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 چکیده

کننده های پپتیدی کنترلگناد وجود دارد و اغلب هورمون -هیپوفیز-ارتباط نزدیکی بین متابولیسم و محور تولیدمثلی هیپوتالاموس

شود و در کنترل های هیپوتالاموس بیان میتنظیم محور تولیدمثل نیز نقش مهمی دارند. گالانین پپتیدی است که در هسته متابولیسم در

، LHباشد. در مطالعه حاضر اثر تزریق درون بطن مغزی گالانین بر میزان بیان ژن تغذیه، شناخت، وضعیت روانی و تولیدمثل درگیر می

راس(  5گروه )هر گروه  5بیست و پنج راس موش نر نژاد ویستار در  ن مورد بررسی قرار گرفت.و تستوسترو LHمیانگین غلظت 

 30و  60نانومول(، گالانتید و گالانین+گالانتید از طریق بطن سوم مغز دریافت کردند.  1نانومول(، گالانین ) 36/0) سالین، گالانین

جهت بررسی بیان هورمون  βLHmRNAتزریق غده هیپوفیز خارج و میزان ساعت پس از  4گیری انجام شد. دقیقه پس از تزریق خون

و تستوسترون توسط کیت رت و با استفاده از  LHگیری شد. غلظت سرمی هورمون کمی اندازهآر نیمهسیتوسط پی(LH) کننده لوتئینه

و تستوسترون در مقایسه با سالین  LH( میانگین غلطت p<05/0) دارگالانین باعث افزایش معنی گیری شد.روش رادیوایمنواسی اندازه

و تستوسترون در مقایسه با سالین و گالانتید نگردید. میزان  LHدار میانگین غلطت گردید. تزریق گالانین +گالانتید باعث افزایش معنی

داری در بیان افزایش معنی ق گالانین+گالانتیدیتوسط گالانین در مقایسه با سالین افزایش یافت. در تزر βLHmRNAبیان 

βLHmRNA .هیپوفیز-گالانین نقش مهمی در کنترل هورمونی محور هیپوتالاموس در مقایسه با سالین و گالانتید مشاهده نگردید-

 کند.مستقیم تنظیم میهای مستقیم و غیررا از طریق مکانیسم LHگناد دارد. گالانین احتمالا ترشح و بیان 
  

   LHmRNA، تستوسترون، بیان LHگالانین،  کلمات کلیدی:

 m.t.hosseini5@gmail.com  :پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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 مقدمه
ده است که نیازمند سازگاری یتولیدمثل یک فرآیند پیچ       

های برای زادآوری موفق در همه گونه یمحیط داخلی و خارج

باشد. از جمله فاکتورهای مهم میزان انرژی بدن جانوری می

است و یک سطح انرژی حیاتی ذخیره برای بلوغ جنسی، ابقاء 

هماهنگی بین متابولیسم  سیکل و باروری در جانوران لازم است.

باشد که انرژی و تولیدمثل یک فرآیند پیچیده و چند بعدی می

نواحی متعددی از مغز و سیستم اندوکرین در آن درگیر هستند. 

ترین مرکز در تنطیم هومئوستازی انرژی و هیپوتالاموس اصلی

خوبی باشد. بهگنادها می-هیپوفیز-هیپوتالاموس تولیدمثلی محور

شده است که نوروپپتیدهای متعددی در تنطیم فعالیت شناخته 

محور تولیدمثل نقش دارند و در این بین گالانین یک عضو مهم 

 Boland؛ 5102 و همکاران، Fang) باشدتر شناخته شده میکم و

 (.5110 و همکاران،

ای ( اسید آمینه61)در انسان  52گالانین یک نورو پپتید        

 از روده خوک جداسازی شد و  0296ل است که ابتدا در سا

ای در سیستم اعصاب مرکزی و محیطی بسیاری طور گستردهبه

و همکاران،  Tatemoto) شودهای پستانداران بیان میاز گونه

 056ساز صورت پروتئین پیش(. این نوروپپتید ابتدا به0296

 اسیدآمینه 02شود. پروگالانین سنتز میای پریاسیدآمینه

N-عهده دارند و ینال که فعالیت بیولوژیکی نوروپپتید را بهترم

های مختلف از های اتصال گالانین در گونهچنین جایگاههم

ها در طی تکامل تا درجه ماتیصحرایی و پر یهاجمله موش

(. شواهد قابل 5112و همکاران،  Langبالایی حفظ شده است )

سلولی مهم در آور قبولی وجود دارد که گالانین یک پیام

 عملکرد چندگانه با نوروپپتید یک و باشدمی مرکزی عصبی سیستم

و روانشناختی ازجمله  که در بسیاری از اعمال فیزیولوژیکی است

کنترل ترشح هورمون، درد، تغذیه، رفتارهای جنسی، تمرکز، 

 باشدیادگیری، افسردگی، صرع، آلزایمر و حافظه درگیر می

(Merchentaler 0226ان، و همکار.) 

پروتئین   Gنوع گیرنده متصل شونده به 6گالانین از طریق        

ها تا حد کند که توزیع این گیرندهاثرات خود را اعمال می

زیادی در مطالعات متعدد مورد بررسی قرار گرفته است. فعالیت 

آرکوئت نوکلئوس  و پاراونتریکولار هایهسته در گالانین هاینورون

دهد. غذا و وزن بدن را تحت تاثیر قرار می هیپوتالاموس، دریافت

ویژه دریافت چربی و الکل این نوروپپتید موجب افزایش تغذیه به

شود و در حالت گرسنگی میزان گالانین همانند لپتین و می

ابد، بنابراین در تعدیل همئوستازی و یکاهش می Yنوروپپتید 

؛ 5110و همکاران،  Baranowskaبالانس انرژی نقش دارد )

Barson  ،؛ 5101و همکارانMitsukava  ،5101و همکاران .)

امروزه ثابت شده است که گالانین دریافت انرژی را مطابق با 

کند چنانچه تیمار با مقدار لازم جهت تولیدمثل تنظیم می

های پاراونتریکولار و های آن در هستهگالانین و یا آگونیست

آمیگدال موجب افزایش دریافت غذا و وزن های مرکزی هسته

 GalR1شود. این اثر از طریق گیرنده حیوانات آزمایشگاهی می

انتخابی  آگونیست تزریق صحرایی در موش چهچنان شودمی اعمال

GalR1 صورت داخل بطن مغزی به(Icv)  دریافت غذا را افزایش

 GalR3و  GalR2های انتخابی که آگونیستدهد درصورتیمی

و همکاران،  Lang ؛5105 و همکاران، Fang) تاثیری ندارند چنین

5102.) 

اپتیک، پره هایهسته گالانین در کنندهبیان هاینورون وجود       

های میانی مشخص کننده نقش آن پاراونتریکولار و برجستگی

های نورون در گالانین چنین بیانباشد. هممی اندوکرین سیستم در

های پاراونتریکولار وسوپرااپتیک هیپوتالاموس و هستهغول پیکر 

دهد که ها به لب خلفی هیپوفیز، نشان میانشعابات این هسته

گالانین در تنظیم اعمال تولیدمثلی نقش مستقیم دارد. ثابت 

شده است که گالانین یک فاکتور مهم برای ترشح پالسی 

GnRH لی در باشد و نقش تعدیدر هر دو جنس نر و ماده می

و همکاران،  Jacobowitz) کندمی ایفا هاگنادوتروپین ترشح تنظیم

ترین که بیشجاییاز آن ؛(.5110و همکاران،  Gundlach؛ 5112

مطالعات بر روی جانوران ماده انجام شده است و تاکنون اثر 

انجام نشده است هدف از انجام  LHگالانین بر میزان بیان ژن 

تزریق درون بطن مغزی دوز واحد گالانین مطالعه بررسی اثر  این

های در موش سرم و تستوسترون LHمیزان  ،βLHژن  بیان روی بر

 باشد.صحرایی نر می

 

 هاشمواد و رو
های صحرائی نر بالغ این مطالعه از موشمنظور انجام بهاین        

گرم و محدوده سنی  511±51از نژاد ویستار با محدوده وزنی 

داری حیوانات روز، تهیه شده از مرکز پرورش و نگه 22الی  32

 بیست و پنجآزمایشگاهی دانشگاه شهید بهشتی استفاده شد. 

تایی تحت شرایط کنترل شده با  2های رأس موش نر در قفس

درصد، نور در  62±5رطوبت  گراد،درجه سانتی 55 ±5 یدما

 ساعته نور و 05های متوالی لوکس و دوره 611مرکز اتاق 

 در اتاق حیوانات دانشکده علوم زیستی شهید بهشتی تاریکی

داری شدند. آب و غذای استاندارد به اندازه کافی در اختیار نگه
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کار رفته در این آزمایش داروهای به حیوانات قرار داده شد.

زایلازین و  (Phoenix Pharmaceuticals USA) شامل گالانین

های تزریقی داروها و حجم محلولغلظت  . بود  (Rotex)کتامین،

های موش . براساس مقالات موجود در این زمینه انتخاب شد

هوشی با تزریق داخل صفاقی مخلوط صحرائی نر پس از بی

گرم بر کیلوگرم وزن بدن و کتامین با میلی 51زایلازین با دوز 

تحت جراحی کانول  گرم بر کیلوگرم وزن بدنمیلی 91دوز 

مغز قرار گرفتند. کانول ساخته شده از  گذاری بطن سوم

کمک دستگاه استرئوتاکسی و بر به gauge 55سرسرنگ تزریقی 

متری بالای میلیاساس اطلس واتسون و پاکسینوس در یک 

قرار گرفت و با ( DV ،1=ML ،6/5-=AP=2/2مغز )بطن سوم 

استفاده از سه پیچ کوچک و سیمان دندانپزشکی در سطح 

حیوانات بعد از (. 5112و همکاران،  Lewis)جمجمه تثبیت شد 

های انفرادی برگردانده شدند و پس از طی دوره جراحی به قفس

تایی شامل  2گروه  2طور تصادفی به روز به 2مدت بهبودی به

نانومول،  0نانومول، گالانین  36/1های سالین، گالانین گروه

 Panditشدند )نانومول( و گالانین+ گالانتید تقسیم  0گالانتید )

ها تمامی تزریق.  (0222و همکاران،  Dube؛ 5101و همکاران، 

میکرولیتر انجام شد و هر یک از حیوانات گروه  6در حجم 

ها با میکرولیتر سالین دریافت کردند. تزریق محلول 6کنترل 

متصل به یک  (Reno, NA, USA) استفاده از سرنگ همیلتون

و در طول  (Icv) بطن مغزی صورت داخلتیوب پلی اتیلن، به

( انجام 2-9در ساعات اولیه صبح )ثانیه در هر موش  61مدت 

گیری از دم انجام شد و دقیقه پس از تزریق، خون 31و  61شد. 

ساعت پس 2سرم جهت آزمایشات هورمونی جداسازی گردید. 

هوش شده و پس از بریدن سر، هیپوفیز از تزریق حیوانات بی

 داری شد. نگه -91ر دمای خارج و بلافاصله د

، ابتدا RT-PCRجهت بررسی بیان ژن با استفاده از تکنیک 

RNA  تام سلولی استخراج شد و پس از اطمینان از سالم بودن

RNA واکنش رونویسی معکوس ،(Reverse Transcription) 

عنوان الگو جهت انجام واکنش تولید شده به cDNAانجام شد و 

PCR  .مورد استفاده قرار گرفت 

های هیپوتالاموسی و هیپوفیزی با استفاده از پیورزول نمونه

 (PureZol,Bio-rad, USA)طبق دستورالعمل  ، هوموژن شدند و

 Acid)کلروفرم  -فنل -براساس روش گوانیدین تیوسیانات کیت

gaunidinium thiocyanate- phenol- chloroform)  استخراج

، غلظت و خلوص آن با استفاده از RNAخراج شد. پس از است

حاصله با استفاده  mRNAسپس و گیری دستگاه نانودراپ اندازه

و با استفاده از پرایمر  Vivantisشرکت  cDNAاز کیت سنتز 

Oligo-dt  بهcDNA د. جهت انجام واکنش یتبدیل گردPCR  از

های ، پرایمرVivantisای شرکت آر دو مرحلهسیکیت پی

 Bio-radت شرکت تکاپو زیست و دستگاه ترمال سایکلر ساخ

طبق دستورالعمل  PCRبرنامه زمانی جهت انجام استفاده شد. 

کمی آر سیکیت اجرا شد. محصولات حاصل از واکنش پی

 و و دستگاه الکتروفورز بررسی شدند %2/0توسط ژل آگارز 

 Gel documentationهای آگارز با استفاده ازژلسپس از 

Uvitech افزار عکسبرداری شد و توسط نرمImge J  بیان ژن

کنترل مورد استفاده  ژن عنوانبه GAPDH گردید. ژن گیریاندازه

 قرار گرفت.

 

 PCR: ترادف و مشخصات پرایمرهای مورد استفاده جهت واکنش 1جدول 

 قطعه حاصل )جفت باز(طول  دمای انیلینگ ترادف پرایمر ژن

LHβ 
 LHβ AGAGAATGAGTTCTGCCCAGTCTGسنس 

22 592 
 LHβ AGGTCATTGGTTGAGTCCTGGGسنس آنتی

GAPDH 
 GAPDH AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATCسنس 

29 000 
 GAPDH CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTGسنس آنتی

     

 سرم گیری،خون از پس ها،هورمون گیریاندازه جهت

داری شد. با استفاده از کیت نگه -51جداسازی و در فریزر 

rLH[125I]RIA  شرکتIzotop  وTesto RIA   شرکتIzotop 

و تستوسترون مطابق دستورالعمل کیت و با  LH یهاهورمون

 گیری شد.اندازه Berthoidاستفاده از دستگاه گاما کانتر 

بیان شد. آزمون  Mean ± SE صورتبههای حاصل داده

اسمیرنوف بیانگر توزیع نرمال پارامترهای مورد -کولموگروف

های آزمایشی با ها در گروهبنابراین تحلیل داده ،بررسی بود

در  طرفه و متعاقب آن آزمون توکیاستفاده از آنالیز واریانس یک

تر انجام گرفت. اختلاف با احتمال کم 02نسخه  SPSS افزارنرم

دار تلقی های آزمایشی از نظر آماری معنیبین گروه 1/12از 

 .گردید
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          نتایج

داری در میزان اختلاف معنی 5و  0 هایمطابق با شکل       

کننده گالانین در دوزهای های دریافتدر گروه LH mRNAبیان 

(. p<12/1سالین مشاهده شد )نانومول نسبت به گروه  0 و 36/1

نانومول  0و  36/1این اختلاف بین دوزهای مختلف گالانین 

های گالانتید چنین در مقایسه گروهنداشت. هم داریمعنی تفاوت

داری مشاهده و گالانین+گالانتید با گروه سالین اختلاف معنی

ه گالانتید و گالانین+گالانتید در مقایس هایگروه ژن در بیان نشد.

 داری داشتنانومول اختلاف معنی 0و  36/1های گالانین گروه با

(12/1>p .) 

  

 
LH 

 0گالانین 

 نانومول

گالانین 

36/1 

 نانومول

گالانین+ 

 گالانتید
  سالین گالانتید

 
GAPDH 

 GAPDHو LHهای آر برای ژنسی: الکتروفورز محصولات پی1شکل 

 

  
 ساعت پس از تزریق درون بطن مغزی  4در هیپوتالاموس،  βLH mRNA: اثر گالانین، گالانتید و گالانین/گالانتید بر میزان بیان 2شکل 

 با گروه شاهد( در مقایسه 12/1دار * در سطح )اختلاف معنی باشدمی  SE+Meanصورت ها بهداده

 

داری در میانگین غلظت اختلاف معنی 6 مطابق با شکل       

کننده گالانین در دوزهای دریافت هایگروه در LH هورمون سرمی

دقیقه پس از  31و  61در هر دو بازه زمانی  نانومول 0و  36/1

(. این اختلاف p<12/1) شد سالین مشاهده گروه به نسبت تزریق،

داری نانومول تفاوت معنی 0و  36/1گالانین  مختلف دوزهای بین

گالانین+گالانتید  و گالانتید هایمقایسه گروه چنین درهم نداشت.

داری مشاهده نشد. غلظت هورمون با گروه سالین اختلاف معنی

های ههای گالانتید و گالانین+ گالانتید در مقایسه با گرودرگروه

(. p<12/1) داری داشتنانومول اختلاف معنی 0و  36/1 نیگالان

 61دقیقه نسبت به  31میانگین غلظت هورمون در بازه زمانی 

 داری نداشت. دقیقه کاهش یافت ولی این کاهش تفاوت معنی
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 پس از تزریق درون بطن مغزی LH: اثر گالانین، گالانتید و گالانین/گالانتید بر میانگین غلظت سرمی هورمون 3شکل 

 در مقایسه با گروه شاهد( 12/1دار * در سطح )اختلاف معنی باشدمی  SE+Meanصورت ها بهداده

 
داری در میانگین غلظت اختلاف معنی 2مطابق با شکل        

های دریافت کننده سرمی هورمون تستوسترون سرمی در گروه

و  61در هر دو بازه زمانی  نانومول 0و  36/1گالانین در دوزهای 

 دقیقه پس از تزریق، نسبت به گروه سالین مشاهده شد 31

(12/1>p.)  0و  36/1این اختلاف بین دوزهای مختلف گالانین 

های داری نداشت. همچنین در مقایسه گروهتفاوت معنی نانومول

داری گالانتید و گالانین+گالانتید با گروه سالین اختلاف معنی

های گالانتید و گالانین+ هورمون درگروه غلظت نشد. مشاهده

نانومول  0و  36/1گالانین های گالانتید در مقایسه با گروه

داری داشت. میانگین غلظت هورمون در بازه زمانی معنی اختلاف

دقیقه افزایش یافت ولی این افزایش  61دقیقه نسبت به  31

 داری نداشت. تفاوت معنی

 

 
 میانگین غلظت سرمی هورمون تستوسترون پس از تزریق درون بطن مغزی: اثر گالانین، گالانتید و گالانین/گالانتید بر 4شکل 

 در مقایسه با گروه شاهد( 12/1دار * در سطح )اختلاف معنی باشدمی  SE+Meanصورت ها بهداده
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   بحث

و میزان  LHغلطت سرمی  دهدمی نشان حاضر بررسی نتایج       

 داریمعنی افزایش گالانین کنندهدریافت هایگروه در βLHژن  بیان

های انجام شده دهد. در بررسیبه گروه سالین نشان می را نسبت

های صحرایی ماده نشان داده شده است آگونیست بر روی موش

شود و آنتاگونیست آن می surge LHگالانین موجب بیان کامل 

و Sahu ) کندرا مهار می surge LHداری طور معنی)گالانتید( به

  .(0226و همکاران،  Lopez؛ 0222همکاران، 

 (5101) و همکاران Pendit  در مطالعه انجام شده توسط       

صورت داخل بطن شده است که تزریق گالانین به داده نشان

 هیپوفیز در درون LH کاهش سرم و LHمغزی موجب افزایش 

که مطالعه حاضر نیز مشابه با این شود نر می صحرایی هایموش

 باشد.مطالعه می

      Scheffen که  ندای نشان داددر مطالعه (5116) و همکاران

های در موش LHگالانین دارای اثر تحریکی بر روی ترشح 

چنین نشان داده شد که باشد در این مطالعه همصحرایی نر می

اثرات تحریکی تستوسترون توانایی هیپوفیز برای پاسخ به 

مثلی های گالانین اعمال تولیدکند. نورونگالانین را تنظیم می

کنند ابتدا در سطح را در دو سطح متفاوت کنترل می

را در هر دو  GnRHهیپوتالاموس جایی که گالانین ترشح 

 کند و سطح بعدی در هیپوفیز جنس نر و ماده تحریک می

ها از جمله دوتروپینباشد. اثر گالانین بر روی ترشح گنامی

 میانجیگری متفاوت چندین مکانیسم طریق از احتمالاً LH هورمون

 ،همکاران و Merchentaler؛ Merchentaler  ،5101) شودمی

0226.) 

طور تواند بهگالانین ساخته شده در هیپوفیز قدامی می       

را از طریق مکانیسم پاراکرین کنترل کند  LHمستقیم ترشح 

سفال ممکن است از علاوه بر این گالانین سنتز شده در دین

های گونادوتروف طریق گردش خون پورتال هیپوفیزی به سلول

را تحت تاثیر قرار دهد. در حقیقت  LHهیپوفیز برسد و ترشح 

رهاسازی گالانین به گردش خون پورتال هیپوفیزی یک روش 

کی آن در تولیدمثل را دنبال یپالسی لازم برای فعالیت بیولوژ

بر روی  GalR2ویژه گیرنده های گالانین بهکند. گیرندهمی

شوند که اثر های هر دو جنس نر و ماده بیان میگونادوتروپ

م گالانین بر روی ترشح گالانین در سطح هیپوفیز را مستقی

 باشدکند، این اثر مستقیم غالبا یک اثر مهاری میاثبات می

(Todd  ،0229و همکاران.) 

چنین از طریق یک مسیر غیرمستقیم توسط گالانین هم       

GnRH  ترشحLH دهد. گالانین ترشح را تحت تاثیر قرار می

GnRH گیرنده توسط مستقیم طوررا به GAL-R1 کند. می تحریک

 (GALR1, GALR2, GALR3)هر سه ایزوفرم گیرنده گالانین 

در هر  GnRHهای های هیپوتالاموس و بر سطح نوروندر هسته

اند. علاوه بر این مطالعات متعددی نشان دو جنس کشف شده

های نورون با مستقیم طورکننده گالانین بههای بیاننورون اندداده

GnRH از طریق ارتباطات سیناپسی ارتباط دارند (Gundlach ،

 (. 0222و همکاران،  Mitchell؛ 5115

های صحرایی سوم در موش داخل بطنتزریق گالانین به       

داری در میزان ترشح بالغ و غیربالغ نر موجب افزایش معنی

GnRH  از هیپوتالاموس، افزایش اتصالGnRH های به گیرنده

 گردداز هیپوفیز می LHها و در نتیجه ترشح نادوتروفسطح گو

(Sheffen  ،5116و همکاران .)   

 GnRHهای جالب توجه است که میزان گالانین در نورون       

شود. باشد و با استروژن تنظیم میاز نظر جنسی دوشکلی می

های گالانین به استروژن رسد حساسیت بیان ژننظر میبه

  (. 5112و همکاران،  Merchenteler) باشد GnRHتر از ژن بیش

از نظر  GnRHکه ترشح پالسی گالانین و با توجه به این       

دهند و با توجه به اثر تحریکی هم رخ میبه نزدیک زمانی بسیار

و  GnRHگالانین در تولید  احتمالاً GnRHگالانین بر ترشح 

از طریق اندازی شده توسط استروژن راه LH surgeسپس 

مکانیسم فیدبک مثبت در طول بعدازظهر پرواستروس، شرکت 

و همکاران،  Whitelaw؛ 5102و همکاران،  Celika) کندمی

5105.) 

در این مطالعه برای اولین بار نشان داده شد که گالانین        

موجب تحریک بیان ژن  LHعلاوه بر تحریک ترشح هورمون 

LH چنین میزان تستوسترون را هم شود. گالانیندر هیپوفیز می

افزایش داده است. این بررسی تائیدکننده نقش  LHراستا با  هم

گنادها  -هیپوفیز-هیپوتالاموس تولیدمثلی محور بر گالانین تحریکی

  باشد.این محور می سطح سه هر در

منظور درک کامل مکانیسم اثر گالانین بر روی محور به       

میانکنش گالانین با سایر پپتیدهای درگیر در تولیدمثل بررسی 

 باشد.این مسیر ضروری می
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 تشکر و قدردانی
نویسندگان ازکلیه پرسنل مرکز تحقیقاتی علوم اعصاب        

خاطر همکاری صمیمانه به دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی

 .نماینددر انجام برخی مراحل آزمایش تشکر و قدردانی می
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