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  چكيده
هـاي چرخـه    هيپوتالاموس در گامـه ) Preoptic area, POA(ي بيناي  در ناحيه پيشGnRH و GnIHهاي  بياني نورون بررسي هم :هدف

  فحلي ميش
 و  GnRH و   GnIHهـاي    انتخاب شدند و تعداد نورون    ) n=9( سه ميش در سه گامه پرواستروس، استروس و لوتئال           :ها مواد و روش  

  .يونوهيستوشيمي برآورد شد در هر سه گامه فحلي با استفاده از روش ايمPOAبياني اين دو نوروپپتيد در ناحيه  ميزان هم
تعـداد  . ها مشاهده شد   بياني آن   در هر سه گامه چرخه فحلي حضور داشتند و هم          POA در ناحيه    GnRH و   GnIHهاي    نورون :ها يافته
كـه   در حـالي  ). p>01/0(داري در گامه لوتئال در مقايسه با گامه پرواسـتروس و اسـتروس بيـشتر بـود                   طور معني   به GnIHهاي   نورون

هـاي   درصد نـورون  ). p<05/0( وجود نداشت    POA در سه گامه فحلي ميش در ناحيه         GnRHهاي   داري در تعداد نورون    فاوت معني ت
GnRH با بيان GnIH008/0(داري كمتر از گامه پرواستروس و استروس بود  طور معني  در گامه لوتئال به=p.(  
كـه تفـاوتي در بيـان        ، در حـالي   اسـت مه لوتئال بيشتر از گامه فوليكولي        گوسفند در گا   POA در   GnIHهاي    بيان نورون  :گيري نتيجه
 GnRHهاي    بر نورون  POA در   GnIHهاي   اين نشانگر اثر مستقيم نورون    .  در اين ناحيه هيپوتالاموس مشاهده نشد      GnRHهاي   نورون

  .است LHو كنترل غيرمستقيم ترشح 
  

  بينايي، چرخه فحلي، ميش هورمون آزاد كننده گونادوتروپين، ناحيه پيش هورمون مهار كننده گونادوتروپين، :ها كليد واژه
  

  مقدمه
تاكنون اعتقاد بر ايـن بـوده اسـت كـه هورمـون آزادكننـده               

ــادوتروپين  ) Gonadotropin releasing hormone: GnRH(گونـ
ــون   ــح هورم ــلي ترش ــده اص ــيم كنن ــده  تنظ ــوتئيني كنن ــاي ل   ه

) Luteinizing hormone:LH ( كننده فوليكول و تحريك) Follicle 

stimulating hormone :FSH  (ــه. اســت ــازگي تنظــيم كننــده  ب ت

 Gonadotropin(ديگري به نام هورمون مهار كننده گونادوتروپين 

inhibitory hormone: GnIH (  كشف شده كه يك تركيـب دوازده
اف -آر(آلانين ـ آميـد    پپتيدي از خانواده پپتيدهاي آرژنين ـ فنيل 

 )RFRP: Arginine-phenylalanine-amide-related peptide ()آميـد 
است كه نخستين بـار در سيـستم هيپوتـالاموس ـ هيپـوفيزي     
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اين پپتيد به دليل اثر مهاري در سنتز و         . ]1[بلدرچين شناسايي شد    
با كشف ايـن  . ]2[ خوانده شد GnIHها به نام  رشح گونادوتروپين ت

. هورمون مسير جديدي در فهم فيزيولوژي توليدمثل گـشوده شـد          
GnIH  تواند آزاد شدن      پرندگان ميLH     3[مهار كنـد     در همستر را[ 

آزاد شـدن  ) RFRP(آميـد  آلانـين ـ    و پپتيد وابسته به آرژنين ـ فنيل
LH ــستانداران ــفند ]4[ در پ ــه در گوس ــار ]5[ و از آن جمل  را مه
 پستانداران هـم از لحـاظ       RFRP پرندگان و    GnIHبنابراين  . كند مي

  .]8-6[ساختاري و هم عملكردي مشابه هستند 
 Paraventricular( در هسته اطراف بطني GnIHهاي  نورون

nucleus :PVN (ـ   و هـسته پـشتي ـ    ]9[دگان هيپوتالاموس پرن
هيپوتالاموس همـستر،  )  Dorsomedial nucleus :DMH(داخلي 

مشخص شـده كـه     . ]3،10[موش صحرايي و موش قرار دارد       
 در GnRHهـاي     نـورون   با GnIHهاي   ارتباط بين اكسون نورون   

پرنـدگان و پـستانداران   ) Preoptic area:POA(بينايي  ناحيه پيش
هـا بـا نـواحي       همچنـين ايـن نـورون     . ]11و  3،10[وجود دارد   

ــك  ــسته) Limbic regions(ليمبي ــاني   و ه ــدامي و كم ــاي ق ه
)Arcuate (3[باط دارند هيپوتالاموس جوندگان نيز ارت[.  

لوتئـال وجـود    در چرخه فحلي گوسفند دو گامه فوليكولي و         
) Proestrus(در گامه فوليكولي كه شامل مراحل پرواستروس        . دارد

 افزايش يافتـه و در نهايـت        LHاست، ترشح   ) Estrus(و استروس   
در گامـه   . شود اين هورمون ختم مي   ) Surge(به آزاد شدن ناگهاني     

 LH اثـر بازگـشتي منفـي پروژسـترون، ترشـح      تـأثير لوتئال تحت   
 در هيپوتـالاموس    GnIHبا توجه به ايـن كـه        . ]12[يابد   كاهش مي 
كنـد؛   عنوان ميانجي مهار محـور توليـدمثلي عمـل مـي           گوسفند به 

فرض بر اين است كه ممكن اسـت بخـشي از جمعيـت نـوروني         
POA   ،ميش GnIH    اي چرخـه    را بيان كنند و در زمان تغييرات گامه

. ييراتـي نـشان دهنـد      تغ LHتوليدمثل بر اساس وضعيت ترشـحي       
 و  GnIHبيـاني    بنابراين هدف اصلي پژوهش كنـوني بررسـي هـم         

GnRH  هـاي چرخـه     بينـايي در گامـه     هاي ناحيـه پـيش      در نورون
 و  GnIHدر ايـن پـژوهش تغييـرات بيـان          . توليدمثل مـيش اسـت    

GnRHهاي چرخه فحلي ميش نيز انجام شد   در طول گامه.  

  ها مواد و روش
 سال، پـس    3 كيلوگرم و سن     40قريبي  نه رأس ميش با وزن ت     

گيـري در شـرايط مـشابه محيطـي و           از انتخاب در فـصل جفـت      
هـا بـر اسـاس غلظـت پلاسـمايي           ميش. اي نگهداري شدند   تغذيه

 كه توسط كيت مخـصوص      ]12[ در خون    LHو  ) P4(پروژسترون  
فحلي قرار هاي چرخه    گروه سه تايي گامه3گيري شدند، در  اندازه
ليتـر و     نـانوگرم بـر ميلـي      2/3 در گامـه لوتئـال       P4غلظت  . گرفتند

هاي لوتئال، پرواستروس و استروس به ترتيب         در گامه  LHغلظت  
به هر مـيش دو تزريـق       . ليتر بود   نانوگرم بر ميلي   4/51 و   4/1،  0/1

.  دقيقـه انجـام شـد      10 واحـد بـا فاصـله        25000هپارين به ميزان    
  سديم پنتوباربيتال  تزريقبا   ها ميشتزريق هپارين،   بلافاصله بعد از    

  ليتـر  6هـا بـا      ي آن شـدند و سـرها      كـشته  در سرخرگ كاروتيـد   
داراي ) pH=4/7( مـولار    1/0درصد در بافر فسفات     4 يديپارافرمالد
پـس از بيـرون آوردن      . پرفيوز شد ) ليتر  واحد بر ميلي   10(هپارين  

درصد 30سوكروز   جدا شده و در محلول       POAمغز، ناحيه حاوي    
)Sigma-Aldrich بافت  . قرار داده شد  ) ، آمريكاPOA      با روشـي كـه 

 شـرح داده شـده اسـت،        ]13[ و همكاران    (Smith)ميت  توسط اس 
 50 با ضخامت هاي كورونال يخ زده، هقطع. آوري و آماده شد جمع

 بـرش داده شـد و     ) ، آلمان Cryostat  ،Leica( با ميكروتوم    ميكرومتر
 داراي مـاده حفاظـت      گراد، در محلول   درجه سانتي  -20  دماي در

  . شدنگهداري) Cryoprotectant(زدگي  كننده از يخ
 POAهــايي از  بــراي بررســي ايميونوهيــستوشيمي، بــرش

هـاي   بـرش . انتخاب و روي اسلايد ميكروسكوپي تثبيت شـد       
 مولار فـسفات    05/0ژني با محلول     منظور بازيابي آنتي   بافت به 

 20ق ميكروويو و     دقيقه در اجا   5بافر سالين دو بار و به مدت        
هـا در سـرم      سـپس بـرش   . دقيقه براي خنك شدن، شسته شد     

 و سـرم نرمـال بـز    درصدTriton X-100 3/0كننده حاوي  بلوك
 مـولار بـه مـدت       1/0 محلول در فسفات بافر سالين       درصد10

 پس از آن. گراد انكوبه شد    درجه سانتي  4يك ساعت در دماي     
و ) GnIH) 1:1000ه  كلونال بـر علي ـ    بادي پلي  مخلوطي از آنتي  

GnRH) 1:1000 ( توليـد شـده بـود    كه در خرگـوش )Vector 

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir


    محمدرضا جعفرزاده شيرازي و همكاران66

 90، بهار 34شماره ، مجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، سال نهم

66 

Laboratories ساعت انكوبه شد   48اضافه و به مدت     ) ، آمريكا  .
 مـولار شـسته     05/0ها ابتدا با محلول فسفات بافر سالين         برش

 488بادي ثانويه بـر عليـه خرگـوش الكـسا            شده و سپس آنتي   
)Alexa 488 ( 568و الكــسا) Alexa 568) (1:250) (Jackson 

Immunoresearch Laboratoriesترتيب براي نمايـان   به) ، آمريكا
بعـد از   .  به مدت يك ساعت اضافه شـد       GnRH و   GnIHشدن  
 مولار شسته   05/0ها با محلول فسفات بافر سالين        كه نمونه  اين

ــول     ــا محل ــپس ب ــرل و س ــكوپ كنت ــر ميكروس ــد، در زي ش
رسـنت  ئومـاده فلو  ) Antifade (كننده ضد كمرنگ شدگي    تثبيت

)Dako براي كنترل منفي مرحله انكوبـه      . پوشانيده شد ) ، آمريكا
انجـام  بادي اوليه حذف و كليه مراحل ايمونوهيستوشيمي         آنتي

 .]22[ يافـت نـشد  GnRH و  GnIHكننـده     شد كـه نـورون بيـان      
 دانـشگاه   بـي  سازي در مزرعـه ور     برداري و آماده   مراحل نمونه 

 هـا بعـد از انتقـال در دانـشگاه        موناش استراليا و ارزيابي نمونه    
كليه مراحل پـژوهش تحـت نظـارت كميتـه          . شيراز انجام شد  

  .مراقبت و استفاده از حيوانات دانشگاه موناش انجام شد
هـاي واكـنش دهنـده ايمنـي          تعداد نـورون   POAدر هر برش    

GnIH   و GnRH     با ميكروسكوپ فلورسنت )Zeiss و الكسا  ) ، آلمان
 543 در طـول مـوج       568 نانومتر و الكسا     505 در طول موج     488

 و  GnRH و   GnIHهاي داراي    تعداد نورون ). 1شكل  (شمارش شد   
 انحـراف معيـار آن      ±ها بـه صـورت ميـانگين         بياني آن  درصد هم 

 هر  GnRH و يا    GnIHهاي داراي    تفاوت تعداد نورون  . گزارش شد 
صورت درصد هم بيان شـدن در هـر سـه     به كدام به تنهايي و نيز      

 One-way(گروه با استفاده از آزمون آنـاليز واريـانس يـك طرفـه     

ANOVA (    و آزمون تكميليLSD   ها تجزيه و     براي مقايسه ميانگين
عنوان   به >05/0p). ، آمريكا SPSS 5/11افزار   نرم(تحليل آماري شد    

  .دار در نظر گرفته شد سطح معني
  

  ها يافته
، POAهـاي حـاوي       انجام ايميونوهيـستوشيمي بـرش     پس از 

 مـشخص و اثبـات      GnRH و   GnIHوجود نورون هاي بيان كننده      

 پـروتئين   GnIHهاي توليد كننده     همچنين درصدي از نورون   . شد
GnRH     علاوه پروتئين    به. كردند  را نيز بيانGnIH   توسط درصدي 

يـان ايـن    شد كـه ميـزان ب       توليد   GnRHهاي توليد كننده     از نورون 
شـكل  . هاي مختلف چرخه فحلي متفاوت بود      ها در گامه   پروتئين

 و همچنـين هـم      GnRH و   GnIHهاي بيان كننده      حضور نورون  1
هـاي پرواسـتروس،      ميش، در گامه   POAها را در     بياني اين نورون  

ــي  ــي نمــايش م ــال چرخــه فحل ــزان . دهــد اســتروس و لوتئ مي
) 7/51±9/13(ال  در گامــه لوتئــGnIHهــاي بيــان كننــده  نــورون

ــه  ــشتر از گامـ ــتروس   بيـ ــاي اسـ و ) p=004/0؛ 0/19±1/6(هـ
ــود ) p=002/0؛ 7/15±5/1(پرواســتروس  ــاوت ). 2شــكل (ب تف

هـاي    در گامـه   GnIHداري بـين تعـداد نـورون بيـان كننـده             معني
همچنـين بـين    ). p=89/0(استروس و پرواستروس مشاهده نشد      

هـاي   يش در گامـه    م POA در   GnRHهاي بيان كننده     تعداد نورون 
لوتئال، پرواستروس و اسـتروس چرخـه فحلـي از نظـر آمـاري              

  ).<05/0p، 2شكل (داري وجود نداشت  تفاوت معني

  
هورمـون  كننـده    بيـان ) پيكـان (هـاي    اي از هم بياني نـورون       نمونه .1شكل  

هورمـون آزاد كننـده     و  ) الـف، ج، هـ ـ   () GnIH(مهاركننده گونادوتروپين   
هـاي   بينـايي و در گامـه   در هسته پيش) ب، د، و( )GnRH(گونادوتروپين 
چرخـه فحلـي   ) هـ ، و(و لوتئال ) ج، د(، استروس )الف، ب(پرواستروس  

  .، بطن سومV3. ميش

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir


 GnRH   67 و GnIHهاي  نورونبياني  هم

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 9, Spring 2011 

67

 را نيـز در     GnRH كه   GnIHهاي   بين ميانگين درصد نورون   
POA        كـرد،    مـي   هيپوتالاموس ميش در هر سه گامه فحلي بيان

). 3، شكل < 05/00p(اشت داري وجود ند تفاوت آماري معني
كـرد، در    را نيز بيان مـي GnIH كه   GnRHهاي   اما درصد نورون  

داري كمتـر از   به طور معنـي   )  درصد 4/48±0/23(گامه لوتئال   
 درصـــد؛ 7/66±0(گامـــه پرواســـتروس و اســـتروس بـــود 

008/0=p.(  

  
هاي بيان كننده هورمون  هاي چرخه فحلي بر تعداد نورون  اثر گامه.2شكل 

و هورمـون آزاد كننـده گونـادوتروپين        ) GnIH(ر كننده گونادوتروپين    مها
)GnRH (  بينايي در سه گـروه مطالعـه مـيش           در هسته پيش)3=n .(  سـتاره

نتـايج  . )p>05/0(ها است    دار بين گامه   نشانگر وجود اختلاف آماري معني    
  . انحراف معيار نشان داده شده است±صورت ميانگين  به

    
هاي هورمـون   بياني نورون هاي چرخه فحلي بر درصد هم   اثر گامه  .3شكل  

و هورمـون آزاد كننـده گونـادوتروپين        ) GnIH(مهار كننده گونادوتروپين    
)GnRH (  بينايي در سه گـروه مطالعـه مـيش           در هسته پيش)3=n .(  سـتاره

نتـايج  ). p>05/0(ها است    دار بين گامه   نشانگر وجود اختلاف آماري معني    
  . انحراف معيار نشان داده شده است±صورت ميانگين  به

  

  بحث
هـاي   بياني نورون  نتايج مطالعه حاضر براي نخستين بار هم      

GnIH   و GnRH   در POA    اين درحالي اسـت  .  ميش را نشان داد

 در  GnIH/RFRPهـاي    هـاي نـورون    كه قبلاً فقط حضور رشـته     
POA و مــوش صــحرايي ]16[، مــوش ]15, 14[ در پرنــدگان 

هـاي بيـان كننـده       حـضور نـورون   .  نشان داده شـده بـود      ]17[
GnIH/RFRP   هسته اطراف بطني     در)PVN ( 10, 9[ن  پرنـدگا[ ،

 DMH و در هسته     ]3[ موش و موش صحرايي      DMHدر هسته   
) Ventromedial nucleus(اي بين هسته شكمي ـ داخلي   و ناحيه

جسم سلولي و   .  است  نشان داده شده   ]18, 3[ همستر   DMHو  
 در مغز موش در نواحي      RFRPهاي بيان كننده     هاي سلول  رشته

ط بـا تغذيـه، درد و سيـستم شـنوايي اسـت، پراكنـده               كه مرتب 
ــده ــت  ش ــه . ]19[اس ــستاندارانRFRPاگرچ  در GnIH و  در پ

 اثر خـود را در سـطح    GnIHپرندگان مشابه است، در پرندگان      
گذارد اما   ها مي  هيپوفيز و مهار مستقيم آزاد شدن گونادوتروپين      

 در  GnRHهـاي     خود را با واسـطه نـورون       تأثيردر پستانداران   
POA  هـا در    حضور هردوي اين نـورون    . ]18[نمايد    اعمال مي
POA  هـاي   تواند نشان دهنده اثر احتمـالي نـورون         گوسفند مي

GnIHهاي   بر نورونGnRH    با شيوه اتوكراين ـ پـاراكراين نيـز 
  .باشد

 در گامـه فوليكـولي افـزايش و در          LHهاي ترشحي    پالس
بـا توجـه    . ]12[يابد   گامه لوتئال چرخه فحلي ميش كاهش مي      

 در  GnIH حاضر نشان داد كه ميزان بيـان         به اينكه نتايج مطالعه   
POA           ميش در گامه فوليكولي كاهش و در گامه لوتئال افزايش 
هاي بيان   تواند نشانه اثر مهاري نورون     يابد، اين تغييرات مي    مي

گامـه   POA در   GnRHهاي بيـان كننـده        بر نورون  GnIHكننده  
 LH  سبب كاهش ميزان توليد    GnIHدر نتيجه بيان    . لوتئال باشد 

 در همـستر    LHدر زمان افزايش ناگهـاني      . دشو دراين گامه مي  
يابـد    در همستر كـاهش مـي      RFRPكننده   هاي بيان  تعداد سلول 

 LHهمچنين نشان داده شده است كه غلظت پلاسـمايي          . ]20[
هـا بـا     ايـن يافتـه   . ]21[يابد    در گاو كاهش مي    GnIHبا تزريق   
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نتايج مطالعه حاضر مطابقت دارد كـه در گامـه فوليكـولي كـه              
 يافته   كاهش GnIH بالاست، تعداد نورون بيان كننده       LHميزان  
 در فصل توليـدمثل افـزايش و در         LHهاي ترشحي  پالس. است

يابــد و مــشخص شــده كــه  فــصل غيرتوليــدمثل كــاهش مــي
 در فصل توليدمثل نسبت به فـصل  GnIHهاي بيان كننده     سلول

  .]22[يابند  غيرتوليدمثلي كاهش مي
 در  GnIHهاي بيان كننده     نتايج مطالعه حاضر وجود نورون    

POA   بياني   همچنين در مطالعه حاضر هم    .  را نشان دادGnIH  و 
GnRH       اين مطالعـه   . شاهده شد  در هر سه گامه چرخه فحلي م

 POA در   GnIHهـاي    نشان داد كه در گامه لوتئال بيـان نـورون         
  ، در حالي كه تفاوتي در      استگوسفند بيشتر از گامه فوليكولي      

  

  در اين ناحيه هيپوتالاموس مشاهده     GnRHهاي   بيان نورون 
 بـر   POA در   GnIHهـاي     اثر مستقيم نورون   دهنده   كه نشان  نشد

 از  . اسـت  LH كنتـرل غيرمـستقيم ترشـح         و GnRHهاي   نورون
 GnIHتوان استنباط كرد كه تاحدودي بيان        نتايج اين مطالعه مي   

 در تضاد است ، اگرچه ممكن است عوامـل ديگـري            GnRHو  
  . نقش داشته باشدGnRHنيز در مهار 

  

  تقدير و تشكر
بــي  نويــسندگان مقالــه از همكــاري كارمنــدان مزرعــه ور

  .كنند سپاسگزاري ميدانشگاه موناش استراليا 
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