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 چکیده

اعمال  LH ای مختلف داخل هیپوتالاموسی اثرات مهاری بر ترشح هورمونفعالیت مسیرهای نورونی واسطهتاثیر بر  از طریقمورفین 

بیست موش  دید.های صحرایی نر بررسی گردر موش رژیکگلوتامات سیراز طریق م LH ترشحبر سولفات مورفین  اتاثرتحقیق حاضر،  درکند. می

 4و  3های و گروهسالین  2و  1های قرار گرفته، گروه( n=5)در هر گروه  گروه چهاردر  گرم 200-250نژاد ویستار به وزن بالغ صحرایی نر 

دقیقه بعد از  30 وهای خونی قبل از تزریق نمونه 3و  1های در گروهمغزی دریافت کردند.  کروگرم مورفین را از طریق تزریق درون بطنییک می

 از بعد دقیقه 60 و تزریق از قبل خونی هاینمونه 4و  2 هایگروه درگردید.  جدا های هیپوتالاموسینهنمو و آوریتزریق سالین یا مورفین جمع

 سطوحو  (RIA) نواسیوبا روش رادیوایم LH سرمی هورمونغلظت . گردید جدا هیپوتالاموسی هاینمونه و آوریجمع مورفین یا سالین تزریق

 30 را در LH مورفین میانگین غلظت سرمی .گیری شداندازه (HPLC)کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا  با استفاده از هیپوتالاموسیگلوتامات 

چنین، هم دار بود.از نظر آماری معنیدقیقه  60با قبل از تزریق کاهش داد که این میزان کاهش تنها در گروه  از تزریق در مقایسه بعددقیقه  60یا 

از نظر آماری  سالیندقیقه بعد از تزریق  30گروه با  از تزریق در مقایسه بعددقیقه  30 درغلظت گلوتامات هیپوتالاموس با تزریق مورفین میانگین 

 برمورفین ننده اثرات کمسیرهای عصبی کنترلدر هیپوتالاموس ممکن است  یگلوتامات هایفعالیت نورونکاهش داری کاهش یافت. طور معنیبه

 دخالت داشته باشد. LH ترشح

  ، هیپوتالاموسLHمورفین، گلوتامات،  کلمات کلیدی:

 mehribagheripoor@gmail.com :* پست الكترونیكی نویسنده مسئول
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 مقدمه

 یهاهورمون ترشح روی بر مختلفی نوروترنسمیترهای و نوروپپتیدها       

GnRH  وLH شند. بامی اوپیوئیدها هاپپتیدنورو از این یکی گذارند.می اثر

ن تریزا در دستگاه عصبی مرکزی از مهمپپتیدهای اوپیوئیدی درون

ی کننده آزادسازپپتیدهای مهاری مدار عصبی هیپوتالاموسی کنترل

GnRH/LH هورمون .هستند GnRH ترشحی –عصبی هایتوسط سلول

GnRH نورون( هایGnRHدر هی ) پوتالاموس سنتز شده و از انتهای

زی درون عروق خونی سیستم پورتال هیپوفیها بهکسونی این نورونآ

، GnRHدر پاسخ به ترشح  .شودآزاد می ناحیه برجستگی میانی در واقع

. کنندرا ترشح می  (LH) لوتئینیهورمون های هیپوفیز قدامی سلول

سازی  ی نظیر مورفین آزادپپتیدهای اوپیوئیدآگونیست گیرنده 

GnRH/LH  را مهار و سطح پلاسماییLH دهندرا کاهش می (Fayez 

و همکاران،  Ceccarelli؛ 2000و همکاران،  He؛ 1991و همکاران، 

الیت در سرکوب فع با وجود غالب بودن اثرات مرکزی اپیوئیدها (.2006

ار های جانوری، گزارش بسیمحور تولیدمثلی در انسان و سایر گونه

 GnRHاندکی درباره اثرات مستقیم پپتیدهای اپیوئیدی بر آزادسازی 

دی اثرات اند که پپتیدهای اپیوئید دارد و اکثر مطالعات نشان دادهوجو

 ریقاز ط مستقیم وطور غیررا به GnRH/LHمهاری خود بر آزادسازی 

ی دستگاه عصبی مرکز ایواسطههای تاثیر بر میزان فعالیت نورون

، Gurcharanو  Gurjinder؛ 1991و همکاران،  Pages) کننداعمال می

ها مورفین و سایر اوپیات(. 2014و همکاران،  Mahmoudi؛ 2001

-Beltran) های مختلف مغز را تحت تاثیر قرار دهندتوانند قسمتمی

Campos مؤثرتحریکی یکی از نوروترنسمیترهای (. 2015همکاران،  و 

 گلوتامات نوروترنسمیتری است باشد.، گلوتامات میGnRHترشح  بر

ثر اها بر تنظیم ترشح هورمون که از طریق تأثیرات مرکزی و محیطی،

ه نشان داد تحقیقات پیشین(. Jezova ،2001و  Schwendt) گذاردمی

ها باعث افزایش قابل توجه ترشح موشکه تزریق مورفین در  است

انی  تی  و ساختار مشبک مغز میگلوتامات در ناحیه خاکستری دور قنا

ر مورفین باعث مصرف مکرو ( Gebhart ،1976و  Sherman) گرددمی

 Bartosz) گرددمی های گلوتامات در قشر پیشانیکاهش تعداد گیرنده

ن مورفی اتنیسم عمل اثربا توجه به این که مکا(. Grzegorz ،2009و 

باشد، هدف گلوتامات مشخص نمی طریق از GnRH/LHروی کاهش بر 

از طریق فعالیت  LHترشح بر مورفین  اتاز این پژوهش بررسی اثر

 باشد. می یگلوتاماتهای نورون
 

 هامواد و روش

موش صحرایی نر  20در این تحقیق از : آزمایشگاهی حیوانات       

گرم )خریداری شده از  200-250دوده وزنی نژاد ویستار در محبالغ 

قات علوم اعصاب( استفاده شد. دانشگاه شهید بهشتی، مرکز تحقی

و بعد از جراحی صورت گروهی بل از جراحی بهق ی صحراییهاموش

های جدا، در اتاق پرورش حیوانات با شرایط استاندارد )درجه در قفس

های تاریکی و رهگراد و دودرجه سانتی 22±2حرارت کنترل شده 

داری صبح( نگه 7ساعته با شروع روشنایی در ساعت  12روشنایی 

غذا دسترسی آزاد به آب و  حیوانات در تمام مدت آزمایششدند. 

با تایید دانشگاه شهید بهشتی با توجه به راهنمای  هاداشتند. آزمایش

داری حیوانات آزمایشگاهی منتشر شده توسط انستیتوی و نگه استفاده

ملی سلامت ایالات متحده آمریکا انجام گرفت و از هر حیوان تنها یک 

بیست (. No Publications NIH. 1996 revised 23-80شد ) استفاده بار

( سالین یا یک میکروگرم n= 5)در هر گروه  گروه 4در موش صحرایی 

  ت کردند.مورفین را از طریق بطن سوم مغزی دریاف

با تزریق داخل : (ICVل بطن مغزی )گذاری داخمرحله کانول       

 mg/kg BWو mg/kg BW 80کتامین و زایلزین )صفاقی مخلوطی از 

 gaugeهوش شدند. کانول ساخته شده از سرسوزن حیوانات بی( 10

اطلس پاکسینوس و واتسون  اساسبرمختصات بطن سوم در  22

(AP=-2.3, ML=0.0, DV=6.5) گردید تثبیت (Mahmoudi  ،و همکاران

مدت یک هفته در قفس انفرادی منظور بهبودی، بهبه اتحیوان .(2014

برای تزریق داخل بطن سوم مغزی، سرنگ  .ندتحت مراقبت قرار گرفت

 20که توسط لوله رابط پلی اتیلنی  مورد استفاده قرار گرفت هامیلتون

با استفاده از . متصل شده بود gauge 27به سر سرنگ دندانپزشکی 

میکرولیتر از  سه 27gageو سر سوزن دندانپزشکی  نسرنگ هامیلتو

محلول ماده مورد نظر برداشته شد و از طریق کانول به بطن سوم 

در  آزمایشآرامی تزریق گردید. ثانیه و به 30مدت  درمغزی حیوان 

 صبح صورت گرفت. 10تا  9ساعت 

سرمی:  LHهورمون سنجش  و های خونیآوری نمونهجمع       
دقیقه بعد از تزریق  60یا  30و در  قبل از تزریقدم از ورید خونگیری 

 .انجام گرفت صبح 10 الی 9 ساعت در یک میکروگرم() مورفینسالین یا 

 20مدت های خونی با استفاده از دستگاه سانتریفیوژ بهسرم نمونه

گیری م اندازهتا هنگا ند وجدا شد دقیقه ردور د 3500 دقیقه و با سرعت

میانگین  داری شدند.گراد نگهدرجه سانتی -20در دمای هورمونی 

با استفاده  نواسیورادیوایمبا استفاده از روش  LH هورمون سرمی غلظت

ویژه  LH کیت سنجش هورمون طبق دستورالعملبر گاماکانتر دستگاه از

گیری اندازه (Institute of Isotope CO, LTD, Hungryصحرایی) موش

 ی مورد استفاده قرار گرفت.شد و برای تجزیه و تحلیل آمار

با شکافت جمجمه مغز : یهیپوتالاموسهای سازی نمونهجدا       

شد. سطح شکمی مغز به سمت بالا قرار گرفته و برشی  حیوانات خارج

)در جلو از مجاورت کیاسمای  هیپوتالاموس حاوی مترمیلی 4 ضخامت به
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ور جانبی طو به تالاموسی -بینایی، از پشت تا مجاورت دستگاه پستانی

تا شیار هیپوتالاموسی( تهیه گردید. هیپوتالاموس جدا شده بلاقاصله 

داری تا زمان استخراج گلوتامات و برای نگه فریز شد مایع نیتروژن درون

 گراد منتقل شد.درجه سانتی -80به فریزر با دمای 

برای بررسی نوروترانسمیتر : های مغزیمرحله سنجش نمونه       

استفاده شد.  (HPLC) بالا کاراییبا  ماتوگرافیروش کرو گلوتامات از

 اسید استاندارد هایمحلول مغزی، هاینمونه سازیآماده از قبل

 لیترمیکروگرم بر میلی 200و  100، 50های گلوتامیک، با غلظت

μg/ml)  یا(PPM  تهیه شده، به دستگاهHPLC  تزریق شدند و منحنی

هیپوتالاموسی، مرحله به  هاینمونهها رسم گردید. کالیبراسیون آن

به  -80از فریزر  که ابتداطوریمرحله از حالت انجماد خارج شدند، به

+ انتقال 4گراد منتقل و بعد از مدتی به یخچال درجه سانتی -20

 یافتند. سپس برای انتقال به محل هموژناسیون داخل حمام یخ قرار

حجم حلال  10ر وزن شده و داسیون موژنوها، قبل از هگرفتند. نمونه

مخصوص استخراج عصاره مغزی قرار گرفتند. حلال مذکور شامل 

  EDTA %1/0متابی سولفیت و  %1/0همراه مولار به 4/0 اسید پرکلریک

موژن شدند. پس از آن ودستگاه هموژنایزر ه ها با استفاده ازبود. نمونه

 g15000 دور دقیقه در15مدت گراد بهدرجه سانتی 4در دمای 

نتریفیوژ شدند. سپس مایع شفاف رویی برای تزریق به دستگاه جدا سا

 (.2014و همکاران،  Mustafa)گردید 
در این ساخت کشور آلمان  KNAUERمدل  HPLCدستگاه از        

، یک 5000کننده. سیستم شامل یک هماهنگتحقیق استفاده شد

گیر و یک نمونه UV 2800، یک دتکتور 1000پمپ چهار واحدی 

نترل کافزار کروم گیت وسیله نرمهبود که ب μl20لوپ تزریق دستی با 

 Eurospher C18 (4×250شد. ستون آنالیز استفاده شده نوع می

معکوس  میکرومتری( از جنس سیلیکا با فاز 5متر با اندازه ذرات میلی

 (.2014و همکاران،  Mustafa) گراد بوددرجه سانتی 35در دمای 

ول متان %45آب،  %10از  Aفاز متحرک  برای جدایی کروماتوگرافیک،

لار مومیلی 100بافر استات سدیم  Bاستونیتریل و فاز متحرک  %45و 

نظر رلیتر در دقیقه دمیلی 6/0انتخاب شدند. شدت جریان  =pH 8/6با 

سازی دهنانومتر انجام شد. برای آما 254ردیابی با طول موج شد.  گرفته

ل محلومیکرولیتر  100ا برداشته، میکرولیتر از نمونه ر100نمونه 

ر کرولیتر بافمی 100روی آن ریخته شد. پس از یک دقیقه مشتق ساز 

برای  میکرولیتر آب به آن اضافه گردیده، دو دقیقه بعد 100و بورات 

توسط  میکرولیتر 20تزریق آماده بود. از هر نمونه پس از مشتق سازی 

توسط  یکروماتوگراف سرنگ همیلتون به دستگاه تزریق شد و منحنی

مده آدست ههای بایسه پیکدستگاه ثبت گردید. میزان گلوتامات از مق

 های استاندارد محاسبه شد.ها با پیکاز نمونه

 SPSSار افزها از نرمبرای آنالیز دادهتجزیه و تحلیل آماری:        

(version 16) ها با استفاده از آزمون داده شد. استفادهT-test شده  جفت

ی نتایج در تمام آنالیزهای آمارجفت نشده آنالیز شدند.  T-testو 

. نتایج انحراف معیار از میانگین ارائه شدند ±صورت میانگین حاصل به

 فزارانمودارها با استفاده از نرم .دار گزارش شدندمعنی P≤05/0با 

2007 Excell  گردیدرسم. 

        

 نتایج
 30 در LH سرمی کننده سالین در سطحهای دریافتدر گروه       

 ردیدمشاهده نگ نسبت به قبل تزریق تفاوتیدقیقه پس از تزریق  60 یا

 30 در سرم LHمیزان ن مورفی با تزریق یک میکروگرم. (1شکل )

 17وجود کاهش از تزریق با  قبلدقیقه پس از تزریق در مقایسه با 

 دقیقه پس از تزریق در 60در سرم LHمیزان  .دار نشددرصدی معنی

 (.≥05/0Pدار شد )درصدی معنی 28از تزریق با کاهش  قبلیسه با مقا

 در مورفین دقیقه پس از تزریق 60در سرم LHتفاوت بین میزان ولی 

ی درصد 12با وجود کاهش  مورفین دقیقه پس از تزریق 30مقایسه با 

 .(1شکل ) دار نشدمعنی

 گلوتامات سطح به مربوط هایداده آنالیز از حاصل نتایح       

 داد نشان سالین کنندهدریافت صحرایی هایموش در وتالاموسهیپ

 از پس دقیقه 60 زمان در هیپوتالاموس گلوتامات غلظت میزان که

 فاوتیت سالین تزریق از بعد دقیقه 30 زمان با مقایسه در سالین تزریق

 ممیکروگر یک تزریق از پس دقیقه 30 گروه در(. 2 شکل) نکرد پیدا

 گلوتامات سطح سالین، دقیقه 30 تزریق وهگر به نسبت مورفین

 هکطوریبه. داد نشان داریمعنی کاهش آماری نظر از هیپوتالاموس

 بود ترکم سالین گروه به نسبت درصد 22 هاآن در گلوتامات سطح

(05/0P≤ .)با مقایسه در مورفین تزریق از پس دقیقه 60 گروه در 

 سطوح در داریعنیم کاهش سالین تزریق از بعد دقیقه 60 گروه

 اتگلوتام سطوح در چنینهم. نگردید مشاهده هیپوتالاموس گلوتامات

 مورفین تزریق از پس دقیقه 60 گروه صحرایی هایموش در هیپوتالاموس

 داریمعنی افزایش مورفین تزریق از پس دقیقه 30گروه به نسبت

 قهدقی 60 در  گلوتامات سطح کهطوری( به≥05/0P)  گردید مشاهده

 از پس دقیقه 30 گروه از تربیش درصد 27 مورفین تزریق از پس

 (.2 شکل) بود مورفین تزریق
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ی صحرایی در موش ها LH سرمی هورمون: میانگین سطح 1شکل

 یا یک میکروگرم مورفین کننده سالیندریافت
 30، قاز تزری قبلدقیقه  30نی های خوصبح صورت گرفت. نمونه 9-10تزریق در ساعت 

یار از انحراف مع ±صورت میانگین آوری شدند. نتایج بهدقیقه پس از تزریق جمع 60 یا

: در * دار گزارش شده است.معنی ≥05/0Pو  =5nاند. در هر گروه میانگین ارائه شده

 .مورفین تزریقاز مقایسه با قبل 

 

 
های صحرایی لظت گلوتامات هیپوتالاموس در موشیانگین غم: 2 شکل

 یا یک میکروگرم مورفین کننده سالیننر دریافت
دقیقه پس از تزریق  60 و 30های مغزی صبح صورت گرفت. نمونه 9-10ساعت تزریق در 

اند. در هر انحراف معیار از میانگین ارائه شده ±صورت میانگین شدند. نتایج به جداسازی

بعد از  دقیقه 30گروه با  : در مقایسه* دار گزارش شده است.معنی ≥05/0Pو   =5nوه گر

 بعد از تزریق مورفین دقیقه 30 گروه در مقایسه با: ‡، تزریق سالین
 

 بحث
های هورمونی نشان داد که مورفین، نتایج حاصل از آنالیز داده       

. اهش دادنسبت به قبل از تزریق ک را LHمیانگین غلظت پلاسمایی 

و همکاران  He، (1991) و همکاران  Fayezتحقیقات بر منطبق یافته این

پپتیدهای  دادند نشان که است (2006)همکاران  و Ceccarelli و (2000)

موجب مهار ترشح  (μ)اوپیوئیدی نظیر مورفین از طریق گیرنده میو 

GnRH/LH طبق نظر اکثر محققان، با وجود غالب بودن  .شوندمی

تولیدمثلی، پپتیدهای  محور اثرات مرکزی اپیوئیدها در سرکوب فعالیت

طور به GnRH/LHاپیوئیدی اثرات مهاری خود را بر آزادسازی 

رابط دستگاه های ریق تاثیر بر میزان فعالیت نورونمستقیم و از طغیر

 Gurjinder؛ 1991و همکاران،   Pages) کنندعصبی مرکزی اعمال می

 . (2014و همکاران،  Mahmoudi؛ Gurcharan ،2001و 

سبب  تزریق مورفین، کهنشان داد  نتایج تحقیق حاضرچنین هم       

دقیقه پس از تزریق  30در هیپوتالاموس سطح گلوتامات کاهش 

و  Shermanتوسط  تی کهطبق تحقیقا نسبت به سالین گردید.

Gebhart (1976) هاانجام گرفت، تزریق مورفین در موش(mice)  

باعث افزایش قابل توجه ترشح گلوتامات در ناحیه خاکستری دور 

 اب تحقیقاین  که درحالیدر .قناتی و ساختار مشبک مغز میانی شد

موس تزریق مورفین در موش صحرایی نر کاهش گلوتامات هیپوتالا

 هایی کهمشاهده گردید. در تزریق مورفین، سطح گلوتامات در موش

اوت ها برداشته شده بود تفدقیقه پس از تزریق هیپوتالاموس آن 30

 داشتند. دقیقه پس از تزریق  60داری با گروهی معنی

 نیز نسبت به قبل از LHچنین میانگین غلظت پلاسمایی هم       

ظر از ندقیقه پس از تزریق  30تزریق کاهش داشت، اما این کاهش در 

وت دقیقه پس از تزریق تفا 60در  کهحالیدار نبود درمعنی آماری

داری را نشان داد. این تفاوت زمان بین تغییر گلوتامات معنی

ه کدلیل فاصله زمانی باشد پلاسما ممکن است به LHهیپوتالاموس و 

ای هی نورونذاری آن روگتالاموس، اثربرای ترشح گلوتامات از هیپو

از هیپوتالاموس به  GnRH، انتقال GnRHو ترشح  GnRHمترشحه 

جریان از هیپوفیز پیشین و ورود آن به  LHهیپوفیز پیشین، ترشح 

 . در خون گردد LHخون در حدی که باعث تغییر سطح 

 گلوتامات را NMDAهای وساطت گیرنده ،حققانهای مگزارش       

ین در سیستم اعصاب مرکزی ثابت کرده و در اثرات ناشی از مورف

 در اثرات مورفین بر NMDAهای اوپیوئیدی و نشان داد که گیرنده

ی طوربه (،2010و همکاران،  Blasie) بدن با یکدیگر همکاری دارند

 سبب NMDAهای گیرنده آنتاگونیست تزریقکه در تایید این مسئله، 

و  Tzschentke) شوداز بین رفتن اثرات ناشی از مورفین می

Schmidit ،2000.) 

 طور خلاصه نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که تزریقبه       

های صحرایی در موشمورفین میکروگرم یک  داخل بطن سوم مغزی

را نسبت به گروه سالین کاهش  هیپوتالاموس درگلوتامات  غلظتنر 

های دخیل در یت نورونفعالممکن است . بر اثر کاهش گلوتامات داد

از  GnRHمنجر به کاهش ترشح  و کاهش یافته GnRHترشح 
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از هیپوفیز پیشین و  LHترشح هیپوتالاموس و در نتیجه کاهش 

 گردد. LH سرمیمتعاقب آن کاهش غلظت 

 

 دانیقدرشکر و ت
یاهان دارویی از همکاری پژوهشکده گوسیله بدیننویسندگان        

و  HPLCانجام کارهای تکنیکی کمک به  در دانشگاه شهید بهشتی

جناب آقای دکتر عبدالکریم حسینی از دانشکده علوم زیستی دانشگاه 

 د.نماینتشکر و قدردانی میشهید بهشتی 
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