH ]4و ) P4(پلاسمایی پروژسـترون  

قــرار  شــامل گامــه لوتئــال و مراحــل پرواســتروس و اســتروس

لیتـر و  نانوگرم بـر میلـی   2/3در گامه لوتئال  P4غلظت . گرفتند

در گامه لوتئال و مراحل پرواستروس و استروس به  LHغلظت 

به هـر مـیش   . لیتر بودنانوگرم بر میلی 4/51و  4/1، 0/1ترتیب 

دقیقـه   10واحـد بـا فاصـله     25000میزان  دو تزریق هپارین به

 تزریـق بـا   هـا مـیش بلافاصله بعد از تزریق هپارین، . انجام شد

ي شـدند و سـرها   کشته در سرخرگ کاروتید سدیم پنتوباربیتال

مـولار   1/0در بـافر فسـفات    %4 یـد اپارافرمالده لیتـر  6آنها بـا  

)4/7=pH ( داراي هپارین)ندپرفیوژ شـد ) لیترواحد بر میلی 10 .

در  وجـدا شـده    POAپس از بیرون آوردن مغز، ناحیـه حـاوي   

. قـرار داده شـد  ) زیگمـا آلـدریج، آمریکـا   % (30محلول سوکروز 

شـرح   ]13[با روشی که توسط اسمیت و همکاران  POAبافت 

هاي کورونال هقطع. سازي شدآوري و آمادهداده شده است، جمع

کرایواسـتت،  (بـا میکروتـوم    میکرومتـر  50با ضخامت  یخ زده،

درجه سانتیگراد،  -20 دماي در برش داده شدند و) مانلایکا، آل

 نگهـداري  5زدگـی در محلول داراي ماده حفاظت کننـده از یـخ  

براي بررسی ایمیونوهیستوشیمی که بـا روش اسـتاندارد    .گردید

انتخـاب و روي اسـلاید    POAهـایی از  ، بـرش ]14[انجام شد 

هاي بافت بـه منظـور بازیـابی    برش. میکروسکوپی تثبیت شدند

مولار فسفات بافر سالین دو بـار و بـه    05/0ژنی با محلول آنتی

 20و سـپس  ) دقیقـه  5×2(دقیقه در اجـاق میکروویـو    5مدت 

هـا در سـرم   سپس بـرش . دقیقه براي خنک شدن، شسته شدند

و سـرم نرمـال   % 3/0 6 100ـ ده حاوي تریتون ایکسبلوك کنن

. مولار قـرار گرفتنـد   1/0محلول در فسفات بافر سالین % 10بز 

درجـه سـانتیگراد    4ساعت در دمـاي   1ها به مدت سپس برش

 GnIHکلنـال علیـه   بادي پلـی در مرحله بعد، آنتی. انکوبه شدند

Vector(در بز تولیـد شـده اسـت     RFRPکه علیه ) 1:1000(

Laboratoriesسـاعت انکوبـه    48اضافه و به مـدت  ) ، آمریکا

مـولار   05/0ها ابتدا با محلـول فسـفات بـافر سـالین     برش. شد

ــی   ــپس آنت ــده و س ــته ش ــوش   شس ــه خرگ ــه علی ــادي ثانوی ب
  

  

4. Limbic regions
5. Cryoprotectant
6. Triton X-100



و همکاران جعفرزاده           هورمون مهارکننده گونادوتروپین و چرخه فحلی میش 

9393

سـاعت   1بـه مـدت   ) ، آمریکاVector Laboratories؛1:250(

ن ها با محلول فسـفات بـافر سـالی   بعد از اینکه نمونه. اضافه شد

ســاعت در  1هــا بــه مــدت مــولار شســته شــدند، بــرش 05/0

، Jackson Laboratories؛ 1:250(استرپتوویدین ـ تگزاس رد  

ــا ــدند) آمریک ــه ش ــو. انکوب ــد از شستش ــر  ،بع ــلایدها در زی اس

میکروسکوپ کنترل شدند و سپس با محلول تثبیت کننده ضـد  

) داکـو، آمریکـا  (مـاده فلورسـنت   ) Antifade( کمرنگ شـدگی 

بـادي اولیـه   آنتـی  ،براي کنترل منفـی آزمـایش  . شانیده شدندپو

مراحـل  . حذف و بقیه مراحـل ایمیونوهیستوشـیمی تکـرار شـد    

بی دانشـگاه مونـاش   برداري و آماده سازي در مزرعه ورينمونه

استرالیا و ارزیابی نمونه ها بعد از انتقال در دانشگاه شیراز انجـام  

میته مراقبت و استفاده کلیه مراحل پژوهش تحت نظارت ک. شد

، POAدر هـر بـرش    .از حیوانات دانشگاه مونـاش انجـام شـد   

بــا میکروســکوپ  GnIHهــاي واکــنش دهنــده ایمنــی نــورون

ها با استفاده  آنالیز داده. شمارش شدند) زایس، آمریکا(فلورسنت 

) one-way ANOVA(از آزمون آنـالیز واریـانس یـک طرفـه     

دار  وش حـداقل تفـاوت معنـی   مقایسه میانگین بـه ر . انجام شد

)LSD (  درصـد صـورت گرفـت     5در سطح خطـاي) افـزار  نـرم

SPSS  5/11نسخه.(  

  یافته ها

 POAدر  GnIHهاي بیان کننده حضور نورون 1در شکل 

) Dو  C(و گامـه لوتئـال   ) Bو  A(، در مرحله استروس ها میش

در گامـه   GnIHهاي بیان کننـده  تعداد نورون. نشان داده است

نشـان داده   2تئال و مراحل استروس و پرواستروس در شکل لو

  . ده استش

در گامه لوتئال به طور  GnIHهاي بیان کننده تعداد نورون

-علـی ). P>001/0(داري بیشتر از مرحله پرواستروس بود معنی

در گامـه لوتئـال از    GnIHهـاي  رغم بیشتر بودن تعداد نـورون 

 
بـه طـور کلـی شـمار     . بینـایی مـیش  هسته پیشچرخه فحلی در ) Dو  C(و گامه لوتئال ) Bو  A(استروس  در مرحله) پیکان( GnIH هاي بیان کنندهاي از نوروننمونه-1شکل 

.میکرومتر است 15شاخص . بینایی هیپوتالاموس میش بسیار کم استدر هسته پیش GnIHنورونهاي بیان کننده 
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در مرحلـه   GnIHهاي نمرحله استروس و همچنین، تعداد نورو

داري نبـود    اختلاف آماري معنی ،استروس از مرحله پرواستروس

  ).P=55/0و  P=07/0به ترتیب (

  بحث

هـاي  حضـور نـورون  نتایج مطالعه حاضر براي نخستین بـار  

پـیش از ایـن   . میش را نشـان داد  POAدر  GnIHبیان کننده 

 در POAدر  GnIH/RFRPهـاي  هاي نورونفقط وجود رشته

نشـان داده   ]8[و موش صحرایی  ]6[، موش ]23, 20[پرندگان 

در  GnIH/RFRPهـاي بیـان کننـده    بیـان نـورون  . شده بـود 

ــدگان در  ــوش صــحرایی در  ]PVN ]2 ,17پرن ــوش و م ، در م

DMH ]10[  و در همســتر درDMH ــین هســته و ناحیــه اي ب

بدنه و . نشان داده شده است ]DMH ]10 ,11 1ـ میانی شکمی

در مغـز مـوش در    RFRPهـاي بیـان کننـده    هاي سلولرشته

نواحی که مرتبط با تغذیه، درد و سیستم شنوایی است، پراکنـده  

   .]22[اند شده

در پرنـدگان مشـابه    GnIHدر پستانداران و  RFRPاگرچه 

اثر خود را از راه هیپوفیز و مهـار   GnIHهستند اما در پرندگان 

ــادوتروپین ــن ترکیــب در هــا مــیآزاد شــدن گون ــا ای گــذارد ام

 GnRHهـاي  اثر خود را با واسطه نـورون  POAستانداران در پ

  

  

1. Ventromedial nucleus

گوسـفند   POAهـا در  حضور هر دو این نـورون . ]11[گذارد می

هـاي  نشان دهنده اثـر احتمـالی اتـوکراین ـ پـاراکراین نـورون      

GnIH هاي بر نورونGnRH باشدمی.  

در  GnIHنتایج مطالعه حاضر نشـان داد کـه میـزان بیـان     

POA   ــال مــیش در گامــه فولیکــولی کــاهش و در گامــه لوتئ

-یش نشان داد که پـالس مطالعات پیشین در م .یابدافزایش می

در گامه فولیکولی افـزایش و در گامـه لوتئـال     LHهاي ترشح 

هـاي ترشـح   همچنین، پـالس . ]4[یابد چرخه فحلی کاهش می

LH  در فصل تولیدمثل افزایش و در فصل غیرتولیدمثل کاهش

مثـل   در فصـل تولیـد   GnIHهاي بیان کننـده  یابد و سلولمی

نشـان داده  . ]12[یابـد  نسبت به فصل غیرتولیدمثلی کاهش می

در گـاو   GnIHبـا تزریـق    LHشده است که غلظت پلاسمایی 

مطالعات در همستر نشـان دهنـده کـاهش    . ]9[یابد می کاهش

در زمان افـزایش ناگهـانی    RFRPهاي بیان کننده تعداد سلول

LH 7[باشد  می[.   
دهـد کـه در گامـه لوتئـال بیـان      ایج مطالعه حاضر نشان مـی نت

بینایی گوسفند بیشتر از گامـه  در ناحیه پیش GnIHهاي نورون

اند عاملی براي کـاهش ترشـح   تو باشد که این میفولیکولی می

LH تواند راهکـاري  نتایج این مطالعه می. در مرحله لوتئال باشد

هاي درمانی جدید در ناباروري دام هاي اهلی و براي ارائه روش

  .سایر پستانداران از جمله انسان باشد

  سپاسگزاري

موناش  بی دانشگاهنویسندگان مقاله از همکاري کارمندان مزرعه وري

  .کنندیا سپاسگزاري میاسترال

  
در  GnIHهاي بیان کننده تعداد نورونفحلی بر  چرخه هايمرحلهاثر  - 2 شکل

حروف  میانگین و خطاي استاندارد با). n=3(بینایی در سه گروه میش هسته پیش

  ).>05/0P( استدار  معنی آماريتفاوت  نشانگرغیرمشابه 



و همکاران جعفرزاده           هورمون مهارکننده گونادوتروپین و چرخه فحلی میش
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