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  172 – 164 ،)2( 15فیزیولوژي و فارماکولوژي 

 1390 تابستان

 

  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

هاي میزان بیان هورمون مهارکننده گونادوتروپین در هستهتاثیر شیردهی بر 

  پشتی ـ میانی و پیرابطنی هیپوتالاموس موش صحرایی 

  ٭4امین تمدن، 3، نادر تنیده2آورمحمد رضا نام ،1، محمد جواد ضمیري1محمد رضا جعفرزاده شیرازي، 1حامد اداوي

  شیرازگروه علوم دامی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شیراز، . 1

  دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز گروه علوم تشریحی، دانشکده پزشکی، مرکز تحقیقات هیستومورفومتري و استریولوژي،. 2

  شیراز دانشگاه شیراز و مرکز تحقیقات سلول هاي بنیادي و فناوري ترانس ژنیک،. 3

ژنیک، دانشگاه علوم پزشکی هاي بنیادي و فناوري ترانستحقیقات سلولمرکز دانشگاه شیراز، گروه مدیریت بهداشت دام، دانشکده دامپزشکی، . 4

  شیراز، شیراز

  89 اسفند 18: پذیرش    89 آذر 3: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

هدف پژوهش کنـونی  . شناخته شده است) GnRH( 2ترشح هورمون آزاد کننده گونادوتروپینعامل مهارکننده به عنوان ) GnIH(1هورمون مهار کننده گونادوتروپین: مقدمه

  .بود شیردههاي صحرایی شیرده و غیر موس موشهیپوتالا) PVN( 4و پیرا بطنی) DMH( 3هاي پشتی ـ میانیدر هسته GnIHهاي مقایسه اثر شیردهی بر بیان نورون

هاي گروه غیرشـیرده بلافاصـله پـس از    ماده. موش صحرایی سویه اسپراگ ـ داولی بلافاصله پس از زایش انتخاب و به طور تصادفی به دو گروه تقسیم شدند ده  :روش ها 

بـا روش   PVNو  DMHاز زایـش در   در روز هشتم پس GnIHهاي داراي نورون. هاي گروه شیرده، هشت روز به پنج نوزاد خود شیر دادندماده. زایش از نوزدان خود جدا شدند

  .آمیزي و شمارش شدایمیونوهیستوشیمی رنگ

هاي هسـته پـیش   در برش. هاي صحرایی شیرده بیشتر از غیرشیرده بودموش) 001/0=P( PVNو ) DMH )005/0=Pدر  GnIHکننده هاي بیان شمار نورون :یافته ها

  .هاي صحرایی شیرده مشاهده شددر موش GnIHهاي هاي نورونرشته) AVPV( 5بطنی جلویی ـ شکمی

و کـاهش ترشـح هورمـون     GnRHسـازه مهـار ترشـح    هیپوتالاموس را افزایش داد که ممکن است  PVNو  DMHدر  GnIHهاي شیردهی بیان نورون :جه گیريینت

  .در دوره شیردهی باشد) LH( 6لوتئینیزه کننده

  

  شیردهی، هسته پشتی ـ میانی، هسته پیرابطنی، موش صحرایی هورمون مهار کننده گونادوتروپین، :هاي کلیدي واژه

  ١مقدمه

در پســتانداران  ریــزيتکامــل فولیکــول و تخمــک رشــد و

یـا بخـش   و  ]18[مانند انسـان  دوران شیردهی کل در مختلف 

  

  

1*
  tamadon@shirazu.ac.ir                     :نویسندة مسئول مکاتبات1

   www.phypha.ir/ppj                                  :        وبگاه مجله
  

در موش صحرایی . شودمیمتوقف  ]3[کوتاهی از آن مانند گاو 

ترشـح ضـربانی   شتر ناشی از مهـار  بی مهار چرخه فحلی، شیرده

ــده  ــوتئینیزه کننـ ــون لـ ــده ) LH(هورمـ ــون آزادکننـ و هورمـ

  1347تأسیس  

1. Gonadotropin inhibitory hormone
2. Gonadotropin releasing hormone
3. Dorsomedial nucleus
4. Paraventricular nucleus
5. Anteroventral periventricular nucleus
6. Luteinizing hormone
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  . ]23[ است) GnRH(گونادوتروپین 

عمل مکیدن سرپستانک محرك مهمی در مهار ترشح ضـربانی  

LH هـاي  هاي صحرایی شیرده اسـت؛ زیـرا در مـوش   در موش

به شدت  LHترشح ضربانی  شیردهی 8ه در روز صحرایی شیرد

سـاعت   24شود ولی با جدا کردن نوزادان از مادر براي مهار می

  .]16[شوند ها دوباره برقرار میاین ضربان

) آگونیسـت دوپـامین  (یـق برومـوکریپتین   فزون بر این، تزر

در نیمـه   LHهاي نتوانست کاهش ایجاد شده در بسامد ضربان

، ]24, 21, 17[اول دوره شیردهی را به حالت اولیه بـاز گردانـد   

در اوایـل و   LHدهد پـرولاکتین در مهـار ترشـح    که نشان می

اواسط دوره شیردهی اهمیت کمتري دارد؛ به هر روي، سازوکار 

است بـه خـوبی شـناخته نشـده      LHنورواندوکرینی مهار ترشح 

  .]26, 25, 22[است و نیاز به پژوهش بیشتري دارد 

و  LHاند که تنظیم کننده اصلی ترشـح  تاکنون بر این باور بوده

. اســت FSH( ،GnRH( 1هورمــون تحریــک کننــده فولیکــول

) GnIH(پپتیدي دیگر به نام هورمون مهار کننده گونادوتروپین 

اي از خانواده پپتیـدهاي آر ـ اف   که یک پپتید دوازده اسید آمینه

اسـت، نخسـتین بـار در سیسـتم     ) آلانـین ـ فنیل آرژنین( 2آمید

ایـن  . ]27[هیپوتالاموس ـ هیپوفیزي بلـدرچین شناسـایی شـد     

ها به پپتید به دلیل اثر مهاري بر سنتز و آزادسازي گونادوتروپین

را  LHپرندگان، آزاد شدن  GnIH. ]31[خوانده شد  GnIHنام 

و هومولوگ آن یعنی پپتید وابسته به آرژنـین ـ    ]15[در همستر 

 ]30[را در انسـان   LHآزاد شدن ) RFRP( 3آلانین ـ آمید فنیل

  . مهار کرد ]7[ند و گوسف

هـم از لحـاظ سـاختاري و هـم      RFRPو  GnIHبنابراین 

در  GnIHهـاي  نـورون . ]29, 5, 2[عملکردي مشـابه هسـتند   

و هسته  ]28[هیپوتالاموس پرندگان ) PVN( 4هسته پیرا بطنی

هیپوتالاموس همستر، موش صـحرایی  ) DMH( 5ـ میانی پشتی

در  GnIHهـاي  نـورون بیـان . ]15[ نـد ا مشاهده شـده  و موش

DMH، PVN ]6[  6بینـــاییو ناحیـــه پـــیش )POA (]11[ 

نشـان داده شـده    .مشاهده شده است نیز هیپوتالاموس گوسفند
  

  

1. Follicle stimulating hormone
2. RFamide peptide
3. Arginine-phenylalanine-amide-related peptide
4. Paraventricular nucleus
5. Dorsomedial nucleus
6. Preoptic area

هـاي  جسـم نـورون  %  40است که در مغز همستر ماده بیش از 

GnRH  هـاي  هـاي نـورون  پیوندهایی با رشـتهGnIH   برقـرار

ها در موش صحرایی نیز به صورت کیفی اند؛ این سیناپسکرده

  . ]15[مشخص شده اند 

ــوگ    ــر روي هومول ــر ب ــی دیگ ــور GnIHدر پژوهش ، حض

RFRP-3 هـاي  هاي موجود در هستهدر جسم نورونDMH  و

 8میـانی – و هم چنـین، پیرامـون هسـته شـکمی     7سرپستانکی

)VMN (پژوهش ایمیونوهیستوشیمی نشان داد . شناسایی شدند

 RFRP-3، فیبرهاي GnRHهاي از سلول 75%که در نزدیکی 

  .]13[وجود دارند 

ــاثیردر  ــاره ت ــیردهی  ب ــرش ــان  ب ــوش DMHدر  GnIHبی  م

در زمـان   از آنجـا کـه  . ، اطلاعاتی در دسترس نیسـت صحرایی

 هـاي تاثیر بر نـورون  تواند بامی GnIHافزایش بیان ، شیردهی

GnRH  ــراوش ــت کــاهش  GnRHموجــب مهــار ت و در نهای

ــراوش  ــود LHتـ ــژوهش ؛شـ ــدف پـ ــونی هـ ــی کنـ ، بررسـ

 DMHهـاي  نـورون در  GnIH میزان بیانونوهیستوشیمی یایم

  .بودشیرده و غیرشیرده  هاي صحراییموشهیپوتالاموس 

  

  هاروشومواد

-280(ده موش صحرایی آبستن سـویه اسـپراگ ـ داولـی     

درجه  21±2هاي انفرادي در اتاقی با دماي در قفس) گرم 320

سـاعت روشـنایی و    14درصد و در  50±5گراد و رطوبت سانتی

ــاریکی   10 ــاعت ت ــاعت  (س ــنایی از س ــا  7:00روش ) 21:00ت

  . نگهداري شدند

خوراك اسـتاندارد مـوش صـحرایی و آب بـه طـور آزاد در      

تلاش شد تا تعـداد حیوانـات مـورد    . دسترس آنها قرار داده شد

پژوهش بر اسـاس دسـتورالعمل تاییـد    . استفاده به حداقل برسد

شده توسط دانشگاه علوم پزشکی شیراز براي کـار بـا حیوانـات    

  .آزمایشگاهی انجام شد

روز هشتم پس از زایش به طول پژوهش از زمان زایمان تا 

هاي صحرایی به صـورت تصـادفی بـه دو گـروه     موش. انجامید

پنج مـوش صـحرایی بـه عنـوان گـروه      . تایی تقسیم شدندپنج

بـه  . غیرشیرده بی درنگ پس از زایش از نوزادان خود جدا شدند

هاي صحرایی گروه شیرده اجازه داده شد تا بـراي هشـت   موش

پـنج نـوزاد   (تنظیم تعداد نوزادان . ر دهندروز به نوزادان خود شی
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از روز زایش تا هشتمین روز پس از زایش انجـام  ) براي هر ماده

هـاي صـحرایی شـیرده و    روز هشتم پس از زایش، مـوش  .شد

بـه روش استنشـاقی بـا     15:00و  14:00غیرشیرده بین ساعت 

  . کلروفرم بیهوش شدند

ن و در ادامـه  سپس، پرفیوژن از راه بطن چپ با نرمال سالی

پـس از خـارج کـردن مغزهـا از     . انجام شد% 10با بافر فرمالین 

درجـه   4و در دمـاي  % 10جمجمه، نمونه ها در بـافر فرمـالین   

آنگـاه، قسـمت   . سـاعت نگهـداري شـدند    24سانتی گراد براي 

سفالون مغزها جدا شدند و در محلول مشابه جدیـدي قـرار   داین

. گرفتند

، Merck% (30هـا در ســوکروز  سـاعت، نمونــه  24پـس از  

درجـه   4مـولار در دمـاي    1/0محلول در بـافر فسـفات   ) آلمان

ساعت، مغزها از محلول  24پس از  .سانتی گراد قرار داده شدند

درجـه سـانتی گـراد نگهـداري      -20سوکروز خارج و در دمـاي  

 30ضـخامت   هاي یخ زده به شیوه کورونـال و بـه  هقطع. شدند

،  .Cryocut،American Optical Co( با میکروتوم میکرومتر

درجه سانتی گـراد، در   -20 دماي در برش داده شدند و) آمریکا

 .شـدند  نگهداري 1زدگیمحلول داراي ماده حفاظت کننده از یخ

هاي براي بررسی ایمیونوهیستوشیمی، حداقل سه برش از هسته

DMH ،PVN  2و پیش بطنی جلویی ـ شکمی )AVPV ( براي

. خاب و روي اسلاید میکروسـکوپی تثبیـت شـدند   هر حیوان انت

ژنـی بـا محلـول بـافر     هاي بافت به منظـور بازیـابی آنتـی   برش

دقیقه در اجاق میکروویو قرار گرفتند و  5سیترات دو بار و براي 

سـپس،  . دقیقه در دماي اتـاق خنـک شـدند    20سپس در مدت 

 مولار شسته شدند و 05/0ها با محلول فسفات بافر سالین برش

ساعت در سرم بلوك کننده داري تریتـون ایکـس    1آنگاه براي 

محلـول در فسـفات بـافر    % 10و سرم نرمـال بـز   % 3/0 1003ـ

درجه سـانتی   4مولار به مدت یک ساعت در دماي  1/0سالین 

  . گراد انکوبه شدند

) RFRP )1:1000کلونال علیه بادي پلیدر مرحله بعد، آنتی

 Santa Cruz(شـده اسـت   در الاغ تولیـد   RFRPکـه علیـه   

Biotechnologyدرجه  4ساعت در  48اضافه و براي ) ، آمریکا
  

  

1. Cryoprotectant
2. Anteroventral periventricular nucleus
3. Triton X-100
4. Antifade

  . گراد انکوبه شدسانتی

مـولار   05/0ها با محلول فسفات بـافر سـالین   سپس، برش

کـه   IgG-FITCبادي ثانویه ها با آنتیآنگاه، برش. شسته شدند

 Santa Cruz؛ 1:300(علیه بز در سـرم الاغ تولیـد شـده بـود     

Biotechnologyپس . براي یک ساعت انکوبه شدند) ، آمریکا

اسـلایدها   ،مـولار  1/0ها با محلول فسفات بافر شستن نمونه از

در زیر میکروسکوپ کنترل و سپس با محلول تثبیت کننده ضد 

پوشـیده  ) ، آمریکـا DAKO(مـاده فلورسـنت    4کمرنگ شـدگی 

  . شدند

حـذف و دیگـر   بادي اولیـه  آنتی ،براي کنترل منفی آزمایش

یـا   PVNدر هر بـرش   .مراحل ایمیونوهیستوشیمی تکرار شدند

DMHهــاي واکــنش دهنــده ایمنــی    ، نــورونGnIH  بــا

ــکوپ فلورســنت  ــاNikon(میکروس . شــمارش شــدند) ، آمریک

 DSLRافـزار  و نـرم ) ، ژاپـن Canon(تصاویر توسـط دوربـین   

Remote Pro یز آنـال . افزار فتوشاپ تنظیم گردیدگرفته و با نرم

اي مستقل من ـ  ها با استفاده از آزمون ناپارامتري دو نمونه داده

ــی P>05/0انجــام شــد و ) Mann-Whitney(ویتنــی  دار معن

  ).5/11نسخه  SPSSافزار نرم(درنظر گرفته شد 

  یافته ها

هـاي هسـته   در نورون GnIHاي از بیان ، نمونه1در شکل 

DMH هاي صحرایی شیرده و غیرشیرده، نشان داده شده موش

هـاي صـحرایی   مـوش  PVNهاي در نورون GnIHبیان . است

هاي بیان شمار نورون. ، نشان داده شده است2شیرده در شکل 

ــده  ــل ) DMH )003/0=Pدر قســمت راســت  GnIHکنن و ک

DMH )005/0=P (ــوش ــتر از  م ــیرده بیش ــحرایی ش ــاي ص ه

  ). ـ الف4شکل (غیرشیرده بود 

در قسـمت   GnIHهاي بیـان کننـده   همچنین شمار نورون

ــت  ــپ ) PVN )003/0=Pراس ــل ) PVN )019/0=Pو چ و ک

PVN )001/0=P (ــوش ــتر از   م ــیرده بیش ــحرایی ش ــاي ص ه

هـاي ناحیـه   در بررسـی بـرش  ). ــ ب 4شـکل  (غیرشیرده بـود  

AVPV هاي هاي نورونحضور رشتهGnIH   در این ناحیـه در

در بـرش  ). 3شـکل  (مشـاهده شـد   هاي صحرایی شیرده موش

 GnIHهاي کنترل منفی هیچ نـورون واکـنش دهنـده ایمنـی     

  .مشاهده نگردید
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آمیـزي شـده بـه روش    هیپوتـالاموس رنـگ   )DMH(میـانی  پشـتی ـ   در هسـته  ) پیکـان ) (GnIH(هـاي بیـان کننـده هورمـون مهـار کننـده گونـادوتروپین        نورون -1شکل 

  .میکرومتر است 20شاخص ). C ،D(و موش صحرایی غیرشیرده ) A ،B(صحرایی شیرده ایمونوهیستوشیمی موش 

  
 
 

 
  

هاي بیان کننده هورمون مهـار کننـده   نورون :Bآمیزي شده با روش ایمونوهیستوشیمی موش صحرایی شیرده؛ هیپوتالاموس رنگ )PVN(برش هسته پیرا بطنی : A -2شکل 

  .میکرومتر است 40شاخص . موش صحرایی شیرده PVNدر ) پیکان) (GnIH(گونادوتروپین 
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هاي بیـان کننـده   نورون :Bآمیزي شده با روش ایمونوهیستوشیمی موش صحرایی شیرده ؛ هیپوتالاموس رنگ )AVPV( برش هسته پیش بطنی جلویی ـ شکمی  :A -3شکل 

  .میکرومتر است 40شاخص . موش صحرایی شیرده AVPVدر ) پیکان) (GnIH(هورمون مهار کننده گونادوتروپین 

  

 
  

) PVN(پیـرا بطنـی    :Bراسـت و چـپ، و   ) DMH(پشـتی ـ میـانی     :A: هاي هیپوتالاموسیدر هسته GnIHهاي بیان کننده میانگین و خطاي استاندارد تعداد نورون -4شکل 

).>05/0P(دار است  نشانگر وجود تفاوت آماري معنی ستاره،). (و غیر شیرده ) (شیرده ) n=5(هاي صحرایی راست و چپ در موش
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  بحث

هاي هسته در نورون GnIHهاي پژوهش کنونی بیان یافته

DMH هـاي پـژوهش  موش صحرایی را نشان داد که با یافته-

هاي پیشین در گنجشک، هامسـتر، مـوش و مـوش صـحرایی     

هاي این پژوهش نشان داد همچنین یافته. ]15, 4[سازگار است 

و  DMHدر هسـته   GnIHکننـده  هـاي بیـان   که تعداد نورون

PVN پیش . هاي صحرایی شیرده بیشتر از غیرشیرده بودموش

 تارهـاي  هاي صـحرایی، از این نشان داده شده بود که در موش

و ) ARC( 1هسته کمانی به DMHدر واقع  GnIHهاي نورون

POA هـاي بیـان کننـده    نورونتعداد  .]15[روند میGnIH  در

PVN   به تعداد فراوان در مقایسه بـاDMH     نبـود و تـا کنـون

مــوش  PVNدر  GnIHهــاي مطالعــه دیگــري وجــود نــورون

هـاي  هـاي نـورون  صحرایی را گزارش نکرده است ولـی رشـته  

GnIH  درPVN   در . ]15[موش صحرایی مشاهده شده اسـت

در هسـته   GnIHهاي هاي نورونپژوهش کنونی، حضور رشته

AVPV هـاي داراي  دیگـر، نـورون  از سوي . نیز نشان داده شد

مـوش و مـوش    AVPVو ARCهـاي  پپتین در هسـته کیس

  . ]20, 8[صحرایی قرار دارند 

پپتــین، محـرك و رابــط مهـم اثــر بازگشـتی مثبــت    کـیس 

است  هورمون آزاد کننده گونادوتروپینهاي استرادیول بر نورون

در  هورمـون آزاد کننـده گونـادوتروپین   هـاي  ؛ وجود نورون]12[

هــاي آلفــا روشــن اســت و صــد درصــد گیرنــده POAناحیــه 

 AVPVدر ناحیـه   .]9[شـوند  پپتین بیان میاسترادیول با کیس

از راه  LHموش صحرایی، استرادیول سبب آزادسازي ناگهـانی  

زریــق فــزون بــر ایــن، ت. ]1[شــود هــاي میــانجی مــینــورون

مانع آزادسازي ناگهـانی   POAپپتین به ناحیه آنتاگونیست کیس

LH پپتین در ناحیه ان کیسبی. ]1[شدARC هاي شیرده موش

-در نـورون  GnIHنابراین، بیان بیشتر ب. ]32[شود نیز مهار می

ممکن است به طور مسـتقیم سـبب مهـار محـور      DMHهاي 

هاي بیان هاي نوروناز سوي دیگر حضور رشته. تولیدمثلی شود

در  POAو ناحیه  AVPV ،ARCهاي در هسته GnIHکننده 

احتمالاً  GnIHهاي هاي شیرده نشانه آن است که نورونموش
  

  

1. Arcuate nucleus

پپتـین، مـانع از   مستقیم با مهار ترشح کیستواند به طور غیرمی

هاي صـحرایی شـیرده پـس از    در موش LHآزادسازي ناگهانی 

  .زایش شوند

توانـد دلایـل   مـی  DMHدر هسـته   GnIHافزایش بیـان  

 افزایش سطح پرولاکتین ممکـن اسـت  . دیگري نیز داشته باشد

نقـش داشـته باشـد     GnRHمستقیم در مهـار تـراوش    به طور

ــوگ   .]19[ ــه هومول ــده اســت ک ــی GnIHنشــان داده ش ، یعن

RFRP    10[موش صحرایی، محرك ترشح پـرولاکتین اسـت[ .

-در مـوش  LHبر ترشـح   GnIHدر پژوهشی دیگر اثر مهاري 

اسـترس  . ]15[هاي صحرایی نر به خوبی نشان داده شده است 

 هـاي نـورون هاي صـحرایی نـر سـبب افـزایش بیـان      در موش

GnIH  ممکن است شیردهی در موش صحرایی ماده ]14[شد ،

  .مطرح باشد زابه عنوان عاملی استرس

هـاي  پژوهش کنونی نشان داد که شـیردهی، بیـان نـورون   

GnIH  را درDMH  وPVN  ــه ــزایش داد ک ــالاموس اف هیپوت

در  LHو کاهش ترشـح   GnRHممکن است سازه مهار ترشح 

تـوان پنداشـت کـه یکـی از     دوره شیردهی باشد؛ بنابراین، مـی 

یان مسیرهاي موثر در انستروس شیردهی پستانداران، تحریک ب

GnIH     در هیپوتالاموس باشد هرچند که تایید ایـن نظریـه بـه

  .ها نیاز دارددر دیگر گونه هاي بیشترپژوهش

  سپاسگزاري

رئـیس مرکـز   (نویسندگان مقاله از همکاري آقایان دکتر علـی نیـازي   

، مهنـدس فـرزاد   )تحقیقات بیوتکنولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه شیراز

ش علوم دامی دانشـکده کشـاورزي دانشـگاه    کارشناس بخ(محمدرضازاده 

کارشناسـان مرکـز   (، مهندس امین رمضانی و مهنـدس فرزانـه آرام   )شیراز

، آقـاي لطفعلـی   )تحقیقات بیوتکنولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه شـیراز 

) کارشناس بخش پاتوبیولوژي دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز(شیروانی 

یشگاهی دانشگاه علوم پزشـکی شـیراز در   و کارشناسان مرکز حیوانات آزما

هاي این پژوهش از محـل  هزینه. کننداجراي این پژوهش سپاسگزاري می

هاي کارشناسی ارشد بخش علوم دامی دانشکده کشاورزي نامهبودجه پایان

  .دانشگاه شیراز تامین شد
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