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  درتنه مغز GLP-1Rبرگيرنده هاي   Oxyntomodulinمركزي ثير تزريقأت

  مرغان گوشتي

حوري  و 3مسعود تركزاده،  4مهدي عباس نژاد ، 2حسين جنيدي ، 3محمد مهدي يعقوبي ،1،3،4علي غضنفري مقدم

  1سپهري

  گروه فيزيولوژي ،دانشكده زيست شناسي ،دانشگاه تهران 1

  گروه علوم پايه، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهيد باهنر، كرمان 2

  ، گروه بيوتكنولوژيعلوم محيطيو مركز بين المللي علوم وتكنولوژي پيشرفته  كرمان، 3

  علوم، گروه زيست شناسيدانشكده ، دانشگاه شهيد باهنر، كرمان 4

  20/7/87: تاريخ پذيرش   29/1/87 :تاريخ دريافت

  چكيده

GLP-1  و  1- يا پپتيد شبه گلوكاگنoxyntomodulin داراي از دستگاه گوارش ترشح شده و كه  هستندقوي  هاييهورمون

 هاي عصبي حاويپايانه فيبرها و .دنباشميمركزي بويژه در تنظيم اشتها سيستم عصبي  اثرات مهمي در بافتهاي محيطي و

تال پتالاموس و مناطق س  ،الاموسبخصوص تراكم بالائي در هيپوتو اند به ميزان وسيعي در مغز توزيع شده  GLP-1گيرنده

در تنه مغز مرغان   Glp-1 گيرنده بر بيان Oxyntomodulinتحقيق حاضر بررسي اثر تزريق مركزي از هدف . مغزي دارند

-GLPژن بيان OXMدقيقه پس از تزريق  90و  30نتايج حاصل نشان داد كه در زمانهاي . باشد مي RT-PCRبه روش گوشتي 

1R   ها حاكي از وجود اثر تنظيمي منفي اين يافته. كند يمكاهش پيداOXM  بر بيانGLP-1R   در تنه مغز مرغان گوشتي

  .باشد مي

  ؛ تنه مغز ؛ مرغ گوشتيoxyntomodulin,GLP-1R :كليدي ه هايواژ

   yaghoobim@icst.ac.ir:، پست الكترونيك03426226611 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

 GLP-1 ()Glucagon like(1- كاگنپپتيد شبه گلو

peptide1 ( در مغز  دهنده اشتهاكاهشيكي از پپتيدهاي

اين پپتيد به همراه  .)16(پستانداران است 

Oxyntomodulin )OXM( پرومحصولات نهايي پري 

 ,)ICV(تزريق داخل بطن جانبي مغز . )2(ستاگلوكاگن 

GLP-1 )Interacerebroventricular  (رغ هاي مدر جوجه

 .)6( شودمي  ها شده اي جوجه باعث مهار رفتارهاي تغذيه

دهنده كاهشو يا آنالوگهاي  GLP-1 كه هدامطالعات نشان د

 و 13، 10، 7( ندستهپستانداران و پرندگان در ميان  اشتها

در مغز جوجه مرغها  GLP-1كشف نورونهاي حاوي .)14

 ).8و  3(ه است وژيكي اين پپتيد افزودلبه اهميت فيزيو

در مغز پستانداران  GLP-1مطالعات زيادي در مورد انتشار 

ساز كه پيش (پروگلوكاگن رونوشت .صورت گرفته است

 و OXM ،GLP-1,GLP-2  ،گليسنتين ،)است گلوكاگن

در نواحي مغزي كنترل كننده هاي آنها  گيرنده رونوشت

هسته و  موش هاي هيپوتالاموسيتغذيه از جمله هسته

مشاهده ) NTS() Nucleus of the solitary tract(منفرد 
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از آنجا كه اكثر نقاط عصبي  .)15و  12 ،11 ،8( شده اند

درگير در تنظيم اشتها در پرندگان در ساقه مغز قرار دارد 

 داده كه در اين نواحي مغزي پرندگانبررسيها نشان  ،)10(

  .)15(دارد  وجود GLP-1نيز 

OXM  يكي از آگونيست  تغذيه ويكي از مهار كننده هاي

-تواند بر روي گيرنده مي كه )2و  1( است GLP-1هاي 

اثر گذاشته و باعث كم و زياد شدن آنها در  GLP-1Rهاي 

رغم  علي. )15 و 6( هاي هيپوتالاموسي گرددهسته

مطالعات زياد هنوز نحوه كنترل اشتها در هسته هاي 

 زا هدف. معلوم نيست  OXMهيپوتالاموسي توسط پپتيد 

بر  OXMثير تزريق مركزي درون بطن جانبي أين مطالعه تا

به عبارت . باشد ميها مغز جوجهساقه در  GLP-1Rبيان 

   GLP-1Rكه آيا بيان  ال مورد بررسي اين بودؤ ديگر س

  تغيير مي كند ياخير؟ OXMدر حضور در ساقه مغز 

  مواد و روشها

از شركت  )سأنژاد ر(جوجه هاي نر يك روزه  :حيوانات

 تحت نور مداوم و وخريداري شده  مرغ مادر ماهان كرمان

در هفته دوم در دماي  ؛ 32±2هفته اول در دماي  در

 به صورت گروهي 24±2؛ در هفته سوم در دماي 2±28

 درجه سانتي 22±1در دماي  و بعد از آن  چهارم درهفته و

پرندگان  .)5(نگهداري شدند و به صورت انفرادي  گراد

 درصد 20 شاملبه يك رژيم غذائي متداول دسترسي آزاد 

شركت ( كيلوكالري بركيلوگرم انرژي 2864پروتئين و 

  .داشتند را) تعاوني مرغداران كرمان

از خريداري شده  Angiotensinو  Oxyntomodulin :مواد

 پنتو باربيتون سديم ،انگلستان Tocrisشركت 

)Pentobarbitone Sodium ( ساخت كشور بلژيك و

   .يميلي گرم 400تروپين، آمپي سيلين ي ديازپام، آداروها

 يمرغ گوشت 12در ابتداي هفته چهارم تعداد  :تزريق دارو

شده بالا با وزنهاي مشابه به  ذكر در شرايط يافتهپرورش 

و براي مدت يك هفته آب و  شدههاي انفرادي منتقل قفس

در انتهاي هفته پس از وزن كشي  .غذا به آنها داده شد

به ) گرم 750(اطمينان از يكسان بودن وزن آنها  ومجدد 

مورد عمل جراحي قرار منظور كانول گذاري و تزريق 

 بدين صورت كه ابتدا هر پرنده سه ساعت از .گرفتند

شد و پس از قطع پرهاي روي سر آنها  محروم غذا خوردن

و ) 10mg/kg(با تزريق درون وريدي پنتوباربيتال سديم 

پس از اطمينان از بيهوشي ). 4(دند ديازپام بيهوش گردي

با استفاده  .سر حيوان در دستگاه استرئوتاكسي ثابت گرديد

مشخص كردن بركما براساس  از اطلس استرئوتاكسي و

 جلودر امتداد خط مياني به طرف  ميلي متر 7/6مختصات 

متر از خط مياني به طرف سمت راست  ميلي 7/0برگما و 

سخت شامه در داخل مغز  از سطح ميلي متر 7/3و عمق 

براي اطمينان از . )18و  9( كانول گذاري صورت گرفت

 تزريقپس از سه روز استراحت دادن با كانول گذاري 

آن  ،به درون بطن جانبي مغز 2نانوگرم آنژيوتنسين  150

ي كه كانول صحيح كارگذاري شده بود يهاتعداد از مرغ

  . ) 4( شروع به خوردن مقدار زيادي آب نمودند

سالين به محلول نمكي ميكروليتر  10در ابتداي هفته پنجم 

با  Oxyntomodulinميكروليتر  10و   گروه كنترل مرغ 6

 .تزريق شدبه شش مرغ مورد مطالعه  نانو مول  4غلظت 

سه مرغ از گروه كنترل و سه مرغ دقيقه پس از تزريق  30

نتو تزريق وريدي پ با  از گروه مورد مطالعه انتخاب شده و

 .برداشته شد باربيتال سديم بيهوش شده و مغز آنها  سريعاً

در نيتروژن مايع  سريعاًساقه مغز هركدام جدا گرديد و 

گراد  درجه سانتي - 80و سپس به فريزر  منجمد شده 

 .آنها استخراج شود RNAتا در زمان مناسب  منتقل گرديد

ه دقيق 90همين كار برروي حيوانات باقيمانده به فاصله 

  .پس از تزريق تكرار شد

) الف :RT-PCR مراحل بررسي بيان ژن به روش

با استفاده از تيغ  RNAبراي استخراج : RNAاستخراج 

داخل لوله سانتريفوژ  ده وشاستريل ساقه مغز با دقت جدا 

شركت (  RNX PLUSبا استفاده از محلول  و قرار داده
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بعد از  .شدله  كاملاً pellet mixerبا كمك  و )سيناژن

تجزيه كامل بافت بقيه مراحل طبق دستورالعمل شركت به 

 ، rRNAكل كه شامل   RNA در نهايت. پيش رفت

mRNA ،tRNA  منظور تعيين  به. دست آمده مي باشد ب

  280 و 260جذب آن را در طول موجهاي   RNAكميت 

در ادامه   .آن محاسبه شدغلظت  و گيرينانومتر اندازه 

  . ژل آگارز بررسي گرديد روينيز  RNAكيفيت 

كل  RNAاز يك ميكروگرم  :  cDNAواكنش ساخت ) ب

داخل لوله ديواره   Oligo-dtپرايمر ميكروگرم نيم به همراه 

قرار داده درجه سانتي گراد  70نازك ريخته ودر دماي 

 ،مخلوط نوكلئوتيدها  سپس  .شدروي يخ منتقل  وسريعاً

 ه شده وبه آن افزودآنزيم  و بافر  RNaseآنزيم مهار كننده 

 M-MLVRT (Fermentas)آنزيم در نهايت پس از افزودن 

 دردرجه سانتي گراد  42در دماي به مدت يك ساعت 

ساخته  cDNA در انتها . گذاشته شد دستگاه ترموسايكلر

 درجه سانتي گراد – 20شده را برداشته ودر فريزر 

ون الگوي يكي بد(دو لوله كنترل منفي . گرديد نگهداري

RNA ( و ديگري بدون  عموميبراي شناسايي آلودگي

براي شناسايي آلودگي احتمالي با  MMLV-RTآنزيم 

DNA شدژنومي در هربار انجام آزمايش نيز گذاشته مي.  

رسپتور  cDNAمنظور تكثير  هب PCRواكنش ) ج 

Oxyntomodulin )glp1r(: 2  ميكروليتر از مخلوط

cDNA   براي واكنشPCR  ا آنزيم بTag-polymerase 

 )XM_426129(  glp1-rو پرايمرهاي اختصاصي ) سيناژن(

به غلظت ()gapdh  )NM_204305و ژن كنترل داخلي 

دستگاه ترموسايكلر  با شرايط زير وارد ) نانومول 400

)MasterCycler®, Eppendorf( شد:  

 94 در ) DNAجدا سازي دو رشته ( واسرشتگي اوليه  - 1

واسرشتگي هر چرخه ، دقيقه 4به مدت  گراد درجه سانتي

اتصال پرايمر ثانيه،  30به مدت  درجه سانتي گراد 94 در

به  درجه سانتي گراد 57 در  DNAبه توالي هدف در 

درجه  72 در يدامتداد وساخت رشته جدثانيه،  30مدت 

درجه  72 در نهائي امتدادثانيه،  40به مدت  سانتي گراد

به صورت متوالي  4- 2مراحل. دقيقه 5به مدت  سانتي گراد

  . مرتبه تكرارگرديد 35

محصول از دستگاه بر داشته و  PCRپس از اتمام واكنش 

و در زمان منتقل شد  درجه سانتي گراد –20فريزر به 

تفكيك شده و درصد  1مناسب در ژل الكتروفورز آگارز 

 G BOX HRدر دستگاه  EtBrپس از رنگ آميزي با 

(syngene)  دماي بهينه براي هر پرايمر   .شد برداريعكس

در دستگاه  PCRو تعداد سيكل مناسب براي هر محصول 

به ) MasterCylcer® gradient(ترموسايكلر با شيب دمايي

توالي پرايمرهاي استفاده شده به شرح ذيل .  دست آمد

 .باشد مي

 glp1r F: CCCATGAGGTCATCTTTGCC    

glp1r R: TGCCTCCACTACTGATGCTG  

gapdh F: AGAGGGTAGTGAAGGCTGCT 

gapdh R: CAGGCTGAGGAAGAAATTGG  

  نتايج 

دقيقه پس از  30در زمان  glp1rبررسي بيان ژن نتايج 

دهد كه باند مربوط به نشان مي OXM تزريق سالين و

glp1r  در مرغ اول و دوم كه سالين تزريق شده است

ظار ديده مورد انت اما در مرغ سوم باند، مشاهده مي شود

 OXMدر مورد مرغهايي كه به آنها   .)1- شكل( شودنمي

دقيقه از تزريق در  30تزريق شده است پس از گذشت 

و در مرغ دوم و سوم يك مرغ اول هيچ باندي وجود ندارد 

ضعيف نسبت به باندهاي مربوط به تزريق سالين  دبان

اين در حالي است كه باند مربوط به ژن . شودمشاهده مي

در هر شش با شدت تقريباً يكساني  gapdhرل داخلي كنت

 مشاهده مي شود)به جز يكي از موارد تزريق سالين(مورد 

  . )1 شكل(

بيان ژن دقيقه تزريق  بررسي  90ي كه پس از يدر مرغها

مشاهده مي شود كه هيچ باندي براي  ،صورت گرفت
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glp1r    نه در مورد سالين و نه در موردOXM   وجود

اين در حالي است كه در هر شش مورد ). 2 لشك(ندارد

 ).2-شكل(شود  ديده مي gapdhبيان ژن كنترل داخلي 

دقيقه  glp1r 30دهد كه ژن  روي هم رفته نتايج نشان مي

شود، بيان مي OXMپس از ترزيق محلول نمكي يا داروي 

دقيقه  90. اما بيان آن در حالت تزريق دارو كمتر شده است

بيان اين ژن  )و چه محلول نمكيدارو چه (پس از تزريق 

 .در هر دو حالت متوقف مي شود

  
سه نمونه اول باند تكثير  : از راست به چپ.  OXMدقيقه پس از تزريق  30در زمان  RT-PCRبه روش  glp-1rنتايج سنجش بيان ژن  1- شكل

همانطور كه مشخص است، از سه . دهد تزريق شده است را نشان ميجفت باز در مرغهايي كه به آنها محلول سالين  258را به طول  Glp-1rشده ژن 

 OXMسه نمونه بعدي مربوط به مرغهايي است كه به آنها داروي . نمونه در دوتاي اول باند مورد نظر ديده مي شود، يعني اينكه ژن بيان شده است

شش نمونه پس از آن نيز بيان ژن . كنترل منفي است) NC(نمونه بعد . شود از اين سه نمونه تنها در دو مورد باند ضعيفي ديده مي. تزريق شده است

آخرين نمونه نيز . دهد نشان مي OXMجفت باز را در سه مرغ تيمار شده با محلول سالين و سه مرغ تيمار شده با  384به طول  gapdhكنترل داخلي 

  .كنترل منفي با پرايمرهاي كنترل داخلي است

  
و ژن كنترل  glp-1rدر اينجا نيز بيان ژن . OXMدقيقه پس از تزريق  30در زمان  RT-PCRبه روش  Glp-1rن ژن نتايج سنجش بيا 2- شكل

دهد، بيان  همانطور كه شكل نشان مي. بررسي شد OXMدر نمونه مرغ تيمار شده با محلول سالين و سه مرغ تيمار شده با داروي  gapdhداخلي 

) OXMنه سالين و نه (ها  در هيچ كدام از نمونه glp-1rاما باند ). از راست به چپ، شش نمونه اول(ده است كنترل داخلي در هر شش مورد ثابت ش

  .به عبارت ديگر بيان اين ژن در اين زمان متوقف شده است. شود ديده نمي

  

  بحث

كنترل اشتها و ميزان غذاي ورودي يكي از مباحث مورد 

جهت مورد  اين مسئله از آن. توجه محققين مي باشد

اهميت واقع شده است كه چاقي و اضافه وزن يكي از 

- اشتها در سطح هسته. مشكلات جوامع امروزي شده است

شود و هورمونهايي كه از هيپوتالاموس تنظيم ميهاي 

يكي از . شوند در آن نقش دارنددستگاه گوارش ترشح مي

است كه از پيش ساز اوليه  Oxyntomodulinاين هورمونها 

هايي كه اين هورمون گيرنده. شودلوكاگن حاصل ميپروگ

به آن متصل مي  GLP-1و اعضاي هم خانواده آن مانند 

شوند در نواحي مختلف مغز از جمله هسته هاي 
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اما هنوز معلوم نيست . )17( اندهيپوتالاموس شناسايي شده

. افتدم اشتها در سطح مولكولي چه اتفاقي مييكه براي تنظ

بر روي بيان گيرنده  OXMاين پژوهش به دنبال بررسي اثر 

GLP-1 نتايج حاكي از آن است كه بيان ژن  . ه استبود

داري را كاهش معني OXMدقيقه پس از تزريق  30گيرنده 

از اين بابت  .دهدنسبت به تزريق محلول نمكي نشان مي

OXM  همانند خيلي از نوروترانسميترهاي ديگر عمل

ليگاند بيان  بالايعبارت ديگر در حضور غلظت  به .كند مي

بررسي مشابه نشان   .يابدها كاهش ميژن مربوط به گيرنده

 24ي كه ياهمي دهد كه بيان ژن پروگلوكاگن در مرغ

). 15( اند نيز كاهش يافته استساعت گرسنگي كشيده

مطالعات اخير نيز حاكي از آن است كه تزريق درون بطني 

OXM نجر به كاهش سطح فاكتور رونويسي م ياهبه مرغ

c-FOS هاي در هستهregion lateralis  شده اما در عوض

افزايش  infundibuli hypothalamiهسته ميزان بيان آن در 

يك فاكتور رونويسي  c-FOSبا توجه به آنكه . يافته است

بر روي بيان ژنها از طريق همين   OXMثير أاست احتمالاً ت

  .ن مسئله نياز به مطالعات بيشتر داردفاكتور باشد كه اي

 پس از تزريق  دقيقه 90و  30مقايسه باندها در زمانهاي 

با افزايش زمان كاملتر  OXMنشان مي دهد كه اثر مهاري 

 هيچ  دقيقه پس از تزريق 90شده ؛ به طوري كه در زمان 

  . باندي ديده نمي شود 

همچنين مشاهده باند در خصوص بعضي از مرغهاي 

شد كه هر نوع يافت كننده سالين شايد مربوط به اين بادر

مي تواند منجر به مغز ع بطن جانبي تزريق حجمي ويا اتسا

  glp1rبيان  كاهشو در نتيجه  داخلي   OXMافزايش 

 هدبوهاي بعدي كامل آن نيازمند پژوهش بررسيباشد ؛ البته 
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Abstract 

Glucagon-like peptid-1 (GLP-1) and Oxyntomodulin are potent hormone released fro 

gut and have important actions on peripheral tissues and CNS including appetite 

control. GLP-1 nerve fibers and terminals are widely distributed throughout the brain, 

with the highest density occurring in the hypothalamus, thalamus and septal regions. 

The aim of the present study was to investigate the effect of central oxyntomodulin 

(OXM) injection on expression of GLP-1R mRNA in the brainstem of chicks. RT-PCR 

results revealed that expression of GLP-1R mRNA was decreased 30 and 90 min after 

injection of OXM. The present finding shows a negative regulatory effect of OXM on 

GLP-1R mRNA expression in the brainstem of chicks. 

Keywords: oxyntomodulin, chicks, GLP-1R mRNA, brainstem 


