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Abstract 

Introduction: RFamide-related peptide (RFRP) is believed to act as an inhibitor of gonadotropin releasing hormone 
(GnRH) secretion. The aim of the present study was to compare the expression pattern of RFRP neurons in the 
dorsomedial nucleus of hypothalamus (DMH) at different phases of the rat estrous cycle. 

Methods: The phases of the estrous cycle were determined in 16 adult female Sprague-Dawley rats using vaginal 
smears. The rats were divided into five groups: proestrus phase (n=4), early estrus phase (n=3), estrus phase (n=3), 
metestrus phase (n=3) and diestrus phase (n=3). After transcardial perfusion, their brains were removed and fixed. 
Diencephalon of each rat brain was sectioned, and DMH-containing sections were stained using an 
immunohistochemical method. The number of RFRP positive neurons in DMH was counted microscopically. 

Results: Almost all of the neurons expressing RFRP in the DMH were bipolar. Mean and standard error of the 
number of RFRP neurons during diestrus (45.8±12.6) and estrus phases (44.7±3.6) were greater (P<0.05) than early 
estrus (18.8±0.8) and proestrus phases (16.2±2.0). 

Conclusion: Results confirm a regulatory role for RFRP in DMH in the control of rat estrous cycle. 
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داخلي  -آميد در هسته پشتي-فنيل آلانين -بيان پپتيد وابسته به آرژنين

 هيپوتالاموس در چرخه فحلي موش صحرايي
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 شيراز، دانشگاه علوم پزشكي شيرازو گروه فارماكولوژي، دانشكده پزشكي،  ژنيكي و فناوري ترانسهاي بنيادمركز تحقيقات سلول. 4

 شيراز، ي شيرازدانشگاه علوم پزشك، IVFمركز تحقيقات ناباروري و مركز . 5
 شناسي، دانشگاه واسدا، توكيو، ژاپنبخش زيست. 6

 91 دي 28پذيرش:   91شهريور  26دريافت: 
  

 چكيده
دف ) شناخته شده است. ه ـGnRH( 2تراوش هورمون آزادكننده گونادوتروپينفاكتور مهاركننده ) به عنوان RFRP( 1پپتيد وابسته به آرژنين ـ فنيل آلانين ـ آميد  مقدمه: 

       هاي مختلف چرخه فحلي بود.هاي صحرايي در گامه) هيپوتالاموس موشDMH( 3پشتي ـ داخلي هاي هستهدر نورون RFRPپژوهش كنوني بررسي الگوي بيان 
هاي صحرايي بر اين . موششد موش صحرايي ماده بزرگسال اسپراگ داولي با روش گسترش مهبلي تعيين 16هاي مختلف چرخه فحلي در در اين پژوهش گامه :ها  روش

). پس از فيكس n=3( استروسايد ) وگامهn=3(استروس مت ) گامهn=3(س )، گامه استروn=3اوايل گامه استروس ( ،)n=4( پرواستروستقسيم شدند: گامه  گروه 5اساس به 
كننده هاي بياننورون ها،در بررسي ميكروسكوپي برش آميزي شدند.يستوشيمي رنگروش ايميونوه با DMHهاي داراي هسته سفالون، برشكردن مغز و تهيه برش از بافت داين

 شمارش شدند. DMHدر هسته  RFRPپپتيد 
        هـاي  در گامـه  RFRPكننـده  هـاي بيـان  دو قطبي بودند. ميانگين و خطاي استاندارد شـمار نـورون   DMHدر  RFRPكننده پپتيد هاي بيانتقريبا همه نورون :ها يافته

   ).>05/0P) بود (2/16±0/2) و گامه پرواستروس (8/18±8/0) بيشتر از اوايل گامه استروس (7/44±6/3) و استروس (8/45±6/12استروس (داي
 .صحرايي بوددر كنترل چرخه فحلي موش DMHهسته  RFRPهاي هاي پژوهش كنوني، نقش تنظيمي نورونيافته :جه گيريينت

 داخلي، موش صحرايي -مهار كننده گونادوتروپين، چرخه فحلي، هسته پشتي هورمون :هاي كليدي واژه

0Fمقدمه

۱ 

احتمال وجود فاكتورهاي هيپوتالاموسي كه بتوانند فعاليـت  
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مطـرح   1947سـال  آدنوهيپوفيز را تنظيم كنند، نخستين بار در 
) نخسـتين  GnRHو هورمون آزادكننده گونادوتروپين ( ]9[شد 

و گوسـفند   ]22[از هيپوتالاموس مغز خـوك   1971بار در سال 

 
1. RFamide-related peptide 
2. Gonadotropin releasing hormone 
3. Dorsomedial nucleus 
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 كننـده مبنـي بـر   با اين وجود، شواهدي قانع ؛جداسازي شد ]3[
مهار كننـده گونـادوتروپين در پسـتانداران تـا     هاي وجود فاكتور

، پپتيـدي بـا   2000س نبود. در سـال  چند سال گذشته در دستر
آمينواسيد در مغز بلدرچين شناسايي شد كه به علت توانايي  12

آن در مهــار تــراوش گونــادوتروپين، هورمــون مهاركننــده     
1Fگونادوتروپين

1 )GnIH اثر مهاري . ]23[) نام گرفتGnIH   بـر
نيـز   ]19, 2[و گنجشك  ]4[آزادسازي گونادوتروپين در ماكيان 

در هسـته   GnIHكننـده  هـاي بيـان  مشاهده شده است. نورون
2Fپيرابطني

2 )PVN انـد. در  ) هيپوتالاموس پرندگان تمركز يافتـه
ي نخستين بار گزارش شد گروهـي از تركيبـات   برا 2006سال 

-پپتيدي با عنوان پپتيدهاي وابسته به آرژنـين ـ فنيـل آلانـين    
در پسـتانداران وجـود    GnIH) همتـاي مولكـول   RFRPآميد (

تـر اثـر مهـاري بـر     داران تكامـل يافتـه  رو در مهرهدارند، از اين
هـاي  تراوش گونادوتروپين دارند. بر اساس اين گـزارش سـلول  

3Fداخلـي هيپوتـالاموس   -در هسـته پشـتي   RFRPكننده بيان

3 
)DMH ،15[و هامستر قـرار داشـتند    ييموش صحرا) موش[ .

از نظـر تـوالي    RFRPهاي گوناگوني از مولكول تاكنون شكل
 RFRPاند كه همگي به وسـيله ژن  آمينواسيدي شناسايي شده

پپتيـد،  شـوند. در پـي بيـان ايـن ژن و شكسـتن پـيش      كد مـي 
هـا ايجـاد   در بسياري گونـه  RFRP-3و  RFRP-1پپتيدهاي 

 . ]5[شوند مي
هاي هيپوفيزي، موجـب  وتروپبر گوناد RFRPاثر مهاري 

هـاي صـحرايي نـر و مـاده     كاهش فعاليت توليدمثلي در موش
هـاي  شد. همچنين، تارها و پايانه ]12 ،6[و گوسفند  ]18 ،13[

مغـز از   در بسـياري از نقـاط   RFRPهـاي  هاي نـورون آكسون
4Fمانند ناحيـه سـپتال داخلـي   

5Fبينـايي ، ناحيـه پـيش  4

5 )POA و (
هيپوتالاموس پيشين ديده شدند كه همـه ايـن نـواحي، محـل     

نيـز هسـتند. در هامسـتر،     GnRHهـا و تارهـاي   تجمع نورون
-ارتباط نزديكي با پايانـه  GnRHهاي درصد سلول 40بيش از 

. در مـوش ]15[داشـتند   RFRPهاي هاي نورونهاي آكسون
هـاي  درصـد جسـم سـلولي نـورون     75صحرايي نر نيز حـدود  

 

 

1. Gonadotropin inhibitory hormone 
2. Paraventricular nucleus 
3. Dorsomedial nucleus of the hypothalamus 
4. Medial septal area 
5. Preoptic area 

GnRH  در ناحيهPOA نگي بـا تارهـاي نـورون   تارتباط تنگا-
 RFRP. بنابراين، پيشنهاد شـد كـه   ]15[داشتند  RFRPهاي 

در  گـذارد. مـي  GnRHهـاي  اثر مهاري مسـتقيمي بـر نـورون   
-اسـتروس، مـت  هاي گامهدر  GnRH صحرايي، غلظتموش

پرواستروس به سـبب فعاليـت    اوايلس و استروداي و استروس
ــك  ــز توني ــرار دارد.   GnRHمرك ــه ق ــت پاي ــهدر حال  در ميان

فعال شده و موجـب افـزايش    GnRH سرژپرواستروس، مركز 
 LHكـه سـرژ    ]14[ شودو رسيدن به پيك مي GnRHغلظت 

. از اين رو با توجه به اثـر مهـاري   ريزي را در پي داردو تخمك
و افـزايش ناگهـاني    GnRHهـاي  بر نورون RFRP هايپپتيد

ريزي، اين فرضيه كـه  در دوره پيش از تخمك GnRHتراوش 
ممكن است در اين دوره از چرخه فحلي كـاهش   RFRPبيان 

يابد آزموده شد؛ بنـابراين هـدف ايـن پـژوهش بررسـي شـمار       
داخلـي   -در هسـته پشـتي   RFRPكننده پپتيد هاي بياننورون

 صحرايي بود.هاي چرخه فحلي موشهيپوتالاموس در گامه

 ها روش و وادم

مــوش صــحرايي مــاده بزرگســال  16ايــن پــژوهش از در 
تـا   170) با دامنه وزنـي  Rattus norvegicus( اسپراگ داولي

بـه  هـاي صـحرايي   ماهه) استفاده شد. موش 4تا  3گرم ( 220
صورت تصادفي از مركز پرورش جانوران آزمايشگاهي دانشـگاه  

درجـه   22علوم پزشكي شـيراز برگزيـده شـدند كـه در دمـاي      
سـاعت   12سـاعت روشـنايي و    12گـراد و دوره نـوري   سانتي

صـبح) نگهـداري شـده     7:30تاريكي (آغاز روشنايي از سـاعت 
 18تـا   15سازي بافت مغز بين ساعت بودند. همه مراحل آماده

هـاي چرخـه فحلـي بـا بررسـي      ظهر انجام گرفت. گامه بعد از
6Fهاي مهبل بـا روش ارزيـابي گسـترش مهبلـي    تغييرات سلول

6 
-سلول ؛دارگرد و هسته ،هاي پوششيسلول. ]16[تعيين شدند 
كـروي   ،هاي سفيدنامنظم و بدون هسته و گلبول ،هاي شاخي
 هـا از نـوع  بيشتر سـلول  ،پرواستروسدر گامه  .بودندو كوچك 

 بيشـتر س در گامـه اسـترو   ،)n=4( دارهاي پوششي هستهسلول
) و در گامه n=3(هاي شاخي بدون هسته سلول ها از نوعسلول

 ـ هـاي سـفيد  گلبـول ها از نـوع  سلول بيشتراستروس ايد د بودن
 

 

6. Vaginal smear 
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)3=nهـاي  از سـلول  اسـتروس نسـبت مسـاوي   مت ). در گامه
) وجـود داشـت. از   n=3(هـاي سـفيد   شاخي، پوششي و گلبـول 

-هاي شاخي بالغ، هسته ندارند، وجـود سـلول  آنجايي كه سلول
دار بـه عنـوان نمـاد آغـاز گامـه اسـتروس       هاي شاخي و هسته

)3=n 25[) در نظر گرفته شدند[. 
با اتر بيهوش شـدند. مغـز   ها پس از تشخيص فحلي، موش

هر جانور ابتدا با سالين نرمال و سپس با محلول بـافر فرمـالين   
% و با روش پرفيوژن از راه بطن چپ قلب فيكس شد. پـس  10

در هـا بـراي يـك شـب     از خارج كردن مغز از جمجمـه، نمونـه  
در سـاعت   48 و بـراي ) %10 فرمـالين  (بـافر و محلول فيكساتي

در سـطح   شـدند و سـپس   دادهقرار  %30سوكروز بافر محلول 
با فريـز   ميكرومتر 30ضخامت  كرونال و به صورت متوالي و به

 ، آلمان) برش داده شدند. SLEEميكروتوم (
به ازاي هر موش صحرايي در هـر گامـه از چرخـه فحلـي،     

-، بر اساس اطلـس بـرش  DMHسه برش در بر گيرنده هسته 
، براي انجـام  ]20[هاي كرونال مغز موش صحرايي پاكسينوس 

دقيقه بـا   10ها ابتدا براي ايمينوهيستوشيمي انتخاب شد. برش
% فيكس و سپس سه بار با فسفات بافر سالين 10بافر فرمالين 

ها براي يـك سـاعت   دند و آنگاه برشميلي مولار شسته ش 10
درصـد   1درصـد تريتـون،    03/0در محلول بلوك كننده داراي 

بـادي  درصد آلبومين سرم گاو انكوبه شدند. از آنتي 1سرم بز و 
 (SIKPSAYLPLRF-NH2)بلــدرچين  GnIHاوليــه عليــه 

 Kazuyoshi Tsutsuiتوليد شده در خرگوش (اهـدايي دكتـر   
، توكيو، ژاپن؛ رقـت  Wasedaگاه از بخش زيست شناسي دانش

-گراد) و آنتيدرجه سانتي 4ساعت در دماي  24براي  1:1000
عليه خرگوش كه در بز توليد شـده   IgG – FITCبادي ثانويه 

ــود ( ــت Invitrogen, Carlsbad, CAب ــراي  1:50؛ رق  1ب
ها ساعت در دماي محيط) استفاده شد. پس از شستشوي نمونه

ها به روي لام انتقـال داده شـده و   برش با فسفات بافر سالين،
شـدگي مـاده فلورسـنت    با محلول تثبيت كننده ضـد كمرنـگ  

)Dakoآميزي شده بـا  هاي رنگاسلايدند. ، آمريكا) پوشيده شد
، آمريكـا)  Nikon, Eclipse, E600ميكروسـكوپ فلورسـنت (  

عكس بـرداري  . نانومتر مشاهده شدند 465-495طول موج  در
-Eos, Kin, X4, BA(ژاپـن،   Canonبـين  هـا بـا دور  نـورون 

) 9.1، نسـخه  SAS(نرم افزار  GLMاز رويه ) انجام شد. 520
اي دانكن براي مقايسـه  ها و از آزمون چند دامنهبراي آناليز داده

خطـاي اسـتاندارد)    ±ها استفاده شد. در متن، ميانگين (ميانگين
 ـ به عنوان سطح معني >05/0Pگزارش و  ه داري در نظـر گرفت
 شده است.

 يافته ها

در  RFRPكننـده پپتيـد   هـاي بيـان  جسم سـلولي نـورون  
DMH ) ها دو قطبي همه آن باًيتقر) كه 1 شكلمشاهده شدند
 PVN). چنـدين نـورون مثبـت نيـز در هسـته      2 شـكل بودند (

ها وارد نشـدند. تارهـاي عصـبي    شناسايي شد؛ اما در آناليز داده
ــر محــدوده هســته   ــزون ب ــگ شــده، ف ــديان DMHرن ، در م

7Fايميننس

هاي ). شمار نورون3 شكلنيز قابل تشخيص بودند ( 1
-هـاي داي در گامـه  DMHدر هسته  RFRPكننده پپتيد بيان

) بيشـترين و  7/44±6/3) و اسـتروس ( 8/45±6/12استروس (
) و گامــه پرواســتروس 8/18±8/0در اوايــل گامــه اســتروس (

مار حـد  اسـتروس، ش ـ ) كمترين بود. در گامه مـت 0/2±2/16(
 ).4 شكل؛ 8/31±5/5هاي مثبت مشاهده شد (واسط از نورون

 بحث

 DMHدر  RFRPكننـده پپتيـد   هـاي بيـان  بيشتر نـورون 
هـاي  موش صحرايي ديده شدند؛ اگر چه شـمار انـدكي نـورون   

) هيپوتالاموس نيـز مشـاهده   PVNمثبت در هسته پيرا بطني (
را در  RFRPهاي نيز وجود سلول ]6[شد. كلارك و همكاران 

هيپوتالاموس گوسفند گزارش كردند. در بسـياري   PVNهسته 
هـاي  با مكانيزم GnRHاز پستانداران، تراوش تونيك و سرژي 

فيدبكي استروييدهاي تخمـدان و بـه ويـژه اسـتروژن، كنتـرل      
تراوش استراديول تخمـداني   ، ميزانصحراييدر موششود. مي

استروس شروع بـه   در اواخر مت؛ ين استپاي در گامه استروس
و در  يابـد مـي استروس افزايش ايددر سراسر  كند،ميافزايش 

بـه مقـدار    ،سپرسـد و س ـ مي حداكثربعدازظهر پرواستروس به 
هـاي آلفـا   ، گيرنـده GnRHهـاي  نـورون  .]7[ گرددمي ازپايه ب

كه بـراي   ]11[كنند ي) را در جوندگان بيان نمERαاستراديول (
 . ]10[ايجاد اثر فيدبك مثبت و منفي استراديول ضروري است 

 

 

1. Median eminence 
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هاي حساس به ديگر نورون احتمالاًكه  شود يماز اين رو، گفته 
هـاي  هـا در مغـز پيشـين كـه در بـالا دسـت نـورون       استروييد
GnRH  نجي اثـر اسـتروژن در تنظـيم تـراوش     قرار دارند، ميـا
GnRH  و)LH هـاي  هـاي نـورون  ) هستند. پايانـهRFRP  در

و پپتيد  ]15[ادامه دارند  GnRHهاي جوندگان به سوي نورون
RFRP-3   هـاي  اثر مهاري بـر نـورونGnRH   و  ]17[مـوش

 داشته است.  ]1[صحرايي موش

 ]17[و مـوش   ]15[هامسـتر   RFRPهاي فزون بر اين، سلول
بتا استراديول سبب -17كنند و تجويز نيز بيان مي ERαگيرنده 

هــاي در مـوش  prepro-RFRP mRNAكـاهش چشـمگير   
. از ايــن رو، ممكــن اســت ]17[شــده، شــد  يتخمــدان بــردار

هيپوتـالاموس ميـانجي اثـر     DMHهسته  RFRPهاي نورون
در مـوش صـحرايي    GnRHهـاي  فيدبكي استروژن بر نورون

 باشند.

 
: بطـن سـوم؛   3V) موش صـحرايي.  DMHداخلي هيپوتالاموس ( -) در هسته پشتيRFRP( آميد -فنيل آلانين -وابسته به آرژنين هاي بيان كننده پپتيدنورون -1شكل 
MTTمسير پستاني ـ تالاموسي : 

 

 
 ) موش صحراييDMHداخلي هيپوتالاموس ( -) در هسته پشتيRFRP( آميد -فنيل آلانين -وابسته به آرژنينهاي دو قطبي بيان كننده پپتيد نورون -2شكل 
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نـده  كنهـاي بيـان  در پژوهش كنوني، كمترين شمار نورون
در گامه پرواستروس و اوايل گامه استروس ديـده   RFRPپپتيد 

شد. از آنجـايي كـه ايـن كـاهش چشـمگير، در دوره پـيش از       
هـاي بـالاي   ريزي و در محدوده زماني تراوش غلظـت تخمك

بـا ســرژ   هــاي تخمـداني كـه احتمــالاً  اسـتراديول از فوليكـول  

GnRH/LH ان كرد توان چنين بينيز همراه بود، ديده شد؛ مي
هاي بالاي استراديول كه در بعد از ظهر كه ممكن است غلظت

شـود فـزون بـر اثـر     گامه پرواستروس از تخمدان تـراوش مـي  
با كاهش بيـان   GnRH/LHفيدبكي مثبت براي انگيزش سرژ 

RFRP  ــته ــاني   DMHدر هس ــزايش ناگه ــالاموس، اف هيپوت

 
 ) در مديان ايميننسDMH (B) در محدوده هسته پشتي ـ داخلي هيپوتالاموس RFRP ،(A)( وابسته به آرژنين ـ فنيل آلانين ـ آميد هاي پپتيدتارهاي نورون -3شكل 

 
) در DMHداخلي هيپوتالاموس ( -) در هسته پشتيRFRP( آميد -فنيل آلانين -وابسته به آرژنينكننده پپتيد هاي بيانخطاي استاندارد) شمار نورون ±ميانگين ( -4شكل 

 ).P>05/0داري دارند (هاي نامشابه، تفاوت آماري معنيهاي داراي بندواژهخلال چرخه فحلي موش صحرايي. ميانگين
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 كند.را تسهيل مي GnRH/LHتراوش 
پژوهش پيشـين مـا كـه نشـان داد      نتايج پژوهش كنوني با

ــتروس در  mRNA RFRP-3 بيـــــان ــه پرواســـ در گامـــ
داري كمتـر از  هيپوتالاموس موش صحرايي بـه صـورت معنـي   

ــان ژن   داي ــه بي ــر چ ــت؛ اگ ــگ اس ــت، هماهن ــتروس اس     اس
RFRP-3 هـاي اسـتروس و مـت   در سطح رونويسي در گامه-

داي هـاي پرواسـتروس يـا    استروس، تفاوت معني داري با گامه
. همچنـين گـزارش شـده بيـان پپتيـد      ]21[اسـتروس نداشـت   

RFRP  در هامسـتر نيـز كـاهش     در بعد از ظهر پرو اسـتروس
فزون بر هسته  RFRPهاي تارهاي عصبي نورون. ]8[يابد مي

DMHهاي صحرايي ديده شدند كه ، در مديان ايميننس موش
در همين ناحيه از مغز هامستر نيز شناسـايي شـده بودنـد     راًياخ
در جونـدگان،   RFRP. از اين رو ممكن اسـت كـه پپتيـد    ]24[

، هماننـد پرنـدگان   GnRHهاي علاوه بر اثر مستقيم بر نورون
هـاي  با تراوش به درون سياهرگ بـاب هيپـوفيزي، بـر سـلول    

 نيز اثرگذار باشد. LHگونادوتروپ و تراوش 
هاي منتشر شده و نتايج پـژوهش  ، با توجه به يافتهبنابراين

ميـانجي اثـرات    RFRPهـاي  فتني است كه نورونكنوني پذير
هـاي  بـوده و غلظـت   GnRHفيدبكي اسـتراديول بـر تـراوش    

از  و اوايـل اسـتروس   پرواستروس گامهبالاي استراديول كه در 
شود فـزون بـر اثـر فيـدبكي     هاي تخمدان تراوش ميفوليكول

با كاهش بيـان  احتمالاً  GnRH/LHمثبت براي انگيزش سرژ 
RFRPــزايش ــراوش  ، اف ــاني ت ــهيل  GnRHناگه ــز تس     را ني

 RFRPهـاي  نشانگر نقش تنظيمي نورون كه اين خود كندمي
 در كنترل چرخه فحلي موش صحرايي است. DMHهسته 
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