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هاي تولید کننده هورمون آزادکننده گونادوتروپین در ناحیه تعداد نورون
هاي چرخه فحلی میشبینایی هیپوتالاموس در گامهپیش

2و امین تمدن1محمدرضا جعفرزاده شیرازي

چکیده 
در ناحیه ) GnRH(هاي تولید کننده هورمون آزاد کننده گونادوتروپین در پژوهش کنونی تعداد نورون

هیپوتالاموس . هاي چرخه فحلی میش مورد مقایسه قرار گرفتهیپوتالاموس در گامه) POA(بینایی پیش
. یوژن خارج شدبرداري شده، پرواستروس، استروس و لوتئال بعد از پرفتخمدان) n=3(چهار گروه میش 

با استفاده از روش ایمیونوهیستوشیمی بین چهار POAدر ناحیه GnRHهاي تولید کننده تعداد نورون
میانگین تعداد . در هر چهار گروه وجود داشتندPOAدر ناحیه GnRHهاي نورون. گروه مقایسه شد

داري به طور معنیبرداري شده اندر گامه استروس در مقایسه با گروه تخمدGnRHهاي تولید کننده نورون
در سه گامه GnRHهاي تولید کننده داري در میانگین تعداد نوروندر حالی که تفاوت معنی. بیشتر بود

در ناحیه GnRHهاي تولید کننده عدم تفاوت در تعداد نورون. وجود نداشتPOAفحلی میش در ناحیه 
POAها در تواند نشانگر این موضوع باشد که این سلولمیهاي چرخه فحلی میش هیپوتالاموس در گامه

کنترل چرخه GnRHو تغییر در میزان ترشح GnRHتعداد نسبتاً ثابت و احتمالاً تنها با کنترل آزادسازي 
.دهندفحلی را انجام می

بینایی، چرخه فحلی، میشهورمون آزاد کننده گونادوتروپین، ناحیه پیش: کلیدييهاواژه

مقدمه
کنش بین عوامل تولیدمثل، نتیجه برهم

تنظیم کننده هیپوتالاموس، هیپوفیز قدامی و 
عامل اصلی در کنترل تولیدمثل، . گنادها است

1تراوش هورمون آزادکننده گونادوتروپین

)GnRH ( است)هاي در بیشتر گونه). 4
هاي هسته پستانداران، این پپتید در نورون

شود که میتولید) POA(2بیناییپیش
3هاي آنان به ناحیه برجستگی میانیآکسون

GnRHتراوش پالسی . )16(شوند کشیده می

به داخل خون پورتال هیپوفیزي، سبب تولید 
و هورمون ) LH(4نیزه کنندهئیهورمون لوت

هاي در سلول) FSH(5محرك فولیکول
. )17(شود گونادوتروپ هیپوفیز می

شیرازدانشگاه،استادیار-1
)amintamaddon@yahoo.com: ولومسسندهینو(شیراز،یپزشکعلومدانشگاه،ترانسژنیکي فناورتحقیقاتمرکز،استادیار-2

3/7/92: رشیپذخیتار20/7/91: افتیدرخیتار

1- Gonadotropin releasing hormone 2- Preoptic area 3- Median eminence
4- Luteinizing hormone 5- Follicle stimulating hormone

ساريطبیعیمنابعوکشاورزيعلومدانشگاه
یدامداتیتوليپژوهشها
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ها و یکولهاي فوق سبب رشد فولگونادوتروپین
.شوندریزي میتحریک تخمک

و GnRHدر میش، الگوي تراوش 
ها در خلال چرخه فحلی متغیر گونادوتروپین

است و با اثر فیدبکی استروئیدهاي تخمدان به 
در . شودهیپوتالاموس و هیپوفیز، کنترل می

گامه لوتئال چرخه فحلی، غلظت بالاي 
پروژسترون و در گامه فولیکولی، غلظت کم 
پروژسترون و افزایش در غلظت استرادیول به 
ترتیب سبب کاهش و افزایش بسامد تراوش 

GnRHتراوش ). 13(شود میGnRH در
موش صحرایی با فعال شدن جسم سلولی 

POAدر GnRHهاي تولید کننده نورون

هیپوتالاموس، تغییرات ساختاري محل 
و ایجاد شرایط تماس GnRHآزادسازي 

مستقیم انتهاي آکسون به فضاي دور رگی 
عوامل مختلفی نظیر ).10،16(شود کنترل می

هاي با الگوي در گونه(استرس، تغذیه و فصل 
GnRHهاي بر عملکرد سلول) تولیدمثل فصلی

هاي مهم در یکی از پرسش). 9(اثر دارند 
نحوه GnRHعملکرد فیزیولوژي هورمون 

و اثر آن بر ترشح یا سرژ این GnRHتولید 
هاي در این رابطه پژوهش. هورمون است

هاي تراوش کننده اندکی در مورد تعداد سلول
GnRH در هیپوتالاموس میش در خلال

هدف این پژوهش . چرخه فحلی وجود دارد
هاي تولید کننده بررسی تغییرات تعداد نورون

GnRHهاي چرخه فحلی در در گامهPOA

.باشدمیالاموس میش هیپوت

هامواد و روش
راس میش نژاد کوریدال با وزن تقریبی 12

سال، پس از انتخاب در 3کیلوگرم و سن 40
گیري در شرایط مشابه محیطی و فصل جفت

تخمدان سه راس از . اي نگهداري شدندتغذیه
ها با جراحی برداشته شد و پس از میش

س دیگر را9. بهبودي در پژوهش استفاده شد
ها بر اساس غلظت پلاسمایی از میش

در سه گروه سه ) 1(خون LHپروژسترون و 
هاي چرخه فحلی پرواستروس، تایی گامه

از روش الیزا . استروس و لوتئال قرار گرفتند
اندوکراین تکنولوژي، (LHگیري براي اندازه

لیتر نانوگرم در میلی33/0با حساسیت ) آمریکا
پروژسترون سرم با روش غلظت . استفاده شد

با ) ایمیونوتک، فرانسه(رادیوایمیونواسی 
لیتر نانوگرم در میلی05/0حساسیت 

به هر میش دو تزریق هپارین . گیري شداندازه
دقیقه 10واحد با فاصله 25000به میزان 

انجام شد تا در زمان تزریق درون رگی 
پارافرمالدهید احتمال انعقاد خون به حداقل 

ها بی درنگ بعد از تزریق هپارین، میش. برسد
با تزریق سدیم پنتوباربیتال در سرخرگ 

سپس تزریق درون رگی . کاروتید کشته شدند
در بافر % 4لیتر پارافرمالدهاید 6سرهاي آنها با 

داراي هپارین ) pH=4/7(مولار 1/0فسفات 
پس از . انجام شد) لیترواحد بر میلی10(

که (سفالون مغزها، ناحیه داینخارج کردن
جدا شده و در بافر فرمالین ) استPOAداراي 

24گراد براي درجه سانتی4و در دماي % 10
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ها در سپس نمونه. ساعت نگهداري شدند
، Sigma-Aldrich% (30محلول سوکروز 

با روشی POAبافت . قرار داده شدند) آمریکا
داده شرح) 18(که توسط اسمیت و همکاران 

24پس از . آوري و آماده شدشده است، جمع
ساعت، مغزها از محلول سوکروز خارج و در 

. گراد نگهداري شدنددرجه سانتی-20دماي 
هاي یخ زده به شیوه کورونال و به قطعه

، Cryostat(میکرومتر با میکروتوم 50ضخامت 
Leicaبرش داده شدند و در دماي ) ، آلمان

، در محلول بافر سوکروز درجه سانتیگراد-20
.نگهداري شدند%  30

براي مطالعه ایمیونوهیستوشیمی، از هر 
میش سه برش داراي نواحی قدامی، میانی و 

انتخاب شده و روي اسلاید POAخلفی ناحیه 
هاي بافت به برش. میکروسکوپی تثبیت شدند

مولار 05/0ژنی با محلول منظور بازیابی آنتی
دقیقه 5بار و به مدت فسفات بافر سالین دو

ها در سپس برش. انکوبه و سپس شسته شدند
% Triton X-1003/0سرم بلوك کننده حاوي 

محلول در فسفات بافر % 10و سرم نرمال بز 
مولار به مدت یک ساعت در دماي 1/0سالین 

سپس. درجه سانتیگراد انکوبه شدند4
) GnRH)1:1000کلونال علیه بادي پلیآنتی

ود ـده بـد شـــولیـــــز تــبدره ـک
)Vector Laboratoriesاضافه و به ) ، آمریکا

ها ابتدا با برش. ساعت انکوبه شد48مدت 
مولار شسته 05/0فسفات بافر سالین محلول 

بر 568الکسا -بادي ثانویهشده و سپس آنتی

Alexa،1:250(علیه بز که در سرم خرگوش 

568،Jackson Immunoresearch

Laboratoriesتولید شده بود براي ) ، آمریکا
به مدت یک ساعت اضافه GnRHنمایان شدن 

ها با محلول فسفات که نمونهبعد از این. شدند
مولار شسته شدند، در زیر 05/0بافر سالین 

میکروسکوپ کنترل شدند و سپس با محلول 
) antifade(تثبیت کننده ضد کمرنگ شدگی 

پوشانیده ) مریکا، آDako(ماده فلورسنت 
براي کنترل منفی مرحله انکوبه . شدند
بادي اولیه حذف و کلیه مراحل آنتی

ایمیونوهیستوشیمی انجام شد که نورون تولید 
برداري مراحل نمونه. یافت نشدGnRHکننده 

بی دانشگاه موناش و آماده سازي در مزرعه ور
ها بعد از انتقال در استرالیا و ارزیابی نمونه

کلیه مراحل پژوهش . گاه شیراز انجام شددانش
تحت نظارت کمیته مراقبت و استفاده از 

.حیوانات دانشگاه موناش انجام شد
هاي واکنش تعداد نورونPOAدر هر برش 

با میکروسکوپ GnRHدهنده ایمنی 
543در طول موج ) ، آلمانZeiss(فلورسنت 

تفاوت میانگین تعداد ). 15(شمارش شدند 
در هر چهار گروه با GnRHهاي داراي نورون

افزار نرمدر 1ویتنی-استفاده از آزمون من
SPSSتعداد .تجزیه و تحلیل آماري شدند
±به صورت میانگین GnRHهاي داراي نورون

دار معنیاز سطح . خطاي معیار گزارش شد
)05/0P< (ها استفاده براي مقایسه میانگین

.شد
1- Mann-Whitney test
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و بحثنتایج
2/3غلظت پروژسترون در گامه لوتئال 

در LHلیتر و غلظت نانوگرم بر میلی
هاي لوتئال، پرواستروس و استروس به گامه

لیتر نانوگرم بر میلی4/51و 4/1، 0/1ترتیب 
برشهاي پس از انجام ایمیونوهیستوشیمی.بود

هاي تولید کننده ، وجود نورونPOAحاوي 
GnRH1شکل . مشخص و اثبات گردید

را در GnRHهاي تولید کننده حضور نورون
POAبرداري شده و در هاي تخمدانمیش
هاي پرواستروس، استروس و لوتئال گامه

دهد که درخششی چرخه فحلی نمایش می
میانگین و انحراف معیار . قرمز رنگ داشتند

در GnRHهاي تولید کننده تعداد نورون
POAبه ) عدد12±26/2(استروس هايمیش

هاي داري بیشتر از میشطور معنی
بود ) عدد11/5±12/1(برداري شده تخمدان

)014/0=P) ( در حالی که میانگین ). 2شکل
در GnRHهاي تولید کننده تعداد نورون

POA22/11±95/3(هاي پرواستروس میش
با ) عدد67/10±75/2(و لوتئال ) عدد

برداري شده تفاوت هاي تخمدانمیش
چنین بین هم). <05/0P(داري نداشت معنی

در GnRHهاي تولید کننده تعداد نورون
POAهاي لوتئال، پرواستروس و میش در گامه

داري وجود استروس از نظر آماري تفاوت معنی
این پژوهش نشان داد که ).<05/0P(نداشت 

هاي گوناگون چرخه فحلی میش در گامه
که POAهاي موجود در اد نورونمیانگین تعد

GnRHبه . کندکنند تغییر نمیرا تولید می
رسد که در طول چرخه به نظر میعبارت دیگر

GnRHهاي طبیعی فحلی میش تمام نورون

. در تولید این نوروپپتید مشارکت دارند
تغییرات فصل نیز تغییري در تعداد و موقعیت 

در مغز میش نشان ندادGnRHهاي نورن
در میش افزایش غلظت استرادیول در ).11(

شود میGnRHگامه فولیکولی سبب سرژ 
)6،9.(

آمیزي شده با رنگ) GnRH(تولید کننده هورمون آزاد کننده گونادوتروپین ) پیکان(هاي اي از نوروننمونه- 1شکل 
و ) ب(، استروس )الف(هاي لوتئال بینایی هیپوتالاموس در گامهپیشروش ایمونوهیستوشیمی در هسته 

).د(برداري شده چرخه فحلی میش و میش تخمدان) ج(پرواستروس 
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هاي تولید کننده هورمون خطاي معیار تعداد نورون±میانگین هاي چرخه فحلی و حضور تخمدان بر اثر گامه-2شکل 
ستاره نشانگر ). n=3(بینایی در چهار گروه مطالعه میش در هسته پیش) GnRH(گونادوتروپین آزاد کننده 

).P>05/0(باشد دار بین دو گروه میوجود اختلاف آماري معنی

هاي دیگر چرخه، استروژن مسئول در گامه
). 6(اثر مهاري بر ترشح گونادوتروپین است 

تواند در پستانداران به چهار روش استروژن می
هاي آن از شبکه نورونGnRHدر آزاد شدن 

روش اول اثر مستقیم و ). 14، 5(موثر باشد 
هاي غیرمستقیم استروژن در تولید گیرنده

روش دوم اثر ، GnRHاستروژنی و اثر بر سنتز 
هاي گلیال و برهمکنش بر بدنه یا بر سلول

سوم اثر روش ،GnRHهاي نورون پایانه
هاي استروژنی غیرمستقیم توسط گیرنده

و روش GnRHهاي هاي آوران به سلولنورون
چهارم اثر غیرمستقیم بر اندوتلیوم عروقی که 

GnRHهاي نورون تنظیم کننده عملکرد پایانه

از آنجا که نتایج این مطالعه ). 14، 5(هستند 
نشان داد که حذف اثر تخمدانی در میش 

هاي تولید کننده د سلولسبب کاهش تعدا
GnRH درPOAتوان این احتمال شود میمی

را مطرح کرد که حذف اثر استروژن تخمدانی 
به روش GnRHدر میش سبب کاهش تولید 

شود و در زمان هیپوتالاموس میPOAاول در 
هاي تولید کننده حضور تخمدان تعداد نورون

GnRHهاي مختلف چرخه تفاوتی در گامه

هاي ذکر بنابراین در میش سایر روش. ندارد
ممکن است تاثیر GnRHشده اثر استروژن بر 

به GnRHکمتري داشته و ترشح یا سرژ 
.هاي دیگر کنترل شوندروش

در پستانداران مختلف همچون موش 
GnRHهاي صحرایی و انسان موقعیت نورون

، 12(در هیپوتالاموس نشان داده شده است 
19 .(GnRHود به موس گاو محددر هیپوتالا

ساقه هیپوفیز و قسمت پیشین هیپوتالاموس 
هاي وجود ارتباط بین نورون). 2(باشد می

گوسفند با POAدر GnRHتولید کننده 
هاي تولید کننده اورکسین هاي نورونپایانه

)orexin ( گزارش شده است)همچنین ). 7
پپتین و کیسGnRHتولید همزمان 

)kisspeptin (هاي در سلولPOA گوسفند
پپتین نقش کیس). 15(مشاهده شده است 

دارد و نشان داده GnRHکلیدي در ترشح 
در KiSS-1شده است که میزان تولید ژن 

میش در گامه فولیکولی بیشتر از لوتئال است 
ست که در پژوهش قبلی ایاین در حال). 3(
هاي تولید نشان داده شد که تعداد نورون) 8(

هاي گوناگون پپتین در گامهیسکننده پپتید ک

داد
تع

ون
نور

ها
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. داري نداردچرخه فحلی میش تفاوت معنی
هاي ممکن است تغییر نکردن تعداد نورون

هاي گوناگون در گامهGnRHتولید کننده 
پپتین هاي کیسفحلی همچون تعداد نورون

به این ) GnRHبه عنوان عامل محرك ترشح (
سنتز پپتین درهاي کیسسبب باشد که نورون

و ساخت این هورمون موثر نبوده و فقط بر 
در پژوهشی دیگر . آزاد سازي آن تاثیر بگذارند

پپتین بر روشن شد که تاثیر کیس) 15(
آزادسازي هورمون آزاد کننده از راه برجستگی 

در ناحیه GnRHمیانی است و بر تولید 
بینایی اثري ندارد که با نتایج پژوهش پیش

پپتین و هاي کیسنورون. اردکنونی همخوانی د
GnRH در ناحیه برجستگی میانی با هم تولید

که ممکن است اثر اتوکرین ) 15(شوند می
از پایانه GnRHپپتین بر ترشح کیس
هاي آن در ناحیه برجستگی میانی را نورون

نشان دهد و یا این که این دو ترکیب با هم در 

هیپوفیز آزاد -سیستم پورتال هیپوتالاموس
هاي گونادوتروپ سبب شده و با تاثیر بر سلول

.شوندLHترشح 
هاي تولیدکننده عدم تفاوت در تعداد نورون

GnRH در ناحیهPOA هیپوتالاموس در
تواند نشانگر هاي چرخه فحلی میش میگامه

ها در تعداد این موضوع باشد که این سلول
وGnRHثابت و تنها با کنترل آزادسازي 

کنترل چرخه GnRHتغییر در میزان ترشح 
توان چنین میهم. دهندفحلی را انجام می

هاي تحریک کننده تخمین زد که نورون
در میش GnRHدیگري بر میزان ترشح 

.موثرند

و قدردانیتشکر
نویسندگان مقاله از همکاري کارمندان 

بی دانشگاه موناش استرالیا مزرعه وري
.کنندسپاسگزاري می
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Number of Neurons Expresses Gonadotropin Releasing Hormone in
the Hypothalamic Preoptic Area During the Phases of Estrous Cycle of

Ewe

Mohammad Reza Jafarzadeh Shirazi1 and Amin Tamadon2

Abstract
In the present study number of neurons that express gonadotropin releasing hormone

(GnRH) in the ewe preoptic area (POA) of hypothalamus were compared between the
phases of estrous cycle. Hypothalamus of four ewe groups (n=3) of ovariectomized,
proestrus, estrus, and luteal were removed after perfusion. The number of GnRH
neurons in the POA of four groups was compared, using immunohistochemistry
method. GnRH neurons were present in the POA of four groups of ewe. The mean of
number of GnRH neurons in estrus ewes was more than ovariectomized ewes. However,
there was not significant difference between the numbers of GnRH neurons of POA in
three estrous phases. No difference for the number of neurons that express GnRH in the
POA of hypothalamus during estrous phases of ewes might indicate that these relatively
fixed number cells may perform the estrous cycle control only by control of GnRH
release and changing of the secretion of GnRH.
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