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Abstract 

Introduction: Arginine-phenylalanine-amide-related peptide-3 (RFRP-3) and kisspeptin are believed to be inhibitor 
and stimulator of gonadotropin releasing hormone (GnRH) secretion, respectively. The aim of the present study was to 
compare the effect of lactation on the expression of RFRP-3 mRNA in dorsomedial hypothalamic nucleus (DMH) and 
KiSS-1 mRNA in arcuate nucleus (ARC) of hypothalamus in lactating and non-lactating rats. 

Methods: Fourteen rats of the Sprague-Dawley strain were randomly allocated into three groups. The non-lactating 
rats (n=5) were separated from their pups immediately upon parturition. The lactating rats were allowed to suckle five 
pups for eight days (the period of increasing of lactation). Relative expressions of RFRP-3 and KiSS-1 mRNAs 
compared to the control group were determined in DMH and ARC of hypothalamus, respectively, by using real-time 
PCR. 

Results: Mean of relative expression of RFRP-3 mRNA in DMH in the lactating group was higher than that of the 
non-lactating rats (P=0.001). Relative expression of KiSS-1 mRNA in ARC did not show any difference between the 
lactating and the non-lactating rats (P=0.4). 

Conclusion: Increase of RFRP-3 mRNA expression in DMH of hypothalamus during the increase of milk 
production in rat may be the inhibitory factor for GnRH secretion. Whereas, no change in KiSS-1 mRNA expression in 
the ARC of the same rats may indicate the lower activity of this nucleus in the expression of the gene in both groups 
postpartum. 
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        هاي در هسته KiSS-1و  RFRP-3هاي mRNAاثر شیردهی بر بیان 
  هیپوتالاموس موش صحرایی یو کمان یانیم -یپشت
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 چکیده
) GnRH( گونـادوتروپین  کننـده  آزاد هورمـون  ترشح محرك و مهارکننده عنوان به ترتیب به پپتین -) و کیسRFRP( آمید -آلانین-فنیل -پپتید وابسته به آرژنین :مقدمه

در هسـته کمـانی    KiSS-1) و DMHداخلـی هیپوتـالاموس (   -در هسـته پشـتی   RFRP-3هـاي  mRNA. هدف پژوهش کنونی مقایسه اثر شیردهی بر بیـان  اند شدهشناخته 
)ARCبود شیرده غیر و شیرده صحرایی هاي) هیپوتالاموس موش.       

له پـس از زایـش از   ) بلافاص ـn=5( غیرشـیرده  گـروه  هاي ـ داولی انتخاب و به طور تصادفی به سه گروه تقسیم شدند. ماده چهارده موش صحرایی سویه اسپراگ :ها  روش
)، هشت روز (دوره افزایش تولید شیر) به پنج نوزاد شیر دادند. چهار موش صحرایی تخمدان برداري شده به عنوان گروه کنتـرل  n=5( شیرده گروه هاي خود جدا شدند. ماده نوزدان

و  هیپوتالاموس درد ARCو  DMHسبت به گروه کنترل) به ترتیب در (ن KiSS-1و  RFRP-3هاي mRNAبیان نسبی  real-time PCRانتخاب شدند. با استفاده از روش 
 دش مقایسه غیرشیرده و شیرده صحرایی يها موشگروه 

در هسـته   KiSS-1 mRNA). بیـان نسـبی   P=001/0از غیرشیرده بـود (  بیشتر شیرده صحرایی هايدر موش DMHدر هسته  RFRP-3 mRNAبیان نسبی  ها: یافته
ARC 4/0( نداشت داري معنی تفاوت غیرشیرده و شیرده یصحرای هايبین موش=P.( 
در ایـن دوره باشـد.    GnRHهیپوتالاموس با افزایش تولید شیر موش صحرایی ممکن است عامل مهار ترشح  DMHدر  RFRP-3 mRNAافزایش بیان  :جه گیريینت

 .است زایمان از پس گروه دو هر در ژن این تولید در هسته این فعالیت کاهش ربیانگ صحرایی يها موشدر  ARCدر هسته  mRNA KiSS-1در حالی که عدم تفاوت بیان 
، هیپوتالاموس، موش صحراییRFRP-3 mRNA  ،KiSS-1 mRNAشیردهی، :هاي کلیدي واژه

 ١مقدمه
در پسـتانداران   ریـزي تخمـک  یا تکامل فولیکول و رشد و
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ــف  ــام در مختل ــیردهی  هدورتم ــان  ش ــد انس ــا  ]15[مانن و ی
در . شــودمــیمتوقــف  ]2[بخــش کوتــاهی از آن ماننــد گــاو 

بیشــتر ناشــی  مهــار چرخــه فحلــی، مــوش صــحرایی شــیرده
ــار  ــده (  از مه ــوتئینیزه کنن ــون ل ــی هورم ــح پالس ) و LHترش

. ]29[ اســت) GnRHهورمــون آزادکننــده گونــادوتروپین (  
عمل مکیدن سرپستانک محرك مهمی در مهار ترشح پالسـی  
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LH هـــاي صـــحرایی شـــیرده اســـت؛ زیـــرا در در مـــوش           
شـیردهی (زمـان بـه اوج     8هاي صحرایی شیرده در روز موش

شـود  به شدت مهـار مـی   LHرسیدن تولید شیر) ترشح پالسی 
          سـاعت ایـن    24ولـی بـا جـدا کـردن نـوزادان از مـادر بـراي        

 .  ]13[شوند ها دوباره برقرار میپالس
 ــانـد کـه تنظـیم کنن ـ   تاکنون بر این باور بـوده         ی ـده اصل

)، و FSHو هورمـون تحریـک کننـده فولیکـول (     LHح ـترش
عامل اصلی کنترل کننده تولیدمثل، تراوش هورمون آزادکننده 

پپتیـدي  . ]10[) از هیپوتالاموس اسـت  GnRHگونادوتروپین (
) کـه  GnIHدیگر به نام هورمون مهار کننـده گونـادوتروپین (  

اي از خـانواده پپتیـدهاي آر  اف   یک پپتید دوازده اسـید آمینـه  
آلانین) اسـت، نخسـتین بـار در سیسـتم     (آرژنین ـ فنیل  1آمید

ایـن  . ]33[هیپوتالاموس ـ هیپوفیزي بلدرچین شناسـایی شـد    
هـا  پپتید به دلیل اثر مهاري بر سنتز و آزادسازي گونـادوتروپین 

پرنـدگان، آزاد شـدن    GnIH. ]36[خوانده شـد   GnIHبه نام 
LH  و هومولوگ آن یعنی پپتید وابسـته بـه    ]12[را در همستر

را در  LH) آزاد شـدن  RFRPآلانـین ـ آمیـد (   آرژنین ـ فنیـل  
در  RFRPهاي کند. نورونمهار می ]4[و گوسفند  ]35[انسان 

و هسته  ]34[) هیپوتالاموس پرندگان PVN( 2هسته پیرابطنی
، مـوش  ]12[) هیپوتـالاموس همسـتر   DMH( 3پشتی ـ میانی 

 بیـان . انـد شـده مشـاهده   ]12[و موش  ]23 ،12 ،8[صحرایی 
ــورون ــیش ]DMH، PVN ]3در  RFRPهــاي ن ــه پ -و ناحی
مشـاهده شـده    نیز هیپوتالاموس گوسفند ]POA (]7( 4بینایی
 40نشان داده شده است که در مغز همستر ماده بیش از  است.

-هـاي نـورون  پیوندهایی با رشته GnRHهاي % جسم نورون
هــا در مــوش انــد؛ ایــن ســیناپسبرقــرار کــرده RFRPهــاي 

. در ]12[ انـد  شـده صحرایی نیز بـه صـورت کیفـی مشـخص     
هـاي موجــود در  در جسـم نــورون  RFRP-3پژوهشـی دیگــر  

رامون هسـته  و همچنین، پی 5و سرپستانکی DMHهاي هسته
ــانی -شـــکمی ــژوهش VMN( 6میـ ــدند. پـ ــایی شـ ) شناسـ

، GnRHهـاي  از سلول 75ایمیونوهیستوشیمی نشان داد که %
 

 

1. RFamide peptide 
2. Paraventricular nucleus 
3. Dorsomedial nucleus 
4. Preoptic area 
5. Tuberomammilary nucleus 
6. Ventromedial nucleus 

 .]9[هستند  RFRP-3در تماس نزدیک با فیبرهاي 
در هیپوتالاموس،  GnRHعامل کنترل کننده دیگر ترشح 

پپتـین سـاخته   پـروکیس سازي به نام پـري پپتین، از پیشکیس
سـاز،  است. این پـیش  KiSS-1شود که فرآورده اصلی ژن می

هـاي  اسید آمینه دارد کـه در اثـر شکسـتن، بـه فـرآورده      145
، Kisspeptin-10 ،Kisspeptin-13 پپتیـــــدي شـــــامل 

Kisspeptin-14  وKisspeptin-54   11[شــود تبـدیل مـی[ .
آمینـو   54، پپتیـدي داراي  KiSS-1فرآورده پپتیدي اصلی ژن 

شـود و متاسـتین نیـز    اسید است که بیشتر، از جفت ترشح مـی 
پپتـین بیشـتر در هسـته    هاي کیسنورون. ]18[شود نامیده می

) AVPV( 8شکمی- ) و هسته پیرابطنی جلوییARC( 7کمانی
این  .]26, 17[شود هیپوتالاموس مغز موش صحرایی یافت می

دلیلی پپتین در هیپوتالاموس هاي کیستوزیع آناتومیکی نورون
اسـت،   GnRHنقش فیزیولوژیکی آن در تنظیم آزاد سازي بر 
جایگاهی به ترتیب به عنوان  AVPVو  ARCهاي هسته زیرا

-در نظر گرفته می GnRHبراي کنترل تراوش پالسی و سرژ 
 LHو  GnRHپپتین، تنظیم کننده کلیدي تراوش کیسشوند. 
کننـده  هـاي بیـان  نورونروي  ER-αوجود گیرنده . ]25[ است
. ]17[ مشـخص شـده اسـت    ARC و AVPVپپتین در کیس
 وســیله  بــه  ARC و AVPVدر  KiSS-1 mRNA بیــان

. ]26 ،23 ،6[شـود  مـی  تنظـیم  خـون  در جنسی استروئیدهاي
پپتــین، میــانجی اســترادیول و رود کــیسبنــابراین انتظــار مــی

GnRH پپتـین  کنندگی کـیس باشد. از طرفی چون اثر تحریک
مهـار   GnRHها به وسیله آنتاگونیست بر تراوش گونادوتروپین

هیپوتالاموسـی   GnRH احتمـالاً توان گفت ، می]20[شود می
هـا اسـت   ر آزادسـازي گونـادوتروپین  پپتـین د میانجی اثر کیس

پپتـین در   کـه کـیس  اسـت  این، گزارش شـده   برفزون . ]21[
گوناگون تولیدمثلی ماننـد  هاي گامهها در کنترل گونادوتروپین

ــیردهی  ــتنیو  ]37[شـ ــات  ، ]22[ آبسـ ــش دارد. تحریکـ نقـ
هـاي  هاي صحرایی با مهار فعالیت نـورون شیرخواري در موش

 شود یم LH و GnRHپپتین موجب مهار تراوش پالسی کیس
]17[. 

 بیـان  بـر شـیردهی   ریتـأث بررسـی  ، کنـونی  هدف پژوهش
 

 

7. Arcuate nucleus 
8. Anteroventral periventricular nucleus 
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RFRP-3 mRNA ــته در ــانو  DMH هســ -KiSS بیــ

1mRNA  در هستهARC  هاي صحراییموشهیپوتالاموس 
 بود.شیرده و غیرشیرده 

 ها روش و وادم

داولـــی  -چهـــارده مـــوش صـــحرایی ســـویه اســـپراگ
 هــاي انفــرادي در اتــاقی بــا دمــايگــرم) در قفــس20±200(

C˚2±22 ــت و ر ــه   50±5طوبـ ــد و تهویـ ــار در  12درصـ         بـ
    تــاریکی  ســاعت 12ســاعت روشــنایی و   12ســاعت و در 

استاندارد موش صحرایی و آب به طور  شدند. خوراك نگهداري
ــاس    ــر اس ــژوهش ب ــد. پ ــرار داده ش ــا ق ــترس آنه آزاد در دس

توسـط   آزمایشگاهی واناتیح بامصوب اخلاق کار دستورالعمل 
 چهارشکی شیراز انجام شد. براي گروه کنترل دانشگاه علوم پز

ــحرایی   ــوش صـ ــتن غیرمـ ــیرده وآبسـ ــاب و  غیرشـ         انتخـ
ــوش تخمــدان ــرداري شــدند. م ــق  ب ــا تزری          هــاي صــحرایی ب

         گـــرم بـــه کیلـــوگرم، میلـــی 100درون صـــفاقی کتـــامین (
        گـــرم بـــه میلـــی 8ووردن، هلنـــد) و زایلازیـــن (آلفـــازین، 
           رم، آلفـــازین، ووردن، هلنـــد) بیهـــوش شـــده و بـــاکیلـــوگ

        ناحیـه   درسـانتیمتر   3روش آسپتیک برشی در زیر ناف بطـول  
بـا   پس از نمایان شـدن تخمـدان،   وشد  خط میانی بدن ایجاد

 و برداري شـدند تخمدان هاي صحرایی، موشکنترل خونریزي
 شدند.  هفته پس از عمل جراحی به روش اخلاقی کشته دو

به صورت تصادفی بـه دو گـروه    آبستن ده موش صحرایی
مطالعـه از زمـان زایمـان تـا روز      دورهتایی تقسـیم شـدند.   پنج

. پنج موش صحرایی به عنـوان گـروه   بود هشتم پس از زایش
    شـدند.  درنگ پس از زایش از نوزادان خـود جـدا   غیرشیرده بی
         شــد تــا هــاي صــحرایی گــروه شــیرده اجــازه داده بــه مــوش

ــیم      ــد. تنظ ــیر دهن ــود ش ــوزادان خ ــه ن ــت روز ب ــراي هش             ب
تعداد نـوزادان (پـنج نـوزاد بـراي هـر مـاده) از روز زایـش تـا         
           هشــتمین روز پــس از زایــش انجــام شــد. روز هشــتم پــس   

       در آغـاز   (همزمـان بـا بـه اوج رسـیدن تولیـد شـیر)،       از زایش
            رده و غیرشـــیرده مـــادر وزن هـــاي صـــحرایی شـــیمـــوش
              ا ـوشی بـس از بیهــهاي صحرایی مادر پسپس موششدند و 

پس از خـارج کـردن مغـز از     کشته شدند.به روش اخلاقی اتر 
      وه ـداینسفالون خارج شد و به شی ـ مخ، و برداشتن قشر جمجمه

ش بعـدي  کرونال برشی در جلوي ناحیه اپتیـک کیاسـما و بـر   
 ]19[پشت اجسام پستانی بر اساس اطلس مغز موش صحرایی 

بـرش سـوم در    AVPVاز  ARC جدا کـردن انجام شد. براي 
. ]24[جلوي اینفاندیبولوم انجام شد  قاًیدقتراکت و  وسط اپتیک

در نیتروژن مـایع منجمـد    DMHو  ARCناحیه شامل هسته 
 منتقل شد. -C˚80شد و سپس به فریزر 

 یناژن،(ســ RNX-Plusبــافر بــا اســتفاده از  RNAتمــام 
               100. بـــه طـــور خلاصـــه حـــدود اســـتخراج شـــدایـــران) 
ــودر شــدگــرم از بافــت در  میلــی ــایع پ ــودر  ســپس .ازت م          پ
لیتري انتقال داده شد و به آن میلی 5/1وب ــبه میکروتی بافت

 10تـا   5اضافه شـد. بعـد از آن    RNX- Plusلیتر بافر لیمی 1
تا بافت به طور کامل همـوژنیزه   ثانیه میکروتیوب ورتکس شد

-لـی می 2/0دقیقه در دماي اتاق قرار گرفت.  5شود و به مدت 
رم به میکروتیوب حاوي بافت هموژنیزه شده اضافه ـلیتر کلروف

ثانیه به آرامی مخلوط شد و به مدت  30تا  15مدت  به شده و
         دقیقـه   20نمونـه بـه مـدت    دقیقه بر روي یخ قرار گرفـت.   5
سـانتریفوژ شـد. بعـد از     C˚4در دمـاي   rpm 12000سرعت  اب

لیتري میلی 5/1به یک میکروتیوب  اتمام سانتریفوژ، مایع رویی
جدید انتقال داده شد و به میزان هـم حجـم آن ایزوپروپـانول    

ثانیـه مخلـوط    15سرد به آن اضافه شده و به آرامی به مـدت  
      هـا  نمونـه  دقیقه بـر روي یـخ قـرار گرفـت.     15و به مدت شد 

 C˚4در دمــاي  rpm 12000دقیقــه بــا ســرعت  15بــه مــدت 
 ـ   سانتریفوژ شد.         کـاملاً ع رویـی  ـپس از پایـان سـانتریفوژ، مای

ــزان    ــه می ــد. ب ــالی ش ــی 1خ ــانول  میل ــر از ات ــه 75لیت           % ب
 ها اضافه و به آرامی تکان داده شد و سپس ورتکس شد.نمونه

در  rpm 7500دقیقـه بـا سـرعت     8 بعد از ورتکس، به مـدت 
 کـاملاً بعد از سانتریفوژ، مایع رویـی   سانتریفوژ شد. C˚4دماي 

بعـد از   خالی شد و براي خشک شدن زیـر هـود قـرار گرفـت.    
میکرولیتـر آب   35خشک شدن به میکروتیوب حـاوي نمونـه،   

DEPC  دقیقه در دماي اتاق زیر  10تا  5اضافه شد و به مدت
% در 1استخراج شده بر روي ژل آگازر  RNA هود قرار گرفت.

ــافر ــده    X 5/0 ب ــزي ش ــگ آمی ــد رن ــدیوم برومای ــا اتی ــه ب           ک
استخراج شده توسط دستگاه  RNAبود الکتروفورز شد. کمیت 

       اســــپکتروفوتومتر (نــــانودراپ تکنولــــوژي،    نــــانودراپ
بـا   RNAسپس کیفیـت   .گیري شداندازه ویلمینگتون، آمریکا)

ن روي ژل آگارز بررسی شد. بعـد از انجـام نـانودراپ    ران کرد



 1392، پاییز 3، شمارة 17جلد  فیزیولوژي و فارماکولوژي

281 281 
 

RNA ت ـود در کیـبا توجه به روش موجDNAse )ازـفرمنت ،
 5 و total RNA میکرولیتــر 1/1تیمــار انجــام شــد.  آلمــان)

ــر ــر 2و  DEPC آب میکرولیت ــزیم میکرولیت  2و  DNAse آن
به  DEPCباهم مخلوط شده و با آب  DNAse بافر میکرولیتر

 C˚37دقیقه در دمـاي   30میکرولیتر رسید و به مدت  20حجم 
ــورد    ــه میکروتیــوب حــاوي مــواد م ــرار داده شــد. ســپس ب           ق

ــر  ــر  2نظ ــت   EDTAمیکرولیت ــا غلظ ــافه و  mM 25ب      اض
ــراي  ــاي  10ب ــه در دم ــا   C˚65دقیق ــد. در اینج ــرار داده ش       ق
     پایــان رســید، در ایــن مرحلــه کیفیــت و  بــه DNAseتیمــار 
گیـري شـد و بـراي    به وسـیله نـانودراپ انـدازه    RNAکمیت 

 ـ X 5/0 رـ% در باف ـ1ارز ـاطمینان از کیفیت روي ژل آگ رده ـب
-نگـه  -C˚80هاي استخراج شده در دماي  هـد. سپس نمونـش

ل ـاده از دستورالعم ــا استفـب cDNAاول  هــد. رشتــداري ش
 First Strand cDNA Synthesisاز (ـفرمنت تیدر کموجود 

Kit ( ــد. ابتـ ـ ــنتز ش ــر  11دا ـس  1و  total RNAمیکرولیت
ــر  ــک   ) Oligo dT )μM 10میکرولیت ــه ی ــخ ب ــر روي ی ب

 C˚70ه در دمـاي  ـدقیق ـ 5دت ـم ـ میکروتیوب اضافه شد و به
. خ قرار داده شدندـدقیقه روي ی 5ها به مدت قرار گرفت. نمونه

 )mM 10تر (ـمیکرولی ـ 5/1و  X5 رــ ـباف میکرولیتـر  4سپس 
dNTPs  میکرولیتر 5/0و RNAse inhibitor  میکرولیتر 1و 

به آنها افـزوده شـد و    DEPC آب میکرولیتر 1و  Mulv آنزیم
ــ ـــب ــساع 1دت ـه م ــايــ ــ 10و  C˚42 ت در دم       ه در ـدقیق
 Allele ID 7پرایمرها با نـرم افـزار    قرار گرفت. C˚70 ايـدم
)Premier Biosoft Internationalــا ــراي ژن ، آمریک  ) ب

 RFRP-3) و KiSS-1 )NM_181692مرجـــــــــــــــع 
)NM_023952ات ـفسف 3د ـ) طراحی شدند. ژن گلیسر آلدهی

) به M32599ی (ـوش صحرایـدر م )GAPDHاز (ـدهیدروژن
 ــعن هـا اسـتفاده شـد    راي نرمـال کـردن داده  ـوان ژن مرجع ب

 ).1(جدول 
 -C˚20اي ـدر دم cDNAه اول ـاوي رشتـمیکروتیوب ح

ارز ـسنتز شده بر روي ژل آگ cDNAشد. رشته اول  نگهداري
       د و ـورز ش ــروف ــد الکتـ% رنگ آمیزي شده با اتیدیوم برومای1

از کیفیت مطلوب آن که یک اسمیر از زیر چاهک به پایین ژل 
اي نیز نمونه cDNAاست، اطمینان حاصل شد. در حین سنتز 

ه ـر این نمونبه عنوان کنترل منفی گذاشته شد به طوري که د
 ـ  Mulvآنزیم  ا ـاضافه نشد تا آلودگی ژنومی مشخص شـود. ب

ــتفاده از  ــده بـ ـ  cDNAاس ــتخراج ش ـــاس ـــه عن      و، ـوان الگ
ده ـتکثیرش cDNA اي پلیمراز اجرا شد. قطعهش زنجیرهـواکن

% 1در واکــنش زنجیــره اي پلیمــراز بــا الکتروفــورز ژل آگــارز 
اي پلیمـراز  نش زنجیـره بررسی شد. مواد مورد استفاده در واک ـ

 میکرولیتـر  Forward )μM 10( ،1 پرایمر میکرولیتر 1شامل 
ــر ــر  Reverse )μM 10( ،5/0 پرایمـــ        dNTPsمیکرولیتـــ

)mM 10( ،2 بافر  میکرولیترX10 ،7/0 ر ـرولیتـمیکMgCl2 
)mM50 ،(1  ــر ــو،  DNAمیکرولیت ــر 2/0الگ  Taqمیکرولیت

DNA polymerase  ــر 6/13و ــود.  DEPCآب  میکرولیت ب
سیکل آن  40و  C˚94دقیقه در  2چرخه حرارتی واکنش شامل 

 30براي  C˚72ثانیه و  15براي  C˚57ثانیه،  10براي  C˚94 در
 C˚50تا  C˚95سیکل نتایج این سیکل از  40ثانیه است. بعد از 

 ذوب شد.
بیـان نسـبی   ، real-time PCR اطلاعات کمـی به وسیله 

KiSS1  وRFRP-3 ،اي (روش سیکل آستانه بر اساسCT ،(
براي ژن اصلی و کنترل داخلی بـا   هر نمونه CT. شدمحاسبه 

ان ـمحاســبه شــد. بیــ Line-gene Kاســتفاده از نــرم افــزار 
mRNA بود که توسط معادله  مرجعهاي هدف بیش از مقادیر

-ΔΔCT2   ــد. در آن ــبه شـ ــدار   ΔCTمحاسـ ــق مقـ ــا تفریـ           بـ
مربـوط بـه    CTداخلـی) از   (کنترل CT GAPDHمربوط به 

بـا   ΔΔCT) محاسبه شد. RFRP-3یا  KiSS-1نمونه اصلی (
          گــروه ΔCTهــر نمونــه از میــانگین    ΔCTکــم کــردن  

ــه صــحرایی تخمــدان هــاي(مــوش کنتــرل ــرداري شــده) ب        ب
 دست آمد.

ها با اسـتفاده از آزمـون   بعد از تایید نرمال بودن توزیع داده
ــوگروف ــمیرن -کولم ــبی   س ــان نس ــانگین بی ــه می وف، مقایس

mRNAهــــــاي KiSS-1  وRFRP-3 روه ـدر دو گــــــ       
ــ ــوشـم ــون  ـه ــا آزم ــیرده ب ــیرده و غیرش        tاي صــحرایی ش

بـه   >01/0P. )5/11نسخه  SPSSافزار (نرم شد انجاممستقل 
 داري در نظر گرفته شدعنوان سطح معنی

 یافته ها

ــبی  ــان نس ــته RFRP-3 mRNA بی در  DMH در هس
، P=001/0( هاي صحرایی شیرده بیشتر از غیرشیرده بودموش

ــانگین بیــان  در مــوش ).1شــکل  هــاي صــحرایی شــیرده می
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RFRP-3 mRNA  صـحرایی  هـاي  برابر مـوش  160بیش از
 ARC در هسته KiSS-1 mRNA بیان نسبی غیرشیرده بود.

داري معنـی  تفاوتهاي صحرایی شیرده و غیرشیرده بین موش
 .)2، شکل P=4/0(نداشت 

 بحث

 RFRP-3 mRNA پژوهش کنونی افزایش بیان هايیافته
هـاي صـحرایی شـیرده را    مـوش  DMHهاي هسته در نورون

هـــاي پـــژوهش پیشـــین مـــا بـــا روش نشـــان داد. یافتـــه
کننـده  هاي بیـان  ایمینوهیستوشیمی نشان داد که تعداد نورون

هـاي صـحرایی   مـوش  DMHدر هسـته   RFRP-3نوروپپتید 
. این دو یافته نشـان دهنـده   ]1[بیشتر از غیرشیرده بود  شیرده

ــطح رونویســی و ترجمــه در    RFRP-3اثــر کنترلــی          در س
ردهی بر مهار تولیدمثل موش صحرایی است. از سوي زمان شی

مستقیم در  به طور افزایش سطح پرولاکتین ممکن استدیگر 
نشان داده شـده   .]16[ نقش داشته باشد GnRHمهار تراوش 

در موش صحرایی، محرك ترشح پرولاکتین  RFRPاست که 

 در موش صحرایی GAPDH و KiSS-1، RFRP-3 هايهاي ژنزگرآغا توالی -1جدول 
Amplicon length (bp)Primer sequence Primer 

116 5` TGCTGCTTCTCCTCTGTG 3` 
5` CCAGGCATTAACGAGTTCC 3` 

KiSS-1-F 
KiSS-1-R 

165 5` CTCAGCAGCCAACCTTCC 3` 
5` AAACCAGCCAGTGTCTTG 3` 

RFRP-3-F 
RFRP-3-R 

112 5` AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC 3` 
5` CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG 3` 

GAPDH-F 
GAPDH-R 

 

 
و غیر شیرده  هاي صحرایی شیردهموش) DMHهسته پشتی ـ داخلی هیپوتالاموس (در  RFRP-3 mRNA بیان نسبیمیزان میانگین و خطاي استاندارد  -1شکل 

)01/0*P<  5وn=.( 

 
 ).=5n(و غیر شیرده  شیرده هاي صحراییهیپوتالاموس موش) ARC( کمانیدر هسته  KiSS-1 mRNA بیان نسبیمیزان میانگین و خطاي استاندارد  -2 شکل
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ــت  ــوکریپتین    ]5[اسـ ــق برومـ ــن، تزریـ ــر ایـ ــزون بـ            . فـ
ر بسـامد  (آگونیست دوپامین) نتوانسـت کـاهش ایجـاد شـده د    

در نیمه اول دوره شیردهی را به حالت اولیه باز  LHهاي پالس
دهـد پـرولاکتین در مهـار    ، که نشان می]30 ،27 ،14[گرداند 
در اوایل و اواسط دوره شـیردهی اهمیـت کمتـري     LHترشح 

    در  RFRP-3. بنـــابراین بیـــان بیشـــتر   ]32 ،31 ،28[دارد 
            ممکــن اســت بــه طــور مســتقیم      DMHهــاي  نــورون

 سبب مهار محور تولیدمثلی شود.
 هايموش ARCدر  KiSS-1در پژوهش کنونی بیان ژن 

ــیرده   ــحرایی ش ــوش ص ــا م ــحرایی غیرشــیرده  ب ــاي ص            ه
هش نشان داده شد که تفاوت نداشت. متفاوت با نتایج این پژو

برداري تخمدانخواري در موش صحرایی شیرده تحریکات شیر
هـاي  و گیرنـده  ARCدر هسته  KiSS-1 mRNAبیان شده 

GPR54  درAVPV دهد و بـر بیـان  را کاهش میKiSS-1 

mRNA  درAVPV  وPOA 37[داري نداشــت اثــر معنــی[ .
نـوزاد)   8علاوه بر تعداد نـوزادان شـیرخوار در ایـن پـژوهش (    

هـاي صـحرایی   نـوزاد)، مـوش   5نسبت بـه پـژوهش کنـونی (   
بـرداري نشـدند تـا اثـر شـیردهی در      پژوهش کنونی تخمدان 

بـه   پپتـین کـیس . از طرفی تزریق حضور تخمدان بررسی شود
شیرده با افزایش بیان  برداري شدهتخمدانهاي صحرایی موش

KiSS-1 ی ـموجب افزایش تراوش پالسGnRH  وLH دـش ـ 
 به وسیله گیرنده ARCپپتین در هسته هاي کیسنورون .]37[

GPR54 هاي بر روي نورونGnRH  درPOA  و یا با فعالیت

ب ـرند سب ـود داــوج MEه در ـک GnRHی ـهاي عصبپایانه
در موش صـحرایی   .]37[ شوندمی GnRHسازي تحریک آزاد

میانجی اثر بازگشتی  AVPVپپتین در هسته سهاي کینورون
و در هسته  LHو  GnRHمثبت استرادیول بر تراوش ناگهانی 

ARC   میانجی اثر بازگشتی منفی استرادیول بر تراوش پالسـی
GnRH  وLH هستند. 

هیپوتالاموس  DMHدر  RFRP-3 mRNAافزایش بیان 
با افزایش تولیـد شـیر مـوش صـحرایی در روز هشـتم بعـد از       

در ایـن دوره و   GnRHایمان ممکن است عامل مهار ترشح ز
-غیرفعال بودن فعالیت تخمدانی باشد. در حالی کـه در مـوش  

هاي پس از زایمان شیرده و غیرشیرده، عدم تغییر میزان بیـان  
KiSS-1 mRNA در هســته ARC  ــده احتمــالاً نشــان دهن

بعـد از   KiSS-1 mRNAکاهش فعالیت این هسته در تولیـد  
 ن در موش صحرایی است.زایما

 سپاسگزاري

نویسندگان مقاله از همکاري کارشناسان مرکز حیوانات آزمایشـگاهی  
کننـد.  دانشگاه علوم پزشکی شیراز در اجراي این پژوهش سپاسگزاري می

  3940-67-01-90از محل بودجه طـرح شـماره   هاي این پژوهش هزینه
یراز و مـدیریت امـور   معاونت تحقیقات و فناوري دانشگاه علوم پزشکی ش

 شد. نیتأمعلمی دانشگاه شیراز 
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